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摘要　　PJ综合征(Peutz-Jeghers syndrome , PJS)的疾病基因 S TK11 编码由 433个氨基酸残基组

成的丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶 S TK11 , 具有调控细胞周期 , 调节细胞极性以及细胞基础能量代谢等

重要功能.STK11蛋白羧基端含有 123个残基 , 对 S TK11生物学功能的实现起着调节作用 , 但机

制尚未明确.本研究利用 pGEX4T-2原核表达系统 , 构建 pGEX4T-2-S TK11羧基端重组载体 , 并

诱导表达了 GST-STK11 羧基端融合蛋白 , 采用 GST-pull dow n 结合质谱分析的方法 , 鉴定出

S TK11 羧基端的可能互作蛋白 LOH12CR1.通过免疫共沉淀技术证实了 STK11 激酶同

LOH12CR1互作;免疫荧光共定位实验亦发现 S TK11 与 LOH12CR1 共定位.S TK11 与

LOH12CR1互作的发现为研究 S TK11的功能提供新的切入点.

关键词　　STK11　互作蛋白　LOH12CR1　免疫荧光　免疫共沉淀

　　PJ 综合征(Peutz-Jeghers syndrome , PJS)是一

种常染色体显性遗传疾病.其主要临床表现为皮肤

以及口腔粘膜色素沉着 , 胃肠道多发性良性息肉及

恶性肿瘤易患性增加等[ 1] .PJS 的疾病基因 S TK11

编码由 433 个氨基酸残基组成的丝/苏氨酸蛋白激

酶S TK11 , 其中 1 —48位残基构成含核定位信号的

氨基端 , 49 —309 位残基构成激酶催化活性区 ,

310—433位残基构成羧基端[ 2] .

S TK11在抑制肿瘤细胞增殖 、 调控 AMPK 等

多种信号通路 、 诱导和维持细胞极性等方面起了关

键作用.在细胞和小鼠动物模型(S TK11+/ -)中研

究发现:S TK11具有抑制肿瘤细胞增殖的作用 , 抑

瘤机制涉及它对 p53 , Brg1 , PTEN 等蛋白功能及

Wnt , JNK 等信号通路的调节
[ 3 , 4]

;同时 , S TK11

作为 AMPK信号通路的上游激酶可调节 AMPK及

AMPK 相关激酶的磷酸化水平
[ 5—8]

.在人小肠上皮

细胞的研究中发现 , 被假性激酶 ST RAD 激活后的

S TK11可使单个小肠上皮细胞极化
[ 9]
.目前大部分

研究表明 , S TK11 基因的致病突变绝大多数位于催

化活性功能域 , 从而导致了 S TK11 激酶功能的丧

失[ 10] .但 S TK11催化活性区并不是其行使正常生

物学功能的唯一功能域 , 在部分 PJS 病人和散发肿

瘤病人中由 STK11 羧基端致病突变所导致的

S TK11功能异常和 STK11 羧基端存在多个翻译后

修饰位点的事实[ 11] 说明:S TK11的羧基端对其生

物学功能也起了非常重要的调节作用.本研究利用

谷胱甘肽巯基转移酶(GST)和 GST-pull dow n 技术

结合质谱分析 , 筛选到一个新的 STK11 羧基端互
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作蛋白 LOH12CR1 , 并在哺乳动物细胞中验证了

S TK11 激酶和 LOH12CR1 的相互作用 , 为研究

S TK11的功能提供了一个新的切入点.

1　材料和方法

1.1　材料

大肠杆 菌 JM 109 , BL21 , 原 核 表达 载 体

pGEX4T-2 , 真核表达载体 pCMV-tag2B , pEGFP-

C2 , pCDNA3.1-ST K11均为中国医学遗传学国家

重点实验室保存物;L-02细胞株购自中国典型培养

物保藏中心;内切酶和 T4连接酶均购自 TaKaRa

公司;Lipofectamine2000 购自 Invit rogen 公司;

Glutathione Sepharose 4B , ECL 试剂盒购自 Amer-

shin Bio scienees公司;flag 和GFP 单克隆抗体购自

Sigma公司;cy3 偶联的山羊抗鼠 IgG , Protein A

agarose 购自 KPL 公司.

1.2　方法

1.2.1 　pGEX4T-2-STK11C(STK11 羧基端编码序

列)载体构建　本研究所有的分子克隆操作均按文

献[ 11] 的方法进行.以本课题组自行构建的 pCD-

NA 3.1-STK11 为模板 PCR 扩增 STK11羧基端编

码 序 列 (上 游 引 物:5′ TAGGA TCCCG-

GAAGAAACATCCTCCGG 3′, 引入 Bam HI 酶切

位点;下游引物:5′TAGCGGCCGCCTGCTGCT-

TGCAGGCCGAC 3′, 引入 Not I 酶切位点).PCR

产物与 pGEX4T-2 连接构建重组质粒 pGEX4T-2-

S TK11C.酶切和测序鉴定重组质粒.

1.2.2　GST-STK11C融合蛋白在大肠杆菌中的表达

和纯化　按 GST Gene Fusion System 操作说明书

将鉴定后的重组载体 pGEX4T-2-STK11C转化到大

肠杆菌(E.coli)BL21中培养至 A600=0.6 —0.8时 ,

加入 0.4 mmo l/L 异丙 基-β-D-硫代 半乳糖 苷

(IPTG), 同时用未经转化的 BL21菌和 pG EX4T-2

空载体转化 BL21菌的作为对照 , 23℃诱导 3 h 后 ,

将超声裂解的菌液与 G lutathione Sepharose 4B 孵

育后洗脱 , 洗脱搜集的 GST-S TK11C 融合蛋白样

品和 GST 蛋白样品各取 40μL 进行 10% SDS-聚丙

酰胺凝胶电泳(SDS-PAGE)以检测目标蛋白表达的

情况 , 余下的蛋白样品在-20℃保存 , 待用.

1.2.3　GST-STK11C pull down　L-02细胞按常规

培养.实验组用 1mL 裂解缓冲液[ 12] 将 1×107 L-02

细胞在冰上裂解 , 收集细胞裂解液上清 , 分成两

份 , 每份加 50μL Glutathione Sepharose 4B , 25μg

GST 蛋白预清除 2 h 后 , 其中一份上清加入 50μL

Gluta thione Sepharo se 4B , 25μg GS T 蛋白 , 另一

份加入 50 μL Glutathione Sepharo se 4B , 25 μg

GST-STK11C 融合蛋白 , 4℃孵育 2 h , 缓冲液洗脱

4次
[ 12]
.所得沉淀进行 SDS-PAGE.从凝胶上切下

差异蛋白带 , 按照文献的报道[ 12] 蛋白带经烷基化 、

酶解和萃取后 , 得到胰蛋白酶酶解样品液.

1.2.4　质谱鉴定 　将得到的胰蛋白酶解样品液用

串联质谱 (LCMS/MS , Q TOF Ultima 和 CapLC ,

Waters)对其进行分析 , 借助 MassSeq直接推导出

肽段序列 , 再结合肽序列标签查询 Masco t数据库.

蛋白质的确定必须满足有两个或两个以上的肽段的

分值超过阈值(P<0.05 , 即:与数据库匹配的肽段

必须在 95%的可信范围内), 如果某蛋白质只鉴定

到一个肽段 , 却有多个 MS/MS 图谱 , 则可用手工

解析分值最高的图谱.一个蛋白质必须符合以下两

点才可确定:(i)有连续 4个以上的 y 或 b 离子质

量数的 MS/MS 图谱(如:y4 , y5 , y6 , y7);(ii)质

谱测定的分子量必须与蛋白质实际分子量一致.

1.2.5　真核表达载体的构建 　按文献报道的方

法[ 13] 提 取 L-02 细 胞 mRNA , RT-PCR 扩 增

LOH12CR1 编码序列(上游引物:5′TAGAA T-

TCA TGASACGCCAAGG TCG TG 3′, 引入 EcoR I

酶切 位点;下 游引 物:5′TAG TCGAC ATG-

GCAAAG TGTGCAAACA 3′, 引入 Sal I 酶切位

点).PCR产物与 T 载体连接经测序鉴定后 , 再与

pEGFP-C2连接 , 构建重组质粒 pEGFP-LOH12CR1.

以 pCDNA3.1-ST K11为模板用 PCR分别扩增

S TK11 全长编码序列(上游引物:5′TAGAA T-

TCGAGG TGG TGGACCCGCAGC 3′, 引入 EcoR I

酶切位点;下游引物:5′TAGTCGACCTGCT-

GCT TGCAGGCCGAC 3′, 引入 Sal I 酶切位点)及

羧基端编码序(上游引物:5′TAGAA T TCCG-

GAAGAAACA TCCTCCGG 3′引入 EcoR I 酶切位

点;下游引物:5′TAG TCGACCTGCTGCTTG-

CAGGCCGAC 3′引入 Sal I 酶切位点), PCR产物
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与 pCMV-tag2B质粒连接后 , 构成真核表达重组质

粒 pCMV-tag2-S TK11A(全长编码序列)和 pCMV-

tag2-S TK11C(羧基端编码序).

1.2.6　免疫共沉淀和 western blot　质粒转染按照

Lipofectamine2000操作说明书进行.L-02细胞转染24h

后 , 每个 10cm培养皿加1mL 4℃保存的改良 RIPA液

(150mmol/ LNaCl , 1%Triton X-100 , 50mmol/L Tris-

HCl(pH 7.6), 5mmol/ L EDTA , 0.1%SDS , 0.5%脱

氧胆酸钠 , 20mmol/ LN-ethylmaleimide , 1∶100的蛋白

酶抑制剂混合物)于冰上裂解30min.4℃12000g 离心

30min后收集上清 , 取 20μL 上清用于 SDS-聚丙酰胺

凝胶电泳 , 其余上清用于下一步免疫沉淀.

每 1mL 上清中加入 50μL Pro tein A agarose ,

4℃孵育 1 h , 4℃ 12000 g 离心 20 min , 收集上清.

然后加入 4μg 相应的单克隆抗体(沉淀 S TK11 用

flag 单抗 , 阴性对照组加入 4μg 正常小鼠 IgG , 沉

淀 LOH12CR1用 GFP 单抗 , 阴性对照组加入 4μg

正常小鼠 IgG), 4℃孵育 30 min , 再加入 50μL

Pro tein A agaro se , 4℃孵育 2 h.离心收集沉淀 ,

进行 10% SDS-PAGE 并将蛋白带转至 PVDF 膜 ,

将 PVDF 膜先与抗 f lag 单抗(检测 STK11)或 GFP

单抗(检测 LOH12CR1)室温下孵育 1 h , 再与辣根

过氧化物酶标记的羊抗小鼠抗体室温下孵育45min ,

洗膜后用 ECL 试剂盒显影.

1.2.7　LOH12CR1与 STK11的亚细胞定位　L-02

细胞转染 24 h 后 , 经固定 、封闭后 , 先后与 f lag 单

抗和 cy3偶联的抗兔 IgG 孵育 30—40min(避光);

再进行 DAPI染色 , 最后用 PBS 洗 4次(避光)后 ,

用激光共聚焦显微镜观察.

2　结果

2.1　GST-STK11C融合蛋白的表达

BL21细菌裂解液与 Glutathione Sepharose 4B

孵育洗脱后 , 转化了 pGEX4T-2-STK11C重组载体

的细菌表达的蛋白样品经 SDS-聚丙酰胺凝胶电泳 ,

考马斯亮蓝染色后 , 可见一条 43 ku 的蛋白带 , 其

大小与预测的 GST-STK11C 融合蛋白分子量大小

一致 , 而转化 pEGX4T-2空载体的细菌表达的 GST

蛋白大小为 29 ku(图 1).

图 1　GST-STK11C融合蛋白和 GST蛋白的表达

1 , 分子质量标准;2 , GST;3 , GST-STK11C

2.2　GST-STK11C与 L-02细胞裂解液 pull down结

果

以 GST-S TK11C 融合蛋白作为饵饵蛋白所捕

获的 L-02 细胞裂解液中的蛋白质经 SDS-PAGE ,

考马斯亮蓝染色后 , 与对照组的蛋白带比较发现在

25 ku , 29 ku , 35 ku 左右均有明显的差异蛋白带的

存在(图 2).

图 2　GST-STK11C pull down蛋白电泳结果

1 , 分子质量标准;2 , 对照组:GST 与裂解缓冲液 pu ll dow n;

3 , 实验组:GST 与 L-02细胞裂解液 pull dow n;4 , 对照组:

GST-STK11C 与裂解缓冲液 pul l dow n;5 , 实验组:GST-

STK11C与 L-02细胞裂解液 pull dow n;箭头所指为差异带
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2.3　GST-STK11C-pull down质谱鉴定结果

用质谱鉴定出多个可能与 STK11 互作的蛋白

质 , 其中之一为 LOH12CR1(图 3).肽段 m/z

796.79的 MS/MS 质谱图出现超过 10个 y-或 b-串

联离子 , 且多肽序列与蛋白 LOH12CR1 的 MDDI-

VVVAQGSQASR多肽序列一致.

图 3　肽段 m/ z796.79 的MS/MS质谱图

2.4 　 pEGFP-LOH12CR1 , pCMV-tag2-STK11A ,

pCMV-tag2-STK11C重组质粒构建

按照方法中(1.2.5)所述 , 构建了 pEGFP-

LOH12CR1 , pCMV-tag2-STK11A , pCMV-tag2-

S TK11C 重组质粒 , 其鉴定见图 4.

图 4　重组质粒酶切结果

1 , 分子质量标准;2 , 双酶切质粒 pEGFP-LOH 12CR1;3 , 双

酶切质粒 pCM V-t ag2-STK11C;4 , 双酶切质粒 pCMV-tag2-

STK11A

2.5　STK11激酶与 LOH12CR1 的免疫共沉淀(Co-

IP)结果

在 pCMV-tag2-S TK11A , pEGFP-LOH12CR1

共转组和 pCMV-tag2-STK11A , pEGFP-C2对照组

的全细胞裂解液中用 f lag 抗体免疫印迹均可检测到

表达强度一致的 f lag-S TK11A 融合蛋白(53 ku , 图

5(a));同样 , 在 PCMV-tag2-ST K11A 、 pEGFP-

LOH12CR1 共 转 组 和 pCMV-tag2B 、 pEGFP-

LOH12CR对照组的细胞裂解液中经抗 GFP 单抗免

疫印迹可检测到表达强度一致的 GFP-LOH12CR1

融合蛋白(49 ku , 图 5(b)).

图 5　Western blot 和免疫共沉淀结果

(a)L-02细胞转染后细胞裂解液用 an ti-f lag 单抗进行免疫印迹

检;(b)转染后细胞裂解液用 an ti-GFP 单抗进行免疫印迹检测;

(c) STK11A 与 LOH12CR1免疫共沉淀 , 以 pCM V-t ag2-STK11A

和 pEGFP-C2共转组为对照 , 用 an ti-GFP单抗进行免疫沉淀 , 小

鼠 IgG 作为 GFP 单抗的对照;(d)pCM V-t ag2-STK11A 和 pEG-

FP-LOH 12CR1 共转染 L-02 细胞 , 以 pcm v-t ag2B 和 pEGFP-

LOH 12CR共转组为对照 , 用 an ti-f lag 单抗进行免疫沉淀 , ant i-

GFP单抗免疫印迹检测 , 小鼠 IgG 作为 f lag 单抗的对照

pCMV-tag2-S TK11A , pEGFP-C2 对照组的细

胞裂解液用抗 GFP 单抗免疫沉淀再用 f lag 单抗免

疫 印 迹 (图 5 (c)), pCMV-tag2B , pEGFP-

LOH12CR对照组的细胞裂解液用抗 f lag 单抗免疫

沉淀再用抗 GFP 单抗免疫印迹(图 5(d)), 均未检

测到 任 何 特 异 的 蛋白 带.只 有 pCMV-tag2-

S TK11A , pEGFP-LOH12CR1 共转组的全细胞裂
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解液经抗 GFP 单抗免疫沉淀后 , 用抗 f lag 单抗免

疫印迹检测到一条大小约 53 ku的蛋白带(图5(c));

经抗 f lag 单抗免疫沉淀后 , 用抗 GFP 单抗免疫印

迹检测到一条大小约 49 ku的蛋白带(图 5(d))这说

明实验组 Co-IP的阳性结果不是由抗 GFP 单抗或抗

flag 单抗在免疫沉淀过程中的非特异性反应所致;

pCMV-tag2-STK11A 和 pEGFP-LOH12CR1 共转

组的细胞裂解液用正常小鼠 IgG 免疫沉淀后用 f lag

单抗(图 5(c))或 GFP 单抗(图 5(d))免疫印迹均未

检测到任何特异的蛋白带 , 说明实验组 Co-IP 的阳

性结果不是由小鼠 IgG的非特异性反应所致.上述

结果说明 STK11激酶与 LOH12CR1之间存在相互

作用.

2.6　STK11 与 LOH12CR1在细胞中的免疫荧光共

定位

用激光共聚焦显微镜可观察到 cy3 标记的 PC-

MV-tag2-STK11A , Flag-S TK11C 主要集中于细胞

核中 , 胞浆中也有分布 , 与 pEGFP-LOH12CR1的

亚细胞水平定位一致(图 6).

图 6　STK11A , STK11C与 pEGFP-LOH12CR1 亚细胞共定位

上排为 pCMV-t ag2-STK11A 和 pEGFP-LOH 12CR1共转染 L-02细胞.f lag-STK11A 融合蛋白与 anti-f lag 单

抗孵育后经 cy3标记的二抗染色发红色荧光(a), 绿色荧光为GFP-LOH12CR1融合蛋白(b), 黄色荧光为

fl ag-ST K11A 和GFP-LOH 12CR1细胞共定位信号(c).下排为 pCM V-t ag2-STK11C和 pEGFP-LOH12CR1

共转染 L-02细胞.f lag-STK11C融合蛋白与 anti-f lag 抗体孵育后经 cy3标记的二抗染色发红色荧光(d), 绿

色荧光为GFP-LOH 12CR融合蛋白(e), 黄色荧光为 f lag-STK11C和 GFP-LOH12CR1细胞共定位信号(f)

3　讨论

人 S TK11 基因位于 19p13.3 , 总跨度约为

23kb , 包含 10个外显子 , 其编码的蛋白 STK11 参

与了个体胚胎发育及细胞极化等重要生命活动的调

控 , 并与 P53 , Wnt 及 AMPK 等多种信号系统相

关.S TK11是一种丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶 , 其催

化活性区突变导致酶活性的丧失是大部分 PJS 以及

部分散发肿瘤发病的根本原因[ 14] .但在部分 PJS 患

者和散发的肿瘤中 S TK11 的致病突变位于非催化

活性区的羧基端[ 15] , 近年研究也提示了 STK11 羧

基端具有重要生物学功能:(i)已知的 S TK11 翻译

后修饰位点多数位于羧基端
[ 14]
, S431 位点的丝氨

酸-丙氨酸突变将抑制海马神经元细胞轴突分化
[ 16]
.

(ii)发现 S TK11 羧基端是某些重要互作蛋白的互

作结构 域.S TK11 功能 调控蛋白 S TRAD 与

S TK11 相互作用的区域就包含了 S TK11 羧基

端[ 17] .(iii)STK11羧基端致病突变可使 STK11滞

留在细胞核内并损害其抑制肿瘤细胞增殖的能

力
[ 18]
, 以及对下游激酶 AMPK 的激活功能和诱导

细胞极化的功能[ 19] .因此 , STK11 的羧基端对

S TK11激酶的生物学功能起着重要的调节作用 , 开
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展羧基端研究对 S TK11 功能的了解很必要.

GST 融合基因表达系统是融合蛋白体外表达 、

分离纯化的重要研究工具.在抗体制备 , 蛋白功能

的研究 , 互作蛋白的筛选等方面均得到了广泛的利

用.STK11 互作蛋白 S TRAD/MO25 就是通过

GST Pull dow n技术鉴定的[ 12] .因此 , 我们构建了

GST-ST K11羧基端融合蛋白表达载体 , 在 23℃诱

导条件下获得了大量可溶性 GST-S TK11C 蛋白.

对GST-S TK11C pull dow n蛋白质进行了质谱

鉴定 , 筛选到多个可能的 STK11羧基端互作蛋白 ,

其中之一被认为是肿瘤抑制基因 LOH12CR1
[ 20] 的

产物.LOH12CR1 位于 12 号染色体短臂 , 其所在

区域在多种肿瘤中常有杂合子缺失现象 , 同时 mR-

NA 表达丰度也明显降低;Northern blo t结果表明

其在多种组织中广泛表达;蛋白质预测发现人 、 小

鼠 、 线虫以及果蝇的 LOH12CR1 假想蛋白是高度

同源的 , 这种进化上的高度保守提示其是一个具有

重要功能的蛋白质[ 20] , 而我们的质谱鉴定结果也确

认了 LOH12CR1 的存在 , 证实了已往研究对其阅

读框推测的正确性.

为了证实 ST K11与 LOH12CR1 之间的相互作

用 , 通过免疫共沉淀实验验证了 STK11 激酶与

LOH12CR1之间的互作.在 S TK11和 LOH12CR1

亚细胞水平共定位实验中 , 我们观察到在 L-02 细

胞过表达的 S TK11和 S TK11羧基端蛋白在胞浆和

胞核均有表达 , 但主要还是集中在胞核.与 S TK11

全长蛋白在胞核内呈弥散分布 , 在近核区域或核膜

呈斑点状分布不同 , STK11羧基端蛋白在核膜 、 核

内均呈致密斑块分布.而细胞内斑块状堆积体的形

成可能是由于过表达蛋白无法迅速通过细胞内蛋白

酶解系统降解造成的.GFP-LOH12CR1 在胞浆 、

胞核中主要呈斑点状分布 , 但不管是在胞浆还是在

胞核 , LOH12CR1 蛋白均与 S TK11 全长蛋白和

S TK11羧基端存在共定位 , 特别是在胞核区域.

本研究证实了 LOH12CR1为 S TK11的互作蛋

白 , 由于 LOH12CR1 和 S TK11 互作的发现是以

S TK11 羧基端为 “诱饵” 蛋白所发现 , 提示

LOH12CR1为S TK11的互作只需要 S TK11羧基端

的存在就可实现.LOH12CR1 被认为是一抑瘤基

因 , 其确切的抑瘤作用及生物学功能尚未见报道.

究竟 S TK11 和 LOH12CR1 的相互作用模式是什

么 , 以及它们的相互作用对 S TK11 和 LOH12CR1

功能的调节 , 能量代谢 , 对细胞极性和细胞周期等

方面将产生何种影响现在并不清楚 , 我们正在进行

后续研究以期回答这些问题.
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2007年度国家自然科学基金项目资助情况

2007年国家自然科学基金申请项目数量持续增长 , 在集中受理期间共接收各类申请项目 70372项 , 比

2006年同期增加 7042项 , 同比增长 11.12%, 其中青年科学基金项目增长幅度最大 , 达到 26.75%.经初

步审查 , 共受理申请项目 67164项 , 不予受理项目 3208项.

按照 《国家自然科学基金条例》 (以下简称 《条例》)的规定 , 根据同行专家通讯评审和专家评审组会议

评审结果 , 2007年 9月 3日国家自然科学基金委员会(以下简称自然科学基金委)委务会议批准资助了如下

各类项目:

1.面上项目 7713项 , 资助经费 227457万元 , 资助率为 17.13%;其中三年期项目 7275项 , 资助经费

223545万元 , 平均资助强度 30.32万元/项;1—2年期小额探索项目 438项 , 资助经费 3912万元;

2.青年科学基金项目 3336项 , 资助经费 61737万元 , 资助率为 19.74%, 平均资助强度 18.51万元/

项;

3.地区科学基金项目 559 项 , 资助经费 10196万元 , 资助率为 19.47%, 平均资助强度 18.24万元/

项;

4.重点项目 373项 , 资助经费 63530万元 , 平均资助强度 170.32万元/项;

5.联合基金项目 217项 , 资助经费 15380万元;

6.重大国际合作项目 30项 , 资助经费 3093万元;

7.科学仪器基础研究专款项目 25项 , 资助经费 3000万元;

8.科普项目 8项 , 资助经费 200万元;

9.创新研究群体 29个 , 资助经费 14200万元.

重大研究计划项目截止 9月 21日 , 批准资助 127项 , 资助经费 9931万元.

9月 20日 , 经国家杰出青年科学基金评审委员会评定 , 180人获得 2007 年度国家杰出青年科学基金

(含外籍)资助 , 资助经费 35280万元;80人获得海外和港澳青年学者合作研究基金资助 , 资助经费 3200万

元.

9月 14日 , 国家基础科学人才培养基金管委会批准资资助 60个国家基础科学人才培养基地的 65个项

目 , 资助经费 9930万元.(下转第 44页)
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