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摘 要: 锌指是最大的 DNA结合蛋白家族, 是最普遍的核酸识别元件.近年来发现锌指参与生物体的基因转

录,复制及蛋白质的合成等各种基因调节和控制过程,心脏发育过程中涉及大量锌指基因. 综述了心脏发育过

程中起重要调控作用的锌指蛋白以及它们的作用机制.
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Abstract: Within the known classes of DNA binding proteins, the zinc finger is the largest family and the most

common motif for nucleic acids recognition. In the past decade, it is found that zinc finger proteins are involved in

the gene transcription, duplication and protein synthesis processes as a regulator and mediator, and a large number

of zinc finger genes are involved in cardiac development. Zinc finger proteins which play important roles in heart

development and their regulate mechanism are reviewed.
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  生物体中, 基因转录调控因子发挥作用时,主

要有 4种空间模式: 螺旋-转角-螺旋( helix- turn-

helix )、亮氨酸拉链 ( leucinezipper )、锌指 ( zinc

f inger)和B带( B ribbon) , 而锌指蛋白是在真核生

物中最普通存在的一类核酸结合蛋白. 自从在非

洲爪蟾转录因子 TFIIIA 中发现了第一个锌指以

来,已在 560多种蛋白中发现了 4 100多种不同的

锌指序列, 使得锌指元件成为 DNA结合蛋白中最

庞大的一个家族
[ 1]

. 它们通常含有由保守的半胱

氨酸、组氨酸和疏水氨酸组成的特征序列-TyrP

Phe-X-Cys-X2-4-Cys-X3-Phe-X5-Leu-X2-His-X3-5-His-

(X为任意氨基酸) , 序列长约 30个氨基酸
[ 2]

.

锌指类结构根据锌的配位和结构域的性质可

分为锌指( zinc finger)、锌纽( zinc twist )、锌带( zinc

ribbon)和锌簇( zinc cluster) (见图 1) ,它们的特征

氨基酸序列、中心金属配位性质、结构域构象以及

与DNA作用的方式均有所不同(见表 1) .心脏发

育过程中所涉及的锌指类蛋白结构域大多为

Cys2His2 配位,也有以激素受体为代表的Cys2 Cys2

配位. 它们的共同特点是由螺旋(或折叠)-环-螺
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旋(或折叠)所构成的超二级结构, 并络合Zn离子

形成的空间构象.此外,它们还具有以下独特的特

点:结构上相对保守,与 DNA作用相对简单, 识别

DNA序列高度特异,识别特异性又具有相当的可

塑性;良好的模块组织特性,识别核酸序列的相容

性与多样性. 锌指不仅可以结合于 DNA, 还能与

RNA, DNA-RNA杂交体和其他锌指蛋白结合, 控

制生物体中蛋白的转录和翻译过程.

图 1 4种常见锌指类蛋白的结构[3]

A: 锌指; B: 锌纽; C:锌带; D: 锌簇

Fig. 1 Stuctures of 4 common zinc finger proteins

A: zinc finger; B: zinc twist; C: zinc ribbon; D: zinc cluster

表 1  锌指类蛋白的类型及结构特点

Table 1 Types and structure characters of zinc finger proteins

类型

Type

锌和配体

Zinc and ligand

结构特点

Structure character

识别 DNA序列

Recognizable DNA sequence

示例

Example

序列

Sequence

锌指 ZnCys2His2

1ZnP位点

反平行折叠, 转折

螺旋指状突起

GCG, ,GCG

5c-GCGTGGGCG-3c

TFIIIA

Zif268
CX4C- X12-H-X4-H-

锌纽 ( ZnCys4) 2

2ZnP位点

螺旋-环-螺旋 GR CXXC-X7-H-X5-CXXC-

X11-H-X3C-X5-C-X9-CXXC-X4C

CX2C-X24- CX2C-

锌带 ZnCys4

1ZnP位点

三条反平行B折叠 TFIIS

锌簇 Zn2 Cys6

2ZnP位点

螺旋-伸展链-环

-螺旋-伸展链

5c-CGGN11 CCG-3c GAL4 CXXC-X6-C-X6-

CXXC-X6-C

其它 ZnCys3His Zn-S ( N) 配合物

稳定蛋白质二聚体
结合单链 DNA

g32 p
CXXC-X5-CXXC-

  心脏发育是一个相当复杂的过程, 每部分结

构的形成和正常发育都需要特定基因的精确表

达, 发育过程受到大量锌指蛋白的调控, 主要有

GATA , FOG , RXR 和HF-1b 等, 它们一般通过与

DNA序列的结合来调节基因表达.

锌指蛋白转录因子 GATA 家族在心脏发育过

程中起重要的作用, 该家族有 6个成员,均在特定

的组织中表达并对组织分化中起重要作用.所有

的 GATA 蛋白都含有保守的 Cys-X2-Cys-X17-Cys-

X2-Cys锌指 DNA结合结构域, 能够识别相同元件

(APT)GATA ( APT) . GATA-1, GATA-2和 GATA-3对

造血组织发育很重要,而 GATA-4,-5,-6对于大量

心脏基因表达的直接调节非常重要, 并且在胚胎

发育以及心血管疾病中也很重要.
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GATA-4, GATA-5和 GATA-6只在心脏、肝、肺

等器官的中胚层和内胚层细胞中表达, 它们的作

用可以通过 GATA 敲除的小鼠来进行分析. 通过

同源重组产生 GATA-4,-5,-6的突变等位基因,从

而可从小鼠的表型分析 GATA 在心脏形成过程中

的作用. 敲除 GATA-4会造成早期胚胎发育内胚

层的缺陷进而可能导致心脏缺陷. 研究发现

GATA-4
-P-
胚胎干细胞能够分化成嵌合体小鼠胚胎

的心脏,但这些细胞是否能够正常分化或是否具

有正常功能还不清楚.近来还发现 8p23. 1染色体

上一段含有 GATA-4基因的染色体缺失与先天性

心脏缺陷密切相关, 这进一步论证了 GATA-4在

心脏形态建成中的重要作用
[ 4]

.敲除 GATA-6会导

致胚胎致死,由于内脏的内胚层缺陷等胚外缺陷,

GATA-6缺失的小鼠在胚胎期 5. 5到 7. 5 d期间就

会死亡.抑制心肌细胞中的 GATA-4和 GATA-6会

下调许多心脏表达基因, 包括 ANP, BNP, cTnI , A-

MHC 和 B-MHC 等
[5]
. 敲除 GATA-5 的小鼠存活至

成年期的报道只有一例,表型为尿殖道异常的雌

鼠
[ 6]

.由于通常缺失 GATA-5的小鼠缺失心脏, 所

以妨碍了分析它在心脏发育中的作用. 斑马鱼中,

GATA-5错义突变能引起心脏二分叉, 影响心脏的

分化. GATA-5突变的鱼中, 心肌前体减少且一些

心脏特异基因(如 Nkx2. 5等)表达减少, 而 GATA-

5的过量表达会诱导 Nkx2. 5的异位表达
[ 7]

.这些

发现表明 GATA-5在心脏特异基因调节和胚胎心

脏图式发育中有重要作用.

GATA 因子还能够与其他转录因子相互作用

形成联合复合物从而共同影响转录, 例如多类型

的锌指蛋白转录因子 FOG. FOG-1可通过它的一

些锌指结构与 GATA-1 相互作用共同调节造血细

胞发育, 但 FOG-1不在心脏内表达, 通常只被当

作 GATA1-3的辅因子. 与 FOG-1 不同, FOG-2可

在发育的心脏中表达,并能与 GATA-4,-5,-6相互

作用
[ 8]

.两组有关 FOG-2敲除小鼠的研究报道表

明, FOG-2缺失导致心脏发育异常, 会造成心室和

心房间隔缺损并伴随冠状动脉血管的缺失,通常

小鼠在胚胎期约 13 d左右就会死亡
[ 9, 10]

. 这表明

FOG-2对于正常的心脏形态建成很重要, 并为心

脏三尖瓣形成所必需.

类固醇激素受体如甲状腺激素受体和视黄酸

受体( RAR)等也参与心脏发育的调节, 它们受到

激素结合的调节并通过它们的锌指元件和 DNA

结合从而影响转录. 类固醇激素受体家族中与心

脏发育有关的因子大多与 RXRs 相关. 3类视黄 X

受体RXR-A , RXR-B和RXR-C分别在小鼠中敲除

可观察到不同的表型.敲除 RXR-C的突变小鼠能

够存活,可育且形态正常. 敲除 RXR-B能够存活

但是雄性不育. 而敲除 RXR-A的突变小鼠在胚胎

期约 13. 5 d左右会由于心脏发育不正常死亡,这

是由于心室壁变薄导致了心脏衰竭
[ 11]

. 这些实验

表明 RXR 受体是正常心脏发育的重要调控组分,

而 RXR-A可能是心室心肌细胞分化的抑制因子

或心肌细胞增殖的调节因子.

另外, 锌指蛋白转录因子HF-1b 在心脏传导

系统发生中起决定性作用. HF-1b 蛋白能够结合

到MLC-2v 启动子的HF-1bPMEF-2V 位点, 起转

录激活剂作用
[ 12]

.缺失HF-1b 的小鼠心脏传导系

统功能不正常,可能存在窦房结,房室结和传导系

统的某些缺陷,经常会在成年期突然死亡
[ 13]

. 这

表明HF-1b 在心脏房室特异分化和心脏传导系

统的转分化中有重要作用,不过其作用的靶位点

及调控路径还有待进一步证明.

上述几类锌指蛋白在心脏发育过程中有重要

调节作用. 锌指蛋白与DNA的作用机制还没有完

全揭示出来,但一般认为它们的基因调节功能的

作用机制是通过识别并结合于某基因上特定的

DNA序列, 启动或激活该基因的转录而实现的.

也有观点认为锌指蛋白是以脱锌的形式夺取结合

于DNA特定结构域的 Zn
2+
离子, 并结合于该部

位,从而引起 DNA构型变化及激活基因的转录.

目前尚无确凿的证据证明何种结合机理正确, 但

有一点是大家公认的, 即大多数锌指蛋白是通过

与 DNA 结合来发挥其生物功能的, 含有锌指元

件的蛋白都会以一种序列特异性的方式与 DNA

相互作用.

通常情况下锌指与 DNA作用是通过 A螺旋

伸入 DNA的大槽实现的.其 A螺旋以外的其它部

分氨基酸序列与 DNA 磷酸骨架的接触, 锌指的

linker序列以及DNA的结构(尤其是局部构象,如

扭曲等) ,都与识别作用有关. 序列依赖的 DNA构

象对特异性识别有影响,尤其是对于两者结合的

亲和力具有较大的贡献. 有时锌指蛋白与 DNA的

结合,会明显改变 DNA 的结构, 使之发生一定的

弯曲,这样, 大槽变得更适于锌指的结合. 连接相

邻锌指的 linker 对于识别特异性虽然贡献不大,

但是由于它具有很好的可变性、柔韧性,在使单独

锌指以正确的取向与 DNA 的大槽结合以及保持
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一个完整、合适的包装间隔上发挥了作用.

在一个多指蛋白中, 单个锌指的识别特异性

可能还受其所在位置的影响. 而同一锌指内部,氨

基酸之间的作用可能也会间接地影响氨基酸 ) 碱

基间的特异性的识别. 另外, 即便对于同一个蛋

白,在其识别位点中不同碱基对于特异性识别的

影响也不同. 而且,锌指蛋白具有相当的可塑性.

同一个锌指蛋白可识别一套不同的、相关的 DNA

序列, 但锌指蛋白对特定顺式调节性 DNA元件序

列的改变却具有相当的稳定性; 不同的锌指又可

识别同一序列, 但亲和性不同
[ 14]

.此外,锌指蛋白

中锌的地位是不可替代的,只有锌指蛋白才具有

选择结合核酸的能力,脱锌或用 Fe、Cu、Mn、Co、Ni

等金属离子置换锌离子都将可能导致锌指蛋白丧

失其功能. 这可能与锌在生物条件下缺乏氧化还

原性有关,二价锌离子是一种临界路易斯酸, 对于

柔性蛋白质配体(如 Cys)和刚性蛋白质配体 (如

Glu, Asp)的喜好区别很小, 并且它在配体数目和

种类方面都具有灵活性. 总的来讲,有关锌指蛋白

的作用机制虽然进行了相当深入的研究,但是还

是有许多问题没有得到解决. 例如锌指的核酸识

别特异性总是涉及特异性和亲和性两方面,而目

前的研究工作还仅仅集中在特异性方面,对亲和

性研究甚少,但事实上只有特异性和亲和性之间

达到一种平衡, 锌指蛋白才能够在体内有效发挥

作用.此外,锌指与 DNA结合的动态变化过程以

及作用特点等等都有待于进一步研究.

目前, 锌指蛋白研究主要集中在进一步发现

新的锌指蛋白, 搜寻新的锌指基因,以及进一步了

解锌指与 DNA相互作用机制等几个方面. 有关研

究发展很快,我们心脏发育研究中心现已在人体

基因中发现了许多新的锌指转录因子, 如

ZNF382, ZNF359, ZNF28等等
[15, 16]

. 这些锌指基因

在小鼠或果蝇等模式动物中的同源基因都与心脏

发育相关, 我们研究中心正在阐明它们与人类心

脏发育的关系.可以预见, 随着这些研究的深入,

锌指蛋白家族的成员会进一步扩大, 对它们的调

控机制的认识也会进一步加强, 这将为我们深入

了解生物体中转录翻译等重要生物功能提供广阔

的前景.
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