
单分子荧光共振能量转移技术在

核糖体移位研究中的进展 *

徐本锦 1, 2, 3) 宋广涛 1) 秦 燕 1, 2)**

(1)中国科学院核酸生物学重点实验室，中国科学院生物大分子卓越中心，中国科学院生物物理研究所，北京 100101；
2)中国科学院大学，北京 100049；3)山西医科大学汾阳学院医学检验系，汾阳 032200)

摘要 核糖体是蛋白质的“合成工厂”，也是临床上多种抗菌药物的作用靶点，因此，深入理解细菌核糖体的蛋白质翻译机

制意义重大．蛋白质翻译是通过多步骤相互协调、多组分精细配合来实现高保真和精确调控．核糖体在 mRNA上的移位作
为翻译过程中最重要的事件之一，需要核糖体大规模的构象重排以及 tRNA2-mRNA沿着核糖体的精确移动．在细菌中，移
位是由延伸因子 EF-G催化 GTP水解来驱动的．近年来，单分子荧光共振能量技术(smFRET)的发展使得人们可以探究单个
tRNA分子移位的动力学过程并实时观测核糖体的构象变化．本文首先介绍了 smFRET技术的原理及特点，对其在核糖体结
构动态及 tRNA移位研究中的应用进行了较为系统的总结，并对其应用前景进行了展望．
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核糖体催化的蛋白质翻译是一个快速、连续和

高度调控的过程，需要 tRNA和多个翻译因子的协
同作用将 mRNA编码的遗传信息转化为多肽链[1]．

细菌核糖体是由 30S 小亚基和 50S大亚基组装而
成的分子质量为 2.4 Mu的 RNA-蛋白酶[2]，其上有

3 个 tRNA 结合位点，分别是 A(aminoacyl-tRNA
binding site)、 P (peptidyl-tRNA binding site)和 E
(exit-tRNA site)位点．tRNA 的反密码子与 mRNA
的密码子精确配对，将密码子上的遗传信息转变成

一个特定的氨基酸，这一过程叫做解码．之后延伸

因子 Tu (elongation factor Tu， EF-Tu)携带氨酰
tRNA 进入核糖体 A 位点，在肽酰转移酶的催化
下，A位点氨酰 tRNA上氨基酸的 琢氨基与多肽链
与肽酰 tRNA之间的酯键进行反应，这样，延伸了
一个氨基酸的多肽链由 P 位点 tRNA 转移到 A 位
点 tRNA．接着，延伸因子 G (elongation factor G，
EF-G)催化 GTP水解促使 tRNA移位 [3]，A 位点和
P 位点 tRNA 分别移向 P 位点和 E 位点．同时，
mRNA 相对核糖体精确移动一个密码子．随着 E
位点 tRNA解离，翻译进入下一个延伸循环．当核

糖体遇到终止密码子时，释放因子 1(release factor
1，RF1)和释放因子 2(release factor 2，RF2)来到核
糖体的 A位点，促使新生肽链释放．肽链释放后，
释放因子 3 (release factor 3，RF3)结合到 RF1 和
RF2 上，催化 GTP 水解，然后 3 个释放因子离
开核糖体．紧接着核糖体再循环因子 (ribosome
recycling factor，RRF)和 EF-G·GTP同时结合到核
糖体上，伴随着 GTP的水解，核糖体大小亚基解
离，重新进入下一轮翻译循环过程(图 1)．

移位是翻译过程中最重要的事件之一，需要核

糖体构象的大规模改变以及 tRNA2-mRNA沿着核
糖体的精确移动．尽管生化和结构生物学手段在核

糖体移位研究中已经取得了一些进展，然而，翻译

延伸过程中核糖体构象重排驱动 tRNA 运动的机
制，以及 EF-G催化的 GTP水解所扮演的角色仍不
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1 tRNA移位
细菌蛋白质翻译过程由四步构成，分别是起

始、延伸、终止和再循环(图 1)．翻译延伸循环可
分为三个基本步骤：第一步是氨酰 tRNA的选择，
由 GTP 酶延伸因子 EF-Tu 催化并携带氨酰 tRNA
进入核糖体 A位点．第二步是肽基转移，也就是
肽键的形成．新生肽链由核糖体 P 位点的肽酰
tRNA 转移到 A 位点的氨酰 tRNA 上，使 P 位点
tRNA去酰化并将 A位点 tRNA上的新生肽链延长
了一个氨基酸．第三步是移位，核糖体沿着

mRNA精确移动一个密码子的距离，新生的脱酰
基 tRNA和肽基 tRNA分别由核糖体 P位点和 A位
点移动到 E位点和 P位点，这一步是由另一个重
要的 GTP 酶延伸因子 EF-G 催化的 [4]．移位促使

mRNA的下一个密码子进入核糖体 A 位点，以便

该密码子决定的氨基酸参与到下一轮的延伸反应．

移位是翻译延伸过程的主要步骤，在翻译延伸

阶段，EF-Tu与 GTP、氨酰 tRNA形成的三元复合
物(tertiary complex，TC)来到核糖体 A位点，随着
氨酰 tRNA 与核糖体的结合，EF-Tu 催化 GTP 水
解并带着 GDP离开核糖体．此时，核糖体 A位点
氨酰 tRNA上氨基酸的 琢氨基，在肽酰转移酶的催
化下，对多肽链与肽酰 tRNA之间的酯键进行亲和
攻击，通过这步反应，延伸了一个氨基酸的多肽链

由 P位点 tRNA转移到 A位点 tRNA．此时的核糖
体被称作移位前复合体(pre-translocation state)．接
着，EF-G·GTP结合上来，EF-G催化 GTP水解促
使 tRNA移位，A位点和 P位点 tRNA分别向 P位
点和 E位点移动约 20魡的距离[5]．同时，mRNA相
对核糖体精确移动一个密码子，以维持正确的读码

框．EF-G·GDP和 Pi 解离后，此时的核糖体处于

Fig. 1 The prokaryotic translation cycle
图 1 原核生物蛋白质翻译循环示意图

A:核糖体 A位点；P:核糖体 P位点；E:核糖体 E位点；EF-G:延伸因子 G；EF-Tu:延伸因子 Tu；RRF:核糖体再循环因子；RF:释放因子.

清楚．最近发展起来的单分子荧光共振能量技术

(single molecule fluorescence resonance energy
transfer，smFRET)，通过检测供体与受体间荧光能
量转移的效率，既可以研究单个分子的构象变化，

也可以研究两个分子之间的相互作用．该方法能够

探测翻译延伸过程中单个 tRNA分子移位的动力学
过程并实时观测核糖体的构象变化，还能够捕获移

位过程中的一些重要而短暂的中间状态．在蛋白质

翻译研究方面具有强大的力量和广阔的前景，非常

适于研究翻译过程中核糖体与翻译因子的构象变化

和结构动力学．本文主要论述了该技术在细菌核糖

体移位研究中的应用，以期为理解蛋白质翻译机制

提供新的视角．
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单分子技术出现之前，动力学实验只能表示测

量时间内的大量分子的平均行为，而生物体是一个

复杂的、动态的不均一系统，因此，监测单个分子

的动态变化意义重大．SmFRET通过检测单个分子
内供体与受体间荧光能量转移的效率，来研究分子

的构象变化．常用于研究 3～8 nm 范围的距离变
化．SmFRET 技术于 1996 年首次引入 [6]，近年来

发展迅速，已被广泛用于一系列生物系统的研究，

包括 DNA/RNA[7]、蛋白质和大分子复合体[8]，以及

免疫分析．SmFRET的敏感性主要依赖于选择的荧
光基团，实验室常用的有 Cy系列和 Alexa系列荧
光染料，Cy3/Cy5 以及 AF647/AF555 是 smFRET
研究最常用染料对．

利用 smFRET研究核糖体移位的动力学过程，
通常需要对核糖体或 tRNA 进行荧光标记．由于
FRET技术对荧光分子对之间的距离要求较高，因

此，选择合适的标记位点非常重要．通常，人们首

先根据已有的核糖体高分辨结构进行位点选择，并

通过实验进行筛选．目前已经获得了多种比较合适

的标记方式．对于核糖体的标记，包含 rRNA或核
糖体蛋白(r-protein)标记两种．Dorywalska等[9]报道

了一种利用荧光标记的寡核苷酸与特定的 rRNA杂
交来实现核糖体标记的方法．并且该方法已被成功

用于核糖体动力学研究当中[10]．对于 r-protein的标
记，常用的策略是，通过系统分析和结构建模选定

目标 r-protein；然后体外构建只含单个半胱氨酸的
突变体 r-protein，例如 L1(T202C) [11]/L1(S55C) [12]或

L11(C38S/S87C)[13]，并使用 Cy3/5马来酰亚胺衍生
物对该突变体 r-protein进行特定位点的荧光标记，
这种标记的原理是利用 Cy3/5的马来酰亚胺与突变
体 r-protein中半胱氨酸的巯基反应实现的；最后将
标记的 r-protein体外重构到该 r-protein敲除的核糖

Fig. 2 Schematic diagram of single molecule fluorescence data
图 2 单分子荧光数据示意图

(a)荧光共振能量转移原理示意图．(b)典型的 DNA Holliday junction结构 smFRET实验荧光图像．(c)图(b)中方框对应的单分子对 smFRET

曲线.

移位后状态(post-translocation state)．随着 E 位点
tRNA的解离和新的氨酰 tRNA的到来，翻译进入
下一个延伸循环(图 1)．

2 单分子荧光共振能量转移

荧光共振能量转移 (fluorescence resonance
energy transfer，FRET)是相距较近的两个荧光分子

之间产生的一种能量转移现象．当供体的发射光谱

与受体的吸收光谱重叠，且两个分子相距 10 nm以
内时，就会发生一种非放射性的能量转移，即

FRET现象，使供体的荧光强度减弱，而受体发射
的荧光却增强．FRET效率与供、受体分子的空间
距离紧密相关，随着距离延长，FRET效率显著减
弱(图 2)．
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体中来实现对核糖体的标记．由于核糖体重构过程

非常复杂，且效率不高，人们也开始尝试其他替代

方式，如 Q-tag[14]、sfp[15]等方式．对 tRNA的标记，
主要利用 tRNA特有的稀有碱基的特殊反应活性来
实现．在 smFRET 研究中，主要有 3 种碱基，分
别是：二氢尿苷(dihydrouridine) [16]、3-(3- 氨基 -3-
羧丙基)-尿苷(acp3U)和 4- 硫代尿苷(s4U) [17]．对起

始 tRNAfMet 的荧光标记，通常是通过第 8 位的 4-
硫代尿苷(s4U8)与 Cy3/5-马来酰亚胺之间的烷基化
反应实现的[18]．对 tRNAPhe的荧光标记，则是通过

第 47位 3-(3-氨基 -3-羧丙基)-尿苷(acp3U47)的伯
脂肪族氨基与 Cy3/5-NHS酯之间的酰化反应实现
的[19]．由于在原核和真核细胞内的广泛存在，以及

被 NaBH4还原时呈现出的独特化学活性，二氢尿
苷(dihydrouridine)长期以来被选做共价连接荧光基
团的位点．但是这种标记方法的精确反应机制到目

前为止仍不清楚 [16]．SmFRET 已成为检测活体中
生物大分子纳米级距离和纳米级距离变化的有力

工具．

SmFRET效率可用下述公式[20]计算：

E= 1
1+(R/R0 )

6

其中 E表示供体与受体之间的荧光传递效率，R 表
示 2个荧光基团之间的距离，R0 代表荧光传递效

率为 50%时，2 个荧光基团之间的距离，一般在
～6 nm．对离散状态的荧光强度进行分析，可以鉴
定出反应的中间状态，对不同 FRET 状态的寿命
分布进行统计学分析，可以得到反应的动力学数

据[21]．

SmFRET的发展得益于技术的进步．近年来，
显微技术和照相技术的突破性进展以及荧光染料的

发展，推动了 smRFET 的快速发展．首先，全内
反射荧光(total internal reflection fluorescence, TIRF)
显微镜的发展[22]，使信噪比显著提高；其次，荧光

染料的亮度及光学稳定性得到极大的提高 [23]；再

次，低温电荷耦合器的突破性进展，使量子效率得

到极大提高，时间分辨率也达到了毫秒级 [23]．此

外，smFRET 技术的发展还得益于数据处理模型
的发展，主要的包括基于隐马尔可夫模型(hidden
Markov model) 的 Hammy 软 件 [24] 和 post-
synchronization 的数据处理方法 [25]．SmFRET 的最
大特点是能实时反应生物体系内单个分子的分布状

况及构象变化．在复杂的生化体系中，单分子方法

能在不同步化每一步反应的情况下研究特定的动态

化学反应[26]．SmFRET可用于研究群体分子的分布
状态，同时还能探测短暂且稀有的构象变化 [23]．

SmFRET时间分辨率高，可达微秒级，灵敏度强，
能用于复杂体系，离体和活体系统均适用．在生物

大分子结构研究方面，相比 X-Ray、NMR等手段，
smFRET操作简便，在溶液中即可进行．另外，与
光镊、磁镊技术相比，smFRET不太容易受环境噪
音的影响，获取数据 相对容易．SmFRET还能筛
选出单个分子间的内源不均一性，最大程度地实现

生化反应速率的准确定量[27]．

3 smFRET在核糖体移位研究中的应用
过去的 10多年里，smFRET 方法已被成功用

于研究核糖体移位过程中的多个事件．实验中所用

过的 FRET 对主要包括 L1-tRNA 来研究 tRNA 在
P-和 E-位点的移动[11]，L11-tRNA来研究 tRNA在
A-和 P-位点的移动 [13]，S11-L9[28]、S6-L9[28]和 30S
h44-50S H101 [29]来研究核糖体大小亚基的相对转

动，以及 S13-L5[30]来研究核糖体小亚基头部相对于

大亚基中央凸起的扭动 (图 3)．图 3a 是利用
smFRET 研究核糖体移位的示意图，核糖体通过
mRNA被固定在玻片表面，特定的 FRET对分别被
荧光标记，通过探测二者之间的 FRET变化来研究
核糖体移位的动力学过程．

3援1 移位过程中核糖体本身的动态特性

单分子方法研究翻译过程的一个主要目标就是

直接并实时跟踪核糖体的动态运动，包括局部结构

域的运动(例如 L1 Stalk、30S亚基的头部结构域)
和核糖体亚基的运动．Spirin[31]和 Bretscher等 [32]首

次将核糖体功能与其结构动力学联系在一起．他们

推测，mRNA和 tRNA在核糖体上的偶联移动是基
于大小亚基间的旋转运动．Frank和 Agrawal[33]的冷

冻电镜数据第一次直接证明了移位过程中核糖体亚

基的独立运动．Ermolenko等[28]用 smFRET方法研
究了溶液中核糖体大小亚基之间的运动．通过观察

核糖体蛋白 S6-L9 与 S11-L9 之间的 FRET 变化，
作者推测翻译过程中核糖体大小亚基存在相对运

动，并发现 EF-G的结合导致 30S亚基相对 50S亚
基发生逆时针旋转运动．这与之前报道的冷冻电镜

结果一致．结合化学探针和 smFRET 方法，研究
发现，EF-G诱导的亚基旋转状态相当于早期化学
探针法描述的核糖体杂合构象．因此，核糖体杂合

状态与棘轮模型在移位机制上是一致的．另外，已

经有直接和间接的实验证明，EF-G可直接与经典和
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Fig. 3 Basic setup and labeling sites of smFRET experiment used in translocation study
图 3 核糖体 smFRET实验设计示意图和标记位点

(a) P位点 tRNA和 L1分别作为供体(用绿球表示)和受体(用红球表示)，用于研究 tRNA从 P位点向 E位点的移动．(b) A位点 tRNA和 L11

分别作为供体和受体，用于研究 tRNA从 A位点向 P位点的移动．(c) S11和 L9分别作为供体和受体，用于研究移位过程中核糖体大小亚

基的相对运动．(d) S13和 L5分别作为供体和受体，用于研究移位过程中核糖体小亚基的头部相对于大亚基中央凸起的运动．

杂合状态的移位前复合体结合来诱导移位过程[13,34-35].
并且 EF-G的结合会加速移位前复合体由经典状态

向旋转状态的转变(图 4)．

Fig. 4 Schematic depiction of the movement of tRNAs during translocation
图 4 核糖体移位过程中 tRNA运动示意图
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Spirin[31]认为，移位是由一系列“locking”和
“unlocking”事件控制的，这些事件导致核糖体出
现“locked”和“unlocked”两种构象．肽键形成
之前，大小亚基结合紧密．肽键形成后，核糖体处

于 unlocked状态，大小亚基和 tRNA可以自由移动

以便移位．移位完成后，核糖体回到 locked状态，
再次限制了大小亚基和 tRNA 的运动．Aitken 和
Puglisi [29]分别标记 30S helix44 与 50S helix101，追
踪了 30S亚基 body结构域的运动，证实延伸过程
中核糖体存在两种整体构象，为 Spirin 提出的
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“ locking/unlocking”翻译延伸模型提供了直接证
据．即非旋转状态的核糖体处于 locked 构象，一
旦肽键形成，核糖体回到 unlocked构象，tRNA在
经典与杂合状态间波动，核糖体处于高度动态状

态，准备移位．EF-G催化的移位将核糖体 relock，
再次抑制了核糖体的局部动态性[29]．

处于 unlocked状态的核糖体复合物除了 tRNA
动态活性较高外，其他部位也有较高的动态活性．

Cornish 等 [36]利用 smFRET 方法标记核糖体蛋白
S6、S11、L9等，研究了大小亚基的运动情况．他
们发现，肽键形成后 30S亚基的 head结构域会发
生自发旋转．作者认为，S6：L9的高 FRET(～0.6)
表示核糖体处于非旋转构象， tRNA 处于经典状
态；S6：L9的低 FRET(～0.4)表示核糖体处于旋转
构象，tRNA处于杂合状态．因此，30S亚基 head
结构域的构象重排可能与 tRNA的动态波动是偶联
的．此外他们还发现，P位点若结合脱酰基 tRNA，
移位前核糖体在经典和杂合构象间自发波动[36]．P
位点若结合肽酰 tRNA，移位后核糖体则主要处于
经典的非旋转构象．基于 smFRET 和化学探针数
据，研究表明，核糖体杂合构象的稳定性既受

EF-G的影响，又受脱酰基 tRNA接受臂向 50S亚
基 E位点移动的影响[36]．Marshall等[37]对核糖体大

小亚基进行了位点特异性标记，通过 smFRET 研
究了核糖体整体动力学，认为肽键的形成与亚基间

的棘轮运动是偶联的．肽键形成释放的能量也许为

30S亚基的棘轮运动提供了推动力．核糖体亚基间
的旋转运动涉及蛋白质翻译的起始、延伸和终止，

小亚基的逆时针运动在真核翻译中也存在，因此，

亚基间的运动以及杂合的中间状态似乎是所有生物

蛋白质翻译过程的普遍特征，同时也解释了核糖体

在生物界的高度保守性[38]．

3援2 移位过程中 tRNA 的运动特性
翻译延伸过程中，核糖体选择合适的氨酰 -

tRNA并催化肽键形成．随后，tRNA沿着 mRNA
在核糖体上移动，这一过程中涉及到众多

RNA-RNA以及 RNA-蛋白质相互作用的打破与形
成．SmFRET技术在蛋白质翻译方面的研究最初主
要集中在 tRNA的动态特性上 [39-41]．Blanchard [40]和

Kim [42]分别对 A 位点和 P 位点 tRNA 进行荧光标
记，研究了延伸过程中 tRNA的运动行为．他们发
现，肽键形成后 2个 tRNA之间的 FRET在不断变
化，作者认为低 FRET是 tRNA的杂合状态，即 A
位点和 P位点 tRNA的 3忆端转移到了 50S亚基的 P

位点和 E位点．tRNA的这一杂合状态出现在移位
之前，冷冻电镜结构也验证了这一点 [43]．Munro[44]

用相同的方法得到了相似的结果，即没有 EF-G
时，tRNA在移位前核糖体上处于经典和杂合构象
的动态平衡．有文献报道 [45]核糖体 A 位点被肽基
tRNA占据时，tRNA处于杂合构象，然而当 A位
点被氨酰 -tRNA占据时，tRNA则保持经典构象．
Semenkov等 [46]研究表明，A 位点是肽基 tRNA 的
移位速率要比 A 位点是氨酰 tRNA 的移位速率
快．这些结果表明，肽键形成后，tRNA更倾向于
形成杂合状态，为 EF-G催化的移位做好准备．另
外，Munro等[44]的实验同时观测到 tRNA的两种不
同的杂合构象．第一种是常见的杂合构象，即 A
位点和 P位点 tRNA的 3忆端分别指向了 50S亚基的
P位点和 E位点．另一种杂合构象是一种亚稳态构
象，即只有 P位点 tRNA的 3忆端指向邻近的 50S亚
基 E位点．

Blanchard等[47-49]通过 smFRET监测核糖体内部
多个距离的变化，研究了移位前核糖体构象的动态

波动．研究表明[11]，Mg2+在生理浓度(3.5 mmol/L)
且没有 EF-G时，PRE状态的核糖体亚基会发生随
机旋转．该现象已被冷冻电镜结果所证明 [33]．

Wang等[50]的 smFRET实验证明，PRE状态核糖体
在经典和杂合构象之间的转变是温度依赖的，是热

驱动的布朗过程．SmFRET强调，tRNA在核糖体
上由经典构象向杂合构象的转变，与核糖体亚基间

的旋转是热力学和动力学耦合的．而 Cornish等[36]

发现核糖体亚基间的旋转速率比 tRNA在经典与杂
合状态间的波动速率慢 10倍．同样的，一项三色
FRET研究表明，50S亚基 L1 stalk 的打开和关闭
与 P位点 tRNA在经典 -杂合构象间的波动只是松
散偶联[51]．可以推定，tRNA的构象受核糖体内部
缓慢变化的分子环境的影响[52]．换句话说，tRNA
的移动与核糖体亚基间的运动是热力学而非动力学

偶联的．

3援3 移位过程中 L1 stalk的动态特性
移位过程由两个独立并连续的步骤构成．第一

步发生在肽键形成之后，tRNA的氨基酸接收臂末
端由 A、P位点分别移向 P、E位点．而肽酰 tRNA
和去氨酰 tRNA的反密码环末端仍处于 30S亚基的
A位点和 P位点，使 tRNA形成 A/P和 P/E的杂合
状态．随后，在 EF-G·GTP的催化下，tRNA分别
由 A/P、P/E的杂合状态转向 P/P、E/E的经典状态
(图 4)．核糖体冷冻电镜结构和 X射线晶体结构比
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对结果表明，tRNA移位过程中，亚基间的运动与
核糖体大小亚基内部额外的结构重排是偶联的[53-54].
特别是作为 50S亚基结构特征的 L1 Stalk的运动，
被认为与 tRNA 移位有关 [54-55]．L1 Stalk 是 50S 亚
基普遍保守和高度动态的结构特征，主要由 L1蛋
白和 23S rRNA的 helices 76～78组成．研究表明，
L1 蛋白的缺失强烈抑制移位 [56]．Munro 等 [44]利用

tRNA:tRNA的 FRET信号，发现 L1的缺失倾向于
使 tRNA保持经典状态，表明 L1 stalk的动态运动
也许有助于 tRNA 的移动．Valle 等 [55]的冷冻电镜

数据表明，移位过程中核糖体 30S亚基相对于 50S
亚基转动时，伴随着 L1 stalk约 20魡的移动，同样
暗示 L1 stalk可能参与脱酰基 tRNA由 P位点向 A
位点的移位．结合 EF-G的核糖体冷冻电镜结构显
示，L1 Stalk 与 P/E 杂合状态的脱酰基 tRNA肘部
存在直接相互作用．基于这一发现，Valle 等[55]认

为 L1 Stalk也许直接参与新生脱酰基 tRNA由 P位
点向 E位点的移位．

近年来，Fei等[11]利用 smFRET方法对 E位点
或 A位点 tRNA与 L1 stalk之间的动力学进行了研
究．作者发现，不加 EF-G时，移位前核糖体在两
种构象之间波动，一种是非旋转状态，tRNA处于
经典构象，L1 Stalk 与 tRNA 之间没有相互作用
(FRET为 0)．另一种是旋转状态，tRNA处于杂合
的中间构象，L1 Stalk与 tRNA之间具有直接相互
作用(FRET 为 0.8)．EF-G的加入促使平衡朝向旋
转状态进行，导致 FRET 信号增强．以上结果表
明，移位过程中 L1 stalk的关闭稳定了 tRNA的杂
合状态，然后护送 E 位点 tRNA 离开核糖体．然
而，L1:tRNA FRET信号并不能给出 L1 stalk 相对
于整个核糖体的方向．另外，研究发现经典 E/E状
态的 tRNA-L1 FRET 与杂合 P/E 状态的 tRNA-L1
FRET并没有显著差异．再加上标记的 tRNA和 L1
stalk 都是可动的结构元件，因此，对这一结果的
解释是不明确的．

Cornish 等 [57]用 Cy5 和 Cy3 对 50S 亚基的 L1
和 L33蛋白分别进行了标记，直接观测了翻译延
伸阶段 L1 Stalk 的实时动力学．作者发现，L1
Stalk相对于 50S亚基的运动至少有 3种不同的构
象状态：打开、半关闭和完全关闭．作者认为低

FRET是因为 L1 Stalk发生了最大限度的旋转，远
离了 50S亚基，这可能促进 E位点 tRNA的解离．
中间状态 FRET，表明 L1 Stalk向内移动，以便与
E/E状态的 tRNA肘部相互作用．高 FRET是脱酰

基 tRNA处于 P/E杂合状态时观察到的，很可能是
由于 L1 Stalk最大程度的向内偏移，以便到达 P/E
tRNA 的肘部 [58]．作者认为 L1 Stalk 通过重构 50S
亚基 E位点的结构而使其处于三种不同的构象状
态，帮助脱酰基 tRNA在核糖体的结合、移动和释
放，并且这三种状态受 tRNA在核糖体上的位置和
酰化状态的控制．当 L1 Stalk与经典 E/E状态的脱
酰基 tRNA相互作用时，它处于一种“半关闭”的
中间构象．由此可以推测，L1 Stalk 与 E 位点
tRNA 的相互作用稳定了 L1 Stalk 的“关闭”构
象．这些发现为理解翻译延伸阶段 tRNA在核糖体
上移动和释放机制提供了线索．

脱酰基 tRNA 在移位结束后离开核糖体 E 位
点 [59]．Cornish 等 [57]发现绝大部分移位后核糖体的

L1 Stalk 处于打开状态，这与脱酰基 tRNA 进入
E/E位点后再从 E位点释放是一致的．因此，普遍
认为移位后 L1 Stalk的“打开”协助 E位点 tRNA
的解离，然而，究竟是什么因素触发了 L1 Stalk的
打开仍不清楚．Fei等[11]实时单分子实验表明，L1
Stalk 与 tRNA的相互作用持续存于在整个移位过
程中，因此 L1 Stalk护送 tRNA由杂合的 P/E转向
经典的 E/E 构象，指导 tRNA 在核糖体上的移动
(图 5)．Fei等[60]进一步研究表明，EF-G 的结合促
使 L1 Stalk采取关闭构象，在移位后复合体中，L1
Stalk 的构象依赖于 E 位点 tRNA 的存在和性质，
因此，作者认为 EF-G与 L1 Stalk变构调节并指导
tRNA 由 P 位点向 E 位点移动．冷冻电镜结果显
示，L1 Stalk存在大规模的运动，这也许与 E位点
tRNA的定位和动力学有关[61]．然而，到目前为止，

L1 Stalk的动力学与整个核糖体动力学之间的关系
仍不清楚．当前普遍认为，移位过程中，非旋转构

象核糖体上的 tRNA 处于经典状态，L1 stalk 打
开．肽键形成后核糖体亚基间的棘轮运动导致

tRNA和 L1 Stalk分别在经典 - 杂合、打开 - 闭合
状态间波动．这种运动有助于 tRNA2-mRNA的移
位．Chen等 [34]利用 smFRET 方法发现，在肽链延
伸的早期，脱酰基 tRNA被保留在 E位点，当下一
轮氨酰 tRNA进入 A位点后，E位点 tRNA才被别
构调节而解离，并且这一过程受移位前新生肽链的

长度、序列以及 tRNA构象的调控．而在蛋白质合
成的后续循环，E 位点 tRNA 的解离是自发进行
的．然而，核糖体如何调控 tRNA解离，L1 Stalk、
tRNA以及核糖体亚基的运动是随机发生还是相互
偶联，这些问题的研究仍有待深入[12]．
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Fig. 5 Schematic depiction of the dynamics of ribosome complex during translocation
图 5 核糖体移位过程中核糖体本身动态行为示意图
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3援4 EF鄄G和 EF4对移位过程的影响
EF-G的 domain 玉包含 G忆和 G 2个亚结构域，

G的主要功能是催化 GTP水解，domain 郁负责催
化移位．研究表明，移位前核糖体 A 位点有
tRNA，EF-G domain 郁的头部离 A位点约 20魡的
距离．然而，移位后核糖体 A 位点没有 tRNA，
EF-G domain 郁占据 A 位点．因此，很可能是
EF-G的 domain 郁相对 domain 玉的旋转运动促使
A位点 tRNA移位．另外，EF-G的 G结构域与肌
动蛋白和肌球蛋白等马达蛋白具有很多结构上的相

似点，因此，可以预测，EF-G 的超级结构域芋-
郁-吁相对于玉-域的运动推动了 tRNA 的移位．
Salsi 等 [62]利用整体和 smFRET 方法分别研究了不
结合核糖体的自由 EF-G 和结合核糖体的 EF-G
domain 郁相对于 domain 域的运动．结果表明，溶
液中 EF-G在紧密和伸展两种构象之间转变．不结
合核糖体的 EF-G大部分处于结构紧凑的构象，而
核糖体结合的 EF-G主要处于伸展构象，domain 郁
远离了 domain 域．出乎意料的是，通过抗生素抑
制移位实验和 GTP类似物替代 GTP实验，作者发
现，EF-G结构域间的大规模重排不直接与 GTP水
解和 tRNA2-mRNA 移位偶联，而是由 EF-G 与核
糖体的相互作用引起的．因此，很可能是在 GTP
水解和 tRNA2-mRNA移位之前，EF-G一旦与核糖
体相互作用，便很快从紧凑构象转变为伸展构象．

移位反应的快速和精确进行需要 EF-G 催化
GTP水解所释放的能量．然而，该能量主要作用
是驱动 tRNA2-mRNA移动，还是移位结束后催化

EF-G从核糖体解离，这个问题很长时间都没有定
论．Chen等 [63]利用单分子极化全内反射荧光显微

镜，第一次捕获到正常移位反应中 EF-G的单个结
构域相对核糖体的旋转运动．作者发现，GTP水
解后，整个 EF-G相对核糖体有一个 10毅左右的运
动，紧接着，EF-G的 domain 芋会发生更大角度的
旋转运动，然后从核糖体解离．由此他们提出了一

个移位的杂合模型，即移位的起始步骤是由 EF-G
催化 GTP 水解的能量驱动的核糖体“unlocking”
过程，而后面的步骤主要是由核糖体自身的能量来

驱动的．这些结果表明，核糖体与 EF-G利用“做
工”和“棘轮运动”两种机制来确保移位的效率和

准确性．

EF4是细菌体内高度保守的蛋白质，对细菌的
生长和功能蛋白的合成非常重要．EF4与 EF-G具
有相似的结构特点．研究发现，EF4是一个核糖体
延伸因子，与移位后复合体存在相互作用，并具有

反移位酶的活性，可以促使核糖体反向移位[64-65]．

溶液中自由的 EF4可以识别停滞的 POST状态核糖
体，让 POST核糖体回到 PRE状态，重新进入移
位循环过程[66]．这种反向移位对于新生肽链的正确

合成非常重要[67]．一方面，EF4 给核糖体和 tRNA
二次移位的机会，有助于核糖体检验并校正 A位
点读码框的正确性．另一方面，这种反向移位增加

了新生肽链在核糖体的停留时间，有助于新生肽链

的边合成边折叠．Liu 等 [68]的 smFRET 研究发现，
EF4 对翻译延伸循环具有调控作用．EF4 能与
EF-G竞争结合移位前核糖体，使翻译延伸受到短
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暂抑制，这种抑制有助于功能蛋白的合成．

4 结论与展望

复杂的翻译系统需要核糖体的精细调控以及翻

译因子和 tRNA的协同作用．过去的十多年里，借
助已有的生化数据和高分辨率结构信息，人们利用

smFRET技术对一些重要的翻译事件，例如 tRNA
选择、肽键形成以及核糖体移位进行了系统研究，

使我们对蛋白质翻译机制有了许多新的认识和理

解．然而，真实翻译系统的分子复杂性和高背景信

号仍然是一个挑战[69]．此外，该技术本身的不足和

缺陷导致许多研究仍不能有效开展．例如：smFRET
对两个荧光染料之间的距离要求是 1～10 nm，超
出该范围后 FRET 对距离的变化变得不敏感；受
CCD 相机帧频的限制，smFRET 的时间分辨率较
低；荧光特性和能量转移对染料环境和方向具有依

赖性，并且容易受潜在的人为因素的影响 [70]．因

此，核糖体动态研究的进一步深入有赖于该

smFRET技术本身的日益完善与改进以及与其他方
法的联用．事实上，近年来 Puglisi研究组及其合
作者，将零级波导(zero mode waveguides，ZMW)
技术与单分子荧光技术联用，实时观测到了近生理

条件下单个核糖体如何将氨基酸串联起来的过程[1].
最近，Peng等[71]发展了 sm-PAFRET的新方法，实
现了在近生理浓度下观测蛋白质翻译的延伸过程，

并发现了以前在低浓度实验条件下没有观测到的新

现象．我们相信，随着 smFRET技术的日益完善，
其在生物翻译系统的更精细的调控事件，例如核糖

体在 mRNA上的扫描机制、预起始复合物的结构
重排过程、IRES控制的翻译起始等关键问题研究
中会发挥更加重要的作用．
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Abstract Ribosome is a protein translation machine and the target of a variety of clinical antimicrobial drugs.
Therefore, in-depth understanding of bacterial protein translation mechanism is of great significance. Translation
consists of initiation, elongation, termination, and recycling, coordinating to achieve high fidelity and precise
regulation. Translocation is one of the most important events in the process of translation, which requires large
conformational changes of the ribosome as well as the precise movement of tRNA2-mRNA through ribosome. In
bacteria, translocation is driven by elongation factor G that catalyzes the hydrolysis of GTP. The recent
development in single molecule fluorescence resonance energy transfer (smFRET) makes it possible to study tRNA
movements and observe the conformational dynamics of the ribosome in real time. Here, we review the recent
smFRET study progress in the dynamics of ribosome translocation. These advances will provide much insights into
the molecular details and dynamics of the ribosome complexes, shedding new light on the process of translocation.
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