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低叶酸联合甲氨蝶呤诱导神经管畸形胎鼠模型的ｌｎｃＲＮＡ相关ｃｅＲＮＡ网络构建及分析
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　　［摘要］　目的　构建低叶酸联合甲氨蝶呤（ｍｅｔｈｏｔｒｅｘａｔｅ，ＭＴＸ）诱导神经管畸形（ｎｅｕｒａｌｔｕｂｅｄｅｆｅｃｔ，
ＮＴＤｓ）的胎鼠模型中ｌｎｃＲＮＡ相关的竞争性内源 ＲＮＡ（ｃｏｍｐｅｔｉｎｇｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓＲＮＡｓ，ｃｅＲＮＡ）调控网络，
探讨低叶酸条件下 ＮＴＤｓ中 ｌｎｃＲＮＡ可能的调控作用。方法　利用 ＳＰＦ级、７～８周龄的健康雌性
Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠（体质量１８～２２ｇ）４０只及健康雄性Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠（体质量２０～２２ｇ）２０只，建立叶酸缺
乏情况下的ＮＴＤｓ胎鼠模型为实验组，并设立对照组，每组选取３只胎鼠分离脑组织并提取总 ＲＮＡ，进
行高通量ＲＮＡ测序（ＲＮＡｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ，ＲＮＡｓｅｑ），并对测序结果进行 ｌｎｃＲＮＡｍＲＮＡ共表达网络构建、
对共表达网络中ｍＲＮＡ进行ＧＯ功能富集及ＫＥＧＧ通路富集分析、构建ｌｎｃＲＮＡ相关ｃｅＲＮＡ调控网络，
并用ｑＰＣＲ验证胎鼠、细胞样本中ｌｎｃＲＮＡＸｉｓｔ、Ｓｅｍａ４ｆ、Ｐａｄｉ２的相对表达量。结果　测序共检测到差异
ｌｎｃＲＮＡ４７个（Ｌｏｇ２ＦＣ＞０．５８５或Ｌｏｇ２ＦＣ＜－０．５８５，ＦＤＲ＜０．０５），其中上调３８个，下调９个。构建ｌｎｃＲＮＡ
和ｍＲＮＡ基因间的共表达网络，并对共表达网络关系中的 ｍＲＮＡ进行 ＫＥＧＧ／ＧＯ功能富集分析，发现
ＧＯ条目中管道发育（Ｐ＜０．００１）、胶原蛋白代谢过程（Ｐ＝０．００２）、系统发育（Ｐ＝０．００２）等显著富集，在
ＫＥＧＧ通路分析中富集到与ＮＴＤｓ密切相关的ＰＩ３ＫＡｋｔ通路；构建ｌｎｃＲＮＡ相关ｃｅＲＮＡ调控网络，发现
ｌｎｃＲＮＡＸｉｓｔ、ＬＯＣ１０２６３３８９９、１７０００８６Ｌ１９Ｒｉｋ等靶向差异基因Ｓｅｍａ４ｆ、Ｐａｄｉ２、Ｌｉｎ２８ａ等；选取与神经发育
密切相关的ｌｎｃＲＮＡＸｉｓｔ及预测的靶基因Ｓｅｍａ４ｆ、Ｐａｄｉ２，用ｑＰＣＲ验证胎鼠脑组织、细胞样本，结果与测
序一致，相较对照组，均显著下调（Ｐ＜０．０５）。结论　在叶酸缺乏下的ＮＴＤｓ胎鼠模型中 ｌｎｃＲＮＡＸｉｓｔ及
预测的靶基因Ｓｅｍａ４ｆ、Ｐａｄｉ２发生显著下调。
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　　神经管畸形（ｎｅｕｒａｌｔｕｂｅｄｅｆｅｃｔ，ＮＴＤｓ）是由于胚
胎发育早期神经管闭合异常造成的一类先天性畸形，

脊柱裂和无脑畸形是最常见的 ＮＴＤｓ表型。导致
ＮＴＤｓ发生的危险因素已有大量文献报道，如叶酸缺
乏、药物等，其中叶酸缺乏是导致 ＮＴＤｓ最重要的因
素，可引起多种表观遗传修饰的改变，最终导致 ＮＴＤｓ
的发生［１－２］。

　　据统计，非编码 ＲＮＡ（ｎｏｎｃｏｄｉｎｇＲＮＡ，ｎｃＲＮＡ）
占人类转录组的比例约为９８％，而编码ＲＮＡ所占比例
不到 ２％［３］。其中长链非编码 ＲＮＡ（ｌｏｎｇｎｏｎｃｏｄｉｎｇ
ＲＮＡ，ｌｎｃＲＮＡ）是一类长度大于 ２００个核苷酸的非编
码 ＲＮＡ，占人类非编码转录组的 ８０％，大部分不编码
蛋白质，但后续研究中逐步发现 ｌｎｃＲＮＡ在转录、转录
后、翻译或翻译后阶段以各种机制与其他生物分子相

互作用来影响基因活性［４］。异常的 ｌｎｃＲＮＡ表达可引
起严重损害脑功能的疾病发生，如胶质瘤、精神分裂

症、阿尔茨海默病、发育迟缓和自闭症。在胚胎发育、

中枢神经系统发育和神经干细胞分化过程中，许多

ｌｎｃＲＮＡ存在显著动态变化的表达模式，参与调控发
育、分化及细胞重编等过程，发育动态的 ｌｎｃＲＮＡ表现
出发散型、反义转录本等的过度表达，使得与蛋白编码

的基因更相似［５－６］。另有研究发现，ｌｎｃＲＮＡ基因位点
通常位于发育转录因子附近，ｌｎｃＲＮＡ产物可作为转录
因子调控远端基因，此外，包含 ＤＮＡ调控元件的
ｌｎｃＲＮＡ在某些情况下作用于邻近基因［７］。因此，

ｌｎｃＲＮＡ的发育动态表达反映了更复杂的转录调控。

　　ｌｎｃＲＮＡ、ｃｉｒｃＲＮＡ等多种类型 ＲＮＡ可以通过
ｍｉＲＮＡ 应 答 元 件 （ｍｉｃｒｏＲＮＡ ｒｅｓｐｏｎｓｅｅｌｅｍｅｎｔｓ，
ＭＲＥｓ），吸附ｍｉｃｒｏＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）后产生“竞争”关系，
间接参与调控 ｍＲＮＡ的表达水平［８］。ｌｎｃＲＮＡ与
ｍｉＲＮＡ呈负调控关系，且 ｍｉＲＮＡ和 ｃｅＲＮＡ呈现相互
调控作用［９］。研究发现，ｌｎｃＲＮＡ相关 ｃｅＲＮＡ在发育
过程中起重要作用，尤其是在神经系统［１０－１５］。这些研

究进一步说明了 ｃｅＲＮＡ在发育过程中参与了重要调
控。在 ＮＴＤｓ中，已有关于 ｍｉＲＮＡ表达谱变化及
ｍｉＲＮＡ对 ｍＲＮＡ负调控的报道 ，但 ｌｎｃＲＮＡ通过
ｃｅＲＮＡ机制对低叶酸相关 ＮＴＤｓ的调控作用未见报
道［１６］。因此，本研究通过构建 ＮＴＤｓ小鼠模型，对
ｌｎｃＲＮＡ相关 ｃｅＲＮＡ网络进行深入探讨，筛选差异的
ｌｎｃＲＮＡ及靶向基因，为今后研究叶酸缺乏相关的
ＮＴＤｓ发生机制及疾病的预防诊疗提供依据。

１　材料与方法

１．１　材料
　　研究采用ＳＰＦ级、７～８周龄的健康雌性Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ
小鼠（体质量１８～２２ｇ）４０只及健康雄性Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小
鼠（体质量２０～２２ｇ）２０只，均购自北京维通利华实验
动物技术有限公司。低叶酸饲料及正常饲料购自北京

科澳协力饲料有限公司，ＭＴＸ购自 Ｓｉｇｍａ公司，生理
盐水购自中国大冢制药有限公司，ＲＮｅａｓｙ ｍｉｎｉｋｉｔ
试剂盒购自 ＱＩＡＧＥＮ公司，小鼠胚胎干细胞 （Ｍｏｕｓｅ
ｅｍｂｒｙｏｎｉｃｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ｍＥＳＣｓ）Ｓｖ／１２９细胞系来自首都

２ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（１）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



儿科研究所细胞库，磷酸盐缓冲溶液（ＰＢＳ）、Ｄｕｌｂｅｃｃｏ
改良的 Ｅａｇｌｅ培养基、胎牛血清购自Ｇｉｂｃｏ公司，非必需
氨基酸、谷氨酸、β巯基乙醇、明胶购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，
小鼠白血病抑制因子购自Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司，Ｔ２５细胞培养
瓶购自Ｃｏｒｎｉｎｇ公司，琼脂糖购自Ｂｉｏｓｈａｒｐ公司，ＴＡＥ溶
液购自北京索莱宝科技有限公司，ＢｌａｓＴａｑ２ＸＱｐｃｒ
ＭａｓｔｅｒＭｉｘ及５×ＡｌｌＩｎＯｎｅＭａｓｔｅｒＭｉｘ购自ＡＢＭ公司。
１．２　方法
１．２．１　动物分组　　选取上述４０只雌性小鼠分为正
常饲喂组与低叶酸联合ＭＴＸ诱导ＮＴＤｓ组，２０只／组，
５只／笼，另选取２０只雄性小鼠，５只／笼。实验饲养期
间小鼠均处于 ＳＰＦ级环境中，温湿度、饲料及饮用水
均符合国家标准饲养条件，全过程保证各组小鼠自由

饮食。

１．２．２　ＮＴＤｓ胎鼠模型制备　　正常饲喂组的雌性小
鼠及全部雄性小鼠均提供正常繁殖饲料喂养，低叶酸

联合ＭＴＸ诱导ＮＴＤｓ组小鼠采用特制低叶酸饲料，两
组饮用水一致，无特殊处理，保证设施环境维持 １２ｈ
光／暗循环。两组小鼠自由饮食 ４周后，选取成熟
Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ雄鼠个体，按雌雄比例 ２∶１交配过夜，于次
日８：００观察到阴道栓，指定为受孕０．５ｄ；受孕７．５ｄ
时，以１．５ｍｇ／ｋｇ用量对低叶酸联合 ＭＴＸ诱导 ＮＴＤｓ
组雌性小鼠腹腔注射ＭＴＸ，正常饲喂组雌性小鼠使用
等剂量生理盐水进行腹腔注射；至受孕１３．５ｄ，对妊娠
小鼠实施颈椎脱臼处死，取出胎鼠，其中正常饲喂组选

取发育正常胎鼠、低叶酸联合 ＭＴＸ诱导 ＮＴＤｓ组选取
ＮＴＤｓ表型明显的胎鼠置预冷的 ＰＢＳ中取出胎脑，于
液氮中保存。详细参考课题组前期 ＮＴＤｓ胎鼠模型建
立方法［１７］。

１．２．３　叶酸缺乏的细胞模型制备　　制备叶酸缺乏
组细胞的培养基：在 Ｄｕｌｂｅｃｃｏ改良的 Ｅａｇｌｅ培养基中
添加０．１ｍｍｏｌ／Ｌβ巯基乙醇、０．１ｍｍｏｌ／Ｌ非必需氨
基酸、０．１ｍｍｏｌ／Ｌ谷氨酸、１５％胎牛血清、１０００Ｕ／ｍＬ
小鼠白血病抑制因子。叶酸正常组细胞的培养基需额

外添加浓度为４ｍｇ／Ｌ叶酸。
　　将ｍＥＳＣｓ复苏后放入提前涂有浓度为０．２％明胶
的Ｔ２５细胞培养瓶，放置在３７°Ｃ、５％ＣＯ２的加湿培
养箱中，每２～３天传代 １次，传至 ６代后收集细胞并
提取ＲＮＡ。具体实验方法可参考课题组既往报道［２］。

１．２．４　提取总 ＲＮＡ　　按照 ＲＮｅａｓｙ ｍｉｎｉｋｉｔ试剂
盒说明书操作步骤提取胎鼠脑的总 ＲＮＡ，测定其浓
度，并用Ａｇｉｌｅｎｔ２２００检测质量，检测合格后，可进行后
续文库制备与测序工作。

１．２．５　ｃＤＮＡ文库制备及 ＲＮＡ测序　　 使用

ＮＥＢＮｅｘｔ ＵｌｔｒａＴＭＤｉｒｅｃｔｉｏｎａｌＲＮＡＬｉｂｒａｒｙＰｒｅｐＫｉｔｆｏｒ

Ｉｌｌｕｍｉｎａ进行 ｃＤＮＡ文库的制备，并用 Ａｇｉｌｅｎｔ２２００进
行定量。标记的 ｃＤＮＡ文库以相等的比例汇聚在一
起，并在ＩｌｌｕｍｉｎａＨｉＳｅｑＸＴｅｎ中进行测序，使用ＦａｓｔＱＣ
软件对原始测序数据的质量进行 ＧＣ含量、质量值的
位置分布等方面的整体评估，去除接头及低质量序列，

得到ｃｌｅａｎｒｅａｄｓ文件。
１．２．６　筛选差异基因并构建ｃｅＲＮＡ调控网络　　利
用软件ｈｉｓａｔ２将ｃｌｅａｎｒｅａｄｓ与小鼠参考基因组进行比
对，进一步统计得到染色体上分布及基因组结构分析

情况，ｍｉＲＮＡ部分通过与小鼠的 ｍｉＲＮＡ数据库进行
比对得到ｍｉＲＮＡ表达情况。
　　用 ＥＢＳｅｑ对 ｍＲＮＡ、ｍｉＲＮＡ、ｌｎｃＲＮＡ进行差异基
因筛选，筛选条件为：Ｌｏｇ２ＦＣ＞０．５８５或＜－０．５８５，ＦＤＲ＜
０．０５。ｍｉｒａｎｄａ及 ＲＮＡｈｙｂｒｉｄ软件对差异显著的
ｍｉＲＮＡ分别进行差异靶基因 ｌｎｃＲＮＡ和差异靶基因
ｍＲＮＡ的预测（ｍｉｒａｎｄａ筛选条件：Ｓｃｏｒｅ≥１４０且
Ｅｎｅｒｇｙ＜－１５，ＲＮＡｈｙｂｒｉｄ筛选条件：Ｅｎｅｒｇｙ＜－２０）；取两
种算法的交集作为靶基因预测的最终结果；挑选出

ｍｉＲＮＡ和 ｌｎｃＲＮＡ、ｍｉＲＮＡ和 ｍＲＮＡ呈负相关的关系
条目，令ｌｎｃＲＮＡ、ｍｉＲＮＡ和 ｍＲＮＡ三者的调控趋势分
别为：ｕｐｄｏｗｎｕｐ或 ｄｏｗｎｕｐｄｏｗｎ，构建 ｌｎｃＲＮＡ
ｍｉＲＮＡｍＲＮＡ形式的ｃｅＲＮＡ调控网络。
１．３　ｑＰＣＲ验证目标基因的相对表达量
　　选择与神经发育关系密切的 ｌｎｃＲＮＡＸｉｓｔ及预测
靶基因Ｓｅｍａ４ｆ、Ｐａｄｉ２进行ｑＰＣＲ验证。提取的胎鼠脑
组织及细胞总ＲＮＡ样本经浓度为１％的琼脂糖凝胶在
ＴＡＥ溶液中电泳，检测ＲＮＡ质量合格后，用５×ＡｌｌＩｎ
ＯｎｅＭａｓｔｅｒＭｉｘ试剂盒反转录为 ｃＤＮＡ，再以 ｃＤＮＡ为
模板进行 ｑＰＣＲ反应，将小鼠管家基因 ＧＡＰＤＨ作为
内参。引物序列如下所示：ｌｎｃＲＮＡＸｉｓｔ上游：５′
ＡＧＣＣＡＧＴＴＡＣＧＣＣＡＡＧＡＡＴＴＡＧＧＡＣ３′，下 游：５′
ＣＣＣＧＣＡＡＡＴＧＣＴＡＣＣＡＣＡＡＡＴＣＡＡＧ３′； Ｓｅｍａ４ｆ上
游：５′ＡＧＣＴＡＡＡＡＣＡＴＧＡＣＴＧＣＡＡＣＡＧ３′，下游：５′
ＴＣＴＧＡＧＡＴＡＧＧＣＴＧＴＡＴＣＣＧＴＡ３′；Ｐａｄｉ２上 游：５′
ＡＧＧＣＡＧＧＡＧＧＡＴＧＡＣＣＡＡＧＧＴＧ３′， 下 游： ５′
ＡＧＴＣＡＧＣＣＡＧＴＣＧＧＡＧＴＡＧＡＧＴＴＣ３′。实验独立重复
３次，采用２－ΔΔＣｔ法计算相对表达量。
１．４　统计学方法
　　应用ＧｒａｐｈＰａｄｐｒｉｓｍ８软件进行统计分析，计量资
料进行方差齐性检验，数据用 珋ｘ±ｓ表示，两组间比较采
用独立样本ｔ检验，Ｐ＜０．０５认为差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　ＮＴＤｓ胎鼠模型建造情况
　　通过对适龄母鼠喂养低叶酸饲料，并在孕 ７．５ｄ

３　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（１）



时对母鼠进行腹腔注射ＭＴＸ，可成功诱导出具有明显
ＮＴＤｓ表型的胎鼠。通过体式显微镜观察，可见：正常
饲喂组胎鼠外观上较为饱满圆润，各脑室发育良好，神

经管已完全闭合；低叶酸联合 ＭＴＸ诱导 ＮＴＤｓ组胎鼠
整体体积小于对照组胎鼠，并表现出脊柱裂、脑膨出等

提示ＮＴＤｓ的表型（图１）。

正常饲喂组 低叶酸联合
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图１　正常饲喂组及低叶酸联合ＭＴＸ诱导ＮＴＤｓ组
胎鼠背侧面观

２．２　ｌｎｃＲＮＡ差异基因情况
　　通过高通量测序检测到具有显著差异的 ｌｎｃＲＮＡ
共 ４７个，有 ３８个上调：ＬＯＣ１０１０５６１２０、Ｇｍ２０７８４、
Ｇｍ８１８５、Ｇｍ４０１７、ＬＯＣ１０２６３８４７５、ＬＯＣ１０２６３７２７９、
Ｇｍ６６５９、Ｍｉｒ１０３２、Ｇｍ１３１３６、Ｇｍ１０４２１、ＬＯＣ１０２６３２４８８
等；９个下调：ＬＯＣ１０２６３６５１９、Ｒｐｌ１９ｐｓ１、ＬＯＣ１０２６３６３７６、
Ｘｉｓｔ、 Ｇｍ４５４４、 ＡＫ１５７３０２、 ＬＯＣ１０２６３４８１８、
ＬＯＣ１０２６３６５６３、ＬＯＣ１０２６３８２７９（图２）。
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图２　正常饲喂组和低叶酸联合ＭＴＸ诱导ＮＴＤｓ组
胎鼠脑组织的差异ｌｎｃＲＮＡ分布火山图

　　运用ＧｒａｐｈＰａｄ８．０对ＮＴＤｓ组和对照组中差异显
著的ｌｎｃＲＮＡ绘制热图（图３），红色表示相对高表达，
绿色表示相对低表达。图中可直观地观察到 ｌｎｃＲＮＡｓ
在正常组织与 ＮＴＤｓ疾病模型中表达差异情况，为后
续研究ｌｎｃＲＮＡｓ调控ＮＴＤｓ发生发展提供依据。

图３　正常饲喂组和低叶酸联合ＭＴＸ诱导ＮＴＤｓ组胎鼠
脑组织中具有显著差异的ｌｎｃＲＮＡ热图

２．３　差异 ｌｎｃＲＮＡｍＲＮＡ关联分析及共表达关系网
络构建

　　为进一步探究 ＮＴＤｓ模型中 ｌｎｃＲＮＡ与 ｍＲＮＡ的
共表达情况，将具有显著差异的 ｌｎｃＲＮＡ和 ｍＲＮＡ进
行共表达分析，实验组共关联 １３２个 ｍＲＮＡ，４６个
ｌｎｃＲＮＡ，对照组共关联 １４３个 ｍＲＮＡ，３９个 ｌｎｃＲＮＡ，
共 关 联 ９１９ 对。 利 用 在 线 网 站 ｇ：ｐｒｏｆｉｌｅｒ
（ｇ：Ｐｒｏｆｉｌｅｒ———ａｗｅｂｓｅｒｖｅｒｆｏｒｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ
ａｎａｌｙｓｉｓａｎｄｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎｓｏｆｇｅｎｅｌｉｓｔｓ（ｕｔ．ｅｅ））、ＤＡＶＩＤ
（ｈｔｔｐｓ：／／ｄａｖｉｄ．ｎｃｉｆｃｒｆ．ｇｏｖ／ｈｏｍｅ．ｊｓｐ）、ＫＯＢＡＳ
（ｈｔｔｐ：／／ｋｏｂａｓ．ｃｂｉ．ｐｋｕ．ｅｄｕ．ｃｎ／ｉｎｄｅｘ．ｐｈｐ）进行 ＧＯ
（表１）及ＫＥＧＧ（图４）分析，得到关联的 ｍＲＮＡ功能
富集情况，其中与神经及发育相关且具有显著差异的

ＧＯ条目如表 １所示，ＫＥＧＧ通路富集情况如图 ４所
示。并基于 ｌｎｃＲＮＡｍＲＮＡ分析结果，分别对正常饲
喂组（图 ５Ａ）与低叶酸联合 ＭＴＸ诱导 ＮＴＤｓ组（图
５Ｂ）构建ｌｎｃＲＮＡｍＲＮＡ共表达关系网络，实线表示正
相关，虚线表示负相关。

４ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（１）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



表１　胎鼠脑组织差异ｌｎｃＲＮＡｍＲＮＡ共表达分析中
ｍＲＮＡ的ＧＯ功能分析

ＧＯ条目 编码 Ｐ值
管道发育 ＧＯ：００３５２９５ ＜０．００１
胶原蛋白代谢过程 ＧＯ：００３２９６３ ０．００２
系统发育 ＧＯ：００４８７３１ ０．００２
多细胞生物发育 ＧＯ：０００７２７５ ０．００３
心室心肌组织发育 ＧＯ：０００３２２９ ０．００４
组织发育 ＧＯ：０００９８８８ ０．０１５
动物器官形态发生 ＧＯ：０００９８８７ ０．０２２
动物器官发育 ＧＯ：００４８５１３ ０．０２２
解剖结构形态发生 ＧＯ：０００９６５３ ０．０２５
解剖结构发育 ＧＯ：００４８８５６ ０．０３９
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图４　胎鼠脑组织差异ｌｎｃＲＮＡｍＲＮＡ共表达分析中
ｍＲＮＡ的ＫＥＧＧ富集分析

! "

：ｌｎｃＲＮＡ　：ｍＲＮＡ
Ａ：正常饲喂组ｌｎｃＲＮＡｍＲＮＡ共表达网络图；Ｂ：低叶酸联合ＭＴＸ诱导ＮＴＤｓ组ｌｎｃＲＮＡｍＲＮＡ共表达网络图

图５　胎鼠脑组织差异ｌｎｃＲＮＡｍＲＮＡ共表达网络图

２．４　ｌｎｃＲＮＡｍｉＲＮＡｍＲＮＡ的ｃｅＲＮＡ网络构建
　　基于 ｍｉＲａｎｄａ及 ＲＮＡｈｙｂｒｉｄ预测得到的结果，得
到１８对ｌｎｃＲＮＡｍｉＲＮＡｍＲＮＡ调控关系，根据此构建
ｌｎｃＲＮＡｍｉＲＮＡｍＲＮＡ的ｃｅＲＮＡ网络（图６）。结果显示：
Ｘｉｓｔ、ＬＯＣ１０２６３３８９９、１７０００８６Ｌ１９Ｒｉｋ等 ｌｎｃＲＮＡ通过对
ｍｍｕｍｉＲ３０２ｄ５ｐ、ｍｍｕｍｉＲ９８５ｐ、ｍｍｕｍｉＲ１９６ｂ５ｐ、
ｍｍｕｍｉＲ２０ｂ５ｐ、ｍｍｕｌｅｔ７ｉ５ｐ、ｍｍｕｍｉＲ２８ｃ产生负
调控作用，靶向差异基因 Ｓｅｍａ４ｆ、Ｐａｄｉ２、Ｌｉｎ２８ａ、
Ｄｏｃ２ａ、Ｃｎｇｂ３、Ｇａｓ７、Ｎｆｉｃ、Ｃｈｍｐ４ｃ、Ｓｃａｒａ５、Ｃｙｇｂ、
ＬＯＣ１０２６３４１２６，提示 ＮＴＤｓ可能 受 ｌｎｃＲＮＡ 相 关
ｃｅＲＮＡ机制的网络调控。

图６　胎鼠脑组织差异ｌｎｃＲＮＡｍｉＲＮＡｍＲＮＡ的ｃｅＲＮＡ调控网络

５　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（１）



２．５　ｌｎｃＲＮＡＸｉｓｔ、Ｐａｄｉ２和Ｓｅｍａ４ｆ相对表达量的检测
结果

　　经琼脂糖凝胶进行电泳检测ＲＮＡ质量，胶图显示
条带清晰、完整，质量合格，可进行后续 ｑＰＣＲ验证
（图７）。对重点关注的 ｌｎｃＲＮＡＸｉｓｔ及下游靶基因
Ｐａｄｉ２、Ｓｅｍａ４ｆ通过ｑＰＣＲ实验分别在 ＮＴＤｓ胎鼠脑组
织及叶酸缺乏的 ｍＥＳＣｓ中验证高通量测序结果。实

验结果显示，与对照组相比，ＮＴＤｓ胎鼠脑组织中，
ｌｎｃＲＮＡＸｉｓｔ及下游靶基因 Ｐａｄｉ２、Ｓｅｍａ４ｆ均表现出明
显的下调趋势（图８），在两组间的差异均具有统计学
意义（Ｐ＜０．０５）；在叶酸缺乏的 ｍＥＳＣｓ中，上述基因也
同样表现出显著下调趋势（Ｐ＜０．０５）。实验结果显示
ｌｎｃＲＮＡＸｉｓｔ及下游靶基因的相对表达水平变化与测
序结果一致。
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Ａ：提取的胎鼠脑组织的ＲＮＡ电泳图；Ｂ：提取的ｍＥＳＣｓ的ＲＮＡ电泳图
ＣＯＮ１、ＣＯＮ２、ＣＯＮ３：正常饲喂组样本，ＮＴＤ１、ＮＴＤ２、ＮＴＤ３：低叶酸联合ＭＴＸ诱导ＮＴＤｓ组样本；ＦＡ４１、ＦＡ４２、
ＦＡ４３：叶酸正常组样本，ＦＡ０１、ＦＡ０２、ＦＡ０３：叶酸缺乏组样本

图７　提取的胎鼠脑组织及ｍＥＳＣｓ的ＲＮＡ电泳结果
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ＣＯＮ：正常饲喂组，ＮＴＤ：低叶酸联合ＭＴＸ诱导ＮＴＤｓ组；ＦＡ４：叶酸正常组，ＦＡ０：叶酸缺乏组
Ａ、Ｂ、Ｃ：ｑＰＣＲ检测胎鼠脑组织中 ｌｎｃＲＮＡＸｉｓｔ、Ｓｅｍａ４ｆ、Ｐａｄｉ２相对表达量；Ｄ、Ｅ、Ｆ：ｑＰＣＲ检测 ｍＥＳＣｓ中 ｌｎｃＲＮＡ
Ｘｉｓｔ、Ｓｅｍａ４ｆ、Ｐａｄｉ２相对表达量

图８　ｑＰＣＲ检测胎鼠脑组织及ｍＥＳＣｓ中ｌｎｃＲＮＡＸｉｓｔ、Ｓｅｍａ４ｆ、Ｐａｄｉ２相对表达水平（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）
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３　讨论

　　ＮＴＤｓ是严重的先天性畸形。流行病学研究提示，
全球每 ３３名出生的婴儿中就有 １名患有 ＮＴＤｓ。近
年来，由于我国人民生活水平明显改善，ＮＴＤｓ发病率
大幅度下降［１８］。ＮＴＤｓ是外界环境因素与遗传因素共
同作用引起的疾病，但其发病的具体分子机制尚不明

确。研究显示，叶酸、维甲酸、肌醇等摄入不足可通过

相关基因，进而导致甲基化异常、翻译后修饰改变等表

观遗传调控失常，这提示环境因素在 ＮＴＤｓ发病机制
中占据关键作用［２，１９－２０］。叶酸缺乏是诱发 ＮＴＤｓ最重
要的环境因素，叶酸作为辅酶参与一碳代谢，可对重要

生物分子（脂质、氨基酸、ＤＮＡ）进行甲基化修饰。叶
酸缺乏可导致贫血、生殖异常和胚胎发育障碍等问

题［２１］。多项随机对照试验表明，高剂量叶酸（４ｍｇ）是
预防同一母体孕育胎儿再次发生神经管缺陷的重要因

素，并且，高剂量叶酸可显著预防低剂量叶酸（０．４ｍｇ）
后神经管缺陷的首次发生［２２］。ｌｎｃＲＮＡ作为进化保守
的非编码ＲＮＡ，通过多种机制参与调控发育、分化、细
胞重编等，其表达的改变与许多疾病有关，对脑发育的

作用尤为重要［７］。因此，探究 ｌｎｃＲＮＡ在叶酸缺乏下
对ＮＴＤｓ发生所产生的作用是十分有必要的。
３．１　构建低叶酸联合 ＭＴＸ诱导的 ＮＴＤｓ胎鼠模型及

叶酸缺乏的ｍＥＳＣｓ细胞模型
　　ＭＴＸ作为抗叶酸类抗代谢药，可抑制二氢叶酸还
原酶，使二氢叶酸无法还原成有生理活性的四氢叶酸，

从而使嘌呤核苷酸和嘧啶核苷酸生物合成过程中的一

碳基团转移作用受阻，抑制 ＤＮＡ的生物合成［２３］。课

题组前期研究显示，在低叶酸饲料喂养４周后，选择在
受孕７．５ｄ时按照１．５ｍｇ／ｋｇ的剂量对小鼠进行腹腔
注射ＭＴＸ，发现ＮＴＤｓ发生率最高。因此，通过低叶酸
联合ＭＴＸ的方式成功诱导具有 ＮＴＤｓ表型的胎鼠模
型，对探究叶酸缺乏情况下 ＮＴＤｓ的发生发展具有重
要意义。此外，构建叶酸缺乏的 ｍＥＳＣｓ细胞模型，有
助于进一步从细胞层面上证实，叶酸缺乏对筛选到的

相关基因表达存在调控关系。

３．２　构建低叶酸联合 ＭＴＸ诱导的 ＮＴＤｓ胎鼠模型的
ｌｎｃＲＮＡ相关ｃｅＲＮＡ网络

　　本研究建立低叶酸联合 ＭＴＸ诱导的 ＮＴＤｓ胎鼠
模型，通过高通量测序，筛选差异 ｌｎｃＲＮＡ基因，构建
ｌｎｃＲＮＡｍＲＮＡ共表达网络，并对共表达网络中的
ｍＲＮＡ进行ＧＯ／ＫＥＧＧ功能富集分析。ＧＯ分析中显
示，ｌｎｃＲＮＡｍＲＮＡ共表达网络中的 ｍＲＮＡ参与了管

道发育、胶原蛋白代谢过程、系统发育等生物学过程

（Ｐ＜０．０５），提示该 ｌｎｃＲＮＡｍＲＮＡ共表达网络可能与
胚胎发育存在密切联系；ＫＥＧＧ通路富集分析显示，
ＰＩ３ＫＡｋｔ信号通路存在显著富集（Ｐ＜０．０５），该通路
已被证实与 ＮＴＤｓ发生有密切关系［２４］；后续基于

ｌｎｃＲＮＡｍｉＲＮＡｍＲＮＡ调控关系，构建 ｌｎｃＲＮＡ相关
ｃｅＲＮＡ调控网络，结果显示 Ｘｉｓｔ、ＬＯＣ１０２６３３８９９、
１７０００８６Ｌ１９Ｒｉｋ等 ｌｎｃＲＮＡ对 Ｓｅｍａ４ｆ、Ｐａｄｉ２、Ｌｉｎ２８ａ、
Ｇａｓ７、Ｎｆｉｃ等靶基因起调控作用。研究认为 ｌｎｃＲＮＡ
Ｘｉｓｔ可以影响神经管的正常发育［２５］；Ｌｉｎ２８ａ耗竭可引
起小头畸形的发生［２６］；Ｇａｓ７在神经系统中表达丰富，
并在脊椎动物的神经发生过程中发挥重要作用［２７］；在

ＮＴＤｓ小鼠模型中，Ｎｆｉｃ的异常升高可在神经管闭合期
间破坏细胞稳态，引起 ＮＴＤｓ的发生［２８］。因此，在

ＮＴＤｓ胎鼠模型中构建ｌｎｃＲＮＡ相关ｃｅＲＮＡ网络，预测
相应的靶基因，对进一步探究 ｌｎｃＲＮＡ如何调控 ＮＴＤｓ
的发生发展至关重要。

３．３　ｌｎｃＲＮＡＸｉｓｔ及预测靶基因Ｓｅｍａ４ｆ、Ｐａｄｉ２相对表
达量上调与叶酸缺乏条件下的 ＮＴＤｓ存在调控
关系

　　ＬｎｃＲＮＡＸｉｓｔ作为 Ｘ染色体失活的主要调节者，
在胚胎发育早期平衡对性染色体基因的剂量补偿。据

报道，雌性胚胎 ＮＴＤｓ样本中存在 Ｘｉｓｔ基因的表达异
常，ｐ５３基因通过调控Ｘｉｓｔ水平影响神经管闭合，提示
Ｘｉｓｔ表达与神经管发育有密切关系［２５］。ｃｅＲＮＡ调控
网络假说为ｌｎｃＲＮＡ和ｍＲＮＡ之间的调控作用研究增
加了更多的探索方向，还为后续发现新的诊断或预后

生物标志物奠定了基础。许多研究表明，诸多ｌｎｃＲＮＡ
可作为癌症的生物标志物，如 ＨＯＴＡＩＲ、ＴＨＣＡＴ１２６
等［２９］。既往研究中ｌｎｃＲＮＡＸｉｓｔ、Ｓｅｍａ４ｆ及Ｐａｄｉ２亦因
在乳腺癌及多形性胶质母细胞瘤中异常表达被认为是

重要的潜在生物标志物［３０－３２］。本研究发现，叶酸缺乏

的ＮＴＤｓ小鼠胎脑组织中 ｌｎｃＲＮＡＸｉｓｔ及预测靶基因
Ｓｅｍａ４ｆ、Ｐａｄｉ２的表达均出现异常。Ｓｅｍａ４ｆ、Ｐａｄｉ２或许
可作为ＮＴＤｓ的潜在生物标志物，以供进一步研究。
　　既往ＮＴＤｓ相关研究中尚未发现构建 ｌｎｃＲＮＡ相
关ｃｅＲＮＡ网络的报道，本研究在低叶酸联合 ＭＴＸ诱
导的ＮＴＤｓ胎鼠模型中构建了 ｌｎｃＲＮＡ相关 ｃｅＲＮＡ调
控网络，有助于理解 ｌｎｃＲＮＡ相关 ｃｅＲＮＡ作用机制在
低叶酸条件下 ＮＴＤｓ中的作用，为后续进一步探明
ｌｎｃＲＮＡ在ＮＴＤｓ分子层面上的异常调控机制及临床
诊疗提供重要依据。

７　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（１）
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