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·基础研究·

△ ［基金项目］　公益性行业科研专项（２０１５０７００２４２）
 ［通信作者］　刘春生，教授，博士生导师，研究方向：药用植物和分子生药学；Ｅｍａｉｌ：ｍａｘ＿ｌｉｕｃｓ＠２６３ｎｅｔ

龟甲中具有潜在药理活性的 ｍｉＲＮＡ初步筛选△

陈铭阳１，胡小松１，许贞１，任广喜１，芦海生２，刘春生１

（１北京中医药大学 中药学院，北京　１０２４８８；２中国中医科学院 望京医院，北京　１００１０２）

［摘要］　目的：对龟甲中存在的ｍｉＲＮＡ进行提取并测序，并对具有潜在药理活性者进行初步筛选。方法：对
生龟甲进行ｍｉＲＮＡ转录组测序，选出ｃｏｕｎｔ值超过１００００的 ｍｉＲＮＡ，并利用实时荧光定量 ＰＣＲ技术在龟甲、乌龟
背甲、黄喉拟水龟背甲ＲＮＡ中分别测定其拷贝数。结果：转录组数据中共筛选得到３条ｍｉＲＮＡ，其中１条为已知的
ｘｔｒｍｉＲ２２；２条为未知，分别命名为ＮＷ００６６４２９５７１５００和ＮＷ００６６２２６３３１１９５。荧光定量ＰＣＲ结果显示ｘｔｒｍｉＲ２２
在龟甲及乌龟背甲中拷贝数明显高于同属动物黄喉拟水龟，且其靶基因预测结果显示其能够靶向调控ＰＭＬ基因的表
达。结论：生龟甲在炮制加工后存在未降解的 ｍｉＲＮＡ，其中 ｘｔｒｍｉＲ２２具有治疗早幼粒细胞白血病的潜在药理
活性。

［关键词］　龟甲；ｍｉＲＮＡ；筛选研究

ＳｔｕｄｙｏｎＰｒｅｌｉｍｉｎａｒｙＳｃｒｅｅｎｉｎｇｏｆｍｉＲＮＡｓｗｉｔｈＰｏｔｅｎｔｉａｌＰｈａｒｍａｃｏｌｏｇｉｃａｌＡｃｔｉｖｉｔｙｉｎＰｌａｓｔｒｕｍＴｅｓｔｕｄｉｎｉｓ
ＣＨＥＮＭｉｎｇｙａｎｇ１，ＨＵＸｉａｏｓｏｎｇ１，ＸＵＺｈｅｎ１，ＲＥＮＧｕａｎｇｘｉ１，ＬＵＨａｉｓｈｅｎｇ２，ＬＩＵＣｈｕｎｓｈｅｎｇ１

（１ＳｃｈｏｏｌｏｆＣｈｉｎｅｓｅＭａｔｅｒｉａＭｅｄｉｃａ，ＢｅｉｊｉｎｇＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＣｈｉｎｅｓｅＭｅｄｉｃｉｎｅ，Ｂｅｉｊｉｎｇ１０２４８８，Ｃｈｉｎａ
２ＷａｎｇｊｉｎｇＨｏｓｐｉｔａｌｏｆＣＡＣＭＳ，Ｂｅｉｊｉｎｇ１００１０２，Ｃｈｉｎａ）

［Ａｂｓｔｒａｃｔ］　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ：ＴｏｅｘｔｒａｃｔａｎｄｓｅｑｕｅｎｃｅｔｈｅｍｉＲＮＡｉｎＰｌａｓｔｒｕｍＴｅｓｔｕｄｉｎｉｓ，ａｎｄｓｃｒｅｅｎｐｒｅｌｉｍｉｎａｒｉｌｙｔｈｅｐｏ
ｔｅｎｔｉａｌｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｉｃａｌａｃｔｉｖｉｔｙＭｅｔｈｏｄｓ：ＴｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅａｎａｌｙｓｅｓｗｅｒｅｃａｒｒｉｅｄｏｕｔｏｎＰｌａｓｔｒｕｍＴｅｓｔｕｄｉｎｉｓ，ａｎｄｔｈｅｍｉＲＮＡｓ
ｗｈｉｃｈｈａｖｅｃｏｕｎｔｓｏｆｍｏｒｅｔｈａｎ１００００ｗｅｒｅｓｅｌｅｃｔｅｄＴｈｅｃｏｐｙｎｕｍｂｅｒｏｆｔｈｅｓｅｍｉＲＮＡｓｉｎＰｌａｓｔｒｕｍＴｅｓｔｕｄｉｎｉｓ，Ｃｈｉｎｅｍｙｓ
ｒｅｅｖｅｓｉｉ，ＭａｕｒｅｍｙｓｍｕｔｉｃａｗｅｒｅｍｅａｓｕｒｅｄｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙｂｙｑＲＴＰＣＲＲｅｓｕｌｔｓ：３ｍｉＲＮＡｓｗｅｒｅｓｅｌｅｃｔｅｄｆｒｏｍｔｈｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ
ｄａｔａ：ｘｔｒｍｉＲ２２，ＮＷ００６６４２９５７１５００ａｎｄＮＷ００６６２２６３３１１９５ＴｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆｑＲＴＰＣＲｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅｃｏｐｙｎｕｍｂｅｒｓ
ｏｆｘｔｒｍｉＲ２２ｉｎＰｌａｓｔｒｕｍＴｅｓｔｕｄｉｎｉｓ，ＣｈｉｎｅｍｙｓｒｅｅｖｅｓｉｉｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｏｆｔｈｅｃｏｕｎｔｅｒｐａｒｔｉｎＭａｕｒｅｍｙｓｍｕｔｉ
ｃａ．ＴｈｅｔａｒｇｅｔｇｅｎｅｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎｃｏｎｆｉｒｍｅｄｔｈａｔｘｔｒｍｉＲ２２ｔａｒｇｅｔｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰＭＬＧｅｎｅＣｏｎｃｌｕｓｉｏｎ：ＴｈｅｍｉＲＮＡｓｄｏｅｘｉｓｔｉｎ
ＰｌａｓｔｒｕｍＴｅｓｔｕｄｉｎｉｓａｆｔｅｒｄｅｅｐｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ，ａｎｄｘｔｒｍｉＲ２２ｗｈｉｃｈｗａｓｄｉｓｃｏｖｅｒｅｄｉｎＰｌａｓｔｒｕｍＴｅｓｔｕｄｉｎｉｓｈａｖｅｐｏｔｅｎｔｉａｌｐｈａｒｍａ
ｃｏｌｏｇｉｃａｌａｃｔｉｖｉｔｙｔｏｔｒｅａｔｐｒｏｍｙｅｌｏｃｙｔｉｃｌｅｕｋｅｍｉａ

［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ＰｌａｓｔｒｕｍＴｅｓｔｕｄｉｎｉｓ；ｍｉＲＮＡ；ｓｃｒｅｅｎｉｎｇｓｔｕｄｉｅｓ
ｄｏｉ：１０．１３３１３／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３４８９０．２０１７１１０４００２

龟甲是一种常用中药，具有滋阴潜阳、益肾强

骨、养血补心、固经止崩的功效，常用于阴虚潮热、

骨蒸盗汗、头晕目眩、虚风内动、筋骨痿软、心虚

健忘、崩漏经多等症［１］。现代研究发现，龟甲具有

抗氧化活性［２３］、提高机体免疫力［４］、促骨髓间充质

干细胞增殖分化［５９］等多种药理作用。已有报道的活

性成分有无机元素［１０１１］、甾体类［１２１４］、氨基酸与多

肽类［１５１６］、多酚类［１７］等。但是，目前龟甲的代表活

性成分依然尚不清楚。

中医药的临床实践已经有几千年历史，但许多

已被证明有确切疗效的中药依靠现有的分子医学理

论依然无法给出合理的解释，提示了中药中存在着

未知的药效机制。微小核糖核苷酸（ｍｉｃｒｏｒｉｂｏｎｕｃｌｅｉｃ
ａｃｉｄ，ｍｉＲＮＡ）是指一类长度为２０～２２ｎｔ、能够调控
基因表达的非编码小分子ＲＮＡ［１８］，其广泛存在于动
物、植物体内，并通过与靶基因互补或不完全互补

的方式在转录后水平调节基因表达。研究表明，

ｍｉＲＮＡ能作为一种信号分子在不同生命体间传播，

·５９３·
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跨物种对基因表达起到调控作用［１９］。２０１１年，张辰
宇课题组报道了一项重大发现，植物 ｍｉＲＮＡｓ可以
通过饮食的方式进入人体血液和组织，它们可以通

过调控人体内靶基因表达而影响人体生理功能［２０］。

２０１４年，该课题组进一步发现中药金银花中的
ｍｉＲ２９１１能在动物体内传递并被吸收，并可通过靶
向调控ＰＢ１、ＰＢ２基因抑制 Ｈ１Ｎ１、Ｈ５Ｎ１、Ｈ７Ｎ９病
毒的复制来治疗流感［２１］。

尽管外源ｍｉＲＮＡ药效机制的相关研究在植物中
已经取得一些成果，并有许多相关文献的支持［２２２４］，

但在药用动物中的研究还是空白，龟甲等常用动物

药中是否也有稳定存在的 ｍｉＲＮＡｓ尚不清楚。笔者
利用转录组测序、实时荧光定量 ＰＣＲ及计算机模拟
技术对龟甲可能存在活性的功能ｍｉＲＮＡ进行初步筛
选，为龟甲及其他动物药中新型活性成分的开发提

供理论基础。

１　材料与方法

１１材料

龟甲购自河北安国药材市场，经北京中医药大

学刘春生教授鉴定为 《中华人民共和国药典》所载

龟甲正品。乌龟及黄喉拟水龟购自广州水产品市场。

样品信息如表１所示。

表１　龟甲及相关测试样品信息
样品编号 样品描述 基原物种

１ 龟甲 乌龟Ｃｈｉｎｅｍｙｓｒｅｅｖｅｓｉｉ

２ 乌龟标本的背甲 乌龟Ｃｈｉｎｅｍｙｓｒｅｅｖｅｓｉｉ

３ 黄喉拟水龟标本的背甲 黄喉拟水龟 Ｍａｕｒｅｍｙｓｍｕｔｉｃａ

１２总ＲＮＡ提取

分别取适量龟甲、新鲜乌龟背甲、新鲜黄喉拟

水龟背甲，使用无水乙醇洗净后捣碎，置于 －８０℃
冷冻过夜后，再在真空低温冷冻条件下冻干备用。

总ＲＮＡ的提取选用 ｍｉｒＶａｎａＴＭ ｍｉＲＮＡＩｓｏｌａｔｉｏｎ
Ｋｉｔ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，Ｃａｒｌｓｂａｄ，ＣＡ，ＵＳＡ）试剂盒，分别
提取上述３个样品的总 ＲＮＡ，采用琼脂糖凝胶电泳
分析 ＲＮＡ降解程度，Ｎａｎｏｄｒｏｐ检测 ＲＮＡ纯度以及
Ａｇｉｌｅｎｔ２１００检测ＲＮＡ完整性。

１３ｍｉＲＮＡ文库构建和测序

采用ＩｌｌｕｍｉｎａＴｒｕＳｅｑＳｍａｌｌＲＮＡ试剂盒构建龟甲
ｍｉＲＮＡ文库。以 ｔｏｔａｌＲＮＡ为起始样品，１μｇ为起
始量，分别在ｍｉＲＮＡ的３′端和５′端加上接头，然后

使用随机引物反转录成 ｃＤＮＡ。随后经过 ＰＣＲ扩增
（１１～１２个循环），对 ｃＤＮＡ文库进行富集，再采用
６％ ＮｏｖｅｘＴＢＥＰＡＧＥ进行文库纯化。使用 ＴＢＳ３８０
（Ｐｉｃｏｇｒｅｅｎ）对文库定量，ｃＢｏｔ上进行桥式 ＰＣＲ扩增
后利用Ｈｉｓｅｑ测序平台，进行 ＳＥ５０测序（由上海美
吉生物公司完成）。其流程如图１所示。

图１　龟甲ｍｉＲＮＡ文库构建流程

１４测序信息分析

测序信息分析采用 ＦａｓｔｘＴｏｏｌｋｉｔ（ｈｔｔｐ：／／ｈａｎ
ｎｏｎｌａｂｃｓｈｌｅｄｕ／ｆａｓｔｘ＿ｔｏｏｌｋｉｔ／）与上海美吉生物自主
开发软件，流程图如图２所示。

图２　龟甲测序信息分析流程图

１４１数据质控和长度分析统计　原始数据下机之
后，先统计原始数据的数据量、碱基质量等信息。

随后对原始数据进行去接头、去除含未知碱基序列、

·６９３·



２０１８年４月　第２０卷　第４期 中国现代中药　ＭｏｄＣｈｉｎＭｅｄ Ａｐｒ２０１８　Ｖｏｌ２０　Ｎｏ４

去低质量碱基序列、长度筛选处理，获得ｃｌｅａｎｓｍａｌｌ
ＲＮＡ序列，并对高质量的测序结果（ｃｌｅａｎｒｅａｄｓ）进
行长度分布统计。原始的ＦＡＳＴＱ数据里面含有带接
头、低质量的序列（ｒｅａｄｓ），为了保证后续生物信息
分析的准确性，需要对 ｒａｗｒｅａｄｓ进行质量控制，得
到 ｃｌｅａｎｒｅａｄｓ，之后的生物信息分析会基于 ｃｌｅａｎ
ｒｅａｄｓ进行。具体质控步骤：１）去除 ｒｅａｄｓ中的３′接
头序列，去除由于接头自连等原因导致没有插入片

段的ｒｅａｄｓ；２）剪切３′端测序质量较低的碱基（质量
值小于２０）；３）去除含未知碱基Ｎ的ｒｅａｄｓ；４）去除
长度过短的ｒｅａｄｓ（＜１８ｎｔ）；５）去除长度过长的ｒｅａｄｓ
（＞３２ｎｔ）。
１４２序列去冗余、ｍｉＲＮＡ鉴定和表达量统计　首
先，对ｃｌｅａｎｒｅａｄｓ进行相同序列合并（去冗余）处理，
这样可以方便后续分析。随后，将去冗余之后的

ｃｌｅａｎｒｅａｄｓ与 Ｒｆａｍ、ｍｉＲＢａｓｅ的基因组序列比对，
鉴定出已知和新的ｍｉＲＮＡ分子，分别获得各自的表
达量即ｃｏｕｎｔ值。由于乌龟在ｍｉＲＢａｓｅ中没有对应物
种的ｍｉＲＮＡ序列信息，研究中选择近缘物种海龟的
基因组作为参考，若有注释信息，就用参考基因组

中的ｍｉＲＮＡ序列注释测得的ｍｉＲＮＡ，将其余不能比
对上的ｓＲＮＡ比对到参考基因组上，截取其周围序
列，使用软件进行二级结构预测，根据预测结果利

用Ｄｉｃｅｒ酶切位点信息、能量值等特征进行过滤，鉴
定出新的ｍｉＲＮＡ。对所有已知和新预测ｍｉＲＮＡ进行
表达量统计，并利用 ＴｒａｎｓｃｒｉｐｔｓＰｅｒＭｉｌｌｉｏｎ（ＴＰＭ）进
行表达量的均一化处理。

１４３靶基因预测和功能分析　对分析得到的已知
和 新 预 测 的 ｍｉＲＮＡ 利 用 ｍｉＲａｎｄａ 软 件

（ｗｗｗｍｉｃｒｏｒｎａｏｒｇ）进行靶基因预测。由于本研究中
主要探究的是龟甲中具有药效活性的 ｍｉＲＮＡ，因此

补充使用 ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ预测工具（ｗｗｗｔａｒｇｅｔｓｃａｎｏｒｇ）
对表达量较高的 ｍｉＲＮＡ进行人转录组中靶基因
预测。

１５实时荧光定量ＰＣＲ
１５１引物设计　实验选用转录组测序中 ｃｏｕｎｔ值超
过１００００的ｍｉＲＮＡ进行绝对定量验证。选定测试基
因后设计引物，如表２所示。
１５２标准曲线的制备　将目的基因合成后克隆到
质粒中，测定质粒浓度并计算其拷贝数，对照品以

０１８ｎｇ·μＬ－１的初始质量浓度进行１０倍梯度稀释，
每个质量浓度设置３个重复进行实时荧光定量 ＰＣＲ
反应，并绘制扩增曲线。以对照品拷贝数的对数值

为横坐标（Ｘ），以测得的目的基因的 Ｃｔ值为纵坐标
（Ｙ）构建标准曲线并计算得出线性方程。ＮＷ
００６６２２６３３１１９５的标准曲线为 Ｙ＝－３０１２Ｘ＋
３４１３７，ｒ＝０９９３；ＮＷ００６６４２９５７１５００的标准曲
线为Ｙ＝－３３８Ｘ＋３５５６８，ｒ＝０９９８；ｘｔｒｍｉｒ２２的
标准曲线为Ｙ＝－３４１５Ｘ＋３４４４６，ｒ＝０９９３，线性
关系均良好。

１５３绝对定量拷贝数计算　３个 ｍｉＲＮＡ在各样品
中进行实时荧光定量ＰＣＲ实验后，根据其Ｃｔ值重合
在标准曲线上的位置计算出目的基因在样品中的绝

对拷贝数。

２　结果与分析

２１龟甲ｍｉＲＮＡ转录组测序结果分析

２１１原始数据　原始数据统计结果显示，共产出
１１０２１１１３条原始序列，总碱基数为５６２０７６７６３ｂｐ，
碱基错误率为００１０６％，Ｐｈｒｅｄ数值大于２０、３０的
碱基占总体碱基的百分比分别为 ９９４２％ 和
９８１５％，ＧＣ含量为５５３３％。

表２　龟甲测序实时荧光定量ＰＣＲ实验引物
基因名 引物名称 引物序列

ｘｔｒｍｉＲ２２５ｐ ｘｔｒｍｉＲ２２５ｐＳ１（逆转录引物） ＧＡＧＴＡＧＡＣＣＡＡＴＧＧＧＴＴＣＡＴＴＴＣＴＧＧＧＴＣＴＴＡＴＴＣＴＡＴＴＣＣＡＴＴＧＧＴＣＴＡＣＴＣＡＡＡＧＣＴ

ｘｔｒｍｉＲ２２５ｐＦ（上游引物） ＧＴＣＧＡＧＴＴＣＴＴＣＡＧＴＧＧＣＡ

ｎｗ００６６２２６３３１１９５ １＿１９５Ｓ１（逆转录引物） ＧＡＧＴＡＧＡＣＣＡＡＴＧＧＧＴＴＣＡＴＴＴＣＴＧＧＧＴＣＴＴＡＴＴＣＴＡＴＴＣＣＡＴＴＧＧＴＣＴＡＣＴＣＡＣＡＧＴＴ

１＿１９５Ｆ（上游引物） ＧＡＴＧＡＡＧＣＴＧＣＣＡＧＴＴＧＡＡＧ

ｎｗ００６６４２９５７１５００ １＿５００Ｓ１（逆转录引物） ＧＡＧＴＡＧＡＣＣＡＡＴＧＧＧＴＴＣＡＴＴＴＣＴＧＧＧＴＣＴＴＡＴＴＣＴＡＴＴＣＣＡＴＴＧＧＴＣＴＡＣＴＣＡＡＧＣＣＴ

１＿５００Ｆ（上游引物） ＧＣＴＣＡＣＴＧＧＧＴＧＣＴＧＴ

探针序列 ｍｉＲＮＡＰ２ ＴＣＴＡＴＴＣＣＡＴＴＧＧＴＣＴＡＣＴ

通用下游引物 ｍｉＲＮＡＲ２ ＴＧＧＧＴＴＣＡＴＴＴＣＴＧＧＧＴＣＴＴ
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　　样品原始数据中碱基质量值越高，说明测序错
误率越低。样品原始数据碱基质量分布如图３所示，
所获得的测序数据达到后续分析要求。

注：横坐标是表示ｒｅａｄｓ上从５′到３′端依次碱基的排列。

图３　碱基质量分布图

２１２原始数据质控后长度分布统计　从全部
１１０２１１１３条原始序列中去除接头序列２０１３１８条、
含未知碱基Ｎ的序列３６１２条、长度过短（＜１８ｎｔ）的
序列 ４７５６６１１条、长度过长（＞３２ｎｔ）的序列
１０１７１２８条后，共得到高质量的测序结果（ｃｌｅａｎ
ｒｅａｄｓ）５０４２４４４条。质控之后，对 ｃｌｅａｎｓｍａｌｌＲＮＡ
的ｒｅａｄｓ长度分布进行统计，龟甲样品在１８～３２ｎｔ
中大体呈正态分布，并在２２ｎｔ处出现高峰，统计结
果见图４。

图４　ｃｌｅａｎｒｅａｄｓ序列长度分布

２１３已知ｍｉＲＮＡ鉴定及其表达分析　对龟甲样品中
测得的ｍｉＲＮＡ进行鉴定，共得到５７８条已知ｍｉＲＮＡ，
部分统计结果如表３、４所示。其中ｘｔｒｍｉＲ２２的ｃｏｕｎｔ
值超过１００００，其二级结构如图５所示。
２１４新 ｍｉＲＮＡ预测及其表达分析　对龟甲样品
中测得的 ｍｉＲＮＡ进行鉴定，共预测得到１２０条新
ｍｉＲＮＡ，部分统计结果见表５、６。共两条ｍｉＲＮＡ的
ｃｏｕｎｔ值超过１００００，分别命名为 ＮＷ００６６４２９５７１
５００和 ＮＷ００６６２２６３３１１９５，其结构预测如图 ６
所示。

表３　部分已知ｍｉＲＮＡ的ｃｏｕｎｔ值统计结果
ｍｉＲＮＡ名称 Ｃｏｕｎｔｓ

ｘｔｒｍｉＲ２２３ｐ １０４３０

ａｃａｍｉＲ４５１５ｐ ７３４３

ｘｔｒｍｉＲ４５１ ７３４３

ａｃａｍｉＲ１８１ａ ４５３２

ｏｈａｍｉＲ１８１ａ５ｐ ４５３２

ｐｍａｍｉＲ１８１ａ５ｐ ４５３２

ｘｔｒｍｉＲ１８１ａ５ｐ ４５３２

ａｃａｍｉＲ１０ｂ５ｐ ３７３５

ｏｈａｍｉＲ１０ｃ５ｐ ３７３５

ｘｔｒｍｉＲ１０ｂ ３７３５

ａｃａｍｉＲ１４３３ｐ ３０６３

ｘｔｒｍｉＲ１４３ ３０６３

ａｃａｍｉＲ２６５ｐ ３０５８

ｏｈａｍｉＲ２６５ｐ ３０５８

ｐｍａｍｉＲ２６ａ５ｐ ３０５８

ｘｔｒｍｉＲ２６ ３０５８

表４　部分已知ｍｉＲＮＡ的ＴＰＭ值统计结果
ｍｉＲＮＡ名称 ＴＰＭ

ｘｔｒｍｉＲ２２３ｐ １７４２３１１６

ａｃａｍｉＲ４５１５ｐ １２２６６３４１

ｘｔｒｍｉＲ４５１ １２２６６３４１

ａｃａｍｉＲ１８１ａ ７５７０６２０

ｏｈａｍｉＲ１８１ａ５ｐ ７５７０６２０

ｐｍａｍｉＲ１８１ａ５ｐ ７５７０６２０

图５　ｘｔｒｍｉＲ２２的二级结构
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表５　新预测ｍｉＲＮＡ的部分ｃｏｕｎｔ值统计结果
ｍｉＲＮＡ名称 Ｃｏｕｎｔｓ

ＮＷ００６６４２９５７１５００ １９１２９

ＮＷ００６６２２６３３１１９５ １０４４１

ＮＷ００６６１５９６９１７７ ４６０６

ＮＷ００６６５６１７６１６０４ ４５４３

ＮＷ００６６３３４０４１３４９ ４５３８

ＮＷ００６６３１１８３１３１７ ３７３６

ＮＷ００６６３７５１４１４５２ ３０８８

ＮＷ００６６５７６１９１６１５ ３０７１

表６　新预测ｍｉＲＮＡ的部分ＴＰＭ值统计结果
ｍｉＲＮＡ名称 ＴＰＭ

ＮＷ００６６４２９５７１５００ ２６６５０９７０

ＮＷ００６６２２６３３１１９５ １４５３１３２０

ＮＷ００６６５６１７６１６０４ ６３１４０８８

ＮＷ００６６１５９６９１７７ ６３０７１２２

ＮＷ００６６３３４０４１３４９ ６３０７１２２

ＮＷ００６６３１１８３１３１７ ５２０３６８９

ＮＷ００６６３７５１４１４５２ ４２９８０９４

ＮＷ００６６５７６１９１６１５ ４２７７１９６

图６　ＮＷ００６６２２６３３１１９５和ＮＷ００６６４２９５７１５００的二级结构

２１５靶基因预测　Ｃｏｕｎｔ值最高的已知 ｍｉＲＮＡ（ｘｔｒ
ｍｉＲ２２）的靶基因预测结果如表７所示，在人转录组

中靶基因预测结果如表８所示，得分最高的是 ＰＭＬ
基因，为早幼粒细胞白血病相关基因。

表７　ｘｔｒｍｉｒ２２靶基因预测结果
靶基因 靶位点得分 靶位点自由能 靶基因ＩＤ 靶基因名称

ｒｎａ１５７１２ １８０ －２８９５ ｇｅｎｅ１４５３８ ＬＯＣ１０２９４５８０９

ｒｎａ１５９２１ １７６ －２８６７ ｇｅｎｅ１４７３９ ＬＯＣ１０２９３５７７５

ｒｎａ１４７８９ １７５ －２７３０ ｇｅｎｅ１３７０３ ＡＲＦ５

ｒｎａ１２８８０ １７４ －２５１３ ｇｅｎｅ１１９２２ ＬＯＣ１０２９３３７３７

ｒｎａ１５７１３ １７２ －２３３６ ｇｅｎｅ１４５３９ ＬＯＣ１０２９４６０３８

ｒｎａ１４７３０ １７１ －２６７７ ｇｅｎｅ１３６５１ ＣＤＨ２０

ｒｎａ３８２１ １７１ －２６６６ ｇｅｎｅ３６７７ ＭＰＰ１

ｒｎａ３８２２ １７１ －２６６６ ｇｅｎｅ３６７７ ＭＰＰ１

ｒｎａ３８２３ １７１ －２６６６ ｇｅｎｅ３６７７ ＭＰＰ１

ｒｎａ１４９８７ １７０ －２５７１ ｇｅｎｅ１３８７５ ＬＯＣ１０２９３７８２４
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表８　ｘｔｒｍｉｒ２２靶基因预测结果
靶基因同源基因 代表的转录产物 基因名称

ＰＭＬ ＥＮＳＴ０００００４３５７８６２ Ｐｒｏｍｙｅｌｏｃｙｔｉｃｌｅｕｋｅｍｉａ

ＡＬＸ３ ＥＮＳＴ０００００３６９７９２４ ＡＬＸｈｏｍｅｏｂｏｘ３

Ｈ３Ｆ３Ｃ ＥＮＳＴ０００００３４０３９８３ Ｈ３ｈｉｓｔｏｎｅ，ｆａｍｉｌｙ３Ｃ

ＫＲＴＡＰ１５ ＥＮＳＴ０００００３６１８８３５ Ｋｅｒａｔｉｎａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ１５

ＳＥＬＰＬＧ ＥＮＳＴ０００００３８８９６２３ ＳｅｌｅｃｔｉｎＰｌｉｇａｎｄ

Ｃ１０ｏｎｆ５３ ＥＮＳＴ０００００３７４１１３３ Ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ１０ｏｐｅｎｒｅａｄｉｎｇｆｒａｍｅ５３

Ｃ５ｏｒｆ２４ ＥＮＳＴ０００００３９４９７６３ Ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ５ｏｐｅｎｒｅａｄｉｎｇｆｒａｍｅ２４

ＰＤＳＳ１ ＥＮＳＴ０００００３７６２１５５ Ｐｒｅｎｙｌ（ｄｅｃａｐｒｅｎｙｌ）ｄｉｐｈｏｓｐｈａｔｅｓｙｎｔｈａｓｅ，ｓｕｂｕｎｉｔ１

２２实时荧光定量ＰＣＲ实验结果分析

实验选用ｃｏｕｎｔ值超过１００００的１条已知ｍｉＲＮＡ
（ｘｔｒｍｉＲ２２）和２条新预测ｍｉＲＮＡ（ＮＷ００６６２２６３３１
１９５，ＮＷ００６６４２９５７１５００）进行绝对定量验证，对
各样品中３条ｍｉＲＮＡ的拷贝数进行计算，每个样品
进行３个重复，结果如图７所示。

注：ｎｗ１１９５及 ｎｗ１５００分别代表 ２条新预测 ｍｉＲＮＡ（ＮＷ

００６６２２６３３１１９５，ＮＷ００６６４２９５７１５００）；表示该 ｍｉＲＮＡ在各

样品中的拷贝数有统计学差异（Ｐ＜００１）。

图７　３个ｍｉＲＮＡ在各样品中的拷贝数计算结果

将实验获得的数据采用ＳＡＳ８２软件进行处理及
单因素方差分析，结果显示 ＮＷ００６６２２６３３１１９５在
龟甲、乌龟动物背甲及乌龟同属动物黄喉拟水龟的

背甲中拷贝数无明显统计学差异（Ｐ＞００５），而
ＮＷ００６６４２９５７１５００及ｘｔｒｍｉｒ２２在各样品中拷贝数
差异均有统计学意义（Ｐ＜００１），其中ｘｔｒｍｉＲ２２在
乌龟背甲中的拷贝数显著高于黄喉拟水龟背甲，在

龟甲中的拷贝数显著高于乌龟背甲。

３　结论与讨论

本研究中采用ｍｉＲＮＡ转录组高通量测序对龟甲
中可能存在的ｍｉＲＮＡ的结构进行预测，共得到三条
ｃｏｕｎｔ值超过 １００００的 ｍｉＲＮＡ序列：ｘｔｒｍｉＲ２２，

ＮＷ００６６４２９５７１５００以及 ＮＷ００６６２２６３３１１９５。实
时荧光定量ＰＣＲ实验结果显示 ｘｔｒｍｉＲ２２在乌龟背
甲中的拷贝数明显高于同属的常用混伪品基原动物

黄喉拟水龟的背甲，且其在龟甲中未发生明显的降

解，可能为龟甲中具有药理活性的 ｍｉＲＮＡ。靶基因
预测结果显示 ｘｔｒｍｉＲ２２可作用于 ＰＭＬ基因以抑制
其表达，而ＰＭＬ基因的表达能够抑制早幼粒细胞白
血病 ＨＬ６０细胞凋亡并促进其增殖［２５］，因此 ｘｔｒ
ｍｉＲ２２具有潜在的治疗早幼粒细胞白血病的药理
活性。

尽管目前已有很多有关龟甲药效及其物质基础

的报道，但由于龟甲本身成分极为复杂，这些研究

多数停留于提取物及动物或细胞的表观变化上，而

鲜有触及作用机制和药效物质基础的报道。有研究

表明，益血生胶囊和补髓生血解毒汤等含龟甲的制

剂能够治疗急性白血病化疗后的全血细胞减少症并

降低不良反应［２６２７］，龟甲在其中主要起到改善骨髓

造血机制、提高机体免疫力的作用。虽然与本研究

在龟甲中发现的 ｘｔｒｍｉＲ２２的靶基因预测结果并不
一致，但考虑到计算机靶基因预测具有局限性，且

ｍｉＲＮＡ在时空表达中往往能够靶向调控多个基因，
因此并不能排除 ｍｉＲＮＡｓ作为龟甲中具有生物活性
的药效物质，笔者后续将设计靶向验证实验加以

验证。

张辰宇课题组［２１］在金银花 ｍｉＲ２９１１的研究中证
实植物类中药中存在结构极其稳定的 ｍｉＲＮＡ，不仅
在高温煎煮中没有发生大量降解，而且能够通过胃

肠道后由肠上皮细胞传递至其他组织和器官，并通

过靶向调控基因发挥其生物活性。对于人与小鼠等

哺乳动物，植物ｍｉＲＮＡ属于外源ｍｉＲＮＡ，其结构与
动物ｍｉＲＮＡ有一定区别，尚且能够跨界调控动物的
基因，提示动物药中的ｍｉＲＮＡ亦具有通过胃肠道传

·００４·
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递进入人体内并调控人基因的潜力。

本研究以龟甲为例，首次测序并验证了中药

动物药中存在 ｍｉＲＮＡｓ，可能为中药中一类新型
的具有药理作用的活性物质，为中药动物药活性

物质研究及中药新药开发提供了新的思路及理论

依据。
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