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摘  要 

细胞衰老被视为是个体衰老的原因之一和一种重要的抑癌方式。FUS 是一

种参与基因转录后水平调控特别是选择性多聚腺苷酸化的 RNA 结合蛋白，随着

细胞衰老 FUS 的表达水平会显著降低。但是 FUS 与细胞衰老之间的关系尚不明

确。我们发现敲低 FUS 能诱导细胞衰老，并且通过对敲低 FUS 细胞的 RNA-seq

数据进行分析，筛选出两个下游基因 CCNA2 和 AAGAB。FUS 可以调控它们的选

择性多聚腺苷酸化过程，而且敲低这两个基因可以诱导细胞衰老。由此提示，FUS

可能通过调控 CCNA2 和 AAGAB 的选择性多聚腺苷酸化来影响细胞衰老。 

关键词：细胞衰老，选择性多聚腺苷酸化，FUS，CCNA2，AAGAB，RNA-seq 
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Abstract 

Cellular senescence has been regarded as one of inducers of individual aging and a 

mechanism to repress tumors. FUS is an RNA binding protein that participates in the 

post-transcriptional modulation especially alternative polyadenylation of genes. 

Expression of FUS decreases as cell aging. However, it′s still unclear how FUS relates 

to cell senescence. We found that cell senescence can be induced after knocking down 

FUS. Two downstream genes, CCNA2 and AAGAB, have been screened through 

analysis of RNA-seq data from cells with FUS knocked down. FUS regulates the 

alternative polyadenylation of CCNA2 and AAGAB. Moreover, knocking down these 

two genes can both induce cell senescence. Our results suppose that FUS may influence 

cell senescence by regulating alternative polyadenylation of CCNA2 and AAGAB. 

Key words: cellular senescence, alternative polyadenylation, FUS, CCNA2, AAGAB, 

RNA-seq 
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一、引言 

1.1 细胞衰老 

细胞衰老是一种常见的细胞程序，可以被定义为伴随着一些表型变化的不可

逆的细胞周期阻滞[1]。自从 1961 年 Hayflick 在人类成纤维细胞中发现此现象以

来[2]，人们对细胞衰老的机制在不断地探究，目前已经发现的主要机制包括端粒

变短、DNA 损伤和 INK4/ARF 位点的去抑制等（图 1）[3, 4]。细胞衰老存在着许

多特征，比如细胞衰老相关的β -半乳糖苷酶（ senescence-associated β -

galactosidase，SA-β-Gal）表达、细胞周期阻滞、细胞生长减慢、细胞核异染色

质积累等[5]。 

 

图 1 细胞衰老的常见诱因和结果 

细胞衰老是对潜在致癌性刺激的反应。这些刺激包括 DNA 损伤、强烈的促分裂信

号、表观损伤和抑癌基因激活等。细胞衰老的后果是多种多样的：基本不可逆的细

胞周期停滞可以抑制肿瘤发生；衰老细胞被清除后可以促进机体的组织修复；但是

某些情况下衰老细胞的表型也可以助长癌症的发展；细胞衰老也可能会导致衰老相

关的退化性疾病。本图引自 Campisi 等人的文章[4] 
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衰老的细胞不断积累往往会导致个体的衰老和功能障碍，不利于个体的生存

（图 1）[4]。衰老细胞会产生一些分泌表型，通过影响体内微环境而导致组织功

能阻碍[6]；同时细胞衰老与一些衰老相关疾病有关，比如纤维化疾病、II 型糖尿

病、肥胖症等[7-9]。但是细胞衰老也会对机体产生有益的影响（图 1），细胞衰老

过程中高表达的细胞周期抑制分子会使得细胞脱离癌变进程，进入衰老状态，从

而阻止癌前细胞的增殖[10]；已有研究表明，在小鼠衰老个体中移除积聚的衰老细

胞可以减缓动脉粥样硬化和肝脏、心脏等组织器官的动能衰退，从而延长个体健

康寿命[11-13]。细胞衰老与个体的健康和衰老有密切关系，所以研究细胞衰老的发

生机制和寻找关键作用因子对多种疾病预防和人类健康具有重要意义。 

 

1.2 选择性多聚腺苷酸化 

RNA 作为中心法则中的关键一环，完成了从 DNA 向蛋白质的遗传信息传

递。RNA 在生物体中承担重要作用除了与其本身的分子结构和性质有关之外，

还与它可以受到多层次的调控密不可分。其中基因的选择性腺苷酸化（alternative 

polyadenylation，APA）就是一种重要的转录后水平调控方式。真核生物的 mRNA

在加工成熟时需要在 3′端加上一段多聚腺苷酸（polyadenylation，polyA）尾巴来

保证其稳定性[14]，对于同一个基因，由于剪接加尾位置的不同，会产生带有不同

长度或序列的转录本，这种现象即为 APA[15]。 

APA 根据 pA 位点的位置分为两大类型：位于编码区域的 APA（coding region-

APA，CR-APA），即选择性的 pA 位点在基因的开放阅读框（open reading frame，

ORF）内部，这会导致同一个基因可以产生多种蛋白亚型（图 2）；位于 3′ 非翻

译区（3′ untranslated region，3′ UTR）的 APA（untranslated region-APA，UTR-

APA），即选择性的 pA 位点在基因的 3′ UTR 上，这会导致基因产生 3′ UTR 长度

不一样的转录本，但翻译出来的蛋白亚型是一样的（图 2）[16]。 
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图 2 APA 的两种类型 

APA 根据选择性 pA 位点在基因上分布的位置分成了 CR-APA 和 UTR-APA 两种类

型。本图引自 Giammartino 等人的文章[16] 

 

APA 与生理和病理状态有着密切关系，APA 可以通过调控基因的表达情况

来影响生物体的正常生理活动或者疾病发生。许多最近的组学数据表明在机体的

各种生理过程中发生了多聚腺苷酸化位点（polyadenylation site，pA site）的变化，

比如在 CD4 T 细胞活化的过程中，更多的基因倾向于使用近端 pA 位点，导致

mRNA 整体变短[17]；在大脑和生殖器官等细胞增殖旺盛的组织器官中，基因也

更倾向于使用近端 pA 位点[18]。除此之外，APA 在疾病发生中的作用也逐渐被发

现。癌细胞系中的原癌基因往往在 DNA 层面没有改变但是蛋白表达量升高，组

学研究表明这一现象的原因可能是癌细胞中的许多基因倾向于使用近端 pA 位点，

表达 3′ UTR 更短的 mRNA，而更短的 mRNA 通常更稳定，翻译效率更高[19]。同

样的研究也在衰老细胞中进行，但是结果相反，在复制性衰老的小鼠胚胎成纤维

细胞中收集到的转录组数据显示衰老细胞中的大部分基因倾向于使用远端的 pA

位点，导致了 mRNA 的 3′ UTR 更长，基因表达量下降[20]。细胞癌变和衰老往往

被视为互相拮抗的两种过程，而在这两种相反的生理过程中 pA 位点的选择也呈

现相反的趋势，这提示我们 APA 可能在其中有非常重要的作用。 

APA 受到多种因素的调控，包括顺式作用的 3′端加尾信号的强弱程度和反

式作用因子的结合强度[21]。其中各种 RNA 结合蛋白尤其是组成 3’端加工复合物

的 RNA 结合蛋白对 pA 位点的选择影响更为直接和关键（图 3）[22]。 
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图 3 前体 mRNA 的 3’端加工复合物示意图 

参与前体 mRNA 的 3’端加工的 RNA 结合蛋白主要包括会结合到 A(A/U)UAAA 序

列上的 CPSF、会结合到 U/GU 富集区域的 CstF、会结合到 UGUA 序列上的 CF Im

等反式作用因子。本图引自 Chan 等人的文章[22] 

 

一个典型例子就是在 B 细胞活化过程中，剪接激活因子（cleavage stimulation 

factor，CstF）的浓度升高会导致 IgM 的一个位于内含子中弱势的加尾信号被激

活，从而产生分泌型 IgM；而当 B 细胞休眠时，CstF 的浓度降低，位于 3′ UTR

的强势加尾信号被优先使用，导致细胞生产膜结合型 IgM[16]。另一种切割因子 Im

（cleavage factor Im，CFIm）则对 pA 位点的选择有着与 CstF 相反的影响，研究

表明，敲低细胞中 25KDa 的 CFIm 亚基会导致基因倾向于使用位于 3′ UTR 的远

端 pA 位点[23]。此外还有一种常见的 RNA 结合蛋白 HuR（human antigen R）对

pA 位点的选择有调控作用，其可以结合在 mRNA 的 AU 碱基富集区，而加尾信

号往往就是 AU 富集序列，因此 HuR 可能会和切割与多聚腺苷酸化特异性因子

（cleavage and polyadenylation specificity factor，CPSF）对加尾信号的结合有竞

争，从而影响 APA 过程[24]。由此可见，对 APA 机制的研究往往要聚焦于 RNA

结合蛋白的类型和功能。 

1.3 核不均一核糖核蛋白 

核不均一核糖核蛋白（heterogeneous nuclear ribonucleoproteins，hnRNP）是

一类重要的 RNA 结合蛋白，也是一个包括 20 多个成员的大蛋白家族[25]，对于

mRNA 相关各种细胞内生理过程都有很重要的作用，参与了前体 mRNA 的可变
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剪接、维持 mRNA 的稳定、调控 mRNA 的转录和翻译等反应[26]。现有研究表明，

许多 hnRNP 在疾病发生尤其是肿瘤发生过程中出现了表达水平改变，这说明它

们在肿瘤发生中可能有作用。hnRNP A1 已经被证明在胃腺癌、胰腺癌、恶性胶

质瘤等肿瘤细胞中呈高表达，而且敲低其表达量后可以引起明显的癌细胞凋亡

[27]；在非小细胞肺癌细胞中，hnRNP A2/B1 被证明同样可以促进细胞增殖和抑制

细胞凋亡[28]。hnRNP 影响细胞增殖乃至癌化的机制逐渐被揭示，人表皮生长因

子受体-2（human epithelial growth factor receptor 2，HER2）在接近 30%的乳腺癌

病例中表达有升高，而与之相关的就是 hnRNP H1 对其可变剪接的影响，敲低

hnRNP H1 可以使得 HER2 产生跳过第 16 个外显子的 mRNA，从而影响其蛋白

表达效率[29]。此外，hnRNP 还被发现在包括阿尔兹海默症（Alzheimerʹs disease，

AD）、肌萎缩性侧索硬化症（amyotrophic lateral sclerosis，ALS）等在内的多种神

经退行性疾病中发挥作用[30]。 

1.4 FUS 蛋白 

FUS 蛋白（fused in sarcoma/translocated in liposarcoma, FUS/TLS）是一种重

要的 hnRNP，又名 hnRNP P2[31]。目前针对它的研究主要关注它在 ALS 中的作

用，主要的机制可能是FUS的无义或缺失突变会影响其蛋白C端的核定位序列，

导致突变的 FUS 蛋白在细胞质的异常积聚及正常蛋白在细胞核的减少，进而引

起 ALS 发生[32]。 

FUS 同时被认为是剪接和加尾复合物中的组分，可以通过调控前体 mRNA

的可变剪接或者 APA 控制蛋白的表达量[33]。已有研究证明，FUS 的 RNA 结合

结构域（RNA binding domain，RBD）可以识别并结合靶 mRNA 的 3′ UTR 区域

的特定序列[34]。通过组学数据分析发现，FUS 与 mRNA 结合的位置往往会影响

RNA 聚合酶 II 的作用，导致基因的转录效率降低[35]；FUS 敲低后会影响细胞中

很多基因的可变剪接及 APA，从而影响这些基因的表达量，进而影响细胞的功能

和生长[36]。事实上，尽管目前具体机制仍不清楚，FUS 还被证明了与 mRNA 的

5′端加帽和运输等过程有关[37, 38]，可以说 FUS 参与了 mRNA 的所有代谢过程。 

FUS 在调节细胞增殖、细胞周期中的作用也逐渐被人发现。在人神经母细胞

瘤中，通过 RNA 干扰敲低 FUS 可以抑制癌细胞的增殖和迁移，使其出现细胞周

期阻滞现象等[39]。此外，FUS 也参与到 DNA 损伤修复等其他生物学过程中。在
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DNA 双链断裂（DNA double-strand breaks，DSBs）位点处，FUS 可以直接与聚

ADP 核糖多聚酶（polyADP-ribose polymerase，PARP）及组蛋白脱乙酰酶（histone 

deacetylase 2，HDAC2）互作，参与 DNA 损伤修复，而突变后的 FUS 无法与两

种蛋白互作而失去了参与 DNA 修复的能力[40]。 
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二、材料与方法 

2.1 实验材料 

2.1.1 实验用仪器与设备 

仪器与设备名称 生产公司 

移液枪 Eppendorf 

普通离心机 Eppendorf 

4℃低温离心机 Eppendorf 

-80℃超低温冰箱 Thermo Fisher 

PCR 仪 Bio-Rad 

qRT-PCR 仪 Bio-Rad 

金属浴 Eppendorf 

水浴锅 华利达 

核酸电泳仪 天能 

凝胶成像分析系统 天能 

显影仪 天能 

蛋白质电泳仪 Bio-Rad 

Nanodrop 2000 Thermo Fisher 

Qubit 荧光定量仪 Invitrogen 

酶标仪 Bio-Rad 

磁力架 Beck-man 

紫外交联仪 UVP 

菌类培养箱 精宏 

菌类摇床 天呈 

超净工作台 华利达 

37℃恒温细胞培养箱 Thermo Fisher 

普通倒置显微镜 尼康 

荧光显微镜 奥林巴斯 
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仪器与设备名称 生产公司 

血球计数板 Marienfeld 

 

2.1.2 实验用试剂与试剂盒 

试剂名称 生产公司 

DEPC 水 生工生物公司 

无水乙醇 生工生物公司 

质粒小提试剂盒 天根 

DNA Clean & Concentrato kit ZYMO 

DNA gel Recovery Kit ZYMO 

T-A 连接试剂盒 NEB 

2 × SYBR mix Vazyme 

ClonExpress 同源重组酶 Vazyme 

TRIZol Reagent Sigma 

三氯甲烷 Sigma 

异丙醇 Sigma 

cDNA 第一链合成试剂盒 天根 

限制性内切酶 NEB 

KOD FX TOYOBO 

Q5 2 × Master Mix NEB 

RNase inhibitor Promega 

GlycoBlue 核酸共沉淀物 Life 

T4 DNA polymerase NEB 

T4 DNA Ligase NEB 

DMEM 培养基 Life 

Opti-MEM 培养基 Life 

含 0.25% EDTA 的胰酶 Life 

胎牛血清（FBS） Gibco 

无血清细胞冻存液 新赛美 

1 × PBS Life 
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试剂名称 生产公司 

Lipofectamine 2000 Life 

Triton X-100 Sigma 

碘化丙啶（PI） 生工生物公司 

Cell Counting Kit-8 Dojindo 

SA-β-Gal 试剂盒 Sigma 

Luciferase 试剂盒 Sigma 

 

2.1.3 实验用引物信息 

引物名称 引物序列（5′-3′） 

L001-Apol9a-Q-F ACACGGAAGAAGCCAGTTAAGAGAAG 

L002-Apol9a-Q-R GGACAATGACATGCCTGAGGATGG 

L003-Btg2-Q-F ATGTAGCAGATCGTGTAATGTGTAGAGAAG 

L004-Btg2-Q-R GCAATGGAAGCAACCTCGTCACA 

L005-Cd55-Q-F GGAGATGAAGGCAAGAAGATCAGAAGTT 

L006-Cd55-Q-R TTGTTTGTTACTACAGAGTCTCAGGTATCC 

L007-Chkb-Q-F CCAATCTCGGTTCCAGTTCTACTTCC 

L008-Chkb-Q-R AGGTCGGCTATTTCAACAACAGTCTC 

L009-Fam124a-Q-F AACCAGGCGAAGGCGGAAGT 

L010-Fam124a-Q-R GCAAGGCAGGTAGGGTATGAAGC 

L011-N4bp2I2-Q-F GAATGAAGCCGCAGACTGTGGAA 

L012-N4bp2I2-Q-R CTTGTATGATGAGAGGCAGGTGGTAC 

L013-Oaz2-Q-F AACCTCACATCGTCCACTTCCAGTA 

L014-Oaz2-Q-R CACTTTCATCTTCTCCTCAGCAAACTCTA 

L015-MCM6-3ʹRACE-L-F ACTTGCCTTGATGTCTGAGC 

L016-MCM6-3ʹRACE-S-F AACACAGGCTTCAGCACTTCC 

L017-RPL22L1-3ʹRACE-L-F TGATTCTTGGATGACTGAACTTCCT 

L018-Axl-CE-F ATCTACCCGCTCACCCACTG 

L019-Axl-CE-R AGTCTCCTTCTTCCTCCGATGG 

L020-Axl-ES-F CCAGACAACCTACGGAGCTAGAG 

L021-Axl-ES-R CACAGCGACCTTGAGGATGGA 

L022-Bad-NE-F TGAGCCGAGTGAGCAGGAAG 
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引物名称 引物序列（5′-3′） 

L023-Bad-NE-R CGCTTTGTCGCATCTGTGTTG 

L024-P4ha1-NE-F ACAAGCCTCGCATCATTCGTT 

L025-P4ha1-NE-R GTTCATACTGTCCTCCAACTCCATAA 

L026-SLCO4A1-qPCR-T-F GCGGGCACTCAGCATTTCCT 

L027-SLCO4A1-qPCR-T-R ACAGGAGGTCACAGCCGACTT 

L028-SLCO4A1-qPCR-L-F ATCGTGTGTGGTGTGCGTGAG 

L029-SLCO4A1-qPCR-L-R TTTAACTGAGGACACACAAGCCTTCC 

L030-SERPINE1-qPCR-T-F TCCAGTCACATTGCCATCACTCTTG 

L031-SERPINE1-qPCR-T-R GGACATTCACTCTGCCACCTGC 

L032-SERPINE1-qPCR-L-F CAGGCAGCTCGGATTCAACTACC 

L033-SERPINE1-qPCR-L-R GTATGTTGCCCAGGCTGGTCTTG 

L034-SEZ6L2-qPCR-T-F GCGGGAGTATGAAGTTTCCATCTGAA 

L035-SEZ6L2-qPCR-T-R GAGACTATTTACACAGCCAGGGAGGA 

L036-SEZ6L2-qPCR-L-F AGGAGGGTCAGAAGAAGGACAAAGG 

L037-SEZ6L2-qPCR-L-R AATTCAGAAGCAAAGGTGGAGAGACTG 

L038-SH3D19-qPCR-T-F GAGCATATCAGCCTTATTACCAGAGCAA 

L039-SH3D19-qPCR-T-R CCTTCAAATCCTTAGACAAATGGGAATCAC 

L040-SH3D19-qPCR-L-F GGAAGGATATGGAATGGAACATGAGGTAT 

L041-SH3D19-qPCR-L-R CAACTATTGCACTTATCATTCTGCTGACAG 

L042-TRAPPC11-qPCR-T-F AGAGCTATGCAGGTGTTTCATTGTGA 

L043-TRAPPC11-qPCR-T-R GAGTTCCTCTGAATAGTTGGTATAACATCC 

L044-TRAPPC11-qPCR-L-F TCAAATAGGTTCAGCTTGCTGCCAAA 

L045-TRAPPC11-qPCR-L-R GCCTGACTCAGACCCTGCATCTT 

L046-ZDHHC2-qPCR-T-F AAGTATCAATGCTGTAGATGGATGGAAGA

G 

L047-ZDHHC2-qPCR-T-R GCAATGGCTTGGAGAGAACTAATCAATTC 

L048-ZDHHC2-qPCR-L-F GGCTTGTTTCAAAGAGACTCCTGTGA 

L049-ZDHHC2-qPCR-L-R GCGGTGTTGGTGATTGAGCTATTAGA 

L050-psiCHECK-2-S-F GAAGTTCCCTAACACCGAGTTC 

L051-psiCHECK-2-S-R ACAAACCCTAACCACCGCTTA 

L052-LUC-AAGAB-S/L-F CAGTAATTCTAGGCGATCGTAGCTGTCTCT

GAGATACCTCT 



复旦大学本科毕业论文 

11 

 

引物名称 引物序列（5′-3′） 

L053-LUC-AAGAB-S-R GCCAGCGGCCGCTCTAGGTTTGCTTATCAG

TTCCTCTGG 

L054-LUC-AAGAB-L-R GCCAGCGGCCGCTCTAGGTTCTAACCAGA

TGGCCTAGTAT 

L055-AAGAB-Q-F CTTGATAGTGTCTCCTCATGGCTTCC 

L056-AAGAB-Q-R CCTCAGGCAACTCCTCTGGACTAA 

L057-CCNA2-Q-F CCAAGAGGACCAGGAGAATATCAACC 

L058-CCNA2-Q-R GGAGGAACGGTGACATGCTCATC 

L059-CCNA2-cDNA-F GACCTCCATAGAAGATTCTAGGCTGCATCT

CTGGGCGTCTTTG 

L060-CCNA2-cDNA-R GATCGCAGATCCTTGCGGCCCAACACTTAT

AGAGGTTTGCTCTCTGGTT 

L061-pCDH-S-F TCGTTTAGTGAACCGTCAGATC 

L062-pCDH-S-R GGAGCCAGTACACGACATCA 

Oligo dT AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTACTTTTT

TTTTTTTTTTTTTTTTT TTTTTTTTVN; V = A, 

G, C; N = A, T, G, C 

S-PCR ACTCTGCGTTGATACCACTGCTT 

 

2.1.4 实验用细胞 

本实验所用细胞均为人源细胞，包括 293T（人肾上皮细胞系）、HFF（原代

人包皮成纤维细胞）、A549（人非小细胞肺癌细胞系）、H1299（人非小细胞肺癌

细胞系）以及 HUVEC（人脐静脉内皮细胞系）。 

 

2.2 实验方法 

2.2.1 细胞复苏、传代和冻存 

（1）细胞复苏 

从-80 ℃冰箱中取出冻存的细胞，37℃下完全解冻后放入离心机，1000 rpm

离心 3 分钟后取出。小心去除上清，尽量吸弃干净，然后加入 1 mL 的含 10% 

FBS 的 DMEM 培养基，轻轻吹打混匀，将细胞转移到 T25 培养瓶中，再加入 2 

mL 培养基，最后将培养瓶放置于含 5% CO2 的 37 ℃恒温培养箱中培养，第二天
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观察细胞状态。 

（2）细胞传代 

吸除培养瓶中的培养基，加入 PBS 轻轻晃动清洗细胞，吸除 PBS 后加入适

量的含 0.25% EDTA 的胰酶，放在培养箱中消化 1-2 分钟。待细胞基本消化下来

后，再加入等体积的培养基以终止消化，然后将细胞收集到离心管中进行离心，

1000 rpm 离心 3 分钟得到细胞沉淀，吸弃管中培养基，加入 1 mL 新鲜培养基重

悬细胞，将细胞转移到 T25 培养瓶中，再加入 2 mL 培养基，最后将培养瓶放置

于含 5% CO2 的 37 ℃恒温培养箱中培养。 

（3）细胞冻存 

与 2.2.1 （2）中相同方法消化并离心细胞得到细胞沉淀，加入 1 mL 的无血

清细胞冻存液，吹打混匀细胞，然后装到做好标记的冻存管中，直接放入-80 ℃

冰箱中保存。 

2.2.2 构建敲低载体 

（1）shRNA 序列选择和退火 

在 Sigma 网站中对相应基因选择已验证的敲低效率最高的两条小发卡 RNA

（small hairpin RNA，shRNA），将序列信息送到生物公司进行合成。拿到两条单

链的 shRNA 引物后，按照以下体系进行退火反应： 

试剂 体积 

shRNA oligo Forward (100 µM) 5 µL 

shRNA oligo Reverse (100 µM) 5 µL 

10 × NEB buffer 2 5 µL 

H2O 35 µL 

PCR 仪程序设置为 95 ℃ 4 分钟，72 ℃ 10 分钟，然后以每秒 0.2 ℃的速度

缓慢降温至 25 ℃，得到的反应产物为退火后的双链片段，两端带有粘性末端，

可以直接用于后续的连接反应。 

（2）质粒的双酶切 

敲低载体使用 pLKO.1 载体，双酶切位点选择 EcoR I 和 Age I，双酶切体系

配比如下： 

试剂 体积 

10× CutSmart 5 μL 
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试剂 体积 

EcoR Ⅰ 1 μL 

Age Ⅰ 1 μL 

pLKO.1 质粒 - (1 ug) 

ddH2O to 50 uL 

金属浴中 37 ℃酶切反应 40 分钟，将反应产物进行琼脂糖凝胶电泳，将观察

到的一条 7000 bp 左右的条带切下来，用 DNA gel Recovery Kit 回收 DNA。首先

向凝胶中加入与凝胶质量相对应的溶胶液，放在金属浴中 55 ℃震荡融化 10 分

钟，将溶解液加到收集管中的吸附柱里，16000 rcf 离心 1 分钟后倒掉废液，再

用 600 μL 的洗液洗两次，最后将吸附柱放在新的 EP 管中，向吸附柱中加 20 uL

水洗脱 DNA。测量酶切产物的浓度，然后保存在-20 ℃备用。 

（3）敲低载体的连接 

将酶切后的 pLKO.1 载体和退火后的 shRNA 片段进行连接，连接酶使用 T4 

DNA 连接酶，载体取 15 ng 即可，连接体系如下： 

试剂 体积 

10 × T4 DNA ligase buffer 1 μL 

pLKO.1 - (15 ng) 

T4 DNA ligase 1 μL 

shRNA oligos to 10 μL 

置于室温连接反应 1 小时。 

（4）载体的转化 

从-80 ℃冰箱中取出 DH5α 感受态细胞，置于冰上待其自然解冻。取至少 50 

μL 解冻好的感受态细胞加在连接产物中，在冰上放置 10-12 分钟，然后放在金

属浴中 42 ℃热激 1 分钟，迅速拿出放回冰上降温 2 分钟。将感受态细胞均匀涂

抹在带有氨苄青霉素的 LB 固体培养基上，做好标记后倒置放在 37 ℃细菌培养

箱中过夜培养。挑取若干个单克隆，在新的固体培养基上划线留样并放入 LB 液

体培养基中，进行送测，挑取测序结果正确的菌落进行摇菌培养，然后进行后续

的质粒抽提。 

2.2.3 构建过表达载体 

（1）载体的双酶切 
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过表达载体使用 PCDH 质粒，酶切位点选择 EcoR I 和 BamH I，酶切和回收

方法同 2.2.2 （2）。 

（2）插入片段的获取 

首先在 NCBI 网站中获取基因的全长 CDS 序列，设计针对 pCDH 酶切位点

两端同源臂的引物，以正常人源细胞 cDNA 为模板对目的基因进行 PCR 扩增。

片段扩增反应使用 KOD 酶，PCR 体系如下： 

试剂 体积 

2 × buffer 10 μL 

dNTP 4 μL 

Forward primer 0.6 μL 

Reverse primer 0.6 μL 

cDNA 1 μL 

KOD FX 0.4 μL 

H2O 3.4 μL 

PCR 仪程序设定为 94 ℃ 2 分钟；32 个循环：94 ℃ 10 秒，55-58 ℃ 20 秒，

68℃ （1 kb/分钟）；68 ℃ 5 分钟。 

得到的 PCR 产物进行琼脂糖凝胶电泳，跑胶后切下正确大小的条带，用 DNA 

gel Recovery Kit 回收，并测量回收后的片段浓度，放于-20 ℃保存备用。 

（3）同源重组连接 

使用 ClonExpressTM试剂盒进行同源重组连接，载体使用量为（0.02 × 载体

碱基对数）ng，片段使用量为（0.04 ×片段碱基对数）ng，然后加入 5 μL 的 2 × 

ClonExpress Mix，最后补水到 10 μL。将体系轻轻混匀后放入金属浴中，50℃反

应 5 分钟，然后立即放置于冰上冷却。得到的连接产物即可进行转化，转化步骤

同 2.2.2（4）。 

2.2.4 构建双荧光素酶载体 

双荧光素酶载体使用 psiCHECK2 质粒，酶切位点选择 Pme I 和 Xho I。从

NCBI 网站上获取基因的 3ʹ UTR 序列，设计针对 pCDH 酶切位点两端同源臂的

引物，以正常人源细胞 cDNA 为模板对目的基因进行 PCR 扩增。扩增过程同 2.2.3 

（2），将扩增出的 3ʹ UTR 片段连接到载体上的海肾荧光素酶末端，连接方法同

2.2.3 （3），然后进行转化测序，转化步骤同 2.2.2 （4）。 
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2.2.5 质粒抽提 

1) 提前一天挑取菌落接种到 3 mL 左右含氨苄青霉素的 LB 液体培养基中，

在 37 ℃摇床中培养 12-16 小时。第二天将装有菌液的摇菌管放在离心机中 6000 

rpm 离心 5 分钟，吸弃上清。 

2) 向菌块中加入 250 μL P1 缓冲液，吹打裂解菌块并转移到 EP 管中；加入

250 μL P2 缓冲液，轻柔地上下颠倒混匀 6-8 次；加入 350 μL P3 缓冲液，轻柔地

上下颠倒，出现均匀的白色絮状物，16000 rcf 离心 10 分钟。 

3) 将吸附柱装在收集管中，向吸附柱中加入 500 μL 的 BL 平衡液，16000 

rcf 离心 30 秒后倒掉废液。 

4) 小心吸取上一步离心好的上清加到已平衡的吸附柱中，16000 rcf 离心 30

秒，倒掉废液。 

5) 再向吸附柱中加入 600 μL 的漂洗液 PW，16000 rcf 离心 30 秒，倒掉废

液，重复两遍。倒掉废液后再 16000 rcf 离心 2 分钟。 

6) 把吸附柱放进新的 EP 管中，打开盖子在通风橱中干燥 2-3 分钟，向吸附

柱里滴加 50 μL 的水用来洗脱质粒，静置 2 分钟后 16000 rcf 离心 1 分钟，即可

得到质粒溶液。测量质粒浓度后做好记录，将质粒保存在-20 ℃冰箱备用。 

2.2.6 细胞转染和慢病毒包装构建稳定细胞系 

（1）细胞瞬时转染 

提前一天将要转染的细胞均匀地种在六孔板中，待细胞长至 60%左右的密

度后进行转染。先将 5 μL 的 Lipofectamine 2000 加到 250 μL 的 Opti-MEM 试剂

中混匀，室温放置 5 分钟；取 1 μg 质粒与 250 μL 的 Opti-MEM 混匀，5 分钟后

将两者混匀，室温再孵育 20 分钟。向六孔板中换上新鲜的培养液，把孵育好的

转染液滴加到液面中，轻轻晃动混匀。把细胞放回培养箱中培养 4-6 小时，然后

更换新鲜的培养液继续培养，24 小时后即可收细胞做后续实验。 

（2）慢病毒的包装和转导 

慢病毒包装是将目的质粒和包装质粒共同转染到 293T 细胞中，利用 293T

生产出慢病毒。提前一天将 293T 均匀铺在六孔板中，密度在 70%左右。第二天

进行转染，转染的质粒一共有三种，包括目的质粒、编码 gag/pol 和 VSVG 的两

种包装质粒，三者比例为 4 : 3 : 1，质粒总量为 2 μg，转染步骤与 2.2.6 （1）中
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相同。与此同时，将要感染的细胞种在六孔板中。 

细胞转染 24 小时以后即可收取上清病毒液，将孔径为 0.45 μm 的过滤器装

在注射器前端，把吸取的病毒液加入到注射器中，然后缓慢将病毒液过滤到 EP

管中。取出要感染的细胞，吸掉培养液，把过滤好的病毒液加到每孔细胞中，再

补充适量的新鲜培养液以保证营养。病毒液感染 24-36 小时后，换成带有嘌呤霉

素（终浓度为 2.5 μg/mL）的培养液进行细胞筛选，筛选 24 小时以上，将剩下的

阳性细胞继续扩大培养或进行后续其他实验。 

2.2.7 细胞中 RNA 的提取 

将细胞消化下来离心收集细胞沉淀，加入适量 TRIZol，吹打细胞至完全裂

解。然后加入 1/5 体积的三氯甲烷，剧烈震动混匀，在 4 ℃低温离心机中 16000 

rcf 离心 20 分钟。小心吸取上层透明液体到新的 RNase-free 的 EP 管中，加入等

体积的异丙醇混匀，再加入 1 uL GlycoBlue 核酸共沉淀物，在 4 ℃低温离心机中

16000 rcf 离心 30-60 分钟以沉淀 RNA。吸弃上清，用 80%的乙醇洗涤 RNA 沉

淀，短暂离心后吸掉乙醇，尽量吸干净，然后开盖放在超净台中通风干燥 5 分钟

左右，观察到 RNA 沉淀周围没有乙醇残留后，即可用 RNase-free 的水溶解 RNA

沉淀。最后测定 RNA 的浓度并记录，将 RNA 保存在-80 ℃冰箱备用。 

2.2.8 RNA 的反转录和实时荧光定量 PCR 

（1）RNA 的反转录 

由于本课题研究 mRNA 的加尾情况，需要获取成熟的加尾的 mRNA 进行后

续实验验证，所以在反转录时要使用 Oligo dT 作为引物。首先配制去除基因组

DNA 的体系： 

试剂 体积 

5 × gDNA Buffer 2 μL 

Total RNA -（500 ng） 

RNase-Free ddH2O to 10 μL 

混匀上述体系，42 ℃孵育 2 分钟，然后立即置于冰上。继续配制反转录混

合液，体系如下： 

试剂 体积 

10 × King RT Buffer 2 μL 
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试剂 体积 

FastKing RT Enzyme Mix 1 μL 

Oligo dT 2 μL 

RNase-Free ddH2O 5 μL 

将反转录混合液加入到上一步去除 gDNA 的反应液中，50 ℃孵育 60 分钟，

95 ℃孵育 3 分钟之后置于冰上，得到的 cDNA 可用于后续的 PCR 或 qRT-PCR 实

验。 

（2）实时荧光定量 PCR（qRT-PCR） 

qRT-PCR 使用 SYBR-Green 进行反应，反转录得到的 cDNA 稀释 5-6 倍后可

作为模板使用，具体反应体系如下（12 μL）： 

试剂 体积 

2 × SYBR Green mix 6 μL 

5 μM forward primer 0.25 μL 

5 μM reverse primer 0.25 μL 

cDNA 0.5 μL 

H2O 5 μL 

本实验在 Bio-rad CFX 仪器上进行，程序设定为 95 ℃ 3 分钟，40 个循环：

95 ℃ 10 秒，60 ℃ 30 秒；溶解曲线的设定为，从 65 ℃以每次 0.5 ℃的速度逐渐

升至 95 ℃，每个温度下反应 5 秒读取数据。 

2.2.9 cDNA 3ʹ末端快速扩增（3ʹ RACE） 

3ʹ RACE 技术所用的 cDNA 获取方式同 2.2.8（1），以 S-PCR 为后引物，根

据目的基因 3ʹ UTR 上的特异序列设计前引物，扩增感兴趣的含有 poly(A)尾的 3ʹ

末端片段。PCR 的具体反应体系如下： 

试剂 体积 

2 × Q5 Master Mix 12.5 μL 

10 μM forward primer 1.25 μL 

10 μM reverse primer 1.25 μL 

cDNA 2 μL 

H2O 10 μL 

PCR 仪程序：98 ℃ 30 秒，27 个循环：98 ℃ 10 秒，60-72 ℃ 20 秒，72 ℃ （1 
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kb/30 秒）；72 ℃ 5 分钟。PCR 产物进行琼脂糖凝胶电泳，观察条带大小是否符

合预期。 

2.2.10 双荧光素酶报告基因检测实验 

将 3ʹ UTR 片段插入在 psiCHECK2 载体的海肾荧光素酶末端。提前一天将

293T 细胞种在 24 孔板中，待细胞长至 60%左右的密度后进行转染，转染步骤同

2.2.6 （1），每种质粒转染 4 个复孔。24 小时后取出培养板，用 PBS 清洗细胞，

然后每孔加入 100 μL 的裂解缓冲液，摇床上缓慢摇晃 15 分钟。轻轻吹打细胞裂

解液，收集到 EP 管中，6000 rpm 离心 2 分钟，吸取 25 μL 上清液至白色 96 孔

板中，向每孔中再加入 25 μL 的 LAR II 反应液，用酶标仪检测萤火虫荧光素酶

的荧光信号。再向孔中加入 25 μL 的 Stop & Glo 反应液，立即检测海肾荧光素酶

的信号。用海肾信号值除以萤火虫信号值，就可以得到最终的结果。 

2.2.11 细胞衰老相关表型检测 

（1）衰老相关的 β-半乳糖苷酶染色 

提前一天将要染色的细胞种在 12 孔板中，待细胞生长至密度为 70%左右后

进行染色。将 X-Gal 溶液 37℃预热 1 小时，吸掉 12 孔板中的培养液，用 PBS 清

洗 3 次，然后将 10 × 固定液稀释成 1 × 固定液，每孔加入 600 μL 的固定液，固

定 7 分钟。配制染色液，配比如下： 

试剂 体积 

10 × Staining buffer 40 μL 

试剂 B 5 μL 

试剂 C 5 μL 

X-Gal 溶液 10 uL 

H2O 340 μL 

细胞固定好后，用 PBS 清洗 3 次，然后加入使用 0.2 μm 的滤膜过滤好的染

色液。用封口膜缠好培养板四周，放在 37 ℃水浴锅的水面上过夜孵育。第二天

吸掉染色液，加入 PBS，在普通光学显微镜下观察细胞，细胞染色后变蓝说明细

胞衰老。 

（2）细胞增殖活力检测 

将细胞消化下来离心，用培养基重悬细胞，然后用血球计数板进行细胞计数，
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配制成浓度为 1 × 104 /mL 的细胞悬液。将细胞悬液加到 96 孔板中，每孔 100 μL，

设置 4 个时间点，每个时间点 4 个复孔，每个样品需要种 16 个孔。24 小时后，

向第一个时间点的孔中加入 100 μL 含 10 μL CCK-8 试剂的培养液，37 ℃孵育两

个小时，然后在酶标仪中检测 450 nm 和 630 nm 处的吸光值。随后分别在 48 小

时、72 小时和 96 小时检测各时间点的吸光值。 

（3）细胞周期检测 

提前一天将待测细胞种在六孔板中，待细胞密度 50%左右时把细胞消化下

来，用 PBS 清洗细胞沉淀一次，用 PBS 配制含碘化丙啶（终浓度为 50 μg/mL）

和 Triton X-100（终浓度为 0.03%）的混合液，向细胞中加入 500 μL 混合液充分

吹散混匀细胞，室温避光放置 10 分钟即可上流式细胞仪检测细胞周期，通过配

套的软件分析每个样品中细胞分别处于 G1、S、G2/M 期的比例，以此来判断细

胞是否发生周期阻滞。 
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三、实验结果 

引言中提到 FUS 蛋白作为一种 RNA 结合蛋白，在神经细胞中对基因表达的

调控有重要影响，而且它对于细胞周期的调控也逐渐被揭示。在 5 种复制性衰老

模型的公共 RNA-seq 数据中分析 FUS 表达量，发现细胞复制性衰老后 FUS 均出

现了显著的下调（图 3），因此我决定对它在细胞衰老过程中的作用进行探究。 

 

图 3 FUS 在复制性衰老细胞中表达下降 

图中展示出 FUS 在 5 种复制性衰老体系（BJ、IMR90、WI38、HFF、MRC）中的

表达量（以 FPKM 值表示）。红色为年轻时间的细胞，绿色为衰老时间点的细胞，

每个时间点三个生物学重复，*代表 p < 0.05，**代表 p < 0.01（t-test） 

 

3.1 敲低 FUS 可以诱导细胞衰老 

为了验证 FUS 对细胞衰老的调控作用，我们分别使用两条不同的小发卡

RNA（small hairpin RNA，shRNA）对 A549 细胞中的 FUS 进行了敲低并验证了

多种细胞衰老表型（图 4）。敲低 FUS 之后，qRT-PCR 检测敲低效率分别达到了

80%和 85%（图 4A），Western Blot（WB）检测蛋白水平也显著下降（图 4B），

说明两条 shRNA 均很好地降低了 A549 细胞中 FUS 蛋白表达水平。与对照组相

比，敲低 FUS 后 CCK8 检测细胞增殖速率显著减缓（图 4C），处于 G1 期的细胞

比例明显升高（图 4D），SA-β-Gal 染色后变蓝细胞明显增多（图 4E、F），这些

结果都证明了敲低 FUS 可以明显地引起 A549 细胞衰老。 
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图 4 敲低 FUS 引起 A549 细胞出现衰老相关表型 

A，qRT-PCR 检测 A549 中 FUS 的敲低效率；B，Western blot 检测敲低 FUS 前后

FUS 的蛋白表达水平，GAPDH 为内参；C，CCK-8 检测敲低 FUS 前后的细胞增殖

活力；D，流式细胞术检测敲低 FUS 前后的细胞周期变化，使用碘化丙啶（propidium 

iodide，PI）进行染色；E，A549 细胞中敲低 FUS 前后的 SA-β-Gal 染色结果；F，

定量统计 E 中的蓝色阳性细胞所占比例。Ctrl 代表对照组，sh1 和 sh2 代表两条靶

向 FUS 的 shRNA，**代表 p < 0.01，***代表 p < 0.001，三次技术重复（t-test） 

 

同样地，我们在 HUVEC 细胞中使用同样的两条 shRNA 重复了对 FUS 的敲

低实验（图 5）。qRT-PCR 检测两组敲低效率均超过了 75%（图 5A），WB 检测

蛋白水平也显著下降（图 5B），说明两条 shRNA 也都可以很好地敲低 HUVEC

细胞中 FUS 蛋白表达水平。与对照组相比，敲低 FUS 后 CCK8 检测细胞增殖速

率显著减缓（图 5C），处于 G1 期的细胞比例明显升高（图 5D），SA-β-Gal 染

色后变蓝细胞明显增多（图 5E、F），这些结果也都证明了敲低 FUS 可以明显地

引起 HUVEC 细胞衰老。 
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图 5 敲低 FUS 引起 HUVEC 细胞出现衰老相关表型 

A，qRT-PCR 检测 HUVEC 中 FUS 的敲低效率；B，Western blot 检测敲低 FUS 前

后 FUS 的蛋白表达水平，GAPDH 为内参；C，CCK-8 检测敲低 FUS 前后的细胞

增殖活力；D，流式细胞术检测敲低 FUS 前后的细胞周期变化，使用碘化丙啶

（propidium iodide，PI）进行染色；E，HUVEC 细胞中敲低 FUS 前后的 SA-β-Gal

染色结果；F，定量统计 E 中的蓝色阳性细胞所占比例。Ctrl 代表对照组，sh1 和

sh2 代表两条靶向 FUS 的 shRNA，*代表 p < 0.05，**代表 p < 0.01，***代表 p < 

0.001，三次技术重复（t-test） 

 

引言中提到，FUS 是 hnRNP 家族的重要一员，hnRNP 家族蛋白最常见的调

控基因表达方式就是调控可变剪接和 APA，而 FUS 在调控 APA 方面的功能尤其

突出，因此我们提出假设，敲低 FUS 可以引起细胞衰老的原因是 FUS 可以通过

控制某种或某几种基因的正常 APA 过程来保证细胞周期正常进行，从而抑制细

胞衰老。 

3.2 筛选 FUS 的下游基因 

为了进一步研究敲低 FUS 引发细胞衰老的深入机制，实验室博士生丁冬师

姐在敲低 FUS 后进行了 RNA-seq 文库的构建。由实验室博士生余鹏师兄通过得

到的 RNA-seq 数据对细胞中 APA 事件进行了分析：利用 DaPars 工具分析每个

基因“远端 poly(A)位点的使用比例变化（change in Percentage of Distal poly(A) 

site Usage Index, ΔPDUI）”，以此为横坐标，设置|ΔPDUI| = 0.1 的阈值，以 P 值的

对数为纵轴，设置 P = 0.05 的阈值，画出火山图（图 6A、B）。在 A549 中（图

6A），3ʹ UTR 变长的基因，即远端 pA 位点使用比例变多的基因有 408 个（图中

红色的点），3ʹ UTR 变短的基因有 750 个（图中绿色的点）；在 HUVEC 中（图
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6B），3ʹ UTR 变长基因有 576 个（图中红色的点），3ʹ UTR 变短的基因有 511 个

（图中绿色的点），这说明在 A549 和 HUVEC 中敲低 FUS 都可以引起下游基因

全局性 APA 的改变。通过对这些基因进行 KEGG 通路富集分析，我和合作者发

现在 A549 细胞中，很多基因富集在了细胞周期和 p53 信号通路等细胞衰老相关

通路（图 6C）；在 HUVEC 细胞中，很多基因富集在细胞凋亡和 ER 中蛋白合成

等细胞衰老相关通路中（图 6D）。这些结果提示我们 FUS 可以影响众多基因的

APA 过程，而且这些基因可能参与调控细胞增殖、细胞衰老等生物学过程。 

 

图 6 敲低 FUS 的 APA 和 KEGG 通路富集分析 

A，火山图展示敲低FUS后A549细胞中全局性APA的变化情况，横坐标为ΔPDUI，

纵坐标为 p 值的对数，绿色点代表 3′ UTR 变短的基因，红色点代表 3ʹ UTR 变长的

基因；B，火山图展示敲低 FUS 后 HUVEC 细胞中全局性 APA 的变化情况；C，对

A549 细胞中 APA 显著变化的基因进行 KEGG 的富集分析结果；D，对 HUVEC 细

胞中 APA 显著变化的基因进行 KEGG 的富集分析结果 

 

为了进一步探究 FUS 介导的 APA 与细胞衰老之间的关系，我们需要寻找

FUS 下游可能调控的靶基因。我们希望找到发生 APA 的靶基因至少符合以下几

个条件：1）该基因的 ΔPDUI 在 FUS 敲低后有变化；2）根据 POSTAR2 中的 CLIP

数据，FUS 应在发生 APA 的 3′ UTR 上有结合位点。通过筛选我们找到了多个基

因完全满足以上条件。将测序数据转化为可视化文件后，我们在 IGV 中搜索相

应基因观察感兴趣的 3′ UTR 区域，选出变化明显的基因作为候选。以下展示其

中四个基因的可视化结果，敲低 FUS 后，位于远端和近端 pA 位点之间的序列表
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达水平明显升高（图 7），这说明这些基因的 APA 很可能是受 FUS 调控的。值得

注意的是，敲低 FUS 后，CCNA2 和 AAGAB 两个基因的 3′ UTR 变化情况更加明

显，所以首选这两个基因作为关键候选基因进行深入研究。 

 

图 7 数据分析敲低 FUS 引起 CCNA2 和 AAGAB 的 APA 改变 

A，可视化图展示在 A549 细胞中敲低 FUS 前后 CCNA2 的 APA 情况；B，可视化

图展示在 A549 细胞中敲低 FUS 前后 AAGAB 的 APA 情况；C，可视化图展示在

A549 细胞中敲低 FUS 前后 CUTC 的 APA 情况；D，可视化图展示在 A549 细胞中

敲低 FUS 前后 BCCIP 的 APA 情况；Ctrl 代表对照组，FUS-sh1 和 FUS-sh2 分别代

表使用两条靶向 FUS 的 shRNA 的敲低组，RefSeq 为 Human hg19 参考基因组，红

色直线指出预测的近端 pA 位点，绿色直线指出预测的远端 pA 位点 

 

3.3 下游基因的 APA 受 FUS 调控 

找到候选基因后，我们通过 3′ RACE PCR 和 qRT-PCR 进一步实验验证了

FUS 可以调控它们的 APA 过程（图 8）。我们针对 CCNA2 和 AAGAB 在近端 pA

位点前面设计了不同的前引物来进行 3′ RACE 实验（图 8A），与对照组相比，敲

低 FUS 后 CCNA2 产生的带较长 3′ UTR 的 mRNA 明显变多，而带较短 3′ UTR

的 mRNA 明显变少（图 8B）。qRT-PCR 也检测出 CCNA2 同时拥有更长 3′ UTR

的 mRNA 比例显著提高（图 8C）。同样的现象也发生在 AAGAB 基因上（图 8D、

F）。这说明敲低 FUS 可以使 CCNA2 和 AAGAB 更倾向于使用远端 pA 位点。 
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图 8 实验验证敲低 FUS 可以导致 CCNA2 和 AAGAB 的 APA 状态改变 

A，3′ RACE PCR 的引物设计示意图，根据不同基因设计不同的 Forward primer；

B，3′ RACE PCR 检测敲低 FUS 前后 CCNA2 的 3′ UTR 长度变化，CCNA2-L 代表

CCNA2 较长的 3′ UTR 片段，CCNA2-S 代表 CCNA2 较短的 3′ UTR 片段；C，qRT-

PCR 检测敲低 FUS 前后 CCNA2 较长 3′ UTR 的比例变化；D，3′ RACE PCR 检测

敲低 FUS 前后 AAGAB 的 3′ UTR 长度变化，AAGAB-L 代表 AAGAB 较长的 3′ 

UTR 片段，AAGAB-S 代表 AAGAB 较短的 3′ UTR 片段；E，qRT-PCR 检测敲低

FUS 前后 AAGAB 较长 3′ UTR 的比例变化。Ctrl 代表对照组，sh1 和 sh2 代表两条

靶向 FUS 的 shRNA， ***代表 p < 0.001，三次技术重复（t-test） 

 

3.4 敲低 CCNA2 可以诱导细胞衰老 

CCNA2 是一个经典的细胞周期蛋白，此前已经被报道过与细胞衰老有关：

在小鼠胚胎成纤维细胞（MEF）中敲低 CCNA2 后可以诱导细胞衰老，而回补外

源的 CCNA2 基因可以明显延缓衰老[41]。因此，我们尝试在 A549 细胞中敲低

CCNA2 来检测是否能够发生衰老表型（图 9）。qRT-PCR 检测两组敲低效率均超

过了 60%（图 9A）说明这两条 shRNA 可以较好地敲低 A549 细胞中 CCNA2 的

表达水平。与对照组相比，敲低 CCNA2 后 CCK8 检测细胞增殖速率显著减缓

（图 9B），SA-β-Gal 染色后变蓝细胞明显增多（图 9C、D），这些结果都证明了

敲低 CCNA2 可以明显地引起 A549 细胞衰老。CCNA2 可能是 FUS 与细胞衰老

之间的桥梁，FUS 通过调节 CCNA2 的 APA 来控制 CCNA2 的表达水平，进而调
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控细胞增殖正常进行。 

 

图 9 敲低 CCNA2 引起 A549 细胞出现衰老相关表型 

A，qRT-PCR 检测 A549 中 CCNA2 的敲低效率；B，CCK-8 检测敲低 CCNA2 前后

的细胞增殖活力；C，A549 细胞中敲低 CCNA2 前后的 SA-β-Gal 染色结果；D，定

量统计 C 中的蓝色阳性细胞所占比例。Ctrl 代表对照组，sh1 和 sh2 代表两条靶向

CCNA2 的 shRNA，**代表 p < 0.01，***代表 p < 0.001，三次技术重复（t-test） 

 

3.5 敲低 AAGAB 可以诱导细胞衰老 

AAGAB 是参与到细胞内囊泡运输过程的一个辅助蛋白，它与网格蛋白

（clathrin）组装过程中接头蛋白 AP2 的活动相关，在细胞内蛋白分泌、内吞等

众多生理活动中发挥作用[42]。目前对 AAGAB 的功能研究大多集中在点状掌跖

角皮病（Punctate Palmoplantar Keratoderma，PPK）的疾病发生机制中，AAGAB

的缺失突变会导致家族性遗传病 PPK 的发生，甚至可能引起癌症发生[43]。尽管

目前尚无明确证据证明 AAGAB 与细胞衰老有关，但我们仍然进行了敲低实验

检测部分衰老表型（图 10）。我们在 A549 和 HUVEC 两个细胞系中都敲低了

AAGAB，与对照组相比，敲低 AAGAB 后 CCK8 检测细胞增殖速率显著减缓（图

10A、B），SA-β-Gal 染色后变蓝细胞明显增多（图 9C-F），这些结果证明了敲

低 AAGAB 可以引起 A549 和 HUVEC 两种细胞衰老。 
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图 10 敲低 AAGAB 引起 A549 和 HUVEC 细胞均出现衰老相关表型 

A，CCK-8 检测敲低 AAGAB 前后的 A549 细胞增殖活力；B，CCK-8 检测敲低

AAGAB 前后的 HUVEC 细胞增殖活力；C，A549 细胞中敲低 AAGAB 前后的 SA-

β-Gal 染色结果；D，定量统计 C 中的蓝色阳性细胞所占比例；E，HUVEC 细胞中

敲低 AAGAB 前后的 SA-β-Gal 染色结果；F，定量统计 E 中的蓝色阳性细胞所占

比例。Ctrl 代表对照组，sh1 和 sh2 代表两条靶向 AAGAB 的 shRNA，**代表 p < 

0.01，***代表 p < 0.001，三次技术重复（t-test） 



复旦大学本科毕业论文 

28 

 

四、总结与讨论 

在本课题中，我主要关注了 FUS 作为一种 RNA 结合蛋白对下游基因 APA

的调节和细胞衰老之间的关系。本课题从 FUS 在复制性衰老模型中均下调的公

共数据出发，证明了敲低 FUS 可以导致明显的细胞衰老表型，并通过对敲低 FUS

前后细胞的 RNA-seq 数据进行 APA 分析筛选和实验验证的方式找到了两个关键

的候选基因 CCNA2 和 AAGAB，发现它们的 APA 均受到 FUS 的调控，而且敲低

它们也能引起细胞的衰老。遗憾受限于有限的实验时间，课题没有进展到更加细

节的机制研究中，在此我提出几点关于课题结果的思考和未来可能可以继续进展

的方向： 

4.1 CCNA2 的 APA 变化趋势与表达水平变化趋势之间的不一致性 

对于大部分基因通常而言，3′ UTR 越长意味着有更多的 miRNA 的可能结合

位点，往往会导致 mRNA 更不稳定[44]。结果中提到，CCNA2 在 FUS 被敲低后

会倾向于使用远端 pA 位点，转录具有更长的 3′ UTR 的 mRNA，如果按照上述

理论，CCNA2 的表达水平应该会在 FUS 被敲低后降低，但实际上在敲低 FUS 的

细胞中进行的 qRT-PCR 显示 CCNA2 的表达水平有接近 3 倍的升高（图 11A）。

为了解释这一矛盾，我们又在 293T 细胞中进行了双荧光素酶报告系统实验，发

现插入长 3′ UTR 的荧光素酶的荧光强度更高（图 11B），说明 CCNA2 更长的 3′ 

UTR 会使 mRNA 翻译更多的蛋白，这也解释了为何 FUS 被敲低，CCNA2 的表

达量反而上升。这一现象的可能原因是 CCNA2 的长 3′ UTR 上并没有更多的

miRNA 结合位点，反而有更多的 RNA 结合蛋白的结合位点，这些蛋白可以帮助

稳定 mRNA 的存在。 
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图 11 CCNA2 表达量异常变化的发现与解释 

A，qRT-PCR 检测敲低 FUS 前后细胞中 CCNA2 表达量的变化；B，双荧光素酶实

验检测 CCNA2 长或短 3′ UTR 对蛋白翻译的影响；CCNA2-3′ UTR -L 代表在双荧

光素酶报告质粒中插入较长的 3′ UTR 序列，CCNA2-3′ UTR -R 代表在双荧光素酶

报告质粒中插入较短的 3′ UTR 序列，***代表 p < 0.001，三次技术重复（t-test）。 

 

CCNA2 在 FUS 敲低的条件下表达量并不下降，这提示我们可能在敲低 FUS

导致细胞衰老过程中的 CCNA2 是在高表达的状态下发挥作用的，因此应该再进

行过表达 CCNA2 后检测细胞衰老表型的实验，CCNA2 可能是表达量过低或过

高都会影响细胞正常增殖的基因，因此过表达 CCNA2 也应当预期可以看到细胞

衰老的表型。 

4.2 AAGAB 与细胞衰老相关通路的关系 

AAGAB 是一个与细胞内囊泡运输相关的蛋白，理论上与细胞衰老没有直接

关系，但是敲低 AAGAB 后细胞却出现了细胞衰老表型，我在此给出一条推测的

可能的通路，即 AAGAB 下调可能会引发内质网胁迫（endoplasmic reticulum stress，

ER stress），内质网胁迫可以参与细胞衰老的调控，它可以通过 p53 依赖的途径

引起细胞衰老[45]。AAGAB 参与分泌蛋白的胞吐过程，因此当 AAGAB 低表达

时，分泌蛋白即便折叠好也无法被运输出去，内质网中积聚大量蛋白，影响了其

正常功能，进而出发细胞衰老乃至凋亡的相关通路。这也可以解释在实验过程中

敲低了 AAGAB 的细胞很难培养，培养基中有很多细胞碎片。由于很难收集到足

够实验的细胞，针对敲低 AAGAB 细胞只完成了 CCK8 和 SA-β-Gal 染色两种衰
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老表型的检测（图 10）。 

4.3 敲低 AAGAB 除了影响细胞生长状态还可能会影响细胞的形态 

在 HUVEC 细胞中敲低了 AAGAB 之后，我们发现 HUVEC 细胞的形态发生

了变化，主要体现在细胞平均体积变大，出现了更多的突出（图 12）。通常细胞

体积变大意味着细胞将更多的能量用于生长而不是分裂，也就是说，细胞衰老可

能可以通过抑制细胞增殖来使细胞形态发生这种变化。但是通过其他方式诱导衰

老的 HUVEC 细胞没有如此明显的形态变化，因此 AAGAB 可能对细胞形态变化

有其他尚不清楚的影响途径。 

 

图 12 敲低 AAGAB 前后 HUVEC 细胞的形态 

图中展示了敲低 AAGAB 前后 HUVEC 细胞的形态变化；Ctrl 代表对照组，sh1 和

sh2 代表使用两条靶向 AAGAB 的 shRNA 的敲低组 
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