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У большинства организмов генетический код
универсален – 61 кодон кодирует различные ами�
нокислоты, а три кодона – UAA, UAG и UGA (стоп�
кодоны) – служат сигналами для остановки синтеза
белка на рибосоме. Терминация трансляции проис�

ходит, когда в А�участок рибосомы поступает один
из трех стоп�кодонов – UAA, UAG или UGA, кото�
рый узнает фактор терминации первого класса –
RF1. Факторы терминации первого класса индуци�
руют гидролиз сложноэфирной связи в пептидил�
тРНК, находящейся в Р�участке рибосомы (см. об�
зоры [1–3]). 
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У организмов с вариантным генетическим кодом один или два стоп�кодона используются для кодирова�
ния аминокислотных остатков и не узнаются собственным фактором терминации трансляции первого
класса (eRF1). Особенно много видов с вариантными генетическими кодами обнаружено среди реснич�
ных инфузорий (Ciliata). Нами определена специфичность узнавания стоп�кодонов белком eRF1 рес�
ничной инфузории Blepharisma japonicum in vitro в реконструированной эукариотической системе
трансляции и in vivo с использованием двойной репортерной системы. Показано, что eRF1 B. japonicum
сохранил способность узнавать все три стоп�кодона, хотя эффективность гидролиза пептидил�тРНК в
присутствии кодона UGA снижена в эксперименте in vitro. Поскольку группа Heterotrichea, к которой
относится и B. japonicum, находится на самой ранней ветви филогенетического древа ресничных инфу�
зорий, мы предполагаем, что B. japonicum обладает универсальным генетическим кодом, как и возмож�
ный общий предок всех представителей типа Ciliata. 

Ключевые слова: вариантные генетические коды, терминация трансляции, ресничные инфузории, эука�
риотический фактор терминации трансляции eRF1.
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We have determined the type of stop codon specificity of Blepharisma japonicum translation termination factor
eRF1 in an in vitro reconstituted eukaryotic translation system and in in vivo assay (the dual reporter system).
We have shown that B. japonicum eRF1 retained specificity towards all three stop codons although efficiency of
peptydyl�tRNA hydrolysis in the presence of UGA is reduced in an in vitro assay. We suggest that since the het�
erotrich B. japonicum represents the earliest diverged lineage on phylogenetic tree of ciliates, B. japonicum has
the universal genetic code as ancestor group for all ciliates.
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У эукариот со стандартным генетическим кодом
единственный фактор терминации первого класса
(eRF1) узнает все три стоп�кодона. Однако суще�
ствуют и организмы с вариантным генетическим
кодом, у которых eRF1 способны декодировать
один или два из трех стоп�кодонов, в то время как
оставшийся стоп�кодон(ы) становится смысло�
вым(и) и кодирует определенную аминокислоту(ы)
(см. обзоры [4, 5]).

К организмам с вариантным генетическим ко�
дом относятся некоторые одноклеточные водорос�
ли и инфузории. Особенно много подобных видов
оказалось среди ресничных инфузорий (тип Ciliata).
Так, у Paramecium, Tetrahymena и Stylonychia UАА и
UАG кодируют глутамин, у Vorticella и Opisthonecta
UАА кодирует глутаминовую кислоту, а у Euplotes
UGА кодирует цистеин или селеноцистеин [6, 7].

Показано, что eRF1 большинства видов эукари�
от с вариантным генетическим кодом узнают не все
стоп�кодоны. Например, eRF1 Stylonychia mytilis
способен узнавать только стоп�кодон UGА (UGA�
специфичность) [8], а eRF1 E. aediculatus – только
UАА и UАG (UAR�специфичность) [9–12].

К ресничным относятся также представители
рода Blepharisma, у которых кодон UАА использует�
ся как терминирующий [13]. Ген eRF1 B. americanum
содержит в открытой рамке считывания два UGA�
кодона, кодирующих триптофан [5]. На основании
этих данных было высказано предположение о ва�
риантности генетического кода у Blepharisma, по�
добной вариантности генетического кода у Euplotes
(UAR�специфичность eRF1), но при этом UGА ко�

дирует триптофан, а не цистеин. Однако в открытой
рамке считывания генов eRF1 B. japonicum и B. muscu/
lus стоп�кодона UGA не обнаружено, в этих положе�
ниях находится триптофановый кодон UGG [14, 15].

К настоящему моменту весьма мало известно об
использовании кодонов UАА, UАG и UGА в гено�
мах представителей рода Blepharisma. В геноме
B. americanum секвенирован единственный ген –
eRF1, а у всех видов рода Blepharisma определена
нуклеотидная последовательность не более 50 бе�
локкодирующих генов (из них 25 у B. japonicum),
при этом все известные рамки считывания в гено�
мах Blepharisma заканчиваются исключительно ко�
доном UАА (согласно данным базы NCBI, www.nc�
bi.nlm.nih.gov).

Сравнение аминокислотных последовательно�
стей N�доменов eRF1 Euplotes и Blepharisma, ответ�
ственных за узнавание стоп�кодонов, выявляет их
очевидные различия (рис. 1).

Эффективность узнавания стоп�кодонов факто�
ром терминации eRF1 B. japonicum (Bj�eRF1) опре�
деляли в двух тестах – in vivo и in vitro. Ген eRF1
B. japonicum амплифицировали, клонировали и экс�
прессировали в плазмиде pRSETC [14]. Функцио�
нальную активность факторов терминации опреде�
ляли в двух тест�системах: in vitro – в реконструиро�
ванной системе трансляции эукариот, описанной в
работе [16], и in vivo – в двойной репортерной систе�
ме [8].

С целью определения функциональной актив�
ности Bj�eRF1 в системе in vitro белок, синтезиро�
ванный в клетках Escherichia coli, выделяли и очи�
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Рис. 1. Множественное выравнивание аминокислотных последовательностей N�доменов факторов терминации
трансляции eRF1 ресничных инфузорий (вариантный генетический код) и человека (универсальный генетический
код). Нумерация согласно аминокислотной последовательности eRF1 человека. Идентичные, консервативные и по�
луконсервативные остатки обозначены черным, темно�серым и светло�серым соответственно.
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щали с помощью аффинной (Ni�NTA агароза) и
ионообменной (monoQ) хроматографий, как опи�
сано для eRF1 человека [17]. Реконструированная
эукариотическая система трансляции состояла из
MVHL�stop мРНК, кодирующей тетрапептид мети�
онил�валил�гистидил�лейцин и один из трех стоп�
кодонов, cуммарной тРНК, ацилированной Val,
His, Leu и [35S]Met, очищенных 40S и 60S рибосом�
ных субъединиц кролика и факторов инициации и
элонгации трансляции [16]. К очищенному претер�
минационному комплексу добавляли Bj�eRF1,
смесь инкубировали, рибосомы осаждали, по коли�
честву высвободившегося [35S]Met�тетрапептида
судили об эффективности гидролиза пептидил�
тРНК и активности eRF1 (рис. 2). В качестве кон�

троля использовали eRF1 человека. Показано, что
Bj�eRF1 индуцирует гидролиз пептидил�тРНК в си�
стеме in vitro в присутствии всех трех стоп�кодонов,
хотя его активность заметно ниже, чем у eRF1 чело�
века. В присутствии стоп�кодонов UАА и UАG ак�
тивность Bj�eRF1 составила 50–60%, а в присут�
ствии UGА – 35% от активности eRF1 человека
(рис. 2). Кроме того, нами создана генетическая
конструкция для синтеза in vitro химерного белка
BjN�eRF1, состоящего из N�домена eRF1 B. japoni/
cum и МС�доменов eRF1 человека. Фрагмент гена,
кодирующий N�домен Bj�eRF1, ответственный за
узнавание стоп�кодонов, клонировали в векторе
pERF4b�Sal, описанном в [8], по сайтам NdeI и SalI.
Активность химерного белка BjN�eRF1, выделен�
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Рис. 2. Измерение функциональной активности eRF1 Blepharisma japonicum in vivo (а) и in vitro (б, в, г). а – Уровень
сквозного прочтения каждого из трех стоп�кодонов, измеренный в клетках, трансфицированных исходной плазмидой
pcDNA3 или плазмидами, несущими гены eRF1 Homo sapiens (pcDNA3�Hs�eRF1), B. japonicum (pcDNA3�Bj�eRF1) или
химерного белка, состоящего из N�домена eRF1 B. japonicum и МС�доменов eRF1 человека (pcDNA3�BjN�eRF1). Про�
центное значение уровня сквозного прочтения рассчитывали относительно максимально возможного, принятого за
100%, в случае трансфекции клеток репортерным вектором pACTQ, в котором вместо стоп�кодона расположен смыс�
ловой кодон. б–г – Уровень гидролиза пептидил�тРНК в присутствии eRF1 H. sapiens и B. japonicum. Показано коли�
чество меченого тетрапептида ([35S]Met�Val�His�Leu), высвободившегося из терминационных комплексов со стоп�ко�
донами UAA (б), UAG (в), UGA (г) в присутствии eRF1 человека (черные кружки) и eRF1 B. japonicum (белые кружки).
Значение 1 соответствует максимальному количеству высвободившегося меченого пептида в присутствии eRF1 H. sa/
piens. Фоновое значение количества высвободившегося тетрапептида в отсутствие факторов терминации составляло
3–5% от максимального значения для eRF1 человека. 
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ного и очищенного, как и Bj�eRF1, в системе in vitro
составила 110, 100 и 65% относительно активности
eRF1 человека в присутствии стоп�кодонов UAA,
UAG и UGA соответственно. Мы предполагаем, что
снижение активности полноразмерного Bj�eRF1 по
сравнению с активностью eRF1 человека и BjN�
eRF1 в отношении всех трех стоп�кодонов связано с
более низким сродством eRF1 инфузории Blepharis/
ma к рибосомам млекопитающего (кролика), ис�
пользованным в реконструированной эукариотиче�
ской системе трансляции.

В системе in vivo измеряли влияние экспрессии
чужеродного гена Bj/eRF1 на уровень сквозного
прочтения в культуре клеток человека. Для этого
ген Bj/eRF1 переклонировали в плазмиду pcDNA3
по сайтам HindIII и XhoI. Клетки эмбриональной
почки человека HEK293 трансфицировали одно�
временно плазмидой pcDNA3, содержащей ген
Bj/eRF1, и репортерным вектором pACstop. В век�
торе pACstop один из трех стоп�кодонов распола�
гался между генами β�галактозидазы (lacZ) и люци�
феразы (luc) [18]. Активность β�галактозидазы и
люциферазы измеряли согласно [19, 20]. Процент�
ное значение уровня сквозного прочтения рассчи�
тывали относительно максимально возможного
уровня, принятого за 100%, в случае трансфекции
клеток репортерным вектором pACTQ, в котором
между генами lacZ и luc вместо стоп�кодона распо�
ложен смысловой кодон САG. В контрольных опы�
тах для оценки влияния экзогенного eRF1 человека
на эффективность сквозного прочтения клетки
HEK293 трансфицировали одновременно репор�
терным вектором и плазмидами pcDNA3 или
pcDNA3�Hs�eRF1 (pcDNA3 со встроенным геном
eRF1 человека). Уровень сквозного прочтения в
контрольных опытах составил 0.3, 1.7 и 0.7% для
pcDNA3 и 0.3, 2.0 и 0.8% для pcDNA3�Hs�eRF1 в
присутствии UАА, UАG и UGА соответственно
(рис. 2). При экспрессии Bj/eRF1 в клетках человека
обнаружено примерно одинаковое увеличение
уровня сквозного прочтения на всех трех стоп�ко�
донах: 1.3% (увеличение в 4 раза) на UAA, 7.1%
(увеличение в 3.5 раза) на UAG и 4.6% (увеличение
в 4.6 раза) на UGA (рис. 2). Вероятно, наблюдаемое
в опытах in vivo увеличение уровня сквозного про�
чтения всех стоп�кодонов можно объяснить тем,
что eRF1 B. japonicum, с одной стороны, конкуриру�
ет за узнавание стоп�кодонов с эндогенным eRF1, а
с другой, не способен эффективно связываться с
eRF3 человека. Действительно, в первичных струк�
турах C�концевых доменов eRF1 Blepharisma и чело�
века, ответственных за связывание с eRF3, имеются
значительные различия. Таким образом, экспрессия
eRF1 B. japonicum в клетках человека снижает эф�
фективность работы эндогенных факторов терми�
нации и увеличивает вероятность узнавания стоп�
кодонов супрессорными тРНК. В случае химерного
белка BjN�eRF1, содержащего С�домен eRF1 чело�
века и поэтому способного связываться с eRF3 че�

ловека, уровень сквозного прочтения составил 0.2%
(уменьшение в 1.5 раза) на UAA, 2.8% (увеличение в
1.4 раза) на UAG и 1.4% (увеличение в 1.7 раза) на
UGA (рис. 2). Таким образом, при использовании
BjN�eRF1 не происходит увеличения эффективно�
сти сквозного прочтения на всех трех стоп�кодонах.
Это подтверждает наше предположение о том, что
одинаковое увеличение уровня сквозного прочте�
ния на всех трех стоп�кодонах в клетках человека
может быть обусловлено сниженной эффективно�
стью связывания Bj�eRF1 с eRF3 человека.

Таким образом, фактор терминации трансляции
Bj�eRF1 способен узнавать все три стоп�кодона как
в системе in vivo, так и in vitro, но при этом узнавание
UGA in vitro несколько снижено по сравнению с
UAA и UAG, т.е. Bj�eRF1 отличается от eRF1 рес�
ничных инфузорий S. mytilis и E. aediculatus с вари�
антным генетическим кодом, которые узнают толь�
ко UGА или только UАА/UАG соответственно [8–
12]. Поскольку группа Heterotrichea, к которой от�
носится B. japonicum, находится на самой ранней
ветви филогенетического древа ресничных инфузо�
рий [21], можно предположить, что B. japonicum об�
ладает универсальным генетическим кодом, как и
возможный общий предок всех представителей типа
Ciliata. Сравнение N�доменов eRF1 трех видов Ble/
pharisma показывает их полную идентичность на
уровне аминокислотной последовательности (рис. 1).
Вероятно, все три фактора терминации трансляции
обладают сходной специфичностью в узнавании
стоп�кодонов, так как за это отвечает именно N�до�
мен белка eRF1. Ранее в гене eRF1 B. americanum об�
наружили два кодона UGA [5], которые соответ�
ствуют триптофановым кодонам UGG в генах двух
других видов рода Blepharisma (B. japonicum и
B. musculus). К сожалению, данные об использова�
нии стоп�кодонов в других генах B. аmericanum от�
сутствуют, так как eRF1 – единственный секвениро�
ванный ген у ресничных этого вида. По�видимому,
необходимо повторно секвенировать участки гена
eRF1 B. americanum, содержащие кодоны UGA, что�
бы понять, действительно ли у этого вида реснич�
ных инфузорий кодон UGA может кодировать
триптофан.

Работа поддержана Российским фондом фунда�
ментальных исследований (08�04�01091�а, 08�04�
00375a), программой Президиума Российской ака�
демии наук “Молекулярная и клеточная биология”
и грантом Президента Российской Федерации
(MK�4705.2009.4).
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