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D\K+

可变剪接在脊椎动物中尤其普遍*

P6<3263

等(

!

)

利用芯片杂交技术检测了人类基因组
!))))

多个外显子基因

在不同组织和细胞中的可变剪接产物#结果表明至少
($Z

的

基因可发生可变剪接*而
_;3

:

等(

"

)研究表明#此比例可达到

*"Z

"

*$Z

*

D\K+

可变剪接极大地增加了真核生物基因表

达的复杂程度和蛋白质功能的多样性#并且与人类疾病的发生

存在密切联系*近来的研究多致力于可变剪接的调控机制'功

能相关性可变剪接体数据库的建立及可变剪接产物的生理与

病理功能*本文就可变剪接有关进展进行综述*

?

"

可变剪接的常见模式

目前已发现了多种
D\K+

的可变剪接形式#主要包括!

$

!

&外显子选择性保留或切除%$

"

&外显子
#b

端或
%b

端可变剪

接#大概
#)Z

的人类基因中
#b

端包含
K+]K+]

序列#可作为

潜在串联剪接受体位点(

#

)

%$

#

&内含子保留%$

$

&相互排斥选择

性外显子%$

%

&不同转录起始或终止位点的可变选择*见图
!

*

图
!

""

基本的可变剪接类型#

$

&

@

"

可变剪接的机制

人类基因组外显子的平均长度约
!%)=

B

#内含子平均长度

约
#%))=

B

*真核生物基因组中有七种不同类型内含子#其中

蛋白质编码基因只有两种内含子类型#即
],4+]

和
+,4+-

*

比较大量的真核生物
D\K+

内含子发现#它们的两侧边界均

有一对保守序列#即
%b

端为
],

#

#b

端为
+]

#这类
],4+]

的内

含子均以相同方式剪切*这类
D\K+

剪接的基本过程是通过

切除内含子把外显子按一定的顺序拼接起来#形成成熟的

D\K+

*在这一过程中#首先是基本的剪接组分结合到经典的

剪接位点序列上#然后启动由多种组分构成的剪接体的组装*

剪接体履行两项主要的剪接功能!一是识别内含子与外显子的

交界处#二是催化内含子的切除与外显子的拼接反应(

%

)

*剪接

体由
a!

'

a"

'

a$

'

a%

'

a'

五种核内小核糖核蛋白$

23\KM

&及

近
#))

种蛋白质组成(

'

)

*剪接体的组装过程大致如下(

(

)

!首先

是定型复合物$

L>6D

B

@8I

&的形成#

a!23\KM

通
\K+4\KM

间的碱基配对与
%b

剪接位点结合#剪接因子
[V!

或分支点结

合蛋白$

YYM

&附着于分支点#

a"23\KM

辅助因子$

a"+V

&小

亚基
#%

$

a"+V#%

&和
a"+V'%

分别与
#b

剪接位点和多嘧啶序

列结合*富含丝氨酸精氨酸蛋白$

[\

B

&结合到外显子剪接增

强子$

L[L

&并与
a"+V#%

'

a!23\KM

和分支点序列相结合%其

次是
a"23\KM

与分支点序列结合形成前剪接复合体$

+

>6D

B

@8I

&%最 后 募 集
a%23\KM

和
a$

"

a'23\KM

#通 过

23\KM

间重排形成有催化活性的复合体#完成内含子的切除

与外显子的连接#形成剪接体$

Y>6D

B

@8I

&*同时#在真核生物

中#少数
D\K+

内含子并不归属
],4+]

范畴#而有不同的剪

接位置#即
+,4+-

内含子*这类内含子的剪接路线与
],4+]

相同#但涉及不同的剪接因子(

5

)

*

A

"

可变剪接的调控

A&?

"

剪接增强子与沉默子
"

剪接体组装过程首先必须识别内

含子边界序列#而内含子的
%b

和
#b

边界序列保守性较差#在其

内部常常存在许多类似的隐秘的边界序列#因而细胞内有一套

机制来防范不正确的
D\K+

剪接*目前已发现#在许多基因

外显子与内含子的近边界位置含有顺式作用序列元件辅助真

假剪接位点的识别(

*4!)

)

*这些顺式作用元件包括
L[L

'外显子

剪接沉默子$

L[[

&'内含子剪接增强子$

/[L

&'内含子剪接沉默

子$

/[[

&*外显子的保留和跳过由这些竞争性剪接调控元件的

相对平衡来实现*而这些调控元件活性又由相应的剪接调控

因子的结合来决定*

许多
L[L2

包含
[\

B

家族成员的结合位点*

[\

B

家族成

员具有
!

"

"

个结合
\K+

的
K

末端
\K+

识别基序类型的结

构域和
-

末端富含丝氨酸精氨酸蛋白残基$

\[

&的结构域*在

剪接体组装过程#

[\

B

作为必要的剪接因子和调控因子发挥作

用*

L[L

依赖性
#b

或
%b

剪接位点的激活是通过
[\

B

募集

a"+V'%

到多聚嘧啶序列结合位点而实现*果蝇
E2I

基因第
$

外显子存在
!

个雌性特异性
L[L

#通过结合
!

个保守的
[\

B

和
"

个含有
\[

结构域的调控因子///

,\+

和
,\+"

#从而促

进
a"+V#%

和
a"+V'%

分别与
#b

剪接位点和弱的多嘧啶序列

结合#完成对第
$

外显子上游内含子的剪接*而雄性个体中缺

乏
,\+

的表达#第
$

外显子被跳过(

'

)

*

L[[2

和
/[[2

分布于序列中#与反式作用因子核内不均一

核糖 核 蛋 白 $

<3\KM

&家 族 成 员 结 合 抑 制 剪 接 的 发 生*

<3\KM2

作为剪接抑制因子#包含
<3\KM+!

'多聚嘧啶序列结

合蛋白$

M,Y

"

<3\KM/

&'果蝇
2I@

基因等(

!!

)

*反式作用因子通

过与
L[[2

和
/[[2

的结合#抵抗剪接因子$如
23\KM2

&结合到

剪接识别位点#或者导致外显子环出#从而抑制剪接(

(

)

*以果

蝇
9?;D\K+

前体的可变剪接为例#雌性个体
[̀ N

蛋白结合

到上游
#b

剪接位点的多聚嘧啶结合位点阻止了
a"+V

的结

合#抑制了该位点的剪接#而其下游的
#b

剪接位点结合
a"+V

+

###!

+
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而非
[̀ N

#所以该位点发生剪接*

M,Y

"

<3\KM/

的剪接抑制

作用则是通过与正向调控因子竞争
a"+V'%

结合点而实

现(

!"

)

*

<3\KM+!

的可变剪接调控作用是通过抑制
[\

B

与剪

接识别位点结合*

A&@

"

\K+

二级结构
"

剪接位点的识别'剪接增强子与沉默子

作用一般都须依赖于蛋白质因子的相互作用#并与
D\K+

前

体的单链状态保持有关*局部
\K+

结构能够通过形成稳定

的环状结构隐藏剪接位点或者增强子结合位点抑制剪接体的

组装#或封闭剪接抑制因子结合位点促进剪接体的组装(

!#

)

*

例如#果蝇唐氏综合征细胞黏附分子基因$

T2>;D

&外显子
'

簇

包含
$5

个选择性外显子#

]?;78@8

C

等(

!$

)在其中发现两类保守

的
\K+

元件#位于组成性外显子
%

下游的对接位点和位于外

显子剪接产物上游的选择器序列*每个选择器序列与对接位

点形成二级结构#从而激活并指导相互排斥外显子与上游组成

性外显子
%

的连接*另外#

[13

:

<

等(

!%

)报道#在
[.K"

外显子

(

剪接位点的识别中#其
%b

剪接位点附近形成
!

个
\K+

发卡

结构干扰
%b

剪接位点与
a!23\KM

的结合#参与外显子
(

的剪

接的调控*其他分析结果也显示#

%Z

的剪接事件的发生与稳

定的
\K+

二级结构的存在密切相关(

!

)

*

A&A

"

D\K+

前体的加工与转录过程偶联
"

D\K+

前体的修

饰与加工并非发生在转录完成之后#而是与转录过程相偶联*

\K+

聚合酶
'

中的羧基端结构域$

-,T

&在
D\K+

的加工中

起重要作用#转录的各个时期
-,T

可为不同的加工复合物提

供组装的平台#在转录的同时完成
D\K+

的加工*

d6?3=4

@1<99

(

!'

)的研究提出#不同的启动子选择可产生不同的剪接产

物#不同结构的启动子也可以导致发生不同的剪接过程#产生

不同的剪接产物*同时#转录因子在转录的起始和延伸过程影

响剪接位点的选择#并且影响
\K+

聚合酶
'

延伸速率降低或

暂停的因素也可增强选择性外显子的保留(

!(

)

*

f<6G

等(

!5

)的

研究表明#剪接调节因子
QG

蛋白可以通过影响目的基因所在

核小体的组蛋白乙酰化#转而影响目的基因转录物的可变

剪接*

A&B

"

其他调控机制
"

可变剪接的调控过程是正向和负向调控

因子相互作用的复杂的整体过程#除了相关的正'负向调控因

子外#还有许多蛋白质因子参与其中(

!*

)

*也有研究表明#可逆

的蛋白质磷酸化可以通过影响蛋白质与蛋白质'蛋白质与

\K+

相互作用#调控剪接体的组装#进而影响
D\K+

前体的

可变剪接(

")

)

*另外#外显子或内含子的结构影响外显子的剪

接位点的选择#通过内含子界定或外显子界定复合物的形成的

机制#促进外显子的识别(

!#

)

*

B

"

可变剪接的生物学意义

D\K+

可变剪接反映了遗传信息的动态变化与遗传信息

在更高层次的重新组合#它在不改变基因组
TK+

序列的前提

下使编码序列的利用效率成几何级数增加#极大丰富了蛋白质

表达的复杂程度*许多可变剪接产物都是低丰度的#特别是那

些非保守的剪接产物(

!*

)

*比较大量人类与大鼠的直系同源基

因已知序列的转录物#结果显示两个种属之间只有
!)Z

"

")Z

剪接产物是保守的#其余部分为人类或大鼠的种属特异性

剪接产物(

"!

)

*这种高频率'低丰度的种属特异性剪接产物#可

能对功能不会产生很大的影响#而更可能是保持特异基因的活

性*同时测序和微阵列分析的结果显示#在具有不同细胞类型

的功能复杂的组织#如大脑'睾丸#或者在经过选择的压力需提

供不同功能的个体细胞#如在免疫系统中#这些组织和细胞上

的基因更易发生可变剪接#从而能利用有限的基因#满足机体

功能多样性的需求(

!

#

""

)

*例如#果蝇免疫活性细胞能够发生可

变剪接#表达超过
!5)))

种免疫球蛋白超基因家族受体///

唐氏综合征细胞黏附分子$

T[-+.

&#参与其吞噬功能(

""

)

*

虽然高等生物中
D\K+

可变剪接是一种十分普遍的现

象#但并非所有可变剪接的
D\K+

都具有编码功能或者其他

生物学功能*在人类和大鼠已知序列的转录物中#大约三分之

一的剪接产物引入前移的终止密码子$

M,-2

&#通过无义密码

介导的
D\K+

降解$

K.T

&#从而导致转录物的降解(

"#

)

*

K.T

可能是一种监控可变剪接错误的机制*

N

"

可变剪接与疾病

早期认为引起疾病发生的点突变只有
!%Z

是通过干扰了

D\K+

正常剪接而致病的*但近来的研究表明#

%)Z

致病突

变都此有关#而且这个比例可能更大(

"$4"%

)

*

D\K+

可变剪接

受到剪接位点一致性保守序列'顺式作用元件'反式作用因子

等多种因素的影响#任何一个条件的改变均可能导致异常的剪

接#从而引起疾病的发生(

"'

)

*

N&?

"

共有剪接位点突变
"

大多数的致病剪接位点突变涉及的

%b

和
#b

剪接位点#其中最常见的是外显子的侧翼内含子序列

],4+]

#这些位点的突变常导致临近外显子的异常剪接#诸如

外显子跳跃'隐秘剪接点的激活和内含子的保留等(

#

)

*例如#

家族性自主神经失调症又称赖利
4

戴综合征$

VT

&#是少见的家

族性常染色体隐性遗传病#是由
/4

,

Y

激酶复合物相关蛋白

$

/d+M

&的功能丧失造成*

*%Z

以上的
VT

患者
/dYd+M

基因

外显子
")

的
%b

剪接位点
,

%

-

#导致外显子
")

的跳过#形成框

移突变#引入
M,-

#并可能通过
K.T

途径导致功能性
/d+M

表达减少(

"(

)

*该突变位于内含子
")

第
'

个碱基#削弱了该剪

接位点的内含子部分#干扰了其与
a!23\K+

的碱基配对#从

而导致了了外显子跳跃(

"5

)

*而
TK+

错配修复基因
.NQ!

外

显子
#b

端位点突变#引起异常剪接#如
.NQ!

第
5

外显子最后

一个核苷酸的
''(]

%

+

#第
!$

外显子最后一个碱基
!''(]

%

,

#但这两突变导致不同的效果*

''(]

%

+

引起
5*=

B

的第
5

外显子的跳过#形成一个框移突变#其剪接产物可能通过

K.T

导致该基因的表达缺失%而
!''(]

%

,

#利用一个隐藏的

剪接位点#形成一个包含
55=

B

第
!$

内含子的转录物#该内含

子中有一框内终止密码子#从而使这个异常的剪接产物可能经

K.T

途径处理(

"*

)

*

N&@

"

顺式作用元件突变
"

顺式作用元件突变会对可变剪接产

生影响#现在了解比较多的是
L[L2

突变*这些序列相关位点

突变#影响
[\

蛋白的识别和结合#导致外显子的剪接体机制

障碍*在
)

型神经纤维瘤$

KV!

&中#

KV!

基因
!($=

B

的第
(

外显子中间双位点突变#

[\

B

的
[-#%

和
[V"

"

+[V

结合位点

序列受到影响#引起该外显子的缺失(

#)

)

*

Y\-+!

基因有一部

分的突变被证实是
L[L

基序异常引起剪接异常(

#!

)

*

N&A

"

剪接因子表达失调
"

目前许多研究结果显示#个体
[\

B

表达水平在肿瘤组织和正常组织存在差别*一个卵巢癌相关

研究发现#

[\

B

表达水平的改变与已知卵巢癌中
-T$$

的可变

剪接密切相关(

#"

)

*另外#

\63

是一种巨噬细胞刺激蛋白酪氨

酸激酶受体#其基因
\63

的剪接产物
-

\63

#

!$(=

B

外显子
!!

跳过#导致阅读框内
$*

个核苷酸缺失#该剪接产物可以增强表

达细胞的细胞运动性*

]<1

:

3;

等(

##

)研究表明#

-

\63

在
(%Z

的乳腺癌中上调表达#增强了肿瘤细胞的转移性能#而
-

\63

的表达与剪接因子
[V

"

+[V

的表达水平密切相关*

N&B

"

剪接产物表达失调
"

肿瘤中内源性可变剪接模式的改

变#使某一剪接产物在特定的组织或细胞内特异性表达#其所

+

$##!

+
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翻译的蛋白可能发挥显性负相作用于其全长序列编码的蛋白

质#影响疾病的发展*

M8991

:

?8F

等(

#$

)概述了多种剪接产物在

肿瘤组织中过量表达#这些剪接产物与其全长序列编码产物相

比#具有不同的功能特性并影响疾病的发生和发展*例如

-Qd"

是
TK+

损伤检查点激酶*在某些肿瘤细胞中#

-Qd"

发生异常可变剪接*在一组
%#

个乳腺癌的样本中检测到除全

长序列编码的单体外#存在
*)

多个剪接产物*在正常乳房组

织中平均检测到
$

个剪接产物#而在乳腺癌中为
'

个剪接产

物*研究结果显示超过一半的剪接产物检测到
M,-2

#通过

KT.

途径#而其他产物被异常地定位于细胞质*通过这两种

机制#可能显著地降低这些肿瘤组织中功能性
-Qd"

的表达

量(

#%

)

*肾胚细胞瘤起因于肿瘤抑制基因
_,!

的突变#人类

_,!

基因至少有
"$

种不同的蛋白质产物#它们与睾丸'卵巢'

心脏和其他器官的发育至关重要#但不知道细胞如何控制这些

不同
_,!

产物之间的数量平衡*有些患者的病因是因为

_,!

基因转录产物中两种可变剪接的比例失调#而并非缺少

正常
_,!

蛋白(

#'

)

*

Q

"

剪接产物的临床应用

有些剪接产物特异性表达于癌性组织#可以作为疾病的生

物标记#也可以作为疾病治疗的靶目标*以
\63

基因为例#其

剪接产物
\634

-

!!D\K+

在乳腺癌和结肠癌细胞中积聚#因

此可以作为乳腺癌和结肠癌诊断的潜在生物学标记(

##

)

*

+\4

-

#

和
6298

B

639134>

#均可作为乳腺癌的潜在生物学标记(

#$

)

*随

着对剪接位点'顺式作用元件的突变引起的或由反式作用因子

的平衡失调引起的剪接异常机制的认识的深入#剪接产物的特

异性表达为疾病的治疗干预提供了新的作用的靶点(

#(

)

*

_;3

:

等(

#5

)首次报道人工剪接因子可改变肿瘤细胞一个促凋

亡剪接异构体的数量#从而诱导其凋亡*这为基于可变剪接的

基因治疗开辟了道路*

R

"

小
""

结

仅仅在一二十年前#可变剪接还被认为只见于少数基因*

现在已认识到#绝大多数人类基因都可发生可变剪接*随着生

物芯片技术与测序技术的发展和计算机工具的应用#同时交联

免疫沉淀技术$

-N/M

&'染色质免疫沉淀技术$

-</M

&和
\K+

干

涉技术$

\K+1

&等应用于可变剪接调控相关蛋白质的研究(

!

#

(

)

#

并建立了多种可变剪接相关的数据库(

#*4$!

)

#使人们对可变剪

接的机制和其复杂性有了更详细了解*但是#相对于庞大的基

因组#所检测到剪接产物可能只是冰山一角#还须在更大范围

的组织和细胞中检测剪接产物类型#丰富剪接产物的数据库*

另外
D\K+

前体的可变剪接产物并非都有确定的生物学功

能#其中有不少是因为剪接错误造成的#因而有关
D\K+

的可

变剪接在多大程度上影响蛋白质的复杂性还是个有待深入探

讨的问题*随着剪接产物检测技术的发展及对剪接产物机制

与功能的深入研究#将有助于找到可变剪接的剪接密码(

$"

)

#从

而为疾病的诊断及治疗提供新的方向*
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微流控芯片技术是由瑞士科学家
.;3H

等(

!

)在
")

世纪
*)

年代提出#该技术通过运用微机械加工$

.L.[

&技术将生物学

和分析化学等领域中所涉及的样品制备'分离'反应'检测等基

本操作单元集成或基本集成到一块几平方厘米的芯片上#通过

微通道形成网络#可控流体贯穿整个系统#用以取代常规生物

或化学实验室的各种功能#以其微型化'集成化'高通量'高精

度的特征在众多生命科学领域显示出巨大的发展潜力和应用

价值(

"

)

*近年来#浓度梯度微流控芯片越来越受到大家的关

注*它通过建立内部可控的稳定的浓度梯度#微流控技术和细

胞培养'药物筛选等其他技术有机结合起来#广泛地应用于多

种细胞生物学研究(

#4$

)

*本文将从浓度梯度微流控芯片的特

点#浓度梯度微流控芯片的设计和制作#浓度梯度微流控芯片

的应用三个方面进行综述#最后对浓度梯度微流控芯片在神经

微环境中的应用进行展望*

?

"

浓度梯度微流控芯片的特点

浓度梯度微流控芯片与其他体外研究体系相比有许多独

特的优势*首先浓度梯度微流控芯片可以形成精确的浓度梯

度#且通过改变网络通道的构型设计及初始液流的浓度和组合

顺序#可获得一系列复杂的浓度梯度(

%4'

)

*这是其他系统难以

达到的*其次#与传统的研究体系相比#浓度梯度微流控芯片

具有与体内微血管尺寸相近的微通道且采用灌流培养方式#更

接近于体内复杂的微环境#能够进行细胞的生长和分化'细胞

趋化和胞内物质分析等(

(4*

)

#且在此微小尺寸通道中的流体具

有层流特性#当两种或更多种不同试剂流入同一通道时#各试

剂流能够保持自身的流型不变#而只在相与相的接触界面上发

生反应或分子扩散现象#具有较高的稳定性和重现性*最后根

据浓度梯度微流控芯片设计加工灵活的特点#可以实现多种单

元操作技术在整体可控的微小平台上灵活组合'规模集成*如
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