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鸡 5 染色体上 !"#$% 基因的多重跨染色体剪接

赵 洋，余红仕，卢 衡，姚 凯，程汉华"，周荣家"

（武汉大学 生命科学学院 发育生物学研究中心，湖北 武汉 !"##$%）

摘要：性别决定与分化发育是同时涉及生命现象中两种细胞分裂（有丝分裂和减数分裂）形式的惟一的分
化发育过程。对该过程中关键基因 !"#$% 的转录分析，发现位于鸡 & 染色体上的 !"#$% 基因分别同时与 ! 号
染色体上的 &’() &% 基因、’ 号染色体上 &!*# 基因和 % 号染色体上 +,-#) ( ./0 基因发生跨染色体剪接，由
此构成了新的跨染色体剪接本 !"#$%)&’() &%、!"#$%)&!*# 和 !"#$%)+,-#) ( ./0。对其剪接位点的分析，
发现两段染色体序列存在的重叠区可能在这种剪接中起着重要作用。!"#$% 基因在转录过程中同时与多个染
色体上基因发生多次跨染色体剪接的发现，无疑有助于对在转录水平上的多样性基因调控以及性别决定与分化
发育等的认识开辟另一新途径。
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人类基因组计划结果显示，人类的基因约为

%’ ### 多个，比原先预计的 ,# 万个基因相差甚远。

人类等高度物种基因组的复杂性与基因数量的关系

提示，存在其他机制来增加基因组的复杂性，以适

应多变的环境和高度的智力等生理需求。目前的研

究显示，选择性剪接是增加基因组编码能力的重要

机制。选择性剪接是通过对 7QR/ 前体分子中不同

’S和 "S剪接位点的拼接，使一个基因能编码多个蛋

白，这些蛋白可以具有多样性的生物学功能，有些

相互之间甚至具有相反的颉抗作用。人类基因组中

’TU的基因具有选择性剪接，一个基因产生多个

7QR/=，其中约 +#U 的选择性剪接导致编码的蛋

白质改变（V95269:58;9:? WM7:9 X29;72 *2YM29C89D
P;9=;658M7，%##,；Z;462I [ \22，%##%）。通过选

择性剪接方式大大增加了基因组的编码能力和蛋白

质的多样 性。选 择 性 剪 接 大 致 可 以 划 分 为 三 类：
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（!）选择性启动子，多个第一个外显子的选择，将

使 "#$%& 的 ’(端具有多样性；（)）"#$%& 前体分

子内部外显子的选择性剪接，包括内含子引入，外

显子的切除；（*）"#$%& 前体分子 *(末端外显子

的选择性剪接，将利用不同的 *(末端的加尾信号，

产生不同的 *(+,# "#$% 分子或者具有不同 - 末

端的蛋白质分子。

我们最近发现，参与性别分化发育的基因 !"#
$%& 在性腺中存在选择性剪接。在人类、小鼠、黄

鳝、斑马鱼等物种中均存在类似于果蝇性别决定基

因 ’()*+,-,.（’-.）的选择性剪接模式，即选择性

剪接都发生在基因 *(端（./0 12 34，)55’；6/378
12 34，)55’）。!-. 基因选择性剪接在果蝇的性别决

定中起着重要作用。果蝇 ’-. 和线虫的性别决定基

因/0* 91 所 编 码 的 蛋 白 质 都 包 含 一 个 新 的 具 有

:$% 结合能力的保守基序，即 :; 结构域，并由此

通过相似的机制控制性别的分化发育。最近的研究

显示，在哺乳动物、鸟类、爬行类、线虫以及果蝇

中都 发 现 了 包 含 有 :; 结 构 域 的 基 因（<=17 >
60?8@A7，!BCC；#3D"07? 12 34，!BBC；#3D"07? 12
34，!BBB；<"A2= 12 34，!BBB），该基因形成了一个

新的控制发育的基因家族。这类基因具有高度的进

化保 守 性，被 统 称 为 !"$% 基 因（ ’()*+,-,. 和

/0*1 相关的转录因子）。目前，已经发现 !"$% 基

因家族至少具有 E 个成员基因。!/23& 是第一个在

小鼠及人类中克隆得到的包含 :; 结构域的基因，

并证 实 参 与 了 性 别 的 分 化 发 育（#3D"07? 12 34，
!BBC）。

反式剪接（237&9&F4AGA78）是一种稀有的剪接形

式，它是将相互两条独立基因表达的 "#$% 连接成

为一个新的转录本，最近在线虫、果蝇、大鼠等物

种中都存在这种剪接方式，其中多为来自于同一染

色体 "#$% 之间的剪接（</44AH37 12 34，!BB!；I4/9
"172=34，!BB’），仅有几例是涉及两个不同染色体

上 "#$% 的剪接（</44AH37 12 34，!BB!；J1443K? 12
34，!BB!；LA 12 34，!BBB；M378 12 34，)55N）。这种

涉及两个不同染色体上 "#$% 的剪接，即跨染色体

剪接（A721KG=K0"0&0"34 3204- 9&F4AGA78）是一类特殊

的反式剪接，其分子机制及生物功能仍不清楚。

本研究首次发现鸡 !"$%& 的跨染色体剪接，

并且与多个染色体上基因发生多次剪接，我们称其

为 多 重 跨 染 色 体 剪 接（"/42AF41 A721KG=K0"0&0"34
3204- 9&F4AGA78）。这些新发现无疑有助于对在转录水

平上的多样性基因调控以及性别决定与分化发育等

的认识。

! 材料和方法

! "! 实验材料

本实验所用来杭鸡购于华中农业大学鸡场，为

成年雄性个体。

! "# $%& 提取及 ’(%& 合成

取雄性个体性腺，液氮研磨，依说明书提取总

#$%（OA3817 ,0234 #$% PA2），#73&19QK11 :73&1
（RK0"183）消 化 和 纯 化 后，用 ! !8 为 模 板 合 成

<;%#, G:$%（ -40721G= <;%#, G:$% <D72=1&A&
PA2）。

! ") )*$&+, 扩增

以 <;%#, G:$% 为模板，引物为：-:<"：’(
%,,-,%.%..--.%..-..--.%-%,.（,）*5$$ *(

（<;%#, G:$%& 公 有 引 物），8:;S!：’( .-%%-9
-%-..-,%-,--,-.- *(（ !"$%& 特 异 引 物，位

于 :; 结构域，紧靠其 ’(端）。反应混合物总体积

)5!L，包括 !5 ""04 T L、,KA&96-4（F6 C U*）、! U’
""04 T L ;8-4)、’5 ""04 T L P-4、)55!"04 T L ?$,R、

每种引物 5 U)!"04 T L、! + %05 :$% 聚合酶。R-#
扩增条件：BN V变性 * "A7；然后 BN V变性 )5 &，
复性从 WC V到 W5V *5 &，每个循环降 5 U’ V，E)
V延伸 B5 &，C 个循环；之后，BN V变性 )5 &，W!
V复性 *5 &，E) V延伸 B5 &，*5 个循环；最后 E)
V延伸 E "A7。

! "- 阳性克隆鉴定

*?F=#%-X R-# 产物纯化后（X UY U$ U% -DG419
R/K1 PA2）与 F.X;9, X3&D 载体（RK0"183）连接，

电转至 ,.! 中，挑单克隆，菌落 R-# 鉴定。R-#
扩增引物：-:<"：(%,,-,%.%. .--.%..-..-9
-.%-%,.（,）*5 $$ *(，8:;S)：’( .-,.%%.-,9
.%%....-%-%%.-..,, *(。反应体系同 *(#%-X
R-#。R-# 扩增条件：BN V变性 * "A7；然后 BN V
变性 )’ &，W’ V复性 *5 &，E) V延伸 B5 &，*’ 个循

环，最后 E) V延伸 E "A7，

<0/2=1K7 杂交 ：探针为黄鳝的 !/23& 全长 G:9
$%（! UNC @Z，.17I37@ 登录号为 %SN)!*NE），以

插入黄鳝 !/23& 全长 G:$% 的质粒为模板，R-# 扩

增，切 胶 回 收 扩 增 片 段 （X UY U$ U.14 X[2K3G2A07
PA2）。 扩 增 探 针 引 物： ’Q)： ’( .,,,..-%.,,.9
.-%.-% ,%., *(，! ’55 K：’(%.,,,.%,,-,.%%9
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!"!#!$$$$ %&。将克隆 ’$( 产物电泳转膜，紫外

胶联仪胶联 ) *+,（-) ... / 0 1*)）。22 3预杂交 )
4，!5%)6 标记的探针加入杂交管中于 22 3杂交 -7
4。依次用 ) 8 99$、. :2; 9<9；) 8 99$、. :-;
9<9 洗膜，最后用 . :- 8 99$、. :-; 9<9 于 22 3
洗膜。= 射线曝光及显影。

! "# 序列测序与分析

<>" 序列委托上海博亚公司测序，1<>" 序列

在 >$?@ 进行 ?ABCD 分析，查询与其相似的核苷酸序

列，并在 E$9$（4DD6：FFF : GH,I*H : J1C1 : HKJ）上

利用 ?ABD 与鸡基因组序列进行比对分析。

$ 结果与分析

$ "! 鸡 !"#$! "%&’() 分析

%&("$L 分析获得 M).、N7. 和 N-. O6 的 <>"
片段，经 #$%&! 探 针 9IJD4HP, 杂 交 为 阳 性（图

-）。经 <>" 序列测序和分析，与已报道的鸡 #$’
%&! 基因 *(>"（"Q-)%R27）进行比对分析，发现

这 % 个克隆都包含 #$%&! 的保守区域 <S 区，但

%&端序列在 #$%&! 基因中并不存在。对鸡基因组

进行 ?ABCD 分析，发现存在选择性剪接。#$%&! 基

因含有 ( 个外显子，与之比较，% 个剪接本都有外

显子 - 和 )，但是缺少外显子 R 和 2。在 % 个剪接

本中第一个剪接本含有完整的外显子 %；第二个剪

接本含有外显子 % 前面的 %R 个碱基；第三个剪接

本完全不含外显子 %。

$ "$ 鸡 !"#$% 存在跨染色体剪接

与鸡基因组序列进行比对分析，发现这三个剪

接本存在跨染色体剪接（图 )）。在 #$%&! 序列之

后的序列分别是另外 % 个染色体上基因的跨染色体

剪接，它 们 分 别 是 #$%&! 与 ) 号 染 色 体 上 的

*+,- *! 基因（!H,?B,T 登录号 ,*).2.2-）、2 号

染色体上 *#(% 基因（预测基因，与 *#( 基因相

关，!H,?B,T 登录号 4**NN2M）和 ) 号染色体上

"./%- 0 0)1 （!H,?B,T 登 录 号 U*R-NN-V） 基 因，

由此构成了新的跨染色体剪接本，分别命名为 #$’
%&!5*+,- *!、 #$%&!5*#(%、 #$%&!5"./%- 0
0)1 （ !H,?B,T 登 录 号 分 别 为 "WRRN.).、

"WRRN.)-、"WRRN.))）。

#$%&5*+,- *! 含有 ) 个外显子，最后一个

外显子是 R 号染色体上着丝粒蛋白 *+,- *! 基因

的外显子 !2，也是 *+,- *! 基因的 "&E#(。#$’
%&!5*#(% 基因含有 V 个外显子，外显子 R、2、7、

V 来自 2 号染色体上 *#(% 基因。#$%&!5"./%- 0
0)1 基因含有 3 个外显子，后 R 个外显子位于 ) 号

染色体上，与 "./%- 0 0)1 基因（核纤受体前体蛋

白 0 0)1 核糖体关联蛋白基因）相互剪接。

对 % 个剪接本翻译的氨基酸序列进行分析，发

现其开放阅读框与 #$%&! 基因的开放阅读框一

致。#$%&!5*+,- *! 基因编码 4"4 个氨基酸，含

有 #$%&! 基因的 <S 区，来自于 *+,- *! 基因的

))2 个碱基仅提供 -M 个氨基酸的编码序列，其余

为 %&E#(。#$%&!5*#(% 基因编码 )%M 个氨基酸，

含<S区，来自于 *#(% 基因的序列为*#(相关的

一个转录本，该转录本由于其选择性剪接与 $<(
其他转录本部分区段存在差异，导致 %&端读码框出

现变 化，而 与 #$%&! 拼 接 后 读 码 框 一 致。#$’
%& ! 5"./%- 0 0)1基因编码)2M个氨基酸，含#$%&!

图 - 鸡 #$%&! %&("$L 分析
Q+G X - %&("$L B,BAYC+C IZ 14+1TH, #$%&!

"：克隆 ’$( 产物；?：’$( 产物的 9IJD4HP, 杂交结果（"：$AI,H ’$( 6PIKJ1DC；?：9IJD4HP, OAID 4YOP+K+[BD+I, IZ ’$( 6PIKJ1DC）。

-：#$%&5*+,- *!；)：#$%&!5*#(%；%：#$%&!5"./%- 0 0)1；R：\B*OKB <>" 0 567K" ] +89( # *BPTHP X
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图 ! !"#$"%&’( %)、!"#$)"%!*#、!"#$)"+,-#( # ./0 的跨染色体分析

$%& ’ ! ()*+,-.,/0/1/023 *,2)1"143%-%)& 2)2351%1 /6 !"#$"%&’( %)，!"#$)"%!*#，

!"#$)"+,-#( # ./0
因目前鸡 !"#$) 0789 的 :;序列未到起始密码子 9<=，依据人（>9?@!A!B CD）、小鼠（99$D!@!E CD）、大鼠（99F:BBGE CD）、

猪（99H!:G@G）的 !"#$) 蛋白质序列，并假定鸡 !"#$) *;端不存在选择性剪接，预测了鸡 !"#$) 0789 :;序列，将序列补至

9<=。

?+-2I1+ /6 I)J)/K) :;1+LI+)-+ */ 1*2,* -/M+ 9<= /6 !"#$) 0789，K+ M+MI-+M *.+ :;1+LI+)-+ /6 -.%-J+) !"#$) 2--/,M%)& */ 20%)/ 2-%M
1+LI+)-+1 /6 0/I1+（99$D!@! E CD），,2*（99F:BBGE CD），4%&（99H!:G@G），2)M 1I44/1+M *.2* )/ 23*+,)2*%N+ 143%-%)& 2* :;,+&%/) /6 -.%-J"
+) !"#$) ’

OP 区，其余氨基酸序列与 +,-#( # ./0 基因一致，

包括 +,-#( # ./0 基因的回文序列 HPQQPH，该回

文序列是核纤蛋白受体!的结合位点（>32I11+ +*
23，DRRE）。 !"#$)"%&’( %)、 !"#$)"%!*# 以

<=9 为 终 止 密 码 子， !"#$)"+,-#( # ./0 则 采 用

<99（表 D）；!"#$)"%&’( %) 和 !"#$)"+,-#( #
./0 含有 99<999 加尾信号，!"#$)"%!* 没有此

序列，可能存在其他序列起加尾信号的作用（图

S）。!"#$)"%!*# 中两段染色体序列相剪接的附

近序列存在 @ 个碱基重叠，即 >>9<>>>>，!"1
#$) "+,-#( # ./0 中存在 , 个碱基重叠，即 <=9=>"
>9。

! "# 鸡 !"#$% 跨染色体剪接位点分析

对这些剪接本的跨染色体剪接位点进行分析，

发现 !"#$)"%&’( %) 和 !"#$)"+,-#( # ./0 均符

合 =T"9= 规律，!"#$)"%!*# 是 9<">>，也不符

合少见的 =>"9=，9<"9>，可能是稀有的跨染色体

剪接方式（表 D）。对跨染色体剪接位点附近的 SA
U4 序列进行分析，发现它们的序列不具有保守性。

用 789V*,I-*I,+（P2*.+K1 +* 23，DRRR）预测二级结

构，!"#$ "%&’( %) 形成单股茎环结构，!"#$)"
%!*# 和!"#$)"+,-#( # ./0 形成双股茎环结构。

# 讨 论

!"#$) # 234 # 567 "+ 是惟一参与脊椎动物和非

脊椎动物性别决定与分化发育的共有基因，它们均

具有共同的 OP 结构域。目前已在哺乳类、鸟类、

爬行类两栖类和鱼类等进化地位不同的物种中都发

现了该类基因。已知果蝇 234 基因的 S;端选择性剪

接参与其性别分化，最近我们在小鼠、黄鳝、斑马

鱼 !"#$) 中发现的选择性剪接方式与果蝇 234 基

因类似（=I/ +* 23，!GG:；WI2)& +* 23，!GG:），表

明这种剪接在进化上是保守的，可能在性别决定和

分化 机 制 中 具 有 重 要 的 作 用 （?I,*%1 X ?2J+,，
DR@R）。性腺的形成与分化是同时涉及生命现象中

两种细胞分裂形式的惟一发育过程，即有丝分裂和

减数分裂，相对其他生命过程，其分化发育中的基

因表达调控具有独特的复杂性。

本研究发现鸡 !"#$) 存在跨染色体剪接，并

且分别与另外S个染色体的S个不同基因之间发生
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表 ! 鸡 !"#$% 及其跨染色体剪接位点分析

"#$ % ! &’()*)+, -)./- #+#(0-)- 12 *3)*4/+ !"#$% #+5 )+./6*36171-17#( &’()*8-’()*/5 )-12167-

转录本 !"#$%&"’() 外显子 *+,$

剪接位点 -(.’&/ %’)/

01剪接位点

01%(.’&/ 2,$,"

内含子大

3$)",$ %’4/
（56）

71剪接位点

71%(.’&/ #&&/(),"

!"#$%

8 99:!:9;: <)<#<#&< 8 =>? <)&&&&#< :!!:9;9!
@ ;99;99;: <)&#<)<& 8A =@B ))))&&#< ;:::;9::
7 ;:!::9;: <)#)<#)< A =AC &)&)#&#< ;!:;;:::
D ;:9:;:;: <)#<<)<& @7 =77 )&&&<&#< !:!!!!9:
0 !:;:::9:;:!;::9:9

!"#$%E&’() &%

8 99:!:9;: <)<#<#&< 8 =>? <)&&&&#< :!!:9;9!
@ ;99;99;: <)&#<)<& 8A =@B ))))&&#< ;:::;9::
7 ;:!::9;: <)#)<#)< — ))))))#< ;99;9!!:
D ;99!!9;:;!!:;;:;!

!"#$%E&!*#

8 99:!:9;: <)<#<#&< 8 =>? <)&&&&#< :!!:9;9!
@ ;99;99;: <)&#<)<& 8A =@B ))))&&#< ;:::;9::
7 !999!!99？#)&&&&#< — )<<&<<&&？;!99999:
D ;::;;:;: <)<<<<#) C =78 &&#&&&#< :!!9!9;9
0 ;:;:;:;: <)##&<<< C =DD )&&&#&#< :;:#;:;;
B !:!!9;;: )<<)<#<) C =7? <&&&&&&# :;!99:9;
? 9:9;;999;;!:;;:9!

!"#$%E+,-#) F ./0

8 99:!:9;: <)<#<#&< 8 =>? <)&&&&#< :!!:9;9!
@ 9!:;:99; <))<)&## — )&&<)<#< 99;9:;9!
7 ;9;;9;;: <))#&)<& C =>> )<))<&#< ::;:9;9;
D 9!:;::;: <)###<#& C =@8 &#))<&#< ;!!:;:;;
0 9999;9;: <)&#<))) C = D@ ##))<&#< ;::;9!::
B ::;:!::!9!!;;9!!9

!"#$% 第 8 外显子 01端序列是预测的；终止密码子用下划线标出。

01%/GH/$&/ ,I /+,$ 8 ,I !"#$% J#% ("/2’&)/2，%),( &,2/% #"/ H$2/".’$/2 K

图 7 !"#$E&’() &%、!"#$%E&!*#、!"#$%E+,-#) F ./0 基因编码
氨基酸序列分析

L’< K 7 ;M’$, #&’2 %/GH/$&/% ,I !"#$E&’() &%，!"#$%E&!*#，

!"#$%E+,-#) F ./0
图中的数字表示从 NO 区开始的氨基酸数，阴影矩形为 !"#$% 基因的 NO 区，黑色边框矩形为其他编码区，黑色实线为非翻译
区；后下方数字为碱基数，箭头指示与 !"#$% 不同的氨基酸。

PHM6/"% ’$ L’<H"/ ’$2’&#)/ $HM6/" ,I #M’$, #&’2 I",M NO 2,M#’$，%Q#2,J "/&)#$<./% %Q,J NO 2,M#’$ ,I !"#$%，JQ’)/ "/&)#$<./% %Q,J ,)QE
/" &,2’$< %/GH/$&/%，#$2 6.#&5 .’$/% %Q,J H$)"#$%.#)/2 "/<’,$% K !Q/ $HM6/"% ’$ )Q/ /$2 H$2/" )Q/ .’$/% ’$2’&#)/ $H&./,)’2/ $HM6/"% ,I )Q/%/
&NP;% K !Q/ $HM6/"% J’)Q #"",JQ/#2% ’$2’&#)/ )Q/ 2’II/"/$) #M’$, #&’2 &,M(#"/2 ), !"#$% K

剪接。这种以一个基因的多重跨染色体剪接是很稀

有的 RP; 剪接形式，这不仅可以增加基因的编码

能力，而且可能是转录水平上一种新的基因表达调

控形式。从推导的氨基酸序列分析，!"#$%E&’()

A?8@ 期 赵 洋等：鸡 S 染色体上 !"#$% 基因的多重跨染色体剪接



!! 基因保留了 "#$%! 基因较多的区段，具有 "#
结构域，几乎所有的编码序列都来自于 "#%$%! 基

因，可能具有 "#$%! 基因的部分功能，而 &’()
&! 的 $%&’( 也许对其翻译有调控作用。同样的情

况，在人 *&*%)! 的剪接中也存在，但其活性约为

正 常 蛋 白 的 $*+ （,- ./ 01，2333；4056 ./ 01，
7**8）。"#$%!)&"+$ 基因含有 "#$%! 基因的 "#
结构域，该蛋白可能具有 "9: 结合能力。"#$%!)
,-.$) ; /01 由 "#$%! 和 ,-.$) ; /01 近各半的区段

剪接组成，难以推测在功能上更偏向哪方。但是，

它们的共同点是均具有 "#$%! 基因的 "# 结构域，

可能在转录水平上参与基因表达调控。上述推测是

基于这些 <(9: 能翻译形成有功能的蛋白质，但实

际上它们可能只在转录水平以 (9: 形式参与基因

表达调控。目前还不清楚位于 7 条或者 7 条以上染

色体基因转录后，其前体 (9: 上的剪接位点是如

何被识别和被拉近的。而且几乎与剪接位点序列及

其二级结构无关，因为它们都不具有保守性。有一

种可能是这些 <(9: 在核中几乎同时被转录，通过

特殊的碱基配对，本研究中发现 "#$%!)&"+$ 和

"#$%!),-.$) ; /01 两段染色体序列存在重叠区或

许在这种剪接中起着重要作用，其中可能还有其他

特异蛋白的参与来完成这一过程（,0=>0?@> ./ 01，
7**2；#05-0/-A B ’0A-C，7**7）。

跨染色体剪接现象报道很少，例如，人类 *2
&*% 基因的剪接涉及 2 号和 D 号染色体（,- ./ 01，
2333；4056 ./ 01，7**8），大鼠 *3) 基因的转录物

涉及 $ 号和 2* 号染色体（EF11-G05 ./ 01，2332）。选

择性剪接大大增加了蛋白多样性和基因的编码能

力，本研究发现的鸡 H 染色体上 "#$%! 的多重跨

染色体剪接现象进一步丰富了对基因的编码能力，

并且对性别分化发育机制的认识具有性的提示。鸟

类是异配性别，通过 HH ; HI 性染色体系统来决定

个体性别的分化发育，具有 HH 染色体组成的个体

发育为雄性，而 HI 染色体组成发育为雌性。然

而，"#$%! 基因在鸡等鸟类的性别决定中的确切

生物学功能和作用机制至今仍未研究清楚。对该基

因的跨染色体剪接的发现无疑有助于认识这种新的

基因调控模式，然而其发生机制及生物学功能还有

待进一步研究。
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