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脆性Ｘ综合征致病基因ＦＭＲ１一个新型隐匿外显子发现及其鉴定
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　　摘　要：目的　分析脆性Ｘ智力障碍１基因（ＦＭＲ１基因）可变剪接表达类型。方法　采用克隆测序技术，从ＲＮＡ途径分析

人ＦＭＲ１基因的可变剪接表达。结果　构建健康人外周血ｃＤＮＡ５３个Ｔ克隆，测序结果显示４个Ｔ克隆均有１４０ｂｐ大小的插

入片段（ＮＧ＿００７５２９：２１４５２２１５９１），为ＦＭＲ１内含子９的一部分，生物信息学比对显示该片段上下游具有４个经典的剪接信号，

可能为新的隐匿外显子。巢式ＰＣＲ显示健康人多种组织ｃＤＮＡ中普遍存在该片段。杂种小基因剪接试验显示该片段可通过可

变剪接，与上游的外显子９和下游的外显子１０同时出现在体外培养真核细胞的成熟 ｍＲＮＡ中。结论　该研究发现人ＦＭＲ１基

因的新型隐匿外显子，丰富了人ＦＭＲ１基因可变剪接的内容，也为进一步研究可变剪接与脆性Ｘ综合征发病机制之间的关系和

脆性Ｘ智力障碍１蛋白的功能奠定了基础。
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　　脆性Ｘ综合征（ＦＸＳ）是常见遗传性智力障碍性疾病，位于

染色体Ｘｑ２７．３处的脆性Ｘ智力障碍１基因（ＦＭＲ１）与ＦＸＳ

密切相关，其所编码的脆性 Ｘ智力障碍蛋白（ＦＭＲＰ）为选择

性、多功能的 ＲＮＡ结合蛋白
［１４］。ＦＭＲ１基因存在复杂的可

变剪接，主要涉及外显子１２、１４的去留及外显子１５、１７不同剪

接受位的选择，形成多种具有不同ＲＮＡ结合能力及亚细胞定

位的ＦＭＲＰ异构体，使其具有不同的功能
［５７］。如缺乏外显子

１４的ＦＭＲＰ异构体只出现在细胞核而非细胞质中，即外显子

１４跳跃将导致相应蛋白的亚细胞定位发生改变
［７］。在已鉴定

的人ＦＭＲＰ异构体中，大多保留可与 ＲＮＡ 结合的 ＫＨ１和

ＫＨ２结构域
［７］。笔者新发现一个隐匿外显子，可导致相应产

物缺乏完整ＫＨ２及其下游的部分功能性结构域。本研究有

助于进一步阐明ＦＭＲ１可变剪接与ＦＭＲＰ功能的关系，并为

ＦＸＳ发病机制研究提供了新的方向。

１　材料与方法

１．１　材料　ＨｅＬａ细胞株为本实验室保存。全血ＲＮＡ提取

试剂盒（德国 Ｑｉａｇｅｎ），ＳｕｐｅｒＳｃｒｉｐｔＴＭ 逆转录试剂盒、ｐｃＤＮＡ

３．１／Ｈｙｇｒｏ（＋）载体、Ｔｒｉｚｏｌ和ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００（美国Ｉｎ

ｖｉｔｒｏｇｅｎ），ｐＧＥＭＴｅａｓｙ载体系统试剂盒（美国Ｐｒｏｍｅｇａ），限

制性内切酶ＮｈｅＩ和ＸｈｏＩ（英国ＮＥＢ），含去内毒素质粒抽提纯

化试剂盒（美国Ｏｍｅｇａ），高糖ＤＭＥＭ、胎牛血清和胰蛋白酶

ＥＤＴＡ（美国 Ｇｉｂｃｏ），ＤＮＡ 胶回收试剂盒（上海生物工程公

司）。健康人脑组织、胎盘组织、子宫组织、甲状腺组织和全血

淋巴细胞ｃＤＮＡ文库（美国Ｃｌｏｎｔｅｃｈ）。

１．２　ＦＭＲ１基因Ｔ克隆测序　取１份健康人外周血ｃＤＮＡ，

依据ＧｅｎＢａｎｋ公布的人ＦＭＲ１ｍＲＮＡ（ＮＭ＿００２０２４）全长序

列，设计针对ＦＭＲ１基因编码区全长序列的引物ＰＩＦ和ＲＴ４

（ＰＩＦ：５′ＴＣＧＡＧＣＧＣＣＣＧＣＡＧＣＣＣＡＣＣＴＣＴ３′；ＲＴ４：５′

ＴＧＣＣＣＴＧＴＧＣＣＡＴＣＴＴＧＣＣＴＡＣＴＡＴＴＴ３′）。ＰＣＲ产物经

１％琼脂糖凝胶电泳、胶回收、纯化后以Ｔ４ＤＮＡ连接酶４℃

连接过夜，连接产物转化ＸＬ１Ｂｌｕｅ感受态细胞，置于四环素和

氨苄西林阳性ＬＢ固体培养基，筛选阳性菌落至３ｍＬ新鲜的

含抗菌药物ＬＢ液体培养基中振摇培养过夜，菌液送上海Ｉｎ

ｖｉｔｒｏｇｅｎ公司抽提质粒并测序。
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１．３　１４０ｂｐ片段的生物信息学分析　在ＮＣＢＩＥＳＴ数据库针

对１４０ｂｐ片段进行检索以获得相关片段信息，采用 Ａｌｔｅｒｎａ

ｔｉｖｅＳｐｌｉｃｉｎｇＤａｔａｂａｓｅ（ＡＳＤ）
［８］、ＨｕｍａｎＳｐｌｉｃｉｎｇＦｉｎｄｅｒ（ＨＳＦ，

ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｕｍｄ．ｂｅ／ＨＳＦ／）、ＢＤＧＰ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｆｒｕｉｔｆｌｙ．

ｏｒｇ／ｓｅｑ＿ｔｏｏｌｓ／ｓｐｌｉｃｅ．ｈｔｍｌ）
［９］及ＡＳＰｉｃＤＢ（ｈｔｔｐ：／／ｔ．ｃａｓｐｕｒ．ｉｔ／

ＡＳＰｉｃＤＢ／ｉｎｄｅｘ．ｐｈｐ）
［１０］软件对经Ｔ克隆测序发现的１４０ｂｐ

片段进行剪接信号分析，预测可能的ＦＭＲ１可变剪接产物。

１．４　１４０ｂｐ片段的巢式ＰＣＲ鉴定　依据ＧｅｎＢａｎｋ公布的人

ＦＭＲ１ＤＮＡ 序列 （ＮＣ００００２３），设计第 １ 轮引物 （Ｅ９：５′

ＧＡＧＡＧＧＡＴＣＡＧＧＡＴＧＣＡＧＴＧＡ３′；Ｅ１０：５′ＧＧＣＡＴＡＡＴ

ＴＴＣＣＴＣＴＴＣＴＴＧＴＧＧＡ３′）和第２轮引物（９Ｆ：５′ＧＡＡＣＴ

ＴＡＧＴＡＧＧＧＴＴＧＡＡＧＡＴＣ３′；９Ｒ：５′ＴＡＴＴＡＣＴＴＴＧＣＧ

ＡＴＧＧＴＧＡＴ３′）（图１见《国际检验医学杂志》网站“论文附

件”）。以６份健康人外周血及５种组织ｃＤＮＡ文库为第１轮

ＰＣＲ模板，扩增ＦＭＲ１基因新型隐匿外显子，ＰＣＲ反应总体积

为２５μＬ，反应条件为９４℃３０ｓ、５５℃３０ｓ、７２℃３０ｓ循环３０

次，７２℃７ｍｉｎ。第２轮ＰＣＲ模板为第１轮ＰＣＲ产物，其余条

件与第１轮相同。ＰＣＲ产物经２％琼脂糖凝胶电泳分析后，送

上海Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司进行测序。第１轮扩增产物片段预期大

小为２０５ｂｐ（不含１４０ｂｐ片段）或３４５ｂｐ（含１４０ｂｐ片段）。第

２轮扩增产物片段预期大小为１６２ｂｐ。

１．５　１４０ｂｐ片段杂种小基因剪接试验　杂种小基因剪接试

验是鉴定可变剪接及其影响因素的经典实验［１１］。首先扩增

ＦＭＲ１ 基 因 的 一 部 分， 上 游 引 物 （５′ＧＴ

ＣＡＧＣＴＡＧＣＧＣＴＡＧＡＡＧＣＴＴＴＣＴＣＧＡＡＴＴＴＧＣ３′，下划线

为ＮｈｅＩ酶切位点）位于外显子９靠近内含子９的部分，下游引

物 （５′ＣＧＡＴＣＴＣＧＡＧＣＡＣＡＡＴＣＴＣＣＴＧＡＡＴＣＡＧＣＴＴＴＣ

３′，下划线为ＸｈｏＩ酶切位点）位于外显子１０靠近内含子９的

部分，片段长３８６２ｂｐ，包括内含子９、部分外显子９和部分外

显子１０，此片段即“小基因”。ＰＣＲ产物经１％琼脂糖电泳、胶

回收、内切酶 ＮｈｅＩ／ＸｈｏＩ酶切后，与线性ｐｃＤＮＡＴＭ３．１／Ｈｙ

ｇｒｏ（＋）载体进行连接反应；连接产物转化大肠埃希菌ＤＨ５α

菌株；扩增重组菌，提取重组质粒，用 ＮｈｅＩ／ＸｈｏＩ双酶切鉴定

后，送上海Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司测序；用序列正确的重组质粒瞬时

转染 ＨｅＬａ细胞，４８ｈ后收集细胞、提取总ＲＮＡ，逆转录合成

ｃＤＮＡ，以此为模板再进行巢式ＰＣＲ鉴定。巢式ＰＣＲ引物为

Ｔ７和ＢＧＨ（第１轮）、９Ｆ和ＢＧＨ（第２轮），Ｔ７序列为：５′

ＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＧ３′；ＢＧＨ 序 列 为 ５′

ＴＡＧＡＡＧＧＣＡＣＡＧＴＣＧＡＧＧ３′。预期扩增产物大小为１９５

ｂｐ（重组质粒，第１轮，不含１４０ｂｐ片段）、１７７ｂｐ（空载体，第１

轮）、２５４ｂｐ（重组质粒，第２轮，含１４０ｂｐ片段）。

２　结　　果

２．１　Ｔ 克隆测序结果　共挑取５３个 Ｔ 克隆，有４个在

ＦＭＲ１基因外显子９、１０之间成功插入１４０ｂｐ大小片段，其序

列与内含子９（ＮＧ＿００７５２９：２１４５２２１５９１）的部分序列完全一

致，且因其插入改变了原有开放阅读框，在外显子９序列后第

１１位碱基处引入终止密码子（图２见《国际检验医学杂志》网

站“论文附件”）。

２．２　１４０ｂｐ片段生物信息学分析　ＥＳＴ数据库检索结果显

示，来自人睾丸组织的 ＥＳＴ 中有 １个含该 １４０ｂｐ片段

（ＤＢ０７８５６２ＴＥＳＴＩ４），在相应ｍＲＮＡ中也位于外显子９、１０之

间。采用ＡＳＤ软件对１４０ｂｐ片段进行剪接信号分析，表明该

片段两端具有经典的剪接位点：３′剪接受位（ａｇ）和５′剪接供位

（ｇｔ），符合 ＧＴＧＡ法则，其上游还有分支点序列（ＢＰＳ，ｔｔｃｔ

ｔＡｔ）和多聚嘧啶序列（ＰＰＴ，５′ＴＴＣＡＴＴＴＴＡＡＴＴＡＴＣＴＣ

３′）（图３见《国际检验医学杂志》网站“论文附件”），说明此片

段具备成为可变剪接外显子的基本条件。ＨＳＦ软件预测结果

显示，１４０ｂｐ片段５′剪接供体共识值（ＣＶ）为８２．１２、３′剪接受

体为８６．９，外显子９的５′剪接供体ＣＶ为９８．０２、３′剪接受体为

８１．８４，外显子１０的５′剪接供体ＣＶ为８９．４４、３′剪接受体为

８５．０２。其中ＣＶ高于８０者具有较强剪接信号，ＣＶ为７０～８０

的剪接位点剪接信号较弱，少部分剪接位点的 ＣＶ 为６５～

７０
［１２］。ＢＤＧＰ预测结果显示，外显子９的５′剪接供体、３′剪接

受体ＣＶ为１．０、０．９３，外显子１０的５′剪接供体、３′剪接受体

ＣＶ为０．９９、０．９９，１４０ｂｐ片段５′剪接供体、３′剪接受体ＣＶ为

０．９５、０．９０。ＡＳＰｉｃＤＢ预测到３５种ＦＭＲ１基因转录产物，其

中８种转录产物（ＦＭＲ１．ｔ狉２／３／４／１０／１１／１２／１４／２０）含１４０ｂｐ

大小片段。

２．３　正常组织ｃＤＮＡ巢式ＰＣＲ　６份健康人外周血和５种

ｃＤＮＡ文库第１轮ＰＣＲ产物电泳图中均可见２０５ｂｐ条带（图

４Ａ、Ｂ见《国际检验医学杂志》网站“论文附件”），未见３４５ｂｐ

产物；第２轮ＰＣＲ产物电泳图均可见１６２ｂｐ条带（图４Ｃ、Ｄ见

《国际检验医学杂志》网站“论文附件”）。将上述两轮ＰＣＲ产

物送上海Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司测序，结果表明第２轮ＰＣＲ产物均存

在１４０ｂｐ片段。

２．４　杂种小基因剪接试验　以瞬时转染 ＨｅＬａ细胞总ＲＮＡ

逆转录合成的ｃＤＮＡ为模板进行巢式ＰＣＲ，第１轮ＰＣＲ主要

产物大小约为２００ｂｐ（不含１４０ｂｐ片段），与预期相符；第２轮

ＰＣＲ主要产物大小在３００ｂｐ与２００ｂｐ之间，与预期大小（２５４

ｂｐ）相符。测序结果显示，第１轮ＰＣＲ产物不含１４０ｂｐ片段，

只含外显子９和部分外显子１０片段；第２轮ＰＣＲ产物除包括

外显子９和部分外显子１０片段外，中间还插入了１４０ｂｐ

片段。

３　讨　　论

有研究表明，９２％～９４％的人体基因在其 ｍＲＮＡ前体的

加工成熟过程中存在可变剪接［１３］。可变剪接意味着１个基因

有１种以上成熟ｍＲＮＡ产物，可编码１个以上的多肽链；同一

个基因编码的不同多肽链可具有相关的、不同的、甚至相反的

功能，如此可丰富基因组的内涵，增加蛋白质组的多样性。因

此，可变剪接是基因表达的重要调控环节，具有极其重要的生

物学意义，与某些疾病（如肿瘤）的发生、发展也有一定的关

系［１４］。可变剪接最常见的类型是外显子跳跃，被“跳跃”外显

子又称可变外显子或盒式外显子，而出现在所有剪接异构体上

的外显子称为组成性外显子。其他剪接类型包括：可变剪接受

位、可变剪接供位、内含子保留、互斥外显子、多重启动子、多重

多聚腺苷位点等［１５１７］。

Ｖｅｒｋｅｒｋ等
［２］首先在ＦＭＲ１基因中发现了１个可变外显

子（外显子１２）和３个可变剪接受位（第１５外显子２个、第１７

外显子１个），推测可形成１２种（２×３×２）剪接产物。Ａｓｈｌｅｙ

等［３］通过分析人和小鼠ＦＭＲ１基因可变剪接，也推测ＦＭＲ１

基因有１２个剪接产物，但没有发现 Ｖｅｒｋｅｒｋ等
［２］确定的第１７

外显子可变剪接受位，却发现１个可变剪接外显子（外显子

１４），同时还发现人与小鼠的剪接方式相同，缺失外显子１４的

剪接产物所编码的多肽具有不同的羧基端。Ｅｉｃｈｌｅｒ等
［１８］则不

仅肯定了第１７外显子１个可变剪接受位的存在，还指出第１０

外显子也存在１个可变剪接受位。Ｓｉｔｔｌｅｒ等
［７］在总结前人研

究的基础上，推测ＦＭＲ１基因共有２４种（２×２×３×２）剪接产

物（外显子１４被剪接时，优先使用外显子１５第３个剪接受位，
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故实际只有２０种），涉及２个可变外显子（外显子１２、１４）和３

个可变剪接受位（第１５外显子２个、第１７外显子１个）
［７］。丁

剑涛等［１９］鉴定出第１７外显子第３个可变剪接受位，使ＦＭＲ１

基因可能的剪接产物增加到３６种（２×２×３×３）
［１９］。

ＦＭＲＰ广泛表达于人体各种组织，以大脑和睾丸含量最

高［２０］。ＦＭＲＰ作为ＲＮＡ结合蛋白，穿梭于细胞核和细胞质，

有３个主要的功能区域：４个ＲＮＡ结合区（包括ＫＨ１、ＫＨ２结

构域及 ＲＧＧ 框、位于 Ｎ 端的 ＲＮＡ 结合区）、核定位信号

（ＮＬＳ）、核输出信号（ＮＥＳ）。ＫＨ１、ＫＨ２结构域由外显子８、９

和１０编码，ＲＧＧ框由外显子１５、１６编码，ＮＥＳ由外显子１４编

码。ＦＭＲＰ通过以上功能区与 ｍＲＮＡ选择性结合，调节其转

录、转运和代谢，对大脑神经元的发育和树突可塑性具有重要

作用［２１］。

笔者通过对健康人外周血ＦＭＲ１基因编码区全长进行测

序，意外发现部分产物的外显子９和１０之间插入了１个来自

于内含子９、长１４０ｂｐ的片段。生物信息学分析表明，该片段

具备作为外显子的基本条件，并在人睾丸组织ＥＳＴ数据库中

找到了该片段。巢式ＰＣＲ证实，该片段普遍存在于健康人多

种组织ＦＭＲ１基因成熟的转录产物中。在杂种小基因剪接试

验中，该片段可通过可变剪接，与上游的外显子９和下游的外

显子１０同时出现在体外培养的哺乳细胞成熟的 ｍＲＮＡ中。

以上结果证明，人ＦＭＲ１基因内含子９中的１个１４０ｂｐ片段

是该基因的新的可变剪接外显子。

在人ＦＭＲ１基因完整的、成熟 ｍＲＮＡ中，１４０ｂｐ可变剪

接外显子的插入改变了外显子９以后的开放阅读框，并在其后

的第１１位碱基处引入终止密码子，导致相应异构体变成缺乏

完整 ＫＨ２结构域及 ＮＥＳ、ＲＧＧ盒的截短ＦＭＲＰ。ＦＭＲＰ中

ＫＨ２结构域、ＲＧＧ框及 ＮＥＳ的丢失将明显影响其结合相关

ｍＲＮＡ的能力及ＦＭＲＰ的定位。既往研究曾报道１例ＣＧＧ

重复数正常的重症ＦＸＳ患者，其ＦＭＲ１基因编码ＫＨ２结构域

存在１个错义突变（Ｉｌｅ３６７Ａｓｎ），从侧面证明 ＫＨ２结构域对

ＦＭＲＰ功能的发挥至关重要
［２２２３］。至于该１４０ｂｐ可变剪接外

显子的插入如何影响ＦＭＲＰ功能、是否与ＦＸＳ发病有关，尚待

进一步研究。
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