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作者简介# 姜 琳$女$北京大屯路 %’ 号中国科学院生物物理研究所计算与系统生物学研究中心$研究生$主要研究方向为 ()* 组学

殷勤伟!通讯作者"$男$北京大屯路 %’ 号中国科学院生物物理研究所$研究员$主要从事转录组学和小 ()* 的研究%+$,-./0
1234.56785’9.:;9-<9<5

( 引言
瑞典皇家科学院 %" 月 = 日宣布!美国

斯坦福大学医学院教授罗杰"科恩伯格

(>?@A B9 C>A5:@A? 因在#真核转录的分子基
础$研究领域所作出的杰出贡献!而独自获
得 !""# 年度诺贝尔化学奖 D%$EF%

(>?@A B9 C>A5:@A? 现年 ’& 岁!%&=G 年
出生于美国密苏里州圣路易市! 在斯坦福
大学获得博士学位! 目前供职于该大学医
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美国斯坦福大学医学院教授 A"B>C DEF"C9G>CB 被授予 %))* 年度诺贝尔化学奖!以表彰他在"真核转录的分子基础#研究领域
所作出的杰出贡献$ F"C9G>CB 的贡献在于!其花费 H) 年时间构建了体外酵母细胞转录体系!并将结晶学与生化知识相结合!描述了
A’5 聚合酶 44 及包括通用转录因子%调节器%D’5 和 A’5 在内的复合物结构图$ 此外!他还首先在分子水平上阐明了真核细胞中转录
机制的全过程$ 现有的证据表明转录分子机制的研究对于各种疾病的治疗以及干细胞的分化调节均具有重大的实际意义$

诺贝尔化学奖&真核转录&A’5 聚合酶 44&调节器&酵母细胞转录体系
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图 % !##$ 年诺贝尔化学奖获得者#
美国科学家 &’()* +, -’*./)*(
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学院" 其父 !"#$%" &’"()*"+ 因致力于 ,-.
复制的研究!是 /012 年的诺贝尔医学或生
理学奖得主之一 345"老 &’"(6*"7 获奖原因是
因为破解基因信息是如何从一个 89. 复
制到另一个 89. 的!而小 &’"(6*"7 则是在
遗传信息如何从 89. 转录到 :;9. 的过
程中做出了卓越贡献"

89. 分子由 <= >= . 和 ? @ 个不同的
碱基组成"AB. 同样由 <= >!. 和 C @ 个相
对应的碱基组成" 这 @ 个不同的碱基排列
组合即构成了遗传信息" 8B. 分子为一个
双链螺旋! 两链间可形成 <= > 配对和 .=?
配对 #DE#F’(= >"GHI 和 JGKIG(F 因此获得
L2MN 年的诺贝尔生理学或医学奖$O这保证
了遗传信息的可靠储存 3PQ%
转录即存储于 8B. 中的遗传信息在

AB. 聚合酶作用下被激活并拷贝到互补的
:AB. 链上" 最终 :AB. 上的遗传信息由
核糖体翻译成有功能的蛋白质" 转录是生
命活动中最中心的过程之一! 有着复杂的
调节机制" R’"(ST"7 正是在真核细胞的转
录及其调节的分子机制中做出了突破性的
贡献" 他将结构生物学与生化技术相结合!
从而得以在酵母中分离出高纯度的 AB.
聚合酶及其与模版 8B.&:AB.&核苷酸底
物&调节蛋白结合的功能相关复合物"

R’"(ST"7 主要贡献是其创造性地制作
了详细的晶体结构图片! 用于描述真核细
胞中转录过程的整个机制" 我们可以看到
新的 AB. 链如何逐渐生成!以及转录过程
中必不可少的其它若干分子的作用" 由于
这些图片可以清楚地区分不同的原子!从
而使转录过程和转录调节机制的理解成为
可能 UPQ"

! 研究背景
真核转录研究始于 1V 年前!WTGFF 和

<KEXF#’(T3@Q于 /212 在大鼠肝脏细胞核中发
现了 AB. 聚合酶的活性" 这一发现使转录
研究成为生命进程中一个至关重要的研究
领域" 但是从大鼠肝脏细胞核中提取 AB.

聚合酶极为困难!而从细菌中纯化酶则相对简单得多" 因此!原核转录研究率先开展起
来!/2M1 年诺贝尔生理学或医学奖即颁给了 YEH’S= Z’(’X 和 [\’]]!以表彰他们在细菌
基因表达的转录调节中所作出的贡献"
很长一段时间以来!人们认为在所有细胞中的基因结构和转录机制与细菌中的是

相同的" 后来才得知真核细胞中!例如酵母和人类!染色体 8B. 需要与蛋白质结合!包
装成核小体!这种高度压缩的染色质形式在细菌中是没有的" 真核转录机制比原核要
复杂得多" 所以!了解真核细胞中 AB. 聚合酶的作用和调节机制对于解析转录调节以
及细胞中基因表达的调控至关重要"

A’TXT" E(X A%##T"^1Q和 >_E:S’(3MQ证实!真核细胞包含 4 种不同的 AB. 聚合酶 ‘ab
aaac" 蛋白编码基因由 AB. 聚合酶 aa 负责转录" 真核 AB. 聚合酶由多个亚单位组成"
细菌 AB. 聚合酶由 @ 个亚单位和 L 个可变亚基 dG7:E 组成 ^eQ" fG7:E 是聚合酶识别启
动子和起始转录所必需的" 启动子即 8B. 上的一段特殊序列!用于起始 AB. 的合成"
对于启动子的研究最早始于原核细胞的转录!但真核的启动子比原核还要长" L0gL 年
hE(T"iG 等^gQ和 Z’"TE% 等^2Q鉴别了基因特异性元件’增强子(%但是真核细胞中没有 fG7:E
因子% 因此要研究真核转录机制!就需要建立依赖真核 ;B. 聚合酶 aa 的以外源 8B.
为模版的可在特异启动子下转录的细胞体系%

L2j2 年 DTGK 等 ^Lk5利用纯化的 ;9. 聚合酶!在提取的人类组织培养细胞中以一个
病毒启动子进行特异性的起始转录% l2mk 年 no#F%G 等 3LL5通过生化分馏法揭示了 ;9.
聚合酶 aa 复合体中存在多个转录因子!即 ;9. 聚合酶 aa 通用转录因子)?paahO 8O qO p
和 r$% ;9. 聚合酶 aa 在这 1 个通用转录因子的协助下识别基因起始位点!分离 89.
模版链!对一条链进行转录生成 :;9.%

N !##$年诺贝尔化学奖研究成果简介
N,% 体外酵母细胞转录体系的建立

;’7T" &’"(ST"7 致力于转录领域的研究始于他在英国剑桥大学做博士后的时候%
st射线衍射证实! 染色质是由大约 lk(: 的重复亚基所组成% l2e4 年 rT\GF_ 和 h%"!
7’u(T 3lP5 用核酸酶处理染色质得到许多大小相同的断裂产物% &’"(ST"7 和 ?_’:EF 在
l2e@ 年 3l45发现组蛋白 r4 和 r@ 在溶液中形成‘r4vP‘r@vP的四聚体% 同年 &’"(ST"73l@5提
出染色质的基本单位!即核小体是由 l 个组蛋白八聚体和 PVVSw)碱基对$长的 89. 所
组成%

&’"(ST"7 回到斯坦福大学以后仍致力于真核生物的转录调节研究% 他的重大贡献
之一即培育了新的体外酵母细胞转录体系 3l1OlM5! 使利用啤酒酵母 )!"#$%&’()*$+!
$+’+,-!-"+$作为真核生物的研究模型成为可能%&’"(ST"7 实验室为此体系的建立花费了
lV 年时间!其间许多实验室因为几年中没有任何进展而纷纷放弃% 但是正是这个酵母
细胞体系的建立!为 &’"(ST"7 创造了合适的 ;9. 聚合酶和通用转录因子!为其研究提
供晶体&创造了条件%

N,! 酵母 &6B 聚合酶及转录复合物结构的描述
N,!,% 调节器的发现
包含纯化的 ;9. 聚合酶 aa!1 个通用转录因子 ?paah!q!p!r 和 ?.?. 结合蛋白的

体系只能维持基础转录!而对于基因特异性激活蛋白的转录则无能为力% 对这一问题
的研究导致了调节器的发现!并使真核转录的一些早期遗传数据得到很好的解释% 调
节器是由大约 PV 个不同蛋白组成的多蛋白复合体 3letl25!在从酵母到人类的所有真核生
物中!调节器的作用是将正负信号从与 89. 结合的特异基因转录因子传递给 ;9. 聚
合酶 aa 及其通用转录因子)图 P$!其中图 P 物质包含 89.&通用转录因子 ?hx!?paah!

图 ! 真核转录起始复合物
01(, ! :E*=’’. ’5 )HKE*>’=1G =*E.<G*1L=1’. 1.1=1E=1’. G’;L7)O
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!!" 和 #" 调节器"$%& 聚合酶以及与增强子结合的特异性转录
因子# 在探索转录过程研究中调节器的发现是一个里程碑$
随着调节器被分离!真核基因调节和转录的基本组分已被建

立!即通用转录因子%调节器和 $%& 聚合酶 ’’$ 细菌中的转录抑
制和激活是其直接与 $%& 聚合酶结合! 从而影响与启动子的结
合$ 真核中染色质和调节器在基因特异性转录因子与 $%& 聚合
酶之间起作用!使得调节更加复杂化$

&()*+,-( 等在 ./00 年 1234得到了 $%& 聚合酶 ’’5调节器复合
物的电镜图!此图显示调节器围绕聚合酶成月牙形$ 调节器包含
大约 23 多肽!678-$ 近来有关功能的调节器头部分子的表达和
纯化已有报道$此复合物只有 9 个亚基!分子量为 22:;8-1264$调节
器头部分子与 $%& 聚合酶的相互作用需要通用转录因子 <"’’"
的参与$
12%2% 酵母 3’4 聚合酶及转录复合物结构描述
早在 63 年前!=5射线结晶学已描述了 <>? 结合于 <&<&5

@AB 8%&!以及 <"’’>!<>? 和 8%& 三重复合物的结构 1CC5CD4$ EA!
+F@G+H 则首先意识到所有真核转录元件的组装可能是以 $%& 聚
合酶作为一个平台!但是酵母 $%& 聚合酶 ’’ 的复杂性以及纯化
复合物的少量和不稳定性成为晶体研究的瓶颈$ EA+F@G+H 用电镜
和 =5射线结晶学相结合!依据自己 C3 年来对蛋白表达纯化的研
究经验和二维蛋白结晶的方法最终解决了这个问题 1CI4$
关于建立体外酵母转录系统的研究! EA+F@G+H 在 C336 年取

得突破性进展 $ 他发表于 !"#$%"$ 的两篇文章 1C9JCK4分别描述了
3LCKFM 溶液中含有 63 个亚基的酵母 $%& 聚合酶结构以及包含
$%& 聚合酶!模版 8%&!$%& 产物的转录复合物结构$ 在此结构
中!两个大亚基位于中间核酸结合空穴的两边!许多小亚基在外
围$空穴中可见一个 !5螺旋与其中一个大亚基相连!此螺旋穿过
形成磷酸二酯键和延伸 $%& 链的活性中心$ 在空穴中可清楚看
到一条 8%& 链和正在合成的 $%& 链之间核苷酸的接合&图 :’$

图 : 中白色为 $%& 聚合酶!绿色为连接螺旋!粉色为激活位
点金属离子!蓝色为 8%& 螺旋!红色为新合成的 $%&$

EA+F@G+H 实验室后续发表的文章中! 详尽描述了 $%& 聚合
酶与 8%&%$%&%插入的核苷酸或其他蛋白结合的不同的功能复
合物的晶体结构$建立了包括 D 个通用转录因子在内的转录起始
复合物的模型 1C94!即 D 个通用转录因子直接与双链 8%& 启动子
结合! 而 $%& 聚合酶只能与解旋之后的 8%& 相结合! 解旋即
8%& 模版旋转 03"!使其可以进入聚合酶的活性位点空穴$
121 真核转录分子机制的阐明
大量的数据为转录过程的动态描述提供了前提条件 $

EA+F@G+H 创造性地从溶液中去除了一种必需的碱基! 当 $%& 的
合成到达缺失碱基需要插入的位点!其合成过程半途中断$ 这正
描述了在 $%& 链 :N 末端与掺入的核苷酸形成磷酸二酯键之后
以及 8%&5$%& 杂交链发生迁移之前的分子结构 1CK4$ 若此复合物
中引入核酸的结合位点空缺!即为 8%&5$%& 杂交链迁移后的阶
段 1C04$ 然后 EA+F@G+H 创建它们的分子晶体!并用 =5射线衍射获得
其晶体排列的分子图!计算机可进一步精确计算分子中原子的位
置$ 虽然当今这种生物大分子结晶的方法已被广泛应用!但通常
只是观察组装后的复合物或是单个的分子!而真正用它去捕捉一
个化学反应的过程还是很困难的$ EA+F@G+H 革命性的贡献即在于
此!他最先创建了整个转录机制的全流程图!大致分为下面 : 个
过程$
1212( 迁移
首先是迁移过程$图 : 中绿色表示的连接螺旋被认为在转录

8%&5$%& 杂交链的迁移过程中起到棘齿的作用 1CKJ:34$ $%& 聚合
酶分子使 8%& 双链处于正确的位置并形成空穴!只有与 8%& 正
确配对的碱基才能进入空穴参与 $%& 的合成$ 一旦新的碱基插
入正确的位置!8%& 链就会被连接螺旋驱动向前迁移$ 连接螺旋
末端的两个残基在苏氨酸5K:6 和丙氨酸5K:C 激活中心的下面!
连接杂交链底部的碱基$由于聚合酶形状持续自发地变化从而导
致了弹簧式的结构$连接螺旋的摆动会使 8%&5$%& 杂交链迁移
3L:FM 或一个核苷酸的距离$ 8%& 链在新的碱基结合到延伸的
$%& 链之后!就以这种方式一次次地迁移到正确的位置 1C4$
1212% 3’4 链与 5’4 链分离
其次是分离过程$迁移后阶段的结构图显示了聚合酶上的盖

状环是如何将新合成的 $%& 链在位点5K 与模版 8%& 分离!从
而在50 和563 位将双链彻底分开的$ 最后添加在 $%& 上的核酸
为位点56$盖状环与另两个蛋白环一起阻止 8%& 与 $%& 链的重
新结合1C04$
12121 核酸的选择
最后是核酸筛选过程$核苷酸通过漏斗样的结构被筛选运输

到 $%& 聚合酶的活性中心$ 在迁移后阶段转录复合物与核苷酸
和 8%& 在位点O6 结合!同时还有很多核苷酸不与其结合!故在
酶的激活位点核苷酸是如何被筛选的也是一个很有趣的问题 1:64$
筛选过程又可分为两步!首先核苷酸反向结合到位于活性位点下
面的进入位点$ 此结合将大大延长核苷酸在激活位点区域的寿
命 1:24$ 然后核苷酸发生逆转进入活性位点!从而有选择性地与
8%& 模版相结合$ 若引入的碱基与模版匹配!则在两个金属离子
的催化作用下形成磷酸二酯键 1::4$ 转录的精确度由碱基配对及
$%&58%& 杂交链决定$ 这种与蛋白结合的杂交链的构象为一种
介于 &5和 >58%& 之间的非标准的中间型 1:P4$ 碱基的错配会导致
杂交链的不稳定$
12& 启动子识别!起始中断和启动子逃逸
揭示 $%& 聚合酶 ’’ 结构的重要性不仅仅在于其对转录机制

的研究!而且使大的功能复合物结构的研究成为可能!其与通用
转录因子和调节器一起对于真核转录的调节至关重要$ EA+F@G+H
已阐明通用转录因子 <"’’> 与 $%& 聚合酶 ’’ 复合物的结构 1:D4$
<"’’> 和 <>? 可以在特定的情况下与 $%& 聚合酶和 8%& 形成
最小的起始复合物$共晶图片中可以清楚地看到 <"’’> 的 Q 末端
结构域只有 6 个 !5螺旋!在 <"’’>5<>?58%& 复合物 1:R4中!<>?
使 <&<& @AB 弯曲以便指导下游的 8%& 可进入活性位点!<&<&
@AB 与转录起始位点只有 CDF) &核苷酸’! 这一距离是大多 $%&
聚合酶 ’’ 启动子的共性$
早期对于起始中断和启动子逃逸现象的困惑!现在都能给予

很好的解释$ 起始中断是指当转录本延伸超过 63 个残基后则转
录停止! 而启动子逃逸则是指在大约 63 个 $%& 残基合成之后
$%& 聚合酶离开启动子$ 在 <"’’> 的 % 末端会形成一个环状结
构! 一直延伸到聚合酶的激活位点! 在这里它与新合成的 8%&S
$%& 链相互竞争$ 若环竞争胜利!$%& 链则被替代!导致起始中
断(若 $%& 链胜利!则环将被 <"’’> 和启动子 8%& 替代!$%& 聚
合酶从启动子上脱离!从而开始链的延伸#

图 1 3’4 聚合酶 66 转录复合物的结构图
789$ 1 ,:;-<:-;= "> ?@ 3’4 A"BC.=;?D= 66
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" 展望
由于 !"#$% &"%’($%) 对于真核转录机制研究所作的贡献!使

我们第一次了解了启动子的识别! 转录起始的分子机制!*+,-
./, 杂交链在引入核苷酸后的迁移! 新合成的 ./, 链从 */,
模版上的分离! 以及引入的核苷酸要与 */, 模版互补所进行的
精确选择"而且!./, 聚合酶 00 结构的揭示是进一步研究通用转
录因子和调节器在转录调节过程中作用的基础"1"%’23%) 已经发
表了 ./, 聚合酶和 45006 共晶体的 7-射线结构图! 以及聚合
酶-通用转录因子-调节器复合物的电镜结构图"一个完全的功能
转录复合物的 8-射线图可以为揭示转录调节的分子机制提供条
件"
此研究的重要性还在于!对于转录调节的干扰可以直接用于

各种癌症#炎症#心脏病以及代谢病等多种疾病的治疗"调节转录
还可以控制干细胞向不同组织器官中的特异功能细胞发育"所以
要真正发挥干细胞在医学上的全部潜力!移植干细胞用于治疗各
类疾病#引导其只向我们所需要的细胞发育是关键!而理解转录
过程则是必需的一步 9:;"
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