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摘要　 目的　 探讨环状 ＲＮＡ 同源域相互作用蛋白激酶 ３
（ｃｉｒｃＨＩＰＫ３）与大鼠小胶质（ＲＭ）细胞活化的关系。 方法 　
体外培养 ＲＭ 细胞，并随机分为正常组和氧糖剥夺 ／再灌注

（ＯＧＤ ／ Ｒ）组，ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 检测各组细胞内 ｃｉｒｃＨＩＰＫ３ 表达水

平。 构建具有嘌呤霉素抗性的 ｃｉｒｃＨＩＰＫ３ 慢病毒载体，设置

过表达（ＯＥ）组和阴性对照（ＮＣ）组，根据荧光表达强度选择

ＲＭ 细胞最佳感染复数（ＭＯＩ），采用嘌呤霉素筛选稳定表达

ｃｉｒｃＨＩＰＫ３ 的 ＲＭ 细胞。 将 ＯＥ 组和 ＮＣ 组细胞置于 ＯＧＤ ／ Ｒ
条件下培养，Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测各组细胞中小胶质细胞活化

标志蛋白钙结合衔接分子 １ （ Ｉｂａ⁃１）、肿瘤坏死因子受体超

家族成员 ５（ＣＤ４０）表达水平。 通过 ｃｉｒｃＲＮＡｄｂ 数据库分析

ｃｉｒｃＨＩＰＫ３ 翻译蛋白潜能，利用 ｃｉｒｃＢａｎｋ 和 Ｓｔａｒｂａｓｅ 数据库预

测 ｃｉｒｃＨＩＰＫ３ 潜在结合的微小 ＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）。 结果 　 与正

常组相比，ＯＧＤ ／ Ｒ 组 ＲＭ 细胞中 ｃｉｒｃＨＩＰＫ３ 的表达水平显著

下调（Ｐ ＜ ０. ０００ １）。 测序比对结果正确，成功构建 ｃｉｒ⁃
ｃＨＩＰＫ３ 过表达慢病毒载体。 感染 ＲＭ 细胞最佳 ＭＯＩ ＝ ８０，
以 ２ μｇ ／ ｍｌ 嘌呤霉素筛选得到稳定过表达 ｃｉｒｃＨＩＰＫ３ 的 ＲＭ
细胞。 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 结果显示，ＯＥ 组细胞中 ｃｉｒｃＨＩＰＫ３ 表达水

平较 ＮＣ 组显著增高（Ｐ ＜ ０. ０１）。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示，在
ＯＧＤ ／ Ｒ 培养条件下，ＯＥ 组细胞中 Ｉｂａ⁃１ 和 ＣＤ４０ 蛋白表达水

平较 ＮＣ 组显著降低（Ｐ ＜ ０. ０５）。 蛋白翻译分析显示，ｃｉｒ⁃
ｃＨＩＰＫ３ 具有 ２ 个内部核糖体进入位点（ＩＲＥＳ）和 １ 个开放阅

读框（ ＯＲＦ），可编码由 ４０４ 个氨基酸组成的多肽。 ｍｉＲＮＡ
结合分析显示，ｃｉｒｃＨＩＰＫ３ 可能与 ８ 个靶向 ｍｉＲＮＡｓ 结合：
ｈｓａ⁃ｍｉＲ⁃３５２９⁃５ｐ、 ｈｓａ⁃ｍｉＲ⁃３７９⁃５ｐ、 ｈｓａ⁃ｍｉＲ⁃５０６⁃３ｐ、 ｈｓａ⁃ｍｉＲ⁃
３３、ｈｓａ⁃ｍｉＲ⁃４５０ｂ⁃５ｐ、ｈｓａ⁃ｍｉＲ⁃５５１ｂ⁃３ｐ、ｈｓａ⁃ｍｉＲ⁃１９３、ｈｓａ⁃ｍｉＲ⁃
５０８⁃３ｐ。 结论　 过表达 ｃｉｒｃＨＩＰＫ３ 显著抑制 ＯＧＤ ／ Ｒ 诱导的

ＲＭ 细胞活化、ｃｉｒｃＨＩＰＫ３ 有编码多肽潜能，可能通过海绵

ｍｉＲＮＡ 发挥功能。
关键词　 ｃｉｒｃＨＩＰＫ３；环状 ＲＮＡ；小胶质细胞；氧糖剥夺 ／再灌

注；慢病毒
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　 　 小胶质细胞是中枢神经系统主要免疫细胞，参
与神经损伤修复、炎症反应等生物学环节［１］。 小胶

质细胞活化介导的神经炎症是缺氧缺血性脑损伤

（ｈｙｐｏｘｉｃ⁃ｉｓｃｈｅｍｉｃ ｂｒａｉｎ ｄａｍａｇｅ，ＨＩＢＤ）的重要病理

基础［２ － ３］。 因此，深入研究小胶质细胞活化的调节

机制对于 ＨＩＢＤ 的防治具有重要意义。
　 　 近年来，环状 ＲＮＡ （ｃｉｒｃｕｌａｒ ＲＮＡ，ｃｉｒｃＲＮＡ） 可

能为阐明小胶质细胞活化的机制提供新思路。 ｃｉｒ⁃
ｃＲＮＡ 是通过共价键首尾相接形成的闭环 ＲＮＡ 分

子，具有高度稳定性、组织特异性表达、物种间高度

保守等特征，主要功能有海绵 ｍｉＲＮＡ、编码蛋白

等［４ － ５］。 课题组通过 ｃｉｒｃＲＮＡ 测序发现在氧糖剥

夺 ／再灌注 （ ｏｘｙｇｅｎ⁃ｇｌｕｃｏｓｅ ｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎ ／ ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ，
ＯＧＤ ／ Ｒ）活化的大鼠小胶质（ｒａｔ ｍｉｃｒｏｇｌｉａ，ＲＭ）细胞

中 ｃｉｒｃＨＩＰＫ３ 明显下调，提示 ｃｉｒｃＨＩＰＫ３ 可能参与

ＯＧＤ ／ Ｒ 诱导的 ＲＭ 细胞活化。 文献［６］ 回顾分析，
ｃｉｒｃＨＩＰＫ３ 在多种疾病中发挥作用，尤其是在肿瘤

中，如乳腺癌、骨肉瘤、前列腺癌等。 ｃｉｒｃＨＩＰＫ３ 海绵

ｍｉＲＮＡ 促进心肌缺血再灌注损伤［７］。 在帕金森病

中，ｃｉｒｃＨＩＰＫ３ 通过调节 ｍｉＲ⁃１２４⁃３ｐ ／ ＳＴＡＴ３ ／ ＮＬＲＰ３
通路来促进神经炎症［８］。 然而，ｃｉｒｃＨＩＰＫ３ 与 ＲＭ 细

胞活化的关系目前尚不清楚。 因此，该实验通过慢

病毒介导的 ｃｉｒｃＨＩＰＫ３ 感染 ＲＭ 细胞，观察过表达

ｃｉｒｃＨＩＰＫ３ 对 ＯＧＤ ／ Ｒ 诱导 ＲＭ 细胞活化的影响，为
进一步研究 ＨＩＢＤ 过程中 ＲＭ 细胞活化的作用机制

提供实验依据。

１　 材料与方法

１． １　 主要材料　 大鼠小胶质细胞、２９３Ｔ 人胚肾上

皮细胞购自北京 ＢＮＣＣ 公司； ＤＮＡ ｌａｄｄｅｒ Ｍａｒｋｅｒ 购
自美国 Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ 公司；ＧＶ６８９ 载体、Ａｇｅ Ｉ ／ ＢａｍＨ Ｉ
内切酶、ｐＨｅｌｐｅｒ １. ０、ｐＨｅｌｐｅｒ ２. ０ 购自上海吉凯基

因化学技术有限公司；引物由上海捷瑞生物合成；琼
脂糖购自广州赛百盛公司；Ｔａｑ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ 购自北京

Ｓｉｎｏ Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ 公司；反转录试剂购自日本 Ｔａｋａｒａ 公

司；Ｉｎ⁃ＦｕｓｉｏｎＴＭ ＰＣＲ Ｃｌｏｎｉｎｇ 试剂盒购自美国 Ｃｌｏｔｅｃｈ
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公司；质粒抽提试剂盒购自美国 Ｐｒｏｍｅｇａ 公司；ＲＩＰＡ
裂解液、ＢＣＡ 试剂盒子购自上海碧云天生物技术有

限公司；Ｉｂａ⁃１、ＣＤ４０、ＧＡＰＤＨ 兔抗体和 ＨＲＰ 标记山

羊抗兔二抗购自武汉 ＡＢｃｌｏｎａｌ 公司；２ × Ｓｙｂｅｒ Ｇｒｅｅｎ
ｑＰＣＲ Ｍｉｘ（Ｗｉｔｈ １００ × ＲＯＸ）购自南京普诺恩生物技

术公司；琼脂糖凝胶 ＤＮＡ 回收试剂盒购自北京天根

生化公司。 ２７２０ ｔｈｅｒｍａｌ ｃｙｃｌｅｒ ＰＣＲ 仪购自美国 Ａｐ⁃
ｐｌｉｅｄ Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ 公司；ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｌｏｎｅ 测序由上海美季

生物 技 术 公 司 完 成； ＴＧＬ⁃１６Ｇ⁃Ａ 高 速 离 心 机、
ＡＢＩ３７３０ 测序仪购自美国赛默飞世尔科技公司；
ＤＮＡ 电泳仪购自美国 ＢｉｏＲａｄ 公司；Ｔｉｎｏ⁃２５００ 凝胶

成像仪购自上海天能公司。
１． ２　 构建 ＯＧＤ ／ Ｒ 模型 　 生长对数期 ＲＭ 细胞接

种至 ６ 孔板，２４ ｈ 后 ＰＢＳ 清洗 ２ 次，换成无糖培养基

（不含胎牛血清）置于 ９５％ ＣＯ２、５％ Ｎ２、３７ ℃中 ４ ｈ
后，ＰＢＳ 清洗 ２ 次，换成含 １０％ 胎牛血清、１％ 青 －
链霉素的 ＤＭＥＭ 培养基，在 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 条件下

孵育 ２４ ｈ 后，细胞密度达 ９０％ ，ＴＲＩｚｏｌ 法提取 ＲＮＡ。
反转录合成 ｃＤＮＡ 后 ＰＣＲ：９４ ℃、２ ｍｉｎ；９４ ℃ ３０ ｓ、
５７ ℃ ３０ ｓ、７２ ℃ ３０ ｓ，４０ 个循环；７２ ℃、５ ｍｉｎ；ＰＣＲ
扩增产物用 １％琼脂糖凝胶进行电泳。 引物见表 １。

表 １　 相关引物序列

扩增产物 引物序列（５′⁃３′）
ｃｉｒｃＨＩＰＫ３ Ｆ： ＴＣＧＧＣＣＡＧＴＣＡＴＧＴＡＴＣＡＡＡ
ＰＣＲ 引物 Ｒ： ＴＴＣＡＣＡＣＴＡＣＡＡＡＡＧＧＣＡＣＴＴＧＡ
ＧＡＰＤＨ Ｆ： ＣＡＧＴＧＣＣＡＧＣＣＴＣＧＴＣＴＣＡＴ
ＰＣＲ 引物 Ｒ： ＡＧＧＧＧＣＣＡＴＣＣＡＣＡＧＴＣＴＣＣ
ｃｉｒｃＨＩＰＫ３
酶切引物

Ｆ： ＣＴＣＣＣＣＡＣＣＡＴＣＡＣＴＴＴＴＴＡＧＧＴＡＴＧＧＣＣＴＣＡＣＡＡ⁃
ＧＴＣＴＴＧＧＴＣＴＡＣＣ

Ｒ： ＡＡＣＴＴＧＧＧＡＡＡＴＴＣＴＴＴＴＧＴＡＣＣＴＡＴＡＧＴＡＣＣＧＡＧ⁃
ＡＴＴＧＴＡＧＡＴＡＣ

重组质粒

鉴定引物

Ｆ： ＣＴＣＣＣＣＡＣＣＡＴＣＡＣＴＴＴＴＴＡＧＧＴＡＴＧＧＣＣＴＣＡＣＡＡ⁃
ＧＴＣＴＴＧＧＴＣＴＡＣＣ

Ｒ： ＡＣＡＴＣＡＣＴＴＴＣＣＣＡＧＴＴＴＡＣＣ
ＡＣＴＢ Ｆ： ＧＧＣＧＧＣＡＣＣＡＣＣＡＴＧＴＡＣＣＣＴ
ｑＰＣＲ 引物 Ｒ： ＡＧＧＧＧＣＣＧＧＡＣＴＣＧＴＣＡＴＡＣＴ
ｃｉｒｃＨＩＰＫ３ Ｆ： ＴＣＧＡＣＡＧＣＣＡＴＡＣＡＧＧＧＴＴＡ
ｑＰＣＲ 引物 Ｒ： ＣＴＴＣＧＴＧＧＡＡＧＧＡＡＧＡＧＧＡＴ

１． ３　 重组质粒构建和鉴定

１． ３． １　 目的基因的全长扩增并插入线性载体　 根

据 ｃｉｒｃＨＩＰＫ３ 序列设计合成引物进行 ＰＣＲ 扩增（表
１），将产物行 １％ 琼脂糖凝胶电泳后切胶回收。
ＧＶ６８９ 载体中加入限制性内切酶 Ａｇｅ Ｉ 和 ＢａｍＨ Ｉ，
３７ ℃反应 ３ ｈ。 反应体系 １０ × ＣｕｔＳｍａｒｔ Ｂｕｆｆｅｒ ５ μｌ，
ＧＶ６８９ 质粒载体 ２ μｌ，内切酶各 １ μｌ，ｄｄＨ２Ｏ 补足

５０ μｌ。 酶切产物电泳切胶回收。 上述线性载体与

扩增基因按照 １ ∶ ２ 摩尔比 ３７ ℃反应 ３０ ｍｉｎ 后，冰
水浴中 ５ ｍｉｎ 后立即转化。 １０ μｌ 反应物加入大肠

埃希菌 ＤＨ５α 中，冰上 ３０ ｍｉｎ；４２ ℃热激 ９０ ｓ，冰水

浴 ２ ｍｉｎ 后加入 ＬＢ 培养基，３７ ℃摇床孵育 １ ｈ，将
菌液均匀涂抹在含嘌呤霉素平板上，３７ ℃ 过夜培

养。 通过酶切后重组反应，实现体外环化，获得重组

质粒。
１． ３． ２　 重组质粒的 ＰＣＲ 鉴定、测序和抽提　 设计

合成重组质粒 ＰＣＲ 引物（表 １），挑取单菌落至提前

配制好的 ２０ μｌ 反应体系中，其中 ２ × Ｔａｑ Ｐｌｕｓ Ｍａｓ⁃
ｔｅｒ Ｍｉｘ １０ μｌ、引物各 ０. ４ μｌ 和 ｄｄＨ２Ｏ 补足，混匀后

ＰＣＲ 仪反应。 上述鉴定出阳性转化子接种于含有

嘌呤霉素的 ＬＢ 培养基，３７ ℃ 孵育过夜后 ＤＮＡ 测

序，结果与目的基因比对分析。 测序正确的菌液进

行扩菌培养后质粒抽提，测定浓度用于后续实验。
１． ４　 慢病毒载体包装及滴度测定 　 ＨＥＫ⁃２９３Ｔ 细

胞以含 １０％ 血清的培养基调整细胞密度为 ５ × １０６ ／
１５ ｍｌ 接种于 １０ ｃｍ 培养皿中，密度达 ８０％ ～ ９０％
转染，转染前 ２ ｈ 更换为无糖培养基。 将获得

ＧＶ６８９⁃ｃｉｒｃＨＩＰＫ３ 重组质粒与病毒包装辅助质粒

Ｈｅｌｐｅｒ １. ０ 和 Ｈｅｌｐｅｒ ２. ０，分别取 ２０、１５、１０ μｇ 与转

染试剂混匀，１ ｍｌ 反应体系，室温 １５ ｍｉｎ 后均匀加

到培养基中，３７ ℃培养 ６ ｈ 后，换为 ＤＥＭＥ 培养 ４８
～７２ ｈ。 根据细胞状态，换液 ４８ ｈ 后收集转染后细

胞上清液，４ ℃ １０ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ；过滤上清

液于 ４ ℃ ２５ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ２ ｈ，弃上清液加入病毒

保存液重悬后，１０ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ，取上清液

保存 － ８０ ℃。
　 　 病毒滴度采用荧光定量法。 将 ２９３Ｔ 细胞按每

孔 ４ × １０４ 个 ／ １００ μｌ 接种至 ９６ 孔板，１０ 个 ＥＰ 管各

加入 ９０ μｌ 无血清培养基。 将待测原液加入第 １ 个

ＥＰ 管，混匀取 １０ μｌ 加入第二个 ＥＰ 管，依次类推。
用前述稀释病毒溶液替换 ９０ μｌ 培养基 ２４ ｈ 后，加
入 １００ μｌ 培养基，４ ｄ 后观察绿色荧光表达情况。
根据公式病毒滴度 ＝荧光细胞数 ／病毒原液量。
１． ５　 病毒感染复数确定及病毒筛选 　 ＲＭ 细胞属

于神经胶质细胞，转染效率不高，采用慢病毒转染并

探究其在 ＲＭ 细胞中的最佳感染条件。 细胞接种于

９６ 孔板，３７ ℃、５％ ＣＯ２ 下培养，设置 ３ 个梯度（１０ ／
５０ ／ ８０）感染复数（ＭＯＩ）组，感染 ４８ ｈ 后，荧光表达

丰度较高，荧光显微镜观察感染效率，选择最佳 ＭＯＩ
为后续感染实验的依据。 ７２ ｈ 后改用 ２ μｇ ／ ｍｌ 嘌呤

霉素培养基筛选阳性细胞，通过观察绿色荧光情况，
细胞密度达 ９０％ ，收集备用。
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１． ６　 ｃｉｒｃＨＩＰＫ３ 过表达的 ＲＭ 细胞 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 鉴

定　 实验分为 ＯＥ 组和 ＮＣ 组，其中感染病毒空载体

为 ＮＣ 组。 当细胞密度达 ９０％ ，收集 ６ 孔板中细胞。
ＴＲＩｚｏｌ 法提取总 ＲＮＡ，反转录 ｃＤＮＡ 后进行 ＲＴ⁃
ｑＰＣＲ：９５ ℃ ３０ ｓ，９５ ℃ ５ ｓ，６０ ℃ ５ ｓ，共 ４０ 个循环。
ＧＡＰＤＨ 为内参，２ － ΔΔＣＴ 计算基因相对表达量，实验

重复 ３ 次。 引物见表 １。
１． ７　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 Ｉｂａ⁃１ 和 ＣＤ４０ 表达 　 将

ＯＥ 组、ＮＣ 组细胞置于 ＯＧＤ ／ Ｒ 下及 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组细胞

进行培养，ＲＩＰＡ 法提取总蛋白，ＢＣＡ 法进行蛋白定

量，各取 ３０ μｇ 蛋白，１２％ 聚丙烯酰胺凝胶电泳，湿
转、裁膜，ＴＢＳＴ 冲洗，５％脱脂奶粉封闭 １ ｈ。 一抗 ４
℃孵育过夜：Ｉｂａ⁃１（１ ∶ ５００）、ＣＤ４０（１ ∶ ５００）、ＧＡＰ⁃
ＤＨ（１ ∶ ５ ０００）。 ＴＢＳＴ 漂洗 ３ 遍，加入 ＨＲＰ 标记山

羊抗兔二抗（１ ∶ １０ ０００），室温孵育 １ ｈ，ＴＢＳＴ 漂洗 ３
遍洗，ＥＣＬ 化学发光液曝光。 使用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件分析

蛋白条带灰度值，ＧＡＰＤＨ 作为内参，计算 Ｉｂａ⁃１ 和

ＣＤ 蛋白相对表达值。
１． ８　 统计学处理 　 使用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ９. ５ 软件

对数据进行统计分析，结果以 �ｘ ± ｓ 表示。 所有实验

均重复 ３ 次，组间比较采用 ｔ 检验或单因素方差分

析。 Ｐ ＜ ０. ０５ 为差异有统计学意义。

２　 结果

２． １　 ＯＧＤ ／ Ｒ 影响 ＲＭ 中 ｃｉｒｃＨＩＰＫ３ 的表达　 Ｄｉ⁃
ｖｅｒｇｅｎｔ 引物用于 ＰＣＲ 扩增，产物行琼脂糖凝胶电泳

（图 １Ａ）。 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 结果显示，经 ＯＧＤ ／ Ｒ 处理的

ＲＭ 细胞中 ｃｉｒｃＨＩＰＫ３ 表达 （１. ０１４ ± ０. １９４ ５） 较

Ｃｏｎｔｒｏｌ 组 （ ３. ０１１ ± ０. １３１ ０ ） 显 著 下 调 （ Ｐ ＜
０. ０００ １），见图 １Ｂ。
２． ２　 ｃｉｒｃＨＩＰＫ３ 过表达慢病毒载体的构建及鉴定

　 根据 ｃｉｒｃＨＩＰＫ３ 的全长 １ ０９９ ｂｐ 序列，以 Ａｇｅ Ｉ 和
ＢａｍＨ Ｉ 双酶切连接到 ＧＶ６８９ 载体中（图 ２Ａ、２Ｂ）。
通过 ＰＣＲ 扩增 ｃｉｒｃＨＩＰＫ３ 全长序列，行 １％ 琼脂糖

凝胶电泳检测，在 １ １４２ ｂｐ 处可见 １ 条清晰条带（图
２Ｃ），与预期目的条带大小一致。 将构建后的重组

质粒 ＧＶ６８９⁃ｃｉｒｃＨＩＰＫ３ 经 ＰＣＲ 鉴定后行 １％琼脂糖

凝胶电泳分析，得到大小为 １ ９７７ ｂｐ 的均一条带

（图 ３Ａ）。 将此条带回收并送测序，测序序列结果

与 ｃｉｒｃｕｌａｒ ＲＮＡ Ｉｎｔｅｒａｃｔｏｍｅ 数据库中 ｃｉｒｃＨＩＰＫ３ 序

列比对，比对结果一致 （图 ３Ｂ），符合预期。 ｃｉｒ⁃
ｃＨＩＰＫ３ 是由 ＨＩＰＫ３ 基因的第 ２ 号外显子反向剪接

形成，属于外显子环化形成的环状 ＲＮＡ，Ｓａｎｇｅｒ 测

序峰图结果验证反向剪接位点的序列，表明该环状

ＲＮＡ 可正确成环（图 ３Ｃ）。

图 １　 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组和 ＯＧＤ ／ Ｒ 组的 ＲＭ 细胞中 ｃｉｒｃＨＩＰＫ３ 表达水平

　 　 Ａ：ＰＣＲ 产物琼脂糖凝胶电泳图；Ｂ：ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 相对表达量；与

Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较：∗∗∗∗Ｐ ＜ ０. ０００ １

图 ２　 ｃｉｒｃＨＩＰＫ３ 重组慢病毒载体的构建

　 　 Ａ：ＧＶ６８９ 载体示意图；Ｂ：ＧＶ６８９ 载体酶切电泳图；Ｃ：
ｃｉｒｃＨＩＰＫ３ 基因片段 ＰＣＲ 产物电泳图
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图 ３　 重组体 ＧＶ６８９⁃ｃｉｒｃＨＩＰＫ３ 的鉴定

　 　 Ａ：重组慢病毒质粒 ＰＣＲ 产物 １％琼脂糖凝胶电泳图；Ｂ：ｃｉｒｃＨＩＰＫ３ 全长测序结果比对图；Ｃ：环化位点测序图谱及对比序列；１、２：阴性对照

（ｄｄＨ２Ｏ 和空载体对照）组；３：阳性对照（ＧＡＰＤＨ）组；４：ｍａｋｅｒ；５ － １２：重组体；ｑｕｅｒｙ：ｃｉｒｃＨＩＰＫ３ 全序列或环化序列；ｓｕｂｊｅｃｔ：测序序列
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２． ３　 ｃｉｒｃＨＩＰＫ３ 过表达 ＲＭ 细胞效果检测 　 将构

建成功的慢病毒载体与包装质粒共转染 ２９３Ｔ 细胞

２４ ｈ 后，荧光显微镜下观察绿色荧光达 ８０％ 以上

（图 ４ ）。 采用逐孔稀释法， 根据公式计算， ｃｉｒ⁃
ｃＨＩＰＫ３ 过表达病毒滴度为 ２ × １０９ ＴＵ ／ ｍｌ，阴性对照

病毒滴度为 ５ × １０８ ＴＵ ／ ｍｌ。 收集病毒颗粒感染 ＲＭ
细胞，设立 ３ 个 ＭＯＩ：１０、５０ 和 ８０。 感染 ４８ ｈ 后，
ＭＯＩ ＝ ８０ 组荧光表达丰度最高，感染效率可达 ８０％
以上（图 ５）。 接着用嘌呤霉素（２ μｇ ／ ｍｌ）筛选细胞

７２ ｈ 后，ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 结果显示，ＯＥ 组 ＲＭ 细胞中 ｃｉｒ⁃
ｃＨＩＰＫ３ 的表达水平 （ １ ７０３ ± ２８６. ８ ） 较 ＮＣ 组

（１. ０００ ± ０. ０４１）显著升高（Ｐ ＜ ０. ０１）（图 ６）。

图 ４　 ｃｉｒｃＨＩＰＫ３ 慢病毒颗粒包装及感染 ２９３Ｔ 细胞效果 × １００

２． ４　 ｃｉｒｃＨＩＰＫ３ 过表达对 ＲＭ 细胞活化的影响 　
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果（图 ７） 显示， ＮＣ 组 ＲＭ 细胞中

Ｉｂａ⁃１ 和 ＣＤ４０ 蛋白表达水平较 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组明显升高

（ＦＩｂａ⁃１ ＝ １３. １３，Ｐ ＜ ０. ０１；ＦＣＤ４０ ＝ １０. ６２，Ｐ ＜ ０. ０１）；
在 ＯＧＤ ／ Ｒ 条件下，ＯＥ 组 ＲＭ 细胞中 Ｉｂａ⁃１ 和 ＣＤ４０
蛋白表达水平较 ＮＣ 组显著降低（ＦＩｂａ⁃１ ＝ ３. ０７１，Ｐ ＜
０. ０１；ＦＣＤ４０ ＝ ２. ２５２，Ｐ ＜ ０. ０５）。
２． ５　 ｃｉｒｃＨＩＰＫ３ 翻译蛋白潜能分析　 ｃｉｒＲＮＡｄｂ 数

据库分析（图 ８）显示，ｃｉｒｃＨＩＰＫ３ 由第 １１ 号染色体

上ＨＩＰＫ３基因的第２个外显子反向剪接形成，长度

图 ５　 ｃｉｒｃＨＩＰＫ３ 慢病毒转染 ＲＭ 细胞 ４８ ｈ 后

ＧＦＰ 绿色荧光表达情况 × １００
Ａ、Ｃ：暗场；Ｂ、Ｄ：明场

图 ６　 慢病毒转染 ＲＭ 细胞中 ｃｉｒｃＨＩＰＫ３ 的相对表达量

与 ＮＣ 组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１

１ ０９９ ｂｐ。 ｃｉｒｃＨＩＰＫ３ 具有 ２ 个内部核糖体进入位点

（ｉｎｔｅｒｎａｌ ｒｉｂｏｓｏｍｅ ｅｎｔｒｙ ｓｉｔｅ，ＩＲＥＳ），起始和终止位点

分别为第 １０１、８０１ 碱基和 ２７４、９７４ 碱基；具有一个

开放阅读框 （ ｏｐｅｎ ｒｅａｄｉｎｇ ｆｒａｍｅ， ＯＲＦ） ，蛋白质

翻译起始位点为第 １ ０５１ 位核苷酸，终止位点位于

图 ７　 ＯＧＤ ／ Ｒ 处理及 ｃｉｒｃＨＩＰＫ３ 慢病毒转染 ＲＭ 细胞对 Ｉｂａ⁃１ 和 ＣＤ４０ 蛋白表达影响

　 　 Ａ：在 ＯＧＤ ／ Ｒ 条件下慢病毒转染 ＲＭ 细胞后 Ｉｂａ⁃１ 和 ＣＤ４０ 蛋白印迹图；Ｂ：Ｉｂａ⁃１ 相对表达量；Ｃ：ＣＤ４０ 相对表达量；与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较：∗∗Ｐ

＜ ０. ０１；与 ＯＧＤ ／ Ｒ 条件下 ＮＣ 组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５，＃＃Ｐ ＜ ０. ０１
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图 ８　 ｃｉｒｃＨＩＰＫ３ 蛋白翻译潜能分析图

Ａ：ｃｉｒｃＨＩＰＫ３ 形成及蛋白翻译分析图；Ｂ：ｃｉｒｃＨＩＰＫ３ 的 ＩＲＥＳ 位点序列及 ＯＲＦ 起始位点；黄色、灰色标注：预测 ２ 个 ＩＲＥＳ

图 ９　 ｃｉｒｃＨＩＰＫ３ 海绵 ｍｉＲＮＡ 潜能

Ａ：Ｃｉｒｃｂａｎｋ 和 Ｓｔａｒｂａｓｅ 数据库韦恩图；Ｂ：８ 个潜在 ｍｉＲＮＡｓ 与 ｃｉｒｃＨＩＰＫ３ 可能结合位点图

绕环 ２ 周后的第 ６７ 个核苷酸（２ｒ ＋ ６７），预测可编码

一条含 ４０４ 个氨基酸的多肽。
２． ６　 ｃｉｒｃＨＩＰＫ３ 海绵 ｍｉＲＮＡ　 Ｃｉｒｃｂａｎｋ 数据库分

析显示 ｃｉｒｃＨＩＰＫ３ 能结合 ９７ 种 ｍｉＲＮＡｓ。 Ｓｔａｒｂａｓｅ
数据库分析显示 ｃｉｒｃＨＩＰＫ３ 能结合 １９ 种 ｍｉＲＮＡｓ。
两者交集 ｍｉＲＮＡｓ 共 ８ 个： ｈｓａ⁃ｍｉＲ⁃３５２９⁃５ｐ、 ｈｓａ⁃
ｍｉＲ⁃３７９⁃５ｐ、 ｈｓａ⁃ｍｉＲ⁃５０６⁃３ｐ、 ｈｓａ⁃ｍｉＲ⁃３３、 ｈｓａ⁃ｍｉＲ⁃
４５０ｂ⁃５ｐ、 ｈｓａ⁃ｍｉＲ⁃５５１ｂ⁃３ｐ、 ｈｓａ⁃ｍｉＲ⁃１９３、 ｈｓａ⁃ｍｉＲ⁃
５０８⁃３ｐ（图 ９Ａ）。 通过 ｃｉｒｃＭＩＲ 软件预测 ８ 个潜在

ｍｉＲＮＡｓ 与 ｃｉｒｃＨＩＰＫ３ 结合位点（图 ９Ｂ）。

３　 讨论

　 　 基于小胶质细胞介导的神经炎症反应在 ＨＩＢＤ
发生和发展中的关键作用，调控小胶质细胞活化已

成为 ＨＩＢＤ 防治的研究热点。 研究［９］表明 ｃｉｒｃＲＮＡｓ
参与了缺氧缺血诱导的脑损伤，干预 ｃｉｒｃＲＮＡ 对于

ＨＩＢＤ 的防治具有潜在的应用价值。 目前关于 ｃｉｒ⁃
ｃＲＮＡｓ 参与小胶质细胞活化调控的报道较少，因此，
该研究在前期 ｃｉｒｃＲＮＡｓ 测序筛选的与小胶质细胞

活化相关的 ｃｉｒｃＲＮＡｓ 中，最先关注了来源于 ＨＩＰＫ３
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基因的 ｃｉｒｃＨＩＰＫ３，并通过 ＰＣＲ 首次证实了其在活

化的 ＲＭ 细胞中呈低表达。
　 　 慢病毒是体内外表达外源基因的常用载体之

一，具有设计灵活、感染细胞种类广泛、表达稳定及

便于精确调节转基因表达等优点。 基于其优势构建

了 ｃｉｒｃＨＩＰＫ３ 过表达慢病毒载体。 经 过 对 ｃｉｒ⁃
ｃＨＩＰＫ３ 全长序列的扩增及测序验证，成功构建了过

表达 ｃｉｒｃＨＩＰＫ３ 慢病毒载体，并在 ＨＥＫ２９３Ｔ 细胞中

高效表达。 在确定 ｃｉｒｃＨＩＰＫ３ 成功过表达后，进一

步将 ｃｉｒｃＨＩＰＫ３ 过表达载体和空载体感染 ＲＭ 细

胞，研究其对小胶质细胞活化的影响。 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 结

果显示，过表达 ｃｉｒｃＨＩＰＫ３ 显著抑制 ＯＧＤ ／ Ｒ 诱导的

ＲＭ 细胞活化。
　 　 ｃｉｒｃＲＮＡ 目前最常见的作用机制是作为 ｍｉＲＮＡ
海绵吸附体，通过 Ａｒｇｏｎａｕｔｅ２（ＡＧＯ２）蛋白与 ｍｉＲ⁃
ＮＡ 竞争性结合，调控基因表达［１０］。 ｃｉｒｃＨＩＰＫ３ 作为

一种重要的促癌因子，前期研究主要集中在肿瘤领

域。 ｃｉｒｃＨＩＰＫ３ 的异常表达与脑疾病的发生发展密

切相关。 Ｃｈｅｎ ｅｔ ａｌ［１１］ 研究表明，ｃｉｒｃＨＩＰＫ３ 高表达

于大脑中动脉闭塞诱发的小鼠缺血性脑组织中，通
过海绵 ｍｉＲ⁃１４８ｂ⁃３ｐ，上调 ＣＤＫ５、下调 ＳＩＲＴ１，促进

血管内皮细胞凋亡和线粒体功能紊乱。 Ｚｈａｏ ｅｔ
ａｌ［１２］的研究显示，在体内外脊髓损伤模型中，ｃｉｒ⁃
ｃＨＩＰＫ３ 通过 ｍｉＲ⁃５８８ ／ ＤＰＹＳＬ５ 轴减轻神经元凋亡。
但 ｃｉｒｃＨＩＰＫ３ 是否通过海绵吸附 ｍｉＲＮＡ 抑制小胶

质细胞活化尚不清楚。 利用生物信息学分析显示

ｃｉｒｃＨＩＰＫ３ 潜在结合的 ｍｉＲＮＡｓ 共有 ８ 个，故推测

ｃｉｒｃＨＩＰＫ３ 可能通过海绵其中某个 ｍｉＲＮＡ 调控下游

靶基因，从而抑制小胶质细胞活化。 此外，有研

究［１３］表明 ｃｉｒｃＲＮＡ 也可通过编码蛋白发挥生物学

功能，但主要集中在肿瘤研究领域，在 ＨＩＢＤ 中尚未

见相关报道。 生物信息学分析显示，ｃｉｒｃＨＩＰＫ３ 具有

编码蛋白的潜能。 因此，课题组将进一步证实 ｃｉｒ⁃
ｃＨＩＰＫ３ 蛋白翻译能力并探究其是否通过海绵 ｍｉＲ⁃
ＮＡ 或翻译蛋白抑制小胶质细胞活化。
　 　 该研究结果显示，ＯＧＤ ／ Ｒ 下调 ＲＭ 细胞中 ｃｉｒ⁃
ｃＨＩＰＫ３ 的表达，ｃｉｒｃＨＩＰＫ３ 过表达慢病毒载体显著

抑制 ＯＧＤ ／ Ｒ 诱导的 ＲＭ 细胞活化，为后续研究 ｃｉｒ⁃
ｃＨＩＰＫ３ 的功能和机制奠定了基础。 该研究预测了

ｃｉｒｃＨＩＰＫ３ 具有潜在的翻译蛋白能力以及作为 ｍｉＲ⁃
ＮＡ 海绵的相关功能，其通过何种机制抑制小胶质

细胞活化仍需相关实验进行研究。
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ｆａｃｔｏｒ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｓｕｐｅｒｆａｍｉｌｙ （ＣＤ４０） ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ． Ｔｈｅ ｃｉｒｃＨＩＰＫ３ ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ
ｗａｓ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ｃｉｒｃＲＮＡｄｂ ｄａｔａｂａｓｅ， ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｂｉｎｄｉｎｇ ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ ｏｎ ｃｉｒｃＨＩＰＫ３ ｗｅｒｅ ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｂｙ
ｃｉｒｃＢａｎｋ ａｎｄ Ｓｔａｒｂａｓｅ ｄａｔａｂａｓｅｓ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 ＯＧＤ ／ Ｒ ｄｏｗｎ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｃｉｒｃＨＩＰＫ３ ｉｎ ＲＭ ｃｅｌｌｓ （Ｐ ＜ ０. ０００ １）． Ｔｈｅ
ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ｗｅｒｅ ａｃｃｕｒａｔｅ ａｎｄ ｔｈｅ ｌｅｎｔｉｖｉｒａｌ ｖｅｃｔｏｒ ｏｆ ｃｉｒｃＨＩＰＫ３ ｗａｓ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ． Ｔｈｅ ｏｐｔｉｍａｌ
ＭＯＩ ｏｆ ＲＭ ｃｅｌｌｓ ｗａｓ ８０， ｐｕｒｏｍｙｃｉｎ ａｔ ａ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ２ μｇ ／ ｍｌ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｓｃｒｅｅｎ ＲＭ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓ ｓｔａｂｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓ⁃
ｉｎｇ ｃｉｒｃＨＩＰＫ３． ＲＴ⁃ｑＰＣＲ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｃｉｒｃＨＩＰＫ３ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｉｎ ｔｈｅ ＯＥ
ｇｒｏｕｐ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＮＣ ｇｒｏｕｐ （Ｐ ＜ ０. ０１）． Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｒｅｖｅａｌｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ Ｉｂａ⁃１
ａｎｄ ＣＤ４０ ｉｎ ｔｈｅ ＯＥ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｍａｒｋｅｄｌｙ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｉｎ ｔｈｅ ＮＣ ｇｒｏｕｐ （Ｐ ＜ ０. ０５）． Ｐｒｏｔｅｉｎ ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ ａｎａｌｙ⁃
ｓｉｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｃｉｒｃＨＩＰＫ３ ｅｎｃｏｄｅｄ ａ ｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅ ｏｆ ４０４ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ ｗｉｔｈ ｔｗｏ ｉｎｔｅｒｎａｌ ｒｉｂｏｓｏｍｅ ｅｎｔｒｙ ｓｉｔｅｓ （ＩＲＥＳ）
ａｎｄ ａｎ ｏｐｅｎ ｒｅａｄｉｎｇ ｆｒａｍｅ （ＯＲＦ）． Ｄａｔａｂａｓｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｕｎｃｏｖｅｒｅｄ ｔｈａｔ ｃｉｒｃＨＩＰＫ３ ｃｏｕｌｄ ｔａｒｇｅｔ ｅｉｇｈｔ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｍｉＲ⁃
ＮＡｓ， ｎａｍｅｌｙ ｈｓａ⁃ｍｉＲ⁃３５２９⁃５ｐ， ｈｓａ⁃ｍｉＲ⁃３７９⁃５ｐ， ｈｓａ⁃ｍｉＲ⁃５０６⁃３ｐ， ｈｓａ⁃ｍｉＲ⁃３３， ｈｓａ⁃ｍｉＲ⁃４５０ｂ⁃５ｐ， ｈｓａ⁃ｍｉＲ⁃
５５１ｂ⁃３ｐ， ｈｓａ⁃ｍｉＲ⁃１９３， ａｎｄ ｈｓａ⁃ｍｉＲ⁃５０８⁃３ｐ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 Ｔｈｅ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｃｉｒｃＨＩＰＫ３ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙ ｓｕｐｐｒｅｓ⁃
ｓｅｓ ＯＧＤ ／ Ｒ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ＲＭ ｃｅｌｌｓ． Ｉｔ ｈａｓ ｔｈｅ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｔｏ ｅｎｃｏｄｅ ｐｅｐｔｉｄｅｓ ａｎｄ ｍａｙ ａｃｔ ａｓ ａ ｍｉＲＮＡ
ｓｐｏｎｇｅ． Ｔｈｅｓｅ ｆｉｎｄｉｎｇｓ ｐｒｏｖｉｄｅ ａ ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｆｕｒｔｈｅｒ ｓｔｕｄｙ ｏｆ ｃｉｒｃＨＩＰＫ３ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ　 ｃｉｒｃＨＩＰＫ３； ｃｉｒｃｕｌａｒ ＲＮＡ； ｍｉｃｒｏｇｌｉａ；ｏｘｙｇｅｎ⁃ｇｌｕｃｏｓｅ ｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎ ／ ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ；Ｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓ
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ｇｅｎｅｓ ｗｅｒｅ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄ ａｎｄ ２ ７９９ ｇｅｎｅｓ ｗｅｒｅ ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｉｎ ｃｉｓｐｌａｔｉｎ⁃ｔｒｅａｔｅｄ ＨＫ⁃２ ｃｅｌｌｓ． ＧＯ ａｎｄ ＫＥＧＧ ａｎａｌｙ⁃
ｓｉｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｇｅｎｅｓ ｗｅｒｅ ｅｎｒｉｃｈｅｄ ｉｎ ｅｎｅｒｇｙ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ． Ｔｈｅ ＧＳＥＡ ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｃｉｓｐｌ⁃
ａｔｉｎ ｃａｕｓｅｄ ａｎ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ｐａｔｈｗａｙ ａｎｄ ａ ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｇｌｙｃｏｌｙｓｉｓ ｐａｔｈｗａｙ
ｉｎ ｒｅｎａｌ ｔｕｂｕｌａｒ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ， ｆｕｒｔｈｅｒ ＫＥＧＧ ａｎａｌｙｓｉｓ ｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅｄ ｔｈａｔ ｃｉｓｐｌａｔｉｎ ｃａｕｓｅｄ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｏｆ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｒｅｎａｌ ｃｅｌｌｓ． Ｍｅｔａｂｏｌｏｍｉｃｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ ｇｌｙｃｏｌｙｔｉｃ ｉｎｔｅｒｍｅｄｉａｔｅｓ ａｎｄ ｓｅｖｅｒａｌ ａ⁃
ｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ ｗｅｒｅ ａｌｔｅｒｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｋｉｄｎｅｙ ｏｆ ｃｉｓｐｌａｔｉｎ⁃ｔｒｅａｔｅｄ ｍｉｃｅ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 Ｃｉｓｐｌａｔｉｎ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ａｃｕｔｅ ｒｅｎａｌ ｉｎｊｕｒｙ
ｉｓ ａｃｃｏｍｐａｎｉｅｄ ｂｙ ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｉｎ ｒｅｎａｌ ｔｕｂｕｌａｒ ｃｅｌｌ ｇｌｙｃｏｌｙｓｉｓ ａｎｄ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ　 ｃｉｓｐｌａｔｉｎ； ａｃｕｔｅ ｋｉｄｎｅｙ ｉｎｊｕｒｙ； ｃｅｌｌｕｌａｒ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ； ｇｌｙｃｏｌｙｓｉｓ； ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ
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