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摘　要：小分子非编码 RNA ( s nm R N A )在调控基因的转录和转录后加工、细胞分化和个体发育、遗传

和表观遗传等几乎所有的重要生命活动中发挥关键作用。建立和发展 snm R NA 研究技术，系统地发现

和注释基因组中的 snmRNA 基因并阐明其生物学意义是当前 RNA 组学的首要任务。围绕 snmRNA 的系

统识别与鉴定等问题，该文对近年来采用实验技术和计算机预测方法发掘 snmRNA 所取得的主要研究成

果进行综述。
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Abstract：Small non-messenger RNAs (snmRNAs) play important roles in the regulation of gene expression

at the transcriptional and post-transcriptional level, cell differentiation, development, inheritance and epigenetic

inheritance. Developing new approaches to identify the increasing number of novel snmRNAs is critical to our

ability to characterize the molecular details of these RNAs and understand their biological function. In this

review, we summarize the recent advances in the methodology used to discover animal snmRNAs.
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自人类基因组序列测定完成之后，科学家们惊

奇地发现，在庞大的基因组中，原来绝大部分的区

域(约占95%)并不编码蛋白质。一些DNA 片段转录

为信使RNA (mRNA)前体后，可以被加工成其他类

型的 RNA，比如调控性的 RN A，从而调节其他基

因的合成与表达。这类不编码蛋白质的具有功能性

的RNA 分子被称为非信使 RNA (non-messenger

RNA，nmRNA)或者是非编码 RNA (non-coding

RNA，ncRNA)[1]，而编码这类型 RNA 的基因称为

非编码 RN A 基因。与其他大片段 RN A 分子相比，

大部分已知的nmRNA 长度在20~500 个核苷酸(nt)，

这类nmRNA称为小分子非编码RNA (small non-mes-

senger RNA，snmRNA)，或者是 sRNA (small

RNA)、tncRNA(tiny non-coding RNA)等。snmRNA

主要包括微RNA (microRNA/miRNA)、小干扰RNA

(small interfering RNA，siRNA)、与piwi蛋白相关

的RNA (piwi-associated RNA，piRNA)、tRNA、

核小RNA (small nuclear RNA，snRNA)和核仁小分

子RNA (small nucleolar RNA，snoRNA)。研究表

明，snmRNA 在调控基因的转录和转录后加工、细

胞分化和个体发育、遗传和表观遗传等几乎所有的
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重要生命活动中发挥关键作用。建立和发展相应的

研究技术，系统地发现和注释基因组中的ncRNA 基

因并阐明其生物学意义是当前 RNA 组学的首要任

务。围绕 snm R N A 的系统识别与鉴定方法，本文

拟对近年来实验发掘和计算机分析snmRNA 方面所

取得的研究进展进行总结。

1　克隆测序技术鉴定snmRNA

采用克隆测序的方法系统地鉴定snmRNA 的研

究可追溯到1996年Kiss-Lasz1o等[2]通过在小RNA的

5'和 3'末端加接头构建cDNA文库的方法来鉴定人

snoRNA的工作。到了2001年，Huttenhofer等[3]采

用分段割胶获取50~500 nt 的小RNA，构建了小鼠

脑 sn mR N A 的 c D N A 文库。通过序列测定，意外

地发现细胞中存在着一个隐蔽的snoRNA 世界，打

开了实验RNA组学(experimental RNomics)[4]的大门。

可以说，目前很多snmRNA的克隆方法都源自早期克

隆snoRNA 的策略。随着snmRNA 研究的推动，实

验RNA 组学方法的发展日新月异，特别是第二代或

下一代DNA测序(next generation sequencing)技术[5]，

又称为深度测序(deep-sequencing)的广泛应用，极

大地促进本领域的快速发展。

1.1　常规cDNA 克隆测序技术鉴定snmRNA

snmRNA 长度短，缺乏诸如mRNA 多聚腺苷酸，

即poly(A)尾结构。在构建snmRNA 的 cDNA 文库前

需要将预先合成的RNA接头连接到经过富集处理的

RNA样品上，或利用poly(A)聚合酶在其3'末端加

上寡聚核苷酸尾，随后采用与接头相对应的特异引

物或者是寡聚核苷酸poly(dT)作为引物进行反转录反

应获得 cDNA(图 1)。经过以上的处理后，就可以

图1  采用不同cDNA文库构建策略测序鉴定snmRNA

采用图中①②③三种方法都能克隆不具有帽子结构的sn mR N A；对于具有5 ’ 端帽子结构的小RN A，可采用方法③进行



600 生命科学 第22卷

方便地如同操作 mRNA 一样来克隆 snmRNA，最后

进行序列测定。根据所要克隆的 snm R N A 性质不

同，一般可以采用两种方法来富集snmRNA：(1)对

于具有一定长度范围的 snmRNA，通常采用变性凝

胶电泳(如变性聚丙烯酰胺凝胶电泳)的方法，切取

所需片段大小的RNA组分，采用盐溶液从凝胶中回

收RNA。Huttenhofer 等[3]就是采用在割胶回收的

RNA的 3'末端直接加上poly(C)尾的方法，在小鼠

组织中鉴定了201个新的snmRNA。由于poly(A)聚

合酶在 UT P、C T P 等为底物时的掺入效率低，我

们实验室改用ATP做底物，从而使其加尾效率极大

地提高。该方法已应用于克隆snoRNA[6]及其他新类

型的snmRNA，如miRNA 等[7,8](图 1-③)。(2)目前

已知的snmRNA 大部分都与特异性结合蛋白形成复

合体，可以通过免疫共沉淀的方法富集snmRNA(图

1)。对比前一种的方法，这种方法的突出优点就是

所获得的snmRNA 具有很高的特异性，但对操作技

术要求较高，步骤繁琐。Kiss等[9]使用 box H/ACA

RNA蛋白复合体(RNP)的抗体anti-GAR1，通过免疫

共沉淀的方法成功富集HeLa 细胞中的box H/ACA

snoRNA。部分研究也采用免疫共沉淀miRNP 复合

物和Argonaute 蛋白复合体的方法来发现miRNA[10]

和内源siRNA(endogenous short interfering RNAs，

endo-siRNAs)[11]。目前这种方法也广泛用于富集

piRNA。

尽管以上两种方法可以富集不同种类的

snmRNA，但在实际操作中，往往还需要根据所要

分离的RNA序列、结构特征或者是其亚细胞分布特

点，同时采用多种不同的富集策略。比如，

snoRNA 和 tRNA 等基因序列在长度上比较接近，采

用割胶回收snoRNA 的方法并不能避免tRNA等其他

小 RNA 的污染。利用 snoR NA 定位于核仁，而其

他tRNA 等富集于细胞质的特点，可以通过纯化细

胞核仁的方法初步富集snoRNA[6]。本实验室在此基

础上还建立了“锚定引物法”来构建特定类型

snoRNA 的 cDNA 文库[12]。该方法设计原理主要是

基于snoRNA序列在3'末端具有保守的CUGA(box C/

D)或 ACA(box H/ACA)的元件，采用具有锚定CUGA

或ACA结构的poly(dT)作为引物，对加poly(A)尾的

RNA 进行反转录反应，高效获得snoRNA 的 cDNA，

而tRNA 等其他小RNA 没有此保守元件而无法得到

cD N A 产物。进行 P C R 反应后，根据不同类型的

snoRNA 长度大小切取一定长度范围的 PCR 产物，

从而可以构建高度富集的snoRNA 的 cDNA文库。该

方法目前已成功地应用于鸡等其他物种的 snoRNA

研究[13]。

值得一提的是，不同的snmRNA 往往具有表达

特异性或者阶段性，所以在富集 snm R N A 时，样

本来源也是一个需要考虑的重要因素，比如最近发

现piRNA，都是来源于动物的生殖器官和生殖细胞

系，包括卵母细胞和精子细胞。Northern杂交进一步

验证了这些piRNA在生殖细胞/器官中特异性表达。

cDNA 克隆、测序分析的方法易于操作，而且

即使在缺乏基因组信息和目标基因功能未知的情况

下都可以使用，所以直接克隆测序的方法已经广泛

应用于在秀丽隐杆线虫、果蝇、斑马鱼、爪蟾、

鸡、哺乳动物等不同模式生物中发现各种新

sn m R N A 类型。

1.2　第二代测序技术鉴定snmRNA

由于不同 RN A 在细胞中丰度不一，而传统的

cDNA 克隆技术倾向于克隆丰度较高的组分，因此

对于表达水平较低的snmRNA，采用传统的直接克

隆测序方法就显示出其局限性。近年来，随着大规

模平行DNA测序平台的广泛应用，实现了对细胞中

各种RNA类型进行高通量序列测定，大大提高了对

低丰度snmRNA 的检测灵敏度。第二代测序技术主

要包括大规模平行测序 (massively parallel signature

sequencing，MPSS)、焦磷酸测序(pyrose-quencing，

454测序)、合成-测序(sequencing-by-synthesis，

Solexa)和 SOLiD 测序等。以上各种“深度测序”

技术可以很好地解决传统 cDNA 克隆测序技术难以

检出表达丰度很低的 RNA 种类的不足。

M P S S 技术可以获得上百万计的小 R N A 的

cDNA 克隆子序列，主要用于定量评估 mRNA 表达

水平，即测定 mRNA 所对应的 cDNA 一端的一段长

度在16~20 bp的标签序列，测序序列在样本中出现

的频率经过数学标准化处理后可代表该标签序列相

应的基因表达水平。Lu等[14]在 2005 年首先使用该

方法测定了模式植物拟南芥(Arabidopsis thaliana)种

子和开花组织200多万条小分子RNA序列，发现了

约7.5 万条 miRNA 序列。

由于MPSS 方法测定的序列长度较短，罗氏公

司(Roche)推出首个商业用途的第二代测序平台——
454 测序系统。该系统基于焦磷酸测序方法，可以

同时测定40万条长度在250 nt的序列[15]，目前已经

广泛地应用在鉴定各类snmRNA 领域(表 1)，比如，
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Ruby等[16]采用该技术测定了秀丽隐杆线虫(Caenorh-

abditis elegans)大约40万条小RNA，鉴定了18个

miRNA 新基因和 5 000 多条其他新类型的 RNA。

Berezikov等[17]利用该技术发现人和黑猩猩脑miRNA

的多样性。454 平台拥有读长较长的主要优点，因

此非常适合用于检测较长类型的 snmRNA，如长度

在25~30 nt 的 piRNA，甚至是更长的snoRNA。例

如，在2006 年，多个实验室采用该测序平台，在

人、小鼠[18]、大鼠[19]等哺乳动物的生殖细胞和组织

中鉴定了大量的piRNA。454 测序系统已经升级到

GS FLX Titanium 系统，平均读长提升到400 bp，

在测序通量(多于100万条序列)、准确性等方面也

有较大的提升。

Illumina基因组分析系统，即早前所讲的Solexa

表1  采用454测序技术鉴定snmRNA的研究

物种 样本来源 小R N A 类型 参考文献

秀丽隐杆线虫 不同发育阶段 21U-RNA、内源 siRNA [16]

四种线虫 miR NA、21 U R NA [20]

真涡虫 未分化细胞，成体 m i R N A、p i R N A [21]

海绵，海葵 m i R N A、p i R N A [22]

果蝇 mi R N A [23]

埃及斑蚊 mi R N A [24]

斑马鱼 卵巢和睾丸 piRNA [25,26]

斑马鱼 胚胎和成体组织 mi R N A [27]

鸡 鸡胚纤维原细胞 mi R N A [28]

鸡 胚肝 mi R N A [29]

大鼠 睾丸 piRNA [19]

小鼠 正常与敲除Dicer酶的胚胎干细胞 mi R N A [30]

小鼠 胚胎干细胞 内源sh RN A、s iR NA 和其他小RN A [31]

小鼠 卵母细胞 假基因来源的siRNA [32]

小鼠 卵母细胞 内源siRNA [33]

人、黑猩猩 脑 mi R N A [17]

人、小鼠、大鼠 睾丸 piRNA [18]

人、鸡、果蝇 转录启始RNA (tiRNA) [34]

人 血浆 循环mi RN A [35]

测序，是基于大规模平行测序的、采用边合成边测

序(sequencing by synthesis，SBS)策略的高通量、

高精确性测序平台。尽管有效读长只有26~50 bp，

但可获得比454测序更多的数据量(一般为1 Gb以上)，

可以同时测定 3 000 万条长度在 50 nt 的序列[36]。

因此，采用Solexa 测序测定长度在25 nt 以下的

snmRNA 类型，比454 系统更具优势。目前使用该

测序系统来发现新snmRNA 的研究多集中在miRNA

和 siRNA 这两类小RNA(表 2)。

另一个测序平台是应用生物系统(A p p l i e d

Biosystems)公司的SOLiD系统。尽管采用SOLiD测

序技术研究小 RNA 转录本的工作起步得稍微晚些，

其有效读长与Illumina基因组分析系统相同，但由

于可以提供更多的DNA测序数据量(2~4 Gb)，所以

也开始得到广泛应用，比如Goff等[50]应用该技术来

研究人类胚胎干细胞和神经元前体中的 miRNA。

由测序得到的数据通常需要生物信息学分析，

尤其是应用第二代测序技术所获得的海量数据。一

般来说，分析内容包括将测序数据与基因组序列进

行序列比对分析，按照基因组注释信息，如编码序

列、nc R N A、基因组重复序列等，将测序数据进

行筛选与分类，然后采用合适的计算机程序进行结

构预测、基因组织形式和分布特征分析。以下主要

针对snmRNA 的计算机预测分析方法进行介绍如下。

2　计算机程序预测

与实验 RN A 组学相对应，采用计算机方法寻

找包括专利调控元件在内的结构单元和序列元件，

识别 snm R N A 的各种生物信息学技术称为“计算

RNA组学”(computational RNomics)[4]。它是获得新

类型snmRNA 另外一种有效的途径。大部分的ncRNA

基因的计算机算法都基于二级结构特征、热力学性
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质、保守功能序列或者结构元件，或者根据系统发

育(phylogeny)保守性，通过比较基因组学分析来预

测。

2.1　从头预测

大部分ncRNA从头预测(De novo)是基于二级结

构特征开发的，如Rivas 和Eddy[51]采用比较序列分

析算法开发QRNA 来寻找新的结构性RNA 基因，成

功地预测大肠杆菌和酵母等比较基因组序列中的候

选ncRNA 基因，成为第一个实现在基因组水平预测

ncRNA的计算机程序。Pedersen等[52]基于比较基因

组学方法开发了可以检测具有高度保守的功能性

RNA 程序Evofold，在人类基因组中发现了数以万

计的候选 RNA 结构，其中包括 169 个 miRNA 候选

分子。由于snmRNA 及其他ncRNA 都缺乏蛋白质编

码基因所具有的启动子、终止密码子、开放读码

框、剪接信号、多聚腺苷酸等具有可供识别的信

号，因此采用计算机从头预测具有结构特征的RNA

基因面临很多困难，其最大的问题就是假阳性率

高，特别是大的单基因组序列的ncRNA 从头预测算

法缺乏完整的理论和特定的罚分模型，所以在应用

中受到一定的限制[53]。

2.2　同源搜索策略

在基因组水平上，采用计算机程序能可靠地预

测 ncRNA 的方法，目前仅限于搜索已知 RNA 的同

源基因，即同源搜索策略(homology-based search)。

同源搜索算法基于比对(alignment-based)的方法，这

对预测序列上具有物种间保守性的snmRNA 特别有

效。例如Weber[54]利用同源搜索方法来预测直系同

源或者是旁系同源的miRNA 基因，分别在人类和小

鼠基因组中鉴定了35 个和45 个 miRNA 候选基因。

事实上，许多同源的miRNA 基因在生物进化过程中

会发生突变，但其前体的二级结构仍然保守。预测

该类型的snmRNA 往往需要同时考虑序列与结构的

保守性，如Wang 等[55]基于序列和结构对比原理开

发更为灵敏的程序MiRalign，在甘比亚疟蚊(Anopheles

gambiae)基因组中检测到59 个新的miRNA 基因。

2.3　预测特定类型snmRNA 的程序

到目前为止，仍缺乏一个能在基因组水平上准

确且通用地鉴定各类RNA基因的预测算法。绝大多

数snmRNA 预测程序主要基于snmRNA 的序列保守

元件、二级结构或者折叠自由能等特征来预测特定

的 snmRNA 类型。例如，snoRNA 的预测主要根据

其一级序列的保守元件、典型二级结构和与靶基因

反义互补的序列等特征；而miRNA 的前体结构比其

他任一随机获得的 RNA 序列结构具有更低的自由

能，可以根据茎环结构特征，结合最低自由能(MFE)

原理将miRNA前体与其他结构RNA加以区分[56]。表

3 中列举了预测tRNA、snoRNA 和 miRNA 的部分主

要工具。其中，tRNAscan-SE 是较为成功的一个。

它用来识别基因组中的 tRNA 及相关序列，在人类

基因组检测tRNA 时其成功率达到99.5% 左右，并

且实现零假阳性率。我们于2006年开发了能在哺乳

动物基因组中预测包括“孤儿”sn o R N A 在内的

snoRNA预测软件包snoSeeker[57]，该程序在预测人

表2  应用Solexa测序平台鉴定snmRNA的研究

物种 样本来源 小R N A 类型 参考文献

海绵、海葵 m i R N A、p i R N A [22]

海鞘 未受精卵、分裂期、幼年期胚胎与成体 来源于miRNA 前体的小RNA (moRs) [37]

秀丽隐杆线虫 单细胞期胚胎 mi R N A、2 6 G - R N A [38]

果蝇 S 2 细胞、卵巢 内源siRNA [39]

果蝇 头、S2 细胞等体细胞 转座子和mRNA 来源的内源siRNA [40]

果蝇 Ago3 突变体 体细胞来源piRNA [41]

爪蟾 卵母细胞、肝、皮肤 m i R N A、p i R N A [42]

鸡 禽流感病毒感染肺和气管 mi R N A [43]

鸡 5 、7 、9 胚龄胚胎 mi R N A [44]

鸡 3~5 d胚内外胚层 mi R N A [45]

小鼠 卵母细胞 假基因来源的siRNA [32]

人 胚胎干细胞 mi R N A [46]

人 胚胎干细胞 mi R N A [47]

人 急性淋巴白血病骨髓 mi R N A [48]

哺乳动物 血清、血浆 mi R N A [49]



603第7期 邵　鹏，等：动物 s n m R N A 的系统识别与鉴定

类box C/D snoRNA 时灵敏度可达到90% 以上。另

外一类算法是利用RNA的功能域(motif)或基于其在

基因组上的轮廓特征(profile-based)来预测所有的结

构型RNA，比如ERPIN[58]可以预测包括miRNA[59]等

多种 R N A 基因。

最近，许多研究都倾向于使用机器学习算法

(machine-learning algorithms)包括支持向量机(support

vector machines，SVM)、隐马尔科夫模型(hidden

Markov models，HMM)、神经网络算法来预测

snmRNA。特别是SVM 被广泛应用于获取miRNA 的

表3  预测特定类型snmRNA的部分程序

程序/软件 sn mRN A 类型 使用物种基因组 操作系统 参考文献

tRNAscan-SE t R N A、t R N A 来源的重复 真核和原核生物 UNIX(本地安装)、 [60]

　元件、t R N A 假基因 　网络服务

snoScan box C/D snoRNA 酵母、现支持哺乳动物 网络服务 [61]

　和真细菌

snoGPS box H/ACA snoRNA 酵母、现支持人和真细菌 UNIX(本地安装)、 [62]

　网络服务

snoSeeker s n o R N A 和“孤儿” 人和其他脊椎动物 Windows， Linux [57]

snoRNA、snoRT 基因 　(本地安装)、网络服务

SnoReport s n o R N A 和“孤儿” 秀丽隐杆线虫、人、果蝇、 Linux(本地安装) [63]

snoRNA 　利什曼原虫

MiRscan m i R N A 秀丽隐杆线虫、脊椎动物 网络服务 [64,65]

MiRAlign m i R N A 现支持动、植物 网络服务 [55]

miRFinder m i R N A 脊椎动物、果蝇 Windows，Linux [66]

ProMiR/ProMiR II m i R N A 人和其他脊椎动物 网络服务 [67,68]

RNAmicro m i R N A 哺乳动物、尾索动物、 Linux(本地安装)、 [69]

　线虫 　网络服务

microPred m i R N A 人类 Linux(本地安装)， [70]

　网络服务

各种典型特征，如RNAmicro[69]和miPred[71]等程序。

新的预测算法的开发应用大大地推动了snmRNA 研

究的发展，特别是对于发掘具有物种特异性或表达

特异性的等采用常规的实验方法难以检测的

sn m R N A 基因。

2.4　大规模小RNA 测序数据分析方法

尽管第二代测序技术可以在一定程度上解决表

达丰度低，或者是只在某些特殊组织或分化、发育

状态下表达的 sn mR N A 难以克隆的问题，但“深

度测序”对采用生物信息学方法处理海量数据方面

也提出了更高的要求，如怎么有效地分析和管理这

些海量数据，如何在这些数据中将不同类型的

snmRNA 加以区分等。目前 NCBI 的 GEO 数据库中

已经积累了包括454、Solexa、SOLid 等测序平台

来源的小RNA 海量测序数据。如何有效处理和发掘

小 RNA“深度测序”数据是当前迫切解决的问题。

目前已开发出来的用于分析小 R N A“深度测

序”数据的程序主要集中在以下两类功能：

首先，将小 R N A 测序数据快速地定位

(mapping)到基因组序列。大部分测序数据能否与基

因组匹配，是判断该测序实验是否成功，也是迈入

分析测序数据大门最重要的第一步。由于传统的序

列比对软件，诸如BLAST[72]和 BLAT[73]不能有效地

处理新一代测序技术所产生的如此庞大的数据，众

多针对小RNA 测序对比的新算法也应运而生。表4

列出几款具有代表性的分析程序。其中Bowtie应用

了新的索引策略(burrows-wheeler索引)，大大提高

了内存效率和运算速度，并且支持多个操作系统，

从而得到了广泛引用。

其次，可视化处理小 RN A 数据。处理新一代

测序技术产生的海量数据过程中产生的另一个重要

问题就是数据的可读性差。目前，研究人员已开发

出各类可视化程序来解决该问题。EagleView[78]是第

一款为下一代测序技术而设计的可视化工具。随后

开发的多种软件功能比较类似，主要用于基因组的

组装和序列多态性的检测，但在运算处理、内存效
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率和跨平台使用等方面有较大的改进，如MaqView[79]、

Tablet[80]，并且开始出现基于网页浏览器形式的可

视化在线分析程序，如 LookSeq[81]。最近，我们

构建专门用于整理、注释高通量小 RNA 测序数据、

具有可视化界面的综合性分析数据库deepBase [82]。

该平台不仅展示了7 个模式生物基因组中复杂的小

RNA 转录组图谱，还可以用于发掘新的非编码RNA

甚至是新类的非编码 R N A。

遗憾的是，目前专门开发用于从高通量小RNA

测序数据中鉴定特定类型snmRNA 的算法或程序还

比较少，Rajewsky实验室开发的miRDeep[83]是其中

一款用来预测miRNA 的程序。miRdeep 采用概率模

型评估符合miRNA 加工特征的RNA测序转录本，比

如考虑 D i c e r 酶的加工，来源于茎环结构成熟

miRNA 区域的测序丰度比其他区域更多等，在鉴定

已知线虫miRNA 时获得较高的灵敏度(89%)，但鉴

定人类已知 m i R N A 的灵敏度只有 7 2 % 。最近，

Hackenberg等[84]开发的基于网页服务器的分析工具

miRanalyzer，可分析通过Solexa或454测序平台获

得的不同文库来源的 miRNA 数据。

除了 miRNA、snoRNA 和 tRNA 等计算机预测

算法外，目前对于内源 siRNA 和 piRNA 等新类型

snmRNA 的计算机预测则主要依赖于序列碱基组成

特点、片段长度、基因组分布和是否由双链结构加

工而来等特征进行分析，缺乏成熟的算法。动物内

源siRNA 长度集中在21 nt 左右，基因组正义与反

义链均有分布。小鼠等哺乳动物中约 30% 的内源

siRNA 来源于反转座子、转座元件，也有一些是由

与特定转录本形成互补配对的假基因加工而来[32]。

果蝇的内源 s i R N A 则绝大部分起源于转座子或

mR N A [ 4 0 ]，有些来源于异染色质序列、基因间隔

区，少部分来源于具有反向重复的发夹结构 R N A

(hairpin RNAs，hpRNAs)转录本[85]。相对siRNA来

说，piRNA 较长，一般为24~30 nt，并且其序列

表4  处理下一代测序数据基因组比对程序

程序 基本索引策略 特点 计算机操作平台 参考文献

M A Q 哈希表算法 内存占用最少，但速度最慢 32位或64位Linux [74]

S O A P 种子、哈希查找表算法 速度比 M A Q 快，但内存占用偏多 64位Linux/Unix， Mac [75]

Bowtie Burrows-Wheeler转化 速度最快，占用内存少 Windows，Mac OS X， [76]

　(BWT)索引和全文微空间 Linux和Solaris

　(FM)索引

SOA P2 Burrows-Wheeler 转化(BWT) 速度比 S O A P 大大提高， 64位Linux [77]

　压缩索引 　占用内存更少

的5' 末端多以U 开头。与内源 siRNA 相似，部分

piRNA(如小鼠粗线期piRNA)[18, 86]和大部分果蝇和斑

马鱼piRNA 来源于基因组重复元件，尤其是各类转

座元件或反转座子，在基因组中呈现不连续性分

布，并且大部分piRNA 是由基因组中单一序列的基

因簇产生[87]。早期在果蝇生殖细胞中发现的大部分

重复序列相关siRNA(repeat-associated siRNAs，

rasiRNAs)[88, 89]、线虫的21U-RNAs[16, 90]，其实就是

现在的piRNA。有趣的是，部分哺乳动物卵巢来源

的内源siRNA 和 piRNA 在基因组上的位置相互重

叠，这表明部分的内源siRNA 有可能从piRNA 加工

而来，当然也不排除是piRNA 的降解产物。因此，

在判别内源siRNA 和 piRNA 起源方面仍需要严谨地

分析。

出人意料的是，最近研究发现，原本用以发

掘miRNA、siRNA 等小RNA 的数据中还蕴藏着发现

其他新类型的RNA 的新契机。如Babiarz 等[31]从

Solexa 测序数据中发现具有特殊二级结构的miRNA

前体。但随后的研究表明，其实该“前体”就是

snoRNA ACA45，并且还发现了这些由snoRNA 加工

而来的小分子具有类似miRNA 的翻译抑制功能[91]。

此后，陆续有利用大规模小RNA测序数据发掘新的

snoRNA 基因的报道[92-94]。除了snoRNA，其他新类

型的snmRNA也陆续被发现：比如Taft等[34]发现了

来源于转录起始位点的长度集中在18 nt的转录启始

RNA(transcription initiation RNAs，tiRNAs)。因此，

利用大规模测序数据来发掘其他类型RNA包括长的

ncRNA 是今后研究的一个重要方向。

不管是应用测序技术，还是通过生物信息学预

测方法所鉴定的候选snmRNA，一般还需要根据研

究对象的不同，结合基因芯片、northern杂交、实

时定量PCR 或 RT-PCR、核酸酶保护实验等进行验

证。比如，果蝇内源siRNA 和 piRNA 的 3' 末端具

有类似的2'-O- 甲基化修饰，而动物miRNA 则没有
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这种修饰，可以通过NaIO4处理和β-elimination反
应，判断电泳后的不同迁移速率加以区分[95, 96]。因

此，采用实验与计算机分析相结合的方法是目前snm-

RNA 鉴定最有效的研究策略，这对于分析具有复杂

来源的 snmR N A 尤其重要。

3　结语和展望

新型测序技术的广泛应用极大地推动了

snmRNA 研究。有理由相信，将来会有更多新类型

的 snmR N A 被发现，这必定会重塑整个“RN A 世

界”。尽管如此，目前 s n m R N A 的系统鉴定方面

仍存在诸多问题没有解决，如在应用“深度测序”

技术鉴定小 RNA 时，究竟要达到多“深”的测序

程度，才能最大限度地发现各种低丰度的小 RNA，

piRNA 转录本前体不具有诸如miRNA 前体的结构特

征，尽管研究人员已对piRNA 的计算机分析进行了

有益地尝试，但目前来讲仍有待于进一步改善算

法，提高准确性。再如起源于转录启动区域、长

度各异的PAS RNA(promoter-associated short RNA)、

TSS RNA(transcription start site RNA)和tiRNA是否

功能不同，不属于同一类型；还是由于实验操作的

问题，如克隆方法等不同而导致它们长度差异。由

于基因组中存在大量的具有形成茎环结构的序列片

段，对于通过测序得到的小 RNA 片段，是否能折

叠成类似于 m i R N A 前体特征的小 R N A，都是以

miRN A 的方式起作用，还是存在另外的机制。到

目前为止，科学家所发现的小RNA长度最短的约18

nt，那是否就是有功能的小RNA 的最短长度极限；

还是另外有更短的功能性 RNA。显然，在 snmRNA

的系统识别领域，我们仅仅揭开了“R N A 世界”

的一角面纱，很多机制还有待于进一步阐明。
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