
摘要

4.利用启动子分析软件对所有的miRNA进行了分析，最后鉴定出了142个mi朋A

    形成了53个簇，由上游的启动子控制表达，其中28个簇由多个同源的miRNA

  基因组成，18个miRNA簇形成8个不同的同源簇。进一步的分析表明有些簇

    是通过重复的形式产生多拷贝。

5.研究结果表明8号染色体上存在一个与人具有高度同源的印迹区域，在这个

    区域发现一个最大的由41个miRNA组成的miRNA基因簇，另外两个簇则位于

    该簇的上游，分别是由5个耐朋A组成的基因簇以及C/DsnoRNA基因簇。进

  一步分析表明这最大的microRNA基因簇由三个基因家族组成，这三个家族分

    别是由不同的microRNA通过串联重复而产生的。

6.研究发现，巧个耐RNA位于基因组的重复区域。其中7个位于LINE 元件中，

    其它大多数位于SINE中。它们有些完全位于重复元件内，有些则与元件部分

    重叠。而且还有2个丽RNA位于rRNA 基因的内含子中.

7.通过分析发现大多数耐RNA在动物的进化过程中都是保守的。研究发现，大

  多数miRNA是通过局部串联重复以及非局部重复形式而进化的。串联重复在

  邻近区产生多个拷贝，而非局部重复发生在不同染色体之间，从而产生基因

    或者基因簇的迁移。

8.对所鉴定的miRNA 靶序列的预测分析表明，大多数miRNA 所调节的靶序列参

    与了几乎生物体所有的细胞过程，比如生长发育、代谢、调控因子的调节以

  及信号转导作用等等。其中参与的最多的功能可能是调节转录因子的表达。

    同时有些miRNA可能参与了一些癌症相关的过程。更为重要的是，我们鉴定

    出了狗特异性的靶序列，它们可能参与了狗生长过程中的一些特殊过程.最

  后，我们发现miR一186能够调节其宿主蛋白的表达，从而影响其表达量。这

    是一种自我调节的反馈机制，相互制约，相互影响。

关键词: 微小RNA(microRNA);基因组织形式;同源簇;反馈抑制



ABSTRACT

ABSTRACT

    McroRNAs，asa细11ilyofnon -Codingsma URNA18-25niin】ength，haveb沈n

profoundlys加dled 访代centyears inPlants，anim川sandvirUS·As 助 诵脚找朗玄

regulalorineuk别下oteOrg田叮sm.many创UdyworklladdonetoProvethat而croRNA

haveabroadrolesinthe devel0Pmentofo飞anlsm involvingev恻 留户戈tofcell

physicaI activity.TbechamcteriZationof而RNAissti“ahot academicdomain for

thecause0ftheidenti6ed micrDRNA farfrom ，劝切ratloIL Thescienlists had

com p1eled Sequencing0fdoggen0me.and而ough hum田时dog罗nomic州r

aii即口en仁itisfoundthatdogsandh切旧ans baves而ilarleveisofoverallnuc l即tide

diversity，meanwhile，the sPeciesdisPlayextreme灿enotyPicdiversity，therefo肥，all

provldeag‘，edflatfor肥searchdisease related诫thhUJnan .Moreimporlan tly，5议

miRNAwerecharacterizedinmiRBasethusfar Above all，th盘 pTovide agreat

即ademicandrealistic〔neaningforidenti斤ingmiRNALsindoggenome·

  As forlime.助dtissue一杯姆cialityof而RNAexPression andmi，leadingof

degradationof mRNA即doUlerOOn-CodingRNAs，there islimitationby using

experlmentalRNOmics.Therefore， we aPPlycomPutatlon习RNomicstoPredict

miRNA in dog basedon sequenceco玫犯rvationofmat川rehaRNAs andtheir

PrecursordisPI即inghairpin就njclure，leading仍idenlificationof357novelmiRNAs

T七efollowi雌isthe sum〔narlZationofourresult:

1.Tbelociofall357而croRNASequencesin罗nome lieinall33chromosomesof

  genome.AlllongthesemiRNAs，ZglsequenCe sbelong10single一coPy indog

  genomeandthe 0ther35Sequencesbelong tomulti一OPy.Thenumberof

  哭quencesiniDtergenicregionis222。inlntronisl25，anti一sense togeneis50，

  sensetogeneis75，andinexonis6，inUTRis3.AllPrecursors御 gedfrom65

  tol20niinlength，withave口gelength of80nt·

2，W七have即aly双刃whetherall miRNAcouldfo而 stem.loopwhenjoinedwith

  n歇止ingsequenceingeno服 U甘。ughm一foldProg刊ms出ldthe resultsshowed

  thatamajorityofmiRNAhave面sPrl，peI’ty门HomologueofbumanmiRNAsbad

  h犯nvalidatedbyexpenme城indicating thattheycan exPressStab1y.Meanwhi1e，

  snovelmiRNAs were foundby ，浅叮chingESTdalabase .Furthen刀。re，we carry

  outRI’-PCRaSSayofsnovelmiRNA，1认心ofwhichcan obtaintheexpecledresul仁

  suggestingthatthey咖 exPress.



ABSTRACT

3.肠叫ghanalysis，we foundthatthe300homologueofhumanm1RNAbelongto

    149falllilies，andmiR一154，miR-17andlet一7faJllilyhavels，13andlo，

  re甲义dvely.Mostoffan1iliesonlyhaveone members，thecase isdifferent加m

  Plant.MembersofanimalfamilydisPlayti让eemode，identical，closelyrelatedor

    homology·

4.Forconfon刀lngmiRNAs are tran SCriPtedundercommonProm以er，we analysis

  these miRNAs using nromoteranalysisvrograJ刀，leadi昭toidentificationofl42

  miRNAs gr0uPinginto53c1usterscontro1ledby Promoter inUPstre别旧，among

  which28clU‘1ersismadeuPofmultihomologuSmiRNAs andl8miRNAcluster

  form sdistinCt paralogouscluste..F往rtheranalysisindica把thatsomecluster

  havemulti一coPiesdiroughduPlicati叽

5.1nterestingly，we foundalargemiRNAclus1ermadeUPof4lmiRNAs，which

  res记einimP行ntedreglonofchromosome 8highconservedbetweenhumanand

  dog，即danother妇胃0clusteI’Sliein即st肥am ofthiscluster，amiRNAcluster

    comPosedofsmiRNA胡dC/DsnoRNAclU旧ter.

6.W七foundthatl5miRNAoccur inrepetitiveregioningenome，amon gwhich7lie

    in LINE ele们。entandtheothersresidein s刀习E elernents sorneofthe们口

  cOmPletelyresidein化沐石tiveregl呱 andsomeoverlaP 俪th element.Tw。

    miRNAs resideinintronofrRNAgene.

7.AmajorityofmiRNAsare conserVedamo nganimalthroughana1ysis.Mostof

  miRNAs evolved by localtal，demduP1icationandnon-IocalduPlicat1o几L戊al

  翻川demduPlicationsreSUltinP田滋1ogouSSCquencesthatare locatedonthesame

  transcriPt.Non一localduplicationsresultinPara】ogousgenesorgeneclusterson

    difl七rentchromosomes.

8.W七prediCt1argetof1dent1fiedmiRNAs using3一TR.Further皿alysisindiCale

  山以amajorityofta飞etinvolvedina】mostallcellularProcesses，for ex即的ple，

  develoPmen丸metabolisn、比gu】atoryfaCtorandsignalt晓msduction.T七emost

  richedG0term is切anscriPtional 伪clor.Meanwhlle，5Omem1RNAs might are

  invoIvedinPrDcesses related诚thcan既 Mostimpo比知tly，we idenlifiedtarget

  gene画q此todog，whichregUlate specialProcessesduringdogdeve1叩ment.

  Finally，we foundthat而凡186can regu】aleexPressionofitshostProtei氏resu it

  intomoutofitsProtein.Tbisisaself-regu1atoryfeedbackrnech画sm.

Keywo川5:microRNA;genomicorganiZation; PaJ旧】ogous clusler;feedback
            in】11bition



学位论文独创性声明

学位论文独创性声明

    本人声明所呈交的学位论文是本人在导师指导下进行的研究工作及取得的

研究成果。据我所知，除了文中特别加以标注和致谢的地方外，论文中不包含

其他人已经发表或撰写过的研究成果，也不包含为获得 南昌大李 或其他教育

机构的学位或证书而使用过的材料。与我一同工作的同志对本研究所做的任何

贡献均已在论文中作了明确的说明并表示谢意。

学位论文作者签名(手“):雕松签字一问年‘月诊·

学位论文版权使用授权书

    本学位论文作者完全了解 南昌大李 有关保留、使用学位论文的规定，

有权保留并向国家有关部门或机构送交论文的复印件和磁盘，允许论文被查阅

和借阅。本人授权南番大李可以将学位论文的全部或部分内容编入有关数据库

进行检索，可以采用影印、缩印或扫描等复制手段保存、汇编学位论文。

      (保密的学位论文在解密后适用本授权书)

学位论文作者签名 (手写):命长
参

导师签名(手写):了‘今

签字日‘问年‘月 签字日期:间 年.标对日

学位论文作者毕业后去向:

工作单位:

通讯地址:

电话:

邮编:



第 1章 综述

第1章 综述

引言

    RNA是生物体内最重要的物质基础之一，它与DNA和蛋白质一起构成生命的

框架。但长久以来，RNA一度被认为仅仅是D卜A和蛋白质之间的“过渡气它从DNA那

儿获得自己的顺序，然后将遗传信息转化成蛋白质。然而，一系列的研究表明，这

些小分子RNA事实上操纵着许多细胞功能，它可通过互补序列的结合反作用于DNA，

从而关闭或调节基因的表达。microRNA(而RNA)是新近发现的一种非编码的小

分子RNA，长度大约在17一25nt，它们对真核生物的生命活动的多方面产生重要的

影响，是调节生命活动的一个重要调节分子。目前己经知道它在染色体消除、染

色体重组、DNA复制、以及基因调控等方面产生重要的影响。从目前所积累的实

验证据可以肯定它涉及到了整个细胞水平的几乎所有事件。

ZmicroRN八基因

2.1.1oroRNA的发现过程

    而croRNA的发现最早要追溯到上世纪九十年代。当时人们是用遗传筛选的

方法寻找线虫(celegans)胚胎后发育的缺损体，发现了一个控制线虫幼虫发育

时序性的非编码基因lin礴，该基因产生一对小分子RNA。其中一个长约22nt，

另一个约为6Int，较长的RNA可折叠为茎环样结构，被认为是较短RNA的前

体11.2l。Lin4可抑制lin一14基因表达蛋白质的水平，而lin一14在发育路径中起着

重要的作用。最终的研究结果表明:正是1访礴和11介14的3‘非翻译区这种直接

的但不完全的配对作用是lin礴调节着lin-14的蛋白质合成的原因。即lin4所编

码的小分子RNA与lin-14的3‘非翻译区的7个位点不完全互补结合后，抑制

了该基因的蛋白质的翻译;而lin礴突变体由于Iin4不能正常的表达，因而lin一14

就会一直处于无抑制状态，它就会一直抑制线虫从幼虫向成虫的过渡，从而出现

上述表型p刃。

    在相当长时间里，lin闷被认为是内源性的小RNA分子的唯一例子。第二个

小分子RNA-let-7由Ruvkun实验室发现181.该而RNA也为22nt，同样在异时性

基因路径中发挥作用。与lin礴相似，let一7RNA识别靶lin4lmRNA的3一UTR序



第1章 综述

列，抑制蛋白LIN一1的水平。Lin礴和 let一7RNA被命名为小分子时序性RNA

(smalltemPOralRNA)19.1叮。Lin-4和Iet一7在所有的线虫亚种中呈现出进化上的
高度保守性，其同源物在软体动物、海鞘、小鼠和人类中也能够检测到。这种广

泛存在的高度保守性有力的说明了miRNA在发育过程中的重要的调节作用。这

一观点正已经被线虫的各个器官所鉴定的miRNA的功能所证明.Lin4现在被

认为是microRNA分子的奠基性成员111，I’]。
    对 microRNA指导的基因调节的研究成果集中于寻找更多的miRNA和它们

所调节的靶分子及其功能等方面的研究。近来的研究表明，miRNA的功能包括

对细胞分化的控制，细胞死亡，代谢以及造血千细胞分化等等115-181。

1.2.2耐RNA基因的结构特征

    目前在不同物种中发现的绝大多数而RN人长度一般为22nt ，其中21~23nt

长度的miRNA占大多数，约为8钱。miRNA的一个特点是它的前体常形成分子内茎

环结构，而且含有大量的G/L碱基对，这个前体物经过核酸酶的加工形成成熟的

miRNAll·3，19-2，1。
    如同线虫的lin-4和let-7一样，大部分miRNA基因与己注释基因相距较远，

提示他们来自独立的转录单位。然而，相当多的分子来自pre一RNA中的内含子。

这些miRNA常与预期的mRNA以同一方向排列，提示这些miRNA并没有自己

的启动子。这种组织形式为m1RNA与蛋白的共同表达提供了便利的机制，同时

也解释了miRNA与宿主mRNA之间的保守关系1侧，22创10
    然而近来研究表明，大多数哺乳动物的miRNA位于转录单元 (TU)内。通

过即时更新的基因组装配以及 EST数据库，人们发现许多以前位于基因间隔区

的 m1RNA位于内含子中。有时候由于选择性剪接方式，m1RNA位于同一个

Pre一mRNA的外显子或者是内含子中[4l。根据miRNA基因组位置，miRNA可以
分为下列几种:1、位于编码蛋白质的转录单元内的内含子中:2、位于非编码转

录单元的内含子中;3、位于非编码转录单元的外显子中(见图1.1)。混合miRNA

依据剪接模式的不同而成为以上一种基因组织形式。一些内含子miRNA的位置

在许多物种中是非常保守的【3-5，7川。
    另外一些miRNA基因在基因组中和表达模式中成簇排列，意味着它们的转

录以多顺反子形式的原初转录本进行。在人类基因组中大约50%的己知miRNA

成簇表达，而且一个簇的m1RNA经常是彼此相关的。而一个簇中也包含了不相

关的mi现1，4，3·1，1。
    目前有研究发现，miRNA基因可能也来自于进化过程中出现的假基因。在

人的miNRA基因中，miR-220 和miR492 各自位于一个加工的假基因中.这说
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明miRNA在进化过程中可能出现了重复以及发生了变异，同时也表明了有一部

分m1RNA是来自于假基因中[25一10
    几乎所有已经克隆的而RNA在相近的动物中保守，如人与小鼠，或秀丽线

虫和布氏线虫。许多miRNA在动物中具有更为广泛的保守关系。例如，大于三

分之一的线虫miRNA可以很容易在人的miRNA中找到同源物13.5川.如果比较
更远一点的物种，相当多的基因家族的扩大或缩小非常明显，最令人吃惊的例子

是let-7家族，它在线虫中有四个相同的成员，在人中至少有巧个，但在果蝇中

只有一个110.22气
    与植物miRNA前体相比，动物而RNA前体分子的长度变化较小，大多数

在70一80nt 之间。一部分而R卜A常以单拷贝形式存在于基因组中。一些m1RNA

的前体分子常以两个或多个拷贝存在于不同染色体或者是同一染色体不同的位

置上.某些miRNA来自两个或多个仅有微小差异的前体12峨6-刀。

偏码蛋自质转最单元

非编码转最单元

非拐码转最单元

非翻译区

图1.lmicm阴A的基因组织形式

Figlloenomico飞ani皿ionofmicroRNA

1.3丽RN̂的生物合成

1，3.1丽RNA生物发生的基本概况

    成熟的miRNA是一种长约19一25nt大小的单链RNA，而编码miRNA 的基因则位

于基因间区或基因的内含子中。miRNA 的形成需要经历如下阶段:基因的转录、

原始转录本(primar ymiRNA，pri一miRNA)的加1、miRNA前体分子(miRNA

precusor，premi朋A)转运、pre一miRNA的剪切及miRNA链的选择共5步，最后

形成具有生物学功能的成熟单链miRNAIZ峨‘7.1之’5.1刀。它可以组合进入刚A诱导的

沉默复合体(RNA--inducedsilencingcomplex，RISC)中，进而引起靶mRNA的降

解或翻译的抑制。而mi朋A究竟发挥哪种作用，是由耐RNA与靶诫NA之间的互补

程度决定的硬加引1.当二者完全匹配时，引起靶。RNA的降解，二者不完全匹配时，
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则引起靶mRNA翻译的抑制。

    在耐RNA的生物发生过程中，miRNA 基因的转录是由RNA多聚酶1工(polll)

催化完成的，形成pri一耐RNA: 然后，pri一miRNA 在细胞核中的一种“微处理器

(microprocessor)”蛋白质复合体的作用下，产生具有特征性的大约70nt大小

的发夹状pre一iRNA。生成的pre一miRNA在核转运受体exportin一5(Exp一5)的作

用下，转运到细胞浆中。细胞浆中的pre一iRNA在Dicer 的作用下，剪切产生大

约22 nt大小的双链miRNA(见图1.2)1[.孤321。其中只有一条单链可以选择性结

合到RISc 中去而成为成熟耐RNA。一般而言，成熟的miRNA 多为具有5’ 端小突

起的那条链。

      价 州侧 峪. ，，

      袱七 (Jp

      C ，.月.「，喃

贫 :几，

1

路 、，、、

1“此
组
钳

4

卜
、·
工

紊

， . 内 J 妇 1妇 沼 1州匀

一 口 叮弓 厂 J .，州‘们

                        图1.ZmicroRNA的成熟加_L过程

                  Figl.2MaturationandProCeSsingofmicr0RNA

3.ZmiRNA加工的核内过程

    miRNA在细胞核中经历了从最初的miRNA基因到大约7Ont 大小的

miRNA前体阶段。在这个过程中，有多种不同的细胞核内蛋白质的参与，这些

蛋白质相互协调作用，保证miRNA在细胞核内的正常加工。

    研究已经发现m1RNA的基因绝大部分定位于基因间区，也有一部分位于基

因中的非编码区域，即内含子中。这些miRNA的基因一般由RNApom进行转录，

生成的州一miRNA长达几千个碱基，有帽子结构(caPst川ctL叮e)和polyA尾，同时

具有一个或几个局部的发夹状结构，以多顺反子形式存在.最近的研究还发现大

约5溅 的miRNA基因彼此相邻，簇集存在，带有自己独立的转录启动子.可见，

miRNA的基因也类似于其他的基因，在不同的发育阶段及不同的组织类型中，

处在poln的精确调控之下[33调.目前，推测由RNApom指导的转录可能具有

如下的优点:①m1RNA基因的转录可以被不同的polll调节因子所控制，从而
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使得在不同的发育阶段，不同的细胞类型中表达特异的miRNA;② miRNA和

编码蛋白质的基因表达可能存在彼此协调的作用，尤其是二者同时位于一个转录

本时更为明显‘斌3飞

    从如一iRNA到衅一iRNA的加工，需要细胞核中一种叫做微处理器的复合

体的作用。在其作用下，Pri.m1RNA被加工成为pre.mlRNA，这一过程在细胞核

中完成。细胞核中的微处理器在不同的生物体中，所包含的成分不尽相同。在线

虫、果蝇及哺乳动物体内，该复合体至少包含有两种蛋白质成分，分别为D印sha

和Pasha(P侧rtnerofD印sha)。在人类，Pasha又称为DIGeorge综合征关键区域基

因8(DIGeorgesyndrome币ticalregiongenes，DocRS)阳6.381.

1.3.3mioroRNA加工蛋白

    Dicer酶是内切核酸酶RNaseln家族成员，对它的最早认识是来自对RNA干涉

过程中siRNAs的产生的研究，后来表明它在miRNA 的成熟过程中起着同样重要

作用口，说】。Dicer酶包括PAz结构域及含有DExH/DEAH盒的RNA解旋酶结构域。近

来通过X射线晶体衍射分析及核磁共振(阳R)获得了队2结构域的三维立体结构，

表明它具有异常的OB折叠结构，其与核酸的亲和性较弱但持久f35.叨。研究发现，

PAZ结构域具有一条由两个亚结构域所形成的沟，可能是RNA结合区。其中一个亚

结构域具有一个由五条多肤链组成的开放p桶芯结构，两条螺旋位于桶的两个末

端，以及另一条链位于桶的外表面。另一个亚结构域是由连有。螺旋的日发夹结

构组成.因而Dicer酶是通过队2结构域与pre一miRNA之间的相互作用而行使切割

功能的134.3“010
    Drosha大约160kDa大小，全长大约1300个氨基酸，是RNA酶111(RNaselll)

家族成员之一，包含有一个脯氨酸富集区，精氨酸一丝氨酸富集区、两个RNA酶111

结构域和c端的一个双链RNA结合结构域(double一strandedRNA一binding

do呱in，dsRBD)朴 .Drosha在线虫、果蝇以及人类中具有保守性。Drosha在果

蝇体内形成一种大约SOOk兔大小的复合体，而在人类体内形成的复合体大约

650kDa大小。这一复合体即微处理器135.40]。Drosha的主要作用是剪切Pri，iRNA

形成具有3’端Znt悬垂的pre，iRNA，此为RNaseIH 作用的主要特征。生成的

Pre一iRNA的具有3’端Znt悬垂的末端即为成熟miRNA的一端，而mi朋A另一端是

由Dicer在距离已知末端大约22nt的位点上剪切而成的。可见，Drosha的加工决

定着miRNA的真正序列，其加工的特异性是miRNA的整个生物发生过程中特异性最

高的.研究发现，pri一miRNA的三维结构是底物特异性的主要决定因素。剪切位

点附近双链的茎部结构和末端的环状结构(》10nt)也是非常关键的135一91.而且，

Drosha复合体可以测量茎部的长度，一般在距离末端的环状结构约2个螺旋转角
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(helicalturn)(大约22nt)的地方进行剪切。此外，研究还发现Drosha间接地

参与了前核糖体RNA的加工14041]。

    微处理器的另一个关键成分是Pasha。Pasha为dsRNA结合蛋白，参与Drosha

对底物的识别。抑制该基因的表达可以使Pri一miRNA在细胞核中的堆积增加。

DGCRS是第一个被鉴定出来的参与体内mi朋A加工过程的Pasha，进化上具有保守

性，约12OkDa 大小，包含有两个ds洲A结合结构域和一个已知的可以与脯氨酸

富集的多肤相互作用的W份结构域，民CRS的释结构域很可能是与Drosha的N端

脯氨酸富集区发生相互作用的部位137一]。DGcRS是染色体的22qll.2的预测的30

个基因中的一个，在人类最常见的遗传综合征- OIGeorge综合征中非等位性缺

失。所以，有人推测DIGeorge综合征的发病可能与人类miRNA的加工和表达过程

的紊乱有关口9引1.

1.3.4微处理器对Pri，iRNA的剪切机制

    Drosha对pri一毗RNA转录本进行特异性识别的机制尚未完全明了。研究发现

Drosha对发夹状茎环结构有一定的亲和力，而且Drosha也通过一些可以特异识别

pri一miRNA的中介因子而招募pri一miRNA到其剪切位点上进行剪切.Pasha 即为一

种已经发现的有助于Drosha进行底物特异性识别的蛋白质。Han 等提出了关于

Pri一丽RNA剪切机制的“一个加工中心”的模型1401。该模型认为Drosha与Pasha

形成异二聚体，对pri一miRNA的茎环状结构部分进行剪切。其中，Drosha结合

在远离末端环的双链RNA上，两个RNaseHI结构域(Rl工IDa 和RHIDb)形成分子

内二聚体，构成一个加工中心，加工中心中的两个活性位点紧密相邻，在距离末

端环约两个螺旋转角的地方，在相反方向上剪切RNA 链上邻近的磷酸二酷键1411。

Rl工IDa一侧的催化位点催化3’ 链的剪切，而RlllDb一侧的催化位点则催化5’链

的剪切。活性中心位点由对应于超耐热菌Aq叮伦万aeoIz’cu川钓朋aseIH 中谷氨

酸E40、天冬氨酸D44、DIO7和Ello.而Pasha则结合在靠近末端环状结构的部分，

有助于pri，iR卜A的识别及微处理器在底物分子上的定向l’2】。

3.SPr行 iRNA的细胞核输出

    Drosha对Pri一而RNA加工完毕之后，产生的Pre二iRNA需要输出到细胞浆中，

才‘可以在Dicer作用下生成大约22 nt大小的miRNA双链。这一输出过程需要

Pre一耐RNA在核孔转运受体的作用下穿过位于核膜上的核孔复合体，而进入细胞

浆中135刀3司.现在已经确定进行pre，iRNA输出的主要核孔转运受体为ExP一50

除此之外，Exp一5可以少量地输出tRNA和腺病毒RNAvA。ExP一5对底物进行识别的
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特异性是由底物所具有的特征性“微小螺旋”所决定的，与序列无关。该螺旋中

包含有大于14bp(碱基对)的茎部和3一snt的3’ 端悬垂，而Pre一iRNA所具有的类

似的茎部结构和大约Znt的3’端悬垂使得ExP一5对其的亲和力远远高于其他两

种底物，而且Pre，iR刊A在细胞中的含量相当高，所以很可能Pre一miRNA就是ExP一5

进行输出的主要底物。Exps与Ran一GTP以及Pre--m i刚A形成异三聚体，通过核孔到

达胞浆后，Ran一TP转变为Ran劣DP，释放出Pr鲡 iRNA。此外，还发现Pre二iRNA

与Exp一5结合之后还可以稳定Pre一毗RNAla，401。

t.4llticr峨NA的作用机制

    miRNA 能够通过两种沉默机制中的一种指导RlsC下调目的基因的表达:。RNA

的切割或翻译抑制。如果mRNA与miRNA具有完美的互补性，耐RNA就指导mRNA特异

性切割，或者如果两者没有足够的互补性，则而RNA就指导翻译抑制(见图1.3)。

4.1丽R湘指导靶m倪以的切割

    大多数植物miRNA与靶序列的开放阅读框(ORF)完全匹配，因而在植物

中。mi即A主要进入RNA千涉途径以降解靶分子。植物中的Rlsc是由ARGONAUTE(AGO)

蛋白，血RNA或51删A及相关蛋白组成[3I一。AGO蛋白具有与Dicer酶一样的pAz结构

域以及PlwJ结构域。Pl雨结构域具有与RNas州类似的结构。据报道，miRNA的3’

末端位于PAZ结构域的亲水性结构域内，而靶分子位于Pl肛结构域中，两者识别互

补之后，刚A酶水解作用于靶分子中与miRNA的第11或第12碱基所对应的残基的磷

酸键，随后降解靶分子的5‘端序列。因而当miRNA指导切割时，切点的位置是由相

关的miR刊A的残基所决定，即从配对区的中部向mRNA的5‘方向切割13，1。在植物中，

两者完全匹配在大多数情况下是引起切割，但是有时并非如此，miR一172与

成R一172样基因与靶分子完全匹配却产生翻译抑制。研究人员发现，经过切割之后，

靶分子上与耐R漱匹配位点相邻的序列会产生内源性的siRNA，以增强沉默效应。

MIRNA切割之后，耐RNA仍然是完整的，而且能够指导另外的mRNA的识别和切割队
铆

1.4，2翻译抑制

    通常动物miRNA与靶m翩A的3‘一UTR部分序列反向互补结合。与RNAi不同的是，

靶mRNA的稳定性不受影响.而其翻译起始后的表达受到影响。这种新的调控机制

首次在线虫的lin一14mRNA得到证实，lin一14mRNA受lin一4丽洲A的调控1351。
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MIRNA可能抑制翻译的延伸或终止，或降解核搪体新合成的新生肤链。然而简单地

影响翻译延伸是不可能的，因为未受到抑制的多核糖体的形态与由耐RNA抑制的

靶mRNA 的多核糖体的形态是相同的。当Lin一14蛋白水平下降时，难以区分处于线

虫幼虫第一阶段和幼虫后期阶段的lin一14mRNA的多核搪体外型。具体的调控机

制目前还不是很清楚，有待于科学家进一步研究1391。多数miRNA是以miRNP形式与

靶mRNA结合并使之抑制。最近研究人员发现，处于不稳定状态的袱NA的3‘一UTR

中的富含AU元件(AREs)能够指导mRNA的降解。参与miRNA加工和功能行使的蛋白，

即Dicer一1，Agol和Ago2是Q肿瘤坏死因子mRNA快速降解所必需的，该mRNA含有

AREs元件。人的miR一16具有与AREs互补的UA从UAUU 序列，它使得具有AREs的RNA

易于降解137·40]。

1.4.3靶分子的识别

    线虫lin一14的3‘一UTR具有与lin一4miRNA的5‘区域互补的核心区域，这说

明多细胞动物miRN人5‘端互补的重要性123】.这可从以下事实得到支持:(l)几种

无脊椎动物的miRNA的2~8残基与靶mRZNA3’UTR是完全互补的。(2) 在第一

个确认的无脊椎动物的miRNA与靶分子的互补位点之间，诫NA与耐RNAZ~8残基

配对的部分在其它种类的同源信息中是完全保守的。一个邻近的至少六个碱基对

的螺旋几乎总是出现在这个区域。(3)miRNA的2~8残基在同源的后生动物miRNA

中是保守的。(4) 预测哺乳动物丽RNA的靶分子时，要求跨越miRNAZ一8残基的七

聚体具有完全的碱基配对，比要求miRNA的其它任何一个七聚体的配对更有效率

。6-2乃.如果不考虑互补位点其它区域的互补程度，与核心区域的错配就可抑制起

始时对靶分子的识别，因而阻止了切割或翻译抑制。如果同时允许miRNA的其余部

分有足够的配对，将产生切割作用。然而仅由一些侧翼配对来补充核心配对，再与

RISc共同作用，足以介导翻译抑制131一381.

1.4.4快速脱腺昔酸化

    枷 等人以miR一125b和let一7两种代表性的miRNA为研究对象，以启动子一荧光

素酶或p球蛋白为报告系统发现它们能够促进mRNA聚腺昔酸尾巴(polyAtail)

的去除135刁9]。研究人员用3’组蛋白茎一环结构取代聚腺昔酸尾巴，结果发现不但

可以消除miR一125b对mRNA含量的影响，还可以降低对蛋白质合成的作用。由此

可知，耐RNA通过降低翻译效率和聚腺昔酸化mRNA的浓度来抑制基因表达远比阻

遏翻译强而全面。而且，不像翻译阻遏那样导致mRNA的解体是不可逆转1如闷21。







第1章 综述

1.5.3与人类疾病相关的耐RNA

    目前还发现一些miRNA分子的表达直接和一些人类疾病相关，尤其是一些神

经系统疾病和癌症，如在对缺失5刚(stirvival。助otoneuron)基因而引起杜阿二

氏肌萎缩(spinal何 scularatrophy，5以)的病理研究中发现，组成SMN复合体

的两个蛋白质Germin3和Gem加4也出现在包含多种miRNA分子的蛋白复合物中，

由此推测可能有miRNA参与了这一疾病的发生。关于miRNA与癌症之间的相关性也

有报道.如慢性淋巴细胞白血病(chronicly叩hocyticleukemia，CLL)，在染色

体13ql4部位的缺失发生率很高。研究发现这一区域编码耐r一巧以及mir一16分子，

而它们在正常人B淋巴细胞中是高表达的，运用生物信息学手段分别对mir一巧及

耐r--16进行了靶点预测，然后通过western印迹检测发现其预测靶点RARS蛋白的

表达水平是与miRNA分子的表达水平相关的，mir一15和mir一16能抑制该蛋白的表

达1渐习。还发现mir一143和mir一145在结肠癌患者中的表达水平是下调的;mir--155

在儿童淋巴瘤中的表达是上调的。Bin。等运用生物信息学手段对部分与肿瘤相关

miRNA分子进行了靶点预测发现:①miR一巧a的靶点可能是CNor7，它主要表达在

结肠癌和主要的肿瘤组织中;②m1R一15b的靶点可能是LAssZ，这是一种肿瘤转移

抑制因子:③田iR一143的靶点可能是ING4，它是肿瘤抑制因子p33INGlb的同源体;

④miR一巧5的靶点可能是Gabl，认为它与细胞的增殖有关;⑤miR一145的靶点可能

是c0L3AI，是在肿瘤细胞中表达上调的一种基因，习.最近又发现正常人肺组织中

let一7分子的表达水平明显高于肺肿瘤患者中let一7的表达水平，而且相关的癌

基因RAS蛋白的表达与之相反，根据生物信息学认定在癌基因RASmRNA的3‘端非

编码区含有多个let一7分子的结合位点，从而认为let一分子可能参与了人肿瘤

的调控机制157一51.

6丽RNA的命名和界定

6.1.iRNA的界定

    最初鉴定新的microRNA基因时主要是采取构建cDNA文库的方法，但是该方法

受到了其它一些小分子RNA的影响，以至于产生了假阳性。因而为了将miRNA与

siRNA及其它非编码小分子RNA或mRNA片段区分开，枷bros等从RNA的表达和生

成的角度提出了miRNA判断方法fl斌5]。MIRNA的表达判断标准为:l.采用Northern

杂交方法能够检测到~22nt的RNA转录本。2.从小分子RNA构建的cDNA文库中能获

得一22nt的序列.这些序列需与基因组序列精确匹配。MIRNA的生成的判断标准
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为:1.具有发夹结构前体，且其中一条臂含有miRNA序列，发夹具有最低自由能，

结构中不含大的内环或泡，尤其是大的不对称的泡。2.miRNA序列及其二级结构前

体具有进化上的保守性。3.随着Dicer 酶功能降低，前体物不断积累。一般要综

合上述两方面的证据才能判定一个新的miRNAo

6.2二iRNA的命名

    在对miRNA命名时，一般是在耐R的后面加一个阿拉伯数字(如miR-l，miR一2

等)。编码miRNA的基因也是用这三个字母表示，大写，中间采用连字符连接，根据

生物学惯例使用斜体字(如线虫和果蝇中的叨汀~1，水稻和拟南芥的盆7门56)。不

同物种中，相同的miRNA采用相同的数字。如果同一个基因具有不同的转录本，那

么还需在其后面加一小写的字母或数字，如果蝇的耐RNA基因簇中的miR一6转录出

3个mi刚A，则分别记为miR一6一1，。iR一6一2，mi卜6一312一51。

7.icroRNA的研究方法

7.1.icroRNA的实验RN八组学方法

    目前，对microRNA表达的鉴定依然主要依靠以杂交和PCR为主的相关方法，对

其功能线索的获得，则主要依赖于在特定细胞或动物模型内外源性抑制或表达相

应的耐croRNA基因，再通过报告基因系统验证后检测特定细胞或动物模型发育过

程中的生化或分子变化来实现，并同时利用报告基因系统对microRNA的靶基因进

行验证。

7.1.INorthern杂交

    Northern杂交为microRNA检测提供了简便而可靠的方法。根据条带分子量的

大小以及密度确定microRNA分子是否表达，表达量如何。该技术可以检测至少sug

总RNA中miRNA的水平。Sempere等通过Northern杂交的方法对已知的119个miRNA

基因的表达做了检测，发现有一些是组织特异性表达，有一些只是在不同组织中

表达量不一样，而脑组织miRNA的表达方式说明这些与脑神经元分化相关因。

7.1.2原位杂交

    原位杂交技术用来检测miRNA，更直观的展示出耐RNA表达方式，是了解miRNA

时空表达谱更方便的方法。可以更方便的方法。可以根据需要选择探针的标记方
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式.特异性的原位杂交可以检测细胞、胚胎、组织切片，福尔马林固定石蜡包埋

切片中的耐RNA水平冈。

7.1.3.iRNA表达谱芯片

    这种技术也是用探针标记检测固相支持物上的目标分子。基因芯片高通量的

特点，使地miRNA芯片非常适合检测miRNA表达谱。通过精心设计芯片上的miRNA

基因对照序列，可以精确的分析出样品中所有感兴趣的miRNA表达水平。但是

耐RNA表达谱芯片只能分析己知的miRNA表达水平，不能分析未知的miRNAI叫。

7.1.4墓于核醉保护分析技术

    microRNA检测还可以采用一种基于核酶保护分析技术。这种基于液相杂交的

新方法操作简便快速，而且灵敏度极高，可以半定量检测少至SOng总朋A模板中

的小RNA，灵敏度是Northern杂交的100倍，而且还可以在同一个样品汇总同时检

测多个小朋A和长的RNA模板1621。

1.7.2.1oroRN̂的计算机RNA组学方法

    生物信息学方法是依据在不同的物种中，其成熟的miRNA具有较大的序列同

源性以及前体的茎环结构具有相当大的保守性这一特征在基因组数据库中搜索

新的miRNA基因.该方法根据比较基因组学原理并结合生物信息软件在已测序基

因组中进行搜索比对，根据同源性的高低再进行RNA 二级结构预测，将符合条件

的候选miRNA与己经通过实验鉴定的miRNA分子进行比较分析，最终确定该物种

miRNA 的分布及数量硬‘卜间.目前国际上较为普遍使用的两个计算机分析工具是

而Rseeker和MIRscan ，前者已用于果蝇及昆虫基因组候选基因的系统分析，后者

则用于线虫和脊椎动物候选基因的分析。这两个工具已经成功鉴定出了大量的

丽RNA基因并通过了实验证实。由于miRseeker和MIRscan的高灵敏性.它们已用于

人类耐朋A基因的寻找。由于该方法只能用于已完成基因组测序的物种，而那些未

完成测序的物种就无能为力，而且由于miRNA前体长度的可变性，故计算机方法寻

找新基因具有一定的遗漏性。所以目前大多数实验室将计算机分析与实验方法结

合使用，使得mi刚A的数量呈几何级数增长娜州。

8本论文的研究目的与意义

非编码RNA在任何生物体内都广泛存在，它们在基因表达调控的各个环节
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都发挥着重要的生物功能，因而，分离和鉴定新的非编码RNA并阐明其功能是

当前 RNA组学研究的国际前沿。研究表明几乎所有的基因都含有能够与

microRNA的一些部分相配对的短序列。这些潜在的microRNA靶位点在进化过

程中被保存下来，这意味着它们在各种物种间的相同基因上存在相同的位点。

microRNA广泛存在于真核生物细胞中，富集于核仁，具有代谢稳定性。它们与

特定的蛋白质结合形成核搪核蛋白复合物，是一类在核搪体的生物合成中起重要

作用的核酸调控分子。一系列新的micro RNA的发现及其功能的确定，是九十年

代分子生物学取得的重大进展之一。microRNA的发现为阐明新的表达调控机制

提供了新的研究平台。该领域的研究引起人们的广泛关注，如 Smith&Steitz在

NatU比杂志中所述:“而croRNA组学”引起了分子生物学领域的极大震动。

    犬类基因组核着酸差异水平与人基因组差异水平非常类似，而且犬类具有表

型多样性以及进化时间上的短暂性，这为研究人类相关疾病提供了很好的平台，

因而鉴定其特有的microRNA有着非常重要的现实和理论意义167斌701.

    因此，本论文采用生物信息学的方法在狗基因组中寻找鉴定而croRNA分子

以及所作用的靶序列，同时系统分析microRNA的基因组织形式。
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2.1材料

2.1.1使用的数据库

l) GenBank的非冗余数据库nr和表达序列标签数据库dbEST

    山廿P:刀~ .ncbi.nlm.nih.酬 );

2)微小RNA数据库mlc了oRNADatabase

    (httP刃microrna.san 叽 ac.uk/c目七1可父quence sjbrowse川卜

3)犬基因组数据库UCSCdatab出姆《丛囚必塑巡幽巡迫坦):

4)Ensembl数据库 Ensembld别tab睽 ‘http刃叭八vw‘e~ bl一。r回Index一html、

5)哺乳动物非翻译区数据库UTResource

    ‘httP:刀朴 .b二itb·cnr.illUTR飞叮卫Hom璧五如1);

6) Gencontology数据库COdatabase (迪匕业丝胜咫丝塑垃回盯迎型):

7)NCBI蛋白质数据库

  (httP二刀，月人、叭ncbi.ulm苗h即v/en加内uery.fegi?db=Protein)。

2.1.2供试犬类品种

采用国产肉用狗一松狮狗 (chowchow)

2.1.3主要仪器和设备

96(X)型PCR仪:PE公司

PTC一225型PCR仪:MJ公司

ZELBOCXR凝胶成像系统:BIORAD公司

Mill一QBIOCe】超纯水器:美国MilliPOre公司

TGL一16G型冷冻高速离心机:上海安亭科学仪器厂

DY-A型稳压稳流电泳仪:北京市六一仪器厂

DYYlll31C型琼脂搪水平电泳槽:北京市六一仪器厂

Msl型涡漩混合器:德国IKA公司

SW-CJ.ZFD超净工作台:苏宁集团安泰公司
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2.2方法

2.2.lmicroRNA的计算机分析

2.2.1.1oicroRNA同源基因的搜索

1) 以已鉴定的人 microRNA基因成熟序列为种子序列，应用 Blat程序

  (http://genom e.ucsc.ed政gl-hi确gBlat尸吩析狗基因组数据库，获得可能的

    microRNA基因;

2) 在Blat比对未能找到相应的microRNA基因的情况下，分析该基因的前

  体序列在该物种中是否具有同源，以进一步确定microRNA存在与否;

3)应用在线的 mfold程序 (http洲叭‘叨胃.bioinfo印1君d川即plications/mfold/

  oldim的圈分析比对得到的序列，判断其是否具有microRNA的基本结构
    特征;

4) 将可信度高的 microRNA侯选基因作为种子序列，再次进行 Bla劝n

    (httP://，门胃Wncbi.nlm，ih.go汕Iast)比对，确定其在基因组的位置.

2.2.1.2新的耐croRNA基因的预测

1) 从UCSC数据库中下载人和狗的基因组比对数据，将同源性高于80%的

  序列放入RNA况程序中进行RNA分子预测。

2)将预测为RNA分子的序列再次放入mfold程序中进一步确认。

3)将可信度高的microRNA侯选基因作为种子序列，再次进行Blastn比对，

    确定其在基因组的位置。

2.2.1.3microRNA的基因组织分析

1)McPromoter MM:11程序1731(h即://genes.而t.比田McPromoterhtml)、Promoter

  predictionZ.0174](h即:刀，八vw.比5.utu.胡services爪romotero、洲PP175](ne耐

  ne幻刃ork p泊moterPrediction)(httP:刀~ fruitfiy.org/Settools币romoter.

  html)用于启动子序列分析预测;

2.2.1.4.icroRNA的进化分析

  1)以己鉴定的人microRNA基因成熟序列为种子序列，在各个动物物种中寻

找其同源物;



第2章 材料与方法

2)将相应的microRNA同源序列用clu引旧】W进行比对;

3)采用spli1Treel751进行系统进化树分析。

2.2.1.5丽。roRNA基因的靶序列预浦

1) 从哺乳动物非翻译区数据库下载狗的3‘非翻译区 (3’一UTR)数据;

2) 将3‘一UTR和狗的而croRNA数据放入耐Randa程序阔进行靶序列的预

测:

3)利用GO数据库将预测的microRNA靶序列进行功能分类.

2.22狗肝中总RNA的提取 (热酚法)

2.2.2.1试剂和材料

    l) TES 溶液配制:

        10mmol/LTris一HCI州 7.5

        10口mol/LEDTA

        0.5%SDS

    2) ZMNaAC，PH 4.0

  3) 水饱和重蒸酚

  4) 氯仿:异戊醇 (49:1)

  5) 3MNaAC，PH S.2

    6) 异丙醇

  7) 无水乙醇

  8) 7俄乙醇

新鲜狗肝 (将新鲜狗肝剪成小块放入液氮中保存备用) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

:

齐

料

试

杯

22.2.2实验步异

1)将新鲜的狗肝放入液氮中冷冻，取出一小块肝脏组织置于灭菌了的冰凉研钵

中，迅速研磨，并不时地加入液氮以保证肝脏组织处于冷冻状态。取怕在两支

50ml 灭菌了的离心管称取重量，当彻底研磨成粉末状后，转入离心管中，再称

取重量，于是研磨的肝脏组织重量分别为4.49和4.39。

2) 向两支离心管中分别加入gmlTES溶液和gml酸性酚，用涡旋震荡器以高速

  震荡10秒后，于65o C水浴中温浴一个小时，并不时用涡旋震荡器短震荡。

3)冰浴放置5分钟。4OC12000r加in离心10分钟。
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4)用移液枪吸取上清至两支SD耐 灭菌了的冰凉离心管中，每管12.5耐，向管

    中加入等体积的酸性酚，混匀，4OC12000r/min离心15分钟。

5)吸取上清至两支50ml灭菌了的冰凉离心管中，每管11‘5ml，向管中加入等

  体积的酸性酚，混匀，4oC12000r/min离心15分钟。

6)吸取上清至一支5俪1灭菌了的冰凉离心管中，体积为20ml，向管中加入等

  体积的酸性酚，混匀，4OC1200Dr加in离心10分钟。

7)吸取上清至灭菌了的1.sml小离心管，每管700协1，共24管。向各管中加

  入等体积的酸性酚，混匀，4OC12000r加in离心10分钟。

8)吸取上清至灭菌了的1.5ml小离心管，每管700pl，共19管。向各管中加

  入等体积的抓仿，混匀，4OC12000r加in离心10分钟。

9) 吸取上清至灭菌了的1，腼1小离心管，每管400pl，共26管。向各管中加

  入4Opl醋酸钠(PHS.3)以及1000协1冰冷的无水乙醇.冰上放置90分钟。

10) 4oC12000r/min离心10分钟。

11) 弃去上清，沉淀在冰冷的 7既乙醉中快速震荡洗涤。4OC12000r/m如

    离心5分钟。

12) 沉淀用无水乙醇洗涤，晾干。

13)取一支加入20plDEPC处理的3天水溶解，用于电泳;其余的25支加入

    4O0pl无水乙醇于一20o C保存备用。

2.2.2.3甲醛变性琼脂摘凝胶电泳检测RNA

试 剂:(1)10xMOPS:

            MOPS 4.189

          3MNaAC(PH S.2) 1.6枷1

          灭菌0.SMEDTA(州8.0) 2ml

            加灭菌3dH刃 至 10俪1

        将MOPS加灭菌3DH刃至80ml，调pH7.0，再与NaAC，EDTA混合过滤

        除菌，加灭菌3dH刃定容至IO0ml，避光保存。

(2)LoadingBuffer:

  甘油

  EDTA(PHS.0)

  二甲苯青

  澳酚蓝

  5既

  1心

  5%

0.25%
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凝胶制备:

    称取琼脂糖0.69于一洁净的小烧杯，加入43.sml灭菌3dH20，用玻璃棒

搅拌后放入微波炉内煮沸溶解，直至溶液透明，室温冷却至60oC。向溶液中加

入10x助PS5ml，甲醛 1.5耐，混匀后倒胶，注意不能有气泡。

电泳缓冲液制备:取30耐 10xMOPS加入到270耐灭菌3dHZO中，混匀.

制备电泳用刚A样品:

            RNA 5 pl

            10XMOPS I.25 pl

          甲醛 (37%) 2.25肛1

          Forn长刃11ide(N，N一二甲基甲酞胺) 6.25pl

        EB(0.spg/pl) 0.spl

    混匀后，55oC变性15分钟。加入5“16x溟酚蓝上样缓冲液，混匀上样，

电泳检测。电泳条件:80v，约30分钟。

    注:MOPS为3一(N一玛琳代)丙磺酸

2‘2.3基因组ONA的提取 (玻璃珠法)

2.2.3.1试荆

裂解缓冲液0.lmol/LTis一HCI(团8.0)、smol/LEDTA、1%SDS

2.5口01/L NaCI

、
，
J
户

、
，

.

.

，
二

2

3) 氛仿:异戊醇二24:1

4) 95%乙醇

5) 7侃乙醇

6) 加01/L醋酸按

7) TE10恻01/LEDTA (pH SO)

2.2.3.2实验步狡

1)将新鲜的狗肝放入液氮中冷冻，取出一小块肝脏组织置于灭菌了的冰凉研钵

    中，迅速研磨，并不时地加入液氮以保证肝脏组织处于冷冻状态。取一支5腼1

  灭菌了的离心管称取重量，当彻底研磨成粉末状后，转入离心管中，再称取

  重量，于是研磨的肝脏组织重量为2.29。

2)向离心管中加入俪1裂解缓冲液，灭菌石英砂和500pl的2.5肋l/LN成1。
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3)用涡旋震荡器以高速震荡2分钟。

4)以12000r/min离心5分钟。

5) 用移液枪吸取上清4ml至另一支 50ml 灭菌了的离心管中，加入4m1Tris饱

  和苯酚，混匀，12000r加in离心5分钟。

6)取六支灭菌了的1.sml小离心管，吸取上清至管中，其中一管700pl，五管

  600pl。向各管中加入与上清等体积的 Tris饱和苯酚，混匀，12000r/min

    离心5分钟。

7)再取六支灭菌了的 1.sml 小离心管，吸取上清至管中，每管 50Opl。向各

  管中加入500plTris饱和苯酚，混匀，12000r/min离心5分钟。

8)取四支灭菌了的1.5ml小离心管，吸取上清至管中，每管550 pl.向各管

    中加入550pl氯仿:异戊醇 (24:1)，混匀，12000r/min离心5分钟。

9)取四支灭菌了的1.sml小离心管，吸取上清至管中，每管40Opl。向各管中

  加入800pl无水乙醇，冰上放置40分钟。

10) 室温下12000r加in离心8分钟沉淀DNA。

11) 弃去上清，用7既乙醉洗涤沉淀两次。

12) 向其中的两支DNA加入30p1TE缓冲液溶解沉淀，并于一20o C保存。

    向另外两支DNA中加入300p1TE缓冲液溶解沉淀，并加入25 p1RNase，

  置于37o C水浴中5分钟。

13) 向两管中加入300卜15o1/L醋酸按和 600plTris饱和苯酚，混

  匀，12000r/min离心5分钟。

14) 取两支灭菌了的1.俪1小离心管，吸取上清至管中，每管300“1。向各

  管中加入等体积的氯仿:异戊醇 (24:1)，混匀，120o0r加in离心5分钟。

巧) 再取两支灭菌了的1.5ml小离心管，吸取上清至管中，每管25Opl。向

    管中加入50Opl无水乙醇，冰上放置40分钟。

16) 室温下 12000r/min离心8分钟沉淀DNA。

17) 弃去上清，用7俄乙醉洗涤沉淀两次。

18) 晾干后，每管加入ZOp1TE缓冲液溶解沉淀。

19) 制备1%的胶来检测DNA样品，称取029琼脂糖于一洁净的小烧杯，加

  入2伽1灭菌3d H20，用玻璃棒搅拌后放入微波炉内煮沸溶解，直至溶液透

  明，室温冷却至60OC。向溶液中加入400 p150xTAE溶液，混匀后倒胶。

  注意不能有气泡。

20) 制备电泳用DNA样品:3“IDNA样品+2 p16x澳酚兰上样缓冲液，

  混匀上样，电泳检测。电泳条件:80V，约30 分钟。
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2.2.4RN̂中的ONA的酶解

1) 取出一支RNA，弃去乙醇，晾干后加入20 “IDEPC处理的3d水，使RNA溶

解。瞬时离心.取上次电泳剩余RNA样品10“1加入其中，于是总体积为30pl。

2) 向管中加入以下试剂:

                                  表 2.IDNA酶解

试 剂 用 量

                总RNA 30pl(约50”9)

                10XDNaselBuffer lo“1

                DNasel(SU/”1) 10pl

                DEPc处理水 50pl

3)共100pl

4)将上述试剂混匀，37℃保温4伽in。

5)瞬时离心，加入400p1DE陀处理水，混匀。

6)加入500协1水饱和酚，混匀，4℃ 12000r加in 离心 1(hain.

7)吸取上清至一支1.5ml灭菌了的冰凉离心管中，体积为450pl，加入等体

  积水饱和酚，混匀，4℃12000r/min 离心1(hain.

8)吸取上清至一支1.5ml灭菌了的冰凉离心管中，体积为400pl，加入等体

  积水饱和酚，混匀，4℃ 1200() r加in 离心10Inin.

9)吸取上清至一支1.5耐灭菌了的冰凉离心管中，体积为350pl，加入等体

  积氯仿，混匀，4℃ 12000r/min 离心1(hain。

10) 吸取上清至灭菌T的1.sml小离心管，每管25pl，共10管。加入2.5“1

    醋酸钠，再加入75 卜1无水乙醉，冰上放置90分钟。

11) 4℃ 13000r/min离心3lhain。

12) 用冰冷的75%乙醇洗涤沉淀，4℃ 13000r加in离心3(hain。

13) 重复75%乙醇洗涤1次。

14) 无水乙醇洗涤1次。室温自然干燥。供盯反应用。

22.SRN̂的逆转录反应

1) 在DNasel处理后的试管 (RT管和负对照管)中加入以下试剂:

                            表2.ZRNA逆转录反应

试 剂

DE戌 处理水

RT(T)管

12扒1

RT(一)管

13pl
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      SX逆转录酶Buffer 4pl 4“1

      10耐 dNTPs(各10耐) lpl lpl

      引物(0.Zpg/pl) 2，1 2pl

注: ① RT管共 19卜1，RT(一)管共20pl。

      ② 先加入12pl或13p1DEPC处理水，使总RNA充分溶解，然

      后加入其他试剂。

      ③ 所用引物的序列:pnlF:5’一TgAggTAgTAggTTgTgTg一3’

                          Pn1R:5’一gAAggCAgTAggTTgTATAg一3’

2) 将上述试剂混匀，65℃变性smin，瞬时离心。冰上急冷。

3)在RT(T)管中加入1“1卜MLV酶，RT卜)管中不加酶。

4)42，C延伸1小时。

5) 70℃保温 10分钟后，冰上急冷。

6 pCR反应及其产物鉴定

(1) 取3个PCR管，分别标明PCR(T)、代R。)和民R(+)。在这3个民R管中分

别加入以下试剂:

表23代R反应

试剂 PCR(T)* PCR(一)* 咒R(+)*

10xExTaqBuffer(Mg卜5“1

free)

spl 5pl

25耐 Mg，‘ 4pl 4pl 4pl

dNTPs(各10耐) lpl lpl lpl

PnlF引物(10p初) lpl lpl lpl

Pn1R引物(10pM) lpl 1肛1 lpl

TaKaRaExT明 0.25pl 0.25pl 0.25pl

TemPlate RT(T)管产物

lpl

RT(一)管产物

lpl

基 因 组 DNA

0.3pl(本次实

验为7ong)
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3dH:0

(2)热循环参数

37pl 37pl 37 7协1

94℃

94℃

50℃

74℃

74℃

1.in

smin

(3)PCR产物的鉴定

    ①3%凝胶制备:

    称取0.69琼脂糖于一洁净小烧杯中，加入2腼1入20ml灭菌3dH20，用玻

璃棒搅拌后放入微波炉内煮沸溶解，直至溶液透明，室温冷却至60o C。向溶液

中加入400 p150xTAE溶液，混匀后倒胶。注意不能有气泡，

    ②电泳样品制备:

    5“1代R产物+2协16x澳酚兰上样缓冲液，混匀上样，电泳检测。电泳条件:

80V，约30分钟。

    在对此次PCR进行电泳检测后，发现正对照即基因组DNA 出现条带，但T

管没有条带。于是改变PCR反应温度，再进行一次代R。

(4)取2个陀R管，分别标明PCR(T)、PCR(一)。在这2个PCR管中分别加入以

下试剂:

表2.3代双反应

试剂 pCR(T)* 代R(一)*

10xExTaqBuffer(Mg，5林1

介 ee)

spl

25耐 Mg卜 4pl 4pl

dNTPs(各 10耐) lpl lpl

PnlF引物(10”幼) 1协1 lpl

PnlR引物(10pM) lpl lpl

TaKaRaExT叫 0.25pl 0.25协1
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Te叩late RT(T)管产物

1协1

RT(一)管产物

lpl

3dH，0 37pl 37pl

(5)热循环参数

    94℃ 4min

    94℃ 30sec、

    48，C 30sec卜30cycles

    74℃ ImlnJ

    74℃ smin

(6)PcR产物鉴定

    制备3%的凝胶对PCR产物进行检测。sp1PcR 产物+2pl6x澳酚兰上样缓

冲液，混匀上样。

    在对此次PCR进行电泳检测后，发现T管出现条带。
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3.1300个同源。icroRNA基因的发现

    目前，在miRbase 数据库中只有6个狗microRNA分子被鉴定出来，而根据

生物信息学方法预测狗基因组中应该含有900到1900个microRNA分子。为增

加狗基因组microRNA分子的信息量以及更好的研究而的RNA的起源，我们用

计算机方法搜寻了UCSC基因组数据库中狗的基因组数据库和表达序列标签数

据库，发现了300个与人microRNA同源的micrDRNA基因(见表3.1)。表中同

源物的名称是根据目前通用的 microRNA命名原则并参考当前不同物种中的习

惯命名法命名的。而且狗基因组中 而croRNA 的数字顺序按照人基因组中的

microRNA的数字顺序来命名的。为区别物种间的同源物，取该物种种名的前三

个字母置于microRNA名称前。同一物种内同一而croRNA的多个拷贝在其后加

上1，2，3等表示:同一物种内属于同一家族的microR入A在其后加a.b，c等区

分。

                        表3.1与人耐crORN六同源分子

                    几ble3.IDeghomoIOguesofhUmanmicroRNA

名称 基因组位置 成熟序列 邻近基因

︸一一一一tgwaggtttw一一tgaggtagtagttttw

chrIO:23099154一23089175

chrs:15057802一15057823

chr10:23098234，23088255

chr31:l626侧拓9-1626例粥幻

chrl:11洲〕971以)5一11洲)97102

5

chrl:108280903一10828092

3

chrl:100972892一1以)97291

3

chrX:452249心卜45224927

Ch改0:4习496石5j404，66 73

70kbdownslrcam ofperoxisonle

  pm“feraIOr即tivaled溉ePtor
      445kbU声t代别旧of

    sortilin一Ia沈d几兄e口or

70kbd叫nstreamofperoxisome

  pr01ifen双orac石怕纽曰“沈印句r

570kbdownst的当””ofUbiquitin

  拙比xyl.把n.inalh，dro衷说

  42kbuPstrealnofProtein

  勺r“ine户osPha生理记domain
      8.skbdo钊幻翻reanlof

hypothetica1P州einXPes多63434

  4()kbuPstre别旧ofPrO‘ein

  勺rosinePhos如田已记dom苗n
  Intro幻24of HECT.UBAand

  WWEdomain(a爪1一sen”)

    IntronZof恢in介lin一Iike

        prolein(sense)

-]

尹
丫

，.

，
山

7a

7a

7b

7c

7d

7e

7f.

7f-

7g
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miR一1一1 chr24:49527584一9527604

miR一1-2 Chr7:69255574 一9255594

miR一7一1

miR一7一2

miR一7一3

chrl:78565664一78565685

chr20:57938098一57938119

ch日:54663965一54663986

miR一9一1

miR- 9-2

miR一9一3

miR一10a

miR一10b

Chr3:2288183本22881856

Chr3:55272222·55272244

Chr7二44 477956-44477978

Chrg:28168946 一816896 B

Ch66:22985951一22985972

Icmggt团c加唱cl目a挂笋

沈mg助川c怕gctgt触明

让mg朗a比切唱口多川罗

恤 c口9泊9时ccg留时U多9

切ccctgtagaaccgaamgt

miR一15a
chr22二47864 70礴7864 91 加唱c昭caC目舀时咫州多9

miR一15b

miR一16一1

cbr34:2946侧X垮.2946 9930

ch r22:47866 10.4786631

miR一16.2 chr34:294，0053一9470074

切唱c昭口catcatg创助口

栩呢c昭‘般多幽 切n朋‘

g

切名cagcac创知aa切ngg心

g

ac龟c利多gaagg。玫tt彭

      8.gkbdownstreamof

          LOC612405

            Inlrongof

    L0C490521(朋ti一sense)

Intronl6ofHNRPKgene〔sense)

18kbdownslre出旧of L()(!485032

      19kbdownstre确 of

          L0C479036

53kbdownstre别mofLOC479]55

37kb do切nstre别mof LC(479040

    29kbuPStr~ ofRHBG

Intr0n4Ofh0meoboxB4(se脱)

  InlronlofHomeoboxPrO让in

              HOx-D4

  31kbUP，传amofP0tassium

      channelregula10r

  Inlron3ofhCAP{(sen耸)

23kbUP引比已山”of因tassium

channelregUI川or
  1幻tron3ofhCAP((“nse)

miR一17·3P chr22:45426549闷5426568

miR一17一SP-

l

miR一17一SP-

2

miR一18a

Chr22:45426512礴5426535

ChrX:107958258一1079582

79

chr22:454266 50礴5426671

口幽粤gc忱鱿利参9。留t

agt

~ 多gc彻c翔多gc吧多

日gC

恤昭矛gcatct钊乡9以唱a怕

miR一18b chrX :107958092一1079581

l3

恤哩目gca旧agtgcaga扭

miR一19a chr22:45426832礴5426854

miR一19b- 1 Chr22:45427134司5427156

miR一19b-2

miR一20a

chrX:107957666.】079576

88

chr22:4542696 1礴5426，83

miR·20b chrX:107957837·1079578

59

    IntronZofGlyPican 一5

      pn戈u南叹Se仪 )

    1”lronZofGlyPica”-5

      preCurSO叹se侧记)

54kbuPstream ofhyPO山etical

    proleinX几863430
    InlronZOfGlyPi诩 -5

      preCurso代货nse)

54kbu声七eaznofhypolhetic目

    proteinXPes863430

    InlmnZofGlyPi姗 一5

      p似u卿叹sense)

    In加nZOfGlyPican·5

      prec峥 叹se幻‘e)
55kbuPslr已aJ朴Ofhy卯thetica]

    proleinXPse863430

    1川ronZofGlyPican一5
      p爬corso叹sense)

  58kbdo wnstr已出.ofnicalln

miR一20C.1 ‘扯22:45426513礴5426534 1们廿。nZofGlyPican 一5

  precurso 州sense)

miR一20C一2 Ch1X:107958258一1079582

1乡gcaaa 沈la宜gcaaaa 口9

a

够 gcaaa ICCatgcaaaaC tg

妞

电龟州 比。时gcaaaa ctg

a

扭的咨gcttat荆多gca撰归

g

口‘嚼gctcac刊梦gcag彭

ag

留叨 gcttaca粤gcaggta

g

幽叼 gc佃Ca咨gca畏归 54kbUPst比amofhypolhetical

26



第3章 结果

miR一21

79

chrg:37662765一37662786

g

切gctt时“Igaclgatgtt 朗

miR一22 ch四:49!77554一9177575

  prOleinXPes86343o
    1.3kb downs仃earnof

        L0C491120

4幼ups份已七”ofCG673今队

miR一23a chr20:51公1784.5162 1804

miR一3b chrl:74734972.74734卯2

miR一24- chrl:747342」0一74734251

miR一24之 Chr20:51622 139一516221石0

miR一25 ch苗:12505782一12505803

玄朗dc越奔cagcag乡.ca

g

以mgcactt多clcg红cl塑

miR一6a

miR份26b

chr23:10757556-10757576

chr37:28054020一8054041

讹朋咨朋tcc越犯a切ggc

ttcaa粤肚山c舰男川aggtt

miR一27a chr20:5162 2012一1622032

miR论 7b chrl:74734738一74734758 讹a“卿路c挂.gtt口窖c

miR一28 chr34:23981810一3981831

4场do捅‘。e别mofZincfinger
          SWIMdomain

      1.skb叩slre出”of

  Aminopeptidase o(AP一)

            isofonnZ

      2.ZkbuPStn戈皿nof

  AminopePtid别沈0(AP心)

            isofon】12

  3.7kb.PSt代以mofZinc石nger

          SWIMdomain

  Inlro们13OfDNA茂p】ication

11此nsing介比10rMCM7硬Sense)

In加n6ofCTI〕SP一like(sense)

  In灯On3ofc时比义夕月enninal

        domain(sense)

3.skbdownstre翻旧ofZinc介nger
        SWIM domain

      1.7幼即“代amof

  AminopePtida阴0(AP心)
            isofon们2

Intron4ofLIMdomain(sell哭)

miR屯ga chr14:9137232一137252

g

lagcaccatcl朗aa让留 n

miR一29卜I chrl4夕136849一9136871

miR一 9b-2
chr7:9阅6忿51.认义拓873

miR.29c一1
Chr7:9542985一543004 栩嗯~ 别湘9吕出水绍t

miR.29c‘2
Chr7:9606314.9仅拓333

miR一0卜3P chrls:5287188一5287209

miR一oa.sp

一1

miR一30a-5P

-2

miR一30b

chr12:36783527一36783548 ，乎aaaCatcclc朋d段笋昭

chr15:528723压5287251 lgtaaa c川cclc朗cl组笋ag

chrl3:3394097今339引粥呼5

104kb叩5。℃别mofKruppe卜“址
              旅比协rl4

104幼uPStr七别mofKnJPpel一like

            几d优 14

8.2kb dow幻翻化曰的of mernbn叮犯

        印公‘仍了prolein

25kbdown引比eamofmemb比川.

        cofaclorPro忱in

1.3比down，“泊mofmemb魂田e

        co丘K加rpro沈in

In饥川sofnuclear l门IlscriPtion

        血以优Y(se叹 )

  93kbdo场.引r巴出.ofoPioid

  gro州卜几d“代cePIOr.likel

Intronsofnucleartrans州Ption

        角dOry(sense)

255kbdownstreamofZincfinger

27
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miR一30C chrls:5283970一5283992

miR刁od 比r13:33945 242一3394 5263

miR一oe一3P chr12:36783486-36783507

miR一31 chrll:43934452一3934472

miR一32 chr ll:67224721石722474 1

miR一3 chrlo:26520455一26520 520

1而gcacaUacl朋咨龟c

乡gcatt多砚笋gcang

miR一34a chrs:6548444，芍5484471

miR- 34b chrs:24567618·2456764D

    prolein406isoform6
Intronsofnuclearl爪幻scriPtion

        伯以ory(sense)

259kbdownstre胡 ofZinc幻nger

      p旧lein406isoform 6

  93kbdowns幻℃别mofOPioid

  夕。州hfactorrecePtor-likel
40kbdownst陀自mofinterferon，

            alPha7

            In廿on4Of

    CG2698.PA(anti一5心盯se)

Intron3ofs沈rolregulato侧

element一binding t住切scriPtion
几c加rZ

  肠。勺n4ofGProtein一 uPI已

    代c印句r157(朗11一Sense)
14kbups仃eamofBTG4protein

miR一34C ‘hrs:24567022.24567044 15kbuP蛇比amofBTG4Prolein

mik- 92

miR一93

chr22:45427250刁54272 70

ch币:12505533一12505554

臼自gC舰ttgtc“ggc口唱

‘这廖gc龟gtt c因嗯c咫gag

miR一95 Chr3:626吕6242石26862 63

miR一6 chr14:10022628一10022649

miR- 98 ChrX:452240 71礴5224092

mi裕 99 a- chr31:16268329一16268350 aa‘c‘砂唱目“9创川9电

miR.99 a.2 比rs:15052369·l505239() aacccgtag曰ccg时c”目名

miR刀gb

miR一100一1

c址了:IOB2810吕0.10名28110

l

chr31:16268329一16268350

ca‘ccgtagaacc朗“钩笋

g

miR一1(X) -2 Chrs:15052〕69一l505239() ..‘c‘目翔笋ICCg川c长gtg

miR一101 ch巧:48186773一8186794

仇1几 103一1 Chr24:20465779一20465800

miR一103-2 Chr4:4638105946381091

昭cagc川9比cagggc以

ga

嗯“堪cattg匕c句姿男clat

In的nZofGlyl)ican ·SP“沈u乃旧r

  Intronl3ofDNArePlication

    lic把n‘ingfactorMCM7

In如n15OfActin一ndi吧LIM

          prot吧inZ

  18kb叩5宜化山”ofNuclear
      代spl阁0介伯dor.1

  In。”n24ofHECT，UB人.ld

        WWEdomain

569kbdownstr已改.OfUb玉quitjn

  。叭扣xyl一rlnina‘hydrol嵘

      450kbuPS加山nof

    ”比ilin花Ialed茂ceP10

      8，Ikbdo铸”51几冠mof

h妈”山eti司proleinXPee863434

569kbdownstr已即门OfUbiquitin

  。川冲笼yl一enllj”alhyd阎.“

      450幼uPstre.丽of

    扣dilin一Ia加d佗cePIO

  14，7kbuPstr已田们ofribosoma]

        pro宜einL31

Intl.nZofPanlot卜ena爪ekinase

        2(ant卜sen se)

In加n5OfPantolhenalekin搜

2g
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miR- 105

                                ga

chrx:123446917-12344砂 1“班川gc让昭ac让c卿

36

miR·106卜I chr22:45426962摊5426983

miR一106 a-2

miR一106 a-3

miR一106 b

                          g

:107957837一】079578 ‘料留gctta加嗯tgc哩目ag

:107958257·1079582 aaa廖gctta切多gcagglag

                                    C

12505310一12505330 taaa多gct朗cagtg以Igat

chrx
58
chrx
80
chds

miR一107 chr28:7482406刀482428

miR一122 a chrl:2幻601591.20601613

miR一124a-l chr24:49963196-49963217

miR-124a.Z chr25:31177068一31177089

mi协124a刁 chr29:17267181·17267202

miR一125a

mi协 125卜 1

比rl:1082肋427-10828伽材

9

比已1:163 14527-16314548

枷a咫 “cgcg多gaa龟cc

a

化恻奖cacgcg多gaat gcc

a

加劝既 cacgcggtgaa龟Cc

a

Iccclgagac“ma习cc电t

g

tCCclgagacCC七IacUglga

miR一125卜Z chrs二15102672一15102693

miR一126 chrg:522122 53一522122 73

橄沈clgagacCC诩 c廿gtga

ICgtacc多朗gt斑山幼lgc

miR一127

miR一128a

chrs:72147709一72147730

ch已3:883777B一8吕37798 t叨口卿9叼“目多口口双

miR- 128b chr23:983777今8837799

miR一129 chrlg:29172954一29172974

公心卿朗舰‘目多以cmc

日朋加gcgglcl舀男c创gc

miR一130a ch rlg:4160 8望沁礴1609 011

miR一130b Chr26:339名列扣今33989025

        3(面ti一sense)

      23.5kb do叭们Strea”lof

  召别mma.aminobutyric茜jdA

            reCePIOr

    IntrDnZofG】yPican 一5

        precurso代转nse)

  54kb印st代别mofhypol卜etical

      协训einXP一63430

  54kbuPstre别mofhypothetical

      ProteinXpesS63430

  1”tronl3ofDNArePlication

  licensl飞自‘加rMCM7(勃se)
  1”tronZofPantothen出 kinase

        1(anti一nse)

    30比 down stre即旧ofh记art

        幻户a-kin说

      5石kbdownstreanlof

h月”Ih曰1阔ProteinXP~863655
In。”幻3ofhy闪theticaJ Protein

          XP 855676

    164kbuPs仃e出门ofbas记

    hel件looP-helixdomain
      slkbdownsln，”们of

hypoth比calPrOleinxP一肠3434

  586kbuP别re别mofeuk叼otic
  1路川slationelongationfac10r

      月佣kbuPstr已山旧of

    幻nilin.佗la班ed receP10r

            1幻tron30f

  EGF-like-domain《anti倪n哭)

茂七创扭nsposon一likel(anti一se仪)

      In加n!SOfcyclic

      AMP一正gU!川ed

    pha帅。prolei。(sense)
      1”lronl8Ofcyclic

      AMP.化gulated

    p卜osPhoprolein(sense)
      50比up劝ream of

玄dr川州c。伴Ptiderepea宜domain
                17

3.3kb面wns廿eamofyiPpe卜like

                  4

  3.6kbdo认”Strealllof st阳mal

cell-de州vedfactorZ一likeProtein

29
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miR一132 Chrg:494 78540一94 78561

miR一133价I chr24:49537020一9537041

miR一133含Z Chr7:69259694-69258715

miR一133b

        lPrecuI’SOr

      59kbuPstream of

Hypermethy】atedincancerl

          protein

Zkbdonstreamofhypothetical
    ProteinLOC612405

Introngofmindbombhomolog

        1(anti一sense)

            目nk刀0协们

miR一134

ChrUn:73267767一7326778

6

chr日:72326236-72326256

miR一135卜I ch r15:40 19181240191834

miR·135a.Z chr20闷04574 12一0457434

miR一135b chr38:4926466-4926487

miR一136

miR一137

miR一138

chrs:72149348一72149370

ch怕:54695709.54695730

chr23:5229083一5229167

miR一139 chrZI:286() l50吞286() l573

mi卜l4() ch rs:92920552一82820572

miR一141一1 chr27:4111(X)53礴111(X)74

miR一141-2 chrs二59370309一59370」29

miR一142一3p chrg:36300840一3630()862

miR一142一SP ch内:3630()879一36300898

miR·143 Chr4:62 738116-62738136

miR- 144 ch诊:4635670246356723

miR一145 chr4:62736758-62736781

miR.146a

miR.】46b

chr4:53451772一53451793

Chr28:1794 106 6.17941087

诩 口兽c切cagcc创9多cg

砚9多ccccUcaaccagctgt

ng多ccccttcaaccagclgt

nggICCc比Caa ccagct

t目gacl段笋9剑父昭叫姿男

切留‘此比切讹山 t廖ga

1川ggctt比匕ttcc臼tgtga

1田ggc训 “山cc伯tgg

aCICC田湘邵ttg alga宜gga

切ngc廿舀Igaa切cgcglag

agc宜目多朗多9洲 c

Ic切ca目9以 廖廖d

日参咫问阳“口田以乒堪

佃曰阅以9口段奔因唱川留

俪 ‘朗卿 cl以乒aacga龟

tgla目gmcclac1Uatgga

。.恤圈省雌的雌c起切c

19唱alg斑Igcaclgtagc1C

切c咫阳加9川9田9泊clag

目“鲍训 ‘“叱男叫 c“

tt

tgagaac砚gaattccalgggtt

lgagaacl乡坦ttcca询ggct

        Zkbdown51rea栩 of

    花打以门nsposon一Iikel

18kbdo师stre即mofeukaryotic

加幻slationelong此‘torl

  20kbdownslre出.ofdynein
  87kb downst代amof kelch一!ike

                l8

茂加宜住盯sposon一Iikel(anti一sense)

  142kbuPstre田们OfDHPDH搜
119kbuP引比eamofhyPOthetiCal

      Pro记inL0C6()8369

  IntronZofcGMP刁e沐ndent

          3，5-Cyc】ic

  Phosp饭川ies征艘 《sense)
    IntronsofNedd闷.11坛 E3

    ubiquitin‘Proteinlig出记
      WWPZ(朋幼弓erse)

    3kbdowns廿e田们ofB一ell

  recePtor.aSSOCi田edProtein37
  1.44比upsl代确 oftubulin

  勺msine!19别祀likefami!yg
  InlronsofPeriPheral一pe

    benZ叼1‘组Pinerec印tor
    35bPdow幻鱿代幼mof

P翻pheral一pe比们双记1毗Pine

            receP10r

      44kb”Pstream of

  In协rleuki仆17BPrecur，Or
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mi凡I48a

miR一148b

‘hr】4:42259219闷2259240

比 r27:397586仁3975吕85

miR·149 ch 心5:535104 51*535104 72

miR·150

miR·151

chrl:109886388一10988640

9

chrl3:3839512本38」95145

miR一152 chrg:27662436-27662457

miR，153 chrl6:22886312一2886331
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Iclggctcc口gtcttca‘ICC
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g
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g
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ch己0:51594807.51594829
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miR一1弘
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154kbuPsl陀amofnuclea叮伯以份
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      subuni叹助ti一sense)

    IntronlofglyPic如1
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          265(sense)
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miR一189 chrl:74734267一74734289 廖9“扭c龟agctgata仗ag

t

miR一18a chr22:45426650一5426671

miR一18b chrX :107958092一1079581

                l3
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miR一19l Chr20:43143422礴314344 3

miR一192 chr18:55305795一55305815

miR一193a ch内:4464 1941一464196 1

miR一1刃 b ch币:31906688习 l9(拓711 幼口路c“澎遇”廖“‘gc
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miR·1时 chr38:17895103一17895124 tgtaacagcaactcc目glgga

mi几1姑 chrs:3504 1910刁504 1930

miR一196含I chr27:4272400 礴272420

miR·196 日.2
Ch内:29222457一2822 24 77

切9乡咫娜喇 创酬留

怕目彭理川“lgtt朗99

miR一196 a-3
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mi裕 199卜I chr20:53414687一53414709
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C

miR一1卯6

miR- Zoo a-

ch呼:58阅 6432一58606454
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miR一200a-2 chr5:59370309一59370330

miR一20Ob c卜rs:59369637一59369659

        Pr01eins(sense)

      22kbuPS比eam of

  AminopePtid晚 0(AP一)
            云sofotm Z

    IntronZofGlyPican一5

        precurSO叹5.nse)

  54kbuPstream ofhyPot卜etical

      ProteinXPwe86343o
    InlronsloftalinZisoform

            9(sense)

    0.ZkbuPstre副mofDALR

    anticodonbindingdomain

      36kb downst『eam of

          C01241一PA

25kbuPstre别旧ofRABll伯1111扮

      inte口ctingPro记in4

      40kbuPSt阳an1Of

  megakaryobla别icleukemiaZ

            pro晓in

    Intronl3ofmito‘h朋dtial

        isoleucine谧RNA

    5抑山e切减anti一nse)
      0.4kbdowns廿已山旧of

          CG32955一PF

  0.7kb印到r如 ofHomeobox
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  1.Zkb哪时r已山.ofhypothetical

      ProleinXPwe85S263

，，2幼upstream ofhyPOthetical

pro妞inXP--85脸68
  2.3kb叩stre别mofhomeobex

                A10
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        2(即ti一sense)
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  代cOplor‘as义兄1公司prolein

  14kbuPstre翻moftobulin
        妙r0Sinelig别记

  2.IkbuPstre翻moftubulin

32



第3章 结果

miR一200C

miR一02

  重岁rosineligaselikefanlily
      3.2kb叩，比比mof

Tyrosine，prot哟nPhosPhatase
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miR一03

miR- 20今1
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chrs:748】9632一74819653
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miR一04.2

miR·20今3

miR·205
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miR一06
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miR一210

miR一211
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miR一13

miR一14

miR一15
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Chr7:29784059.29784D79
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  Intron7of。习”sient概ePlor
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            protein
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1”扮。n7Ofdynamin3(朋石.，e”se)

miR_216 chr10:5990991弓一5塑入沟935

miR一217 c坛10:59903030-59903053 1aclgc改aggaactgattgg

                                      at

miR_218一1 ch r3:9187083吞91870856 优多gcttgalclaaccatgt

miR- 218一2 ch r4:46209919.4620893， 他郎gc们galc公眨‘ca宝91

  1盯lro的I3ofm笼lochondtial

      150】eucine1R刊A

  5”the蚀减洲卜sense)
    68kbdo叨n劝re别mof

EGF弓幻ntaining打bulin一like

e别几叹ellularma宜rixPro硬in

    61kbdownslream of

EGF‘Ontaining6bulin一like

己%tra‘e】lularmatrixPrO记in

In打onlZofSlithomologZ
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15kbuPstrearnofPa州0山en水
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miR一219一1 chr12:567431今5674334 tgaUgtc。‘叨cgca甜Ct

miR一219一2

miR·22

chrg:58483186-58483206

chrg:4917755今49177575

tgatt多cCaaa cgcaattct

朋gclgcca即 9舀唱朋clg
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miR·224

miR一99一3P

miR一99一SP

miR一301
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miR一302卜 1
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  CG12058一PA(anti一se仪)
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      15Okb downstre别mof
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卿
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吟
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﹃
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miR一28一2 chrs:85174096一85174117

miR一329 ch沼:72301310一2301331

c傀名傲 IclctgcccttCC参

的c.‘别笼1段夕吕创沈亏cttt

miR- 330

miR一31

c怡1:112813513一11281353
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gc出坦9以‘故目笋以gcag
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  Inlronloofme，记吧n的spec16c

  。.nscriPlisoform b孟sofon们3

Intro们7ofaPOPIOSis.a‘义沁iated
        妙msinekin别犯

  1.skbuPs廿e翻丽ofri飞月nger

    脚心teinl30isoform l

            Intfon30f

    EnahlVaSP-lik喇se吸 )

Intron 7 of Mitchon如 目

‘别mitine越yl。山”itine c出”e了
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︸一一︸atCatagaggaaaatccacgt一一atwccatgtatcM一一︸

miR一371 chrl:106488132一10648819

6

miR一374一1

miR一374一2

miR一375

mir-376价1

mir-3 76a-2

mir.176a.3
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miR一377
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    cognate 71kDaProtein

39kbuPstreamofhypodletical

      ProteinXP-8450I4

0刃kbuPstreamofhyPothetical

    pro把inXPes545652
    163kbdowns廿eam of
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miR422a 〔hr16:18209341一18209 362
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miR闷31

miR一32

Chrs二72145691一72145711
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miR巾452 c坛X:122970733一1229707

s4

miR闷55 chrll:71492 14压71492161

miR礴93 ch rls:49321421一9321442

miR礴85一3P 比沼:72327以为‘72〕27030
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    这些microRNA前体长度大多数在65一120nt之间，平均长度在80nt，但是它

们能够折叠成典型的发夹结构。这些microRNA分子在狗的基因组中分布是不均

一的 (见图31)，其中在8号和 X号染色体上分布最多，分别为46和42个分

子，在19和29号染色体上分别发现一个miRNA分子，而在17、33、35号染

印

叨

加

加

10

口
u
昌
0
‘
V

011切幻，口此

图 3.1狗基因组耐cr亦N八的染色体分布

Fig3.ldistributi佣ofdogmicroRNAinc卜阳mosome
                                    」9
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    这300个与人同源的miRNA分子根据miRBase的注释进行分类，发现它们属

于149个基因家族。HIR一154，miR一17和 let一7家族分别 有 15，13和 10成

员，而大多数miRNA家族，比如说。iR一153，田iR一146，miR一137家族只有一个

成员。

    大多数耐croRNA的成熟序列与人的序列是非常保守的，只有一些microRNA

是相差一两个碱基。mi卜143与人的m讯一143相差一个碱基，但是它们前体的折

叠自由能却是非常接近的，分别为56kcal·哪1一，，52kcal·mol一，。miR一489、

miR一500与miR一ID7也有上面类似的情况。

    通过同源序列比对表明一些miRNA分子的miRNA*比成熟序列更保守，例如

miR一322、miR一329和miR一346(见图3.2)。我们发现miR一322的miRNA*上一个

碱基的突变伴随着成熟序列上的相应的变化，在狗当中是A/L配，而在小鼠却是

G/C配。 左

miR.

h日日一恤it一322

四口己 甸孟r一322

ptr一工r一322
口口公一口lr如322

rnC卜困工1一322

ef己呻.生!一322

miR.
hsa一口工r一346

..a一m工r一〕46

ptr一工r一34‘

c里日.工r一346

bta一lr一34‘
..u一lr一34‘

r.。，.工r一34‘

miR.
h口a一加Jr一32，

Ptr一m工r一329

Cf在一呱lr一329

bt合~口Jr一329

口口 U哟口lr一329

tno钾.lr一32，

图3.2一些动物microRNA的多序列比对。耐R代表成熟序列，耐R*代表与
成熟序列互补的序列。

Fig3·2multiSequenceaIignment ofmanyanimaImicroRNAmiRI’ePr6Se门t
m创u茂卿uen “，朋dmiR* rePresentcomplemenl别甲“quen cewithmatUm

    到目前为止，只存在两个micr旅入A分子在动植物中都是保守存在的。另一

方面，我们对植物和动物的microRNA序列进行了多序列比对，发现动物microRNA

前体间的保守性比植物micr。朋A前体之间的保守性要更大 (见图3.3)。
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图 33动物micro朋A和植物耐croRNA前体保守性的比较

Fig3.3com p颐sion ofcon，，、ation 6e栩eenmicroRNAinanimaland

microRNAinPlanl

3.2新的microRNA分子的鉴定

    我们利用 RNAz 软件在狗的基因组中鉴定出 57 个新的 microRNA分子

(Table3.2)，这些分子在miRBase中未曾报道过。这些分子也可以折叠成典型

的发夹二级结构(见图34)。这些miRNA分子分布在基因组的不同位置。
                          表3.2狗新的耐cr0RM

                          和b盆e3.Znove】micmRNAofdog

名称 基因组 位置 成熟序列 邻近基因
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4.1计算机RN 组̂学是鉴定耐croRNA快速、高效的方法

    目前，鉴定新的microRNA主要有两种途径:计算机方法和实验方法。这两

种方法分别称为计算机RNA组学和实验IU冈A组学，它们各具特色，相辅相成。

实验RNA组学能够找到结构不典型的microRNA、具有时间和组织特异性表达的

microRNA以及物种特异的而cro RNA，结果可以体现microRNA表达丰度，是鉴

定而croRNA的有效方法。但实验RNA组学却存在实验周期长，一些表达丰度低

的microRNA分子难以鉴定的缺陷。计算机RNA组学弥补了实验RNA组学的这些

不足，它是建立在大量基因组序列已经测定的基础上。它能快速、高效地找到表

达丰度低以及目前未报道的microRNA，结果往往可以体现microRNA的基因组织

形式和表达调控等信息，有利于而croRNA数据的积累和系统分析.目前国内外

已经开发出针对不同物种中预测microRNA的生物信息学软件，并且都得到了很

好的结果。由于基于而croRNA保守性的比较基因组学方法不受而croRNA序列特

征的限制，在搜索microRNA时表现出无可比拟的优越性1的·70)。本文考虑到

microRNA的序列特征和保守性等多方面的特点，综合运用多种生物信息学方法，

充分利用公共基因数据库的丰富资源，鉴定了357个新的micro RNA，极大地丰富

了而croRNA的数量，并为进一步分析基因组织形式和进化规律提供了必要的数

据基础。

    我们这里采取两种生物信息学手段 (同源性搜索和RNAz方法)来预测

而croRNA序列，这两种方法各有其优缺点脚书].同源性搜索需要已知的

microRNA作为种子序列，可以得到其它物种中同源性较高的同源而croRNA序

列。这种方法适合于寻找己报道microRNA的同源物。而RNAz方法则是利用全基

因组比较基因组学的方法，根据物种基因组的保守区域分析来预测而cr0RNA序

列，它不需要种子序列，但是它需要基因组测序完全。RN八2方法能够寻找到目

前还没有报道的microRNA。该方法已经在预测非编码RNA方面被认为是比较优

秀的娜·的一01.
    根据目前国际上生物信息学的推测，动物基因组中含有的microRNA数量应

该占到该基因组编码基因数量的0.5%到1%之间1761。由于在狗基因组中能够编码

蛋白质的基因大约有19000个，所以在基因组中应该有900一1900个microRNA基因。

因此在狗基因组中还有大量的microRNA还没有被发现，有待于进一步研究。
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4.2miCroRNA具有多样的基因组织形式

    目前对于而croRNA的基因组织形式的研究己经开展的比较多。而croRNA基

因可以位于编码基因的内含子中，也可以位于非翻译区，同时也可以位于假设蛋

白的外显子中。最近有研究表明，而croRNA位于假基因内，这进一步说明假基

因是有功能的，并不是以前所认为的“垃圾”DNAr劝。同时研究报道，有些

microRNA是位于转座元件或者是重复元件内，这一点也在本文得到证实。我们

在本文所发现的microRNA大多数是位于内含子中，这与植物microRNA相反，植

物microRNA大部分是位于基因间隔区。

    在本文中，357个microRNA分子中有2/5的序列组织成基因簇，并且成簇的

mi‘roRNA是由上游的启动子共同转录的，这使的这些microRNA能够高效共同表

达。而且有些簇在动物中是高度保守的。在动物中microRNA成簇现象非常普遍，

而在植物中microRNA大多是形成家族，这种而croRNA在动植物中的基因组织形

式差异表明了microRNA在动植物中基因表达和进化上的本来差异口51。同时我们

发现一些而croRNA簇具有多个拷贝，这说明了microRNA簇存在重复现象。这种

现象可以用以下模式来加以解释，在进化过程中，经过第一次重复，某一个

miRNA基因的拷贝无意中被损坏，另外一个拷贝可以持续发挥作用，而接下来

的一系列重复可能是由于不同组织或者是不同阶段的特异性表达而需要的闪，

    狗基因组中一些相关的而.RNA位于同源基因的相应的内含子，从而形成

家族。这些家族成员的成熟序列有些是相似，有些则是密切相关的。因而这些内

含子而口。RNA可能是通过宿主基因重复后而保存下来的，同时也说明这些

microRNA是比较保守的，而且在这个家族中可能还存在还没被发现的

mia幻RNA.

    我们在5号染色体发现的最大的microRNA簇是位于印迹区，而且是母性表

达，这说明这个簇可能与动物发育密切相关。同时这个簇由三个小的基因家族组

成，这三个家族间具有多个拷贝，这说明这三个家族分别由一个microRNA经过

多次局部串联重复而产生.更有趣的是，我们在其上游发现了一个由5个

microRNA基因所组成的基因簇，这个簇位于反转座子基因上，方向相反。也就

是说这个簇与反转座子基因反向互补，这说明这些而croRNA可以作为siRNA作

用而沉默反转座子基因的表达，起到RNA干扰作用。在动物中，大多数microRNA

与靶序列不完全互补，只是抑制靶基因的翻译，而不具有R入A千扰效应。这个

例子进一步说明动物中也具有类似于植物和病毒中的RNA作用，只是依赖于

microRNA与靶序列的互补情况1侧。
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4.3microRNA进化的机制

    本论文通过系统的搜索动物的microRNA横向同源物和垂直同源物来研究动

物而croRNA的进化过程。目前我们发现在植物和动物中并没有一个microRNA是

两大生物界同源的。我们这里研究了一些microRNA的进化历史，结果表明

mi咖RNA的进化过程是一个正在进行的过程。它可以由以下过程产生，局部串

联重复和非局部重复。

    串联重复是而croRNA基因簇最经常发生的一种进化机制。在低等脊椎动物

中，这种重复机制占据主要部分。mi几134基因簇就是在低等动物中经过局部重

复而产生多个拷贝的。非局部重复基本上是在基因组范围内的重复，它们在不同

染色体上产生簇的拷贝1911。

4.4miR--186与靶序列共表达的进化机制

    microRNA通过与3‘非翻译区互补配对调节靶序列，而且它所调节的靶序列

与microRNA并没有序列相似性，并不象siRNA所调节的靶基因与siRNA具有相似

性。更进一步的是，microRNA与靶基因共表达的例子目前也没报道过。我们这

里所报道的miR一186位于其靶序列的内含子中，而且是同一方向。这说明miR-!86

是随着宿主基因的表达而表达，通过宿主基因的mRNA前体的剪接而加工成熟

的。我们分析认为，随着宿主基因的转录而产生一个Pre一mRNA，继而内含子被

剪接下来，产生一个miR一186。而而R-186又作用于其宿主基因，使得宿主基因

的表达受到影响.它们之间形成一个相互制约相互影响的作用机制，这样以维持

这两者的表达量的平衡，这也体现了生物进化过程中的协调机制L82]。

4.5oicroRNA的功能多样性

    通过计算机分析，我们发现了865个靶基因。大多数靶基因与microRNA是

不完全互补的，预示着他们被翻译抑制。然而也有些是完全互补的，同时也有些

microRNA是与蛋白编码基因的3‘UTR区反向互补，这说明这些miRNA可能起到

siRNA 的作用而将靶序列降解。

    由于一些miRNA在许多物种是非常保守的，甚至是亲缘关系较远的物种也具

有保守性，说明这些miRNA在功能上的重要性。靶序列预测表明一些miRNA分子

能够单独作用于多个靶位点，同时多个miRNA也可能作用于同一个mRNA，这些

在本论文也得到了证实。以上这些结果说明miRNA能够与mRNA形成调控网络。
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    耐RNA的长度较短，因此获得性或缺失性的功能突变的积累发生较少，各

种突变、启动子的超甲基化或扩增都很容易引起miRNA的激活或失活。miRNA通过

调控mRNA的转译或其稳定性来参与正常细胞稳定状态的维持，因此miRNA的异

常表达则可能导致其相应靶基因的异常。miRNA活性丧失使靶基因过表达，而

毗RNA激活则会导致靶基因下调，这些过程可能参与细胞增殖、凋亡、病毒侵袭

和血管发生等过程136-37.5510
    在我们所鉴定的靶序列中，具有最多的功能是转录因子调节子，这正是

丽croRNA所具有的基本功能，其主要是在发育过程调节相关过程。同时我们也发

现microRNA也参与了代谢，生物防御，以及信号传导方面的生物过程。同时一些

耐croRNA还可以调节TBP蛋白以及剪接因子UZAF的表达，而这两个蛋白是转录水

平上的必需因子，这说明microRNA能够在转录水平上间接调节其它基因的表达
【84j

    同时我们发现，有一些靶序列在数据库中并没有找到相似性的序列，也没

有注释，这说明这些序列是狗基因组特异性的基因，可能在狗的生长发育过程中

发挥着不可或缺的作用，有一定的研究价值。

4.6耐。roRNA表达的时空特异性

    对于这些新鉴定的microRNA，我们发现有7个microRNA分子存在EST数据库，

并且它们分别在不同的组织中表达，主要是在肝脏和肾脏中.其中一个分子在5

个组织中都存在。这说明耐croRNA具有组织特异性表达【1-2.月1.另一方面，我们

对5个二级结构较好的micrORNA分子设计引物进行前体RT一PCR分析，但是结果只

有2个耐croRNA得到预期条带，这表明这两个口IcroRNA分子是在肝脏组织中稳定

表达，另外三个分子可能是在别的组织中或者是别的时间阶段表达，因而没得到

条带·这正是反映了microA的表达特性15，951.
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附录A:人基因组中尚未发现同源序列的人小分子RNA

附录A:人基因组中尚未发现同源序列的人小分子RNA
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附录B:microRNA与靶序列完全互补

附录B:mioroRNA与靶序列完全互补
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    :刀111刀:刀刀 刀)才矛刀刀刀f于苦于1
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几侣丁G士几至rCTT月Tl叮了丁C口GTAT S’

1!fll:1 111!!曰 11111‘fl

CC几CATG刊公诀T几角诵G几GCCATA 3，
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miR一34盈
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CGACCC月CCrCI，CCACC蕊CT了 5.

  1:111曰 11:1日 111111日 1

CllG‘右TGG心AA‘G右TGGTGGG 3‘
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m1RNA
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中文全称

非翻译区

微小RNA

基本局部 (同源序列排列)比对搜索_〔

具

类似于b司st比对工具

碱基对

焦碳酸二乙醋

脱氧核糖核酸

互补 DNA

脱氧核糖核普三磷酸

澳化乙锭

乙二胺四乙酸

前体 mRNA

微克

摩尔

毫升

非编码RNA

非冗余数据库

核普酸

光密度

开放读码框

聚合酶链式反应

核糖核酸

外转录区

转录间隔区

反转录

十二烷基硫酸钠

微小分子RNA核蛋白体颗粒

m云croRNA原初转录本
核仁小分子RNA

小分子非信使RNA
干扰RNA

RNA千扰

RNA诱导沉默复合体
小分子时序RNA

二(羚甲基)氨基甲烷

基因间隔区

微升
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