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大黄鱼转录组水平 ｍｉＲＮＡ 的生物信息学分析
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［摘要］ 根据成熟 ｍｉＲＮＡ 序列在物种间高度保守的特性， ｍｉＲＮＡ 前体可以形成茎环状的二级结构， 以

及 ｍｉＲＮＡ 非编码的特性， 搭建出了 ｍｉＲＮＡ 挖掘的生物信息学流程， 并利用此流程在大黄鱼全转录组中进

行 ｍｉＲＮＡ 的挖掘， 得到 ５４ 条成熟 ｍｉＲＮＡ 序列以及 ５４ 条前体序列 （ｐｒｅ － ｍｉＲＮＡ）， 根据其种子区的序列将

其归为 ２９ 个 ｍｉＲＮＡ 家族。 通过对预测得到的 ｍｉＲＮＡ 前体序列同其他物种中相同家族的 ｍｉＲＮＡ 前体序列

构建系统进化树， 揭示出同一家族的 ｍｉＲＮＡ 前体在不同物种之间的保守性和多样性。 利用两种靶基因预测

软件， 对成熟 ｍｉＲＮＡ 进行靶基因预测， 共得到 ２３６０ 个靶基因， 并对这些靶基因使用 ＢＬＡＳＴ２ＧＯ 做了进一

步的 ＧＯ 注释和富集分析。
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０　 引言
小 ＲＮＡ （ｍｉｃｒｏＲＮＡ， ｍｉＲＮＡ） 是一种长度在 ２２ 个碱基左右的非编码、 内源性的单链 ＲＮＡ。 它
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广泛存在于动植物以及病毒中， 在转录后水平发挥着重要的作用［１ － ３］。 自 ２０ 世纪 ９０ 年代初期发现

ｍｉＲＮＡ［４］以来， 已有研究表明 ｍｉＲＮＡ 调控着一些基本的细胞功能， 如： 增殖、 分化以及细胞的凋

亡［５ － ８］， 同时 ｍｉＲＮＡ 还发挥着一些生物学功能， 包括生长、 分化、 应激以及某些疾病的发生等［９ － １０］。
在大多数的情况下 ｍｉＲＮＡ 是对其靶基因进行负调控， 作用的基本原理是通过成熟的 ｍｉＲＮＡ 与靶基因

部分或全部结合， 抑制靶基因的表达， 从而产生调控靶基因的作用。 生物体形成 ｍｉＲＮＡ 的生物学过

程主要分为三步： 第一步， 发生在细胞核中， ｍｉＲＮＡ 基因被转录成为具有几百 ｂｐ 的初体 ｍｉＲＮＡ
（ｐｒｉ⁃ｍｉＲＮＡ）； 第二步， 初体 ｍｉＲＮＡ 通过酶的剪切可以形成具有发夹结构的前体 （ｐｒｅ⁃ｍｉＲＮＡ）， 随

后前体被运送到细胞质中； 最后一步， 在细胞质中， 前体被再次剪切形成成熟的 ｍｉＲＮＡ 序列［２，１１ － １２］。
大黄鱼 （Ｌａｒｉｍｉｃｈｔｈｙｓ ｃｒｏｃｅａ） 隶属于鲈形目， 石首鱼科， 黄鱼属， 是一种重要的海洋经济鱼类。

在已知的 ｍｉＲＮＡ 公共数据库 （ｍｉＲＢａｓｅ） 中并没有收录大黄鱼的 ｍｉＲＮＡ 序列， 已发表的文献中仅有

关于基因组水平的相关报道［１３］， 以及 ｐｏｌｙ Ｉ：Ｃ 刺激下 ｍｉＲＮＡ 变化的研究［１４］， 而没有针对全转录组水

平的相关研究报道。 预测新的 ｍｉＲＮＡ 的方法主要有： 高通量测序法、 克隆法以及利用生物信息预测

法［１５］。 相较而言， 前两种方法都比较耗时而且费用也较高， 而生物信息学预测法则耗时短且方便。
用生物信息学法挖掘 ｍｉＲＮＡ 可分为两种， 一种是从头预测， 其依据的原理是根据 ｍｉＲＮＡ 成簇的特点

挖掘已经确定的 ｍｉＲＮＡ 周围可能的 ｍｉＲＮＡ； 另一种是依据同源比对原理挖掘 ｍｉＲＮＡ。 前者受到诸多

因素的影响， 预测的结果并不是很理想。 在其他物种的研究［１６ － ２１］中， 使用后者预测 ｍｉＲＮＡ 报道多于

前者。 本文旨在利用生物信息学方法， 基于成熟 ｍｉＲＮＡ 序列在物种之间的高度保守性这一原理［２２］，
用笔者编写的脚本和软件去预测 ｍｉＲＮＡ 并对靶基因进行 ＧＯ （ｇｅｎｅ ｏｎｔｏｌｏｇｙ） 的注释和富集分析， 从

而为大黄鱼在全转录组水平上的 ｍｉＲＮＡ 研究提供可参考的数据， 有助于后续大黄鱼 ｍｉＲＮＡ 的研究。

１　 材料和方法
１􀆰 １　 数据和软件

ｍｉＲＮＡ 公共数据库 （ｍｉＲＢａｓｅ） 的版本为 Ｒｅｌｅａｓｅ ２１（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｍｉｒｂａｓｅ． ｏｒｇ ／ ）。 大黄鱼的全转

录组数据从 ＮＣＢＩ 数据库 （ｐｒｏｊｅｃｔ ａｃｃｅｓｓｉｏｎ ｎｕｍｂｅｒ ＰＲＪＮＡ２５４５３９） 以及蛋白质的非冗余数据库 （ｎｒ
ｄａｔａｂａｓｅ） 中下载。 使用的软件主要有比对软件 ＢＬＡＳＴ （版本为 ２􀆰 ２􀆰 ３１）、 二级结构预测软件 ＲＮＡｆｏｌｄ
（版本为 ２􀆰 １􀆰 ９， ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｔｂｉ． ｕｎｉｖｉｅ． ａｃ． ａｔ ／ ＲＮＡ）、 靶基因预测软件 ＲＮＡｈｙｂｒｉｄ （ｈｔｔｐ： ／ ／ ｂｉｂｉｓｅｒｖ．
ｔｅｃｈｆａｋ． ｕｎｉ － ｂｉｅｌｅｆｅｌｄ． ｄｅ） 和 ｍｉＲａｎｄａ（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｍｉｃｒｏｒｎａ． ｏｒｇ）。 ＧＯ 基因功能注释分析使用软件

ＢＬＡＳＴ２ＧＯ （ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｂｌａｓｔ２ｇｏ． ｃｏｍ）， 系统进化树采用 ＭＥＧＡ７（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｍｅｇａｓｏｆｔｗａｒｅ． ｎｅｔ）
构建。
１􀆰 ２　 生物信息预测 ｍｉＲＮＡ的主要流程

根据 ｍｉＲＮＡ 序列在物种间高度保守的特性， 搭建 ｍｉＲＮＡ 预测流程 （见图 １）， 其主要包含以下

几个步骤：
１） 利用 ＢＬＡＳＴ 将大黄鱼全转录组的序列同 ｍｉＲＮＡ 数据库中的动物 ｍｉＲＮＡ 做比对， ＢＬＡＳＴ 参数

中 Ｅ 值选择为 １０， 并设定 ｍｉＲＮＡ 序列与转录组序列错配不能超过 ３。
２） 将成熟 ｍｉＲＮＡ 序列比对到转录组序列上， 在其位置上下游各取 １００ 个碱基 （ｎｔ） 作为可能的

ｍｉＲＮＡ 前体， 根据现有的报道和 ｍｉＲＮＡ 数据库前体的长度， 设置前体最短为 ５５ ｎｔ。
３） 为去除 ｍｉＲＮＡ 中可能存在的编码序列， 将步骤 ２） 中产生的 ｍｉＲＮＡ 前体序列同蛋白质数据

库进行比对， 将比对到蛋白质数据库中的序列去掉。
４） 对步骤 ３） 中筛选得到的序列， 用 ＲＮＡｆｏｌｄ 软件预测二级结构， 将其中不能形成二级结构、

腺嘌呤和尿嘧啶比例大于 ７０％ 或小于 ３０％ 、 最小自由能和最小自由能系数分别大于 － ８４ ｋＪ ／ ｍｏｌ 和
０􀆰 ８ 的序列去除。

５） 用 ＳＶＭ 进行 ｍｉＲＮＡ 前体的分类， 先通过 ＳＶＭ 进行模型的训练， 训练出一个分类效果明显的

·９·
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Blast
Mismatch<=3

Blastx

大黄鱼转录组数据
Transcriptomic sequence of L.crocea

已知动物 miRNAs
Known animal miRNAs

可能的 miRNA 前体序列
Potential candidate miRNA precursor sequence

取比对序列的上下游 100 碱基
Extracted alignment sequences of 100 nt

upstream and 100 downstream

蛋白质数据库
Protein database

候选前体
Candidate precursor

候选发夹结构
Candidate hairpin structure

使用 SVM 区分真假前体
Identification of real and pseudo miRNA precursors by SVM

预测得到的 miRNAs
Predicted miRNAs

图 1 miRNA 挖掘流程

Fig.1 Pipeline of miRNA prediction

模型。 从 ｍｉＲＢａｓｅ 上下载得到的动物前体

序列， 用 ＲＮＡｆｏｌｄ 将其生成二级结构， 并从

中选取具有代表性的最小自由能、 最小自

由能系数、 ＧＣ 含量等 ３６ 个特征值， 将这

些特征值的数据作为 ＳＶＭ 输入的正集。 从

大黄鱼的编码区随机选择长度相似的序列

使用 ＲＮＡｆｏｌｄ 形成二级结构， 同样将 ３６ 个

特征值输入作为负集。
６） 将步骤 ５） 中产生的二级结构特征

值输入到训练好的 ＳＶＭ 模型中， 最后再根

据比对的位置得到最终的成熟的 ｍｉＲＮＡ。
１􀆰 ３　 ｍｉＲＮＡ靶基因的预测

ｍｉＲＮＡ 一般是结合靶基因 ｍＲＮＡ 的 ３′
ＵＴＲ 发挥作用， 不同的软件预测参数会有

不同， 这使得产生的结果在数量和范围上

也存在不同， 导致产生的假阳性结果增多。
为降低假阳性结果， 本研究使用 ｍｉＲａｎｄａ 和

ＲＮＡｈｙｂｒｉｄ 两种不同的软件， 将两种软件的

结果取交集作为最后的结果。 ＲＮＡｈｙｂｒｉｄ 具

体参数命令 （仅在 ｌｉｎｕｘ 下运行） 为： ＲＮＡ⁃
ｈｙｂｒｉｄ　 ⁃ｆ ２， ８ 　 ⁃ｃ 　 ⁃ｕ ２ 　 ⁃ｖ ３ 　 ⁃ｅ ⁃２３ ⁃ｐ
０􀆰 １　 ⁃ｄ １􀆰 ６５， ０􀆰 ２１ 　 ⁃ｔ 靶基因 ３′ＵＴＲ 序列

　 ⁃ｑ 成熟 ｍｉＲＮＡ 序列 ＞预测的靶基因。 ｍｉＲａｎｄａ 命令是： ｍｉＲａｎｄａ 成熟 ｍｉＲＮＡ 序列 ３′ＵＴＲ 序列　 ⁃ｓｃ
１６５　 ⁃ｅｎ　 ⁃２３　 ⁃ｓｔｒｉｃｔ　 ⁃ｑｕｉｅｔ ＞靶基因结果。
１􀆰 ４　 大黄鱼成熟 ｍｉＲＮＡ分析和 ｍｉＲＮＡ前体序列系统进化分析

对大黄鱼预测得到的 ｍｉＲＮＡ 进行初步的分析， 包括长度、 碱基频率等的初步统计， 使用 Ｐｙｔｈｏｎ
统计及用 Ｒ 语言绘制图形。 分析 ｍｉＲＮＡ 前体序列时， 挑选大黄鱼预测结果中家族成员较多的前体，
并从 ｍｉＲＢａｓｅ 中挑选了大西洋鲑 （Ｓａｌｍｏ ｓａｌａｒ） 、 斑马鱼 （Ｄａｎｉｏ ｒｅｒｉｏ） 、 红鳍东方鲀 （Ｆｕｇｕ
ｒｕｂｒｉｐｅｓ）、 金娃娃 （Ｔｅｔｒａｏｄｏｎ ｎｉｇｒｏｖｉｒｉｄｉｓ） 以及鲤鱼 （Ｃｙｐｒｉｎｕｓ ｃａｒｐｉｏ） 进行进化分析。
１􀆰 ５　 靶基因的功能注释和分析

首先将靶基因使用 ＢＬＡＳＴＸ 和 ＮＲ 数据库 （蛋白质非冗余数据库） 比对进行靶基因注释， 然后将

最优结果用 ＢＬＡＳＴ２ＧＯ 处理。 在流程搭建以及 ｍｉＲＮＡ 靶基因预测中， 均使用 Ｐｙｔｈｏｎ２􀆰 ７ 写成的脚本

进行处理， 运行环境为集美大学超级计算机平台下的 Ｃｅｎｔｏｓ６ 系统。

２　 结果与讨论
２􀆰 １　 预测得到的成熟 ｍｉＲＮＡ

按图 １ 所示的 ｍｉＲＮＡ 生物信息学挖掘流程， 将包含有 ８８ １０３ 条大黄鱼转录组序列比对到 ｍｉＲ⁃
Ｂａｓｅ 中的动物 ｍｉＲＮＡ 上， 其中 ｍｉＲＢａｓｅ 中包含了 ２６ ３３２ 条动物的 ｍｉＲＮＡ 序列。 成熟的 ｍｉＲＮＡ 在物

种之间是保守的， 因此在 ｍｉＲＢａｓｅ 中存在着较多的名称不同但序列相同的 ｍｉＲＮＡ， 为提高流程的运

行速度和方便后期的分析， 流程中使用的是去掉冗余序列后的 ｍｉＲＮＡ。 本研究去掉冗余后的 ｍｉＲＮＡ
为１４ ９９０条， 最后在大黄鱼全转录组水平上共挖掘预测得到 ５４ 个成熟的 ｍｉＲＮＡ 序列 （见表 １， 其中

名称相同但来源可能不同）。

·０１·
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ｈｔｔｐ： ／ ／ ｘｕｅｂａｏｂａｎｇｏｎｇ􀆰 ｊｍｕ􀆰 ｅｄｕ􀆰 ｃｎ ／ ｚｋｂ

表 １　 预测得到的大黄鱼 ｍｉＲＮＡ
Ｔａｂ． １　 Ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｍｉＲＮＡ ｉｎ Ｌ􀆰 ｃｒｏｃｅａ

编号
Ｎｏ􀆰

ｍｉＲＮＡ 名称
ｍｉＲＮＡ ｎａｍｅ

ｍｉＲＮＡ 序列
ｍｉＲＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

长度
Ｌｅｎｇｔｈ
／ ｎｔ

所属家族
Ｆａｍｉｌｙ

位置
Ｐｏｓｉｔｉｏｎ

前体长度
Ｌｅｎｇｔｈ ｏｆ

ｐｒｅｃｕｒｓｏｒ ／ ｎｔ

最小自由能
ＭＦＥ

／ （ｋＪ·ｍｏｌ － １）
１ ｌｃｒ⁃ｌｅｔ⁃７ｂ⁃３ｐ ＣＵＡＵＡＣＡＡＵＣＵＡＵＵＧＣＣＵＵＣＣＣ ２２ ｌｅｔ⁃７ ３′ ８７ － １６７． １６
２ ｌｃｒ⁃ｍｉＲ⁃２２⁃５ｐ ＡＧＵＵＣＵＵＣＡＣＵＧＧＣＡＡＧＣＵＵＵＡ ２２ ｍｉｒ⁃２２ ５′ １７６ － ３３１． ８０
３ ｌｃｒ⁃ｌｅｔ⁃７ｇ⁃５ｐ ＵＧＡＧＧＵＡＧＵＡＧＡＵＵＧＵＡＵＡＧＵＵ ２２ ｌｅｔ⁃７ ５′ ８７ － １６７． １６
４ ｌｃｒ⁃ｍｉＲ⁃１４９⁃３ｐ ＧＡＧＧＧＡＧＧＧＡＧＧＧＡＧＧＣＧＧＵＧＣ ２２ ｍｉｒ⁃１４９ ３′ １０５ － ２３１． ００
５ ｌｃｒ⁃ｍｉＲ⁃１９９ａ⁃５ｐ ＣＣＣＡＧＵＧＵＵＣＡＧＡＣＵＡＣＣＵＧＵＵＣ ２３ ｍｉｒ⁃１９９ ５′ ７６ － １６５． ４８
６ ｌｃｒ⁃ｍｉＲ⁃２０３⁃５ｐ ＡＧＵＧＧＵＵＣＵＣＧＡＣＡＧＵＵＣＡＡＣＡ ２２ ｍｉｒ⁃２０３ ５′ ７３ － １３６． ５０
７ ｌｃｒ⁃ｍｉＲ⁃７⁃１⁃３ｐ ＣＡＡＣＡＡＡＵＣＡＣＡＧＵＣＵＧＣＣＡ ２０ ｍｉｒ⁃７ ３′ ７７ － １２０． ９６
８ ｌｃｒ⁃ｍｉＲ⁃２０３ａ⁃５ｐ ＡＧＵＧＧＵＵＣＵＣＡＡＣＡＧＵＵＣＡＡＣＡＧＵＵ ２５ ｍｉｒ⁃２０３ ５′ ９８ － １５０． ３６
９ ｌｃｒ⁃ｍｉＲ⁃２９７ａ⁃５ｐ ＵＧＵＡＵＧＵＧＣＧＵＧＣＡＵＧＵＧＣＡＵＧＵ ２３ ｍｉ⁃２９７ ５′ １３１ － ２３２． ２６
１０ ｌｃｒ⁃ｍｉＲ⁃１２２⁃３ｐ ＡＡＣＧＣＣＡＵＵＡＵＣＡＣＡＣＵＡＡＡＵＡ ２２ ｍｉｒ⁃１２２ ３′ ８８ － １５９． ６０
１１ ｌｃｒ⁃ｍｉＲ⁃２９７ ＡＵＧＵＡＵＧＵＧＵＧＣＡＵＧＣＡＵＧＣＣＡＵＧ ２４ ｍｉｒ⁃２９７ ３′ ６３ － １０７． ９４
１２ ｌｃｒ⁃ｍｉＲ⁃３４ａ⁃３ｐ ＣＡＡＵＣＡＧＣＡＡＧＵＡＵＡＣＵＧＣＣ ２０ ｍｉｒ⁃３４ ３′ １００ － １６３． ８０
１３ ｌｃｒ⁃ｍｉＲ⁃１２４ｂ ＵＵＡＡＧＧＣＡＣＧＣＧＧＵＧＡＡＵＧＣＣＡ ２２ ｍｉｒ⁃１２４ ３′ １０１ － １８７． ３２
１４ ｌｃｒ⁃ｌｅｔ⁃７ｊ⁃３ｐ ＣＵＡＵＡＣＡＧＵＣＵＡＵＵＧＣＣＵＵＣＣ ２１ ｌｅｔ⁃７ ３′ １５４ － ３０９． １２
１５ ｌｃｒ⁃ｍｉＲ⁃１４２⁃５ｐ ＣＣＣＡＵＡＡＡＧＵＡＧＡＡＡＧＣＡＣＵＡＣ ２２ ｍｉｒ⁃１４２ ５′ １４３ － １７８． ９２
１６ ｌｃｒ⁃ｍｉＲ⁃１６ｃ⁃３ｐ ＵＣＣＡＧＵＡＵＵＧＡＵＣＧＵＧＣＵＧＣＵＧＡ ２３ ｍｉｒ⁃１５ ３′ ６５ － １１７． １８
１７ ｌｃｒ⁃ｍｉＲ⁃９２ａ⁃５ｐ ＧＧＵＵＧＧＧＡＧＡＧＧＵＡＧＣＡＡＵＧＣＵ ２２ ｍｉｒ⁃２５ ５′ ５６ － １１８． ８６
１８ ｌｃｒ⁃ｍｉＲ⁃２０２⁃５ｐ ＵＵＣＣＵＡＵＧＣＡＵＡＵＡＣＣＵＵＵＵＵ ２１ ｍｉｒ⁃２０２ ５′ ７８ － １２４． ７４
１９ ｌｃｒ⁃ｍｉＲ⁃２０２⁃３ｐ ＡＧＡＧＧＣＡＵＡＧＧＧＣＡＵＧＧＧＡＡＡＡ ２２ ｍｉｒ⁃２０２ ３′ ７８ － １２４． ７４
２０ ｌｃｒ⁃ｍｉＲ⁃２０３ｂ⁃３ｐ ＧＵＧＡＡＡＵＧＵＵＵＡＧＧＡＣＣＡＣＵＵＧ ２２ ｍｉｒ⁃２０３ ３′ ６４ － ９７． ０２
２１ ｌｃｒ⁃ｍｉＲ⁃２１９⁃３ｐ ＧＧＡＧＵＵＧＵＧＧＡＵＧＧＡＣＡＵＣＡＣＧＣ ２３ ｍｉｒ⁃２１９ ３′ ９８ － １８１． ０２
２２ ｌｃｒ⁃ｍｉＲ⁃１４４ ＣＡＧＧＡＵＡＵＣＡＵＣＵＵＡＵＡＣＵＧＵ ２１ ｍｉｒ⁃１４４ ３′ ７２ － １１８． ４４
２３ ｌｃｒ⁃ｍｉＲ⁃１４５⁃３ｐ ＧＧＡＵＵＣＣＵＧＧＡＡＡＵＡＣＵＧＵＵＣＵＵ ２３ ｍｉｒ⁃１４５ ３′ ７０ － １３０． ２０
２４ ｌｃｒ⁃ｍｉＲ⁃１５０ ＣＵＣＣＣＡＡＵＣＣＵＵＧＵＡＣＣＡＧＵＧＵ ２２ ｍｉｒ⁃１５０ ５′ ９５ － １８４． ８０
２５ ｌｃｒ⁃ｍｉＲ⁃１２７５ ＧＵＧＧＧＧＧＡＧＧＧＧＣＵＧＵＣ １７ ｍｉｒ⁃１２７５ ５′ ６４ － １３７． ３４
２６ ｌｃｒ⁃ｍｉＲ⁃１８４ ＵＧＧＡＣＧＧＡＧＡＡＣＵＧＡＵＡＡＧＧＧＵ ２２ ｍｉｒ⁃１８４ ３′ ９２ － １５９． ６０
２７ ｌｃｒ⁃ｍｉＲ⁃１２２ｂ ＡＧＵＧＵＧＡＣＡＡＵＧＧＵＧＵＵＵ １８ ｍｉｒ⁃１２２ ３′ ８９ － １６７． １６
２８ ｌｃｒ⁃ｍｉＲ⁃７⁃５ｐ ＵＧＧＡＡＧＡＣＵＡＧＵＧＡＵＵＵＵＧＵＵＧＵＵ ２４ ｍｉｒ⁃７ ５′ ７６ － １１３． ８２
２９ ｌｃｒ⁃ｍｉＲ⁃２７２３ ＣＡＧＣＡＧＵＧＧＧＣＧＵＣＵＧＵＧ １８ － ５′ ７２ － １２８． １０
３０ ｌｃｒ⁃ｍｉＲ⁃１８８９⁃５ｐ ＡＡＵＣＡＣＡＵＡＵＵＧＵＡＡＣＡＧＵＧＧ ２１ ｍｉｒ⁃１８８９ ５′ ８５ － １２６． ００
３１ ｌｃｒ⁃ｍｉＲ⁃２９８５ ＧＵＧＧＧＵＧＧＡＡＵＡＧＵＡＵＡＡＣＡＡＵ ２２ ｍｉｒ⁃２９８５ ５′ ６９ － １７２． ２０
３２ ｌｃｒ⁃ｍｉＲ⁃１９９ｂ⁃３ｐ ＡＣＡＧＵＡＧＵＣＵＧＣＡＣＡＵＵＧＧＵＵＡ ２２ ｍｉｒ⁃１９９ ３′ １００ － １９８． ６６
３３ ｌｃｒ⁃ｍｉＲ⁃３５２９ ＧＧＣＡＧＡＣＵＧＵＧＡＵＵＵＧＵＵＧＵ ２０ ｍｉｒ⁃３５２９ ５′ ７７ － １１０． ０４
３４ ｌｃｒ⁃ｍｉＲ⁃２９８５ ＵＧＵＵＡＵＡＧＵＡＵＣＣＣＡＣＣＵＡＣＣＣ ２２ ｍｉｒ⁃２９８５ ３′ ６９ － １７２． ２０
３５ ｌｃｒ⁃ｍｉＲ⁃４１２１⁃３ｐ ＧＵＧＵＵＧＧＡＧＧＵＧＧＧＵＵＵ １７ － ３′ ５７ － １１７． １８
３６ ｌｃｒ⁃ｍｉＲ⁃３９６６ ＡＧＣＵＧＣＣＡＧＣＵＧＡＡＧＡＡＣＵＧＵ ２１ － ３′ １８１ － ３３１． ８０
３７ ｌｃｒ⁃ｍｉＲ⁃２９ａ⁃５ｐ ＡＣＵＧＡＵＵＵＣＣＣＵＵＧＧＵＧＣＵＵＡＧＡ ２３ ｍｉｒ⁃２９ ５′ ９４ － １５２． ４６
３８ ｌｃｒ⁃ｍｉＲ⁃１２９ｂ ＡＣＣＵＵＣＵＧＧＧＧＵＵＵＧＡＧＣＡＡＵＣＧ ２３ ｍｉｒ⁃１２９ ５′ ５７ － ９１． １４
３９ ｌｃｒ⁃ｍｉＲ⁃４９５７⁃３ｐ ＣＡＧＣＵＣＣＡＧＣＡＧＣＧＡＧＣＧＧ １９ － ３′ ５８ － １３６． ５０
４０ ｌｃｒ⁃ｍｉＲ⁃２１ ＵＡＧＣＵＵＡＵＣＡＧＡＣＵＧＧＵＧＵＵＧＧＣＵＧ ２５ ｍｉｒ⁃２１ ５′ ７７ － １７８． ９２
４１ ｌｃｒ⁃ｍｉＲ⁃２９ｃ⁃５ｐ ＡＣＣＧＡＵＵＵＣＵＵＵＵＧＧＵＧＵＵＣＡＧＡ ２３ ｍｉｒ⁃２９ ５′ ６０ － １０５． ４２
４２ ｌｃｒ⁃ｍｉＲ⁃１７８８ ＧＧＣＵＵＧＵＵＵＵＡＡＧＵＵＧＣＣＵＧＣＧＡ ２３ ｍｉｒ⁃１７８８ ５′ １０２ － １７７． ６６
４３ ｌｃｒ⁃ｍｉＲ⁃１５ａ⁃５ｐ ＧＵＡＧＣＡＧＣＡＣＧＧＡＡＵＧＧＵＵＵＧＵ ２２ ｍｉｒ⁃１５ ５′ ６９ － １４０． ７０
４４ ｌｃｒ⁃ｍｉＲ⁃１５ｄ⁃３ｐ ＣＡＧＧＣＣＡＵＡＣＵＧＵＧＣＵＧＣＣＧＣＡＧ ２３ ｍｉｒ⁃１５ ３′ ６９ － １４０． ７０
４５ ｌｃｒ⁃ｍｉＲ⁃２１９ｃ⁃３ｐ ＡＧＧＡＧＵＵＧＵＧＧＡＵＧＧＡＣＡＵＣ ２０ ｍｉｒ⁃２１９ ３′ ９４ － １８１． ０２
４６ ｌｃｒ⁃ｍｉＲ⁃４３０ｃ⁃５ｐ ＡＣＣＣＵＡＡＣＡＧＡＡＡＣＡＵＵＧＡＣＵ ２１ ｍｉｒ⁃４３０ ５′ ８３ － １３１． ８８
４７ ｌｃｒ⁃ｌｅｔ⁃７ａ⁃３⁃３ｐ ＣＵＡＵＵＣＡＡＣＣＵＡＣＵＧＵＣＵＵＵＣ ２１ ｌｅｔ⁃７ ３′ ９３ － １６５． ０６
４８ ｌｃｒ⁃ｍｉＲ⁃８１６０⁃３ｐ ＣＡＧＣＧＡＣＵＧＵＵＧＵＵＡＵＵＧＧＧＡ ２１ － ３′ １３２ － ２１３． ７８
４９ ｌｃｒ⁃ｍｉＲ⁃８８６２ ＵＧＣＵＧＡＧＣＧＧＵＧＧＣＣＧＧＧＣＣＣＵＣ ２３ － ５′ ５８ － １５５． ４０
５０ ｌｃｒ⁃ｍｉＲ⁃２９ｃ ＣＵＡＧＣＡＣＣＡＵＵＵＧＡＡＡＵＣＧＧＵＵＡＵ ２４ ｍｉｒ⁃２９ ３′ ９４ － １５２． ４６
５１ ｌｃｒ⁃ｌｅｔ⁃７ｃ ＵＧＡＧＧＵＡＧＵＡＧＧＵＵＧＵＡＵＡＧＵＵＵ ２３ ｌｅｔ⁃７ ５′ ９３ － １６５． ０６
５２ ｌｃｒ⁃ｍｉＲ⁃９３９９⁃３ｐ ＵＧＧＵＵＡＣＡＧＡＵＵＡＡＡＡＡ １７ － ３′ ６３ － ６８． ０４
５３ ｌｃｒ⁃ｌｅｔ⁃７ａ⁃３⁃３ｐ ＡＡＣＵＡＵＡＣＡＧＵＣＵＡＵＵＧＣＣＵ ２０ ｌｅｔ⁃７ ３′ １２３ － ２５３． ２６
５４ ｌｃｒ⁃ｍｉＲ⁃２９８５ａ⁃２⁃３ｐ ＵＧＵＵＡＵＧＧＵＡＵＵＣＣＡＣＣＵＵＣＣＣ ２２ ｍｉｒ⁃２９８５ ３′ １０７ － １９９． ０８
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由表 １ 可见， 大黄鱼 ｍｉＲＮＡ 序列长度 １７ ～ ２５ ｎｔ， 平均长度为 ２１ ｎｔ。 种子区是成熟 ｍｉＲＮＡ 序列

５′端第 ２ 至第 ８ 个碱基的区域， 此区域的序列具有高度保守的特性。 ｍｉＲＮＡ 依据种子区的序列进行家

族归类， ５４ 个成熟的 ｍｉＲＮＡ 序列最后归类为 ２９ 个 ｍｉＲＮＡ 家族， 其中 ｌｅｔ － ７ 家族是包含成熟 ｍｉＲＮＡ
最为丰富的 ｍｉＲＮＡ 家族， 在预测的结果中包含了 ６ 个成熟的 ｍｉＲＮＡ。 这一结果与其他很多研究是相

同的， 如 Ｈｕａｎｇ 等［１３］在大黄鱼全基因组上发现的 ｍｉＲＮＡ， 其中最为丰富的家族是 ｌｅｔ － ７ 家族。 在大

黄鱼的全基因组和全转录组中 ｌｅｔ － ７ 家族都比较丰富， 这说明 ｌｅｔ － ７ 家族无论是在大黄鱼的基因组水

平还是全转录组的水平中都发挥着很重要的作用。
２􀆰 ２　 成熟 ｍｉＲＮＡ长度及碱基分析

图 ２ 为预测 ｍｉＲＮＡ 和 ｍｉＲＢａｓｅ 中其他动物 （指的是 ｍｉＲＢａｓｅ 中收录的包含从海洋腔肠动物到陆

地高等脊椎动物） 的比较结果。 从长度分布来看， 大体的趋势是相似的， 预测得到大黄鱼 ｍｉＲＮＡ 长

度主要为 ２２ ｎｔ， 其次分别是 ２３ ｎｔ 和 ２１ ｎｔ。 长度分布存在不同， 主要的原因可能是计算的数量相差比

较大， 在 ｍｉＲＢａｓｅ 中动物成熟 ｍｉＲＮＡ 去掉冗余的序列后有 １４ ９９０ 条。
本研究发现每个碱基所占的比例分别为腺嘌呤 （Ａ） ２３􀆰 ８０％ 、 胞嘧啶 （Ｃ） １９􀆰 ７８％ 、 尿嘧啶

（Ｕ） ２９􀆰 ９６％ 、 鸟嘌呤 （ Ｇ） ２６􀆰 ４５％ 。 在之前婆罗洲猩猩 （Ｐｏｎｇｏ ｐｙｇｍａｅｕｓ） 以及黑猩猩 （Ｐａｎ
ｔｒｏｇｌｏｄｙｔｅｓ） ［２１］中发现的 ｍｉＲＮＡ 中胞嘧啶所占总体的比例也是最低的。 ｍｉＲＮＡ 每个位置的碱基频率

如图 ３ 所示， 说明不同物种之间 ｍｉＲＮＡ 碱基种类所占的比例也存在着相似之处。
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图 2 大黄鱼和其他动物 miRNA 序列长度分布比较

Fig.2 Comparison of miRNA length distribution
in large yellow croaker and other animals

说明： 横坐标为成熟 miRNA 序列 5′到 3′碱基位置，纵
坐标为四种碱基在该位置的占比。

Notes:Horizontal ordinate represents each position in mature miR鄄
NA sequence from 5′ to 3′, and the vertical ordinate represents four
kinds of nucleotides蒺 ratio.

图 3 miRNA 序列每个位置碱基频率分布

Fig.3 Base distribution of each position in miRNA sequences
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２􀆰 ３　 大黄鱼 ｍｉＲＮＡ前体的分析

预测得到的前体长度为 ５６ ～ １７６ ｎｔ， 平均长度为 ８８􀆰 ７ ｎｔ， 形成具有颈环发夹状二级结构的 ＲＮＡ
分子， 其中除了 ｍｉＲＮＡ 的前体外还有其他种类的 ＲＮＡ 分子如 ｍＲＮＡ、 ｔＲＮＡ 以及 ｒＲＮＡ。 在本流程结

果中， ｍｉＲＮＡ 前体的最小自由能为 － ３３１􀆰 ８０ ～ － ６８􀆰 ４ ｋＪ ／ ｍｏｌ， 平均最小自由能为 － １６２􀆰 ０２ ｋＪ ／ ｍｏｌ。
ｍｉＲＮＡ 前体在酶 （ＲＮａｓｅ Ⅲ ｅｎｚｙｍｅ Ｄｉｃｅｒ） 的作用下剪切成为成熟的 ｍｉＲＮＡ， 在生物体中有的前体可

以产生多个 ｍｉＲＮＡ， 但为了提高生物信息预测的准确性， 本流程只考虑一个前体生成一个成熟的

ｍｉＲＮＡ。 前体的最大特征就是可以自身形成茎环结构 （见图 ４）， 从本结果中随机选出的前体均能形

成茎环结构， 而且 ｍｉＲＮＡ 序列不在环上。
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Icr-mir-7-5p Icr-mir-92a-5p Icr-mir-129p Icr-mir-203a-5p Icr-mir-219-3p Icr-mir-2985

图 4 对预测出的 miRNA 前体进行二级结构检验

Fig.4 Test for the pre-miRNA secondary structure

２􀆰 ４　 ｍｉＲＮＡ前体序列进化分析

从预测的结果中选取 ４ 个 ｍｉＲＮＡ 家族共 ６ 条 ｍｉＲＮＡ 的前体序列和其他物种相同的 ４ 个 ｍｉＲＮＡ 家

族构建了进化树， 结果见图 ５。

图 5 基于前体序列构建的进化树

Fig.5 The phylogenetic trees of precursor sequences

·３１·
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从图 ５ 可以看出： 在 ｍｉｒ － １２ 家族中， 大黄鱼的 ｌｃｒ － ｍｉｒ － １２ 的前体和红鳍东方鲀 ｆｒｕ － ｍｉｒ － １２
的前体是极其相似的， 在进化树中被归为同一支， 这体现出同一家族 ｍｉＲＮＡ 前体序列在不同物种之

间的保守性； 但 ｍｉｒ － ２２ 家族和 ｍｉｒ － ３４ 家族与其他物种比较则差距较大， 表明这两个家族 ｍｉＲＮＡ 前

体在不同物种之间体现了多样性； ｍｉＲＮＡ 前体在不同物种之间有保守性也同时兼具多样性， 这一点

能从 ｍｉｒ － ２０３ 家族中体现出来， 大黄鱼的 ｌｃｒ － ｍｉｒ － ２０３ａ 和 ｌｃｒ － ｍｉｒ － ２０３ｂ 同红鳍东方鲀的 ｆｒｕ － ｍｉｒ
－ ２０３ 以及金娃娃的 ｔｎｉ － ｍｉｒ － ２０３ 归为同一支， 但与 ｌｃｒ － ｍｉｒ － ２０３ 却是有着明显的差别。 在之前其

他物种的研究［２３］中也有对 ｍｉＲＮＡ 前体保守性和多样性的证实。
２􀆰 ５　 ｍｉＲＮＡ靶基因预测及功能注释

为降低靶基因预测的假阳性结果， 本研究中使用 ＲＮＡｈｙｂｒｉｄ 和 ｍｉＲａｎｄａ 两种软件， 通过 ＲＮＡｈｙ⁃
ｂｒｉｄ 预测得到 ５２ 个 ｍｉＲＮＡ 调控２３ ３４８个基因 （这里的基因来自大黄鱼全基因组的注释文件中的 ｕｎｉ⁃
ｇｅｎｅ）， 通过 ｍｉＲａｎｄａ 得到 ５１ 个 ｍｉＲＮＡ 调控 ２３７３ 个基因， 取两结果的交集， 最终结果为预测出 ５１
个 ｍｉＲＮＡ 调控 ２３６０ 个靶基因。

将预测得到的靶基因进行注释和富集分析， 结果如图 ６ 所示。 在生物学过程 （ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｃｅｓｓ）
中， 注释得到的结果较多的是 ｃｅｌｌｕｌａｒ ｐｒｏｃｅｓｓ （细胞组成）； 在细胞组成中注释最多的是 ｃｅｌｌ （细胞）；
在 ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎ （分子功能） 中注释最多的前两位分别是 ｂｉｎｄｉｎｇ （结合） 和 ｃａｔａｌｙｔｉｃ ａｃｔｉｖｉｔｙ （催
化活性）。 这一结果同大黄鱼在基因组中预测得到的结果是相同的。

生物学过程 Biological process 细胞组成 Cellular component 分子功能 Molecular function

图 6 GO 注释结果

Fig.6 GO annotation result
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ｍｉＲＮＡ 靶基因 ＧＯ 注释的结果是将靶基因归类 （靶基因的 ＧＯ 注释结果见附录）， 利用超几何分

布计算方法对基因进行 ＧＯ ｔｅｒｍｓ 富集度统计分析， 计算出差异基因 ＧＯ ｔｅｒｍ 的 Ｐ 值或 ｑ 值， 再定位差

异基因最可能相关的 ＧＯ ｔｅｒｍ。 本研究按照三种分类分别做了 ＧＯ 富集分析， 对每一类只选取了富集

程度最高的前 １０ 个结果 （ｐ 值越小富集效果越明显）。 从富集的结果 （见表 ２） 看， 在生物学过程

中， 富集到最多的是 ｎｅｇａｔｉｖｅ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ｃｅｌｌ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ （平滑肌细胞迁移的负调控）， 以

及前 １０ 位中其他的几种。 生物学过程都是有关于负向调控的， 这和 ｍｉＲＮＡ 作用原理是相同的， 很多

ｍｉＲＮＡ 是结合靶基因， 从而抑制基因的表达， 起到负向调控的作用。 在细胞组成方面， 富集结果最

明显的是 ｅｘｔｒｉｎｓｉｃ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ｏｆ ｍｅｍｂｒａｎｅ （生物膜的外部组成）， 在分子功能方面， 富集最明显的是

ｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅ ｂｉｎｄｉｎｇ （微管结合） （见表 ２）。
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表 ２　 ＧＯ 富集结果

Ｔａｂ． ２　 Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ＧＯ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ

ＧＯ 类别 ＧＯ ＩＤ 描述
Ｄｅｓｃｒｉｐｔｉｏｎ

基因个数（比例）
Ｇｅｎｅ（Ｒａｔｉｏ）

背景基因个数
（比例）Ｂｇ（Ｒａｔｉｏ）

Ｐ 值
Ｐ ｖａｌｕｅ

生物学
过程

Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ
ｐｒｏｃｅｓｓ

ＧＯ：００１４９１２ Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ｃｅｌｌ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ
平滑肌细胞迁移的负调控

８（０． ４１％ ） １４（０． ０７％ ） ０． ０００ ０１２

ＧＯ：００３３１１９ Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＲＮＡ ｓｐｌｉｃｉｎｇ
ＲＮＡ 剪切负调控

１１（０． ５６％ ） ３４（０． １６％ ） ０． ０００ １９９

ＧＯ：００７２７１８ Ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ｃｉｓｐｌａｔｉｎ 对顺氯氨铂的反应 ６（０． ３１％ ） １１（０． ０５％ ） ０． ０００ ２２０

ＧＯ：００７１４１７ Ｃｅｌｌｕｌａｒ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ｏｒｇａｎｏｎｉｔｒｏｇｅｎ ｃｏｍｐｏｕｎｄ
细胞对有机氮化合物的反应

７３（３． ７２％ ） ５１０（２． ４７％ ） ０． ０００ ２４７

ＧＯ：００３１３３３ Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｏｍｐｌｅｘ ａｓｓｅｍｂｌｙ
蛋白复合物合成的负向调控

２５（１． ２７％ ） １２６（０． ６１％ ） ０． ０００ ２９４

ＧＯ：０００７２６４ Ｓｍａｌｌ ＧＴＰａｓｅ ｍｅｄｉａｔｅｄ ｓｉｇｎａｌ ｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎ
酶间接信号转换

１０２（５． ２％ ） ７７６（３． ７５％ ） ０． ０００ ４３８

ＧＯ：１９０１６９９ Ｃｅｌｌｕｌａｒ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｃｏｍｐｏｕｎｄ
细胞对含氮化合物的反应

７６（３． ８７％ ） ５４７（２． ６５％ ） ０． ０００ ４６６

ＧＯ：００５０７９４ Ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｅｌｌｕｌａｒ ｐｒｏｃｅｓｓ 细胞过程的调控 １２６５（６４． ４８％ ） １２ ６２３（６１． ０７％ ） ０． ０００ ５９２

ＧＯ：００５０６８６ Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｍＲＮＡ ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ
ｍＲＮＡ 处理负调控

１２（０． ６１％ ） ４４（０． ２１％ ） ０． ０００ ６０９

ＧＯ：００３２２７１ Ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ ｐｏｌｙｍｅｒｉｚａｔｉｏｎ
蛋白聚合作用调控

３７（１． ８９％ ） ２２４（１． ０８％ ） ０． ０００ ６１２

细胞
组成
Ｃｅｌｌｕｌａｒ

ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ

ＧＯ：００１９８９８ Ｅｘｔｒｉｎｓｉｃ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ｏｆ ｍｅｍｂｒａｎｅ
生物膜的外部组成

６０（３． ０４％ ） ４１４（１． ９８％ ） ０． ０００ ５５９

ＧＯ：０００５９１２ Ａｄｈｅｒｅｎｓ ｊｕｎｃｔｉｏｎ 附着结合部分 ９６（４． ８７％ ） ７４１（３． ５５％ ） ０． ０００ ８９８

ＧＯ：００１７０５９ Ｓｅｒｉｎｅ Ｃ － ｐａｌｍｉｔｏｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ ｃｏｍｐｌｅｘ
丝氨酸棕榈酰转移酶 Ｃ 复合物

５（０． ２５％ ） １０（０． ０５％ ） ０． ００１ ２６０

ＧＯ：００３１２１１ Ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃ ｒｅｔｉｃｕｌｕｍ ｐａｌｍｉｔｏｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ ｃｏｍｐｌｅｘ
内质网脂酰转移复合物

５（０． ２５％ ） １０（０． ０５％ ） ０． ００１ ２６０

ＧＯ：００７０１６１ Ａｎｃｈｏｒｉｎｇ ｊｕｎｃｔｉｏｎ 锚定链接部分 ９７（４． ９２％ ） ７７０（３． ６９％ ） ０． ００２ ０５９
ＧＯ：０００１９３１ Ｕｒｏｐｏｄ 尾肢 ５（０． ２５％ ） １２（０． ０６％ ） ０． ００３ ３７０
ＧＯ：００３００２７ Ｌａｍｅｌｌｉｐｏｄｉｕｍ 伪足 ４０（２． ０３％ ） ２７５（１． ３２％ ） ０． ００４ ０１９
ＧＯ：０００５７６８ Ｅｎｄｏｓｏｍｅ 内体 １２１（６． １４％ ） １０１６（４． ８７％ ） ０． ００４ ４６６
ＧＯ：００４８４７１ Ｐｅｒｉｎｕｃｌｅａｒ ｒｅｇｉｏｎ ｏｆ ｃｙｔｏｐｌａｓｍ 胞核周区 １０７（５． ４３％ ） ８８５（４． ２４％ ） ０． ００４ ６２９
ＧＯ：０００２１７８ Ｐａｌｍｉｔｏｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ ｃｏｍｐｌｅｘ 棕榈酰转移酶复合物 ５（０． ２５％ ） １３（０． ０６％ ） ０． ００５ ０５３

分子
功能

Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
ｆｕｎｃｔｉｏｎ

ＧＯ：０００８０１７ Ｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅ ｂｉｎｄｉｎｇ 微管结合 ５０（２． ５４％ ） ３３０（１． ５９％ ） ０． ０００ ６７２

ＧＯ：０００８４１３ ８ － ｏｘｏ － ７，８ － ｄｉｈｙｄｒｏｇｕａｎｏｓｉｎｅ ｔｒｉｐｈｏｓｐｈａｔｅ
ｐｙｒｏｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ 腺苷三磷酸酶的活性

３（０． １５％ ） ３（０． ０１％ ） ０． ０００ ８６２

ＧＯ：００３５５３９ ８ － ｏｘｏ － ７，８ － ｄｉｈｙｄｒｏｄｅｏｘｙｇｕａｎｏｓｉｎｅ ｔｒｉｐｈｏｓｐｈａｔｅ
ｐｙｒｏｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ 腺苷三磷酸酶的活性

３（０． １５％ ） ３（０． ０１％ ） ０． ０００ ８６２

ＧＯ：００３２４０３ Ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｏｍｐｌｅｘ ｂｉｎｄｉｎｇ 蛋白复合结合 １６９（８． ５７％ ） １４１３（６． ８３％ ） ０． ０００ ９７４

ＧＯ：００４４８７７ Ｍａｃｒｏｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｃｏｍｐｌｅｘ ｂｉｎｄｉｎｇ
大分子复合物的结合

２３８（１２． ０８％ ） ２０９１（１０． １％ ） ０． ００１ ５６９

ＧＯ：００１５６３０ Ｔｕｂｕｌｉｎ ｂｉｎｄｉｎｇ 微管蛋白结合 ６０（３． ０４％ ） ４３５（２． １％ ） ０． ００２ ２３２
ＧＯ：００１６５０３ Ｐｈｅｒｏｍｏｎｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ａｃｔｉｖｉｔｙ 信息素受体活性 ４（０． ２％ ） ７（０． ０３％ ） ０． ００２ ２６５
ＧＯ：０００１０６９ Ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｒｅｇｉｏｎ ＲＮＡ ｂｉｎｄｉｎｇ 调节区 ＲＮＡ 结合 ３（０． １５％ ） ４（０． ０２％ ） ０． ００３ ２０３
ＧＯ：０００８０９２ Ｃｙｔｏｓｋｅｌｅｔａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ ｂｉｎｄｉｎｇ 细胞骨架蛋白结合 １５７（７． ９７％ ） １３３９（６． ４７％ ） ０． ００３ ２４３
ＧＯ：００１６４０８ Ｃ － ａｃｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙＣ 酰基转移酶活性 ６（０． ３％ ） １７（０． ０８％ ） ０． ００３ ６３５
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３　 讨论
３􀆰 １　 ｍｉＲＮＡ生物信息学预测流程的优化

ｍｉＲＮＡ 自被发现以来一直成为非编码 ＲＮＡ 研究的焦点。 从挖掘 ｍｉＲＮＡ 方面来看， 从最初的克隆

法到现在的高通量测序法和生物信息法， 在不同的物种上都有对 ｍｉＲＮＡ 的相关研究， 目前国内相关

的报道中也有对 ｍｉＲＮＡ 的预测分析， 如宋长年等［２４］对 ３２ 种果树的 ｍｉＲＮＡ 生物信息学预测， 朱珊珊

等［２５］对美洲鲎的 ｍｉＲＮＡ 预测， 以及柳承璋等［２６］对淡水枝角水蚤 ｍｉＲＮＡ 的发掘， 但从生物信息学预

测的流程看还存在着许多的不足之处。 本研究优化了 ｍｉＲＮＡ 生物信息预测流程， 在比对方面， 本研

究使用 ＢＬＡＳＴ 比对尽可能多地预测得到 ｍｉＲＮＡ； ＢＬＡＳＴ 设置的 Ｅ 值一般都比较高， 这会使误差增

大， 而本研究设定错配碱基个数不大于 ３， 则可以在很大程度上降低这种误差； 对于预测中前体筛

选， 本研究使用了 ３６ 个特征值进行 ＳＶＭ 模型训练， 并使用该模型筛选前体的序列， 其中这 ３６ 个特

征值是文献 ［２２， ２７ － ２８］ 中报道的相关性比较大的特征值， 其训练的模型的分类效果也更明显，
从而降低了结果中的假阳性率， 使结果更为准确。
３􀆰 ２　 ｍｉＲＮＡ预测结果比较

本研究通过对预测得到的成熟 ｍｉＲＮＡ 序列同其他物种的碱基组成进行了比较， 发现本文结果同

之前的报道［２１］是相似的； 将预测得到的 ｍｉＲＮＡ 与 ｍｉＲＢａｓｅ 中 ｍｉＲＮＡ 序列的长度分布进行比较， 发

现预测 ｍｉＲＮＡ 的长度分布范围和 ｍｉＲＢａｓｅ 中的总体来说是相似的。 对于得到的前体， 分别进行了二

级结构的检验， 以及同其他几个物种前体序列一起构建了系统进化树， 发现与其近缘物种同一家族的

ｍｉＲＮＡ 前体显示出较高的保守性以及多样性， 这同文献 ［２５］ 对于 ｍｉＲＮＡ 前体进化分析的结果也是

相似的。 通过这些比较， 得出本流程预测得到的 ｍｉＲＮＡ 结果是较为准确的。
３􀆰 ３　 ｍｉＲＮＡ靶基因预测以及 ＧＯ 注释分析

国内现有的关于 ｍｉＲＮＡ 预测分析的文献， 很少有对 ｍｉＲＮＡ 进行靶基因的预测以及后续的分析，
而对于 ｍｉＲＮＡ 的研究最终还是要归结为对 ｍｉＲＮＡ 调控的靶基因研究。 本研究用两种靶基因预测软件

对挖掘得到的 ｍｉＲＮＡ 预测了靶基因， 并用 ＢＬＡＳＴ２ＧＯ 对靶基因进行了 ＧＯ 注释， 将其注释到生物学

过程、 细胞组成以及分子功能中， 再对 ＧＯ 注释的结果进行了富集分析。 本研究预测的 ｍｉＲＮＡ 靶基

因以及靶基因的 ＧＯ 注释都为大黄鱼 ｍｉＲＮＡ 后续研究奠定了基础。
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ｔｈｅｉｒ ｔａｒｇｅｔｓ ｉｎ ｌａｒｇｅ ｙｅｌｌｏｗ ｃｒｏａｋｅｒ （Ｌａｒｉｍｉｃｈｔｈｙｓ ｃｒｏｃｅａ） ［ Ｊ］． Ｇｅｎｅ， ２０１６， ５７６（１ ／ ２）：２６１⁃２６７． ＤＯＩ：１０． １０１６ ／ ｊ．
ｇｅｎｅ． ２０１５． １０． ０４４．

［１４］ ＱＩ Ｐ， ＧＵＯ Ｂ， ＺＨＵ Ａ， ｅｔ ａｌ． Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ Ｐｓｅｕｄｏｓｃｉａｅｎａ ｃｒｏｃｅａ ｍｉｃｒｏＲＮＡ ｔｒａｎｓｃｒｉｐ⁃
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ｌｕｓ ｇｅｎｏｍｅ ｕｓｉｎｇ ａｎ ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ ａｂ ｉｎｉｔｉｏ ａｎｄ ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ ｇｅｎｏｍｉｃ ａｐｐｒｏａｃｈ ［ Ｊ］． Ｇｅｎｏｍｉｃｓ， ２００９， ９４（２）：１２５⁃１３１．
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［２０］ ＴＯＮＧ Ｃ Ｚ， ＪＩＮ Ｙ Ｆ， ＺＨＡＮＧ Ｙ Ｚ． Ｃｏｍｐｕｔａｔｉｏｎａｌ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉｃｒｏＲＮＡ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｓｉｌｋｗｏｒｍ ｇｅｎｏｍｅ ［Ｊ］． Ｊ Ｚｈｅｊｉａｎｇ
Ｕｎｉｖ Ｓｃｉ Ｂ， ２００６， ７（１０）：８０６⁃８１６． ＤＯＩ：１０． １６３１ ／ ｊｚｕｓ． ２００６． Ｂ０８０６．

［２１］ ＷＡＮＧ Ｂ． Ｂａｓｅ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｍａｍｍａｌｉａｎ ｍｉＲＮＡｓ ［Ｊ ／ ＯＬ］． Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｎｕｃｌｅｉｃ Ａｃｉｄｓ， ２０１３， ｈｔｔｐ： ／ ／
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［２２］ ＢＡＴＵＷＩＴＡ Ｒ， ＰＡＬＡＤＥ Ｖ． ｍｉｃｒｏＰｒｅｄ： ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｅ⁃ｍｉＲＮＡｓ ｆｏｒ ｈｕｍａｎ ｍｉＲＮＡ ｇｅｎｅ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ［Ｊ］．
Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ， ２００９， ２５（８）：９８９⁃９９５． ＤＯＩ：１０． １０９３ ／ ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ ／ ｂｔｐ１０７．

［２３］ ＢＡＲＩＫ Ｓ， ＳＡＲＫＡＲＤＡＳ Ｓ， ＳＩＮＧＨ Ａ， ｅｔ ａｌ． Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｖｅａｌｓ ｃｏｎｓｅｒｖａｔｉｏｎ ａｎｄ ｄｉｖｅｒｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉｃｒｏ ＲＮＡ１６６
ｇｅｎｅｓ ａｍｏｎｇ ｄｉｖｅｒｓｅ ｐｌａｎｔ ｓｐｅｃｉｅｓ ［Ｊ］． Ｇｅｎｏｍｉｃｓ， ２０１４， １０３（１）：１１４⁃１２１． ＤＯＩ：１０． １０１６ ／ ｊ． ｙｇｅｎｏ． ２０１３． １１． ００４．

［２４］ 宋长年， 贾启东， 王晨， 等． ３２ 种果树 ｍｉｃｒｏＲＮＡ 的生物信息学预测与分析 ［ Ｊ］． 园艺学报， ２０１０， ３７（６）：
８６９⁃８７９．

［２５］ 朱珊珊， 翁朝红， 肖世俊， 等． 美洲鲎 ｍｉＲＮＡ 的生物信息学挖掘与分析 ［ Ｊ］． 集美大学学报 （自然科学版），
２０１６， ２１（２）： １０７⁃１１４．

［２６］ 柳承璋， 李富花， 相建海． 淡水枝角水蚤 （Ｄａｐｈｎｉａ ｐｕｌｅｘ） 微小 ＲＮＡ （ｍｉＲＮＡ） 的生物信息学发掘与分析

［Ｊ］． 海洋与湖沼， ２０１３， ４４（４）： ８３７⁃８４５．
［２７］ ＤＩＮＧ Ｊ， ＺＨＯＵ Ｓ， ＧＵＡＮ Ｊ． ＭｉＲｅｎＳＶＭ： ｔｏｗａｒｄｓ ｂｅｔｔｅｒ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉｃｒｏＲＮＡ ｐｒｅｃｕｒｓｏｒｓ ｕｓｉｎｇ ａｎ ｅｎｓｅｍｂｌｅ ＳＶＭ

ｃｌａｓｓｉｆｉｅｒ ｗｉｔｈ ｍｕｌｔｉ⁃ｌｏｏｐ ｆｅａｔｕｒｅｓ ［ Ｊ ／ ＯＬ］． ＢＭＣ Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ， ２０１０ （ Ｓ１１）． ｈｔｔｐ： ／ ／ ｌｉｎｋ． ｓｐｒｉｎｇｅｒ． ｃｏｍ ／ ａｒｔｉｃｌｅ ／ １０．
１１８６ ／ １４７１⁃２０１５⁃１１⁃Ｓ１１⁃Ｓ１１．

［２８］ ＮＧ Ｋ Ｌ， ＭＩＳＨＲＡ Ｓ Ｋ． Ｄｅ ｎｏｖｏ ＳＶＭ ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｅｃｕｒｓｏｒ ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ ｆｒｏｍ ｇｅｎｏｍｉｃ ｐｓｅｕｄｏ ｈａｉｒｐｉｎｓ ｕｓｉｎｇ ｇｌｏｂａｌ
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