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人类锌指结构新基因 ZN F18的克隆和表达谱分析
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摘　要 :在很多转录因子中发现的锌指结构 ,被认为在人类心脏的发育和相关疾病的发生过程中发挥重要的作用。

文章报道了克隆和表达分析人类新的锌指蛋白基因 ZN F18。该基因 cDNA长 2 767 bp,编码一个有 549个氨基酸

的蛋白 ,这一蛋白含有一个 SCAN结构域 ,一个 KRAB结构域和 5个连续的 C2 H2型锌指结构域。ZNF18蛋白与小

鼠 Zfp535有 77%的同源性。ZN F18基因定位于人染色体 17p12～p13,包含 9个外显子和 8个内含子。以 ZN F18

全长编码区为探针进行 Northern杂交 ,结果显示 ZN F18在成体小鼠各组织中广泛表达 ,但在心脏中低丰度表达。

整体原位杂交结果显示 , ZN F18基因在小鼠胚胎的表达有很高的动态性。ZN F18主要在 E7. 5小鼠胚胎的胚外组

织表达 , E8. 5出现了胚胎躯干前端表达。ZN F18从 E9. 0开始在胚胎的心脏和尾部表达 ,尤其在 E10. 5胚胎的心

脏高丰度表达。这提示 ZN F18基因与心脏发育过程可能有密切的关系。
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Molecular Cloning and Expression Analysis of a Novel Human Gene ZN F18
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Abstract: The zinc2finger motif found in many transcrip tion factors is thought to be important for human heart development

and diseases. This study reports cloning and exp ression analysis of a novel human zinc finger p rotein ZNF18 cDNA. The

ZN F18 cDNA is 2 767 bp in length encoding a 5492am ino2acid p rotein that contains a SCAN2box, a KRAB box and five

consecutive C2 H2 zinc fingermotifs. ZN F18 shows high sim ilarity with mouse Zfp535 ( identity 77% ). The ZN F18 gene is

located on human chromosome 17p12～p13 with 9 exons and 8 introns. ZN F18 was ubiquitously exp ressed in adult mouse

tissues excep t heart as revealed by Northern blot. W hole2mount in situ hybridization showed that exp ression of ZN F18 in

mouse embryos was very dynam ic. Exp ression was p redom inantly in extraembryonic tissues of E7. 5 mouse embryo. By E8.

5, ZN F18 began to exp ress in anterior of trunk, and became abundant in tail and heart at E9. 0, especially in the embryo

heart at E10. 5. These exp ression results suggest that ZN F18 may p lay an important role in the development of embryo

heart.
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　　在细胞分化和胚胎发育中 ,转录因子通过激活

或抑制基因的表达发挥重要的调控作用。转录因子

通常包括 DNA结合结构域和一个或多个效应结构

域 ,它们通过与 DNA上的特异位点结合发挥作

用 [ 1 ]。锌指蛋白 ( zinc finger p rotein, 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 ) /H is ( 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 [ 2 ]。C2 H2锌指结构域包括两

个保守的半胱氨酸残基和两个保守的组氨酸残基 ,

可以用通式 CX2CX3FX5LX2HX3H表示 ,通式中 X

代表任何氨基酸。C2 H2锌指结构域与一个锌离子

结合并折叠成手指样结构因而得名 [ 3 ]。有三分之

一的 C2 H2 型 ZFP含有由约 75个氨基酸组成的

KRAB ( Krüppel associated box)结构域 ,这类 ZFP被

称为 KLFs ( Krüppel2like factors)。研究表明 , KLFs

在细胞生长 ,分化 ,胚胎发育和肿瘤生长中发挥重要

的作用。例如 , KLF2 ( Krüppel2like factor 2 )参与了

多个细胞信号通路调节。KLF2通过抑制 W EE1提

高细胞对 DNA损伤的敏感度 ,从而调节细胞的生长

和凋亡 [ 4 ]。很多 C2 H2型的锌指结构蛋白还包含一

个高度保守的氨基酸序列———SCAN结构域 ,它由

约 80个氨基酸残基构成 ,富含亮氨酸区域有 3个

α2螺旋结构。SCAN结构域介导自身或者和其他蛋

白之间的相互作用 [ 5, 6 ]。

为了发现有重要功能的人类 KRAB2C2 H2锌指蛋

白 ,我们是用电子克隆的方法克隆了人类 ZN F18。

Rousseau2Merck等人曾将 ZN F18 ( KOX11)基因定位

在人类第 17号染色体 17p12～p13,并为之命名 [ 7 ]。

但是对于 ZN F18的表达和功能研究一直未见报道。

我们通过生物信息学方法分析了 ZN F18基因 ,并采

用小鼠胚胎整体原位杂交和 Northern杂交方法观察

ZN F18在不同胚胎发育阶段和成体小鼠各个组织中

的表达。原位杂交结果显示 ZN F18在小鼠胚胎心脏

中高丰度特异表达 , Northern杂交结果显示 , ZN F18

在成体小鼠各组织中广泛表达 ,而在心脏中低丰度表

达 ,这提示 ZN F18基因与心脏发育过程可能有密切

的关系。ZN F18基因的克隆及其特异的时空表达谱

分析 ,为进一步深入研究其在心脏发育过程中的功能

奠定了基础。

1　材料和方法

1. 1　材料

健康孕鼠购自北京大学医学动物中心 ; M 2MLV

逆转录酶购于 Invitrogen;高保真 Pfu DNA聚合酶购

于宝生物工程大连有限公司 ;地高辛标记试剂盒购

于 Roche;所有的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 ;

TR IZOL购于北京鼎国生物技术有限责任公司 ; [α2
32 P ]购于 Amersham;随机引物标记试剂盒购于 Pro2
mega; pCMV2SPORT6质粒载体 ,大肠杆菌 DH5α为

本实验室储存 ;其他试剂均为国产分析纯试剂。

1. 2　ZN F18基因的序列克隆

日本的 R IKEN基因组研究小组于 2001年公布

了 21 076条小鼠全长 cDNA s的序列 ,他们把这些基

因分为 9类 ,其中“motif2containing p rotein”这一类代

表着编码具有一定结构域蛋白的 573条小鼠新基

因 [ 8 ]。下载类别为“motif2containing p rotein”的小鼠

新基因 ( http: / /www. gsc. riken. go. jp /e /FANTOM ) ;

用 BLAST的方法在人类基因组中搜寻与小鼠新基因

具有同源锌指结构的序列片段 ;下载人类基因组中与

小鼠新基因具有同源序列的片段 ,用 GenScan分析这

一片段中可能包含的人类新基因候选基因 ( http: / /

genes. m it. edu /GENSCAN. htm l) ;用人类新基因候选

基因与人类 EST比较 ,确定了这个基因是一个真基

因 ,得到一个人类新基因 ZN F18。通过 RT2PCR的方

法得到全长 CDS的人类新基因 ZN F18的克隆。引物

序 列 ( sense: 5′GACTAAGCTTGACAATGCCCGTT2
GACTTGG3′, anti2sense: 5′ATACGTCGACTGGCTATT2
GAAAGGGCTTCT3′)将 RT2PCR产物插入到载体 pC2
MV2SPORT6的多克隆位点中 ,酶切鉴定 ,测序。

1. 3　用生物信息学方法对 ZN F18基因序列特征进

行分析

将所得到的序列在 NCB I ( http: / /www. 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 ZN F18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 NTI9. 0软件对进

行序列比对。用 NCB I数据库以及 Prosite ( http: / /

us. expasy. org /p rosite / )对蛋白的结构域和可能的功
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能进行预测。

1. 4　原位杂交

原位杂交参照文献 [ 9 ]中的方法 ,以 ZNF18 1. 6

kb的编码区为模板 ,用核酸 D IG标记试剂盒

(Roche)制备 D IG标记的 RNA探针 ,分别与 7. 5

dpc ( days postcoitum , 发现阴栓的当天记为 0. 5

dpc,胚胎用 E0. 5表示 ) , 8. 5 dpc, 9. 0 dpc, 9. 5 dpc

和 1015 dpc的小鼠胚胎进行杂交 ,每个时期原位杂

交至少重复 3次。

1. 5　Northern杂交

用 TR IZOL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 RNA 5μg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 ZN F18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 0. 1 mg/mL

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℃洗膜两次 ,再用 1% SDS, 0. 2 ×SSC溶液洗膜两

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

2. 1　ZN F18基因的序列克隆

利用电子克隆的方法 ,我们得到人类锌指蛋白

基因 ZN F18,该基因 cDNA长 2 767 bp。用 ORF

finder预测 ZN F18基因的编码框 ,得到一个 1 650

bp长的编码区序列 ,位于 ZN F18 cDNA 606～

2 255 bp的位置。编码框含有起始密码子 ATG和终

止密码子 TAG,是一个完整的开放阅读框。此外在

终止密码子后面有多腺苷酸序列信号 ( PolyA Sig2
nal: AATAAA ) (图 1)。

图 1　人类 ZN F18基因 cDNA序列

编码区核酸序列与对应的氨基酸序列共同列出。保守结构域用边框表示 ,起始子 (ATG) ,终止子 ( TAG)以及多腺苷酸
信号序列 (AATAAA)以下划线表示。

Fig. 1　cDNA sequence of the human ZN F18 gene
Cod ing sequence s a re show n to ge the r w ith the tran s la ted am ino ac id sequence. Con se rved dom a ins a re bo xed.

In itia tive co de (ATG) , s top co de ( TAG) and po lyadenyla tio n s igna l sequence s (AATAAA) a re unde rlined.
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2. 2　对 ZN F18序列的生物信息学分析

对 ZNF18蛋白结构域的分析显示该基因 N端

35～130氨基酸含有一个 SCAN结构域 ( SRE2ZBP,

CTfin51, AW 21 and Number 18 cDNA) , 222～249氨基

酸为一个 KRAB结构域。C末端含有 5个连续的

C2 H2型锌指结构域 ,每个锌指结构域均包含 22或 23

个氨基酸 ,它们所在的氨基酸位置分别是 : 409～430,

436～458, 464～486, 492～514, 520～542 (图 2)。这

些结构域提示 ZNF18蛋白可能是一个转录因子。

在人类基因组序列中进行 BLAST分析 ,确定

ZN F18基因定位于人染色体 17p12 ～ p13,与

DNAH9 (Dynein, Axonemal, Heavy chain 9)相邻 ,包

含 9个外显子和 8个内含子 (图 3) ,跨越大约 20kb。

起始密码子 ATG位于第 4号外显子 ,终止密码子

TAG和多腺苷酸序列信号都位于第 9号外显子。

用 Vector NTI9. 0对比 ZN F18 cDNA和基因组序列 ,

我们分析了 ZN F18外显子和内含子的连接位点。

ZN F18的剪接位点基本符合 GT/AG规则 (表 1)。

图 2　人类 ZNF18蛋白的保守结构域

第一个方框表示 SCAN结构域 (位置 : 35～130) ;第二个方框代表 KRAB结构域 (位置 : 222～249) ; 5个连续的椭圆

代表 C2 H2型锌指结构 (位置 : 409～430, 436～458, 464～486, 492～514, 520～542)。

Fig. 2　The conserved domains of human ZNF18

The firs t bo x rep re sen ts SCAN dom a in ( Po s ition: 35～130) . The seco nd bo x rep re sen ts KRAB box ( Po s itio n: 222～249) .

The five co nsecu tive e llip se s rep re sen t five C2 H2 z inc finge rs ( Po s itio n: 409～430, 436～458, 464～486, 492～514, 520～542) .

图 3　人类 ZN F18基因基因组结构示意图

ZN F18由 9个外显子和 8个内含子组成 ,跨越大约 20 kb。实心柱图表示外显子。起始子 (ATG) ,终止子 ( TAG)以及多腺苷酸

信号序列 ( Po lyA S igna l)均已标出。

Fig. 3　Genom ic organization of human ZN F18 gene

Schem a tic d iag ram of the hum an ZN F18 gene w ith flanking reg ion s. The en tire gene is com po sed o f 9 exon s and 8

in tron s d is tribu ted o ve r app ro xim a te ly 20 kb. So lid ba rs rep re sen t exo ns. The loca tion s o f in itia tive co de (ATG) , s top

code ( TAG) and po lyadenyla tion s igna l sequence s ( Po lyA S igna l) a re ind ica ted.

表 1　人类 ZN F18基因外显子 2内含子连接表
Table 1　Exon2Intron junction of human ZN F18 gene

外显子序号及大小

Exon number and size ( bp)

5′剪接位点

5′sp licing site

内含子序号及大小

Intron number and size ( bp)

3′剪接位点

3′sp licing site

1 (100) GACGTGGCGAgtgcggggcc 1 (162) ttcccctaagGGCTGAAAAT

2 (301) GTACACCAGGgtaattgtgg 2 (1 130) tttttttgagATGGAGTCTC

3 (122) GGGATTACAGgtgcgcacca 3 (2 655) ccctttttagTGTCCTGGTG

4 (469) GTGGCAATGGgtaagcagag 4 (1 279) tggtctctagATCAGTATCC

5 (190) GCAGAACTAGgtgaggatgg 5 (423) ctcacttcagCCCTGGCTGC

6 (89) AGCACCTCAGgtgagctgac 6 (6 264) ttttttccagGAACAGTGGA

7 (85) GTCTCAGGAGgtgagggtgt 7 (705) ctctctatagCAGGCATTTC

8 (111) ACCTGCATAGgtgagtaatc 8 (4548) cttcttttagGAGATAGACA

9 (1300) GTCACTTTCTatcttatttg
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　　用 Vector NTI9. 0软件对人类 ZNF18蛋白与小

鼠 Zfp535蛋白的氨基酸序列进行比对发现 ZNF18

蛋白与小鼠 Zfp535蛋白的同一性 77% , 阳性率

83% (图 4)。

图 4　人类 ZNF18蛋白与小鼠 Zfp535蛋白序列比对
人类 ZN F18蛋白与小鼠 Zfp535蛋白的同一性 77% , 阳性率 83%。

Fig. 4　A lignment of human ZN F18 p rotein and that of mouse p rotein Zfp535
The iden tity and po s itive s o f hum an ZN F18 and m o use Zfp535 a re 77% and 83% re spec tive ly.

图 5　ZNF18在小鼠胚胎中的整体原位杂交表达谱
ZN F18主要在 E7. 5小鼠胚胎的胚外组织表达 (A) ,在 E8. 5胚胎躯干的前端表达 (B )。ZN F18从 E9. 0开始 (C ) ,
在胚胎的心脏和尾部表达 ,并且持续到 E9. 5 (D )和 E10. 5 ( E)胚胎 ,尤其是 E10. 5 ( E)胚胎的心脏。

Fig. 5　Exp ression pattern of ZNF18 in mouse embryos by whole2mount in situ hybridization
ZN F18 is exp re s sed p redom inan tly in extraem b ryon ic tis sue s in 7. 5dp c m ou se em b ryo (A). B y E8. 5, ZN F18 beg in s to

exp re s s in an te rio r o f trunk (B ) , w h ile by E9. 0 (C ) , ZN F18 becom e s abundan t in ta il and hea rt w hich pe rs is ts a t
E9. 5 (D ) and E10. 5 ( E) , e sp ec ia lly in the em b ryo hea rt a t E10. 5 ( E) .
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2. 3　原位杂交

很多锌指蛋白都在胚胎发育中发挥重要作用 ,

为了研究 ZN F18的功能 ,我们用整体原位杂交的方

法研究了 ZN F18在小鼠胚胎中的表达。用 ZN F18

的 1. 6 kb编码区作为探针 ,分别对小鼠 7. 5 dpc到

10. 5 dpc的胚胎进行原位杂交 ,发现 ZN F18在胚胎

中的表达动态性较强。E7. 5小鼠胚胎的胚内组织

没有发现 ZN F18的表达 ,在这一时期 , ZN F18主要

在小鼠胚胎的胚外组织表达 (图 5, A )。 ZN F18在

胚胎组织的表达首先出现在 E8. 5胚胎躯干的前端

(图 5, B)。ZN F18从 E9. 0开始 (图 5, C)在胚胎的

心脏和尾部表达 ,并且持续到 E9. 5 (图 5, D )和

E10. 5 (图 5, E) ,尤其是 E10. 5 (图 5, E)胚胎的心

脏 ,而在此之前 , ZN F18在心脏的表达相对较弱

( E9. 5,图 5, D )。此外 , ZN F18还在 E9. 5的前脑

(图 5, D)和 E10. 5的后脑 (图 5, E)有微弱的表达。

2. 4　Northern杂交

为了研究 ZNF18在成体组织中的功能 ,我们用

Northern杂交分析了 ZN F18在成体小鼠多个器官

中的表达。结果显示 , ZN F18在成体小鼠的肝、脾、

肺、胃、肾、肌肉和睾丸组织中都有表达 ,在脾中的表

达量最大而在心脏的表达量较低 (图 6)。

图 6　Northern杂交分析 ZN F18 mRNA在

成年小鼠组织中的表达情况

1:心脏 ; 2:肝脏 ; 3:脾脏 ; 4:肺 ; 5:胃 ; 6:肾 ;

7:肌肉 ; 8:小肠。

Fig. 6　ZN F18 mRNA exp ression analysis by

Northern blot in adult mouse tissues

1: hea rt; 2: live r; 3: sp leen; 4: lung; 5: s tom ach;

6: kidney; 7: m u sc le; 8: te s tine.

3　讨　论

虽 然 Rousseau2Merck 等 人 曾 将 ZNF18

( KOX11)基因定位在人类第 17号染色体 17p12～

p13,并为之命名 [ 7 ]
,但是对于 ZN F18基因的分析和

功能研究还没有被报道过。我们用电子克隆的方法

克隆了 ZN F18。 ZN F18的 cDNA全长为 2 767 bp ,

含有一个 1 650 bp的开放阅读框 ,编码一个 549个

氨基酸的锌指蛋白。 ZN F18基因定位于人染色体

17p12～p13,含 9个外显子和 8个内含子。利用生

物信息学的方法预测 ZNF18含有一个 N端 SCAN

结构域 ,一个 N端 KRAB结构域和 C端 5个连续的

C2 H2型锌指结构域 ,属于典型的 KRAB2C2 H2型锌

指蛋白。包含 SCAN结构域的 KRAB 2C2 H2型锌指

蛋白还包括 : ZNF213 [ 10 ] , ZNF191[ 11 ] , ZFP95[ 12 ]和

SKAT22[ 13 ]等。这些基因在细胞的生长 ,分化和功能

维持上发挥重要的作用。

ZNF18包含重要的保守结构域提示它可能作为

转录因子在体内发挥作用。因此 ,我们对 ZN F18在

体内的时空表达谱进行了分析 ,掌握 ZN F18在胚胎

发育阶段和成体组织器官中的表达情况 ,为以后进

一步研究 ZN F18在体内的作用提供重要的依据。

小鼠胚胎整体原位杂交显示 , ZN F18在胚胎中的表

达具有较强的动态性。E7. 5小鼠胚胎中 ZN F18主

要在小鼠胚胎的胚外组织表达 (图 5, A )。胚外组

织细胞虽然没有直接参与胚胎的构建 ,但是通过对

胚胎提供分化的信号影响着胚胎的前后轴形成 ,胚

外组织 BMP和 W nt由前端到后端升高的梯度决定

了胚胎的前端的形成 [ 14 ]。E7. 5小鼠胚胎中 ZN F18

在小鼠胚胎的胚外组织表达提示 ZN F18可能在胚

胎囊胚的形成中发挥一定的作用。 ZN F18从 E8. 5

开始在小鼠胚胎表达 ,这种表达首先出现在 E8. 5

胚胎躯干的前端 (图 5, B ) ,此后在胚胎的心脏和尾

部表达。E8. 5以后 , ZN F18在小鼠胚胎尾部的表达

丰度较高 ,提示 ZN F18可能与胚胎后端的形成有

关。ZN F18在心脏的表达从 E9. 0开始 (图 5, C) ,

E9. 5 (图 5, D)以前表达都相对较弱 ,但是在 E10. 5

(图 5, E)心脏的表达变得较强。 ZN F18在器官形

成期的特异性加强 ,显示了 ZN F18在心脏发育中的

重要作用。进一步对 ZN F18在成年小鼠多个组织

中的表达进行检测 ,意外发现它在心脏的表达很低 ,

而在脾、肝、肺、胃、肾、肌肉和睾丸中都有表达 ,以在

脾中的表达最高 ,说明 ZN F18在成体小鼠的细胞功

能上发挥一定的作用 ,但是 ZN F18在心脏发育和功

能维持中的作用还需要进一步的研究。 ZN F18基

因的克隆及其特异的时空表达谱分析 ,对进一步深

入研究其在心脏发育过程中的功能奠定了基础。
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热带亚热带微生物遗传多样性与
基因资源的发掘利用研讨会

　　经海南省省科协批准 ,定于 2005年 11月 1 - 4日在海南省三亚市召开“热带亚热带微生物遗传多样性

与基因资源的发掘利用”研讨会。会议由海南省生物工程协会承办 ,《遗传学报》《遗传》编辑部协办。

大会主题为“热带亚热带微生物遗传多样性与基因资源的发掘利用”,着重围绕“我国热带亚热带地区

微生物资源的生物多样性、分子分类与生态学、功能基因组学及生物技术应用”等开展研讨。

一、会议安排

11月 1日　全天报到

11月 2 - 3日　大会报告、专题报告、闭幕式

11月 4日　大会组织考察海南尖峰岭原始热带雨林国家保护区。

11月 5日　离会

二、会议论文和摘要

会议将编辑论文集。为加强对外交流 ,论文摘要须用中英文。提交全文的代表其论文要求 : A4纸 ,

Word97或Word2000编辑。只提交中英文摘要的代表 ,限一页 (尽量满页 )。论文全文或摘要须在 9月 10日

前用 Email传给协会秘书处。大会将根据论文和摘要安排报告日程和顺序。过时则请自带摘要复印件 200

份赴会 ,如需要会务组帮助复印装订 , A4每页收费 0. 3元。英文摘要可委托会务组翻译 ,每份 60元。论文

写作格式参照《遗传学报》《遗传》投稿要求 ,符合发表要求的论文 ,将在《遗传学报》或《遗传》上发表 ,免收

审稿费。

三、会议费用

(一 )会务费 (注册费 ) :正式代表 600元 /人

(二 )研究生会务费 (注册费 )凭学生证为 400元 /人 ,待遇与正式代表一样。

(三 )家属会务费 (注册费 )为 400元 /人。

(四 )会议住宿为四星级标准 ,标准间每日房费为 200元 ,两人住宿每人每日 100元。

四、联系方式

会务组联系方式 :

联系地址 :北京市海淀区知春路 49号希格玛公寓 B1601　　　邮　编 : 100080

电　　话 : 010 - 62556198 　　传　真 : 010 - 88099388　 E2mail: hnabe@ hitar. org

联 系 人 :肖英华 女士

请与会代表于 2005年 9月 10日前将报名函发送至会务组 ,会务组将进一步发出会议第二轮通知和邀

请信。

海南省生物工程协会

2005年 7月 15日
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