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摘 要

研究背景与目的：

早期分化的病原生物，如锥虫、线虫等，均具有传染性，对人体的健康造成

了巨大伤害。目前为止对这些生物的剪接生化研究仅限于 SL介导的反式剪接。

顺式剪接的研究大部分是以人类或者酵母为模型，相比之下其他物种则非常之少。

因此，我们选取了与锥虫同属一界的纤细裸藻(Euglena gracilis)为研究对象。

纤细裸藻是一种单细胞真核生物，又称眼虫，体内含有叶绿体，并利用其独

特的鞭毛来运动。纤细裸藻的基因组大小与人类基因组大小相当，由于纤细裸藻

的基因组中存在较多的重复序列，现在完整的基因组序列还未测序完成。与后鞭

毛界的人和酵母不同，纤细裸藻属于古虫界，其剪接类型更具有多样化。在纤细

裸藻基因组测序中只发现了少数基因及其内含子，大多数还是属于未知状态。

我们首先利用生信分析鉴定纤细裸藻剪接体基因以及内含子序列，后续计划

建立可行的遗传操作方法，为纤细裸藻体内剪接体的纯化奠定基础。以纤细裸藻

为模型的研究可以更加深化我们对剪接体的理解，拓展我们对剪接方式的认知。

材料与方法：

1.从纤细裸藻总 RNA中富集带 polyA的 RNA并进行建库。随后进行三代全

长转录组以及二代无参转录组测序,结合现有 SRA数据库中的纤细裸藻转录组测

序数据，分别通过 BLASTX与人剪接体蛋白进行比对。将三个 RNA-seq结果所

得的剪接基因进行整合，并且利用数据库中纤细裸藻基因组数据，获得了纤细裸

藻剪接体组分基因序列。最后对鉴定出来的纤细裸藻剪接体组分进行 PCR验证。

此外，我们还利用 BLAST预测出与纤细裸藻同界的锥虫、利什曼原虫等物种的

剪接基因。最后，我们将多种已知的人类剪接抑制剂作用于纤细裸藻细胞，检测

纤细裸藻对剪接抑制剂的敏感性。

2.我们利用三代转录组测序数据，以及从 SRA数据库中获得的转录组数据，

共同用于纤细裸藻内含子的鉴定分析。首先，使用 BLAST程序将叶绿体、线粒

体、细胞核 rDNA这些序列都从 RNA-seq数据中删除；然后使用 cd-hit消除冗余

序列，从而分离出细胞核 mRNA序列。使用 exonerate将 mRNA序列与基因组进
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行对比；最后，对提取到的内含子进行手动筛选并分类。为了鉴定纤细裸藻的

outron序列，我们从细胞核 mRNA中提取含有 SL外显子的序列，并与基因组序

列进行 BLAST比对。我们使用 Seqkit对提取出的序列进行分析。

3.根据前期工作所预测的纤细裸藻 Dbr1基因序列，通过 RT-PCR、RACE等

方法获得 Dbr1全长编码序列。通过 Alphafold和 Robetta等 AI程序预测获得 Dbr1

三维结构。根据 PDB蛋白质数据库中溶组织内阿米巴虫 Dbr1(PDB:4PEH)晶体结

构中 Dbr1 蛋白与核酸结合位点确定 Dbr1 上可能的小分子结合区域。利用

AutoDock Vina软件从 TargetMol天然产物库中筛选与 Dbr1亲和力较高的小分子。

接下来分别通过蛋白表达体外检测 Dbr1与小分子的结合能力；以及通过细胞核

前体 mRNA内含子的剪接情况体内检测小分子抑制 Dbr1的能力。

4.采用无缝克隆方法，基于细菌表达质粒 pET21-EGFP，构建含有跨膜肽标

签 Pep-1序列的相关质粒 PGH（Pep-1-GFP-His）、HPG（His-Pep-1-GFP）、HGP

（His-GFP-Pep-1）和 GPH（GFP-Pep-1-His）。通过化学方法转化细菌，并用

IPTG诱导，通过 SDS-PAGE和考马斯亮蓝染色观察蛋白诱导情况。采用 Ni-NTA

亲和层析柱纯化获得相应的融合表达蛋白。含有跨膜肽的 GFP融合蛋白分别透析

至 PBS中，然后与纤细裸藻细胞在 37℃下共同培养，并使用 BX63荧光显微镜进

行观察。另外，我们使用二甲亚砜(DMSO)处理纤细裸藻细胞后，培养基中分别

加入 GFP蛋白、带有荧光标记的 PCR扩增的 DNA片段，然后同样在荧光显微镜

下进行观察。我们对质粒分子进行了转化观察，通过 PCR方法检查细胞中是否转

入相应的质粒。

结果：

1.生信分析鉴定出 166个剪接蛋白编码基因和 U2、U6 snRNA基因。经过与

人类剪接体进行对比，我们发现纤细裸藻中缺失的蛋白大多数是来自 SR、hnRNP、

B*/C、EJC/TREX复合物以及 snRNP蛋白。其余的剪接蛋白相对比较保守。我们

对鉴定出的部分剪接基因进行了 PCR验证。29个剪接蛋白编码基因以及 U2和

U6 snRNA的 PCR结果表明预测出的基因序列是正确的。这进一步提示我们所鉴

定出来的纤细裸藻剪接基因存在且序列正确。
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通过对纤细裸藻 166个剪接蛋白编码基因和 212条序列分析得知，含有 SL

外显子的剪接基因概率为 91%，进一步说明了 SL介导的反式剪接在纤细裸藻剪

接基因中存在的普遍性。对古虫界生物（纤细裸藻、锥虫等）剪接体蛋白进行比

较，我们发现纤细裸藻与布氏锥虫、杜氏利什曼原虫之间剪接蛋白组成存在明显

差异。利用人类剪接抑制剂，直接作用于纤细裸藻细胞，我们发现纤细裸藻细胞

对这些剪接抑制剂不敏感。

2.我们通过 exonerate程序共鉴定出 28337个细胞核前体 mRNA内含子，包括

11527个 GT-AG型内含子，659个 GC-AG型内含子,11653个 ss-variant型内含子，

4498个 ss-invariant型内含子。通过鉴定纤细裸藻中的大量内含子，包括顺式剪接

的常规内含子和非常规内含子，以及 SL介导的反式剪接。我们发现纤细裸藻的

常规内含子和 outron表现出独特的富含胞嘧啶核苷(C)的多聚胞苷序列和常规的

CAG-3'。此外，常规内含子具有 5'-GTGTG 共同序列，这与 spliced leader

RNA(SL-RNA)中的 5'剪接位点(5'ss)序列(GTATA)不同。非常规内含子的两末端

序列能够形成一个互补配对结构。此外，我们还描述了另一种剪接模式，称为重

叠的新型剪接形式。

3.我们利用 RACE方法以及重叠 PCR得到了完整的纤细裸藻 Dbr1序列。

Alphafold和 Robetta程序预测的纤细裸藻 Dbr1三维蛋白结构基本一致。纤细裸藻

Dbr1与溶组织内阿米巴虫 Dbr1晶体结构(PDB:4PEH)进行叠合比对分析发现其

RMSD值为 1.024，表明两者结构非常相近,预测模型可靠性较高。我们根据溶组

织内阿米巴虫 Dbr1晶体结构中小分子 RNA所结合的位置，获得纤细裸藻 Dbr1

蛋白质与抑制剂小分子结合的空间坐标位置。通过 AutoDock Vina 程序对从

TargetMol天然产物库虚拟筛选后，我们获得了一个具有潜在结合活性的小分子

Ca。我们通过去除 Dbr1蛋白表面柔性序列及密码子优化，并采用MBP融合标签

方法在大肠杆菌中成功表达了可溶性的 Dbr1蛋白。我们利用淀粉直链亲和层析

柱、离子交换纯化到 MBP-Dbr1融合蛋白，在 4℃或 33℃酶切得到了纤细裸藻

Dbr1蛋白。我们通过核磁共振化学位移扰动分析(NMR-CSP)实验观察蛋白与配

体结合情况。最后我们进行小分子抑制剂的体内活性检测，qPCR结果表明，经
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过 Ca处理后的纤细裸藻其内含子表达量要显著高于正常细胞。

4.通过无缝克隆方法成功构建含有 Pep-1序列的相应质粒。质粒转化 BL21

（DE3）细胞后进行 IPTG诱导，SDS-PAGE和考马斯亮蓝染色显示相应蛋白成功

被诱导出。与不含 Pep-1的对照 GFP蛋白相比，培养基中加入 100 µM的 PGH蛋

白并 37℃孵育 12小时后，我们发现蛋白进入细胞的效率可达 70%。通过对 Pep-1

不同位置的融合蛋白进行转化研究，我们观察到 PGH和 HPG的转化效率远远高

于 HGP 和 GPH，表明蛋白 N 端的 Pep-1 能更有效地促进细胞内转化。对于

DMSO介导的转化，10% DMSO处理细胞 1小时，加入 GFP蛋白并孵育 12小时

后，可观察到大约 80%的细胞都含有荧光。同样 DMSO也能促进一个含有 Cy5

标记的 1.7 kb的 DNA片段进入纤细裸藻细胞，且跨膜效率与 GFP蛋白类似。我

们同样测试了一个 10 kb大小的质粒分子，通过 DMSO处理细胞后，培养基中加

入质粒分子，纤细裸藻细胞培养 3天后，对提取的细胞 DNA进行 PCR，凝胶电

泳发现同样能够检测到质粒上特有的一段 736 bp的片段。

结论：

1.我们将二代和三代 RNA-seq结果所得剪接基因进行整合对比，最终我们在

比对结果中获得了 166个纤细裸藻核心剪接基因。利用数据库中纤细裸藻基因组

数据，与人类以及锥虫等生物进行同源序列比较发现了纤细裸藻 U2和 U6 snRNA

的存在。我们发现布氏锥虫、杜氏利什曼原虫以及 D. papillatum的剪接蛋白数目

分别为 78个、76个、121个，提示古虫界生物在剪接体组成上具有明显差异。通

过人类剪接抑制剂对纤细裸藻细胞的作用，我们发现纤细裸藻细胞对目前报道过

的这些抑制剂均不敏感。

2.我们成功鉴定了纤细裸藻中四种不同类型内含子，即 GT-AG、GC-AG、ss-

invariant和 ss-variant型。我们发现纤细裸藻 SL-RNA的 5'ss区域和 U6间存在

extended U6/5'ss螺旋。以及在纤细裸藻的 3'ss区域富含丰富的胞苷(C)，这与人

类和酵母等后鞭毛界生物存在显著差异。本研究为这些内含子的剪接机制以及裸

藻的基因组学和进化提供了新的见解。

3.通过虚拟筛选以及实验验证成功鉴定出能够抑制纤细裸藻 Dbr1酶活性的小
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分子抑制剂 Ca，从而为将来研究 Dbr1功能及内含子种类及数量的鉴定奠定了基

础。

4.我们开发了跨膜肽和 DMSO介导的将外源物质传递到纤细裸藻的转化方法。

与农杆菌介导的核转化、电穿孔和微注射等方法相比，本方法快速、方便、高效。

关键词：RNA-seq；内含子；SL-RNA；虚拟筛选；脱支酶；跨膜肽；DMSO；胞

内转化
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Abstract

Research background and purpose:

Early differentiated pathogens, such as Trypanosoma and Elegans, are infectious

and cause great harm to human health. Biochemical investigation of splicing in these

organisms has so far been explored only in SL trans-splicing. Most of the cis-splicing

studies have been conducted on organisms like human or yeast, and scarcely on other

species. Therefore, we selected the model organism Euglena gracilis, which shares

same Excavata groups with Trypanosoma.

Euglena gracilis, a unicellular eukaryote, also known as eye worm, contains the

organelle chloroplast and utilizes its unique flagellum for locomotion. The genome of E.

gracilis is comparable to that of the human genome in size, but has more repetitive

sequences. Therefore, its complete genome sequence is still unknown at present.

Different from humans and yeast, which both belong to the Opisthokonta clade, E.

gracilis is a Excavata species, and harbors diverse splicing types. To date, only a few

genes and their introns have been identified in the draft genome of E. gracilis.

Therefore, to lay the foundation for the purification of spliceosomes, we first

identified the spliceosomal genes and their introns in E. gracilis by bioinformatics

analysis and then established a feasible genetic manipulation method. Studies on the

model organism E. gracilis can give us a better understanding of the spliceosome and

expand our knowledge on splicing style.

Materials and methods:

1. RNAs with the polyA tail was enriched from the total RNAs of E. gracilis, and

library construction was subsequently performed. The full-length transcriptomic and

next-generation transcriptomic RNA-seq were combined with available transcriptomic

data in the SRA database and were compared by BLASTX. The splicing genes from

three RNA-seq results were integrated. Using the genomic data of E. gracilis from the

NCBI database and comparing with those of humans and T. brucei, we obtained the

gene sequences of the spliceosomal components of E. gracilis. Finally, PCR was

performed to validate the identified E. gracilis spliceosomal components. In addition,

splicing genes from T. brucei and L. major, which belong to the same clade with E.
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gracilis, were identified by the BLAST program. Several human splicing inhibitors

were applied to E. gracilis cells to test their sensitivity.

2. The above full-length transcriptomic RNA-seq and the secondary-generation

transcriptomic data were used for the identification of E. gracilis introns. Initially, we

utilized the BLAST program to remove the chloroplast and mitochondria genomic

sequences, as well as the nuclear rDNA sequences, from the above RNA-seq data.

Redundant sequences were then removed using cd-hit, resulting in only nuclear mRNA

sequences for further analysis. Comparison of mRNA sequences to the genome was

performed using exonerate. Finally, the extracted introns were manually examined and

categorized. For outron identification in E. gracilis, sequences with the SL exon were

extracted from the nuclear mRNA sequences. These sequences were subjected to

BLAST against the genome sequences. The resulting outrons were extracted with the

seqkit toolkit.

3. Based on the predicted Dbr1 gene sequence of E. gracilis in the previous work,

the full-length coding sequence of Dbr1 was obtained by RT-PCR and RACE. The

three-dimensional structure of Dbr1 is predicted by AI programs including Alphafold

and Robetta. The putative small-molecule binding region on Dbr1 is deduced from the

crystal structure of E. histolytica Dbr1 in complex with a fragment of an RNA molecule

(PDB:4PEH). To identify high-affinity inhibitors of Dbr1, small molecules from a

TargetMol natural product library are fed to the AutoDock Vina program. The binding

of the selected molecule to the bacterially purified Dbr1 protein is further examined in

vitro. Inhibition of Dbr1 activity by the small molecule is validated by the readout of

splicing defects in nuclear pre-mRNA introns in vivo.

4. A series of cell-penetrating peptide (CPP) Pep-1 tag sequences containing

plasmids, including PGH (Pep-1-GFP-His), HPG (His-Pep-1-GFP), HGP (His-GFP-

Pep-1), and GPH (GFP-Pep-1-His), were constructed from pET21-EGFP by seamless

cloning and transformed into bacteria. Upon induction by IPTG, the expressions of Pep-

1 fusion proteins were examined by SDS-PAGE and coomassie staining. Fusion

proteins were purified via a Ni-NTA affinity chromatography column and dialyzed

against PBS. Proteins were added to E. gracilis cells and observed under a BX63

fluorescence microscope. In addition, dimethyl sulfoxide (DMSO)-treated E. gracilis
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cells were added with exogenous materials including GFP protein, a PCR-amplified

DNA fragment with a Cy5 label, and a plasmid, respectively, and observed under a

microscope except for the plasmid, which was examined with PCR.

Result:

1. Bioinformatics analysis identified 166 spliceosome protein-coding genes, and

U2 and U6 snRNA genes. In comparison to the human spliceosome, we found that most

of the spliceosomal proteins lacking in E. gracilis are from the SR, hnRNP, B*/C,

EJC/TREX complexes, and snRNP proteins. The remaining spliceosome proteins are

relatively conserved. We further examined spliceosome genes by PCR. The results of a

total of 29 spliceosomal protein-coding genes and U2 and U6 snRNA indicated that the

predicted gene sequences were all correct. This further suggests that the identified

spliceosome genes in E. gracilis exist and are authentic.

From the analysis of 166 spliceosome protein-coding genes and 212 sequences of

E. gracilis, the ratio of spliceosome genes containing SL exons in total E. gracilis

spliceosomal genes is calculated to be 91%, which further indicated that trans-splicing

by SL was common in this organism. Comparing the composition of the spliceosome

among the Excavata organisms, we found that there are significant differences between

E. gracilis and two parasitic organisms, T. brucei and L. major. We found that E.

gracilis cells are not sensitive to canonical splicing inhibitors.

2. We identified a total of 28,337 nuclear pre-mRNA introns using the exonerate

program, including 11,527 GT-AG type introns, 659 GC-AG type introns, 11,653 ss-

variant type introns, and 4,498 ss-invariant type introns. By identifying a large number

of introns in E. gracilis, including conventional and nonconventional introns in cis-

splicing and trans-splicing by SL, we found that conventional introns and outrons in E.

gracilis exhibit a unique cytidine-rich sequence and canonical CAG-3' splice site (ss). In

addition, the conventional intron has a 5'-GTGTG sequence in common, which is

distinct from the 5'ss sequence (GTATA) in spliced leader RNA (SL-RNA). The two

terminal sequences of the nonconventional intron are able to form a paired structure. In

addition, we describe another splicing type, termed overlapping.

3. We used RACE and overlapping PCR to obtain the intact sequence of E. gracilis

Dbr1. The Alphafold and Robetta programs predict essentially similar three-dimensional
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structures of the deduced Dbr1 protein. The superposition of E. gracilis and E.

histolytica Dbr1 structures reveals an RMSD value of 1.024, indicating the predicted E.

gracilis Dbr1 structure is highly reliable. The putative location of the small molecule on

the E. gracilis Dbr1 structure is deduced from the spatial coordinate of the small

molecule RNA in the E. histolytica Dbr1 structure. A small molecule of Ca with high

binding affinity is obtained from a TargetMol natural product library by virtual

screening with AutoDock Vina. We successfully expressed the Dbr1 protein in E. coli

by removing the surface flexible sequence and codon optimization. We purified the

MBP-Dbr1 fusion protein using Amylose Resin and ion-exchange chromatography and

enzymatically cleaved it to obtain the untagged E. gracilis Dbr1 protein. The protein-

ligand binding is assayed by nuclear magnetic resonance-chemical shift perturbation

(NMR-CSP). Finally, we test the in vivo activity of small-molecule inhibitors. qPCR

results showed that intron expression of Ca-treated E. gracilis was significantly up-

regulated than that of normal cells.

4. Plasmids containing the Pep-1 sequence were successfully constructed through

the seamless cloning method. The plasmids were transformed into BL21 (DE3) cells,

and cells were induced by IPTG. SDS-PAGE and coomassie staining showed that all

proteins were successfully expressed. Upon addition of 100 µM of PGH protein to cells

and incubation for 12 h at 37°C, we found that the Pep-1-tagged protein entered the

cells with an efficiency of 70% compared with the GFP protein without Pep-1. We

further observed that the transformation efficiencies of PGH and HPG are much higher

than those of HGP and GPH, indicating that N-terminal Pep-1 promotes intracellular

transformation more effectively. For DMSO-mediated transformation, cells were treated

with 10% DMSO for one hour. Fluorescence signals were observed in approximately

80% of cells after adding GFP protein. Similarly, DMSO also promoted intracellular

transformation of a 1.7 kb DNA fragment containing a Cy5 label with comparable

efficiency to that of GFP. We also tested a 10 kb plasmid and found it could also enter

cells, as detected by PCR amplification of a 736 bp plasmid-specific fragment.

Conclusion:

1. We combined the next-generation and full-length transcriptomic RNA-seq

results and aligned them to human spliceosome genes, and finally obtained 166 core
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spliceosome genes in E. gracilis. Using the genomic data of E. gracilis in the database,

we identified the E. gracilis U2 and U6 snRNAs by comparing them with those of

humans and T. brucei. We identified 78, 76, and 121 splice proteins for T. brucei, L.

major, and D. papillatum, respectively, indicating significant differences in spliceosome

composition within Excavata. We found that E. gracilis cells were insensitive to all

reported splicing inhibitors.

2. We successfully identified four different types of introns in E. gracilis, namely

GT-AG, GC-AG, ss-invariant, and ss-variant. We found the presence of an extended

U6/5'ss helix in the 5'ss region of SL-RNA and U6 in E. gracilis. A wealth of cytosine

(C) in the 3'ss region in E. gracilis introns is significantly different from that of

Opisthokonta organisms such as humans and yeast. This research provides new insights

into the splicing mechanism of these introns as well as the genomics and evolution of

Euglenozoa.

3. We successfully screened a small-molecule inhibitor, Ca, that can inhibit the

Dbr1 enzyme activity in E. gracilis, thus laying the foundation for future studies on

Dbr1 function and intron identification.

4. We have developed CPP- and DMSO-mediated transformation methods for the

delivery of exogenous materials into this algal. Comparing to other available methods,

such as agrobacterium-mediated nuclear transformation, electroporation, and

microinjection, our methods are fast, convenient, and efficient.

Key words: RNA-seq; Intron; SL-RNA; Virtual screening; Dbr1; Cell-penetrating

peptide; DMSO; Intracellular transformation
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前 言

许多真核病原生物，如非洲昏睡病致病菌布氏锥虫、杜氏利什曼原虫，在基

因表达过程中，由顺式剪接介导的内含子去除是非常罕见的，而由 spliced leader

(SL)序列介导的反式剪接是寄生虫锥虫细胞核前体 mRNA成熟的主要形式[1]。在

这种剪接形式中，SL RNA外显子上存在 5’剪接位点，前体 mRNA第一个外显子

的 5'端存在分支点腺苷（branch point adenosine，BP-A）和 3'剪接位点，SL RNA

的外显子与前体 RNA的 5'端外显子先以剪接体依赖的方式进行结合后才能进行

后续剪接过程[2, 3]。SL序列介导的反式剪接同样存在于纤细裸藻中。

纤细裸藻（Euglena gracilis）是一种真核原生生物，因其易于分离和培养，

常被用作实验生物学的模型。在进化关系上，与致病性生物锥虫亲缘关系较近，

同属于古虫界，但与后鞭毛界的酵母和人类相差较远。因此其在基因表达过程中，

特别是在前体 mRNA剪接这一阶段，与进化关系较远的人类和酵母相比有很大的

区别。

真核生物内含子的剪接是保证遗传信息正确传递的重要步骤。内含子的去除

需要大分子剪接复合体来行使剪接功能。剪接体分为主要剪接体和次要剪接体，

主要剪接体存在于所有真核细胞中，而次要剪接体只存在于人类等少数真核细胞

中[4]。主要剪接体包含了五种富含尿嘧啶的核内小 RNA（U1、U2、U4、U5、U6）

和几百种剪接体蛋白，次要剪接体包括 U5、U11、U12、U4atac和 U6atac[5]。剪

接体蛋白通常以三种形式存在：与某种 snRNA形成相应的 snRNP复合物（如

U1A、SF3b及 Prp8分别与 U1、U2和 U5相结合）、相互形成 non-snRNP复合物

（包括 NTC、NTR、RES和 EJC）或者独自存在（如 Yju2、Spp2、Cwc25、

Prp18等）。在前体 mRNA剪接过程中，剪接体会依次经历四个阶段：组装、活化、

催化、解聚。近年来冷冻电镜技术的持续发展，使得人类和酵母剪接体在不同状

态下的三维结构得到大量解析。迄今为止，已经鉴定出了 12个主要剪接体的剪

接复合物（E、A、pre-B、B、pre-Bact、Bact、B*、C、Ci、C*、P和 ILS）和 2个

次要剪接体的 Bact剪接复合物[6,7,8,9,10]。通过对酵母和人类的剪接研究发现，虽然

两者同为后鞭毛界，但是剪接体在组成上具有物种差异性。比如在人类中主要和
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次要剪接体均存在，而酵母中只有主要剪接体；某些特定蛋白也只存在于某些特

定物种中；同一蛋白在不同的物种中所属的蛋白复合物不同；酵母和人类剪接构

象的差异性。此外，通过对拟南芥、红藻中剪接体的生物信息学鉴定，以及对病

原寄生虫锥虫剪接体蛋白的实验鉴定发现不同进化分支的生物，剪接体在组成上

存在着较大差异。值得注意的是，布氏锥虫和克氏锥虫中存在着许多不同于人类

和酵母的特异性剪接蛋白[11,12]。

纤细裸藻最突出的特点是其剪接形式的多样性。在纤细裸藻细胞核基因中，

例如 tubA、gapC等基因，存在着常规与非常规这两种内含子形式。常规内含子

与人类和酵母的相同，都为 GT-AG型内含子，而非常规内含子的边界序列并不

是 GT-AG型。此外，纤细裸藻的叶绿体中存在着大量的Ⅱ型内含子和特殊的Ⅲ

型内含子。Ⅲ型内含子不仅存在于叶绿体基因编码序列上，也存在于基因之间的

非编码区域，其在结构上比Ⅱ型内含子简单，仅包含Ⅱ型内含子的 domainⅠ和Ⅵ

区域。有研究推测Ⅲ型内含子是从Ⅱ型内含子进化而来的。此外在纤细裸藻叶绿

体中Ⅱ型和Ⅲ型内含子还可以相互嵌合形成 twintron这种复杂的内含子形式[13]。

目前，我们对剪接体的认识主要来自人类和酵母，对其他物种剪接体的研究

相对较少。在纤细裸藻中只有 SL RNA、U1和 U5 snRNA分子已被鉴定出来，其

他 snRNA分子和蛋白成分仍然未知[14]。为了拓展我们对剪接体物种差异性的认

识，本研究首先对纤细裸藻剪接基因进行生物信息学分析，并进一步通过实验方

法来进行分子生物学鉴定。其次，由于目前纤细裸藻细胞核基因中只报道了少数

内含子[15]，内含子特征并不明确。为此，我们还利用生物信息学方法，通过比较

纤细裸藻基因组和转录组，大规模鉴定了细胞核常规及非常规内含子，并对其分

子特征进行了详细的分析。此外，我们还通过虚拟筛选方法寻找针对剪接体脱支

酶 Dbr1的小分子抑制剂，期望通过抑制剪接来对其内含子进行实验鉴定。最后

我们建立了快速将外源物质转入纤细裸藻细胞的转化方法，为将来对纤细裸藻的

分子和细胞生物学研究奠定了基础。对纤细裸藻剪接系统的研究将拓展我们对剪

接多样性的认识，也将加深我们对剪接机制的理解。
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第一章 纤细裸藻剪接体组分鉴定

1 目的

纤细裸藻一个突出而独特的特征是剪接的多样性，包括核前体信使

RNA(precursor mRNA,pre-mRNA)基因的常规和非常规内含子剪接，以及叶绿体

基因的 II 和 III 类内含子剪接。SL-RNA介导的反式剪接，即用 SL-RNA序列中

SL外显子取代 pre-mRNA分子的 5'端内含子序列(称为 outron)。这种剪接形式在

人类和酵母中是不存在的[16]。然而却存在于纤细裸藻和寄生锥虫等古虫界生物中

[17]。与人类和酵母类似，纤细裸藻 pre-mRNA常规内含子以及 outron和 SL RNA

具有相同的 5' GT和 3' AG剪接位点[18]。因此，这两种内含子的剪接被认为是由

剪接体催化的。剪接体由 5个小 RNA (snRNA，U1，U2，U4，U5和 U6)和数百

种蛋白质组成[7]。剪接体蛋白可分为 snRNA相关蛋白(包括 Sm/LSm核心蛋白和

各自的 snRNA相关蛋白)和非 snRNA相关蛋白或蛋白复合物。剪接体通过组装、

激活、催化和解聚等阶段逐步催化内含子的去除。此前，剪接体 U1和 U5 snRNA

以及 SL RNA已在纤细裸藻中被鉴定出来[19,20,21]。然而，其他的 snRNA或剪接体

蛋白是否存在于纤细裸藻中尚不清楚。因此，我们计划通过对二代、三代全长转

录组测序数据进行生物信息学分析，对纤细裸藻剪接相关组分进行了研究。

2 材料与方法

2.1 细胞株

表 1-1 细胞名称、培养条件和来源

Table 1-1 Cell name, culture conditions and source

细胞名称 细胞种类 培养条件

Euglena gracilis FACHB-848 HUT培养基

以上细胞株购买于中国科学院水生生物研究所，置于成都医学院科研实验中

心恒温培养振荡箱中培养，培养参数为 25℃、100 rpm、2000 lux。

2.2 主要试剂



第一章 纤细裸藻剪接体组分鉴定

4

表 1-2 试剂名称及来源

Table 1-2 Reagent name and source

试剂名称 生产公司

SMARTer PCR cDNA Synthesis Kit Takara,日本

FastKing cDNA 第一链合成试剂盒(去基因组) 天根，中国

Phanta Super-Fidelity DNA Polymerase 诺唯赞，中国

Trizol 生工，中国

DEPC 生工，中国

氯仿 科隆，中国

异丙醇 科隆，中国

75%乙醇 科隆，中国

无水乙醇 科隆，中国

DNA分子量标准Marker D (100~2000 bp) 生工，中国

二甲亚砜（DMSO） MP,美国

潮霉素 生工，中国

2.3 主要仪器及耗材

表 1-3 仪器设备名称及来源

Table 1-3 Reagent name and source of instr uments and equipment

仪器名称 生产厂家

BX63正置荧光显微镜 奥林巴斯，日本

Ultrospec 3100 pro分光光度计 Amersham Biosciences，美国

2.4 本实验相关引物

实验中所用到的 PCR引物均由 Primer6软件设计，由擎科生物科技有限公司

合成，见表 1-4。

表 1-4 PCR引物序列

Table 1-4 P CR primer sequences

基因 序列（5'-3'）

egSmD1_F GTGTTCAATGAAGCTCGTAAG

egSmD1_R GCAGTCAAGAGCCGCCACC

egSmE_F TGGTTGGGCAAACAGCAGC

egSmE_R GCGGGGCATGTACAGGGTG

egSmF_F GCTCCACCTATGAGCTTTGAG
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续表 1-4

基因 序列（5'-3'）

egSmF_R TGATTGGGCAGCCAACTATT

egSmG_F CAACTCACACAAAAAAATGGC

egSmG_R GCTGCCGCACAAAAAAACC

egLsm4_F AGCCCACCCCCATATGCTG

egLsm4_R GAACAGGGCAGGGGATCGG

egLsm5_F ACTACCACATGGCTGGCGC

egLsm5_R CAAACGTGGGCAGTGGTGG

egLsm6_F GGGCTTCACAATGGCCGAC

egLsm6_R TGTCGTTGAGGAGGAGGGG

egLSm7_F CTCAACAAGTAATTGAATGCCTGC

egLSm7_R GTGGAACGACAGCGGAGAA

egLSm8_F GCCAGCCATGTCTCAGCAA

egLSm8_R GCCAGTTGGTGGAGGTTGT

egU1C_F GGGTCGGTGGGATGCCGA

egU1C_R TGGGGTCGGTCCCAGGCT

egU2A_F TCGAATGCGGTTGACAGC

egU2A_R TGATGAGCATCCACCACAG

egU2B_F GGGTCTTTTTTGGAGGGCG

egU2B_R GGGATGTGTACCAGCGAGG

egSF3B1_F ACGAGAAGGTGCAAGAGAATTG

egSF3B1_R CTGGTGGCTGATGTATATGTTGT

egSF3B5_F ATGGCCGACCCATTCGTC

egSF3B5_R GTGTCACCGTGTCACTGTG

egSF3B6_F CCTCCCCCCGCACCATGT

egSF3B6_R CGCCCCAGAGGGTTCACC

egPHF5A_F CGCAAACCATGGCAAAGCA

egPHF5A_R ACGACGTCATGCGGCGAGG

egPrp31_F CATTATGGCAGAGGCTTTGG

egPrp31_R GCAAGGAGAGTGAGAAGAGG

egSnu13_F AAGTTAGGATCTGCTTCTGGTTCAA

egSnu13_R CGTCATCTGCGTGGCTTCTT

egPrp8_F CGGCCAAGATGTCCATTCC

egPrp8_R GGGGGGGAAAGGTTGAGTATG
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续表 1-4

基因 序列（5'-3'）

egP8-1.5k_F GAAGTGCTGGGTGCTCAATG
egP8-1.5k_R CATTGAGCACCCAGCACTTC
egP8-3k_F CAACAACCTGACGGACATCTG

egP8-3k_R CAGATGTCCGTCAGGTTGTTG

egP8-4.7k_F GGAGAGCATGAAGTACAAGAAGC
egP8-4.7k_R GCTTCTTGTACTTCATGCTCTCC

egP8-6.3k_F CTCATCACCACCACCTCACC
egP8-6.3k_R GGTGAGGTGGTGGTGATGAG

egU5-15K_F TGCTGCCTCATTTGCACAG

egU5-15K_R GGTCTACAGCTGACCCCCC
egCwc15_F GCCCGCCCCATGACGACC

egCwc15_R GGGCACGGCGGCTATTTG
egCTNNBL1_F CGTGGAGAAGGCGGAGAATGA

egCTNNBL1_R TCACCGTTGGCTCCCGAAAC
egBud13_F AGACCAGCCTGACGATGATGAA

egBud13_R GGGAGTGGTCTTCAGCTCTGTT

egY14_F TTGACGAGGAAGACGCCACTT
egY14_R GCAATTCGGTGCAGTCTCACAA

egSUGP1_F CAGCGTAGAGCGTTCCAGAGTA
egSUGP1_R TTCCGAGGGTCAGACACATCAG

egUBL5_F CGATGCCGATGATCGAGGTGA

egUBL5_R TCAGGTAACGGACAGCAAGAGG
egFAM32A_F AGCAATGTCATTCCTGGCAAGC

egFAM32A_R GCACCACCTCGTGAGAAACAAG
egCDK10_F TGGAAGGAGTTGCTGCTTGCT

egCDK10_R GGGATGCTCGGCGAAATATGG

egUAP56_F AGCAAAATGGCGGATGGTG

egUAP56_R GTACAGAGAGGAGGGCAGG

egU2U1-369779_F CGTCGGAAGTGTCTGATGGTCT

egU1U2-369779_R CTGCCGCCGACCTCATAATC

egU2-1198033_F ACCAGTGCAGTCTGGATGGC

egU2-1198033_R TGGCTTCGCTTGGTGGCTTC

egU6-1250410_F CGGTCTCCAAGTCCTCAGTCAG

egU6-1250410_R CAGTTGCCGTCGGTAGAATGC
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2.5 常规实验试剂配置

表 1-5 HUT培养基

Table 1-5 HUT culture medium

试剂名称 用量

KH2PO4 0.02 g
蛋白胨 0.60 g

MgSO4·7H2O 0.03 g
酵母提取物 0.40 g

乙酸钠 0.40 g

柠檬酸钾 0.04 g

10ˆ4维生素 B12 0.10 mL（现用现加)

10ˆ4维生素 B1 0.10 mL（现用现加）

浓盐酸调节 pH值 6.40

去离子水定容至 1 L

高压灭菌

表 1-6 10ˆ7维生素 B12

Table 1-6 10ˆ7vitamin B12

试剂名称 用量

维生素 B12 5 g
去离子水定容至 1 L

表 1-7 10ˆ4维生素 B12

Table 1-7 10ˆ4vitamin B12

试剂名称 用量

10ˆ7维生素 B12 1 mL
去离子水定容至 1 L

表 1-8 10ˆ4维生素 B1

Table 1-8 10ˆ4vitamin B1

试剂名称 用量

维生素 B1 4 g
去离子水定容至 1 L
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2.6 实验方法

2.6.1 小分子对纤细裸藻的作用

将剪接抑制剂 Pladienolide B(PB) (Adooq Bioscience，美国)、FR901464 (Ad

ooq Bioscience，美国)、Herboxidiene(GEX1A) (Cayman，美国)以及 OTS964 (T

argetMol，美国) 均溶于二甲亚砜(DMSO)中，并以适当的浓度加入到纤细裸藻

细胞中。培养阶段利用 Ultrospec 3100 pro分光光度计测量细胞浓度，培养结束后

利用 BX63显微镜观察细胞形态。

2.6.2 纤细裸藻转录组测序

首先，我们将纤细裸藻细胞送公司进行 RNA-seq测序。由于我们只对剪接基

因进行分析，只需利用带有 Oligo(dT)的磁珠从抽取的总 RNA中富集带 polyA的

RNA即可。随后进行 cDNA文库构建，利用逆转录试剂盒(Clontech SMARTer

PCR cDNA Synthesis Kit)，以 mRNA为模板，合成 cDNA链，并将 cDNA进行末

端修复以及连接测序接头，因此得到了最终的测序文库。利用 AATI检测文库片

段的完整性后立即进行上机测序。本实验使用诺禾致源（北京，中国）PacBio

Sequel三代测序系统进行。为了保证数据的可靠性，我们同时使用 Illumina进行

二代无参转录组测序。

2.6.3 测序数据分析

首先，使用 Trimmomatic程序对三代测序获得的 FLNR原始数据去除测序接

头并对其直接进行人工 NCBI-BLASTX分析。随后我们从 SRA数据库中下载前

人的纤细裸藻 RNA-seq数据(SRR2094880[22]；SRR2628535[15])，以及通过二代测

序获得 Reads原始数据，然后将两者分别运行 Fastq-dump程序进行格式转换和

Trinity进行无参转录组拼接，并对 Trinity拼接文件与 UniProtKB数据库页面下载

reviewed的 Fasta格式的压缩包通过本地化 BLASTX程序进行比对。然后在比对

结果文件中查找核心剪接基因，再根据比对结果文件中的 Trinity编号找到 Trinity

拼接文件中对应的序列，对此序列再进行 NCBI-BLASTX分析，以最终确认是否

属于剪接基因。最后，将三个 RNA-seq结果所得剪接基因进行整合对比，以获得

更多的剪接基因及每个基因更完整的全长序列，并对可能的剪接基因阅读框进行
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预测，获得纤细裸藻完整的核心剪接基因。

根据从 NCBI网站上检索到的人类剪接体蛋白质。将纤细裸藻与布氏锥虫等

原生生物的剪接体蛋白编码基因序列通过 BLAST程序与人类剪接体蛋白进行人

工比对，随后对其开放阅读框进行注释。

2.6.4 PCR分析鉴定

我们根据生信分析获得的纤细裸藻剪接基因序列设计引物（表 1-4），使用高

保真酶(Phanta Super-Fidelity DNA Polymerase)进行 PCR验证，在对 Prp8进行扩

增时，将其全长划分为五个片段进行扩增。将 PCR产物送至擎科（北京，中国）

进行 Sanger测序分析，进一步验证我们所鉴定出来的纤细裸藻剪接基因是否存在。

2.6.5 纤细裸藻总 RNA的提取

使用无酶枪头将纤细裸藻细胞液吸取到无核酸酶的 1.5 mL EP管中；使用离

心机 1000 g，1 min收集细胞，弃上清后，加入 1 mL DEPC水润洗细胞一次，使

用相同的离心条件进行沉淀细胞。随后根据沉淀量加入 Trizol试剂进行裂解细胞，

连续多次吹打混匀，室温静置 5分钟；加入 200 μL氯仿至裂解液中，旋涡混合

器震荡混匀 15秒，室温静置 2-3分钟； 4℃ 12000 g，15 min离心，离心结束后

EP管中的裂解液将分为三层，小心吸取上层液至新的 EP管中；再往其中加入

500 μL的异丙醇溶液，室温静置 10分钟； 4℃ 12000 g，10 min离心，弃上清，

向沉淀中加入 1 mL 75%无水乙醇，吹打混匀后再次在 4℃下进行 7500 g，5 min

离心；最后将上清液吸取干净丢弃，沉淀室温放置干燥，待 EP管中 75%无水乙

醇挥发完毕加入 DEPC水进行溶解，将水溶液状态的 RNA立即置于冰上放置。

2.6.6 纤细裸藻 cDNA的合成

以纤细裸藻总 RNA为模板，按照 FastKing cDNA第一链合成试剂盒进行逆

转录。于冰上配置下列基因组 DNA去除反应混合液，见表 1-9。

表 1-9 基因组 DNA去除反应体系

Table 1-9 gDNA removal reaction system

组成成分 用量

5gDNA Buffer 2 μL
Total RNA 50 ng-2 μg

RNase-Free ddH2O up to 10 μL
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彻底混匀，并简短离心，置于 42℃，孵育 3分钟，然后置于冰上。于冰上配

置反转录反应体系混合液，见表 1-10。

表 1-10 反转录反应体系

Table 1-10 Reverse transcription reaction system

组成成分 用量

10King RT Buffer 2 μL

FastKing RT Enzyme Mix 1 μL

FQ-RT Primer Mix 2 μL

RNase-Free ddH2O up to 10 μL

将反转录反应中的Mix，加到 gDNA去除步骤的反应液中，充分混匀。42℃，

孵育 15分钟。95℃，孵育 3分钟之后放在冰上，得到的 cDNA用于后续实验。

3 结果与分析

3.1 纤细裸藻剪接体蛋白基因的生信分析

根据对人类剪接体复合物中蛋白质组成的研究[23,24,25,26]，我们整理了人类 257

种剪接体蛋白（图 1-1）。包括 110种小核糖核蛋白（snRNP）和 79个非 snRNP

蛋白。snRNP蛋白包括 14个 Sm/LSm蛋白，9个 U1相关蛋白，21个 U2相关蛋

白，5个 U4相关蛋白，8个 U5相关蛋白，1个 U6相关蛋白，5个 U4/U6.U5复

合物蛋白，19个 NTC、NTR以及 IBC蛋白，3个 RES蛋白，15个 EJC/TREX蛋

白，7个 ATP酶，2个 CBC蛋白，1个脱支酶。非 snRNP为 79个阶段特异性蛋

白,包括复合物 A中 15个蛋白，1个 pre-B蛋白，复合物 B中 11个蛋白，1个 pre-

Bact蛋白，复合物 Bact中 7个蛋白，复合物 B*/C中 19个蛋白，1个 pre-C*，复合

物 C*/P中 9个蛋白，复合物 C/C*中 13个蛋白和复合物 ILS中的 2个蛋白。除上

述 189个蛋白外，还有 12个 SR蛋白、23个 hnRNP蛋白和 8个 pre-mRNA结合

蛋白，25个其它蛋白。
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图 1-1 本次工作整理到的人类剪接蛋白

Fig.1-1 The human spliceosomal proteins collected for this work

注：A为剪接过程中 13个剪接体复合物形成；B为人类 257种剪接体蛋白。

Note: A is thirteen spliceosomal complexes is formed in splicing pathway; B is the 257 human

spliceosomal proteins.

我们对 SRA数据库中的纤细裸藻转录组测序数据进行了分析。另外我们将二

代无参转录组数据与上述现有数据合并在一起，将所有数据合并成两个文件（分

别包含正向和反向 reads），并利用 Trinity程序进行序列拼接。通过 BLASTX对

Trinity的拼接结果与 UniProtKB蛋白质数据库进行比对，随后进一步与相应的人

类剪接体蛋白进行 BLASTX，最终获得了 166个纤细裸藻剪接基因（图 1-2和 1-

3）。我们发现，纤细裸藻中缺失的大多是来自复合物 SR、hnRNP、B*/C、以及

EJC/TREX 中的蛋白。除了三个 snRNP 蛋白（U1 的 Prp39、U6 的 Prp24 和

U4/U6.U5 snRNP的 snRNP27）外，所有的 snRNP蛋白和 ATP酶都存在于纤细裸

藻中。除了 PRCC和 CCDC16外，NTC/NTR/IBC/RES复合物中其余蛋白也是保

守的。

由于二代无参转录组 RNA-seq分析没有基因组序列做指导，拼接过程可能会

出现一些错误，因此我们又进行了三代全长转录组测序。在进行全长转录组分析

中，我们总共获得了 258944条测序序列。将全长转录本数目进行统计处理后，
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获得了 232051条全长非嵌合序列。利用层次聚类分析以及 cd-hit去除冗余序列，

得到了 21850个转录本以及 9669条基因。随后将三代中得到的全长非嵌合序列与

二代分析得到的 166个剪接蛋白基因和 213条序列进行 BLAST比对分析，经过

上述相同处理，最终在 21850个转录本以及 9669条基因中得到了 130个剪接蛋白

和 168条序列（图 1-2）。

图 1-2 纤细裸藻剪接蛋白基因生信分析流程

Fig.1-2 Working procedure for bioinformatic analysis of E. gracilis spliceosomal protein gene

图 1-3 纤细裸藻剪接蛋白基因

Fig.1-3 E. gracilis spliceosomal protein gene

由上述得知，36个剪接蛋白基因单独存在于二代转录组分析中。通过对

NCBI网站下载的 E. gracilis基因组数据（基因组编号 GCA_900893395.1）进行分
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析，我们发现这 36个基因的序列都存在于纤细裸藻基因组上并且均有其相对应

的重叠区域。比如，其中的 SF3B5和 SF3B6这两个剪接核心蛋白（图 1-4），在

基因组上对应区域的序列为 sga_contig_165869和 sga_contig_1456208。

图 1-4 纤细裸藻剪接蛋白基因 SF3B5和 SF3B6的基因组鉴定

Fig.1-4 Genomic identification of E. gracilis spliceosomal protein genes SF3B5 and SF3B6

注：通过 kablammo程序分析得到 SF3B5和 SF3B6的 mRNA序列在基因组序列上对应的位置。

Note: mRNA sequences of SF3B5 and SF3B6 were projected to correspond on the genomic

sequence by kablammo.

3.2 纤细裸藻 U2与 U6 snRNA的分析

在纤细裸藻中，只有 U1 snRNA 和 U5 snRNA 被鉴定过，其余剪接体的

snRNA都是未知的。E. sulcatum与 E. gracilis进化关系较近，且 E. sulcatum中的

U2与 U6 snRNA是已被报道过[22]。因此，我们以 E. sulcatum中鉴定到的 U2与

U6 snRNA为模板，利用 BLAST程序在纤细裸藻基因组中查找相应的同源序列。

我们发现序列 sga_contig_369779中有与 E. sulcatum U2高度相似的约 200 bp大小

的片段，并且 8 kb的长度上有 10个 U2多拷贝片段（图 1-5）。接下来我们利用同

样的方法鉴定了 U6。然而我们根据进化关系较近的 E. sulcatum和 T. brucei的 U6

序列，没有发现纤细裸藻的同源序列[27]，但根据进化关系较远的人类的 U6鉴定

出了纤细裸藻的同源序列。我们根据对比出来的 U2(sga_contig_369779)和

U6(contig_1250410)基因组序列（图 1-6）进一步推测出了 U2与 U6 snRNA的二

级结构（图 1-7）。
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图 1-5 纤细裸藻中 U2 snRNA的鉴定

Fig.1-5 Genomic identification of E. gracilis snRNA genes U2

图 1-6 纤细裸藻中 U2和 U6 snRNA的基因组序列

Fig.1-6 Genomic sequences of E. gracilis snRNA genes U2 and U6

图 1-7 纤细裸藻中 U2和 U6 snRNA的二级结构图

Fig.1-7 Secondary structure of E. gracilis snRNA genes U2 and U6

注：灰色框表示 U2的 Sm结合位点和 U6的 LSm结合位点，下划线表示 U2的分支点(BP-A)

结合区和 U6的 5′剪接位点(5'ss)结合区。

Note: Gray boxes indicate the Sm binding site of U2 and the LSm binding site of U6, underlines indicate

the branch point (BP-A) binding region of U2 and the 5′ splice site (5'ss) binding region of U6.

3.3 纤细裸藻剪接体组分的生化鉴定
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我们将提取到的纤细裸藻总 RNA进行逆转录，并以逆转录得到的 cDNA为

模板。随后选取 29个纤细裸藻剪接蛋白基因进行 RT-PCR验证，以及 U2 snRNA

和 U6 snRNA的 PCR验证。PCR检测结果表明，这 29个剪接基因和 U2与 U6

snRNA的序列都是正确的(图 1-8)。测序表明扩增序列与拼接序列是相同的，这

进一步提示我们所鉴定出来的纤细裸藻剪接基因存在且序列正确。

图 1-8 纤细裸藻剪接蛋白基因以及 U2、U6 snRNA的 PCR鉴定

Fig.1-8 PCR verification of E. gracilis spliceosomal proteins genes and snRNA genes U2 and U6

注：U2以及 U6后的编号是由基因组 GCA_900893395.1中的序列号得来的。

Note: Numbers after U2 and U6 are genomic contig numbers according to GCA_900893395.1.

3.4 SL介导的反式剪接在纤细裸藻中的普遍性

纤细裸藻一个显著的特点是具有 SL介导的反式剪接。在鉴定纤细裸藻剪接

蛋白编码基因时，我们注意到许多基因上都含有 SL外显子。在得到的纤细裸藻

166个剪接蛋白基因和 212个序列中，我们发现其中 193个序列均含有 SL外显子，

占 91%。此外，我们还检测了三代全长 RNA-seq中反式剪接的比例。在最终的

9669个基因中，有 7028个基因有 SL外显子，占 72.7%。这表明，大多数纤细裸

藻基因都存在 SL介导的反式剪接。

3.5 纤细裸藻与其它物种剪接体蛋白质组的比较

纤细裸藻与布氏锥虫、杜氏利什曼原虫在进化关系上都属于古虫界。因此，

我们也检测了这些物种的剪接体组成。利用 BLASTP程序我们共搜索到布氏锥虫



第一章 纤细裸藻剪接体组分鉴定

16

78个剪接蛋白和杜氏利什曼原虫 76个剪接蛋白。我们发现这两种病原生物只保

留了非常保守的 snRNP蛋白，包括 Sm/LSm、U2、U4/U6、U5和 ATP酶蛋白。

布氏锥虫与杜氏利什曼原虫剪接蛋白比较结果表明，两者的剪接体蛋白组成仅有

非常微小的差异，其中 SRSF7、hnRNP D和 hnRNP F/H仅存在于布氏锥虫中，而

Y14仅存在于杜氏利什曼原虫中（见附录一）。此外，我们进一步鉴定了同属古虫

界的海洋原生生物 Diplonema papillatum(D. papillatum)的剪接体组成，发现了

121个剪接蛋白。综上所述，我们的研究结果表明，纤细裸藻与布氏锥虫和杜氏

利什曼原虫在剪接体组成上存在明显差异，这种差异可能与它们不同的生存方式

密切相关。

3.6 纤细裸藻对剪接抑制剂不敏感的分子基础

目前已发现许多剪接抑制剂（如 PB和 GEX1A）可通过作用于特定的剪接体

蛋白来干预人类剪接。我们选取了四种剪接抑制剂，分别作用于纤细裸藻细胞，

培养结果表明纤细裸藻对这些抑制剂均不敏感（图 1-9）。
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图 1-9 剪接抑制剂对纤细裸藻生长和形态的影响

Fig.1-9 Effect of splicing inhibitors on E. gracilis growth and morphology

注：A为不同的剪接抑制剂对纤细裸藻生长的作用。剪接抑制剂包括 PB（终浓度为 1 μmol）、

GEX1A(1 μmol)、FR901464(20 μmol)和 OTS964(10 μmol)。连续三天每天测量细胞浓度。

将促进纤细裸藻细胞生长的无水乙醇作为阳性对照，以 1:1000的比例添加。潮霉素(50

μg/mL)可抑制纤细裸藻细胞生长，作为阴性对照。二甲亚砜作为溶剂对照以 1:100的比例加

入到纤细裸藻细胞中；B为用不同的剪接抑制剂处理纤细裸藻细胞三天后的细胞形态。在

100倍物镜下拍摄。标尺：10 μm。

Note: A is growth of E. gracilis treated with different splicing inhibitors. Splicing inhibitors

including PB (final concentration 1 μmol), GEX1A (1 μmol), FR901464 (20 μmol) and OTS964 (10

μmol) were added to E. gracilis cells, and cell density was measured daily for three days. EtOH,

which promotes growth of E. gracilis cells, was used a positive control and added at a ratio of

1:1000. Hygromycin (50 μg/mL) inhibits E. gracilis cell growth and was used as a negative control.

DMSO was added as a solvent control at a ratio of 1:100 to the E. gracilis cell; B is cell morphology

of E. gracilis after treatment with different splicing inhibitors for three days. The micrographs were

taken at 100× magnification. Scale bar:10 μm.

由于 PB类抑制剂作用于 SF3B1/PHF5A复合物[28]（图 1-10A），我们比较了人类

和纤细裸藻的 SF3B1和 PHF5A蛋白序列，SF3B1在两者之间的相似度为 79%，而

PHF5A为 92%。两种蛋白质的序列比对结果表明，在人类 SF3B1蛋白上与 PB相互

作用的 8个残基中，1078位的缬氨酸(Val)在纤细裸藻中变成了异亮氨酸(Ile)。人类

PHF5A蛋白中第 36位的氨基酸残基变成了半胱氨酸(Cys)，在纤细裸藻中变成了组

氨酸(His)（图 1-10B）。此前有研究报道过这两个残基的突变使 PB对 SF3b结合的

能力减弱[28,29]，因此我们认为纤细裸藻不敏感的原因即在于此。



第一章 纤细裸藻剪接体组分鉴定

18

图 1-10 人类与纤细裸藻的 SF3B1和 PHF5A蛋白比较

Fig.1-10 Comparison of SF3B1 or PHF5A protein between humans and E. gracilis

注：A为人类 SF3B1和 PFH5A蛋白与 PB作用三维结构图。PHF5A为红色，SF3B1为绿色。

SF3B1中 1078位缬氨酸残基和 PHF5A中 36位半胱氨酸残基用虚线圆圈标记。在 SF3B1和

PHF5A之间的 PB用箭头表示；B为人类与纤细裸藻 SF3B1和 PHF5A蛋白的序列比对。每

条比对序列中，上面的序列来自人类蛋白质，下面的序列来自纤细裸藻。影响小分子抑制剂

与蛋白相互作用的残基用红星标出。SF3B1蛋白中与 PB相互作用的其他残基用黑色三角形

标出。

Note: A is three-dimensional structure of human SF3B1 or PFH5A with PB. PHF5A is colored red,

and SF3B1 is colored green. SF3B1 Val 1078 and PHF5A Cys 36 are labeled with dashed circles. PB,

which is harbored between SF3B1 and PHF5A, is indicated with an arrow; B is sequence alignments

of human and E. gracilis SF3B1 or PHF5A. For each alignment, the upper sequence was from

human proteins, and the lower sequence was from E. gracilis. Residues in proteins that influence the

interaction with small molecule inhibitors are indicated with red stars. Other residues in SF3B1

that interact with PB are indicated with dark triangles.

此外，我们的实验结果表明，靶向人类剪接体 CDK11B/CDC2L1[30,31,32]（图

1-11A）的 OTS964对纤细裸藻生长仍然没有影响。在纤细裸藻中，我们只发现了

一种蛋白与 CDK11的两个同源物(CDK11A/CDK11B)的 C端激酶结构域具有大

约 70%的相似性。人类 CDK11维持 OTS964结合活性的两个残基是 572位的组氨
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酸(His)和 579位的甘氨酸(Gly)。我们发现纤细裸藻 CDK11蛋白中均变成了其他

氨基酸残基（图 1-11B）。从上述分析来看，纤细裸藻的剪接体蛋白与人类的剪接

体蛋白存在微小但关键的差异，并使纤细裸藻对剪接抑制剂 OTS964不敏感。

图 1-11 人类与纤细裸藻的 CDK11蛋白比较

Fig.1-11 Comparison of CDK11 protein between human and E. gracilis

注：A为人类 CDK11B蛋白与 OTS964作用三维结构图。OTS964用箭头表示。OTS964与

CDK11B作用的结构域用绿色和蓝色表示。CDK11B中 572位组氨酸残基和 579位甘氨酸残

基用虚线圆圈标记；B为人类与纤细裸藻 CDK11蛋白的序列比对。上面的两个序列来自人类

蛋白质 CDK11A和 CDK11B，最下面的序列来自纤细裸藻。影响小分子抑制剂与蛋白相互作

用的残基用红星标出。

Note: A is three-dimensional structure of human CDK11B with OTS964. OTS964 is indicated with

an arrow. CDK11B domains that contain OTS964 are colored green and blue. CDK11B His572 and

Gly579 are labeled with dashed circles; B is sequence alignments of human and E. gracilis CDK11.

The two sequences above were from human proteins CDK11A and CDK11B, and the lower

sequence was from E. gracilis. Residues in proteins that influence the interaction with small

molecule inhibitors are indicated with red stars.

4 结论

在本研究中，我们成功鉴定出 166个纤细裸藻剪接蛋白基因，确定了纤细裸

藻中 U2和 U6 snRNA的存在。另外我们整理了布氏锥虫的 78个剪接蛋白和杜氏

利什曼原虫的 76个剪接蛋白，以及 D. papillatum的 121个剪接蛋白，发现古虫界
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生物之间在剪接体组成上具有明显差异。利用四种人类剪接抑制剂处理纤细裸藻

细胞，我们发现纤细裸藻对这些人类剪接抑制剂均不敏感。

5 讨论

在本研究中，我们利用二代、三代转录组测序以及结合前人的转录组测序结

果进行对比，最终鉴定出了 166个剪接体蛋白基因以及纤细裸藻中的 U2和 U6

snRNA。在二代无参转录组与三代全长转录组比较中发现，有 36种剪接蛋白基

因是不存在于三代分析数据中的，但是后续在基因组上仍然能找到这些基因相应

的同源序列，大概是这些蛋白的编码基因表达水平太低，导致无法通过三代全长

RNA-seq检测到。本研究鉴定的纤细裸藻剪接体蛋白基因表明，大部分的 snRNP

及其相关蛋白，以及非 snRNP的 NTC/NTR/IBC/RES复合物蛋白在纤细裸藻中是

保守的。相比之下，大多数催化阶段的特异性蛋白、SR蛋白以及 hnRNP较为容

易发生进化的改变。此前，Ebenezer等人通过二代转录组测序数据已经鉴定出了

纤细裸藻中的一些剪接体蛋白[15]，但与我们的分析相比，他们的注释是不完整的，

这可能是由于他们的基因组和转录组数据相对较小并且包含一些错误（例如，他

们识别的 Prp11/SF3A2实际上是 SF3A3)。此前估计 SL介导的反式剪接在纤细裸

藻基因中的发生率约为 50%[22]。本研究中，我们基于我们的全长转录组测序结果

评估了这一比率，发现它比之前的估计略高。虽然反式剪接在纤细裸藻中普遍存

在，但这种类型的剪接在藻类生物中的意义仍然是未知的。通过我们对纤细裸藻

剪接体组分进行完整地鉴定分析，我们明确了这种生物中剪接体的基本特征，为

研究纤细裸藻剪接体参与常规内含子顺式剪接和 SL介导的反式剪接的分子机制

奠定了基础。
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第二章 纤细裸藻核 pre-mRNA内含子的鉴定与分析

1 目的

在 pre-mRNA成熟过程中，序列中的内含子通过剪接体催化而被移除。剪接

体是由 5个小核 RNA(snRNA)(U1，U2，U4，U5和 U6)以及许多相关蛋白组成

的大型核糖核蛋白复合物[5]。在剪接过程中，内含子内的特定 RNA元件，包括 5'

端剪接位点(5'ss)、3'端剪接位点(3'ss)、分支点腺苷序列和多聚嘧啶序列(Py-

tract)，分别被相应的 snRNA和蛋白质识别[33]。

典型的剪接位点边界序列是具有 5' GT和 3' AG的二核苷酸结构，这种结构

也存在于 SL介导的反式剪接中。SL介导的反式剪接是将 spliced leader RNA(SL-

RNA)的外显子添加到 pre-mRNA上的过程[34]。在这种反式剪接中，5' GT位于

SL-RNA内，而 3' AG位于 pre-mRNA的 5'末端内含子区。此外，SL-RNA在 5'ss

区域内形成的二级结构模拟了 U1 snRNA与 5'ss碱基配对，使得 U1不需要参与

反式剪接[16,34]。然而，目前尚不清楚 SL-RNA参与反式剪接的分子机制。

纤细裸藻(Euglena gracilis)，也称为眼虫，同时具有顺式剪接和反式剪接这

两种剪接形式。初步研究表明，纤细裸藻中除了常规的 GT-AG型内含子外，还

含有许多非常规内含子。非常规内含子在一个或两个剪接位点中缺乏 GT/AG二

核苷酸，但在其末端仍然能够进行碱基互补配对[16,35]。据推测，非常规内含子的

剪接与常规内含子不同，常规内含子形成的是套索状 RNA结构，而非常规内含

子可能会形成环状 RNA[36]。最近的一项研究中只发现了几百个内含子，且主要

是常规内含子[15]。目前尚缺乏对纤细裸藻中常规内含子和非常规内含子的分布和

性质的全面研究。因此在本研究中，我们计划利用转录组学和基因组学数据鉴定

纤细裸藻的内含子，进一步揭示了纤细裸藻内含子的独特特征。

2 材料与方法

2.1 细胞株

实验所用纤细裸藻细胞株与第一章相同

2.2 实验方法
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2.2.1 内含子的筛选与识别

我们利用纤细裸藻第三代转录组测序(RNA-seq)数据，进行纤细裸藻内含子

的鉴定分析。首先，使用 BLAST程序[37]将三代 RNA-seq数据分别与叶绿体[38]、

线粒体[39]和核糖体 DNA(rDNA)[40]进行了序列比较。我们将任何符合这些类别的

序列都从 RNA-seq数据中删除，然后使用 cd-hit消除冗余序列[41]，从而获得细胞

核 mRNA序列。然后，使用 exonerate程序[42]将 mRNA序列与纤细裸藻基因组序

列进行比对。通过调整 A/C/G/T 之间的比例 (5'ss 的 A/C/G/T 频率为

10/10/50/30,3'ss的 A/C/G/T频率为 30/10/50/10)，以获得精确比对的外显子序列，

随后从基因组序列中通过 exonerate程序提取内含子。最后，对提取到内含子进行

手动筛选并分类，得到 GT-AG、GC-AG、ss-invariant和 ss-variant四种类型。

为了鉴定纤细裸藻的 outron序列，我们从上述 mRNA序列中提取出含有 SL

外显子的基因的前 200 bp序列。用二核苷酸 AG替换纤细裸藻 SL外显子后，再

次与基因组序列进行 BLAST比对。使用 Seqkit提取到基因组上的 outron序列[43]。

同样的方法也应用于其它含有 SL介导的反式剪接的物种，包括秀丽隐杆线虫(C.

elegans)、布氏锥虫(T. brucei)、杜氏利什曼原虫(L. donovani)的 outron鉴定，利

用它们各自的 SL 外显子、 RNA-seq 数据(SRA 序列编号： C. elegans 为

SRR26536558-73、T. brucei为 SRR15913764-72、L. donovani为 SRR5272520-7)和

各自对应的基因组进行鉴定。

2.2.2 内含子序列的分析与处理

使用 Seqkit对生物序列进行快速处理和分析，包括提取子序列、序列信息统

计以及去除冗余序列[43]。使用Weblogo3对内含子末端剪接位点区域的核苷酸相

对频率进行分析[44]。使用 RNAfold进行 RNA二级结构分析[45]。使用 TRF进行串

联重复分析[46]。使用 R语言进行序列作图分析。使用 PRISM 7对串联的内含子数

量和碱基含量进行作图分析。

3 结果与分析

3.1 纤细裸藻细胞核 pre-mRNA内含子的鉴定

我们前期工作进行了细胞总 RNA的第三代转录组测序(RNA-seq)[47]。对于细
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胞核内含子的鉴定，叶绿体、线粒体基因组以及细胞核 rDNA基因序列都属于干

扰序列，应当被移除，只留下细胞核 pre-mRNA或 mRNA基因的序列。我们利用

cd-hit去除冗余序列后，共获得 18643个序列，以此作为内含子鉴定的起点。

我们利用 exonerate程序对 mRNA序列和基因组数据进行比对，随后提取鉴

定出内含子序列(图 2-1)。我们发现，exonerate 程序中位置特异性打分矩阵

（Position-Specific Scoring Matrix, PSSM）的默认设置在鉴定常规的 GT-AG型内

含子时是有效的，但对非常规内含子不适用。为了克服这个问题，我们调整了

PSSM的参数，使 PSSM可以准确地注释非常规内含子。然而，我们发现尽管绝

大多数常规内含子被正确识别，但仍有极少数发生注释错误。为此，我们手动检

查了鉴定出的所有内含子。

本研究共鉴定出 28337个内含子。我们将已鉴定出的内含子进一步分为四种

类型：GT-AG、GC-AG、ss-invariant和 ss-variant（图 2-1）。GT-AG型是传统剪

接类型，而 GC-AG型则是其变体，其余两种内含子的末端为既不是 GT-AG也不

是 GC-AG的二核苷酸。此外，ss-variant类型内含子是指内含子的末端核苷酸具

有多种可能性，并且不能明确确定（图 2-2）。由于在内含子的一个或两个末端都

没有典型的 GT/GC-AG二核苷酸，因此在本研究中 ss-invariant和 ss-variant型内

含子均被归类为非常规内含子。

图 2-1 纤细裸藻细胞核 pre-mRNA内含子的鉴定工作步骤

Fig.2-1 Working procedure for identification of nuclear pre-mRNA introns in E. gracilis
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图 2-2 ss-variant型内含子示意图

Fig.2-2 Example of ss-variant intron

注:Exonerate程序注释的末端核苷酸。A为 cc-gg；B为 gc-tg。

Note: Terminal nucleotides annotated by the exonerate program. A is cc-gg; B is gc-tg.

我们发现，四种类型内含子的长度分布相似，最小长度在 50 bp以下，最大

长度在 4682 bp-8197 bp之间。值得注意的是，在 GT-AG型中，序列长度小于 60

bp的短内含子出现了显著的峰值(图 2-3)。短内含子的在每种类型中比例为:GT-

AG 为 9.82%(1332/11527) ， GC-AG 为 1.37%(13/659) ， ss-invariant 为

0.89%(40/4498)，ss-variant为 1.25%(146/11653)。这表明短内含子在剪接时倾向

于采用传统的边界结构。此外，属于非常规内含子的 ss-invariant和 ss-variant的

分布曲线高度相似，表明这两种内含子之间可能存在共同特征。

除上述顺式剪接内含子外，我们还鉴定出了 11921个 outron序列。由于这些

outron的转录起始位点目前无法获得，因此无法确定它们的长度。在接下来的分

析中，我们只分析 3'端长度仅为 20 bp的 outron序列。
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图 2-3 纤细裸藻细胞核 pre-mRNA内含子的长度分布

Fig.2-3 Length distribution of nuclear pre-mRNA introns in E. gracilis

3.2 细胞核 pre-mRNA常规内含子 5'ss区域的特征分析

我们首先研究了 GT-AG和 GC-AG这两种常规内含子中 5'ss区域 10 bp长度

的保守性。GT-AG型内含子的一致性序列为 GTGTG(图 2-4A)。在 GC-AG型内

含子中，只有第 5位的鸟嘌呤(G)是较为保守的(图 2-4A)。为了与其它物种比较，

我们从 IAOD数据库中检索了人类、拟南芥、裂殖酵母以及酿酒酵母的 U2内含

子，并分析了它们的 5'ss序列(图 2-4B)。我们观察到，位于第 5位的 G在人类和

酵母中也是稳定存在。但是，这个 G在拟南芥中并不稳定。
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图 2-4 常规内含子 5' ss区域的序列保守性

Fig.2-4 Sequence conservation of the 5'ss region of conventional introns

注：A为纤细裸藻 GT-AG和 GC-AG内含子 5'ss区域序列的保守性；B为人类、拟南芥、裂

殖酵母、酿酒酵母内含子 5'ss区域序列的保守性。所有序列都以 0-2位的垂直比例绘制。

Note: A is sequence conservation of the 5'ss region of GT-AG and GC-AG introns in E. gracilis; B

is sequence conservation of the 5'ss region of introns in human, A. thaliana, S. pombe, and S.

cerevisiae. All sequence logos are plotted on a vertical scale of 0-2 bits of information.

接下来，我们研究了 GT-AG型内含子中的 GTGTG序列与纤细裸藻 U1 5'末

端序列之间的碱基配对(图 2-5)。内含子中 5个碱基都参与了与 U1的碱基配对，

其中包括一个 G•U次稳定的配对，这一发现表明 U1在剪接反应中能有效识别该

段序列。同样，在 SL-RNA对应的 5'ss区域也观察到大量的内部碱基配对。SL-

RNA的 5'ss序列为 GTATA，与传统的内含子序列差别是两个鸟嘌呤。值得注意

的是，传统的 GT-AG型中也有极少数内含子(11527个内含子中有 39个)具有 SL-

RNA的 5'ss序列。以上分析表明 GT-AG和 SL-RNA的 5'ss具有不同的碱基组成，

分别对顺式和 SL介导的反式剪接起特异性作用。

图 2-5 纤细裸藻 GT-AG内含子 5'ss序列与 U1的碱基配对

Fig.2-5 Base-pairing between consensus sequencemotif of 5'ss of GT-AG introns andU1 inE. gracilis

注：所有序列都以 0-2位的垂直比例绘制。

Note: All sequence logos are plotted on a vertical scale of 0-2 bits of information.
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3.3 Extended U6/5'ss螺旋的形成

在纤细裸藻 SL-RNA的 5'ss区域存在广泛的内部碱基配对，因此我们研究了

SL-RNA与 snRNA之间的碱基配对结构。将 SL-RNA的 5'ss与 U6比对，我们观察

到 5'ss的下游区域与U6的ACAGA序列上游区域之间存在重要的碱基配对(图 2-6)。

这种 U6/SL-RNA螺旋区也被称为 extended U6/5'ss螺旋，（extended U6/5'ss），首先发

现于人类剪接体 pre-B复合体的冷冻电镜结构中[48]。人类中该螺旋内形成 5个碱基

对，然而，纤细裸藻 extendedU6/SL-RNA螺旋由 8个连续的碱基对组成。

图 2-6纤细裸藻 U6 ACAGA上游序列与 SL-RNA 5'ss下游序列之间存在广泛的碱基配对

Fig.2-6 Extensive base-pairing between sequences upstream of the U6 ACAGA box and

downstream of the 5'ss of SL-RNA in E. gracilis

注：下划线标记的是 U6的 ACAGA区域和 SL-RNA 5'ss区域。所有序列都以 0-2位的垂直比

例绘制。

Note: The ACAGA box of U6 and the 5'ss of SL-RNA are underlined. All sequence logos are

plotted on a vertical scale of 0-2 bits of information.

我们进一步研究了 extended U6/SL-RNA螺旋在其他进行 SL介导的反式剪接

的物种中的情况(图 2-7A)。对 C. elegans U6和 SL-RNA的比对发现其也形成了 8

个连续的碱基对。此外，T. brucei和 L. donovani的 U6和 SL-RNA也在该区域形

成广泛的碱基配对。综上所述，在 SL介导的反式剪接中，extended U6/5'ss螺旋

的形成是普遍的。

考虑到 pre-mRNA内含子在 5'ss下游表现出不同的碱基组成，我们想知道 U6

和某些内含子之间是否也存在 extended U6/5'ss螺旋。因此，我们通过分析人类、

拟南芥、裂殖酵母以及酿酒酵母的 5'ss下游 10 bp区域，连同各自的 U6序列，我

们发现这些物种内含子可能会形成 extended U6/5'ss螺旋(图 2-7B)。例如，酿酒

酵母的 Mei4内含子可以在该区域与 U6形成 5个碱基对，而拟南芥 AT2G30650

基因的第二个内含子可以与 U6 形成 8 个碱基对。这一发现表明，extended

U6/5'ss螺旋的形成取决于内含子的序列。
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图 2-7 不同物种的 extended U6/5'ss螺旋

Fig.2-7 The extended U6/5'ss helix in different species

注：A为秀丽隐杆线虫、布氏锥虫和杜氏利什曼原虫 SL-RNA的 extended U6/5'ss螺旋；B

为人、拟南芥、裂殖酵母和酿酒酵母的基因 U6和 5'ss区域之间的 extended U6/5'ss螺旋。下

划线标记的是 U6的 ACAGA区域和 SL-RNA 5'ss区域。所有序列都以 0-2位的垂直比例绘制。

Note: A is the extended U6/5'ss helix of SL-RNA in C. elegans, T. brucei, and L. donovani; B is

examples of the extended U6/5'ss helix between the respective U6 and the 5'ss region of genes from

human, A. thaliana, S. pombe, and S. cerevisiae. The ACAGA box of U6 and the 5'ss of SL-

RNA/intron are underlined. All sequence logos are plotted on a vertical scale of 0-2 bits of

information.

3.4 细胞核 pre-mRNA常规内含子 3'ss区域的特征分析

我们分析了在纤细裸藻中 GT-AG型和 GC-AG型内含子 3'ss长度 20 bp区域

的序列保守性(图 2-8A)。结果显示这两种内含子形式在这一区域表现相似。值得

注意的是，在人类、拟南芥、裂殖酵母以及酿酒酵母等物种的 3'ss区域我们观察

到主要是胸苷(T)的富集组成(图 2-8B)，而纤细裸藻中相同的 3'ss区域则是丰富

的胞苷(C)。

我们进一步检查了所鉴定到的纤细裸藻 outron序列 3'ss区域的序列保守性。

我们发现前面提到的顺式剪接内含子的组成，包括富含 C的多聚胞苷序列和 3'ss

共同序列 CAG，这些特征仍然适用于纤细裸藻的 outron(图 2-8C)。为了比较

outron的组成形式，我们通过转录组和基因组序列分析，从其他具有 SL介导的反
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式剪接的物种中确定了相应的 outron的 3'ss区域。我们分别从 C. elegans、T.

brucei以及 L. donovani中获得了 4535、976和 12030个 outron序列。不同物种的

outron表现出明显不同的特征。例如，C. elegans具有一个富含腺苷(A)/胸苷(T)

的多聚嘧啶序列和一个独特的 3'ss识别序列 TTTCAG，这在以前被报道过[49]。在

T. brucei和 L. donovani中，多聚嘧啶区域也有明显的差异，T. brucei的胸苷(T)含

量略高于 L. donovani。

图 2-8 常规内含子 3'ss区域的组成与序列保守性

Fig.2-8 Sequence conservation and composition of the 3'ss region of conventional introns

注：A为纤细裸藻 GT-AG和 GC-AG内含子 3'ss区域的序列保守性；B为人类、拟南芥、裂殖酵

母以及酿酒酵母内含子 3'ss区域的序列保守性；C是纤细裸藻、秀丽隐杆线虫、布氏锥虫、杜氏

利什曼原虫 outron序列 3'ss区域的序列保守性。所有序列都以 0-2位的垂直比例绘制。

Note: A is sequence conservation of the E. gracilis 3'ss regions of GT-AG and GC-AG introns; B is

sequence conservation of the 3'ss regions of introns in human, A. thaliana, S. pombe, and S.

cerevisiae; C is sequence conservation of the 3'ss regions of outrons in E. gracilis, C. elegans, T.

brucei, and L. donovani. All sequence logos are plotted on a vertical scale of 0-2 bits of information.

为了直观获得 3'ss区域中 T/C碱基分布，我们绘制了这两个碱基在上述物种
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的内含子中的比率(图 2-9)。结果表明，大部分纤细裸藻内含子(包括 GT-AG型

和 outron)是富 C的，而在其他物种的内含子中，除了 L. donovani外，主要是富

T的。在 L. donovani中，大多数 outron只表现出非常弱的富 C组成倾向。综上所

述，这些发现表明纤细裸藻在多聚嘧啶序列中具有独特的碱基组成。

图 2-9 纤细裸藻、人类、拟南芥、裂殖酵母、酿酒酵母、秀丽隐杆线虫、布氏锥虫和杜氏利

什曼原虫的内含子和 outron序列 3'ss区 C/T比率

Fig.2-9 Ratios of C/T in the 3'ss regions of introns and/or outrons in E. gracilis, human, A. thaliana,

S. pombe, S. cerevisiae, C. elegans, T. brucei, and L. donovani

注：所有序列都以 0-2位的垂直比例绘制。

Note: All sequence logos are plotted on a vertical scale of 0-2 bits of information.

3.5 细胞核 pre-mRNA非常规内含子末端碱基配对

如上所述，ss-invariant和 ss-variant这两种类型的内含子被认为是非常规内含

子，且具有相似的长度分布。首先，我们研究了 ss-invariant类型内含子的 5'ss长

度 10 bp区域。我们在这类内含子中发现了一个横跨+3到+7位置的 CCAGG序列

(图 2-10A)。此外，我们从 ss-invariant型内含子的 5'端提取含有常规 GT边界的

序列，发现在相同位置仍然具有类似的碱基(图 2-10A)。接下来继续研究 3'ss长
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度 10 bp区域，我们发现了跨越-9到-6位置的 CCTG序列(图 2-10B)。这一序列

仍然存在于 ss-invariant型内含子的 3'端含有常规 AG边界区域中。

最后，我们研究了 ss-variant类型内含子(图 2-10C)。在 5'ss区域，该类型内

含子的序列保守性与上述 ss-invariant型内含子相似。然而，在 3’ss区域的序列保

守性上，两者有细微的差异。值得注意的是，由于 ss-variant型内含子的末端核苷

酸的模糊性，这组内含子的末端序列保守性无法准确判定。

图 2-10 纤细裸藻非常规内含子 ss区的序列保守性与碱基配对

Fig.2-10 Sequence conservation and base-pairing of ss region of the E. gracilis nonconventional

introns

注：A为 ss-invariant非常规内含子的 5′ss区序列保守性;B为 ss-invariant非常规内含子的 3′ss

区序列保守性;C为 ss-variant非常规内含子的 5'ss和 3'ss区域的序列保守性。所有序列都以

0-2位的垂直比例绘制。

Note: A is sequence conservation of the 5'ss region of nonconventional ss-invariant introns; B is

sequence conservation of the 3'ss region of nonconventional ss-invariant introns; C is sequence

conservation of the 5' and 3'ss regions of nonconventional ss-variant introns. All sequence logos are

plotted on a vertical scale of 0-2 bits of information.

非常规内含子 5'以及 3'末端的序列表明，两端之间可能存在碱基配对。为了

研究两种非常规内含子末端碱基配对的潜在差异，并将两者与常规 GT-AG型内

含子进行比较，我们使用 RNAfold检测了在 5'与 3'末端之间形成的 RNA二级结

构。如图 2-11A所示，两末端 10 bp长度之间是人为添加 7个尿苷(U)的环状结构，

得到长度为 27 bp的嵌合序列。该嵌合序列之间的碱基匹配程度由热值反映(图 2-

11A)。通过对这三类内含子的热值和频率的分析，我们发现两种非常规内含子表



第二章 纤细裸藻核 pre-mRNA内含子的鉴定与分析

32

现出相似的模式，大多数内含子在-10 ~ -2 kcal/mol的能量范围内表现出末端碱基

配对。而 GT-AG型内含子则大致呈线性分布，没有明显的峰(图 2-11B)。

图 2-11 5'ss与 3'ss末端之间形成的 RNA二级结构

Fig.2-11 The RNA secondary structure formed between the 5' and 3'ss terminal regions

注：A为 RNAfold产生的末端碱基配对示意图以及不同碱基配对级别所对应的热值；B是纤

细裸藻中 ss-invariant、ss-variant和 GT-AG内含子末端碱基配对的热值和频率图。所有序列都

以 0-2位的垂直比例绘制。

Note: A is illustration of terminal base-pairing generated by RNAfold and the energies associated

with different levels of base-pairing; B is plots of energy and frequency of terminal base-pairing of

ss-invariant, ss-variant and GT-AG introns in E. gracilis. All sequence logos are plotted on a vertical

scale of 0-2 bits of information.

3.6 纤细裸藻细胞核 pre-mRNA内含子的选择性剪接

基于上述鉴定的纤细裸藻细胞核 pre-mRNA内含子，我们对纤细裸藻细胞核

基因的选择性剪接(Alternative Splicing, AS)进行了探讨。为此，我们对鉴定得到

的 28337个内含子与 18643个 mRNA序列进行 BLAST比对。我们总共发现了 9

个可变 5'ss(A5SS)，9个可变 3'ss(A3SS)，11个外显子跳跃(SE)，以及 161个内

含子滞留(RI)(图 2-12)。值得注意的是，在 11个 SE序列中，我们只发现了一个

典型的 SE序列（即具有相同的末端剪接位点），其余 10个 SE序列，我们称之为

非典型 SE序列，它们具有不同的末端 ss位置(图 2-12)。在这 10个非典型 SE序

列中，只有 3个具有相同的 5'ss位置，且所有序列均不具有相同的 3'ss位置。除
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了上述类型的 AS，我们观察到某些转录本具有重叠的内含子区域，但这些内含

子的末端 ss位置并不完全不同。我们将这种类型的 AS称为重叠(图 2-12)。我们

确定了总共 59个重叠事件（见附录二）。

图 2-12 纤细裸藻细胞核前体 mRNA内含子的选择性剪接形式

Fig.2-12 Alternative Splicing patterns of the E. gracilis nuclear pre-mRNA introns

注：示意图为重叠形式(A)、A5SS形式(B)、A3SS形式(C)、SE形式(D)、非典型 SE形式

(E)和内含子滞留形式(F)。外显子用深灰色表示，内含子用浅灰色表示。每种形式的基因组

编号显示在转录组上方，内含子被标记在转录组上。

Note: Schematic examples of overlapping(A), A5SS(B), A3SS(C), SE(D), atypical SE(E), and RI(F)

are shown. Exons are depicted in dark gray and introns in light gray. The genomic accessions for

each pattern are indicated above the transcripts and introns are labelled on the transcripts.

3.7 纤细裸藻细胞核 pre-mRNA内含子串联重复序列

据报道，纤细裸藻基因组含有大量重复序列，一些纤细裸藻基因的内含子也

含有串联重复序列(TRs)。例如，纤细裸藻的γ-tubulin基因在第 11个内含子上有

一个 88 bp的 GT/GC 串联重复序列以及在第 13个内含子上有一个 482 bp的

AT/AC串联重复序列。在研究所鉴定出的内含子序列时，我们也观察到了这样的

重复序列。
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为了对纤细裸藻内含子中的 TRs 进行全面的分析，我们将 GT-AG、ss-

invariant和 ss-variant三种类型内含子以及人类内含子通过 TRF程序进行检测。随

后，我们分析了这些 TR的数量和长度之间的关系。结果表明，这些内含子都表

现出相似的模式，大部分都为短重复序列，很少具有长重复(图 2-13)。

图 2-13研究了纤细裸藻的 GT-AG、ss-invariant和 ss-variant中串联重复序列长度和数目的分

布。包括人类内含子中串联重复序列的分布以供比较

Fig.2-13 The distribution of TRs lengths and numbers in GT-AG, ss-invariant and ss-variant introns

of E. gracilis. The distribution of TRs in human introns is included for comparison

此外，我们计算了 TRs内含子数与碱基含量的比率(图 2-14)。我们发现人类

内含子中串联重复序列的比例要高于纤细裸藻，这可能归因于人类内含子比纤细

裸藻要长。关于 TRs碱基含量的比较，我们发现在纤细裸藻中这一值为 3.22%，

略高于人类的 2.26%(图 2-14)。总的来说，TRs的结果表明纤细裸藻内含子与人

类内含子在 TR分布上具有相似性。
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图 2-14 含串联重复序列的内含子与碱基含量的比率

Fig.2-14 Ratios of TRs-containing introns and TRs-containing bases

4 结论

我们成功地鉴定了 28337个常规和非常规内含子，并将其分为 GT-AG、GC-

AG、ss-invariant和 ss-variant四种类型。我们发现纤细裸藻 SL-RNA的 5'ss区域

中存在与人类相似的 extended U6/5'ss螺旋，以及在纤细裸藻的 3'ss区域富含 C，

这与人类、拟南芥等富含 T不同。本研究揭示了纤细裸藻剪接的独特性，有助于

揭示新的剪接机制，理解裸藻的内含子进化和其基因组学。

5 讨论

在本项研究中，我们利用转录组和基因组数据对纤细裸藻细胞核 pre-mRNA

进行了大规模的生物信息学分析。纤细裸藻细胞核 pre-mRNA内含子以两种形式

存在：位于 pre-mRNA分子内部的顺式内含子和占据分子 5'端的 outron。我们共

鉴定出 28337个顺式内含子和 11921个 outron序列。但是，由于缺乏转录起始位

点，我们鉴定的 outron是不完整的，只含有 3'末端区域。此外，我们鉴定到的内

含子数量可能也是不完整的，因为我们研究使用了不完整的基因组[15]。

我们对纤细裸藻含有的内含子的序列保守性分析表明，传统的 GT/GC-AG顺

式内含子具有 5'端 GTGTG和 3'端 CAG这两个一致性序列，以及独特的富含 C的

聚胞苷序列。传统的 5'ss的序列与 SL-RNA不同，它们确保了顺式和反式剪接的

有效进行。传统的顺式内含子和 outron在 3'ss区域上的高度相似性表明它们的剪
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接反应都依赖于剪接体。值得注意的是，纤细裸藻常规内含子富含 C的多聚胞苷

序列的存在，表明结合多聚嘧啶序列的剪接因子 U2AF2在纤细裸藻中可能具有

新的识别模式。此外，我们对非常规内含子的分析表明，尽管在剪接位点末端没

有一致的保守序列，但这些内含子依然会进行互补配对，通常能够形成较强的末

端碱基配对。这一发现与之前对少量的核基因的研究是一致的[16, 35]。

在纤细裸藻和其他物种中发现了 SL-RNA和 U6之间的 extended U6/5'ss螺旋，

这表明 U6对 SL-RNA的识别在剪接中至关重要。这个 extended U6/5'ss螺旋结构

首先在人类剪接体 B复合体中被发现，但酵母剪接体结构中却不存在，因此有研

究提出它是后生动物所特有的[48]。在具有 SL介导的反式剪接的物种中这种螺旋

结构的存在，表明它可能是 SL介导的反式剪接所必需的。此外，对人类、拟南

芥、以及芽殖酵母的研究表明，这些物种中也有少数内含子可以形成这种螺旋结

构。因此，我们认为只要内含子有能力与 U6形成这一结构，这种螺旋就可能出

现在相应的物种中。在剪接体 B复合体中，这个螺旋周围存在三个蛋白[50]。在这

些蛋白中，Prp38和 ZMAT2/Snu23在纤细裸藻中有相应的同源蛋白[47]。我们认为

这些蛋白可能与纤细裸藻中的这一螺旋相互作用，类似于它们在人类剪接体中的

作用。

纤细裸藻内含子的另一个独特特征是它的选择性剪接(AS)。纤细裸藻内含子

表现出一种称为重叠的特殊类型，其中两个内含子共享相同的基因组位置，但其

末端序列的位置不同。即使是非典型的外显子跳跃序列(SE)，在一定程度上也可

以看作是重叠形式的一种组合。由于目前纤细裸藻全基因组尚不完整，因此还不

清楚纤细裸藻中选择性剪接的范围和数量。此外，尚不清楚这种选择性剪接的重

叠类型是否存在于其他物种中。
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第三章 纤细裸藻 Dbr1蛋白抑制剂的筛选及功能验证

1 目的

在真核细胞中，mRNA转录后需要经过进一步加工成熟才能进行蛋白质翻译。

在加工过程中最重要的一环就是 pre-mRNA剪接。在 pre-mRNA内含子的剪接过

程中，切除下来的内含子 5’剪接位点与分支位点腺苷会形成一个 2’-5’磷酸二酯键

的套索状结构。套索 RNA为剪接的副产物，而真核细胞内存在特定的 RNA脱支

酶 Dbr1，能够催化套索 RNA线性化而使其降解[51]。Dbr1蛋白在结构上包括一个

N端的金属磷酸酯酶(MPE)和一个独特的 C端结构域(CTD)，其 MPE具有一段

独有的 LRL(lariat recognition loop)元件。LRL元件作为识别模块可与含有分支点

腺苷的单链 RNA的 3'端碱基结合。LRL和 CTD的接触则进一步稳定了套索 RNA

与 LRL之间的相互作用[52]，从而将套索 RNA转变成线性，随后进行降解。

Dbr1的突变或活性降低都能够使套索 RNA在体内大量积累，进而干扰细胞

生长。研究发现，在小鼠和拟南芥中，Dbr1突变体都是胚胎致死性的[53,54]。此外，

Dbr1与 HIV和 HSV病毒侵染、肌萎缩侧索硬化症及癌症的发生也有关联[53]。这

些研究表明 Dbr1与疾病关系密切。目前为止，Dbr1蛋白的小分子抑制剂还未有

报道。近年虚拟筛选技术蓬勃发展，利用 Alphafold或 Robetta等人工智能程序预

测蛋白质三维结构，并进行基于三维结构的大规模小分子虚拟筛选，从而鉴定出

能够与目标蛋白进行结合的小分子化合物。因此，我们计划通过虚拟筛选技术获

得能够抑制纤细裸藻 RNA脱支酶 Dbr1活性的小分子抑制剂，为实验鉴定纤细裸

藻内含子种类及数量奠定基础。

2 材料与方法

2.1 细胞株

实验所用纤细裸藻细胞株与第一章相同

2.2 主要试剂
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表 3-1 试剂名称及来源

Table 3-1 Reagent name and source

试剂名称 生产公司

麦芽糖 生工，中国

Amylose Resin NEB，美国
2x ChamQ Universal SYBR qPCR Master Mix 诺唯赞，中国

HiScript-TS 5’/3’RACE Kit 诺唯赞，中国

Trizol 生工，中国

DEPC 生工，中国

氯仿 科隆，中国

异丙醇 科隆，中国

75%乙醇 科隆，中国

FastKing cDNA 第一链合成试剂盒(去基因组) 天根，中国

Phanta Super-Fidelity DNA Polymerase 诺唯赞，中国

质粒小提试剂盒 诺唯赞，中国

凝胶回收试剂盒 诺唯赞，中国

Trelief™ 5α Chemically Competent Cell 擎科，中国

琼脂粉末 擎科，中国

异丙基-β-D-硫代半乳糖苷(IPTG) 生工，中国

考马斯亮蓝 生工，中国

核酸染料 生工，中国

氨苄青霉素钠 生工，中国

苯甲基磺酰氟（PMSF） 源叶生物，中国

限制性内切酶 NEB,美国
DNA分子量标准Marker D(100~2000 bp) 生工，中国

非预染蛋白Marker 雅酶，中国

ClonExpress II One Step cloning Ki 诺唯赞，中国

2.3 主要仪器及耗材

表 3-2 仪器设备名称及来源

Table 3-2 Reagent name and source of instruments and equipment

仪器名称 生产厂家

实时荧光定量 PCR仪 Bio-Rad，美国
旋涡混合器 XW-80A 其林贝尔，中国

高速强阴离子交换层析 博奥龙，中国

AKTAprime plus GE,美国
移液器 Eppendorf,德国

落地式低速冷冻离心机 Thermo，美国
落地式高速冷冻离心机 Thermo，美国
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续表 3-2

仪器名称 生产厂家

ND2000微量分光光度计 Thermo，美国
纯水仪 优普，中国

微波炉 Midea,中国
恒温培养箱 上海智城，中国

电泳仪 Bio-Rad，美国
PCR仪 Bio-Rad，美国
凝胶成像仪 Bio-Rad，美国
层析柜 SL-Ⅱ 松源华兴，中国

超净工作台 苏州净化，中国

超声波细胞粉碎机 宁波新芝，中国

恒温金属浴 杭州博日，中国

恒温培养振荡箱 上海智城，中国

2.4 常规实验试剂配置

表 3-3 LB培养基

Table 3-3 LB Culture medium

试剂名称 用量

酵母提取物 5 g
胰蛋白胨 10 g
氯化钠 10 g

去离子水定容至 1 L

表 3-4 Buffer A

Table 3-4 Buffer A

试剂名称 用量

1 M Tris-HCl(pH8.0） 10 mL
5 M NaCl 2.5 mL

去离子水定容至 500 mL

表 3-5 分离胶(10%)

Table 3-5 10% separating gel

试剂名称 用量

分离液 3.25 mL
30%丙烯酰胺 1.66 mL

10%APS 0.04 mL
TEMED 0.005 mL

去离子水定容至 5 mL
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表 3-6 分离液

Table 3-6 Separating solution

试剂名称 用量

1 M Tris-HCl(pH8.8） 289 mL

10%SDS 8 mL

去离子水定容至 500 mL

表 3-7 浓缩胶(5%)

Table 3-7 5% stacking gel

试剂名称 用量

浓缩液 2.05 mL
30%丙烯酰胺 0.42 mL

10%APS 0.02 mL
TEMED 0.005 mL

去离子水定容至 2.50 mL

表 3-8 浓缩液

Table 3-8 Stacking solution

试剂名称 用量

1 M Tris-HCl(pH6.8) 38 mL

10%SDS 4 mL

去离子水定容至 250 mL

表 3-9 2蛋白上样缓冲液

Table 3-9 2×Loading Buffer

试剂名称 用量

SDS 0.4 g

2-Mercaptoethanol 1 mL

Glycerol 2 mL
Bromophenol blue 0.0004 g

1 M Tris-HCl(pH6.8) 1.25 mL

去离子水定容至 10 mL
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表 3-10 电泳缓冲液

Table 3-10 Tris-glycine SDS running buffer

试剂名称 用量

Tris 15.1 g
Glycine 94 g
SDS 5 g

去离子水定容至 1 L

表 3-11 过硫酸铵(10%)

Table 3-11 10%Ammonium persulphate

试剂名称 用量

APS 1 g

去离子水定容至 10 mL

表 3-12 十二烷基硫酸钠溶液(10%)

Table 3-12 10% Sodium dodecyl sulfate

试剂名称 用量

SDS 10 g

去离子水定容至 100 mL

表 3-13 丙烯酰胺溶液(30%)

Table 3-13 30%Acrylamide

试剂名称 用量

Acrylamide 290 g

Bis-Acrylamide 10 g

去离子水定容至 1 L

表 3-14 1 M Tris-HCl(pH6.8)

Table 3-14 1 M Tris-HCl(pH6.8)

试剂名称 用量

Tris 121.2 g

浓盐酸调 pH至 6.8

去离子水定容至 1 L
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表 3-15 1 M Tris-HCl(pH8.0)

Table 3-15 1 M Tris-HCl(pH8.0)

试剂名称 用量

Tris 121.2 g
浓盐酸调 pH至 8.0
去离子水定容至 1 L

表 3-16 1 M Tris-HCl(pH8.8)

Table 3-16 1 M Tris-HCl(pH8.8)

试剂名称 用量

Tris 121.2 g
浓盐酸调 pH至 8.8
去离子水定容至 1 L

表 3-17 考马斯亮蓝染液

Table 3-17 Coomassie blue staining

试剂名称 用量

考马斯亮蓝 R-250 0.01 g
甲醇 5 mL
冰乙酸 1 mL

去离子水定容至 10 mL

表 3-18 脱色液

Table 3-18 Destaining solution

试剂名称 用量

甲醇 400 mL
冰乙酸 100 mL

去离子水定容至 1 L

表 3-19 Inoue转化缓冲液

Table 3-19 Inoue transformation buffer

试剂名称 用量

MnCl2·4H2O 10.88 g
CaCl2·2H2O 2.2 g

KCl 18.65 g
PIPES (0.5 M pH6.7) 20 mL
去离子水定容至 1 L
过滤除菌
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表 3-20 0.5 M PIPES (pH6.7)

Table 3-20 0.5 M PIPES (pH6.7)

试剂名称 用量

PIPES 15.1 g
氢氧化钾调 pH至 6.7
去离子水定容至 100 mL
过滤除菌

表 3-21 5 M NaCl

Table 3-21 5 M NaCl

试剂名称 用量

NaCl 146.25 g

去离子水定容至 500 mL

表 3-22 0.1 M苯甲基磺酰氟

Table 3-22 0.1 M Phenylmethylsulfonyl fluoride

试剂名称 用量

PMSF 17.42 g

异丙醇定容至 1 L

表 3-23 0.5 M异丙基-β-D-硫代半乳糖苷

Table 3-23 0.5 M Isopropyl β-D-Thiogalactoside

试剂名称 用量

IPTG 11.92 g

去离子水定容至 100 mL

表 3-24 50TAE

Table 3-24 50TAE

试剂名称 用量

Tris 2.42 g

Na2EDTA·2H2O 37.2 g
冰乙酸 57.1 mL

去离子水定容至 2.50 mL
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表 3-25 氨苄抗生素(100 mg/mL)

Table 3-25 Ampicillin(100 mg/mL)

试剂名称 用量

氨苄青霉素 1 g

去离子水定容至 10 mL
表 3-26 1 M 麦芽糖

Table 3-26 1 M Maltose

试剂名称 用量

麦芽糖 3.6 g
去离子水定容至 10 mL
过滤除菌

表 3-27 50 mM NaOH

Table 3-27 50 mM NaOH

试剂名称 用量

NaOH 2 g
去离子水定容至 1 L

表 3-28 Buffer A6

Table 3-28 Buffer A6

试剂名称 用量

1 M Tris-HCl(pH8.0) 20 mL
5 M NaCl 5 mL

去离子水定容至 1 L
浓盐酸调 pH至 6.0

表 3-29 Buffer B6

Table 3-29 Buffer B6

试剂名称 用量

1 M Tris-HCl(pH8.0) 20 mL
5 M NaCl 200 mL

去离子水定容至 1 L
浓盐酸调 pH至 6.0

2.5 本实验相关引物序列

实验中所用到的 PCR引物均由 Primer6软件设计，由擎科生物科技有限公司

合成，见表 3-30。
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表 3-30 PCR引物序列

Table 3-30 PCR primer sequences

基因 序列(5'-3')

Eg-Dbr1_F GATGTACGTAGCGGTGGAGG

Eg-Dbr1_R CAGCCTTTGCACACGCAGG

Eg-Dbr1_R2 CCCAGAAAGGCGAGGAATTC

Dbr1-M_F CCACCATGTCAAGTTCCCAG

Dbr1-M_R CTGGGAACTTGACATGGTGG

Dbr1-3RACE_F CGGCAGCCCTGCCTCGCGGCAG

mbp-dbr1co_F GTATTTTCAGGGATCCGTGTATGTGGCAGTTG

mbp-dbr1co_R GGCCAGTGCCAAGCTTAACCCAGAAATGCCAGAAATTCAC

Dbr1_oF CTGGTGCCCCATGCCCCCGCCGCCACCCGCTTCCTC

Dbr1_oR GAGGAAGCGGGTGGCGGCGGGGGCATGGGGCACCAG

Prp8ia_qF CTTGGGCTAATGTCTCCTGCTCTTG

Prp8ia_qR CCTGGCTGAAATGATGATTGATGGTTG

Prp8ib_qF AAAGGGCACTCTGGATGGCAATT

Prp8ib_qR CGACCAACCAAATGACGACTTATGAAC

SF3B5_qF TTTGGTGGGCACATATTTGGCAGG

SF3B5_qR TTAGGCAATGAACTTGGCGATGGT

SF3B6_qF ACAGTGGTCTATGGAAGGCTCAGT

SF3B6_qR GGCTGGGAGTTGCTGGAAAGAAA

2.6 实验方法

2.6.1 纤细裸藻 Dbr1蛋白基因的生化鉴定

我们通过第一章节的生物信息学方法获得了纤细裸藻 Dbr1全长基因，根据

Dbr1基因序列设计引物（见表 3-30），进行 PCR克隆。首先，提取纤细裸藻总

RNA，提取方法见第一章 2.6.5。利用基因特异性引物 Eg-Dbr1_R按照 FastKing

cDNA第一链合成试剂盒进行逆转录，将 Eg-Dbr1_R 替换表 1-10 中的 FQ-RT

Primer Mix，其余步骤参照第一章 2.6.6。以逆转录获得的 cDNA为模板，用引物

Eg-Dbr1_F和 Dbr1-M_R扩增出 Dbr1基因的 5'端片段。其次，按照 HiScript-TS

5'/3'RACE Kit的说明，设计 Tm为 60-70℃的引物 Dbr1-3RACE_F，以提取的纤细

裸藻总 RNA为模板，逆转录获得 Dbr1基因的 3'末端 cDNA片段。详细步骤参照

HiScript-TS 5'/3'RACE Kit说明书。
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再以上述 3'RACE扩增产物为模板，利用引物 Dbr1-M_F和 Eg-Dbr1_R扩增

出 Dbr1 3'端片段。最后以扩增出的 Dbr1基因 5'端与 3'端片段作为模板加入到

PCR反应体系，暂时不添加引物进行 5个循环反应，用于两段模板的连接，随后

加入引物 Eg-Dbr1_F和 Eg-Dbr1_R进行常规 PCR反应 30个循环，扩增出 Dbr1全

长片段。对所得序列进行 Sanger测序分析，确定获得正确的纤细裸藻 Dbr1基因

序列。

2.6.2 体外纯化纤细裸藻 Dbr1蛋白

(1)片段扩增及同源重组

构建带有目的基因 Dbr1的表达质粒。将去除柔性序列的 Dbr1序列送往九天

基因公司进行密码子优化和基因合成。将优化后的 Dbr1co 通过引物 mbp-

dbr1co_F和 mbp-dbr1co_R进行扩增。根据试剂盒(ClonExpress II One Step cloning

Kit, Vazyme)说明将扩增出的 PCR片段与 BamHΙ/HindⅢ双酶切后的 pMALt线性

化载体在加入酶及缓冲液后于 37℃恒温培养箱中共同孵育半小时进行同源重组，

构建含有 TEV酶切位点的质粒 pMALt-Dbr1。

(2)细菌转化及菌落鉴定

将商品化的 DH5α超级感受态放置冰上解冻，将上述重组体加到感受态细胞

中，充分混匀。冰上放置半小时后使用恒温金属浴 42℃热击 90 sec，热击后立即

置于冰上 2 min。再加入 1 mL无抗生素的 LB培养基，37℃恒温振荡箱培养 1 h，

12000 rpm室温离心 1 min，弃去上清，细胞用 100 μl的 LB培养基悬浮并滴加至

含 Amp的 LB固体培养基上，平板涂匀后放置 37℃恒温培养箱孵育 12-24 h。观

察平板上的菌落生长情况，挑取单克隆至 3 mL的 LB（Amp）培养基中，37℃恒

温振荡箱培养 8 h至菌液浑浊。以菌液为模板，进行鉴定 PCR。从鉴定结果为阳

性克隆的菌液中提取质粒，送往公司进行 Sanger测序，以此来验证质粒是否构建

成功。

(3)体外诱导蛋白及淀粉直链层析纯化

BL21(DE3)感受态的制备。将冻存的大肠杆菌表达菌株 BL21(DE3)接种至

3 mL的 LB培养基中，37℃过夜活化。吸取 1 mL菌液到 100 mL的 LB培养基中，
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放置 18°C恒温振荡箱中低温培养，至 OD 600值为 0.5左右。4℃ 2500 g离心 10

min收集菌体，弃上清，沉淀用 80 mL预冷的 Inoue转化缓冲液重悬，4℃ 2500 g

离心 10 min，弃上清，沉淀用 16 mL预冷的 Inoue转化缓冲液重悬。重悬液中加

入 1 mL二甲亚砜（DMSO），轻轻混匀，冰上放置 10 min。随后分装至无菌预冷

的 1.5 mL EP管中并迅速在液氮中速冻，-80°C保存。

目的蛋白表达与纯化。将质粒转化到 BL21(DE3)表达菌株中，转化方法参

照上述 DH5α感受态。12 h培养后挑取单克隆到 3 mL含有 Amp的 LB培养基中，

37℃培养至菌液浑浊，吸取 200 μl菌液到 20 mL的 LB(Amp)培养基中，37℃培

养至 OD 600值为 0.5左右，然后将 10 mL的菌液接到无菌的离心管中，在MBP-

Dbr1中加入终浓度为 0.25 mM的 IPTG进行诱导，剩余 10 mL作为对照组，在

18℃下共同培养 12 h。4000 rpm 10 min收集菌体，加入无菌水将菌体清洗一遍，

再次离心。加入预冷的缓冲液 buffer A以及百分之一的 0.1 M PMSF重悬菌体，

超声后进行 4℃低温 12000 rpm离心 30 min，吸取上清与 2× Loading Buffer混匀，

煮沸 10 min，制备样品完成，利用 10% SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳和考马斯亮蓝

染色观察目的蛋白是否表达。

将单克隆接种到 10 mL的 LB(Amp)培养基中培养至菌液浑浊后，全部菌液

转入 1 L的 LB(Amp)培养基，OD 600值为 0.5左右，在菌液中加入终浓度为

0.25 mM的 IPTG，18℃下诱导 12 h。收集菌体，加入 Buffer A缓冲液及 PMSF重

悬，超声后进行 4℃ 12000 rpm离心 30 min。MBP标签融合蛋白用直链淀粉树脂

亲和纯化，首先用低盐浓度的 Buffer A将 Amylose Resin平衡三次，将离心后的

菌体上清液倒入淀粉树脂填料中，用 Buffer A清洗树脂，用 12 mM麦芽糖洗脱目

的蛋白质。将纯化后的蛋白利用 10% SDS-PAGE和考马斯亮蓝进行分析鉴定。

高速强阴离子交换层析，首先设定 AKTA Concentration %B为 50%，以 2

mL/min流速依次使用无菌 ddH2O、50 mM NaOH、无菌 ddH2O清洗系统 20 min。

随后分别将探头 A放入低盐浓度 Buffer A6中，探头 B放入高盐浓度 Buffer B6中。

将 Concentration %B设置为 100%用高盐浓度 Buffer B6进行洗柱，去除层析柱上

的杂蛋白，清洗完毕后将 Concentration %B设置为 0%利用低盐浓度 Buffer A6进



第三章 纤细裸藻 Dbr1蛋白抑制剂的筛选及功能验证

48

行平衡。将 Inject Value Pos设置为 Load，利用注射器开始进样，样品完全进入后，

设 置 Inject Value Pos 为 Inject 。 多 次 进 样 后 ， 待 紫 外 数 值 稳 定 ， 将

Concentration %B设置为 0-100%梯度进行洗脱，收集紫外峰处的蛋白溶液，通过

10% SDS-PAGE和考马斯亮蓝染色检查纯化结果。

蛋白酶切。将 TEV酶与 MBP-Dbr1蛋白进行浓度比为 1:2混合，4℃或

33℃下作用 10 h。用低盐浓度的 buffer A将 Amylose Resin平衡三次，随后将混合

液倒入平衡后的 Amylose Resin填料中，4℃孵育一段时间后，分别收集流出的溶

液以及填料。

2.6.3 纤细裸藻 Dbr1蛋白三维结构分析

首先，通过 PDB 蛋白质数据库得到溶组织内阿米巴虫 Dbr1 结构

(PDB:4PEH)。随后，通过 Alphafold或 Robetta程序对纤细裸藻 Dbr1蛋白质结构

进行预测和分析。使用软件 UCSF Chimera将纤细裸藻 Dbr1与溶组织内阿米巴虫

Dbr1蛋白质的三维空间结构进行叠合并比较，得到二者的 RMSD值。

2.6.4 结合纤细裸藻 Dbr1的小分子的虚拟筛选

根据纤细裸藻 Dbr1与溶组织内阿米巴虫 Dbr1结构进行对比，确定结构中结

合套索 RNA所在的部位。通过溶组织内阿米巴虫的 RNA结合位置去推测出小分

子化合物在纤细裸藻 Dbr1蛋白中的结合区域。

基于上述推测出的小分子在纤细裸藻 Dbr1中的结合位置，利用 AutoDock

Vina软件从 TargetMol天然产物库中的天然产物单体进行虚拟筛选，并进行结合

能力评价。最终从大量的化合物分子中挑选潜在结合活性最高的化合物用于后续

实验。

2.6.5 体外验证小分子抑制剂与纤细裸藻 Dbr1的结合

通过核磁共振化学位移扰动分析(NMR-CSP)实验观察蛋白与小分子化合物结

合前后的谱峰变化，以此来判断两者的结合，并定量结合的强弱。此部分正在进

行中。

2.6.6 体内检测小分子的生物活性

将筛选到的小分子抑制剂直接作用于纤细裸藻细胞，通过观察小分子对纤细
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裸藻细胞生长及形态的影响。在纤细裸藻细胞中加入筛选到的活性小分子，浓度

为 50 μmol,25℃恒温培养三天。分别提取纤细裸藻细胞加药组与对照组的总

RNA。实验步骤参照上述提取纤细裸藻总 RNA。对于加药组与对照组 cDNA的

合成，用 FQ-RT Primer Mix替换上述逆转录步骤中的 Eg-Dbr1_R，其余步骤均相

同。以纤细裸藻 cDNA为模板，通过染料法进行实时荧光定量 PCR检测 Prp8-ia、

Prp8-ib、SF3B5、SF3B6等基因的内含子，引物设计如见表 3-30。检测小分子化

合物处理后细胞内含子去除是否受到了影响。实验反应程序设置见表 3-31。

表 3-31 qPCR反应程序

Table 3-31 qPCR procedure

Stage1 预变性 Reps:1 95℃ 30 sec

Stage 2 循环反应 Reps:40 95℃ 3-10 sec

60℃ 10-30 sec

Stage3 融解曲线 Reps:1 95℃ 15 sec

60℃ 60 sec

95℃ 15 sec

3 结果与分析

3.1 纤细裸藻 Dbr1基因的确定

我们通过转录组测序以及结合 SRA数据库分析预测获得了纤细裸藻 Dbr1基

因的完整序列。我们尝试通过 PCR设计一对引物扩增全长 Dbr1编码序列，但没

有成功。为了获得 Dbr1基因全长序列，我们采用了分段克隆及重叠 PCR拼接的

策略。首先我们利用 Eg-Dbr1_R作为逆转录引物，扩增出纤细裸藻 cDNA，用引

物 Eg-Dbr1_F和 Dbr1-M_R进行 PCR得到纤细裸藻 Dbr1基因的 5'端序列的片段。

其次我们利用 HiScript-TS 5'/3'RACE Kit，设计特异性引物 Dbr1-3RACE_F进行

Dbr1基因的 3'RACE扩增。以 3'RACE扩增得到的 cDNA作为模板，利用引物

Dbr1-M_F和 Eg-Dbr1_R得到 Dbr1基因的 3'端序列的片段。最后通过重叠 PCR，

得到完整的 Dbr1序列（图 3-1）。测序表明扩增序列与拼接序列是相同的。这进

一步提示我们所鉴定出来的纤细裸藻 Dbr1基因存在且序列正确。
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图 3-1 Dbr1基因的 PCR鉴定；FR:全长序列

Fig.3-1 PCR verification of Dbr1gene. FR: the full-length sequence

3.2 纤细裸藻 Dbr1蛋白的纯化

我们将纤细裸藻 Dbr1基因进行体外纯化，首先去除 Dbr1蛋白表面柔性序列、

密码子优化及基因合成，然后装入带有 TEV酶切位点的细菌表达质粒 pMALt，

获得质粒 pMAL-Dbr1（图 3-2）。接下来我们将质粒转化细菌 BL21(DE3)，通过

IPTG诱导、Amylose Resin亲和层析柱、TEV酶切以及离子交换纯化获得 Dbr1蛋

白（图 3-3和 3-4）。

图 3-2 质粒 pMAL-Dbr1结构示意图

Fig.3-2 Schematic depiction of a plasmid, pMAL-Dbr1

图 3-3 10%SDS-PAGE电泳分析纯化蛋白

Fig.3-3 10% SDS-PAGE analysis of purified proteins
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图 3-4 纤细裸藻 Dbr1蛋白的酶切与纯化

Fig.3-4 Enzymatic digestion and purification of E. gracilis Dbr1 protein

注：A为 10%SDS-PAGE电泳分析经 TEV酶酶切后的纤细裸藻 Dbr1蛋白；B为酶切后超滤，

保存的纤细裸藻 Dbr1蛋白。

Note: A is 10% SDS-PAGE analysis of E. gracilis Dbr1 protein after digestion of TEV enzyme; B is

preserved Dbr1 protein of E. gracilis after enzymatic digestion and ultrafiltration.

3.3 纤细裸藻 Dbr1蛋白结构预测

使用 Alphafold和 Robetta程序对纤细裸藻 Dbr1蛋白质序列进行建模，预测

出纤细裸藻 Dbr1蛋白晶体三维结构图（图 3-5B）。并用软件 UCSF Chimera将纤

细裸藻 Dbr1与溶组织内阿米巴虫 Dbr1晶体结构(PDB:4PEH)（图 3-5A）进行叠

合比对分析得到 RMSD值为 1.024(图 3-5C)，说明建立的模型可靠性较高。



第三章 纤细裸藻 Dbr1蛋白抑制剂的筛选及功能验证

52

图 3-5 溶组织内阿米巴虫与纤细裸藻 Dbr1蛋白

Fig.3-5 E. histolytica and E. gracilis Dbr1 protein

注：A为溶组织内阿米巴虫 Dbr1蛋白结构图（PDB:4PEH）；B为 Alphafold和 Robetta等 AI

程序预测出的纤细裸藻 Dbr1蛋白结构图；C为溶组织内阿米巴虫 Dbr1（绿色）与纤细裸藻

Dbr1（蓝色）叠合后的蛋白质三维空间结构比对；D为纤细裸藻与溶组织内阿米巴虫 Dbr1蛋

白序列对比图。

Note: A is E. histolytica Dbr1 protein structure (PDB:4PEH); B is the structure of E. gracilis Dbr1 is

predicted by AI programs including Alphafold and Robetta; C is superposition of E. histolytica

(green) and E. gracilis Dbr1 structures (blue); D is comparison of Dbr1 protein sequences in E.

gracilis and E. histolytica.

3.4 小分子化合物的筛选

由阿米巴虫 Dbr1晶体结构中 RNA(5'-CUAXCAA-3')分子的位置(图 3-6A)，

推测纤细裸藻 Dbr1蛋白质与抑制剂小分子结合的空间坐标位置：坐标中心为 X:

13.71, Y: 51.294, Z: -44.973，范围大小为 X: 24, Y: 26, Z: 42(图 3-6B)。通过

AutoDock Vina程序进行虚拟筛选，从中挑选出结合能最低、对接结果最稳定的

数据，即鉴定出 1个具有潜在结合活性的小分子（图 3-6C）。
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图 3-6 溶组织内阿米巴虫与纤细裸藻 Dbr1蛋白与小分子作用三维结构图

Fig.3-6 The three-dimensional structures of E. histolytica and E. gracilis Dbr1 and small molecules

interaction

注：A为溶组织内阿米巴虫 Dbr1蛋白（绿色）与 RNA分子（浅蓝色）空间结合位置；B为

纤细裸藻 Dbr1蛋白（蓝色）与预测的抑制剂小分子（浅蓝色）结合区域；C为小分子 Ca

（红色）与纤细裸藻 Dbr1结合。

Note: A is the spatial coordinate of small molecule RNA (light blue) in the E. histolytica Dbr1

structure (green); B is the binding region of the Dbr1 protein (blue) and the predicted small molecule

(light blue) of E. gracilis (blue); C is Ca (red) is bound to E. gracilis Dbr1(blue).

3.5 小分子化合物的体内活性检测

将虚拟筛选出的小分子 Ca加入到纤细裸藻细胞中，终浓度为 50 μmol。纤细

裸藻细胞在 25°恒温摇床中培养 3天，我们发现其形态以及生长并未受到影响。

随后我们提取小分子处理后的细胞总 RNA,对剪接基因内含子 Prp8-ia、Prp8-ib、

SF3B5、SF3B6进行 RT-qPCR检测。qPCR结果显示经过 Ca处理后的纤细裸藻其

多种内含子表达量要显著高于对照细胞（图 3-7）。
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图 3-7 小分子化合物对纤细裸藻 Dbr1的体内作用

Fig.3-7 In vivo effects of small molecular compounds on E. gracilis Dbr1

4 结论

通过虚拟筛选技术，结合体外及体内实验获得了一种抑制 RNA脱支酶 Dbr1

蛋白的小分子化合物 Ca，为将来对纤细裸藻内含子种类及数量的研究奠定基础。

5 讨论

在进行 Dbr1克隆时发现，我们使用常规 PCR方法无法扩增到全长 Dbr1。有

文献报道过在植物细胞中 Dbr1属于低拷贝基因[55]，我们推测纤细裸藻内 Dbr1基

因的表达量同样不高，故无法用常规的 RT-PCR方法扩增出全长片段。

在进行小分子抑制剂 Ca的体内功能验证实验中，Ca作用纤细裸藻细胞三天

后通过实时荧光定量 PCR我们发现细胞体内内含子的累积量明显高于正常细胞，

但是同时 Ca处理后的细胞在显微镜下观察并没有发现形态变化。与正常细胞相

比在细胞数量上变化也不明显。我们猜测随着培养时间的延长，在 25℃下小分子

的结构稳定性会逐渐变弱，导致其对 Dbr1的抑制效果逐渐变差，体内一些基因

仍然在正确的进行剪接成熟。因此还不能导致细胞的形态以及数量的变化。

目前，未见关于 Dbr1小分子抑制剂的报道。我们以内含子类型独特的纤细裸

藻作为研究对象，通过生信及实验确定纤细裸藻 Dbr1基因，虚拟筛选出针对 Dbr1

活性位点的小分子抑制剂。通过体外检测小分子抑制剂与蛋白的结合活性及体内鉴

定小分子抑制剂对蛋白催化活性的抑制能力。Dbr1小分子抑制剂的鉴定将为下一步

转录组鉴定纤细裸藻的内含子种类及数量及研究Dbr1催化活性奠定基础。
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第四章 纤细裸藻生物学转化方法的构建

1 目的

纤细裸藻是一种单细胞真核生物，其含有能进行光合作用的叶绿体，并且尾端

有鞭毛起到帮助细胞运动的作用。因此纤细裸藻具有植物和动物的共同特征。它能

够合成β-胡萝卜素、副淀粉、维生素和脂肪酸等高附加值产物，具有重要的科研和经

济价值[56]。目前，将外源物质转入纤细裸藻细胞的方法主要有农杆菌介导的核转化、

电穿孔、生物轰击和单细胞显微注射四种[57]。虽然这些方法对纤细裸藻细胞的转化

是可行的，而且效率很高，但它们都需要复杂的设备和优化的参数，或者需要相对

较长的时间来筛选阳性克隆。在裸藻基因工程中，转化是实现高效遗传改造的必要

步骤。因此，我们针对这些问题发展了两种全新的转化方法。第一种是跨膜肽(CPPs)，

本研究基于细菌表达质粒pET21-EGFP，成功构建含有跨膜肽标签Pep-1序列的相关质

粒。通过观察细胞内荧光信号来检测跨膜肽赋予结合的外源物质进入细胞的能力。

与跨膜肽相似，第二种方法所用试剂二甲亚砜也能够影响膜渗透性，并且已经用于

酵母转化[58]。我们的研究目的是为了丰富纤细裸藻转化的方法选择，促进未来对裸

藻生物的分子调控。建立微藻物种的基因工程工具对微藻产业化至关重要。

2 材料与方法

2.1 细胞株

实验所用纤细裸藻细胞株与第一章相同

2.2 主要试剂

表 4-1 试剂名称及来源

Table 4-1 Reagent name and sourc

试剂名称 生产公司

二甲亚砜（DMSO） MP,美国
DAPI染色液 生工，中国

双色预染蛋白Marker 生工，中国

Imidazole（咪唑） Biosharp,中国
4%多聚甲醛通用型组织固定液 Biosharp,中国

续表 4-1
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试剂名称 生产公司

镍 NTA琼脂糖凝胶 6FF 源叶生物，中国

TritonX-100 Biofroxx,德国

其余实验试剂与第三章相同，详见表 3-1

2.3 主要仪器及耗材

表 4-2 仪器设备名称及来源

Table 4-2 Reagent name and source of instruments and equipment

仪器名称 生产厂家

BX63正置荧光显微镜 奥林巴斯，日本

其余仪器设备与第三章相同，详见表 3-2

2.4 常规实验试剂配置

表 4-3 10×磷酸缓冲盐溶液

Table 4-3 10×PBS

试剂名称 用量

NaCl 40 g

KCl 1 g

Na2HPO4·12H2O 7.70 g

KH2PO4 0.90 g

浓盐酸调节 pH值 7.20~7.40

去离子水定容至 500 mL

表 4-4 1 M咪唑

Table 4-4 1 M Imidazole

试剂名称 用量

咪唑 79.11 g

去离子水定容至 1 L

过滤除菌

其余试剂配置与第三章相同，详见第三章 2.4

2.5 本实验相关引物序列
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实验中所用到的 PCR引物均由 Primer6软件设计，由擎科生物科技有限公司

合成，见表 4-5。

表 4-5 PCR引物序列

Table 4-5 PCR primer sequences

基因 序列(5'-3')

21G-pep-1sc_F AGGAGATATACATATGAAAGAAACCTGGTGGG

21G-pep-1sc_R CCTTGCTCACGGATCCCACTTTACGTTTTTTTTTC

GP_oF CGGCATGGACGAGCTGTACAAGGGATCCAAAGAAACCTGGTGGGA
AACC

P21sc_R GGTGGTGGTGCTCGAGCACTTTACGTTTTTTTTTCGGC

21HGPsc_F AATGGGTCGCGGATCCCACCACCACCACCACCACGTGAGCAAGGGC
GAGGA

21HGPsc_R GGTGGTGGTGCTCGAGCTACACTTTACGTTTTTTTTTCGGCTG

21HPGsc_F AGGAGATATACATATGCACCACCACCACCACCACAAAGAAACCTGG
TGGGAAACC

21HPGsc_R GGTGGTGGTGCTCGAGCTAGTACAGCTC

egP8_F CAACAACCTGACGGACATCTG

Cy5-egP8_F Cy5-CAACAACCTGACGGACATCTG

egP8_R GCTTCTTGTACTTCATGCTCTCC

211-L5sc_F ATCCTCTAGAGTCGACAGGGAAACGTCTCTTTTGGC

mGFP6seq_R GGGTTGGCCATGGAACAGG

2.6 实验方法

2.6.1 质粒构建

(1) 片段的扩增及同源重组

本研究采用不依赖连接的克隆方法(ClonExpress II One Step cloning Kit,

Vazyme)，以 pET21-EGFP质粒为基础构建而成（图 4-1），该质粒含有 EGFP编

码序列，上游为 T7标签，下游为 6xHis残基。pET21-PGH是用引物 21G-pep-

1sc_F和 21G-pep-1sc_R将 Pep-1(LETWWETWWTEWSQPKKKRKV)序列扩增，

取代 pET21-EGFP上的 T7标签序列构建的。再用引物 GP_oF和 P21sc_R扩增

Pep-1片段，将其扩增出的片段插入 pET21-EGFP中构建 pET21-GPH。为了构建

pET21-HGP，从 pET21-GPH中扩增出 GFP-Pep-1片段，正向引物 21HGPsc_F包

含 6xHis序列，反向引物 21HGPsc_R包含 Pep-1序列后的终止密码子。随后，将
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扩增的 GFP-Pep-1 片段插入到由 BamHI/XhoΙ双酶切的 pET21-EGFP 中，生成

pET21-HGP。与 pET21-HGP 类似，pET21a-HPG 是将 pET21-PGH 中的 Pep-1-

GFP片段用含有 6×His序列的正向引物 21HPGsc_F和 EGFP序列后含有终止密码

子的反向引物 21HPGsc_R扩增，然后插入 NdeI/XhoΙ双酶切的 pET21-EGFP中构

建的。

(2)细菌转化及菌落鉴定见第三章 2.6.2(2)。

图 4-1 质粒构建流程示意图

Fig.4-1 Schematic diagram of the procedure for plasmid construction

2.6.2 体外诱导蛋白及纯化
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(1) BL21(DE3)感受态的制备见第三章 2.6.2(3)。

(2)目的蛋白表达

质粒转化及诱导操作步骤参照第三章 2.6.2(3)。

(3)目的蛋白纯化

通过小剂量诱导的结果观察到目的蛋白可以成功表达后，我们立即进行大量

纯化。单克隆接种到 10 mL的 LB(Amp)培养基中培养至浑浊后，再次将 10 mL

菌液转入到 1 L的 LB(Amp)培养基，培养到 OD 600值为 0.5左右，加入终浓度

为 0.5 mM的 IPTG在 37℃诱导 3 h。收集菌液，加入 buffer A缓冲液及 PMSF重

悬，超声后进行 4℃低温 12000 rpm离心 30 min。可溶性 His（组氨酸）标签融合

蛋白用 Ni-NTA树脂亲和纯化，首先用低盐浓度的 buffer A将镍填料平衡三次，

将离心后的上清液倒入填料中挂柱，用 30 mM咪唑清洗树脂，用 300 mM咪唑洗

脱蛋白质。洗脱后的蛋白通过超滤进一步浓缩，并在 PBS上透析。纯化后的蛋白

利用 10% SDS-PAGE和考马斯亮蓝染色进行观察。

2.6.3 纤细裸藻细胞内转化

(1)跨膜肽（CPPs）介导的细胞内转化

收集纤细裸藻细胞，室温下 1000 g离心 1 min，用 HUT培养基洗涤 1次。随

后，将制备好的不同浓度的蛋白加入细胞中，细胞 OD 600值为 1(0.86×106个细

胞/mL)。然后将细胞在 37℃下孵育不同时间。

(2)二甲亚砜（DMSO）介导的细胞内转化

收集纤细裸藻细胞后，细胞在含有不同浓度 DMSO的 HUT培养基中 25℃孵

育 1小时，PBS洗涤 3次后加入含有外源蛋白或核酸的 HUT培养基，25℃下孵育

12小时。

2.6.4 显微观察

蛋白或核酸孵育后，室温下 1000 g离心 1 min收集纤细裸藻细胞，PBS冲洗

多次后，使用 DAPI染色: 4% PFA固定细胞 20分钟，0.5% tritonX-100处理细胞

15分钟，1 μg/mL DAPI染色 5分钟，再次使用 PBS冲洗几次。最后 BX63正置荧

光显微镜观察染色结果。
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2.6.5 统计学分析

每个实验至少重复三次，测试的浓度平均为三份。采用 Prism7 (GraphPad)软

件进行统计分析。使用显著性水平设置为 95%。基于差异有统计学意义，采用

Tukey多重事后检验(PGH转化)和单因素方差分析检验(DMSO转化)对各组数据

进行分析。对于 PGH和 DMSO转化，当 P＜0.0001和 P＜0.05时，表示具有统计

学意义。

3 结果与分析

3.1 Pep-1-GFP融合蛋白及相关蛋白的纯化

为了研究跨膜肽（CPPs）介导的外源物质在纤细裸藻中的转化作用，我们选

择了两亲性 CPP肽 Pep-1进行研究[59]。根据相关文献合成了 Pep-1的核酸序列[60]。

以含有 EGFP编码序列的质粒 pET21-EGFP为模板构建 Pep-1相关质粒。将 Pep-1

插入 pET21-EGFP中，在 T7标签和 EGFP之间，获得 pET21-PGH质粒(图 4-2)。

随后，将 pET21-PGH转化到 BL21(DE3)菌株中进行蛋白表达。经 IPTG诱导后，

SDS-PAGE证实 PGH蛋白的表达。由于 C-末端 6xHis标签的存在，该蛋白的分子

量为 31 kD，通过 Ni-NTA亲和层析进一步纯化，并通过 SDS-PAGE和考马斯亮

蓝染色进行观察(图 4-3)。

除了 pET21-PGH质粒外，我们还构建了另外三个与 Pep-1相关的质粒。这三

种质粒 pET21-HPG、pET21-HGP和 pET21-PGH仅在 His标签和 Pep-1的位置上

有所不同(图 4-2)。在与 pET21-PGH相同的实验条件下，成功表达了这些质粒以

及原始质粒 pET21-EGFP，并纯化了相应的蛋白(图 4-3)。此外，我们还构建了不

含 T7标签序列的 pET21-GPH质粒。然而，我们在 IPTG诱导后未检测到该质粒

的蛋白表达，提示 GPH表达需要 T7标记序列。
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图 4-2 四种 Pep-1融合蛋白与对照 GFP蛋白结构示意图

Fig.4-2 Schematic depiction of four Pep-1 fusion protein and control GFP protein

图 4-3 10%SDS-PAGE分析纯化后的四种融合蛋白

Fig.4-3 10% SDS-PAGE analysis of four purified proteins

3.2 PGH蛋白的细胞内转化

先前有研究发现，Pep-1融合蛋白可以在 0.25 µM、15分钟的时间内进入细

胞[59]。然而，当我们将 5 µM的 PGH加入到纤细裸藻细胞中，在 25℃孵育 12小

时后，没有观察到荧光信号。只有将 PGH浓度增加到 50 µM后，我们才能观察

到很少的荧光信号。由于人类细胞通常在 37℃下培养，我们推测在这个更高的温

度下，纤细裸藻细胞中的 PGH转化效率可能会增加。事实上，我们在 37℃时发

现的荧光信号比 25℃时多(图 4-4)。因此，我们在这个更高的温度下进行了 Pep-1

融合蛋白的转化。

图 4-4比较 25℃与 37℃下 PGH的细胞内转化。加入 5或 50 µM PGH蛋白，于 25℃和 37℃

孵育 12小时。标尺：50 μm

Fig.4-4 Intracellular transformation of PGH at 25℃ and 37℃ was compared. 5 or 50 µM PGH

protein was added to E. gracilis cells and incubated at 25°C and 37℃ for 12 hours. Scale bar: 50 μm
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我们测试了三种浓度的 PGH对纤细裸藻转化的影响。将 5 µM的 PGH加入

到纤细裸藻细胞中，孵育 2小时和 7小时后均未观察到荧光信号。即使经过 12小

时的孵育，也只有极少数细胞(约 1%)表现出荧光信号。然后将 PGH浓度分别提

高到 50 µM和 100 µM。在 50 µM和 100 µM PGH孵育 7小时后，我们可以分别

观察到超过 25%和 60%的转化效率(图 4-5)。孵育时间延长至 12小时，仅略微提

高转化效率(100 µM时为 70%)。虽然 PGH在纤细裸藻细胞中的浓度远高于人体

细胞，并且对纤细裸藻的孵育温度（37℃）远高于其生理温度（25℃），但我们

发现 PGH 转化的纤细裸藻细胞仍然具有运动能力。除了 Pep-1，我们还用

TAT(一种富含精氨酸的阳离子跨膜肽)进行了测试，并发现 TAT-EGFP的转化效

率与 PGH相当。在所有这些转化条件下，我们都没有发现不含有 Pep-1的 GFP

蛋白的荧光信号，表明细胞内荧光信号确实需要跨膜肽的存在。

图 4-5 Pep-1融合蛋白 PGH的纤细裸藻细胞内转化

Fig.4-5 Intracellular transformation of the Pep-1 fusion protein PGH in E. gracilis cells

注：A为纤细裸藻细胞中 PGH的时间和浓度依赖性细胞内转化。细胞分别用不同浓度的

PGH蛋白处理 2、7或 12小时，然后在显微镜下观察。标尺:50 μm；B为纤细裸藻细胞
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PGH转化效率的定量。误差条作为三个独立实验的标准差。。

Note: A is time- and concentration-dependent intracellular transformation of PGH in E. gracilis cells.

Cell were treated with different concentrations of PGH protein as indicated for 2, 7 or 12 hours

before observing under microscope. Scale bar: 50 μm; B is quantification of PGH transformation

efficiency in E. gracilis cells. Error bars are given as the SD of three independent experiments.

3.3 Pep-1的位置转化效率的影响

除了上述 PGH蛋白外，我们还纯化了另外三种与 Pep-1相关的融合蛋白。如

上所述，这些蛋白仅在 Pep-1和 His标签的位置上有所不同。纯化这些蛋白的目

的是研究 Pep-1的位置对转化效率的影响。事实上，在将这三种蛋白与上述 PGH

蛋白分别添加到纤细裸藻细胞后，我们注意到 PGH和 HPG的转化效率远高于

HGP和 GPH（图 4-6）。这一结果表明 N-端 Pep-1更有效地促进了细胞内转化。

图 4-6 四种 Pep-1融合蛋白的细胞内转化，其中 Pep-1标签位于各自蛋白的 N端或 C端。标

尺：50 μm

Fig.4-6 Intracellular transformation of four Pep-1 fusion proteins with Pep-1 tag located at either the

N- or C-terminus of respective protein. Scale bar: 50 μm

3.4 二甲亚砜(DMSO)介导的细胞内传导

如上所述，较高的温度(37℃比 25℃)促进了 PGH的转化。由于较高的温度

增加了细胞膜的流动性，我们推测影响膜流动性的试剂也可能会影响外源物质的

转化。因此，我们利用 DMSO来验证这个想法，DMSO是一种常用的实验室试剂，

可以增强膜的渗透性。用不同浓度的 DMSO处理纤细裸藻细胞 1小时。PBS洗涤

去除 DMSO后，加入不含 Pep-1标记的 GFP蛋白，孵育 12小时。如图 4-7所示，

GFP在纤细裸藻细胞中的转化表现出 DMSO浓度依赖的方式，表明其作用与
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Pep-1相似，当 DMSO浓度为 10%时，我们观察到约 80%的转化效率。

图 4-7 由 DMSO介导的外源蛋白在纤细裸藻细胞内的转化

Fig.4-7 Intracellular transformation of exogenous protein in E. gracilis cells with DMSO

注：A为不同浓度 DMSO处理纤细裸藻细胞后进行无 Pep-1标记的 GFP蛋白的转化。标尺：

50 μm；B为 GFP转化效率的定量化。误差条作为三个独立实验的标准差。

Note: A is transformation efficiency of Pep-1 tag-free GFP in E. gracilis cells treated with different

concentrations of DMSO. Scale bar: 50 μm; B is quantification of GFP transformation efficiency.

Error bars are given as the SD of three independent experiments.

除了上述用蛋白质转化外，我们还用核酸进行了检测。设计一对引物(见表

4-5)，扩增纤细裸藻的 Prp8基因，长度为 1.7 kb。为了像上述荧光蛋白一样直接

观察该 DNA片段在细胞内的定位，我们将荧光染料 Cy5偶联到正向引物的 5'端

处。通过与 GFP相同的转化过程，我们在显微镜下观察到了纤细裸藻细胞中该

DNA片段的红色荧光信号(图 4-8A)。值得注意的是，该 DNA片段的细胞内转化

效率甚至高于上述 GFP蛋白。最后，为了检验质粒在纤细裸藻细胞中 DMSO转

化的可行性，我们使用了一个 12 kb的 pPZP211质粒。DMSO处理 1小时后，用

PBS洗涤去除残留的 DMSO溶液，将终浓度 10 ng/µl的质粒加入纤细裸藻细胞中。

培养 3天后，清洗细胞，使用质粒小提试剂盒提取细胞 DNA。我们从 DMSO处

理的细胞中检测到了质粒特有的大小为 736 bp的片段。相比之下，未经 DMSO

处理的细胞中没有扩增 DNA（图 4-8B）。结果表明，12 kb的质粒可以进入纤细

裸藻细胞。
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图 4-8 由 DMSO介导的外源核酸在纤细裸藻细胞内的转化

Fig.4-8 Intracellular transformation of exogenous nucleic acids in E. gracilis cells with DMSO

注：A为纤细裸藻细胞经 10% DMSO处理后 DNA片段的细胞内转化，将带或不带 Cy5标记

的 1.7 kb Prp8片段以 40 ng/µl的终浓度添加到纤细裸藻细胞中。对于 Cy5- prp8转化的细胞，

DAPI染色的细胞核位置也显示出来，并与 Cy5荧光信号叠加。标尺：50 μm；B为用 PCR检

测 pPZP211质粒的胞内转化。仅在 10% DMSO处理后纤细裸藻细胞中检测到了 736 bp大小

的目的条带。大肠杆菌的质粒 PCR作为阳性对照。

Note: A is intracellular transformation of a DNA fragment. The 1.7 kb Prp8 fragment with or

without a Cy5 label was added at a final concentration of 40 ng/µl to the E. gracilis cells after 10%

DMSO treatment. For cells with the Cy5-Prp8 transformation, iocations of nuclei stained with DAPI

were also shown and superimposed with the Cy5 fluorescent signals. Scale bar: 50 μm; B is

examination of intracellular transformation of a pPZP211 plasmid by PCR. A band of 736 bp in size

was recovered only from cells treated with 10%DMSO. PCR from the plasmid was served as a

positive control.

4 结论

我们利用跨膜肽 Pep-1和 DMSO开发了两种全新的纤细裸藻转化方法。与现

有的方法相比，本方法能够将外源物质更加高效、方便、快速的转化到纤细裸藻

细胞中。

5 讨论

纤细裸藻是一种进化独特的生物，它作为模式生物，其基因组序列目前还尚

未完全了解。迄今为止，还没有成熟的生化和遗传方法对纤细裸藻的基因进行深

入研究。目前现有的遗传操作农杆菌介导的插入，电穿孔等方法对于阳性克隆筛

选花费时间太长，而且仪器设施要求较高。为此，我们建立了另外两种快速的外
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源物质导入方法。在跨膜肽 Pep-1介导的转化中我们发现，对于人类细胞，Pep-1

融合蛋白浓度为 0.25 μM就会产生较强的荧光信号[60]，而对于纤细裸藻细胞，蛋

白浓度要高达 100 μM才会有明显效果。至今尚不清楚为什么纤细裸藻细胞需要

如此高的浓度来进行有效的蛋白质转化。与人类细胞相比，纤细裸藻细胞的细胞

膜内侧有一种独特的致密蛋白结构，称为 pellicle[61]。我们推测 pellicle可能会阻

碍 Pep-1的进入，只有较高浓度的 Pep-1才能打破这一屏障。若如此，则 pellicle

的作用被抑制后，低浓度的 PGH蛋白的转化效率可能会提高到与人类相似的水

平。由于 pellicle的分子组成还不清楚，所以目前为止还不能检验这个假设。综上

我们得出影响膜流动性或膜间隙的因素，都能够影响外源物质进入纤细裸藻细胞，

而 DMSO试剂常被用作药物递送的载体，具有较好的膜穿孔作用。因此我们尝试

使用不同浓度的 DMSO作用于纤细裸藻细胞，在 10% DMSO作用细胞 1小时后，

细胞处于应激状态，暂时丧失运动能力，将含有目的蛋白的 HUT培养基培养细

胞 12h后，观察到荧光，再加入更多的 HUT培养基继续进行培养，2-3天细胞恢

复正常运动，说明 10% DMSO只会对细胞膜造成打孔作用，不会造成细胞死亡，

而且纤细裸藻细胞膜具有自我修复能力。在研究 Pep-1在蛋白不同位置对转化效

率的影响时，我们发现 N端 Pep-1更有效地促进了细胞内转化，这与之前的报道

是一致的[62]。

与现有的农杆菌介导核转化、电穿孔和显微注射等方法相比，我们目前开发

的 Pep-1和 DMSO介导的转化方法具有快速、简便、高效的特点。目前这些方法

我们只测试了纤细裸藻，对于在其他藻类中进行大分子的细胞内转化，我们认为

应该也是有效的，这有待进一步的验证。
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全文总结

1.我们鉴定出 166个纤细裸藻剪接蛋白基因，确定了纤细裸藻中 U2和 U6

snRNA的存在。并且我们发现古虫界生物之间在剪接体组成上具有明显差异，以

及纤细裸藻对目前人类剪接抑制剂均不敏感。

2.我们鉴定出 28337个常规和非常规内含子，并将其分为四种类型：GT-AG、

GC-AG、ss-invariant和 ss-variant。我们发现纤细裸藻 SL-RNA的 5'ss区域中存在

与人类相似的 extended U6/5'ss螺旋，以及在 3'ss多嘧啶区域富含 C，这与其它物

种富含 T完全不同。

3.我们通过虚拟筛选技术、体外蛋白纯化技术以及小分子结合实验获得了一

种抑制 RNA脱支酶 Dbr1蛋白的小分子化合物 Ca。

4.我们利用跨膜肽 Pep-1和 DMSO开发了两种全新的纤细裸藻转化方法。
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反式剪接研究进展

高萍蔚 1，孙成副 2

（1.学校：成都医学院，地址：四川省成都市新都区新都大道 783号，邮编：

610500；2.通讯作者：孙成副）

摘要：反式剪接是将两个不同的基因连接到一起的剪接类型。反式剪接包括两种

类型，一种是两个前体 mRNA(pre-mRNA)间的连接，另一种是由剪接前导序列

(spliced leader, SL)介导。在 SL介导的反式剪接中，SL RNA外显子上存在 5'剪接

位点，pre-mRNA上存在分支点腺苷（branch point adenosine, BP-A）和 3'剪接位

点。在剪接体的作用下，SL RNA的 5'端外显子替换掉了 pre-mRNA的 5'端 outron

序列，形成成熟 mRNA。SL介导的反式剪接主要存在于布氏锥虫、秀丽隐杆线

虫等病原生物中，而在人类和酵母中是不存在的。随着在更多的物种中检测到了

SL反式剪接，不仅加深了我们对其分子机制的理解，还为未来对病原生物的研究

奠定了重要基础。
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Abstract: Trans-splicing is the joining of two different genes together, one between

two precursor mRNAs and the other mediated by a spliced leader (SL) sequence, with a

5' splice site on the exon of the SL RNA and a branch point adenosine (BP-A) and a 3'

splice site on the pre-mRNA. Under the action of the spliceosome, the exon at the 5' end

of the SL RNA replaces the outron sequence at the 5' end of the pre-mRNA to form the

mature mRNA. Most research on trans-splicing by SL has found that it is mainly

present in pathogenic organisms such as T. brucei and C. elegans and is absent in

humans and yeast. With the detection of SL trans-splicing in more species, it not only

deepens our understanding of its molecular mechanism but also lays an important

foundation for future studies on pathogenic organisms.
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1前言

真核生物中大多数编码蛋白质的基因均表现为外显子和内含子交替的中断结

构。为了产生功能性的 mRNA，编码基因转录后，首先必须从初级转录物(pre-

mRNA)中去除内含子，随后再进行 5'端加帽、3'端加聚腺苷尾，最终生成可翻译

的成熟 mRNA。在整个过程中内含子的精确切除和相邻外显子的连接是一个复杂

而精密的步骤，这一过程通常被称为剪接。一个 pre-mRNA分子中所有外显子间

的内含子的去除，称为顺式剪接。这个过程发生在两步机制中，每一步都包括一

个酯交换反应。但在早期也发现了一种新型的 RNA剪接形式，称为反式剪接。

体外研究表明，在复杂真核生物的一些 pre-mRNA中，两个不同分子在剪接体依

赖的形式下通过反式剪接将外显子相互精确连接[1,2]。在不同种属的物种中尤其是

低等真核生物，已经报道了几种不同形式的反式剪接[3,4,5]。反式剪接主要分为两

类：基因间的反式剪接和剪接前导序列(spliced leader, SL)介导的反式剪接。基因

间的反式剪接的外显子可能来自同一基因的不同 pre-mRNA，也可能来自不同基

因或基因间区域的转录本，甚至包括来自不同染色体的转录本[6]。而在 SL介导的

反式剪接中，一个短外显子来自一个特殊的较长的 RNA分子的 5'端，由剪接体

包括 snRNA（U2、U4、U5 和 U6，但不包括 U1）介导 [7]，将其连接到 pre-

mRNA的 5'端，从而成为该 mRNA的第一个外显子。另外，这个短外显子会被剪

接到不同基因的 mRNA的 5'端，使大多数 mRNA具有共同的前导序列[8]。

在低等真核生物中，SL介导的反式剪接在成熟 mRNA加工过程中起关键作

用[9]，尤其是多顺反子转录单位[10]。在锥虫的 RNA剪接过程中，一个短前导序列

被转移到表面糖蛋白的 pre-mRNA的 5'端[11,12]。另外，在秀丽隐杆线虫的肌动蛋

白 mRNA的 5'端也发现了一个 22 nt的前导序列[13]。此外，SL反式剪接还参与秀

丽隐杆线虫的生长恢复[14]和海洋脊索动物的营养依赖性翻译控制[15]。然而，SL

介导的反式剪接的功能、进化和潜在机制仍然未知。在这篇综述中，我们讨论了

SL介导的反式剪接发生的分子机制，探讨了 SL反式剪接在秀丽隐杆线虫等病原

生物以及纤细裸藻中的研究进展。

2 SL反式剪接的分子机制
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已知 SL介导的反式剪接广泛存在于许多后生动物中，所有 SL反式剪接都有

一段称为 SL RNA的序列，其外显子连接到许多不同的 pre-mRNA的 5'端。SL

RNA 分子类似于参与常规剪接的 U1、U2、U4 和 U5 snRNAs，它们都是以

snRNPs(小核核糖核蛋白复合物)形式存在。与其它 snRNA一样，SL RNA 5'端形

成具有高甲基化的 m-2,2,7GpppN三甲基鸟苷(TMG)帽子结构，也有一定可能性形

成分子内碱基配对的茎环结构[16]。SL RNA的全长大小在不同的生物体中有所不

同，从 45到 140 nt不等，SL RNA外显子的大小也不相同，从被囊动物玻璃海鞘

的 16 nt[17]到扁形虫的 51 nt[18]。

常规的 pre-mRNA的 5'末端含有一个外显子的，而在发生 SL反式剪接的基

因中其 pre-mRNA的 5'端有一个类似内含子特征的 RNA区域（例如类似的 GC含

量），该序列被称之为“outron”[19]。Outron序列位于基因剪接位点上游，含有与 3'

反式剪接位点相关的分支点腺苷和多聚嘧啶序列。虽然目前 SL反式剪接基因的

启动子或 outron起始位点已被确定，但由于 SL反式剪接发生的效率相对较高，

很难分离出含有 outron的 pre-mRNA，因此很少有 outron序列被分析出来 [20,21]。

在 SL介导的反式剪接过程中，进行 SL反式剪接的 pre-mRNA的 outron上只

有 3'剪接位点，上游没有 5'剪接位点，这个 3'剪接位点与位于 SL RNA分子上的

5'剪接位点进行配对。研究表明，在某些体系中，通过添加或去除上游的 5'剪接

位点，SL介导的反式和常规顺式的 3'剪接位点可以相互转换[22,23]。由于该基因上

缺乏 5'剪接位点，因此是 SL RNA上的 5'剪接位点结合到基因 5'端 outron上的分

支点腺苷（A）上，形成中间体。该过程中 pre-mRNA不能与 U1 snRNP结合，但

有 SL snRNP参与，它与 U2 snRNP在基因上的 3'剪接位点相互作用，SL外显子

被剪接后连接到 mRNA上成为第一个外显子。SL snRNP是如何在 pre-mRNA上

游没有 5'剪接位点的情况下被吸引到 pre-mRNA的 3'剪接位点上的，这个问题现

在仍然是未知的。目前出现两种猜测，第一种是上游没 U1 snRNP时，U2 snRNP

与 3'剪接位点相互作用并吸引 SL snRNP；第二种可能是，SL snRNP被吸引到反

式剪接体上是由于对 pre-mRNA的 outron序列 5'末端的核帽结合复合物具有亲和

力，或者是由于对 RNA聚合酶 II C端结构域具有亲和力[24]。此外，有些生物会
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使用同一剪接位点交替进行 SL介导的反式和常规顺式剪接。在锥虫[25]和秀丽隐

杆线虫[26]中就有这种情况。

3 SL反式剪接在病原生物中的研究

许多原生生物的 SL反式剪接依赖于剪接体 snRNA和相关蛋白对反式剪接位

点序列的准确识别，进而将 SL RNA的外显子序列取代 mRNA的 5'端。不同生物

的 SL序列具有很强的保守性[27]，剪接位点的识别在不同生物中也普遍保守，但

是仍存在一定的差异。

3.1 秀丽隐杆线虫

在秀丽隐杆线虫中大约 70%的基因的转录本是经过 SL反式剪接的。在该生

物中存在两种 SL RNA，即 SL1或 SL2。虽然 SL1与 SL2 RNA均存在于生物体内，

但并不是同时被剪接到一条编码链上的。

其中大多数基因进行的是由 SL1介导的反式剪接，有研究报道，62%的

mRNA上存在一个特定的 SL1，SL1取代了 mRNA初始转录序列的 5'非翻译区(5'

UTR)。由于 5' UTR在调节翻译效率中的关键作用，并且 SL1的剪接位置非常靠

近起始的甲硫氨酸密码子[28]，因此 SL1似乎在翻译起始中发挥作用。此外，有研

究也阐明了 SL1介导的反式剪接能有效的提高线虫的翻译效率。该研究发现 SL1

介导的反式剪接可能是通过缩短 5'UTR，从而减少上游起始密码子(uAUG)的存

在并削弱 mRNA的二级结构[29]，证明了 SL1反式剪接在提高必需基因的翻译效

率方面起着关键作用。

在秀丽隐杆线虫中，SL2占所有 SL反式剪接 RNA的 7%[30]。SL1外显子主

要与带有 outron的基因相互连接，相比之下，SL2则用于介导操纵子转录本，其

几乎完全被反式剪接到由操纵子产生的多顺反子 pre-mRNA的下游[31]。SL2反式

剪接的发生是为了在全基因组范围内分离操纵子的基因产物。顺反子间区距离越

短，SL2的使用越多。综上所述，在秀丽隐杆线虫中，SLl和 SL2的反式剪接使

用了不同的潜在机制。

3.2 布氏锥虫

锥虫是早期分化的原生生物寄生虫，其中布氏锥虫、克氏锥虫在人类中引起
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严重的、致命的疾病。锥虫对全球健康的影响促使了人们对其的研究，为了更好

地对抗这些寄生虫，它们的分子生物学一直是多年来的研究重点。在布氏锥虫体

内所有的 mRNA分子都是两个序列的嵌合体，其 5'端的前 39个核苷酸对细胞内

所有 mRNA都是共同的[32]。SL反式剪接是布氏锥虫中所有核 pre-mRNA成熟的

必要步骤，因此，布氏锥虫仍然是 SL反式剪接研究的首选生物体[33]。对布氏锥

虫的研究发现，其体内进行 SL反式剪接也需要完整的 U2和 U4/U6 snRNP[34]。

在布氏锥虫 SL RNA中，修饰的核苷酸聚集在 5'末端，包含了特殊的 cap4结

构，由 7-甲基鸟苷与四个修饰的核苷相连。在 RNA成熟过程中，反式剪接将 SL

RNA外显子包括 cap4结构转移到所有 mRNA的 5'端。有研究表明，将可渗透的

锥虫细胞暴露于 s-腺苷-L-同型半胱氨酸中可抑制新合成的 SL RNA的 7-甲基鸟苷

邻近核苷的甲基化，并阻止 SL RNA在反式剪接中的利用。但是其并没有抑制细

胞中先前存在的 SL RNA的反式剪接[35]。与对照细胞相比较，新合成的 SL RNA

似乎是反式剪接机制中唯一已知的因甲基化抑制而功能受损的成分，也进一步说

明了 SL RNA的 cap4结构在反式剪接过程中起着至关重要的作用。SL序列的 5'

修饰似乎是通过锥虫科的进化而得到了保护，如两种锥虫科的 SL RNA，即布氏

锥虫和 Leptomonas collosoma，带有类似的帽结构[36]。

4 在纤细裸藻中的研究现状

虽然目前已知进行 SL反式剪接的裸藻类物种大约有 1000个，但我们在分子

水平上的大部分知识几乎都来自于对纤细裸藻的研究。通过 cDNA序列以及杂交

捕获技术，验证了纤细裸藻细胞质 mRNA的 5'端存在且极其相似的短序列。通过

克隆纤细裸藻细胞核 DNA发现该短序列不存在于其核基因序列的 5'端，而是位

于一些小 RNA的 5'末端[37]。因此研究提出纤细裸藻细胞体内也广泛存在 SL介导

的反式剪接。纤细裸藻中 SL反式剪接的存在为其进化关系与锥虫较近提供了强

有力的论据[38]。

纤细裸藻是 SL反式与常规顺式剪接机制共存的独特生物，通过剪接体催化

将 SL-RNA转移到绝大多数 mRNA上。研究发现在纤细裸藻中 26个核苷酸组成

的 SL外显子，构成了 SL RNA的 5'端。一个与其他 snRNA类似的 Sm结合位点
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构成了 SL RNA的 3'端。SL-RNA长度约为 100个核苷酸，可以折叠成一个三茎

环结构[39]。这些 SL RNA不像锥虫那样是唯一的，纤细裸藻中 SL RNA下游序列

不完全相同，是一个多基因家族。SL-RNAs的多样性（SLa/SLb）促使了对纤细

裸藻 SL-RNAs的编码基因的研究。

纤细裸藻的前导序列 SL位于编码 5s rRNA基因的重复单元中[40]，SL-RNA

和 5S rRNA基因在串联重复单位中的关联也在线虫中被发现。在纤细裸藻中发现

大多数 SL-RNA与细胞质 5S rRNA基因以 0.6 kb串联重复单位相关[41]。这种串联

重复的现象也存在于其他物种中，比如秀丽隐杆线虫 SL1-RNA基因位于重复 100

次的 1kb单元中，并且这个区域也含有 5S rRNA基因[42]。然而，布氏锥虫却不存

在上述现象[43,44]。

5 讨论与展望

随着越来越多的 SL RNA的发现，SL介导的反式剪接领域在传统研究上逐

渐扩大。现在已经在许多不同的物种中发现 SL反式剪接的存在，毫无疑问，由

于在基因组和转录组水平上测序的物种大量增加，SL反式剪接或许将在更多的物

种中被发现。此外，基因反式剪接的例子也可能随着测序深度的增加而增加。

SL介导的反式剪接的功能及原理上仍然有未解决的问题，例如在大多数生物

中并不是每个基因都会进行 SL反式剪接，而是在特定基因上，其中机制尚不清

楚。含有 5'剪接位点的 SL RNA是如何接近 pre-mRNA上 3'剪接位点的，这个问

题也需要进一步探讨。
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附录一

人类与纤细裸藻以及其它三种原生生物的剪接蛋白比较
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附录二

纤细裸藻内含子的选择性剪接类型
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