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提纲

• lncRNA的生物学背景

• lncRNA的计算鉴定

• lncRNA的功能预测



非编码RNA (ncRNA)
• 经典的分子生物学中心法则

– DNA→RNA →蛋白质
– RNA作为遗传信息的载体编码蛋白质

• 随后50年来，各类起调控作用的非编码RNA被大量发现

Annu. Rev. Biochem. 2012. 81:145
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长非编码RNA (lncRNA)

• 2002年在小鼠cDNA文库测序中首次发现

• 转录本长度大于200 核苷酸

• 缺乏编码蛋白质能力

• 位于细胞核或细胞质内

• 表达组织特异性较高，序列保守程度较低

• 可在多种层面（表观遗传、转录调控、转
录后调控等）发挥调控作用



人类基因组lncRNA分布

• 据ENCODE (Encyclopedia of DNA Elements)项目统计，人类基因
组中约75%区域都可以转录。其中1%为编码蛋白外显子，40%
为蛋白编码基因（外显子+内含子）转录区域，剩下绝大多数转
录区域产生lncRNA。

http://www.gencodegenes.org/stats/current.html

Nature 2012. 489:101; Nature 2012. 489:57



lncRNA分类

• lncRNA通常可以根据与邻近编码基因的位置关系来分类

编码基因

lncRNA

Annu. Rev. Biochem. 2012. 81:145



lncRNA命名
• 功能已知的lncRNA，根据功能命名

– (e.g.) Xist: X inactive-specific transcript

• 功能未知的lncRNA，根据邻近编码基因命名
– Antisense: '-AS' suffix, (e.g. BOK-AS1)
– Intronic: '- IT' suffix, (e.g. MAGI2-IT1)
– Sense overlapping: ‘-OT’ suffix (e.g. SOX2-OT)
– Intergenic: LINC#,  (e.g. LINC00152)
– Antisense upstream: ‘-AU’ suffix

Hum Genomics. 2014;8:7



lncRNA调控机制
• 表观遗传调控—招募
染色质修饰复合物至
特定位置

Nat Rev Genet. 2009;10:155

HOTAIR通过招募 PRC2复合物沉默
HOXD基因表达

在剂量补偿效应中，Xist编码的
lncRNA招募PRC2复合物导致X染
色体失活



lncRNA调控机制

• 转录调控—通过结合调控
蛋白、调控元件等多种
机制影响下游基因表达

Nat Rev Genet. 2009;10:155

DNA损伤时，Cyclin D1相关lncRNA
结合TLS蛋白抑制下游Cyclin D1表达

lncRNA Evf2结合转录因子DLX2诱导
附近基因表达

上游lncRNA通过结合 DHFR启动子
来阻止转录因子TFIID结合



lncRNA调控机制

• 转录后调控—lncRNA与
mRNA结合影响mRNA剪
切、翻译和降解

Nat Rev Genet. 2009;10:155

Zeb2-antisense lncRNA通过与Zeb2 
mRNA 结合，抑制其内含子剪切



作用机制模型

诱饵 —抑制调控蛋白与DNA结合 支架—将多个蛋白质结合为复合物

向导—通过RNA-DNA或RNA-蛋
白质相互作用招募调控蛋白

增强子—介导染色质成环，形成转
录增强子结构

Annu. Rev. Biochem. 2012. 81:145



lncRNA作为其他ncRNA前体

典型剪切产生线性RNA

反向剪切方式产生环状RNA

作为miRNA 前体

Nat Rev Genet. 2016;17:47



lncRNA作用鉴定方法

蛋白质-lncRNA相互作用：
• RNA免疫共沉淀 (RIP)
•交联免疫共沉淀 (CLIP)

DNA-lncRNA相互作用：
•染色质RNA免疫共沉淀 (ChRIP)
•通过RNA纯化的染色质分离(ChIRP)
• RNA靶标捕获杂交 (CHART)

lncRNA高级结构捕获：
•核酸酶剪切印迹(RNase footprint)
•局部可变核苷酸捕获 (SHAPE)

Genetics. 2013;193:651



lncRNA基因组特征

• 绝大多数lncRNA含2-4
个外显子，显著少于
mRNA。

• lncRNA 外显子/内含子
长度大于mRNA

• lncRNA 转录本长度低
于mRNA

• lncRNA isoform类型显
著少于mRNA。

Genome Res. 2012;22:1775



lncRNA基因组特征

• lncRNA序列保守性显著低于mRNA（特别是外显子区
域），但高于基因组重复序列。

Genome Res. 2012;22:1775



lncRNA基因组特征

• HBM (Human Body Map)表达
谱数据显示，lncRNA表达量
显著低于mRNA，表达的组
织特异性显著高于mRNA。

Genome Res. 2012;22:1775
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已知lncRNA鉴定流程

• 下载物种已知的参考ncRNA序列

– Ensemble：
http://uswest.ensembl.org/info/data/ftp/index.html

• 选用下载的ncRNA序列为参考基因组

–序列比对（如Tophat）

–转录本重构（如Cufflinks）

• 成功比对上的转录本鉴定为已知的lncRNA

http://uswest.ensembl.org/info/data/ftp/index.html


lncRNA常用数据库

• NONCODE: http://www.noncode.org/
– 中科院计算所构建的ncRNA综合性数据库
– 包含16种常见模式生物
– 数据来源为文献挖掘(PubMed)和序列数据库(Ensembl , 

RefSeq, lncRNAdb, GENCODE)

– 提供基因组，表达谱，进化保守性，预测的功能和疾病关联
信息

• lncRNAdb: http://lncrnadb.org/
– 已知功能的lncRNA参考数据库
– 提供人工校对的结构，表达，细胞定位和功能证据

• GENCODE: http://www.gencodegenes.org/
– ENCODE项目发布的高质量参考基因注释
– 包括protein-coding, lncRNAs, pseudogenes, small RNAs
– 目前只针对人类和小鼠

http://www.noncode.org/
http://lncrnadb.org/
http://www.gencodegenes.org/


RNA-Seq来源的新lncRNA鉴定步骤

转录本的重构，现在常
用cufflinks 

表达量的控制，参数为序列覆盖
度，现在常用FPKM值

通过基因组注释去除已知的可编码蛋
白基因，miRNA，tRNA，假基因等

与已有的蛋白质数据库如Pfam比对去
除可能有编码domain能力的转录本

预测编码能力并删除高
编码能力的转录本

长度大于200bp
Cabili, M.N, et.al . 2011. Genes Dev. 1915–1927



基因组比对

• 可在此之前添加质量控制

• 目的：原始数据与参考基因组比对，得到每一条序
列在基因组上的相对位置

• 软件
– Tophat：https://ccb.jhu.edu/software/tophat/index.shtml

– Bowtie：http://bowtie-bio.sourceforge.net/index.shtml

• 基因组数据下载
– Ensemble：

http://uswest.ensembl.org/info/data/ftp/index.html

– UCSC：http://hgdownload.soe.ucsc.edu/downloads.html

https://ccb.jhu.edu/software/tophat/index.shtml
http://bowtie-bio.sourceforge.net/index.shtml
http://uswest.ensembl.org/info/data/ftp/index.html
http://hgdownload.soe.ucsc.edu/downloads.html


转录本重构

• 目的：得到所有的转录本并检测
可能的新转录本

• 软件
– cufflinks：http://cole-trapnell-

lab.github.io/cufflinks/

• 步骤
– Cufflinks：获取每个样本的所有拼接
转录本

– Cuffmerge：对样本的结果进行整合，
得到文件merged.gtf

Trapnell C, et.al . 2012. Nature protocols. 562–578

http://cole-trapnell-lab.github.io/cufflinks/


Exon个数的控制

• 目的：控制假阳性率

• 步骤

统计merged.gtf文件中每一条
转录本的exon个数，根据实际
的分析需求考虑去掉单exon的
转录本

• 示例

右图为GENCODE数据库对人类
LncRNA的exon个数分析比较

Genome Res. 2012 Sep;22(9):1775-89. doi: 10.1101/gr.132159.111

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=The+GENCODE+v7+catalog+of+human+long+noncoding+RNAs:+Analysis+of+their+gene+structure,+evolution,+and+expression


去除已知的非lncRNA
• 方法一：根据基因组的注释文件进行筛选

– 标准：与注释mRNA, miRNA, tRNA, 假基因等没有
外显子序列上的重合。

• 方法二：利用merged.gtf文件自带的
classcode特征进行筛选
– 去除显著被标记为mRNA的序列。

如：classcode“=”表示与mRNA序列完全匹配；
classcode“c”表示与mRNA序列部分匹配，均不可

能是lncRNA。

– 仅仅挑选可能被标记为非编码RNA的序列。
如：classcode“i”表示完全落在内含子区域的转录本；

classcode“u”表示落在基因间区的转录本，有可能
是lncRNA。



与已知的蛋白质数据库如Pfam比较

• 目的：去除可能有编码蛋白质domain能力
的转录本

• 方法：

–翻译出每条转录本所有可能对应的氨基酸序列：
ORF Finder，TransDecoder

–将每个转录本所有可能的氨基酸序列与Pfam数

据库进行比对，有任意一条氨基酸序列比对上
数据库则删除该转录本：HMMER



编码能力的评估

• 目的：对每条转录本的编码能力进行评估，
去除编码能力过强的转录本

• 原理：各种评估编码能力的软件侧重点均
有不同
– CPC和CPAT是以现有的开放阅读框（ORF）知识
和蛋白数据库为依据

– PhyloCSF以进化模型为依据

– CNCI则不依靠现有注释，以相邻核苷酸三联体
（ANT）为依据



长度控制

• 标准：Fasta格式的碱基序列长度一般要大
于200bp
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功能预测的主要方法

• 共表达方法

• Interaction方法

– RNA-DNA

– RNA-RNA

– RNA-protein

• lncRNA结构

• lncRNA功能变异



基于基因组位置的功能预测

• 基本假设：lncRNA对其附近的编码基因有cis的调
控作用，可能行驶共同的生物学功能

1. 查找lncRNA附近（2kb）的基因

2. 对这些基因进行功能分析，如GO，KEGG富集分
析

• 该方法曾在lncRNA功能分析初试阶段使用，目前
较少单独使用



基于共表达的功能预测
• 目前最流行最常用方法
• 主要思想：guilt-by association
• 假设：若lncRNA与编码基因具有相似表达模式，其有相似的

功能

Guttman,M. et al. Nature 2009



基于共表达的功能预测

1 构建coding-non-coding 共表达网络

2 分析lncRNA功能

hub-based方法：只有网络中直接coding gene邻居数目大于
10的lncRNA进行分析，对其coding gene邻居进行GO富集

Liao,Q. et al. Nucleic Acids Res 2011



基于相互作用的功能预测

lncRNA的生物学功能可以通过与其互作的其他生物
分子来进行研究

• RNA-protein interactions

• RNA-DNA interactions

• RNA-RNA interactions



lncRNA-蛋白质相互作用预测

• 预测方法主要基于序列、结构、以及理化性质

– RPIseq (Muppirala et al., 2011).主要基于序列信息

http://pridb.gdcb.iastate.edu/RPISeq/.

– CatRAPID (Agostini et al., 2013) 基于序列二级结构、
氢键绑定及范德华力

http://s.tartaglialab.com/catrapid/omics

– lncPro (Lu et al., 2013) 也是基于序列二级结构、氢
键绑定及范德华力

http://cmbi.bjmu.edu.cn/lncpro



lncRNA-DNA相互作用预测

• lncRNA 能够形成与DNA双链形成DNA-RNA三链结
构。

– DHFR上游的lncRNA转录本能够通过与DHFR启动子区域
结合形成DNA-RNA三链结构抑制下游编码基因(Blume et 
al., 2003; Martianov et al., 2007)。

• 计算方法
– Triplexator (Buske et al., 2012) 



lncRNA-miRNA互作及ceRNA 理论

Cell 146, 
August 5, 
2011 

目前广泛认为lncRNA能够作为海绵（ceRNA）来调节miRNA的功能
lncRNA能够和mRNA同时竞争miRNA来调节mRNA的表达



http://starbase.sysu.edu.cn/

一个预测lncRNA-miRNA互作以及ceRNA关系的网站

http://starbase.sysu.edu.cn/


lncRNA结构预测

• lncRNA次级结构决定了其分子功能
– 例如：lncRNA MALAT1  3’ 末端有类似t-RNA的结
构。 lncRNA HOTAIR有一个复杂的RNA结构motif，
可以作为蛋白复合物的功能性支架(scanfold)

• 目前预测方法
– prediction of secondary structure from a single 

sequence 

– prediction of the consensus secondary structure for 
a set of aligned sequences

http://rna.tbi.univie.ac.at/

http://rna.tbi.univie.ac.at/


lncRNA上的SNP功能预测

• 尽管目前大多数研究表明lncRNA序列进化上不保
守，然而其功能变异对lncRNA还是会产生一定的
影响

1 SNP对lncRNA结构有影响

2 SNP对RNA–lncRNA 互作的影响

3 GWAS研究表明疾病相关SNP落在lncRNA上

• 工具

LincSNP http://bioinfo.hrbmu.edu.cn/LincSNP

lncSNP http://bioinfo.life.hust.edu.cn/lncRNASNP/

http://bioinfo.hrbmu.edu.cn/LincSNP
http://bioinfo.life.hust.edu.cn/lncRNASNP/


基因组关联分析方法

Kumar,V. et al. (2013) 

GWAS研究表明很多SNP落在lncRNA区域，该研究也发现了
一些lincRNA cis-eQTLs是疾病相关的SNP。



基于基因组位置上下文

通过邻居基因及miRNA与疾病的关系预测lncRNA与疾病的关

系。

• 如果lncRNA基因组位置2kb内的coding基因或者miRNA与某
种疾病相关，那么这个lncRNA有可能是该疾病lncRNA。

缺点：比较粗糙，预测准确性比较差
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