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摘要 目 的 研 究 泛 素 连 接 酶 E3 的 环 状 ＲNA ( cir-
cHEＲC4 / hsa_circ_0007113) 与人胚肺成纤维细胞( IMＲ-90)

的衰老的关系。方法 从 circBase 数据库上获得环状 ＲNA
circHEＲC4 的全基因序列，将其克隆到环状 ＲNA 表达载体

pLC5-ciＲ 中，体 外 构 建 重 组 体 pLC5-ciＲ ( + ) hsa _ circ _
0007113，经 PCＲ、酶切、测序等对重组质粒进行鉴定。利用

脂质 体 2000 转 染 试 剂 将 重 组 质 粒 转 染 到 HEK293T 和

IMＲ90 细胞中，并利用 ＲT-PCＲ 检测正常细胞组、空载体组

及重组载体组中环状 ＲNA circHEＲC4 的表达情况; SA-β-gal

染色检测各组细胞衰老情况; CCK-8 法检测各组细胞增殖情

况。结果 测序正确，成功构建了环状 ＲNA circHEＲC4 的

过表达载体，circHEＲC4 可在 HEK293T 细胞中高效表达。

与对照组相比，重组载体组的 SA-β-gal 染色阳性率降低( P
＜ 0. 05) ，细胞增殖率升高( P ＜ 0. 05 ) 。过表达 circHEＲC4

后能提高 IMＲ90 细胞的增殖，抑制细胞的衰老。结论 cir-
cHEＲC4 具有潜在的抗衰老作用，为深入研究 circHEＲC4 的

功能奠定了基础。
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人体衰老的本质是细胞的衰老［1 － 2］，而衰老细

胞的积累和癌症、糖尿病和神经退行性等疾病有

关［3 － 4］。近年来发现有许多非编码 ＲNA 影响着控

制衰老的通路［5 － 6］，其表达水平在衰老的过程中发

生了 改 变 并 发 挥 着 重 要 的 调 控 作 用。其 中 环 状

ＲNA 结构较线性 ＲNA 更稳定，不会被核酸外切酶

Ｒ 所酶切，且有较强的组织表达特异性、时间和空间

特异性以及疾病特异性，而环状 ＲNA 在衰老过程中

的作用研究较少。
本课题组前期采用基因芯片技术，在衰老细胞

中发现 hsa_circ_0007113 的下调明显，其亲本基因

是泛素连接酶 E3( HEＲC4) 。HEＲC4 是近年来发现

的一种 E3 泛素连接酶，参与肺癌、宫颈癌、乳腺癌

等肿瘤的发生和发展［7 － 8］，对于其产生的环状 ＲNA
的研究更是鲜有报道。因此，本研究通过基因工程

手段构建环状 ＲNA hsa_circ_0007113 的真核生物表

达载体，经过测序验证正确后，利用脂质体转染试剂

转染人胚肾( HEK293T) 上皮细胞，用 qＲT-PCＲ 检测

hsa_circ_0007113 的表达，并转入人胚肺成纤维细胞

IMＲ-90 中，通过 β-半乳糖苷酶染色和 CCK-8 检测

细胞的衰老程度和增殖程度，为深入了解该环状

ＲNA 在衰老生物学中的功能提供了有力的实验依

据。

1 材料和方法

1． 1 材料 HEK293T ( 人胚肾上皮细胞) 、IMＲ-90
( 人胚肺成纤维细胞) 为 ATCC 来源，购自南京科佰

公司。胎牛血清( FBS) 、胰蛋白酶、DMEM 培养基、
Optium-Medium、双抗( 青霉素及链霉素) 均购自美

国 Gibco 公司。KOD Plus Neo 购自日本 TOYOBO，

T4 DNA Ligase、FastDigest Enzyme 购自美国 Thermo
Scientific。 Trans1-T1 Phage Ｒesistant Chemically
Competent Cell 购自北京 TransGen Biotech。质粒小

量抽提试剂盒( E． Z． N． A． Endo-free Plasmid Mini
Kit I ( 50) ) 、DNA 胶回收试剂盒( E． Z． N． A．  Gel
Extraction Kit) 购自美国 Omega，TＲIzol 试剂、ＲnaseＲ
纯化试剂盒购自北京天根公司。逆转录试剂盒、实
时荧光定量 PCＲ 试剂盒均购自南京诺唯赞公司。
过表达载体 pLC5-ciＲ 试剂盒购自广州吉赛生物公

司。PCＲ 引物由上海生工合成。β-半乳糖苷酶检

测试剂盒、CCK-8 试剂盒购自上海碧云天公司。
1． 2 方法

1． 2． 1 hsa_circ_0007113 序列全长的扩增 从 cir-
cBase 数据库( http: / /www． circbase． org / ) 上查到环

状 ＲNA hsa _ circ _0007113 ( circBank ID: hsa _ cir-
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cHEＲC4_012 ) 的 682 bp 的全基因序列，引物序列

为: ( F ) 5'-CCGAATTCAGATTGCTTGTGGACGAG
CA-3'; ( Ｒ ) 5'-TCCGGATCCAGGCCAAGCTGTCCAT
CAGA-3'。( 下划线为 EcoＲI 和 BamHI 的双酶切位

点，前边为保护碱基) 。以细胞的 cDNA 为模板进行

PCＲ 扩增，PCＲ 反应体系 50 μl: 10 × PCＲ buffer foe
KOD-plus-neo 5 μl，KOD-plus-neo 1 μl，上、下游引物

( 10 μmol /L) 各 1. 5 μl，MgSO4 ( 25 mmol /L) 5 μl，
cDNA 模 板 1 μl，ddH2O 32 μl。PCＲ 扩 增 条 件:

95 ℃ 预变性 5 min; 98 ℃ 变 性 10 s，58 ℃ 退 火

30 s，68 ℃延伸 60 s，共 35 个循环; 68 ℃延伸 5 min。
得到 PCＲ 产物后用 1. 5% 琼脂糖凝胶进行电泳，用

DNA 纯化回收试剂盒回收目的片段。
1． 2． 2 hsa_circ_0007113 过表达载体的构建及鉴定

将回收的目的片段和 pLC5-ciＲ 载体分别用 EcoＲ
Ⅴ、BamHI 进 行 双 酶 切，保 持 37 ℃、1 h，然 后 用

1. 5%的琼脂糖凝胶进行电泳，并回收目的条带。再

用 T4 DNA 连接酶连接目的片段和空载体质粒，在

EP 管中配置连接反应液，用移液枪吹打混匀，保持

22 ℃、30 min，然后 16 ℃过夜连接，构建重组表达质

粒 pLC5-ciＲ ( + ) hsa_circ_0007113。将连接产物转

化感受态细胞 Trans1 T1，在 LB 固体培养基( 氨苄)

中培养、筛选，挑选阳性单菌落，接种于 LB 液体培

养基( 氨苄) ，37 ℃摇床培养 6 h，以菌液为模板进行

PCＲ 扩增，琼脂糖凝胶电泳进行检测，用较亮目的

条带的阳性菌液扩大培养，提取质粒，并进行双酶切

验证，将成功切出目的条带的菌液加甘油保菌后送

上海生工生物有限公司测序。测序引物为 F: 5'-
ACCAAGGAAGGTGGAGTGTT-3' ; Ｒ: 5'-AGGCCAA
GCTGTCCATCAGA-3'。将测序结果正确的重组质

粒，用 无 内 毒 素 的 质 粒 大 提 试 剂 盒 提 取 质 粒，

－ 20 ℃保存备用。
1． 2． 3 细胞转染实验 采用脂质体转染方法，将处

于对数生长期的 HEK293T 或 IMＲ90 细胞接种到 6
孔板 中，观 察 细 胞 形 态，待 细 胞 覆 盖 率 约 ( 70 ～
90) %时，在 100 ul 无血清的 Opti-MEM 培养基中加

入 3 ug 质粒 DNA，柔和混匀; 在 100 ul 不含血清培

养基中稀释 4 ul lipofectamine 2000 转染试剂，轻柔

混匀，室温放置 5 min。二者混匀后静置 20 min，加

入无血清培养基的细胞孔中，轻摇混匀，培养( 5 ～
6) h 后，更换完全培养基后，37 ℃ 培养待检测。另

外将空载体转染组和未转染组分别设置为阴性和阳

性对照。
1． 2． 4 实时荧光定量法检测环状 ＲNA 表达效果

收集转染 40 h 后的细胞，以未经转染的细胞作为阴

性对照组、转染重组质粒的细胞为过表达组，用 TＲ-
Izol 提取细胞总 ＲNA，逆转录合成 cDNA，反应条件

为: 30 ℃、10 min; 42 ℃、20 min; 95 ℃、5 min。逆转

录使用随机引物。以逆转录得到的 cDNA 为模板进

行 ＲT-qPCＲ，反应条件同前。
1． 2． 5 β-半乳糖苷酶( SA-β-gal) 染色检测细胞衰

老 将转染后培养 40 h 的 IMＲ90 细胞接种于新的

6 孔板，吸掉培养基，PBS 缓冲液洗涤后，加入 SA-β-
gal 染色固定液 1 ml /孔，室温下静置固定 15 min; 吸

除细胞固定液，用 PBS 洗涤 3 min，洗涤 3 次; 加入 1
ml /孔染色工作液，37 ℃过夜孵育; 第二天在光学显

微镜下观察。蓝绿色为阳性细胞，阴性细胞不被染

色; 各组在显微镜下选取 3 个视野，计数细胞总数和

SA-β-gal 染色阳性细胞数，计算阳性细胞数占总细

胞数的百分比。
1． 2． 6 细胞增殖率测定 转 染 后 培 养 40 h 的

IMＲ90 细胞，以未经转染的细胞作为阴性对照组，以

转染重组质粒的细胞为过表达组，稀释成密度为每

微升 500 个细胞，然后以每孔 4 μl 共 2 000 个细胞

接种至 96 孔板内，24 h 后在光学显微镜下观察细胞

生长情况。去除原始培养液，每孔加入 10 μl CCK-8
溶液和 90 μl DMEM 培养液。在含 5% CO2 饱和湿

度的培养箱中孵育 1 h，在 450 nm 处用酶标仪检测

吸光度值。
1． 3 统计学分析 采用 Graph Pad Prism 6. 0 软件

进行方差分析，实验结果采用 珋x ± s 表示，t 检验进

行统计学分析，以 P ＜ 0. 05 为差异有统计学差异。

2 结果

2． 1 环状 ＲNA hsa_circ_0007113 过表达载体的构

建及鉴定 根据 hsa_circ_0007113( circBank ID: hsa
_circHEＲC4) 的全长 682 bp 序列，以 EcoＲI( GAAT-
TC) 和 BamHI ( GGATCC ) 双 酶 切 连 接 到 修 改 的

pLC5-ciＲ 载体中，见图 1。
通过 PCＲ 扩增了 hsa_circ_0007113 的全长序

列，经琼脂糖凝胶电泳检测，目的片段大小约 682 bp
左右。将构建的重组体 PCＲ 鉴定后进行 1%琼脂糖

凝胶电泳检测，目的条带大小正确的进行回收条带

并测序，测序峰图正常，无杂峰或叠带，进行测序分

析后，阳性克隆测序结果显示，插入的序列和预期目

的基因序列完全一致，见图 2，红框中为目的基因序

列，蓝框为部分成环框架序列 ( 协助环状 ＲNA 成

环) ，说明成功构建重组的环状 ＲNA 表达载体。
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图 1 环状 ＲNA hsa_circ_0007113 的全长序列及 pLC5-ciＲ 载体示意图

图 2 环状 ＲNA hsa_circ_0007113 测序图

2． 2 环状 ＲNA hsa_circ_0007113 反向剪接的示意

图和测序鉴定 环状 ＲNA hsa_circ_0007113 可以经

过反向剪接，使 HEＲC4 基因的 19 号外显子 5'末端

连接到 23 号外显子 3'端而形成环状结构。经过测

序后，结 果 进 一 步 证 实 这 一 结 论，箭 头 左 侧 为

HEＲC4 基因 23 号外显子末尾序列，右侧为 19 号外
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显子的起始序列( 图 3) 。
2． 3 环状 ＲNA hsa_circ_0007113 过表达效果检测

将重组体 pLC5-ciＲ ( + ) hsa_circ_0007113 和空载

体共转染 HEK 293T 细胞 40 h 后，收集细胞提取总

ＲNA，进 行 ＲT-PCＲ 扩 增。结 果 表 明，与 对 照 组

( pLC5) 相比，过表达组的 hsa_circ_0007113 表达量明

显增高，表达量约为对照组的 411 倍，见图 4A、B，说

明 hsa_circ_0007113 能在真核细胞中成功高效表达。
2． 4 环状 ＲNA hsa_circ_0007113 过表达的功能检

测

2． 4． 1 过表达环状 ＲNA hsa_circ_0007113 对 IMＲ-
90 细 胞 衰 老 的 影 响 pLC5-ciＲ ( + ) hsa _ circ _

0007113 过表达组的 β-gal 染色阳性率为( 32. 6 ±
0. 031) %，而对照组阳性率是( 46. 1 ± 0. 071 ) %，见

图 5，差异有统计学意义( P ＜ 0. 01 ) ，说明过表达环

状 ＲNA hsa_circ_0007113 减轻细胞的衰老程度。
2． 4． 2 过表达环状 ＲNA hsa_circ_0007113 对 IMＲ-
90 细 胞 增 殖 的 影 响 pLC5-ciＲ ( + ) hsa _ circ _
0007113 过 表 达 组 细 胞 CCK8 检 测 的 OD 值 为

( 1. 537 ± 0. 071 ) ，与空白对照组 ( OD 值 0. 687 ±
0. 050 ) 比 较，见 图 6，差 异 有 统 计 学 意 义 ( P ＜
0. 05) 。说明 pLC5-ciＲ ( + ) hsa_circ_0007113 过表

达组的细胞增殖活力高于对照组，hsa_circ_0007113
对 IMＲ-90 的增殖产生促进作用。

图 3 环状 ＲNA hsa_circ_0007113 反向剪接位点经 sanger 测序验证

图 4 qＲT-PCＲ 验证过表达载体转染 HEK293T 细胞后阴性对照组( control)、空载体组( 293T-pLC5) 和

过表达组 293T--pLC5-circ0007113 的相对表达

A: 扩增曲线; B: 相对表达量 ; 与对照和空载体组比较: ＊＊P ＜ 0. 01
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图 5 SA-β-gal 染色检测过表达 hsa_circ_0007113 对

IMＲ90 细胞衰老的影响 SPX200

A: 对照组; B: 空载体组; C: 过表达环状 ＲNA hsa_circ_0007113

组; D: 各组定量分析图; 与对照组比较: * P ＜ 0. 05

图 6 CCK8 法检测 pLC5_circ_0007113 过表达对

IMＲ90 细胞增殖的作用

与对照组比较: * P ＜ 0. 05

3 讨论

蛋白酶体降解途径在细胞周期和细胞免疫反应

等众多细胞过程中起着重要作用。不适当的泛素介

导的蛋白质降解与衰老也有密切关联。USP 3 是泛

素特异性蛋白酶家族的成员之一。USP3 能够去泛

素化并稳定 p53，同时促进正常细胞转化［9］，有研究

发现其环状 ＲNA，circUSP3 的表达量与衰老有明显

联系。还有报道发现一种 E3 泛素连接酶，Parkin 具

有潜在的抗衰老的作用［10］。E3 泛素连接酶，能够

使一系列其底物蛋白泛素化并通过蛋白酶体进行降

解，多年来的实验研究发现可能正是由于 E3 泛素

连接酶基因的突变或异常，导致其底物蛋白的非正

常累积，对细胞产生极大的毒性，最终导致细胞的死

亡，这可能是细胞衰老的原因之一，因此研究 E3 泛

素连接酶 HEＲC4 及其所产生的环状 ＲNA 的性质对

于揭秘衰老有着重要的意义。
目前，对于泛素连接酶 HEＲC4 所产生的环状

ＲNA 仅被检测出，并没有详细报道，因此本文在实

验室的前期 Arraystar 芯片筛选的与衰老相关的环

状 ＲNA 中，最先关注了来源于 HEＲC4 基因的环状

ＲNA hsa_circ_0007113，同时研究分析了环状 ＲNA
hsa_circ_0007113 的基本特征以及成功构建了 hsa_
circ_0007113 的过表达载体。通过数据库比对，hsa_
circ_0007113 是由 HEＲC4 ( NM_022079) 的 19、20、
21、22、23 号外显子经过反向剪接而成，剪切点前后

的序列分别是 AG 和 GT，这正符合环状 ＲNA 产生

的剪切规律。经过对 hsa_circ_0007113 反向剪切位

点的测序验证，说明 hsa_circ_0007113 确实首尾相

接( 首 AGCAGGTTCGTTG、尾 GCAGGTGTTCG) ，成

环正确。经过对 hsa_circ_0007113 全长序列的扩增

及测序验证，说明成功构建了过表达的环状 ＲNA，

pLC5-ciＲ ( + ) hsa_circ_0007113，并在 HEK293T 细

胞中高效表达。
在确定 hsa_circ_0007113 成功过表达后，本研

究进一步通过转染将 hsa_circ_0007113 过表达载体

和空载体转染至 IMＲ90 细胞中，研究其对细胞的衰

老过程和增殖的影响，结果显示，过表达 hsa_circ_
0007113 后，细胞的增殖增加，抑制了衰老。

近年来，在多种组织和细胞系中发现了许多的

环状 ＲNA，而对于 circＲNA 的研究热点主要集中在

肿瘤领域［11 － 12］，在衰老及衰老引起的疾病中的研究

较少，目前仅有少量与衰老相关的环状 ＲNA 的研

究，如 Circ-Foxo3、CircPVT1 CircCCNB1 在衰老的过

程中发挥一定的调控作用［13 － 15］。本研究发现了一

个来源于 HEＲC4 基因的环状 ＲNA 的新的功能，在

人肺成纤维细胞中进行了功能验证，并证实了其与

衰老的关系，其具体分子机制有待进一步探讨。环

状 ＲNA 的作用机制，目前最常见的是作为“miＲNA
海绵”的吸附体，通过 Ago2 与 miＲNA 竞争性结合，

调控基 因 表 达，经 过 生 物 信 息 学 分 析，hsa _ circ _
0007113 与 miＲNA-515-3p、miＲNA-519 存在作用靶

点( MＲEs) ，而这 2 个 miＲNA 是 P53 /P21 衰老通路

的重要因子，课题组将进一步研究其功能。
本研究首次将环状 ＲNA hsa_circ_0007113 的序

列连 入 pLC5 真 核 表 达 载 体，利 用 脂 质 体 转 染

HEK293T 细胞，成功地使 pLC5-ciＲ ( + ) hsa_circ_
0007113 在 HEK 293T 细胞中转录表达，并在 IMＲ90
细胞中进行了初步的功能验证。证实了其与衰老的

关系。因此，为后续研究 hsa_circ_0007113 的功能

和机制奠定了基础。
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Over-expression of circＲNA ubiquitin ligase E3
( circHEＲC4 /hsa_circ_0007113) inhibits cell senescence

Li Hualing1，Yang Di1，Wei Junjie1，Chen Zhangyue1，Chen Juping2

( 1Dept of Biochemistry and molecular biology，Medical College，Yangzhou University，Yangzhou 225001;
2Dept of Dermatology，Affiliated Hospital of Yangzhou University，Yangzhou 225001)

Abstract Objective To investigate the relationship between the ubiquitin ligase E3 cirＲNA ( circHEＲC4 / hsa_
circ_0007113 ) and the senescence in Human embryonic lung fibroblasts ( IMＲ-90 ) cells． Methods The whole
gene sequence of circHEＲC4 was obtained from circBase database and cloned into cirＲNA expression vector pLC5-
ciＲ． The recombinant pLC5-ciＲ ( + ) hsa_circ_0007113 was constructed in vitro． The recombinant plasmid was i-
dentified by PCＲ，enzyme digestion and sequencing． The recombinant plasmid was transfected into HEK293T and
IMＲ90 cells with liposome 2000 transfection reagent． The expression of circHEＲC4 in normal cells，empty vector
group and recombinant vector group was detected by ＲT-PCＲ，and the senescence of cells was detected by SA-β-
Gal staining． Cell proliferation was detected by CCK-8 method． Ｒesults The overexpression vector of circHEＲC4
was successfully constructed by correct sequencing，and circHEＲC4 could be efficiently transfected in HEK293T
cells． Compared with the control group，the positive rate of SA-β-Gal staining in the recombinant vector group de-
creased ( P ＜ 0. 05) ，and the proliferation rate of cells increased ( P ＜ 0. 05) ． Overexpression of circHEＲC4 could
improve the proliferation and inhibit the senescence in IMＲ90 cells． Conclusion It suggests that circHEＲC4 has
potential function of anti-senescence，which lays a foundation for further study on the function of circHEＲC4．
Key words circＲNA; senescence; ubiquitin ligase 4 circＲNA ( circHEＲC4 hsa_circ_0007113) ; human embry-
onic lung fibroblasts cells ( IMＲ-90)
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