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摘要  通过比较基因组和分子生物学方法分析了果蝇属中 5 种果蝇全基因组内含子区域的保守序列, 
获得了 3个新的非编码 RNA基因. 其中一个为具有典型的 box C/D家族保守元件及结构特征的核仁小
分子 RNA基因, 其功能序列可介导 28S rRNA的 C2673位点的核糖甲基化修饰. 另外两个为miRNA基
因, 其转录序列可形成典型的miRNA前体茎环结构; 在果蝇发育的 4个时期均可表达产生长度为 23个
核苷酸的成熟 RNA分子. 结果还表明, 在长度为 100~500 bp区间的黑腹果蝇基因内含子中存在 396个
多物种保守序列(MCIS), 这些序列除编码小分子 RNA 外, 还可能与影响基因转录或转录后加工的顺式
元件有关.   
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近年来, 非编码RNA (non-coding RNA, ncRNA)
日益引起人们的高度关注 [1]. 根据RNA分子大小、 序
列或结构、结合蛋白质的类型以及亚细胞的定位将非

编码RNA归入各种特定的RNA类型, 如核仁小分子
RNA (small nucleolar RNA, snoRNA)[2]和微RNA (mi-
croRNA, miRNA)等 [3,4]. snoRNA在核糖体的生物合
成中起重要作用 , 大多数snoRNA负责指导rRNA和
snRNA等的转录后修饰, 少数snoRNA参与rRNA前体
的剪切. 除RNase MRP外, snoRNA主要可以分为 2种
类型 [5], 即box C/D snoRNA和box H/ACA snoRNA. 
其中box C/D snoRNA的 5′端有保守序列元件box C 
(RUGAUGA), 3′端有保守序列元件box D (CUGA). 
在box D或另一个内部box D′的上游, 通常有一段能
与rRNA互补的长度为 10~21 个核苷酸的反义序列, 
该序列指导box D (或D′)上游第 5个碱基对处对应目
标RNA分子上 2′-O-核糖甲基化修饰 [6]. miRNA是细
胞内另一类长约 22个核苷酸的调控非编码RNA家族, 
它们广泛存在于从植物、线虫到人类的基因组中. 目
前尚未发现miRNA中含有保守序列元件. miRNA在
细胞中的生物合成十分复杂 , 它的初级转录本可形
成具有茎环结构的前体分子(pre- miRNA), 再从茎环
结构前体的一条臂上或两条臂上加工产生成熟分子
[7]. miRNA主要是通过抑制相关mRNA的翻译 [8]或对

靶mRNA分子的切割 [9]等方式来调控靶基因的表达. 
与蛋白质编码基因一样, 非编码RNA基因在进化上
也具有一定的保守性. 各种非编码RNA在物种间的
保 守 度 差 异 很 大 ,  可 能 与 所 执 

行的功能紧密相关 . 成熟的miRNA分子进化上高度
保守 , 许多分子从低等生物线虫到高等生物人的基
因组中都可以找到同源分子 [10,11], 如人和鼠之间的
同源性都在 90%以上 [12]. 对于snoRNA, 人与小鼠之
间的同源性为 80%~90%[12]. 在高等生物中, 许多非
编码RNA, 特别是小分子非编码RNA, 来源于基因
内含子区域的原初转录物 [13~16]. 对两种亲缘关系较
近的果蝇进行比较发现 , 基因组中除了外显子和基
因间隔区外, 内含子同样受到选择压力, 这种压力与
适应性演化和纯化选择有关 , 意味着内含子像基因
的编码区一样具有重要的功能 [17]. 目前有报道利用
人、小鼠和大鼠之间的内含子保守序列成功地鉴定了

一批snoRNA[18], 表明利用物种间序列保守性可以发
现和鉴定内含子中隐藏的功能因子.  

模式生物果蝇一直在遗传和发育研究中具有举

足轻重的地位. 在黑腹果蝇的全基因组序列完成后, 
果蝇属其他 4种果蝇的基因组序列也相继被测定, 为
多物种的基因组比较提供了基础 . 对黑腹果蝇的全
基因组的注释发现基因内含子占整个基因组的 22%, 
超过了蛋白编码区的 19%[19,20]. 研究果蝇内含子的
结构及其功能对于揭示真核生物非编码区域参与的

生命活动调控网络具有重要的意义 . 本研究通过比
较基因组学的方法分析了黑腹果蝇的 3 万多个内含
子, 鉴定出 3种新的小分子非编码RNA基因和一批多
物种内含子保守序列 , 为进一步研究果蝇内含子的
结构与功能提供了重要线索.  
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1  材料和方法 
(ⅰ) 基因组数据来源.  黑腹果蝇(D. melanog- 

aster)基因组序列、内含子注释数据库以及果蝇属中
其他 4 种果蝇的基因组序列从网站 (http://genome. 
ucsc.edu/)获得 . 几个果蝇种基因组的比对结果利用
VISTA 软件 (http://genome.lbl.gov/vista/)分析获得 . 
全基因组比对分析涉及果蝇属中 5个果蝇种, 分别是
D. melanogaster, D. ananassae, D. pseudoobscura, D. 
mojavensis和 D. virilis, 其中 D. melanogaster分别与
其他 4个种进行全基因组比对分析.  

(ⅱ) 内含子保守序列的获取.  在VISTA所提供
的全基因比对数据基础上 , 设计保守序列搜索平台
CISa, 获取 5 个果蝇种内含子中都保守的序列, 即
MCIS (multi-species conserved intronic sequences). 在
CISa程序运算端口输入黑腹果蝇所有的蛋白质基因
序列号或基因名. 对于发生选择性剪接的宿主基因, 
本研究只选择最大的转录本; 而同一基因相同长度
的不同转录本之间 , 又只选择内含子数目最多的转
录本. 本研究只分析了全基因组中 3 万多个小于 500 
bp的内含子. 初步将这些内含子再分为 100 bp以下和
100~500 bp两个区间, 其中小于 100 bp的内含子主要
由“minimal intron”组成. 果蝇“minimal intron”的大小
分布范围为(61±10) bp[21,22]. 以上两个区间的内含子
分别约为果蝇基因组内含子总数的 50%和 25%. 内
含子中MCIS输出的参数设置: 序列保守性计算的移
动窗口为 50 bp, 保守阈值最小为 70%, 保守序列的
最小长度为 50 bp. 为了避免宿主内含子长度对MCIS
输出的影响, 本研究还对小于 100 bp的内含子中的
MCIS调整了参数重新输出 . 参数调整后的设置为 : 
序列保守性计算的移动窗口为 20 bp, 保守阈值最小
为 70%, 保守序列的最小长度为 20 bp. 至于后期只
针对于miRNA候选分子的分析 , 通过对已知的
miRNA进行测试后, 本研究再调整了对应miRNA候
选分子的MCIS输出的最佳参数: 序列保守性计算的
移动窗口最小为 20 bp, 保守阈值为 100%, 保守序列
的最小长度为 20 bp. 最终实验鉴定所用的保守序列
来源于黑腹果蝇基因组, 所取序列区间为上述 4组基
因组比对产生的保守序列映射在黑腹果蝇基因组上

的共同区间 . 保守序列的命名由宿主基因的序列号
或基因名、保守序列所在的内含子的次序编号和CISa
软件对这个保守序列的编号组成.  

(ⅲ) 小分子RNA的提取和富集.  野生型黑腹果

蝇原种由中山大学生命科学学院遗传学教研室提供. 
总RNA的提取来源于果蝇 4个发育时期的材料: 卵、
幼虫、蛹和成虫. 总RNA的提取方法采用酸性异硫氰
酸胍法 [23]. 总RNA提取后小分子RNA富集方法如下
[24]: 取 1~2 mg总RNA, 加入 50 μL 50% PEG8000和
50 μL 5 mol/L NaCl, 混匀. 冰上放置 2 h后以 15000
×g离心 10 min. 取上清, 加 1/10体积 3 mol/L NaAC 
(pH 5.2), 2 倍体积无水乙醇, −20℃放置 2 h. 再以
15000×g离心 10 min, 弃上清. 沉淀用 75%乙醇洗涤
2次, 干燥, 溶于DEPC水中备用.  

(ⅳ) RNA分析.  Northern杂交实验的步骤 [25]: 
30 μg富集后的小分子RNA经 8 mol/L尿素-8%聚丙稀
酰胺(针对snoRNA分子)或 8 mol/L尿素-12%聚丙稀
酰胺(针对miRNA分子)变性胶电泳分离, 然后转移至
尼龙膜(Hybond N+, Amersham)或Zeta膜(Zeta- probe 
GT, Bio-Rad), 紫外交联 4 min, 再用 5′末端标记的探
针杂交 . 杂交膜压磷屏后用Typhoon 8600 Variable 
Mode Imager成像分析. 逆转录实验的步骤 [25]: 20 μL
反应体系中含 20 μg富集小分子RNA,  8 ng 5′末端以
32P标记的引物和 50 mmol/L dNTPs. 反应液充分混合
后于 65℃变性 5 min, 冷至 42℃后, 加入 10 U AMV
或 100 U MLV逆转录酶(Promega公司), 在 42℃延伸
反应 60 min后终止反应, 经 8 mol/L尿素- 8%变性聚丙
烯酰胺凝胶电泳分离后压磷屏 , 用Typhoon 8600 
Variable Mode Image 成像分析.  

(ⅴ) 寡核苷酸探针和引物.  寡核苷酸探针由上
海生工公司合成, 探针序列如下: nop5-1-1/probe-1, 
5′-CAGCCAAGGTTTATCGTCATCT-3′; nop5-1-1/probe-2, 
5′-TCGCTCAGACAGCCAAGGTTTAT-3′; tomosyn-3-1, 
5′-ATAGCCGCGTGTGTCTTATGATA-3′; CG8877-8-1, 
5′-CGTGAGGTTTGCAACAAGGGGATG-3 ′. 用于 
Northern杂交的寡核苷酸探针 5′末端以[γ-32P]ATP标
记后可直接使用 [25].  

2  结果 
本研究在 100~500 bp 大小的内含子区域获得

396个在果蝇属 5个果蝇种中保守性为 70%以上的多
物种保守序列, 即 MCIS. 对这些序列的进一步分析
表明, 其中含有 38个已知的小分子非编码RNA序列, 
包括 21 个 box H/ACA snoRNA, 13 个 box C/D 
snoRNA和 4个 miRNA. 同时, 分析还发现了 3个新
的小分子非编码 RNA.  
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2.1  一个新的 box C/D snoRNA的发现和鉴定 

研究发现 nop5 基因的第一个内含子中含有一个
MCIS, 命名为 nop5-1-1. 在 nop5-1-1 序列中含有
“CTGA”, 有可能是 snoRNA家族的 box D元件. 通过
分析 nop5 基因的第一个内含子的全部序列, 发现在
MCIS序列上游还存在“GTGATGA”, 与 snoRNA家族
中的 box C 元件特征吻合. 同时对其宿主基因 nop5
的功能分析表明, nop5是一种核仁蛋白, 与大部分已
知 snoRNA 的宿主基因一样参与核糖体复合物的形
成. 因此推测 nop5-1-1可能是一个参与 rRNA转录后
修饰的小分子向导 RNA, 并且判断这个新的 snoRNA
基因的长度应该为 74个核苷酸左右. nop5-1-1的序列
分析见图 1.  

对 nop5-1-1设计了 2个不同的探针进行Northern
杂交, 实验表明, 杂交信号都为 74个核苷酸左右, 与
预期结果吻合(图 2(a)). 逆转录分析进一步证实了
snoRNA基因 5′末端在 C box上游的 6个核苷酸处(图
2(b)). 测序分析表明, cDNA 序列与预测的 snoRNA
基因的序列相符. 对该 RNA功能的计算机分析表明, 

在 snoRNA的 D box上游有一段与 28S rRNA互补、
长度为 10 个核苷酸的反义序列, 预测其可指导 28S 
rRNA的 C2673位的甲基化修饰(图 2(c)). 目前, 在果
蝇中尚没有报道指导修饰该位点的 snoRNA分子, 因
此将这个新的 snoRNA基因命名为 Me28S-C2673.  

2.2  两个新的 miRNA的发现和鉴定 

根据果蝇中已知的 miRNA基因在多个近缘物种
中保持 100%保守度的特点, 将 396 个在 5 种果蝇之
间保守度为 70%的 MCIS全部调整为 100%保守度的
参数后重新输出序列, 发现了 8个 MCIS都具有一段
23 bp 左右的序列可以在 5 个近缘物种中达到 100%
的保守. 而相应的 70%保守度输出的序列可以被折
叠成典型的茎环结构. 通过与果蝇 miRNA 数据库比
较表明, 其中 4 个 MCIS 编码果蝇中已知的 4 个
miRNA, 另外 4 个 MCIS 在果蝇 miRNA 数据库中没
有发现对应的序列, 推测可能是新的 miRNA 候选分
子, 分别暂命名为 CG8877-miRNA, cpx-miRNA, to-
mosyn-miRNA 和 CG6831-miRNA.  

通过与其他物种的miRNA数据库 [13,14]比对分析, 
 

 
图 1  MCIS nop5-1-1及对应的 snoRNA的序列分析 

物种间相同的碱基用点表示, 缺失碱基用“−”表示. 探针的位置用“probe”表示. D.m, D.a, D.p, D.mo和 D.v分别表示 D. melanogaster,  
D. ananassae, D. pseudoobscura, D. mojavensis和 D. virilis 

 

 
图 2  nop5-1-1的鉴定和功能分析 

(a) nop5-1-1的 Northern杂交鉴定, 探针为 probe 1. 采用 probe 2 杂交结果与 probe 1相同, 故未显示. M为标准分子量(pBR322以 HaeⅢ酶切, 产
物以[γ-32P]ATP 标记 5′末端). E, L, P和 A分别表示来自果蝇卵、幼虫、蛹和成虫的富集小分子 RNA. U2为正对照. (b) nop5-1-1的逆转录反应, 以

probe 2为引物进行. (c) nop5-1-1的功能分析. (c) 中的黑点表示甲基化修饰 
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CG6831-miRNA 与人和小鼠中 miR-190 为同源分子, 
而在所有模式生物中都没有发现另外 3 种新的
miRNA 候选分子的同源基因 . 根据预测的成熟
miRNA分子(图 3和 4)设计探针进行杂交鉴定, 结果
表明, tomosyn-miRNA 和 CG8877-miRNA 均可产生
为约 23 个核苷酸的稳定表达的成熟 RNA 分子, 而
cpx-miRNA没有得到杂交验证. 杂交图谱表明, 以上
两个 miRNA基因在果蝇发育的 4个时期的表达水平
基本一致, 与 let-7组织特异性表达的特征不同(图 5). 
对 tomosyn-miRNA和 CG8877-miRNA作用的 mRNA
的 3′UTR 区进行了分析, 发现它们各有上百个可能
的靶位点. 这两个 miRNA 的调控功能还有待进一步
的研究.  

3  讨论 
目前果蝇全基因组中已鉴定编码 b o x  C / D 

snoRNA, box H/ACA snoRNA和miRNA的内含子分
别有 105, 101和 21个 [26~30], 反映果蝇内含子中编码
了大量的反式作用因子 .  绝大部分已知的非编码
RNA序列都位于黑腹果蝇与上述 4 种果蝇中的任意 

一种果蝇基因组序列比对后的内含子保守序列中 . 
而在 5 种果蝇基因组内含子中都超过 70%保守度的
MCIS中则包含 65%的box C/D snoRNA, 50%的box 
H/ACA snoRNA和 100%的miRNA. 由此可见, 小分
子非编码RNA主要集中在高度保守的MCIS中, 而多
物种基因组比较分析是一种鉴定内含子编码功能的

有效方法 . 本研究采用此方法在果蝇基因内含子中
成功鉴定了snoRNA和miRNA两类不同的小分子非编
码RNA. 本研究所鉴定的Me28S-C2673 snoRNA在前
人的实验RNA组学研究中未被克隆 [26]. 在利用大规
模的snoscan软件搜索果蝇基因组的过程中也因为阈
值较低被排除在snoRNA候选基因之外 [27]. 同样, 在
前人应用计算机搜索软件miRseeker对果蝇进行全基
因组水平搜索过程中, 本研究所鉴定的两个miRNA
也曾被列入了果蝇miRNA的候选分子, 但一直没有
被进一步证实 [30]. 本研究通过多物种比较基因组学
搜索M C I S的方法 ,  从另一个角度获得了这两个
miRNA分子的序列, 并通过实验证实了这些miRNA
成 熟 分 子 的 稳 定 表 达 .  基 于 模 式 识 别 的

 

 
图 3  MCIS及对应的 miRNA的序列分析 

(a) tomosyn-3-1的序列分析; (b) CG8877-8-1的序列分析. 物种间相同的碱基用点表示, 缺失碱基用“−”表示. 探针的位置用“probe”表示. MCIS 
(70%)表示保守度参数为 70%时的 MCIS输出. MCIS (100%)表示保守度参数为 100%时的 MCIS输出. D.m, D.a, D.p, D.mo和 D.v分别代表 D. 

melanogaster, D. ananassae, D. pseudoobscura, D. mojavensis和 D. virilis 
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计算机RNA组学分析需要对搜索对象有较全面的了
解 [31], 在搜索新的非编码RNA基因时有一定的局限
性 , 而多物种比较基因组学的方法可以为实验RNA
组学和计算机RNA组学分析提供较好的补充.  

 
图 4  miRNA前体序列折叠图 

(a) tomosyn-miRNA前体折叠图. (b)CG8877-miRNA前体折叠图.  
粗体序列部分为成熟 miRNA分子 

 

 
图 5  tomosyn-miRNA和 CG8877-miRNA的杂交鉴定 

M为 DNA Marker, 凝胶上 RNA分子的实际大小为 DNA标准分子量
减去 2~3个核苷酸. E, L, P和 A分别表示来自果蝇卵、幼虫、蛹和成
虫的富集小分子 RNA. let-7 miRNA和 Me5.8S-G74 snoRNA为正对照 
 

本研究分析了 3 万多个果蝇内含子, 其中 2 万 
多个为 “minimal intron”. 我们发现仅有 0.2%的
“minimal intron”含有MCIS; 在“minimal intron”中也
没有发现任何已知的小分子RNA编码区 . 这一结果
进一步支持绝大部分“minimal intron”只是在长度上
而不是在序列上承受选择压力 [22]. 与“minimal in-
tron”不同, 我们发现 3.9%的长度为 100~500 bp的内
含子含有MCIS. 目前, 在这 396个MCIS中已发现 41
种小分子RNA编码区 , 表明这类内含子序列具有多
种功能意义. 剩下的MCIS的功能将会有那些表现形
式呢? 本研究对随机抽取的 40个功能未知的MCIS进
行初步Northern 杂交实验, 发现仅有 2 个MCIS可以
产生稳定表达的RNA分子(结果未显示). 以上结果表
明, 在长度为 100~500 bp区间的内含子中, 除了少部
分的MCIS编码小分子RNA外 , 大部分MCIS可能起
顺式元件的作用 , 与基因的转录或转录后加工有密
切关系 [32,33]. 对果蝇基因内含子保守序列的功能意

义还有待进一步研究.  
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