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I 

摘 要 

选择性剪接是真核生物中基因表达的一种重要的调控机制，也是高等生物

中蛋白质多样性的主要来源。最近的研究工作揭示了表观遗传学(如组蛋白修饰)

在调控选择性剪接方面的重要作用。DNA 甲基化是一种重要的表观遗传学修

饰，它与肿瘤发生密切相关。人们推测 DNA 甲基化也可能参与选择性剪接的

调控，但是目前尚无任何实验证据。 

近年来大量生物学实验的数据积累，形成了当前数以万计的生物信息数据

库。本论文通过对数据库的检索，筛选出 6 个基因，这些基因的选择性剪接和

DNA 甲基化状态同时在分化前和分化后的人类胚胎干细胞（hESC）之间发生

相应的变化。后来，我们通过在不同的细胞系及小鼠组织中的实验发现选择性

剪接和 DNA 甲基化之间存在相关性。 

为了进一步阐明选择性剪接和 DNA 甲基化的相互关系，首先，我们通过

诱导小鼠成肌细胞 C2C12 分化来改变基因的选择性剪接后发现， DNA 甲基化

并没有发生明显的变化。同时，我们尝试先利用 DNA 甲基化抑制剂或敲低 DNA

甲基化相关基因来改变细胞的甲基化水平后，再检测基因的选择性剪接，但也

未发现明显变化；后来，我们通过构建外源的 minigene 来模拟内源基因的选择

性剪接，再用点突变的方法将 minigene 上的甲基化位点突变使之无法被甲基化，

我们发现正常的和突变的 minigene 之间的选择性剪接并没有明显的差异。鉴于

外源和内源基因的染色体结构无法完全一致，我们认为应该先通过基因敲入

（knock-in）改变内源基因的目的位点从而改变甲基化水平，然后再分析其选择

性剪接情况，虽然其周期长且难度大，但我们正致力于解决这个重要问题。 

本论文的研究工作证实了选择性剪接和 DNA 甲基化的相关性，而且为深

入研究 DNA 甲基化调控选择性剪接的机制提供了思路，并且对该调控机制的

深入研究将有可能为许多遗传病以及肿瘤的治疗找到新的靶位、开辟新的途径，

具有非常重要的意义。 

 

关键词：选择性剪接；DNA 甲基化；表观遗传学 
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II 

Abstract 

Alternative splicing is a crucial mechanism for gene regulation and also a major 

source for protein diversity in higher eukaryotes. Recent studies indicate an 

important role for epigenetics (e.g. histone modifications) in alternative splicing 

regulation. Although it is highly likely that DNA methylation, one of principal 

epigenetic factors which plays a significant role in tumor genesis, may also regulate 

alternative splicing, there is no experimental evidence at present. 

In recent years, accumulation of numerous experimental data produces lots of 

bioinformation databases. By means of database retrieval, we screened out six genes 

whose alternative splicing and DNA methylation patterns changed simultaneously 

before and after differentiation of hESCs. Afterwards, our researches based on 

different cell lines and mouse tissues identified the correlation between alternative 

splicing and DNA methylation. 

To get more information about the relations between them, firstly, we induced 

differentiation of mouse myoblasts C2C12 to change gene’s splicing pattern, but we 

found no effect on DNA methylation. In the meantime, after altering the DNA 

methylation level by treatment of inhibitor or knock-down of DNA methylation 

associated genes, we found no change in alternative splicing. Then, we generated 

minigene to imitate the alternative splicing pattern of endogenous gene and several 

methylation sites-mutant minigenes. However, there wasn’t any difference in 

alternative spicing of these minigenes. Finally, we plan to change DNA methylation 

pattern of endogenous genes by generating point mutations via knock-in.  

In this study, we have identified the correlation between DNA methylation and 

alternative splicing, and provided elicitation for further researches on mechanim of 

alternative splicing regulation which may give rise to discovery of new molecular 

targets and associated drugs for many hereditary diseases. 

 

Keywords: alternative splicing; DNA methylation; epigenetics 
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第一章    前  言 

1 

第一章  前 言 

1.1  mRNA 选择性剪接 

1.1.1  mRNA 选择性剪接及其生物学意义 

真核细胞的基因序列中，包含了内含子（Intron）和外显子（Exon），其中

内含子在基因转录成前体 mRNA（Precursor mRNA, pre-mRNA）后会被 RNA

剪接体（RNA spliceosome）移除。选择性剪接（Alternative splicing），也称变

位剪接或可变剪接，是指选择性地对 mRNA 前体中不同的剪接位点的组合剪接

方式。通过选择性剪接，由一条 mRNA 前体可生成多条不同的成熟 mRNA[1]。

也就是说，一条未经剪接的 RNA，含有多种外显子被剪成的不同组合，通过选

择性剪接，最终可翻译出多种不同的蛋白质（图 1.1）。 

 

    图 1.1  mRNA 选择性剪接 

     Fig. 1.1  mRNA alternative splicing 

 

选择性剪接最早于 1977 年被人们发现[2, 3]。当时，人们发现Ⅱ型腺病毒在
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其生活史晚期只生成一条初级转录产物，但是却翻译出多个病毒蛋白质，后来

的研究表明这是由于这条初级转录产物可通过不同的方式被剪接后生成多条不

同的成熟 mRNA 所导致的[4-6]。1981 年，人们首次在哺乳动物细胞中发现了存

在选择性剪接的基因[5]。该基因的 pre-mRNA 包含 6 个外显子，可被选择性剪

接生成两种成熟 mRNA：第一条是编码 calcitonin 的成熟 mRNA，包含第 1 至 4

个外显子，并终止于第 4 个外显子后面的多腺苷酸化信号位点（polyadenylation 

signal site）；而另一条编码 CGRP（calcitonin gene related peptide）[7, 8]的成熟

mRNA 则跳过了第 4 个外显子，包含另外 5 个外显子。后来，越来越多的基因

被发现，如免疫球蛋白基因等[9]，这说明选择性剪接在真核细胞中是普遍存在

的。 

近年来，随着测序技术的迅速发展，通过对人类基因组的高通量深度测序，

人们发现选择性剪接及其剪接异构体的规模比过去预计的要广泛、复杂得多。

在人类基因组中，大约有 95%的含多个外显子的基因可发生选择性剪接[10, 11]。

有时候，一个基因在生成 mRNA 的过程中需要经历许多次剪接，例如人类基因

Titin 含有 316 个外显子，Ryr1 含有 106 个外显子，它们至少要经过上百次剪接

才能完成 mRNA 的加工。 

同时，外显子的限定和剪接反应的执行是一个非常精细的、被严格调控的

过程，因此，选择性剪接的复杂程度越高，它对错误剪接的敏感程度就越高。

事实上，有许多人类疾病是由剪接过程的失调及剪接体相关基因的突变造成的

[12]。据统计，超过 60%的由人类疾病引起的基因突变并非直接影响编码而是影

响选择性剪接[13]，例如 DNMT3B 是维持细胞 DNA 甲基化的重要蛋白，在一些

肿瘤和癌细胞中发现被异常剪接的 DNMT3B 的 mRNA，当在哺乳动物细胞中

过表达这些异常的 mRNA 后会改变细胞的 DNA 甲基化状态，并加快细胞生长

速度，可见其对肿瘤发育的促进作用[14]。另外，研究表明一些与 RNA 剪接相

关的顺式作用元件（cis-acting RNA elements）和反式作用剪接因子（trans-acting 

protein splicing factors）的突变会导致许多人类疾病，如色素性视网膜炎（retinitis 

pigmentosa）、囊胞性纤维症（cystic fibrosis）、肌萎缩性侧索硬化症（amyotrophic 

lateral sclerosis）、帕金森症（Parkinsonism）和癌症等[15]。 

综上所述，选择性剪接不仅能够极大地增加蛋白质的多样性和基因表达的
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复杂程度，而且选择性剪接的正常与否与人类健康及疾病密切相关。因此，选

择性剪接的调控机制已经越来越受到人们的重视。 

1.1.2  选择性剪接的基本模式 

在不同的真核生物基因中，外显子和内含子长度往往有很大差别，大多数

脊椎动物基因的外显子较短，而内含子很长。对于小内含子基因，剪接因子识

别内孩子两侧的剪接位点形成剪接复合物，称为内含子限定（intron definition）；

对于大内含子基因，剪接因子寻找外显子两侧相匹配的 3’和 5’剪接位点形成剪

接复合体，称为外显子限定（exon definition）[16]。 

如图 1.2 所示,现在人们普遍认为选择性剪接主要存在以下 5 种基本模式[17, 

18] : 

1. Exon skipping：指在 pre-mRNA 中一个或多个外显子被移除，这是真核

细胞中最常见的一种模式。 

2. Mutually exclusive exons：指两个外显子竞争性地被剪接进 mRNA，即

这两个外显子无法同时被保留。 

3. Alternative donor site：指可变的 5’剪接供体位点导致上游外显子的 3’

边界改变。 

4. Alternative acceptor site：指可变的 3’剪接受体位点导致上游外显子的 5’

边界改变。 

5. Intron retention：指一段序列可以作为内含子被移除或者被保留，这种

模式与 Exon skipping 的区别在于被保留的这段序列两侧没有内含子，

属于最少见的一种。 

上文列出的 5 种模式是最基本的剪接方式，实际的选择性剪接要复杂得多。

例如小鼠基因 hyaluronidase 可通过选择性剪接生成三种异构体，其中有两种异

构体的差别属于 intron retention，同时有两种异构体的差别却属于 exon 

skipping[17]。因此，这些不同的剪接方式可以形成不同的剪接组合，产生不同的

剪接产物，有时候产生的剪接产物的数目是极其惊人的，例如果蝇的 Dscam 基

因经选择性剪接产生的产物达 38,000 余种，超过果蝇整个基因组基因数目的两

倍[19]。 
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