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I 

摘 要 

hEphB4 是体内最大的受体酪氨酸激酶家族 hEph 中的一员，它在体内正常

情况下，与它的配体 ephrin 一起，参与胚胎期血管生成和血管再生。它的缺失

会造成老鼠在胚胎期死亡。近几年的研究证明，hEphB4 的过表达与肿瘤的发展

有密切的关系。它参与到肿瘤血管的生成，促进了肿瘤组织获得营养。它的激

酶结构域参与了相关信号通路的转导，导致细胞的无限增殖。因此，很多研究

都在尝试去得到 hEphB4 的激酶抑制剂。在这方面，已经取得了很多进展，但

是目前所得到的抑制剂存在一个共同的问题。对激酶活性的抑制是有效的，但

是特异性很差，同时抑制了其他激酶的活性。 

为了获得特异性更高的 hEphB4 的激酶抑制剂，我们将建立一个果蝇模型，

在这个模型里 hEphB4 的激酶结构域过量表达。首先，我们将 hEphB4 的激酶结

构域克隆出来，连进果蝇专用显微注射载体 pUAST 中。然后，将其显微注射进

果蝇胚胎，得到转基因果蝇。接下来，将转基因果蝇与许多 GAL4 品系的果蝇

杂交，观察出现的表型。本实验中发现，转基因果蝇与 GMR-GAL4 品系的果

蝇杂交后，出现了 rough eye 的表型。最终选择使用这个表型进行果蝇筛药。并

建立了相应的果蝇模型。 

在对 52 种新的潜在的 hEphB4 的激酶抑制剂和一个已知的激酶抑制剂

NVP-BHG712 进行了重复的筛选后，观察到 rough eye 的表型没有任何变化。 

 

关键词：hEphB4；GMR-GAL4；转基因果蝇；基因过量表达；Rough eye 
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Abstract 

HEphB4 , a member of Eph receptors which are the largest family of receptor 

tyrosine kinases. HEphB4 and its ligand Ephrin-B2 is nessesary in the maturation of 

the vessel of the embro and the regeneration of new vessels. Loss of  hEphB4 cause 

the death of mouse in the embryo.Recent years it is reported that up-regulation of 

hEphB4 is correlated to the progression of the tumor.In fact hEphB4 play this role 

via promoting the growth of blood vessel and activating the invasive 

proliferaton.Thus,a lot of research focused on obtaining the kinase inhibitors of 

hEphB4.Unfortunately,so far we still have not attain a inhibitor with high selectivity 

and activity. 

In order to get more selective inhibitors,we develop a drosophila model in 

which the kinase domain of hEphB4 is overexpressed.First,clone the kinase domain 

of EphB4 from Cdna and inserted in pUAST.Second,microinjected the plasmid 

pUAST- hEphB4KD into the embryo of the drosophila and fortunately we get a 

transgenic fly.Third,cross the transgenic fly with GMR-GAL4 and we observed a 

rough eye phenotype.Because of the convenience in screen of drug,we choose this 

phenotype as a reporter.  

Unfortunately,we failed to find a chemical compound that can alter rough eye 

after adding 52 kinase inhibitors and an known hEphB4 kinase inhibitors 

NVP-BHG712. 
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第一章  前 言 

1 

第一章  前 言 

1.1  Eph 受体酪氨酸激酶家族   

1.1.1  Eph 受体酪氨酸激酶家族简介 

Eph 受体最初是在 1987 年在一项研究酪氨酸激酶在肿瘤中的作用时被发现

的，也因此得名 Eph，随后在肝癌细胞系中它们的 cDNA 被克隆出来[1]。这些跨

膜受体最初被归类为孤儿受体，没有配体，没有功能[2]。当发现在 Eph 受体在发

育的不同时期在不同部位以不同浓度表达时，Eph 受体的细胞定位的作用便被提

出来，这也开创了 Eph 受体和 ephrin 配体家族作为脊椎和无脊椎动物发育中主

要的细胞定位系统[3]。 

Eph 受体和它的配体 ephrin 组成了一个重要的细胞交流信息的系统，这个系

统在正常的生理上和病原学上有重广泛的作用[4]。Eph 家族是受体酪氨酸家族最

大的一族，它包括 14 个受体及与之相对应的 8 个同族配体[5]。 

Eph 受体有一个模序结构，这个结构包括一个唯一的 N 端 ephrin 配体结合

结构域，紧随其后是一个富含半胱氨酸的连接位点和细胞外区域的两个纤连蛋白

III 型重复结构。细胞内结构域是由一个保守的酪氨酸激酶结构域，C 端的一个 α

结构域和一个 PDZ 结合基序。Eph 受体 N 端的 180 个残基的球形结构域对于

ephrin 结合的高亲合力是足够的[6-8]。虽然相同亚族的 Eph 受体和 ephrin 配体之

间的相互作用还不是太清楚，但亚族之间的相互作用是比较少的。细胞内，Eph

受体在细胞膜旁边有几个保守的酪氨酸残基，这是酪氨酸激酶结构域，一个 SAM

蛋白与蛋白相互作用结构域，一个 C 端的 PDZ 结合基序。ephrin 配体与 Eph 受

体结合胞外球形结构域结合之后，Eph 受体膜旁边的酪氨酸和丝氨酸残基被磷酸

化[9]。这样，细胞内的酪氨酸激酶转化为活性形式，可以磷酸化受体酪氨酸激酶

底物的酪氨酸，接着激活或者抑制下游信号级联反应[10]。 

整个信号转导的过程是在细胞膜附近完成的，配体的与受体的结合会导致 

Eph 受体的二聚化，接着 Eph 受体彼此磷酸化对方的酪氨酸残基，磷酸化的酪氨

酸残基可以结合 Src 同源结构域 2 或者包含磷酸化酪氨酸结合区域的蛋白[11]。结
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合在受体上的这两个蛋白的磷酸化和激活可以起始信号转导的途径。其它与活化

受体结合的的相互作用的蛋白质被称为接头蛋白，本身没有酶的活性。这些蛋白

的作用主要是把活化的受体酪氨酸激酶与下游信号通路联系起来，如 MAP 激酶

信号级联反应[12]。 

 

 
 

图 1.1  Eph 受体和 ephrin 配体的结构域结构及信号转导 

Fig.1.1  Eph receptor and ephrin domain structure and signalling interactions. 

（by Elena B. Pasquale., 2010） 

与其它经典的跨膜受体及其相应的分泌性配体所组成的信号通路相比，Eph

受体及其 ephrin 配体都是固定在膜上的。EphrinA 是借助糖基磷脂酰肌醇（GPI）

分子固定在膜上，EphrinB则是跨膜蛋白。根据Eph的序列特异性以及与EphrinA、

EphrinB 结合的关系，Eph 可以分为 EphA 和 EphB 两个亚家族[13]。虽然相同亚

族的 Eph 受体和 ephrin 配体之间的相互作用还不是太清楚，但亚族之间的相互

作用是比较少的。在人体基因组里有 9 个 EphA 受体杂乱地与 5 个 EphrinA 配体

结合，5 个 EphB 受体杂乱地与 3 个 EphrinB 配体相结合。EphrinB 配体有一个短

的胞质区域，包含 Src 同源结构域 2 和 PDZ 结构域结合基序[14, 15]。有个例外，

EphA4 和 EphB2 既可以与 3 个 EphrinB 配体相结合也可以与 EphrinA5 相结合。
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而 EphB4 则专一的优先与 EphrinB2 相结合。这种结合都是在细胞与细胞相互接

触的地方，而受体和配体与细胞膜相连，这是 Eph 家族中典型的受体与配体之

间的相互作用。除此之外，也有细胞表面释放可溶性的 EphrinA，它有能力激活

EphA2[16, 17]。 

1.1.2  Eph 受体酪氨酸激酶生理作用 

Eph 受体酪氨酸激酶及其配体在胚胎发育中的图式形成和形态发生中有着

关键的作用[18-20]。此外，Eph 受体和 ephrin 配体调节细胞的迁移、轴突的伸长及

血管的形成[21, 22]。Eph 受体和 ephrin 配体在骨的重塑、免疫功能、血液凝集、和

干细胞等方面的作用正在研究当中。在这个信号系统中，受体和配体结合在细胞

膜中，这样可以限制信号转导在细胞与细胞相互接触的地方[5]。虽然这个家族的

配体和受体配对有些混乱，但是家族成员各自的表达模式确保了信号转导的特异

性[23]。 

在许多情况下，Eph/ephrin 信号通路会产生排斥信号，这样的话可以帮助生

长中的神经元的轴突和迁移细胞到达他们的靶部位[24, 25]。在这种情况下，细胞

会绕开以避免 Eph/ephrin 之间的相互作用[26-28]。以至于细胞表面表达 Eph 和表达

ephrin 的细胞最后分开在不同的组织结构中[29, 30]。 

分节是大多数无脊椎动物和所有脊椎动物胚胎发育中一个基本的过程，通过

分节，生物体开始分成了有功能的单位。在胚胎的分节区域，细胞开始呈现生化

和形态边界，边界处细胞的行为有很大不同，对于未来的分化和功能来说非常重

要[19]。在后脑，分节是一个精确的过程。然而，在轴旁中胚层，发育是一个动

态的适应的过程，这个过程随着后部身体的生长而变化。通过功能分析，不同

Eph 受体和 ephrin 配体在这些区域表达，据测定 Eph 受体信号是正常发育和分节

边界维持的关键[19]。在斑马鱼中进行的相似的研究表明，在这些区域相似的分

节过程，包括一条带状的 Eph 和 ephrin 配体受体表达带，这对于正常的分节是

必需的，打破这种表达会导致边界的错位和消失[31]。 

在神经系统发育中，Eph 受体和 ephrin 配体信号通路通过降低轴突生长尖的

的存活以及排斥迁移的轴突远离 Eph 受体和 ephrin 配体激活的部位，调节轴突

的迁移到他们的靶部位[32, 33]。Eph 受体和 ephrin 配体还参与到把运动神经元导向

到脊髓。虽然有几个 Eph 受体和 ephrin 配体参与到运动神经元的导向，但是
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