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摘要: let-7 是时序发育过程中的重要调控因子, 在促进幼体向成体转变过程中起着极其重要的作用。为探讨 let-7

对牙鲆(Paralichthys olivaceus)从幼体到成体转变的变态发育过程的影响, 本实验对 let-7 进行了克隆与表达研究, 

并预测了其可能的靶基因。利用普通 PCR技术从牙鲆中成功鉴定出 let-7及其前体序列, 该前体序列在不同的物种

间具有高度的保守性。运用实时荧光定量 RT-PCR 方法分析 let-7 在牙鲆变态发育不同阶段的表达, 结果发现, 水

温(16±0.5)℃条件下, 在牙鲆变态发育的前 5个阶段(孵化后 17、20、23、29、36 d), let-7的表达量逐渐上升, 在变

态末期(36 dph)达到高峰, 变态结束(41 dph)时表达量呈现下降的趋势。实时荧光定量数据表明, 甲状腺激素(T3)上

调牙鲆肾细胞中 let-7的表达, 在浓度为 75 nmol/L时, 表达量达到最高。靶基因预测发现, let-7作用于多样的靶基

因, 其靶基因可能参与生长发育、细胞分化、信号转导、病毒免疫等生物过程。本研究建立了 let-7在牙鲆变态发

育过程中的表达谱, 并在细胞水平研究了 T3 对 let-7 表达量的影响, 预测了其可能的靶基因, 为研究 let-7 在牙鲆

变态发育过程中的调控机制奠定了基础。 
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MicroRNA(miRNA)是一类长约 22 个核苷酸

的非编码小分子RNA, 由具有发夹结构的 70～90

个碱基大小的单链 RNA前体经过 Dicer酶加工后

而生成, 通过与靶基因的 3′非翻译区(3′-UTR)结

合, 在转录后水平调控基因的表达[1]。MiRNA 广

泛存在于动、植物体中 , 具有很高的保守性。

lin-4、let-7是最初发现的 2个 miRNAs, 它们通过

作用于各自的靶基因调控线虫 (Caenorhabditis 

elegans)的时序发育[2−3]。之后大量的 miRNA相继

在不同物种中被发现, 至 2011 年 3 月, miRBase

数 据 库 (http://microrna.sanger.ac.uk/)中 收 录 的

miRNA为 15 172个: 人 1 114个、小鼠 718个、

鲀河 425 个、斑马鱼 501 个、还包括病毒编码的

及其他物种中的共 12 414个[4]。miRNA以 2种方

式作用于目的基因: miRNA与靶基因不完全配对

时, 抑制靶基因的翻译; miRNA 与靶基因完全配

对时, 降解靶基因。每个 miRNA可以有多个靶基

因, 而几个 miRNA 也可以共同调节同一靶基因, 

从而形成复杂的调控网络, 调控基因的表达 [5]。

miRNA 在生物体内的多样化调控途径中扮演着

关键性角色, 包括控制发育进程、细胞分化、细

胞凋亡、细胞分裂以及器官的发育等[6−8]。 

变态是某些生物在发育过程中, 由于细胞生

长和分化使身体结构发生明显变化的过程[9]。在

牙鲆早期生活史中有一从仔鱼向稚鱼转变的变态

过程。 研究表明, 在牙鲆变态过程中组织内甲状

腺激素水平骤然升高, 而变态结束后又恢复到较

低水平。Yamano等[10−11]研究表明, 施用外源性甲

状腺激素(thyroid hormone)能诱导仔鱼骨骼肌细

胞形态发生改变, 使肌钙蛋白和肌球蛋白轻链提
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早转变为成体型, 以适应仔鱼从浮游性生活向底

栖性生活的转变。Miwa等[12]研究发现, 在仔鱼变

态过程中, 甲状腺激素能使体内血红细胞从幼体

型转变为成体型。进一步研究发现, 外源性甲状

腺激素可以有效促进牙鲆的变态, 增加牙鲆变态

过程中仔鱼的成活率[13]。 

let-7 是目前研究最为广泛的 miRNA 之一。

let-7在果蝇(Drosophila melanogaster)进入幼虫至

成虫的变态发育期间才开始表达, 促进果蝇从幼

虫到成虫的变态发育进程, let-7 基因的缺失会导

致果蝇变态失败, 造成变态过程中果蝇的大量死

亡[14−15]。进一步研究发现, let-7 是一个时序发育

基因, 其在线虫(Caenorhabditis elegans)幼虫末期, 

在斑马鱼孵化后 48 h, 在环节动物和软体动物的

成年阶段高度表达, 主要功能表现为促进生物从

幼体向成体转变的时序发育进程[16−17]。 

在牙鲆从幼体向成体转变的变态发育期间 , 

let-7基因是否具有同样的功能还未见报道。因此, 

本实验以牙鲆为研究对象, 重点研究了 let-7在其

变态发育过程中的表达情况, 并从体外研究甲状

腺激素(T3)对 let-7 表达水平的影响, 探究其对牙

鲆变态发育的影响及其 let-7在牙鲆变态发育过程

中可能的调控网络。 

1  材料和方法 

1.1  实验用鱼 

实验用的仔鱼取材于中国水产科学研究院北

戴河中心实验站。实验过程中每天吸污、换水, 水

温控制在(16±0.5)℃, 盐度 30, 每天定时投喂卤

虫幼体。依据 Miwa 等[18]的变态分期方法并结合

右眼移位的程度, 变态期牙鲆被分成 6个阶段: 17

日龄 (17 dph)还未变态的仔鱼 , 变态Ⅰ期 (20 

dph)、变态Ⅱ期(23 dph)、变态Ⅲ期(29 dph)、变

态Ⅳ期(36 dph)、变态Ⅴ期(41 dph)。每个时期样

品取 3 个生物学重复, 以保证实验的准确性, 减

少实验误差。 

1.2  细胞培养及药物处理 

牙鲆肾细胞由中国水产科学研究院黄海水产

研究所陈松林老师惠赠。用 DMEM 培养基培养, 

培养基中含 15%胎牛血清、青霉素 100 U/mL、

链霉素 100 μg/mL、bFGF 2 ng/mL、Hepes 20 

mmol/L, 置于 24℃培养箱中培养。细胞长满整瓶

后用 0.25%胰酶消化传入六孔板中, 待细胞长满

孔板更换新鲜培养基, 同时加入甲状腺激素(T3)溶

液作用 24 h, 参考田娟[19]等对大菱鲆细胞的实验, 

将溶液的终浓度分别定为 0、50 nmol/L、75 nmol/L、

100 nmol/L、200 nmol/L, 每个浓度设 3个重复。 

1.3  总 RNA的提取与 cDNA的合成 

用 TRIzol法提取牙鲆变态 6个阶段以及肾细

胞中的总 RNA, 每个样品取 3 个生物学重复, 抽

提的总 RNA经 DNA酶(Promega, USA)处理后用

分光光度计检测其 OD 值, 1.0%琼脂糖凝胶电泳

检测RNA的完整性, 利用茎环结构引物反转录合

成 cDNA[20](表 1)。 

1.4  DNA的提取 

用组织 DNA 提取试剂盒(Omega, USA)提取

牙鲆 DNA, 用于扩增 let-7前体。 

1.5  PCR扩增 

PCR反应体系为: 10×PCR Buffer(Mg2+)2 μL、

MgCl2 1.2 μL、dNTP 1.6 μL、10 μmol/L上下游引物

各 0.5 μL(表 1)、5 U/μL的 Taq DNA酶 0.2 μL、反

转录产物或 DNA 1 μL, 补充 ddH2O至 20 μL。反应

条件为: 94℃预变性 3 min; 94℃变性 30 s、60℃退

火 30 s、72℃延伸 10 s, 共 35个循环; 72℃延伸 5 

min。扩增产物经琼脂糖凝胶电泳检测, 回收、纯化、

连接后测序 (大连宝生物工程有限公司)。 

1.6  实时荧光定量 PCR 

样品 cDNA进行 10倍系列稀释, 以稀释后的

cDNA 为模板进行实时荧光定量 PCR。反应体系

为: SYBR Premix Ex Taq(2×)10 μL、10 μmol/L上

下游引物各 0.4 μL、cDNA 模板 2 μL, 加 ddH2O

至 20 μL。采用两步法 PCR 扩增标准程序, 循环

参数为95℃ 预变性10 s 后, 95℃ 变性10 s, 60  ℃ 退

火 30 s,  共 40个循环。融解曲线制备: 55~90℃, 每

0.5℃收集 1次荧光信号, 共 71个循环。以 5S rRNA

为内参基因, 对定量结果进行分析。 
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表 1  引物序列 
Tab.1  Primers used for PCR analysis 

引物 primer 序列(5−3) sequence(5−3) 

let-7 RT Primer CTCAACTGGTGTCGTGGAGTCGGCAATTCAGTTGAGAACCATAC 

let-7-F ACACTCCAGCTGGGTGAGGTAGTTGGTTGT 

let-7-R AACTGGTGTCGTGGAG 

Pre-let-7-F TGAGGTAGTAGGTTGTATAGTT 

Pre-let-7-1R TAGGAGGCTGTACAGTCATCTC 

Pre-let-7-2R AAAGACAGTAAGTTGTATAGTT 

Pre-let-7-3R AAGGTAATAGACTGTATAGTTA 

5S-rRNA-F CCATACCACCCTGAACAC 

5S-rRNA-R CGGTCTCCCATCCAAGTA 

 

1.7  靶基因预测 

到 2011年 3月为止, NCBI数据库(http: // ww 

w.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez) 中 收 录 的 牙 鲆

mRNA 为 482 个。以 miRanda[21]和 RNAhybrid[22]

软件相结合的方法预测这些 mRNA 的 3非翻译区

是否存在与 let-7的结合位点。为提高数据的可靠性, 

预测时的最小自由能(MFE)设置为-19 kcal/mol, 自

由能越低代表 let-7与 mRNA之间结合越紧密。 

1.8  数据分析 

采用 One-Way 方差分析 , 用 SAS 软件中

Duncan’s Multiple Range Test比较 let-7在不同发

育时期以及不同药物浓度下的相对表达 , 当

P<0.05时差异显著。 

2  结果与分析 

2.1  let-7的克隆  

以牙鲆 cDNA为模板, 用引物 let-7-F和 let-7-R

进行 Let-7的扩增(表 1), 3%琼脂糖凝胶电泳结果显

示, 在 50～100 bp间有 1条明显的目的带(图 1), 与

预期片段长度大小相符。测序结果与 miRBase数据

库中序列完全一致(5-UGAGGUAGUAGGUUGUA 

UAGUU-3), 从牙鲆中成功地鉴定出 let-7。 

2.2  let-7前体的克隆与同源性比较  

以牙鲆基因组DNA为模板, 用引物Pre-let-7-F

和 Pre-let-7-1R、Pre-let-7-2R、Pre-let-7-3R (表 1)对

牙鲆 let-7 3个不同的前体进行扩增, 3%琼脂糖凝胶

电泳结果显示, 在Marker 50～100 bp间均有 1条明

显的目的带(图2), 测序结果及其用Mfold程序预测

的二级结构见图 3。将牙鲆 let-7 3个不同的前体

序列分别与人(Homo sapiens)、家鼠(Mus muscu-

lus)、红原鸡 (Gallus gal lus)、斑马鱼 (Danio  
 

 
 

图 1  let-7电泳结果 

M: DNA Maker; P: 阴性对照. 

Fig. 1  RT-PCR result of let-7 
M: DNA Maker; P: negative control. 

 

 
 

图 2  扩增 let-7前体电泳结果 

1、2、3分别代表: Pre-let-7-1, Pre-let-7-2, Pre-let-7-3. 

Fig. 2  RT-PCR result of let-7 precursor 
1, 2 and 3 means respectively: Pre-let-7-1, Pre-let-7-2, Pre-let-7-3. 
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rerio)、 鲀河 (Fugu rubripes)对应的前体序列进行

比对, 发现其差异性主要存在于前体序列中间的

环状结构域(图 4)。牙鲆 let-7 鲀前体与河 前体的

序列相似性最高, 其相似性接近 100%。 

2.3  let-7在牙鲆变态发育不同时期的表达 

定量 RT-PCR用于分析 let-7在不同时期的表

达情况(图 5)。在首先 1个阶段(17 dph, 20 dph)let-7

表达量较低, 随后 let-7 的表达量急剧上升, 在变

态末期(36 dph)达到最高, 变态结束(41 dph), 其

表达量下降。变态前期阶段(17 dph, 20 dph), let-7

表达量分别是最高水平(36 dph)的 23%, 43%,表明

存在差异表达(P<0.05)。在 23 dph、29 dph、36 dph、

41 dph, let-7表达水平急剧上升, 但不同时间点之间

差异不明显。 

2.4  不同浓度 T3对牙鲆肾细胞中 let-7的影响 

T3浓度控制在 0~200 nmol/L范围内, 低浓度时, 

let-7 表达水平随着 T3 浓度的增加有递增的趋势, 在

75 nmol/L时, let-7表达量达到最高水平, 随后其表达

量逐渐下降。T3浓度为 50 nmol/L时, let-7的表达量

是正常组的 2.3倍(P<0.05); T3浓度为 75 nmol/L时, 

let-7 表达量达到最大值, 表达量是正常组的 3.6 倍

(P<0.05); 当 T3浓度为 100 nmol/L时, let-7表达量是

正常组的 2.3 倍(P<0.05); T3 浓度为 200 nmol/L 时, 

let-7表达量约为正常组的 1.8倍(P<0.05) (图 6)。 

2.5  let-7靶基因研究 

预测miRNA靶基因对研究miRNA的功能有着 

 

 
 

图 3  let-7前体序列及其预测的二级结构(方框内为成熟的 let-7序列) 

Fig. 3  The sequences and deduced secondary structure of let-7 precursor (square frame: mature let-7 sequences) 

 

 

 
图 4  不同物种间 let-7前体同源性比较 

“*”代表具有相同的碱基; has: 人; mmu: 小鼠; gga: 红原鸡; dre: 斑马鱼; fru: 鲀河 ; pol: 牙鲆. 

Fig. 4  Homology comparison of let-7 precursors from different species 
 Sequence conservation was indicated by asterisk. has: Homo sapiens; mmu: Mus musculus; gga: Gallus gallus, dre: Danio rerio; fru: 

Fugu rubripes; pol: Paralichthys olivaceus. 
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图 5  let-7在牙鲆变态发育不同时期的表达情况 

Fig. 5  Relative expression of let-7 at different time points of 
Paralichthys olivaceus metamorphosis 

 

 
 

图 6  不同浓度 T3对牙鲆肾细胞中 let-7表达量的影响 

Fig. 6  Relative expression of let-7 in Paralichthys olivaceus 
kidney cell 

 

重要的作用。将 let-7与 NCBI网站上已注册的牙

鲆 mRNA 3-UTR 序列进行比对, 预测到 29 个

mRNA 的 3-UTR 序列存在 let-7 的结合位点, 其

中转录因子和调节基因占多数 (表 2)。这 29 个可

能的 let-7靶基因属于不同的基因家族, 它们编码的

蛋白质涉及到不同的生物学功能, 包括蛋白合成、

免疫应答、信号转导、转录调控和细胞周期调控等。 

3  讨论 

miRNA 广泛地存在于多种真核生物中, 从低

等生物到人类都有其存在的痕迹, 其生物学特性

主要表现为: 高度保守性, 时序表达特异性和组

织表达特异性。let-7 在不同的物种间具有高度的

保守性, 是生物发育过程中重要的调控因子。本

实验通过克隆的方法得到牙鲆 let-7的序列, 随后

通过对牙鲆基因组DNA的扩增, 获得 3个不同的

let-7前体序列, 命名为: pre-let-7-1、pre-let-7-2、

pre-let-7-3(图 3), 用 Mfold 程序折叠形成完整的

二级结构(图 3)。牙鲆 let-7是由这 3个不同的 let-7

前体经剪切产生的相同的成熟序列, 随着牙鲆基

因组信息的补充, 可能还存在其他的前体序列。

将牙鲆 let-7前体序列与人、家鼠、鸡、斑马鱼、

鲀河 对应的前体序列进行比对分析发现, 不同的

物种间 let-7前体序列的差异主要存在于环状结构

区域, 可能是在物种进化过程中产生的差异。进

一步分析发现, 鲀牙鲆与河 let-7前体序列同源性

高达 100%, 这可能是由于牙鲆(鲽形目) 鲀与河

(鲀形目)亲缘关系较近, 再加上 miRNA 基因具有

高度保守性的原因。 

let-7 和其他 miRNA 一样都具有组织特异性, 

在不同组织, 不同器官及不同生物中 let-7表达不

尽相同, 如在软体动物、环节动物、斑马鱼中能

检测到 let-7表达, 但在植物、单细胞有机体中则

不表达。let-7 的表达具有异时性, 在斑马鱼孵化

后 48 h开始表达, 在成年的环节动物和软体动物

中才检测到 let-7 的表达[14]。let-7 在线虫发育的

L3/L4 期开始高度表达, 其在时序调节中的主要

机制是抑制异时性基因 lin-41和 lin-28的表达, 从

而促进线虫从 L4 期向成年期过渡并完成终末分

化[16]。对果蝇研究发现, let-7 在果蝇变态期间开

始表达, 并在变态末期表达量达到高峰, 促进果

蝇向成体形态的转变[23]。可见, let-7 是一个异时

性基因, 参与生物发育的时序性调节, 且在生物发

育末期的高表达决定了生物从幼虫到成虫形态的

转变。进一步研究发现, 发育末期急剧上调的 let-7

是通过抑制促进幼体细胞分化的关键异时性蛋白

的表达, 从而促进幼虫到成虫形态的转变[24]。定量

分析结果表明, 在牙鲆从幼虫到成虫的变态发育的

过程中, let-7表达量逐渐增强, 在变态末期(36 dph) 

达到最高, 变态结束(41 dph)后, 其表达量有下降的

趋势。let-7在牙鲆变态过程中的表达模式与其他已 
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表 2  let-7 靶基因预测 
Tab. 2  Target gene prediction of let-7 

基因 gene 
登录号 

accession number 
功能 function 

最小自由能 
MFE 

Hsp70 DQ662230.1 蛋白折叠 protein fold 22.2 

IL-8 AF216646.1 免疫反应 immune response 21 

EIF5A FJ390056.1 蛋白生物合成/翻译 protein synthesis 23.6 

PLC-beta1 FJ198070.1 细胞内信号转导 intracellular signal transduction 20.5 

PLD2 EU872185.1 细胞骨架蛋白 cytoskeletal protein 25.2 

thymosin beta EU586110.1 调控细胞周期 cell cycle regulation 23.6 

Dio2 AB362422.1 激素生物合成 hormone biosynthesis 20 

Shh AB029748.1 左右不对称发育 left-right asymmetry development 19 

Par AB375266.1 钙离子结合蛋白 calcium-binding protein 19.3 

Ghr AB110985.1 骨骼发育 bone development 19 

TRP2 EU007656.1 蛋白水解 proteolysis 19.4 

VDAC DQ821474.1 阴离子运输 anion transportation 22.9 

immunoglobulin D AB052658.1 免疫应答 immune response 20.9 

MHC AY848955.1 免疫应答 immune response 21 

CD40 AB081752.1 细胞凋亡 cell apoptosis 22 

TNFR-1 AB080946.1 免疫反应 immune response 22.7 

IL-1b AB070835.1 免疫反应 immune response 19.1 

Hsp40B11 DQ199619.1 蛋白折叠 protein fold 22.4 

spaw AB232903.1 左右不对称发育 left-right asymmetry development 19.6 

COL1A1 AB196513.1 骨骼发育 bone development 22.3 

HRI DQ193596.1 防御反应 defense response 21.3 

Hsc71 AB006814.1 蛋白折叠 protein fold 22.8 

MyD AB241074.1 肌肉发育 muscle development 20.6 

Decorin AY608584.1 器官形成 organogenesis 22.2 

PY AB055213.1 细胞信号转导 cell signal transduction 22.5 

VDRb AB037673.1 转录调控 transcriptional regulation 20.3 

Ctrlr AB035315.1 骨骼发育 bone development 20.9 

Cgrpr AB035314.1 骨骼发育 bone development 19.2 

IGF-I AF061278.1 骨骼形成 bone formation 28.1 

注: 最小自由能(MFE)设置为-19 kcal/mol, MFE越低代表 let-7与靶基因之间结合越紧密. 

Note: The predicted targets were evaluated in RNAhybrid with the minimum free energy (MFE) cutoff set at -19 kcal/mol. A highly stable 
RNA duplex was represented as having a very low MFE of hybridization. 

 
研究的生物相似, 推测在牙鲆变态过程中, let-7 同

样促进了牙鲆从幼体到成体转变的变态发育过程。 

甲状腺激素在鱼类代谢活动、生殖、胚胎发

育、仔鱼生长、变态及其存活等方面起着重要作

用, 而甲状腺激素产生的生物作用是通过甲状腺

激素受体(TRs)介导的[25]。甲状腺激素进入细胞核

后与受体结合, 激活受体, 并使之结合于基因的

一段特定的 DNA序列, 即甲状腺应答因子, 从而

正向或反向调节特定基因的转录和表达[26]。许多

文献表明, 甲状腺激素诱导牙鲆变态是通过与 TRs

结合推动特异基因转录的结果[27]。从不同浓度 T3

处理后, 肾细胞中 let-7表达量的变化来看, T3对

let-7 存在一定的调控作用, 不同浓度 T3 处理后, 

let-7 表达量均增加 , 并与对照组存在显著差异

(P<0.05), 表明 T3 促进了 let-7 的表达。但随着

T3 浓度的增加, let-7 表达量有下降的趋势, 这表

明在超出一定的范畴后, 高浓度的 T3 会相对抑

制 let-7的表达。T3浓度为 75 nmol/L时, let-7表
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达量达到最大值, 是正常组的 3.6 倍(P<0.05)。在肾

细胞中, 甲状腺激素 T3可能通过甲状腺激素信号通

路正向调控 let-7 的表达, 最适的浓度为 75 nmol/L, 

其中具体的调控分子机制有待进一步的研究。 

在动物中, 多数miRNA以不完全互补方式与

其靶 mRNA 的 3-UTR 的识别位点结合, 从而阻

碍 mRNA 的翻译来调控基因表达 [28−29]。每个

miRNA都有数百个进化上保守的靶基因, 以及几

倍的非保守的靶基因。miRNA靶基因的鉴定已成

为一个巨大的挑战, 在 miRNA 靶基因预测方面, 

生物信息学已成为最主要的计算方法。这里预测

的 29 个可能的 let-7 靶基因属于不同的基因家族

(表 2), 其中多数靶基因是转录因子或与个体发育

和信号转导有关的调控蛋白的编码基因, 它们可

能参与生长发育, 细胞分化, 信号转导, 病毒免

疫等生物过程, 如 Shh、Spaw 编码的蛋白在左右

不对称发育过程中起着重要的作用 ; COL1A1、 

IGF-I 等对应的蛋白在骨骼发育过程中有重要作

用; Decorin 蛋白则与生物体的器官形成有关。

let-7靶标的广泛表达表明 let-7能参加多样的生物

学进程, 研究结果为牙鲆变态过程的生物学研究

提供了新思路。 

本研究首次克隆出牙鲆 let-7基因及其前体序

列, 分析发现, 不同物种间其前体的差异主要存

在于环状结构区 , 可能是进化过程中产生的差

异。随后定量分析发现, let-7表达量在发育末期达

到峰值, 促进牙鲆从仔鱼向稚鱼的过渡。T3影响

了肾细胞中 let-7的表达, T3浓度为 75 nmol/L时, 

差异最显著。靶基因研究, let-7通过作用于不同的

基因, 参与多样的生物学过程。对 let-7的研究为

后续进一步研究 let-7的功能以及对牙鲆变态发育

的调控机理打下基础。 
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Cloning, expression and target gene prediction of let-7 in Paralichthys 
olivaceus metamorphosis  

SHI Zhiyi, WU Minglin, FU Yuanshuai 
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Abstract: The let-7 gene is a critical regulator of developmental timing events of the larval-to-adult transition. 
Here, Paralichthys olivaceus let-7 was identified by a stem-loop RT-PCR. The precursor of let-7 was cloned and 
was proven to be highly conserved among different species. Quantitative analysis revealed that the expression 
levels of let-7 were generally variably enhanced during the first five metamorphic stages and peaked during the 
late metamorphic stages (36 dph). At the end of P. olivaceus metamorphosis (41 dph), expression of let-7 was re-
duced. To study the effects of triiodothyronine (T3) on the expression of let-7, six different concentrations (0 

nmol·L1, 50 nmol·L1, 75 nmol·L1, 100 nmol·L1, 200 nmol·L1) were used to treat P. olivaceus kidney cells in 

vitro. Quantitative PCR showed that let-7 levels increased after T3 treatment, especially at 75 nmol·L1, indicating 

that T3 regulated the expression of let-7. Further investigation of target genes demonstrated that the 3′-untranslated 

regions (3-UTRs) of 29 mRNAs were possible target sites matched with let-7. These mRNA targets played key roles 
in diverse biological processes: development, cell proliferation, signal transduction, virus immune response, and 
signaling pathways. These re sults suggested that let-7 played an essential role in regulating the developmental 
timing of P. olivaceus metamorphosis. 

Key words: Paralichthys olivaceus; let-7; cloning and expression; metamorphosis; triiodothyronine (T3); target gene 


