
第33卷 第3期
2021年3月

Vol. 33, No. 3
Mar., 2021

生命科学

Chinese Bulletin of Life Sciences

文章编号：1004-0374(2021)03-0267-14

DOI: 10.13376/j.cbls/2021031

收稿日期：2021-01-31
基金项目：国家重点研发计划(2019YFA0802202)
#共同第一作者

*通信作者：E-mail: yangjh7@mail.sysu.edu.cn

基于高通量测序的RNA信息解析技术
黄钧鸿#，黄巧娟#，李　斌，杨建华*

(中山大学生命科学学院，广州 510275)

摘　要：非编码 RNA (noncoding RNA, ncRNA) 占据真核生物转录组的绝大部分，在各种生理和病理过程

中发挥重要作用。随着高通量测序技术的发展，人们利用 RNA 信息学技术解析到越来越多的非编码 RNA
的信息，并逐渐揭示其功能和作用机制。该文主要介绍非编码 RNA 及其靶标鉴定、RNA 功能网络、RNA
与蛋白质互作、RNA 修饰及 RNA 二级结构的信息解析技术。
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Bioinformatic methods for analyzing noncoding RNAs from 
high-throughput sequencing data
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Abstract: Non-coding RNAs (ncRNAs) occupy most of the eukaryotic transcriptome, and play an important role in 
physiological and pathological processes. With the development of high-throughput sequencing technology, people 
have developed various bioinformatic tools and databases to analyze ncRNAs, and gradually revealed their 
regulatory functions and mechanisms. This review mainly introduces how to identify ncRNAs and their biological 
targets, regulatory networks of RNAs, interactions between RNAs and proteins, RNA modification as well as RNA 
secondary structures.
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1　非编码RNA的鉴定

目前，基于高通量测序方法去鉴定非编码

RNA 的主要策略是根据不同的非编码 RNA 采取不

同的富集方法，选择性地排除其他类型 RNA 的干

扰。获得相应的非编码 RNA 测序数据后，利用计

算方法对非编码 RNA 进行注释和预测 ( 图 1)。常

规的RNA测序分三大类：转录组测序、小RNA (small 
RNA, sRNA) 测序、环状 RNA (circular RNA, circRNA)
测序。其中转录组测序主要针对线性的 mRNA 以

及长非编码 RNA (long non-coding RNA, lncRNA)，
小 RNA 测序主要针对 15~35 nt 的小分子 RNA，而

环状 RNA 测序则往往需要先降解掉线性的 RNA 分

子，再进行建库测序 [1]。

1.1　长非编码RNA的鉴定

lncRNA 是指一类长度大于 200 nt、没有蛋白质

编码潜能的大分子 RNA。lncRNA 的鉴定主要基于

测序技术，它包括早期的 cDNA 文库测序 [2]、EST
片段测序 [3] 以及目前主流的 RNA-seq[4] ；而计算机

预测依据的特征主要包括序列特征、保守性和表

观遗传修饰图谱。

由于一大部分 lncRNA 不含 polyA 结构，因此

基于 RNA-seq 的测序策略通常采用去除核糖体 RNA 
(rRNA) 的方法，把编码 mRNA 与长非编码 RNA
一并测序并进行相关分析 [5]。若有参考基因组，可

使用 STAR[6] 等软件先将测序数据比对到参考基因

组，然后使用 Cufflinks[7] 等软件组装得到转录本序列；

若无参考基因组，则需要先使用 Trinity[8] 等软件从头

组装获得转录本的序列。随后可以依据转录本长度、

外显子数量、开放阅读框长度以及表达量等特征作

进一步筛选。

lncRNA 鉴定过程中的一个重要问题是区分编

码与非编码转录本序列，目前已经有许多基于机

(1) 长非编码RNA (lncRNA)的鉴定。从总RNA中去除核糖体RNA后建立文库测序，获得测序数据后，对于有参考基因组的

物种，先用STAR进行比对，然后使用Cufflinks等软件组装得到转录本序列；对于无参考基因组的物种，则先用Trinity进行

从头组装，获得转录本序列。随后可以依据转录本长度、外显子数量、开放阅读框长度以及FPKM等特征作进一步筛选，最

后通过相应的软件预测转录本的编码能力，获取候选的lncRNA。(2) 小RNA (sRNA)的鉴定。从总RNA中通过割胶分离获取

长度约为15~35 nt的RNA片段，构建文库后进行测序，随后分别通过相应的软件对miRNA、nat-siRNA、piRNA进行鉴定。

(3) 环状RNA (circRNA)的鉴定。通过RNase R去除线性RNA等方法对circRNA进行富集并测序，随后通过软件获取候选的

circRNA。

图1  非编码RNA的鉴定流程



黄钧鸿，等：基于高通量测序的RNA信息解析技术第3期 269

器学习的工具被开发，这些工具都使用序列的内

部特征和结构特点预测 lncRNA，一般从已知的蛋

白序列以及确定的非编码 RNA 中提取一些特征，

然后使用支持向量机或逻辑回归的方法训练出分类

算法。其中，基于开放阅读框及核苷酸 / 氨基酸频

率特征的软件有 CNCI[9]、CONC[10]、CPAT[11]、CPC2[12]、

iSeeRNA[13]、PLEK[14] ；基于核苷酸替换模式的软件

有 PhyloCSF[15]、RNAcode[16] ；基于蛋白质结构域特

征的软件有 HMMER[17]。

1.2　小非编码RNA的鉴定

近年来，许多小的非编码 RNA (small nocoding 
RNA, sncRNA) 被认为是植物和动物的重要基因

和基因组的调控因子。目前研究较多的主要包括

microRNA (miRNA)、small interfering RNA (siRNA)、
piwi-interacting RNA (piRNA) 三类。小 RNA 测序

采用割胶分离技术，收集样品中 15~35 nt 的 RNA
片段进行高通量测序，进而鉴定已知的或新的小非

编码 RNA。一些软件或数据库可完成对 sncRNA 的

注释：SeqCluster[18] 和 DARIO[19] 可用于对整个 sRNA- 
seq 数据进行无偏好的注释和分类；ncPRO-seq[20]

提供所有类型的 sncRNA 的详细信息，并识别匹配

sncRNA 中显著富集的未注释区域；deepBase[21] 整

合了现有的转录本测序数据，具备高通量和深度注

释的小 RNA 数据。

1.2.1　miRNA的鉴定 
miRNA 是一种约为 22 nt 的小非编码 RNA，能

够抑制蛋白质的翻译和影响 RNA 的稳定性。近年

来，基于小 RNA 测序大规模预测 miRNA 的方法逐

渐增多，为发现 miRNA 开辟了新途径。这些预测

方法大致可以分为三类：基于 miRNA 前体、基于

miRNA 双链体、基于 read 聚类和注释。

基于 miRNA 前体的方法：首先将 read 比对到

基因组上，将比对区域附近的基因组序列进行扫

描和分析，生成一组假定的 miRNA 前体，随后分

析 miRNA 前体最可能形成的二级结构。此类工具

包括 miRDeep2[22]、miRSeqNovel[23]、miRdentify[24]、

MIReNA[25] 和 miRDeep*[26]。此外，基于机器学习也

可以预测 miRNA 前体，如 CoRAL[27] 和 miRanalyzer[28]，

然而，对于大多数物种来说，暂没有足够的注释来

生成足够的训练集。

基于 miRNA 双链体的方法：首先选择 10~30 
nt 长的片段，并生成所有可能的配对，从而产生假

定的 miRNA 双链，随后根据长度、未配对碱基的

数量等特征，选择最可能真实的 miRNA 双链体。

此类工具包括 MirPlex、miReader 等，其可以应用

于缺乏参考基因组序列的物种，但只能鉴定到成熟

的 miRNA；此外，需要同时存在 miRNA 和 miRNA*，
read 才能被检出。

基于 read 聚类和注释的方法 ：将比对到基因

组同一链上的临近 read 通过相似性进行聚类，从而

获得较连续的区域，随后分析这些连续区域与哪些

已知的 ncRNA 重合并进行注释，此类工具包括

BlockClust[29]、deepBlockAlign[30]、DARIO[19] 和

miRDBA[31]。

1.2.2　nat-siRNA的鉴定 
天然反义转录物 (natural antisense transcript, NAT)

是由植物或动物的内源基因编码的成对互补转录

物，其依靠退火区域的高互补性维持热力学稳定 [32]。

天然反义转录物起源的小干扰 RNA (natural antisense 
transcript originated small interfering RNA, nat-siRNA)
鉴定的关键是先鉴定出天然反义转录物。

天然反义转录物有顺式和反式之分，如果两个

转录物位于相同基因组位点的相反链，并且重叠区

域长于 23 nt 以支持至少一个 siRNA 序列的产生，

则它们有可能形成一对顺式天然反义转录物。而反

式天然反义转录物则起源于两个遥远的基因位点，

部分转录本可以形成完美的互补配对，可以通过搜

索成对的转录单位来识别它们。它们一般具有长于

100 nt 的连续互补配对区域，以支持可能的 RNA- 
RNA 退火 [33]。可以通过软件 DINAMelt[34] 分析配对

为 RNA-RNA 双链体的可能性。最后，将测序数据

比对到已鉴定的天然反义转录物上 [35]。

目前，有一些计算分析流程可进行 nat-siRNA
的鉴定。NATpipe 通过使用 sRNA 测序数据可系统

地发现 NAT 和 nat-siRNA[36]。NATpipe 针对阶段分

布的 nat-siRNA，但 nat-siRNA 的产生也可能遵循

位点特异性模式，因此 NATpipe 会遗漏此类 nat-
siRNA；NATpare 对此进行了优化，其将 sRNA 数据、

转录组数据和可选的降解组数据作为输入，能够识

别顺式和反式 nat-siRNA 并预测其靶标 [37]。

1.2.3　piRNA的鉴定

piRNA 缺乏保守的结构基序，在不同物种间序

列相似性相对较低，这使得对 piRNA 的精确计算

预测非常具有挑战性。2011 年，Zhang 等 [38] 提出

了一种基于小 RNA 测序且不依赖基因组数据来鉴

定非模式生物 piRNA 的新方法 piRNA predictor，该

方法基于 k-mer 串频率的 Fisher 判别式来预测 piRNA，
精确度达 90% 以上。2014 年，Brayet 等 [39] 提出了一
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种名为 piRPred 的新方法，该方法基于多核和支持

向量机分类器，可随着训练集大小的增加而增加构

建分类器的内存和时间。同年，Wang 等 [40] 提出了

piRNA 注释方法 Piano，其能够在特异性和敏感性

之间取得很好的平衡，然而该方法仅局限于转座子

的 piRNA 序列。2019 年，Monga 等 [41] 开发了一个

综合的预测 piRNA 的框架 piRNAPred，其利用 k-mer
核苷酸组成、二级结构、热力学和物理化学性质等

杂交特征，与其他最先进的 piRNA 预测方法相比，

其在准确预测 piRNA 方面取得了最高的性能。

由于大多数 piRNA来源于基因组 piRNA簇 [42]，

因此可以利用聚类位点信息进行 piRNA 鉴定。在

基于 piRNA 聚类位点的方法中，proTRAC[43] 可以

通过对映射序列 reads 的概率分析，从小 RNA-seq
数据中识别出 piRNA 簇和 piRNAs。此外，piClust[44]

使用了一种基于密度的聚类方法来识别 piRNA 簇，

而无需假设任何参数分布模型。

1.3　环状RNA的鉴定

circRNA 是一类具有多样生物学功能的闭环

RNA，与 mRNA 相比，其缺乏 polyA 的尾部，且

不易被 RNase R 消化。高通量测序和相关生物信息

学工具的发展为深入研究 circRNA 提供了新的机

会。目前能用于鉴定 circRNA 的测序数据，其建库

策略主要包括：(1) rRNA(−) ；(2) rRNA(−)、polyA(−) ；  
(3) rRNA(−)、RNase R(+)；(4) RPAD。其中，方法 (3)
和 (4) 的 circRNA 富集程度较高，RPAD 实验方法 [45]

使用 RNase R 消化线性 RNA，随后除去含有 polyA
的 RNA，富集到的 circRNA 进行高通量测序，大

多数 circRNA 鉴别工具倾向于使用 circRNA 富集后

的 RNA-seq 数据集作为输入，能有效排除假阳性，

同时提高检出率。

目前从高通量测序数据中大规模鉴定 circRNA
的工具主要分为两类：基于反向剪接位点和基于机

器学习。基于反向剪接位点的算法大多基于 read 的

拆分，或基于预先定义的反向剪接位点和 circRNA
的侧翼序列。MapSplice[46]、CIRCexplorer[47]、和KNIFE[48] 
需要依赖注释信息，find_circ[49]、segemehl[50] 和 CIRI[51]

能从头预测 circRNA，而不需要基因注释或外显子 -
内含子结构，这对于预测具有近端剪接位点的 circRNA
是有利的。Ularcirc[52] 和 UROBORUS[53] 可以检测总

RNA-seq数据集中低表达水平的 circRNA，而无需RNase 
R 处理。综合各个指标来看，CIRI、CIR-Cexplorer、
KNIFE 这三款软件的性能更佳 [54]。但是单个软件

往往因为算法的差异存在着一定的局限性，建议同

时使用 2 个及以上的软件进行 circRNA 的预测 [55]。

近年来，机器学习方法越来越多地应用于生物

信息学研究。已有研究分析 circRNA 形成过程中的

影响因素，通过训练传统的机器学习算法 ( 支持向

量机、随机森林和多核学习等 ) 来鉴别 circRNA，

取得了较高的识别正确率。基于传统机器学习方法

的工具主要包括 PredcircRNA[56]、H-ELM[57]、CirRNAPL[58]

等，但是这些方法需要先进行特征分析，而且这些

选取的特征不能全面充分地表征反向剪接过程。深

度学习算法能够处理大规模数据并自动提取有效特

征，可以弥补传统机器学习模型的不足。基于深度

学习方法的工具主要包括 DeepCirCode[59]、circDeep[60]、

CRC[61] 等。 
1.4　非编码RNA的鉴定小结

大规模测序技术为 ncRNA 预测提供了良好的

数据基础，基于这些数据，结合 ncRNA 的生物学

特征和加工机制开发出的算法可以达到高效准确的

预测效果。近年来采用该方法鉴定出大量的新的

ncRNA数据，使得ncRNA的研究获得进一步的发展。

目前，小 RNA 测序主要用于 miRNA 的分析

与挖掘，而一些工具可以用于同时发掘多类小非编

码 RNA，如 FlaiMapper[62]、DARIO[19] 或 miRDBA[32]

可以识别出包括 tRNA (transfer RNA)、scRNA (small 
cytoplasmic RNA)、snoRNA (small nucleolar RNA)
和 snRNA (small nuclear RNA) 在内的几种 ncRNA。

此外，CoRAL[27] 允许预测其他五类 ncRNA，包括

lincRNA (long intergenic non-coding RNA)、scRNA、

C/D box snoRNA、snRNA 和转座子衍生的 snRNA
以及 miRNA。

相比于小非编码 RNA，由于 lncRNA 的多样性，

目前暂没有鉴定 lncRNA 的标准流程，其鉴定工作

仍然面临挑战，未来可以基于 RNA-seq，结合更加

多样的鉴定方法，如结合 ORF 长度、外显子数量、

表达水平等，发掘更多 lncRNA 区别于其他非编码

RNA 的特点，创建更优的模型；同时，根据不同

的情况，可以针对不同类型的 lncRNA 分别进行鉴定。

越来越多的证据表明，circRNA 在疾病发生过

程中发挥重要作用，可在人体体液和外泌体中检测

到，这使得 circRNA 被持续关注，也意味着需要开

发更专业化的 circRNA 工具来满足这些需求。一些

circRNA 对 RNase R 敏感 [63]，RNase R(+) 文库的制

备方法将导致此类 circRNA 丰度相对较低，因此文

库制备方法的类型可能会对下游结果产生很大影

响。随着 circRNA 鉴定工具数量的增加，对于 circRNA
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数据集的置信度仍然有很多要求，未来需要更好地

统计模型来模拟 circRNA 数据集。此外，目前基于

机器学习的工具依然数量有限，如何将 circRNA 的

鉴定问题转化为分类问题，依然是未来重要的发展

方向。

总的来说，目前鉴定到的主要是保守的和普遍

表达的 ncRNA，而还有许多组织或物种特异低表达

的 ncRNA 有待发掘，因此，开发出更精确的 ncRNA
高通量测序技术及 RNA 信息解析技术，更好地排除

其他 RNA 的“噪音”，仍然是未来发展的重要方向。

2　非编码RNA靶标的鉴定

目前，非编码 RNA 靶标中研究得比较深入的

主要是 miRNA 的靶标。确定 miRNA 靶基因的最常

用方法是依赖计算机算法，如 TargetScan[64]、MiRanda[65]

和 PicTar[66]( 图 2)，它们预测 miRNA 种子区的结合

主要遵循种子区匹配、保守性、可接近性、AU 含

量和结合能量等特征。预测 miRNA 靶基因的算法

虽然在不断升级，但计算机模拟仍有一定的局限性，

如可能会给出假阳性结果，并需要进行额外的实验

验证，若一些靶标不具有典型特征，更难以直接通

过算法进行预测。

基于高通量测序来更直观地寻找 miRNA 靶基

因，能够明显降低 miRNA 结合位点的假阳性预测

率，其主要包括以下几种技术。(1) 针对 RNA 互作

蛋白进行免疫共沉淀：AGO-CLIP[66] 通过 RNA 诱

导沉默复合物 (RNA-induced silencing complex, RISC)
中 Argonaute (AGO) 蛋白的抗体进行 miRNA 及其

靶标的免疫共沉淀；CRAC[67] 技术给 AGO 蛋白加

上组氨酸标签，通过免疫共沉淀捕获 miRNA 后进

行亲和纯化，具有更高的特异性；而 CLASH[68] 则

增加了 mRNA 与 miRNA 的连接，通过生物信息学

流程 hyb[69] 可以进行 CLASH 数据的解析，其将连

接的序列分别比对到基因组和 miRNA 库，可以准

确找到 miRNA 的靶位点。此外，TarPmiR[70] 基于

机器学习，利用从 CLASH 数据中学习到的 13 个特

征来预测 miRNA 靶点，其性能优于传统的基于

RNA-seq 的预测程序。(2) 针对 RNA 进行下拉富集：

生物素下拉富集 [71] 利用生物素标记 miRNA，然后

用磁珠将 miRNA 连同其靶 mRNA 下拉，这种方法

能确定一个特定的 miRNA 靶基因，具有高度特异

性。(3) 针对靶标的变化：在植物中，miRNA 通常

与靶标序列紧密结合，mRNA 会被直接剪切为两段，

其中之一是含有 3'-polyA 尾巴且 5' 不含 cap 的片段，

降解组测序 [72] 针对这种裂解片段进行捕获，将测

序片段比对到转录本上，能寻找特定 sRNA 引导的裂

解信号；生物信息学工具如 CleaveLand[73]、SeqTar[74]、

PAREsnip2[75]、sPARTA[76]、sRNA-TargetDigger[77]

充分利用降解数据进行靶标预测，其根据序列互补，

筛选潜在的 sRNA 靶基因，通过降解信号的匹配分

析，获得潜在靶基因的特异性裂解位点，最后根据

靶标的裂解位点和结合位点之间的相关性来确定调

(1)非编码RNA靶标直接预测软件；(2)基于降解组测序的分析软件；(3) CLASH数据的分析流程。CLASH数据的分析流程主

要包括：去除接头、过滤低质量碱基、去除PCR冗余、通过BLAST将测序的read比对到相应的数据库(如miRNA)、嵌合体的

鉴定、互作位点的鉴定。

图2  非编码RNA靶标的鉴定软件及流程
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节关系 ( 图 2)。
这些技术同样可以应用于其他非编码 RNA 靶

标的预测，如 Yuan 等 [78] 使用抗 Miwi 蛋白的抗体

进行 CLIP-seq，用于获得 piRNAs 和靶片段，最后

鉴定出 3 781 个 mRNA 作为可能的 piRNA 靶标。

Shen 等 [79] 则通过 CLASH 鉴定到秀丽隐杆线虫中

的 piRNAs 和相关靶标 RNA 的结合位点。Chu 等 [80]

提出了 ChIRP-seq (chromatin isolation by RNA purifica- 
tion) 技术：通过设计生物素偶联的 RNA 探针，捕

获 lnc-RNA 及与其结合的 DNA 与蛋白质，分离出

DNA 后进行高通量测序，从而获取 lncRNA 在染色

质上的靶标位点。

目前，鉴定非编码 RNA 靶标的手段非常多样

化，总的来说，由于互作往往涉及蛋白质、RNA、

靶标这三者，因此策略主要包括对 RNA 互作蛋白

的免疫共沉淀、RNA 本身的下拉、RNA 作用靶标

后靶标的变化 ( 图 2)，每种策略都有其固有的优势

和局限性，与基因表达谱法相比，免疫沉淀法排除

了RISC外的假阳性靶基因，准确率大大提高。然而，

依赖特异性抗体分离靶基因进一步降低了靶基因分

离鉴定的效率，后续也需要生物信息学分析来揭示

miRNA-mRNA 的相互作用。目前最有希望的策略

是下拉方法，其直接分离 RNA 相关的靶标。但有相

关研究结果显示，3'- 生物素化极大地阻碍了 miRNA
与其靶点在 RISC 中的关联 [81]，为了解决这个问题，

未来有待开发更优的化学修饰为 RNA 添加标记。

3　非编码RNA的功能网络

非编码 RNA 具有多方面的调控功能 ( 图 3)，目

前研究较多的是竞争性内源 RNA (competing endogenous 
RNA, ceRNA) ：多种类型的 RNA 能成为海绵分子，

比如 circRNA、lncRNA、mRNA 和假基因 [82]，间

接抑制 miRNA 对靶基因的影响。目前已有一些数

据库记录并整合了基于高通量测序的 RNA 互作

数据，专门针对 RNA 互作网络进行分析 ( 图 3) ：
starBase v2.0[23]收集整理了超过700个CLIP数据集，

提供实验支持的 RNA 互作网络，同时提供了

miRFunction 和 ceRNAFunction 两个程序，可通过

超几何检验的方法计算两个 RNA 分子是否能形成

ceRNA 对；RAID[83] 整合了计算预测的和实验证明

的 RNA 互作；ceRDB[84] 基于 TargetScan 预测 miRNA- 
mRNA 相互作用，提供假定的 ceRNA 互作；此外，

miRSponge[85] 及 LncACTdb 2.0[86] 数据库提供实验

支持的 ceRNA 数据。

进行 ceRNA 网络分析一般先获得差异表达的

mRNA、miRNA、ceRNA，基于上述数据进行共表

达分析，即 mRNA-ceRNA 之间的表达水平应为显

著的正相关，miRNA 与 mRNA/ceRNA 的表达水平

应为显著的负相关 [87]，相关系数由皮尔森相关系数

进行计算，最后筛选出被同一个miRNA靶向的mRNA- 

中心法则过程中可能涉及的非编码RNA调控作用包括：调控DNA的转录、调控mRNA前体的剪接、调控mRNA的翻译、作为

miRNA海绵、作为蛋白质支架。图中左侧展示的是常用的ceRNA数据库和分析软件。

图3  非编码RNA的功能网络及分析工具
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ceRNA 对即可构建 ceRNA 网络。2016 年，Furió-
Tarí 等 [88] 开发了 SpongeScan，与传统的 miRNA 靶

标预测方法不同，其专注于更能显示 ceRNA 作用

的特征；2018 年，Li 等 [89] 开发了 R 包 GDCRNA-
Tools，并定义了 ceRNA 的鉴定指标：(1) ceRNA-
mRNA 共享大量 miRNAs ；(2) ceRNA 与 mRNA 表

达正相关；(3) ceRNA 和 mRNA 共有的 miRNA 应

以相似的方式调节其表达 [90]。

识别 ceRNA-ceRNA 互作或 miRNA 海绵互作

的计算方法主要包括：成对相关方法、部分关联方

法和数学建模方法。Sardina 等 [91] 提出了一种新的

ceRNA 预测算法 CERNIA，其基于 DT-Hybrid 算法，

可用于研究不同组织类型和不同类别基因之间的

ceRNA 竞争。目前较为有效的一种 ceRNA 预测工

具是 SPONGE (Sparse Partial correlation ON Gene Ex- 
pression)[92]，其使用多敏感度相关性的量度来大规

模推断 ceRNA 互作。

尽管 ceRNA 网络是一种研究非常广泛的 ncRNA
网络，但是 ncRNA 种类及功能的多样化将增加这

些网络的复杂性，使得全面了解 ncRNA 在多级网

络中的功能变得更加困难，而 RNA 与其他分子互

作的检测技术的进步将有利于更好地阐明 RNA 调

控网络。此外，合并大规模的非编码 RNA 数据需

要制定普适的标准和命名规范。

4　RNA-蛋白质互作研究的生物信息学方法

RNA 结合蛋白在 RNA 调节的各种机制中发挥

作用，影响 mRNA 前体的剪接、3' 末端加工，以

及 RNA 修饰、翻译、稳定性和定位等，近年来发

展了许多基于高通量测序的 RNA- 蛋白质互作研究

方法。RIP-seq 通过使用目标蛋白的抗体，对蛋白

质及靶 RNA 进行特异性捕获，捕获后经过纯化与

建库，对 RNA 进行高通量测序 [93]。RIP 并不非常

适合于研究与蛋白质直接接触的 RNA，因为它保

留了多个蛋白质之间的相互作用。因此，需要具有

更高特异性的方法，能够保留内源蛋白质与 RNA
的接触，同时确保仅纯化单个特异性 RBP。为此，

研究人员开发了 CLIP-seq[94]，方法是利用 254 nm
紫外光共价交联蛋白质与 RNA 片段，这使 CLIP 能

够在足够严格的条件下纯化与特定 RBP 结合的

RNA，以防止共纯化其他 RBP 或游离 RNA。随后，

更多的 CLIP-seq 改进方法的出现大大提高了蛋白

质交联位点的分辨率，如 PAR-CLIP[95] 引入了光激

活核苷，并改用 365 nm 紫外线照射；iCLIP[96] 采用

环化的建库策略；ir-CLIP[97] 引入了一种红外荧光染

料来可视化免疫沉淀的质量 ；BrdU-CLIP[98] 使用

BrdUTP 并在逆转录过程整合到 cDNA 中，使得

cDNA 可被 BrdU 抗体严格纯化；eCLIP[99] 使用两

步独立的接头连接步骤等。

各类 CILP-seq 数据的分析流程主要包括质控、

比对到参考基因组、峰鉴定、模体分析、下游分析 ( 图
4)。其中，有集合多个功能的分析管道可以使用，

如 CLIP Tool Kit (CTK)[100] 可用于质控、比对与峰

鉴定，在此基础上 CLIPSeqTools[101] 和 CLIPZ[102] 还

产生和分析CLIP-seq数据的主要步骤：首先通过紫外交联蛋白质与RNA，通过酶消化RNA片段，分离并纯化RNA后，建立文

库进行测序；测序数据先通过一定的预处理后比对到基因组上，随后使用一到多款软件进行峰的鉴定，获得峰的具体位置后

可进行一系列的下游分析。

图4  CILP-seq数据的分析流程
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能用于模体分析。由于这些高通量技术基本都使用

了紫外交联 ( 除了 RIP-seq)，因此会导致交联位点

处产生截断、突变、插入或缺失等诊断事件，这种

诊断事件反过来可用于定位交联位置。目前，一些

工具已经被开发用于 CLIP 数据的计算分析，但其

假阳性率往往较高，不同的峰鉴定工具可能会鉴定

到不同的结合区域。此外，它们往往具有不同的缺

点，例如两款最常用的软件，CLIPper[99] 和 Piranha[103]，

不能检测单个的交联位点。CLIPper 即使使用多个

线程，其鉴定峰也需要很长的时间。Piranha 不能利

用基因组信息，其通过设置恒定的步长对序列进行

扫描和分析，不同的步长可能会导致不同的结论。

CTK 包含太多的步骤，同时需要 Perl 环境，复杂

的工作流程对新手来说并不友好。PIPE-CLIP[104] 是

一个在线工具，难以实现更大规模的数据分析和整

合。更重要的是，许多工具只能应用于特定的某种

CLIP-seq 数据。例如，PARalyzer[105]、 WavClusteR[106]

只能用于 PAR-CLIP 数据，PureCLIP[107] 只适用于 iCLIP
或 eCLIP 数据，这使得不同的结果难以比较和整合。

因此，未来需要开发能克服这些缺点的工具，更准

确、快速地鉴定峰区域和结合位点，有利于更好地

整合大规模的测序数据。

5　RNA修饰的计算机检测方法

在 RNA 中发现了至少 170 种化学修饰 [108]，其

主要包括 m6A、m6Am、m1A、m5C、hm5C、ac4C、
Ψ、m7G 等。随着测序技术的不断进步，出现了越

来越多的在全转录组范围鉴定 RNA 修饰的技术，

结合相应的生信分析工具，极大地加快了表观转录

组的功能研究。基于不同的检测策略，目前使用较

多的生信分析工具可以分为：分析抗体富集数据的

工具、分析反转录信号的工具、基于计算预测的工

具 ( 图 5)。
甲基化 RNA 免疫沉淀测序 (MeRIP-Seq 或 m6A- 

Seq)[109] 是迄今为止使用最广泛的实验方法。通过

将此类测序数据的 read 比对到基因组，能在 RNA
修饰位点附近获得富集的峰信号，通过富集组和非

富集对照组的统计学分析，能够获得全转录组的

RNA 修饰分布。目前已有一些程序能用于 MeRIP-
Seq 的富集峰鉴定，如 exomePeak[110]、MeRIP-PF[111]、

BaySeqPeak[112]、m6AViewer[113]、MeTPeak[114] 等。鉴

定甲基化位点之后，可以进行甲基化的差异分析，

从而解析一些生物学问题，此类程序包括 QNB[115]、

MeTDiff[116]、RADAR[117]、DRME[118] 等。

一些 RNA 修饰的检测策略基于反转录信号的

变化，一般为诱导反转录终止或引入突变。如假尿

嘧啶修饰的检测是通过化学试剂 CMC 在修饰处

留下一个庞大的基团，并导致逆转提前终止 [119]。

m5C 可以通过亚硫酸氢盐处理的 RNA 高通量测序

(RNA bisulfite sequencing, RNA-BisSeq) 进行检测 [120]，

该测序将所有未修饰的胞嘧啶转化为尿嘧啶，留下

修饰的胞嘧啶不受影响。而某些 RNA 修饰本身可

以影响反转录的进行，如 m1A。基于此，一些程序

能对反转录的变化进行分析，如 HAMR[121]、Coverage 
Analyzer[122]、Galaxy modification calling pipeline[123]

等。而 meRanTK[124]、BS-RNA[125]、BisRNA[126]、Episo[127]

等软件能针对 RNA-BisSeq 进行分析。

实际上，大部分的 RNA 修饰位点都是通过计

算预测得到的，即通过提取预测特征并利用机器学

习或深度学习分类器来预测假定的 RNA 修饰位点。

针对不同的 RNA 修饰，目前有很多相关的预测程

序，基于支持向量机算法的 WHISTLE 程序 [128] 和

(1)基于抗体富集数据的工具；(2)基于算法直接预测的工具；(3)基于反转录信号检测的工具。

图5  RNA修饰检测的分析工具
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基于深度学习的 DeepPromise 程序 [129] 的预测性能

更佳。

尽管基于高通量测序的 RNA 修饰检测技术发

展迅速，但目前生物信息学分析工具和分析流程仍

然较为局限，未来需要进一步扩展到其他 RNA 修

饰中。此外，由于 RNA 修饰位点往往是动态的且

具有组织特异性，这些实验技术往往无法检测到所

有修饰位点，同时，这些实验往往忽略 RNA 高级

结构的影响，因此未来需要进一步提高实验和计算

机检测的准确性和灵敏度。

6　RNA二级结构的检测

RNA 结构是生物学中许多重要功能的基础。

近年来，多种方法将结构探测技术与高通量测序相

结合，从而在全基因组范围内检测结构信息，其主

要包括基于核酸酶的方法和基于化学修饰的方法

( 图 6)。
最早应用的是基于核酸酶的检测方法。PARS 

(parallel analysis of RNA structures)[130] 利用 RNase V1
和 RNase S1 的结构特异性，分别用于双链 RNA 和

单链 RNA 的切割，获得高通量数据后，回帖到转

录组，然后将每个 read 的 5' 端上游 1 nt 确定为切

割位点，最后使用 RNase V1 与 RNase S1 切割位点

数量的比值来计算PARS评分。FragSeq (fragmentation 
sequencing)[131] 与 PARS 相似，只是它仅依赖于 ssRNase
核酸酶 P1 来识别未配对区域。与 PARS 和 FragSeq
相比，ds/ssRNA-seq[132] 并不寻找直接的切割位点，

而是旨在对 RNA 被 RNase 彻底消化后剩余的 RNA
进行测序，这种方法缺乏一定的分辨率，但可以对

RNA 结构进行更局部的观察，且可以同时对 RNA
二级结构和 RNA- 蛋白质相互作用位点进行观察。

目前更为主流的是基于化学修饰的方法，即使

(1) PARS技术及分析步骤。通过RNase V1与RNase S1分别特异性切割RNA双链和单链，随后构建文库进行常规的RNA-seq；
获得测序数据后，将read比对到基因组上计算出转录本的覆盖度、位点覆盖度及比例等信息；最后，使用RNase V1与RNase 
S1切割位点数量的比值来计算PARS评分。(2) Structure-seq技术及分析步骤。通过不同的化学物质特异性地对RNA单链进行

修饰，形成的空间位阻导致随后的反转录停顿，使用软件StructureFold2进行停顿位点与试剂可及性的计算，最终获得可能的

二级结构。

图6  RNA二级结构检测的技术及分析步骤
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用化学物质渗透进入活细胞，并在无保护的单链位

点对 RNA 进行共价修饰，这些修饰会导致随后的

逆转录停顿，从而产生截断的 cDNA 片段，然后通

过检测随后的逆转录终止位点读出碱基修饰，

Structure-seq 是此类方法中的一种 [133]。突变测序分

析 (mutational profiling with sequencing, MaPseq)[134]

是一种最近发展起来的替代逆转录终止的分析方

法，其利用一些高亲和逆转录酶的偏好，读取 RNA
碱基修饰，并在修饰位点对面插入 cDNA 突变，该

方法的优点是可以读取单个分子上的多个修饰，增

加给定修饰碱基的测序深度。随着技术的不断进步，

用于检测 RNA 二级结构的化学物质越来越多，使

用二甲基硫酸酯 (DMS) 能够使 Watson-Crick 中无

保护的腺嘌呤和胞嘧啶残基甲基化 [135]，使用乙二

醇可以修饰鸟嘌呤 [136]，使用 1- 乙基 -3- 碳二亚胺

(EDC) 可以修饰尿嘧啶和鸟嘌呤 [136]，而使用 SHAPE
试剂(selective 2'-hydroxyl acylation and profiling experiment)
则可以修饰所有碱基的核糖部分 [137]，而烟碱酰

叠氮化合物 (NAz) 可以在紫外光激发下快速探测非

Watson-Crick 的碱基互作 [138]。基于逆转录停顿的测

序数据，可以使用软件 StructureFold2 进行二级结

构分析 [139]。SeqFold 则结合了高通量 RNA 结构分

析数据和计算预测，其能够整合各种高通量的 RNA
结构数据，并适用于分析转录组中的 RNA 结构 [140]。

目前，基于高通量测序研究 RNA 的高级结构

尚在发展阶段，细胞中的缓冲环境和某些功能机制

都有可能影响 RNA 的天然结构。同时，RNA 本身

的某些化学修饰同样可以导致逆转录终止。这些都

是未来有待考虑与改进的方面。重要的是，RNA
结构的大规模信息解析技术的发展将有助于深入了

解 RNA 的调控功能。

7　结语与展望

非编码 RNA 及其作用靶标的类型、RNA 的功

能网络、RNA 与蛋白质的互作、RNA 修饰及 RNA
二级结构皆是 RNA 重要的功能信息，如何排除假

阳性和假阴性获得更准确的 RNA 信息，获得海量

RNA 信息后如何阐明其复杂的功能网络，以及如

何应用到临床或生产，仍需要大量的研究。随着实

验技术 ( 如文库构建策略 ) 的发展以及测序技术 ( 如
单分子测序、空间转录组 ) 的不断革新，将会有更

多关于 RNA 的不同层面的数据产生，为生物信息

技术的发展提供前所未有的机遇和挑战。现有的信

息学工具的完善与更新，以及全新的信息分析方法

( 如结合多组学的分析 ) 的开发，将有助于加深对

RNA 在生物体内的重要作用的理解。
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