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摘要: 热休克蛋白 90( H eat sho ck pro tein, H sp90)作为分子伴侣,参与调控肿瘤细胞多条信号通路, 对肿瘤细胞生长有

重要作用.以 pG EX�4T�1 为载体,构建了 Hsp90 表达载体于宿主大肠杆菌中表达. 通过孔雀绿磷钼酸铵�无机磷检测法,

测定异源表达的 H sp90 A T P ase活性. 实验得出 H sp90 对 AT P的米氏常数( K m )为 369. 1�mol/ L ,在 Hsp90 和 A T P 浓

度分别为 0. 18, 1 mmol/ L 时转换效率常数( kcat )为 1. 6 min- 1 , 最大反应速率( V max )为 1. 0 �mol/ ( L � min) .基于该方法,

建立 Hsp90 A T Pase活性抑制剂筛选模型 ,以 G eldanamy cin 和 Radicicol为阳性对照, 发现 R ifamycin、Rugulo sin 及 M y�

co E也有较强的 Hsp90 A T Pase抑制活性. 该方法可用于筛选抗肿瘤候选化合物的研究, 同时也可为具有 AT Pase活性

蛋白的抑制剂筛选提供参考.
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� � 热休克蛋白( H eat sho ck pr oteins, H sps)作为分

子伴侣广泛存在于各种原核细胞及真核细胞内.它可

以在短时间内对细胞内受损而变形的蛋白进行正确的

折叠,维持其正确的构象,因此在恶劣环境中对维持细

胞正常生命活动至关重要 [ 1] .

H sp90是 H sps 家族中的一员, 在细胞的生命活

动中扮演重要的角色, 其含量约占细胞蛋白总量的

1%~ 2% (质量分数) [ 2] . 近年发现, H sp90 广泛参与

许多癌症相关蛋白如 Raf�1, ErbB�2, Scr, Akt 以及

Bcr�Abl,突变型 p53等的代谢,帮助其正确的折叠并

行使功能.而这些信号传导分子的过表达或过度激活

是肿瘤发生发展中重要的标志 [ 3] . 不仅如此, H sp90

本身在许多癌细胞中也会过量表达, 并使得肿瘤细胞

比正常细胞更易适应周围恶劣的环境
[ 4]

. 鉴于 H sp90

特殊的生理功能,目前已成为癌症治疗的重要靶点之

一.其抑制剂如格尔德霉素( Geldanamy cin, GA)等已

成为重要的抗肿瘤药物先导化合物, 其衍生物 17�
AAG和 17�DM AG作为抗肿瘤药物,在美国和英国已

经分别进入临床  期和!期实验[ 5] .

H sp90是一种高度保守的蛋白序列, 其单体由一

个 25 ku 的 N�末端和一个 15 ku的 C�末端通过一个
约 40 ku 中间连接区相连而成 [ 6] .其 N 端有一个 ATP

结合位点,是一个核苷酸结合域. H sp90 发挥作用依

赖于 AT P 的存在, ATP 水解过程释放出能量帮助

H sp90行使功能 [ 7] .鉴于H sp90 A TPase活性特点,对

其活性的研究及在此基础上寻找和发现 H sp90抑制

剂,对开发靶向抗肿瘤药物研究具有重要的指导意义.

本研究自主构建 H sp90 表达载体, 以大肠杆菌

( E. Col i)为宿主, 异源表达 H sp90融合蛋白. 通过对

其 ATPase活性进行研究, 拟建立一种 H sp90 抑制剂

筛选模型,并对厦门大学微生物药物课题组已有化合

物进行 H sp90抑制剂的初步筛选,该研究将为寻找和

发现抗肿瘤先导化合物提供借鉴.

1 � 材料和方法

1. 1 � 实验材料
1. 1. 1 � 菌株与质粒

E. Coli DH 5�, BL21( DE3) 以及载体 pGEX�4T�
1,均为微生物药物实验室保存.

1. 1. 2 � 工具酶及其他试剂
PCR用的 rT aq酶、pyrobest酶、dNTP、限制性内

切酶( N ot I、Sal I)、连接酶等均购于大连宝生物工程

有限公司; H sp90全长序列由林天伟老师实验室惠

赠;孔雀石绿、AT P、聚乙烯醇等均购于 Sigm a 公司;

四水合钼酸铵购于上海生工.



1. 2 � 实验方法
1. 2. 1 � Hsp90表达载体的构建及融合蛋白的表达与

纯化

设计引物在 H sp90 C 端区域添加 H is标签基因

序列,以带有 H uman H sp90�全长序列的载体为模板

PCR扩增 H sp90.设计 PCR引物,酶切位点为 S al I/

N ot I, 引物 1: 5∀�ACGCGTCGACT CATGCCTGAG�
GAAGT GCACCATGGA�3∀, 引物 2: 5∀�T TGCGGC

CGCT TAGTGGTGGTGGT GGT GGT GA TCGACT�
TCT TCCATGCG�3∀. PCR产物经 Sal I/ Not I双酶切

后与 pGEX�4T�1 载体重组得到 H sp90�pGEX�4T�1
重组载体, 载体转入 E. Coli DH 5�后经广州 Inv it ro�
g en 公司测序,序列正确.

从 E. Col i DH 5�提取重组质粒转入表达菌株 E.

Col i BL21( DE3) , 氨苄抗性平板培养 12 h, 挑取单克

隆活化后分别接种于 1 L 的氨苄 LB培养液中. 37 #

下摇床培养至 OD 600为 0. 6左右, 0. 8 m mol/ L IPT G

诱导.菌液于 5 000 ∃ g 离心 5 min, 收集沉淀重悬于

Ly sis Buf fer
[ 8]

( 100 mm ol/ L Tris�H Cl, 20 mmo l/ L

Im idazole, 500 mmo l/ L NaCl, 10% (体积分数) Glyc�
ero l pH 8. 0) , 超声破碎 20 m in. 25 000 ∃ g 离心收集

上清,经 GST、Ni2+ �NTA 柱分步纯化, 得到 H sp90融

合蛋白. SDS�PAGE检测表达纯化结果, Brafo rd法测

定蛋白质浓度.

1. 2. 2 � 无机磷含量分析

基于孔雀绿�磷钼酸铵法检测无机磷[ 9] , 建立无机

磷浓度与 OD 620对应关系的标准曲线.配置 1 mL 浓度

为 100 mm ol/ L 的 Na3 PO 3 贮存液,将其稀释为 0, 10,

20, 40, 80, 120, 160, 200 �mo l/ L 8个浓度梯度. 反应

在 96孔板中进行, 每孔加入待测样 25 �L, 反应开始

先加 80 �L Solution A 震荡反应约 5 m in 后加入 10

�L Solutio n B终止反应, 15 min后于酶标仪测 OD 620

的值,每组数据 3次平行.

Solut io n A : 0. 081 2 % (质量分数 )的孔雀绿、

2. 32% (质量分数 ) 的聚乙烯醇、5. 72% (质量分

数)的钼酸铵(含 6 m ol / L H Cl)和超纯水以体积比

为 2 % 1 % 1 % 2 比例混合 . So lut ion B: 34% (质量

分数)的柠檬酸钠.

1. 2. 3 � H sp90的 A TPase 活性测定

1) H sp90浓度对 ATP 水解速率的影响

反应于 96 孔板进行, 体系总体积为 25 �L. 反

应体系为10 �L H sp90(浓度依次变化为0, 0. 037 5,

0 . 075 0, 0. 150 0, 0. 300 0, 0. 600 0 �m ol/ L ) , 5 �L

� 图 1 � Hsp90 A T Pase活性检测流程

� Fig. 1 � A flow chat fo r evaluat ion in A T Pase activity o f

Hsp90

2% ( 质量分数 ) DMSO , 10 �L浓度为2. 5 m mol / L

ATP, 以上试剂均溶于 Assay Buffer ( 6 mmo l/ L

Mg Cl2 , 20 mm ol/ L KCl, 100 m mol / L T ris�H Cl pH

7. 4) . 具体流程见图 1.

ATP 水解实验于 37 # 进行, 3 h 后加入 So lut ion

A 和 Solutio n B 终止反应, 15 min 后于酶标仪测

OD 620的值,每组数据 3次平行.

2) ATP 浓度对 AT P 水解速率的影响

参照 1. 2. 3中 1) , 在其他条件不变情况下, 固定

H sp90浓度为 0. 6 �m ol/ L , 改变 AT P 浓度( 0, 100,

200, 400, 600, 800, 1 000, 2 500, 5 000 �mol/ L) ,检测

ATP 水解情况.

1. 2. 4 � Hsp90 ATPase活性抑制剂筛选模型建立及抑

制剂初筛

实验以 H sp90 的已知抑制剂 GA、根赤壳霉素

( Radicicol, RDC)检测抑制剂筛选模型可行性, 2% (质

量分数 ) DMSO 为阴性对照, 空白对照将实验组

H sp90 替换为 GST. 反应体系: 5 �L 浓度为 200

�mol/ L 的 GA和 RDC [ 10] , 10 �L H sp90(浓度为 0. 42

�mol/ L) , 10 �L ATP(浓度为 2. 5 mmo l/ L ) , 以上试

剂均溶于 Assay Buf fer.每组实验3个平行, 37 # 反应

3 h.具体流程见图 1.

基于以上反应体系, 对本实验室一些化合物 My�
coE、Y10、Y10�4、Rug ulo sin、Rifamy cin、Clavatol、Gli�
to xin、Acetylg lito xin等进行 H sp90 AT Pase抑制活性

初筛.

抑制率计算公式如下:
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抑制率=
阴性对照OD 620- 实验组OD6 20

阴性对照OD 620- 空白对照OD 620
∃

� 100%. ( 1)

其中OD 620是 3组平行实验测定的 OD 620平均值.

1. 2. 5 � H sp90 AT Pase活性抑制剂 I C50确定

参考 1. 2. 4, 其他条件不变, 分别检测在 M ycoE、

Rugulosin和 Rifam ycin在不同浓度时(终浓度为 40,

20, 10, 5, 2. 5, 0 �mo l/ L )对 H sp90 AT Pase 活性的抑

制率,由公式( 2)计算出各抑制剂的 I C50 .

lgI C50= X m- I [ P- ( 3- P m- Pn ) / 4] . ( 2)

其中 X m、I、P、Pm 及 P n 分别代表 lg (最高浓度)、

lg (最高浓度/相临浓度)、所有浓度抑制率之和、最

高浓度抑制率、最低浓度抑制率.

2 � 实验结果

2. 1 � Hsp90表达载体的构建

参照 1. 2. 1, PCR扩增 H uman H sp90�全长序列

( 2 175 bp) ,琼脂糖电泳检测结果如图 2a,扩增产物经

Sal I/ N ot I 双酶切后与 pGEX�4T�1载体( 4 900 bp)

重组,得到重组载体 H sp90�pGEX�4T�1( 7 075 bp) ,琼

脂糖电泳检测结果如图 2b.

� 图 2 � Hsp90 表达载体构建的结果

a. H sp90 P CR 产物; b. Hsp90 PCR 产物与 pG EX�4T�
1 载体重组结果.图 a与 b 中泳道 1 均为M arker; 泳道

2 分别为 PCR产物和载体 Hsp90�pG EX�4T�1

� F ig. 2� T he r eco mbinat ion result o f Hsp90 with pG EX�4T�1

2. 2 � Hsp90融合蛋白表达与纯化

将重组载体转入表达菌株 E. Coli BL21( DE3) ,

参照 1. 2. 1对菌株进行诱导表达与纯化, 得到目的蛋

白�H sp90与GST 的融合蛋白 ( m : 109 ku ) , SDS�

PAGE检测如图 3所示.

如图 3 所示, 裂解液上清含有较多融合蛋白

H sp90(泳道 2) , 而菌体裂解液的沉淀中融合蛋白的

条带较淡(泳道 1) ,说明异源表达的H sp90可溶性高,

形成包涵体较少;只经一步 N i
2+ �NT A 亲和纯化产物

电泳检测,除目的蛋白外杂蛋白含量仍较高(泳道 4) ,

经 GST 柱亲和纯化后杂蛋白含量明显减少(泳道 6) .

使用 H um an H sp90�抗体通过 Wester n Blot 法

鉴定纯化得到的蛋白是否为目的蛋白, 结果显示异源

表达的融合蛋白是 H sp90,如图 4所示.

2. 3 � Hsp90蛋白的 AT Pase 活性

2. 3. 1 � H sp90浓度对 A TP 水解速率的影响

由 1. 2. 2 得到无机磷的含量( P )与 620 nm 处
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的吸收值( OD 620 )的关系: P = 166. 78 ∃ OD 620 , R
2
=

0. 999 6. 由此可以计算实验中 A TP 水解后释放的

无机磷的量.

在 ATP 浓度为 1 m mol/ L 条件下, 检测 H sp90

在 0, 0. 015, 0. 030, 0. 060, 0. 120 及 0. 240 �mol/ L 浓

度下 AT P 水解速率, 结果如图 5所示.由图 5可见,在

一定的浓度范围内随着 H sp90浓度的升高, ATP 的

水解速率加快, 与 H sp90浓度呈线性相关.

� 图 5 � Hsp90 浓度对 A T P水解速率的影响

37 # 温育 3 h

� F ig. 5 � Relationship betw een A T P hydro ly zed rate and the

concentr atio n o f Hsp90

2. 3. 2 � AT P 浓度对 AT P 水解速率的影响

在 H sp90 浓度为 0. 240 �mol/ L 条件下, 检测

ATP 在 0, 40, 80, 160, 240, 320, 400, 1 000, 2 000

�mol/ L 浓度下 AT P 水解速率, 结果如图 6I所示.

从图 6I 可以看出, 在一定范围内随着 AT P 浓度

的增加,其水解速率增大,在较低浓度范围内反应速率

呈直线上升.但当 ATP 的浓度达到 1 000 �mol/ L 时,

其水解速率变缓,此时随着 AT P 浓度的增加,水解反

应速率几乎不再增大,即反应速率达到最大值.反应速

率与 ATP 浓度的关系曲线呈现典型的双曲线图, 其

酶促反应遵循米氏方程如下:

v=
Vmax [ S]
K m + [ S]

. ( 3)

通过双倒数作图(图 6II) , 分别由横轴和纵轴的

截距, 求得 H sp90 催化 AT P 水解反应的米氏常数

( K m)为 369. 3 �mo l/ L , 最大反应速度 ( Vmax )为 1. 0

�mol/ ( L � m in) .转换常数( k cat )为 1. 6 min- 1 ,催化效

率( kcat / K m )为 4. 3 ∃ 10- 3 L/ (�m mol� min) .

2. 4 � Hsp90 ATPase活性抑制剂筛选模型建立

及抑制剂初筛

参照 1. 2. 4, 在化合物浓度为 40 �mol/ L 条件下,

检测各化合物对 H sp90 ATPase 活性的影响.结果如

图 7 所示, GA 和 RDC 在浓度为 40 �mo l/ L 时对

H sp90 ATPase活性表现出很强的抑制活性, 抑制率

分别为 98. 6%和 89. 5% . GA 和 RDC 为 H sp90的 N

端抑制剂,它们结合位点位于 H sp90N 端中 ATP 结

合区域,具有抑制H sp90 AT Pase 的活性.该实验结果

显示 GA、RDC对大肠杆菌中异源表达的 H sp90融合

蛋白也具有抑制作用,表明该筛选模型具有可行性.

如图 7 所示, Rugulosin 和 Rifamy cin 对 H sp90

ATPsse抑制率分别为 71. 2%和 68. 5%, 抑制活性虽

不如 GA 和 RDC, 但相对其他化合物活性仍较高. 另

分离自海洋真菌 D iaporthe sp.的化合物真菌环氧二
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烯( M ycoepox ydiene, My coE)在实验中也表现出一定

的抑制活性, 抑制率为 53. 3%, 该化合物属于结构新

颖的抗肿瘤药物 [ 11] , 其抗肿瘤机制尚未见明确报道.

通过本实验推测 M y coE 可能是通过抑制 H sp90活性

而具有抗肿瘤作用. 因而选择 My coE 、Rugulosin 和

Rifam ycin检测这些化合物对 H sp90 ATPase 活性的

I C50 ,阳性对照为 GA 和 RDC.

2. 5 � Hsp90 ATPase 活性抑制剂 I C50确定

在反应体系 H sp90及 ATP 终浓度分别为0. 17, 1

mmo l/ L 条件下,分别检测不同浓度 My coE、Rug ulo�
sin和 Rifamycin(终浓度为 40, 20, 10, 5, 2. 5, 0 �mol/

L)对 H sp90 ATPase活性的抑制率.

如图 8所示,随着化合物浓度的增加,各个化合物

对 H sp90 ATPase活性的抑制作用增强. 几个化合物

对 H sp90 ATPase活性的抑制作用均呈浓度依赖性.

经计算得知, Rifam ycin、Rugulosin、M yco E 的 IC50值

分别为 18. 04, 22. 77和 38. 45 �mol/ L.

� 图 8 � 不同浓度的 GA , R ug ulosin, R DC, Rifamy cin 和 M y�
co E对 Hsp90 的 A T P ase活性的抑制活性

反应在 37 # 下进行3. 5 h. Hsp90 浓度为 0. 17 �mo l/

L, A T P 浓度为 1 mmo l/ L

� F ig. 8� T he inhibitio n rate of Hsp90 A T Pase activit y under

the differ ent concent ratio n o f G A , Rugulosin, RDC,

Rifamy cin and M ycoE

3 � 讨 � 论

3. 1 � Hsp90表达载体的构建
本实验以 pGEX�4T�1质粒为目的蛋白载体,构建

H sp90表达载体, 重组载体于 E . Col i BL21( DE3)中

表达.预实验发现诱导蛋白经 GST beads一步亲和纯

化后,杂蛋白含量仍较多,随后实验优化了洗脱液中谷

胱甘肽浓度, 纯化效果依然不理想. 由于 H sp90 与

GST 融合蛋白分子量较大,推测杂蛋白大多为表达和

纯化过程中 H sp90自身降解产物,但降解蛋白仍带有

GST 标签,因而无法通过 GST beads一步纯化得到纯

蛋白.此次实验将 H is标签基因序列通过 PCR的方式

整合入目的蛋白的 C 端, 使得目的蛋白两端分别带上

GST 和 H is 标签, 为蛋白的二次亲和纯化提供了可

能,实验结果证实了这种纯化方法切实有效. H is标签

在目的蛋白的 N 端,第一步亲和主要除去大肠杆菌自

身的杂蛋白,留下纯的目的蛋白和降解的目的蛋白混

合物. 第二步经 GST 柱纯化,可以选择性地吸附具有

完整结构的 H sp90 融合蛋白, 特异性高纯化效果好.

由于 GST beads和 N i2+ �NT A特异性强吸附效率高,

因此两步纯化可以在短时间内( 4 h)完成.传统方法通

常使用分子筛[ 8, 12] 或者离子交换柱层析 [ 13] 等方法进

行二次纯化,但耗时长、损失大, 且对于易降解的蛋白

容易引起再次降解. 因而该方法可以为融合蛋白纯化

过程中对于难纯化、易降解蛋白的纯化提供借鉴.

GST 蛋白与目的蛋白中有凝血酶酶切位点,因此

可以通过凝血酶切除, 但反应需在 16 # 下经 16 h 的

酶切.为防止长时间的酶切反应, 导致蛋白的自身降

解,因而本实验使用 H sp90 与 GST 的融合蛋白进行

相关的研究,酶活实验中均使用 GST 作为空白对照.

3. 2 � Hsp90抑制剂筛选方法的研究
建立一种高效的 H sp90 抑制剂体外筛选模型是

筛选其抑制剂最有效的手段, 2007 年美国的 Galam

等报道用荧光素酶( luciferase)建立 H sp90高通量筛

选模型[ 14] ,他们利用 H sp90 分子伴侣的机制对变性

的荧光素酶复性,在复性过程中加入抑制剂阻止荧光

素酶复性,最终使用其底物荧光素( luciferin)检测荧光

素酶复性程度. 除了对 H sp90分子伴侣功能抑制剂的

研究之外,另外还有一类是基于其 AT Pase 活性建立

的 H sp90抑制剂筛选模型, 双酶偶联法[ 15] 及美国的

Ow en等同位素示踪法[ 16] .

本研究以 H sp90 AT Pase活性为基础,建立 H u�
m an H sp90抑制剂筛选模型.实验采用孔雀绿�磷钼酸

铵显色法,特异性地检测体系中无机磷的变化,从而间

接反映 ATP 的水解情况. 与双酶偶联法和同位素示

踪法相比,前者操作步骤相对繁琐,难以推及高通量筛

选,后者具有放射性,实验操作起来难度高,危险性大,

因此本方法更适用于适用于 H sp90抑制剂的高通量

筛选.此外,孔雀绿�磷钼酸铵显色法是建立在紫外可
见吸收光谱基础上, 所用的仪器设备简单,且实验中所

用的试剂价格低廉等特点, 使其不失为高通量筛选

H sp90抑制剂的首选方法. 除了应用于 H sp90抑制剂

筛选,由于该方法是以检测 ATPase活性为基础,同样

适用于一些具有 ATPase活性蛋白抑制剂的筛选.
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Study on a Screening Model for Inhibitor of

Hsp90 ATPase Activity

CH EN Jun� jie, GU O Qiu�ju, HE Xiao�meng, YANG Shi�xin,

CHEN Cheng , ZHANG Lian�ru
*

( Scho ol of L ife Sciences, X iamen U niversit y, X iamen 361005, China)

Abstract: As a mo lecular chaperone, H sp90 r egulat es mult iple sig naling pathway s of tumor cells and play s an impo rtant r ole in the

gr ow th o f tumor cells. I n this paper , r eco mbinant v ecto r o f Hsp90�pGEX�4T�1 w as constructed fo r Ex pression of Hsp90, and fusion

pr otein w as ex pressed in E. coli( DE3) . A colo rimetric assay fo r ino rg anic phosphate w hich based on the fo rmatio n of a phospho mo�
lybdat e co mplex and subsequent r eact ion w it h malachite gr een wer e used for determination of H sp90 A T Pase activit y. T he K m for

AT P determined in this assay was 369. 1�mol/ L , the V m and kca t were 1. 0�mo l/ ( L � min) and 1. 6 min- 1 , w hen the co ncent ration o f

Hsp90 and A T P w ere 0. 18 �mol/ L and 1 mmol/ L respectively. Based on this metho d, a screening mo del fo r inhibito r of H sp90 A T�
P ase activity was established. L ater study found that Rifamy cin, Rugulo sin and M ycoE show ed inhibitio n o f Hsp90 AT Pase act ivity,

with the IC50 values w ere 18. 04, 22. 77 and 38. 45�mol/ L , but the IC50 valus w ere higher than the I C50 o f G A and RDC. T his method

can not o nly be used to discover ant i�cancer drug , but also to scr een inhibito r o f pr otein w ith A T Pase activ ity.

Key words: pG EX�4T�1; H sp90; A T Pase activ ity
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