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大肠杆菌基因组水平蛋白质ＲＮＡ相互作用初步研究
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［摘要］　目的　初步研究大肠杆菌中基因组水平的蛋白质ＲＮＡ相互作用（ｐｒｏｔｅｉｎＲＮＡｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓ，ＰＲＩ）。方法
通过ＲＮＡ酶消化细菌裂解液，提取与蛋白质相互作用的ＲＮＡ片段，构建ｃＤＮＡ文库，进行高通量测序，并通过生物
信息学分析获得与蛋白质结合的转录本。结果　获得了与蛋白质结合的３１９３条转录本，涉及２２３４个 ｍＲＮＡ、４７
个ｓＲＮＡ（ｓｍａｌｌｒｅｇｕｌａｔｏｒｙＲＮＡｓ）、３９个ｔＲＮＡ、１１个ｒＲＮＡ以及８６２个基因间区（ｉｎｔｅｒｇｅｎｉｃｒｅｇｉｏｎ，ＩＧＲ）。结论　初
步获得大肠杆菌中与蛋白质相互作用的转录本信息，为进一步开展ＰＲＩ研究提供了支持。
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　　蛋白质ＲＮＡ相互作用（ｐｒｏｔｅｉｎＲＮＡｉｎｔｅｒａｃ
ｔｉｏｎｓ，ＰＲＩ）在基因转录、转录后修饰和翻译等多个生
物过程中发挥重要作用。例如，大肠杆菌 ｓＲＮＡ
ＳｓｒＳ，通过折叠成特定的二级结构模仿 ＤＮＡ与 σ７０
ＲＮＡ聚合酶结合，从而影响多种依赖 σ７０的靶基因
表达［１］。此外，细菌ｓＲＮＡＣｓｒＢ通过与ＣｓｒＡ等靶蛋
白的结合调控碳的摄入、细胞运动、生物膜形成、群

落感应与细菌致病性等［２］。因此开展 ＰＲＩ研究对
理解蛋白质和ＲＮＡ功能具有重要意义。

目前研究ＰＲＩ的实验方法主要有两类［３］：一类

是以ＲＮＡ为中心，利用合成的 ＲＮＡ钓取相关蛋白
质，得到与给定 ＲＮＡ相互作用的蛋白质信息；另一
类是以蛋白质为中心，通过紫外交联细胞，结合免疫

共沉淀技术得到与蛋白质结合的 ＲＮＡ，并对 ＲＮＡ
进行测序，再利用生物信息学方法对ＰＲＩ进行分析。
当前最常用的方法是以蛋白质为中心，主要有紫外

交联免疫共沉淀方法（ｃｒｏｓｓｌｉｎｋｉｎｇａｎｄｉｍｍｕｎｏｐｒｅ
ｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ，ＣＬＩＰ）［４］、单 个 核 苷 酸 分 辨 率 ＣＬＩＰ
（ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎＣＬＩＰ，ｉＣＬＩＰ）［５］和光
活性增强核糖核苷ＣＬＩＰ（ｐｈｏｔｏａｃｔｉｖａｔａｂｌｅｒｉｂｏｎｕｃｌｅｏ
ｓｉｄｅｅｎｈａｎｃｅｄＣＬＩＰ，ＰＡＲＣＬＩＰ）［６］。这 ３种策略均
是以特定的感兴趣蛋白质为基础，通过抗体钓出被

蛋白质保护的ＲＮＡ片段，最后通过高通量测序分析
获得与特定蛋白质结合的转录本信息。然而，一个

细菌基因组通常可以表达几千种蛋白，如果使用这

种方法获得每个蛋白质的转录本，则需要耗费大量

人力和物力。为此，我们以模式生物大肠杆菌为例，

１　军事医学　２０１４年８月 第３８卷 第８期　ＭｉｌＭｅｄＳｃｉ，Ｖｏｌ３８，Ｎｏ８，Ａｕｇ，２０１４　

Administrator
高亮

Administrator
高亮

Administrator
高亮

Administrator
高亮

Administrator
打字机
Q75;R341

Administrator
删除线

Administrator
删除线



结合高通量测序技术，探讨了基因组水平的 ＰＲＩ研
究策略。首先，通过ＲＮＡ酶消化细菌裂解液中未和
蛋白质相互作用的ＲＮＡ，得到被蛋白质保护的ＲＮＡ
片段；然后以这些 ＲＮＡ为基础，构建 ｃＤＮＡ文库并
进行高通量测序，并通过综合已有的方法和自行开

发的生物信息学软件对数据进行分析，初步获得了

大肠杆菌中基因组水平的ＰＲＩ信息。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　菌株　大肠杆菌 Ｋ１２ＭＧ１６５５由军事医学
科学院生物工程研究所王恒睴教授惠赠。

１．１．２　主要试剂　溶菌酶购自 Ａｍｒｅｓｃｏ公司；
ＲＮａｓｅＡ、ＤＮＡ酶、Ｔ４多核苷酸激酶（Ｔ４ＰＮＫ）购自
ＴａＫａＲａ公司；热敏感碱性磷酸酶 （ＦａｓｔＡＰＴＭ）、
ＲＮａｓｅＴ１购自 ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司；ＲＮＡｓａｆｅ、蛋白
酶Ｋ购自北京天根生化有限公司；胶回收小 ＲＮＡ
试剂盒购自ＺＹＭＯＲｅｓｅａｒｃｈ公司；ＴｒｕＳｅｑｓｍａｌｌＲＮＡ
ＳａｍｐｌｅｐｒｅＫｉｔ购自 Ｉｌｌｕｍｉｎａ公司；高通量测序由北
京诺禾致源生物信息科技有限公司完成。

１．２　方法
１．２．１　紫外交联细菌　用 ＬＢ培养基在３７℃过夜
培养 Ｅ．ｃｏｌｉＫ１２ＭＧ１６５５至 Ｄ６００值为１．５，即稳定
期。离心后用ＰＢＳ重悬细菌至浓度为２．４×１０１０个／
ｍｌ，将菌液平铺到平皿中，厚度不超过５ｍｍ，置于冰
上，４００ｍＪ／ｃｍ２紫外交联 １次，取出间隔 １ｍｉｎ，
２００ｍＪ／ｃｍ２交联１次。照射完成后立即收集细菌。
１．２．２　裂解细菌及 ＲＮＡ酶消化　加入终浓度为
１ｍｇ／ｍｌ溶菌酶、０．５％ＳＤＳ，６４℃反应２ｍｉｎ，冰上冷
却，４℃离心１０ｍｉｎ，取上清，加入终浓度为２０００Ｕ／
ｍｌＲＮａｓｅＴ１，２００μｇ／ｍｌＲＮａｓｅＡ，３７℃反应１ｈ。加
入ＲＮＡｓａｆｅ６０℃反应２０ｍｉｎ。
１．２．３　提取ＲＮＡ　加入终浓度为４００μｇ／ｍｌ蛋白
酶Ｋ、１ｍｍｏｌ／Ｌ的 ＥＤＴＡ，５５℃反应１ｈ。冰上冷却
后，加入等体积苯酚∶氯仿（１∶１）混合物，４℃１２０００
ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取上清。重复上一个步骤１次。
加入等体积氯仿，混匀，４℃１２０００ｒ／ｍｉｎ离心 １０
ｍｉｎ，取上清。加入１／１０体积３ｍｏｌ／Ｌ乙酸钠（ｐＨ
５．２），等体积异丙醇，－２０℃沉淀１２ｈ，４℃ １２０００
ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ。７５％乙醇洗１次，４℃ ７５００×ｇ
离心５ｍｉｎ。弃去乙醇，晾干 ＲＮＡ，加 ＤＥＰＣ处理过
的水溶解。ＤＮＡ酶处理１ｈ，水饱和酚抽提ＲＮＡ，乙
醇沉淀。

１．２．４　聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＰＡＧＥ）分离 ＲＮＡ片
段　配置７ｍｏｌ／Ｌ尿素１０％聚丙烯酰胺凝胶，凝固
后２００Ｖ预电泳３０ｍｉｎ。ＲＮＡ样品加入上样缓冲

液后９０℃变性 ２ｍｉｎ，上样后 １２０Ｖ电泳 １０ｍｉｎ，
２００Ｖ电泳２０ｍｉｎ。取出聚丙烯酰胺凝胶，用水漂
洗１次，ＥＢ染色６ｍｉｎ，紫外灯下切下２０～５０ｎｔ大
小的ＲＮＡ条带，按照小 ＲＮＡ回收试剂盒说明书回
收ＲＮＡ片段。
１．２．５　ＲＮＡ两端修饰处理　ＦａｓｔＡＰＴＭ处理３０ｍｉｎ，
水饱和酚抽提ＲＮＡ。Ｔ４ＰＮＫ处理１ｈ，水饱和酚抽
提ＲＮＡ，离心完成后可见白色沉淀，弃去液体，用
７５％乙醇洗２次，４℃７５００×ｇ离心５ｍｉｎ。风干，加
水溶解，可于－８０℃冻存。
１．２．６　构建 ｃＤＮＡ文库以及测序　使用 ＴｒｕＳｅｑ
ｓｍａｌｌＲＮＡＳａｍｐｌｅｐｒｅＫｉｔ建库。简言之，根据 ＲＮＡ
结构上的特征（５′端有完整的磷酸基团，３′端有完整
的羟基），对质量合格的 ＲＮＡ样品进行接头连接，
完成两端连接后的产物经逆转录、ＰＣＲ扩增和
ＰＡＧＥ胶回收后即得到 ｃＤＮＡ文库。成功构建的文
库通过ＩｌｌｕｍｉｎａＨｉｓｅｑ２５００进行单端ＳＥ５０测序。
１．２．７　数据分析　对数据运用两种不同的策略进
行分析，一种是我们提出的基于突变的簇相关分析

方法（ｍｕｔａｔｉｏｎｂａｓｅｄｃｌｕｓｔｅｒａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎｓｔｕｄｙ，ＭＣＡ），
一种是Ｗａｎｇ等［７］开发的ｄＣＬＩＰ软件。

ＭＣＡ分析：对测序获得的原始读段，去除序列
标签获得干净读段（ｃｌｅａｎｒｅａｄｓ），采用 Ｌａｎｇｍｅａｄ
等［８］所述方法将干净读段比对到 Ｅ．ｃｏｌｉ基因组上
（ＮＣＢＩｃｏｄｅ：ＮＣ＿０００９１３），在比对时，仅保留单一标
注（ｕｎｉｑｕｅｍａｐｐｉｎｇ）读段，即如果一个读段标注到
基因组≥２个位置，这样的读段不予保留。另外，由
于紫外交联易引起读段中某些碱基突变，所以，在比

对时，容许一个读段至多有３个碱基突变。在获得
单一标注读段之后，根据每个读段在基因组上的位

置，生成由位置重叠读段构成的簇。

为了获得与蛋白质强烈结合的转录本，对每一

个来自实验组的簇，在对照组中寻找其基因组位置

与之重叠的相关簇，然后，对这样的２个簇，计算每
一列的碱基突变率，于是获得与２个簇对应的突变
向量，如果这样的２个簇，其基因组位置没有完全一
致，则对应的突变向量位置以零补齐，最终获得２个
具有相同基因组位置的突变向量。在此基础上进行

秩和检验，并基于 Ｐ值计算相应的 ＦＤＲ值，这里我
们以ＦＤＲ＜０．１来选择具有显著性差异的簇作为与
蛋白强烈结合的簇。分析流程如图１Ｂ所示。

ｄＣＬＩＰ分析：首先将 ｄＣＬＩＰ通过 ｈｔｔｐ：／／ｑｂｒｃ．
ｓｗｍｅｄ．ｅｄｕ／ｓｏｆｔｗａｒｅ／下载至本地，采用参数 ｍ１＝５，
ｍ２＝５（表示２个条件下均只考虑≥５个读段形成的
簇），ｍｕｔ＝‘ａｌｌ’（表示不筛选特定突变），其余参数
均为默认，按照ｄＣＬＩＰ流程对数据进行分析。
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２　结果

２．１　ｃＤＮＡ文库构建流程
为了开展基因组水平的 ＰＲＩ研究，我们建立了

一个简单快速的实验流程（图１Ａ）。设置了一组进
行紫外交联的实验组和未经紫外交联的对照组，除

了紫外交联，后续步骤完全相同。在加入蛋白酶消

化前，使用ＲＮＡ酶灭活剂去除ＲＮＡ酶活性，从而避
免在使用蛋白酶Ｋ消化蛋白质的同时，残留的ＲＮＡ
酶继续消化被蛋白质保护的 ＲＮＡ片段。为了避免
ＤＮＡ污染ＲＮＡ样品，提取的 ＲＮＡ用 ＤＮＡ酶处理，
然后电泳回收ＲＮＡ片段。由于使用的ＲＮＡ酶消化
产生的ＲＮＡ片段５′端是ＯＨ，３′端是 ＰＯ４，不能连接
接头构建ｃＤＮＡ文库，所以需要先去除３′端 ＰＯ４，５′
端加上 ＰＯ４。ＰＮＫ催化活性受到缓冲液中的 ｐＨ值
影响，在给定的 ＰＮＫ缓冲液中（ｐＨ８．０）通常只能
处理５′端，因此在ＰＮＫ处理前需用ＦａｓｔＡＰＴＭ去除３′
端ＰＯ４，然后才能按照文库构建试剂盒构建 ｃＤＮＡ
文库。

图１　研究方法示意图

Ａ．实验流程；Ｂ．分析流程

２．２　高通量测序结果概况
在文库质量检测合格后，对文库进行测序，通过

去接头和质量控制等预处理后，实验组和对照组分

别获得了１２０２８６０８条和１１１０６７７０条读段。运用
Ｌａｎｇｍｅａｄ等的方法将干净读段定位于参考基因组，
在比对时，要求读段在参考基因组上具有唯一位置，

并容许３个错配，主要原因是考虑到紫外交联易引
起读段中碱基的突变，其次是拟通过突变分析找出

实验组与对照组中具有显著差异的簇。如果容许突

变数目较少，则通过突变分析找出的转录本数目就

较少。事实上，如果在比对过程中不容许错配，则不

可能利用突变分析找出与蛋白结合的转录本。结果

表明，对实验组，可以比对到参考基因组上的读段为

１１８９６１２６条，占整个读段数的９８．９％，其中具有唯
一定位的读段为 ７９９２２９条，占整个读段数的

６．６％。对于对照组，可以比对到参考基因组上的读
段为１０９６２３７５条，占整个读段数的９８．７％，其中
具有唯一定位的读段为８６２５１６条，占整个读段数
的７．８％。由此可见，无论是实验组还是对照组，均
有近９９．０％的读段可以比对到参考基因组上，表明
测序样本的确是来自大肠杆菌 ＭＧ１６５５株。其次，
有大量读段由于可以比对到基因组上的多个位置而

被丢弃，这种现象主要是由于读段长度较短（实验

组与对照组均在１５个核苷酸左右）而同时容许３个
错配造成。最终获得的来自实验组的７９９２２９条读
段和来自对照组的８６２５１６条读段，在基因组上的
分布情况如图２所示。

图２　读段在基因组上的分布图

Ｏｔｈｅｒｓ包括未注释的读段、基因间区（ＩＧＲ）以及与２个基因交叉

的读段

２．３　基于ＭＣＡ方法获得与蛋白质结合的转录本
经过高浓度ＲＮＡ酶消化后，从理论上讲，经过

紫外交联的实验组中留下的转录本是细胞内与蛋白

质相互作用更为真实的转录本。对照组中虽然没有

采用紫外交联将蛋白质与ＲＮＡ固定，但是细菌体内
本身就存在一部分相互作用比较强烈的蛋白质
ＲＮＡ复合体，即使在细菌被裂解后也不一定会分
离，因此我们将同时出现在实验组和对照组中（在

两组数据中序列有差异的读段数都 ＞５）的转录本
列为候选的与蛋白质相互作用的转录本。经过

ＭＣＡ分析得到了与蛋白质结合的２４２１条转录本，
其中有１７８７个 ｍＲＮＡ、２９个 ｓＲＮＡ、３３个 ｔＲＮＡ、１１
个ｒＲＮＡ以及５６１个 ＩＧＲ。由于 ｓＲＮＡ在细菌转录
后调控过程中有重要作用，并且目前已有数据库收

集了已发表的 ｓＲＮＡ与蛋白质相互作用，因此这里
我们将ＭＣＡ结果中的 ｓＲＮＡ与已有数据进行了比
较，发现有 ２５个 ｓＲＮＡ已报道与蛋白质相互作
用［９～１１］，４个ｓＲＮＡ目前还未见到与蛋白质相互作
用的报道，如表１所示。

另外，我们对 ＭＣＡ中数据进行严格筛选，选择
满足条件（ＦＤＲ＜０．１，并且实验组碱基平均突变率
大于对照组）的转录本，结果得到２２１个蛋白质结
合的簇，涉及６０条转录本，包括２０个 ｍＲＮＡ、１２个
ｓＲＮＡ、９个 ｔＲＮＡ、３个 ｒＲＮＡ以及１６个 ＩＧＲ。仍然
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选择ｓＲＮＡ来考察结果，发现１２个ｓＲＮＡ中１０个是
已报道与蛋白质存在相互作用，有２个未报道（Ｒｙ
ｆＤ和ＳｙｍＲ）（表１）。这个结果表明，可能由于紫外
交联效率比较低，导致严格筛选后结果数量减少，但

是仍然有２个新的候选ｓＲＮＡ，并且在Ｋａｗａｎｏ等［１２］

的报道中，ＲｙｆＤ在他们所有的培养条件下都高表
达，ＳｙｍＲ同样也是在所有培养条件以及在 ＳＯＳ效
应中都有表达，说明这２个 ｓＲＮＡ对细菌生长有重
要功能，因此可以用作后续实验验证。

表１　ＭＣＡ分析结果中的ｓＲＮＡ与已知数据比较情况

报道情况 　　　　　　ｓＲＮＡ蛋白质 参考文献

已报道 ＣｓｒＢＣｓｒＡ，ＣｓｒＣＣｓｒＡ，ＤｉｃＦＨｆｑ，ＤｓｒＡＨｆｑ，ＦｆｓＦｆｈ，ＭｉｃＦＨｆｑ，ＲｎｐＢＲｎｐＡ， ［９］
ＲｐｒＡＲｐｒＡ，ＲｙｅＡＨｆｑ，ＲｙｂＢＨｆｑ，ＳｓｒＳＲＮＡＰ，ＳｐｆＨｆｑ，ＳｓｒＡＳｓｐＢ
ＧａｄＹＨｆｑ，ＧｌｍＹＨｆｑ，ＭｃａＳＨｆｑ，ＰｓｒＯＨｆｑ，ＲｙｄＢＨｆｑ， ［１０］
ＲｙｊＡＨｆｑ，ＳｇｒＳＨｆｑ，ＳｉｂＢＨｆｑ，ＴｆｆＨｆｑ
ＳｏｋＥＲＮａｓｅⅢ，ＳｏｋＢＲＮａｓｅⅢ，ＳｏｋＣＲＮａｓｅⅢ ［１１］

未报道 ＲｙｆＤ，ＲｙｊＢ，ＳｙｍＲ，ＳｒｏＨ

　　　加粗部分为严格筛选结果；斜体部分为ＭＣＡ与ｄＣＬＩＰ比较后ＭＣＡ中独有的ｓＲＮＡ

２．４　通过ｄＣＬＩＰ软件获得与蛋白质结合的转录本
为了充分挖掘由测序数据得到的与蛋白质结合

的转录本信息，我们还使用 ｄＣＬＩＰ软件对数据进行
分析。ｄＣＬＩＰ是一个用来比较不同ＣＬＩＰｓｅｑ数据的
计算方法，能够有效地确定蛋白质结合区域。它包

括２个步骤：首先使用一个修改的 ＭＡｐｌｏｔ方法对
来自不同数据集的 ＣＬＩＰｓｅｑ数据进行标准化，以获
取更精细的结果；其次使用一个隐马尔可夫模型

（ＨｉｄｄｅｎＭａｒｋｏｖＭｏｄｅｌ，ＨＭＭ）来检测不同条件下的
共同与不同的蛋白质ＲＮＡ结合位点。在数据支持
方面，ｄＣＬＩＰ可以输入多种 ＣＬＩＰ类型的数据，包括
ＣＬＩＰ，ＰＡＲＣＬＩＰ和ｉＣＬＩＰ。在精度方面，ｄＣＬＩＰ优于
另一个蛋白质结合位点识别的软件 Ｐｉｒａｎｈａ［１６］。我
们使用ｄＣＬＩＰ对我们的数据进行分析，最终得到了
２４５５条转录本，含有１７６３个ｍＲＮＡ、４３个ｓＲＮＡ、１０
个ｒＲＮＡ、３５个ｔＲＮＡ以及６０４个ＩＧＲ，与ＭＣＡ结果
的比较情况如图３所示。这里仍然以 ｓＲＮＡ为例来
考察ｄＣＬＩＰ的结果。在获得的４３个ｓＲＮＡ中，其中
有２５个ｓＲＮＡ与ＭＣＡ方法获得的结果相同（２１个
已报道与蛋白质结合，４个未报道）。在余下独特的
１８个ｓＲＮＡ中，其中有１３个ｓＲＮＡ已知与蛋白质结
合［１０，１３，１４］，有５个 ｓＲＮＡ目前还没有报道与蛋白质
相互作用（表２）。ＭＣＡ独有的４个 ｓＲＮＡ（表１）都
已报道与蛋白质存在相互作用。

最后，我们选择ＭＣＡ和ｄＣＬＩＰ两种方法结果的
并集作为最终与蛋白结合的转录本，共得到了３１９３
条，包含２２３４个ｍＲＮＡ、４７个ｓＲＮＡ、１１个ｒＲＮＡ、３９
个ｔＲＮＡ以及８６２个 ＩＧＲ。由于细菌 ｓＲＮＡ常位于

ＩＧＲ，所以，我们将此８６２个ＩＧＲ与Ｓｈｉｎｈａｒａ等［１５］构

建的大肠杆菌 ｓＲＮＡ预测数据库进行比对，结果表
明，有１７８个ＩＧＲ可能是新的ｓＲＮＡ。

图３　ＭＣＡ与ｄＣＬＩＰ结果比较

表２　ｄＣＬＩＰ独有结果中的ｓＲＮＡ与已知数据比较情况

报道情况 　　　　　　ｓＲＮＡ蛋白质 参考文献

已报道 ＡｒｃＺＨｆｑ，ＣｙａＲＨｆｑ，ＧｌｍＺＨｆｑ，ＲｙｈＢＨｆｑ，ＳｉｂＡＨｆｑ，ＳｉｂＤＨｆｑ， ［１０］
ＭｉｃＭＨｆｑ，ＧｃｖＢＨｆｑ，ＭｉｃＡＨｆｑ，ＳｉｂＣＨｆｑ，ＯｍｒＡＨｆｑ
ＳｄｓＲＨｆｑ ［１３］
ＩｓｔＲＲＮａｓｅⅢ ［１４］

未报道 ＡｒｒＳ，ＥｓｒＥ，ＲｄｌＣ，ＳｉｂＥ，ＲｄｌＡ

３　讨论

综上所述，本研究基于高通量测序初步探讨了

大肠杆菌基因组水平的 ＰＲＩ，所采用策略将为开展
其他物种基因组水平的ＰＲＩ提供借鉴。在进行本研
究的同时，我们也注意到 Ｓｉｌｖｅｒｍａｎ等［１７］最近在

ＨｅＬａ细胞中开展的基因组水平 ＰＲＩ研究。两者所
采用策略基本相同。首先通过紫外交联和 ＲＮＡ酶
消化裂解液等处理，获得与蛋白结合的 ＲＮＡ片段；
其次是构建ｃＤＮＡ文库和高通量测序；最后利用生
物信息学分析获得基因组水平上与蛋白相互作用的

转录本。然而，据我们所知，这是首次原核系统基因

组水平的ＰＲＩ研究。
在进行高通量测序数据分析时，我们分别运用

了本实验室提出的 ＭＣＡ方法和 Ｗａｎｇ等开发的
ｄＣＬＩＰ软件，分别获得了２４２１条和２４５５条转录本。
ｄＣＬＩＰ方法是通过 ＨＭＭ比较分析实验组和对照组
的差异区段，从而得到蛋白质结合位点，而ＭＣＡ方法
在考虑读段分布基础上还考虑了突变信息，两种方法

虽然使用的策略不同，但是获得的结果有近７０．００％
重叠，表明ＭＣＡ方法具有一定合理性。为了进一步
验证ＭＣＡ性能，我们将在更多数据集上测试ＭＣＡ方
法。另外，通过与已知的蛋白ｓＲＮＡ相互作用数据比
较，发现在获得的 ｓＲＮＡ列表中，与蛋白结合的
ｓＲＮＡ分别占８６．２％（ＭＣＡ）和 ７９．１％（ｄＣＬＩＰ），表
明两种方法均具有较高的阳性检出率。最后，我们

发现，经 ＭＣＡ严格筛选的转录本数量较少（ＦＤＲ＜
０．１），这可能是由于紫外交联效率较低引起。所以
本文采用两种策略预测结果的并集，最终得到３１９３
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条与蛋白直接结合的转录本。通过与大肠杆菌 ｓＲ
ＮＡ预测数据库比较发现，有１７８条转录本可能是与
蛋白质结合的新ｓＲＮＡ。在后续工作中，我们将进一
步证实其中部分ｓＲＮＡ，并找出与之结合的蛋白。目
前研究表明，细菌 ｓＲＮＡ在与靶标 ｍＲＮＡ相互作用
时，通常需要Ｈｆｑ等伴侣蛋白的参与。为此，我们将
以新发现的与蛋白质结合的 ｓＲＮＡ为基础，钓出与
之结合的蛋白，将为发现新的伴侣蛋白提供可能。

最后，我们在基于 ＭＣＡ的分析过程中发现，有
许多读段只有１～２个拷贝。例如，我们的测序数据
共涉及６０个 ｓＲＮＡ，然而由于许多 ｓＲＮＡ拷贝数较
少不能提供足够信息，最终只获得２９个与蛋白结合
的ｓＲＮＡ，这也暗示我们，如果增加测序深度获得更
多数据，或者进一步改进分析方法提高数据的利用

率（本研究分析的唯一读段数占所有比对到基因组

上的读段数比例 ＜１０％），我们将可能得到更多与
蛋白质结合的转录本信息，从而为蛋白质ＲＮＡ相
互作用研究提供支持。
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