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摘　要：为系统揭示５ＳｒＲＮＡ调控细胞进程的新功能和分子机制，合成了生物素标记探针，利用分子杂交技术
特异捕获５ＳｒＲＢＰ，并结合高灵敏度质谱技术和生物信息学分析共鉴定出１６２个５ＳｒＲＮＡ互作蛋白。基于 Ｃｏｎ
ｓｅｎｓｕｓＰａｔｈＤＢ和ＳＴＲＩＮＧ数据库获取蛋白复合体富集信息和构建蛋白与蛋白互作网络，利用ＧＯ数据库获取互作
蛋白的功能注释，利用ＫＥＧＧ数据库进行通路富集分析。分析结果显示５ＳｒＲＮＡ除了与翻译相关蛋白发生互作
外，还与大量来自ｍｉｃｒｏＲＮＡ加工通路、ｍＲＮＡ剪接通路和细胞信号调控通路蛋白有互作。这说明５ＳｒＲＮＡ除了
具有蛋白质翻译调控功能外，还参与ｍＲＮＡ剪接等过程的调控，为５ＳｒＲＮＡ功能和调控机制研究指明了一个新
的方向。
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　　非编码ＲＮＡ（ｎｏｎｃｏｄｉｎｇＲＮＡ，ｎｃＲＮＡ）是指
不编码蛋白质的 ＲＮＡ，包括长链非编码 ＲＮＡ
（ｌｏｎｇｎｏｎｃｏｄｉｎｇＲＮＡ，ｌｎｃＲＮＡ）、核糖体 ＲＮＡ
（ｒｉｂｏｓｏｍａｌＲＮＡ，ｒＲＮＡ）、核小 ＲＮＡ（ｓｍａｌｌｎｕｃｌｅ
ａｒＲＮＡ，ｓｎＲＮＡ）和 ｍｉｃｒｏＲＮＡ等等［１－４］。它们参

与调控了几乎所有的细胞生命活动过程。ｎｃＲＮＡ
主要通过与其结合蛋白的互作来发挥调控功能。例

如，各种 ｌｎｃＲＮＡ都是通过与常规的和非常规的
ＲＮＡ结合蛋白 （ＲＮＡｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ，ＲＢＰ）的互
作来调控各种生命活动过程［５］，ｒＲＮＡ通过与蛋白
质翻译机器蛋白的互作来行使翻译功能，而 ｍｉ
ｃｒｏＲＮＡ则通过与ＡＧＯ蛋白的结合来抑制ｍＲＮＡ翻
译或者促进 ｍＲＮＡ降解来调控基因表达［６］。因此

确定ｎｃＲＮＡ的 ＲＢＰ对理解 ｎｃＲＮＡ功能至关重要。
由于每个ｎｃＲＮＡ都不止与一种蛋白发生互作，极
大地增加了 ｎｃＲＮＡ功能和调控机制的研究难度。
例如，近期研究显示 Ｕ１ｓｎＲＮＡ在体内与超过４００
种ＲＮＡ结合蛋白互作［７］。而目前绝大多数 ｎｃＲＮＡ
的互作蛋白都是未知的，严重阻碍了我们对

ｎｃＲＮＡ在细胞生命活动中所扮演角色的理解，因
此亟需系统地去鉴定各种ｎｃＲＮＡ的互作蛋白组。
５ＳｒＲＮＡ是一个长度为１２０ｎｔ的小ＲＮＡ，在原

核生物和真核生物中都具有高保守性的二级和三级

结构。在１９６０年，５ＳｒＲＮＡ在核糖体中首次被发
现［８］。在１９７１年，首次报道了大肠杆菌在缺失５Ｓ
ｒＲＮＡ的情况下不能合成多肽从而导致翻译终止，
证明５ＳｒＲＮＡ是核糖体的重要组成部分。在真核
生物细胞中，５ＳｒＲＮＡ与 ｅＬ５／Ｌ１８家族蛋白，２３Ｓ
ｒＲＮＡ结合构成了核糖体的主要成分［９］。进一步研

究表明，５ＳｒＲＮＡ除了参与蛋白质翻译调控外，还
可能具有其它的调控功能。例如，ＡｎｄｒｉａＰｅｌａｖａ
等［１０］发现 ５ＳｒＲＮＡ可以通过结合肿瘤抑制因子
ｐ５３来参与肿瘤发生发展的调控。然而目前还缺乏
对５ＳｒＲＮＡ相互蛋白的系统研究工作，不清楚５Ｓ
ｒＲＮＡ的互作蛋白组全貌是怎样的，所以对 ５Ｓ
ｒＲＮＡ的互作蛋白组系统解析将可以帮助我们更全
面地认识５ＳｒＲＮＡ这种细胞生命活动过程中最重
要调控因子之一的功能和调控机制。

本研究将利用国际上最先进的 ｎｃＲＮＡ互作蛋
白组研究技术 ＣｈＩＲＰＭＳ［７］ （ｃｈｒｏｍａｔｉｎｉｓｏｌａｔｉｏｎｂｙ
ＲＮＡｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ，图１Ａ）首次鉴
定出５ＳｒＲＮＡ互作蛋白组，并采用系统的生物信
息学分析方法 （图１Ｂ）探究５ＳｒＲＮＡ新的调控功
能和分子机制。

图１　ＣｈＩＲＰＭＳ流程及生物信息学分析流程
Ｆｉｇ１　ＰｒｏｃｅｄｕｒｅｓｏｆＣｈＩＲＰＭＳａｎｄＢｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓａｎａｌｙｓｉｓ

５５
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１　材料与方法
１１　ＣｈＩＲＰＭＳ实验
１１１　探针设计　在 ＵＣＳＣ网站上查询目的基因
序列。根据目的基因序列设计探针，并在上海生工

合成生物素标记探针。

１１２　收集细胞并交联　收细胞后计数。加入 φ
＝３％甲醛溶液 （用 ＰＢＳ按照１０７个细胞１０ｍＬ配
置）重悬细胞，颠倒混匀，在摇床上室温混匀３０
ｍｉｎ。加入 １／１０体积的 １２５ｍｏｌ／Ｌ甘氨酸 （ｇｌｙ
ｃｉｎｅ），混匀后在摇床上室温摇５ｍｉｎ。４℃离心弃
上清。预冷ＰＢＳ洗一次，４℃离心弃上清。按每２
×１０７个细胞的１ｍＬＰＢＳ的量加入预冷 ＰＢＳ并重
悬。每个１５ｍＬ管加入１ｍＬ细胞悬浮液分装，４
℃离心弃上清。
１１３　裂解细胞　细胞称重，加入 ＬｙｓｉｓＢｕｆｆｅｒ重
悬细胞 （００５ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌｐＨ７０，１０ｍｍｏｌ／Ｌ
ＥＤＴＡ，ｗ＝１％ ＳＤＳ。按照每 １００ｍｇ细胞添加 １
ｍＬＬｙｓｉｓＢｕｆｆｅｒ。ＬｙｓｉｓＢｕｆｆｅｒ中提前加入蛋白酶抑
制剂、ＰＭＳＦ和ＲＮａｓｉｎ）。
１１４　超声打断ＤＮＡ和ＲＮＡ　４℃水浴中用最高
能量以３０ｓＯＮ，４５ｓＯＦＦ条件超声细胞。取５μＬ
检测超声效果，如果 ＤＮＡ大小在 １００～５００ｂｐ，
说明超声完成，如果不是，则继续超声。

１１５　杂交　将超声样品４℃离心取上清，取细
胞裂解液体积的１／１００作为 Ｉｎｐｕｔ对照。取１０μＬ
链霉亲和素磁珠用１００μＬＬｙｓｉｓＢｕｆｆｅｒ洗三次 （该

磁珠用于去除非特异结合的蛋白）。将细胞裂解液

转移到１５ｍＬ管中，加入ＨｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎＢｕｆｆｅｒ（７５０
ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，ｗ＝１％ ＳＤＳ，５０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ
ｐＨ７０，１ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡｐＨ８０，ｗ＝１５％ Ｆｏｒ
ｍａｍｉｄｅ。每１ｍＬＬｙｓｉｓＢｕｆｆｅｒ添加２ｍＬＨｙｂｒｉｄｉｚａ
ｔｉｏｎＢｕｆｆｅｒ，并提前加入蛋白酶抑制剂、ＰＭＳＦ和
ＲＮａｓｉｎ）。加入１０μＬ洗过的磁珠，在杂交炉中３７
℃洗３０ｍｉｎ后弃磁珠。每２×１０７个细胞加入１μＬ
１００μｍｏｌ／Ｌ探针，在杂交炉中３７℃孵育过夜。取
１００μＬ磁珠，用 ＬｙｓｉｓＢｕｆｆｅｒ洗三次。用裂解细胞
相同体积的 ＬｙｓｉｓＢｕｆｆｅｒ（加入蛋白酶抑制剂、
ＰＭＳＦ和ＲＮａｓｉｎ）来将磁珠悬浮。在杂交结束后，
将磁珠悬浮液加到每个管中，在杂交炉中３７℃旋
转混匀３０ｍｉｎ。用１ｍＬＷａｓｈＢｕｆｆｅｒ（２×ＳＳＣ，ｗ＝
０５％ ＳＤＳ）洗５次磁珠。在最后一次洗脱完成后，
先加入与磁珠等体积的ＷａｓｈＢｕｆｆｅｒ，取１０μＬ磁珠
用于提ＲＮＡ，剩下所有磁珠用于提蛋白。
１１６　ｑＲＴＰＣＲ检测ｎｃＲＮＡ是否被探针捕获　在

１０μＬＲＮＡＩｎｐｕｔ中加入 ８５μＬＲＮＡＰＫＢｕｆｆｅｒ
ｐＨ７０（１００ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，１０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ
ｐＨ７０，１ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡｐＨ８０，ｗ＝０５％ ＳＤＳ），
加入５μＬＰｒｏｔｅｉｎｅａｓｅＫ。１０μＬ磁珠中加入９５μＬ
的ＲＮＡＰＫＢｕｆｆｅｒｐＨ７０，加入５μＬＰｒｏｔｅｉｎｅａｓｅＫ。
在杂交炉中５０℃孵育４５ｍｉｎ。加入１００μＬＤＥＰＣ
水，加入２００μＬ酚氯仿 （苯酚∶氯仿 ＝１∶１），剧
烈涡旋５ｓ。４℃离心取上清加入等体积氯仿，剧
烈涡旋 ５ｓ。４℃离心取上清，加入 １／１０体积 ３
ｍｏｌ／ＬＮａＡｃ，０５μＬ糖元 （ｇｌｙｃｏｇｅｎｂｌｕｅ），３倍
体积无水乙醇， －２０℃沉淀过夜。４℃离心弃上
清，真空抽干后用１０μＬＤＥＰＣ处理水回溶。ｑＲＴ
ＰＣＲ检测目标ｎｃＲＮＡ和ＧＡＰＤＨｍＲＮＡ的丰度。
１１７　回收蛋白用于ＭＳ　弃上清留磁珠，加入与
磁珠等体积的 ＢｉｏｔｉｎｅｌｕｔｉｏｎＢｕｆｆｅｒ（１２５ｍｍｏｌ／Ｌ
Ｄｂｉｏｔｉｎ，７５ｍｍｏｌ／ＬＨＥＰＥＳｐＨ７５，７５ｍｍｏｌ／Ｌ
ＮａＣｌ，１５ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡｐＨ８０，ｗ＝０１５％ ＳＤＳ，
ｗ＝００７５％ ｓａｒｋｏｓｙｌ，ｗ＝００２％ＮａＤｅｏｘｙｃｈｏｌａｔｅ，
６４×１０－３ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ），涡旋混匀后室温静置２０
ｍｉｎ，６５℃干浴１０ｍｉｎ，收集上清。再次加入与磁
珠等体积的ＢｉｏｔｉｎｅｌｕｔｉｏｎＢｕｆｆｅｒ，室温静置２０ｍｉｎ，
６５℃干浴１０ｍｉｎ，合并两次上清。加入４倍体积
预冷丙酮， －２０℃沉淀过夜。４℃离心弃上清，
室温静置１ｍｉｎ，立刻加入３０μＬ１×ｌａｅｍｍｌｉｓａｍ
ｐｌｅｂｕｆｆｅｒ（ｂｉｏｒａｄ）。９５℃干浴３０ｍｉｎ，每５ｍｉｎ混
匀一次，最终获得蛋白样品。蛋白样品跑 ｗ＝１０％
ＳＤＳＰＡＧＥ胶后银染并用于质谱检测。
１２　蛋白序号转换基因名

Ｕｎｉｐｏｒｔ（ＴｈｅＵｎｉｖｅｒｓａｌＰｒｏｔｅｉｎＲｅｓｏｕｒｃｅ）是一
个蛋白序列和蛋白功能的综合性数据库［１１］，并且

是目前信息最丰富、资源最广的免费蛋白质数据

库。本研究利用 ｕｎｉｐｒｏｔ在线转换工具将蛋白序号
（ｐｒｏｔｅｉｎａｃｃｅｓｓｉｏｎ）转换成基因名 （ｇｅｎｅｓｙｍｂｏｌ）。
１３　蛋白复合体富集分析与ＰＰＩ网络构建

了解细胞内的不同分子间的互作有助于健康和

疾病的深入研究，所以急需一个可以将不同分子互

作数据库整合起来的综合性数据库。Ｃｏｎｓｅｎｓｕｓ
ＰａｔｈＤＢ就是这样的一个数据库，它整合了超过３０
个分子互作相关的人、鼠和酵母数据库，总共包括

了２１５５４１个分子互作 （蛋白与蛋白互作、生化反

应、基因调控互作）和４６０１条通路信息，并可将
这些信息可视化［１２－１３］。文章中利用ＣｏｎｓｅｎｓｕｓＰａｔｈ
ＤＢ分析获得５ＳｒＲＮＡ互作蛋白组的蛋白复合体富
集信息。

ＳＴＲＩＮＧ数据库 （ＳｅａｒｃｈＴｏｏｌｆｏｒｔｈｅＲｅｔｒｉｖａｌｏｆ
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ＩｎｔｅｒａｃｔｉｎｇＧｅｎｅｓ／ＰｒｏｔｅｉｎｓＤａｔａｂａｓｅ）是一个搜寻蛋
白质之间互作的数据库。它能够帮助用户轻松获取

独特的、覆盖范围广的实验以及预测的互作关系信

息，既包括蛋白质之间的直接物理互作，也包括蛋

白质之间的间接功能相关性。它除了包含有实验数

据、从ＰｕｂＭｅｄ摘要中挖掘的结果和综合其他数据
库数据外，还可利用生物信息学方法预测结果。

Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ是一款图形化显示网络并进行分析和编
辑的软件，我们利用Ｃｙｔｏｓｃａｐ将ＳＴＲＩＮＧ数据库查
询的蛋白互作信息可视化并构建蛋白与蛋白互作

（ｐｒｏｔｅｉｎｐｒｏｔｅｉｎｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｎｅｔｗｏｒｋ，ＰＰＩ）网络。
１４　ＧＯ注释富集和ＫＥＧＧ信号通路富集

ＧＯ（ＧｅｎｅＯｎｔｏｌｏｇｙ）是一个提供基因及产物
功能注释信息的数据库。ＫＥＧＧ（ＫｙｏｔｏＥｎｃｙｃｌｏｐｅ
ｄｉａｏｆＧｅｎｅａｎｄＧｅｎｏｍｅ）是一个包含基因、通路、
疾病、药物的综合数据库［１２］。利用 ＧＯ和 ＫＥＧＧ
对目标基因进行分析，从而预测该基因参与的生物

过程 （ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｐｒｏｃｅｓｓ，ＢＰ）、细胞分布 （ｃｏｍｐｏ

ｎｅｎｔｓｏｆｃｅｌｌｓ，ＣＣ）、分子功能 （ｍｏｌｅｃｕｌａｒｆｕｎｃｔｉｏｎ，
ＭＦ）及参与通路 （ｐａｔｈｗａｙ）。

２　结果与分析
２１　内源５ＳｒＲＮＡ互作蛋白的捕获和检测

ＣｈＩＲＰＭＳ技术是近年发展起来的一种系统鉴
定特定ＲＮＡ内源互作蛋白组的技术。它首先利用
甲醛交联细胞，再用生物素修饰 ＤＮＡ探针捕获目
标ＲＮＡ，然后经过链霉亲和素磁珠吸附纯化和洗
脱，结合高效液相色谱 －质谱联用 （ＨＰＬＣＭＳ）
技术，最终获得目标ＲＮＡ内源互作蛋白组［１４］ （图

１Ａ）。使用人模式细胞 Ｈｅｌａ来研究５ＳｒＲＮＡ的内
源互作蛋白组，细胞培养后利用 φ＝３％甲醛对细
胞做了交联处理并进行超声。利用在线 ＣｈＩＲＰ探
针设计软件 ＣｈＩＲＰＤｅｓｉｇｎｅｒ，设计了针对５ＳｒＲＮＡ
的特异探针 （表１）。为了减少质谱结果的非特异
性，我们同时设计了一条靶向细菌ＲＮＡ的ＮＣ对照
组探针 （表１）。在利用所设计的探针捕获５ＳｒＲＮＡ

表１　本研究中的序列
Ｔａｂｌｅ１　Ｔｈｅｓｅｑｕｅｎｃｅｓｉｎｔｈｉｓｓｔｕｄｙ

名称　　　 序列

５ＳｒＲＮＡ

ＧＴＣＴＡＣＧＧＣＣＡＴＡＣＣＡＣＣＣＴＧＡＡＣＧＣＧＣ
ＣＣＧＡＴＣＴＣＧＴＣＴＧＡＴＣＴＣＧＧＡＡＧＣＴＡＡＧ
ＣＡＧＧＧＴＣＧＧＧＣＣＴＧＧＴＴＡＧＴＡＣＴＴＧＧＡＴ
ＧＧＧＡＧＡＣＣＧＣＣＴＧＧＧＡＡＴＡＣＣＧＧＧＴＧＣＴＧＴＡＧＧＣＴＴＴ

５ＳｒＲＮＡｑＲＴＰＣＲ引物
Ｆ：ＧＣＣＡＴＡＣＣＡＣＣＣＴＧＡＡＣＧ
Ｒ：ＡＧＣＣＴＡＣＡＧＣＡＣＣＣＧＧＴＡＴＴ

５ＳｒＲＮＡ探针 ＡＧＧＧＴＧＧＴＡＴＧＧＣＣＧＴＡＧＡＣ

ＮＣ对照组探针 ＣＣＡＧＴＧＡＡＴＣＣＧＴＡＡＴＣＡＴＧ

互作蛋白后，取一部分去提 ＲＮＡ。通过实时定量
ＰＣＲ（ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｒｅａｌｔｉｍｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃ
ｔｉｏｎ，ｑＲＴＰＣＲ）检测，发现５ＳｒＲＮＡ探针捕获到
的５ＳｒＲＮＡ占ｉｎｐｕｔ５ＳｒＲＮＡ的 （２３±２３）％ （图

２Ａ），而 ５ＳｒＲＮＡ探针几乎没有捕获到 ＧＡＰＤＨ
ｍＲＮＡ。ＮＣ对照组探针几乎没有捕获到 ５ＳｒＲＮＡ
和ＧＡＰＤＨｍＲＮＡ。该结果说明我们成功地利用所
合成的５ＳｒＲＮＡ探针特异地捕获到了５ＳｒＲＮＡ，且
ＮＣ对照组探针的特异性是非常高的。将探针捕获
到的５ＳｒＲＮＡ互作蛋白跑ＳＤＳＰＡＧＥ胶后银染。银
染结果显示 ５ＳｒＲＮＡ互作蛋白分布于整个泳道，

相比之下ＮＣ对照组探针泳道没有明显信号，这说
明５ＳｒＲＮＡ在细胞内可能结合有大量的蛋白，而
这里面的绝大部分蛋白可能都是未知的 （图２Ｂ）。

虽然ｑＲＴＰＣＲ结果显示此次实验所使用的５Ｓ
ｒＲＮＡ探针捕获到的５ＳｒＲＮＡ达到了ｉｎｐｕｔ５ＳｒＲＮＡ
的 （２３±２３）％ （图２Ａ）。但是在以后的 ＣｈＩＲＰ
ＭＳ实验中，需要进一步提高５ＳｒＲＮＡ探针的捕获
效率从而提高实验成功率。可考虑同时设计多条探

针并比较他们捕获效率后，再选取捕获效率最高的

探针进行实验。
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图２　５ＳｒＲＮＡ捕获效率检测及银染
Ｆｉｇ２　５ＳｒＲＮＡｃａｐｔｕｒｅｄｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙｄｅｔｅｃｔｉｏｎａｎｄｓｉｌｖｅｒｓｔａｉｎｉｎｇ

２２　ＨＰＬＣＭＳ鉴定５ＳｒＲＮＡ互作蛋白组
随后用 ＨＰＬＣＭＳ系统鉴定了 ＮＣ对照组探针

和５ＳｒＲＮＡ特异探针捕获到的蛋白。ＮＣ对照组共
检测出２６６个蛋白质，５ＳｒＲＮＡ组共检测出３３４个
蛋白质。为了进一步减少质谱结果的非特异性，提

高质谱结果可信度，首先去除两组蛋白中质谱信号

低的蛋白，也即 ｐｒｏｔｅｉｎｍａｔｃｈ＜３的蛋白；随后再

去除样品组和ＮＣ对照组中所有的角蛋白；最后在
５ＳｒＲＮＡ的蛋白列表中移除 ＮＣ中同样存在的蛋
白；最终获得了１６２个高可信度的５ＳｒＲＮＡ内源互
作蛋白，并用ｕｎｉｐｒｏｔ在线转换工具将ｐｒｏｔｅｉｎａｃｃｅｓ
ｓｉｏｎ转换为ｇｅｎｅｓｙｍｂｏｌ。表２展示了５ＳｒＲＮＡ互作
蛋白组中质谱信号排名前２０的蛋白。

表２　５ＳｒＲＮＡ互作蛋白组中质谱信号排名前２０的蛋白
Ｔａｂｌｅ２　Ｔｈｅｔｏｐ２０ｐｒｏｔｅｉｎｓｏｆＭＳｓｉｇｎａｌｉｎｔｈｅ５ＳｒＲＮＡｉｎｔｅｒａｃｔｏｍｅ

Ｐｒｏｔｅｉｎａｃｃｅｓｓｉｏｎ Ｇｅｎｅｓｙｍｂｏｌ Ｐｒｏｔｅｉｎｍａｔｃｈ

ＭＵＣ１９＿ＨＵＭＡＮ ＭＵＣ１９ ８４
ＳＳＦ１＿ＨＵＭＡＮ ＰＰＡＮ ７３
ＲＡＢ７Ｂ＿ＨＵＭＡＮ ＲＡＢ７Ｂ ６２
ＭＹＨ７＿ＨＵＭＡＮ ＭＹＨ７ ４３
ＤＹＨＣ１＿ＨＵＭＡＮ ＤＹＮＣ１Ｈ１ ３５
ＣＥ２９０＿ＨＵＭＡＮ ＣＥＰ２９０ ３２
ＤＹＨ１０＿ＨＵＭＡＮ ＤＮＡＨ１０ ３０
ＤＭＤ＿ＨＵＭＡＮ ＤＭＤ ２９
ＭＤＮ１＿ＨＵＭＡＮ ＭＤＮ１ ２８
ＳＲＳＦ７＿ＨＵＭＡＮ ＳＲＳＦ７ ２６
ＳＣＮＮＤ＿ＨＵＭＡＮ ＳＣＮＮ１Ｄ ２６
ＲＬ５＿ＨＵＭＡＮ ＲＰＬ５ ２５
ＮＵＣＬ＿ＨＵＭＡＮ ＮＣＬ ２４
ＡＣＴＢ＿ＨＵＭＡＮ ＡＣＴＢ ２３
ＲＬ１３＿ＨＵＭＡＮ ＲＰＬ１３ ２１
ＨＮＲＰＭ＿ＨＵＭＡＮ ＨＮＲＮＰＭ ２１
ＭＹＯＦ＿ＨＵＭＡＮ ＭＹＯＦ ２１
ＣＲＹＡＡ＿ＨＵＭＡＮ ＣＲＹＡＡ ２１
ＳＰＡＴ１＿ＨＵＭＡＮ ＳＰＡＴＡ１ ２１
ＨＮＲＰＣ＿ＨＵＭＡＮ ＨＮＲＮＰＣ ２０
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２３　５ＳｒＲＮＡ互作蛋白组复合体富集分析和
ＰＰＩ网络构建
利用ＣｏｎｓｅｎｓｕｓＰａｔｈＤＢ数据库中的复合体富集

分析 （ｐｒｏｔｅｉｎｃｏｍｐｌｅｘｂａｓｅｄｇｅｎｅｓｅｔｓａｎａｌｙｓｉｓ）对
５ＳｒＲＮＡ的互作蛋白组成分进行了系统分析 （图

３Ａ）。分析结果显示５ＳｒＲＮＡ的互作蛋白组显著富
集了核糖体、蛋白质翻译相关的蛋白复合体。例

如，Ｎｏｐ５６ｐａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｅｒＲＮＡｃｏｍｐｌｅｘ［１５］、ＰＧＣ
１ＳＲｐ４０ＳＲｐ５５ＳＲｐ７５ｃｏｍｐｌｅｘ［１６］、Ｒｉｂｏｓｏｍｅ，ｃｙｔｏ
ｐｌａｓｍｉｃ、６０Ｓｒｉｂｏｓｏｍａｌｓｕｂｕｎｉｔ，ｃｙｔｏｐｌａｓｍｉｃ、４０Ｓ
ｒｉｂｏｓｏｍａｌｓｕｂｕｎｉｔ，ｃｙｔｏｐｌａｓｍｉｃ等。这与人们熟知的
５ＳｒＲＮＡ蛋白翻译调控功能相一致。此外，还可以
看到５ＳｒＲＮＡ互作蛋白组中还包含其它蛋白复合
体，包括：ＴＲＢＰｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｃｏｍｐｌｅｘ［１７］、ＴＮＦα／
ＮＦκＢｓｉｇｎａｌｉｎｇｃｏｍｐｌｅｘ６、Ｓｐｌｉｃｅｏｓｏｍｅ、ｃａｐｐｅｄ，
ｍｅｔｈｙｌａｔｅｄ ｐｒｅｍＲＮＰ： ＣＢＣ ｃｏｍｐｌｅｘ［１８］、ＤＧＣＲ８
ｍｕｌｔｉｐｒｏｔｅｉｎｃｏｍｐｌｅｘ［１９］、ＬａｒｇｅＤｒｏｓｈａｃｏｍｐｌｅｘ［２０］、

ＴＬＥ１ｃｏｒｅｐｒｅｓｓｏｒｃｏｍｐｌｅｘ［２１］、ｐ５４ｎｒｂ／ＰＳＦ／Ｍａｔｒｉｎ３／
ｉｎｏｓｉｎｅＲＮＡ［２２］、Ｈ２ＡＸｃｏｍｐｌｅｘ，ｉｓｏｌａｔｅｄｆｒｏｍｃｅｌｌｓ
ｗｉｔｈｏｕｔＩＲ ｅｘｐｏｓｕｒｅ［２３］、Ｅｍｅｒｉｎ ｃｏｍｐｌｅｘ２５［２４］、
ＳＮＷ１ｃｏｍｐｌｅｘ［２５］等等。以上结果说明５ＳｒＲＮＡ可
能不仅仅参与了蛋白质翻译调控，可能还参与了

ｍｉｃｒｏＲＮＡ加工成熟调控和 ＲＮＡ转录调控、ｍＲＮＡ
剪接调控、细胞信号通路调控、ＤＮＡ损伤修复等
过程。进一步利用ＳＴＲＩＮＧ数据库对５ＳｒＲＮＡ互作
蛋白组中质谱信号排名前５０的蛋白绘制了 ＰＰＩ网
络 （图３Ｂ）。结果显示，５ＳｒＲＮＡ互作蛋白组间也
有复杂的互作模式，并且其构成的 ＰＰＩ网络是由
ＨＮＲＮＰ家族［２７］、ＳＲ蛋白家族［２７］、核糖体蛋白

ＲＰＬ家族与 ＤＤＸ５蛋白［２８－２９］构成网络主体。这些

蛋白都是我们所熟知的，其在细胞中发挥着重要生

物学功能。这些功能包括：核糖体构成和 ｍＲＮＡ
剪接。这些互作网络在５ＳｒＲＮＡ的参与下很有可
能会变的更复杂。

图３　５ＳｒＲＮＡ互作蛋白组复合体富集及其蛋白与蛋白互作网络
Ｆｉｇ３　ＰｒｏｔｅｉｎｃｏｍｐｌｅｘｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔａｎｄＰＰＩｎｅｔｗｏｒｋｏｆ５ＳｒＲＮＡｉｎｔｅｒａｃｔｏｍｅ

２４　ＧＯ和 ＫＥＧＧ通路富集显示 ５ＳｒＲＮＡ参与
ｍＲＮＡ剪接调控
将５ＳｒＲＮＡ互作蛋白组在 ＣｏｎｓｅｎｓｕｓＰａｔｈＤＢ数

据库中进行 ＧＯ分析，设定 ｐ＜００１，并用 Ｒ软件
作图 （图４）。ＧＯ的 ＢＰ分析结果显示：５ＳｒＲＮＡ
互作蛋白组显著富集于核糖体蛋白复合体起源、翻

译启动 （图４），此外还富集多种复合物代谢调控
过程和染色质调控过程。ＧＯ细胞成分 （ＣＣ）分析
显示５ＳｒＲＮＡ与大量细胞核蛋白 （ｎｕｃｌｅａｒｐａｒｔ）有
互作。这些蛋白可能跟５ＳｒＲＮＡ的加工成熟相关，

但也有可能意味着５ＳｒＲＮＡ不仅在细胞质中参与
蛋白质的翻译调控，还可能进入细胞核中参与各种

基因表达或者加工的调控。可以预计５ＳｒＲＮＡ互
作蛋白组中应该主要为核酸结合蛋白，这点得到了

ＧＯ分子功能 （ＭＦ）分析结果的支持。ＭＦ分析显
示５ＳｒＲＮＡ互作蛋白组主要富集了核酸结合蛋白，
这说明我们的数据可信度较高。ＭＦ分析也显示５Ｓ
ｒＲＮＡ也结合了其它功能的蛋白，这些功能蛋白有
可能是非典型的 ＲＮＡ结合蛋白 （图 ４）。对 ５Ｓ
ｒＲＮＡ互作蛋白组进行 ＫＥＧＧ通路富集分析 （表

９５
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３），并根据ｐ值排序 （ｐ值越小，富集该通路的可
信度越高），５ＳｒＲＮＡ相互作用蛋白组富集到的通
路可信度最高的是核糖体通路，与蛋白复合体富集

分析结果一致。值得注意的是 ｍＲＮＡ剪接通路富
集可信度排名第二，仅次于核糖体通路。５ＳｒＲＮＡ
与包括各类 ＳＲＳＦ系列蛋白在内的１４个 ｍＲＮＡ剪
接相关蛋白有互作，表明 ｍＲＮＡ剪接调控功能可
能是５ＳｒＲＮＡ翻译调控功能之外的又一重要功能。
除了核糖体通路和ｍＲＮＡ剪接通路外，５ＳｒＲＮＡ相

互作用蛋白组还富集了单纯疱疹病毒感染和内质网

蛋白加工通路。随着ｐ值的增大，５ＳｒＲＮＡ互作蛋
白组富集到单纯疱疹病毒感染和内质网蛋白加工通

路可信度变低，富集到这两个通路中的蛋白也随之

变少。

综上所述，结合蛋白复合体富集分析、ＰＰＩ网
络构建、ＧＯ分析、ＫＥＧＧ通路富集分析，我们得
出５ＳｒＲＮＡ参与ｍＲＮＡ剪接调控的结论。

图４　５ＳｒＲＮＡ互作蛋白组的ＧＯ分析
Ｆｉｇ４　Ｇｅｎｅｔｉｃｏｎｔｏｌｏｇｙａｎａｌｙｓｉｓｏｆ５ＳｒＲＮＡｉｎｔｅｒａｃｔｏｍｅ

表３　５ＳｒＲＮＡ互作蛋白组ＫＥＧＧ通路富集分析
Ｔａｂｌｅ３　ＫＥＧＧｐａｔｈｗａｙｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔａｎａｌｙｓｉｓｏｆ５ＳｒＲＮＡｉｎｔｅｒａｃｔｏｍｅ

ｐ１） ｑ２） Ｔｅｒｍ Ｇｅｎｅｓ

１０４Ｅ２４ ４４６Ｅ２３
ｈｓａ０３０１０： ＲｉｂｏｓｏｍｅＨｏｍｏ
ｓａｐｉｅｎｓ（ｈｕｍａｎ）

ＲＰＳ１３；ＲＰＬ３７Ａ；ＲＰＬ８；ＲＰＳ１４；ＲＰＬ６；ＲＰＬ７；ＲＰＬ４；
ＲＰＳ１８； ＲＰＳ１５Ａ； ＲＰＳ３； ＲＰＳ８； ＲＰＬ７Ａ； ＲＰＬ２９；
ＲＰＬ２３Ａ；ＲＰＬ２４；ＲＰＬ５；ＲＰＬ１４；ＲＰＬ１７；ＲＰＬ１１；ＲＰＬ１３；
ＲＰＳ４Ｘ；ＲＰＬ１８；ＲＰＬ１９；ＲＰＬ２６Ｌ１；ＲＰＳ３Ａ；ＲＰＬ１０Ｌ

３１３Ｅ１４ ３３７Ｅ１３
ｈｓａ０３０４０：ＳｐｌｉｃｅｏｓｏｍｅＨｏｍｏ
ｓａｐｉｅｎｓ（ｈｕｍａｎ）

ＳＲＳＦ５；ＳＲＳＦ４；ＳＲＳＦ７； ＳＲＳＦ６； ＳＲＳＦ１； ＨＮＲＮＰＡ３；
ＨＮＲＮＰＡ１；ＨＮＲＮＰＵ；ＳＲＳＦ８；ＲＢＭＸＬ１；ＤＤＸ５；ＲＢ
ＭＸＬ３；ＨＮＲＮＰＫ；ＨＮＲＮＰＭ；ＲＢＭＸ；ＨＮＲＮＰＣ；ＴＲＡ２Ｂ

０００３０７５６５００２２０４２
ｈｓａ０５１６８：Ｈｅｒｐｅｓｓｉｍｐｌｅｘｉｎ
ｆｅｃｔｉｏｎＨｏｍｏ ｓａｐｉｅｎｓ （ｈｕ
ｍａｎ）

ＳＲＳＦ５；ＳＲＳＦ４；ＳＲＳＦ７；ＳＲＳＦ６；ＳＲＳＦ１；ＳＲＳＦ８；ＨＮＲＮＰＫ

０００７２９４１８００３９２０６
ｈｓａ０４１４１：Ｐｒｏｔｅｉｎｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ
ｉｎｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃｒｅｔｉｃｕｌｕｍＨｏ
ｍｏｓａｐｉｅｎｓ（ｈｕｍａｎ）

ＳＹＶＮ１； ＣＲＹＡＢ； ＣＲＹＡＡ； ＨＳＰ９０ＡＢ１； ＨＳＰ９０ＡＡ１；
ＲＲＮＰ１

　１），２）Ｅｎ：×１０－ｎ
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　第 ３期 周祥明，等：５ＳｒＲＮＡ互作蛋白组研究揭示５ＳｒＲＮＡ参与ｍＲＮＡ剪接调控

３　讨　论
ＲＮＡ互作蛋白组研究是 ＲＮＡ研究的前沿领域

之一，迅速确定 ＲＮＡ内源互作蛋白组图谱可以帮
助我们全面理解 ＲＮＡ的功能和调控机制。采用传
统体外的标记 ＲＮＡＰｕｌｌＤｏｗｎ方法对 ＲＮＡ互作蛋
白进行研究具有通量低、实验繁琐耗时和效率低等

缺点，并且一次只能鉴定一到几种ＲＮＡ结合蛋白。
利用传统的ＲＮＡ结合蛋白鉴定方法是很难对 ＲＮＡ
的结合蛋白谱有全面的了解。例如，从 ｍＲＮＡ发
现后的几十年间，人们总共才鉴定出了 ５００多种
ｍＲＮＡ结合蛋白。而在 ２０１２年，Ｃａｓｔｅｌｌｏ等［２６］利

用和我们使用的类似策略系统分离了 ｍＲＢＰ，并利
用ＨＰＬＣＭＳ做鉴定，将 ｍＲＮＡ结合蛋白成员迅速
增加到了接近９００种，极大地提高了 ＲＮＡ结合蛋
白的鉴定效率。再比如调控 Ｘ染色体失活的 ｌｎ
ｃＲＮＡＸｉｓｔ，通过ＣｈＩＲＰＭＳ技术将其互作蛋白从不
到１０种一下增加到了８１种［７］，使得Ｘｉｓｔ的功能和
调控机制得以重新认识。

在本研究中，利用 ＣｈＩＲＰＭＳ这种 ＲＮＡ互作
蛋白组高通量鉴定技术系统地鉴定了５ＳｒＲＮＡ的
互作蛋白组图谱。共鉴定出１６２个５ＳｒＲＮＡ互作蛋
白，极大地拓展了对 ５ＳｒＲＮＡ互作蛋白的认识。
结果显示 ＣｈＩＲＰＭＳ不仅鉴定到了大量已知的 ５Ｓ
ｒＲＮＡ互作蛋白 （表２，图２，３），还鉴定出了大
量新的５ＳｒＲＮＡ互作蛋白。这些新的５ＳｒＲＮＡ互
作蛋白来自各种细胞功能蛋白复合体，包括ｍＲＮＡ
剪接复合体、ＴＮＦα信号通路调控复合体、ｍｉ
ｃｒｏＲＮＡ加工成熟相关的 ＤＧＣＲ８复合体等等 （图

３Ａ）。５ＳｒＲＮＡ的这些相互作用蛋白暗示５ＳｒＲＮＡ
可能参与了 ｍＲＮＡ剪接调控、ＴＮＦα信号通路调
控和 ｍｉｃｒｏＲＮＡ加工成熟调控等正常生理调控过
程。此外还发现５ＳｒＲＮＡ可能参与了一些病理过

程的调控，比如病毒感染 （表３）。这些发现极大
地扩展了 ５ＳｒＲＮＡ的可能功能范围，为未来 ５Ｓ
ｒＲＮＡ的具体功能和调控机制研究指明了新的方
向。

基于蛋白复合体富集分析、ＰＰＩ网络构建、ＧＯ
分析、ＫＥＧＧ通路富集分析，我们发现５ＳｒＲＮＡ与
ｍＲＮＡ剪接复合体有明显的互作，暗示它可能参与
了ｍＲＮＡ剪接调控。在５ＳｒＲＮＡ互作蛋白组中大
量存在ＳＲ蛋白家族、ＨＮＲＮＰ蛋白家族和ＤＤＸ５等
跟ｍＲＮＡ剪接密切相关的蛋白［２７－２９］，结果暗示这

些蛋白可能需要通过与５ＳｒＲＮＡ的互作来发挥正
常的功能。此外，ＳＲ蛋白家族、ＨＮＲＮＰ蛋白家族
除了与ｍＲＮＡ剪接相关外，还参与调控 ＲＮＡ稳定
性、翻译和蛋白降解等等［２７］，这也暗示了 ５Ｓ
ｒＲＮＡ可能也具有同样的功能。综上所述，我们的
５ＳｒＲＮＡ互作蛋白组研究表明５ＳｒＲＮＡ的功能可能
远不局限于蛋白质翻译调控，可能还参与了ｍＲＮＡ
剪接、信号通路调控等过程。研究也说明互作蛋白

组研究是ｎｃＲＮＡ功能和调控机制研究的有力工具，
能帮助揭示ｎｃＲＮＡ在生命活动过程中所扮演角色
的全貌。基于本文的内容，我们计划更深层次研究

５ＳｒＲＮＡ如何参与ｍＲＮＡ剪接调控，并将在相关已
知发生ｍＲＮＡ剪接生物学表型的病理细胞或组织
样品进行一系列工作。这样会使我们的工作更有临

床价值和生物学意义。接下来的工作可以包括：对

可信度较高的蛋白进行细胞内 ＲＮＡ免疫沉淀
（ＲＮＡｉｍｍｕｎｏｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ，ＲＩＰ）与免疫共沉淀
（ｐｒｏｔｅｉｎｃｏｍｐｌｅｘｉｍｍｕｎｏｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ，ＣｏＩＰ）实验
以证明该组合的有效性，截断实验确定 ５ＳｒＲＮＡ
与其互作蛋白的结合位点，ＲＮＡ干扰 （ＲＮＡｉｎｔｅｒ
ｆｅｒｅｎｃｅ，ＲＮＡｉ）实验研究５ＳｒＲＮＡ调控其互作蛋
白发挥功能的模式。
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［５］　ＤＯＭＩＮＧＵＥＺＤ，ＦＲＥＥＳＥＰ，ＡＬＥＸＩＳＭＳ，ｅｔａｌ．Ｓｅ
ｑｕｅｎｃｅ，ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ，ａｎｄｃｏｎｔｅｘｔｐｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｏｆｈｕｍａｎＲＮＡ
ｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎｓ［Ｊ］．ＭｏｌｅｃｕｌａｒＣｅｌｌ，２０１８，７０（５）：８５４
－８６７．

［６］　ＢＵＳＨＡＴＩＮ，ＣＯＨＥＮＳＭ．ｍｉｃｒｏＲＮＡｆｕｎｃｔｉｏｎｓ［Ｊ］．
ＡｎｎｕＲｅｖＣｅｌｌＤｅｖＢｉｏｌ，２００７，２３（２３）：１７５－２０５．

［７］　ＣＨＵＣ，ＺＨＡＮＧＱＣ，ＤＡＲＯＣＨＡＳＴ，ｅｔａｌ．Ｓｙｓｔｅｍａｔ
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ｉｃｄｉｓｃｏｖｅｒｙｏｆｘｉｓｔＲＮＡｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎｓ［Ｊ］．Ｃｅｌｌ，
２０１５，１６１（２）：４０４－４１６．

［８］　ＧＯＮＧＡＤＺＥＧＭ．５ＳｒＲＮＡａｎｄｒｉｂｏｓｏｍｅ［Ｊ］．Ｂｉｏｃｈｅｍ
ｉｓｔｒｙＢｉｏｋｈｉｍｉｉａ，２０１１，７６（１３）：１４５０－１４６４．

［９］　ＳＭＩＲＮＯＶＡＶ，ＥＮＴＥＬＩＳＮＳ，ＫＲＡＳＨＥＮＩＮＮＩＫＯＶＩ
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ａｃｔｉｏｎｓｗｉｔｈｍａｃｒｏｍｏｌｅｃｕｌｅｓａｎｄｐｏｓｓｉｂｌｅｆｕｎｃｔｉｏｎｓ［Ｊ］．
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［１０］　ＰＥＬＡＶＡＡ，ＳＣＨＮＥＩＤＥＲＣ，ＷＡＴＫＩＮＳＮＪ．Ｔｈｅｉｍ
ｐｏｒｔａｎｃｅｏｆｒｉｂｏｓｏｍｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ，ａｎｄｔｈｅ５ＳＲＮＰ
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ＭＤＭ２ｐａｔｈｗａｙ，ｉｎｈｅａｌｔｈａｎｄｄｉｓｅａｓｅ［Ｊ］．Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ
ＳｏｃｉｅｔｙＴｒａｎｓａｃｔｉｏｎｓ，２０１６，４４（４）：１０８６－１０９０．

［１１］　ＰＩＣＨＬＥＲＫ，ＷＡＲＮＥＲ Ｋ，ＭＡＧＲＡＮＥＭ，ｅｔａｌ．
ＳＰＩＮ：Ｓｕｂｍｉｔｔｉｎｇｓｅｑｕｅｎｃｅｓｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄａｔｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌ
ｔｏｕｎｉＰｒｏｔ［Ｊ］．ＣｕｒｒｅｎｔＰｒｏｔｏｃｏｌｓｉｎＢｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ，
２０１８，６２（１）：ｅ５２．

［１２］　ＫＡＭＢＵＲＯＶＡ，ＳＴＥＬＺＬＵ，ＬＥＨＲＡＣＨＨ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅ
ｃｏｎｓｅｎｓｕｓＰａｔｈＤＢｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｄａｔａｂａｓｅ：２０１３ｕｐｄａｔｅ［Ｊ］．
ＮｕｃｌｅｉｃＡｃｉｄｓＲｅｓｅａｒｃｈ，２０１３，４１（Ｄ１）：Ｄ７９３－Ｄ８００．

［１３］　ＨＥＲＷＩＧＲ，ＨＡＲＤＴＣ，ＬＩＥＮＨＡＲＤＭ，ｅｔａｌ．Ａｎａｌｙ
ｚｉｎｇａｎｄｉｎｔｅｒｐｒｅｔｉｎｇｇｅｎｏｍｅｄａｔａａｔｔｈｅｎｅｔｗｏｒｋｌｅｖｅｌ
ｗｉｔｈＣｏｎｓｅｎｓｕｓＰａｔｈＤＢ［Ｊ］．ＮａｔｕｒｅＰｒｏｔｏｃｏｌｓ，２０１６，１１
（１０）：１８８９－１９０７．

［１４］　ＣＨＵＣ，ＱＵＫ，ＺＨＯＮＧＦ，ｅｔａｌ．Ｇｅｎｏｍｉｃｍａｐｓｏｆｌｉｎ
ｃＲＮＡｏｃｃｕｐａｎｃｙｒｅｖｅａｌｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓｏｆＲＮＡｃｈｒｏｍａｔｉｎｉｎ
ｔｅｒａｃｔｉｏｎｓ［Ｊ］．ＭｏｌｅｃｕｌａｒＣｅｌｌ，２０１１，４４（４）：６６７－６７８．

［１５］　ＨＡＹＡＮＯＴ，ＹＡＮＡＧＩＤＡＭ，ＹＡＭＡＵＣＨＩＹ，ｅｔａｌ．
ＰｒｏｔｅｏｍｉｃａｎａｌｙｓｉｓｏｆｈｕｍａｎＮｏｐ５６ｐａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｅｒｉｂｏ
ｓｏｍａｌｒｉｂｏｎｕｃｌｅｏｐｒｏｔｅｉｎｃｏｍｐｌｅｘｅｓ：Ｐｏｓｓｉｂｌｅｌｉｎｋｂｅ
ｔｗｅｅｎＮｏｐ５６ｐａｎｄｔｈｅｎｕｃｌｅｏｌａｒｐｒｏｔｅｉｎｔｒｅａｃｌｅｒｅｓｐｏｎｓｉ
ｂｌｅｆｏｒｔｒｅａｃｈｅｒｃｏｌｌｉｎｓｓｙｎｄｒｏｍｅ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＢｉｏｌｏｇｉ
ｃａｌＣｈｅｍｉｓｔｒｙ，２００３，２７８（３６）：３４３０９－３４３１９．

［１６］　ＳＷＡＮＳＯＮＣＭ，ＳＨＥＲＥＲＮＭ，ＭＡＬＩＭＭＨ．ＳＲｐ４０
ａｎｄＳＲｐ５５ｐｒｏｍｏｔｅｔｈｅｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎｏｆｕｎｓｐｌｉｃｅｄｈｕｍａｎ
ｉｍｍｕｎｏｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙｖｉｒｕｓｔｙｐｅ１ＲＮＡ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＶｉ
ｒｏｌｏｇｙ，２０１０，８４（１３）：６７４８－６７５９．

［１７］　ＢＥＮＯＩＴＭ，ＩＭＢＥＲＴＬ，ＰＡＬＥＮＣＩＡＡ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅ
ＲＮＡｂｉｎｄｉｎｇｒｅｇｉｏｎｏｆｈｕｍａｎＴＲＢＰｉｎｔｅｒａｃｔｓｗｉｔｈｍｉ
ｃｒｏＲＮＡｐｒｅｃｕｒｓｏｒｓｔｈｒｏｕｇｈｔｗｏｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｄｏｍａｉｎｓ
［Ｊ］．ＮｕｃｌｅｉｃＡｃｉｄｓＲｅｓｅａｒｃｈ，２０１３，４１（７）：４２４１－
４２５２．

［１８］　ＧＩＡＣＯＭＥＴＴＩＳ，ＢＥＮＢＡＨＯＵＣＨＥＮＥＨ，ＤＯＭＡＮＳ
ＫＩＭ，ｅｔａｌ．ＭｕｔｕａｌｌｙｅｘｃｌｕｓｉｖｅＣＢＣｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｃｏｍｐｌｅ
ｘｅｓｃｏｎｔｒｉｂｕｔｅｔｏＲＮＡｆａｔｅ［Ｊ］．ＣｅｌｌＲｅｐｏｒｔｓ，２０１７，１８
（１１）：２６３５－２６５０．

［１９］　ＭＡＣＩＡＳＳ，ＰＬＡＳＳＭ，ＳＴＡＪＵＤＡＡ，ｅｔａｌ．ＤＧＣＲ８
ＨＩＴＳＣＬＩＰｒｅｖｅａｌｓｎｏｖｅｌｆｕｎｃｔｉｏｎｓｆｏｒｔｈｅｍｉｃｒｏｐｒｏｃｅｓｓｏｒ
［Ｊ］．ＮａｔｕｒｅＳｔｒｕｃｔｕｒａｌ＆ＭｏｌｅｃｕｌａｒＢｉｏｌｏｇｙ，２０１２，１９
（８）：７６０－７６６．

［２０］　ＭＥＣＨＴＬＥＲＰ，ＪＯＨＮＳＯＮＳ，ＳＬＡＢＯＤＫＩＮＨ，ｅｔａｌ．
ＴｈｅｅｖｉｄｅｎｃｅｆｏｒａｍｉｃｒｏＲＮＡｐｒｏｄｕｃｔｏｆｈｕｍａｎＤＲＯ
ＳＨＡｇｅｎｅ［Ｊ］．ＲＮＡＢｉｏｌｏｇｙ，２０１７，１４（１１）：１５０８－
１５１３

［２１］　ＫＡＬＴＥＮＢＲＵＮＥ，ＧＲＥＣＯＴＭ，ＳＬＡＧＬＥＣＥ，ｅｔａｌ．
ＡＧｒｏ／ＴＬＥＮｕＲＤｃｏｒｅｐｒｅｓｓｏｒｃｏｍｐｌｅｘｆａｃｉｌｉｔａｔｅｓＴｂｘ２０
ｄｅｐｅｎｄｅｎｔｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌｒｅｐｒｅｓｓｉｏｎ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＰｒｏ
ｔｅｏｍｅＲｅｓｅａｒｃｈ，２０１３，１２（１２）：５３９５－５４０９．

［２２］　ＺＨＡＮＧＸ，ＷＵＣ，ＸＩＯＮＧＷ，ｅｔａｌ．Ｋｎｏｃｋｄｏｗｎｏｆ
ｐ５４ｎｒｂｉｎｈｉｂｉｔｓｍｉｇｒａｔｉｏｎ，ｉｎｖａｓｉｏｎａｎｄＴＮＦαｒｅｌｅａｓｅｏｆ
ｈｕｍａｎａｃｕｔｅｍｏｎｏｃｙｔｉｃｌｅｕｋｅｍｉａＴＨＰ１ｃｅｌｌｓ［Ｊ］．Ｏｎｃｏｌ
ｏｇｙＲｅｐｏｒｔｓ，２０１６，３５（６）：３７４２－３７４８．

［２３］　ＬＩＸ，ＮＡＮＡ，ＸＩＡＯＹ，ｅｔａｌ．ＰＰ２Ａ
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［２５］　ＳＡＴＯＮ，ＭＡＥＤＡＭ，ＳＵＧＩＹＡＭＡＭ，ｅｔａｌ．Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ
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－１４０６．

［２７］　ＫＥＤＺＩＥＲＳＫＡＨ，ＷＩＴＫＯＷＳＫＡＡＰ．Ｓｐｌｉｃｉｎｇｆａｃｔｏｒｓ
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