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SH2D4A 互作蛋白的筛选及初步鉴定 

李伟, 李婷婷, 刘洪, 赵彦艳 

中国医科大学医学遗传学教研室, 沈阳 110001 

摘要: SH2D4A 是 SH2 蛋白家族成员之一, 可能参与酪氨酸蛋白激酶相关受体介导的信号转导, 调节细胞的生 

长、增殖和分化, 进而影响人类疾病的发生。文章运用酵母双杂交技术筛选 SH2D4A 相互作用蛋白, 并利用酵

母交配(mating)实验和 GST pull-down 实验进行了初步鉴定。首先成功构建了酵母诱饵蛋白重组表达载体

pGBKT7-SH2D4A; 利用该重组体对人肾脏 cDNA 文库进行逐级筛选, 共得到 46 个阳性克隆; 经目的基因的分

离、DNA 测序及 BLAST 软件对序列进行比对分析, 发现 5 种可能的 SH2D4A 互作蛋白(AZGP1、DAD1、

HSD17B10、KAT5 和 PKM2); NetPhos 2.0 Server 软件预测结果显示除 HSD17B10 外其他 4 种蛋白均含有磷酸

化酪氨酸; 进一步以 KAT5 和 HSD17B10 作为代表进行了酵母交配和 GST pull-down, 证实两者均可直接结合

SH2D4A。 
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Screening and identification of interactive proteins of SH2D4A 

LI Wei, LI Ting-Ting, LIU Hong, ZHAO Yan-Yan 

Department of Medical genetics, China Medical University, Shenyang 110001, China 

Abstract: SH2D4A is a member of SH2 signaling protein family, which is involved in the signal transduction mediated 

by protein tyrosine kinase-related receptor, cell growth, proliferation, differentiation, and thereby affects the development of 

human disorders. To determine the role of SH2D4A in the cell signal transduction pathway, SH2D4A interactive proteins 

were screened using yeast two-hybrid system, and yeast mating and GST pull-down assays were carried out to further con-

firm the interaction. We successfully generated a bait protein expression construct-pGBKT7-SH2D4A, screened the human 

kidney cDNA library, and obtained 46 positive yeast clones. After isolation of positive colonies, DNA sequencing, and 

sequence alignment analysis with BLAST software, we obtained 5 potential SH2D4A interactive proteins, AZGP1, DAD1, 

HSD17B10, KAT5, and PKM2, which were predicted by NetPhos 2.0 Server software and were all shown to be phosphory-

lated tyrosine (pY)-containing proteins except for HSD17B10. KAT5 and HSD17B10 were selected to perform yeast mating 

and GST pull-down experiments, indicating their direct binding to SH2D4A. 

Keywords: SH2D4A; yeast two-hybrid system; GST pull-down; protein interaction; SH2 domain 

人类基因组计划完成后, 疾病基因定位克隆及

其蛋白质功能鉴定成为遗传研究的重要内容。我们

前期通过外显子捕获及拼接技术, 在富含疾病基因

的人染色体 8p22区克隆了一段仅具有 1个 Src同源

域 2(Src homology 2, SH2)结构域的 DNA 序列

(GenBank登录号: AY190323)[1], 该序列与 Sugano等
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学者提交的序列 (AK024799)一致 , 后统一命名为

SH2D4A基因(SH2 domain containing 4A)。 

SH2D4A 是 SH2 蛋白家族成员之一, 且仅含有

一个 SH2结构域。SH2结构域是由大约 100个氨基

酸残基组成的保守序列, 其特异性识别磷酸化酪氨

酸(pY)[2], 主要参与酪氨酸蛋白激酶相关受体介

导的信号转导, 是上游与下游信号分子联系的分

子基础, 调节细胞的生长、增殖和分化等过程, 与

多种疾病的发生密切相关[3, 4]。SH2信号蛋白家族

依其结构不同可分为三类: 第一类是除 SH2 结构域

外还有催化结构域的蛋白; 第二类是除 SH2 外还含

有 SH3 和 PH 等结构域但无催化活性的蛋白质; 第

三类是仅含有一个 SH2结构域且无催化活性的接头

蛋白。根据 SMART软件分析 SH2D4A的结构, 推

测其可能是一种无催化活性的接头蛋白。Rual 等[5]

利用高通量的酵母双杂交技术筛选 8 100 个开放读

码框编码产物, 发现 SH2D4A 与 DBNL、HCLS1、

MAGEA11及 SH3GL1存在相互作用; Ewing等[6]结

合免疫沉淀和高通量的质谱分析技术发现了

PPP1CB 与 SH2D4A 的相互作用; 迄今与 SH2D4A

交互作用的蛋白质尚未进一步鉴定, 所以 SH2D4A

确切的生物学功能仍不十分清楚。 

我们前期工作利用 Northern 印迹检测了

SH2D4A 在各组织中的表达[1]; 通过构建 SH2D4A

真核表达载体 pEGFP-SH2A 转染细胞, 鉴定其亚细

胞定位于胞质[7]; 此外, 还构建 SH2D4A 真核表达

载体 pcDNA3.1-SH2D4A并转染细胞, 发现 SH2D4A

通过阻断蛋白激酶 C(Protein kinase C, PKC)信号转

导通路抑制细胞增殖 , 促进细胞凋亡 [8]。鉴于

SH2D4A 对细胞信号转导的重要作用, 本研究采用

酵母双杂交技术结合 GST pull-down 实验, 筛选人

肾脏 cDNA 文库, 旨在发现新的 SH2D4A 相互作用

蛋白, 为进一步明确 SH2D4A 在细胞信号转导及疾

病发生中的作用提供线索。 

1  材料和方法  

1.1  材料 

酵母双杂交系统(Matchmaker GAL4 Two-Hybrid 

System 3)购自 Clontech 公司, 包括: 人肾脏 cDNA

文库、相关载体(pGBKT7 和 pGADT7)、菌株和酵

母菌培养基等。大肠杆菌 DH5α和 PCR相关试剂购自

TaKaRa 公司。质粒制备和胶回收试剂盒购自 Qiagen

公司。酵母菌裂解酶购自 Sigma公司。GST pull-down

相关试剂: 体外转录翻译试剂盒(TNT coupled Tran-

scription/Translation Systems)购自 Promega公司, GST 

beads(Glutathione-Sepharose 4B beads)购自 GE Heal- 

thcare公司, 35S购自北京福瑞生物工程公司。 

1.2  方法 

1.2.1  构建诱饵蛋白重组表达载体 

以前期构建的 pcDNA3.1-SH2D4A 质粒为模板, 

设计含有SfiⅠ和SalⅠ限制酶识别序列的引物, PCR扩

增 SH2D4A结构域(上游引物: 5′-ATATGGCCATGG 

AGGCCATGTTGGCAGATT-3′, 下游引物: 5′-CTA 

GTGTCGACTTGGAGGCTGTAGGATGACC-3′)。扩

增产物经 SfiⅠ和 SalⅠ酶切后克隆到 pGBKT7 中, 

构建酵母诱饵蛋白重组表达载体 pGBKT7-SH2D4A, 

DNA测序确保插入片段序列和方向的准确性。 

1.2.2  酵母菌共转化与筛选 

根据 Clontech 公司酵母双杂交系统说明书扩增

人肾脏 cDNA 文库并提取文库质粒 , 制备酵母菌

AH109 感受态, 醋酸锂法共转化文库质粒和诱饵蛋

白重组质粒, 铺于 SD/–Leu(亮氨酸)/–Trp(色氨酸)缺

陷型培养基, 30℃培养 5~7 d; 刮下菌落铺于 SD/-His 

(组氨酸)/–Leu/–Trp缺陷型培养基, 30℃培养 5~7 d; 

进一步将菌落铺于 SD/–Ade(腺苷酸 )/–His/–Leu/– 

Trp缺陷型培养基, 30℃培养 5~7 d; 选择直径>2 mm

的菌落, 点于 SD/–Ade/–His/–Leu/–Trp /X-α-Gal(X-α-

半乳糖)培养基上, 30℃培养 1 d, 蓝色的菌落即为阳

性克隆。 

1.2.3  阳性克隆质粒分离 

提取酵母菌阳性克隆的质粒 , 转化大肠杆菌

DH5α, 由于文库质粒具有氨苄青霉素抗性, 而诱饵

蛋白重组质粒仅具有卡那霉素抗性, 故使用含氨苄

青霉素的 LB 培养基分离目的文库质粒, XhoⅠ和

EcoRⅠ酶切检测插入片段。 

1.2.4  目的质粒的测序与分析 

将目的质粒送上海基康生物有限公司测序, 利

用 BLAST 软件(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)
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进行 DNA 序列比对分析, 利用 NetPhos 2.0 Server

软件(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/)预测蛋

白磷酸化位点。 

1.2.5  酵母交配(mating)实验 

将得到的目的 DNA(HSD17B10 和 KAT5)克隆

入 pGADT7中构建 pGADT7-HSD17B10和 pGADT7- 

KAT5 重组质粒, 分别将它们和 pGADT7 空质粒分

别转化酵母Y187; 将上述 pGBKT7-SH2D4A重组质

粒和 pGBKT7空质粒分别转化酵母 AH109。转化的

酵母 Y187 和 AH109 在 2×YPDA 酵母培养基共培

养杂交, 30℃缓慢振荡孵育 24 h 后, 将杂交菌液涂

于 SD/Trp/Leu培养皿上, 然后生长的转化子涂于

SD/–Ade/–His/–Leu/–Trp 缺陷培养基上 , 30℃培养

3~6 d。 

1.2.6  GST pull-down 实验 

提取酵母双杂交筛选得到的KAT5和HSD17B10

文库质粒, 经 EcoRⅠ和 XhoⅠ限制酶酶切后克隆到

含有 GST 标签的 pGEX4T2 载体中 , 构建 GST- 

HSD17B10 和 GST-KAT5, DNA 测序确保插入片段

序列和方向的准确性; 将 GST 重组体转化大肠杆菌

BL21, 0.5 mmol/L IPTG(Isopropyl β-D-1-Thiogalacto- 

pyranoside)诱导 3 h, 并利用GST beads纯化GST重组

蛋白。以 pcDNA3.1-SH2D4A 质粒为模板, 使用体外

转录/翻译试剂盒合成带有 35S标记的 SH2D4A蛋白。

将纯化的GST重组蛋白与体外翻译的 SH2D4A蛋白 4

℃孵育 2 h, 以 GST 标签蛋白为阴性对照, 经 GST 

beads沉淀后进行 SDS-PAGE电泳及放射自显影检测。 

2  结果与分析 

2.1  诱饵蛋白重组表达载体 pGBKT7-SH2D4A 的

构建 

以 pcDNA3.1-SH2D4A 为模板扩增 SH2D4A 结

构域(片段长度 870 bp), 酶切后定向克隆入 pGBKT7, 

构建诱饵蛋白重组表达载体 pGBKT7-SH2D4A。经

SfiⅠ和 SalⅠ酶切检测阳性克隆, 酶切后产生 870 bp

片段, 双向 DNA测序证实无移码突变及碱基错配。 

2.2  SH2D4A相互作用蛋白的筛选 

扩增后的人肾脏cDNA文库与pGBKT7-SH2D4A

共转化酵母菌感受态 AH109, 经营养缺陷型培养基

逐级筛选, 选择直径>2 mm 的菌落, 点于 SD/–Ade/ 

–His/–Leu/–Trp /X-α-Gal培养基上, 30℃培养 1 d, 变

为蓝色的菌落为阳性克隆, 如图 1A所示。最后将得

到的 46个阳性克隆提取 DNA, 转化大肠杆菌 DH5α, 

分离目的文库质粒, 酶切检测插入片段(图 1B), 然后

进行DNA测序, 得到 35个测序结果, 另 11个克隆无

测序峰。利用 BLAST 软件对这些测序结果进行序列

比对和分析, 获得 5种蛋白质编码序列(图 2)和 2种非

编码序列。这 5种序列编码的蛋白质为: 锌 α2糖蛋白

1(Alpha-2-glycoprotein 1, zinc-binding, AZGP1)、赖氨

酸乙酰转移酶 5(K(lysine) acetyltransferase 5, KAT5)、

丙酮酸激酶肌型(Pyruvate kinase, muscle, PKM2)、

17β-羟基类固醇脱氢酶 X 型(17-beta-hydroxys-teroid 

dehydrogenase type 10, HSD17B10)和细胞死亡防御因

子 1(Defender against cell death 1, DAD1)。 

2.3  SH2D4A互作蛋白磷酸化位点的预测分析 

磷酸化的酪氨酸(pY)是 SH2 结构域特异性识别

的关键位点, 因此应用 NetPhos 2.0 Server软件对以

上 5种蛋白质序列进行 pY预测。HSD17B10未预测

到 pY, DAD1 仅含有 1 个 pY, 而 AZGP1、KAT5 和

PKM2这 3种蛋白质均含有多个 pY。对预测结果进一

步分析, 发现 AZGP1第 144位 pY、KAT5第 80位 pY

和 PKM2第 161位 pY的 C端 3个氨基酸符合与 SH2

结构域特异性结合的序列特点[2], 提示这 3种蛋白质

可能被 SH2 结构域识别而与 SH2D4A 相互作用。 

2.4  酵母交配验证HSD17B10和KAT5与 SH2D4A

相互作用 

AH109 和 Y187 是两个不同类型的酵母菌株, 

可以在高营养状态下进行有性生殖。将转化了

pGADT7-HSD17B10或 pGADT7-KAT5质粒的 Y187

酵母菌, 分别与转化了 pGBKT7-SH2D4A 的 AH109

酵母菌进行杂交实验, 同时以 pGADT7 和 pGBKT7

空质粒为对照。结果显示 , 所有的转化子在 SD/– 

Leu/–Trp 缺 陷 培 养 基 上 均 能 生 长 , 而 只 有

pGADT7-HSD17B10和 pGBKT7-SH2D4A杂交的转

化子(图 3中的 1), 或者 pGADT7-KAT5和 pGBKT7- 

SH2D4A 杂交的转化子才能在 SD/–Ade/–His/–Leu/ 

–Trp 培养基上的生长(图 3 中的 5), 提示 SD17B10

和 KAT5 能与 SH2D4A 相互作用, 进一步验证了上

述酵母双杂交的结果。 
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图 1  阳性克隆筛选及酶切鉴定 
A: X-α-Gal营养缺陷型培养基筛选实验的部分结果, 蓝色菌落为阳性克隆; B: 目的文库质粒酶切检测。M: 1 kb Ladder DNA marker; 1、2: 目

的文库质粒经 XhoⅠ和 EcoRⅠ酶切(箭头所示为插入片段); 3: 目的文库质粒。 

 

 
 

图 2  5 种蛋白质编码序列测序图的部分序列 
A: AZGP1; B: DAD1; C: HSD17B10; D: KAT5; E: PKM2。 
 

 
 

图 3  各转化子在 SD/–Ade/–His/–Leu/–Trp 培养基生长情况 
1: 为含有 pGADT7-HSD17B10 和 pGBKT7-SH2D4A 的转化子, 2: 为含有 pGADT7-HSD17B17 和 pGBKT7 空质粒的转化子;  3: 为含有

pGADT7 空质粒和 pGBKT7-SH2D4A 的转化子; 4: 为含有 pGADT7 空质粒和 pGBKT7 空质粒的转化子; 5: 为含有 pGADT7-KAT5 和

pGBKT7-SH2D4A的转化子; 6: 为含有 pGADT7-KAT5和 pGBKT7空质粒的转化子; 7和 8同 3和 4。 
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2.5  GST重组蛋白诱导纯化 

提取 HSD17B10 和 KAT5 文库质粒, 酶切后克

隆入 pGEX4T2 载体, 成功构建 GST 重组蛋白表达

载体, 转化大肠杆菌 BL21 后经 IPTG 诱导, 并利用

GST beads 纯化了目的蛋白。如图 4 所示 , 

GST-HSD17B10分子量约为 53 kDa, GST-KAT5分

子量约为 86 kDa。 

 

 
 

图 4  GST 重组蛋白诱导纯化电泳图 
1: 未诱导 BL21 菌液蛋白; 2: 转化 GST-HSD17B10 后经 IPTG诱导

的 BL21菌液蛋白; 3: GST-HSD17B10纯化蛋白; 4: 转化 GST-KAT5

后经 IPTG诱导的 BL21菌液蛋白; 5: GST-KAT5纯化蛋白; M: 蛋白

Marker。 
 

2.6  SH2D4A相互作用蛋白的验证 

将体外翻译且 35S标记的 SH2D4A蛋白与纯化的

GST 重组蛋白孵育, 经 GST beads 沉淀后进行 SDS- 

PAGE 电泳及放射自显影检测 , 结果显示 GST- 

HSD17B10 和 GST-KAT5 都能将 SH2D4A 沉淀下来, 

PAGE电泳及放射自显影显示与 SH2D4A-35S input位

置基本一致, 而GST标签蛋白不能将其沉淀(图 5), 提

示 HSD17B10和 KAT5均可与 SH2D4A相互结合。该

GST pull-down 结果初步证实了酵母双杂交筛选得到

的 HSD17B10和 KAT5是 SH2D4A的互作蛋白。 

 

 
 

图 5  GST pull-down 放射自显影检测 
1: SH2D4A-35S input阳性对照; 2: 以纯化的 GST标签蛋白进行沉淀

反应; 3、4: 分别为以纯化的 GST-HSD17B10 和 GST-KAT5 重组蛋

白进行沉淀反应。 

3  讨 论 

SH2D4A 是我们前期于人染色体 8p22 区克隆

的基因[1]。研究显示 8p22区域具有多个与人类疾病

相关的重要基因。Fujiwara等[9]发现该区域片段缺失

常见于肝癌、结肠癌和非小细胞肺癌; 而 Hughes等
[10]报道该区域的扩增可能参与食管癌发生。此外 , 

位于 8p22 区域的 TUSC3 基因与常染色体隐性智力

障碍相关[11]; 而另一新的常染色体隐性无症状性失

聪致病位点也位于该区域[12]。因此, SH2D4A很可能

也是存在于该区域内的人类疾病易感基因之一。 

为了鉴定 SH2D4A的功能及其在人类疾病中的

作用 , 本研究利用酵母双杂交技术结合 GST 

pull-down实验对 SH2D4A相互作用蛋白质进行了筛

选及初步鉴定。首先成功构建了 pGBKT7-SH2D4A

诱饵蛋白重组体; 利用该重组体对人肾脏 cDNA 文

库进行逐级筛选, 共得到 46 个阳性克隆; 经目的基

因分离、DNA 测序及 BLAST 软件序列比对分析发

现 5种蛋白质编码序列(AZGP1、DAD1、HSD17B10、

KAT5 和 PKM2)。由于 pY 是 SH2 结构域识别的关

键位点[3, 4], 因此我们用 NetPhos 2.0 Server 软件进

行了 pY位点预测, 结果显示 HSD17B10不含有 pY, 

DAD1 仅含有 1 个 pY, 而 AZGP1、KAT5 和 PKM2

均含有多个 pY。另外, pY的 C端 3个氨基酸序列决

定了 SH2 结构域与蛋白质结合的特异性 [2], 根据其

序列特点分析发现 AZGP1、KAT5 和 PKM2 均含有

1 个可被 SH2 结构域特异识别的 pY(pY144、pY80

和 pY161), 进一步提示这 3 种蛋白质可能与

SH2D4A 相互作用。另一方面 , Poy 等 [13]发现

SH2D1A 对于非磷酸化的酪氨酸也具有很高的亲和

力, 我们推测 SH2D4A与不含有 pY的 HSD17B10也

可能存在相互作用。因此, 我们对 HSD17B10和 KAT5

又进行了酵母交配的验证, 只有 pGADT7-HSD17B10

和 pGBKT7-SH2D4A, 或者 pGADT7-KAT5和 pGBKT7- 

SH2D4A的转化子才能在SD/–Ade/ –His/–Leu/–Trp培

养基上的生长。我们进一步以 KAT5 和 HSD17B10

为代表进行 GST pull-down 实验, 发现两者均可与

SH2D4A相互结合。此外, 这一结果还提示 SH2D4A

与其互作蛋白的识别存在 pY和非 pY两种模式。 

本研究筛查并初步鉴定的 SH2D4A 互作蛋白

KAT5和HSD17B10具有多种生物学功能, 并广泛参
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与多种疾病的发生。KAT5 是 MYST家族成员之一, 

具有乙酰转移酶活性, 调节基因转录并参与DNA损

伤修复的起始和终止[14]。KAT5 通过影响肿瘤相关

基因从而间接参与多种肿瘤的发生和发展[15], 例如

KAT5通过影响抑癌基因 P53的乙酰化水平, 调节细

胞周期和凋亡 , 参与结肠癌和肺癌的发生 [16]。

Bararia 等[17]发现 KAT5 可与 C/EBPα 协同参与白血

病的发生。此外, KAT5还与 HIV感染、Fanconi贫

血和阿尔茨海默病等相关[18~20]。HSD17B10 是线粒

体内短链氧化还原酶超家族的成员之一, 催化多种

脂肪酸、醇类和类固醇的氧化反应。HSD17B10 可与

细胞内 β-淀粉样蛋白直接作用[21], 或通过调节雌激素

水平而影响阿尔茨海默病的发生[22]。Yang等[23, 24]研究

发现, HSD17B10 还可通过参与神经类固醇和异亮

氨酸代谢影响认知能力, 进而引起智力障碍。此外, 

HSD17B10 基因异常还与帕金森和 X-连锁智力障碍

等相关[25, 26]。由于 SH2D4A基因所在的染色体 8p22

区存在多个癌症和神经系统疾病相关基因 , 且

SH2D4A 互作蛋白 KAT5 和 HSD17B10 分别在肿瘤

和神经退行性病变中发挥重要作用, 因此我们推测

SH2D4A 的深入研究将为揭示这两类疾病的致病机

理提供重要线索。 

本研究通过酵母双杂交技术成功的筛选

SH2D4A互作蛋白, 并运用 GST pull-down初步验证

了 SH2D4A与 KAT5和 HSD17B10的结合。SH2D4A

与这两种蛋白的相互作用产生的生物学效应及其在

疾病发生发展中的作用还有待于进一步研究。 
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