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Abstract
AIM: To construct a eukaryotic expression plas-
mid encoding the human protein kinase A regu-
latory subunit II beta (PKAR IIβ) gene and to ex-
amine its expression and localization in BGC-823 
gastric cells using green fluorescent protein as a 
reporter. 

METHODS: The coding sequence of the PKAR 
IIβ gene was amplified from the plasmid 
pRSETB-PKARIIβ by PCR and subcloned into 
pEGFP-C1 vector after digestion with Xho I 

and EcoR I. After the identity of recombinant 
plasmid was verified by direct sequencing, the 
plasmid was transfected into BGC-823 cells. 
The expression of the recombinant plasmid in 
BGC-823 cells was detected by Western blot. The 
localization of GFP-PKARIIβ in BGC-823 cells 
was observed by laser scanning confocal micros-
copy.

RESULTS: The coding sequence of the PKARIIβ 
gene was inserted into the pEGFP-C1 vector suc-
cessfully. Restriction enzymes digestion showed 
that the length of the insert was 1.2 kb, match-
ing the expected size. The expression of GFP-
PKARIIβ fusion protein, which had a molecular 
weight of 72 000 Da, was detected in BGC-823 
cells by Western blot. The GFP-PKARIIβ protein 
was localized predominantly to the cytoplasm 
but sparsely to the nucleus of HEK293 and 
BGC-823 cells.

CONCLUSION: A recombinant plasmid ex-
pressing the PKARIIβ gene has been success-
fully constructed and provides a tool for future 
investigation of PKARIIβ functions. The GFP-
PKARIIβ fusion protein was expressed mainly 
in the cytoplasm of HEK293 and BGC7901 cells.

Key Words: Protein kinase A regulatory subunit II 
beta; Eukaryotic expression; Green fluorescent pro-
tein; Gene transfection; Gastric cancer cells
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摘要
目的: 研究人的蛋白激酶A调节亚基R I I β 
(PKARIIβ)基因的绿色荧光蛋白(GFP)真核表
达载体融合蛋白在胃癌细胞BGC-823内的表
达和定位, 初步探讨其在肿瘤细胞中的分子作
用机制.

方法: 以pRSETB-PKARIIβ质粒为模板, PCR

®

■背景资料
蛋白激酶A(PKA)
是最早发现并且
研究最为广泛的
激酶之一, 他的异
常表达和激活可
以引起包括恶性
肿瘤在内的各种
疾病. 在我国胃癌
的死亡率居各种
恶性肿瘤之首, 他
的发生是由许多
因素共同参与和
积累造成的, 其中
将激酶信号通路
确定为肿瘤治疗
的靶点是未来抗
肿瘤药物的一项
研发策略.  

■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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扩增出全长PKARIIβ编码序列, 用Xho Ⅰ和
Eco RⅠ双酶切后, 亚克隆至含有GFP标签的
融合表达载体pEGFP-C1中. 测序正确后, 将重
组质粒转染到胃癌细胞BGC-823中, 提取细胞
蛋白进行Western bolt检测. 利用共聚焦激光
扫描显微镜观察pEGFP-PKARIIβ在人胃癌细
胞BGC-823内的定位.

结果: 将人全长PKARIIβ编码序列克隆到了
真核表达载体pEGFP-C1中, 酶切鉴定片段为
1.2 kb, 在预期的位置产生条带. Western blot
检测到了融合蛋白正确表达 ,  分子量约为
72 000 Da. 并观察到GFP-PKARIIβ在HEK293
和BGC-823细胞内都有表达, 且定位以细胞质
为主, 在细胞核内少量表达.

结论: 成功构建了人全长PKARIIβ编码序列
的pEGFP-PKARIIβ真核表达载体, 证实GFP-
PKARIIβ蛋白在BGC-823细胞质内特异表达, 
为进一步研究PKARIIβ的在胃癌中的功能提
供了重要的实验材料.

关键词: PKARIIβ; 真核表达; 绿色荧光蛋白; 基因

转染; 胃癌细胞
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0  引言

蛋白激酶A(protein kinase A, PKA), 是最早被

发现同时也是最重要的几个激酶之一, 在细胞

的很多信号通路中起到重要作用. 他是由两个

催化亚基(catalytic subunit, C)与两个调节亚基

(regulatory subunit, R)组成的四聚体, 通常是以

无活性形式存在[1-3], 当第二信使3, 5'-环腺苷酸

(cAMP)结合到调节亚基上时, 释放出具有活性

的催化亚基, 从而PKA被激活[4]. 活化的PKA催

化亚基可使细胞内某些蛋白的丝氨酸或苏氨酸

残基磷酸化, 通过改变这些蛋白的活性, 来进

一步影响其相关基因的表达[5]. PKA在细胞核

和细胞质都有分布, 参与众多的信号转导通路. 
特别在心血管功能调节, 类固醇激素的生物合

成, 细胞的增殖分化和侵袭转移以及免疫系统

中发挥着重要功能[6-10]. PKA的催化亚基有3种
亚型Cα、Cβ和Cγ, 其调节亚基有4种亚型RIα、
RIβ、RIIα和RIIβ, 他们有着不同的理化性质[11]. 
现有研究表明, PKA信号通路在多种肿瘤的发生

和发展中起重要作用[12-15]. 

PKARIIβ是目前研究的最为广泛的PKA调

节亚基, 他存在于大多数被检测的组织中, 如
胃、卵巢、肺和结肠等[10,11]. PKARIIβ参与一

系列的细胞生物学过程, 如与PKA锚定蛋白(A-
kinase anchoring protein, AKAP)相互作用把PKA
锚定到细胞内特定区域从而使PKA特异性地磷

酸化其底物, 来参与不同的信号通路[16]. 他的异

常表达和定位可能与某些肿瘤的发生相关 [17]. 
目前有关PKARIIβ的研究越来越引起了人们的

关注. 在本研究中我们利用基因重组技术成功

构建了pEGFP-PKARIIβ真核表达载体, 并在胃

癌细胞BGC-823内表达和定位, 为今后进一步研

究PKARIIβ在胃癌的生物学功能奠定了基础. 

1  材料和方法

1.1 材料 大肠杆菌DH5α为本实验室保存, 原
核表达载体p E G F P-C1购自美国C l o n t e c h公
司; 各种限制性内切酶、PyrobestTM DNA poly-
merase、电泳凝胶回收试剂盒均购自TaKaRa
公司; T4 DNA连接酶购自NEB公司, ECL试剂

盒购自Pharmacia公司; 蛋白分子质量标准购自

MBI公司; anti-GFP抗体购自Cell Signaling公司; 
HRP标记羊抗鼠IgG购自Promega公司; ECL发光

试剂盒购自Pharmacia; 其他试剂均为国产分析

纯; 引物序列合成及DNA序列测定由南京金思

瑞公司完成. pRSETB-PKARIIβ质粒由加州大学

Susan S. Taylor教授馈赠. 
1.2 方法 
1 . 2 . 1  全长人 P K A R I I β 编码序列扩增 :  以
pRSETB-PKARIIβ为模板, 利用PCR技术对

PKARIIβ进行扩增. 上游引物: 5'-CCGCTC-
G A G AT G A G C AT C G A G AT C C C G-3' ,  下
游引物: 5'-C C G A AT T C C T T C AT G C A G T-
GGGTTCAAC-3', 包括XhoⅠ和Eco RⅠ酶切位

点. 反应条件分别为: 94 ℃变性5 min后, 94 ℃ 
30 s, 54 ℃ 30 s, 72 ℃ 2 min, 循环30次, 最后于

72 ℃延伸5 min. 反应终止后, 1%琼脂糖凝胶电

泳, 与标准DNA片段(Mark神对照, 紫外线检测

仪观察, 胶回收试剂盒回收约1.2 kb的PKARIIβ

的PCR产物. 
1.2.2 pEGFP-PKARIIβ表达载体的构建、鉴定与

测序: 用XhoⅠ和Eco RⅠ对PKARIIβ PCR纯化产

物及pEGFP-C1分别进行酶切, 纯化后以T4 DNA
连接酶于16 ℃连接16 h得到连接产物. 取3 μL
上述连接反应液转化感受态细胞E.coli  DH5α中, 
涂布于含卡那霉素的LB琼脂平板, 37 ℃培养过

■研发前沿
PKARIIβ是PKA
激酶重要的调节
亚 基 ,  因 在 结 构
上 的 差 异 提 示
PKARIIβ可能具
有与其他调节亚
基 不 同 的 生 物
学 功 能 .  目 前 对
PKARIIβ的功能
及其作用机制的
研究已逐渐成为
热点. 但对其在胃
癌细胞中参与的
信号转导通路的
机制及功能仍不
很清楚. 

■相关报道
目前 ,  对 P K A 研
究的重点已逐渐
从PKA的催化亚
基转移到PKA的
调节亚基上, 如在
2006年, Inan等报
道了PKARIIβ在
cAMP-PKA信号
通路中的作用. 但
对于胃癌中PKA
信号通路的研究
目前还很少. 因此
对其重要的调节
亚基PKARIIβ参
与的信号通路的
研究可能为胃癌
治疗提供一条新
的途径. 
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夜. 挑取白色菌落4个, 接种于含卡那霉素3 mL
的LB培养液中, 37 ℃振荡过夜. 用碱裂解法制

备质粒DNA, 再用XhoⅠ和Eco RⅠ酶切重组质

粒并测序, 最后测序证实, 将构建的质粒命名为

pEGFP-PKARIIβ. 
1.2.3 瞬时转染p E G F P-P K A R I I β表达载体: 
BGC-823细胞系及HEK-293细胞, 用DMEM
高糖培养基培养, 细胞铺于6孔板或12孔板至

70%-80%, 用脂质体LipofectamineTM 2000介导

转染BGC-823胃癌细胞及HEK-293细胞. 根据

转染质粒及细胞类型的不同分为HEK-293细胞

pEGFP-PKARIIβ转染组及对照组, BGC-823细
胞pEGFP-PKARIIβ转染组. 转染方法按照Lipo-
fectaminTM 2000说明书进行. 
1.2.4 蛋白提取与Western blot鉴定: 转染36 h后, 
分别将转染空质粒pEGFP-C1和转染pEGFP-
PKARIIβ的BGC-823细胞培养皿置于冰上, 弃
掉培养基, 用PBS清洗两遍. 在细胞中加入60 μL
含有蛋白酶抑制剂的RIPA裂解液, 用橡皮刮刀

将细胞缓慢刮下. 收集所有液体到新的离心管

中, 冰上放置10 min, 裂解细胞. 13 000 g  4 ℃离

心30 min, 将上清转到新的离心管中, 取上清5 
μL进行定量. 将蛋白定量后, 取80 μg总蛋白经

10% SDS-PAGE凝胶分离, 4 ℃过夜恒压转移至

PVDF膜上, 5%脱脂奶粉封闭3 h, TBST洗膜15 
min, 3次. 用anti-GFP抗体(1∶1 000稀释), TBST
洗膜15 min, 3次. 再用辣根过氧化物酶标记的羊

抗鼠(1∶5 000稀释)二抗孵育1 h, TBST洗膜15 
min, 3次. ECL显色, 压片. 以GAPDH为内对照, 
分别检测两组实验细胞PKARIIβ的表达.
1 . 2 . 5  荧 光 及 共 聚 焦 激 光 扫 描 显 微 镜 观 察

pEGFP-PKARIIβ细胞内定位: 瞬时转染pEGFP-
PKARIIβ及pEGFP-C1中瞬时转染到HEK-293细
胞及胃癌细胞BGC-823, 培养24 h后, 用荧光显

微镜及激光共聚焦扫描显微镜进行扫描, 激发

光波长为488 nm, 观察转染后细胞内绿色荧光

表达. 

2  结果

2.1 PKARIIβ全长基因的扩增 PCR扩增结果显

示, 目的条带约为1.2 kb左右(图1), 片段大小与

已报道的PKARIIβ基因片段大小相同. 
2.2 pEGFP-PKARIIβ重组表达质粒的构建及鉴

定 将pEGFP-PKARIIβ经XhoⅠ和Eco RⅠ双酶

切后电泳显示, 得到约4.7 kb和1.2 kb左右的两

条带, 与预期结果相符, 初步确定得到预期重

组质粒(图2). 对酶切鉴定的重组质粒pEGFP-
PKARIIβ测序, 结果正确, 无碱基突变. 
2.3 重组pEGFP-PKARIIβ表达产物的Western 
blot鉴定 融合GFP-PKARIIβ蛋白在转然后的

BGC-823细胞中表达, 其中重组质粒pEGFP-
PKARIIβ在72 000 Da附近出现一明显的特异性

蛋白带, 其分子量与预期相符(图3). 
2.4 荧光及共焦激光显微镜观察 pEGFP-PKARIIβ
在细胞内的定位, 转染pEGFP-PKARIIβ及空质粒

pEGFP-C1的HEK-293细胞, 荧光显微镜观察空

质粒pEGFP-C1的HEK-293细胞绿色荧光遍布核

质(图4A); 而pEGFP-PKARIIβ在细胞质内均匀分

布, 细胞核内有少量表达(图4B). 为进一步观察

pEGFP-PKARIIβ在胃癌BGC-823细胞质内定位, 
共焦激光扫描显微镜观察pEGFP-PKARIIβ在细

M                   1

2 000

1 000
750

500

250

bp

1.2 kb

图  1  PKARIIβ全长cDNA的PCR扩增检测. M: DL2000 Marker; 

1: PKARIIβ.

1          2         3

4.7 kb

1.2 kb

图  2  pEGFP-PKARIIβ
的 酶 切 鉴 定 结 果 .  1 : 

pEGFP-PKARIIβ酶切产

物; 2: DL2000 Marker; 3: 

λ HindⅢ/EcoRⅠdouble 

digest DNA Marker.

1                         2

GFP-PKARIIβ

GAPDH

图  3  Western blot鉴定pEGFP-PKARIIβ蛋白表达结果. 1: 

转染空质粒pEGFP-C1的BGC-823细胞; 2: 转染 pEGFP-

PKARIIβ的BGC-823细胞.

■创新盘点
PKARIIβ的研究
对阐明PKA信号
调控的机制有重
要 意 义 .  本 文 创
新之处在于选择
了PKA的一个具
有广泛调控作用
并在胃癌中研究
较少的调节亚基
PKARIIβ, 将其构
建到真核表达载
体pEGFP-C1中 , 
使其在胃癌细胞
BGC-823中表达, 
为研究PKARIIβ
在胃癌发生发展
中的作用奠定了
实验基础. 
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胞质内特异定位(图4C). 

3  讨论

人源PKARIIβ位于第7号染色体上, 其cDNA大

小为1 257 bp, 编码418个氨基酸[18]. 生物信息学

分析表明PKARIIβ的序列与其他PKA调节亚基

的序列上有很大的差别, 只有大约50%序列相

同, 而正是PKARIIβ与其他PKA调节亚基在结构

上的差异提示PKARIIβ可能具有不同的生物学

功能[19]. 因此, 目前对PKARIIβ的功能及其作用

机制的研究已逐渐成为热点. 然而, 目前国内外

对PKA调节亚基在肿瘤细胞中的功能方面研究

还不是很多, 尤其对于他们在肿瘤细胞中参与

的信号转导通路的机制仍不很清楚. 
绿色荧光蛋白(green fluorescent protein, 

GFP)来源于海洋生物水母, 在蓝光或紫光下可发

出荧光, 可用来进行实时检测, 目前已被广泛的

用作报告基因进行在体和离体的实验研究[20,21]. 
同时在研究基因表达, 细胞分化及蛋白在生物体

内定位和转运方面起到了重要作用[22-24], 并且还

可用以检测目的基因的高效转染和表达[25,26]. 
在本研究中, 我们以pRSETB-PKARIIβ为

模板 ,  设计了2对特异性的引物 ,  并在引物中

掺入了限制性酶切位点, 扩增出PKARIIβ基因

cDNA全长序列, 联合利用酶切鉴定以及基因

测序分析的方法, 证实了pEGFP-PKARIIβ重组

质粒构建成功. 并将融合质粒转染到HEK293和
BGC-823细胞中, 经Western blot验证了融合蛋白

在两种细胞中的都成功表达, 利用荧光显微镜

和激光扫描共聚焦显微镜观察到绿色荧光所代

表的融合蛋白主要在细胞质中表达, 证实了该

重组蛋白在两种细胞内的表达与定位, 并且可

以清楚地观察到两种细胞中pEGFP-PKARIIβ定
位的差异. 通过构建pEGFP-PKARIIβ融合蛋白

真核表达载体, 我们可以比较正常细胞和肿瘤

细胞中PKARIIβ功能上的差异, 并能利用其对细

胞进行瞬时或稳定转染, 使细胞中PKARIIβ高表

达, 进而检测PKARIIβ调节的下游靶基因的启动

子、mRNA及蛋白水平的表达, 分析PKARIIβ在
信号转导中所担当的角色; 而且, 利用稳定高表

达PKARIIβ的细胞系还可以观察PKARIIβ对肿瘤

细胞生长、侵袭、凋亡、细胞周期等的影响[27]. 
目前已有证据表明, 多种癌症的发生, 包括

食管癌、卵巢癌、胰腺癌以及急性成淋巴细胞

性白血病等, 都与PKA的异常激活相关[29-35], 但
对于胃癌中PKA信号通路的研究目前还很少, 因
此对PKARIIβ参与的信号通路的研究可能为胃

癌治疗提供一条新的途径. 寻找肿瘤治疗靶点是

目前肿瘤研究的热点, 通过比较正常细胞和胃癌

细胞中PKARIIβ在信号通路中功能的差异可能

为我们研究肿瘤提供更广泛的思路, 而我们对于

PKARIIβ结构和功能的探索将为未来治疗胃癌

及其他恶性肿瘤药物的开发提供新的策略. 
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■同行评价
本文方法先进, 设
计合理, 对胃癌发
病机制探讨有重
要的临床意义.


