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摘要 PIWI-interacting RNAs(piRNA)是一类內源性小 RNA，负责抵御转座子和转基因对基因组的入侵．已发现 1.6万多种
piRNA，在 piRNA上游存在保守序列，根据上游序列特征可以预测新的 piRNA．将线虫同步化培养至 L4时期，分别提取野
生和 prg-1突变样本中的小 RNA，并对其进行高通量测序．基于 piRNA上游保守序列特征，在野生线虫 L4时期中，发现了
967种新 piRNA，这些新 piRNA在 prg-1突变后表达消失．新 piRNA的基因座集中分布在四号染色体的 2 个 piRNA 簇内，
首位碱基以 U为主．与已发表的成虫发育时期的 PRG-1免疫共沉淀数据比对，发现有 153种 piRNA存在于与 PRG-1免疫沉
淀的数据中．同时还发现一些只在野生线虫中表达的 non-21nt 小 RNA，它们与已知 piRNA 的基因座相同，推测这些
non-21nt小 RNA可能是其 piRNA前体加工的产物．总之，通过小 RNA测序，在线虫中发现了一些新的 piRNA．
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高通量测序是近年来发展的一项测序新技术，

测序通量远远高于传统的桑格尔测序技术(sanger
method)，且测序成本低 [1-2]，这为研究低表达的

RNA带来了方便，也使得基因调控研究进入一个
新的时代[3-5]．线虫(Caenorhabditis elegans)中存在多
种 ncRNA (non-coding RNA)， 如 lncRNA (long
non-coding RNA)[6]、miRNA[7]、22G-RNA[8]和 piRNA
(PIWI-interacting RNA)[9]等．线虫 piRNA也被称为
21U-RNA[10]，因为长度为 21nt，且首位碱基通常为
尿嘧啶(U)．线虫 piRNA与 PRG-1形成复合物，存
在于生殖细胞中，所以 piRNA在幼虫发育后期和
成虫期表达水平较高[9]．研究认为，线虫 piRNA是
从 piRNA簇(piRNA cluster)内被独立转录出来，并
通过允许错配的方式识别靶基因，在靶位点附近募

集 RdRP (RNA-dependent RNA polymerase)蛋白合
成 22G-RNA，在转录水平沉默外源基因，但
piRNA似乎只负责沉默的起始过程[10-12]．

Bagijin等[8]发现，16 003种线虫 piRNA，但大
部分 piRNA自身的表达量很低，其中测序量仅为
1～2 reads的种类就高达 3 476种，因此推测线虫
体内还存在表达偏低的未知 piRNA．对野生型线

虫 L4时期的小 RNA测序发现 967种新的 piRNA，
这些新 piRNA与已知 piRNA的序列特征和表达模
式相同．

1 材料与方法

1.1 线虫培养与小 RNA提取测序
野生型为 N2线虫(N2)，由中国科学院生物物

理所非编码重点实验室提供．线虫 prg-1 株系是
prg-1(tm872)株系，由美国明尼苏达大学线虫遗传
学中心(Caenorhabditis Genetics Center, CGC)提供．
prg-1突变是一种序列片段缺失型突变，缺失区域
包含部分Mid区和部分 PIWI区[11]． 按照 wormbook
的方法进行培养[12]，收集 L4时期的虫体，野生样
本标记为 WT (wild type)，prg-1 突变样本标记为
prg-1，按照 Trizol (Life Technologies Co.Ltd.)的使
用说明提取总 RNA，由深圳华大科技公司利用



崔东亚, 等：线虫体内新 piRNA研究2014; 41 (12)

Fig. 1 The conserved upstream sequence motif
of C. elegans piRNA

Illumina技术对约 18～30nt小 RNA进行测序．线
虫的使用符合国家及提供实验动物单位制订的有关

实验动物福利的规则和制度．

1.2 新 piRNA预测流程
线虫 piRNA与其他物种的 piRNA有所区别．

序列长度上，线虫 piRNA为 21nt长度，比果蝇[13]

和鼠 [14]piRNA 短一些；在序列特征上，线虫
piRNA基因座的上游存在一段保守的序列(图 1)[15]，

该序列有两个特征，一个是核心序列 CTGTTTCA
区，另一个是核心序列两侧的 A/T富集区．该保
守序列被认为是线虫 piRNA转录的必需序列 [16]．

基于 piRNA上游保守序列特征，Ruby等[15]最早用

序列打分(motif score，Ms)的方法对线虫 piRNA进
行预测．Batista等[9]发表了该预测方法，该方法可

有效地将 piRNA 从小 RNA 中分离出来．利用
Batista 等的方法来预测新的 piRNA，并根据
Batista 和 Bagijn等[8-9]的研究成果设计新的 piRNA
发现流程(图 2)，具体数据分析过程分为 5步：

第一，从 wormbase网站(http://www.wormbase.
org/)下载WS220版本的线虫基因组序列．
第二，用 bowtie 软件把小 RNA 比对到基因

组[17] (参数 -v 0-a)．
第三，利用 Galaxy工具截取小 RNA上游 65nt

( 包 含 小 RNA 前 2nt) 序 列 [18]， 利 用 piRNA
motif-scoring module对上游序列打分[9]．筛选条件

为：a．21nt长度；b．完全匹配到WS220基因组；
c．上游序列得分 Ms逸7 [8-9]； d． 去除已知的
piRNA，将剩余的小 RNA定为新 piRNA．
第四，编写 perl脚本，分析新 piRNA的各项

特征．

第五，使用 MEME 工具 [19]和 WEBLOGO 工
具[20]对新 piRNA序列特征进行分析．

2 结果与分析

2.1 线虫 N2L4时期内含有大量未知小 RNA
自从发现 piRNA后[13]，piRNA研究广受关注，

piRNA的种类也在不断增加．线虫的 piRNA种类
也从最初的 5 454 种增加到 16 003 种 [8, 15]．多数

piRNA表达很低[8]，因此推测还存在一些未发现的

表达量低的 piRNA．
为了证实这个问题，利用 illumina测序技术，

对 L4 时期的 WT 和 prg-1 两个线虫样本进行小
RNA测序，分别获得 9 537 324和 9 416 828条小
RNA 序列．将小 RNA 与基因组 WS220 比对，
WT和 prg-1两个样本的匹配率基本相同(表 1)，但
在 prg-1中，匹配到基因组的小 RNA种类由 82 384
种减少到 54 908种，减小幅度为 33.4%，其中减
少幅度最多的是 21nt长的小 RNA(图 3)．PRG-1是
piRNA生成和积累的重要蛋白，因此 prg-1突变之
后，必然影响 piRNA的积累[9]．对所有小 RNA进
行基因组匹配，在 WT 样本中有 21nt 长度的小
RNA 23 112种，在 prg-1样本中，有 21nt小 RNA
10 726种(图 2, 3)．进一步统计发现，在 L4时期总
共测到 7 148种已知 piRNA，根据小 RNA种类变
化，推测在这些未知 21nt 小 RNA 中应该还有新
piRNA存在．

Table 1 Summary of small RNAs annotated to
genomic from two samples

Sample source Total sequencing reads Annotated to genome Ratio/%

WT 9 537 324 9 139 731 95.8

prg-1 9 416 828 8 941 933 95.0

CTGTTTCAA/T rich A/T rich

Fig. 2 The work flow of new piRNAs searching

967 N/6 P
Analyze new piRNA features

967 N/6 P
Find the new piRNA species

Remove the confirmed piRNAs

7129 N/39 P
Confirmed piRNA species

8096 N/45 P
Choose small RNAs with Ms>=7

Calculate the motif score of
small RNA upstream sequences

Extract 65nt(including 2nt
of sRNAs) upstream of small RNAs

Extract the upstream
of small RNAs

133696 N/106865 P
Sequence small RNA species

32089 N/16900 P
Choose 21nt small RNA species

23112 N/10726 P
Map 21nt small RNAs to genome

N: WT
P: prg-1
num: Small RNA species
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Fig. 4 The known piRNA can be found based on its upstream motif score
(a) Distribution of motif score at upstream of 21nt RNAs. Scores are rounded to the nearest integer. piRNAs have higher motif scores. (b) Most WT 21nt

small RNAs with Ms逸7 are known piRNA.

2.2 新 piRNA的表达依赖 PRG鄄1
线虫的 piRNA 与其他动物的 piRNA 有所不

同，线虫 piRNA上游具有保守序列[15-16]，可以将

piRNA 从众多小 RNA 中分离出来．按照 Batista
等[9]的序列打分算法，对 WT和 prg-1的所有 21nt
RNA进行打分(图 4a)，将得分Ms逸7的小 RNA作
为候选 piRNA．在 WT 中共找到 8 096 种候选
piRNA，经过注释，发现其中 7 129 种是已知的
piRNA，占WT中已知 piRNA的 99.7%(7 129/7 148)
(图 4b)．同时还发现 967种Ms逸7的候选 piRNA，
在 prg-1突变后，这些候选 piRNA不再表达，符合
piRNA的表达依赖 PRG-1的特点(图 5, 6b)．因此
推测这 967 种 21nt 长度的小 RNA 有可能是新的
piRNA．
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Fig. 3 The distribution of small RNA species
annotated to genome
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2.3 新 piRNA具有 piRNA的结构特征
piRNA 不仅依赖 PRG-1，而且还有特殊的结

构特征．于是对新 piRNA的结构特征进行分析．
2.3.1 新 piRNA来自 piRNA簇
根据文献报道，线虫 piRNA 主要来自四号

染色体 (chromosome 郁，chr郁 )的 4.5～7.0 M 和
13.5～17.2 M两个 piRNA 簇内 [15]．在 WT样本中
发现约 89%(867/976)的新 piRNA来自 chr郁(图 6a),
并且新 piRNA在基因组上的分布与已知 piRNA的
分布相同(图 6b)．推测新 piRNA和 piRNA都是从
piRNA簇转录而来．
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Fig. 5 Number of piRNAs in N2 vs prg鄄1
: piRNA; : New piRNA.
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2.4 新 piRNA与 PRG鄄1蛋白存在相互作用
免 疫 共 沉 淀 技 术 (co-immunoprecipitation,

Co-IP)是研究蛋白质与 RNA相互作用的常用实验
技术，利用抗体提取抗原蛋白，提取纯化与抗原蛋

白结合的 RNA，通过高通量测序技术可以得到与
抗原蛋白相互作用的 RNA序列．线虫 piRNA 与
PRG-1相互作用形成复合物，利用 PRG-1抗体将
PRG-1沉淀下来，提取其中的 RNA，经过测序可

Fig. 7 New piRNAs have the same motif to piRNAs
(a) New piRNA upstream sequence motif. (b) piRNA upstream sequence motif. (c) New piRNA sequence motif. (d) piRNA sequence motif.

Fig. 6 New piRNAs and piRNAs share the same loci in chr郁
(a) Most of new piRNAs are from chr郁. (b) Majority of new piRNAs are settled in two piRNA clusters.

2.3.2 新 piRNA具有保守上游序列
这 976 种新 piRNA 在基因组上共 1 079 个匹

配位点，截取所有匹配位点上游 65nt 序列(包含
新 piRNA的前 2nt)，用MEME工具绘制序列的特
征 [19]，并与已知 piRNA 的上游序列特征进行比
较．发现新 piRNA的上游序列特征与已知 piRNA
的上游特征非常相似，不仅具有核心保守序列

CTGTTTCA 序列，而且两侧是 A/T 富集的区域
(图 7a, b)[15]．

2.3.3 新 piRNA以 U碱基开头
piRNA 首位碱基通常以 U 开头 [21-22]，线虫

piRNA同样偏爱 U 作为首位碱基[8]．WT样本中，
约有 99.6%(7 104/7 129)的 piRNA以 U作为首位碱
基，同样约有 96.8%(932/967)新 piRNA 也以 U开
头，利用WEBLOGO工具绘制新 piRNA的序列特
征[20]，结果显示新 piRNA具有一般 piRNA首位碱
基的特征(图 7c, d)．
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Fig. 8 Non鄄21nt small RNA may be some products of piRNA precursors
(a) Most of non-21nt small RNA with Ms逸7 share the same loci with piRNAs. (b) The model of processing of piRNA precursors.

以知道与 PRG-1相互作用的小 RNA．以成虫为实
验材料，Batista 等[9]利用 IP 技术，发现 7 876 种
piRNA 存在于 PRG-1 Co-IP 数据中．将 967 种新
piRNA 与 Batista 等的 PRG-1 Co-IP 数据比对，能
发现有 153种新 piRNA可以随着 PRG-1一起沉淀
下来，在对照的 PRG-1 INPUT数据中，仅能找到
5种新 piRNA，说明新 piRNA与 PRG-1之间存在
相互作用．

3 结 论

基于 piRNA的特征，本文提取线虫 L4时期的
小 RNA并测序，发现了 967种新的 piRNA，这些
新 piRNA具有一般 piRNA的相关特征，主要体现
在以下几个方面：a．新 piRNA在 prg-1中不表达；
b．新 piRNA绝大多数分布在 chr郁的 2个 piRNA
簇内；c．新 piRNA 与已知 piRNA有相同的上游
保守序列；d．新 piRNA 与 piRNA序列长度都为
21nt，且偏爱 U 作为首位碱基；e．新 piRNA 与
PRG-1存在直接相互作用关系．

4 讨 论

4.1 增大测序通量有助于发现低表达的小 RNA
Batista等[9]根据 piRNA上游序列特征设计一套

piRNA 的预测方法，依据该方法，新发现的
piRNA 没有出现在 Batista 等的 piRNA 名单中，
推测这与 piRNA 表达量和测序通量有关． 新
piRNA种类有 967种，其中 1～2个测序 read的种
类就有 762种，可见新 piRNA的表达丰度很低．
Batista等[9]的测序通量为 4 516 215 read，我们的测
序通量为 9 537 324 read，是其测序量的 2倍．虽
然在 Batista 等[9]的 PRG-1 IP 数据中存在 153种新

piRNA，但在小 RNA测序数据中没有测到这类小
RNA，这可能是 Batista等没有将这 153种小 RNA
归为 piRNA的原因．小 RNA提取、测序建库等过
程中都会引发不可避免的 RNA损失，一些低表达
的小 RNA极有可能会在 RNA 提取纯化过程中损
失掉． 总之，提高小 RNA提取量，可增加每种小
RNA尽可能多的测序量，便可以发现和测序到低
表达的小 RNA．
4.2 新 piRNA可能具有招募 22G RNA合成的功能

一般认为 Piwi蛋白在 piRNA协助下，识别和
沉默与 piRNA互补的转座子转录本，以保持基因
组结构的完整．Bagijn等[8]和 Lee等[23]认为 piRNA
可以通过允许错配的方式识别靶基因，并招募

RdRP蛋白合成与WAGO结合的 22G RNA，通过
WAGO 22G RNA复合物来调控 piRNA靶基因的表
达．新 piRNA 具有一般 piRNA 的结构和表达特
征，同样应该具有招募 RdRP在新 piRNA靶位点
处合成 22G 的功能， 22G RNA 是 5忆三磷酸小
RNA，本研究的小 RNA数据中缺乏这类三磷酸小
RNA，因此还需要进一步测序验证．
4.3 piRNA前体有多种加工产物

依据小 RNA匹配位点的上游序列特征，不仅
能将已知的 piRNA预测出来，还发现一些 Ms逸7
non-21nt小 RNA也具有 piRNA类似的特征，如首
位碱基为 U，集中分布在 piRNA簇内，prg-1基因
突变后这些 non-21nt小 RNA表达消失．进一步分
析发现，大多数 non-21nt小 RNA与已知的 piRNA
匹配到同一基因组位置，唯一不同之处是序列的长

度不一样(图 8a)，这似乎提示 non-21nt小 RNA是
piRNA前体的加工产物．piRNA 前体加工还有很
多细节有待于进一步证实，尤其是 piRNA 的 3忆

(a) (b)
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端序列的加工[16]． 对Ms逸7的 non-21nt小 RNA长
度分析，推测这些小 RNA来自 piRNA前体 3忆端的
剪切，即 piRNA前体的 3忆端经过加工生产多种长
度的小 RNA，21nt长度的 piRNA与 PRG-1形成复
合物，non-21nt长度的小 RNA因为没有与之结合
的蛋白，随后被迅速降解(图 8b)．相对于 piRNA
的种类，Ms逸7 non-21nt小 RNA发现的种类偏少，
这可能与 non-21nt小 RNA降解有关．
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Abstract PIWI-interacting RNAs (piRNA) are endogenous small RNAs (sRNA), which play roles in resisting
exogenous gene invasion and transposon mobility. More than 16 000 piRNAs are found in Caenorhabditis elegans,
and the piRNA loci share a conserved upstream sequence. New piRNAs can be predicted based on its conserved
upstream sequence. C. elegans are synchronized and small RNAs from wild type and prg-1 strains at L4
developmental period are sequenced through illumina technology. Basing on piRNA conserved uptream sequence,
we find 967 new piRNAs expressed at L4 period, and the expressions of new piRNAs disappear in prg-1 mutant.
Most of new piRNAs are mapped into two piRNA clusters of Chromosome郁, and have an overwhelming bias for
a 5' uracil. Compared to the published co-immunoprecipitation data from adult worms, over 100 new piRNAs can
interact with PRG-1. However, some non-21nt long sRNAs, which also share the same loci with piRNAs, are also
found in wide type worms. These non-21nt long sRNA may be co-products of piRNA precursors. Together, these
results indicate that our sRNA sequencing identified many new piRNAs in C. elegans.
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