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计算识别水稻基因组中m icroRNA 基因
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　　[摘　要 ]　一些低丰度的m iRNA 和组织特异性m iRNA 往往很难发现, 利用生物信息学方法, 根据已知水稻

m iRNA 的各种属性, 设计m iRNA 前体预测程序——P reM iR F ind, 从全基因组范围中预测出1 375 条m iRNA 前体,

然后利用已知拟南芥的m iRNA 对这1 375 条前体进行同源检索, 找出166 条m iRNA 前体, 再用水稻已知的m iRNA

对这 166 条序列进行检索, 发现其中 153 条与已知的水稻m icroRNA 完全相同, 对剩余的 13 条m iRNA 前体预测序

列用m Fo ld 作进一步结构分析, 最后得到 10 条新的候选m iRNA 基因序列。
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　　M icroRNA (m iRNA ) 是存在于动植物体内的

起调节 mRNA 稳定性及翻译作用的一类 ncR 2
NA [125 ]。最早发现的m iRNA lin24 和 let27 可通过与

靶mRNA 3′末端形成碱基配对来抑制翻译, 很多新

发现的m iRNA 也以相似的机制发挥作用[6 ]。不过

m iRNA 大家族里也有一些成员是通过RNA i 途径

使靶mRNA 降解达到基因阻抑目的, 类似于具有相

似长度的 siRNA 的功能。

随着人们对m iRNA 认识的加深, 更多的人开

始相信, m iRNA 是早期RNA 家族在进化上的遗留

物, 其之所以没有被更为先进的蛋白质调控机制所

代替, 可能主要是因为m iRNA 的表达比通常的蛋

白质编码基因转录物的表达要迅速得多, 并且m iR 2
NA 作为调节子不会受到翻译过程的影响, 所以有

利于对靶基因进行更加迅速和有效的调控[7 ]。m iR 2
NA 的发现, 丰富了人们对蛋白质表达调控的认识,

同时也是对中心法则中RNA 作用的重要补充, 将促

使人们对生物发育调控进行更深入的探索。

近10 年来, 有关m iRNA 的研究工作已经取得

了突飞猛进的进展。到目前为止, 在R fam 中登陆的

m iRNA 已有1 000 多条。但Ben tw ich 等[8 ]认为, 生

物体内的m iRNA 远大于此数, 他们通过计算并结

合m icroarray 技术, 从人基因组中又发现了 89 条新

的m iRNA , 自此在人类基因组中总共发现 321 条

m iRNA , 但他们认为人类基因组编码的m iRNA 至

少有800 条。目前在R fam 中登陆的水稻m ircoRNA

有123 条, 而其中通过实验确证的却只有44 条。由此

推断, 在水稻基因组中也应存在大量尚未被发现的

m iRNA。本研究采用生物信息方法, 找出了10 条新

的水稻m iRNA , 现将研究结果报道如下。

1　材料与方法

1. 1　材　料

　　本研究所用的水稻基因组和EST 数据从N CB I

库 (h t tp: ööwww. ncb i. n ih. n lm. govö) 中下载得到;

133 条水稻m iRNA 和 76 条拟南芥m iRNA 均来自

于R fam 数据库 (h t tp: ööm icro rna. sanger. ac. uk ö

sequencesöindex. sh tm l) , 用 V ienna 软件包中的

RNA fo ld 程式预测二级结构; RNA structu re 为

m fo ld 的w indow s 版, 下载于生物软件网 (h t tp: öö

www. b io2soft. netö)。

1. 2　方　法

1. 2. 1　m iRNA 属性的选取　为了区别m iRNA 与

非m iRNA , 本研究选取了m iRNA 的前体结构、平均

长度、发夹结构中茎的长度、GC 含量、环长及与拟

南芥的相似度等几个属性, 用于后面的预测。

1. 2. 2　水稻m iRNA 前体的预测　根据上述属性,

对已知的133 条水稻m iRNA 进行统计分析, 以得到

的结果为参数, 设计出用于探寻水稻前体m iRNA

的程序——P reM iR F ind, 其工作流程见图1。
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图 1　P reM iR F ind 工作流程图

F ig. 1　F low chart of P reM iR F ind

1. 2. 3　水稻m iRNA 的预测　以拟南芥已知的m iR 2
NA 为quest, 对上述获得的前体m iRNA 进行b last 检

索, 所获片段被认为是最后预测的m iRNA , 如检索到

的序列有重复, 只取其前体形成二级结构自由能最小

的序列, 其他的作为冗余片段丢弃, 最后再去除已发表

的水稻m iRNA , 剩下的就是新的m iRNA。

2　结果与分析
2. 1　水稻m iRNA 的特征

　　对已知的133 条水稻m iRNA 进行分析, 结果

发现水稻前体m iRNA 的平均长度约为131 n t, 所有

前体均具有发夹结构, 发夹环长度大于 4 n t, GC 含

量为30%～ 55% ; 成熟的m iRNA 由20 或21 n t 个碱

基组成。

2. 2　水稻前体m iRNA 的搜索

以130 n t 作为窗口长度, 5 n t 作为步长, 从水稻

每条染色体的 5′端开始滑动窗口, 调用RNA fo ld 预

测子片段的二级结构 (zuker) , 判断其是否有发夹结

构, 没有发夹结构的丢弃, 有发夹结构的, 若环长> 4

n t, 茎长≥20 n t, 并且GC 含量为 36%～ 80% , 则保

存此片段作为候选前体片段, 不符合的丢弃; 然后向

下滑动5 n t, 重复上述工作。经过这一步后, 得到约1

万条序列, 去除冗余后还剩余 1 375 条候选前体片

段。

2. 3　成熟水稻m iRNA 的预测

为了进一步在m iRNA 前体上预测成熟片段,

本研究用已知的拟南芥成熟m iRNA 作为 quest, 对

上述预测出的 1 375 条候选片段进行b last 分析, 要

求匹配长度大于 17 n t, 结果得到 166 条符合条件的

候选片段。然后再用已知的水稻m iRNA 对这166 条

片断进行检索, 以去除已发表的m iRNA , 最后得到

13 条m iRNA 片断。又用RNA structu re 对这13 条序

列进行重折叠, 去除3 条结构不符片段, 最终得到了

10 条新的候选m iRNA 前体, 其二级结构见图 2, 序

列及其前体在染色体上的位置见表1。再将这10 条

m iRNA 递交到水稻EST 库进行b last 检索验证, 其

中p lu söp lu s 匹配的有m iR 02, m iR 05 和m iR 07 3 条。

表 1　预测出的水稻m iRNA 的序列及其在基因组上的位置

T able 1　Sequences of new m iRNA s and their locations in the rice ch romo som e

m iRNA 编号
m iRNA num ber

染色体
Ch romo2

som e

前体片段
起始位置

po sit ion of
o rig inal
sequence

链位置
Chain

location

候选的成熟m iRNA 序列
Candidated m atu rity m iRNA sequence

同源的拟南芥
m iRNA

O riginated m iRNA
of A rabid op sis

tha liana

m iR 01 1 38139509～ 38139603 - U GCCAAA GGA GAUUU GCAUA C ath2M IR 399

m iR 02 1 5718080～ 5718148 + U GU CAU CUU CAU CAU CAU CU G ath2M IR 414

m iR 03 2 12956021～ 12956100 + UU GGA GAA GA GA GU GA GCA CA ath2M IR 156

m iR 04 3 30345921～ 0346041 - A GCU GCCA GCAU GAU CUAA CU ath2M IR 167

m iR 05 4 32655912～ 32656028 + UU GUAUAUA GU GAA GU GUUU G ath2M IR 395

m iR 06 4 31838759～ 31838870 - A GU GUUU GGGGGAA CU CU CGA ath2M IR 395

m iR 07 5 2832917～ 2833037 + U CCAAA GGGAU CGCAUU GU CU ath2M IR 393

m iR 08 7 28469789～ 28469879 - GAA GCA GGGCA CGU GCAU GCA ath2M IR 164

m iR 09 8 1701243～ 1701325 + CU CCCU GUAU GCCA CU CAU CU ath2M IR 160

M iR 10 12 25510435～ 25510546 + U GCCA GCAU GAU CUA GCU CU G ath2M IR 167

　　注: + . 有意义链; - . 无意义链。

N o te: + . Sense strand; - . A n ti2sense strand.

89 西北农林科技大学学报 (自然科学版) 第 34 卷



© 1994-2010 China Academic Journal Electronic Publishing House. All rights reserved.    http://www.cnki.net

图 2　预测出的水稻m iRNA 前体的二级结构

F ig. 2　Putative secondary structu res of selected m iRNA p recurso rs

3　讨　论
m iRNA 在基因调控中非常重要[9 ]。L ew is 等[10 ]

研究认为, 人类有1ö3 的基因由m iRNA 所调控。因

此, 尽快找出所有的m iRNA 并研究其功能, 对进一

步了解基因表达调控具有重要意义。但由于其片段

较短小, 在实验水平快速识别m iRNA 具有很大困
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难[11 ]。因为目前在实验水平上检测m icroRNA , 主要

是分离 18～ 28 n t 的小片段RNA , 然后再通过克隆

和测序的手段来获得, 但由于实验本身的问题, 研究

者们克隆到的m iRNA 仅是表达丰度较高的少数

m iRNA , 而大批的低丰度m iRNA 却很难通过实验

手段分离到。因此, 利用生物信息学的方法来预测

m iRNA 意义深远。通过计算的方法预测m iRNA 能

在短时间内识别出大量的m iRNA , 但同时也会产生

大量的假阳性序列, 因此如何提高识别准确率是

m iRNA 预测中亟待解决的问题, 也是生物信息学

领域中普遍存在的问题。

本研究采用全基因组扫描结合同源检索来识别

m iRNA 的方法是一种高效、准确的方法。在本研究

中总共识别出 166 条候选片段, 而在用已知的水稻

m iRNA 进行筛选后只剩下 13 条, 说明其中包含了

大量的已知水稻m iRNA , 这也从另一个侧面反映了

本研究方法的识别率较高。最后将得到的10 条m i2
croRNA 对水稻EST 库进行b last 检索, 发现有3 条

是P lu söP lu s 匹配, 说明这3 条m icroRNA 在水稻生

长阶段肯定能转录出来。但其他7 条m iRNA 是否为

真正的m iRNA , 还需要进一步的研究。
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Com pu ta t iona l iden t if ica t ion of novel fam ily m em bers

of m icroRNA genes in O ry z a sa tiva genom e

J IN W e i-boa, b,W U Fang- l ia, KONG D onga , GUO A i-guanga, b,YANG Shu- shena

(a Colleg e of L if e S cience, b K ey L abora tory of A g ricu ltu re M olecu lar B iology in S hannx i,N orthw est A & F U niversity , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina)

Abstract: M icroRNA s (m iRNA ) are abou t 21 n t long non2coding RNA s derived from larger hairp in

RNA p recu rso rs and p lay impo rtan t regu la to ry ro les in bo th an im als and p lan ts. T he low abundance of

som e m iRNA s and their t im e2 and t issue2specif ic exp ression pat tern s m ake experim en ta lm iRNA iden t if ica2
t ion diff icu lt. H ere a p rogram - P reM iR F ind fo r genom e2w ide p redict ion of O ry z a m icroRNA s w as p resen t2
ed. T h is m ethod u sed characterist ic fea tu res of know n O ry z a m iRNA s as criteria to search fo r m iRNA s.

O u r p redict ion iden t if ied 1 375 p re2m iRNA candidates. T he 166 p re2m iRNA s w ere reservat ion as criteria to

search fo r m iRNA s con served betw een A rabid op sis and O ry z a sa tiva. 153 p re2m iRNA s w ere the sam e as

know n m iRNA s and then the st ructu res of the 13 p re2m iRNA s w ere analyzed fu rther. F inally 10 new m iR 2
NA s w ere ob ta ined.

Key words: rice genom e; RNA fo ld; m icroRNA

001 西北农林科技大学学报 (自然科学版) 第 34 卷


