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VAV2是 VAV家族蛋白（VAV1、VAV2、VAV3）
的一员[1]，几乎表达于所有组织 [2]，并且在各个发育
阶段被检测到[3]。 其在细胞内参与细胞形态及肌动
蛋白细胞骨架的组织和形成 [4]、生长因子向细胞骨
架的信号转导，在血管生成和一氧化氮介导的血管
舒张过程中也有很重要的作用[5]。VAV2在多种肿瘤

细胞和组织中高表达，包括肺癌、甲状腺乳头状癌
和乳腺癌等，参与肿瘤细胞丝状伪足、片状伪足及
膜褶皱的形成，调控肿瘤细胞迁移和侵染[6-8]。 在肿
瘤细胞的侵袭性表型形成过程中，CDC42蛋白通过
促进肿瘤细胞内肌动蛋白的聚集使细胞骨架重新
分布，使肿瘤细胞长出伪足并发生迁移[9-10]。 CDC42
蛋白在 GTP结合状态（激活）和 GDP结合状态（失
活）之间循环[11]。 VAV2蛋白可以促进 GTP结合到
CDC42蛋白上，发挥鸟嘌呤核苷酸交换因子（guano-
sinenucleotide exchange factors，GEFs）的作用，使得
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【摘 要】目的：利用等温滴定量热技术研究 VAV2蛋白的 DH结构域（VAV2-DH）与 CDC42的相互作用。 方法：首先分别将
VAV2-DH和 CDC42蛋白的编码基因克隆至 pGEX-6p-1和 pET28a载体上，构建 VAV2-DH和 CDC42蛋白的重组表达载体。
再将重组表达载体转入大肠杆菌中诱导表达蛋白，并亲和层析、凝胶过滤层析纯化得到 VAV2-DH和 CDC42蛋白，最后利用鸟
嘌呤核苷酸交换试验来验证 VAV2-DH的鸟苷酸交换活性，并采用等温滴定量热技术检测这 2种蛋白质相互作用的亲和力和
热力学参数。 结果：VAV2-DH和 CDC42蛋白的平衡解离常数 KD=（11.44±2.12） μmol/L，其中摩尔结合焓 DH=（-224.33±
95.48） kJ/mol、-TDS=（195.97±95.95） kJ/mol、吉布斯自由能 DG=（-28.30±0.49） kJ/mol。结论：VAV2-DH和 CDC42蛋白属于中
等强度的相互作用，是一个焓驱动的结合过程。
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【Abstract】Objective：To study the interaction between the DH domain of VAV2 protein（VAV2-DH） and CDC42 by isothermal titra－
tion calorimetry. Methods：The coding sequences of VAV2-DH and CDC42 were cloned into pGEX-6p-1 or pET28a vectors to con－
struct recombinant prokaryotic expression plasmids. Purified proteins were obtained by prokaryotic expression，affinity chromatography
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modynamic parameters of the interaction between VAV2-DH and CDC42. Results：Moderate binding affinity was recorded between
VAV2-DH and CDC42 with a KD value of （11.44±2.12） μmol/L，in which the molar binding enthalpy DH=（-224.33±95.48） kJ/mol，-
TDS=（195.97±95.95） kJ/mol，and Gibbs free energy DG=（-28.30±0.49） kJ/mol. Conclusion：VAV2-DH and CDC42 protein
interact with each other with moderate intensity，which is an enthalpy-driven binding process.
【Key words】VAV2；CDC42；guano-sinenucleotide exchange factor；protein interaction；isothermal titration calorimetry

作者介绍：何诗雨，Email：tania_hsy@126.com，
研究方向：临床检验诊断学。

通信作者：杨正林，Email：zliny@yahoo.com。
优先出版：https://kns.cnki.net/kcms/detail/50.1046.r.20210513.2144.064.html

（2021-05-17）

DOI：10.13406/j.cnki.cyxb.002829基础研究

1492— —



重庆医科大学学报 2021年第 46卷第 12期（Journal%of%Chongqing%Medical%University%2021.Vol.46 No.12）

CDC42 蛋白被激活。 CDC42 蛋白激活后作用于
Wiskott-Ardrich 综合征蛋白及其效应蛋白 Arp2/3
复合物，促进肌动蛋白装配形成伪足，使得肿瘤细
胞具备侵袭能力[12-14]。

虽然体外实验已经表明，VAV2蛋白能直接促
进 CDC42蛋白上鸟苷酸的交换，但蛋白与蛋白之间
的亲和力范围很宽，可以从微摩尔级别到皮摩尔级
别[15]，不同亲和力范围的蛋白相互作用适用的药物
开发策略不同。 通过检索文献，发现 VAV2蛋白与
CDC42蛋白相互作用过程中的亲和力及热力学参
数尚未见报道，研究 VAV2蛋白与 CDC42蛋白相互
作用过程不仅有利于深入认识二者相互作用过程
中可能发生的构象变化，还能为基于二者相互作用
的药物开发提供数据参考。

等温滴定量热法（isothermal titration calorimetry，
ITC）是一种无须标记的、测量生物分子之间相互作
用的生物物理技术，可以应用于蛋白质-配体、蛋白
质-蛋白质、DNA-蛋白质、 蛋白质-碳水化合物、蛋
白质-脂质和抗原-抗体结合过程[16-17]。ITC不仅可以
测量 2种生物分子之间的结合解离常数，判断二者
之间的亲和力，还可以直接测量生物过程中的结合
能量变化。 本研究通过 ITC 记录 VAV2 蛋白和
CDC42蛋白相互作用之间的量热曲线，同时提供热
力学和动力学信息[18]，计算获得 VAV2与 CDC42蛋
白相互作用完整的热力学参数（包括平衡解离常数、
焓变、熵变和吉布斯自由能变化），为基于 VAV2与
CDC42蛋白相互作用的抗肿瘤治疗手段的开发提
供理论基础。

1 材料与方法

1.1 实验材料
含有人源VAV2和 CDC42的 cDNA序列质粒购于Origene

公司（VAV2-pcmv6-entry、CDC42-pcmv6-entry）；pGEX6P-1
载体购于长沙优宝生物科技有限公司； 大肠杆菌 DH5α和
BL21菌株、PCR产物回收试剂盒购于北京全式金生物技术
有限公司；PrimerStar聚合酶和 T4连接酶购于日本 Takara公
司；限制性内切酶购于 NEB（New England Biolabs）公司；质粒
小量提取试剂盒购于天根生化科技（北京）有限公司；AmiconR

Ultra-4浓缩管购自密理博中国有限公司；谷胱甘肽琼脂糖凝
胶介质、Ni-琼脂糖凝胶介质以及分子筛层析柱 Superdex75
100/300 GL购于美国 GE公司；UEV 25D蛋白纯化仪购自永
联生物科技有限公司；引物合成和 DNA序列分析由上海生工
生物工程股份有限公司完成。
1.2 VAV2-DH和 CDC42蛋白重组表达载体的构建

从美国国立生物技术信息中心（National Center for
Biotechnology Information，NCBI）数据库查询得到人源 VAV2
蛋白全长 cDNA序列，利用 Phyre2网站进行蛋白质二级结构
预测，截取 DH 结构域蛋白序列（VAV2-DH），利用 Primer3
设计引物序列。 以 VAV2-pcmv6-entry为模板，使用 Primer－
Star聚合酶扩增 VAV2-DH的编码序列。 PCR产物经琼脂糖
凝胶电泳验证后用 PCR产物回收试剂盒回收，将 PCR扩增
产物及空白 pGEX-6p-1质粒用限制性内切酶 BamHⅠ-HF/
XhoⅠ于 37℃酶切。 酶切产物用 DNA回收试剂盒回收后，使
用 T4 连接酶 4℃过夜连接。 将连接产物转化至大肠杆菌
DH5α感受态中，涂布于含有 100 μg/mL氨苄青霉素的 LB平
板，37℃培养箱培养 16 h左右。 挑取单克隆菌落经菌落 PCR
鉴定出阳性克隆后，经测序验证得到 VAV2-DH的重组表达
质粒（VAV2-DH-pGEX-6p-1）。 CDC42蛋白（1~181 aa）的编码
序列按照上述方法经 NcoⅠ和 XhoⅠ酶切后克隆至pET28a
载体中，得到 C端带有 His标签的 CDC42蛋白重组表达载体
CDC42-pET28a，引物序列及限制性内切酶位点详见表 1。
1.3 VAV2-DH和 CDC42蛋白的诱导表达

将构建好的重组表达载体 VAV2-DH-pGEX-6p-1、
CDC42-pET28a转化至大肠杆菌 BL21（DE3）菌株，分别涂布
于含有氨苄青霉素或卡那霉素的 LB平板上，37℃培养箱过
夜培养 16 h。分别挑取单克隆菌落至含有 100 μg/mL氨苄青
霉素或 60 μg/mL 卡那霉素的 LB 液体培养基中，37℃过夜
振荡培养得到种子液。第 2天将 10 mL种子液接种至 1 L含
有 100 μg/mL氨苄青霉素或 60 μg/mL卡那霉素的 LB液体
培养基，于 37℃、220 r/min振荡培养至 OD600值 0.4~0.6，将摇
床温度降至 16℃，加入终浓度为 0.2 mmol/L 的 IPTG，于
16℃、180 r/min诱导表达 16 h。 诱导表达结束后，于 7 548g
离心 20 min收集菌体，放置-80℃保存。
1.4 VAV2-DH和 CDC42蛋白的纯化
1.4.1 亲和层析 由于 VAV2-DH蛋白的 N端带有谷胱甘
肽巯基转移酶（glutathione S-transferase，GST）标签，因此通过
GST亲和层析对 VAV2-DH蛋白进行纯化。 将冻存菌液充分
悬浮于 Buffer A（500 mmol/L NaCl，50 mmol/L Tris-HCL pH
8.0，10%甘油，1 mmol/L DTT）中，用细胞破碎机裂解菌液，裂
解后的菌液于 4℃、17 418g离心 30 min收集上清液。将蛋白

表 1 VAV2-DH和 CDC42蛋白编码序列扩增引物及限制性内切酶位点

重组表达质粒 正向引物 反向引物 限制性内切酶位点

VAV2-DH-pGEX-6p-1

CDC42-pET28a

CGCGGATCCactgaagatgacaagaggaactgc

CATGCCATGGGCatgcagacaattaagtgtgttgt

CCGCTCGAGTTAagaactctgaaattcgctga

CCGCTCGAGcggttctggaggctccag

BamHⅠ/%XhoⅠ

NcoⅠ/%XhoⅠ

注：引物序列中大写字母为限制性内切酶位点序列及保护碱基
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上清液与预先用 Buffer A 平衡的谷胱甘肽琼脂糖凝胶
（sepharose 4 fase flow）介质于 4℃结合，1 h后让蛋白上清液
从层析柱中流出，并用 Buffer A 洗涤柱上的杂蛋白，再用
Buffer B（50 mmol/L NaCl，50 mmol/L Tris-HCL pH 8.0，10%甘
油，1 mmol/L DTT）对层析柱中溶液进行置换。最后加入 5 mL
Buffer B 与 600 μL的 PPase（1 mg/mL）于 4℃过夜酶切去除
GST标签，再用 Buffer B洗脱去除 GST标签后的 VAV2-DH
蛋白，用于进一步纯化。

CDC42蛋白的 C端携带 His标签，因此可以经 Ni柱亲
和层析纯化 CDC42蛋白。 将冻存菌液充分悬浮于 Buffer C
（500 mmol/L NaCl，20 mmol/L NaH2PO4-Na2HPO4，pH 7.4）中，
用细胞破碎机裂解菌液，裂解后的菌液于 4℃、17 418g离
心30 min收集上清液。 将蛋白上清液与预平衡的 Ni-琼脂
糖凝胶介质于 4℃结合 1 h 后，用含有 20 mmol/L 咪唑的
Buffer C 洗涤柱上的杂蛋白，再用含有 200 mmol/L 咪唑的
Buffer C洗脱得到 CDC42蛋白用于下一步纯化。
1.4.2 凝胶过滤层析 将 1.4.1项下所得蛋白样品用 AmiconR

Ultra-4 浓缩管浓缩至适当体积后，利用凝胶过滤层析柱
（Superdex75 100/300 GL）进一步分离纯化。 分子筛层析纯化
过程在 UEV 25D 蛋白纯化仪上完成，层析缓冲液为Buffer
D（100 mmol/L NaCl，50 mmol/L Tris-HCL pH 8.0），流速为
0.8 mL/min。根据洗脱图谱，收集 VAV2-DH 蛋白、CDC42
蛋白，经 SDS-PAGE 检测分析并用 Nanodrop 测定蛋白的
浓度。
1.5 鸟苷酸交换活性实验

取 2.5 μmol/L VAV2 蛋白与 2.5 μmol/L 荧光标记 GDP
结合的 CDC42蛋白置于缓冲液 Buffer F（50 mmol/L Tris-HCl，
100 mmol/L NaCl，3 mmol/L DTT，5 mmol/L MgCl2，pH 8.0）
中。 另外取同等体积的缓冲液与 2.5 μmol/L荧光标记 GDP
结合的 CDC42蛋白作为阴性对照。 将上述 2组样品加入酶
标板中，再加入 100 μL未标记的 GTP开始鸟苷酸交换反应。
在 Varioskan LUX Multimode Microplate Reader（Thermo Fisher
scientific）酶标板中设置激发光波长为 360 nm，发射波长为
440 nm，读取每个样品的相对荧光强度。 每隔 20 s读取一次
相对荧光强度，总共检测 180次，共计 60 min。
1.6 等温滴定量热法检测 VAV2-DH与 CDC42蛋白的相互
作用

将 VAV2-DH蛋白和 CDC42蛋白用 Buffer D分别稀释
至 0.66 mg/mL和 6.9 mg/mL，于 4℃、12 000g离心 10 min除
去气泡后，使用 MicroCal PEAQ-ITC 等温滴定量热仪检测
CDC42与 VAV2-DH的相互作用。等温滴定量热仪的样品池
中加入 300 μL VAV2-DH蛋白，注射器中吸取 60 μL CDC42
蛋白。 设置初始延迟时间为 60 s，共滴定 19次，首次滴定体
积为 0.4 μＬ，其余滴定体积为 2 μＬ，2次滴定的间隔时间为
150 s，反应温度为 25℃。阴性对照组则将注射器中吸取相同
体积的缓冲液，其余操作步骤相同。实验结果由 Malvern提
供的 MicroCal PEAQ-ITC V1.21 软件通过分析滴定曲线得
到结合等温线，并测定 VAV2-DH 与 CDC42 蛋白平衡解离

常数（KD）、摩尔结合焓（DH）、摩尔结合熵（DS）和吉布斯自由
能（DG）等其他热力学参数。

2 结 果

2.1 VAV2-DH和 CDC42蛋白重组表达载体的构建
VAV2 蛋白的 DH 结构域对应第 194~392 位氨基酸残

基，因此本研究截取这段蛋白，设计合成特异性引物进行PCR
扩增，扩增产物长度为 500~750 bp，与理论长度 597 bp一致
（图 1A）。 PCR产物经酶切、连接至 pGEX-6p-1质粒、转化，
采用 pGEX-6p-1通用引物进行菌落 PCR验证，阳性克隆的
菌落 PCR产物条带与预期相符（图 1B），经 DNA测序验证表
明重组表达载体 DH-pGEX-6p-1构建成功[19]。 由于CDC42蛋
白的最后几个氨基酸参与跟脂质基团结合[20]，不利于在大肠
杆菌中表达，因此本研究截取 CDC42蛋白的最后几个氨基
酸，仅表达第 1~181位氨基酸。同样，CDC42编码序列扩增，
正向引物选用 pET28a 的通用引物，反向引物选用表 1 中
CDC42的特异性反向引物进行菌落 PCR，阳性克隆 PCR产
物条带与理论长度 543 bp一致（图 2）。

B.%菌落 PCR产物A.%VAV2-DH编码序列
PCR产物

图 1 VAV2-DH编码序列 PCR产物及菌落 PCR产物电泳图

A.%CDC42编码序列
PCR产物

B.%菌落 PCR产物

图 2 CDC42编码序列 PCR产物及菌落 PCR产物电泳图
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2.2 VAV2-DH和 CDC42蛋白的纯化
在蛋白过量表达过程中，引入标签蛋白有助于利用亲和

层析纯化目的蛋白。 原核表达系统中常用的标签蛋白有 His
标签、GST 标签、麦芽糖结合蛋白（maltose binding protein，
MBP）标签等。比较大的标签蛋白不仅有利于蛋白的纯化，还
能促进目的蛋白的可溶表达和折叠；在标签蛋白和目的蛋白
之间引入酶切位点（如 PPase酶切位点、Thrombin酶切位点、
Factor Xa酶切位点），又可以利用蛋白酶切除标签蛋白。VAV2-
DH蛋白经 PPase切除 GST标签蛋白后，用 Superdex75 100/
300 GL进行凝胶过滤层析进行进一步纯化，VAV2-DH蛋白
在柱上的保留体积为 11.54 mL。按照 Superdex75 100/300 GL
柱的说明书，该保留体积位于卵清蛋白（43 kD）和核糖核酸
酶 A（13.7 kD）的保留体积之间，与其理论分子质量 23.7 kD
一致，表明切除 GST标签后的 VAV2-DH蛋白以单体形式存
在（图 3）。而 C端带有 His标签的 CDC42蛋白用 Superdex75
100/300 GL进行凝胶过滤层析后进一步纯化，在柱上的保留
体积为 11.84 mL，与其理论分子质量 21.1 kD也一致（图 4）。
根据 SDS-PAGE 结果， 本研究纯化得到的 VAV2-DH 和
CDC42蛋白纯度都比较高，并且在溶液中以单体形式存在。

2.3 体外鸟嘌呤核苷酸交换活性
以与体系中初始荧光强度的相对荧光强度百分比为纵

坐标，以时间为横坐标，绘制 VAV2蛋白 DH结构域的鸟苷
酸交换活性曲线图。 VAV2蛋白是 Dbl家族鸟苷酸交换因子
的成员之一，VAV2蛋白的 DH结构域（VAV2-DH）在体外对
RhoA、Rac1和 CDC42蛋白都表现出了鸟苷酸交换活性[4，21]。
当 VAV2 蛋白与带有荧光标记的 GDP 结合的 CDC42 蛋白
共同孵育时，随着时间的增加，检测到的荧光强度逐渐减弱，

表明在 VAV2-DH的作用下，CDC42 蛋白中的 GDP 逐步交
换为 GTP，本研究所制备的 VAV2-DH蛋白具有鸟苷酸交换
活性（图 5）。

2.4 VAV2-DH和 CDC42蛋白的相互作用
与阴性对照相比（图 6B），利用等温滴定量热法测定VAV2-

DH和 CDC42的相互作用发现，二者之间有明显的相互作用
（图 6A）。 重复 3次滴定试验得到 VAV2-DH和 CDC42的结
合平衡解离常数 KD（11.44±2.12） 滋mol/L、摩尔结合焓 DH
（-２２４.33±95.48） kJ/mol、-TDS（195.97±95.95） kJ/mol、吉布
斯自由能 DG（-２8.30±0.49） kJ/mol。VAV2-DH与 CDC42相
互作用强度为 10-5 mol/L，表明二者之间属于中等强度的相
互作用[18]。 其中 VAV2-DH与CDC42相互作用时吉布斯自由
能 DG的值小于 0，表明反应能自发进行。 其中对反应贡献
最大的是摩尔结合焓 DH， 熵变对于 VAV2-DH与 CDC42结
合不利，表明 VAV2-DH与CDC42的结合是焓驱动的过程，二
者结合过程中可能引起2种蛋白中一些无序的区域重新折
叠，使得二者的复合物更加稳定[18]。

3 讨 论

本研究构建了 VAV2-DH和 CDC42蛋白的原
核表达体系，并在体外表达纯化得到了高纯度的蛋
白。体外的鸟苷酸交换活性实验表明，VAV2-DH蛋
白在体外能有效促进 CDC42蛋白上的 GDP交换为

图 3 VAV2-DH蛋白凝胶过滤层析和 SDS-PAGE图谱

图 4 CDC42蛋白凝胶过滤层析和 SDS-PAGE图谱

图 5 VAV2蛋白 DH结构域的鸟嘌呤核苷酸交换活性曲线

图 6 VAV2-DH与 CDC42相互作用的等温滴定曲线
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GTP，即本研究纯化得到的 VAV2-DH蛋白具有活性
的。 等温滴定量热法检测发现 VAV2-DH与 CDC42
的平衡解离常数为 10-5 mol/L，表明二者之间属于中
等强度相互作用。 VAV2-DH与 CDC42的结合主要
受焓变驱动，可能是这 2种蛋白中一些无序的区域
发生构象变化导致的，因此可以设计一些小分子靶
向这些无序的区域，以此干扰 VAV2-DH与 CDC42
的相互作用。

除了促进 CDC42 蛋白中的鸟苷酸交换以外，
VAV2 蛋白还可以激活 Rho 家族小 GTP 酶中的
RhoA、Rac1蛋白[21]。 VAV2蛋白是如何实现识别Rho
家族 3种小 GTP酶，以及优先识别 Rho家族哪一种
小 GTP酶还不清楚。 本研究只测定了VAV2-DH 和
CDC42 蛋白的亲和力，还需要进一步比较 VAV2-
DH与 Rho家族其他小 GTP酶的亲和力，才能更清
楚地解答这个问题。 另外，由于 VAV2蛋白可以促
进 RhoA、Rac1和 CDC42蛋白中 GDP 和 GTP 的交
换，但目前只报道了 VAV1蛋白与 Rac1蛋白的三维
结构[22-23]，VAV家族蛋白如何识别 RhoA和CDC42蛋
白还不清楚，研究 VAV 家族蛋白与这 2种小 GTP
酶的复合物结构，不仅能阐明 VAV家族蛋白识别不
同小 GTP酶的机制，还可通过了解如何调节 ＲhoA-
GTP活性形式和 ＲhoA-GDP非活性形式在细胞内
的不断转换和循环，从而调节肿瘤细胞的迁移和侵
染能力，也将有助于设计抑制 VAV家族蛋白活性
的小分子应用于肿瘤治疗。

当然，VAV2 基因 DH 结构域的致病突变与
CDC42相互作用的强度以及其鸟嘌呤核苷酸交换
活性是否改变，这样的改变是否是致病原因或疾病
发展的重要环节，仍有待进一步研究。
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