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当前，基因组范围内分析细胞内蛋白质翻译事

件的研究仍然落后于转录事件的研究．无论原核生

物还是真核生物，细胞内的核糖体均是蛋白质翻译

的工厂，因此对于核糖体的研究至关重要．早在

1963 年，Warner 等[1]发现了细胞内的多聚核糖体

结构．Wolin和 Walter[2]用 RNase 消化正在翻译中
的 mRNA片段，由于核糖体覆盖的 mRNA片段被
核糖体蛋白保护，不能被 RNase降解而保留下来，
对这些片段进行分析就可以得到在 mRNA上正在
翻译的核糖体的分布情况．2003年，Arava等[3]利

用多聚核糖体芯片技术研究了酵母全基因组范围内

的 mRNA翻译谱．随着二代测序技术的深入发展，
Ingolia等[4]基于核糖体保护的mRNA不被核糖核酸
酶所降解而保留下来，而裸露的 mRNA被消化的
原理，获得基因组范围内核糖体覆盖的 mRNA片
段，并对这些片段进行深度测序，从而提出了全基

因组范围内分析核糖体的分布情况，同时可以进一

步在单核苷酸水平上分析蛋白质翻译事件的核糖体

谱技术．核糖体谱技术可以提供通用的蛋白质组学

方法不能检测的基因组范围内大量的蛋白质定量数

据[5]．其后，研究人员开始利用核糖体谱技术在多

个模式生物中研究翻译事件．

核糖体谱技术的产生和不断发展为蛋白质翻译

事件、蛋白质组学、microRNA的作用原理以及疾
病机理研究提供了另一个维度上重要并且精确的手

段．自从 2009年诞生以来，核糖体谱技术已经应
用于多个方面，并且产生丰硕的研究结果．本文主

要综述了如何通过实验获得核糖体谱以及核糖体

谱数据分析的一般方法，重点介绍核糖体谱的广泛

应用．

1 核糖体谱产生方法

最初，核糖体谱技术由 Ingolia等[4]提出并用于

在全基因组范围内分析酵母的翻译事件．随后，核

糖体谱技术被应用到细菌[6-7]、斑马鱼胚胎[8]、小鼠

胚胎干细胞[9]、人前列腺癌细胞[10]．可以预见核糖

体谱技术还将广泛用于多种生物学的翻译事件研

究中．

构建核糖体谱的一般实验方法和数据处理流程

如下[6, 10-11]：

a．对培养的细胞用翻译延伸抑制剂真核生物
一般使用放线菌酮(cycloheximide)，细菌一般使用
氯霉素(chloramphenicol)处理，可以使正在翻译的
核糖体停滞在 mRNA上，然后获得核糖体滞留在
正在翻译中的mRNA的细胞提取物．

b．用核糖核酸酶处理细胞提取物可以酶解未
被核糖体保护的 mRNA片段，然后回收被核糖体
保护的 mRNA片段，蔗糖密度梯度离心法分离核
糖体和 mRNA片段．将核糖体保护的片段定量地
转化为可被深度测序的 cDNA 文库．测序方法与
转录本测序类似．

c．测序读段的定位．参考序列一般来自于
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UCSC Known Genes database 或利用 UCSC Table
Browser生成相应的参考序列．其他来源的基因组
注释文件也是可以接受的．读段定位可使用

bowtie2[12]或者 TopHat[13]等软件完成．

d．计算平均读段密度和分析翻译效率、翻译
差异．一般排除读段数极少的转录本．读段密度单

位一般为 RPKM (reads per kilobase per million
mapped reads)．翻译效率定义为核糖体足迹密度与
mRNA读段密度的比率．标准化方法是将所有基
因的翻译效率均除以所有基因的翻译效率的中位

数．翻译差异的计算，为对应的样本组之间的比

值．标准化方法同上，这样可以排除样本间总读段

数差异的干扰．

注意事项：a．一般对样本进行核糖体谱分析
时需要并行做转录组分析，便于比较分析．重复实

验也是必要的．b．将核糖体保护的片段转化为测
序用 cDNA文库时，尽量保持定量转化并最小化
偏差．c．根据最终目的的不同，读段定位选择的
参考序列可以是全基因组、所有转录本、所有基因

编码区等．

2 核糖体谱的应用

2援1 利用核糖体谱发现新的开放阅读框

分析全基因组范围内的核糖体谱有利于我们更

加精确和灵敏地定义蛋白质组．利用核糖体谱可以

发现一些序列较短的可翻译的开放阅读框，称为上

游开放阅读框 (upstream open reading frame, uORF),
指在编码区上游存在的短的翻译片段，在翻译调控

中可能具有重要作用．利用核糖体谱技术，已在很

多转录本的 5忆-UTR发现大量核糖体，意味着该区
域具有较高的翻译活性并且是可翻译的．在多个物

种中均已发现大量典型的 AUG起始的 uORF和非
AUG 起始 uORF[4-5, 9, 14]．进一步分析还发现 uORF
的翻译活性在减数分裂期比营养期(vegetative)更
高，并且上述两类短的 ORF对下游 ORF的翻译效
率具有相反的影响 [14]．短开放阅读框 (short open
reading frame, sORF)是在未注释的转录本上短的开
放阅读框(少于 80～100个氨基酸)．对酵母减数分
裂的研究也发现一些 sORF的翻译，并且它们是高
度可调控的[14]，但是目前这些 sORF的功能还有待
于进一步的研究．另外，利用核糖体谱分析翻译过

程中的程序性框移，还可以发现双编码区(dually
decoded regions)以及终止密码子通读等现象[15]．

2援2 利用核糖体谱研究microRNA的作用机理
在哺乳动物体内，microRNA的主要作用是降

低翻译效率和 /或降低 mRNA 的水平．利用核糖
体谱技术可以度量 miRNA对翻译蛋白质的抑制效
应，同时测量其对 mRNA水平的抑制效应，从而
可分辨出两类效应的主次关系．Guo等[5]的研究表

明，在哺乳动物体内 miRNA的作用相对于降低翻
译效率来说更多的是降低 mRNA的水平．对斑马
鱼胚胎发育的研究发现，miR-430在导致靶 mRNA
丰度降低之前先使翻译的起始速率降低[8]．因此，

核糖体谱技术为我们深入理解 miRNA调控机理提
供了分辨率更高和效度更好的工具．

2援3 利用核糖体谱表征翻译效率、差异翻译及预

测蛋白质丰度

结合核糖体谱和相应的转录本丰度，可以用来

表征蛋白质翻译效率，即蛋白质合成速率． Ingolia
等[4]研究发现酵母的不同蛋白质翻译效率差别在

100倍以上．另一方面，核糖体谱可以用来分析蛋
白质翻译调控和翻译差异．相比于正常生理情况，

在培养基中氨基酸相对缺少的条件下，酵母在全局

范围内减少翻译起始的同时，在非 AUG 起始的
uORF翻译事件比在典型的编码区和 AUG起始的
uORF显著增多[4]．对小鼠胚胎干细胞分化成拟胚

体的过程中蛋白质翻译的变化进行分析，发现大量

的翻译暂停位点和未注释的翻译产物以及在分化

过程中具有较大的 uORF的翻译差异[9]．另外，由

于翻译调控的存在及其复杂性，我们很难依据

mRNA的表达水平精确地预测蛋白质表达水平．
因此，利用翻译效率可能会更加精确地预测蛋白质

丰度[16]．

2援4 利用核糖体谱研究蛋白质翻译机理

利用核糖体谱可以对蛋白质翻译机理进行深入

研究．Li等[7]对细菌的研究发现，由于正在翻译中

的核糖体的 rRNA上反 SD序列与转录本上类 SD
序列的配对结合导致翻译暂停，因此 mRNA编码
区内部的 SD序列在进化中是受抑制的，从而导致
了密码子与密码子对的使用偏性．换言之，细菌的

翻译暂停和密码子选择的主要因素是核糖体上 16S
rRNA中存在反 SD序列[7]．这一现象可对异源蛋白

在细菌中的表达提供指导作用．Oh等[6]在大肠杆菌

细胞内借助核糖体谱技术和选择性核糖体谱技术研

究了分子伴侣触发因子(trigger factor，TF)的功能．
对 HEK293细胞系利用核糖体谱和同位素标记分析
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发现，相比于胞质中的核糖体，mRNA 的翻译更
偏好于结合在内质网上的核糖体[17]．因此，利用核

糖体谱可以迅速而精确地发现基因组哪些序列被翻

译成蛋白质，翻译的转录本在哪一区段活性高以及

一些与翻译相关事件的发生时间顺序．

2援5 应用核糖体谱研究癌变细胞的特征

在疾病研究领域，核糖体谱技术可以在翻译水

平上研究发生癌变细胞的特征．Hsieh等[10]对人前

列腺癌细胞 PC3进行核糖体谱分析，发现用 mTOR
的 ATP位点抑制剂 PP242处理的 PC3相对于用别
构 mTOR 抑制剂雷帕霉素(rapamycin)处理后，有
144个依赖于 mTOR的靶 mRNA选择性地降低了
翻译水平，然而其在转录水平上的变化很小，同时

可以观察到主要的变化是在翻译的起始阶段而非延

伸阶段．因此可以利用核糖体谱分析出癌变细胞与

正常细胞在转录水平上差异并不显著而在翻译水平

上显著差异的基因，进而可以分析癌症的发生及代

谢规律．因此，核糖体谱技术为疾病的研究提供了

一种更深层次的方法．

3 总结与展望

核糖体谱技术可以用于监测 mRNA的翻译事
件，已经广泛应用到多个生物学研究领域．核糖体

谱的研究为我们深入理解细胞内翻译及其调控过程

提供了一个精确而高效的手段．结合表位标记核糖

体的限制性表达，可以获得组织特异性的翻译谱[4].
核糖体谱可以精确地确定基因组内的可翻译序列，

从而有利于鉴定复杂生物体的蛋白质组[4]．由于核

糖体谱反映了其他水平上不可测量的调控方式，因

此可以用来鉴定顺式和反式翻译调控因子(cis- and
trans- translational regulators)[14]并且分析相应的调控

通路．利用核糖体谱研究干细胞，可以为我们深入

理解细胞分化事件的发生过程成为可能．应用核糖

体谱研究癌细胞，有利于我们了解癌症的分子特征

和翻译调控[10]，进而更加有目的性地寻找治疗癌症

的药物．同时，将染色质免疫沉淀测序(ChIP-seq)、
RNA测序和核糖体谱技术结合分析，将显著促进
人们对复杂的基因转录和翻译调控网络系统的认

识．综上所述，核糖体谱技术是研究细胞内翻译事

件的一个重要的手段，可以广泛应用于多种模式生

物中，能够同时获得关于翻译和翻译调控事件具体

过程的信息，对于深入探索细胞翻译事件具有重要

的意义．
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