
科技导报 2014，32（4/5） www.kjdb.org

蛋白酪氨酸磷酸酶 SHP2（Src homology phosphotyrosyl
phosphatase 2）是一种由PTPN11基因编码，在细胞质内广泛

表 达 的 非 受 体 型 蛋 白 酪 氨 酸 磷 酸 酶（protein tyrosine
phosphatase, PTP）。SHP2分子结构包括N端的 2个 Src同源

区、中部具有一个酪氨酸磷酸（酯）酶活性区域、C端具有一个

包含多个酪氨酸磷酸化位点及一个富含脯氨酸Motif尾巴的

区域[1,2]。SHP2作为细胞因子、生长因子及其他胞外刺激因素

的下游信号分子，参与多种细胞内信息传递如促细胞分裂剂

激酶（MAP kinase）、信号转导转录激活蛋白（Jak⁃stat）及肌醇

三激酶（PI3 kinase）等途径[3]，与许多重要的细胞生命活动，如

蛋白酪氨酸磷酸酶蛋白酪氨酸磷酸酶SHPSHP22抑制剂高通量抑制剂高通量
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摘要摘要 为了建立体外蛋白酪氨酸磷酸酶SHP2抑制剂的高通量筛选模型，筛选潜在的SHP2抑制剂，通过应用大肠杆菌系统克隆表

达GST⁃SHP2融合蛋白，经过GST⁃Sepharose亲和层析分离得到纯化的GST⁃SHP2蛋白，建立384孔板的高通量筛选模型，对

48000个有明确结构的小分子化合物进行体外筛选，筛选出75个活性化合物对SHP2的抑制作用大于50%，确定3个化合物具有较

高的抑制活性。该筛选模型灵敏、稳定，对SHP2抑制剂药物研发打下了基础。
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细胞增殖、分化、移动、凋亡等密切相关[4]。

研究发现，PTPN11 作为 PTP 家族第一个原癌基因 [5]，

SHP2胚系突变可以造成努南氏综合症（noonan syndrome）[6]

和豹皮综合症（leopard syndrome）[7]，而体细胞突变与许多恶

性 血 液 病 ，如 幼 年 型 粒 单 核 细 胞 白 血 病（juvenile
myelomonocytic leukemia，JMML）[8]，急性髓细胞样白血病

（acute myeloid leukemia，AML）[9]，骨髓增生异常综合症

（myelodysplastic syndrome，MDS）[10]等相关。SHP2在调节信

号转导及介导各种生物学过程中起到非常重要的作用，SHP2
突变可以影响酶活性，SHP2结构域的结合率及底物特异性，

其改变与各种恶性疾病的发生有密切关系。因此，SHP2作

为恶性疾病的潜在药物新靶点日益受到重视。鉴于SHP2作
为新的治疗靶点，在药物的研发中的应用价值，研究和筛选

SHP2的抑制剂对预防和治疗相关疾病具有重要意义[11]。

高通量筛选（high⁃throughput screening，HTS）是近年来发

展起来的药物筛选技术，是以微孔板为基础，在分子或细胞

水平上，检测药物在药靶上的生物活性，通过对化合物库进

行大规模的筛选，找到能选择性地作用于药物靶点的化合

物，具有微量、快速、灵敏、准确等特点，是新药发现的强有力

的筛选工具[12]。

通过以人SHP2为靶点，构建SHP2抑制剂的高通量药物

筛选模型，筛选针对SHP2的高效、专一的抑制剂。

1 材料和方法

1.1 材料

仪器与耗材：GeneAmp PCR System2400（Perkin Elmer公
司，美国），GSTrap FF亲合层析柱，HiPrep 26/10分子筛（GE
公司，美国），FPLC system（Pharmacia Biotech 公司，德国），

Biomek 2000自动加样系统（Beckman公司，美国），Hydra 96
自动加样系统（Robbins Scientific公司，美国），96孔板紫外/可
见分光光度计（Molecular Devices公司，美国），96孔酶标板

（Greiner公司，德国）。

药品和试剂：SHP2 cDNA（武汉三鹰生物技术有限公

司），pGEX⁃KG（密歇根州大学Kunliang Guan提供），Ex Taq
和限制性内切酶（Takara公司，日本），大肠杆菌BL21（DE3），

pLysS菌株（Stratagene公司，美国），底物p⁃nitrophenylphosphate
pNPP（Calbiochem公司，美国），高通量筛选样品由国家新药

筛选中心化合物库提供，其他试剂纯度为分析纯。

1.2 实验方法

1.2.1 SHP2基因的克隆表达

根据SHP2催化区设计引物，将含SHP2全长基因序列的

EST 克隆 cDNA 片段 PCR 扩增，连接到含有 Xba I 位点和

Hind III位点的表达载体pGEX⁃KG上，将含有SHP2催化域的

重组质粒 pGEX⁃KG/GST⁃SHP2转化大肠杆菌BL21（DE3）细

胞中进行高效表达。

1.2.2 SHP2蛋白分离纯化

将含有重组质粒的大肠杆菌BL21在含 50 mg/L氨苄青

霉素的LB培养基中扩大培养，IPTG（100 mmol/L诱导表达收

获细胞，裂解缓冲液（1×PBS，0.1% Triton X-100，2 mmol/L
EDTA，2 mmol/L DTT）进行超声细胞裂解处理，上清液用

GSTrap FF亲和柱分离纯化。洗脱缓冲液（50 mmol/L Tris-
HCl，pH 8.0，10 mmol/L 谷胱甘肽，2 mmol/L EDTA和2 mmol/
L DTT）洗脱目的蛋白，再用脱盐缓冲液（50 mmol/L Tris-HCl，
pH 8.0，150 mmol/L NaCl，2 mmol/L DTT）经HiPrepi 26/10柱

脱盐，测定纯化的GST-SHP2蛋白浓度后分装，-80℃保存。

1.2.3 SHP2酶活性测定及反应条件优化

以对硝基苯磷酸（pNPP）为 SHP2作用底物，通过其水解

产物 pNP（对硝基酚）在 405 nm 处有光吸收值特性，测定

SHP2的活性。酶反应体系组成为：缓冲液（50 mmol/L Bis⁃
Tris pH 6.0，2 mmol/L DTT，2 mmol/L EDTA，GST2⁃SHP2，2
mmol/L pNPP）。反应体系混匀后，室温动态测定 405 nm 波

长条件下的光吸收值，计算酶活性。

检测在不同pH值的缓冲液条件下的SHP2活性，以确定

测活反应体系的最适 pH值；确定最适 pH值后，在反应溶液

（包括 50 mmol/L Bis⁃Tris pH 6.0，2 mmol/L pNPP，20 mmol/L
SHP2）中，加入不同浓度的NaCl、DTT、EDTA，检测SHP2在不

同体系中的活性，优化并确定SHP2的反应体系。

1.2.4 Km值和kcat测定

测定不同底物浓度时，酶促反应的初速度。对测得的反

应速度与相应底物浓度进行回归分析，求出Km值（米氏常数，

mol/L）。计算公式为米氏方程（Michaelis⁃Menten equation）：
V=VmaxS/（Km+S） （1）

式中，V为反应初速度；Vmax为最大反应速度，mol·L-1·s-1；S为

底物浓度，mol/L。此运算可同时得到Vmax。根据公式

Vmax=kcat·E （2）
计算催化常数 kcat，s-1；其中，Vmax为最大反应速度，在计算Km值

时求得；E为酶浓度，mol/L。
1.2.5 高通量筛选

对国家新药筛选中心库中的48000个有明确化学结构式

的小分子化合物进行筛选，化合物在反应体系中的最终浓度

是 2 μg/mL，DMSO质量分数为 2%。利用Biomek加样系统，

将5 μL化合物加入黑色浅孔低吸附384孔板（Corning），加入

10 μL酶液后孵育 10 min，再加入 10 μL底物溶液后启动酶

动力反应，送入读板仪器Envision（Perkin Elmer公司，美国）5
min 动态检测 405 nm 处的光吸收，整个过程通过 Sagian
（Beckman公司，美国）系统自动完成。每块筛选板均设置

Na3VO4（12.5 mmol/L，2 μL）和DMSO（质量分数为 2%，2 μL）
分别作为阳性和阴性对照，用于计算样品对酶活性的抑制率

评价筛选质量控制参数Z因子等。IC50值由Graphpad公司的

Prism软件，以抑制剂浓度对抑制率非线性拟合计算得到。

1.2.6 SHP2抑制剂的选择性

为了研究 SHP2酶抑制剂对 PTP家族其他成员的选择

性 ，表 达 N ⁃ 端 GST 标 签 的 SHP1（224- 570 according to
BC002523）、LAR⁃D1（1275-1613 according to gi18860871）、

92



科技导报 2014，32（4/5） www.kjdb.org

CD45（1698-3791 according to gi115385976）重组蛋白。在

SHP1、LAR⁃D1、CD45最适测活体系中含一系列抑制剂浓度

梯度（最终浓度分别为 20、6.67、2.22、0.74、0.25、0.082、0.027
g/mL），动态测定酶反应的初速度，以含有质量分数为 2%的

DMSO作为对照，计算不同浓度抑制剂作用下剩余酶活的百

分比，并运用规划求解计算抑制剂的 IC50。

2 结果

2.1 SHP2蛋白分离纯化

SHP2在上清中表达量很高（图 1），经GSTrap FF层析柱

的纯化，1 L的LB培养基表达产物中最终可以得到 10 mg左
右、纯度 90%以上的GST⁃SHP2融合蛋白。样品用 12% SDS⁃
PAGE凝胶电泳，考马斯亮蓝染色。泳道 1为标准蛋白标记

（KD为分子量单位），泳道2为纯化的GST⁃SHP2蛋白。

2.2 SHP2酶活性测定及反应条件优化

2.2.1 pH对SHP2酶活性的影响

20 nmol/L GST⁃SHP2 在不同 pH值的缓冲体系中测活，

结果显示，pH 值为 6.0 时酶活性最大（图 2），所以确定 50
mmol/L pH值为6.0的Bis⁃Tris作为测活缓冲溶液。

2.2.2 NaCl对SHP2酶活性的影响

在反应溶液中NaCl的最终浓度分别为 10、22.5、35、60、
110、210、410 mmol/L，发现酶活性随着NaCl浓度的增高而减

少（图3），故测活体系中不含NaCl。
通过上述实验，最终确定了GST⁃Shp2反应的最适缓冲溶

液，即50 mmol/L Bis⁃Tris（pH 6.0），2 mmol/L EDTA，2 mmol/L
DTT。

2.3 Km值和kcat测定

如图 4所示，通过测定和式（1）拟合得到 20 nmol/L 的

SHP2 在 pH6.0 时酶学参数分别为：Km=10.96 mmol/L，Vmax=
246.53 m OD·s-1，再根据仪器 FlexstationII 384对 pNPP底物

的转化系数换算通过式（2），计算得到：kcat=34.58 s-1，kcat/Km=
3.15 L·s-1·mmol-1。以 pNPP为底物的酶学参数为：Km=14.4
mmol/L，kcat=5.3 s-1，kcat/Km=0.368 L·s-1·mmol-1[13]。与本文数据

相比，Km比较接近，而kcat略有差别，可能是由于测活方法和测

活体系不同造成的，表明在大肠杆菌内表达的重组 SHP2蛋

白结构和功能都正常。

2.4 高通量筛选

2.4.1 高通量筛选质量控制

通过各种反应条件的优化，建立SHP2抑制剂高通量筛选

模型，其微孔板孔间及板间的变异系数均小于10%，Z因子是

常用于判断高通量筛选模型稳定性和可靠性的统计参数[14]，可

以接受的Z因子应大于0.4，结果显示Z因子大于0.5，符合高

通量筛选的质量控制要求。该模型可在1 d内完成48000个
样品的筛选，Z因子平均值达到0.69，在 2 μg/mL的浓度条件

下，共有75个样品抑制率大于50%。

2.4.2 发现小分子抑制剂

通过对高通量筛选发现的候选化合物进行验证及剂效

关系的确定，发现了化合物 LGH00009（图 5），化学名称为

1H,3H⁃2⁃Thia⁃1,3⁃diaza⁃phenalene⁃2,2⁃dioxide，对SHP2的抑制

活性 IC50值达到0.54 μg/mL。

图1 纯化GST⁃SHP2
Fig. 1 Purified GST⁃SHP2

图2 SHP2在不同pH值下的活性

Fig. 2 Activity of SHP2 vs pH value

图3 SHP2在不同NaCl浓度下的活性

Fig. 3 Activity of SHP2 vs. concentration of NaCl

图4 SHP2以pNPP为底物的酶动力参数

Fig. 4 The enzyme kinetics parameter curve of SHP2
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PTPs
SHP2
SHP1
CD45

LAR⁃D1

IC50值/（ μmol · L-1）

0.34±0.07
0.28±0.05
0.66±0.10

>20

2.5 SHP2抑制剂LGH00009对PTPs的选择性

通过选择性研究发现，LGH00009选择性的抑制非受体

类 PTPs，如：SHP1、SHP2、CD45，其 IC50值在 1 mol/L左右，同

时说明 LGH00009对非受体类之内的 PTPs不具有明显的选

择性；而对受体类PTPs，如LAR，在测试最高剂量40 mol/L不

具有抑制效果（表1）。

3 讨论

SHP2属于蛋白酪氨酸磷酸酶（proteintyrosinephosphatase，
PTPase）家族成员之一，在多种组织和细胞中均有表达，蛋白

酪氨酸磷酸化是其信号转导中的基础步骤，并且参与多种信

号转导过程，而细胞内蛋白磷酸化水平的提高是细胞恶变的

重要表现之一，也可能是细胞异常增殖分化机理的关键。编

码 SHP2蛋白的PTPN11基因突变会导致努南（Noonan）综合

征及豹斑综合征。某些血液病的恶性肿瘤中也会发生体细

胞PTPN11基因突变，但现在对SHP2内在分子机制还知之甚

少，随着这些作用机制的阐明，SHP2将成为药物干扰肿瘤转

移的新型作用靶标。

高通量筛选是近年来迅速发展起来的新型药物筛选技

术，该技术已逐步成为寻找和研究新药的主要手段，采用靶

标进行药物筛选具有特异性和准确性，也可以发现原有药物

的新作用，从而实现中药产品的二次开发。根据 SHP2水解

pNPP可生成可溶性的黄色化合物，通过检测 405 nm处的光

吸收即可确定酶的活性。观察不同化合物对重组酶的活性

的抑制，可以初步评价化合物的药用效果。

4 结论

采用GST⁃SHP2 融合表达蛋白，以 pNPP为底物，建立了

一个分子水平的高通量的 SHP2抑制剂筛选模型，经过各种

反应条件的优化和验证，阳性对照药物在该模型上有很好的

浓度依赖关系，其检测灵敏度、准确度和重现性等均达到预

期标准。由于引入自动工作站，其操作程序完全由Biomek
FX软件控制并分配到96孔微量板内，大大提高了筛选速度，

减小了人工操作的误差，其分析结果的重现性也更优于人工

筛选的结果，充分体现了该模型微量、快速、高效、灵敏等优

点。经过对国家新药筛选中心库中的48000个有明确化学结

构式的小分子化合物进行筛选，发现了 75个活性化合物对

SHP2的抑制作用大于50%，并发现LGH00009对PTPs有一定

程度的选择性，但仍需在细胞水平进行评价。
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图5 化合物LGH00009的结构

Fig. 5 Chemical structure of LGH00009

表1 化合物LGH00009对PTPs的选择性

Table 1 Eelectivity of LG00009 for PTPs
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