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人蛋白激酶 Cl3Ⅱ基因开放读码框的克隆及序列分析 

段 炼，周 波，李启富 

(重庆医科大学附属第一医院内分泌科，重庆 400016) 

【摘 要】目的：克隆人蛋白激酶CB II基因(PRKCB1)的开放读码框(Open reading frame，ORF)，为其进一步的功能研究提供基 

础。方法：采用逆转录 一巢式 PCR法，从人脐静脉内皮细胞株中扩增出含 PRKCB1基因 ORF全长的片段 ，所得片段经加“A”处 

理并插入T载体。经蓝白筛选，用特异引物扩增阳性重组子，得到编码人蛋白激酶 CB II(Protein kinase CB II，PKCB II)基因 

的ORF，并与T载体相连 ，测序鉴定。结果：通过巢式 RT—PCR及 T／A克隆获取了PRKCB1基因的 ORF，测序结果与 GenBank报 

道序列一致。结论：成功克隆了 PRKCB1基因的 ORF，在技术路线上可以为某些难克隆的基因提供参考。 
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Cloning and sequencing analysis of human PKC 13 11 gene ORF 
D N Lion，et 

(Department of Endocrinology，the First Affiliated Hospital，Chongqing Medical University) 

【Abstract】Objective：To clone human PRKCB1 gene open reading frame(ORF)in order to further research on it’s function． 

Methods：RT—nested PCR method was adopted to the amplify the total length of human PRKCB1 ORF from human umbilical 

vein endothelial cell(HUVEC)．T vector was inserted into the harvested fragment after a tail was added．With blue white 

screening，the gene ORF encoding human PKC B I1 was obtained by special primers amplifying recombinant plasmids，and linked 

into T vector．Then the plasmid was identified by sequencing．Results：Th e human PRKCB1 ORF was amplified successfully 

with RT—nested PCR and T／A cloning，and the gene sequence was completely consistent with that reported in GenBank． 

Conclusion：Human PRKCB 1 gene ORF was successfully cloned．The strategy of cloning may provide technical references for 

some genes hard to be cloned ． 

【Key words】PKC B gene；PCR；T／A cl0ning；sequence analysis 

微血管并发症是糖尿病终点事件的重要病理 

生理基础，其致病机制涉及：多元醇途径异常、糖基 

化终产物形成、蛋白激酶 C(Protein kinase C，PKC) 

系统激活、己糖胺旁路紊乱和氧化应激亢进等I11。业 

已证明PKC信号转导途径系上述高葡萄糖介导的 

多元代谢异常的汇聚焦点[21。其中PKC B 1I亚型由 

于其分布广泛及其细胞特异性表达与微血管并发 

症关系更为密切 1，因此，探索选择性 PKC B 1I抑 

制剂正受到国内外学者的广泛关注。本文旨在通过 

克隆人 PKC B 1I基因的开放读码框 (Open reading 

frame，ORF)，为进一步构建表达人 PKC B 1I重组腺 
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病毒载体及研究其亚细胞水平蛋白复合体功能，筛 

选相关蛋白质药靶提供实验基础。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

1．1．1 人脐静脉内皮细胞株(Human umbilical vein endothe— 

lial cell，HUVEC) 由重庆医科大学基础医学研究所惠赠。 

1．1．2 主要试剂 DEPC为惠利试剂中心产品，总 RNA抽提 

试剂盒、胶回收试剂盒购于上海华舜公司，cDNA第一链合成 

试剂盒为北京鼎国生物公司产品，高保真酶 PrimeSTAR、T4 

连接酶 、DNA A-Tailing Kit、pMD18-T Vector为 TaKaRa公 

司产品，IPTG、X—Gal为重庆辛创生物公司产品，质粒提取试 

剂盒为 Promega公司产品，PCR产物纯化试剂盒为上海生工 

产品，PCR引物由赛百盛公司代为合成，测序由上海生工完 
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成。胰蛋白胨、酵母提取物、抗生素及相关耗材由重庆医科大 

学基础医学研究所提供。 

1．1．3 主要仪器 Eppendorf MasterCycler PCR仪 ，Eppen— 

doff ThermoStat恒温金属浴，低温台式高速离心机(Heraeus， 

德国)，DNA电泳凝胶成像系统(Bio—Rad，美国)。 

1．2 方 法 

1．2．1 细胞株培养 人脐静脉内皮细胞株用含 l0％小牛血 

清 、青霉素、链霉素的 RPMI 1640培养液培养 ，培养条件为 

37℃ ，5％CO2。 

I．2．2 总 RNA提取 所用移液器头 、移液器盒、EP管均经过 

I％DEPC处理，132％消毒 30min，60℃干燥备用。按照试剂盒 

说明提取总 RNA。所提总 RNA用分光光度仪分析其浓度与 

纯度，琼脂糖电泳观察完整性。 

1．2．3 逆转录反应 (RT) 按照试剂盒说明利用 Oligo dt介 

导合成 cDNA第一链。 

1．2．4 巢式引物扩增人PKC B II基因 由于常规 RT—PCR 

扩增基因，引物设计有困难 ，故据 GenBank公布的人 PKCB 

Ⅱ基因mRNA序列(NM一002738．5)用 Primer Premier 5．0设 

计 比该基因 ORF稍长的巢式引物。上游引物 P1：5'-CACC 

TcTcGGGcTccGGcTc一3’；下游引物 P2：5’一CGCCTFAGCTC 

1TI1GAC1TrCGGG1Tr一3’。 PCR 反 应 体 系 (50IX1)：ddH2O 

32．5IXl；5 XBuffer 10IXl；dNTP 4IXl；PI 1IXl；P2 1IXl；逆 

转录反应产物 1 l；高保真酶 PrimeSTAR 0．5 l。反应条 

件 ：95oC，5min；98℃，15s；62％，20s；72℃，4min；30个循环 ， 

72℃，10min；Hold 4℃。巢式引物扩增产物经 1．0％琼脂糖凝 

胶电泳分析后，用 PCR产物胶回收试剂盒纯化备用。 

1．2．5 巢式扩增产物的 T／A克隆 按照 DNA A-Tailing Kit 

说明对纯化后的巢式扩增产物做平滑末端加“A”处理 ，反应 

体系 (50 1)：ddH2O 20．5 l；10 XA—Tailing Buffer 5 l； 

dNTP Mixture 4 l；巢式扩增产物 20 l；A—Tailing En— 

zyme 0．5 l。反 应条件 ：72％ ，20min；冰浴 2min。按 照 

pMD18一T Vector说明将加“A”处理后的巢式扩增产物与 T 

载体连接 、重组。 

1．2．6 重组质粒的转化和筛选 按《分子克隆》方法制作 JM109 

感受态 ，连接产物转入感受态细胞中，冰浴 ，热激后加入 LB 

培养基，37％振荡培养。离心弃上清后重悬菌体，将菌液涂布 

于含 IPTG、X—Gal、Amp的琼脂平板培养基上 37℃过夜培 

养。次日挑取白色单菌落于含 Amp的 LB培养基中过夜培 

养。用 Cracking法快速初步鉴定重组子：制备 Cracking Gel 

缓冲液，取过夜培养的菌液离心，弃上清后加入 Cracking Gel 

缓冲液，混匀 ，37％孵育，离心 ，取上清电泳 ，观察质粒 DNA 

迁移距离，据此初步判定阳性重组子。 

1．2．7 人 PKC B II基 因 ORF 克 隆 及 重 组 质 粒 

pMD18一T—PRKCB1构建 以上步初步鉴定含人 PKC B II基 

因 ORF的 阳性 重组子 质粒为 模板 ，据 GenBank上 的人 

PKCB II基因的序列特征 ，用 Primer Premier 5．0设计克隆 

ORF的 PCR引物。上游引物 P1：5’一ATGGc1IGACCCGGCT— 

GCGGGG一3’；下游 引物 P2：5’一1TrAGCTCTTGACTTCGGGT 

TITAAAAAT一3’。反应体系 (50 1)：ddH2O 32．5 l；5 X 

Buffer 10 l；dNTP 4 l；P1 1 l；P2 1 l；阳性重组子质 

粒1 l；高保真酶 PrimeSTAR 0．5 l。 反应 条件 ：95℃， 

5min；98 oC，15s；57 oC，20s；72 ，4min；30个循 环 ，72℃ ， 

10min；Hold 4℃。特异引物扩增产物经 1．0％低熔点琼脂糖凝 

胶电泳分析后 ，用胶回收试剂盒纯化备用。所得片段按上述 

试剂盒说明经加“A”后与 pMD18一T连接 、转化、筛选后，质粒 

抽提并送上海生工测序。 

2 结 果 

2．1 HUVEC总 RNA提取 

所 提 总 RNA用 分光 光度 仪分 析其 纯 度 ： 

A260，A 踯：1．938，1．0％琼脂糖凝胶电泳结果见图 1。 

+一28s 

+-l8s 

图 1 总 RNA提职 

2．2 巢式引物扩增人 PKC13II基因 

用巢式引物扩增人 PKC13 II基因，图示非特异 

扩增及 目的条带 2 058bp，同预期大小相符，结果如 

图2。 

M 1 

2000—+ 

1600—+ 

1000— 

700—+ 

500—+ 

400—+ 

300—+ 

200—+ 

100一 

,---2058bp 

M．maker lkb plus；1．巢式 PCR扩增出的目的条带(2 058bp) 

及非特异扩增 

图 2 巢式 PCR电泳图 
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2_3 重组质粒的筛选和鉴定 

阳性重组子在含 IPTG、X—Gal、Amp的琼脂平 

板培养基上培养成白色单菌落，而少量自连的阴性 

对照在该琼脂糖平板培养基上培养成蓝色菌落，结 

果见图3(箭头示阴性对照蓝斑)。Cracking法快速 

图 3 重组质粒蓝白筛选 

M 1 

23130—+ 

9416— 

6557—+ 

4361— 

2322—+ 

2027—+ 

564—  

125—+ 

一 4714bp 

M．maker 一Hind~I；1．阳性重组质粒(4 714bp) 

图4 阳性重组子 Cracking法快速初步鉴定 

10 20 

初步鉴定阳性重组子较 PCR法更省时、方便，结果 

见图4。 

2．4 人 PKC13 II基 因 OP,F克隆 

用特异上 、下游引物扩增人 PKC13 II基因 

ORF，所得片段大小约 2022bp，与 GenBank上公布 

信息一致，结果见图5。 

10o0o—+ 

8000—+ 

i888： 
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30o—+ 
20o—+ 

10o—+ 

M 1 

,---2022bp 

M．maker lkb plus；1．人 PKC B II基因ORF片段(2 022bp) 

图 5 人PKC13II基因ORF克隆图谱 

2．5 重组质粒测序鉴定 

pMD18一T—PRKCB1质粒送上海生工测序，与 

GenBank公布的序列(NM_002738．5)比较 ，同源性 

100％，无碱基突变，部分序列测序图见图 6。 

3 讨 论 

人类 PRKCB1基因定位于 16q12～q13t~，其mR— 

O 5O 60 70 80 

{ ．⋯ ．1．1o．⋯ ．．．． } 一 

2,50 260 270 

图6 pMD18一T-PRKCB1质粒部分测序图 
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NA经不同剪接后编码 PKC 13I(671个氨基酸组成) 

和 PKCB I1(673个氨基酸组成)2种蛋 白，区别在 

于 V 5区羧基端残基数 目不等 ：PKC B I 5O个 ， 

PKC B I1 52个[61。该基因长约 375kb，包含 18个外显 

子，大小 32～174bp。其中位于第 2、3号外显子问的 

1个内含子较长，跨度达 150kbt~。人 PKC B I1由673 

个氨基酸组成，未加工的前体分子量76 869 Ua。其结 

构中比较重要的区域包括：富含半胱氨酸推测为结 

合佛波酯或二酯酰甘油的 c1区(aa37～86)、被认为 

与钙依赖 磷脂结 合 区域 密切相 关 的 c2区 

(aa159～278)、丝氨酸 ／苏氨酸蛋 白激酶催化 区 

s_TKc(aa341～600)、丝氨酸 ／苏氨酸蛋白激酶活性 

延伸区，S_TK-X(aa601～663)。已有研究表明，生理 

状态下 ，PRKCB1基因 mRNA剪接在内皮细胞中因 

多腺苷酸化信号差异而以 PKC B I1表达占优，故实 

验以 HUVEC为研究对象，可为人 PKC B I1基因ORF 

克隆奠定基础。 

用 Primer Premier5．0软件设计引物时，发现该 

引物不能满足引物设计的一般原则：上游引物的 

GC含量过高 ；上 、下游引物间 Tm值相差过大 ；形 

成能值很高的二级结构等。此种情况下，采用巢式 

PCR方法增加扩增范围，以期能找到满足评分要 

求的引物对。考虑到下游实验需要 ，进行 PCR扩增 

时均采用保真性很高的 PrimeSTAR高保真酶。此 

酶有外切酶活性，所得 PCR产物几乎都为平末端， 

故 连 人 pMD18一T Vector需 先做 加 “A”处 理 。 

pMD18一T载体是一种高效克隆PCR产物的专用载 

体 ，由pUC18载体经 EcoRV酶切后 ，并在两侧的 

3’端添加“T”改建而成。经 T／A克隆，可大大提高 

PCR产物的连接、克隆效率。蓝白筛选后，以鉴定 

正确的重组子为模板 ，在特异扩增 ORF引物介导 

下 ，获得人 PKC B I1基因 ORF。经测序分析 ，与 

GenBank公布的序列(NM_002738．5)比较 ，同源性 

100％，无碱基突变。实验中针对 PRKCB1基因较长 ， 

常规引物扩增困难的特点，在技术路线上做了改 

进，并获得较佳效果，为较难扩增的基因提供了借 

鉴。 

糖尿病微血管病变(DMA)是糖尿病患者致残、 

致死的主要原因。研究发现，DMA的演进可分为4 

个环节【8．91：源于葡萄糖不同代谢途径的代谢异常； 

进而诱导的核内基因谱重新表达的分子异常；血液 

动力学稳态失调的功能异常；以细胞外基质聚积，新 

生血管形成等为突出表现的解剖异常。大量研究表 

明 [10,11rPKC B II信号转导途径介导了上述 DMA事 

件链的发生与发展，选择性 PKC抑制剂可能为DMA 

防治带来新希望 ，正受到国内外学者的广泛关注。 

实验成功地克隆了人 PKC B I1基因的 ORF，且片段 

保真性佳，为进一步构建表达人 PKC B I1重组腺病 

毒载体及研究其亚细胞水平蛋白复合体功能，筛选 

并寻找 PKC B I1相关蛋白质药靶提供了前期实验 

基础。 
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