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摘　要 　Brain Specific Gene 5 (BSG5) 基因是用消减差异筛选的方法克隆到的在小鼠胚胎头部特异表达的新基

因。它与人的 KIAA0628 基因在氨基酸水平上有 8119 %的同源性。BS G5 基因长 2 487 bp , 定位在小鼠的第 15 号

染色体上 , 包含 2 个外显子。它编码的蛋白质全长 499 个氨基酸 , 含 12 个 C2H2 型的锌指结构域。以 BS G5 基

因全长编码区为探针的原位杂交结果显示 BS G5 基因在小鼠胚胎发育早期头部特异表达 , 在小鼠胚胎发育稍后

时期的尾部和肢芽也有表达。此外 , 以鸡胚为模型研究 BS G5 基因也发现该基因在鸡胚的头部特异表达。这提

示 BS G5 基因与头部发育有密切关系 , 其结构与表达特征预示着它编码的是一个具 DNA 结合功能的转录调控因

子 [动物学报 50 (4) : 593 - 599 , 2004 ]。
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Abstract 　BS G5 gene was cloned by subtractive2different screening as a new gene expressed specifically in mouse brain.
It is 8119 % identical to human KIAA0628 gene at the amino acid level. It is 2 487 bp long. The gene is on mouse chro2
mosome 15 and comprises 2 exons and encodes a protein of 499 amino acid residues with 12 C2H2 type zinc fingers.
BS G5 gene is specifically expressed in early mouse embryo brain by in situ hybridization using BS G5 full2length coding
sequence as probes , and we can see it also expressed in limb bud and tail bud of the later embryos. In addition , in situ hy2
bridization using chicken embryos reveals that BS G5 is specifically expressed in the brain. The structure and expression
pattern implies it might be a DNA binding transcription regulator. The results indicate that the BS G5 gene may be in2
volved in the development of brain. [ Acta Zoologica S inica 50 (4) : 593 - 599 , 2004 ] .
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　　锌指 ( Zinc finger , ZNF) 结构是由 Miller 等

人于 1985 年最初在爪蟾转录因子 TF2IIIA ( Peter2
ing et al. , 2000) 中发现。而含有锌指结构的蛋白

质则被称为锌指蛋白 ( Zinc finger protein , ZNP) 。

锌指结构是真核生物转录因子中最普遍的 DNA 连

接基元之一 , 迄今已发现1 000多个包含锌指结构

的 cDNA 序列 , C2H2 型是锌指中数量最多的一

类 , 约占 60 % , 其主要特征是在蛋白质的一级结

构上 , 存在 Cys2X2 - 42Cys2X122His2X32His 的结构序

列单元 (X 为任意氨基酸) 。因为其中的 2 个半胱



氨酸和 2 个组氨酸通过配位键与一个锌离子结合 ,

结构类似手指状 , 所以这类序列单元被称为锌指结

构。锌指蛋白与胚胎发育和细胞分化有密切关系 ,

是一类具有重要功能的转录调节因子。如小鼠

Krox20 蛋白因子是神经系统正常发育所不可缺少

的 (Lania et al. , 1997) ; 猴病毒 40 启动子蛋白

(SP1) 、红细胞类 Krüppel 因子 ( EKL F) 、肺细胞

类 Krüppel 因子 (L KL F) 等蛋白质因子是胚胎发

育所不可缺少的 (Lania et al. , 1997 ; Nuez et al. ,

1995 ; Armstrong et al. , 1998) 。

脑的发育是一个非常复杂的过程 , 受到很多基

因的调控。在发育的不同时期、不同部位、基因的

表达是不同的。基因的调控与脑的发育、疾病的产

生有着密切的关系。近年来大量的研究表明 , 同源

盒基因家族与神经系统和脑的发育密切相关 , 如

Hox , PAX , L IM , POU , Emx , Dlx 等同源盒基

因家族 (蔡文琴、李海标 , 1999) 。还有一些基因

与脑的疾病相关 , 如 Apo E2epsilon4 ( Parasuraman

et al. , 2002) , pADHC29 ( May et al. , 1989) 等许

多基因与阿尔茨海默氏病 (进行性老年痴呆) 相

关。本文通过消减差异筛选的方法克隆到一个新的

C2H2 型锌指蛋白基因 , 该方法曾成功地应用于组

织蛋白酶 K (Li et al. , 1995) 和破骨细胞特异性

质子泵亚基 A TP6i (Li et al. , 1996) 的克隆。

由于小鼠基因在序列和功能上都与人高度同

源 , 小鼠经常用作为人类重要疾病基因功能研究的

模型动物。利用生物信息学的方法对该基因序列特

征进行了分析 , 并以 BSG5 基因全长编码区为探针

进行原位杂交 , 对此新基因进行了克隆及初步的功

能研究工作。

1 　材料与方法

111 　材料

正常雌雄和怀孕 ICR 小白鼠均购自北京大学

医学部实验动物中心。总 RNA 抽提试剂 ( Trizol)

和逆转录酶 (M2MLV Reverse Transcriptase) 购自

Gibco 公司。 Taq 和 pf u DNA 聚合酶购自上海生工

公司。引物由北京博润基因公司合成。DNA 测序

由上海博亚公司完成。地高辛标记与检测试剂盒购

自罗氏 (Roche) 公司。

112 　方法

11211 　消减差异筛选脑特异基因 　收集 915 d 小

鼠胚胎的头部 , 用常规方法制备 mRNA ; 取 5μg

mRNA 为模板 , 用随机引物进行反转录 , 反转录

的同时掺入32 PdCTP , 反应条件为 42 ℃, 1 h ; 反

应产物用 011 mol 的 NaOH 重悬 , 65 ℃孵育 20 min

使 RNA 模板水解 ; 用 011 mol 醋酸中和探针 , 并

用 Sephadex G250 纯化探针。生物素标记的小鼠

915 d 胚胎躯干的 mRNA 将使用 Invit rogen 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。离心沉淀探针混合物并

用 20μl 水重悬 , 100 ℃加热变性 1 min。加入等体

积 2 ×杂交缓冲液 ( Invit rogen) , 65 ℃杂交 20 - 24

h。加入等体积 HEPES 缓冲液 (10 mmol HEPES ,

p H 715 , 1 mmol ED TA) , 20μg 链霉亲和素 , 冰

上孵育 10 min。生物素化的 RNA 和 RNA2cDNA

与链霉亲和素形成的复合物将用酚氯仿抽提除去 ,

水相中的 cDNA 探针将用乙醇沉淀法纯化 , 在相同

条件下进行第二轮消减杂交。

我们用 715 d 小鼠胚胎的 cDNA 文库 ( Clon2
tech) 中的 5 ×105 个克隆进行筛选。每个 145 mm

的平板上约 1 万个克隆 , 每板制两张膜用于与第二

轮消减杂交得到的 cDNA 探针杂交。杂交、洗膜和

曝光将按照常规的方法进行 (Li et al. , 1995) 。为

纯化克隆 , 还要在低浓度的条件下进行第二轮杂

交。所得到的克隆用 AB I 377 测序仪测序。

11212 　生物信息学方法对 BSG5 基因序列特征进

行分析 　将所得序列在 NCB I (www1ncbi1nlm1
nih1gov) 上 用 BLAST ( Basic Local Alignment

Search Tool) 方法与已知序列进行比对 , 以确证所

得序列为一新序列。用 ORF (Open reading Frame)

finder 预测该基因的编码框。使用 Mouse Genome

数据库做 BLAST 分析 , 找到 B S G5 基因在小鼠基

因组上的定位及分布 , 对其外显子和内含子进行分

析。使用生物学软件对小鼠的 B S G5 基因与人的

KIAA0628 基因的氨基酸序列进行同源性比较。在

Pfam HMM 中的蛋白家族数据库中进行查找 , 进行

蛋白序列保守功能区结构域分析。用 NCBI 数据库

以及 Pfam (www1sanger1ac1uk/ software/ Pfam) 对蛋

白的结构域和可能的功能进行预测。

11213 　原位杂交 　原位杂交参照文献 ( Wilkin2
son , 1993) 中的方法 , 以 211 kb 的小鼠 B S G5 编

码区的 cDNA 为模板 , 用 DIG Nucleic Acid Label2
ing Kit (Roche) 制备 DIG标记的 RNA 探针 , 分别

与 715 d、815 d、910 d、1015 d 的小鼠胚胎 , HH

10 期的鸡胚进行整体胚胎原位杂交。
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图 1 　小鼠 BSG5 基因 cDNA序列

编码区序列的上方给出翻译的氨基酸序列。起始密码子 ( ATG) , 终止密码子 ( TAA) 以及多聚腺苷酸序列

(AATAAA) 都用下划线标出。

Fig11 　cDNA sequence of the mouse BSG5 gene

Coding sequences are shown together with the translated amino acid sequence. Initiative code (ATG) and stop code ( TAA) are

underlined. The polyadenylation signal sequences (AATAAA) are also underlined.

图 2 　BSG5 基因在染色体上的分布

小鼠 BS G5 基因的 2 个外显子 (实体方框表示) 分布在 15 号染色体上。

Fig12 　Genomic organization

The mouse BS G5 gene is composed of 2 exons (show in box) distributed on mouse chromosome 15.

2 　结　果

211 　消减差异筛选脑特异基因

利用消减差异筛选的方法对 715 d 小鼠胚胎的

cDNA 文库进行筛选 , 克隆到脑特异表达的基因

B S G5 , 该基因长2 487 bp , 编码一长 499 个氨基

酸的蛋白 (图 1) 。在 NCB I 上对该基因进行分析 ,

证实是一个新基因。该基因登录号为 A Y610936。
212 　BS G5 基因的生物信息学分析

21211 　基因组上的定位 　在 Mouse Genome 数据
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图 3 　小鼠 BSG5 和人的 KIAA0628 氨基酸序列同源性的比对

阴影部分为同源序列 , 它们具有 8119 %的相似性。

Fig13 　Alignments of the amino acid sequence between KIAA0628 and mouse BSG5 gene

They share 8119 % similarity.

库中做 BLAST 的分析得到 B S G5 定位在小鼠的第

15 号染色体上 , 包含 2 个外显子 (图 2) 它们分别

位于 291 - 395 bp、6 367 - 8 644 bp处。对 B S G5

基因的编码框 (Coding sequence , CDS) 进行预测 ,

得到一个 1 497 bp 长的编码区序列 , 位于 B S G5

cDNA 的 284 bp - 1 780 bp的核苷酸位置。含有起

始密码子 A TG和终止密码子 TAA , 是一个完整的

编码框。并且在终止密码子后面 , 找到了 Poly A

的信号 AA TAAA (图 1) 。

21212 　蛋白结构分析 　对小鼠 B S G5 基因和人

KIAA0628 基因的氨基酸序列的同源性比较 , 结果

显示两者的同源性达 8119 % (图 3) 。

对小鼠 B S G5 基因结构域的分析显示该基因

含有 12 个 C2H2 型的锌指结构域 , 每个锌指结构

域均含有 23 个氨基酸 , 它们所在的氨基酸位置分

别为 : 119 - 141、147 - 169、175 - 197、203 -

225、231 - 253、259 - 281、287 - 309、315 - 337、

343 - 365、371 - 393、399 - 421、427 - 449。这些

结构域提示 B S G5 基因是一个可能的转录因子

(图 4) 。

213 　原位杂交

原位杂交结果显示 , 在 715 dpc、815 dpc、
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图 4 　BSG5 基因的结构域

显示 12 个连续的是 C2H2 型锌指结构域。

Fig14 　The structure domains of mouse BSG5

There are consecutive12 bars represent 12 C2H2 type zinc finger domains.

图 5 　BSG5 基因在不同时期小鼠中的原位杂交

BS G5 基因在小鼠早期胚胎的头部 (箭头所示) 特异表达。A : 715 dpc。B : 815 dpc。C、D : 910 dpc。E : 1015 dpc。

Fig15 　Whole2mount in situ hybridization of early mouse embryo at different stage

BS G5 gene is expressed specifically in mouse embryo head (see arrow) 1 A : 715 dpc1 B : 815 dpc1 C , D : 910 dpc1 E : 1015 dpc.

910 dpc、1015 dpc 的小鼠胚胎中 , B S G5 基因主要

在头部表达 (图 5) 。另外发现在 910 dpc、1015

dpc 的小鼠胚胎中 , 尾部及肢芽也有明显表达 (图

5 : C , E) 。在 HH 10 期的鸡胚中 (图 6) , B S G5

也主要在头部表达。

3 　讨　论

锌指蛋白家族是一个巨大的超基因家族 , 它们

广泛的存在于各种物种中 , 包括酵母、果蝇、爪

蟾、鼠和人。所有的锌指蛋白都有一个 28 - 30 个

氨基酸长的重复序列 , 这些重复序列都具有固定的

保守氨基酸。其中很多成员是重要的细胞调控因

子。本文利用消减差异筛选的方法克隆到一个新的

锌指蛋白基因 , 此基因编码的蛋白质全长 499 个氨

基酸 , 含 12 个 C2H2 型的锌指结构域。锌指蛋白

可以按照其所拥有的锌指结构和数目的不同分成两

大类 : 第一大类的锌指蛋白含有 5 个以下的锌指结

构域 , 如 A TZ 和 WTI ( Hajra et al1 , 2002) , 它们

通常参与细胞的增殖和分化 ; 而第二大类的锌指蛋

白则含有 5 个以上锌指结构域 , 如 TFIIIA , ZFP28

(周亮等 , 2002) 和本文中发现的 B S G5。虽然第

二类锌指蛋白的数目多于第一类锌指蛋白 , 但是除

了 TFIIIA 以外 , 人们对于其它此类锌指蛋白的功

能还了解不多。B S G5 基因所编码的锌指蛋白具有

12 个 C2H2 型锌指结构 , 属于后一类基因。它在

小鼠早期胚胎、鸡胚胎脑部的特异表达情况表明此

基因对于脑的早期发育有非常重要的意义。自小鼠

胚胎第 715 d 开始 , B S G5 在头部特异表达 , 并且
在 810 d、910 d、1015 d 持续在头部有高表达 , 在

胚胎第 910 d 时开始在尾芽也有表达 , 第 1015 d 时
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图 6 　BSG5 基因在 HH 10 期鸡胚中的原位杂交

BSG5 基因在鸡胚头部特异表达 (白色三角所示) 。

Fig16 　Whole2mount in situ hybridization of chicken em2
bryo at HH 10 stage

BS G5 gene is expressed specifically in chicken embryo head (show

in white) .

在尾芽及肢芽均有表达。胚胎在第 1015 d 时 , 很

多器官正在形成 ( Rugh , 1990) , 此时期的胚胎很

多器官尚未发育完全 , B S G5 在不同空间时间上的

表达变化提示 B S G5 可能在胚胎发育早期对于头

部发育起至关重要的作用 , 另外 B S G5 在尾芽及

肢芽的表达表明对后期胚胎发育中四肢和尾部的形

成也起重要作用。因此对 B S G5 基因的进一步研

究不但有助于增加对于第二类锌指蛋白的功能的了

解 , 并且可以进一步揭示脑的早期发育的分子生物

学机制。

鸡胚用于发育模式生物研究的最主要优点是易

于操作和观察。鸡胚胎在 HH 5 期 ( 20 - 22 h)

时 , 神经板已经形成 , 头的雏形也基本可见。在

HH 7 期后脑形成。在 HH 10 期 , 三胚层形成 , 体

轴也基本形成 , 神经脊开始迁移。以 DIG 标记的

B S G5 的 RNA 为探针 , 对 HH 10 期 (36 - 42 h)

的鸡胚做整体胚胎的原位杂交 , 结果表明 B S G5

基因主要在神经系统中大量表达。

B S G5 基因在不同种属中显著的表达保守性表

明 B S G5 基因在神经系统即脑的发育中有重要作

　　

用。B S G5 基因的结构与表达特征预示着它编码的

是一个具 DNA 结合功能的转录调控因子。其具体

的功能及蛋白表达特点还有待进一步的研究。
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