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AGC蛋白激酶家族成员之间有着共同的结构域组织方

式和很高的序列同源性，大多数的AGC蛋白激酶成员都有一

个或几个脂结合结构域存在其N端，一个激酶催化结构域和
C末端由疏水序列形成的调节结构域. 拥有这些特征的蛋白

激酶都属于AGC蛋白激酶家族 [1]. AGC蛋白激酶家族包括蛋

白激酶A（PKA）、蛋白激酶G（PKG）和蛋白激酶C（PKC），

同时也包 括 磷 酸 肌 醇 依 赖 蛋白激 酶（PDK）、蛋白激 酶 B
（PKB）和S6K激酶 等多种参与细胞信号传导的蛋白激酶 . 
AGC蛋白激酶通过直接或间接的方式调控下游信号途径中

的组分 [1]. 
Pkh1/2、Sch9、Ypk1/2 和Pkc1等都是酵母中的AGC蛋白

激酶. Pkh1是与哺乳动物3-磷酸肌醇依赖蛋白激酶-1（PDK1）
同源的一种丝氨酸∕苏氨酸蛋白激酶，它调节着下游的AGC
蛋白激酶，包括Ypk1、Pkc1和Sch9，而YPK1是与哺乳动物蛋

白激酶SGK同源的一种丝氨酸∕苏氨酸蛋白激酶 [2]. 近年来，

人们发现从酵母、线虫、果蝇到人类的细胞凋亡的调节均与
AGC型蛋白激酶有着密切的关系. 因此，对AGC蛋白激酶的

活性研究非常重要. 但目前检测AGC型蛋白激酶的活性多使

用传统的酶活力测定方法及没有广泛应用的液体闪烁计数

仪 [3]，缺乏一种专一、简便、快捷的方法.  
人 工 合 成 的 多 肽 C r o s s t i d e ，氨 基 酸 序 列 为

GRPRTSSFAEG. Crosstide经常被用来作激酶分析的底物，

比如在Akt蛋白激酶活性分析中应用 [4-5]. 但该多肽价格较昂
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摘  要   AGC型蛋白激酶在信号通路中占据着极为重要的地位，通过对各种信号通路的调控来影响细胞的生长、增殖

和凋亡进程. 为方便检测AGC型蛋白激酶的活性，设计并构建了新型AGC型蛋白激酶特异底物GST-Crosstide. 通过同

位素标记体外磷酸化的方法研究了酵母表达的Pkh1、Ypk1和大肠杆菌表达的Akt1三种AGC型蛋白激酶磷酸化GST-
Crosstide的能力. 结果显示，酵母表达的有活性的Pkh1和Ypk1均可有效磷酸化GST-Crosstide，并且由于Pkh1对Ypk1的

进一步激活，二者共同作用可显著增加GST-Crosstide磷酸化. 而仅采用大肠杆菌表达的没有被活化的Akt1则无法磷酸

化GST-Crosstide，但Akt1可以被Pkh1或Ypk1激活，从而获得磷酸化GST-Crosstide的能力. 研究表明，GST-Crosstide可以

作为AGC蛋白激酶活性检测的有效工具，并将有效促进真核生物蛋白激酶调控的细胞信号转导通路的研究. 图7 参14
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Abstract   AGC protein kinases play important roles in cellular signal pathways which affect cell growth, proliferation and 
apoptosis. The purpose of this study was to advance the researches towards elucidating signal pathways regulated by AGC 
kinases by providing a new protein substrate. We designed and constructed GST-Crosstide, a new specific protein substrate 
of AGC kinases. Radiolabeled phosphorylation assays were performed in vitro using AGC kinases including Pkh1, Ypk1 and 
Akt1 to phosphorylate GST-Crosstide. The results demonstrated that GST-Crosstide was phosphorylated effectively by active 
Pkh1 and Ypk1 which were expressed in yeast. The interaction between Pkh1 and Ypk1 enhanced the phosphorylation of GST-
Crosstide. The inactive form of Akt1 expressed in E. coli was unable to phosphorylate GST-Crosstide until it was activated by 
Pkh1 or Ypk1. Our study indicated that GST-Crosstide could be used as an efficient tool to analyze AGC protein kinase activity. 
GST-Crosstide may benefit future studies on cellular signal transduction pathways regulated by AGC protein kinases. 
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贵，且Crosstide分 子量较小，其磷酸化变化 难于进行SDS-
PAGE分析，需要使用国内实验室装备较少的液体闪烁计数

仪进行检测. 为了便于进行SDS-PAGE和对电泳凝胶进行放

射自显影检测Crosstide的磷酸化，需要给Crosstide加上一个

减缓其电泳迁移率的标签蛋白. GST标签是构建重组蛋白广

泛采用的标签蛋白，且没有研究表明GST会被AGC激酶 磷

酸化，因此它不会干扰Crosstide的磷酸化检测. 因此，在本

研究中，我们构建了带GST标签的重组蛋白GST-Crosstide. 为
了验证GST-Crosstide作为底物的活性，选取3种广泛研究的
AGC蛋白激酶 ——Pkh1、Ypk1、Akt1进行磷酸化 . 首先利用

大肠杆菌实现重组蛋白GST-Crosstide和GST-Akt1的原核表

达；然后以纯化的重组蛋白GST-Crosstide为底物，纯化的His-
Pkh1、His-Ypk1和GST-Akt1为激酶，通过体外磷酸化反应，使
GST-Crosstide分别与Pkh1、Ypk1和Akt1相互作用，检测GST-
Crosstide是否可被磷酸化. 本研究旨在寻找有效用于AGC型

蛋白激酶活性检测，成为AGC激酶相关信号通路研究及药

物开发的新工具. 

1  材料与方法
1.1  材 料
1.1.1  菌株及质粒    大肠杆菌DH5α和BL21由本实验室冻

存，克隆表达载体pGEX-2TK和pGEX-5X-3购自上海英骏生物

技术有限公司.  
1.1.2  试 剂    Pkh1和Ypk1由本实验室提供 [6]；Taq DNA聚

合酶、T4 DNA连接酶、BamHⅠ和EcoRⅠ限制性内切酶购自
TaKaRa公司；Lambda蛋白磷酸酶（λ-ppase）购自NEB公司；
PCR产物纯化试剂盒、胶回收试剂盒、质粒小量抽提试剂盒

和核酸分子Marker、蛋白分子Marke购自TIANGEN公司；腺

苷5’-[γ-32P]三磷酸盐（[γ-32P]ATP）购自北京市福瑞生物工程

公司核算研究室；ECL化学发光溶液、PVDF膜购自Millipore
公司；其余试剂均为进口或者国产分析纯.  
1.1.3  仪 器    高速冷冻离心机购自德国Beckman公司，凝

胶成像系统购自美国Bio-Rad公司，超声波破碎仪购自美国 
Cole-Parmer公司，电泳槽Mini-PROTEAN购自美国Bio-Rad公

司，恒温水浴锅购自美国PolyScience公司，高压灭菌锅购自中

国上海申安医疗有限责任公司，恒温摇床购自中国哈尔滨东

明医疗有限责任公司，SW-CJ-1C超净工作台购自中国苏州安

泰有限责任公司.  
1.2  方 法
1.2.1  基因合成    根据Crosstide氨基酸序列合成Crosstide核

苷酸全序列，5’端序列为5’-GATCCGGACG-TCCACGTACGA
GCAGCTTCGCTGAGGGATGAG-3’，3’端序列为5’- AATTCT-
CATCCCTCAGCGAAG CTGCTCGTACGTGGACGTCCG -3’，
并在5’和3’序列中分别引入BamHⅠ和EcoRⅠ限制酶切位点，

由上海英骏生物技术有限公司合成.  
1 . 2 . 2   引物设计    根 据 A K T 1 基 因 序 列 ，设 计

扩 增 A K T 1 的 引 物 ，上 游 引 物（ P 1）：5 ’ 端 序 列 为
5’-CGGGATCCTTATGAACGACGTAGCC-3’，3’端序列为

5’-CGGAATTCTCAGGCTGTGCCACT-3’，并在5’和3’序列中

分别引入 BamHⅠ和EcoRⅠ限制酶切位点，由上海英骏生物

技术有限公司合成.  

1.2.3  GST-Crosstide和GST-Akt1重组蛋白的诱导表达和纯化   

构建重组质粒pGEX-2TK-Crosstide和pGEX-2TK-AKT1，

将其分别转化大肠杆菌BL21，在30 ℃下，用1 mmol/L异丙

基硫代 -β-D-半乳糖 苷（IPTG）诱导3-5 h，进行原核表 达 . 
收 集细胞，超声 破 壁提取 细胞全蛋白，再利用Glutathione 
Sepharose 4 Fast Flow亲和层析进一步纯化后得到电泳条带均

一的重组蛋白GST-Crosstide和GST-Akt1.  
1.2.4  检测纯化后的GST-Crosstide蛋白是否自磷酸化    取20 
µg GST-Crosstide重组蛋白，加入800 U的λ-ppase 30 ℃温育；

对照组20 µg GST-Crosstide重组蛋白不加入 λ-ppase 30℃温

育，通过SDS-PAGE检测GST-Crosstide有无自磷酸化. 再将其

转膜，室温封闭12 h 后，分别使用丝氨酸磷酸化抗体（Anti-
pSer）和苏氨酸磷酸化抗体（Anti-pThr）为一抗进行孵育，二

抗孵育后进行蛋白检测. 用于免疫印迹检测的正对照的磷酸

化蛋白来源于光照前后的拟南芥类囊体蛋白[6]. 
1.2.5  以GST-Crosstide为底物检测各种蛋白激酶活性    将
GST-Crosstide分别与His-Pkh1、His-Ypk1、GST-Akt1三种待

检测蛋白混合，向反应体系中加入Kinase buffer（15 mmol/
L 醋酸镁，50 mmol/L MOPS，0.2 mmol/L 矾酸钠，1 mmol/
L EGTA，1 mmol/L DTT，20%甘油，500 μmol/L [γ-32P]ATP） 

和H20，使反应体系为30 μL，在30 ℃条件下，反应1 h，SDS-
PAGE后用胶片曝光4 d后将胶片显影定影[7-8].  

2  结果与分析
2.1  GST-Crosstide重组蛋白表达纯化及磷酸化分析

由于人工合成的多肽Crosstide价格较昂贵，且需要液体

闪烁计数仪进行检测. 因此本研究中，为了便于通过放射自

显影检测蛋白激酶对Crosstide的磷酸化作用，构建了重组蛋

白GST-Crosstide. 结果显示与未经IPTG诱导的细胞（Lane 1）
相比，诱导后细胞（Lane 2）在约相对分子质量（Mr）26×103处

产生了明显条带（图1）. 该条带迁移率较不含Crosstide的GST
略微偏小，与其Mr略高于GST一致. 结果表明GST-Crosstide被

成功诱导表达. 

图1  GST-Crosstide在大肠杆菌中表达的SDS-PAGE电泳图谱. 1：未诱导的

阳性质粒转化子；2：IPTG诱导的阳性质粒转化子；3. GST. 
Fig. 1  SDS-PAGE image of GST-Crosstide expressed in E. coli. 1: 
uninduced positive transformant with pGEX-2TK-Crosstide; 2: IPTG induced 
positive transformant with pGEX-2TK-Crosstide; 3: GST.  

将GST-Crosstide重组蛋白的粗提液通过亲和层析柱进行

纯化，纯化后的蛋白溶液按照洗脱顺序分装于20个Ep管中. 纯
化结果显示：洗脱液从洗脱第1管开始有蛋白条带，并基本无杂

带. 第2、3、4、5管蛋白量基本一致，且蛋白条带的位置略高于
GST蛋白，说明得到纯化的GST-Crosstide重组蛋白（图2）.  
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图2  GST亲和层析后样品的SDS-PAGE分析. M：蛋白分子量标准；1-5：纯化

后的GST-Crosstide重组蛋白. 
Fig. 2  SDS-PAGE analysis of fractions through GST-Sepharose column. 
M: Protein marker; 1-5: GST-Crosstide fractions of purification.

为了检测纯化后的GST-Crosstide的磷酸化状态，将未经

λ-ppase处理的蛋白（图3，Lane 1）与λ-ppase处理后的蛋白（图

3，Lane 2）相比较，发现电泳迁移率无区别；再分别使用Ser
和Thr磷酸化抗体进行检测，均检测不到磷酸化条带. 而采用

同样免疫印迹方法可清晰检测拟南芥类囊体膜蛋白光照前

后磷酸化变化，表明磷酸化抗体的有效性（图3，Lane 3，4）. 
上述免疫印迹实验表明纯化后的GST-Crosstide没有被磷酸化

（图3）. 因此，我们成功表达并得到电泳纯且未被磷酸化的

GST-Crosstide重组蛋白，可以用来作下一步蛋白激酶活性实

验的底物. 

图3  GST-Crosstide的磷酸化检测. 1：未经λ-ppase处理的GST-Crosstide；
2：λ-ppase处理后的GST-Crosstide；3：拟南芥类囊体蛋白光照前；4：拟南芥

类囊体蛋白光照后. 
Fig. 3  Phosphorylation detection of GST-Crosstide. 1: GST-Crosstide not 
treated by λ-ppase; 2: GST-Crosstide treated by λ-ppase; 3: Thylakoid proteins 
from Arabidopsis thaliana before illumination; 4: Thylakoid proteins from A. 

thaliana after illumination.

2.2  以GST-Crosstide为底物检测Pkh1激酶活性
为了验 证GST-Crosstide作为底物的活性，选取了3种广

泛研究的AGC蛋白激酶——Pkh1、Ypk1和Akt1对其进行磷酸

化. 首先以纯化的重组蛋白GST-Crosstide为底物，纯化的His-
Pkh1为激酶，通过体外磷酸化反应，检测GST-Crosstide是否

可被磷酸化. 结果显示，只有同时加入激酶Pkh1和底物GST-
Crosstide时，才能检测到磷酸化信号；同时，GST-Crosstide不

能发生自磷酸化，Pkh1也不能磷酸化GST（图4），说明Pkh1可

以将GST-Crosstide磷酸化，证明GST-Crosstide是检测Pkh1蛋

白激酶活性的有效底物.  

2.3  以GST-Crosstide为底物检测Ypk1激酶活性
接下来以纯化的GST-Crosstide为底物，纯化的His-Ypk1

为激酶，通过体外磷酸化反应，检测GST-Crosstide是否可

被 Ypk1所 磷酸化 . 结果发现，与Pkh1的效 果 类似，蛋白激

酶 Ypk1可以有 效磷 酸化GST-Crosst ide（图5），证明GST-
Crosstide同样是检测Ypk1蛋白激酶活性的有效底物. 

图4  以GST-Crosstide为底物检测Pkh1激酶活性. 
Fig. 4  Kinase activity assay of Pkh1 using GST-Crosstide.

图5  以GST-Crosstide为底物检测Ypk1激酶活性. 
Fig. 5   Kinase activity assay of Ypk1 using GST-Crosstide.

2.4  以GST-Crosstide为底物检测Akt1激酶活性
2.4.1  Pkh1增强Akt1对GST-Crosstide的磷酸化活性        最后

以纯化的GST-Crosstide为底物，纯化的His-Akt1为激酶，通

过体外磷酸化反应，检测GST-Crosstide是否可以被Akt1磷酸

化. 结果发现，当同时加入激酶Akt1和底物GST-Crosstide时，

GST-Crosstide不能被磷酸化（图6），显示Akt1不能单独作为

GST-Crosstide的上游激酶. 但当两种激酶Pkh1和Akt1同时与

底物GST-Crosstide反应时，可以检测到明显的磷酸化信号，且

与单独的蛋白激酶Pkh1对GST-Crosstide的磷酸化程度相比，

信号明显增强（图6）. 显示Akt1虽然不能单 独磷酸化GST-
Crosstide，但Akt1可以增强Pkh1对GST-Crosstide的磷酸化活

性，显示GST-Crosstide也可以作为间接检测Akt1蛋白激酶活

性的底物.  
2.4.2  Ypk1增强Akt1对GST-Crosstide的磷酸化活性        接下

来验证Akt1能否增强Ypk1的激酶活性. 结果显示，两种激酶

Ypk1和Akt1同时与底物GST-Crosstide反应后，可以检测到明

显的磷酸化信号，且与激酶Pkh1单独作用相比，信号明显增

强（图7）. 说明Akt1也可以增强Pkh1对GST-Crosstide的磷酸

化活性. 

图6  Pkh1增强Akt1对GST-Crosstide激酶的磷酸化活性. 
Fig. 6  Pkh1 enhanced the kinase activity of Akt1 towards GST-Crosstide.

图7  Ypk1增强Akt1对GST-Crosstide激酶的磷酸化活性. 
Fig. 7  Ypk1 enhanced the kinase activity of Akt1 towards GST-Crosstide.
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3  讨论与结论
蛋白激酶功能的缺陷会导致多种疾病，这也使得蛋白

激酶成为药物设计的主要靶标. AGC蛋白激酶在各种信号通

路中占据着重要的地位，通过对信号通路的调节影响细胞生

长、增殖和凋亡，进一步调控生命体的活动. 因此，对AGC型

蛋白激酶的活性研究非常重要[10]. 
本 研 究 设 计 并 构 建了 新 型 AG C 激 酶 特 异 底 物 GST-

Crosstide，并选取了3种在真核细胞生理功能具有重要调控

作用的AGC蛋白激酶——Pkh1、Ypk1和Akt1，采用体外磷酸

化的方法，通过以GST-Crosstide为底物检测激酶活性，验证

了GST-Crosstide作为Ser/Thr蛋白激酶活性研究的底物的可行

性. 本研究结果显示，Pkh1、Ypk1均可将GST-Crosstide磷酸

化，证明了它们的蛋白激酶活性都可以通过对GST-Crosstide
的磷酸化作用来检测. 同时，Akt1虽然不能单独磷酸化GST-
Crosstide，但Akt1可以增强Pkh1和Ypk1对GST-Crosstide的磷

酸化活性，显示GST-Crosstide也可以作为间接检测Akt1蛋白

激酶活性的底物. 本研究表明GST-Crosstide有可能也可以作

为其他AGC蛋白激酶的底物，进行激酶活性分析. 这对进一

步深入研究AGC蛋白激酶参与的信号通路的研究有着重要

的意义 [11-12]. AGC蛋白激酶参与的信号通路还与肿瘤、病毒

性疾病及多种退行性病变有关 [13-14]，因此如果GST-Crosstide
可作为特异的AGC蛋白激酶底物，将有可能为药物设计提供

一个有价值的工具.  
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