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ＰＲＩＭ１干扰慢病毒载体构建
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　　［摘　要］　目的　构建ＰＲＩＭ１基因的干扰慢病毒载体，供后续深入研究ＰＲＩＭ１基因在肿瘤形成中的机制。方法　以 ＰＲＩＭ１
基因为模板，按照ＲＮＡ序列设计原则，完成ＲＮＡ干扰靶点设计后，构建ＲＰＩＭ１基因ＲＮＡ干扰慢病毒成含干扰序列的单链ＤＮＡｏｌｉ
ｇｏ，退火配对产生双链ＤＮＡ；随后通过其两端酶切位点直接连入酶切后的慢病毒载体；将连接产物转入制备好的大肠杆菌感受态细
胞，ＰＣＲ鉴定阳性重组子，送测序验证，对测序结果比对正确的克隆进行质粒抽提。结果　对 ＲＮＡ序列设计软件评估后选取的干
扰靶点序列，经过退火配对得到具有带黏性末端的双链的ＤＮＡ；ＡｇｅＩ和ＥｃｏＲＩ双酶切使ＧＶ１１５载体线性化；双链ＤＮＡｏｌｉｇｏ与线性
化的载体连接的产物经ＰＣＲ扩增后的序列与目标序列完全一致，获得测序结果正确的阳性克隆质粒。结论　以 ＰＲＩＭ１基因为模
板，按照载体设计构建常规方法成功构建ＰＲＩＭ１干扰慢病毒载体。
　　［关键词］载体；慢病毒；干扰；ＰＲＩＭ１基因；肿瘤
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　　ＤＮＡ合成酶的主要作用是开始细胞（包括肿瘤细
胞）ＤＮＡ的合成［１３］。真核细胞核 ＤＮＡ引物合成酶含
有２个亚基，即 ＰＲＩＭ１和 ＰＲＩＭ２。ＰＲＩＭ１是单独携带
有酶的催化作用和引物的延伸作用［４９］，然而 ＰＲＩＭ２
没有这些酶的活性作用［１０］。在整个细胞（包括肿瘤细

胞）ＤＮＡ合成的周期，ＰＲＩＭ１ｍＲＮＡ的表达丰度是随
着ＤＮＡ的复制进程不断调整的，没有 ＰＲＩＭ１酶催化
和引物的延伸作用，细胞ＤＮＡ的启动点复制无法顺利
进行，所以目的基因ＰＲＩＭ１在细胞（包括肿瘤细胞）的
整个形成过程中扮演非常重要的角色［１１］。目前已有

ＰＲＩＭ１基因在膀胱癌、乳腺癌、骨肉瘤等肿瘤细胞中的

报道［１２］，但至今尚未有ＰＲＩＭ１在肿瘤形成中具体作用
机制的报道，本实验拟以 ＰＲＩＭ１基因为模板，构建其
ＲＮＡ干扰慢病毒载体，供后续深入的研究ＰＲＩＭ１基因
在肿瘤形成中具体的作用机制。

１　材料与方法

１．１　ＲＮＡ干扰靶点设计及双链ＤＮＡｏｌｉｇｏ制备
　　根据ＲＮＡ干扰序列设计原则，以ＰＲＩＭ１基因为模
板，设计多个１９２１ｎｔＲＮＡ干扰靶点序列，经设计软件评
估测定后，选取一定的序列作为干扰靶点。根据已选靶

点序列设计ｓｈＲＮＡ干扰序列，并在两端添加合适的限制
性内切酶酶切位点以完成载体构建。除此之外，在正链

３’端添加ＴＴＴＴＴ终止信号，而反链５’端添加终止信号
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互补序列。设计完成后合成单链 ＤＮＡｏｌｉｇｏ，将合成的
单链ＤＮＡｏｌｉｇｏ干粉溶解于退火缓冲液中，９０℃水浴
１５ｍｉｎ，自然冷却至室温后，形成带黏性末端的双链。
１．２　线性化载体制备
　　按照ＮＥＢ说明书配制５０μＬ反应体系，使用ＡｇｅＩ
和ＥｃｏＲＩ双酶切ＧＶ１１５载体使其线性化。３７℃（最适
温度）反应１ｈ，之后切胶回收目的片段。
１．３　ＲＮＡ干扰慢病毒载体构建及质粒抽提
　　按照ＦｅｒｍｅｎｔａｓＴ４ＤＮＡＬｉｇａｓｅ说明书配制２０μＬ
反应体系，将双链 ＤＮＡｏｌｉｇｏ与线性化的载体相连（于
１６℃反应１～３ｈ，连接产物命名为 ｐｓｃ４５８６２，之后进
行转化实验）。将连接产物转化大肠杆菌感受态细胞，

用无菌枪头挑取单个菌落为模板进行 ＰＣＲ扩增后行

１％琼脂糖凝胶电泳获得阳性克隆，以鉴定引物Ｆ（５’
ＣＣＴＡＴＴＴＣＣＣＡＴＧＡＴＴＣＣＴＴＣＡＴＡ３’）为模板进行阳性
克隆测序。将测序正确的菌液转接于１５０ｍＬ含氨苄青
霉素的ＬＢ液体培养基中，３７℃摇床震荡培养过夜。按
照ＥｎｄｏＦｒｅｅＭａｘｉＰｌａｓｍｉｄＫｉｔ说明书提取质粒。

２　结果

２．１　合成双链ＤＮＡｏｌｉｇｏ
　　设计出的靶点序列经过设计软件评估，选取５’
ＣＣＴＴＧＴＴＣＣＴＧＡＡＡＣＡＡＴＴ３’序列作为干扰靶点序列
行ｓｈＲＮＡ干扰序列设计，合成单链 ＤＮＡｏｌｉｇｏ（表１）。
将合成的单链ＤＮＡｏｌｉｇｏ干粉溶解于退火缓冲液中，合
成含黏性末端的双链（图１）。

表１　合成单链ＤＮＡｏｌｉｇｏ

内部编号 ５’附加碱基 ＳＴＥＭ Ｌｏｏｐ ＳＴＥＭ ３’附加碱基
ｐｓｃ４５８６２１ ＣＣＧＧ ＧＣＣＣＴＴＧＴＴＣＣＴＧＡＡＡＣＡＡＴＴ ＣＴＣＧＡＧ ＡＡＴＴＧＴＴＴＣＡＧＧＡＡＣＡＡＧＧＧＣ ＴＴＴＴＴＧ
ｐｓｃ４５８６２２ ＡＡＴＴＣＡＡＡＡＡ ＧＣＣＣＴＴＧＴＴＣＣＴＧＡＡＡＣＡＡＴＴ ＣＴＣＧＡＧ ＡＡＴＴＧＴＴＴＣＡＧＧＡＡＣＡＡＧＧＧＣ

ＣＣＧＧ：ＡｇｅＩ酶切位点；ＡＡＴＴＣ：ＥｃｏＲＩ酶切位点；Ｇ：ＥｃｏＲＩ酶切位点互补序列；ＴＴＴＴＴ：是终止信号

图１　合成的双链ＤＮＡ

２．２　ＧＶ１１５载体线性化
　　ＧＶ１１５载体按照 ＮＥＢ说明书经过 ＡｇｅＩ和 ＥｃｏＲＩ
双酶切后，经过１％琼脂糖凝胶电泳后回收获得线性
化的载体质粒（图２）。

泳道１：１ｋｂＭａｒｋｅｒ，从上至下依次为１０ｋｂ，８ｋｂ，６ｋｂ，５ｋｂ，
４ｋｂ，３．５ｋｂ，３ｋｂ，２．５ｋｂ，２ｋｂ，１．５ｋｂ，１ｋｂ，７５０ｂｐ，５００ｂｐ，
２５０ｂｐ；泳道２：ＡｇｅⅠ和 ＥｃｏＲⅠ双酶切线性化后的载体质粒；
泳道３：没有酶切的载体质粒

图２　ＧＶ１１５载体经过ＡｇｅＩ和ＥｃｏＲＩ双酶切后

２．３　获得阳性克隆并测序
　　双链ＤＮＡｏｌｉｇｏ与线性化的载体相连后的产物，转
化实验后获得的菌落ＰＣＲ扩增后行１％琼脂糖凝胶电
泳获得３个阳性克隆，挑取阳性克隆行进行测序，测序

结果与ＰＲＩＭ１基因序列进行比对（图３）。

３　讨论

　　肿瘤细胞的ＤＮＡ启动点的研究是目前肿瘤研究的
热点区域，ＤＮＡ合成酶主要作用是开始细胞（包括肿瘤
细胞）ＤＮＡ的合成［１３］。ＰＲＩＭ１是异四倍体真核生物多
醚菌素α／引物酶合成物最小亚基，其单独携带有酶的
催化作用和引物的延伸作用［４９］，然而ＰＲＩＭ２没有这些
酶的活性作用［１０］。在整个细胞周期，ＰＲＩＭ１基因的
ｍＲＮＡ的表达水平是随着催化的进程不断调整的，没有
ＰＲＩＭ１的催化作用，ＤＮＡ的复制是无法进行的，ＰＲＩＭ１
基因突变影响细胞循环周期Ｇ１到Ｓ期过渡［８］。

　　目前科学研究中常用的病毒载体有腺病毒、逆转
录病毒和慢病毒［１１１３］。逆转录病毒载体一般只能感染

分裂期细胞，而且逆转录病毒的感染容量有限，腺病毒

一般不能顺利地整合到染色体上，在科研领域一般腺

病毒只能被用于瞬时感染［９］。与其他病毒包装系统相

比较，慢病毒包装系统是目前较为常用的病毒转染体

系，慢病毒可以高效感染分裂或非分裂的细胞。慢病

毒载体是指以人类免疫缺陷病毒１来源的一种慢病毒
载体，慢病毒载体包含了包装、转染和稳定整合所需

要的遗传信息，是慢病毒载体包装系统主要的组成部
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红色字体：ｓｈＲＮＡ干扰序列插入片段
图３合成慢病毒载体的测序结果

分［１４］。携带有外源性基因的慢病毒载体在慢病毒包

装质粒、包装细胞系的辅助下，经过慢病毒包装成为有

感染力的病毒颗粒，通过感染细胞或活体组织，实现外

源基因在体细胞或活体组织中长久的表达［１４］。与逆

转录病毒相比，慢病毒载体含有 ３个结构基因（ｇａｇ、
ｐｏｌ、ｅｒｖ）分别编码核心蛋白、病毒复制所需要的酶及包
膜蛋白。除此之外还有 ４个辅助基因（ｖｉｆ、ｎｅｆ、ｖｐｕ、
ｖｐｒ）也参与病毒的复制、包装及基因整合［１５］。载体构

建的原理是将病理基因组中的顺式作用元件与编码反

式蛋白的序列进行分离，慢病毒载体中除了留下必须的

反式作用元件和包装信号，其余病毒序列均被外源基因

替代［１５］。本实验构建的ＰＲＩＭ１慢病毒载体也是通过对
载体的双酶切去除顺式作用元件与编码反式蛋白，留下

反式作用元件和包装信号。鉴于慢病毒载体的高转染

效率、高效整合、高效转录及转染安全等特点，２０世纪，
慢病毒载体广泛用于基础研究与临床研究，已经成为真

核系统基于转移的有力工具，常用于人类疾病的基因治

疗、癌变模型等研究［１３］。

　　慢病毒载体在转基因动物、基因治疗等基础或临
床研究中逐渐被广泛的利用［１６１７］，但是目前最为常用

的慢病毒载体依然是在原有的 ＨＩＶ上面改造而成，因
此对于其安全性依然有待进一步的强化。本实验使用

的慢病毒载体也是 ＨＩＶ改造而来，病毒大部分已经敲
除，尽管对于慢病毒载体的安全性依然存有争论，但是

目前对于以 ＨＩＶ为载体的体内外动物实验中并未有
出现病毒复制的报道，所以我们认为本研究构建的

ＰＲＩＭ１基因干扰慢病毒载体可以用于进一步的体内外
干扰实验，以更深层次地研究肿瘤的发生机制。
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