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·基础研究·
MAPKs对磷酸酶MKP1-CD催化的激活作用研究 *
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摘要 目的：丝裂原活化蛋白激酶 (Mitogen-activated Protein Kinases, MAPKs)是细胞内重要的信号传导通路，双位点特异性磷酸

酶 (Mitogen-activated Protein Kinase Phosphatases, MKPs)去磷酸化 MAPKs，负调控 MAPKs的信号传递。在 MKPs去磷酸化

MAPKs的过程中，MAPKs同时会激活部分 MKPs的催化能力，MKP1便是其中之一。本文旨在比较三种经典 MAPKs底物，

ERK2、JNK1和 p38琢对MKP1磷酸酶催化能力的激活效果，进一步理解MAPKs与MKP1的底物特异性机制。方法：以 pNPP为
底物，检测在不同浓度的非磷酸化 ERK2、JNK1和 p38琢存在下，MKP1-CD催化结构域片段蛋白质去磷反应速度的变化，对比所

得的动力学参数以确定MAPKs对MKP1激活程度的差异。结果：ERK2和 JNK1能够激活MKP1的催化活力，将催化速率提升

1.5 ~ 2倍，而 ERK2与MKP1的结合力比 JNK1弱约 6倍；p38琢则没有观察到对MKP1去磷酸化能力的激活效果。结论：三种经

典MAPKs中，ERK2和 JNK1能够激活 MKP1催化活力，而 p38琢则无法激活 MKP1，进一步揭示了 MAPKs和 MKPs间的特异

性相互作用，以及底物对MKPs活力的影响。
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Effects of MAPKs Activation on MKP1-CD Catalysis *

MAPKs (Mitogen-activated Protein Kinases) are pivotal pathways of cellular signal transduction, they are

dephosphorylated by MKPs (Mitogen-activate Protein Kinase Phosphatases), the latter negatively regulate MAPKs signal delivery.

During reactions of MKPs dephosphorylating MAPKs, MAPKs activate some MKPs catalytic abilities in turn. MKP1 is one of MKPs that

can be activated by MAPKs. In this study, three typical MAPKs, ERK2, JNK1 and p38琢, are compared with their activation on MKP1

catalysis to facilitate understanding the substrate selective mechanisms between MAPKs and MKPs. : Use small molecular

pNPP as substrate, adjust concentrations of present unphosphorylated ERK2, JNK1 and p38琢 to determine different reactive velocities of

MKP1 catalytic-domain fragments if catalytic velocities change. Compare and analyze enzymatic kinetic parameters to identify MAPKs

activations on MKP1-CD catalytic activities. ERK2 and JNK1 can activate the catalytic capacity of MKP1 and increase

catalytic rates by 1.5 to 2 times, but binding affinity of ERK2 to MKP1 is 6 times weaker than that of JNK1. No activated effects

observed by p38琢 to MKP1 dephosphorylated activities. Among three typical MAPKs, MKP1 can be activated by ERK2

and JNK1, but not p38琢, which further reveals specific interactions between MAPKs and MKPs as well as substrate impacts on MKPs

catalytic activities.

MAPKs; MKPs; Catalytic; Activation

前言

MAPKs (Mitogen-activated protein kinases)是哺乳动物体

内重要的信号传导通路，它接受外界的环境刺激和信号，并传

递至细胞内靶标处，调控细胞增殖、存活和死亡[1，2]。MAPK是

进化上保守的丝 /苏氨酸蛋白激酶，上游激酶经过逐层联级式

磷酸化激活后，MAPKs活化环上保守的苏氨酸和酪氨酸能被

上游激酶双磷酸化而达到最大激酶活力，调节下游驱动转录因

子、激酶反应等[3]。经典的MAPKs信号传导模块为细胞外信号

调控激酶 (Extracellular signal regulated kinases 1/2，ERK1/2)、

c-Jun N- 端 激 酶 (c-Jun amino N-terminal kinases 1/2/3,

JNK1/2/3)，p38 激酶和 ERK5 [4]。同时，MAPK 磷酸酶 MKPs
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(MAPK Phosphatases)能够去磷酸化MAPKs并使其失活，负向

调控并阻碍MAPKs信号传递[5]。MKPs已确认的功能结构域包

含位于 N端的激酶结合结构域 (Kinase binding domain, KBD)

和位于 C端的催化结构域 (Catalytic domain, CD)，而在 CD上

也同时存在一段保守 FXF (Phe-X-Phe)基序可识别 MAPKs [6]。

MKP1是最早被发现的苏氨酸 -酪氨酸双特异性磷酸酶家族

成员，它下调 MAPKs信号传导，与细胞终点的活动和肿瘤预

后相关[7]。不同MKPs能够去磷酸化的 MAPKs底物特异性不

尽相同，而不同底物对于同一MKPs的反应效率也有所差别。

本研究通过 MAPKs对 MKP1催化结构域 CD催化活力的影

响而探究MAPKs对MKP1磷酸酶的底物特异性。

1 材料与方法

1.1 材料

用于蛋白质表达的大肠杆菌菌株 BL21(DE3)购于天根生

化科技（北京）有限公司，载体 pPMH由实验室自 pETDUET-1

载体改造而成，于目的蛋白 N端带有 MBP标签和组氨酸标

签；培养基中的成分胰蛋白胨 (Tryptone)及酵母提取物 (Yeast

Extrast) 购于 OXOID 公司；蛋白质提纯时所用溶液原料如

Tris、氯化钠、咪唑、PMSF、Thrombin等购于 Sigma 公司；酶活

体系所用材料 MOPS (3-(N-morpholino) propanesulfonic acid)、

小分子底物 pNPP (para-Nitrophenolphosphate)均购于 Sigma公

司；蛋白纯化所使用的镍离子亲和柱购于 QIAGEN公司，离子

交换柱、分子筛的柱材和 FPLC仪器购于 GE Healthcare公司；

PCR扩增仪购于 BIO-RAD公司；分光光度仪购自于 Perkin

Elmer公司。

1.2 方法

1.2.1 分子克隆 选择MKP1催化结构域 CD的片段，目的蛋

白质序列为 166-314，MKP1功能结构域示意如图 1。经 PCR扩

增后，使用限制性内切酶 NdeI和 XhoI处理，随后连接至双酶
切后带有MBP标签和组氨酸标签的 pPMH载体上，形成重组

质粒，经 DNA测序确定蛋白质序列正确。ERK2、JNK1和 p38琢
的蛋白质克隆和表达纯化参见文献[6, 8, 9]。

1.2.2 蛋白质表达 将序列正确的重组质粒转化入 BL21

(DE3)感受态细胞，于固体培养基上 37℃培养约 12小时，选择

单克隆菌落加入 100 mL带有 0.1%氨苄霉素的液体培养基中，

于 37℃、200 rpm的摇床中培养，直至菌液开始浑浊，测得

OD600值为 0.6左右。将菌液接种至规模放大 100倍的液体培

养基中培养，待 OD600值再次达到 0.4 ~ 0.6时，摇床温度降至

18℃，加入 200 滋M IPTG诱导大肠杆菌表达目的蛋白约 14小

时，4000 rpm离心菌液，收集沉降的菌体。

1.2.3 蛋白质纯化 所有蛋白质纯化步骤均于 4℃环境或冰

浴操作，用裂解液 (50 mM Tris pH 8.0、200 mM NaCl) 将离

心收集的菌体悬浮并稀释，加入 1 mM蛋白酶抑制剂 PMSF、

0.01 mg/mL DNA酶、1 mg/mL溶菌酶和 20 mMMgCl2，充分反

应。使用超声法破碎大肠杆菌细胞，裂解后的菌液于 4℃、

13000 rpm高速离心 50分钟，收集上清。上清液中的目的蛋白

经过镍离子亲和柱后，使用 50 mM Tris pH 8.0、250 mM咪唑缓

冲液洗脱。再经离子交换柱纯化后，利用由无盐缓冲液 (50

mM Tris pH 8.0、2 mM DTT) 和高盐缓冲液 (50 mM Tris pH

8.0、1 M NaCl、2 mM DTT)混合产生的盐浓度梯度而洗脱。最

后，使用分子筛凝胶过滤柱得到高纯度和高浓度的目的蛋白质

溶液，液氮速冻后储存于 -80℃冰箱。

1.2.4 蛋白磷酸酶活力测定 酶活力测定的反应体系为

25℃、1.8 mL，缓冲液成分为 50 mM MOPS pH7.0，100 mM

NaCl，10 mMMgCl2和 0.1 mM EDTA。使用带有磁力搅拌装置

的 Lamnda45分光光度计实时监测透光比色皿中吸光值的变

化。磷酸酶能直接催化小分子底物 pNPP，反应释放的产物 p-
硝基酚 (p-Nitrophenol)在 410 nm处有光吸收变化，其摩尔消

光系数为 18,000 cm-1M-1 [10]。反应速度由特定范围内时间曲线

的切线斜率表示。测定MKP1-CD对 pNPP活力时，使用米氏方
程（公式 1.1）拟合得结合常数 Km值和转换数 kcat，[E]和[S]代表

酶浓度和底物浓度。MAPKs激活 MKPs的活力量化则选用公

式 1.2，由初速度 v0和MAPKs浓度拟合而得激活后的最大速

率 vmax和结合常数 Kd，比较速率放大的比例，并比较反应速率

被激活的倍数。

v = kcat[E][S]
Km+[S]

（公式 1.1）

v = v0+(v max - v 0 )[S]
(Kd +[S])

（公式 1.2）

1.3 统计学分析

使用 SigmaPlot软件进行动力学数据分析和作图，试验结

果以平均数± 标准差表示，误差线标注于图上。

2 结果

2.1 MKP1-CD具有催化 pNPP的活力
经过提纯得到在大肠杆菌中过表达的 MKP1-CD蛋白质

片段，在 25℃，1.8 mL的酶活反应体系中，对 MKP1-CD催化

pNPP的酶活力进行检测。体系内含有 0.3 滋MMKP1-CD，由加

入不同浓度的 pNPP起始反应，初速度由截取反应初始阶段作
得的斜率代表。结果如图 2所示，随着底物浓度增大至饱和程

度，催化反应的初速度逐渐达到最大值。利用米氏方程对反应

初速度和底物浓度进行拟合，得到结合常数 Km为 11.78 mM，

转换数 kcat 为 0.06 s-1。

2.2 ERK2对MKP1-CD的催化能力有激活作用

作为MKPs的底物，ERK2具有将非活性的 MKP3激活至

活性构象的能力[11]。为了探究 ERK底物是否激活具有催化活

力的MKP1，与非磷酸化 ERK2结合的 MKP1-CD被用于进行

pNPP 催化反应的检测。反应中磷酸酶 MKP1-CD 的浓度是

0.3 滋M，pNPP浓度为 20 mM。如图 3所示，在不断增加 ERK2

的反应浓度下，MKP1-CD去磷酸化速率逐渐加大，最终趋近于

被激活后的最大速率。经公式拟合后，反应的最大速度提升为

原本初速度的 1.5倍，ERK2对于活性的 MKP1-CD的催化效

率有 50%的提高，与MKP1-CD的解离常数 Kd为 22.97 滋M。
2.3 JNK1能够激活MKP1-CD的催化活力

图 1 MKP1磷酸酶区域组成示意图

Fig.1 Scheme of MKP1 domain organizations
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图 4 JNK1激活MKP1-CD催化反应

Fig.4 Catalytic activation of MKP1-CD by JNK1

图 5 p38琢对MKP1-CD催化反应没有激活

Fig.5 No catalytic activation of MKP1-CD by p38琢

三个经典的 MAPKs 均为 MKP1 的底物，JNK1 通过 CD

结构域与MAPKs识别并催化 [6]。因此，JNK1对于MKP1-CD

的结合力是三者中最强的。在 0.3 滋M MKP1-CD 去磷酸化

pNPP的反应中，非磷酸化的 JNK1也存在对反应速率增强的

现象，pNPP浓度为 20 mM。结果显示于图 4，MKP1-CD的反应

速度由最初的 0.0143 滋M·s-1增加至 0.03 滋M·s-1，激活至原本
的 2倍。JNK1与MKP1-CD的 Kd值为 3.82 滋M，对比图 3所得

ERK2与 MKP1-CD的 Kd值 (22.97 滋M)，JNK1对 MKP1-CD

的亲和力约为 ERK2的 6倍。

2.4 p38琢对MKP1-CD的催化活力没有激活效果

在相同的动力学反应体系中，无论加入的 p38琢剂量多少，
MKP1-CD去磷酸化 pNPP始终不改变，维持恒定的速率。反应
中MKP1-CD浓度保持 0.3 滋M，pNPP浓度为 20 mM。如图 5

所示，反应体系内非磷酸化 p38琢的浓度从一开始的 0 滋M，逐
步增加至近 40 滋M，pNPP 产物生成的速度值始终稳定在
0.0143 滋M·s-1的水平，因而 p38琢对MKP1-CD的催化能力没

有激活作用。

3 讨论

MAPKs控制真核生物细胞内有丝分裂的信号传导，通路

中的激酶在响应细胞外界的信号和刺激后，通过协同的方式调

节生理功能和病理反应[12，13]。这些激酶关系着体内基因表达、

蛋白质翻译、蛋白质活性等，影响着细胞增殖、分化和凋亡[14]。

因此，MAPKs与广泛的生理反应相关，例如胚胎形成、先天性

和适应性免疫应答、体内代谢平衡、心脏和神经元的发育等。

同时，研究表明 MAPKs信号的异常是糖尿病、类风湿性关节

炎、神经退行性疾病和癌症产生的重要因素之一[15-19]。MAPKs

通路构架为三层激酶级联式反应，最上层的 MAPKKK

(MAPK kinase kinase) 接受外界刺激激活后磷酸化下游的

MAPKK (MAPK kinase)，而后 MAPKs受激活的 MAPKK磷酸

化而激活。哺乳动物中经典的 MAPKs信号通路模块为细胞外

信号调控激酶 (Extracellular signal regulated kinases 1/2，

ERK1/2)、c-Jun N- 端激酶 (c-Jun N-terminal kinases 1/2/3,

JNK1/2/3)，p38 激酶 (p38琢、p38茁、p38酌、p38啄) 和 ERK5，它们

活化环上存在保守的苏氨酸 -X-酪氨酸 (Thr-X-Tyr) 基序，上

游 MAPKK磷酸化这两个氨基酸后，激酶达到最大活力，介导

和启动目标转录因子的运作[20]。同时，双位点特异性磷酸酶 M

KPs识别并去磷酸化MAPKs上的苏氨酸和酪氨酸，是MAPKs

信号通路的特异性负调控因子，对于信号通路的正确传递具有

重要调节作用。

哺乳动物中，10种经典的双特异性磷酸酶 MKPs可分为

三小组，蛋白质结构均包含负责识别 MAPKs的激酶结合域

图 2 MKP1-CD动力学反应

Fig.2 Kinetics reactions of MKP1-CD

图 3 ERK2激活MKP1-CD催化反应

Fig.3 Catalytic activation of MKP1-CD by ERK2
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KBD和催化结构域 CD。不同小组对于MAPKs的识别具有选

择性。第一组为在细胞核内出现的 MKP1、MKP2、PAC1 和

hVH3，去磷酸化 ERK、JNK和 p38；第二组为定位在细胞质内

的MKP3、MKPX和MKP4，只能识别和催化 ERK；而最后一组

是在细胞核和细胞质内均被发现的MKP5、MKP7和 hVH5，去

磷酸化 JNK和 p38[21]。研究发现，当 ERK结合非活性的MKP3

后，MKP3 的活力能够提高约 30 倍 [22]。不同组的 MKPs 受

MAPKs底物激活的效果不同，第一组的MKPs能够被MAPKs

激活，第二组的MKPs被 ERK激活的效果最为明显，而第三组

MKPs则无法被MAPKs激活[23, 24]。然而，对于具体的底物激活

机制的研究尚不清楚。

本研究选择了能够与三种经典的 MAPKs结合和催化的

MKP1-CD作为研究对象，MKP1-CD本身具有识别和去磷酸

化MAPKs的活性（图 2），ERK2、JNK1和 p38琢作为激活剂，透
过酶动力学原理量化 MAPKs对 MKP1-CD催化活力的影响，

以探讨 MAPKs对 MKPs的激活效果差别和底物对磷酸酶的

特异性。MKPs的 CD上存在保守的 FXF (Phe-X-Phe)基序，使

单独的 CD也能够识别 MAPKs，而这也是 JNK1结合 MKPs

的主要位置 [6]。试验结果表明，ERK2 和 JNK1 均能激活

MKP1-CD。ERK2将 MKP1-CD的催化活力提高至 1.5倍，然

而它与 MKP1-CD 结合的 Kd 值为 22.97 滋M，是 JNK1 与

MKP1-CD的 Kd值 (3.82 M)的 6倍。ERK2对MKP1-CD的结

合能力较 JNK 弱 6 倍，侧面说明 ERK2 结合的模式为与

MKP1-KBD作用，CD主要负责催化，对 ERK2的结合作用很

弱。JNK1与MKPs通过结合 CD而相互作用，因此其结合能力

是三个MAPKs中最强的，对于 CD活力的激活也达到原有水

平的 2倍。同时，试验证明 p38琢对 CD已有的催化活力没有促

进作用，无论反应中加入 p38琢多寡，MKP1-CD催化速度保持

原本的水平。此前，研究报道 ERK2、JNK1和 p38琢对全长的
MKP1有激活作用，激活的强度为 JNK＞ ERK ≥ p38琢[23]。本

次试验所得MAPKs对MKP1-CD的激活效果顺序基本与全长

的MKP1一致，仅 p38琢表现出对MKP1-CD不激活的特性。其

只对全长MKP1激活的原因，可能与除 MKP1-CD外的 KBD

区域和蛋白质羧基末端的一段柔性区域有关，p38琢 促进对
MKP1的结合力，而蛋白质羧基末端区域参与底物的激活反

应，因而表现出磷酸酶活性增强的现象。MAPKs对于磷酸酶的

激活作用体现了它们对 MKPs结合的差异性，以及对于 MKPs

不同作用区域的选择性。后续可进行实验判定 MAPKs 在

KBD以及羧基末端区域是否对MKP1的亲和度和催化力产生

影响，同时确定MAPKs作用于MKP1-CD上的详细激活位点，

进一步揭示不同 MAPKs底物与 MKPs功能区域间的相互作

用，为探究可能的促进或抑制的机制提供理论基础。

MKP1 是第一个被确认的 MAPKs 磷酸酶，也是研究

MKPs磷酸酶家族的原型[25]。MKP1在癌症方面的研究进展迅

速，它在体内的过表达关系着前列腺癌、卵巢癌、乳腺癌和胰腺

癌等的发展，是重要的癌症预后标志物[26-30]。本研究探讨MKP1

的底物 MAPKs对其催化活力的激活作用，结论可以由点至面

地推及底物对其他 MKPs类似的激活模式，对了解以及区分

MKPs的特点具有指导意义。同时，MKPs在底物结合的情况下

活力会被加强，对抑制药物的研发提供辅助信息，如何在研制

特异性药物的同时避免MKPs的活性增加，更需要后续研究以

对激活机制能够透彻理解。
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