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中国鲎保守 ｍｉＲＮＡ 靶基因预测及功能分析
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［摘要］ 以中国鲎、 美洲鲎和果蝇 ＥＳＴ 为靶标， 使用多个软件对中国鲎胚胎发育期高表达、 高保守的

１９ 条 ｍｉＲＮＡ 进行靶基因预测。 结果表明： ８ 条 ｍｉＲＮＡ 在中国鲎 ＥＳＴ 中获得 １８ 条靶基因； １７ 条 ｍｉＲＮＡ 在

美洲鲎 ＥＳＴ 中获得 ６１６ 条靶基因； １２ 条 ｍｉＲＮＡ 在果蝇 ＥＳＴ 中获得 ５４３ 条靶基因。 这些保守 ｍｉＲＮＡ 潜在调

控靶基因的功能， 不但可能与血液凝集反应以及抗菌功能相关， 而且还可能广泛参与生化调控、 细胞组分

组织架构、 细胞组分空间定位、 发育过程、 多细胞器官构建、 色素形成等生理过程。
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ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ｏｆ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ ｐｒｏｃｅｓｓ ｍｕｌｔｉｃｅｌｌｕｌａｒ ｏｒｇａｎｉｓｍａｌ ｐｒｏｃｅｓｓ ｐｉｇｍｅｎｔａｔｉｏｎ ａｎｄ ｓｏ ｏｎ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ Ｔａｃｈｙｐｌｅｕｓ ｔｒｉｄｅｎｔａｔｕｓ ｍｉＲＮＡ ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅ ｇｅｎｅ ｏｎｔｏｌｏｇｙ

０　 引言
ＭｉｃｒｏＲＮＡｓ （ｍｉＲＮＡ） 是一类内源性非编码小单链 ＲＮＡ， 大小为 １６ ～ ２６ ｎｔ， 参与各种发育和生

理过程， 通过转录后抑制来调节靶基因的表达［１ － ２］ 。 由于 ｍｉＲＮＡｓ 是动物基因组中参与基因调控的重

要分子［３］ ， 激发起人们的研究热情， 通过直接克隆、 测序、 ＲＮＡ 印迹法、 高通量测序技术甚至是同
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源物搜索等方法， 大量 ｍｉＲＮＡ 被成功鉴定。 随着对 ｍｉＲＮＡ 的深入研究， 其功能越来越受到关注。
中国鲎 （Ｔａｃｈｙｐｌｅｕｓ ｔｒｉｄｅｎｔａｔｕｓ） 为古老的大型海洋节肢动物， 具有巨大的经济价值和药用价值。

隶属节肢动物门 （Ａｒｔｈｒｏｐｏｄａ）， 肢口纲 （Ｍｅｒｏｓｔｏｍａｔａ）， 剑尾目 （Ｘｉｐｈｏｓｕｒａ）， 鲎科 （Ｌｉｍｕｌｉｄａｅ）。 ２０
世纪 ７０ 年代以前， 在中国长江口以南的海域大量分布有中国鲎。 之后， 由于潮间带、 浅海栖息地不

断缩小， 以及过度捕捞， 中国鲎资源面临枯竭［４］ 。 开展中国鲎人工繁殖是中国鲎资源恢复的一项重

要工作。
中国鲎胚胎发育调控机理尚不清楚， 有关 ｍｉＲＮＡ 对中国鲎的生理、 发育等调控也未见报道。 本

研究利用中国鲎胚胎发育 ｍｉＲＮＡ 高通量测序获得的前期数据， 挑选胚胎发育阶段高表达的一些 ｍｉＲ⁃
ＮＡ， 利用生物信息学方法进行靶基因预测， 并通过 ＧＯ 对靶基因功能进行深入分析。 这些结果将为

中国鲎胚胎发育 ｍｉＲＮＡ 的调控机理、 人工繁殖生产实践提供理论基础。

１　 材料与方法
１􀆰 １　 数据搜集

实验用的 ｍｉＲＮＡ 来自中国鲎组织分化期胚胎， 通过 Ｓｏｌｅｘａ 技术测序获得。 选择胚胎发育期高表

达 （表达量大于 １０４拷贝数）、 高保守性 （成熟序列与其他节肢动物完全一致） 的 １９ 条 ｍｉＲＮＡ 进行

靶基因预测。 １９ 条 ｍｉＲＮＡ 的名称、 序列和长度信息见表 １。

表 １　 中国鲎 １９ 条 ｍｉＲＮＡ 序列信息

Ｔａｂ􀆰 １　 Ｔｈｅ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ １９ ｍｉＲＮＡｓ ｆｒｏｍ Ｔ． ｔｒｉｄｅｎｔａｔｕｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

ｍｉＲＮＡ ｍｉＲＮＡ 序列 Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｍｉＲＮＡ 长度 Ｌｅｎｇｔｈ ／ ｎｔ 类型 Ｔｙｐｅ

ｔｔｒ⁃ｍｉＲ⁃１０⁃５ｐ ＴＡＣＣＣＴＧＴＡＧＡＴＣＣＧＡＡＴＴＴＧＴ ２２ ５′

ｔｔｒ⁃ｍｉＲ⁃２ｂ⁃３ｐ ＴＡＴＣＡＣＡＧＣＣＡＣＣＴＴＴＧＡＴＧＡＧＣ ２３ ３′

ｔｔｒ⁃ｍｉＲ⁃２ａ⁃３ｐ ＴＡＴＣＡＣＡＧＣＣＡＧＣＴＴＴＧＡＴＧＡＧＣ ２３ ３′

ｔｔｒ⁃ｍｉＲ⁃８⁃３ｐ ＴＡＡＴＡＣＴＧＴＣＡＧＧＴＡＡＡＧＡＴＧＴＣ ２３ ３′

ｔｔｒ⁃ｍｉＲ⁃１２⁃５ｐ ＴＧＡＧＴＡＴＴＡＣＡＴＣＡＧＧＴＡＣＴＧＧＴ ２３ ５′

ｔｔｒ⁃ｍｉＲ⁃７１⁃５ｐ ＴＧＡＡＡＧＡＣＡＴＧＧＧＴＡＧＴＧＡＧＡＴＧ ２３ ５′

ｔｔｒ⁃ｍｉＲ⁃８７⁃３ｐ ＧＴＧＡＧＣＡＡＡＧＴＴＴＣＡＧＧＴＧＴＧ ２１ ３′

ｔｔｒ⁃ｍｉＲ⁃９６⁃５ｐ ＴＴＴＧＧＣＡＣＴＡＧＣＡＣＡＴＴＴＴＴＧＴ ２２ ５′

ｔｔｒ⁃ｍｉＲ⁃１３３⁃３ｐ ＴＴＧＧＴＣＣＣＣＴＴＣＡＡＣＣＡＧＣＴＧＴ ２２ ３′

ｔｔｒ⁃ｍｉＲ⁃１５３⁃３ｐ ＴＴＧＣＡＴＡＧＴＣＡＣＡＡＡＡＧＴＧＡＴＧ ２２ ３′

ｔｔｒ⁃ｍｉＲ⁃１８４⁃３ｐ ＴＧＧＡＣＧＧＡＧＡＡＣＴＧＡＴＡＡＧＧＧＣ ２２ ３′

ｔｔｒ⁃ｍｉＲ⁃２５２⁃５ｐ ＣＴＡＡＧＴＡＣＴＡＧＣＧＣＣＧＣＡＧＧＡＧ ２２ ５′

ｔｔｒ⁃ｍｉＲ⁃２７６⁃３ｐ ＴＡＧＧＡＡＣＴＴＣＡＴＡＣＣＡＴＧＣＴＣ ２１ ３′

ｔｔｒ⁃ｍｉＲ⁃２８５⁃３ｐ ＴＡＧＣＡＣＣＡＴＴＴＧＡＡＴＴＣＡＧＴＴＣ ２２ ３′

ｔｔｒ⁃ｍｉＲ⁃５７３５⁃３ｐ ＴＧＧＡＣＡＡＣＡＧＧＡＴＡＡＴＧＧＣＧＴ ２１ ３′

从 ＮＣＢＩ（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｎｃｂｉ． ｎｌｍ． ｎｉｈ． ｇｏｖ ／ ）分别下载中国鲎和美洲鲎 （Ｌｉｍｕｌｕｓ ｐｏｌｙｐｈｅｍｕｓ） 的表达

序列标签 （ＥＳＴ）， 作为预测 ｍｉＲＮＡ 靶基因的靶标。 去除重复序列以及未完全编码的序列后， 共获取

了 ９６ 条中国鲎 ＥＳＴ、 ６２４８ 条美洲鲎 ＥＳＴ。 从 Ｇｅｎｅ Ｏｎｔｏｌｏｇｙ 网站上下载 ｇｏａ 数据包 （２０１５ 年 ４ 月 １６ 日

最新版）， 其中包含了 ｆｌｙｂａｓｅ 数据库中的基因 ＩＤ 以及相对应的 ＧＯ 号。
１􀆰 ２　 ｍｉＲＮＡ 靶基因预测

所采用靶基因预测软件有： ｍｉＲａｎｄａ［５］ 、 ＰｉｃＴａｒ［６］ 、 ＤＩＡＮＡ［７ － ９］ 、 ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ［９］ 、 ＰＩＴＡ［１０］ 。 靶基因

预测流程如图 １ 所示。 运算过程是在集美大学计算机中心 ｌｉｎｕｘ 系统下操作的。

·２·
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１􀆰 ２􀆰 １　 以中国鲎和美洲鲎 ＥＳＴ 为靶标

图 1 中国鲎 miRNA 的靶基因预测流程图

Fig.1 The flow diagram of miRNA
target prediction of T.tridentatus
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采用 ｍｉＲａｎｄａ、 ＰＩＴＡ 两种靶基因预测算

法， 以中国鲎和美洲鲎 ＥＳＴ 为靶标， 对中国

鲎 ｍｉＲＮＡ 进行靶基因预测， 两个算法均属于

初始算法。
ｍｉＲａｎｄａ 软件预测的参数如下： １） ｍｉＲ⁃

ＮＡ 与靶基因 ｍＲＮＡ 匹配值 Ｓｃｏｒｅ ≥ １４０；
２） 双链形成自由能 △Ｇ ≤ － ８３􀆰 ６ ｋＪ ／ ｍｏｌ；
３） ｍｉＲＮＡ ５′端第 ２ 至第 ８ 个碱基与靶基因

存在互补序列； ４） 其他参数为默认值。
ＰＩＴＡ 算法关于种子区参数设置如下：

１） 最小种子序列大小为 ８ ｎｔ； ２） 允许出现

单个 Ｇ∶ Ｕ 配对； ３） 允许单个核苷酸不匹配；
４） 其他设置为默认值。
１􀆰 ２􀆰 ２　 以果蝇 （Ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａ ｍｅｌａｎｏｇａｓｔｅｒ） ＥＳＴ 为靶标

采用 ｍｉＲａｎｄａ、 ＰｉｃＴａｒ、 ＤＩＡＮＡ、 ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ 四个软件在线预测果蝇 ＥＳＴ 中 ｍｉＲＮＡ 靶基因。 将四

个软件预测的 ｍｉＲＮＡ 靶基因汇合、 筛选， 取交集。
ｍｉＲａｎｄａ 互补参数分数 Ｓ 的计算 （Ｓ≥８０）： １） Ｇ∶ Ｃ 或 Ａ∶ Ｕ 分值为 ＋ ５ 分； ２） Ｇ∶ Ｕ 分值为 ＋ ２

分； ３） 除这三种配对方式以外的分值为 － ３ 分； ４） 另外起始有空位分值为 － ８ 分； ５） 延伸空位分

值为 － ２ 分， 热力学稳定性大小 ｍｉｒＳＶＧ ≤ － ０􀆰 １， 最小自由能 ΔＧ≤ － ５８􀆰 ５ ｋＪ ／ ｍｏｌ。
ＰｉｃＴａｒ 参数： １） ｓｅｅｄ 序列与 ｍＲＮＡ３′端匹配； ２） 热力学稳定性大小 ｍｉｒＳＶＧ ≤０􀆰 １。
ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ 参数应满足下列三个条件之一： １） 在成熟 ｍｉＲＮＡ 序列 （种子区域 ＋ 位点 ８） 第 ２ ～

第 ８ ｎｔ 段有一个额外 “Ａ” 匹配； ２） 在成熟 ｍｉＲＮＡ 序列 （种子区域 ＋ 位点 ８） 第 ２ ～ 第 ８ｎｔ 段有一个

额外核苷酸匹配； ３） 在种子区域第 ２ ～ 第 ７ｎｔ 段， 有一个额外 “Ａ” 核苷酸匹配。
靶基因在线预测软件： １） Ｍｉｒａｎｄａ 软件（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｍｉｃｒｏｒｎａ． ｏｒｇ ／ ｍｉｃｒｏｒｎａ ／ ｈｏｍｅ． ｄｏ）； ２） ＰｉｃＴａｒ

软件（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｐｉｃｔａｒ． ｍｄｃ． ｂｅｒｌｉｎ． ｄｅ ／ ｃｇｉｂｉｎ ／ ｐｉｃｔａｒ＿ｆｌｙ． ｃｈｉ？ ｓｐｅｃｉｅｓ ＝ ｆｌｙ）； ３） ＤＩＡＮＡ 软件（ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｄｉａｎａ．
ｉｍｉｓ． ａｔｈｅｎａｉｎｎｏｖａｔｉｏｎ． ｇｒ ／ ｄｉａｎａｔｏｏｌ ／ ｉｎｄｅ ｘ． ｐｈｐ？ ｒ ＝ ｍｉｃｒｏＴ ＿ ＣＤＳ ／ ｉｎｄｅｘ）； ４） ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ 软件 （ ｈｔｔｐ： ／ ／
ｗｗｗ． ｔａｒｇｅｔｓｃａｎ． ｏｒｇ ／ ｆｌｙ＿１２ ／ ）； ５） ＰＩＴＡ 软件（ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｇｅｎｉｅ． ｗｅｉｚｍａｎｎ． ａｃ． ｉｌ ／ ｐｕｂｓ ／ ｍｉｒ０７ ／ ｍｉｒ０７ ＿ｐｒｅｄｉｃ⁃
ｔｉｏｎ． ｈｔｍｌ）。
１􀆰 ３　 对 ｍｉＲＮＡ 的靶基因进行 ＧＯ 功能分析

利用 ＢＬＡＳＴＸ 方法将 ｍｉＲＮＡ 靶基因序列与 ＮＣＢＩ 上非冗余蛋白质数据库进行比对 （ ｅ ＜
１０ － ５ ） ， 根据分值优先选取靶基因， 根据蛋白功能特征进行功能注释。 从 ＧＥＮＥ Ｏｎｔｏｌｏｇｙ 下载

（最新版本 （２０１５ 年 ４ 月 １６ 日） ） 果蝇的数据包， 筛选靶基因 ＩＤ 以及 ＧＯ 号。 使用 ＷＥＧＯ 在线

功能注释分类。

２　 结果
２􀆰 １　 ｍｉＲＮＡ 靶基因预测结果

２􀆰 １􀆰 １　 以中国鲎 ＥＳＴ 为靶标

通过 Ｍｉｒａｎｄａ 软件预测结果表明， 仅有 ８ 条 ｍｉＲＮＡ 可获得相匹配的靶基因 （见表 ２）， 共获得靶

基因 １８ 条， 平均每条 ｍｉＲＮＡ 获得 ２􀆰 ２５ 个靶基因， 其中 ｔｔｒ⁃ｍｉＲ⁃３４⁃５ｐ 基因的靶基因数最多， 有 ６ 条。
ＥＳＴ 与 ｍｉＲＮＡ 结合最小自由能范围为 － １２０􀆰 ５９ ～ － ８９􀆰 ９５ ｋＪ ／ ｍｏｌ。

ＰＩＴＡ 软件预测， 未获得结果。

·３·
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２􀆰 １􀆰 ２　 以美洲鲎 ＥＳＴ 为靶标

利用 ｍｉＲａｎｄａ 软件预测获得 ６１６ 条潜在靶基因， 平均每条 ｍｉＲＮＡ 匹配 ３６􀆰 ２３ 个靶基因， 最多可

达 １２９ 条 （ｔｔｒ⁃ｍｉＲ⁃２ｂ）， 大部分 ｍｉＲＮＡ （１７ 条） 至少有 ２ 个潜在的靶基因 （见表 ２）， 仅有 ２ 个 ｍｉＲ⁃
ＮＡ 未有潜在靶基因。 ５８ 个靶基因具有 ２ 个以上 ｍｉＲＮＡ 作用位点， 其中 ｇｉ２８３５４１４９５、 ｇｉ２８３５２２８０１、
ｇｉ２８３５０１０２２ 三个靶基因分别具有 ７、 ５、 ４ 个靶位点。 美洲鲎靶 ＥＳＴ⁃ｍｉＲＮＡ 的最小自由能范围分布在

－ ８３􀆰 ６４ ～ － １３４􀆰 ７６ ｋＪ ／ ｍｏｌ。 结果表明 １ 个 ｍｉＲＮＡ 可匹配多个靶基因， １ 个靶基因可能存在多个 ｍｉＲ⁃
ＮＡ 潜在靶位点， 每个 ｍｉＲＮＡ 均有 １ 个及以上的潜在靶基因。

ＰＩＴＡ 软件预测未得到结果。
２􀆰 １􀆰 ３　 以果蝇 ＥＳＴ 为靶标

用 Ｍｉｒａｎｄａ、 ＰｉｃＴａｒ、 ＤＩＡＮＡ、 ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ 四个软件进行在线预测 ｍｉＲＮＡ 的靶基因。 在果蝇 ＥＳＴ
中， １２ 条 ｍｉＲＮＡ 共获得 ５４３ 条潜在靶基因， 平均每条 ｍｉＲＮＡ 有 ４５􀆰 ２ 个靶基因。 大部分 ｍｉＲＮＡ
（１２ 条）至少可找到 ４ 个潜在靶基因， 仅有 ７ 个 ｍｉＲＮＡ 未找到 ｍｉＲＮＡ 靶基因， ｍｉＲ － ８ － ３ｐ、 ｍｉＲ －
２５２ － ５ｐ、 ｍｉＲ － ２ｂ － ３ｐ、 ｍｉＲ － ２ｂ － ３ｐ 分别具有 １０９、 １０３、 ８９、 ８９ 个潜在靶基因 （见表 ２）。 有 ４ 个

靶基因同时存在 ３ 个 ｍｉＲＮＡ 结合位点， ４５ 个靶基因同时存在 ２ 个 ｍｉＲＮＡ 结合位点。 结果表明 １ 个

ｍｉＲＮＡ 可能结合多个潜在的靶基因， １ 个靶基因上可能存在多个 ｍｉＲＮＡ 的靶位点。

表 ２　 ｍｉＲＮＡ 在中国鲎、 美洲鲎、 果蝇 ＥＳＴ 库中获得的靶基因数

Ｔａｂ􀆰 ２　 Ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｍｉＲＮＡ ｔａｒｇｅｔｓ ｆｒｏｍ Ｔ􀆰 ｔｒｉｄｅｎｔａｔｕｓ， Ｌ􀆰 ｐｏｌｙｐｈｅｍｕｓ ａｎｄ Ｄ􀆰 ｍｅｌａｎｏｇａｓｔｅｒ ＥＳＴｓ

中国鲎 Ｔ􀆰 ｔｒｉｄｅｎｔａｔｕｓ

ｍｉＲＮＡ
靶基因 ＥＳＴｓ

Ｔａｒｇｅｔ ＥＳＴｓ
／ 个

ｔｔｒ⁃ｍｉＲ⁃３４⁃５ｐ ６

ｔｔｒ⁃ｍｉＲ⁃１２ ３

ｔｔｒ⁃ｍｉＲ⁃７１ ２

ｔｔｒ⁃ｍｉＲ⁃１３３ ２

ｔｔｒ⁃ｍｉＲ⁃５７３５⁃３ｐ ２

ｔｔｒ⁃ｍｉＲ⁃１０ １

ｔｔｒ⁃ｍｉＲ⁃８⁃５ｐ １

ｔｔｒ⁃ｍｉＲ⁃１８４ １

美洲鲎 Ｌ􀆰 ｐｏｌｙｐｈｅｍｕｓ

ｍｉＲＮＡ
靶基因 ＥＳＴｓ

Ｔａｒｇｅｔ ＥＳＴｓ
／ 个

ｔｔｒ⁃ｍｉＲ⁃２ｂ １２９
ｔｔｒ⁃ｍｉＲ⁃５７３５⁃５ｐ １２２
ｔｔｒ⁃ｍｉＲ⁃３４⁃５ｐ １０５
ｔｔｒ⁃ｍｉＲ⁃１３３ ４５
ｔｔｒ⁃ｍｉＲ⁃８７ ４１

ｔｔｒ⁃ｍｉＲ⁃２８５ ３３
ｔｔｒ⁃ｍｉＲ⁃１０ ３１
ｔｔｒ⁃ｍｉＲ⁃２ａ ３０

ｔｔｒ⁃ｍｉＲ⁃２５２⁃５ｐ ２５
ｔｔｒ⁃ｍｉＲ⁃８ １４

ｔｔｒ⁃ｍｉＲ⁃５７３５⁃３ｐ １３
ｔｔｒ⁃ｍｉＲ⁃２７６ １２
ｔｔｒ⁃ｍｉＲ⁃７１ ５

ｔｔｒ⁃ｍｉＲ⁃１８４ ５
ｔｔｒ⁃ｍｉＲ⁃８⁃５ｐ ２
ｔｔｒ⁃ｍｉＲ⁃１２ ２
ｔｔｒ⁃ｍｉＲ⁃９６ ２

果蝇 Ｄ􀆰 ｍｅｌａｎｏｇａｓｔｅｔ

ｍｉＲＮＡ
靶基因 ＥＳＴｓ

Ｔａｒｇｅｔ ＥＳＴｓ
／ 个

ｍｉＲ⁃８⁃３ｐ １０９

ｍｉＲ⁃２５２⁃５ｐ １０３

ｍｉＲ⁃２ｂ⁃３ｐ ８９

ｍｉＲ⁃２ｂ⁃３ｐ ８９

ｍｉＲ⁃１２⁃５ｐ ５３

ｍｉＲ⁃８７⁃３ｐ ３５

ｍｉＲ⁃２７６ａ⁃３ｐ ２０

ｍｉＲ⁃１８４⁃３ｐ １４

ｍｉＲ⁃１３３⁃３ｐ １０

ｍｉＲ⁃２ａ⁃３ｐ ９

ｍｉＲ⁃２８５⁃３ｐ ８

ｍｉＲ⁃１０⁃５ｐ ４

２􀆰 ２　 ｍｉＲＮＡ 靶基因 ＧＯ 功能分类

２􀆰 ２􀆰 １　 从中国鲎 ＥＳＴ 中获得的靶基因 ＧＯ 功能分类

预测结果显示， ｔｔｒ⁃ｍｉＲ⁃３４⁃５ｐ 等 ８ 个基因所匹配的靶基因均与鲎血液凝固生化过程相关基因的相

关性高 （见表 ３）， 与细胞内凝集抑制因子、 丝氨酸蛋白水解酶、 谷氨酰胺转移酶等有相互作用靶点，
可能调控这些蛋白因子的活性。

·４·
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表 ３　 中国鲎靶基因功能预测

Ｔａｂ􀆰 ３　 Ｔｈｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎｓ ｏｆ ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅｓ ｉｎ Ｔ． ｔｒｉｄｅｎｔａｔｕｓ

编号
Ｎｏ． ｍｉＲＮＡ 靶基因序列号 ＩＤ ｏｆ ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅ 功能 Ｆｕｎｃｔｉｏｎ

１ ｔｔｒ⁃ｍｉＲ⁃３４⁃５ｐ
ｇｉ ｜１４９４０４４３９ ｜ ， ｇｉ ｜１４９４０１９２２ ｜ ，
ｇｉ ｜１４９４０１７８８ ｜ ， ｇｉ ｜１４６７７０９８３ ｜ ，

ｇｉ ｜１４６２２５５１ ｜ ，ｇｉ ｜１４６２２５１５ ｜

凝集抑制因子Ⅱ型 Ｃｏａｇｕｌａｔｉｏｎ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｔｙｐｅ Ⅱ
丝氨酸蛋白水解酶 Ｓｅｒｉｎｅ ｐｒｏｔｅａｓｅ
谷氨酰胺转移酶 Ｇｌｕｔａｍｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ

２ ｔｔｒ⁃ｍｉＲ⁃１２ ｇｉ ｜１８６８５７２３５ ｜ ，ｇｉ ｜１８６７７５２０５ ｜ ，
ｇｉ ｜１８６７４９６４９ ｜ 亲环素 Ｇ Ｃｙｃｌｏｐｈｉｌｉｎ Ｇ

３ ｔｔｒ⁃ｍｉＲ⁃７１ ｇｉ ｜１５７９４３８７８ ｜ ，ｇｉ ｜１４６７７０９８３ ｜ 凝集抑制因子Ⅱ型 Ｃｏａｇｕｌａｔｉｏｎ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｔｙｐｅ Ⅱ

４ ｔｔｒ⁃ｍｉＲ⁃１３３ ｇｉ ｜１４６２１９１５ ｜ ，ｇｉ ｜３７１９１８６５ ｜ 谷氨酰胺转移酶 Ｇｌｕｔａｍｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ
半胱氨酸蛋白酶抑制剂 Ｃｙｓｔｅｉｎｅ ｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ

５ ｔｔｒ⁃ｍｉＲ⁃５７３５ ｇｉ ｜１１３４６６７２５ ｜ ，ｇｉ ｜１０９１８８８８６ ｜ 凝集抑制因子Ⅱ型 Ｃｏａｇｕｌａｔｉｏｎ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｔｙｐｅ Ⅱ
６ ｔｔｒ⁃ｍｉＲ⁃１０ ｇｉ ｜１６０４４８８７３ ｜ 亲环素 Ｇ Ｃｙｃｌｏｐｈｉｌｉｎ Ｇ
７ ｔｔｒ⁃ｍｉＲ⁃８ ｇｉ ｜１４６２１９１６ ｜ 谷氨酰胺转移酶 Ｇｌｕｔａｍｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ
８ ｔｔｒ⁃ｍｉＲ⁃１８４ ｇｉ ｜１５１３４８２５２ ｜ 谷氨酰胺转移酶 Ｇｌｕｔａｍｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ

２􀆰 ２􀆰 ２　 从美洲鲎 ＥＳＴ 中获得的靶基因 ＧＯ 功能分类

因美洲鲎 ＥＳＴ 数量较多， ｍｉＲＮＡ 预测获得靶基因也较多。 ｔｔｒ⁃ｍｉＲ⁃２ｂ 基因获得的靶基因最多， 共

１２９ 条， 其中 ９１ 条 ＥＳＴ 没有相关已注释蛋白质， 其他 ３８ 条 ＥＳＴ 序列与 １１ 种类型的蛋白质相关， 如

ＨＤＩＤ 支架、 精氨酸激酶、 核糖体蛋白、 ＧＴＰ 结合蛋白、 转录延长因子、 钙离子 ＡＴＰ 酶、 凝固蛋白

原、 丝氨酸蛋白酶等等。 可推测 ｔｔｒ⁃ｍｉＲ⁃２ｂ 主要参与鲎胚胎发育过程细胞内基因合成、 转录、 蛋白质

表达等基础生命过程中分子功能和生物过程相关基因的调控。 部分靶基因序列和功能见表 ４。

表 ４　 ｔｔｒ⁃ｍｉＲ⁃２ｂ 靶基因功能预测

Ｔａｂ􀆰 ４　 Ｔｈｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎｓ ｏｆ ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅｓ ｏｆ ｔｔｒ⁃ｍｉＲ⁃２ｂ

编号
Ｎｏ．

靶基因序列号
ＩＤ ｏｆ ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅ

分值
Ｓｃｏｒｅ

自由能
ＭＦＥ

ＢＬＡＳＴ 基因
Ｇｅｎｅｓ ｆｒｏｍ ＢＬＡＳＴ

功能
Ｆｕｎｃｔｉｏｎ

１ ｇｉ ｜２８３５４３６９３ ｜ １５３ － ２９． ２１ ｅｍｂ ｜ ＬＭ３８４０７７． １ ｜ ＨＤＩＤ 支架 ＨＤＩＤ ｍｏｌｄｅｒ
２ ｇｉ ｜２８３５４３４２３ ｜ １５２ － ２６． １６ ｇｂ ｜ ＦＪ２３５４１５． １ ｜ 精氨酸激酶 Ａｒｇｉｎｉｎｅ ｋｉｎｅｓｅ
３ ｇｉ ｜２８３５４１９４７ ｜ １５２ － ２６． １６ ｇｂ ｜ ＦＪ２３５４１５． ２ ｜ 精氨酸激酶 Ａｒｇｉｎｉｎｅ ｋｉｎｅｓｅ
４ ｇｉ ｜２８３５４１７３６ ｜ １５２ － ２６． １６ ｇｂ ｜ ＤＱ５３８９３２． １ ｜ 精氨酸激酶 Ａｒｇｉｎｉｎｅ ｋｉｎｅｓｅ
５ ｇｉ ｜２８３５１２３２７ ｜ １５２ － ２６． １６ ｇｂ ｜ ＤＱ５３８９３２． １ ｜ 精氨酸激酶 Ａｒｇｉｎｉｎｅ ｋｉｎｅｓｅ
６ ｇｉ ｜２８３５０００３７ ｜ １５２ － ２６． １６ ｇｂ ｜ ＤＱ５３８９３２． １ ｜ 精氨酸激酶 Ａｒｇｉｎｉｎｅ ｋｉｎｅｓｅ
７ ｇｉ ｜２８３５４４００４ ｜ １４２ － ２３． ５２ ｇｂ ｜ ＢＣ１６４０８４． １ ｜ 核糖体蛋白 ＳＡ Ｒｉｂｏｓｏｍａｌ ＳＡ
８ ｇｉ ｜２８３５４３２９５ ｜ １４２ － ２３． ５２ ｇｂ ｜ ＢＣ１６４０８４． １ ｜ 核糖体蛋白 ＳＡ Ｒｉｂｏｓｏｍａｌ ＳＡ
９ ｇｉ ｜２８３５０１４２７ ｜ １４２ － ２３． ５２ ｇｂ ｜ ＢＣ１６４０８４． １ ｜ 核糖体蛋白 ＳＡ Ｒｉｂｏｓｏｍａｌ ＳＡ

１０ ｇｉ ｜２８３５００５９０ ｜ １４２ － ２３． ５２ ｇｂ ｜ ＢＣ１６４０８４． １ ｜ 核糖体蛋白 ＳＡ Ｒｉｂｏｓｏｍａｌ ＳＡ
１１ ｇｉ ｜２８３５１９７７５ ｜ １４２ － ２３． ５２ ｇｂ ｜ ＢＣ１６４０８４． １ ｜ 核糖体蛋白 ＳＡ Ｒｉｂｏｓｏｍａｌ ＳＡ
１２ ｇｉ ｜２８３５１５９３６ ｜ １４２ － ２３． ５２ ｇｂ ｜ ＢＣ１６４０８４． １ ｜ 核糖体蛋白 ＳＡ Ｒｉｂｏｓｏｍａｌ ＳＡ
１３ ｇｉ ｜２８３５４３１７８ ｜ １６５ － ２２． ９８ ｒｅｆ ｜ ＸＭ＿００９０６８０１４． １ ｜ 假定蛋白质 Ｈｙｐｏｔｈｅｔｉｃａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ
１４ ｇｉ ｜２８３５２５７８２ ｜ １４６ － ２２． ７ ｇｂ ｜ ＡＹ０６６０２２． １ ｜ ＳＡＰ 正五聚蛋白 ＳＡＰ ｐｅｎｔａｐｒｏｔｅｉｎ
１５ ｇｉ ｜２８３５２５４２５ ｜ １４６ － ２２． ７ ｇｂ ｜ ＡＹ０６６０２２． １ ｜ ＳＡＰ 正五聚蛋白 ＳＡＰ ｐｅｎｔａｐｒｏｔｅｉｎ
１６ ｇｉ ｜２８３５１９７４４ ｜ １５３ － ２２． ５３ ｇｂ ｜ ＥＵ０２０９０４． １ ｜ ＧＴＰ 结合蛋白 ＧＴＰ ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ

１７ ｇｉ ｜２８３５０１３５５ ｜ １４３ － ２１． ９３ ｒｅｆ ｜ ＸＭ＿００６２７１６００． １ ｜ 转录延长因子
Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｍａｌ ｅｌｏｎｇａｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ

１８ ｇｉ ｜２８３５４３６０６ ｜ １５１ － ２１． ４７ ｒｅｆ ｜ ＸＭ＿０１２３９５４６９． １ ｜ 转录激活蛋白 Ｐｕｒ⁃ｂｅｔａ
Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｐｒｏｔｅｒｎ Ｐｕｒ⁃ｂｅｔａ
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续表

　 编号
Ｎｏ．

靶基因序列号
ＩＤ ｏｆ ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅ

分值
Ｓｃｏｒｅ

自由能
ＭＦＥ

ＢＬＡＳＴ 基因
Ｇｅｎｅｓ ｆｒｏｍ ＢＬＡＳＴ

功能
Ｆｕｎｃｔｉｏｎ

１９ ｇｉ ｜２８３５２５８３１ ｜ １４１ － ２０． ８５ ｒｅｆ ｜ ＸＭ＿０１０８７６５７５． １ ｜ ＲＡＮ 结合蛋白Ⅰ ＲＡＮ ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ Ⅰ
２０ ｇｉ ｜２８３５４３６７８ ｜ １５１ － ２０． ７９ ｅｍｂ ｜ ＡＪ２９８９０２． １ ｜ 钙离子 ＡＴＰ 酶Ⅰ Ｃａ２ ＋ ⁃ＡＴＰａｓｅ Ⅰ
２１ ｇｉ ｜１１４１０７０１３ ｜ １４４ － ２０． ７３ ｅｍｂ ｜ Ｘ０４４２４． １ ｜ 凝固蛋白原 Ｃｏａｇｕｌｉｎｏｇｅｎ
２３ ｇｉ ｜１１４１０６９６０ ｜ １４４ － ２０． ７３ ｅｍｂ ｜ Ｘ０４４２４． １ ｜ 凝固蛋白原 Ｃｏａｇｕｌｉｎｏｇｅｎ
２４ ｇｉ ｜１１４１０６９３０ ｜ １４４ － ２０． ７３ ｅｍｂ ｜ Ｘ０４４２４． １ ｜ 凝固蛋白原 Ｃｏａｇｕｌｉｎｏｇｅｎ
２５ ｇｉ ｜１１４１０６９１５ ｜ １４４ － ２０． ７３ ｅｍｂ ｜ Ｘ０４４２４． １ ｜ 凝固蛋白原 Ｃｏａｇｕｌｉｎｏｇｅｎ
２６ ｇｉ ｜１１４１０６９１３ ｜ １４４ － ２０． ７３ ｅｍｂ ｜ Ｘ０４４２４． １ ｜ 凝固蛋白原 Ｃｏａｇｕｌｉｎｏｇｅｎ
２７ ｇｉ ｜２８３５４３８８０ ｜ １４４ － ２０． ７３ ｅｍｂ ｜ Ｘ０４４２４． １ ｜ 凝固蛋白原 Ｃｏａｇｕｌｉｎｏｇｅｎ
２８ ｇｉ ｜２８３５４３２３６ ｜ １４４ － ２０． ７３ ｅｍｂ ｜ Ｘ０４４２４． １ ｜ 凝固蛋白原 Ｃｏａｇｕｌｉｎｏｇｅｎ
２９ ｇｉ ｜２８３５１１４４８ ｜ １４４ － ２０． ７３ ｅｍｂ ｜ Ｘ０４４２４． １ ｜ 凝固蛋白原 Ｃｏａｇｕｌｉｎｏｇｅｎ
３０ ｇｉ ｜２８３５１１４３３ ｜ １４４ － ２０． ７３ ｅｍｂ ｜ Ｘ０４４２４． １ ｜ 凝固蛋白原 Ｃｏａｇｕｌｉｎｏｇｅｎ
３１ ｇｉ ｜２８３４９５７８７ ｜ １４４ － ２０． ７３ ｅｍｂ ｜ Ｘ０４４２４． １ ｜ 凝固蛋白原 Ｃｏａｇｕｌｉｎｏｇｅｎ
３２ ｇｉ ｜２８３５２５１１８ ｜ １４４ － ２０． ７３ ｅｍｂ ｜ Ｘ０４４２４． １ ｜ 凝固蛋白原 Ｃｏａｇｕｌｉｎｏｇｅｎ
３３ ｇｉ ｜２８３５２２９５７ ｜ １４４ － ２０． ７３ ｅｍｂ ｜ Ｘ０４４２４． １ ｜ 凝固蛋白原 Ｃｏａｇｕｌｉｎｏｇｅｎ
３４ ｇｉ ｜２８３５１９９１７ ｜ １４４ － ２０． ７３ ｅｍｂ ｜ Ｘ０４４２４． １ ｜ 凝固蛋白原 Ｃｏａｇｕｌｉｎｏｇｅｎ
３５ ｇｉ ｜２８３５４１８７９ ｜ １４９ － ２０． ６３ ｇｂ ｜ ＣＰ００４０１４． １ ｜ 凝固蛋白原 Ｃｏａｇｕｌｉｎｏｇｅｎ
３６ ｇｉ ｜２８３５４１９１７ ｜ １４０ － ２０． ４７ ｒｅｆ ｜ ＸＭ＿００６５７０２０４． １ ｜ 丝氨酸蛋白酶 Ｓｅｒｉｎｅ ｐｒｏｔｅａｓｅ
３７ ｇｉ ｜２８３５２３０１２ ｜ １４８ － ２０． ２２ ｒｅｆ ｜ ＸＭ＿０１１２６３６６４． １ ｜ ＤＥＡＤ⁃ｂｏｘ 解旋酶 ＤＥＡＤ⁃ｂｏｘ ｈｅｌｉｃａｓｅ

２􀆰 ２􀆰 ３　 从果蝇 ＥＳＴ 中预测的靶基因 ＧＯ 功能分析

从果蝇 ＥＳＴ 中获得的靶基因， 经 ＧＯ 功能分析结果 （见图 ２） 表明， 约 ６０％ 靶基因参与生化进程，
２１％靶基因参与分子功能， １９％靶基因参与细胞组分。 ＷＥＧＯ 分析结果显示： 细胞组分功能分类中， 主

要功能包括细胞结构组分、 细胞器组分、 大分子组分细胞外区等； 分子功能大类中， 涉及结合、 催化、
酶调节、 转录调节、 翻译调节等； 在生化进程分类中， 主要参与生化调控、 细胞组分组织架构、 细胞形

成过程、 细胞组分空间定位、 发育过程、 多细胞器官构建、 色素形成、 多细胞生物进程 （见图 ２）。
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３　 讨论
３􀆰 １　 中国鲎胚胎发育期保守性 ｍｉＲＮＡ 潜在功能

中国鲎胚胎发育时间长， 从受精到孵化为 １ 龄三叶虫幼体需要 ５０ 多天时间［１１］ 。 中国鲎的胚胎发

育过程可分为 ６ 期： 卵裂期、 囊胚期、 原肠胚形成期、 附肢原基形成期、 组织分化期和快速生长期。
鲎胚胎发育容易进入滞育状态， 尤其在原肠胚期。 鲎发育时间长、 滞育等问题是目前鲎人工繁育、 恢

复其自然资源等工作的主要技术瓶颈。 而目前其胚胎发育的调控机理不甚清楚。
本文取中国鲎胚胎， 采用 Ｓｏｌｅｘａ 技术进行高通量测序， 获得大量胚胎阶段表达的 ｍｉＲＮＡ， 筛选

出具有高表达高保守性的 １９ 条 ｍｉＲＮＡ 进行靶基因预测。 这些 ｍｉＲＮＡ 表达量高， 推测在胚胎发育中

发挥着重要功能， 而且保守性高， 与其他动物 ｍｉＲＮＡ 成熟序列完全相同， 在后生动物进化过程中序

列高度保守。
由于已提交的中国鲎相关 ＥＳＴ 数量少， 且大多基因与鲎的血细胞凝集功能有关， 美洲鲎的 ＥＳＴ

则相对多一些， 但大多也是与血细胞凝集功能相关。 利用这两物种的 ＥＳＴ 进行靶基因预测， 结果表

明所选取的 ｍｉＲＮＡ 大多数与鲎血细胞凝集、 抗菌等生理过程相关基因有匹配位点， 推测 ｍｉＲＮＡ 调控

细胞生命活动的功能相当广泛， 除了与发育调控相关， 血液免疫功能也可能受到 ｍｉＲＮＡ 广泛调控，
但这些还需要实验验证。

果蝇为模式生物， 其研究较为深入。 中国鲎与果蝇均属节肢动物， 具有较高的同源性。 将中国鲎

的 ｍｉＲＮＡ 与果蝇 ＥＳＴ 库进行靶基因预测， 结果表明， ｍｉＲＮＡ 不但序列具有保守性， 其功能也保守。
这些保守的 ｍｉＲＮＡ 广泛参与细胞结构组分、 细胞器组分、 大分子组分等基础结构架构， 也广泛参与

结合、 催化、 酶调节、 转录调节、 翻译调节等基础生物合成途径， 还广泛参与生化调控、 细胞生理过

程、 发育过程、 细胞成分组织、 色素形成等多细胞生物进程。 保守的 ｍｉＲＮＡ 在后生动物的进化过程

中具有重要地位， 不但在动物发育期起着重要的调控作用， 而且可能比非保守的 ｍｉＲＮＡ 具有更高效

的表达及更广泛的功能［１２］ 。
ｍｉＲＮＡ 在生命活动过程中起调控中心分子的作用， 其调控的广泛性和复杂性还体现在： １ 个

ｍｉＲＮＡ 可与多个靶基因结合， 调控多个靶基因的表达， 同时 １ 个靶基因可受到多个 ｍｉＲＮＡ 调控。
３􀆰 ２　 靶基因预测需要多个软件结合分析

ｍｉＲＮＡ 调控功能主要源自于 ｍｉＲＮＡ 与其靶基因之间完美的或接近完美的互补作用。 根据这一原

理， 可鉴定 ｍｉＲＮＡ 的靶基因， 用以深入研究 ｍｉＲＮＡ 调控功能。 然而， 目前没有一个确定的、 可接受

的标准来鉴定 ｍｉＲＮＡ 靶基因。 利用生物信息学方法对 ｍｉＲＮＡ 进行靶基因预测是一个有效且快速的

方法。
本试验利用多种预测软件， 如： ｍｉＲａｎｄａ、 ＰＩＴＡ、 ＰｉｃＴａｒ、 ＤＩＡＮＡ、 ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ 进行靶基因的预

测。 不同的软件参数不同， 通过取他们的交集来增加结果的可靠性。
ｍｉＲａｎｄａ 不受物种限制， 适用范围广， 可下载到本地进行离线分析。 ｍｉＲａｎｄａ 算法通过碱基互补

（如 Ｇ≡Ｃ、 Ａ ＝ Ｕ 等） 构建打分系统， 通过对种子区的匹配参数来定义。 ＰＩＴＡ 是基于靶位点可接性

来进行 ｍｉＲＮＡ 靶标预测的。 ＰＩＴＡ 算法遵循标准的种子参数设置， 可考虑从 ｍｉＲＮＡ 的第二个位点开

始种子序列， 长度为 ６ ～ ８ ｎｔ， 这段区域不允许有不匹配的碱基或环状结构， 但允许一个 Ｇ∶ Ｕ 匹配出

现在 ７ － 或 ８ － ｍｅｒｓ。 ＰｉｃＴａｒ 通过搜寻保守 ３′ＵＴＲ 中几乎或者完全匹配的区域中计算匹配上的双链自

由能。 ＤＩＡＮＡ 的算法需要计算潜在 ｍｉＲＮＡ 结合最小自由能， 需要至少有 ６ｎｔ 的种子区域， 允许一定

量的错误匹配， 并将结果与 ３′ＵＴＲ １００％ 匹配的序列进行比较。 四款软件各有自己的优势和局限， 只

有结合使用才能提高结果的可靠性。
总之， 由于中国鲎和美洲鲎在 ＮＣＢＩ 上已注释的功能基因较少， 所以其靶基因功能分析进展甚

微， 还需要更多的功能基因组学的工作。 为了验证已预测的与胚胎发育相关 ｍｉＲＮＡ 靶基因作用通路

·７·
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以及在转录水平上筛选更多差异表达基因， 后续靶基因研究将利用荧光定量 ＰＣＲ 表达加以验证。 本

文初步分析了胚胎发育相关 ｍｉＲＮＡ 作用的靶基因在胚胎发育组织分化过程中参与的蛋白互作网络、
分子调控通路和生物学功能， 从而为进一步深入地揭示 ｍｉＲＮＡ 及其调控靶基因参与胚胎发育的调控

机理奠定基础。
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