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摘要!目的
"

利用慢病毒载体建立稳定过表达环状
PB?0<'0GK=%66S=5

的膀胱癌
_5S

细胞株'方法
"

利用
#

9:DG>N:G%<1<G

0'PB?GWK6GCKFGF&'(

质粒$制备慢转录病毒
#

9:DG>N:G%<1<0'PB?GWK6GCKFGF&'(G0<'0GK=%66S=5

#

0<'0GK=%66S=5

%和
#

9:DG

>N:G%<1<0'PB?GWK6GCKFGF&'(G:.0"('

#

:.0"('

%$并转染膀胱癌
_5S

细胞系'用嘌呤霉素筛选阳性表达细胞$并用荧光显微

镜$实时荧光定量
F>P

#

X

P_GF>P

%和
B('"!.'1

印记等实验验证
0<'0GK=%66S=5

基因成环及过表达情况'最后$通过
>>bGV

实验

和克隆形成实验初步探究
0<'0GK=%66S=5

对
_5S

细胞增殖的影响'结果
"

转染并用嘌呤霉素药筛后的
_5S

细胞在荧光显微镜

下呈现出绿色荧光'

X

P_GF>P

显示过表达组细胞
0<'0GK=%66S=5

水平是对照组的
5V

倍$而
K=%66S=5%PB?

没有明显变化'

B('"!.'1

印迹显示
0<'0GK=%66S=5

在
_5S

细胞中成功成环并过表达'

>>bGV

实验和克隆形成实验表明过表达
0<'0GK=%66S=5

显

著抑制
_5S

细胞增殖'结论
"

该实验成功建立了稳定高表达
0<'0GK=%66S=5

的膀胱癌
_5S

细胞模型$并初步探究
0<'0GK=%66S=5

对膀胱癌细胞的增殖抑制作用'为进一步研究
0<'0GK=%66S=5

在膀胱癌中的作用和机制奠定了基础'

关键词!

0<'0GK=%66S=5

"环状
PB?

"转染"膀胱癌
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膀胱癌是世界上第
67

大最常见恶性肿瘤$

576V

年约有
ZZ

万新诊断*

57

万新死亡的病例+

6

,

'膀胱肿

瘤内在的生物侵袭性和特异的放射*化学抗性导致高

复发率和进展率+

5

,

'深入了解膀胱癌的发病机制有

助于鉴定新的*有效的治疗靶标'

环状
PB?

#

0<'0PB?

%是一类不具有
Zs

末端帽子

和
Rs

末端
#

()

+

#

?

%尾巴*并以共价键形成环形结构的

非编码
PB?

分子'越来越多的研究表明$

0<'0PB?

在各种癌组织或细胞系中差异表达$并与疾病状态及

预后紧密相关+

R

,

'

0<'0PB?

通过
%<0'(PB?

#

%<PG

B?

%海绵吸附作用保护靶基因免受
%<PB?

介导的

SQS

\N(/J'()

$

:(),5SB(,U\&1,5768
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%PB?

切割$并因此参与到多种癌症的发生过程$例

如肝细胞癌*胃癌*结肠直肠癌等+

S

,

'

0<'0PB?

也可

以结 合
PB?

结 合 蛋 白 #

PB?Ga<1/<1

* #

'(".<1

$

P[FL

%形成
PB?

蛋白复合物并最终影响基因表

达+

R

$

Z

,

'这些
0<'0PB?

调节网络参与到细胞周期调

控*信号转导*表观遗传调节或转录调控靶基因$最终

调节癌细胞的增殖*分化*侵袭和转移+

S

,

'因此$研究

环状
PB?

在膀胱癌中的作用对于深入了解膀胱癌

的发病机制具有重要的意义'

我们在前期研究中$通过下一代测序#

1.-"

*

.1G

.'="<(1L.

X

&.10<1

*

$

BĈ

%技术在
Z

对膀胱肿瘤组织

及癌旁 组织中鉴定 出 差 异 表 达 的 新 环 状
0<'0G

K=%66S=5

+

U

,

'因 此$进 一 步 建 立 高 表 达 的
0<'0G

K=%66S=5

膀胱癌细胞系对研究其在膀胱癌中的作

用及机制起到了关键性作用'

A

"

材料与方法

ADA

"

材料
"

人膀胱癌
_5S

和肾
58R_

细胞株购自中

科院上海细胞库'胎牛血清*胰蛋白酶*

HNWN

#

H&)a.00(jL%(/<I<./W=

*

).%./<&%

%培养基*生物素

显色检测试剂盒购自
_!.'%(

公司'尼龙膜#带正电

荷%购自碧云天公司'

_'<2()

试剂*大肠杆菌菌株

HMZ

*

*质粒
HB?

抽提试剂盒购自
_<=1

*

.1

公司'

嘌呤霉素购自
L<

*

%=

公司'逆转录及实时荧光定量

聚合酶链反应#

X

&=1"<"="<O.'.=)G"<%.

#

()

+

%.'=L.0!=<1

'.=0"<(1

$

X

P_GF>P

%试剂购自南京诺唯赞公司'慢病

毒包装三质粒系统#

#

F̂?D5

$

#

NH5C

$

#

)O-G>N:G

%<1<0'PB?GWK6GCKFGF&'(

%*

9<

#

(I<".'_N

购自汉恒

公司'

F>P

引物由上海生工合成'

HB?

生物素探

针由上海吉玛合成'

>.))>(&1"<1

*

b<"GV

#

>>bGV

%试

剂盒购自
H(

$

<1/(

公司'

ADE

"

%

TLX/9ML/4'+'(.8J5/;RA/WRK/KN.*/('.(/R$4

AAC$E

慢病毒的构建

ADEDA

"

载体序列分析
"

在环状
PB?

过表达载体

#

9:DG>N:G%<1<0'PB?GWK6GCKFGF&'(

中$由
WK6

启动子调控
L̀C'..1

基因和
F&'(

共表达$由
>N:

启动子调控目的片段的表达#图
6

%'

图
A

"

%

TLX/9ML/4'+'(.8J5/;RA/WRK/KN.*

载体结构图谱

A,E,E

"

目的基因引物设计
"

根据
!""

#

!

!

333,0<'G

0a=L.,('

*

&和
BĈ

测序结果查找
0<'0GK=%66S=5

序

列$并设计
0<'0GK=%66S=5

的全长线性序列引物!

K6

$

ZsG"

*

=0"""""""""="=0""0=

*

>_C?_C__>_??_>?_C

_>?GRs

"

P6

$

ZsG=""0""""00""

*

0""0""=0>_C>_?>?G

_?>__C?>__>?GRs

#小写字母为载体上序列%$跨

成 环 接 头 反 向 引 物!

K5

$

ZsGCCCC>??C_>G

>?_?>_GRs

"

P5

$

ZsG__CC>_CC>_>?>?CGRs

以

及
K=%66S=5 %PB?

引 物!

KR

$

ZsG?>_C>_C_G

_>?C?C>?>?CCGRs

"

PR

$

ZsG>>__>_C>_?_G

>?>?_>>?__C_GRs

'其中
K

代表正向引物$

P

代

表反向引物'

ZQS

现代泌尿外科杂志
""

5768

年
U

月第
5S

卷第
U

期
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A,E,F

"

0<'0GK=%66S=5

慢病毒载体的构建
"#

)O-G

>N:G%<1<0'PB?GWK6GCKFGF&'(

载体用
6'7E

单酶

切$酶切完成后
6Y

琼脂糖凝胶回收'用引物
K6

和

P6F>P

扩增
0<'0GK=%66S=5

序列后$将目的片段与

载体连接形成重组质粒并转入感受态细胞
HMZ

*

'

转化后的细胞涂于含氨苄青霉素的细菌培养板上$

RQ

t

培养过夜'转化后的
0<'0GK=%66S=5

平板挑菌后$

RQt5Z7'

&

%<1

摇菌
6S!

'用菌液进行
F>P

鉴定

后$并将阳性克隆菌液送汉恒公司进行
=̂1

*

.'

测序'

A,E,C

"

慢病毒
0<'0GK=%66S=5

和
:.0"('

制备
"

铺板

58R_

细胞并置于
RQt

*

ZY >@

5

的培养箱中用于转

染'

SV!

后$待细胞密度达到
Q7Y

"

V7Y

的汇合率

时按照
9<

#

(I<".'_N

试剂盒说明书进行脂质体转染$

转染
U!

后进行换液$于
SV!

和
Q5!

后分别两次收

集病毒上清#

SV!

收集后置换新鲜完全培养基%'病

毒上清经
St

$

5777'

&

%<1

离心
67%<1

后去除细胞

碎片"然后收集病毒原液上清置于超速离心管中$

St

$

V5Q77'

&

%<1

$离心
657%<1

后$将慢病毒超离

液分装到灭菌处理的病毒管中$置于
oV7t

保存'

ADF

"

慢病毒感染
!EC

细胞系
"

将
_5S

细胞铺于
U

孔板中$待胞密度达到
Z7Y

"

U7Y

的汇合率时$每孔

加入不同量慢病毒$并置于
RQt

*

ZY >@

5

的培养箱

中'

SV!

后将培养基换为加有
R

0

*

&

%9

嘌呤霉素的

培养基培养'待传代后用含有
S

0

*

&

%9

嘌呤霉素的

培养传代$至第二代后更换为无嘌呤霉素培养基'

ADC

"

荧光显微镜观察
"

用
U

孔板铺入已转入
0<'0G

K=%66S=5

和
:.0"('

的膀胱癌
_5S

细胞$待细胞贴

壁后$置于荧光倒置显微镜下观察绿色荧光蛋白的分

布情况并收集图像'

ADG

"

Y

8!/K98

检测环状
8J5

"

0<'0GK=%66S=5

及

K=%66S=5%PN?

表 达 水 平
_'<2()

法 提 取 的 总

PB?

$根据试剂盒说明书利用
_!.?

##

)<./[<(L

+

LG

".%L "̂.

#

(1.F)&LF>P^

+

L".%

仪器进行逆转录及

X

P_GF>P

实验'

+

G=0"<1

用作内参$所有实验重复
R

次'得出各组循环阈值 #

0

+

0)."!'.L!()/

$

>_

%后$

采 用
5

o

33

>" 法 进 行 相 对 定 量'

33

>" ]

#

>"试验组
0<'0GK=%66S=5

&

K=%66S=5%PB?

o >"试验组
+

G=0"<1

%

o

#

>"试验组
0<'0GK=%66S=5

&

K=%66S=5%PB?

o>"对照组
+

G=0"<1

%$其中试验

组为
0<'0GK=%66S=5

过表达组*对照组为
:.0"('

空载

体组'

ADO

"

J*.)"#.+

印迹检测
('.(/R$4AAC$E

的表达水平

在环状
PB?0<'0GK=%66S=5

接头处设计并合成生物

素标记
HB?

探针$探针序列!

ZsGC??>?_>?C>_G

C>_?>?_?>__C?>__>GRs

'

_'<2()

法提取的总

PB?

#

R7

0

*

%先在甲醛中变性$并在
6Y

琼脂糖
G

甲醛

凝胶中进行电泳'然后将其转移到尼龙膜上并与生

物素标记
HB?

探针杂交'生物素显色检测试剂盒

用于检测
HB?

探针结合的
PB?

$并使用
E%=

*

.9=a

软件分析最终显色结果'

ADU

"

99:/V

实验和克隆形成实验
"

对于
>>bGV

实

验$将
_5S

细胞在
8U

孔板上以每孔
6777

个细胞的

密度培养'分别在
6

*

5

*

R

*

S

*

Z/

后用
>>bGV

试剂盒

测定
SZ71%

波长处吸光度值'对于克隆形成实验$

将
Z77

个细胞接种到
U

孔板中并保持在含有
67Y

K[̂

的
HNWN

培养基中
V/

'将克隆板在
SY

多聚

甲醛中固定
R7%<1

$并用
7,6Y

结晶紫染色$然后拍

摄可见的群落并计数'

ADV

"

统计学分析
"

使用
F̂̂ 6̂8,7

软件进行统计学

分析'通过
.

检验或卡方检验分析两组之间的差异$

#

%

7,7Z

为差异有统计学意义'

E

"

结
"

果

EDA

"

重组
('.(/R$4AAC$E

慢病毒载体鉴定
"

重组

#

9:DG>N:G%<1<0'PB?GWK6GCKFGF&'(G0<'0GK=%66S=5

载体$

F>P

扩增产物
6Y

琼脂糖凝胶电泳结果如图
5

所示$位置正确'进一步测序证实插入目的基因序列

与
0<'0[=L.

报道序列一致#图
R

%'证明重组慢病毒

质粒构建成功'

图
E

"

重组质粒酶切鉴定电泳结果 图
F

"

%

TLX/9ML/4'+'(.8J5/;RA/WRK/KN.*/('.(/R$4AAC$E

测序图

UQS

\N(/J'()

$

:(),5SB(,U\&1,5768
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EDE

"

慢病毒感染
!EC

细胞及稳定
('.(/R$4AAC$E

过

表达细胞株制备
"

细胞转染
SV!

后$可见部分
_5S

细胞内有绿色荧光表达'转染的细胞先用含有
R

0

*

&

%9

嘌呤霉素的培养基传代培养'细胞最初死亡

较多$待细胞几乎无死亡现象时$用含有
S

0

*

&

%9

嘌

呤霉素的培养基继续传代培养'最终$筛选出均含有

嘌呤抗性的已转染细胞'荧光倒置显微镜下可见

8ZY

以上细胞内有绿色荧光表达#图
S

%'

EDF

"

Y

8!/K98

检测
"

为了鉴定慢病毒载体成功过

表达
0<'0GK=%66S=5

而不是
K=%66S=5%PB?

$我们

进行了
X

P_GF>P

实验'

X

P_GF>P

结果显示#图
Z

%$

与
:.0"('

空载体对照组之间相比$

0<'0GK=%66S=5

慢

病毒感染组
0<'0GK=%66S=5

显著升高$差异达
5V

倍

#

#

%

7,7Z

%$而
K=%66S=5%PB?

却没有明显改变'

这证明
0<'0GK=%66S=5

稳定过表达细胞系构建成功'

EDC

"

J*.)"#.+

印记检测
"

为了鉴定慢病毒载体成功

过表达
0<'0GK=%66S=5

$我们进行了
B('"!.'1

印记实

验'实验结果表明#图
U

%!在
_5S

细胞中相较于

:.0"('

空载体对照组$

0<'0GK=%66S=5

慢病毒感染组

0<'0GK=%66S=5

显著升高'

图
C

"

L#()*.

及
('.(/R$4AAC$E

在荧光

显微镜下观察的结果

"""

"

图
G

"

Y

8!/K98

检测细胞中
('.(/R$4AAC$E

和

R$4AAC$E48J5

的表达#

''

#

%

7,76

%

图
O

"

转染后
!EC

细胞的
J*.)"#.+

印迹$

5

%和相应态度值分析$

6

%#

'''

#

%

7,776

%

EDG

"

过表达
('.(/R$4AAC$E

对人膀胱癌细胞
!EC

增

殖的影响
"

>>bGV

实验结果#图
Q?

%表明!过表达

0<'0GK=%66S=5

后$人膀胱癌细胞
_5S

增殖活力显著

下降#

#

%

7,7Z

%"克隆形成实验#图
Q[

%表明!

_5S

的

克隆形成数目在过表达
0<'0GK=%66S=5

之后也明显

减少#

#

%

7,7Z

%'

图
U

"

转染后
!EC

细胞的
999:V

实验$

5

%和克隆形成实验$

6

%#

'

#

%

7,7Z

$

''

#

%

7,76

%

QQS

现代泌尿外科杂志
""

5768

年
U

月第
5S

卷第
U

期
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"

讨
"

论

最近$数以千计的内源性环状
PB?

在真核细胞

中被鉴定+

Q

,

'

0<'0PB?

成为继
%<0'(PB?

#

%<PB?

%

和长非编码
PB?

#

)10PB?L

%后$另一非编码
PB?

重要组成部分'

0<'0PB?

是一类由非选择性剪接产

生的独特的内源性非编码
PB?

+

Z

$

V

,

$首先在病毒

PB?

中发现+

8

,

'随着下一代测序#

BĈ

%技术和生物

信息学的进步$

0<'0PB?

目前进入学术研究前沿'与

具备
Zs

帽和
Rs

尾的线性
%PB?

不同$

0<'0PB?

的
Zs

端和
Rs

端连接在一起$形成共价闭环结构+

67

,

'没有

极性及多聚腺苷酸尾的的特性增强了
0<'0PB?

的稳

定性$使它们能够抵抗
PB=L.P

优先降解+

66

,

'

膀胱癌发生*发展的潜在分子机制$特别是遗传

和表观遗传的变化$人们知之甚少'近期$越来越多

研究表明$一些
0<'0PB?

在膀胱癌组织及相应癌旁

组织中表达存在差异$如!

><'0&)='PB? NA9b

*

><'0&)='PB? _>K5Z

*

><'0&)='PB?FPN_Z

*

><'G

0&)='PB? >WF65V

*

><'0&)='PB? F_b5

*

><'0&)='

PB?:?BC96

*

><'0&)='PB?[F_K

在膀胱癌组织

中高表达+

65G6V

,

$

><'0&)='PB? MEFbR

*

><'0&)='PB?

[>P>GR

*

><'0&)='PB? J[DBQ

在膀胱癌组织中低

表达+

68G56

,

$并因此影响了膀胱癌细胞的增值*凋亡*迁

移和侵袭'我们之前的研究也表明
><'0&)='PB?

E_>M

和
><'0&)='PB?>/'6=L

在膀胱癌组织中低表

达$并通过海绵吸附
%<PB?

抑制膀胱癌细胞增

值+

55G5R

,

'这些研究表明
0<'0PB?

可能参与到膀胱癌

发生*发展中$且有可能成为膀胱癌独立的诊断或预

后指标'我们进一步的
0<'0PB?

高通量测序将
0<'0G

K=%66S=5

鉴定为膀胱癌相关环状
PB?

+

R

,

'因此构

建稳定高表
0<'0GK=%66S=5

膀胱癌细胞系为研究其

与膀胱癌的诊断*治疗和预后之间的关系$以及研究

其对膀胱癌细胞的肿瘤生物学影响提供实验基础'

0<'0PB?

的过表达一直有成环效率低*容易错配

成环等难点'本研究中环状
PB?

过表达载体

#

9:DG>N:G%<1<0'PB?GWK6GCKFGF&'(

是 模 拟 内

源性的环化模式$在扩增的目的
0<'0PB?

序列
Zs

和

Rs

端分别加上一段通用的成环序列和
897PE

*

:/;ME

两个酶切位点$然后做酶切连接'整体框架可使插入

的环状
PB?

序列高效率环化$并在
?CGC_

位点精

确地剪切$具有表达高*成环稳定等特点'但此载体

也存在成环失败可能$于是我们进一步利用
X

P_G

F>P

验证了
0<'0GK=%66S=5

在膀胱癌
_5S

细胞成功

过表达$而线性的
K=%66S=5%PB?

没有发生改变'

并通过
B('"!.'1

印记实验证明了相较于对照组$

0<'0GK=%66S=5

在过表达组
S6Q1"

长度附近过表达'

此外$成功建立
0<'0GK=%66S=5

过表达
_5S

细胞后$

初步功能实验#

>>bGV

和克隆形成实验%表明
0<'0G

K=%66S=5

在膀胱癌细胞中起抑制细胞增殖作用'

总之$本研究首次通过
X

P_GF>P

*

=̂1

*

.'

测序

及
B('"!.'1

印记等实验验证了
0<'0GK=%66S=5

的存

在$并成功建立了稳定高表达的膀胱癌
_5S

细胞'

初步的功能实验表明
0<'0GK=%66S=5

在膀胱癌细胞

中起 抑 制 细 胞 增 殖 作 用$这 为 后 续 研 究
0<'0G

K=%66S=5

在膀胱癌的功能及机制奠定了基础$为环

状
PB?

的研究提供了新的思路'

参考文献!

+

6

,

[P?AK

$

KWP9?A\

$

@̂WP\@N?_?P?NE

$

."=),C)(a=)0=10G

.'L"="<L"<0L576V

!

C9@[@>?B.L"<%=".L(I<10</.10.=1/%('G

"=)<"

+

3(')/3</.I('RU0=10.'L<16VZ0(&1"'<.L

+

\

,

,>?>=10.'\

>)<1

$

576V

$

UV

#

U

%!

R8SGS5S,

+

5

,

N?̂ ?̂PEK

$

>E>>?PŴ W >
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PEŴ BWPH

$

."=),:<'(</L='.L<1

*

).G

L"'=1/./0(O=).1")

+

0)(L./0<'0&)='PB? %().0&).L.-<L"<1

*

=L

!<

*

!)

+

a=L.G

#

=<'./'(/G)<4.L"'&0"&'.L

+

\

,

,F'(0B=")?0=/ 0̂<

$

68QU

$

QR

#

66

%!

RVZ5GRVZU,

+

67

,

>MWB 99

$

A?BC 9,P.

*

&)="<(1(I0<'0PB? a<(

*

.1.L<L

+

\

,

,

PB?[<()

$

576Z

$

65

#

S

%!

RV6GRVV,

+

66

,

\W>b cP

$

@̂PPWB_EB@\?

$

c?BCb

$

."=),><'0&)='PB?L

='.=a&1/=1"

$

0(1L.'O./

$

=1/=LL(0<="./3<"!?9J'.

#

.="L

+

\

,

,

P1=

$

576R

$

68

#

5

%!

6S6G6ZQ,

+

65

,

[E\

$

9EJ M

$

>?E`

$

."=),><'0G[F_K

#

'(%(".La)=//.'0=10.'

#

'(

*

'.LL<(1=1/'.0&''.10."!'(&

*

!"!.%<PGR6GZ

#

&

P?[5Q?=-<L

VQS

\N(/J'()

$

:(),5SB(,U\&1,5768



!""

#

!

!$

%&'()(

*+

,-

$

"&,./&,01

"

2

*

%134,0&

*

,"(

#

+

\

,

,?

*

<1

*

#

?)a=1

+

BA

%$

576V

$

67

#

V

%!

68USG68QU,

+

6R

,

>MWBD

$

>MWB PD

$

cWE ĉ
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9?BĤ _P@N\_

$

>̂MJA9WPPc

$

N?>PÊ CF,N<0'(L&'

*

<G

0=)

#

.1<).'.

#

)=1"="<(1K=0<)<"="./a

+#

(L"(

#

.'="<O.M[@"'.="G

%.1"

+

\

,

,N<0'(L&'

*

$

577S

$

5S

#

6

%!

S8GZZ,

+

57

,

9EHN?BH

$

H?BEW9̂ @̂BF

$

?[HEJ ?

$

."=),_!.I&10"<(1=)

'.L&)""3(

+

.='L=I".'=%<0'(L&'

*

<0=)

#

.1<).'.

#

)=1"="<(1

+

\

,

,

0̂=1/\F)=L"P.0(1L"' &̂'

*

M=1/ &̂'

*

$

6888

$

RR

#

R

%!

R5ZGR5V,

+

56

,陈嵘$朱克文$田华强$等
,

静脉动脉化再植治疗睾丸撕脱性离断

伤一例报告+

\

,

,

中华泌尿外科杂志$

577S

$

5Z

#

67

%!

Q77,

#编辑
"

何宏灵%

8QS

现代泌尿外科杂志
""

5768

年
U

月第
5S

卷第
U

期


