
　 第 ２１ 卷　 第 ２ 期 集美大学学报 （自然科学版） Ｖｏｌ． ２１　 Ｎｏ． ２
　 　 ２０１６ 年 ３ 月 Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｊｉｍｅｉ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ（Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ） Ｍａｒ． ２０１６

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

　 　 ［收稿日期］ ２０１５ － ０８ － ３１　 　 　 　 ［修回日期］ ２０１５ － １０ － １２
［基金项目］ 国家自然科学基金资助项目 （４１１０６１４４）； 福建省自然科学基金资助项目 （２０１４Ｊ０１１３２）； 集美大学

博士科研启动基金项目 （Ｃ６１３００１）
［作者简介］ 朱珊珊 （１９９０—）， 女， 硕士生， 从事水产养殖方向研究。 通信作者： 翁朝红 （１９７１—）， 女， 教

授， 从事海洋生物分子技术方向研究， Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｗｅｎｇｚｈａｏｈｏｎｇ＠ ｊｍｕ． ｅｄｕ． ｃｎ。

［文章编号］ １００７ － ７４０５（２０１６）０２ － ０１０７ － ０８

美洲鲎 ｍｉＲＮＡ 的生物信息学挖掘与分析

朱珊珊１，２， 翁朝红１，２， 肖世俊１，２， 韩兆方１，２， 谢仰杰１，２

（１． 集美大学水产学院， 福建 厦门 ３６１０２１； ２． 农业部东海海水健康养殖重点实验室， 福建 厦门 ３６１０２１）

［摘要］ 利用 ｍｉＲＢａｓｅ 数据库中已有动物的小 ＲＮＡ （ｍｉＲＮＡ）， 通过生物信息学方法对美洲鲎 （Ｌｉｍｕｌｕｓ
ｐｏｌｙｐｈｅｍｕｓ） 表达序列标签 （Ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ Ｔａｇ， ＥＳＴ） 和 ｃＤＮＡ 进行序列比对， 挖掘美洲鲎 ｍｉＲＮＡ，
得到了 ７２ 个 ｍｉＲＮＡ 前体 （ｐｒｅ⁃ｍｉＲＮＡ）、 ４９ 个可编码成熟 ｍｉＲＮＡ， 隶属于 ４０ 个 ｍｉＲＮＡ 家族。 ｍｉＲＮＡ 家族

归类结果表明， 无论在低等脊椎动物还是高等动物中， ｍｉＲＮＡ 家族的存在都是相当保守的。 以 ｍｉＲ－１０ 基

因前体为例， 分析其序列与其他物种同源序列的差异， 显示 ｍｉＲＮＡ 序列的高度保守性。 ｍｉＲ－１０ 前体序列

分析系统进化发现， 物种聚类与传统分类亲缘关系一致。
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Ｋｅｙｗｏｒｄｓ： ｍｉＲＮＡ； Ｌｉｍｕｌｕｓ ｐｏｌｙｐｈｅｍｕｓ； ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ； ｍｉｎｉｎｇ

０　 引言
小 ＲＮＡ （ｍｉＲＮＡ 或 ｍｉｃｒｏＲＮＡ） 广泛存在于病毒、 多细胞动物和植物中， 是一类内源性、 长度在

２０ ～ ２５ ｂｐ 之间的非编码单链 ＲＮＡ， 它通过与靶基因的 ｍＲＮＡ 互补配对在转录水平上对基因的表达进

行负调控， 导致靶基因 ｍＲＮＡ 的降解或者抑制其翻译过程， 从而抑制相关蛋白质的合成。 动物、 植

物、 病毒和藻类的基因组中都普遍存在着大量的 ｍｉＲＮＡ［１ － ５］， 并且在动物基因组中， ｍｉＲＮＡ 是最常
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见的一类基因调控原件。 在生物体中， 首先形成一个较长的前体 ｍｉＲＮＡ （ｐｒｉ－ｍｉＲＮＡ）； 然后通过细

胞核中的核糖核酸酶Ⅲ （ＲＮａｓｅⅢ） 形成特殊的发卡状 ＲＮＡ 前体 （ｐｒｅ－ｍｉＲＮＡｓ）， Ｐｒｅ－ｍｉＲＮＡｓ 再进

入细胞质进一步被 ＲＮａｓｅⅢ Ｄｉｃｅｃｅｒ 加工成成熟的 ｍｉＲＮＡ［６ － ７］； 最后， 成熟的 ｍｉＲＮＡ 装配形成 ｍｉＲＮＡ
诱导的沉默复合体 （ｍｉＲＩＳＣｓ） 进而发挥功能， 并且诱导其靶 ｍＲＮＡ 翻译抑制或使与形成 ＧＯ 蛋白相

关的 ｍＲＮＡ 降解［８］。
据估计， 动物中约 ３０％ ～６０％编码蛋白质的基因受到 ｍｉＲＮＡ 的调控， 涉及已知的所有细胞生物

学过程［９ － １１］。 以 ｍｉＲ－１０ 为例， ｍｉＲ－１０ 是动物中分布最广泛的 ｍｉＲＮＡ， 已有的资料显示， ｍｉＲ－１０ 家

族成员都高度保守。 ｍｉＲ－１０ 通过积极给出促进血管新生信号来调节血管中的内皮细胞生成［１２］。
ｍｉＲ－１０能直接调节 ＦＬＴ１ 和 ｓＦＬＴ１ 表达水平， ＦＬＴ１ 是一种细胞表面的蛋白质， 能隔绝血管内皮生长

因子， ｓＦＬＴ１ 是 ＦＬＴ１ 的可溶性剪接变体［１３］。 敲除 ｍｉＲ－１０ 会导致斑马鱼 （Ｂａｒｃｈｙｄａｎｉｏ ｒｅｒｉｏｖａｒ） 幼体

胚节间的血管过早终止生长， 而 ｍｉＲ－１０ 过量表达会加速斑马鱼中的血管生成和人类脐静脉内皮细胞

生长［１４］。
鲎属节肢动物门 （Ａｒｔｈｒｏｐｏｄａ）， 肢口纲 （Ｍｅｒｏｓｔｏｍａｔａ）， 剑尾目 （Ｘｉｐｈｏｓｕｒｉｄａ）， 鲎科 （Ｌｉｍｕｒｏｉ⁃

ｄａｅ）， 是一种古老的海洋底栖节肢动物。 目前在 ｍｉＲＮＡ 注册数据库 （ｍｉＲＢａｓｅ） 中未发现美洲鲎或

中国鲎 ｍｉＲＮＡ 的序列， 其他有螯亚门的动物只有 ３ 种蜱螨类 （黑脚硬蜱 （ Ｉｘｏｄｅｓ ｓｃａｐｕｌａｒｉｓ）、 微小扇

头蜱 （Ｒｈｉｐｉｃｅｐｈａｌｕｓ ｍｉｃｒｏｐｌｕｓ） 和棉叶螨 （Ｔｅｔｒａｎｙｃｈｕｓ ｕｒｔｉｃａｅ）） 已有公布序列， 已报道还有 ２６３３ 个

昆虫纲 ｍｉＲＮＡ 以及其他重要模式生物［１５］。 自从第一个 ｍｉＲＮＡ （ ｌｉｎ － ４ ） 在绣 线 隐 杆 线 虫

（Ｃａｅｎｏｒｈａｂｄｉｔｉｓ ｅｌｅｇａｎｓ） 中被发现， 近年来， 通过直接克隆、 测序和原位杂交等技术手段发现了大量

的 ｍｉＲＮＡ 分子， 然而用这些方法来鉴定 ｍｉＲＮＡ 是低产量和随机的。 而动植物中的大部分 ｍｉＲＮＡ 在

进化过程中都是高度保守的， 基于已知的 ｍｉＲＮＡ 序列通过比较基因组学来预测新的 ｍｉＲＮＡ 同系物已

经成为一种有力的方法。 目前， 通过生物信息学方法在多种动植物体内成功发现了大量的

ｍｉＲＮＡｓ［１６ － １７］。 但是， 对于美洲鲎这种有 “活化石” 之称的水生节肢动物， 目前无任何 ｍｉＲＮＡ 相关

资料， 也没有通过生物信息学方法预测美洲鲎 ｍｉＲＮＡｓ 的报道。 本文运用生物信息学的方法对美洲鲎

的 ｍｉＲＮＡｓ 进行预测和分析， 以期为鲎 ｍｉＲＮＡ 的深入研究提供一定的理论依据。

１　 材料与方法
１􀆰 １　 数据收集与分析

美洲鲎表达序列标签 （Ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ Ｔａｇ， ＥＳＴ） 和 ｃＤＮＡ （共 ８５６８ 条） 从 ＮＣＢＩ 数据库

（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｎｃｂｉ． ｎｌｍ． ｎｉｈ． ｇｏｖ ／ ）下载。 已知动物的 ｍｉＲＮＡ 及其前体序列从 ｍｉＲＢａｓｅ 数据库（ｈｔｔｐ： ／ ／
ｍｉｃｒｏｒｎａ． ｓａｎｇｅｒ． ａｃ． ｕｋ ／ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ／ ，２０１４ 年 ６ 月）下载， 去除重复序列后， 以此作为参考数据库用于预

测美洲鲎中潜在的 ｍｉＲＮＡｓ。 从 ＮＣＢＩ 数据库中下载非冗余蛋白序列（ ｆｔｐ： ／ ／ ｆｔｐ． ｎｃｂｉ． ｎｌｍ． ｎｉｈ． ｇｏｖ ／
ｂｌａｓｔ ／ ｄｂ ／ ）用于删除潜在的蛋白质编码序列。
１􀆰 ２　 美洲鲎 ｍｉＲＮＡ 分子预测

将已知动物 ｍｉＲＮＡ 的非重复成熟序列通过 ＢＬＡＳＴ Ｎ 方法［１８］与美洲鲎的 ＥＳＴ 和 ｃＤＮＡ 序列进行比

对， ＢＬＡＳＴ Ｎ 参数设置如下： １） Ｅ 值设定为 １０； ２） ｗｏｒｄ ｓｉｚｅ 设定为 ７； ３） 比对位点与已知 ｍｉＲＮＡｓ
之间不匹配碱基数≤３ （包括缺失 ／插入和转换 ／颠换）。 提取比对位点上下游各 １００ 个核苷酸大小的

片段， 采用 ＢＬＡＳＴ Ｘ 方法与 ＮＣＢＩ 中下载的非冗余蛋白序列数据库进行比对分析， 删除蛋白质编码序

列。 利用 ＲＮＡｆｏｌｄ 软件 （ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｔｂｉ． ｕｎｉｖｉｅ． ａｃ． ａｔ ／ ～ ｉｖｏ ／ ＲＮＡ ／ ｉｎｄｅｘ． ｈｔｍｌ） ［１９ － ２０］预测茎环结构。
用 ＭｉＰｒｅｄ 软件（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｂｉｏｉｎｆ． ｓｅｕ． ｅｄｕ． ｃｎ ／ ｍｉＲＮＡ ／ ） ［２１］ 对候选的 ｐｒｅ－ｍｉＲＮＡ 序列鉴定是否具有

ｐｒｅ－ｍｉＲＮＡ 二级结构特征， 去除伪 ｐｒｅ－ｍｉＲＮＡ 序列。 所获得美洲鲎潜在 ｍｉＲＮＡ 分子必须遵循下列标

准： １） 来自 ＥＳＴｓ 或 ｃＤＮＡ 的同源序列与已知成熟的 ｍｉＲＮＡ 序列之间不超过 ３ 个核苷酸差异； ２）
ｍｉＲＮＡ 前体分子能够折叠成合适的发卡结构； ３） 成熟的 ｍｉＲＮＡ 位于发卡结构的一条臂上， 且发卡

·８０１·
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结构的环碱基数≤ ２０； ４） 发卡结构中， ｍｉＲＮＡ 分子与其互补序列的碱基差异不能多于 ６ 个； ５） 在

ｍｉＲＮＡ 成熟区无环状结构； ６） Ｐｒｅ－ｍｉＲＮＡ 二级结构最低自由能≤８３􀆰 ７３６ ｋＪ ／ ｍｏｌ。 筛选步骤见图 １。
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１􀆰 ３　 ｍｉＲＮＡ 家族归类及保守性分析

从 ｍｉＲＢａｓｅ 数据库（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｍｉＲ⁃
ｂａｓｅ． ｏｒｇ）中下载 ｍｉＲＮＡ 家族列表， 将预

测到的 ｍｉＲＮＡ 与已知家族成员进行比较，
确定该 ｍｉＲＮＡ 的家族。 并将确定的美洲

鲎 ｍｉＲＮＡ 家族与 ｍｉＢａｓｅ 数据库上已发布

的斑马鱼、 小鼠 （Ｍｕｓ ｍｕｓｃｕｌｕｓ） 、 人类

（Ｈｏｍｏ ｓａｐｉｅｎｓ） 、 黑腹果蝇 （Ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａ
ｍｅｌａｎｏｇａｓｔｅｒ） 的 ｍｉＲＮＡ 家族进行统计分

析， 研究美洲鲎与斑马鱼、 小鼠、 人类、
黑腹果蝇的 ｍｉＲＮＡ 家族的差异性。
１􀆰 ４　 ｍｉＲ－１０ 前体同源性分析

采用 Ｃｌｕｓｔａｌ Ｗ 方法对 ｍｉＲ－１０ 前体序

列与其同源序列进行多序列比对。
１􀆰 ５　 ｍｉＲＮＡ 前体序列系统进化分析

分别从 ｍｉＲｂａｓｅ 数据库中下载紫球海

胆 （Ｓｔｒｏｎｇｙｌｏｃｅｎｔｒｏｔｕｓ ｐｕｒｐｕｒａｔｕｓ） 、 绿海

胆 （Ｌｙｔｅｃｈｉｎｕｓ ｖａｒｉｅｇａｔｕｓ） 、 海星（Ｐａｔｉｒｉａ
ｍｉｎｉａｔａ） 、 文 昌 鱼 （Ｂｒａｎｃｈｉｏｓｔｏｍａ
ｌａｎｃｅｏｌａｔｕｍ） 、 绿 安 蜥 蜴 （Ａｎｏｌｉｓ
ｃａｒｏｌｉｎｅｎｓｉｓ） 、 眼 镜 蛇 王 （Ｏｐｈｉｏｐｈａｇｕｓ
ｈａｎｎａｈ） 、 斑 点 叉 尾 （ Ｉｅｔａｌｕｒｕｓ
ｐｕｎｅｔａｕｓ） 、 斑马鱼、 斑胸草雀 （Ｐｏｅｐｈｉｌａ ｇｕｔｔａｔａ） 、 大棕蝠 （Ｅｐｔｅｓｉｃｕｓ ｆｕｓｃｕｓ） 、 黑腹果蝇、 拟果蝇

（Ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａ ｓｉｍｕｌａｎｓ） 、 日本血吸虫 （Ｓｃｈｉｓｔｏｓｏｍａ ｊａｐｏｎｉｃｕｍ） 、 曼氏血吸虫 （Ｓｃｈｉｓｔｏｓｏｍａ ｍａｎｓｏｎｉ） 、
细粒棘球绦虫 （Ｅｃｈｉｎｏｃｏｃｃｕｓ ｇｒａｎｕｌｏｓｕｓ） 和多房棘球绦虫 （Ｅｃｈｉｎｏｃｏｃｃｕｓ ｍｕｌｔｉｌｏｃｕｌａｒｉｓ） 等物种的

ｍｉＲ－１０前体序列， 使用软件 ＭＥＧＡ ４０ 对美洲鲎与这些物种的 ｍｉＲ－１０ 前体序列进行比对分析， 并用

邻接法 （Ｎｅｉｇｈｂｏｒ－Ｊｏｉｎｉｎｇ， ＮＪ） 建立系统发育树， 初步分析美洲鲎 ｍｉＲＮＡ 在不同物种间的保守性及

进化关系。

２　 结果
２􀆰 １　 美洲鲎中潜在 ｍｉＲＮＡ 预测结果

本研究通过比较基因组学和生物信息学方法对美洲鲎 ｍｉＲＮＡ 进行了挖掘， 筛选出 ｍｉＲＮＡ 前体

７２ 个、 ｍｉＲＮＡ ４９ 个， 录属于 ４０ 个 ｍｉＲＮＡ 家族。 成熟 ｍｉＲＮＡ 长度为 １９ ～ ２３ 个核苷酸。 ４９ 条成熟

ｍｉＲＮＡ 中， １７ 条位于前体序列茎环结构的 ５′端， 其他 ３２ 条位于 ３′端。
有关美洲鲎 ｍｉＲＮＡ 的家族、 名字、 长度及其位置等具体信息见表 １。

２􀆰 ２　 新预测美洲鲎 ｍｉＲＮＡ 前体特点分析

７２ 条 ｐｒｅ－ｍｉＲＮＡ 的长度为 ４６ ～ １０２ 个核苷酸， 平均为 ７４ 个核苷酸； 二级结构折叠最小自由能为

－ ２􀆰 ６１ × １０６ ～ － ９􀆰 ０９ × １０５ Ｊ ／ ｍｏｌ， 平均为 － １􀆰 ７６ × １０７ Ｊ ／ ｍｏｌ。 碱基组成 Ｕ ＋ Ａ 的含量 （平均为

６８􀆰 ４％ ） 远高于 Ｇ ＋ Ｃ 含量 （平均为 ３１􀆰 ６％ ）。 ７２ 条 ｐｒｅ － ｍｉＲＮＡ 都具有典型的茎环发卡结构。 部分

ｐｒｅ － ｍｉＲＮＡ 的二级结构见图 ２。

·９０１·
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ｈｔｔｐ： ／ ／ ｘｕｅｂａｏｂａｎｇｏｎｇ􀆰 ｊｍｕ􀆰 ｅｄｕ􀆰 ｃｎ ／ ｚｋｂ

表 １　 新发现的美洲鲎 ｍｉＲＮＡ
Ｔａｂ． １　 Ｎｅｗ ｍｉＲＮＡｓ ｆｏｕｎｄ ｉｎ ｌｉｍｕｌｕｓ ｐｏｌｙｐｈｅｍｕｓ

编号
Ｎｕｍｂｅｒ

名称
Ｎａｍｅ

成熟序列
Ｍａｔｕｒｅ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ

长度 Ｌｅｎｇｔｈ
／ ｎｔ

家族
Ｆａｍｉｌｙ

基因组编号 ＩＤ
Ｇｅｎｏｍｅ ｎｕｍｂｅｒ

位置
Ｐｏｓｉｔｉｏｎ

１ ｌｐｏ⁃ｍｉＲ⁃４６６ｉ ＵＧＵＧＵＧＵＧＵＧＵＧＵＧＵＧＵＧＵＧ ２０ ４６７ ＞ ｇｉ５６９５９８２８６ ５′
２ ｌｐｏ⁃ｍｉＲ⁃１１８７ ＵＡＵＧＵＧＵＧＵＧＵＧＵＡＵＧＵＧＵＧＵＡＡ ２３ １１８７ ＞ ｇｉ５６９９３３５６８ ３′
３ ｌｐｏ⁃ｍｉＲ⁃１２７７ ＵＡＵＡＵＡＵＡＵＡＵＡＵＧＵＡＣＧＵＡＵ ２１ １２７７ ＞ ｇｉ５６９９３６４４２ ３′
４ ｌｐｏ⁃ｍｉＲ⁃２３２５ｃ ＧＧＵＵＧＵＵＵＵＵＵＵＵＣＵＵＵＵＵＣ ２１ ２３２５ ＞ ｇｉ５６９９４７３４０ ３′
５ ｌｐｏ⁃ｍｉＲ⁃１０ ＡＣＣＣＵＧＵＡＧＡＵＣＣＧＡＡＵＵＵＧＵ ２１ １０ ＞ ｇｉ５６９９６９０２１ ５′
６ ｌｐｏ⁃ｍｉＲ⁃３７５ ＵＵＵＧＵＵＣＧＵＵＵＧＧＣＵＣＧＡＧＵＵＡ ２２ ３７５ ＞ ｇｉ５１６４０５６０ ３′
７ ｌｐｏ⁃ｍｉＲ⁃２１９ｂ ＣＡＣＡＡＧＡＡＵＵＧＣＧＵＵＵＧＧＡＣＡＡ ２２ ２１９ ＞ ｇｉ５７００１１４９７ ３′
８ ｌｐｏ⁃ｍｉＲ⁃２３６１ ＧＵＵＧＵＧＵＵＧＵＵＵＵＵＵＵＵＵＧＵ ２１ ２３６１ ＞ ｇｉ５６９９８７０４９ ５′
９ ｌｐｏ⁃ｍｉＲ⁃４７０５ ＧＣＡＡＵＣＧＣＣＡＡＧＵＧＵＵＵＧＡ １９ ４７０５ ＞ ｇｉ２８３５１４００６ ５′
１０ ｌｐｏ⁃ｍｉＲ⁃１０１⁃１ ＡＧＵＵＡＵＣＡＣＡＵＵＧＵＧＵＵＧＣＵ ２０ １０１ ＞ ｇｉ２８３５００７１４ ３′
１１ ｌｐｏ⁃ｍｉＲ⁃３３８ ＣＵＧＣＡＧＵＣＡＣＡＧＧＡＵＡＵＵＧＵＵ ２１ ３３８ ＞ ｇｉ２８３５１９６７８ ３′
１３ ｌｐｏ⁃ｍｉＲ⁃４０００ａ ＵＵＵＵＵＡＵＵＵＡＡＵＵＵＵＣＣＡＵ １９ ４０００ ＞ ｇｉ２８３５４３１７２ ５′
１４ ｌｐｏ⁃ｍｉＲ⁃３７５５ ＵＧＵＡＵＡＵＡＵＡＧＡＵＧＵＡＵＡＵ １９ ３７５５ ＞ ｇｉ２８３５３９１７７ ５′
１５ ｌｐｏ⁃ｍｉＲ⁃１００６ ＵＧＵＡＵＡＵＡＵＡＧＡＵＧＵＡＵＡＵ １９ １００６ ＞ ｇｉ２８３５２４１６１ ５′
１６ ｌｐｏ⁃ｍｉＲ⁃３２４８ ＵＵＡＣＡＣＡＵＵＵＵＡＵＵＵＡＡＡＣ １９ ３２４８ ＞ ｇｉ２８３５３９１８３ ３′
１７ ｌｐｏ⁃ｍｉＲ⁃５０１１ ＧＵＧＵＡＵＡＵＡＵＡＵＡＧＧＣＡＵＧＣ ２０ ５０１１ 　 Ｃｏｎｔｉｇ１４０ ３′
１８ ｌｐｏ⁃ｍｉＲ⁃２９７ａ ＵＧＵＡＵＧＵＧＵＧＵＧＵＧＵＡＵＧＵ ２０ ２９７ ＞ ｇｉ２８３４９５９０１ ５′
１９ ｌｐｏ⁃ｍｉＲ⁃７５６２ ＧＵＧＡＵＣＡＣＧＵＧＵＧＵＧＵＧＵＧ ２０ ７５６２ ＞ ｇｉ２８３４９５４８８ ５′
２０ ｌｐｏ⁃ｍｉＲ⁃５５３ ＡＡＡＡＡＧＵＣＡＧＧＧＵＵＵＧＵＵＵ １９ ５５３ ＞ ｇｉ２８３５１２７９５ ３′
２１ ｌｐｏ⁃ｍｉＲ⁃７５４ｂ ＡＵＣＵＵＡＵＣＡＵＣＡＧＵＣＡＡＵＡ １９ ７５４ ＞ ｇｉ２８３５４３７２９ ３′

２２ ｌｐｏ⁃ｍｉＲ⁃４１１５ ＡＡＧＡＡＣＵＧＧＡＧＵＧＵＡＧＣＡＡ １９ ４１１５ ＞ ｇｉ ｜ ２８３４９９９９０ ｜ ｇｂ ｜
ＦＮ２２６７４３． １ ３′

２３ ｌｐｏ⁃ｍｉＲ⁃５４８ｄ ＡＡＧＡＡＡＵＵＡＵＵＧＵＡＵＵＵＧＣ １９ ５４８ ＞ ｇｉ２８３５２３１４９ ３′

２４ ｌｐｏ⁃ｍｉＲ⁃５４８ａｊ ＡＡＣＡＧＡＡＡＵＵＵＣＡＧＵＵＵＵＵ １９ ５４８ ＞ ｇｉ２８３５４３３５４ ３′
２５ ｌｐｏ⁃ｍｉＲ⁃６９６１ ＵＡＵＧＡＧＣＧＡＧＧＡＡＧＡＡＡＧＧＡＧＧＡ ２３ ６９６１ 　 Ｃｏｎｔｉｇ２４０ ３′
２６ ｌｐｏ⁃ｍｉＲ⁃３３５０ ＵＧＵＡＵＵＣＵＡＡＵＵＵＡＡＵＣＵＵＵ ２０ ３３５０ ＞ ｇｉ２８３５０１２８８ ５′
２７ ｌｐｏ⁃ｍｉＲ⁃１ ＵＡＡＵＵＵＵＵＵＡＵＡＡＵＵＣＡＵＡ １９ １ ＞ ｇｉ２８３４９５８６７ ５′
２８ ｌｐｏ⁃ｍｉＲ⁃４６６ ＵＡＵＧＵＧＵＡＵＡＵＵＵＡＵＡＵＡＵ １９ ４６６ ＞ ｇｉ２８３５４１６９２ ５′
２９ ｌｐｏ⁃ｍｉＲ⁃４６６ｆ ＵＧＵＧＵＧＵＧＵＧＵＧＵＧＵＡＵＧＵ ２０ ４６７ ＞ ｇｉ２８３５１４１３９ ３′
３０ ｌｐｏ⁃ｍｉＲ⁃４６６ｍ ＧＣＧＵＧＵＧＡＡＵＧＵＵＵＧＵＵＧＵ ２０ ４６７ ＞ ｇｉ２８３５２２９５０ ３′
３１ ｌｐｏ⁃ｍｉＲ⁃２１７７ ＡＧＡＡＡＵＵＵＡＡＵＧＵＵＵＡＡＵＵ １９ ２１７７ ＞ ｇｉ２８３５１１４６７ ３′
３２ ｌｐｏ⁃ｍｉＲ⁃２２１８ ＡＣＡＡＡＡＣＵＵＣＵＣＵＡＵＵＣＵＧＧＣ ２１ ２２１８ ＞ ｇｉ１１４１０６９９７ ３′
３３ ｌｐｏ⁃ｍｉＲ⁃３４ ＣＡＣＧＵＧＡＵＣＵＵＧＧＵＵＧＵＵＧＵ ２１ ３４ ＞ ｇｉ２８３５０１０８２ ３′
３４ ｌｐｏ⁃ｍｉＲ⁃Ｄ１４ ＡＡＡＡＵＡＵＡＡＵＡＡＣＡＧＡＣＡＵ １９ Ｄ１４ ＞ ｇｉ２８３５１１２１１ ５′
３５ ｌｐｏ⁃ｍｉＲ⁃６６９ｂ ＧＵＧＵＧＵＧＵＧＵＧＵＧＵＧＵＡＵＧ ２０ ４６７ ＞ ｇｉ２８３５１４１３９ ３′
３６ ｌｐｏ⁃ｍｉＲ⁃６６９ｍ ＵＧＵＧＣＧＵＧＣＡＵＧＵＧＵＡＵＡＵ ２０ ４６７ ＞ ｇｉ２８３５１２６８４ ３′
３７ ｌｐｏ⁃ｍｉＲ⁃６６９ｏ ＡＧＵＧＵＧＣＧＵＧＣＡＵＧＵＧＵＡＵ ２０ ４６７ ＞ ｇｉ２８３５１２６８４ ３′
３８ ｌｐｏ⁃ｍｉＲ⁃１９０ ＡＡＡＡＵＡＵＧＡＵＵＡＡＵＵＣＣＵＧ １９ １９０ ＞ ｇｉ２８３５２５３７３ ３′
３９ ｌｐｏ⁃ｍｉＲ⁃２３７０⁃３ｐ ＡＧＡＡＡＧＵＡＡＡＧＵＵＧＣＡＵＵＡ １９ ２３７０ ＞ ｇｉ２８３５４３９９１ ３′
４０ ｌｐｏ⁃ｍｉＲ⁃５３１７ａ ＣＵＵＧＵＵＵＣＡＧＵＡＵＣＧＵＣＧＵ １９ ５３１７ ＞ ｇｉ２８３５４３９３２ ５′

４１ ｌｐｏ⁃ｍｉＲ⁃２８０７ａ ＧＡＡＡＵＵＧＧＵＡＵＣＣＵＧＣＵＧＧ １９ ２８０７ 　 Ｃｏｎｔｉｇ６２５ ５′
４２ ｌｐｏ⁃ｍｉＲ⁃７２３ ＵＵＵＡＡＡＡＵＡＡＵＡＵＵＡＣＵＵＵ １９ ７２３ ＞ ｇｉ２８３５２２７８４ ３′
４３ ｌｐｏ⁃ｍｉＲ⁃９６４ ＧＡＡＧＧＵＵＣＣＵＧＡＡＧＣＵＵＡＣ １９ ９６４ 　 Ｃｏｎｔｉｇ６２７ ３′
４４ ｌｐｏ⁃ｍｉＲ⁃４６７ｂ ＵＧＵＧＵＧＵＧＵＧＵＧＵＧＵＧＵＧＵＡＵ ２２ ４６７ ＞ ｇｉ２８３５１４１３９ ３′
４５ ｌｐｏ⁃ｍｉＲ⁃２１９３ ＡＵＧＵＧＵＧＵＧＵＧＵＡＵＵＧＵＧＵ ２０ ２１９３ ＞ ｇｉ２８３４９５９３５ ５′
４６ ｌｐｏ⁃ｍｉＲ⁃３３２７ ＵＡＵＧＵＡＡＵＵＵＵＵＡＵＧＵＵＧＵ ２０ ３３２７ ＞ ｇｉ２８３５００３８６ ５′
４７ ｌｐｏ⁃ｍｉＲ⁃２３５９ ＡＵＵＵＵＧＵＵＧＵＵＵＵＡＵＵＵＵＵ ２０ ２３５９ ＞ ｇｉ２８３５１１２１１ ３′
４８ ｌｐｏ⁃ｍｉＲ⁃３８１１ｄ ＣＵＣＣＡＣＵＧＡＣＵＧＵＵＧＧＡＣＡ １９ ３８１１ ＞ ｇｉ２８３５１９４９１ ３′
４９ ｌｐｏ⁃ｍｉＲ⁃７６４９ ＣＡＧＡＡＧＵＧＵＵＡＵＡＧＡＣＡＵＧ １９ ７６４９ 　 Ｃｏｎｔｉｇ８１２ ３′
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图 2 部分 pre鄄miRNA 的二级结构（深色部分为成熟序列区）

Fig.2 The secondary structure of some pre鄄miRNAs in
L.polyphemus （deep color area is part of mature sequences）

miR-466i miR-466i miR-548d miR-1187 miR-1277 miR-2325c miR-7562

miR-3755 miR-34g miR-101-1 miR-219b miR-548d miR-1187

miR-2193 miR-2361 miR-3327 miR-5011 miR-4705 miR-7562

miR-466i miR-10

２􀆰 ３　 ｍｉＲＮＡ 家族归类及保守性分析

美洲鲎中保守的 ｍｉＲＮＡ 在其他物种中

同样 存 在。 本 文 分 析 了 美 洲 鲎 的 重 要

ｍｉＲＮＡ家族与斑马鱼、 小鼠、 人类、 黑腹

果蝇中同源基因的保守性。 图 ３ 显示了 １８
个 ｍｉＲＮＡ 家族在几种两侧对称动物的分布

情况。 鲎与其他几种两侧对称动物之间共

有 ｍｉＲＮＡ 家族的数量特点是： 与人共有的

ｍｉＲＮＡ 家族数目最多， 有 １２ 个共有的

ｍｉＲＮＡ 家族， 其次是小鼠有 ９ 个， 然后依

次是斑马鱼 （８ 个） 和黑腹果蝇 （５ 个）。
结果表明， 美洲鲎作为一种无脊椎动物，
它不但与无脊椎动物 （如果蝇） 有相同的

家族， 而且与高等脊椎动物 （如人） 具有

共有的家族， 说明 ｍｉＲＮＡ 在进化上具有非

常高的保守性。
２􀆰 ４　 ｍｉＲ－１０ 前体序列同源性分析

美洲鲎 ｍｉＲ－１０ 前体序列长度为 ６９ ｂｐ，
其中成熟 ｍｉＲＮＡ 序列长度为 ２１ ｂｐ， 其

ｍｉＲ－１０ 成 熟 序 列 为： ＡＣＣＣＵＧＵＡＧＡＵＣ⁃
ＣＧＡＡＵＵＵＧＵ， 种子区序列为 ＡＣＣＣＵＧＵ；
下载其他物种的 ｍｉＲ－１０ 家族的 ｐｒｅ－ｍｉＲＮＡ
进行序列比对， 分析结果 （见图 ４） 显示，
美洲鲎 （ｌｐｏ）、 斑马鱼 （ｄｒｅ）、 红鳍东方鲀

（ｆｒｕ ）、 人 （ ｈｓａ ）、 鼠 （ ｍｍｕ ）、 文 昌 鱼

（ｂｆｌ） 和拟暗果蝇 （ｄｐｓ） 的 ｍｉＲ － １０ 家族

的 ｐｒｅ － ｍｉＲＮＡ 序列具有高度相似性和同源

性， 特别是成熟区部分具有高度保守性， 只

有若干个碱基的差异， 而种子区碱基则完全相同。

说明： 黑色表示 miRNA 家族存在 , 白色表示 mi鄄
RNA 家族缺失。
Notes：the black indicated existence of the miRNA family；
the white indicated deletion of the miRNA family.

图 3 几种两侧对称动物 miRNA 家族的分布情况
Fig.3 Distribution of miRNA across Bilateria

说明：虚线框内为成熟区；实线框内为种子区。
Notes：mature sequences located inside of the dashed box; seed sequences inside of
the solid line box.

图 4 不同物种 miR-10 家族 pre鄄miRNA 的序列联配

Fig.4 Pre鄄miRNA alignments of miR-10 family
from different species

斑马鱼
Danio rerio
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musculus
人 Homo
sapiens
黑腹果蝇
Drosophila
melanogaster
鲎 Limulus
polyphemus

miR
miR
miR
miR
miR
miR
miR
miR
miR
miR
miR
miR
miR
miR
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２􀆰 ５　 美洲鲎 ｍｉＲ－１０ 前体序列系统发育分析

紫球海胆 Strongylocentrotus purpuratus
绿海胆 Lytechinus variegatus

海星 Patiria miniata
文昌鱼 Branchiostoma floridae
文昌鱼 Branchiostoma belcheri

绿安禄蜥 Anolis carolinensis
眼镜蛇王 Ophiophagus hannah

斑点叉尾 Ictalurus punctatus
斑马鱼 Danio rerio
斑胸草雀 Taeniopvgia guttata
大棕蝠 Eptesicus fuscus

美洲鲎 Limulus polyphemus
果蝇 Drosophila erecia
果腹果蝇 Drosophila melanogaster
拟果蝇 Drosophila simulans

日本血吸虫 Schistosoma japonicum
曼氏血吸虫 Schistosoma mansoni

细粒棘球绦虫 Echinococcus granulosus
多房棘球绦虫 Echinococcus multilocularis100
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99
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图 5 miR-10 前体序列进化树

Fig.5 The phylogenetic tree of miR-10 precursor sequences

从 ｍｉＲｂａｓｅ 数据库下载的其他物种 （紫
球海胆、 绿海胆、 海星、 文昌鱼、 绿安蜥

蜴、 眼镜蛇王、 斑点叉尾鮰、 斑马鱼、 斑胸

草雀、 大棕蝠、 黑腹果蝇、 拟果蝇、 日本血

吸虫、 曼氏血吸虫、 细粒棘球绦虫、 多房棘

球绦虫） 的 ｍｉＲ－１０ 前体序列比对分析， 并

构建进化树 （见图 ５）。 结果表明， 美洲鲎

与同为节肢动物的 ３ 种果蝇 （果蝇、 黑腹果

蝇、 拟果蝇） 聚成一支， ４ 种扁形动物 （日
本血吸虫、 曼氏血吸虫、 细粒棘球绦虫、 多

房棘球绦虫） 聚成一支， 棘皮动物、 鱼类、
爬行类同样按其自身各自门类聚成一支。 由

ｍｉＲ－１０ 前体序列构建的系统进化树与传统

系统分类法物种亲缘关系完全符合， 同一个

科属的物种聚在一起。 美洲鲎与同为节肢动物门的果蝇聚成一支。

３　 讨论
３􀆰 １　 ｍｉＲＮＡ 计算机预测

关于 ｍｉＲＮＡｓ 的研究在沉寂近十年后， 又重新成为人们的研究热点。 通过实验方法和生物信息学方法

已经克隆到了上万种 ｍｉＲＮＡｓ。 ｍｉＲＮＡ 能够通过克隆［２２ －２３］、 高通量测序［２４ －２５］以及生物信息学方法［２６ －２７］预

测。 如今， 通过高通量测序， 获得了很多动植物的 ｍｉＲＮＡ， 但美洲鲎 ｍｉＲＮＡ 未见报道。 然而， ｍｉＲＮＡ 只

在特定的发展阶段和特定的组织中表达。 因此， 直接克隆和测序获得的 ｍｉＲＮＡｓ 有一定的局限性［２８ －３０］。
ｍｉＲＮＡ 具有保守性， 但不是每一个 ｍｉＲＮＡ 都是严格保守的， 不同物种间 ｍｉＲＮＡ 碱基序列、 二级

折叠结构可能存在一定的差异， 所以本文研究内容限于具有物种间保守性的 ｍｉＲＮＡ。 今后对于生物

信息学预测的 ｍｉＲＮＡ 需要通过基因克隆、 Ｎｏｒｔｈｅｒｎ ｂｌｏｔ、 ＲＴ － ＰＣＲ 等生物学实验方法进行验证。 而研

究 ｍｉＲＮＡ 特定生理阶段的表达以及发现某物种特异的 ｍｉＲＮＡ 可以通过 ｍｉｃｒｏＲＮＡ 高通量测序进行。
３􀆰 ２　 ｍｉＲＮＡ 的保守性分析

本研究以 ｍｉＲ－１０ 家族为例， 分析 ｍｉＲＮＡ 的保守性， 结果表明， ｍｉＲＮＡ 前体在分类地位相差很

远的物种中具有高度的保守性和同源性， 特别是成熟区序列， 说明 ｍｉＲＮＡ 的调控机制是一种古老的

细胞生命活动调控途径， 在非常低等的动物中已经出现， 在进化高等的物种仍然保留。 而且 ｍｉＲＮＡ
的调控在细胞生命活动中广泛存在， 据推测， 人类基因组上约有三分之一的基因都受到 ｍｉＲＮＡ 的调

控［３１］。 对 ｍｉＲＮＡ 的功能研究发现， ｍｉＲＮＡ 参与了包括细胞增殖、 分化、 凋亡、 癌症发生等各种生

理病理过程［３２］。
本研究通过生物信息学方法获得了 ４９ 条 ｍｉＲＮＡ， 对这些 ｍｉＲＮＡ 的生物信息学分析， 加深了人们

对海生节肢动物系统发生、 基因表达调控等各方面的理解， 为后续研究美洲鲎生理、 胚胎发育、 生殖

等生命活动调控奠定了基础， 对这些 ｍｉＲＮＡ 的生物信息学预测结果的进一步利用可以从实验验证和

扫描其组织表达入手。 作为无脊椎动物中进化较为原始的一类动物， 美洲鲎在免疫、 胚胎发育、 细胞

学等各个领域都是研究海生节肢动物系统发生的重要参照， 同时也是研究动物进化史的珍贵材料。
３􀆰 ３　 ｍｉＲＮＡ 的多样性

本文筛选到的 ４９ 个 ｍｉＲＮＡ 成员代表着 ４０ 个 ｍｉＲＮＡ 家族， 但这 ４９ 个成员并不是均匀地分布在

４０ 个家族里。 其中： ｍｉＲ４６７ 家族最多， 有 ７ 个家族成员； ｍｉＲ１０ 家族有 ２ 个家族成员； ｍｉＲ５４８ 家族

·２１１·
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有 ２ 个家族成员； 其余 ｍｉＲＮＡ 家族均只有 １ 个家族成员。 这表明 ｍｉＲＮＡ４６７ 家族种类具有多样性，
预计可能在美洲鲎各种生理活动调控上有重要作用。

美洲鲎的 ｍｉＲＮＡ 前体在结构上存在多样性。 同一 ｍｉＲＮＡ 的前体结构有多个， 比如 ｍｉＲ－４６６ｉ。
不同 ｍｉＲＮＡ 的前体结构也不相同。 这也反映在不同 ｍｉＲＮＡ 的形成以及在基因表达调控中的作用不同

上。 美洲鲎 ｍｉＲＮＡ 的多样性还表现在成熟序列在前体中位置上的多样性， ｍｉＲ－８４６６ｉ、 ｍｉＲ－１０、
ｍｉＲ－２３６１和 ｍｉＲ－４７０５ 等 １７ 个 ｍｉＲＮＡ 位于其前体的 ５′端， 其余 ３２ 个 ｍｉＲＮＡ 位于其前体的 ３′端上。
３􀆰 ４　 ｍｉＲＮＡ 功能举例分析

本研究筛选所得的 ｍｉＲＮＡ 中， 以 ｌｐｏ－ｍｉＲ－３４ 为例进行分析。 ｍｉＲ－３４ 家族在进化上相对保守，
２００７ 年被发现为 ｐ５３ 的调控基因， 它可以抑制癌细胞生长和扩散［３３ － ３４］。 在其他物种中， ｌｐｏ－ｍｉＲ－３４
参与细胞内凝固抑制剂Ⅱ型、 丝氨酸蛋白水解酶、 血细胞转谷氨酰胺酶这 ３ 种生化进程所需蛋白质的

调控。 而这些生化进程主要与血液凝固的复杂机制有关， 推测 ｌｐｏ－ｍｉＲ－３４ 主要参与美洲鲎血液凝固

生化过程相关基因的调控。
以筛选所得的 ｌｐｏ－ｍｉＲ－３７５ 为例分析。 ｍｉＲ－３７５ 最早是在人的基因组中发现的， 在胰腺和大脑中

特异性表达［３５］。 在胰腺器官生成时， ｍｉＲ－３７５ 的表达量大量增加。 斑马鱼中 ｍｉＲ－３７５ 功能缺失实验

的结果证明， ｍｉＲ－３７５ 对 β 细胞的形成至关重要。 敲除 ｍｉＲ－３７５ 后的小鼠， 其 β 细胞大量减少， 同

时 α 细胞大量增加。 ｍｉＲ－３７５ 的靶基因是 ＭＴＰＮ， ＭＴＰＮ 基因能通过编码蛋白质来调控激素分泌和胞

外分泌。 ｍｉＲ－３７５ 也可以负向调控 ＰＤＫ－１ 基因［３６］。 由此推测 ｍｉＲ－３７５ 可能和美洲鲎组织生长有关。
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［６］ ＬＥＥ Ｙ， ＪＥＯＮ Ｋ， ＬＥＥ Ｊ Ｔ， ｅｔ ａｌ． ＭｉｃｒｏＲＮＡ ｍａｔｕｒａｔｉｏｎ： ｓｔｅｐｗｉｓｅ ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ ａｎｄ ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ． Ｅｍｂｏ Ｊｏｕｒ⁃
ｎａｌ， ２００２， ２１（１７）： ４６６３⁃４６７０． ＤＯＩ：１０． １０９３ ／ ｅｍｂｏｊ ／ ｃｄｆ４７６．

［７］ ＬＥＥ Ｙ Ｓ， ＮＡＫＡＨＡＲＡ Ｋ， ＰＨＡＭ Ｊ Ｗ， ｅｔ ａｌ． Ｄｉｓｔｉｎｃｔ ｒｏｌｅｓ ｆｏｒ Ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａ Ｄｉｃｅｒ⁃１ ａｎｄ Ｄｉｃｅｒ⁃２ ｉｎ ｔｈｅ ｓｉＲＮＡ ／ ｍｉＲＮＡ
ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙｓ． Ｃｅｌｌ， ２００４， １１７（１）： ６９⁃８１． ＤＯＩ：１０． １０１６ ／ ｓ００９２⁃８６７４（０４）００２６１⁃２．

［８］ ＫＲＯＬ Ｊ， ＬＯＥＤＩＧＥ Ｉ， ＦＩＬＩＰＯＷＩＣＺ Ｗ． Ｔｈｅ ｗｉｄｅｓｐｒｅａｄ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉｃｒｏＲＮＡ ｂｉｏｇｅｎｅｓｉｓ， ｆｕｎｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｄｅｃａｙ． Ｎａ⁃
ｔｕｒｅ Ｒｅｖｉｅｗｓ Ｇｅｎｅｔｉｃｓ， ２０１０， １１： ５９７⁃６１０． ＤＯＩ：１０． １０３８ ／ ｎｒｇ２８４３．

［９］ ＢＵＳＨＡＴＩ Ｎ， ＣＯＨＥＮ Ｓ Ｍ． ＭｉｃｒｏＲＮＡ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ． Ａｎｎｕａｌ Ｒｅｖｉｅｗ ｏｆ Ｃｅｌｌ ａｎｄ Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ Ｂｉｏｌｏｇｙ， ２００７， ２３： １７５⁃２０５．
［１０］ ＲＡＮＡ Ｔ Ｍ． Ｉｌｌｕｍｉｎａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｓｉｌｅｎｃｅ： ｕｎｄｅｒｓｔａｎｄｉｎｇ ｔｈｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ｓｍａｌｌ ＲＮＡｓ． Ｎａｔｕｒｅ Ｒｅｖｉｅｗｓ Ｍｏｌｅｃｕ⁃

ｌａｒ Ｃｅｌｌ Ｂｉｏｌｏｇｙ， ２００７， ８（１）： ２３⁃３６． ＤＯＩ：１０． １０３８ ／ ｎｒｍ２０８５．
［１１］ ＦＲＩＥＤＭＡＮ Ｒ Ｃ， ＦＡＲＨ Ｋ Ｋ Ｈ， ＢＵＲＧＥ Ｃ Ｂ， ｅｔ ａｌ． Ｍｏｓｔ ｍａｍｍａｌｉａｎ ｍＲＮＡｓ ａｒｅ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｔａｒｇｅｔｓ ｏｆ ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ．

Ｇｅｎｏｍｅ Ｒｅｓｅａｒｃｈ， ２００９， １９（１）： ９２⁃１０５． ＤＯＩ：１０． １１０１ ／ ｇｒ． ０８２７０１． １０８．
［１２］ ＮＡＧＵＩＢＮＥＶＡ Ｉ， ＡＭＥＹＡＲ⁃ＺＡＺＯＵＡ Ｍ， ＰＯＬＥＳＳＫＡＹＡ Ａ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ ｍｉｃｒｏＲＮＡ ｍｉＲ⁃１８１ ｔａｒｇｅｔｓ ｔｈｅ ｈｏｍｅｏｂｏｘ ｐｒｏ⁃

ｔｅｉｎ Ｈｏｘ⁃Ａ１１ ｄｕｒｉｎｇ ｍａｍｍａｌｉａｎ ｍｙｏｂｌａｓｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ． Ｎａｔｕｒｅ Ｃｅｌｌ Ｂｉｏｌｏｇｙ， ２００６， ８（３）： ２７８⁃２８４．
［１３］ ＷＩＥＮＨＯＬＤＳ Ｅ， ＫＬＯＯＳＴＥＲＭＡＮ Ｗ Ｐ， ＭＩＳＫＡ Ｅ， ｅｔ ａｌ． ＭｉｃｒｏＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ｅｍｂｒｙｏｎｉｃ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ．
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ｈｔｔｐ： ／ ／ ｘｕｅｂａｏｂａｎｇｏｎｇ􀆰 ｊｍｕ􀆰 ｅｄｕ􀆰 ｃｎ ／ ｚｋｂ

Ｓｃｉｅｎｃｅ， ２００５， ３０９（５７３２）： ３１０⁃３１１． ＤＯＩ：１０． １１２６ ／ ｓｃｉｅｎｃｅ． １１１４５１９．
［１４］ ＬＩＶＡＫ Ｋ Ｊ， ＳＣＨＭＩＴＴＧＥＮ Ｔ Ｄ． Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｄａｔａ ｕｓｉｎｇ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ ａｎｄ ｔｈｅ

ｍｅｔｈｏｄ． Ｍｅｔｈｏｄｓ， ２００１， ２５（４）： ４０２⁃４０８． ＤＯＩ：１０． １００６ ／ ｍｅｔｈ． ２００１． １２６２．
［１５］ 柳承璋． 淡水枝角水蚤 （Ｄａｐｈｎｉａ ｐｕｌｅｘ） 微小 ＲＮＡ （ｍｉＲＮＡ） 的生物信息学发掘与分析． 海洋与湖沼， ２０１３，

４４（４）： ８３７⁃８４５．
［１６］ ＢＯＮＮＥＴ Ｅ， ＷＵＹＴＳ Ｊ， ＲＯＵＺＥ Ｐ， ｅｔ ａｌ． Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ９１ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｉｎ ｐｌａｎｔ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｐｌａｎｔ ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ ｉｎ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ

ｔｈａｌｉａｎａ ａｎｄ Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｓ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅｓ． Ｐｒｏｃｅｅｄｉｎｇｓ ｏｆ ｔｈｅ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ ｏｆ ｔｈｅ Ｕｎｉｔｅｄ
Ｓｔａｔｅｓ ｏｆ Ａｍｅｒｉｃａ， ２００４， １０１（３１）： １１５１１⁃１１５１６． ＤＯＩ：１０． １０７３ ／ ｐｎａｓ． ０４０４０２５１０１．

［１７］ ＬＩＭ Ｌ Ｐ， ＧＬＡＳＮＥＲ Ｍ Ｅ， ＹＥＫＴＡ Ｓ， ｅｔ ａｌ． Ｖｅｒｔｅｂｒａｔｅ ｍｉｃｒｏＲＮＡ ｇｅｎｅｓ． Ｓｃｉｅｎｃｅ， ２００３， ２９９（５６１２）： １５４０．
［１８］ ＡＬＴＳＣＨＵＬ Ｓ Ｆ， ＧＩＳＨ Ｗ， ＭＩＬＬＥＲ Ｗ， ｅｔ ａｌ． Ｂａｓｉｃ ｌｏｃａｌ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｓｅａｒｃｈ ｔｏｏｌ． Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｂｉｏｌｏｇｙ， １９９０，

２１５： ４０３⁃４１０． ＤＯＩ：１０． １０１６ ／ ｓ００２２⁃２８３６（０５）８０３６０⁃２．
［１９］ ＨＯＦＡＣＫＥＲ Ｉ Ｌ． ＲＮＡ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｓｅｒｖｅｒ． Ｎｕｃｌｅｉｃ Ａｃｉｄｓ Ｒｅｓｅａｒｃｈ， ２００３， ３１（１３）： ３４２９⁃３４３１．
［２０］ ＺＵＫＥＲ Ｍ， ＳＴＩＥＧＬＥＲ Ｐ． Ｏｐｔｉｍａｌ ｃｏｍｐｕｔｅｒ ｆｏｌｄｉｎｇ ｏｆ ｌａｒｇｅ ＲＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｕｓｉｎｇ ｔｈｅｒｍｏ⁃ｄｙｎａｍｉｃｓ ａｎｄ ａｕｘｉｌｉａｒｙ ｉｎｆｏｒ⁃

ｍａｔｉｏｎ． Ｎｕｃｌｅｉｃ Ａｃｉｄｓ Ｒｅｓｅａｒｃｈ， １９８１， ９（１）： １３３⁃１４８． ＤＯＩ：１０． １０９３ ／ ｎａｒ ／ ９． １． １３３．
［２１］ ＪＩＡＮＧ Ｐ， ＷＵ Ｈ， ＷＡＮＧ Ｗ， ｅｔ ａｌ． ＭｉＰｒｅｄ： ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅａｌ ａｎｄ ｐｓｅｕｄｏ ｍｉｃｒｏＲＮＡ ｐｒｅｃｕｒｓｏｒｓ ｕｓｉｎｇ ｒａｎｄｏｍ ｆｏｒｅｓｔ

ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｍｏｄｅｌ ｗｉｔｈ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｆｅａｔｕｒｅｓ． Ｎｕｃｌｅｉｃ Ａｃｉｄｓ Ｒｅｓｅａｒｃｈ， ２００７， ３５： ３３９⁃３４４． ＤＯＩ：１０． １０９３ ／ ｎａｒ ／ ｇｋｍ３６８．
［２２］ ＲＡＭＡＣＨＡＮＤＲＡ Ｒ Ｋ， ＳＡＬＥＭ Ｍ， ＧＡＨＲ Ｓ， ｅｔ ａｌ． Ｃｌｏｎｉｎｇ ａｎｄ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ ｆｒｏｍ ｒａｉｎｂｏｗ ｔｒｏｕｔ

（Ｏｎｃｏｒｈｙｎｃｈｕｓ ｍｙｋｉｓｓ） ： ｔｈｅｉｒ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｄｕｒｉｎｇ ｅａｒｌｙ ｅｍｂｒｙｏｎｉｃ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ． ＢＭＣ Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ Ｂｉｏｌｏｇｙ， ２００８， ８：
４１． ＤＯＩ：１０． １１８６ ／ １４７１⁃２１３Ｘ⁃８⁃４１．

［２３］ ＳＵＮＫＡＲ Ｒ， ＧＩＲＫＥ Ｔ， ＪＡＩＮ Ｐ Ｋ， ｅｔ ａｌ． Ｃｌｏｎｉｎｇ ａｎｄ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ＭｉｃｒｏＲＮＡｓ ｆｒｏｍ ｒｉｃｅ． Ｐｌａｎｔ Ｃｅｌｌ， ２００５，
１７（５）： １３９７⁃１４１１． ＤＯＩ：１０． １１０５ ／ ｔｐｃ． １０５． ０３１６８２．

［２４］ ＣＨＩ Ｗ， ＴＯＮＧ Ｃ， ＧＡＮ Ｘ， ｅｔ ａｌ． Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ ｐｒｏｆｉｌｉｎｇ ｏｆ ＭｉＲＮＡ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅｓ ｉｎ ｂｉｇｈｅａｄ ｃａｒｐ
ａｎｄ ｓｉｌｖｅｒ ｃａｒｐ． ＰＬｏＳ Ｏｎｅ， ２０１１， ６（８）： ｅ２３５４９． ＤＯＩ：１０􀆰 １３７１ ／ ｊｏｕｒｎａｌ． ｐｏｎｅ． ００２３５４９．

［２５］ ＳＯＡＲＥＳ Ａ Ｒ， ＰＥＲＥＩＲＡ Ｐ Ｍ， ＳＡＮＴＯＳ Ｂ， ｅｔ ａｌ． Ｐａｒａｌｌｅｌ ＤＮＡ ｐｙｒｏｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｕｎｖｅｉｌｓ ｎｅｗ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ．
ＢＭＣ Ｇｅｎｏｍｉｃｓ， ２００９， １０（１７）： １９５． ＤＯＩ：１０． １１８６ ／ １４７１⁃２１６４⁃１０⁃１９５．

［２６］ ＪＯＮＥＳ⁃ＲＨＯＡＤＥＳ Ｍ Ｗ， ＢＡＲＴＥＬ Ｄ Ｐ． Ｃｏｍｐｕｔａｔｉｏｎａｌ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｌａｎｔ ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｔａｒｇｅｔｓ， ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ ａ
ｓｔｒｅｓｓ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｍｉＲＮＡ． Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｃｅｌｌ， ２００４， １４（６）： ７８７⁃７９９． ＤＯＩ：１０． １０１６ ／ ｊ． ｍｏｌｃｅｌ． ２００４． ０５． ０２７．

［２７］ ＬＩ Ｌ， ＸＵ Ｊ Ｚ， ＹＡＮＧ Ｄ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｃｏｍｐｕｔａｔｉｏｎａｌ ａｐｐｒｏａｃｈｅｓ ｆｏｒ ｍｉｃｒｏＲＮＡ ｓｔｕｄｉｅｓ： ａ ｒｅｖｉｅｗ． Ｍａｍｍａｌｉａｎ Ｇｅｎｏｍｅ Ｏｆｆｉ⁃
ｃｉａｌ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ ｔｈｅ Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ Ｍａｍｍａｌｉａｎ Ｇｅｎｏｍｅ Ｓｏｃｉｅｔｙ， ２０１０， ２１（１ ／ ２）： １⁃１２． ＤＯＩ：１０． １００７ ／ ｓ００３３５⁃００９⁃９２４１⁃２．

［２８］ ＢＲＡＭＥＩＥＲ Ｍ． Ｇｅｎｏｍｅ⁃ｗｉｄｅ ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ ｉｎ ｔｈｒｅｅ ｎｏｎ⁃ｈｕｍａｎ ｐｒｉｍａｔｅｓ． ＢＭＣ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｎｏｔｅｓ，
２０１０， ３（１）： ６４． ＤＯＩ：１０． １１８６ ／ １７５６⁃０５００⁃３⁃６４．

［２９］ ＷＥＢＥＲ Ｍ Ｊ． Ｎｅｗ ｈｕｍａｎ ａｎｄ ｍｏｕｓｅ ｍｉｃｒｏＲＮＡ ｇｅｎｅｓ ｆｏｕｎｄ ｂｙ ｈｏｍｏｌｏｇｙ ｓｅａｒｃｈ． ＦＥＢＳ Ｊｏｕｒｎａｌ， ２００５， ２７２（１）： ５９⁃７３．
［３０］ ＺＨＡＮＧ Ｂ Ｈ， ＰＡＮ Ｘ Ｐ， ＷＡＮＧ Ｑ Ｌ， ｅｔ ａｌ． Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｎｅｗ ｐｌａｎｔ ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ ｕｓｉｎｇ ＥＳＴ

ａｎａｌｙｓｉｓ． Ｃｅｌｌ Ｒｅｓｅａｒｃｈ， ２００５， １５（５）： ３３６⁃３６０． ＤＯＩ：１０． １０３８ ／ ｓｊ． ｃｒ． ７２９０３０２．
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