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［摘　要］目的：探讨不同梯度浓度顺铂（ＣＤＤＰ）处理不同肺癌细胞后新发现的剪接因子ＳＲＳＦ７ｍＲＮＡ异构体
在同浓度ＣＤＤＰ处理后不同的细胞中的水平变化。方法：采用梯度浓度的 ＣＤＤＰ处理肺癌细胞 Ａ５４９（８、１８、２４、

３２、４０、４８及５６μｍｏｌ／Ｌ）和Ｈ１２９９（１２、２４、３６、４８、６０、７２及８４μｍｏｌ／Ｌ），处理２４ｈ后提取总ＲＮＡ，进行ＲＴＰＣＲ检

测ＳＲＳＦ７ｍＲＮＡ剪接异构体，并选取ＮＣＢＩ中未确定的异构体进行 ＴＡ克隆后测序并分析鉴定异构体类型；用

５６μｍｏｌ／Ｌ的ＣＤＤＰ处理人胚肾细胞２９３ＦＴ，宫颈癌细胞ＣａＳｋｉ、ＳｉＨａ、Ｃ３３Ａ细胞２４ｈ，提取总ＲＮＡ后验证新发现

的ＳＲＳＦ７ｍＲＮＡ剪切异构体是否存在这些细胞中。结果：发现３种新的ＳＲＳＦ７ｍＲＮＡ剪接异构体（分别标记为

Ｎｅｗ１、Ｎｅｗ２及Ｎｅｗ３），在肺癌细胞Ａ５４９、Ｈ１２９９，人胚肾细胞２９３ＦＴ，宫颈癌细胞ＣａＳｋｉ、ＳｉＨａ、Ｃ３３Ａ细胞等多种肿

瘤细胞中均存在，根据ＮＣＢＩ的预测Ｎｅｗ１，Ｎｅｗ２，Ｎｅｗ３异构体均为非编码蛋白的ｍＲＮＡ异构体，随着处理ＣＤＤＰ

浓度的增加，其比例明显上升；而编码蛋白的ｍＲＮＡ异构体ａ和（或）ｂ所占比例明显下降；同时ＳＲＳＦ７的总ｍＲ

ＮＡ水平逐渐降低。结论：新发现的３种非编码的ｍＲＮＡ异构体的变化揭示细胞可能通过 ＳＲＳＦ７自身的 ｍＲＮＡ

选择性剪接来应对ＤＮＡ损伤。
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　　基因的选择性剪接和翻译是２种重要的调控
基因表达的机制。ＳＲ蛋白（ｓｅｒｉｎｅ／ａｒｇｉｎｉｎｅｒｉｃｈ
ｓｐｌｉｃｉｎｇｆａｃｔｏｒ）是一种参与 ＲＮＡ剪接的调控因
子［１］。剪接因子ＳＲＳＦ７（也称９Ｇ８）是一个可以往
返穿梭于细胞核和细胞质之间的 ＳＲ蛋白家族成
员［２］，有研究报道核质穿梭的 ＳＲＳＦ７蛋白可通过
与介导 ｍＲＮＡ出核的 ＮＸＦ１／ＴＡＰ（Ｔｉｐａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
ｐｒｏｔｅｉｎ）蛋白相互作用，从而调控ｍＲＮＡ出核［３－４］。

有穿梭能力的ＳＲＳＦ７可能并不局限于细胞核内的
剪接功能，还可能在核糖体蛋白中参与蛋白质翻译

的调控［５］。ＳＲＳＦ７在肿瘤的发展中也有一定的作
用，ＳＲＳＦ７可作为一个剪接因子，通过与外显子剪
接增强子（ＥＳＥ）或内含子剪接增强子（ＩＳＥ）结合，
调控某些基因的 ｍＲＮＡ选择性剪接，使其产生促
凋亡或抗凋亡的异构体，从而调控细胞凋亡［６－７］；

ＳＲＳＦ７也可通过调控 Ｐ２１的表达水平来影响细胞
的增殖［７］。但是关于ＳＲＳＦ７本身表达水平调控的
研究未见报道。抗癌药物顺铂（ＣＤＤＰ）可通过引
发ＤＮＡ损伤从而诱导癌细胞凋亡［８］，已有的研究

发现ＣＤＤＰ处理细胞后，为应对ＤＮＡ的损伤，细胞
可改变一些基因的选择性剪接模式，ｍＲＮＡ选择性
剪接在细胞应对 ＤＮＡ损伤反应中有重要作用［９］。

本研究用不同浓度的ＣＤＤＰ处理肺癌细胞后，通过
对ＳＲＳＦ７ｍＲＮＡ异构体及其变化进行分析，发现
了ＳＲＳＦ７新的 ｍＲＮＡ剪接异构体，并对新发现的
ＳＲＳＦ７ｍＲＮＡ异构体在ＤＮＡ损伤的作用进行初步
探索。

１　材料与方法

１．１　细胞培养和处理
肺癌细胞 Ｈ１２９９，人胚肾细胞２９３ＦＴ，宫颈癌

细胞ＣａＳｋｉ、ＳｉＨａ及 Ｃ３３Ａ均购自中国科学院典型
培养物保藏委员会细胞库，肺癌细胞 Ａ５４９购自中
国科学院昆明动物所细胞中心［１０］。参考课题组前

期研究，Ｈ１２９９细胞使用 １６４０培养基（含 １０％
ＦＢＳ），其余细胞均使用 ＤＭＥＭ培养基（含 １０％
ＦＢＳ），培养于３７℃，５％的ＣＯ２

［１１］。当培养皿表面

细胞的覆盖率大约在７５％ ～９０％时，将细胞分为
对照组和实验组，根据表１加入不同浓度的 ＣＤＤＰ
（购自ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公司的Ｃｉｓｐｌａｔｉｎ）处理细胞，对
照组加入与实验组最高 ＣＤＤＰ浓度等体积的 ＤＭ
ＳＯ，其余细胞种类ＣＤＤＰ处理浓度均为５６μｍｏｌ／Ｌ。

表１　实验组Ａ５４９和Ｈ１２９９细胞的
ＣＤＤＰ浓度情况

Ｔａｂ．１　ＴｈｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆｃｉｓｐｌａｔｉｎｉｎＡ５４９
ａｎｄＨ１２９９ｉｎｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ

细胞 ＣＤＤＰ处理浓度（μｍｏｌ／Ｌ）
Ａ５４９ ８ １８ ２４ ３２ ４０ ４８ ５６
Ｈ１２９９ １２ ２４ ３６ ４８ ６０ ７２ ８４

１．２　总ＲＮＡ的提取及ＲＴＰＣＲ检测
ＣＤＤＰ处理所有细胞 ２４ｈ后按 ＴａｋａＲａ公司

ＲＮＡｉｓｏＰＬＵＳ试剂盒提取细胞的总 ＲＮＡ，以 ｏｌｉｇｏ
（ｄＴ）２３为引物，采用ＨｉｓｃｒｉｐｔＩＩ逆转录酶（Ｖａｚｙｍｅ
公司）进行逆转录反应，得到ｃＤＮＡ第１链［１２］。设

计ＳＲＳＦ７引物（上游引物序列：ＡＴＧＣＴＴＡＴＧＡＴＴ
ＧＴＣＡＴＣＧＴＴＡＣＡＧＣ，下游引物序列：ＧＧＡＧＡＴＧＣＴ
ＧＡＣＣＴＴＧＡＣＣＴＴＣ）通过 ＲＴＰＣＲ扩增检测。ＰＣＲ
反应条件为９４℃ 变性３０ｓ；５９℃退火３０ｓ；７２℃
延伸５５ｓ。
１．３　数据分析

ＰＣＲ产物用浓度为２％的琼脂糖凝胶在 ＴＡＥ
ｂｕｆｆｅｒ电泳液中检测并进行数据分析［１３］，所示结果

均为３次试验结果的统计分析值。
１．４　异构体的ＴＡ克隆、筛选和测序

从琼脂糖凝胶中切下含目的片段的凝胶，使用

上海Ｇｅｎｅｒａｙ公司薄型琼脂糖凝胶 ＤＮＡ回收试剂
盒进行胶回收，然后用 ＴＡＫＡＲＡ公司 Ｔｖｅｃｔｏｒ
ｐＭＤ１９（ｓｉｍｐｌｅ）连接试剂盒进行载体连接，并用
ＤＨ５α感受态细胞进行转化，再用蓝白斑 ＬＢ培养
基筛选出阳性克隆，扩大培养后用 Ｇｅｎｅｒａｙ公司小
提质粒试剂盒提取质粒，进行 ＤＮＡ测序列测定并
分析，鉴定出各目的条带对应的异构体。

２　结果

２．１　发现３种新的ＳＲＳＦ７ｍＲＮＡ剪接异构体
在Ａ５４９细胞中检测 ＳＲＳＦ７ｍＲＮＡ剪接异构

体时发现多种条带，其中条带经变性聚丙烯酰胺
凝胶电泳和银染验证为杂合带（在变性胶中条
带消失）。对大小为１３６、２４３、５８５及８２９ｂｐ的条
带进行ＴＡ克隆后测序并与原 ＳＲＳＦ７基因 ｃＤＮＡ
序列比对分析，发现 ２４３、５８５及 ８２９ｂｐ条带是 ３
种ＮＣＢＩ未确定存在的ＳＲＳＦ７基因ｍＲＮＡ异构体，
分别命名为：Ｎｅｗ１、Ｎｅｗ２及 Ｎｅｗ３（图１Ａ）。对异
构体Ｎｅｗ１、Ｎｅｗ２及Ｎｅｗ３进行分析发现，异构体
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Ｎｅｗ１是在ＳＲＳＦ７基因第３、４外显子间插入了一
个大小为１０７ｂｐ的序列，所以设计在第３、４外显
子间的引物 Ｆ∶Ｒ检测到２４３ｂｐ大小的条带（图
１Ｂ）；异构体Ｎｅｗ２是在 ＳＲＳＦ７基因第３、４外显子
间插入了一个大小为４４９ｂｐ的序列，所以用引物
Ｆ：Ｒ可检测到５８５ｂｐ大小的条带（图１Ｂ）；异构体
Ｎｅｗ３是在ＳＲＳＦ７基因第３、４外显子间插入了一
个大小为６９３ｂｐ序列，所以用引物Ｆ∶Ｒ检测到８２９

ｂｐ大小的条带（图１Ｂ）。ｍＲＮＡ翻译时可能由于
这些插入序列使读码框发生变化，提前产生终止密

码子，因此含该序列的异构体不能编码蛋白。本研

究用５６μｍｏｌ／Ｌ的ＣＤＤＰ处理人胚肾细胞系，宫颈
癌细胞系等多种细胞后提取总ＲＮＡ并进行同样的
检测，结果发现在多种细胞系中存在 Ｎｅｗ１、Ｎｅｗ２
及Ｎｅｗ３异构体，但在相同浓度顺铂处理下这些异
构体在各细胞中表达量有差异（图１Ｃ）。

注：Ａ为在Ａ５４９细胞中检测到的各种ＳＲＳＦ７ｍＲＮＡ异构体，表示杂合带；Ｂ为ＳＲＳＦ７ｍＲＮＡ异构体基因结构图，
Ｎｅｗ１、Ｎｅｗ２及Ｎｅｗ３为新发现的３种ＳＲＳＦ７ｍＲＮＡ异构体，箭头为引物位置，方框为外显子如所示，直线为内含子，

为非编码蛋白的ｍＲＮＡ异构体，为编码蛋白的ｍＲＮＡ异构体；Ｃ为在多种细胞中检测到的ＳＲＳＦ７
ｍＲＮＡ异构体；

图１　检测到的ＳＲＳＦ７ｍＲＮＡ异构体
Ｆｉｇ．１　ＴｈｅｄｅｔｅｃｔｅｄｎｅｗａｌｔｅｒｎａｔｉｖｅｓｐｌｉｃｉｎｇｉｓｏｆｏｒｍｏｆＳＲＳＦ７

２．２　浓度梯度 ＣＤＤＰ处理肺癌细胞后新发现的
Ｎｅｗ１、Ｎｅｗ２及Ｎｅｗ３异构体的变化

随着ＣＤＤＰ处理浓度的增加，１３６ｂｐ的ｉｓｏｆｏｒｍ
ａ和（或）ｂ所占比例逐渐减少，而新的异构体
Ｎｅｗ１、Ｎｅｗ２及Ｎｅｗ３所占比例逐渐增多，且 Ｈ１２９９
细胞的变化较 Ａ５４９细胞更加明显（图２）。Ｎｅｗ２
条带在 Ａ５４９细胞中较弱（图 ２Ａ），Ｎｅｗ３条带在
Ｈ１２９９细胞中较弱（图２Ｂ），说明Ｎｅｗ２在Ａ５４９细
胞中所占比例较少，Ｎｅｗ３在 Ｈ１２９９细胞中所占比
例较少，推测 Ｎｅｗ２和 Ｎｅｗ３异构体在上述细胞不
占主导地位。

２．３　新异构体Ｎｅｗ１、Ｎｅｗ２及Ｎｅｗ３变化的规律及
作用

由ＳＲＳＦ７基因结构图（２．１项下）可知目标条

带１３６ｂｐ条带可由Ｉｓｏｆｏｒｍａ和／或ｂ产生，它们均
为编码蛋白的 ｍＲＮＡ异构体；２４３、５８５及 ８２９ｂｐ
条带分别由Ｎｅｗ１、Ｎｅｗ２及Ｎｅｗ３产生，均为非编码
蛋白的 ｍＲＮＡ异构体。为了进一步分析 ＳＲＳＦ７
基因编码及非编码 ｍＲＮＡ异构体剪接变化趋势及
造成这种趋势的主要 ｍＲＮＡ异构体，并探究
ＳＲＳＦ７总的 ｍＲＮＡ表达水平的变化，课题组对数
据进行分析发现，编码蛋白的ｍＲＮＡ异构体随ＣＤ
ＤＰ处理浓度逐渐减少，而非编码蛋白的 ｍＲＮＡ异
构体逐渐增多（图３Ａ、Ｂ），并根据图２Ａ、Ｂ条带亮
度及图２Ｃ、Ｄ数值分析可知，造成编码蛋白的 ｍＲ
ＮＡ异构体减少主要是因为 Ｉｓｏｆｏｒｍａ或和 ｂ，而非
编码蛋白的 ｍＲＮＡ异构体升高的主要原因是
Ｎｅｗ１或Ｎｅｗ２。这些 ｍＲＮＡ异构体变化可能是为
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了调控ＣＤＤＰ处理下 ＳＲＳＦ７的表达水平。研究还
发现，在Ａ５４９及Ｈ１２９９细胞中各异构体变化趋势

一致，且 ＳＲＳＦ７的总 ｍＲＮＡ水平均出现下降（图
３Ｃ、Ｄ）。

注：Ａ、Ｂ为梯度浓度ＣＤＤＰ处理后Ａ５４９和Ｈ１２９９细胞中检测到的ＳＲＳＦ７ｍＲＮＡ异构体，Ｃ、Ｄ为２种细胞中
各异构体所占比例的变化，（１）为Ｐ＜０．０５，（２）为Ｐ＜０．０１，（３）为Ｐ＜０．００１。

图２　不同浓度ＣＤＤＰ处理后Ａ５４９和Ｈ１２９９细胞中ＳＲＳＦ７ｍＲＮＡ异构体所占比例变化
Ｆｉｇ．２　ＣｈａｎｇｅｓｏｆｃｏｎｓｔｉｔｕｔｉｏｎｒａｔｉｏｏｆＳＲＳＦ７ｅａｃｈｉｓｏｆｏｒｍｉｎＡ５４９ａｎｄＨ１２９９ａｆｔｅｒｃｉｓｐｌａｔｉｎｔｒｅａｔｍｅｎｔ

注：Ａ、Ｂ为不同浓度ＣＤＤＰ处理后Ａ５４９和Ｈ１２９９细胞中ＳＲＳＦ７编码及非编码ｍＲＮＡ异构体的变化，
Ｃ、Ｄ为Ａ５４９和Ｈ１２９９细胞中ＳＲＳＦ７总ｍＲＮＡ水平，（１）为Ｐ＜０．０１

图３　不同浓度ＣＤＤＰ处理后Ａ５４９和Ｈ１２９９细胞中ＳＲＳＦ７ｍＲＮＡ异构体总ｍＲＮＡ变化
Ｆｉｇ．３　Ｃｈａｎｇｅｓｏｆｃｏｎｓｔｉｔｕｔｉｏｎｒａｔｉｏ，ｒｅｌａｔｉｖｅｍＲＮＡｌｅｖｅｌｏｆｃｏｄｉｎｇ／ｎｏｎｃｏｄｉｎｇ

ｉｓｏｆｏｒｍａｎｄｔｏｔａｌｍＲＮＡｌｅｖｅｌａｆｔｅｒｃｉｓｐｌａｔｉｎｔｒｅａｔｍｅｎｔ
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３　讨论

ＰｒｅｍＲＮＡ选择性剪接是基因转录后表达调
控的一个重要机制，通过选择性剪接可产生不同的

ｍＲＮＡ异构体从而翻译出不同的蛋白质［１４］。剪接

因子 ＳＲＳＦｓ可通过结合在 ｐｒｅｍＲＮＡ上的抑制子
或增强子上，或是竞争 ＲＮＡ结合位点影响选择性
剪接 ［６］，ＳＲＳＦ７作为一种在肿瘤中高表达的原癌
基因其剪接变化的机制尚未有明确的文献报道，但

它可通过调控其他肿瘤相关因子的剪接模式导致

肿瘤的发生，有相关证据证明 ＳＲＳＦ７会通过调控
ＳＭＮ基因的表达从而导致肌肉萎缩症的发生［１５］，

所以研究ＳＲＳＦ７的剪接变化很有价值和意义。
本研究将检测到的条带经 ＴＡ克隆后测序分

析确认了３种新的 ＳＲＳＦ７ｍＲＮＡ异构体，与已报
道的异构体 Ｉｓｏｆｏｒｍａ／ｂ相比，新的异构体是因为
ＳＲＳＦ７基因第３外显子和第４外显子间插入了一
段序列造成的，在ＣＤＤＰ作用下该序列位点发生选
择性剪接从而产生不同的异构体，这很可能是靠

ＳＲＳＦ７的自身调控来实现的，即在肿瘤细胞中高表
达的ＳＲＳＦ７蛋白在ＣＤＤＰ处理下通过结合自身转
录物的剪接调控元件，改变 ＳＲＳＦ７基因的选择性
剪接模式产生不同异构体，且这些异构体的表达水

平是会发生动态变化的，这说明细胞可能利用

ＳＲＳＦ７的ｍＲＮＡ选择性剪接机制来调节其蛋白功
能，以应对细胞ＤＮＡ损伤。

有研究报道ＳＲＳＦ７可以通过细胞周期蛋白依
靠性激酶抑制剂家族中的重要成员 Ｐ２１的表达水
平来影响细胞的增殖［１６］。ｍｉｃｒｏＲＮＡ是短的非编
码ＲＮＡ，它可通过结合在一些基因的３＇ＵＴＲ诱导
ｍＲＮＡ降解或抑制翻译来下调受控基因的表
达［１７］。有相关文献报道 ｍｉＲ３０ａ５ｐ及 ｍｉＲ１８１ａ
５ｐ可下调ＳＲＳＦ７的表达［１８］，但同时ＳＲＳＦ７也可调
控ｍｉｃｒｏＲＮＡ的表达，在肾癌细胞中 ＳＲＳＦ７与 ｍｉ
ｃｒｏＲＮＡ形成反馈回路调控肾肿瘤相关因子 ＳＰＰ１
的选择性剪接从而影响肾肿瘤细胞的增殖［１８－１９］。

综上所述，我们知道 ＳＲＳＦ７在肿瘤中高表达且它
参与细胞的增殖，调控其表达的机制可能是 ｍｉ
ｃｒｏＲＮＡ调控，选择性剪接等方式。在中国人群中
ＳＲＳＦ７的表达水平与肺癌风险是相关的［２０］，本研

究检测到在肺癌细胞系Ａ５４９和Ｈ１２９９中，随着处
理ＣＤＤＰ浓度的增加，ＳＲＳＦ７的总ｍＲＮＡ水平是逐
渐降低的，如果其蛋白水平也是下调的，那么这可

能是ＣＤＤＰ作为化疗药物治疗肿瘤诱导的结果之

一，即ＣＤＤＰ处理肿瘤细胞后导致ＳＲＳＦ７的ｍＲＮＡ
选择性剪接模式变化，从而使在肿瘤中高表达的

ＳＲＳＦ７水平下调，可能诱导肿瘤细胞凋亡因此达到
治疗肿瘤的目的。该文阐述了化疗药顺铂作用于

肿瘤是一种潜在的机制，剪接因子的异常表达可能

与肿瘤基因的异常表达相关，那么研究剪接因子的

表达对肿瘤早期的诊断，预后及治疗有很大帮助。

综上，经不同浓度梯度ＣＤＤＰ处理后，在 Ａ５４９
和Ｈ１２９９细胞中检测到了 ４种 ｍＲＮＡ异构体（ａ
或／和ｂ、Ｎｅｗ１、Ｎｅｗ２、Ｎｅｗ３），其中，Ｎｅｗ１、Ｎｅｗ２及
Ｎｅｗ３为ＮＣＢＩ未确定的新发现的 ＳＲＳＦ７ｍＲＮＡ异
构体。在不同浓度梯度ＣＤＤＰ处理下，ＳＲＳＦ７基因
ｐｒｅｍＲＮＡ选择性剪接发生了变化，随着处理 ＣＤ
ＤＰ浓度的升高，非编码的 Ｎｅｗ１、Ｎｅｗ２及 Ｎｅｗ３异
构体比例明显上升，而编码蛋白的 ｍＲＮＡ异构体
所占比例明显下降，同时 ＳＲＳＦ７的总 ｍＲＮＡ水平
也逐渐降低。
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