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1 基因剪接是生命活动的重要

过程
从花草鱼虫到飞禽走兽，大自然物

种的丰富多样令人惊叹。虽然外表和

形态千变万化，但是组成这些生命体的

最基本单元——细胞有着最基本的共

性：遗传和代谢。生命的延续本质是遗

传信息的代代相传。基因表达保证了

这些信息被翻译成千变万化的细胞活

动，从而呈现出五彩斑斓的生命世界

（图 1）。执行细胞活动最主要的物质

是蛋白质。基因表达，就是把储存在

DNA中的遗传信息经过转录和翻译，

转化为执行生物功能的蛋白质的过程，

这是最基本的生命活动之一，因此被称

为分子生物学的“中心法则”。

遗传信息的载体是遗传物质。绝

大部分生命体，复杂如人类，简单如细

菌，其遗传物质都是脱氧核糖核酸

（DNA）。由数量、顺序大不同的ATCG
组成的 DNA 序列就

是蕴藏遗传信息的密

码。有趣的是，人类

有 大 概 23000 个 基

因，这个数量居然与

低等的果蝇相近。这

是为什么呢？答案在

于基因剪接。

从 DNA 的 遗 传

信息传递到蛋白质，

中间要经过核糖核酸

RNA。“转录”的过程

就是把蕴藏在基因组DNA中的遗传信

息传递到 RNA 中。在基因表达过程

中，RNA扮演了一个“信息使者”的角

色。当RNA聚合酶以DNA为模板合成
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图2 基因剪接的基本流程

与之互补配对的RNA时，遗传信息就

传递给了RNA。但是，在真核生物里，

这样的RNA被称为前体信使RNA。当

它把信息继续向下传递时，可不仅仅是

简单的一一对应，而是如同布料被裁减

为衣服，一条信使RNA可以变身成不

同长度、不同序列的成熟信使 RNA
（mRNA）。这些mRNA最终被核糖体

翻译成具有不同功能的蛋白质分子。

从前体信使RNA到mRNA这个过程便

是剪接（pre-mRNA splicing）（图 2）。

用学术语言来说，最终能够被翻译成蛋

白质的序列叫编码序列，否则叫非编码

序列。在真核生物里，编码序列和非编

码序列交替存在，当信息传递到前体信

使 RNA上时，这些非编码区域（内含

子）需要被剔除出去，编码区域（外显

子）需要重新排列连接，形成成熟的信

使RNA，被转运出细胞核，到细胞质中

被核糖体识别并翻译成蛋白质[1]。

大多数前体信使RNA有十几甚至

几十个外显子，剪接过程并非简单地剔

除内含子，而是把外显子进行复杂的排

列重组，结果便是每个基因能够产生大

约10个不同的蛋白。这一现象被称为

可变剪接（alternative splicing）。这大

约也就是为什么人类和果蝇的基因数

目相差无几但是生命活动复杂得多的

原因。

由于前体信使RNA的剪接是真核

生物基因表达的关键一步，其功能异常

会导致严重后果。许多人类疾病都归

咎于基因的错误剪接或是针对剪接体

的错误调控[2]。人类35%的遗传紊乱是

由于基因突变导致单个基因的可变剪

接引起的，如：单个剪接位点的增加或

缺失可能引起α-或β-地中海贫血症；

可变剪接平衡紊乱导致的某些外显子

不正常表达可能导致额颞骨痴呆症。

还有一些疾病的起因是剪接体蛋白的

突变影响了许多转录本的剪接，比如一

些剪接体关键蛋白的突变可能引起常

染色体显性视网膜色素变性、慢性淋巴

细胞性白血病以及脊髓性肌肉萎缩。

除遗传性疾病外，癌细胞比正常细

胞需要更加大量的剪接这一现象引起

了研究者的高度关注。相比正常细胞，

癌细胞的生长速度更快，因此需要更多

的能量来源和更迅速的生理周期。想

办法特异性地把癌细胞中剪接体的识

别和剪接能力降低甚至消除是一些科

学家正在努力的治疗癌症的方向 [3]。

但是，和广泛使用的放疗、化疗一样，靶

向剪接体的癌症治疗药物也有类似的

副作用，即正常细胞也会受到一定程度

的损伤，“杀敌一千，自损八百”，因此找

到特异性更高、副作用更小的药物是科

学家们致力的关键。

2 剪接的发现和前期研究
要完成对前体RNA如此复杂的剪

接需要一个巨大且高度动态的分子机

器——剪接体（spliceosome）。为了完

成基因剪接这一使命，剪接体需要由

总计逾百种蛋白质和 RNA 分子共

同协作。其中包括 5 个亚复合物，称

为 小 核 核 糖 核 蛋 白（small nuclear
ribomucleoproteins）, 简 称 U snRNPs。
每 个 snRNP 以 1 条 小 核 RNA（U
snRNA）为结合骨架，搭配十几个蛋白

质，完成特定的功能。此外还有十九号

复合物 NTC、十九号复合物相关蛋白

NTR等 2个亚组分（图 3[5]）。整个剪接

过程是一个高度动态而又异常精确的

过程，期间，剪接体内各组分以前体信

使RNA分子为中心，各个亚复合物、多

图3 剪接体主要由snRNP、NTC、NTR等组分组成
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种因子按照特定顺序不断进行聚散，并

发生大规模的结构重组，从而正确识别

内含子与外显子的交接位点以及催化

内含子的切除与外显子的拼接[4]。

剪接体的发现始于 20世纪 70年

代。自1953年遗传物质DNA双螺旋结

构解析以来，研究者们试图解释中心法

则，即基因表达的来龙去脉。人们发

现，在低等单细胞生物——细菌中，

DNA转录到RNA再翻译到蛋白，是一

一对应的。根据物种进化的保守性，科

学家们推断其他物种也是如此，哺乳动

物之所以复杂是因为其拥有更庞大的

DNA库。

这一论断被剪接现象的发现彻底

推翻。1977年，在利用电子显微镜观

察DNA和与之互补配对RNA时，2位

科 学 家 ，Richard Roberts 和 Phillip
Sharp独立地发现了DNA要远远比与

之对应的RNA长得多；这些长出来的

DNA间歇性的以环状形式延伸出来[6,7]

（图4（a）[8]）。此时2位科学家还没有相

互了解到彼此的工作。不久，他们同时

参加了美国冷泉港的一个会议，分别展

示自己工作后才发现，他们讲的居然是

同一件事。这次会议改变了一切，2位
科学家也因此共同分享了1993年的诺

贝尔生理学或医学奖。

20世纪70年代末、80年代初，剪接

的普遍适用和剪接体的广泛存在通过

体外实验[8]（图4（b）[11]）建立之后被大众

所熟知。1983 年，耶鲁大学科学家

Joan Steitz 首次分离出了剪接体组分

snRNP[9]。所谓眼见为实，揭示剪接体

组装和催化机理最直接有效的方法就

是直观地揭示组装和催化过程中每一

步所形成的复合物的结构，阐释剪接体

复合物内部生物大分子的相互作用以

及在不同催化进程下剪接体复合物的

构象变化。2002年，德国马克斯·普朗

克 研 究 所 的 Reinhard Lührmann 在

《Science》杂志上发表了里程碑式的工

作，展示了剪接体结构的高度柔性[10]。

可正是这样的不稳定性、巨大的分

子量和高度动态的化学成分和形态结

构，给剪接体的结构生物学研究带来了

巨大的挑战。长期以来，科学家们能够

获得的剪接体结构都维持在一个很低

的分辨率范围内，如同百米之外观察一

个人体一样，只能大致推测其轮廓，无

法分析精细结构（图 4（c）），也无法看

出这个人是在眨眼还是在张口。高分

辨率结构的缺失严重限制了对于它们

工作机制的理解。因此，剪接体的近原

子分辨率研究被公认为结构生物学最

难的课题之一，也是剪接领域最重要的

挑战。

3 剪接体的原子结构
清华大学施一公 2008年

便致力于针对剪接体结构与

工作机理的攻关。在 2014年

初首次获得了剪接体复合物

中重要组成蛋白Lsm七聚体及

其在RNA结合状态下的晶体

结 构 。 这 一 成 果 发 表 于

《Nature》杂志[12]。之后，研究组

便聚焦于最富挑战性的攻坚

课题：完整剪接体的结构生物

学研究。在不断地探索和尝

试中，最终通过酵母内源性提

取，并利用先进的单颗粒冷冻

电子显微镜技术，在世界上首

次解析了近原子水平分辨率

的剪接体三维结构[13,14]。

为了获得性质良好的剪接体，研究

组对传统的串联亲和层析纯化方法进

行了步骤简化和改良，省略了繁琐而又

耗时的透析步骤，完成了裂殖酵母剪接

体复合物的内源性提取（图 5）。再通

过合适的手段，提高复合物的浓度，使

之能够适用于后续的冷冻电镜样品

制备。

单颗粒冷冻电子显微镜技术指的

是利用特殊的仪器把蛋白质包埋在非

图4 电镜下的DNA∶RNA配对链（a）、剪接反应的体外建立（b）
及剪接体的低分辨率电镜结构（c）

图5 酵母剪接体内源性提取示意

（a） （b）

（c）
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图7 完整剪接体的冷冻电镜结构

常薄的冰层内，最大程度保持蛋白的天

然状态，再利用高分辨显微镜进行观察

和大量的图像采集（图 6）。采集后的

图像可以用来数据分析和三维重构。

但在 2013年之前，结构生物学的研究

主要集中在X射线晶体学方面，电镜的

主要作用是对生物蛋白样品进行一个

初步的鉴定和轮廓的观察，并不能够获

得原子水平分辨率，因此没有被广泛使

用。2013年底，美国加州大学洛杉矶

分校（UCSF）科学家程亦凡首次报道了

利用冷冻电镜技术解析的近原子水平

分辨率的TRPV1蛋白结构。这一研究

成果震惊了整个生物学界，这意味着电

镜技术终于可以与X射线晶体学在生

物大分子的研究中分庭抗礼了。这个

革命源于电子直接探测相机的诞生和

图像分析软件的更新。

施一公研究组在获得优质的酵母

内源性剪接体后，利用最先进的冷冻电

镜技术，最终获得了剪接体处在反应后

期的高分辨率三维结构（图7），搭建了

分辨率为 3.6 Å的剪接体原子模型，其

中包括 37种蛋白质的 10574个氨基酸

和4条RNA分子，其整体分子质量接近

130万 D。结构包括 3个U snRNP、大
部分NTC组分和一部分NTR组分。在

模型中可以看出，剪接体的外形轮廓十

分不对称，为便于描述，我们将其分为

手臂 I、手臂 II、头部区域和中心区域 4
部分。其中手臂 I主要由U2 snRNP构

成，手臂 II由NTC亚复合物组成。亚复

合物之间相对独立但又密切联系，形成

了分子量和体积巨大的复合物。一些

大分子量蛋白，如Spp42蛋白，如同“平

台”一样，让其他分子依附在上面完成

功能；而另一些蛋白则以延伸状形式存

在，以 prp45蛋白为例，类似“套索”将

庞大的剪接体复合物固定成完整的

整体。

与此同时，研究组对剪接体的3条
U snRNA分子以及内含子的分支位点

区域进行了细致的结构分析，搭建了前

体信使RNA被剪切、连接的原子模型，

揭示了剪接反应的催化中心构成和多

个关键分子的作用方式，证明剪接体本

质上是一个在蛋白质调控下的核酶

（ribozyme），而蛋白质组分的作用在于

帮助递送关键的RNA分子使其在合适

时间彼此接近从而实现剪接反应，为阐

明剪接反应的分子机制提供了重要基

础（图8）。

4 展望
对剪接体研究的突破不仅初步解

答了基础生命科学领域长期以来备受

关注的核心问题，也为进一步揭示与剪

接体相关疾病的发病机理提供了坚实

基础，并为后续的药物靶点研究和疾病

成因研究提供结构基础和理论指导。

这是一个很好的开始，但离完全阐

释剪接体的工作机理还很远，还有大量

的问题亟待解决。首先是剪接体的不

同阶段构象变化。任何一个机器在行

使功能时都需要发生形态上的变化，才

能完成底物到产物的转化。剪接体更

是如此。在整个剪接过程中，亚基组分

的不断被招募和解离是剪接反应得以

进行的基础。

其次，研究重心由低等生物向高等

生物转化，也是未来的趋势。生物在进

化时会保留关键组分的保守性，进化越

低等，相关调控会越简单。因而低等的

模式生物是研究者们对于一些细胞通

路研究的首选。但是，也正因为低等生

物的简单性，无法完全模拟人类细胞的

真实情况，在获得酵母剪接体的基础

上，对哺乳动物细胞剪接体的结构生物

图6 单颗粒冷冻电镜技术工作流程
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学研究将成为下一个挑战。

最后，充分了解细胞对剪接体的调

控机理，是未来药物研发的关键。在剪

接体循环中，有8个蛋白通过水解ATP
提供能量，起到了“发动机”的作用。这

些ATP水解酶的突变或者失活会对剪

接反应造成直接的影响。此外，还有许

许多多调控因子参与到剪接位点的识

别、和其他信号通路进行联络等多个环

节，需要充分了解这些调节因子的作用

机制和调节方法。而生命科学研究的

根本目的之一是探索细胞生存的奥秘，

从而揭示疾病的致病原因，发现甚至设

计靶向药物，以兹为治疗相关疾病提供

新线索、新思路、新靶点。
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图8 RNA分子在整个剪接体中所在的位置和形状（a）及
由RNA组成的反应活性中心（b）

（a）

（b）
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