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摘要    非编码 RNA(ncRNA), 如小分子 RNA 和基因间长链非编码 RNA 在调控多能性方

面发挥着重要的作用. 然而, 天然反义转录物(NAT)在胚胎干细胞中的作用并不清楚. 本研

究首先通过数字基因表达谱发现在小鼠胚胎干细胞中存在广泛的 NAT 表达, 随后证实了

Oct4, Nanog 和 Sox2 这 3 个关键的多能性基因存在 NAT 的表达. 并且, 过表达 Sox2 的 NAT

可以在蛋白水平上降低 Sox2 的表达, 同时在转录水平上对 Sox2 有轻微的上调作用. 总之, 

本研究数据表明, NAT 和其他的 ncRNA 一样, 参与了多能性的维持.   
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RNA 的主要功能是作为遗传信息转变为蛋白质

的一个中间体 . 近几年 , 非编码 RNA(non-coding 

RNA, ncRNA)得到越来越多的关注, 它们在多种生

命过程中发挥着重要的作用[1~6]. ncRNA 可以分为两

大类: 结构 ncRNA 和调控 ncRNA. 结构 ncRNA 主 

要包括转运 RNA(transfer RNA, tRNA)、核糖体

RNA(ribosomal RNA, rRNA)以及核仁小 RNA(small 

nucleolar RNA, snoRNA), 这 些 RNA 在 信 使

RNA(messenger RNA, mRNA)翻译成蛋白以及 rRNA

的修饰过程中发挥着作用. 调控非编码 RNA 主要包

括小干扰 RNA(small interfering RNA, siRNA)、微

RNA(microRNA, miRNA)、 PIWI 蛋白作用 RNA 

(PIWI-interacting RNA, piRNA) 以 及 长 非 编 码

RNA(long non-coding RNA, lncRNA), 这些 RNA 在

调控基因表达中起重要作用.  

天然反义转录物 (natural antisense transcript, 

NAT)属于 lncRNA 家族, 它们与对应的正义 RNA 分

别以 DNA 的不同单链为模板进行转录, 而且和正义

转录物有一定的重叠[7,8]. NAT 首先在细菌中发现[9,10], 

随后在真核生物中也证实了 NAT 的存在[11,12]. 随着

基因组技术的不断发展, 研究表明, NAT 在多个物种

的基因组范围内广泛存在, 包括小鼠(Mus musculus)

和人类[13~15]. 但是, NAT 的丰度较低, 通常少于其正

义转录物的 1/10[15,16]. NAT 以多种机制发挥着功能, 

例如 DNA 复制干扰、染色体重塑、转录调控、RNA

掩蔽、双链 RNA 介导的 siRNA 干扰以及翻译干扰等

方面.  

胚胎干细胞(embryonic stem cell, ESC)是将囊胚

的内细胞团体外培养而得到的一种细胞[17~19]. ESC 能

够不断地进行自我更新, 并且具有分化成为机体所
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有类型细胞的潜能. 因此, ESC 在发育生物学研究、

药物发现以及细胞移植治疗等方面有着巨大的应用

价值. 3 个关键转录因子—Nanog, Oct4 和 Sox2, 形

成了一个核心的调控环路 , 以维持 ESC 的多能    

性[20~24]. ncRNA 在多能性维持以及重编程过程中同

样发挥着重要的作用. Dicer 敲除的 ESC 无法产生

siRNA 和 miRNA, 从而降低了细胞的增殖和分化能

力[25]. 同样, 缺少 DGCR8—miRNA 合成过程中必

需的一个 RNA 结合蛋白, 导致 ESC 在分化过程中不

能完全下调多能性基因, 依旧保持 ESC 的克隆状  

态[26]. 研究表明, 很多基因间长链非编码 RNA(large 

intergenic non-coding RNA, lincRNA)对于 ESC 特异

基因的表达是必需的[27]. 同时, lincRNA和 miRNA能

够促进重编程过程[28,29]. 此外, 在没有外源重编程因

子的条件下, 只用 miRNA 同样可以将体细胞重编程

到多能性的状态[30,31].  

综上所述, ncRNA 在多能性细胞中有着重要的

作用. NAT 在人和小鼠的 ESC 也有表达[32,33]. 但是, 

因为实验方法和研究关注点的不同, 尚未对 ESC 的

NAT 进行全基因组水平的分析. 本研究首先利用数

字基因表达谱(digital gene expression tag profiling, 

DGE)的方法证明了在小鼠 ESC 中, NAT 在基因组范

围内广泛表达 . 随后 , 通过单链特异引物反转录

PCR(strand-specific reverse transcription-PCR)的方法, 

证实了 3 个多能性关键基因 Nanog, Oct4 和 Sox2 的

NAT 表达 , 并通过 cDNA 末端快速克隆 (rapid 

amplification of cDNA end, RACE)的方法确定了这些

NAT 的末端. 本研究还发现, Sox2-NAT 能够在转录

后水平上抑制 Sox2蛋白的表达, 而Oct4-NAT对Oct4

的作用并不明显. 总之, 本研究结果表明, NAT 在小

鼠 ESC 中广泛存在, 并且通过调控多能性基因的表

达来参与 ESC 多能性的维持.  

1  材料与方法 

1.1  细胞培养 

V6.5 小鼠胚胎干细胞培养基成分: 85% DMEM 

(Dulbecco’s modified Eagle’s)(高糖, Invitrogen, 美国), 

15%血清(hyclone), 2 mmol/L L-谷氨酰胺, 5000 U/mL

青霉素和链霉素(Invitrogen), 0.1 mmol/L 非必需氨基

酸(Invitrogen), 0.1 mmol/L -巯基乙醇(Sigma, 美国), 

1000 U/mL 白血病抑制因子 (ESGRO, Chemicon,   

美国).  

1.2  数字基因表达谱 

数字基因表达谱实验及生物信息学分析由深圳

华大基因科技服务有限公司完成.  

1.3  单链特异引物反转录 PCR 

细胞总 RNA 提取使用 RNeasy Mini Kit(Qiagen, 

德国); cDNA 的合成使用 Tanscriptor First Strand 

cDNA Synthesis Kit(Roche, 瑞士); 反转录过程中使

用的单链特异引物见网络版附表 1. PCR 使用 Easy 

Taq(TransGen, 北京), 条件如下: 95℃ 5 min; 95℃ 

15 s, 55℃ 15 s, 72℃ 30 s, 共 35个循环; 72℃ 5 min.  

1.4  cDNA 末端快速克隆 

cDNA 末端快速克隆使用 SMART RACE cDNA 

Amplification Kit(Clontech, 美国), 随后将片段插到

pEASY-T3 载体(TransGen)进行测序.  

1.5  实时定量 PCR 

细胞总 RNA 提取使用 RNeasy Mini Kit(Qiagen). 

cDNA 的合成使用 Tanscriptor First Strand cDNA 

Synthesis Kit(Roche), 反转录过程中使用随机引物. 

PCR 使用 FastStart Universal SYBR Green Master 

(Roche), 条件如下: 95℃ 2 min; 95℃ 15 s, 58℃   

15 s, 72℃ 30 s, 共 40 个循环; 绘制溶解曲线. 以

-Actin 作为内参, 引物信息见网络版附表 1.  

1.6  蛋白免疫印迹 

收集细胞, 使用裂解液(Beyotime, 海门)裂解细

胞, 通过二喹啉甲酸(bicinchoninic acid, BCA)蛋白检

测试剂盒(Beyotime)对蛋白进行定量. 随后使用十二

烷 基 硫 酸 钠 - 聚 丙 烯 酰 胺 凝 胶 电 泳 ( s o d i u m 

dodecylsulfate-polyacrylamide gel electrophoresis, 

SDS-PAGE)分离样品, 并将蛋白转移、固定到聚偏二

氟乙烯(polyvinylidene fluoride, PVDF)膜(Millopore, 

美国)上. 随后进行牛奶封闭, 一抗, 二抗孵育, 信号

使用电化学发光(electrochemiluminescence, ECL)试

剂盒(Beyotime)检测, 用胶片(Kodak, 美国)进行曝光. 

图像采集使用 Bio-Rad Molecular Imager Gel Doc XR

系统 (美国 ) ,  随后使用 Quant i ty  One 分析软件

(Bio-Rad)进行灰度分析. 使用的抗体有: Sox2 抗体 
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(Cell Signaling Technology, 美国); -Tubulin 抗体

(Huada, 北 京 ); Oct3/4 抗 体 (Santa Cruz Bio- 

technology); 鼠源和兔源二抗(GE Healthcare, 美国).  

1.7  统计分析 

差异性分析使用学生 t 检验, 显著性代表的 P 值

如下所示: **, P<0.01; *, P<0.05.  

2  结果 

2.1  NAT 在小鼠胚胎干细胞中广泛表达 

为了探究 NAT 在小鼠 ESC 中的表达情况, 对 2

个生物学重复的 ESC 的 RNA 样品进行了 DGE 文库

的构建. 通过这 2 个 DGE 文库进行 Solexa 测序, 分

别获得了 6003694 和 5832791 个清晰可靠的序列片段. 

这些序列中, 约 55%的序列片段能够准确地对应到

约 13000 个正义转录本上; 同时约 5%的序列则对应

到约 8000 个反义转录本(网络版附表 2). 表达 NAT

的基因列表见网络版附表 3. 综上所述, NAT 在小鼠

ESC 中广泛表达, 并且与之前研究相一致的是, NAT

的丰度通常比其对应的正义转录物低 10 倍以上.  

2.2  多能性基因 NAT 的验证 

因为多能性基因在 ESC 自我更新中的重要作用, 

本研究重点关注 3 个关键的多能性基因 Nanog, Oct4

以及 Sox2 的 NAT. 通过 DGE 实验, 检测到了对应于

这 3 个基因 NAT 的序列片段(表 1), 并且 Oct4-NAT

以及 Sox2-NAT 的表达量高于 Nanog-NAT. 为了进一

步证实多能性基因 NAT 的存在, 首先进行了单链特

异引物反转录 PCR. 为了避免 RNA 剪接造成的假阴

性结果, 本研究使用了多对引物进行验证. 同时, 多

对引物有助于确定 NAT 的 3′和 5′末端的位置. 应用

引物对 N2, N3, O2-O5 和 S2 检测到了 Nanog-NAT, 

Oct4-NAT 和 Sox2-NAT; 而其他引物对 N1, N4, O1, 

O6, S1 和 S3 并未扩增出反义转录物(图 1A, B), 暗示

着这些区域可能没有包含在 NAT 中. 随后, 为了准

确定位这些NAT的 3′和 5′末端, 本研究进行了 cDNA

末端快速克隆实验(图 1C). 除了 Nanog-NAT 的 3′末
端, 其余NAT末端都已确定(如图1A箭头所示, 网络

版附表 4). 未能确定 Nanog-NAT 的 3′末端的原因可

能是因为其丰度过低. 值得注意的是, 5′-RACE 实验

确定了 3 个不同的 Oct4-NAT 的 5′末端, 这暗示着

Oct4-NAT 存在不同的转录起始位点. 

在确定Oct4-NAT和 Sox2-NAT的末端后, 克隆了

全长的 NAT 并进行了测序 . 结果显示 , 尽管

Oct4-NAT 的转录方向和正义是相反的, 其剪接方式

和正义转录本却是一样的. 而 Sox2-NAT和 Sox2一样, 

都只有一个外显子. 根据正义转录物和反义转录物

的重叠形式, 可以将 NAT 分为 3 大类: 头对头, 尾对

尾, 完全重叠[34]. Oct4-NAT 和 Sox2-NAT 都属于完全

重叠的类型. 综上所述, 本研究通过 DGE、单链特异

引物反转录 PCR 以及全长克隆证明了 Nanog-NAT, 

Oct4-NAT, Sox2-NAT 在小鼠 ESC 中的存在.  

 

表 1  关键多能性基因的反义序列片段  

基因 片段(5′→3′) 

丰度 

片段拷贝数 相对丰度 

ES-1 ES-2 ES-1 ES-2 

Nanog CATGTCAGTGTGATGGCGAGG 2 6 0.3 1.0 

 CATGGTGGCTCACAACCATAC 5 0 0.8 0.0 

Oct4 CATGGGAGAGCCCAGAGCAGT 125 121 20.8 20.74 

 CATGGTCTCCAGACTCCACCT 11 12 1.8 2.1 

 CATGTTCTTAAGGCTGAGCTG 5 7 0.8 1.2 

Sox2 CATGGATTCTCGGCAGCCTGA 249 210 41.5 36.0 

 CATGGACATTTTTTTTTTGCC 8 6 1.3 1.0 

 CATGTTTTCCTTTTGTACAAT 22 15 3.7 2.6 

 CATGTTTATCTCGATAAATAC 25 17 4.2 2.9 

 CATGGTCCGATTCCCCCGCCC 0 3 0.0 0.5 
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2.3  Oct4-和 Sox2-NAT 在 ESC 中的调控作用 

为了探究 Oct4-NAT 和 Sox2-NAT 是否对其正义

转录本进行调控, 本研究在小鼠 ESC 中过表达了全

长Oct4-NAT和 Sox2-NAT, 通过实时定量PCR对Oct4

和 Sox2 的 mRNA 进行了检测. 结果显示, Sox2-NAT

的过表达能够略微上调 Sox2 的 mRNA, 但 Oct4-NAT

的过表达对 Oct4 的 mRNA 没有影响(图 2A). 接着, 

又在蛋白水平上进行了检测. 结果显示, Sox2-NAT 过

表达能够显著下调 Sox2 蛋白, 但 Oct4-NAT过表达对

Oct4 蛋白依旧没有影响(图 2B, C). 这些数据表明, 

Sox2-NAT 主要在转录后水平对 Sox2 的表达进行   

调控.  

2.4  Sox2-NAT 作为 ncRNA 发挥功能 

对 Sox2-NAT 的序列分析显示, 其在 3′区域存在

一个可能的可读框(open reading frame, ORF), 尽管

此 ORF 缺少终止密码子(图 3). 为了探究 Sox2-NAT

的功能是否通过编码蛋白进行, 对 Sox2-NAT 进行了

一系列的删除突变. 只有 F800 和 R800 这 2 个突变体

的过表达能够下调 Sox2 蛋白(图 3). F800 中删除了可

能的 ORF 的 57 个氨基酸, 相当于约 1/3 长度的可能

编码的蛋白, 这暗示着 Sox2-NAT 的功能是不依赖编

码蛋白的. 此外, R600 包含着完整的可能 ORF, 但其

不能下调 Sox2 蛋白, 进一步排除了 Sox2-NAT通过编

码蛋白发挥作用的可能性. 因此, Sox2-NAT 是作为一

个 ncRNA 发挥功能的.  

此外, F400, F600, R400, R600的突变体均不能对

Sox2 蛋白的表达水平产生影响, 暗示了 Sox2-NAT 的

功能不依赖于双链 RNA 介导的 siRNA 干扰机制. 相

反, RNA 的正确折叠以及某些结构域对于 Sox2-NAT

的功能是必需的 .  利用 RNAfold (http://rna.tbi. 

univie.ac.at/cgi5bin/RNAfold.cgi)对全长 Sox2-NAT 以

及删除突变体进行了二级结构的预测 .  有趣的是 , 

F400, F600, R400 和 R600 的结构和全长 Sox2-NAT 差

别很大(图 4A). 这也许是它们不能下调 Sox2 蛋白  

的原因. 相反, F800 和 R800 的结构和全长的 Sox2-

 

 

图 1  小鼠 ESC 中 Nanog-NAT, Oct4-NAT 和 Sox2-NAT 的表达验证 

A: Nanog, Oct4 和 Sox2 的位点示意图, 其中, 黑色方块为外显子; 带有“正义”标记的箭头表示正义转录方向; 实心三角为 DGE分析中序列片

段存在的位置; N1~N4, O1~O6, S1-S3 的短片段为单链特异引物反转录 PCR 的扩增区域; 黑色短线为可检测到的区域, 灰色短线为未能检测

到的区域; 带有竖线的箭头为 5′和 3′末端; B: 通过单链特异引物反转录 PCR 证实 Nanog-NAT, Oct4-NAT 和 Sox2-NAT 的表达, 白色星号为测

序后确定的非特异条带; C: 通过 RACE 确定的 Nanog-NAT, Oct4-NAT 和 Sox2-NAT 的 5′和 3′末端, 白色星号为测序后确定的非特异条带 
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NAT 的结构相似, 尤其是虚线长方形内的中央区域

(图 4A). 这个区域可能介导 Sox2-NAT 与其他蛋白或

RNA 分子的相互作用, 对于 Sox2-NAT 的功能是不可

或缺的.  

3  讨论 

近几年研究表明, NAT 在多个物种中存在广泛

表达, 其通过多种机制在不同的生物过程中发挥着

重要的调控作用[7,8]. Richards 等人[32]通过反向基因表

达串联分析(reverse serial analysis of gene expression), 

发现了人类胚胎干细胞中的 30 个 NAT, 其中包括

Oct4-NAT ,  Nanog-NAT 和 Lin28-NAT .  最近 , 

Sigova 等人[33]的 lncRNA 的研究中, 分别在人类和小

鼠 ESC 中鉴定出了 202 和 143 个 NAT. 本研究通过

DGE 分析证明了 NAT 在小鼠 ESC 中的广泛表达, 约

8000个基因存在NAT. Richards等人[32]使用的传统测

序技术测序通量较低, 而 Sigova 等人[33]研究工作中

应用了严苛的标准来确定 lncRNA, 再进一步寻找其

中的 NAT[33], 这些都导致了他们只找到了少量的

NAT. 同时, DGE 实验的高灵敏度也有助于检测到低

丰度的 NAT. 随后, 本研究通过单链特异引物反转

录 PCR, cDNA 末端快速克隆及全长克隆等实验手段

证明了小鼠 ESC 中 3 个关键基因 Nanog, Oct4 和 Sox2

的 NAT 的存在 . 本研究还发现 , Sox2-NAT 作为

ncRNA 发挥功能, 在蛋白水平上下调 Sox2. 因此,   

 

 

图 2  Sox2-NAT 对 Sox2 蛋白的下调作用 

A: 在小鼠ESC中过表达对照质粒、Oct4-NAT和 Sox2-NAT, 48 h后收集细胞进行RNA提取, 随后使用实时定量 PCR对Oct4和 Sox2的mRNA

进行检测; B: 在小鼠 ESC 中过表达对照质粒、Oct4-NAT 和 Sox2-NAT, 48 h 后收细胞进行蛋白免疫印迹; C: 蛋白免疫印迹结果(图 2B)的相对

量分析. x ±SD 来源于 3 次独立重复实验. **: P<0.01; *: P<0.05 

 

图 3  Sox2-NAT 作为 ncRNA 发挥作用 

黑色直线代表全长(full length, FL)Sox2-NAT 以及一系列的删除突变体; 虚线框内为可能的可读框. 全长 Sox2-NAT 以及突变体在小鼠 ESC 中

过表达, 48 h 后收细胞进行蛋白免疫印迹. F800, R800 和全长的 Sox2-NAT 都能够下调 Sox2 蛋白, 其余的则不能 
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和其他的 ncRNA 类似, NAT 同样参与调控 ESC 的自

我更新和分化. NAT 可能通过抑制多能性基因(如

Sox2)的高表达, 从而促使 ESC 脱离多能性状态. 另

一方面, NAT 还可能通过抑制分化基因的表达从而

维持 ESC 的自我更新.  

DGE 分析能够鉴定 NAT 的存在, 但是不能提供

 

 
图 4  正确折叠对 Sox2-NAT 的功能是必需的 

A: 全长 Sox2-NAT 和突变体二级结构的预测. 使用 RNAfold(http://rna.tbi.univie.ac.at/cgi5bin/RNAfold.cgi)进行结构预测. 矩形标注的为全长、

F800 和 R800 共有的相对保守的结构域; B: Sox2-NAT 作用机制模型. Sox2-NAT 需要正确折叠后, 与其他 RNA 及蛋白相互作用后抑制 Sox2 

蛋白的合成 
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全长的 NAT 信息. 为了获得全长的 NAT 信息, 还需

要应用第二代测序技术对 RNA 进行测序(RNA-seq). 

考虑到 NAT 的低丰度, 用 RNA-seq 在全基因组水平

上检测 NAT 需要更大的测序深度.  

Sox2-NAT对Sox2蛋白的调控是在转录后水平上

进行的(图 4B). 数据表明, 该作用是通过 ncRNA 的

形式进行的, 并不依赖于其可能编码的蛋白: (ⅰ) 删

除了部分可能的 ORF 并没有减弱 F800 突变体对

Sox2 蛋白的抑制作用; (ⅱ) R600 尽管保存完整的可

能的 ORF, 却丧失了抑制 Sox2 蛋白表达的功能 . 

Sox2-NAT的正确折叠似乎对执行下调 Sox2蛋白的功

能是必需的, 但 Sox2-NAT抑制 Sox2 蛋白的机制还需

要进一步的研究. 有研究表明 , PU.1 的反义 RNA  

通过阻断翻译过程来抑制 PU.1 蛋白的合成[35]. 类似

地 , Sox2-NAT 同样可能在蛋白合成过程中发挥作  

用. 另一种可能为, Sox2-NAT 和 Sox2 mRNA 及其他

蛋白分子相互作用, 阻止 Sox2 mRNA 的出核, 从而

阻断蛋白的合成. 本研究检测到 Sox2-NAT 的过表达

可略微地上调 Sox2 mRNA 的表达. 这可能由以下 2

个原因造成: (ⅰ) Sox2-NAT 和 Sox2 mRNA 形成的

RNA 双链结构能够稳定 Sox2 mRNA, 从而上调 Sox2 

mRNA水平; (ⅱ) Sox2蛋白的下调可能会引起补偿性

反馈作用, 激活 Sox2 基因的转录, 导致 Sox2 mRNA

的增加.  

尽管, 本研究没能检测到 Oct4-NAT 的功能, 并

不代表其只是转录背景的一个无用产物 . 过表达

Oct4-NAT 只能研究 Oct4-NAT 的反式作用, 而不能检

测 Oct4-NAT 的顺式作用. 因此, 不排除 Oct4-NAT 通

过顺式作用来调控 Oct4 基因转录活性的可能性. 为

了研究 Oct4-NAT 的顺式作用, 需要调控在内源位点

上 Oct4-NAT 的表达水平. 但是 Oct4-NAT 和 Oct4 是

完全重叠的, 传统的 siRNA 或者 shRNA 不能特异地

作用在 Oct4-NAT 上而不影响 Oct4 mRNA. 虽然已有

报道, 经过化学修饰的单链 siRNA 可以进行位点特

异性的干扰[36,37], 但是这项技术还在发展阶段, 还未

广泛推广到整个科研领域. 将来, 单链 siRNA技术的

应用会促进对 NAT 的功能研究.  

NAT 有广义和狭义的 2 个定义. 广义的 NAT 指

能够和其他 RNA 互补的转录物. 根据位点的不同, 

广义的 NAT 可以分为 2 大类: 顺式 NAT(cis-NAT)和

反式 NAT(trans-NAT). 顺式 NAT 是从同一个基因位

点转录的, 而反式 NAT 则转录于不同的基因位点[38]. 

狭义的 NAT, 即顺式 NAT, 不仅要求 RNA 要与其正

义 RNA 有互补序列, 而且要求它们是以同一位点的

DNA 的不同单链为模板进行转录. 本研究中只关注

狭义的 NAT. 关于反式 NAT 在 ESC 中的表达情况以

及功能还需进一步研究.  

综上所述, 本文证实了小鼠 ESC 中存在 NAT 的

表达, 同时发现了 Sox2-NAT 的功能. 对于多能性细

胞中 NAT 的作用研究 , 这只是个开始 . 为了阐明

NAT 在多能性维持中的作用, 需要更深入的研究以

及实验技术的发展.  
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