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A摘 要B 目的!确定人端粒重复序列结合因子)C3DE.,的基因组结构和假基因的定位与结构F方法!利用 G9;H5;I
等生物信息学资源1JKHL提供的HMNOC及其他相关的生物信息学工具)O9P:9;?89Q1RJNOSQ6T9Q和N:S@5UU94V79Q
等,1确定C3DE.基因组和假基因的定位与结构1并用WKD和测序证实F结果!定位在 +P.$上的XYZ[.基因组由 .#
个外显子构成F它有 (个假基因分别分布在第 .$\.+\".和]染色体上)̂ XYZ[.%.$\̂ XYZ[.%.+\̂ XYZ[.%".和

^XYZ[.%],1其结构均与XYZ[.4DJN相似1但缺少部分外显子F̂ XYZ[.%.$\̂ XYZ[.%.+和^XYZ[.%".的周

边序列之间存在长度至少 2#IV的同源片段F结论!XYZ[.基因组含 .#个外显子1它有 (个加工过的假基因分布在第

.$\.+\".和]染色体上F大片段同源序列属近期重复片段中的染色体间倍增F

A关键词B 端粒重复序列结合因子-外显子-假基因
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端粒是真核细胞染色体的自然末端1是一
种特殊的核蛋白结构1它由染色体 $F末端几百
到几千个GCCNGGGH重复序列和端粒结合蛋
白构成1具有保护染色体末端和保证复制正常
进行的作用1与细胞周期和衰老有密切的关
系A.BF端粒酶是一种核糖核蛋白1它可以其分子
内部的一段 DJN为模板合成端粒重复序列而
延长端粒A"BF大量研究表明1端粒酶活性与肿瘤

密切相关1+’I的人类晚期恶性肿瘤和 *#I的
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肿瘤细胞株和永生细胞系都具有端粒酶活

性!"#$人端粒重复序列结合因子%&’()*’+,-+’.
/’0&1,23,2450-&)+6789:;6<是最早发现的
端粒结合蛋白!=#7是重要的端粒酶活性调控因
子7它负反馈抑制端粒酶活性从而抑制端粒酶
延长端粒$据研究表明789:;6在急性白血病
和消化道肿瘤细胞中的表达明显减低!>7?#7并认
为 89:;6与 细 胞 周 期 调 控 有 关!@#7因 此

89:;6可能是参与衰老和肿瘤发生发展的重
要因子7对它的研究有助于寻找诊断和治疗肿
瘤的新途径!A#$然而7明确 BCDE6基因组结构
是寻找 89:;6在白血病和肿瘤细胞中是否突
变的前提$已有的研究显示 BCDE6基因组定
位于 AF6"!G#7可能有 "个假基因分别定位于第

6"HI6!6J#和第 K!66#号染色体上7但基因组结构
和假基因的定位和结构均未确定$本研究利用
生物信息学技术预测了 BCDE6的基因组结构
并发现了 =个假基因7基因组和假基因的结构
均经 LM:和测序获得了证实$其中定位于第

6A号染色体的假基因属首次报道$

N 材料和方法

NON BCDE6基因组和假基因结构的分析预
测 用 BCDE6的全长 *:PQ 序 列 %PR.
J6@=AG<7对 S&4T数据库作 UVQW8P分析%:’.
FX’T&YZ[GG>@A?>AA."""@.?JJI<7将得到的与
之显著相似且有明确定位的 -)2&,4与该 *:.
PQ用 W’FX’2-S’+软件分析7根据 \8.Q\原
则确定了 BCDE6的 6J个外显子7以及分布在
第 6"H6AHI6和 K染色体上假基因%分别命名
为 ]BCDE6.6"H]BCDE6.6AH]BCDE6.I6
和 ]BCDE6.K<的结构$用 ZPQW&+,3’+软件
分析假基因的蛋白编码框架$用UVQW88̂ _
W9‘a9PM9软件分析假基因周边序列的同源
性$用 QX&)0TT’*1(’+软件分析测序结果$
NOb BCDE6外显子和假基因的引物设计和

LM:扩增 用传统的酚.氯仿.异戊醇方法抽取
正常人外周血细胞 ZPQ作为 LM:模板$在 A
号染色体上跨越 BCDE6的每个外显子设计并
合成特异性引物7在 6"H6AHI6和 K染色体上
设计并合成针对 BCDE6的 =个假基因的特异
性引物%表 6<$

表 N BCDE6外显子和假基因的 LM:引物

cdefgN L+,*’+TXT’35)+0*/(,5h,24’i)2T023/T’X.

3)4’2’T)5BCDE6

L+,*’+ L+,*’+T’FX’2-’%>j."j<
V’24&S)5
0*/(,-)2T
%1/<

’i)26 \\\Q88M\QQMQQQ\88MQ\M ?AG

Q\QM8\\M\\MQQQ88MQQM

’i)2I 8Q8\MQMMQ\QMQM88\8Q\\M IA>

88QM8MQQMQQQMMQMQMQ\8\\

’i)2" MQQ\QQ\Q\8QMM8Q\MQMQ8Q\8Q8QMQM "@?

QMMQQQ\\8MQQQ888M8\QQ\Q\

’i)2= M8MQQMQ\Q\\Q888MQ\QM88QMM8\ "AI

Q\\8\8QQ\M8QM8\M\8MMQ\M

’i)2> 8\Q\\Q\Q\\MMQ\QQ\QQ\8M =?=
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\\\QQQM8\\8M8QQQQ8QM8QM8\M

]BCDE6.6A 8MQMM\8888Q\MM\\\Q8\ 6@JA

Q\M8\QMQQQMM8\MMMQ8\

]BCDE6.I6 \8\QQQ\\QQ\8\\MQQMQ8\8\ 6?">
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LM:反应总体积为 I>k(7反应体系如下[
6J**)(lV8+,T.mM(%/m GOJ<H6J**)(lV
nM(H6J **)(lV %Pm=<IW_=HI **)(lV
R4M(IHJoI**)(lV3P8LTHJo6p的 8+,&)2
K.6JJHIJJk*)(引物H>J24ZPQ模板和 6o>
a的高保真 80F酶%80F/(XT/)(h*’+0T’7上
海生工<$扩增及循环条件[解链 G=q "JT7退
火温度在扩增 ’i)2IH’i)2@H’i)2G和 ’i)2
6J为 >>q7在 ’i)26H’i)2"H’i)2?H’i)2AH
]BCDE6.6"H]BCDE6.I6和 ]BCDE6.K为

>?q7在 ’i)2>为 >Aq7’i)2 =为 ?Jq7
]BCDE6.6A为 ?>qr退火时间均为 =>T7延长

@Iq 6*,27共 "Is">次循环$LM:反应在L9
G?JJLM:热循环仪上进行$
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!"# $%&’(外显子和假基因 )*+产物的测
序 外显子 )*+反应产物切胶后用 ,-./0123
456789:;291<=>19?,-.47@A纯化后直接测
序B假基因 )*+反应产物切胶纯化后克隆入

C47DEF5;GH测序载体?):<I5J;A后测序B测
序在 )7公司的 .K-)+-LD MNNO@.测序仪

?)5:31=76I5:A上进行?上海瑞金医院分子医
学和人类基因中心提供AB

P 结 果

P"! $%&’(的基因组结构 定位于 Q/(M
?.*RSSQTMA上的 $%&’(基因组总长度MQ"U
3VW由 (R个外显子构成B外显子和内含子的接
合边界已确定?图 (AB)*+反应进一步证实了

(R个外显子的存在?图 SAB测序结果与 45=F
K;=3预测的序列完全一致B

图 ! $%&’(基因组及其假基因的结构

XYZ"! E[5G9:0290:5G<\$%&’(J5=<I5;=]19GCG50]<J5=5G

.̂ E[5G9:0290:5<\$%&’(J5=<I5"78<=G;:5:5C:5G5=95]VH=0IV5:5]V<85GW1=9:<=GVHG<61]61=5GWG1_5G<\

58<=(‘(R1GMMSWTUW(SSWQNW(aRW((MWURWTSW(RbW(aMSVC:5GC5291c56Hd1=9:<=GeG1_5G?VCAf5:5G[<f=V56<fd

K̂ E[5G9:0290:5<\g$%&’(F(MW(Q;=]S("(;f;G6<=J;G;V<09SN(VCd*̂ E[5G9:0290:5<\g$%&’(FhW(V

f;G6<=J;G;V<09STUVC

图 P $%&’(的 (R个外显子的 )*+扩增产物

XYZ"P )*+;IC612<=G\:<I9[5(R58<=G<\$%&’(J5=5

D Ô@.I;:35:OiSRRR?E;>;+;Ad(‘(R̂+5C:5G5=9

58<=(‘(RW:5GC5291c56H

P"P 假基因定位与结构 $%&’(有 b个假
基因分别分布在第 (Mj(QjS(和 h染色体

?45=K;=3号分别为 .̂iMaTNMNd.*RaMaMQd
iRaRMRM 和 .i(MNR(MAW分 别 命 名 为

g$%&’(F(Mjg$%&’(F(Qjg$%&’(FS(和

g$%&’(FhB这 b个 染 色 体 上 的 序 列 与

$%&’(2O@.相似W均不含内含子W同时缺乏
部分外显子d所有的同源序列都缺少第 N号外
显子W长 URVCW是所有外显子中最短的d同时
还缺少 (号外显子的部分序列W而且同源序列
与 (号外显子的同源性较与其他外显子低d此
外W这些同源序列还存在个别碱基的插入j缺失
和替换?图 (AB它们的蛋白质编码框架与

E7+k(不同W没有一个序列能编码有功能的

E7+k(蛋白B此外W本实验还发现在 h染色体
上的同源序列的 Me端相邻区域有连续 Sa个 .
的多聚腺嘌呤结构W而其它序列的 Me端相邻区
域未发现有典型的多聚腺嘌呤结构W但有富含

.的序列B)*+结果证实了假基因的存在?图

MAB测序结果也与 45=K;=3中的相应序列
吻合B

lTRbl第 a期 孙 洁W等"人端粒重复序列结合因子基因组和假基因研究

 



图 ! "#$%&的 ’个假基因的 ()*结果

+,-! ()*./012304536/541.70/1849/:/045;<*=&

>?@/:/*12/.;> &AAB7CDE FG88/.(210H>IJ

=/.K/:3G0LM &N ’?*/7./0/:3()* GK72OP4:0

45Q"#$%&R&SMQ"#$%&R&TMQ"#$%&RU& G:8

Q"#$%&RVM./07/P3OW/2X

Y-! 假基因周边的大片段同源序列 本实验
用 IFEZ;;[\Z<]̂ <D)<Z比较假基因的
周边序列时M发现在 &S号染色体_&TRP4:3O9和

U&RP4:3O9上有大片段的同源序列M其中包含

Q"#$%&R&SMQ"#$%&R&T 和 Q"#$%&RU&
H图 ’L‘其中在 &S与 &T号染色体之间及 U&与

&T号染色体之间有近 aAbB左右的同源片段M
&S和U&号染色体之间有约cSbB的同源片段M
同源性均在 cad以上‘

! 讨 论

;<*=&是重要的端粒结合蛋白M它具有负
调控端粒酶活性和抑制端粒延长的作用M与肿
瘤和衰老密切相关‘但是 "#$%&基因组结构
尚不清楚‘@/:IG:b虽然通过计算机软件预测
了 "#$%&的基因组结构M但是未获得证实M且
不能排除现有的基因组数据库存在错误的可能

性‘本实验通过生物信息学软件预测发现

"#$%&的基因组由 &A个外显子和 c个内含子
组成M并通过 ()*和测序证实和确定了外显子
和内含子的接合边界‘该结果与@/:IG:b预测
的结果一致‘
在预测 "#$%&基因组结构的过程中本研

究发现了分布在 &S_&T_U&和 V染色体上的

;<*=&的 ’个假基因结构并通过测序证实了

图 e 包含 "#$%&假基因的分布在第 &S_&T和 U&染

色体H或测序单位 P4:3O9L上的大片段同源序列

f+,-e FG.9/64K42494105.G9K/:304:P6.4K404K/

&SM&TRP4:3O9G:8U&RP4:3O9Mg6OP6P4:3GO:36/

70/1849/:/045"#$%&

)4:3O904536/P6.4K404K/0G./064g:G0B2GPb2O:/0h

36/2/:9364536/P4../074:8P4:3O9O0064g:4:36/

.O963-;6/64K42494105.G9K/:30G./064g:G0B2GPb

BG.0M36/O.2/:936O0O:8OPG3/8BX36/:1KB/.0GB4W/M

36/O.24PG3O4:4:36/P4:3O90O0O:8OPG3/8G77.4iOKG32X

BX36/:1KB/.0G336/O:O3OG24.3/.KO:G20O3/0-;6/

g6O3/2O:/04:36/BG.8/K4:03.G3/36/"#$%&70/184R

9/:/0

假基因的存在‘假基因是与功能性基因密切相
关的 CDE序列M但由于缺失_插入和无义突变
失去阅读框架而不能编码蛋白质产物‘假基因
由于产生的机制不同分两型j&Uk‘l型是基因倍
增的产物M后因基因突变而失去功能hm型是有
功能基因的 K*DE反转录成 PCDE后插入基
因组中形成的M后又逐渐被突变修饰M又称为被
加工过的假基因H7.4P/00/870/1849/:/LM往往
表现为不含内含子MSn末端有多聚腺嘌呤‘
"#$%&的 ’个假基因均不含内含子M缺乏部
分外显子M此外还存在个别碱基的插入_缺失和
替换MSn区有多聚腺嘌呤序列或富 E序列‘从
它们的蛋白编码框架看所有的假基因均不能编

码有功能的 ;<*=&蛋白M属典型的被加工过
的假基因‘假基因由于不能翻译成有功能的蛋
白质M一直被认为是无意义的序列M但最新的研
究显示一些假基因具有保护功能基因转录的

*DE免受破坏的作用j&Sk‘在本研究对所发现
的假基因的功能还不明确M但了解假基因的结
构有助于在对功能基因的研究工作中避免受假
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基因的干扰!
本实验还发现在 "#$%&’(’)*"#$%&’(

’+和 "#$%&’(,’的周边序列上存在大片段的
同源序列!人类基因组计划的研究显示约有

-.的人类基因组散布着起源在距今 )-百万年
前的倍增序列/’01!这种近期倍增序列分为 ,
种2非同源染色体之间的片段倍增3染色体间的
倍增序列4和仅限于染色体内的倍增3染色体特
异性倍增4!这类倍增片段往往很大3’5’66
784*且往往具有高度的同源性3约 9-.4!这类
片段可能是因为不断发生的染色体重组而产

生*是人类基因组进化的重要推动力!与染色体
特异性倍增不同*多数染色体间的倍增片段并
不编码有功能的蛋白*但是存在很多加工过的
假基因*且多分布在染色体近中心或近端粒的
区域!本实验发现的分布在第 ’):’+和 ,’号染
色体上的同源序列长达 ;68<或 9)78*同源性
为 9;.!随着对 ’+号染色体测序工作完成*在
第 ’)号染色体与 ’+(=>?@AB:,’(=>?@AB与 ’+(
=>?@AB之间的同源序列也可能达到 9)78长!
所有的片段均分布在染色体的近中心区域!对
片段做 CDEFGH后并未发现片段内存在功能
基因*但是含有 #$%&’的加工过的假基因*认
为分布在第 ’):’+和 ,’号染色体上的大片段
同源序列属于染色体间的倍增序列!
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