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皮层蛋白受磷酸化调控机制的荧光

共振能量转移分析
朱建伟 1 ， 2 * 陆毅祥 2 马利林 l 黄宝玉 l 刘培根 1 詹 熙 2

(南通大学附属医院 I 普外科， 2 1 1备床医学研究中心， 南通 226001)

摘要 皮层蛋白 (cortactin)是一种癌基因蛋白，是酷氨酸磷酸化激酶 Src 的作用底物， 到目

前为止，皮层蛋白受磷酸化调拉的机制还不清楚。 本研究用荧光共振能量转移(FRET)分析皮层蛋

白受磷酸化调控后的蛋白质结构变化，推测皮层蛋白受磷酸化调控的可能机制 。 采用蓝绿色荧光

蛋白 (CFP)和黄色荧光蛋白 (YFP)作为配对，设计和构建基于皮层蛋白援基端 SH3 功能的蛋白质传

感器，转染NlH/3T3 细胞，将细胞以过香凡酸盐(PV)和 PP2 处理，人为诱导或抑制细胞蛋白磷酸化，

比较皮层蛋白的磷酸化和非磷酸化状态F阻T的不同;进一步观察皮层蛋白磷酸化位点突变肝阻T
的变化，以此判断皮层蛋白的磷酸化作用后结构的变化。 所设计的生物传感器供体和受体工作良

好。 FRET 分析显示， 在 PP2 处理后， FRET 能量变化明显较对照纽增高，但用 PV 处理后 ， FR.ET 下

降。 皮层蛋白的磷酸化位点突变后，产生的 FRET 明显较野生型皮层蛋白产生的 FRET 为弱 。 因此

推测，皮层蛋白在磷酸化后其分子结构处于 "展开"状态，并可能以此增强和其他细胞蛋白的相王

作用 。
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肿瘤细胞的运动性是肿瘤发生侵袭、转移的必

需条件，这个过程需要肌动蛋白细胞骨架的参与 。

皮层蛋白(cortactin)是肌动蛋白相关蛋白 2/3 复合物

(ARP2/3)的激活因子， 也是丝状肌动蛋白的结合蛋

白。皮层蛋白是由 CTTN 基因(以前被称为 EMSl )

编码，该基因位于染色体 llq13，这个区域在很多肿

瘤， 包括头和颈部肿瘤、卵巢、乳腺、肝和肺等

肿瘤组织中存在扩增 [ 1-6 ] 。

皮层蛋白是酷氨酸激酶 Src 的主要底物 。 细胞

在许多情况下， 例如 PDGF 和 EGF 剌激、细胞粘附、

细胞收缩及细胞吞噬等都存在皮层蛋白的酷氨酸磷

酸化。当癌细胞过表达磷酸化缺陷的皮层蛋白突变

体，其迁移和转移能力都有下降[5-7]。这些结果表明

酷氨酸磷酸化对皮层蛋白功能起调节作用，然而到 目

前为止，确切的调节机制还不清楚。

我们对皮层蛋白分子的功能做过深入的研究，发

现皮层蛋白的磷酸化在癌细胞内吞作用中发挥重要

作用[明。 在此过程中，皮层蛋白与发动蛋白 (dynamin)

相互作用并受到磷酸化的调节。 皮层蛋白竣基端有

一个 SH3 结构域，能与发动蛋白的 PRD 结构域发生

相互作用 [7] 。 皮层蛋白在磷酸化以后和发动蛋白的

分子间相互作用增强。由此我们推测，磷酸化可能

对皮层蛋白本身的构象有改变作用 。 本研究首先设

计皮层蛋白的生物传感器，构建表达质粒并转染细胞，

将细胞做荧光共振能量转移(F阻T)检测， 结果表明皮

层蛋白在磷酸化作用后分子构象发生了改变 。

1 材料与方法

1.1 基于 SH3 功能的皮层蛋白传感器构建

以蓝绿色荧光蛋白(CFP)和黄色荧光蛋白(YFP)

作为荧光共振能量转移的供体 / 受体配对 。 所需

p YFP-cortactin 表达质粒和 pCortactin-CF]P 表达质粒

以及相应载体 MGIN 来自美国马里兰大草癌症中心

Steven Zhan 实验室川。首先以 pYFP-coractin 作为

模板，扩增 YFP-cortactin，将 YFP-cortactin 片段竣基

端与 CFP 片段连接，设计内切酶位点 AgeI 和 NetI， 将

相应片段插入 MGIN 质粒，命名为 Cort-sensor-a 。 以

全长发动蛋白质粒(梅约医学中心 Cao H 博士惠赠)

为模板，采用 PCR 法扩增发动蛋白的 PRD 片段，并
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插入 pEYFP 质粒， 以 Cort-sensor-a 及 pYFP-PRD 为

模板， PCR 扩增 cortactin-CFP 和 YFP-PRD 片段，将

两片段与接头连接， 将 cortactin-CFP-linker-YFP-PRD 

插入 MGIN 载体，命名为 Cort- sensor，最终用于后续

FRET 实验。

1.2 细胞转染、荧光显微镜和蛋白质印迹检测

将MGIN 质粒以 DNA 转导试剂 Lipofectamine

2000 转染包装细胞 GPG293，在次日连续 3 天收集细

胞病毒上清液，将NIHJ3T3细胞做常规培养(DMEM+

10% 小牛血清， 37 'C , 5 % CO2)，做细胞感染时将病
毒上清液抽入细胞培养液， 井继续培养 24 h，荧光显
微镜观察表达效果，加入 G418 筛选 2 周以上获得稳

定表达细胞 。 为观察转染效果，将 NIH/3T3 细胞收

集裂解以 10% 聚丙烯毗服垂直电泳分离并转移至硝

酸纤维膜，蛋白质印迹检测一抗为皮层蛋白单抗

(Up state) , HRP 标记的二抗来自 Sigma 公司， ECL 显

影。

1.3 FRET 检测l

将培养的活细胞置于共聚焦显微镜观察台并保

持在 37 'C 5 % CO2 条件的小室中，给予细胞促磷酸
化(过饥酸盐， PV)和抑磷酸化(PP2)处理 。 FRET 分

析时，设定 405 nm 和 560 nm 为激发和发射波长 。

荧光强度作为绝对值用来计算 F阻T，采用下列公式:

net FRET = IFRET- IYFPxa -ICFPxb 。

2 结果

2.1 皮层蛋白传感器的设计和制备

皮层蛋白传感器组成由氨基端开始依次为全氏

皮层蛋白序列、 CFP 、 连接序列、 YFP 、 发动蛋

白 的 PRD 结构域(图 1) 。

2.2 细胞表达和 FRET 分析

将 NIHl3T3 细胞常规培养(DMEM 含 10% 小牛

血清， 37 'C , 5 % CO2)，细胞生长良好时将病毒上清液
加入常规培养液中 ， 24-48 h 后观察表达情况并加入

G418 筛选 2 周以上。 部分细胞裂解做蛋白质印迹分

析，检测转染后外源性皮层蛋白是否表达(图 2) 。

选择表达良好的细胞做FRET分析， 设定 3个组:

(1)磷酸化组， 采用 PV 处理细胞使细胞内蛋白质磷酸

化。 (2)去磷酸化组， 采用 PP2 处理细胞抑制皮层蛋白

的磷酸化。 (3)对照组 。 分别测定在上述处理后的

FRET 变化。 分析时将细胞置于共聚焦显微镜观察

台并保持在 37 'C 5 % CO2 条件的小室中 。 给予细胞

促磷酸化(PV)和抑磷酸化(PP2)处理 。 对于 CFP， 设

定 405 nm 和 440 nm 为激发和发射波长，对于 YFP，

·研究论文·

设定 514 nm 和 560 nm 为激发和发射波长， FRET 分

析时，设定 405 nm 和 560 nm 为激发和发射波长 。

荧光强度作为绝对值用来计算 F阻T，采用下列公式:

net FRET = IFRET-IYFPxa-ICFPxb 。 结果表明:所

设计的生物传感器供体和受体工作良好(图 3) 。

Cortactin 

Cort-sensor 

Fig.l Schematic representation of construction of cortactin 

bio-sensors 

The PRD region is a domain of dynamin , a cortactin binding protein. 

kDa 
197 _.., 

喝一一 Co口-sensor

‘昏- En-cortactin 

Null Cort Cort-F 

Fig.2 Cort-sensor expression in NIH/3T3 cells detected by 

飞lVestern blot assay 
Cort : 巳ort-sen sor. Cort-F: cort-sensor with mutation of cortact in 
phosphorylation sites . En-cortact in: endogenous cortactin 

Channel : CFP ' FRET YFP 

CFPonly 

YFP only 

Sensor 

Fig.3 FRET assay of NIH/3T3 cells expressing cort-sensor 

The FRET was digitally recorded to show that the cort-sensor worked 
perfectly . CFP onl y: cell s transfected with CFP-Cortactin plasmid ; 
YFP only: cells transfected with YFP-cor<actin ; Sensor: cells trans­
fected with cort-sensor. CFP was viewed under a filter set with an 
excitation filter of 405 nm , and emission filter of 440 nm; YFP was 
viewed under excitation filter of 514 nm and emission filter of 560 

nm. For FRET, the filter set was 405 nm for excitation and 560 nm 
for emission. 
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WT Cort-3F 

Fig.5 FRET assay of cells transfecled with cort-sensor and 

cort-3F -sensor 

WT: wild-type cortac ti n. Cort-3F: co rtac tin with mutati on of 
phos phorylati on sites 

FRET 分析显示，在 PP2 处理后， FRET 变化明显较对

照组增高， 但以 PV 处理后， FRET 下降(图 的 。 在传

感器设计中，我们将野生型(WT)皮层蛋白换成突变型

的皮层蛋白，即将皮层蛋白 的 3 个磷酸化位点突变，

构建 cort-3F-sen sor 。 皮层蛋白突变体(cort-3F)质粒

由马里兰大学惠赠 。 同法观察 FRET 变化 。 由图 5

可见，皮层蛋白磷酸化位点突变后， 产生的 FRET 明

显较野生型皮层蛋白传感器产生的 FRET 为弱 。

3 讨论

恶性肿瘤的侵袭和转移是一个多步骤的复杂过

程，然而每个步骤都离不开肿瘤细胞自身 的运动 。

因此，对细胞运动相关蛋白及其调控机制的了解将有

助于发掘新的肿瘤治疗策略。 细胞内肌动蛋白的动

态装配是实现细胞运动的重要因素。 这一过程依靠

ARP2/3 复合物的催化作用这个作用是肌动蛋白装

配过程的主要限速步骤。 ARP2/3 复合物促使肌动蛋

白单体聚合，并形成 " y " 状分枝结构。细胞膜下

的肌动蛋白 "Y " 状分枝动态地增加和延长，形成

一种推进力量，促使胞膜变形、伪足形成， 最终实

现细胞的迁移等运动 [ 1 .2] 。 在细胞内， ARP2/3 复合

物通常需要有关因子进一步激活而发挥功能。在哺

乳动物细胞，皮层蛋白是一种新发现的重要激活因

子[3] 。 皮层蛋白分子量为 80/85 kDa，其氨基端功能

区参与 ARP2/3 的结合和激活。 皮层蛋白的援基端

有一个 SH3 结构域。 皮层蛋白通过 SH3 与其他细胞

蛋白发生相互作用 。 在肌动蛋白聚合过程中 ， 皮层

蛋臼与AR阳P2/3β3在肌动蛋白丝的分叉处形成稳定的复

合体[叭钊飞。 研究表明，没有皮层蛋白的存在，肌动蛋白

丝的分枝结构及其物理强度将将伞明显减少和削弱 [4，5气5

胞的迁移能力也明显减弱[刊川6创] 。

除了对细胞迁移的影响外，近来研究发现，皮层

蛋白对细胞的内吞活动发挥重要作用。有人将皮层

蛋白的抗体导入肝细胞，发现能抑制细胞对转铁蛋白

的摄取(一种代表性的细胞内吞作用) [7] 。 我们采用

皮层蛋白 siRNA处理乳腺癌细胞，也发现对癌细胞的

内吞作用有明显的抑制作用 [8] 。 采用一种体外模型，

模拟细胞内吞初始阶段胞膜凹陷及膜性丛泡的形成
过程，我们发现皮层蛋白在这一阶段发挥作用。皮

层蛋白这一功能的分子机制可能与皮层蛋白和发动

蛋白的相互作用有关[9] 。 两个蛋白质的结合发生在

皮层蛋白竣基端的 SH3 结构域和发动蛋白中的 PRD

之间 [ 1 0] 。 这个相互作用使皮层蛋白将细胞内肌动蛋

白聚合与内吞过程联系起来，提供该过程中胞膜变形

及膜性颗粒运动的力量[9] 。

皮层蛋白对细胞运动的影响与肿瘤细胞的侵袭

转移有明显的关系[ 10- 1 坷。 显微分析发现， 皮层蛋白

常在肿瘤细胞的侵袭性伪足(invadopodia)定位， 并参

与肿瘤细胞对细胞外基质的降解[ 1 4] 。 皮层蛋白对细

胞运动和肿瘤转移的重要性使人对其功能的调节机

制发生兴趣。 先前的研究发现皮层蛋白是酷氨酸激

酶 Src 的主要底物[ 1 5] 。 细胞在许多情况下，例如 PDGF

和 EGF 剌激、细胞粘附、细胞收缩及细胞吞噬等

都存在皮层蛋白的酷氨酸磷酸化[ 1 6-20] 。 当癌细胞过

表达磷酸化缺陷的皮层蛋白突变体，其i毛移和转移能

力都有下降[1飞这些结果表明酷氨酸磷酸化对皮层

蛋白功能起调节作用，然而到目前为止，确切的调节

机制还不清楚 。 研究发现，皮层蛋白的磷酸化对于
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皮层蛋白激活 Arp2/3 、 促进肌动蛋白聚合并没有影

响[2l]，提示皮层蛋白的氨基端功能区不是磷酸化调节

的靶标。皮层蛋白竣基端具有一个 SH3 结构域，该

区域的功能主要体现在与多种细胞蛋白的相互作用，

其中包括发动蛋白 、 CortBPl 、 ZOL N-WASP 、

WIP 、 FGD1 ， Cd2AP 以及 MIM 等[22 ， 23 ] 。 从皮层

蛋白的酶氨酸磷酸化位点 Y422Y 466Y 482 的位置来

看，它们正好位于 SH3 结构域附近。 我们设想皮层

蛋白的 SH3 功能会不会是酷氨酸磷酸化调节的目

标?我们之前的研究发现，皮层蛋白的酷氨酸磷酸化

和皮层蛋白的 SH3 结构域功能必须同时具备细胞才

能实现正常的内吞活动，提示皮层蛋白的SH3功能与

皮层蛋白的磷酸化存在着关联 。 由于皮层蛋白的

SH3功能主要体现在与细胞蛋白的相互作用上，我们

进一步观察了酷氨酸磷酸化对于皮层蛋白和内吞重

要因子发动蛋白相互作用的影响， 实验发现， 与没有

磷酸化的皮层蛋白相比，酶氨酸磷酸化的皮层蛋白和

发动蛋白的结合明显增加，说明酷氨酸磷酸化能增进

皮层蛋白和发动蛋白的相互作用 [24] 。 由于这一相互

作用发生在皮层蛋白的援基端 SH3 和发动蛋白之间，

提示皮层蛋白的 SH3 结构域是皮层蛋白磷酸化调节

的目标。 那么磷酸化如何会使得皮层蛋白与发动蛋

白的结合力增加?我们推想皮层蛋白的磷酸化有可

能使得皮层蛋白的构象发生改变，竣基端由未磷酸化

时的"折叠"状态转变为磷酸化时的"展开"状

态，结果使得竣基端SH3结构域更容易被发动蛋白等

SH3 结合蛋白接近， 由此带来相互结合的增加 。

FRET是距离很近的两个荧光分子间产生的一种

能量转移现象。当供体荧光分子的发射光谱与受体

荧光分子的吸收光谱重叠，并且两个分子的距离在10

m范围以内时，就会发生一种非放射性的能量转移，

即 FRET现象，以此可以推测细胞内分子的相互作用[25] 。

本研究采用 CFP 和 YFP 作为荧光共振能量转移的供

体 / 受体配对， 与皮层蛋白的首尾相连成为 CFP­

cortactin-YFP。若皮层蛋白存在"折叠"，使得 CFP

与 YFP 紧靠，便可能产生 FRET; 当分子 "展开"时，

CFP和 YFP 远离， FRET便会消失。 考虑到如果 CFP­

cortactin-YFP 中的皮层蛋白由于受两头荧光蛋白的

影响不能很好折叠， 因而产生的 F阻T较弱而不易被

探测，我们同时设计另一种皮层蛋白传感器:将 YFP

连接到皮层蛋白的援基端，将CFP与发动蛋白的单独

的 PRD 序列连接，再通过一个无意义的短肤(linker)

将两者的 YFP 和 CFP 连接起来，成为 PRD-CFP­

linker-YFP-cortactin (N 端)。当皮层蛋白的 SH3 在

·研究论文 ·

皮层蛋白磷酸化时 "展开" 井和 PRD 靠近时预期

能产生更强的 F阻T。 本实验结果显示， 在 PP2 处理

后， F阻T 能量变化明显较对照组增高，但以 PV 处理

后， FRET 下降(图 的 。 皮层蛋白磷酸化位点突变后，

产生的 FRET 明显较野生型皮层蛋白传感器产生的

FRET 为弱(图 5) 。 本研究显示，磷酸化通过改变皮

层蛋白的分子构象成为调节皮层蛋白竣基端 SH3 结

构域和细胞蛋白相互作用，并由此在肿瘤细胞的运动

中发挥促进作用 。 通过本研究，我们对皮层蛋白受

磷酸化调节的机制有了新的认识，研究有助于我们从

分子水平认识肿瘤细胞的运动特性和侵袭转移的内

在机制 。
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Analysis of Conformation Ch ange of Cortactin Oncoprotein in 

Response to Tyrosine Phosphorylation by Fluorescence 

Resonance Energy Transfer 

Jian-Wei Zhu'坷， Yi-Xiang L时， Li-Lin Ma' , Bao-Yu Huang' , Pei-Gen Liu' , Xu Zhan2 

( 'Department ofGeneral Surgery, 2Clinical Medical Research Center, Affiliated Hospital 

Nantong University, Nantong 226001 , Chin现)

Abstract Oncoprotein cortactin is a substrate of tyrosine phosphorylation kinase Src. So far it is still not 

full y understood about the mechanism of phosphorylation of cortactin. The purpose of this study is to probe the 

conformation change of cortactin in response to phosphorylation. Bio-sensor of cortactin using cyan fl uorescence 

protein (CFP) and yellow fluorescent protein (YFP) was first designed. Cortactin DNA was inserted into plasmid 

肌1GIN and transfected NIH/3T3 cells. Expression was examined and analyzed by fluorescence resonance energy 

transfer (FRET). Cells were then treated with pervanadate (PV) and PP2. FRET change was recorded before and 

after treatment. Meanwhile, F-mutant cortactin was in place of wild type cortactin in the biosensor to observe the 

change of FRET after cell treatment. Biosensor of cortactin worked effectly in cells. The FRET was increased after 

PP2 treatment of cells and decreased after PV treatment in comparison with the controls. When wild type cortactin 

was replaced by F-mutant one in the sensor, FRET was attenuated compared to the wild type one. Thus, cortactin 

molecule might be changed to an ‘unfolded ' conformation after phosphorylation and more available for cell proteins 

to lllteract 

Key words cortactin; phosphorylation; conformation 
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