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水牛 Cdc42 cDNA 的克隆与生物信息学分析
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摘 要: 通过 RT-PCR 扩增得到水牛细胞分裂周期蛋白 42 ( Cdc42) cDNA 序列，将扩增产物与 pMD20-T 载

体连接，重组质粒经 PCR、酶切鉴定后测序并进行生物信息学分析。结果表明: 克隆得到的序列全长 626 bp，

含有 1 个大小为 576 bp 的开放阅读框，共编码 191 个氨基酸，相对分子质量为 21． 3 × 103，理论等电点为

6. 16; Cdc42 ORF 序 列 与 Genbank 上 登 载 的 黄 牛、狗、小 鼠 和 人 的 核 苷 酸 序 列 同 源 性 分 别 为 99． 65%、
96． 70%、94． 97%和 94． 10%，具有很高的相似性; 该蛋白为非跨膜蛋白，存在 1 个 RHO 结构域。
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细胞分裂周期蛋白 42( Cell division cycle 42，Cdc42) 是一种三磷酸鸟苷( GTP) 结合蛋白，具有 GTP 酶

活性，于酵母中首次发现［1］，在功能上参与极性细胞的生长及萌芽位点的建立［2］。Cdc42 属于 Ras 家族内

Rho 亚家族成员，在活化状态下与 GTP 结合，去活化状态下则与 GDP 结合，在多种细胞功能活动中起分子

开关作用。活化状态下的 Cdc42 参与肌动蛋白的重组［3］、细胞运动及极性的形成［4］、丝状伪足的形

成［5 － 6］、胞膜运输和细胞内吞作用［7 － 8］、细胞周期及转录后表达调控［9 － 10］等生理进程。近年来的研究发

现，Cdc42 的异常活动会导致许多疾病发生，如心血管病、糖尿病、神经元变性疾病［11］; 同时 Cdc42 还与肿

瘤的发生发展有着密切的关系。多项研究发现 Cdc42 在肺癌、肝癌、肠癌、乳腺癌、食管癌、膀胱癌等组织

及肿瘤细胞中过表达，推测该蛋白可能在肿瘤的增殖、转化、侵袭和转移中发挥作用［12 － 15］。另外，Cdc42

在布鲁氏菌的内化过程中发挥重要作用［16］。兴隆水牛是中国著名的地方水牛品种，产于中国的热带和亚

热带地区，具有耐热、抗病力强等特性。迄今，尚未见到兴隆水牛 Cdc42 基因的研究报道。笔者采用 RT-
PCR 技术，从兴隆水牛外周血白细胞中克隆得到 Cdc42 cDNA，并对该基因的序列结构和特征进行了生物

信息学分析，同时通过软件对该蛋白质的空间结构进行了预测，旨在为进一步探讨 Cdc42 蛋白的生物学

功能奠定基础。

1 材料与方法

1． 1 材料 兴隆水牛新鲜血液采自海南定安。
1． 2 试剂 血液总 RNA 提取试剂盒购自上海华舜生物工程有限公司; RNAiso Reagent、TaKaRa Ex Taq
酶、pMD20-T Vector 试剂盒以及 DNA 胶回收试剂盒购自宝生物工程( 大连) 有限公司; RevertAidTM H Mi-
nus First Strand cDNA Synthesis Kit 和限制性内切酶购自 Fermentas 公司; E． Z． N． A． Plasmid Mini KitⅠ试
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剂盒购自 Omega 公司; 大肠杆菌 DH5α 由本实验室保存; 其他常规试剂为国产分析纯。
1． 3 总 RNA 提取 从兴隆水牛静脉取血 1． 5 mL，并注抗凝于离心管中，缓缓加入 5 倍体积冰冷的 w =
0． 83%的 NH4Cl 溶液，上下翻转离心管数次后置于冰上，其间混匀 3 ～ 5 次，约 15 min 后，混合溶液呈透明

状，红细胞已基本被裂解。4 000 r·min －1室温离心 5 min，收集白细胞沉淀，弃去上清，用 PBS 洗涤白细胞

沉淀 2 次后，加入 RNAiso Reagent 后剧烈震荡裂解白细胞，按试剂盒说明提取总 RNA。
1． 4 引物设计与合成 根据 Genbank 中登录的黄牛的 Cdc42 mRNA( NM_001046332) 序列，设计 1 对引

物。F1: AAAGTGGATACAAAACTGTTTC; R1: GCAGAAAGGGCTCTGGAG。引物合成及测序由上海生工生

物工程技术有限公司完成。
1． 5 cDNA 合成与基因克隆 以约 1 μg 的总 RNA 为模板，按试剂盒说明书方法利用 RevertAidTM H Mi-
nus First Strand cDNA Synthesis Kit 合成 cDNA 第 1 链。以 2 μL 上述反应液为模板，用引物 F1 和 R1 进行

降落 PCR 反应。反应条件为: 第 1 个循环 94 ℃预变性 3 min; 第 2 个循环开始采用降落 PCR 的方法，退火

温度从 66 ℃开始，每个循环减低 2 ℃，变性延伸温度不变，直到退火温度降到 44 ℃ ; 再按 94 ℃ 1 min，

44 ℃ 1 min，72 ℃ 1 min 进行 20 个循环的反应; 最后，72 ℃延伸 5 min。反应结束后，将全部反应液进行

琼脂糖凝胶电泳，回收目的条带。与 pMD20-T Vector 进行 TA 克隆后，转化大肠杆菌 DH5α，经蓝白斑筛

选挑取白色单菌落，菌落 PCR 和酶切鉴定筛选出阳性重组克隆后送公司测序。
1． 6 生物信息学分析 利用 NCBI 站点提供的相关信息完成基因同源性分析和开放阅读框的识别，核苷

酸和氨基酸序列比对和进化树构建应用 DNAMAN 5． 2． 2 软件完成; 利用 ProtParam 程序分析 Cdc42 蛋白

的氨基酸组成、相对分子质量、等电点等理化性质; 利用 SignalP，ProtScale，NetPhos，TMHMM，SMART，

HNN，SWISS-MODEL 和 PSORTⅡ网站在线程序对 Cdc42 蛋白信号肽、疏水性轮廓、磷酸化位点、跨膜信息、
关键结构域、二级结构、三级结构及亚细胞定位进行预测。所用相关分析软件的生物信息学网址如下:

ExPASy-ProtParam: http:∥web． expasy． org /protparam /
ExPASy-ProtScale: http:∥web． expasy． org /protscale /
SignalP 3． 0 Server: http:∥www． cbs． dtu． dk /services /SignalP /
NetPhos 2． 0 Server: http:∥www． cbs． dtu． dk /services /NetPhos /
TMHMM Server v． 2． 0: http:∥www． cbs． dtu． dk /services /TMHMM/
SMART: http:∥smart． embl-heidelberg． de /
HNN: http:∥npsa-pbil． ibcp． fr /cgi-bin /npsa_automat． pl? page = /NPSA /npsa_hnn． html
SWISS-MODEL: http:∥swissmodel． expasy． org /? pid = smh01＆uid = ＆token =
PSORT Ⅱ Prediction: http:∥psort． hgc． jp / form2． html

2 结果与分析

2． 1 水牛 Cdc42 cDNA 的克隆 以兴隆水牛外周血白细胞总 RNA 为模板，通过 RT-PCR 扩增出 1 条特

异性条带。回收、克隆测序后，显示扩增的片段大小为 626 bp，与预期结果一致，说明所克隆的片段即为

Cdc42 目的基因。用限制性内切酶 HindⅢ进行单酶切鉴定，结果如图 1 所示。将克隆片段与 pMD20-T 载

体连接，挑取阳性克隆，提取重组质粒，用 EcoRⅠ和 XbaⅠ进行双酶切鉴定，结果如图 2 所示，表明目的基

因 Cdc42 已成功插入到载体中。
2． 2 测序结果及序列分析 核苷酸序列测序和分析结果表明，Cdc42 基因 cDNA 包含 1 个 576 bp 的开放

阅读框，其中 A + T 含量为 54． 9%，C + G 含量为 45． 1%。Cdc42 基因核苷酸序列及其推导的氨基酸序列

见图 3。ExPASy-ProtParam 软件在线分析结果表明，该基因共编码 191 个氨基酸，蛋白相对分子质量为

21． 3 × 103，等电点( pI) 为 6． 16，酸性氨基酸残基总数( Asp + Glu) 为 24，碱性氨基酸残基总数( Arg + Lys +
His) 为 23，疏水性氨基酸 66 个，极性氨基酸 50 个。将克隆得到的 Cdc42 mRNA 序列提交 Genbank ( 登录

号: JN380079) 。
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图 1 Cdc42 克隆片段及单酶切电泳

M: D2000 DNA marker;
1: Cdc42 经 HindⅢ酶切产物;

2: Cdc42 克隆片段。

图 2 重组质粒 pMD20-Cdc42 双酶切鉴定电泳

M1: D2000 DNA marker;
1: pMD20-TLR2 经 EcoRⅠ和 XbaⅠ酶切产物;

2: pMD20-TLR2 质粒; 3: λDNA/HindⅢ DNA marker。

图 3 Cdc42 基因核苷酸测序结果及预测蛋白

2． 3 生物信息学分析

2． 3． 1 Cdc42 基因同源性分析 用 DNAMAN 软件将测序所得水牛 Cdc42 ORF 序列与 Genbank 中登陆的

黄牛、人、狗、小鼠等动物的 ORF 序列进行比对，并利用其中的进化树分析程序进行了进化树分析( 图 4) ，

发现兴 隆 水 牛 与 黄 牛 ( NM _001046332 ) 的 同 源 性 最 高，为 99． 65%，与 狗 ( NM _001003254 ) 、小 鼠

( MMU37720) 和褐鼠( NM_171994) 的同源性较高，分别为 96． 70%、94． 97% 和 94． 10% ; 与人( AF498962)

的同源性次之，为 91． 15% ; 与原鸡( NM_205048) 的同源性最低，为 88． 19%。氨基酸同源性比对发现，水

牛 Cdc42 蛋白与黄牛、狗、小鼠和褐鼠的同源性均为 100%，与人的为 95． 29%，与原鸡的为 99． 48%，说明

Cdc42 在进化过程中具有较高的保守性。
2． 3． 2 Cdc42 蛋白的特征分析 利用 TMHMM 程序预测 Cdc42 蛋白的跨膜结构，发现该蛋白无跨膜区，
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图 4 水牛 Cdc42 ORF 序列与其他物种间的遗传进化树

说明该蛋白不是跨膜蛋白。利用

SignalP 3． 0 Server-prediction 软 件

分析，发现该蛋白无信号肽出现。
利用 NetPhos 2． 0 Server 对蛋白序

列的磷酸化位点进行预测，发现水

牛 Cdc42 蛋白结构中磷酸化修饰

位点共 13 个，其中丝氨酸蛋白激

酶磷酸化位点 7 个，苏氨酸蛋白激

酶位点 3 个，酪氨酸蛋白激酶磷酸

化位点 3 个。利用网上在线工具

ExPASy-ProtScale 程序预测该蛋白

的 疏 水 性，结 果 如 图 5 所 示。
Cdc42 蛋白的疏水性最大值为 3． 100，最小值为 － 2． 878，在氨基酸序列的 76 ～ 87 这个区域出现了较高的

疏水性，表明这个区域富含疏水性氨基酸。
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图 5 水牛 Cdc42 蛋白疏水性分析结果

2． 3． 3 Cdc42 蛋白的结构域分析 利用 SMART 程序预测 Cdc42 蛋白的关键结构域，发现该蛋白含有 1
个 RHO( Ras homology) 结构域，由 6 ～ 179 号氨基酸组成。利用 HNN 软件预测该蛋白的二级结构，结果如

图 6 所示，该蛋白二级结构中 α 螺旋( Alpha helix) 占 27． 23%，由 52 个氨基酸组成; 伸展结构( Extended
strand) 占 25． 65%，由 49 个氨基酸组成; 无规则卷曲( Random coil) 占 47． 12%，由 90 个氨基酸组成。利用

网上在线工具 SWISS-MODEL 分析了该蛋白的三维结构，结果如图 7 所示。

20 40 60 80 100 120 140 160

图 6 水牛 Cdc42 蛋白二级结构预测结果

注: 最长竖线表示 α螺旋; 中长竖线表示伸展结构; 最短竖线表示无规则卷曲。
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图 7 水牛 Cdc42 蛋白的三维结构预测

2． 3． 4 Cdc42 蛋白的亚细胞定位预测 利用网上在线工具

PSORT Ⅱ预测了水牛 Cdc42 蛋白的亚细胞定位情况，结果发现，

该蛋白可能位于多个细胞器中，位于细胞质的概率为 39． 1%，位

于细胞核的概率为 17． 4%，位于分泌系统小囊泡和细胞质膜的

概率是 13． 0%，位于高尔基体的概率为 8． 7%，位于线粒体的概

率为 4． 3%。

3 讨 论

Cdc42 作为多种细胞信号通路中的开关分子，其生物活性

十分广泛，在细胞生长、分化、程序性死亡、细胞极性的建立等方

面起重要作用。在 Cdc42 细胞信号通路中，Cdc42 与鸟嘌呤核苷

酸交换因子( guanine nucleotide exchange factor，GEF) 结合形成

蛋白复合 物，通 过 复 合 物 上 的 DH ( Db1 homology ) 结 构 域 或

DHR2( DOCK180 homology region) 结构域将 Cdc42 定位于不同

组织的细胞骨架，细胞外膜( 细胞核外膜或液泡外膜) ，高尔基体

复合物等中，从而形成不同的细胞信号通路，行使不同的细胞功能。近年来 Cdc42 与各种疾病和肿瘤易

感性之间的关系更是深入研究的热点，其生物学活性与肿瘤发生、侵袭和转移、细胞周期进展及转录的调

节、细胞的分泌和凋亡、细菌的内化等的关系正在逐渐明确，可见 Cdc42 在各种生命活动中的重要性。
笔者克隆的水牛 Cdc42 cDNA 大小为 626 bp，含 1 个大小为 576 bp 的开放阅读框，共编码 191 个氨基

酸，相对分子质量为 21． 3 × 103。序列分析发现，Cdc42 ORF 序列与 Genbank 上登载的黄牛核苷酸序列同

源性为 99． 65%，说明本实验成功克隆了水牛 Cdc42 cDNA。其 ORF 序列与狗、小鼠、人等物种的核苷酸序

列同源性在 90%以上，具有很高的相似性，这说明 Cdc42 在生物进化过程中具有较强的保守性。笔者还

对兴隆水牛 Cdc42 基因进行了蛋白质理化性质分析及结构预测，为进一步研究 Cdc42 基因在水牛细菌性

感染的作用机理研究提供了基础材料。
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Cloning and Sequence Analysis of Cdc42 cDNA from Buffalo

ZHANG Xiao-ru1，2，KUANG Wen-hua1，2，CHENG Ying1，DU Li1，LEI Ming1，JIAO Han-wei1，

ZHANG Dong-lin1，HAO Yong-chang1，QI Chao2，WANG Feng-yang1

( 1． College of Agriculture，Hainan University，Hainan Key Lab of Tropical Animal Reproduction ＆ Breeding

and Epidemic Disease Research ( Construction Period) ，Animal Genetic Engineering Key Lab of Haikou，Haikou 570228，China;

2． College of Life Sciences，Huazhong Normal University，Wuhan 430079，China)

Abstract: The objective of the study was to clone full-length cDNA of Cdc42 ( Cell division cycle 42 ) gene of
buffalo and analyze this gene． RT-PCR were performed to clone Cdc42 cDNA from buffalo，and the cloned Cdc42
cDNA sequence had been sent to GeneBank and got a accession number: JN380079． The bioinformatics analysis
results showed that the Cdc42 cDNA sequence was 626 bp length，containing an open reading frame of 576 bp，

encoding 191 amino acids． Relative molecular weight was 21． 3 kD，pI was 6． 16． Further analysis results indica-
ted that the homology of Cdc42 gene of buffalo are 99． 65%，96． 70%，94． 97% and 94． 10%，compared to cat-
tle，dog，mouse and human，respectively; the protein was non-transmembrane protein，which include a RHO
domain． These results set a strong basis for further research of the function of Cdc42 of buffalo．
Key words: Cdc42; Buffalo; cloning; bioinformatics analysis
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