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摘要 在蛋白质的翻译过程中，氨酰 -tRNA进入核糖体，解密 mRNA上的一个密码子，并带着 mRNA向其 5忆的方向运动，
直到空载的 tRNA离开核糖体，整个过程 tRNA在核糖体内始终沿着一个方向运动．但随着 LepA(EF4)蛋白的发现和其功能
的明确，tRNA在核糖体内的新运动形式———“反转运”被揭示，即 tRNA带着 mRNA倒退一步，向其 3忆的方向运动．通
过对 tRNA反向运动生理意义的研究，引发了对蛋白质翻译调控的深入思考．
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蛋白质的翻译是中心法则里的第二个核心过

程，即 mRNA上携带的核苷酸序列(遗传信息)被转
化为氨基酸序列(肽链，蛋白质)，从而将四元的核
酸世界(A，T/U，G，C)转化为二十元的蛋白质世
界(20个氨基酸)． 发生这个转化过程的平台就是
蛋白质的合成工厂———核糖体，它由小、大两个亚

基组成，小亚基负责解密模板(mRNA)上的遗传信
息[1]，大亚基催化新生肽链的合成[2]．将两个亚基

的功能连接在一起的就是 tRNA．
tRNA是翻译过程中模板的识别者和底物的携

带者，一方面通过反密码子识别 mRNA上的密码
子，另一方面通过 3忆端脂键连接对应的氨基酸，
作为肽链合成的底物[3]．在翻译过程中，tRNA 与
核糖体发生作用的所有步骤———进入核糖体、在核

糖体内的解密、转运以及离开———都是翻译准确性

和高效性的决定因素．

翻译过程的主体是延长循环，帮助 tRNA和核
糖体发生作用的延长因子是 EF-Tu(EF1a)和 EF-G
(EF2)，前者携带氨酰 -tRNA(aa-tRNA)进入核糖体，
后者催化 tRNA向 mRNA的 5忆端转运，保障 tRNA
准确、快速地行使功能．在一些高等生物中，

tRNA离开核糖体还需要 EF3的帮助[4]．

LepA是个极度保守的蛋白质，存在于几乎所
有的原核生物[5]和真核生物的线粒体 / 叶绿体中，
其同源蛋白在序列上也具有高度的一致性[6]，但在

功能上没有任何报道．近期研究发现，LepA是核
糖体作用因子，在延长循环中具有非常独特的功

能：催化 tRNA的反向转运，使前进中的 2tRNA·
mRNA三元复合体在核糖体内倒退一步，因此被
称为第 4 个延长因子 (elongation factor 4，EF4)．
EF4的发现和 tRNA在核糖体内双向性运动特点的
揭示，为 tRNA的定位和转运对蛋白质翻译过程的
高效性和准确性的调控机制开辟了新的思路[6]．

1 蛋白质翻译工厂———核糖体

核糖体是一个非常巨大的核酸蛋白复合物，由

大、小两个不对称亚基组成，在原核细胞和类似原

核的细胞器(如线粒体，叶绿体)中为 50 S大亚基和
30 S小亚基组成的 70 S核糖体，在真核细胞中为
60 S大亚基和 40 S小亚基组成的 80 S核糖体，直
径在 20～30 nm，分子质量在 2.6～4.5Mu 之间
(表 1)．核糖体的大亚基由 2条 rRNA和 30～50个
蛋白质组成，小亚基上由 1条 rRNA和 20～40个
蛋白质组成 (表 2)．
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Fig. 1 All鄄atom structure of a T. thermophilus 70 S ribosome functional complex[14]

图 1 嗜热杆菌 70 S核糖体功能复合物的原子结构[14]

(a) 70 S核糖体功能复合物的完整结构. (b)30 S小亚基. (c) 50 S大亚基.

Table 2 Comparison of the ribosomal components between the different kingdoms
表 2 不同界生物的核糖体成分比较

Table 1 Comparison of the ribosomes between the different kingdoms
表 1 不同界生物的核糖体比较

2000年，古菌 50 S [7]、原核细胞的 30 S核糖
体亚基[8, 9]的全原子结构(all-atom structure)被首次解
析．之后，核糖体 50 S、30 S 亚基和 tRNA 或
mRNA形成的复合物的结构也被解析出来，为解
释肽链转移酶的作用原理[10]、遗传密码的解密[11]提

供了依据．第一个完整核糖体的结构是嗜热杆菌的

70 S[12]，而第一个模式生物的核糖体完整结构是在

2005年获得的[13]———分辨率为 3.5魡的 E. coli 完整
70 S核糖体．直到 2006年，终于成功获得了 70 S
核糖体和完全底物即 mRNA 和 tRNA 共结晶的全
原子结构[14～16]，揭示了生理条件下的核糖体复合物

的精细结构[17]．

图 1a展示了翻译工厂在工作时的全貌：核糖
体的小亚基(左)和大亚基(右)结合在一起，一条
mRNA穿过核糖体小亚基，两个 tRNA(箭头)在大
小亚基之间．小亚基 (图 1b)的主体是一条 16 S
rRNA(浅灰色)，20个蛋白质(深灰色)分布在小亚基
面向胞浆的一面(溶液面)．大亚基(图 1c)的主体是
一条 23 S rRNA(浅灰色)，30多个蛋白质(深灰色)
分布在大亚基的溶液面，5 S rRNA(箭头)在大亚基
的顶端．在大小亚基的结合面，主要分布的是

rRNA[14]．

物种 细胞器 大小 /nm 质量 /Mu S值
细菌 细胞质 20～24 2.6～2.8 70

真核生物 细胞质 ～30 3.6～4.5 80

叶绿体 ～70

植物 线粒体 ～21 ～3 ～75

真菌 线粒体 15～20 ～3 ～75

哺乳动物 线粒体 ～55

物种 细胞器 蛋白质(条数) rRNA(S值) rRNA/蛋白质

小亚基 大亚基 小亚基 大亚基

细菌 细胞质 ～20 ～35 ～16 ～23 5 1.5～2

真核生物 细胞质 30～40 40～50 16～18 26～28 5和 5.8 ～1

叶绿体 16 23 ～1.1

植物 线粒体 20～25 36～40 18 26 -

真菌 线粒体 30～33 36～40 15～17 21～24

哺乳动物 线粒体 29 48 12 16 5和 5.8 ～0.4

T/BS

(a) (b) (c)
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tRNA是mRNA上遗传信息的识别者和底物的
携带者，从 tRNA进入核糖体内到离开核糖体，需
经过 3个结合位点：A(Aminoacyl-tRNA)位点、P
(Peptidyl-tRNA)位点和 E(Exit)位点．图 1a 正是从
tRNA入口的角度往里看，箭头所指的分子就是在
P位点的肽酰 -tRNA．
在蛋白质翻译的过程中，从第一个 tRNA(起始

tRNAi
Met， tRNAf

Met)进入核糖体开始 ,到最后一个
tRNA离开核糖体完成翻译过程，共分为翻译的起
始、延长、终止 3步．其中，在起始和延长过程
中，tRNA的准确定位和转位是保障正确阅读读码
框的决定因素．

2 翻译起始与 Shine鄄dalgarno (SD) 序列
因为蛋白质的翻译是个非常消耗物质和能量的

过程，需要严格调控这一过程的启动，所以无论在

原核还是真核生物中，起始总是翻译过程的限速步

骤，决定一个蛋白质能否被表达出来．起始的能垒

主要来自 mRNA的高级结构和 A位点对第一个来
结合的 tRNA的选择性[18]，而降低这一能垒的酶，

就是核糖体．

2.1 翻译起始

mRNA 定位在游离的核糖体小亚基上，起始
密码 AUG被起始 tRNAi(在原核生物中为 tRNAf

Met，

真核生物为 tRNAi
Met)识别并定位在 P位点上，随后

核糖体大亚基结合上来，形成完整的核糖体，标志

着一个翻译起始过程的完成．原核生物的翻译起始

由 3个起始因子协助完成———IF1，IF2和 IF3，分
别结合 A、P、E位点．由于真核生物的表达调控
更为复杂，现在已知参与这个过程的蛋白质或复合

物为 12个，这个网络如何调控翻译起始的完整过
程依然不很清楚[19, 20]．

2.2 SD序列确保翻译起始的高效性和准确性
在原核生物中，mRNA 5忆端的 SD序列和 16 S

rRNA 3忆端的 anti-SD序列的互补配对可以大大加
速翻译起始，因为 SD 和 anti-SD 的识别引导了
mRNA 进入正确的待起始状态、使得起始密码
AUG暴露在 P位点[21～23]．核糖体起始复合物的原

子结构表明，随着 SD-antiSD 的识别，一方面
mRNA的构象将从紧张状态变为 A型螺旋，允许
E位点上的密码 -反密码相互作用[24]，另一方面，

30 S 小亚基的头部被固定，从而为 A 位点 tRNA
提供了新的空间构象[25]．

除了空间上的作用之外，SD序列的另一全新

而且是非常重要的作用就是对第一个延长 tRNA的
选择性．读码框的准确是靠 mRNA和 tRNA之间
的碱基配对来保证的，在起始过程中，mRNA上
只有一个密码子(起始密码子)和起始 tRNA 配对，
固定 mRNA 的作用比延长过程中总有两个 tRNA
和 mRNA配对要小很多，而弥补这一不足的就是
SD-antiSD 相互作用．实验结果表明，相对没有
SD序列的 mRNA而言，有 SD序列的 mRNA可以
完全杜绝 non-cognate tRNA，并且将 near-cognate
的 tRNA的几率降低一半[26]．

3 翻译延长与反转运酶 LepA(EF4)
肽链延长循环是翻译过程的主体，也是翻译中

最保守的过程，在所有物种中都具有相同的模式．

但最新的研究表明，原核生物体系的翻译延长循环

存在更复杂的过程———反向转运，催化这一过程的

酶叫做 LepA(EF4)．
3.1 翻译中的延长循环

当核糖体大亚基结合到带有 mRNA、起始
tRNA的小亚基上时，翻译的起始阶段完成，核糖
体进入延长循环．接下来，延长因子 EF-Tu(EF1a)
携带氨酰 -tRNA进入核糖体，反密码子识别密码
子，正确解密后，EF-Tu(EF1a)水解 GTP、离开核
糖体，氨酰 -tRNA完全进入核糖体内部的 A位点，
即入位．在核糖体内肽酰转移酶中心的催化下，甲

硫氨酸从 tRNAf
Met转移到氨酰 -tRNA上．然后，延

长因子 EF-G(EF2)催化核糖体构象变化，使得 A、
P 位点的 tRNA 分别进入 P、E 位点，即转位，
EF-G水解 GTP后离开核糖体，完成一个肽链延长
循环(图 2)．
3.2 LepA

LepA 是大肠杆菌 Lep(leader peptidase)操纵子
上的第一个基因产物，该蛋白质具有极高的保守

性，主要表现在 4个方面：a．其同源蛋白存在于
所有已知序列的原核生物(仅一个除外)[5]和所有已

知序列的真核生物的线粒体 /叶绿体中．b．该蛋
白质的长度变化非常小，在最小的生物支原体中为

598个氨基酸残基，在人中为 645个氨基酸残基．
c．在序列上也具有高度的一致性，甚至高于必需
的翻译起始因子 IF3．d．所有的同源蛋白都具有
相同的三级结构．所有 LepA同源蛋白的结构预测
都显示同样的结果：从 N端到 C端含有 5个结构
域，前 4个结构域存在于已知结构的蛋白质上，而
最后一个是 LepA所特有的 C端结构域．而且，前
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4个结构域，就存在于一种非常重要、结构和功能
研究都非常深入的蛋白质上———EF-G(图 3a)．

EF-Tu·GTP·氨酰 -tRNA 三元复合物和 EF-G
的晶体结构(图 3b 左，中)体现出很强的相似性，
也揭示了它们在功能上的相似关系．三元复合物的

EF-Tu部分(上部，深色)和 EF-G的结构域玉、域
(上部，深色)相似，三元复合物的 tRNA 部分(下
部，浅色)和 EF-G的结构域芋、郁、吁 (下部，浅
色)相似．其中 EF-G的结构域郁在催化 tRNA转运
的过程中有“机械门”的作用[29]，而这个非常保守

的 LepA恰恰缺少了这部分(图 3b右)，令人无法猜
想它的功能．而早期的基因缺失体的报道，也没有

发现任何明显的表现型，令 LepA 更加成为一个
谜[30]．

3.3 LepA(EF4)诱导 tRNA的反转运
最近，通过蛋白质体外翻译体系中对 LepA的

研究，它的秘密被渐渐揭开．首先，LepA具有核
糖体依赖的 GTP水解酶活性，而且和 EF-G的活性
具有相同的效率，说明它很有可能是核糖体作用因

子．接下来的嘌呤霉素实验结果，又向阐明它的功

能迈进了一步：分别在延长循环的 3个主要中间状
态 Pi、PRE、POST中，对比没有 LepA和有 LepA
时的嘌呤霉素活性，发现，POST状态在 LepA存
在时活性消失，反而和 PRE状态时的结果一样，
从而第一次发现 LepA的作用———EF-G 的反酶活

CTD

(b)

EF-Tu 域 玉
G忆

EF-Tu·GDPNP·tRNA EF-G LepA

Fig. 3 In silico analysis of LepA compared with EF鄄G
图 3 LepA和 EF鄄G的数据比较

(a) LepA (大肠杆菌)及其真核同源蛋白 Guf1 (酵母线粒体)、 Q5XKMB (人线粒体)结构域和 EF-G结构域的比对．LepA，EF-G，比对结果显
示，LepA及其同源蛋白都具有 EF-G的玉、域、芋、吁再加自身特异性的 CTD的构型． (b) aa-tRNA·EF-Tu·GTP三元复合体(PDB1TTT)、
EF-G (PDB1WDT)的晶体结构的比较，以及在此基础上构建的 LepA结构模型[6, 28]．

(a)

(酵母线粒体)

EF-G
(E. coli)

(人线粒体)

LepA

GUF1
1 200 400 645

LepA_C
Q5XKM8

1 200 400 645

280～405

玉 郁芋域 LepA_C

域 芋 吁玉
7～279

2～184 189～281 291～871 398～486 487～595

LepA_C

CP St

L1
P

pt h sp

50S

A 30S
aa-tRNA·EF-Tu·GTP

B

P

EF-Tu·GDP

EF-Tu·GDP PREP ADeacylated
tRNA

C

D

EF

G

P

POST
EF-G·GDP

EF-G·GTP
aa-tRNA·EF-Tu·GTP

E P

P A

E P

Fig. 2 Overview of the translation cycle[27]

图 2 翻译延长循环[27]

30 S小亚基(核糖体密度图中浅灰色)，50 S大亚基(核糖体密度图中

深灰色).
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Fig. 4 Puromycin reaction
图 4 嘌呤霉素反应

E P AE P AE P A
Pi PRE POST

EF-G

Plus LepA

0.00

0.72 0.73

0.00

0.71

0.01

1.0

0.5

0.0

0.5

1.0

1.0

0.5

0.0

0.5

1.0

AUGUUC AUGUUC AUGUUC

性，即将 POST状态的核糖体复合物变成 PRE状
态(图 4)．
这种状态下，又检查了 tRNA 和 mRNA的位

置，进一步证实，由于 LepA的存在，已经在 P、
E位点的 tRNA的确又回到了 A、P位点．由此，
确认了 LepA的功能，它是 EF-G的反酶，催化前
进中的 2tRNA·mRNA复合物在核糖体内倒退一步
(一个密码子)，也第一次描述了 tRNA在核糖体内
的第二个运动方向：向着 mRNA的 3忆端运动．因
此，便 将 LepA 称为 第 4 个延长 因子 EF4
(elongation factor 4)．
3.4 LepA (EF4) 的生理意义和研究展望
自然为什么需要 EF4?为什么需要 tRNA退回

来?而且为什么只在原核系统中需要，真核的翻译
工厂就不需要?它的生理意义回答了这些问题．首
先，EF4的超量表达使细胞致死[6, 31]，而体外实验

证实大量的 EF4直接抑制蛋白质的合成(图 5a)[6]，

当 EF4的分子数为核糖体 1/2时，蛋白质的合成几
乎停止．但是，当 EF4的分子数为核糖体 1/5时，
蛋白质合成的高效性和准确性达到了体内生理条件

Fig. 5 LepA effects on GFP synthesis in a coupled transcription鄄translation system in vitro
图 5 LepA对体外表达 GFP蛋白的影响

(a) LepA在体外表达 GFP体系中逐渐增加时对 GFP的总表达量(SDS胶和曲线图中的◆—◆ )和有效量(native胶和曲线图中的▲—▲)的影响．

(b)GPF在体外表达体系中遇到Mg2+压力时没有 LepA(左图)和有 LepA(右图)的比较．
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LepA(EF4)的功能和生理意义的研究结果告诉
我们，即便是在原核生物这个相对简单的体系中，

蛋白质的翻译不仅在起始阶段存在很强的调控作

用，在延长这个阶段同样受到调控，而且这种调控

相对真核体系还要复杂．为什么需要这种复杂性?
它存在的深层意义和背后的调控又是如何?更多的
关于 EF4在翻译机器中的结构和功能的深入研究
将逐渐解释这些问题．
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Fig. 6 Model for LepA (EF4) function
图 6 新的肽链延长模型

粗箭头所指的循环:在正常的生理条件下 tRNA的转运很少出错，不需要 EF4，就可以顺利从 A、P位点 (PRE状态)进入 P、E位点 (POST
状态)．这个过程由延长因子 EF-G催化完成. EF-G解离以后，A位点空出来，下一个 aa-tRNA·EF-Tu·GTP三元复合物进入，然后 E-tRNA
解离.细箭头部分:在某些情况下(比如 EF-G没有正确行使作用)，tRNA转运出错.这样导致 2种结果：a．读码框移位，或错配，b．使得核
糖体上的 mRNA通路阻塞，难以继续蛋白质的合成．在这种情况下，EF4·GTP将识别并催化反转运的发生，使得核糖体复合物回到转运前
的状态，再给 EF-G一次机会．

下的水平．更重要的是，在诸如 Mg2+浓度压力等

极端条件下，EF4的加入大大提高了蛋白质合成的
高效性和准确性(图 5b)．

Mg2+对以核糖核酸为主的核糖体的构象有非

常重要的影响，在 Mg2+浓度压力下，核糖体的柔

性和内部的协调性都大大降低，导致 tRNA的转运

受阻，无法准确定位到标准的 A、P、E位点，最
终导致读码框出现问题．在这种情况下，由 EF4
诱导 tRNA倒退，为重新调整转位提供了机会，从
而避免了转位中的错误．由此，一个新的延长模型

被提出，首次描述 tRNA在核糖体的反向运动和催
化该运动的因子 EF4(图 6)[6]．

肽键的合成 解密tRNA转运

反向转运

LepA·GDP

LepA·GTP

CTD

EF-G·GDP

aa-tRNA·EF-Tu·GTPEF-G·GTP

延长循环

不完整的转运
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Abstract During the translation process, aminoacyl tRNA enters the ribosome, decoding the codon on the
mRNA and brings the mRNA moving forward towards the 5忆 direction of mRNA, until the de-acylated tRNA
leaves the ribosome, it moves through the ribosome in one direction. Recently, with the finding and identification
of the highly conserved protein LepA, a new kind of tRNA movement inside the ribosome, namely the
back-transloation of the tRNAs and mRNA in the direction of mRNA 3忆 is discovered. With the in-depth research,
the physiological meaning behind the back-translocation for the translational efficiency and fidelity has been
studied.
Key words protein synthesis，ribosome， tRNA back-translocation，LepA(EF4)
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