
通过激酶和磷酸酶作用的蛋白可逆磷酸化构

成了所有生命体中信号转导和调节基本机制的主

要形式［1］。蛋白磷酸酶 2A（protein phosphatase 2A，

PP2A）作为丝/苏氨酸磷酸酶的一大家族，是体内含

量最高的酶之一。PP2A调控多种生物进程，包括细

胞增殖、分化、迁移及凋亡，细胞周期，DNA损伤应

答甚至肿瘤的发生等［2-5］。PP2A全酶包含A、B、C 3个
亚单位，其中作为支架亚单位的A和作为催化亚单

位的C构成了PP2A的核心酶，A亚单位和C亚单位

分别包括α和β两种亚型。核心酶PP2A C催化亚单

位的缺失，即可导致PP2A失活。

Gu等［6］建立了PP2A Cα和PP2A Cβ全身性敲除

的小鼠模型，发现PP2A Cα敲除鼠在胚胎期约6.5 d
即发生死亡，而表达量相对很低的β亚基全身性敲

除小鼠无任何可观察到的表型，这表明PP2A Cα是
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PP2A的主要催化作用单位。在雄性小鼠睾丸组织

中特异性敲除PP2A Cα可以引起雄性小鼠不育、精

子异常、睾丸结构异常［7］。在小鼠皮肤组织中敲除

PP2A Cα可以引起小鼠毛发稀疏、脚掌角质化、黑色

素沉积和尾部严重的过度角质化等现象［8］。本研究

拟构建全身表达pCAG⁃3×flag⁃PP2A Cα的转基因小

鼠及筛选高表达稳定遗传系，以期为PP2A Cα基因

的相关功能研究提供模型动物。

1 材料和方法

1.1 材料

实验所需的C57BL/6J小鼠购自上海斯莱克实验

动物有限责任公司，许可证号：SCXK（沪）2012-
0002。质粒pcDNA3.1 3×FLAGRhe B、pCAG⁃hsp5a和
大肠杆菌DH5α感受态细胞均由本实验室自行制备。

主要试剂：PrimerScript RT 反转录试剂盒、

PrimeSTRA高保真酶、DL2000 Marker、BamHⅠ限制

性内切酶、NotⅠ限制性内切酶（TaKaRa 公司，日

本）；Taq聚合酶、T4连接酶（Promega公司，美国）；小

牛肠碱性磷酸酶（calf intestinal alkaline phosphatase，
CIAP，TakaRa公司，日本），氨苄青霉素（上海生光公

司），Flag（一抗抗兔，Cell Signaling公司，美国），GAP⁃
DH（一抗抗兔，Sigma公司，美国）；Protein Inhibitor
Cocktail、培养液M16、阿佛丁（1.25%）（Sigma公司，美

国）。引物合成与质粒测序均由金斯瑞公司完成。

1.2 方法

1.2.1 pCAG⁃3×flag⁃PP2A Cα载体构建

小鼠总 cDNA获取：通过提取C57BL/6J小鼠总

RNA，并利用反转录试剂盒对RNA进行逆转录，合

成单链cDNA。

PP2ACα cDNA片段的获取：根据Genebank中小鼠

mRNA序列设计扩增PP2A Cα cDNA（NC_000077.6）
的特异性引物，MusPP2ACaF/ MusPP2ACaR，cDNA片

段全长 927 bp。分析 cDNA 与 pcDNA3.1 3×FLAG
Rhe B载体序列，在引物 5'端分别加入BamHⅠ/Not
Ⅰ内切酶位点。引物合成由金斯瑞公司完成，序列

如下：MusPP2ACaF：5′⁃AATAATGGATCCATGGAC⁃
GAGAAGTTGTTCACC⁃3′，MusPP2ACaR：5′⁃AATA⁃
ATGCGGCCGCTTACAGGAAGTAGTCTGGGGTA⁃3′。
以 小 鼠 总 cDNA 为 模 板 ，以 MusPP2ACaF/
MusPP2ACaR 为引物扩增小鼠 PP2A Cα cDNA 片

段。扩增反应条件为 95 ℃ 5 min预变性；98 ℃变

性，55 ℃ 15 s，72 ℃ 1 min，35个循环；72 ℃ 7 min。
片段纯化试剂盒纯化PP2A Cα cDNA片段。

pcDNA3.1 3 × FLAG PP2A Cα 质粒构建：用

BamHⅠ/NotⅠ对 pcDNA3.1 3×FLAG Rhe B载体和

PCR获得的PP2A Cα片段分别酶切，37 ℃双酶切2 h，
pcDNA3.1 3×FLAG Rhe B需另加入CIAP 37 ℃处理

1 h去磷酸化。切胶纯化获取 pcDNA3.1 3×FLAG
元件片段 5 344 bp和PP2A Cα片段 933 bp。将上述

载体与片段酶切纯化产物用T4连接酶于37 ℃连接

2 h，连接产物转化入DH5α感受态，37 ℃孵育1 h后
涂布于氨苄抗性固体培养板中培养。次日挑取单

克隆摇菌扩大培养并 PCR鉴定 pcDNA3.1 3×FLAG
PP2A Cα 阳性菌液。PCR阳性菌液质粒抽提后送

公司测序。鉴定引物序列如下：T7：5′⁃TAATAC⁃
GACTCACTATAGGG⁃3′，MusPP2ACaR：5′⁃AATAAT⁃
GCGGCCGCTTACAGGAAGTAGTCTGGGGTA⁃3′。

pCAG⁃3×flag ⁃PP2A Cα 质粒构建：设计带有

EcoRⅠ酶切位点的 T7+EcoRⅠ⁃F上游引物与带有

NotⅠ酶切位点的 PP2A Cα下游引物MusPP2ACaR
扩增获得 3×FLAG PP2A Cα序列。以 pcDNA3.1 3×
FLAG PP2A Cα为模板获取 3×flag⁃PP2A Cα片段。

扩增反应条件为 95 ℃ 5 min 预变性；98 ℃变性，

55 ℃ 15 s，72 ℃ 1 min10 s，35个循环；72 ℃ 7 min。
片段纯化试剂盒纯化 3×FLAG PP2A Cα片段。T7+
EcoRⅠ⁃F：5′⁃AATAATGAATTCTAATACGACTCAC⁃
TATAGG G⁃3′；MusPP2ACaR：5′⁃AATAATGCGGCC⁃
GCTTACAGGAAGTAGTCTGGGGTA⁃3′。用EcoRⅠ/
NotⅠ对 pCAG⁃hsp5a载体和 3×FLAG PP2A Cα片段

分别酶切，37 ℃双酶切 2 h，pCAG⁃hsp5a加入CIAP
37 ℃处理1 h去磷酸化。分别切胶纯化获取相应片

段。连接、转化及克隆鉴定方法同 pcDNA3.1 3×
FLAG PP2A Cα 质粒构建。PCR阳性菌液质粒抽提

后送公司测序。鉴定引物序列如下：pCAG⁃F：5′⁃
GCAACGTGCTGGTTATTGTG⁃3′；MusPP2ACaR：5′⁃
AATAATGCGGCCGCTTACAGGAAGTAGTCTGGGG⁃
TA⁃3′。
1.2.2 pCAG⁃3×flag⁃PP2A Cα 质粒转染

以LipofectamineTM 2000 为介质，按说明书操作，

以 pCAG⁃3×flag⁃PP2A Cα（+）及 pCAG（+）转染 293T
细胞，细胞培养在 RPMI 1640 培养基中（含 1%双

抗+10%胎牛血清），建立3×flag⁃PP2A Cα / pCAG（+）
293T细胞及 pCAG（+）293T细胞的稳定表达株，质

粒转染参见张家永等［9］方法。

1.2.3 原核注射、小鼠鉴定及繁育

pCAG⁃3×flag⁃PP2A Cα 质粒线性化并显微注

射：pCAG⁃3×flag⁃PP2A Cα 质粒SalⅠ内切酶酶切线
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性化，切胶纯化，回收。线性化片段分装，-80 ℃保

存备用。超数排卵和取卵参考文献［10-11］方法进

行，精子采集、获能和体外受精参见Takeo等［11］的方

法。将线性化 pCAG⁃3×flag⁃PP2A Cα质粒以 Injec⁃
tion Buffer稀释至2.5 μg/mL，原核注射至受精卵雄原

核中，显微镜下观察轻微膨胀即可，37 ℃ 5% CO2培

养箱培养 14 h后收集发育正常的二细胞。以 15~
20枚/只移植入假孕的 ICR雌鼠输卵管内。

Founder转基因鼠基因型鉴定并繁育：小鼠出生

后 7~10 d以百位法剪趾编号，并剪 3~5 mm鼠尾样

品待鉴定。鼠尾样品以苯酚/氯仿方法抽提基因组

DNA。并通过特异性引物筛选阳性转基因小鼠。

鉴定引物见下：MusPP2ACaFN：5′⁃ATGGACGAGA⁃
AGTTGTTCACC ⁃ 3′，MusPP2ACaRN：5′ ⁃ TTACAG⁃
GAAGTAGTCTGGGGTA⁃3′。扩增反应条件为 95 ℃
5 min预变性；98 ℃变性，55 ℃ 15 s，72 ℃ 1 min，35个
循环；72 ℃ 7 min。PCR鉴定筛选阳性 Founder小
鼠。阳性F0转基因小鼠性成熟后，以1∶1与野生型

C57BL/6J合笼，以鉴定F0代小鼠的方法进行出生小

仔F1代的基因型鉴定。

1.2.4 pCAG⁃3×flag⁃PP2A Cα 转基因阳性小鼠检测

选取 10周龄阳性 F1代雄性小鼠 7只，野生型

C57BL/6J雄鼠作为对照；脱颈处死后打开腹腔取睾

丸组织，实验方法同细胞转染Western blot鉴定。

2 结 果

2.1 pCAG⁃3×flag⁃PP2A Cα 载体构建

2.1.1 pcDNA3.1 3×FLAG PP2A Cα 质粒构建

以小鼠总 cDNA 为模板，MusPP2ACaF/ Mus ⁃
PP2ACaR为引物高保真酶扩增获得小鼠 PP2A Cα
cDNA 片 段 ，用 BamH Ⅰ/Not Ⅰ 对 pcDNA3.1 3 ×
FLAG Rhe B载体和PP2A Cα片段分别酶切，紫外灯

下切胶回收相应片段。

将上述两个片段T4连接酶连接获得pcDNA3.1
3×FLAG PP2A Cα重组质粒，PCR 鉴定出现预期

1 076 bp片段的为阳性克隆（图 1）。阳性克隆抽提

质粒送金斯瑞公司测序，Clustal W软件比对验证重

组质粒构建成功。

2.1.2 pCAG⁃3×flag⁃PP2A Cα 质粒构建

以 pcDNA3.1 3×FLAG PP2A Cα为模板，T7+
EcoRⅠ⁃F/ MusPP2ACaR为引物高保真酶扩增获得

3×FLAG PP2A Cα片段，用 EcoRⅠ/NotⅠ 对 pCAG⁃
hsp5a载体和3×FLAG PP2A Cα片段分别酶切，紫外

灯下切胶回收相应片段。

将上述两个片段T4连接酶连接获得 pCAG⁃3×
flag⁃PP2A Cα重组质粒，PCR鉴定出现预期1 093 bp
片段的为阳性克隆，1号泳道未扩出阳性条带，说明

该泳道对应的克隆不含有重组质粒（图2）。阳性克

隆抽提质粒送金斯瑞公司测序，Clustal W软件比对

验证重组质粒构建成功。

2.2 质粒转染Western blot 鉴定

转染3×flag⁃PP2A Cα / pCAG（+）293T细胞上清

液中，可检测到的PP2A Cα和3×flag 2种融合蛋白表

达。而在转染 pCAG（+）空载体组则未检出（图 3），

表明pCAG⁃3×flag⁃PP2A Cα转基因质粒构建成功。

2.3 pCAG⁃3×flag⁃PP2A Cα 转基因小鼠基因型鉴定

及繁育

2.3.1 Founder转基因鼠基因型鉴定

将重组质粒 pCAG⁃3×flag⁃PP2A Cα SalⅠ酶切

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

1~10：克隆样品；M：DL2000 marker。
图1 PCR鉴定pcDNA3.1 3×FLAG PP2A Cα重组克隆

Figure 1 PCR identification result of pcDNA3.1 3×FLAG
PP2A Cα recombined clones

-1 076 bp

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
-1 093 bp

1~10：克隆样品；M：DL2000 marker。
图2 PCR鉴定pCAG⁃3×flag⁃PP2A Cα重组克隆

Figure 2 PCR identification result of pCAG⁃3×flag⁃PP2A
Cα recombined clones

1 21 2

3×flag⁃PP2A Cα➝

GAPDH➝

-46 kDa

-36 kDa
1：转染 3×flag⁃PP2A Cα / pCAG（+）293T细胞上清液；2：转染

pCAG（+）的293T细胞上清液。

图 3 Western blot 检测 293T细胞中 pCAG⁃3×flag⁃PP2A
Cα载体融合蛋白表达

Figure 3 Analysis of pCAG⁃3×flag⁃PP2A Cα fusion pro⁃
tein expressed in 293T cells by Western blot
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线性化后回收纯化，原核注射至受精卵雄原核中。

移植后 20 d小鼠出生，共计生仔 39只。以苯

酚/氯 仿 法 抽 提 鼠 尾 DNA，MusPP2ACaFN /
MusPP2ACaRN引物鉴定 F0代小鼠，琼脂糖凝胶电

泳跑胶预期条带大小为930 bp。PCR结果显示，4号、

7号、11号、12号、13号、19号、26号、30号为阳性F0
代小鼠（图4），12#小鼠死亡。

2.3.2 F1代转基因鼠的繁育及筛选

阳性F0转基因小鼠性成熟后，作为种鼠，以1∶1
与野生型C57BL/6J合笼，作为单独的 7个遗传系繁

育，将转基因小鼠子代繁育 2代。以PCR方法筛选

阳性小鼠，方法同筛选F0阳性小鼠的方法。分别选

取 F1阳性后代 22号、43号、96号、151号、158号、

165号、168号检测蛋白水平表达量。

2.4 pCAG⁃3×flag⁃PP2A Cα 转基因阳性小鼠检测

F1 代小鼠取睾丸组织，Western blot方法检测

野生型小鼠与7只转基因阳性小鼠3×flag⁃PP2A Cα
融合蛋白表达量，GAPDH为内参（图 5）。对West⁃
ern blot结果进行灰度值分析，得到 3×flag⁃PP2A Cα
融合蛋白的相对表达量。由表1可知，pCAG⁃3×flag⁃
PP2A Cα转基因阳性小鼠96号表达量最高，为野生

对照小鼠表达量的36.6倍，其次为阳性小鼠43号和

158号，分别为野生对照小鼠表达量的36倍和31倍。

转基因阳性小鼠 165号表达量最低，为野生对照小

鼠表达量的2.5倍。

3 讨 论

磷酸酶在机体中发挥至关重要的作用，特别是

丝苏氨酸磷酸酶所作用的丝氨酸和苏氨酸位点，在

这种去磷酸化作用中占据相当大的比例［12-14］。去磷

酸化和磷酸化的动态平衡保证了机体的正常功能，

在阿尔兹海默病形成、肿瘤发生、机体正常发育等

过程中发挥重要作用［15］。PP2A在生殖中也具有重

要调控作用：Lu 等［16］发现PP2A参与调节卵母细胞

的减数分裂，对微管聚合和减数分裂纺锤体的形成

是必需的。PP2A与精子的过度活化有关，当PP2A
被抑制时，精子过度活化增强并激活顶体反应［17］。

Akerfelt等［18］研究显示PP2A的连接蛋白HSF2的缺

失，可导致睾丸发育减缓，精子头部异常。研究也

显示Greatwall蛋白通过作用于对PP2A有抑制性的

底物，控制细胞的有丝分裂过程［19⁃20］。

外源基因在转基因动物中的表达取决于整合位

点，由于整合位置的不同，使用相同表达载体获得的

转基因动物中外源基因表达可相差较多倍［21］。转基

因小鼠中外源基因为随机插入，插入位点未知，拷

贝数无法确定，这就导致后期小鼠拷贝数和表达量

的差异。由于外源基因是整合于转基因动物的染

色体上，对高表达的个体进行繁育就可得到大量表

达水平相近的转基因动物［21］。

本文以分子克隆技术构建转基因载体 pCAG⁃
3×flag⁃PP2A Cα，细胞转染验证载体构建成功。利

用显微技术获得转基因过表达Founder小鼠，Found⁃
er小鼠分别与野生型交配获得不同的遗传系以期可

以获得 pCAG⁃3×flag⁃PP2A Cα高表达稳定遗传系。

借助于Western blot检测不同遗传系转基因阳性小

鼠及野生对照小鼠中睾丸组织3×flag⁃PP2A Cα蛋白

表达水平，结果表明 pCAG⁃3×flag⁃PP2A Cα 转基因

M +/G 4 7 11 12 13 19 26 30

-930 bp

+/G：pCAG⁃3×flag⁃PP2A Cα以B6 DNA样品稀释为阳性对照；4、
7、11、12、13、19、26、30：阳性F0鼠尾样品；M：DL2000 marker。

图4 PCR鉴定阳性小鼠的结果

Figure 4 PCR identification results of positive mice

M：空白对照；B6：野生型对照；151、158、168、96、165、22、43：待
检测F1代蛋白样品。

图5 转基因鼠睾丸组织Western blot检测

Figure 5 Analysis of spermary protein expressed in trans⁃
genic mice by Western blot

M B6 151 158 168 96 165 22 43

- 46 kDa

- 36 kDa

3×flag⁃
PP2A Cα➝

GAPDH➝

表1 转基因鼠睾丸组织Western blot表达量相对定量分析

Table 1 The expression analysis of spermary protein in
transgenic mice by Western blot

F1编号

野生型对照

151
158
168
096
165
022
043

FLAG
281.26
822.48

10 336.16
7 132.09
2 716.45
370.17

3 160.31
3 736.51

GAPDH
4 110.3
1 573.09
4 839.62
3 678.48
1 082.37
2 105.82
2 991.06
1 513.36

FLAG/GAPDH
0.068 428
0.522 844
2.135 738
1.938 869
2.509 724
0.175 784
1.056 585
2.469 016

·· 286



阳性小鼠 43号、96号蛋白表达水平显著提高，筛选

出pCAG⁃3×flag⁃PP2A Cα 转基因高表达的稳定遗传

系小鼠。pCAG⁃3×flag⁃PP2A Cα 转基因小鼠稳定遗

传系的构建，可以为进一步探索PP2A Cα基因的相

关功能研究，如肿瘤发生机制、生殖相关研究等提

供研究材料。
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