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人 口心即 h re n ni l 样【口只H N I L )基因的克隆
’

夏家辉 汤熙翔 唐冬生 崔 峰 禹宽平

潘 乾 戴和平 廖晓东 龙志高
(湖南医科大学 医学遗传学国家重点实验室

,

长沙 41 X() 78 )

摘要 将人 ol 必叩 h
eofr

n
l( o p H脚1 )基因编码 区 2《 巧 bP 与 E sT 数据库进行 同源性

分析
,

得到一个 363 饰 的 EsT AA 0 356 22 与 口产叨W l 基因编码 区一致性为 62 %
,

该 EsT

与一个
CDNA 序列 A B0 145 21 完全 匹配

.

在 AB0 145 21 中设计引物与
CDNA 文库载体

臂上引物行巢式 CP R 扩增并进行 5’ RA C E
,

在胎盘
。 DNA 文库中获得

CDNA 序列 以拓

如
,

与 A B0 145 21 拼接成一个 6以拓 】平 的
c DN A 序列

,

其中包含一个 244 2 印 的开放阅

读框
,

编码 8 13 个氮基酸
.

该
。 D NA 序列的 C七n Ban k 登录号为 A1F 41 8 84

,

并经 GD B 命

名委员会命名为 口尸枉澎 I L 基 因
.

口尸厅N I L 基 因 3’ 端与大 规模测序的 B A C 克 隆

AC oo 534 8 及 AC以” 7 8 2 完全 匹配
,

从而将该基 因定位于 5够 1
.

2 一
够 1

.

3
,

并由此获得

它的部分基因组结构
.

关扭词 口只从N I O只叹N I L 苍因克隆 同源性分析

E五。 G开、 e
属 R aS 超基因家族蛋白

,

其功能为细胞骨架及其因转录的调控因子
,

参预细胞

运动
、

生长
、

发育
、

跨膜信号传导等【’
,

幻
.

199 8 年
,

iB llu art 【’ 〕等克隆了人 ol 心叩入ern i。 l( o p HN 1 )

基因
,

该基因编码的蛋白含 B五0 .

G Tp as e 一

ac it vat ign p or tien (山创。A p )功能域
,

并在一个 x 连锁 的非

综合征型智力障碍家系 中发现 口尸双脚1 基因的 ht o GAP 功能域缺失一个 (T 巧 7d8 el T )
,

该突变与

疾病共分离
.

通过 同源性分析结合
。 ONA 文库巢式 P CR 扩增和 5

`

RA C E
,

我们克隆了与人

Ol 必叩人陀 in n l 基因高度同源的人 ol 蜘流er 成 n l 样 ( 口尸月N I )L 基 因
,

并将该基因定位在 5够 1
.

2

一
够 1

.

3
.

1 结果与讨论

1
.

1 E S T 数据库的分析

利用 eG en ict
s C o m p u et r G功 u p 软件包将人 Ol 心叩入。 in ln 基因编码区 2粼拓 饰对 EST 数据库

进行 lB as t 分析
,

得到一个 363 饰 的 EST AA 0 3 5 62 2
,

该 EST 来源于胎心
,

与人 ol 必叩 hern in l 基

因编码 区一致性为 62 %
.

将 AA 0 3 56 2 2 对 eG
n e . 山l e 数据库进行 lB as t 分析

,

发现其与一个来源

于成人脑的
。 DN A序列 AB0 145 21 完全匹配

.

A B0 145 21 长 63 00 坤
,

含一个未完的 2 26 2 如 的开

1粥旧
一

1 1一 1 收稿
,

2X( X)
一28 收修改稿

, 国家
“
八六三

”
重大项 目 ( 2 19视

一

工一 )
, “

九七三
”

重大项 目 ( lG卯8 05 1X() 2 )资助
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放阅读框
,

并可见终止密码
TAA

闭
.

将 AB0 14 521 与 01 19哪劝er in o l 基因编码区进行 asF at 分析
,

发现编码区核昔酸 945 bP 中 63
.

1%一致
,

蛋白质 麟9 个氨基酸中 47
.

9% 一致
.

1
.

2 A刃日145 2 1 代表的基因在不同组织中的表达

在 A B0 145 21 中设计一对引物 O P I丫O fP (见表 1 )
,

在人的胎肝
、

胎 肾
、

胎心
、

胎盘
、

脾
、

辜丸
、

胰腺
、

垂体 8 种 。 D NA 文库 ( lC
o n te c h 公 司 )中 CP R 扩增

.

结果在胎心
、

胎盘
、

攀丸和垂体
c DN A

中有 127 饰 特异扩增产物
,

表明 AB 0 14 521 代表的基因在上述组织 中表达 (图 1 )
.

1 80 b P

1 6 O b P

14 7 b P

、 翻嚼 称阵 翔耸
、

12 3 b P

\
1 10 b P

2 3 4 5 6

图 1 A B() 145 l2 代表的基因在不同组织中的表达

泳道 l 一 8代表引物 O P r / OH 在人的胎肝
、

胎肾
、

胎心
、

胎

盘
、

脾
、

肇丸
、

胰腺
、

垂体 8 种 。 D N A 文库进行 代R 扩增

1
.

3 含完整编码区的 c D N A 的克隆

在 A B 0 14 521 的 5
`

端设计一对巢式引物 O P A /

O PB (见表 1 )
,

在胎心
、

胎盘
、

皋丸
、

垂体 4 种
c DN A

文库中与载体臂巢式引物 gt 10
一

5
`

/ gtA 10
一

5
`

行巢式

CP R 扩增
,

结果在胎盘
CD NA 文库中获得一个 382

b p 片段
,

将 AB 01 45 21 向 5
`

端延伸了 160 b p
,

但开

放阅读框仍未完整
.

在获得的 160 bP 中再设计一

对巢式引物 OCP / ODP (见表 1 )
,

在胎盘 eR ady
c D

-

NA ( C lo n te e h 公司 ) 中与接头 引物 A P I / A凡 行 5
`

RA CE 反 应
,

得 到一 个 587 b p 特 异 性产物
,

将

ABo l4 52 1 又向 5’ 端延伸 了 4 37 饰
.

测序结果最终与 AB0 145 21 拼接成一个 6叹巧 饰 的
c

ND A 序

列
,

其中含一个 244 2 b p 的阅读框
,

编码 8 13 个 氨基酸
.

起始密码符合 oK
z

ak 一致序列 AC
-

以u GG 阎
,

起始密码前 45 bP 即为终止密码
r

r GA
.

该
。 DN A 序列 已被 eG

n B an k 收录
,

登记号为

A1F 41 8 84
,

并经 GD B命名委员会正式命名为人 01 19 01 分乙er in n l 样 ( 口尸刀脚 I L )基因
.

表 1 主要引物表

名称 序列 用途 位置

5
’ c
ag

a a a (昭出罗 tg昭 a tgt g 3
`

5
’ t e e翻卿姿agt gat 爵cac 3

`

5
`
即呼 g a t gag

c ac ct c
gc

t
gg

C 3
’

5
, e t ct 斑唱 a l t e c lg是嫂

a c

agt 罗 3
,

5
’ t t e e邵 tt e邵 t g斑唱a (: a日曰 t tc 3

’

5
’ e e gt e e t t

gat
g 唱c t e e t t g a t g 3

’

5
,

罗 e 班唱 ag
c t
脚邵

a用多t e t路 3
’

5
’ t t gag

心
田叼 te

哪
e t爵 . a麒 3

尸

5
` e e at e e t

aat ac g a C t e ac t at 用要男C

检测 A印 145 21 代表的基因

在不同组 织中的表达

在 。 DN A 文库中扩增

口矛洲 )N I L 基因 5
’

端

进行 山W八 I L 基因 5
’
RA C E

ofP帆oPAoBPoCPoDP

gt l g
一

5
` c

DN A 文库载体臂巢式 引物

翻7扬 s nt
,

正向
7 54

一

77 3 nt
,

反向

74 5
一

7 66 in
,

反向

印 4
一

71 8 in
,

反 向

57 6
一

5卯
n t ,

反 向

5 28
一

5 5 1 n t ,

反向

gtl o
一

5
`

位于 入砂1-0 5
,

外侧

eR ad y CD N A 接头 引物 AP I 位于 Al佗 外侧
a ` t C a C t at

训1AP肥

1
.

4 基因结构和基因定位

将 口尸分脚 I L 基因与 eG
n e n山l e 数据库做 lB as t 分析

,

发现它的 3
`

端与两个大规模测序的 B A C

克隆 A C印5 348
,

AC X( 科7 82 序列完全匹配
,

并从中比较获得了 口尸厅澎 I L 基 因最后 12 个外显子的

基因组结构
,

其内含子
一

外显子交界均符合
“
GT

~

AG’
,

法则
.

将 A CX( 科7 8 2 与 S侣 数据库进行 lB ast

分析
,

发现其中含一个 S
r

玲 D 5 52 3 7 8 ( GI 1 14 3 )
,

该 S巧 距 口尸产脚 lL 基因 50 kb
.

以 5D 52 3 78 查寻

GD B 的 C o m p
her en is v e M ap Ch or m os o m e s

,

从 而将 口丹矛八 I L 基 因定位于 5够 1
.

2 一
够 1

.

3
.

查寻

GE N AIT 人 S 中 5 号染色体的 iD se as e M ap 及 O M IM eG
n e M叩 上定位于 5够 1

.

2 一
够 1

.

3 的疾病
,

在

该区域未发现候选疾病
.
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几

1样 ( 口尸月涅 I )L 基因的克隆

1
.

5 甚因序列和蛋 白质序列分析

将 。尸杖N I L 基因的编码区与 口之诬神~
1 基因的编码 区进行 asF ta 比较

,

结果在 n 42 坤

中 6 3
.

9% 一致 ;将 口尸月N I L 基因编码的蛋白质序列与 口￡心叩人丽
n l 基因编码的蛋白质序列进

行比较
,

结果在 7 n 氨基酸中 49
.

5% 一致
.

对 口尸付脚 I L 编码的蛋白进行一级结构的分析
,

显示

该蛋白是一个理论等电点为 6
.

62 的酸性蛋白
,

其理论分子量约92
.

2扔
.

亲疏水性 ( R甲p lo t )分

析表明该蛋白是一个亲水性蛋 白
.

功 能域 ( M o t i f )分析表明该蛋白第 765 一 771 位氨基 酸
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YA CKA E H (酷
一

丙
一

半胧
一

赖
一

丙
一

谷
一

组 )具有免疫球蛋 白及人组织相容性复合物 C 末端围绕半胧 一

氨酸的一个保守 区
,

该 区参 与 肤链 间二 硫键 的形 成
.

将 口产砚N I L 基 因编 码 的 蛋白质与

Ol 心叩h陀硫 1基因及其他几个 山O GA P 基因 ( m笋〕is gn b
,

尸21
,

lP 巧
,

p 190
,

尸 13 )编码的蛋 白质

进行 R le uP 分析
,

发现 口刀柳 lL 基因具有典型的 ht 。

以 P 功能域
,

包括 3 个结构保守区 (图 2)
.

1
.

6 讨论
R五o C T P a s e

(包括 Rh 0 A
、

R a c 、

C d e 4 2 )为小的 G 蛋 白
,

属 R as 超基因家族蛋白
,

其功能为肌动

蛋白细胞骨架的关键调控因子以及胞外刺激应答性基因转录的调控因子
,

参与细胞的运动
、

生

长
、

发育
、

跨膜信号传导等活动【’
,

2 ]
.

在神经系统
,

hH
O C T p as 。 主要影响神经元的加工

,

动物实

验及体外细胞培养表明激活 R ll 《〕 G T p韶e 可增加树突生长并减少轴突生长 〔“
一 8〕

.

Rh O GTp韶 e
在

体内以两种状态存在
:
与 G l

,

p 结合的活化态以及与 GD P 结合 的非活化态
,

而GA (P hR
o ~

GTp as e 一

_
ac ivt at ign p功 t ien )可将 咤: ; r p 水解成 GD P

,

从而使 hR
。 C Tp as 。

从活化态变成非活化态回
.

我们通过生物信息学 的同源性分析结合 CP R 扩增克隆了与人 Ol 电ol 沽er in o l 基因高度同

源的人 ol 心叩h er in n l 样 ( 口尸刀N I L )基因
,

并直接将该基因定位在 5够 1
.

2 一 q ZI
.

3
.

A B0 145 21 的 ,

代R扩增结果 表 明该 基 因在胎 盘
、

胎 心
、

垂 体
、

翠丸 中表达
.

同源性 分析 显 示该 基 因 与

0 1心叩人er 硫 1基因高度同源
,

并具有典型的 ht o

以 P 功能域
,

为一个新的 ht o

GA P 家族成员
,

该

基 因编码的蛋 白质是否具有将 R ho 《汀P a s e 结合的 ();叨
〕

水解成 GD P 的活性
,

是否具有免疫球蛋

白及人组织相容性复合物类似的功能
,

以及该基因的突变是否也导致非综合征型智力障碍
,

这

些还需做进一步的研究
.
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