
Fig. 1 The work flow of sRNA database
sRNA: Small RNA; ncRNA: Non-coding RNA; piRNA: PIWI
interacting RNA.

线虫 prg鄄1基因对小 RNA表达的影响
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摘要 以秀丽隐杆线虫为材料发现，prg鄄1 基因突变不仅影响 piRNA 的表达，还影响部分 miRNA 的表达，同时还发现

ncRNA-like 型小 RNA，对 ncRNA-like 序列比较，认为 ncRNA-like 与 piRNA 或 miRNA 序列极为相似；对 ncRNA-like 与

miRNA 或 piRNA 的基因座比较，发现 ncRNA-like 与 miRNA 或 piRNA 基因座完全相同．推测这些 ncRNA-like 型小 RNA 可

能与 miRNA 或 piRNA 有着相同的 RNA 前体来源．
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秀丽隐杆线虫(C. elegans)是生命科学研究中的

重要模式动物．prg鄄1 基因调控线虫的生殖发育，

同时也影响线虫 piRNA 生成[1]．线虫 piRNA 是目

前研究的一个热点，被认为是监视和调控基因表达

的小 RNA，piRNA 还调控转座子的转座[2-3]．已发

现的线虫 piRNA 种类非常多．prg - 1蛋白影响

piRNA 的表达．本研究通过对 prg-1 基因突变处理

发现，prg-1蛋白除了影响 piRNA 的表达，还影响

部分 miRNA 的表达，同时还发现众多与 piRNA 或

miRNA 相关小 RNA 也受到 prg鄄1蛋白的调控．

1 材料与方法

1.1 线虫培养与小 RNA提取测序

选用 N2 野生型和 prg鄄1 突变型线虫作为培养

对象，依据 Bianchi 等[4]报道的培养方法对 2 种线

虫同步化培养，收集 L4 时期的虫体[5]，分别标记

为 N2L4 和 prgL4，用 Trizol 试剂提取总 RNA，由

深圳华大科技公司测定长度，18～30nt 范围内是小

RNA(small RNA，sRNA)．N2 品种由中国科学院

生物物理研究所非编码重点实验肖腾飞博士提供，

prg鄄1突变品种 prg鄄1(tm972)购自美国线虫遗传中心

(Caenorhabditis Genetics Center，CGC)．

1.2 数据分析流程

对线虫中测序发现的 sRNA 数据进行分析，主

要包括 sRNA 序列注释、基因组座注释、表达差异

分析等(图 1)，具体分析过程如下：a．序列标准．
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为了进一步比较 prg鄄1 突变对 sRNA 表达的影

响，对 sRNA 的测序量进行归一化处理，sRNA 归

一化通常用 RPM 来表示，即平均百万匹配到基因

组 read 中的单一 sRNA 的测序量．N2L4 和 prgL4

两个样本中分别测到 9 139 731 read 和 8 941 933

read 可匹配到基因组，以此数据分别对两个样本中

的 sRNA 进行归一化．同时根据序列是否相同，对

sRNA 与 ncRNA 比较，发现测序样本中 sRNA 主

要有 3 类，既 miRNA、piRNA 和未知 sRNA．从

表达量来看，prg鄄1 基因突变影响 sRNA 的组成变

化，尤其是影响 piRNA 的表达，但 miRNA 的表达

也受到一定程度的影响(表 2).

利用已报道 ncRNA 注释了 127 种 miRNA，在

N2L4 和 prgL4 样本中，分别发现 116 和 121 种

miRNA，且有 110 种 miRNA 在突变前后均有表

达．利用 DEGseq 软件发现有 25 种 miRNA 在突变

前后存在表达差异，表达下降的有 18 种，表达上

升的有 7 种． 同样用 ncRNA 注释了 6 801 种

Fig. 2 The length of sRNA
: n2L4; : prgL4.

自 Wormbase 网站下载 WS220 版本的基因组序列

和非编码 RNA 序列(non-coding RNA，ncRNA)．

b． sRNA 序列注释． 依据序列，用 ncRNA 对

sRNA 注释．c． sRNA 位置注释．比较 sRNA 与

ncRNA 在基因组位置上的分布 [6]．d． 归一化处

理 ． 计算每种 sRNA 的 RPM (reads per million

mapped reads，RPM)．e．sRNA 表达分析． 利用

DEGseq对miRNA、piRNA 和未知 sRNA 进行表达

分析[7]．

2 结果与分析

2.1 测序量统计

通过 illumina 技术对 N2L4 和 prgL4 两个样本

中测到 18～30nt 范围内的 sRNA 进行测序，最终

测序量分别为 9 537 324 reads 和 9 416 828 reads，

其中分别有 95.8%和 94.9%的 sRNA 可以和基因组

完全匹配．从 sRNA 在基因组的匹配位点来看，绝

大多数的 sRNA 具有单一匹配位点，说明 sRNA 来

源比较单一(表 1)．从 sRNA 的长度来看，序列长

度集中在 21～23nt(图 2)．

2.2 prg鄄1 影响多种小 RNA的表达

2.2.1 piRNA 和部分 miRNA 受 prg鄄1 的影响

sRNA 种类分析发现，在 N2L4 样本中存在

133 696 种 sRNA，在 prgL4 样本中存在 106 865 种

sRNA，与已公布的线虫 ncRNA 比较，已知的

ncRNA 仅有 24 176 种[8]，由此可见，测序发现的

sRNA 中大多数是未知的 sRNA．同 时发现，prg鄄1
突变之后 sRNA 种类减少量达到 26 831 种(表 1)，

因此推测，这些未知的 sRNA 中可能存在受 prg鄄1
基因调控的 sRNA．

Table 1 The statistics of sRNA
Sample ID Total reads Total mapped reads Unique match Unique match sRNA species

N2L4 9 537 324(100%) 9 139 731(95.8%) 8 596 578(94.1%) 133 696

PrgL4 9 416 828(100%) 8 941 933(94.9%) 8 257 347(92.3%) 106 865
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piRNA，其中在 N2L4 中共发现 6 801 种 piRNA，

在 prgL4 中发现 35 种 piRNA，即 prg鄄1 基因突变

后所有 piRNA 均表达下降，表明 prg鄄1 基因突变影

响 piRNA 的表达．经过 DEGseq 对 piRNA 表达量

进行统计，发现 807 种 piRNA 在 prg鄄1 突变前后存

在统计学表达差异．

2.2.2 未知小 RNA 由差异表达的小 RNA 组成

从表达量看，未知 sRNA 的表达只与 piRNA

或 miRNA 有关(表 3)．为了更好地发现具有明显

表达差异的 sRNA，利用 DEGseq 对未知 sRNA 进

行表达差异统计，发现 91 种 sRNA 在 prg鄄1 突变前

后存在表达变化．值得注意的是，这 91 种 sRNA

的表达量占所有未知 sRNA 测序量的 95%，也就是

说，未知 sRNA 的序列由表达有差异的未知 sRNA

组成(表 4)．利用 miRBase 报道的 miRNA[8]和 Bagijn

等 [9]报道的 piRNA 对这 91 种差异表达的未知

sRNA 再次基因组位置注释，发现这 91 种 sRNA

中，19 种被 miRBase 被定义为 miRNA，21 种被定

义为 piRNA，29 种与 miRNA 序列相关，17 种与

piRNA 序列相关，即这 91 种差异表达的 sRNA

中，有 86 种 未 知 sRNA 与 miRNA 或 piRNA

有关．

Table 2 The statistics of sRNA忆s expression
Sample ID miRNA(species) piRNA(species) Other ncRNA(species) Other sRNA(species) All sRNAs(species)

N2L4 420 382.6(116) 33 640.7(6 801) 3.8(1) 545 972.9(13 540) 1 000 000(20 458)

PrgL4 338 248.4(121) 4.5(35) 0(0) 661 747.1(10 360) 1 000 000(10 516)

Table 3 ncRNA鄄like has the same gene sites to ncRNAs1)
Sample ID All unknown sRNA Around piRNA Around miRNA Around other ncRNA

N2L4
75 467(545 977

RPM, 100%)

3 612(2 250.7

RPM, 0.4%)

771(520 995

RPM, 95.4%)

347(338.6

RPM, 0.1%)

prgL4
54 752 (661 747

RPM, 100%)

162(52.8

RPM, 0.0%)

778(637 697

RPM, 96.4%)

338(401.3

RPM, 0.1%)
1) The figure means the species, the expression and the ratio of sRNAs expression, respectively.

2.3 ncRNA鄄like 型小 RNA 来自 miRNA 或 piRNA
的前体

2.3.1 未知 sRNA 与 ncRNA 表达相同

序列分析发现，未知 sRNA 主要与 miRNA 或

piRNA 序列相关，这些未知 sRNA 是否与 miRNA

或 piRNA 来源相同呢？将未知 sRNA 与 ncRNA 进

行基因组位置比较，记录 ncRNA 基因座周围未知

sRNA 的分布．从测序量来看，在 N2L4样本中，

95.9%的未知 sRNA 分布在 ncRNA 的周围，同样

的结果也出现在 prgL4 样本中，即这些未知 sRNA

与 piRNA 和 miRNA 的基因座相同，说明未知的

sRNA 可能与 ncRNA 有来源和表达上的关联(表

3)，故将与 piRNA 和 miRNA 基因座相同的 sRNA

分别命名为 piRNA-like 和 miRNA-like，统称为

ncRNA-like．

需要注意的是，从测序量上来看，虽然绝大多

数的未知 sRNA 基因组位点分布在 ncRNA 周围，

但种类并不多(表 3)，将 2 个样本中所有 sRNA 进

行汇总，同样说明，样本中未知 sRNA 的种类虽

多，但大部分种类 sRNA 表达量很低，应属于测序

背景 RNA(表 5)，也说明未知 sRNA 与 miRNA 或

piRNA 表达有关．

Table 4 Differentially expressed sRNAs
were the main sRNA species1)

sRNA ID N2L4 prgL4

All sRNA 75 467(545 977) 54 752 (661 747)

Differentially

expressed sRNA

91(516 286) 91(631 918)

1) The figure means the species and the expression of sRNA.
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同样 piRNA-like 5忆端的匹配位置与 piRNA 5忆
端的匹配位置几乎完全相同， piRNA-like 与

piRNA 的差异也主要体现在 3忆端的序列上．从表

达量和表达种类的统计结果来看 piRNA-like 还明

显受 prg-1蛋白的影响，也说明 piRNA-like 与

piRNA 来源相同，而且与 piRNAs一样还受到 prg-1

蛋 白 表 达 的 影 响 ( 表 3)． 综 合 分 析 认 为 ，

miRNA-like 是 miRNA 前体加工而来，piRNA-like

是 piRNA 前体加工而来．

3 结 论

a．prg-1蛋白影响部分 miRNA 和 piRNA 的表

达．高通量测序是 RNA 表达研究的重要技术，对

线虫 2 个样本的 sRNA 进行测序，利用 WS220

ncRNA 数据对测序 sRNA 进行注释，用 DEGseq

分析 sRNA 的表达，发现 prg-1 蛋白对 25 种

miRNA 表达有影响，利用 miRbase 注释后，又发

现 19 种受到 prg-1 蛋白调控的 miRNA，前后共发

现有 44 种 miRNA 受到 prg-1 蛋白的调控．同时也

发现 prg-1 蛋白影响全部 piRNA 的表达，利用

wormbase 数据库 [11]和 Bagijn 等 [9]报道的 piRNA 共

同注释了 6 800 多种 piRNA，prg鄄1 基因突变后，

piRNA 几乎处于不表达状态，说明 prg-1 蛋白对

piRNA 的表达影响非常大．

b．ncRNA-like 与 miRNA 和 piRNA 有相同的

RNA 前体 ．对 sRNA 进行序列和基因组位置统计

后发现，多数 sRNA 是未知的 sRNA，去除背景

sRNA 后，发现大量的未知 sRNA 通常与 ncRNA

共用一段 DNA 序列，从表达量来看，与 miRNA

和 piRNA 相关的序列最多，说明这些未知的

sRNA 与 miRNA 或 piRNA 来自于同一 RNA 前体，

将 这 些 sRNA 统 一 命 名 为 ncRNA-like． 利 用

DEGseq 对所有未知 sRNA 进行表达差异统计，发

现存在表达差异的 sRNA 中，同样以 ncRNA-like

为主(表 3)．

Fig. 3 ncRNA鄄like has the same gene site compared to miRNAs and piRNAs

ID piRNA miRNA piRNA-like miRNA-like Back ground sRNA Total

Ratio 1.7% 37.9% 0.2% 58.0% 2.3% 100.0%

Species 6 801 127 3 901 966 93 954 105 749

Ratio 6.4% 0.1% 3.7% 0.9% 88.8% 100.0%

Expression 33 644 758 631 3 278 1 159 129 45 318 2 000 000

2.3.2 未知 sRNA 与 ncRNA 来源相同

未知 sRNA 在序列上和表达上与 ncRNA 相同，

是否意味着二者的来源相同呢？对 ncRNA-like 与

ncRNA 两者的基因座位置进行比较．发现绝大多

数 miRNA-like 的 5忆端匹配位置与 miRNA 的 5忆端
匹配位置几乎完全相同，前后差距在 1 个碱基范围

内． 从 miRNA-like 的种类来看，miRNA-like 与

miRNA 之间的差异主要体现在 3忆端序列上，这说

明 miRNA-like 与 miRNA 可能来自同一转录本[10]，

推测是在 miRNA 前体加工过程中，有些 miRNA

前体被加工成 miRNA，有些 miRNA 前体被加工成

miRNA-like．

Table 5 The small RNA species in C. elegans
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Fig. 5 The two kinds of piRNAs and their piRNA鄄likes in chromosome 郁

Nt0019711

21ur-8

Nt0029820

Nt0019886

21ur-2161

Nt0004897

13 610 100 bp17 134 380 bp17 134 360 bp

4 讨 论

从 miRNA-like 和 piRNA-like 的序列在基因组

上的分布来看，基本可以确定这些小 RNA 与

miRNA 或 piRNA 有相同的来源．那这些小 RNA

是如何产生的呢？文献报道 miRNA 是通过前体

RNA 经过 2 次剪切后生成的，该过程包含 5 个主

要部分： a． 从基因组转录出 1 条初级 miRNA

(primary miRNA， pri-miRMA)； b．pri-RNA 在

Drosha 复合体的作用下被剪切，保留一个茎环状

的 miRNA 前体 (precursor miRNA， pre-miRNA)；

c．pre-miRNA 被运输到细胞质中；d．pre-miRNA

在 Dicer 复合物的作用下，再次被剪切，去掉

pre-miRNA 中 未 配 对 的 环 状 结 构 ， 仅 保 留

pre-miRNA 中互补的那部分 RNA，保留下来的即

为 miRNA，其互补链为 miRNA*；e．miRNA 与

AGO 类蛋白形成复合物，参与基因的调控 [12]．序

列分析过程中发现一些 miRNA-like 保留 d 部分的

特征，如在 mir-1832.2 和 mir-2208.2 的 5忆端和 3忆
端同时发现了相应的 miRNA-like (图 4)，显示

miRNA-like 的加工来源方式与 miRNA 的来源也是

非常相似的，说明 miRNA-like 很有可能来自于

pre-miRNA 的剪切．综合分析认为，pri-miRNA 在

加工为成熟的 miRNA 过程中，可能存在多种加工

方式，即 pre-miRNA 通过 Dicer 复合物加工成

miRNA 和 miRNA*，同时 pre-miRNA 也可以被加

工成 miRNA-like 和 miRNA-like*．

基于线虫 piRNA 来源的报道，piRNA 转录起

始于 piRNA 上游的第 2 个碱基，通过 RNA 聚合酶

生成一条 piRNA 前体，前体通过 5忆加工和 3忆加工，

成为成熟的 piRNA[13]．同样对 piRNA-like 序列分

析，推测 piRNA-like 很有可能也是 piRNA 前体的

一种加工产物．绝大多数的 piRNA-like 与 piRNA

有着相同的 5忆端，仅在 3忆端存在几个碱基的差异

(图 5)，说明 piRNA-like 极有可能是 piRNA 前体 3忆
加工过程中的副产物，即 piRNA 前体 3忆端的加工

1 026 640 bp1 026 620 bp1 026 600 bp1 026 580 bp

17 092 880 bp17 092 860 bp17 092 840 bp17 092 820 bp

Fig. 4 The two kinds of miRNAs and their miRNA鄄likes in chromosome 郁
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可能存在多种加工形式，其中以 21nt 长度的

piRNA 为主，同时还伴随着其他长度的 piRNA-

like 副产物生成．
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The Effect of prg鄄1 on Small RNAs Expression of Caenorhabditis elegans
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Abstract In Caenorhabditis elegans, the expression of all piRNAs, small of miRNAs were influenced by the

mutation of prg鄄1. Especially, some ncRNA-like, a kinds of small RNA, were found in C. elegans. The ncRNA-like

had the similar sequence with piRNAs or miRNAs. The results of the analysis in the gene sites between the

ncRNA-like and piRNAs or between ncRNA-like and miRNAs, showed that ncRNA-like had the same gene sites

with piRNAs or miRNAs. All of these showed that the ncRNA-like were a kind of small RNA and may be

processed from the RNA precursor same to piRNAs or miRNAs.
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