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　　摘　要 :　随着人类基因组计划 (HGP)的完成 ,生物信息学的研究进入了后基因组时代 ,用计算方法对基因表达

调控和基因功能进行研究成为生物信息学研究的核心内容.由于在真核基因表达调控中的特殊地位 ,选择性剪接成为

研究真核基因表达调控的重要内容之一.本文从收集选择性剪接基因的数据出发 ,尽可能的收集已知的选择性剪接的

基因和它们的各种转录产物 ,并进行了适当的筛选以保证数据的质量和统计分析的可靠性.对挑选出的 371个人类基

因 ,提取各种转录产物的编码区 (coding regions ,或简称 cds) ,应用一种新的针对选择性剪接的多序列比对程序

ASALIGN进行多序列比对来揭示不同 cds间的剪接关系 ,提出其中的可变区域与不可变区域 ,并对可变区域与不可变

区域的长度分布 ,可变区域在 cds中出现的位置 ,由于选择性剪接引起的同一段序列读码框相位的变化以及可变区域

与不可变区域及二者边界上的密码子使用频率进行了统计分析 ,得到了一些很有意思的结果.这些统计结果对于选择

性剪接机制的进一步研究以及选择性剪接基因的预测提供了良好的线索.
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Abstract :　With the completion of Human Genome draft ,bioinformatic research has entered the post2genomic era. Studying of

the control of gene expression and function using computational methods has gradually become the mainstream of research. For its spe2
cial role in the control of eukaryotic gene expression ,alternative splicing has become an important topic in genomic research. In this

study ,we analyzed alternative splicing of human genes based on complete coding sequences (cds) of alternatively spliced genes. As re2
ported previously we have set up a database AsMamDB. Transcripts probably belonging to one gene were put into a single cluster. We

also developed a new multi2alignment tool ,ASALIGN ,aiming to reveal alternative splicing patterns of transcripts belonging to a same

gene and identify their alternative and non - alternative regions. Here ,through filtering we chose 371 genes that have two or more dif2
ferent cds. Using Asalign we have identified all alternatively spliced regions in the cds of selected genes. We also studied lengths ,posi2
tions of alternatively spliced regions ,shifting of reading frames due to alternative splicing ,as well as codon frequencies of non2alterna2
tive ,alternatively spliced regions and their boundaries ,and ended with some interesting results. Our study may provide important in2
sights into the alternative splicing phenomenon and clues for prediction of alternative splicing.
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1　引言
　　2月 12日 ,参与人类基因组计划的 6国科学家宣布了有

关人类基因组的初步研究结果 ,其中有一项内容引起了公众

和媒体的广泛关注 ,人类基因为什么不是原来预计的 8万至

10万个 ,而是只有 3. 5万个左右.人类基因组计划首席科学家

柯林斯认为 ,人类基因数比预计的少得多说明 ,人类在使用基

因上很节约 ,与其他物种相比更高效.与过去一个基因编码一

种蛋白的假设相比 ,看来每个基因平均负责制造三种蛋白.人

类不是靠自我开发新基因来获取新功能 ,而是通过重新编码

或扩充已有的可靠资源来达到创新的目的.选择性剪接现象

的存在正是人类节约使用基因的最好的例证.

真核基因在结构上的不连续性是近 10年来生物学上的

重大发现之一.而进一步的大量实验表明 ,对于同一个基因 ,

其剪接位点和拼接方式可以有所改变 ,从而导致同一个基因

可以表达出多个不同的相关蛋白产物 ,行使不同的生理功能.

这就 RNA的选择性剪接 (alternative splicing) ,也称可变剪接.

RNA剪接特别是选择性剪接是真核基因表达调控研究的重

要内容之一.由于 RNA的选择性剪接不牵涉到遗传信息的永
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久性改变 ,所以是真核基因表达调控中一种比较灵活的方式.

对选择性剪接机制的研究并在此基础上预测同一基因的不同

剪接形式对于进一步分析基因的功能及其表达调控具有重要

的理论意义 ,同时 ,这一研究对于针对不同剪接形式进行组织

特异性的药物设计也具有重大的实际意义.另一方面 ,考虑到

选择性剪接在真核生物中 ,尤其在人类这样的高等生物中存

在的普遍性 (据研究至少 30 %的人类基因存在不同的剪接产

物[1 ]) ,对选择性剪接机制的研究也有助于进一步提高当前基

因预测程序的准确性.

长期以来 ,生物学上对选择性剪接的研究仍多停留在对

单个基因的选择性剪接现象和机制的研究 ,而缺少更为系统

更为综合的分析.究竟什么是影响基因产生选择性剪接的因

素 ,这些基因在发生选择性剪接的过程中是否存在共同的机

制或共同的规律 ,选择性剪接导致的产物间究竟会产生多大

的不同 ,对其功能有什么影响 ,大量的问题靠一个一个基因地

实验是难以解决的.近两年来 ,应用计算方法对选择性剪接现

象进行研究开始引起人们的关注.一方面 ,一些研究小组通过

将 EST数据与已知的人类基因的 DNA数据进行比对估计人

类基因可变剪接现象的出现频率 ,统计可变剪接现象发生的

区域 (编码区或非翻译区) ,验证剪接位点的可变性 ,对选择性

剪接的类型进行分类 ,或力图发现一些可能的新的剪接形

式[2～5 ] .另一方面 ,一些小组开始收集选择性剪接的数据 ,并

建立相应的二级数据库 ,如 AsDB[1 ,6 ] , Intronerator[7 ] , As2
MamDB[8 ] .但是 ,现有数据库在收集的数据的数量和质量上都

存在一定的问题 ,而对于应用 EST数据进行的统计分析而言 ,

由于 EST数据本身质量不高 ,而且缺少完整转录本的信息 ,统

计结果的可靠性没有保证 ,并且只能获得局部信息.

本文中 ,将从完整 cds的角度出发对人类的选择性剪接

基因进行较为系统、综合的研究.在前期工作中 ,我们也进行

了选择性剪接数据的收集工作 ,建立了 AsMamDB数据库 [8 ] ,

收集了 1563个已知的人、小鼠和大鼠的选择性剪接的基因 ,

将属于一个基因的不同转录本归为一族.并且开发了一种针

对选择性剪接的多序列比对程序 ASALIGN[9 ] ,用以揭示同一

个基因若干转录产物之间的剪接关系.进一步的 ,对数据库中

人类 899个选择性剪接基因数据进行了质量控制和数据筛

选 ,提取了具有明确的两种或两种以上不同转录产物 (这里指

cds不同)的 371个基因 ,应用 ASALIGN进行多序列比对找到

不同转录本的可变区域 ,对可变区域的长短 ,可变区域的发生

位置 ,由于选择性剪接引起的同一段序列的读码框相位变化

的情况以及可变区域与不可变区域中密码子使用频率进行了

统计分析.这些统计结果对于对选择性剪接现象与剪接机制

的进一步研究与认识具有重要意义 ,也为选择性剪接基因的

预测提供了线索.

2　数据的收集———AsMamDB的建立

　　为了对选择性剪接这一问题进行更为系统、深入的分析 ,

我们收集了 899个人类的、431个小鼠和 233个大鼠的选择性

剪接的基因 ,构建了选择性剪接数据库———AsMamDB[8 ]

(http :/ / 166. 111. 30. 65/ ASMAMDB. html) .数据收集从 GenBank

出发 ,选择标注为选择性剪接的序列项 ,然后利用 UniGene等

现有数据库 ,通过序列比对尽可能收集同属于一个基因的不

同转录本 ,将其归类为一个序列族. GenBank中关于这个基因

的各个序列项的其他信息 ,如基因结构 ,表达产物 ,表达组织

器官 ,调控元件等 ,以及可能与此基因相关的 EST数据也都格

式化的记录在 AsMamDB中.

AsMamDB的建立为我们对人类选择性剪接基因进行更

深入系统的分析和研究提供了基础.

3　数据的筛选

　　AsMamDB中针对每个选择性剪接的基因 ,尽可能地收集

了它的已知的转录本 ,并将其归为一个序列族.但在数据质量

上仍然存在一些问题会妨碍我们进一步的统计分析.如有些

序列族中只含有一种 cds (编码序列 ,即 mRNA中真正翻译为

蛋白质的序列段) ,序列族的序列间存在冗余 ,有些序列族中

存在不属于同一个基因的 mRNA等等 ,因此我们对这 899个

基因又进行了筛选.筛选规则如下 :

( a)代表此基因的序列族中至少含有两种不同的 cds ,即

此基因至少有两种不同的产物.

( b)去除同一序列族中的冗余序列.由于对于只有 5′UTR

区起始或 3′UTR区终止不同的转录本 ,因为无法判断是由于

测序不完全还是由于它们具有不同的转录起始位点或终止位

点 ,如果两条 mRNA只有转录起始或转录终止不同 ,且 cds区

完全一致 ,将只在此序列族中保留较长的一条.

( c)过滤掉不属于同一序列族的噪声序列.如果一条 cds

只有很小的一部分可以和此序列族中的其它序列比对上 ,或

者它和另外一个序列族中序列的相似程度大于它与此序列族

中的任何一条序列 ,则认为它并不属于此序列族 ,将被去除或

合并到另一个序列族中.

( d)要求不同 cds的差别不是由于个别碱基的插入或缺

失造成的 ,因为这样会影响到对读码框相位的分析.

由此 ,我们筛选出 371个基因 ,后文中的统计分析将主要

针对这 371个基因进行.

4　多序列比对算法—ASALIGN

　　由于人类全基因组序列还没有完全公开 ,我们研究的

371个基因中大部分的 mRNA序列还无法在基因组上进行精

确定位.因此 ,研究的第一步是通过多序列比对揭示同一个基

因产生的 mRNA间的剪接关系 ,从比对结果中就可以看出哪

些区域是不同 mRNA间的可变区域 ,而哪些又是它们共同的

区域.为了比对结果更加准确可靠 ,采用了一种新的针对选择

性剪接的多序列比对算法—ASALIGN[9 ] (可从下面站点下载 :

ftp :/ / 166. 111. 30. 65/ pub/ asalign) .与传统的多序列比对算法

相比 ,ASALGIN具有下面两个特点.首先 ,考虑到在多个选择

性剪接转录本的比对中 gap 的大小可以有很大的变化 (从几

个碱基到几千个碱基) ,通过引入 Morgenstern等 [10 ]提出的段

与段 ( segment2to2segment)比对的思想 ,避免了给不同长度的

gap处以不同罚分的困难 ,从而得到更为准确的比对结果.此

外 ,在计算序列间相似性时不进行两两比对 ,而根据两序列匹
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配词的个数之间进行估计 ,极大地缩短了计算时间. ASALGIN

具有的这两个特点使它无论在比对效果和运行时间上都要优

于现在常用的多序列比对算法.

考虑到发生在 cds区的选择性剪接才会真正影响到基因

翻译的产物 ,而另一方面 ,由于缺乏足够的基因组序列 ,现有

mRNA的非翻译区 (UTR)的序列完整性和数据质量尚难以保

证 ,这里主要研究一个基因由于选择性剪接产生的不同 cds

间的关系.因此 ,首先对这 371个基因提取不同的 cds ,然后应

用 ASALIGN进行多序列比对.图 1给出其中一个基因 (pre2T

cell receptor)的两种 cds间的比对结果.
　seq1 > 2 3 3 1 3 (1) 3 426 3 3 22222222222222222222222222222222222222 3 3 427 3 (1) 3 846 3 3 22

　seq2 > 2 3 3 1 3 (2) 3 426 3 3 22 3 3 427 3 ( 2) 3 471 3 3 22 3 3 472 3 (2) 3 891 3 3 22

图 1　某基因的两种 cds的比对结果图

可以看到 ,在比对结果图中 ,每条序列被间隔成了不同的

片段.有些片段是各条序列所共有的 ,它对应于各转录产物中

的不可变区域 ,而另一些片段是某些序列所特有的 ,它对应于

转录产物中的可变区域.如在上图中 ,从比对结果图中得到了

三个序列片段 ,第 1个片段是两条 cds的不可变区域 ,此片段

在两条序列中的位置都是从第一个碱基到第 426个碱基 ,第 2

个片段是第 2条 cds所特有的 ,即为可变区域 ,它在序列中的

位置是从第 427个碱基到第 471个碱基 ,同样 ,第 3个片段也

是不可变区域 ,它在第 1条序列中的位置是从第 427个碱基

到第 846个碱基 ,而在第 2条序列中的位置为第 472个碱基到

第 891个碱基.

5　人类选择性剪接基因的统计分析

　　从比对结果图中 ,可以提出对于每个基因的不同产物中

的可变区域和不可变区域.针对这些序列片段对如下几个特

征进行了统计分析 ,得到了一些有趣的结果.希望通过这些分

析 ,能够对选择性剪接这一现象有更深入的理解 ,并为选择性

剪接基因的预测提供一定的线索.

511　不同基因的 mRNA与 cds数目分布

前面已经谈到 ,从 AsMamDB中的 899个人类基因中筛选

出了符合要求的 371个基因.它们转录产生的 mRNA和 cds的

数目分布如下 :

表 1　cluster中 mRNA数目的分布

Num. Of

mRNAs
2 3 4 5 6 7 8 10 11 13 19 21 23 32

Num. Of

Clusters
157 96 57 28 17 7 2 1 1 1 1 1 1 1

　　371个 cluster中总共包含了 1266条 mRNA.

表 2　cluster中 cds数目的分布

Num. Of cds 2 3 4 5 6 7 15 17 20

Num. of Clusters 252 69 27 9 9 1 2 1 1

　　371个 cluster中总共包含了 992条 cds.

从上面的数字可以看到 ,研究的 371个基因的转录产物

中包含了 1266 条不同的 mRNA序列 ,却只有 992 种不同的

cds ,即至少 (1266 - 992) / 1266 = 21. 6 %的序列的选择性剪接只

发生在序列的 UTR区 ,这里还没有包括只有转录起始和终止

不同的引起的不同转录本. Mironov等[2 ]通过 EST数据与 ge2

nomic数据的比对发现 80 %的选择性剪接的基因在 5′UTR区 ,

19 %的选择性剪接的基因在 3′UTR区存在可变剪接的现象.

这一结果与我们得到的并不矛盾 ,因为在我们的分析中去除

了同时发生在 UTR区和 cds区的可变剪接现象.

我们知道 ,只有 cds区发生的选择性剪接才会真正影响

基因的翻译产物 ,那么为什么会有这么多的选择性剪接只发

生在 mRNA的 UTR区 ,这是否与基因的表达水平与表达调控

有关 ,这些问题还有待我们进一步的分析和实验的验证.

512　发生在翻译区的可变区域与不可变区域的长度分布

可变区域对应于 premRNA序列上的选择性剪接现象的

发生 ,或者采用了不同的剪接位点 ,或者干脆跳过完整的外显

子 ,可变区域的长度则对应了选择性剪接位点间的距离或可

选择性外显子的大小.另一方面 ,可变区域和不可变区域又分

别代表了基因的各种产物间的不同与相同的片段.这里 ,将这

371个基因的 cds中提出的可变区域与不可变区域的长度分

别进行了统计并将二者进行了对比.

在 371个基因的不同产物中 ,总共存在 914个可变区域

和 584个不可变区域 ,它们的长度分布如图 2所示.图中 ,横

轴代表片段长度 (取对数坐标) ,纵轴代表某种长度的片段出

现的频率.

图 2　可变区域与不可变区域的长度分布

从图中可以看到 ,

可变区域的长度多集

中在 102 量级 ,而不可

变区域的程度则多集

中在 103 量级 ,即与不

可变区域的长度相比 ,

大部分可变区域要小

得多. 值得注意的 ,有

258个可变区域的片段

长度小于或等于 50个碱基 ,占总数的 28 %.这意味着 ,有相当

大比例的选择性剪接现象的发生是由于存在两个距离很近的

可选择的剪接位点或在某种剪接形式中跳过了一个很小的外

显子.我们知道 ,就目前的基因预测的算法而言 ,预测较长的

外显子比较容易 ,预测较短的外显子较难 ,预测外显子的大致

位置相对容易一些 ,精确定位剪接位点则较难 [11 ] .现在得到

的这一统计结果一方面可能是造成这一状况的原因之一 (学

习集数据的噪音) ,另一方面也向我们预示了利用序列的统计

特征进行选择性剪接区域预测的困难性.

513　可变区域在 cds中的发生位置

基因的选择性剪接使得同一个基因可以产生不同的转录

产物 ,这些转录产物间的不同可以表现在 cds的起始片段、终

止片段 ,也可以表现在 cds的中部.对应于 371个基因中的 914

个可变区域 ,表 3列出了它们在 cds的不同位置出现的数目

和频率.

表 3　可变区域在 cds中发生位置

起始片段 中部 终止片段

片段数目 189 368 357

出现频率 21 % 40 % 39 %

　　可以看到 ,选择性剪接造成产物 cds的可变区域在起始、
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中部和结尾发生的概率远不是均等的 ,发生在 cds的中部或

结尾部分的概率差不多 ,而 cds起始部分不同的则要少得多.

对这种现象我们认为可能是从 mRNA到蛋白质翻译过程

中的保护机制导致在同一个基因的不同产物间在蛋白质的起

始部分发生变化的概率要远小于在中部或结尾部分发生变化

的概率.

514　由于选择性剪接引起的同一段序列读码框相位的变化

选择性剪接使得同一条 premRNA在剪接时会采用不同

的剪接位点或干脆跳过一个或多个外显子而得到不同的成熟

mRNA.这样 ,由于这些可变区域的存在 ,在翻译时 ,很有可能

发生某一段核酸序列在不同的转录产物中由于读码框相位不

同而翻译成不同的氨基酸序列.这里对这一现象进行了统计

分析.

在 371个基因中 ,只有 51个基因的选择性剪接引起同一

段序列读码框相位的变化 ,占总数的 14 %.而在这 51个基因

中 ,又有 42个基因由于序列读码框相位的变化遇到终止密码

子而导致翻译的终止 ,另有 2个基因以两种相位读码的序列

片段发生在 cds的起始部分.也就是说 ,选择性剪接尽管采用

不同的剪接位点或干脆跳过外显子 ,但不同 mRNA的序列片

段在翻译时仍倾向于采用同一种读码框相位 ,而采用不同相

位时往往会导致读码框的终止.这一结果可能对进行选择性

剪接预测算法的设计有所帮助.

早期研究表明 ,读码框的三相位子序列的统计特性 ,例如

依赖 GC含量的 6碱基熵 ,存在差异 ,这种差异正是判别阅读

相位与测序时检查碱基插入缺失的算法基础 (http :/ / genio. in2

formatik. uni2stuttgart. de/ GENIO/ frame/ ) .对选择性剪接基因的

这一统计结果从一定程度上肯定了这一算法的可行性 ,即使

对于选择性剪接的基因 ,不同 mRNA的同一序列片段在翻译

时的确倾向于采用同一种读码相位.但同时也反映了这种算

法在某种程度上的不可靠性 ,毕竟有一定比例的基因会由于

选择性剪接而发生同一段序列具有两种读码相位的情况.

从这些具有两种阅读相位的序列片段的长度看 ,从最短

的 12个碱基到最长的 804个碱基 ,它的分布与一般可变区域

片段的长度分布基本一致.值得注意的是 ,这种可以采用不同

相位的序列片段也是可以很长的 ,这里有 6条片段的长度大

于 200 ,最长的可达 800个碱基之多.

515　可变区域与不可变区域密码子使用频率

外显子与内含子序列的区分是基因预测的重要任务之

一 ,早期的研究表明 ,外显子与内含子序列在密码子使用的倾

向性上具有差别.为了检验 cds中的可变区域与不可变区域

是否具有不同的密码子使用频率 ,我们计算了这 371个基因

的完整 cds区 ,可变区域与不可变区域中 ,以及出现在二者交

界处的密码子的使用频率 ,并将它们与从 CUTG数据库

(http :/ / www. kazusa. or. jp/ codon/ ) [12 ,13 ]提取的 27 ,143条人类

基因的 cds以及从 EID数据库 (http :/ / mcb. harvard. edu/ gilbert/

EID) [14 ]中提取的 7 ,255条人类内含子序列中的密码子使用

频率进行了对比.在计算内含子序列的密码子使用频率时 ,假

定内含子没有被剪接掉而得到其读码相位.比较结果如图 3

所示.为清楚起见 ,我们根据密码子在 27 ,143条人类基因的

cds中的出现频率进行了排序.

图中横坐标代表了 64中密码子 ,纵坐标则代表了密码子的使用频率

图 3　可变区域与不可变区域密码子使用频率

　　从图 3中可以看出 ,这 371个基因的完整 cds以及它们的

不可变区的密码子使用频率与 27 ,143个人类基因的 cds的密

码子使用频率非常接近 ,而它们的 cds的可变区域中的密码

子使用频率与之相比则略有变化 ,特别是对某几个特定密码

子如 GAA.不论是可变区域还是不可变区域 ,它们的密码子

使用频率都与内含子序列有很大区别 ,而二者本身却很相近.

事实上 ,我们对二种区域中翻译成同一种氨基酸的不同密码

子使用的倾向性也进行了比较 ,差别也很小 (篇幅所限 ,具体

数据这里不再列出) .

值得注意的是 ,出现在可变区域与不可变区域边界上的

密码子的使用有较强的倾向性 ,有几个密码子的使用频率要

远大于其它 ,如 GGG,GGU ,GAU和 AGG.其中 , GGU与 AGG的
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频繁出现与外显子连接处的碱基使用保守性 [15 ]是一致的 ,但

GGG与 GGU在使用上的倾向性则需要进一步的研究.可变区

域与不可变区域边界上的密码子使用的倾向性有可能为识别

cds中可变区域与不可变区域提供一定的线索.

6　小结

　　后基因组时代 ,基因表达调控和基因功能的研究成为生

物信息学研究的核心内容.由于选择性剪接在真核基因表达

调控中的特殊地位以及其在真核生物特别是人类等高等生物

中发生的普遍性 ,使其成为研究真核基因表达调控的重要内

容之一.

目前 ,对于选择性剪接问题的研究还存在大量的问题没

有解决.仅仅依靠实验的方法对单个基因的选择性剪接现象

和机制进行研究很难解决选择性剪接机制与选择性剪接预测

的问题 ,必须进行更为系统更为综合的分析.

从收集选择性剪接基因的数据出发 ,尽可能的收集已知

的选择性剪接的基因和它们的各种转录产物 ,并进行了适当

的筛选以保证数据的质量和统计分析的可靠性.对挑选出的

371 个人类基因 ,提取其各种转录产物的 cds 区 ,应用

ASALIGN进行多序列比对来揭示不同 cds间的剪接关系 ,提

出其中的可变区域与不可变区域 ,并对可变区域与不可变区

域的长度分布 ,可变区域在 cds中出现的位置 ,由于选择性剪

接引起的同一段序列读码框相位的变化以及可变区域与不可

变区域以及二者边界上的密码子使用频率进行了统计分析 ,

得到了一些很有意思的结果 :

首先 ,从这 371个基因转录产生的 mRNA和 cds的数目比

较可以发现 ,有 20 %左右的选择性剪接只发生在序列的 UTR

区 ,而并不影响 cds的产生.其次 ,选择性剪接造成产物 cds的

可变区域更倾向于发生在 cds区的中间或结尾部分 ,而可变

区域的长度分布说明有相当大比例的选择性剪接现象的发生

是由于存在两个距离很近的可选择的剪接位点或在某种剪接

形式中跳过了一个很小的外显子.再有 ,通过读码框相位的分

析 ,我们发现选择性剪接尽管采用不同的剪接位点或干脆跳

过外显子 ,但不同 mRNA的序列片段在翻译时仍倾向于采用

同一种读码框相位 ,而采用不同相位时往往会导致读码框的

终止.最后 ,可变区域与不可变区域密码子使用频率的统计结

果表明 ,二者在密码子使用频率上基本是一致的并且与所有

目前已知的人类基因的 cds的密码子使用频率十分相似 ,但

在二者的交界处密码子的使用频率却有一定的倾向性.

虽然这些统计分析目前还仅仅是很初步的 ,但不可否认 ,

这些结果对于我们对选择性剪接机制与选择性剪接基因预测

的进一步深入的研究提供了良好的线索.同时也希望通过这

一工作为选择性剪接问题的研究提供一条新的思路.
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