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斑马鱼ｒｎｆ１４１基因结构与表达分析
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［摘要］　目的：探讨斑马鱼ｒｎｆ１４１基因在物种间进化以及在斑马鱼胚胎发育和成体中表达分布特点。方法：采用生物信息

学方法分析斑马鱼ｒｎｆ１４１基因结构特征；运用胚胎整体原位杂交和多组织ＲＴＰＣＲ技术分别检测斑马鱼胚胎发育不同阶段

和成体各组织ｒｎｆ１４１基因表达情况。结果：斑马鱼ＲＮＦ１４１蛋白与人类和小鼠同源蛋白（ＺＮＦ２３０、Ｚｎｆ２３０）分别具有７９．

８％、７８．５％的同源性，其中Ｃ３ＨＣ４ 型锌指结构域及其保守的半胱氨酸和组氨酸残基组成与人类（或小鼠）的同源性分别为８４．

８％、１００％；而且，斑马鱼ＲＮＦ１４１蛋白与人类ＺＮＦ２３０蛋白在Ｃ３ＨＣ４ 型锌指区域具有完全相同的二级结构。杂交结果显示，

ｒｎｆ１４１基因在斑马鱼胚胎中广泛表达，尤以端脑、小脑和后脑表达丰度为高。ＲＴＰＣＲ结果表明，ｒｎｆ１４１基因在受检的成体

组织中均有表达，但在睾丸组织中表达丰度较高。结论：斑马鱼ｒｎｆ１４１基因为脊椎动物保守基因，并可能在胚胎发育和精子

发生过程中起着重要作用。
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　　作为一种新型的脊椎模式生物，斑马鱼具有繁
殖力强、生长快、胚胎透明以及与脊椎动物相近的基
因结构和调节模式等诸多优点，已成为人们研究人

类发育、系统功能、疾病发生等的重要工具［１］。

ＺＮＦ２３０基因是利用 ｍＲＮＡ差异显示方法克隆获
得的人类锌指蛋白基因，并可能在精子发生中发挥
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着重要作用［２３］。尽管ＺＮＦ２３０同源基因———斑马
鱼ｒｎｆ１４１的全长ｃＤＮＡ序列已获克隆，但对于其在
斑马鱼中的表达情况尚缺乏了解。为此，我们在本
研究中初步探讨了斑马鱼ｒｎｆ１４１基因的结构和时
空表达特征，旨在为深入研究ＺＮＦ２３０基因在人类
精子发生过程中的作用奠定基础。

１　材料和方法

１．１　材料　实验用斑马鱼来自中国科学院水生生
物研究所；ＭＭＬＶ逆转录酶购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ；地高
辛标记试剂盒购于 Ｒｏｃｈｅ；ＴａｑＤＮＡ 聚合酶、ＳＰ６
和Ｔ７ＲＮＡ聚合酶、ＮｃｏⅠ和ＳａｌⅠ限制性内切酶、

ｐＧＥＭＴ载体和ＴＲＩｚｏｌ均为 ＭＢＩ产品；ＰＣＲ引物
合成和ＤＮＡ测序均由上海生工生物工程技术服务
有限公司完成；其他试剂均为国产分析纯试剂。

１．２　方法

１．２．１　斑马鱼ｒｎｆ１４１ｃＤＮＡ序列分析　从 Ｇｅｎ
Ｂａｎｋ（登录号：ＢＣ０７１５３４）获取斑马鱼ｒｎｆ１４１基因
全长ｃＤＮＡ 序列，使用开放阅读框（ｏｐｅｎｒｅａｄｉｎｇ
ｆｒａｍｅ，ＯＲＦ）查询器（ｆｉｎｄｅｒ）预测其编码框；ＲＮＦ１４１
蛋白在不同物种间的序列比对采用 Ｍｅｇｌｉｇｎ程序
（ＤＮＡＳＴＡＲ软件包）进行；ＲＮＦ１４１蛋白二级结构
预测在Ｐｒｏｆ程序上进行。

１．２．２　反义ＲＮＡ探针的制备　（１）探针序列的获
得：首先，按照ＴＲＩｚｏｌ试剂盒推荐条件提取斑马鱼
组织总ＲＮＡ。其次，采用ＲＴＰＣＲ方法扩增包含大
部分编码区及部分３′端非翻译区的ｒｎｆ１４１基因

ｃＤＮＡ序列（扩增片段长度为７８９ｂｐ）。引物序列
（正向：５′ＡＡＧＣＴＴＴＧＡＴＧＡＧＴＴＣＴＴＧＧＧ
ＴＣＧ３′，反向：５′ＧＧＡＴＣＣＴＡＣＡＧＣＡＧＣＡＧＴ
ＣＧＴＣＣＴ３′）。反应体系：总体积３０μｌ，包括１×
ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ，４μｌｃＤＮＡ模板，１ＵＴａｑＤＮＡ聚合
酶，１．５ｍｍｏｌ／Ｌ ＭｇＣｌ２，０．１ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰｓ，０．４

μｍｏｌ／Ｌ引物。扩增条件：９５℃ 预变性３ｍｉｎ，９４℃
变性３０ｓ，５２℃退火４５ｓ，７２℃延伸３０ｓ，共３５个循
环，最后７２℃延伸１０ｍｉｎ。然后，将ＰＣＲ产物克隆
于ｐＧＥＭＴ载体中，重组质粒用ＮｃｏⅠ和ＳａｌⅠ限
制性内切酶线性化，测序鉴定。（２）探针制备与标
记：重组质粒分别经Ｔ７和ＳＰ６ＲＮＡ聚合酶体外转
录后获得正义和反义ＲＮＡ探针，并用地高辛标记
试剂盒加以标记。

１．２．３　胚胎整体原位杂交　分别选取受精２４、３６ｈ
的斑马鱼胚胎，经固定液（４％多聚甲醛，０．１ｍｏｌ／Ｌ
ＮａＣｌ，ｐＨ７．４）于４℃下处理１２ｈ，并置于－２０℃甲
醛中备用。原位杂交参照相关手册［４］，并稍加修改

进行。杂交完成并经染色处理后，用０．１ｍｏｌ／Ｌ
ＮａＣｌ溶液（ｐＨ７．４）冲洗；不同浓度乙醇于室温下脱
水，每次３～５ｍｉｎ。中性树脂封片，荧光显微镜检并
成像。

１．２．４　ＲＴＰＣＲ　取成体斑马鱼心脏、骨骼肌、大
脑、胰腺、睾丸和卵巢组织，参照ＴＲＩｚｏｌ试剂盒说明
书分别提取总ＲＮＡ。采用与１．２．２相同的方法及
反应条件扩增ｒｎｆ１４１ｃＤＮＡ序列，ＲＴＰＣＲ产物经

２％琼脂糖凝胶电泳后，在凝胶成像系统下观察

ｒｎｆ１４１基因的表达情况。同时，扩增上述６种组织
中组成型表达基因βａｃｔｉｎ，并以此作为阳性对照。

２　结　果

２．１　斑马鱼ｒｎｆ１４１全长ｃＤＮＡ序列特征分析　检
索ＧｅｎＢａｎｋ数据库获得斑马鱼ｒｎｆ１４１基因全长

ｃＤＮＡ序列（１６９９ｂｐ），经ＯＲＦ查询器预测后的结
果表明，ｒｎｆ１４１基因编码框全长６６９ｂｐ，位于ｃＤ
ＮＡ８８～７５６ｂｐ的位置，长度较人类ＺＮＦ２３０及小
鼠Ｚｎｆ２３０基因编码框序列稍短［２，７］；编码框含有起
始密码子ＡＴＧ和终止密码子ＴＡＡ，为一个完整的
开放读码框，编码一个由２２２个氨基酸组成的多肽
链。另外，多聚腺苷酸（ｐｏｌｙＡ）信号序列（ＡＡＴＡ
ＡＡ）位于ｐｏｌｙＡ尾上游１９ｂｐ的位置（图１）。

　　一级结构分析发现，ＲＮＦ１４１蛋白Ｃ端１４６～
１８３氨基酸含有一个Ｃ３ＨＣ４型锌指结构域（图１）。
氨基酸序列比对显示，斑马鱼ＲＮＦ１４１蛋白与人类、
小鼠（或大鼠）同源蛋白的同源性分别为７９．８％、

７８．５％。其中，Ｃ３ＨＣ４型锌指结构域及其保守的半
胱氨酸和组氨酸残基组成与人类（小鼠、大鼠）的同
源性分别达８４．８％、１００％（图２）。

　　Ｐｒｏｆ软件预测结果显示，ＲＮＦ１４１蛋白二级结
构中α螺旋占２２．５％、β折叠占１２．２％；而人类

ＺＮＦ２３０蛋白 α螺旋和 β折叠的含量则分别为

３２．２％、１３．５％。但在高度保守的Ｃ３ＨＣ４型锌指结
构域，上述两种蛋白的二级结构却完全一致（图略）。

２．２　斑马鱼胚胎整体原位杂交分析　用反义ＲＮＡ
探针分别与受精２４ｈ和３６ｈ后的斑马鱼胚胎杂交，
结果表明，在两种不同发育阶段的胚胎中均检测到

ｒｎｆ１４１ｍＲＮＡ，但端脑、小脑和后脑中ｒｎｆ１４１ｍＲ
ＮＡ杂交信号较胚胎其他部位更强（图３）。

２．３　ＲＴＰＣＲ分析　为研究ｒｎｆ１４１基因在成体组
织中的功能，我们采用ＲＴＰＣＲ技术分析了ｒｎｆ１４１
基因在成体斑马鱼多个器官组织中的表达。结果可
见，在受检的６种器官组织中均检测到７８９ｂｐ的特
异性ｒｎｆ１４１ｃＤＮＡ扩增片段，但以在睾丸组织中的
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扩增条带信号最强（图４）。

图１　斑马鱼ｒｎｆ１４１基因ｃＤＮＡ序列

Ｆｉｇ１　ｃＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆｚｅｂｒａｆｉｓｈｒｎｆ１４１ｇｅｎｅ
Ｃｏｄｉｎｇｓｅｑｕｅｎｃｅｉｓｓｈｏｗｎｔｏｇｅｔｈｅｒｗｉｔｈｔｈｅｔｒａｎｓｌａｔｅｄａｍｉｎｏａｃｉｄｓｅ

ｑｕｅｎｃｅ．ＴｈｅＣ３ＨＣ４ｔｙｐｅｄｏｍａｉｎｉｓｂｏｘｅｄａｎｄｔｈｅｃｏｎｓｅｒｖｅｄｃｙｓｔｅｉｎｅ

ａｎｄｈｉｓｔｉｄｉｎｅｒｅｓｉｄｕｅｓａｒｅｈｉｇｈｌｉｇｈｔｅｄｉｎｂｏｌｄ．Ｐｏｌｙａｄｅｎｙｌａｔｉｏｎｓｉｇｎａｌ

ｉｓｉｎｂｏｌｄａｎｄｕｎｄｅｒｌｉｎｅｄ．Ｓｔｏｐｃｏｄｏｎｉｓｉｎｄｉｃａｔｅｄｂｙａｎａｓｔｅｒｉｓｋ（）．

ＴｈｅｐｒｉｍｅｒｓｆｏｒＲＴＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎａｒｅｕｎｄｅｒｌｉｎｅｄｗｉｔｈａｒｒｏｗｓ

图２　斑马鱼ＲＮＦ１４蛋白与人类ＺＮＦ２３０和
小鼠Ｚｎｆ２３０蛋白序列比对

Ｆｉｇ２　Ｓｅｑｕｅｎｃｅｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｚｅｂｒａｆｉｓｈ
ＲＮＦ１４１ｗｉｔｈｔｈｏｓｅｏｆｈｕｍａｎａｎｄｍｏｕｓｅ

Ｔｈｅｃｏｎｓｅｒｖｅｄａｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅｓａｒｅｂｏｘｅｄ．Ｔｈｅｐｒｅｄｉｃａｔｅｄ

Ｃ３ＨＣ４ｒｉｎｇｆｉｎｇｅｒｄｏｍａｉｎｓａｒｅｓｈａｄｅｄａｎｄｔｈｅｃｏｎｓｅｒｖｅｄｃｙｓｔｅｉｎｅｓ

ａｎｄｈｉｓｔｉｄｉｎｅｓａｒｅｍａｒｋｅｄｗｉｔｈｔｒｉａｎｇｌｅ（△）

图３　ｒｎｆ１４１基因在斑马鱼胚胎中的

整体原位杂交表达谱

Ｆｉｇ３　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｚｅｂｒａｆｉｓｈｒｎｆ１４１ｇｅｎｅｉｎ

ｅｍｂｒｙｏｓｂｙｗｈｏｌｅｍｏｕｎｔｉｎｓｉｔｕｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ
Ａ：Ｒｎｆ１４１ａｎｔｉｓｅｎｓｅｐｒｏｂｅａｔ２４ｈａｆｔｅｒｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ．Ｂ：Ｒｎｆ１４１ａｎｔｉ

ｓｅｎｓｅｐｒｏｂｅａｔ３６ｈａｆｔｅｒｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ．Ｃ：Ｒｎｆ１４１ｓｅｎｓｅｐｒｏｂｅａｔ２４ｈ

ａｆｔｅｒｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ（ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ）．Ｄ：Ｒｎｆ１４１ｓｅｎｓｅｐｒｏｂｅａｔ３６ｈ

ａｆｔｅｒｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ（ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ）

图４　斑马鱼组织ｒｎｆ１４１基因

表达情况的ＲＴＰＣＲ分析

Ｆｉｇ４　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｒｎｆ１４１ｇｅｎｅｉｎｓｅｌｅｃｔｅｄ

ｚｅｂｒａｆｉｓｈｔｉｓｓｕｅｓｂｙＲＴＰＣＲａｎａｌｙｓｉｓ
Ａ：ＲｅｓｕｌｔｓｏｆｈｕｍａｎｍｕｌｔｉｐｌｅｔｉｓｓｕｅＲＴＰＣＲ．１：Ｈｅａｒｔ；２：Ｓｋｅｌｅｔｏｎ

ｍｕｓｃｌｅ；３：Ｂｒａｉｎ；４：Ｉｎｔｅｓｔｉｎｅｓ；５：Ｔｅｓｔｉｓ；６：Ｏｖａｒｙ；７：Ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｎ

ｔｒｏｌ；Ｂ：Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｓｏｆβａｃｔｉｎｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｓｓｅｒｖｅｄａｓｃｏｎｔｒｏｌｓ

３　讨　论

　　锌指蛋白是普遍存在于真核生物中的一类

ＤＮＡ结合蛋白，广泛地参与ＤＮＡ识别、转录激活、

细胞凋亡调控等生物过程［５］。与人类ＺＮＦ２３０蛋白

一样，斑马鱼ＲＮＦ１４１也属Ｃ３ＨＣ４型锌指蛋白。该

类蛋白的锌指基序结合２个锌离子，通常由４０～６０
氨基酸残基组成，可用通式 ＣＸ２ＣＸ９３９ＣＸ１３ＨＸ２３

ＣＸ２ＣＸ４４８ＣＸ２Ｃ（Ｃ：半胱氨酸，Ｘ：任意氨基酸，Ｈ：组

氨酸）表示。已有的研究表明，Ｃ３ＨＣ４型锌指蛋白主

要为一些核内转录因子［６］，提示ｒｎｆ１４１基因可能作

为转录因子在斑马鱼体内发挥作用。

　　研究［２３］发现，人类ＺＮＦ２３０基因含有２种大小

分别为１ｋｂ、４．４ｋｂ的转录本。其中，与斑马鱼

ｒｎｆ１４１基因高度同源的１ｋｂｍＲＮＡ（编码２３０个氨
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基酸残基的蛋白质，图２）仅存在于正常生育男性睾

丸中，而在人类胚胎和某些原发性无精症患者睾丸

中却检测不到该转录本；相反，４．４ｋｂｍＲＮＡ则出

现在睾丸以外的某些其他组织中；另外，小鼠

Ｚｎｆ２３０基因也有类似的表达特点
［７］；提示上述１ｋｂ

转录物可能为人类精子发生过程中所特有。

　　本研究中，我们首先对ｒｎｆ１４１基因的结构特征

进行了分析。氨基酸序列同源性比较结果表明，斑

马鱼ＲＮＦ１４１蛋白与人类ＺＮＦ２３０及小鼠Ｚｎｆ２３０
蛋白的同源性分别高达７９．８％、７８．５％。其中，在

关键的Ｃ３ＨＣ４型锌指结构域及其保守的半胱氨酸

和组 氨 酸 氨 基 酸 组 成 的 同 源 性 更 高，与 人 类

ＺＮＦ２３０蛋白（或小鼠Ｚｎｆ２３０蛋白）相比，它们的相

似性分别为８４．８％、１００％。此外，二级结构预测结

果显示，尽管斑马鱼ＲＮＦ１４１蛋白和人类ＺＮＦ２３蛋

白在二级结构上存在较大的差异，但在Ｃ３ＨＣ４型锌

指结构域，两者二级结构却十分一致。由此可见，

ｒｎｆ１４１基因在脊椎动物中的进化非常保守。

　　为了解ｒｎｆ１４１基因在胚胎发育阶段和成体组

织器官中的表达情况，我们分析了斑马鱼ｒｎｆ１４１基

因的时空表达谱。杂交结果显示，ｒｎｆ１４１基因在斑

马鱼胚胎中广泛表达，但在端脑、小脑和后脑中表达

水平较高。此外，ＲＴＰＣＲ检测结果也表明，ｒｎｆ１４１
基因在成体斑马鱼多个组织（心脏、骨骼肌、大脑、胰

腺、睾丸和卵巢）中均有表达，但以在睾丸中的表达

丰度最高。上述结果提示，ｒｎｆ１４１基因除了参与斑

马鱼胚胎发育过程（尤其是神经系统发育）和维持成

体组织正常生理功能外，可能在雄性生殖细胞的发

育过程中也扮演了重要角色。

　　必须指出，本研究中作者在斑马鱼各种组织中

仅检测到一条转录体，而且该转录物也并非特异地

表达于睾丸中，说明斑马鱼ｒｎｆ１４１基因在表达模式

上与人类ＺＮＦ２３０基因仍存在一定的差异。我们

认为这种表达模式的差异与物种进化过程中基因功

能的逐步多样性有关，对其合理的解释有待进一步

研究。
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