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［摘要］　目的：研究ｄｏｗｎｓｔｒｅａｍｏｆｋｉｎａｓｅｓ１（ｄｏｋ１）与ＴｒｋＡ之间的相互作用，寻找ＴｒｋＡ的可能底物或调控蛋白，以深入认识

ＴｒｋＡ下游信号转导机制。方法：将 ＴｒｋＡ 胞内域与 ＬｅｘＡ 蛋白融合作为 ＤＮＡ 结合蛋白，分别将 ｄｏｋ１、ｄｏｋ１ＰＴＢ及

ｄｏｋ１ΔＰＴＢ与Ｂ４２ＡＤ蛋白融合作为激活域蛋白，共转化酵母菌后，通过β半乳糖苷酶活性检测以及氨基酸营养缺陷生长实验

分析它们之间的相互作用。结果：ｄｏｋ１及ｄｏｋ１ＰＴＢ与ＴｒｋＡ之间在酵母中存在结合，而ｄｏｋ１ΔＰＴＢ不与ＴｒｋＡ结合。结论：

证实ＴｒｋＡ与ｄｏｋ１之间具有相互作用，ｄｏｋ１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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　　神经生长因子（ＮＧＦ）是最早发现的神经营养

因子，也是神经生长因子家族的典型代表。ＮＧＦ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［１］。ＮＧＦ通过与体内细胞表
面的相应受体结合，由受体介导胞内信号转导而发

挥其生物学效应。目前已知神经生长因子受体依其

结合能力强弱分为高亲和力受体ＴｒｋＡ和低亲和力

受体ｐ７５ＮＴＲ两种，而ＮＧＦ生物学效应主要由Ｔｒ

ｋＡ介导。

　　ＴｒｋＡ受体相对分子质量为１４００００，其本质是

一种跨膜糖蛋白，含胞外域、跨膜段和胞内域三个部

分，其中胞内域具有酪氨酸激酶活性，与许多其他的

受体酪氨酸激酶类似，依赖于ＴｒｋＡ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。

当ＴｒｋＡ受体被ＮＧＦ激活后，受体胞内域中酪氨酸

激酶区呈现活性，胞内域中特定的酪氨酸位点将发

生自磷酸化，进一步通过下游结合分子的介导发生

一系列信号级联反应，从而激活磷脂酰肌醇３激酶

（ＰＩ３Ｋ）、有丝分裂原活化的蛋白激酶（ＭＡＰＫ）和磷

脂酶Ｃγ（ＰＬＣγ）等，最终引起神经细胞的分化和存

活等生物学效应［１］。

　　然而，这些经典的信号转导途径，无法完全解释

这一家族不同成员的特异作用。例如，ＮＧＦ、ＮＴ３
对ｃＡＭＰ引起的脊髓神经元生长锥导向转化作用

截然不同［２］；ＢＤＮＦ能够快速激活 Ｎａ（Ｖ）１．９亚基

参与的钠通道，而 ＮＧＦ却没有类似的效应［３］。因

此，寻找胞质内神经营养素受体的新底物蛋白或调
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控蛋白，进而研究其功能及作用机制，将有助于深入

认识神经营养素作用的多样性与特异性。

　　为了探索ＮＧＦ作用于细胞膜受体后的胞内信

号转导，我们曾通过酵母双杂交筛选的方法［４］，发现

ｄｏｋ１的片段可以与 ＴｒｋＡ在酵母中结合。本实验

拟通过酵母双杂交的方法证实ｄｏｋ１与ＴｒｋＡ在酵

母中的相互作用，同时进一步明确ｄｏｋ１蛋白中可能

是何结构域介导此结合。本研究旨在寻找胞质内

ＴｒｋＡ受体下游的可能新底物蛋白或调控蛋白，以

期深入认识ＮＧＦ作用于神经元后的胞内信号转导

机制，并探讨此相互作用在ＴｒｋＡ引起神经元分化

功能调控中的可能作用。

１　材料和方法

１．１　材料　大肠杆菌ＸＬ１Ｂｌｕｅ、ＤＨ５α以及酵母菌

株ＥＧＹ４８均为本实验室保存菌株。限制性内切酶、

碱性磷酸酯酶ＣＩＰ和Ｔ４ＤＮＡ连接酶等购自Ｇｉｂｃｏ

ＢＲＬ公司。ＥｘＴａｑ酶购自 ＴａＫａＲａ公司。Ｐｆｕ
Ｔｕｒｂｏ酶购自 Ｍｅｒｃｋ公司。Ｘｇａｌ、ＩＰＴＧ 购自Ｐｒｏ
ｍｅｇａ公司。Ｔｒｙｐｔｏｎｅ、ｙｅａｓｔｅｘｔｒａｃｔ、ｙｅａｓｔｎｉｔｒｏｇｅｎ

ｂａｓｅ、ｙｅａｓｔｎｉｔｒｏｇｅｎｂａｓｅｗ／ｏａｍｉｎｏａｃｉｄｓ等均购自

Ｄｉｆｃｏ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［４，５］及 ＣｌｏｎｔｅｃｈＬｅｘＡ Ｔｗｏｈｙｂｒｉｄ文库手
册［１］。以１００ｎｇ质粒ＤＮＡ为模板，在ｐｆｕＵｌｔｒａ酶
的作用下进行 ＰＣＲ反应（条件为９５℃ ０．５ｍｉｎ，

５５℃１ｍｉｎ，６８℃１６ｍｉｎ，共１８个循环），将ＰＣＲ产

物进行ＤｐｎⅠ酶切１ｈ，取１０μｌ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β半乳糖苷酶活力的测定　取一

张 Ｗｈａｔｍａｎ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１～２ｍｍ）点到滤纸

上，３０℃培养２ｄ；然后取出小心浸入液氮中（菌落面

朝上），约０．５ｍｉｎ后取出，置室温几分钟；将滤纸

（菌落面朝上）放于用Ｚｂｕｆｆｅｒ／Ｘｇａｌ溶液（１００ｍｌＺ

ｂｕｆｆｅｒ中加入１．６７ｍｌ２０ｇ／Ｌ的Ｘｇａｌ，０．２７ｍｌβ
巯基乙醇；Ｚｂｕｆｆｅｒ含６０ｍｍｏｌ／Ｌ Ｎａ２ＨＰＯ４、４０
ｍｍｏｌ／Ｌ ＮａＨ２ＰＯ４、１０ ｍｍｏｌ／Ｌ ＫＣｌ、１ ｍｍｏｌ／Ｌ

ＭｇＳＯ４）预湿的滤纸上，３０℃培养０．５～８ｈ，检验菌

落是否显蓝色。８ｈ内显蓝色的菌落其β半乳糖苷

酶活性为阳性，未显色的为假阳性。

１．４　Ｌｅｕ－生长实验　用灭菌接种环从选择性ＳＤ
（Ｕｒａ－，Ｈｉｓ－，Ｔｒｐ－）培养基平板上挑取酵母转化子

菌落，转接于ＧａｌＳＤ（Ｕｒａ－，Ｈｉｓ－，Ｔｒｐ－，Ｌｅｕ－）培

养基上，３０℃培养３～５ｄ，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。

２　结　果

２．１　双杂交质粒的构建　选用ＬｅｘＡＴｗｏｈｙｂｒｉｄ
系统来研究ｄｏｋ１与ＴｒｋＡ胞内域之间的相互作用。

ｐＧｉｌｄａ质粒是含有ＬｅｘＡ的ＤＮＡ结合结构域的穿

梭质粒，将ＴｒｋＡ的胞内域基因编码区克隆到ｐＧｉｌ

ｄａ多克隆位点中，构建成ｐＧｉｌｄａＴｒｋＡＩＣ融合蛋白

的酵母表达质粒；ｐＢ４２ＡＤ质粒是含有Ｂ４２的激活

结构域的穿梭质粒，将相应ｄｏｋ１、ｄｏｋ１ＰＴＢ（ｄｏｋ１
中的ＰＴＢ结构域）及ｄｏｋ１ΔＰＴＢ（ｄｏｋ１缺失ＰＴＢ结

构域）的基因编码区克隆到ｐＢ４２ＡＤ多克隆位点中，

构建成ｐＢ４２ＡＤｄｏｋ１、ｄｏｋ１ＰＴＢ及ｄｏｋ１ΔＰＴＢ融

合蛋白的酵母表达质粒，经酶切及测序后确定。

２．２　ＴｒｋＡ与ｄｏｋ１在酵母中的相互作用　将ｐＧｉｌ

ｄａＴｒｋＡＩＣ质粒与ｐＢ４２ＡＤ或ｐＢ４２ＡＤｄｏｋ１质粒分

别共转化ＥＧＹ４８宿主菌，对共转化子进行β半乳糖

苷酶活力检测，结果表明ＴｒｋＡ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；而且

在酵母中ｄｏｋ１能够与ＴｒｋＡＩＣ结合。

２．３　ＴｒｋＡ与ｄｏｋ１ＰＴＢ结构域在酵母中的相互作

用　将ｐＧｉｌｄａＴｒｋＡＩＣ质粒与ｐＢ４２ＡＤｄｏｋ１ＰＴＢ或

ｐＢ４２ＡＤｄｏｋ１ΔＰＴＢ质粒分别共转化ＥＧＹ４８宿主

菌，对共转化子进行β半乳糖苷酶活力检测，以及

ＳＤＧａｌＵｒａ－ Ｈｉｓ－Ｔｒｐ－Ｌｅｕ－平板氨基酸缺陷生长

实验，结果均表明ｄｏｋ１可通过ＰＴＢ结构域与 Ｔｒ

ｋＡＩＣ结合；当ｄｏｋ１缺失ＰＴＢ结构域后则不能与Ｔｒ

ｋＡＩＣ发生相互作用，从而进一步从反面证实ｄｏｋ１可

经ＰＴＢ结构域与ＴｒｋＡＩＣ结合（图１）。

３　讨　论

　　ＮＧＦ对神经细胞的存活、生长及分化具有明显

的调节作用，而且还能够参与神经损伤后再生和功

能修复［１］。上述效应大多由 ＮＧＦ激活其受体 Ｔｒ

ｋＡ后介导。ＴｒｋＡ受体单次跨膜，属于受体酪氨酸
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激酶家族，其胞内酪氨酸激酶区内含很多重要的酪

氨酸磷酸化位点。这些特异性酪氨酸残基的磷酸

化，提供了许多可与含有ＳＨ２和ＰＴＢ结构域的信

号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

ＰＬＣγ和ＰＩ３Ｋ，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等［６，７］。

图１　β半乳糖苷酶活性分析（Ａ）及

Ｌｅｕ－生长实验分析（Ｂ）

Ｆｉｇ１　βｇａｌａｃｔｏｓｉｄａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙａｎａｌｙｓｉｓ（Ａ）ａｎｄ

Ｌｅｕ－ ｍｅｄｉｕｍｇｒｏｗｔｈａｎａｌｙｓｉｓ（Ｂ）

ａ：ｐＧｉｌｄａＰｏｓ＋ｐＢ４２ＡＤ；ｂ：ｐＧｉｌｄａＴｒｋＡＩＣ＋ｐＢ４２ＡＤｄｏｋ１ＰＴＢ；

ｃ：ｐＧｉｌｄａＴｒｋＡＩＣ＋ｐＢ４２ＡＤｄｏｋ１ΔＰＴＢ；ｄ：ｐＧｉｌｄａ＋ｐＢ４２ＡＤ；ｅ：

ｐＧｉｌｄａＴｒｋＡＩＣ＋ｐＢ４２ＡＤｄｏｋ１；ｆ：ｐＧｉｌｄａＴｒｋＡＩＣ＋ｐＢ４２ＡＤ

　　我们曾通过酵母双杂交筛选的方法［１］，寻找胞

质内 ＴｒｋＡ受体下游的可能新底物蛋白或调控蛋

白，我们发现ｄｏｋ１蛋白可以与 ＴｒｋＡ在酵母中结

合。

　　ｄｏｋ１系ｄｏｋ（ｄｏｗｎｓｔｒｅａｍｏｆｋｉｎａｓｅｓ）家族成

员，属于入坞蛋白，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［８，９］。

由于ｄｏｋ家族成员结构上含ＰＨ 和ＰＴＢ结构域以

及多个ＳＨ２和ＳＨ３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ｒａｓＧＡＰ，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 ＭＡＰＫ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［１０，１１］。

　　本研究通过β半乳糖苷酶活力检测以及Ｌｅｕ
－

营养互补生长实验，验证了ｄｏｋ１或ｄｏｋ１ＰＴＢ与

ＴｒｋＡ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ＴｒｋＡ结合。上述结果表明

ｄｏｋ１ＰＴＢ结构域介导了ＴｒｋＡ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ＴｒｋＡ介导的信号传递具有

一定的抑制作用。

　　进一步的工作将努力证实ＴｒｋＡ与ｄｏｋ１体内

存在结合，若此结合确实参与ＴｒｋＡ介导的神经元

分化或发育的信号通路，而且ｄｏｋ１对于此信号通路

具有负性调节作用，那么寻求对此信号转导的干预

方法将无疑具有重要的生理或病理学上的意义。
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