
中国细胞生物学学报  Chinese Journal of Cell Biology 2011, 33(5): 492-497 http://www.cjcb.org

可溶性纤维连接蛋白对SGC-7901细胞中PKA活性

的影响
王忠诚　李永金*　陈永昌

(江苏大学基础医学与医学技术学院, 镇江 212013)

摘要      本研究通过向SGC-7901细胞中加入可溶性纤维连接蛋白(fibronectin, FN)探讨可溶性

纤维连接蛋白对PKA活性的影响。实验采用蛋白印迹技术检测可溶性FN在不同浓度及作用时间

情况下对PKA Ca亚基表达水平以及PKA作用底物血管扩张刺激磷蛋白(vasodilator-stimulated phos-
phoprotein, VASP)磷酸化水平的影响; 采用免疫荧光技术检测可溶性FN对PKA作用底物p-VASP分
布的影响。结果显示, 在SGC-7901细胞中, 可溶性FN在0.5~8 mg/ml浓度区间内, 对PKA活性存在剂

量依赖性抑制效应; 选取1 mg/ml可溶性FN作用12 h以后, 可溶性FN对PKA活性存在时间依赖性抑

制效应; 同时, 我们建立了能够稳定表达人甲状腺A激酶锚定蛋白(human thyroid AKAP, Ht31)肽段

的SGC细胞, Ht31破坏PKA锚定后, FN对PKA活性的抑制作用消失; 免疫荧光显示可溶性FN可以使

VASP磷酸化位置聚集于细胞边缘。因此, 我们认为在SGC-7901细胞中可溶性FN对PKA活性存在

抑制作用, 这种抑制效应与可溶性FN的浓度及作用时间呈正比且取决于PKA能否正常锚定; 可溶

性FN可以影响PKA活化位置。
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在癌症以及肿瘤研究中, 整合素是重要的研究

对象。在受整合素影响的众多信号通路中, 小G蛋

白RhoA、蛋白激酶A(protein kinase A, PKA)介导的

信号通路在肿瘤迁移过程中作用十分显著[1]。但是

整合素作为一类重要的细胞膜表面糖蛋白受体, 其
发挥生物学作用需要与配体结合。之前的研究中我

们发现, 整合素a5b1的配体纤维连接蛋白(fibronectin, 
FN)以溶解形式存在时可以与整合素a5b1结合并诱

导RhoA介导的信号转导[2]。同时, RhoA介导的信号

通路与PKA介导的信号通路间存在拮抗效应, 上述

过程中FN对PKA介导的信号通路产生何种影响报

道甚少。因此, 本实验通过蛋白质印迹法、免疫荧

光检测PKA催化亚基和PKA底物血管扩张刺激磷蛋

白(vasodilator-stimulated phosphoprotein, VASP)的磷

酸化水平初步研究可溶性纤维连接蛋白对PKA活性

的影响; 同时, 我们向SGC-7901细胞中转染了含wild 
type pcDNA Ht31基因片段的质粒, 建立了能够稳定

表达野生型Ht31418~735肽段的SGC细胞株。Ht31是人

甲状腺细胞中的A激酶锚定蛋白(A kinase-anchoring 
proteins, AKAPs), 其中494~507这一肽段对结合PKA 

II型R亚基非常重要。包含这一肽段的Ht31蛋白对

RII有高度亲和力, 本文中用以阻断PKA的正常锚定, 
探究破坏PKA锚定后FN对PKA活性的影响。

1   材料与方法
1.1  材料

人胃癌细胞株SGC-7901由上海生物化学与细胞

生物学研究所提供。Fibronectin购自Sigma公司, 用
PBS配制成实验所需的浓度。小牛血清和DMEM细

胞培养基购自美国GIBCO公司, 胰蛋白酶购自Am-
resco公司。p-VASP Ser157位点特异性抗体和PKA Ca

抗体以及鼠抗人b-actin抗体均购自Santa Cruza公司。

羊抗兔IgG购自北京中杉金桥生物技术有限公司。梭

华阳离子转染试剂购自厦门太阳马生物工程有限公

司, G418购自Invitrogen。质粒DNA wild type pcDNA 
Ht31由加利福尼亚州圣地亚哥大学Renate Pilz教授友

情提供。
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1.2  细胞培养

人胃癌细胞株SGC-7901用含10%新生小牛血

清NBS的DMEM培养, 置于37 ℃恒温, 饱和湿度, 5% 
CO2的孵育箱中培养。待细胞铺满瓶底后, 用0.25%
胰蛋白酶(含1 mmol/L EDTANa2)消化。

1.3  细胞转染

1.3.1　细胞转染        SGC-7901用0.25%胰蛋白酶消

化后, 1 000 rpm离心5 min, 充分吹打制成细胞悬液, 
计数, 调整细胞密度为8×105个/ml, 接种于6孔板上, 
每孔1 ml。转染时, 按照说明准备两管相应体积的

不含血清的培养液, 一管加入质粒, 另一管加入转染

试剂, 两管液体逐步混匀, 室温下静置15~20 min后, 
直接加入细胞培养皿或板中。24 h后更换培养液。

1.3.2　制备稳定表达wtHt31的SGC细胞        将野生

型Ht31质粒与GFP质粒共转染入人胃癌细胞SGC-
7901后, 以500 ng/ml浓度的G418筛选细胞14 d。在

荧光倒置显微镜下观察荧光细胞并标记。用PBS冲
洗, 再用无菌的10 ml枪头吸取3~4 ml胰酶, 轻轻吹刮

标记处细胞, 并将细胞转入新的6孔板中。3 d后更

换培养液, 以200 ng/ml浓度的G418继续筛选14 d左
右。在荧光倒置显微镜下观察荧光细胞聚集处并标

记。用PBS冲洗, 再用无菌的10 ml枪头刮除标记处

非阳性细胞, 然后用无菌的10 ml枪头吸取3~4 ml胰
酶, 轻轻吹刮标记处细胞, 并将细胞转入培养瓶中生

长。继续加200 ng/ml浓度的G418维持筛选。10%
聚丙烯酰胺凝胶电泳来鉴定扩增后的细胞是否表

达wtHt31。经鉴定, 筛选后的SGC-7901细胞与未经

转染的细胞相比, 分别在分子量27 kDa、37 kDa左
右有两条特异的蛋白条带, 分别符合绿色荧光蛋白

GFP和Ht31肽段的大小; 同时, 对比荧光实验结果与

对应GFP质粒转染图, 呈绿色荧光的细胞占全部细

胞总数80%以上, 因此, 我们认为稳定表达wtHt31的
SGC细胞制备成功。

1.4  Western blot分析

1.4.1　收集蛋白样品　　　细胞按前述消化方法

消化后接种于6孔板中, 待细胞贴壁后更换无血清

DMEM培养液培养24 h进行饥饿处理。饥饿处理之

后更换为等量无血清DMEM培养液, 用无菌枪头分

别向各孔培养液中加入预先配置好的FN溶液等试

剂。剂量效应组培养液加入不等量FN, 使各孔中FN
终浓度为0.5 mg/ml、1 mg/ml、2 mg/ml、4 mg/ml、 
8 mg/ml, 作用 24 h。时间效应组各组作用时间取

0 h、6 h、12 h、18 h、24 h, 在相应时间加入的

FN终浓度均取 1 mg/ml。加药后将细胞置于 37 ºC

恒温培养箱培养 , 到达作用时间后将细胞取出 , 用
PBS冲洗两次 , 刮下收集至 EP管中 , 100 ºC加热 
10 min, 超声30 s确保细胞充分裂解。

1.4.2    免疫蛋白印迹        配制8%聚丙烯酰胺凝胶, 
向各泳道中加入样品后, 电压80 V电泳20 min, 然
后以100 V电泳80 min分离蛋白。电泳结束后取出

凝胶与PVDF膜置4 ºC, 90 mA恒流转膜15 h。取出

PVDF膜, 5% BSA封闭1 h。将PVDF膜与1:200配制

的PKA Ca或p-VASP抗体常温孵育2 h。TBS-T漂洗

30 min。加入HRP标记的羊抗兔IgG(1:5 000稀释), 
室温下孵育1 h。TBS-T漂洗30 min。用ECL发光剂

显示阳性条带, ChampGel凝胶成像系统扫描并分析

目的条带以及b-actin灰度值, 取二者比值为相对值, 
做直方图并进行统计学分析。

1.5  免疫荧光

将细胞接种于24孔板内的玻片上, 密度30%左

右, 无血清DMEM培养液培养24 h后更换为等量无

血清DMEM培养液。向处理组培养液中加入FN溶

液使FN终浓度为1 mg/ml, 加药后置于37 ºC恒温培

养箱培养。作用24 h后将细胞取出, 用PBS冲洗两遍

后加入4%多聚甲醛固定15 min; 之后加入0.3%浓度

的Triton X-100作用8 min以增加细胞膜通透性; 加
3%BSA室温孵育1 h封闭非特异结合位点; 加入p-
VASP抗体(1:200稀释)4 ºC孵育过夜; 加入CY3标记

的二抗避光孵育1 h, 以上各步骤操作后均用PBS冲
洗3次。50%甘油封片后用荧光显微镜拍摄结果。

1.6  统计学方法

所得数据用SPSS 10.0统计软件进行分析。所

有数据用均数±标准差表示, P<0.05被认为差异有统

计学意义。

2   结果
2.1  PKA、PKG对VASP磷酸化的影响

VASP是PKA的一个重要的作用底物, 它与

PKA的结合位点有三个, 两个丝氨酸位点(Ser157, 
Ser239), 一个为苏氨酸位点(Thr278); 这些磷酸化

位点的动力学分析显示, 作为PKA的底物, VASP的
Ser157位点比Ser239位点优先发生磷酸化。因此, 
Ser157位点的磷酸化可以用来评估cAMP-PKA信号

通路的活性。但是因为VASP同时也可作为PKG的
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磷酸化底物, 为比较二者影响VASP Ser157位点磷酸

化的程度, 我们向SGC细胞培养环境中加入了等浓

度的cAMP以及cGMP, 以分别增强细胞PKA或PKG
活性。PKA活性增强时VASP Ser157位点磷酸化水

平大幅度提高, 而PKG活性增强时VASP Ser157位点

磷酸化水平仅略有提升(图1)。因此, 我们认为可以

使用SGC细胞内VASP Ser 157位点磷酸化水平作为

PKA活性的间接标志。

2.2  可溶性FN对PKA活性的影响存在剂量依赖性

为检测可溶性纤维连接蛋白对PKA活性的影响, 
我们使用PKA的作用底物VASP的磷酸化水平标志

PKA的活性, 同时检测了PKA催化亚基Cα的表达量。

实验中, 我们向6孔板中加入了终浓度为0.5 mg/ml、

1 mg/ml、2 mg/ml、4 mg/ml、8 μg/ml的FN溶液, 作
用24 h后p-VASP量以及PKA Cα的表达量随着浓度

的增加明显降低(图2)。
从上述实验中可以看出, PKA活性在FN浓度为

1 mg/ml以上时明显被抑制。因此, 我们以1 mg/ml FN
为作用条件, 检测可溶性FN对PKA活性的影响是否

存在时间效应。SGC-7901细胞中加入1 mg/ml可溶

性FN分别作用6 h、12 h、18 h、24 h, p-VASP量以

及PKA Cα的表达量在可溶性FN作用12 h后显著降低

(图3)。
2.3  破坏PKA锚定后可溶性FN对PKA活性的影响

在SGC-7901细胞中转染能够表达Ht31肽段的

质粒后, 我们按前述实验方法检测了可溶性FN浓

图1　cAMP和cGMP对SGC-7901细胞中磷酸化VASP水平

的比较

细胞裂解液用p-VASP Ser157位点特异性抗体进行Western blot分析。

A: Western blot; control: 空白组; cAMP: 2 μg/ml cAMP; cGMP: 2 μg/ml 
cGMP; B: 运用ChampGel软件对Western blot结果进行分析, 所有数据

均来自三次独立实验。*P<0.01, 与空白组相比。

Fig.1　Comparison of VASP phosphorylation in SGC-7901 
cells treated with cAMP and cGMP

Cell lysate were analyzed by Western blot with an antibody against 
p-VASP(ser-157). A: Western blot; lane control: untreated cells; lane 
cAMP: cells treated with 2 μg/ml cAMP; lane cGMP: cells treated with 
2 μg/ml cGMP; B: Western blot results were analyzed by ChampGel 
software, each data obtained from three independent experiments. 
*P<0.01 compared with control.

图2　不同浓度可溶性纤维连接蛋白对SGC-7901细胞中

PKA Cα和磷酸化p-VASP含量的影响

A: Western blot; 0: 空白组; 0.5: 0.5 μg/ml FN作用细胞24 h; 1: 1 μg/ml 
FN作用细胞24 h; 2: 2 μg/ml FN作用细胞24 h; 4: 4 μg/ml FN作用细

胞24 h; 8: 8 μg/ml FN作用细胞24 h; B: 运用ChampGel软件对Western 
blot结果进行分析, 所有数据均来自三次独立实验。*P<0.05与PKA 
Cα空白组相比, #P<0.05与p-VASP空白组相比。

Fig.2　Effect of different concentrations soluble FN to PKA 
Cα and p-VASP in SGC-7901 cells

A: Western blot; lane 0: untreated cells; lane 0.5: cells treated with 0.5 
μg/ml FN for 24 h; lane 1: cells treated with 1 μg/ml FN for 24 h; lane 
2: cells treated with 2 μg/ml FN for 24 h; lane 4: cells treated with 4 
μg/ml FN for 24 h; lane 8: cells treated with 8 μg/ml FN for 24 h; B: 
Western blot results were analyzed by ChampGel software, each data 
obtained from three independent experiments. *P<0.05 compared with 
bar 0; #P<0.05 compared with bar 0.
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度以及作用时间等因素在破坏PKA锚定后对PKA
活性的影响。实验表明, 破坏PKA锚定后, PKA磷酸

化底物VASP的磷酸化水平不受可溶性FN浓度影响,  
1 mg/ml浓度条件下也未观察到可溶性FN的影响存在

时间效应; 同样, PKA催化亚基Cα的表达量不受可溶

性FN浓度影响(图4和图5)。
2.4  可溶性FN对P-VASP分布的影响

我们通过免疫荧光实验检测了可溶性FN对

VASP磷酸化位置的影响。实验结果显示, SGC-7901
细胞中, p-VASP Ser157主要分布于胞浆中, 同时在细

胞边缘突起处也有颗粒状分布(图6A), 可溶性FN可

以使p-VASP Ser157在细胞边缘处特别是细胞突起

部位的颗粒状分布数量明显增加(图6D); 破坏PKA
锚定后, FN组和对照组细胞边缘处呈颗粒状分布的

图3　可溶性纤维连接蛋白作用不同时间对SGC-7901细胞

中PKA Cα和磷酸化VASP含量的影响

A: Western blot; control: 空白对照组; 6 h、12 h、18 h及24 h分别表

示1 μg/ml FN作用6 h、12 h、18 h 及24 h; B: 运用ChampGel软件对

Western blot结果进行分析, 所有数据均来自3次独立实验。*P<0.05, 
与空白组相比; #P<0.05, 与空白组相比。

Fig.3　Effect of soluble FN for different times to PKA Cα 
and p-VASP in SGC-7901 cells

A: Western blot; lane control: untreated cells; lane 6 h, 12 h, 18 h and 
24 h were treated with 1 μg/ml soluble FN for 6 h, 12 h, 18 h and 24 h; 
B: Western blot results were analyzed by ChampGel software, each data 
obtained from three independent experiments; *P<0.05 compared to 
control; #P<0.05 compared to control.

图4　不同浓度可溶性纤维连接蛋白对转染wtHt31的SGC-
7901细胞中PKA Cα和磷酸化VASP含量的影响

A: Western blot; 0: 空白组; 0.5: 0.5 μg/ml FN作用细胞24 h; 1: 1 
μg/ml FN作用细胞24 h; 2: 2 μg/ml FN作用细胞24 h; 4: 4 μg/ml FN
作用细胞24 h; 8: 8 μg/ml FN作用细胞24 h; B: 运用ChampGel软件对

Western blot结果进行分析, 所有数据均来自3次独立实验。

Fig.4　Effect of different concentrations soluble FN to PKA 
Cα and p-VASP in SGC-7901 cells transfected with wtHt31

A: Western blot; lane 0: untreated cells; lane 0.5: cells treated with 0.5 
μg/ml FN for 24 h; lane 1: cells treated with 1 μg/ml FN for 24 h; lane 2: 
cells treated with 2 μg/ml FN for 24 h; lane 4: cells treated with 4 μg/ml 
FN for 24 h; lane 8: cells treated with 8 μg/ml FN for 24 h; B: Western 
blot results were analyzed by ChampGel software, each data obtained 
from three independent experiments.

p-VASP Ser157均显著减少(图6B和图6E), 二者无明

显差异。

3   讨论
本实验室之前的研究已经证实, 可溶性FN可以

活化小G蛋白RhoA介导的信号通路[2]。同时, PKA
活化可以抑制RhoA的活化, 那么, FN对RhoA介导

的信号通路的活化就有可能是通过抑制PKA的活化

而实现的。本实验使用可溶性FN对SGC-7901细胞

进行处理, 通过PKA Cα催化亚基以及PKA磷酸化底

物VASP的磷酸化水平进行检测, 初步验证了这一推

论。并且我们的实验证实了可溶性FN对PKA活性

的抑制效果随FN的作用浓度和作用时间的增加而

增加, 呈现良好的剂量效应和时间效应关系。此外, 
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图5　可溶性纤维连接蛋白作用不同时间对转染wtHt31的
SGC-7901细胞中PKA Cα和磷酸化VASP含量的影响

A: Western blot; control: 空白对照组; 6 h、12 h、18 h及24 h分别表

示1 μg/ml FN作用6 h、12 h、18 h 及24 h; B: 运用ChampGel软件对

Western blot结果进行分析, 所有数据均来自三次独立实验。

Fig.5　Effect of soluble FN for different time to PKA Cα and 
p-VASP in SGC-7901 cells transfected with wtHt31 

A: Western blot; lane control: untreated cells; lane 6 h, 12 h, 18 h and 24 
h were treated with 1 μg/ml soluble FN for 6 h, 12 h, 18 h and 24 h; B: 
Western blot results were analyzed by ChampGel software, each data ob-
tained from three independent experiments.

图6　可溶性纤维连接蛋白对SGC-7901细胞中p-VASP Ser157分布的影响
A: 空白对照组; B: 转染wtHt31和GFP的SGC-7901细胞; C: 相对图片B的转染GFP成功的细胞; D: 1 μg/ml FN作用24小时的SGC-7901细胞; E:  
1 μg/ml FN作用24小时的转染wtHt31和GFP的SGC-7901细胞; F: 相对图片E的转染GFP成功的细胞; 荧光显微图像放大倍数: ×400。

Fig.6　Effect of soluble FN to localization of p-VASP ser157 in SGC-7901 cells
A: untreated cells; B: SGC-7901 cells cotransfection with wtHt31 and GFP; C: immunofluorescent of GFP relative to picture B; D: SGC-7901 cells 
treated with 1 μg/ml FN for 24 h; E: SGC-7901 cells cotransfection with wtHt31 and GFP treated with 1 μg/ml FN for 24 h; F: immunofluorescent of 
GFP relative to picture E; Original magnification; ×400 for fluorescence microscopic images.

破坏PKA锚定后, 可溶性FN对PKA活性的抑制作用

消失。本次试验还发现, PKA锚定被破坏后p-VASP
的分布不再受可溶性FN影响。

目前可溶性FN对cAMP/PKA信号通路的影响

尚未十分明确。有研究表明FN作为整合素α5β1的

配体, 二者的结合程度可以影响PKA的活化程度[3], 
Rho家族也参与调节细胞迁移过程中的细胞整合素

和FN表达水平[4]。之前我们也发现可溶性FN可以

通过RhoA介导的信号通路诱导F-actin的形成而调

节细胞迁移[1]。本实验证明可溶性FN可以抑制PKA
活性, 其调节细胞迁移的机制可能是通过PKA影响

RhoA介导的信号通路实现的。之前, 我们研究组发

现短时间内可溶性FN对PKA活性的影响没有统计

学意义, 本实验证明可溶性FN作用12 h后对PKA活

性抑制作用趋于明显, 这可能提示PKA不是这一信

号通路中可溶性FN最初的作用位置, 可溶性FN可能

通过影响信号通路中更为上游的位点进而影响PKA
活性。这与先前我们的结论: 可溶性纤维连接蛋白

能够对cAMP/PKA介导的信号通路有抑制作用, 可
能的作用靶点是腺苷酸环化酶是一致的。此外, 有
学者在研究细胞迁移过程中发现整合素与配体结合

可以介导PKA在迁移前沿活化[5], PKA的作用底物也

同时优先在细胞的伪足等处活化或磷酸化。Ht31等
可以阻断PKA底物在伪足处的优先磷酸化[6]。整合
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Effect of Soluble Fibronectin on Protein Kinase A Activation in SGC-7901
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Abstract        To investigate the effect of soluble fibronectin on protein kinase A activation in gastric cancer 
cell line SGC-7901, we treated Gastric cancer cell line SGC-7901 with soluble fibronectin of different concentra-
tions or different time, expression of PKA catalytic subunit and the phosphorylation level of vasodilator-stimulated 
phosphoprotein (VASP), one of PKA substrates were determined by Western blot, the distribute of p-VASP was 
determined by immumofluorescence method. The results revealed that, FN can inhibit the PKA activation in SGC-
7901 among concentrations of 0.5~8 μg/ml. As the dose and time increased, the inhibitory of FN on PKA activation 
of SGC-7901 was significantly increased after 12 h. FN mediate p-VASP accumlate on the edge of cell. However, 
these effect disapper in stably transfected SGC cells expressing the AKAP inhibitory peptide Ht31. These data sug-
gest that PKA activation in SGC-7901 could be inhibited by FN, the inhibition determined by FN concentration, 
functionary time and PKA anchor. FN mediate localized activation of PKA.
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素与胞外基质侧建立联系后, VASP、vinculin等会聚

集起来, 形成VASP-vinculin复合体后VASP磷酸化水

平下降, VASP的这种反复磷酸化行为造成了细胞的

逐步变形。同时, 本实验室细胞周期方面的研究也

表明, p-VASP Ser157的分布随着细胞周期的进程发

生着动态变化。在间期, p-VASP Ser157分布在细胞

胞浆中。在有丝分裂细胞中, 从前期到后期, p-VASP 
Ser157分布在分裂期纺锤体上。在分裂期细胞中, 
p-VASP Ser157 完全与α-微管蛋白共定位。这也表

明VASP可能通过与其他蛋白共同作用影响肿瘤的

细胞骨架结构及细胞形态。本实验免疫荧光部分显

示可溶性FN可以增加VASP在细胞边缘磷酸化水平, 
但PKA锚定破坏后这种作用消失, 证实可溶性FN可

能通过PKA调节p-VASP的分布进而调节细胞迁移。

整合素家族和cAMP/PKA信号通路都是肿瘤与

癌症研究中的热点方向, 阐明二者间的联系以及作

用机制可以为细胞迁移研究和癌症治疗提供新的思

路。本研究显示整合素α5β1的配体FN可以抑制PKA
活性, 并可以调节PKA作用底物VASP的磷酸化位

置。这种作用的产生机制以及是否可以对细胞迁移

发生影响尚有待于进一步研究。
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