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摘要      可变剪接属于转录后调控, 通过调控细胞增殖、分化等生物学过程影响细胞的命运决

定与谱系分化。现有研究表明, 剪接相关因子在造血发育过程中发挥重要作用, 但剪接因子SRSF1
在早期造血分化过程中是否有功能仍然未有报道。早期的研究证实, 剪接因子SRSF2可通过调控

NUMB的可变剪接影响生血内皮细胞产生。在人胚胎干细胞造血分化模型不同阶段细胞的RNA-
seq以及RT-qPCR数据均表明, SRSF2与SRSF1在造血分化过程中的表达模式相似, 在生血内皮产生

阶段表达变化最显著。为了探究SRSF1在造血分化过程中是否影响生血内皮细胞的产生, 该研究

构建了诱导性过表达SRSF1的人胚胎干细胞稳定株, 发现过表达SRSF1促进生血内皮细胞的产生; 
并且通过RNA干扰技术在生血内皮细胞产生阶段敲低剪接因子SRSF1, 发现敲低SRSF1能抑制生血

内皮细胞的产生。通过可变剪接体外报告系统证实剪接因子SRSF1能够结合到NUMB exon 9上的

相关位点并且促进NUMB短转录本的产生。该研究证实, SRSF1能够影响生血内皮阶段, 这可能是

通过调控NUMB的可变剪接完成的, 为生血内皮的产生提供了另一项理论依据。
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Abstract       Alternative splicing is a post-transcriptional process which impacts cell fate decision and lineage 
differentiation via regulating cell proliferation and differentiation. The prior study revealed splicing factor SRSF2 
modulated the generation of HE (hemogenic endothelial cells) mainly through alternative splicing of NUMB tran-
scripts during inducing hematopoietic differentiation from hESCs (human embryonic stem cells). Despite SRSF1 
shared the similar expression pattern as SRSF2, its role in early hematopoietic differentiation is still largely un-
known. In order to explore whether SRSF1 affects the production of HE during hematopoietic differentiation, this 
study constructed an inducible stable cell line of hESCs with overexpressed SRSF1 and found that overexpression 
of SRSF1 promoted the production of HE. In addition, knockdown of SRSF1 during the generation of HE by RNA 
interference technology can inhibit the production of HE. SRSF1 can bind to NUMB exon 9 and promote the pro-
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duction of NUMB short isoform, which were confirmed by the vitro alternative splicing reporter system. This study 
confirmed that SRSF1 could affect the production of hemogenic endothelial cells, possibly by regulating the alterna-
tive splicing of NUMB. 

Keywords        SRSF1; NUMB; hemogenic endothelial cells; alternative splicing

人胚胎干细胞 (human embryonic stem cells, 
hESCs)能够自我更新并且产生几乎所有的细胞和

组织类型 [1-3], 是体外研究早期造血发育的有效细

胞模型 [4]。在个体生长发育过程中 , 造血干细胞的

发育及成熟是一个连续且又具有阶段性特征的过

程 , 具有严格的阶段特异性。胚胎干细胞分化形成

侧板中胚层(lateral plate mesoderm, LPM), 进而继续

分化形成具有造血潜能的生血内皮细胞 (hemogenic 
endothelial, HE), 并通过内皮–造血转化 (endothelial-
to-hematopoietic transition, EHT)生成造血干 /祖细胞

(hematopoietic stem and progenitor cells, HSPCs)[5], 
HSPCs通过自我更新与分化形成血液系统各谱系以

维持个体生长发育过程中的成体造血系统[6-7]。体外

造血分化体系不仅为体外诱导具有生理功能的血细

胞提供了可能 , 也为研究胚胎早期发育过程中造血

调控机制提供了良好的基础[8]。

RNA剪接是将pre-mRNA转化为成熟RNA的过

程 , 很多pre-mRNA不只存在一种剪接形式 , 可以通过

除去不同组合的内含子从而产生不同的mRNA, 这一

过程叫做可变剪接 (alternative splicing, AS), 约95%的

人类多外显子基因能够发生可变剪接 [9]。可变剪接的

产物被称为亚型, 不同剪接亚型能够发挥不同的功能, 
如转录因子RUNX1的不同转录剪接体在造血过程中

发挥不同作用 , RUNX1a对于造血有正向调控作用 [10], 
RUNX1b能抑制造血细胞过度增殖从而将造血控制在

合理水平[11], 而RUNX1c的表达下调却对HSPCs的产生

几乎无影响[12]; 并且越来越多的研究表明, 参与可变剪

接的组分在调控造血方面发挥重要作用。剪接体核

心蛋白PRPF8突变会促进造血相关基因发生外显子跳

跃事件 , 造血调节因子发生异位表达 , 并影响造血发

育过程中的髓系分化 [13]; 剪接因子U2AF1与SRSF2的
突变均能显著影响造血分化 , U2AF1突变能明显增强

HSPCs的红系命运选择, 而SRSF2突变则能促使HSPCs
向巨核细胞方向分化[14]。在单层造血分化过程中, 我
们之前研究已表明, SRSF2通过调控NUMB的exon 9
剪接实现对NOTCH信号通路的精准调控从而影响

HE的产生[15]; 另有研究表明, 剪接因子SRSF1可以通

过激活ERK信号引起NUMB的exon 9剪接的变化, 影
响肺癌细胞的发生发展 [16]。SRSF1与SRSF2同属于

SR蛋白家族 , 它是否与SRSF2有相似的功能不得而

知。

剪接因子 SRSF1通过调节基因的可变剪接参

与肿瘤的发生发展已有诸多报道。ANCZUKOW
等 [17]发现 , SRSF1在乳腺肿瘤中表达上调 , 并且过表

达SRSF1可以促进乳腺细胞的转化并影响肿瘤的发

生。ZHOU等 [18]发现 , 剪接因子 SRSF1通过PDK1/
AKT和PAK/LIMK通路调控MYO1B基因的可变剪接

增加了胶质瘤细胞的致瘤潜能。ZOU等发现 [19], 在
急性淋巴细胞白血病患者中SRSF1在初诊患者样品

中表达上调 , 暗示 SRSF1有可能在造血过程中发挥

重要功能 , 而剪接因子 SRSF1在早期造血发育过程

中的作用尚不明确。

本研究基于人胚胎干细胞单层造血分化模

型 , 通过RNA-seq数据分析发现 , 剪接因子 SRSF1
在生血内皮发生阶段表达显著变化。通过建立诱

导型SRSF1稳定过表达人胚胎干细胞株证实 , 过表

达 SRSF1能够促进侧板中胚层向生血内皮细胞分

化 ; 利用RNA干扰技术对SRSF1进行阶段特异性敲

低 , 结果表明 , SRSF1的敲低在一定程度上抑制了生

血内皮细胞的产生 , 提示 SRSF1是调控生血内皮细

胞产生的重要因子 , 并且证实SRSF1通过结合TGC 
CCC TGA TGC TGC T位点影响NUMB exon 9的剪

接而促进NUMB产生短的亚型。

1   材料与方法
1.1   材料

1.1.1   细胞株      胚胎干细胞(H1)以及HEK293T细
胞均购买于美国ATCC, 并由本实验室保存。

1.1.2   实验材料      mTESR1细胞培养基以及无选择

因子的mTESR1培养基购自STEMCELL Technolo-
gies公司 ; Y27632购自Calbiochem公司 ; 细胞因子激

活素A(Activin A)、骨形态发生蛋白4(bone morpho-
genetic protein, BMP4)、血管内皮生长因子(vascular 
endothelial growth factor, VEGF)、碱性成纤维细胞
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生长因子 (basic fibrobast growth factor, bFGF)均购

自Peprotech公司 ; Matrigel基质胶、growth factors 
reduced(GFR) Matrigel基质胶均购自Corning公司 ; 
FBS、DMEM/F12、消化酶Accutase购自Gbico公司; 
Dispase购自BD公司; 抗体CD31、CD34购自eBiosci-
ence公司 ; 抗体FLAG购自Sigma公司 ; 抗体GAPDH
购自Bioworld公司 ; 反转录试剂盒购自TransGen公
司 ; 实时荧光定量PCR预混液PowerUp™ SYBR™ 
Green Master Mix购自Thermo Fisher Scientific公
司 ; Trizol、Lipofectamine Stem试剂、DTT均购自

Invitrogen公司 ; SDS-PAGE上样缓冲液购自CWBIO
公司 ; TBE缓冲液购自Solarbio公司 ; 转染试剂Lipo-
fectamine 3000、P3000购自 Invitrogen公司 ; Opti-
MEM购自Gbico公司。

1.2   实验方法

1.2.1   人胚胎干细胞培养      把Matrigel基质胶提前包

被至细胞培养板中, 将人胚胎干细胞接种至培养板, 
培养条件为37 °C、5% CO2, 培养基为mTESR1, 每24 h
更换一次培养液。胚胎干细胞单细胞与克隆传代交

替培养, 克隆传代有利于维持干细胞的干性, 单细胞

传代有利于克隆均匀分布。克隆传代: 向细胞克隆中

添加Dispase蛋白水解酶, 置于37 °C孵箱消化5 min左
右, 待克隆边缘出现明亮卷边后, 用DMEM/F12洗去

水解酶, 将1 mL枪尖剪掉尖锐部分防止对细胞物理损

伤过大, 用已剪头枪尖刮下消化完毕的细胞克隆, 离
心后用mTESR1重悬细胞, 根据所需密度种于培养板

中。单细胞传代: 向细胞克隆中添加Accutase消化酶, 
置于37 °C消化5 min左右, 待细胞呈现单个状态, 用
DMEM/F12稀释酶, 将细胞悬液离心后用mTESR1重
悬细胞, 并加入Y27632(10 μmol/L)促进细胞贴壁, 根
据所需密度种于培养板中。

1.2.2   流式细胞术分析      弃细胞培养基后, 用Accutase
酶(以覆盖培养板底部的量为标准)将细胞置37 °C消化

成单细胞, 用PBS稀释酶, 300 ×g离心5 min后吸弃上

清, 将细胞沉淀轻弹以分散悬起, 每1×105个细胞用

100 μL含2% FBS的PBS重悬, 再加入对应阶段的流

式抗体, 置于4 °C避光标记30 min左右, 用1 mL PBS洗
去抗体去除非特异性标记, 最后用200 μL左右PBS重
悬细胞并将其转移至流式管中, 上机前5 min左右用

DAPI标记死细胞。利用FACS Canto II flow cytom-
eter进行分析检测。

1.2.3   Real-time quantitative PCR(RT-qPCR)      收集

细胞 , 离心后用1 mL Trizol重悬细胞沉淀并使其裂

解 , 通过Trizol法提取总RNA, 不能及时提取RNA的

样品应保存于–80 °C。RNA提取完成后运用Nano-
drop测量浓度, 通过反转录试剂盒进行反转录, 随后

进行RT-qPCR。选用β-actin为内参进行计算 , 仪器

选用QuantStudio5 Real-Time PCR System (Applied 
Biosystems), 所用引物见表1。
1.2.4   构建可诱导型过表达SRSF1人胚胎干细胞

株      SRSF1的cDNA购于BGI公司, 并将其克隆至

Tet-on诱导型Transposase PiggyBac转座子系统。利

用Lipofectamine Stem转染试剂将SRSF1过表达质粒

与转座子质粒Transposase共转染H1细胞, 转染24 h
后用1 μg/mL的嘌呤霉素(puromycin)进行筛选, 之后

每隔24 h更换一次培养基并持续药筛, 待细胞几乎

不再死亡后进行实验, 大约需筛选10天左右。添加

1 μg/mL DOX诱导细胞2.5天后检测GFP表达, GFP+

达到90%的细胞为稳定细胞系, 用Western blot验证

SRSF1过表达情况。

1.2.5   RNA干扰技术敲低SRSF1效率验证      SRSF1
的 siRNA购于苏州吉玛基因股份有限公司 (siRNA序

列见表2)。运用脂质体包裹的原理将 siRNA转染进

入H1细胞中, 12孔板每孔接种3×104个细胞, 24 h后进

行转染, 60 h后收样。转染体系如下: 混合液A为2 μL 
Lipofectamine 3000、37.5 μL Opti-MEM; 混合液B为
37.5 μL Opti-MEM、1.25 μL P3000、2.5 μL siRNA。

将A液加入B液, 充分混匀后静置5 min。将细胞培养

基弃去80.8 μL保证siRNA的浓度 , 均匀滴加80.8 μL
混合溶液至孔中, 轻晃摇匀置于孵箱。

1.2.6   Western blot      将细胞用Accutase酶消化成单

个细胞, 按照每1×105个细胞用100 μL包含蛋白酶抑

制剂以及含1 mmol/L DTT的NP40缓冲液裂解细胞, 
置冰上裂解30 min左右, 4 °C条件下, 12 000 r/min离
心10 min后留取蛋白质上清, 根据上清体积按照比

例加入5× SDS-PAGE上样缓冲液, 100 °C煮10 min
使蛋白变性, 待样品降至室温即可上样, 多余样品可

保存至–80 °C。跑胶结束后, 将胶上蛋白转移至硝

酸纤维素膜(NC膜)或者PVDF膜上, 转膜结束后用

5%脱脂牛奶室温封闭1 h, 随后孵育抗体。一抗用

FLAG抗体, 摇床上室温孵育1 h后, 洗去一抗, 再用

二抗(1000 3׃)孵育1 h, 洗去抗体, 内参用GAPDH抗

体。用化学发光成像仪(Bio-Rad)进行显影。

1.2.7   可变剪接报告系统      将NUMB exon 9的片段
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(包括上游540个核苷酸到下游507个核苷酸的基因

组片段)克隆至Exon Trap pET01 vector(由中国科学

院的惠静毅老师惠赠), 通过删除预测结合位点构建

突变型(Mutant)。293T细胞以3×105个/孔的密度铺

种于12孔板中, 经24 h之后, 将携带NUMB exon 9的
野生型、对照组、突变型与SRSF1过表达质粒或对

应的空载质粒共转染至293T细胞中, 12~16 h后, 加
入1 μg/mL的DOX, 诱导SRSF1过表达36 h之后提取

细胞总RNA, 并用pET01 vector特异性引物反转录得

到cDNA, 通过pET01 vector特异性引物进行PCR扩
增, 用2%的TBE核酸胶进行跑胶, 用凝胶成像分析

仪进行拍照, 并运用ImageJ软件对胶图各条带进行

定量。所用引物序列见表3。
1.2 .8    统计学分析       RNA-seq数据来源于

GSE134907。本研究流式数据用FlowJo version 10进
行处理 , 实验数据的统计分析以及作图利用Graph-

Pad Prism 6.0完成, 以平均值±标准差(x
_
±s)的形式表

示 , 采用 t检验进行差异比较 , P<0.05界定为具有统

计学意义。

2   结果
2.1   SRSF1在生血内皮产生阶段表达显著变化

诱导人胚胎干细胞进行单层造血分化具有阶

段特异性, 整个分化过程包括胚胎干细胞在day 0
时退出多能状态, 随后通过添加生长因子BMP4、
Activin A在day 2时诱导产生以APLNR+为特征的

侧板中胚层细胞; 继续添加VEGF、bFGF在day 5时
分化形成以CD31+CD34+为特征的生血内皮细胞, 
在day 8时分化形成CD31+CD43+造血干/祖细胞(图
1A)。为探究SRSF1对造血分化的影响, 本研究分

析了单层造血分化过程中hESCs、APLNR+细胞、

CD31+CD34+细胞、CD31+CD43+细胞的RNA-seq数

表1   RT-qPCR引物序列

Table 1   RT-qPCR primer sequence
引物名称

Primer name
引物序列(5′→3′)
Primer sequence (5′→3′)

SRSF1-F CCG CAG GGA ACA ACG ATT G

SRSF1-R GCC GTA TTT GTA GAA CAC GTC CT

NUMB-F TCA GCA GAT GGA CTC AGA GTT

NUMB-R AGG CTC TAT CAA AGT TCC TGT CT

表3  pET01-NUMB报告系统相关序列

Table 3   pET01-NUMB reporter system sequence
引物名称

Primer name
引物序列(5′→3′)
Primer sequence (5′→3′)

ConstEx (pET01) F GAT CCG CTT CCT GCC CCT G

ConstEx (pET01) R TGC CGG GCC ACC TCC AGT G

pET01 cDNA primer GAT CCA CGA TGC

pET01 NUMB exon 9 BamH I-F ATC GGG ATC CGG CTG GTC TCG AAC TCC TGA CCT C

pET01 NUMB exon 9 Spe I-R ATC GAC TAG TCT GGA GTG CAG TGG CGC AAT CTT GGC TC

表2   siRNA-SRSF1序列

Table 2   siRNA-SRSF1 sequence
名称

Name
引物序列(5′→3′)
Primer sequence (5′→3′)

si-Scramble-sense UUC UCC GAA CGU GUC ACG UTT

si-Scramble-antisense ACG UGA CAC GUU CGG AGA ATT

si SRSF1#1-sense CGG AAA GAA GAU AUG ACG U

si SRSF1#1-antisense ACG UCA UAU CUU CUU UCC GTT

si SRSF1#2-sense UAU CUG AAG AGA UGG AUU A

si SRSF1#2-antisense UAA UCC AUC UCU UCA GAU ATT
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据, 分析显示, 与未分化细胞相比, SRSF1在整个分

化阶段动态表达, 并且在生血内皮阶段下降最为明

显(图1B)。基于此结果, 本研究收集了分化过程中

day 0、day 2、day 5、day 8各阶段细胞的RNA进行

RT-qPCR, 结果显示, SRSF1基因的表达与RNA-seq
数据一致, 呈现动态变化, 整体呈下降趋势, 且在day 
5的CD31+CD34+生血内皮细胞生成阶段变化最显著

(图1C)。以上结果提示, SRSF1可能参与生血内皮细

胞的调控。

2.2   SRSF1在生血内皮产生阶段特异性过表达促

进生血内皮细胞产生

RNA-seq以及RT-qPCR结果表明 , SRSF1在生血

内皮阶段表达显著下调。为了进一步探索剪接因子

SRSF1对生血内皮细胞产生的作用 , 我们采用基于

DOX的Tet-on诱导过表达系统 , 以GFP为指标 , 建立了

稳定过表达剪接因子SRSF1的hESC系(图2A和图2B), 
并且通过Western blot验证了SRSF1蛋白成功过表达

(图2C)。对过表达SRSF1的细胞株以及相应的空载

细胞株诱导造血分化 , 在分化的day 2.5-5添加1 μg/mL 
DOX诱导SRSF1过表达 (图3A)。分化到day 5时, 检
测CD31+CD34+生血内皮细胞 , 结果显示 , 过表达

SRSF1促进了生血内皮细胞的产生 (图3B和图3C)。

综上 , SRSF1在生血内皮阶段特异性过表达促进生

血内皮产生 , 证实 SRSF1在生血内皮产生阶段确实

发挥功能。

2.3   在生血内皮产生阶段敲低SRSF1抑制生血内

皮细胞产生

为了研究SRSF1的缺失是否会影响生血内皮细

胞的产生 , 在单层造血分化进程的生血内皮产生起

始阶段day 2.5进行 siRNA转染 , 使SRSF1在侧板中

胚层分化形成生血内皮阶段特异性敲低 (图4A)。为

了保证 siRNA敲低效率 , 我们首先在H1细胞中转染

SRSF1的 siRNA, 收集转染 siRNA 60 h后的蛋白 , 通
过Western blot验证了SRSF1蛋白成功敲低 (图4B)。
检测在单层造血分化进程的 day 2.5转入 siRNA后 , 
分化到day 5时 , CD31+CD34+生血内皮细胞的比例。

结果表明 , 敲低SRSF1抑制了生血内皮细胞的产生

(图4C和图4D)。综上 , 剪接因子SRSF1敲低会抑制

生血内皮的产生 , 提示SRSF1是调控生血内皮细胞

产生的重要因子。

2.4   SRSF1调控NUMB可变剪接

我们之前的研究表明, SRSF2通过调控NUMB
可变剪接影响生血内皮细胞的生成[15], 为探究

SRSF1在造血分化过程中是否调控NUMB的可变剪

A: 人胚胎干细胞单层造血分化示意图; B: RNA-seq分析SRSF1的FPKM值, n=3; C: RT-qPCR检测SRSF1在单层造血分化过程中的表达情况, 
n=3。
A: schematic diagram of induced monolayer hematopoietic differentiation of human embryonic stem cells; B: RNA-seq data showing FPKM value of 
SRSF1. n=3; C: the mRNA expression of SRSF1 measured by RT-qPCR during monolayer hematopoietic differentiation process. n=3. 

图1   SRSF1在造血干/祖细胞产生过程中的表达变化

Fig.1   Changes in the expression of SRSF1 during the production of hematopoietic stem progenitor cells
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A: DOX诱导性SRSF1过表达系统; B: SRSF1过表达细胞株的构建与筛选; C: Western blot通过FLAG抗体验证SRSF1过表达, GAPDH抗体用作内参。

A: the SRSF1 DOX-inducible overexpression system; B: construction and screening of SRSF1 overexpression cell line; C: Western blot confirmed the 
SRSF1 overexpression upon DOX induction with anti-FLAG antibody. The loading control was GAPDH. 

图2   剪接因子SRSF1的诱导型过表达稳定细胞株的构建

Fig.2   Construction of splicing factor SRSF1 inducing overexpression stable cell line
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接 , 本研究使用RBPmap对NUMB exon 9进行剪接

基序预测 , 基序分析结果显示 , NUMB exon 9存在

可能的SRSF1结合位点(图5A, 标记为Mut)。本研究

采用可变剪接报告系统验证SRSF1是否通过预测的

基序调控NUMB exon 9。首先 , 我们将NUMB的报

告质粒WT(野生型 )、Control(对照组 )和Mutant(片
段缺失组 )分别克隆至报告载体 ; 之后 , 再将SRSF1
过表达质粒分别与NUMB的报告质粒共转染进入

293T细胞。Western blot实验结果证实 , SRSF1在
293T细胞中成功过表达 (图 5B)。过表达 SRSF1后
NUMB短的转录本明显增多 , 敲除预测的结合位点

则促进效应消失 , 证实SRSF1通过结合NUMB exon 
9, 促进 exon 9的剪接 , 最终促进NUMB短的转录本

的产生(图5C和图5D); 并且我们之前的研究 [15]已证

明 , NUMB短的转录本促进生血内皮的产生。暗示

SRSF1可通过促进NUMB短的转录本的产生来促进

生血内皮的发生。

3   讨论
胚胎干细胞是用于研究早期胚胎发育的理想

模型, 可以通过外界的信号刺激与基因调控网络的

共同作用将胚胎干细胞诱导成造血干/祖细胞。不

仅为研究动物早期造血提供模型, 而且可以增加造

血干细胞的来源以解决造血干细胞移植排斥等问

题。但胚胎干细胞目前仍存在分化方向以及分化效

率难以控制等难题, 限制了其研究以及应用价值。

因此, 对人胚胎干细胞造血分化调控的相关机制仍

有待深入探讨。

本研究旨在探索剪接因子SRSF1对造血分化的

影响。基于人胚胎干细胞单层造血分化模型结合

已发表的RNA-seq转录组测序数据, 发现SRSF1在生

血内皮产生阶段表达显著变化, RT-qPCR结果也证

实了造血分化过程中SRSF1在生血内皮阶段变化最

明显。为了探究SRSF1在生血内皮细胞产生过程中

的功能, 本研究利用基于DOX的Tet-on诱导过表达

系统建立诱导型SRSF1稳定过表达的人胚胎干细胞

株, 经流式细胞术分析表明, 过表达SRSF1能在一定

程度上促进生血内皮细胞的发生; 进一步利用RNA
干扰技术对SRSF1进行阶段特异性敲低, 发现敲低

SRSF1抑制生血内皮的产生, 提示SRSF1是调控生血

内皮细胞产生的重要因子。

NUMB是NOTCH信号通路的负调控因子[20], 含
有磷酸酪氨酸结合结构域 (phosphotyrosine binding 
domain, PTB)和富脯氨酸结构域 (proline rich region, 
PRR), 根据这两种功能结构域长度的不同表现出多

种可变剪接亚型 [21], 对于决定细胞命运扮演着重要

角色 [22]。根据NUMB的亚型是否包含PRR部分结构

域(编码48个氨基酸的9号外显子), 将其定义为目前

研究最为广泛的两种长短不同的亚型 [22]。CHENG
等 [23]证实 , NUMB通过调控经典的Wnt以及Notch信
号通路的相互作用影响原始红细胞的发育 ; 并且之

前我们的研究表明 , 在造血分化过程中 , 剪接因子

SRSF2可以结合于NUMB exon 9上的TACTGCT位
点从而促进NUMB exon 9的保留 , 形成长的NUMB
亚型 , 最终调控生血内皮的发生 [15]。本研究利用可

变剪接报告系统证实了SRSF1可以通过结合NUMB 
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exon 9上的TGC CCC TGA TGC TGC T位点促进

exon 9的剪接 , 形成短的NUMB亚型。暗示SR家族

的成员可能发挥不同的功能。除此之外 , 在造血分

化过程中, 剪接因子SRSF1除了能够通过调控NUMB
的可变剪接影响生血内皮产生外 , 是否还可以通过

调控其他基因来发挥功能仍需要更加深入的研究。

综上所述, 本研究证实SRSF1是人胚胎干细胞

单层造血分化过程中生血内皮阶段的重要调控因

子, 增强了目前对于剪接因子SRSF1相关调控的认

识, 为探索SRSF1促进hESCs造血分化的分子机制提

供了参考, 也为优化诱导hESCs定向造血分化提供

了依据, 由于SR家族有许多成员, 其他成员是否同

A: 过表达SRSF1调控生血内皮细胞的实验设计示意图; B: 流式检测过表达SRSF1后单层造血分化day 5时CD31+CD34+细胞比例的代表性结果; 
C: 流式检测(B图) CD31+CD34+细胞比例的统计结果, n=3。*P<0.05。
A: schematic diagram of experimental design to verify the regulation of SRSF1 overexpression in hemogenic endothelial cells; B: the representative 
FACS plots show the frequency of CD31+CD34+ cells at day 5 hematopoietic differentiation with SRSF1 overexpression; C: the bar graph representing 
the percentage of CD31+CD34+ cells from figure B. n=3. *P<0.05.

图3   过表达剪接因子SRSF1促进生血内皮细胞的产生

Fig.3   Overexpression of the splicing factor SRSF1 promotes HE specification
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A: 阶段特异性敲低SRSF1实验设计示意图; B: Western blot验证SRSF1蛋白敲低, GAPDH作为内参; C: 流式检测阶段特异性敲低SRSF1后单层造

血分化day 5时CD31+CD34+细胞比例的代表性结果; D: 流式检测(C图)CD31+CD34+细胞比例的统计结果, n=3。**P<0.01。
A: schematic diagram of stage specific knockdown of SRSF1; B: the Western blot shows the depletion of SRSF1 by siRNA. GAPDH acts as the load-
ing control. C: the representative FACS plots show the frequency of CD31+CD34+ cells at day 5 hematopoietic differentiation with SRSF1 stage specific 
knockdown; D: the bar graph representing the percentage of CD31+CD34+ cells from figure C. n=3. **P<0.01.

图4   阶段特异性地敲低剪接因子SRSF1抑制生血内皮细胞的产生

Fig.4   Stage-specific knockdown of splicing factor SRSF1 inhibited HEPs generation

(A)

(B) (D)

(C)

C
D

3
1

+
C

D
4
3

+
 c

el
ls

 /
%

Day 0

hESC

Day 2

LPM
Day 5

HE

CD31+CD43+

siRNA-transfection at

day 2.5

APLNR+

**

Scr
am

bl
e

si
 S

R
SF1#

1

si
 S

R
SF1#

2

Scr
am

bl
e

si
 S

R
SF1#

1

si
 S

R
SF1#

2

Scramble

si SRSF1#1

si SRSF1#2

**

BMP4

Activin A

hESCs

SRSF1

GAPDH

kDa

40

35

35

40

VEGF

bFGF

30

20

10

0

250K

200K

150K

100K

50K
0

250K

200K

150K

100K

50K
0

250K

200K

150K

100K

50K
0

95.8%

95.9%

95.1%

8.1% 26.6%

5.2%60.1%

8.2% 21.0%

6.1%64.7%

9.8% 18.9%

5.4%65.9%

0

103

102

104

105

0

103

102

104

105

0

103

102

104

105

0 103104 105 0 103104 105

0 103104 105

0 103104 1050 103104 105

0 103104 105

S
S

C

C
D

3
1

DAPI CD34

抑制因子阻碍了SRSF1表达。将来如果能够找到相

关靶点, 从而实现在生血内皮产生阶段调控SRSF1
的表达, 则有可能大大提高体外获得生血内皮细胞

样在造血发育早期发挥重要功能有待进一步研究。

另外, SRSF1能够促进生血内皮细胞产生, 但是其表

达却是下调的, 暗示了在体外培养条件下, 存在某些
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A: RBPmap预测NUMB exon 9上SRSF1的基序结合位点(标记为Mut, Ctrl为对照); B: SRSF1与NUMB报告质粒(WT、Control、Mutant)在293T细
胞中共转染后, Western blot验证SRSF1的过表达情况(NUMB_L代表包含exon 9的转录本); C: 可变剪接报告基因分析表明SRSF1促进NUMB短
的亚型的产生。上图显示了包含两个基础性外显子的pET01载体。下图代表共转染SRSF1与NUMB报告质粒后NUMB exon 9经PCR扩增后的

代表性电泳图, 显示了NUMB两种亚型的表达; D: 图C中电泳图示意的NUMB exon 9的保留的统计结果, n=3。ns代表无显著性差异, **P<0.01, 
***P<0.001。
A: RBPmap predicts the motif binding sites of SRSF1 on NUMB exon 9 (labeled as Mut, Ctrl means control); B: SRSF1 and NUMB report plasmid (WT, 
Control, Mutant) were co-transfected with 293T cells, and the overexpression of SRSF1 was verified by Western blot; C: a splicing reporter assay show-
ing SRSF1 promoted the production of NUMB short isotype. The upper panel showing the pET01 vector containing two basic exons. The representative 
PCR electropherogram showing the expression of two NUMB isoforms after NUMB reporter plasmids co-transfected with or without SRSF2 overex-
pression; D: the bar graph showing the normalized exon 9 inclusion indicated by electrophoresis in figure C. n=3. ns represents no statistical difference, 
**P<0.01,***P<0.001.

图5   剪接因子SRSF1调节NUMB exon 9的剪接

Fig.5   Splicing factor SRSF1 modulates NUMB exon 9 splicing

的效率, 为将来临床研究提供足够的材料。
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