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Srsf1敲低对 GT1-7细胞基因表达谱的影响 *
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摘要 目的：本研究通过 RNA-seq技术分析 Srsf1基因表达敲低的 GT1-7细胞（knock down , KD）和野生型 GT1-7细胞（wide type,

WT）的表达谱和可变剪接事件，研究 Srsf1敲低对 GT1-7细胞基因表达谱的影响。方法：利用实验室现有的 Srsf1基因表达敲低的

GT1-7细胞（SRSF1-KD）和野生型 GT1-7细胞分别抽提 RNA，做 RNA-seq数据分析，利用 rMATS软件分析两株细胞内可变剪接

事件的变化，确定 Srsf1调控的下游关键基因。结果：结果显示共有 875个基因表达存在显著性差异，对这些基因进行 KEGG通路

分析，发现酌-氨基丁酸能突触、PI3K-Akt信号通路、MAPK信号通路等与性发育相关的通路均受到影响。此外，P53通路也受到

Srsf1敲低的影响。利用 rMATS软件进行可变剪接事件分析，显示共发生 839个可变剪接事件，涉及 719个基因，进行 KEGG通

路分析发现与性发育相关的MAPK信号通路受到影响。结论：成功检测了 GT1-7细胞和 Srsf1基因敲低的 GT1-7细胞表达谱，通

过分析基因表达差异以及可变剪接事件，证明了 Srsf1对于 PI3K-Akt信号通路、MAPK信号通路、酌-氨基丁酸能突触信号通路、
p53通路的调控作用，并且这些信号通路提示我们 Srsf1可能更多的通过非可变剪接方式影响性发育相关基因的表达，而非可变

剪接方式，从而为更深入的性发育研究提供了理论基础。
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Effect on Gene Expression Profile of Srsf1 Knockdown in GT1-7 Cells*

In this paper, we analyzed the expression profiles and alternative splicing events of GT1-7 cells with knock-

down of Srsf1 (knock down, KD) and wild type GT1-7 cells (wide type, WT) by RNA-seq technology, to research the effect of the Srsf1

knockdown on gene expression profiles in GT1-7 cells. RNA was extracted from GT1-7 cells with knockdown of Srsf1 (knock

down, KD) and wild type GT1-7 cells (wide type, WT) saved in the laboratory for RNA-seq program. Differentially expressed genes were

analyzde after processing RNA-seq raw data by bioinformatics methods. Changes in alternative splicing events of two cells were analyzed

by rMATS software to identify downstream key genes regulated by Srsf1. The results showed that there were significant differ-

ences in the expression level of 875 genes. The KEGG pathway analysis of these differentially expressed genes revealed that several

known sexual development related pathways including 酌-aminobutyric acid synaptic signaling pathway, PI3K-Akt signaling pathway,

MAPK signaling pathway were all affected. In addition, the P53 signaling pathway was also affected by the knockdown of Srsf1. Analy-

sis of alternative splicing events using rMATS software revealed 839 alternative splicing events involving 719 genes. The KEGG path-

way analysis of these genes revealed that MAPK signaling pathways associated with sexual development were affected. The

expression profiles of GT1-7 cells and Srsf1 knockdown GT1-7 cells were successfully detected by means of RNA-seq techonology. By

using bioinformatics methods to analyze gene expression differences and alternative splicing events, it was demonstrated that Srsf1 is in-

volved in PI3K-Akt signaling pathway, MAPK signaling pathway and 酌-amino Butyric acid signaling pathway and p53 signaling path-

way, and these signaling pathways suggest that Srsf1 may affect the expression of sexual development-related genes more by non-alterna-

tive splicing, rather than alternative splicing, thus our results provide a theoretical basis for deepening study on sexual development.
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前言

Srsf1是剪接调控因子 SR蛋白家族的代表性成员，在小鼠

中位于染色体 Chr 11: 88.05-88.05 Mb，蛋白长度约为 33KD，位

于 N末端的是一个标准的 RNA结合结构域 1（RRM1），接着

是 RRM2，RS结构域位于 C末端[1]。在体内，RRM2在决定底物
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特异性中发挥主要作用 [2]，RRM2特异性结合富含 GA的外显

子增强（Exonic splicing enhancers，ESEs）序列，并且能够改变

SRSF1靶基因的可变剪接[3]。RS结构域的磷酸化状态和甲基化

决定了 Srsf1在细胞中的分布[4]，而且在 Srsf1蛋白酶体泛素化

降解中发挥重要作用[5]。Srsf1能够调控自身表达以维持在细胞

中的稳态水平，以蛋白磷酸化、甲基化修饰状态决定核质分布，

通过剪接依赖和非依赖功能调控靶基因表达。

可变剪接是 mRNA前体通过不同的剪接方式产生剪接异

构体，极大地增加了真核基因表达的复杂程度，同时也是产生

蛋白质多样性的原因之一[6]。目前已经发现了多种 mRNA的可

变剪接形式，主要包括：外显子跳跃、可变 3'或 5'剪接位点、互

斥外显子和内含子保留。对于基因组中的可变剪接事件研究现

在大多使用基因芯片以及转录组测序（RNA-Seq）技术。例如在

肺癌细胞中鉴定 SRSF1调控的可变剪接事件，通过外显子连

接芯片结合适当的算法，鉴定了 SRSF1的靶基因 PRRC2C在

肺癌细胞中的差异表达，并发现了 PRRC2C的一个新剪接体[7]。

RNA-Seq是近几年发展迅速的一种高通量测序技术，因为检测

成本较芯片而言更低，分析方法更加简便，也越来越多的用于

可变剪接事件的研究。例如对于 Fkbp51基因敲除的小鼠肝脏

转录组进行可变剪接的研究正是使用的 RNA-Seq技术，通过

TopHat对测序结果进行分析，就能够得到差异表达基因以及

产生的可变剪接事件[8]。虽然基因芯片技术以及 RNA-Seq技术

在研究基因可变剪接事件时具有非常高的可信度，但是并不能

达到百分百的正确，必须结合 PCR、实时荧光定量 PCR或者一

代测序技术对分析结果进行进一步的验证。

GT1-7细胞是通过转基因技术分离小鼠下丘脑 GnRH神

经元得到的，能够以高频度、高幅度的脉冲形式释放 GnRH，成

为研究性发育相关机制的理想离体细胞模型[9]。本文利用实验

室现有的 Srsf1基因表达敲低的 GT1-7细胞（SRSF1-KD）和野

生型 GT1-7细胞分别抽提 RNA，做 RNA-seq 数据分析，利用

rMATS软件 [10] 分析两株细胞内可变剪接事件的变化，确定

Srsf1调控的下游关键基因，为解析 SRSF1调控性发育相关机

制的研究提供新的方向。

1 材料与方法

1.1 实验材料与仪器

Srsf1基因表达敲低的 GT1-7细胞（SRSF1-KD）和野生型

GT1-7细胞由本实验室保存。

胎牛血清（Gibco，美国）；PBS缓冲液（南京凯基生物科技

发展有限公司）；DMEM高糖培养基（Hyclone，美国）；RNAiso

Plus（Trakara）；逆转录试剂盒（Thermo Scientific）；SuperReal

PreMix SYBR Green（TIANGEN）；RIPA lysis buffer等蛋白相关

试剂（碧云天公司）；引物合成（苏州泓迅生物科技有限公司）。

实时荧光定量 PCR仪购自 Applied Biosystems公司、Nanodrop

分光光度计购自 Thermo公司。

PCR仪、二氧化碳恒温培养箱 BBl5型 (Thermo，美国)；

NanoDrop 微量紫外分光光度计 2000 型 (Thermo，美国 )；

Real-Time PCR仪 7500型(Applied Biosystems Inc.，美国)；倒置

相差显微镜 I× 70型(0LYMPUS，日本)；台式高速冷冻离心机

(Thermo，美国)。

1.2 Real-time PCR检测 Srsf1和相关基因的 mRNA表达水平

细胞按 l× 106（个 /孔）密度接种于六孔板培养，待细胞长

满后吸去上清，用预冷的 PBS洗 3次后，每孔加入 l mL Trizol，

抽提细胞总 RNA。取 2 滋L至分光光度计用 Trizol法分别提取

总细胞 RNA，使用 Nanodrop分光光度计对 RNA定量。检测纯

度和浓度，1：l进行琼脂糖电泳检测其完整性，余下部分立即保

存于 -80℃超低温冰箱中，或立即用于反转录反应。取 1 滋g
RNA经过 Dnase I处理后，用逆转录试剂盒逆转录成 cDNA，

稀释 5倍后作为荧光定量 PCR的模板进行 Real-time PCR。相

关的引物序列见表 1。结果采用 2-△ △ Ct的方法进行分析，P<0.05
作为显著性差异标准。

1.3 RNA-seq
将敲低 Srsf1的 GT1-7细胞株和野生型 GT1-7细胞抽提

RNA进行转录组测序，即 RNA-seq。本实验委托无锡翼和应用

生物技术有限公司进行，使用 Illumina HiSeq2500平台。

1.4 RNA-seq数据处理

测序得到的原始数据经过筛选，去除接头和低质量数据

后，使用 TopHat将测得的短序列比对到基因组上，利用 Cufflinks

组装成完整的转录本，进行转录本注释，以及 Cuffdiff量化每个

条件下的转录本，基因表达量的计算使用 RPKM（Fragments

Per Kilobase of Transcript per Million Mapped Reads）的方法。

1.5 差异表达基因和差异可变剪接基因分析

数据经过归一化和对数转化后，以 q<0.01 和 Log2(fold

change)>2作为基因表达具有显著性差异的标准，筛选样本间

具有显著差异表达的基因，分析 KEGG代谢通路。

同时使用剪接分析软件 rMATS处理数据，按照 FDR<0.05

以及 |IncLevelDifference|≥ 5%的标准进行筛选，得到差异可变

剪接事件及差异可变剪接基因，将差异可变剪接基因使用

KEGG数据库进行通路分析。

表 1 Real-time PCR引物序列

Table 1 primers used for Real-time PCR

Gene Sequences（5'→3'）

茁-actin-F GCATGGGTCAGAAGGATTCC

茁-actin-R TGCTCGATGGGGTACTTCAG

Srsf1-F GGAAGCTGGCAGGACTTAAA

Srsf1-R CGGTAAACATCAGCGTAACAT

Col4a5-F GTCGATGTGCAGTGTGTGAG

Col4a5-R AGCCAATCCACAGAGAGTCC

Fas-F TCTACTGCGATTCTCCTGGC

Fas-R GGCTCAAGGGTTCCATGTTC

Gnb4-F TGTCCTGCTGCCGATTCTTA

Gnb4-R AAGGTCGTAGTCTGCTGTCC

Mapk13-F GCAACCTGGCTGTGAATGAA

Mapk13-R TAGCCCGTCATCTCAGTGTC

Dusp7-F CTCTCAGTTCTTCCCCGAGG

Dusp7-R GCACCAAGACACCACACTTC
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1.6 统计学方法与作图

实验结果采用 GraphPad Prism软件进行统计分析，采用

GraphPad Prism和 Adobe Illustrator作图。各组间比较采用 t-检

验，数值显示 SEM平均值，P<0.05表示有统计学差异。

2 结果

2.1 Real-time PCR检测 Srsf1的 mRNA表达水平

Real-time PCR 检测 Srsf1 的表达水平如图 1 所示，

SRSF1-KD细胞中 Srsf1基因表达量相对野生型 GT1-7的表达

量显著降低 40.2%（P<0.01）。

2.2 差异表达基因分析

通过对 GT1-7细胞和 Srsf1-KD细胞进行 RNA-seq分析，

共检测 10354个基因，我们确定了 875个发生显著差异表达的

基因，其中 523个基因上调，352个基因下调。上调倍数较大的

基因 Uaca、Kcnk2、Dbx2和 Rassf4，分别上调 8.5、6.8、6.8和 6.3

倍；下调倍数较大的基因有 Cdh8、St18、Cd55和 Slc16a7，分别

下调 6.2、6.1、5.8和 5.3倍；其他大多数基因的表达量变化在

2~3倍。

使用 KEGG数据库进行代谢通路分析（图 2），结果显示，

显著性最高的前 20个通路中，已知与性发育相关的通路有

PI3K-Akt 信号通路、MAPK 信号通路、酌- 氨基丁酸能突触通
路。此外，P53通路也受到影响。参与 PI3K-Akt信号通路的基因

中表达量变化较大的基因有 Col4a5、Kdr、Pdgfb，分别下调 3.4

倍、3.0倍和上调 2.6倍。参与MAPK信号通路的基因中表达量

变化较大的基因有 Fos、Pdgfb、Fas，分别下调 2.8倍和上调 2.6

倍、2.0倍。参与 酌-氨基丁酸能突触的基因中表达量变化较大
的基因有 Gabrg1、Adcy8、Gnb4，分别下调 3.6倍、上调 3.1倍和

2.2倍。另外，P53通路也受到 SRSF1敲低的影响，其中表达量

变化较大的基因有 Steap3、Fas，分别上调 5.1倍、2.0倍。基因

Pdgfb同时参与 PI3K-Akt信号通路和MAPK信号通路，基因

Fas同时参与MAPK信号通路和 P53通路，而且两个表达量变

化幅度较大。

2.3 Real-time PCR验证 RNA-Seq结果

随机选择富集到 PI3K-Akt 信号通路和 MAPK信号通路

中 的 五 个 基 因 Col4a5、Fas、Gnb4、Mapk13 和 Dusp7，对

RNA-Seq结果进行验证。这 5个基因在两种细胞中均稳定表

达，且表达量均有显著性变化（图 3A）。Real-time PCR检测显

示这 5个基因的变化趋势与 RNA-Seq结果是一致的（图 3B）。

2.4 差异可变剪接基因分析

使用剪接分析软件 rMATS处理 RNA-seq数据，得到两个

样本间存在显著差异的可变剪接事件共 839个，发生显著差异

可变剪接的基因共 719个，绝大多数基因发生外显子跳跃类型

的可变剪接（表 2）。对所有显著差异可变剪接基因进行 KEGG通

路分析（图 4），结果显示共富集到 12个信号通路，其中已知与

性发育相关的通路只有MAPK信号通路，共 14个基因富集到

该通路，其中 13个基因发生的可变剪接事件类型是外显子跳

跃（SE），1个基因发生的可变剪接事件类型是可变 3'剪接位点。

3 讨论

GnRH神经元脉冲释放 GnRH激素是性发育启动的标志

事件，GT1-7细胞作为 GnRH神经元的离体细胞模型，是研究

图 1 GT1-7和 SRSF1-KD细胞中 Srsf1 mRNA表达

Fig.1 mRNA expression of Srsf1 in GT1-7 cells and SRSF1-KD cells

Note: Bars are means and vertical bars represent SEM（**: P<0.01）.

图 2显著差异表达基因的 KEGG通路分析。纵坐标代表代谢通路类

别，横坐标代表 P值(P<0.05，5％ FDR)

Fig.2 The significant signaling pathways of the differentially expressed

genes. The vertical axis is the pathway category and the horizontal axis is

the P-value(P<0.05, 5％FDR).

图 3A RNA-Seq中差异基因的 reads数比值

Fig.3A The ratio of the reads of differentially expressed genes in

RNA-Seq

图 3B Real-time PCR验证差异基因的表达

Fig.3B The expression of differentially expressed genes was validated by

Real-time PCR(***:P<0.001)

2616· ·



现代生物医学进展 biomed. cnjournals . com Progress inModern Biomedicine Vol.19 NO.14 JUL.2019

Alternative Splicing events
The number of significantly

different events

The number of significantly

different genes

Skipped exon(SE) 648 538

Alternative 3' splice site(A3ss) 48 45

Alternative 3' splice site(A3ss) 45 45

Mutually exclusive exons(MXE) 38 33

Retained intron(RI) 60 58

性发育相关机制的良好材料。本实验室前期工作发现 Srsf1能

够影响性发育相关基因 GnRH、Kiss1的表达，首次将剪接因子

Srsf1与性发育相关基因联系起来，对性发育机制相关研究给

出重要的提示[11]。在之前的报道中，已经发现 SR蛋白家族成员

Srsf4能够通过可变剪接调控基因的表达，进而影响 PI3K-Akt

信号通路改变疾病发展[12]；Srsf3也能够通过调控 p53通路的激

活，影响细胞周期[13]。与之吻合，我们的研究结果显示 srsf1蛋

白同样能够通过调控基因的可变剪接，参与细胞内重要信号通

路的调节。

Srsf1-KD细胞和野生型 GT1-7细胞的 RNA-Seq检测结果

经软件分析得出，显著差异表达基因的 KEGG代谢通路显著

富集到 PI3K-Akt信号通路、MAPK信号通路、酌-氨基丁酸能突
触信号通路，并且这些信号通路已经被报道参与性发育调节。

PI3K-Akt能够使 mTOR磷酸化并激活，同时对 mTOR的抑制

剂蛋白进行抑制，通过 p70S6激酶的信号转导和抑制 4E-BP1，

这些作用共同促进细胞生长、细胞周期进程，而且 mTORC1能

够促进 Kiss1基因表达从而促进性发育启动[14]。在我们之前的

实验中检测 GT1-7细胞敲低 Srsf1后，引起 GnRH和 Kiss1表

达水平均显著降低[11]，也说明了 PI3K-Akt 通路对性发育调节

的重要作用。此外，Srsf1还通过激活磷酸酶 PP2A来促进翻译

起始，PP2A可以抑制 4E-BP和腺苷酸活化蛋白激酶（AMPK，

mTORC1的上游抑制剂)[15-17]。AMPK是一种细胞内传感器，由

能量缺乏激活，参与细胞和全身能量稳态的调节，在 GT1-7细

胞中，已经证明 AMPK能够通过接受上游信号调控来影响

GnRH（gonadotropin-releasing hormone）分泌[18]。哺乳动物细胞

中的丝裂原活化蛋白激酶（MAPK）通过顺序磷酸化和激活其

激酶组分起作用的，MAPK易位至细胞核并激活转录因子，同

时也可以存在与细胞质中发挥作用，参与 GnRH诱导的促性腺

激素亚基和 GnRHR基因的转录调控[19]。我们的分析数据中显

示，共有 17个表达差异显著的基因富集到 MAPK通路，而且

可变剪接的差异基因也富集到该通路，说明 Srsf1作为可变剪

接因子的作用对该通路影响较大。酌-氨基丁酸（GABA）是一种
中枢神经系统中主要的抑制性神经递质，通过介导下游的离子

型通道受体和代谢型受体，增加神经细胞膜内外离子的流动，

发挥生理功能。GABA受体的激活，能够介导 PI3K-Akt信号通

路，有效阻止细胞凋亡，发挥神经保护作用。在 GnRH神经元和

GT1-7细胞系中，GABA及其受体通过直接或间接的方式调节

GnRH分泌[20]。在 GT1-7细胞研究中，GABAA受体的激活会引

起 GnRH分泌的增加，而在雌性小鼠的体内实验中也发现 GA-

BA通过 GABAA受体介导，在排卵前对 LH的脉冲式分泌发

挥抑制作用[21]。在我们的 Srsf1-KD细胞中，GABAA受体基因

Gabrg1、Gabra1均发生显著下调，与之相反，GABAB受体基因

Gabbr1、Gabbr2则发生显著上调，这种变化也在一定程度上解

释了我们之前所观察到的细胞 GnRH表达降低的现象。

除了性发育相关的信号通路，两种差异基因都富集到了癌

症相关的通路，这与小肠、结肠、肺癌等肿瘤细胞中都观察到

SRSF1的表达异常现象一致，而且，许多性发育相关基因也都

与癌症的进程有密切的联系，例如 KISS1能够对某些癌细胞的

转移进行抑制 [22]。对 Dickkopf 4 过表达的胰腺癌细胞进行

RNA-Seq分析后，鉴定了MAPK信号传导途径是核心信号转

导途径[23]。表达差异基因富集到的通路中也出现了 p53信号通

路，最近有研究发现 p53通路的激活与 SRSF1相关。p53通路

具有阻滞细胞周期 /诱导细胞凋亡、促进 DNA修复的作用。在

正常细胞中，p53能够诱导 MDM2(E3泛素连接酶)高表达，促

进MDM2直接结合 p53，抑制其转录活性，从而形成负反馈调

节环路，严格调控 p53蛋白水平[24]。细胞衰老是一种稳定的细

胞周期停滞，最初是由正常成纤维细胞有限的增殖能力观察到

的[25]，因其永久性的生长停滞而被广泛认为是癌症的屏障。在

整合了公开可用的不同人类衰老样本的 RNA测序数据后，科

学家发现细胞衰老中的下调基因显著富含 RBP（RNA binding

protein）基因，尤其是与 mRNA剪接相关的生物过程中的主要

调节因子，在鉴定了细胞衰老中的常见差异剪接事件并进一步

研究后，发现了 8个主要的剪接调节性 RBP，其中包括了 Srsf 1

和 Srsf 7这两个 SR蛋白[26]。相对的，在原代人成纤维细胞中，

Srsf1能够参与致癌基因引发的衰老（oncogene-induced senes-

cence，OIS）的抗肿瘤生成通路 [27]，即 Srsf1 过表达引起

图 4 显著差异可变剪接基因的 KEGG通路分析

Fig.4 The significant signaling pathways of the differentially alternative

splicing genes. The vertical axis is the pathway category and the horizontal

axis is the P-value(P<0.05，5％FDR).

表 2 Srsf1敲低导致的显著可变剪接事件和显著差异基因

Table 2 Significant alternative splicing events and significantly different genes which induced by Srsf1 knock down
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Srsf1-Rpl5-MDM2复合体的形成，抑制MDM2(E3泛素连接酶)

与肿瘤抑制蛋白 p53的结合，消除 p53的MDM2依赖性蛋白

酶体降解，促进 p53的稳定，从而降低细胞增殖，并最终触发致

癌基因诱导的衰老（OIS），研究结果显示 Srsf1是在 p53依赖性

核糖体 -应激检查点途径中起作用。

可变剪接差异基因富集富集到的通路中与性发育相关的

只有MAPK信号通路，已被证实MAPK通路中的MKNK2受

到 Srsf1的可变剪接调控，Srsf1 上调会导致 Mnk2a 剪接体表

达的下调，而Mnk2b剪接体则激活 eIF4E非依赖的MAPK信

号通路[28]。而这种可变剪接体表达水平的转换已被证明可以调

节前列腺癌细胞化疗的耐药性[29]。最近更多的人使用 RNA-Seq

技术对可变剪接事件进行研究，比如 SRSF1在胶质瘤细胞中

表达增加，通过 RNA-Seq全面筛选并鉴定了胶质瘤细胞中受

到 SRSF1调控的可变剪接事件，进行 Motif分析揭示 SRSF1

对可变剪接的位置依赖性调节，证实 SRSF1促进细胞增殖、存

活和侵袭[30]。在照射治疗的肺癌细胞中发现了 SRSF1的水平升

高，而 SRSF1的敲低使癌细胞对辐射敏感，利用 RNA-Seq 分

析证明了 SRSF1 调节相关的剪接事件，特别是 PTPMT1

（PTEN样线粒体磷酸酶）的剪接，促进 AMPK的磷酸化，从而

诱导 DNA双链断裂以使癌细胞对辐射敏感[31]。基因表达谱芯

片最初广泛用于基因差异表达的分析，后来也同样用于分析可

变剪接事件，但是正确率相对较差。近来为了解决这个问题，已

经开发了外显子连接芯片。为了了解连接芯片检测可变剪接事

件的正确率，对使用严重影响可变剪接的药物处理过的乳腺癌

细胞系同时进行 RNA-Seq检测和连接芯片检测，对两者获得

的结果比较发现，RNA-Seq在发现超出探针范围的新可变剪接

时更有优势，而对于探针覆盖的区域，两者呈现高度的一致性，

这表明外显子连接芯片可以在某些程度上成为 RNA-Seq的可

行替代方案，用于研究可变剪接事件[32]。虽然本研究的结果中

显示可变剪接差异基因与表达差异基因数目相差不多，但代谢

通路富集的结果却差异巨大，这可能与 Srsf1调控靶基因表达

方式的多样性有关，即除了可变剪接的方式以外，还有参与无

义介导的 mRNA衰变（NMD）[33]、作为衔接蛋白促进 mRNA的

核输出[34]、阻止诱变型 R环结构的形成以维持基因稳定性[35]等。

4 结论

本研究利用 RNA-Seq 技术，成功检测了 GT1-7 细胞和

Srsf1基因敲低的 GT1-7细胞表达谱，通过分析基因表达差异

以及可变剪接事件，证明了 Srsf1 对于 PI3K-Akt信号通路、

MAPK信号通路、酌-氨基丁酸能突触信号通路、p53通路的调
控作用，并且这些信号通路提示我们 Srsf1可能更多的通过非

可变剪接方式影响性发育相关基因的表达，而非可变剪接方

式，给后续更深入的性发育研究提供了理论基础。
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