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第二遗传密码
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摘要  遗传信息的传递应该是从核酸序列到有完整结构的功能蛋白质的全过程. 现有的遗传密码

仅有从核酸序列到无结构的多肽链的信息传递, 因此是不完整的. 后一部分, 即遗传信息传递密

码的第二部分(简称第二遗传密码), 是遗传信息从蛋白质中氨基酸序列到其空间结构之间的传递.

本文总结了当前已知的蛋白质中氨基酸序列和蛋白质总体空间结构的关系, 对第二遗传密码应该

具有的特征进行了讨论. 认为第二遗传密码除和三联密码同样具有简并性(即不同序列对应相同

结构)外, 还具有多意性(即类似序列具有不同结构)和全局性(即局部序列改变往往影响整体结构)

等特征.

关键词  第二遗传密码  简并性  多意性  全局性

对生命遗传信息存储 传递及表达的认识是 20 世纪生物学所取得的最重要的突破. 其中

的关键问题是由 3 个相连的核苷酸顺序决定蛋白质分子肽链中的 1 个氨基酸, 即“三联遗传密

码”(“第一遗传密码”)的破译. 但是蛋白质必须有特定的三维空间结构, 才能表现其特定的生

物功能[1]. 50 年代 Anfinsen 提出假说, 认为蛋白质特定的三维空间结构是由其氨基酸排列顺

序所决定的[2], 并因此获得诺贝尔奖. 这一论断现在已被广泛接受, 大量实验充分说明氨基酸

顺序与蛋白质空间结构之间确实存在着一定的关系.

遗传信息的传递, 应该是从核酸序列到功能蛋白质的全过程 . 现有的遗传密码仅有从核

酸序列到无结构的多肽链的信息传递 , 因此是不完整的. 本文讨论的是从无结构的多肽链到

有完整结构的功能蛋白质的信息传递部分. 完整的提法应该是遗传密码的第二部分, 即蛋白

质中氨基酸序列与其空间结构的对应关系, 国际上称之为第二遗传密码 [3]或折叠密码[4](以下

简称第二密码). Anfinsen 原理认为, 和一定的氨基酸序列相对应的空间结构是热力学上最稳

定的结构, 但多肽链折叠成为相应的空间结构在实际上还存在一个“这一过程是否能够在一定

时间内完成”的动力学问题. 事实上蛋白质最稳定结构与一些相似结构之间的能量差并不大,

约在 20.9~83.7 kJ/mol 左右[5, 6]. 蛋白质之所以最容易形成天然结构除能量因素外, 是由动力

学和熵的因素所决定的. 近 10 余年来国际上在蛋白质天然结构形成的问题上发生了概念上的

变革. 过去曾经认为新生肽链能够自发地折叠成为完整的空间结构, 分子伴侣的发现已经把

过去经典的自发折叠概念转变为“有帮助的肽链的自发折叠和组装”的新概念[7]. “自发”是指由

第二遗传密码决定折叠终态的“内因”亦即热力学因素, 而“帮助”则是为保证该过程能高效完

成的“外因”, 是由一类新发现的分子伴侣蛋白和折叠酶来帮助完成的, 主要是帮助克服动力

学和熵的障碍, 因而帮助克服细胞内由各种因素引起折叠错误并造成翻译后多肽链分子的聚

集沉淀而最终导致信息传递中止 . 新生肽成熟为活性蛋白的过程中, 不仅有折叠中间体与分

子伴侣和折叠酶的相互作用, 还有亚基间相互作用而组装成有功能的多亚基蛋白 , 以及错误

折叠分子与特异蛋白水解酶的识别和作用以从细胞内清除构象错误的分子等. 细胞内折叠过

程也是一个蛋白分子内和分子间肽链相互作用的过程 . 细胞内新合成的多肽链浓度极高 , 这

种“拥挤”状态会加剧蛋白分子间的错误相互作用而导致分子聚集 . 而分子伴侣及折叠酶的存
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在阻断分子间的错误相互作用, 从而保证蛋白质合成后的高效正确折叠. 分子伴侣如何识别

并与折叠中间态结合从而帮助蛋白质的正确折叠, 是当前国际上折叠研究的核心问题之一.

三联遗传密码解决的是在一维空间内两个不同性质分子的“翻译”关系, 即从线性 DNA的

核苷酸排列顺序到线性多肽链的氨基酸排列顺序; 而第二遗传密码要解决的是一维空间序列

信息与三维空间结构信息之间的关系 , 自然要复杂得多. 由氨基酸顺序决定蛋白质三维空间

结构, 到由蛋白质三维结构决定其特定的生物功能, 是完整的遗传信息传递过程的不可缺少

的重要的一半.

由于三联遗传密码的阐明, 现在已经知道的不少蛋白质的氨基酸序列实际上是由其对应

的 DNA 分子核苷酸序列推断得到的, 而且根据氨基酸顺序预测蛋白质的三维空间结构的努

力也有了不少进展. 现在有不少原核生物及少数真核生物的基因组全序列已被解出, 人基因

组全序列也基本得到阐明. 仅就人基因组而言, 所编码的全部蛋白质总数约为数万个. 这些蛋

白质的氨基酸序列都可以由其对应的 DNA 核苷酸序列推断得到, 但要认识这些蛋白的功能

是与了解其空间结构密切相关的. 即使现在对蛋白质三维空间结构测定的速度已经大大加快

(平均一天解出 5个蛋白质结构), 但数以 10万计的蛋白结构测定仍不是短期内能够完成的, 这

就对揭示氨基酸序列和蛋白质空间结构的对应关系提出了前所未有的挑战 [1]. 自然界存在的

蛋白质总数虽然很大 , 但根据它们在序列上的相似性以及进化上的同源性, 可以归并为总数

并不很大的蛋白质家族; 并从它们所含二级结构在拓扑学上的关系又可以归并为有限数目的

折叠类型. 对于自然界存在的蛋白质折叠类型总数, 虽然各人估计不同, 近年来倾向于不到 1

000 种 [8, 9], 这就使认识全部蛋白质三维空间结构的任务大大简化, 看来并不是可望而不可及

的了 . 蛋白质三维空间结构预测的目的在于认识氨基酸序列和蛋白质空间结构的对应关系 ,

也就是确立第二遗传密码. 由于这一问题的复杂性, 虽然最近 Demshenko 等人[10]对这一问题

做了一个详细的综述, 迄今为止尚未见到关于第二遗传密码具体内容的任何设想.

当前国际上对于蛋白质在体内外的折叠过程已有了一定的了解. 已取得的结果都说明第

二遗传密码不仅确实存在, 也是可以认识的. 解决这一问题可以从两方面入手. 一是从理论上

研究蛋白质的氨基酸序列如何决定其三维空间结构 , 即如上所述的蛋白质空间结构的预测 .

二是在实验上研究变性蛋白如何重新折叠恢复其天然构象, 以及新生肽链如何折叠成为完整

蛋白质分子的全过程 . 在此基础上, 研究肽链中氨基酸的定点突变如何影响蛋白质的总体结

构折叠与形成的动力学过程 . 实验研究不仅将会为第二遗传密码的确定提供重要信息 , 也是

最终检验所提出的第二遗传密码是否正确的必要手段.

结构预测方面的主要问题是: 如何根据蛋白质的氨基酸组成和顺序预测蛋白质的折叠类

型, 如何根据一个肽段的氨基酸顺序预测其二级结构 , 不同肽段的二级结构又是如何构成一

个蛋白质特定的三维空间结构, 亚基如何组装为完整分子, 有一定结构的蛋白质在细胞中处

于什么位置, 又担负着什么生物功能. 当前对于结构预测主要从两个方面进行. 一是从已知结

构出发, 从中总结规律, 对未知结构的蛋白进行预测. 这一方法特别对进化上相关的蛋白常常

被证明是有效的. 第二种较有一般意义的方法是根据蛋白质分子中已知的各种基团间物理化

学相互作用基本原理 , 对蛋白质三维结构从头进行预测, 这一方法已经取得的成果还极其有

限. 国际上每两年召开一次蛋白质结构预测比较评价会议, 最近的一次会议是在 1998 年夏召

开的 [11]. 二级结构预测目前还处于初期阶段, 准确度最高也只不过是 72%左右. 高级结构预
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测 细胞定位预测和功能预测, 现在还刚刚开始[4].

关于蛋白质折叠研究, 早期曾认为变性的蛋白质可以由完全不含任何结构的状态一步折

叠形成天然状态, 即所谓“二态模型”或“全或无模型”. 但是近年来的研究已经表明除某些小分

子蛋白外, 蛋白质折叠一般是一个序变过程 [12, 13]. 所谓“全或无模型”不过是因为折叠中间体

极不稳定而无法捕捉到的特殊情况. 因此当前的努力集中于用快速手段探测和捕捉蛋白质折

叠中间体, 测定其结构, 从而了解蛋白质折叠的全过程. 蛋白质折叠的中间状态显然已经具有

某些局部的类似于天然状态的结构, 了解这些中间状态的结构对认识特定的氨基酸序列如何

决定这些中间物的局部结构十分重要, 是破译第二遗传密码的一个重要的环节.

1  第二遗传密码的特点

对于第二密码的具体内容虽然还未见有人在总体上提出任何实质性的设想, 但是从现有

的知识已经可以看出第二密码所必须具有的特点.

1.1  简并性

从一定的氨基酸序列决定一定的空间结构看来, 也许会认为第二密码是绝对的 惟一的,

即两者之间是一对一的对应关系, 但实际情况不是这样简单. 在第一遗传密码中有所谓“简并

性”, 即同一氨基酸可以为不同密码子所编码, 如 CGA和 AGC都编码为精氨酸, UCC和 AGU

都编码为丝氨酸等. 第二密码也同样有简并性 . 现在已经知道有不少氨基酸序列颇为不同的

肽链可以有极为相似甚至相同的空间结构, 这就是第二密码的简并性.

第二密码的简并性首先体现为在不同生物体中执行相同生物功能的蛋白质虽然可以有氨

基酸序列上的差异, 但却有相同的整体空间结构. 例如有近百种不同来源的线粒体细胞色素 c

的氨基酸序列已经测定, 它们的氨基酸残基数均在 104 左右, 其中仅在 21 个位置上的氨基酸

在不同生物体的细胞色素 c 是完全相同的, 其他则各不相同; 但是所有这些细胞色素 c 的整

体空间结构却是非常相似的 [14]. 另外, 两个在功能上完全无关的蛋白质, 卵类黏蛋白的第三

结构域和核糖体结构蛋白 L7/L12 的 C-末端部分虽然在氨基酸序列上仅有 3%相同, 却具有几

乎完全相同的空间结构[15].

简并性还体现在用化学修饰及定点突变方法研究侧链残基取代对蛋白质折叠状态影响的

研究结果. 首先是研究改变侧链性质, 包括大小 极性 电荷 氢键形成能力等的影响. 例如

硫氧还蛋白在分子内部有一个巯基, 对这个巯基用不同链长的烷基硫代磺酸修饰可以在分子

内部引入不同链长, 包括从甲烷到正戊烷的烷代二硫键. 这样在分子内部引入大小不同的疏

水基团的结果并没有影响分子的圆二色光谱, 也没有影响它在胍溶液中的去折叠与重折叠以

及对 DNA 多聚酶的活化[16]. 晶体衍射结构分析的结果表明, 对金黄色葡萄球菌核酸酶做同样

的修饰也不影响分子的整体结构 [17]. 在分子内部引入大小不同的疏水基团的结果, 只不过是

使某些侧链基团在位置上有所重排, 但并不影响分子的总体结构.

更多的证据来自定点突变研究. 定点突变技术的建立为蛋白质结构功能关系研究提供了

极大的方便. 金黄色葡萄球菌核酸酶是研究得最多的蛋白之一, 它的 149 个氨基酸残基几乎

每一个都被替换过. 多数残基被替换时对酶的结构或功能都不产生明显影响 . 特别值得注意

的是处于分子内部的疏水残基 Val-56 被极性并带正电荷的 Lys 取代时, 不影响酶分子的整体

三维结构[18]. 对 T4 溶菌酶的类似取代也得到同样的结果[19]. 结构研究还表明处于分子内部的
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Lys 并没有为氢键或盐键所稳定. 这一事实充分说明某些个别键的破坏并不能对结构起到决

定性的作用 , 所以个别残基的单独替换不会对分子的总体构象产生明显的影响. 甚至把整段

的序列用相同残基构成的序列所取代, 如 T4 溶菌酶分子内部 40~49 的 10 个残基都用丙氨酸

取代, 对酶的折叠或生物活性都没有明显影响[20]. 对 Arc 阻遏物进行类似的取代实验也得到

类似的结果[21].

从晶体衍射研究已经看到某些分子内部比较拥挤 , 而另一些分子内部具有大量的空间 ,

为此进行了侧链大小颇为不同的残基的替换, 甚至用插入或删除一定长度肽段的方法探讨分

子内部空间对分子整体结构的影响. 例如用侧链大小不同的氨基酸相互取代以增加或减少分

子内部的拥挤程度 [22, 23], 甚至引入或删除一定长度的肽段 [24, 25], 对蛋白质分子的整体构象都

没有明显的影响 . 分子表面则可以容忍更大的变化 , 例如在核糖核酸酶 H[26]的表面引入含

120~130个氨基酸残基的肽段, 对蛋白质分子的整体构象没有明显的影响.

1.2  多意性

从已知的蛋白质氨基酸序列和空间结构的对应关系看来, 第二遗传密码显然远较第一密

码更为复杂 . 除和第一密码同样具有简并性外 , 看来某些相同的氨基酸序列还可以在不同条

件下决定不同的空间结构, 这种情况可以称之为第二遗传密码的多意性, 一个为大家熟悉的

例子是 Prusiner[27]对天然型和感染型朊病毒(prion)的研究. 天然型朊病毒(PrPc)在正常动物体

内存在, 不导致疾病, 而感染型的朊病毒(PrPSC)则导致某些神经性疾病, 并导致天然型朊病毒

转变为感染型的朊病毒. 初步的结构研究表明天然型朊病毒主要为α-螺旋结构, 而感染型的

朊病毒却主要为β-折叠结构. 近年来还有其他一些实验表明某些蛋白在一定条件下可以有多

种构象存在, 如鸟氨酸脱羧酶[28]和腺苷酸激酶[29]等. 这在表面上看来似乎和 Anfinsen 原理相

矛盾, 但实际上并非如此. Anfinsen 原理从根本上说是一个热力学原理, 其基本论点是“由氨

基酸序列所确定的一种空间结构是在一定条件下从热力学角度看来最稳定的结构”. 这里应该

指出两点. 首先是这一最稳定的结构是在一定条件下的最稳定的结构 , 在其他条件下并不一

定是最稳定的结构 . 其次热力学上最稳定的结构并不一定是在动力学上最容易达到的结构 .

图 1 是一个说明这一原理的示意图. A 和 B

都是热力学上的稳定结构, 两者由一个较高

的能障所隔开. 单纯从能量角度看来 A 比 B

更为稳定, 但是从 B 转化为 A 需要克服一

个较高的能障, 因此从动力学角度看来 B 比

A 更容易达到. 在变性蛋白(U)重新折叠时 ,

更容易形成的是构象 B而不是更为稳定的A.

新生肽链在体内折叠时也有类似情况 . 正因

为动力学上最容易达到的状态不一定是热力

学上最稳定的状态, 因此达到稳定状态的过

程常常是不能自发完成的, 而需要其他分子

即所谓分子伴侣的帮助.

前已提及, 不同生物体中执行相同生物 图 1  Anfinsen原理示意图
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功能的蛋白质(又称同源蛋白质, 意指在进化上的同一来源)可以在氨基酸序列上差异很大, 但

却有几乎完全相同的空间结构 . 由于第二密码的这种高度的简并性 , 在 1994 年 Rose 和

Creamer[30]提出一个挑战, 他们称之为 Paracelsus 挑战, 即如果有人能够在改变不超过 50%的

氨基酸序列的情况下就能改变一个蛋白的基本空间结构, 将得到 1 000 美元的奖金. 结果在

1997 年, Regan 小组获得了这一挑战的胜利[31], 赢得了奖金. 他们改变了金黄色葡萄球菌 IgG

结合蛋白中一个 56 个残基片段中的 28 个残基, 从而设计得到一个全新结构的蛋白, 把原来

主要是β-折叠的结构改变为一个主要是α-螺旋的蛋白.

这一实验说明不能简单的看待简并性和多意性. 不同来源的细胞色素 c 虽然仅有 20%序

列相同, 或者说在 80%的位置上残基不同, 结构却几乎完全相同; 但另一方面, 50%残基的改

变已经可以完全改变金黄色葡萄球菌 IgG 结合蛋白片段的折叠类型. 这只能说明第二密码的

复杂性, 不能简单的看有多少残基被取代, 而更重要的是看用什么残基取代什么残基以及在

什么位置上取代.

1.3  全局性

维系蛋白质总体空间结构相对稳定的是大量弱键协同作用的结果, 个别键的形成或破坏

并不足以影响蛋白质的总体空间结构 , 这就是第二密码简并性的结构基础. 任何对于第二密

码的设想都必须把大量弱键协同作用的考虑放在首位, 并不是一段特定序列的肽链只对应一

种特定空间结构这样的简单关系 . 正因为肽链在空间卷曲折叠构成蛋白质总体的空间结构 ,

在肽链上相距很远的残基可以在空间上彼此靠近而相互作用 , 并对分子总体结构产生重要影

响. 第二密码必须把蛋白分子作为一个全局来考虑, 这就从根本上决定了第二密码的复杂性,

不可能像第一密码那样有简单的一对一的关系. 某些蛋白 C-末端少数氨基酸的去除, 或侧链

基团的翻译后修饰[32], 有时都可以对整体构象和功能产生重大影响[1]. 在新生肽链合成过程中,

后形成的肽段可以影响已经形成的肽段的构象从而造成对分子整体的影响 [33]. 以上这些情况

可以称之为第二密码的全局性, 全局性决定了第二密码的复杂性.

第二密码的全局性还体现在环境对分子结构的影响上 . 已经知道蛋白质分子与水可有紧

密结合, 水分子对于维系蛋白质一定的空间结构有重要作用, 即使在结晶状态, 蛋白质分子也

含有大量的结晶水. 因此曾经认为以非水溶剂全部或部分取代水溶液 , 将对蛋白质折叠起破

坏性的作用 , 但是实际情况却并非如此 . 例如溶菌酶在甘油与水的混合溶液甚至纯甘油中仍

能保持天然结构[34]. 虽然已知不少有机溶剂是蛋白质的变性剂, 但是溶菌酶能在丙酮或乙酰

氨的水溶液中正确折叠[35]. 即使是 50%的甲醇也只影响金黄色葡萄球菌核酸酶[36]及核糖核酸

酶 [37]的折叠动力学, 而不影响它们的最终折叠状态. 但环境对蛋白分子结构确实有重要影响,

如免疫球蛋白轻链在不同离子强度和 pH下形成不同的晶体,  X射线衍射结构测定表明这些不

同晶体确实具有略为不同的空间结构[38]. 在体内, 某些跨膜蛋白是部分处于膜双层内部的疏

水条件下, 对于这些蛋白的折叠状态虽然仍是由其氨基酸序列所决定 , 但也必然会受到其特

殊环境的影响.

体外研究和体内研究有一个重要的条件的不同. 体外折叠研究通常是在稀溶液(µg/mL)中

进行的. 但细胞内某些高含量蛋白质浓度可以高达毫克每毫升级的水平, 两者相差千倍, 而细

胞内总蛋白浓度更是可高达数百毫克每毫升的水平 [39]. 因此高浓度的蛋白与蛋白间的相互作
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用更是一个必须考虑的问题 . 虽然已有不少作者注意到这一差异, 但尚未在折叠研究中引起

足够的重视.

2  第二遗传密码的研究在实际应用上的意义

第一密码的阐明解决了基因在不同生物体之间的转移与表达 , 开辟了遗传工程和蛋白工

程的新产业. 但是在异体表达的蛋白质往往不能正确折叠成为活性蛋白质而聚集形成包含体.

生物工程的这个在生产上的瓶颈问题需要第二密码的理论研究和折叠的实验研究来指导和帮

助解决. 由于分子伴侣在新生肽链折叠中的关键作用 , 它一定会对提高生物工程产物的产率

有重要的实用价值.

蛋白工程的兴起, 已经使人们不再满足于天然蛋白的利用 , 而开始追求设计自然界不存

在的全新的 具有某些特定性质的蛋白质, 这就开辟了蛋白设计的新领域 [40]. 前面提到的把

原来主要是β-折叠结构改变为一个主要是α-螺旋的新蛋白的设计 [31]就是这方面的一个例子 ,

更多的努力将集中于有实用意义的蛋白设计上.

近年来得知某些疾病是由于蛋白质折叠错误而引起的 [41, 42], 如类似于疯牛病的某些神经

性疾病 老年性痴呆症 帕金森氏症等 . 这已引起人们极大的注意. 异常刺激会诱导细胞立

即合成大量应激蛋白帮助细胞克服环境变化 , 这些应激蛋白多半是分子伴侣 . 由于分子伴侣

在细胞生命活动的各个层次和环节上都有重要的甚至关键的作用, 它们的表达和行为必然与

疾病有密切关系. 如局部缺血 化疗损伤 心脏扩大 高烧 炎症 感染 代谢病 细胞和

组织损伤以及老年化都与应激蛋白有关. 因此在医学上不仅开辟了与分子伴侣和应激蛋白有

关的新的研究领域, 也开创了广阔的应用前景.
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