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　 　 摘要:ｍｉｃｒｏＲＮＡ (ｍｉＲＮＡ)是一类广泛存在于真核生物中调控基因转录后表达的非编码小分子 ＲＮＡꎮ 大量研究表明ꎬ
ｍｉＲＮＡ 在调节多种生物途径中起着重要的作用ꎬ采用生物信息学方法预测与分析 ｍｉＲＮＡ 是当前发现和鉴定植物 ｍｉＲＮＡ 的重

要策略之一ꎮ 本文总结了生物信息学预测植物 ｍｉＲＮＡ 及其靶基因的方法策略ꎬ阐述了生物信息学在植物 ｍｉＲＮＡ 研究中的重

要作用ꎬ为今后的研究奠定了基础ꎮ
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ＭｉｃｒｏＲＮＡ ( ｍｉＲＮＡ )是一类长度为 １９ ~ ２５ 碱

基(ｎｔ)的内源性非编码小分子单链 ＲＮＡꎬ在真核生

物细胞中含量丰富且进化上高度保守ꎬ是由具有茎

环结构的 ｐｒｉ￣ｍｉＲＮＡ 经 Ｄｉｃｅｒ 剪切加工而成[ １￣３ ]ꎮ
ｍｉＲＮＡ 在植物生长发育的过程中扮演着重要的角

色ꎬ处于基因调控网络的核心位置[ ３￣５ ]ꎬ调控着各种

重要的生物途径ꎬ包括发育、代谢、抗病、胁迫、应激

反应、激素信号和维护基因组的完整性[６￣８]ꎮ １９９３
年ꎬＲ Ｃ Ｌｅｅ 等[ ９ ]用遗传分析法在线虫(Ｃａｅｎｏｒｈａｂ￣
ｄｉｔｉｓ ｅｌｅｇａｎｓ)中发现了首个 ｍｉＲＮＡ:ｌｉｎ￣４ꎻ２０００ 年又

在线虫 ( Ｎｅｍａｔｏｄａ) 中鉴定到第 ２ 个 ｍｉＲＮＡ: ｌｅｔ￣
７[ １０ ]ꎮ 生物信息学的迅猛发展ꎬ改变了传统的 ｍｉＲ￣
ＮＡ 研究方式ꎬ极大地促进了植物 ｍｉＲＮＡ 研究的发

展ꎮ 植物 ｍｉＲＮＡ 的报道始于 ２００２ 年[ １１ ]ꎬ过去 １０
年中ꎬ人们通过生物信息学手段和分子克隆方法先

后从拟南芥 ( Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ Ｌ. )、水稻 (Ｏｒｙｚａ
ｓａｔｉｖａ Ｌ. )、玉米(Ｚｅａ ｍａｙｓ Ｌ. )、小麦(Ｔｒｉｔｉｃｕｍ ａｅｓｔｉ￣
ｖｕｍ Ｌ. )和苔藓(Ｍｏｓｓ Ｌ. )等植物中发现了大量的多

种类型的 ｍｉＲＮＡꎮ 迄今为止ꎬｍｉＲＮＡ 数据库 ｍｉＲ￣
Ｂａｓｅ １８ ｒｅｌｅａｓｅｄ 中ꎬ共有来自 １６８ 个物种的 ｍｉＲＮＡ
前体 １８２２６ 条ꎬ成熟 ｍｉＲＮＡ ２１６４３ 条ꎬ其中有 ４０１４
条 ｍｉＲＮＡ 被发现存在于 ５３ 种植物ꎬ数量超过 １００
条 ｍｉＲＮＡ 的植物有 １１ 种(表 １)ꎮ 应用生物信息学

的工具鉴定潜在的植物 ｍｉＲＮＡꎬ为植物 ｍｉＲＮＡ 源

的丰富提供了巨大的技术支撑ꎮ
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表 １　 ｍｉＲＢａｓｅ １８ 数据库中 ｍｉＲＮＡ 数量超过 １００ 的植物

物种

Ｔａｂｌｅ １ 　 Ｔｈｅ ｐｌａｎｔ ｓｐｅｃｉｅｓ ｏｆ ｍｉＲＮＡ ｎｕｍｂｅｒ ｍｏｒｅ ｔｈａｎ
１００ ｉｎ ｔｈｅ ｍｉＲＢａｓｅ １８ ｄａｔａｂａｓｅ

物种

Ｓｐｅｃｉｅｓ

ｍｉＲＮＡ

前体数(条)

Ｐｒｅｃｕｒｓｏｒｓ

成熟 ｍｉＲＮＡ

数(条)

Ｍａｔｕｒｅ

小立碗藓 Ｐｈｙｓｃｏｍｉｔｒｅｌｌａ ｐａｔｅｎｓ ２２９ ２８０

拟南芥泥糊菜 Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｌｙｒａｔａ ２０１ ３７５

拟南芥 Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ ２９１ ３２８

大豆 Ｇｌｙｃｉｎｅ ｍａｘ ３６２ ３９５

苜蓿 Ｍｅｄｉｃａｇｏ ｔｒｕｎｃａｔｕｌａ ６３５ ６７４

杨毛果 Ｐｏｐｕｌｕｓ ｔｒｉｃｈｏｃａｒｐａ ２３４ ２３７

葡萄 Ｖｉｔｉｓ ｖｉｎｉｆｅｒａ １６３ １８６

二穗短柄草 Ｂｒａｃｈｙｐｏｄｉｕｍ

ｄｉｓｔａｃｈｙｏｎ

１４２ １４６

水稻 Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ ５８１ ６６１

高粱 Ｓｏｒｇｈｕｍ ｂｉｃｏｌｏｒ １７１ １７２

玉米 Ｚｅａ ｍａｙｓ １７２ ３２１

１　 植物 ｍｉＲＮＡ 的特征和数据库资源

１ １　 植物 ｍｉＲＮＡ 的特征

ｍｉＲＮＡ 在生物体中的数量是未知的ꎬ约为编码

基因总量的 １％ [ １２ ]ꎬ现阶段发现的 ｍｉＲＮＡ 基因通

常以单拷贝、多拷贝或基因簇( ｃｌｕｓｔｅｒ)形式广泛的

存在于真核生物细胞中ꎬ其主要位于基因间隔区

(ｉｎｔｅｒｇｅｎｉｃ)ꎬ仅有少量位于内含子( ｉｎｔｒｏｎｉｃ)中ꎮ 根

据大量研究表明ꎬｍｉＲＮＡ 本身不具有 ＯＦＲ 但可以调

控多于 １ / ３ 的蛋白编码基因表达ꎬ通过降解同源

ｍＲＮＡ 使转录后基因沉默[９ꎬ１３]或翻译受阻[１４￣１６]来参

与调节植物体的多种生物途径ꎻｍｉＲＮＡ 的种子区

(ｎｔ ２ ~ ７) 与 ３′ＵＴＲ 的互补配对决定了其抑制程

度ꎬ可以是 １ 个 ｍｉＲＮＡ 作用于多个靶基因也可以

是多个 ｍｉＲＮＡ 调控 １ 个靶基因ꎮ 大多数 ｍｉＲＮＡ
以 Ｕ 残基开始ꎬ其 ３′端具有独特的序列特征ꎬ通常

有 １ 个磷酸基团ꎻ植物 ｍｉＲＮＡ 前体的长度范围是

５５ ~ ９３０ ｎｔꎬ平均 １４６ｎｔꎬ但成熟的 ｍｉＲＮＡ 平均长

度仅为 ２２ｎｔꎬ且结构在植物物种之间高度保守ꎬ并
存在基因家族(ｍｉＲ１５６ / ｍｉＲ１５７、ｍｉＲ１６０、ｍｉＲ１６４、
ｍｉＲ１６７、 ｍｉＲ１６８、 ｍｉＲ１６９、 ｍｉＲ１７１、 ｍｉＲ１７２、
ｍｉＲ３１９、 ｍｉＲ３９３、 ｍｉＲ３９５、 ｍｉＲ３９７、 ｍｉＲ３９８ 和

ｍｉＲ４０８ 等)ꎻ植物 ｍｉＲＮＡ 的前体折叠成茎环结构ꎬ
其长度与最小折叠自由能 (ＭＦＥꎬｍｉｎｉｍａｌ ｆｏｌｄｉｎｇ
ｆｒｅｅ ｅｎｅｒｇｙ)存在线性关系[１７] ꎬ且最小折叠自由能

绝对值较高( － ２３９ ~ － １３４ ｋＪ / ｍｏｌ)ꎮ
１ ２　 植物 ｍｉＲＮＡ 的生物学功能

植物 ｍｉＲＮＡ 具有调控生物生长发育、激素分

泌、信号传导及逆境胁迫响应等功能ꎮ 研究发

现[１８]ꎬ植物 ｍｉＲＮＡ 保守家族具有重要的生物学功

能ꎬ其中 ｍｉＲ３１９ 可以通过控制部分植物激素合成

及信号传导通路来调控植物叶及花器官的生命发育

过程ꎮ 自然环境中ꎬ植物不断受到各种负面影响植

物生长、发育及生殖的非生物胁迫因素诸如重金属、
干旱、盐度、冷、热等的挑战ꎬ调控基因表达可使植物

适应压力条件ꎬ转录调控应激反应基因是其主要模

式ꎻｍｉＲＮＡ 分子可以促进或抑制目标转录蛋白生

产ꎬ沉默目标基因表达ꎬ是植物抗逆性调控网络的重

要组成部分[ １９￣２０ ]ꎮ 植物 ｍｉＲＮＡ 的生物学功能已逐

渐成为该领域研究的前沿ꎬ有研究表明[２１￣２２]ꎬｍｉＲ￣
ＮＡ 对附近靶位点的同义密码子的选择及植物茎尖

细胞的控制等问题可能存在一定的影响ꎮ
１ ３　 植物 ｍｉＲＮＡ 的数据库资源

随着 ｍｉＲＮＡ 家族注释信息的不断积累ꎬ人们已

经建立了多种 ｍｉＲＮＡ 注释数据库ꎬ但现在的植物

ｍｉＲＮＡ 公共资源大多限于重要的经济作物和模式

生物ꎬ如拟南芥、水稻、玉米等ꎮ ｍｉＲＵ[２３] 是利用

ｍｉＲＮＡ 与靶标的精确匹配来预测植物 ｍｉＲＮＡ 的

ｗｅｂ 服务器ꎻＰｌａｎｔ ＭＰＳＳ (ｍａｓｓｉｖｅｌｙ ｐａｒａｌｌｅｌ ｓｉｇｎａｔｕｒｅ
ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ) [２４]是一个可提供 ｍｉＲＮＡ 分析的在线资

源ꎬ数据库主要涉及拟南芥、水稻、葡萄和水稻稻瘟

病菌ꎻＡＳＲＰ (拟南芥小 ＲＮＡ 项目ꎬａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｓｍａｌｌ
ＲＮＡ ｐｒｏｊｅｃｔ) [２５]是提供不同组织间克隆的拟南芥小

ＲＮＡ 序列可视化分析的储蓄库ꎻＣＳＲＤＢ (谷物小

ＲＮＡ 数据库ꎬｃｅｒｅａｌ ｓｍａｌｌ ＲＮＡ ｄａｔａｂａｓｅ) [２６] 是生物

信息学资源组成的大型数据集ꎬ包括高通量测序生

成的玉米和水稻的小 ＲＮＡ 序列ꎮ 不同数据库的数

据存储和展现形式都有一定的差别ꎬｍｉＲＢａｓｅ[２７] 是

应用最为广泛的 ｍｉＲＮＡ 数据库ꎬｍｉＲＢａｓｅ 序列数据

库是由 Ｗｅｌｌｃｏｍｅ Ｔｒｕｓｔ Ｓａｎｇｅｒ 研究所维护的 ｍｉＲＮＡ
序列和注释信息在线的数据库资源ꎬ以提供所有公

共发表的 ｍｉＲＮＡ 序列信息为目标ꎬ具有评注、搜索

和发表新 ｍｉＲＮＡ 的功能ꎬ自 ２００２ 年 １２ 月至今ꎬ共
进行数据更新 ３２ 次ꎬ数据库 １８ 版ꎬ发表的 ｍｉＲＮＡ
的数量逐年成指数增加(图 １)ꎻ有关植物 ｍｉＲＮＡ 的

网站还有 ＴａｒＢａｓｅ[２８]、ＭｉｃｒｏＰＣ(μＰＣ) [２９]、ＰＭＲＤ:ｐｌａｎｔ
ｍｉｃｒｏＲＮＡ ｄａｔａｂａｓｅ[３０]、ＰｍｉＲＫＢ[３１]等ꎮ
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图 １　 已知的 ｍｉＲＮＡ 序列数量与 ｍｉＲＢａｓｅ 发布的关系

Ｆｉｇ. １　 Ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ｋｎｏｗｎ ｍｉＲＮＡ ｎｕｍｂｅｒ ａｎｄ ｍｉＲＢａｓｅ ｒｅｌｅａｓｅｄ

２　 植物 ｍｉＲＮＡ 的生物合成

植物中ꎬ成熟 ｍｉＲＮＡ 不是 ｍｉＲＮＡ 基因直接转

录的产物ꎬ而是经过不断加工而形成的ꎮ ｍｉＲＮＡ 基

因首先通过 ＰｏｌⅡ酶转录产生一个具有茎环结构的

ｍｉＲＮＡ 初级转录本(ｐｒｉ￣ｍｉＲＮＡ) [ ３２ ]ꎬ然后经核糖核

酸酶(ＲＮａｓｃＩＩＩ)和 Ｄｉｃｅｒ￣ｌｉｋｅ１ 的作用下切除茎环结

构的尾巴或 ｌｏｏｐ 结构ꎬ由 ｍｉＲＮＡ 前体 ( ｐｒｅ￣ｍｉＲ￣
ＮＡ)得到 ３′端有 ２ｎｔ 错配的 ｍｉＲＮＡ:ｍｉＲＮＡ∗双链

复合体[ ３３ ]ꎮ ｍｉＲＮＡ:ｍｉＲＮＡ∗复合体经作用进入细

胞质ꎬ有选择性地纳入 Ａｒｇｏｎａｕｔｅ 蛋白 １(ＡＧＯ１)形
成沉默复合体(ＲＩＳＣ)ꎬ成熟 ｍｉＲＮＡ 序列与靶标位

点的高度互补配对抑制基因的表达ꎮ

３　 植物 ｍｉＲＮＡ 的生物信息学研究
方法

植物 ｍｉＲＮＡ 的识别主要采用实验分析[３４￣３６] 和

生物信息学分析[３７￣４０] ２ 种方法ꎮ 试验鉴别 ｍｉＲＮＡ
一般通过 ｃＤＮＡ 克隆方法ꎬ然后利用 Ｎｏｒｔｈｅｒｏｎ 杂交

技术检测 ｍｉＲＮＡ 的表达. 这种方法简单可靠ꎬ但周

期长ꎬ费用高ꎬ对表达丰度低或特异性时空表达的

ｍｉＲＮＡ 鉴定难度很大[ ４１]ꎬ近年来虽然高通量测序

已取得一定成果ꎬ但生物信息学预测 ｍｉＲＮＡ 的方法

可以克服正向遗传学及克隆方法的限制ꎬ成为 ｍｉＲ￣
ＮＡ 发现的重要途径ꎮ 与动物不同ꎬ植物的生物信

息学分析具有主要是同源片段搜索方法和基于比较

基因组学的预测方法ꎮ
３ １　 同源片段搜索方法

同源片段搜索方法是基于 ｍｉＲＮＡ 序列保守和

结构相似的原理ꎬ在不同植物物种间进行已知

ｍｉＲＮＡ 同源序列搜索预测 ｍｉＲＮＡ 的方法ꎮ 以已

知 ｍｉＲＮＡ 或 ｍｉＲＮＡ 前体为索引ꎬ公共数据库中的

全基因组ꎬ基因组勘测序列 (ＧＳＳꎬｇｅｎｏｍｅ ｓｕｒｖｅｙ
ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ) 和 表 达 序 列 标 签 ( ＥＳＴꎬ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｓｅ￣
ｑｕｅｎｃｅ ｔａｇｓ)作为数据资源进行简单同源搜索得到

的同源片段并不能确定为潜在的 ｍｉＲＮＡꎬ必须经

过严格的二级结构特征的筛选才能初步判定ꎮ
ＥＲＰＩＮ[４２]是基于轮廓的搜索软件ꎬ可以搜索数据

库中的 ｍｉＲＮＡ 同源基因位点ꎬｍｉｃｒｏＨＡＲＶＥＳＴＥＲ
[ ４３ ]是利用同源对比原理进行植物 ｍｉＲＮＡ 预测的

资源ꎮ 常 用 的 二 级 结 构 预 测 软 件 有 Ｍｆｏｌｄ 或

ＲＮＡｆｏｌｄꎮ
３ ２　 基于比较基因组学的预测方法

基于比较基因组学预测 ｍｉＲＮＡ 的方法是可以

先根据序列和结构特征找出一个物种基因组中可能

潜在的 ｍｉＲＮＡ 前体ꎬ再通过与其他物种基因组进行

比较来判断其结构和序列的保守性ꎻ也可以是先找

出 ２ 个物种基因组中的保守序列ꎬ再进行结构和序

列特征分析ꎬ最后确定出潜在的 ｍｉＲＮＡꎮ Ｊｏｎｅｓ￣
Ｒｈｏａｄｅｓ 和 Ｂａｒｔｅｌ 不仅利用拟南芥和水稻全基因组
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鉴定出 ２ 个物种中保守的 ｍｉＲＮＡ 序列ꎬ还开发了

ＭＩＲｃｈｅｃｋ 软件查找保守的 ｍｉＲＮＡ 基因ꎮ

４　 植物 ｍｉＲＮＡ 靶基因的预测

越来越多的植物靶基因通过生物信息学预测

而被发现证实ꎬ相对动物 ｍｉＲＮＡ 结合靶基因的复

杂机制ꎬ植物 ｍｉＲＮＡ 识别靶位点的模式较为简单ꎬ
主要通过植物 ｍｉＲＮＡ 与靶标近乎完美的碱基互补

性来准确预测潜在的靶基因[４４] ꎮ 植物 ｍｉＲＮＡ 与

靶位点的结合一般不超过 ３ 个碱基的错配ꎬ且没

有 ３ 个碱基以上连续的错配出现ꎻ５′端前 １０ 个碱

基紧密结合ꎬ通常最多只有 １ 个碱基错配ꎮ 尽管

最近开发的网络预测工具有很多[４５￣４８] ꎬ但植物

ｍｉＲＮＡ 靶位点的预测软件并不多ꎬ其中 ｍｉＲＵꎬ
ｐｓＲＮＡＴａｒｇｅｔ[４９] ꎬＴａｒｇｅｔｆｉｎｄ 和 Ｔａｒｇｅｔ￣ａｌｉｇｎ 是主流的

网络平台ꎮ

５　 植物潜在 ｍｉＲＮＡ 与靶基因预测
策略

与试验方法相比ꎬ生物信息学方法可以更迅速

的挖掘潜在 ｍｉＲＮＡ 与靶基因ꎻｍｉＲＮＡ 的生物合成

表明ꎬ对 ＥＳＴ 序列和已知 ｍｉＲＮＡ 进行同源搜索可以

找出植物中潜在的 ｍｉＲＮＡ 及其靶基因ꎮ 首先ꎬ从
ｍｉＲＮＡ 数据库 ｍｉＲｂａｓｅ 下载已知植物的成熟 ｍｉＲ￣
ＮＡ 序列ꎬ利用序列分析软件去除重复的成熟 ｍｉＲ￣
ＮＡ 序列后ꎬ与目标植物的 ＥＳＴ 数据库进行 ＢＬＡＳＴＮ
同源序列比对ꎬ获得大于 １６ ｎｔ、碱基错配数为 ０ ~３ ｎｔ
的目标植物序列ꎻ将上述目标植物序列重新进行一

次 ＢＬＡＳＴＮ 搜索ꎬ去掉重复的目标植物 ｍｉＲＮＡ 序

列ꎻ再将剩余的序列与 ｐｆａｍ 蛋白数据库和 ｒｆａｍ 数

据库进行比对ꎬ去除其他类型的小 ＲＮＡ 序列ꎬ初步

确定潜在的目标植物成熟 ｍｉＲＮＡ 序列ꎮ 提取长度

为 ４００ ｎｔ(目标位点上下游各 ２００ ｎｔ)的 ｍｉＲＮＡ 前

体序列ꎬ利用在线免费服务资源 ＲＮＡＦｏｌｄ 对其进行

二级结构折叠分析ꎮ 分析标准为:１)ｍｉＲＮＡ 前体折

叠成发卡茎环二级结构ꎻ２)成熟 ｍｉＲＮＡ 序列在发卡

结构的一个手臂上ꎻ３)预测的二级结构具有较高

的最小折叠自由能指数(ＭＦＥＩꎬｍｉｎｉｍａｌ ｆｏｌｄｉｎｇ ｆｒｅｅ
ｅｎｅｒｇｙ ｉｎｄｅｘ)绝对值ꎬ通常大于 ０ ８５ [５０] ꎻ４)ｍｉＲＮＡ
与其另一臂上互补链的碱基错配不超过 ６ 个ꎻ
５)ｍｉＲＮＡ互补链上不能存在环或缺口ꎮ 最后ꎬ对
符合标准的目标植物候选 ｍｉＲＮＡ 进行靶基因预

测ꎮ 一般利用植物靶基因在线分析软件ꎬ结合

ＢＬＡＳＴＸ 和 ｐｆａｍ 蛋白数据库等分析ꎬ获得候选

ｍｉＲＮＡ 靶基因的功能和注释信息ꎮ 具体策略流程

如图 ２ 所示ꎮ

６　 展望

近年来ꎬｍｉＲＮＡ 的研究已经成为分子生物学研

究的热点领域ꎬ其研究也由最初在模式生物中只发

现一两个小分子 ＲＮＡ 发展到在不同物种中大量发

现 ｍｉＲＮＡꎬ而随着研究的不断深入以及相关理论和

试验技术的完善ꎬ发现在植物中存在一些序列高度

保守的特异 ｍｉＲＮＡꎬ其数量也在以惊人的速度增

加ꎮ 通过生物信息学预测与分析植物 ｍｉＲＮＡꎬ极大

程度的丰富了 ｍｉＲＮＡ 的资源ꎬ为 ｍｉＲＮＡ 的研究开

阔了途径ꎬ具有重要的意义ꎮ
植物 ｍｉＲＮＡ 的目标识别机制一度被认为是简

单明了的ꎬ但通过进一步的观察发现ꎬ植物系统中

的基因调控存在巨大的多样性和复杂性ꎬ这就需

要先进的计算工具和全面的 ｍｉＲＮＡ 靶分析算法ꎮ
尽管新的 ｍｉＲＮＡ 生物信息学预测工具层出不穷ꎬ
但先进并综合的植物 ｍｉＲＮＡ 分析工具仍然缺乏ꎮ
研究中ꎬ算法、工具及运用方式的差异也使植物

ｍｉＲＮＡ 预测与分析工作存在不确定的因素ꎻ不断

选择和汲取合理、先进的技术应用于研究策略中ꎬ
有利于植物 ｍｉＲＮＡ 的生物信息学预测与分析ꎮ 在

当今生物科技迅速崛起的环境下ꎬ植物基因组的

研究却并不发达ꎬ只有少量的模式植物和经济作

物具备完整的基因组信息ꎬ大部分植物 ｍｉＲＮＡ 的

生物信息学预测只能借助于 ＧＳＳ 和 ＥＳＴ 数据库

完成ꎬ在一定程度上限制了植物 ｍｉＲＮＡ 生物学

信息学研究的发展ꎮ 然而ꎬ伴随着世界科技的不

断进步ꎬ生物信息资源的日益丰富ꎬ应用生物信

息学方法预测与分析植物 ｍｉＲＮＡ 也会取得更大

的发展ꎮ
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