
网络出版时间：２０２３ － １１ － ３０ １１：２９：０６　 网络出版地址：ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｌｉｎｋ． ｃｎｋｉ． ｎｅｔ ／ ｕｒｌｉｄ ／ ３４． １０６５． ｒ． ２０２３１１２９． １０２７． ０１４

ｃｉｒｃ ＲＮＡ＿００１７１７８ 对戊四氮致癫痫小鼠模型的影响
毛　 戬１∗，温萍萍２∗，孙洪英１，张舒雅３，４，孟晨曦４，张　 佳１

２０２３ － ０９ － ２４ 接收

基金项目：内蒙古自治区自然科学基金（编号：２０２０ＭＳ０８０７３）；内蒙

古自治区卫生计生科研计划项目（编号：２０１７０２１３０）

作者单位：１内蒙古科技大学包头医学院第一附属医院神经内科，包
头　 ０１４０１０
２包头市职工健康休养中心，包头　 ０１４０４０
３内蒙古科技大学包头医学院第三附属医院神经内科，包
头　 ０１４０３０
４内蒙古科技大学包头医学院研究生学院，包头　 ０１４０４０

作者简介：毛　 戬，男，硕士研究生；
孙洪英，女，主任医师，硕士生导师，责任作者，Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｓｕｎ⁃
ｈｏｎｇｙｉｎｇ２００４＠ ｓｉｎａ． ｃｏｍ
∗对本文具有同等贡献

摘要　 目的　 探究环状 ＲＮＡ（ｃｉｒｃ ＲＮＡ）在癫痫发病中的可

能作用机制。 方法　 利用 ｃｉｒｃＲＮＡ 基因芯片检测癫痫患者

与健康对照者外周静脉血中 ｃｉｒｃＲＮＡ 表达谱筛选出差异表

达的 ｃｉｒｃＲＮＡ。 利用 ｃｉｒｃＰｒｉｍｅｒ、 ｃｉｒｃＭｉｒ、ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ 对 ｃｉｒｃ ＿
００１７１７８ 与癫痫进行生物信息学分析并构建相关腺病毒载

体。 将 ３０ 只雄性成年 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠随机分为对照组、空载

体组、ｃｉｒｃ＿００１７１７８ 过表达组（１０ 只 ／组），分别向 ３ 组小鼠海

马内注射生理盐水、空质粒腺病毒载体、ｃｉｒｃ＿００１７１７８ 过表

达腺病毒载体，构建戊四唑癫痫模型后观察各组小鼠的动物

行为学变化，用 Ｔｕｎｅｌ 染色法分析各组小鼠海马组织细胞凋

亡情况。 结果　 基因芯片结果表明，与对照组比较，癫痫组

中 ｃｉｒｃ＿００６９２７２、ｃｉｒｃ＿００３３０６５、ｃｉｒｃ＿００１７１７８、ｃｉｒｃ＿００７３４４２、
ｃｉｒｃ ＿ ００３３０６３、 ｃｉｒｃ ＿ ００４９４１５ 上 调， ｃｉｒｃ ＿ ００８３７７３、 ｃｉｒｃ ＿
００８８２６２、ｃｉｒｃ＿００１６３９６ 下调。 其中 ｃｉｒｃ＿００１７１７８ 可能与癫痫

密切相关，通过生信分析 ｃｉｒｃ＿００１７１７８ 可能结合 ２０ 个 ｍｉＲ⁃
ＮＡ 调控 ３９ 个癫痫基因，并具备潜在 ｍ６Ａ、ＩＲＥＳ、ＯＲＦ１ 结合

位点。 在动物实验中，相比空载体组及对照组，ｃｉｒｃ＿００１７１７８
过表达组癫痫的潜伏期缩短（Ｐ ＜ ０. ０５）、发作时间延长（Ｐ ＜
０. ０５）、发作次数增加（Ｐ ＜ ０. ０５）；空载体组及对照组间无统

计学意义（Ｐ ＞ ０. ０５）。 相比空载体组及对照组，ｃｉｒｃ＿００１７１７８
过表达组癫痫小鼠海马组织细胞凋亡程度明显增加（Ｐ ＜
０. ０５），空载体组及对照组间无统计学意义（Ｐ ＞ ０. ０５）。 结

论　 Ｃｉｒｃ＿００１７１７８ 在癫痫患者外周血单个核细胞表达谱中

升高，Ｃｉｒｃ＿００１７１７８ 可能充当 ｍｉＲＮＡ 的“分子海绵”在癫痫

中发挥作用，并具备 ｍ６Ａ 甲基化和翻译蛋白质的潜能。 Ｃｉｒｃ
＿００１７１７８ 可能通过促进戊四唑癫痫小鼠的细胞凋亡增加癫

痫的易感性和严重程度。
关键词　 环状 ＲＮＡ＿００１７１７８；癫痫；差异性表达；生物信息学

分析；细胞凋亡
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　 　 癫痫是一种常见的神经系统疾病，特征是神经

元过度同步放电出现短暂的中枢神经系统功能障

碍，还伴有一定程度的心理障碍、行为障碍以及认知

障碍［１］。 目前全世界有超过 ７ ０００ 万的癫痫患者，
其中约三分之一为难治性癫痫［２］。 癫痫的反复发

作、高病死率加重了癫痫患者的经济负担［３］。 神经

元高度同步异常放电是癫痫发作的根本原因，但具

体的发病机制尚未明确。 因此，研究癫痫的发病机

制，寻找诊断和治疗癫痫的新方法尤为重要。 环状

ＲＮＡ（ｃｉｒｃｕｌａｒ ＲＮＡ，ｃｉｒｃＲＮＡ）是一种闭环结构的非

编码 ＲＮＡ，因其半衰期较长、表达稳定、不易降解等

性质被广泛研究［４］，其在脑组织中表达丰富，在神

经元功能中起着重要作用。 据报道［５］，ｃｉｒｃＲＮＡ 与

多发性硬化症、帕金森病、阿尔茨海默病等神经系统

疾病有关，然而，由于癫痫发病的具体机制尚不明

确，且目前关于 ｃｉｒｃＲＮＡ 与癫痫的研究相对其他疾

病开展的较少，病变通路、作用靶点尚未明确。 该研

究旨在对癫痫患者及对照组进行基因芯片测序结果

分析，并对 ｃｉｒｃ＿００１７１７８ 在癫痫中的作用机制进行

生物信息学预测，探究 ｃｉｒｃ＿００１７１７８ 对戊四唑癫痫

小鼠的行为学变化及海马细胞凋亡的影响。

１　 材料与方法

１． １　 主要材料　 ＲＮｅａｓｙ Ｋｉｔ（美国安捷伦科技有限

公司，货号：ＤＸＴ⁃７４４０４）、 ＴＲＩＺＯＬ（德国 ｔｈｅｍｒｏ，货
号：１５５９６０２６）、反转录试剂盒（南京诺唯赞有限公

司，货号：Ｒ２１１⁃０１ ／ ０２），Ｆｉｏｌｌ 淋巴细胞分离液（北京

索莱宝科技有限公司，货号：Ｐ８６１０），戊四唑（美国

Ｓｉｇｍａ，货号：Ｐ６５００）， Ｔｕｎｅｌ 细胞凋亡检测试剂盒

（上海翊圣生物科技有限公司，货号：４０３０８ＥＳ６０），
ＰＢＳ 洗液（上海源培生物科技公司，货号：Ｂ３９０ＫＪ），
人 ｃｉｒｃＲＮＡ 基因芯片（美国安捷伦科技有限公司，芯
片 ＩＤ０８５２０２）、ＳｕｒｅＳｃａｎ Ｄｘ 微阵列芯片扫描仪（美
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国安捷伦科技有限公司，型号： Ｇ５７９１Ａ）， Ａｇｉｌｅｎｔ
Ｂｉｏａｎａｌｙｚｅｒ ２１００（美国安捷伦科技有限公司，型号：
２１００），ｑｕｂｉｔ３. ０ 定量仪 （美国 Ｔｈｅｒｍｏ，型号：Ｑｕｂｉｔ
３. ０ Ｎａｎｏｄｒｏｐ ２０００），ＰＣＲ 扩增仪（美国 ＡＢＩ，型号：
７５００），脑立体定位仪 （上海玉研仪器有限公司，型
号：ＳＡ⁃１０３⁃３），荧光倒置显微镜（日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ ，型
号：ＩＸ７３）。
１． ２　 基因芯片分析

１． ２． １　 病例资料　 收集 ２０１８ 年 １１ 月—２０１９ 年 ３
月就诊于包头医学院第一附属医院癫痫门诊和病房

以及包头市中心医院癫痫门诊的癫痫患者。 纳入标

准：符合 ２０１７ 年国际抗癫痫联盟癫痫发作和癫痫新

分类标准［６］。 排除标准：① 神经学检查或头颅磁共

振发现颅脑肿瘤、血管损伤或畸形以及癫痫发作相

关的脑软化灶；② 由头颅外伤、产伤或感染引发的

癫痫； ③ 患有精神系统疾病、其它神经系统遗传性

或发作性疾病或存在明显的智力障碍； ④ ３ 代家属

内发现存在明确的癫痫病史。 按照病例组年龄、性
别匹配包头医学院第一附属医院体检健康人群作为

健康对照组。 该研究已通过包头医学院第一附属医

院的伦理委员会批准，所有研究对象在抽血前均签

署知情同意书。
１． ２． ２　 基因芯片测序 　 ＥＤＴＡ 管收集受试者外周

肘静脉血 ４ ｍｌ，依据 Ｆｉｃｏｌｌ 密度梯度离心法使用淋

巴细胞分离液分离外周血单个核细胞（ ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ
ｂｌｏｏｄ ｍｏｎｏｎｕｃｌｅａｒ ｃｅｌｌ，ＰＢＭＣ），按照 ＴＲＩｚｏｌ 试剂盒

说明书提供的标准操作流程提取样品的总 ＲＮＡ，并
利用 ＮａｎｏＤｒｏｐ ＮＤ⁃２０００ 定量检测纯度及浓度，使用

ｑｕｂｉｔ３. ０ 荧光定量仪测定库浓度，应用 Ａｇｉｌｅｎｔ Ｂｉｏ⁃
ａｎａｌｙｚｅｒ ２１００ 对 ＲＮＡ 片段的大小进行精确测定和

浓度定量，使用 Ａｇｉｌｅｎｔ Ｂｉｏａｎａｌｙｚｅｒ ２１００ 系统软件检

测总 ＲＮＡ 的完整性，选取高质量的 ＲＮＡ 样品用于

后续芯片分析。 应用人 ｃｉｒｃＲＮＡ 芯片鉴定差异性表

达的 ｃｉｒｃＲＮＡ。 按照反转录试剂盒说明进行标记和

扩增。 随后使用荧光染料 Ｃｙａｎｉｎｅ⁃３⁃ＣＴＰ（Ｃｙ３） 进

行标记，利用 Ａｇｉｌｅｎｔ Ｓｃａｎｎｅｒ 扫描得到原始图像。
采用 Ｆｅａｔｕｒｅ Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ 软件（ ｖｅｒｓｉｏｎ１２. ０. ３. １， Ａｇｉ⁃
ｌｅｎｔ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）处理原始图像、提取原始数据；利
用 Ｇｅｎｅｓｐｒｉｎｇ 软件 （ ｖｅｒｓｉｏｎ１４. ８， Ａｇｉｌｅｎｔ Ｔｅｃｈｎｏｌｏ⁃
ｇｉｅｓ）进行数据的标准化和后续处理；使用火山图可

视化两组之间的差异 ｃｉｒｃＲＮＡ，并进行分层聚类以

显示样品之间可区分的 ｃｉｒｃＲＮＡ 表达模式。 本部分

由北京阅微基因技术有限公司完成。
１． ３ 　 生物信息学分析 　 使用 ｃｉｒｃＰｒｉｍｅｒ 生信软

件［７］ （ ｗｗｗ． ｂｉｏ － ｉｎｆ． ｃｎ ／ ｃｉｒｃＰｒｉｍｅｒ ） 分 析 ｃｉｒｃ ＿
００１７１７８ 的组成及可能结合的腺苷酸 Ｎ６ 位 （Ｎ６⁃
ｍｅｔｈｙｌａｄｅｎｏｓｉｎｅ，ｍ６Ａ）的甲基化修饰位点、核糖体进

入位点（ ｉｎｔｅｒｎａｌｒｉｂｏｓｏｍｅ ｅｎｔｒｙｓｉｔｅ， ＩＲＥＳ ）和开放阅

读框架（ ｏｐｅｎ ｒｅａｄｉｎｇ ｆｒａｍｅ，ＯＲＦ） 结合位点；使用

ｃｉｒｃＭｉｒ 生物信息学软件（ｗｗｗ． ｂｉｏ － ｉｎｆ． ｃｎ ／ ｃｉｒｃｍｉｒ）
自带的 ｍｉＲＡＮＤＡ 工具和 ＲＮＡｈｙｂｉｒｄ 工具分别预测

ｃｉｒｃ＿００１７１７８ 可能结合的 ｍｉＲＮＡ，结果取交集得到

的 ｍｉＲＮＡ 为 ｃｉｒｃ＿００１７１７８ 可能结合的 ｍｉＲＮＡ；使用

ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｔａｒｇｅｔｓｃａｎ． ｏｒｇ ／ ｖｅｒｔ＿８０ ／ ）生

物信息学网站，将 ｃｉｒｃＭｉｒ 所得的 ｍｉＲＮＡ 与癫痫基

因可能结合的位点进行预测，预测结果以 ＣＷＣＳ
（ｃｕｍｕｌａｔｉｖｅ ｗｅｉｇｈｔｅｄ ｃｏｎｔｅｘｔ ＋ ＋ ｓｃｏｒｅ）评分分数进

行评估，以 ＣＷＣＳ 分数 ＜ － ０. １ 为最低的要求标准，
使用 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ 构建 ｃｉｒｃ＿００１７１７８ 相关 ｍｉＲＮＡ 及相

关癫痫基因生物信息网络图。
１． ４　 动物学实验

１． ４． １　 实验动物及分组　 ３０ 只 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 雄性成年

小鼠（下文简称小鼠），周龄为 １２ ～ １３ 周，中位年龄

１２. ５ 周，平均体质量为 ３０ ～ ３５ ｇ，饲养环境温度（２２
± ２）℃，湿度 ５０％ ～６０％ ，光照暗室循环 １２ ｈ，自由

食水，并且在进行实验前 １ 周适应所生活的环境。
本实验所涉及到关于动物的使用和护理都符合动物

实验相关规定，并获得了动物伦理委员会的批准

（伦理学批号：包医伦审动物 ２０２１ 第 ０３１ 号）。 将

小鼠随机分为 ３ 组：对照组、空载体腺病毒组（下文

简称空载体组）、ｃｉｒｃ＿００１７１７８ 过表达腺病毒组（下
文简称过表达组），每组 １０ 只。
１． ４． ２ 　 构建腺病毒载体并进行 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测 　
Ｃｉｒｃ＿００１７１７８ 过表达的质粒由由华大基因公司构

建，腺病毒载体由汉恒生物公司根据腺病毒操作手

册说明书进行构建。 ９ 只小鼠用来检测腺病毒载体

的表达，随机分为对照组、空载体组、过表达组 ３ 只 ／
组，分别向各组小鼠海马内注射生理盐水、空载体病

毒载体、过表达腺病毒载体。 １ 周后使用实时荧光

定量逆转录聚合酶链反应（ ｑＲＴ⁃ＰＣＲ）检测小鼠海

马组织 ｃｉｒｃ＿００１７１７８ 表达：参照 ＴＲＩｚｏｌ 试剂说明书

操作提取海马组织总 ＲＮＡ，按照逆转录试剂盒说明

书反转录，按照上面的反应体系进行 ｃＤＮＡ 的合成

逆转录反应体系，ＰＣＲ 仪中进行扩增，根据循环数

阈值（ｃｙｃｌｅ ｔｈｒｅｓｈｏｌｄ，ＣＴ）值的结果，采用 ２ －△△Ｃｔ法

计算 ｍＲＮＡ 的相对表达水平，引物序列见表 １。
１． ４． ３　 颅内立体注射转染腺病毒载体　 腹腔注射

０. ４％戊巴比妥钠麻醉 １. ４. １ 和 １. ４. ２ 项的小鼠，使
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表 １　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 扩增引物序列表

引物名称 序列（５′→３′）
ＧＡＰＤＨ Ｆ：ＴＧＡＣＴＴＣＡＡＣＡＧＣＧＡＣＡＣＣＣＡ

Ｒ：ＣＡＣＣＣＴＧＴＴＧＣＴＧＴＡＧＣＣＡＡＡ
ｃｉｒｃ＿００１７１７８ Ｆ：ＴＣＣＴＧＧＴＡＧＡＴＴＧＴＧＧＡＧＣＴ

Ｒ：ＧＧＣＡＴＡＧＧＡＣＡＧＡＧＧＡＧＴＧＧ

用前囟进行颅骨标志法定位：前囟和后囟处于水平，
之间的间距大约 ０ ～ ０. １ ｍｍ，以前囟出为“０ 点”，前
囟向嘴侧的方向为“ ＋ ”，向尾侧的方向为“ － ”。 使

用脑立体定位仪固定小鼠头部，剪去头部毛发后消

毒，沿矢状缝切开 ３ ｃｍ 的创口，缓慢分离皮下的相

关组织，暴露小鼠的前囟、人字缝及矢状缝。 将金属

定位针置于矢状缝上方，定位针前囟确定标准中线

后在前囟后方 ２ ｍｍ，矢状缝旁开 ２. ５ ｍｍ 处定位，
即为海马平面所在位置。 钻孔针颅骨钻孔后于下降

２ ｍｍ 处对双侧海马各注射 １ μｌ 的腺病毒液体，对
照组注射等量的生理盐水。 缝合皮下组织和头皮，
对齐组织，用酒精对创口消毒。 染毒后恢复 １ 周，将
１. ４. ２ 小鼠进行 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测 ｃｉｒｃ＿００１７１７８ 的表达

验证腺病毒构建情况，将 １. ４. １ 项小鼠用来构建戊

四唑癫痫模型及检测海马组织细胞凋亡的情况。
１． ４． ４　 构建戊四氮癫痫小鼠模型 　 用 ０. ９％ 生理

盐水溶液将戊四氮配成 １００ ｍｇ ／ ｍｌ，每天上午 ９ 时

到 １２ 时按照 ３５ ｍｇ ／ ｋｇ 对 １. ４. １ 项小鼠经腹腔给予

戊四唑（ｐｅｎｔｙｌｅｎｅｔｅｔｒａｚｏｌｅ， ＰＴＺ）注射，持续 ２１ ｄ，每
次注射完 ＰＴＺ 后 ０. ５ ｈ 内记录小鼠行为变化，按照

癫痫发作程度的 Ｒａｃｉｎｅ 评分［８］评估，具体的动物行

为学观察内容包括：① 潜伏期：首次达到 Ｒａｃｉｎｅ ４
级及以上的天数；② 发作频率：每次注射 ＰＴＺ 后癫

痫小鼠的发作次数；③ 发作时间：每次注射 ＰＴＺ 后

癫痫小鼠的发作时间。
１． ４． ５　 Ｔｕｎｅｌ 染色法检测海马组织细胞凋亡情况　

腹腔注射 ５０ ｍｇ ／ ｋｇ 苯巴比妥钠麻醉 １. ４. １ 项分组

小鼠，安乐死后提取海马组织制备切片。 按照 Ｔｕｎｅｌ
细胞凋亡检验试剂盒说明书对海马组织切片进行

Ｔｕｎｅｌ 染色，使用荧光显微镜对样本的海马组织 ＣＡ１
区细胞凋亡情况进行检测分析计数。
１． ５　 统计学处理 　 芯片数据利用差异倍数及 ｔ 检
验的 Ｐ 值进行差异 ｃｉｒｃＲＮＡ 的筛选：上调或者下调

差异倍数≥２. ０ 且 Ｐ 值 ＜ ０. ０５ 为有生物学重复性，
上调或者下调差异倍数 ＜ ２ 无生物学重复性；动物

实验正态分布计量资料以平均值 ± 标准差表示，不
符合正态分布或方差不齐数据采用 Ｍ（Ｐ２５，Ｐ７５）来
表示；采用 Ｌｅｖｅｎｅ 检验方差齐性，方差齐则使用独

立样本 ｔ 检验进行两组间比较；数据不符合正态分

布或方差不齐时使用秩和检验进行两组间比较；计
数资料使用卡方检验进行两组之间的比较。 分别使

用 ＳＰＳＳ ２５. ０、ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８. ０ 软件进行统计分

析和做统计图，Ｐ ＜ ０. ０５ 为差异有统计学意义。

２　 结果

２． １　 病例临床一般资料　 本研究纳入癫痫组（ＥＰ）
和正常对照组（ＮＣ）受试者各 ３ 例，３ 组受试者按照

病例组的年龄、性别匹配选出，一般临床资料见表

２。
２． ２　 基因芯片分析结果

２． ２． １　 总 ＲＮＡ 质量　 经 ｑｕｂｉｔ３. ０ 定量仪检测两组

总 ＲＮＡ 的纯度和浓度，按照质量检测标准，Ａ２６０ ／
Ａ２８０ 比值 １. ８ ～ ２. １ 则符合 ｃｉｒｃＲＮＡ 芯片实验要

求；Ａｇｉｌｅｎｔ２１００ 生物分析 ＲＩＮ≥７ 则样品 ＲＮＡ 完整

性良好。 该研究癫痫组和对照组所有样本 ＲＮＡ 质

量符合后续 ｃｉｒｃＲＮＡ 芯片实验的要求，见表 ３。
２． ２． ２　 ｃｉｒｃＲＮＡ 表达谱分析结果　 ｃｉｒｃＲＮＡ 在癫痫

组和对照组中表达倍数变化及统计学显著程度以火

表 ２　 病例临床一般资料

ＩＤ 性别 年龄 起病时间（岁） 发作形式 头颅核磁 抗癫痫药物 用药时间（年） 发作频率（次 ／ 年）
ＥＰ１ 男 ２７ ２５ 局灶起源伴意识受损 阴性 卡马西平 ２ １ ～ ２
ＥＰ２ 男 ２６ ２５ 局灶起源伴意识受损 阴性 卡马西平 １ １ ～ ２
ＥＰ３ 女 ２２ １９ 局灶起源伴意识受损 阴性 卡马西平 ３ １ ～ ２
ＮＣ１ 男 ２５ 阴性

ＮＣ２ 男 ２２ 阴性

ＮＣ３ 女 ２１ 阴性

表 ３　 癫痫组和对照组的总 ＲＮＡ 质检结果

样本 浓度（ｇ ／ Ｌ） Ａ２６０ ／ Ａ２８０ 值 ＲＩＮ 值 结果

癫痫组 ０． ８７８ ２． ０５ ９． ６ 合格

对照组 １． ２２５ ２． ０４ ９． ５ 合格

·３８０２·安徽医科大学学报　 Ａｃｔａ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓ Ｍｅｄｉｃｉｎａｌｉｓ Ａｎｈｕｉ　 ２０２３ Ｄｅｃ；５８（１２）



表 ４　 癫痫组与对照组相比显著上调的 ６ 条差异 ｃｉｒｃＲＮＡ

探针型号 ｃｉｒｃＲＮＡ 名称 差异倍数 Ｐ 值 来源基因 染色体

ＣＵＳＴ＿６６９４６＿ＰＩ４３８０８５３７１ ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿００６９２７２ ５１８． ５２ ０． ０１ ＮＣＡＰＧ ｃｈｒ４
ＣＵＳＴ＿７０９４８＿ＰＩ４３８０８５３７１ ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿００７３４４２ ２７６． ５３ ０． ０４ ＲＨＯＢＴＢ３ ｃｈｒ５
ＣＵＳＴ＿３２３１６＿ＰＩ４３８０８５３７１ ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿００３３０６５ ２１７． ４４ ０． ０３ ＩＦＩ２７ Ｃｈｒ１４
ＣＵＳＴ＿３２３１４＿ＰＩ４３８０８５３７１ ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿００３３０６３ １１１． ５９ ０． ０４ ＩＦＩ２７ Ｃｈｒ１４
ＣＵＳＴ＿１７０１８＿ＰＩ４３８０８５３７１ ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿００１７１７８ １００． ４９ ０． ０３ ＣＨＲＭ３ Ｃｈｒ１
ＣＵＳＴ＿４７９１４＿ＰＩ４３８０８５３７１ ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿００４９４１５ ９７． ５７ ０． ０４ ＤＯＣＫ６ Ｃｈｒ１９

表 ５　 癫痫组与对照组相比显著下调的 ３ 条差异 ｃｉｒｃＲＮＡ

探针型号 ｃｉｒｃＲＮＡ 名称 Ｌｏｇ２ 差异倍数 Ｐ 值 来源基因 染色体

ＣＵＳＴ＿８０７９８＿ＰＩ４３８０８５３７１ ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿００８３７７３ － ７． ０７ ０． ０３ ＳＣＡＲＡ３ Ｃｈｒ８
ＣＵＳＴ＿８５１２１＿ＰＩ４３８０８５３７１ ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿００８８２６２ － ６． ６８ ０． ０３ ＡＳＴＮ２ Ｃｈｒ９
ＣＵＳＴ＿１６２６３＿ＰＩ４３８０８５３７１ ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿００１６３９３ － ６． ４２ ０． ０４ ＳＣＡＲＡ３ Ｃｈｒ１

山图呈现（图 １Ａ），根据 ｃｉｒｃＲＮＡ 表达水平的不同，
经过图像采集和数据分析后筛选得差异 ｃｉｒｃＲＮＡ
（图 １Ｂ）。 与健康对照组对比，癫痫组差异性表达的

ｃｉｒｃＲＮＡ 共 ２１ ９８８ 条，上调的 ｃｉｒｃＲＮＡ １１ ４８８ 条，下
调的共 １０ ５００ 条；上调的 ｃｉｒｃＲＮＡ 中有 ６ 条（ ｃｉｒｃ＿
００６９２７２、ｃｉｒｃ＿００７３４４２、ｃｉｒｃ＿００３３０６５、ｃｉｒｃ＿００３３０６３、
ｃｉｒｃ＿００１７１７８、ｃｉｒｃ ＿００４９４１５） 有生物学重复性 （表

４）；下调的 ｃｉｒｃＲＮＡ 中有 ３ 条（ ｃｉｒｃ＿００８３７７３、ｃｉｒｃ＿
００８８２６２、ｃｉｒｃ＿００１６３９６）有生物学重复性（表 ５）； ９
条有生物学重复性的环状 ＲＮＡ 中， ｃｉｒｃ＿００１７１７８ 的

来源基因 ＣＨＲＭ３ 与癫痫易感性有关。 因此，接下

来对 ｃｉｒｃ＿００１７１７８ 进行生物信息学分析，并在动物

实验中对 ｃｉｒｃ＿００１７１７８ 与癫痫的关系展开研究。
２． ３　 生物信息学分析结果

２． ３． １　 ＣｉｒｃＰｒｉｍｅｒ 生物信息学软件分析结果　 如图

２ 所示，ｃｉｒｃ＿００１７１７８ 是 ＣＨＲＭ３ 基因的表达产物，由
ＣＨＲＭ３ 的外显子 ｅｘｏｎ８ 聚合形成的外显子型环状

ＲＮＡ，含有 １２７ 个碱基序列。 使用“ＤＥＡＣＨ”功能发

现 ｃｉｒｃ＿００１７１７８ 可能结合的 ｍ６Ａ 甲基化位点一共

有 ３ 个 （表 ６），使用 “高度匹配” 功能发现 ｃｉｒｃ ＿
００１７１７８ 可能结合的 ｍ６Ａ 甲基化位点为 １ 个，位置

位于 ２７ 号位点，同时，ｃｉｒｃ＿００１７１７８ 具备 １ 个 ＯＲＦ１
和 ＩＲＥＳ 的潜在结合位点。

表 ６　 ＯＲＦ 与 ｍ６Ａ 结合位点信息

位置 片段 序列

２７ ＴＧＡＣＡ ＣＴＧＧＴＣＴＣＴＴＧＧＧＣＡＧＣＣＴＧＡＣＡＴＣＴＧＧＴＣＣＡＣＴＣＣＴＣＴＧＴ
６８ ＴＧＡＣＣ ＣＣＴＡＴＧＣＣＧＧＧＡＴＣＡＴＣＡＴＧＡＣＣＧＴＡＧＡＧＡＴＴＡＴＧＴＣＡＣＴＧ
１０９ ＴＡＡＣＴ ＴＴＴＴＧＣＡＴＣＣＴＴＧＴＴＡＣＡＴＡＡＣＴＣＡＧＴＴＣＣＴＧＧＴＡＧＡＴＴＧＴ

２． ３． ２　 ＣｉｒｃＭｉｒ 生物信息学软件分析结果　 ｃｉｒｃＭｉｒ
生物信息学软件分析 ｃｉｒｃ ＿００１７１７８ 可能结合的

ｍｉＲＮＡ 显示 ｃｉｒｃ＿００１７１７８ 可能结合 ５１ 个 ｍｉＲＮＡ，
ＲＮＡｈｙｂｉｒｄ 工具分析显示 ｃｉｒｃ ＿００１７１７８ 可能结合

２９９ 个 ｍｉＲＮＡ，取交集共有 ２６ 个 ｍｉＲＮＡ。 分别为：
ｍｉＲ⁃３６３⁃５ｐｍｉＲ⁃３６８１⁃５ｐ、 ｍｉＲ⁃４２９８、 ｍｉＲ⁃４３３⁃３ｐ、
ｍｉＲ⁃４４３３ｂ⁃３ｐ、ｍｉＲ⁃４４３６ｂ⁃３ｐ、ｍｉＲ⁃４４７５、ｍｉＲ⁃４６５１、
ｍｉＲ⁃４７４０⁃３ｐ、ｍｉＲ⁃４７７６⁃５ｐ、ｍｉＲ⁃４７８６⁃５ｐ、ｍｉＲ⁃４８００⁃
５ｐ、ｍｉＲ⁃５８４⁃３ｐ、ｍｉＲ⁃６５６⁃５ｐ、ｍｉＲ⁃６６５、ｍｉＲ⁃６７３５⁃５ｐ、

图 １　 癫痫组和对照组环状 ＲＮＡ 差异倍数火山图和 ＲＮＡ 聚类图

　 　 图 １Ａ 中横坐标代表 ｃｉｒｃＲＮＡ 在两组中表达倍数变化，纵坐标代

表 ｃｉｒｃＲＮＡ 表达量变化的统计学显著程度，散点代表各个 ｃｉｒｃＲＮＡ，

灰色圆点表示无显著性差异，红色圆点表示上调，蓝色圆点表示下

调；图 １Ｂ 中左半部分为癫痫组，右半部分为对照组，红色代表相对

高表达，绿色代表相对低表达
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图 ２　 ＣｉｒｃＰｒｉｍｅｒ 对 ｃｉｒｃ＿００１７１７８ 的生物信息学分析图

　 　 Ａ：环状 ＲＮＡ 结构特点；Ｂ、Ｃ：ｍ６Ａ 甲基化结合位点；Ｄ：ＯＲＦ１ 和

ＩＲＥＳ 结合位点

ｍｉＲ⁃６７３６⁃３ｐ、ｍｉＲ⁃６７８２⁃５ｐ、ｍｉＲ⁃６８４７⁃５ｐ、ｍｉＲ⁃６８７９⁃
５ｐ、ｍｉＲ⁃８０７１、 ｍｉＲ⁃８７７⁃５ｐ、 ｍｉＲ⁃４６３２⁃５ｐ、 ｍｉＲ⁃６７３８⁃
５ｐ、ｍｉＲ⁃１８４、ｍｉＲ⁃４７２６⁃５ｐ。 见图 ３。

图 ３　 ＣｉｒｃＭｉｒ 对 ｃｉｒｃ＿００１７１７８ 的生物信息学分析结果图

２． ３． ３　 ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ 生物信息学网站预测　 将 ２６ 个

ｍｉＲＮＡ 与癫痫相关基因运用 ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ，将取得的

结果以 ＣＷＣＳ ＜ － ０. １ 分为条件， ６ 个 ｍｉＲＮＡ
（ｍｉＲ⁃４６３２⁃５ｐ、ｍｉＲ⁃６７３８⁃５ｐ、ｍｉＲ⁃１８４、ｍｉＲ⁃４７２６⁃５ｐ、
ｍｉＲ⁃８７７⁃５ｐ、ｍｉＲ⁃４３３⁃３ｐ） 没有找到符合条件的癫痫

基因，另外 ２０ 个 ｍｉＲＮＡ 可以交互匹配到 ３９ 个癫痫

基因，共 ９６ 条路线参与构成生物信息学网络。 见图

４。

图 ４　 生物信息学预测得到的 ｃｉｒｃ＿００１７１７８ 调控癫痫基因网络图

２． ４　 Ｃｉｒｃ＿００１７１７８ 对癫痫小鼠的影响

２． ４． １　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 法检测 ｃｉｒｃ＿００１７１８ 过表达腺病毒

载体水平　 １. ４. ２ 小鼠在对照组和空载体组中，未
检测出 ｃｉｒｃ＿００１７１７８ 的表达；在 ｃｉｒｃ＿００１７１７８ 过表

达组海马组织中，内参平均 ＣＴ 值为 １６. ４３，ｃｉｒｃ ＿
００１７１７８ 的平均 ＣＴ 值为 ２４. ５４，表明 ｃｉｒｃ＿００１７１８ 腺

病毒载体构建成功。
２． ４． ２　 Ｃｉｒｃ＿００１７１７８ 对癫痫小鼠生物行为学变化

的影响　 １. ４. １ 小鼠构建 ＰＴＺ 癫痫模型过程中，对
照组小鼠死亡 １ 只，９ 只小鼠成功构建 ＰＴＺ 癫痫模

型；空载体组 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠死亡 ２ 只，８ 只小鼠成功

构建 ＰＴＺ 癫痫模型；过表达 ｃｉｒｃ＿００１７１７８ 组 Ｃ５７ＢＬ ／
６ 小鼠死亡 ２ 只，８ 只小鼠成功构建 ＰＴＺ 癫痫模型。
三组小鼠的潜伏期、发作时间、发作次数均符合计量

资料正态分布，且方差齐（Ｐ ＞ ０. ０５）。 与对照组及

空载体组相比，ｃｉｒｃ＿００１７１７８ 过表达组癫痫的潜伏

期明显缩短（ ｔ ＝ １２. ７８、１３. ３９，均 Ｐ ＜ ０. ０５）、发作时

间明显延长（ ｔ ＝ １２. ８６、１０. ８８， 均 Ｐ ＜ ０. ０５）、发作次

数明显增加（ ｔ ＝ ８. ９２、６. ７９，均 Ｐ ＜ ０. ０５）；空载体组

及对照组间无差异。 结果见图 ５。
２． ４． ３　 Ｃｉｒｃ＿００１７１７８ 对癫痫小鼠海马组织细胞凋

亡的影响　 在 １. ４. １ 中对照组、空载体组、过表达组

三组癫痫小鼠海马 ＣＡ１ 区中可见红色荧光信号（红
光代表细胞凋亡），相比于对照组和空载体组，过表

达组海马组织 ＣＡ１ 区荧光信号更强。 见图 ６Ａ。 采

取图像分析计数，卡方检验结果显示空载体组和对

照组之间细胞凋亡率差异无统计学意义（χ２ ＝ ０. ６６，
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图 ５　 各组癫痫小鼠动物行为学结果统计分析图

　 　 Ａ：各组小鼠癫痫发作的潜伏期；Ｂ：各组小鼠癫痫发作的时间；Ｃ：各组小鼠癫痫发作的频率；与对照组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５；与空载体组比较：＃

Ｐ ＜ ０. ０５；与过表达组比较：＆Ｐ ＜ ０. ０５

图 ６　 Ｔｕｎｅｌ 染色细胞凋亡结果

　 　 Ａ： Ｔｕｎｅｌ（红色）、ＤＡＰＩ（蓝色）免疫荧光共染图 × １００；Ｂ：各
组海马组织凋亡率统计直方图；与对照组比较：∗ Ｐ ＜ ０. ０５；与空

载体组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５；与过表达组比较：＆Ｐ ＜ ０. ０５

Ｐ ＞ ０. ０５），过表达组的细胞凋亡率明显高于对照组

和空载体组（χ２ ＝ ４９. ３８、４１. １１，均 Ｐ ＜ ０. ０５）。 见图

６Ｂ。 表明，相比于空载体组和对照组，Ｃｉｒｃ＿００１７１７８
过表达组海马组织 ＣＡ１ 区细胞凋亡更严重。

３　 讨论

　 　 ＣｉｒｃＲＮＡ 在疾病中的功能是结合 ｍｉＲＮＡ 以“分
子海绵”发挥作用，此外，还具备吸附蛋白 、调控其

它基因转录 、干扰其它基因剪接 、翻译多肽、作为

生物学标记物等多种功能［９］，目前 ｃｉｒｃＲＮＡ 在癫痫

中的研究很少。 本研究结果表明 ｃｉｒｃ＿００１７１７８ 与癫

痫密切相关。
　 　 ｃｉｒｃＲＮＡ 发挥功能与其来源的位置密不可分，
ｃｉｒｃＲＮＡ 根据其来源分为外含子 ｃｉｒｃＲＮＡ、内显子

ｃｉｒｃＲＮＡ 以及外含子 － 内显子混合的 ｃｉｒｃＲＮＡ。 外

显子 ｃｉｒｃＲＮＡ 在细胞质中稳定表达，可以与 ｍｉＲＮＡ
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或 ＲＮＡ 结合蛋白相互作用，甚至包绕具备翻译起始

密码子的区域，可能在基因表达和翻译中发挥调节

作用［１０］。 相比之下，内显子 ｃｉｒｃＲＮＡ 更多位于细胞

核中，受其他因素干扰较小，表达稳定［１１］。 外显子

－内含子 ｃｉｒｃＲＮＡ 同时具有外显子和内含子 ｃｉｒ⁃
ｃＲＮＡ 特征。 本研究通过 ｃｉｒｃＰｒｉｍｅｒ 生物信息学软

件分析发现 ｃｉｒｃ＿００１７１７８ 为外显子型 ｃｉｒｃＲＮＡ，其可

能具备“分子海绵”的功能结合 ｍｉＲＮＡ 调节癫痫基

因的表达在癫痫中发挥作用。 本研究结果显示 ｃｉｒｃ
＿００１７１７８ 可能结合的 ｍｉＲＮＡ 共有 ２６ 个，运用 Ｔａｒ⁃
ｇｅｔＳｃａｎ 匹配发现其中 ２０ 个 ｍｉＲＮＡ 匹配到 ３９ 个癫

痫基因，共 ９６ 条 ｃｅＲＮＡ 通路。
　 　 本研究显示 ｃｉｒｃ＿００１７１７８ 在结构上不仅具备

ｍ６Ａ 甲基化的位点，还具备与 ＯＲＦ１、ＩＲＥＳ 结合的

位点。 研究［１２］表明 ｍ６Ａ 修饰会影响 ｃｉｒｃＲＮＡ 的发

生、翻译、降解和细胞定位，在 ｃｉｒｃＲＮＡ 的代谢过程

中起到生理或病理生理调节作用。 ｍ６Ａ 可能促进

ｃｉｒｃＲＮＡ 的翻译能力［１３］。 ＩＲＥＳ、ＯＲＦ 和 ｍ６Ａ 修饰

三个基本元素赋予 ｃｉｒｃＲＮＡ 编码蛋白质的独特能

力，从而具备翻译的潜力［１２］。 因此 ｃｉｒｃ＿００１７１７８ 的

具备的 ｍ６Ａ 结合位点可能通过表观遗传学在癫痫

中发挥作用，ｃｉｒｃ＿００１７１７８ 甚至还具备翻译的潜能。
　 　 研究表明［１４］ ｃｉｒｃＲＮＡ 可能通过影响神经元凋亡

过程从而对癫痫产生影响。 细胞凋亡是一种细胞程

序性的死亡，受到严格的程序性生物控制。 细胞凋

亡有利于维持多细胞生物组织和器官的完整性和平

衡性，使机体更容易适应体内不断变化的环境，对生

物具有特殊的意义［１５］。 本研究癫痫小鼠体内实验

发现 ｃｉｒｃ＿００１７１７８ 过表达后可以更加快速地诱发癫

痫发作，以及加重癫痫的严重程度，同时利用 Ｔｕｎｅｌ
染色观察到过表达 ｃｉｒｃ＿００１７１７８ 后加剧了癫痫小鼠

海马组织的凋亡程度，这表明 ｃｉｒｃ＿００１７１７８ 可能通

过促进细胞凋亡参与癫痫的发生和发展。
　 　 本研究亦存在不足，如仅运用 ＰＴＺ 癫痫模型进

行了实验，仅运用 Ｔｕｎｅｌ 染色验证细胞凋亡，因此在

后期实验中将设计实验构建其他癫痫模型进行重复

实验，同时用检测 Ｃａｐａｓｅ⁃３、死亡受体等方式多维度

对细胞凋亡进行研究；生物信息学方面，将进一步探

究 ｃｉｒｃＲＮＡ⁃ｍｉＲＮＡ⁃ｍＲＮＡ 的相互关系。 随着生物

学技术的发展和 ｃｉｒｃ ＲＮＡ 研究的不断深入，未来将

更深刻的了解 ｃｉｒｃＲＮＡ 与癫痫的关系，为癫痫防治

提供新的方法，为治疗策略及新药研发开辟新的切

入点。
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