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摘   要：本研究旨在筛选调控牛下丘脑可卡因-苯丙胺调节转录肽(cocaine and amphetamine regulated 
transcript peptide, CART)表达的长链非编码RNA (long non-coding RNA, lncRNA)小核仁RNA宿主基因

3 (small nucleolar RNA host gene 3, SNHG3)，明确 lncRNA SNHG3 调控牛下丘脑 CART 表达的作用机

制。利用 StarBase v2.0、NCBI、DIANA tools 数据库预测分别与极显著抑制 CART 表达的 miR-381、
miR-491 存在靶向关系的 lncRNAs，分析其结合位点；选取 3 头健康成年西门塔尔母牛，提取其下丘

脑组织总 RNA，通过半定量 RT-PCR 技术鉴定所筛选的 lncRNAs 内源表达情况；双荧光素酶报告基

因技术检测 miR-381/491 与 lncRNAs 间的靶向结合关系；构建 lncRNAs、CART 过表达载体及

miR-381/491 mimics，分别转染至 293T细胞，分析 lncRNAs 对 CART基因表达的调控作用机制；利用

动物活体实验对在细胞水平调控作用效果最强的 lncRNA 进行功能分析。lncRNA TUG1、SNHG3 与

miR-381 存在结合位点，lncRNA H19、SNHG12、DANCR 与 miR-491 存在结合位点，且 lncRNA 
TUG1、SNHG3、H19、SNHG12、DANCR 均在牛下丘脑中有表达；双荧光素酶检测结果显示，

miR-381 显著抑制 TUG1-WT 重组荧光质粒的相对荧光活性(P<0.05)，极显著抑制 SNHG3-WT 重组荧

光质粒的相对荧光活性(P<0.01)；miR-491 显著抑制 DANCR-WT 和 H19-WT 的荧光素酶活性表达

(P<0.05)，极显著抑制 SNHG12-WT 荧光素酶活性表达(P<0.01)；在细胞水平，lncRNA SNHG3 通过

特异性结合 miR-381 极显著提高 CART 表达(P<0.001)，lncRNA SNHG12 通过特异性结合 miR-491 极

显著提高 CART 表达(P<0.01)，其中，lncRNA SNHG3 调控 CART 表达效果最强；动物实验结果表

明，lncRNA SNHG3 通过特异性结合 miR-381 显著提高 CART mRNA 和蛋白表达。本研究证实了

·动物及兽医生物技术· 
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lncRNA SNHG3 作为 miR-381 的竞争性内源 RNA (competing endogenous RNAs, ceRNA)，在转录和转

录后水平均显著上调 CART 表达，为进一步研究牛下丘脑 CART 的分子网络调控机制奠定了基础。 
关键词：牛；卵泡发育；下丘脑可卡因-苯丙胺调节转录肽(CART)；长链非编码 RNA (lncRNAs)；
miR-381/491 

Screening of the lncRNA SNHG3 regulating CART expression 
in the bovine hypothalamus 

HAO Qinqin, YAN Junrong, REN Jing, CHENG Junli, ZHU Zhiwei, LI Pengfei* 

College of Life Sciences, Shanxi Agricultural University, Taigu 030801, Shanxi, China 
 
Abstract: This study aimed to screen for the long non-coding RNA (lncRNA) small nucleolar 
RNA host gene 3 (SNHG3) capable of regulating the expression of cocaine- and 
amphetamine-regulated transcriptional peptide (CART) in the bovine hypothalamus and elucidate 
the underlying mechanism. StarBase v2.0, NCBI, and DIANA tools were used to predict the 
lncRNAs targeting miR-381 and miR-491, which were responsible for inhibiting CART 
expression. The binding sites were analyzed, and the endogenous expression of the selected 
lncRNAs was determined by semi-quantitative RT-PCR of the hypothalamus tissue from three 
healthy adult Simmental cows. The dual-luciferase reporter gene assay was employed to detect 
the targeted binding relationship between miR-381/491 and lncRNAs. The over-expression 
vectors of lncRNAs, CART, and miR-381/491 mimics were constructed and transfected into 293T 
cells to reveal the mechanism of lncRNAs in regulating the CART expression. Animal 
experiments were conducted to analyze the regulatory function of the strongest lncRNA at the 
cellular level. The results showed that lncRNAs TUG1, SNHG3, H19, SNHG12, and DANCR 
were expressed in the bovine hypothalamus. The lncRNAs TUG1 and SNHG3 had binding sites 
for miR-381, and H19, SNHG12, and DANCR had binding sites for miR-491. The dual-luciferase 
reporter gene assay showed that miR-381 inhibited the relative luciferase activities of TUG1-WT 
(P<0.05) and SNHG3-WT (P<0.01), and miR-491 inhibited the luciferase activities of 
DANCR-WT (P<0.05), H19-WT (P<0.05), and SNHG12-WT (P<0.01). SNHG3 and SNHG12 
up-regulated the CART expression by specifically binding to miR-381 (P<0.001) and miR-491 
(P<0.01), respectively, and SNHG3 had the strongest effect of regulating CART expression. The 
results from animal experiments showed that SNHG3 significantly up-regulated the mRNA and 
protein levels of CART by specifically binding to miR-381. This study confirmed that the lncRNA 
SNHG3, acting as a competing endogenous RNA of miR-381, significantly up-regulated CART 
expression at the transcriptional and post-transcriptional levels, laying a foundation for deciphering 
the mechanism of the molecular network regulation of CART in the bovine hypothalamus.  
Keywords: bovine; follicular development; cocaine and amphetamine regulated transcript peptide 
(CART); long non-coding RNA (lncRNAs); miR-381/491 
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牛属于单胎动物，通常一个发情期内出现

2−3 个卵泡波，最终仅有一个优势卵泡(dominant 
follicle, DF)发育成熟并释放卵子。因此，排卵

卵泡的数量和质量直接影响优良种畜扩繁及胚

胎工程技术的应用。研究表明，可卡因-苯丙胺

调节转录肽(cocaine-and amphetamine-regulated 
transcript, CART)是下丘脑分泌的一种内源性

神经肽，可通过下丘脑-垂体-卵巢(hypothalamic- 
pituitary-ovary, HPO)轴直接作用于牛卵泡颗粒

细胞 (granulosa cells, GCs) ，抑制促卵泡素

(follicle stimulating hormone, FSH)介导的雌激

素(estrogen, E2)分泌，对牛卵泡发育起显著负调

控作用，是抑制卵泡优势化的重要因子[1]；体

外培养鸡垂体细胞发现，添加促性腺激素释放

激素(gonadotropin-releasing hormone, GnRH)，
可促进 CART mRNA 的表达[2]。 

目前，对 CART 的研究主要集中于 CART
肽的定位、加工、功能及受体鉴定 [3-5]，而对

CART 表达的分子调控机制鲜有报道。竞争性

内源 RNA (competing endogenous RNA, ceRNA)
网络调控机制是不同类型 RNA (如 mRNA、

lncRNA、环状 RNA 等)通过与 miRNA 结合来

相互调控表达的一种方式 [6]。任静等 [7]研究发

现，bta-miR-377 和 CART 在牛下丘脑组织中均

有表达，且 bta-miR-377 通过与 CART 3´UTR 特

异性结合抑制 PC12 细胞中 CART 表达。长链非

编码 RNA (long non-coding RNA, lncRNA)是   
一类长度大于 200 nt 的 RNA，能够参与卵泡发育、

卵母细胞成熟、GCs 增殖与凋亡等生殖过程[8-11]，

其功能研究主要集中于 lncRNA 作为 miRNA 的

ceRNA 对下游靶基因转录后水平的表达发挥的

调控作用 [12-15]，因此， lncRNA/miRNA/CART
间可能存在相互作用。本课题组前期对调控

CART 表达的 miRNA 网络展开了研究，并将

miR-381/491 作 为 调 控 CART 表 达 的 关 键

miRNAs[16]，而 lncRNA 对 CART 表达的调控机

制目前未见相关报道。本研究利用 PCR 扩增、

生物信息学分析、双荧光素酶报告基因技术对

极显著抑制牛下丘脑 CART 表达的 miR-381/491
靶向结合的 lncRNA 进行分析和鉴定；利用细

胞共转染技术探究 lncRNAs 对牛下丘脑 CART
表达的作用机制，筛选调控 CART 表达效果最

强的 lncRNA SNHG3；并通过动物活体实验对

筛选获得的 lncRNA SNHG3 进行功能验证。本

研究首次探究了 lncRNA 对牛下丘脑 CART 表

达的调控作用，进一步完善了牛下丘脑 CART
的分子网络调控机制，同时也丰富了 CART 调

控牛卵泡发育的作用机理。 

1  材料与方法 
1.1  实验样品 

本研究所有动物实验均严格按照山西农业

大学实验动物伦理委员会(批准号：SXAU-EAW- 
2022M.XS.0090170147)要求执行。 

山西省文水县肉牛屠宰场选取 3 头健康成

年西门塔尔母牛，屠宰后采集其下丘脑组织，

在 无 菌 杜 氏 磷 酸 缓 冲 盐 溶 液 (Dulbeccoʼs 
phosphate-buffered saline, DPBS)中洗涤后立即

投入液氮保存。40 只无特定病原体 (specefic 
pathogen free, SPF)级 6 周龄 ICR 雌性小鼠购自

斯贝福(北京)生物技术有限公司，适应性饲养 7 d，
处死后取其下丘脑组织于液氮中保存备用。 

1.2  实验方法 
1.2.1  牛下丘脑 lncRNAs-miRNAs 靶向关系及结

合位点预测 
从miRBase数据库(https://www.mirbase.org/)中

获取牛和人 miR-381/491 的 FASTA 序列，利用

DNAMAN 进行序列比对；利用 StarBase v2.0 
(https://starbase.sysu. edu.cn/starbase2/index.php)、
NCBI (https://www. ncbi.nlm.nih.gov/)、DIANA 
tools (http://diana.imis. athena-innovation.gr/Diana 
Tools/index.php)数据库预测 miR-381/491 结合的
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lncRNAs，并对这 3 个数据库中获取的信息取交

集；利用 RNAhybrid (https://bibiserv.cebitec.uni- 
bielefeld.de/rnahybrid)预测 lncRNA-miRNAs 结

合位点。 
1.2.2  引物设计与合成   

从 NCBI 数据库中分别获取牛(Bos Taurus)相
对应 lncRNA TUG1、SNHG3、H19、SNHG12、
DANCR、miR-381/491 序列，利用 Primer 5.0 在线

设计 lncRNA- miRNA包括结合位点 300 bp左右的

特异性引物(表 1)，交由生工生物工程(上海)股份有

限公司合成。  

表 1  本研究所用的引物 
Table 1  Primers used in this study 
Primer name Sequence of primer (5′→3′) 
RT-PCR  

AGAGACAATGACTGAGCAAGCACTG 
AACAGGACAGGAGTGGAGGTGAAG 

TUG1-F 
TUG1-R 
SNHG3-F 
SNHG3-R 

TCACCGACTTCGCAGTTAGCAATG 
GGTCTTTTGAGCCTTCCAGGTCAC 

H19-F 
H19-R 

GGTCCTTGCTCTCCTGGTCTCC 
GCTCTCTGGAAATGCCCTTGCC 

SNHG12-F 
SNHG12-R 

CGTCGGTCGTCTTGTCTGTCTTG 
TCATCCTGGAATCTTCTGGCACAAC 

DANCR-F 
DANCR-R 

CACAAGAAGCGTCACTCCACTGAG 
CTGTAGCCTGCACGGACTGTAATC 

qRT-PCR  
U6-F 
U6-R 

GGAACGATACAGAGAAGATTAGC 
TGGAACGCTTCACGAATTTGCG 

β-actin-F 
β-actin-R 

GGGACCTGACTGACTACCTC 
TCATACTCCTGCTTGCTGAT 

miR-381-F CCGTATACAAGGGCAAGCTCTCTGT 
miR-491-F ATAGTGGGGAACCCTTCCATGAGG 
CART-F 
CART-R 

CCTGCTGCTGCTGCTACCTTTG 
CCACGGCGGAGTAGATGTCCAG 

TUG1-F 
TUG1-R 

TGGTGGGCATCTCAAATTCCGTATC 
GGGACTGTGGTCTTGTGACATTGG 

SNHG3-F 
SNHG3-R 

CCTCACCGACTTCGCAGTTAGC 
ATGGGTTCCACTCCAGTAGTTTTGC 

H19-F 
H19-R 

GGTCCTTGCTCTCCTGGTCTCC 
CGATATCACCTGTGCTGCCTGAC 

SNHG12-F 
SNHG12-R 

CGTCGGTCGTCTTGTCTGTCTTG 
GCTCAACATCTTGCCGCCTCTAG 

DANCR-F 
DANCR-R 

CACAAGAAGCGTCACTCCACTGAG 
CTGTGGCAGACCCAAGGTTTCC 

1.2.3  牛下丘脑组织总RNA提取与RT-PCR反应 
Trizol 法提取牛下丘脑组织总 RNA ，

Nanodrop 超微量核酸蛋白测定仪检测 RNA 浓

度，合格后进行反转录，以 cDNA为模板进行PCR
扩增。按照反转录试剂盒说明书配制 20 μL 反应

体系：去除基因组反应液 10 μL，Primer Script RT 
Enzyme Mix I 1 μL，RT Primer Mix 1 μL，

5×Primer Script Buffer II 4 μL，RNase-Free ddH2O 
4 μL；反应条件为：37 ℃ 15 min，85 ℃ 5 s，4 ℃
保存。 
1.2.4  重组载体质粒构建及双荧光素酶活性检测 

获取 miR-381 和 miR-491 预测的有相互结合

位点的 lncRNAs 片段序列及突变位点序列，并在

序列的5′和3′端分别加入Sac I和Xho I酶切位点，

交由武汉金开瑞生物工程有限公司合成。利用限

制性内切酶(Sac I、Xho I)对 pmirGLO 载体进行双

酶切，酶切产物经 T4 DNA 连接酶连接后转化感

受态细胞，选取阳性重组质粒测序，获得 lncRNA 
TUG1、SNHG3、H19、SNHG12、DANCR 野生

型(wild type, WT)和突变型(mutant type, MUT)双
荧光素酶载体。 

将 lncRNA TUG1、SNHG3、H19、SNHG12、
DANCR 野生型和突变型双荧光素酶载体分别与

miR-381/491 mimics 共转染至 293T 细胞(人胚肾

细胞)，具体方法参照 TransIntroTM EL 说明书进

行，37 ℃、5% CO2 培养箱培养 36 h，报告基因

细胞裂解液裂解细胞，参照双荧光素酶检测试剂

盒(上海碧云天生物技术有限公司)说明书测定

萤火虫荧光素酶和海肾荧光素酶活性，萤火虫荧

光素酶活性/海肾荧光素酶活性的比值即为荧光

素酶相对活性(relative luciferase activity, RLA)。 
1.2.5  239T 细胞转染   

利用限制性内切酶 (Hind III 、 Kpn I) 将
lncRNAs 序列克隆到 pcDNA3.1-EGFP 载体上，

获得 pcDNA3.1-EGFP-TUG1、pcDNA3.1-EGFP- 
SNHG3、pcDNA3.1-EGFP-H19、pcDNA3.1-EGFP- 
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SNHG12、pcDNA3.1-EGFP-DANCR 过表达载体。

根据上述序列设计 lncRNAs、miRNA、CART 定

量引物，U6 和 β-actin 作为内参基因，交由生工

生物工程(上海)股份有限公司合成，具体引物序

列见表 1。 

按照 5×105/孔的密度将 293T细胞接种于 24孔

板，细胞融合度达到 50%−60%时，将 lncRNA 过

表达载体质粒、miR-381/491 mimics、CART 过表

达载体质粒(克隆到 pEX-1 上)共转染至 293T 细

胞。按照质粒总量:转染试剂(μg:μL)=1:3 进行转

染，37 ℃、5% CO2 条件下培养 5 h 后更换培养

液，继续培养 24 h。当细胞融合度达到 70%−80%

时，收集细胞进行下一步实验。 
1.2.6  qRT-PCR 检测 

Trizol 法提取上述收集的 293T 细胞总 RNA，

反转录获得 cDNA，统一浓度后进行 qRT-PCR 扩

增。反应条件：95 ℃ 10 s；95 ℃ 15 s，60 ℃ 1 min，

72 ℃ 20 s，40 个循环；溶解曲线阶段：95 ℃ 15 s，

60 ℃ 1 min，95 ℃ 15 s。 
1.2.7  小鼠脑室注射处理   

将 40 只 6 周龄 SPF 级 ICR 雌性小鼠适应性

饲养 7 d 后，随机分为空白组、生理盐水组、

pcDNA3.1-EGFP 组及 lncRNA SNHG3 过表达组，

每组 10 只。将 lncRNA SNHG3 过表达质粒稀释

至 1 μg/μL，按照质粒：EntransterTM-in vivo 

(μg:μL)=1:2 混匀配制，室温静置 15 min。小鼠固

定于脑定位仪后，用 75%乙醇擦拭头部，将微量

注射器放于头部正中线和两耳连线交点位置  

左/右 1.2 mm，垂直颅骨进针 2.2 mm，以 1 μL/min

的流量分别注射生理盐水、pcDNA3.1-EGFP 和

lncRNA SNHG3 过表达质粒各 2 μL，注射后观察

小鼠活力，无异样可放回鼠笼。72 h 后进行眼球

采血，将装有全血的 EP 管倾斜 45°，室温放置   

2 h，4 ℃、4 000 r/min 离心 10 min，析出血清，

取上清−80 ℃保存；断颈处死小鼠，手术剪剥离

大脑，分离下丘脑于液氮保存备用。 
1.2.8  Western blotting 检测 

WB Lysis Buffer裂解液提取小鼠下丘脑总蛋

白，BCA 法检测蛋白浓度，浓度统一后取 40 μg
进行 SDS-PAGE，转至硝酸纤维素膜(nitrocellulose 
filter membrane, NC)，5%脱脂牛奶封闭 1 h，孵

育 CART 抗体(北京康为世纪生物科技有限公

司)，4 ℃过夜，第 2 天用 1×TBST 缓冲液洗涤    
3 次后，37 ℃摇床孵育二抗 1 h (北京康为世纪生

物科技有限公司)，1×TBST 缓冲液洗涤 3 次，使

用 ECL 发光液将蛋白条带显影成像。 
1.2.9  统计分析   

2−ΔΔCt 法计算各基因相对表达量；Image J 软

件分析 Western blotting 条带灰度值，计算各组

CART 蛋白浓度；每个实验重复 3 次，结果采用

均值±标准差( x s± )表示，用 GraphPad Prism 8.0
软件对所有结果进行 t 检验分析，P<0.05 具有统

计学意义。 

2  结果与分析 
2.1  miRNAs-lncRNAs 靶向关系预测 

利用生物信息学分析与 miR-381/491 结合的

lncRNAs，结果如图 1 所示，lncRNA TUG1、
SNHG3 与 miR-381 存在靶向结合关系，lncRNA 
H19、SNHG12、DANCR 与 miR-491 存在靶向结

合关系。 

2.2  牛下丘脑 lncRNAs 内源性表达分析 
以牛下丘脑 cDNA 为模板进行 PCR 扩增，

结果显示 (图 2)， lncRNA TUG1、SNHG3、
DANCR、H19、SNHG12 的部分片段大小分别

为 266、374、238、687、356 bp，条带清晰、

无特异性扩增，测序结果与 NCBI 上已公布序

列完全一致，表明以上 lncRNAs 在牛下丘脑中

均有表达，可进行下一步实验。 
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图 1  miRNAs-lncRNAs 的靶向关系 
Figure 1  The targeting relationship of miRNAs-lncRNAs. 
 

 
 
图 2  lncRNAs 内源性表达   M：DNA marker. 泳道中 1、2、3 代表实验重复 3 次 
Figure 2  The endogenous expression of lncRNAs. M: DNA marker. 1, 2, and 3 in the lane represent the 
experiment repeated three times. 
 
2.3  双荧光素酶报告基因靶标关系分析 

阴性对照 mimic (negativecontrol mimic, NC 
mimic)与 pmirGLO 载体、miR-381/491 与 pmirGLO
载体分别共转染至 293T 细胞，结果显示(图 3A)，
两组相对荧光活性无显著差异(P>0.05)，表明实验

体系良好；miR-381 mimics 与 TUG1-WT 共转染

时，与 NC mimic 和 TUG1-WT 组相比，相对荧光

活性显著下降 (P<0.05) ； miR-381 mimics 与

TUG1-MUT 共转染时，相对荧光活性与 NC mimic
和 TUG1-MUT 组相比无显著差异(P>0.05)，表明

miR-381 与 lncRNA TUG1 存在结合位点。miR-381 
mimics 与 SNHG3-WT 共转染时，与 NC mimic 和

SNHG3-WT 组相比，相对荧光活性极显著下降

(P<0.001，图 3B)；miR-381 mimics 与 SNHG3-MUT
组共转染时，相对荧光活性与 NC mimic 和

SNHG3-MUT 组相比无显著差异(P>0.05)，表明
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miR-381 与 lncRNA SNHG3 存在结合位点。 
miR-491 mimics 与 H19-WT 共转染时，与

NC mimic 和 H19-WT 组相比，相对荧光活性显

著下降(P<0.05，图 3C)；miR-491 mimics 与

H19-MUT共转染时，相对荧光活性与 NC mimic

和 H19-MUT 组相比无显著差异(P>0.05)，表明

miR-491 与 lncRNA H19 存在结合位点。miR-491 

mimics 与 SNHG12-WT 共转染时，与 NC mimic
和 SNHG12-WT 组相比，相对荧光活性极显著

下降 (P<0.01 ，图 3D) ； miR-491 mimics 与

SNHG12-MUT 组共转染时，相对荧光活性与

NC mimic 和 SNHG12-MUT 组相比无显著差异

(P>0.05)，表明 miR-491 与 lncRNA SNHG12 存

在结合位点。miR-491 mimics 与 DANCR-WT

共转染时，与 NC mimic 和 DANCR-WT 组相比，

相对荧光活性显著下降 (P<0.05，图 3E)；

miR-491 mimics 与 DANCR-MUT 组共转染时，

相对荧光活性与 NC mimic 和 DANCR-MUT 组

相比无显著差异 (P>0.05)，表明 miR-491 与

lncRNA DANCR 存在结合位点。 

 

 

 
图 3  lncRNA 与 miRNA 相对荧光素酶活性检测   A−E 依次为 TUG1-miR-381、SNHG3-miR-381、
H19-miR-491、SNHG12-miR-491、DANCR -miR-491 双荧光素酶报告基因检测结果. ****：P<0.000 1，
***：P<0.001，**：P<0.01 
Figure 3  Detection of relative luciferase activity between lncRNA and miRNA. A−E are the results of 
double luciferase reporter gene detection. A: TUG1-miR-381; B: SNHG3-miR-381; C: H19-miR-491; D: 
SNHG12-miR-491; E: DANCR-miR-491. ****: P<0.000 1, ***: P<0.001, **: P<0.01. 
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2.4  细胞转染效果 
pcDNA3.1-EGFP 和 pEX-1 分别转染至

293T 细胞，培养 24 h 后观察细胞生长状况，结

果如图 4 所示，转染后细胞生长状况良好、荧

光强度高、质粒表达稳定、分布均匀，表明

pcDNA3.1-EGFP 和 pEX-1 过表达载体转染成

功，可用于后续实验。 

2.5  miR-381/491 对 CART 表达的影响 
瞬时转染 miR-381/491-CART 后，miR-381/ 

491 表达结果见图 5。相比于 miR-381/491+ 

PEX-3 组 (图 5A)，miR-381/491+CART 组中

miR-381/491 的表达量均极显著降低(P<0.000 1, 

P<0.001)，表明各组 miR-381/491 转染成功；对

CART 相对表达量分析见图 5B ， miR-381/ 

491+CART 组中 CART 表达量均极显著低于 NC 

mimic+CART 组 (P<0.001, P<0.000 1)，表明

miR-381/491-CART 过表达细胞模型构建成功，

miR-381/491 均极显著抑制 CART 表达。 

2.6  lncRNAs 对 CART 表达的影响 
分别瞬时共转染 lncRNA TUG1/SNHG3/ 

H19/SNHG12/DANCR+CART 后，各实验组中

lncRNA TUG1、SNHG3、H19、SNHG12 和

DANCR 的表达量如图 6A 所示，表明 lncRNA 

TUG1、SNHG3、H19、SNHG12 和 DANCR 均

成功转染至 293T 细胞；CART mRNA 相对表达

量分析由图 6B 可知，各实验组与对照组

pcDNA3.1-EGFP+CART 中，CART 相对表达量

无显著差异(P>0.05)，表明 TUG1/SNHG3/H19/ 

SNHG12/DANCR-CART 过表达细胞模型构

建成功， lncRNA TUG1、 SNHG3、 H19、

SNHG12 和 DANCR 均对 CART 表达无显著影

响(P>0.05)。 
 

 
 

图 4  细胞转染效果(10×)   A、C 为普通显微镜下观察结果，B、D 为荧光显微镜下观察结果 
Figure 4  The transfection effect of cells (10×). A and C are the results of fluorescence microscope 
observation. B and D are the results of fluorescence microscope observation. 
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图 5  miRNAs和 CART 表达量检测   A：各组中 miR-381、miR-491 过表达检测. B：各组中 CART mRNA
相对表达量检测. ****：P<0.000 1；***：P<0.001 
Figure 5  Relative expression of miRNAs and CART. A: The overexpression detection of miR-381 and 
miR-491 in each group. B: The relative expression of CART mRNA in each group. ****: P<0.000 1; ***: 
P<0.001. 
 

 
 

图 6  lncRNAs 和 CART mRNA 相对表达量   A：各组中 lncRNA TUG1、SNHG3、SNHG12、H19、
DANCR 过表达检测. B：各组中 CART 相对表达量检测 
Figure 6  Relative expression of lncRNAs and CART mRNA. A: The overexpression detection of lncRNA 
TUG1, SNHG3, SNHG12, H19 and DANCR in each group. B：The relative expression of CART mRNA in 
each group. 
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2.7  牛下丘脑 lncRNAs-miRNAs 对 CART
表达的影响 
2.7.1  瞬时转染后 lncRNAs 过表达检测 

293T 细胞瞬时共转染 lncRNAs-miRNAs- 

CART 检测各组 lncRNA 表达情况，结果显示(图

7)，实验组 TUG1/SNHG3+miR-381+CART、H19/ 

SNHG12/DANCR+miR-491+CART 与 对 照 组

TUG1/SNHG3/H19/SNHG12/DANCR+NC+CART
相比，lncRNA TUG1、SNHG3、H19、SNHG12

和 DANCR 表达量均极显著降低(P<0.000 1, 

P<0.001)，表明 lncRNA TUG1、SNHG3、H19、

SNHG12 和 DANCR 过表达质粒均转染成功。 

2.7.2  瞬时转染后 miRNAs 过表达检测 
293T 细胞瞬时共转染 lncRNAs-miRNAs- 

CART 检测 miR-381 过表达情况，结果显示   

(图8)，TUG1/SNHG3+miR-381+CART与对照组TUG1/ 

SNHG3+NC+CART 相比，各实验组中均有 miR-381

表达，表明 miR-381 转染成功；H19/SNHG12/ 

DANCR+miR-491+CART 组相比于 H19/SNHG12/ 

DANCR+NC+CART 组，均有 miR-491 表达，

表明各实验组中 miR-491 转染成功。 
2.7.3  瞬时转染 lncRNAs-miRNAs-CART对CART
表达的影响   

qRT-PCR 检测 CART 表达情况，结果显示

(图 9)，pcDNA3.1-EGFP+miR-381/491+CART、
TUG1/SNHG3/H19/SNHG12/DANCR+NC+CART、

TUG1/SNHG3+miR-381+CART、H19/SNHG12/ 
DANCR+miR-491+CART 组中均有 CART 表达，

表明各组中 CART 均转染成功，各组 lncRNA- 
miRNA-CART 细胞模型也均构建成功。 

对 CART mRNA 相对表达量进行显著性分

析，结果显示， TUG1+miR-381+CART 组中

CART 表达量极显著低于 TUG1+NC+CART 组

(P<0.01)，但与 miR-381+CART 组相比无显著差

异(P>0.05)，表明 lncRNA TUG1 对 CART 调控

作 用 不 显 著 ； SNHG3+miR-381+CART 组 与

SNHG3+NC+CART 组之间 CART 表达量差异不

显著(P>0.05)，但极显著高于 miR-381+CART 组 

 

 
 

图 7  各组 lncRNA 相对表达量   A−E 依次为 TUG1、SNHG3、H19、SNHG12、DANCR 过表达检测. 
****：P<0.000 1；***：P<0.001 
Figure 7  The relative expression of lncRNAs in each group. A−E are the overexpression detection of 
TUG1, SNHG3, H19, SNHG12 and DANCR. ****: P<0.000 1; ***: P<0.001. 
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图 8  各组 miRNAs 相对表达量   A 和 B 为 miR-381 过表达检测. C−E 为 miR-491 过表达检测 
Figure 8  The relative expression of miRNAs in each group. A and B are the overexpression detection of 
miR-381. C−E are the overexpression detection of miR-491. 

 

 
 

图 9  各组 CART mRNA 相对表达量 
Figure 9  Relative expression of CART mRNA in each group. ****: P<0.000 1; ***: P<0.001; **: P<0.01. 
 

(P<0.001)，表明 lncRNA SNHG3 通过特异性结

合 miR-381 极显著增加 CART 表达；H19+ 
miR-491+CART 组中 CART 表达量极显著低于

H19+NC+CART 组(P<0.000 1)，但与 miR-491+ 
CART 组相比无显著差异(P>0.05)，表明 lncRNA 
H19 对 CART 调控作用效果不显著；SNHG12+ 
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miR-491+CART 组中 CART 表达量极显著低于

SNHG12+NC+CART 组(P<0.01)，但极显著高于

miR-491+CART 组(P<0.01)，表明 lncRNA SNHG12
可通过特异性结合 miR-491 极显著提高 CART
表达；DANCR+miR-491+CART 组中 CART 表达

量极显著低于 DANCR+NC+CART 组(P<0.000 1)，
但与 miR-491+CART 相比无显著差异(P>0.05)，
表明 lncRNA DANCR 对 CART 调控作用效果不

显著；同时，由图 8 可知，SNHG3+miR-381+CART
组中 CART 表达量极显著高于 SNHG12+miR-491+ 
CART 组(P<0.01)，表明 lncRNA SNHG3 对 CART
表达的调控效果最强。 

2.8  小 鼠 下 丘 脑 miR-381 、 lncRNA 
SNHG3 和 CART mRNA 表达显著性分析   

qRT-PCR 检测 miR-381、lncRNA SNHG3
和 CART 在小鼠下丘脑中的表达情况，结果显

示(图 10A)，miR-381 在空白组、生理盐水组、

pcDNA3.1-EGFP 组和 SNHG3 组均有表达，

SNHG3 组 miR-381 表达量极显著低于其他各组

(P<0.001)；lncRNA SNHG3 在各组中的表达量

如图 10B 所示，SNHG3 组 lncRNA SNHG3 表

达 量 极 显 著 高 于 空 白 组 、 生 理 盐 水 组 和

pcDNA3.1-EGFP 组(P<0.000 1)，表明 lncRNA 
SNHG3 过表达成功。小鼠体内过表达 SNHG3，
各组 CART mRNA 相对表达量如图 10C 所示，

SNHG3 组 CART 表达量极显著高于空白组、生

理盐水组和 pcDNA3.1-EGFP 组(P<0.01)，表明

lncRNA SNHG3 通过特异性结合 miR-381 极显

著提高 CART 表达。 

2.9  CART 蛋白表达显著性分析 
Western blotting检测各组小鼠体内CART蛋白

表达水平，结果显示，与空白组、生理盐水组、

pcDNA3.1-EGFP组相比，脑室注射 lncRNA SNHG3
过表达质粒可显著提高 CART 蛋白表达(P<0.05, 
图 11)，表明 lncRNA SNHG3 通过特异性结合

miR-381 在转录后水平调控 CART 表达。 
 

 
 

图 10  各组 miR-381、lncRNA SNHG3 和 CART mRNA 相对表达量   A：miR-381 内源性表达检测. B：

lncRNA SNHG3 过表达检测. C：CART mRNA 相对表达量检测. CK：空白对照组，NS：生理盐水组(****
代表 P<0.000 1，***代表 P<0.001，**代表 P<0.01) 
Figure 10  The relative expression of miR-381, lncRNA SNHG3 and CART mRNA level in each group. A: 
The overexpression detection of miR-381. B: The overexpression detection of lncRNA SNHG3. C: The 
relative expression of CART mRNA. CK: Blank control group; NS: Normal saline group (****: P<0.000 1; 
***: P<0.001; **: P<0.01).  
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图 11  lncRNA SNHG3 对 CART 蛋白表达量的影响   A−C 为 Western blotting 部分检测结果. 1：空白

对照组；2：生理盐水组；3：pcDNA3.1-EGFP 组；4：lncRNA SNHG3 组. D：Image J 灰度分析结果. CK：

空白对照组；NS：生理盐水组(*：P<0.05) 
Figure 11  The effect of lncRNA SNHG3 on the expression of CART protein. A−C are partial results of 
Western blotting detection. 1: Blank control group; 2: Normal saline group; 3: pcDNA3.1-EGFP group; 4: 
lncRNA SNHG3 group. D: Semi-quantitative densitometric analysis by Image J. CK: Blank control group; 
NS: Normal saline group (*: P<0.05).  
 

3  讨论 
CART 是下丘脑分泌的一种神经肽，在动物

体内执行多种功能，包括调控动物摄食和能量代

谢平衡[17]、调节机体应激反应[18]、调控下丘脑-
垂体-性腺轴和下丘脑-垂体-肾上腺轴[19-20]；调控

动物卵泡发育，引起卵泡闭锁[21-22]。本课题组

对 CART 的转录调控机制进行探究，发现

bta-miR-381 和 bta-miR-491 可与牛下丘脑 CART 
3′UTR 区特异性结合而极显著抑制 CART 转录

和翻译。ceRNA 网络由 circRNA、lncRNA 和

miRNA 等各种 RNA 分子构成[23]，该网络中各

RNA 分子间的相互作用由 miRNA 联结，在基

因表达过程中发挥重要调控作用。为进一步完

善牛下丘脑 CART 的分子调控网络，本研究初 

步探究了调控 CART 表达的 lncRNA 功能，丰

富了调控 CART 表达的关键因子，对进一步探

究 CART 通过下丘脑-垂体-卵巢轴调控牛生殖

生理的作用机制具有重要意义。  
lncRNA 是一类无编码功能的 RNA，已被

证实是真核转录过程中的重要调控因子，主要

参与基因表观修饰、转录及转录后表达过程[24]。

lncRNA发挥调控作用主要有两种形式：与 RNA
结合蛋白直接作用而发挥效应；或作为 miRNA
的 ceRNA，通过减少或降解细胞中游离的

miRNA，减弱其对靶基因的抑制作用 [25-26]。

lncRNA TUG1、H19、DANCR 与 CART 存在结

合位点，但不参与 CART 的转录及转录后调控

作用，因此认为可能参与 CART 基因的表观修

饰过程。SNHG3 是小核仁 RNA 宿主基因(small 
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nucleolar RNA host genes, SNHGs)家族成员之

一，同时存在于细胞质和细胞核[27]，可通过吸

附多种 miRNA 调控下游基因表达。研究发现[28]，

在黑色素瘤发生发展过程中，lncRNA SNHG3
通过 miR-186-5p/WNT5A 轴调控黑色素瘤细胞

的增殖和侵袭能力；Liang 等[29]研究发现，在七

氟醚引起的脑组织退化过程中，lncRNA SNHG3
通 过 NIMA 相 关 激 酶 7 (NIMA-associated 
kinase7, NEK7)激活 NLRP3 促进七氟醚诱导的

神经元损伤，表明 SNHG3 是神经元损伤的潜在

靶基因；本研究初步探究了 lncRNA 对神经肽

CART 表达调控的影响，发现 lncRNA SNHG3
通过降解 miR-381 进而上调 CART 表达，发挥

其 ceRNA 功能，在转录和转录后水平调控牛下

丘脑 CART 的表达。 
CART 广泛分布于动物的边缘下丘脑、室

旁核、弓状核、伏隔核等部位，可通过 HPO 轴

直接作用于卵巢卵泡 GCs。相比于牛，雌性小

鼠具有饲养管理方便、繁殖周期短、便于实验

室操作等优点[30]，是神经学和生殖发育研究中

一种常用的模式动物。因此本研究选用雌性小

鼠对 lncRNA SNHG3 功能展开探究。研究表

明 [16]，mmu-miR-381 成熟序列与 bta-miR-381
具有一致性，mmu-miR-381 和 CART mRNA 
3ʹUTR 区结合位点与 bta-miR-381 和 CART 
mRNA 3ʹUTR 区结合位点一致，该研究结果与

miRNA 和 CART 序列在物种间具有高度保守性

的理论相符[31]，表明实验的可行性；进一步在

小鼠脑室注射 miR-381 发现，miR-381 能够与

CART mRNA 3ʹUTR 区特异性结合进而显著抑

制 CART mRNA 和蛋白表达，这一结果为后续

lncRNA 对牛下丘脑 CATR 的功能研究奠定基

础。lncRNA 虽在物种间基因组染色体上的位置

保守性较高，但其序列保守性极低[32]，表明小

鼠内源性 lncRNA SNHG3 不会影响外源性注射

的牛 lncRNA SNHG3 与 miR-381 结合，而双荧

光素酶报告基因实验结果表明，miR-381 能够特

异性与牛 lncRNA SNHG3 结合，所以采用脑室

注射法在活体内进行 lncRNA SNHG3 的功能验

证。活体实验结果证实了，lncRNA SNHG3 可

通过抑制 miR-381，上调 CART mRNA 和蛋白

的表达，与细胞水平研究结果一致，表明牛

lncRNA SNHG3 通过 miR-381 在转录和转录后

水平均调控 CART 表达，可将 lncRNA SNHG3
作为调控 CART 表达的潜在靶基因，为后续深

入探究 CART 的分子调控机制和生物学功能奠

定基础。 

4  结论 
本研究在牛下丘脑中检测到 lncRNA TUG1、

SNHG3、H19、SNHG12、DANCR 的表达，通

过构建双荧光素酶载体证实 lncRNA TUG1、
SNHG3 与 bta-miR-381 能够靶向结合，lncRNA 
H19、SNHG12、DANCR 与 bta-miR-491 能够靶

向结合；在细胞水平，明确了牛 lncRNA SNHG3
通过特异性结合 bta-miR-381 提高 CART 表达效

果最强；活体实验证实，牛 lncRNA SNHG3 作

为 ceRNA，显著上调 CART mRNA 和蛋白表达，

表明 lncRNA SNHG3 通过 bta-miR-381 在转录

和转录后水平均调控 CART 表达。 
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