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Abstract :Objective　To establish stable expression cell line t ransfected with eukaryotic expression vector

of P TEN. Methods　To clone the wild2type PTEN gene , total RNA was isolated f rom human placenta

tissues. A cDNA of human PTEN was obtained by optimized RT2PCR and sequenced , and then the cD2
NA fragment was put into the eukaryotic expression plasmid pcDNA 3 . 1 ( + ) to const ruct pcDNA 3 . 12
PTEN. Cells of esophageal squamous cell cancer cell line EC9706 were t ransferred with pcDNA 3 . 12
PTEN using lipofectamine. The stable expression cells were screened by G2418 . RT2PCR and growth

curve were done for identifying the screened cells. Results　The cDNA fragment produced by RT2PCR

had 100 % homology with wild2type PTEN gene sequence on GenBank by BLAST. The mRNA level of

PTEN increased notably in the cell line we screened , and the growth of the cell line was very solely com2
pared with control cell lines. Conclusion　Because of cells of esophageal squamous cell cancer which stab2
ly express PTEN were successfully screened , it is concluded that a PTEN eukaryotic vector for stable ex2
pression in esophageal squamous cell cancer cell line has been const ructed.
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摘　要 :目的　筛选稳定表达野生型 PTEN基因的食管鳞癌细胞株 EC9706。方法　提取胎盘总 RNA ,

设计引物 ,PCR扩增人野生型 PTEN基因 ,经测序鉴定后 ,连接于 pcDNA 3 . 1 ( + )真核表达载体 ,构建

pcDNA 3 . 12P TEN ,用脂质体介导的方法将其转染 EC9706。而后加抗生素 G418 筛选稳定表达株 ,用

RT2PCR方法检测稳定表达株 P TEN基因的 mRNA水平 ,通过绘制生长曲线观察细胞生长情况。结果

　PCR产物的电泳结果显示 ,在 1 500bp 左右有一明显亮带 ,测序结果与 GenBank上 PTEN 序列完全

一致 ;稳定表达 PTEN基因的细胞株 RT2PCR结果显示 , P TEN的 mRNA水平比对照细胞株相比明显

升高 ;生长曲线结果显示 ,转染后的细胞生长速度明显减慢。结论　所扩基因为野生型 PTEN基因 ,所

构建的载体为野生型 PTEN基因真核表达载体 ,并筛选出 PTEN基因稳定表达的食管鳞癌细胞株。
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0　引言

m TOR (Mammalian target of rapamycin)是一

种进化上高度保守的丝/苏氨酸蛋白酶。越来越多

的证据显示 , m TOR信号转导在细胞的生存、生长

与增殖中起中心调控作用 ,其通路的异常与多种恶

性肿瘤有关[ 1 ] ,已成为肿瘤治疗的新靶点[ 2 ,3 ] ,雷帕

霉素是 m TOR 的特异性抑制剂[ 4 ]。抑癌基因

P TEN ( p ho sp hatase and tensin homolog deleted

f rom chromosome 10)是 1997年发现并被克隆的第

一个具有双特异性磷酸酶活性的抑癌基因 ,并被证

实与十几种人类肿瘤的恶性增殖和转移有关[ 5 ]。据

报道 ,P TEN的缺失或突变可以使 m TOR信号通路

异常激活[ 6 ,7 ]。目前国内对 P TEN 的研究仅集中在

肿瘤中 P TEN蛋白的表达情况 ,P TEN 基因突变检

测及 P TEN基因的抑癌效果方面[ 8 ,9 ] ,而其表达水

平变化对 m TOR通路的影响及其引起的细胞对雷

帕霉素敏感性的变化在国内外均未见报道。由于河
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南省是食管癌的高发区 ,故本研究以食管鳞癌为研

究对象 ,从胎盘中克隆野生型 P TEN 基因 ,构建真

核表达载体并转染食管癌细胞 ,筛选出稳定的表达

株 ,为进一步研究 P TEN 与 m TOR 通路之间的关

系提供了很好的实验基础。

1　材料与方法

1 . 1　材料

1 . 1 . 1 　细胞株及组织　人食管鳞癌细胞株 EC9706

由本校病理教研室提供 ;正常人胎盘组织来源于河

南省人民医院妇产科 ,液氮保存。

1 . 1 . 2 　载体与宿主菌　pcDNA 3 . 1 ( + )载体购自

Invit rogen公司 ,pMD182T 载体购自大连宝生物公

司 ;大肠杆菌 J M109由本室保存。

1 . 1 . 3 　酶及试剂　内切酶及试剂盒购自大连宝生

物 ( Ta KaRa)公司 ;DNA marker、IP T G、X2gal 购自

上海生物工程公司 ; G418为 Sigma公司产品。

1 . 1 . 4 　培养基　RPMI 1640 培养基、胰蛋白酶、胎

牛血清购自 Gibco公司 ,含 Amp 的 LB (L A)培养基

本室配制。

1 . 1 . 5 　引物 　根据 GenBank 上登录的人野生型

P TEN及 Actin 序列用 Primer Premier 5 . 0软件设

计三对引物。

引物 1 : P TEN 全序列扩增引物 :上游 P1 5′

AA G CT T A T G ACA GCC A TC A TC AAA GA G

A T 3′,含 Hind Ⅲ酶切位点 ,下游 P2 5′GGA TCC

GGA A TA AAA CGG GAA A GT GCC 3′,含

Bam HⅠ酶切位点 ,下划线部分为相应酶切位点 ,序

列全长为 1 512bp ;

引物 2 : P TEN的 R T2PCR检测引物 :上游 P11

5′T T G AA G ACC A TA ACC CAC CA 3′下游 P22

3′GGT CA G TCT CCG CGA TAC AC 5′长度为

257bp ;

引物 3 :内参 Actin基因引物 :上游 A P1 :5′ACC

AAC T GG GAC GAC A T G GA G AAA A TC 3′,

下游 A P2 : 5′GTA GCC GCG CTC GGT GA G

GA T CT T CA T 3′,长度为 409bp。引物均由北京

奥克生物工程公司合成。

1 . 2　方法

1 . 2 . 1 　胎盘总 RNA的提取　将约 50mg液氮保存

的胎盘组织剪碎 ,然后按 Trizol 试剂说明书提取总

RNA。

1 . 2 . 2 　P TEN基因的 R T2PCR扩增　根据 Ta Ka2
Ra一步法 RNA PCR Kit 说明书进行 ,反应体系

50μl。R T2PCR 扩增条件 : 50 ℃ 30min , 94 ℃

2min ;94 ℃30 sec ,52 ℃30sec ,72 ℃6min ,共 35 个

循环 ;继之 72 ℃延伸 10min ,4 ℃终止。结束后取

5μl 产物电泳检测。

1 . 2 . 3　P TEN基因的克隆及鉴定　回收 PCR产物

并与 T 载体连接 ,构建重组质粒 pMD182P TEN ,转

化感受态大肠杆菌 J M109 ,37℃过夜培养。随机挑

取白色菌落 ,接种于 L A液体培养基中 ,37 ℃震荡过

夜培养。提质粒 , HindⅢ和 Bam H I 37 ℃双酶切 ,酶

切产物进行电泳鉴定。酶切鉴定正确的质粒测序。

1 . 2 . 4　真核表达载体的构建及鉴定 　把经测序鉴

定正确的重组质粒用 HindⅢ和 Bam H Ⅰ双酶切 ,回

收约1 . 5kb的 P TEN片段 ;同样用 HindⅢ和 Bam H

Ⅰ双酶切 pcDNA 3 . 1 ( + )载体 ,回收大片段。连接

两片段并转化感受态大肠杆菌 J M109 ,过夜培养 ,

挑克隆 ,提质粒 ,双酶切鉴定。然后用无内毒素质粒

提取试剂盒提取鉴定正确的质粒备用。

1 . 2 . 5 　细胞培养　食管鳞癌细胞株 EC9706 用含

10 % FBS 的 RPMI1640 培养基于 37℃、5 % CO2、

饱和湿度的培养箱中培养。

1 . 2 . 6　转染　接种细胞于 24 孔板中培养 ,当细胞

达 80 %～90 %融合时 ,按 LipofectamineTM 2000 说

明 ,把 pcDNA 3 . 12P TEN 转染 EC9706 ,以转染

pcDNA 3 . 1 ( + )空载体及不转染细胞为对照。培养

24h后按 600μg/ ml加入 G418筛选阳性细胞克隆。

1 . 2 . 7　检测转染细胞中 P TEN 水平　培养阳性细

胞克隆 ,提取细胞总 RNA , R T2PCR检测转染细胞

中 P TEN水平变化。

1 . 2 . 8　生长曲线绘制 　稳定生长的阳性细胞克隆

按 1 ×104 /孔接种于 24 孔板中 ,每天取 3 个复孔进

行计数 ,共计 7天 ,绘制生长曲线。

1 . 2 . 9　统计学处理 　数值以 �x ±s表示 ,行单因素

方差分析 ( ANOVA) ;抑制率 = (处理孔细胞计数

值2对照孔细胞计数值) /对照孔细胞计数值 , t检验 ,

在 SPSS 13 . 0上完成。

2　结果

2 . 1　胎盘总 RNA 及 PCR扩增结果 　总 RNA 电

泳结果显示 ,提取的 RNA 较完整 ,见图 1。PCR扩

增结果显示 ,在约1 . 5kb处有一明显亮带 ,见图 2。

2 . 2　阳性克隆鉴定及测序结果分析 　阳性质粒用

Bam HI和 HindIII双酶切鉴定如图 3 显示 ,四个质

粒均有大小正确的插入片段 ,测序结果与 GenBank

上人野生型 P TEN基因序列完全相同。

2 . 3　筛选阳性细胞株 　转染的食管鳞癌细胞培养

24h后加 600μg/ ml G418 进行筛选 ,2～3 天更换 1

次新鲜培基 ,继续加 G418 筛选 ,至正常细胞全部死

亡后停止筛选 ,两株转染细胞还有少数存活 ,即为阳
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M :DNA ladder marker ;　　　　124 :双酶切质粒 ;　　　　　　1 :未转染细胞株 ;2 :转染空载体细胞株 ;

1 : PCR产物　　　　　 M :DNA ladder marker　　3 :转染重组载体细胞株 ;M :DNA ladder marker

图 1　胎盘总 RNA　　　　　图 2　PTEN基因的　　图 3　阳性质粒双酶切结果　　　图 4　三种细胞株 PTEN及

　的电泳结果　　　　　　　　RT2PCR结果 Actin基因的 RT2PCR

性细胞。挑取阳性单克隆细胞至新培养孔中 ,低浓

度 G418 (200μg/ ml)维持培养。

2 . 4 　R T2PCR 结果 　与转染前的细胞相比 ,转染

P TEN的细胞 mRNA水平明显升高 ,而转染空载体

的细胞无明显变化 ,见图 4。内参为 Actin ,大小为

409bp。

2 . 5　生长曲线　与未转染细胞相比 ,转染细胞生长

速度明显减慢 ,而转染 P TEN 的细胞生长速度最

慢 ,见图 5。细胞计数结果及统计学处理 ,见表 1。

转空载体及重组载体在不同时间对细胞的抑制

率见表 2。经 t检验 ,转空载体细胞和转 P TEN 重

组质粒载体的细胞在第 3天抑制率在统计学上无差

异 ( P > 0 . 05) ;从第 4 天开始 ,2 组间的细胞生长抑

制率有明显差异 (D4～7 均 P < 0 . 01) ,即与转空载

体细胞比较 ,转 P TEN重组质粒载体的细胞生长明

显受抑制。

3　讨论

抑癌基因 P TEN 作为迄今为止发现的第一个

具有磷酸酶活性的抑癌基因 ,在十几种恶性肿瘤中

广泛存在突变[ 10 ] ,自发现以来一直是研究的热点。

图 5　三种细胞株的生长曲线图

m TOR又叫 FRA P、RA F T1 或 RA P1 ,是新发现的

蛋白激酶家族中的一员 ,在由磷酸肌醇激酶 3

( PI3 K) / Akt 传导通路介导的增生信号的传导中起

重要作用。多数肿瘤中存在 P TEN 的缺失或突变 ,

而 P TEN 的缺失或突变又可引起 m TOR 异常激

活[ 11 ,12 ]。

从本试验结果可以看出 ,PCR扩增 P TEN 全序

列的条带非常特异 ,而测序结果也表明所克隆的片

段为野生型 P TEN 基因。根据转染细胞 P TEN 的

R T2PCR结果 ,可以看出在转染 P TEN 的细胞中 ,

P TEN的水平有了显著的升高 ,生长曲线图显示 ,转

P TEN细胞比转空载体细胞及未转染细胞的生长速

表 1　三种细胞株计数结果及 F值

组别 D1细胞株 D2细胞株 D3细胞株 D4细胞株 D5细胞株 D6细胞株 D7细胞株
1组 1 . 00±0 . 00 1 . 05±0 . 02 2 . 41±0 . 06 4 . 83±0 . 07 9 . 36±0 . 08 13 . 63±0 . 17 23 . 73±0 . 93

2组 1 . 00±0 . 00 1 . 03±0 . 02 1 . 47±0 . 22 3 . 35±0 . 26 7 . 27±0 . 26 7 . 41±0 . 32 14 . 51±0 . 34

3组 1 . 00±0 . 00 1 . 00±0 . 01 1 . 08±0 . 13 1 . 61±0 . 33 2 . 94±0 . 61 4 . 59±0 . 45 6 . 54±0 . 40

　　注 :1组代表未转染细胞株 ;2组代表转染空载体细胞株 ;3 组代表转染重组载的体细胞株 ;从第 3 天开始 ,经单因素方差
分析 ,3组间细胞计数有明显差异 ( P < 0 . 001)

表 2　3～7d转空载体细胞株和转重组载体细胞株的抑制率

组别
第 3天 第 4天 第 5天 第 6天 第 7天

抑制率 ( %) t P 抑制率 ( %) t P 抑制率 ( %) t P 抑制率 ( %) t P 抑制率 ( %) t P

2组 38 . 94±7 . 57 30 . 50±6 . 27 22 . 37 ±2 . 15 45 . 62 ±1 . 75 38 . 79±3 . 48

3组 54 . 87±6 . 62 2 . 744 0 . 052 70 . 18±10 . 02 5 . 817 0 . 004 73 . 48 ±11 . 46 7 . 590 0 . 002 70 . 69 ±7 . 94 5 . 342 0 . 006 74 . 39±5 . 90 9 . 004 0 . 001

　　注 :本表中 2组和 3组第 3～7天的抑制率按照公式[抑制率 = (处理孔细胞计数值2对照孔细胞计数值) /对照孔细胞计数
值 ]计算得出。2组代表转空载体细胞株 ;3组代表转重组载体细胞株
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度明显减慢 (从第 3天开始 P < 0 . 001) 。我们推测 ,

转染细胞中 P TEN 蛋白表达确实对细胞生长起抑

制作用 ,说明野生型 P TEN已成功转入食管鳞癌细

胞中。

总之 ,本试验克隆了人野生型 P TEN 基因并导

入食管鳞癌细胞中 ,成功筛选出 P TEN 稳定表达

株 ,且 P TEN蛋白对细胞生长有抑制作用。由于食

管鳞癌在河南的发病率高 ,并且 P TEN 在食管癌中

的研究已取得了一定进展[ 13 ] ,本研究筛选出的稳定

表达株为进一步研究食管癌细胞中 P TEN 蛋白表

达水平对 m TOR通路的影响提供了实验依据 ,也为

从分子水平上治疗食管癌奠定了基础。
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