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摘　要　运用基于基因组数据库的特定基因同源新基因的克隆策略得到一个人类新基因 WDR70 ,该基因编

码一个包含 12 个 WD40结构域的蛋白。WDR70的 cDNA序列长 2 266 bp ,预测编码蛋白含 630 个氨基酸 ,

理论分子量为 70×103 u ,染色体定位为 17p13. 1。以小鼠胚胎为模型进行整体原位杂交 ,结果显示 WDR70

基因在 8. 5 d小鼠胚胎中没有表达 ,而在 9. 5 d和 10. 5 d的小鼠胚胎的脑部有特异表达。由此推断该基因对

胚胎期脑部的发育有重要的影响。
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Abstract　A human novel gene WDR70 is obtained with the cloning strategy of novel homologous gene ,which is a

specific gene based on genome database. It encodes a protein of 12 WD40 domain. The cDNA length of WDR70 is

2 266 bp , and the putative protein encoded by this gene is 630 amino acid residues with a theoretical molecular

weight of 70 000 daltons. The WDR70 is mapped to chromosome at 17p13. 1. The result of whole2mount in situ

hybridization showed that it is strongly expressed in the brain of embryo in day 9. 5 and 10. 5 mice although it isn’t

expressed in the embryo in day 8. 5. Thus , it is concluded that this new gene has great influence upon the develop2
ment of the embryo brain.
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　　WD序列重复蛋白 ( WD40 repeat )是指一类

含有 4～16 个 WD40结构域的蛋白。每个 WD40

结构域都含有一个大约包含 40 个氨基酸的保守

中心 ,这个保守中心通常以色氨酸2天冬氨酸
(WD)结尾 ,这种结构域可以介导蛋白质之间的相

互作用[1 ]。WD 蛋白家族由许多结构相关、功能

不同的蛋白组成 ,还可以分为几个亚家族 ,它们不

但在调节各种细胞功能 ,如信号传导、转录调节、

细胞增殖等方面起到重要的作用 ,而且还与人类

的几种疾病有关[2 ]。因此克隆和鉴定新的 WD基

因 ,并对其进行研究对扩大和发展 WD蛋白家族 ,

以及为后基因组计划补充新的数据都具有重要的

价值。随着人类基因组计划中测序工作的基本完

成 ,以及其他包括大鼠、小鼠和斑马鱼在内的许多

物种基因组计划的开展 ,及其相关数据库和相应

软件的建立与开发 ,都为我们利用生物信息学资

源进行新基因的克隆研究带来新的机遇。其中 ,

基于基因组数据库辅助以 EST数据库 ,灵活运用

目前的生物信息学软件 ,寻找特定基因同源新基

因不失为一个准确率高并且快速的新基因克隆的
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策略[3 ]。2001 年 2 月日本的 RIKEN 公布了

21 076 条小鼠全长 cDNAs 的序列 ,根据与已知

基因的同源性 ,他们把这些基因分为 9 类 ,其中

“motif2containing protein”这一类代表着编码具有

一定结构域蛋白的 573 条小鼠新基因[4 ]。本文

在此基础上 ,通过同源克隆的方法得到相应的人

类新基因 ,然后通过整体原位杂交实验 ,对该基因

的表达谱进行初步研究。

1　材料与方法

1. 1　WD R70基因的电子克隆

　　从 RIKEN的资源网站下载包含 WD40功能

结构域的小鼠新基因 ;把该基因作为“钓饵”,从

NCB I网站人类基因组数据库中搜寻与其具有同

源序列的片段 ;下载同源序列片段 ,用 GenScan分

析这一片段中可能包含的人类新基因候选基因 ;

然后与 NCB I网站人类 EST数据库进行比较 ,判

断其是否为一真基因 ,即是否与人类 EST具有相

同的序列 ;最后再把它与非冗余序列库进行比较 ,

淘汰已知功能的人类基因 ,则得到人类新基因

WDR70 (NCB I登录号 :NM-145054) 。

1. 2　WD R70的生物信息学分析

1. 2. 1 　WDR70 的核酸序列分析 运用 Vector

N TI软件对 WDR70基因与小鼠同源基因 (NCB I

登录号 :NM-027963)的编码区碱基序列进行同源

性比 较 ; 在 NCB I/ Homo Genome 数 据 库 做

BLAST分析 WDR70 基因在人基因组上的定位

及分布。

1. 2. 2 　WDR70 氨基酸序列及特性的分析 　运

用 NCB I/ rpsblast 在线分析软件对 WDR70 的蛋

白结构域和可能的功能进行预测 ;采用 ExPASy/

Prot Param 工具进行蛋白的分子量和等电点分

析 ;ExPASy/ Prosite工具进行蛋白质功能位点分

析 ;蛋白质序列的信号肽分析采用 CBS的 SignalP

工具进行 ;亚细胞定位使用清华大学生物信息学

院亚细胞定位数据库进行。

1 . 3　整体原位杂交

　　ICR品系的孕鼠购自北京大学医学部实验动

物中心 ;地高辛标记与检测试剂盒购自罗氏

( Roche ) 公司 ; WDR70 ( NCB I 登录号 : NM-

145054)克隆购自 A TCC ,并测序 (由上海博亚公

司完成)以确定序列的正确性。全胚原位杂交的

方法参照文献 [ 5 ] ,以 WDR70 全长编码区为模

板 ,用地高辛核酸标记试剂盒制备 DIG标记的

RNA探针 ,分别与 8. 5～10. 5 dpc的小鼠整体胚

胎杂交 ,后用 anti2dig抗体显色。

2　结　果

2. 1　WD R70的电子克隆(图 1)

　　从小鼠的包含 WD40结构域功能基因入手 ,

采用同源比较得到一个人功能未知基因WDR70。

该基因 cDNA 全长 2 266 bp ,编码区序列长

1 893 bp ,含有起始密码子 A TG和终止密码子

TGA ,其 A TG起始密码周边序列 (AAC A TGG)

符合 Kozak 规律。编码的蛋白质含 630 个氨

基酸。
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图 1　WDR70全长 cDNA序列及所编码的蛋白
启始密码子 (ATG) ,终止密码子 ( TGA)下划线标出

Fig. 1　The full2length cDNA sequence of hNA TL and its coding protein
The initiative code ATG , stop code TGA are underlinedi
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2. 2　WD R70与其他序列的比对结果

　　WDR70的编码区与小鼠同源基因的编码区

序列一致性 (identity)为 86 % ,氨基酸序列的一致

性为 89 %。

2. 3　WD R70的染色体定位结果分析

　　通过 NCB I/ Humo Genome 数据库中的

BLAST分析 ,得知 WDR70 定位在人的第 17 号

染色体短臂上 70 kb的范围内 (图 2) 。

图 2　染色体上的定位

WDR70基因定位于染色体 17q13. 1区

Fig. 2　The chromosome localization

The WDR70 gene is located on 17q13. 1

2. 4　WD R70的保守结构域

　　使用 NCB I/ rpsbalst 中不同的数据库进行蛋

白保守结构域的预测 ,测出几个高度保守的

WD40重复结构域和几个含 WD40重复结构域的

区域。综合以上结果 ,得知 WDR70 基因共包含

12 个 WD40结构域 (图 3) 。

2 . 5　其他生物信息学分析

　　WDR70蛋白的理论分子量为 70 ×103 u ,等

电点为 8. 20 ,没有前导肽区段 ,是个非分泌型蛋

白 ,亚细胞定位结果为细胞质。另外 ,WDR70 蛋

白还含有 5 个可能的 N2糖基化位点 ,7 个可能的

P KC磷酸化位点 ,6 个可能的酪氨酸激酶磷酸化

位点 ,14 个可能的 N2十四烷酰化位点。
2 . 6　整体原位杂交结果

　　为了观察 WDR70 在胚胎发育时的表达分

布 ,用不同时期的小鼠胚胎做了整体原位杂交。

发现在小鼠 9. 5 dpc和 10. 5 dpc的胚胎当中 ,该

基因在脑部有较为活跃的表达 ;而 8. 5 dpc 胚胎

中 ,该基因没有表达 (图 4) 。7. 5～10. 5 dpc正是

小鼠胚胎脑部发育形成的关键时期 ,提示我们该

基因对早期脑的发育有很重要的作用。

图 3　WDR70蛋白一级结构功能结构域预测

Fig. 3　The predicted domains of WDR70 protein

3　讨　论

　　自从 1986年人们初次认识 WD40 结构域以

来[6 ] ,人们从原核生物到真核生物 (尤其是真核

生物)的许多蛋白中都发现了 WD 重复基元 ,而

所有 WD重复家族成员的一个共同的潜在的功

能就是调整多蛋白复合物的装配[1 ]。这些重复

的结构域作为蛋白相互作用的支架 ,可以同时与

几个不同的蛋白之间发生相互作用 ,例如 G蛋白

的β亚基、TAFII转录因子和 E3泛素连接酶。由

于 WD重复蛋白是一个广泛而不断发展的家族 ,

WD重复蛋白家族履行了一个广泛的细胞功能。

最近有研究表明 :基于基因组测序的完成 ,从当前

包含 WD重复序列的蛋白中已鉴定出 30 多个功

能亚家族[7 ] ,这些亚家族从功能上可以粗略的分

为 :信号转导 (如 Gβ蛋白、RACK1、Striatin、

STE4、L IS1、MSI1、PR55、PLAP、RbAp248) ,RNA

合成/加工 (如 TAFs、TU P1、Cst F) ,染色质聚集
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(CAF21、HIR1、HIR2) ,囊泡运输 (α,β包被蛋白、

SEC13) ,细胞骨架装配 (Arp2、Arp3) ,细胞周期调

控 ( CDC4、CDC20、CDC40、p55、Coronin、Mad2) ,

细胞凋亡 (Apaf21、Dark、CED24)等 ,另外还有新

发现的功能未知的 WD 重复蛋白 ( WDR1、

WDR3、WDR4、WDR6、WDR10) 。最近有研究表

明至少有 4 个 WD 基因与人类遗传病有关。

Lissencephaly疾病、Cockayne 氏综合征、Allgrove

综合征都与其相关的 WD 基因突变有关[2 ]。因

此 ,克隆和鉴定 WD 蛋白并对其进行研究 ,对更

好地了解和掌握 WD 蛋白家族的性质及功能有

一定的价值 ;同时也为后基因组时代对功能基因

的研究提供有价值的参考资料。

　　受精是新个体发育的时空点 ,从一个形态单

纯的单细胞受精卵 ,发育成能独立生活的个体动

物 ,形态上出现一系列的变化 ,而更重要的是基因

表达。基因组是机体内惟一确定的 ,为所有各类

细胞共同拥有 ,但基因组内各个基因表达的选择

性和程度随时间、位置和环境条件的不同而发生

改变。小鼠胚胎于 7. 5 d神经板形成 ,8～9 d神

经沟与神经褶形成 ,并发育成预定的脑区 ,随即形

成 3 个原始脑泡 :前脑、中脑和菱脑。其中 8. 5 d

形成神经管 ,9 d 中脑神经褶愈合 ,9. 5 d前神经

孔关闭 ,10 d后神经孔关闭。第 10 d具有端脑、

间脑、中脑、后脑和末脑 5 个脑泡[8 ,9 ]。7. 5～

10. 5 d是小鼠胚胎脑发育的重要时期 ,在该时期

其独特的基因时空表达谱 ,而 WDR70 在小鼠胚

胎 8. 5 d未发现表达 ,但 9. 5、10. 5 d在脑部有特

异表达 ,说明 WDR70 对胚胎脑的发育有重要影

响 ,并为早期脑发育的基因表达谱提供新的信息。

图 4　小鼠胚胎整体原位杂交结果

箭头所指为胚胎头部特异性染色部位。(a) 8. 5 dpc ; (b) 9. 5 dpc ; (c) 10. 5 dpc

Fig. 4　Whole2mount in situ hybridization of embryo mice

The arrow indicates WDR70 specifically expressed in mouse embryo brain. (a) 8. 5 dpc ; (b) 9. 5 dpc ; (c) 10. 5 dpc
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