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Abstract
AIM: To construct and identify the eukaryotic 
expression vector pEGFP-N1-FUT4 with en-
hanced green fluorescent protein (EGFP) gene. 

METHODS: The full-length fucosyltransferase 
4 (FUT4) cDNA was acquired by reverse tran-
scription-polymerase chain reaction (RT-PCR) 
and cloned into pEGFP-N1vector. The obtained 
pEGFP-N1-FUT4 was transiently transfected 
into cell line A431. Then the expression of FUT4 
was observed under fluorescence microscope 
and examined by semi-quantitative RT-PCR and 
Western blotting.  

RESULTS: The full-length human FUT4 cDNA 
was obtained and identified correct through 

sequencing and enzyme digestion. The recombi-
nant plasmid pEGFP-N1-FUT4 was successfully 
constructed and FUT4 cDNA was correctly in-
serted into pEGFP-N1-FUT4. The expression of 
EGFP in A431 cells transfected with pEGFP-N1-
FUT4 was observed by fluorescence microscopy. 
Semi-quantitative RT-PCR and Western blotting 
showed that FUT4 expression significantly in-
creased after pEGFP-N1-FUT4 transfection in 
A431 cells in comparison with that in the con-
trols. 

CONCLUSION: The prokaryotic expression plas-
mid pEGFP-N1-FUT4 vector is successfully con-
structed, which could express FUT4 in A431 cells. 

Key Words: α1, 3-fucosyltransferase IV; Green fluo-
rescence protein; Gene cloning; Gene expression; 
Reverse transcription-polymerase chain reaction
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摘要
目的: 构建并鉴定绿色荧光蛋白为报告基因
的pEGFP-N1-FUT4真核表达载体. 

方法: 采用RT-PCR方法获得α1, 3-岩藻糖基
转移酶IV(FUT4)全长基因, 克隆至pEGFP-N1-
FUT4表达载体并进行鉴定. 通过脂质体转染
到人表皮癌细胞系A431中, 荧光显微镜下观察
并经逆转录-聚合酶链反应(RT-PCR)和Western 
blot检测FUT4的表达. 

结果: 测序及酶切鉴定证明获得人全长FUT4
基因, FUT4基因正确插入pEGFP-N1中, 在荧
光显微镜下观察到绿色荧光蛋白在A431细胞
中的表达, RT-PCR和Western blot检测结果显
示FUT4的表达明显增加. 

结论: 成功构建绿色荧光蛋白为报告基因的
FUT4 真核表达载体, 并检测到在A431细胞中
的表达.

®

■背景资料
许多细胞表面糖
蛋白或糖脂是含
有岩藻糖(Fuc)化
的糖链 ,  参与胚
胎发育、组织器
官形成 ,  并且与
肿瘤的生长、浸
润有关, 如LeY、
L e X 、 s L e X等
Lewis系血型抗原
分子. 其中LeY寡
糖是一双岩藻糖
的寡糖[Fucα1→
2Galβ1→4(Fucα1
→3)GlcNAcβ1→
R], 在人类70%- 
90%的上皮癌中
高表达, 并与肿瘤
细胞的生长、浸
润和转移有关, 被
认为是肿瘤相关
的抗原. 

■同行评议者
李淑德 ,  主任医
师, 中国人民解放
军第二军医大学
长海医院消化内
科
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0  引言

岩藻糖基转移酶(fucosyltransferase, FUT)是一类

催化岩藻化寡糖合成的酶类, 其中FUT4是α1, 3
岩藻糖基转移酶, 是合成细胞表面唾液酸化的

Lewis Y(LeY)的特异性合成酶基因[1-3]. 研究表

明, 在人类70%-90%的上皮癌中LeY高表达, 并
与肿瘤细胞的生长、浸润和转移有关, 但其具

体机制还不十分清楚 [4-5].  我们成功地构建了

FUT4的重组表达质粒pEGFP-N1-FUT4, 转染并

检测了在A431细胞中的表达, 为 FUT4在LeY阳

性肿瘤生长中的表达调控研究提供了实验基础.

1  材料和方法

1.1 材料 人表皮癌细胞系A431细胞购自美

国AT C C细胞库 ,  D M E M / F 1 2培养液、胎

牛血清、胰蛋白酶购于G i b c o公司 ,  脂质体

(LipofectamineTM 2000)及TRIzol为Invitrogen
公司产品, pEGFP-N1载体购于Biosc i ences 
Clontech公司, 引物合成及测序由大连宝生物公

司完成, TaKaRa cDNA kit、AMV反转录酶、

Taq DNA polymerase、限制性内切酶、T4 DNA
连接酶和DL 2000 Marker均为大连宝生物公司

产品, 其他试剂均为国产分析纯. 
1.2 方法 采用TRIzol试剂制备人子宫内膜细胞

中总RNA. 以总RNA为模板, 使用TaKaRa cDNA 
Kit进行逆转录反应, 最终得到cDNA. 具体操作

按厂商提供的试剂盒说明书进行. 以cDNA为模

板用特异引物进行PCR扩增, 依据GenBank中
FUT4的mRNA的序列设计合成全基因的特异性

引物, 上游5'-CCGCTCGAGATGGGGGCACCG
TGGGGCTCGC-3'(下划线为XhoⅠ酶切位点), 
下游5'-CCGGAATTCAGTAGAGGATCAAAA
AGCTGACAAC-3(下划线为Eco RⅠ酶切位点). 
PCR反应条件是: 95℃预变性5 min; 95℃变性30 
s, 55℃退火30 s, 72℃延伸1 min 30个循环; 最后

72℃延伸5 min, 扩增片断长度为1218 bp. PCR产
物用10 g/L琼脂糖凝胶电泳, 恒压100 V, 电泳35 
min, 利用凝胶成像系统观察分析扩增产物的电

泳结果. 用DNA凝胶回收试剂盒回收PCR产物. 

用XhoⅠ+Eco RⅠ双酶切FUT4片段和pEGFP-N1
载体, 得到FUT4片段和载体片段. 采用低熔点琼

脂糖回收FUT4和载体片段并将两者连接, 16℃
过夜. 次日, 连接反应液转化宿主菌DH5α感受

态细胞, 小量提取质粒. 用内切酶XhoⅠ+Eco R
Ⅰ双酶切进行鉴定. 将处于对数生长期的人表

皮癌细胞A431用胰酶消化, 接种于24孔板, 待细

胞至80%-90%铺满后换无血清无双抗DMEM/
F12培养基, 用脂质体LipofectamineTM 2000介
导将pEGFP-N1-FUT4真核表达质粒转染A431细
胞, 具体操作按试剂操作说明书进行.转染24 h
后换含100 mL/L血清的DMEM/F12继续培养经

G418筛选后, 获得稳定表达FUT4的细胞株1和2, 
荧光显微镜下观察绿色荧光蛋白的表达情况.
1.2.1 目的基因的RT-PCR鉴定: 收集转染48 h
后的细胞, RNA提取和cDNA合成后(方法同前

文), 进行PCR反应, 其条件为: 94℃预变性5 min, 
94℃变性40 s, 57℃退火45 s, 72℃延伸45 s, 扩
增35个循环, 72℃延伸5 min. 引物序列为上游

5'-CGGACGTCTTTGTGCCTTAT-3'和下游5'- 
CGAGGAAAAGCAGGTACGAG-3', 扩增片段

为456 bp. β-actin内参引物序列为上游5'-ATCT
GGCACCACACCTTCTACAATGAGCTGCG-3' 
和下游5'-CGTCATACTCCTGCTTGCTGATCCA
CATCTGC-3', 扩增片段为838 bp, 产物用10 g/L
琼脂糖凝胶电泳检测.
1.2.2 目的基因的Western blot鉴定: 收集转染48 
h后的细胞, 蛋白质提取, 采用Bradeford法测定

蛋白含量. 收获的蛋白经120 g/L SDS-PAGE电
泳分离后, 转移至硝酸纤维膜上, 用50 mL/L的
小牛血清4℃封闭过夜, 加入1∶200稀释的FUT4 
一抗, 4℃过夜, 洗膜3次后, 加入1∶500稀释的

辣根过氧化物酶标记的二抗, 室温1 h, 洗膜3次, 
每次5 min, 然后加入化学发光试剂作自显影, 具
体方法参照《分子克隆实验指南》.
统计学处理 应用SPSS11.0统计软件包处理. 

数据采用mean±SD表示, 应用独立样本t检验, P 
<0.05有显著性差异.

2  结果

2.1 目的片段的PCR 扩增 以人子宫内膜提取的

RNA为模板, 逆转录合成cDNA, 以FUT4特异性

全长引物进行PCR扩增后, 进行电泳, 可见1218 
b p特异性很强的扩增条带(图1), 说明扩增出

FUT4目的基因, 与预期一致.
2.2 表达载体pEGFP-N1-FUT4的酶切鉴定及

■相关报道
Marionneau et al
报道在小鼠克隆
癌细胞中血型抗
原A表达能提高
细胞抗凋亡作用; 
Goupille et al报道
在小鼠克隆癌细
胞中岩藻糖基转
移酶表达抑制凋
亡.
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测序结果  将F U T4基因连接入真核表达载体

pEGFP-N1-FUT4, 转化DH5α, 随机挑取菌落提

取质粒, 经限制性内切酶鉴定筛选阳性克隆. 用
Eco RⅠ和XhoⅠ双酶切阳性重组质粒, 酶切产物

电泳, 获得两个条带, 分别为4700 bp和1218 bp, 
与预期载体和基因大小一致, 说明FUT4 cDNA
已正确插入pEGFP-N1表达载体中(图2). 重组

pEGFP-N1-FUT4质粒DNA送大连宝生物公司测

序, 序列分析结果FUT4基因编码区序列(CDS) 
与GenBank报道序列有100%的同源性.
2.3 荧光显微镜检测FUT4在A431细胞中的表达 
采用脂质体法, 将重组质粒pEGFP-N1-FUT4和
空载体质粒pEGFP-N1转染A431细胞, 并在荧光

显微镜下观察到绿色荧光的表达. pEGFP-N1空
载体稳定转染细胞的绿色荧光蛋白充满整个细

胞中, 而pEGFP-N1-FUT44稳定转染细胞的绿色

荧光主要分布在胞质中, 细胞核中未见有绿色

荧光蛋白表达(图3).
2.4 目的基因在A431细胞中FUT4 mRNA的表达 
提取细胞中的总RNA, 逆转录并扩增出456 bp 
的特异性FUT4基因产物和838 bp内参产物. 转
染pEGFP-N1-FUT4组的细胞FUT4基因表达与

未处理组和转空质粒组相比, 表达量有明显增

高. 另外, 转染空质粒组与未转染组FUT4表达量

无明显变化, 是低表达(图5). 以内参基因β-actin 
为基准分析各条带的相对密度值, 应用Excel和

SPSS10.0软件进行作图及统计分析(图4).
2.5 目的基因在A431细胞中FUT4蛋白的表达 用
FUT4的抗体对表达的融合蛋白进行免疫印迹

杂交, 如图5所示, 可以发现表达的蛋白能与抗

体反应, 出现特异性的抗原抗体反应条带, 这表

明转染细胞已经有FUT4蛋白的表达. 稳定转染

pEGFP–N1-FUT4细胞的FUT4酶蛋白比空载体

转染的细胞表达增加.

3  讨论

许多细胞表面糖蛋白或糖脂是含有岩藻糖

(Fucose, Fuc)化的糖链[6], 参与胚胎发育、组织

器官形成, 并且与肿瘤的生长、浸润有关, 如
LeY, LeX, sLeX等Lewis系血型抗原分子. 其中

LeY寡糖是一双岩藻糖的寡糖[Fucα1→2Galβ1
→4(Fucα1→3)GlcNAcβ1→R], 在人类70%-90%
的上皮癌中高表达[7-9], 并与肿瘤细胞的生长、

浸润和转移有关, 被认为是肿瘤相关的抗原[10-11]. 
F U T是编码一组催化糖复合物糖链岩藻糖化

的酶蛋白, 催化糖复合物岩藻糖基化一系列反

应的最后一步反应可将L-fucose从GDP-fucose
转移至相应受体上形成α1, 2, α1, 3/4和α1, 6连
接. 到前为止, 得到确认的岩藻糖基转移酶基因

有13种, 其中α1, 3岩藻糖基转移酶有六种, 包
括FUT3, FUT4, FUT5, FUT6, FUT7, FUT9[12-13]. 
FUT4(EC.2.4.1.152) 主要在白细胞和上皮细胞中

M           1            2           3
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1000

bp
4700

1218

图  2  表达载体pEGFP-N1-FUT4的酶切鉴定. M: DNA 
marker(DL15 000); 1: FUT4 cDNA的PCR产物; 2: pEGFP-

N1-FUT4; 3: pEGFP-N1-FUT4 经XhoⅠ + EcoRⅠ双 
酶切.

■创新盘点
本研究首次克隆
人岩藻糖基转移
酶Ⅳ的基因, 并且
转染至A431细胞
中获得稳定表达
的细胞株. 

图  1  FUT4基因PCR产物的琼脂糖电泳. 1: Marker; 2: FUT4 
cDNA的PCR产物.
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A B C
图  3  荧光显微镜检测FUT4在
A431细胞中的表达(×200). A: 转
染pEGFP-N1质粒的细胞; B: 转

染pEGFP-N1-FUT4质粒的细胞

株1; C: 转染pEGFP-N1-FUT4 

质粒的细胞株2.
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■应用要点
本文为研究人岩
藻糖基转移酶Ⅳ
的功能和在肿瘤
生长、增殖和凋
亡以及作用机制
提供了一个工具. 

表达[14]. FUT4在肿瘤细胞中表达异常, 如肠癌、

克隆癌、胰腺癌中FUT4明显升高[15-19]. LeY寡糖

的α1, 3岩藻糖基化是由FUT4催化完成的[20-23]. 
因此, FUT4是LeY寡糖合成的关键酶[24-27].

我们克隆了FUT4基因的全序列, 并成功地

构建了含人FUT4全长的带绿色荧光和核糖体

进入位点的真核表达质粒. 选用绿色荧光蛋白

(EGFP)为报告基因其最大优点在于简化了基因

表达的检测过程. 以该蛋白作为报告基因, 可以

方便、快速地测试构建的载体是否能够顺利表

达, 从而可以使转染细胞以后的工作大为方便.  
同时在FUT4和EGFP基因之间引入了IRES片断

从而避免了表达水平低以及表达的报告基因和

目的基因蛋白结构上相互影响的缺陷, 所构建

的表达质粒可用于在体和离体的研究应用[28-30].
我们成功构建了含FUT4全长的绿色荧光蛋白为

报告基因的pEGFP-N1-FUT4真核表达载体, 并
转染到真核细胞A431细胞内, 为进一步探讨肿

瘤糖分子病理机制、FUT4对糖抗原合成的调节

及FUT4对肿瘤生长凋亡机制的深入研究提供一

定理论基础, 并为临床治疗LeY阳性表达的肿瘤

提供新的思路.
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