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一、計畫名稱： 
具腦部特異性表現新穎蛋白激脢基因 (BSK146) 之選殖與功能鑑定 

Molecular cloning, expression and characterization of a novel protein kinase gene (BSK146), 
which is specifically expressed in the brain 

 

二、中文摘要 

 
關鍵詞：m146 gene organization, southern blot, targeting vector, protein kinase 146 

 
依據目前的研究發現蛋白激脢在許多腦部特有的功能上扮演極重要的角色，包括

神經的分化、神經突觸的生長、 long-term potentiation (LTP)，long-term depression (LTD) 
和神經傳導物質的釋放。因此，研究具有腦組織特異表現的新穎蛋白激脢，為一重要的
課題。 

 
本計畫擬延續過去圓斑河豚 (Tetraodon fluviatilis) 蛋白激脢相關的研究，以圓斑

河豚具腦部特異表現的蛋白激脢 146 基因片段當作探針 (probe)，分別選殖出斑馬魚
與老鼠之蛋白激脢 146 基因。並利用斑馬魚系統進行快速基因功能的鑑定，進而利用
基因剔除老鼠的製作系統深入分析此新穎蛋白激脢的生理功能。 

 
 

三、英文摘要 

Keywords：whole-mount in situ hybridization, immunocytochemistry, protein kinase 146 

 
In previously sutdies, protein kinases play very important roles in the regulation of 

several brain-specific functions, including neuronal differentiation, neurite outgrowth, 
neuronal plasticity, long-term potentiation (LTP), long-term depression (LTD) and 
neurotransmitter release. Therefore, novel protein kinases in the brain has been pursued all 
the time. In this report, we isolated BSK146, a new member of the novel protein kinase 
family, and showed that it was expressed primarily in the brain and might be involved in 
early neurogenesis.  

 
Protein kinases play important roles in the development of the nervous system and are 

also critical for neuronal cell survival. We recently isolated BSK146, a new member of the 
novel protein kinase family, and showed that it was expressed primarily in the brain by 
RT-PCR analysis. The BSK146 gene encoded a protein of 385 amino acid residues. To 
investigate the role of BSK146 in the development of the nervous system, we examined the 
temporal and spatial patterns of BSK146 expression using in situ hybridization. In 24h 
embryos and adult brain, BSK146 mRNA was expressed predominantly in the developing 
eye and neural structures including the forebrain, midbrain, hindbrain and spinal cord. Our 
analyses suggest that there may be novel functions of BSK146 in early neurogenesis. 



 
In order to characterize the protein kinase activity, full-length and KR mutant of 

zebrafish BSK146 were produced in insect cells using the baculovirus expression system, 
respectively. Whether BSK146 is a serine/threonine protein kinase needs to be further 
investigated. 



四、計劃特點與目標 
本計畫主要有下列二特點：（一）主要是利用斑馬魚當作模式生物系統，進行具腦部

組織特異表現的新穎蛋白激脢基因功能快速鑑定，（二）擬利用基因剔除老鼠來深入研究

此具腦部組織特異表現的新穎蛋白激脢基因功能。 

 
由於斑馬魚近來已成為國際間用於研究脊椎動物胚胎發育和遺傳之模式動物，主要

因為其體型較小（3-4 公分）、飼養容易、胚胎發育期較短（受精後約  72 小時孵化，在 
28.5℃）、胚胎為透明（胚胎可直接在低倍顯微鏡下觀察）、  大約三個月即可性成熟、生

殖週期短（數天為一週期）、可利用光週期來調控其產 卵時間，並利用體外受精方式，容

易取得大量同步發育的胚胎，且可使用化學突變方法造成突變種魚，做為胚胎發育與遺

傳研究使用。 

 
而有關真核生物基因調控的研究，一般常以轉染（transfection）至細胞株的方式來

進行分析。此種離體（in vitro）方式容易操作和定量，但仍有少許限制，包括：1）細胞

株種類有限，無法涵蓋生物體所有細胞類型；2）能繼代培養下來的細胞株多經轉形

（transformation）的過程，可能以喪失原來細胞的部分特性，無法充分反應出原始細胞在

生物體內的性質；3）細胞株的培養需要血清的添加才能維持生長，而血清中的各種生長

因子（ growth factor）容易影響轉染基因的表現造成實驗分析的困擾。而基因轉殖斑馬魚，

用於活體基因調控機制分析，最近亦受到極大的重視（ Iyengar et al., 1996），因易取得大

量透明受精卵，且為體外孵化，使基因轉殖操作較為簡易，而基因注射後約數小時至三

天即可觀察或測得基因表現的情形，因此可部分取代傳統利用細胞株作基因調控之研究。  

 
而為了瞭解生物體內基因表現的真正調控方式與基因的功能，近年來許多人嘗試使

用基因轉殖鼠和基因剔除老鼠的技術進行基因功能的鑑定與分析。 

 
根據上述有關斑馬魚研究的特點，本計劃擬延續部分過去圓斑河豚 (Tetraodon 

fluviatilis) 蛋白激脢相關的研究（ Chou, et al., 1998），利用選殖出的圓斑河豚蛋白激脢  146 
基因（novel protein kinase）當作探針，由斑馬魚基因庫中選殖出斑馬魚蛋白激脢  146 基
因。此蛋白激脢在圓斑河豚各個組織（腦、鰓、心臟、腸道、腎臟、肝臟和睪丸等組織）

的 RT-PCR 研究中發現，主要是在腦部表現。此蛋白激脢的功能目前未知，相關基因結

構、啟動子活性與蛋白激脢活性也不清楚，值得更深入的研究。 

 
 
在本計畫第二年執行其間，主要完成的工作有： 

一、斑馬魚蛋白激脢 BSK146 基因功能的相關研究： 
目前已完成，斑馬魚蛋白激脢 BSK146 基因的選殖與基因結構之研究、斑馬魚

蛋白激脢 BSK146 組織特異性的分析和部分斑馬魚蛋白激脢 BSK146 活性分

析。近期內可將上述結果彙整，準備發表論文。 



 
二、老鼠蛋白激脢 BSK146 基因功能的探討與基因剔除老鼠系統建立相關研究： 

而有關老鼠蛋白激脢 BSK146 基因的研究，目前已成功的由老鼠的基因體 
BAC clone 中選殖出此基因片段，並進行此基因組成之分析；在基因功能分析方

面，已分別構築  wild type和 KR mutant 蛋白激脢，進行老鼠蛋白激脢 BSK146
在離體系統之活性分析；同時亦進行老鼠蛋白激脢 BSK146基因剔除老鼠系統

的建立的初步工作，構築  targeting vector，並準備進行  ES 細胞的轉殖與篩選。 
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五、預期完成之工作項目及具體成果： 
 請列述在執行期限內預期完成之工作項目，如分年進行，請分年列述。並

請按計畫性質在研究成果方面酌加說明：a.對於學術理論有何貢獻或對於經

濟建設及其他應用方面預期可獲何項效益？b.參與之工作人員，能得到何種

訓練方面之獲益？ 

計劃之初步結果 

老鼠具腦部特異表現蛋白激脢基因之研究 

（一）老鼠具腦部特異表現蛋白激脢基因之選殖 
利用斑馬魚的 BSK146 序列，經與  GenBank 基因庫序列進行比對，搜尋

與此基因相似的老鼠cDNA 選殖株，並利用其相似的區域合成 degenerate 
primers ，利用老鼠 brain 製備的 cDNA 當成模版，進行 RT-PCR，目前已成功

的合成出與斑馬魚 BSK146 基因 (z-bsk) 相似的老鼠 BSK146 基因(m-bsk)。分

析其氨基酸序列，結果顯示與斑馬魚相似程度為 48％。 

 
（二）老鼠蛋白激脢 146 基因 BAC clone 之選殖 

為建立基因剔除老鼠的系統首先必序確認其基因的組成與基因周圍的序

列，因此利用購自  Incyte公司的老鼠基因體 BAC clone nylone membrane，以此

基因 C 端約 500 bps 的序列當成探針，選殖出 3 個 BAC clones （圖一），購

買此 3 選殖出的 BAC clones，分別萃取其 DNA 並利用 Southern hybridization 
確認此基因所在的位置 （圖二），以 利將來基因組成的分析。 

 

圖一、老鼠蛋白激脢 146 基因 BAC clone 之選殖 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

圖二、Southern hybridization of m-bsk gene 

 
（三）老鼠具腦部特異表現蛋白激脢基因特性之分析 

將上述選殖的 BAC clone，利用南氏墨漬法確認此基因所在的位置（圖二），

並進行基因組成的分析，結果顯示老鼠蛋白激脢 146 基因也是由 4 個外顯子和

3 個內隱子所組成（圖三）。依據此基因的組成分析，計畫將第一個外顯子剔除，

用來構築基因剔除老鼠所需的 targeting vector （圖三）並進行一系列南氏墨漬

法分析此基因所在的位置片段大小，方便未來基因剔除老鼠的篩選。 

 
目前實驗進行尚屬順利，有關斑馬魚蛋白激脢 146 基因的研究，目前已經

在整理資料，準備發表論文，而老鼠的蛋白激脢 146 基因研究，將進一步確認 
targeting vector ，希望儘速送至基因剔除中心委託進行老鼠 ES 細胞的顯微注射，

以利未來基因剔除老鼠的篩選及功能分析。 
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圖三、Targeting vector 的構築策略圖 

 

 


