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中华绒螯蟹与长江华溪蟹胚胎发育相关

ｍｉＲＮＡ 识别与比较分析

孙　 宾ꎬ刘莹莹ꎬ李　 鹏ꎬ严　 洁ꎬ周开亚

(南京师范大学生命科学学院ꎬ江苏省生物多样性与生物技术重点实验室与江苏省水生甲壳动物病害重点实验室ꎬ江苏 南京 ２１００２３)

[摘要] 　 利用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ / Ｓｏｌｅｘａ 高通量测序技术ꎬ开展了中华绒螯蟹和长江华溪蟹胚胎的小 ＲＮＡ 深度测序. 对测

序结果进行生物信息学分析ꎬ分别筛选获得中华绒螯蟹的 ８ ５６９ ７４３ 条和长江华溪蟹的 ８ ７１９ ４６５ 条干净序列

(Ｃｌｅａｎ Ｕｎｉｑｕｅ Ｒｅａｄｓ)ꎬ长度分布在 ２０ ｎｔ~２２ ｎｔ 区间内的分别占有 ３０.４７％(Ｅｊｓ￣ＯＢ:中华绒螯蟹胚胎测序文库)
和 ３０.３８％(ＳＹ￣ＯＪＣ:长江华溪蟹胚胎测序文库) . 用 ＳＯＡＰ 程序将小 ＲＮＡ 定位到基因组ꎬ结果 Ｅｊｓ￣ＯＢ 中分析筛

选出 ５ ７４５ ２７９ 个小 ＲＮＡꎬ其中 １３ ４７２ 种小 ＲＮＡ 与基因组的序列匹配ꎻＳＹ￣ＯＪＣ 中分析筛选出 ４ ３９７ ５０９ 个小

ＲＮＡꎬ其中 １８ ４０７ 种小 ＲＮＡ 与基因组的序列匹配. 分类注释的结果显示ꎬ中华绒螯蟹和长江华溪蟹分别有

６ ２９３ ４４５(Ｅｊｓ￣ＯＢ)和 ５ ５９６ ６１４(ＳＹ￣ＯＪＣ)条 ｍｉＲＮＡ 候选序列ꎬ但未预测发现新 ｍｉＲＮＡ. 在表达水平的差异分析

结果中发现 ｍｉＲ￣１１８３、ｍｉＲ￣１３５７、 ｍｉＲ￣１５９１、ｍｉＲ￣２３８２ 的表达水平上调且差异显著. 在两文库中搜寻到一些共同

ｍｉＲＮＡ∗序列ꎬ其中 ｍｉＲ￣１３９∗、ｍｉＲ￣１４１９ｇ∗、ｍｉＲ￣１７９８∗、ｍｉＲ￣２０２∗、ｍｉＲ￣２０６８∗ 和 ｍｉＲ￣４５４∗ 也是表达变异较大.
这些结果表明ꎬｍｉＲＮＡ 可能在调控与中华绒螯蟹和长江华溪蟹胚胎发育相关的基因表达中起重要作用.
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ＭｉｃｒｏＲＮＡ(ｍｉＲＮＡ)是一类内源性的具有调控功能的短链非编码 ＲＮＡ 分子ꎬ由一段具有发夹环结构、长
度为 ７０ ｎｔ~８０ ｎｔ 的单链 ＲＮＡ 前体(ｐｒｅ￣ｍｉＲＮＡ)剪切后生成[１] . 通过碱基互补调控靶基因的表达ꎬ在细胞分

化、个体发育、基因转录和转录后加工、表观遗传以及免疫调控等生命活动中发挥重要作用. 根据 Ｓａｎｇｅｒ
ｍｉＲＢａｓｅ 最新版本的 ｍｉＲＮＡ 数据库 ２１.０ 版中记载ꎬｍｉＲＮＡ 发夹前体序列为 ２８ ７１７ 条ꎬ成熟 ｍｉＲＮＡ 序列为

３５ ８６５ 条ꎬ共涵盖 ２０８ 个物种ꎬ但其中甲壳动物仅有蚤状溞 Ｄａｐｈｎｉａ ｐｕｌｅｘ 和日本囊对虾 Ｍａｒｓｕｐｅｎａｅｕｓ
ｊａｐｏｎｉｃｕｓ有 ｍｉＲＮＡ 记录.

在真核生物中ꎬｍｉＲＮＡ 基因约占整个基因组基因总数的 ２％ꎬｍｉＲＮＡ 的主要功能是参与基因转录后调控

(ｐｏｓｔｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ)ꎬ通过与靶基因 ｍＲＮＡ 的 ３′非编码区(３′ＵＴＲ)的结合位点(ｍｉｃｒｏＲＮＡ ｂｉｎｄｉｎｇ
ｓｉｔｅ)结合ꎬ引起靶 ｍＲＮＡ 的降解或者抑制其翻译ꎬ在细胞分化、组织器官形成、个体生长发育、基因转录和转

录后加工、表观遗传以及免疫调控等生命活动中发挥重要作用[２－３] . 目前ꎬ生物试验法和生物信息学法是研究

ｍｉＲＮＡ 的两种主要方法ꎬ前者主要是直接克隆法ꎬ缺点是很难发现许多物种特异的、低表达的 ｍｉＲＮＡꎻ后者

则是通过计算机预测 ｍｉＲＮＡꎬ但高度依赖物种基因组信息ꎬ并且结果需要验证[４－５] . 近年来ꎬ随着 ｍｉＲＮＡ 测

序技术的快速发展ꎬ利用高通量测序技术结合生物信息学分析手段可以预测新的 ｍｉＲＮＡꎬ研究 ｍｉＲＮＡ 的保

守性ꎬ建立 ｍｉＲＮＡ 表达谱ꎬ比较 ｍｉＲＮＡ 表达丰度以及发现其他非编码 ＲＮＡ 等. １９９３ 年 Ｌｅｅ 等最早发现 ｌｉｎ￣４
能参与线虫发育的时序调控. 随着研究的深入ꎬ不断发现 ｍｉＲＮＡ 与动物生长发育密不可分[６] . ２００３ 年 Ｌｅｗｉｓ
等利用 ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ 方法预测与哺乳动物生长发育相关的ｍｉＲＮＡ 靶基因[７] . 欧江涛等于 ２０１２ 年利用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ /
Ｓｏｌｅｘａ 高通量深度测序法对中华绒螯蟹正常和感染颤抖病螺原体的血细胞进行 ｍｉＲＮＡ 测序和表达分析来研

究宿主 ｍｉＲＮＡ 表达与病原体感染的关系[８] . 这些研究工作与技术为我们研究中华绒螯蟹(Ｅｒｉｏｃｈｅｉｒ ｓｉｎｅｎｓｉｓ)
以及长江华溪蟹(Ｓｉｎｏｐｏｔａｍｏｎ ｙａｎｇｔｓｅｋｉｅｎｓｅ)的 ｍｉＲＮＡ 及其在它们胚胎发育过程中的表达模式提供了充分的

理论依据. 在本研究中以中华绒螯蟹和长江华溪蟹为实验材料ꎬ基于高通量测序技术结合生物信息学方法分

析、识别与中华绒螯蟹及长江华溪蟹胚胎发育相关的 ｍｉＲＮＡꎻ并比较分析 ｍｉＲＮＡ 在中华绒螯蟹以及长江华

溪蟹的胚胎发育过程中作用的差异ꎬ了解参与不同生境(咸水和淡水)蟹类胚胎发育调控的 ｍｉＲＮＡ.

１　 材料与方法

１.１　 材料

１.１.１　 动物材料

中华绒螯蟹胚胎样品采自江苏省海洋水产研究所吕四基地实验室的水产育苗室ꎬ于海水中生活的抱

卵蟹中采集 １００ ｍｇ 生长至 ２８ ｄ~３２ ｄ 左右的无节幼体期胚胎. 长江华溪蟹胚胎样品采自安徽省宁国市郊

淡水溪流中ꎬ采集 １００ ｍｇ 左右生长至 ２８ ｄ~３２ ｄ 的无节幼体期胚胎.
１.１.２　 主要仪器

Ｈｉｓｅｑ２０００ 高通量测序仪( Ｉｌｌｕｍｉｎａ)ＣＢＯＴ 簇生成仪( Ｉｌｌｕｍｉｎａ)、冷冻离心机( Ｓｃａｎ ｓｐｅｅｄ)、ＮａｎｏＤｒｏｐ
(Ｔｈｅｒｍｏ)、Ｑｕｂｉｔ( Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ)、电泳仪(天能)、凝胶成像系统(天能)、超声波破碎仪(Ｂｉｏｒｕｐｔｅｒ)、浓缩仪

(Ｔｈｅｒｍｏ)、常温离心机(Ｔｈｅｒｍｏ)、漩涡混合仪 ｖｏｒｔｅｘ－ｇｅｎｉｅ２( ＳＩ)、摇床(智城)、磁力架(智城)、移液器

(Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ)、－８０ ℃超低温冰箱(Ｔｈｅｒｍｏ)、４ ℃冰箱(海尔)、普通 ＰＣＲ 仪(Ｌｉｆｅ) .
１.１.３　 主要试剂

氯仿(南京丁贝生物科技有限公司)ꎬＲＮＡ 提取试剂盒 ＴＲＩｚｏｌ ｕｐ(ＴａＫａＲａꎬ大连)、ＴｒｕＳｅｑ ® ｍｉＲＮＡ
Ｓａｍｐｌｅ Ｐｒｅｐ Ｋｉｔ ｖ２(Ｉｌｌｕｍｉｎａ)、ＴｒｕＳｅｑ ＳＲ Ｃｌｕｓｔｅｒ Ｋｉｔ ｖ３￣ｃＢｏｔ￣ＨＳ(Ｉｌｌｕｍｉｎａ)、ＴｒｕＳｅｑ ＳＢＳ Ｋｉｔ ｖ３￣ＨＳ(５０￣ｃｙｃｌｅｓ)
(Ｉｌｌｕｍｉｎａ)、ＡｍｐｕｒｅＢｅａｄｓ(Ｂｅｃｋｍａｎ)、Ｑｕａｎｔ￣ｉＴＴＭ ＰｉｃｏＧｒｅｅｎ® ｄｓＤＮＡ Ａｓｓａｙ Ｋｉｔ(Ｌｉｆｅ) .
１.２　 方法

１.２.１　 总 ＲＮＡ 的提取及质量鉴定

各取 ５０ ｍｇ~１００ ｍｇ 胚胎幼体加入 １ ｍＬ ＴＲＩｚｏｌꎬ用匀浆仪进行匀浆处理ꎬ处理之后室温放置 ５ ｍｉｎꎬ
４ ℃ １２ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎꎬ取上清转移到新的无酶 ＥＰ 管中ꎬ加入 ０.２ ｍＬ 氯仿ꎬ剧烈振荡 １５ ｓꎬ室温放置

３ ｍｉｎ. ４ ℃ １２ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎꎬ样品分为 ３ 层ꎬ把主要含有 ＲＮＡ 上层水相转移到新的无酶 ＥＰ 管中ꎬ
加入 ０.５ ｍＬ 异丙醇ꎬ低温放置 ３０ ｍｉｎ 以上. ４ ℃ １２ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎꎬ可见 ＲＮＡ 沉淀ꎬ移去上清ꎬ加
１ ｍＬ ７５％乙醇(现用现配) . ４ ℃ ８ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎꎬ弃上清ꎬ并吸干多余乙醇. 加入 ５０ μＬ~１００ μＬ 无
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ＲＮａｓｅ 的水ꎬ用枪头吸打几次使之溶解. 加入一半体积的 ８ ｍｏｌ / Ｌ ＬｉＣｌ 溶液ꎬ充分混匀ꎬ冰上放置 １ ｈꎬ４ ℃
１２ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎꎬ可见 ＲＮＡ 沉淀ꎬ移去上清ꎬ加 １ ｍＬ ７５％乙醇ꎬ４ ℃ ８ ０００ ｒｐｍ 离心 ５ ｍｉｎꎬ弃上

清ꎬ并吸干多余乙醇. 加入 ２０ μＬ~５０ μＬ 无 ＲＮａｓｅ 的水ꎬ用枪头吸打几次使之溶解.
测定浓度ꎬ取 １ μＬ ＲＮＡ 使用 ＮａｎｏＤｒｏｐ 仪器(美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司)进行定量分析ꎬ根据定量结果ꎬ取

５００ ｎｇ ＲＮＡ 用 １％琼脂糖电泳检测.
１.２.２　 ｍｉＲＮＡｓ 文库构建

用 Ｎｏｖｅｘ １５％ ＴＢＥ￣Ｕｒｅａ 凝胶分离长度为 １４ ｎｔ~３０ ｎｔ 之间的 ＲＮＡ 片段. 随后ꎬ在纯化的小 ＲＮＡ 上连

接一个 ５′端接头ꎬ紧接着用 Ｎｏｖｅｘ １５％ ＴＢＥ￣Ｕｒｅａ 凝胶纯化连接产物. 具有 ５′端接头的连接产物再被连接

上 ３′端接头ꎬ然后具有 ３′和 ５′端接头的连接产物用 Ｎｏｖｅｘ １０％ ＴＢＥ￣Ｕｒｅａ 凝胶纯化. 随后ꎬ将连接产物反转

录后进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ从 ６％ ＴＢＥ￣Ｕｒｅａ 凝胶上切掉扩增产物条带. 纯化的 ＤＮＡ 片段在深圳北京基因组学研

究所进行聚类分析和高通量测序. 构建的中华绒螯蟹 ｍｉＲＮＡｓ 文库命名为 Ｅｊｓ￣ＯＢꎬ长江华溪蟹 ｍｉＲＮＡｓ 文

库命名为 ＳＹ￣ＯＪＣ.
１.２.３　 测序数据读取

测序片段从基因组分析仪产生的图像文件中提取并处理成数字化质量数据. ＨｉＳｅｑ 测序所得 ５０ ｎｔ 序
列ꎬ通过去除质量较低的序列、５′和 ３′接头污染的序列、没有插入片段的序列、包含 ｐｏｌｙＡ 的序列以及小于

１８ ｎｔ 的小片段等过程得到的干净序列ꎬ之后对其进行序列长度分布的统计及样品间公共序列统计. 将清

理后的干净序列进行分类注释ꎬ可以获得样品中包含的各组分及表达量信息. 将所有小 ＲＮＡ 片段注释后ꎬ
用剩下的未注释片段来进行新 ｍｉＲＮＡ 的预测和其前体的预测ꎬ前体的预测在北京基因组学研究所利用

ＭＩＲＥＡＰ(ｈｔｔｐ: / / ｓｏｕｒｃｅｆｏｒｇｅ.ｎｅｔ / ｐｒｏｊｅｃｔｓ / ｍｉｒｅａｐ / )在线软件进行.

图 １　 所有小 ＲＮＡ 片段的分布情况

Ｆｉｇ １　 Ｔｈｅ ｌｅｎｇｔｈ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｓｍａｌｌ ＲＮＡ

２　 结果与分析

２.１　 高通量测序获取 ｍｉＲＮＡ
用 Ｓｏｌｅｘａ 高通量测序技术对 Ｅｊｓ￣ＯＢ(中华绒螯蟹)和 ＳＹ￣ＯＪＣ(长江华溪蟹)两个小 ＲＮＡ 文库同时进

行测序ꎬ分别共获得高质量的序列片段 ８ ８６１ ４４９ 和 ９ ２４２ ０２０ 条. 在去除 ５′和 ３′端的接头序列后ꎬ片段长

度就减少了 １８ ｎｔꎬ总共 ８ ５６９ ７４３ 和 ８ ７１９ ４６５ 条干净序列(Ｃｌｅａｎ Ｕｎｉｑｕｅ Ｒｅａｄｓ:去除 Ａｄａｐｔｏｒꎬ并去除低质

量碱基后的数据ꎬ长度在 １５ ｂｐ ~ ３２ ｂｐ 范围的 ｒｅａｄｓ)被分别选取出来. 分析序列的长度分布如图 １ 所

示. 结果表明ꎬ大多数的序列的长度都是 ２０ ｎｔ ~ ２４ ｎｔꎬ其中 ２２ ｎｔ 长度的小 ＲＮＡ 在的 Ｅｊｓ￣ＯＢ(３０.４７％)和
ＳＹ￣ＯＪＣ(３０.３８％)文库中都是最丰富的ꎬ这与成熟 ｍｉＲＮＡｓ 的已知特征一致.

—７６—





南京师大学报(自然科学版) 第 ４０ 卷第 ２ 期(２０１７ 年)

对比发现ꎬＥｊｓ￣ＯＢ 和 ＳＹ￣ＯＪＣ 文库中公共特有的小 ＲＮＡ 总数占总序列数的 ７９.４３％ꎬ而两个样本中各

自特有的小 ＲＮＡ 总数分别占总数的 ８.７０％和 １１.８８％(图 ２Ｂ) . 然而ꎬ两个文库间公共特有的小 ＲＮＡ 种数

占总序列种数的 ３.１２％(图 ２Ａ)ꎬ这显著低于总序列种数ꎬ表明两个样本中各自特有小 ＲＮＡ 种数占比相对

较高ꎬ分别为 ４８.０４％和 ４８.８４％. 总的来说ꎬ正如数据库中所示ꎬ这揭示了两个文库之间在序列长度分布上

不显著的多样性和小 ＲＮＡ 的高复杂程度.

图 ２　 两样品间公共、特有小 ＲＮＡ 的种数和总数

Ｆｉｇ ２　 Ｔｈｅ ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ ｕｎｉｑｕｅ(Ａ) / ｔｏｔａｌ(Ｂ)ｓｍａｌｌ ＲＮＡ ｉｎ ｃｏｍｍｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｓａｍｐｌｅｓ ａｎｄ ｓａｍｐｌｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃ

２.２　 小 ＲＮＡ 的注释

选取的干净序列用 ＳＯＡＰ 程序定位到人类基因组来分析它们在基因组中的表达和分布ꎬ结果 Ｅｊｓ￣ＯＢ
文库中共有 ５ ７４５ ２７９ 个小 ＲＮＡ 与基因组总数匹配ꎬ占 ６７.０４％ꎻ共有 １３ ４７２ 种小 ＲＮＡ 比对上基因组的种

数ꎬ占 １.６８％. 而 ＳＹ￣ＯＪＣ 文库中有 ４ ３９７ ５０９ 个小 ＲＮＡ 与基因组总数匹配ꎬ占 ５０.４３％ꎻ共有 １８ ４０７ 种小

ＲＮＡ 比对上基因组的种数ꎬ占 ２.２６％.
这些基因组匹配的序列根据生物合成和注释的不同被分为不同的小 ＲＮＡ 类别. 为了获取详细的数据ꎬ

在 Ｒｆａｍ 比对中直观地显示了不同物种比对到 ＧｅｎＢａｎｋ 和 Ｒｆａｍ 中各类非编码 ＲＮＡ 的小 ＲＮＡ 种数和总数

(图 ３) . 在内含子外显子分析中直观地显示着两个物种比对到内含子 /外显子的正义链ꎬ反义链的 ｓＲＮＡ 片段

种数和总数(图 ４) . Ｅｊｓ￣ＯＢ 和 ＳＹ￣ＯＪＣ 文库都含有不同种类的小 ＲＮＡ 片段. 有相当大的比例序列是来源于

ｒＲＮＡ、ｔＲＮＡ 及其他非编码 ｓＲＮＡ(ｓｎＲＮＡｓ、ｓｎｏＲＮＡｓ、重复偶联小 ＲＮＡｓ) . 丢弃这些序列后ꎬ最终在 Ｅｊｓ￣ＯＢ 和

ＳＹ￣ＯＪＣ 文库中分别筛得 ６ ２９３ ４４５ 和 ５ ５９６ ６１４ 条 ｍｉＲＮＡ 候选序列用于后续分析(图 ５) .

图 ３　 比对到 ＧｅｎＢａｎｋ 中各类非编码 ＲＮＡ 的小 ＲＮＡ 的种数和总数

Ｆｉｇ ３　 Ｔｈｅ ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ ｕｎｉｑｕｅ / ｔｏｔａｌ ｓｍａｌｌ ＲＮＡ ｍａｔｃｈｅｄ ｔｏ ｅａｃｈ ｃａｔｅｇｏｒｙ ｏｆ ｎｏｎ￣ｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡ ｉｎ ＧｅｎＢａｎｋ
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图 ４　 比对到外显子 /内含子的正义链 /反义链的小 ＲＮＡ 种数和总数

Ｆｉｇ ４　 Ｔｈｅ ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ ｕｎｉｑｕｅ / ｔｏｔａｌ ｓｍａｌｌ ＲＮＡ ｍａｔｃｈｅｄ ｔｏ ｓｅｎｓｅ / ａｎｔｉｓｅｎｓｅ ｓｔｒａｎｄ ｏｆ ｅｘｏｎ / ｉｎｔｒｏｎ

图 ５　 比对到所有种类的 ＲＮＡ 的小 ＲＮＡ 种数和总数

Ｆｉｇ ５　 Ｔｈｅ ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ ｕｎｉｑｕｅ / ｔｏｔａｌ ｓｍａｌｌ ＲＮＡ ｍａｔｃｈｅｄ ｔｏ ａｌｌ ｃａｔｅｇｏｒｉｅｓ ｏｆ ＲＮＡ

２.３　 已知 ｍｉＲＮＡ 的差异表达谱

在 Ｅｊｓ￣ＯＢ 文库中鉴定出 ２４ 条成熟的 ｍｉＲＮＡｓ 和 ９８ 条 ｍｉＲＮＡｓ∗ꎬ在 ＳＹ￣ＯＪＣ 文库中筛得 ２８ 条成熟的

ｍｉＲＮＡｓ 和 ７６ 条 ｍｉＲＮＡｓ∗ . 根据测序的频率ꎬ在 ＮＢＥ 文库中ꎬｍｉＲ￣１８４(１ ９４２ ０９０)是最丰富的 ｍｉＲＮＡꎬ同
时ꎬｍｉＲ￣１￣３ｐ、ｍｉＲ￣１８４￣３ｐ 和 ｍｉＲ￣１ 是高度表达的并且各被测序超过 １０５ 次ꎬ而有些 ｍｉＲＮＡｓ (比如

ｍｉＲ￣２３６、ｍｉＲ￣３０６ｂ、ｍｉＲ￣３０ａ￣５ｐ、ｍｉＲ￣２２２、ｍｉＲ￣２０８ｂ￣３ｐ) 仅被测序 １ 次. 这些数据表明ꎬ在 Ｅｊｓ￣ＯＢ 和

ＳＹ￣ＯＪＣ 文库中ꎬ不同 ｍｉＲＮＡｓ 呈明显的内部表达差异.
为了分析 ｍｉＲＮＡｓ 在两文库中的表达水平差异ꎬ文库中已知的 ｍｉＲＮＡ 表达量以散点图的形式呈现

(图 ６) . 在 ｍｉＲＮＡｓ 不表达的时候ꎬ散点图被校正到 ０.０１. 高表达的 ｍｉＲＮＡｓ 应该有广谱功能ꎬ为了尽可能
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图 ６　 ｍｉＲＮＡ 在两样品中的表达水平

Ｆｉｇ ６　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｍｉＲＮＡ ｉｎ ｔｗｏ ｓａｍｐｌｅｓ

多地涵盖高表达的 ｍｉＲＮＡｓꎬ并反映两个文库之间的差

异ꎬ将 ｜ ｆｏｌｄ＿ｃｈａｎｇｅ( ｌｏｇ２)≥１ ｜和 ０.０１≤ｐ￣ｌｅｖｅｌ<０.０５ 作为

选择标准. 最终ꎬ共得到 ７８４ 个异常表达的 ｍｉＲＮＡｓꎬ其
中 ５１４ 个 ｍｉＲＮＡｓ 为表达上调ꎬ２７０ 个 ｍｉＲＮＡｓ 为表达下

调. 在 ＳＹ￣ＯＪＣ 文库中ꎬｍｉＲ￣１１８３、ｍｉＲ￣１３５７、ｍｉＲ￣１５９１、
ｍｉＲ￣２３８２ 和 ｍｉＲ￣５４３８ 在表达水平上表现出显著的变

化ꎬ其中 ｍｉＲ￣１１８３、ｍｉＲ￣１３５７、ｍｉＲ￣１５９１、ｍｉＲ￣２３８２ 为表

达上调ꎬ而 ｍｉＲ￣５４３８ 为表达下调. 观察到的最明显的变

化是 ｍｉＲ￣２３８２ꎬ它的表达水平与 Ｅｊｓ￣ＯＢ 文库中相比ꎬ在
ＳＹ￣ＯＪＣ 文库中下降了大概 ２０ 倍. 也在两文库中搜寻到

一些相同的 ｍｉＲＮＡ∗ 序列ꎬ如 ｍｉＲ￣１３９∗、ｍｉＲ￣１４１９ｇ∗、
ｍｉＲ￣１７９８∗、ｍｉＲ￣２０２∗、ｍｉＲ￣２０６８∗和 ｍｉＲ￣４５４∗也是表达

变异较大.
２.４　 新 ｍｉＲＮＡ 发现

从其他内源性小 ＲＮＡ 中区别 ｍｉＲＮＡ 的一个重要特征是它们前体带有特征性的茎环发夹二级结构ꎬ
在 Ｅｊｓ￣ＯＢ 和 ＳＹ￣ＯＪＣ 文库中用非注释序列通过 Ｍｉｒｅａｐ 来预测新 ｍｉＲＮＡꎬ结果在 Ｅｊｓ￣ＯＢ 和 ＳＹ￣ＯＪＣ 文库中

均未发现新 ｍｉＲＮＡ.
２.５　 已知 ｍｉＲＮＡ 家族分析

对比对出的已知 ｍｉＲＮＡ 进行家族分析ꎬ探索其所属的 ｍｉＲＮＡ 家族在其他物种中的存在情况ꎬ其中

ｌｅｔ￣７、ｍｉｒ￣１ 和 ｍｉｒ￣２ 等在其他物种中普遍存在ꎬ而 ｍｉｒ￣２４９４、ｍｉｒ￣２４８９ 和 ｍｉｒ￣１０１３ａｓ 只在 Ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａ ｍｅｌａｎｏ￣
ｇａｓｔｅｒ与 Ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａ ｖｉｒｉｌｉｓ物种中存在ꎬ说明一些小 ＲＮＡ 有物种特异性ꎬ其余的详细数据未在本文中展示.

３　 讨论

中华绒螯蟹是甲壳动物短尾类中生活史跨越海水和淡水生活的代表性经济物种ꎬ从遗传信息基础来

说ꎬ它必定印记了蟹类由海洋进入淡水的进化历史ꎬ而长江华溪蟹是典型的淡水蟹类ꎬ隶属于甲壳动物亚

门(Ｃｒｕｓｔａｃｅａ)软甲纲(Ｍａｌａｃｏｓｔｒａｃａ)十足目(Ｄｅｃａｐｏｄａ)短尾次目(Ｂｒａｃｈｙｕｒａ)中一个特殊的分支ꎬ终身生活

在淡水环境中ꎬ对这两种蟹的 ｍｉＲＮＡ 比较研究有利于揭示胚胎发育相关 ｍｉＲＮＡ 在中华绒螯蟹胚胎的间

接发育(幼蟹发育成成蟹ꎬ经过溞状幼体、大眼幼体、仔蟹、成蟹不同的发育阶段ꎬ并且每一阶段的身体结

构都不相同ꎬ即经过变态发育过程ꎬ尾部向腹部的折叠消失)与长江华溪蟹胚胎的直接发育(幼蟹发育成

成蟹ꎬ身体结构不变ꎬ生活习性变化不大)过程中的不同调控模式. 迄今ꎬ多个研究小组在黑腹果蝇

(Ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａ ｍｅｌａｎｏｇａｓｔｅｒ)、意蜂 ( Ａｐｉｓ ｍｅｌｌｉｆｅｒａ)、冈比亚疟蚊 ( Ａｎｏｐｈｅｌｅｓ ｇａｍｂｉａｅ)、斯氏按蚊 ( Ａｎｏｐｈｅｌｅｓ
ｓｔｅｐｈｅｎｓｉ)、埃及伊蚊(Ａｅｄｅｓ ａｅｇｙｐｔｉ)等节肢动物中鉴别出了近两百种 ｍｉＲＮＡꎬ并且发现某些 ｍｉＲＮＡ 在生物

个体的胚胎发育、变态发育等生命进程中起着重要的调控作用[９－１１] . ｍｉＲＮＡ 作为动物发育中一个关键的

调控因子ꎬ其在水生甲壳动物胚胎发育中的相关研究至今未见相关报道. 本研究的测序结果中ꎬ中华绒螯

蟹和长江华溪蟹胚胎样本中的 ｍｉＲＮＡ 在种类数量上并不存在十分显著的差异ꎬ而在 ｍｉＲＮＡ 的表达水平

上差异十分显著. 但是两个物种的 ｍｉＲＮＡ 高通量测序结果分析并没有发现新的 ｍｉＲＮＡꎬ而且发现已知功

能的 ｍｉＲＮＡ 成熟体的数量偏少ꎬ对测序结果的比对分析发现中华绒螯蟹有 ２４ 个 ｍｉＲＮＡ 成熟体ꎬ长江华

溪蟹有 ２８ 个 ｍｉＲＮＡ 成熟体. 本研究鉴定的已知功能的重要 ｍｉＲＮＡꎬ在海水中生活的中华绒螯蟹胚胎期

与淡水中生活的长江华溪蟹胚胎期表达出现显著差异ꎬ如 ｌｅｔ￣７￣５ｐ、Ｍｉｒ￣３４ａ、Ｍｉｒ￣１ 等. 最早发现 ｌｅｔ￣７ 能参

与线虫发育的时序调控ꎬｌｅｔ￣７ 在秀丽隐杆线虫等多个物种的变态发育进程中起到重要的调控作用[１２]ꎻ对
其功能研究发现ꎬｌｅｔ￣７ 的表达同时也与蜕皮激素的分泌有关[１３] . ｍｉＲ￣３４ａ 在细胞中受染色体、ｐ５３ 及其启

动子甲基化等因素的调节ꎬ并通过调控多种靶分子的方式参与调节细胞的增殖与凋亡[１４] . ｍｉＲ￣１ 在心脏、
骨骼肌以及多种肿瘤进展中扮演了重要的角色ꎬ参与肿瘤增殖、侵袭、迁移和凋亡ꎬｍｉＲ￣１ 在生命体中发挥

抑癌基因的角色ꎬ有可能成为许多肿瘤的新的治疗靶点[１５] . 对中华绒螯蟹和长江华溪蟹中的 ｍｉＲＮＡ 及其

表达模式的初步分析结果ꎬ提示这些表达差异显著的 ｍｉＲＮＡ 参与了其胚胎发育与适应生境变化过程. 而
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其具体的作用需要进一步的功能实验验证. 长江华溪蟹是终生淡水生活ꎬ胚胎直接发育成幼蟹ꎬ幼蟹跟随

母体腹部生活一段时间后ꎬ才慢慢离开母体独自生活ꎬ而中华绒螯蟹从抱卵到溞状幼体 Ｉ 期就离开了母体

生活ꎬ经过变态发育到大眼幼体时开始进入淡水中生活. 本研究中筛选到的这些重要 ｍｉＲＮＡ 为下一步深

入探究小 ＲＮＡ 在甲壳类从海水到淡水生境改变过程中的调控作用提供了目标与方向.
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