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第１０期．姜贵先，等．长链非编码ＲＮＡ的保守性及其在非模式生物长链非编码ＲＮＡ筛选中的应用

　　长链非编码 ＲＮＡ（ｌｏｎｇｎｏｎｃｏｄｉｎｇＲＮＡ，

ｌｎｃＲＮＡ）是一类长度大于２００ｎｔ的非编码ＲＮＡ，在

个体生长发育、疾病发生及发展等生命过程中发挥

重要作用［１］。通过比较模式生物间、模式生物与非

模式生物间甚至非模式生物间ｌｎｃＲＮＡ的序列、转

录位置、空间结构以及生物学功能等特征分析其保

守性，并应用于新ｌｎｃＲＮＡ的筛选与鉴定是近年来

ｌｎｃＲＮＡ研究的新策略
［２］。

物种ｌｎｃＲＮＡ 参考数据库的构建是开展

ｌｎｃＲＮＡ相关研究的前提条件，其主要步骤包括样

品测序、序列组装和数据库比对注释等。模式生物

由于具有更为完备的基因组、转录组以及ｌｎｃＲＮＡ

自身参考数据库，新ｌｎｃＲＮＡ筛选与鉴定研究的策

略相对完善且固定［３］。而非模式生物由于可供参考

的数据库信息有限，其ｌｎｃＲＮＡ的筛选、鉴定及其所

构建的参考数据库易出现注释不全面、不准确甚至

错误等问题［４］。根据ｌｎｃＲＮＡ的保守性特征开发生

物信息学分析工具，通过多层次筛选可有效提高非

模式生物ｌｎｃＲＮＡ参考数据库构建的准确性，更好

地推动新ｌｎｃＲＮＡ的鉴定与功能研究进程
［５］。本文

就ｌｎｃＲＮＡ保守性的研究现状及其如何运用于非模

式生物ｌｎｃＲＮＡ的筛选作一综述。

１　犔狀犮犚犖犃的保守性

ＬｎｃＲＮＡ的保守性一般表现在一级结构、转录

位置、二级结构以及功能与组织特异性等。借鉴蛋

白质［６］和微ＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）
［７］的保守性在序列辨

认、靶点预测和生物学效应研究等方面的应用，深入

研究ｌｎｃＲＮＡ的保守性有助于解决序列比对、分析

和预测等实际问题。

１．１　序列保守性　与信使ＲＮＡ（ｍＲＮＡ）类似，新

合成的ｌｎｃＲＮＡ含有５′端７甲基鸟嘌呤帽子、３′端

ｐｏｌｙＡ尾以及开放阅读框（ｏｐｅｎｉｎｇｒｅａｄｉｎｇｆｒａｍｅ，

ＯＲＦ）等基本结构，需要经过剪接加工成为成熟的

ｌｎｃＲＮＡ
［８］。通过物种间同源基因的比较分析发现

ｌｎｃＲＮＡ的平均长度大约为编码基因长度的１／５

（１０００ｎｔ左右），有很大概率含有多个５０～１００ｎｔ

的ＯＲＦｓ，如有研究发现脊椎动物基因间的ｌｎｃＲＮＡ

平均含有２～３个外显子
［５，９］。研究选取高表达、经

过精确注释的ｌｎｃＲＮＡ 构建数据库，分析发现

ｌｎｃＲＮＡ外显子的保守性低于ｍＲＮＡ外显子的保

守性［１０１２］，但高于编码基因内含子、基因间序列

（ｉｎｔｅｒｇｅｎｉｃｒｅｇｉｏｎｓ）
［１１，１３１５］以及ｌｎｃＲＮＡ自身内含

子［１３］的保守性。就不同物种而言，ｌｎｃＲＮＡ的保守

性非常低，如研究发现人与小鼠间ｌｎｃＲＮＡ的保守

性仅２０％，而人和鱼之间甚至降低至仅５％
［５］。目

前已发现的ｌｎｃＲＮＡ基因座超过５８０００个，但实际

鉴定出的具有生物学功能的ｌｎｃＲＮＡ却十分有限，

其数量远不及蛋白质，可能与ｌｎｃＲＮＡ具有较低的

序列保守性有关。

１．２　空间结构的保守性　ＬｎｃＲＮＡ的空间结构对

其生物学功能具有重要作用。研究表明，生物体内

的ｌｎｃＲＮＡ 往往比 ｍＲＮＡ 具有更多的二级结

构［１６１７］，已有实验证实部分ｌｎｃＲＮＡ中的局部区域

具有特定的二级结构，如肺癌转移相关转录本１

（ｍｅｔａｓｔａｓｉｓａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｌｕｎｇ ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ

ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ１，ＭＡＬＡＴ１）３′末端的三螺旋（ｔｒｉｐｌｅ

ｈｅｌｉｘ）结构具有类似增强子的作用
［１８］，心肌肥厚相

关表观遗传调节子（ｃａｒｄｉａｃｈｙｐｅｒｔｒｏｐｈｙａｓｓｏｃｉａｔｅｄ

ｅｐｉｇｅｎｅｔｉｃｒｅｇｕｌａｔｏｒ，ＣＨＡＥＲ）在５′端的双四环（ｂｉ

ｔｅｔｒａｌｏｏｐ）结构可能是与犣犲狊狋犲基因增强子同源物２

（ｅｎｈａｎｃｅｒｏｆｚｅｓｔｅｈｏｍｏｌｏｇ２，ＥＺＨ２）结合的必要条

件［１９］等。需要注意的是，具有相同二级结构

ｌｎｃＲＮＡ的基因在物种间未必是同源的
［５］。目前尚

无ｌｎｃＲＮＡ三级、四级结构的研究报道。近期开发

的ｄＣｈＩＲＰ（ｄｏｍａｉｎｓｐｅｃｉｆｉｃＣｈＩＲＰ）
［２０］技术可以在

天然环境下剖析ｌｎｃＲＮＡ不同结构域的功能，如研

究揭示果蝇体内一种雄性果蝇剂量补偿效应所需的

ｌｎｃＲＮＡｒｏＸ１ 的三指手掌结构 （ｔｈｒｅｅｆｉｎｇｅｒｅｄ

ｈａｎｄ）可与染色质相互作用，是未来探索ｌｎｃＲＮＡ高

级结构对其生物学功能影响的可行方法之一。

１．３　转录位置的保守性　ＬｎｃＲＮＡ转录位置的保

守性是指在直系同源序列中ｌｎｃＲＮＡ与编码基因或

其他区域相对位置的固定［２１］，这提示ｌｎｃＲＮＡ对编

码基因存在如沉默作用等某种特定的调控。研究发

现非蛋白质编码ＲＮＡＩＧＦ２Ｒ反义链（ａｎｔｉｓｅｎｓｅｏｆ

ＩＧＦ２ＲｎｏｎｐｒｏｔｅｉｎｃｏｄｉｎｇＲＮＡ，ＡＩＲＮ）的基因序

列和编码基因胰岛素样生长因子２型受体（ｉｎｓｕｌｉｎ

ｌｉｋｅｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ２ｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＩＧＦ２Ｒ）基因的启动

子之间存在部分重叠，重叠部分转录出的ＲＮＡ可

沉默ＩＧＦ２Ｒ，而剩余大小为１１８ｋｂ的非重叠ＡＩＲＮ

序列则与基因沉默无关［２２］。同样，不同哺乳动物间

的 ｌｎｃＲＮＡ 浆 细 胞 瘤 转 化 迁 移 基 因 １

（ｐｌａｓｍａｃｙｔｏｍａｖａｒｉａｎｔｔｒａｎｓｌｏｃａｔｉｏｎ１，ＰＶＴ１）仅在
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第１个及中间２个外显子上存在保守性，但它们都

位于犕狔犮编码基因的下游
［５］。转录位置的保守性

是极其容易忽略的，符合这一性质的ｌｎｃＲＮＡ在序

列上往往并不保守，且由于其具有功能的部分片段

长度较短或其转录需要特定的条件，从而导致这类

保守性难以被发现。

１．４　转录和剪接模式的保守性　比较ｌｎｃＲＮＡ的

外显子是在ＲＮＡ层面研究物种ｌｎｃＲＮＡ进化保守

性的一种常规思路［５，１０，２３］。但研究常发现在两亲缘

关系很近的物种中存在ｌｎｃＲＮＡ特异性表达于单一

物种的现象，提示有必要进一步从ＤＮＡ层面比较

ｌｎｃＲＮＡ的基因座，分析ｌｎｃＲＮＡ转录和剪接模式

的保守性。Ｈｅｚｒｏｎｉ等
［５］通过对１７种脊椎动物的

ｌｎｃＲＮＡ研究发现＞７０％的ｌｎｃＲＮＡ基因座已存在

于５０００万年前的生物体中。但与非灵长类动物相

比，人类仅保留了大约２０％的ｌｎｃＲＮＡ 剪接过

程［２３］，说明ｌｎｃＲＮＡ具有非常高的进化效率。与其

他依赖保守ＤＮＡ或成熟ＲＮＡ序列的蛋白质或

ｍｉＲＮＡ相比，很多转录ｌｎｃＲＮＡ的基因座会在进化

中逐渐改变或丢失，而保留至今的ｌｎｃＲＮＡ的内外

显子的序列和结构往往较之前发生了较大的变化。

这一方面可能是由于本身具有功能的ｌｎｃＲＮＡ数量

并不多，容易在进化过程中丢失［４］；另一方面则可能

是由于ｌｎｃＲＮＡ需要与其他元件结合才能发挥功

能，如与ｍｉＲＮＡ或蛋白结合发挥内源性竞争作用，

未必表现出明显的保守性［２４］。

１．５　组织和细胞特异性　ＬｎｃＲＮＡ在表观遗传调

控、细胞周期调控和细胞分化调控等众多生命活动

中发挥重要作用。高度保守的ｌｎｃＲＮＡ往往具有组

织特异性，常存在于脑、睾丸等体内重要组织器官

中［５，２３，２５］，发挥调控胚胎发育、精子生成以及突触传

递等重要的生理功能［１０］。Ｕｌｉｔｓｋｙ等
［２６］在斑马鱼中

发现了２９条与哺乳动物同源的ｌｎｃＲＮＡ，其中

ｃｙｒａｎｏ和ｍｅｇａｍｉｎｄ主要分布于神经系统中，可能

与人胚胎期大脑发育有关。但总体而言，ｌｎｃＲＮＡ

分布的组织特异性并不高，在不同生物体内的相同

特定细胞中，同源ｌｎｃＲＮＡ 的数量非常有限。

Ｋｕｔｔｅｒ等
［２７］研究发现小鼠肝脏与大鼠肝脏有６０％

的ｌｎｃＲＮＡ同源，而人肝脏中ｌｎｃＲＮＡ的同源性降

低至２７％。同样，在人和鼠眼（视锥、视杆和视网膜

细胞）［２８］、多能干细胞［２９］以及胰岛朗格汉斯细胞［３０］

中ｌｎｃＲＮＡ的同源性结果类似。

１．６　功能保守性　尽管ｌｎｃＲＮＡ数量众多，但仅少

数具有明确的生物学功能。从保守性入手对

ｌｎｃＲＮＡ的序列、结构、加工过程及空间分布等进行

比较，最终目的在于揭示ｌｎｃＲＮＡ可能存在的保守

功能，如序列上十分保守的 Ｕｃ．２８３＋Ａ能结合

ｍｉＲ１９５前体并下调ｍｉＲ１９５的表达
［３１］。ＬｎｃＲＮＡ

的保守功能可以体现在多个方面，如具有相似的分

子功能、与相同靶基因结合甚至代替其他生物中的

同源序列并发挥相似作用，有研究人员发现其他生

物中的ｒｏＸ可以在缺失ｒｏＸ的果蝇体内与其相应位

点结合［３２］。由于目前发现的保守ｌｎｃＲＮＡ数量较

少，以及ｌｎｃＲＮＡ活体实验技术的不成熟，发现具有

保守功能的ｌｎｃＲＮＡ并对其进行实验验证仍是深入

研究ｌｎｃＲＮＡ功能保守性的难点。

２　保守性在非模式生物犾狀犮犚犖犃筛选中的应用

非模式生物往往缺少相对应的基因组参考数据

库，直接将组装好的序列与模式生物基因组比对，进

行ｌｎｃＲＮＡ的筛选会导致比对不精确或比对不全，

有时甚至会注释出错误信息。现行的主要处理办法

一是选择亲缘较近的模式生物，以求注释得到的信

息更加精确，二是与数据库中所有物种进行匹配，以

得到尽可能多的注释。借助不断涌现的ｌｎｃＲＮＡ保

守性研究成果与ｍＲＮＡ的相互比较，采用正向选择

（针对ｌｎｃＲＮＡ）和反向排除（针对ｍＲＮＡ）的方法，

不断开发新的软件工具并进行优化和完善［２］成为目

前各实验室开展非模式生物ｌｎｃＲＮＡ筛选的重要方

式［５，１０，２３，３３］。图１显示了ｌｎｃＲＮＡ保守性在非模式

生物ｌｎｃＲＮＡ筛选中的应用
［２１］。

２．１　ＯＲＦ长度　ＯＲＦ或外显子的长度大于３００ｎｔ

是大多数 ｍＲＮＡ 的特征
［９］。采用 ＣＰＡＴ

［３４］和

ｉＳｅｅＲＮＡ
［３５］等工具检测ＯＲＦ的数量和长度并反向

排除含有大于３００ｎｔＯＲＦ的序列是ｌｎｃＲＮＡ筛选

过程中的简单步骤。显然，仅根据ＯＲＦ长度进行

ｌｎｃＲＮＡ的筛选是十分有限的
［９］，如目前研究较深

入的Ｘｉｓｔ、Ｈｏｔａｉｒ、Ｍｅｇ３等ｌｎｃＲＮＡ的部分外显子

长度均大于３００ｎｔ。一般ＯＲＦ长度在ｌｎｃＲＮＡ筛

选中并不会单独应用，但由于其操作简便，已成为

ｌｎｃＲＮＡ筛选中普遍使用的方法。
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第１０期．姜贵先，等．长链非编码ＲＮＡ的保守性及其在非模式生物长链非编码ＲＮＡ筛选中的应用

图１　犔狀犮犚犖犃保守性在非模式生物犾狀犮犚犖犃筛选中的应用示意图
［２１］

犉犻犵１　犇犻犪犵狉犪犿狅犳犪狆狆犾犻犮犪狋犻狅狀狅犳犾狀犮犚犖犃犮狅狀狊犲狉狏犪狋犻狅狀犻狀狊犮狉犲犲狀犻狀犵犾狀犮犚犖犃犻狀狀狅狀犿狅犱犲犾狅狉犵犪狀犻狊犿狊
［２１］

ｌｎｃＲＮＡ：ＬｏｎｇｎｏｎｃｏｄｉｎｇＲＮＡ；ＯＲＦ：Ｏｐｅｎｉｎｇｒｅａｄｉｎｇｆｒａｍｅ

２．２　核苷酸或密码子的出现频率与分布　ＬｎｃＲＮＡ

ＯＲＦ的核苷酸突变频率高，位置往往呈随机分布，而

编码ｍＲＮＡ的ＯＲＦ这一特征则正好相反，这与长期

的生物进化过程需要维持编码蛋白的功能稳定性是

一致的。这种由生物选择压力（ｓｅｌｅｃｔｉｖｅｐｒｅｓｓｕｒｅ）导

致的ｌｎｃＲＮＡ和ｍＲＮＡＯＲＦ之间的核苷酸突变频率

差异表明，可以通过比较ＯＲＦ内不同位置上的碱基

构成或测试ＯＲＦ内碱基突变对其生物学功能的影响

来区分ｌｎｃＲＮＡ与ｍＲＮＡ。由于突变频率分析简单、

计算快捷，其也已成为区分筛选ｌｎｃＲＮＡ的常用特征

参数 之 一，常 见 工 具 有 ＣＰＣ
［３６］、ＣＯＮＣ

［３７］和

ＣＰＡＴ
［３４］。其中ＣＰＣ和ＣＯＮＣ对比分析的是单个密

码子及其表达的氨基酸的突变频率，而ＣＰＡＴ则是观

察每个碱基在ＯＲＦ中以及每２个密码子在整条序列

中的出现频率。

２．３　功能性结构域　以ｌｎｃＲＮＡＯＲＦ推测翻译的

蛋白质虽然也存在小范围、不常见的保守结构域，但

其数量和结构种类远少于ｍＲＮＡ翻译的蛋白质所

含有的结构域。ＨＭＭＥＲ（犺狋狋狆：／／狑狑狑．犺犿犿犲狉．

狅狉犵／）可用于检验转录产物、分析其编码的蛋白质序

列并计算其潜在的结构域。可参考的数据库如

Ｐｆａｍ
［３８］（犺狋狋狆：／／狆犳犪犿．狓犳犪犿．狅狉犵／）运用多序列对

比和隐马尔可夫模型 （ｈｉｄｄｅｎ Ｍａｒｋｏｖ ｍｏｄｅｌ，

ＨＭＭ）收录了大量蛋白家族，其条目已超过１６０００。

ＧｅｎＢａｎｋ和 Ｅｎｓｅｍｂｌ收录的蛋白质更多，但与

Ｐｆａｍ收录蛋白质必须经实验验证相比，其存在大量

仅由计算机推测获取的蛋白质序列，导致ｌｎｃＲＮＡ

假阴性的概率增加。

２．４　实验检验　在完成生物信息学筛选后，针对感

兴趣ｌｎｃＲＮＡ需进一步实验验证，其验证核心在于是

否会翻译出蛋白质。由于多数转录本仅含有个别长

的保守 ＯＲＦ，因此可以采用移码突变（ｆｒａｍｅｓｈｉｆｔ

ｍｕｔａｔｉｏｎｓ）的方式来干扰其翻译成多肽并探讨其对

ＲＮＡ功能的影响，从而判断其是否为ｌｎｃＲＮＡ
［２６，３９］。

ＯＲＦ的长度、密码子的组成与分布、序列所翻

译蛋白质的结构域与相似度等特征都是ｌｎｃＲＮＡ保

守性运用于非模式生物筛选中的重要参数指标。非

模式生物缺少完整、准确的基因组信息，而保守程度

的算法也不局限于序列的保守性，还包括空间结构、

转录位置以及剪接方式等，导致目前已建立的

ｌｎｃＲＮＡ保守性算法难以完全涵盖，实现全面、准确

和高效的非模式生物ｌｎｃＲＮＡ的筛选仍有待进一步

优化和完善。

３　犘犔犃犚（狆犻狆犲犾犻狀犲犳狅狉犾狀犮犚犖犃犪狀狀狅狋犪狋犻狅狀犳狉狅犿

犚犖犃狊犲狇犱犪狋犪）流程在犾狀犮犚犖犃筛选中的应用

以色列Ｗｅｉｚｍａｎｎ研究所的Ｕｌｉｔｓｋｙ教授及其

实验室是ｌｎｃＲＮＡ保守性研究
［４５，２１，２６，４０］的顶尖团

队，他们构建了一套称为ＰＬＡＲ
［５］的包括非模式生

物在内的完整的ｌｎｃＲＮＡ筛选方法（图２）。ＰＬＡＲ
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的简要过程如下：（１）转录组信息搜集，即通过测序

或借助公共数据库获取研究对象完整的转录组信

息；（２）转录本的组装，即使用ＴｏｐＨａｔ２将测序所获

得的ＲＮＡ序列借助Ｅｎｓｅｍｂｌ和ＲｅｆＳｅｑ数据库配

对到基因组中，配对结果用Ｃｕｆｆｌｉｎｋｓ进一步组装成

转录模型，对于碎片化的短序列则使用Ｔｒｉｎｉｔｙ进行

从头 （犇犲狀狅狏狅）组装；（３）信息注释，即采用

ＣｕｆｆＭｅｒｇｅ软件，以Ｅｎｓｅｍｂｌ为参考数据库对所建

立的转录模型进行注释；（４）ｌｎｃＲＮＡ的筛选，即利

用ＣＰＣ
［３６］、ＨＭＭＥＲ

［４１］和ＲＮＡｃｏｄｅ
［４２］等方法或数

据库以及ｐｓｅｕｄｏｇｅｎｅ（犺狋狋狆：／／狆狊犲狌犱狅犵犲狀犲．狅狉犵）排

除与假基因重叠的转录本，并去除低表达的ＲＮＡ

序列；（５）排除有编码潜力的转录本，即设置一定的

参数排除与蛋白质编码基因重叠或相近的序列，如

将与编码基因外显子重叠超过５０％的单外显子转

录本排除；（６）将剩余ｌｎｃＲＮＡ分类，包括基因区间

的长链非编码 ＲＮＡ（ｌｏｎｇｉｎｔｅｒｇｅｎｉｃｎｏｎｃｏｄｉｎｇ

ＲＮＡ，ｌｉｎｃＲＮＡ）、ａｎｔｉｓｅｎｓｅｌｎｃＲＮＡ 以 及 ｓｍａｌｌ

ＲＮＡｈｏｓｔｓ等。ＰＬＡＲ的详细过程、使用软件及参

数、筛 选 数 据 库 等 信 息 可 参 见 网 站 犺狋狋狆：／／

狑犲犫犺狅犿犲．狑犲犻狕犿犪狀狀．犪犮．犻犾／犺狅犿犲／犻犵狅狉狌／犘犔犃犚。

图２　犘犔犃犚流程示意图
［５］

犉犻犵２　犇犻犪犵狉犪犿狅犳犘犔犃犚犳犾狅狑
［５］

ＰＬＡＲ：ＰｉｐｅｌｉｎｅｆｏｒｌｎｃＲＮＡ ａｎｎｏｔａｔｉｏｎｆｒｏｍ ＲＮＡｓｅｑ ｄａｔａ；

ｌｎｃＲＮＡ：ＬｏｎｇｎｏｎｃｏｄｉｎｇＲＮＡ；ＥＳＴｓ：Ｅｘｐｒｅｓｓｅｄｓｅｑｕｅｎｃｅｔａｇｓ

　　目前已建立的ＰＬＡＲ数据库包括人、恒河猴、

斑马鱼、海胆、姥鲨等１７种非模式生物及常规模式

生物，并发现这些生物中的同源ｌｉｎｃＲＮＡ在５′端外

显子中具有小段保守序列，且部分与转录因子重叠；

在哺乳动物中预测超过１０００条具有保守功能的人

ｌｉｎｃＲＮＡ，在非哺乳动物中也具有数百条，这些序列

能在基因结构大幅度改变的情况下仅需特定片段中

的一小段即可行使其功能，这大大扩展了ｌｎｃＲＮＡ

保守性的相关研究。ＰＬＡＲ在常规ｌｎｃＲＮＡ建库策

略的基础上加以改进，借助公认的数据库获取最全

面的转录组信息（正向选择），通过保守性多层次筛

选编码ＲＮＡ（反向排除），在现有技术条件下可以获

得较为准确、完整、高质量的ｌｎｃＲＮＡ数据库，具有

较高的推广价值，是目前运用保守性筛选ｌｎｃＲＮＡ

的代表性方法之一，可将其应用于几乎所有物种。

４　小　结

保守性是目前ｌｎｃＲＮＡ研究的热点和难点。尽

管研究发现ｌｎｃＲＮＡ在一级结构、空间结构、转录与

剪接模式以及分布和功能等方面都存在一定的保守

性，但其保守性明显低于ｍＲＮＡ，且需更多的实验

数据支撑。在缺少对应基因组数据库的情况下，根

据ｌｎｃＲＮＡ与ｍＲＮＡ的保守性同时采用正向选择

和反向排除的方法，可以筛选出非模式生物的

ｌｎｃＲＮＡ并且构建相应的参考数据库。但由于该过

程受到ｌｎｃＲＮＡ和编码基因重叠程度、分析软件、参

考数据库以及算法等多种因素的影响，其完整性和

准确性在不同实验室间存在着明显差异。随着

ｌｎｃＲＮＡ保守性研究的不断深入和生物信息学筛选

工具的不断完善，所构建的非模式生物ｌｎｃＲＮＡ参

考数据库将更全面和准确，也将更具参考价值。
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