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包含 BTB锌指结构的新基因 Bsg2 结构特性
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摘要 　通过消减差异筛选法寻找小鼠胚胎发育过程中在脑中特异表达的基因. 克隆得到的脑特异

表达新基因 2 (brain specific gene 2 ,简称 Bsg2)长 3 691 bp ,通过生物信息学方法预测其编码一个含

713 个氨基酸的锌指蛋白. 此蛋白 N 端有一个 BTB (BR2C , ttk and bab) 结构域 ,C 端有 9 个连续的

C2H2 锌指结构. 该基因定位在小鼠 12 号染色体上 ,包含 1 个内含子和 2 个外显子. 应用生物信息

学和 RT2PCR 方法分别检验该基因在小鼠各组织中的表达. 结果表明 ,Bsg2 基因在小鼠胚胎及成体

的各组织中普遍表达 ,在脾、肾、睾丸、肠、子宫和脑的表达水平较强. 利用整体 (whole mount) 原位杂

交研究其时空表达模式. 结果显示 , Bsg2 在早期的小鼠胚胎和不同时期鸡胚的头部均特异表达 ,在

11 d 鼠胚的肢芽里也有较强的表达. Bsg2 基因的结构和表达特征预示它编码 1 个具有 DNA 结合功

能的转录调控因子 ,同时揭示它在脑的发育和器官形成过程中发挥着重要作用.
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Structural Characteristic and Special Expression Pattern During Development
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Abstract 　The subtractive2different screening was used to clone a new gene Bsg2 expressed specifically in
brain during the development of mouse embryo. The length of the gene is 3 691 bp . Bioinformatics analysis
predicted that it encoded a C2H2 type zinc finger protein of 713 amino acid residues. The predicted protein
contains a BTBΠPOZ domain in its N2terminal region and 9 typical C2H2 zinc fingers in its C2terminal region.
The gene was located on mouse chromosome 12 and comprised of 1 intron and 2 exons. The mRNA levels of
this gene were determined in mouse’s tissues using bioinformatics and semi2quantitative RT2PCR assay. Bsg2
was expressed in various tissue of mouse embryo , especially in the spleen ,liver ,testis ,uterus and brain. The
results tested by in situ hybridization indicated that Bsg2 was specifically expressed in mouse brain of early
stages and chicken brain of different stages , and expressed in the limbs of E11(11 days) mouse embryo. The
structure and expression pattern of Bsg2 implied that it might be a DNA binding transcription regulator. All
the results indicated that Bsg2 gene might be involved in the development of brain and organic development .
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　　人体最复杂的器官是脑. 与其它器官相比 ,脑具

有独特的基因表达谱 ,并且在发育的不同阶段、同一

发育时期的不同部位、同一部位在不同环境下 ,脑基

因的表达都有所不同. 因此 ,研究脑的特异基因将为

了解脑的早期发育、神经系统的构建奠定基础 ,为防
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治脑发育异常引起的疾病提供理论基础. 在人类基

因组中 ,脑特有基因占很大比例 ,但由于多数基因的

表达丰度都很低 ,用常规方法研究比较困难 ,所以人

们对脑中特异表达的基因知之甚少. 本文利用消减

差异筛选法 ,建立小鼠胚胎不同时期脑部的基因表

达谱 ,以寻找小鼠胚胎发育过程中在脑中特异表达

的基因. 消减差异筛选法曾成功应用于组织蛋白酶

K[1 ] 、破骨细胞特异性质子泵亚基 ATP6i [2 ] 基因的

克隆.

本文寻找到小鼠胚胎发育过程中脑特异表达基

因 Bsg2 ,此基因含有BTB 和 C2H2 锌指结构. 锌指蛋

白是指含有通过结合 Zn
2 + 形成稳定的、可自我折叠

成“指头”样结构的一类蛋白质 ,是识别 DNA 最有效

的结构元件之一 ,并广泛参与基因表达的调控 ,在细

胞分化、配子形成和胚胎发育等生命过程中发挥重

要作用 ,且与许多重大疾病有密切关系. C2H2 型锌

指蛋白含有最为典型的锌指模体结构 ,其 N 末端通

常伴有不同的基元 ,其中包括 POZ(poxvirus and zinc

finger)结构域 ,也称为 BTB 结构域. BTBΠPOZ家族是

类 Kuppel 锌指蛋白家族中的一种 ,这个家族的第一

批成员包括果蝇的 Broad2Complex、tramtrack、bric2a2
brac 等 ,因此被命名[3～6 ]

. BTB 结构域位于 5′端 ,大

约有 115 个氨基酸 ,大多为疏水性氨基酸 ;其二级结

构由 4 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.

BTBΠPOZ结构域能介导同源二聚体的形成 ,以及蛋

白质之间的相互作用 ,抑制 DNA 结合结构域与 DNA

序列的结合[7 ]
;改变染色质的结构 ,从而引起染色质

结构的改变 ,导致特定基因的开关[8 ] . 目前所知的多

数含 BTBΠPOZ 结构域的锌指蛋白均表现出转录抑

制活性 ,此类蛋白质对于生物体的发育、分化、染色

体重组等过程的调节具有相当重要的作用 ,并与癌

症有密切的关系.

1 　材料和方法

111 　材料

健康小鼠购于北京大学医学部实验动物中心 ;

M2MLV 逆转录酶购于 Invitrogen ;高保真的 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 ;所有引物均由北京博润公司合

成 ;QIAquick Gel Extration Kit 购于 QIAGEN ; Trizol 购

于鼎 国 公 司 ; pBluescript Ⅱ SK (2) 载 体 购 于

Stratagene ;其它试剂均为国产分析纯产品.

112 　消减差异筛选脑特异表达基因

消减差异筛选法参考文献 [2 ]的方法. 收集 915

d 小鼠胚胎的头部 ,提取 mRNA ,制备 32
P 标记的

cDNA 探针 ,并与生物素标记的 915 d 小鼠胚胎的躯

干 mRNA 进行杂交. 除去杂交复合物后 ,用 715 d 小

鼠胚胎的 cDNA 文库进行筛选. 所得到的克隆用 ABI

377 测序仪测序.

113 　用生物信息学方法对 Bsg2 基因序列特征进行

分析

将所得序列在美国国家生物技术信息中心

(National Center of Biotechnolgy Information , NCBI) 上

与已知序列进行比对 ,确证所得序列为一新序列. 预

测 Bsg2 的编码框 ,并对其进行基因组定位. 将 Bsg2

与人、鸡的同源蛋白进行多序列比对. 用 ExPASy

Proteomics[9 ] 工具 ( http :ΠΠus. expasy. orgΠtools) 对 Bsg2

蛋白的结构域及其可能的功能、蛋白特点进行预测.

114 　基因电子表达谱分析

利用 UniGene 数据库进行电子表达谱分析 ,用

与待分析核酸序列同源的表达序列标签 (expressed

sequenced tags , EST) 序列所对应的组织来源进行

推断.

利用肿瘤基因组解剖学计划 ( The Cancer

Genome Anatomy Project ,CGAP) 的虚拟 Northern 服务

器进行电子表达谱分析.

115 　半定量 RT2PCR表达分析

11511 　引物设计 　用 Primer Premier 软件根据 Bsg2

的 cDNA 序列设计一对引物 ,产物为 594 bp . 两引物

序列为 :

P1 (sense) :5′2GTCCTTTCCGATGTCCTA23′

　　P2 (antisense) :5′2TTTGGTGTTCTGCCTACC23′

　　选用看家基因 GA PDH 作为内参照 ,产物为 452

bp ,两引物序列为 :

　　P1 (sense) :5′2ACCACAGTCCATGCCATCAC23′

P2 (antisense) :5′2TCCACCACCCTGTTGCTGTA23′

11512 　RT2PCR 　以小鼠各组织的 RNA 为模板 ,合

成第一链 cDNA. 利用 Bsg2 及 GA PDH cDNA 特异的

引物 ,扩增 30 个循环 (退火温度分别为 55 ℃、60 ℃) .

11513 　RT2PCR 表达分析 　115 %琼脂糖凝胶电泳

判定产物大小 ,并半定量分析 (目的基因片段和

GA PDH 产物电泳上样量一致) . 利用凝胶成像系统

将图像扫描入计算机后 ,用 TotalLab 软件分析电泳

条带光密度值. 计算公式如下 :mRNA 表达相对量 =

目的基因片段条带的光密度值Π同一样本 GA PDH 条

带的光密度值.

116 　RT2PCR克隆 Bsg2 的全长编码区序列

627 中国生物化学与分子生物学报 20 卷

© 1995-2006 Tsinghua Tongfang Optical Disc Co., Ltd.   All rights reserved.



根据 Bsg2 的 cDNA 序列设计一对引物 ,在 5′端

和 3′端引物分别加入 EcoR Ⅰ、Kpn Ⅰ酶切位点. 两引

物序列为 :

P1 (sense) :

5′2TAGAATTCGCAGAAGATGGCAAAG CCCA23′

　　P2 (antisense) :

5′2TCGGTACCTTTTGCTTTGGTGT TCTGCC23′

　　以小鼠胚胎的总 RNA 为模板 ,经 M2MLV 逆转

录酶合成 cDNA 第一条链. 用高保真的 PFU DNA 聚

合酶扩增 30 个循环 (退火温度为 55 ℃) . 纯化和回收

PCR 产物后 ,分别将纯化的产物和 pBluescript ⅡSK

(2)载体进行 EcoR Ⅰ和 Kpn Ⅰ的双酶切 ,经纯化

后 ,将 PCR 产物连接至载体上. 转化连接产物 ,筛选

重组子 ,制备质粒 DNA ,经测序验证 Bsg2 全长编码

区序列.

117 　原位杂交

11711 　探针的制备 　以小鼠 Bsg2 编码区的 cDNA

为模板 ,用地高辛核酸标记试剂盒制备地高辛标记

的 RNA 探针. 分别用不同时期的小鼠胚胎和鸡胚进

行整体原位杂交.

11712 　原位杂交 　原位杂交参照文献 [10 ]中的方

法. 将固定好的胚胎经不同浓度梯度的甲醇脱水、复

水后 ,用 6 %的 H2O2 漂白胚胎 ,10μgΠml 蛋白酶 KΠ

PTW处理胚胎 15 min ,在甘氨酸终止蛋白酶 K作用

后 ,用 012 %戊二醛Π4 %多聚甲醛再次固定. PTW 清

洗 2 次后 ,用含甲酰胺等的预杂交液于 60 ℃温育 3

～8 h ,然后用含探针的杂交液于 60 ℃过夜. 用含不

同离子浓度和不同 pH 值的梯度缓冲液反复洗涤 ,

以排除非特异性的结合 ,加入碱性磷酸酶偶联的抗

地高辛抗体 ,最后以硝基四唑盐Π52溴242氯232吲哚磷

酸盐 (NBT2BCIP)显色. 实验过程中同时作阴性对照 ,

阴性对照组不加探针 ,其他处理条件相同.

2 　结果

211 　消减差异筛选脑特异表达基因

利用消减差异筛选法得到 Bsg2 基因. 测序后 ,

将该 基 因 在 NCBI 上 进 行 BLAST ( Basic Local

Alignment Search Tool)分析 ,结果证实 Bsg2 是一新基

因 (Fig. 1) . 并向 NCBI提交 ,序列号为 AY611626.

212 　对 Bsg2 序列的生物信息学分析

21211 　基因组定位 　Bsg2 基因定位在小鼠 12 号染

色体的短臂上 ,包含 1 个内含子和 2 个外显子. 该基

因含有起始密码子 ATG和终止密码子 TGA ,在终止

密码子后面还有 Poly A 的信号 AATAAA ( Fig. 2) . 外

显子的分布见 Table 1.

21212 　结构域分析 　通过生物信息学分析 , Bsg2

包含一个 2142 bp (482～2623) 的完整阅读框架 ,编

码一个含 713 个氨基酸的锌指蛋白. 此蛋白 N 端从

第 14～121 氨基酸含有一个BTB 结构域 ,C 端含有 9

个连续的 C2H2 型锌指结构域 ,大多数锌指结构域

含有 23 个氨基酸 ,它们所在的氨基酸位置分别为

216～242 ,421～443 ,448～470 ,534～554 ,578～600 ,

606～628 ,634～656 ,662～684 ,686～709 ( Fig. 3) . 这

些结构域提示 Bsg2 基因可能是一个转录因子.

21213 　人、鼠、鸡基因的蛋白同源性比较 　Bsg2 与

人的 KIAA0997 基因在氨基酸水平上有 8516 %的同

源性. 通过与鸡 EST 数据库[11 ] 进行比对 ( http :ΠΠ
www. chick. umist . ac. uk ) , 发现 Bsg2 与鸡 EST

359288. 1 的蛋白同源性达 6018 % ( Fig. 4) . 这说明

Bsg2 在不同种属里具有较高的保守性.

21214 　蛋白质特点及功能基序分析 　Bsg2 分子量

为 81 95211 ,理论上的等电点为 5194 ,亚细胞定位于

细胞核. Bsg2 编码框的氨基酸顺序上可能有 13 个

蛋白质激酶 C 磷酸化位点 (123～125 ,131～133 ,135

～137 ,203～205 等) ,11 个酪蛋白激酶 II 磷酸化位

点 (92～95 ,203～206 ,305～308 ,348～351 等) ,8 个

N2十四烷基化位点 (153～158 ,301～306 ,379～384 ,

400～405 等) ,5 个 N2糖基化位点 (64～67 ,246～

249 ,353～356 ,409～412 ,420～423) ,2 个 cAMP2和
cGMP2依赖性蛋白激酶磷酸化位点 (194～197 ,303～

306) . 从这种蛋白质的亚细胞定位和功能基序分析

结果看 , Bsg2 的生物学活性有可能接受信号途径中

多种信号的调控.

213 　Bsg2 基因电子表达谱分析

Unigene 分析显示 ,表达部位有 :原肠胚、胚胎滋

养层、大脑、小脑、肺、脾、肾、瘤、乳腺、胰腺、颈、睾丸

等.虚拟 Northern 分析表明 : Bsg2 在肺、脾、肾、肝、

胰、胎盘、睾丸、大脑、小脑、脑下垂体、外周神经系

统、头和颈、眼、胚性组织等多种组织和细胞中表达 ,

肝癌、乳腺癌、皮肤癌组织中也有表达.

214 　RT2PCR 检测结果

结果表明 ( Fig15A) , Bsg2 的特异条带大小与预

计结果一致 ,同时证实其在小鼠各组织中均有表达.

Bsg2 mRNA 在各组织中表达的相对量依次为

013347(肝) ,017552 (肠) ,018912 (脾) ,018038 (肾) ,

018023 (睾丸) , 016361 (脑) , 010560 (肌肉) , 011960

(肺) , 014467 (心) , 015817 (子宫) , 010580 (小脑) ,

011258 (眼) . 由此可见 ,Bsg2 在小鼠成体各组织中普
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遍表达 ,在脾、肾、睾丸、肠、子宫、心和脑的表达水平

最强 ,肝、肺、小脑、眼、肌肉里的表达相对较弱.

GA PDH 条带与预计结果相符 ( Fig15B) ,且其在各组

织中的表达几乎一致.

Fig. 1 　cDNA sequence of the mouse Bsg2 gene

Coding sequences are shown together with the translated amino acid sequences. Initiation codon (ATG) and stop codon (TGA) are underlined

The polyadenylation signal sequences (AATAAA) are also underlined

Fig. 2 　Genomic organization of Bsg2 gene

The mouse Bsg2 gene was composed of 2 exons and 1 intron distributed over approximately 18 kb.

Solid bars represent exons. The locations of initiation codon ATG, stop codon TGA and

polyadenylation signal (PolyA Signal) are indicated
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Table 1 　Exon2intron junction of the mouse Bsg2 gene

Exon number and size (nt) cDNA position of exon 5′splicing site Intron number and size (kb) 3′splicing site

1 (465) 1 —465 CGCCCGgtgagt 141511 aaacagGAGGAG

2 (3226) 466 —3691 TCAATTataaat gcatagGTCGAG

The intron2exon boundary sequences were generally consistent with the 5′and 3′splice consensus sequences and conformed to the GTΠAG rule

Fig. 3 　The predicted domains of Bsg2 gene

The first one represents BTB domain. The last

consecutive nine bars represent nine C2H2 type

zinc finger domains

Fig. 4 　Alignment of mouse Bsg2 amino acid sequence with that of human KIAA0997 and chick EST

The consensus sequences are shadowed. They share 8516 % and 6018 % similarity , respectively

Fig. 5 　(A) The RT PCR result of Bsg2. (B) The result of GAPDH

Lane 1 , liver ; lane 2 , intestines ; lane 3 ,spleen ; lane 4 ,kidney ; lane 5 , testis ; lane 6 , brain ; lane 7 ,muscle ; lane

8 ,lung ; lane 9 ,heart ;lane 10 ,uterus ; lane 11 ,cerebella ; lane 12 ,eye.

GAPDH was used to control for differences in loading
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215 　Bsg2 基因全长编码区的克隆

通过 RT2PCR 获得 Bsg2 基因全长编码区序列

的克隆 ,并将它克隆至 pBluescriptII SK(2) 载体上. 扩

增的目的片段与预计结果一致 ,并通过测序验证. 所

得到的全长编码区的序列用于原位杂交探针的

制备.

216 　原位杂交

整体 (whole mount) 原位杂交表达分析显示 ,

Bsg2 在小鼠胚胎和鸡胚中均有表达. 尽管 Bsg2 基

因普遍表达 ,在小鼠胚胎和鸡胚的发育过程中该基

因主要在中枢神经系统表达 ,在前脑、中脑和后脑有

较强的表达信号 ( Fig16 ,7) ,而且在 11 d 的鼠胚 ,前

后肢芽里也有较强的表达 (Fig16D) .

Fig. 6 　Whole2mount in situ hybridization of mouse embryo of different stages

Bsg2 gene is expressed specifically in embryos’head and E11 embryo’s limb (see arrow) .

(A) E8. 0 mouse embryo , (B) E815 mouse embryo , (C) E10. 5 mouse embryo , (D) E11 mouse embryo

Fig. 7 　Whole2mount in situ hybridization of chicken embryo of different stages

Bsg2 gene is expressed specifically in embryos’head (see arrow) .

(A) HH10 chicken embryo , (B) HH12 chicken embryo , (C) HH14 chicken embryo , (D) HH16 chicken embryo

3 　讨论

本文利用消减差异筛选法 ,克隆到小鼠新基因

Bsg2.通过生物信息学的方法预测该基因定位在小

鼠 12 号染色体上 ,它编码一个含 713 个氨基酸的锌

指蛋白 ,含有一个 BTB 结构域和 9 个连续的 C2H2

型锌指结构域. Bsg2 与人的 KIAA0997 基因在氨基

酸水平上有 8516 %的同源性 ,与 Chick EST 35928811

的蛋白同源性达 6018 %. 这说明 Bsg2 在不同种属里

具有较高的保守性.

C2H2 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、配子

的形成和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.

BTBΠPOZ结构域主要存在于锌指蛋白的N 末端以及

含有 Kelch 基序的蛋白中. BTBΠPOZ 结构域可以调

节 BTBΠPOZ蛋白的自我联合[12 ]
,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. 目前所知的多数含 BTBΠPOZ结构域的锌指

蛋白均表现出转录抑制活性 ,抑制 DNA 结合结构域

与DNA 序列的结合. 此类蛋白质对于生物体的发

育、分化、染色体重组等过程的调节具有相当重要的

作用 ,并与癌症有密切的关系. Bsg2 基因的这些重

要结构域提示 Bsg2 可能是一个重要的转录因子 ,参

与了基因的表达调控和胚胎发育等重要过程.

从 Bsg2 的电子表达谱中发现 Bsg2 在多种组织
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(包括肝癌、乳腺癌、皮肤癌组织) 中表达 ,说明其在

多种组织中发挥作用 ,并很可能与癌症相关 ,而这需

要进行进一步的验证. RT2PCR 结果亦表明 Bsg2 基

因在小鼠胚胎及成体的各组织中普遍表达 ,在脾、

肾、睾丸、肠、子宫和脑的表达水平较强. Bsg2 基因

的电子表达谱与 RT2PCR 的结果基本上是一致的.

整体原位杂交表达分析显示 , Bsg2 在小鼠胚胎

和鸡胚中均有表达 ,验证了 Bsg2 在不同种属中具有

较高的保守性. 尽管 Bsg2 基因普遍表达 ,在小鼠胚

胎和鸡胚的发育过程中该基因主要在中枢神经系统

表达 ,在前脑、中脑和后脑有较强的表达信号 ,在 11

d 鼠胚的肢芽里也有较强的表达. 由此可见 , Bsg2 很

可能在胚胎发育中与头部的发育相关. 在胚胎第

1015 d 天时 ,很多器官正在形成 ,这暗示着 Bsg2 很

可能在器官形成过程中发挥着重要的作用. Bsg2 在

不同种属中显著的保守性 ,以及其在不同的组织器

官中的表达 ,暗示着 Bsg2 在不同种属中发挥着重要

的生物作用. Bsg2 基因的结构和表达特征预示着它

编码一个具 DNA 结合功能的转录调控因子 ,同时揭

示它在脑的发育和器官形成过程中发挥着重要作

用.
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