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摘要 同义突变由于不改变编码蛋白质的氨基酸序列, 常被认为是“沉默”突变. 实际上, 同义密码子的选择在进

化尺度上是受到限制的, 从而致使同义密码子的使用频率存在差异, 称为密码子偏好性. 密码子偏好性在转录、

转录后加工、mRNA稳定性、翻译起始、延伸、蛋白折叠等方面都起着精细调节的作用. 因此, 同义突变在很多

情况下可导致癌症等各类疾病的发生. 本综述在分子机制层面简述了近年来关于密码子偏好性对翻译和转录过

程调节作用的进展, 以及对于基础研究及医学方面的意义.
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在组成蛋白质的20种基本氨基酸中,有18种由2~6
个同义密码子所编码. 根据经典的蛋白质折叠热动力

学理论, 蛋白质的高级结构由蛋白质一级结构(蛋白质

的序列)决定
[1]. 由于同义密码子之间的切换不改变蛋

白质一级序列, 因此过去常把同义突变认为是“沉默”
突变. 然而生物体在演化和适应的过程中, 同义密码

子的选择并非是“中性”的(即随机选择). 对于某个物

种的基因组而言, 一些同义密码子会频繁出现, 称为

优化密码子; 一些密码子则很少出现甚至不出现, 称

为非优化密码子或稀有密码子, 这一现象称为密码子

偏好性(codon usage bias)[2]. 目前所有已知物种的基因

组都存在密码子偏好性, 尽管这种偏好性各有不同
[3].

密码子偏好性作为基因和基因组的一个静态特

征, 是一个生物在长期演化过程中适应和选择的结果.
早期研究发现, 密码子的出现频率与对应的tRNA基因

数量呈现显著的正相关性
[4,5], 因此认为胞内各tRNA

表达差异与蛋白翻译机器之间的协同进化是引起密码

子偏好性的主要原因之一
[6,7], 并由此形成了两种不矛

盾的假说. 翻译准确性假说认为在演化过程中, 选择优

化密码子是由于其能够降低翻译过程中被非匹配

tRNA识别的概率, 从而更好地避免错误蛋白的产生
[8];

翻译效率性假说则认为, 选择优化密码子是其需要解

码的时间更短, 从而增加核糖体的使用效率
[9]. 近年来

的研究还发现, 转录、mRNA稳定性及细胞减数分裂
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过程中的同源重组等过程也与密码子偏好性存在着协

同进化的关系
[10~12].

密码子偏好性预示着同义突变至少在某些情况下

并不是“沉默”的. 事实上, 同义突变经常会导致蛋白质

产量和功能的改变, 因此在实验室和工业生产中, 通过

修改异源基因的密码子偏好性来适配表达载体(如大

肠杆菌 )已成为提高异源蛋白表达的一种常见策

略
[13,14]. 此外, 在医学领域, 同义突变导致的疾病也早

已被报道, 如儿茶酚-o-甲基转移酶(COMT)基因中的3
个常见同义单碱基多态位点(synonymous SNP, sSNP)
可以影响对疼痛敏感性的差异

[15], 而耐药基因MDR1
(multidrug resistance 1)中的1个sSNP能够改变底物和

抑制剂的结合活性
[16]. 早在2011年, Sauna和Kimchi-

Sarfaty[17]就系统性地整理出大约50种由同义突变导致

的各类疾病. 近年来, 随着技术的进步, 尤其是全基因

组关联性分析(genome-wide association study, GWAS)
的广泛应用, 更多的sSNP被发现致病或与疾病紧密相

关. 截止2019年, 美国NCBI网站的dbSNP数据库中收

集的致病同义突变大约有1700个(https://www.ncbi.
nlm.nih.gov/snp). 尽管这些数据中大部分还需要进一

步的实验验证, 但研究显示, 同义突变的致病概率与

错义突变几乎相当
[18]. 由此可见, 研究密码子偏好性

无论在基础理论、生产实践和医疗卫生方面皆有重要

意义. 过去的30多年中,人们已经从遗传学、分子生物

学、生物化学、系统生物学和病理学等方面对密码子

偏好性和同义突变开展了广泛研究, 篇幅有限, 本文仅

对这些研究进展做一个简要的概况.

1 密码子偏好性对翻译过程的影响

近年来随着深度测序技术的普及, 测量组织甚至

单细胞内的总体mRNA含量已不再是障碍. 然而, 以

mRNA水平来推测对应的蛋白丰度存在很大误差. 在

哺乳动物中, 以小鼠成纤维细胞为例, 41%~54%的蛋

白量差异是由翻译过程造成的, 仅有约40%的差异由

mRNA量决定, 而蛋白降解在其中的影响很微弱
[19,20].

在丝状真菌粗糙脉孢菌中, 尽管mRNA水平与蛋白质

量存在着很强的相关性(r=0.74), 这个结果仍然意味着

有约30%的蛋白表达变化是在翻译水平上受到调控

的
[21]. 因此, 加深在翻译水平上的认知是未来研究的

重点. 密码子偏好性由于与tRNA丰度存在强烈的相关

性, 预示着其在翻译过程的各个方面中都可能起重要

的调控作用.

1.1 翻译起始

对于内源基因, 翻译起始通常是整个蛋白质翻译

过程的限速步骤
[22]. 在原核生物中, 核糖体通过识别

mRNA上的Shine-Dalgarno序列来协助核糖体定位起

始密码子. Kudla等人
[23]

发现, 含不同程度稀有密码子

的gfp基因最终产生的蛋白量之间存在约250倍差异,
而这种差异主要源于起始密码子AUG附近的mRNA
二级结构的稳定性. Goodman等人

[24]
进一步研究发现,

mRNA 5′端核糖体结合区域(RBS)附近的密码子偏好

性选择会改变RNA局部二级结构的稳定性, 从而影响

核糖体识别mRNA的翻译起始位点(图1A).
真核生物的翻译起始主要依赖翻译蛋白复合体识

别mRNA的5′端帽子结构, 然后向3′端扫描来识别起始

密码子
[25], 因此翻译起始点附近较强的二级结构可阻

止蛋白质的翻译起始
[21,26,27]. 另外, 翻译的初期延伸阶

段对蛋白表达也有很大影响. 在果蝇(Drosophila mela-
nogaster)、线虫(Caenorhabditis elegans)、酵母

(Saccharomyces cerevisiae)等物种的基因(尤其是高表

达基因)中, 可读框(open reading frame, ORF)的N端常

富含稀有密码子, 除了避免在起始密码子附近形成强

二级结构外, 可能还为了避免延伸过快而出现多个核

糖体在mRNA上阻塞, 从而引起蛋白异常折叠或翻译

提前终止
[28]. 总之, 较慢的初期延伸阶段可以促进翻

译效率
[27,29,30]. 在酵母中, 替换外源luciferase基因的起

始密码子附近区域内两个稀有密码子为优化密码子,
可显著降低荧光素酶活性

[31].

1.2 翻译延伸速度

氨酰-tRNA进入核糖体A位点与密码子准确匹配

的过程是翻译延伸过程的限速步骤
[32], 由于密码子偏

好性与tRNA丰度存在着紧密的相关性, 因此一个合理

的假设是核糖体在解码稀有密码子时总体需要更长的

时间. 确实, 在大肠杆菌中提高三个匹配稀有密码子的

tRNA表达水平可加快翻译延伸, 减少停滞
[33]. 然而, 核

糖体在mRNA上解码的过程还可能受到如mRNA二级

结构、tRNA的局部重复利用、新生肽段与核糖体出

口隧道之间相互作用等影响
[26,34,35]. 叠加上述因素, 传

统生物化学手段考察单个或几个基因的翻译延伸速度
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很难在总体上准确反映核糖体解码不同密码子的

速率.
核糖体印迹测序(ribosome profiling)技术是目前

唯一可以在全转录组水平上考量核糖体解码状态的方

法. 其原理是通过分析受核糖体保护的mRNA片段的

序列, 从而推知核糖体A位点在mRNA对应密码子上

的停留时间. 然而早期的结果并没有观察到翻译速率

与密码子偏好性之间的显著关联
[36]. 后期的研究发现,

这是由于放线菌素(cycloheximide, 常用的翻译延伸抑

制剂)渗入出芽酵母的核糖体E位却不能立刻冻结核糖

体的移动, 从而造成实验的杂音干扰
[37~39]. 本实验室

随后在粗糙脉孢菌中开展了核糖体印迹测序, 首次在

转录组的水平上清晰地展示了核糖体解码速率与稀有

密码子之间的显著负相关性, 更重要的是这种关联也

存在于每一组同义密码子之间
[40]. 另外, 在体外翻译

实验中发现, 含全优化密码子的荧光素酶mRNA翻译

速率可比亚优化的(即野生型)快1.5 min, 进一步证实

了长期以来对于稀有密码子解码效率低的假说(图
1B)[40]. 在哺乳动物细胞中, Yan等人

[41]
通过将mRNA

固定于细胞膜表面构建了一个单分子实时监测系统.
由mRNA编码区的N端携带一个荧光标签, 通过实时

观测翻译出的荧光标签沿着mRNA运行的速度, 可以

准确测量核糖体解码C端密码子的速率, 结果显示, 优
化密码子的平均解码效率比稀有密码子快58%.

1.3 翻译准确性

与RNA转录相比, 蛋白质的翻译过程不仅耗能而

且错误率很高, 估计每翻译1000~10000个密码子即会

出现一次错误
[42]. 根据翻译准确论假说, 正在进行翻

译的核糖体A位点上, 近似匹配或非匹配tRNA会与匹

配的tRNA竞争结合密码子. 优化密码子对应的匹配

tRNA丰度高, 因此发生错误翻译的概率较小
[43]. 当遇

到稀有密码子时, 匹配tRNA的浓度较低, 因而导致核

糖体延宕 . 如果核糖体最终不能顺利找到匹配的

tRNA, 则可发生三种情况: (ⅰ) 近似或非匹配tRNA进
入A位点发生替代性翻译

[44], 在酵母中这种错误配对

发生的概率约为10−5, 枯草杆菌中可达10−2[45,46]; (ⅱ)
在mRNA的特定序列上发生−1或+1位移码, 如酵母中

的Ty1基因
[47]; (ⅲ) 翻译提前终止, 如酵母中遇到缺乏

匹配tRNA的密码子(即稀有密码子)可导致激活no-go
降解(no-go decay, NGD)途径提前终止翻译并降解

mRNA[26].

1.4 蛋白质折叠

稀有密码子与优化密码子在基因内通常不是混合

在一起, 而是倾向于富集成簇且与蛋白结构功能存在

关联. 例如, 较长的蛋白质一般存在较多缓慢翻译的

片段, 且这些缓慢翻译的片段簇主要位于保守结构域

的下游
[48]; 形成功能域的部分倾向使用优化密码子,

而结构松散区域趋于使用稀有密码子
[49]. 这些现象暗

示, 稀有密码子可能有利于在翻译过程中调节结构域

折叠的精确度.

图 1 密码子偏好性调控翻译的作用机制. A: mRNA二级结
构对翻译起始的调控. 翻译起始松散的mRNA二级结构有利
于核糖体对AUG的识别, 翻译正常进行(左); 稳定的mRNA
结构阻止核糖体继续扫描, 无法识别AUG, 翻译不能进行
(右); B: 密码子偏好性对翻译延伸速度的影响. 核糖体在富
含稀有密码子的区域上移动速度较慢(左); 在富含优化密码
子的区域移动速度较快(右); C: 密码子偏好性改变蛋白质的
结构和构象. 稀有密码子有利于蛋白质正确折叠, 优化密码
子不利于蛋白质正确折叠. 在B和C中, 红色线条表示稀有密
码子区域, 绿色线条表示优化密码子区域
Figure 1 Mechanism of codon usage bias in fine-tuning translation.
A: Translation initiation is regulated by mRNA secondary structure. A
loose secondary structure surrounding the start codon (AUG) facilitates
ribosome anchorage to AUG and allows translation to commence (left
panel). However, a strong secondary structure hinders ribosomal
scanning and disrupts translation initiation (right panel). B: Translation
elongation is regulated by codon usage bias. Ribosomes generally move
slowly on mRNA regions rich in rare codons (left panel) and fast on
regions rich in optimal codons (right panel). C: Local peptide folding
and structure is regulated by codon usage bias. Regions rich in rare
codons can facilitate local folding of the proteins, whereas regions rich
in optimal codons may result in aberrant protein structures. In B and C,
red and green lines indicate mRNA regions rich in rare and optimal
codons, respectively
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最初的实验证据来自于人的多重耐药基因MDR1.
位于MDR1中的3个sSNP改变了蛋白质的活性及生理

功能, 暗示MDR1的折叠可能受到了影响
[16]. 类似的现

象随后也在与人类囊性纤维化病相关基因CFTR及大

肠杆菌SufI基因中被报道
[50,51]. 更直接的证据则来自对

粗糙脉孢菌调控生物节律的核心基因frequency(frq)的
研究. frq基因含有大量稀有密码子, 替换部分稀有密

码子为优化密码子尽管在翻译水平上促进了FRQ蛋白

量的上升, 但意外地引起生物节律紊乱. 具体原因是源

于优化frq基因的密码子改变了FRQ蛋白的构象及磷

酸化修饰, 从而影响蛋白的功能和稳定性
[52]. 同样的

现象也可在调控果蝇生物钟的period基因和哺乳动物

视觉晶体蛋白gamma-B crystalli的编码基因中观测

到
[53,54].
蛋白质的翻译速率是如何影响蛋白质折叠的? 实

际上, 蛋白质的折叠除了依赖自身序列特征外, 也常常

需要分子伴侣蛋白参与
[55]. 本实验室结合体内和体外

实验不同优化程度密码子编码的荧光素酶蛋白活性发

现, 插入一部分富含稀有密码子区段显著增加了正确

折叠蛋白的比例
[40], 其原因可能在于翻译速率的降低

允许初生多肽链有充足的时间与分子伴侣蛋白互作

(图1C)[56,57]. 总之, 含有较多稀有密码子的基因最终产

生的蛋白质总体稳定性更高, 且这些基因往往参与维

系恶性生理表型相关的信号通路
[58].

2 密码子偏好性对转录过程的影响

由于核糖体是目前生物体内已知的唯一识别密码

子的分子机器, 因此对密码子偏好性作用的认知往往

局限于翻译过程. 在哺乳动物中, tRNA丰度与密码子

偏好性的对应关系比较弱, 且tRNA的含量在不同组织

细胞中也呈现较大的差异
[59], 因此翻译效率并不能完

全解释同义突变的效应. 近年来的证据显示, 在真核

生物中 , 密码子偏好性可以在转录的多个层面对

mRNA水平造成影响.

2.1 mRNA剪切

真核生物的绝大多数基因都含有内含子, 尽管这

一特性使得同一个基因可以通过不同的剪切方式获得

不同的成熟mRNA, 但移除内含子的过程必须被精确

调控以获得正确的成熟mRNA[60]. 由sSNP导致的

mRNA异常剪切可以分为两种情况: (ⅰ) sSNP破坏了

外显子边缘上的GT/AG序列致使相邻内含子保留, 或

添加了新的外显子切割位点致使部分外显子丢失. 这

类sSNP比较少见, 如抑癌基因MEN1和黑色素瘤相关

基因CDKN2A[61,62]; (ⅱ) sSNP破坏了位于mRNA前体

上的外显子剪切增强子序列(exonic splicing enhancer,
ESE). 在转录过程中, 剪切调控蛋白会识别并结合ESE
来指导剪切体识别外显子的边界. 因此, 发生在ESE上
的sSNP可导致该外显子出现跳跃剪切(exon skipping,
图2A). 比较著名的例子为, BRCA1/2和GATA2基因上

的sSNP导致相应位置的外显子跳跃剪切
[63~65].

2.2 mRNA稳定性

不同mRNA的半衰期从几分钟到数小时不等. 一

般认为, mRNA的5′和3′UTR上的一些调控元件是决定

mRNA稳定性的关键因素
[66], 其中也包含microRNA的

靶点. microRNA是调控mRNA稳定性的重要因素, 约

84%的microRNA是依赖介导mRNA降解来调控基因

表达的
[67]. 绝大多数microRNA的靶点位于3′UTR, 但

也有部分靶向编码区内部. 同义突变如果发生于靶点,
则会影响microRNA对靶点的识别, 从而改变靶向

mRNA的稳定性并引起相应的生理变化(图2B, 左)[68].
除了microRNA, ORF内是否还存在其他影响RNA

稳定性的因素? 早期在转录组水平上的分析并没有发

现mRNA半衰期与密码子适应性指数(基因使用密码

子偏好的程度)存在明确的关联性
[69]. 但将部分酵母基

因的优化密码子突变为稀有密码子会降低mRNA稳定

性, 且这个过程需要核糖体与mRNA结合
[70,71]. 为了解

开这个谜题, Presnyak等人
[72]

把每一个密码子对于

RNA稳定性的贡献做了单独评估, 发现稀有密码子倾

向于在半衰期短的mRNA中聚集, 而优化密码子则在

半衰期长的mRNA富集. 类似现象随后又在大肠杆

菌、裂殖酵母、斑马鱼等物种中被相继报道
[73~75]. 另

外, 在出芽酵母中发现, 此过程依赖于含DEAD-box的
RNA解旋酶Dhh1蛋白(图2B, 右), 在稀有密码子区域,
Dhh1结合移动速度较慢的核糖体, 进一步激活mRNA
脱去5′端帽子引起mRNA降解

[76].

2.3 转录

最初有关真核生物中密码子调控转录的证据来源

于对转录因子在基因编码区的识别. Stergachis等人
[10]
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利用染色质上各个区域对于DNaseI的不同敏感性并

结合深度测度技术, 发现大约14%的人类基因编码区

可被转录因子识别和结合. 由于转录因子的识别位点

偏好GC, 从而对结合区内密码子形成了偏向GC的选

择压. 据此推理, 发生于这些区域的同义突变可能改

变基因的转录状况. 更为直接的证据来自粗糙脉孢菌.
首先, 在全基因组水平上发现密码子偏好性与mRNA
及蛋白的丰度之间存在着非常高的关联性, 预示着

mRNA的水平可能会受到密码子偏好性的影响
[21]. 其

次, 无论是内源还是外源基因, 将野生型基因的所有

密码子同义替换为优化密码子可使蛋白表达量最多增

加120倍, 而这种增加主要来自于mRNA水平增加
[21].

与酵母中不同的是, 这个效应并没有翻译过程参加,
不同优化程度的mRNA之间也没有显著的稳定性变

化
[21]. 最后, 密码子偏好性可以影响组蛋白H3的修饰

水平(图2C), 如稀有密码子可导致组蛋白H3K9甲基化

修饰发生
[77]. 本实验室在哺乳动物中也发现, 改变致

癌的KRAS基因部分稀有密码子为同义优化密码子可

促进转录水平的升高和组蛋白修饰, 如H3K9乙酰化的

形成
[77].
在真核生物中, 转录的终止依赖于位于3′UTR上

的转录终止信号(AAUAAA及类似的富含AU的变体)
及附近一段富含A/U的序列, 从而引导转录终止复合

物切割新生RNA并在3′末端添加poly(A)尾[78]. 利用

poly(A)测序技术发现, 粗糙脉胞菌的很多基因ORF内
部也有微弱的转录终止信号. 分析这些ORF内部的提

前转录终止位点(premature transcriptional termination,
PTT)附近的序列发现, 周围都富含稀有密码子

[11]. 同

样的现象也存在于小鼠的细胞系中, 暗示至少在部分

物种中转录终止与同义密码子选择形成了协同进化关

系,最终导致密码子偏好性形成
[11].对于经历自然选择

却依然存在的这部分PTT是否具有生理意义, 是下一

步值得探讨的课题.

3 总结与展望

受经典理论影响, 同义突变一直被认为是“沉默”
突变. 近年来受益于技术进步, 尤其是高通量测序等

组学技术的进步, 不仅颠覆了人们对过去的认知, 而

且由于密码子偏好性便于定量, 也使得该领域进入了

定量生物学的时代. 目前的结果表明, 密码子偏好性

可以精细调节基因表达的各个层面, 一些致病同义突

变的机理也得到初步揭示. 因此, 可以将基因中同义

密码子的选择使用看作是二级遗传密码, 在各个层面

精细调控基因表达.
由于技术或思维的限制, 密码子偏好性在近年来

才逐渐引起人们的关注, 很多方面仍需要深入研究.
(ⅰ) 国内外并未对致病同义突变开展系统性的遗传

流行病学研究, 导致人们不了解哪些致病同义突变的

发生概率更高、更加值得深入研究. 因此, 尽快开展

相关方面的研究将有助于确定高发的致病同义突变,
从而能够在一些模式动物上建立疾病模型并开展深

图 2 密码子偏好性改变对转录的影响. A:同义突变破坏了
外显子剪切增强子序列(ESE)引起跳跃式剪切; B: 密码子偏
好性影响mRNA稳定性. 同义突变(红色三角形)产生micro-
RNA识别位点, 导致mRNA降解(左); 核糖体在富含稀有密
码子区域(红色线条)上移动速度较慢时, 被Dhh1蛋白识别,
进一步引起mRNA脱帽, 导致mRNA被降解(右); C: 密码子
偏好性影响组蛋白修饰. 富含稀有密码子的基因可导致组蛋
白H3K9me3修饰(左); 而富含优化密码子的基因可促进组蛋
白H3K4me3和H3K9Ac修饰增加(右)
Figure 2 Mechanism of codon usage bias in fine-tuning transcription.
A: Synonymous mutations cause exon skipping by disrupting sequences
of the exonic splicing enhancer (ESE). B: Codon usage bias influences
mRNA stability. Synonymous mutations (red triangle) may create
recognition sites of microRNAs, resulting in mRNA degradation (left
panel). On the other hand, upon stalling of mRNA due to rare codons
(red lines), ribosomes can be recognized by Dhh1, resulting in mRNA
decapping and degradation (right panel). C: Codon usage bias could
influence histone modifications. In particular, a gene rich in rare codons
(red line) could induce tri-methylation of histone H3 lysine 9
(H3K9me3) (left panel), whereas a gene rich in optimal codons (green
line) could induce methylation of H3K4 and acetylation of H3K9 (right
panel)
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入研究; (ⅱ) 从分子机制上看, 尽管目前对密码子偏

好性及同义突变在翻译水平上的研究有了较深入的

了解, 但这些研究大多集中在简单模式生物上, 对于

复杂动物模型, 如小鼠或人的研究仍然很缺乏, 而对

于其对转录的影响更是处于非常早期的阶段, 即使在

简单模式生物中也大多不明其分子机制; (ⅲ) 一些关

键的实验方法仍需要突破. 例如, 对翻译准确性的研

究, 由于缺乏准确的tRNA丰度和修饰的测量方法, 以
及缺乏在组学层面上对翻译错误的衡量方法, 至今仍

然没有明确的答案; 另外, 由于密码子偏好性的成因

复杂, 迄今报道的一些始于20世纪80~90年代的评估

密码子偏好性的方法还存在较多的局限性. 因此, 需

要配合各方面的进展, 尤其是当前生物大数据的分析

来改进或发展新的评估方法, 以期协助预测密码子偏

好性及同义突变带来的影响. 总之, 近年来关于人类

同义突变致病的报道和关注不断增加, 因此关于此方

面的诊断、分子机制及相关治疗手段的研究, 将是未

来的一个新兴领域.
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Codon codes: Codon usage bias influences many levels of gene
expression

REN GuiPing1,2, DONG YingYing1,2 & DANG YunKun1,2

1 State Key Laboratory for Conservation and Utilization of Bio-Resources in Yunnan, Yunnan University, Kunming 650091, China;
2 Center for Life Sciences, School of Life Sciences, Yunnan University, Kunming 650500, China

Synonymous mutations, which do not change the primary sequences of encoded proteins, are often recognized as silent mutations. In
particular, the selection of synonymous codons at an evolutionary scale is constrained and has resulted in uneven occurrences, a
phenomenon called codon usage bias. In recent decades, the roles of codon usage bias in fine-tuning transcription, post-transcriptional
processing, mRNA stability, translation initiation, elongation, and peptide folding have been revealed. Upon disrupting these
biological processes, synonymous mutations have been reported to cause various diseases such as cancer. Herein, we briefly review
the current understanding concerning the molecular mechanisms of transcription and translation processes regulated by codon usage
bias as well as the implications for basic and translational research inmedicine.
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