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摘要 多态性蛋白 Mad2是有丝分裂纺锤体检测点(SAC)的关键蛋白，也是多态性蛋白质家族中研究最广泛的成员之一．
Mad2有两种不同的天然构象：O-Mad2和 C-Mad2．Mad2构象间的转变及其与配体 Cdc20间的相互作用对 SAC发挥其生物
学功能至关重要．本文利用荧光各向异性技术对 O-Mad2和 C-Mad2与配体 TAMRA-Cdc20121-138间相互作用的热力学及动力

学过程进行了系统表征．结果表明：在无盐和低盐溶液(100 mmol/L NaCl)中，Mad2两种构象与 Cdc20121-138的平衡解离常数

(KD)均在 10-6 mol/L，但 C-Mad2与 Cdc20121-138结合的 KD值约为 O-Mad2的 1/5；在高盐(300 mmol/L NaCl)溶液中，Mad2两种
构象与 TAMRA-Cdc20121-138结合的 KD值无明显差别．动力学实验结果显示，在同一种缓冲液中 Mad2两种构象与 Cdc20121-138

相互作用的解离速率常数 kd没有显著差别，而 C-Mad2与 Cdc20121-138的结合速率常数 ka却比 O-Mad2高一个数量级，这表明
C-Mad2与 Cdc20121-138不仅结合力更强，且结合速率要快很多．Mad2与 Cdc20121-138突变体间的相互作用以及离子强度对二者

相互作用的影响结果提示，Mad2和 Cdc20间的相互作用不是通过静电相互作用，而可能是通过疏水相互作用来实现的．本
研究为揭示多态性蛋白Mad2的构象转变机理及其在有丝分裂过程中的作用机制提供了重要的实验基础．
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有丝分裂阻滞缺陷蛋白 2(mitotic arrest deficient
protein 2，Mad2)是细胞有丝分裂过程中纺锤体
检测点 (SAC)监控机制的关键蛋白 [1-2]．Mad2 蛋
白属于多态性蛋白家族 [3-4]，有两种不同的天然构

象：O-Mad2 和 C-Mad2，且两种构象间可以相互
转变 [5-6]．当有丝分裂纺锤体检测点 SAC 激活时，
细胞内的 O-Mad2转变为 C-Mad2并与细胞分裂周
期蛋白 20(cell division cycle protein 20，Cdc20)结
合，抑制有丝分裂后期促进复合物 (anaphase
promoting complex/cyclosome，APC/C)的活性，阻
止有丝分裂过程中未成熟的姐妹染色单体分离[1-2, 7],
从而避免了由于染色体的错误分离造成的染色体不

稳定性或引发肿瘤等重大疾病[8]．越来越多的研究

证实，Mad2在肿瘤的发生、发展中扮演着重要角
色，已成为肿瘤治疗的重要靶点[9]．

Mad2构象间的转变及其与 Cdc20间的相互作
用对于 SAC发挥其生物学功能至关重要[10-11]，基于

该问题的研究将为揭示 SAC相关疾病的发病机理
及对症治疗提供重要的理论基础．目前虽然关于

Mad2 和 Cdc20 的相互作用对 SAC 不同功能状态
的调控取得了一定的进展 [10, 12-13]，然而对于 Mad2
构象间的转变过程以及Mad2两种构象与 Cdc20相
互作用的分子机制尚不十分清楚．文献报道，

C-Mad2比 O-Mad2的活性更强且与 Cdc20 的结合
更快[5-6]．但为什么 C-Mad2比 O-Mad2与 Cdc20的
结合力更强，C-Mad2与 O-Mad2的活性差异究竟
有多少？Mad2与 Cdc20是通过静电作用还是疏水
作用结合的？这一系列问题目前都没有解释清楚．

关于Mad2不同构象与 Cdc20相互作用的详细热力
学和动力学研究，将有助于深刻理解 Mad2两种构

http://www.pibb.ac.cn
mailto:E-mail:gebaosheng@upc.edu.cn


张会亭, 等：多态性蛋白Mad2与其配体 Cdc20121鄄138的相互作用研究2017; 44 (3)

象与配体 Cdc20相互作用的分子机制，对于进一
步揭示多态性蛋白Mad2的构象转变机理及其在有
丝分裂过程中的作用机制具有重要的意义．

本文采用荧光各向异性技术对 Mad2两种构象
与配体 Cdc20 间的相互作用进行了系统研究，通
过对二者相互作用热力学和动力学过程的表征，不

仅有助于理解Mad2两种构象间相互转变机理及其
与 Cdc20 相互作用的生物学意义，还为进一步通
过调节 Mad2 与 Cdc20 的相互作用从而调控 SAC
功能提供了重要的理论依据．同时，本文还研究了

Mad2 两种构象与 Cdc20突变体之间的相互作用，
并考察了溶液离子强度对Mad2与 Cdc20相互作用
的影响．

1 材料与方法

1援1 实验材料和仪器

O-Mad2 和 C-Mad2 蛋白由实验室制备并保
存 [14-15]．标记荧光染料 TAMRA 的多肽 Cdc20121-138

及其突变体 Cdc20121-138, K129A&R132A和 Cdc20121-138, I130K购

自南京英沛生物技术有限公司，其氨基酸序列如

下：TAMRA-Cdc20121-138 的氨基酸序列，TAMRA-
NGFDVEEAKILRLSGKPQ；TAMRA-Cdc20121-138, K129A&R132A

的氨基酸序列，TAMRA-NGFDVEEAAILALSGKPQ；
TAMRA-Cdc20121-138, I130K 的氨基酸序列，TAMRA-
NGFDVEEAKKLRLSGKPQ．

荧 光 各 向 异 性 检 测 在 HORIBA 公 司 的
FluoroMax-4荧光光谱仪上完成．
1援2 实验方法

1援2援1 Mad2 两种构象与 Cdc20121-138 相互作用的热

力学研究

a．滴定系列样品的准备
分别取适量的 O-Mad2 及 C-Mad2 蛋白样品

配制滴定体系，实验中用的缓冲液共有 3 种，分
别是： 20 mmol/L Tris-HCl (pH 8.0)、 20 mmol/L
Tris-HCl(pH 8.0，100 mmol/L NaCl)和 20 mmol/L
Tris-HCl(pH 8.0，300 mmol/L NaCl)．滴定系列样
品中 TAMRA-Cdc20121-138 的终浓度为 0.1 滋mol/L，
滴定实验均在室温下完成．

b．滴定样品的荧光各向异性检测
选用 3 mm伊3 mm的样品池，设定激发波长为

560 nm，发射波长为 582 nm，狭缝分别为 1 nm和
2 nm，采样时间是每点 1 s，每个样品检测 3次，取
其平均值作为最终的荧光各向异性值．用公式(1)[10]

对实验数据进行拟合．

[RL]= (KD+[L]+[R])- (KD+[L]+[R])2-4[L][R]姨
2

(1)

公式中 KD为平衡解离常数，[R]为 Mad2的浓
度，[L]是配体 TAMRA-Cdc20121-138的浓度，[RL]是
Mad2-TAMRA-Cdc20121-138 复合物的浓度．所有数

据分析和拟合均采用 OriginPro 8软件完成．
1援2援2 Mad2两种构象与 Cdc20121-138 相互作用的动

力学研究

分别配置不同浓度的 O-Mad2(2、3和 4 滋mol/L)
和 C-Mad2(0.5、1和 2 滋mol/L)蛋白质溶液，将其
与配体 TAMRA-Cdc20121-138手动混合均匀(TAMRA-
Cdc20121-138终浓度为 0.1 滋mol/L)，连续检测溶液荧
光各向异性值随时间的变化．选用 3 mm伊3 mm
样品池，设定激发波长为 560 nm，发射波长为
582 nm，狭缝均为 5 nm，采样时间是每个点 0.1 s，
实验在室温下进行．

根据公式(2) [16]利用 OriginPro 8 对实验数据进
行分析和拟合即可以得到Mad2与 Cdc20结合时的
结合速率常数(ka)，再根据 2.2.1 中所得 KD，即可

计算出解离速率常数(kd)．在此基础上，可以考察
不同溶液离子强度对 O-Mad2和 C-Mad2与 Cdc20
结合动力学的影响．

y=C1[B0]+(C2-C1) [B0]
1+KD

(1-exp(-ka[A0](1+KD)x)) (2)

1援2援3 Mad2两种构象与 Cdc20121-138 突变体间的相

互作用研究

参照上述 员援2援1 和 员援2援2 中的测定方法，采用
荧光各向异性技术分别检测了 O-Mad2和 C-Mad2
与 Cdc20 两 个 突 变 体 (Cdc20121-138, K129A&R132A 和

Cdc20121-138, I130K)间的相互作用过程．实验在室温下
进行，所用缓冲液条件为 20 mmol/L Tris-HCl，
pH 8.0，100 mmol/L NaCl．
2 实验结果

2援1 O鄄Mad2 和 C鄄Mad2 与 TAMRA鄄Cdc20121鄄138

相互作用的热力学研究

采用荧光各向异性技术对 O-Mad2、C-Mad2
与多肽 TAMRA-Cdc20121-138间相互作用的热力学进

行了测定．如图 1所示，随着Mad2浓度的不断增
加，TAMRA-Cdc20121-138 的荧光各向异性值不断增

加，这表明Mad2蛋白与其配体间的结合也逐渐增
多．当Mad2蛋白和配体间的结合达到饱和时，其
荧光各向异性值趋于稳定，不再随蛋白质浓度的增

加而增加．
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为了考察不同溶液离子强度对 Mad2 与配体
Cdc20121-138相互作用的影响，我们分别在 3个不同
盐浓度溶液中(0 mmol/L NaCl、100 mmol/L NaCl
和 300 mmol/L NaCl)，对 Mad2 与 Cdc20121-138 间的

相互作用进行了对比研究．运用公式 (1)分别对
O-Mad2 和 C-Mad2 与 TAMRA-Cdc20121-138 相互作

用的荧光各向异性值进行拟合，即可以得到它们间

相互作用的 KD值(表 1)．由表 1中数据可以看出：
在无盐或低盐 (20 mmol/L Tris-HCl，100 mmol/L
NaCl，pH 8.0)溶液中，C-Mad2与 Cdc20间结合的
KD 值约是 O-Mad2 的 1/5，这表明 C-Mad2 与
Cdc20的结合力比 O-Mad2更强，这与文献报道一
致[17]；而在高盐(20 mmol/L Tris-HCl， 300 mmol/L
NaCl，pH 8.0)溶液中，Mad2的两种构象与 Cdc20
间结合的 KD值无明显差别．另一方面，当盐浓度

从 0 mmol/L增加到 100 mmol/L NaCl时，Mad2两
种构象与 Cdc20间的结合力均逐渐减弱(KD变大)；
而当盐浓度从 100 mmol/L NaCl增加到 300 mmol/L
NaCl时，这两者间的结合力反而增强(KD减小)．
这表明溶液离子强度对于Mad2与 Cdc20的相互作
用具有显著的调控作用．假设Mad2和 Cdc20间是
通过静电相互作用来实现的，那么随着离子强度的

增加，电荷的屏蔽作用增强，这两者间的相互作用

力应该减弱，而实验中发现在高盐条件下 Mad2与
Cdc20 间的结合力反而增强，这提示 Mad2 与
Cdc20间的结合不是通过静电相互作用，更有可能
是通过一种疏水相互作用来实现的．

2援2 O鄄Mad2 和 C鄄Mad2 与 TAMRA鄄Cdc20121鄄138

相互作用的动力学研究

为 了 进 一 步 考 察 O-Mad2 和 C-Mad2 与
TAMRA-Cdc20121-138 相互作用时动力学的差异以及

溶液离子强度对其相互作用动力学的影响，我们又

采用荧光各向异性技术分别检测了 O-Mad2 和
C-Mad2 与 TAMRA-Cdc20121-138 在不同缓冲液条件

下相互作用的动力学过程．时间依赖的荧光各向异

性值的增加与复合物 Mad2-TAMRA-Cdc20121-138 的

形成相关．用公式(2)对动力学数据进行拟合(图 2)
可以得到 Mad2 与 TAMRA-Cdc20121-138 相互作用的

结合速率常数(ka)，进而根据上述测定的平衡解离
常数(KD)可以计算出解离速率常数(kd)．拟合结果
见表 1．

分析表 1中数据可知，在所测定的三种不同离
子强度溶液条件下，C-Mad2与 TAMRA-Cdc20121-138

结合的 ka 值均比同一溶液条件下 O-Mad2 与
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Fig. 1 Fluorescence anisotropy analysis of O鄄Mad2 and
C鄄Mad2 conformers binding TAMRA鄄Cdc20121鄄138

in different buffers
(a) Fluorescence anisotropy analysis of O-Mad2 and C-Mad2 conformers

binding TAMRA-Cdc20121-138 in 20 mmol/L Tris-HCl at pH 8.0.

Experimental and fitted data are shown as squares (circles) and curves,

respectively. Fluorescence anisotropy was recorded at room temperature

with a 3 mm quartz cell. All experimental data reported here were

averaged from 3 scans. (b) The same as (a) except the buffer is

20 mmol/L Tris-HCl, pH 8.0, 100 mmol/L NaCl. (c) The same as (a)

except the buffer is 20 mmol/L Tris-HCl, pH 8.0, 300 mmol/L NaCl.

: O-Mad2; : C-Mad2.姻
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1) KD values were obtained by fitting the anisotropy data in Figure 1 using OriginPro 8 software according to a 1∶1 model．The ka values

were obtained by fitting the anisotropy data in Figure 2 according to equation 1-2, and kd values were calculated with equation: kd = KD·ka.

Table 1 The KD, ka and kd between Mad2 and Cdc20121鄄138 in different buffers1)

O-Mad2/Cdc20121-138 C-Mad2/Cdc20121-138

KD / (mol·L-1) ka / (mol-1·L·s-1) kd / s-1 KD / (mol·L-1) ka / (mol-1·L·s-1) kd / s-1

0 mmol/L NaCl 3.52伊10-6 8.7伊103 0.031 0.72伊10-6 4.6伊104 0.033

100 mmol/L NaCl 5.01伊10-6 5.7伊103 0.029 1.03伊10-6 3.6伊104 0.037

300 mmol/L NaCl 0.92伊10-6 4.3伊103 0.0040 0.69伊10-6 2.2伊104 0.0015

Fig. 2 Kinetic binding of two Mad2 conformers with TAMRA鄄Cdc20121鄄138

(a) Kinetic binding of O-Mad2 and TAMRA-Cdc20121-138 in 20 mmol/L Tris-HCl buffer at pH 8.0. (b) Kinetic binding of C-Mad2 and TAMRA-
Cdc20121-138 in 20 mmol/L Tris-HCl buffer at pH 8.0. (c) Kinetic binding of O-Mad2 and TAMRA-Cdc20121-138 in 20 mmol/L Tris-HCl buffer at pH 8.0 in
the presence of 100 mmol/L NaCl. (d) Kinetic binding of C-Mad2 and TAMRA-Cdc20121-138 in 20 mmol/L Tris-HCl buffer at pH 8.0 in the presence of
100 mmol/L NaCl. (e) Kinetic binding of O-Mad2 and TAMRA-Cdc20121-138 in 20 mmol/L Tris-HCl buffer at pH 8.0 in the presence of 300 mmol/L
NaCl. (f) Kinetic binding of C-Mad2 and TAMRA-Cdc20121-138 in 20 mmol/L Tris-HCl buffer at pH 8.0 in the presence of 300 mmol/L NaCl. All the
above experiments were carried out at room temperature with final concentration of Cdc20 as 0.01 滋mol/L. : O-Mad2, 4 滋mol/L; : O-Mad2,
3 滋mol/L; : O-Mad2, 2 滋mol/L(a, c). : C-Mad2, 2 滋mol/L; : C-Mad2, 1 滋mol/L; : C-Mad2, 0.5 滋mol/L(b, d, e, f).

姻
姻
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TAMRA-Cdc20121-138 结合 ka值约高出一个数量级，

而这两者的解离速率常数 kd值无明显差异，这表

明 C-Mad2 与 TAMRA-Cdc20121-138 的结合速率比

O-Mad2 与 TAMRA-Cdc20121-138 的结合速率要快得

多，而这两者的解离速率无明显差别．这与上述热

力学数据中 C-Mad2 与 TAMRA-Cdc20121-138 的结合

能力更强相一致．

我们同时发现，O-Mad2 和 C-Mad2 与 Cdc20
间相互作用的动力学随离子强度的改变而显著变

化．当盐浓度从 0 mmol/L NaCl增加到 100 mmol/L
NaCl时，O-Mad2和 C-Mad2与 Cdc20间的解离速
率 kd无明显改变，而结合速率 ka却显著减慢，所

以导致 O-Mad2和 C-Mad2与 Cdc20间的结合力减
弱(KD值增大)．但当盐浓度从 100 mmol/L NaCl增
加到 300 mmol/L NaCl 时，O-Mad2 和 C-Mad2 与
Cdc20 间的解离速率 kd 显著减慢，而结合速率 ka

减慢的幅度较小，所以在高盐时 O-Mad2 和
C-Mad2与 Cdc20间的结合力反而比在低盐时要强
(KD值减小)．该结果也从动力学的角度很好地解释
了上述热力学的研究结果．

2援3 Mad2与 Cdc20121鄄138不同突变体间的相互作用

研究

根据文献报道，Cdc20 的 129KILR132 短基序是

Cdc20与Mad2相互作用时起关键作用的氨基酸[18].
其中 K 和 R 是带正电荷的氨基酸残基，而 I 和
L是疏水性氨基酸残基．以往研究表明，突变带
正电荷的氨基酸残基对 Cdc20 与 Mad2 间的结合

力影响较小，而突变疏水性氨基酸残基能显著减

弱 Cdc20与 Mad2间的结合[18]．为了进一步分析该

短基序中的氨基酸残基在 Cdc20 与 Mad2 相互作
用过程中所起的作用，我们设计了 2 个突变体
(Cdc20121-138, K129A&R132A、Cdc20121-138, I130K)来检测它们与
Mad2的相互作用过程．

图 3 是 O-Mad2 和 C-Mad2 分别与突变体
TAMRA-Cdc20121-138, K129A&R132A、 TAMRA-Cdc20121-138, I130K

间相互作用的荧光各向异性图谱．如图 3所示，随
着蛋白质浓度的不断增加，Mad2与其配体间的结
合也逐渐增多，因此标记 TAMRA 荧光染料的
Cdc20121-138, K129A&R132A 和 Cdc20121-138, I130K 的荧光各向异

性值不断增加，但受蛋白质浓度所限，实验中荧光

各向异性值并未达到稳定的平台期，这说明在该实

验条件下蛋白和配体间的结合尚未达到饱和．用公

式 (1) 分 别 对 O-Mad2 和 C-Mad2 与 TAMRA-
Cdc20121-138, K129A&R132A、TAMRA-Cdc20121-138, I130K结合的

荧光各向异性值进行拟合，可以得到它们相互作用

的 KD 值 (表 2)．由表 2 数据可知，突变体
TAMRA-Cdc20121-138, K129A&R132A 与 O-Mad2 和 C-Mad2
间结合的 KD分别为 3.25伊10-4 mol/L, 7.37伊10-5 mol/L,
与野生型相比均减弱了约 70倍．突变带正电荷的
氨基酸残基后 Cdc20与Mad2间的结合力减弱，我
们推测如果Mad2和 Cdc20间的相互作用是通过静
电作用实现的，那么将疏水性氨基酸残基突变为带

正电荷的氨基酸残基后，Mad2与 Cdc20间的相互
作用应该增强．于是实验中又设计了另一个突变体
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Fig. 3 Fluorescence anisotropy analysis for binding of O鄄Mad2 and C鄄Mad2 with different mutants of TAMRA鄄Cdc20121鄄138

(a) Fluorescence anisotropy analysis of O-Mad2 and C-Mad2 conformers binding TAMRA-Cdc20121-138, K129A&R132A in 20 mmol/L Tris-HCl at pH 8.0 in the

presence of 100 mmol/L NaCl, experimental and fitted data are shown as squares (circles) and curves, respectively. (b) Fluorescence anisotropy analysis

of O-Mad2 and C-Mad2 conformers binding TAMRA-Cdc20121-138,I130K in 20 mmol/L Tris-HCl at pH 8.0 in the presence of 100 mmol/L NaCl. All

experiments were recorded at room temperature with a 3 mm quartz cell, and the anisotropy data reported here were averaged from 3 scans.

: O-Mad2; : C-Mad2.姻
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Cdc20121-138, I130K，即将 129KILR132 序列中的疏水性氨

基酸残基 I突变为带正电荷的 K．结果表明该突变
体与 O-Mad2和 C-Mad2间的结合力并不是像预期
的那样增强，反而减弱了，与野生型相比也是分别

减弱了约 70倍，而两个突变体间与 Mad2不同构
象间结合的 KD未见明显差别(表 2)．这表明 Mad2
与 Cdc20 间的相互作用不是通过静电相互作用来
实现的，更可能是通过一种疏水的相互作用．这与

前面提到的盐浓度对 Mad2与 Cdc20121-138间相互作

用影响的结果一致．

在考察了 Cdc20突变体与Mad2结合力的改变
后，根据表 2中所得突变体 KD值我们设计了 4个
不同浓度的 C-Mad2(80、60、40 和 20 滋mol/L)，
通过手动混合考察其与 Cdc20121-138, K129A&R132A相互作

用的动力学过程．在实验所设计的 4个蛋白质浓度
条件下，C-Mad2与 Cdc20混合后检测的第一个点
已经达到了平衡(数据未列出)，这说明这两者结合
的表观速率较快，本方法已无法检测到这两者之间

结合的动力学过程．根据表观速率常数 kobs=kd+ka

[Mad2]，当 Mad2 浓度增高时其表观速率就会加
快，以至于在我们观测的时间尺度内检测不到这两

者的结合过程．理论上讲可以通过降低 Mad2的浓
度来减慢其表观速率，但由于 Cdc20 的突变体与
Mad2 的结合力减弱，当 Mad2 浓度降低时与
TAMRA-Cdc20121-138, K129A&R132A结合的 Mad2-TAMRA-
Cdc20121-138, K129A&R132A减少，这又会导致荧光各向异性

值变化不明显，最终也无法检测到这两者结合的动

力学过程．

3 讨 论

Mad2是 SAC的关键蛋白，有两种不同的天然
构 象 ： O-Mad2 和 C-Mad2． 当 SAC 激 活 时
C-Mad2能直接与 APC/C的活化因子 Cdc20结合，

从而抑制 APC/C的活性，进而阻止有丝分裂过程
中未成熟的姐妹染色单体分离[19]．Mad2构象间的
转变及其与 Cdc20间的相互作用对 SAC发挥其生
物学功能至关重要．尽管如此，Mad2与 Cdc20间
相互作用的机理仍不清楚[20]，对这两者相互作用机

理的研究，将有助于深入理解 Mad2 和 Cdc20 在
SAC信号传导中发挥作用的分子机制，从而调控
Mad2和 Cdc20间的相互作用，进而有助于探索肿
瘤等相关疾病的发病机制，并为治疗相关疾病提供

新的思路．

据文献报告 C-Mad2 比 O-Mad2 的活性更强，
但对于为什么 C-Mad2比 O-Mad2的活性强尚不清
楚．结构生物学研究显示 [6, 21-22]，在 O-Mad2 中与
Cdc20结合的关键结构域 茁6片层被 Mad2的 C端
结构阻挡 (图 4)，使得 O-Mad2 不能与 Cdc20 结
合．而与之不同的是，C-Mad2 中的 茁6 片层是暴
露在外的，容易与 Cdc20 发生相互作用．在此过
程中，茁8'/8" 发夹(“安全带”结构)可能会先与 茁5
解离，再包绕 Cdc20，接着又与 茁5附着，从而固
定 Cdc20的构象．因此推测 C-Mad2与 Cdc20的结
合更快且结合力更强[6]．然而，未见实验方面的报

道去揭示 C-Mad2比 O-Mad2活性强的机理．
荧光各向异性技术是研究蛋白质相互作用的常

用技术 [23]，本论文中使用该技术系统表征了

O-Mad2 和 C-Mad2 与 TAMRA-Cdc20121-138 相互作

用的热力学及动力学过程，并考察了盐浓度对这两

者相互作用的影响，结合 Mad2 与 TAMRA-
Cdc20121-138不同突变体间的相互作用，初步探讨了

这两者相互作用的机理．Mad2 与 TAMRA-
Cdc20121-138 相互作用的热力学实验结果显示，

O-Mad2 的 KD 值大约是 C-Mad2 的 5 倍，说明
C-Mad2 与 Cdc20 的结合活性大约是 O-Mad2 的 5
倍．这与细胞内发现的 C-Mad2 是活性状态而
O-Mad2为非活性状态，C-Mad2比 O-Mad2结合活
性更强的报道一致[5-6]．

而 Mad2 与 TAMRA-Cdc20121-138 相互作用的动

力学结果显示， C-Mad2与 Cdc20121-138结合的 ka值

约是 O-Mad2 与 Cdc20121-138 结合 ka 值的 5 倍(3.6伊
104 mol -1·L·s-1 vs. 5.7伊103 mol -1·L·s-1)，这表明
C-Mad2 与 Cdc20121-138 的 结 合 比 O-Mad2 与
Cdc20121-138的结合要快得多，而这两者的 kd值无明

显差别(0.037 s-1 vs. 0.029 s-1)，说明这两者的解离速
率几乎相同，所以 C-Mad2与 Cdc20121-138的结合比

O-Mad2 与 Cdc20121-138的结合更快且结合力更强．

1) KD values were obtained by fitting the fluorescence anisotropy data

in Figure 3 using OriginPro 8 software according to a 1∶1 model.

Table 2 The KD between Mad2 and

different mutants of Cdc20121鄄1381)

Cdc20121-138, K129A&R132A Cdc20121-138, I130K

O-Mad2 3.25伊10-4 3.22伊10-4

C-Mad2 7.37伊10-5 7.92伊10-5

mol·L-1
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值得注意的是，在 300 mmol/L NaCl的溶液中
O-Mad2和 C-Mad2与 Cdc20121-138结合的 KD值几乎

相同，分别是 0.92伊10-6 mol/L和 0.69伊10-6 mol/L，
而且比在低盐溶液(100 mmol/L NaCl)中的 KD值要

小(表 1)，这说明在高盐条件下 Mad2 与 Cdc20间
的结合力更强．虽然这对在细胞内研究 Mad2 和
Cdc20间的相互作用意义不大(已经超出了生理条
件)，但对在体外研究这两者相互作用的机理具有
重要意义．假设Mad2和 Cdc20间是通过静电相互
作用来实现的，那么随着盐浓度的增加，电荷的屏

蔽作用增强，这两者间的相互作用力应该减弱．而

实验中却发现在高盐条件下Mad2与 Cdc20间的结
合力反而增强，这提示Mad2与 Cdc20间的相互作
用不是通过静电相互作用来实现的，更有可能是通

过一种疏水的相互作用(疏水作用会随着盐浓度的
增加而增强)．至于为什么在高盐条件下 O-Mad2
和 C-Mad2 与 Cdc20121-138 间的结合力无明显差别，

可能是因为在该条件下结合速率和解离速率变化的

幅度相同，具体机制尚待进一步研究．

文献报道 Cdc20的 129KILR132序列是 Cdc20 与
Mad2相互作用时起关键作用的氨基酸[18]．实验过

程中我们先设计了突变体 Cdc20121-138, K129A&R132A，即将

动力学实验得出的 O-Mad2和 C-Mad2间结合活性
的强弱与热力学实验结果相一致，而且动力学实验

解释了 C-Mad2 比 O-Mad2 活性强的原因主要是
C-Mad2与 Cdc20结合的速率更快．另外，在动力

学实验中 O-Mad2 和 C-Mad2 与 Cdc20121-138 的解离

速率几乎相同也是合理的，因为不论是 O-Mad2还
是 C-Mad2 与 Cdc20 结合后都形成相同的复合物
C-Mad2-Cdc20[11]．

Fig. 4 Schematic model explaining why C鄄Mad2 is more potent in binding Cdc20
In O-Mad2, the C-terminal 茁7/8 hairpin blocks the access of Cdc20 to 茁6. In C-Mad2, 茁6 is exposed and can allow edge-on interactions with the

Mad2-binding motif of Cdc20. Note that both the original 茁7/8 hairpin and the corresponding regions in C-Mad2 are colored green.
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129KILR132序列中带正电荷的 K和 R突变为疏水性
氨基酸 A．荧光各向异性实验结果显示，与野生型
Cdc20121-138 相比， Cdc20121-138, K129A&R132A 突变体与

Mad2 的两种构象间的结合力均减弱了约 70 倍．
我们推测如果Mad2和 Cdc20间的相互作用是通过
静电作用实现的，那么将疏水性氨基酸残基突变为

带正电荷的氨基酸残基后，Mad2和 Cdc20间的相
互作用应该增强．于是实验中又设计了另外一个突

变体 Cdc20121-138, I130K，即将 129KILR132 序列中的疏水

性氨基酸残基玉突变为带正电荷的 K．荧光各向异
性实验结果表明，该突变体与 O-Mad2 和 C-Mad2
间的结合力也并没有像预期的那样增强，与野生型

相比也是分别减弱了约 70 倍，这表明 Mad2 和
Cdc20间的相互作用不是通过静电相互作用来实现
的，更有可能是通过一种疏水的相互作用．这与前

面提到的盐浓度对 Mad2与 Cdc20121-138间相互作用

影响的结果一致．

比较突变体 Cdc20121-138,K129A&R132A和 Cdc20121-138, I130K

与Mad2结合的 KD值(表 2)不难发现，尽管两个突
变体与Mad2间的结合力均减弱，但不同突变体与
Mad2两种构象间的结合力无明显差别．这与文献
报道的突变 Cdc20 129KILR132 序列中带正电荷的氨

基酸残基对 Cdc20与 Mad2间的结合力影响较小，
而突变疏水性氨基酸残基能显著减弱 Cdc20 与
Mad2间的结合[18]不一致，分析原因可能是因为文

献中是将疏水性氨基酸残基 I和 L都突变为疏水性
氨基酸 A，而我们实验中只是突变了 I，且是突变
为带正电荷的 K．因此，最终得到的结果可能有所
不同．Cdc20与Mad2两种构象间相互作用的详细
分子机制尚需进一步工作验证．

4 结 论

荧光各向异性技术是研究蛋白质相互作用的常

用技术，本文利用该技术对 O-Mad2和 C-Mad2与
配体 TAMRA-Cdc20121-138间相互作用的热力学及动

力学过程进行了系统表征．结果发现，C-Mad2与
Cdc20121-138间的结合力比 O-Mad2强，约是 O-Mad2
的 5 倍 ． 而 动 力 学 结 果 表 明 ， C-Mad2 与
TAMRA-Cdc20121-138 的 结 合 速 率 常 数 ka 约 是

O-Mad2 的 5 倍 ， 而 C-Mad2 和 O-Mad2 与
Cdc20121-138的解离速率几乎相同，所以 C-Mad2 与
Cdc20121-138 的结合比 O-Mad2 更快且结合力更强，

这与热力学实验结果一致．两种 Cdc20 突变体与
O-Mad2和 C-Mad2间的相互作用结果表明，与野
生型 Cdc20121-138相比，突变体与 Mad2间的结合力
均减弱了约 70倍，但不同突变体间与 Mad2 的结
合无明显差异．结合溶液离子强度对 Mad2 与
Cdc20121-138 间相互作用影响实验结果，我们推测

Mad2和 Cdc20间的相互作用不是通过静电相互作
用，更可能是通过一种疏水的相互作用来实现的．

本研究为进一步揭示多态性蛋白 Mad2的构象转变
机理及其在有丝分裂过程中的作用机制提供了重要

的实验基础．
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Study on The Interaction of Metamorphic Protein Mad2
and Its Ligand Cdc20121鄄138 *

ZHANG Hui-Ting, ZHAO Yuan-Yuan, GE Bao-Sheng**, HUANG Fang
(State Key Laboratory of Heavy Oil Processing, Center for Bioengineering and Biotechnology,

China University of Petroleum (Huadong), Qingdao 266580, China)

Abstract Mitotic arrest deficient protein 2 (Mad2) is a typical metamorphic protein, which can adopt two distinct
native folds at equilibrium under physiological conditions, an open inactive form (O-Mad2) and a closed active
form (C-Mad2). This unusual two-state behavior of Mad2 and their interactions with cognate ligand Cdc20 plays a
critical role in spindle assembly checkpoint signaling during mitosis. In this paper, interactions of O-Mad2 and
C-Mad2 with TAMRA-Cdc20121-138 were systematically investigated using fluorescence anisotropy techniques. As a
result, the equilibrium dissociation constant of Mad2 two folds binding with Cdc20121-138 were both within 10-6 mol/L
range in lower ionic strength solutions, and the KD value of C-Mad2 and Cdc20121-138 was 5 times lower than that of
O-Mad2. While in high ionic strength solution, there was no obvious difference on KD value of C-Mad2 and
O-Mad2 binding with Cdc20121-138. The kinetic experiments suggested that the dissociation rate constant (kd)
between C-Mad2 and TAMRA-Cdc20121-138 was similar to that of O-Mad2, but the association rate constant (ka)
between C-Mad2 and TAMRA-Cdc20121-138 was one order of magnitude higher than that of O-Mad2, which
suggested that the binding of C-Mad2 with Cdc20121-138 is thermodynamically more stable and kinetically faster.
Studies on interactions between Cdc20 mutants and Mad2 together with influence of ionic strength on their
interactions both suggested that the interaction of Mad2 and Cdc20 is possibly not achieved by electrostatic
interaction, but through hydrophobic interactions. Our results provide key information for revealing the
conformational transition mechanism of metamorphic proteins and their important role in mitosis.
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