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МикроРНК (miRNAs) образуют семейство одноцепочечных некодирующих молекул РНК, образованных
~22 нуклеотидами каждая, которые рассматриваются как ключевые пост"транскрипционные регуляторы
экспрессии генов, оказывающих большое влияние на различные биологические процессы в живых организ"
мах. У животных были выявлены многочисленные микроРНК, однако лишь малое их количество было
идентифицировано у видов углозубых (Hynobiidae). Поэтому целью настоящей работы была идентифика"
ция полного набора микроРНК у Batrachuperus yenyuanensis (Длиннохвостый углозуб), которая может спо"
собствовать значительному повышению уровня наших знаний о микроРНК земноводных. Была создана
библиотека малых РНК из B. yenyuanensis, которая затем была подвергнута анализу с помощью метода глу"
бокого секвенирования. В результате проведенного секвенирования, были получены 1 717 751 чистых ридов
(прочтений), которые соответствовали 356"ти уже известных микроРНК и 80"ти новым. Кроме того, были
подтверждены уровни экспрессии восьми отобранных случайным образом микроРНК B. yenyuanensis с по"
мощью метода количественной ОТ"ПЦР «стебель–петля». Также, были предсказаны 13 972 возможные ми"
шени для этих идентифицированных микроРНК, хотя физиологические функции для многих мишеней
этих микроРНК остаются до сих пор не выясненными. Затем проведенный анализ онтологии генов (GO –
Gene Ontology) и обогащения путей KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) позволили предпо"
ложить, что эти предсказанные мишени вовлечены в большое многообразие физиологических функций у
B. yenyuanensis. Полученные результаты предоставили полезную информацию для проведения дальнейших
исследований микроРНК, которые вовлечены в процессы роста и развития представителей вида B. Yenyua�
nensis и способствуют их адаптации в сложной для проживания высокогорной местности.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: Batrachuperus yenyuanensis, микроРНК, глубокое секвенирование, семенник, количест"
венная ОТ"ПЦР «стебель"петля» (stem"loop qRT"PCR).
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МикроРНК (miRNAs – microRNAs) – это
короткие эндогенные некодирующие РНК дли"
ной ~22 нуклеотида (н.), которые действуют как
пост"транскрипционные, негативные регулято"
ры стабильности мРНК или вызывают подавле"
ние трансляции мРНК путем связывания с 3' не"
транслируемым участком (UTR) мРНК"мишени
или с 5' UTR [1, 2]. Зрелые микроРНК в боль"

шинстве случаев транскрибируются с некодиру"
ющих участков генома. Исходно они транскри"
бируются с помощью РНК"полимеразы II в ви"
де длинного первичного транскрипта, который
далее подвергается процессингу с помощью бел"
ков Drosha и DGCR8 с образованием предшест"
венника микроРНК (пре"микроРНК) длиной
~70 н., для которых характерна вторичная

ОБНАРУЖЕНИЕ микроРНК У Batrachuperus yenyuanensis
С ПОМОЩЬЮ МЕТОДА ГЛУБОКОГО СЕКВЕНИРОВАНИЯ 

И ПРЕДСКАЗАНИЕ ИХ ВЕРОЯТНЫХ ГЕНОВ"МИШЕНЕЙ*,**

© 2019    Y. Huang1***, J. Xiong1***, P.B. Brown2, X. Sun1

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : miRNA или miR – микроРНК, ОТ"ПЦР – полимеразная цепная реакция с обратной транс"
крипцией, н. – нуклеотид, мяРНК (snRNA) – малые ядерные РНК, мякРНК (snoRNA) – малые ядрышковые РНК, PC –
«предсказываемые кандидаты» (predicated candidate).

* Приложение к статье на английском языке опубликовано на сайте журнала «Biochemistry» (Moscow) и на сайте изда"
тельства Springer (Link.springer.com), том 84, вып. 4, 2019. 

** Первоначально английский вариант рукописи опубликован на сайте «Biochemistry» (Moscow) http://protein.bio.msu.ru/
biokhimiya, в рубрике «Papers in Press», BM 18"202, 24.12.2018.
*** Адресат для корреспонденции.



МикроРНК У Batrachuperus yenyuanensis

структура типа шпильки [3]. Затем пре"мик"
роРНК экспортируются в цитоплазму и далее
подвергаются процессингу с помощью белка
Dicer (РНКаза III типа), с образованием дуплек"
са микроРНК/микроРНК* [4]. В завершение,
одна цепь РНК"дуплекса (зрелая микроРНК)
преимущественно встраивается в комплекс
RISC (RNA"induced silencing complex), в кото"
ром она негативно регулирует экспрессию генов
за счет ингибирования трансляции мРНК или
способствуя деградации кодирующей мРНК че"
рез полную или неполную комплементарность с
мРНК, служащими в качестве их мишени [5, 6].
Согласно компьютерному анализу, одна и та же
микроРНК может связываться со многими
мРНК"мишенями, и один ген"мишень также
может регулироваться многими микроРНК [7, 8].
Все больше данных свидетельствует в пользу то"
го, что микроРНК играют ключевую роль во
многих физиологических и биохимических про"
цессах у эукариот, включая развитие, пролифе"
рацию, дифференциацию клеток, их метабо"
лизм, гомеостаз, апоптоз, иммунный ответ, за"
щиту от вирусов и стресс, вызванный окружаю"
щей средой [9–12].

Длиннохвостые углозубы (Batrachuperus yenyua�
nensis) принадлежат к хвостатым высокогорным
углозубам (Amphibia, Caudata, Hynobiidae, Batra�
chuperus) и являются эндемичными животными
для Китая. В основном, саламандры обитают в
горах Хендуань и их окрестностях [13], преиму"
щественно на юге провинции Сычуань, в том
числе, в округах Янюань, Сичан, Мьянин и
Пуксон. Они обычно живут и выводят потом"
ство в горных реках на большой высоте, где те"
чение медленное и в русле реки находится мно"
го камней. Взрослые особи в основном живут в
воде и питаются креветками и водными насеко"
мыми. В традиционной тибетской и китайской
медицине личинки B. yenyuanensis используют"
ся для лечения ран, переломов, контузий, рас"
тяжений и боли в суставах. Из"за уникального
медицинского значения и постоянно растущей
рыночной цены люди стали усиленно истреб"
лять этот вид, что вызвало резкое падение чис"
ленности популяций и даже локальное полное
исчезновение. Кроме того, в результате разви"
тия инфраструктуры выживание этого вида
оказалось под угрозой из"за разрушения их
мест обитания. С 2004 г. B. yenyuanensis включен
в список особо охраняемых государством жи"
вотных (категория II) в соответствии с законом
об охране природы Китая и Приложением I
Конвенции по международной торговле видами
дикой фауны и флоры (Convention on Interna"
tional Trade in Endangered Species of Wild Fauna
and Flora, CITES).

В предыдущих работах по видам из рода уг"
лозубых (Hynobiida) основное внимание уделя"
лось их жизненным привычкам, морфологии,
биоразнообразию, распределению популяции,
филогеографии и их транскриптомам [14–17].
Однако до сих пор нет информации, касающейся
микроРНК, экспрессируемых в B. yenyuanensis.
В настоящей работе с помощью метода глубоко"
го секвенирования нами впервые были охарак"
теризованы новые и уже известные ранее мик"
роРНК из B. yenyuanensis. Для подтверждения
уровня экспрессии отобранных микроРНК из
B. yenyuanensis был использован метод количе"
ственной ПЦР в реальном времени с обратной
транскриптазой (кОТ"ПЦР) и определением
структуры типа «стебель–петля» (stem"loop
qRT"PCR). Возможные мишени микроРНК бы"
ли предсказаны с помощью методов предска"
зания мишеней. Идентификация микроРНК у
B. yenyuanensis поможет обогатить репертуар
микроРНК земноводных. Полученные в насто"
ящей работе результаты также обеспечат основу
для дальнейших исследований функций этих
микроРНК, которые принимают участие в фи"
зиологических процессах, иммунном ответе, и
адаптивной эволюции вида B. yenyuanensis.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Получение образцов. Здоровые самцы B. yenyua�
nensis были получены из округа Янюань (Сычу"
ань, Китай). В работе использовали целые туши
трех представителей B. yenyuanensis. Ткани се"
менника, предназначенные для получения
РНК, быстро замораживали в жидком азоте и
хранили при –80 °С до дальнейшего использо"
вания.

Конструирование библиотеки РНК и глубокое
секвенирование. Общую РНК экстрагировали из
смеси тканей трех особей B. yenyuanensis с ис"
пользованием реагента RNAiso («Тakara», Ки"
тай) согласно инструкциям производителя. Ко"
личество и чистоту препарата общей РНК оце"
нивали на спектрофотометре NanoDrop ND"1000
(«NanoDrop», США) по соотношению оптичес"
кой плотности при 260 и 280 нм (А260/А280 > 2,0).
Целостность препарата общей РНК анализиро"
вали с помощью биоанализатора Agilent 2100
Bioanalyzer («Agilent Technologies», США) при
значении RIN (RNA integrity value) > 8,0. Вкратце,
фракцию малых РНК длиной 15–50 н. получали
из препарата общей РНК с помощью электрофо"
реза в 15%"ном полиакриламидном геле в Tris"бо"
ратном буфере, также содержащем ЭДТА и мо"
чевину. Малые РНК последовательно лигирова"
ли с РНК 5' и 3' адапторами («Illumina», США).
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После проведения обратной транскрипции, по"
лученные кДНК использовали для генерации
кластеров на аппарате по получению кластеров
(«Illumina», США) и затем подвергали секвени"
рованию с помощью аппарата для секвениро"
вания Illumina GAIIx («Illumina», США) в соот"
ветствии с инструкциями производителя. За"
тем полученные необработанные данные поме"
щали в базу данных NCBI под номером доступа
SRP153555.

Анализ данных, полученных при секвенирова"
нии, и идентификация микроРНК. Из данных,
полученных в результате секвенирования, уда"
ляли риды низкого качества. После маскировки
последовательностей адаптора и вектора и уда"
ления излишних ридов, чистые риды аннотиро"
вали на наличие малых РНК, таких как рРНК,
малая цитоплазматическая РНК (scRNA), ма"
лые ядерные РНК (snRNA), малая ядрышковая
РНК (snoRNA), и тРНК из баз данных GenBank
и Rfam. Чтобы идентифицировать уникальные
малые РНК, которые были картированы в анно"
тации, мы придерживались следующего правила
приоритетности: рРНК и др. (в которых Gen"
Bank > Rfam) > известная микроРНК > повтор >
экзон > интрон, и совпавшие тэги ncRNA были
удалены из пула неаанотированных тэгов с ис"
пользованием программы RepeatMasker (http://
www.repeatmasker.org). Оставшиеся риды были
просмотрены в базе данных miRBase 21.0 (ftp://
mirbase.org), чтобы идентифицировать уже изве"
стные микроРНК. Для выявления новых мик"
роРНК использовали программный пакет Mireap
(http://sourceforge.net/projects/mireap/). Были
подобраны следующие критерии для предсказа"
ния вторичной структуры: 1) число нуклеотидов
в одной выпуклой части стебля (�12); 2) число
пар оснований в стеблевом участке предсказан"
ной шпильки (�16); 3) пороговое значение сво"
бодной энергии (�15 ккал/моль); 4) длина
шпильки (сверху и снизу стволов + концевая
петля) �50; 5) длина петли шпильки (�20); 6) чис"
ло нуклеотидов в одной выпуклости в зрелом
участке (�8); 7) число необъективных ошибок в
одной выпуклости в зрелом участке (�4); 8) чис"
ло необъективных ошибок в зрелом участке �2;
9) число ошибок в зрелом участке (�7); 10) чис"
ло пар оснований в зрелом участке предсказан"
ной шпильки (�12); 11) процент нуклеотидов в
стволовом участке зрелой микроРНК (�80%).

Подтверждение экспрессии микроРНК с по"
мощью количественной ПЦР с обратной транскрип"
тазой (Stem"loop qRT"PCR). Чтобы подтвердить
наличие и экспрессию идентифицированных
микроРНК, случайным образом были отобраны
восемь микроРНК для проведения количествен"
ной ПЦР с обратной транскриптазой (кОТ"ПЦР)

с помощью праймера обратной транскрипции.
Праймеры были сконструированы с помощью
методов, которые были ранее описаны [18, 19].
Условия проведения кОТ"ПЦР включали: один
цикл при 95 °С в течение 15 мин, затем 40 цик"
лов: 94 °С – 15 с, 55 °С – 30 с, 70 °С – 30 с. Было
проведено три независимых эксперимента. Фолд"
изменение экспрессии генов оценивали в виде
пороговых циклов с помощью метода 2–ΔΔCt. 16S
рРНК была использована в качестве внутренне"
го контроля. Все праймеры, которые были ис"
пользованы для валидации микроРНК, и их экс"
прессии приведены в табл. S1 в Приложении.

Предсказание генов"мишеней и анализ сигналь"
ных путей. На основании последовательностей
ранее уже известных и новых микроРНК, с по"
мощью программных пакетов miRanda (v. 3.3a) и
Targetscan (v. 7.0) были предсказаны кандидатные
гены"мишени. Были выбраны следующие пара"
метры: 1) точная комплементарность микроРНК
(положения 2–8) с транскриптами; 2) score > 50 и
значение свободной энергии менее –20 ккал/моль.
Перекрывающиеся результаты предсказания с
помощью обоих программных пакетов были
отобраны как предсказанные гены"мишени
микроРНК. Более того, биологические функ"
ции генов"мишеней были оценены с помощью
анализа обогащения онтологии генов (GO), и
было подсчитано количество генов в каждом
термине онтологии. Для идентификации биоло"
гических путей, в которых задействованы выяв"
ленные гены"мишени, предсказанные мишени
были классифицированы в функциональные
пути с помощью анализа путей KEGG.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Глубокое секвенирование малых РНК. С по"
мощью платформы для глубокого секвенирова"
ния «Illumina Hiseq 3000» всего было получено
11 514 774 исходных ридов из библиотеки малых
РНК. После удаления отфильтрованных с по"
мощью «3ADT&length» прочтений, выявления му"
сорных ридов, рРНК, тРНК, мяРНК, мякРНК и
других РНК, находящихся в базе данных Rfam,
а также последовательностей из базы данных Rep"
base, в конечном итоге было получено 1 717 751
уникальных ридов, представляющих 869 818
подтвержденных ридов с длиной 18–26 н. (табл. 1).
Распределение подтвержденных ридов по их
длине показано на рис. 1. В большинстве случа"
ев длина этих малых РНК находилась в диапазо"
не 19–24 н., что является типичной длиной ма"
лых РНК у животных после их процессинга с
участием белка Dicer [20, 21]. Наиболее часто
встречающимся размером была длина 22 н., ко"
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торая была отмечена для 33,69% библиотеки.
Затем следовали 21, 20 и 23 н. (21,17%, 13,17% и
11,88% соответственно). Малые РНК с длиной
более 25 н. могут являться малыми интерфери"
рующими РНК, ассоциированные с повторами
(rasiRNAs; repeat"associated small interfering
RNAs), которые опосредуют сайленсинг геном"
ных повторов и транспозонов [22].

Идентификация и характеристика ранее извест"
ных микроРНК. Чтобы идентифицировать уже
известные микроРНК у B. yenyuanensis, нами
были проанализированы потвержденные риды,
и все последовательности малых РНК были под"
вергнуты сравнению с известными животными
микроРНК в базе данных miRBase 21.0 с по"
мощью программы BLASTN. Всего было иден"
тифицировано 356 известных зрелых микроРНК
(5p и 3p), которые входили в 98 семейств (табл. S2
в Приложении). Технология глубокого секвени"
рования является мощным инструментом для
оценки уровня экспрессии микроРНК, который
также обладает способностью генерировать
миллионы ридов малых РНК. Более того, секве"
нирование считываний различных микроРНК,
как правило, отражает их относительное оби"
лие, и может быть использовано для оценки
уровней экспрессии микроРНК [23]. Интерес"
но, что число ридов идентифицированных из"
вестных микроРНК значительно различается.
Например, десять наиболее обильно представ"
ленных микроРНК (dre"miR"202"5p_R"1, aca"
miR"99b"5p_R"1, dre"miR"122_R"1, hsa"miR"
30c"5p_R"2, hsa"let"7a"5p, aca"miR"21"5p, aca"
miR"451"5p_R"1, hhi"miR"26_R"1, aca"miR"126"
3p_R"1 и aca"miR"16b"5p) имели более 8 000 ри"
дов (табл. 2), в то время как многие микроРНК
были секвенированы только один раз, как, на"
пример, ccr"miR"27c"3p_R"1, ipu"miR"30d_R"
2_1ss9TC, aca"miR"202"3p.1_R+2_1ss10CT, ola"
miR"192"3p_R"1_1ss8GA и hsa"miR"500a"
3p_L+1R"2_1ss18AG. Эти результаты позволяют
предположить, что широко представленные
микроРНК могут играть важную роль в разви"
тии или физиологии B. yenyuanensis. А мик"

роРНК, которые были относительно редко
прочтены, могут функционировать на других
стадиях развития или в физиологических усло"
виях, специфичных для отдельных органов [24,
25]. Было показано, что микроРНК с высоким
числом ридов играют важную регуляторную
роль. Например, в предыдущих работах было
подтверждено, что miR"202"5p повышенно
экспрессируется в семеннике мышей, лягушек,
петухов и атлантического палтуса [26–28]. Ана"
логично, dre"miR"202"5p_R"1 показывает повы"
шенную экспрессию и 206 216 ридов у B. yenyua�
nensis. Было показано, что miR"99b"5p показы"
вает аномальную экспрессию при различных
злокачественных опухолях и способствует апоп"
тозу клеток путем нацеливания на mTOR при
плоскоклеточной карциноме пищевода и регу"
лирует клеточный ответ на повреждения ДНК
[29, 30]. MiR"26a регулирует клеточный цикл и
дифференциацию клеток [31, 32], сообщалось,
что miR"21 имеет важное значение для самооб"
новления стволовых клеток сперматогониев и
сперматогенеза [33]. Кроме того, miR"21 может
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Рис. 1. Распределение величины длины секвенированных
малых РНК из B. Yenyuanensis.
С цветным вариантом рис. 1 можно ознакомиться в элект"
ронной версии статьи на сайте: www.elibrary.ru

Тип

Исходные риды

Фильтр 3ADT&length

Мусорные риды

Rfam

Повторы

Картируемые риды

%

100

46,76

0,78

1,66

0,24

50,64

Таблица 1. Анализ последовательностей малых РНК у B. yenyuanensis

Уникальные риды

1 717 751

803 273

13 408

28 477

4 176

869 818

%

100

49,44

0,24

2,98

0,60

46,96

Всего ридов

11 514 774

5 692 352

27 110

343 383

69 548

5 407 005
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регулировать самовосстановление стволовых кле"
ток сперматогониев мыши и функционирует как
антиапоптотический фактор и онкоген, связанный
с ростом клеток [34"36]. Let"7 и члены ее семейства
показывают высокий консерватизм у различных
видов в плане последовательности и функций. Так,
miR let"7 играет основную роль в тайминге процес"
сов развития у Caernohabditis elegans [37].

Консервативные микроРНК присутствуют у
многих видов животных и обладают важными
функциями в развитии животных и в протека"
нии физиологических процессов [38, 39]. Чтобы
идентифицировать консервативные микроРНК
в нашем наборе микроРНК, был проведен поиск
известных микроРНК, имеющихся в базе дан"
ных miRBase 21.0, с помощью программы BLAST.
У B. yenyuanensis всего было выявлено 314 кон"
сервативных микроРНК, которые совпадали с
микроРНК из других видов. Было показано, что
в число первых шести видов входят Salmo salar,
Homo sapiens, Danio rerio, Ictalurus punctatus,
Xenopus tropicalis и Anolis carolinensis с 314, 279,
227, 216, 173 и 171 консервативными микроРНК
соответственно, которые также обнаруживают"
ся у B. yenyuanensis. Подробности тэгов секвени"
рованных микроРНК представлены на рис. 2 и в
табл. S3 в Приложении, на которой также пока"
заны их статистические показатели. Среди них
некоторые сохранившиеся микроРНК были об"
наружены у большого разнообразия видов рыб,
что указывает на высоко консервативную струк"
туру или на их роль в эволюции.

Выявление новых микроРНК. Одним из наи"
более крупных преимуществ глубокого секвени"
рования является его способность идентифици"
ровать в библиотеке малых РНК новые микроРНК,
которые экспрессируются в относительно ма"
лых количествах [40]. Чтобы идентифицировать
возможные микроРНК, нами был использован

программный пакет «Mireap». С его помощью
можно идентифицировать потенциальные струк"
туры типа «стебель–петля» в последовательнос"
тях, обрамляющих остающиеся неаннотирован"
ные риды [41]. В настоящее время нет данных о
геноме B. yenyuanensis. Поэтому, в нашей работе
неаннотированные малые РНК, которые можно
картировать в транскриптах B. yenyuanensis (нео"
публикованные данные), были использованы
для предсказания новых микроРНК. В итоге,
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Название микроРНК

dre"miR"202"5p_R"1

aca"miR"99b"5p_R"1

dre"miR"122_R"1

hsa"miR"30c"5p_R"2

hsa"let"7a"5p 

aca"miR"21"5p 

aca"miR"451"5p_R"1

hhi"miR"26_R"1

aca"miR"126"3p_R"1

aca"miR"16b"5p

Число ридов

206 216

66 212

65 298

50 983

16 623

16 056 

13 687

13 098

11 369

8649

Таблица 2. Последовательности и количество десяти наиболее известных микроРНК у B. Yenyuanensis

Зрелая последовательность

TTCCTATGCATATACCTCTTT

AACCCGTAGATCCGAACTTGCG

TGGAGTGTGACAATGGTGTTT

TGTAAACATCCTACACTCTCA 

TGAGGTAGTAGGTTGTATAGTT

TAGCTTATCAGACTGATGTTGA

AAACCGTTACCATTACTGAGT

TTCAAGTAATCCAGGATAGG

TCGTACCGTGAGTAATAATGC

TAGCAGCACGTAAATACTGGAG

Рис. 2. Сохранение идентифицированных микроРНК у дру"
гих видов. По оси Х отложены запрашиваемые виды; по
оси Y отложено число консервативных микроРНК. Частота
идентифицированных микроРНК рассчитана путем карти"
рования в 13 видах (горизонтальная ось) в miRbase, и чис"
ло микроРНК показано по вертикальной оси. Показано до
314 консервативных микроРНК у B. yenyuanensis (первый
столбик) в сравнении с другими видами.
С цветным вариантом рис. 2 можно ознакомиться в элект"
ронной версии статьи на сайте: www.elibrary.ru
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было предсказано, что 80 вероятных новых мик"
роРНК происходят от предшественников мик"
роРНК, из которых 36 микроРНК берут начало
от 3' «руки» и 44 от 5' «руки» (табл. S4 в Прило"
жении). Это указывает на то, что они могут яв"
ляться видоспецифичными микроРНК в сети
регуляции генов. Эти новые микроРНК были
названы «предсказываемые кандидаты» (PC,
predicated candidate). Длина предшественников,
предполагаемых новых микроРНК, варьировала
от 50 до 160 н., и длина зрелой микроРНК варь"
ировала от 18 до 26 н., что было сходно с мик"
роРНК, обнаруженными у Andrias davidianus и
Xenopus tropicalis [42, 43]. Значения минималь"
ной свободной энергии сворачивания (MFE –
minimum folding free energies) для новых предшест"
венников микроРНК находились в диапазоне
от –15,4 до –82,6 ккал/моль со средним значе"
нием, равным –37,61 ккал/моль. Содержание
G + C для всех 80 предшественников микроРНК
колебалось в пределах 24,7–69,8%, и среднее
значение составляло 46,7%. Различия в длине, в
основном, связано с действием ферментов: ре"
дактирование РНК, редактирование 3'"конца и
экзонуклеазная активность [44]. В настоящей
работе нами также было показано, что для этих
PC микроРНК характерны величины ридов в
диапазоне 10–310, что является показателем
чрезвычайно низкого уровня экспрессии в срав"
нении с большинством уже известных мик"
роРНК из B. yenyuanensis. Этот феномен низко"
го уровня экспрессии, наблюдаемый для новых
микроРНК, соответствует низкому уровню
экспрессии микроРНК, вовлеченных в органи"
зационный или специальный периоды развития
[45, 46].

Кластеры генов микроРНК у B. Yenyuanensis.
Часто гены микроРНК образуют в геноме клас"
теры. Кластеры генов микроРНК были показа"
ны у многих видов животных, в том числе у
Salmo salar и Gadus morhua [47, 48]. Экспрессия
микроРНК на специфичном кластере может от"
ражать транскрипцию, специфичную для опре"
деленной стадии развития, или различный пост"
транскрипционный процессинг пре"микроРНК
[49, 50]. Основываясь на определении в базе
данных miRBase, кластер микроРНК должен
включать два или более генов микроРНК <10 кб.
В соответствии с этим положением, в насто"
ящей работе 14 микроРНК, в том числе 3 кон"
сервативных и 11 PC микроРНК, были класси"
фицированы на четыре кластера (табл. 3). Каж"
дый кластер содержал, по крайней мере, две
микроРНК. Один из генов новой микроРНК
(PC"3p"55105_12) был локализован в кластере
генов с тремя другими генами консервативных
микроРНК (fru"miR"122_R+2_2, ola"miR"122_
R+1_1ss9TC и dre"miR"122_R"1), что указывало
на то, что они могут быть функционально сход"
ны и действуют кооперативно в регуляции мно"
гочисленных биологических процессов [51].
Кроме того, определенные микроРНК в класте"
рах генов содержали один и тот же набор конт"
ролирующих последовательностей, и они обнару"
живались в одном и том же транскрипте. В пре"
дыдущей работе было подтверждено, что ген
микроРНК может продуцировать две различные
микроРНК через транскрипцию дуплекса и та"
ким образом контролировать различные гены"
мишени [45]. В настоящей работе нами было
высказано предположение, что только четыре клас"
тера могут быть вовлечены в этот феномен. Однако
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Номер кластера

1

2

3

4

Цепь

+
+
+
+

–
–
+

–
–
+

+
+
–
–

Таблица 3. Кластеры генов идентифицированных микроРНК

Расположение

431–517
435–513
435–513
437–515

74–181
74–181

125–293

185–343
185–343
217–335

2961–3126
2961–3126
2994–3118
2994–3118

Хромосома

comp10681_c0

comp16424_c0

comp17178_c0

comp17272_c0

Входящие в кластер гены микроРНК

PC"3p"55105_12
fru"miR"122_R+2_2

ola"miR"122_R+1_1ss9TC
dre"miR"122_R"1

PC"3p"46944_13
PC"5p"214997_2
PC"5p"206904_3

PC"3p"279899_2
PC"5p"159459_3
PC"5p"206151_3

PC"3p"21404_29
PC"5p"48851_14
PC"3p"212673_2
PC"5p"214997_2
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это нельзя подтвердить из"за того, что нет секвени"
рованного генома и ограничена возможность обна"
ружения кластеров генов у B. yenyuanensis.

Подтверждение уже известных и новых мик"
роРНК с помощью метода количественной ПЦР с
обратной транскриптазой типа «стебель–петля»
(Stem"loop qRT"PCR). Обычно время и место
экспрессии микроРНК строго регулируется, что
полезно для понимания их функций [52]. Чтобы
идентифицировать присутствие и относитель"
ный уровень экспрессии предсказанных мик"
роРНК, для дальнейшего подтверждения с по"
мощью ОТ"ПЦР типа «стебель–петля» нами
были случайным образом отобраны шесть извест"
ных микроРНК и две новых микроРНК полу"
ченных при глубоком секвенировании. Для экс"
периментального подтверждения использова"
лись те же образцы, что и для глубокого секве"
нирования. Все микроРНК (ssa"miR"99"5p_R"1,
hsa"miR"127"5p_R+1, xtr"miR"146b, aca"miR"
218"5p_R"1, tni"miR"375, aca"miR"2970"5p, PC"
5p"4164_155 и PC"3p"167580_3) демонстрирова"
ли различные уровни экспрессии в сравнении с
количеством 16S РНК после нормализации дан"
ных (рис. 3, а). Можно также наблюдать анало"
гичную тенденцию, когда картина экспрессии
этих микроРНК на основе результатов проведе"
ния количественной ОТ"ПЦР сравнивали с ис"
ходными результатами секвенирования мик"
роРНК (рис. 3, б), хотя при этом наблюдались
небольшие различия.

Предсказание вероятных генов"мишеней мик"
роРНК c помощью метода онтологии генов (GO) и
анализа обогащения путей KEGG. Идентификация
мишеней микроРНК является важным этапом в
понимании их роли. По крайней мере 118 668
генов"мишеней были предсказаны на основа"
нии данных транскриптома B. yenyuanensis (нео"
публикованные данные) с использованием прог"
раммных пакетов TargetScan и miRanda (табл. S5
в Приложении). В предыдущих работах было по"
казано, что одиночная микроРНК может быть
нацелена на мРНК, образующиеся на одном
или сотнях генов, и, время от времени, много"
численные различные микроРНК могут регули"
ровать одну и ту же мРНК [53]. Число вероятных
мишеней для единичной микроРНК варьирова"
ло от 64 (xtr"miR"449b"3p_R"2_1ss10AC) до 444
(aca"let"7c"1"3p_1ss9CT). Среднее значение бы"
ло равно 272 мишеням. Неудивительно, что сеть
регуляции генов"мишеней микроРНК была ор"
ганизована очень сложно. В нашей работе пред"
сказанные мишени вовлечены в процессы тран"
скрипции, иммунного ответа, передачи сигнала,
метаболизма, транспорта, роста, развития и дру"
гие процессы. В число этих мишеней в основ"
ном входят: факторы транскрипции, такие как

ассоциированные с генами, кодирующими белки,
содержащие домен «цинковый палец», РНК"свя"
зывающие белки, активируемые протеиназами
рецепторы, факторы инициации трансляции,
ГТФ"связывающие ядерные белки, белки, род"
ственные белку Ras, Ras"специфичные активи"
рующие ГТФазу белки, белки, связывающиеся с
TATA"боксом и белки ядерных рецепторов, ко"
торые могут играть критическую регуляторную
роль у B. yenyuanensis. МикроРНК часто нацеле"
ны на гены факторов транскрипции, которые
играют роль в жизненной активности живот"
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Рис. 3. Валидация отобранных известных и новых мик"
роРНК с помощью метода (кОТ"ПЦР) типа «стебель–петля».
а – Относительный уровень экспрессии восьми микроРНК
(шесть микроРНК и две новых микроРНК) были иденти"
фицированы с помощью (кОТ"ПЦР). б – Восемь микроРНК
согласно результатам секвенирования демонстрировали
сходную картину экспрессии, когда были подтверждены ме"
тодом кОТ"ПЦР. Уровни транскрипции как известных, так
и новых микроРНК были рассчитаны относительно коли"
чества 16sРНК после нормализации данных. Результаты
ПЦР в реальном времени со столбиками, представляющи"
ми среднее значение ± SD на основании трех независимых
экспериментов.
С цветным вариантом рис. 3 можно ознакомиться в элект"
ронной версии статьи на сайте: www.elibrary.ru
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Рис. 4. Топ"20 обогащенных термина (а) и путей KEGG (б). Число генов: число генов"мишеней в каждом термине или пути.
Фактор обогащения: соотношение числа генов"мишеней, поделенное на число всех генов в каждом термине или пути.
С цветным вариантом рис. 4 можно ознакомиться в электронной версии статьи на сайте: www.elibrary.ru

а

б
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ных, что указывает на роль микроРНК как регу"
ляторов [54, 55]. Однако необходимо проведе"
ние дальнейших исследований, чтобы получить
экспериментальные доказательства наличия
взаимосвязей между микроРНК и их генами"
мишенями у B. yenyuanensis. Хотя большое чис"
ло микроРНК было идентифицировано у жи"
вотных, тем не менее, микроРНК у саламандр
изучались редко, за исключением микроРНК из
Andrias davidianus (Chinese giant salamander) [56].
Чтобы продолжить изучение возможных физио"
логических процессов и путей, регулируемых
этими идентифицированными микроРНК, их
предсказанные гены"мишени были подвергну"
ты анализу с помощью методов терминов онто"
логии генов (GO) и путей KEGG. Предсказан"
ные гены"мишени были классифицированы на
три основных термина GO: биологические про"
цессы, клеточный компонент и молекулярную
функцию. Было, в общей сложности, предсказа"
но 18 741 генов"мишеней, принимающих учас"
тие в 3 636 биологических процессах, 15 343 ге"
нов"мишеней были вовлечены в 1898 различных
молекулярных функций и 14 480 генов"мише"
ней участвовали в функционировании 735 ком"
понентов клетки (рис. S и табл. S6 в Приложе"
нии). Топ"20 обогащенных термина были в ос"
новном вовлечены в биологические процессы
(везикулярный транспорт, цикл трикарбоновых
кислот, сплайсинг РНК, транспорт белков, свя"
занный с белком K48 процесс убиквитинилиро"
вания, фолдинг белков, транспорт мРНК, про"
цессинг мРНК, деление ядра при митозе, про"
цесс метаболизма гликогена, переход от фазы
G2 к фазе M клеточного цикла и деление клет"
ки), клеточные компоненты (ядрышко, митохон"
дрии, митохондриальный матрикс, меланосома,
мембраны эндоплазматического ретикулума,
центриоль) и молекулярные функции (связыва"
ние РНК и ГТФазная активность) (рис. 4, а).

Все эти результаты подразумевают, что мно"
гие гены"мишени функционируют различным об"
разом и взаимозависимо у B. yenyuanensis. B. yenyua�
nensis представляет собой вид животных, кото"
рый входит в число видов, находящихся под уг"
розой, поэтому мишени, которые задействованы
в иммунном ответе, наиболее важны. Например,
вирусный миокардит (ko05416), сеть иммунного
ответа и продукции IgA (ko04672) и аутоиммун"
ное заболевание щитовидной железы (ko053320).
С помощью метода анализа путей KEGG 6082
предсказанных генов"мишеней были сгруппи"
рованы в 250 путей. Из них, 39 путей были зна"
чительно обогащены (табл. S7 в Приложении).
Топ"20 обогащенных термина путей представле"
ны на рис. 4, б. Наиболее значительно обога"
щенным был путь мейоза в ооците (ko04144), за

которым следовал метаболизм пиримидинов
(ko00240) и мейоз (ko04113). Полученные нами
результаты также выделили основные биологи"
ческие пути, связанные с пролиферацией и
дифференцировкой клеток гонад, метаболиз"
мом и развитием тканей, что позволяет предпо"
ложить, что эти мишени, вероятно, вовлечены в
процессы высотной адаптации B. yenyuanensi.

Несмотря на то, что многие микроРНК были
обнаружены в самых разнообразных организ"
мах, исследование микроРНК у B. yenyuanensis
отстает от других видов животных. В настоящей
работе, нами были успешно охарактеризованы
356 уже ранее известных микроРНК и 80 потен"
циальных микроРНК B. yenyuanensis. Уровни
экспрессии восьми отобранных микроРНК бы"
ли подтверждены с помощью метода кОТ"ПЦР
«стебель–петля». Всего было предсказано 13 972
генов"мишеней для уже известных и новых мик"
роРНК. Анализ GO и KEGG предполагаемых
генов"мишеней показал, что микроРНК регули"
руют экспрессию генов, вовлеченных в различ"
ные физиологические процессы. Результаты нас"
тоящей работы расширяют возможности совре"
менных публичных баз данных по микроРНК
путем размещения последовательностей мик"
роРНК из немодельных видов животных, чей
геном до сих пор не секвенирован. Эти данные
укрепляют базу для изучения микроРНК и мо"
гут внести свой вклад в понимание регулятор"
ной роли микроРНК и их генов"мишеней в раз"
витии иммунного ответа, адаптации к окружаю"
щей среде и размножению у B. yenyuanensis.
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MicroRNAs (miRNAs), a family of ~22 nucleotide non"coding single"stranded RNA molecules, are considered as
key post"transcriptional regulators of gene expression that regulate various biological processes in living organism.
Many miRNAs have been identified in animals; however, few have been reported in Hynobiidae species. The present
study is aimed to identify a full repertoire of miRNAs in Batrachuperus yenyuanensis (Yenyuan stream salamander),
which would significantly increase our knowledge of miRNAs in amphibians. A small RNA library was constructed
from B. yenyuanensis and sequenced using deep sequencing. As a result, 1,717,751 clean reads were obtained, repre"
senting 356 known and 80 novel miRNAs. Additionally, expression levels of eight randomly selected miRNAs in
B. yenyuanensis were confirmed using the stem"loop quantitative real"time reverse transcription PCR. In addition,
13,972 targets were predicted for these identified miRNAs, although the physiological functions of many of these tar"
gets remain unknown. Gene ontology (GO) and Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) enrichment
analysis suggested that the predicted targets are involved in a variety of physiological regulatory functions in B. yenyua�
nensis. These results provided useful information for further research on the miRNAs involved in the growth and
development of B. yenyuanensis, as well as adaptation of this species to its high"altitude habitats.
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