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摘要 蛋白质生物合成过程的终止是由于第一类肽链释放因子识别终止密码子，并导致肽酰 -tRNA酯键水解，释放出新合
成的多肽链．近期，通过冷冻电镜、结晶学、核磁共振、分子动力学和生物化学等方面的研究，使第一类肽链释放因子的结

构与功能逐渐清晰．对近期的研究进行了分析和整理．
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蛋白质合成的整个过程包括在核糖体上发生的

肽链合成的起始、延伸、终止并释放新生肽链等几

个步骤，其中的终止过程主要由两类肽链释放因子

(polypeptide release factor, RF)参与．第一类肽链释
放因子为密码子特异性因子，负责识别终止密码子

并诱导肽酰 -tRNA的水解，而第二类肽链释放因
子则是一类 GTP酶，为密码子非特异性，协助第
一类肽链释放因子行使功能[1]．

真核及原核生物中第一类肽链释放因子的功能

不尽相同，原核生物中有两种第一类肽链释放

因子 RFl和 RF2，RF1识别 UAG/UAA，RF2识别
UGA/UAA，而在大多数真核生物中只有一种第一
类肽链释放因子 eRF1，负责识别 3 个终止密码
子．但有趣的是，纤毛虫虽然是真核生物，但在其

中的一些物种中却发现也有两种第一类肽链释放因

子，可能与纤毛虫终止密码子编码氨基酸的现象有

关[2]．这就意味着这些生物中第一类肽链释放因子

识别终止密码子的机制与高等真核生物存在差异．

人 eRF1晶体结构的解析使人们对第一类肽链释放
因子的精细结构有了直观的认识，而第一类肽链释

放因子如何识别终止密码子？在纤毛虫中终止密码

子为什么会编码氨基酸？新生肽链的释放机制是怎

样的？这些问题已经成为第一类肽链释放因子结构

与功能关系研究的热点．

1 第一类肽链释放因子的结构

人肽链释放因子的晶体结构表明：eRF1由

3个结构域(domain)组成(N、M和 C)，形状类似字
母 Y．M结构域位于 Y的茎部，其总体形状和空
间结构与 tRNA相似(图 1a)，支持了 tRNA-mimicry
模型[3]． eRF1的 3个结构域都属于 琢-茁三明治结构
簇，但是具有不同的拓扑学结构．N结构域中包含
4个 茁折叠形成的簇，两侧是 琢螺旋，其中 琢2和
琢3形成反平行的螺旋发夹堆积在 茁折叠的一侧，
在螺旋和 茁折叠的界面间形成明显的沟，这种结
构特点对终止密码子的识别具有极其重要的作用．

第一类肽链释放因子 N端的螺旋 琢1与 C结构域形
成了一个界面．M结构域的特点是 琢5螺旋的 N端
偏离结构域主体达 25魡，并且在高度保守的 GGQ
区不具有二级结构，而是形成转角，并与 M结构
域 茁 簇的边缘相连 [3]．2007 年， Ivanova 等 [4]用

NMR对溶液中的M结构域进行构象分析，结果表
明：溶液构象与晶体结构在 GGQ模块上有较大的
差异．GGQ模块在溶液中的构象具有更大的柔性，
在 NMR动力学分析中具有较快的质子交换速率和
相对缓慢的构象重排．此外，在 GGQ模块 C端 琢
螺旋的尽头还有一个 loop结构，在动力学研究中，
该 loop具有快运动(ps-ns)和慢运动(ms)两种运动方
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Fig. 2 Interaction of RF1 with the decoding center
of the 30 S subunit from E. coli[6]

图 2 大肠杆菌 E. coli第一类释放因子与
30 S亚基解码中心的相互作用[6]

Fig. 1 The structure feature of the class玉 polypeptide release factors [3]

图 1 第一类肽链释放因子的结构特点[3]

(a)第一类肽链释放因子的 tRNA-mimicry模型. (b)第一类肽链释放因子的功能位点.

2 第一类肽链释放因子的功能

目前，普遍认为肽链释放因子的 3个结构域分
别执行 3个不同的功能(图 1b)．N结构域中保守的
NIKS和 YxCxxxF区可能与终止密码的识别有关[5]，

这两个保守区分别位于 琢2和 琢3螺旋上．不论原
核还是真核生物，所有第一类肽链释放因子 RFs
的 M结构域中，高度保守的 GGQ区可激发肽酰
tRNA 的水解 [3]．RF 的 GGQ 区极可能模拟 tRNA
末端的 CCA，并占据 A位点的相同位置[6]．C结构
域是两类肽链释放因子相互作用的区域．

2援1 第一类肽链释放因子解码的可能模式

目前，提出了两种模式来阐述第一类肽链释放

因子对终止密码子的解码：一种模式突出了 16 S
和 23 S rRNA的重要性，这是由于对 rRNA的突变
会影响解码的准确性[7]，暗示了 rRNA与 mRNA或
终止子 -RF复合体之间可能存在相互作用．另一种
模式更关注第一类肽链释放因子上氨基酸与

mRNA上终止密码子的直接相互作用[6]．

原核细胞中，结合于核糖体上的 RF2与终止
密码子之间极为接近，支持第二种模式．肽链释放

因子 RF1和 RF2在核糖体上的晶体结构显示：包
含有 PVT 三肽模块的 loop 区域环绕着终止密码
子，特别是密码子的第二、第三位碱基(图 2)[6]．此

外，琢5- 螺旋的末端靠近终止密码子的第一位碱

基，可能参与对尿苷 U的识别，而尿苷是所有终
止密码子的第一位碱基．在晶体结构中，电子密度

沿着从反密码子环的末端向终止密码子 3忆碱基的
方向延伸[6]．较早获得的人线粒体肽链释放因子

mtRF1的基因[8]，其 PVT模块的后面含有 4个额外
的氨基酸，它们可能参与介导对线粒体特异性终止

密码子 AGG 和 AGA的识别，而在最近(2007年)
鉴定的人线粒体肽链释放因子 mtRF1a则更类似于
RF1[9]．

式，可能也具有独特的功能．M和 C结构域之间
通过一个较长的 琢螺旋连接，该螺旋处于两个结

构域的分界面上．C结构域不是典型的 琢-茁三明治
结构．
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Fig. 3 A model for translation termination in Eukaryotes[10]

图 3 真核生物中翻译终止的模式[10]

第一步: eRF1, eRF3和 GTP结合于 pre-TC;第二步: Pre-TC转位 /结构重排; 第三步: eRF3水解 GTP;第四步:肽酰 -tRNA水解和肽链的释放.

晶体结构研究表明，大肠杆菌第一类释放因子

RF1的 GGQ loop可以进入核糖体(图 4)，作用于肽
酰转移酶中心(peptidyl transferase center, PTC)，与
P 位点的 tRNA 的 A76相对[6]．与 GGQ loop 最靠
近的 23 S rRNA 的核苷酸是 U2585 和 A2602，突
变分析证明，它们对于 RF介导的肽酰 tRNA水解
是十分关键的[18]．RF与核糖体 A76之间存在一定

距离，RF上能够跨越这一距离的最长侧链是谷氨
酰胺，但是奇怪的是，对它的突变并不影响 RF的
活性[19]．值得注意的是，该氨基酸不论在真核或原

核生物中其 N5位置都是甲基化的[20, 21]．晶体研究

表明：用 3忆含 CAA 的 tRNA 类似物与 Haloarcula
marismortui的 50 S核糖体亚基结合可以导致几种
23 S rRNA核苷酸(2583～2585及 2506)的移动，在

真核生物蛋白质合成的终止主要由两类肽链释

放因子的协同作用来完成，最新的试验研究结果

表明：由第一类肽链释放因子 N端结构域中的两
个模体(motifs)即“TASNIKS”和“Y伊C伊伊伊F”通
过与相应的核苷酸形成氢键，参与终止密码子的识

别[10, 11]；第二类肽链释放因子通过水解 GTP，改变
第一类肽链释放因子的构象，决定其对 3个终止密
码子的识别活性[11]．以此解释，纤毛虫肽链释放因

子识别终止密码子活性的改变不仅决定于识别结构

域关键氨基酸，而且受到两类肽链释放因子相互作

用关系的影响．本课题组利用游仆虫等纤毛虫为材

料，先后获得 4个肽链释放因子基因及其重组蛋白
(Eo-eRF1a, Eo-eRF1b, Bj-eRF1, Eo-eRF3)，其中一
种(Eo-eRF1a)纯化后获得分辨率达 2.8魡 的晶体，
这是除人的肽链释放因子外，在真核生物中获得的

另一个第一类肽链释放因子晶体 [2, 12, 13]．2006 年，
本课题组通过构建一系列突变体，在体内体外研究

了游仆虫中两种肽链释放因子的相互作用关系和作

用区域，并进一步证实了第一类肽链释放因子对第

二类肽链释放因子的 GTP酶活性是不可或缺的[14].
目前，课题组正在通过定点突变的方法，研究纤

毛虫肽链释放因子参与识别终止密码的氨基酸，探

讨纤毛虫第一类肽链释放因子的解码模式．

第一类释放因子在结构上模拟了 tRNA，那么
在功能上它是否也会选择类似的解码方式呢？众所

周知，tRNA对有义密码子的解码过程存在校读机

制，但是令人奇怪的是，虽然在 RFs对终止密码
子的识别过程中没有进行校读，其解码的精确性却

高于 tRNA对有义密码子的解码．Youngman等 [15]

的研究表明：对 16 S rRNA解码位点的碱基(A1492、
A1493 和 G530)直接进行突变产生的影响不同于
tRNA和 RF1/2．来源于其他 16 S rRNA区域中碱
基的突变影响 RF对特定终止密码子的识别，但是
不影响 tRNA的解码[16]．因此，RF1和 RF2对终止
密码子的识别是直接的，但其机制明显不同于

tRNA对有义密码子的解码[17]．

2援2 第一类肽链释放因子是如何释放新生肽链的

Alkalaeva等[10]在体外重建了真核翻译的过程，

提出了一个真核翻译终止的模型(图 3)．首先是
eRF1, eRF3和 GTP结合于预终止复合物 pre-TC上
(第一步)；然后导致 pre-TC重排(第二步)，重排既
可能是主要结构发生了变化，也可能是 P位点密码
子和朝向 E位点的肽酰 -tRNA反密码子茎环(但不
是接受臂)以及朝着 P位点的 A位点终止密码子的
部分或整体发生位移．在重排后复合物的 PTC中，
eRF1的 GGQ区不能正确定位，要求 eRF3介导的
GTP水解(第三步)．结合 GTP的 eRF3水解可以导
致 eRF3-GDP从核糖体上释放，或改变它与 eRF1
的相互作用，可以使 PTC中的 GGQ区正确装配；
最后，精确定位的 eRF1最终激发肽酰 tRNA的水
解(第四步)．
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的释放?

GTP GDP GDP

E P AE P AE P AE P AE P A

(?)

第一步 第二步 第三步 第四步

819· ·



生物化学与生物物理进展 Prog. Biochem. Biophys. 2009; 36 (7)

Fig. 4 Interaction of RF1 with the peptidyl transferase
center of the 50 S subunit from E. coli[6]

图 4 大肠杆菌 E. coli第一类释放因子 RF1 与
50 S核糖体亚基的相互作用[6]

诱导的状态下，肽酰 -tRNA的酯键暴露出来，受
到进入核糖体 A位氨基酸 琢-氨基的亲核进攻[22]．

第一类肽链释放因子与 tRNA相似，可以诱导 PTC
的构象发生变化，使得化学上较难发生的水的亲核

进攻得以实行．在水解过程中，选择水作为亲核试

剂是至关重要的[23]．在 NMR动力学分析中，GGQ
具有较快的质子交换速率，推测 GGQ loop可能与
水形成配合物，使水对肽酰 tRNA的酯键进行亲核
进攻[4]，使肽链从肽酰 tRNA脱落，新生肽链得以
释放．此外，以含 GGQ模块的 11个残基 loop作
为 A 位点的类似物，用分子动力学 (molecular
dynamics, MD)方法进行观测的确得到一个氢键的
模型[24]．

2援3 第一类肽链释放因子结构域间信号的传导

翻译过程中，当行进中的核糖体遇到 mRNA
上的终止密码子，终止密码子处于 A位点，解码
过程发生在小亚基上，而肽酰 tRNA酯键的水解发
生在大亚基 PTC 上．对于第一类肽链释放因子，
负责解码和酯键水解的分别是 N和 M结构域，那
么它们之间的信号是如何传导的？在原核生物中，

第一类肽链释放因子行使其功能时，信号是从位于

解码中心负责识别反密码子 RF的 M结构域传导
到处于 PTC中 RF的 C结构域．与真核的 eRF1不
同，RF1或 RF2处于“关闭”的晶体构象[25, 26]，有

人提出这样的一个模型：在终止密码子的识别过程

中，C结构域从分子的核心反转到 GGQ模块的位
置，使酯键水解 [24]．该观点与结合于核糖体上的

RF1/2的结构[6, 27～29]是一致的，MD研究也支持这一
模型[30]．此外还发现，当密码子出现在核糖体 A位
点时，RF1/2 与核糖体的结合保持不变，但是，
Kcat参数大多减小[31]．然而，近期用小角度 X射
线散射(small-angle X-ray scattering, SAXS)所获得的
数据显示：在溶液中，游离的 E援 coli RF1是处于
打开的构象[32]．尽管如此，当 E援 coli RF1与负责对
保守 GGQ 模块中的谷氨酰胺进行甲基化的 PrmC
酶形成复合物时，也是处于关闭的构象[33]，说明关

闭的构象具有一定的功能．

人的 eRF1的晶体构象与 E援 coli不同，研究表
明，3个结构域中，M结构域与 C结构域可以相互
作用，但不与 N结构域相互作用，而 N结构域的
长螺旋 琢1处于 N和 C结构域的界面上，可能参与
了与 C 结构域的相互作用 [3]．Vorob忆ev 等 [34]在人

eRF1∶mRNA∶ tRNA 三元复合物的 NMR构象研
究中发现，终止密码子在空间上与 eRF1的 C结构
域临近． Ivanova等[4]假设了两种信号传递的模式：

一种是信号直接通过 eRF1从 N 结构域传导到 M
结构域的 GGQ loop，该结构定位于 PTC上；另一
种是由 rRNA介导，通过下述路径进行的传导过
程，N domain→18 S rRNA→28 S rRNA→M domain
→GGQ→PTC-peptidy1-tRNA

Song的观点与第一种不同，而与第二种途径
不谋而合． Ivanova等[4]似乎更倾向于第一种模式，

认为 M结构域中 GGQ loop C 端的螺旋 琢5 在动
力学上运动较慢，因此具有刚性，当一个环的构象

变化时，琢5的刚性触发了另一个环的构象变化．

3 结 语

在蛋白质合成的终止过程中，第一类肽链释放

因子无疑是重要的蛋白质因子之一，虽然核糖体与

肽链释放因子复合物晶体结构的解析掀起了冰山一

角，但是想在分子水平上了解第一类释放因子如何

催化肽酰 -tRNA依赖终止密码子的水解，还得积
累更多的结构数据．在众多复杂生理过程中，还需

要了解各种功能复合物处于怎样的中间状态．目

前，虽然尚未掌握 eRF1和 eRF3结合于 80 S核糖
体的结构信息，但新的进展表明，在确定的功能状

态下，可以通过获取核糖体复合物的结晶，并在较

高分辨率下进行解析以阐明其机制．我们期待这一

途径能与生物化学和遗传学的研究手段一起将翻译

终止的分子机理逐步展示于世人面前．
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Abstract The process of protein synthesis is terminated by one of the three stop codons which are recognized by
class玉 polypeptide release factors. Subsequently, it could promote the hydrolysis of the ester bond of
peptidy-tRNA, resulting in release of the nascent polypeptide. Recent results from cryoelectron microscopy,
crystallography, NMR, molecular dynamic and biochemical experiments have shed considerable light on the
function and structure of the class玉 release factors. The progress in these aspects were summarized.
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