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一条大鼠睾丸新基因的生物信息学分析及真核表达 *
袁莉刚 刘 英 黄布敏 王 睿 曲亚玲
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摘要 目的：探讨大鼠睾丸组织一条新基因的生物信息学特征和真核表达。方法：构建 pEGFP-N1 载体的融合质粒进行真核表达，

利用生物信息学手段分析基因和蛋白功能。结果：生物信息学分析表明 RSA14-44 的编码区序列与人类及鼠源 RAS 同源基因家

族核酸序列达到 85%以上的同源性；RSA14-44 蛋白没有典型的跨膜结构域，也没有典型的 N 末端信号肽；与人类 RhoA 蛋白序

列达到了 89%的同源且具有 Rho 家族成员的 GAAX 盒和 p-loop 结构的基序特征；RSA14-44 蛋白大部分氨基酸序列与 Rho 家族

7 个已知结构域高度同源；RSA14-44 基因真核表达定位于细胞质。结论：RSA14-44 基因真核表达定位于 CHO-K1 细胞质，；编码

蛋白质与 Rho 家族同源性高，为进一步研究其生物学功能提供参考。
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ABSTRACT Objective: To investigate the bioinformatic analysis and eukaryotic expression of a new rat testicular cDNA gene.
Methods: The gene was amplified by PCR from genomic DNA of rat testis Genes and was eukaryotic expressed by a recombinant
expression plasmid pEGFP-N1-14,the structure and the function of cloning genes were predicted by bioinformatics. Results: The
homologue of the RSA14-44 gene between the rat and human chromosome RAS family DNA sequence was 85% with and the
homologue of this gene coding protein was 89% with human family RhoA. There were typically GAAX box and p-loop sequence at the
coding region;There were no typical membrane spaning domain and terminal signal peptide. However, the RSA14-44 amino acid
sequence had high homologous with the seven known structural domain of family Rho.The localization for RSA14-44 in CHO cells was
observed in cytoplasm. Conclusion: The coding protein of rat gene was localized in cytoplasm and it was high homologous with Rho
family.
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前言

随着分子生物学和蛋白质组学的发展，利用分子生物学和

生物信息学的手段研究新基因以及预测蛋白质的功能成为研

究手段之一[1,2]。现在越来越多编码精子相关蛋白的基因已经克

隆、鉴定，生精细胞相关基因中有一类是既在生精细胞中表达

又在体细胞中表达，如血管紧张素转换酶基因等[3]，由于基因的

转录或转录后 mRNA 加工过程的差异，生精细胞中产生的

mRNA 在大小和顺序上与体细胞 mRNA 有所差异[4,5]；来源于

大鼠睾丸组织初级精母细胞中的 RSA14-44 新基因（Genbank
登记号 AY149343），位于大鼠染色体 4q31；全长为 1124bp，可

读编码框自 100bp_684bp，编码 194 个氨基酸，前期通过原核

表达和酵母双杂交研究初步探索了基因功能[6,7]；本研究首先利

用生物信息学技术分析克隆基因结构及蛋白功能，推测其分子

生物学特征，然后通过基因克隆构建融合质粒进行真核表达，

为进一步研究其蛋白作用特点和调控机制提供了新思路。

1 材料与方法

1.1 实验材料

E.coli BL21( DE3 )菌、E.coliDH5α菌、pGEM-T 载体系统

购自 Promega 公司 pEFGP-N1 购自 Clontech 公司；各种限制性

内切酶、T4 DNA 连接酶和 DL2000 DNA Marker 购自大连宝生

物有限公司；DNA 快速纯化回收试剂盒购自博大生物公司；转

染级质粒的提取采用 GIBCO 公司的 CONCERT 高纯度质粒纯

化系统。
CHO 细胞系；DMEM 细胞培养液，胎牛血清、胰酶（GIB-

CO 公司），脂质体 LipofectamineTM2000（Invitrogen 公司）；常

规试剂均为分析纯。
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1.2 实验方法

1.2.1 大鼠基因组总 DNA 的提取 Wistar 大鼠睾丸基因组

DNA 提取，按《精编分子生物学实验指南》说明进行。
1.2.2 RSA14-44 真核表达质粒的构建 PCR 扩增 RSA14-44
的编码区序列，引物设计时在上下游引物的 5' 端和 3' 端分别

加上 BamHⅠ和 XhoⅠ位点，引物设计：1）5' -AAGCTT ATG
AAGTCCCAGGTGCTTTGTACAGC - 3' 2）5' -GGATCC
TTCACACGGTTCGTTTGCAAG - 3'。将扩增后的 PCR 产物首

先连接到 pGEM-T 载体上以 BamHⅠ/ XhoⅠ双酶切鉴定后，

经 琼 脂 糖 电 泳 和 切 胶 回 收 后 连 接 到 经 相 同 位 点 酶 切 的

pEGFP-N1 载体中；将连接产物转化 DH5α感受态细胞，提取

质粒经双酶切鉴定正确后测序。
1.2.3 CHO-K1 细胞的培养和转染 CHO 细胞的培养用含 10 %
胎牛血清的 DMEM 细胞培养液在 37℃，5% CO2 及一定湿度

条件下常规培养，2-3 天传代一次。转染前一天，以胰酶消化收

获对数期生长的细胞，以 0.5~1.0×106 重新接种于 6 孔板中，

同时放入处理好的盖玻片，培养细胞至 90-95 %的饱和度。采用

脂 质 体 介 导 的 真 核 细 胞 转 染 （LIPOFECTAMINETM 2000
Reagent）；用 250 μl 无抗生素无血清的 DMEM 分别稀释 5 μg
质粒和 5 μl 的 Lipofectamine2000，室温静置 2 min。将两种稀

释液轻轻混合，室温放置 20 min。将混合液加至对应的孔板中，

置于 37℃，5 % CO2 条件下培养；6 小时后移去原来的培养液，

更换成含 10 %胎牛血清的培养液，转染后 48 小时在荧光显微

镜下观察。
1.2.4 细胞固定、透化和复染 转染后 48h 用 PBS 清洗细胞两

次，4 % 多聚甲醛固定液室温固定 10-15 min；PBS 漂洗 3 次，

每次 5 min，细胞透化液于室温透化处理 10 min；PBS 漂洗 3
次，每次 5 min。透化处理好的细胞培养板中加入以 PBS 配制

的 RNA 酶（100 μg/ml）溶液，于 37℃保温 30 min；PBS 漂洗 2
次，每次 1 min；碘化丙啶(2 μg/ml) 染色 5-10min。PBS 漂洗 3
次，每次 5 min；去离子水漂洗去盐，封片后激光共聚焦显微镜

(LEICA, TCS NT)观察并照相。
1.3 生物信息学分析软件

瑞典生物信息研究所 ExPASY(Expert Protein Analysis Sys-
tem)蛋白分析系统和美国国家生物技术信息中心 Domain 分析

工具，核酸蛋白序列分析软件 DNAMAN。

2 结果与分析

2.1 生物信息学分析

2.1.1 RSA14-44 的基因和蛋白序列 BLAST 结果 用 BLAST
搜索 GenBank 数据库，对 RSA14-44 进行核酸和蛋白质序列同

源性比较，RSA14-44 的编码区序列与人类以及鼠源 RAS 同源

基因家族成 员 A (RHOA) 核 酸 序 列 达 到 85%以 上 同 源 ；

RSA14-44 蛋白与人类 GTP 连接蛋白 RhoA 蛋白序列达到了

89%的同源。
2.1.2 RSA14-44 基因编码蛋白的亲疏水性分析 利用瑞典生物

信息研究所 ExPASY(Expert Protein Analysis System)蛋白分析

系 统 中 Scanprosite 工 具 对 RSA14-44 进 行 亲 疏 水 性 分 析 ，

RSA14-44 基因编码的蛋白质没有典型的跨膜结构 （图 1）；用

推测的 RSA14-44 克隆的氨基酸序列搜索 Prosite 数据库后，发

现其具有 2 个 ASN 糖基化位点、3 个 PKC 磷酸化位点、5 个

图 1 RSA14-44 基因编码蛋白的亲疏水性分析

Fig. 1 RSA14-44 gene encodes protein water-based affinities analysis

基序 Motif
匹配数

Numbers
匹配位点 Site

N- 糖基化位点

PDOC00001 PS00001 ASN_GLYCOSYLATION
2 69 - 72 NNST 70 - 73 NSTD

蛋白激酶 C 磷酸化位点

PDOC00005 PS00005 PKC_PHOSPHO_SITE
3 18 - 20 SlR 72 - 74 TdR 166 - 168 SeK

酪蛋白激酶 II 磷酸化位点

PDOC00006 PS00006 CK2_PHOSPHO_SITE
5

11 - 14 TmnE 55-58 SsiE 62 - 65 SymE
106 - 109 SllE 137 - 140 ScdE

酪氨酸激酶磷酸化位点

PDOC00007 PS00007 TYR_PHOSPHO_SITE
1 20 - 26 Rsi.Eqk.Y

N- 烷基化位点

PDOC00008 PS00008MYRISTYL
2 100 - 105 GTpvTN 146 - 151 GGvvSL

异戊（间）二烯基位点 (CAAX box)
PDOC00266 PS00294 PRENYLATION

1 184 - 187 CFLg

表 1 Prosite 分析 RSA14-44 基因编码蛋白所含可能的功能基序

Table 1 Analysis the functional motif of RSA14-44 gene encodes protein by Prosite tool
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图 2 RSA14-44 基因编码蛋白的相关结构域分析

Fig.2 Analysis the domain of RSA14-44 gene encodes protein by Domain tool

结构域 Structure field 特征 Characteristics

Rho

RAS 类小三磷酸鸟甘酸酶（GTPase）亚家族，包括 RhoA、cdc42、Rac 亚单位。参与肌动蛋白重

组；在胞质分裂、粘附斑形成以及应力激活激酶受到刺激时参与调节细胞的转化。
GTPase sub-family, includ subunits of RhoA, cdc42 and Rac. Participate in actin recombination;
participate in regulating cell transformation in cytokinesis adhere stain orming and when activate

kinase stimulated.

RAB

小 GTPases 的 Rab 亚家族，在囊泡运输中发挥着重要作用。Rab 家族成员高度保守；主要定位

于细胞内各细胞器的膜表面，在膜运输的各个环节中发挥作用。
Rab sub-family of little GTPases, plays vital function in juice bearing body transporting. Rab family
member are high conservative; mostly locate at membrane surface in each organelle, play roles in

every links of membrane transporting.

smart00174 RHO
Rho 属于 Ras 小 GTP 酶亚家族，包括 Cdc42 和 Rac 及 Rho 亚型。

Rho belongs to Ras little GTP enzyme sub-family, includ Cdc42, Rac and Rho subset.

smart00173 RAS

RAS 小 GTPases 的 Ras 亚家族成员，在结构和功能上与细菌 p21Ras 偶联受体酪氨酸激酶以及

偶联到 G 蛋白受体上的蛋白激酶相似。RAS little GTPases Ras sub-family member, similitude
with bacteria p21Ras couple receptor tyrosine kinase and protein kinase of couple G albumen

receptor on structure and functions.

smart00176 RAN Ran (Ras- 相关核蛋白) /TC4（Ras 亚家族成员）；Ran 主要在蛋白通过核孔时的主动运输有关

pfam00071 Ras

Ras 家族，包括 Rab，Rac，Ral，Ran，Rap Ypt1 等亚家族，与 GTP_EFTU，arf 以及 myosin 等都具有

P-loop 基序结构域。
Ras family, includ Rab, Rac, Ral, Ran, Rap Ypt1 sub-family and so on, has P - loop structure field,

the same with GTP_EFTU, arf and myosin etc.

pfam00025
ADP- 核糖基化因子家族

ADP - ribosylation factor family

表 2 Prosite 分析 RSA14-44 基因编码蛋白所含结构域

Table 2 Analysis the functional domain of RSA14-44 gene encodes protein by Prosite tool

CK2 磷酸化位点、1 个 TYR 磷酸化位点、2 个十四烷基化位点

和 1 个异戊（间）二烯基位点（表 1）。
2.1.3 RSA14-44 基因编码蛋白的结构域分析 利用美国国家生

物技术信息中心 Domain 分析工具进行结构域分析，发现

RSA14-44 基因编码蛋白大部分氨基酸序列与 7 个已知结构域

高度同源（表 2，图 2）。

2.2 RSA14-44 在真核细胞中的表达定位

2.2.1 pEGFP-N1-14 荧光表达载体的构建 PCR 扩增 RSA14-44
的编码区序列(584bp)，引物设计时在上下游引物的 5' 端的分

别加上 XhoⅠ和 BamHⅠ位点进行扩增得到 PCR 产物（图 3），
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图 3 RSA14-44cDNA 扩增的电泳结果：M：DL2000 Marker；1：

RSA14-44 PCR 扩增产物

Fig.3 RT-PCR products of RSA14-44 cDNA：M: DL2000 Marker; 1:

Products of RSA14-44 cDNA

图 4 pEGFP-N1-14 cDNA 双酶切电泳结果：M：DL2000 Marker；1：

pEGFP-N1-14 双酶切结果

Fig.4 Endonuclease digestion identification of the recombinant plasmid

pEGFP-N1-14 cDNA：M: DL2000 Marker; 1: Product from pEGFP-N1-14

cDNA digested by BamHⅠand XhoⅠ

图 5 pEGFP-N1-14 瞬时表达蛋白在 CHO 细胞中的定位(Bar = 10μm)：A：pGFP-N1-14 蛋白在 CHO 细胞中的瞬时表达；B：碘化丙锭染色的 CHO

细胞；C：两张图片的叠加结果

Fig 5 Protein localization of transient expression of pEGFP-N1-14 in CHO-K1 cells(Bar = 10μm)：A:Transient expression of pEGFP-N1-14 in CHO-K1

cells; B: stained by PI; C: overlay of A and B picture

首先克隆到 pGEM-T 载体上，然后分别以 BamHⅠ/XhoⅠ双酶

切，并经琼脂糖电泳和切胶回收后（图 4），连接到经相同酶切

的增强绿色荧光表达载体 pEGFP-N1。将连接产物转化 DH5α

感受态细胞；重组质粒进行 BamHⅠ/ XhoⅠ的双酶切鉴定；将

克隆质粒提交上海博亚生物公司测序，测序结果证实成功构建

了 pEGFP-N1-14 质粒。

2.2.2 pEGFP-N1-14 在 CHO-K1 细 胞 中 的 定 位 结 果 显 示 ，

pEGFP-N1-14（图 5-A）在细胞质中相对富集，与经碘化丙啶染

色的图像（图 5-B）进行叠加后（图 5-C）表明 pEGFP-N1-14 主

要定位于胞质。

3 讨论

本研究选择大鼠睾丸组织初级精母细胞中的一条名为

RSA14-44 的新基因(Genbank 登记号 AY149343)进行研究；由

于该基因的功能末知，因此首先通过生物信息学的手段对

RSA14-44 功能进行了推测。RSA14-44 基因核苷酸及其编码的

蛋白质的同源性分析表明其与人类的 Rho-GTP（Ras homolog
gene）基因家族有高度的相关性。功能基序分析 RSA14-44 蛋白

显示有 2 个 ASN 糖基化位点、3 个 PKC 磷酸化位点、5 个 CK2

磷酸化位点、1 个 TYR 磷酸化位点、2 个十四烷基化位点和 1
个异戊（间）二烯基位点。这些位点与 Rho 家族成员基序特征相

似，尤其是氨基酸序列末端的异戊（间）二烯基位点是一个特殊

有 GAAX 盒，它是 Rho 家族蛋白在 GTP 与 GDP 交换中的主

要识别信号[8,9]。本研究中 RSA14-44 的 C 末端不仅具有 CAAX
基序，而且还有一个在 Rho 家族中相当于保守的 p-loop 结构，

该结构域能够结合 GTP 或 ATP，并具有相应的 GTPase 或

ATPase 活性[10,11]。
利用美国国家生物技术信息中心 Domain 分析工具进行结
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构域分析发现 RSA14-44 基因编码蛋白大部分氨基酸序列与 7
个已知结构域高度同源：Rho 结构域、Rab 结构域、Smart00174、
smart00173、smart00176、pfam00071、pfam00025。 Rho 家 族 蛋

白是 Ras 超家族的成员，具有 GTP 酶活性，在真核细胞信号传

递过程中发挥分子开关的作用[12]。RhoGTP 酶是从酵母到人类

的所有真核细胞的肌动蛋白形成细胞骨架的主要调节者[13,14]；

并且调节神经元发育和重塑[15-17]；影响基因表达、细胞增殖和凋

亡[18,19]等。蛋白的结构域决定其功能，在本研究中，RSA14-44 是

从初级精母细胞得到的一条基因，生物信息学提示其与 Rho 基

因家族高度相关，可以此为起点可对其功能进行深入探索；初

级精母细胞向精子细胞发育过程中，也伴随细胞凋亡和细胞骨

架的重组变化[20]；由此可揭示这个基因在精子细胞形态变化过

程，甚至在神经细胞发育及其可塑性等方面的潜在作用。
亲疏水性分析结果表明 RSA14-44 蛋白没有典型的跨膜

结构域，也没有典型的 N 末端信号肽，这表明这个蛋白可能分

布于细胞质。本研究中 RSA14-44 在真核细胞中的荧光载体表

达定位于细胞质中，即是对这种推测的验证，也证实 RSA14-44
蛋白既在生精细胞中表达又在体细胞中表达。研究发现 Rab 家

族成员高度保守，主要定位于细胞内各细胞器的膜表面，在膜

运输各个环节中发挥作用[21]，提示可进一步研究 RSA14-44 蛋

白在不同细胞器的定位以探讨其功能。
本研究通过生物信息学分析和蛋白的真核表达，初步认为

RSA14-44 蛋白与 Rho 蛋白的功能相似，为进一步研究其功能

提供了参考。
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