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基因的电子克隆（sillcon cloning）即利用计算机来协助
克隆基因，是与定位克隆、定位候选克隆策略并列的方法之

一。EST（Expressed Sequcence Tag）表达序列标签是指从不
同组织来源的 cDNA文库中随机挑选克隆，对其 5'或 3'端
测序后得到的部分 cDNA序列，长度一般在 300耀500 bp[1]。
电子克隆采用生物信息学的方法延伸 EST序列[2]，以获得基
因部分乃至全长的 cDNA序列。EST数据库的迅速扩张，已
经并将继续导致识别与克隆新基因策略发生革命性变化。

QM基因是 Weissman等首次从人Wilm’s tumor相关的
细胞系中分离出来的一种基因 [3]，是一种与肿瘤抑制，细胞
生长、分化、发育和凋亡等有关的重要基因。QM同源基因
广泛地存在于动物、植物以及真菌界，目前已在小鼠、鸡、果

蝇、牛、酵母、玉米和水稻等生物中克隆了 QM同源基因，这
些基因的核苷酸及其编码的氨基酸序列高度保守。在鸡中，

QM同源基因 Jif蛳1可与癌基因 c蛳Jun的蛋白产物结合从而抑
制 c蛳Jun的反式激活转录调节活性，影响细胞生长与增殖[4]；
在酵母中，QM同源基因 GRC5/QSR1与线粒体呼吸作用有
关，而且 QM基因突变，可导致酵母蛋白质合成下降、生长
和分裂阻滞、细胞骨架异常，QM基因缺失，则导致酵母死
亡 [5]；在小鼠胚胎发育过程中，QM参与基因转录和转译后
的调节，与组织细胞分化关系密切 [6]。此外，QM还与 c蛳Yes
和其他 Src家族成员相互作用，参与细胞信号的转导。己有
研究表明 QM是一种多功能蛋白，参与细胞生长、分化、发
育和凋亡等基本生命活动。迄今，尚未见绵羊中 QM基因的
研究报道。因此，笔者应用生物信息学电子克隆等技术，首

次从绵羊中克隆出 QM基因（GenBank登陆号：EU143791），

并对其进行了生物信息学分析。

1 材料与方法

1.1 主要数据库 美国国立生物技术信息中心（National
Center for Biotechnology Information，NCBI）GenBank 数据库
（http：//www.ncbi.nlm.nih.gov/Database/index.html）；绵羊基因
组数据库（http：//www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/genome/guide/
sheep/）；UniGene（http：//www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=
unigene）。
1.2 生物信息学软件 相似性搜索：BLAST（http//www.ncbi.
nlm.nih.gov/BLAST）；重叠群组装：CAP3，可以通过 www.
genome.cs.mtu.edu/cap/cap3.html获取；ORF预测：ORF Finder；
核酸及蛋白质组成分析：Bioedit，DNAStar；蛋白质二级结构
预测：来自波兰的在线预测程序 Bio蛳Informatique Lyonnais，
（http：//npsa蛳pbil.ibcp.fr/cgi蛳bin/npsa_automat.pl?page=npsa_go
r4.html）；DDD：http：//www.ncbi.nlm.nih.gov/UniGene/ddd.cgi?
TAX=9940；序列比对：Clustx，Clustw；绘制进化树：Clustx，
Treeview。
1.3 试验方法

1.3.1 绵羊 QM基因的电子克隆。考虑到物种间进化上的亲
缘性，故采用牛的 QM基因（GenBank登陆号：AF143815.1）为
探针进行绵羊 QM基因的克隆。首先进行 BLAST搜索 [7]，输
入探针序列，选择绵羊 dbEST进行 blastn。截至 2007年 9月，
绵羊 EST数据库有 186 678条序列。设定期望值 E为0.01，
Description和 Alignment为 500。将检索到的匹配结果 E值
小于 0.01的绵羊 mRNA序列全部下载到本地计算机，建立
一个本地绵羊 dbEST数据库。用 CAP3序列组装程序将序
列组装成重叠群（contigs），以获得的重叠群为被检序列，重
复进行 BLAST检索与序列组装，延伸重叠样系列，重复以
上过程，直到没有更多的重叠 EST检出或者说重叠群序列
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for the 1st time, with total length of 771 bp, containing an ORF with the longest length of 645 bp. Its molecular weight of the coded protein was
24.61 kD, being alkaline. The secondary structure of QM protein contained 6 琢蛳helices and 10 茁蛳folding, others were random coils. QM gene
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不能继续延伸，即获得绵羊 QM基因 cDNA 全长的基因编
码序列[8]。
1.3.2 绵羊 QM基因的生物信息学分析。使用 ORF Finder
进行绵羊 QM基因 ORF的预测，使用 Bioedit进行核酸碱基
组成，加尾信号等分子生物学信息分析及蛋白质组成分析，

获得等电点、蛋白质二级结构等。使用 NCBI提供的数字化
差异表达分析（Digital Differential Display，DDD）工具[9]，检测
QM基因在绵羊身体不同组织的表达情况。
1.3.3 QM基因同源分析。从 GenBank中检索到 14种生物
QM同源基因序列，将其下载到本地计算机。使用 Clustx以
及 Clustw软件进行多序列比对。使用 Clustx和 Treeview软
件进行包括绵羊在内的 15种生物 QM基因的分子进化树
构建。

2 结果与分析

2.1 绵羊 QM基因的序列结构预测 以牛 QM基因序列
为信息探针，通过运行 BLAST程序搜索绵羊 EST数据库，
得到 244条同源性逸90豫的序列（图 1），然后使用 CAP3进
行拼接，得到 contig0。用 contig0再次搜索绵羊 dbEST，得到
5条同源性等于 99豫的序列，再次拼接，最终两端不能再延
伸，获得一个同源性很高的绵羊 cDNA序列，命名为 SQM。
SQM全长 771 bp，含有一个最长为 645 bp的完整的开放阅
读框（图 2），5’UTR长度为 70 bp，第 71位到 716位为ORF，
长 645 bp，编码 214个氨基酸，3’UTR长度为 55 bp，在754耀
759 bp区域内有一个 AATAAA加尾信号，证明SQM即为绵
羊 QM基因。SQM基因编码的多肽，通过 Bioedit软件分析
预测其分子量大小为 24.61 kDa，等电点 pI为 10.6，其中Asp
和 Glu酸性氨基酸残基数为 7.9豫，碱性氨基酸 Arg和 Lys
残基数为 20.92豫，表明 SQM蛋白为碱性蛋白质。

通过 Bio蛳Informatique Lyonnais的在线预测程序，预测
SQM蛋白二级结构有 6个 琢螺旋区，富含 10个 茁折叠片，
其余部分为无规卷曲（图 3）。

2.2 绵羊 QM基因的数字化差异表达分析 以 SQM基因
的全长 cDNA对绵羊 EST数据库进行 BLASTN搜索，设定
期望值，获得 100条 E越0的绵羊 EST序列。对这 100条序
列的来源组织文库进行搜索分析，然后进行数字化差异表

达分析（DDD），得到 Oar.13010EST簇。该 EST簇与牛NP001
069503.1protein有极高的相似性。可以认为是绵羊 QM基因
EST文库。该 EST簇共有 209条 EST，其中 153条来自于骨
组织，17条来源于消化道，5条来源于雌性生殖器，4条来
源于淋巴网状内皮细胞，1条来源于乳腺，10条来源于脾脏
和脑组织的混合文库，2条来源于肌肉组织，15条来源于皮
肤组织，1条来源于后肢。数字化差异表达分析显示，其表
达率为 0.003 7、0.001 0、0.000 5、0.000 2、0.000 1、0.000 5、
0.003 9、0.000 9、0.000 5。说明 SQM基因在脾脏、脑组织、骨
组织中有较强表达，在其余 7种组织中也均有表达（图 4）。

注：A为骨组织；B为消化值；C为雌性生殖器；D为后肢；E为淋巴网状内皮细胞；F为乳腺；G为绵阳
脾脏和脑组织混合文库；H为肌肉组织；I为皮肤组织。Note: A援Bone; B. Digestive value; C. Female genital; D. Hindlimb; E. Lymphoreticular; F. Mammary gland; G.Sheep spleen\brain pSport1 library; H. Muscle; I. Skin.

图 1 BLASTN结果
Fig. 1 The results of BLASTN

图 2 ORF Finder结果
Fig. 2 The results of ORF Finder

图 3 SQM蛋白质二级结构
Fig. 3 Secondary structure of SQM protein
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图 4 数字化差异表达结果
Fig. 4 The results of DDD
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图 6 15种生物 QM基因所绘制的进化树
Fig. 6 Phylogenetic tree of QM gene of 15 species

图 5 15种生物 QM基因序列比对结果
Fig. 5 The result of QM gene sequences alignmet of 15 species
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病猴第 3天开始饮水，第 4天饲喂其香蕉，第 5天见其
肛门周围有少量稀粪，第 6天排出大量稀粪，伤口愈合良好，
恢复正常饲喂。7 d后康复出院。一个月后追访，一切正常。
3 小结与讨论

（1）依据该病的发生部位、外观和特征性的临床表现，
极易作出诊断。但必须判断脱出肠管中是否有套叠现象，

若忽视诊断，仅将脱出肠管整复，容易造成不良后果。鉴别

单纯性直肠脱和套叠性直肠脱的方法：一是触压早期脱出

的肠管，前者整体空虚感强，后者可触及一段坚实、无弹性

的香肠样肠管。此外，也可进行消化道灌服硫酸钡 X射线鉴
别，能够对肠套叠作出准确诊断。若为轻微套叠，手术时可

将套叠部位用手指适当挤压还纳入腹腔，然后及时插入钢

针进行手术，可有效防止套叠复发。

（2）对于直肠脱，应根据具体情况及早进行治疗。对于
脱出过多、整复有困难、脱出的直肠发生坏死、穿孔或有套

叠而不能复位的病例，多采用手术切除法，有直肠部分切除

术，黏膜下层切除术 [8]。对于发病初期或黏膜性脱垂的病例
可使用单纯的肠管整复术，而且应尽可能在直肠壁及肠周

围蜂窝组织未发生水肿以前施行。

（3）钢针“十”字交叉固定肠管前，也可先向直肠内插入
一根长短适宜的橡胶管或塑料管，这样有利于后面的缝合，

层次分明、不易混淆。也可用带胶套的肠钳夹住脱出的肠

管，兼有固定和止血作用。

（4）手术最后闭合肛门时，要不松不紧，既能防止直肠
再度脱出，又不影响正常排便。

（5）检查缝合效果也很重要，缝合完毕时用手指伸入直
肠触摸钢针，若能顺利摸到两根钢针说明达到预期目的；也

可将直肠回复入腹腔后，用手指触摸直肠壁，若其自动展

开，触诊与正常状态相似，平滑顺畅，则达到预期目的。
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另外，通过分析获得的 100条序列的具体来源组织器官，发现
其在病变组织中的表达量比正常组织中的表达量有所提高。

2.3 QM基因同源分析 在 GenBank上检索到 14种生物
的 QM同源序列，它们是：人、家鼠、斑马鱼、牛、珍珠贝、家
蚕、鸡、菱形斑纹蛾、果蝇、酵母、火炬松、玉米、水稻、非洲油

棕榈。通过 Clustx进行多序列比对，并用 Treeview绘制进化
树（图 5、6）。来源相同的物种在进化树上往往聚集成簇，序
列间的遗传距离对应于进化树中连接 2个物种水平线的长
度。结果显示，QM基因可归为 4大类，包括脊椎动物、无脊
椎动物、酵母和植物，其中绵羊 QM基因和牛 QM基因在进
化上的距离最短，同时也发现 QM基因具有极大的保守性。
3 结论与讨论

（1）生物信息学是在生命科学的研究中，以计算机为工
具对生物信息进行储存、检索和分析的科学。它是当今生命

科学和自然科学的重大前沿领域之一，通过检索数据库进

行核酸序列同源性检索，在电子基因定位、电子延伸、电子

克隆和电子表达以及蛋白质功能分析、基因鉴定等方面起

到了重要作用。充分利用生物信息学资源和技术研究基因

组结构与功能、发现新的功能基因、揭示基因起源与分子进

化规律等已成为后基因组时代的核心任务。

（2）目前，通过数据库查询、cDNA文库直接测序、mRNA
差别显示（DDRT蛳PCR）、代表性差示分析（RDA蛳PCR）和抑
制差减杂交（SSH）等方法获得的 EST数据越来越庞大，其
在基因结构与功能研究中的应用日益广泛。传统的测序技

术通常要通过筛选 cDNA 文库，或者通过 RACE等试验手
段去获得新基因的亚克隆，并对亚克隆进行排序，这些工作

需要大量的人力物力。相比较而言，利用基因组数据库电子

克隆就成为功能基因克隆的新途径，生物信息工作者可以

利用来自世界各地不同实验室的序列数据进行电子克隆及

生物信息学分析，并将结果上传到互联网上共享，这样可避

免重复多余的劳动。

（3）在该研究中，通过利用日益增长的绵羊 EST数据库，
根据物种间同源基因的保守特性，以牛的 QM基因 cDNA序
列为模板，通过 EST拼接等生物信息学手段，成功地电子克
隆出绵羊 QM基因。数字化差异显示分析是运用计算机技
术对代表某一基因的、源于不同组织、不同生理状态或在特

定发育阶段表达的 EST序列数据进行分析，从而绘制出该
基因在不同时空差异表达的图谱，笔者利用该方法，分析了

SQM的组织表达规律，再次证明 QM基因是一种与肿瘤抑
制、细胞生长、分化、发育和凋亡等有关的重要基因。
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