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基于基因簇判别的人类miRNA功能预测研究
丁  涛  高  洁*

(江南大学理学院, 无锡 214122)

摘要      随着新一代测序技术的不断发展, 面对海量的序列数据, 如果仅靠生物实验的方法来

挖掘微RNA(microRNA, miRNA)的基因功能似乎不可能, 因此, 通过判别新miRNA家族归属来预

测其相关生物学功能为实际生物实验的研究开辟新的思路。该文运用基因簇判别方法, 基于原始

家族信息, 对未确定家族归属或新发现的miRNA进行判别, 确定其基因家族。研究发现, 同一家族

的成熟体miRNA成员序列之间存在高度相似性, 并且参与相同的调控通路或作用于相同的靶基因, 
具有相似的生物学功能。因此, 通过基因簇判别预测新miRNA家族归属, 对新miRNA的基因表达

实验与验证具有十分重要的指导意义。
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Prediction of Human miRNA Functions by Gene Cluster Discriminant Analysis

Ding Tao, Gao Jie*
(School of Science, Jiangnan University, Wuxi 214122, China)

Abstract       With the development of new generation of sequencing technology, it seems impossible to find 
miRNA functions through biological experiment alone. So identifying the family for new miRNA and predicting its 
biological functions will provide a new method for experimental research. Based on the original family information, 
the unclassified or new miRNAs can be classified into a definited family with gene cluster discriminant analysis. 
The results show that there is a high degree of similarity among mature miRNAs in the same family. Considering 
that members in the same miRNA family participate in the same pathway or act on the same target genes, the same 
family miRNAs will have similar biological functions. Thus, the unclassified miRNA can be identified by gene 
cluster discrimination, which plays a vital role in experimentation and verification for new miRNA functions.
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微RNA(microRNA, miRNA)是一类内源性长约

19~24个核苷酸的非编码单链RNA, 进化中具有高

度保守性, 在转录后水平调控基因的表达, 从而在生

物过程中发挥重要的作用。生物信息学分析也表明, 
人类全部基因的1/3都受到miRNA的调控。研究发

现, miRNA能够特异性和靶mRNA的不精确互补配

对而裂解或抑制蛋白质的翻译, 从而进一步抑制蛋

白质的合成, 最终采取何种调控机制, 是由靶基因与

miRNA的匹配部位和程度来决定的[1]。当然, 任何

一个基因都不是孤立的, 而是和其他生命要素相互

作用来共同完成某种功能。因此, 一组具有某种相

似性的基因往往会和某个共同的疾病都有关系[2]。
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事实上, miRNA在基因组里往往成簇分布, 而一簇或

家族中的miRNA常在很大程度上共表达[3], 与共基

因相似, 它们很可能具有某种相似的功能, 参与相似

的生命过程。例如, 已知一组基因中部分基因和某

疾病相关, 那么该一簇或家族中的其他miRNA基因

有较大的概率是与该疾病相关的。此外, miRNA无

论是核苷酸序列还是二级结构在进化过程中是高度

保守的, 因此它们会在进化关系相近的物种之中保

守出现[4]。特别地, 隶属于同一家族的miRNA通常

具有一致的序列结构和相似的生物功能[5]。依据这

个概念, 将新的miRNA按照家族关系快速准确的归

类在生物学上是一件非常有意义的工作。

近年来, 利用直接克隆、正反向遗传学技术等

生物实验与方法确定了少数miRNA基因的生理功

能, 但是仍有大量的miRNA基因功能尚未确定。值

得注意的是, miRNA具有染色体上成簇排列形成

同源性基因群的位置特性, 从而相同家族的成员总

是有一致的结构和相近的功能。所以, 一个很有生

物学意义的研究就是将这些有相近结构和作用的

miRNA归类为同一个家族, 根据家族的基因表达谱

来预测新miRNA的功能。2003年, 由Griffiths-Jones
等[6]实验室构建的Rfam开源数据库主要提供关于

这些非编码小分子RNA的家族注释信息, 为每个

家族建立一个一致性二级结构和特有的协方差模

型。2011年, 丁建栋等[7]基于N-元文本特征提取法

(N-Grams)和多分类SVM(multiclass SVM)提出了

miRFam, 用于分类miRNA家族。同样2014年, 基于

miRNA的家族归属特性, Quan等[8]提出一种分层级

联的家族分类预测方法: miRClassify。在这些传统

miRNA家族研究中, 大部分处理手段是对miRNA序

列及其二级结构数字化, 再将这些高维向量特征提

取降维, 建立不同的算法(机器学习、多分类等)来
预测miRNA家族信息。这些方法虽然可以较好地

预测家族信息, 但随着miRNA数据的爆发式增长, 
基因家族分类预测训练又需要考虑到大量的序列和

结构信息, 此类方法将耗费相当长的时间。

为了大大减少新miRNA家族预测成本与时

间, 本文基于前人miRNA家族研究成果与不断涌

现新的miRNA信息, 提出新的miRNA家族预测方

法—基因簇判别法。直接利用现有的miRNA家

族数据库, 对家族成员高度相似性的序列信息建立

判别指标, 确定新miRNA的家族归属。这种方法

仅仅从一级序列中提取不同的碱基含量作为特征, 
而不考虑复杂的空间结构, 大大提高了实验运行速

度, 降低了算法的复杂度。最终, 通过对原始数据

进行K-折交叉验证[9](K-fold cross-validation), 实验

验证发现, 基因簇判别的确具有较高的精确性与实

用性。

1   材料与方法
本文从已知的miRNA家族关系出发, 提出

新的基因家族分类方法—基因簇判别法, 为
预 测 新miRNA的 生 物 学 功 能 提 供 新 的 思 路。

miRBase(http://www.mirbase.org/)是基于种子区域

的序列相似性的miRNA家族分类[10], 其数据库在过

去8年里从Version 8.2(07/2006)更新至Version 21.0 
(06/2014), 人血清白蛋白(human serum albumin, Hsa)
的miRNA家族数从342个发展到583个, 增长了1.7
倍。特别地, 未确定家族miRNA数量较版本8.2增长

了7.5倍(具体miRNA及家族增长数见表1), 越来越多

的miRNA生物学功能与家族信息亟待我们挖掘。基

于这860个成熟体miRNA家族归属问题, 本文将这

些miRNA判别到已知583个家族中, 根据原家族成

员的共同生物学功能, 为未知miRNA可能具有的功

能提供理论依据。

鉴于miRNA在进化过程中的高度保守性, 同一

家族的miRNA通常具有相似的序列与二级结构[3]。

实验从miRBase(Version 21.0)中提取所有人类成熟

体miRNA序列信息, 引用碱基含量将miRNA基因数

字特征化。一个成熟体miRNA是由长度为n的A、U、

表1   从miRBase版本8.2到版本21.0的miRNA与miRNA家族个数变化

Table 1   Changes of miRNA family numbers from miRBase version 8.2 to version 21.0
版本变化

Version changes
miRNA数

miRNAs
miRNA家族

miRNA families
未确定家族miRNA数

Unclassified miRNAs

Version 8.2 462 342 114

Version 21.0 1 767 583 860

Growth ratio (%) 4.1 1.7 7.5
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C和G这4个碱基组成, 我们分别计算序列中的单碱

基含量、双碱基含量和三碱基含量: 

, , 其中, 
因此, 所有miRNA序列均可转化成  

维的特征向量x: 

与多元统计中判别分析[11]类似, 本文提出基因

簇判别: 设有k个miRNA家族 、 … , 对任一未

确定家族的miRNA x, 构造马氏距离线性判别函数

: 

  (1)

其中, 、 为miRNA家族 、 所有基因特征

向量的均值, 为协方差矩阵。

值得注意的是, 函数(1)只对该k个家族的协方

差阵 相同时成立, 当方差阵不全相同时, 对函数

进行修正记为 : 
 (2)

当函数值 或 ( )时, 则认为

待测miRNA序列x属于家族 ; 若当函数值 或

时, 则x记为待判。

基因簇判别的误差通常用回代误判率E进
行估计: 基于上述确定的miRNA家族总体及各

家族成员(mi表示miRNA家族总体的家族成员

个 数 ) 、  、…、

为训练样本, 以全体训练样本

m1+m2…+mk作为新样品, 逐个代入已建立的基因簇

判别准则中判别其家族归属。构造一个 阶混淆

矩阵N:

                                                                          (3)

     

  
其中, Nij(i≠j且 表示属于家族 的miRNA

被误判到属于家族 的个数, 混淆矩阵的对角元素

即为回代后的结果与回代前相同的miRNA个数。因

此得到基因簇判别误判率: 

      
         (4)

2003年, miRNA的靶基因预测算法TargetScan
提出了种子区域概念, 它是指miRNA成熟序列中5′
端的2~8个碱基[12]。研究发现, 作为miRNA的核心

功能区域, 种子区域序列的保守性更高。因此, 本
文从miRBase中获取人类1 767个miRNA序列, 最

不同的数字表示不同的miRNA家族。

Different figures represent different miRNA families.
图1   miRNAs平面分布图

Fig.1   The plane distribution map of miRNAs
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终去重整合得到1 700个5′端成熟体miRNA, 583
个miRNA家族, 实验将未确定家族归属的860个
miRNA判别到这583个miRNA家族中, 最终实验得

到基因簇判别的误判率为0.98%。统计实验结果

发现, 只含有一个成员的家族有227个, 同时存在2
个庞大的家族miR-548与miR-515其家族成员分别

达到55和38, 而大部分家族成员数均在2~15之间。

图2表示由583个数字代表的583个miRNA家族, 共
计1 700个miRNA在平面中相对位置分布。

2   结果
2.1   方法验证

为了验证基因簇判别的准确性, 实验对已知

家族归属的miRNA进行K-折交叉验证。通过利用

大量数据集, 使用不同折数K进行大量的交叉验证

结果试验表明, K-折交叉验证是获得最好误差估

计的恰当选择[13]。因此, 本文设定K=10, 即将原始

miRNA数据集等分为10份, 取9份作为训练集, 1份
作为验证集。首先用训练集对分类器进行训练, 再
利用验证集来测试训练集, 如此迭代10次, 计算最

后的误差来作为预测误差。由于家族成员多的家

族提供的序列信息量大, 判别到该家族miRNA的准

确率就越高, 因此除了对含有2个及以上家族成员

的miRNA进行实验外, 还分别对家族成员为3、4个
及以上家族的miRNA进行实验。虽然不同数据集

的选择对实验结果的准确率具有一定的影响, 但随

着迭代次数的增加实验准确率趋于稳定(图3)。当

至少含有2个家族成员的家族作为待测数据时, 实
验的准确率为66.38%, 对至少含有3、4个成员的

miRNA家族的实验准确率均明显有所提高, 最终实

验得到准确率分别为77.46%和79.22%, 这表明基因

簇判别对至少含有3个家族成员的家族判别更具有

实用性。

2.2   结果分析

为了更详细地说明基因簇判别对miRNA家族

成员的判别能力, 我们采用Clustal X2[14]对判别结果

进行后续处理。随机选取4个miRNA家族: miR-17
家族、miR-200家族、miR-449家族、miR-658家族。

为了区分未知家族的miRNA和已知的miRNA, 我们

在未知的miRNA序列名称前加了三角形“▲”, 如图3
所示, 当家族所有成员在某位点碱基相同时, 该碱基

位点上方用“*”表示, 图形下方的直方图表示各位点

众数最大的碱基在该位点的碱基比重。由上面验证

结果可知, 基因簇判别对新miRNA判别到至少含有

3个家族成员的miRNA家族中的准确性较高。因此, 
miR-17家族(成员数11)、miR-200家族(成员数6)和
miR-449家族(成员数6)在图中能清晰地说明各家族

内确定家族的miRNA与新加入的miRNA成熟体序

列之间具有较高的相似性, 即家族中成员基因序列

具有良好的保守性, 这极大地说明了基因簇判别对

新miRNA的家族归属判别质量非常好。除此, 我们

还选取了只含1个确定家族信息的miR-658家族, 不
难发现新判别的5个新miRNA序列与miRNA-658序
列也具有一定的相似性。

图2   不同数据产生的准确率

Fig.2   Correct rates by different experiments
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通过人类miRNA家族预测研究, 确定新的家

族信息对miRNA家族表达谱以及单个miRNA功能

研究提供重要的帮助。具体各家族成员分别居于

何种调节机制, 还需要对靶基因结合点和通路进

行进一步的研究。但接智慧等[15]阐述了miR-17家
族基因在宫颈癌、子宫内膜癌与卵巢癌多种细胞

系中的作用机制, 而最近Li等[16]发现, 本文预测的

miR-17家族新成员miR-3666能够增强宫颈癌细胞

的转移, 这再一次证明我们实验结果的实用性。相

似地, miR-200家族调控消化系统肿瘤的发生[17]等, 
这些工作均为我们预测新发现的miRNA基因功能

提供了有利的信息。

3   讨论
miRNA在参与个体发育、细胞分化增殖、细

胞凋亡、激素分泌和脂质代谢等多个生理过程, 与

肿瘤、代谢性疾病、应激性疾病、心血管疾病和

自身免疫性疾病的发生、发展密切相关[18]。随着

miRNA生物信息学方向预测的发展与实际实验

技术的提升, 大量的miRNA被发掘与验证, 研究

miRNA功能相关工作也在不断深入。新miRNA的

发现为基因表达调控的多样性和复杂性开辟了新

的研究视角, 因此, 利用已有的miRBase数据库中

miRNA家族信息, 借助于生物信息学的分析, 将基

因序列信息转化成数字特征信息。同多元统计中

的判别分析类似, 将确定家族的基因序列数字特征

作为训练样本, 未确定家族的基因作为待判样本进

行基因簇判别, 分析出目前已经发现的所有人类

miRNA家族信息。依赖于miRNA家族的正确分类

与同一家族成员生物学功能的相似性, 通过基因簇

判别确定新miRNA的家族归属, 为miRNA生物学

功能预测提供新的思路。虽然更确切的结果还需

**

**** ***

**

*

*
hsa-miR-93
hsa-miR-20b
hsa-miR-18a
hsa-miR-18b
hsa-miR-20a
hsa-miR-106b
hsa-miR-17
hsa-miR-106a
▲hsa-miR-1973
▲hsa-miR-3666
▲hsa-miR-4715

hsa-miR-200a
hsa-miR-141
hsa-miR-200b
hsa-miR-200c
▲hsa-miR-2909
hsa-miR-429

hsa-miR-449b
hsa-miR-449c
hsa-miR-449a
hsa-miR-4999
▲hsa-miR-5047
▲hsa-miR-5087

hsa-miR-658
▲hsa-miR-3185
▲hsa-miR-4669
▲hsa-miR-6781
▲hsa-miR-6815
▲hsa-miR-6783

(A) (B)

(C) (D)

图中A、B、C、D 分别表示miR-17家族、miR-200家族、miR-449家族和miR-658家族。在每个家族中, miRNA名称前的“▲”表示该miRNA为

新判别进来的成员。当新家族所有成员在某位点碱基相同时, 该碱基位点上方用“*”表示, 图形下方的直方图表示各位点众数最大的碱基在该

位点的碱基比重。

In the figure, A, B, C and D represent the family of miR-17, miR-200, miR-449 and miR-658, respectively. At the each of families, we add an asterisk 
“▲” in front of the new family members. When all the members of the family have the same base at a certain position, the top of the base site is also 

indicated by “*”. The histogram below the graph shows the percentage of the largest number of bases at each site.
图3   4个家族经过Clustal X2处理后的结果

Fig.3   The results of 4 miRNA families by Clustal X2
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进一步实验验证, 且原始基因家族的分类、靶基因

集合的质量, 是直接影响接下来生物富集分析成功

与否最重要的基础之一, 但是理论预测为实验验证

提供了方向和可能, 节省了更多的资源。
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