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小鼠精子发生中环形 ＲＮＡ 生成和功能分析

宋逸钒，倪　 挺∗，魏　 刚∗

（复旦大学 生命科学学院，上海 ２００４３８）

摘　 要：小鼠精子发生过程中存在大量环状 ＲＮＡ（ ｃｉｒｃＲＮＡ，ｃｉｒｃｕｌａｒ ＲＮＡ），其来源和功能尚不清楚。 利用生物信息学手段分

析小鼠精子发生过程中 ５ 个时期（精原干细胞，原始精原细胞、前细线期精母细胞，粗线期精母细胞及圆形精子细胞）的 ｃｉｒ⁃
ｃＲＮＡ，共发现 ３ 万余个 ｃｉｒｃＲＮＡ。 对 ｃｉｒｃＲＮＡ 两侧内含子中的重复序列分析发现：ｃｉｒｃＲＮＡ 两侧内含子中显著富集反向互补重

复序列。 这些重复序列不仅包括已报道的 ＳＩＮＥ ／ Ａｌｕ 序列，还包括 ＳＩＮＥ ／ Ｂ２、ＳＩＮＥ ／ Ｂ４、ＬＩＮＥ ／ Ｌ１，ＬＴＲ ／ ＥＲＶＬ⁃ＭａＬＲ 和 ＬＴＲ ／
ＥＲＶＫ，暗示多种类别的反向互补序列有可能参与了精子发生过程中的 ｃｉｒｃＲＮＡ 形成。 采用 ｓａｉｌｆｉｓｈ⁃ｃｉｒ 和 ｍａＳｉｇＰｒｏ 对获得的

ｃｉｒｃＲＮＡ 进一步定量和差异表达分析，发现 ５ 个不同时期的精子细胞中共存在 ４０９ 个差异表达 ｃｉｒｃＲＮＡ，它们所在基因能够富

集在与精子发生密切相关的功能类群上。 对差异表达的 ｃｉｒｃＲＮＡ 进行 ｍｉＲＮＡ 结合预测，共发现有 １３７ 个 ｃｉｒｃＲＮＡ⁃ｍｉＲＮＡ 结

合位点。 精子发生相关基因来源的 ｃｉｒｃＲＮＡ 序列中有 ９３％含有与翻译有关的ｍ６Ａ基序，暗示精子发生进程中的部分 ｃｉｒｃＲＮＡ
有形成多肽的潜力。 研究发现小鼠精子发生过程中许多 ｃｉｒｃＲＮＡ 具有 ＲＮＡ 结合蛋白（ＲＢＰ）结合位点，提示 ｃｉｒｃＲＮＡ 可能具

有“ＲＢＰ 海绵”的潜在功能。
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　 　 不孕不育日渐成为现代社会生殖健康面临的严

重问题，其中男性不育约占 ５０％。 从生物学的角度

来看，男性生殖问题的关键是如何产生正常的生殖

细胞，而精子发生又是生殖细胞产生的核心环节。
深入研究并认知精子发生的分子机制，对人类的生

殖健康、男性的生育调节、男性不育的诊治均有十分

重要的理论和实践意义。 临床样品上发现的与精子

发生障碍相关的遗传突变通常需要在小鼠等重要模

式动物中进行功能验证和机制探索，因此对于小鼠

精子发生不同时期细胞的基因表达调控研究可为人

类精子发生调节机制的阐明提供重要线索。 除了信

使 ＲＮＡ，新近研究还发现了不少 ｌｎｃＲＮＡ（ ｌｏｎｇ ｎｏｎ⁃
ｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡ，长非编码 ＲＮＡ）在生殖细胞增殖、分化

过程中起到重要作用［１］。 环状 ＲＮＡ（ｃｉｒｃｕｌａｒ ＲＮＡ，
ｃｉｒｃＲＮＡ）作为 ｌｎｃＲＮＡ 家族的一个新成员，其是否

在精子发生过程中发挥特定的生物学功能也引起了

广泛的关注。
ｃｉｒｃＲＮＡ 和过去研究的许多种类 ＲＮＡ 不同，其

序列并不以基因组外显子正常的顺序排列组成，而
是 ＲＮＡ 的 ５ 末端和 ３ 末端头尾相连，形成一个像

质粒一样共价闭合的单链环状分子［２］。 按形成

ｃｉｒｃＲＮＡ 的序列在原始母基因中的类别，ｃｉｒｃＲＮＡ 可

分为外显子、内含子和基因间区域来源，其中，目前

发现的 ｃｉｒｃＲＮＡ 绝大多数来源于外显子［２］。 研究表

明外显子侧翼的内含子中的反向重复序列（比如人

中的 Ａｌｕ 序列）可促进两个线性外显子的反向成环

而形成 ｃｉｒｃＲＮＡ［３］。
近年来的研究也不断发现：ｃｉｒｃＲＮＡ 具有多种

基因调控功能，如高丰度的 ｃｉｒｃＲＮＡ 可以竞争所在

母基因正常的剪接或可变剪接，从而使得正常剪接

的 ＲＮＡ 水平下降， 引起下游的一系列反应［４］；
ｃｉｒｃＲＮＡ 可作为 ｍｉｃｒｏＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）海绵吸附特定

ｍｉＲＮＡ，继而影响该 ｍｉＲＮＡ 对其下游靶基因的调

控［５］。 此外，ｃｉｒｃＲＮＡ 上的ｍ６Ａ（腺嘌呤 ６ 位甲基

化）修饰可以促进翻译［６］。 ｃｉｒｃＲＮＡ 还可以通过结

合 ＲＮＡ 结合蛋白（ＲＢＰ） ［７］ 后与 Ｐｏｌ ＩＩ 互作调控宿

主基因的表达［８］ 等方式体现其功能。 但是在精子

发生过程中，ｃｉｒｃＲＮＡ 的生成机制和下游功能尚不

清楚。
精子发生是一个高度有序的过程，它的每一个

阶段都被精细调控。 目前已知有一些 ＲＮＡ 结合蛋

白如 ＥＬＡＶＬ１ ／ ＨｕＲ、ｈｎＲＮＰ Ｇ⁃Ｔ、ＮＡＮＯＳ２ 等在精子

发生过程中起着重要调控作用［７， ９ － １０］。 同时，多种

ｍｉＲＮＡ 如 ｍｉＲ⁃２１［１１］、 ｍｉＲ⁃１７⁃９２ 簇［１２］、 ｍｉｒ⁃１８４［１３］

等也被证实在精子发生过程中起重要调节作用。 有

研究发现 ｃｉｒｃＲＮＡ 在睾丸中高度富集［１４］，与合作者

的研究也发现小鼠精子发生过程中 ｌｎｃＲＮＡ 和

ｃｉｒｃＲＮＡ 均表现出了显著的表达变化［１５］， 提示

ｃｉｒｃＲＮＡ 在精子发生过程中也可能起着重要作用，
其上游的形成机制值得深入研究。 利用之前发表的

数据，系统分析了小鼠精子发生五个时期（小鼠精

原干细胞、原始精原细胞、前细线期精母细胞，粗线

期精母细胞及圆形精子细胞）中的 ｃｉｒｃＲＮＡ 及其可

能成环机制，并分析探讨了随精子发生不同时期表

达显著变化的 ｃｉｒｃＲＮＡ 行使功能的可能机制。

１　 材料和方法

１．１ 数据获取

　 　 所用数据来自于本实验室之前发表的数

据［１５］，其生物学样本均来自于 ＤＢＡ ／ ２ 和 Ｃ５７ＢＬ６
两种品系的老鼠产生的杂交后代，样本获取、ＲＮＡ
提取及 ＲＮＡ 文库构建流程参见文献［１５］。原始数

据也可从 ＮＣＢＩ ＳＲＡ 数据库下载（ＳＲＰ０６７１６７）。 每

个时期样品（处理）均有两份生物学重复，各样本及

它们对应的原始 ｒｅａｄｓ 数据见表 １。为了让后续分析

更加精准，利用 ＮＧＳＱＣＴｏｏｌｋｉｔ［１６］去除了原始测序数

据中的低质量 ｒｅａｄｓ，并用 ｆａｓｔｕｎｉｑ 对质量过滤后的

ｒｅａｄｓ 进行去冗余。

表 １　 参试样本信息及测序 ｒｅａｄｓ 数
Ｔａｂｌｅ １　 Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓａｍｐｌｅ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ａｎｄ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｒｅａｄｓ

发育时期 处理方法 ｒｅｐ１ ＰＥ ｒｅａｄｓ ｒｅｐ２ ＰＥ ｒｅａｄｓ

精原干细胞时期（ＳＳＣ） ＲＮａｓｅＲ ２２ ５３８ ７８７ ２７ ７４３ １７７

精原干细胞时期（ＳＳＣ） Ｒｉｂｏｚｅｒｏ ２６ ３７３ ５０３ ３８ ３１８ ３９９

原始精原细胞时期（ｐｒｉＳＧ⁃Ａ） Ｒｉｂｏｚｅｒｏ ３４ ６８５ ４１０ ３９ ８７５ ５２３

前细线期精母细胞时期（ｐｌｐＳＣ） Ｒｉｂｏｚｅｒｏ ３８ ６４４ ８６２ ３７ ３９５ ４８９

粗线期精母细胞时期（ｐａｃＳＣ） Ｒｉｂｏｚｅｒｏ ３１ ７７４ ２４４ ３８ １７６ ４４８

圆形精子细胞时期（ｒＳＴ） Ｒｉｂｏｚｅｒｏ ３２ ０９６ ２５７ ２６ ７３８ ００５
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１．２　 小鼠精子发生过程中差异表达 ｃｉｒｃＲＮＡ 分析

　 　 ＣＩＲＩ［１７］是一款常用的从 ＲＮＡ⁃ｓｅｑ 测序数据中预测

鉴定 ｃｉｒｃＲＮＡ 的软件，使用 ＣＩＲＩ 的默认参数，预测各参

试样 本 中 的 ｃｉｒｃＲＮＡ， 并 将 得 到 的 ｃｉｒｃＲＮＡ 和

ＣＩＲＣｐｅｄｉａ 数据库［１８］ 中的 ｃｉｒｃＲＮＡ 进行比对分析。 采

用 ｓａｉｌｆｉｓｈ－ｃｉｒ 软件［１９］（默认参数）对 ｃｉｒｃＲＮＡ 在各时期

的表达进行定量分析。 同时，借助 ｓａｉｌｆｉｓｈ＿ｃｉｒ 计算出的

ｃｉｒｃＲＮＡ ｒｅａｄ 数目，分析获得到各个时期的环形－线性

比。 最后，为了确保 ｃｉｒｃＲＮＡ 差异表达分析的可靠性，
仅 对 Ｒｉｂｏｚｅｒｏ 文 库 来 源 的 ｃｉｒｃＲＮＡ 使 用 Ｎｅｘｔ
ｍａＳｉｇＰｒｏ［２０］分析五个时期中差异表达的 ｃｉｒｃＲＮＡ，并采

用 Ｒ 中的 ｃｌｕｓｔｅｒＰｒｏｆｉｌｅｒ 包［２１］对差异表达 ｃｉｒｃＲＮＡ 的来

源基因进行了 Ｇｅｎｅ Ｏｎｔｏｌｏｔｙ（ＧＯ）功能类分析。
１．３　 小鼠精子发生过程中 ｃｉｒｃＲＮＡ 上游生成机制

分析

　 　 为了分析在小鼠精子发生过程中哪些因素可能

影响了外显子型 ｃｉｒｃＲＮＡ 的生成， 首先分析了

ｃｉｒｃＲＮＡ 侧翼内含子的长度，并将它和随机抽取的内

含子的长度进行比较。 借助 ＲｅｐｅａｔＭａｓｋｅｒ［２２］分析获

得基因组上重复序列，并归类到几种常见的反向重

复序列类型；从它们在基因组中的位置信息判定哪

些 ｃｉｒｃＲＮＡ 的侧翼内含子含有反向重复序列，并计

算每种重复序列在 ｃｉｒｃＲＮＡ 侧翼内含子中的反向互

补配对情况。
１．４　 小鼠精子发生过程中 ｃｉｒｃＲＮＡ 功能机制预测

　 　 使用 ＣＩＲＩ⁃ＦＵＬＬ［２３］和 ＣＩＲＩ⁃ＡＳ［２４］从基因组信息

中获取 ｃｉｒｃＲＮＡ 的序列信息。 随后用 ｍｉＲａｎｄａ⁃３．３ａ
预测 ｃｉｒｃＲＮＡ 中 ｍｉＲＮＡ 的结合位点（设置 ｍｉＲａｎｄａ
的参数为⁃ｓｃ １７０ ⁃ｅｎ ２５，相比较 ｍｉＲａｎｄａ 的默认参

数⁃ｓｃ １４０ 和⁃ｅｎ １，提升了 ｓｃｏｒｅ 和 ｅｎｅｒｇｙ 阈值，减少

了预测结果的假阳性）。 结合 ｃｉｒｃＲＮＡ 序列信息和

ｍ６Ａ基序（ＲＲｍ５ＡＣＨ），利用 ＩＲＥＳｆｉｎｄｅｒ［２５］ 和自己编

写的程序搜索 ｃｉｒｃＲＮＡ 上的 ｍ６Ａ 潜在位点预测

ｃｉｒｃＲＮＡ 作为翻译模板的可能性。 结合 ＰＯＳＴＡＲ２ 数

据库［２６］收集的 ＲＢＰ 结合基序，搜索 ｃｉｒｃＲＮＡ 中潜在

的 ＲＢＰ 结合位点。

２　 结果分析

２．１　 小鼠精子发生 ５ 个时期中的环形 ＲＮＡ
　 　 利用 ＣＩＲＩ２ 系统分析了小鼠精子发生各参试样

本的 ＲＮＡ⁃ｓｅｑ 数据，共发现３０ ９６０个 ｃｉｒｃＲＮＡ，其中

有１４ ９２０个（４８．２％）ｃｉｒｃＲＮＡ 可被 ＣＩＲＣｐｅｄｉａ 数据库

中的 ｃｉｒｃＲＮＡ 交互验证（见图 １ａ）。 由于 ＣＩＲＣｐｅｄｉａ
数据库中只收集了小鼠睾丸的 ｃｉｒｃＲＮＡ，并未收集完

整小鼠精子发生各个时期的所有数据［１８］，因此推测

余下的 ｃｉｒｃＲＮＡ（约 ５０％）可能是小鼠精子发生特有

的 ｃｉｒｃＲＮＡ。 ＲＮａｓｅＲ 处理可以大量去除线性 ＲＮＡ
从而富集 ｃｉｒｃＲＮＡ，分析结果显示，ｒｉｂｏｚｅｒｏ 文库来源

的 ＲＮＡ⁃ｓｅｑ 数据鉴定出的 ｃｉｒｃＲＮＡ 的数量在 ５ 个不

同细胞类型中变化幅度不大；而在精原干细胞中，
ＲＮａｓｅＲ 处理文库中发现的 ｃｉｒｃＲＮＡ 数要大大多于

从 ｒｉｂｏｚｅｒｏ 文库中发现的 ｃｉｒｃＲＮＡ 数目（见图 １ｂ），
这也提示了 ＣＩＲＩ 发现 ｃｉｒｃＲＮＡ 的可靠性。

对精子发生各个时期的 ｃｉｒｃＲＮＡ 进行序列来源

分析发现，它们绝大多数主要来源于外显子区域，即
外显型 ｃｉｒｃＲＮＡ（见图 １ｃ）。 由于 ｃｉｒｃＲＮＡ 可能通过

竞争性剪接影响所在母基因的正常线性 ｍＲＮＡ 的生

成，计算了各时期环形－线性比，发现十个样本的环

形线性比均小于 ３％（见图 １ｄ）。 但有趣的是，圆形

精子细胞中环形线性比要明显高于其他精子发生时

期（见图 １ｄ）。 因为 ｃｉｒｃＲＮＡ 不易降解，所以推测圆

形精子细胞中的 ｃｉｒｃＲＮＡ 增多更可能是 ｃｉｒｃＲＮＡ 上

游生成机制的改变引起的。
２．２　 精子发生过程中差异表达的 ｃｉｒｃＲＮＡ 及其所在

基因的功能富集分析

　 　 分析小鼠精子发生不同时期 ｃｉｒｃＲＮＡ 本身的丰

度差异和所属母基因的功能情况可为 ｃｉｒｃＲＮＡ 在精

子发生中的功能推测提供重要线索。 判别差异表达

的基础是对 ｃｉｒｃＲＮＡ 丰度的定量，之前 ｃｉｒｃＲＮＡ 定

量都是直接计算 ｃｉｒｃＲＮＡ 反向剪切连接处的读长

（ Ｊｕｎｃｔｉｏｎ ｒｅａｄｓ） 数目， Ｌｉ 等开发了 ｓａｉｌｆｉｓｈ⁃ｃｉｒ 软

件［１９］， 该 软 件 应 用 改 进 过 的 ＥＭ （ Ｅｘｐｅｃｔａｔｉｏｎ⁃
Ｍａｘｉｍｉｚａｔｉｏｎ）算法对 ｃｉｒｃＲＮＡ 进行定量，能校正多种

已知的系统性偏差，也克服了之前定量方法存在依

赖测序深度、数据离散的缺陷，提高了 ｃｉｒｃＲＮＡ 定量

的准确度。 采用 ｓａｉｌｆｉｓｈ⁃ｃｉｒ 算法对小鼠精子发生不

同时期 ｃｉｒｃＲＮＡ 的稳态表达量进行了定量，随后我

们使用 ｍａＳｉｇＰｒｏ 基于线性回归的方法分析了在不同

时期样本中表达量显著不同（Ｐ≤０．００１，软件默认差

异判断标准） 的 ｃｉｒｃＲＮＡ，共得到 ４０９ 个差异表达

ｃｉｒｃＲＮＡ。 从这 ４０９ 个差异 ｃｉｒｃＲＮＡ 的热图中可以看

出，ｃｉｒｃＲＮＡ 表达量上升和下降的趋势表现出了极高

的一致性，并且组间差异较小（见图 ２ａ）。 为了探索

这些差异表达的 ｃｉｒｃＲＮＡ 与小鼠精子发生过程的联

系，对这些 ｃｉｒｃＲＮＡ 来源的母基因做了基因本体

（ＧＯ）富集分析，结果发现它们富集的生物学过程包

括精子发生、纤毛运动和形态、微管束的形成和运动

以及染色质修饰和组蛋白修饰等（见图 ２ｂ），暗示相

应 ｃｉｒｃＲＮＡ 可能在精子发生中起作用。 上述结果

暗示 ｃｉｒｃＲＮＡ 在精子发生过程中呈动态变化且所

在基因与精子发生功能具有相关性。
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图 １　 小鼠精子发生各时期细胞中 ｃｉｒｃＲＮＡ 的数目、类型及环形线性比

Ｆｉｇ．１　 Ｎｕｍｂｅｒ， ｔｙｐｅ， ａｎｄ ｃｉｒｃｕｌａｒ⁃ｌｉｎｅａｒ ｒａｔｉｏ ｏｆ ｃｉｒｃＲＮＡ ｉｎ ｍｏｕｓｅ ｓｐｅｒｍａｔｏｇｅｎｅｓｉｓ

注：（ｂ）中 １ 和 ２ 指同一细胞类型的两个生物学重复。 ＲＮａｓｅＲ 指对 ＳＳＣ 细胞进行 ＲＮａｓｅＲ 酶处理去除线性 ＲＮＡ 的样品。 （ｃ）中外显子来源即

ｅｘｏｎ、内含子来源即 ｉｎｔｒｏｎ、基因间区域即 ｉｎｔｅｒｇｅｎｉｃ。

图 ２　 小鼠精子发生不同时期 ｃｉｒｃＲＮＡ 的差异表达及所在基因功能富集分析

Ｆｉｇ．２　 Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｃｉｒｃＲＮＡ ａｎｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｇｅｎｅ ｉｎ ｍｏｕｓｅ
ｓｐｅｒｍａｔｏｇｅｎｅｓｉｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｔａｇｅｓ

注：（ａ）中颜色表示 ｃｉｒｃＲＮＡ 的相对表达量，颜色从蓝到红表示相对表达量越来越高。 每一行代表一个 ｃｉｒｃＲＮＡ，每一列代表一个样本。 （ｂ）中
横坐标为－ｌｏｇ１０（Ｐ ｖａｌｕｅ），值越大表示越显著。
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２．３　 小鼠精子发生中 ｃｉｒｃＲＮＡ 的上游生成机制分析

　 　 已有研究表明，在人细胞中侧翼内含子中反向

重复序列的配对可促进外显子来源的 ｃｉｒｃＲＮＡ 的生

成，外显子型 ｃｉｒｃＲＮＡ 的两个侧翼内含子中 Ａｌｕ 重

复序 列 的 反 向 配 对 （ Ｉｎｖｅｒｔｅｄ ｒｅｐｅａｔｅｄ ａｃｒｏｓｓ， 即

ＩＲａｃｒｏｓｓ）数目与同一内含子内部的 Ａｌｕ 序列的配对

（Ｉｎｖｅｒｔｅｄ ｒｅｐｅａｔｅｄ ｗｉｔｈｉｎ，即 ＩＲｗｉｔｈｉｎ）数目之间的竞

争是 ｃｉｒｃＲＮＡ 形成的重要因素（见图 ３），ＩＲａｃｒｏｓｓ 配

对数目越大，越能促进 ｃｉｒｃＲＮＡ 的生成［３］。

图 ３　 ｃｉｒｃＲＮＡ 形成及侧翼内含子中重复序列反向互补配对示意图

Ｆｉｇ．３　 ＣｉｒｃＲＮＡ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ａｎｄ ｒｅｖｅｒｓｅ ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｒｙ ｒｅｐｅａｔｅｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｉｎ ｆｌａｎｋｉｎｇ ｉｎｔｒｏｎｓ

注：一个 ｃｉｒｃＲＮＡ 由绿色和蓝色两个 ｅｘｏｎ 组成，位于两个侧翼内含子中的重复序列反向互补配对（ ＩＲａｃｒｏｓｓ）可以促进 ｃｉｒｃＲＮＡ 的生成，而位于

同一内含子中的重复序列反向互补配对（ＩＲｗｉｔｈｉｎ）则会抑制 ｃｉｒｃＲＮＡ 的生成。

　 　 小鼠中除了 ＳＩＮＥ ／ Ａｌｕ 序列，还有 ＳＩＮＥ 序列

（ ＳＩＮＥ ／ Ｂ２ 和 ＳＩＮＥ ／ Ｂ４）、 ＬＩＮＥ ／ Ｌ１、 ＥＲＶＬ⁃ＭａＬＲ 和

ＥＲＶＫ 等内源逆转录病毒来源的重复序列。 那么小

鼠精子发生过程中这些不同类型的重复序列间的互

补配对是否也对 ｃｉｒｃＲＮＡ 的形成有贡献呢？ 为了回

答这个问题，对小鼠精子发生中外显子来源的

ｃｉｒｃＲＮＡ 的侧翼内含子进行了系统分析。 首先将

ｃｉｒｃＲＮＡ 侧翼内含子的长度和随机抽取的内含子进

行了比较，结果发现，小鼠精子发生相关细胞中所存

在的 ｃｉｒｃＲＮＡ 的侧翼内含子的长度明显比随机抽取

的内含子更长 （见图 ４ａ） （ Ｗｉｌｃｏｘｏｎ Ｓｉｇｎｅｄ Ｒａｎｋ
Ｔｅｓｔ，Ｐ＜０．００１）。 接着评估外显子来源的 ｃｉｒｃＲＮＡ 两

个侧翼的内含子之间所形成的反向互补配对的数

目，结果显示，小鼠精子发生过程中 ｃｉｒｃＲＮＡ 侧翼内

含子中各种类型的 ＩＲａｃｒｏｓｓ 数目均显著多于随机获

取的内含子中的 ＩＲａｃｒｏｓｓ 数目（见图 ４ｂ），提示小鼠

精子细胞中多种重复序列对 ｃｉｒｃＲＮＡ 的形成均有潜

在贡献。 比较了 ｃｉｒｃＲＮＡ 的侧翼内含子和随机抽取

的内含子中 ＩＲａｃｒｏｓｓ⁃ＩＲｗｉｔｈｉｎ 差值，发现成环的外显

子中该值也显著大于对照（见图 ４ｃ），进一步提示

侧翼内含子中反向重复序列的配对可能是小鼠精

子发生过程中细胞内 ｃｉｒｃＲＮＡ 生成的重要促进

因素。
２．４　 ｃｉｒｃＲＮＡ 下游功能预测

　 　 在小鼠精子发生过程中发现了许多 ｃｉｒｃＲＮＡ，这
些 ｃｉｒｃＲＮＡ 在精子发生进程中的潜在生物学功能是

值得探讨的问题。 ｃｉｒｃＲＮＡ 可以通过多种方式来发

挥其生物学功能，如促进所在基因的转录、竞争所在

基因成熟 ｍＲＮＡ 的产生、作为 ｍｉｃｒｏＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）的
分子海绵、作为多个蛋白质结合的分子海绵、作为翻

译模 板 等［５－６］。 主 要 从 两 个 层 面 来 分 析 这 些

ｃｉｒｃＲＮＡ 潜在的功能，即作为 ｍｉＲＮＡ 分子海绵的

ｃｉｒｃＲＮＡ 和 具 有 翻 译 潜 能 的 ｃｉｒｃＲＮＡ， 同 时 对

ｃｉｒｃＲＮＡ 和 ＲＢＰ 的互作进行了初步分析。
２．４．１　 ｃｉｒｃＲＮＡ 与 ｍｉＲＮＡ 结合作为 ｍｉＲＮＡ“海绵”

的功能预测

精子发生中 ｍｉＲＮＡ 可通过转录后调控调节其

靶基因的表达进而影响精子发生进程，如 ｍｉＲ⁃１９ａ、
ｍｉＲ⁃１９ｂ 通过调节 ＰＴＥＮ 的表达来影响原始生殖细

胞的增殖［２７－２８］， ｍｉＲ⁃１２２ａ 通过结合 ＴＮＰ２ 对精子生

成的后期阶段发挥调控作用［２９］ 等。 那么研究发现

的 ４０９ 个精子发生中差异表达的 ｃｉｒｃＲＮＡ 中有多少

可能通过 ｍｉＲＮＡ 分子海绵的方式起作用呢？ 利用

ｍｉＲａｎｄａ⁃３．３ａ［３０］对这 ４０９ 个差异表达的 ｃｉｒｃＲＮＡ 进

行了 ｍｉＲＮＡ 结 合 位 点 预 测， 结 果 发 现 １３７ 个

ｃｉｒｃＲＮＡ 具有 ｍｉＲＮＡ 结合位点，涉及 １２４ 个 ｍｉＲＮＡ。
值得提及的是，研究发现具有 ｍｉＲＮＡ 结合位点的

ｃｉｒｃＲＮＡ 中都只有一个 ｍｉＲＮＡ 结合位点（见图 ５ａ）。
虽然早期的研究曾报导 ｃｉｒｃＲＮＡ 可结合很多的

ｍｉＲＮＡ，但研究表明，只有一个 ｍｉＲＮＡ 结合位点的

ｃｉｒｃＲＮＡ 也可调控相应 ｍｉＲＮＡ 的效应浓度并对表型
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产生影响［３１］。 发现 ＭＭＵ＿ＣＩＲＣｐｅｄｉａ＿３９６９４（ ｃｈｒ４：
４５９８７４６２ ｜ ４５９９０２３０）这个 ｃｉｒｃＲＮＡ 来源于精子发生

相关基因 ＴＤＲＤ７，预测分析发现它可以结合 ｍｍｕ⁃
ｍｉＲ⁃７０４２⁃５ｐ，从而有可能减少该 ｍｉＲＮＡ 对有功能的

ＴＤＲＤ７ 线性 ｍＲＮＡ 的影响。 精子发生过程中这些

潜在的 ｃｉｒｃＲＮＡ⁃ｍｉＲＮＡ 互作在小鼠精子发生中的调

控作用有待后续实验进一步验证。

图 ４　 ｃｉｒｃＲＮＡ 侧翼内含子长度及其中的反向互补配对的重复序列分析

Ｆｉｇ．４　 Ｌｅｎｇｔｈ ｏｆ ｃｉｒｃＲＮＡ ｆｌａｎｋｉｎｇ ｉｎｔｒｏｎｓ ａｎｄ ｒｅｐｅａｔｅｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅｉｒ ｒｅｖｅｒｓｅ ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｒｙ ｐａｉｒｓ

注：（ａ）中 ｒａｎｄｏｍ 组表示经随机选取多次的与 ｃｉｒｃＲＮＡ 侧翼内含子数目相当的内含子（作为对照）；ｃｉｒｃＲＮＡ 组表示小鼠精子发生中外显子型

ｃｉｒｃＲＮＡ 所对应的侧翼内含子。 （ｂ）中横坐标为不同的反向重复序列类型。 对每种重复序列类型，灰色为对照组，表示随机选取的侧翼内含子

（ｒａｎｄｏｍ）；黄色代表 ｃｉｒｃＲＮＡ 侧翼内含子（ｔｏｔａｌ＿ｃｉｒｃ）；橙色为差异表达的 ｃｉｒｃＲＮＡ 的侧翼内含子（ｄｉｆｆ＿ｃｉｒｃ）；蓝色为来源于精子发生相关基因且

差异表达的 ｃｉｒｃＲＮＡ 的侧翼内含子（ｄｉｆｆ＿ｓｐｅｒｍ）。 （ｃ）差异检验是基于和随机对照组的比较。 ＃：Ｐ ｖａｌｕｅ ＜ ０．００１，Ｗｉｌｃｏｘｏｎ Ｓｉｇｎｅｄ Ｒａｎｋ Ｔｅｓｔ。

２．４．２　 ｃｉｒｃＲＮＡ 上的ｍ６Ａ基序促进翻译的功能预测

有研究表明，一些 ｃｉｒｃＲＮＡ 可作为翻译模板产

生蛋白质，这些可被翻译的 ｃｉｒｃＲＮＡ 具有ｍ６Ａ修饰和

特定的基序（ＲＲｍ５ＡＣＨ），这一特征可招募翻译起始

复合物并促进核糖体组装，使 ｃｉｒｃＲＮＡ 最终可以翻

译出蛋白质［６］。 为了考察精子发生过程中是否存在

具有潜在翻译功能的 ｃｉｒｃＲＮＡ，以普通的 ｍＲＮＡ 序

列作 为 对 照 组， 对 全 体 ｃｉｒｃＲＮＡ、 差 异 表 达 的

ｃｉｒｃＲＮＡ 和来自精子发生相关基因的差异表达

ｃｉｒｃＲＮＡ 分别进行ｍ６Ａ基序预测分析，发现全体

ｃｉｒｃＲＮＡ 中有 ８５％的序列含有 ＲＲｍ５ＡＣＨ 基序，而作

为对照的全部 ｍＲＮＡ 的序列中该基序的比例仅为

６９％，两者间存在显著差异（见图 ５ｂ 左，ｐ 值 ＜ ０．
００１， Ｗｉｌｃｏｘｏｎ Ｓｉｇｎｅｄ Ｒａｎｋ Ｔｅｓｔ ）。 而 使 用

ＩＲＥＳｆｉｎｄｅｒ［２５］发现所有 ｃｉｒｃＲＮＡ 中有 ４６％的序列含

有 ＩＲＥＳ（Ｉｎｔｅｒｎａｌ ｒｉｂｏｓｏｍｅ ｅｎｔｒｙ ｓｉｔｅ，内部核糖体进入

位点）位点，而作为对照的全部 ｍＲＮＡ 的序列中仅有

３２％，两者间亦存在显著差异（见图 ５ｂ 右，ｐ 值 ＜ ０．
００１，Ｗｉｌｃｏｘｏｎ Ｓｉｇｎｅｄ Ｒａｎｋ Ｔｅｓｔ）。 这一结果暗示精

子发生过程中的部分 ｃｉｒｃＲＮＡ 有潜在的蛋白编码功

能。 对相应 ｃｉｒｃＲＮＡ 进行更为深入的实验和功能验

证或许有可能为深入理解精子发生的分子调控机制

开辟新的视角。
２．４． ３ 　 ｃｉｒｃＲＮＡ 与 ＲＮＡ 结合蛋白 （ ＲＢＰ） 的互作

分析

　 　 ｃｉｒｃＲＮＡ可与 ＲＢＰ 结合从而影响特定的生物过

程。 Ｄｕ 等发现 ｃｉｒｃ⁃ＦＯＸＯ３ 与 ＣＤＫ２ 蛋白结合可抑

制细 胞 周 期 进 程［３２］， Ａｂｄｅｌｍｏｈｓｅｎ 等 发 现 ｃｉｒｃ⁃
ＰＡＢＰＮ１ 可竞争性结合 ＨｕＲ 并进而抑制 ＨｕＲ 与

ＰＡＢＰＮ１ 的 ｍＲＮＡ 结合，从而降低 ＰＡＢＰＮ１ 翻译效

率［３３］。 ＮＦ９０ ／ ＮＦ１１０ 能和成熟的 ｃｉｒｃＲＮＡ 直接结合

形成 ｃｉｒｃＲＮＡ⁃蛋白复合体（ｃｉｒｃＲＮＰ），并在抗病毒过

程中发挥重要的免疫功能［３４］。 小鼠精子发生过程

中的 ｃｉｒｃＲＮＡ 是否也有结合 ＲＢＰ 的潜力？ 为了回答

这个 问 题， 利 用 公 共 数 据 库 中 的 ＲＢＰ 数 据 库

ＰＯＳＴＡＲ２ 对精子发生过程中的 ｃｉｒｃＲＮＡ 进行了系统

分析。 结果发现，共有 １０ ５１７ 个 ｃｉｒｃＲＮＡ 具有 ＲＢＰ
结合位点，其中除了约３ ５４７个 ｃｉｒｃＲＮＡ 只有 １ 个

ＲＢＰ 结合位点外，其余 ｃｉｒｃＲＮＡ 都有 ２ 个以上的潜

在 ＲＢＰ 结合位点（见图 ５ｃ），甚至部分 ｃｉｒｃＲＮＡ 有 １０
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个以上的潜在 ＲＢＰ 结合位点（见图 ５ｃ），如 ｃｈｒ１９：
５８００４９４ ｜ ５８００７３８ 含 有 ３１ 个， ｃｈｒ１７： ３９８４５１３３ ｜
３９８４５２１５ 含有 ３０ 个。 另外，除了一个 ｃｉｒｃＲＮＡ 可以

结合多个 ＲＢＰ，一个 ＲＢＰ 也可能被多个 ｃｉｒｃＲＮＡ 所

吸附。 比如我们发现总共有 ５５８ 个 ｃｉｒｃＲＮＡ 含有

ＭＳＩ２ 蛋白结合位点，而 ＭＳＩ２ 蛋白被报导在精子发

生过程中起重要作用［３５］。 上述结果强烈暗示，
ｃｉｒｃＲＮＡ 可能通过“ＲＢＰ 海绵”的作用来调节细胞中

相应 ＲＢＰ 的效应浓度。 ｃｉｒｃＲＮＡ⁃ＲＢＰ 互作在精子发

生中的作用很值得后续深入研究。

图 ５　 小鼠精子发生相关细胞中 ｃｉｒｃＲＮＡ 的ｍ６Ａ基序及 ｍｉＲＮＡ、ＲＢＰ 结合位点分析

Ｆｉｇ．５　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｍ６Ａ ｍｏｔｉｆ ａｎｄ ｍｉＲＮＡ ／ ＲＢＰ ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｉｔｅｓ ｏｆ ｃｉｒｃＲＮＡ ｉｎ ｍｏｕｓｅ ｓｐｅｒｍａｔｏｇｅｎｅｓｉｓ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｃｅｌｌｓ

注：图（ｂ）中左边两组为自写脚本计算的 ｍＲＮＡ 和 ｃｉｒｃＲＮＡ 中含有ｍ６Ａ基序（ＲＲｍ５ＡＣＨ ｍｏｔｉｆ）的比例；右边两组为 ＩＲＥＳｆｉｎｄｅｒ 的结果。 灰色为

对照组，来自总 ｍＲＮＡ 的碱基序列。 ∗∗∗：Ｐ ｖａｌｕｅ ＜ ０．００１，Ｗｉｌｃｏｘｏｎ Ｓｉｇｎｅｄ Ｒａｎｋ Ｔｅｓｔ。

３　 讨　 论

　 　 ｃｉｒｃＲＮＡ 是一种特殊形式的内源性 ＲＮＡ，其闭

环结构使之可能逃脱细胞内核酸外切酶的作用，并
可能通过多种方式发挥其生物学功能。 ｃｉｒｃＲＮＡ 的

上游生成机制虽已在人类细胞中进行了分析和部分

功能证明，但小鼠精子发生过程中大量产生的

ｃｉｒｃＲＮＡ 是否通过类似的机制生成仍不清楚。 通过

系统的生物信息学分析发现各种类型的反向重复序

列 （ ＳＩＮＥ ／ Ｌ１、 ＳＩＮＥ ／ Ｂ２、 ＳＩＮＥ ／ Ｂ４、 ＥＲＶＬ⁃ＭａＬＲ 和

ＥＲＶＫ）在小鼠精子发生过程中产生的 ｃｉｒｃＲＮＡ 侧翼

内含子中均有富集（见图 ４ｂ、４ｃ），提示它们也可能

具有类似人 ｃｉｒｃＲＮＡ 侧翼内含子中 Ａｌｕ 序列促进

ｃｉｒｃＲＮＡ 生成的功能。 本研究结果拓展了外显子型

ｃｉｒｃＲＮＡ 生成机制的顺式作用元件类别，为理解

ｃｉｒｃＲＮＡ 生成的分子调控机制提供了新的线索，但具

体的作用机制还需进一步的实验验证（如在 ｃｉｒｃＲＮＡ
表达载体中引入这些不同类别的重复序列）。

目前尚未有 ｃｉｒｃＲＮＡ 在小鼠精子发生中起作用

的报道。 虽然我们发现了精子发生过程中有大量的

ｃｉｒｃＲＮＡ 产生，并初步推测了其形成机制，但它们中

哪些 ｃｉｒｃＲＮＡ 对精子发生有调控作用，以何种方式

起作用仍不清楚。 功能验证需要寻找有潜能的候选

ｃｉｒｃＲＮＡ，而本研究预测分析发现的部分 ｃｉｒｃＲＮＡ 的

ｍｉＲＮＡ 海绵功能、翻译模板潜能预测和 ＲＢＰ 分子海

绵等可为筛选功能性 ｃｉｒｃＲＮＡ 提供有价值的参考线

索。 虽然生信分析不能直接证明这些 ｃｉｒｃＲＮＡ 在精

子发生中的作用，但其分析结果暗示部分 ｃｉｒｃＲＮＡ
有可能通过多种方式来参与精子发生的调节，后续

的研究可在此基础上筛选候选 ｃｉｒｃＲＮＡ，通过设计反

向引 物 并 结 合 定 量 ＰＣＲ （ ｑＲＴ⁃ＰＣＲ） 验 证 相 应

ｃｉｒｃＲＮＡ 的存在，继而构建 ｃｉｒｃＲＮＡ 过表达载体并注

射小鼠睾丸，使得相应细胞中过表达该 ｃｉｒｃＲＮＡ；或
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者在小鼠中通过基因编辑删除配对的反向重复序列

来下调 ｃｉｒｃＲＮＡ 的产生，从而验证其是否具有调控

精子发生表型的功能。
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Ｒｅｓｅａｒｃｈ， ２０１７， ２７（５）： ６２６－６４１． ＤＯＩ： １０．１０３８ ／ ｃｒ．２０１７．
３１．

［７］ＣＨＩ Ｍ Ｎ， ＡＵＲＩＯＬ Ｊ， ＪＥＧＯＵ Ｂ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ ＲＮＡ⁃ｂｉｎｄｉｎｇ
ｐｒｏｔｅｉｎ ＥＬＡＶＬ１ ／ ＨｕＲ ｉｓ ｅｓｓｅｎｔｉａｌ ｆｏｒ ｍｏｕｓｅ ｓｐｅｒｍａｔｏｇｅｎｅ⁃
ｓｉｓ， ａｃｔｉｎｇ ｂｏｔｈ ａｔ ｍｅｉｏｔｉｃ ａｎｄ ｐｏｓｔｍｅｉｏｔｉｃ ｓｔａｇｅｓ［Ｊ］． Ｍｏｌｅｃ⁃
ｕｌａｒ Ｂｉｏｌｏｇｙ Ｃｅｌｌ， ２０１１， ２２（１６）： ２８７５ － ２８８５． ＤＯＩ： １０．
１０９１ ／ ｍｂｃ．Ｅ１１－０３－０２１２．

［８］ＺＨＡＮＧ Ｙ， ＺＨＡＮＧ Ｘ Ｏ， ＣＨＥＮ Ｔ， ｅｔ ａｌ． Ｃｉｒｃｕｌａｒ ｉｎｔｒｏｎｉｃ
ｌｏｎｇ ｎｏｎｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡｓ［Ｊ］． Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｃｅｌｌ， ２０１３， ５１（６）：
７９２－８０６． ＤＯＩ： １０．１０１６ ／ ｊ．ｍｏｌｃｅｌ．２０１３．０８．０１７．

［９］ＬＩＵ Ｙ， ＢＯＵＲＧＥＯＩＳ Ｃ Ｆ， ＰＡＮＧ Ｓ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ ｇｅｒｍ ｃｅｌｌ
ｎｕｃｌｅａｒ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｈｎＲＮＰ Ｇ⁃Ｔ ａｎｄ ＲＢＭＹ ａｃｔｉｖａｔｅ ａ ｔｅｓｔｉｓ⁃ｓｐｅ⁃
ｃｉｆｉｃ ｅｘｏｎ［Ｊ］． ＰＬｏＳ Ｇｅｎｅｔｉｃｓ， ２００９， ５ （ １１）： ｅ１０００７０７．
ＤＯＩ： １０．１３７１ ／ ｊｏｕｒｎａｌ．ｐｇｅｎ．１０００７０７．

［１０］ＳＡＤＡ Ａ， ＳＵＺＵＫＩ Ａ， ＳＵＺＵＫＩ Ｈ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ ＲＮＡ⁃ｂｉｎｄｉｎｇ
ｐｒｏｔｅｉｎ ＮＡＮＯＳ２ ｉｓ ｒｅｑｕｉｒｅｄ ｔｏ ｍａｉｎｔａｉｎ ｍｕｒｉｎｅ ｓｐｅｒｍａｔｏｇｏ⁃
ｎｉａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ［Ｊ］． Ｓｃｉｅｎｃｅ， ２００９， ３２５ （ ５９４６）： １３９４ －
１３９８． ＤＯＩ： １０．１１２６ ／ ｓｃｉｅｎｃｅ．１１７２６４５．

［１１］ＮＩＵ Ｚ， ＧＯＯＤＹＥＡＲ Ｓ Ｍ， ＲＡＯ Ｓ， ｅｔ ａｌ． ＭｉｃｒｏＲＮＡ⁃２１
ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ｔｈｅ ｓｅｌｆ⁃ｒｅｎｅｗａｌ ｏｆ ｍｏｕｓｅ ｓｐｅｒｍａｔｏｇｏｎｉａｌ ｓｔｅｍ
ｃｅｌｌｓ［Ｊ］． Ｐｒｏｃｅｅｄｉｎｇｓ ｏｆ ｔｈｅ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ
ｏｆ ｔｈｅ Ｕｎｉｔｅｄ Ｓｔａｔｅｓ ｏｆ Ａｍｅｒｉｃａ， ２０１１， １０８（３１）： １２７４０－
１２７４５． ＤＯＩ： １０．１０７３ ／ ｐｎａｓ．１１０９９８７１０８．

［１２］ＸＩＥ Ｒ， ＬＩＮ Ｘ， ＤＵ Ｔ， ｅｔ ａｌ． Ｔａｒｇｅｔｅｄ ｄｉｓｒｕｐｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉｒ⁃１７⁃
９２ ｉｍｐａｉｒｓ ｍｏｕｓｅ ｓｐｅｒｍａｔｏｇｅｎｅｓｉｓ ｂｙ ａｃｔｉｖａｔｉｎｇ ｍＴＯＲ ｓｉｇ⁃
ｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ［Ｊ］． Ｍｅｄｉｃｉｎｅ （Ｂａｌｔｉｍｏｒｅ）， ２０１６， ９５（７）：
ｅ２７１３． ＤＯＩ： １０．１０９７ ／ ＭＤ．００００００００００００２７１３．

［１３］ＷＵ Ｊ， ＢＡＯ Ｊ， ＷＡＮＧ Ｌ， ｅｔ ａｌ． ＭｉｃｒｏＲＮＡ⁃１８４ ｄｏｗｎｒｅｇｕ⁃
ｌａｔｅｓ ｎｕｃｌｅａｒ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｃｏｒｅｐｒｅｓｓｏｒ ２ ｉｎ ｍｏｕｓｅ
ｓｐｅｒｍａｔｏｇｅｎｅｓｉｓ［Ｊ］． ＢＭＣ Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ Ｂｉｏｌｏｇｙ， ２０１１，
１１（１）：６４． ＤＯＩ： １０．１１８６ ／ １４７１－２１３Ｘ－１１－６４．

［１４］ＬＩＡＮＧ Ｇ， ＹＡＮＧ Ｙ， ＮＩＵ Ｇ， ｅｔ ａｌ． Ｇｅｎｏｍｅ⁃ｗｉｄｅ ｐｒｏｆｉｌｉｎｇ
ｏｆ Ｓｕｓ ｓｃｒｏｆａ ｃｉｒｃｕｌａｒ ＲＮＡｓ ａｃｒｏｓｓ ｎｉｎｅ ｏｒｇａｎｓ ａｎｄ ｔｈｒｅｅ
ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ ｓｔａｇｅｓ［Ｊ］． ＤＮＡ Ｒｅｓｅａｒｃｈ， ２０１７， ２４（５）：
５２３－５３５． ＤＯＩ： １０．１０９３ ／ ｄｎａｒｅｓ ／ ｄｓｘ０２２．

［１５］ＬＩＮ Ｘ， ＨＡＮ Ｍ， ＣＨＥＮＧ Ｌ， ｅｔ ａｌ． Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｄｙｎａｍｉｃｓ，
ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｓ， ａｎｄ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｄｉｖｅｒｓｅ ｔｒａｎ⁃
ｓｃｒｉｐｔｓ ｉｎ ｍｏｕｓｅ ｓｐｅｒｍａｔｏｇｅｎｉｃ ｃｅｌｌｓ［Ｊ］． ＲＮＡ Ｂｉｏｌｏｇｙ，
２０１６， １３ （ １０）： １０１１ － １０２４． ＤＯＩ： １０． １０８０ ／ １５４７６２８６．
２０１６．１２１８５８８．

［１６］ＰＡＴＥＬ Ｒ Ｋ， ＪＡＩＮ Ｍ． ＮＧＳ ＱＣ Ｔｏｏｌｋｉｔ： Ａ ｔｏｏｌｋｉｔ ｆｏｒ ｑｕａｌ⁃
ｉｔｙ ｃｏｎｔｒｏｌ ｏｆ ｎｅｘｔ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｄａｔａ［Ｊ］． ＰＬｏＳ
Ｏｎｅ， ２０１２， ７（２）： ｅ３０６１９． ＤＯＩ： １０． １３７１ ／ ｊｏｕｒｎａｌ． ｐｏｎｅ．
００３０６１９．

［１７］ＧＡＯ Ｙ， ＷＡＮＧ Ｊ， ＺＨＡＯ Ｆ． ＣＩＲＩ： Ａｎ ｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ａｎｄ ｕｎｂｉ⁃
ａｓｅｄ ａｌｇｏｒｉｔｈｍ ｆｏｒ ｄｅ ｎｏｖｏ ｃｉｒｃｕｌａｒ ＲＮＡ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ［ Ｊ］．
Ｇｅｎｏｍｅ Ｂｉｏｌｏｇｙ， ２０１５， １６（１）：４． ＤＯＩ： １０．１１８６ ／ ｓ１３０５９－
０１４－０５７１－３．

［１８］ＤＯＮＧ Ｒ， ＭＡ Ｘ Ｋ， ＬＩ Ｇ Ｗ， ｅｔ ａｌ． ＣＩＲＣｐｅｄｉａ ｖ２： Ａｎ ｕｐ⁃
ｄａｔｅｄ ｄａｔａｂａｓｅ ｆｏｒ ｃｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅ ｃｉｒｃｕｌａｒ ＲＮＡ ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ
ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ［Ｊ］． Ｇｅｎｏｍｉｃｓ Ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ Ｂｉｏｉｎ⁃
ｆｏｒｍａｔｉｃｓ， ２０１８， １６（４）： ２２６－２３３． ＤＯＩ： １０．１０１６ ／ ｊ． ｇｐｂ．
２０１８．０８．００１．

［１９］ＬＩ Ｍ， ＸＩＥ Ｘ， ＺＨＯＵ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｑｕａｎｔｉｆｙｉｎｇ ｃｉｒｃｕｌａｒ ＲＮＡ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｆｒｏｍ ＲＮＡ⁃ｓｅｑ ｄａｔａ ｕｓｉｎｇ ｍｏｄｅｌ⁃ｂａｓｅｄ
ｆｒａｍｅｗｏｒｋ［Ｊ］． Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ， ２０１７， ３３ （ １４）： ２１３１ －
２１３９． ＤＯＩ： １０．１０９３ ／ ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ ／ ｂｔｘ１２９．

［２０］ＮＵＥＤＡ Ｍ Ｊ， ＴＡＲＡＺＯＮＡ Ｓ， ＣＯＮＥＳＡ Ａ． Ｎｅｘｔ ｍａＳｉｇ⁃
Ｐｒｏ： Ｕｐｄａｔｉｎｇ ｍａＳｉｇＰｒｏ ｂｉｏｃｏｎｄｕｃｔｏｒ ｐａｃｋａｇｅ ｆｏｒ ＲＮＡ⁃ｓｅｑ
ｔｉｍｅ ｓｅｒｉｅｓ ［ Ｊ］． Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ， ２０１４， ３０ （ １８）： ２５９８ －
２６０２． ＤＯＩ： １０．１０９３ ／ ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ ／ ｂｔｕ３３３．

［２１］ＹＵ Ｇ， ＷＡＮＧ Ｌ Ｇ， ＨＡＮ Ｙ， ｅｔ ａｌ． ＣｌｕｓｔｅｒＰｒｏｆｉｌｅｒ： Ａｎ Ｒ
ｐａｃｋａｇｅ ｆｏｒ ｃｏｍｐａｒｉｎｇ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｔｈｅｍｅｓ ａｍｏｎｇ ｇｅｎｅ
ｃｌｕｓｔｅｒｓ［Ｊ］． ＯＭＩＣＳ， ２０１２， １６（５）： ２８４－ ２８７． ＤＯＩ： １０．
１０８９ ／ ｏｍｉ．２０１１．０１１８．

［２２］ＴＥＭＰＥＬ Ｓ． Ｕｓｉｎｇ ａｎｄ ｕｎｄｅｒｓｔａｎｄｉｎｇ ＲｅｐｅａｔＭａｓｋｅｒ ［ Ｊ］．
Ｍｅｔｈｏｄｓ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｂｉｏｌｏｇｙ， ２０１２， ８５９：２９－５１． ＤＯＩ： １０．
１００７ ／ ９７８－１－６１７７９－６０３－６＿２．

［２３］ＺＨＥＮＧ Ｙ， ＪＩ Ｐ， ＣＨＥＮ Ｓ， ｅｔ ａｌ． Ｒｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ
ｆｕｌｌ⁃ｌｅｎｇｔｈ ｃｉｒｃｕｌａｒ ＲＮＡｓ ｅｎａｂｌｅｓ ｉｓｏｆｏｒｍ⁃ｌｅｖｅｌ ｑｕａｎｔｉｆｉｃａ⁃
ｔｉｏｎ［ Ｊ］． Ｇｅｎｏｍｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， ２０１９， １１（１）： ２． ＤＯＩ： １０．
１１８６ ／ ｓ１３０７３－０１９－０６１４－１．

［２４］ＧＡＯ Ｙ， ＷＡＮＧ Ｊ， ＺＨＥＮＧ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｃｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅ ｉｄｅｎ⁃
ｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｉｎｔｅｒｎａｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎｄ ａｌｔｅｒｎａｔｉｖｅ ｓｐｌｉｃｉｎｇ ｅｖｅｎｔｓ

９２第 １ 期 宋逸钒，等：小鼠精子发生中环形 ＲＮＡ 生成和功能分析



ｉｎ ｃｉｒｃｕｌａｒ ＲＮＡｓ［ Ｊ］． Ｎａｔｕｒｅ Ｃｏｍｍｕｎｉｃａｔｉｏｎｓ， ２０１６， ７：
１２０６０． ＤＯＩ： １０．１０３８ ／ ｎｃｏｍｍｓ１２０６０．

［２５］ＺＨＡＯ Ｊ， ＷＵ Ｊ， ＸＵ Ｔ， ｅｔ ａｌ． ＩＲＥＳｆｉｎｄｅｒ： Ｉｄｅｎｔｉｆｙｉｎｇ
ＲＮＡ ｉｎｔｅｒｎａｌ ｒｉｂｏｓｏｍｅ ｅｎｔｒｙ ｓｉｔｅ ｉｎ ｅｕｋａｒｙｏｔｉｃ ｃｅｌｌ ｕｓｉｎｇ
ｆｒａｍｅｄ ｋ⁃ｍｅｒ ｆｅａｔｕｒｅｓ［Ｊ］． Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｇｅｎｅｔｉｃｓ ａｎｄ Ｇｅｎｏｍ⁃
ｉｃｓ， ２０１８， ４５（７）： ４０３－４０６． ＤＯＩ： １０．１０１６ ／ ｊ． ｊｇｇ．２０１８．
０７．００６．

［２６］ＺＨＵ Ｙ， ＸＵ Ｇ， ＹＡＮＧ Ｙ Ｔ， ｅｔ ａｌ． ＰＯＳＴＡＲ２： Ｄｅｃｉｐｈｅ⁃
ｒｉｎｇ ｔｈｅ ｐｏｓｔ⁃ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｌｏｇｉｃｓ ［ Ｊ］． Ｎｕｃｌｅｉｃ
Ａｃｉｄｓ Ｒｅｓｅａｒｃｈ， ２０１９， ４７（Ｄ１）： Ｄ２０３－Ｄ２１１． ＤＯＩ： １０．
１０９３ ／ ｎａｒ ／ ｇｋｙ８３０．

［２７］ＫＩＭＵＲＡ Ｔ， ＳＵＺＵＫＩ Ａ， ＦＵＪＩＴＡ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｃｏｎｄｉｔｉｏｎａｌ ｌｏｓｓ
ｏｆ ＰＴＥＮ ｌｅａｄｓ ｔｏ ｔｅｓｔｉｃｕｌａｒ ｔｅｒａｔｏｍａ ａｎｄ ｅｎｈａｎｃｅｓ ｅｍｂｒｙｏｎ⁃
ｉｃ ｇｅｒｍ ｃｅｌｌ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ［Ｊ］． Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ， ２００３， １３０（８）：
１６９１－１７００． ＤＯＩ： １０．１２４２ ／ ｄｅｖ．００３９２．

［２８］ＭＯＥ－ＢＥＨＲＥＮＳ Ｇ Ｈ， ＫＬＩＮＧＥＲ Ｆ Ｇ， ＥＳＫＩＬＤ Ｗ， ｅｔ ａｌ．
Ａｋｔ ／ ＰＴＥＮ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｍｅｄｉａｔｅｓ ｅｓｔｒｏｇｅｎ⁃ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｐｒｏｌｉｆｅｒａ⁃
ｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｉｍｏｒｄｉａｌ ｇｅｒｍ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｖｉｔｒｏ［ Ｊ］． Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｅｎｄｏ⁃
ｃｒｉｎｏｌｏｇｙ， ２００３， １７（１２）： ２６３０－２６３８． ＤＯＩ： １０．１２１０ ／ ｍｅ．
２００３－０００６．

［２９］ＹＵ Ｚ， ＲＡＡＢＥ Ｔ， ＨＥＣＨＴ Ｎ Ｂ． ＭｉｃｒｏＲＮＡ Ｍｉｒｎ１２２ａ ｒｅ⁃
ｄｕｃｅｓ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｐｏｓｔｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌｌｙ ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｇｅｒｍ
ｃｅｌｌ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ２ （Ｔｎｐ２） ｍｅｓｓｅｎｇｅｒ ＲＮＡ （ｍＲＮＡ）
ｂｙ ｍＲＮＡ ｃｌｅａｖａｇｅ［Ｊ］． Ｂｉｏｌｏｇｙ ｏｆ Ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ， ２００５， ７３
（３）： ４２７－４３３． ＤＯＩ： １０．１０９５ ／ ｂｉｏｌｒｅｐｒｏｄ．１０５．０４０９９８．

［３０］ＥＮＲＩＧＨＴ Ａ Ｊ，ＪＯＨＮ Ｂ， ＧＡＵＬ Ｕ， ｅｔ ａｌ． ＭｉｃｒｏＲＮＡ ｔａｒ⁃

ｇｅｔｓ ｉｎ Ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａ［Ｊ］． Ｇｅｎｏｍｅ Ｂｉｏｌｏｇｙ， ２００３， ５（１）： Ｒ１．
ＤＯＩ： １０．１１８６ ／ ｇｂ－２００３－５－１－ｒ１．

［３１］ＢＡＩ Ｎ，ＰＥＮＧ Ｅ， ＱＩＵ Ｘ， ｅｔ ａｌ． ｃｉｒｃＦＢＬＩＭ１ ａｃｔ ａｓ ａ ｃｅＲ⁃
ＮＡ ｔｏ ｐｒｏｍｏｔｅ ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ ｃａｎｃｅｒ ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ ｂｙ ｓｐｏｎ⁃
ｇｉｎｇ ｍｉＲ⁃３４６［Ｊ］． Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｅｘｐｅｒｍｅｎｔａｌ ＆ Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｃａｎｃ⁃
ｅｒ Ｒｅｓｅａｒｃｈ， ２０１８， ３７（１）： １７２． ＤＯＩ： １０．１１８６ ／ ｓ１３０４６－
０１８－０８３８－８．

［３２］ＤＵ Ｗ Ｗ，ＹＡＮＧ Ｗ， ＬＩＵ Ｅ， ｅｔ ａｌ． Ｆｏｘｏ３ ｃｉｒｃｕｌａｒ ＲＮＡ ｒｅ⁃
ｔａｒｄｓ ｃｅｌｌ ｃｙｃｌｅ ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ ｖｉａ ｆｏｒｍｉｎｇ ｔｅｒｎａｒｙ ｃｏｍｐｌｅｘｅｓ
ｗｉｔｈ ｐ２１ ａｎｄ ＣＤＫ２［ Ｊ］． Ｎｕｃｌｅｉｃ Ａｃｉｄｓ Ｒｅｓｅａｒｃｈ， ２０１６，
４４（６）： ２８４６－２８５８． ＤＯＩ： １０．１０９３ ／ ｎａｒ ／ ｇｋｗ０２７．

［３３］ＡＢＤＥＬＭＯＨＳＥＮ Ｋ， ＰＡＮＤＡ Ａ Ｃ， ＭＵＮＫ Ｒ， ｅｔ ａｌ． Ｉｄｅｎ⁃
ｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＨｕＲ ｔａｒｇｅｔ ｃｉｒｃｕｌａｒ ＲＮＡｓ ｕｎｃｏｖｅｒｓ ｓｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｏｆ ＰＡＢＰＮ１ ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ ｂｙ ＣｉｒｃＰＡＢＰＮ１［Ｊ］． ＲＮＡ Ｂｉｏｌｏｇｙ，
２０１７， １４（３）： ３６１－ ３６９． ＤＯＩ： １０．１０８０ ／ １５４７６２８６．２０１７．
１２７９７８８．

［３４］ＬＩ Ｘ， ＬＩＵ Ｃ Ｘ， ＸＵＥ Ｗ， ｅｔ ａｌ． Ｃｏｏｒｄｉｎａｔｅｄ ｃｉｒｃＲＮＡ ｂｉｏ⁃
ｇｅｎｅｓｉｓ ａｎｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ＮＦ９０ ／ ＮＦ１１０ ｉｎ ｖｉｒａｌ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ
［Ｊ］． Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｃｅｌｌ， ２０１７， ６７（２）： ２１４． ＤＯＩ： １０．１０１６ ／ ｊ．
ｍｏｌｃｅｌ．２０１７．０５．０２３．

［３５］ＳＵＴＨＥＲＬＡＮＤ Ｊ Ｍ， ＦＲＡＳＥＲ Ｂ Ａ， ＳＯＢＩＮＯＦＦ Ａ Ｐ， ｅｔ
ａｌ． Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｍｕｓａｓｈｉ⁃１ ａｎｄ Ｍｕｓａｓｈｉ⁃２
ＲＮＡ⁃ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｄｕｒｉｎｇ ｓｐｅｒｍａｔｏｇｅｎｅｓｉｓ： Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ
ｔｈｅ ｄｅｌｅｔｅｒｉｏｕｓ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｙｓｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ［Ｊ］． Ｂｉｏｌｏ⁃
ｇｙ Ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ， ２０１４， ９０（５）： ９２． ＤＯＩ： １０．１０９５ ／ ｂｉｏｌｒｅ⁃
ｐｒｏｄ．１１３．１１５２６１．

［责任编辑：吴永英］ 　

０３ 生　 物　 信　 息　 学　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 第 １８ 卷


