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dRNA-seq 原理及其在原核生物转录组学研究中的应用 

侯志伟 1, 2, 王赟 3, 高宏 1, 侯圣伟 1 

1. 中国科学院水生生物研究所, 淡水生态与生物技术国家重点实验室, 武汉 430072;  
2. 中国科学院大学, 北京 100049;  
3. 河南城建学院生物工程系, 平顶山 467036 

摘要: 第二代测序技术不仅推进了基因组学的研究, 而且也广泛应用到转录组学的研究中。原核生物转录组学

的研究方法主要有 Tiling 芯片和 RNA-seq, 后者因其较高的覆盖率和分辨率以及越来越低廉的成本而逐渐被更

多的研究单位采用。根据对 mRNA 富集方法或 rRNA 去除方法的不同, 目前 RNA-seq 方法主要有 6 种, 其中

dRNA-seq 由于采用了 5′单磷酸依赖的外切酶, 可以特异性地降解加工过的转录本, 从而使初始转录本得到富

集, 已被广泛应用到原核生物转录起始位点、小的调控 RNA、启动子及操纵子等研究中。文章对 dRNA-seq 的

原理、技术流程及其在原核生物转录组学研究中的应用进行了综述, 并对这一研究方法在现阶段应用的优势和

局限性进行了讨论, 也进一步对该方法在未来的发展和应用进行了展望, 期望为国内相关领域研究人员提供参考。 
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The principle of dRNA-seq and its applications in prokaryotic tran-
scriptome analyses 
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Abstract:  The genomic and transcriptomic studies have been greatly accelerated by the next-generation sequencing 
technology. Currently, there are two main methods in transcriptomic studies, namely, Tiling microarray and RNA-seq. Com-
paratively, because of its overwhelming superiority in transcript coverage and resolution, as well as decrease of costs, 
RNA-seq has been employed in transcriptome analyses by an increasing number of research institutes. According to the 
mRNA enrichment or rRNA depletion methods, RNA-seq can be performed in six ways. Among them, dRNA-seq can de-
scriminate the original transcripts from the processed RNAs based on a differential exonuclease treatment. This kind of 
method has been broadly applied in studies of prokaryotic transcriptional start sites, small regulatory RNAs, promoters and 
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operons, etc. Here, we reviewed the detailed principle and technical process of dRNA-seq and its applications in prokaryotic 
transcriptome analyses. Besides, we also summarized the advantages and limitations of dRNA-seq at present stage, and then 
gave our perspective of its future development and potential applications, expecting to present useful references for civil 
researchers in related fields. 

Keywords: dRNA-seq; transcriptome sequencing; sRNA; TSS; ncRNA 

基于 Solexa、454 和 SOLiD 平台第二代测序技
术的发明和广泛应用极大地促进了基因组结构和功

能元件的研究, 在基因组测序、基因组比较、转录
组分析、基因表达谱分析和小分子 RNA测定等方面
表现出强大的技术优势[1,2]。截至 2013年 5月 15日, 
已有 4 152种细菌和 254种古生菌的基因组测序完成
(数据来源于 http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genomes)。然
而, 这些基于DNA序列的基因组数据并不能反映基
因组上编码区和非编码区的转录水平和转录调控机

制。因此, 从 RNA 水平研究原核生物在特定生长时
期和培养条件下全基因组转录情况的转录组学为这

一问题提供了解决方案。它通过研究特定环境条件

下基因编码 RNA(mRNA)和非编码 RNA(Non-coding 
RNA, ncRNA)的表达水平及其调控规律, 进一步推
动了基因功能和 ncRNA调控机制的研究。 

目前, 广泛用于原核生物转录组分析的方法
主要有 2 种, 即基于杂交技术的 Tiling 芯片法
(Tiling microarray)和基于第二代高通量测序平台
的转录组测序方法(RNA-seq)。Tiling 芯片是由许
多相互重叠的短的寡核苷酸探针组成, 这些寡核
苷酸片段拼接起来能够覆盖部分或整个基因组序

列。将标记的转录本与 Tiling 芯片上的这些寡核
苷酸杂交, 根据杂交释放出的荧光信号来推断转
录本的序列和表达水平。这种方法是基于成熟的

基因芯片技术发展起来的, 有完善的实验操作和
数据分析方法, 常被用来大规模分析基因表达水
平和寻找具有调控作用的非编码小 RNA(Small 
regulatory RNA, sRNA)[3,4]。由于寡核苷酸探针的

设计必须有相应物种的基因组序列作参照, 因此
该方法只能用于基因组序列已知的物种的转录组

分析。另外, Tiling芯片的分辨率与寡核苷酸探针
的密度相关, 想要精确鉴定转录本的序列就必须

提高探针的数量和重叠度, 这使得 Tiling 芯片的
成本大大增加。此外, 由于 Tiling芯片是通过判断
杂交信号的强弱来间接反映转录本表达水平, 因
此容易受到背景信号和交错杂交的干扰, 也不能
用于低丰度转录本的检测[5]。第二代测序技术的

出现使得测序成本大大降低, 促进了其在转录组
学研究领域的应用。RNA-seq 就是在这种背景下
应运而生, 它既不需要预先设计探针, 也不需要
有参考基因组序列, 同时也实现了以更高的分辨
率和覆盖度对细胞内所有转录本进行直接检测。 

RNA-seq, 即 RNA 测序又称转录组测序, 是最
近发展起来的利用深度测序方法进行转录组分析的

技术[6]。RNA-seq方法有很多种, 本文对一种能够区
分初始转录本和加工过的转录本的新的 RNA-seq技
术—differencial RNA sequencing(dRNA-seq)进行综
述, 着重介绍 dRNA-seq 的原理及其在原核生物转
录组学研究中的应用。 

1  dRNA-seq的原理 

1.1  RNA-seq概述 

RNA-seq 主要分为 4 步[7]：(1)从待测组织或细
胞样品中提取高质量的总 RNA, 去除 rRNA; (2)根
据测序平台读长的要求将 RNA 片段化, 反转录为
cDNA; (3)将 cDNA 文库进一步扩增至测序需求(单
分子测序不需要扩增 cDNA文库); (4)高通量测序和
转录组数据分析。由于原核生物 mRNA和具有调控
功能的 sRNA 只占细胞内总 RNA 的 2%~5%, 其余
95%为 rRNA和 tRNA[8], 而且这些 mRNA的 3′末端
没有 poly(A)尾巴, 因此对 mRNA 的富集方法或对
rRNA 和 tRNA 去除方法的研究成为 RNA-seq 探讨
的热点。 

常见的原核生物 rRNA 和 tRNA 去除方法主要
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有 6种：(1)rRNA消减杂交法(rRNA subtractive hy-
bridization)[9~14], 通过使用与 rRNA互补的寡核苷酸探
针与总RNA样品杂交去除 16S和 23S rRNA。目前, 已
有多家公司开发了相应的试剂盒：MICROBExpress 
bacterial mRNA enrichment kit(Ambion), RiboMinus 
bacteria transcriptome isolation kit(Invitrogen) 和
Ribo-Zero rRNA removal kit(Epicentre)。(2)5′单核苷
酸依赖的外切酶处理法 (Terminator 5′-phosphate- 
dependent exonuclease treatment, TEX treatment)主要
使用 Epicentre 开发的 mRNA-ONLY prokaryotic 
mRNA isolation kit。这两种方法相对比较成熟, 使用
比较普遍。 (3)选择性引物扩增法 (Not-so-random 
primers amplification, NSR amplification)[15], 通过预
先设计一系列的具有非 rRNA 偏好性的 NSR 引物, 
然后使用这些 NSR引物选择性扩增 rRNA以外的转
录本。相应的试剂盒有 Ovation prokaryotic RNA-seq 
system(NuGEN)。(4)依赖于双链特异核酸酶的 cDNA
均一化法 (Duplex-specific nuclease normalization, 
DSN normalization)[16, 17], 这种方法是从真核生物借
鉴而来, 是在 cDNA 水平上降低 rDNA 和 tDNA 所
占的比例 , 在原核生物中应用的还不多。相应的     
试剂盒有 Evrogen 公司的 trimmer-direct cDNA 
normalization kit。(5)大肠杆菌 poly(A)聚合酶加尾     
法[18], 通过使用可以选择性地对 mRNA 加尾的细菌
poly(A)聚合酶来相对偏好性地获取 mRNA, 但与前
几种方法相比, 这种方法去除 rRNA的效率较低, 常
结合其他方法一起使用[19]。相应的试剂盒有 Ambion
公司的 MessageAmp II-bacteria kit。(6)与 RNA结合
蛋白 Hfq等免疫共沉淀法[20]。由于 Hfq能够高效地
结合 sRNA, 并能辅助它们与靶标 mRNA 结合, 因
此常用于 sRNA及其靶标 mRNA的研究[20, 21]。每种

方法各有优劣, 对这些方法的比较可以参考相关文
献[8, 14, 19, 22], 本文只介绍 dRNA-seq 中用到的 TEX
处理法的原理和 cDNA 文库制备流程。因为相对于
其他方法, 这种方法能够区分初始转录本和加工过
的转录本, 可以用来在全基因组水平上鉴定转录起
始位点(Transcriptional start site, TSS)、转录本加工位
点和 ncRNA, 对分析启动子区域、操纵子结构和
ncRNA 调控机制非常有帮助, 而这些正是当前基因
组注释、功能基因组学研究及 RNA调控机制研究急
需的信息。 

1.2  dRNA-seq的原理和技术流程 

在原核细胞中, 根据 5′端带有的化学基团的不
同, 可以将 RNA分为 3类：即带有 5′三磷酸的 RNA
分子 (5′-PPP-RNA), 带有 5′单磷酸的 RNA 分子

(5′-P-RNA)和带有 5′羟基的 RNA分子(5′-OH-RNA)。
通常情况下, 初始转录本都是 5′-PPP-RNA, 包括初
始的 mRNA 和 ncRNA。而经过加工后成熟的 5S 
rRNA、 16S rRNA、 23S rRNA 和 tRNA 都是

5′-P-RNA。另外, 5′-OH-RNA通常是由 5′-PPP-RNA
和 5′-P-RNA 部分降解形成的。dRNA-seq 中用到的
cDNA 文库通常由两部分构成, 其中一部分使用 5′
单磷酸依赖的外切酶 (Terminator 5′-phosphate-   
dependent exonuclease, TEX)处理, 选择性的降解加
工过的转录本 , 只保留初始转录本的信息(TEX+); 
另一部分不经 TEX处理, 保留初始转录本和加工过
的转录本 

信息(TEX-)[23, 24]。通过对两个文库中转录本的

比较就能够在全基因组水平上鉴定转录起始位点和

加工位点。典型的 dRNA-seq 技术流程如图 1所示[25]。 

1.2.1  高质量总 RNA 样品的制备 

首先, 收集特定培养条件或生长时期的原核细
胞, 提取高质量总 RNA。为了尽量降低 rRNA 降解
片段的干扰, 整个操作过程中一定要避免污染外源
RNase 和剧烈震荡, 以确保提取的总 RNA 的完整
性。然后使用 DNase I 去除残留的基因组 DNA, PCR
检测是否消化干净, 再进一步检测 RNA的完整性。
然后将高质量的总 RNA 分为两份, 分别用于构建
TEX-和 TEX+ cDNA文库。此时这两个文库主要由
5′-PPP-RNA、5′-P-RNA和 5′-OH-RNA构成。 

1.2.2  5′单磷酸外切酶处理 

将制备的 RNA样品置于 90℃变性 2 min, 冰上
冷却 5 min, 充分破坏 RNA 的二级结构。然后向
TEX+文库中加入适量 5′单磷酸依赖的外切酶降解
5′-P-RNA, 同时向 TEX-文库中加入等量的 RNase- 
free 水做对照。TEX+文库中 5′-P-RNA 在这一步会
被降解, 5′-PPP-RNA和 5′-OH-RNA则被保留下来。 

1.2.3  烟草酸焦磷酸酶处理 

有机溶剂抽提去除 TEX后, 使用烟草酸焦磷酸
酶(Tobacco acid pyrophosphatase, TAP)处理 TEX+和 
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图 1  dRNA-seq 技术流程 
 

TEX-文库。TAP能够将初始转录本上的 5′-PPP基团
转化为 5′-P 基团, 为后续的 5′端加 RNA 接头做准
备。再次有机抽提去除 TAP。 

1.2.4  3′末端加 poly(A)尾, 5′末端加 RNA 接头处理 

分别使用细菌 poly(A)聚合酶和 RNA 连接酶对
TEX+和 TEX-文库中的 RNA 样品进行 poly(A)加尾
和 5′端加 RNA接头处理, 为后续 cDNA文库的构建
做准备。由于 5′-OH-RNA不能与 RNA接头相连, 因
此不会出现在最终的 cDNA文库中。 

1.2.5  合成 cDNA 第一条链 

根据 Roche/454 Amplicon测序平台设计合成带
有 oligo(dT)的反向引物 , 以 TEX+/TEX-文库中的
RNA 样品为模板, 使用 M-MLV 反转录酶(RNaseH)
合成 cDNA的第一条链。 

1.2.6  PCR 扩增 TEX+和 TEX- cDNA 文库 

使用基于 Roche/454 Amplicon测序平台的含有

5′端接头序列的正向引物 PCR 扩增 TEX+和 TEX- 
cDNA 文库。为了区分不同培养条件或生长时期下
的转录本, 扩增 cDNA 文库时在引物的 5′端分别加
上不同的 4个碱基的条码序列(Barcode)。 

1.2.7  高通量测序和数据分析 

由于 dRNA-seq 是为绘制全基因组水平的 TSS
和 sRNA 而设计的, 因此没有 RNA 片段化这一步, 
在高通量测序平台的选择上更倾向于读长较长的平

台, 如 454的 GS FLX+(最大读长约 1 000 bp)。与其
他 RNA-seq相比, dRNA-seq在转录组数据分析过程
中也更倾向于在全基因组水平上研究 TSS、sRNA、
启动子 (Promoter)、 5′非转录区域 (5′ untranslated 
region, 5′ UTR)及操纵子(Operon)等。 

2  dRNA-seq 在原核生物转录组学研究中的
应用 

dRNA-seq 目前主要用于在全基因组水平上绘
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制 TSS、鉴定 sRNA 和反义转录本。对细胞内所有
转录本转录起始位点和表达水平的研究不仅能增进

人们对功能已知的转录本表达调控机制的理解, 也
可用于分析在某些环境条件下特异表达的转录本及

其表达情况, 从而促进对这些转录本功能的研究。
sRNA 在细菌的转录调控中扮演了重要角色, 然而
sRNA 通常转录自非编码区且与 mRNA 相比长度较
短, 因此很难被鉴定, 在原核生物基因组上已经被
注释的 sRNA也非常有限。dRNA-seq由于能够在全
基因组水平鉴定 TSS, 因此, 极大便利了 sRNA的研
究。由于 dRNA-seq基于反转录 cDNA文库测序, 相
比基因芯片技术 , 需要更少的细胞作为起始材料 , 
因此可以应用于一些难以进行遗传操作的物种转录

组的研究。本文从比较转录组学研究、启动子和 5′ 
UTR 分析、sRNA 的研究以及难以进行遗传操作物
种的研究 4个方面来列举 dRNA-seq的应用。 

2.1  dRNA-seq在比较转录组学研究中的应用 

通过对不同生长环境下或者不同生长状态下的

原核生物进行全基因组水平的 TSS 分析, 能够快速
的在全基因组水平鉴定差异表达转录本, 使人们对
原核生物在特定环境条件下的应激调控有更加深刻

的认识。此外, 通过对比某些基因突变株和野生型转
录组水平的表达差异, 也有助于全面了解该基因的功
能及所在的调控网络, 寻找受其调控的下游基因。 

2009年, Jager等[26]第一次使用 dRNA-seq对在
不同含氮生长条件下的甲烷八叠球菌 GO1 株
(Methanosarcina mazei sp. Stain GO1)的转录组进行
测序, 在全基因组水平上绘制了 876 个 TSS, 其中
586个起始 mRNA的转录, 208个 TSS 起始 ncRNA
的转录。在所有的初始转录本中, 有 287 个转录本
只在有铵盐的环境条件下表达, 有 253 个转录本只
在固氮的条件下表达。并且确认了许多个在氮胁迫

环境下特异表达的 sRNA, 在它们的启动子区域还
鉴定了一个响应氮胁迫的保守序列, 可能是某种转
录因子的结合位点。 

蓝藻又称蓝细菌 (Cyanobacteria), 是一类能够
进行产氧光合作用的原核生物。蓝藻除了通过光合

作用参与地球上碳源的固定外, 还为地球上氮源的
固定做出了重要贡献[27, 28]。鱼腥藻 PCC7120(Anabaena 
sp. PCC 7120)是研究原核生物细胞分化和固氮的模

式藻。在缺氮诱导条件下沿着丝体每间隔约 10个营
养细胞形成一个高度特化的细胞, 称为异形胞。hetR
和 ntcA 是异形胞发育和图式形成的主调控基因。
Mitschke等[29]对鱼腥藻 PCC7120的转录组进行了测
序, 通过检测加氮和缺氮培养条件下野生型和 hetR
突变株的转录情况, 在全基因组水平上绘制了 10 000
多个 TSS, 并鉴定了 900多个与固氮相关的 TSS, 其
中 158个可能受 NtcA直接调控, 209个与 HetR表达
水平相关。这一研究成果为鱼腥藻 PCC7120异形胞
发育相关基因调控关系的研究提供了极大便利, 将
进一步推动原核细胞分化和固氮调控机制的研究。 

2.2  dRNA-seq在启动子和 5′ UTR分析中的应用 

dRNA-seq 可以以单核苷酸分辨率在全基因组
水平上鉴定 TSS, 能够在全基因组水平绘制启动子
图谱, 从而对基因的调控结构等有更深刻的认识。
鼠伤寒沙门氏菌(Salmonella Typhimurium)是一种能
够引起人和其它哺乳动物肠胃炎的革兰氏阴性菌 , 
其基因组上有两个编码毒力基因的毒力岛, 即沙门
氏菌毒力岛 SPI1(Salmonella pathogenicity island 1, 
SPI1)和沙门氏菌毒力岛 SPI2, 分别负责沙门氏菌在
宿主细胞外和细胞内毒力基因的表达。这两个毒力

岛上几乎所有环境依赖型的毒力基因的表达是由细

菌信号素鸟苷四磷酸(ppGpp)介导 , 鸟苷四磷酸由
RelA和 SpoT两个酶合成, 因此 relA和 spoT基因突
变株不能产生 ppGpp。2012年, Ramachandran等[30]

通过 dRNA-seq 对鼠伤寒沙门氏菌的野生型 SL1344
和 RelA/SpoT缺失突变株 SPI1诱导阶段的转录组进
行测序, 鉴定了 3 306个 TSS。根据这些 TSS, 进行
了全基因组水平的启动子分析, 在 1 932 个启动子
上鉴定了 σ70 的保守结合位点(−10 区), 发现其中
92%的启动子负责启动维生素和辅酶因子编码基因
的转录, 42%的启动子负责启动与运动性和趋药性
相关的基因。他们还在 365 个启动子中鉴定了保守
的-35区域发现其中 41%的基因与细胞分化相关。此
外, 他们还预测了 169个依赖于其他 σ因子(σ24、σ28、

σ32、σ38和 σ54)的启动子。对操纵子的分析鉴定了 1 538
个单顺反子转录本和 625个多顺反子转录结构。 

幽门螺旋杆菌(Helicobacter pylori)是一种能生
活在人胃粘膜上的革兰氏阴性致病菌, 基因组只有
1.67 M, 包含 1 576 个开放阅读框 (Open reading 
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frame, ORF)。2010 年 Sharma 等[23]使用 dRNA-seq
对 5种环境条件或生长时期下的幽门螺旋杆菌 26 695
株的转录组进行测序 , 在全基因组水平上鉴定了  
1 907 个 TSS(在这之前只有 55 个 TSS 被鉴定)。通
过对这些 TSS 位置的分析并与传统 RNA-seq 相结   
合, 将 87.5%的幽门螺旋杆菌的基因归到了 337个操
纵子里, 第一次在全基因组水平上绘制了幽门螺旋
杆菌的操纵子图谱。通过对 5′ UTR的分析, 发现约
50%的 5′ UTR长度分布在 20~40个碱基, 并且发现
5′ UTR的长度与这些基因的功能相关, 例如与核苷
酸合成相关基因几乎都有约 30 nt长的 5′ UTR, 而与
细胞分化、致病性相关基因具有明显更长的 5′ UTR。 

2.3  dRNA-seq在全基因组水平鉴定 sRNA的应用 

sRNA 是一类在进化上高度保守的非编码小分
子单链 RNA, 在基因表达调控中发挥至关重要的作
用[31]。由于没有典型的开放阅读框, sRNA在基因组
上少有注释, 研究难度较大。dRNA-seq能快速在全
基因组水平鉴定 sRNA, 预测可能参与调控的反义
RNA(Anti-sense RNA, asRNA)。枯草芽孢杆菌
(Bacillus subtilis)是厚壁菌门的模式生物, 属于革兰
氏阳性菌。对该物种转录组学的探索将对革兰氏阳

性菌转录后调控的研究具有重要意义。2010 年 , 
Irnov等[32]使用 dRNA-seq对生长在稳定期的枯草芽
孢杆菌 168 株进行了转录组测序, 在全基因组水平
上鉴定了大约 600个 TSS。他们重点分析了这些 TSS
中可能具有顺式(Trans-acting)和反式(Cis-acting)调
控作用的 RNA, 鉴定了 40 个带有长的 5′ UTR 的
TSS(潜在的顺式调控 RNA), 验证了部分通过基因
芯片或其他方法发现的 sRNA, 同时鉴定了 50 个新
的编码 sRNA 的 TSS(潜在的反式调控 RNA)。进一
步研究发现, 16 个 sRNA 位于基因组上的原噬菌体
区域, 其中有 3对 sRNA可以两两反义相互作用, 可
能是类型Ⅰ毒素-抗毒素系统(Toxin–antitoxin system)
的新成员。发现了 29 个可能与靶 mRNA 结合的
asRNA, 这些靶 mRNA 广泛参与了枯草芽孢杆菌孢
子的形成、毒素的合成等生理活动中。部分 asRNA
能与靶 mRNA 完全配对, 其他则通过头对头或者尾
对尾的方式与靶 mRNA部分配对。asRNA与 mRNA
配对后, 形成的双链 RNA 可能被双链 RNA 依赖的
RNase 降解 , 或者通过影响核糖体的结合影响靶

mRNA的翻译, 从而调控目标基因的表达。 
Kroeger等[33]通过 dRNA-seq对鼠伤寒沙门氏菌

SL1344 株和其亲本菌株 ST4/74 的转录组进行了测
序, 在全基因组水平上鉴定了 1 873 个 TSS, 其中
13%的 TSS 起始反义转录。他们还进一步鉴定了在
鼠伤寒沙门氏菌刚进入生长稳定期表达的 140 个
sRNA, 其中 60个为新鉴定的 sRNA。还发现了 9个
受环境调节的 sRNA, 这些 sRNA可以在细胞生长的
不同状态特异性的表达。此外, 通过鼠伤寒沙门氏
菌与其他肠原杆菌 sRNA 的同源性分析, 发现几乎
一半的 sRNA 特异的存在于鼠伤寒沙门氏菌中, 仅
有不到 20% 的 sRNA是所有肠原杆菌共有的。还有
一些 sRNA 是沙门氏菌属特有的, 很可能与沙门氏
菌感染有关。 

2011年, Mitschke等[34]通过 dRNA-seq对单细胞
模式藻-集胞藻 PCC6803(Synechocystis sp. PCC 6803)
的转录组进行了测序 , 在全基因组水平上绘制了  
3 527个 TSS, 其中约 1/3的 TSS(1 165个)位于编码
基因的上游, 约 1/3的 TSS(1 112个)位于 866个基因
的反义链上。另有 821个 TSS位于基因编码框的内
部, 429个 TSS位于基因间隔区。通过对位于基因间
隔区的 TSS分析, 预测了 314个 ncRNA, 并用 Tiling
芯片对部分 asRNA 和 ncRNA 的转录水平进行了验
证。此外, 他们还对全基因组水平的 5′ UTR进行了
注释, 并重新注释了 58个蛋白编码基因。 

2.4  dRNA-seq 在难以进行遗传操作的物种转录组
研究中的应用 

有些致病菌虽然基因组测序已经完成, 但由于
不能被离体培养, 很难进行大规模基因功能研究。
dRNA-seq仅需要少量的起始样本, 能够用于这些物
种的转录组分析, 丰富人们对这些物种遗传调控的
认识。肺炎衣原体(Chlamydia pneumoniae)是人类呼
吸道疾病的重要病原体, 是专性细胞内寄生的革兰
氏阴性菌, 具有两相发育周期, 即存在细胞外的具
有感染性的原体(Elementary body, EB)和在宿主细
胞内繁殖的无感染性的网状体(Reticulate body, RB, 
亦称始体 initial body)。由于缺乏体外培养方法和遗
传操作工具, 肺炎衣原体的生物学研究主要通过基
因组序列分析。2011年, Albrecht等[35]通过 dRNA-seq
对肺炎衣原体 CWL-029 株的原体和网状体进行了
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转录组测序, 首次在全基因组水平上绘制了肺炎衣
原体的 565 个 TSS。预测了 75 个 ncRNA 并对其中
的 54个进行了实验验证。通过对 799个相邻基因共
转录情况的分析, 将其中 752 个基因归到了 246 个
多顺反子操纵子中。结合半定量分析发现, 共有 288
个基因在原体和网状体中差异表达, 其中 83个基因
(56个基因功能未知)和 8个 sRNA在原体中高表达, 
192个基因(46个基因功能未知)和 5个 sRNA在网状
体中高表达。此外, 他们还在 18个蛋白编码基因的
5′端发现了串联启动子区域。对这些串联启动子分析
发现, 部分串联启动子在 EB和 RB中分别起始转录
不同的 TSS, 产生不同长度的 5′ UTR。不同长度的 5′ 
UTR 可能会形成不同的二级结构 , 进一步影响
mRNA 的稳定性和翻译活动, 从而使肺炎衣原体在
不同的发育阶段具有不同的基因调控模式。 

3  分析与展望 

相对于基于 rDNA 探针杂交去除 rRNA 的

RNA-seq, dRNA-seq 使用 5′单磷酸依赖的外切酶降
解加工过的转录本去除 rRNA, 这种方法不受物种
亲缘关系远近的限制, 具有更广的适用范围。另外, 
dRNA-seq 还实现了在全基因组水平上鉴定 TSS 和
加工位点, 不再需要使用传统的 RACE 技术对转录
本逐个鉴定, 这对于鉴定启动子区域和研究基因和
ncRNA的表达调控具有重要意义。但也有很多问题
需要特别注意 , 如为了保留初始转录信息 , 整个
dRNA-seq文库构建过程中没有将 RNA或 cDNA片
段化, 且在 TEX-文库中并没有去除 rRNA, 因此在
提取样品总RNA和构建 cDNA文库的过程中要尽量
避免污染 RNA酶和剧烈震荡, 以免造成初始转录本
的断裂, 导致低丰度的 mRNA 和 ncRNA 难以检测, 
并产生大量的 rRNA小片段增加测序难度。此外, 5S 
rRNA是 5′-P-RNA, 但在 TEX+文库中通常并没有被
降解掉, 可能是其稳定的二级结构把 5′端的磷酸分
子隐藏起来导致的 [25]。在 dRNA-seq 中由于
5′-OH-RNA不能连 5′ RNA接头, 这部分转录本并没
有出现在 cDNA 文库中, 如果要得到这部分数据, 
可以先将其磷酸化, 再加 5′ RNA接头和 poly(A)尾, 
然后再进行 dRNA-seq。 

在 dRNA-seq中, 通过在转录本 3′末端加 poly(A)
尾巴和在 5′末端加 RNA接头, 保留了转录本的方向

信息, 对鉴定 ncRNA和反义转录本非常重要。sRNA
是在各种生物中广泛存在的调控分子, 它们可能通
过影响 mRNA的转录、稳定性、翻译起始和终止及
蛋白产物的活性在转录后水平上调控基因的功能[35]。

由于传统的基于生物信息学预测的方法偏好于发现

一些在相近种属里高度保守的 sRNA, 而基于 TSS
的 sRNA 的研究没有这种偏好性, 可以发现大量不
是很保守的、新进化出的及高度退化的 sRNA, 这将
极大地促进对 sRNA 介导的基因表达调控的研究。
因此, 寻找新的 sRNA 及其靶标 mRNA, 以及鉴定
介导 sRNA与 mRNA相互作用的蛋白等逐渐成为转
录组学研究的热点。 

dRNA-seq已应用于古细菌、真细菌、蓝细菌、
衣原体等的转录组学研究中, 纵观这些研究可以发
现, asRNA和 ncRNA在原核生物转录组中占了很大
的比例 , 可能在基因的转录后调控中发挥重要作
用。原核生物的转录组织结构和调控机制远比以前

认为的复杂的多, 对 RNA介导的调控作用的研究将
进一步推进原核生物基因表达调控网络的研究。另

外, dRNA-seq在全基因组水平上对原核生物 TSS、
启动子区域、5′ UTR和操纵子的注释极大地丰富了
现有基因组的信息, 将为功能基因组学的研究提供
重要参考依据。 

此外, 测序技术的不断发展, 也将促进 dRNA- 
seq 技术的完善和发展。例如近年出现的直接 RNA
测序技术以及单细胞测序技术都可能应用到

dRNA-seq中[36~40]。与其他 RNA-seq一样, dRNA-seq
在现阶段并没有实现对 RNA 的直接测序, 而是将
RNA分子反转成 cDNA后进行高通量测序, 在反转
过程中可能会出现错误的转录本。另外, 有些转录
本的复杂二级结构阻止了这些 RNA反转录成 cDNA, 
因此基于 cDNA 的高通量测序不能检测到这部分转
录信息。直接 RNA测序技术将可能为这些问题提供
解决方法, 使得测序数据更为准确。自然界大约有
5×1030 的微生物, 而寄生在人体的微生物数是人体
自身细胞总数的十倍以上(构成“人体微生物组”), 
与人类健康息息相关。但绝大多数微生物目前并不

能在实验室培养生长,很难对它们进行遗传学分析[41]。

单细胞测序技术是一种以单细胞或者微量细胞为材

料的测序技术。随着这种技术的日益成熟, dRNA-seq
可能应用于上述物种的转录组学研究, 因此单细胞
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测序技术被认为将是不可被培养物种转录组学研究

的一个里程碑。此外, 由于现阶段高通量测序读长
的限制, 导致 dRNA-seq 带有明显的 5′末端偏好性, 
测序结果不能均匀地覆盖整个转录本, 随着测序技
术的不断改善, 测序长度的不断增长, 未来测序技
术将有可能覆盖全长的转录本, dRNA-seq即可在全
基因组水平上精确鉴定 3′ UTR和分析操纵子结构。 
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