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摘  要 : 旨在以 β-catenin/Lef1 相互作用为靶标，建立基于 ELISA 原理的适用于靶向 β-catenin/Lef1 相互作用小

分子抑制剂筛选的高通量筛选模型。利用 DNA 重组技术，将构建的 β-catenin-pET-30a(+)重组质粒转化大肠杆菌

Escherichia coli Rosetta (DE3)，经诱导培养后进行 β-catenin 原核表达。采用亲和层析方法分离纯化 β-catenin 后，

以 GST Pulldown 实验进行生物学活性鉴定。利用 ELISA 原理建立 β-catenin/GST-Lef1 结合的分子模型，通过优

选 GST-Lef1 最佳包被浓度和 β-catenin 最佳反应浓度，建立适用于靶向 β-catenin/Lef1 相互作用小分子抑制剂筛

选的高通量筛选模型。SDS-PAGE 和 Western blotting 实验证实 β-catenin 的原核表达。GST Pulldown 实验证实纯

化的 β-catenin 具有良好的生物学活性。通过对基于 ELISA 原理建立的 β-catenin/GST-Lef1 结合的分子模型优化，

选用 10 μg/mL GST-Lef1 和 6 μg/mL β-catenin 建立 ELISA 高通量筛选模型，其 Z因子为 0.76。本研究成功建立了

基于 ELISA 原理的 β-catenin/GST-Lef1 结合的分子模型，为靶向 β-catenin/Lef1 相互作用小分子抑制剂的高通量

筛选奠定了基础。 

关键词 : Wnt 抑制剂，β-catenin，β-catenin/Lef1 相互作用，酶联免疫吸附实验，高通量筛选  
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Development of an ELISA-based high throughput screening 
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Abstract:  To develop an enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)-based high throughput screening (HTS) method for 
β-catenin/Lef1 interaction antagonists screening, Escherichia coli Rosetta (DE3) competent cells were transformed with 
β-catenin-pET-30a(+) plasmid. β-catenin protein was expressed after induction and purified using affinity chromatography. 
The biological activity of purified β-catenin was further analyzed by GST Pulldown assay. The β-catenin/GST-Lef1 binding 
model was established using ELISA principle, and the ELISA-based HTS method was further optimized through determination 
of an optimal coated concentration of GST-Lef1 and working concentration of β-catenin. The results showed that β-catenin 
protein was successfully expressed and purified. The GST Pulldown assay demonstrated a perfect biological activity for 
purified β-catenin. Subsequently, the ELISA-based HTS method was performed using 10 μg/mL GST-Lef1 and 6 μg/mL 
β-catenin, with the Z factor of 0.76. Taken together, we have successfully developed a simple, robust and reliable 
ELISA-based HTS method for screening of novel Wnt inhibitors targeting β-catenin/Lef1 interaction.  

Keywords:  Wnt inhibitors, β-catenin, β-catenin/Lef1 interaction, ELISA, high throughput screening 

Wnt/β-catenin 信号通路的异常活化在结肠

癌、肝癌、肺癌、乳腺癌、慢性淋巴细胞白血病

等多种癌症的发生与发展中发挥重要作用，已经

成为肿瘤分子靶向治疗的一个重要靶标 [1]。

β-catenin 是介导 Wnt 信号转导的关键调控因子，

同时通过与 E-cadherin 相互作用，参与细胞黏连

和细胞骨架的构成。β-catenin 核心功能区是 12 个

连续重复的犰狳蛋白重复片段 (Armadillo repeats, 

138–686 aa)，两侧是 N 端结构域和 C 端转录激活

结构域 (Carboxy-terminal transactivation domain, 

CTA)。其中犰狳蛋白重复片段对 β-catenin 的生物

学功能尤为重要，几乎介导了 β-catenin 与所有已

知互作蛋白的结合[2]。在经典 Wnt 信号通路中，

β-catenin 作为重要的核转录调控因子，通过与

Tcf4 (T-cell factor 4) 和 Lef1 (Lymphoid enhancer 

factor 1) 相互作用而启动大量原癌基因的表达[3-4]。

研究表明，β-catenin/Lef1 相互作用在非小细胞肺

癌 (Non-small cell lung cancer，NSCLC) 脑 (骨) 转

移过程中发挥重要作用，促进肺癌细胞浸润和脑 

(骨) 转移的形成 [5-6]。另一方面，β-catenin/Lef1

相互作用对于维持肿瘤干细胞 (Cancer stem cells, 

CSC) 分化和自我更新具有极其重要的促进作用，

参与维持肿瘤干细胞休眠体的形成，促进肿瘤耐药

与复发[7-8]。此外，β-catenin/Lef1 相互作用在急 (慢) 

性淋巴细胞白血病的发生与发展中也发挥重要的

促进作用，已经成为白血病治疗的新靶标[9-13]。因

此，靶向 β-catenin/Lef1 相互作用小分子抑制剂的发

现对于抑制 NSCLC 转移和急 (慢) 性淋巴细胞白

血病的治疗具有重要意义。 

本研究通过原核表达和分离纯化高活性的

β-catenin 与 GST-Lef1 功能蛋白，以 β-catenin/Lef1

相互作用为靶标，建立基于酶联免疫吸附实验 

(Enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA) 原

理的高通量筛选模型，为靶向 β-catenin/Lef1 相互
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作用小分子抑制剂的理性化发现奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
pET-30a(+)与 pGEX-4T-1 载体由本室保存；

GST-β-catenin-pGEX-4T-1 重组质粒由中国科学

院大学存济医学院袁莉教授惠赠；大肠杆菌

Escherichia coli DH5α 感受态细胞、E. coli Rosetta 
(DE3)感受态细胞、E. coli BL21(DE3)感受态细胞、

TransTaq®-T DNA 聚合酶、Trans2K® DNA Marker、
ProteinRuler® Ⅱ、pEASY®-T1 试剂盒、EasyPure®

试剂盒、琼脂糖、FlyCut® BamHⅠ和 FlyCut® XhoⅠ

购自 TransGen 公司；酵母粉、胰蛋白胨和琼脂粉

购自 Oxoid 公司；BCA (Bicinchoninic acid) 试剂盒

购自 Thermo 公司；硫酸卡那霉素、氨苄西林和异

丙基硫代半乳糖苷 (Isopropyl β-D-Thiogalactoside，
IPTG) 购自上海阿拉丁生化科技股份有限公司；

牛血清白蛋白 (Bull serum albumin, BSA)、小鼠抗

组氨酸 (Histidine，His) 标签单抗、小鼠抗谷胱

甘肽转移酶 (Glutathione S-transferase，GST) 标签

单抗和辣根过氧化物酶 (Horseradish peroxidase，
HRP) 标记的羊抗小鼠 IgG 购自 Biosharp 公司；

MaxiLuminTM 化学发光液购自 Biokits 公司；96 孔

酶标板购自 Corning 公司；可溶型单组分四甲基联

苯胺 (3,3ʹ,5,5ʹ-Tetramethylbenzidine，TMB) 溶液购

自天根生化科技 (北京) 有限公司；醋酸纤维素

膜购自 Millipore 公司；HisTrap 和 GSTrap 层析柱

购自 GE 公司；谷胱甘肽亲和介质购自中科森辉

微球技术 (苏州) 有限公司；其他生化试剂为国

产分析纯试剂。 

1.2  方法 
1.2.1  β-catenin (138–781 aa) 基因片段扩增 

β-catenin 功能区主要包括犰狳蛋白重复片段 

(138–686 aa) 和 C 端转录激活结构域 (687–781 aa)，

主要介导与 Wnt 信号通路中相关蛋白的相互作用

和染色质重塑复合体的募集 [2]。根据 β-catenin 

(138–781 aa) 基因序列设计引物，以 GST-β-catenin- 

pGEX-4T-1 重组质粒为模板扩增 β-catenin 基因片

段 (1 932 bp)。按照常规 PCR 方法进行 β-catenin

基因片段的扩增[14]，以 1%琼脂糖凝胶电泳检测

目的基因扩增结果。 

1.2.2  β-catenin 原核表达质粒构建 
按照文献所述方法进行 β-catenin 原核表达质

粒的构建[14]。首先，将回收的 β-catenin 基因片段

与 T 载体连接，构建克隆质粒。将克隆质粒转化

E. coli DH5α 感受态细胞，经蓝白斑筛选后，以单

菌落 PCR 反应和质粒双酶切法鉴定阳性克隆，质

粒测序由 General Biosystems 公司完成。 
双酶切克隆质粒中的 β-catenin 基因片段后回

收，再与 pET-30a(+)载体连接，构建 β-catenin- 
pET-30a(+)重组质粒。将重组质粒转化 E. coli DH5α
感受态细胞，经卡那霉素抗性筛选后，同法鉴定

阳性克隆。 
1.2.3  β-catenin 原核表达 

按照文献所述方法进行 β-catenin 原核表达 [14]。

首先，将 β-catenin-pET-30a(+)重组质粒转化 E. coli 
Rosetta (DE3) 感受态细胞，经卡那霉素抗性筛选

后，随机挑取 6 个单菌落，以 1 mmol/L IPTG 于

25 ℃诱导培养 10 h，进行 β-catenin 原核表达。离

心收集菌体，以 8% SDS-PAGE 和 Clinx Image 
Analysis 软件进行 β-catenin 原核表达量分析。 

工程菌大量诱导培养后，将离心收集的菌体

以适量 TBS (50 mmol/L Tris、150 mmol/L NaCl，

pH 8.0) 溶液重悬，离心收集超声波裂解后的上清

液和沉淀。8% SDS-PAGE 进行 β-catenin 的可溶

性表达分析。 

1.2.4  β-catenin 分离纯化 
大量收集菌体裂解后的上清液，以 25%饱和

硫酸铵沉淀后制备粗提液，再按照文献所述方法

以 HisTrap 层析柱进行 β-catenin 的分离纯化[14]。

纯化的 β-catenin 以 8% SDS-PAGE 进行分析，经

TBS 溶液透析后，以 BCA 法定量。 
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1.2.5  Western blotting 实验鉴定 β-catenin 
按照文献所述方法[14]，纯化的 β-catenin 经

8% SDS-PAGE 后转膜，一抗为 1 2 000∶ 稀释的

小鼠抗 His 标签单抗，二抗为 1 4 000∶ 稀释的

HRP-羊抗小鼠 IgG，用 MaxiLuminTM 化学发光液

显影成像。 

1.2.6  GST-Lef1 (1–76 aa) 原核表达与分离纯化 
Lef1 是经典 Wnt 信号通路中重要的核转录调

控因子，β-catenin 通过犰狳蛋白重复片段结构域

与 Lef1 的 βBD 结构域 (β-catenin binding domain, 

βBD, 1–76 aa) 相互作用，进而调控大量原癌基因

的转录与表达[15-16]。检索 Lef1 (1–76 aa) 的基因

序列，以 BamHⅠ和 XhoⅠ作为酶切位点，由

General Biosystems 公司进行全基因合成后连接

pGEX-4T-1 载体，构建 GST-Lef1-pGEX-4T-1 重组

质粒。 

Lef1 (1–76 aa) 基因合成序列如下 (下划线

为双酶切位点)：5ʹ-GGATCCATGCCCCAACTTTC 
CGGAGGAGGCGGCGGGGGGGACCCGGAACT
CTGCGCCACCGATGAGATGATCCCCTTCAAG
GACGAAGGCGATCCCCAGAAGGAGAAGATC
TTCGCCGAGATCAGTCATCCCGAAGAGGAGG
GCGACTTAGCCGACATCAAGTCATCTTTGGTT
AACGAGTCCGAAATCATCCCAGCCAGCAACG
GGCATGAGGTGGTCAGACAAGCCCCGTCCC
TCGAG-3ʹ。 

大量收集菌体裂解后的上清液，再按照文献

所述方法以GSTrap层析柱分别进行GST-Lef1和GST

的分离纯化[14]。纯化的 GST-Lef1 和 GST 以 10% 

SDS-PAGE 进行分析，经 TBS 溶液透析后，以

BCA 法定量。 

1.2.7  GST Pulldown 实验 
将 10 μg GST-Lef1 和 10 μg GST 分别加入到

20 μL GST 琼脂糖凝胶亲和介质中，4 ℃反应过

夜。收集反应后的 GST 琼脂糖凝胶，以 TBS 溶

液重悬。离心洗涤 3 次后，分别加入 2 μg 和 10 μg 

β-catenin，室温反应 1 h，收集 GST 凝胶。以 1.2.5

方法检测 β-catenin 的结合量。 

1.2.8  基于 ELISA 原理的高通量筛选模型的优

化与建立 

1) GST-Lef1 最佳包被浓度的确定 

将 5、10、20、30、40、50、60、70、80、

90、100 μg/mL 的 GST-Lef1 包被 96 孔酶标板 

(100 μL/孔)，每组 3 个复孔，以包被 1 μg BSA 孔

作为阴性对照。酶标板经含 0.1% Tween-20 的磷酸

盐  (Phosphate-buffered solution, PBS) 缓 冲 液 

(PBST) 洗板 3 次后，以含 10% BSA 的 PBST

溶液于 37 ℃封闭 2 h。PBST 洗板后，依次加入

1 2 000∶ 稀释的小鼠抗 GST 标签单抗和 1∶4 000

稀释的 HRP-羊抗小鼠 IgG，室温反应 1 h。以 PBST

洗板 3 次后，每孔加入 TMB 溶液 (100 μL/孔)，室

温避光显色 5 min，再加入 2 mol/L H2SO4终止反应，

多功能酶标仪检测 OD450值 (CytationTM 5, BioTek)。 

2) β-catenin 最佳反应浓度的确定 

GST 与 GST-Lef1 (10 μg/mL；100 μL/孔) 包

被 96 孔酶标板，以包被 GST 孔作为阴性对照组。

酶标板经 PBST 洗涤和 10% BSA 封闭后，将 0.5、

1、2、3、4、5、6、7、8、9、10 μg/mL 的 β-catenin 

(100 μL/孔) 依次加入到 96 孔酶标板中，每组 3 个

复孔，室温孵育 1 h。PBST 洗板后，按照上述方

法依次加入 1 2 000∶ 稀释的小鼠抗 His 标签单抗

和 1∶4 000 稀释的 HRP-羊抗小鼠 IgG，室温反应

1 h。以 TMB 溶液 (100 μL/孔) 显色，多功能酶标

仪检测 OD450 值。 

3) DMSO 浓度对 β-catenin/GST-Lef1 结合的

影响 

GST-Lef1 (10 μg/mL；100 μL/孔) 包被的

96 孔酶标板以 PBST 洗涤和 10% BSA 封闭后，

依次加入含 0%、1%、2%、3%、4%、5% DMSO

浓度的 β-catenin (6 μg/mL；100 μL/孔) 到 96 孔

酶标板中，每组 3 个复孔，室温反应 1 h。按照上

述方法检测 OD450 值。 
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4) Z因子及其他主要技术参数的测定 

GST 和 GST-Lef1 (10 μg/mL；100 μL/孔) 包被

的 96 孔酶标板以 PBST 洗涤和 10% BSA 封闭后，

将 β-catenin (6 μg/mL；100 μL/孔) 加入到 96 孔酶

标板中，室温孵育 1 h。将 GST-Lef1 与 β-catenin

反应孔设置为阴性孔，GST 与 β-catenin 反应孔设置

为阳性孔，其中 1#–30#孔为阴性孔，31#–60#孔为

阳性孔。以多功能酶标仪检测 OD450 值并按照

BioTek 操作系统的相关程序进行 Z因子的自动

计算。 

另外，根据相关文献[17-18]，我们也对本筛选

模型的信号本底比 (Signal to background，S/B)、

信号窗 (Signal window，SW)、信噪比 (Signal to 

noise，S/N)、信号/本底变异系数 (Coefficient of 

variation of signal/background，CV) 进行了定量

分析。 

2  结果与分析 

2.1  β-catenin 原核表达质粒构建 
以 GST-β-catenin-pGEX-4T-1 重组质粒为模

板，利用 PCR 反应成功扩增了与 β-catenin 基因片

段 (1 932 bp) 大小一致的特异 DNA 片段 (图 1A)。
将构建的 β-catenin-pET-30a(+) 重组质粒转化 E. 

coli DH5α，以单菌落 PCR 反应和质粒双酶切法鉴

定经卡那霉素抗性筛选的阳性克隆。鉴定结果表

明，所挑取的单菌落均可特异性扩增出约 1 932 bp
的 DNA 片段 (图 1B)。构建的重组质粒经 BamHⅠ

和 XhoⅠ双酶切后，再次得到了与 PCR 扩增结果

大小一致的 DNA 片段 (图 1C)。上述结果表明，

成功构建了 β-catenin 原核表达质粒。 

2.2  β-catenin 原核表达与分离纯化 
6 株工程菌经诱导培养后，离心收集菌体，

以 8% SDS-PAGE 和 Clinx Image Analysis 软件进

行 β-catenin 原核表达分析。与阴性对照组相比，在

β-catenin 理论分子量 (77 kDa) 位置可见明显的蛋

白表达条带，β-catenin 表达量约为 15% (图 2A)。
取菌体裂解后的上清液和沉淀进行 SDS-PAGE 分

析表明，β-catenin 以可溶形式表达，大部分存在

于上清液中  (图 2B)。综上所述，成功进行了

β-catenin 原核表达。 
25%饱和硫酸铵沉淀的菌体裂解上清液经

HisTrap 层析柱分离纯化后，收集的样品进行

SDS-PAGE 分析。结果表明，在 β-catenin 理论分子

量 (77 kDa) 位置呈单一蛋白条带，表明纯化的

β-catenin 具有较高的纯度 (图 2B)。以 Western 
blotting 实验对纯化的 β-catenin 进行鉴定，在 

 

 
 

图 1  β-catenin 原核表达质粒构建 
Fig. 1  The construction of bacterial expression plasmid of β-catenin. (A) PCR product of β-catenin gene. 1: DNA 
marker; 2: β-catenin gene product. (B) PCR products of six random positive clones. 1: DNA marker; 2–7: β-catenin 
gene product. (C) Dual-restriction enzyme digestion map for β-catenin-pET-30a(+) plasmid. 1: DNA marker; 2: plasmid 
double digestion product. 
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图 2  β-catenin 原核表达与分离纯化 
Fig. 2  Bacterial expression and purification of β-catenin. (A) Bacterial expression of β-catenin. 1: negative control; 2: 
protein marker; 3–8: positive clones. (B) Purification of β-catenin. 1: negative control; 2: protein marker; 3: total cell 
proteins; 4: supernatant; 5: pellet; 6: purified β-catenin (77 kDa). (C) Western blotting analysis of β-catenin. 1: protein 
marker; 2: β-catenin band (77 kDa). 

 
β-catenin 理论分子量 (77 kDa) 位置仍呈现出特异

性条带，证实了 β-catenin 的正确表达 (图 2C)。

β-catenin 经 TBS 溶液透析和 BCA 法定量后，其

浓度为 1.0 mg/mL。 

2.3  GST-Lef1 原核表达与分离纯化 
工程菌经诱导培养后收集菌体，以 10% 

SDS-PAGE 和 Clinx Image Analysis 软件进行

GST-Lef1 原核表达分析。结果表明，在 GST-Lef1

理论分子量 (34 kDa) 位置可见明显的蛋白表达

条带，GST-Lef1 表达量约为 18 % (图 3)。取菌体

裂解后的上清液和沉淀进行 SDS-PAGE 分析表 
 

 
 

图 3  GST-Lef1 原核表达与分离纯化 
Fig. 3  Bacterial expression and purification of 
GST-Lef1. 1: negative control; 2: protein marker; 3: total 
cell proteins; 4: pellet; 5: supernatant; 6: purified 
GST-Lef1; 7: purified GST. 

明，GST-Lef1 以可溶形式表达，大部分存在于

上清液中 (图 3)。 
菌体裂解上清液经 GSTrap 层析柱分离纯化

后，收集的样品进行 SDS-PAGE 分析。结果表明，

得到了与预期分子量 (34 kDa) 大小一致且纯度

较高的 GST-Lef1 (图 3)。纯化的 GST-Lef1 和 GST 
(26 kDa) 经 TBS 溶液透析和 BCA 法定量后，其

浓度分别为 1.3 mg/mL 和 1.7 mg/mL。 

2.4  β-catenin 生物学活性鉴定 
细胞核内 β-catenin/Lef1 相互作用是 Wnt/ 

β-catenin信号通路中最重要的转录调控方式[3-4,15-16]。

GST Pulldown 实验表明，纯化的 β-catenin 能与

GST-Lef1 在体外发生明显的特异性结合反应，且

结合反应具有典型的量效关系，但 β-catenin 不能

与 GST 发生结合反应 (图 4)。上述结果表明，纯

化的 β-catenin 具有良好的生物学活性。 

2.5  GST-Lef1 最佳包被浓度的确定 
将不同浓度的 GST-Lef1 包被 96 孔酶标板后，

以 ELISA 方法进行包被量检测。结果表明，

GST-Lef1 包被浓度大于 10 μg/mL 时，OD450 值趋

于稳定并始终维持在 0.73–0.81 之间，10 μg/mL
的包被浓度基本达到包被饱和量 (图 5)。因此选

用 10 μg/mL 作为 GST-Lef1 的最佳包被浓度。 
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图 4  GST Pulldown 实验 
Fig. 4  GST Pulldown assay. 1: protein marker; 2: 10 μg 
GST+10 μg β-catenin; 3: 10 μg GST-Lef1+2 μg 
β-catenin; 4: 10 μg GST-Lef1+10 μg β-catenin. 

 

 
 

图 5  GST-Lef1 最佳包被浓度的确定 
Fig. 5  Determination of an optimal coated concentration 
of GST-Lef1 in ELISA-based HTS method. 

 

2.6  β-catenin 最佳反应浓度的确定 
将系列稀释的 β-catenin 加入到 10 μg/mL 

GST-Lef1 包被的 96 孔酶标板中，以 ELISA 方法

进行 β-catenin 结合量检测。结果表明，β-catenin

与 GST-Lef1 的结合反应具有良好的浓度依赖性。

当 β-catenin 浓度达到 7 μg/mL 时，OD450 值达到

最大并趋于结合反应的饱和 (图 6)。为了使其结

合反应在实验体系中趋于饱和状态并增大实验体 

 
 

图 6  β-catenin 最佳反应浓度的确定 
Fig. 6  Determination of an optimal working concentration 
of β-catenin in ELISA-based HTS method. 

 
系的信号窗，因此选用 6 μg/mL 作为 β-catenin 的

最佳反应浓度。 

2.7  DMSO浓度对 β-catenin/GST-Lef1 相互作

用的影响 
利用确定最佳 GST-Lef1 包被浓度和 β-catenin

反应浓度的 ELISA 分子结合模型进行 DMSO 浓

度影响实验。结果表明，DMSO 浓度在 0%–5% 

时，OD450 值趋于稳定并始终维持在 0.97–1.05 之

间，其对 β-catenin/GST-Lef1 相互作用未产生显

著影响 (图 7)。 
 

 
 

图 7  DMSO 浓度对 β-catenin/GST-Lef1 相互作用的

影响 
Fig. 7  Effect of DMSO concentrations on β-catenin/ 
GST-Lef1interaction in ELISA-based HTS method. 



 
ISSN 1000-3061  CN 11-1998/Q  生物工程学报  Chin J Biotech 
 
 

 

http://journals.im.ac.cn/cjbcn 

714 

2.8  Z因子及其他主要技术参数的测定 
通过综合分析与计算，本筛选模型的 Z因子 

值为 0.76，满足高通量筛选中 Z因子大于 0.5 的

基本要求 (图 8)。 

除 Z因子外，本筛选模型的其他 4 个通用技术

指标，如信号本底比 (S/B)、信噪比 (S/N)、信号

窗 (SW) 和信号/本底变异系数 (CV) 也完全满

足高通量筛选的基本要求 (表 1)。 
 

 
 

图 8  ELISA 筛选模型 Z因子的确定 
Fig. 8  Determination of Z factor in ELISA-based HTS 
method. 

 
表 1  ELISA 高通量筛选模型的综合评价 
Table 1  General indicators in ELISA-based HTS 
method 

Indicators Requirements of HTS Results of HTS
S/B 3 10.39 
S/N 10 43.18 
SW Not determined 0.95 
CV (%) 10 1.94 
Z factor 0.5 0.76 

 

3  讨论 

Wnt/β-catenin 信号通路是调控肿瘤细胞生长

增殖的关键信号通路，在肿瘤发生与发展中发挥

着极其重要的作用，与肿瘤细胞的生长分化、上

皮-间质转化、免疫耐受及化疗耐药密切相关。

鉴于正常细胞中不存在 Wnt/β-catenin 信号通路，

而肿瘤细胞中 Wnt/β-catenin 信号通路异常活化并

启动大量原癌基因的表达，所以 Wnt/β-catenin 信

号通路已成为新型高选择性抗肿瘤药物开发的一

个理想靶标[3]。 
Lef1 与 Tcf4 同属于高迁移组分 (High mobility 

group, HMG) 转录因子，是经典 Wnt 信号通路中

重要的核转录调控因子。在肿瘤细胞内 β-catenin
通过与 Lef1 的 βBD 结构域相互作用，启动大量

原癌基因的转录与表达，促进肿瘤细胞的增殖与

分化[3-4,15-16]。目前靶向 β-catenin/Tcf4 相互作用的

小分子抑制剂 (如 ZTM-000990、PKF115-584、
PKF222-815、PKF118-744、CGP049090、iCRT-3/5/14、
LF-3 等) 已经成为抗肿瘤药物研究的热点，在结肠

癌[19-21]、乳腺癌[22]、肝癌[23-24]、多发性骨肉瘤[25]

等肿瘤实验治疗中展现出良好的应用前景。但关

于靶向 β-catenin/Lef1 相互作用的小分子抑制剂

筛选方法及相关抑制剂的肿瘤分子治疗研究却鲜

有报道[13,26]。 
由于蛋白质-蛋白质相互作用 (Protein-protein 

interactions, PPIs) 位点缺少较深的“口袋”式结

构，且具有较大的非连续性的相互作用面积，这

使得以 PPIs为靶点的小分子药物开发依然面临较

大的挑战；另外，由于缺少具有多样化学结构的

靶向 PPIs 的小分子配体，较难进行基于结构的定

向药物设计[27]。因此，靶向 β-catenin/Lef1 相互作

用小分子抑制剂的发现对未来以其为靶标的新型

抗肿瘤药物定向设计具有重要的理论意义。 
大肠杆菌原核表达体系已成为制备重组蛋白

的首选表达体系[28]，本研究综合利用 DNA 重组

技术，成功进行了 β-catenin 和 GST-Lef1 的原核

表达与分离纯化。由于 His 标签较小，几乎不影

响目的蛋白的理化性质且方便目的蛋白的检测与

纯化，His 标签已被广泛应用于多种重组蛋白在

各种表达系统的表达与纯化中 [29]。故此在设计

β-catenin 原核表达和分离纯化策略时，笔者首次

采用 pET-30a(+) 载体的 His 标签融合表达策略成

功进行了 β-catenin 原核表达与分离纯化。与已报
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道的 GST-β-catenin 融合表达策略相比[30]，笔者建

立的 β-catenin 原核表达与分离纯化方法具有更好

的简便性和实用性。此外，鉴于 E. coli Rosetta 
(DE3) 可补充大肠杆菌缺乏的 6 种稀有密码子对

应的 tRNA，可提高真核基因在大肠杆菌中的表达

水平，故此选择 E. coli Rosetta (DE3) 作为 β-catenin
的表达宿主菌。 

GST Pulldown 实验主要在溶液中进行，可以

真实地反映蛋白质分子间的相互作用，已成为体外

研究蛋白质-蛋白质相互作用的经典实验方法[31]。

我们利用 GST Pulldown 实验进行 β-catenin 的生

物学活性鉴定，证实了纯化的 β-catenin 能与

GST-Lef1 发生特异性结合反应，这表明纯化的

β-catenin 具有良好的生物学活性。 

酶联免疫吸附实验具有操作简便、检测灵敏、

成本低廉等优点，使其在疾病诊断和药物筛选研

究领域得到了极大的应用与发展[32-34]。本研究以

β-catenin/Lef1 相互作用为靶标，应用 ELISA 原理

建立的高通量筛选模型还具有所需样品量少、重

复性好、检测结果稳定等诸多优点，可以实现大

样本的简便、快速的高通量筛选与分析。虽然本

筛选模型还存在一定的局限性  (如操作步骤较

多、需多次洗涤、耗时较长等)，但和本实验室

曾采用的酵母双杂交筛选模型相比，应用本筛选

方法不但可以有效减少筛选化合物用量，降低筛

选成本，还具有更好的简便性和灵敏性。另外，

本筛选模型基本真实模拟了 β-catenin/Lef1 的生

理相互作用，不仅可以应用于以 β-catenin/Lef1

相互作用为靶标的抗肿瘤药物高通量筛选，还可

以联合 GST Pulldown 实验用于评价小分子抑制

剂的体外抑制活性，因此本方法也具有良好的实

用性。 

目前，我们成功应用本筛选模型对本实验室

天然产物化合物库进行了初步筛选，已获得了若

干苗头化合物，相关化合物的抗肿瘤分子机制研

究正在进行之中。此外，我们也利用本筛选模型

对本实验室设计的一系列靶向多肽进行了系统筛

选和体外抑制活性评价，已获得了若干有深入研

究价值的多肽分子，相关多肽的细胞药理学研究

也在同步进行之中。在本筛选模型的后续方法改

进中，可直接使用 HRP-抗 His 标签抗体一步法

检测和显色，通过减少实验操作步骤以提高筛选

效率。 

Z因子是评价高通量筛选模型的核心参数，

它结合了信号窗  (SW)和信号 /本底变异系数 

(CV)这 2 个与模型质量密切相关的重要参数，一

般要求 Z因子＞0.5 的模型才适用于药物高通量

筛选[35]。通过对建立的 ELISA 高通量筛选模型的

通用技术指标，如 Z因子、信号本底比 (S/B)、

信噪比 (S/N)、信号窗 (SW)、信号/本底变异系

数 (CV)进行定量评价，表明本筛选模型具有良好

的稳定性、灵敏性和特异性。 

综上所述，本研究成功建立了基于 β-catenin/Lef1

相互作用为靶标的 ELISA 高通量筛选模型，为靶

向 β-catenin/Lef1 相互作用的小分子抑制剂高通

量筛选和药理学活性评价奠定了实验基础。 
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