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■背景资料
结直肠癌是西方
国家常见的恶性
肿瘤之一. 近年随
着我国经济的发
展, 人民生活水平
的提高和饮食习
惯的改变, 结直肠
癌发病率及死亡
率在我国呈快速
上升趋势, 因而研
究结直肠癌的发
生和发展机制, 寻
找有效防治方法
和途径, 是目前临
床、科研所迫切
需要解决的难题. 
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Abstract
AIM: To construct a recombinant eukaryotic 
fluorescent expression plasmid containing the 
coding region of p21-activated kinase-1 (PAK-1) 
gene and to detect its expression in SW480 cells.

METHODS: Total RNA was extracted from hu-
man colorectal carcinoma cell line SW620 and 
used to amplify the PAK1 gene fragment by 
reverse transcription-polymerase chain reac-
tion (RT-PCR). The resulting PCR product was 
inserted into the plasmid pEGFP-C1 after re-
striction endonuclease digestion and ligation. 
After verifying the correct insertion of the DNA 
fragment by endonuclease digestion and direct 
sequencing, the recombinant plasmid was trans-
fected into SW480 cells to detect its expression in 
vitro.  

RESULTS: The sequence of the recombinant 
plasmid was verified by restriction digestion and 
DNA sequence analysis, and the target protein 
expression was detected in the cell cytoplasm of 
SW480 cells. 

CONCLUSION: A recombinant eukaryotic fluo-
rescent expression vector carrying the PAK-1 
gene (pEGFP-C1/PAK1) has been constructed 
successfully and provides a potent tool to inves-
tigate the role of PAK-1 in colorectal carcinoma.  

Key Words: p21-activated kinase-1; Colorectal car-
cinoma; Eukaryotic expression; Green fluorescent 
protein; Gene cloning
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■研发前沿
结直肠癌发病率
逐 年 升 高 ,  虽 然
发病机制至今尚
未 清 楚 ,  但 现 在
一般认为结直肠
癌发生、发展、
局部侵袭和远处
转移是有序的生
物 学 过 程 ,  与 结
直肠癌细胞的微
环境和上皮-间质
转化 (EMT)密切
相 关 ,  而 这 个 过
程涉及许多基因
变 化 ,  近 年 来 研
究发现PAK1基因
参与卵巢癌、乳
腺癌等多种肿瘤
的发生、发展过
程, PAK1及其相
关信号通路介导
调控结直肠癌细
胞侵袭转移有待
进一步的研究.

Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2011; 19(26): 2730-2734

摘要
目的: 构建重组p21-activated kinase-1(PAK1)
基因绿色荧光蛋白表达载体pEGFP-C1/PAK1, 
并转染入结直肠癌细胞SW480中表达.  

方法: 在南方医科大学附属南方医院消化研
究所实验室, 从人类结直肠癌细胞株SW620细
胞提取总RNA, 经逆转录聚合酶链式反应获
得人PAK1 cDNA片段, 经过限制性内切酶进
行酶切, T4连接酶进行连接, 将目的基因克隆
至真核绿色荧光蛋白表达载体pEGFP-C1上, 
然后转染结直肠癌细胞株SW480, 观察其在细
胞中表达. 

结果: 重组载体经限制性内切酶酶切鉴定和
DNA序列分析验证, 显示插入载体的序列与
目的基因一致, 而且该重组载体能够在SW480
细胞中表达. 

结论: 成功构建了真核绿色荧光蛋白表达载
体pEGFP-C1/PAK1, 为研究PAK1在结直肠癌
中的生物学功能奠定了基础.  

关键词: p21-activated kinase-1; 结直肠癌; 真核

表达; 绿色荧光蛋白; 基因克隆
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0  引言

PAK1(p21-activated kinase1)是保守的丝氨酸/苏
氨酸蛋白激酶之一, 为Rho家族小鸟苷三磷酸酶

(Rho-GTPase) Cdc42和Rac下游重要的靶基因, 
参与许多重要的细胞活动[1-3]. 近年研究发现, 在
肿瘤发生发展过程中存在异常的PAK1信号转

导途径, 尤其在乳腺癌、卵巢癌和膀胱癌等肿

瘤的发展和转移过程中起着关键作用[4-8], 国内

外学者研究证实PAK1在胃肠道肿瘤中高表达, 
而且可能可能与这些肿瘤的发生、转移密切相

关[9-12]. 因此, 研究PAK1在结直肠癌发生发展中

的作用机制,为干预PAK1信号转导途径, 抑制结

直肠癌细胞的增殖、浸润及转移, 具有重要的

临床应用价值. 本研究应用基因重组技术构建

PAK1真核表达载体, 并将携带活细胞探针绿色

荧光蛋白(GFP)的外源性PAK1基因通过脂质体

法转入人结直肠癌SW480细胞中, 观察PAK1在
细胞内的表达和定位, 为进一步探索PAK1基因

在结直肠癌细胞中的生物学特性及其研究其信

号转导通路奠定基础. 

1  材料和方法

1.1 材料 SW620和SW480细胞株引自美国典型

培养物保藏中心(American type culture collec-
tion, ATCC, 编号分别为CCL-227和CCL-228), 
由南方医院消化研究所实验室保存; 绿色荧光

真核表达载体pEGFP-C1为BD Clontech公司产

品, 由瑞典Karolinska研究所张宏权教授惠赠;
大肠杆菌DH5α菌株本实验室留存. 限制性内

切酶Bam HⅠ、Hin dⅢ、Pfu聚合酶、T4 DNA
连接酶、DL2000 Marker购自大连TaKaRa公司; 
TRIzol试剂和LipofectamineTM 2000转染试剂购

自Invitrogen公司; M-MuLV ReverseTranscriptase 
系NEB公司产品, 胶回收试剂盒、质粒小提试

剂盒购自安徽优晶生物工程有限公司, 质粒大

提试剂盒购自Qiagen公司, RPMI 1640培养基均

为美国Gibco BRL公司产品, 胎牛血清为Hyclone
公司产品, Tubulin和PAK1兔抗人多克隆抗体购

自美国Abcam公司. 
1.2 方法

1.2.1 细胞培养: 结直肠癌细胞用含100 mL/L胎
牛血清的RPMI 1640培养基置于50 mL/L CO2, 
37 ℃条件下培养传代, 细胞密度达到70%-80%
时用于下一步实验. 
1 . 2 .2  引物设计 :  根据基因克隆的原则 ,  在
G e n e b a n k查找和分析人PA K1 m R N A和蛋

白序列, 根据人PAK1 mRNA(GenBank No: 
NM_002576)的编码区(code sequence, CDS)序列

特点和内切酶分布, 比对载体上多克隆位点的

内切酶位点, 设计克隆PAK1 PCR引物如下: 引
物F: 5'-cccg/aattcatgtcaaataacggcctagac-3', 中间

下划线部分为Eco RⅠ酶切位点; 引物R: 5'-acat-
ggatc/cttagtgattgttctttgttgc-3', 下划线部分为 
Bam HⅠ酶切位点, 引物由上海生工生物工程公

司合成. 
1.2.3 总RNA提取及cDNA合成: SW620细胞总

RNA的提取按照TRIzol试剂盒说明书进行操

作, 对所提取总RNA用紫外分光光度法进行测

定. 20 μL逆转录反应体系包含总RNA 1.0 μg, 0.5 
g/L Oligo(dT)18 primer 1 μL, DEPC处理的灭菌

去离子水12 μL, 70 ℃加热5 min后立即冰浴, 加
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■相关报道
PAK1是PAK家族
最早克隆和鉴定
成员, 不仅参与许
多重要的细胞生
理活动, 也是影响
肿瘤转移及侵袭
能力的重要因素, 
且其表达与肿瘤
侵袭转移能力成
明显正相关.

RNA酶抑制剂1 μL, 5×Buffer 4 μL, 10 mmol/L 
dNTP 2 μL, 37 ℃孵育5 min, 再加入200 kU/L的
M-MuLV逆转录酶1 μL, 42 ℃反应1 h, 70 ℃反

应10 min. 
1.2.3 PCR扩增及电泳结果判定: 以逆转录获得

的cDNA为模板, 利用PCR技术对PAK1进行扩

增. 反应条件分别为: 94 ℃ 3 min后, 94 ℃ 30 s, 
60 ℃ 1 min, 72 ℃ 3 min, 循环30次, 最后于72 ℃
延伸10 min. PCR产物经1%琼脂糖凝胶电泳检

测, 与预期结果一致的片段切胶回收, 按凝胶回

收试剂盒说明书回收和纯化PCR产物. 
1.2.4 重组质粒pEGFP-C1/PAK1的构建: 用限制

性内切酶Eco RⅠ和Bam HⅠ对PAK1 PCR纯化产

物和pEGFP-C1分别在37 ℃进行酶切, 目的产物

纯化后以T4 DNA连接酶于16 ℃连接16 h. 以标

准热休克方法, 用50 mL E.coli DH5α感受态细

胞转化5 μL连接产物, 冰浴3 min后, 加新鲜LB培
养基400 μL, 37 ℃ 180 r/min复苏45 min; 取100 
μL产物涂布含卡那霉素的LB琼脂培养板, 37 ℃
培养12 h. 挑取典型的阳性菌落, 接种于5 mL含
卡那霉素的LB液体培养基中, 37 ℃、180 r/min
震荡培养12 h, 用质粒提取试剂盒按照说明书提

取质粒. 
1.2.5 重组质粒酶切鉴定及插入片段测序鉴定: 
重组质粒酶切鉴定, 并将与预期结果一致的炎

性克隆菌液送上海生工生物技术公司测序鉴定. 
1.2.6 重组质粒pEGFP-C1/PAK1转染SW480细

胞及在SW480的表达: 将重组质粒pEGFP-C1/
PAK1和空质粒pEGFP-C1通过脂质体法导入人

结直肠癌SW480细胞系中, 转染48 h后通过共

焦激光显微镜观察PAK1 在细胞内的定位; 并以

SW480细胞作为空白对照, pEGFP-C1转染组作

为阴性对照, 用免疫印迹方法检测pEGFP-C1/
PAK1转染组SW480细胞PAK1的表达. 

2  结果

2.1 SW620细胞总RNA提取RT-PCR 按照TRIzol
试剂盒说明书进行操作提取SW620细胞总RNA
提取结果见图1, 经过紫外分光光度法进行测定, 
其A 260/A 280为1.86, 说明提取的总RNA完整性较

好, 符合实验要求. 
2.2 重组质粒的酶切鉴定及测序 RT-PCR反应

扩增目的基因的产物经1%琼脂糖凝胶电泳分

析, 可见约1.7 kb大小的特异性片段(图2), 片段

大小与预期的PAK1基因片段大小相同. 将重组

pEGFP-C1/PAK1质粒用Eco RⅠ联合Bam HⅠ

进行消化, 经1%琼脂糖凝胶检测可见分别约为

4.7 kb和1.7 kb的两个片段, 长度与pEGFP载体和

PAK1预期片段大小一致(图2), 重组质粒经序列

测定证明, 重组PAK1基因与GenBank中PAK1编
码区序列(GenBank No: NM_002576)比对, 结果

完全一致, 提示重组质粒构建成功. 
2.3 PAK1在结直肠癌细胞SW480内的定位及

其表达 pEGFP-C1/PAK1真核表达载体通过脂

质体法转入人结直肠癌细胞S W480中 ,  转染

率大于70%. 用共焦激光扫描显微镜方法观察

PAK1在SW480细胞内的定位. 镜下可观察到, 在
pEGFP-C1空白质粒转染对照组中, 绿色荧光遍

布整个SW480细胞, 且分布比较均匀(图3B); 而
在pEGFP-C1/PAK1重组质粒转染组中, 绿色荧光

布满细胞胞质, 但核内无绿色荧光图, 提示转入

的重组质粒已在SW480细胞中表达出PAK1-C1-
GFP融合蛋白, PAK1主要在胞质表达(图3A); 在
SW480空白对照组中, 未激发出绿色荧光(图3C). 
2.4 Western blot分析SW480细胞转染后PAK1蛋

白表达 Western blot分析显示: 与SW480空白对

照组比较, pEGFP-C1空载体对照组PAK1蛋白

表达未发生明显变化, pEGFP-C1/PAK1实验组

PAK1蛋白表达明显增加(图4). 

3  讨论

绿色荧光真核表达载体pEGFP-C1的一个重要

特点就是含有增强的绿色荧光蛋白GFP. 绿色荧

28S
18S

5S

图  1  SW620细胞提取的总RNA电泳
结果. 
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图  2  重组质粒pEGFP-C1/
PAK1双酶切鉴定的琼脂糖凝胶
电泳结果. M: DNA Marker Ⅲ; 

1: pEGFP-C1/PAK1; 2: PCR 

product. 
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■应用要点
PAK1参与多条肿
瘤 信 号 同 路 ,  可
能是这些信号同
路 的 节 点 ,  因 而
PAK1有可能成为
防治结直肠癌的
基因靶点. 

光蛋白(green fluorescent protein, GFP)来源于海

洋生物水母, 是近年来在分子生物学中应用最

广泛的标记性蛋白质之一[13-15]. GFP的cDNA约

740 bp, 他编码238个氨基酸残基. 在合适波长的

激发光下, GFP肤链内部第65-67位的丝氨酸一

酪氨酸-甘氨酸通过自身环化和氧化形成一个发

色基团, 可以发射易于观察荧光. 而且GFP具有: 
(1)无需引入其他物质, 导入到活细胞内的GFP
蛋白通过显微镜就能清晰地观察到所发的荧光; 
(2)分子量较小, 易与其他基因形成融合蛋白且

不影响自身和目的基因产物的空间构象和功能; 
(3)GFP蛋白稳定, 能耐受甲醛固定、pH改变、

65 ℃以下高温及一些酶作用而不改变其活性; 
(4)GFP对细胞无毒性. 目前作为标记基因应用

较多的是GFP的两个突变体, S65T(即65位丝氨

酸-苏氨酸)和EGFP(即64位苯丙氨酸-亮氨酸), 他
们的激发峰波长可偏移到488 nm, 发射出的荧

光强度要比野生型大6倍以上. 这主要是突变型

的蛋白表达量增加及有效的蛋白折叠, 使他能

很快形成发色基团构型, pEGFP-C1载体含有后

一种变体, 因而pEGFP-C1比野生型GFP的载体

更易于观测和研究目的基因的表达、调控及其

目的蛋白在生物体内定位和信号传导等[15-19]. 
PAK1是最早被克隆的丝氨酸/苏氨酸蛋白

激酶, 包含N末端调节区和C末端激酶区; N末端

调节区含GTP酶结合域(GTPase binding domain, 

GBD), 可介导PAK1与Rac和Cdc42的结合
[1,20,21]

. 
最近许多研究显示, PAK1参与多种肿瘤细胞生

长、侵袭和转移过程
[13,22-27]

, 国外学者近期研究

提示PAK1可以通过ERK/AKT信号途径促进结

肠癌细胞的生长、迁移和侵袭
[28,29]

, 本课题组早

期研究提示, 具有高侵袭潜能的结肠癌细胞株

细胞表达PAK1亦增强
[30]

, 因此在体外克隆和建

立重组PAK1表达系统对了解PAK1在肿瘤细胞

内定位和深入研究PAK1的生物学特性及功能有

重要的科研和临床意义. 本实验成功构建了绿

色荧光蛋白表达载体pEGFP-C1/PAK1, 并经脂

质体转染结直肠癌细胞后, 通过对绿色荧光蛋

白的检测证实了目的基因可以在结直肠癌细胞

SW480细胞质中表达, 为观察目的基因转染结

直肠癌细胞后, 对结直肠癌细胞生物学特性的

影响奠定了实验基础.  
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