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基于 ＲＩＰ￣Ｓｅｑ 技术检测 ＭＲＴＦ￣Ａ 结合 ＲＮＡ 在
小鼠 ＭＣＡＯ / Ｒ 模型中表达
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(１. 武汉科技大学医学院ꎬ新药创制研究所ꎬ职业危害识别与控制湖北省重点实验室ꎬ武汉　 ４３００６５ꎻ
２. 华润武钢总医院ꎬ武汉　 ４３００８０ꎻ ３. 上海健康医学院ꎬ上海　 ２０００３０)

　 　 【摘要】 　 目的　 应用 ＲＩＰ￣Ｓｅｑ 测序技术检测小鼠 ＭＣＡＯ / Ｒ 模型中心肌素相关转录因子 Ａ(ＭＲＴＦ￣Ａ)结合

ＲＮＡ 的表达差异ꎬ探讨 ＭＲＴＦ￣Ａ 潜在的作用机制ꎮ 方法　 将 Ｃ５７ＢＬ / ６ 小鼠随机分成假手术组及 Ｉ / Ｒ 组ꎬ线栓法构

建 ＭＣＡＯ 模型ꎬ再灌注 ２４ ｈ 后ꎬ提取脑组织总蛋白ꎬ利用 ＭＲＴＦ￣Ａ 抗体免疫共沉淀后ꎬ进行 ＲＮＡ 高通量测序ꎬ获得

ＭＲＴＦ￣Ａ 结合 ＲＮＡ 的表达谱ꎬ继而对差异 ＲＮＡ 进行 ＧＯ、ＫＥＧＧ 分析ꎮ 结果 　 与假手术组相比ꎬＩ / Ｒ 组有 ４２９ 个

ＲＮＡ 发生差异表达(上调 ２０３ꎬ下调 ２２６)ꎬ并且在功能元件和染色体分布上均具有显著差异ꎮ ＧＯ 分子功能分析显

示ꎬ差异表达 ＲＮＡ 主要富集 ＲＮＡ 结合、Ｐｏｌｙ(Ａ)ＲＮＡ 结合等注释ꎮ ＫＥＧＧ 通路分析显示 １０ 条通路被显著富集ꎬ其
中雌激素信号通路富集最显著ꎮ 结论 　 在脑 Ｉ / Ｒ 损伤时 ＭＲＴＦ￣Ａ 结合 ＲＮＡ 表达谱发生差异改变ꎬ为深入探讨

ＭＲＴＦ￣Ａ 的分子机制提供理论依据ꎮ
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【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＲＮＡ￣ｂｏｕｎｄ ｍｙｏｃａｒｄｉｎ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ Ａ (ＭＲＴＦ￣
Ａ)￣ｂｉｎｄｉｎｇ ｇｅｎｅｓ ｕｓｉｎｇ ＲＩＰ￣Ｓｅｑ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ｉｎ ａ ｍｏｕｓｅ ｍｉｄｄｌｅ ｃｅｒｅｂｒａｌ ａｒｔｅｒｙ ｏｃｃｌｕｓｉｏｎ (ＭＣＡＯ) / ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｍｏｄｅｌ ａｎｄ
ｅｘｐｌｏｒｅ ｔｈｅ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ａｃｔｉｏｎ ｏｆ ＭＲＴＦ￣Ａ. Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｃ５７ＢＬ / ６ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｓｈａｍ ａｎｄ
ｃｅｒｅｂｒａｌ ｉｓｃｈｅｍｉａ / ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ (Ｉ / Ｒ) ｉｎｊｕｒｙ ｇｒｏｕｐｓ. Ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｆｏｃａｌ ＭＣＡＯ ｗａｓ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ｕｓｉｎｇ ｔｈｅ ｓｕｔｕｒｅ ｍｅｔｈｏｄ.
Ａｆｔｅｒ ２４ ｈ ｏｆ ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎꎬ ｔｏｔａｌ ｂｒａｉｎ ｔｉｓｓｕｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗａｓ ｅｘｔｒａｃｔｅｄ. Ｆｕｒｔｈｅｒｍｏｒｅꎬ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｒｏｆｉｌｅ ｏｆ ＭＲＴＦ￣Ａ￣ｂｉｎｄｉｎｇ
ｇｅｎｅｓ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｕｓｉｎｇ ｉｍｍｕｎｏｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ ｐｌｕｓ ｈｉｇｈ￣ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ. Ａｄｄｉｔｉｏｎａｌｌｙꎬ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ
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ｇｅｎｅｓ ｗｅｒｅ ａｎａｌｙｚｅｄ ｕｓｉｎｇ ＧＯ ａｎｄ ＫＥＧＧ. Ｒｅｓｕｌｔｓ 　 Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｆｉｎｄｉｎｇｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐꎬ ４２９ ｇｅｎｅｓ ｗｅｒｅ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ (２０３ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄ ａｎｄ ２２６ ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ) ｉｎ ｔｈｅ ｃｅｒｅｂｒａｌ Ｉ / Ｒ ｇｒｏｕｐ. ＧＯ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎ
ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｖｅａｌｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ ｗｅｒｅ ｍａｉｎｌｙ ｅｎｒｉｃｈｅｄ ｉｎ ＲＮＡ ｂｉｎｄｉｎｇ ａｎｄ Ｐｏｌｙ(Ａ) ＲＮＡ ｂｉｎｄｉｎｇ.
ＫＥＧＧ ｐａｔｈｗａｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｉｌｌｕｓｔｒａｔｅｄ ｔｈａｔ １０ ｐａｔｈｗａｙｓ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｅｎｒｉｃｈｅｄꎬ ａｍｏｎｇ ｗｈｉｃｈ ｔｈｅ ｅｓｔｒｏｇｅｎ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ
ｐａｔｈｗａｙ ｗａｓ ｍｏｓｔ ｅｎｒｉｃｈｅｄ. Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ 　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｒｏｆｉｌｅ ｏｆ ＭＲＴＦ￣Ａ￣ｂｉｎｄｉｎｇ ｇｅｎｅｓ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ａｌｔｅｒｅｄ ｂｙ
ｃｅｒｅｂｒａｌ Ｉ / Ｒ ｉｎｊｕｒｙꎬ ｗｈｉｃｈ ｐｒｏｖｉｄｅｓ ａ ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ ｂａｓｉｓ ｆｏｒ ｉｎ￣ｄｅｐｔｈ ｅｘｐｌｏｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ＭＲＴＦ￣Ａ.

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】 　 ｍｙｏｃａｒｄｉｎ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ Ａꎻ ＲＮＡ￣ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｍｍｕｎｏｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ￣ｈｉｇｈ ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ
ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇꎻ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｉｓｃｈｅｍｉａ / ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｉｎｊｕｒｙꎻ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｇｅｎｅ ａｎａｌｙｓｉｓ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ: Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ.

　 　 心 肌 素 相 关 转 录 因 子 Ａ ( ｍｙｏｃａｒｄｉｎ￣ｒｅｌａｔｅ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ￣Ａꎬ ＭＲＴＦ￣Ａ) 是血清反应因子

(ｓｅｒｕｍ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｆａｃｔｏｒꎬＳＲＦ)的转录共激活因子ꎬ广
泛存在于大脑皮层、心脏、血管、胚胎及肿瘤组织

中ꎬ参与包括阿尔茨海默病[１] 、心脏缺血再灌注损

伤[２] 、动脉粥样硬化[３] 、恶性肿瘤[４] 等在内的多种

病理生理过程ꎮ 研究发现ꎬＭＲＴＦ￣Ａ 主要定位于胞

质ꎬ可通过与肌动蛋白结合与解离在细胞质和细

胞核之间穿梭ꎮ 外界刺激(如缺血、缺氧等)可引

起胞 质 内 Ｇ￣肌 动 蛋 白 与 ＭＲＴＦ￣Ａ 解 离ꎬ 促 进

ＭＲＴＦ￣Ａ 由胞质转移至胞核ꎬ入核的 ＭＲＴＦ￣Ａ 与

ＳＲＦ 形成复合物后ꎬ结合靶基因启动子上的 ＣＣ
[Ａ / Ｔ]６ＧＧ ＤＮＡ 序列ꎬ又称 ＣＡｒＧ 盒ꎬ引起靶基因

的转录激活ꎬ参与细胞增殖、分化、凋亡及信号转

导等过程[５] ꎬ从而对外界刺激产生快速基因反应ꎮ
杨辉等[６]研究发现ꎬ在心肌缺血再灌注损伤时ꎬ上
调心肌中 ＭＲＴＦ￣Ａ 表达ꎬ可促进 Ｂｃｌ￣２、Ｍｃｌ￣１ 表达ꎬ
抑制 Ｂａｘ 表达ꎬ缩小心肌梗死面积ꎬ抑制心肌细胞

凋亡ꎬ发挥心肌保护功能ꎮ 本课题组前期研究也

证实ꎬ在脑缺血再灌注( ｉｓｃｈｅｍｉｃ / ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎꎬＩ / Ｒ)
诱导的大鼠模型及氧糖剥夺 /复氧( ｏｘｙｇｅｎ￣ｇｌｕｃｏｓｅ
ｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎ / ｒｅｏｘｙｇｅｎａｔｉｏｎꎬＯＧＤ / Ｒ)诱导的细胞模型

中ꎬＭＲＴＦ￣Ａ 可通过 ＳＲＦ / ＣＡｒＧ 途径激活抗凋亡基

因 Ｍｃｌ￣１、Ｂｃｌ￣２ 转录发挥重要的神经保护作用[７] ꎮ
目前ꎬ关于 ＭＲＴＦ￣Ａ 机制的研究均基于对转

录水平的调节ꎬ其可否通过结合 ＲＮＡ 发挥其他

生物功能目前尚不清楚ꎮ 因此ꎬ为了深入了解

ＭＲＴＦ￣Ａ 在脑 Ｉ / Ｒ 损伤中的分子功能ꎬ本研究利

用 ＲＩＰ￣Ｓｅｑ 技术对小鼠 ＭＣＡＯ / Ｒ 模型中 ＭＲＴＦ￣Ａ
结合 ＲＮＡ 的表达谱进行深度测序ꎬ以挖掘差异

基因ꎬ继而通过生物信息方法在分子功能、信号

通路等方面进行探讨ꎬ为下一步实验研究提供理

论依据ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

１８ 只 ６ ~ ８ 周龄 ＳＰＦ 级健康雄性 Ｃ５７ＢＬ / ６ 小

鼠ꎬ体重 ２０ ~ ２５ ｇꎬ购自湖北省实验动物研究中心

【ＳＣＸＫ(鄂)２０１５－００１８】ꎮ 小鼠饲养于武汉科技大

学实验动物中心【ＳＹＸＫ(鄂)２０１８－００４５】ꎮ 饲养期

间小鼠自由进食、饮水ꎮ 饲养环境:昼夜各半循环

照明ꎬ湿度恒定ꎬ温度在 ２２~２５℃ꎮ 实验前将小鼠随

机分为假手术组及 Ｉ / Ｒ 组(ｎ＝ ９)ꎬ进行 ２ꎬ３ꎬ５－氯化

三苯基四氮唑(ｔｒｉｐｈｅｎｙｌ ｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍ ｃｈｌｏｒｉｄｅꎬＴＴＣ)染
色、ＲＮＡ 结合蛋白免疫沉淀 －高通量测序 ( ＲＮＡ
ｉｍｍｕｎｏｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎꎬＲＩＰ￣Ｓｅｑ)及测序结果验证( ｎ ＝
３)ꎮ 所有操作均符合武汉科技大学实验动物伦理

学要求(审批号:２０１８４９)ꎮ
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂与仪器

线栓购于广州佳灵生物有限公司ꎻＲＩＰ 试剂盒、
ＩｇＧ 抗体购自 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司ꎻＭＲＴＦ￣Ａ 抗体购自 ＣＳＴ
公司ꎬ辣根过氧化物酶标记的羊抗兔 /鼠二抗购自

Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ 公司ꎻ酚 ∶氯仿 ∶异戊醇 ＝ １２５ ∶２４ ∶１(ｐＨ ＝
４􀆰 ３)ꎬ购自索莱宝科技有限公司ꎮ

体式显微镜(Ｍｏｔｉｃ ＳＭＺ￣１４０ꎬ麦克奥迪实业集

团有限公司)ꎻ荧光定量 ＰＣＲ 仪(Ｂｉｏ￣Ｒｉｄ ＣＦＸ９６ꎬ美
国 伯 乐 )ꎻ 旋 转 混 匀 器 ( ＳｉｌｅｎｔＳｈａｋｅꎬ 美 国

ＣＲＹＳＴＡＬ)ꎻ恒温摇床(ＫＹＣ￣１００Ｂꎬ上海福玛实验设

备有限公司)ꎻ测序仪器(Ｈｉｓｅｑ ２５００ꎬ美国 Ｉｌｌｕｍｉｎａ
公司)ꎮ
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 小鼠 ＭＣＡＯ 模型的建立

参照改良的 Ｌｏｎｇａ 法[８] 制备小鼠右侧局灶性

ＭＣＡＯ 模型ꎮ 术前小鼠禁食 ８~１０ ｈꎬ自由饮水ꎮ 腹

腔麻醉ꎬ仰卧固定于 ３７℃恒温手术台上ꎮ 消毒颈部

皮肤ꎬ体式显微镜下暴露右侧颈部总动脉(ｃｏｍｍｏｎ

６６７
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ｃａｒｏｔｉｄ ａｒｔｅｒꎬＣＣＡ)ꎬ颈外动脉(ｅｘｔｅｒｎａｌ ｃａｒｏｔｉｄ ａｒｔｅｒｙꎬ
ＥＣＡ)和颈内动脉( ｉｎｔｅｒｎａｌ ｃａｒｏｔｉｄ ａｒｔｅｒｙꎬＩＣＡ)ꎮ 结

扎 ＥＣＡ 远心端后ꎬ切开 ＥＣＡꎬ插入线栓ꎬ使线栓经由

ＣＣＡ、ＩＣＡ 后入颅ꎬ直至大脑中动脉(ｍｉｄｄｌｅ ｃｅｒｅｂｒａｌ
ａｒｔｅｒｙꎬＭＣＡ)ꎬ插入深度约 ０􀆰 ８ ~ １ ｃｍꎮ 待缺血 １ ｈ
后缓慢拔出线栓实现再灌注ꎬ２４ ｈ 后处死小鼠ꎬ取
样ꎮ 假手术组只暴露相关血管而不插入线栓ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２　 神经功能学评分

动物麻醉清醒后ꎬ采用 Ｌｏｎｇａ’ ｓ ５ 分法进行评

分ꎮ ０ 分:无神经损伤症状ꎻ１ 分:不能伸展左侧前

爪ꎻ２ 分:提尾向左侧转ꎻ３ 分:向左侧倾倒ꎻ４ 分:不
能自发行走ꎬ意识丧失ꎮ 剔除 ０ 分及 ４ 分ꎬ选取 １~３
分的小鼠进行 ＲＩＰ￣Ｓｅｑꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３　 ＴＴＣ 染色

再灌注 ２４ ｈ 后ꎬ每组随机选取 ３ 只小鼠ꎬ断头

取脑进行梗死体积检测ꎮ 新鲜脑组织－ ８０℃ 速冻

３ ｍｉｎ后取出ꎬ以 ２ ｍｍ 厚度做冠状切片ꎬ随后浸泡于

１％ ＴＴＣ 磷酸盐缓冲液中ꎬ３７℃避光孵育 １５ ｍｉｎꎬ期
间将脑片上下翻转至少 １ 次ꎬ使之染色均匀ꎮ ＴＴＣ
染剂可将正常脑组织染为深红色ꎬ梗死区脑组织染

为白色ꎮ 最后将脑片浸泡于 ４％多聚甲醛中ꎬ４℃固

定过夜ꎬ拍片ꎬ计算脑梗死体积百分比ꎮ 脑梗死体

积百分比利用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 图像分析软件对梗死体积进

行量化ꎬ首先计算每片脑组织的梗死体积ꎬ每片脑

片梗死体积＝梗死面积 × 切片厚度ꎬ再求和算出总

梗死体积ꎬ脑梗死体积百分比＝总梗死体积 /全脑体

积 × １００％ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ４　 ＲＩＰ 实验

ＲＩＰ 实验所有试剂均需无酶处理ꎮ 再灌注 ２４ ｈ
后取患侧大脑半球组织(梗死区及非梗死区)ꎬ用预

冷的 ＰＢＳ 冲 洗 匀 浆ꎬ 制 成 单 细 胞 悬 液ꎮ ４℃ꎬ
１５００ ｒｐｍ离心 ５ ｍｉｎꎬ弃上清ꎬ加入等体积裂解液冰

上裂解 ５ ｍｉｎꎬ－８０℃保存备用ꎮ ＲＩＰ 实验具体操作

按照 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司 ＲＩＰ 试剂盒操作说明进行ꎮ 即

每组 ５０ μＬ 磁珠中ꎬ加入 ＭＲＴＦ￣Ａ / ＩｇＧ 抗体 ５ μｇꎬ室
温孵育 １ ｈꎬ获得磁珠抗体复合物ꎮ 洗涤磁珠ꎬ９００
μＬ ＲＩＰ 免疫共沉淀缓冲液中加入 １００ μＬ 脑组织裂

解液ꎬ４℃孵育过夜ꎬ蛋白酶 Ｋ 消化后酚 ∶氯仿 ∶异戊

醇＝ １２５ ∶２４ ∶１(ｐＨ ＝ ４􀆰 ３)提取 ＲＮＡꎬ待质检合格后

进行高通量测序ꎬ验证样本则用于差异 ＲＮＡ 表达

ｑＲＴ￣ＰＣＲ 检测ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ５　 ＲＮＡ 高通量测序

样本( Ｓｈａｍ ＭＲＴＦ￣Ａ￣ ＲＩＰ 组及 Ｉ / Ｒ ＭＲＴＦ￣Ａ￣
ＲＩＰ 组)委托广州市锐博生物科技有限公司ꎬ采用

Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＨｉＳｅｑ ＴＭ２５００ 测序方式进行ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ６　 测序数据分析

Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＨｉＳｅｑ ＴＭ２５００ 测序所得 ５０ ｎｔ 序列

(ｒｅａｄｓ)ꎬ 通过初步过滤ꎬ 得到干净序列ꎮ 利用

Ｔｏｐｈａｔ(ｖ２􀆰 ０􀆰 １３)软件将其与参考基因组比对ꎬ挑选

出比对 ｒｅａｄｓ 进行全基因组分布、结合峰(Ｐｅａｋ)检

测、注释及相关统计分析ꎬ最后获得差异 Ｐｅａｋｓꎬ并
对差异基因进行 ＧＯ 和 ＫＥＧＧ 分析ꎮ 基因表达采用

ＲＰＫＭ 法估算ꎬ用 Ｚｓｃｏｒｅ 值表示某 Ｐｅａｋ 在成对样本

中的差异程度ꎬ以 ｜ Ｚｓｃｏｒｅ ｜ > ２ 作为 ＲＮＡ 差异性表

达的筛选条件ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ７　 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 验证基因表达

使用 Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 逆转录试剂对 ＲＩＰ 纯化

后的 ＲＮＡ 样品进行逆转录ꎬ逆转录条件为:４２℃
６０ ｍｉｎꎬ７０℃ １０ ｍｉｎꎬ４℃ꎬ终止反应ꎮ ｑＲＴ￣ＰＣＲ 按照

Ｙｅａｓｅｎ 试剂盒说明书进行扩增ꎬ反应条件为:９５℃ꎬ
２ ｍｉｎꎻ９５℃ １０ ｓꎬ６０℃ ２０ ｓꎬ７２℃ ２０ ｓꎬ共 ４０ 个循环ꎬ
反应结束后对所得数据进行处理ꎬ按 ２－ΔΔＣｔ法计算基

因的相对表达量ꎮ 引物序列见表 １ꎮ
表 １　 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 ｑＲＴ￣ＰＣＲ ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ
基因
Ｇｅｎｅ

正向引物(５’－３’)
Ｆｏｒｗａｒｄ Ｐｒｉｍｅｒ(５’－３’)

反向引物(５’－３’)
Ｒｅｖｅｒｓｅ Ｐｒｉｍｅｒ(５’－３’)

Ｇｍ３３７８０ ＴＴＧＴＣＴＣＡＣＴＴＣＣＣＴＴＴＣＴＣＴＧＣ ＴＣＣＡＡＴＧＣＴＣＡＡＡＣＴＣＣＴＧＣＴ

Ｇｍ３８７１ ＴＣＣＡＧＴＴＣＴＣＴＣＡＧＧＣＡＴＴＧＴ ＴＧＡＧＧＧＧＡＡＡＴＧＧＡＡＣＡＣＣＧ

Ｈｉｃ２ ＡＣＴＧＧＴＴＧＡＣＣＣＧＴＣＣＧＴＴＣ ＣＴＧＡＴＧＡＧＧＴＴＧＣＧＣＴＧＴＴＧＧ

Ｍａｌａｔ１ ＧＡＧＡＴＧＡＧＴＧＧＧＡＴＣＧＡＧＣＧ ＧＡＡＡＣＣＴＧＴＣＴＧＡＧＧＣＡＡＡＣＧ

Ｈｓｐ９０ｂ１ ＡＣＡＣＴＡＧＧＴＣＧＴＧＧＡＡＣＡＡＣＡ ＧＣＴＡＣＴＣＣＡＣＡＣＧＴＡＧＡＴＧＧＧ

Ｈｓｐａ８ ＣＣＡＧＣＣＴＧＧＴＧＴＡＣＴＣＡＴＴＣＡ ＡＴＧＣＣＴＧＴＧＡＧＣＴＣＧＡＡＣＴＴＴ

Ｃａｌｍ１ ＣＧＣＣＡＣＧＴＣＡＴＧＡＣＡＡＡＣＴＴ ＴＴＧＡＣＴＴＧＴＣＣＧＴＣＧＣＣＡＴＣ
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１􀆰 ３　 统计学分析

芯片数据由广州锐博生物科技有限公司分析ꎬ
以 Ｐ< ０􀆰 ０５ 为显著阈值ꎮ 实验数据利用 ＧｒａｐｈＰａｄ
Ｐｒｉｓｍ ８ 软件进行统计分析ꎬ结果用平均值 ± 标准差

(􀭰ｘ ± ｓ)表示ꎬ两两比较采用 Ｗｉｌｃｏｘｏｎ 秩检验(等级

资料)或独立样本 ｔ 检验(计量资料)ꎬＰ< ０􀆰 ０５ 为有

统计学差异ꎮ

２　 结果

２􀆰 １　 成功构建小鼠脑 Ｉ / Ｒ 模型

小鼠 ＭＣＡＯ 模型成功构建是本实验的关键ꎬ因
此我们采用神经功能缺陷评分和 ＴＴＣ 染色对脑损

伤程度进行评估ꎬ以确保测序样本符合脑 Ｉ / Ｒ 损伤ꎮ
结果显示ꎬＩ / Ｒ 组均出现不同程度的神经损伤症状ꎬ
评分为 ２􀆰 ５ ± １􀆰 ０ꎬ而假手术组无神经损伤症状(图

１Ａ)ꎮ 每组随机选取 ３ 只小鼠行 ＴＴＣ 染色ꎬ结果如

图 １Ｂ 所示ꎬ假手术组脑组织染色正常ꎬ而 Ｉ / Ｒ 组呈

现不同程度的梗死灶ꎬ梗死体积百分比为(２８􀆰 ４２ ±
７􀆰 ７３)％(图 １Ｃ)ꎬ以上结果提示ꎬ小鼠脑 Ｉ / Ｒ 模型构

建成功ꎮ
２􀆰 ２　 ＭＲＴＦ￣Ａ 结合 ＲＮＡ 差异表达

本研究以 ｜ Ｚｓｃｏｒｅ ｜ > ２ 作为筛选条件ꎬ共获得

４２９ 个 ＲＮＡ 差异结合峰ꎬ其中上调 ２０３ 个ꎬ下调 ２２６
个ꎻ通过对 ＲＮＡ 类型分析发现 ｍＲＮＡ ３８４ 个ꎬ
ｎｃＲＮＡ ４５ 个ꎬ其中长链非编码 ＲＮＡ( ｌｎｃＲＮＡ) ２４
个ꎮ 表 ２ 显示变化最显著的 １０ 个结合峰ꎬ具体为

Ｇｍ３３７８０、 ＬＯＣ１０５２４５６８８、 Ｇｍ３８７１、 Ｒｐｐｈ１、 Ｈｉｃ２、
Ｏｌｆｒ８５６￣ｐｓ１、Ｇｍ３２２９１、Ｊａｒｉｄ２、Ｇｍ１０８４５、Ｍａｌａｔ１ꎬ其中

ｌｎｃＲＮＡ 有 ７ 个ꎬ可见 ｌｎｃＲＮＡ 在 ＭＲＴＦ￣Ａ 参与的脑

Ｉ / Ｒ 损伤中可能发挥重要作用ꎮ

注:Ａ:神经学评分ꎻＢ:脑组织 ＴＴＣ 染色ꎻＣ:脑梗死体积百分比ꎮ 与假手术组相比ꎬ∗∗Ｐ < ０􀆰 ０１ꎮ

图 １　 成功构建小鼠脑 Ｉ / Ｒ 模型

Ｎｏｔｅ. Ａ. Ｎｅｕｒｏｌｏｇｉｃａｌ ｓｃｏｒｅ. Ｂ. ＴＴＣ ｓｔａｉｎｉｎｇ. Ｃ. Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｉｎｆａｒｃｔｉｏｎ ｖｏｌｕｍｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐꎬ ∗∗Ｐ < ０􀆰 ０１.

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉｃｅ ｃｅｒｅｂｒａｌ Ｉ / Ｒ ｉｎｊｕｒｙ ｍｏｄｅｌ

表 ２　 １０ 个最显著 ＲＮＡ 差异结合峰
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｔｅｎ ｍｏｓｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ＲＮＡｓ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｅａｋｓ

结合峰编号
Ｐｅａｋ ＩＤ

起点
Ｓｔａｒｔ

终点
Ｅｎｄ

基因名
Ｇｅｎｅ

变化倍数
Ｚｓｃｏｒｅ

ＲＮＡ 类型
ＲＮＡ ｔｙｐｅ

Ｍｅｒｇｅｄ￣ｃｈｒ２－９８６６６８０１－１ ９８６６６７０１ ９８６６７９０１ Ｇｍ３３７８０ ２４􀆰 ５１ ｌｎｃＲＮＡ

Ｍｅｒｇｅｄ￣ｃｈｒ１４－１９４１６０７６－１ １９４１５９７６ １９４１６１７６ ＬＯＣ１０５２４５６８８ １５􀆰 ６４ ｌｎｃＲＮＡ

Ｍｅｒｇｅｄ￣ｃｈｒ１０－１１０００９９７１－１ １１０００９８７１ １１００１００７１ Ｇｍ３８７１ １４􀆰 ０７ ｌｎｃＲＮＡ

Ｍｅｒｇｅｄ￣ｃｈｒ１４－５０８０７６１１－１ ５０８０７５１１ ５０８０７７１１ Ｒｐｐｈ１ １２􀆰 ８３ ＲＮａｓｅ＿Ｐ

Ｍｅｒｇｅｄ￣ｃｈｒ１６－１７２２２２５３－１ １７２２２１５３ １７２２２３５３ Ｈｉｃ２ １２􀆰 ４２ ｍＲＮＡ

Ｍｅｒｇｅｄ￣ｃｈｒ９－１９６５７９５１－１ １９６５７８５１ １９６５８０５１ Ｏｌｆｒ８５６￣ｐｓ１ １２􀆰 ３３ ｌｎｃＲＮＡ

Ｍｅｒｇｅｄ￣ｃｈｒ１８－８５６９８３０１－１ ８５６９８２０１ ８５６９８４０１ Ｇｍ３２２９１ １０􀆰 ５４ ｌｎｃＲＮＡ

Ｍｅｒｇｅｄ￣ｃｈｒ１３－４４８６９４７８－１ ４４８６９３７８ ４４８６９５７８ Ｊａｒｉｄ２ １０􀆰 ４３ ｍＲＮＡ

Ｍｅｒｇｅｄ￣ｃｈｒ１４－７９８６１１１１－１ ７９８６１０１１ ７９８６１２１１ Ｇｍ１０８４５ １０􀆰 １８ ｌｎｃＲＮＡ

Ｍｅｒｇｅｄ￣ｃｈｒ１９－５８０２２１８－１ ５８０２１１８ ５８０２３１８ Ｍａｌａｔ１ －１１􀆰 ９６ ｌｎｃＲＮＡ

８６７
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２􀆰 ３　 ＲＮＡ 差异结合峰在功能元件及染色体来源上

的分布分析

通过分析 ＲＮＡ 差异性结合峰在不同基因组功

能元件上的分布ꎬ发现差异性结合峰主要分布于外

显子( ｅｘｏｎ)、内含子( ｉｎｔｒｏｎ)及 ３’ ＵＴＲ 区ꎬ分别为

６３􀆰 ４０％、１４􀆰 ６９％及 １３􀆰 ０５％ꎬ其他 ８􀆰 ８６％分布于基

因间区 ( Ｉｎｔｅｒｇｅｎｉｃ)、 ５’ ＵＴＲ 区和宿主基因上游

(ｕｐｓｔｒｅａｍ) 序列ꎬ分别为 ４􀆰 ２０％、４􀆰 ２０％和 ０􀆰 ４７％
(图 ２Ａ)ꎮ 染色体来源分析发现ꎬ大量差异性结合

峰来源于 ４ 号及 ７ 号染色体(图 ２Ｂ)ꎮ 其中 ４ 号染

色体 １７８ 个ꎬ约占总差异性结合峰的 ４１􀆰 ４９％ꎻ７ 号

染色体 １００ 个ꎬ占总差异性结合峰的 ２３􀆰 ３１％ꎬ而 ６、
１１、１７、Ｘ 染色体未发现 ｐｅａｋ 富集ꎮ 以上结果提示ꎬ
脑 Ｉ / Ｒ 后 ＭＲＴＦ￣Ａ 相关的 ＲＮＡ 不仅在功能元件上

分布不同ꎬ且与染色体来源关系密切ꎮ
２􀆰 ４　 ＲＮＡ 差异表达基因 ＧＯ 分析

对 ＭＲＴＦ￣Ａ 结合 ＲＮＡ 差异性表达基因进行 ＧＯ
分析发现ꎬ差异基因在生物进程中主要富集 ＲＮＡ、
ｍＲＮＡ 的加工、拼接、代谢过程ꎬ细胞及骨架组成、微
管解聚以及蛋白质复性等ꎮ 在细胞组成方面ꎬ富集

包括轴突、突触、神经元、神经元突触后密度、投射

神经元等ꎮ 在分子功能注释中主要富集与多种物质

的结合功能ꎬ如与 ＭＨＣ 的结合、钙结合素结合、脂蛋

白受体结合等ꎬ其中富集最多的注释为 ＲＮＡ 结合ꎬ共
富集 ３１ 个基因ꎬ而富集最为显著是 Ｐｏｌｙ(Ａ)ＲＮＡ 结

合(表 ３ꎬＰ < １􀆰 ０９ × １０－５)ꎮ 结果提示ꎬ脑Ｉ / Ｒ损伤时

ＭＲＴＦ￣Ａ 可以通过募集特异性 ＲＮＡꎬ在 ＲＮＡ 结合、
Ｐｏｌｙ Ａ ＲＮＡ 结合等方面发挥重要的生物功能ꎮ

注:Ａ:ＲＮＡ 差异结合峰在功能元件上的分布ꎻＢ:ＲＮＡ 差异结合峰染色体来源ꎮ

图 ２　 ＭＲＴＦ￣Ａ 结合 ＲＮＡ 差异结合峰分析

Ｎｏｔｅ. Ａ. Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ＲＮＡｓ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｅａｋｓ ｏｎ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｅｌｅｍｅｎｔｓ. Ｂ. Ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ ｓｏｕｒｃｅ ｏｆ ＲＮＡｓ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｅａｋ.

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 ＭＲＴＦ￣Ａ ｂｉｎｄｉｎｇ ＲＮＡｓ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｅａｋ ａｎａｌｙｓｉｓ

２􀆰 ５　 ＲＮＡ 差异表达基因 ＫＥＧＧ 通路分析

通过对 ＭＲＴＦ￣Ａ 结合 ＲＮＡ 差异性表达基因进

行 ＫＥＧＧ 信号通路分析显示ꎬ差异表达基因主要富

集 １０ 条信号通路ꎬ分别是甲状腺激素合成、胃酸分

泌、唾液分泌、雌激素信号通路、多巴胺能突触、谷
氨酸突触、胰岛素分泌、安非他明成瘾、内质网蛋白

加工及 ＲＮＡ 转运ꎮ 在 １０ 条显著富集的信号通路

中ꎬ雌激素信号通路是富集最显著的信号通路(表
４ꎬＰ < ６􀆰 ０９ × １０－４ )ꎬ 共富集 ６ 个基因ꎬ 分别为

Ｈｓｐ９０ｂ１、Ｈｓｐａ８、Ｇａｂｂｒ２、Ｈｓｐ９０ａａ１、Ｃａｌｍ１、Ａｔｆ２ꎮ 提

示ꎬ在脑 Ｉ / Ｒ 损伤后ꎬＭＲＴＦ￣Ａ 主要通过雌激素信号

通路发挥神经保护功能ꎮ
２􀆰 ６　 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 验证筛选基因的表达

为了验证测序结果及生物信息预测结果的可

信度ꎬ本实验在差异表达前 １０ 的 ＲＮＡ 中随机选取

４ 个基因(Ｇｍ３３７８０、Ｇｍ３８７１、Ｈｉｃ２、Ｍａｌａｔ１)进行测

序结果的验证ꎻ同时在 ＫＥＧＧ 预测富集最显著的雌

激素信号通路中选取 ３ 个基因(Ｈｓｐ９０ｂ１、Ｈｓｐａ８、
Ｃａｌｍ１) 进行生物信息预测结果验证ꎬ结果发现

ＭＲＴＦ￣Ａ 抗体无论在假手术组还是 Ｉ / Ｒ 组均能富集

到相应 ＲＮＡ 表达(图 ３)ꎬ且均发生差异性改变ꎬ其
变化趋势与测序结果一致ꎮ

９６７
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注:与假手术组相比ꎬ∗Ｐ < ０􀆰 ０５ꎬ∗∗Ｐ < ０􀆰 ０１ꎮ

图 ３　 差异 ＲＮＡ 的 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 验证

Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｓｈａｍ ｇｒｏｕｐꎬ ∗Ｐ < ０􀆰 ０５ꎬ ∗∗Ｐ < ０􀆰 ０１

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 ｑＲＴ￣ＰＣＲ ｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ＲＮＡｓ

表 ３　 ＧＯ 分析中的分子功能注释

Ｔａｂｌｅ ３　 Ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ ｉｎ ＧＯ ａｎａｌｙｓｉｓ
ＧＯ 编号

ＧＯ ｎｕｍｂｅｒ
ＧＯ 注释

ＧＯ ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ
基因数

Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｇｅｎｅｓ
Ｐ 值

Ｐ ｖａｌｕｅ

００４４８２２ Ｐｏｌｙ(Ａ)结合
Ｐｏｌｙ(Ａ) ＲＮＡ ｂｉｎｄｉｎｇ ２８ １.０９ × １０－５

００５０７５０ 低密度脂蛋白受体结合
Ｌｏｗ－ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ ｐａｒｔｉｃｌｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｂｉｎｄｉｎｇ ４ １.０９ × １０－４

０００３７２３ ＲＮＡ 结合
ＲＮＡ ｂｉｎｄｉｎｇ ３１ １.１５ × １０－４

００４４８７７ 大分子复合物结合
Ｍａｃｒｏｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｃｏｍｐｌｅｘ ｂｉｎｄｉｎｇ ３０ １.６１ × １０－４

００７０３２５ 脂蛋白受体结合
Ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ ｐａｒｔｉｃｌｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｂｉｎｄｉｎｇ ４ １.７８ × １０－４

０００８１３５ 翻译因子活性ꎬ核酸结合
Ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ａｃｔｉｖｉｔｙꎬ ｎｕｃｌｅｉｃ ａｃｉｄ ｂｉｎｄｉｎｇ ６ ２.１２ × １０－４

０００３７４３ 翻译起始因子活性
Ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ ｉｎｉｔｉａｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ａｃｔｉｖｉｔｙ ５ ２.６９ × １０－４

０００５５１６ 钙调蛋白结合
Ｃａｌｍｏｄｕｌｉｎ ｂｉｎｄｉｎｇ ８ ３.０４ × １０－４

００２３０２６ ＭＨＣ ＩＩ 类蛋白复合物结合
ＭＨＣ ｃｌａｓｓ ＩＩ ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｏｍｐｌｅｘ ｂｉｎｄｉｎｇ ３ ３.４８ × １０－４

００２３０２３ ＭＨＣ 蛋白复合物结合
ＭＨＣ ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｏｍｐｌｅｘ ｂｉｎｄｉｎｇ ３ ４.３９ × １０－４

表 ４　 ＫＥＧＧ 通路分析

Ｔａｂｌｅ ４　 ＫＥＧＧ ｓｉｇｎａｌ ｐａｔｈｗａｙ ａｎａｌｙｓｉｓ
ＫＥＧＧ 通路 ＫＥＧＧ ｓｉｇｎａｌ ｐａｔｈｗａｙ 基因数 Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｇｅｎｅｓ Ｐ 值 Ｐ ｖａｌｕｅ

雌激素信号通路 Ｅｓｔｒｏｇｅｎ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ６ ６.０９ × １０－４

ＲＮＡ 转运 ＲＮＡ ｔｒａｎｓｐｏｒｔ ７ ２.０３ × １０－３

甲状腺激素合成 Ｔｈｙｒｏｉｄ ｈｏｒｍｏｎｅ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ４ ６.７４ × １０－３

内质网中的蛋白质加工 Ｐｒｏｔｅｉｎ ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ ｉｎ ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃ ｒｅｔｉｃｕｌｕｍ ６ ８.０７ × １０－３

胰岛素分泌 Ｉｎｓｕｌｉｎ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ ４ １.２５ × １０－２

谷氨酸能突触 Ｇｌｕｔａｍａｔｅｒｇｉｃ ｓｙｎａｐｓｅ ４ ３.０１ × １０－２

苯丙胺成瘾 Ａｍｐｈｅｔａｍｉｎｅ ａｄｄｉｃｔｉｏｎ ３ ３.４１ × １０－２

胃酸分泌 Ｇａｓｔｒｉｃ ａｃｉｄ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ ３ ４.０４ × １０－２

唾液分泌 Ｓａｌｉｖａｒｙ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ ３ ４.４４ × １０－２

３　 讨论

ＭＲＴＦ￣Ａ 是 ＳＲＦ 转录共激活剂ꎬ主要通过核转

位与 ＳＲＦ 结合ꎬ促进 ＳＲＦ 结合靶基因启动子上的

ＣＡｒＧ 盒ꎬ激活靶基因转录ꎬ从而在转录水平发挥调

节功能[５]ꎮ 然而 ＭＲＴＦ￣Ａ 是否存在其他作用方式ꎬ
目前尚未阐明ꎮ 随着各种测序技术及生物信息学

技术的发展ꎬ为探寻分子在不同水平的作用机制提

供了技术支持ꎮ ＲＮＡ 结合蛋白免疫共沉淀－高通量

测序技术(ＲＩＰ￣Ｓｅｑ)是研究细胞内 ＲＮＡ 与蛋白结合

及转录后调控网络动态过程的工具ꎬ能帮助发现蛋

白￣ＲＮＡ 复合体的相互作用ꎮ 因此ꎬ为了深入了解

ＭＲＴＦ￣Ａ 在脑 Ｉ / Ｒ 损伤中的作用方式ꎬ 探寻与

０７７



中国实验动物学报 ２０２０ 年 １２ 月第 ２８ 卷第 ６ 期　 Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ ＳｉｎꎬＤｅｃｅｍｂｅｒ ２０２０ꎬＶｏｌ. ２８ꎬ Ｎｏ. ６

ＭＲＴＦ￣Ａ 相关的潜在靶基因ꎬ我们采用 ＲＩＰ￣Ｓｅｑ 技

术对比正常小鼠与脑 Ｉ / Ｒ 损伤小鼠脑组织中

ＭＲＴＦ￣Ａ 抗体结合 ＲＮＡ 表达ꎬ以获得差异表达谱ꎮ
本研究结果显示ꎬ在脑 Ｉ / Ｒ 损伤时ꎬ ４２９ 个

ＭＲＴＦ￣Ａ 结合 ＲＮＡ 呈现显著改变ꎬ其分类主要为

ｍＲＮＡꎬ少量为 ｎｃＲＮＡꎮ 在变化最显著的 １０ 个差异

ＲＮＡ 中 ｌｎｃＲＮＡ 占 ７ / １０ꎬ 可 见 ｌｎｃＲＮＡ 可 能 在

ＭＲＴＦ￣Ａ 参与的脑 Ｉ / Ｒ 损伤中发挥着不可忽视的调

控作 用ꎮ ＬｎｃＲＮＡ 是 一 类 长 度 大 于 ２００ ｎｔ 的

ｎｃＲＮＡꎬ能够与 ＤＮＡ、ＲＮＡ 及蛋白质作用参与机体

的各种生理病理过程[９]ꎮ 研究发现ꎬ脑 Ｉ / Ｒ 损伤时

存在大量 ｌｎｃＲＮＡ 异常表达[１０]ꎬ它们通过影响细胞

凋亡、炎症、自噬、血管生成等在疾病的进展及转归

中发挥作用[１１]ꎮ 本研究获得多条已证实在脑卒中

中发 挥 重 要 作 用 ｌｎｃＲＮＡꎬ 如 Ｍａｌａｔ１、 Ｍｅｇ３ 及

Ｋｃｎｑ１ｏｔ１ 等[１２－１３]ꎬ除此还筛选出多个尚未报道功能

的 ｌｎｃＲＮＡꎬ如 Ｇｍ３３７８０、 Ｇｍ３２２９１、 ＬＯＣ１０５２４５６８８
等ꎮ 为了验证测序结果的可靠性ꎬ我们在差异表达

最显著的 １０ 个 ＲＮＡ 中选取 ４ 个进行 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 验

证ꎬ其中包括 ｌｎｃＲＮＡ ３ 个ꎮ 结果显示 ＭＲＴＦ￣Ａ 抗体

可以富集这些 ＲＮＡꎬ同时在缺血性脑卒中后发生差

异性改变ꎬ其变化趋势与测序结果一致ꎬ可见本次

测序结果可靠ꎬ而这些 ＲＮＡꎬ尤其是 ｌｎｃＲＮＡ 如何通

过与 ＭＲＴＦ￣Ａ 结合发挥生物功能有待进一步研究ꎮ
为了深入了解 ＭＲＴＦ￣Ａ 在脑 Ｉ / Ｒ 损伤中的作用

机制ꎬ我们采用生物信息学方法对差异表达基因进

行了 ＧＯ 及 ＫＥＧＧ 分析ꎮ ＧＯ 分析发现 ＭＲＴＦ￣Ａ 主

要通过 ＲＮＡ 结合、Ｐｏｌｙ (Ａ) ＲＮＡ 结合发挥生物功

能ꎬ于是推测 ＭＲＦＴ￣Ａ 可能作为 ＲＮＡ 结合蛋白

(ＲＮＡ ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎꎬＲＢＰ)及 Ｐｏｌｙ (Ａ)结合蛋白

(Ｐｏｌｙ (Ａ) ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎꎬＰＡＢＰ)参与脑 Ｉ / Ｒ 损伤

病理进程ꎮ ＲＢＰ 是一类可与双链或单链 ＲＮＡ 结

合ꎬ在转录后水平发挥重要调节作用ꎮ 人抗原 Ｒ
(ＨｕＲ)是一种 ＲＢＰꎬ研究发现ꎬ缺血性脑中风时ꎬ
ＨｕＲ 可正性调节炎症相关基因 ＴＮＦ￣αꎬＩＬ￣６ꎬＩＬ￣１β
的 ｍＲＮＡ 稳定和翻译效率ꎬ参与脑损伤过程[１４]ꎮ 同

样ꎬ存在于胞浆中 ＰＡＢＰꎬ可通过 ＲＮＡ 识别基序与

真核 ｍＲＮＡ 的 ３’ Ｐｏｌｙ(Ａ)尾结合ꎬ发挥 ｍＲＮＡ 成

熟、输出及稳定功能[１５]ꎮ 本实验中检测出多个与

ｍＲＮＡ 成熟、稳定密切相关的差异基因ꎬ如 Ｅｅｆ１ａ１、
Ｅｉｆ５ｂ 等ꎮ 内皮型一氧化氮合酶 ( ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｎｉｔｒｉｃ
ｏｘｉｄｅ ｓｙｎｔｈａｓｅꎬｅＮＯＳ)是心血管系统的重要保护因

子ꎬ可调节一氧化氮的产生ꎬ与缺血性脑卒中发生

密切相关[１６]ꎬ研究发现 Ｅｅｆ１ａ１ 可通过维持 ｅＮＯＳ
ｍＲＮＡ 稳定ꎬ上调其表达ꎬ保护脑血管内皮免受脑缺

血损伤[１７]ꎮ 而 Ｅｉｆ５ｂ 在脑 Ｉ / Ｒ 损伤中目前尚无报

道ꎬ但研究指出ꎬ正常非必需的 Ｅｉｆ５ｂ 在缺氧条件下

是缺氧诱导因子( ｈｙｐｏｘｉａ￣ｉｎｄｕｃｉｂｌｅ ｆａｃｔｏｒꎬＨＩＦ) １α
和 ２α 合成机制的重要组成部分ꎬ它们的转录和翻

译表现出显著的 Ｅｉｆ５ｂ 依赖性[１８]ꎮ 因此ꎬ 推断

ＭＲＴＦ￣Ａ 可通过与这些基因结合发挥生物学功能ꎮ
ＫＥＧＧ 信号通路分析发现ꎬ雌激素信号通路是富集

最为显著通路ꎮ 研究证实雌激素通路在脑 Ｉ / Ｒ 损伤

中发挥重要作用ꎬ雌性动物脑缺血后神经元损伤弱

于雄性动物ꎬ且随着生殖衰老或内源性雌激素释放

停止而消失[１９]ꎬ雌激素缺乏小鼠在脑 Ｉ / Ｒ 后长期给

予雌激素受体激动剂可通过抑制炎症减轻脑损

伤[２０]ꎮ 为了进一步证实生物信息学预测结果ꎬ本实

验在雌激素信号通路预测富集的 ６ 个差异表达基因

中随机选取 ３ 个进行验证ꎬ结果发现ꎬＭＲＴＦ￣Ａ 可以

富集这些 ｍＲＮＡꎬ并且在缺血性脑卒中后发生差异

性改变ꎬ其改变趋势与测序趋势一致ꎮ 因此ꎬ我们

推测在脑 Ｉ / Ｒ 损伤时 ＭＲＴＦ￣Ａ 可结合差异表达

ＲＮＡ 通过雌激素信号通路发挥作用ꎮ 研究报道

ｌｎｃＲＮＡ 可通过雌激素通路在肿瘤增殖、转移等过程

中发挥重要作用[２１]ꎬｌｎｃＲＮＡ Ｍａｌａｔ１ 在乳腺癌肿瘤

中的表达改变与雌激素通路及其靶基因差异表达

密切相关ꎬ且与不良预后相关[２２]ꎮ 然而在缺血性脑

卒中研究中ꎬ尚未发现 ｌｎｃＲＮＡ 通过雌激素通路发

挥相关功能ꎮ 因此ꎬｌｎｃＲＮＡ 通过雌激素信号通路在

脑缺血神经损伤中发挥作用ꎬ还需要进一步深入

研究ꎮ
综上ꎬ 本研 究 通 过 ＲＩＰ￣Ｓｅｑ 技 术 获 得 小 鼠

ＭＣＡＯ / Ｒ 模型中与 ＭＲＴＦ￣Ａ 相关的潜在靶基因ꎬ通
过生物信息学分析推断 ＭＲＴＦ￣Ａ 可能作为 ＲＢＰ 或

ＰＡＢＰ 通过雌激素信号通路等发挥生物学功能ꎬ从
而为深入了解 ＭＲＴＦ￣Ａ 作用机制提供了理论基础ꎬ
为探讨其在脑 Ｉ / Ｒ 损伤中的新机制提供研究方向ꎬ
课题组将在下步实验中进行深入研究ꎮ

参　 考　 文　 献(Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓ)

[ １ ] 　 Ｚｈａｎｇ Ｙꎬ Ｐａｎ ＨＹꎬ Ｈｕ ＸＭꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ ｍｙｏｃａｒｄｉｎ￣ｒｅｌａｔｅｄ

ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ￣Ａ ｉｎ Ａｂｅｔａ２５ － ３５ ｉｎｄｕｃｅｄ ｎｅｕｒｏｎ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ
ａｎｄ ｓｙｎａｐｓｅ ｉｎｊｕｒｙ[Ｊ] . Ｂｒａｉｎ Ｒｅｓꎬ ２０１６ꎬ １６４８: ２７－３４.

[ ２ ] 　 Ｚｈａｏ Ｘꎬ Ｄｉｎｇ ＥＹꎬ Ｙｕ ＯＭꎬ ｅｔ ａｌ. Ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｍａｔｒｉｃｅｌｌｕｌａｒ

ｐｒｏｔｅｉｎ ＣＣＮ１ ｔｈｒｏｕｇｈ ＲｈｏＡ ａｎｄ ＭＲＴＦ￣Ａ ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｅｓ ｔｏ ｉｓｃｈｅｍｉｃ

ｃａｒｄｉｏｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ[Ｊ] . Ｊ Ｍｏｌ Ｃｅｌｌ Ｃａｒｄｉｏｌꎬ ２０１４ꎬ ７５: １５２－１６１.
[ ３ ] 　 Ａｎ Ｊꎬ Ｎａｒｕｓｅ ＴＫꎬ Ｈｉｎｏｈａｒａ Ｋꎬ ｅｔ ａｌ. ＭＲＴＦ￣Ａ ｒｅｇｕｌａｔｅｓ

１７７



中国实验动物学报 ２０２０ 年 １２ 月第 ２８ 卷第 ６ 期　 Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ ＳｉｎꎬＤｅｃｅｍｂｅｒ ２０２０ꎬＶｏｌ. ２８ꎬ Ｎｏ. ６

ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｏｆ ｐｒｏ￣ａｔｈｅｒｏｇｅｎｉｃ
ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ[Ｊ] . Ｊ Ｍｏｌ Ｃｅｌｌ Ｃａｒｄｉｏｌꎬ ２０１９ꎬ １３３: ２６－３５.

[ ４ ] 　 Ｙｕ ＯＭꎬ Ｂｅｎｉｔｅｚ ＪＡꎬ Ｐｌｏｕｆｆｅ ＳＷꎬ ｅｔ ａｌ. ＹＡＰ ａｎｄ ＭＲＴＦ￣Ａꎬ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ ｃｏ￣ａｃｔｉｖａｔｏｒｓ ｏｆ ＲｈｏＡ￣ｍｅｄｉａｔｅｄ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎꎬ
ａｒｅ ｃｒｉｔｉｃａｌ ｆｏｒ ｇｌｉｏｂｌａｓｔｏｍａ ｔｕｍｏｒｉｇｅｎｉｃｉｔｙ[Ｊ] . Ｏｎｃｏｇｅｎｅꎬ ２０１８ꎬ
３７(４１): ５４９２－５５０７.

[ ５ ] 　 Ｌｉｇｈｔｈｏｕｓｅ ＪＫꎬ Ｓｍａｌｌ ＥＭ. Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｏｆ ｃａｒｄｉａｃ
ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ ｐｌａｓｔｉｃｉｔｙ[Ｊ] . Ｊ Ｍｏｌ Ｃｅｌｌ Ｃａｒｄｉｏｌꎬ ２０１６ꎬ ９１: ５２－６０.

[ ６ ] 　 杨辉ꎬ 牛美芝ꎬ 郭晓丽ꎬ 等. 重组腺病毒介导 ＭＲＴＦ￣Ａ 基因

干预缺血再灌注损伤模型大鼠心肌细胞的凋亡[ Ｊ] . 中国组

织工程研究ꎬ ２０１８ꎬ ２２(２４): ３８４３－３８４８.
Ｙａｎｇ Ｈꎬ Ｎｉｕ ＭＺꎬ Ｇｕｏ ＸＬꎬ ｅｔ ａｌ. Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ
ｅｎｃｏｄｉｎｇ ｍｙｏｃａｒｄｉｎ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ￣Ａ ｐｒｅｖｅｎｔｓ
ｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｉｓｃｈｅｍｉａ / ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｉｎｊｕｒｙ
ｉｎ ｒａｔｓ[Ｊ] . Ｃｈｉｎ Ｊ Ｔｉｓｓｕｅ Ｅｎｇ Ｒｅｓꎬ ２０１８ꎬ ２２(２４): ３８４３－３８４８.

[ ７ ] 　 Ｃａｏ ＸＬꎬ Ｈｕ ＸＭꎬ Ｈｕ ＪＱꎬ ｅｔ ａｌ. Ｍｙｏｃａｒｄｉｎ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ
ｆａｃｔｏｒ￣Ａ ｐｒｏｍｏｔｉｎｇ ｎｅｕｒｏｎａｌ ｓｕｒｖｉｖａｌ ａｇａｉｎｓｔ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ
ｈｙｐｏｘｉａ / ｉｓｃｈｅｍｉａ[Ｊ] . Ｂｒａｉｎ Ｒｅｓꎬ ２０１１ꎬ １３８５: ２６３－２７４.

[ ８ ] 　 Ｌｏｎｇａ ＥＺꎬ Ｗｅｉｎｓｔｅｉｎ ＰＲꎬ Ｃａｒｌｓｏｎ Ｓꎬ ｅｔ ａｌ. Ｒｅｖｅｒｓｉｂｌｅ ｍｉｄｄｌｅ
ｃｅｒｅｂｒａｌ ａｒｔｅｒｙ ｏｃｃｌｕｓｉｏｎ ｗｉｔｈｏｕｔ ｃｒａｎｉｅｃｔｏｍｙ ｉｎ ｒａｔｓ[Ｊ] . Ｓｔｒｏｋｅꎬ
１９８９ꎬ ２０(１): ８４－９１.

[ ９ ] 　 Ｓｉｍｉｏｎ Ｖꎬ Ｈａｅｍｍｉｇ Ｓꎬ Ｆｅｉｎｂｅｒｇ ＭＷ. ＬｎｃＲＮＡｓ ｉｎ ｖａｓｃｕｌａｒ
ｂｉｏｌｏｇｙ ａｎｄ ｄｉｓｅａｓｅ [ Ｊ] . Ｖａｓｃｕｌ Ｐｈａｒｍａｃｏｌꎬ ２０１９ꎬ １１４: １４５
－１５６.

[１０] 　 Ｄｈａｒａｐ Ａꎬ Ｎａｋｋａ ＶＰꎬ Ｖｅｍｕｇａｎｔｉ Ｒ. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｆｏｃａｌ ｉｓｃｈｅｍｉａ ｏｎ
ｌｏｎｇ ｎｏｎｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡｓ[Ｊ] . Ｓｔｒｏｋｅꎬ ２０１２ꎬ ４３(１０): ２８００－２８０２.

[１１] 　 Ｗａｎｇ Ｙꎬ Ｐａｎ ＷＹꎬ Ｇｅ ＪＳꎬ ｅｔ ａｌ. Ａ ｒｅｖｉｅｗ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ
ｂｅｔｗｅｅｎ ｌｏｎｇ ｎｏｎｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡ ａｎｄ ｐｏｓｔ￣ｓｔｒｏｋｅ ｉｎｊｕｒｙ ｒｅｐａｉｒ[Ｊ] . Ｊ
Ｉｎｔ Ｍｅｄ Ｒｅｓꎬ ２０１９ꎬ ４７(１０): ４６１９－４６２４.

[１２] 　 Ｙｕ Ｓꎬ Ｙｕ Ｍꎬ Ｈｅ Ｘꎬ ｅｔ ａｌ. ＫＣＮＱ１ＯＴ１ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｂｙ
ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｍｉＲ￣２００ａ / ＦＯＸＯ３ / ＡＴＧ７ ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ ｃｅｒｅｂｒａｌ
ｉｓｃｈｅｍｉｃ ｓｔｒｏｋｅ [ Ｊ ] . Ａｇｉｎｇ Ｃｅｌｌꎬ ２０１９ꎬ １８ ( ３ ): ｅ１２９４０
－ｅ１２５１４.

[１３] 　 Ｂａｏ ＭＨꎬ Ｓｚｅｔｏ Ｖꎬ Ｙａｎｇ ＢＢꎬ ｅｔ ａｌ. Ｌｏｎｇ ｎｏｎ￣ｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡｓ ｉｎ
ｉｓｃｈｅｍｉｃ ｓｔｒｏｋｅ[Ｊ] . Ｃｅｌｌ Ｄｅａｔｈ Ｄｉｓꎬ ２０１８ꎬ ９(３): ２８１－２９２.

[１４] 　 Ａｒｄｅｌｔ ＡＡꎬ Ｃａｒｐｅｎｔｅｒ ＲＳꎬ Ｉｗｕｃｈｕｋｗｕ Ｉꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＨｕＲ ｉｎｃｒｅａｓｅｓ ｖａｓｏｇｅｎｉｃ ｅｄｅｍａ ａｎｄ ｉｍｐｅｄｅｓ

ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｉｎ ｒｏｄｅｎｔ ｉｓｃｈｅｍｉｃ ｓｔｒｏｋｅ[Ｊ] . Ｎｅｕｒｏｓｃｉ Ｌｅｔｔꎬ
２０１７ꎬ ６６１: １２６－１３１.

[１５] 　 Ｐａｔｅｌ ＧＰꎬ Ｂａｇ Ｊ. ＩＭＰ１ ｉｎｔｅｒａｃｔｓ ｗｉｔｈ ｐｏｌｙ(Ａ)￣ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ
(ＰＡＢＰ) ａｎｄ ｔｈｅ ａｕｔｏｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｅｌｅｍｅｎｔ ｏｆ
ＰＡＢＰ￣ｍＲＮＡ ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｈｅ ＫＨ ＩＩＩ￣ＩＶ ｄｏｍａｉｎ[Ｊ] . ＦＥＢＳ Ｊꎬ ２００６ꎬ
２７３(２４): ５６７８－５６９０.

[１６] 　 蒋庆娟ꎬ 应燕萍. 内皮型一氧化氮合酶与血栓性疾病的研究

进展[Ｊ] . 中国比较医学杂志ꎬ ２０２０ꎬ ３０(６): １４０－１４４.
Ｊｉａｎｇ ＱＪꎬ Ｙｉｎｇ ＹＰ. Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｏｎ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｎｉｔｒｉｃ ｏｘｉｄｅ
ｓｙｎｔｈｅｔａｓｅ ａｎｄ ｔｈｒｏｍｂｏｔｉｃ ｄｉｓｅａｓｅｓ [ Ｊ ] . Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ
２０２０ꎬ ３０(６): １４０－１４４.

[１７] 　 Ｚｈａｎｇ Ｙꎬ Ｃｈｅｎ Ｊꎬ Ｌｉ Ｆꎬ ｅｔ ａｌ. Ａ ｐｅｎｔａｐｅｐｔｉｄｅ ｍｏｎｏｃｙｔｅ
ｌｏｃｏｍｏｔｉｏｎ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒ ｐｒｏｔｅｃｔｓ ｂｒａｉｎ ｉｓｃｈｅｍｉａ ｉｎｊｕｒｙ ｂｙ
ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｔｈｅ ｅＥＦ１Ａ１ / ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｎｉｔｒｉｃ ｏｘｉｄｅ ｓｙｎｔｈａｓｅ ｐａｔｈｗａｙ
[Ｊ] . Ｓｔｒｏｋｅꎬ ２０１２ꎬ ４３(１０): ２７６４－２７７３.

[１８] 　 Ｈｏ ＪＪＤꎬ Ｂａｌｕｋｏｆｆ ＮＣꎬ Ｃｅｒｖａｎｔｅｓ Ｇꎬ ｅｔ ａｌ. Ｏｘｙｇｅｎ￣ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ
ｒｅｍｏｄｅｌｉｎｇ ｏｆ ｃｅｎｔｒａｌ ｃａｒｂｏｎ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｂｙ ａｒｃｈａｉｃ ｅＩＦ５Ｂ[ Ｊ] .
Ｃｅｌｌ Ｒｅｐꎬ ２０１８ꎬ ２２(１): １７－２６.

[１９] 　 Ｍａ ＹＬꎬ Ｑｉｎ Ｐꎬ Ｌｉ Ｙꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｏｓｅｓ ｏｆ
ｅｓｔｒａｄｉｏｌ ( Ｅ２) ｏｎ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｉｓｃｈｅｍｉａ ｉｎ ａｎ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｍｏｄｅｌ ｏｆ
ｏｘｙｇｅｎ ａｎｄ ｇｌｕｃｏｓｅ ｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎ ａｎｄ ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ａｎｄ ｉｎ ａ ｒａｔ ｍｏｄｅｌ
ｏｆ ｍｉｄｄｌｅ ｃａｒｏｔｉｄ ａｒｔｅｒｙ ｏｃｃｌｕｓｉｏｎ [ Ｊ] . ＢＭＣ Ｎｅｕｒｏｓｃｉꎬ ２０１３ꎬ
１４: １１８.

[２０] 　 Ｇｕｏ Ｈꎬ Ｙａｎｇ Ｊꎬ Ｌｉｕ Ｍꎬ ｅｔ ａｌ. Ｓｅｌｅｃｔｉｖｅ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｅｓｔｒｏｇｅｎ
ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｂｅｔａ ａｌｌｅｖｉａｔｅｓ ｃｅｒｅｂｒａｌ ｉｓｃｈｅｍｉａ ｎｅｕｒｏｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ
ｉｎｊｕｒｙ[Ｊ] . Ｂｒａｉｎ Ｒｅｓꎬ ２０２０ꎬ １７２６: １４６５３６.

[２１] 　 Ｌｉ ＹＨꎬ Ｊｉａｎｇ ＢＨꎬ Ｗｕ ＸＰꎬ ｅｔ ａｌ. Ｌｏｎｇ ｎｏｎ￣ｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡ ＭＩＡＴ ｉｓ
ｅｓｔｒｏｇｅｎ￣ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ ａｎｄ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｅｓｔｒｏｇｅｎ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ
ｉｎ ＥＲ￣ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ [ Ｊ] . Ｂｉｏｃｈｅｍ Ｂｉｏｐｈｙｓ Ｒｅｓ
Ｃｏｍｍｕｎꎬ ２０１８ꎬ ５０３(１): ４５－５０.

[２２] 　 Ｈｕａｎｇ ＮＳꎬ Ｃｈｉ ＹＹꎬ Ｘｕｅ ＪＹꎬ ｅｔ ａｌ. Ｌｏｎｇ ｎｏｎ￣ｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡ
ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｉｎ ｌｕｎｇ ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ １
(ＭＡＬＡＴ１) ｉｎｔｅｒａｃｔｓ ｗｉｔｈ ｅｓｔｒｏｇｅｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ａｎｄ ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｐｏｏｒ
ｓｕｒｖｉｖａｌ ｉｎ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ[Ｊ] . Ｏｎｃｏｔａｒｇｅｔꎬ ２０１６ꎬ ７(２５): ３７９５７
－３７９６５.

[收稿日期] 　 ２０２０－０８－１１

２７７


