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第 ２－４ 章　 非编码 ＲＮＡ 分析

第一节　 非编码 ＲＮＡ 简介

一、 非编码 ＲＮＡ类型与功能

１． 非编码 ＲＮＡ 类型

非编码 ＲＮＡ（ｎｏｎ－ｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡ）是指不编码蛋白质的 ＲＮＡ，因其不编码蛋白质曾被认为

是“垃圾 ＲＮＡ”（ｊｕｎｋ ＲＮＡ）。 非编码 ＲＮＡ 主要包括小 ＲＮＡ 和长链 ＲＮＡ，在微生物、动植物

等许多生物生命活动中发挥着极广泛的调控作用。 目前越来越多的科学家开始关注非编码

ＲＮＡ 的生物学功能及其与重大疾病的关系，人们逐渐意识到，非编码 ＲＮＡ 对基因调控、基因

敲除、农艺性状、病害防治及生物进化探索等都具有重要意义。
内源性非蛋白质编码小 ＲＮＡ（ｓｍａｌｌ ｎｏｎ－ｐｒｏｔｅｉｎ－ｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡ， １８－２４ｎｔ）广泛存在于高低

等生物体内，通过对靶标 ｍＲＮＡ 直接剪切或抑制其翻译，在转录后水平对基因表达起调节作

用。 已知的小 ＲＮＡ 主要分为两大类：一类是微小 ＲＮＡ （ｍｉｃｒｏＲＮＡ，缩写为 ｍｉＲＮＡ），另一类

是小干扰 ＲＮＡ（ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇ ＲＮＡ， 缩写为 ｓｉＲＮＡ）。 在植物和动物体内，ｍｉＲＮＡ 与 ｓｉＲＮＡ
的产生机制和作用形式均有所不同，这里主要介绍植物小 ＲＮＡ。 ｍｉＲＮＡ 是由具有发夹结构

的初级转录本 （ｐｒｉ－ｍｉＲＮＡ） 经过一系列加工过程，包括核酸内切酶 ＤＣＬ１（Ｄｉｃｅｒ－Ｌｉｋｅｒ）加

工后生成，而小干扰 ＲＮＡ 则是通过核酸内切酶 ＤＣＬ１、ＤＣＬ２、ＤＣＬ３ 和 ＤＣＬ４ 对具有较好互补

结构的长双链 ＲＮＡ 前体进行加工形成的（Ｋｈｒａｉｗｅｓｈ 等，２０１２）。 目前发现的 ｓｉＲＮＡ 种类很

多，根据前体序列类型和形成机制可分为 ｔａ－ｓｉＲＮＡ（ ｔｒａｎｓ ａｃｔｉｎｇ ｓｉＲＮＡ）、ｎａｔ－ｓｉＲＮＡ（ｎａｔｕｒａｌ
ａｎｔｉｓｅｎｓｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ－ｄｅｒｉｖｅｄ ｓｉＲＮＡ）、ｈｃ －ｓｉＲＮＡ （ ｈｅｔｅｒｏｃｈｒｏｍａｔｉｃ ｓｉＲＮＡ）、ｒａ －ｓｉＲＮＡ（ ｒｅｐｅａｔ －
ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｓｉＲＮＡ）和 ｎａｔ－ｍｉＲＮＡ （ｎａｔｕｒａｌ ａｎｔｉｓｅｎｓｅ ｍｉＲＮＡ）。 迄今为止，在 ｍｉＲＮＡ 国际数据

库 ｍｉＲＢａｓｅ （ｗｗｗ．ｍｉｒｂａｓｅ．ｏｒｇ）中已经有超过 ４０００ 条植物 ｍｉＲＮＡ 序列记录（Ｒｅｌｅａｓｅ ２１．０）。
长链非编码 ＲＮＡ（ｌｏｎｇ ｎｏｎｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡ，ｌｎｃＲＮＡ），其通常定义为长度大于 ２００ 个核苷酸

的非编码 ＲＮＡ。 已有研究表明，ｌｎｃＲＮＡ 对 ｍＲＮＡ 的转录以及转录后都存在着调控作用，并
且能够与 ＤＮＡ 以及蛋白质互作，进一步影响生物体的生命活动。 尽管生物体内含有丰富的

ｌｎｃＲＮＡ，但到目前为止人们对于它们在机体内的功能，以及作用机制的了解并不透彻。 根据

ｌｎｃＲＮＡ 与相邻编码蛋白基因的关系，我们可以将其分为四类（图 ２－４．１）：ｌｎｃＲＮＡ 与编码基

因有重叠，并且转录方向一致，将其列为同义长非编码 ＲＮＡ（ｓｅｎｓｅ ｌｎｃＲＮＡ）；ｌｎｃＲＮＡ 与编码

基因有重叠，却在反义链上，将其列为反义长非编码 ＲＮＡ（ａｎｔｉｓｅｎｓｅ ｌｎｃＲＮＡ）；ｌｎｃＲＮＡ 由编

码基因的内含子中转录产生，将其归类为内含子长非编码 ＲＮＡ（ ｉｎｔｒｏｎｉｃ ｌｎｃＲＮＡ）；ｌｎｃＲＮＡ
位于两个编码基因之间非编码区，将其归类为基因间区长非编码 ＲＮＡ （ ｉｎｔｅｒｇｅｎｉｃ ｌｎｃＲＮＡ，
ｌｉｎｃＲＮＡ）。 部分 ｌｎｃＲＮＡ 像 ｍＲＮＡ 一样具有 ５’ 帽子和 ｐｏｌｙＡ 尾巴，通过剪接而成熟。 生物

物理学分析表明，ｌｎｃＲＮＡ 可以折叠形成许多有功能的二级结构。 有些 ｌｎｃＲＮＡ 在不同的物
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种间相当保守，可能调节不同物种间共有的信号通路，使这些物种具有某些共同的生物学功

能。 另一方面，有些非保守的 ｌｎｃＲＮＡ 功能具有物种特异性，这可能受限于不同物种的环境

选择压力和表型分离相关的进化。

图 ２－４．１　 ｌｎｃＲＮＡ 的四种类型：与编码蛋白转录本有重叠区域并有一致的转录方向（ ｓｅｎｓｅ ｌｎｃＲＮＡ）；与
编码蛋白转录本有重叠区域转录方向相反 （ ａｎｔｉｓｅｎｓｅ ｌｎｃＲＮＡ）；转录来自编码基因的内含子区域
（ ｉｎｔｒｏｎｉｃ ｌｎｃＲＮＡ）；由基因间区转录获得（ ｉｎｔｅｒｇｅｎｉｃ ｌｎｃＲＮＡ）（引自 Ｑｕａｎ 等，２０１５）

２． 非编码 ＲＮＡ 功能

非编码 ＲＮＡ 参与一系列重要调控功能。 以下仅以 ｍｉＲＮＡ 和 ｌｎｃＲＮＡ 为例进行介绍。
ｍｉＲＮＡ 参与调控许多蛋白质编码基因，特别是转录因子类基因。 ｍｉＲＮＡ 参与调控基因

的功能涉及植物生长发育、生殖发育、抗性等等各个方面。 图 ２－４．２ 列出了植物一些保守

ｍｉＲＮＡ 的靶基因及其参与各种环境胁迫的调控功能。

图 ２－４．２　 部分植物保守 ｍｉＲＮＡ 的靶基因及其参与各种环境胁迫的调控功能 （引自 Ｋｈｒａｉｗｅｓｈ 等，２０１１）

长非编码 ＲＮＡ（ｌｎｃＲＮＡ）被认为是真核生物基因调控的功能调控元件，很多不同类型的

ｌｎｃＲＮＡ 在真核生物中被发现，并且分别在不同的调控网络中发挥作用 （ Ｋｉｍ 和 Ｓｕｎｇ，
２０１２）。 例如，有一类参与 ｍｉＲＮＡ 调控的 ｌｎｃＲＮＡ，称为 ｅＴＭ （内源诱捕靶标，Ｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓ

生物信息学·第二篇　 高通量测序数据分析

bio
in
pla
nt
（
ht
tp
://
ibi
.zj
u.
ed
u.
cn
/b
ioi
np
lan
t/
）



生物信息学·第一篇 生物信息学基础
２５９　　

ＺＤ３９ 生物信息学　 兴邦二校　 成品 １８５ｍｍ×２６０ｍｍ　 ３９ 行×３９ 字　 １０．５ＳＳ

􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋

Ｔａｒｇｅｔ Ｍｉｍｉｃｓ）。 Ｆｒａｎｃｏ－Ｚｏｒｒｉｌｌａ 等（２００７）最早在拟南芥中发现了一个由磷酸盐饥饿诱导

ｌｎｃＲＮＡ 基因 ＩＰＳ１（ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｓｔａｒｖａｔｉｏｎ １）———该基因能够与拟南芥中的 ｍｉＲ３９９
的序列绑定在一起，在 ｍｉＲ３９９ 的剪切位点形成了一个环状凸起结构。 因此 ＩＰＳ１ 基因无法

被 ｍｉＲ３９９ 切割，却能将 ｍｉＲ３９９ 与其真正的靶基因隔离起来。 ｍｉＲ３９９ 真正的靶标基因是

ＰＨＯ２（ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ２），该基因编码泛素结合酶，对维持细胞内蛋白质生成与降解的相对稳定

及细胞的稳态方面起着重要作用 （ Ｆｒａｎｃｏ － Ｚｏｒｒｉｌｌａ 等， ２００７）。 ＩＰＳ１ 基因的存在，使得

ｍｉＲ３９９ 靶向 ＰＨＯ２ 基因的活性受到抑制，像类似这种具有抑制 ｍｉＲＮＡ 功能的长非编码

ＲＮＡ，通常定义为 ｅＴＭ。 本书作者在一项烟草尼古丁合成机制工作中，发现 ｅＴＭ 还参与植物

次生代谢产物合成。 在烟草中，我们鉴定到四个烟草特有的 ｍｉＲＮＡ，其中一个 ｍｉＲＮＡ（ｎｔａ－
ｍｉＲＮＡＸ２７）与尼古丁合成途径关键基因 ＱＰＴ２（ｑｕｉｎｏｌｉｎａｔｅ ｐｈｏｓｐｈｏｒｉｂｏｓｙｌ ｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ ２）基因

存在靶向关系。 进一步生物信息学分析发现，长非编码基因（ｎｔａ－ｅＴＭＸ２７）作为内源 ｍｉＲＮＡ
诱捕靶标参与 ｎｔａ－ｍｉＲＮＡＸ２７ 的调控。 烟草打顶处理后，ＱＰＴ２ 基因表达会显著上调，快速

促进尼古丁合成，实验表明，ｎｔａ－ｅＴＭＸ２７ 和 ＱＰＴ２ 基因表达以及尼古丁含量存在显著相关

性；进一步转基因功能实验证实，敲除和过量表达 ｎｔａ－ｅＴＭＸ２７ 显著影响 ＱＰＴ２ 基因表达及

尼古丁含量。 上述结果证明长非编码基因 ｎａｔ－ｅＴＭＸ２７ 介导调控 ｎｔａ－ｍｉＲＸ２７－ＱＰＴ２ 的功

能。 我们的实验结果首次揭示了植物中次生代谢产物合成相关的“ｍｉＲＮＡ－ｅＴＭ－ｔａｒｇｅｔ”调

控模式（Ｌｉ 等，２０１５）。

二、 非编码 ＲＮＡ进化

１． 起源与进化

植物中许多 ｍｉＲＮＡ 基因起源于单双子叶植物分化之前（约 １５０ 百万年前），动物中的

ｍｉＲＮＡ 编码基因也早于多细胞动物分化时间（约 ６００ 百万年前）。 目前还没有发现动植物

中 ｍｉＲＮＡ 编码基因或靶基因的起源基因，这就提出一个进化上的有趣的问题：这些编码

ｍｉＲＮＡ 的基因是怎么形成的呢？
Ａｌｌｅｎ 等（２００４）通过对两个拟南芥特异 ｍｉＲＮＡ 家族的研究，揭示了 ｍｉＲＮＡ 与其靶基因

共同进化的一个潜在机制。 由于 ｍｉＲ１６１ ／ １６３ 两个家族都是新产生的 ｍｉＲＮＡ 基因，而且跟

大多数保守 ｍｉＲＮＡ 家族不同，在基因组上它们均位于其靶基因的附近区域，因此 Ａｌｌｅｎ 等认

为 ｍｉＲＮＡ 家族有可能通过靶基因家族扩增过程中的倒转复制或反向倍增 （ ｉｎｖｅｒｔｅｄ
ｄｕｐｌｉｃａｔｉｏｎ）产生。 如图 ２－４．３ 所示，基因家族在扩增过程中，由于倒转复制产生头对头或尾

对尾的全部或部分基因片段复制，从而为形成 ｍｉＲＮＡ 发卡结构提供了可能。 倒转复制可能

直接从基因组上发生，也可能通过逆转录后结合类似假基因序列形成，甚至一个基因家族相

近的成员间的结合也可以产生这样的创始基因（ ｆｏｕｎｄｅｒ ｇｅｎｅ）。 新形成的创始基因及其相

关的家族成员，有可能成为 ＤＣＬ基因的靶标从而导致 ｓｉＲＮＡ 的产生，因此 ＤＣＬ 基因会在转

录后或染色质水平受到 ＲＮＡ 干扰机制的调控。 部分创始基因在分化过程中，因维持发卡结

构以及被 ＤＣＬ 识别的功能受限制，形成一类特异的 ｓｉＲＮＡ 家族（图 ２－４．３ 中步骤 ２）；而对

ＤＣＬ１ 调控代谢途径的适应性进化导致了 ｍｉＲＮＡ 基因的形成（步骤 ３）。 由于变异的持续积

累，部分基因在发卡结构和 ＤＣＬ１ 识别功能限制下，ｍｉＲＮＡ 及其互补序列（ｍｉＲＮＡ∗）中只剩

下一段与原始序列相似的序列（步骤 ４）。 ｍｉＲＮＡ 位点的复制导致了 ｍｉＲＮＡ 家族其他成员

的产生（步骤 ５），并由于变异的积累导致不同成员拥有了各自特异的靶基因。 结合 ｍｉＲＮＡ

第 ２－４ 章　 非编码 ＲＮＡ 分析
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靶基因家族的进化使该模型变得更加完整。 大多数 ｍｉＲＮＡ 的靶基因都是一大类基因家族

中的亚类。 靶基因家族的复制（步骤 ６）为调控的多样化提供了基础。 在一个新的 ｓｉＲＮＡ 或

ｍｉＲＮＡ 基因形成后（步骤 ２ 或 ３），家族成员中小 ＲＮＡ 结合位点的保留（步骤 ７）或丢失（步

骤 ８ａ）导致了转录后水平调控的分化。 同时还伴随着转录调控因子的改变（步骤 ８ｂ），导致

了进一步的调控机制的差异。 ｍｉＲＮＡ 靶基因随后的复制和分化事件（步骤 ９） 致使不同

ｍｉＲＮＡ 家族不同成员间拥有了各自专一的靶位点及调控功能。 这样，通过 ｍｉＲＮＡ 和靶基因

之间的复制事件，以及结合位点的保留或丢失而形成了一个新的调控网络。

图 ２－４．３　 植物 ｍｉＲＮＡ 反向倍增进化模型（引自 Ａｌｌｅｎ 等，２００４）

然而这样的模型也有很大的局限性。 考虑到保守 ｍｉＲＮＡ 基因与其靶基因间在结合位

点外并没有这种序列相似性证据的存在，因此对于保守 ｍｉＲＮＡ 的解释仍然有待进一步验

证。 同样，由于动物 ｍｉＲＮＡ 前体序列较短，也不能为创始基因提供信息。 一般认为动物

ｍｉＲＮＡ 调节机制是通过 ｍｉＲＮＡ 和其靶位点间“交互作用获得”事件形成的。 与植物 ｍｉＲＮＡ
与靶基因间严格匹配，切割靶基因转录本不同，动物 ｍｉＲＮＡ 通过结合到编码基因的 ３’端干

扰其翻译来行使调节作用，并允许其与结合位点间有较多的碱基错配（Ｂａｒｔｅｌ 等，２００４）。 这

一功能模式的不同也表明在动植物 ｍｉＲＮＡ 编码基因起源机制上也存在着差异（Ｌｉ 和 Ｍａｏ，
２００７）。

对于拟南芥 ｍｉＲＮＡ 基因的研究表明，通过上述具有回文结构位点产生的 ｍｉＲＮＡ 有几

种不同的命运（图 ２－４．４）：第一，起源于创始基因家族的小 ＲＮＡ 保留了调节该基因的能力；
第二，小 ＲＮＡ 通过遗传漂变获得了特异结合到其他基因或基因家族的能力，很明显，以上两

种结果均表明选择作用的存在（见下面有关人工选择部分）；第三，可能是最普遍的命运，随

生物信息学·第二篇　 高通量测序数据分析
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着小 ＲＮＡ 产生位点的启动子区域、回文结构区域和靶基因结合位点突变的积累而丢失了调

节靶基因的能力。 因此，植物小 ＲＮＡ 的产生机制为研究特定调控元件的进化提供了很好机

会（Ｃｈａｐｍａｎ 和 Ｃａｒｒｉｎｇｔｏｎ， ２００７）。

图 ２－４．４　 植物新 ｍｉＲＮＡ 基因进化模型 （引自 Ｃｈａｐｍａｎ 和 Ｃａｒｒｉｎｇｔｏｎ， ２００７）

根据我们在水稻上的研究结果表明，全基因组倍增（ｗｈｏｌｅ ｇｅｎｏｍｅ ｄｕｐｌｉｃａｔｉｏｎ， ＷＧＤ）和

基因水平的倍增事件对水稻 ｍｉＲＮＡ 家族的形成起到很大的作用。 例如水稻 ｍｉＲ１５６ 基因家

族，禾本科分化前的那次 ＷＧＤ 事件使水稻基因组上 ｍｉＲ１５６ 成员几乎增加了一倍（图 ２－４．
５）。 随着进化过程，虽然部分 ｍｉＲ１５６ 成员由于选择压丢失了，但大部分都保留了下来。 同

时，可以看到，基因水平的复制事件也增加了 ｍｉＲ１５６ 成员数量。 另外，通过水稻 ｍｉＲＮＡ 及

其靶基因结合位点序列变异的调查和直系同源基因（ｐａｒａｌｏｇ）分析，发现水稻 ｍｉＲＮＡ 基因在

不断地捕获新的结合位点 （靶基因），同时也不断丢失对靶基因的调控功能 （ Ｇｕｏ 等，
２００８ｂ）。 这种动态的进化过程主要通过 ｍｉＲＮＡ 序列突变来实现，同时插入和删除也发挥一

定作用。 图 ２－４．６ 展示了来自 ＷＧＤ 两个水稻编码基因拷贝，在 ｍｉＲ３９７ 结合位点碱基突变

情况，突变导致 ｍｉＲ３９７ 的绑定和调控关系的改变（Ｗａｎｇ 等，２０１０）。
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图 ２－４．５　 水稻 ｍｉＲ１５６ 家族在基因组上的分布和系统进化关系 （引自 Ｗａｎｇ 等，２００７）
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图 ２－４．６　 来自全基因组倍增事件的两个水稻编码基因拷贝在
ｍｉＲ３９７ 结合位点碱基突变情况（引自 Ｗａｎｇ 等，２０１０）

　 　 线性 ｌｎｃＲＮＡ，顾名思义，形成 ｌｎｃＲＮＡ 最后的转录本呈线性，是指常规的 ｌｎｃＲＮＡ，用于

区分环状 ＲＮＡ。 对于 ｌｎｃＲＮＡ 的分类，之前已经阐述过，主要是依据 ｌｎｃＲＮＡ 在基因组上的

转录位置。 ＬｎｃＲＮＡ 几乎可以在基因组的任何位置产生。 ｌｎｃＲＮＡ 的起源又是一个值得探究

的方向（图 ２－４．７，图中 Ａ－Ｅ 四种机制依次如下）：１）第一个可能的起源是在进化过程中，编
码蛋白的 ＲＮＡ 变成为非编码基因。 在哺乳动物中，Ｘｉｓｔ（ Ｘｉｎａｃｔｉｖｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ） 作为

ｌｎｃＲＮＡ 是使 Ｘ 染色体失活的关键分子。 在该 ｌｎｃＲＮＡ 中，有好几个外显子和启动子来源于

一个编码基因“Ｌｎｘ３（ｌｉｇａｎｄ ｏｆ ｎｕｍｂ－ｐｒｏｔｅｉｎ Ｘ ３）”。 研究发现 Ｌｎｘ３ 在进化过程中，外显子之

间发生了框架性损坏（两个相邻外显子合并在一起），从而变成 ｌｎｃＲＮＡ；２）由于染色体的重

组事件的发生，两个不能转录的序列区域合并在一起，组成一条含多个外显子的 ｌｎｃＲＮＡ；
３）由原来的非编码基因经历逆转录转座事件，形成新的非编码基因；４）由序列上发生的串联

重复事件，形成 ｌｎｃＲＮＡ；５）转座子在序列上的随机插入，同样会形成具有功能的 ｌｎｃＲＮＡ。
由此可见，ｌｎｃＲＮＡ 起源机制就如同它们的功能一样非常复杂，还有待科学家们继续深入

研究。

图 ２－４．７　 长非编码 ＲＮＡ（ ｌｎｃＲＮＡ）几种可能的起源机制（引自 Ｐｏｎｔｉｎｇ 等，２００９）

第 ２－４ 章　 非编码 ＲＮＡ 分析
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２． 序列保守性

相对于编码基因，非编码 ＲＮＡ 的一个特点是其序列保守性很弱。 以小 ＲＮＡ 为例，
ｍｉＲＮＡ 中只有部分在植物界是保守的。 图 ２－４．８ 和表 ２－４．１ 给出了目前已知的在植物界保

守的 ｍｉＲＮＡ 家族。
目前国际 ｍｉＲＮＡ 数据库 ｍｉＲＢａｓｅ 数据库（ｗｗｗ．ｍｉｒｂａｓｅ．ｏｒｇ ／ ）中 ｍｉＲＮＡ 记录已经接近 ３

万条（ Ｖ２１． ０ 版本），其中很多 ｍｉＲＮＡ 家族均可以在多个物种中找到，例如 ｍｉＲ１５６ 和

ｍｉＲ１６６ 等家族在许多植物物种中均存在 （表 ２－４．１）。 这种 ｍｉＲＮＡ 的保守性对于在新物种

中预测保守 ｍｉＲＮＡ 非常有用。 尽管 ｍｉＲＮＡ 前体在不同物种，或不同成员间的变异非常大，
但成熟 ｍｉＲＮＡ 序列还是相当保守的，同一 ｍｉＲＮＡ 家族不同物种的同源基因间往往只有 １ 
２ 个碱基的差异。 这种保守性能够用来查找不同物种间保守 ｍｉＲＮＡ 的研究。 除了保守

ｍｉＲＮＡ 外，不同物种中还存在很多物种特异的 ｍｉＲＮＡ（ｓｐｅｃｉｅｓ－ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｍｉＲＮＡ），这类进化

上比较“年轻”的 ｍｉＲＮＡ 无疑在特定物种的形成和发育过程中扮演着重要的作用。

图 ２－４．８　 植物 ｍｉＲＮＡ 家族的保守性（改自 Ｇｏｅｔｅｌｌ 等，２０１４）
同样颜色表示相应物种中均发现存在该 ｍｉＲＮＡ

生物信息学·第二篇　 高通量测序数据分析
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表 ２－４．１　 植物保守 ｍｉＲＮＡ 家族（根据 ｍｉＲＢａｓｅ 数据库 Ｖ２１．０，２０１４）

ｍｉＲＮＡ
家族

物种
数量∗

ｍｉＲＮＡ
家族

物种
数量∗

ｍｉＲＮＡ
家族

物种
数量∗

ｍｉＲＮＡ
家族

物种
数量∗

ｍｉＲＮＡ
家族

物种
数量∗

ｍｉＲ１５６ ４８ ｍｉＲ１７２ ３５ ｍｉＲ３９０ ２９ ｍｉＲ２１１１ １４ ｍｉＲ１５０７ ５

ｍｉＲ１６６ ４２ ｍｉＲ３１９ ３４ ｍｉＲ１６８ ２８ ｍｉＲ５３０ １３ ｍｉＲ１５７ ５

ｍｉＲ３９６ ４１ ｍｉＲ１６４ ３３ ｍｉＲ３９７ ２７ ｍｉＲ４７７ １２ ｍｉＲ３６２７ ５

ｍｉＲ１７１ ４０ ｍｉＲ４０８ ３２ ｍｉＲ３９３ ２４ ｍｉＲ５３５ １２ ｍｉＲ４３７ ５

ｍｉＲ１６０ ３９ ｍｉＲ１６２ ３０ ｍｉＲ３９４ ２３ ｍｉＲ８２８ １１ ｍｉＲ４７９ ５

ｍｉＲ１６７ ３６ ｍｉＲ３９５ ３０ ｍｉＲ４８２ ２３ ｍｉＲ２１１８ １０ ｍｉＲ５２８ ５

ｍｉＲ１５９ ３５ ｍｉＲ３９８ ３０ ｍｉＲ４０３ １５ ｍｉＲ５２９ ９ ｍｉＲ８２４ ５

ｍｉＲ１６９ ３５ ｍｉＲ３９９ ３０ ｍｉＲ８２７ １５ ｍｉＲ４４４ ６ ｍｉＲ８５８ ５
　 　 ∗按照含有特定 ｍｉＲＮＡ 家族的物种数量多少排序；仅列出物种数量超过 ５ 个 ｍｉＲＮＡ 家族

ｓｉＲＮＡ 与 ｍｉＲＮＡ 情况类似，其保守的 ｓｉＲＮＡ 基因不多。 一个比较典型的例子是一个 ｔａ
－ｓｉＲＮＡ 基因（ＴＡＳ）———ＴＡＳ３。 我们通过 ＴＡＳ３ 基因的保守序列片段，克隆测序发现了 ５１ 个

来自禾本科的 ＴＡＳ３ 基因（Ｓｈｅｎ 等， ２００９）。 通过序列比较等方法，我们发现 ＴＡＳ３ 基因通过

基因组和单基因倍增，在禾本科基因组中至少有 ２ 个拷贝，多的可达到近 １０ 个。 水稻基因

组倍增而来的 ＴＡＳ３ 基因，在基因组中保持了共线性关系；同时 ＴＡＳ３ 在不同禾本科基因组上

也存在明显的基因组共线性。
３． 人工选择靶基因

人工选择的靶基因一直以来是作物遗传育种与功能基因研究的一个热点，多年来先后

在水稻、玉米等作物上克隆了一批与驯化选择相关基因。 比较著名的驯化基因包括玉米中

顶端分化和穗型相关基因、番控制茄果实大小相关基因等；在水稻上，最近，国内外科学家发

现了一批与人工选择相关的基因，如落粒、分蘖角度、谷色、产量等相关基因。 目前发现的这

些所谓驯化基因位点均为蛋白质编码基因，而且主要编码的是转录因子类基因。 ｍｉＲＮＡ 主

要的调控对象之一为转录调节因子，这说明人工选择的靶基因除了转录因子及其下游基因

外，还可能针对转录因子的调控（上游）基因。 由此产生一个问题：这些非编码基因位点在我

们进行作物驯化和育种过程中，是否同样受到选择？ 或者说，非编码 ｍｉＲＮＡ 基因会是否人

工选择的直接靶基因？
为了回答这个问题，我们首先选择了一个 ｍｉＲＮＡ 基因位点（ＭＩＲ１５６ｂ ／ ｃ）进行了研究。

ＭＩＲ１５６ｂ ／ ｃ基因调控的是一个转录因子，在玉米和水稻中，该转录因子的突变将直接导致栽

培种多分蘖草状性状的产生，回复到祖先野生种特性。 我们的群体遗传学调查表明，该
ｍｉＲＮＡ 基因位点在栽培群体中的遗传多态性仅保留了野生群体的 ８．９％，检测到显著正向选

择信号（Ｔａｊｉｍａ Ｄ＝ －２．０１， Ｐ＜０．０５），说明该位点受到强烈的人工选择效应的影响（Ｗａｎｇ 等，
２００７）。 后来进一步功能研究表明，ＯｓｍｉＲ１５６ 的确调控水稻转录因子 ＯｓＳＰＬ１４（ ｓｑｕａｍｏｓａ
ｐｒｏｍｏｔｅｒ－ｂｉｎｄｌｉｎｇ－ｌｉｋｅ ｐｒｏｔｅｉｎ １４， ＳＰＬ１４），进而对株型产生影响（Ｊｉａｏ 等，２０１０）。 这些研究

证明，水稻在驯化过程中，通过对 ＯｓｍｉＲ１５６ 进行直接选择，使栽培稻具有理想株型。
我们进而在水稻基因组上更多位点（１２０ 个水稻 ｍｉＲＮＡ 和 ｔａ－ｓｉＲＮＡ 等位点）进行选择

效应的群体遗传学调查，确定这些基因在水稻栽培群体和野生群体 （Ｏ． ｒｕｆｉｐｏｇｅｎ）的基因序
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列。 然后利用分子进化方法检测这些基因是否受到定向选择（所谓定向选择，即偏离中性进

化途径）。 与驯化 ／ 育种选择相关的小 ＲＮＡ 位点在栽培群体中受到正向选择，但在野生群体

中未受到正向选择。 结果发现至少 ８ 个位点（如 ｍｉＲ１６４，ｍｉＲ３９５，ＴＡＳ３）在栽培稻群体中受

到显著正向选择效应，但在其祖先野生稻群体中没有检测到相应的信号，表明这些基因位点

在驯化 ／ 遗传改良过程中，受到了强烈的人工选择。 对这些基因序列和芯片相对表达量的比

较分析，发现了部分基因在栽培和野生群体之间存在着序列和表达差异（ Ｗａｎｇ 等，２０１０）。
我们对东乡野生稻小 ＲＮＡ 群体的大规模调查发现，在水稻驯化过程中，大量 ｍｉＲＮＡ 基因丢

失或去功能化了（图 ２－４．９Ａ）；同样我们在进行栽培油菜（由甘蓝和白菜两个二倍体近缘种

在 ７５００ 年前杂交而成）ｍｉＲＮＡ 群体调查中发现，其栽培种起源后也伴随着 ｍｉＲＮＡ 的丢失，
但同时我们也发现新的 ｍｉＲＮＡ 的形成（图 ２－４．９Ｂ）。 这些 ｍｉＲＮＡ 都可能与上述作物驯化和

品种形成直接相关。
基于我们和其他一些研究结果，证实非编码 ＲＮＡ 为作物人工选择的直接靶基因，其在

作物品种形成中发挥重要作用，为作物基因组重要遗传构成。

生物信息学·第二篇　 高通量测序数据分析
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图 ２－４．９　 作物人工选择过程中伴随着大量 ｍｉＲＮＡ 的丢失，同时也伴随着新 ｍｉＲＮＡ 的产生
Ａ． ３８ 个保守 ｍｉＲＮＡ 在水稻驯化过程中发生了大量遗传变异，导致去功能化甚至丢失（引自

Ｗａｎｇ 等，２０１２）；Ｂ． ｍｉＲＮＡ 在杂交形成异源四倍体油菜后的丢失和获得。 Ｂｎａ－ｍｉＲＸ４６．１ 是在油菜基
因组 Ｃ 序列新获得的位点；Ｂｒａ－ｍｉＲ１６９ａｊ 在油菜 Ａ 基因组上缺失（引自 Ｓｈｅｎ 等，２０１５）

三、 样品采集及其测序方法

由于 ＲＮＡ 表达的时空特异性，导致传统的实验方法研究 ＲＮＡ 效率很低，成本较高，因此

借助计算方法研究 ＲＮＡ 是一个很好的补充；同时随着高通量测序技术的迅猛发展，科学界也

开始越来越多地应用第二代测序技术来解决生物学问题。 例如在转录组水平上进行全转录组

测序（ｗｈｏｌｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ， ＲＮＡ－Ｓｅｑ），从而开展可变剪接、编码序列单核苷酸多态

性、基因表达情况等研究；小分子 ＲＮＡ 群体测序，通过分离特定大小的 ＲＮＡ 分子进行测序，从
而发现新的 ｍｉＲＮＡ 分子；通过去核糖体 ＲＮＡ 并建立链特异性文库，进而鉴定新的 ｌｎｃＲＮＡ 分

子。 在转录组水平上，与染色质免疫共沉淀（ＣｈＩＰ）和甲基化 ＤＮＡ 免疫共沉淀（ＭｅＤＩＰ）技术相

结合，从而检测与特定转录因子结合的 ＤＮＡ 区域和基因组上的甲基化位点。 利用紫外交联免

疫沉淀结合高通量测序（ＣＬＩＰ－ Ｓｅｑ），可以在全基因组水平揭示 ＲＮＡ 分子与 ＲＮＡ 结合蛋白相

互作用。 上述技术对植物中样品的采集方式以及涉及的测序方法均有所不同。
样品采集时，为了保证植物材料的代表性，必须运用科学方法采取材料。 从大田或实验

地、实验器皿中采取的植物材料，称为“原始样品”，再按原始样品的种类（如植物的根、茎、
叶、花、果实、种子等）分别选出“平均样品”，然后根据分析的目的、要求和样品种类的特征，
采用适当的方法，从“平均样品”中选出供分析用的“分析样品”。 取样的地点，一般在距田

埂或地边一定距离的株行取样，或在特定的取样区内取样。 取样点的四周不应该有缺株的

现象。 进行 ＲＮＡ 测序，因此需要用新鲜样品。 取样时注意保鲜，取样后应立即进行待测组

分提取；也可采用液氮中冷冻保存或冰冻真空干燥法得到干燥的制品。 在进行 ＲＮＡ 提取

时，样品的匀浆、研磨一定要在冰浴上或低温室内操作。 新鲜样品采后来不及提取或测定

的，可放入液氮中速冻，再放入－７０ ℃冰箱中保存，避免反复冻融，因为这会导致提取的 ＲＮＡ
降解和提取量下降。 同时，我们也需要注意样品的备份，以应付实验中的意外情况。

目前可以用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ 基因组分析仪、Ｒｏｃｈｅ４５４ 基因组测序仪、ＡＢ Ｌｉｆｅ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ 的
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ＳＯＬｉＤ 系统等进行小 ＲＮＡ 测序。 使用第二代测序技术对小 ＲＮＡ 进行检测的基本步骤主要

包括：（１）构建 ＤＮＡ 模板文库， 从总 ＲＮＡ 中分离纯化出 ２０ ３０ｎｔ 的小 ＲＮＡ 后， 使用 Ｔ４ 连

接酶分别在 ｍｉＲＮＡ 的 ５′端和 ３′端连上接头序列，进行 ＲＴ－ＰＣＲ 得到 ７０ ８０ ｂｐ 的 ＤＮＡ 片

段；（２）将所得单链模板文库， 固定在平面或是微球的表面；（３）通过桥式 ＰＣＲ、微乳滴 ＰＣＲ
或原位成簇对数据进行扩增； （４）采集并记录 ＰＣＲ 循环中的光学事件；（５）对产生的阵列图

像进行时序分析， 获得 ＤＮＡ 片段的序列。 对送样的 ＲＮＡ 样品也会有一定的要求：（１）样品

浓度：总 ＲＮＡ 浓度≥３５０ｎｇ ／ μｌ；（２）样品总量：总 ＲＮＡ 用量＞６ｕｇ；（３）样品纯度： ＯＤ２６０ ／ ２８０
为 １．８ ２．２，２６０ｎｍ 处有正常峰值；（４）ＲＮＡ 完整性：总 ＲＮＡ ２８Ｓ ／ １８Ｓ≥１．５， 小 ＲＮＡ 要求电

泳后有单一 ５Ｓ 条带。
植物中小 ＲＮＡ 以碱基互补配对的方式靶向 ｍＲＮＡ，导致 ｍＲＮＡ 的降解。 为了大规模验证

小 ＲＮＡ 与 ｍＲＮＡ 的互作关系，我们常常会用到降解组测序（ｄｅｇｒａｄｏｍｅ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ）。 降解组测

序的原理是，在植物体内绝大多数的 ｍｉＲＮＡ 是利用剪切作用调控靶基因的表达，且剪切常发

生在 ｍｉＲＮＡ 与 ｍＲＮＡ 互补区域的第十位核苷酸上。 靶基因经剪切产生二个片段，５’剪切片段

和 ３’剪切片段。 其中 ３’剪切片段，包含有自由的 ５’单磷酸和 ３’ｐｏｌｙＡ 尾巴，可被 ＲＮＡ 连接酶

连接，连接产物可用于下游高通量测序；而含有 ５’帽子结构的完整基因，含有帽子结构的 ５’剪
切片段或是其他缺少 ５’单磷酸基团的 ＲＮＡ 是无法被 ＲＮＡ 酶连接，因而无法进入下游的测序

实验；对测序数据进行深入地比对分析，可以直观地发现在 ｍＲＮＡ 序列的某个位点会出现一个

波峰，而该处正是候选的 ｍｉＲＮＡ 剪切位点（完整实验流程参见图２－４．１０）。 利用降解组测序，
摆脱了生物信息学预测的限制，真正从实验中找到了 ｍｉＲＮＡ 的作用靶基因。

图 ２－４．１０　 降解组测序建库流程
收集靶基因经剪切产生二个片段，５’剪切片段和 ３’剪切片段，用 ＲＮＡ 连接酶连接 ３’剪切片段

（含有 ＰｏｌｙＡ 尾巴的片段），进行反转录 ＰＣＲ 扩增可得到目标片段（引自 Ｔｈｏｍｓｏｎ 等，２０１１）
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为了便于 ｌｎｃＲＮＡ 群体的研究，出现了专门针对长非编码 ＲＮＡ 测序技术。 相对 ｍＲＮＡ
来说，ｌｎｃＲＮＡ 表达水平比较低，而数量上来说应该是 ｍＲＮＡ 的几倍甚至到几百倍。 在总

ＲＮＡ 样本中，核糖体 ＲＮＡ（ｒＲＮＡ）的丰度最高，占到总 ＲＮＡ 的 ８０％以上。 这些 ｒＲＮＡ 所含的

转录组信息很少，浪费了宝贵的测序资源。 因此在提取总 ＲＮＡ 过程中，去除 ｒＲＮＡ 可以最大

程度的保留转录组信息，从而达到富集 ｌｎｃＲＮＡ 的效果。 之后再进行 ｃＤＮＡ 文库构建，进入

测序仪测序。

四、 非编码 ＲＮＡ主要数据库

１． ｍｉＲＢａｓｅ 数据库

作为最权威和完整的 ｍｉＲＮＡ 数据库 （ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｍｉｒｂａｓｅ．ｏｒｇ ／ ），截止到目前 （２０１６ 年

３ 月），ｍｉＲＢａｓｅ 已经收录了 ２２３ 个物种中接近 ３０ ０００ 条的 ｍｉＲＮＡ 记录（图 ２－４．１１）。 数据

库主要由 ３ 部分组成： ｍｉＲＢａｓｅ： Ｒｅｇｉｓｔｒｙ，主要是用于提交新的 ｍｉＲＮＡ 序列； ｍｉＲＢａｓｅ：
Ｄａｔａｂａｓｅ，用来搜索、比对、下载所有已知 ｍｉＲＮＡ 相关信息的数据库，包括成熟序列、前体序

列、前体二级结构、基因组位置、相关文献等等，并可进行 ＢＬＡＳＴ 搜索、ＦＴＰ 下载。 ｍｉＲＢａｓｅ：
Ｔａｒｇｅｔｓ，存放了所有 ｍｉＲＮＡ 靶基因的信息，目前已经移至 ＥＢＩ，并更名为 ｍｉｃｒｏＣｏｓｍ，主要收

录了动物 ｍｉＲＮＡ 的靶基因信息。

图 ２－４．１１　 ｍｉＲＢａｓｅ 数据库记录和物种数量增长情况

２． ｓｉＲＮＡ 数据库

由于 ｓｉＲＮＡ 种类的多样性，为各种类型 ｓｉＲＮＡ 建立一个统一的数据库存在很多困难，因
此，目前对于 ｓｉＲＮＡ 数据的组织没有 ｍｉＲＮＡ 那样规整统一。 这里提供两个数据库以供参

考，一个是 ｓｉＲＮＡ 数据库 （ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｅｂ．ｍｉｔ．ｅｄｕ ／ ｓｉｒｎａ ／ ），数据库包括了来自人、大鼠、小鼠的

ｓｉＲＮＡ 以及 ＲＮＡｉ 等方面的一些资源。 其二是 ｓｉＲＮＡｄｂ （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｓｉｒｎａ．ｓｂｃ．ｓｕ．ｓｅ ／ ），搜集了经

过实验验证的 ｓｉＲＮＡ 数据和基于计算预测的靶标基因来自 ＲＥＦＳＥＱ 数据库的 ｓｉＲＮＡ。

第 ２－４ 章　 非编码 ＲＮＡ 分析
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３． ｌｎｃＲＮＡ 数据库

近些年来由于对 ｌｎｃＲＮＡ 的大量研究，出现了许多与 ｌｎｃＲＮＡ 相关的资源。 目前相关数

据库质量和覆盖范围不同，因此我们在这介绍一些具有代表性的数据库。 这些数据库均在

相关刊物中发表，并且可以经过网络访问和搜索。
１） ｌｎｃＲＮＡｄｂ 数据库

该数据库由 Ａｍａｒａｌ 等在 ２０１１ 年开发，如今已经更新到了 ２． ０ 版本 （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．
ｌｎｃｒｎａｄｂ．ｏｒｇ ／ ）。 数据库收录了真核生物的 ２８７ 条 ｌｎｃＲＮＡ 注释信息。 它也整合了 Ｉｌｌｕｍｉｎａ
表达图谱数据以及核苷酸序列信息。 可以对已知的 ｌｎｃＲＮＡ 序列进行信息检索，同时可以用

ＢＬＡＳＴ 对未知序列进行搜索，比对是否与已有的 ｌｎｃＲＮＡ 保守。

图 ２－４．１２　 ｌｎｃＲＮＡｄｂ 数据库网络服务主页界面

２） ＮＯＮＣＯＤＥ 数据库

ＮＯＮＣＯＤＥ 是一个整合了非编码 ＲＮＡ 信息的一个大型数据库（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｎｏｎｃｏｄｅ．ｏｒｇ ／ ），它
包括 ｌｎｃＲＮＡ， ｓｍＲＮＡ， ｔＲＮＡ 和 ｒＲＮＡ 等数据。 现在已经收录了 １６ 个物种，主要是关于动物

和人类的，植物中只有拟南芥相关信息被收录。 数据库的数据来源是通过整合已发表研究

结果和其他公共数据库资源。 它针对所有非编码 ＲＮＡ 进行了统一的命名格式，使查阅更加

方便。 在这里可以对各个物种的非编码基因进行比较，对非编码 ＲＮＡ 注释比较完善，是目

前高收录率和高使用度的非编码数据库之一。
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图 ２－４．１３　 Ｎｏｎｃｏｄｅ 数据库网络服务访问界面

　 　 ３） ｌｎｃＲＮＡＤｉｓｅａｓｅ 数据库

ｌｎｃＲＮＡＤｉｓｅａｓｅ（ｃｍｂｉ．ｂｊｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ ／ ｌｎｃｒｎａｄｉｓｅａｓｅ）收录了与疾病相关的 ｌｎｃＲＮＡ 信息，包
括癌症、心血管疾病和神经性疾病等。 该数据库不仅整合了经过实验验证的疾病相关

ｌｎｃＲＮＡ，也开发了相应的工具用来预测新类型的 ｌｎｃＲＮＡ 与疾病之间相互关系。

图 ２－４．１４　 ｌｎｃＲＮＡＤｉｓｅａｓｅ 数据库网络服务访问界面

４） ＣｉｒｃＮｅｔ 环状 ＲＮＡ 数据库

ＣｉｒｃＮｅｔ（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｃｉｒｃｎｅｔ．ｍｂｃ．ｎｃｔｕ．ｅｄｕ．ｔｗ ／ ）利用已经发表的转录组数据，根据自行开发的

流程大规模鉴定环状 ＲＮＡ 分子。 该数据库利用已发表 ＲＮＡ 数据主要为我们提供了以下资

源；ｃｉｒｃＲＮＡｓ 的鉴定；整合了与 ｍｉＲＮＡ 的互作网络；对 ｃｉｒｃＲＮＡ 及其他可变剪切体做了表达

分析；对 ｃｉｒｃＲＮＡ 在基因组上做了注释；提供了可变剪切的 ｃｉｒｃＲＮＡ 的序列； 对 ｃｉｒｃＲＮＡ 与
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ｍｉＲＮＡ 的互作、表达、基因组位置及其结合序列深度都做了可视化界面。

图 ２－４．１５　 ＣｉｒｃＮｅｔ 网络服务访问界面

第二节　 小 ＲＮＡ 计算识别与靶基因预测

一、 ｍｉＲＮＡ主要特征及计算识别

１． ｍｉＲＮＡ 主要特征

在植物中，ｍｉＲＮＡ 的生成起源于一种 ｍｉＲＮＡ 的初级转录（ｐｒｉ－ｍｉＲＮＡ），它由 ｍｉＲＮＡ 基

因经 Ｐｏｌ Ⅱ（ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ Ⅱ） 转录酶转录并折叠形成具有茎环结构的 ｍｉＲＮＡ 前体（ ｐｒｅ －
ｍｉＲＮＡ）（图 ２－４．１６）。 随后在 ＤＣＬ１酶（Ｄｉｃｅｒ－ｌｉｋｅ ｅｎｚｙｍｅ）、ＨＹＬ１（ｈｙｐｏｎａｓｔｉｃ ｌｅａｖｅｓ １）和 ＳＥ
（ＣＺＨＺ ｓｉｎｃ － ｆｉｎｇｅｒ ｐｒｏｔｅｉｎ ＳＥＲＲＡＴＥ） 共同催化作用下， ｍｉＲＮＡ 前体茎环结构切割形成

ｍｉＲＮＡ：ｍｉＲＮＡ∗的双链复合结构，该 ｍｉＲＮＡ 复合体结构的 ３’端在 ＨＥＮ１（ＤｓＲＢＤ ｐｒｏｔｅｉｎ－
ｌｉｋｅ ｐｒｏｔｅｉｎ １） 酶作用下形成甲基化，并由 ＨＳＴ１ 间蛋白质输出到细胞质。 在细胞质中，
ｍｉＲＮＡ 复合体中的其中一条链与 ＡＧＯ（ａｒｇｏｎａｕｔｅ）蛋白结合形成 ＲＩＳＣ 复合体，该复合体通

过碱基互补配对原则作用到靶基因，从而调节目标靶基因在植物体中的表达，而与成熟

ｍｉＲＮＡ 成互补结构的 ｍｉＲＮＡ∗，通常情况下都会降解并且不具有调控基因表达的功能

（Ｚｈａｎｇ 等，２０１１）。 大部分植物中 ｍｉＲＮＡ 和靶基因会形成完全或近似完全的匹配，根据与靶

位点结合的紧密程度决定了对目标 ｍＲＮＡ 切割或是抑制其表达。
动植物 ｍｉＲＮＡ 存在着差异。 主要差异包括：１）前体序列长度不同。 植物 ｍｉＲＮＡ 前体

的茎环结构更大、更复杂，大约是动物中的 ３ 倍长，预测的折回（ ｆｏｌｄ－ｂａｃｋ）长度变异（６４ 
３０３ｎｔ）也比动物 ｍｉＲＮＡ（６０ ７０ｎｔ）明显；２）植物的 ｍｉＲＮＡ 的长度多为 ２１ｎｔ 和 ２４ｎｔ，而动物

ｍｉＲＮＡ 长度多为 ２２ ２３ｎｔ，这源于 Ｄｒｏｓｈａ与 Ｄｉｃｅｒ切割性能的差异；３）植物 ｍｉＲＮＡ ５’ 端更

优先选择尿嘧啶（Ｕ），热力学分析表明这种末端不稳态是通过 ＲＩＳＣ（ＲＮＡ－ｉｎｄｕｃｅｄ ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ
ｃｏｍｐｌｅｘ）来维持的，另外植物中 ｍｉＲＮＡ ３’末端 ２ｎｔ 突出的 ３’ －ＯＨ 存在甲基化，而动物中无

甲基化；４）相对于动物 ｍｉＲＮＡ，植物具有较高的进化保守性（详见上节非编码 ＲＮＡ 序列保
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图 ２－４．１６　 植株中 ｍｉＲＮＡ 产生及 ｍｉＲＮＡ 调控机制（引自 Ｌｉ 等，２０１４）

守性部分），因此，对植物 ｍｉＲＮＡ 目标的预测要相对简单；５）基因组上的存在位置有差异。
动物中 ｍｉＲＮＡ 广泛存在基因簇现象，即多个 ｍｉＲＮＡ 由同一个前体加工而来，而植物中

ｍｉＲＮＡ 多数由单一前体序列加工而来，只有极少数 ｍｉＲＮＡ，如 ｍｉＲ１６９ 和 ｍｉＲ３９５ 存在基因

簇现象。 成簇排列的 ｍｉＲＮＡ 有类似的多顺反子结构，基因表达模式和时期均有同步性；
６）加工方式不同，植物中细胞核内编码 ｍｉＲＮＡ 的基因转录与加工是偶联的，即 ｍｉＲＮＡ 的形

成过程是在细胞核中完成的。 成熟的 ｍｉＲＮＡ 抑或是在细胞核中与类似 ＲＩＳＣ 的核糖体蛋白
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结合形成 ｍｉＲＮＰ，然后被 Ｅｘｐｏｒｔｉｎ－５ 的同源物———ＨＡＳＴＹ 运送到细胞质中，或者是先被

ＨＡＳＴＹ 运送到细胞质中，再与核糖体蛋白结合形成 ｍｉＲＮＰ。 动物中，细胞核内编码 ｍｉＲＮＡ
的基因首先在 ＲＮＡ 聚合酶 ＩＩ 作用下发生转录，形成长度约为几百个核苷酸的初级转录物，
之后在 Ｄｒｏｓｈａ 酶作用下进一步加工成只含 ６０  ７０ｎｔ 的 ｍｉＲＮＡ 前体序列，由转运蛋白

Ｅｘｐｏｒｔｉｎ－５ 运送到细胞质，之后在 Ｄｉｃｅｒ 酶参与下才加工成成熟的 ｍｉＲＮＡ，形成的成熟

ｍｉＲＮＡ 与一种类似 ＲＩＳＣ 的核糖体蛋白结合形成 ｍｉＲＮＰ 而发挥作用；７）作用机制不同。 研

究发现，在植物和动物发育过程中，ｍｉＲＮＡ 与靶 ｍＲＮＡ 结合的程度和部位不同，作用方式也

不同。 在动物中，多数 ｍｉＲＮＡ 以不完全互补方式与其靶 ｍＲＮＡ 的 ３’端非翻译区（ＵＴＲ）的

识别位点结合，从而阻碍该 ｍＲＮＡ 的翻译来调控基因表达，但不影响 ｍＲＮＡ 的稳定性。 植

物中的 ｍｉＲＮＡ 与相应的靶 ｍＲＮＡ 近似完全配对，并且互补区域散布在靶 ｍＲＮＡ 的转录区

域内而非仅仅局限于 ３’ＵＴＲ，使得 ｍｉＲＮＡ 结合到包括编码区域在内的多个位点上去，从而

能够直接降解 ｍＲＮＡ，引发基因沉默。
这些区别表明，在生物进化过程中，动植物从最先的共同祖先分化后，各自 ｍｉＲＮＡ 基因

的进化是彼此独立的。 ｍｉＲＮＡ 普遍存在于动植物中，从侧面证明了 ｍｉＲＮＡ 对于生物个体形

成和发展具有重要意义。
同时，我们也发现在编码基因的内含子区域，同样可以转录形成 ｍｉＲＮＡ，这类 ｍｉＲＮＡ 叫

做 ｍｉｒｔｒｏｎ，该类 ｍｉＲＮＡ 也能够起到抑制基因表达的作用（Ｚｈｕ 等，２００８）。
基于 ｍｉＲＮＡ 前体的二级结构，ｍｉＲＮＡ 前体具有较低的最小折叠自由能（ＭＦＥ， ｍｉｎｉｍａｌ

ｆｏｌｄｉｎｇ ｆｒｅｅ ｅｎｅｒｇｙ），由于 ＭＦＥ 跟序列长度相关，Ｚｈａｎｇ 等（２００６ｂ）提出了最小折叠自由能指

标（ＭＦＥＩ， ｍｉｎｉｍａｌ ｆｏｌｄｉｎｇ ｆｒｅｅ ｅｎｅｒｇｙ ｉｎｄｅｘ）的概念，将序列长度考虑进来，从而为不同长度

ｍｉＲＮＡ 前体的 ＭＥＦ 比较提供了一个标准，并给出 ０．８５ 作为 ｍｉＲＮＡ 区别于其他类型 ＲＮＡ 的

ＭＦＥＩ 值，不失为一个预测 ｍｉＲＮＡ 的较理想指标：

ＭＥＦＩ＝ １００×ＭＥＦ ／ Ｌ
（Ｇ＋Ｃ）％

其中，Ｌ表示前体序列的长度，ＭＥＦ 是最小折叠自由能。
小 ＲＮＡ 通过与靶基因形成互补 ＲＮＡ 双链来行使调节功能，这种互补性在进化过程中

是保守的。 互补性的强弱或者说互补碱基的多寡决定了小 ＲＮＡ 调节的不同机制。 与靶基

因有较好互补的小 ＲＮＡ 主要通过对目标 ｍＲＮＡ 的直接切割调节 ｍＲＮＡ 的表达，相反，如果

小 ＲＮＡ 与其靶位点的错配较多，则主要通过转录后抑制的方式干扰 ｍＲＮＡ 的翻译（图 ２－４．１７）。
植物 ｍｉＲＮＡ 的靶基因一大类都是转录因子（ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ ｆａｃｔｏｒ， ＩＦ），揭示了 ｍｉＲＮＡ 调节通

路的复杂性。

图 ２－４．１７　 小 ＲＮＡ 调控机制
Ａ，ｍｉＲＮＡ 和 ｓｉＲＮＡ 与靶基因互补配对度较高的情况下能够切割 ｍＲＮＡ，黑色箭头是切割位点；

Ｂ，部分互补配对的情况下，只起到抑制 ｍＲＮＡ 的作用；Ｃ，来自异染色质的 ｓｉＲＮＡ 同样能够抑制
ｍＲＮＡ 的转录（引自 Ｂａｒｔｅｌ， ２００４）

生物信息学·第二篇　 高通量测序数据分析
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２． ｍｉＲＮＡ 的计算识别

通过计算方法识别 ｍｉＲＮＡ 基因，主要基于以上提到的 ｍｉＲＮＡ 序列及结构上的特征，以
及不同物种间的保守性。

（１） 同源比对

同源比对的方法主要是通过已知保守 ｍｉＲＮＡ 在不同物种间的序列相似性，进行同源序

列搜索预测 ｍｉＲＮＡ。 基于已知 ｍｉＲＮＡ 序列，搜索公共 ＤＮＡ 序列数据库，对于全基因组已测

序或正在测序的生物，可利用其全基因组或大规模测序数据；对于基因组序列并未获得的物

种来说，小规模的 ＧＳＳ （ｇｅｎｏｍｅ ｓｕｒｖｅｙ ｓｅｑｕｅｎｃｅ）序列和 ＥＳＴ（ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｔａｇ）等表达

序列也是很好的数据资源。 尤其是 ＥＳＴ 序列，因为其本身就是表达水平的序列，预测的结果

更加准确可信。 搜索程序可以选择 ＢＬＡＳＴ，如果是利用成熟 ｍｉＲＮＡ 序列进行搜索，因为序

列较短，Ｅ 值一般设为高于 １Ｅ－２，最小字符长度改为 ７（默认 １３，－Ｗ ７），但利用 ＢＬＡＳＴ 比对

仍然会因程序本身的原因造成敏感性的降低，笔者在实际数据处理过程中曾发现对于 
２０ｎｔ 的 ｍｉＲＮＡ，２ 个不连续且距离较近的错配会导致错配序列 ３’端完全漏掉联配过程，从而

漏掉一个可能的结果，尽管这种情况是极少的。 另外，基于搜索软件 ＥＲＰＩＮ（ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｒｎａ．
ｉｇｍｏｒｓ．ｕ－ｐｓｕｄ．ｆｒ ／ Ｓｏｆｔｗａｒｅ ／ ｅｒｐｉｎ．ｐｈｐ）也可以用来搜索数据库中的 ｍｉＲＮＡ 同源基因位点。 通

过提交一组特定 ＲＮＡ 的联配序列及二级结构信息，ＥＲＰＩＮ 可以搜索特定模式的 ＲＮＡ 序列，
从而获得更加准确特异的结果。 同源比对方法应注意以下几点：１） 数据处理过程中一般先

通过 ＢＬＡＳＴＸ 搜索蛋白质数据库，排除掉编码蛋白序列，提高检索效率；２） 往往仅找到已知

ｍｉＲＮＡ 的同源序列还远远不够，一般需要对候选 ｍｉＲＮＡ 位点周围的序列进行二级结构预

测，以确定该段序列是否可能形成茎环结构，并需要验证 ｍｉＲＮＡ 的位置，及 ｍｉＲＮＡ 与

ｍｉＲＮＡ∗的互补情况；３）在确定了可能的 ｍｉＲＮＡ 前体序列后，需要计算该段序列的 ＭＥＦ 及

ＭＥＦＩ值，一般情况下 ｍｉＲＮＡ 前体的 ＭＥＦ 很小，而 ＭＥＦＩ＞０．８５，如果所有以上标准均符合，
那么该位点可为候选的 ｍｉＲＮＡ 基因。

基于同源搜索方法开发了很多软件，包括 Ｗａｎｇ 等 （ ２００５ｂ） 开发的 ｍｉＲＡｌｉｇｎ 软件

（ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｂｉｏｉｎｆｏ． ａｕ． ｔｓｉｎｇｈｕａ． ｅｄｕ． ｃｎ ／ ｍｉｒａｌｉｇｎ ／ ） 以 及 用 于 植 物 ｍｉＲＮＡ 预 测 的

ｍｉｃｒｏＨＡＲＶＥＳＴＥＲ （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ － ａｂ． ｉｎｆｏｒｍａｔｉｋ． ｕｎｉ － ｔｕｅｂｉｎｇｅｎ． ｄｅ ／ ｂｒｉｓｂａｎｅ ／ ｔｂ ／ ｉｎｄｅｘ． ｐｈｐ ）
（Ｄｅｚｕｌｉａｎ 等，２００６）。 Ａｒｔｚｉ 等（２００８）开发的 ｍｉＲＮＡｍｉｎｅｒ （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｇｒｏｕｐｓ． ｃｓａｉｌ．ｍｉｔ． ｅｄｕ ／ ｐａｇ ／
ｍｉＲＮＡｍｉｎｅｒ ／ ）可以用 ＢＬＡＳＴ 进行比对，获取候选序列的一些特征，如二级结构、自由能、保
守性等。

（２） 邻近茎环结构搜索

基于动物 ｍｉＲＮＡ 经常成簇存在于基因组上的特点，通过对已知 ｍｉＲＮＡ 附近区域进行

茎环结构预测来发现成簇存在的 ｍｉＲＮＡ。 研究表明 ４８％的人类 ｍｉＲＮＡ 基因和 ５０％的斑马

鱼 ｍｉＲＮＡ 基因都有成簇存在的现象，一般人类基因组上搜索 ｍｉＲＮＡ 簇的窗口为 １０ｋｂ，在斑

马鱼中为 ３ｋｂ。 随着高通量测序的成熟，以及植物 ｍｉＲＮＡ 数据集的完善，在植物中我们也可

以用这样的方法寻找 ｍｉＲＮＡ 簇。 不过相对于人和动物，植物中 ｍｉＲＮＡ 成簇比例要少的多，
研究发现在拟南芥中有 ２５％的 ｍｉＲＮＡ 成簇，杨树 １７％、水稻 ２２％和高粱 ２１％的 ｍｉＲＮＡ 成簇

（Ｚｈｏｕ 等，２０１１）。
（３） 基于比较基因组学方法

比较基因组学的基础是相关生物基因组的共线性。 如果生物之间存在很近的亲缘关

第 ２－４ 章　 非编码 ＲＮＡ 分析
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系，那么它们的基因组就会表现出同线性，即基因序列的部分或全部保守。 这样就可以利用

基因组之间编码顺序和结构上的同源性，通过已知基因组的信息定位另外基因组中的基因，
从而揭示基因潜在的功能、阐明物种进化关系及基因组的内在结构。 因此我们可以利用比

较基因组学的方法来鉴定非编码 ＲＮＡ。 基于比较基因组方法代表性研究是 Ｊｏｎｅｓ－Ｒｈｏａｄｅｓ
和 Ｂａｒｔｅｌ（２００４）利用拟南芥和水稻全基因组，鉴定两个物种中保守的 ｍｉＲＮＡ 序列。 作者开

发了 ＭＩＲｃｈｅｃｋ 软件 （ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｅｂ．ｗｉ．ｍｉｔ．ｅｄｕ ／ ｂａｒｔｅｌ ／ ｐｕｂ ／ ｓｏｆｔｗａｒｅ．ｈｔｍｌ），通过计算一段序列是

否存在理想的茎环结构以及是否在茎的位置上的短序列，然后根据其在两个物种中的保守

性来查找保守的 ｍｉＲＮＡ 基因。 需要注意的是，因为基因组中很多类型的序列，如 ｔＲＮＡ、逆
转座子等元件均能形成发卡结构，因此在前期序列过滤和最终候选结果筛选方面要注意。

（４） 基于高通量小 ＲＮＡ 测序数据的发掘方法

从以上方法可以看出，大部分方法的理论基础都是 ｍｉＲＮＡ 的序列保守性。 随着第二代

测序技术的成熟和推广，大规模的基因组数据和转录组数据不断产生。 经过十几年的发展，
根据 ｍｉＲＮＡ 独有的形成特征以及表达模式，如今利用大规模小 ＲＮＡ 测序数据从而大规模

鉴定 ｍｉＲＮＡ 的方法已经广为使用。 利用高通量测序以及 ｍｉＲＮＡ 鉴定方法，可以对一个物

种的 ｍｉＲＮＡ 进行从头预测，在数量上和准确性上较传统方法大大提升。 虽然采用的计算方

法略有不同，但都是基于 ｍｉＲＮＡ 序列和结构上的保守性进行预测。
下面以 Ｚｈｕ 等（２００８）的水稻 ｍｉＲＮＡ 研究为例，说明一下大规模小 ＲＮＡ 测序数据的处

理流程。 基于 Ｓｏｌｅｘａ 测序的原理，测序得到的原始读序都是一端连接着接头（ａｄａｐｔｏｒ），因此

首先需要过滤掉接头和一些低质量的序列，这样得到了一个从十几个碱基到二十几个碱基

不等的数据集。 对于已有基因组数据的物种，比如水稻、拟南芥等，可以利用序列比对工具

如 ＢＬＡＳＴ 将测得的小 ＲＮＡ 定位到基因组上（ ＞１８ｎｔ）。 这样我们就得到了一个全基因组的

小 ＲＮＡ 分布图谱。 根据全基因组的注释信息，排除掉匹配到重复序列区域和编码区的小

ＲＮＡ。 一方面我们可以用上面介绍的方法来搜索保守的 ｍｉＲＮＡ 基因，另外，由于已知了小

ＲＮＡ 序列和其位置信息，我们就可以利用一些新的标准来识别新的物种特异的 ｍｉＲＮＡ 基

因。 由于 ｍｉＲＮＡ 在产生过程中需要形成 ｍｉＲＮＡ：ｍｉＲＮＡ∗复合体，首先，根据小 ＲＮＡ 的分

布寻找候选的 ｍｉＲＮＡ：ｍｉＲＮＡ∗ 复合体。 一般标准如下：１） 两条小 ＲＮＡ 匹配到同一染色体

的同一条链，且相距不超过 ４００ｎｔ；２） 不允许有很多其他小 ＲＮＡ 匹配到两条序列之间的区

域 （特别是有另外的小 ＲＮＡ 跟其中一条部分读序配对，形成“拖尾”现象）；３） 每条小 ＲＮＡ
在全基因组的匹配位置不能太多（不超过 １０ 处）；４） 两条小 ＲＮＡ 的读序数量需要相差 ５ 倍

以上（根据 ｍｉＲＮＡ 合成原理，ｍｉＲＮＡ∗在与 ｍｉＲＮＡ 分开后会很快降解）。 两条小 ＲＮＡ 的配

对也需要符合一定的标准 （Ｊｏｎｅｓ－Ｒｈｏａｄｅｓ 等，２００６），如总共不超过 ７ 个碱基（更严格的话

可以设为 ４ 个碱基）的错配；不超过 ３ 个碱基的连续错配；不存在一条链上超过两个碱基错

配而在另一条链上没有错配碱基的对应。 满足以上条件的两条小 ＲＮＡ 序列被当做候选的

ｍｉＲＮＡ：ｍｉＲＮＡ∗序列。 从基因组上切下包含两条互补小 ＲＮＡ 的序列作为候选的 ｍｉＲＮＡ 前

体序列进行二级结构预测，根据其二级结构及两条序列所处的位置判断是否为候选的

ｍｉＲＮＡ 基因。
以上计算方法虽然提供了一些相对方便的鉴定 ｍｉＲＮＡ 的手段，而且目前大部分 ｍｉＲＮＡ

序列都是通过计算方法预测出来的，但由于不同的预测方法都存在或多或少的缺陷或者假

阳性，所以预测得到的候选 ｍｉＲＮＡ 基因仍然需要通过实验方法进行实验验证，包括直接克
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ＺＤ３９ 生物信息学　 兴邦二校　 成品 １８５ｍｍ×２６０ｍｍ　 ３９ 行×３９ 字　 １０．５ＳＳ
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隆、Ｎｏｒｔｈｅｒｎ、５’－ＲＡＣＥ（５’ ｒａｐｉｄ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｃＤＮＡ ｅｎｄｓ）等。

二、 ｓｉＲＮＡ主要特征及计算识别

１． ｓｉＲＮＡ 和 ｔａ－ｓｉＲＮＡ 主要特征

与 ｍｉＲＮＡ 不同，ｓｉＲＮＡ 主要通过长的双链 ＲＮＡ 复合体在 ＤＣＬ 酶的切割下产生，并能够

激发与之互补的 ｍＲＮＡ 沉默。 这个现象在科学界里称为 ＲＮＡ 干扰现象。 ＲＮＡ 干扰现象是

１９９０ 年由 Ｊｏｒｇｅｎｓｅｎ 研究小组在研究查尔酮合成酶对花青素合成速度的影响时所发现。 为

得到颜色更深的矮牵牛花而过量表达查尔酮合成酶，结果意外得到了白色和白紫杂色的矮

牵牛花，并且过量表达查尔酮合成酶的矮牵牛花中查尔酮合成酶的浓度比正常矮牵牛花中

的浓度低 ５０ 倍。 Ｊｏｒｇｅｎｓｅｎ 推测外源转入的编码查尔酮合成酶的基因，同时抑制了花中内源

查尔酮合成酶基因的表达。 １９９２ 年， Ｒｏｍａｎｏ 和 Ｍａｃｉｎｏ 也在粗糙链孢霉中发现外源导入基

因，可以抑制具有同源序列的内源基因的表达。 １９９５ 年，Ｇｕｏ 和 Ｋｅｍｐｈｕｅｓ 在线虫中也发现

了 ＲＮＡ 干扰现象。 １９９８ 年，Ａｎｄｒｅｗ Ｆｉｒｅ 等在秀丽隐杆线虫（Ｃ． ｅｌｅｇａｎｓ）中进行反义 ＲＮＡ 抑

制实验时发现，作为对照加入的双链 ＲＮＡ 相比正义或反义 ＲＮＡ 显示出了更强的抑制效果。
从与靶 ｍＲＮＡ 的分子量比分析，加入的双链 ＲＮＡ 的抑制效果要强于理论上 １ ∶１配对时的抑

制效果，因此推测在双链 ＲＮＡ 引导的抑制过程中，存在某种扩增效应，并且有某种酶活性参

与其中。 他们将这种现象命名为 ＲＮＡ 干扰。
产生 ｓｉＲＮＡ 的双链复合体，其可有多种来源：主要来源于生物体内存在的反向重复序

列，也可能来自自然存在的顺反转录对，由 ＲＮＡ 聚合酶将单链 ＲＮＡ 合成双链 ＲＮＡ，通过病

毒 ＲＮＡ 复制得来的双链 ＲＮＡ 以及体内存在的大量转录原件（图 ２－４．１８）。 根据其产生机制

和功能不同，植物内源 ｓｉＲＮＡ 被分为四类：异染色质 ｓｉＲＮＡ （ ｈｅｔｅｒｏｃｈｒｏｍａｔｉｃ ｓｉＲＮＡ， ｈｃ －
ｓｉＲＮＡ）、反式作用 ｓｉＲＮＡ （ ｔｒａｎｓ － ａｃｔｉｎｇ ｓｉＲＮＡ， ｔａ － ｓｉＲＮＡ）、自然反义转录 ｓｉＲＮＡ （ ｎａｔｕｒａｌ
ａｎｔｉｓｅｎｓｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ － ｄｅｒｉｖｅｄ ｓｉＲＮＡ， ｎａｔ － ｓｉＲＮＡ ） 和 相 位 排 列 ｓｉＲＮＡ （ ｐｈａｓｅｄ － ｓｉＲＮＡ，
ｐｈａｓｉＲＮＡ）。 在这里我们以 ｔａ－ｓｉＲＮＡ 为例进行介绍。

植物基因组演化出几种截然不同的 ｓｉＲＮＡ，它们在产生机制和功能调节等方面都有所

不同，其中大部分的 ｓｉＲＮＡ 类型（２４ｎｔ） 依赖 ＲＮＡ 聚合酶 ２（ＲＤＲ２） ／ ＤＣＬ３ ／ ＰｏｌⅣ，并通过

ＡＧＯ４ 引导的 ＤＮＡ 甲基化或组蛋白修饰诱导转录沉默。 这一代谢通路往往跟转座子、反转

座因子等重复序列相关。 其他类型的 ｓｉＲＮＡ 主要在转录后水平起作用。 对病毒 ＲＮＡ 和转

基因转录本的沉默涉及到依赖 ＲＤＲ６ ／ ＤＣＬ４ 的 ｓｉＲＮＡ （２１ｎｔ）或依赖 ＤＣＬ２ 的 ｓｉＲＮＡ （２２ｎｔ）。
ｔａ－ｓｉＲＮＡ 就是通过 ＲＤＲ６ ／ ＤＣＬ４ 通路产生的。 ｔａ－ｓｉＲＮＡ 的形成主要是通过 ｍｉＲＮＡ 介导的

按 ２１ｎｔ 相位排列的 ｓｉＲＮＡ 的剪切（≤１２ ｐｈａｓｅｓ）。 不同的 ＴＡＳ 家族受不同的 ｍｉＲＮＡ 调节，
比如 ＴＡＳ１ 和 ＴＡＳ２ 受 ｍｉＲ１７３ 的调节，ＴＡＳ３ 在拟南芥和水稻中保守，受 ｍｉＲ３９０ 调节，且有

５’端和 ３’端两个结合位点，ＴＡＳ４受 ｍｉＲ８２８ 调节。 ＴＡＳ基因的 ｄｓＲＮＡ 前体在 ＤＣＬ４作用下，
由相应的 ｍｉＲＮＡ 起始剪切，产生 ２１ｎｔ，３’端有两个碱基错位的双链 ｓｉＲＮＡ 复合体 （Ｄｕｎｏｙｅｒ
等， ２００５； Ｇａｓｃｉｏｌｌｉ 等， ２００５； Ｘｉｅ 等， ２００５）。 不同 ＴＡＳ 家族切割产生的 ｓｉＲＮＡ 数目不同，
其中只有特定的一两个 ｓｉＲＮＡ 行使功能。 根据以上特征可以通过生物信息学的方法预测

ｔａ－ｓｉＲＮＡ。

第 ２－４ 章　 非编码 ＲＮＡ 分析

bio
in
pla
nt
（
ht
tp
://
ibi
.zj
u.
ed
u.
cn
/b
ioi
np
lan
t/
）



２７８　　

ＺＤ３９ 生物信息学　 兴邦二校　 成品 １８５ｍｍ×２６０ｍｍ　 ３９ 行×３９ 字　 １０．５ＳＳ

􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋
􀪋

􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋

图 ２－４．１８　 ｓｉＲＮＡ 的来源以及作用方式（引自 Ｋｈｒａｉｗｅｓｈ 等，２０１２）。 详见文中说明

２． ｔａ－ｓｉＲＮＡ 的计算识别

（１） Ｈｏｗｅｌｌ 算法

对于已具备基因组序列的物种，小 ＲＮＡ 数据（来自不同组织或处理）可以很好的定位到

全基因组上。 根据一段区域 （＜３００ｎｔ）内小 ＲＮＡ 是否按照 ２１ｎｔ 的相位排列这一显著特征，
可以找出候选的 ＴＡＳ基因位点。 Ｈｏｗｅｌｌ 等（２００７） 设计了一套流程用来查找拟南芥中的候

选 ｔａ－ｓｉＲＮＡ：首先将定位到基因组正反链的小 ＲＮＡ 序列合并，将来自不同链的小 ＲＮＡ 定位

位置抵消掉 ２ 个碱基，这样来自一对复合体的正反链小 ＲＮＡ 位置可以在计算的时候累加。
然后引入 Ｐ 值作为评价步移的参数。 Ｐ 值的计算如下：

Ｐ＝ ｌｎ １＋∑
８

ｉ＝ １
ｋｉ( ) ｎ－２[ ] ，Ｐ＞０，

如果一个相位长度设为 ２１ｎｔ，ｎ 表示在 ８ 个相位大小的窗口范围内至少有一个小 ＲＮＡ
定位到相位上的相位数（即 ｎ个相位位置上有小 ＲＮＡ 存在），ｋ表示在调查的，８ 个相位大小

的窗口里面正负链起点位置刚好位于相位上的小 ＲＮＡ 读序总和。 由于指数“ｎ－２”的限定，
只有当至少连续三个相位上 （ｎ＞ ＝ ３）都存在至少一个小 ＲＮＡ 才能保证 Ｐ 为正值。 由公式

可以看出，Ｐ 值受小 ＲＮＡ 丰度和所处位置的双面影响。 Ｐ 值的计算按单碱基的步长在基因

组上滑动，计算得到的 Ｐ 值分配给该点四个相位距离的位置。 因此，可以将小 ＲＮＡ 在基因

组上的实际分布，如图 ２－４．１９ 中读序图所示，转化为 Ｐ 值分布的 ＰＨＡＳＥ 图，具有显著高 Ｐ
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值的位点被选为候选的相位位点。 最后，根据 ｔａ－ｓｉＲＮＡ 受相应 ｍｉＲＮＡ 调控的现象，在预测

的候选相位区域两端预测 ｍｉＲＮＡ 靶位点，如果可以找到相应的结合位点，那么这段区域可

被认为是 ｔａｓｉＲＮＡ－ｌｉｋｅ 位点。

图 ２－４．１９　 四个拟南芥 ｐｈａｓｉＲＮＡ基因（ＴＡＳ）位点 ２１ｎｔ 小 ＲＮＡ读序分布及相位信号 （引自 Ｈｏｗｅｌｌ 等，２００７）

（２） Ｃｈｅｎ 算法

与 Ｈｏｗｅｌｌ 算法类似，Ｃｈｅｎ 等（２００７）也是主要考虑 ｔａ－ｓｉＲＮＡ 的相位分布特征，并构建了

一个统计 Ｐ值来查找候选的 ｔａ－ｓｉＲＮＡ 位点。 按照 ２１ｎｔ 一个相位大小，考虑 １１ 个相位长度

的一段区域（１１ 个相位，总 ２３１ｂｐ），ｎ 表示位于该 ２３１ｂｐ 区间的小 ＲＮＡ 读序数；ｋ 表示位于

该 ２３１ｂｐ 区间相位位置上的小 ＲＮＡ 读序数。 Ｐ 值越大，表示相位结构越明显（图 ２－４．２０）。

图 ２－４．２０　 相位基因 ＴＡＳ 基因的一个预测算法原理（Ｃｈｅｎ 等，２００７）
垂直箭头表示 ｐｈａｓｉＲＮＡ 的起始位点，竖线表示跟起始位置相距 ２１ｎｔ 的 ｓｉＲＮＡ 的相对位置；

用来统计分析几何分布 ｐｈａｓｉＲＮＡ 位点的可靠性公式，其中 ｎ表示在 ２３１ 碱基区域内不同小 ＲＮＡ
的数量，ｋ表示能够比对到相位排列方式的小 ＲＮＡ 数量

在水稻上，我们通过 Ｈｏｗｅｌｌ 等（２００７）和 Ｃｈｅｎ 等（２００７）方面找到了 ４ 个 ＴＡＳ３基因（Ｚｈｕ
等， ２００８）。 图 ２－４．２１ 给出了部分 ＴＡＳ位点 ２１ｎｔ 长度读序的 Ｈｏｗｅｌｌ 分布图。
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图 ２－４．２１　 水稻 ＴＡＳ 基因 ２１ｎｔ 小 ＲＮＡ 读序的相位值分布图（来自 Ｚｈｕ 等，２００８）

三、 ｍｉＲＮＡ和 ｓｉＲＮＡ靶基因预测

１． ｍｉＲＮＡ 靶基因预测

动物 ｍｉＲＮＡ 结合靶基因的机制相对复杂，植物 ｍｉＲＮＡ 主要通过接近完美的互补配对

结合到靶位点，对目标 ｍＲＮＡ 的直接切割。 植物 ｍｉＲＮＡ 和靶位点的结合有如下特征：１）一

般不超过 ３ 个碱基的错配；２）５’端前 １０ 个碱基结合很紧密，一般只允许 １ 个碱基的错配；３）
５’端第 １，１１，１２ 个碱基因为剪切功能的关系一般不允许有错配；４）一般没有连续的错配（ ＞
＝ ３ 个）出现。 由于植物 ｍｉＲＮＡ 识别靶位点的模式较为简单，所以植物 ｍｉＲＮＡ 靶位点的预

测软件相对较少，其中 ｍｉＲＵ 是一个网络平台，整合了已知的大部分植物 ｍＲＮＡ 和基因数

据，可通过提交 ｍｉＲＮＡ 在植物表达数据中预测是否有靶位点。 之后，Ｚｈａｏ 等在 ｍｉＲＵ 的基

础上开发了 ｐｓＲＮＡＴａｒｇｅｔ 网络平台（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｐｌａｎｔｇｒｎ．ｎｏｂｌｅ．ｏｒｇ ／ ｐｓＲＮＡＴａｒｇｅｔ ／ ）（图 ２－４．２２Ａ）。
它不仅可以预测提供小 ＲＮＡ 数据（ ＜２００Ｍｂ）在其植物基因数据库中预测靶位点，还可以提

供自己特定的基因数据（＜ １０００Ｍｂ）预测是否可以为已知 ｍｉＲＮＡ 的靶基因，另外，最灵活的

服务是你可以提供特定的小 ＲＮＡ 以及特定的植物基因数据，进行完全个性化的靶基因预

测，当然你的基因集大小有一定的限制（ ＜２００Ｍｂ）。 动物 ｍｉＲＮＡ 靶基因的预测也根据结合

位点的不同开发了很多的软件， 如 ｍｉＲｅｃｏｒｄｓ、 ＰｉｃＴａｒ、 ｍｉＲａｎｄａ、 ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ、 ＲＮＡｈｙｂｒｉｄ、
ｍｉｃｒｏＴａｒ、ＤＩＡＮＡ ＭｉｃｒｏＴ Ａｎａｌｙｚｅｒ、ＭｉｃｒｏＩｎｓｐｅｃｔｏｒ 和 ＴａｒｇｅｔＢｏｏｓｔ 等。

ＴＡＰＩＲ （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ． ｐｓｂ． ｕｇｅｎｔ． ｂｅ ／ ｗｅｂｔｏｏｌｓ ／ ｔａｐｉｒ ／ ） 则是另外一个预测植物

ｍｉＲＮＡ 靶基因的网络平台，有两种预测模式，一种是快速预测模式，还有一种是精确预测模

式（图 ２－４．２２Ｂ）。 快速预测模式应用的是经典的 ＦＡＳＴＡ 比对程序，对输入序列反向互补

后，与目标 ｍＲＮＡ 比对进行计算。 ｅ－ｖａｌｕｅ 的阈值设定为 １５０，搜索的 ｋ－ｔｕｐｌｅ 大小为 １，同时

计算了 ｍｉＲＮＡ－ｍＲＮＡ 复合体的自由能。 精确预测模式采用的是 ＲＮＡｈｙｂｒｉｄ 搜索引擎，它是

对经典 ＲＮＡ 二级结构预测算法的延伸，采取的是动态规划算法，并对 ｍｉＲＮＡ 与靶 ｍＲＮＡ 从

头到尾可能形成的复合体进行最小自由能计算，严格限制复合体中的凸起或环的长度。 利

用该搜索引擎，能够精确的计算复合体的自由能，但对 ｍｉＲＮＡ－ｍＲＮＡ 预测的敏感性会降低，
而且从速度上来讲要比之前的一些方法慢得多。

生物信息学·第二篇　 高通量测序数据分析
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图 ２－４．２２　 植物 ｍｉＲＮＡ 靶基因预测工具（Ａ）ｐｓＲＮＡＴａｒｇｅｔ 和（Ｂ）ＴＡＰＩＲ 网络服务平台界面
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２． ｓｉＲＮＡ 靶基因预测

尽管 ｓｉＲＮＡ 有着丰富的类型，但其行使功能还是通过与靶基因位点的序列互补来实现。
因此，ｍｉＲＮＡ 靶基因的预测软件也同样适用于 ｓｉＲＮＡ 的靶基因预测。

第三节　 长非编码 ＲＮＡ 鉴定与功能分析

一、 线性 ｌｎｃＲＮＡ鉴定

　 　 图 ２－４．２３　 植物中鉴定 ｌｎｃＲＮＡ 的流程

首先，我们需将 ＲＮＡ－ｓｅｑ 等转录组数据比对到基

因组上（可选用软件 ＴｏｐＨａｔ）；利用 Ｃｕｆｆｌｉｎｋ 等转录组拼

接软件可以得到新的转录本，用于之后 ｌｎｃＲＮＡ 的甄别。
鉴定 ｌｎｃＲＮＡ 最大的难点是确定转录组的非编码性，主
要通过过滤编码蛋白质的转录本实现。 第一是通过

ＯＲＦ 长度判别。 对于编码蛋白质的 ｍＲＮＡ 来说，其开

放阅读框（ＯＲＦ）长度一般大于 ３００ｎｔ，也就是说编码的

蛋白质链长度大于 １００ 个氨基酸。 因此，若 ＲＮＡ 序列

的 ＯＲＦ 小于 ３００ｎｔ，其编码蛋白质的可能性会非常小，
会被判定为 ｎｃＲＮＡ。 然而这种武断的判断方法会存在

一些问题，比如有些 ｌｎｃＲＮＡ 实际上其假定 ＯＲＦ 长度要

大于 ３００ｎｔ，因此在该标准下他们会被错误的划分为

ｍＲＮＡ。 类似的，有些 ＯＲＦ 长度小于此阈值的 ｍＲＮＡ 也

会被误判为 ｌｎｃＲＮＡ。 因此，可先根据 ＯＲＦ 保守性，采用

比较基因组学的方法进行甄别。 ｍＲＮＡ 的 ＯＲＦ 具有保

守性，即可编码蛋白质的转录本序列与已经注释的蛋白

质或蛋白质结构域有序列相似性。 因此可以采用

ＢＬＡＳＴＸ、Ｐｆａｍ 等方法，将拼接后得到转录组序列放到

蛋白质库进行搜索，根据比对得到的序列相似性得分来

判别是否可能编码蛋白。 不过值得注意的是，有些

ｍＲＮＡ 进化而来的 ｌｎｃＲＮＡ 也会表现出与蛋白质序列类

似序列，从而被错误的判断为 ｍＲＮＡ。 目前，我们采用

综合性方法进行甄别（ ｓｕｐｅｒｖｉｓｅｄ ｍａｃｈｉｎｅ ｌｅａｒｎｉｎｇ），如
利用 ＣＰＣ、ＣＯＮＣ、ｉｎｃＲＮＡ 等软件，他们可以通过比较肽

链长度、氨基酸构成、蛋白质同源性、二级结构、蛋白质

比对或表达等多种特征，建立分类模型。 图 ２－４．２３ 中

给出了我们鉴定 ｌｎｃＲＮＡ 的大致流程，可供大家参考和

学习。
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二、 环化 ＲＮＡ鉴定

１． 环状 ＲＮＡ 定义和特征

环状 ＲＮＡ 分子是一类由于反向剪切（ｂａｃｋ ｓｐｌｉｃｉｎｇ）形成的非编码 ＲＮＡ（图 ２－４．２４）。
尽管生物学家知道环状 ＲＮＡ 已经有 ２０ 年了（Ｎｉｇｒｏ 等，１９９１），但是一直认为它们是 ＲＮＡ 的

剪切错误造成的，或者认为它是某些病毒分子如植物类病毒等。 直到最近几年，由于高通量

测序和生物信息学方法的发展，在动物细胞内发现存在大量的内源性环状 ＲＮＡ 分子，而这

些环状 ＲＮＡ 根据其在基因组的分布，可以来源于外显子，称为外显子类型的环状 ＲＮＡ
（ｅｘｏｎｉｃ ｃｉｒｃＲＮＡ）（Ｚｈａｎｇ 等， ２０１４），也可以来自于基因的内含子，所谓内含子类型的环状

ＲＮＡ（ｉｎｔｒｏｎｉｃ ｃｉｒｃＲＮＡ）（Ｚｈａｎｇ 等，２０１３）等。

图 ２－４．２４　 环状 ＲＮＡ 分子的形成（引自 Ｂｏｌｉｓｅｔｔｙ 和 Ｇｒａｖｅｌｅｙ， ２０１３）

环状 ＲＮＡ 具有以下特点：（１）环状 ＲＮＡ 是一个闭合环状 ＲＮＡ 分子，存在于生物界的大

部分物种之中，包括人类、动物（老鼠，果蝇，线虫等）、植物（拟南芥，水稻等）等等；（２）环状

ＲＮＡ 是由特殊的可变剪切形成的，通常来源于外显子，存在于细胞质之中；也有来自于内含

子的环状 ＲＮＡ，一般存在细胞核之中；在细胞之中比线性 ＲＮＡ 分子更稳定，有较长的半衰

期，能抵抗 ＲＮＡａｓｅ Ｒ 的降解 （Ｐｅｔｋｏｖｉｃ 和 Ｍｕｌｌｅｒ， ２０１５）；（３）外显子环状 ＲＮＡ 分子两端经

常有较长的内含子，可能与它的形成机制有关系（Ｊｅｃｋ 等， ２０１４）；（４）环状 ＲＮＡ 广泛存在于

生物体各个组织和时期，和线性异构体同时存在，一般表达量较低，有时候它的表达量可能

超过它的线性转录本，而且有着较强的组织和时期表达特性（ Ｓａｌｚｍａｎ 等， ２０１３）；（５）环状

第 ２－４ 章　 非编码 ＲＮＡ 分析
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ＲＮＡ 也存在高度保守性，有一些则快速进化；（６）有些环状 ＲＮＡ 能作为竞争性内源分子，富
集于 ｍｉＲＮＡ 的结合位点，起到 ｍｉＲＮＡ 的海绵作用，从而解除 ｍｉＲＮＡ 对其靶标的调控作用

（Ｈａｎｓｅｎ 等， ２０１３； Ｍｅｍｃｚａｋ 等， ２０１３）；（７）大部分环状 ＲＮＡ 是非编码分子，不能翻译成蛋

白质（Ｇｕｏ 等， ２０１４）。 植物环状 ＲＮＡ 两端的内含子比线性基因的内含子长，趋势与动物和

人类上的研究一致；但与动物和人类上的环状 ＲＮＡ 相比，其两端的内含子不具有富集的重

复序列和反向互补序列。 植物上的环状 ＲＮＡ 表达存在时期和组织特异性，而且一些环状

ＲＮＡ 的表达与母基因呈现明显的正相关（Ｙｅ 等，２０１５；Ｌｕ 等，２０１５）。
２． 环状 ＲＮＡ 鉴定

总的来说，预测环状 ＲＮＡ 的方法可以分为以下三类：（１）候选分子方法；（２）亚读序比

对；（３）机器学习类方法。
（１） 候选分子方法。 Ｓａｌｚｍａｎ 等人（２０１２）首先根据基因组注释信息构建出许多理论上

存在的环状 ＲＮＡ 分子，然后利用 ＲＮＡ－ｓｅｑ 读序去比对这些假想的环状 ＲＮＡ 分子，如果读序

能刚好比对到反向剪切的切口处，则认为此环状 ＲＮＡ 分子是存在的。 后续研究中，他们改

进了算法，根据比对的质量构建了以 ＦＤＲ 为基础的过滤策略，然而这样的方法需要基因组

注释信息，对于没有完全基因组注释信息的基因组则无能为力，而且对于 ＲＮＡ－ｓｅｑ 的低覆

盖度区域也不是很有效（Ｇａｏ 等， ２０１５）。
（２） 亚读序比对。 这种方法的一般步骤是将不能比对到基因组上的读序（可能来自反

向剪切位点）裂开成两段，分别做比对，得到交替比对的情况，最后根据一系列过滤结果得到

最终的候选环状 ＲＮＡ。 这里面使用最广泛的工具就是 ｆｉｎｄ＿ｃｉｒｃ （ Ｍｅｍｃｚａｋ 等， ２０１３） （图

２－４．２５）。 当 ＲＮＡ－ｓｅｑ 读序比对到基因组上时，线性 ＲＮＡ 是可以很好的比对回去的，对于

环状 ＲＮＡ 来说，来自成环的剪接位点的读序不能直接比对回基因组上。 通过比对筛选出这

样的读序，也就是把比对不上的序列都提取出来。 然后，将这些比对不上的读序取两头

２０ｂｐ，变成亚读序。 接下来，将亚读序比对到基因组上后，检测这些亚读序是否是环状 ＲＮＡ
的短序列（ａｎｃｈｏｒ）。 需要检测的条件如下：ＧＵ ／ ＡＧ 在剪接位点的两侧出现；可以检测到清

晰的断裂点（ｂｒｅａｋｐｏｉｎｔ）；只支持 ２ 个错配（ｍｉｓｍａｔｃｈ）；断裂点不能在短序列（ａｎｃｈｏｒ）２ ｎｔ 之
外的地方出现；至少有两条读序支持这个反向剪切；比对正确的一个亚读序的位置要比它比

对到其他位置的分值高 ３５ 分以上。

图 ２－４．２５　 环状 ＲＮＡ 预测工具 ｆｉｎｄ＿ｃｉｒｃ 预测环状 ＲＮＡ 算法

（３） 机器学习类方法。 这种主要是从 ｄｅ ｎｏｖｏ 拼接的转录本中识别环状 ＲＮＡ 分子，使
用机器学习等方法区分环状 ＲＮＡ 和线性 ｌｎｃＲＮＡ。 首先是提取可以区分的特征，包括保守
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信息、序列特征、重复序列、ＳＮＰ 密度、转录本的开放阅读框（ＯＲＦ），然后使用机器学习或统

计等方法整合这些特征。 具体一些方法可参见有关文献 （ Ｐａｎ 和 Ｘｉｏｎｇ， ２０１５；Ｓｚａｂｏ 等，
２０１５）。

环状 ＲＮＡ 在植物上的研究相对落后于动物和人类，并且目前开发的环状 ＲＮＡ 预测软

件均针对动物或人类基因组，在植物之上预测的结果准确率较低，敏感度不高。 利用模式植

物水稻和拟南芥，我们和韩斌课题组试图回答环状 ＲＮＡ 在植物上的存在情况及其特征，并
据此开发一套适合植物基因组特点的环状 ＲＮＡ 预测软件，为植物环状 ＲＮＡ 的研究奠定基

础。 针对植物 ｃｉｒｃＲＮＡ 的鉴定，我们提出了改良的算法（Ｃｈｅｎ 等，２０１６）。 第一步将结合已

开发的多种融合 ＲＮＡ 位点查找软件，如 Ｔｏｐｈａｔ－Ｆｕｓｉｏｎ、ＳＴＡＲ－Ｆｕｓｉｏｎ、ＭａｐＳｐｌｉｃｅ、ｓｅｇｅｍｅｈｌ、
ｆｉｎｄ＿ｃｉｒｃ 等，希望能找到一个更全面的反向融合 ＲＮＡ 候选位点，从而最终提高方法的敏感

性；第二步设置适宜于水稻等植物基因组特征的参数对第一步获得的位点进行过滤。 首先

是水稻基因组序列特征，包括基因大小和重复序列（种类、不同大小、所占比例）等，与人类和

动物基因组存在明显差异。 在过滤步骤中，将考虑这些特征，包括如何避免重复序列产生的

错误、水稻 ｃｉｒｃＲＮＡ 的大小范围是多少、水稻剪切信号特别是非 ＧＴ－ＡＧ 信号、双端测序的读

序利用等。
环状 ＲＮＡ 可视化软件的开发，有利于我们对环状 ＲＮＡ 的理解和研究。 因此我们开发

了 ｃｉｒｃＲＮＡ＿ｐｏｃｋｅｔ（Ｚｈａｎｇ 等，２０１６），用于对已经鉴定了的环状 ＲＮＡ 的可视化。 通过该软

件，可以一目了然环状 ＲＮＡ 的组成、剪切位置以及可能存在的可变环化情况（图 ２－４．２６）。

图 ２－４．２６　 环状 ＲＮＡ 可视化软件 ｃｉｒｃＲＮＡ＿ｐｏｃｋｅｔ 结果示例（Ｚｈａｎｇ 等，２０１６）

我们使用去核糖体 ＲＮＡ－ｓｅｑ 等数据，分别在水稻和拟南芥之中鉴定到 １２ ０３７ 和 ６ ０１２
个环状 ＲＮＡ，其中水稻的几十个环状 ＲＮＡ 得到实验验证（Ｙｅ 等，２０１５；Ｌｕ 等，２０１５）。 大约

７００ 个外显子类型环状 ＲＮＡ 的母基因在水稻和拟南芥之间是同源基因，表明植物环状 ＲＮＡ
具有一定的保守性（一个例子见图 ２－４．２７）。 拟南芥和水稻中的环状 ＲＮＡ 表达存在时期和

组织特异性，其中 ２７ 个水稻外显子类型环状 ＲＮＡ 在有磷和无磷营养处理状态下，显著差异

表达，而且一些环状 ＲＮＡ 的表达与母基因呈现明显的正相关。 此外，在植物中也存在着可

变环化的现象（图 ２－４．２８），即通过不同的可变剪切方式可以形成不同的环状 ＲＮＡ 分子。
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图 ２－４．２７　 一个植物中保守的外显子类型环状 ＲＮＡ
上图表示环状 ＲＮＡ 来自于水稻和拟南芥同源基因的相同位置。 下图表示以拟南芥 Ａｔ３ｇ２６９９０ 基因

做参考的水稻 Ｏｓ０１ｇ７００６０ ＶＩＳＴＡ 图，竖线代表同源基因序列的相似程度（引自 Ｙｅ 等，２０１５）

图 ２－４．２８　 水稻中三个可变环化 ＲＮＡ 例举（引自 Ｌｕ 等，２０１５）
（Ａ）左上图部分是设计反向引物对“Ｏｓ１０ｃｉｒｃ０３５７４”的 ＰＣＲ 结果，左下图是利用桑格测序验证反向

剪接位点，红色箭头表示的是剪接信号位点：右图是一个环化 ＲＮＡ 位点 ７ 个可变环化结果的可视化。 长
方形表示外显子，实线表示内含子。 另外二个例子（Ｂ，Ｃ）图表示的意思与（Ａ）相同。
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三、 ｌｎｃＲＮＡ功能预测

１． ｌｎｃＲＮＡ 与 ＲＮＡ 分子互作预测

（１） ｌｎｃＲＮＡ 作为 ｍｉＲＮＡ 的诱捕靶标

ｍｉＲＮＡ 在动物和植物的生长发育中起着重要的调控作用。 为了实现这些调控功能，
ｍｉＲＮＡ 先与 ＡＧＯ 蛋白形成复合物，再通过碱基互补配对来绑定特定的信使 ＲＮＡ 序列，导致

信使 ＲＮＡ 的翻译受阻或在特定位点剪切。 Ｆｒａｎｃｏ－Ｚｏｒｒｉｌｌａ 等（２００７）在拟南芥中发现了一个

由磷酸盐饥饿诱导不编码蛋白的基因 ＩＰＳ１。 该基因能够与拟南芥中的 ｍｉＲ３９９ 的序列绑定

在一起，但是在 ｍｉＲ３９９ 的剪切位点形成了一个环状凸起结构。 因此 ＩＰＳ１基因无法被切割，
却能将 ｍｉＲ３９９ 隔绝起来。 而 ｍｉＲ３９９ 真正的靶向基因是 ＰＨＯ２，该基因编码泛素结合酶，对
维持细胞内蛋白质的产生和降解的平衡及维持细胞的稳态起着重要作用。 ＩＰＳ基因的存在，
使得 ｍｉＲ３９９ 靶向 ＰＨＯ２ 基因的活性受到抑制，像类似这种具有抑制 ｍｉＲＮＡ 功能的长非编

码 ＲＮＡ，定义为 ｅＴＭ（ ｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓ ｔａｒｇｅｔ ｍｉｍｉｃｓ）。 在动物中，常常将这类 ｌｎｃＲＮＡ 命名为

ｍｉＲＮＡ 海绵体或者 ｍｉＲＮＡ 诱饵（‘ｍｉＲＮＡ ｓｐｏｎｇｅ’ ｏｒ ‘ｍｉＲＮＡ ｄｅｃｏｙ’），其与植物中的区别

主要还是在于 ｍｉＲＮＡ 与靶标序列结合的方式不同。
利用人工靶向基因模拟序列可以研究特定 ｍｉＲＮＡ 的功能，目前科学家已经对 ｍｉＲＮＡ

与其 ｅＴＭ 的绑定规则有了了解，这为利用生物信息学方法大规模鉴定 ｅＴＭ 建立了基础。 基

于已有研究（Ｍｅｎｇ 等，２０１２；Ｂａｎｋ 等，２０１２；Ｗｕ 等，２０１３），目前预测 ｅＴＭ 主要用了如下方法

（Ｙｅ 等，２０１４）：首先，用 ＦＡＳＴＡ３ 程序包中的搜索引擎首先获得与 ｍｉＲＮＡ 反向互补的 ｃＤＮＡ
序列，在搜索过程中允许互补位点有一个较大的凸起；其次，对获得的序列进一步筛选，遵循

如下规则：１）在与相应 ｍｉＲＮＡ 互补配对的中间区域，必须存在一个 ３ 至 ５ 个核苷酸的凸起；
２）除了中间的凸起区域，所有的错配数要小于 ４，且不允许产生连续两个错配；３）除中间区

域外，其他地方不允许产生凸起。 与 ｍｉＲＮＡ 预测方法的发展过程一样，随着试验验证结果

的不断积累，ｅＴＭ 预测方法也在不断地被完善和改进。 例如新的研究建议遵循以下规则：１）
只允许在 ｍｉＲＮＡ ５’端序列上的第 ９ 到第 １２ 个位点出现凸起；２） ｅＴＭ 中的凸起部分由三个

核苷酸组成；３）在 ｍｉＲＮＡ ５’端第 ２ 到第 ８ 个位点要与 ｅＴＭ 完全配对，但允许 Ｇ ／ Ｕ 错配；４）
除了中间凸起部分，其余错配数要 ≤ ３，ｅＴＭ 的长度要大于 ２００ 个核苷酸（ Ｗｕ 等，２０１３）。
这些改进为今后全基因组上大规模鉴定 ｅＴＭ 和验证其功能提供了更加完善的方法。

（２） ｌｎｃＲＮＡ 与其他 ＲＮＡ 分子互作预测

计算预测 ＲＮＡ－ＲＮＡ 的互作是基于分子间的作用能，它是通过对两个 ＲＮＡ 分子的分子

内和分子间碱基配对的结合能进行估算。
Ｂｕｓｃｈ 等（２００８）通过结合分子杂化自由能以及互作时所需自由能，开发了 ＩｎｔａＲＮＡ 算

法。 如果给出两条潜在互作序列 Ｓ１ 和 Ｓ２，其长度分别为 ｎ和 ｍ。 他们之间的靶位点是一对

可定义的坐标［ｘ， ｙ］，ｘ 表示靶位点中的起始位点，而 ｙ 表示最后的坐标位点。 因此在 ＲＮＡ
与 ＲＮＡ 互作过程中，第一条序列 Ｓ１ 中的靶位点可以表示为［ ｉ， ｋ］，Ｓ２ 可以表示为［ ｊ， ｌ］，它
们的杂化能可以表示成 Ｅｈｙｂｒｉｄ（ ｉ， ｊ， ｋ， ｌ）。 随后他们提出递推公式来计算杂化能：

Ｈ（ ｉ，ｊ） ＝
ｍｉｎ
ｐ，ｑ
Ｅ ｌｏｏｐ（ ｉ，ｊ，ｐ，ｑ） ＋ Ｈ（ｐ，ｑ）{ } ，如果 Ｓ１

ｉ ，Ｓ２
ｊ 能成对

∞{
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其中 Ｅ ｌｏｏｐ（ ｉ，ｊ，ｐ，ｑ）代表成环的 ＲＮＡ 对中碱基对（ ｉ，ｊ）和（ｐ，ｑ）的自由能。 而最终的杂化

能可以由 ｍｉｎｉ，ｊ｛Ｈ（ ｉ，ｊ）｝计算获得。
第二点考虑的是 ＲＮＡ 互作对中靶位点的亲和性，可由以下公式计算：

ＺＳ ＝∑
Ｑ∈Ｓ
ｅ －
Ｅ（Ｑ）
ＲＴ ，Ｅｅｎｓ（Ｓ） ＝ － ＲＴｌｎ（Ｚｓ），ＥＤ（ ｉ，ｋ） ＝ Ｅｅｎｓ（Ｓｕｎｐａｉｒｅｄｉ，ｋ － Ｅｅｎｓ（ ｓ）

其中 ＺＳ 是序列 Ｓ的配分函数，Ｅ（Ｑ）是序列 Ｓ 折叠成二级结构时的自由能。 Ｅｅｎｓ（ ｓ）是

指折叠成特定结构的 Ｓ序列所拥有的集元能量。 Ｓｕｎｐａｉｒｅｄｉ，ｋ 是序列 Ｓ 中所有未能配对的结构集

合。 因此 ＥＤ（ ｉ，ｋ）≥０。 结合这两个主要参数，得到最后推导出的公式：

Ｈ（ ｉ，ｊ，ｋ，ｌ） ＝
ｍｉｎ
ｐ，ｑ
Ｅ ｌｏｏｐ（ ｉ，ｊ，ｐ，ｑ） ＋ Ｈ（ｐ，ｑ，ｋｌ）{ } ，如果 Ｓ１

ｉ ，Ｓ２
ｊ 能成对

∞{
由于计算 ＥＤ 值时，需要在两条 ＲＮＡ 中同时计算从第一个作用碱基到最后一个作用碱

基的配对情况。 因此，计算杂化能的时候需要扩充到四维矩阵 Ｈ（ ｉ，ｊ，ｋ，ｌ）。 这些公式的提

出，为以后研究 ＲＮＡ 与 ＲＮＡ 之间的互作，提供了重要基础。 Ｗｒｉｇｈｔ 等（２０１３）在 ＩｎｔａＲＮＡ 的

基础上，开发了 ＣｏｐｒａＲＮＡ，其主要改进是结合了比较基因组学方法。 最近，Ｔｅｒａｉ 等（２０１５）
提出了一个计算流程（图 ２ － ４． ２９），该流程结合了一系列软件（ Ｒａｃｃｅｓｓ， ＴａｎＴａｎ， ＬＡＳＴ，
ＩｎｔａＲＮＡ 和 ＲａｃｔＩＰ）用于预测人类中 ｌｎｃＲＮＡ－ＲＮＡ 的互作关系。 不过在植物中，像这类预测

方法和软件还有待深入研究。

图 ２－４．２９　 预测 ｌｎｃＲＮＡ 与 ＲＮＡ 互作综合算法流程 （引自 Ｔｅｒａｉ 等，２０１５）

２． ｌｎｃＲＮＡ 与蛋白质分子互作预测

已经有多个算法可以用来预测 ＲＮＡ 与蛋白质的互作关系。 在这些方法中，机器学习方

法，比如 Ｆｉｓｈｅｒ 线性判别分析、支持向量模型以及随机森林等可以用来判断 ＲＮＡ 与蛋白质

是否互作。 根据输入数据的不同格式，这些方法可以划分为三类，一类是基于序列的方法，
第二类是基于序列和结构的方法，第三类是基于实验数据的方法。

生物信息学·第二篇　 高通量测序数据分析
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ＲＰＩ－ｓｅｑ， ｃａｔＲＡＰＩＤ 和 ｌｎｃＰＲＯ 都是基于序列的方法，他们只需要 ＲＮＡ 以及蛋白质序列

作为输入数据。 在三个方法之中，ｃａｔＲＡＰＩＤ 和 ｌｎｃＰＲＯ 利用氨基酸和核苷酸的物理化学特

征来预测蛋白质和 ＲＮＡ 的二级结构，作为判别 ＲＮＡ 与蛋白是否互作的证据。 另一种方法

ＲＰＩ－Ｐｒｅｄ，在预测 ＲＮＡ 与蛋白质互作时，不仅用到了它们的序列信息，还需要用到 ＲＮＡ 与

蛋白质的三维结构作为输入数据。 通过三维结构可以得到蛋白质结构域以及 ＲＮＡ 的二级

结构，这些可以作为判别 ＲＮＡ 与蛋白质是否作用成对的特征。 相对来说，ＲＰＩ－Ｐｒｅｄ 方法准

确性更高，然而难度更大，因为目前只有为数不多的 ｌｎｃＲＮＡ 具有结构注释信息。 Ｐａｎｃａｌｄｉ
和 Ｂａｈｌｅｒ（２０１１）开发了基于多种实验数据的预测方法，这些实验数据包括蛋白质定位、ＲＮＡ
半衰期、核糖体分析以及帕尔斯分析。 对于该方法来说，由于可应用的数据更有限，所以难

度就来得更大了。 可见机器学习方法可能更适应以后的发展趋势。 为了评估预测的准确

度，还需要实验或其他方法交叉验证。 在这方面来看，用生物信息学的方法预测 ｌｎｃＲＮＡ 与

蛋白质的互作关系还是一个挑战，值得我们深入思考。

习　 题
１． 简述非编码 ＲＮＡ 类型。
２． 简述基于高通量测序数据的 ｍｉＲＮＡ 生物信息学预测方法。
３． 什么是长非编码 ＲＮＡ？ 举 ２ 个例子说明其功能。
４． 什么是相位 ｓｉＲＮＡ（ｐｈａｓｉＲＮＡ）基因？ 如何用生物信息学方法鉴定？
５． 非编码 ＲＮＡ 与作物育种有何关系？ 举例说明。

第 ２－４ 章　 非编码 ＲＮＡ 分析
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