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·基础研究·

前言

蛋白酪氨酸激酶（PTKs）家族是人类激酶组上最重要的一

个家族，在细胞周期、细胞增殖、细胞代谢和细胞衰老死亡等众

多过程中扮演着重要角色，其异常的表达调控会导致很多疾病

发生 [1-4]。根据结构上的不同，PTKs 分为受体型酪氨酸激酶

（Receptor Tyrosine Kinases，RTKs）和非受体型酪氨酸激酶

（Nonreceptor Tyrosine Kinases，NRTKs）两个大类。其中 RTKs

蛋白酪氨酸激酶 NOK/STYK1胞内区的表达与纯化 *
李 蕊 王 琛 吴 放 姜清波 丁 雪 张淑平△

（生物膜与膜生物工程国家重点实验室清华大学生命科学学院 北京 100084）

摘要 目的：酪氨酸蛋白激酶 NOK/STYK1具有很强的促肿瘤形成和转移能力，被认为是很有前途的肿瘤治疗靶点。由于 NOK含
有一个跨膜区，且富含疏水性氨基酸，其表达和纯化非常困难，直接影响了对其功能及相关分子机理的深入研究。本研究目的是

获得可溶的且纯度较高的 NOK胞内区融合蛋白△NOK (AA：49-422)，为后续抗体的制备和功能研究奠定重要基础。方法：含有
△NOK基因的原核表达载体，转入 BL21中，IPTG诱导蛋白表达，通过亲和层析获得可溶的△NOK融合蛋白。融合蛋白经
凝血酶酶切后，凝胶过滤层析分离标签蛋白获得△NOK蛋白。同时，我们还通过 Bac-to-Bac系统获得含有△NOK基因的杆状病
毒，感染 sf9细胞，尝试在真核细胞中表达目的蛋白。结果：通过在 sf9昆虫细胞和大肠杆菌表达系统中盐浓度等各种条件的摸索，
首次获得了可溶的且纯度较高的 NOK胞内区融合蛋白(△NOK-GST )和一定量去除标签的△NOK蛋白。本研究中与大肠杆菌相
比，昆虫细胞并不适合△NOK的纯化。结论：我们建立了一套优化的 NOK蛋白表达和纯化体系，从而为后续抗体制备和各种体
内外生化实验等功能研究奠定基础，为研究 NOK在肿瘤中的作用和药物筛选创造条件。同时丰富了整个 RTKs家族作用机制的
探索，进一步促进了以 RTKs为靶点的治疗手段在临床上的应用。
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的典型结构包括三个结构域：一个多样化的胞外区、一个单跨

膜区和细胞内部的酪氨酸激酶区。胞外区特异性地与配体结

合，而含有保守酪氨酸激酶结构的胞内区域则负责向下游传递

信号。RTKs又分为包括 EGFR家族和 FGFR家族在内的 20个

亚家族[5]。值得一提的是，在各种表皮癌症的临床治疗中，很多

针对 RTKs家族的靶标药物治疗已经获得了很大的成功，比如

Gleevec以及 Herceptin均已经应用到了临床[6,7]。

NOK（Novel Oncogene with Kinase-domain）/ STYK1（Ser-

ine Threonine Tyrosine Kinase 1）是一个具有 RTK类似结构的

蛋白，和 FGF/PDGF受体有 30%同源性。在乳腺癌、前列腺癌等

很多癌症中均发现有高表达，并且体内外实验表明高表达NOK

基因的 BaF3稳定细胞株注入裸鼠体内可以使小鼠成瘤[8-11]。细

胞和分子水平的研究显示 NOK 可以和 JAK，STATs 以及
GSK-3茁 等信号通路重要分子有直接或间接的互作 [12-14]。对

NOK特殊位点的研究发现，其 327和 356位的酪氨酸位点对

下游信号传递发挥重要作用，417 位酪氨酸扮演自抑制的角
色，它的突变会促进 NOK介导的信号传递[15, 16]。另外，147位酪

氨酸被预测是其 ATP结合位点[17]。但现在关于 NOK功能具体

机制的研究还远远不够，其中一个重要的限制性因素就是它的

高疏水性使其很难被纯化，进而导致制备的抗体特异性差，灵

敏度低。在已有的方法学报道中，仅获得了含有 111（AA：
49-159）个氨基酸的可溶的 NOK片段，而包含激酶活性区的胞

内区域的蛋白片段（△NOK AA：49-422）因强烈的疏水性基本

都残留在细胞沉淀中[18]。为获得包含完整激酶区域并且具有可

溶性的 NOK胞内区片段（AA：49-422），本研究中我们选择 sf9

昆虫细胞和大肠杆菌表达系统来摸索适合 NOK纯化的条件，

为后续抗体制备奠定了基础，为体内外生化实验，了解 NOK性

质创造了条件，为研究 NOK在肿瘤中的作用和药物筛选提供

了可能。同时，作为 RTKs一个新的亚族，NOK的研究还丰富

了对整个 RTK家族作用机制的研究探索。

1 材料与方法

1.1 主要试剂，材料和仪器

所有的限制性内切酶均购自大连宝生物工程有限公司；连

接酶购自美国 New England Biolabs （北京）有限公司；
Bac-to-Bac杆状病毒表达系统购自美国 Invitrogen公司；感受

态细胞购自北京全式金生物技术有限公司；STYK1抗体购自

南京金斯瑞生物科技有限公司；山羊抗兔辣根过氧化物酶标记

二抗购自北京中杉金桥生物技术有限公司；蛋白 Marker购自

美国 Thermo 公司；thrombin 购自美国 Sigma 公司；Superdex

200 HR 美国 GE Healthcare；LTQ Orbitrap velos 质谱仪和
EASY-nLC液相色谱仪美国 Thermo公司。
1.2 方法
1.2.1 △NOK重组杆状病毒的制备 选择合适的酶切位点将

△NOK 从 pEGFP-N3-△NOK（实验室原有）切下，连入 pFast-

Bac-Sumo质粒。然后将重组质粒转化至 DH10BacTM感受态

细胞中，含有整合 Bacmid的菌斑通过蓝白斑筛选后扩大培养，

提取质粒进行琼脂糖凝胶电泳和 PCR 鉴定。鉴定正确的
Bacmid DNA转染处于对数期生长的 sf9细胞，大约 10天后收

集上清，即为 P0代杆状病毒。P0代病毒继续感染 sf9细胞，3-4

天后获得的上清为 P1代病毒，相同的方法可获得 P2代病毒。

所有步骤都根据生产商的说明进行（Bac-to-BacTM, Invitro-
gen）。
1.2.2 △NOK在 sf9细胞中的表达和纯化 重组病毒感染处

于对数期生长的 sf9 细胞（V/V: 1/100）。48-72 h 后收细胞，4

℃，2500 rpm 离心 10 min，弃上清，细胞以裂解液（50 mM

Tris-HCl，pH8.0，150 mM NaCl，1% NP-40）重悬，超声破裂 5
min。裂解液在 4 ℃，12000 rpm，离心 10 min，上清加入到
Ni-NTA亲和柱中，部分杂蛋白使用 20 mM咪唑去除，最后使

用 100 mM或梯度浓度咪唑洗脱目的蛋白。以上过程均在冰上

或冷室中完成，每步均留样进行考马斯亮蓝染色检测。

1.2.3 △NOK在大肠杆菌中的表达和纯化 已构建表达载体

pGEX-4T-3-△NOK转入 BL21（DE3）菌株，挑取单克隆，37℃，
220 rpm过夜培养。第二天菌液按 1：100（V/V)）转至大瓶中相

同条件培养至 OD 值达到 0.6-0.8，加入 IPTG（终浓度：1 mM）

后在 16 ℃摇床中诱导表达 16 h。4 ℃，2500 rpm离心 10 min收

取菌液，每升菌液离心所得沉淀加入约 25 mL裂解液（25 mM

Tris-HCl，pH 8.0，300 mM NaCl，2 mM EDTA，1% NP-40，1 mM

PMSF）超声 8-10 min破碎。4℃，12000× g离心 50 min收取上

清上样于提前用裂解液平衡过的 GST亲和柱，洗涤液（25 mM

Tris-HCl，pH 8.0，300 mM NaCl）漂洗部分杂蛋白后，洗脱液（25

mM GSH，50 mM Tris-HCl，pH 8.0，300 mM NaCl）洗脱目的蛋
白。

1.2.4 凝胶过滤层析 将获得的融合蛋白凝血酶过夜切去

GST后，浓缩至 1 mL，上样到预先平衡好的 Superdex 200 HR
10柱（平衡液：50 mM Tris-HCl，300 mM NaCl），流速设定为
0.5 mL/min，每管收集溶液 500 滋L。保留蛋白峰对应的样品，并

取部分用于考马斯亮蓝和Western blot检测。
1.2.5 蛋白考马斯亮蓝和 Western blot检测 所获蛋白分别

加入 SDS 上样缓冲液处理后，10%-12% 的 SDS-PAGE 胶分

离，R250染色。Western blot检测的蛋白则在跑胶后转移到尼
龙膜上，5%牛奶进行封闭，然后 4 ℃过夜孵育一抗标记，TBST

洗去非特异性结合，再加入辣根过氧化物酶标记二抗室温孵育

1.5 h，TBST洗膜 5次，每次 5 min，最后曝光显影。

1.2.6 LC-MS分析 SDS-PAGE胶分离的目的蛋白切下后用

胰酶酶解，酶解产物于真空干燥仪中冻干，0.1% TFA 复溶后
12500 rpm离心 15 min，上清进行 LC-MS分析。LC条件：流动

相：A为 0.1% 甲酸水，B为 0.1% 甲酸乙腈，梯度洗脱程序见

表1：

质谱主要参数设置：离子极性：ESI（+）一级质谱在 Orbi-

Time Flow(ml/min) %B

0:00

2:00

26:00

36:00

41:00

300

300

300

300

300

5

5

50

95

95

表 1 梯度洗脱程序

Table 1 Gradient elution program
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trap里扫描，扫描范围 m/z：300-2000 D，二级质谱在 LTQ里用
CID碰撞模式完成，标准化碰撞能量为 35%，活化 q值为 0.25，
活化时间为 10 ms。所得信息用 Proteome Discoverer软件进行

分析。

2 结果

2.1 NOK氨基酸组成和结构分析

疏水性氨基酸在 NOK结构组成中所占比例非常高，大于

50%（图 1 A http://web.expasy.org/protscale/）。结构上 NOK是单

跨膜蛋白，包括一段胞外区域（AA：1-26），一段跨膜区（AA：
27-48）和一个胞内区（AA：49-422），其中 AA：118-372 是预测

的激酶活性区。由图 1 A疏水性分析图也可以看出，其跨膜区

具有强烈的疏水性。所以，为了不破坏 NOK的激酶活性并且考

虑其疏水性质，研究中构建的真核表达载体均选择去除胞外区

和跨膜区的片段即包含整个胞内区的片段 AA：49-422（图 1

B）。

图 1 NOK蛋白疏水性分析（A）和构建融合蛋白示意图（B）

Fig.1 A The analysis of NOK hydrophbicity B. The schematic representation of NOK constructs used in the purification

2.2 △NOK在昆虫细胞和大肠杆菌中融合蛋白的纯化及比较

昆虫细胞不同于细菌和酵母，它能像哺乳动物细胞一样，

对蛋白翻译后进行糖基化等修饰，更适于表达激酶等真核蛋

白，所以我们首先尝试在昆虫细胞中的表达。△NOK-Sumo-His

融合蛋白大小预测约为 65 KD，图 2 SDS-PAGE的检测结果显

示在相应的位置有明显条带，且Western blot中该条带可以被
NOK抗体所识别（结果未展示），这说明△NOK-Sumo-His融合
蛋白可以正常表达。但第 7道 Ni柱结合后的目的蛋白洗脱液，

基本检测不到△NOK，而上样量仅为总细胞沉淀极少一部分的

第 3道中有很多目的蛋白存在，这说明大部分的融合蛋白都以

沉淀的形式留在了细胞碎片中。我们改变盐浓度、去垢剂浓度，

调整蛋白表达时间，使用 147位△NOK突变体，结果都没有明

显改进（图 2：Lane2，4，6，8为△NOK 147位突变体），所以我们

转而选择在大肠杆菌中表达。经过很多不同盐浓度、去垢剂浓

度的摸索，在使用高浓度的 Tris-HCl，NaCl 和 NP-40 时（见方

法 1.2.3），得到了大量可溶蛋白。图 3结果显示第 2道 IPTG诱

导后和第 1道 IPTG诱导前样品相比在 70 KD 附近的位置有

明显条带，大小和预测的 NOK-GST融合蛋白一致。第 5道 -第
9道目的蛋白洗脱液中为可溶形式的 NOK-GST融合蛋白，随

着洗脱体积的增大，得到的蛋白纯度越来越高，并且所得蛋白

总量也很可观（图 3中 5-9道洗脱体积分别为 5 mL，检测量仅

为 15 滋L）。
2.3 凝胶过滤层析获得去除标签的△NOK蛋白

考虑到某些特定的实验要求，标签可能会影响目标蛋白的

构象或功能。为进一步摸索 NOK的纯化条件，方便后续试验，

我们尝试获得去除融合标签后的△NOK。凝血酶过夜酶切融合

蛋白，SDS-PAGE检测保证 GST完全切除后，浓缩蛋白进行凝

胶过滤层析。图 4紫外吸收峰和图 5对应的 SDS-PAGE结果

显示，绝大多数 GST和 NOK能够很好的分开，分别在第一峰

和第二峰出现，但 GST也残留很小一部分在第一峰中。NOK

图 2 △NOK (WT/K147R)在昆虫细胞中的表达检测

Fig. 2 SDS-PAGE analysis of△NOK (WT/K147R) -Sumo expression

and purification in insect cell

Note: Lane1:△NOK (WT) lysis solution; Lane2: △NOK (K147R) lysis

solution; Lane3:△NOK (WT) cell sediment; Lane4:△NOK (K147R) cell

sediment; Lane5: △NOK (WT) transmission fluid; Lane6: △NOK

(K147R) transmission fluid; Lane7:△NOK (WT) eluted fraction; Lane8:

△NOK (K147R) eluted fraction.

图 3 △NOK在大肠杆菌中的表达检测

Fig. 3 SDS-PAGE analysis of△NOK (WT)-GST expression and

purification in E.coli

Note: Lane 1: cell culture medium in the absence of IPTG; Lane 2: cell

culture medium after induction with 1mM IPTG; Lane 3:△NOK-GST

lysis solution; Lane 4: △NOK-GST transmission fluid; Lane 5-9:△NOK

-GST eluted fractions.
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出峰时间早，发生了多聚化，并且整个 A峰中在 60 KD处始终

有一条带，经质谱鉴定为伴侣蛋白。

36 KD附近的两条带，经过 Western blot鉴定可以被 NOK

抗体识别（图 6）（样品为图 5中 A3），蛋白质谱鉴定结果也表
明两条带是 NOK片段（图 7），我们推测可能是 NOK的不完全

表达或纯化过程中的断裂造成的，而不是其他杂蛋白。

3 讨论

在已知的人类基因组编码的 500多种蛋白激酶中，大约
60种属于 RTKs家族，并且该家族的每一个成员均已被发现在

成体动物的器官发生或组织内环境稳定中起作用，超过一半的

RTKs的不正确调控和突变与人类糖尿病、癌症等各种疾病相

关[19]。现在，相关癌症病理学研究已经取得了很大成功，获得了

一些特异性针对 RTKs，比如 EGFR，HER2等的治疗药物。但是

对 RTKs生物学功能的研究存在一个很大的难点，即受体和配

体表达的复杂性，临床上很多耐药性与此相关，但同时这种复

杂性和多样性也为药物的开发提供了更多的可能。NOK作为

新发现的 RTKs家族的一员，具有明显的激酶活性区，对其系

统发育进行分析表明，NOK与 FGFR/PDGFR同源性最高但也

只有不到 30%，结构上与其他 RTKs家族成员相比具有一个明

显短的胞外区，被划分为一个新的亚家族。结构上的特殊性可

能预示着 NOK在功能上也具有不同于其他 RTKs家族成员的

一些特性。现在已有的研究结果表明，和其他 RTKs一样，NOK

与多种癌症相关，在乳腺癌、卵巢癌、前列腺癌等中均有高表

达,并且裸鼠体内注射成瘤检测到 NOK很强的诱导成瘤能力。

提示 NOK很可能是多种肿瘤治疗的一个分子靶点，所以针对
NOK的研究对于寻找癌症治疗的药物和丰富 RTKs家族调节

机制的研究都具有非常重要的意义。但是自 2001年发现 NOK

至今，关于它的研究进展还未取得重大突破，这很大程度上归

因于 NOK强疏水性导致的纯化难，抗体特异性差。因此获得纯

度高的可溶蛋白成为一大难点和亟待解决的问题。

NOK具有典型的跨膜区，属于膜蛋白。膜蛋白具有非常重

要的生物功能，但由于疏水结构域的存在，导致其纯化和结晶

非常困难。膜蛋白基因数占原核和真核生物基因总数 20%

-30%，但得到较好纯化和晶体的仅占国际数据库的 1%左右[20]。

膜蛋白在水相中容易聚合，这是其纯化的最主要的瓶颈之一。

同样对于如何维持纯化过程中 NOK在水相环境中构象的稳定

是本研究中需要解决的关键问题也是最大难题。根据近年膜蛋

白纯化的经验，在众多影响蛋白溶解性，稳定性的因素中，去垢

剂和盐离子浓度至关重要[21]。综合 NOK疏水性和不稳定性分

析，我们选择了非离子型去垢剂 NP-40，其性质比较温和，对蛋

白质结构和功能影响较小。对于盐离子浓度的选择，经过不断

尝试，最后发现在 300 mM时获得可溶蛋白较多，这两个因素

也是较之前实验主要改进之处，是最后获得高纯度可溶蛋白的

图 4 △NOK凝胶过滤层析紫外吸收曲线

Fig. 4 The peak illustration of gel-filtration chromatography result

图 5 △NOK凝胶过滤层析 SDS-PAGE检测结果

Fig. 5 SDS-PAGE detection of△NOK purification through gel-filtration

chromatography

Note: Lane 1: A3; Lane 2: A4; Lane 3: A5; Lane 4: A6; Lane 5: A7; Lane

6: A8; Lane 7: A9 ; Lane 8: A10; Lane 9: B6; Lane 10: B5; Lane 11: B4;

Lane 12: C3; Lane 13: C4.

图 6 凝胶过滤层析纯化△NOK的Western blot检测分析

Fig. 6 Western blot analysis of△NOK purification through gel-filtration

chromatography

图 7 NOK片段鉴定部分二级质谱图

Fig. 7 Mass spectrum of NOK identification
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关键所在。此外，低温可以稳定蛋白的构象，在蛋白纯化尤其是

膜蛋白纯化中需特别注意。本实验过程中，当酶切或浓缩蛋白

时如果不注意低温，常发现管底有沉淀状物质，所以操作过程

要保证严谨，尽可能在冰上或 4℃冷室进行。另外，考虑每个表

达系统各有优劣，大肠杆菌遗传背景清楚，培养操作简单，且外

源基因产物的水平一般高于其他表达系统等，但涉及蛋白转

录，基因翻译后加工等过程时，原核表达系统常常不完善，有些

来自高等生物的外源蛋白不能在原核系统中顺利表达。与之相

较，昆虫细胞的优点即可以对表达产物进行糖基化等修饰 [22]。

所以除大肠杆菌外，我们还尝试了 NOK在昆虫细胞中的表达，

但大部分目的蛋白都残留在细胞沉淀中，改变盐浓度和去垢剂

浓度等没有得到大的改善，难以获得可溶的融合蛋白。在利用

凝胶过滤层析对融合蛋白标签的去除过程中，NOK易发生聚

集，这可能还是由于 NOK的高疏水性所致。最后值得注意的是

在整个纯化过程中一直伴随有伴侣蛋白，其作用可能是帮助

NOK的正确折叠，这也提示我们在以后的纯化和部分功能研

究中，可以尝试共表达分子伴侣来获得更多正确折叠的 NOK

蛋白。

本研究对 NOK在大肠杆菌和昆虫细胞中的表达进行了一
系列探索，并获得了纯度较高的 NOK融合蛋白。在后续试验

中，我们准备用纯化的 NOK蛋白进行体外激酶实验的测定等

一系列功能实验并制备抗体用于肿瘤组织内 NOK表达水平以

及和其他分子相互关系的检测，从而为之后 NOK作为靶点筛

选小分子药物奠定基础。NOK作为 RTKs一个新的亚家族，本

研究也将在一定程度上丰富对整个 RTK 家族作用机制的探
索，促进针对 RTKs靶标药物的开发，相信随着这些研究的不

断推进，会有更多具有疗效的新药物问世。
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