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两种嗜盐古菌中circRNA的鉴定与特征分析
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摘要:环形RNA(circRNA)是一类特殊的闭合环状RNA,主要由5’末端和3’末端通过反向剪接

的方式共价结合形成.在多细胞动物中,circRNA具有一定的进化保守性和组织特异性.古菌作为

生物三大领域之一,大多生活在高温、高盐、低氧等极端环境中.对古菌的研究是认知生命进化不

可缺少的一环.目前对于古菌circRNA鉴定及特征并没有系统性的研究.选取了地中海富盐菌和

西班牙盐盒菌两种嗜盐古菌为研究对象,利用RNA测序(RNA-seq)技术和生物信息学手段,鉴定

出两种古菌中circRNA的存在,并深入分析了circRNA的特点;最后以分子生物学手段,对两种嗜

盐古菌中部分circRNAs进行验证.在地中海富盐菌中,检测到67个circRNAs;在西班牙盐盒菌

中,检测到133个circRNAs.在这两种嗜盐古菌中,circRNA主要源于16SrRNA、23SrRNA、16S
rRNA-23SrRNA和蛋白编码基因序列.
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Abstract:CircularRNA(circRNA)isaspecialtypeofRNA,whichformscovalent-closedcontinuousloop
inmostcasesthrough5’to3’endsviaback-splicing.CircRNAsdemonstrateacertaindegreeof
conservationandshowsometissuespecificityinmulticellularanimals.Archaeaisoneofthethreedomains
oflife,andarchaealorganismsoftenliveinhightemperature,highsalt,lowoxygen,orotherextreme
environments.Studyofarchaeaisanessentialpartofevolutionaryresearch.Sofar,therehavebeenno
systematicstudiesontheidentificationandfunctionalcharacterizationofarchaealcircRNAs.Inthisstudy,

twohalophilicarchaeaHaloferax mediterraneiandHaloarculahispanica wereinvestigated.Through
RNA-seqandbioinformatics,theexistenceofsomecircRNAsintwohalophilicarchaeawereconfirmedand
therelevantcharacteristicsofcircRNAswereanalyzedindepth.Furthermore,theexistenceofspecific
circRNAsintwohalophilicarchaeawasconfirmedbymeansofmolecularbiology.67circRNAsinthe



Haloferaxmediterraneiand133circRNAsintheHaloarculahispanicaweredetected.CircRNAsinthe
twohalophilicarchaeawerefoundtohavederivedmainlyfromsequencesof16SrRNA,23SrRNA,16S
rRNA-23SrRNA,andprotein-codinggenes.
Keywords:Haloferaxmediterranei;Haloarculahispanica;circRNA;RNA-seq

0 引言

环形 RNA(circRNA)是一 类 共 价 闭 环 且 无

polyA尾巴的非编码RNA,最早在1976年发现于

RNA病毒中[1].1979年首次在真核生物中发现内

源性RNA剪接产物[2].最开始仅仅认为它们是拼

接错误的产物[1],随着RNA测序(RNA-seq)技术

和生物信息学的发展,研究人员在不同物种的细胞

以及组织中鉴定出了大量的circRNA,也揭示了

circRNA在生命体各个发育阶段和不同生理状态

下的动态表达模式[3].目前已经证实circRNA的功

能主要有:miRNA海绵,调控转录,细胞间信息传

递和蛋白质翻译[4,5],选择性剪接[6]和与RNA结合

蛋白相互作用等[5,7].很多研究显示,circRNA也参

与了多种肿瘤的发生和发展过程,暗示circRNA可

能在多种人类疾病中起着重要的作用[8].
古菌与细菌和真核生物并列为生命进化树的三

大生命领域.起初人们认为古菌是细菌的一种,但后

来研究人员发现,两者存在明显的不同,古菌的

tRNA、rRNA与真核细胞有着相似的结构,且古菌

中的某些基因上也含有内含子,在分子水平上更接

近真核生物.绝大多数古菌一直生活在极端(高温、
高盐等)的环境中,这种生活环境很像地球最初形成

时的状态,所以研究古细菌对于更好地了解生命起

源以及物种进化具有重要的意义.有研究表明,古菌

染色体与真核生物染色体具有相似的DNA簇,这
些DNA簇之间的互作形式,对于基因的表达具有

重要的作用,因古菌细胞相对简单,所以古菌可作为

研究更为复杂的真核细胞(特别是人类细胞)生长过

程中DNA互作的良好模型[9].
在古 菌 中,circRNA 目 前 已 知 主 要 存 在 于

tRNA和rRNA内含子,以及作为rRNA加工中间

体存在[10],其中的某些古菌环形内含子已被证实具

有生 物 学 功 能.例 如,在 嗜 盐 古 菌 Haloferax
volcanii 中,tRNATrp 环 形 内 含 子 上 的 C/Dbox
RNA,可以指导成熟tRNATrp 的第34和39位核苷

酸的化学修饰[11,13].在广古菌(Euryarchaeota)和

泉古菌(Crenarchaeota)两种古菌中,已证实有以

rRNA加工中间体形式存在的环形23SrRNA 和

16SrRNA[14-15].然而目前对于古菌circRNA的研

究依然很少,对其定位及潜在功能并不清楚.
地中海富盐菌(Haloferaxmediterranei)和西

班牙盐盒菌(Haloarculahispanica)是两种极端嗜

盐古菌的代表,人们已经完成了对其全基因组的测

序.有研究人员首次在地中海富盐菌中证实了与真

核生物类似的多复制起点、休眠复制起点及休眠点

被激活的现象[16].这一结果暗示古菌中circRNA的

定位、特 点 和 潜 在 的 功 能 很 可 能 与 真 核 生 物 中

circRNA相似,可作为我们研究真核生物circRNA
的新的突破点.地中海富盐菌和西班牙盐盒菌相对

易于培养,且目前未有关于其circRNA的报道,所
以我们选择它们作为本文的研究对象.我们利用

RNA-seq技术,对地中海富盐菌和西班牙盐盒菌中

经过RNaseR消化/未消化的totalRNA 进行测

序.结合生物信息学方法,分析并归纳了两种古菌中

circRNA特点,并利用分子生物学手段,验证部分

circRNAs的 存 在.本 文 在 极 端 嗜 盐 古 菌 中 对

circRNA进 行 鉴 定 和 特 征 分 析,扩 大 了 我 们 对

circRNA在不同物种中的认知,丰富了circRNA的

研究领域.

1 材料和方法

1.1 材料

  菌种及菌种的培养:地中海富盐菌(Haloferax
mediterranei CGMCC1.3716)、西 班 牙 盐 盒 菌

(HaloarculahispanicaCGMCC1.2049),均购于中

国微生物菌种保藏中心,两者均采用 AS-168培养

基,于37℃摇床培养.
主要试剂:TRIzol(Invitrogen)、Yeastextract、

Casaminoacids、FeCl2、NaCl、MgSO4·7H2O、KCl、

Agar、RNaseR(Lucigen).
1.2 RNA的抽提

将冻存的地中海富盐菌、西班牙盐盒菌在 AS-
168固体斜面培养基中划线复苏,待2d后形成单克
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隆菌体,挑取克隆至20mLAS-168液体培养基中,

37℃,200r/min培养2d后,以1∶20转至100mL
液体培养基中扩大培养2d至对数期,取10mL菌

液,分为两管,离心收集菌体,用PBS清洗2次,离
心弃 上 清,加 入 适 量 TRIzol(Invitrogen),抽 提

RNA.取1μLRNA 样品,80℃变性10min,进行

甲醛RNA变性胶电泳,检测 RNA 质量;取1μL
RNA样品,检测其浓度及OD260/OD280.
1.3 基因组DNA(gDNA)的抽提

从固体培养基上挑取地中海富盐菌、西班牙盐

盒菌的菌体至20mLAS-168液体培养基中,37℃
摇床培养至对数期,取10mL菌液,离心收集菌体.
PBS清洗2次.加入Tris-EDTA缓冲液,-20℃30
min后加入玻璃珠,高速震荡破壁.之后加入1μL
蛋白酶K,56℃消化3h,加入酚氯仿试剂,充分混

匀,静置2min,12000g,离心10min.加入酚氯仿

试剂抽提2次,向其中加入等体积异丙醇-20℃沉

淀1h,12000g,离心15min,去掉上清,加入50μL
ddH2O,得 到 gDNA.取 1 μL 检 测 其 浓 度 及

OD260/OD280.
1.4 RNaseR消化

向5μgtotalRNA样品中加入0.3μLRNase
R,5μLRNaseRbuffer,加水补齐至50μL,于37
℃消化40min,加入500mLTRIzol抽提RNA.取

1μLRNA 样品进行 RNA 变性凝胶电泳,检测

RNA质 量;取1μLRNA 样 品,检 测 其 浓 度 及

OD260/OD280.
1.5 RT-PCR

取等体积RNaseR消化/未消化的totalRNA,
用ABScriptIIcDNA合成试剂盒(Abclonal)进行

反转录.反转体系为:5μLRNA,2μLRandom
Primer,1μL10mmol/LdNTPs,80℃5min;后加

入10μLABScriptIIReactionMix(2X),2μL
ABScriptIIEnzymeMix(10X)混匀,反转程序为:

25℃,5min,42℃,1h;80℃,5min.以等体积

RNaseR消化/未消化的cDNA,基因组DNA为模

板,以divergent/convergent引物进行 PCR,验证

circRNA的存在.
1.6 RNA测序

从样品中提取totalRNA后,将其分为两组,一
组为RNaseR未消化处理totalRNA样品,一组为

RNaseR消化处理的totalRNA样品.之后两组样

品通过 试 剂 盒 从 总 RNA 中 去 除rRNA 来 富 集

mRNA 和 非 编 码 RNA.利 用 片 段 缓 冲 液,将

mRNA和非编码RNA片段化成短片段(约200~
700bp),然后以短片段为模板,通过随机六聚体引

物合成第一链cDNA.加入缓冲液,dNTP,RNaseH
和 DNA 聚 合 酶 I 合 成 第 二 条 链 cDNA.用

QIAquickPCR提取试剂盒纯化双链cDNA,然后

用于末端修饰.将测序衔接子连接至片段,然后使用

UNG(尿嘧啶-N-糖基化酶)最终降解第二条链.片
段通过琼脂糖凝胶电泳纯化并通过PCR富集,文库

产品可用于通过IllumaHiSeqTM4000仪进行测

序分析.对于高通量测序,根据测序的要求制备地中

海富盐菌和西班牙盐盒菌的RNaseR消化和未消化

的RNA样品,并将其应用于IlluminaGAIIx系统

进行150nt双端测序.该过程 在 华 大 基 因 完 成

测序.
1.7 生物信息学分析

地中海富盐菌和西班牙盐盒菌的参考基因组从

NCBI基因组网站(https://www.ncbi.nlm.nih.

gov)下载.滤除短于50nt的读段(reads),其余的

reads根据算法find_circ[17]预测circRNA.首先,我
们将reads与参考基因组比对,将与基因组连续且

完整地比对上的reads舍弃;然后,从其余的reads
中,我们从两端分别提取20nt,作为一对anchor,将
其分别与参考基因组进行比对,确定它们在基因组

上的位置,以相反方向比对上的anchor预示着环形

RNA剪切;最后,扩展anchor的比对以使整个读段

与参考基因组比对,根据GU/AG确定剪切位点.
1.8 CircRNA的验证

我们利用生物信息学手段对测序结果进行分

析,将所得circRNA序列比对到相应古菌的基因组

上,确定circRNA序列的起始位点和终止位点,得
到成环的序列片段.随机选择在测序数据中丰度较

大的一些circRNA进行验证.依据其成环连接区域

(junction)设 计 divergent/convergent引 物[18],以

RNaseR消化和未消化的totalRNA反转录出的

cDNA和基因组DNA(gDNA)为模板进行PCR,验
证这两个样本中circRNA的存在.本文所用引物如

表1所示.
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表1 本文使用的引物

Tab.1 Theprimersusedinthisstudy

primers sequences(5’-3’) purpose archaea

circ26-di-f GGAGTTGTTCGTGATCGTC DivergentprimersforRT-PCRdetection

circ26-di-r GCGATATCCCGATCGTCACG ofcirc28incDNAorgenomicDNA(gDNA)

circ48-di-f CACTTAATCCACACTTTGGG DivergentprimersforRT-PCRdetection

circ48-di-r TACTGCATGGACGGAAGTAC ofcirc48incDNAorgenomicDNA(gDNA)

circ53-di-f AGGCATAGGGAAACCGATA DivergentprimersforRT-PCRdetection
circ53-di-r TCGAGCCTTCCGGTCCCAA ofcirc53incDNAorgenomicDNA(gDNA)

circ157-di-f ACGGACCACCGATGGCGAAA DivergentprimersforRT-PCRdetection

circ157-di-r CTTATCGCACTTGCGTGCAG ofcirc157incDNAorgenomicDNA(gDNA)

circ183-di-f ATCACTTGAGCTGCCGGTAT DivergentprimersforRT-PCRdetection
circ183-di-r AAATCCGCCAGCTCAACTG ofcirc157incDNAorgenomicDNA(gDNA)

H.mediterranei

circ9-di-f TACCTTCGGAAGAAGGGATG DivergentprimersforRT-PCRdetection

circ9-di-r AGCATCGTTTACAGCTAGGAC ofcirc9incDNAorgenomicDNA(gDNA)

circ56-di-f CTCTTAAGGTAGCGTAGTAC DivergentprimersforRT-PCRdetection

circ56-di-r CTATCGCACTGTCGTGCAGT ofcirc56incDNAorgenomicDNA(gDNA)

circ135-di-f GAAGAAGGGATGCCTGCTCC DivergentprimersforRT-PCRdetection

circ135-di-r CCTGCGGCCATGTCGGTTT ofcirc135incDNAorgenomicDNA(gDNA)

circ156-di-f TGAGGGACGAAAGCTAGGGT DivergentprimersforRT-PCRdetection
circ156-di-r TTGTCTCAGATACCGTCTCC ofcirc156incDNAorgenomicDNA(gDNA)

circ161-di-f CGAGACGTTCGTCTGCTCGG DivergentprimersforRT-PCRdetection

circ161-di-r AAGGTGAAGCGGCTCTCGG ofcirc161incDNAorgenomicDNA(gDNA)

H.hispanica

􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋

circ26-con-f AGGAGGTCGCCGAGGGTCG ConvergentprimersforRT-PCRdetection

circ26-con-r AACGCACAGTTCATCAAGCAA ofcirc48incDNAorgDNA

circ48-con-f CATGATTTTCGTTGCTGCAC ConvergentprimersforRT-PCRdetection

circ48-con-r CTTGTGCACCGTGAGGGA ofcirc48incDNAorgDNA

circ53-con-f ACGAGCGAGACCCGCACTTC ConvergentprimersforRT-PCRdetection
circ53-con-r CGATCAAGTTTAGGAGATTA ofcirc53incDNAorgDNA

circ157-con-f AATAAGAGCTGGGCAAGACC ConvergentprimersforRT-PCRdetection

circ157-con-r GGTTCGAGACCCTAGCTTTC ofcirc157incDNAorgDNA

circ183-con-f GCCTTCCGGTCCCAAGCCAC ConvergentprimersforRT-PCRdetection

circ183-con-r TCGAGGAATAAGAGCTGGGC ofcirc183incDNAorgDNA

H.mediterranei

􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋

circ9-con-f GATGAAGGACGTGCCAAGCT ConvergentprimersforRT-PCRdetection

circ9-con-r GCTTCGGTTTGGGCTGTATC ofcirc9incDNAorgDNA
circ56-con-f TTCTAGTTGCCAGCAATACC ConvergentprimersforRT-PCRdetection

circ56-con-r ACTACCGAATCCAGCTTCA ofcirc56incDNAorgDNA

circ135-con-f ACACCTGTCAAACTCCAAAC ConvergentprimersforRT-PCRdetection

circ135-con-r TCTTAGAGGGTAGCTGCTTC ofcirc135incDNAorgDNA

circ156-con-f TTACACTGCACGACAGTGCG ConvergentprimersforRT-PCRdetection
circ156-con-r ACAGTTTCCGCTGGACGCCG ofcirc156incDNAorgDNA

circ161-con-f GGAACAGACGGACTACACCG ConvergentprimersforRT-PCRdetection

circ161-con-r GTCGATGCCGCGGTCAGCGG ofcirc161incDNAorgDNA

H.hispanica

􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋
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2 结果与分析

2.1 嗜盐古菌中高可信度circRNA
之前有研究报道,在SulfolobussolfataricusP2

(硫磺矿硫化叶菌)和Sulfolobusacidocaldarius(嗜酸

嗜热古菌)中circRNA存在于rRNA和蛋白编码区

域[12].同时作为富集circRNA 的有效手段之一,

RNaseR可以在3’—5’的方向上降解线性RNA分

子,但 完 整 保 留 circRNA 分 子 和 某 些 结 构 化

RNA[19].为了获得这两种极端嗜盐古菌更高可信

度的circRNA 数据,我们采用 RNaseR 对total
RNA进行处理.对经过RNaseR消化和未消化处

理的 RNA 样品测序,比较两组数据获得最终的

circRNA 数 据.其 中 地 中 海 富 盐 菌 中 有58%的

circRNA来源于rRNA区域,剩下42%的circRNA
来源于非rRNA区域(见图1(a)),西班牙盐盒菌中

有81%的circRNA来源于rRNA区域,剩下19%
的circRNA来源于非rRNA区域(见图1(b)).这
一结果与在SulfolobussolfataricusP2(硫磺矿硫

化叶菌)和Sulfolobusacidocaldarius(嗜酸嗜热古

菌)中发现的circRNA 的来源相似[12],均来源于

rRNA和蛋白编码基因[12].比较RNaseR消化和未

消化处理的RNA-seq中的circRNA,我们寻找在两

个测序数据中均存在的circRNA,最终确定可信度

较高的67个地中海富盐菌的circRNAs和133个

西班牙盐盒菌的circRNAs.
2.2 嗜盐古菌circRNA来源组成

在真核细胞中,circRNA大部分来源于基因组

中蛋白编码区[4].为了探索嗜盐古菌circRNA在基

因组中的来源组成,我们对测到的在地中海富盐菌、
西班牙盐盒菌中具有较高可信度的circRNA在基

因组中的分布情况进行归纳.结果显示,地中海富盐

菌中的67个circRNAs主要分布在16SrRNA,23S
rRNA,跨16SrRNA-23SrRNA 区以及蛋白编码

区.其中有40%分布于16SrRNA上,有25%分布

于蛋白编码区(见图1(a)).与前者的来源相似,西
班牙盐盒菌中的133个高可信度circRNAs主要分

布在 16SrRNA,23SrRNA,跨 16SrRNA-23S
rRNA区以及蛋白编码区,但较多分布在跨16S
rRNA-23SrRNA 区 域,占 总 数 的 49%(见 图 1
(b)).说明在古菌中circRNA 主要来源于基因组

rRNA 区 域,这 也 与 之 前 报 道 过 的 在 古 菌 中

circRNA的来源组成研究结果一致[10].

图1 地中海富盐菌、西班牙盐盒菌中

高可信度circRNA的来源组成

Fig.1 ThecompositionofcircRNAofhigh-reliabilitycircRNA
inHaloferaxmediterraneiandHaloarculahispanica

2.3 嗜盐古菌中circRNA的染色体定位

真核生物中,大量的circRNA定位于蛋白编码

区,甚 至 有 的circRNA 可 以 调 控 其 母 基 因 的 转

录[20-21].我们同样也探索了这两种嗜盐古菌中存在

的circRNA的功能性定位.在地中海富盐菌中,有
14个 circRNAs定 位 在 蛋 白 编 码 区,占 总 数 的

25%;在西班牙盐盒菌中,有20个circRNAs定位

在蛋白编码区,占总数的15% (如图1所示).这说

明circRNAs在以上两种古菌中不仅是在rRNA和

tRNA上成环,在编码区上也存在成环现象.
古菌的基因组由染色体和质粒组成,且含有多

个复制起点,古菌的染色体上富含古菌所必需的基

因,其编码的产物是古菌生存和进行一系列的活动

所必需的物质[16].古菌中的质粒为游离的独立环状

DNA片段,相对于染色体,质粒携带较少的遗传信

息,并 且 通 过 古 菌 相 互 物 理 接 触 时 进 行 细 胞 间

传递[22].
地中 海 富 盐 菌 有 1 条 染 色 体,3 个 大 质 粒

(pHM100、pHM300、pHM500),其中pHM300质

粒上有287个开放阅读框及1个tRNASer 基因.涉
及DNA复制、重组、转录、翻译等过程,以及信号转

导、大分子运输、代谢等生命过程[16].我们测到的67
个circRNAs中,有98.5%的定位在染色体上,在

pHM300质粒上只有1个,而pHM100、pHM500
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两个质粒上没有检测到circRNA(如表2所示).
西班牙盐盒菌有2条染色体,1条主染色体,1

条小染色体,1个质粒(pHH406).其中定位到主染

色体上的circRNAs有130个,占97.7%,小染色体

上的circRNAs有3个,而在pHH406质粒上并没

有测到circRNA(如表2所示).
这说明极端嗜盐古菌circRNA产生的主要位

置在其染色体上.
表2 地中海富盐菌、西班牙盐盒菌中circRNA在染色体上的分布

Tab.2 CircRNAdistributiononchromosomesinH.mediterraneiandH.hispanica

archaea location circRNA percentage(%) reads percentage(%)

H.mediterranei

chromosome 66 98.5 93 98.9

plasmid:pHM100 0 0 0 0

plasmid:pHM300 1 1.5 1 1.1

plasmid:pHM500 0 0 0 0

total 67 100 94 100

H.hispanica

ChromosomeI 130 97.7 162 98.2

ChromosomeII 3 2.3 3 1.8

plasmid:pHH406 0 0 0 0

total 133 100 165 100

􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋

2.4 嗜盐古菌circRNA特点

有研究表明,在真核细胞中circRNA的出核效

率与其长度相关[23-24].此外,circRNA 外显子的长

度也与其成环效率相关[25].于是我们将两种古菌中

的circRNA的长度进行了探索和统计归纳.在地中

海富 盐 菌 测 到 的 67 个 circRNAs中,有 16 个

circRNAs长度小于200nt,有17个circRNAs长度

在200~400nt之间,占所测到circRNA总数的一

半(如图2(a)所示).在西班牙盐盒菌中测到的133
个circRNAs中,有59个circRNAs长度在2000~
5000nt之间,占总数的44%(如图2(b)所示).

为了加深对circRNA结构的分析,我们使用一

种新的分析方法———FUCHS,对同一基因上产生的

circRNA进行了亚型分类.这一方法通过考虑大于

150bp的所有RNA序列信息来扩展对环形RNA
的特 征 鉴 定,以 表 征 同 种 宿 主 基 因 产 生 的 不 同

circRNA[26].如 图 3 所 示,我 们 以 overlap,same
end,samestart,within,single五个维度来描述,并
发现同一基因的circRNAs主要采用samestart的

方式成环,而以sameend的方式成环的较少.编码

蛋白基因的成环方式大多为single成环,同时我们

未发 现 同 一 个 编 码 基 因 上 存 在 2 个 及 以 上 的

circRNAs.

图2 circRNAs长度分布

Fig.2 ThelengthofcircRNAs
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图3 同一基因circRNA不同亚型

Fig.3 Categoriesofisoformsfromonegene

2.5 嗜盐古菌circRNA的验证

因为find-circ[17]算法检测circRNA是通过对

RNA-seq数据中的junctionreads来判断的,所以,
我们只能判断circRNA的junction位点在基因组

的位置,也就是circRNA的起始和终止位置.而对

于circRNA 的内部具体的序列,算法并不完全可

靠.此外,在前面的步骤中,将在reads中的顺序与

比对到基因组上的顺序相反的reads作为下游的候

选,这可能会导致通过反式剪切而来的线性 RNA
也被判定为circRNA.

因此,为了更加精确地表明circRNA的存在,
我们在地中海富盐菌和西班牙盐盒菌中各随机选取

了来源于16SrRNA,23SrRNA,跨16SrRNA-23S
rRNA以及蛋白编码基因上的5个circRNAs进行

验证.根据其在基因组上的序列以及junction的位

点,设计了divergent和convergent引物,以地中海

富盐菌和西班牙盐盒菌的RNaseR消化/未消化的

totalRNA反转录产物为模板进行验证,以gDNA
为模板进行PCR作为负参照.结果显示,在地中海

富盐菌和西班牙盐盒菌中均成功验证上述选择的

circRNAs(如图4(a)所示),分别分布于16SrRNA,

23SrRNA,跨16SrRNA-23SrRNA区以及蛋白编

码基因(如表3所示),进一步证明了上述测序数据

以及分析结果的可靠性.我们列举出了地中海富盐

菌和西班牙盐盒菌中丰度较高的circRNA的测序

序列信息,便于之后对其功能的研究(如图4(b)所
示).

(a)地中海富盐菌和西班牙盐盒菌中验证circRNA;TotalRNA、

RNaseR消化的RNA,gDNA为负参照模板进行RT-PCR,RT-

PCR扩 增 结 果,以 divergent(背 对 背 箭 头)为 引 物,可 扩 增

circRNA;以convergent(头 对 头 箭 头 为 引 物,可 扩 增 线 性 和

circRNA.(b)地中海富盐菌circ53和西班牙盐盒菌circ9测序序

列信息,箭头位置为junction位置.(c)背对背箭头为divergent
引物,头对头箭头为convergent引物,蓝色圆圈表示RNA模板,

黄色线表示预期的RT-PCR产物.

图4 RT-PCR验证地中海富盐菌、西班牙盐盒菌中circRNA

Fig.4 VerificationofcircRNAsbyRT-PCRin

H.mediterraneiandH.hispanica
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表3 RT-PCR验证地中海富盐菌、西班牙盐盒菌中circRNAs
Tab.3 VerificationofcircRNAsbyRT-PCRinH.mediterraneiandH.hispanica

archaea location circRNA class circlestart circleend

H.mediterranei chromosome

circ26 HFX-RS14005 2764334 2764905

circ48 23SrRNA 2838409 2838708

circ53 16SrRNA-23SrRNA 1746408 1748503

circ157 16SrRNA 2841000 2841330

circ183 16SrRNA 2841019 2841299

H.hispanica ChromosomeI

circ9 16SrRNA-23SrRNA 213847 216847

circ56 16SrRNA-23SrRNA 213477 217043

circ135 23SrRNA 215685 216847

circ156 16SrRNA 213406 213923

circ161 HAH-RS09825 1962080 1962206

􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋

3 讨论

circRNA目前已经在多个物种中被发现和研

究,在真核生物中,已经有2万多种不同的circRNA
被鉴定[27],涉及人类[28-30]、小鼠[28,30]、线虫[28,31]、斑
马鱼[32]、果 蝇[33]和 植 物[34]等 多 个 物 种,此 外,

circRNA还具有进化保守序列,其中有457个人类

circRNAs可以映射到小鼠的基因上,其中69个包

含同源的反向剪接位点[35].circRNA还具有组织特

异性,例如小鼠中的Rmsh和Klhl2的circRNA在

大脑中高表达,而在肝脏和肺中不表达[36];果蝇中

circ-Mbl表达在卵巢中远低于头部[37].本课题组之

前发现了一种新型cirRNA-EIciRNA[18],其通过与

U1snRNP相互作用,顺式调控亲本基因的转录.目
前对circRNA的研究主要集中在真核生物领域,而
对古菌中circRNA的研究相对较少.古菌在遗传背

景上 与 真 核 生 物 更 为 接 近,所 以 研 究 古 菌 中 的

circRNA,既扩大了对circRNA在不同物种领域的

认知,也对真核生物中的circRNA的存在及功能的

研 究 有 了 更 广 的 知 识 扩 充.在 之 前 针 对 古 菌

circRNA的研究中,在嗜超高温古菌(Sulfolobus
solfataricu)和 嗜 热 碱 甲 烷 杆 菌 (Pyrodictium
abyssi)两种古菌中发现了circRNA,其主要产生于

RNATrp 的内含子的环化,并且已经确定了精确的

junction位点[38].
我们在地中海富盐菌中检测到67个circRNAs,

在西班牙盐盒菌中检测到133个circRNAs.我们在

这两种古菌中选择了丰度较高的5个circRNA进

行RT-PCR,验证了这些circRNAs的存在.相较于

之前在其他古菌中发现的circRNA 主要来源于

rRNA或tRNA[38],我们在两种嗜盐古菌中发现了

来源于蛋白编码基因上的circRNA.这一结果,引起

对这类circRNA是否如同真核细胞一样,也参与相

应的顺式/反式转录调控过程的猜想.与之前的研

究[10]不同的是,我们对两种古菌中circRNA在染色

体 和 质 粒 上 的 分 布 以 及 同 一 个 基 因 上 产 生 的

circRNA的类型进行了统计分析.发现在地中海富

盐菌中circRNA主要定位于其染色体上,在其质粒

(pHM300)上也存在少量circRNA.在西班牙盐盒

菌中,circRNA主要定位于其主染色体上,在其小

染色体上也有但仅占2.3%,而在其质粒上未检测

到circRNA.这说明circRNA产生的主要位置在其

染色体上.而两种古菌中同一基因产生的circRNA
主要以samestart的方式成环,而同一个蛋白编码

基因上未发现存在2个及以上的circRNAs.
随着测序技术的发展,越来越多的古菌的基因

组被鉴定.最近有研究表明,古细菌中DNA簇存在

“离散区室化”排列方式,其表现形式与真核生物,特
别是人类细胞非常相似[12],若发生错误的折叠或捆

绑,会导致错误的基因,尤其是致癌/抑癌基因的打

开/关闭,最终可能引起癌症的发生.此外,古菌相对

于真核细胞更加简单,以古菌为模型,有利于探索人

类疾病的发生发展[12].本文中我们首次在极端嗜盐

古菌中研究circRNA,不仅对于研究古菌的遗传进

化具有重要的意义,而且对于探究其生物学功能,尤
其是对真核生物相关研究有着很大的启示作用.本
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研究通过RNA-Seq、生物信息学和分子生物学的手

段,首次在极端嗜盐古菌地中海富盐菌和西班牙盐

盒菌中验证circRNA,并对其来源组成,染色体定位

以及长度、成环特征进行分析,对古菌中circRNA
的存在、分子表征及功能的研究奠定了重要的基础,
分子表征和功能将是后续研究的内容,并且丰富了

我们对于物种间circRNA特点的认知,有利于扩展

从circRNA角度思考生命进化及探索真核细胞的

进化产生.
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