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人 WDR79基因启动子表达载体的构建及鉴定 
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摘  要：人 WDR79是一种重要的支架蛋白，在端粒酶组装、卡哈尔体（Cahar body）形成和 DNA损伤修复等过

程中发挥着重要作用。采用 PCR扩增技术获得人 WDR79基因启动子上游 DNA序列，构建人 WDR79基因启动

子荧光素酶报告基因载体 pGL3-WDR79-promoter；通过双酶切、琼脂糖凝胶电泳、DNA 测序和荧光素酶活性测

定等实验手段，验证质粒 pGL3-WDR79-promoter构建的正确性及其表达活性。本研究结果为进一步探讨人 WDR79 

基因表达的调控机制奠定实验基础。 
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CONSTRUCTION AND IDENTIFICATION OF THE EXPRESSION VECTOR 

CONTAINING THE HUMAN WDR79 GENE PROMOTER 
YANG Chao, HE Xiao-yang, MO Shu-fang, DAI Jing, ZHANG Xin-yu, *CHEN Hui 

（College of Life Sciences, Gannan Normal University, Ganzhou, Jiangxi 34100, China） 

Abstract: WDR79, a scaffold protein, plays an critical role in telomerase assembly, Cahar body formation, and 
DNA damage repair. The upstream DNA sequence of human WDR79 promoter was obtained by PCR 
amplification to construct the recombination vector pGL3-WDR79- promoter. The correctness and activity of the 
plasmid pGL3-WDR79-promoter were verified by double enzyme cutting, agarose gel electrophoresis, DNA 
sequencing and luciferase assasies. The results of this study provide experimental basis for elucidating the 
mechanism of WDR79 gene expression. 
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WDR79（WD repeat-containing protein 79）蛋白，

又被称为WRAP53或 TCAB1，隶属于WD重复蛋

白家族，编码该蛋白的基因定位于人染色体

17p13.1，与人抑癌基因 p53以“头对头”的方式重

叠。WDR79基因由 13个外显子组成，其中包含了

3 个可选的起始外显子 1-α，1-β 和 1-γ，编码的蛋

白产物由 548个氨基酸构成，分子量约为 59 kD [1]。

作为卡哈尔体重要组成成分的 WDR79 蛋白在细胞

核和细胞质中均有表达，可为蛋白质和 RNA 复合

物的装配提供平台，在蛋白质运输、RNA加工及转

录以及 DNA 损伤修复等生理过程中发挥着重要功

能[2-3]。近年来，有研究发现 WDR79在头颈癌、直

肠癌、乳腺癌和肺癌等多种癌症中高表达，且其表

达水平与癌症病人的预后相关 [4-5]，然而迄今对
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WDR79的表达调控机制尚未明确。为此，本研究通

过克隆人 WDR79 基因启动子，构建人 WDR79 启

动子荧光素酶表达载体，并对其活性进行验证，为

进一步探讨人 WDR79 基因表达的调控机制奠定

实验基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  实验材料 

    人胚肾细胞293T细胞购自中科院典藏细胞库，

质粒 pGL3-Basic和 pRL-TK为本实验室保存。 

1.1.2  试剂 

Marker C和 SanPrep柱式 DNA胶回收试剂盒

等购自于上海生工生物工程股份有限公司；质粒小

量抽提试剂盒、基因组DNA小量抽提试剂盒和PCR

纯化试剂盒/DNA 纯化试剂盒等均购自于上海碧云

天生物技术有限公司； PrimeSTAR Max DNA 

Polymerase（2×）、限制性内切酶 Kpn I和 Sma I、

T4 DNA 连接酶、感受态细胞 DH5α购自大连宝生

物工程有限公司； Lipofectamine 3000 购自 

Invitrogen 公司；DMEM 培养基、胎牛血清购自 

Gibco 公司；引物合成和质粒测序由上海生工生物

工程股份有限公司完成。 

1.1.3  实验仪器 

5430R型冷冻离心机（德国 Eppendorf公司）；

HH-2型水浴锅（上海梅香仪器有限公司）；pro Flex

型 PCR扩增仪（美国 Applied Biosystems公司）；

微波炉（广东美的厨房电器制造有限公司）；

DYY-6C型电泳仪（北京六一生物科技有限公司）；

高压蒸汽灭菌锅（上海博讯实业有限公司）；恒温

振荡摇床（常州中捷实验仪器制造有限公司）；琼

脂糖凝胶电泳系统（南京驰顺专业凝胶电泳仪制造

商）；SW-CJ-2G型双人单面净化工作台（苏州净化

设备有限公司）。 

1.2  实验方法 

1.2.1  人基因组 DNA提取 

收集对数生长期的人胚肾细胞 293T，用基因

组 DNA小量抽提试剂盒提取基因组总 DNA，作为

PCR扩增反应的模板。该实验步骤严格按照上海碧

云天生物技术有限公司的基因组 DNA 小量抽提试

剂盒说明书进行。 

1.2.2  人 WDR79 基因启动子表达载体 pGL3- 

WDR79-promoter构建及鉴定 

针对 WDR79的启动子序列和质粒 pGL3-Basic

的酶切位点，设计并合成 PCR扩增引物（如表 1）。

以人基因组 DNA 模板， 以表 1 中引物扩增人

WDR79基因 5'侧翼启动子区 650 bp的 DNA序列， 

扩增 PCR片段经酶切、纯化后，与质粒 pGL3-Basic

按照 1:5 的摩尔比例在 T4 连接酶的作用下进行连

接，连接产物经转化、细菌培养和质粒小提后，进

行限制性内切酶 Kpn I和 Sma I双酶切鉴定，同时

将重组后的质粒进行测序分析（上海生工），以证

实其正确性。 
表 1 人 WDR79 启动子扩增引物序列 

Table 1 Primer sequence for human  promoter nucleic 
acid amplification 

引物名称 引物序列（5′-3′） 

WDR79 kpn I GGG GTA CCC CTT CGG AAT GGA GCC CCA GTT TT 

WDR79 Sma I TCC CCC GGG GGA AGG GTA CAC GAG TTC GAC GC 

 
1.2.3  细胞培养与质粒转染 

人胚肾细胞株 293T 细胞放置于 5% CO2 和

37℃条件下的细胞培养箱中培养，培养基为含有

10% FBS 的 DMEM。当细胞培养至对数生长期，

进行分盘，以毎孔 2×105个细胞分入六孔板中，然

后进行质粒转染实验。依照脂质体使用说明书将对

照质粒 pGL3-Basic 和重组质粒 pGL3-WDR79- 

promoter 分别与内参质粒 pRT-TK、脂质体按比例

孵育后，转染 293T细胞，待细胞培养 48 h后进行

荧光素酶实验。 

1.2.4  荧光素酶实验 

在两组不同处理的细胞中分别加入 250 μL 裂

解液，于摇床上剧烈摇荡 20 min，待细胞裂解成丝

状物移入 EP 管中收集，12, 000 rpm 离心 30 s，取

上清转入新的 EP 管中，置冰上按照荧光素酶试剂

盒说明进行检测。记录样本中实验质粒携带的萤火

虫荧光素酶激发底物释放荧光的数值即为(M1)和

内参照质粒 pRL-TK携带的水母荧光素酶激发底物
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释放荧光的数值(M2)。以Ml/M2比值表征重组质粒

相对的表达活性，每组实验设置 3个复孔，重复实

验 3次。将所获得的数据输入 Excel 表格中进行分

析，然后用统计学方法计算各组样本的差异，做成

柱状图。 

1.2.5  数据统计分析 

使用Microsoft Excel软件计算标准偏差，统计

不同样本间的差别。图中的星号表示用函数 TTEST

算出来的 P值。*P< 0.05，**P≤ 0.01，***P≤ 0.001。

P 值小于 0.05被认为有统计学意义。 

2  结果与分析 

2.1  PCR扩增人 WDR79基因启动子 
以人基因组 DNA 为模板，利用 PCR 技术扩

增人 WDR79 基因  5'侧翼启动子区  650 bp 的 
DNA 序列，加上引物上的保护碱基和酶切位点，
PCR 产物的全长为 672 bp，1.5%琼脂糖凝胶电泳
结果显示，扩增得到的 PCR 产物的片段大小与预
期值相符(图 1)。 

 
M：Marker C  1: PCR 产物 

图 1 人 WDR79启动子 PCR结果 
Fig.1 PCR amplification of the human WDR79 promoter 

 
2.2  重组质粒 pGL3-WDR79-promoter的构建 
经PCR扩增得到的WDR79基因启动子的DNA

片段与质粒 pGL3-Basic按照浓度比为 5：1的比例
在 T4 DNA 连接酶作用下相连，成功构建质粒
pGL3-WDR79-promoter（如图 2）。 

 
图 2 pGL3-WDR79-promoter重组质粒图谱 

Fig.2 The plasmid profile of pGL3-WDR79-promoter 
 

2.3  重组质粒 pGL3-WDR79-promoter双酶切鉴定 
重组质粒 pGL3-WDR79-promoter 经限制性内

切酶 Kpn I和 Sma I双酶切鉴定，被切割成 672 bp 
和 4.8 kb 两个 DNA片段，酶切后的琼脂糖凝胶电
泳结果与预期相符（图 3）。DNA 测序结果显示扩
增的外源DNA片段已正确插入 pGL3-Basic 载体，
碱基序列与 GenBank报道序列一致。 

 
M：Marker C  1：低浓度的 pGL3-WDR79-promoter 酶切片段 2: 高

浓度的 pGL3-WDR79-promoter 酶切片段 

图 3 Kpn I 和 Sma I 双酶切质粒 pGL3-WDR79-promoter 
Fig.3 pGL3-WDR79-promoter digested by Kpn I and Sma I 

 

2.4  质粒 pGL3-WDR79-promoter活性鉴定 
重 组 质 粒 pGL3-WDR79-promoter 和

pGL3-Basic 分别与内参质粒 pRL-TK 共转染进
293T细胞后，采用荧光素酶实验分析启动子活性。
结果显示，pGL3-WDR79-promoter组的荧光活性高
于 pGL3-Basic 组约 6.4 倍，组间差异具有统计学
意义（P＜0.01）（图 4）。 
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pGL3-Basic pGL3-WDR79-promoter 

（** P＜0.01） 

图 4 质粒 pGL3-WDR79-promoter荧光素酶活性测定 
Fig.4 The luciferase activities of pGL3-WDR79-promoter  

3  讨论 

WDR79是 WD 重复蛋白家族成员之一，包含
有六个 WD 基元，在进化中高度保守，是细胞核
内卡哈尔体形成必不可少的成份[6]。 WDR79 与人
原发癌存在关联性， 在乳腺癌和卵巢癌中都存在
相同的 WDR79 单核苷酸多态位置[7-8]。WDR79 还
被发现在多种人肿瘤细胞株中明显高表达，在小鼠

成纤维细胞 NIH3T3 中过表达 WDR79 促进细胞
的恶性转化，而抑制 WDR79 的表达能通过线粒体
途径诱导肿瘤细胞发生凋亡，并且 WDR79 过表达
与头颈部肿瘤预后差密切相关[9]。在临床多种癌症

组织中研究者发现 WDR79 存在有高表达并与预
后相关，被认为是癌症诊断的生物标志物[10]。在非

小细胞肺癌中抑制 WDR79 表达发现癌细胞通过线
粒体信号途径发生凋亡，癌细胞增殖和移植瘤的生

长也能够被有效抑制[11-12]。这些研究都表明 WDR79
参与癌症的发生发展，它是癌症一个潜在的诊断标

志物和治疗靶点。然而，WDR79自身被转录调控的
分子机制尚不清楚。 
本研究选取了人 WDR79 基因上游 5′非翻译区

-2000 bp~100 bp的 DNA序列作为分析对象，利用 
JASPAR 网站分析该段序列上的潜在转录因子结
合位点，克隆了人 WDR79 基因上游 5′非翻译区上
游 650 bp的DNA序列作为WDR79启动子，构建了
人 WDR79 启动子荧光素酶报告基因表达质粒[13]。

经双酶切和测序发现插入的 DNA 片段大小和序列
顺序与 GeneBank 序列一致，且插入方向无误。为
了验证质粒 pGL3-WDR79-promoter活性，研究采用

了 荧 光 素 酶 实 验 ， 结 果 发 现 转 染 了

pGL3-WDR79-promoter 的细胞裂解液中荧光素酶
信号比 pGL3-Basic 组高约 6.4 倍。综上所述，本
研究成功构建了含人 WDR79 基因启动子的荧光
素酶报告基因表达载体，为后续研究人 WDR79 基
因启动子表达调控机制奠定了基础。 
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4  结束语 

考虑到当前常见的静态网络检测机制存在链路

抖动检出频率较低、数据传输性能差、传输带宽水

平难以提高等难题，提出了一种基于时空二向度定

型机制的静态网络检测算法；本文算法主要由两个

部分构成：基于移序方式的超参数捕捉流程，能够

实现对信道噪声的定向频率擦除，实现对链路抖动

现象的有效抑制；基于链路相干协方差方式的链路

抖动二向度误差消除，能够实现对特地频率噪声的

二次擦除，大大提高算法的数据传输能力。仿真实

验亦证明了本文算法的有效性。 
下一步，将针对本文算法在纯LTE-5G网络中存

在的链路抖动性能不佳的难题，通过引入超球体拓

扑链路稳定机制，稳定高流动性状态下的网络异常

问题捕捉，提高网络的数据传输能力，促进本文算

法在实践中广泛应用。 
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