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［摘要］　目的：建立表皮生长因子受体（ｅｐｉｄｅｒｍａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＥＧＦＲ）酪氨酸激酶（ｒｅｃｅｐｔｏｒｔｙｒｏｓｉｎｅｋｉｎａｓｅ，ＲＴＫ）

抑制剂的高通量筛选模型。方法：通过基因工程技术表达ＥＧＦＲＲＴＫ，ＥＬＩＳＡ法验证其生物学活性；应用表面等离子共振原

理筛选与激酶具有结合活性的化合物，ＥＬＩＳＡ法检测其生物学活性。结果：在原核表达系统中成功表达具有生物学活性的

ＥＧＦＲＲＴＫ蛋白。将蛋白偶联至生物芯片，阳性化合物ＥＩ１８８与ＥＧＦＲ酪氨酸激酶结合的Ｋｄ值为５．００×１０－７ ｍｏｌ·Ｌ－１，

ＩＣ５０为１２．３７μｍｏｌ·Ｌ
－１，与预期结果一致。应用该模型筛选３１个待测化合物，发现了６个具有结合活性和酶抑制活性的

ＥＧＦＲＲＴＫ抑制剂。结论：成功建立了基于表面等离子共振原理和ＥＬＩＳＡ法的高通量ＥＧＦＲＲＴＫ抑制剂的筛选模型，为发

现新型酪氨酸激酶抑制剂奠定了基础。
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　　表皮生长因子受体（ｅｐｉｄｅｒｍａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ
ｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＥＧＦＲ）是一种广泛分布于多种细胞表面的
跨膜糖蛋白，主要调节细胞的分裂、增生和分化，其

胞内区酪氨酸激酶（ｒｅｃｅｐｔｏｒｔｙｒｏｓｉｎｅｋｉｎａｓｅ，ＲＴＫ）
异常持续激活可引起细胞的无限增殖和分化不良，
导致许多增生性疾病，如多囊肾病、肿瘤等，且预示
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疾病预后不良［１２］。因此，ＥＧＦＲＲＴＫ已成为相关
疾病治疗新的作用靶点［３］，其抑制剂（ＴＫＩ）———

Ｉｒｅｓｓａ已被ＦＤＡ 批准应用于临床，并取得初步成
效［４］。但相关药物仍不能满足目前临床需要，急需
开发更多的ＴＫＩ类新药以应用于临床。因此，建立
特异、敏感和高效的新型药物筛选模型是目前ＴＫＩ
类新药开发研究的热点［５］。

　　表面等离子共振（ｓｕｒｆａｃｅｐｌａｓｍｏｎｒｅｓｏｎａｎｃｅ，

ＳＰＲ）技术是近年来用于进行生物分子相互作用分
析的有力工具［６７］。本研究采用ＳＰＲ技术测定ＴＫＩ
与ＥＧＦＲＲＴＫ的相互作用，结合酶活性ＥＬＩＳＡ测
定方法，尝试建立高通量的ＥＧＦＲＲＴＫ抑制剂筛选
模型，为ＴＫＩ的筛选奠定基础。

１　材料和方法

１．１　主要材料及试剂　包含ＥＧＦＲｃＤＮＡ的质粒

ｐＲＫ５由中国科学院上海药物研究所沈旭教授惠赠，
表达载体ｐＱＥ３０、表达宿主菌 Ｍ１５为德国 Ｑｉａｇｅｎ
公司产品。各种限制性内切酶、Ｔ４ＤＮＡ连接酶为

ＴａＫａＲａ公司产品，胶回收试剂盒为华舜公司产品，
纯化树脂ＣｈｅｌａｔｉｎｇＳｅｐｈａｒｏｓｅＦａｓｔＦｌｏｗ为Ｐｈａｒ
ｍａｃｉａＢｉｏｔｅｃｈ公司产品，酪氨酸激酶活性检测试剂
盒购自加拿大Ｃｈｅｍｉｃｏｎ公司，ＴＫＩ阳性化合物ＥＩ
１８８购自 Ｃａｌｂｉｏｃｈｅｍ 公司。ＣＭ５芯片和 ＢＩＡｃｏｒｅ
３０００为瑞典ＢＩＡｃｏｒｅＡＢ公司产品。

１．２　ＥＧＦＲＲＴＫ蛋白的合成与偶联

１．２．１　融合蛋白的表达、纯化　采用原核表达系统
表达ＥＧＦＲＲＴＫ［８］，方法简述如下：设计引物，扩增

ＥＧＦＲＲＴＫ，ＰＣＲ产物与表达载体ｐＱＥ３０经酶切、
纯化后连接，转化感受态宿主菌 Ｍ１５，筛选并培养含
有重组质粒的阳性克隆，诱导表达后破碎菌体，离
心、洗涤、复性、树脂纯化。洗脱下的融合蛋白ＳＤＳ
ＰＡＧＥ分析融合蛋白及其纯度，Ｂｒａｄｆｏｒｄ方法测定
蛋白含量。

１．２．２　ＲＴＫ活性测定　ＲＴＫ底物、ＡＴＰ／ＭｇＣｌ２及
纯化的ＥＧＦＲＲＴＫ蛋白３７℃孵育４５ｍｉｎ。反应混
合液加入酶标板３７℃孵育３０ｍｉｎ，洗涤后封闭３０
ｍｉｎ。ＨＲＰ偶联的抗磷酸化酪氨酸抗体室温振荡孵
育１ｈ。加入ＴＭＢ底物室温孵育５～１５ｍｉｎ，加入
终止液后，立即用酶标仪读出４５０ｎｍ处光密度值。

１．２．３　ＥＧＦＲＲＴＫ蛋白的偶联　用ＢｉａＣｏｒｅ３０００
控制软件中的ＡｐｐｌｉｃａｔｉｏｎＷｉｚａｒｄ程序将纯的ＥＧ
ＦＲＲＴＫ蛋白偶联到ＣＭ５芯片上。ＥＧＦＲ蛋白用

１０μｍｏｌ·Ｌ
－１，ｐＨ４．０２ＮａＡｃ缓冲液稀释至终浓度

为０．３５ｍｇ／ｍｌ。活化试剂ＥＤＣ、ＮＨＳ１１混合，

以５μｌ／ｍｉｎ的流速进样３５μｌ，然后以同样流速将蛋
白偶联在ＦＣ４通道上，目标蛋白的偶联量为１２０００
ＲＵ（共振单位，ｒｅｓｐｏｎｓｅｕｎｉｔ）。封闭液 Ｅｔｈａｎｏｌａ
ｍｉｎｅＨＣｌ同样以５μｌ／ｍｉｎ的流速进样３５μｌ，封闭
蛋白表面。偶联结束后，系统用ｒｕｎｎｉｎｇｂｕｆｆｅｒ平衡

３～４ｈ，至基线平稳。

１．３　ＥＧＦＲＲＴＫＩ筛选模型的建立和验证

１．３．１　表皮生长因子受体酪氨酸激酶抑制剂筛选
模型的验证　用梯度浓度的ＥＧＦＲ酪氨酸激酶抑制
剂ＥＩ１８８作为阳性化合物验证偶联的ＥＧＦＲ蛋白
的结合活性，操作按照仪器说明进行。ＥＩ１８８的动
力学分析采用Ｂｉａｃｏｒｅ软件中的１１（Ｌａｎｇｍｕｉｒ）
结合拟合模型进行。

１．３．２　表皮生长因子受体酪氨酸激酶抑制剂的筛
选　将待筛选的３１个酪氨酸激酶抑制剂配制成梯
度浓度，采用ＢｉａＣｏｒｅ３０００筛选，操作按照仪器说明
进行。

１．３．３　化合物生物学活性的测定　选取有结合活
性的化合物，应用酪氨酸激酶活性检测试剂盒检测
其对酪氨酸激酶的作用，方法同上。计算抑制率和

ＩＣ５０。抑制率（％）＝（对照光密度－样品光密度）／
（对照光密度－空白光密度）×１００％。

２　结　果

２．１　融合蛋白的鉴定　融合蛋白经ＳＤＳＰＡＧＥ分
析，得到相对分子质量约３７０００的单一条带，与

ＲＴＫ的理论计算值相符，纯度为９４．７％（图１）。

图１　ＳＤＳＰＡＧＥ分析ＥＧＦＲＲＴＫ的表达（Ａ）、纯化（Ｂ）

Ｆｉｇ１　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ（Ａ）ａｎｄｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ（Ｂ）

ｏｆＥＧＦＲＲＴＫｂｙＳＤＳＰＡＧＥａｎａｌｙｓｉｓ
Ａ：ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＥＧＦＲＲＴＫｂｙＳＤＳＰＡＧＥ．１：Ｂａｃｔｅｒｉｕｍｅｘｔｒａｃｔｓｏｆ

ＲＴＫＭ１５ｎｏｎｉｎｄｕｃｅｄ；２：Ｐｒｏｔｅｉｎｍｏｌｅｃｕｌａｒｍａｓｓｍａｒｋｅｒ；３：Ｓｕｐｅｒ

ｎａｔａｎｔｏｆｂａｃｔｅｒｉｕｍｅｘｔｒａｃｔｓｏｆＲＴＫＭ１５ｉｎｄｕｃｅｄ；４：Ｓｅｄｉｍｅｎｔｏｆ

ｂａｃｔｅｒｉｕｍｅｘｔｒａｃｔｓｏｆＲＴＫＭ１５ｉｎｄｕｃｅｄ．Ｂ：ＰｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＥＧＦＲ

ＲＴＫｂｙＳＤＳＰＡＧＥ．１：Ｐｒｏｔｅｉｎｍｏｌｅｃｕｌａｒｍａｓｓｍａｒｋｅｒ；２：Ｐｕｒｉｆｉｅｄ

ｐｒｏｔｅｉｎｏｆＥＧＦＲＲＴＫ（Ｍｒ３７０００）
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２．２　ＥＧＦＲＲＴＫ活性检测　根据蛋白量和Ｄ４５０值
绘制曲线（图２），可见随着加入ＥＧＦＲＲＴＫ量的增
加，酶促反应产物磷酸化酪氨酸的量也逐渐增加，两
者具有线性关系，即表达的重组ＥＧＦＲＲＴＫ具有自
身磷酸化和底物磷酸化的生物活性。

图２　ＥＬＩＳＡ法检测酪氨酸激酶活性

Ｆｉｇ２　ＴｙｒｏｓｉｎｅｋｉｎａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙａｓｓａｙｂｙＥＬＩＳＡ

２．３　ＥＧＦＲＲＴＫ蛋白的偶联结果　ＥＧＦＲＲＴＫ
蛋白偶联的传感图（图３）表明：以反应时间对ＲＵ连
续作图得到ＥＧＦＲＲＴＫ蛋白偶联至ＣＭ５芯片的传
感图，记录了整个反应过程包括结合和解离过程，偶
联至芯片的蛋白共振信号约为３００００ＲＵ。

图３　ＥＧＦＲＲＴＫ蛋白的偶联传感图

Ｆｉｇ３　ＳｅｎｓｏｒｇｒａｍｓｆｏｒｉｍｍｏｂｉｌｉｚａｔｉｏｎｏｆＥＧＦＲＲＴＫ

２．４　表皮生长因子受体酪氨酸激酶抑制剂筛选模
型的验证　阳性化合物ＥＩ１８８与ＥＧＦＲ酪氨酸激
酶结合的传感图（图４Ａ）表明：结合属于缓慢模式，

其动力学分析采用１１（Ｌａｎｇｍｕｉｒ）结合拟合模
型。结合速率常数（ｋｏｎ）和解离速率常数（ｋｏｆｆ）采用
公式（１）拟合，其中Ｒ代表共振单位ＲＵ，Ｃ是抑制剂
浓度。结合的平衡常数Ｋｄ采用公式（２）计算。ＥＩ
１８８与ＥＧＦＲ酪氨酸激酶结合的 Ｋｄ值为５．００×
１０－７ｍｏｌ·Ｌ－１，表明 ＥＧＦＲ 蛋白具有结合活性。

ＥＬＩＳＡ法测定 ＥＩ１８８对酪氨酸激酶活性的抑制，

ＩＣ５０为１２．３７μｍｏｌ·Ｌ
－１（图４Ｂ）。

　　ｄＲ／ｄｔ＝ｋｏｎ×Ｃ×（Ｒｍａｘ－Ｒ）－ｋｏｆｆ×Ｒ （１）

　　Ｋｄ＝ｋｏｆｆ／ｋｏｎ （２）

图４　不同浓度的ＥＩ１８８与ＥＧＦＲ酪氨酸激酶结合的

传感图（Ａ）及ＥＩ１８８的ＥＧＦＲ酪氨酸激酶抑制活性（Ｂ）

Ｆｉｇ４　Ｓｅｎｓｏｒｇｒａｍｓｆｏｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆ

ＥＩ１８８ｂｉｎｄｉｎｇｔｏＥＧＦＲＲＴＫ（Ａ）ａｎｄｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆ

ＥＧＦＲＲＴＫａｃｔｉｖｉｔｙｂｙＥＩ１８８（Ｂ）

２．５　表皮生长因子受体酪氨酸激酶抑制剂的筛
选　共筛选化合物３１个，６个化合物显示了与ＥＧＦＲ
酪氨酸激酶的结合活性和抑制活性，筛选结果见表１。

表１　部分待筛选化合物的筛选结果

Ｔａｂ１　Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓｏｆｓｏｍｅｃｏｍｐｏｕｎｄｓ

Ｃｏｍｐｏｕｎｄ ＴＫＩ３ ＴＫＩ１２ ＴＫＩ１３ ＴＫＩ２２ ＴＫＩ２７ ＴＫＩ２９

ＭＷ ２２０．２ ２３６．２ ２０４．２ ２０２．１ ２６６．３ １８６．１
ＫｄｃＢ／（ｍｏｌ·Ｌ－１） １．５９×１０－５ １．６７×１０－５ ２．０９×１０－５ １．２７×１０－５ ３．３×１０－６ ２．６５×１０－５

ＩＣ５０ｃＢ／（μｍｏｌ·Ｌ－１） ９４７．５４ ２４５．６６ ３０１．２７ ４２１．８３ ８７．４５ ５１８．７４

３　讨　论

　　本研究选择ＳＰＲ技术建立高通量药物筛选模

型具有以下优越性：仅需微克级样品、样品不需标
记、无需纯化，能在数分钟内完成传统ＥＬＩＳＡ方法
数小时的工作量，１ｄ可筛选上百个待测化合物。利
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用ＳＰＲ技术还可以得到活性化合物与靶酶的亲和
力常数Ｋｄ和动力学常数Ｋａ、Ｋｄ等，克服了整体动
物筛选提供药物作用机制信息少的缺点，使药物筛
选有了更高的特异性。根据活性化合物亲和力的数
据可以对活性化合物活性大小进行排序，可以快速
去掉很多无活性的化合物，为药物的后续筛选省去
了大量繁琐的工作［９］。

　　本研究选择的仪器ＢＩＡｃｏｒｅ３０００可实时监测
生物分子间的相互作用。因为全长ＥＧＦＲ蛋白相
对分子质量较大，约为１７００００，限制了其在药物筛
选中的应用。因此，本实验仅表达具有生物学活性
的胞内ＲＴＫ段。获得ＥＧＦＲ蛋白的传统方法是从
细胞或组织中分离纯化或采用昆虫表达体系进行真

核表达，但操作复杂、产量低。因此，本实验采用了
原核表达系统来表达活性 ＥＧＦＲＲＴＫ。ＥＧＦＲ
ＲＴＫ在Ｅ．ｃｏｌｉ中绝大多数是以包涵体形式存在，
可获得高表达、高纯度的重组蛋白质，避免细胞水解
酶对蛋白质的破坏，但往往无法获得具有活性的蛋
白而导致失败。本实验在包涵体增溶时加入还原剂

ＧＳＨ打开蛋白质中所有二硫键，避免含二硫键的杂
蛋白影响包涵体的溶解。此外还加入了金属螯合剂

ＥＤＴＡ螯合Ｃｕ２＋、Ｆｅ３＋等金属离子，以免与还原态
的巯基发生氧化反应。复性采用了氧化型／还原型
谷胱甘肽（ＧＳＨ／ＧＳＳＧ）作为氧化还原系统，通过促
使不正确形成的二硫键的快速交换反应，提高了正
确配对的二硫键的产率［１０］。为提高蛋白的复性效
率，复性液中变性蛋白浓度控制在０．１～１ｍｇ／ｍｌ，
复性缓冲液的ｐＨ值７．０～８．０，还应注意变性剂的
起始浓度和去除速度、离子强度等［１１］。

　　本研究采用酪氨酸激酶抑制剂ＥＩ１８８作为阳
性对照，ＢＩＡｃｏｒｅ检测证实其与重组ＥＧＦＲＲＴＫ有
结合活性，进一步的ＥＬＩＳＡ方法测定其抑制激酶活
性，ＩＣ５０为１２．３７μｍｏｌ·Ｌ

－１，接近于该化合物的已
知ＩＣ５０（２～１０μｍｏｌ·Ｌ

－１），证实已成功建立了筛选
模型。但本研究建立的筛选模型也有一定的限制，
不适于进行不可逆抑制剂的筛选。如果化合物与芯
片上的激酶不可逆性结合，该芯片就会失活。因此
需要定期采用阳性化合物验证芯片的活性。

　　综上所述，本研究采用自行表达的活性重组人

ＥＧＦＲＲＴＫ作为药物靶点，应用表面等离子共振生

物传感器并联合ＥＬＩＳＡ酶活性检测方法，建立了表
皮生长因子受体酪氨酸激酶抑制剂的高通量筛选模

型，大大提高了药物筛选的效率，为开发新型酪氨酸
激酶抑制剂奠定了基础。
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