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ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿０００６４１１慢病毒载体的构建及验证
卢　韬　董学君

摘　要　目的　构建环状 ＲＮＡｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿０００６４１１慢病毒载体，作为研究其在肺癌细胞的功能学实验的基础。方法　以人细

胞混合样本 ｃＤＮＡ为模板扩增环状 ＲＮＡｃｉｒｃ＿０００６４１１，ＥｃｏＲⅠ和 ＢａｍＨⅠ双酶切连接到 ｐＬＣ５－ｃｉＲ载体中，转化感受态细胞，并

测序阳性菌落产物；将得到的 ｐＬＣ５－ｃｉｒｃ＿０００６４１１－ＧＦＰ载体转染 ２９３Ｔ细胞，４０ｈ后观测 ＧＦＰ的表达，并收集细胞 ＰＣＲ扩增

ｃｉｒｃ＿０００６４１１基因，以 ｐＬＣ５－ｃｉＲ空载体和空白组做对照。结果　测序结果与 ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿０００６４１１序列一致，且环化接头位点也与

ｃｉｒｃｂａｓｅ中的位点一致；ｐＬＣ５－ｃｉｒｃ＿０００６４１１－ＧＦＰ载体转染 ２９３Ｔ细胞组 ｃｉｒｃ＿０００６４１１相对表达量明显增高于另外两组，且绿色

荧光蛋白表达。结论　成功构建了环状 ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿０００６４１１载体，能稳定转染 ２９３Ｔ细胞，可用于后续细胞实验。
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　　非编码 ＲＮＡ是指一类不能编码蛋白质的 ＲＮＡ
类型（近年来发现有些非编码 ＲＮＡ也具有编码肽功
能），包括微小 ＲＮＡ、长链非编码 ＲＮＡ和环状 ＲＮＡ
等类型

［１，２］
。环状 ＲＮＡ是由 ｍＲＮＡ前体反向剪接产

生的闭合环状结构，虽然大多数不能编码蛋白质，但

却可以通过一系列机制调节相关基因的表达，来发挥

细胞学功能，在癌症中也具有重要的调控作用
［３］
。

ＰＩＫ３Ｒ１基因可编码 ｐ８５ａ蛋白，作为磷脂酰肌醇 ３激
酶（ｐｈｏｓｐｈｏｉｎｏｓｉｔｉｄｅ３－ｋｉｎａｓｅ，ＰＩ３Ｋ）通路中 ＰＩ３Ｋ的
调节亚基，在诸如乳腺癌，宫颈癌等实体瘤中显著低

表达，其可与 ＰＴＥＮ结合，从而增强 ＰＴＥＮ的脂质磷
酸酶活性，发挥抑癌作用

［４～６］
。本研究发现，来源于

ＰＩＫ３Ｒ１母基因的环状 ＲＮＡ（ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿０００６４１１）在多
种实体瘤组织中低表达，为了研究其功能，拟构建其

慢病毒载体，并验证实用性后，用于后续的细胞实验。

对象与方法

１．试剂与仪器：Ｉｎ－Ｆｕｓｉｏｎ ＨＤ克隆试剂盒（日
本 ＴａＫａＲａ公司），胶回收试剂盒和质粒提取试剂盒
（美国 Ｏｍｅｇａ公司），ｐＬＣ５－ｃｉＲ载体（广州吉赛公
司），ＲＰＭＩ１６４０培养基（美国 Ｇｉｂｃｏ公司），胎牛血清
（美国 ＥｘＣｅｌｌＢｉｏ公司），脂质体２０００（美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ
公司）；仪器主要有 ＰＣＲ仪（德国罗氏公司），电泳仪
（美国 Ｂｉｏ－Ｒａｄ公司）和冷冻离心机等。

２．载体构建及测序鉴定：（１）目的片段扩增：设
计带有 ＥｃｏＲⅠ和ＢａｍＨⅠ酶切位点的引物，序列见表
１，以人细胞混合样本 ｃＤＮＡ为模板扩增环状 ＲＮＡ
ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿０００６４１１，目的片段在１．５％的琼脂糖凝胶中
进行电泳后，按照胶回收试剂盒操作说明回收纯化目

的片段。（２）目的片段与载体连接：分别向目的片段
和载体 ｐＬＣ５－ｃｉＲ中加入 ＥｃｏＲⅠ和ＢａｍＨⅠ酶，得到
的产物连接成携带 ｃｉｒｃ＿０００６４１１的 ｐＬＣ５－ｃｉＲ表达
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载体。该表达载体转化感受态细胞，阳性菌落扩增后

行 ＰＣＲ测序，与 ＢＬＡＳＴ序列比对，看是否为目的 ｈｓａ
＿ｃｉｒｃ＿０００６４１１ＲＮＡ序列；并比对测序得到的环化接
头位点与 ｃｉｒｃｂａｓｅ中的环化位点序列，看是否完全一
致，测序引物列见表１。

３．ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿０００６４１１载体的验证：２９３Ｔ细胞接种

于６孔板中，当细胞８０％汇合时转染，分成 ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿
０００６４１１载体、ＰＬＣ５－ｃｉＲ空载体及对照组分别转染
２９３Ｔ细胞，培养６ｈ后换液，更换为完全培养基，４０ｈ以
后观察细胞 ＧＦＰ的表达，并收集细胞，ＰＣＲ扩增检测
ｃｉｒｃ＿０００６４１１的表达情况，以ＧＡＰＤＨ为管家基因，２－ΔΔＣＴ

表示ｉｒｃ＿０００６４１１的相对表达量，引物序列见表１。

表 １　各基因引物表

扩增产物 序列（５′→３′） 产物长度（ｂｐ）
ｃｉｒｃ＿０００６４１１酶切引物 上游：ＣＡＴＴＡＡＴＡＴＴＴＣＴＴＣＴＴＴＣＧＡＡＴＴＣＴＡＡＴＡＣＴＴＴＣＡＧＧＴＧＡＡＧＣＴＣＧＴＧＴＧＴＧＧＡＧＴＧ ７２０

下游：ＡＧＴＡＴＧＧＡＧＴＴＧＴＴＡＧＣＴＡＧＧＡＴＣＣＡＧＴＴＧＴＴＣＴＴＡＣＣＴＴＧＴＴＧＴＴＣＡＡＣＡＴＣＴＧＣＴＴ
ｃｉｒｃ＿０００６４１１测序引物 上游：ＡＡＡＡＡＴＣＴＣＧＣＣＴＣＣＣＡＣＡＣ ２０３

下游：ＴＴＧＡＡＴＣＣＡＧＧＣＴＧＡＣＴＣＴＣ
ｃｉｒｃ＿０００６４１１ＰＣＲ引物 上游：ＡＧＡＴＧＴＴＧＡＡＣＡＡＣＡＡＧＧＴＧＡＡＧ １２５

下游：ＴＴＧＡＡＴＣＣＡＧＧＣＴＧＡＣＴＣＴＣ
ＧＡＰＤＨ引物 上游：ＡＧＡＡＧＧＣＴＧＧＧＧＣＴＣＡＴＴＴＧ １４０

下游：ＧＣＡＧＧＡＧＧＣＡＴＴＧＣＴＧＡＴＧＡＴ

结　　果
１．载体测序结果：构建的 ＰＬＣ－ ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿

０００６４１１载体经转化感受态细胞后，可在 ＬＡ平板上
检测出阳性菌落，该菌落 ＰＣＲ产物测序结果如图 １，
经 ＢＬＡＳＴ序列比对后发现，与 ＧｅｎＢａｎｋ上的人 ｈｓａ＿
ｃｉｒｃ＿０００６４１１序列完全一致，测序后得到的环化接头
位点与 ｃｉｒｃｂａｓｅ中的环化位点序列也完全一致（图
１），载体构建成功。

图 １　ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿０００６４１１部分测序图及环状位点测序图
Ａ．ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿０００６４１１测序结果部分显示的图谱；

Ｂ．ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿０００６４１１环化位点处的显示图

　

２．转染２９３Ｔ细胞后 ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿０００６４１１表达量及
测序结果：转染 ２９３Ｔ细胞后 ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿０００６４１１载体

组、ＰＬＣ５－ｃｉＲ空载体及对照组相对表达量分别为
９９４７．０８±５１４．４２、３．７１±０．７１和 １．００±０．１０，差异
有统计学意义（图 ２），其扩增曲线见图 ３；显微镜下
可见在 ２９３Ｔ细胞中的绿色荧光蛋白的表达，表明
ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿０００６４１１载体可在 ２９３Ｔ细胞中稳定表达
ｃｉｒｃ＿０００６４１１环状基因。

图 ２　转染 ２９３Ｔ细胞后基因表达情况
　

图 ３　ｈｓａ＿ｃｉｒｃ＿０００６４１１ＰＣＲ扩增曲线
黄色为 ＧＡＰＤＨ基因，其他为 ｃｉｒｃ＿０００６４１１基因
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讨　　论
环状 ＲＮＡ在 １９７６年首次在病毒中被发现［７］

。

作为非编码 ＲＮＡ群体的一个重要组成部分，其形成
机制为线状 ｍＲＮＡ前体物质反向剪接形成的环状结
构，其５′和 ３′末端通过磷酸二酯键连接，而不形成悬
空的自由末端，相对于线性结构而言，其环状结构使

得其能够更加稳定的表达存在于组织、血液及其他体

液中
［８，９］
。由于其非编码特性，在生物体生命活动，

疾病发展过程中的作用一直以来都被忽视。直到近

年来发现很多非编码 ＲＮＡ的重要调控基因表达的功
能被提出，才对 ｃｉｒｃＲＮＡ的研究重新引起重视。加上
现代生物技术和研究工具的发展，越来越多的研究表

明，ｃｉｒｃＲＮＡ在人类生命活动过程中的重要作用，目
前而言主要体现在以下几个方面：①作为竞争性内源
ＲＮＡ（ｃｅＲＮＡ机制，即竞争性结合 ｍｉＲＮＡ，从而解除
对与其结合的靶基因的抑制作用，来提高 ｍｉＲＮＡ靶
基因表达）来调控特异性基因的表达

［１０，１１］
；②与 ＲＮＡ

结合 蛋 白 相互作用来抑制或调控该蛋 白 的 活

性
［１２，１３］

；③通过顺式／反式作用与 ＲＮＡ直接结合来
调控 ＲＮＡ的水平［１４，１５］

；④可以作为模板翻译成多
肽

［１６～１８］
。上述 ｃｉｒｃＲＮＡ的稳定性特征及诸多功能，

赋予其作为肿瘤发生、发展、诊断和治疗等多种路径

分子的可能性，科学家的确发现其与肺癌、乳腺癌、泌

尿生殖系统和消化系统等几乎所有癌种的密切关系。

本研究主要为肺癌相关的环状 ＲＮＡ的研究。前
期研究发现，在肺癌组织中相对于癌旁组织低表达的

ｃｉｒｃ＿０００６４１１，其母基因为编码 ＰＩ３Ｋ信号通道中调节
亚基 Ｐ８５ａ的基因 ＰＩＫ３Ｒ１，该基因在不同肿瘤中的表
达高低具有明显的组织特异性，在乳腺癌、子宫内膜

癌、结肠癌和非小细胞肺癌中明显低表达，其可能主

要是发挥抑制 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ下游的动物雷帕素靶蛋白
（ｍＴＯＲ）信号转导通路来抑制肿瘤的增殖，促进凋亡
的作用

［１９，２０］
。今后拟进一步研究 ｃｉｒｃ＿０００６４１１在非

小细胞肺癌中的作用机制，需先构建该环状 ＲＮＡ的
载体。本研究以慢病毒载体 ＰＬＣ５－ｃｉＲ为工具，通过
基因工程的手段，成功构建了携带该环状基因的慢病

毒载体，并在２９３Ｔ细胞中能显著高表达，可以用于后
续实验。
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