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RNA 聚合酶在细胞中的基本功能是在特定环境下或特

定的发育阶段中产生最适宜的转录产物。它通过决定基因的

起始转录以及转录物延伸的速度和长度来完成这一选择。

RNA聚合酶在完成其转录功能每一步的抉择中都依赖于信息

的输入 ,而产生的结果又进而影响它随后的抉择。所以细胞中

RNA聚合酶的功能在很大程度上都像是一个信息加工者。

1 转 录 循 环 和 转 录 中 间 物

转录可分为 4 个主要阶段 : 启动子的选择、转录起始、

RNA链延伸和转录终止。在这些阶段中的转录中间物可以用

循环的形式来表示。输入的信息可以通过对转录中间物的作

用而改变 RNA合成的过程 (如图 1 所示) 。

启动子的选择阶段包括启动子被 RNA 聚合酶全酶的识

别 , RNA 聚合酶对启动子最初可逆的结合即封闭复合物的形

成和伴随构象的重大变化而形成开放复合物〔1 ,2〕。在开放复

合物结合起始 NTPs 后 ,即转变成起始转录复合物 (initial tran2
scription complex , ITC)并能随之进入几种不同的反应途径。其

中一个途径是合成并释放长度为 2～8 个核苷酸的短 RNA 转

录物 , 或称为流产起始 ; 另一个途径是σ因子从启动子上释

放出 , 随着离开上游 DNA 而形成转录延伸复合物

(transcription elongation complex TEC) 。这通常在转录物达 8～

9 个核苷酸长时发生〔3 , 4〕, 又被称为启动子逃逸 (promotor es2
cape) 。上述两者的相对速率决定了产物 RNA链延伸开始的

速度以及启动子腾空以允许另一个 RNA 聚合酶分子结合的

速率。

一旦 RNA聚合酶从起始转录复合物转变成转录延伸复

合物 ,它与 RNA和 DNA链的连系就变得稳固了 ,在体内能以

每秒 30～100 核苷酸的速度延伸 RNA链。与此相适应 , TEC

中发生了两种类型的移位 :一是新生 RNA链 3′- 末端在 TEC

内部的移位 ,二是 DNA和 RNA链通过 RNA聚合酶从 TEC内

向外移位〔5〕。根据试验的结果对移位方式的解释有两种 : 连

续的或不连续的。后者是指 DNA和 RNA 链的移位可以是在

RNA链 3′- 末端连着加上几个核苷酸后才发生一次。关于移

位的一种最新模式 ,假设 RNA聚合酶通过快速滑动可以分布
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于所有可接近的位置〔6〕。沿着 DNA链定向移位的能量是由核

苷酸的加入造成 TEC构象改变所衍生的。也有可能 RNA 聚

合酶是一种“机械酶”(mechano enzyme) , 其通常保持与 RNA

和 DNA 的紧密接触并使用磷酸二酯键水解的能量产生内部

的运动〔7〕。

停滞 (arrest) 、暂停和终止。在某些位点 ,核苷酸的加入因

暂停、停滞和终止信号而放慢 , 所以 RNA链的延伸被不时打

断。暂停信号引起 RNA 聚合酶从快速延伸的 TEC状态异构

化而改变其构象。在这种构象下 , RNA 链的延伸被可逆地抑

制。停滞信号只在体外试验中检测到 , 能不可逆地阻断 RNA

链的延伸。暂停和停滞可能反映了 TEC在结构上的不同改

变 ,终止信号引起 RNA和 DNA链的释出。

有几种类型的暂停转录复合物 ,其由不同的内在的或外

来的相互作用所调节。某些停顿仅与DNA序列有关而无需别

的调节物 , 而有些暂停信号则是特定的调节中间物 , 它们能

阻止转录超出某一区域。处于大肠杆菌和沙门氏菌的氨基酸

生物合成操纵子前导区中部的依赖于发夹结构的暂停位点

即属于后者。这些位点使 RNA聚合酶停止前进直至核糖体起

始前导肽的合成 , 或者直到最终自发地逃逸并导致超衰减

(superattenuation) 。通过放慢 RNA 链延伸以允许 TEC在结构

上的调整 , 暂停看来是导向停滞和终止的一个起始步骤。暂

停位点的存在有利于对缺陷的 mRNA 进行监视。在暂停位点

放慢速度的 RNA聚合酶或被翻译着的核糖体所释放 ,或者被

ρ终止因子所释放〔8〕。如果把 RNA 聚合酶比作信息加工者 ,

暂停信号则指示其停下来等待调节信号的输入。

当 RNA聚合酶遇到终止信号时 , 其停止往 RNA 链上加

入新的核苷酸 , 解开 DNA2RNA杂交链 , 释放出新合成的转录

物 ,自身也从 DNA模板上解离下来。

2 转 录 延 伸 复 合 物 的 结 构

转录延伸复合物是整个转录循环中一个重要的转录中

间体 , 与转录循环中其它阶段的转录中间体一样 , RNA 聚合

酶通过其与 DNA、RNA和蛋白因子及其它因子的相互作用 ,

以一种特定的空间构象 ,在 RNA链延伸中起着接受信息输入

和作出相关转录决定的信息加工者的作用。

2. 1 RNA聚合酶的三维结构

Kornberg等人运用电子晶体学的方法 , 已经获得了低分

辨率的 E. coli RNA 聚合酶全酶和核心酶及酵母 RNA 聚合酶

Ⅰ和 Ⅱ的三维结构〔9 ,10 ,11〕, 表明可能所有的 RNA聚合酶都具

有一些共同的特点 : (1) 在其结构中有一个宽度约为 25 埃的

槽 , 在从 RNA 聚合酶与起始因子复合物向 TEC的转变中处

于紧邻下游双链 DNA处 ; (2) 结构上有一些适于跟 ssRNA 和

DNA接触的特点 ; (3) 两个几乎横贯 RNA聚合酶的通道 , 其

中一个作为 RNA链的出口。整个结构与 DNA 聚合酶的手状

结构基序 (hand2like motif)相似。

2. 2 TEC 中的相互作用

在 RNA链延伸中的 RNA聚合酶由β、β′和α亚基的二体

所组成 , 在所有已知的 RNA 聚合酶中β亚基和β′亚基均十

分相似。β和β′在延伸中对与 DNA、RNA的接触起主要作用 ,

并决定酶的活性。这种相互作用影响暂停和终止〔12 ,13〕。RNA

聚合酶也与几种金属离子结合 , 其中两个锌离子结合酶的β

和β′亚基 , 两个或多个镁离子为酶充分发挥活性所需。在

TEC中关键的相互接触可能发生在β和β′这两个亚基的界

面上〔14〕。

3 RNA 聚 合 酶 : 转 录 信 息 的 加 工 者

RNA聚合酶在发挥其功能时 ,沿着 DNA链移动 ,从 DNA

链上识读信息 ,将其翻译到新生的 RNA链上。很像第一代理

论计算机 , 通过重复的逻辑操作进行其运算。RNA聚合酶可

以从新生的 RNA 链获得反馈的信息来决定选择新的起始位

点 , 并对暂停及终止信号作出反应。RNA聚合酶对转录调节

作出抉择依赖于对转录延伸复合物的两种类型的信息输入 :

内在的 (intrinsic) 输入和外来的 (extrinsic) 输入。在这里 ,内在

的输入指那些能与 RNA聚合酶发生相互作用的 RNA和 DNA

的特定序列。这种相互作用的结果产生不同构象的 TEC , 从

而影响 RNA链的延伸 , 或使其快速转录 , 或使其停顿以至于

终止转录。而且这些不同构象的 TEC还是各种能增强或抑制

RNA链延伸或终止的外来输入的靶目标。内在的或外来的输

入信号或是些小分子物质 ,或是蛋白质及其它 RNA分子。它

们通过与 RNA 聚合酶直接接触或通过与 RNA 或 DNA 的接

触 , 能与 TEC相互作用并调节其活性。表 1 例举了这些输入

及其作用的靶目标和功能。TEC的不同构象和上述各种不同

的输入为转录加工提供了极大的调节灵活性。

图 1 转录循环
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表 1 转录复合物与信息输入

信息输入 靶目标 作用

内在的输入

新生RNA结构
RNA聚合酶

上游DNA

暂停、终止

终止

RNA近3’端区 RNA聚合酶 暂停(10～11 nt) / 终止 (富含U的7～9 nt) / 停滞 (富含U)

C模板DNA链 RNA近3′端区、RNA聚合酶 ?

非模板DNA链 Sigma因子、RNA聚合酶 暂停

活化部位碱基 RNA聚合酶 暂停

下游DNA双链 βN端锌指、βC端区 暂停、终止

外来的输入

σ 非模板DNA链 暂停

ρ 新生RNA、RNA聚合酶 ? 终止

τ 不详 终止

pp Gpp 不详 暂停

NusA αC端区、β或β′、RNA发夹 暂停、终止、反终止

NusB 新生RNA链的BoxA 反终止

NusE 新生RNA链的BoxA 反终止

NusG RNA聚合酶 暂停、终止

GreA RNA聚合酶、新生RNA 转录切割、反停滞、启动子逃逸

GreB RNA聚合酶、新生RNA 转录切割、反停滞、启动子逃逸

基因特异调节物 RNA聚合酶、DNA或新生RNA 多种

4 内 在 的 输 入

有多重的内在输入控制着 RNA链的延伸 , 它们包括 : 活

化部位 , 下游 DNA双链 , 非模板 DNA链 , RNA2DNA杂交物 ,

RNA转录物的出口和新生 RNA的发夹结构。

4. 1 活化部位

RNA 聚合酶的活性部位催化新生 RNA 链 3′末端氧原子

与 NTPβ - 焦磷酸间的亲核置换反应〔15〕。二价镁离子在催化

反应中通过配位键使底物处于一种特定结构的过渡态而发

挥作用。RNA 链 3′末端和 NTP在活性部位的定位决定了由

TEC作出的大多数调节抉择。不正确的定位会抑制核苷酸加

入新生 RNA链。活性部位外起调节功能的相互作用可能最终

通过活性部位内的相互作用而对 RNA链的延伸发挥作用。

4. 2 下游 DNA双链

指活性部位下游的约 18bp 的双链 DNA。其序列至少影

响对某些暂停位点和终止子的识别〔16〕。该序列与 RNAβ1

230～1 272(β亚基的第 1 230 个残基至第 1 272 个残基)和β′

30～102 残基交联。这种相互作用为 TEC提供了抗盐性。β′亚

基的类锌指基序中 Cys 残基被 Ala 的替代会引起 TEC在刚起

始后即不加选择地终止。看来 ,RNA 聚合酶β和β′亚基中的

这些片段与下游 DNA的锁状 (clamp) 结构有关。它们间的相

互作用使 RNA聚合酶和 DNA链保持相互接触。

4. 3 非模板 DNA

在解开的 DNA 链中 , 非模板链位于 RNA 聚合酶的外

部。其碱基暴露 ,易于被核酸酶接近。随着 DNA链的移位 ,它

又会与模板链重新进行碱基配对。这种转录泡的推进几乎是

等能量地进行的〔17〕。非模板链暴露的碱基是调节因子相互作

用的一个诱人的靶目标。Ring等人最近报道 , 在λ晚期操纵

+ 16 位上 ,由于σ因子对非模板链 DNA的结合 ,造成了启动

子近侧的暂停〔18〕。

4. 4 RNA - DNA 杂交物

关于 RNA2DNA 杂交物的长度和作用是转录研究中热烈

争论过的问题。基于 RNA足迹法的一个模型认为 , TEC中大

约存在 12bp 的 RNA2DNA杂交物。这个结论与热力学分析结

合导致 Yager 等人假设 12bp 的杂交物从能量上补偿了融解

的 DNA泡形成稳定的 TEC〔19〕。发夹结构的介入导致的杂交减

弱会使 TEC不稳定和发生解离。但另一种模型则认为 ,杂交

物的长度不是 TEC稳定的主要原因 , 因为有实验表明 , 用

RNase 降解而留下只有 2～3 个 bp 的杂交物并未造成延伸能

力的丧失。

4. 5 RNA转录物的出口

在 TEC 中 , RNA - DNA 杂交物上游的单链 RNA 能与

RNA聚合酶的β亚基 (β904～905) 和β′亚基 (β′1～81) 发生

相互作用 , 新生的 RNA链通过 RNA聚合酶结构中的一个通

道从 TEC中逸出。实验表明 ,新生 RNA进入这个出口为 TEC

提供了稳定 ,可能是其引发了下游 DNA锁状结构的关闭。

4. 6 新生 RNA的发夹结构

1 期 明镇寰 :RNA链延伸中 RNA聚合酶对信息的加工
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转录物从 TEC中出来后形成的 RNA 发夹结构是某些暂

停信号组成的必要部分 , 也是不依赖于ρ因子的终止子所要

求的。它们能引起转录复合物的解离 ; RNA 发夹结构还能作

为反终止子发挥作用。发夹结构如何调节 RNA链生长的关键

问题是 :它们是通过与 RNA聚合酶的直接接触发挥作用还是

间接地通过干扰 ssRNA与 RNA聚合酶或 DNA的相互作用而

发挥作用。几方面的证据表明在暂停和终止中 , RNA 发夹与

RNA聚合酶倾向于发生直接的相互作用〔20 ,21〕。

5 外 来 的 输 入

RNA聚合酶和 RNA或 DNA的相互作用能够产生转录复

合物的不同构象 , 这些构象能作为外来因子进一步调节的靶

目标。这些外来因子能修饰 RNA聚合酶对进一步的内在输入

反应的规则 , 类似于早期计算机装置中依赖信息输入造成逻

辑规则变化。对这些外来输入作用理解的关键在于解释它们

是如何改变 RNA、DNA 和 NTPs 与 RNAP的内在相互作用以

及改变其酶学特性的。外来因子 NusA 对暂停和终止的影响

是一个很好的例证〔22〕。NusA 是作为λ噬菌体依赖于 N的反

终止现象中必需的细胞因子而发现的。但是发现在所有已被

测序的原核生物和古核生物中 , 在其它细胞或噬菌体蛋白缺

失的情况下能增强暂停和不依赖于ρ因子的转录。NusA 是一

个相对分子质量为 55kDa 〔1Da = 1u(原子质量单位) 〕的酸性

蛋白质 ,其能与ρ因子、N蛋白和 RNA相互作用 ,也能与 RNA

聚合酶通过与α亚基 C端结构域或β亚基及β′亚基的接触

相互作用。其竞争 NTP的结合和以一种位点特异的、可能涉

及与 RNA二级结构发生相互作用的方式增强暂停。其稳定暂

停中间物是通过进一步稳定 RNA发夹与 RNA 聚合酶的相互

作用来实现 ,还是直接影响 RNA 3′末端定位都有待于进一步

研究。
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