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小鼠 BTBΠ锌指结构新基因 Bsg6 的克隆及表达谱分析
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摘要 　Bsg6 (brain specific gene 6) 是用消减差异筛选的方法克隆的小鼠头部特异表达新基因.

Bsg6 基因 cDNA 长3 871 bp ,编码一个 670 个氨基酸残基的蛋白 , GenBank 登录号 AY635051 ,位于小

鼠第 4 号染色体 ,由 2 个外显子构成. Bsg6 蛋白含有一个 N 端 BTB (Broad2complex , Tramtrack , and

Bric2a2brac)结构域和两个 C端 C2 H2 型锌指结构域. 小鼠 Bsg6 蛋白与其在人类和鸡中同源蛋白的

同源性分别为 8612 %和 7911 %. Bsg6 在小鼠胚胎中的表达具有一定动态性 ,在 E815 的小鼠胚胎

中 ,Bsg6 主要在前脑和神经管表达. 在 E915 的小鼠胚胎中 ,Bsg6 的表达明显增强并主要集中在前

脑的端脑部. Bsg6 在 E1015 小鼠胚胎端脑的表达出现了下降 ,但是在中脑和后脑的表达增加 ,此

外 ,Bsg6 mRNA 的表达还出现在肢芽和尾部. 在 HH10 期的鸡胚中 ,Bsg6 主要在头部和神经管前端

表达. Northern 杂交结果显示 ,Bsg6 在很多小鼠成体组织中没有表达 ,但是在破骨细胞瘤中高表达.

Bsg6 的表达谱提示 ,Bsg6 可能是在器官形成期对脑的发育起到重要作用的转录因子 ,而且其表达

受到严格的调控 ,此外 Bsg6 还可能与肿瘤的发生有关.
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Abstract 　The subtractive differential screening was used to clone a novel mouse gene Bsg6 (brain specific
gene 6 ) expressed specifically in E915 mouse embryo brain. As evaluated by DNA sequencing and
bioinformatic analysis , the Bsg6 cDNA is 3 871 bp in length encoding a 6702amino2acid protein , the
Genebank accession number is AY635051 and the Bsg6 gene is located on mouse chromosome 4 with 2 exons.
Bsg6 protein contains a BTB(Broad2complex , Tramtrack , and Bric2a2brac) motif on the N terminus and two
consecutive C2 H2 zinc finger motifs on the C terminus. Mouse Bsg6 protein shows high similarity with human

and chicken homology protein with identity of 8612 % and 7911 % respectively. Whole2mount in situ

hybridization showed that mRNA level of Bsg6 in mouse embryos was vary in different regions of brain.
Expression was found in brain and nerve tube of E815 mouse embryo. By E915 , the transcripts of Bsg6
increased significantly and was found predominantly in forebrain. By E1015 , the expression of Bsg6 decreased
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in forebrain , while increased in midbrain and hindbrain , expression was also found in limb and tail . Bsg6
expression was also found in brain and anterior of nerve tube of HH10 chicken embryo. No Bsg6 mRNA were
found in adult mouse tissues , while Bsg6 was expressed in mouse osteoclastoma cell line. The expression
patterns of Bsg6 gene suggest that Bsg6 may play an important role and be under strict control in the developing
brain in the organogenesis stage , Bsg6 might also play a role in the tumor genesis.
Key words 　Bsg6 gene ; differential screening ; zinc finger protein ; BTB motif

　　中枢神经系统的发育是一个极其复杂的过程 ,

涉及许多基因之间的相互作用 ,锌指蛋白 (zinc finger

protein ,ZFP)作为一大类转录因子 ,在中枢神经系统

发育过程中的基因调控上发挥重要的作用. ZFP 是

真核细胞中普遍存在的一类 DNA 结合蛋白 ,根据其

锌指结构的特征 ,可以分为 C2 H2 ( Cys (2)ΠHis (2) )

型、C3 H4 型和 C4 H4 型等 ,其中 C2 H2 型 ZFP 构成一

大类转录因子家族. 在人类基因组中 ,约含有 700

个 C2 H2 型 ZFP 转录因子[1 ]
. C2 H2 型锌指蛋白的 N

末端通常伴有不同的基元. 它们调节亚细胞定位、

DNA 结合、基因的表达 (通过选择性地控制与其他

转录因子的结合或者与其他细胞成分的结合) ,这些

基元包括 BTB (Broad2complex , Tramtrack , and Bric2a2
brac)结构域 (也称为 POZ(poxvirus and zinc finger) 结

构域) [2 ]
, KRAB ( Krüppel 相关性保守盒 ) 结构域 ,

SCAN 结构域等. BTB 结构域一般为 115 个氨基酸

左右 ,大多为疏水性氨基酸 ,估计大约有 5 %～10 %

的人类 ZFP 含有这一结构域[1 ]
. 分析 BTB 结构域二

级结构可以看出 ,BTB 结构域由四段α螺旋组成 ,螺

旋间由β折叠连接 ,所形成的三维空间结构是与其

它蛋白作用的特征模体. BTBΠZFP 通过 N 端的 BTB

结构域与其他调节因子形成同源或异源聚合体 ,通

过 C端的 C2 H2 锌指结构域与 DNA 结合发挥调节转

录的作用.

许多BTBΠZFP 与其他分子形成组蛋白脱乙酰酶

大分子抑制复合物抑制目的基因的表达 ,从而作为

转录抑制因子在胚胎发育 ,细胞分化等过程中发挥

重要的作用. 目前已知的复合物包括 HDAC (histone

deacetylase complex) , SMRT ( silencing mediator of

retinoid and thyroid receptor ) , N2CoR ( nuclear

corepressor)和 Sin3A 等. 最新的研究发现 ,BTBΠZFP

Kaiso 同 p1202catenin 通过与β2catenin ΠTCF 类似的途

径抑制 Wnt 的下游基因的表达从而调节 Wnt 通路 ,

在胚胎颅面的发育中发挥重要的作用[3 ]
.

对 BTBΠZFP 的研究 ,尤其是对脑特异表达的

BTBΠZFP 的研究将有助于进一步了解颅面发育的

分子机制 ,为此 ,我们应用消减差异筛选的方法寻找

小鼠胚胎脑特异表达的新基因 ,获得了一系列脑特

异表达的 ZFP 基因 ,其中包括多个 BTBΠZFP (Bsg1
[4 ]

和 Bsg2[5 ] 等) ,此外还有包含 KRAB 结构域的 ZFP

Bsg3
[6 ] 等. 这里我们报道对 BTBΠZFP Bsg6 ( brain

specific gene 6) 的基因克隆和表达谱分析. Bsg6 基

因定位于小鼠第 4 号染色体 ,编码含有 BTB 结构域

的 C2 H2 锌指蛋白 ,Bsg6 mRNA 在胚胎的表达具有较

强的动态性 ,在 E915 小鼠胚胎的头部高丰度表达 ,

Bsg6 在鸡胚表达也主要分布在脑部和神经管的前

端 ,Bsg6 在成体的多个组织没有表达 ,在破骨细胞

瘤细胞系中高表达. 这些结果说明 ,Bsg6 可能在胚

胎发育中的特定时期起到一定的作用.

1 　材料与方法

111 　材料

健康小鼠购于北京大学医学部实验动物中心 ,

受精鸡卵购于当地种蛋供应厂. E715 小鼠胚胎 (发

现阴栓的当天记为 E015 胚胎 ) cDNA 文库购于

Clontech 公司 , 消减试剂盒购于 Invitrogen 公司.

Trizol 购于北京鼎国生物技术有限责任公司 ,M2MLV

逆转录酶购于 Invitrogen 公司 ,高保真 Pfu DNA 聚合

酶购于宝生物工程大连有限公司. DIG核酸标记及

检测试剂盒购于 Roche 公司. [α232
P] 及 Sephadex G2

50 购于 Amersham 公司 ,随机引物标记试剂盒购于

Promega 公司. 引物均由北京博润公司合成 ,测序工

作由上海生工生物工程技术服务有限公司完成.

pBluescript ⅡSK(2)为本实验室保存. 其它试剂均为

国产分析纯产品.

112 　消减差异筛选脑特异基因

消减差异筛选按照文献 [4 ]中的方法进行. 简

述如下 ,收集 E9. 5 小鼠胚胎的头部 ,用常规方法制

备 mRNA ,用随机引物进行反转录 ,反转录的同时掺

入32
PdCTP ,用 Sephadex G250 纯化探针. 生物素标记

的小鼠 E915 胚胎躯干的 mRNA 使用 Invitrogen 的消

减试剂盒制备 ,实验步骤按其说明书进行. 将32
P 标

记的 cDNA 探针与 10 倍过量的生物素标记的 mRNA

进行杂交. 生物素化的 RNA 和 RNA2cDNA 与链霉亲

和素形成的复合物用酚氯仿抽提除去 ,水相中的
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cDNA 探针用乙醇沉淀法纯化 ,在相同条件下进行第

二轮消减杂交. 用 E715 小鼠胚胎的 cDNA 文库

(Clontech)中的 5 ×10
5 个克隆进行筛选 ,杂交 ,洗膜

和曝光按照常规的方法进行 ,所得到的克隆测序.

113 　用生物信息学方法对 Bsg6 基因序列特征进行

分析

将所得到的序列在 NCBI(http :ΠΠwww. ncbi . nlm.

nih. gov)用 BLAST(Basic Local Search Tool) 方法与已

知序列进行对比 ,以确证所得基因是新基因. 用

ORF(open reading frame)finder 预测该基因的编码框.

使用人类基因组数据库做 BLAST 分析 ,找到 Bsg6

基因在人类基因组上的定位 ,对其外显子和内含子

进行分析. 使用 Vector NTI910 软件对进行序列比

对. 用 NCBI保守结构域数据库对蛋白的结构域和

可能的功能进行预测.

114 　RT2PCR克隆 Bsg6 的全长编码区序列

根据 Bsg6 的 cDNA 序列设计一对引物 ,在 5′端

引物加入 EcoR Ⅰ酶切位点 ,在 3′端引物加入 Kpn

Ⅰ酶切位点. 两引物序列为 :

正向 ,5′2GGGAATTCTTGGGTCTCCACTCATCCTT23′;

反向 ,5′2CTGGTACCAGAAGTTACCACTGGCATTTT23′.

提取 E915 小鼠胚胎的总 RNA 为模板 ,常规 RT2
PCR 扩增 Bsg6 cDNA ,克隆至 pBluescript SK Ⅱ (2)载

体上并进行测序.

115 　原位杂交

原位杂交参照文献 [7 ]中的方法 ,以 210 kb 的

小鼠 Bsg6 编码区的 cDNA 为模板 ,用 DIG核酸标记

试剂盒制备 DIG 标记的 RNA 探针 ,分别与 E815、

E915、E1015 小鼠胚胎和 HH10 期的鸡胚进行胚胎的

整体原位杂交.

116 　Northern 杂交

用 TRIZOL 按照产品说明书一步法提取成年小

鼠各组织的总 RNA ,用 DEPC 抑制 RNA 的降解 ,每

一电泳泳道取总 RNA5μg 进行 1 %甲醛变性凝胶电

泳 ,按常规方法转尼龙膜 ,膜经 80 ℃2 h 烘干. 用随

机引物标记试剂盒 ( Promega) 对 Bsg6 的 cDNA 片段

进行 [α232
P] dCTP 探针标记. 膜在 50 %甲酰胺 ,2 ×

SSC ,1 %SDS ,10 %硫酸葡聚糖和 011 mgΠml 鲑鱼精

DNA 的预杂交液中进行 42 ℃预杂交 ,标记好的探针

经变性处理用于杂交. 杂交在无甲酰胺的杂交液中

杂交过夜 ,用 1 %SDS ,2 ×SSC 溶液在 42 ℃洗膜 2

次 ,再用 1 %SDS ,012 ×SSC溶液洗膜 2 次 ,室温略干

后 , - 70 ℃下放射自显影 ,根据杂交信号的强弱进行

X光片曝光得 Northern 杂交结果.

2 　结果

211 　消减差异筛选脑特异基因

为了获得小鼠胚胎发育中的脑特异基因 ,我们

利用消减差异筛选的方法筛选 E915 小鼠胚胎脑特

异基因 , 克隆到脑特异表达的基因 Bsg6 ( brain

specific gene 6) . Bsg6 cDNA 长3 871 bp (Fig11) ,编码

区长2 013 bp ,编码一个 670 个氨基酸残基的蛋白 ,

编码框含有起始密码子 ATG和终止密码子 TGA ,是

一个完整的开放阅读框 ,在终止密码子后面有多腺

苷酸序列信号 ( polyA signal ) ( Fig11 ) . 经过与

GenBank 已知序列的比较 ,证明 Bsg6 是尚未被注册

的新基因 ,我们向 GenBank 提交 Bsg6 获得登录号

AY635051.

212 　对 Bsg6 序列的生物信息学分析

Bsg6 基因编码一个 670 个氨基酸残基的蛋白 ,

对 Bsg6 蛋白结构域的分析显示该蛋白 N 端 25～119

氨基酸含有一个 BTB 结构域 ,606～628 氨基酸和

634～655 氨基酸为 2 个连续的 C2 H2 型锌指结构域

(Fig12) . 这些结构域提示 Bsg6 蛋白可能是一个

BTB 家族的 ZFP.

　　在人类基因组序列中进行 BLAST 分析 ,确定

Bsg6 基因定位于小鼠染色体 4A5～4B1 ,包含 2 个外

显子和 1 个内含子 (Fig13) ,跨越大约 20 kb. 起始密

码子 ATG,终止密码子 TGA 和多腺苷酸序列信号都

位于第 2 号外显子.

　　用 Vector NTI910 软件对小鼠 Bsg6 蛋白 (mBsg6)

与人类的同源蛋白 KIAA0354 (hBsg6) 以及鸡的同源

蛋白 XP - 42881411 (gBsg6) 的氨基酸序列进行比对 ,

发现小鼠 Bsg6 蛋白与人类 KIAA0354 的同源性为

8612 % ,与鸡的同源蛋白 XP - 42881411 的同源性为

7911 %(Fig14) ,这提示 Bsg6 在脊椎动物中具有较高

的保守性.

213 　Bsg6 基因的表达谱分析

很多锌指蛋白都在胚胎发育中发挥重要作用 ,

为了研究 Bsg6 的功能 ,我们用整体原位杂交的方法

研究了 Bsg6 在小鼠胚胎和鸡胚中的表达. 用 Bsg6

基因 210 kb 编码区的序列为探针进行的整体原位

杂交结果显示 Bsg6 的表达具有一定的动态性. 在

E815 的小鼠胚胎中 ,Bsg6 主要在前脑和神经管表达

(Fig15A) ,1 d 以后 ,Bsg6 的表达明显增强并主要集

中在前脑的端脑部 ( Fig15B) . Bsg6 在 E1015 小鼠胚

胎端脑的表达出现了下降 ,但是在中脑和后脑的表

达增加 ,在这一时期 Bsg6 的表达还出现在胚胎的
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Fig. 1 　cDNA sequence of the mouse Bsg6 gene

Coding sequences are shown together with the translated amino acid sequence. Conserved domains are boxed.

Initiative code (ATG) , stop code (TAG) and polyadenylation signal sequences (AATTAAA) are underlined

Fig. 2 　The conserved domains of mouse Bsg6 protein
The first box represents BTB motif (position : 25～119) .

The two consecutive ellipses represent C2 H2 zinc finger domains

(Position : 606～628 , 634～655)

Fig. 3 　Genomic organization of mouse Bsg6 gene
Schematic diagram of the mouse Bsg6 gene with flanking regions. The

Bsg6 gene is composed of 2 exons and 1 intron distributed over

approximately 20 kb. Solid bars represent exons. The locations of

initiative code (ATG) , stop code ( TAG) and polyadenylation signal

sequences (PolyA Signal) are indicated
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Fig. 4 　Amino acid sequence alignment of human , mouse and chicken Bsg6 protein

The identity of mouse Bsg6 (Mus musculus Bsg6 , mBsg6) to human KIAA035 ( Homo sapiens Bsg6 , hBsg6) and chick XP - 42881411

( Gallus gallus Bsg6 , gBsg6) were 8612 % and 7911 % , respectively

Fig. 5 　Expression pattern of Bsg6 in mouse and chicken embryos by whole2mount in situ hybridization

Bsg6 was expressed in the forebrain ( shown by arrow) and neural tube of E815 mouse embryo (A) . By E915 , Bsg6 was expressed

predominantly in the forebrain (shown by arrow) (B) , while by E1015 (C) , Bsg6 becomes abundant in forebrain , midbrain , hindbrain ,

limbs and tail (shown by arrows) . Bsg6 was also expressed in anterior of the neural tube (shown by arrow) in HH10 stage chicken embryo (D)
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肢芽和尾部 (Fig15C) . 由于 Bsg6 基因具有较高的保

守性 ,我们用原位杂交方法检测了 Bsg6 在 HH10 期

的鸡胚中的表达 ,结果发现 Bsg6 主要在该时期鸡胚

头部和神经管前端表达 (Fig15D) .

为了研究 Bsg6 在成体组织中的功能 ,我们用

Northern 杂交分析了 Bsg6 在成体小鼠多个器官中的

表达. 结果显示 ,Bsg6 在成体小鼠的骨骼肌、胸腺、

卵巢、肾脏、脾脏、肝脏、肺、心、睾丸和脑中没有表

达 ,而在破骨细胞肿瘤细胞系 ( HOC) 中出现表达

(Fig16 第 2 泳道) .

Fig. 6 　Mouse Bsg6 mRNA expression analysis by Northern blot in adult mouse tissues

and cell lines

1 : Cell Line ROB30 ; 2 : HOC (osteoclastoma cell) ; 3 : skeleton muscle ; 4 : thymus ; 5 : ovary ;

6 : kidney ; 7 : spleen ; 8 : liver ; 9 : lung ; 10 : heart ; 11 : testis ; 12 : brain

3 　讨论

脑是生物体中最复杂的器官 ,与其他器官相比

脑具有独特的基因表达谱 ,脑特有的基因占有很大

的比例. 对脑特异基因的研究将有助于我们揭示脑

发育的过程和机理、神经系统的构建、脑的功能以及

脑部疾病发生的分子机制 ,以期找到治疗脑发育缺

陷和脑部疾病的分子靶点. 本文利用消减差异筛选

的方法克隆到在小鼠脑中特异表达的新基因 Bsg6.

消减差异筛选法是一种简便的系统研究基因表

达谱差异的有效方法 ,此方法结果可靠、假阳性率

低、重复性好. 我们用这种方法曾经成功地克隆了

若干脑特异基因 ,包括 Bsg1
[4 ]

, Bsg2
[5 ] 和 Bsg3

[6 ] 等 ,

通过对这些基因的表达谱分析 ,显示它们在 E915 小

鼠胚胎头部表达丰度都明显高于在躯干的表达丰

度 ,在本研究中发现 Bsg6 在 E915 小鼠胚胎头部的

表达丰度也是明显高于躯干的表达丰度 ( Fig. 5B) .

这些结果显示 ,消减差异筛选法可以成功地筛选

E915 小鼠胚胎头部特异表达基因.

　　Bsg6 基因定位于小鼠染色体 4A5～4B1 ,包含 2

个外显子和 1 个内含子 ( Fig. 3) ,跨越大约 20 kb.

Bsg6 基因 cDNA 全长3 871 bp ,编码区长2 013 bp ,编

码一个 670 个氨基酸残基的蛋白 ,该蛋白编码一个

含有 BTB 结构域的 C2 H2 型锌指蛋白. BTB 结构域

主要存在于锌指蛋白的 N 末端 ,以及存在于含有

Kelch 基序的蛋白中 ,如 Klech 和痘病毒蛋白家族.

BTBΠPOZ 结构域可以调节 BTBΠPOZ 蛋白的自我联

合[2 ]
,参与同源二聚体和一些异源二聚体的形成 ,以

及蛋白质与蛋白质的相互作用. 一些锌指蛋白中的

POZ结构域还调节转录的抑制 ,抑制 DNA 结合结构

域与 DNA 序列的结合[3 ]
. C2 H2 型锌指结构域是一

类结合核酸的重要结构域. 锌指蛋白在基因的表达

调控 ,细胞分化 ,胚胎发育等生命过程中发挥重要作

用 ,其中某些锌指蛋白还可能与特定的疾病的发生

有关. Bsg6 蛋白的这些重要结构域提示 Bsg6 可能

是一个重要的转录因子 ,参与基因的表达调控和胚

胎发育等重要过程.

对 Bsg6 的表达谱分析显示 ,Bsg6 在小鼠胚胎中

的表达具有一定动态性 ,Bsg6 在小鼠胚胎的表达在

2 d 的时间里经历了表达量和表达部位的显著变化.

在 E815 的小鼠胚胎中 ,Bsg6 主要在前脑和神经管表

达 (Fig15A) ,在 E915 的小鼠胚胎中 ,Bsg6 主要在前

脑中表达 (Fig15B) . Bsg6 在 E1015 小鼠胚胎端脑的

表达出现了下降 ,但是在中脑和后脑的表达明显增

加 ,此外表达还出现在肢芽和尾部 ( Fig15C) . Bsg6

在人类 , 小鼠和鸡中存在高度保守的同源基因

(Fig14) ,在 HH10 期的鸡胚中 ,Bsg6 主要在头部和神

经管前端表达 ( Fig15D) . HH10 期的鸡胚处于组织

发生期 ,相当于 E915 小鼠胚胎的发育阶段 ,Bsg6 在

HH10 期的鸡胚中的表达与其在 E915 小鼠胚胎中的

表达非常相似 ,这更说明 Bsg6 在胚胎中枢神经系统

的发育中发挥重要的作用. 与发育中的胚胎不同的

是 ,Bsg6 在被研究的多个成体组织中都没有表达 ,

这说明 Bsg6 的功能可能仅限在一定的时期和一定

的组织. 有趣的是 ,Bsg6 在破骨细胞瘤细胞系中呈

现了高的表达 ,这说明 Bsg6 可能在肿瘤的发生中发

挥一定的作用. 这些结果提示 ,Bsg6 可能是在器官

形成对脑的发育起到重要作用的转录因子 ,Bsg6 仅

在特定的时期在特定的部位发挥作用 ,其表达受到

严格的调控. Bsg6 的克隆和表达谱分析对进一步研

究其在胚胎发育中的功能奠定了基础.
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