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采用 X 射线衍射解析人鸟嘌呤核苷酸解离刺激因子( RalGDS)
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摘 要 Ras 结合结构域( RBD) 是鸟嘌呤核苷酸解离刺激因子( RalGDS) 家族成员 C-端的高保守区，通过它

连接 Ras 和 Ras 相关蛋白。利用 Red Wings 和 SGC-1 screens 相关的悬滴法设盘结晶，按体积比 1∶ 1 加蛋白液

到含 1∶ 100 胞内蛋白酶 Glu-C( w /w) 的结晶溶液( 2 mol /L ( NH4 ) 2 SO4，0． 2 mol /L NaAc，0． 1 mol /L HEPES，

5% MPD，pH 7． 5) 中，晶体 3 天长成可组装大小。利用 X-射线晶体衍射技术解析了人 RalGDS 的 Ras 结合域

( RalGDS-RBD) 的晶体结构，对比鼠和人 RalGDS-RBD，主要是 Ras 结合区的 C-端不同。人 RalGDS-RBD 通过

Glu838和 Glu840在 RalGDS 和 Ras 蛋白间形成氢键，而在同一位点，鼠 RalGDS-RBD 通过 Asp820 和 Asp822 形成氢

键。人 RalGDS-RBD 结构中含 ββαββαβ-型三维结构的泛素样构象，一个单体的 C-端残基与相邻单体的 β 折

叠形成平行 βββββ 结构。
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1 引 言

Ras 蛋白是一类小型 GTP-结合蛋白，能作为分子开关耦合细胞外信号，从而调控不同的细胞应答。
细胞信号通路中，Ras 蛋白表现为无活性的 GDP 结合形式和有活性的 GTP 结合形式两种构象。通过两

种构象之间的转换，调节细胞生长、细胞流动性及细胞增殖［1］。在 GTP 结合区，Ras 蛋白通过与 Rafs 丝

氨酸 /苏氨酸激酶、磷脂酰肌醇 3-激酶( PI3-kinase) 、Ral 鸟嘌呤核苷酸置换因子( Ral-GEFs) 等效应分子

结合，激活类似的通路［2，3］。鸟嘌呤核苷酸解离刺激因子( RalGDS) 家族四个成员( RalGDS、RGL、RGL2 /
Rlf 和 RGL3) 含部分相同结构，均含一个带上游 Ras 交换锚的中央 CDC25 同源结构域和一个 C-端 Ras /
Rap 同源结构域( RBD) ( 图 1A) 。通过 C-端 RBD，RalGDS 蛋白结合 Ras 及 Ras 相关蛋白。

目前，已利用核磁共振和 X 衍射法分析了 RBDs 的三维结构［4，5］。虽然 RalGDS 家族各成员 RBDs
残基没有明显的序列同源性，但它们的三维结构非常相似，各 RalGDS-RBD 含泛素样构象( 呈 ββαββαβ
型三级结构特征) ，但 Ras 结合区和疏水核心［2 ～ 5］却存在结构差异。这些特点导致 RalGDS-RBDs 与

Ras /Rap1A 的不同结合。从 Rap 和 Ras 效应区的突变情况来看，残基 31 对 Ras /Rap 特异性结合 Raf-
RBDs 至关重要［6］。虽然鼠和人 RBDs 有很高的全序列同源性和结构相似性，但与 Ras 蛋白结合的鼠

RalGDS-RBD 和人 RalGDS-RBD 残基还是有一些不同。经最关键的 Raf 途径，Ras 介导正常鼠细胞致

瘤; 经关键的 Ral-GEFs 途径，Ras 介导正常人细胞致瘤［3，7］。鼠 RalGDS-RBD 的空间结构虽然早已解

析，与人 RalGDS-RBD 的空间结构相似性较高，但还是有种属差异。以鼠 RalGDS-RBD 为靶标研究 Ral-
GDS-RBD 引起的相关疾病，并根据鼠 RalGDS-RBD 的空间结构及作用机制为人设计药物就会有较大误

差。因此，为更好地了解人 RalGDS-RBD 特异性结合 Ras 蛋白的结构基础，本研究制备了人 RalGDS-
RBD 蛋白晶体，并分析 Ras 结合残基及各 RBDs 三维结构的特点，特别是人和鼠 RalGDS-RBD 的差异，

为下一步研究由于人和鼠 RalGDS-RBD 的空间结构的差异导致细胞功能的差异奠定基础，同时也可以

为根据人 RalGDS-RBD 的空间结构及作用机制设计药物提供重要参考。
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2 实验部分

2． 1 仪器与试剂

UP200S 超声破碎仪( 德国 Hielscher 公司) ; Ni-NTA 亲和柱和 MiniPROTEAN 3 电泳仪( Poly-Prep，

Bio-Rad 公司) ; Superdex-75 26 /60 凝胶过滤柱和 AKTA Purifier 100 Protein Purication System( 美国 GE 公

司) 。
硫酸卡那霉素、氯霉素、异丙基-β-D-硫代半乳糖苷( IPTG) 、苯甲基磺酰( PMSF，C6 H5 CH2SO2F) 、

3-［3-( 胆酰胺丙基) 二甲氨基］-1-丙磺酸( CHAPS) 、C32 H58 N2SO7、NaCl、KCl、KH2PO4、Na2HPO4、咪唑、
( NH4 ) 2SO4、NaAc、HEPES( N-2-羟乙基哌嗪-N'-2-乙磺酸，C8H18N2O4S) ，均为分析纯，购于 BBI 公司; 核

酸酶( DNase，250 U /μL) 、蛋白酶抑制剂混合物、巯基乙醇、2-甲基-2，4-戊二醇，C6H14O2( MPD，分析纯) ，

购于 Sigma-Aldrich 公司; 甘油购于国药集团化学试剂有限公司。
2． 2 实验过程

2． 2． 1 目的蛋白的表达及纯化 以编码 RBD 域的含氨基酸残基 N793-F914 的人 RalGDS 为 cDNA 模

板，通过不依赖于连接反应的高效克隆方法，转 pET-28a-MHL 载体。具密码子偏好表达特性的 pRARE
质粒重组蛋白，在大肠杆菌 BL21 ( DE3 ) 中 过 量 表 达。细 胞 在 37℃ 含 50 μg /mL 硫 酸 卡 那 霉 素 和

25 μg /mL氯霉素的基本培养基( 极品肉汤) 上培养，至光密度约 3． 0。加终浓度 0． 5 mmol /L IPTG，诱导

蛋白表达，15℃继续培养。过夜培养后收集细胞，液氮速冻，并存于-80℃。细胞冻融后，用 400 mL 提取

缓冲液重悬，并立即加入终浓度 1 mmol /L PMSF /苯甲脒、0． 5% CHAPS、5 U /mL 核酸酶，1 mL 蛋白酶抑

制剂混合物，然后冰上超声破碎 5 min( 120 W，工作 10 s，间隔 10 s) 。
将破碎产物 16000 r /min 离心 60 min，取上清液过 4 mL Ni-NTA 亲和柱［8］( Mississauga 试剂盒)

4℃孵育 1 h。然后，上 清 通 过 亲 和 柱，用 50 mL 结 合 缓 冲 液 ( 1 × PBS pH 7． 3，500 mmol /L NaCl、
5 mmol /L 咪唑、5 mmol /L 巯基乙醇、5%甘油) 和 50 mL 洗涤缓冲液( 1× PBS pH 7． 3、500 mmol /L NaCl、
10 mmol /L 咪唑、5 mmol /L 巯基乙醇、5% 甘油) 分别冲洗柱子。用 15 mL 洗脱液( 1 × PBS pH 7． 3、
500 mmol /L NaCl、300 mmol /L 咪 唑、5 mmol /L 巯 基 乙 醇、5% 甘 油) 洗 脱 柱 上 蛋 白。收 集 液 体，过

Superdex-75 26 /60 凝胶过滤柱。收集各浓缩液合并后超滤浓缩( MW． cut-off 10000 ) ，经 SDS-PAGE 检

测［9］。以牛血清白蛋白为标准，测蛋白浓度为 23． 0 mg /mL。
2． 2． 2 人 RalGDS-RBD 蛋白复合物的结晶及晶体数据收集和处理 利用 Red Wings 和 SGC-1 screens
相关的悬滴法设盘结晶。按体积比 1 ∶ 1 加蛋白液到含 1 ∶ 100 胞内蛋白酶 Glu-C ( w /w) 的结晶溶液

( 2 mol /L ( NH4 ) 2SO4、0． 2 mol /L NaAc、0． 1 mol /L HEPES、5% MPD、pH 7． 5) 中。晶体 3 天长成可组装

大小。用 Paratone 作冷冻保护剂。蛋白质晶体的衍射数据通过 Advanced Photon Source 的 beamline
19ID 收集，利用 HKL 软件［10］ 对数据进行整合分析。进一步的详细实验数据见表 1。晶体结构由

SHELX［11］软件提供的多波段不规则衍射法［12］在不同波长下进行解析。蛋白结构模型由 ARP /WARP
软件［13］分子置换方法确定。蛋白结构的进一步修正及优化由 COOT［14］、PHENIX［15］和 REFMAC［16］程

序完成。蛋白结构几何模型的确定由 MOLPROBITY［17］完成。

3 结果与讨论

3． 1 人 RalGDS-RBD 晶体的空间结构和晶体数据

人 RalGDS 包含一个 N-端 REM，一个中央 CDC25 同源结构域和一个 C-端 RBD( 图 1A) 。人 Ral-
GDS 的 RBD 域为 122 C-端残基片段( 对应人 RalGDS 中残基 793 ～ 914) ，且人 RalGDS-RBD( 残基 793 ～
888) 的晶体结构在 2． 1 nm 条件下确定。尽管晶体中每个单体分子的分布不同，但人 RalGDS-RBD 能通

过每个单体的二硫键形成一个对称同源二聚体( 图 1B) 。由图 1B 可见，每个单体人 RalGDS-RBD 都有

泛素样构象，由一个 α 螺旋( α1) 和两个小 α 螺旋( α2 和 α3) 插入五链混合 β-sheet( β1 ～ β5) 而组成。与

鼠 RalGDS-RBD 的疏水核心残基组成一致［5］，人 RalGDS-RBD 的疏水核心也由残基 Ile801，Val803，Ile816，

Val818，Ala824，Val827，Ile828，Ala831，Leu84，，Ile859，Val865，Phe866，Ala868，Phe877和 Leu879组成。通过氨基
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酸序列比对发现，RalGDS 家族的 RBD 域保留了大多数疏水残基，这表明残基间的疏水作用对 Ras /Rap
蛋白结合 RalGDS-RBDs 很重要。晶体数据如表 1。

表 1 晶体结构的数据收集和相关参数
Table 1 Data collection and refinement statistics

数据收集 Data collection
空间群 Space group P61

晶胞尺寸 Cell dimensions
a，b，c ( ) 104． 59，104． 596，3． 98
!，"，# 90°，90°，120°

波长 Wavelength ( ) 0． 979
分辨率 Resolution ( ) 4． 00 ～ 0． 21( 2． 18 ～ 2． 1)

Rmerge( % ) 65． 8 ( 16． 1)

I /σI 8． 4( 3． 5)

完整性 Completeness ( % ) 82． 5( 96． 7)

冗余度 Redundancy 6． 7 ( 2． 1)

精修 Refinement
分辨率 Resolution ( ) 40． 0 ～ 2． 1

反射编码 No． reflections 13，479
Rwork /Rfree 0． 204 /0． 226

原子编码 No． atoms
蛋白 Protein 1612

重原子数 Heterogen atoms 4
溶剂化原子数 Solvent atoms 55

R． m． s 偏差 R． m． s． deviations
键长 Bond lengths ( ) 0． 014

键角 Bond angles 1． 554°

注: 括号里的数值表示修正后的最高分辨率。
Values in parentheses correspond to the highest resolution shells．

图 1 RalGDS 的域分布及人 RalGDS-RBD 的整体结构

Fig． 1 The domain organization of Ral guanine nucleotide dissociation stimulator ( RalGDS) and overall struc-
ture of the human RalGDS-Ras binding domain( RBD)

( A) 图解 RalGDS 的各域分布情况，字母代表 RBD 边界的氨基酸位点情况。( B) 人 RalGDS-RBD 通过每个单体的二硫

键形成 1 个对称同源二聚体。每个单体人 RalGDS-RBD 都有由 5 线混合 β-sheet( β1 ～ β5 ) 、1 个 α 螺旋( α1 ) 、2 个小 α

螺旋( α2 和 α3) 组成的泛素样构象。

( A) Schematic representation shows the domain organization of human RalGDS-RBD． Numbers below indicate amino-acid

positions of RBD boundaries． ( B) The crystal of human RalGDS-RBD forms a symmetry homodimer via disulfide bridges in

each monomer． The overall structure of each monomer exhibits an ubiquitin-like conformation，characterized by a five-stranded

mixed β-sheet ( β1－β5) ，a α-helix ( α1) and two additional small α-helixes ( α2 and α3) ．

3． 2 与其它 RalGDS-RBDs 结合的 Ras 残基比对

RalGDS-RBDs-Ras［4，18］的结构分析显示，RalGDS-RBD 主要通过彼此的 β2 折叠结构与 Ras 蛋白结

合。作用区域包括 Ras 蛋白的效应区( 分子开关区 I) 及 RalGDS-RBD 的作用表面。除构成疏水核心的

残基，作用表面的残基也对 Ras /Rap 蛋白结合 RalGDS-RBDs 至关重要。人 RalGDS-RBD 的相关表面含

残基 829 ～ 841。3 个 RalGDS-RBD 成员的 Ras-1 作用残基的氨基酸序列和结构有明显差异，但构成疏水

核心的残基则基本相同( 图 2) 。鼠和人 RalGDS-RBD 的氨基酸序列一致，但 Ras 结合区的结构和序列

不同( 图 2) 。以上结果表明，每个 RalGDS-RBD 通过特异的 Ras 结合区结合不同的 Ras 蛋白，也证实了

RalGDS-RBDs 特异性与 Ras 结合区密切相关的报道［6，19］。

对比鼠和人 RalGDS-RBD，主要是 Ras 结合区的 C-端不同。人 RalGDS-RBD 通过 Glu838和 Glu840 在

RalGDS 和 Ras 蛋白间形成氢键。而在同一位点，鼠 RalGDS-RBD 通过 Asp820 和 Asp822 形成氢键。与鼠

RalGDS-RBD 的 Asp820和 Asp822相比，Glu838和 Glu840多一个甲基，因此 Glu838与 Glu840间距更大，Ras 蛋白
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与人 RalGDS-RBD 离的远，Ras 蛋白与人 RalGDS-RBD 的结合力更弱。虽然人和鼠 RalGDS-RBD 的折叠

情况相同且属于同一泛素超折叠家族，但 Ras 结合残基不同，因此与 Ras 蛋白的结合不同。由此推测，

不同的 RalGDS-RBDs 利用特异性 Ras 结合残基，结合不同的 Ras 蛋白，从而表现出不同的细胞功能，如

使不同细胞致瘤。RAS 突变会提高鸟嘌呤核苷酸的交换，并增强 Ras 蛋白的基本激活状态［20，21］。最早

被研究的是定义为结合致癌因子的鼠 RAS 基因，随后，以转染为基础了解了人 HRAS、KRAS、NRAS 的

突变激活。KRAS 蛋白为人类最常见的突变激活癌蛋白，大量 KRAS 错义突变与肺癌、结肠腺瘤、胰腺

癌等密切相关; 半数以上的恶性甲状腺肿瘤与 HRAS 或 NRAS 等相关［21］。与 Ras 蛋白的结合不同，致

瘤情况不同。Ras 对应负调控因子 NF1，与神经细胞致瘤相关; 正调控因子 SOS1( Ras 的效应分子 GEF)

过表达，与肾肿瘤细胞相关［22 ～ 25］。

图 2 不同 RalGDS 家庭成员的序列化队列和不同 Ras 结合区的结构

Fig． 2 Structure-guided sequence alignment of different RalGDS family members and structure of different
Ras-interacting regions
A) 4 个 RalGDS 家族成员的序列化队列( M-RalGDS-RBD: 鼠 RalGDS-RBD，H-RalGDS-RBD: 人 RalGDS-RBD) 。虚线代表最优

队列与 Ras 结合残基间的匹配情况。B) 不同 Ras 结合区的结构( Ⅰ: 人 RalGDS-RBD，Ⅱ: 鼠 RalGDS-RBD，Ⅲ: RGL-RBD) 。

A) Structure-guided sequence alignment of RBDs in four RalGDS family members ( M-RalGDS-RBD: mouse RalGDS-RBD，

H-RalGDS-RBD: human RalGDS-RBD) ． The dashed lines indicate gaps introduced to optimize alignments and the Ras-interacting

residues are boxed． B ) Structure of different Ras-interacting regions ( Ⅰ: human RalGDS-RBD，Ⅱ: mouse RalGDS-RBD，

Ⅲ: RGL-RBD) ．

3． 3 作为 Ras 效应分子、GEFs 以及连接 Ras 与 Ral 的 RalGDS 的功能

RalGDS 蛋白结合 Ras 及 Ras 相关蛋白的能力，取决于 C-端 RBD，约由 90 个氨基酸组成。RalGDS
家族的所有成员都是 Ras 的效应分子，参与 Ras 的下游调节，并结合 Ras 或 Ras 家族成员的活性 GTP 结

合态。Ras( G12V) 主要活性突变体的使用，证实了 RalGDS 家族成员作为 Ras 效应分子的相关行为。
对于结合 Ras 所有已知下游靶标，Ras 效应分子结合域( 残基 30 ～ 40) 是至关重要的作用位点，该结合域

的特定突变可明确效应分子循环的不同功能及与效应分子的特定结合情况。
RalGDS 家族成员，作为 Ral 鸟嘌呤核苷酸置换因子( Ral-GEFs) ，能促进 Ras 家族成员从 GDP 态转

换为 GTP 态。此促进行为由 RalGDS 蛋白的中央 CDC25 同源结构域( 下行至 REM) 决定。CDC25 是酵

母细胞中 Ras 相应的 GEF，调节 Ras 转换于无活性 GDP 结合态与有活性 GTP 结合态间。CDC25 的催化

域约含 250 个残基，且通过多个酵母菌及哺乳动物的 GEFs 序列比对得知其含有 5 个结构保守区

( scr 1 ～ 5) 。所有 RalGDS 家庭成员特定地作为体内外亚型 RalA 和 RalB 的置换因子，不与其它 Ras 蛋

白作用。
研究发现，Ras-GTP 和 RalGDS 的相互作用不引起 RalGDS 的任何构象变化，也不刺激其 GEF 活性，

仅促进 RalGDS 易位靠近膜( 在膜处识别并激活 Ral) ［26，27］。携带膜定位块 CAAX 的 RalGDS 或 Rlf 的突

变体，能在 Ras 不存在的情况下激活 Ral。Ras 被激活以应答许多类型的上游信号，包括几乎所有的酪
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氨酸激酶受体、一些 G 蛋白偶联受体、如钙和甘油二酯的细胞内第二信使。Ral 蛋白有可能参与协调不

同的细胞外信号作用。据报道，RalGDS-Ral 途径参与调制各种转录因子的活动［28，29］。Rlf 负责激活能

刺激 c-Fos 响应元件的三元复杂因子( TCF) ，并促进转录因子 c-Jun 的磷酸化和激活。另外，Ras-Ral-
GDS-Ral 途径的激活引起转录因子 ATF2 上 Thr69 的磷酸化。由于 RalGDS 及 Ral 蛋白影响基因表达的

效应分子途径不清楚，因此目前数据都仅为初步分析。生长因子介导的 Ral 活化，在结合 Ras-GTP 时发

生，并递送 RalGDS 结合质膜上的靶标 Ral，该递送过程与 C-端 RBD 作用、Ras /PI3K /PDK1 信号途径中

RalGDS 催化活性的增强及 N-端结构域情况相关。

4 结 论

本研究利用 X-射线晶体衍射技术解析了人 RalGDS 的 Ras 结合域( RalGDS-RBD) 的晶体结构。人

RalGDS-RBD 结构中含 ββαββαβ-型三维结构的泛素样构象，一个单体的 C-端残基与相邻单体的 β 折叠

形成平行 βββββ 结构。人 RalGDS-RBD 与鼠 RalGDS-RBD 结构大体相同，区别主要体现在 Ras 结合区。
本研究可为研究人 RalGDS-RBD 引起的相关疾病的致病机理，并根据人 RalGDS-RBD 的空间结构及作

用机制设计药物提供参考; 同时，为由于人和鼠 RalGDS-RBD 的空间结构的差异导致细胞功能的差异研

究奠定基础。
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Abstract The Ras binding domain ( RBD) is a highly conserved domain in the C-terminal region of Ral
guanine nucleotide dissociation stimulator ( RalGDS) ，which functions as cross-linking domain between Ras
and Ras-related proteins． Crystallization was setup using in situ proteolysis method of sitting drops with Red
Wings and SGC-I screens． Crystals suitable for X-ray diffraction analysis were obtained by mixing equal
volumes of the protein solution and the reservoir solution ［2 mol /L ( NH4 ) 2SO4，0． 2 mol /L NaAc，

0． 1 mol /L N-hydroxyethyl piperazine ethanesulfonic acid ( HEPES) ，5% 1，3-methyl-propanediol ( MPD) ，

pH 7． 5］with 1 ∶ 100 ( w /w) endoproteinase Glu-C． The differences of Ras-interacting regions between the
mouse and human RalGDS-RBD were revealed by X-ray diffraction analysis and the results showed that the
differences were mainly on the C-terminal of Ras-interacting region． Glu838 and Glu840 amino acid residues of
human RalGDS-RBD involve in the formation of hydrogen bonds between RalGDS and Ras proteins，whereas
at the same positions of mouse RalGDS-RBD，hydrogen bonds form through Asp820 and Asp822 ． The overall
structure of human RalGDS-RBD adopts an ubiquitin-like conformation，which is characterized by a ββαββαβ-
type tertiary structure，and the C-terminal residues of one monomer form parallel β-sheet interaction with the
β-strand of another molecule．
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