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摘要    完整基因结构的预测是当前生命科学研究的一个重要基础课题, 其中一个关键环节是

剪接位点和各种可变剪接事件的精确识别. 基于转录组测序(RNA-seq)数据, 识别剪接位点和可

变剪接事件是近几年随着新一代测序技术发展起来的新技术策略和方法. 本工作基于黑腹果蝇

睾丸 RNA-seq 数据, 使用 TopHat 软件成功识别出 39718 个果蝇剪接位点, 其中有 10584 个新剪

接位点. 同时, 基于剪接位点的不同组合, 针对各类型可变剪接特征开发出计算识别算法, 成功

识别了 8477 个可变剪接事件(其中新识别的可变剪接事件 3922 个), 包括可变供体位点、可变受

体位点、内含子保留和外显子缺失 4 种类型. RT-PCR 实验验证了 2 个果蝇基因上新识别的可变

剪接事件, 发现了全新的剪接异构体. 进一步表明, RNA-seq 数据可有效应用于识别剪接位点和

可变剪接事件, 为深入揭示剪接机制及可变剪接生物学功能提供新思路和新手段.  

关键词   

剪接位点 

可变剪接 

黑腹果蝇 

RNA-seq 

  

 
 
绝大多数真核基因编码序列由外显子和内含子

间隔组成. 外显子和内含子之间的边界称作剪接位

点, 按它们在内含子两端的位置又可分为 5′剪接位点

(位于内含子的 5′端, 也称作供体位点)和 3′剪接位点

(位于内含子的 3′端, 也称作受体位点)[1]. 基因的前

体 mRNA 被转录后, 必须通过剪接反应切除内含子, 

把外显子连在一起, 形成一个成熟的 mRNA, 由细胞

核转运到细胞质中进行翻译 . 可变剪接(alternative 

splicing)是指从一个mRNA前体中通过不同的剪接方

式(选择不同的剪接位点组合)产生不同的 mRNA 剪

接异构体, 生成具有不同化学性质和生物功能的蛋

白亚型的过程[2]. 可变剪接是高等真核生物中丰富蛋

白质多样性的重要机制之一[3], 非正常的可变剪接会

导致各种疾病[4,5].  

剪接位点的精确定位是确定真核生物基因结构

的关键, 目前有多种方法可用来在基因组范围内识

别剪接位点. 生物实验主要采用外显子连接芯片[6]和

外显子芯片[7]等高通量技术, 该方法有探针设计和数

据分析相对复杂、无法识别未知剪接位点的局限性. 

生物信息学已开发出包括从头预测法、基于 EST/ 
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cDNA 序列比对法和基于 RNA-seq 数据识别等多种

有效的方法. 从头预测算法主要采用支持向量机[8]、

概率模型[9]、马尔可夫模型[10]和神经网络[11]等智能信

息处理技术预测剪接位点. 这类方法能够不依赖于

转录丰度, 直接在全基因组范围内快速识别潜在的

剪接位点, 但其预测精度依赖于数学模型和参数体

系的选择, 假阳性率普遍较高. EST 技术长期以来被

作为新转录体检测和基因结构识别的“核心方法”和

“黄金标准”, 基于序列比对从序列片段中识别出剪

接位点和可变剪接事件[12], 但该技术价格较贵, 具有

克隆偏性, 并且不同转录区域的EST/cDNA覆盖度差

异较大. RNA-seq 技术是全新的转录组研究方法, 基

本上克服了上述技术的弊端和缺陷, 无需预先设计

探针, 可对任意物种的整体转录活动进行检测, 发现

新基因、新剪接位点和可变剪接事件, 对转录体结构

的分析有了明显的提高[13]. 已有研究者将 RNA-Seq

技术成功应用于剪接位点和可变剪接事件识别. Ali 

Mortazavi 等人[14]通过 RNA-seq 技术检测到 145000

个小鼠 mRNA 剪接形式, 总共有 3500 个基因发生了

可变剪接 ; Sultan 等人 [15]通过 RNA-seq 技术发现

94241 个人类 mRNA 剪接形式, 其中 4096 个为新的

剪接形式; Pan 等人[16]基于 RNA-seq 数据, 在约 20%

的人类多外显子基因中识别出新的剪接形式, 并推

测高达  95%的人类多外显子基因均发生可变剪接 . 

Ramani 等人[17]用线虫 RNA-seq 数据识别出 71%的已

标注剪接位点, 并发现上千新的剪接位点和几百个

受发育时序调控的可变剪接事件.  

黑腹果蝇是生物学研究中最重要的模式生物之

一. 可变剪接事件在果蝇中普遍存在, Stolc 等人[18]发

现至少  40%的果蝇基因发生可变剪接. 研究发现, 可

变剪接在果蝇的性别决定、神经分布和眼睛发育等多

方面发挥重要作用[19]. Gan等人[20]基于 RNA-seq技术

研究雄性和雌性果蝇的性腺转录组, 发现了一批性

别差异的剪接异构体, 研究结果表明剪接事件在未

分化的性腺细胞中比分化后的显著活跃. Graveley 等

人[21]基于 RNA-seq 技术, 揭示了果蝇多个发育阶段

的转录组 , 发现了 22965 个新剪接位点 , 在果蝇

12295 个多外显子基因中, 高达 60.7%的基因均发生

可变剪接. 由此可知, 果蝇转录组实际上比原有的认

识还要复杂的多, 需要更多的研究工作揭示果蝇转

录组的复杂性. 本研究基于果蝇睾丸 RNA-seq 数据,

识别了 29134个已知剪接位点和 10584个新剪接位点. 

基于剪接位点的不同组合, 针对各类型可变剪接特

征开发出计算识别算法, 成功识别了 8477 个可变剪

接事件 , 其中 46.3%为新识别的可变剪接事件 . 

RT-PCR 实验成功验证了 2 个果蝇基因上新识别的可

变剪接事件, 发现了全新的剪接异构体.  

1  材料与方法 

1.1  数据来源和已知果蝇剪接位点数据集的构建 

果蝇基因组序列(dm3 版)下载自 UCSC 网站; 果

蝇睾丸组织的 RNA-Seq 数据[22](SRR054704)下载自

NCBI SRA 数据库, 是由 Solexa 双末端(pair-end)测序

获得的 75 bp 的转录组序列, 共计 32585670 条; 基因

注释数据下载自 FlyBase 数据库和 UCSC 网站, 合并

了 FlyBase 和 UCSC 标注的内含子, 去冗余后得到

52989 个内含子, 提取供体和受体位点, 构建了果蝇

已知剪接位点数据集.  

1.2  剪接位点的识别 

目前已有多款基于 RNA-seq 数据识别剪接位点

的软件[23], 其中 TopHat[24]是一款被广泛应用的软件, 

不依赖已知标注信息, 将第一步无法比对到基因组

上的序列进一步分割成小片段, 同第一步比对序列

拼接聚类建立的剪接接合区进行二次比对, 结合两

次比对识别剪接位点. 该软件在内部调用第三方比

对软件 bowtie[25]. 本研究工作中, 果蝇剪接位点识别

采用 TopHat(v-0.1.4)和 bowtie(v-0.12.7)软件.  

本研究对TopHat软件参数做如下设置: (1) 果蝇

内含子大部分在 10 kb 以内, 因此内含子最大搜索距

离设置为 15 kb; (2) TopHat 比对种子区最多允许出现

一个错配, 且剪接位点上下游 8 bp 区域内不允许有

错配; (3) 比对到基因组上的序列位置唯一.  

1.3  可变剪接事件的识别 

可变剪接事件共有 5种基本类型, 分别是可变供

体位点(alternative donor site)、可变受体位点(alter- 

native acceptor site)、内含子保留型(intron retention)、

外显子缺失型(exon skipping)和外显子互斥型(mutu- 

ally exclusive exon). 另外也有分为 7 种形式的, 包括

前面 5 种类型加上可变的起始或末端外显子, 而后两

种形式更有可能是可变启动子和可变 polyA 位点造

成的, 可进行专门分析. 如图 1 所示, 结合已知剪接
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图 1  可变剪接类型及计算识别策略 

图中黑色方块代表组成性外显子, 红色方块代表可变外显子, 蓝色和黄色方块分别代表供体位点和受体位点, 黑色实线代表内含子. 第一列

图示了 4 种可变剪接类型, 第二列穷举 TopHat 识别的供体和受体位点组合, 第三列是基于位点组合识别的潜在可变剪接事件 

位点数据集和基于 RNA-Seq 数据新识别的剪接位点, 

通过比较供体位点和受体位点的组合, 我们建立了

识别其中 4 种可变剪接事件的计算策略, 具体如下:  

(1) 可变供体位点各剪接形式都有相同的受体

位点和不同的供体位点, 不同的供体位点改变了其

上游外显子的长度. 如图 1(A)所示, 4 个剪接位点包

含不同的供体位点 D1, D2, D3和相同的受体位点 A1, 

可组合为 3 种剪接形式 D1-A1, D2-A1 和 D3-A1, 即

识别出 2 个可变剪接事件 , 可变外显子区分别为

D1-D2 和 D1-D3.  

(2) 可变受体位点各剪接形式都有不同的受体

位点和相同的供体位点, 不同的受体位点改变了其

下游外显子的长度. 如图 1(B)所示, 4 个剪接位点包

含相同的供体位点 D1 和不同的受体位点 A1, A2 和

A3, 可组合为 3 种剪接形式 D1-A1, D1-A2 和 D1-A3, 

即识别出 2 个可变剪接事件, 可变外显子区分别为

A1-A3 和 A2-A3.  

(3) 内含子保留型可变剪接是完整的内含子有

时会被当作外显子中的一段保留的剪接事件, 其受

体和供体位点必须落在同一个外显子上. 如图 1(C)

所示, D1 和 A1 分别为剪接事件的供体和受体位点, 

若它们又落在同一个外显子上, 即识别出一个可变

剪接事件, 可变外显子区为 D1-A1.  

(4) 外显子缺失型可变剪接是指某一完整外显

子可能被某种剪接形式跨过从而作为内含子去除的

剪接事件. 如图 1(D)所示, 6 个剪接位点包含不同的

供体位点 D1, D2, D3 和不同的受体位点 A1, A2 和 A3, 

穷举位点 D1 和 A3 之间所有可能的外显子, 得到

A1-D2, A1-D3 和 A2-D3 3 个假定的外显子, 其中若

A1-D3 有已知外显子支持, 则识别出 3 个可变剪接事

件, 可变外显子为 A1-D2, A2-D3 和 A1-D3; 若

A1-D3 无已知外显子支持, 由于其间含有 5′和 3′剪接

位点, 本研究中认为此类假定的外显子不存在, 故识

别出 2 个可变剪接事件, 可变外显子为 A1-D2 和 
A2-D3. 
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1.4  新剪接位点和可变剪接事件的实验验证 

野生型雄性果蝇由中国农业大学赵章武教授提

供. 利用常规 Trizol 法提取总 RNA, cDNA 第一链的

合成用 M-MLV 反转录酶(Takara)完成. 使用 LaTaq

扩增酶(Takara)以合成的 cDNA 为模板进行 PCR 扩

增. 反应条件如下: 94℃预变性 5 min; 94℃变性 30 s, 

54℃退火 30 s, 72℃延伸 2.5 min, 进行 31 个循环; 

72℃再延伸 10 min. 以普通琼脂糖凝胶 DNA 回收试

剂盒(TIANGEN, 北京)回收纯化 PCR 产物, 将该产

物与 pMD18-T 载体(Takara)进行连接, 16℃反应 5 h, 

转化至大肠杆菌 DH5α, 蓝白斑筛选并进行 PCR 鉴定. 

引物合成由北京奥科生物技术有限责任公司完成 . 

测序由北京天一辉远生物科技有限公司进行. 验证

实验所用引物如下: CG5450_F: 5′-CAAGAGCCGGA- 

TAGACAGAGC-3′, CG5450_R: 5′-TTGGCAGCAGA- 
GTGGCTAAGT-3′; CG9008_F: 5′-AGTTTCAATCG- 
GTCGCTCGTT-3′, CG9008-R: 5′- TACAACTTCTTG- 
ATTGGGTGC-3′; CG31601_F: 5′-TGTCCAGTTCAC- 
AATCATCAG-3′, CG31601-R: 5′-TTCTCTATTTGC- 
TGCTCTACG-3′.  

2  结果 

2.1  基于果蝇 RNA-Seq 数据的全基因组范围剪接
位点识别 

使用 TopHat 将果蝇睾丸 RNA-seq 数据比对到其

基因组(dm3), 在限制种子区最多允许出现一个错配, 

并且剪接位点上下游 8 bp 区域内不允许有错配 , 

28038277(86.04%)条转录组测序 read 在第一轮比对

中比对到基因组唯一位置, 2078497(6.38%)条 read 二

次比对时匹配到剪接位点结合区, 识别出 39718 个剪

接位点.  

如表 1所示, 同构建的果蝇已知剪接位点数据集

进行比较, 发现识别的剪接位点中有 29134 个为已知

剪接位点, 覆盖了已知果蝇剪接位点的 55.0%, 分布

在果蝇 8201 个基因上. 在重标注的已知剪接位点中, 

read 支持数大于 5 的占多数(69.16%); 未在已知剪接

位点数据集中的剪接位点有 10584 个, 这些位点是从

果蝇睾丸转录组中识别出的新剪接位点. 在新剪接

位点中, read 支持数大于等于 5 的有 2186 个(20.66%), 

新剪接位点的 reads 支持数相比已知剪接位点普遍偏

低, 大多只有少数 reads 支持. Ramani 等人[17]在基于

RNA-Seq 识别线虫可变剪接的工作中, 对仅有一条

read支持的可变剪接事件进一步分析, 发现超过 90%

的事件在增加测序覆盖度后均得到确认, 该文认为

仅有一条 read 支持的剪接位点和可变剪接事件仍是

可靠的.  

2.2  基于果蝇 RNA-Seq 数据的全基因组范围可变
剪接事件的识别 

结合已知剪接位点数据集和基于 RNA-Seq 数据

新识别的剪接位点, 通过比较供体位点和受体位点 

 

表 1  TopHat 比对结果和剪接位点识别结果统计 

对比和剪接位点识别结果 Read 和剪接位点数目 比例 
果蝇睾丸 RNA-Seq 总 read 数 32585670  

比对到唯一位置的 read 28038277 86.04% 
比对到剪接位点的 read 2078497 6.38% 

其他 read(测序质量低\比对到多个位置或未比

对上的 read) 
2468896 7.58% 

识别出的剪接位点 39718  
重标注已知剪接位点 29134  
剪接位点(支持 read<5 ) 8986 30.84% 
剪接位点(支持 read5 ) 4832 16.59% 
剪接位点(支持 read10 ) 2819 9.68% 
剪接位点(支持 read15 ) 1853 6.36% 
剪接位点(支持 read20 ) 10644 36.53% 

新识别的剪接位点 10584  
剪接位点(支持 read<5 ) 8398 79.34% 
剪接位点(支持 read5 ) 950 8.98% 
剪接位点(支持 read10 ) 377 3.56% 
剪接位点(支持 read15 ) 186 1.76% 
剪接位点(支持 read20 ) 673 6.36% 
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的组合, 我们针对各类型可变剪接特征开发出识别

算法, 成功识别出 8477 个可变剪接事件(已知可变剪

接事件 4555个和新可变剪接事件 3922个, 详见表 2), 

包括可变供体位点、可变受体位点、内含子保留和外

显子缺失 4 种类型.  

基于果蝇睾丸RNA-Seq数据识别的 8477个可变

剪接事件, 发生在共计 3705 个基因上(约占已知基因

的 25.8%, 3705/14381), 特别是新识别的 3922 个可变

剪接事件进一步丰富了果蝇的蛋白质产物. 例如果

蝇 Cdlc2 基因在睾丸中特异性表达[26], 它参与精子个

体化的两个独立过程并起着重要作用[27]. 依据 UCSC

数据库注释(图 2(D)), 该基因有 2 种已知的剪接异构

体, 本研究又在该基因上识别出 1 个新的可变受体位

点, 使该基因第二个外显子缩短了 12 nt, 导致 Cdlc2

基因的 5′-UTR 缩短. RT-PCR 实验验证出 2 个已知的

剪接异构体, 未验证出此可变受体位点, 可能是由于

如此小的差异(12 nt)在电泳条带上较难被区分, 从而

导致未挑选到含有该可变受体位点的单克隆进行测

序 . 但是该可变受体位点得到已知果蝇 EST 序列

(AI946956)的支持. 果蝇 CG9008 基因参与高尔基体

和脂肪颗粒的组织[28]. 依据 UCSC 数据库注释(如图

2(C)所示), 该基因有 2 种已知的剪接异构体, 本研究

又在该基因上识别了新的内含子保留型可变剪接事

件, 使处于 CDS 区的外显子增加了 207 nt, 从而导致

编码的蛋白质增加了 69 个氨基酸, RT-PCR 及 PCR

测序成功验证了该内含子保留型可变剪接事件, 发

现了一种全新的剪接异构体 CG9008_N1. 依据

UCSC 数据库注释(如图 2(B)所示, 果蝇 CG31601 基

因不发生可变剪接, 我们在该基因上识别了新的内

含子保留型可变剪接事件, 使处于 CDS 区的外显子

减少了 54 nt, 从而导致编码的蛋白质减少了 18 个氨

基酸, RT-PCR 及 PCR 测序成功验证了该内含子保留

型可变剪接事件 , 发现了一种全新的剪接异构体

CG31601_N1, 同时已知果蝇 EST 序列(BT125056)也

支持该可变剪接事件.  

3  讨论 

RNA-Seq 技术能够精确地判断转录本的边界区

域, 发现小的外显子和未注释的基因[13,14], 并且能够

揭示基因序列的变化如可变剪接 [14~17]等 . 可以说 , 

RNA-Seq 技术是转录组学研究的革命性工具[13]. 本

研究基于果蝇睾丸RNA-Seq数据, 成功识别出 39718

个果蝇剪接位点, 其中有 10584 个新剪接位点. 基于

剪接位点的不同组合, 计算识别了可变供体位点、可

变受体位点、内含子保留和外显子缺失 4 种类型的

8477 个可变剪接事件, 其中 3922 个为新可变剪接事

件. RT-PCR 实验验证了 2 个果蝇基因上新识别的可

变剪接事件, 发现了全新的剪接异构体. 本工作为进

一步研究黑腹果蝇剪接机制及可变剪接生物学功能

奠定了基础.  

在本工作识别出的大量新剪接位点中, 如表 1所

示, 可以发现大部分新剪接位点的 read 支持数普遍

较低, 可能是由于这些剪接位点所在的转录体本身

的转录丰度低, 或者剪接位点自身的剪接效率较低, 

传统实验技术较难检测, 有赖于新一代测序技术的

深度挖掘才被识别出来; 本工作识别到的已知剪接

位点仅占全部已知剪接位点的 55%, 一方面可能是

软件比对和识别参数设置所限; 另一方面可能是果

蝇基因并未全部在其雄性睾丸中转录, 或者本工作

基于的原始测序数据深度不足, 仍有基因或剪接结

合区未能被覆盖. 使用序列联配方法识别可变剪接

作为一种重要研究手段, 是对实验研究的必要补充, 

显著降低实验周期和消耗. 目前基于 RNA-Seq 技术

的可变剪接研究只是一个开端, 还有许多值得探索

和改进的地方. 

新一代测序技术产生的 read 比 cDNA/EST 序列

表 2  识别的已知可变剪接和新可变剪接事件 

可变剪接类型 
重标注已知的可变剪接事件 新识别的可变剪接事件 

总计 支持 read5 支持 read10 总计 支持 read5 支持 read10 

可变供体位点 1274 368(28.9%) 260(20.4%) 1158 273(23.6%) 147(12.7%) 

可变受体位点 1664 495(29.7%) 370(22.2%) 1176 291(24.7) 165(14%) 

内含子保留 684 464(67.8%) 353(51.6%) 1344 316(23.5%) 191(14.2%) 

外显子缺失 933a) 295(63.9%) 222(48%) 244 52(21.3%) 24(9.8%) 

总计 4555   3922   

a) 外显子缺失型可变剪接中, 剪接事件由已知数据支持无 RNA-seq 数据覆盖时无法统计 read 支持数, 占 44.6% (416/933) 
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图 2  实验验证 3 个果蝇基因上的新可变剪接事件 

(A) RT-PCR 扩增的各基因不同剪接异构体的电泳图; (B) CG31601 基因的 RT-PCR 结果和原有数据库(FlyBase 和 GenBank)标注信息; (C) 

CG9008 基因的 RT-PCR 结果和原有数据库(FlyBase)标注信息; (D) Cdlc2 基因的 RT-PCR 结果和原有数据库(FlyBase 和 GenBank)标注信息 

的长度短很多, 通常用于转录组表达分析的 read 长

度在 30 nt 左右. 序列过短将限制其进一步应用于剪

接位点和可变剪接事件的识别, 一方面因为读段长

度只有 20~30个碱基时, 来自剪接接合区的读段所占

比例很小; 另一方面, 目前基于 RNA-Seq 数据识别

剪接位点的软件会将无法连续比对到基因组的 read

片段化, 如 TopHat 默认将 read 切成 25 nt 长的多个

片段进行二次比对, 故其推荐应用于剪接位点识别

的 RNA-Seq 读段长度最小为 75 nt. 现在各测序平台

都支持双末端测序, 产生的 reads 长度可达 2×100 bp, 

随着这一技术的不断发展, 势必产生更长的序列, 跨

剪接接合区 read 数量更多, 将使我们能够更准确地

检测剪接事件和推断剪接异构体的表达水平, 大大

推进人们对可变剪接的研究.  
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Gene structure prediction is the first and most fundamental step to genome analysis and annotation. Splice site and 
alternative splicing (AS) prediction is particularly challenging for eukaryotes. With the Next Generation sequencing 
technologies, RNA-seq has been used in identification of splice site and alternative splicing. In this work, 39718 fruit 
fly splice sites were identified based on Drosophila melanogaster testis RNA-seq data by using Tophat software, of 
which 10584 were new discoveries. By different donor/acceptor splice site combinations, a computational identification 
method has been developed and applied to predict 8477 alternative splicing events (containing four distinct classes of 
AS events: alternative donor site, alternative acceptor site, intron retention and exon skipping). RT-PCR successfully 
validated novel alternative splicing events and new isoforms in two genes. Our result indicates that RNA-seq was not 
only an effective and accurate method for splice site and AS event detection, but also a new technique for deciphering 
molecular mechanism of RNA splicing further. 
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