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摘要：本研究以日照海域同一家系的2龄长牡蛎性腺为研究对象，通过small RNA-seq和
RNA-seq技术筛选和鉴定出大量的非编码微小RNA(miRNA)、长链非编码RNA(lncRNA）和
环状RNA(circRNA)，并对其进行了生物学特征分析。结果显示，以斑马鱼为参考序列，
获得25~30个已知miRNA成熟体和51~63个已知miRNA前体，预测到53~71个新miRNA成
熟体和53~77个新miRNA前体；长牡蛎miRNA长度分布为18~26个核苷酸(nt)，其中分布
在20~22 nt长度的miRNA数量最多，且miRNA首位碱基多为U。测序分析获得2 302~
2 349个注释 lncRNA转录本，预测到20 083~24 114个新 lncRNA转录本，其中基因间型
lncRNA(lincRNA)、内含子lncRNA(intronic lncRNA)、反义lncRNA(anti-sense lncRNA)分别
占29.0%、62.1%和8.9%；长牡蛎lncRNA的基因组特征与其他真核生物的lncRNA基因组
特征相似，与mRNA相比，外显子(exon)个数少，转录本长度较短，表达水平低。测序
分析共获得383个circRNA，其中平均88.54%来源于exon，平均4.51%来源于intronic，平均
6.95%来源于intergenic，且鉴定出内源性circRNA潜在大量的miRNA结合位点。研究结果
为后续研究长牡蛎调控型ncRNA的表达规律和生物学功能奠定了基础。
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根据RNA是否具有翻译蛋白质的能力，可

将其分为两种类型：信使RNA(mRNA)和非编码

RNA(non-coding RNA，ncRNA)。非编码RNA是

指从基因组转录得到的不编码蛋白的功能性

RNA分子 [1]。目前，非编码RNA分为看家非编码

RNA(housekeeping ncRNA)和调控型非编码

RNA(regulatory ncRNA)两类，其中常见的调控型

非编码RNA包括长度为19~25个核苷酸(nt)的微小

RNA(microRNA，miRNA)、长度大于200 nt的长

链非编码RNA(long non-coding RNA，lncRNA)和

闭合单链的环状RNA(circular RNA，circRNA)[2]。

miRNA是RNA诱导沉默复合体 (RNA induced
silencing complex，RISC)的重要组成部分，在动

物中一般按碱基互补配对原则与靶基因3′非翻译

区(3′untranslated region，3′UTR)特异结合，从

而抑制靶基因的翻译水平或剪切降解靶基因，

调控基因表达 [3]。lncRNA通过顺式和反式两种方

式调控靶基因，哺乳动物雌性其中一条X染色体

的失活就是lncRNA调控作用的结果[4]。lncRNA和

circRNA分子可以通过碱基互补原则与miRNA结
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合，类似海绵吸附作用，抑制miRNA与靶基因

结合，调控靶基因的表达水平 [5]。随着基因注释

信息和高通量测序技术的不断完善，在真核生

物中发现调控型ncRNA参与了诸如催化RNA前体

中内含子的剪切、基因组重构、调控细胞发育

和分化及表观遗传调控等 [6-8]许多生命活动，在

其中扮演着重要角色。

长牡蛎(Crassostrea gigas)，俗称太平洋牡

蛎，隶属于软体动物门(Mollusca)，是一种分布

广泛且具有重要经济价值的海水养殖贝类[9]。2017
年中国牡蛎养殖产量达487.9万t，居海水养殖贝

类产量首位 [10]。海洋生物的ncRNA研究起步较

晚，且主要集中在海洋脊椎动物。2003年Lim
等 [11 ]首次在斑马鱼 (Danio rerio)中鉴定出38个
miRNA。之后对虹鳟(Oncorhynchus mykiss)、尼罗

罗非鱼 (Oreochromis niloticus)、马氏珠母贝

(Pinctada martensii)、明钩虾(Parhyale hawaiensis)、
长牡蛎等多个物种进行miRNA测序，研究表

明，miRNA在海洋生物的免疫、发育和生殖等

方面起重要作用 [12-16]。Pauli等 [17]研究发现，斑马

鱼 lncRNA发育阶段的特异性强于mRNA。之后

Yu等 [18]发现长牡蛎基因间型 lncRNA (lincRNA)
与幼虫变态发育相关，Feng等 [19]发现长牡蛎外套

膜lncRNA与壳色素相关。目前对长牡蛎circRNA
的研究尚未见报道。本实验利用illumina HiSeqTM

2500等测序平台对长牡蛎的性腺组织进行miRNA、

lncRNA、circRNA测序和生物信息学分析，为今

后深入研究长牡蛎ncRNA的调控机理奠定基础。

1    材料与方法

1.1    实验材料

本实验所用样品为养殖于日照海域同一家

系的2龄长牡蛎，于2018年3月选取3个性状优良

的个体，取其性腺组织，分别装入无RNase的离

心管中，液氮保存。长牡蛎总RNA的提取、转

录组的建库测序和拼接组装委托北京诺禾致源

科技股份有限公司完成。

1.2    small RNA文库的制备与测序

　　测序数据质量控制　　为了保证信息分析

的质量，去除测序得到的原始序列(raw reads)中
含有带接头的、低质量的、被污染的及含有

polyA/T/G/C的序列，得到干净的序列(clean reads)。
最后筛选18~35 nt clean reads用于后续分析。

　　small RNA分类注释　　用bowtie软件 [20]将

长度筛选后的small RNA定位到参考序列上，将

能比对到参考序列的small RNA与斑马鱼已经注

释的RNA进行比对。考虑到某个small RNA能同

时比对上多个注释信息，为了使每个small RNA
具有唯一的注释，按照已知miRNA>rRNA>tRNA>
snRNA>snoRNA>repeat>gene的优先级顺序进行注

释。对于没有注释的small RNA，利用miREvo[21]

和mirdeep2[22]平台来分析其是否含有miRNA的特

点，如可能的miRNA前体的二级结构、Dicer酶
切位点信息等，预测分析新miRNA。并且对各

样品中匹配到miRBase中已知miRNA前体序列的

small RNA和预测的新miRNA的首位点碱基分布

情况进行统计。

1.3    lncRNA文库的制备与测序

　　测序原始数据质量评价及序列组装分析　

　为了保证信息分析的质量，去除测序得到的

raw reads中含有带接头的、低质量的、含有poly-
N的序列，得到clean reads。通过Hisat2[23]将clean
reads比对到基因组上，利用 Scr ip tu re t [ 2 4 ]和

Cufflink[25]两款组装软件将能对比到基因组上的

clean reads进行拼接。

　　lncRNA筛选鉴定与基因组特征分析　　将拼

接好的转录本按照以下步骤进行 lncRNA的筛

选，最后得到的即为预测的lnRNA：①选择外显

子 (exon)个数≥2的转录本；②选择长度>200
bp的转录本；③通过Cuffcompare软件[25]，筛除与

数据库注释exon区域有重叠的转录本，并将数据

库中与本次拼接转录本exon区域有重叠的lncRNA
作为数据库注释 lncRNA纳入到后续分析；④通

过Cuffquant软件 [25]计算每条转录本的表达量，选

择每百万片段中来自某一基因每千碱基长度的

片段数目(expected number of fragments per kilobase
of transcript sequence per millions base pairs
sequenced，FPKM)≥0.5的转录本；⑤通过CPC[26]

和Pfam scan[27]两款软件进行编码潜能筛选，对预

测的 lncRNA进行基因组特征分析，并将其与

mRNA进行比较，对比参数包括exon个数、开放

阅读框 (ORF)长度、转录本核酸长度以及物种

间序列保守性，以了解长牡蛎 lncRNA的基因组

特点。

　　circRNA筛选鉴定与基因组特征分析　　

在构建的lncRNA文库中筛选鉴定circRNA，由于

circRNA鉴定存在假阳性高的现象 [28]，使用find_
circ[29]和CIRI2[30]两款软件对circRNA进行筛选，
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对两款软件鉴定出的circRNA的结果进行合并，

取二者的交集。

　　 ci rcRNA-miRNA结合位点分析　　用

miRanda软件 [31]预测剪切后的circRNA的miRNA的

结合位点。

2    结果

2.1    small RNA建库测序原始数据质量评价及

序列组装分析

通过 Illumina HiSeqTM2500平台完成RNA-
Seq测序，共得到了44 569 271条raw reads，去除

其中的接头序列和低质量序列，获得约96.92%
clean reads，碱基位置的测序错误率(error rate)为
0.01%<0.5%，GC含量均值为49.10%，在40%~60%
的区间内，Q30均值为94.46%>85%(表1)。上述结

果说明本实验中文库的构建和RNA-Seq测序的结

果良好，可进行后续分析。对样品的clean reads
进行18~35 nt范围内的small RNA筛选(图1)，共获

得40 541 719条序列可进行后续分析。将长度筛

选后的small RNA定位到参考序列上，平均约83.45%
的序列可以比对到参考序列上，比对到参考序

列方向相同链的序列占51.08%，比对到参考序列

方向相反链的序列占32.39%。

2.2    miRNA鉴定分析

将上述比对上的序列，与miRBase中的斑马

鱼数据库进行比对。 3个样品分别检测到 25、
26和30个已知miRNA成熟体和52、51和63个已知

miRNA前体。这些miRNA长度分布于18~26 nt，
其中，分布在20、21和22 nt长度的miRNA数量最

多。长度18~30 nt的已知miRNA首位碱基偏好性

分析结果显示，不同长度的miRNA的首位碱基

偏好性差异明显，长度为21 nt的miRNA首位碱基

为A和U，其他长度miRNA首位碱基多为U(图2)。
在鉴定的已知miRNA中，dre-miR-100-5p、dre-
miR-10a-5p、dre-miR-184、dre-miR-7a、dre-miR-
1、dre-let-7a、dre-miR-10c-5p、dre-miR-133a-3p、

表 1    Small RNA文库测序数据过滤和基因组定位信息

Tab. 1    Sequencing data filtering and reads mapping to the reference in three small RNA libraries

项目名

items
样品1

sample 1
样品2

sample 2
样品3

sample 3

原始序列/条　raw reads 12 777 844 15 403 032 16 388 395

错误率/%　error rate 0.01 0.01 0.01

Q20/% 96.99 97.56 97.62

Q30/% 93.65 94.81 94.90

GC含量/%　GC content 48.15 47.92 51.24

N>10% 0 0 0

低质量序列/条　low quality 28 095 (0.22%) 41 084 (0.27%) 53 021 (0.32%)

5′接头污染序列/条
5′_adapter_contamine

9 476 (0.07%) 6 322 (0.04%) 9 472 (0.06%)

无3′ 接头或没有插入片段的序列/条
3′_adapter_null or insert_null

204 006 (1.60%) 251 553 (1.63%) 661 159 (4.03%)

含有ployA/T/G/C的序列/条
with ployA/T/G/C

59 091 (0.46%) 68 226 (0.44%) 16 772 (0.10%)

干净序列/ 条　clean reads 12 477 176 (97.65%) 15 035 847 (97.62%) 15 647 971 (95.48%)

总small RNA/条
total small RNA

12 007 144 14 273 654 14 260 921

small RNA比对到参考基因组/条
mapped small RNA

9 504 317 (79.16%) 11 537 915 (80.83%) 12 893 409 (90.41%)

small RNA比对到参考基因组相同链/条
"+" mapped small RNA

5 717 391 (47.62%) 6 472 619 (45.35%) 8 593 879 (60.26%)

small RNA比对到参考基因组相反链/条
"-" mapped small RNA

3 786 926 (31.54%) 5 065 296 (35.49%) 4 299 530 (30.15%)

注：Q20、Q30分别表示 Phred 数值大于20、30的碱基占总体碱基的百分比；N. 无法确定碱基信息；括号中数值为该项占对应总序列数的百分

比；下同

Notes:  Q20,  Q30 indicated  the  percentage  of  bases  with  phred values  greater  than 20 and 30 of  the  total  bases,  respectively;  N.  the  base  information
cannot be determined; the values between parentheses are the percentage of the corresponding total number; the same below
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dre-miR-99和dre-miR-9-5p表达量较高，部分匹配

结果见表2。3个样品分别预测到60、71和53个新

miRNA成熟体与66、77和53个新miRNA前体，对

预测到的新miRNA首位碱基偏好性分析结果显

示，其首位碱基多为U，与已知miRNA首位碱基

分析结果相一致(图3)。

2.3    lncRNA建库测序原始数据质量评价及序

列组装分析

通过 Illumina HiSeqTM2500平台完成RNA-
Seq测序，共得到了300 331 640条raw reads，去除

其中的接头序列和低质量序列，获得用于进行

后续各项生物信息学分析的clean reads 283 548 118
条，碱基位置的测序错误率低于0.5%，GC含量

均值为42.87%，在40%~60%的区间内，Q30均值

为92.83%>85%(表3)，上述结果说明本实验中文

库的构建和RNA-Seq测序的结果良好，可进行后

续分析。经过TopHat软件比对发现，平均75.20%
的clean reads可以比对到长牡蛎参考基因组上，

并且平均67.06%的序列具有唯一的基因组位置，

平均33.50%序列比对到基因组正链，平均约33.56%
序列比对到基因组负链。

使用HTSeq软件，对3个样品进行已知类型

基因的定量分析，根据表达量统计，得到样品

中各类型基因的表达情况。数据统计结果显

示，exon平均约占0.12%，ncRNA平均占1.60%，

protein coding平均占68.98%(表4)。
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图 1    所得total small RNA片段的长度分布统计

Fig. 1    Length distribution of total small RNA
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图 2    长度18~30 nt的已知miRNA首位碱基偏好性分析

1. 样品1，2. 样品2，3. 样品3，下同

Fig. 2    Base bias analysis of known miRNA with a length of 18-30 nt on the first nucleotide position
1. sample 1, 2. sample 2, 3. sample 3, the same below
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2.4    lncRNA筛选与鉴定

经过筛选，3个样品中分别筛选出2 302、
2 349和2 316个注释 lncRNA和24 114、21 921、
20 083个新 lncRNA。对 lncRNA转录本进一步分

析，得到不同种类的lncRNA占比情况(图4)，其

中基因间型lncRNA占29.0%，内含子lncRNA(intronic
lncRNA)占 62 .1%，反义 lncRNA(an t i - sense
lncRNA)占8.9%。为了深入解析长牡蛎lncRNA的

基因组特征，对鉴定得到的lncRNA与已知mRNA
进行生物信息学对比，涉及exon数、转录本长度

和ORF长度(图5)，其中lncRNA的exon个数少，转

录本长度和ORF的长度较短。

2.5    circRNA鉴定分析

在 3个长牡蛎样品的测序文库中鉴定出

383个circRNA，对circRNA进行转录本长度分析

发现，在3个样品中鉴定出的circRNA转录本长度

范围跨度很大，最短长度为153 nt，最长的长度

为60 025 nt，有79.13%的circRNA在10 000 nt以下

(图 6)。对 ci rcRNA进行来源统计分析，平均

88.54% circRNA来源于exon，平均4.51% circRNA
来源于intronic，平均6.95% circRNA来源于基因

间(图7)。

2.6    circRNA-miRNA结合位点分析

为了探索长牡蛎性腺中circRNA是否具有与

其他模式生物circRNA相似的miRNA吸附海绵的

功能，对鉴定出的383个circRNA进行miRNA的靶

向预测。结果显示，长牡蛎的circRNA序列上潜

在有大量miRNA的靶位点、部分检测到的circRNA
与其靶miRNA(表5)。

3    讨论

动物small RNA的长度区间一般为18~35 nt，
本研究检测得到的新miRNA成熟体和新miRNA
前体与其他物种如日本吸血虫 (Sch i s to soma
japonicum)成虫、马氏珠母贝[32-33]的miRNA长度相

似。长牡蛎miRNA的碱基偏好性分析发现，其

首位碱基多为U，该现象可能与miRNA成熟体形

成过程中Dicer酶切产物特性相关，偏向U更有助

于与AGO蛋白结合形成蛋白复合体，与靶基因

结合，调控靶基因的表达[34]。性腺发育是水产动

物繁育生殖的基础，众多的生化过程参与其

中，且miRNA在其发育过程中起重要作用。在

表 2    匹配上的miRNA成熟体的数量

Tab. 2    Number of matched miRNA matures

miRNA成熟体id
miRNA mature id

匹配到该成熟体的数量/个
number of matched matures

样品1
sample 1

样品2
sample 2

样品3
sample 3

dre-let-7a 14 859 10 766 7 723

dre-let-7b 8 1 0

dre-let-7c-5p 711 294 592

dre-let-7d-5p 1 0 2

dre-let-7f 28 164 963

dre-let-7g 4 5 6

dre-miR-1 21 991 82 378 96 769

dre-miR-100-5p 217 933 467 823 197 162

dre-miR-101a 2 3 56

dre-miR-10a-5p 143 028 524 751 928 026

dre-miR-10b-5p 46 172 708

dre-miR-10c-5p 366 1 640 3 504

dre-miR-124-3p 0 0 24

dre-miR-125b-5p 9 25 183

dre-miR-133a-3p 263 1 529 752

dre-miR-133b-3p 3 8 13

dre-miR-141-3p 0 0 33

dre-miR-142a-5p 0 0 15

dre-miR-143 0 2 0

dre-miR-153a-3p 12 25 0

dre-miR-153c-3p 0 1 0

dre-miR-183-5p 0 4 15

dre-miR-184 69 366 245 937 428 977

dre-miR-200a-3p 0 0 33

dre-miR-206-3p 0 0 18

dre-miR-29a 3 5 1

dre-miR-29b 25 23 14

dre-miR-30e-5p 0 0 10

dre-miR-7a 24 022 52 801 54 570

dre-miR-7b 16 50 107

dre-miR-92a-3p 1 0 4

dre-miR-92b-3p 16 8 1

dre-miR-9-5p 108 588 1 586

dre-miR-99 148 396 1 941
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鉴定表达量较高的已知miRNA中，dre-miR-184、
dre-let-7a和dre-miR-133有类似的调控性腺发育的

功能 [35-37]，dre-miR-100-5p、dre-let-7a、dre-miR-
1、dre-miR-9-5p和dre-miR-133a-3p有类似的调控

生长发育的功能 [38-40]。Bizuayehu等 [35]对调控大西

洋庸鲽(Atlantic halibut)雄性性成熟早于雌性这一

现象研究时发现，同龄精巢成熟而卵巢未成熟

的雌雄个体中，let-7a、miR-143和miR-202-3p参
与了性腺发育的调控过程。He等 [36]和Song等 [37]对

中华绒螯蟹(Eriocheir sinensis)性腺的miRNA测序

分析发现，miR-184和miR-133分别在卵巢和精巢

中差异表达，且miR-133可以调控cyclin B基因的

表达。

长牡蛎 lncRNA的基因组特征与mRNA相

比，具有exon个数少，转录本长度较短，表达

水平低的特点。由于软体动物 lncRNA数据库中

缺乏牡蛎的 lncRNA的注释信息，研究过程中未

对牡蛎中 lncRNA的保守性进行评估，但是之前

的研究报道中指出在长牡蛎中lincRNA保守性低[18]。

本实验基于基因组的位置，将 lncRNA分为3类，
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图 3    长度18~30 nt的新miRNA首位碱基偏好性

Fig. 3    Base bias analysis of novel miRNA with a length of 18-30 nt on the first nucleotide position

表 3    lncRNA文库测序数据过滤和基因组定位

Tab. 3    Sequencing data filtering and reads mapping to the reference in three lncRNA libraries

项目名

item
样品1

sample 1
样品2

sample 2
样品3

sample3

原始序列/条　raw reads 102 088 824 100 882 698 97 360 118

干净序列/条　clean reads 99 074 286 93 482 494 90 991 338

干净的碱基数/G　clean bases 14.86 14.02 13.65

错误率/%　error rate 0.01 0.02 0.02

Q20/% 97.81 97.05 96.37

Q30/% 94.35 92.86 91.27

GC含量/%　GC content 44.63 41.47 42.5

比对上总数/条　total mapped 73 175 827 (73.86%) 70 630 915 (75.56%) 69 326 512 (76.19%)

多个基因组位置的序列数/条　multiple mapped 6510 490 (6.57%) 7 298 644 (7.81%) 9 148 034 (10.05%)

唯一基因组位置的序列数/条　uniquely mapped 66 665 337 (67.29%) 63 332 271 (67.75%) 60 178 478 (66.14%)

第1次比对序列数/条　read-1 33 558 489 (33.87%) 32 119 880 (34.36%) 30 776 583 (33.82%)

第2次比对序列数/条　read-2 33 106 848 (33.42%) 31 212 391 (33.39%) 29 401 895 (32.31%)

比对到相同链的序列数/条　reads map to '+' 33 312 466 (33.62%) 31 607 568 (33.81%) 30 088 023 (33.07%)

比对到相反链的序列数/条　reads map to '−' 33 352 871 (33.66%) 31 724 703 (33.94%) 30 090 455 (33.07%)
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其中lincRNA占29.0%，intronic lncRNA占62.1%，

anti-sense lncRNA占8.9%。intronic lncRNA指的是

完全从编码基因的intronic区域转录出来的lncRNA，

其保守性远低于lincRNA，相比于lincRNA和anti-
sense lncRNA，intronic lncRNA的研究相对较少。

lincRNA位于编码基因间的区域，既可以与编码

基因在同一条链上，也可以在相对链上，相对

于其他的 lncRNA， lincRNA不和编码基因重叠，

验证一条新的lincRNA不用对其非编码性进行额

29.00%

62.10%

8.90%

基因间型lncRNA

lincRNA

内含子lncRNA

intronic lncRNA

反义lncRNA

anti-sense lncRNA

 
图 4    lncRNA 类型分布图

Fig. 4    Classification of lncRNA
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图 5    lncRNA的基因组特征

(a) exon数量；(b) 转录本长度；(c) ORF长度

Fig. 5    Genomic features of candidate lncRNA
(a) exon number; (b) transcript length; (c) ORF length

表 4    已知类型的基因序列分布情况

Tab. 4    Gene distribution of reads in known types

类型

types

序列的类型分布数量/条
number of read types

样品1
sample 1

样品2
sample 2

样品3
sample 3

外显子　exon 40 688 (0.13%) 36 368 (0.12%) 35 639 (0.12%)
庞杂类RNA分子　miscellaneous RNA 20 476 (0.06%) 19 905 (0.06%) 16 867 (0.06%)
非编码RNA　ncRNA 464 828 (1.44%) 516 138 (1.66%) 497 693 (1.70%)
蛋白编码类　protein coding 21 974 117 (67.92%) 21 510 556 (69.39%) 20 360 545 (69.63%)
核糖体RNA　rRNA 77 952 (0.24%) 73 342 (0.24%) 68 730 (0.24%)
转运RNA　tRNA 128 561 (0.40%) 109 717 (0.35%) 144 725 (0.49%)
其他　others 9 644 876 (29.81%) 8 734 947 (28.18%) 8 118 910 (27.76%)
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外的排除实验。研究表明， lincRNA在细胞凋

亡、胚胎发育、细胞分化 [17,41-42]等生物过程中发

挥重要的调节作用，这些特点使lincRNA成为目

前研究最多、最为深入的lncRNA。

长牡蛎中circRNA的来源与秀丽隐杆线虫

(Caenorhabditis Elegans)、人类(Homo sapiens)和小

鼠(Mus musculus)等相似，除大量来源于exon外，

还存在少量来源于intronic的circRNA。大部分的

intronic在剪切作用后会被降解，但有些存在特殊

核苷酸序列上的intronic不会在剪切之后被脱分支

酶降解，从而形成circRNA[43-44]。从目前的报道

中看出，circRNA在生物体内的含量丰富，且具

有一定程度的序列保守性 [ 4 5 ]。Hansen等 [ 4 6 ]和

Memczak等 [29]研究发现，circRNA作为miRNA的

海绵可以特异性诱捕内源性miRNA，进而改变

miRNA-mRNA互作模式，提高靶基因的表达水

平，从而参与基因的表达。Hansen等 [46]在研究过

程中还发现，circRNA中ciRS-7对应73个miR-7潜
在靶位点，Sry RNA有16个miR-138潜在靶位点。

在对植物、鱼类、猴[47-49]等研究中均发现circRNA
具有miRNA的潜在靶位点。在本研究中，通过

生物信息学预测，同样鉴定出内源性circRNA潜

在大量的miRNA结合位点。研究过程中发现

novel_circ_0 000 012潜在dre-miR-29a结合位点，

Tian等[50]研究发现，miR-29a在珍珠层生物矿化过

程和免疫过程中发挥重要调控作用。研究中还

发现novel_circ_0 000 415潜在dre-miR-202-3p结合

位点、novel_circ_0 000 843潜在dre-miR-143结合
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图 6    circRNA的长度分布

Fig. 6    Length distribution of circRNA
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图 7    circRNA的来源

Fig. 7    Origins of circRNA

表 5    预测的部分circRNA的靶miRNA

Tab. 5    Predicted target miRNA of some circRNA

新circRNA id
novel circRNA id

潜在靶miRNA
potential target miRNA

novel_circ_0 000 012 dre-miR-181b-5p、dre-miR-181a-5p、dre-miR-29b、dre-miR-29a、dre-miR-92b-5p、dre-miR-181c-5p

novel_circ_0 002 303 dre-miR-7b、dre-miR-7a、dre-miR-203a-3p、dre-miR-204-5p、dre-miR-103、dre-miR-107a-3p、dre-miR-130c-
5p、dre-miR-146a、dre-miR-203b-3pdre-miR-1388-5p、dre-miR-107b

novel_circ_0 004 099 dre-miR-10a-5p、dre-miR-10b-5p、dre-miR-10c-5p、dre-miR-10d-5p、dre-miR-19a-3p、dre-miR-19b-3p、dre-
miR-19c-3p、dre-miR-19d-3p、dre-miR-22a-5p、dre-miR-22b-5p、dre-miR-107a-5p、dre-miR-129-3p、dre-
miR-193a-5p、dre-miR-218a、dre-miR-218b、dre-miR-301b-5p、dre-miR-430a-5p、dre-miR-430a-4-5p、dre-
miR-430a-11-5p、dre-miR-430a-12-5p、dre-miR-430a-13-5p、dre-miR-430a-14-5p、dre-miR-430a-15-5p、dre-
miR-430a-16-5p、dre-miR-430a-17-5p、dre-miR-430i-5p、dre-miR-461

novel_circ_0 000 415 dre-miR-181b-5p、dre-miR-205-5p、dre-miR-181a-5p、dre-miR-217、dre-miR-26a-5p、dre-miR-26b、dre-miR-
133b-5p、dre-miR-181c-5p、dre-miR-202-3p、dre-miR-499-3p

novel_circ_0 002 273 dre-miR-10a-5p、dre-miR-10b-5p、dre-miR-10c-5p、dre-miR-10d-5p、dre-miR-22a-3p、dre-miR-22b-3p、dre-
miR-96-3p、dre-miR-730

novel_circ_0 000 835 dre-miR-10a-5p、dre-miR-10a-3p、dre-miR-10b-5p、dre-miR-205-5p、dre-miR-10c-5p、dre-miR-10d-5p、dre-
miR-15b-3p、dre-miR-16c-3p、dre-miR-23a-3p、dre-miR-23b、dre-miR-25-3p、dre-miR-92a-3p、dre-miR-92b-
3p、dre-miR-130c-5p、dre-miR-140-5p、dre-miR-363-3p、dre-miR-723-5p、dre-miR-1 788-5p、dre-miR-2 189

novel_circ_0 000 642 dre-miR-10a-5p、dre-miR-10b-5p、dre-miR-10c-5p、dre-miR-10d-5p、dre-miR-18a、dre-miR-18b-5p、dre-
miR-18b-3p、dre-miR-18c、dre-miR-26a-5p、dre-miR-26b、dre-miR-126a-3p、dre-miR-148、dre-miR-152、
dre-miR-193a-5p、dre-miR-730、dre-miR-2 196、dre-miR-126b-3p、dre-miR-2 195

novel_circ_0 000 843 dre-miR-451、dre-miR-30e-3p、dre-miR-125a、dre-miR-125a、dre-miR-125b-5pdre-miR-125c-5p、dre-miR-
125c-5p、dre-miR-143、dre-miR-731、dre-miR-2 196
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位点，之前研究表明miR-143和miR-202-3p在性

腺发育的过程中起调控作用[35]。本实验通过高通

量测序技术和生物信息学技术对长牡蛎性腺进

行系统的鉴定分析，这为后续对长牡蛎非编码

RNA功能机制的研究奠定了坚实的基础。
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Shanghai Ocean University, Shanghai    201306, China;

2. Shanghai Engineering Research Center of Aquaculture, Shanghai Ocean University, Shanghai    201306, China;
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Abstract: A plenty of non-coding RNAs (ncRNAs) have been identified through the application of high-
throughput analysis of the transcriptome, and this has led to an intensive search for possible biological functions
attributable to these transcripts. In this study, the gonad tissue of the two-year-old Crassostrea gigas of same
family cultured in Rizhao Huanghai area was used to identify a large number of miRNA, lncRNA and circRNA by
small RNA-seq and RNA-seq, and their biological characteristics were analyzed. The results showed that, with
Danio rerio as a reference, 25-30 known miRNA matures and 51-63 known miRNA precursors was obtained, 53-
71 new miRNA matures and 53-77 new miRNA precursors were predicted. The length of miRNA in C. gigas
ranged from 18-26 nt, where the largest number was in the 20-22 nt and the first nucleotide position tended to be
U. 2 302-2 349 known lncRNA transcripts were obtained, and 20 083-24 114 new lncRNA were predicted. Among
them, the percentage of the intergenic lncRNA, intronic lncRNA and antisense lncRNA was 29.0%, 62.1%, and
8.9%, respectively. The data showed that genomic characteristics of lncRNA in C. gigas were similar to those of
other eukaryotes. Compared with mRNA, the transcript and open reading frame of lncRNA were much shorter at
length and much lower at expression level. 383 circRNA transcripts were obtained, of which the average
percentage of 88.54% came from exon, 4.51% came from intronic and 6.95% came from intergenic. The data
showed that the endogenous circRNA have a lot of miRNA target sites. This study revealed the basic biological
characteristics of miRNA, lncRNA and circRNA in C. gigas. The results laid the foundation for the subsequent
research on the expression rules and biological function of regulatory non-coding RNA in C. gigas.
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