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前言

Serine/arginine splicing factor 1（Srsf1，也称为 ASF/SF2）是

高度保守的 SR（精氨酸、丝氨酸富集）家族的典型成员之一，本

身是个剪接因子，参与 mRNA的剪接[1]，同时也是一个转录后

调控的蛋白，主要表现在维持染色质的稳定、促进转录、参与

mRNA的成熟、帮助 mRNA出核[1-3]，促进 mRNA翻译[4,5]，促进

蛋白泛素化降解等 [6]。除此之外，Srsf1也参与无意义介导的

mRNA降解（NMD）[7]。Srsf1对于大多数细胞来说都很重要，它

可以维持基因组的稳定、细胞的活力，参与细胞周期的进程。最

近的研究表明 Srsf1也是一个原癌基因，在小肠、乳腺、大肠、

肝、肺癌等多种癌症中都发现了表达上调的 Srsf1基因[8，9]。虽然

Srsf1功能众多，目前为止，没有研究表明它与性发育相关基因

之间存在关系。

本次研究选取小鼠下丘脑神经元 GT1-7 为细胞模型，

GT1-7细胞能够稳定的分泌 GnRH，同时也表达 Kiss1基因。下

丘脑 GnRH神经元以高频度、高幅度的脉冲形式释放 GnRH是

性发育起始的标志[10,11]，而 Kiss1神经元分泌的 kisspeptin则是

GnRH释放的 "脉冲发生器 "[1]。本课题组前期研究发现 Srsf1

是小鼠性发育相关基因 miR-505的靶基因。为了了解 Srsf1在

GT1-7细胞中是否也影响了 GnRH、Kiss1 这两个性发育性关

基因，本文使用慢病毒载体构建了一个针对 Srsf1 基因的
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gene sequences（5'→3'）

茁-actin-F GCATGGGTCAGAAGGATTCC

茁-actin-R TGCTCGATGGGGTACTTCAG

Srsf1-F GGA AGC TGG CAG GAC TTA AA

Srsf1-R CGG TAA ACA TCA GCG TAA CAT

GnRH-F CCACTGGCCCGTTCAC

GnRH-R GCTTCCTCTTCAATCAGATTTCC

Kiss1-F GGCACCTGGATAAAGTGAAG

Kiss1-R GATTCCTTTTCCCAGGCATT

表 2 Real-time PCR引物序列

Table 2 Primers used for Real-time PCR

shRNA，并转染 GT1-7细胞形成稳定低表达 Srsf1的 GT1-7细

胞株。并用实时荧光定量 PCR技术检测稳转株中 GnRH、Kiss1

的表达情况。

1 材料与方法

1.1 材料

GT1-7细胞系由本实验室保存，胎牛血清购自美国 Gibco

公司、PBS缓冲液购自南京凯基生物科技发展有限公司、高糖

培养基 DMEM购自美国 Hyclone公司、嘌呤霉素、过硫酸铵、

SanPrep柱式 PCR产物纯化试剂盒购自上海生工生物工程有

限公司、DH5琢 感受态细胞购自北京天根生化有限公司、
RNAiso Plus购自 Trakara公司、逆转录试剂盒购 Thermo Sci-

entific公司、SuperReal PreMix SYBR Green购自 TIANGEN公

司、SF2抗体购自 Santa cruz公司、RIPA lysis buffer等蛋白相关

试剂购自碧云天公司、引物合成于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、Nan-

odrop分光光度计购自 Thermo公司，其余常用化学试剂均购

自国药集团。

1.2 方法

1.2.1 Srsf1-shRNA干扰慢病毒载体的构建、克隆和鉴定 根

据 shRNA设计的一般原则，筛选出 2条针对小鼠 Srsf1基因的

特异性沉默位点 shRNA-1、shRNA-2；并设计一条非相关的阴

性对照 NC，如表 1。将合成的好的 oligo退火形成带粘性末端

的双链片段，与带有 mCherry荧光和嘌呤霉素抗性基因的载体

pLKD-CMV-R&PR-U6-shRNA酶切连接，转化 DH5琢感受态
细胞，使用菌落 PCR筛选出阳性克隆，并进行测序确认。

1.2.2 Srsf1-shRNA慢病毒载体的包装 委托和元生物技术

（上海）股份有限公司进行慢病毒包装，得到滴度如下的慢病

毒 ：shRNA-1：4.42E+08 TU/mL；shRNA-2：2.92E+08 TU/mL；

NC：4.46E+08 TU/mL。

1.2.3 Srsf1-shRNA慢病毒转染 GT1-7 细胞 将 GT1-7 细胞

用胰酶消化，铺到 24孔板中，每孔 10万个细胞。病毒按感染复

数（ multiplicity of infection，MOI）1、10、50 的浓度分别感染

GT1-7细胞。用含 10%FBS的 DMEM培养基在 37℃培养箱中

培养 72 h，荧光显微镜下观察红色荧光的亮度，确定MOI。

将 GT1-7细胞分为三组接种到 24孔板中（每孔 10万个细

胞），分别为实验组（感染 shRNA-1、shRNA-2)，阴性对照组(感

染 NC)，空白对照组（未处理的 GT1-7细胞）。用 MOI为 50的

慢病毒转染 96 h后，用嘌呤霉素（3 滋g/mL）进行筛选。经嘌呤
霉素筛选 15天后，少量细胞传到 6孔板里，挑取单克隆到 96

孔板，扩大培养获取稳转株。收集细胞进行 Real-time PCR和

western blot的检测。

1.2.4 Real-time PCR检测 Srsf1、GnRH、Kiss1的 mRNA表达水

平 用 Trizol法分别提取总细胞 RNA，使用 Nanodrop分光

光度计对 RNA定量。取 1 滋gRNA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。内参基因 茁-actin和 Srsf1的引物

序列见表 2。结果采用 2－△ △ Ct的方法进行分析。实验至少重复

三次。

1.2.5 Western blot检测 Srsf1的蛋白表达水平 将细胞铺进 6

孔板，汇合度达到 90%以上时收集细胞，用 RIPA裂解液裂解

细胞，离心收集上清，用 BCA方法检测蛋白浓度。加入 load-

ing buffer 99℃煮 5-10 min，取 30 滋g跑 SDS-PAGE，转膜后，用

5%BSA封闭 1 h，孵一抗（1：1000）4℃过夜。第二天，室温孵育

辣根过氧化物酶标记的二抗（1：1000）1 h，TBST洗膜（3× 15

min），用碧云天的 ECL Plus 试剂遮光处理 1-2 min 后放入

Bio-Rad凝胶成像系统中进行拍照，图片用 Image Lab软件进

行分析，后用 Adobe Illustrator软件进行作图。

1.3 统计学方法与作图

实验结果采用 GraphPad Prism和 Image Lab 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，P<0.05表示有统计学差异。

2 结果

2.1 GT1-7细胞转染慢病毒的最适MOI

各组慢病毒浓度按 MOI 为 1、10、50 的量转染 GT1-7 细

胞，转染后 72 h在荧光显微镜下观察细胞 mCherry荧光的亮

度，见图 1。确定 1：50的稀释倍数是后续实验使用慢病毒的

MOI。

2.2 Real-time PCR检测 Srsf1的表达

Real-time PCR检测 Srsf1的表达水平如图 2所示，空白对

照组 GT1-7细胞中 Srsf1的表达量与阴性对照组 NC相比无明

显差异（P=0.7072），实验组 shRNA-1和 shRNA-2中 SFSR1的

表达量相比 GT1-7显著降低（P<0.05）。其中 shRNA-1的敲低

效率达到 45%（P<0.001），shRNA-2 的敲低效率为 32%（P<
0.01）。后续实验选取 shRNA-1这株细胞进行。

表 1针对小鼠 Srsf1基因设计的 shRNA及阴性对照的序列

Table 1 Sequences of shRNAs trageting mouse Srsf1 and negative control

shRNA

shRNA gene sequences

shRNA-1 Srsf1 GCCCAGAAGTCCAAGTTAT

shRNA-2 Srsf1 ACAGCAGGAGTCGCAGTTA

NC NC TTCTCCGAACGTGTCACGT
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图 2 Srsf1-shRNA慢病毒稳转 GT1-7细胞后 Srsf1的表达

Fig. 2 mRNA expression of Srsf1 in GT1-7 cells infected with

Srsf1-shRNA lentivirus

Note: Bars are means and vertical bars represent SEM（*P<0.05，**P<0.

01，***P<0.001）

图 3慢病毒干扰的 GT1-7细胞中 Srsf1蛋白的表达

Fig.3 Protein expression of Srsf1 in GT1-7cells with lentivirus infection

Note: Bars are means and vertical bars represent SEM（*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001）.
Figure in column A is western blot results of NC and GT1-7 and shRNA, figure in column B show relative level of protein.

2.3 Western blot检测 Srsf1敲低的 GT1-7细胞中 SRSF1蛋白

的表达

Western blot 结果如图 3 所示，空白对照组 GT1-7 中

Srsf1 蛋白表达量与阴性对照相比无明显差异（P>0.05）。
实验组 shRNA-1 与 GT1-7 相比 Srsf1 蛋白表达量降低了

42%（P<0 .05）。
2.4 Srsf1敲低的 GT1-7细胞中 GnRH、Kiss1的表达

检测敲低 Srsf1的 GT1-7细胞中性发育相关基因 GnRH、

Kiss1的表达变化，结果如图 4所示。在 Srsf1-shRNA干扰实验

组中，GnRH、Kiss1的表达量相比于 GT1-7显著降低（P<0.05），
GnRH降低 35%(P<0.01)，Kiss1下降 46%(P<0.001)。

图 1荧光显微镜观察 mCherry的表达（白光和荧光视野× 100）

Fig.1 Expression of mCherry detected by fluorescence microscope (light

and fluorescence field× 100)

3 讨论

Srsf1本身是个剪接因子，参与 mRNA初级体的剪接，在

mRNA代谢方面也发挥重要作用，在核内可以与 RNA聚合酶

Ⅱ作用促进转录延伸[2]，也可以与 TAP/NXF1受体相互作用帮

助成熟 mRNA进行核输出[13]，并且在维持基因稳定性中也发

挥重要作用，可以阻止诱变型 R环结构的生成[14]。在细胞质中

可以直接或间接的和 mTORC复合体相互作用来增强翻译[5]，

Srsf1还通过 RRM2结构域与 SUMO E3连接酶 PIAS1相互作

用，调节蛋白泛素化[15]。除此之外，Srsf1还是一个原癌基因和肿

瘤密切相关[16]，有研究表明 Srsf1的上调会促进成纤维细胞和

上皮细胞的增殖，抑制它们的凋亡，从而使细胞获得更强的增

殖能力和凋亡抗性[17]。在结肠直肠癌（CRC）细胞中，长非编码

RNA metastasis associated lung adenocarcinoma transcript 1

（MALAT1）能够促进 SRPK1 催化 SRSF1 磷酸化，导致

AKAP-9（A-kinase anchor protein 9）表达上调，增强 CRC 细胞

扩增、侵袭和转移的能力[18]。已知一些和性发育相关的基因同

时也是肿瘤相关基因，Kiss1基因就可以抑制许多癌细胞的转

移能力[19]。本次研究为了探索 GT1-7中 Srsf1对性发育相关基

因的影响，在 GT1-7细胞中用慢病毒介导 shRNA的方法敲低
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图 4 Srsf1敲低的 GT1-7细胞中 GnRH、Kiss1的表达量变化

Fig.4 Change of GnRH and Kiss1 mRNA expression in GT1-7 cells with

Srsf1 knockdown

Note: Bars are means and vertical bars represent SEM

（*P<0.05，**P<0.01，***P<0.001）

Srsf1，并检测性发育相关基因的表达量。RNA干扰（RNAi）可

以引起目标基因的特异性沉默，广泛的应用于基因功能研究。

近来，一系列技术的进步加强了病毒性传递的 RNAi性能，例

如，把短发卡 RNA（shRNA）合并入内源性的 microRNA

（shRNAmiRs），使用 Tet调控的启动子同步起始基因敲除[20]。

使用慢病毒载体，可使 shRNA片段高效的转染细胞，并整合到

宿主的基因组中进行持续的基因敲除[21]。本实验利用慢病毒包

装的 shRNA，成功的感染了 GT1-7细胞，并使 Srsf1的 shRNA

整合到基因组中，持续的对细胞内的 Srsf1进行敲减。

在 GT1-7 细胞中敲低 Srsf1 会抑制性发育相关基因

GnRH、Kiss1的表达，这是一个非常重要的结果，首次把剪接因

子 Srsf1蛋白与性发育相关基因联系到了一起。GnRH是由下

丘脑 GnRH神经元分泌的，GnRH分泌调控是深入揭示性发育

启动的关键因素。Kisspeptin是 Kiss1基因编码的神经内分泌

肽类激素，可直接作用于下丘脑 GnRH神经元，促进 GnRH分

泌，激活 HPG轴，启动性发育[22]。虽然在本次研究中看到了

Srsf1影响了 GT1-7细胞中 GnRH、Kiss1基因的表达，但其中

的分子机制还是未知的。已有证据表明 Srsf1可以激活丝裂原

活化蛋白激酶（MAPK），与腺苷酸活化蛋白激酶（AMPK）也相

关[23,24]，而在 GT1-7细胞中，AMPK通过接受上游信号调控活

力来影响 GnRH分泌 [25]。Kisspeptin能够刺激MAPK-AKT信

号，与 ERK信号在功能上参与 GnRH mRNA表达[26]。为了明确

Srsf1调控性发育相关基因的分子机制，还需要做很多工作来

完成。后续可以在 SRSF1敲低的细胞株中进行 RNA-seq，找到

SRSF1敲低影响的信号通路，同时进行 RNA免疫共沉淀测序，

找到在 GT1-7细胞中 SRSF1和哪些 mRNA相互作用，结合文

献的阅读及实验验证，来解析其中的分子机制。

本次实验在低表达 Srsf1 的 GT1-7 细胞中看到 GnRH、

Kiss1基因表达量的减少，这提示了 Srsf1和性发育之间有某种

联系。但是在 GT1-7中 Srsf1的敲低效率只有不到 50%，可能

因为 Srsf1是一个极其重要的基因，如果敲低的程度比较高的

话，会导致细胞的死亡。有报道称在小鼠和秀丽隐杆虫中发现

敲除 Srsf1，会造成胚胎致死[1]。在非洲爪蟾胚胎发育研究中发

现，Srsf1通过调节组织特定基因的可变剪接，影响心脏、软骨

和胚层的形态发育[27]。而且当 Srsf1过表达的时候，会增强细胞

的增殖、侵袭、转移和抗凋亡能力，引起肿瘤的发生。细胞为了

抵御 Srsf1这种异常表达带来的伤害，会很严格的调控细胞内

Srsf1基因的表达。Srsf1有一个自身的调控作用，当细胞内

Srsf1浓度较高的时候，会引起 Srsf1mRNA产生无意义介导的

降解[28]，而在 Srsf1浓度较低时又会促进自身 mRNA的转录和

翻译。Srsf1还可以和 miR-7相互作用形成一个负反馈环路，

Srsf1能够作为辅助因子结合 pri-miRNA促进 miR-7的 Drosha

切割，当细胞中出现过多的 miR-7时，miR-7便会与 Srsf1的

3'UTR作用抑制 mRNA的翻译[29]。所以作者推测在 GT1-7细

胞中 Srsf1即使被 shRNA敲低，也会维持在一定的水平。

综上所述本实验成功的构建了稳定低表达 Srsf1 的细胞

株，并发现在 GT1-7细胞中敲低 Srsf1会抑制性发育相关基因

GnRH、Kiss1的表达。为后期解析 SRSF1影响性发育相关基因

的分子机制提供研究基础。
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