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核糖体蛋白质的翻译特异性

— 遗传密码翻译装置对信使 RNA的选择性’）

童克忠陈玲爱翁曼丽王 玮 白应林
（中国科学院遗传研究所，北京）
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摘 要

分子遗传学泰斗 J. D. Watson于1957年首先对核糖体进行系统的研究。其后0.

许多科学家的共同努力，核糖体的结构已经基本研究清楚。然而对核糖体蛋白质的确切

功能，却仍然一无所知。 1979年以来，本实验室主要从事分离核糖体蛋白质突变体，研

究核糖体蛋白质突变对基因表达的影响。发现在 S12突变体中，碱性蛋白酶活性下降，

而中性蛋白酶活性正常。到目前为止，我们分离鉴定了的枯草杆菌核糖体蛋白质突变体

总数居世界首位。我们研究了核糖体蛋白质突变对噬菌体基因组表达的影响。 发现在

S12的依赖链霉素突变体中，噬菌体 娜05裂解量下降；蛋白质合成受Pf-；而 RN A和

DNA合成正常。 测定了噬菌体 价29在27种共 44株核糖体蛋白质突变体中的成斑

率。在多数突变体中，成斑率下降，最低达10-6；少数升高，最高达三倍；还百一些升降都

不明显。大汤杆菌 C600的 S12发生依赖链霉素突变，x噬菌体的成5k率和相对产量

大大降低，而 T4和 T7的成斑率正常。 大肠杆菌1.148叹Xc 1857）的 S12发生依赖

链霉素突变，肠1857的诱导释放量大大降低，而T4的成斑率反有所增加。在大肠杆菌

A19野生型菌株中，I噬菌体的N基因表达正常；核糖体蛋白质 S10, S16, S19, S20
和 L3友生突变，能抑制N基因表达；L21 + L25, L24突变，N基因不能表达；L27突

变，促进N基因表达；S8,L6,L7ZL12,L14禾L23突变，对N基因表达没有明显影响。

把N基囚克隆在质拉上，用功能互补的方法，测定N基因表达的程度。结果清楚表明，

S12发生依赖链霉素突变，N基因不能表达；发生杭链霉素突变，却表达正常。综合以上

实验结果，可见不同的核糖体蛋白质突变时同一基因表达的影响不同；同一核糖体蛋白

质突变对不同基因表达的影响也不同。还有一些核糖体蛋白质突变，对其他基因表达没

有明显的影响。

核糖体作为一切细胞共有成分这一客观实在，充分说明它在生命活动中的重要性。

核糖体既然如此重要，其蛋白质的功能将是多方面的、复杂的。本实验室己取得的研究

成泉，可能只是从一个侧面反映了核糖体蛋白质的功能。而且目前只是观察到一些现象，

分于机理还不清楚，值得进一步研究。

一、核糖体的结构

一切生物的遗传信息，都编码、贮存于核酸的核昔

掀顺序之中。核酸是惰性的，必须经过转录、翻译，其

蕴藏的遗传信息，才能由蛋白质表达为丰彩多姿、生意

盎然的生物界。

Tong Kezhong et at.: Translational Specificity
of Ribosomal Proteins- The Selectivity of

Translational Apparatus Towards mRNAS

1)国家自然科学基金资助项目。
本文于 1987年 10月7日收到。



一切生物的蛋白质，都在核糖体上合成。 J. D.

Watson首先对核糖体进行系统的研究r113。 其后经过

许多科学家的共同努力，对核糖体的结构大体上已经

研究清楚。原核生物的核糖体，由大小不等的两个亚
基构成，大亚基包含两种 RNA和三十几种蛋白质。小

亚基包含一种 RNA和二十几种蛋白质。 真核生物

核塘体的结构与此相似，但比较大。对大肠杆菌的核

糖休研究得最为详尽，它的各种 rRNA 和各种蛋白质

的基因位置、一级结构，基本上都巳经研究清楚；各种
i RNA和各种核糖体蛋白质在核糖体上所处的位置，

以及彼此相互联结的关系，都经过仔细的研究。目前

人们能够提取核糖体，在离体条件下将各种 mRNA
翻译成相应的蛋白质。然而，对核糖体上各种组份—

包括三种 rRNA和五十几种核糖体蛋白质的确切功

能，却“仍然n乎一无所知，，‘，‘，‘，，。

二、枯草杆菌核糖体蛋白质

突变对基因表达的影响

六十年代初期，本实验室首先由枯草杆菌ATCC

6633菌株分离到依赖链霉素突变体 （Str0A)t".Str"A

菌落白色，与野生型或抗链霉素突变体 （SCrkA）的棕

色菌落不同〔2，。其后经过进一步研究，证明这种白色

Str"A都不形成抱子，抗金黄色葡萄球菌的抗生素产量

降低，碱性蛋白酶活性降低。在 StrRA中，上述各项指

标都和野生型无异t3, 43。 当时已经证明细菌 StrA突

变是核糖体蛋白质 S12结构基因 rpsL的突变，所以

上述实验结呆可以解释为突变 S12影响碱性蛋白酶、

抗生素和抱子形成等基因的表达。

由于细菌基因组较大，而且碱性蛋白酶缺陷菌株

失去感受态，不易迸行深入分析，作者改用噬菌体进行

实验。

0105是枯草杆菌的温和噬菌体。以丝裂霉素C

(1EAg/tnl）处理"105的溶源菌株 61469帅105), $

105进人裂解生长，每个细胞释放出0105颗粒。以

ATCC6633 StrDA作给休，对61469(-P105)进行转化，

得61469帅105 )StrDA转化体。将 61469 (95105)StrDA

涂布在无链霉素的完全培养基上，可分离到不依赖于
链霉素的回复突变休Strtt03。将61469(P帅105)涂布在

含有 250-500prg链霉素/Ml的完全培养基上，可分

离到抗链霉素的61469((P105)StrRAt13。用丝裂霉素C

(1ttg/ml）诱导0105，结果在 StrDA, StrRA, Str，三
种突变体和野生型61469帅105）中，"105的裂解量

分别为4,120, 108和112 03o StrDA中q5105裂解量
的下降，显然不是由链霉素的生理作用引起的。因为

在 StrRA的培养基中，也加了等量的链霉素。Str'A回

复突变为Strt后，裂解量恢复正常，也证明 St lA中

0105裂解量的下降是由Str'A突变引起的。

用〔3H]-胸腺咤咤核有、[ ,H I'尿嚓咤核昔和},1C1-

混合氨基酸标记 DNA, RNA 和蛋白质合成，结果

StrRA不影响大分子合成；在StrT-A r?l,DNA和RNA.

合成正常，蛋白质合成受到严重抑制二StrDA回复突变

为Strip蛋白质合成也恢复到野生型的水平〔130

上述实验所用 61469(0105)strDA，其 “t.DA是由
ATCC6633srrDA转化来的，所以在 61469帅105 )StrDA

中，除。rDA外，其遗传背景和野生型几乎完全相同；

因此在 61469(0105)StrDA中 0105裂解量的下降和

蛋白质合成受阻是rpsL突变的结果。由于 DNA和

RNA合成都正常，所以可以认为裂解量下降是蛋白质

合成受阻的结果，是某些重要 ：riRNA翻译受阴．的结
果。

本实验室由枯草杆菌168菌株经 EMS诱变得到

一些核糖体蛋白质突变体（表 1)[63和一株依赖链霉素

的 SD103"'o用 NTG处理 SD103，从中分离得到一

系列核糖体蛋白质突变体（表2)t6]。用表1, 2中所列

27种共44株突变体为宿主，测定了噬菌体029的成

斑率，结果列于表 1和表2o从表 1和表2的数据可

以看到，除在回复体62, 71, 150和32上的成斑率高

于168的以外，在其他回复突变体和突变体上的成斑

率都降低，尤以 rpsD, rpsE和 rpsH最为显著。

上述各种突变体，都是通过 EMS或NTG诱变得

来的，不能排除其他基因也发生突变的可能性。所以一

方面通过转导、选择和 。”十、spc+连锁的转导体，将

rpsE, rpsI连同rpsL转人QB944；提取这些转导体
的核塘体蛋白质，通过聚丙烯酸胺凝胶电泳，证明这

些转导体都带有突变的S5或S9。 另一方面，又将

rpsL。和自发抗链霉素突变（StrRA、即 rpsLR）通过转
化、选择 cys+rpsLR或 cys+rpsL'转化体，转给 QB

9440用这些转导体或转化体为宿主，就可以在遗传背

景相同的条件下，比较rpsL0,rpsLR, rpsLorpsE, rpsL'
rpsI对029噬菌体成斑率的影响。实验结果见表 30;o

以rpsLR基因型为宿主，无论培养基中有无链霉素，
0” 的成斑率都与以野生型为宿主无明显差异。 用

rpsLR基因型为宿主，成斑率低到。.08. rpsE突变

或，s1突变提高rpsL0的成斑率，但不能回升到野

生型核糖休的水平。

三、大肠杆菌核糖体蛋白质

突变对基因表达的影响

0105和 029的基因组虽然比较小，但都没有经

过详细的遗传学研究，因此不是最合适的研究材料。

Lambda(幻噬菌体则不然0其 DNA顺序已全部

分析清楚，它经过详尽的遗传学研究，有丰富的突变
体可资利用。在大肠杆菌C600 (thr leu the lac tosA

supE) S12发生依赖链霉素突变的rpsLR中，ANam
不能成斑；;LcI857成斑率降低，T4和 T7的成斑率－

保持正常；在液体培养基中，A -,%'a、和 i1LCI85i都不



衰1 曦菌体 功29在不两核抽体班白质突空体中的成斑率

（以在1681rpC2中的成斑率为1)

．．画画．．．．．习鸯艇．．．踌娜翻娜翻．恤居州

． ． ．
表2曦菌体029在B. subtilifi SD 103 (rpsL0)的不同回翅突变体中的成斑率

（以在168srpC2中的成斑率为1,测得在 SD103 (rpSI.0）中的成斑率为0.40)

基因型“） 蛋白质b） 回复体编号 基因型“） 蛋白质“）

fPSC S3 0.10 44 rpsa S19 

rpsD S斗 8.5火10-3 23 rpl ABC L1,L3 

rpsD S4 0.04 III rplB L2 
rpsD S4 1。1只10-3 63 rplD L4 

rpsD S4 0.06 106 rplF L6 
rpsD S4 0.9火10-3 80 rplF L6 

r ps'E S5 0.28 114 r p1 F I6 

rps E S5 5.5火10-3 48 rplH L8 

rpsE S5 5.0又10-3 99 rplN L14 

rpsE S5 0.03 69 rpll' L16 

rpsE S5 0.10 159 rplP L16 

rpsE S5 1.4丫10一‘ 71 rpiQ L17 

rpsE S5 0.20 127 rplR L18 

rpsH S8 1.0又10-9 151 rpIR L18 

rpsl S9 3.02 157 rplT L20 

rpsl S9 0.01 55 rplV L22 

rpsM S13 0.57 4 rplV L22 

rpsO S15 0.31 150 rplW L23 

rpsR S18 0.45 32 70 多一斑点

rpsR S18 0.25 

a)因为全部回复突变体由SD103 krpsLD）发生基因间抑制突变而来，所以全部回复体都携带另一突变基因 r psLD;
b)基于和 ：）同样的理由，都含有另一突变蛋白质 S12D;
0 电泳图谱上多出一个蛋白质斑点，其基因未经鉴定。

能增殖。大肠杆菌A溶源菌株I. 1485(;L(.1857）突变成
rpsLD后，Ac1857的诱导释放大大降低；而 T4的成

斑率反有所增加E83。由于 ANam7和 ANam7 Nam53

也含有‘18，7突变，所以Ac1857和 INam只有一个
N基因不同；Ac 1857在C600 rpiLD上成斑率降低，

在液体培养基中不能增殖，就是由于N基因的表达受

到抑制之故。

大肠杆菌T83菌株（m0118 lacZU118 thi）无
siipE, ;LNam7的N基因有amber无义突变，所以在

T83中，AN-7不能生长。在质粒 pEMBLI的Smal

位点，插人含有N基因的446bp Haelll片段，得 pN
1010 pN101的N基因可由一未知的启动子启动表达，

42

产生足量的N蛋白质，供;LNam7生长之用（Naomi R.

Framklin,私人通讯）。质粒 pKC101携有cl和N基

因‘’们。只要诱导N基因表达，就可支持ANam7生长。

按常规方法〔Iz，提取 pN101,pKC101质粒 DNA,

转化T83及其 ，sL突变体，得表7中所列各种携有

质粒的菌株。按前已报道的方法L，，分别测定 ;LNam7

的成斑率和每个细胞中 ;LNam7颗粒的平均产量，结

果证明S12的依赖链霉素突变抑制 pN101和 PKC

191上N基因的表达〔10]0

T83(pN101）和T83(pKC101）只能提供N蛋白
质，所以不能支持 lo或AQ的生产。以 AOam29和

劝am117进行实验，证明两者都不能生长。



农3 ．，体 价29在央空 S12, S5S12, S9S12宿主中的成斑率

菌 株 基 因 型 突变蛋白质 成 斑 率

QB944Xcy‘一‘，，，

QB944cys+ssr'

QB9 }4cys+rpsLD(+Sm")

QB944cys+rpjLR(+Sm)

QB944cys+rpsLR
叼B944火276

QB944火70

QB944火51

QB944 X 83

QB944火91

QB944 X94

Q B944 X 143

QB944 X62

QB944又35

野生型核塘体

野生型核艳体

r psL0

rpsLR

rpsLR

rpsE, rprLI
（同上）

（同上）

（同上）

（同上）

（同上）

（同上）

rpsI, rpsL0
（同上）

（野生型）

（野生型）

S12D

S12R

S12R

S5, S120

（同上）

（同上）

（同上）

〔同上）

（同上）

（同上）

S9, S12D

（同上）

1

1

0.08

1.03

1.09

0.55

0.71

0.46

0.61

0.88

0.27

0.83

0.67

0.69

a．培养基中含200pg了ml链母素；

b．表中回复突变体编号，见表2,余类推。

农4 Xc1 857在A19及盆突变体中的成斑率和单细胞曦，体产f

细菌菌株 改变的核塘体蛋白质 成 斑 率 单细胞噬菌休产量

A19

VT

VT206

VT265

VT420

VT442

VT493

VT517

VT549

VT567

VT593

VT594

VT597

VT600

VT611

V’r60l

VTG16

VT614

VT617

VT711

VT715

V T716

V T978

VT914

V T990

VT982

VT977

VT613

野生型wild type
S8t6I

L6

L7十L12

S20

S21十U S

L33

L14

L24

L27

L3

S19

S16

S10

S5

S5+L24

S4

S4+L24

S4+L24

S4+L6+L24

S4 +L6 +L24

S4 +L6 +L24

无 L1 no LI

无 S3 no S3

S3 +L22

S3 +S18 +L19 +L24

S3+S18+L6+L24+L27

弥+S18+1.24

1.0

0.89

0.64

0.74

0.74

<10-1

0.72

0.63

<10-4

3.56

0.43

0.27

0.28

0.74

0.84

0.40

0.95

0.39

0.42

6.0火10-'

2.0又10-7

< 10-6

<10-1

<10-3

<10-1

0.16

6.02

0.64

108

61

50

未测

未测

0

未测

未测
0

315

未测
14

未测

未阅

;1

44

:3?

未洲
40

未测
0

0

0

0

0

未测
441

未测



噬菌休 T3, T4的生长，无需N功能。 实验结果

说明S12的依赖链霉素突变对 T3和T4的成斑率

都没有影响。

大肠杆菌A砂菌株 （。，，thi his-95 rna-19)也
没有 ，upE,所以不能支持 ANam7生长。 M 857的

N基因是野生型，所以能在 A19上生长。Ac1857在

A19及其核搪体蛋白质突变体上增殖的优劣，可以作
为判断 Ac1857的N基因表达高低的标准。以 A19及

其24种共27株突变体为宿主，测定 Act 857的成斑
率。结果 S3＋L22, S4＋L16＋L24, S21＋L25,

L24、缺 L1,缺 S3等突变体中，成斑率降到 10-‘一

1。一，；在 S3＋S18＋L6＋L24＋L27 和 L27突变

体中，成斑率分别提高到6.02和3.56倍（表灼〔”。以

＿i-结果说明在大肠杆菌中，就和在枯草杆菌中一样，影

响基田表达的核糖体蛋白质突变，并不限于 S12o

核塘体作为一切细胞共有成分这一事 一，足以允

分说明它在生一命活动中的重要性。构成这么重要的分

子集体的各种蛋白质，其功能将是多方面的。以上介

绍的这些研究结果，不过从一个侧面反映了核箱体蛋

白质的功能；而且，还只是观察到一些现象，说不洁道

理。要了解核搪体蛋白质在蛋白质合成过程日“的确切

功能，需要更多的人作长期的探索。

本实验室目前正在进行三方面的工作： fir)继

续分离核糖体蛋白质突变体，鉴别出更多的对核糖体

蛋白质突变敏感的基因；（二）比较敏感甚因与不敏感
基因mRNA的二级结构，分析其敏感原因；（三）运用

反求遗传学 (reverse genetics）的办法，离体改变敏感

基因的结构，观察其对核搪体蛋白质突变的反应，其目

的是研究核艳体蛋自质表现翻译特异性的分子机理。

四、 结 论

细菌核糖体蛋白质的合成，有其特殊 的调节机

理t>>>。 因此各种核搪体蛋白质基本上保持等分子合

成；在细胞质中，不会有很多多涂的、游离的核糖体蛋
H质。上述实验结果虽然涉及两种细菌共 32种核塘

体蛋白质的基因突变，但突变了的蛋白质仍然是作为

核搪体的组成部分而起作用的，不是作为游离的蛋白

质而起作用的。

核塘体蛋白质衫响某些基因表达的分子机理，至

今仍不明白。枯草杆菌S12的依赖链霉素突变不影响

DNA和 RNA合成，而蛋白质合成大大降低。所以作

用可能发生在翻译水平，但所用的分析方法不够精细，

仍需用其他方法进一步确证。

综合上述已有的实验结果，可见不同的核;Lid体蛋

白质突变对同一基因表达;al影响不同：有的降低，最低

达到l u-1-10-1，有的升i}.，最高可达6倍。与此相
仿，同一核糖体蛋白质突变对不同基因表达的影响，也

不相同。Yil如E. coli 1．1485(Ac1857)Sl2依赖链霉素
突变，使又的基因表达降低，而T4的基因表达上升。

还有一;4?核Vi体蛋白质发生突变以后，对基因表达没
有明显的影响。
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