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摘要: MicroRNAs(miRNAs)对参与多种生物代谢过程的基因在转录及转录后水平进行负调控。近年来，随着深

度测序及芯片技术的应用，有关 miRNA 的发现和功能分析在植物和动物中得到广泛研究。文章利用第二代测

序技术对日本七鳃鳗(Lampetra japonica)白细胞的小 RNA 进行了高通量测序，共得到 5 207 787 条小 RNA 序列，

其中 4 739 346 条序列可以拼接为 10 989 种 miRNA 变体。基于序列相似性分析，发现这 10 989 个变体序列与

306 个已知的保守 miRNA 家族成员序列相匹配；其中，6 个保守 miRNA 家族成员呈极高丰度表达，表明 miRNA

在物种间具有保守性。70 个未注释序列被预测为新的 miRNA。通过 miRNA 微阵列技术鉴定与验证了 34 个新

预测的 miRNA在免疫处理的日本七鳃鳗白细胞中表达，其中 16 个 miRNA前体的最低折叠自由能系数大于 0.85，

说明日本七鳃鳗存在特异性 miRNA。这些物种特异性 miRNAs 的存在可能在日本七鳃鳗的白细胞生长、发育

和对疾病的反应中发挥重要的调控作用。 
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The identification and verification of species-specific microRNAs and 
their precursors in Lampetra japonica 
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Abstract:  MicroRNAs (miRNAs) negatively regulate genes which are involved in various biological processes of 

metabolism at both transcriptional and post-transcriptional levels. In recent years, the existence and function of 
miRNAs have been extensively studied in plants and animals with the application of deep sequencing and microarray 
technology. In this study, small RNAs from leucocytes of Lampetra japonica (L. japonica) were sequenced using the 
second generation high-throughput sequencing technology. A total of 5 207 787 small RNA sequences were identified, 
and 4 739 346 of them assembled into 10 989 variants. Based on sequence similarity analysis, the sequences of these 
variants matched known miRNAs of 306 conserved families, among which 6 conserved miRNA family members ex-
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pressed at an extremely high level which reflected the conservatism of miRNAs among species. In addition, 70 un-
annotated sequences were predicted to be new miRNAs, and 34 of them were further verified expressing in anti-
gen-treated L. japonica leucocytes by miRNA microarray assay. Moreover, the minimal folding free energy indexes 
for 16 of the 34 miRNA precursors exceed 0.85, indicating the existence of species-specific miRNAs in L. japonica 
which may play important roles in regulating, growth, development and disease response of L. japonica leukocytes. 

Keywords: Lampetra japonica; species-specific miRNA; high-throughput sequencing; microarray assay 

20 世纪 90 年代，Lee 等[1]首次在线虫(Caenor-
habditis elegans)中发现一种内源的、长约 22nt的非
编码小 RNA，命名为 lin-4；lin-4通过 RNA-RNA的
相互作用方式参与对线虫胚胎后期发育基因 lin-14
的调控。2000年，Reinhart等[2]在 C. elegan中又发
现了第二个长约 21nt的非编码小 RNA——let-7，作
为时序调控基因 lin-14、lin-28、lin-41、lin-42和 daf12
的开关基因，let-7 失活或过表达可导致线虫幼虫的
滞育或早熟。 

2001年，Lagos-Quintana等[3]从果蝇(Drosophila 
melanogaster)和人体中克隆了 49 个类似线虫 lin-4
的小 RNA 基因，并把它们正式定名为 microRNA 
(miRNA)；研究发现，无脊椎动物和脊椎动物存在
的这些新的 miRNA 在序列上高度保守。至 2001 年
底，多个研究小组通过直接对小 RNA克隆和测序从
各种动物中鉴别出数百个 miRNA 基因[4,5]。之后，随

着多种模式生物基因组测序工作的相继完成使得全

基因组搜索 miRNA成为可能[6]。结合分子克隆和计算

机识别方法，在动物[7~9]、植物[10~14]甚至病毒中[15,16]

确定了成千上万的 miRNA基因，仅在人类就验证了
2558 个 miRNAs (http://www.mirbase.org/cgi-bin/bro-
wse.pl?org=hsa) [17]。对部分 miRNAs 的功能研究分
析提示：miRNAs 参与生命过程中一系列的重要进
程，包括发育进程[2]、细胞增殖与凋亡[18]、脂肪代

谢[19]、造血过程[20]、生殖干细胞自我更新[21]及肿瘤

发生[22]等。 
随着第二代高通量测序技术的发展，已在越来

越多的物种中发现了新的 miRNA 基因[23~26]。七鳃

鳗属于圆口纲、七鳃鳗目，是迄今为止最原始的无

颌类脊椎动物，是现存脊椎动物亚门中最古老的物

种[27]。长久以来，七鳃鳗在进化上因联系着脊椎动

物与无脊椎动物而具有极高的研究价值。目前，国

内外对七鳃鳗 miRNA的研究很少，仅见 Heimberga
等[28]于 2010年采用小 RNA测序和基因组检索方法

对海七鳃鳗 (Petromyzon marinus)、普氏七鳃鳗
(Lampetra planeri) 和 盲 鳗 (Myxine glutinosa) 的
miRNA 进行了识别和鉴定，并以七鳃鳗和盲鳗的
miRNAs 作为保守的遗传标记对它们之间的系统演
化地位进行了讨论。由于 miRNA 具有种间保守性、
组织表达特异性和时序性，本文运用高通量测序以

及基因芯片技术在日本七鳃鳗(Lampetra japonica)
免疫激发后的白细胞中发现和鉴定免疫组织中表达

保守的 miRNA 以及物种特异性 miRNA，以期对未
来探索 miRNA 在其免疫应答过程中的调控作用奠
定基础。 

1  材料和方法 

1.1  材料 

日本七鳃鳗捕获自黑龙江省松花江流域同江地

区，活体置于实验室水族箱驯养(2~5℃)。1 周后选

取 32 条无外伤、健康的个体(体长 35~55 cm) ，以

腹腔注射 100 μL复合抗原进行免疫刺激。复合抗原

用 50 mmol/L磷酸缓冲液(pH7.0) 配制，含大肠杆菌

(Escherichia coli DH5ɑ) (TaKaRa, Dalian)、灭活的金

黄色葡萄球菌 (Staphylococcus aureaus) (TaKaRa, 

Dalian) 和啤酒酵母菌 (Saccharomyces cerevisiae) 

(市售)各 1×107个/mL。经过 3次加强免疫(每周 1次) ，

末次免疫后 3 d断尾取血，采用 ficoll密度梯度离心

法进行单核白细胞分离[29]。 

1.2  日本七鳃鳗小 RNA测序及分析 

使用 RNAiso Reagent (TaKaRa, Dalian)提取日

本七鳃鳗白细胞总 RNA，在获得符合测序标准的总

RNA样本后，委托深圳华大基因股份有限公司构建

测序文库并用 Illumina GA IIx进行测序及分析。经

Solexa测序，获得 35nt序列，通过去接头、去低质

量、去污染、统计序列长度分布等过程完成初级分



 

第 3期 刘欣等: 日本七鳃鳗物种特异性 microRNAs及其前体的识别与验证 285 

 

    

析。将初级分析得到的序列按照文献[30]中的生物信

息分析流程及分析软件(包括 BLAST 和华大基因自

主开发的分析软件 Tag2annotation)进行分类注释，

获得样品中包含的各种 RNA及表达量信息。将其中

miRNA 片段与 miRBase17.0 中所有动、植物的

miRNA成熟序列进行比对进行注释，统计在样品中

出现的 miRNA家族(不分物种)、序列及其数量。余

下的未注释片段以近缘种海七鳃鳗(P. marinus)基因

组 (http://asia.ensembl.org/Petromyzon_marinus/Info/ 

Index)为参考基因组进行新 miRNA及其前体的预测。

预测软件采用华大基因自主开发的分析软件

MIREAP (http://sourceforge.net/projects/mireap/)[30]。

利用 mFOLD软件(http://mfold.rit.albany.edu/?q= mfold/ 

Structure-display-and-free-energy-determination)计算

获得茎环结构的最小折叠自由能(MFE，ΔG 值(kcal/ 

mol))。以最小自由能量指数(MFEI，MFEI =(MFE/

前体序列长度 )×100/(G%+C%))大于 0.85 为鉴定

miRNA前体的标准[31]。 

1.3  miRNA基因芯片实验与分析 

miRNA 的定制基因芯片检验工作委托美国 LC 
Sciences公司进行实验与分析。在 μParaflo[32]微流体

芯片上，每条检测探针使用 PGR(photogenerated rea-
gent)化学法进行原位合成。被检测目标选自
miRBase 中几种低等脊椎动物的 miRNA(如海七鳃
鳗 301 条；佛罗里达文昌鱼 (Branchiostoma flori-
dae)189条；斑马鱼(Danio rerio)248条；铅点东方鲀
(Fugu alboplumbeu)109 条；玻璃海鞘(Ciona intes-
tinalis)511条；非洲爪蟾(Xenopus Laevis)168条；囊
舌虫(Saccoglossus kowalevskii)114条)以及在日本七
鳃鳗中预测的新 miRNA 70 条。杂交后检测使用标
记特异性的 Cy5荧光染料。利用激光扫描仪(GenePix 
4000B，Molecular Device)采集杂交图像并使用
Array-Pro 图像分析软件(Media Cybernetics)进行图
像数字化转换。数据分析首先是减除背景值，然后

使用 LOWESS过滤(Locally-Weighted Regression)进
行信号归一化 [33]。被列为可检测的转录子必须至少

符合两个条件：信号强度>3×(背景标准偏差)并且点
变异系数 (spot CV)<0.5。CV 值通过计算 (标准偏
差)/(信号强度)获得。只有当超过 50%的重复探针的

信号值大于检测水平，才认为该转录子可以被检测[33]。 

2  结果与分析 

2.1  小 RNA测序结果  

通过高通量测序，最终获得日本七鳃鳗各种小

RNA分子数量见表 1。共获得 5 207 787个小 RNA
读数(Read)，其中 miRNA有 4 739 346个读数，占
91%，拼接后可归为 10 989种一致序列片段。有 7.54%
的小 RNA片段属于未注释的未知序列，还有少量的
转运 RNA(tRNA，0.74%)、核糖体 RNA(rRNA，
0.66%)、小核 RNA(snRNA，0.05%)和核仁小 RNA 
(snoRNA，0.01%)等，说明测序结果较好。日本七鳃
鳗 miRNA成熟序列的长度和其他物种一样，大部分
(占总数的 87.66%)集中在 20~24nt之间(图 1)。 

2.2  保守 miRNA家族表达谱 

通过与数据库比对，上述 10 989 条 miRNA一
致序列被注释为 306个保守miRNA家族的不同变体。
其中 201个保守miRNA家族的各个变体表达丰度之
和小于 10 个读数，说明大多数(65.7%)保守 miRNA
为低丰度表达；75 个保守 miRNA 家族的各个变体
表达丰度之和介于 10~1 000之间，属于中丰度表达；
30个 miRNA家族的表达丰度高于 1 000个读数(表
2)，从编号可以看出它们绝大多数为最先被发现的
miRNA家族(15个编号小于 100，9个编号小于 200)。
这 30个家族共包括 9 560个 miRNA变体，由 4 729 
961个读数组成，分别占保守 miRNA家族(共 10 989
条 miRNA)一致序列的 87.0%和总读数(4 739 346)的
99.8%。其中，let-7、miR-146、miR-184、miR-143、
miR-30、miR-142等 6个家族的 miRNA表达丰度均 
 

表 1  高通量测序获得七鳃鳗小片段 RNA 种类及数量 

分类 小 RNA类型 百分比 
(%) 
小 RNA数量 

(Read) 
百分比 

(%) 

miRNA 10 989 8.42 4 739 346 91.00 

rRNA 8 810 6.75 34 401 0.66 

重复相关小 RNA 6 0.00 7 0.00 

snRNA 482 0.37 2 556 0.05 

snoRNA 174 0.13 428 0.01 

tRNA 5 283 4.05 38 534 0.74 

未注释片段 104 752 80.27 392 515 7.54 

总计 130 496 100.00 5 207 787 100.00 

http://sourceforge.net/�
http://mfold.rit.albany.edu/?q=%20mfold/%20Structure-display-�
http://mfold.rit.albany.edu/?q=%20mfold/%20Structure-display-�
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图 1  七鳃鳗 miRNA 成熟序列核苷酸分布情况 
 
表 2  日本七鳃鳗高丰度表达的 miRNA 家族 

miRNA家族 miRNA变体数 miRNA数量 
(Read) 

miRNA家族 miRNA变体数 miRNA数量
(Read) 

miRNA家族 miRNA变体数 miRNA数量
(Read) 

let-7  2 789 2 348 337 miR-223  70 17 593 miR-1308  203 4 985 

miR-146  1 069 1 092 556 miR-15  217 16 225 miR-181  97 4 039 

miR-184  204 322 376 miR-25  335 12 717 miR-125  96 3 950 

miR-143  549 307 713 miR-155  64 10 382 miR-216  65 2 729 

miR-30  963 224 071 miR-190  86 10 067 miR-19  51 1 552 

miR-142  639 163 885 miR-217  121 9 115 miR-9  46 1 508 

miR-26  387 62 514 miR-456  167 6 782 miR-29  84 1 467 

miR-17  292 36 125 miR-1959  191 5 951 miR-1  59 1 369 

miR-99  264 30 378 miR-92  109 5 105 miR-22  40 1 319 

miR-27  177 18 857 miR-24  56 5 032 miR-130  70 1 262 

 
超过 10万个读数，占总读数的 94.1%。这些结果表
明，极少数保守 miRNA家族的成员呈极高丰度表达，
反映出 miRNA在物种间具有保守性。 

2.3  七鳃鳗新 miRNA的预测及验证 

利用高通量测序未注释的小 RNA片段，用华大
基因自主构建的 miRNA 及其前体预测软件 MIREAP
共预测得到 70个新的 miRNA成熟序列。通过定制芯
片微阵列分析验证(表 3)，有 35个预测的新 miRNA
成熟序列的检测信号符合信号强度大于基值的 3 倍
且点变异系数(spot CV)小于 0.5 这两个检测条件，
说明它们是真实存在的。 
从表 3中可见，有 8种预测的物种特异性miRNA 

(Ljm-058、Ljm-037、Ljm-016、Ljm-073、Ljm-004、
Ljm-049、Ljm-023和 Ljm-065)的信号强度高于 1 000，
占 23.5%；尤其是 Ljm-058、Ljm-037和 Ljm-073不

仅芯片检测信号强度高，而且在测序检测中读数值

也高。信号强度介于 100~1 000之间的有 16个物种
特异性 miRNA，占 47.1%。信号强度小于 100的有
10 个，占 29.4%。由此可见，大多数预测的物种特
异性 miRNA 在受抗原免疫激发后的日本七鳃鳗免
疫细胞中均有较高水平的表达。 
对新预测的物种特异性 miRNAs，其鉴定还需

要预测是否存在能折叠成较稳定的发卡结构的前体

序列的支持。根据海七鳃鳗基因组数据，预测的物

种特异性的 miRNA 的成熟和前体序列以及前体序

列的二级结构 (GenBank 序列登录号：KJ031059~ 

KJ031093)见表 4。这些 miRNA 前体的最小折叠自

由能介于−19.7 kcal/mol~−49.56 kcal/mol之间，最小

折叠自由能系数介于 0.48~1.64之间。有 16个 miRNA

前体的最小折叠自由能系数大于 0.85。 
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表 3  日本七鳃鳗新 miRNA 候选序列的定制 miRNA 芯片分析验证 

探针_ID 测序序列数 
(Read) 

平均信号值 
重复探针点

间标准偏差 
重复探针点

间变异系数 
探针_ID 测序序列数

(Read) 
平均信号值 

重复探针点

间标准偏差 
重复探针点

间变异系数 

Ljm-002 73 124.09 44.63 0.36 Ljm-034 20 36.40 12.37 0.34 

Ljm-004 20 2 454.86 322.10 0.13 Ljm-037 9969 8 548.98 1 395.79 0.16 

Ljm-010 7 185.79 45.28 0.24 Ljm-039 49 153.75 22.91 0.15 

Ljm-011 28 59.04 11.87 0.20 Ljm-040 7 279.86 71.37 0.26 

Ljm-013 77 48.86 9.70 0.20 Ljm-041 301 338.75 87.28 0.26 

Ljm-016 8 4 237.16 854.04 0.20 Ljm-044 196 85.39 37.70 0.44 

Ljm-018 7 790.71 191.15 0.24 Ljm-047 13 33.40 4.14 0.12 

Ljm-020 5 116.94 19.22 0.16 Ljm-049 13 2 205.58 243.73 0.11 

Ljm-021 20 787.49 143.29 0.18 Ljm-053 33 883.44 239.59 0.27 

Ljm-023 9 1 781.13 411.51 0.23 Ljm-057 12 970.61 137.59 0.14 

Ljm-024 25 722.61 145.29 0.20 Ljm-058 18 472 8 720.51 1 087.02 0.12 

Ljm-025 15 416.21 109.09 0.26 Ljm-061 22 111.74 11.11 0.10 

Ljm-026 286 738.41 135.98 0.18 Ljm-063 36 580.47 100.66 0.17 

Ljm-028 110 46.62 19.79 0.42 Ljm-065 17 1 617.26 571.62 0.35 

Ljm-030 33 51.42 20.03 0.39 Ljm-066 42 68.09 34.28 0.50 

Ljm-031 6 66.53 10.19 0.15 Ljm-072 8 614.94 83.30 0.14 

Ljm-033 18 94.80 30.48 0.32 Ljm-073 58 362 2 929.11 402.34 0.14 

注：加粗的探针表示该探针所检测的信号强度满足文中设定的两个检测条件。 
 
表 4  日本七鳃鳗新 miRNA 序列及其二级结构 

新预测
miRNA 

miRNA成熟及前体序列 二级结构预测 
Mfe 

(kcal/mol) 
MfeI 

Ljm-002-3p AGACATTACGCCATCGCCCTGCCCAGCGGGCATGACGTCACG
TTTCATGACGTCATCGCACTGGACAGCGCGCGCGACGTC 

.(((....(((...(((.(((.((((.(.(.(((((((((.......))))))))))

.).)))).))).))).)))..))) 
−33.3 0.65 

Ljm-004-3p CCCTCACACCTCCATCCTCGTCGTTGCCCCCAGCGGGGGATC
AGCCAACACTGCTGGAGAGGACGAGGTGTGGAGGGCGA
GG 

.((((.(.((((((((((((((.((....(((((((.((.....))....))))))
).)).))))))).)))))))).)))) 

−46.8 0.85 

Ljm-010-3p CTAGAGGCTACCTGGAGGAGCTTTGTCTGTGTGTGGTGTGTG
TAGTACACAGACACTGCTGCTACTCGCTAGCTAACAG 

.....(((((.(.((((.(((..((((((((((..(......)..))))))))))..
))).)).)).).)))))..... 

−27.9 0.68 

Ljm-011-3p TGTGGGCCAAAGCCCTTTTTGTGTTGTACTACTGTCCGCTATG
GTGCTGAGCAGTGCAATATTAAAAAGGGCATTGGCTGGC 

.((.((((((.(((((((((((((((((((.((...(((....)))...)).)))
)))))).)))))))))).)))))).)) 

−39.5 0.99 

Ljm-013-3p AGGATCTCGCTTGACATTCAGTGCTGTCGGTGGGTGTTGCGC
GTGCCTGCCTCGAACACATAACCCAGGGAGCACTGAATGCA
CACCGTGATCC 

.(((((.((..((.(((((((((((.(((((..(((((.((.(.(....)).))))
)))...)))..)).)))))))))))))...)).))))) 

−39.8 0.74 

Ljm-016-3p ACATCGACGTGGTTGCTGAGCCGGATGTATTGCGGAGTCAGA
AGTTAGCGGAGTGGTGAAGCATCGCTGCTGTGATGATGATG
ATGATGCTGACGATGA 

.(((((...(((((....)))))........(((..((((...((((.((.((..(((
(....))))..)).)).))))..))))..)))...))))). 

−31.8 0.62 

Ljm-018-3p CTCGGCATGATCCCATCGCCCTCACTCGGCTACGCCGCTGGCT
AGTGGTGTGACGATGACGACGATGGAAACCACGCAGGA 

....((.((...((((((.(.(((.(((..(((((((((....))))))))).)))
))).).))))))....)).)).... 

−29.4 0.59 

Ljm-020-3p GCTATGTGGTTGTGGGCAGCAGAGGGCAGTGCAGCATGATAC
AATGATGTACTGTACTTCTTTGCTGCCCACCATCACCAATC 

.....(((((.((((((((((((((((((((((.(((......))).))))))))

...)))))))))))))).)))))..... 
−44.8 1.07 

Ljm-021-3p TGGGGGGGGGGGGGCATCTTATAATCCGATCTGTGGTATTGTA
TTAGTCCGGATTATAAGACGCACCGCCCCCACCCCC 

.((((((((((((((.((((((((((((..(((...........)))..)))))))
))))).)).)).))))).))))) 

−47.1 1.05 

Ljm-023-3p TCTGTGTAACTGCACTTGCCCCTACAGCCCTGCTAGAGGCTAC
CTGGGGGAGCTGTGTCTGTGTGACTGCACTTG 

...(((((..(((((..((....(((((.((.((((.(....))))).)).))))))
)..)))))..)))))... 

−30.6 0.71 

Ljm-024-3p CTACTCGCTAGCTCACAGCACTTGCCCGTACAGCCCTGCTAGA
GGCTACCTGGGGGAGCTTTGTCTGTGTGCGTAGTGTGTG 

.(((.(((((((.((((((((((.((((...(((((.....).))))...)))).)
))...)).))))).)).))))).))) 

−32.3 0.67 

Ljm-025-3p GACACTGCTGCTGCTACTCGCTAGCTAACAGCACTTGCCCCTA
CAGCCCTGCTAGAGGCTACCTGGGGGTAGCTTTGTCTGTGT
GTGTGGTGTGT 

.((((..(.(((((.....)).)))..((((((.(((((((((.(((((.....).)
)))...)))))))))...)).))))....)..)))).. 

−34.2 0.63 

Ljm-026-3p TCTGTGTCTGTGTGTGACAGCACTTGCCCCTATAGCCCTGCTA
GAGGCTACCTGGGGTAGCTTTGTCTGTGTGCATGTAACAGC 

.((((...((((..(.((((((.(((((((..((((((.....).)))))...)))
))))...)).)))))..))))..)))). 

−29.6 0.66 
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续表 

新 预 测
miRNA 

miRNA成熟及前体序列 二级结构预测 
Mfe 
(kcal/mol) 

MfeI 

Ljm-028-3p GATGGTGATAGGTGCAGTGCTGCAAGTTACTCTTTTGATGAAA
TTACATAGTGATTTGTGATTGCGGGCTACTGAGGCAGATTCC
AT 

.((((.(((..((.(((((((((((.((((...((..(((......)))...))...
)))))))).))).))))..))..))))))) 

−30.2 0.81 

Ljm-030-3p TCCAGTGCTGGAAGCTTCTGCAGGGAACGGACTTCACTCAGC
TGAGTTGACGCGACTGAATTGATTCAACTCCTTGAAGAAGC
TCCCAGCAGGTGG 

.(((.((((((.(((((((.((((((...((..(((.((((.((.(....).)).)
)))..))).))...)))))).))))))).))))))..))) 

−38.2 0.75 

Ljm-031-3p AATCTTCATTTGAAGCTTTCGTGACTGCAGGAATCCATACTCT
TTGGCTCTTTCGGTAAAGTCACGTAGGCTCATCCCCTGAT 

.(((......(((.((((.(((((((((.((((.(((.......)))...)))).))

..))))))).)))))))......))) 
−21.7 0.59 

Ljm-033-5p CTTTGGTTATTTCGGTAAAGTCACGTAGGTGCAAATTTCGGA
TTCCAGTACCTACGTGACTTTACCGAAAGAACCAAAGA 

((((((((.(((((((((((((((((((((((...............)))))))))
)))))))))))))).)))))))). 

−49.56 1.5 

Ljm-034-3p CTTTGGTTCTTTCGGTAAAGTCGCGTAGGTACAACATGAAATA
AATCACGTTATTTCGAACCTACGTGACTTTACCGAATGAACCA
AAGA 

(((((((((.((((((((((((((((((((......((((((((......)))))
))).)))))))))))))))))))).))))))))). 

−50.9 1.64 

Ljm-037-5p CGCGCGGGGGAAAAGTGCAAATAGTGGTAGGTAGTGATCAC
TGCCGTCTGCCTACTCCATTTGCATTTTGGCCTCCGTGCGT 

((((((((((.(((((((((((.(..((((((((((........)).))))))))
..))))))))))))..)))))))))). 

−46.4 1.03 

Ljm-039-5p TTATACAGGTAACGAGCTGAGATTAGGAGAACGCTCTTAAA
GGGAGTGCTCCTAAACTCAGCTTGTTACCTGTATAAA 

(((((((((((((((((((((.(((((((..((((((.....))))))))))))
).))))))))))))))))))))). 

−51.8 1.62 

Ljm-040-5p ACACGTATATACCGGATTATAAGACGCACCCGCACATCATTT
CCTTTAAAACGCAGGGGAAACGTGCGCCTGATGATCCGGTGA
ACATGGTC 

...(((.(.(((((((((((.((.(((((..........((((((((.......))))
)))).))))).)).))))))))))).).)))... 

−29.2 0.65 

Ljm-041-5p GTTGCCCATTACGGATCTGGCTTCTGAGGCTAGCAACCACT
GCGTTGAGGCTAGCAACCGCTGCGTTGCT 

((.((.((...(((..((((((((.((.((.((......)))).))))))))))...
))).)).)).)). 

−19.2 0.48 

Ljm-044-5p TGTCCCGCTGAGGTCAGGATGGGCAGCAATGCGTGACTAG
ATCCTGTATTGCACTCGTCCCGGCCTTAGCGAGATT 

.(((.((((((((((.(((((((..((((((((.((.....)).)))))))).))
))))).)))))))))).))). 

−40.7 0.95 

Ljm-047-3p TTTTTTTCTATCTACATGACTTTACCGAAAGAAACAAAAAATA
TGAATTCCATACTCTTTGGTTCTTTCGGTAAAGTCATGTAGG
TACAGTGAGGGAA 

.((((((((((((((((((((((((((((((((.((((.(.((((.....))))

.).)))).)))))))))))))))))))))))))....))))))) 
−44 1.38 

Ljm-049-5p TCAATGTAAACACCCTACACTCTCAGCTGTGCGCCATTGGTT
AGCTGGGAGTGGGGTGTTTATGTTGACTGCCTTA 

(((((((((((((((..((((((((((((...(((...))))))))))))))))
))))))))))))))........ 

−40.3 1.09 

Ljm-053-5p CACCGTAGCAGCACGTAAATATTGGAGTGTGAACTCTGCGA
TTCCAGTATTTCGTGCTGCTGCTGTGCGGTGGG 

.....((((((((((.((((((((((((((.......)).)))))))))))))))
)))))))............ 

−38.8 0.98 

Ljm-057-5p CCCACATGGTGTTGGACCAGATGACGCCACATGGTCTCACA
TGGTGCTGGACCAGATGACGTCACATGGTTCCACATGGTGTT
GGA 

((.((((.((((.((((((..(((((.((..(((((((((...)))..)))))).
.)).)))))..)))))).)))).)))).)). 

−40 0.85 

Ljm-058-5p CGTGCATTGTTAAAGTGCAGATAGTGGTAGTTGGTCCTAAA
AATGACAGCTACTCTATTTACACTTTAAACACTGTGCGG 

((..((.((((((((((.((((((.((((((((.((........)))))))))))
))))).)))))).)))).))..)). 

−31.8 0.99 

Ljm-061-3p AGACAATACCTCAGAATTGTCAGGGTGCTCAGCAATCCGCAC
CTGACAGTGCTGGGGTTTAGTCTCAGCAGAC 

((((...(((((((.(((((((((.(((..........)))))))))))).)))))
))...))))........ 

−31.5 0.83 

Ljm-063-5p TGCGCATCAGTCGGGCTGAACGGGGGGTTCGTGCACACAT
CCATCTTGTAGCGAACGACCTACAGCGAACTGAGATACCTAC
GGCGTG 

.((((.(((((...((((...(((..((((((..(((.........))).))))))..
))).))))..)))))..........)))). 

−27.3 0.54 

Ljm-065-5p GGCTGTGCGATGAGGTAGTAGTTGTATAGTTTTTTGGGTGC
AATCCCAAACGGGTAACTGTACAATCTACTGTCTTTCCCACGG
CTT 

(((((((.((.(((..(((((((((((((((.((((((......)))))).....)
))))))))).)))))..))))).))))))). 

−39.3 0.98 

Ljm-066-3p GCGCGATGCCTGCCGTTTCGATCCCCGTGCCGGGAAGCTTCTT
CGGGAACTGCACGTGGAGCGAAATGTTTGGCGTCACGTCG 

(((.((((((...(((((((.(((.(((((.(.((((...)))).....).)))))
.))).)))))))...)))))).))).. 

−35.5 0.68 

Ljm-072-5p TTAGATCTTGTGGTGGACCTGGATGAGACAGAGTACTGAGA
TCGGGTCTCTCTTAAGCCCTCCACACGGTTTAT 

.((((((.(((((.((.(..(((.(((((.((.........))..))))))))...)

.)).))))).)))))). 
−27.1 0.75 

Ljm-073-5p GCGAGGGTGATGTAAACATCTCAACTGGAAGCTGTGACGTC
AGTAAAGGCTTTCAGTTAGGTGTTCACGTCAGCACGCTAC 

(((..(.((((((.(((((((.(((((((((((...((....))...))))))))
)))))))))).)))))).).)))... 

−38.6 0.97 

注：miRNA前体序列中加粗的部分为成熟序列；miRNA前体序列的二级结构中，“.”表示颈环区碱基，“(”和“)”表示互补的碱基；
Mfe为最小折叠自由能，MfeI为最小折叠自由能系数。 
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3  讨  论 

miRNAs 是重要的基因表达调节因子，它们通
过在转录后水平抑制特异的靶基因表达来行使功能。

最近的研究表明，miRNA在哺乳动物先天免疫和适
应性免疫两大系统中具有独特的表达谱，在免疫细

胞的发育和功能的调节中起关键作用[34]。近年来，

一种平行于脊椎动物适应性免疫系统的以可变淋巴

受体为特征的适应性免疫系统在七鳃鳗中被发现[35]，

拓宽了关于适应性免疫系统起源与进化的研究视野。

目前，对无颌类免疫系统免疫应答机制方面的研究

还不多见，尤其是关于七鳃鳗 miRNA在免疫应答过
程中的调控角色及其功能研究，在国内外尚未见报

道。因此，开展七鳃鳗免疫组织中 miRNA的基础研
究将对未来探索 miRNA 在其免疫应答过程中的调
控作用奠定基础。 
高通量测序技术的兴起，大大降低了基因组学

研究的时间和成本，同样为编码及非编码 RNA的转
录组学研究的快速发展提供了可能。本文通过对日

本七鳃鳗单个核白细胞的 miRNA进行测序，发现少
数保守的 miRNA 家族(let-7、miR-146、miR-184、
miR-143、miR-30、miR-142)在七鳃鳗免疫组织中呈
现极高丰度表达。let-7 最早在线虫中被发现，能够
调控细胞的分化和增殖的时序[2]；人 miR-146 可以
调控干细胞的增殖和迁移[36]；miR-184 可调控神经
细胞的发育与凋亡[37]；miR-143 与鼠胚胎干细胞向
心脏祖细胞的分化调控有关[38]；miR-30调节爪蟾前
肾的发育过程[39]；miR-142 能够调节造血干细胞的
分化[40]。这些保守 miRNA 家族都具有调控细胞增
殖和分化的功能，推测在七鳃鳗免疫系统免疫应答

过程中，它们对免疫细胞的活化、分化、增殖的调

控过程也应该起重要作用。 
本文测序结果显示，除了物种间保守的 miRNA

家族外，尚发现七鳃鳗物种特异性 miRNA 的存在。
对物种特异性 miRNA 的鉴定需要有实验数据的支
持，因此本文采用高通量的定制芯片对候选的 70个
miRNA 进行了检测。从芯片验证结果看，有 34 个
候选的 miRNA 在免疫处理后的日本七鳃鳗单个核
白细胞中的表达情况被有效检出，但有些 miRNA的
芯片检测信号强度与测序实验检测到的读数丰度不

匹配(表 3)。Ljm-004、Ljm-016、Ljm-023、Ljm-049

及 Ljm-065 芯片检测信号较强，但测序读数丰度较
低。另外，有些在测序检验时较高丰度表达的

miRNA(Ljm-026、Ljm-041 和 Ljm-044)在芯片检测
时信号较低。究其原因可能和分别送到测序和芯片

测试公司的总 RNA样本在提取时间、提取的个体方
面存在的差异所致。有研究认为，在高通量测序结

果中，必须有 10 个拷贝以上的表达量(不含变体的
表达量)来支持该小 RNA 的表达标准[41]。但本研究发

现，测序读数低于 10的 8种预测的物种特异的miRNA
在利用定制芯片检测时都能被有效检测出来，并且

Ljm-016、Ljm-018、Ljm-023 和 Ljm-072 的检测信
号强度均在 500以上，说明miRNA表达具有时效性。
尽管目前利用 qPCR作为 miRNA检测的工具具有准
确、灵敏等优点，但定制芯片检测技术在通量和实

验成本上无疑为物种特异性 miRNA 的验证提供了
高效和快速的通道。 
对所预测的 miRNA 的鉴定还要以其是否存在

能折叠成较稳定的发卡结构的前体序列来确定。前

体序列的预测一般需要该物种基因组数据的支持。

由于目前还未进行日本七鳃鳗基因组的测序， 本文
曾尝试利用第二代测序技术获得的该物种白细胞转

录组数据进行前体预测，许多新预测的 miRNA也不
能得到完全定位，分析原因可能是测序深度和覆盖

度不够[42]。由于海七鳃鳗为日本七鳃鳗近缘物种，

序列一致性一般在 93%以上，有些保守基因甚至能
达到 100%一致性[45]，因此本研究采用海七鳃鳗的基

因组数据作为参考基因组进行特异性 miRNAs 的前
体鉴定。从预测结果看，在所预测的物种特异性

miRNA 的前体序列中，有 16 个最小折叠自由能系
数达到 0.85以上，说明这 16个物种特异性 miRNA符
合新 miRNA鉴定标准[46]。另外的 18个候选 miRNA
的成熟 miRNA可被芯片检测验证，但所预测的前体
序列的最小折叠自由能系数均小于 0.85 这个阈值，
可能是由于海七鳃鳗基因组数据的组装程度较低

(覆盖率 80%左右)而形成许多缺口，导致不能准确
定位所致[43]。 
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