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circRNA 全攻略略⼿手冊          


I. ⽣生物資訊預測 (此結果已完整輸出，不需再進⾏行行） 

1. mapping reference : hg38 (我們⽤用 hg 38。hg19 為較舊版本，可能也能參參考）

2. mapping 策略略：BWA, 完成後存 SAM 檔

3. BAM 轉檔：將 SAM 轉為 BAM 檔

4. 利利⽤用 CIRI 進⾏行行 circRNA 預測 (pipeline檔案名稱：Jordan_bwa_CIRI.bash )


II.  circRNA 位置註解與 primer 設計 

1. circRNA 位置註解 (檔案名稱：circRNA candidates (CIRI 預測)(最終).xlsx)


                                                         ＊CIRI 結合蕭貴陽老師 Lab 的流程輸出的 excel 檔案概觀


Position :  

CIRI 的輸出檔預測之 back splice 發⽣生位置，例例如: chr10:118685983-118730410。策略略 上主要依據這個位置
取得 exon 序列列的資訊 (注意！Position ID 在不同的⼈人類基因體版本如 hg38 與 hg19 會有不同)。


TID ： 

此欄欄為不同分析流程 (蕭貴陽老師 Lab) 依據 CIRI 註解出的結果，為 “Transcripts (轉錄型)” 的  ID。


GID :    

Ensembl 系統中給予的 “Gene”  ID，很適合⽤用來來直接搜尋，再⽤用 position 對。


ExonN及ExonM:

由蕭老師所註解的預測circRNA中的exon 組成。例例如exonM =3 , exonM=7 則表⽰示該 circRNA 為某 transcript 
中的 exon 組成為 3>4>5>6>7 環狀狀。此部份僅供參參考，我們知道真實的位置必須以 Position 為準。



以下為我整理理過的完整候選circRNA 清單 (⼯工作表名稱是： $P_value 雙過+任意>50）


交接檔案位置:  
https://drive.google.com/drive/folders/1UEzy-GcwaacfvILUQtiKSb8RdU4kt9Ub?usp=sharing
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<接著是利利⽤用 e!Ensembl 網站進⾏行行序列列的取得>：網址：https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Info/Index

                                雖然我已經把這些序在的連結放到 circRNA candidates (CIRI 預測)(最終).xlsx 裡的Ensembl transcript link 了了 

(1) 我們直接以 TID 搜尋 (以circFMBT2為例例），輸入其 ID “ENST00000361972” 搜尋 (請記得選擇物種為⼈人
類)，畫⾯面如下：


(2) 可以看到我們搜尋到的地⽅方被標注了了黃⾊色背景，點選第⼀一列列的 “SFMBT2-201 (Human Transcript)。


https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Info/Index
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(3) 看到了了嗎？點選我們的 ENST00000361972，也就是 SFMBT2-201。下⽅方的米黃⾊色框框為該 transcript 的
序列列⽰示意圖。


(2) 上⾯面的 exon 可以點進去得到序列列呢！ (再點⼀一下資訊欄欄中的 “Exons” 即可進入序列列畫⾯面）


(3) 這樣就得到序列列資料了了，我們根據 chromosome position. 就能去找到被預測發⽣生 backsplicing 的 
position。旁邊⼀一段⼀一段的 exon 我們就能⾃自⾏行行下載，之後再 SnapeGene 就可以標記與更更多視覺化。
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2. primer 設計策略略 (以circSFNBT2 為例例)


• Junction 上的 primer  (代號：Ｃ (circ)):

如圖中的灰⾊色 primer，⽬目標在於 exon 7 和 exon 5 中間的 junction，預期夾出部分的 exon 5, 6 和完整的 
exon 7。


Tip1. 在把這三段 exon 貼到 SnapGene 之前可以依 exon 7, exon 5, exon 6 的順序貼上，這樣在設計夾 
junction 的 primer 時比較好想像畫⾯面。


Tip2. 序列列貼到 SnapGene 的時候可以直接 “topology” 選項中勾選 “Circular” ，這樣在 map 圖上即可⽅方便便的
視覺化。


Tip3. Junction 的長度以 120-160 bp 來來設計 primer 為佳，不過以⼀一般 PCR 驗證⽽而⾔言，200-400 bp 亦可接
受。
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• CircRNA 與 linear RNA 都可以 P 出的 primer (代號：L+Ｃ (linear + circ)):

如圖中的藍藍⾊色 primer，⽬目標在於 exon 5 和 exon 6。




  


Tip1. 可以發現設計這類型的 primer 可以直接拿專⾨門 P junction 的 primer 位置來來設計，因為只是primer 夾的”
⽅方向”不同⽽而已。


Tip2. 這種類型的 primer 意義在於它可以在相同的 exons 序列列上同時夾出 linear 和 circular form 的片段，很
適合⽤用於比較。


• Linear RNA 專⼀一的 primer (代號：L (linear)):

在相同的原始基因中，找⼀一段確定只有線性產物的 exon 組合 (避開可能形成 circRNA 的 exon 區域），⽤用它
來來代表線性的 RNA 產物。


linear only: exon 8 - exon 10

(避開了了 exon 5 - exon 7 的可能環型區域)


Tip1. 這段長度建議設計接近於 circular form 能夾出的長度。


circular form

linear form 
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<預期跑膠狀狀況視覺化>

假設：1. 假設對 circRNA 上的 junction 預期 P 出的長度約為 200 bp。


           2. 假設對 linear form 和 circular form 上共享的片段預期 P 出的長度也約為 200 bp。

           3. 假設在避開可能形成 circRNA 的 exons 區域後，能找到位在同 mRNA 上， 但不同 exons    

               的區域有⼀一段 exons 組合，可以作為 linear from 代表的 mRNA，⽽而該段 exons 組合長度

               約 400 bp。


III. circRNA 抽取與 RNase R treatment 

• 抽取 circRNA 的⽅方式如同實驗室常規的 NucleoZOL 抽取⽅方法。

• 抽取完成後的 total RNA 習慣配製成 200 ng/μl，以⽅方便便後續實驗。

• 將實驗分成兩兩組：RNase R treatment & Non-RNase R treatment。我們預期 RNase R treatment 組別只
會留留下 circular form 的 RNA。


RNase R treatment 經典條件如下：


• RNase R treatment 組在加完上述試劑後置入 37℃ 培養箱 (或放 PCR 內設定 37℃ program)，反應 30 - 
60 分鐘 （經典時間為 30 分鐘，此條件可以依實驗情形調整反應時間）。


＊註：RNase R 單價 14,000。請⼩小⼼心使⽤用，平均⼀一個反應 tube 就會花 700 元。

＊註：冰太久可能導致酵素活性下降 / 新買的酵素活性相對⾼高，必須先做好適當條件


Reagent Volume (μl) Final unit Company / 代理理商

RNase R (20U/μl) 0.5 10 U Lucigen® / 波仕特 

10x RNase R buffer 1 1x Lucigen® / 波仕特 

RNA templete (200 ng/μl) 5 1000 ng

Nuclease-free water 3.5
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IV. 反轉錄成 cDNA 

1. RT-PCR 反應試劑

2. PCR 條件


V. PCR 偵測 circRNA junction 與 linear form RNA 之存在 

1. PCR 反應試劑 (PCR tube 內總體積：25 or 50 μl 皆可)


Reagent Volume (μl) Company

10x RT random primer 2 Applied Biosystems®

10 x RT buffer 2 Applied Biosystems®

 25x dNTP mix (100 mM) 0.8 Applied Biosystems®

MultiScribe Reverse 

Transcriptase (50 U/ μl)

1

Nuclease-free water 4.2 (RNase R treatment)


9.2 (Non-RNase R treatment)

RNA templete


• RNase R treatment 組：                   
反應完後濃度為 100 ng/μl


• Non-RNase R treatment 組：           
原管濃度固定為 200 ng/μl

使總量量達 1000 ng:


10 (RNase R treatment)


5   (Non-RNase R treatment)

*Total  (in a PCR tube) *20

Temperature (℃) Time (min) cycle

25 10 1

37 60 1

37 60 1

85 5 1

15 ∞ 1

Reagent Volume (μl) Final unit Company

2x PCR Master Mix 12.5 1x Thermo Scientific®

F’+R’ primer (5 μM) 4 1 μM ⾃自⾏行行設計

cDNA templete

(轉完cDNA濃度剩 50 ng/μl)

2 100 ng

Nuclease-free water 6.5

https://www.thermofisher.com/us/en/home/brands/applied-biosystems.html
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2. PCR 條件


＊註：適當提升溫度有助於解決 off-target 的問題。


VI. DNA 電泳驗證 

1. 配膠（尺梳可⾃自⾏行行選擇）:


• ⼤大片膠 : 60 ml TAE buffer + 2% agarose (適⽤用於 0.1 - 3 kb target DNA) + 6 μl SYBR® safe DNA stain


• ⼩小片膠 : 30 ml TAE buffer + 2% agarose (適⽤用於 0.1 - 3 kb target DNA) + 3 μl SYBR® safe DNA stain


2. Loading (PCR Master Mix 產品為⼀一鍋式製程，PCR 後不需要再添加 loading dye) :


• Sample loading (5 μl for 最⼩小尺疏)


• Marker loading (本實驗選⽤用 100 bp 型，因產物⼤大⼩小約落落在 200-500 bp。 3 μl for 最⼩小尺疏)


3. 100V 開始電泳，當 marker 與 sample dye (黃⾊色）的指⽰示達倒數第⼆二條橫線時停⽌止 (約 30 min)。


VII. 純化膠體將感興趣的 junction region 送定序  
1. 在 UV 光下將條帶切割下來來放入 eppendrof。


2. 利利⽤用 FAVORGEN® 的 kit 進⾏行行 gel proliferation。





3. 送定序（總量量需答 500 ng)


Temperature (℃) Time cycle

95 3 min 1

95 30 s 25-35 (⾃自⾏行行依狀狀況判斷)


想看得很清楚：35

想做定量量：25-30

Tm℃ - 5 (⾃自⾏行行依梯度PCR決定） 30 s

72 1 min

72 10 min 1
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VIII. 都驗證到了了，就來來看看 microRNA sponge 吧 

1. 使⽤用 miRDB 進⾏行行預測 (網址：http://mirdb.org/）， 選擇 Custom Prediction


2. 我們的⽬目的是送 circRNA 的序列列，讓他去預測可能有的 miRNA。所以 Submission type 要勾選 “mRNA 
target sequence”。


3.  剩下就是看書出的結果了了。這些預測中的 seed region 都是完美符合才會顯⽰示出來來，即使分數只有50。

http://mirdb.org/
http://mirdb.org/custom.html

