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D ok1 与表皮生长因子受体之间相互作用的酵母双杂交研究
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[摘要 ]　目的: 研究 dow nstream of k inases (dok1)与表皮生长因子受体 (EGFR )之间的相互作用, 寻找 EGFR 的可能底物或

调控蛋白, 以深入认识 EGFR 下游信号转导机制。方法: 将 EGFR 胞内域与L exA 蛋白融合作为DNA 结合蛋白, 分别将

dok1、dok1PTB 及 dok1∃PTB 与B 42AD 蛋白融合作为激活域蛋白, 共转化酵母菌后, 通过 Β2半乳糖苷酶活性检测、生长实验

以及免疫共沉淀实验分析它们之间的相互作用。结果: dok1 及 dok1PTB 与 EGFR 之间在酵母中存在结合, 而 dok1∃PTB 不

与 EGFR 结合。结论: 首次证实 EGFR 与 dok 1 之间具有相互作用 , dok 1 的 PTB 结构域在介导此相互作用的过程

中非常重要。
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In teraction between ep iderma l growth factor receptor with dok1 by yea st two-hybr id m ethod

ZHAN G Yong, L IU X iu2J ie, ZHAN G Q i, YAN Zh i2Yong, J IAO L i, L IU Xuan, LU Chang2L in, H E Cheng3 (D epartm en t of

N eurob io logy, Co llege of Basic M edical Sciences, Second M ilitary M edical U n iversity, Shanghai 200433, Ch ina)

[ABSTRACT ]　Objective: To study the in teract ion betw een ep iderm al grow th facto r recep to r (EGFR ) w ith dow nstream of

k inases (dok1) and to search fo r the po ssib le in tracellu lar substra tes o r regu lato ry p ro tein s of EGFR , so as to deep ly under2
stand the m echan ism s of recep to r dow nstream signal transduction. M ethods: T he EGFR IC ( in tracellu lar part of EGFR ) w as

fused to L exA as a DNA 2b inding dom ain p ro tein, w h ile dok1, dok1PTB and dok1∃PTB (dok1 w ithou t PTB ) w ere respect ive2
ly fu sed to B 42AD as an activat ion dom ain p ro tein. Co2t ran sfo rm an ts w ere tested by Β2galacto sidase act ivity analysis, leucine

m edium grow th analysis and co2imm unop recip ita t ion assay. Results: Dok1 and dok1PTB in teracted w ith EGFR in yeast,

w h ile dok1∃PTB did no t. Conclusion: It is first ly confirm ed that EGFR can in teract w ith dok1, and the in teract ion m ay be

m ediated by PTB dom ain of dok1.

[KEY WORD S]　ep iderm al grow th facto r recep to r; dok1; PTB; yeast tw o2hybrid

[A cad J Sec M ilM ed U niv, 2004, 25 (7) : 7552758 ]

　　表皮生长因子 (EGF) 不仅在胚胎期及成熟发

育期对神经细胞的存活、生长及分化具有明显的调

节作用, 而且还参与神经损伤后的再生和功能修复。

EGF 通过与体内细胞表面的相应受体即表皮生长

因子受体 (EGFR ) 结合, 由 EGFR 受体介导胞内信

号转导而发挥其生物学效应。目前已知 EGFR 是一

种跨膜糖蛋白, 含胞外域、跨膜段和胞内域 3 个部

分, 其中胞内域具有酪氨酸激酶活性, 与许多其他的

受体酪氨酸激酶一样, 依赖于 EGFR 的信号通路以

配体结合受体后受体形成稳定的二聚体作为起始。

由于 EGFR 在发育和生理方面均具有重要的作用,

故人们常将其作为研究受体酪氨酸激酶的经典范

例。为了探索 EGF 作用于细胞膜受体后的胞内信号

转导, 我们拟通过酵母双杂交等方法, 寻找胞质内

EGFR 受体下游的可能新底物蛋白或调控蛋白, 从

而为深入认识和研究受体酪氨酸激酶下游信号通路

打下较好的工作基础。〔1 〕

1　材料和方法

1. 1　 材料　大肠杆菌 XL 12B lue、DH 5Α以及酵母

菌株HL Y819 均为本实验室保存菌株。限制性内切

酶、碱性磷酸酯酶 C IP 和 T 4 DNA 连接酶等购自

Gibco BRL 公司。ExT aq 酶购自 T aKaR a 公司。Pfu2
T u rbo 酶购自 M erck 公司。X2gal、IPT G 购自

P rom ega 公司。P ro tein G agaro se 购自Roche 公司。

BenchM A R KTM P resta ined P ro tein L adder 购 自

Gibco BRL 公司。W estern 印迹检测用 ECL 试剂购

自 P ierce 公司。A n ti2HA 小鼠单抗、an t i2L exA 小鼠

单抗、山羊抗鼠的HR P 偶联二抗均购自 San ta C ruz
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公司。D ith io th reito l (D T T )、benzam id ine、phenyl2
m ethylsu lfonyl fluo ride (PM SF )、pep sta t in A、leu2
pep t in、an t ipa in 及 non idet P40 (N P240) 等均购自

Sigm a 公司。T ryp tone、Yeast ex tract、Yeast n it ro2
gen base、Yeast n it rogen base W öO am ino acids 等

均购自D ifco 公司。各种氨基酸、糖类购自上海东风

试剂公司。

1. 2　分子克隆和基因突变　DNA 限制性内切酶

解、大肠杆菌转化条件、大肠杆菌与酵母菌的培养、

转化以及质粒抽提、感受态酵母的制备及转化等参

照文献[1, 2 ]及C lon tech L exA Tw o2hyb rid 文库手

册。以 100 ng 质粒DNA 为模板, 在 pfuT u rbo 酶的

作用下进行 PCR 反应 (条件为 95℃ 0. 5 m in, 55℃

1 m in, 68℃ 16 m in, 共 18 个循环) , 将 PCR 产物进

行Dp n É 酶切 1 h, 取 10 Λl 酶切产物进行转化, 挑

菌抽质粒, 送上海联众生物公司测序。

1. 3　酵母转化子 Β2半乳糖苷酶活力的测定　取一

张W hatm an 滤纸, 覆盖于相应的选择性培养基上

(碳源为半乳糖) , 用灭菌牙签从选择性培养基平板

上挑取酵母转化子菌落 (直径 1～ 2 mm ) 点到滤纸

上, 30℃培养 2 d; 然后取出小心浸入液氮中 (菌落面

朝上) , 约 0. 5 m in 后取出, 室温放置; 将滤纸 (菌落

面朝上) 放于用 Z bufferöX2gal 溶液 ( 100 m l Z

buffer 中加入 1. 67 m l 20 göL 的X2gal, 0. 27 m l Β2
巯基乙醇; Z buffer 含 60 mm o löL N a2H PO 4、40

mm o löL N aH 2PO 4、 10 mm o löL KC l、1 mm o löL

M gSO 4)预湿的滤纸上, 30℃培养 0. 5～ 8 h, 检验菌

落是否显蓝色。8 h 内显蓝色的菌落其 Β2半乳糖苷

酶活性为阳性, 未显色的为假阳性。

1. 4　L eu - 生长实验　用灭菌接种环从选择性 SD

(U ra- , H is- , T rp - ) 培养基平板上挑取酵母转化子

菌落, 转接于 Gal SD (U ra- , H is- , T rp - , L eu - ) 培

养基上, 30℃培养 3～ 5 d, 检验菌落生长状况。菌落

能够生长表明酵母转化子内的共转质粒表达蛋白可

以相互作用, 菌落不能生长表明共转质粒表达蛋白

之间没有相互作用。

1. 5　酵母细胞抽提物的制备　挑取阳性菌落转接

于 Gal SD (U ra- , H is- , T rp - , L eu - ) 培养基中, 生

长至D 600为 1. 0～ 1. 5。200 m l 培养物离心收集, 10

m l 无菌水洗 1 次。以下步骤均在 4℃进行。酵母细

胞重悬于 0. 7 m l 酵母细胞裂解液 (200 mm o löL
T ris2HC l, pH 8. 0, 400 mm o löL (N H 4 ) 2SO 4, 10

mm o löL M gC l2, 1 mm o löL ED TA , 10% Glycero l,

7 mm o löL Β2m ercap toethano l, 2 mm o löL Benzam i2

dine, 1 mm o löL PM SF, 2 Λgöm l pep sta t in A , 2 Λgö

m l leupep t in, 4 Λgöm l an t ipa in) , 加入 1. 2 g 酸洗玻

璃珠 (425～ 600 Λm , Sigm a) , 剧烈振荡 10 次, 每次

30 s, 间隔冰浴 30 s。裂解液 14 000 röm in 离心 15

m in, 上清再离心 15 m in, 测上清总蛋白浓度,

- 20℃保存。

1. 6　免疫共沉淀和W estern 印迹检测　取 200 Λl

酵母细胞裂解物, 加 IP 抗体 (每反应 1 Λg) , 在 4℃

振荡 1 h。12 000 röm in 离心 2 m in, 在上清中加入

30 Λl 用酵母细胞裂解液平衡的 50% p ro tein G2
agaro se, 4℃振荡 2 h。免疫沉淀物用 IP buffer (20

mm o löL T ris2HC l, pH 7. 5, 2 mm o löL EGTA , 150

mm o löL N aC l, 1% N P240, 1 mm o löL D T T ) 洗 3

次。然后重悬在 1×蛋白质电泳上样缓冲液中, 进行

12% 的 SD S2PA GE 电泳。用湿法将蛋白条带转移到

硝酸纤维素膜上, 用含 5% 脱脂奶粉的 TBS2T (10

mm o löL T ris2HC l, pH 7. 5, 150 mm o löL N aC l,

011% 吐温220) 溶液封闭膜 3 h, 加入一抗 (抗体稀

释度为 1∶1 000) 4℃结合过夜, 用 TBS2T 室温洗膜

4 次, 每次 15 m in。用二抗于室温结合 2 h, 再用

TBS2T 洗膜 4 次, 每次 15 m in。用吸水纸吸尽多余

的液体, 以 SuperSigna l ECL 试剂显色。

2　结　果

2. 1　双杂交质粒的构建　选用L exA Tw o2hyb rid

系统[ 2 ]来研究 dok1 与 EGFR 胞内域之间的相互作

用。pGilda 质粒是含有L exA 的DNA 结合结构域

的穿梭质粒, 将 EGFR 的胞内域基因编码区克隆到

pGilda 多克隆位点中, 构建成 pGilda2EGFR IC融合

蛋白的酵母表达质粒; pB 42AD 质粒是含有B 42 的

激活结构域的穿梭质粒, 将相应 dok1、dok1PTB 及

dok1∃PTB (dok1 缺失 PTB ) 的基因编码区克隆到

pB 42AD 多克隆位点中, 构建成 pB 42AD 2dok1、

dok1PTB 及 dok1∃PTB 融合蛋白的酵母表达质粒,

经酶切 (图 1)及测序后确定。

2. 2　EGFR 与 dok1 在酵母中的相互作用　将

pGilda2EGFR IC 质粒与 pB 42AD 或 pB 42AD 2dok1

质粒分别共转化 HL Y819 宿主菌, 对共转化子进行

Β2半乳糖苷酶活力检测, 结果表明 EGFR 胞内域编码

区蛋白没有自激活作用, 可以用作双杂交反应的诱饵;

而在酵母中 dok1 能够与EGFR IC结合(图 2)。

2. 3　EGFR 与 dok1PTB 结构域在酵母中的相互作

用　将 pGilda2EGFR IC 质粒与 pB 42AD 2dok1PTB

或 pB 42AD 2dok1∃PTB 质粒分别共转化 HL Y819

宿主菌, 对共转化子进行 Β2半乳糖苷酶活力检测以
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及 SD Gal U ra- H is- T rp - L eu - 平板生长实验,

结果表明dok 1可通过PTB 结构域与EGFR IC结合;

当 dok1 缺失 PTB 结构域后则不能与 EGFR IC发生

相互作用, 从而进一步从反面证实 dok1 可经 PTB

结构域与 EGFR IC结合 (图 3)。

图 1　诱饵蛋白 pGilda-EGFR IC质粒以及靶蛋白

pB42AD -dok1、dok1PTB 及 dok1∃ PTB 质粒的酶切图谱

F ig 1　pGilda-EGFR IC plasm id and pB42AD -dok1,

dok1PTB, dok1∃ PTB digested by X ho É
M : DL 2000 m arker; 1: pB42AD 2dok1PTB; 2: pB42AD 2dok1;

3: pB42AD 2dok1∃PTB; 4: pGilda2EGFR IC

图 2　Β-半乳糖苷酶活性分析EGFR IC与 dok1 之间的相互作用

F ig 2　A ssay of in teraction between EGFR IC and dok1

using Β-ga lactosidase activ ity ana lysis

A : pGilda2Po s+ pB42AD; B: pGilda2EGFR IC+ pB42AD;

C: pGilda2EGFR IC+ pB42AD 2dok1; D: pGilda+ pB42AD

　　进一步通过免疫共沉淀的方法以验证 EGFR

与 dok1 的结合。由于 pGilda 和 pB 42AD 分别为

L exA 和 HA 融合的质粒, 因此可以分别用 an t i2
L exA 及 an t i2HA 抗体免疫沉淀或检验两者的表达

产物。我们分别提取 pGilda2EGFR IC 与 pB 42AD 2
dok1、pB 42AD 2dok1PTB 以及 pB 42AD 2dok1∃PTB

共转化子的酵母总蛋白。用 an t i2HA 抗体沉淀酵母

总蛋白, 并用 an t i2L exA 抗体对沉淀物进行W est2
ern 检测。结果显示, 转化了 pB 42AD 2dok1 或

pB 42AD 2dok1PTB 的酵母总蛋白中能检测到L ex2
A 2EGFR IIC条带, 表明L exA 2EGFR IC和HA 2dok1 或

HA 2dok1PTB 能 够 被 免 疫 共 沉 淀; 而 转 化 了

pB 42AD 2dok1∃PTB 的酵母总蛋白中不能检测到

L exA 2EGFR IC 条 带, 表 明 L exA 2EGFR IC 和 HA 2
dok1∃PTB 不能被免疫共沉淀 (图 4)。上述实验结

果表明, 在酵母中 dok1 可经 PTB 结构域与 EGFR IC

之间相互作用。

图 3　Β-半乳糖苷酶活性分析 (左)和

L eu- 生长实验分析 (右)

F ig 3　Β-ga lactosidase activ ity ana lysis

( lef t) and L eu- m edium growth ana lysis(r ight)

A : pGilda2Po s+ pB42AD; B: pGilda2EGFR IC+ pB42AD 2dok1PTB;

C: pGilda2EGFR IC+ pB42AD 2dok1∃PTB; D: pGilda+ pB42AD;

E: pGilda2EGFR IC+ pB42AD 2dok1; F: pGilda2EGFR IC+ pB42AD

图 4　L exA-EGFR IC与 HA-dok1 的免疫

共沉淀结合W estern 印迹分析

F ig 4　Co- imm unoprec ip ita tion and W estern blot

ana lysis of L exA-EGFR IC and HA-dok1

( imm unoblot with an ti-L exA)

1: pGilda2EGFR IC+ pB42AD;

2: pGilda2EGFR IC+ pB42AD 2dok1PTB;

3: pGilda2EGFR IC+ pB42AD 2dok1;

4: pGilda2EGFR IC+ pB42AD 2dok1∃PTB

3　讨　论

近年来人们逐渐发现, EGF 对于中枢神经系统

内的多种类型的神经元具有很重要的神经营养和调

制效应。通过直接刺激的作用, 或者间接经非神经元

如胶质细胞等的介导, EGFR 家族可参与神经营养、

神经发育以及脑损伤后修复等多种重要的神经生物

学效应[ 3, 4 ]。激活后 EGFR 家族成员内部特异性酪
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氨酸残基的磷酸化, 提供了许多可与含有 SH 2 和

PTB 结构域的蛋白进行结合的位点。这些信号蛋白

中, 有些本身也是激活后可发生酪氨酸磷酸化的激

酶, 如 Src、PL CΧ和 P I3K, 而有些蛋白则是链接受

体酪氨酸激酶与下游信号通路之间的接头蛋白, 如

Shc、Grb2、Grb7 和N ck 等[ 5 ]。

随着对受体酪氨酸激酶信号转导特异性的深入

研究, 已知几种受体可以共同拥有某些特异性底

物[ 6 ]。人们陆续发现, 许多受体酪氨酸激酶的下游存

在一类特异性的所谓入坞蛋白 (dock ing p ro tein)。

这些蛋白一般均含有 2 种结构域, 一是N 端的膜定

位元件, 如 PH 结构域或肉豆蔻酰化位点; 二是受体

结合序列, 如 PTB 或 PTB 样结构域。另外, 入坞蛋

白内还可停靠多种内含 SH 2 和 SH 3 结构域的信号

分子。dok (dow n stream of k inases)家族成员即属于

入坞蛋白, 它们也具有上述典型特征, 如它们内含膜

定位序列 (PH 结构域)、受体结合区域 (PTB 结构

域)以及数个下游底物的可能结合位点 (磷酸化酪氨

酸和 PXXP 基序)等[ 7, 8 ]。dok1 不仅可以是某些非受

体酪氨酸激酶如 Src、L yn、T ec、p 21bcr2ab l 等的底

物[ 9 ] , 还可以是某些受体酪氨酸激酶如胰岛素和胰

岛素样生长因子É 等的底物[ 10 ]。由于 dok 家族成员

结构上含 PH 和 PTB 结构域以及多个 SH 2 和 SH 3

结合位点, 因此在酪氨酸激酶激活后, 它们可以聚集

许多相关的信号分子蛋白。dok1 和 dok2 可结合并

聚集 rasGA P, 即一种 ras 信号通路的负性调节蛋

白, 而参与负性调节激酶的下游信号, 通过抑制

M A PK 信号通路, 继而导致对细胞的增殖和细胞的

转化等生物学效应的负性调控[ 11, 12 ]。

本研究通过 Β2半乳糖苷酶活力检测, L eu - 营养

互补生长实验以及免疫共沉淀等方法, 验证了 dok1

或 dok1PTB 与 EGFR 蛋白在酵母中确实存在结

合, 当 dok1 缺失 PTB 结构域后则不能与 EGFR 结

合。上述结果表明 dok1PTB 结构域介导了 EGFR

与 dok1 之间的相互作用。因此我们推测, dok1 可能

作为一种信号通路的负性调节蛋白, 对于 EGFR 介

导的信号传递亦具有一定的抑制作用。这一研究使

得我们不仅可能发现胞质内新的 EGFR 结合蛋白

或调控蛋白, 从而深入研究 EGF 作用于细胞后的胞

内信号转导机制, 并探讨其在 EGFR 引起神经元分

化功能调控中的可能作用, 而且丰富对于 PTB 结构

域的认识, 将有助于今后开发识别针对此靶位点的

特异性药物。

进一步的工作将努力证实 EGFR 与 dok1 体内

确实存在结合, 若在发育或肿瘤发生时 EGFR 介导

的信号通路中, dok1 可作为一种信号通路的负性调

节蛋白, 那么寻求对此信号转导的干预方法将具有

十分重要的生理或病理学上的意义。
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