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稳定表达 p120ctn的人肺腺癌 A549细胞株的构建 *
毕传林 刘海艳 韩翠芳 张信玲 顾玉超△
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摘要目的：构建稳定表达 p120ctn的 A549细胞株，以研究 p120ctn蛋白在肺癌发生和转移过程中的作用。方法：通过分子克隆，将
pcDNA3.1多克隆位点插入 Flag标签的编码序列，得到 pcDNA.Flag表达载体。然后 PCR扩增 p120ctn的编码序列，插入 Flag标

签下游，构建 pcDNA.Flag-p120ctn 质粒，筛选阳性克隆并进行酶切及测序鉴定。利用脂质体 Lipofectamine 2000 将 pcDNA.

Flag-p120ctn质粒转染到肺癌细胞 A549中，通过 G418筛选得到稳定转染细胞株，免疫印迹法检测 p120ctn的表达。结果：本文构

建了融合有 Flag标签的 p120ctn真核表达载体并转染到 A549中，免疫印迹结果表明 p120ctn蛋白在 A549细胞中高效的表达。

结论：本文成功构建了稳定高表达 p120ctn的 A549细胞模型，为深入研究 p120ctn在肺癌的发生和转移过程中的作用奠定了基
础。
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The Construction of Human Lung Adenocarcinoma Cell Line of A549
Expressing p120ctn*

To establish a stable A549 cell line over-expressing p120ctn through pcDNA3.1. First, a DNA

fragment encoding Flag-tag was synthesized. A p120ctn gene was cloned by PCR and inserted into the multiple cloning sites of pcDNA3.

1 to construct the plasmid pcDNA.Flag-p120ctn. The vector was identified by enzyme digestion and DNA sequencing. Secondly, we
transfected pcDNA.Flag-p120ctn into A549 cell by lipofectamine 2000. Then, stable transfected A549 cell line expressing p120ctn was

established after screening culture by G418 and was identified by Western blot. The plasmid pcDNA. Flag-p120ctn was

constructed. Stable transfected A549 cell line was established and p120ctn was over-expressed successfully. We successfully

generate a stable A549 cell line expressing p120ctn which sets a cell model for further research into the genesis and development of

human lung adenocarcinoma.
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前言

在我国，肺癌的死亡率约占所有癌症死亡率的 20%，且 5

年存活率只有约 15%[1]。而肺癌的侵袭转移是肺癌复发和死亡

率高的主要因素，但其发生机制并未完全阐明。E-cadherin蛋白
参与细胞与细胞间，细胞与基质间的粘附，是细胞保持形态和

稳定性的重要蛋白[2]。E-cadherin的突变或表达缺失导致细胞

粘附作用的丧失，与肺癌的发生、侵袭转移密切相关[3,4]。p120ctn

连环蛋白（p120 catenin，p120ctn）属于 Armadillo家族的重要成

员之一[5]。它通过形成钙粘蛋白 -连环蛋白（cadherin-catenin）复

合体，参与细胞粘附，信号转导，转录调节等生理过程。p120ctn

是 E-cadherin的重要协同因子，它可以与 E-cadherin的胞质结

构域直接相互作用，调节 E-cadherin的功能[6]。有研究表明，肿

瘤细胞中的 E-cadherin缺失导致的肿瘤侵袭转移与 p120ctn的

低表达相关，但其具体作用机制并未完全阐明[7]。此外，p120ctn

还参与多种生理过程，因此其功能的研究具有重要理论意义和

临床价值。本研究利用 PCR技术，克隆鼠源的 p120ctn基因，进

而构建 p120ctn真核表达载体。利用脂质体的方法转染 A549

细胞，经过 G418抗生素筛选，得到稳定表达 p120ctn 的 A549

肺癌细胞株。A549-p120cn细胞株的构建为深入研究 p120ctn

的作用，特别是在肿瘤侵袭转移过程中的作用，建立了细胞模

型。

1 材料与方法

1.1 实验材料

非小细胞肺癌上皮细胞 A549为中国科学院典型培养物
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图 1 p120ctn基因的克隆

Fig. 1 The gene cloning of p120ctn

*注：泳道M1：DL15000 DNA marker；泳道M2：DL2000 DNA marker；

泳道 p120ctn：pMD-18T-p120ctn的 PCR鉴定。

*Note: Lane M1:DL15000 DNA marker; Lane M2: DL2000 DNA marker;

Lane p120ctn: PCR product of pMD-18T-p120ctn.

保藏委员会细胞库提供；RPMI1640培养基和胎牛血清为 Gib-

co公司提供；大肠杆菌 DH5琢和 pcDNA3.1载体为本实验室保
存；限制性内切酶： III、 I、 I和 V；T4 DNA连

接酶、pMD-18T、DNA聚合酶、质粒提取试剂盒和 DNA胶回收
试剂盒等由宝生物工程(大连)有限公司提供；抗 Flag标签抗体

（M2）购自 Sigma公司；抗 p120ctn抗体、抗 GAPDH抗体和
HRP标记二抗购自美国 Santa Cruz公司；ECL化学发光试剂购

自 GE 公司；PVDF 膜购自 Millipore 公司；lipofectamine 2000

购买自英潍捷基公司；G418购买自碧云天公司。
1.2实验方法
1.2.1 pcDNA.Flag载体的构建 设计合成含有 Flag标签编码

序列和一系列限制性内切酶酶切位点的 DNA片段，其正义链

为 ACC ATG GAC TAC AAG GAC GAC GAT GAC

AAG GGA TCC GGT GGT ACC GCG GCC GCT GAT ATC

TGA ，反义链为 TCA GAT ATC AGC GGC CGC

GGT ACC ACC GGA TCC CTT GTC ATC GTC GTC CTT
GTA GTC CAT GGT 。将两条链退火后得到两端分别含有

III和 I粘性末端的 DNA片段，并将其克隆到 I-

II和 I双酶切的 pcDNA3.1 载体中，得到 pcDNA.Flag载
体。该载体可用于在哺乳动物细胞中表达 N端融合有 Flag标

签的目的蛋白。

1.2.2 p120ctn基因的克隆 根据小鼠 p120ctn的基因序列，设

计并合成 PCR 引物。正向引物 GGT ACC ATG GAC GAC

TCA GAG（5’端有 I酶切位点)；反向引物 GAT ATC CTA

AAT CTT CTG CAT CAA（5’端有 V酶切位点)。以小鼠
cDNA为模板，通过 PCR扩增得到 p120ctn编码序列。PCR产

物经过 TA克隆，得到 pMD18T-p120ctn载体，测序验证。
1.2.3 pcDNA.Flag-p120ctn表达载体的构建 利用质粒小量

抽提试剂盒提取 pcDNA.Flag和 pMD18-p120ctn质粒，两个质

粒均进行 I和 V双酶切。琼脂糖凝胶电泳后利用胶

回收试剂盒分别回收 pcDNA.Flag 载体（大约 5500 bp）和
p120ctn基因(大约 2800 bp)两个 DNA片段。连接并转化到 E.

coliDH5琢感受态细胞。利用 I和 V双酶切筛选阳性

转化子，得到 pcDNA.Flag-p120ctn表达载体。
1.2.4 细胞培养 A549肺癌细胞利用含 10 %胎牛血清的 RP-

MI 1640培养基培养。培养温度为 37 ℃，二氧化碳浓度 5 %，按

照 ATCC提供的标准细胞培养操作对细胞进行培养和传代。
1.2.5 Flag-p120ctn过量表达肺癌细胞株的构建 利用 Qiagen

质粒大量抽提试剂盒提取 pcDNA.Flag-p120ctn和 pcDNA.Flag

质粒，通过 lipofectamine 2000将这两种质粒分别转染到 A549

细胞中。转染后 24 h加入 800 滋g/mL的 G418，每 2天更换含
800 滋g/mL G418新鲜培养基，连续筛选 2周，得到稳定表达
Flag-p120ctn的肺癌细胞株和表达 Flag标签的对照细胞株。

1.2.6 免疫印迹（WB）实验 细胞用预冷的 PBS洗涤 3遍，使

用蛋白裂解液 P0013 在 4 ℃孵育 20 min，12000 rpm 离心 10

min，裂解液上清中加入 SDS-PAGELoading buffer，100 ℃煮沸
10 min。蛋白样品经 8 % SDS-PAGE 分离并转印到 PVDF膜
上。将膜用封闭液（含 4 %BSA的 TBST）封闭 1 h，TBST洗三

次，加入封闭液稀释的相应一抗（Flag抗体、GAPDH抗体或

p120抗体）（1：1000稀释），4℃摇床孵育过夜；TBST洗三次，加

入封闭液稀释的 HRP标记二抗（1：5000稀释），室温摇床孵育
1 h；TBST洗六次。在膜上加入化学发光试剂 ECL，保鲜膜包

好，在暗室内对 X线胶片曝光后显影、定影。

2 结果

2.1 pcDNA.Flag载体的构建

通过 DNA测序结果说明，按照 2.1所述方法构建的 pcD-

NA.Flag载体序列正确，表明 pcDNA.Flag载体已成功构建。
2.2 p120ctn基因的克隆

以小鼠 cDNA为模板，利用 LaTaq DNA聚合酶通过 PCR

扩增得到大约 2800 bp的 p120ctn基因片段，该片段的 5’端带

有 I酶切位点、3’端带有 V酶切位点。PCR产物克隆

到 pMD-18T 载体，PCR 鉴定为阳性 （图 1），从而获得
pMD-18T-p120ctn质粒。DNA测序与 Genebank数据库比对，

结果表明通过 PCR克隆的 2800 bp片段确实是鼠源的 p120ctn

基因，且无碱基突变。

2.3 pcDNA.Flag-p120ctn载体的构建
p120ctn 基因片段通过 I和 V 酶切位点克隆到

pcDNA.Flag质粒，经 I和 V 双酶切鉴定(图 2)，阳性

质粒存在 2800 bp DNA片段，如图可知，泳道 M1为得到的重

组质粒 pcDNA.Flag-p120ctn。通过测序结果得知，本研究成功

构建了携带 Flag标签的 p120ctn真核表达质粒。
2.4 p120ctn过量表达肺癌细胞模型的构建

将 pcDNA.Flag-p120ctn 与 pcDNA.Flag 质粒分别转染到
A549 细胞株中，使用 G418 筛选两周，得到稳定表达
Flag-p120ctn 的肺癌细胞模型和对照细胞模型，分别命名为
A549-p120ctn和 A549-ctrl。WB检测结果显示，相对于对照细
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图 3 p120ctn的表达

Fig. 3 The expression of p120ctn

*注：WB检测 p120ctn在对照细胞和 p120ctn过量表达肺癌细胞中的

表达情况，其中 Flag代表利用抗 Flag抗体、p120ctn代表利用抗 p120

抗体，GAPDH代表利用抗 GAPDH抗体。

*Note: The protein of p120ctn was detected by western blotting in stable

cell line with antibody: anti-Flag, anti-p120 and anti-GAPDH.

图 2 p120ctn重组质粒的构建

Fig. 2 The recombinant expression of p120ctn

*注：泳道 M1：DL15000 DNA marker；泳道 M2：DL2000 DNA marker；

泳道 1：pcDNA.Flag-p120ctn的 I和 V双酶切鉴定。

*Note: Lane M1:DL15000 DNA marker; Lane M2: DL2000 DNA marker;

Lane 1: pcDNA.Flag-p120ctn was digested by I and V.

胞模型 A549-ctrl，A549-p120ctn存在清晰的 Flag条带，这说明

A549-p120ctn可以表达融合有 Flag标签的 p120ctn蛋白。更有

意义的是 A549-p120ctn 细胞中的 p120ctn 蛋白水平是

A549-crtl 对照细胞的 5.8 倍。以上结果说明构建的

A549-p120ctn 细胞可以稳定高表达携带 Flag 标签的鼠源

p120ctn，实现了 p120ctn在肺癌细胞中的过量表达（图 3）。

3 讨论

p120ctn在许多人类肿瘤中表达异常。p120ctn基因的缺

失、突变和重排常与肿瘤预后有关。p120ctn可以作为原癌基

因，也可以作为侵袭抑制因子发挥作用，这取决于和 p120ctn

相互作用的 E-cadherin是否被下调 [8,9]。在上皮癌症中 E-cad-

herin 通常表现为表达下降，研究发现 p120 缺失直接导致

E-cadherin的降低。此时的 p120ctn作为肿瘤抑制因子发挥作

用[10,11]。另外，p120ctn也可以分别在细胞浆中调节 RhoGTPases

活性影响细胞运动能力[12,13]。因此，p120ctn是一个多功能的蛋

白，其功能与其所在组织或细胞的遗传背景相关。本研究构建

的 Flag-p120ctn 载体将 Flag 与 p120ctn 蛋白融合表达，对于

p120ctn蛋白的检测、定位和纯化都具有明显优势，尤其在免疫

共沉淀检测蛋白质相互作用的实验中，利用 Flag标签检测到

的结果的特异性和灵敏度会更好。这为更好的研究 p120ctn参

与的蛋白质复合体的形成奠定了基础。

前期研究发现肿瘤中存在 p120ctn的下调，比如在乳腺癌

和结肠癌细胞系中均发现有 p120的 CTNND1突变[14-16]。一项

研究报道了在非小细胞肺癌细胞（NSCLC）中，p120被 FOXC2

在转录水平下调[17]。除此之外，在前列腺癌中也发现 p120ctn表

达下调，而这种下调机制为表观遗传学中的 micro-RNA介导

的转录沉默[18]。因此 p120的缺失和下调在肿瘤发生发展过程

中扮演了重要角色。本研究构建的过表达 p120ctn细胞株可以

通过恢复肺癌细胞中 p120ctn的水平，研究 p120ctn如何参与

肺癌发生。此外，为研究 p120ctn表观遗传学调控机制提供了

细胞模型。

通过 Gene bank数据库比对分析，发现小鼠 p120ctn蛋白

与人 p120ctn蛋白的同源性达到 98 %，但二者在 DNA水平的

同源性较低 [19,20]，因此本研究选择了构建鼠源 p120ctn表达载

体。鼠源 p120ctn基因的优势在于，为后续研究中利用基因沉

默抑制内源性 p120ctn表达的同时，不影响外源性 p120ctn的

表达。

综上所述，本研究成功构建了鼠源 p120ctn表达载体，并

建立了稳定转染的 A549-p120ctn细胞株。WB检测表明，该细

胞株中 p120ctn的表达水平远远高于内源性 p120ctn 水平，为

后续研究 p120ctn在肺癌发生和转移过程中的作用奠定了基

础。
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