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［［摘 要］］   目的目的：构建真核细胞翻译起始因子 4A3 （EIF4A3） -短发夹 RNA （shRNA） 慢病毒载体，

建立 Neuro-2a-EIF4A3-shRNA 稳定转染细胞系。方法方法：通过美国国家生物技术信息中心 （NCBI） 数

据库检索 EIF4A3 基因序列，设计并合成 PCR 鉴定引物，并将其连接至经 EcoR Ⅰ和 Age Ⅰ酶切的慢

病毒 GV493 载体，构建 GV493-EIF4A3-shRNA 慢病毒质粒，PCR 筛选阳性克隆并测序鉴定。将

GV493 空载质粒和 GV493-EIF4A3-shRNA 重组质粒分别转染至 HEK293T 细胞中，分别为 GV493 对

照慢病毒和 GV493-EIF4A3-shRNA 慢病毒，转染 48 h 后收集慢病毒进行包装并测定病毒滴度。将

Neuro-2a 细胞分为空白组、GV493 对照组和 GV493-EIF4A3 shRNA 组，空白组不作处理，GV493 对

照组和 GV493-EIF4A3 shRNA 组分别采用相应慢病毒感染 Neuro-2a 细胞，慢病毒感染复数 （MOI）
为 100，使用 10 mg·L－1嘌呤霉素筛选成功感染慢病毒的 Neuro-2a细胞，荧光显微镜观察各组 Neuro-2a
细胞的生长状态和绿色荧光表达情况；实时荧光定量 PCR （RT-qPCR） 法和 Western blotting 法检测

各组 Neuro-2a 细胞中 EIF4A3 mRNA 及蛋白表达水平。结果结果：PCR 测序结果显示 GV493-EIF4A3-

shRNA 重组质粒基因序列与设计合成的 EIF4A3-shRNA 序列一致，成功构建 GV493-EIF4A3 慢病毒

载体。荧光显微镜观察可见 HEK293T 细胞荧光表达强烈，生长状态良好，慢病毒包装成功。GV493-

对照慢病毒和 GV493-EIF4A3-shRNA 慢病毒的滴度均为 2×108 TU·mL－1，GV493 对照组和 GV493-

EIF4A3 shRNA 组 Neuro-2a细胞生长状态良好且表达绿色荧光，表明慢病毒感染稳定细胞系构建成功。

RT-qPCR 法，与空白组和 GV493 对照组比较， GV493-EIF4A3 shRNA 组 Neuro-2a 细胞 EIF4A3 
mRNA 表达水平明显降低 （P<0. 01）。Western blotting 法，各组在相对分子质量 49 000 处出现特异性

条带，提示 Neuro-2a 细胞中 EIF4A3 蛋白表达成功；与空白组和 GV493 对照组比较，GV493-EIF4A3 
shRNA 组 Neuro-2a 细胞中 EIF4A3 蛋白表达水平明显降低 （P<0. 01）。结论结论：成功构建 GV493-

EIF4A3-shRNA 慢病毒载体，建立了 Neuro-2a-EIF4A3-shRNA 稳定转染细胞系，为 EIF4A3 在颅内动

脉粥样硬化的作用机制研究提供了参考。

［［关键词］］   真核细胞翻译起始因子 4A3； 短发夹 RNA； 慢病毒； 稳定转染细胞系； Neuro-2a细胞

［［中图分类号］］   R392 ［［文献标志码］］   A

Construction of EIF4A3 shRNA lentiviral vector and 
establishment of its stable transfection cell line

HE Jiawen1,2, LI You1,2, LIAO Keqi2, LI Shengnan1,2

（1. Guangdong Provincal Key Laboratory of Age-Related Cardiac and Cerebral Diseases， Guangdong 

[文章编号] 1671⁃587X(2024)03⁃0831⁃09

[收稿日期]  2023⁃06⁃28
[基金项目]  国家自然科学基金项目 （81571157）；广东省卫生厅医学科研基金项目 （A2022139，A2023193）；湛江市科学

技术局科技攻关计划项目 （2021B01370）
[作者简介]  何嘉文 （1998-），男，湖南省郴州市人，在读硕士研究生，主要从事脑血管疾病发病机制方面的研究。

[通信作者]  李 友，研究员，硕士研究生导师 （E-mail：  youli805@163.com）；

李胜男，助理研究员 （E-mail：  nancylee@gdmu.edu.cn）

831



第  50 卷  第  3 期  2024 年  5 月吉林大学学报  （医学版）  

Medical University， Zhanjiang 524002， China；2. Institute of Neurology， Affiliated Hospital， Guangdong 
Medical University， Zhanjiang 524002， China）

ABSTRACT  Objective：To construct the eukaryotic cell translation initiation factor 4A3 （EIF4A3） short 
hairpin RNA （shRNA） lentiviral vector， and to establish the Neuro-2a-EIF4A3-shRNA stable transfection 
cell line.  Methods：The  EIF4A3 gene sequence was retrieved from the National Center for Biotechnology 
Information （NCBI） database； the PCR identification primers were designed and synthesized， and 
connected to the lentiviral GV493 vector digested with EcoR I and Age I enzymes to construct the 
GV493-EIF4A3-shRNA lentiviral plasmid； PCR method was used to screen the positive clones， which 
were sequenced for the identification； the GV493 empty plasmid and GV493-EIF4A3-shRNA recombinant 
plasmid were transfected into the HEK293T cells， regarded as GV493 control lentivirus and GV493-

EIF4A3-shRNA lentivirus， respectively.  After 48 h of transfection， the lentiviruses were collected for 
packaging and the viral titer was determined.  The Neuro-2a cells were divided into blank group， GV493 
control group， and GV493-EIF4A3 shRNA group.  The Neuro-2a cells  in blank group were untreated， and 
the Neuro-2a cells in GV493 control group and GV493-EIF4A3 shRNA group were infected with the 
respective lentiviruses at a multiplicity of infection （MOI） of 100. The infected Neuro-2a cells were selected 
by 10 mg·L-1 puromycin， and the growth status and green fluorescence expression of the Neuro-2a cells in 
various groups were observed under fluorescence microscope；  real-time fluorescence quantitative PCR 
（RT-qPCR） and Western blotting methods were used to detect the expression levels of EIF4A3 mRNA 
and protein in the Neuro-2a cells in various groups.  Results：The PCR sequencing results showed that the 
gene sequence of the GV493-EIF4A3-shRNA recombinant plasmid was consistent with the designed 
EIF4A3-shRNA sequence， indicating successful construction of the GV493-EIF4A3 lentiviral vector.  The 
fluorescence microscope observation results showed that there was strong fluorescence expression and good 
growth status in the HEK293T cells， confirming successful lentiviral packaging.  The viral titers for GV493 
control lentivirus and GV493-EIF4A3-shRNA lentivirus both were 2×108 TU·mL-1.  The growth status 
of the Neuro-2a cells in GV493 control group and GV493-EIF4A3 shRNA group was good， and they 
expressed green fluorescence，  indicating successful construction of the stable transfection cell line.  The 
RT-qPCR results showed that compared with blank  group and GV493 control group， the expression level 
of EIF4A3 mRNA in the cells in GV493-EIF4A3 shRNA group was significantly decreased （P<0. 01）.  
The Western blotting results showed that the  specific bands was at a relative molecular mass of 49 000， 
indicating successful EIF4A3 protein expression in the Neuro-2a cells.  Compared with blank group and 
GV493 control group， the expression level  of EIF4A3 protein  in the cells in GV493-EIF4A3 shRNA 
group was significantly decreased （P<0. 01）.  Conclusion：The GV493-EIF4A3-shRNA lentiviral vector 
is succfssfully constructed， and the Neuro-2a-EIF4A3-shRNA stable transfection cell line is established； 
the results provide the  reference for the study of the effect of EIF4A3 on the intracranial atherosclerosis.
KEYWORDS Eukaryotic translation initiation factor 4A3； Short hairpin RNA； Lentivirus； Stable 
transfection cell line；Neuro-2a cell

真 核 细 胞 翻 译 起 始 因 子 4A （eukaryotic 
translation initiation factor 4A，EIF4A） 3 蛋白属于

广泛的 DEAD box RNA 解旋酶家族，其成员凭借

其 RNA 结 合 能 力 和 三 磷 酸 腺 苷 （adenosine 
triphosphate，ATP） 酶活性参与 RNA 代谢的多个

方面。 EIF4A 蛋白主要有 3 个类型， EIF4A1 和

EIF4A2  主 要 在 脊 椎 动 物 细 胞 质 中 表 达，  而

EIF4A3 则主要定位于细胞核。尽管 3 个类型高度

相似，但在 mRNA 的生命周期中具有不同的作用，

其特殊和多样的功能常被相互作用的伴侣蛋白调节

及支配［1］。EIF4A1 和 EIF4A2 均参与翻译的起始

过程。EIF4A3 蛋白在 RNA 代谢中起重要作用，包

括 mRNA 定位、导出及  mRNA 剪接和翻译的偶

联［2-4］。EIF4A3 与 EIF4A1 和 EIF4A2 具有相同的
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ATP 酶活性，但 EIF4A3 自身无解旋酶活性，也不

参与翻译的启动［5］。EIF4A3 在多种人类恶性肿瘤

中表达。研究［6］显示：EIF4A3 刺激环状二磷酸腺

苷 核 糖 基 化 因 子 鸟 苷 酸 激 酶 1 （circ adenosine 
diphosphate ribosylation factor guanylate kinase 1，
ASAP1） 表 达，  通 过 细 胞 外 调 节 蛋 白 激 酶

（extracellular regulated protein kinases，ERK） 信号

通路促进胶质母细胞瘤的发展。在肝细胞癌中，

EIF4A3 沉默抑制细胞增殖、迁移和上皮-间质转化

（epithelial-mesenchymal transition， EMT）［7-8］。 研

究［9］显示：在上皮性卵巢癌细胞中，EIF4A3 结合

癌易感性候选基因2（cancer susceptibility candidate 2，
CASC2） 增强细胞活性和细胞凋亡、迁移及侵袭，

EIF4A3敲低会增加细胞凋亡。在宫颈癌中，人类环

状RNA（human_circ RNA，hsa_circ）_0101119 可促

进细胞增殖、迁移和侵袭，并通过与 EIF4A3 相互

作用抑制宫颈癌的细胞凋亡，以抑制转录延伸因子

A 样蛋白 6 （transcription elongation factor A like 6，
TCEAL6） 表达［10-11］。在心血管疾病方面，EIF4A3
诱导的环状  B 淋巴细胞瘤 2 （B-cell  lymphoma-2，
Bcl-2） /腺 病 毒  E1B 19 kDa 结 合 蛋 白 3 （Bcl-2/ 
adenovirus E1B 19 kDa interacting protein 3，
BNIP3），通过非编码单链微小 RNA （micro RNA，

miR）-27a-3p/BNIP3 通路加剧低氧诱导的心肌细胞

损伤［12］。研究［13］ 显示： hsa_circ_0030042 通过抑

制 EIF4A3 与重组人自噬效应蛋白 1 （recombinant 
human autophagy-related protein，Beclin 1） 和人叉

头 框 蛋 白 O1 （human forkhead Box protein O1，
FOXO1）结合，加剧小鼠斑块的不稳定性。研究［14］

证实：EIF4A3诱导的环状 RNA（circ RNA，circ）_ 
0086296 通过 miR-576-3p/干扰素诱导蛋白与四肽

重复 1（interferon induced protein with tetratricopeptide 
repeats 1， IFIT1） /信 号 转 导 与 转 录 激 活 因 子 1
（signal transduction and activator of transcription 1，
STAT1） 反 馈 回 路 增 强 人 脐 静 脉 内 皮 细 胞

（human umbilical vein endothelial cells， hUVECs）
的动脉粥样硬化病变表型。但目前 EIF4A3 在颅内

动脉粥样硬化中的作用机制尚不明确。本研究构建

EIF4A3-短发夹 RNA （short hairpin RNA，shRNA）

慢病毒载体，建立 Neuro-2a-EIF4A3-shRNA 稳定

转染细胞系，为探讨  EIF4A3 在颅内动脉粥样硬化

中的作用机制提供参考。

1 材料与方法  

1. 1　　细胞细胞、、主要试剂和仪器主要试剂和仪器　　小鼠神经瘤母细胞系

（Neuro-2a） 购自武汉普诺赛生命科技有限公司，

人胚肾细胞 （HEK293T） 购自中国科学院上海细

胞所。慢病毒载体质粒 GV493 （hU6-MCS-CBh-

gcGFP-IRES-puromycin）、辅助质粒 Helper1. 0 和

辅助质粒 Helper2. 0 均由上海吉凯基因公司提供，

大肠杆菌菌株 DH5α 购自北京 Solarbio 公司，限制

性核酸内切酶 EcoR Ⅰ和 Age Ⅰ购自美国 NEB 公

司，Taq 聚合酶购自北京 SinoBio 公司，一步法克

隆试剂盒购自美国 Vazyme 公司，反转录试剂盒购

自 北 京 TaKaRa Bio 公 司 ， Lipofectamine 2000 和

TRIzol 购自美国 Invitrogen 公司，实时荧光定量

PCR （real-time fluorescence quantitative PCR，RT-

qPCR） 染料预混液购自北京 GenStar 公司，BCA
蛋白定量试剂盒购自美国 Thermo Scientific 公司，  
DMEM、 MEM 和 Opti-MEN 培 养 基 购 自 美 国

Gibco 公司，胶回收试剂盒、50×TAE 和质粒抽提

试剂盒由北京 TIANGEN 公司提供，胰蛋白胨、琼

脂糖粉、酵母提取物和氯化钠购自美国 Vetec 公

司，抗 EIF4A3 抗体和抗 GAPDH 抗体均购自英国

Abcam 公司。倒置光学显微镜和倒置荧光显微镜购

自日本 Olympus 公司，荧光定量 PCR 仪购自瑞士

Roche 公司，电泳仪购自美国 Bio-Rad 公司，化学

发光检测仪购自美国 Azure Biosystems 公司。

1. 2　　 细 胞 培 养细 胞 培 养　　 HEK293T 细 胞 常 规 培 养 于

DMEM 培养基 （含 10% 胎牛血清和 1% 青 -链霉

素），Neuro-2a 细胞培养于 MEM 培养基 （含 10%
胎牛血清和 1% 青 -链霉素），置于 37 ℃、5% CO2

培养箱内培养，隔 2~3 d 即可传代 1 次，细胞状态

良好且密度大于 90% 时用 0. 25% 胰蛋白酶消化

传代。

1. 3　　引物设计和合成引物设计和合成　　通过美国国家生物技术信

息 中 心 （National Center for Biotechnology 
Information， NCBI） 数 据 库 检 索 EIF4A3 （Gene 
ID： 9775）  序 列，  结 合 引 物 设 计 原 则 和 载 体

GV493 阅读框克隆位点，设计引物。设计并合成

EIF4A3 PCR 鉴定引物，引物序列：上游引物，

5'-ATGGAAATTTGATACTCTATG-3'，下游引

物， 5'-CATAGAGTATCAAATTTCCAT-3'。设

计并合成EIF4A3 RT-qPCR引物，引物序列：上游引

物，5'-GACCAAAGTGGAGTTCGAGACG-3'，下

游引物，5'-TGATAGCACGCTGCTGAATCGC-3'。
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引物均由生工生物工程 （上海） 股份有限公司

合成。

1. 4　　EIF4A3 慢病毒载体构建及鉴定慢病毒载体构建及鉴定　　合成的基因

引物经 PCR 扩增，获得 DNA 片段。PCR 扩增反应

体系 （50 μL）：上下游引物 （10 μmol·L－ 1） 各

1 μL，DNA 模板 1 μL，2. 5 mmol·L－1 dNTP 4 μL，

5×Buffer 10 μL， Prime STAR HS DNA 
polymerase 0. 5 μL，  ddH2O 50 μL。  扩 增 程 序：

98 ℃，5 min；98 ℃，10 s；55 ℃，10 s；72 ℃，90 s，
共 30 个循环，72 ℃延伸 8 min，4 ℃保存。

采用 EcoR Ⅰ和 Age Ⅰ限制性内切酶对 GV493
进行酶切。酶切体系（50 μL）为 10×酶缓冲液  5 μL，

GV493 DNA 2 μL， EcoR Ⅰ 1 μL， Age Ⅰ 1 μL，

ddH2O 加入总体积 50 μL，吹打、混匀和离心后，

在 37 ℃下反应 3 h 后过夜。采用酶切回收试剂盒初

胶回收 GV493 载体质粒。

采用一步法克隆试剂盒将 PCR 扩增的 EIF4A3
引物连接至携 gcGFP/Puromycin 的慢病毒 GV493
载体，重组后载体见图 1。反应体系 （10 μL）：5×
酶缓冲液  2 μL，酶切 GV493 DNA 2. 5 μL，纯化的

扩增产物片段 1 μL，外切酶Ⅱ 1 μL，总体积 10 μL
加入 ddH2O；吹打离心后，在 37 ℃下反应 30 min，
冰浴冷却 5 min。

将 10 μL GV493 空 质 粒 和 GV493-EIF4A3 
shRNA 重组质粒分别加入 100 μL 感受态细胞 DH5α
中 ， 混 合 均 匀 ； 冰 上 反 应 30 min， 42 ℃ 热 激

1. 5 min，冰浴 2 min； 37 ℃ 摇床培养 60 min，含

500 μL LB 液。取培养后的菌液适量，均匀涂布于

含 100 mg·L－1氨苄西林的 LB 培养板上，倒置培养

板 37 ℃恒温培养 12 h；次日，在平板上培养菌落，

在含有 100 mg·L－1 氨苄西林的 3 mL LB 培养基摇

床上取适量的细菌，37 ℃摇床过夜，吸附适量的

细菌溶液，  并用甘油保菌，  其余的细菌溶液经

PCR 和酶切鉴定。鉴定体系 （20 μL）：2×Taq 聚

合酶10 μL，扩增鉴定上游引物（10 μmol·L－1） 0. 4 μL，
扩增鉴定下游引物 （10 μmol·L－1） 0. 4 μL，适量

甘油菌液，加入 ddH2O 至总体积为 20 μL，反应程

序： 94 ℃变性 3 min， 94 ℃、 30 s， 55 ℃、 30 s，
72 ℃、30 s，共 22 个循环，72 ℃延伸 5 min，4 ℃
保存。如在基因片段 57 bp 附近出现条带，则表明

该重组菌是携带重组 GV493-EIF4A3 shRNA 的阳

性菌。对鉴定出的阳性菌进行克隆，送生工生物工

程 （上海） 股份有限公司进行测序。测序成功，则

可用于后续实验。

1. 5　　EIF4A3 慢病毒包装及滴度测定慢病毒包装及滴度测定　　转染前 1 d，
将生长状况良好的 HEK293T 细胞接种于 100 mm
细胞培养皿中，37 ℃、5% CO2孵箱培养。当细胞

密度达到 80% 时，采用 EIF4A3 慢病毒转染细胞。

转染体系分为 Mixture A 和 Mixture B。Mixture A：

10 μg GV493 空载质粒或 GV493-EIF4A3-shRNA
重组质粒+5 μg 辅助质粒 Helper 1. 0 型+5 μg 辅助

质粒 Helper 2. 0型+750 μL Opti-MEM；Mixture B：

15 μL Lipofactamine 2000+750 μL Opti-MEM。

Mixture A 和 Mixture B 体系各自混匀，室温避光放

置 5 min，后 2 个体系相互混匀，室温孵育 20 min。
将 Mixture A 和 Mixture B 的 混 合 物 加 入  3 mL 
Opti-MEM 至 100 mm 培养皿中，轻轻摇动混合，

在 37 ℃的细胞培养箱中培养 4 h。待转染结束后，

将 100 mm 培养皿中的培养液更换为正常生长的培

养液，培养 48 h。在荧光显微镜下，当细胞转染效

率约 90% 时，收集培养皿上清液，采用 0. 45 μm
滤膜过滤，低温超高速离心法去除上清液，磷酸盐

缓冲液 （phosphate buffered saline， PBS） 溶解沉

淀 。 GV493 空 载 质 粒 转 染 后 收 集 的 慢 病 毒 为

GV493 对照慢病毒，GV493-EIF4A3 shRNA 重组

质 粒 转 染 后 收 集 的 慢 病 毒 为 GV493-EIF4A3 
shRNA 慢病毒，将收集的病毒溶液进行滴度测定。

慢病毒滴度测定前 1 d，将 HEK293T 细胞铺入

96 孔细胞培养板，每孔 4×104个细胞。分别在 3 个

EP 管中采用 90 μL 无血清培养基培养病毒，分别

标记为 1E+1 μL 组 （含 10 μL 病毒溶液）、 1E+
0 μL 组 （1E-1 μL 组病毒溶液 10 倍稀释） 和 1E-
1 μL 组 （1E+0 μL 组病毒溶液 10 倍稀释）。荧光显

微镜下观察病毒转染后 HEK293T 细胞荧光表达

Age Ⅰ

EcoR Ⅰ
MCSGV493

10. 9 kb

图图 1　　EIF4A3 shRNA 慢病毒载体构建图慢病毒载体构建图

Fig. 1　　Construction map of EIF4A3 shRNA lentivirus 

vector
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情况。

1. 6　　EIF4A3 shRNA 慢病毒感染慢病毒感染 Neuro-2a 细胞及细胞及

稳定转染细胞系构建稳定转染细胞系构建　　将 Neuro-2a 细胞铺于 12 孔

细胞培养板，待细胞密度达到 70%~80% 时，按最

佳慢病毒感染复数 （multiplicity of infection，MOI）
为 100，取相应病毒量进行慢病毒感染实验。将

Neuro-2a 细 胞 分 为 空 白 组 、 GV493 对 照 组 和

GV493-EIF4A3 shRNA 组 。 空 白 组 不 做 处 理 ，

GV493 对照组和 GV493-EIF4A3 shRNA 组分别采

用 GV493 对照慢病毒和 GV493-EIF4A3 shRNA 慢

病毒感染 Neuro-2a 细胞，慢病毒感染 24 h 后换液，

继续培养 48 h，加入嘌呤霉素 （10 mg·L－1） 进行

筛选，1 d后换液，之后维持嘌呤霉素浓度在5 mg·L－1，

培养 2 周。在荧光显微镜下观察 Neuro-2a 细胞，若

细胞生长状态良好且表达绿色荧光，则提示慢病毒

感染稳定细胞系构建成功。

1. 7　　 RT-qPCR 法 检 测 各 组法 检 测 各 组 Neuro-2a 细 胞 中细 胞 中

EIF4A3 mRNA 表达水平表达水平　　采用 TRIzol法提取各组

RNA，测纯度和浓度后，取 1 000 ng RNA 逆转录合

成 cDNA。采用 2×增强型染料 RT-qPCR 预混液进

行 RT-qPCR 法检测，EIF4A3 PCR 引物：上游引

物，5'-GACCAAAGTGGAGTTCGAGACG-3'；下

游引物，5'-TGATAGCACGCTGCTGAATCGC-3'。
反应体系 （10 μL）：染料预混液 5 μL，PCR 引物

（10 μmol·L－1） 0. 2 μL， cDNA 1 μL，加 ddH2O 至

10 μL。 扩 增 条 件 ： 95 ℃ 、 10 s， 55 ℃ 、 20 s，
72 ℃、15 s，共 40个循环。溶解条件：65 ℃、60 s，
95 ℃、1 s。以 GAPDH 为内参，采用 2—△△Ct法计算

各组 Neuro-2a细胞中 EIF4A3 mRNA 表达水平。

1. 8　　Western blotting 法检测各组法检测各组 Neuro-2a 细胞中细胞中

EIF4A3 蛋白表达水平蛋白表达水平　　收集各组 Neuro-2a 细胞，

采用 BCA 法进行蛋白定量，恒压 60 V、 30 min，
恒压 100 V、90 min 电泳。采用湿法转膜，转膜条

件 为 恒 压 100 V、 90 min。 快 速 封 闭 液 封 闭 膜

30 min，用 TBST 溶液清洗膜 3 次，每次 10 min。
加入一抗，4 ℃孵育过夜，第 2 天回收一抗，洗膜

3 次，二抗室温孵育 60 min，洗膜 3 次，采用化学

发光试剂显影。于相对分子质量 49 000 处出现一条

特异性条带，表明 EIF4A3 蛋白在 Neuro-2a 细胞中

成功表达。采用 Image J 软件分析蛋白条带灰度值，

以 β-actin 为内参，计算目的蛋白表达水平。目的蛋

白表达水平=目的蛋白条带灰度值/β-actin 蛋白条

带灰度值。

1. 9　　统计学分析统计学分析　　采用 Graphpad Prism 6. 0 统计

软件进行统计学分析。各组细胞中 EIF4A3 mRNA
和蛋白表达水平符合正态分布，以

-
x±s 表示，多

组间样本均数比较采用单因素方差分析，组间样本

均数两两比较采用 LSD-t 检验。以 P<0. 05 为差异

有统计学意义。

2 结   果  

2. 1　　EIF4A3 shRNA 慢病毒载体的构建慢病毒载体的构建　　将测序

成功的 DNA 序列与设计的 EIF4A3 序列比较，二

者 DNA 序列完全匹配，表明 EIF4A3 序列成功连

接 至 GV493 载 体 中 ， 测 序 结 果 提 示 成 功 构 建

GV493-EIF4A3 慢病毒载体。见图 2。
2. 2　　EIF4A3 shRNA 慢病毒感染慢病毒感染 Neuro-2a 细胞并细胞并

建 立 稳 定 转 染 细 胞 系建 立 稳 定 转 染 细 胞 系　　 将  GV493 空 载 质 粒 和

GV493-EIF4A3 shRNA 重组质粒分别与辅助质粒

共同转染 HEK293T 细胞，荧光显微镜下观察可见

HEK293T 细胞荧光表达强烈，生长状态良好，慢

病毒包装成功。见图 3 和 4。
GV493 对照慢病毒和 GV493-EIF4A3-shRNA

慢病毒滴度均为 2×108 TU·mL－1。荧光显微镜下

观察可见 GV493 对照组和 GV493-EIF4A3 shRNA
组 Neuro-2a 细胞生长状态良好且表达绿色荧光，

表明慢病毒感染稳定细胞系构建成功。见图 5。
2. 3　　各组各组 Neuro-2a 细胞中细胞中 EIF4A3 mRNA 表达水表达水

平平　　 与 空 白 组 （1. 00±0. 09） 和 GV493 对 照 组

（0. 78±0. 08）  比  较，  GV493-EIF4A3 shRNA  组
Neuro-2a 细胞中 EIF4A3 mRNA 表达水平 （0. 49±
0. 10） 明显降低 （P<0. 01）。

2. 4　　 各 组各 组 Neuro-2a 细 胞 中细 胞 中 EIF4A3 蛋 白 表 达 水蛋 白 表 达 水

平平　　Western blotting 法检测结果显示：各组在相对

分子质量 49 000处均出现特异性条带，提示Neuro-2a
细胞中 EIF4A3 蛋白表达成功。与空白组 （1. 05±
0. 11）  和  GV493 对 照 组  （0. 78±0. 07）  比  较，

GV493-EIF4A3 shRNA 组 Neuro-2a 细胞中 EIF4A3
蛋 白 表 达 水 平 （0. 35±0. 09） 明 显 降 低 （P<
0. 01）。见图 6。

3 讨   论  

颅内动脉粥样硬化是全身动脉粥样硬化的一部

分，可引起暂时性脑缺血发作、脑卒中和血管性痴

呆等脑血管疾病。尽管不同部位的动脉粥样硬化病

变程度并不平行，但晚期颅内动脉粥样硬化的病变

程度与颅外动脉粥样硬化的病变程度相似［15］。颅
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内动脉粥样硬化是一种终生全身性和进行性疾病，

是全世界缺血性卒中发生的主要原因。颅内动脉粥

样硬化的发生发展涉及内皮功能障碍、炎症、氧化

应激和细胞凋亡等多种机制［16］。

研究［17-18］ 显示：EIF4A3 与动脉粥样硬化疾病

的发生发展密切关联。hsa_circ_0030042 通过靶向

EIF4A3 调节异常自噬并保护动脉粥样硬化斑块稳

定性［13］。环状泛素特异性肽酶 9×-连锁基因 （circ-

ubiquitin specific peptidase 9×-linked gene， circ-

USP9×） 可与细胞质中的 EIF4A3 蛋白结合，并

与其相互作用。此外， EIF4A3 的过表达消除了

circ-USP9× 敲低诱导的氧化修饰低密度脂蛋白

（oxidized low density lipoprotein，ox-LDL） 处理的

hUVECs 焦亡。研究［17］ 显示：circ-USP9×通过海

图图 2　　GV493-EIF4A3 shRNA 慢病毒质粒测序图慢病毒质粒测序图

Fig. 2　　Sequencing map of GV493-EIF4A3 shRNA lentivirus plasmid
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绵作用抑制 EIF4A3 的功能从而促进内皮细胞焦

亡。细胞焦亡是一种炎症性细胞死亡。与细胞凋亡

和坏死不同，细胞焦亡的特征是细胞膜破裂，导致

细胞内容物释放，从而激活炎症反应。内皮焦亡也

是动脉粥样硬化的重要病理机制［18］。研究［15］ 证

实 ： EIF4A3 蛋 白 诱 导 的 circ_0086296 通 过 miR-

576-3p/IFIT1/STAT1 通 路 反 馈 回 路 加 重 了

hUVECs 的 动 脉 粥 样 硬 化 病 变 表 型 。 因 此 ，

EIF4A3 可能是动脉粥样硬化治疗的靶标。提示

EIF4A3 可能在颅内动脉粥样硬化形成和发生发展

图图 5　荧光显微镜下慢病毒感染后各组　荧光显微镜下慢病毒感染后各组 Neuro-2a 细胞形态表现及荧光表达情况细胞形态表现及荧光表达情况（（×10））

Fig. 5　　Morphology  and  fluorescence  expression of Neuro-2a cells in various groups after transfected with lentivirus 

under fluorescence microscope（（×10））

PHASE GFP

1E+1 μL

1E+0 μL

1E-1 μL

图图 3　 荧 光 显 微 镜 下 慢 病 毒 感 染 后　 荧 光 显 微 镜 下 慢 病 毒 感 染 后 GV493-- 对 照对 照 组组

HEK293T 细胞形态表现及荧光表达情况细胞形态表现及荧光表达情况（（×10））

Fig. 3　　Morphology  and   fluorescence   expression  of 

HEK293T cells in GV493--control group after transfected 

with lentivirus under fluorescence microscope（（×10））

PHASE GFP

1E+1 μL

1E+0 μL

1E-1 μL

图图 4　　荧光显微镜下慢病毒感染后荧光显微镜下慢病毒感染后 GV493--EIF4A3--shRNA

组组 HEK293T 细胞形态表现及荧光表达情况细胞形态表现及荧光表达情况（（×10））

Fig. 4　　Morphology   and   fluorescence   expression   of 

HEK293T cells in GV493--EIF4A3--shRNA group after 

transfected  with lentivirus under fluorescence microscope

（（×10））
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过程中发挥重要作用。

Neuro-2a 细胞具有神经细胞特性，生长繁殖速

度快，被广泛用于神经系统疾病方面的研究［19-20］。

但目前尚未见 EIF4A3 蛋白在 Neuro-2a 细胞系中构

建缺血缺氧疾病模型的报道，因此本研究选用

Neuro-2a 细胞作为病毒感染和观察的研究对象。本

研究结果显示：GV493-EIF4A3 慢病毒表达载体成

功构建，并成功感染 Neuro-2a 细胞，Neuro-2a 细胞

中 EIF4A3 mRNA 和蛋白成功表达。

综上所述，本研究成功构建 GV493-EIF4A3 慢

病毒表达载体，建立了稳定感染 shRNA GV493-

EIF4A3 慢病毒的 Neuro-2a 细胞系，为 EIF4A3 在

颅内动脉粥样硬化中的作用机制研究提供了参考。
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