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摘要 RBM15是一种RNA结合蛋白，参与到RNA的m6A修饰及可变剪接调控中 . 然而，RBM15在转录组水平如何调控可

变剪接尚不清楚 . 本研究应用超分辨率荧光显微镜技术发现，RBM15在细胞核中形成斑点状结构，且与核斑有密切接触或

完全定位于核斑中 . 核斑为细胞核中无膜细胞器，富含多种剪接因子，这提示RBM15可能参与到可变剪接的调控过程中 .

为了确定RBM15能否及如何调控可变剪接，我们利用 siRNA敲低RBM15，并对敲低RBM15和野生型细胞进行二代测序 .

结果显示，敲低RBM15能够引起1 111个转录本中的1 279个可变剪接事件的变化 . 与已发表的RBM15-CLIP数据进行比较

分析，我们发现，这1 111个转录本中，有191个能够与RBM15结合，提示这191个转录本可能为RBM15调控的直接靶标 .

进一步的分析表明，RBM15结合能够促进这191个转录本中的121个发生内含子或外显子的滞留 . 该研究揭示了RBM15在

转录组水平调控可变剪接的规律 .
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RBM15 （RNA binding motif protein 15，RNA

结合蛋白 15） 最早在一位含有 t （1；22）（p13；

q13）易位的婴儿急性巨核细胞白血病患者体内被

鉴 定 ， 该 易 位 导 致 RBM15 与 MKL1

（megakaryoblastic leukemia 1，巨核细胞白血病 1）

的基因座位发生融合［1-2］ . 随后的多项研究均报道

了含有 RBM15-MKL1 基因融合的婴儿急性巨核细

胞白血病的病例［3-11］，这提示融合基因 RBM15-

MKL1可能是急性巨核细胞白血病发病的诱因 .

RBM15的结构大体上可分为N端的RNA识别

基序（RNA-recognition motif，RRM）结构和Spen

蛋白旁系同源和直系同源 C 端 （Spen paralog and

ortholog C-terminal， SPOC） 结构 . RBM15 通过

RRM结构结合RNA分子并对其进行靶向调控 . 过

往研究表明RBM15参与调控RNA的功能主要集中

在以下 3 个方面：第一，RBM15 作为甲基转移酶

样 蛋 白 3 （methyltransferase-like protein 3，

METTL3）的一个功能亚基，辅助METTL3对特定

的 RNA 分子进行 m6A 修饰［12-14］；第二，特定

mRNA的可变剪接受RBM15调控，进而影响髓系

造血细胞的分化［15-17］；第三，RBM15 可以促进

mRNA的出核运输［18］ . 为进一步研究RBM15的生

理功能，研究人员对小鼠骨髓细胞中的RBM15进

行条件性敲除后，与野生型小鼠相比发现，正常条

件下，小鼠的造血功能不受影响，然而，在复制压

力的条件下，RBM15缺失的造血干细胞不能进行

有效的自我更新［19］ . 在斑马鱼中，RBM15突变导

致肝脏无法发育成熟［20］ . 以上研究结果提示，

RBM15 在调控 RNA 方面具有重要的生物学功能 .

然而，RBM15如何在转录组水平调控mRNA可变

剪接，目前尚不清楚 .

本研究发现，RBM15在细胞核中形成斑点状

结构，且大多与核斑有接触，或位于核斑中 . 核斑
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是细胞核中的一种无膜细胞器，富含多种剪接因

子，这提示RBM15可能参与到RNA的可变剪接过

程中 . 我们利用 siRNA 敲低 RBM15 的表达水平，

并进一步在转录组水平分析发生变化的可变剪接事

件 . 此外，为了确定 RBM15 直接调控可变剪接的

潜在靶基因，我们将这些变化的可变剪接事件与

RBM15在转录组的结合位点进行比较分析，得到

RBM15结合且可变剪接发生变化的转录本 . 通过分

析发现，RBM15结合在其调控可变剪接区域附近，

且RBM15的结合会导致内含子滞留，同时RBM15

直接调控的靶基因主要为核斑的成分蛋白 .

1 材料与方法

1.1 细胞培养

KYSE150和KYSE30购自DMSZ（ACC 375和

ACC 351） . 将KYSE30细胞培养在45% RPMI1640

（Thermo Fisher Scientific，61870036） +45% Ham’s

F12（Thermo Fisher Scientific，11765054）+10%胎

牛 血 清 （Thermo Fisher Scientific， A3161002C）

中 . U-2 OS细胞培养于 90% McCoy’s 5A改良培养

基 （Thermo Fisher Scientific，16600082） +10% 的

胎牛血清中 . 所有细胞培养于 37℃、5% CO2 培

养箱 .

1.2 间接免疫荧光染色

将1×105细胞接种到预先涂有1 g/L胶原蛋白的

35 mm盖玻片上 . 在室温下，将细胞置于PBS稀释

终浓度为 4% 的甲醛中固定 15 min，1×PBS 漂洗 3

次，每次5 min. 将样品在封闭缓冲液（PBS+3% 正

常驴血清+0.1% Triton-X100）中封闭 60 min. 在封

闭缓冲液中稀释RBM15 （Proteintech，Cat. 10578-

1-AP）和 SC35 （Sigma，Cat. S4045）一抗（稀释

比例分别为 1∶500、1∶2 000） . 一抗 4°C 孵育过

夜 . 1×PBS 漂洗 3 次，每次 5 min. Alexa488 偶联

（驴抗小鼠）和Alexa560偶联（驴抗兔）二抗室温

避光孵育 1 h. 1×PBS 漂洗 3 次，每次 5 min，上机

成像 .

1.3 siRNA转染

转染前 12 h，将 2×105个细胞接种到 6 cm培养

皿 中 . 使 用 LipofectamineRNAiMax （Invitrogen，

13778150） 将 10 nmol/L siRNA 双链体转染细胞 .

RBM15 的 siRNA 双链体详见前期报道［12］，由

Ribobio （中国广州）合成 . 转染后 72 h，利用RT-

qPCR检测RBM15敲低效率 .

1.4 cDNA文库构建

根据 VAHTS mRNA-seqV3 Library Prep Kit for

Illumina®试剂盒 （Vazyme，目录号 NR611） 说明

书构建 cDNA 文库 . 使用 Oligo-dT 磁珠从 4 μg 总

RNA中富集poly （A） +RNA. 清除 rRNA后，使用

二价阳离子在 94℃下孵育 8 min 将 poly（A）+RNA

进一步片段化为150~200 bp长度的短片段 . 使用随

机引物将切割的RNA片段反转录为第一链 cDNA.

用RNase H消化杂交双链DNA-RNA双链体以消除

RNA 链，并进行第二链 cDNA 合成 . 将得到的

cDNA片段进行末端修复，A尾修饰并与接头引物

进行连接 . 携带 150~200 bp插入片段的 cDNA片段

通过 VAHTSTM DNA Clean Beads 富集 . 通过 PCR

扩增 cDNA 最终得到 cDNA 文库，并通过 Agilent

2200进行定量 . 将标记的 cDNA文库以相等的比例

合 并 ， 在 Illumina HiSeqXten 的 单 泳 道 中 用 于

150 bp的配对末端测序 . 测序工作由上海烈冰生物

科技有限公司完成 .

1.5 可变剪接分析

根据已知文献报道［21］，对可变剪接分析参数

进行优化 . 在映射前，从原始读数中剪掉接头序

列 . 进一步过滤得到干净的 reads，含＞5% 歧义碱

基（称为 N）或含＞50% 碱基质量得分＜20 的读

数 . 应用 Bowtie 程序将干净的 reads 回帖到人类参

考基因组（版本：Hg38） . 根据前期优化实验，使

用以下参数来获取有关 AS 的大多数信息（-read-

edit-dist 4 -read-mismatches 2 -read-realign-edit-dist

0-mate-inner-dist 25 -min-anchor 6-coverage-

search-microexon-search-solexa1.3-quals -b2-very-

sensitive） . 由此操作生成一个bam文件，其中包含

有关所有连接读取基因组位置的信息 . 所有连接读

取均满足两个条件：（i）至少5 nt的读取必须与潜

在连接位点的两个侧翼区域中的每个区域完全匹

配，并且（ii）在两个连接点中均具有>2的非冗余

reads 的连接位点必须经过过滤 . 进一步使用名为

ASD（可变剪接检测器）的 Java程序软件，完成以

下任务：（i）基于上述重新注释的人类转录组重建

外显子簇，以识别5种常见的AS模式（ii）计算分

别与 WT 和 RBM15-KD 样本中包含或排除同型对

齐的 reads，并使用Fisher精确检验计算P值，（iii）

分别计算 WT 和 RBM15-KD 样本中替代外显子及

其对应基因的读数覆盖率，并基于Fisher精确检验

和外显子 reads覆盖率计算第二个P值，（iv）使用

加权算术方程组合两个P值以获得调整后的P值，
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以评估两个样本之间可变剪接统计差异 . 源代码请

访问https：//sourceforge.net/p/cash-program.

1.6 基因分型分析

通 过 基 因 分 型 联 盟 网 络 工 具 （http://

geneontology.org/）（包括分子功能、生物学功能和

细胞成分）鉴定基因分型（GO）［22］ .

1.7 蛋白质-蛋白质相互作用图

蛋白质-蛋白质相互作用图谱可从在线 String

数据库［23］和PINA v2数据库［24］获得 .

2 结 果

2.1 RBM15的敲低效率检测

关于 RBM15 的精细定位，目前尚无研究报

道 . 为 明 确 RBM15 的 亚 细 胞 定 位 ， 我 们 对

KYSE150细胞进行间接免疫荧光染色，利用实验

室自行搭建的结构光照明超分辨率显微镜［25］，检

测了核斑（SC35标记）和内源性RBM15的亚细胞

定位，结果表明，在U-2OS细胞中内源性RBM15

能够形成直径约 0.2 μm 的斑块，这些斑块与核斑

存在密切互作，RBM15形成的斑块能够嵌合在核

斑中（图 1a），这与我们先前报道的结果一致［26］ .

前人对核斑进行的蛋白质组学研究表明，核斑中富

含多种可变剪接因子，且参与RNA的代谢信号通

路［27］ . 结合 RBM15 的定位，我们推测 RBM15 形

成的小斑块通过与核斑的密切接触来行使其功能，

例如：调控RNA的可变剪接 . 为了研究RBM15的

生物学功能，利用两条不同的 siRNA （RBM15-

KD-1 和 RBM15-KD-2）敲低 RBM15 的表达 . 定量

荧光 PCR 的结果表明，相比于对照组 （WT），

RBM15敲低组中RBM15的mRNA表达水平显著降

低（图1b）；敲低RBM15组的二代测序结果显示，

RBM15基因座位的 reads数量明显减少，与定量荧

光 PCR 的结果一致 （图 1c） . 以上结果表明，

siRNA能够有效敲低RBM15的表达水平，这为进

一步研究RBM15的功能提供了有力的工具 .

Fig. 1 RBM15 embeds in nuclear speckles and silencing efficacies of RBM15 with siRNA duplexes
(a) 3D-SIM images of RBM15 (purple) and SC35 (nuclear speckles, green) in U2OS cells. (b) KYSE30 cells were transfected with 10 nmol/L

siRNAs targeting RBM15(RBM15-KD-1/2). RT-qPCR detects the abundance of RBM15 mRNA. GAPDH is used as an internal reference. WT:

wildtype control group. **P<0.01. Data are presented as (x ± s) of 3 independent experiments. (c) Next-generation sequencing result of the sample

in (b).
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2.2 RBM15敲低引发的可变剪接事件的数量和

种类

为了进一步研究 RBM15 如何影响可变剪接，

我们使用 siRNA 敲低 KYSE30 细胞中的 RBM15 并

利用RNA-seq技术分析其对可变剪接调控的影响 .

当 WT 细胞和 RBM15-KD 细胞在标准培养基中培

养至 90% 融合时，提取总 RNA，并通过包括

poly（A）富集、RNA 片段化、随机六聚体引物

cDNA合成、接头连接、大小选择和PCR扩增等系

列流程构建 cDNA 文库，然后使用 Illumina XTEN

仪 器 进 行 测 序 . 经 过 质 控 过 滤 后 ， 共 产 生

50 452 082条和40 396 838条 reads用来做进一步分

析 （图 2a） . 随后使用 Bowtie （v1.3.0） 软件将这

些 reads与人基因组序列（hg38）及其相应的注释

基因（hg38.gff3）对齐 . 配对末端的 reads插入大小

约为（192±16） bp，这与在 cDNA文库制备过程中

分选的片段大小一致 . 鉴于跨剪接点的 reads准确读

取是识别可变剪接事件的关键组成部分，我们对一

些参数列进行了优化以确保跨剪接点的 reads

数目 （详见“材料与方法”部分） . 经优化后，

WT 和 RBM15-KD 各生成 46 152 593 （91%） 和

45 354 730 （90%） 条可映射的 reads，且 WT 和

RBM15-KD中约 99%的 reads均能特异性回帖到参

考基因组，仅有约1%的 reads作为多重映射而被过

滤（图 2a） . 在后生动物中主要有 5种可变剪接事

件模式，包括盒式外显子（cassette exons）、5′替代

剪接 （alternative 5′ splicing）、 3′替代剪接位点

（alternative 3′ splicing sites）、 互 斥 外 显 子

（mutually exclusive exons） 和 滞 留 内 含 子

（retained introns）（图 2b） . CASH软件可以从所有

带注释的转录本基因组坐标中搜索并找到发生可变

剪接的外显子及其连接点的位置［28］ . 为了确定因

RBM15 缺失引起的这 5 种可变剪接事件的变化，

我们利用CASH算法对敲低RBM15后的转录本进

行分析 . 我们分别对WT和RBM15-KD样品中能够

回帖到外显子和可变剪接结合处的所有 reads进行

计数，通过比较 WT 和 RBM15-KD 样本之间连接

处的 reads数目，确定由RBM15-KD引发的剪接模

式的变化，这种剪接模式的变化可以通过比较WT

和RBM15-KD细胞之间的外显子 reads覆盖率来进

一步调整（详见“材料与方法”部分） . 在RBM15-

KD样本中，23 832个剪接事件在调整后的P值截止

值小于 0.01的情况下，在 1 111个转录本中鉴定出

1 279个可变剪接事件发生显著变化（图2c） . 1 279

Fig. 2 Statistical analysis of alternative splicing changes caused by RBM15 knockdown
(a) Reads statistics of RNA-seq. (b) Diagrams of the exclusion and inclusion isoforms for the five modes of AS events that were examined. Red

boxes: flanking constitutive exons; blue boxes: alternative spliced exons/regions; solid lines and dotted lines indicate two different AS isoforms.

(c) Volcano plot of AS events. The y-ordinate represents the -lg of the adjusted P values. The percent spliced in index(PSI) indicates the efficiency of

splicing a specific exon into the transcript population of a gene. ∆PSI represents the PSI difference between the RBM15-KD group and the WT

control group. All data are analyzed using CASH software. (d) Statistical table of different AS events.



王茹，等：RBM15结合促进RNA内含子或外显子滞留2021；48（6） ·671·

个发生显著变化的可变剪接事件中包含有639个盒

式外显子事件、237个5′替代剪接事件、287个3′替

代剪接事件、38个互斥外显子事件和 78个滞留内

含子事件（图2d） . 总之，RBM15的敲低引起了所

有常见可变剪接事件的改变 .

2.3 确定RBM15直接调控的靶基因

RBM15是RNA结合蛋白，能够在转录组中结

合不同类型的RNA分子［12，16］ . 为了明确1 111个转

录本中因RBM15的敲低而直接导致可变剪接发生

显著变化的转录本，将这 1 111个转录本与已知的

RBM15转录组结合位点进行比较分析［12，16］ . 我们

发现，这 1 111 个转录本中，有 191 个是能与

RBM15结合且由于RBM15敲低而直接发生可变剪

接显著变化的转录本（图3a），因此，推测RBM15

直接调控这 191个基因的可变剪接 . 对 191个转录

本进行基因功能聚类分析，发现其中有 26个转录

Fig. 3 RBM15 binds to the transcripts of nuclear speckle components and directly regulates their AS
(a) Venn diagram shows the intersection between the transcripts with changes in AS caused by RBM15-KD and the transcripts bound by RBM15. The

intersection area represents that the AS of transcripts changes under RBM15-KD condition and can be bound by RBM15 simultaneously. (b) GO

analysis on the intersection area in (a). (c) Protein-protein interaction network diagram for genes enriched in RNA splicing from (b). Each node

represents a protein, and the thickness of the line represents the strength of the interaction. The protein interaction data were retrieved from the String

database (https://string-db.org/).
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本的编码蛋白参与到RNA可变剪接的调控过程中

（图3b） . 利用String数据库对这些基因进行蛋白质

互作网络分析，发现这些蛋白质形成功能高度相关

的调控网络（图3c） . 这些结果提示，RBM15结合

编码核斑组分转录本，进而调控其可变剪接 . 前期

报道揭示剪接因子的可变剪接在脊椎动物中高度保

守且在精细调控可变剪接功能方面有着重要的作

用［29-32］ . 这些由 RBM15-KD 引发的核斑转录本可

变剪接变化可能会产生级联效应，对更多转录本的

可变剪接产生影响 .

2.4 RBM15与转录本的结合抑制该转录本的相邻

序列的剪接

为了进一步确定RBM15调控可变剪接是否有

规律可寻，我们对图3a中的可与RBM15结合且发

生可变剪接的 191 个转录本逐一进行分析 . 如图 4

中举例所示，与野生型转录本相比，RBM15-KD

导致其中 121 个转录本在 RBM15 结合位置的临近

区域的 reads数目降低（图中黄色背景区域），reads

密度降低的区域可能出现在转录本的 3'末端（图

4a，POLR2D；图 4e，RTL10；图 4f，BUB3），转

录本的 5'末端（图 4d，RBM39）或转录本中央区

域（图 4b，PRPF38B；图 4c，DDX5），且这些区

域通常位于 RBM15 结合位点的近端 . 这些结果提

示RBM15的结合能够阻碍结合位点临近序列的有

效剪接 .

3 讨 论

本研究分析了RBM15在转录组水平直接调控

的可变剪接事件 . 我们发现 RBM15 调控所有常见

类型的可变剪接，转录本与RBM15的结合可以防

止与RBM15结合位点相邻序列的剪接 .

Fig. 4 RBM15 inhibits splicing of region adjacent to its binding sites
Representative the IGV snapshots of POLR2D (a), PRPF38B (b), DDX5 (c), RBM39 (d), RTL10 (e) and BUB3 (f). WT-1/-2 and RBM15-KD-1/-2

panels represent the distribution of reads in wild-type KYSE30 cells (black) and knockdown of RBM15 (red), respectively. RBM15-CLIP (blue) is

the binding sites of RMB15. RBM15-CLIP data are from GEO public database GSM2064710. The differential AS events are highlighted by yellow

background.
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通过分析RBM15的蛋白质相互作用网络，我

们发现RBM15可能与m6A甲基化酶METTL3相互

作用（图 5），这与已知 RBM15 参与 RNA 分子的

m6A修饰相一致［12］ . 近期报道揭示，m6A修饰几乎

可参与 RNA 加工的所有方面，包括可变剪接、

mRNA向细胞质的转运及mRNA的翻译起始［33-35］ .

因此，推测RBM15可能通过m6A修饰阻止与其结

合位点相邻区域的剪接 . 此外，RBM15 也可与

Stau1 和 SF3B1 相互作用 （图 5） . Stau1 的表达在

Ⅰ 型肌强直性肌营养不良症中显著升高，并可以调

节多种转录本的AS［36］ . 剪接因子SF3B1的突变影

响多种转录本的可变剪接，从而诱发骨髓增生异常

综合症［37］、慢性白血病［38］和葡萄膜黑色素瘤［39］ .

这些研究提示，RBM15可能与Stau1或SF3B1相互

作用，抑制其结合近端区域的选择性剪接，从而调

控上述疾病的发展 . 相似地，文献报道 RBM15 的

无意义突变可诱发乳腺叶肉瘤［40］ . 最近也有研究

表明 RBM15 在卵巢癌和骨肉瘤中异常表达［36-38］ .

根据本研究结果，我们推测RBM15的异常表达或

突变可导致mRNA 选择性剪接发生变化，进而影

响癌症进程 .
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RBM15 Promotes Intron or Exon Retention*
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Abstract RBM15 is an RNA binding protein that is known of involving in the m6A modification and the

regulation of alternative splicing (AS). However, how RBM15 regulates AS is currently unclear. Here, using

super-resolution microscopy, we found that RBM15 forms puncta structures that closely contact with or even

embedded in the nuclear speckles. Nuclear speckles are enriched in splicing factors, which implies that RMB15

might be involved in RNA AS. To determine whether and how RBM15 regulates AS, we knocked down RBM15

(RBM15-KD) using siRNA and performed RNA-seq for wildtype(WT) cells and RBM15-KD cells. We analyzed

the RNA-seq of WT and RBM15-KD cells. We show that RBM15-KD cause 1 279 differential AS events in 1 111

transcripts. After comparing to public RBM15-CLIP data, we identify that 191 out of 1 111 transcripts are directly

bound by RMB15, indicating that these 191 transcripts are probably direct targets of RBM15. Moreover, RBM15

promotes the retention of the adjacent regions proximal to its binding sites in 121 out of the 191 transcripts. This

study reveals that how RBM15 regulates AS on a transcriptomic level.
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