
转录组是基因组特定组织细胞在特定时空点

功能状态的整合表现, 乃一个细胞或细胞群所有
转录 mRNA、UTRs、miRNA、ncRNAs等总称. 转录
组概念于 1997年由 Velculescu等[1]首次提出, 酿
酒酵母细胞转录组得以全面描述. 随后, 拟南芥、
水稻以及人类常染色体转录组[2耀4]全面分析. 基因
组学从基因结构研究转向功能基因组研究 [5], 急

需高通量、大规模的分析手段和方法来解决这些

需求.
20世纪 90年代以后, 基因芯片是建立最早,

也是最为成熟的生物芯片技术, 又被称为 DNA
微阵列, 其突出的优点在于高度并行性、多样性、
微型化和自动化, 但它是封闭系统, 只能检测已
知序列的特征[6]. 2005年, 以瑞士 Roche公司的454
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摘 要: 2005年以来, 以 454焦磷酸测序技术尧Solexa边合成边测序技术和 SOLiD连续连接合成测序技术为标
志的新一代测序技术相继诞生, 使得全转录组商业化测序成为可能. 针对转录因子与基因尧 转录因子与 miR鄄
NA尧以及 miRNA与基因所构成的整合调控网络, 转录组测序技术以高通量尧高分辨率尧高精度和价格低廉等优
势发挥着巨大的作用. 从 miRNA与蛋白编码基因等层次分别介绍了转录组测序技术在基础研究尧临床研究等
领域的应用现状及发展前景.
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Abstract：Since 2005, next鄄generation sequencing approaches have been emerged such as the 454 se鄄
quencing by pyrophosphoric acid, the Solexa sequencing by synthesis and the SOLiD sequencing by ligation.
Then the integral transcriptomes sequencing have been commercialized. The regulatory network, which com鄄
poses the transcript factors, genes and relevant miRNA, becomes the candidate objective of next鄄generation
sequencing. Transcriptome sequencing has enormous effect due to high鄄flux, high resolution, and cheap cost.
The application and perspective of transcriptome sequencing approaches from two layers, e. g. miRNAs, and
genes, in basal research, clinical research are reviewed.
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技术、美国 Illumina公司的 Solexa技术以及美国
ABI公司的 SOLiD技术为标志的新一代高通量测
序技术相继诞生, 使得全转录组商业化测序成为
可能. 转录组测序技术, 作为传统测序一次革命
性的改变, 其更大的优势在于它是一个开放系统,
具有寻找新的信息的能力[6]. 本文就转录组测序技
术的原理及应用现状与发展前景作一综述.
1 转录组测序技术的原理

对于转录组测序实验, 主要包括以下步骤.
首先 , 对于真核生物 , 用带有寡聚核苷酸 Oligo
(dT)的磁珠富集 mRNA, 对于原核生物, 用试剂盒
去除 rRNA, 将所得 mRNA随机打成片段, 再用随
机引物和逆转录酶从 RNA片段合成 cDNA片段.
然后, 对 cDNA片段进行末端修复并连接测序接
头, 经琼脂糖凝胶电泳获取 200 bp左右的大小片
段,并进行 PCR扩增,构建 cDNA文库,用 Illumina
HiSeqTM 2000进行测序. 如果从总 RNA中只提取
长度为 21~23个碱基左右的 RNA, 则得到全部的
miRNA(microRNA)转录本,相应的方法称作 miRNA鄄
seq[7]. 最后, 对转录组测序数据进行常规转录组分
析, 包括数据预处理、序列拼接、数据库注释、表
达分析、GO功能分类、KEGG pathway mapping等.
2 转录组测序技术在整合网络调控中的

应用现状

转录因子、基因、miRNA三者之间相互影响,
相辅相成, 共同构成了生命现象的多层次整合调
控网络[8]. 作为新一代高通量测序技术, 转录组测
序技术主要检测细胞内基因表达和转录组信息.
因此, 我们主要从 miRNA 与蛋白编码基因等层
次分别介绍转录组测序技术在基础研究、临床研

究等领域中的应用现状及发展前景.
2.1 转录组测序技术与 miRNA层次研究

miRNA, 又称为 MicroRNAs, 是一类内生的、
长度约 20耀24个核苷酸的小分子非编码 RNA, 可
调节细胞内多种生理与病理过程. miRNA与基因
构成复杂的调节网络既可以通过一个 miRNA来
调控多个基因的表达 , 也可以通过几个 miRNA
的组合来精细调控某个基因的表达, 因此 miRNA
构成了生命现象多层次网络调控中心. 转录组测
序技术的应用, 其中小分子 RNA深度测序, 可探
测新 miRNA和 miRNA变异体, 广泛应用于疾病
诊断、各物种生长发育与中药药用部位等研究中.

2.1.1 miRNA与疾病诊断
miRNA能沉默靶基因的表达, 而 miRNA 变

异体可导致人类疾病的发生发展 , 因此 miRNA
特征转录谱可作为疾病诊断的生物标志物, 对揭
示人类重大疾病的治疗靶点有重要作用. Han等[9]

对膀胱上皮细胞癌进行深度测序, 发现 hsa鄄miR鄄
182、hsa鄄miR鄄183、hsa鄄miR鄄200a、hsa鄄miR鄄143和hsa鄄
miR鄄195 等 miRNA 转录本异常表达于膀胱上皮
癌细胞中, 并经 RT鄄PCR 定量验证证实, 与正常
对照组存在明显差异. 近年来, miRNA也用作诊
断败血症的指纹图谱 . 通过 Solexa 测序平台和
RT鄄PCR 定量验证 , 进一步分析认为 miR鄄15a、
miR鄄16、miR鄄193b 和 miR鄄483鄄5p 等 miRNA 差异
表达与败血症的死亡有关[10]. 致癌基因的选择性表
达, 以及小分子 RNA的异常表达与肿瘤的形成
相关. 但是 miRNA 之间相互调控的网络机制仍
有待于探讨. 转录组测序有助于发现肿瘤细胞中
miRNA 转录本的异常调节 . 如神经胶质瘤中
miRNA的成熟过程, Moore LM[11]等测序 miRNA的
成熟体与前体, 认为 miRNA 生物合成通路的异
常调节是神经胶质瘤发生发展的生物标志. 朊病
毒病是人或动物的一种急性致死性传染病. 经小
分子 RNA深度测序, 显示了朊病毒感染的神经
元细胞中独特的 miRNA 信号特征, 可用作朊病
毒病的诊断, 以及揭示其分子发病机制[12].
2.1.2 miRNA与生长发育

miRNA通过沉默或降解靶基因而调控基因
表达, 与生物体各物种的生长发育、细胞分化等
密切相关. Sun[13]等使用 Solexa测序平台获取了 36
周小鸡下丘脑组织的 miRNA转录本, 其中 22条
表达上调, 157条表达下调; 经 KEGG通路分析,
这些高表达的 miRNA靶基因与小鸡的代谢和发
育生长相关, 有助于揭示 miRNA 网络调控的分
子机制.在拟南芥[14]、水稻[15]等植物生长过程中, miR
NA 已广泛地被转录组测序技术所鉴定 .
Shamimuzza鄄man [16] 等运用转录组测序成功地从
53 个已知的 miRNA 中鉴定了 183 个不同的靶
点, 其中, 25个 miRNA与大豆胎盘母面绒毛小叶
的发生、发展有关, 12个 miRNA与大豆种皮的生
长有关, 剩下的 16个 miRNA与大豆生长发展阶
段无关. 同时, 也显示了大量的 miRNA所介导的
靶点为转录因子, 对维持大豆成熟的生长过程是
十分重要的.
2.1.3 miRNA参与调控中药药用部位组织的形成
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对于同一个中药, 入味部位不同, 而表现出
功效的差异. 功效的差异反映出中药药效成分的
差异, 这一问题根本的原因归结于转录组学特征
的不同. 比如, 构成眼睛与肠道组织细胞的基因
组完全相同, 但因其转录组的差异, 而表现出眼
睛与肠道结构和功能的悬殊差别. 从人参的根、
茎和花中分别提取 RNA, 并混合经转录组测序,
即使同一 miRNA家族的成员也在人参不同部位
表现出不同的表达方式. 如, miR6135i[17]在人参根
中低表达,却在茎和花中适度表达; miR6135e.2/j [17]

在人参花中高表达 . 这说明了 miR6135i 和
miR6135e.2/j 等[17]miRNA转录本在人参中所表现
出功能的差异, 为人参 miRNA网络调控功能的
阐释提供了重要线索. 除此之外, 转录组测序技
术也应用于药用植物虎杖[18]、丹参[19]的研究中, 其
中虎杖根部表达的 12、18、60和 54个基因分属于
甲羟戊酸 (MVA )、2鄄甲基 鄄D鄄赤藓糖醇 4鄄磷酸
(MEP)、莽草酸和白藜芦醇生物合成路径, 它们可
能参与药用活性物质蒽醌类和白藜芦醇的生物合

成; 在丹参根的转录组测序研究中, 经过分析获
得了可能参与丹参酮合成的序列 27 条, 参与丹
酚酸合成的序列 29 条, 细胞色素 P450 序列 70
条, 为中药次级代谢产物相关基因表达调控的网
络分析奠定了基础.
2.2 转录组测序技术与蛋白编码基因层次研究

如上所述, miRNA成为多层次整合网络调控
中心[8]. 转录因子、miRNA与基因三者之间相互影
响, 相辅相成, 导致各物种生物性状出现多样性.
生物性状的多样性, 归结于 mRNA转录本和大量
的蛋白编码基因. 在这成千上万的蛋白编码基因
中, 转录组测序技术可大规模发现新基因, 是筛
查遗传病病因的一个强有力的新工具, 有助于了
解疾病的发病机制和开发新的治疗方法. Ho等[20]运
用转录组测序技术比较 CD90 +肝癌干细胞与
CD90+非肿瘤肝组织的基因表达谱. 经生物信息
学分析, 在 CD90+肝癌干细胞中表达上调的基因
与炎症、肿瘤药物耐药性和脂质代谢相关, 同时
发现了 GPC3基因与 CD90+肝癌干细胞具有极强
的相关性, 有力揭示了抗肝癌药物的治疗靶点.
2013年, 陈小平等[21]分别对花生地上果针和地下
果针进行从头合成转录组测序 , 分别有 859 和
1 068个转录本的表达显著上调, 其中地上果针
中, 与光合作用和衰老相关的基因表达明显上调.
同年, 中科院遗传与发育生物学研究所[22]用全外

显子组测序方法, 在一个非综合征性白化病家系
中鉴定出一个色素合成相关基因 SLC24A5, 是导
致眼皮肤白化病的新致病基因.
3 展望与小结

真核生物基因表达调控是多水平、多层次的

复杂精密调控. 每一种调控方式均具有不同的时
空特点. 这种时空调控网络包括转录调控和转录
后调控. 其中, 转录因子和 miRNA是转录调控和
转录后调控的重要调控点, 它们分别影响着机体
内功能基因的差异表达. 首先, 转录因子之间的
调节受相应转录因子调节物的调控, 比如, 酶级
联连锁反应一样. 其次, miRNA既可调节最高层
次表达水平的转录因子, 也可调节最低层次表达
水平的转录因子, 而转录因子主要与启动子或增
强子结合, 从而影响基因的表达. 实际上, miRNA
最终将影响靶基因的表达, 因此, miRNA构成了
生命现象多层次、多水平整合网络调控中心. 根
据转录组测序技术的优势, 利用小分子 RNA 深
度测序技术可检测任何物种的 miRNA 转录本 .
然后, 通过生物信息学软件构建各物种、各组织
细胞 miRNA的整合调控网络, 进而从整体水平诠
释生命与疾病的奥秘. 比如, 离子通道和连接蛋白
将参与冠心病心肌梗死发病的病理生理过程[23, 24].
经拓扑网络生物信息学分析, miRNA的动态调控
将导致连接蛋白 43基因的异常调节, 并鉴定了
TRPV4、SCN5A、CACNA1C 和 TRPC6基因的生物
学意义,有力揭示了冠心病心肌梗死的发病机制[23].

转录组测序技术实质上是一种高通量测序技

术 , 可大规模检测未知基因与小分子非编码
RNA, 若恰当利用生物信息学软件, 可从蛋白编
码基因与 miRNA等层次阐释生命现象的多层次、
多水平整合调控网络.
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