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　　［摘要］　背景与目的：p90核糖体S6蛋白激酶4基因(ribosomal S6 kinase 4 gene，RSK4)作为抑癌基因，能

够抑制细胞增殖、迁移并诱导细胞的凋亡，但与其配合发挥相应功能的相互作用蛋白尚不明确。该研究利用

Flag标签纯化技术和质谱分析筛选鉴定乳腺癌细胞株MDA-MB-231中的RSK4相互作用蛋白。方法：构建含有

RSK4全长和Flag亲和标签的真核表达载体pcDNA3.1/EGFP-RSK4-Flag，将其转染至MDA-MB-231乳腺癌细胞

株，72 h后收集细胞蛋白。采用实时荧光定量聚合酶链反应(real-time fluorescent quantitative polymerase chain re-
action，RTFQ-PCR)和蛋白［质］印迹法(Western blot)检测RSK4表达情况。运用标签分离纯化RSK4蛋白，液相

质谱/质谱分析技术(liquid chromatography mass spectrometry/mass spectrometry，LC-MS/MS)鉴定RSK4相互作用

蛋白，通过生物信息学的方法(GO分析和IPA分析)归纳分析互作蛋白以及与RSK4相互作用机制。结果：通过标

签纯化联合质谱分析成功鉴定出丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶38(serine/threonine-protein kinase 38，STK38)/丝氨酸/苏
氨酸蛋白激酶38类(serine/threonine-protein kinase 38-like，STK38L)、MOB激酶致活因子2(MOB kinase activator 
2，MOB2)、蛋白精氨酸N甲基转移酶5(protein arginine N-methyltransferase 5，PRMT5)等24个RSK4相互作用蛋

白。对所鉴定出的互作蛋白进行生物信息学分析，提示RSK4互作蛋白组参与包含细胞凋亡和细胞迁移运动等

在内的多种生物信号通路。结论：利用亲和纯化技术联合质谱鉴定成功筛选出RSK4相互作用蛋白并通过生物

信息学分析获得了RSK4参与乳腺癌细胞的凋亡、迁移相关生物调控网络。
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　　［Abstract］ Background and purpose: As a tumor suppressor gene, ribosomal S6 kinase 4 (RSK4) plays 
important roles in inhibiting cell proliferation, migration and inducing cell apoptosis. However, the proteins interacting 
with RSK4 are still unknown. This study aimed to screen proteins interacting with RSK4 in breast cancer cell line 
MDA-MB-231 by flag-tag affinity purification and LC-MS/MS (liquid chromatography/mass spectrometry). Methods: 
The pcDNA3.1/EGFP-RSK4-Flag eukaryotic expression vector was constructed by inserting full length RSK4 gene into 
vector pcDNA3.1/EGFP-Flag. And then the recombinant plasmids were transferred into MDA-MB-231 cells. Real-time 
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　　核糖体S6蛋白激酶(ribosomal S6 kinase，

RSK)属于丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶，相对分子质

量大约为90×103，最早由Erikson等于1985年在

非洲爪蟾卵上发现。目前，已经发现了4种RSK
亚型(RSK1、RSK2、RSK3和RSK4)。研究发

现，这4种亚型的蛋白结构非常相似，但功能却

明显不同［1］：前3种RSK亚型是生长因子依赖

性的激酶，通过ERK信号通路可促进细胞的生

长、增殖和分化［2］；而RSK4作为抑癌基因，其

表达产物RSK4是非生长因子依赖的激酶，却可

能抑制细胞的增殖、迁移和侵袭，并参与诱导

细胞的凋亡［3］。由于RSK4的作用与其前3种亚

型差别巨大，针对RSK4基因和蛋白功能的研究

受到了越来越广泛的重视［4-8］，但关于RSK4相

互作用蛋白的研究报道甚少。本研究通过构建

带有Flag标签稳定转染的RSK4过表达细胞株，

并利用Flag标签纯化RSK4融合蛋白的方式对

RSK4蛋白及其相互作用蛋白进行蛋白质质谱分

析，最终借助生物信息学的方法对获得的质谱

结果进行进一步解析，旨在揭示可能与RSK4存

在相互作用的蛋白，探讨RSK4作用机制。

1　材料和方法

1.1　材料

1.1.1　质粒和乳腺癌细胞株

　　质粒过表达载体购自上海吉凯基因化学技

术有限公司；MDA-MB-231、MCF-7乳腺癌细

胞株购自中国科学院上海生命科学研究院生物

化学与细胞生物学研究所细胞库。

fluorescent quantitative polymerase chain reaction (RTFQ-PCR) and Western blot were used to detect the expression 
of RSK4 in MDA-MB-231 cells. Affinity purification and LC-MS/MS were applied to screen proteins interacting with 
RSK4, and the related action mechanism of RSK4 with its interacted proteins was detected based on bioinformatics  
gene ontology (GO) and ingenuity pathway analysis (IPA). Results: Twenty-four proteins, such as serine/threonine-pro-
tein kinase 38 (STK38)/serine/threonine-protein kinase 38-like (STK38L), MOB kinase activator 2 (MOB2) and protein 
arginine N-methyltransferase 5 (PRMT5), were successfully identified by Flag-tag affinity purification followed by LC-
MS/MS analysis, which probably interacted with RSK4. Bioinformatics analysis of the identified proteins suggested 
the proteins interacting with RSK4 were involved in diverse biological pathways, such as apoptosis and cell migration. 
Conclusion: According to bioinformatics results of proteins interacting with RSK4 identified by affinity purification 
and LC-MS/MS, biological networks of RSK4 are involved in apoptosis and migration in breast cancer cells.
  　［Key words］ Affinity purification; RSK4; Eukaryotic expression; Gene transfection

1.1.2　主要试剂

　　Leibovitz L-15培养液购自吉诺生物医药

技术有限公司(GNM41300)，胎牛血清FBS购

自美国Gbico公司(10099-141)，实时荧光定量

聚合酶链反应(real-time fluorescent quantitative 
polymerase chain reaction，RTFQ-PCR)所需的酶

及试剂购自瑞士罗氏公司(4913914001)，一抗

小鼠抗人Flag单抗购自美国Sigma公司(F1804)，
一抗大鼠抗人RSK4单抗购自美国R&D公司公

司(MAB3916)，一抗小鼠抗人PRMT5单抗购自

美国Sigma公司(SC-376937)，二抗羊抗小鼠多

抗购自美国Santa Cruz公司(SC-2005)，二抗羊

抗大鼠多抗购自美国Biorbyt公司(orb16535)，

抗Flag标签的蛋白纯化试剂购自美国Sigma公司

(A2220)，免疫共沉淀试剂购自美国Thermo公司

(MF160357)。
1.2　方法

1.2.1　载体构建

　　依据NCBI中RSK4基因(GenBank序列号：

AAI43649.1)的表达序列设计引物(表1)，PCR
扩增后1%琼脂糖凝胶电泳鉴定并回收目的片

段。用AgeⅠ /NheⅠ分别双酶切目的片段和

pcDNA3.1-EGFP-Flag载体，回收酶切产物，于

16 ℃连接过夜后转化DH5α感受态细胞，挑选阳

性克隆进行验证及鉴定正确的克隆测序。

1.2.2　细胞培养

　　MDA-MB-231乳腺癌细胞培养于含10%胎

牛血清的L-15培养液，置于37 ℃、饱和湿度、

CO2体积分数为5%的培养箱中进行培养，每

48~72 h更换培养液并观察细胞的生长状态。
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1.2.3　瞬时转染细胞

　　将状态良好的MDA-MB-231细胞提前传代

至6孔板中，待细胞融合度达80%~90%时，按照

生产厂家的转染操作说明，将构建好的融合了

Flag标签的RSK4慢病毒过表达载体和作为阴性

对照的空慢病毒载体分别转染至MDA-MB-231
细胞，12 h后更换为正常培养液，72 h后根据载

体中GFP的表达，于倒置相差显微镜下观察转

染情况。

1.2.4　RTFQ-PCR验证转染细胞株的转染效果

　 　 按 照 T R I z o l 法 提 取 细 胞 总 R N A ， 采 用

Nanodrop2000测定RNA的纯度和浓度，分别取

阴性对照细胞和RSK4过表达细胞RNA 3 μg，根

据cDNA第一链合成反转录试剂盒说明书进行反

转录。利用Primer 5.0软件设计引物，交由生工

生物工程(上海)股份有限公司合成，RSK4引物

及β-actin引物序列见表2。扩增条件：95 ℃预

变性30 s，95 ℃10 s，60 ℃10 s，72 ℃10 s，共

40个循环；72 ℃延伸10 min。

表 2　RTFQ-PCR相关引物序列

Tab. 2    Related primer sequences of RTFQ-PCR

Target gene Primer sequence  (5’-3’)

RSK4 forward CAGCCAGTGCAAATGCTCATC

RSK4 reverse GGAGCCAACACCAATATCCTC

β-actin forward CATGTACGTTGCTATCCAGGC

β-actin reverse CTCCTTAATGTCACGCACGAT

1.2.5　蛋白［质］印迹法(Western blot)检测转染

细胞株RSK4蛋白的表达效果

　　将转染了的细胞接种至10 cm培养皿，培养

至融合度达90%时，更换为无血清培养液，24 h
后冰上裂解细胞，提取蛋白，分别用抗Flag一

抗和抗RSK4一抗进行Western blot实验，检测融

合蛋白的表达情况。

1.2.6　融合蛋白纯化

　　经鉴定转染成功的细胞转移至10 cm培养皿

中进行培养，细胞融合度达80%~90%时，冰上

蛋白裂解液裂解细胞，收集细胞裂解液于4 ℃

离心机中离心(7 500 ×g，30 min)，并提取蛋白

上清液与抗Flag交联珠于4 ℃冰箱内，混合仪上

进行温育交联，6 h后取出，用冲洗缓冲液(wash 
buffer)洗3遍，然后用3×Flag多肽(4 ℃，30 min)
或洗脱缓冲液(elution buffer)(室温，15 min)温育

后洗脱即可得到纯化蛋白。

1.2.7　蛋白质质谱鉴定及生物信息学分析

　　纯化蛋白，经SDS-PAGE分离后银染切取

蛋白条带进行波形蛋白(vimentin)和α平滑肌肌

动蛋白(α-smooth muscle actin，α-SMA)分析。

将所获得的质谱结果在DAVID数据库(Database 
for Annotation，Visualization and Integrated 
Discovery)和相关功能注释工具中对参与的生

物学进程进行GO分析(gene ontology，GO)。

为了构建蛋白的相互作用网络，依据蛋白参与

的疾病类型及其分子功能，利用IPA(ingenuity 
pathway analysis)分析软件对所获质谱蛋白结果

进行分析并构建相应的蛋白相互作用网络。

1.2.8　免疫共沉淀

　　提取未转染的野生型乳腺癌细胞MCF-7蛋

白裂解液，采用BCA法测定蛋白浓度，分别取

3 000 μg蛋白裂解液和10 μg 抗RSK4单克隆抗

体，根据Thermo免疫共沉淀试剂的操作指南进

行交联实验，将所得的交联洗脱液用抗PRMT5
单克隆抗体进行Western blot实验验证。

表 1　相关引物序列设计

Tab. 1    The related primer sequences 

Target gene Primer sequence (5’-3’)

RSK4 forward GAGGATCCCCGGGTACCGGTCGCCACCATGCTACCATTCGCTCCTCAG

RSK4 reverse CACACATTCCACAGGCTAGTTACTTGTCGTCGTCGTCCTTGTAG

KL5890-P6 forward GCATACATGCAACTACCAAC

EGFP-N-R reverse CTGGTCGAGCTGGACGGCGACG
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2　结　　果

2.1　质粒构建验证

　　扩增出RSK4基因，AgeⅠ单酶切，酶切鉴

定结果如图所示(图1)。经测序验证，所构建载

体完全正确。

2.2　转染细胞构建的效果检测

　　利用RTFQ-PCR方法检测并比较在阴性对照

和过表达细胞株中RSK4的转录表达情况(图2)。
结果表明，RSK4在转染的过表达细胞中稳定过

表达。

　　Western blot检测结果证明，RSK4融合蛋白

在转染的过表达细胞中的表达较阴性对照组明

显升高(图3)。
2.3　Flag标签纯化蛋白

　　利用抗Flag交联珠对过表达细胞株中的

RSK4融合蛋白进行纯化，银染实验 (图4)和

Western blot实验(图5)检测纯化效果。结果表

明，经过纯化后杂蛋白显著减少，所剩的未知

蛋白条带主要为可能与RSK4存在相互作用的 

蛋白。

图 1　重组载体pcDNA3.1-EGFP-Flag酶切鉴定

Fig. 1    Recombinant vector pcDNA3.1-EGFP-Flag identified by enzyme digestion

M: Marker; 1: Enzyme-digested products (10.4 kb); 2: Non-enzyme-digested products

图 2　RTFQ-PCR检测RSK4在MDA-MB-231乳腺癌细胞中转

染后的过表达情况

Fig. 2    Overexpressions of RSK4 detected by RTFQ-PCR after 

transfection

图 3　Western blot检测RSK4-Flag融合蛋白表达

Fig. 3    RSK4-Flag fusion proteins detected using different first 

antibodies by Western blot 

Upper: Anti-RSK4 antibody; Lower: Anti-Flag antibody; M: Marker; 
1: Control; 2: Total protein 
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图 4　Flag标签纯化的银染胶图

Fig. 4    Silver staining after Flag tag purification

M: Marker; 1: Total protein of control group; 2: Total protein of 
transfected group; 3: Control purified protein of control group; 4: 
Purified protein of transfected group (The green dot showed RSK4 
protein band) 

2.4　蛋白质质谱分析及生物信息学分析

　　利用前述两种不同洗脱液分别纯化带有

Flag单标签的RSK4融合蛋白后均进行质谱检

测，分别鉴定到了111个(3×Flag多肽洗脱)和136
个蛋白(用洗脱缓冲液洗脱)。将IgG的质谱鉴定

结果作为对照去除杂蛋白后比较两组蛋白谱，

筛选获得在两次RSK4融合蛋白样品中均检测到

的蛋白，包括RSK4(基因名称为RPS6KA6，图6)
在内共25个(表3)。为了更全面地了解RSK4的互

作蛋白，运用生物信息学的方法GO分析其生物

学进程(图7)，IPA分析蛋白相互作用通路的网络

(图8)。

图 5　Western blot检测Flag标签纯化RSK4-Flag融合蛋白

Fig. 5    Purified RSK4-Flag fusion protein detected using 

different first antibodies by Western blot 

Upper: Anti-RSK4 antibody; Lower: Anti-Flag antibody; M: Marker; 
1: Control; 2: Total protein; 3: Control purified protein; 4: Purified 
protein 

　　综合GO分析与IPA分析结果，丝氨酸/苏

氨酸蛋白激酶38(serine/threonine-protein kinase 

38，STK38)/丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶38类(serine/

threonine-protein kinase 38-like，STK38L)、MOB

激酶致活因子2(MOB kinase activator 2，MOB2)、

表 3　质谱鉴定出的RSK4蛋白及其相互作用蛋白

Tab. 3    RSK4 and its interacting proteins identified by mass spectrometry
Protein name Gene name Relative molecular mass
Ribosomal protein S6 kinase alpha-6 (RSK4) RSK4 83 872
SCY1-like protein 2 SCYL2 103 709
Serine/threonine-protein kinase 38 STK38 54 190
Protein arginine N-methyltransferase 5 PRMT5 72 684
Tubulin alpha-1A chain TUBA1A 46 297
Probable C-mannosyltransferase DPY19L1 DPY19L1 77 319
Adenylyl cyclase-associated protein 2 CAP2 52 824
ATP synthase subunit beta, mitochondrial ATP5B 56 560
Adenylyl cyclase-associated protein 1 CAP1 51 901
Dedicator of cytokinesis protein 4 DOCK4 225 206
Serine/threonine-protein kinase 38-like STK38L 54 003
Methylosome protein 50 WDR77 36 724
E3 ubiquitin-protein ligase TRIM21 TRIM21 54 170
Prelamin-A/C LMNA 74 139
MOB kinase activator 2 MOB2 26 927
Cofilin-1 CFL1 18 502
Elongation factor 2 EEF2 95 338
Signal transducer and activator of transcription 3 STAT3 88 068
60S ribosomal protein L3 RPL3 46 109
Heat shock protein 75×103, mitochondrial TRAP1 80 110
Tropomyosin alpha-4 chain TPM4 28 522
60S ribosomal protein L18a RPL18A 20 762
Transmembrane protein 33 TMEM33 27 978
Hornerin HRNR 282 390
Protein DBF4 homolog B DBF4B 67 243
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图 6　RSK4和PRMT5蛋白的部分肽质指纹图

Fig. 6    Partial peptide fingerprint of RSK4 and PRMT5 

A: RSK4; B: PRMT5

图 7　GO分析RSK4互作蛋白参与的生物学进程

Fig. 7    Biological processes of RSK4 interacting proteins analyzed by GO
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蛋白精氨酸N甲基转移酶5(pro te in  a rg in ine 

N-methyltransferase 5，PRMT5)等24个RSK4相互

作用蛋白主要参与蛋白磷酸化代谢、细胞的迁

移运动与定位等生物学进程，互作网络通路主

要富集在凋亡相关子网络(图8深红色区域)与迁

移相关子网络(图8金黄色区域)。提示RSK4是一

个多功能蛋白分子。

图 8　RSK4相互作用蛋白的相互作用网络

Fig. 8    Interaction networks of RSK4 interacting proteins 

detected by IPA

3　讨　　论

　　本研究的前期研究发现，RSK4基因的转录

水平和蛋白水平在正常的乳腺组织、癌旁组织

和癌组织样本中的表达呈递减的趋势。而在不

同类型的乳腺癌细胞中，RSK4的蛋白表达水

平与其转移侵袭能力呈负相关。在不同乳腺癌

细胞内分别使用RSK4过表达和干扰处理后的研

究结果表明，RSK4表达水平低的细胞系进行

RSK4过表达处理后，其成瘤、侵袭和转移能力

明显减弱；反之，对RSK4表达水平高的细胞系

进行相应的干扰处理后所形成的移植瘤结果提

示，抑制了RSK4基因表达后，可以促进肿瘤的

形成和生长［9-11］。这些研究均提示RSK4在乳腺

癌中扮演着抑癌基因的角色。与此同时，RSK4
还在p53通路中通过促使p21cip1磷酸化参与细胞

凋亡的调控［12-13］。

　　蛋白是细胞生物学功能的执行者，而绝大

部分蛋白执行细胞的生物学功能时，并不是

由单一的蛋白来实现，而是通过蛋白复合体的

形式去完成，所以鉴定和识别某一蛋白的功能

时，分析其相互作用蛋白对其作用机制及功能

研究具有重要的意义。本研究利用标签纯化的

方式筛选出一系列与RSK4有关的相互作用蛋

白，这些蛋白参与了蛋白的磷酸化、细胞迁移

运动等多种生物学过程，其参与的信号通路主

要集中在凋亡相关子网络和细胞迁移运动子 

网络。

　 　 凋 亡 相 关 子 网 络 中 的 蛋 白 S T K 3 8 、

STK38L、MOB2和MICAL1都与细胞的凋亡相

关。STK38与ST38L即NDR1/NDR2，与RSK4
一样，也属于丝氨酸/苏氨酸激酶超家族，参与

Fas受体诱导的细胞凋亡调控—诱导细胞凋亡的

发生［14］。MOB2本身能诱导细胞凋亡以及抑

制细胞生长［15］，与此同时，MOB2还通过与

NDR1/2相互作用形成蛋白复合体，可以显著增

强NDR1/2蛋白的催化活性［16］。而与MOB2一

样，MICAL1也通过与NDR1/2疏水基团相互作

用，抑制NDR1/2激酶的活性，负性调控NDR信

号通路，从而达到抑制细胞凋亡的目的［17］。

在信号通路网络图中，RSK4与MICAL1存在直

接相互作用关系，MICAL1可能通过直接调控

RSK4进而影响细胞的凋亡。PRMT5属于Ⅱ型蛋

白精氨酸甲基转移酶，它通过不同的机制来促

进细胞的生长和转化［18］。在不同类型的恶性

肿瘤中，比如：卵巢癌、乳腺癌、前列腺癌，

PRMT5表达水平明显升高［19］。PDCD4是肿瘤

抑制基因，在乳腺癌细胞中，PRMT5对PDCD4
蛋白N末端的甲基化使其功能受到抑制，从而促

进肿瘤细胞的生长［20］。而RSK4与PDCD4同属

抑癌基因，在网络中可以看到RSK4受到PRMT5
的间接调控。PRMT5可能同样通过对RSK4蛋白

进行的甲基化修饰抑制其抑瘤功能的发挥。

　　在迁移运动子网络中，标签纯化蛋白结果

鉴定发现，CFL1、CAP1和CAP2存在于RSK4
的蛋白复合体中，与RSK4相互作用。CFL1是

主要的翻转激动蛋白的调控蛋白，通过与对

肌动蛋白翻转作用，加强肿瘤细胞的迁移能 

力［21］，CFL1过表达的肿瘤细胞其凋亡减少，

细胞的增殖、黏附和侵袭能力增加［22］。CAP1
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和CAP2为腺苷酸环化酶相关蛋白，参与肌动

蛋白的调控，促进细胞的迁移和侵袭。同时，

CAP1可以磷酸化CFL1，抑制了CAP1的表达

后，CFL1的磷酸化水平降低，细胞的迁移能力

显著下降［23-24］。有文献报道［25］，RSK4拥有抑

制细胞迁移的能力，在RSK4过表达的细胞迁移

能力降低，这表明RSK4与迁移信号通路有着密

切的关系。

　　虽然RSK4在肿瘤的发生、发展过程中起着

非常重要的作用，但是其参与调控肿瘤细胞生

物学行为功能的具体机制尚不清楚。本研究通

过标签纯化联合蛋白质质谱鉴定出RSK4的相互

作用蛋白，有助于揭示和解决以上所述问题。
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