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0 引 言

microRNA（miRNA）是一类 ~22 nt的内源性
非编码 RNA。在细胞核内，miRNA基因的初级转
录产物（pri-miRNA）被 RNase Ⅲ Drosha 切割成
前体 miRNA（pre-miRNA）。然后，由转运蛋白
Exportin-5 转运到细胞质中，在这里被 RNaseⅢ
Dicer切割加工成有功能的成熟 miRNA[1,2]。在动物

体中，miRNA通过非完全碱基配对的方式结合到
被其调控的 mRNA基因的 3'端非翻译区（3'UTR）
互补配对的位点上，然后通过未知的机制抑制其翻

译或者通过加速的脱腺苷化，导致靶 mRNA的降
解[3]。目前已证明 miRNAs在哺乳动物造血干细胞
分化、脂肪代谢、癌症发生等方面发挥重要的调控

作用。

计算生物学方法在 miRNA研究中发挥重要作
用。但目前研究集中于预测新的 miRNA基因以及
预测 miRNA的靶基因方面，而关注 miRNA的基
因组特征与其功能发挥之间关系的研究还刚刚开

始。事实上，Altuvia 等[4]发现人类 42%的 miRNA
都可以成簇（cluster）聚集于基因组上，相互之间
距离 <3 kbp。最近 Yu 等 [5]发现在 51 个成簇的
miRNAs中，39个 miRNA簇的各个成员 miRNAs
在几种白血病细胞株中表达谱相似，提示这些

miRNA簇中的成员可能发挥相似的功能。本文研
究成簇出现的 miRNA各成员预测得到的靶基因之
间的重合性, 从而探讨簇内 miRNA各成员之间功
能的关系。

1 方 法

1.1 基因组注释信息

UCSC genome browser[6]提供了人类基因组的

注释信息，使用的版本是 hg18（March 2006 as-
sembly）。其中包括了 533个人类前体 miRNAs的
基因组位置。

1.2 成簇出现的miRNAs
按照前体 miRNA在染色体上的位置，利用簇

内成员 miRNAs相互之间在染色体上的距离(D)定
义 miRNA簇。即定义 D＜X bp的 miRNAs属于同
一个 miRNA簇。为衡量结论对于不同簇定义的稳
定性，我们分别考察了 D＜0.5 kbp、D＜5 kbp 和
D＜ 50 kbp的各种情况。按照上述定义，从 miR-
Gen数据库提取成簇出现的 miRNAs[7]。

1.3 靶基因预测

为衡量结论对于不同预测算法的稳定性，我们

分别利用 PicTar[8]和 miRanda算法[9]预测簇内各成

员 miRNAs 的靶基因。从 http://pictar.bio.nyu.edu/
和 http://www.microrna.org/mammalian/index.html 下
载了人类所有 miRNAs预测的靶基因，分别包含
了对人类 178和 157个miRNAs的预测靶基因。
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1.4 评价靶基因重合的方法

首先按簇定义得到 miRNA成员关系，其次我
们把各个簇中的 miRNA 成员两两组合成 miRNA
对，然后对每对 miRNA中的每个 miRNA分别预
测其靶基因，最后统计靶基因的重合数目。由于不

同的 miRNA预测的靶基因数目有多有少，我们设
计如下指标考察重合率：

Ratio_overlap=Num_ overlap/(Num_ union _ miRNA_
A_and_B)

Num_overlap表示组合成一对的 miRNA_A 和
miRNA_B预测靶基因的交集中成员的数目，即预
测的 靶基 因重 合 数目 。 Num_union_miRNA_
A_and_B表示 miRNA_A和 miRNA_B预测靶基因
的并 集中 成员的 数目， 其 中 miRNA_A 和
miRNA_B位于同一个簇中。该指标越高，重合的
靶基因占这对 miRNA靶基因并集中的比例越大，
说明这一对 miRNAs具有更多共同的靶基因。同
时为考察显著性，构造随机抽样数据集如下：不考

虑miRNAs在染色体上的距离关系，从所有被 Pic-
Tar 或者 miRanda 预测的 miRNAs 中随机抽取
1000对 miRNAs，然后对每对 miRNA类似地计算
该指标。用秩和检验计算实际分组和随机组之间的

统计显著性。所有计算过程在 Matlab release 13
（http://www.mathworks.com/）平台下自编脚本实
现。

2 结果与分析

2.1 不同距离定义下染色体上成簇出现 miRNA
簇内成员 miRNAs相互之间在染色体上距离

D＜0.5 kb、D＜5 kb和 D＜50 kb的情形下，我们
分别得到了 48、57 和 59 个在染色体上聚集的
miRNA簇。在染色体距离定义 D＜5 kb时，除了
第 2号、10号、15号、16号以及 Y染色体外，其
他各条染色体上都发现有 miRNA簇。其中 X染色
体有相对较多的 miRNA 簇。其他各条染色体上
miRNA 簇分布数目没有明显的偏歧。最小的
miRNA 簇中包含 2 个 miRNA 成员，最大的簇包
括 36个 miRNA成员，位于 19号染色体。当染色
体距离定义延伸至 D＜50 kb时，在第 2号、16号
染色体上也都发现有 miRNA簇。最大的簇包括 46
个 miRNA成员，位于 19号染色体。各条染色体
上miRNA簇统计数目见表 1。

Table 1 Number of microRNA clusters in each human chromosome

Chromosome 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 X Y

Number of miRNA
cluster (D＜ 0.5 kb)

3 0 2 1 2 0 4 0 2 0 2 2 2 8 0 0 5 0 4 1 0 0 10 0

Number of miRNA
cluster (D＜ 5 kb)

5 0 2 1 3 1 5 1 3 0 2 2 2 4 0 0 5 1 6 1 1 2 10 0

Number of miRNA
cluster (D＜ 50 kb)

6 1 3 1 3 2 5 1 3 0 3 2 2 2 0 1 6 1 4 1 1 2 9 0

在每个分组中，各个簇内 miRNA成员组对后
利用 PicTar或 miRanda算法预测 miRNAs的靶基
因。由于目前这两种算法仅分别对 178和 157个人
类 miRNAs预测了靶基因, 一对 miRNA中可能出
现有的 miRNA没有预测的靶基因的情况。此时，
我们不考虑这样的 miRNA对。利用 PicTar算法，
染色体距离为 D＜0.5 kb、D＜5 kb和 D＜50 kb时，
分别得到了有预测靶基因的 27、 36 和 71 个
miRNA对，位于 12个、19个和 35个 miRNA 簇

中；利用 miRanda 算法，染色体距离为 D＜
0.5 kb、D＜5 kb和 D＜50 kb时，分别得到了 13、
23和 51个 miRNA对，位于 9个、17 个和 31个
miRNA 簇中。表 2 列出了这些 miRNA 对所在的
miRNA簇的染色体位置，可见这些 miRNA簇在各
条染色体上的分布没有明显的偏歧，表明所使用的

这些有预测靶基因的 miRNA对数据具有基因组代
表性。
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Table 3 Significance of overlapped target genes within clusters
Prediction algorithms Groups miRNAs pairs Median P value

PicTar Group1
(D<0.5kbp)

27 0.0589 2.42E-06

Group2
(D<5kbp)

36 0.0532 8.62E-06

Group3
(D<50kbp)

71 0.0480 3.14E-08

Random sample 1000 0.0327 -------

miRanda Group1
(D<0.5kbp)

13 0.0785 0.0050

Group2
(D<5kbp)

23 0.0624 9.21E-04

Group3
(D<50kbp)

51 0.0543 1.43E-04

Random sample 1000 0.0384 -------

Table 2 Evaluation of miRNA clusters location

Prediction algorithms Groups Number of cluster Chromosomelocation

PicTar Group1
(D＜ 0.5 kbp)

12 4，7，9，11，12，13，17，19，X

Group2
(D＜ 5 kbp)

19 4， 5， 6， 7， 8， 9， 11， 12， 13，
14，17，19，21，X

Group3
(D＜ 50 kbp)

35 1，2，3，4，5，6，7，9，11，12，
13，14，17，19，20，21，22，X

miRanda Group1
(D＜ 0.5 kbp)

9 7，11，12，17，19，X

Group2
(D＜ 5 kbp)

17 1，5，7，8，9，11，12，14，17，
19，21，X

Group3
(D＜ 50 kbp)

31 1，2，3，6，7，8，9，11，13，14，
17，19，20，21，X

2.2 成簇出现的miRNAs具有更多的共同靶基因
对上述 miRNA对计算靶基因的重合率指标。

表 3列出了在不同距离组，miRNA组对数、重合
率指标的中位数以及统计显著性。结果可见，在不

同的染色体距离组，簇内 miRNA成员所调控的靶

基因重合率都显著高于随机抽样组。采用两种不同

的预测算法得到一致的结果，说明结论对于不同的

预测算法具有稳定性。该计算结果表明染色体上成

簇出现的miRNAs具有更多的共同靶基因。

2.3 两类不同的miRNA 和 mRNA的结合位点
一些研究表明 miRNA 利用不同的方式调控

mRNA 的表达。首先序列相似的 miRNA 可以竞
争作用于同一个靶基因的同一个结合位点上，这样

当不需要降低靶基因表达时，可以通过竞争抑制来

改变 miRNA的作用[10]；其次，不同的 miRNAs可

以作用于同一个靶基因的不同结合位点，从而协同

调控靶基因[8,9]。那么在染色体上邻近的 miRNA簇
内的 miRNA成员之间是否依然可能存在上述的调
控方式呢？仔细分析簇内 miRNA 和 mRNA 的结
合位点，我们发现有些簇内 miRNAs序列之间仅
有个别核苷酸差异，因此作用于同一个靶基因的同
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一 个 结 合 位 点 上 。 例 如 hsa-miR-34b 和
hsa-miR-34c 位于 11号染色体、距离＜0.5 kbp 的
同一个簇内，序列分别是：5'_UAGGCAGUGU-
CAUUAGCUGAUUG_3' 和 5'_AGGCAGUGUAGU-
UA-GCUGAUUGC_3'。它们被 miRanda 预测可能
调控靶基因 ENST00000218172_P，结合位点都是
5'_TGAGAAGGT-GTGACACTGCCT_3'。这提示这
两个 miRNAs可能竞争性调控同一个靶基因。但
也存在序列完全不同的 miRNA簇成员，作用于同
一个靶基因不同结合位点。例如 hsa-miR-99b 和
hsa-miR-125a 位于同一个簇内，序列分别是：
5'_CACCCGUAGAACCGACCUUGCG_3' 和 5'_U-
CCCUGAGACCCUUUAACCUGUG_3'。虽然它们
都被 miRanda预测调控靶基因 ENST00000263733，
但预测结合在不同的位点上。

hsa-miR-125a 的结合位点是 5'_CCCTGTTTG-
CA----CTCAGGGT_3'，而 hsa-miR-99b的结合位点
是 5'_TCTAATGT--GTTCTATGGGTT_3'。

这表明这两个 miRNAs可能协同调控同一个
靶基因。这些观察提示位于染色体上同一个簇的

miRNAs成员之间具有竞争性或者协同调控共同靶
的序列基础。

3 讨 论

本研究探讨了人类染色体上聚集的 micro-
RNAs的靶基因特点。首先，发现染色体上近邻的
成簇 miRNAs 成员具有更多共同的靶基因。
Baskerville等[11]研究表明可能成簇的 miRNAs通过
共同的 pri-miRNAs转录单位进行转录，其他研究
结果也表明许多成簇出现的 miRNAs在各个白血
病细胞株中表达谱相似[5]。以上证据都提示，簇内

的 miRNAs基因可能具有共同或相似的调控功能。
其次，我们发现这些同一个簇内的 miRNA序列可
以十分相似也可以十分不同，可以作用于共同靶基

因的同一个结合位点也可以分别有各自的结合位

点，提示具有共同靶基因的 miRNAs可能至少存
在两种不同的调控机制，即通过竞争同一个结合位

点从而竞争性调控同一个靶基因，或者通过结合不

同的结合位点协同调控同一个靶基因。

由于目前已经实验证明的人类 miRNA靶基因
还很少，我们采用计算生物学的方法预测 miRNA
的靶基因。Stark等[12]利用约 130个实验证实的果
蝇 miRNA-mRNA调控实例，评估了几个预测算法

性能。结果表明 PicTar算法的准确率（accuracy）
约 90%，灵敏性（sensitivity）在 60%~80%之间，
是目前最好的预测算法之一，因此，我们首选该算

法作为本研究的工具。同时，为衡量结论对于不同

预测算法的稳定性，我们还选用了另一种常用的

miRanda方法预测 miRNA的靶基因。在本实验中
采用两种不同的预测算法得到了一致的结论。

本研究工作还有进一步拓展的空间，比如我们

在计算靶基因的重合指标时，要求两个 miRNA的
靶基因要完全一致。但是从生物学角度出发，不同

的基因可以发挥相似的功能，例如位于同一个代谢

通路上的不同基因。那么也许 miRNA簇内不同的
miRNA成员拥有较少直接重合的靶基因，但却分
别调控了代谢通路上的不同的基因。另外，受数据

所限，我们现在仅使用了大约 1/3~1/2染色体上的
miRNA 簇。尽管这些 miRNA 簇数据具有较好的
代表性，但随着数据完善，尤其是如果能积累足够

的生物学实验已证实的 miRNA和靶基因关系，我
们可以更加完整地考察这个现象。

自从 miRNA被发现以来，引起研究人员巨大
的兴趣。miRNAs如何调控靶基因以及自身的被调
控机理等研究领域都方兴未艾。分析 miRNAs 基
因的基因组特征与调控功能之间的关系有助于更好

地理解其作用机制，同时可以更加精确地预测靶基

因。揭示出 miRNA与经典基因调控网络之间相互
作用图并应用于疾病基因的预测将是今后 miRNA
研究的更大挑战[13]。
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Abstract: MicroRNAs (miRNAs) are one class of ~22 nt, endogenous single-stranded RNAs which
can regulate the mRNA expression at the post-transcriptional level. Previous analysis revealed that human
miRNAs tended to cluster in regions on chromosomes. In this paper, the authors analyzed genome-wide
predicted target genes of the miRNAs members within each cluster. They found that the ratio of
overlapped target genes between miRNAs member in the clusters is significantly higher than that of
random sampled miRNAs pairs, which indicates miRNA members within the same cluster tend to have
more common target genes. Detailed analysis of the binding site between miRNAs and the target genes
indicate that there are two types of binding sites: one is that two miRNAs within the same cluster
competitively bind to the same binding site in the same target mRNAs; the other is that two miRNAs
within the same cluster synergicly bind to different binding sites in the same target mRNAs.
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