
一旦…攒
…

…肚
…

一间
… 剪接园子 SR-蛋白特异的激酶-SRPKl 的发现崇

桂建芳

(中国科学院水生生物研究所武汉 43 0072)

1 9 77 年， 当美国麻省理工学院 的 Phillip

Sharp 和冷泉港实验室 的 Richard Roberts 分

别领导的两个研究小组在研究腺病毒 (adenov

irus) 和其 mRNA 之间的杂种分子发现了基因

割裂(split )现象[ 1 ， 2 ]时 ， 他们立刻感到 诺贝尔

巳带着他的遗产敲开了他们的心扉。果然， 一、

个新的称为 RNA 剪接 Splicing 的研究领域从

此诞生了 ， 16 年后， 随着这一领域的不 断开

拓， 当时这一发现的领导 者 Phil1iP Sharp 和

Richard Roberts 终于于 1 993 年分享了诺贝尔

生理和医学奖[ 3 ， 4] 。

在 1992 至 1994 年两年间 ， 笔者在美国加

州大学圣迭戈校区 (University of California, 

San Diego, UCSD) 付向东 (Xiang-Dong Fu) 

教授实验室从事博后和访问研究时 ， 有幸涉足

这一研究领域， 并鉴定出一个特异于 RNA 剪

接因子 SR-蛋白 、 并将 RNA 剪接和细胞周期

调控联系起来的激酶庐， 6] 。 应本刊之邀，特在

此将这一研究的背景、过程、 结果及其意义简

介于下。

一 、 SR一蛋白 及其在 RNA

剪接中的功能作用

RNA 剪接研究中重大的发现之一 是 选择

性剪接 (alternative splicing) , 即在 同一个基

因中 ， 其剪接位点和形式可以改变，从而导致

一个基因能产生多个具有明显 差 异 的蛋白产
物[7] 。

选择性剪接是如何进行的 呢?从 1990 年

开始， 一组称为 SR-蛋白的发现燃起了这一研

究的热点。 第一个被找到的 SR-蛋白是 SF 2/ 

ASF ， 它是在分析组成性 (constitutive) 剪接和

选择性剪接中发现的[ 8 ， 9] 。 迄今已发现并克隆

了这个蛋白家族的 8 个成员 ， 它们是 SF 2/ 

ASF , SC35 , SRP20 , SRp55 , U2 AF 65 , 

U 1 70K 以及 tra 和 su 等 [ 1 0-1句。这个蛋白家

族成员的氨基酸顺序具有两个共同的特 征z

(1) 具有一个或多 个 RNA 识别结构 (RNA

recogni tion mo tif ， 简称 RRM) J (2 ) 都 含有

一个或多个富含 SR(S-丝氨酸， R-精氨酸) 二

肤重复序列的区段。 SR-蛋白就 是 因其含有

SR 区段而得名。

SR-蛋白是剪接的基本要素。在缺少 SR

蛋白无剪接活性的细胞组分中 ， 加入 SR-蛋白

可恢复剪接活性[1 2]。它们在将 mRNA 前 体组

装进剪接体的起 始阶 段起了 至 关 重 要的作

用 [ 11 ， 13 ] 。 在体外剪接反应分析时， SR-蛋白具

有类似的功用 ， 也就是说， SR-蛋白家族的任

何成员都能使缺少 SR-蛋白无剪接活性的细胞

提取液恢复剪接功能[lzh

体外剪接研究表明 ， SR-蛋白通过蛋白与

蛋白以及蛋白与 RNA 间的相互 合 作 可导致

RNA 剪接的功能完成 [ 1 3- 15] 0 SR-蛋白是剪接

体组装和 RNA 剪接的关键因子 ， 特别是在剪

接体形成的早期阶段， 其作用更为显著， 且这

种功能作用很可能是通过蛋白间 SR 区 段的相

互作用而实践的。 因此， 揭示 SR-蛋 白中 SR

区段的功能作用及其调控机制已 开 始成为

RNA 剪接研究中的主要热点之一。

二、 剪接因子的组装和去

组装现象及其与细胞周 期

调控和激酶的联系

用 snRNPs 的特异性抗体和 SR-蛋白 的特

· 中国细胞生物学学会第六届学术大会大会报告.
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异性抗体进行的亚核定位研究发现， 这些剪接
因子面细胞核内聚集成 20-50 个斑点状(spe

ckles) 的结构[1 5， 17)。接着的许多研究皆表明 ，

这些核内斑点状结构是剪接因子集中的区域 ，

并发现当转录被抑制或病毒感染时， 剪接因子

将重新分布(17) 。

有关这些核内斑点状结构的一个最有趣的

发现是其在细胞周期过程中发生的组装和去组

装现象。 它们在细胞分裂间期 ， 成典型的斑点

状结构z 随着细胞进入有丝分裂， 斑点逐渐分

散， 到有丝分裂中期时，斑点消失s 当分裂完

成后， 斑点又在两个子细胞中重新出现[叫。

这一现象表明 ， 剪接因子聚集的核内斑点与哪

些在细胞周期中发生了组装和去组装的细胞器 ·

如染色体、 核膜、 纺锺体和核仁等类似， 可能

与某些细胞周期调控因子有关。

90 年代初期，正值细胞周期调控研究的

峰期。 当 80 年代末一批发育生物学家、 生化

学家、 遗传学家、 细胞生物学家和分子生物学

家分别采用不同的研究系统，从不同的角度鉴

定出早在 20 年前由 Masu i 和 Markert 首先确

认的存在于成熟卵母细胞中的成熟促进因子

(MPF)就是 p 34 cdc2 这一调控细胞周期的主

要激酶后， 大量的研究很快发现， 有丝分裂过

程中细胞器和细胞内结构的去组装和重新组装

大多是由于特定蛋白的磷酸化和去磷酸化引起

的[lMO] ， 即是激酶 (kinase ) 和磷酸酶 (phosph-

atase) 作用的结果。

p 34 cdc2 激酶是导致细胞有丝分裂时一

系列事件发生从而打开有丝分裂之门的主要激

酶。许多与有丝分裂有关的蛋白 ， 如结合于

DNA 的组蛋白 Hl 、 核膜的主要成 份核层蛋

白 (lamin) 和核仁的主要成份核仁蛋白 (nucle

olin) 等都是 p 34 cdc2 激酶的 直接底物。 比较

发现， 这些蛋白底物磷酸化位置的氨基酸序列

具有很强的同源性， 其共有序 列 (consensus

sequences) 为 S/T*-P-X-R/K ( *标明磷酸化

的氨基酸位点) [21)。因而， 一些含有这一同源

序列的蛋白有可能是 p 34 cdc2 激酶的磷酸化底

物。

从对发表文 献 的比较分;析中发现，非

snRNP 的剪接因子 SR一蛋白可能是磷酸化蛋

白，因为其 SR 重复区域含有类似于 p 34 cdc2 

激酶 (即 MPF)磷酸化底物的共有序列。为了证

实 SR-蛋白为磷酸化蛋白并鉴定出催化其磷酸

化的蛋白激酶， 为了揭示 RNA 剪接与细胞周

期调控的联系以及剪接因子在细胞周期中组装

和去组装的分子机制及其磷酸化的生理意义，

我们开展了下列的一系列研究。

三、 SR-蛋白特异的激酶

一-SRPK 1 的鉴定过程

1.有丝分裂中期细胞提取液中存在促使

核肉斑点去组装的活性因子

由于 SR-蛋白中含有类似于 P 34cdc2 激酶

磷酸 化 底物的共有序列，开始时，我们比较

简单地认为 SR-蛋白可能也 是 p 34 cdc2 激酶的

磷酸化底物。 为了验证上述设想，我们在获

得了同步的有丝分裂中期细胞和间期细胞并制

备出有丝分裂中期细胞提取液和间期细胞提取

液 [ 22 )的基础上， 首先比较分析了有丝分裂中

JV3 细胞提取液和问期细胞提取液中 P 34cdc2 激

酶的活性差异，确证有丝分裂中期细胞提取

液中 P 34cdc2 激 酶的活 性要比间期细胞提取

液中高得多; 接着采用体外诱导有丝分裂事件

的方法[ZS] ， 发现中期细胞提取液不但能诱导

核膜破裂和染色质凝集， 而且诱导核内斑点发

生了去组装。这说明我们制备的有丝分裂中期

细胞提取液中不但存在能使核膜破裂和染色质

凝聚的活性物质，也存在促使核内斑点去组装

的活性因子。

2. 导鼓楼肉斑点去组装的活性因子不是

P 34c dc2 激酶

有丝分裂中期细胞提取液中导致核 膜破

裂和染色质凝聚的 主要成份是 P 34 cdc2 激
酶[响， 促使核内斑点去组装的活性因子会

不会也 是 P 34 cdc2 激酶呢?如果 SR-蛋白是
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P 34cdc2 激 酶的直接底物，则 SR-蛋 白可以

被 P 34cdc2 激酶磷酸化。为了验 证这一设

想， 我们从原核细胞和其核细胞杆状病毒表达

系统中表达并纯化了 SR-蛋白中的 sc 35、 SP

2/ASP 和 P 55。接‘着 ， 利用 p 13-Sepharose 

beads 与 P 34 cdc2 激酶 亲和性结合的特

性[lM4] ， 分别从有丝分裂中期细胞提取液和

问期细胞提取液中沉淀 出 P 34cdc2 激酶 ， 然

后进行激酶测定。结果 出于所料， 与 P 13-

Sepharose beads 结合的 p 34 cdc 2 激酶对组蛋

白 H1 具有很高的激酶活性， 而对 SR-蛋 白没

有激酶活性，不能使 SR-蛋白磷酸化。

为了确信上述结果，我们购买了纯 化的

MPF。 在用 H1 作为底物对照的条件下， 用它

来磷酸化 SC 35 和 P 55，所获得的 结果与用

p 13-Sepharose beads 进行亲和性沉淀所得到

的结果一样，纯化的 MPF 也不能 使 SR-蛋白

磷酸化。 此外，用 P 34cdc2 单克隆抗 体进行

免疫沉淀所进行的激酶测定也获得了相同的结

果。接着我们发现， 缺失了 P 34cdc2 激 酶的中

期细胞提取液仍能诱导核内斑点发生去组

装，也就是说 P 34 cdc2 激酶的缺失对核内斑

点去组装没有影响。同时，用纯 化的 MPF 处

理通透细胞，虽可观察到诱导核膜 破 裂的作

用，但对核内斑点没有诱导功能。这些实验一

致表明 ， P 34cdc2 激酶没有 直接参与 SR-蛋白

的磷酸化，它不是催化 SR-蛋 白磷酸 化的激

酶， 导致核内斑点去组 装的活 性 因子不是

P 34 cdc 2 激酶。

至此，我们的研究结果虽突出了我们的预

料之外，但 SR-蛋白能被有丝分裂中期细胞提

取液高度磷酸化的结果使我们坚信 SR-蛋白是

磷酸化蛋白，细胞提取液巾必定存在催化其磷

酸化的激酶，也许该激酶是已知的，也许是未

知的。 在反复思考和多次试探性实验之后， 进

行了分级分离试验。 结果发现， 促使 SC 35 磷

酸化的激酶活性和 p 34 cdc2 激 酶 活性经 P ll

离子交换柱层析后，两者完全分开了 ， H 1 激

酶活性在 0.35 mol/ L NaCl 时就洗下下来， 而

SC .35 的激酶活性在 O. 6 mOl/L NaCl 以后才

被洗脱下来。 接着，我们将具有 H1 激酶活性

的组分以及具有 SC 35 激酶活性的组分分别结

合在一起， 并在相同的条件下分别进行去组装

诱导实验。 结果发现， 含有 P 3 4cdc2 激酶的组

分 能 诱导核层蛋白去组装， 导致核膜破裂，

但对核内斑点没有影响z 与此相反， 含有 SC

35 激 酶活性的组分能诱导核内斑点去组装，

但不能诱导核层蛋白去组装。

3. 催化底物特异性及激酶命名

磷酸化底物分析的结果表明， 这一新发现

和鉴定的可促使 SC 3 5 磷酸化的激酶能使已作

过测定的所有的包括 SRp 20 、 SC 35、 SF 2/ 

ASF、 SRp 55 和 U 2 Ap66 这 5 种含有 SR 重

复序列的蛋白磷酸化， 但不能使其它蛋白如组

蛋白 H1 、 成视网膜细胞瘤基因产物 Rb 蛋白

和原癌基因产物 c-Jun 发生磷酸化。因而可以 .

认为它是一种特异性催化 SR-蛋白磷酸化的激

酶， 具有很强的专一性， 因而我们将这一激酶

命名为 SR-蛋白特异的激酶 (SR- protein-spec

ific kinase ) ， 简称为 SRPK 10 

磷酸化氨基酸分析显示， 这是一种丝氨酸

激酶F 其磷酸化发生在 SR-蛋白中重复 的 SR

区域。至此， 一个与 RNA 剪接有关催 化 SR

蛋白磷酸化且调控剪接因子于细胞周期不同时

期在细胞内定位的丝氨酸激酶被发现和鉴定出

来了。可谓"山穷水复疑无路， 柳暗花明又一

村"了。

4 . SRPK 1 的细胞周期调节

在 SRPK 1 被鉴定及其底物特 异性明朗之

后， 我们很自然地将注意力!转向了 S盯K1 与

细胞周期相关的研究， 并试图通过这一研究，

重新架起 RNA 剪接与细胞周期调控的桥梁，

寻找到新的线索。

首先， 我们通过同步诱导、 32Pi 活细胞标

记和采用盐两 步沉淀j分离 SR-蛋白的方

法[吼叫， 比较研究了活体细胞中 SR-蛋白的

磷酸化程度。研究结果表明 ， 与间期细胞相

比，中期细胞中的 SR…蛋白被高度磷酸化，其
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严
、u
v

磷酸化程度耍比问期高 3-5 倍 ， 且其磷酸化

的氨基酸残基也是丝氨酸。因此， 活 体中的

SR-蛋白磷酸化是细胞周期调节的。

活体中 SR-蛋白的磷酸化是细胞周期调节

的，它是 SRPK 1 导致的吗? 显然， 分析细胞

在细胞周期不同时相的 SRPK 1 活性可以找到

这一答案。 SRPK1 能与 Pll 交换树脂 (resin )

紧密结合的特性为测定细胞周期不同时相的

SRPK l 活性提供了极为便利的条件。为此，

我们采用细胞同步培养的方讼[叫叫 ， 诱导并

制备出处于细胞周期不同时相 包括 G 0 , G 1 ( 

S 、 S 、 G 2 和 M 期 5 种细胞提取液， 然后从

这 5 种提取液中分别取等茧的样 品， 用等;垦

的 P ll 树脂分别与之结合并用 0.5 mol/L 的

NaCl 在相同的条件下洗相同的次数 ( 3-4 次 )

洗去其它激酶以减少杂质污染后，再将与之结

合的 SRPK1 用 SC 35 和 SF 2/ASF 为底物， 来

测定其激酶活性。 结果表明，中期细胞捉取液

中的 SRPK 1 活性要比问期细胞中高 3-5 倍。

SR-蛋白在活体中的磷酸化 差异和 SRPK

l 在不同时相细胞提取液中的活性差异是二致

的 ， 都是中期比问期高 ， 且高出的倍数也基本

相同。这两个实验的趋同性强烈意味着活体中

SR-蛋白的磷酸化可能是由 SRPK 1 导致的 ，

且都是细胞周期调控的。

此， 在阅览并借鉴包括 MPF 等激酶纯化经验

的基础上， 开始了纯化 S盯K 1 的尝试。在经

过 10 多种 不同层析柱的分离试探和纯化条件

的摸索之后， 我们总结出了一个纯化方案。该

方案由 4 个连续的分离步骤组成。

纯化的第一步是 P l1 离子交换柱。细胞

抽提液上样到 P ll 柱后 ， 绝大多数蛋白没有

与之结合， 流了出来z 结合于柱上的蛋白经

NaCl 梯度洗脱后， 又获得了一定的分离纯化，

SRPK1 的活性存在于约 0.7 mOl/ L NaCl 的洗

脱液中。经这第→步分离之后， 总蛋白量减少

了约 50 倍 ， 而其 SRPK1 的激酶活性提高了

约 18 倍 ， 获得了约 900 倍的纯化效果。 激酶

活性的提高可能是抽捉液中含有 SRPKl 的抑

制子 ， Pll 柱分离后， 其抑制子被分开，因而

活性提高。这一假设已为我们后来的研究所证

实(Gui & Fu ， 未报道的研究结果)。

第二步是硫酸胶沉淀与高性能的苯-琼脂

糖疏水性层析柱结合分离。 Pll 柱分离后具有

SRPK] 活性峰值的组分经加有 1 . 5mol/L 的硫

酸腊沉淀去掉一部分杂蛋白后， 用缓冲?在 B 将

沉淀r.5心后的上清液，帘'释至硫酸股浓度为1. 25 

mol/L ， 上样到高性能的苯-琼脂糖疏水性层析

柱， 然后用从含有 1.2 5 mol/L 硫酸胶的缓冲

液 B 到无硫酸股的缓冲液 B 进行线性梯度分

离 ， 结果发现 SRPK 1 的活性峰 值在 约 0 .6

四、 SRPK 1 蛋白 的纯化 mol/L 的硫酸胶浓度时洗脱出来， 经这一结合
及其基因的 cDNA 克隆 分离步骤后， 总蛋白量又减少了 10 倍以上，

但总活性也有所丢失， 与 P ll 柱分离后拥有

1.蛋白纯化 的总活性相比， 其恢复率为 24% 。

至此， SRPK 1 可能为一种新激酶的立论 纯化的第三步是 Mono Q 阴离子交换柱。

巳趋明朗。但要想进一步揭示这一激酶的特性 经这一步分离后，总蛋白是又减少了 10 倍左

和生理功能， 关键是要克隆分离出其基因。而 右， 而总活性略有降低。激酶测定和蛋白银染

在对这一激酶的分子性能尚一无 所知的情况 揭示， SRPK 1 活性在 0 . 35 moljL NaCl 洗脱下

下， 关键的关键是要获得纯化的蛋白。当时， 来。

一想到 MPF 的纯化和分子鉴定几乎花了 2 0 年 纯化的最后步骤 是 Mono S 阳离子交换

的时间 ， 并为乡家实验室共同努力的结果时， 柱。至此 ， SRPK 1 获得了完全纯化，在 0.75

我们对纯化 SRPKl 着实感到 没有多大的把 mol/ L NaCl 时洗脱出来。通过连续的 4 步纯

握。 然而，我们没有止步，也舍不得止步。 为 化之后， 从 12 5 0 mg 蛋白样品中，获得了 1 5 吨
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纯净的 SRPK 10 总的纯化倍数为 230 ， 000 ，

相对于过 P n 柱后(因过 Pn 柱后， 去 掉 了

抑制子，总活性提高了)的恢复率为 16% 。 采

用上述方案，先后进行了 4 次这种大规模:的纯

化，结果一致，具有很好的重复性。

2. cDNA 克隆

纯化的 SRPK1 经电泳转移到 PVDF 膜上

后 ， 切下这一 92 KD 的蛋白带， 经膜酶原位

消化并经反相 HPLC 分离后，我们选取了三个

肤进行了氨基酸测序 ， 获得了这三个肤的氨基

酸顺序。将这三个肤的氨基酸顺序输入基因银

行，查寻结果发现，肤链 2 和j汰链 3 与 已发表

激酶的保守区具有很强的同源性， 而肤链 1 在

基因银行中找不到与之对应的同源顺序。

由于肤链 1 在基因银行中查寻不到与之对

应的同源顺序 ， 说明该段对 SRPK 1 蛋 白来说

具有很强的特异性。因而我们在寻 找 和分离

SRPK 1 基因的 cDNA 克隆时， 首先以肤链 1

"'ST AGNFLVNPLEPK"的氨基酸信息， 根据

遗传密码，设计合成了长为"3 8 个碱基、 共 64

个变化 的寡聚核苦酸 巧'-ACI-GCI-GGI

AATj C-TTTjC-TjCTI-GTI- AATj C - CCI

T jCTI-GAAjG-CCI-AA-3'"。接着， 将这寡

聚核昔酸的末端用 S2p 标记后， 以它作为探

针，从 HeLa 细胞的 cDNA 文库中筛选并纯化

了 30 多个阳性克隆，且找到了一个含有完整

序列的 cDNA 克隆。

该 cDNA 全长为 4346 个 坤，其编码序列

长 1965 个忡，编码蛋白含有 655 个氨基酸。

由此 cDNA 推演出的氨基酸顺序中， 含有

SRPK 1 经氨基酸测序所获得的三个肤链完全

一致的氨基酸顺序，并含有丝氨酸/苏氨酸激

酶催化区域所共有的保守性的催化残基【27 J 。

此外， 还含有两段主要由赖氨酸 (K) 组成的碱

性氨基酸顺序，它们可能具有核内 定 位信号

(nuclear targeting signals ) 的功能作用。

由 SRPKl 基因 cDNA 的编码序列表达出

来的蛋白与从细胞中纯 化出来的一致， 郁为

92KD。 接着， 我们还对 SRPK 1 的特 征和功

能进行了系列研究， 限于篇幅，这里就不详

述。

五、 激酶 SRPK 1 发现的意义

HNA 剪接因子聚集的核内斑点在细胞周

期中发生组装和去组装的现象已早有发现，并

被认为其调控机制可能与那些在细胞周期中发

生了组装和去组装的细胞器如染色体相核膜类

似。 然而， 是什么因子在起关键的调控 作用

呢? 直到本研究之前， 还一直处于猜测阶段。

正如美国冷泉港国家实验室的 Spector 教授在

评述 SRPK 1 发现的意义时所写的那样 "尽

管已有的一些研究使我们窥见了 (RNA 剪接)

这支乐队的许多演员 (指剪接因子) ，但指挥一

直没有露面。桂 等的登 台上场一一当测试

p 311 cdc 2 作为这一指挥的可能性时， 他们引

荐出了一位新的艺术能 手一-SRPK 1，一种

新的其活性为细胞周期调控的激酶。飞 Spector

教授还说 "桂等的研究首次阐述了在剪接因

子的细胞周期调控 和组织中的磷酸 化意

义" (叫。

SRPK] 的发现， 不但揭示了 SRPKl 特异

性地催化 SR-蛋白磷酸化在调节剪接因子在细

胞周期中定位的生理意义， 而且解释了由剪接

因子聚集的核内斑点在细胞周期中发生去组装

和再组装的原因和机制。 因商r- SRPK 1 作为

联系 RNA 剪接和细胞周期调控的关键因子自

它被发现时起， 就受到科学界的高度重视。就

在我们的研究结果发表(5 ， 0)后不久，位于德国

和英国的两家实验室很快就联合报道了磷酸化

在调节剪接体组装和 RNA 剪接中的意义 ( 29J 。

一些有关 RNA 剪接和细胞核亚核结构 的综述

和评论也很快引用了我们的结果[30 ， S I J 。

SRPK1 的发现将~ RNA 剪接、 细胞 周期

和激酶这三个热门的分子和细胞生物学主题联

系在一起， 正如 Spector 教授在评论中所写的

那样，"桂等的这些发现将剪接因子怎样保持

在特定的亚核区域和它们的分布又是如何协调

和谐起来发挥功能这些难题带到了最前沿。全

部的故事还没有完，但启开的序幕是发人深思
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的，我们能够预料到今后几年内必定有振奋人
心的发展。" (28) 。
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