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犕犻犮狉狅犚犖犃发现的研究现状及重离子辐照相关应用前景
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摘　要：ＭｉｃｒｏＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）是一类大小为１９—２４个核苷酸的非编码ＲＮＡ，它们通过与靶基因的

信使ＲＮＡ（ｍＲＮＡ）结合在转录后水平调节靶基因的表达，因而在广泛的生物学过程中发挥重要作

用。首先从ｍｉＲＮＡ的获得和鉴定两方面对目前ｍｉＲＮＡ发现工作进行了概括，然后分析和总结了近

年来人源ｍｉＲＮＡ发现工作的现状，最后提出有关新ｍｉＲＮＡ发现工作的新想法。
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１　引言

ＭｉｃｒｏＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）是一种内源性非编码小分

子ＲＮＡ，由１９—２４个核糖核苷酸组成。ｍｉＲＮＡ 广

泛存在于拟南芥、线虫以及人类等多种动植物的细

胞中［１］，甚至在病毒的基因组中也有ｍｉＲＮＡ基因

编码［２］。ｍｉＲＮＡ的主要功能是微调基因的表达，它

们不影响信使ＲＮＡ（ｍＲＮＡ）的转录，而是以碱基互

补 配 对 的 方 式 结 合 到 靶ｍＲＮＡ的３’非 翻 译

区（３’ＵＴＲ），从 而 调 节 靶ｍＲＮＡ的 翻 译。ｍｉＲ

ＮＡ最早发现于１９９３年，Ｌｅｅ等
［３］在秀丽线虫（犆．犲犾

犲犵犪狀狊）中发现了控制着线虫时序性发育的犾犻狀４。随

后的几年里，许多研究相继发现了这类小分子

ＲＮＡ
［４］，并证明它们为一类非编码基因［５］，他们将

这些具有时空表达特异性的非编码小分子ＲＮＡ 命

名为ｍｉＲＮＡ
［６］。由于ｍｉＲＮＡ在基因转录后水平上

的重要调控功能，这类新发现的小分子ＲＮＡ受到国

内外学者的极大关注。目前，在多种物种中共发

现８４１９种ｍｉＲＮＡ（ｍｉＲＢａｓｅ Ｒｅｌｅａｓｅ １２．０∶２００８．

９）
［７—１０］。这些ｍｉＲＮＡ的功能主要是调节细胞分化、

增殖、凋亡、肿瘤形成以及疾病发生过程有关的基

因表达。而且据推测，人类中三分之一的基因都受

到ｍｉＲＮＡ的调控。因此，对ｍｉＲＮＡ的深入研究，势

必有利于人们对生物体尤其是人类的生理、病理机

制的理解，并为疾病的诊断和治疗提供理论基础。

迄今为止，发现并得到实验证实的人源ｍｉＲＮＡ

有６９５种（ｍｉＲＢａｓｅＲｅｌｅａｓｅ１２．０∶２００８．９）
［７—１０］，并

且发现它们的序列高度保守；再加上通过生物信息

学分 析 推 测 出 的ｍｉＲＮＡ，其 数 量 已 在１０００以

上［５，１１］，但目前仍然很难准确估算人类和其它哺乳

类动物中到底有多少ｍｉＲＮＡ
［１２］。因而，尽管已有

大量的人源ｍｉＲＮＡ被鉴定，但是ｍｉＲＮＡ新基因的

发现仍然是ｍｉＲＮＡ领域的研究重点之一。由现有

人源ｍｉＲＮＡ基因的发现经验来看，新思路的开拓

和新技术的应用是新ｍｉＲＮＡ发现的关键。

由于ｍｉＲＮＡ的调节功能，理论上它应该会响

应外界刺激而发生表达改变，其中表达上调的ｍｉＲ

ＮＡ有较大可能被直接克隆得到。因此，借助外界

刺激可能有助于发现新的ｍｉＲＮＡ。根据辐射生物

学研究结果，重离子辐照会对生物造成强烈的电离

辐射损伤［１３］，是一种相当激烈的外界刺激，一些在

正常生境中不表达或表达量极低的ｍｉＲＮＡ极有可

能在其刺激下表达或提高其表达量。因此，考察重

离子辐照处理后生物的ｍｉＲＮＡ表达情况，将极有

可能发现新的ｍｉＲＮＡ。

本文对ｍｉＲＮＡ发现与鉴定等研究现状特别是

人源ｍｉＲＮＡ的发现与研究进展进行了综述，并对

重离子辐照在ｍｉＲＮＡ新基因发现领域的应用做出

展望。
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２　新犿犻犚犖犃发现

２．１　直接克隆法

ｍｉＲＮＡ的大小一般为１９—２４个核苷酸，实验

中很容易丢失，常规方法建立的ｃＤＮＡ文库中不包

含这种基因。针对这些特点，可从组织总ＲＮＡ中富

集大 小 在１６—２８个 核 苷 酸 的 小 分 子ＲＮＡ，利

用Ｔ４连接酶直接将人工合成的引物连接到ＲＮＡ上，

然后用ＰＣＲ反转录扩增这些序列，构建ｃＤＮＡ文库，

再将这些ｃＤＮＡ克隆并测序。将克隆序列用ＮＣＢＩ中

的Ｂｌａｓｔ软件在该物种基因组数据库中进行同源性

搜索，然后用ｍｆｏｌｄ程序进行二级结构预测分析，印

迹杂交具有发夹结构的小分子ＲＮＡ
［１４，１５］以检测其

表达 水 平，最 终 将 符 合ｍｉＲＮＡ标 准 的 小 分 子

ＲＮＡ鉴定为新的ｍｉＲＮＡ。这种方法的应用比较普

遍，大部分ｍｉＲＮＡ都是用这种方法发现的。但是，

ｍｉＲＮＡ的表达大多具有组织和时相特异性，只在

特定的组织和发育阶段出现；另外，由于ｍＲＮＡ和

其他内源性非编码ＲＮＡ降解产物的干扰，通过构建

文库寻找新ｍｉＲＮＡ具有一定的局限性
［１６，１７］。

２．２　生物信息学方法

直接克隆法获得的大量ｍｉＲＮＡ特征信息及多

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
［１８］。目前，人们依据已

知ｍｉＲＮＡ的特征信息及其与靶分子的作用方式建

立了多种计算机识别方法。

２．２．１　根据犿犻犚犖犃的序列和结构保守性进行分析

的方法

在不同物种中成熟ｍｉＲＮＡ均是从具有茎环状

二级结构的前体加工而来，具有较高的序列同源

性，并且多数ｍｉＲＮＡ基因在进化上高度保守，这些

特点构成了生物信息学筛选的基础。该方法依照比

较基因组学原理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与已经通

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
［１６］。目前，国际上

使用较为普遍的两个计算机分析工具是ｍｉＲｓｅｅｋ

ｅｒ
［１９］和ｍｉＲｓｃａｎ

［２０］，利用这两个工具已成功鉴定出

大量的ｍｉＲＮＡ基因。由于ｍｉＲｓｅｅｋｅｒ和ｍｉＲｓｃａｎ的

高灵敏度和成功率，它们已被用于人源ｍｉＲＮＡ基

因的寻找。

２．２．２　根据靶基因的序列和结构保守性进行分析

的方法

同源性搜索主要是在相近物种间搜索同源

的ｍｉＲＮＡ，如果想要找出新ｍｉＲＮＡ就必须采用其

他搜索策略，例如根据靶序列的保守性搜索ｍｉＲ

ＮＡ。

在生物体内，多个ｍｉＲＮＡ可能作用于同一

个ｍＲＮＡ靶分子；另一方面，同一个ｍｉＲＮＡ也可能

调控多个靶分子的表达。目前，一些实验室利用靶

序列潜在的保守性作为识别ｍｉＲＮＡ的一个重要的

依据［２１］。在成熟ｍｉＲＮＡ中，５’区域２—８位的７个核

苷酸被称为种子序列，它们在ｍｉＲＮＡ与靶ｍＲ

ＮＡ结合过程中起着非常重要的作用
［２２］。通过基因

组系统比较分析法，Ｘｉｅ等
［２３］对多个物种的基因组

进行对比分析，最后在它们ｍＲＮＡ的３’ＵＴＲ区发现

了１０６个保守的短序列，其中７２个与大约一半已

知ｍｉＲＮＡ的５’端能 够 结 合，组 成６—８个 碱 基 对

的“种子”双螺旋。根据这一结果，他们利用ｍＲ

ＮＡ上完整的保守短序列在人类基因组中预测到

了１２９个新ｍｉＲＮＡ。同样的靶序列预测ｍｉＲＮＡ方法

也被成功应用于拟南芥、果蝇和线虫。

生物信息学方法只能用于已完成基因组测序的

物种，对序列未知的物种无能为力；而且，由于

ｍｉＲＮＡ前体长度的可变性，借助计算机寻找新基

因有一定的遗漏，所以大多数实验室将计算机分析

与实验方法结合使用，使得ｍｉＲＮＡ的发现量呈几

何级数增长。

２．２．３　使用犿犻犚犖犃芯片进行分析的方法

２００４年，Ｎｅｌｓｏｎ等
［２４］报道了一种基于ＲＮＡ引

物阵列的Ｋｌｅｎｏｗ酶分析方法———ＲＡＫＥ （ＲＮＡ

ｐｒｉｍｅｄ Ａｒｒａｙｂａｓｅｄ Ｋｌｅｎｏｗ Ｅｎｚｙｍｅ）。该 方 法

在ｍｉＲＮＡ ｍｉｃｒｏａｒｒａｙ的 基 础 上，利 用ＤＮＡ聚 合

酶Ⅰ的Ｋｌｅｎｏｗ片段，使ｍｉＲＮＡ与固定的ＤＮＡ探针

杂交，可以灵敏、特异地检测ｍｉＲＮＡ，有助于高通

量快速筛选所有己知ｍｉＲＮＡ。Ｂｅｒｅｚｉｋｏｖ等
［２５］对这

种方法巧妙地加以改进，根据生物信息学预测结

果，在每个可能包含新ｍｉＲＮＡ的茎环结构上按步

移的方式设计了４４个可能的ｍｉＲＮＡ探针，以此来

辨别新ｍｉＲＮＡ的３’末端。由于新ｍｉＲＮＡ的５’末端

可以使用软件预测，因此结合ＲＡＫＥ芯片分析以及

生物信息学预测，可以得到可能的新ｍｉＲＮＡ。

Ｐｌａｓｔｅｒｋ等
［２５］选取了２５９个已知的小鼠ｍｉＲＮＡ
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及６８７个在人和鼠中保守的可能ｍｉＲＮＡ，设计制作

一个包含４４０００个探针的ｍｉＲＮＡ芯片，结合Ｎｏｒｔｈ

ｅｒｎｂｌｏｔ鉴 定，发 现 了８１种 新 的 人 源ｍｉＲＮＡ和

３４８种新的小鼠ｍｉＲＮＡ。

３　犿犻犚犖犃的鉴定

ｍｉＲＮＡ的判定标准包括以下几条
［２６］：⑴ 表达

能够与特定大小的总ＲＮＡ样品杂交得到２２个碱基

对（～２２ｎｔ）的产物（即需要Ｎｏｒｔｈｅｒｎ杂交或引物延

伸反应验证）；⑵ 结构　前体存在发夹状的二级结

构，并且成熟ｍｉＲＮＡ序列在发夹的一条臂上；⑶保

守性　成熟ｍｉＲＮＡ序列与二级结构在不同物种间

有保守性；⑷ 在Ｄｉｃｅｒ突变体系中，前体的积累增

多。由于Ｄｉｃｅｒ突变对于一些细胞系来说技术难度较

高，最后一条并不常用。

只符合一条上述标准是不足以判定为新ｍｉＲ

ＮＡ的。通常来说，第一条标准加上第二条标准或

者第一条加上第三条就足够了。当小分子ＲＮＡ的表

达量太低不足以使用杂交检测，只符合第三条标准

时也可以被认定。然而，当小分子ＲＮＡ的序列并不

是由ｃＤＮＡ克隆获得时，前三条标准必须同时满足。

如果小分子ＲＮＡ仅是被预测到而不能被实验检测

到，那么应该标明其在Ｄｉｃｅｒ突变系统中前体的积累

增多，而不是前体发卡结构保守性（即第三、四条标

准）。ｍｉＲＮＡ与其在其他物种中的保守前体序列高

度相似，可认为同源序列而不必通过实验验证。

具体来说，ｍｉＲＮＡ的检测方法主要有以下几

种：第一种，Ｎｏｒｔｈｅｒｎｂｌｏｔ是现在检测ｍｉＲＮＡ表达

最主要的手段，所有克隆和生物信息学分析得到

的ｍｉＲＮＡ都需要经过Ｎｏｒｔｈｅｒｎｂｌｏｔ来验证。这种方

法的缺点在于不能进行高通量检测。第二种，

ＲＴＰＣＲ也被用来检测ｍｉＲＮＡ前体的表达水平，

但ｍｉＲＮＡ前体的表达水平并不一定和成熟ｍｉＲ

ＮＡ的表达水平一致。因此，在ＲＴＰＣＲ的基础上，

人们进行了一些技术改进，使之能够检测低表达量

的ｍｉＲＮＡ。实时荧光定量ＰＣＲ （ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ）可

以很精确地定量分析ｍｉＲＮＡ的表达
［２７，２８］，也经常

用于 验 证 预 测 的ｍｉＲＮＡ。第 三 种，芯 片 技 术

（ｍｉｃｒｏａｒｒａｙ）也被更广泛运用于ｍｉＲＮＡ表达的研

究［２９，３０］。Ｌｉｕ等
［３１］最先使用芯片技术研究了ｍｉＲ

ＮＡ的 组 织 特 异 性 表 达， 而 且 通 过Ｎｏｒｔｈｅｒｎ

ｂｌｏｔ和ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ进行了验证。芯片技术固然以

其高通量和并行处理的特点在基因表达分析中占据

重要地位，但稳定性和可重复性比较差，且无法实

现定量检测，因此后来又出现了多种改进的芯片技

术。Ｌｕｍｉｎｅｘ公司研制出的新一代生物芯片技

术———液相芯片（ｌｉｑｕｉｃｈｉｐ）在悬浮溶液中进行，反

应速度快而且检测指标多，不但为后基因组时代科

学研究提供强大的技术支持，而且提供了高通量的

新一代分子诊断的技术平台［３２］。

４　人源犿犻犚犖犃发现研究现状

自从２００２年发明了两端加接头克隆小片段

ＲＮＡ的方法
［１７］以来，先后已有６９５种人源ｍｉＲＮＡ

被发现和鉴定（图１）。对人类基因组序列的分析推

测，人类约有１０００种ｍｉＲＮＡ
［５，１１，３３］；最新的实验数

据也显示，人源ｍｉＲＮＡ的总数量至少在８００种以

上［３４］，因而还有很多的ｍｉＲＮＡ未被发现。

图１ 每年新ｍｉＲＮＡｓ的发现情况
［７—１０］

随着ｍｉＲＮＡ发现工作的进行，表达量较高的

ｍｉＲＮＡ基本上已被克隆鉴定，由于已知ｍｉＲＮＡ的

反复出现以及其它小分子ＲＮＡ（如ｒＲＮＡ等）的干

扰，利用克隆法进行人类新ｍｉＲＮＡ的发现越来越

困难，因此２００３年至２００４年间发现的新ｍｉＲＮＡ数

量明显下降。由于ｍｉＲＮＡ的表达具有较高的组织

特异性，人们将目光转向特异的组织（包括肿瘤组

织）以及个体生长发育的不同阶段，２００５年，Ｐｆｅｆ

ｆｅｒ等
［３５］使用传统方法在人胚胎干细胞中找到了３６

个ｍｉＲＮＡ基因。时至今日，这种方法依然非常有

效，２００８年，Ｗｅｓｔｅｒｍａｎｎ等
［３６］从成神经细胞瘤中

克隆到２９个新ｍｉＲＮＡ。生物信息学分析结合实验

的验证和生物芯片技术的应用促进了新ｍｉＲＮＡ 的

发现。Ｂｅｒｅｚｉｋｏｖ等
［２５］在２００６年９月利用ＲＡＫＥ技术

发现并鉴定了８１个新的人源ｍｉＲＮＡ。总体来说，新

思路的开拓和新技术的应用是人源新ｍｉＲＮＡ发现
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的关键。

５　重离子辐照在新犿犻犚犖犃发现研究

中的应用前景

　　根据辐射生物学研究结论，电离辐射能够通过

直接作用或间接作用，致使细胞产生膜结构损伤、

核酸断裂、代谢紊乱等伤害［１３］，伤害达到一定强度

后能够致使细胞死亡，因而被广泛应用于癌症的治

疗。其中，重离子辐照不仅能够产生自由基，而且

能够利用其能量直接打断ＤＮＡ双链。在相同辐射剂

量下，重离子辐照对细胞的胁迫作用最强，是一种

相当激烈的外界刺激。

最早有关电离辐射诱导ｍｉＲＮＡ表达变化的研

究见于２００６年，Ｉｓｈｉｉ等
［３７］发现１３７Ｃｓ辐照的小鼠胚胎

原纤维细胞中ｍｉＲＮＡ水平下降，但是辐照后小鼠

胚胎干细胞中的ｍｉＲＮＡ水平上升。但是Ｍａｒｓｉｔ

等［３８］使用γ射线辐照人淋巴母细胞，并没有检测到

明显的ｍｉＲＮＡ表达改变。之后，数篇文献都肯定了

电离辐射改变生物体内ｍｉＲＮＡ的表达水平。例如，

ＸｕｅｆｅｎｇＺｈｏｕ等
［３９］发现在ＵＶＢ辐照后在拟南芥中

有１１个家族的２１个ｍｉＲＮＡ表达上调，Ｍａｅｓ等
［４０］使

用Ｘ射线辐照人成纤维细胞，发现ｍｉＲＮＡ的表达随

着辐照剂量以及辐照后时间而变化。但迄今为止，

国内外有关电离辐射诱导ｍｉＲＮＡ表达变化的研究

仍旧很少，而且研究集中于考察已知ｍｉＲＮＡ对辐

照的响应，并没有将电离辐射应用于新ｍｉＲＮＡ识

别的研究。而重离子辐照致使细胞产生的损伤会激

活一系列的修复机制［１３］，作为基因表达的重要调

控因子，一些在正常生境中不表达或表达量极低

的ｍｉＲＮＡ极有可能在此时出现或提高其表达量。

因此，考察重离子辐照处理后活体动物或细胞

的ｍｉＲＮＡ表达情况，将极有可能发现新的ｍｉＲＮＡ。

６　展望

ｍｉＲＮＡ在基因表达调控方面发挥着重要作用，

是近年来分子生物学研究的一大热点。作为深入研

究其功能与调节机制的基础，ｍｉＲＮＡ的发现工作

极其重要。就人源ｍｉＲＮＡ而言，虽然已经发现了大

量ｍｉＲＮＡ基因，但是人源ｍｉＲＮＡ的总数仍不明了，

新人源ｍｉＲＮＡ基因的发现工作依然非常重要。而

今，表达量较高的ｍｉＲＮＡ 基本上都已经被克隆鉴

定，新ｍｉＲＮＡ的发现越来越困难。我们课题组另辟

蹊径，尝试克隆鉴定电离辐照（尤其是重离子辐

照）诱导表达的ｍｉＲＮＡ，证明借助外界刺激细胞有

助于新ｍｉＲＮＡ的发现，这有可能成为ｍｉＲＮＡ发现

领域新的发展方向之一。
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ｉｎｇｅｎｅｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｉｎａｗｉｄｅａｒｒａｎｇｅｏｆｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｐｒｏｃｅｓｓｅｓ．Ｉｎｔｈｉｓｐａｐｅｒ，ｗｅｒｅｖｉｅｗｅｄｔｈｅｃｌｏｎｅａｎｄｉｄｅｎ

ｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｎｏｖｅｌｍｉＲＮＡｓ，ｓｕｍｍａｒｉｚｅｄｒｅｃｅｎｔｗｏｒｋｏｎｎｏｖｅｌｈｕｍａｎｍｉＲＮＡｒｅｃｏｇｎｉｚａｔｉｏｎ，ａｎｄｐｒｏｐｏｓｅｄ

ａｐｏｔｅｎｔｉａｌｌｙｆｅａｓｉｂｌｅｗａｙｔｏｄｉｓｃｏｖｅｒｍｏｒｅｈｕｍａｎｍｉＲＮＡｓ．

犓犲狔狑狅狉犱狊：ｍｉｃｒｏＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）；ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｎｏｖｅｌｍｉＲＮＡ；ｈｅａｖｙｉｏｎｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎ
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 犚犲犮犲犻狏犲犱犱犪狋犲：１１Ｏｃｔ．２００８；犚犲狏犻狊犲犱犱犪狋犲：１９Ｎｏｖ．２００８

　　 犉狅狌狀犱犪狋犻狅狀犻狋犲犿：ＣｅｎｔｕｒｙＰｒｏｇｒａｍｏｆＣｈｉｎｅｓｅＡｃａｄｅｍｙｏｆＳｃｉｅｎｃｅｓ（Ｏ７６０１４０ＢＲ０）

　　＃ 犆狅狉狉犲狊狆狅狀犱犻狀犵犪狌狋犺狅狉：ＺｈｏｕＧｕａｎｇｍｉｎｇ，Ｅｍａｉｌ：ｚｈｏｕｇｍ＠ｉｍｐｃａｓ．ａｃ．ｃｎ


