
■背景资料
随着转录组的深
入研究及高分辨
率质谱技术的发
展 ,  在模式动物
以 及 人 类 中 已
发 现 了 一 批 由
mRNA或非编码
RNA(non coding 
RNA, ncRNA)上
的小开放阅读框
(small open reading 
frame, sORF)翻译
生成的短肽(short 
peptides, SEPs). 
SEPs具有生物学
功能, 并且在种间
保守.
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Abstract
Short open reading frames (sORFs) are a 
common feature of genomes of human and 
other species, but their coding potential remains 
unknown. Innovations in proteomics and high-

throughput analyses of translation start sites 
have resulted in the identification of hundreds 
of putative coding sORFs, and some of them 
have been verified to be able to translated into 
short peptides (<100 amino acids). Moreover, 
recent findings reveal their diverse functions 
in various biological processes including 
development and differentiation. This review 
discusses the translation, identification and 
biological function of short peptides. 
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摘要
人类和其他生物的基因组中存在小开放阅
读框(small open reading frame, sORF), 但过
去对于这些sORFs是否具有编码能力还无
从得知. 随着蛋白质组学和高通量翻译起始
位点分析方法的发展, 现已鉴定了上百种
sORFs, 其中一部分被证实具有翻译能力, 可
产生长度在100个氨基酸残基的短肽(short 
peptides, SEPs). 近年来的研究表明短肽在发
育、分化等生物学过程中具有重要功能. 本
文系统阐述SEPs的翻译过程、鉴定方法和
功能. 
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■研发前沿
有关SEPs的报道
逐年增多 ,  人们
对SEPs的关注度
也不断升高 .  进
一 步 鉴 定 新 的
SEPs, 特别是低
丰度的SEPs, 并
对已发现的SEPs
进行功能解析是
未来SEPs研究的
重点.

关键词: 短肽; 小开放阅读框; 非编码RNA

核心提示: 短肽(short peptides)是由短的小开放

阅读框(small open reading frame)翻译生成的肽

链, 长度多在100个氨基酸以下. 从模式动物到

人类, 均检测到具有生物学功能的短肽, 提示他

们可能在人类生命活动及疾病的发生发展中扮

演重要角色.
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0  引言

人类基因组计划揭示人的基因组共有30亿碱

基, 但其中蛋白编码基因只有2.1万个左右, 仅占

整个基因组的1.5%[1], 提示基因组存在大量非蛋

白编码区. 随后由美国发起的DNA元件百科全

书(encycl-opedia of DNA elements, ENCODE)计
划旨在找到人类基因组中的所有功能性元件, 
结果发现整个人类基因组中大约有76%的DNA
片段可以被转录[2], 在对这些转录产物进行分

析发现部分转录产物其中含短的开放阅读框

(short open reading frames, sORFs), 提示他们可

能编码短的肽链[3]. 近年来的研究结果显示, 从
细菌、酵母等低等的模式动物到人类均检测到

sORF可表达短肽(short peptides, SEPs)[4-6], 并具

有生物学功能[7-9]. 

1  SEPs简介

SEPs是指由mRNA或非编码RNA(non coding 
RNA, ncRNA)上的sORF翻译生成的短肽, 长
度多在100个氨基酸以下[10]. 目前发现最短的

SEP仅有6个氨基酸残基[11], 位于S-腺苷甲硫氨

酸脱羧酶(AdoMetDC)mRNA的5'端, 通过滞留

mRNA上的核糖体进而抑制下游ORF的翻译, 
降低AdoMetDC的表达水平, 从而调控动植物

的多胺合成[12]. 
1.1 SEPs的产生 sORF在基因组上的位置多

种多样, 可以位于蛋白编码基因mRNA的5'端
非翻译区(5' untranslated region, 5'UTR)[13-15]、

3 'U T R区 [16],  或与已知O R F重叠或部分重

叠 [17],  或位于非蛋白编码的R N A上 [11].  位
于m R N A 5'U T R区的s O R F s也被称为上游

ORF(upstream ORF, uORF)[17]. 目前有两种模

型解释uORFs翻译产生SEPs的过程[11]: 一种

称为重启动模型(re-initiation), 核糖体40S小
亚基从mRNA的5'甲基鸟苷帽子结构开始扫

描, 如果5'UTR区存在uORF, 40S小亚基结合

到uORF的起始密码子上, 并进一步与60S大
亚基结合, 启动uORF的翻译, 生成SEPs. 当
uORF翻译结束后, 大亚基与小亚基解离, 小
亚基仍与m R N A结合并继续向3'端扫描, 当
遇到下一个起始密码子, 再次启动翻译. 另一

种称为渗漏扫描模型(leaky scanning), 当核

糖体40S小亚基从5'甲基鸟苷帽子结构开始

扫描时, 一部分可以在uORF的起始密码子上

与60S大亚基结合启动uORF的翻译, 一部分

则忽略uORF的起始密码子, 继续扫描到下游

ORF的起始密码子处, 与60S大亚基结合启动

ORF的翻译. 
虽然以上两种模型可以解释uORFs翻译

SEPs的过程, 但无法解释位于mRNA的3'UTR
区或与已知ORF重叠或部分重叠的sORFs是
如何翻译出SEPs的. 有一种假设认为他们来

自其他缩短形式的转录本[17]. 研究人员通过质

谱在白血病细胞系K562中鉴定出两个SEPs, 
DEDD2-SEP和H2AFx-SEP, 但当他们将全长

的mRNA克隆到表达载体后, 却发现并不能

正常表达SEPs, 而当克隆5'端缺失部分序列的

转录本时, 可以正常表达. 提示DEDD2-SEP和
H2AFx-SEP是由其他剪接形式的mRNA翻译

生成的, 这些转录本由于在5'端缺失一部分序

列, 位于编码序列(coding sequence, CDS)区的

sORF就变成了靠近5'端的第一个ORF, 核糖体

从5'端开始扫描这种缩短形式的mRNA就能翻

译出SEP. 
1.2 SEPs使用非经典起始密码子 通过核糖体

图谱分析(ribosome profiling)发现, 小鼠胚胎干

细胞中的sORFs中约45%的使用经典起始密码

子AUG, 其余60%则使用非经典起始密码子, 
主要为与AUG相似的起始密码子, 如CUG、

GUG等, 占所有sORFs的40%, 其余sORFs则使

用非AUG起始密码子[18]. 这些非经典起始密码

子与经典起始密码子ATG同源, 常位于Kozak
序列附近. 如在K562细胞中鉴定的FRAT2-SEP
的起始密码子为非经典的ACG. 而当将ACG
突变成ATG后, FRAT2-SEP的表达水平提高近

3倍; 提示携带ACG起始密码子的sORFs的翻

译效率低于含经典密码子的sORFs[17]. 也有另
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■相关报道
本文从产生、 保
守 性 、 翻 译 特
点、筛选方法、
作用机制及生物
学功能等多个方
面 介 绍 了 s O R F
及 其 编 码 短 肽
的研究进展 .  国
外Slavoff等创建
了 短 肽 组 学 与
RNA-seq相结合
的方法 ,  首次系
统鉴定了人类细
胞中的sORF编码
短肽.

一种理论认为, sORFs的非经典起始密码子来

自于转录后mRNA的RNA编辑[19], 即在RNA编

辑酶的作用下, 将转录产物的启始密码子AUG
中的尿嘧啶(U)转换成胞嘧啶(C), 使经典起始

密码子转变为同源的非经典密码子, 从而调控

sORFs的翻译效率. 但目前尚无直接的实验证

据揭示sORFs的启始密码子可发生RNA编辑. 
未来的研究可以通过基因敲除参与RNA编辑

的酶后, 来分析其对sORFs的调控. 
值得一提的是, 当sORFs与其邻近的ORFs

共转录时, 二者形成了多顺反子, 可同时表达

两种蛋白. 研究人员在蛋白编码基因FRAT2的
ORF及其上游的uORF(表达短肽FRAT2-SEP)
的C端分别加上c-myc及Flag标签, 将含两种

标签的FRAT2 cDNA克隆到表达载体, 可以同

时检测到含两种标签的融合蛋白表达, 提示

FRAT2 mRNA为双顺反子[17]. 
1.3 SEPs的保守性 SEPs在不同物种中具有一

定的保守性. Slavoff等[17]在K562细胞株中鉴定

了90个SEPs, 并在29种哺乳动物中分析他们的

保守性, 发现SEPs的保守性高于内含子, 低于

已知的蛋白编码基因, 且有功能的SEPs保守性

更强. 如最早在果蝇中发现的SEPs-Tal peptides
是调控果蝇胚胎发育重要分子, 现已在其他昆

虫中陆续发现了其同源物[20]. 此外, SEPs的保

守性与其长度有关, Aspden等[21]根据SEPs的
大小将他们分为两类, 一类是较长的SEPs, 占
SEPs的83%, 约为80个氨基酸残基, 与已知蛋

白具有相似的翻译过程和保守性, 并倾向于含

有跨膜结构域. 另一类是较短的SEPs, 在SEPs
中所占比例小, 约为20个氨基酸残基, 大多数

由mRNA的5'UTR区产生, 保守性较差, 翻译效

率也较低. 
不难想象含有跨膜结构域的SEPs在细胞

内有特定的亚细胞定位. 如在HEK293T、MEF
和COS7等3种细胞中均发现, DEDD2-SEP定位

于线粒体膜上[7]; 而由ncRNA-pncr003:2L翻译

出的两种SEPs-sarcolamban A和sarcolamban B, 
定位于肌细胞的肌浆网上, 调节Ca2+运输和肌

肉收缩, 并且在脊椎动物和非脊椎动物中都具

有较高的保守性[22]. 

2  筛选鉴定SEPs的方法

目前生物信息学方法预测s O R F s的研究还

处在初级阶段, 多局限于在已知基因的ORF

附近寻找潜在的sORFs. 常用的预测软件有

sORFfinder[23]、HAltORF[24]、uPEPperoni[25]

等. 此外, 通过分析基因序列特征, 如经典起

始密码子、翻译终止位点、剪切位点、启动

子序列、多聚腺苷酸信号、密码子偏好性、

核苷酸组成等也可用于区分有无翻译能力的

sORFs[17]. 由于保守性强的sORFs常意味着其

有更重要的生物学功能, 因此检测sORFs的保

守性也可以作为sORFs是否具有翻译产生功能

性SEP的参考. 
核糖体图谱分析(ribosome profiling)是一

种以高通量DNA测序为基础的技术, 可以在

全转录组范围内发现sORFs. 其主要原理是用

嘌呤霉素(puromycin)处理细胞, 使核糖体从

mRNA上解离, 导致肽链延伸终止, 并结合放

线菌酮处理, 使翻译起始核糖体停留于翻译起

始位点, 再用RNA酶将未与核糖体结合的RNA
酶解, 分离得到未被酶解的RNA后进行深度测

序, 得到具有翻译潜能的mRNA[26]. 这种技术

的优势在于无需根据基因组设计探针, 可以发

现新的sORFs. 并且嘌呤霉素不会干扰靠近翻

译起始位点处延伸复合物的组装, 能较好检测

到非经典起始密码子[18]. 但由于起始翻译除了

需要核糖体外, 还需要其他起始因子参与, 而
且许多核糖体结合到mRNA后并不起始翻译, 
因此存在假阳性, 需结合生物信息学等方法进

一步甄别[17]. 
另一种较为简单的SEPs鉴定方法是蛋白

标签免疫印迹(epitope-tagged detection)[27]. 该
方法将表达蛋白标签的序列重组到目的基因

的终止密码子上游, 当目的基因表达蛋白时, 
在羧基端就会带有蛋白标签, 之后运用免疫印

记(Western blot)即可鉴定目的基因是否编码

蛋白[28]. 该方法还可以研究uORF与下游ORF
的共表达. 虽然这种方法可直观地看到SEPs表
达情况, 但难以高通量筛选和鉴定表达SEPs的
sORFs, 适用于研究少量的sORFs及其表达水

平和功能调控. 
蛋白质谱也可用于鉴定s O R F s翻译的

SEPs[29]. 理论上只要细胞或组织内的蛋白丰

度达到一定的临界值, 就可以通过电泳分离结

合质谱鉴定, 在蛋白质数据库中与已知或预测

的寡肽比对, 并进一步推算出对应的核苷酸

序列. 常用的质谱鉴定方法主要是液质联用

串联质谱. 串联质谱技术可减少或消除样品

田原, 等. 短肽编码基因的研究进展
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基质中无关物的干扰, 提供丰富的结构信息. 
Skarshewski等[25]通过该方法在K562细胞中分

别鉴定了多个新的SEPs. 但由于细胞内SEPs的
分子量小, 且丰度较低, 在分离和富集步骤中

容易损失, 很难得到有效的质谱数据, 质谱鉴

定SEPs的技术还需进一步优化和改进. 

3  SEPs的作用机制

根据SEPs的定位可以将其分为两类. 第一类

是由带有内质网信号肽的初级翻译产物加工

而来的短肽. 信号肽引导多肽链定位到粗面内

质网和高尔基体, 经加工、修饰后分泌到细胞

外, 通过与细胞表面的分子受体相互作用, 介
导信号的传导. 第二类SEPs由sORFs翻译而

来, 不带有信号肽, 翻译完成后直接在胞质内

发挥功能. 已有的研究表明, SEPs可以通过顺

式作用的方式调控邻近ORF的翻译效率, 从而

影响蛋白的合成[30,31]、折叠[32,33]和定位[34,35]. 如
前所述的FRAT2-SEP, 他通过还未阐明的机制

抑制下游ORF的翻译[17]. 类似的SEPs还包括人

类SAMDC基因中的uORF, 他表达的SEPs长6
个氨基酸残基, 可与多胺结合, 调控下游ORF
的翻译. 也有文章报道SEPs通过反式作用的方

式抑制其他基因的转录或翻译表达, 如在人类

中发现的ASS1-SEP, 长44个氨基酸残基, 能反

式调控ASS1基因的表达; 还有与人的EPHX1
相关的两个SEPs, 分别长17和26个氨基酸残

基, 他们可通过与翻译因子相互作用来抑制

EPHX1的翻译. 
由于已鉴定的人类SEPs中, 有相当一部

分是由位于5'UTR的sORFs翻译而来[36], 因此

目前对uORF生成的SEPs研究得较为深入[13]. 
如哺乳动物β2肾上腺素受体mRNA上存在一

个uORF, 能翻译出长19个氨基酸残基的短肽, 
名为BUP. 将BUP的起始密码子AUG突变为

CTT后, 发现β2肾上腺素受体在COS-7细胞中

的表达水平比野生型提高1.9倍. 同时, 在体外

用人工合成的BUP处理细胞后也能达到抑制

效果 [37]. 研究人员还在编码谷氨酰胺酶亚基

蛋白的mRNA上发现一个含有25个密码子的

uORF, 该uORF能通过精氨酸途径抑制下游

ORF的翻译[38]. 

4  SEPs的生物学功能

目前人们对SEPs功能的了解多来自酵母、果

蝇等模式动物中研究的结果. 已有的研究表

明, SEPs可以调控昆虫形态发育[22]、植物的

形态发生[12]、脊椎动物的骨骼肌收缩等[12]. 模
式生物中对短肽簇tarsal-less (tal) peptides的
研究较为深入[39,40]. 他最早由Inagaki等[41]在果

蝇基因组中发现. Tal peptides的编码基因最初

被认为是ncRNA, 随后Galindo等[39]发现该基

因上含有10个sORFs, 除sORF5不翻译, 其他9
个sORFs可以翻译产生含11-32个氨基酸残基

的短肽, 并且sORF1-4具有较高保守性, 可以

独立翻译, 而sORF6-10可以被翻译但不具有

生物活性. 研究人员发现Tal peptides能够促进

Ovo/Svb蛋白的羧基端转录抑制域的水解, 使
Ovo/Svb从转录抑制因子变为转录激活因子, 
从而激活下游靶基因如miniature和shavenoid
的表达, 促进果蝇形成表皮毛[9]. 也有证据[42]

表明Tal pep t ides可以通过细胞间隙或穿过

磷脂双层膜等非细胞自分泌途径影响相邻

的细胞形态. 另一个例子是sarcolamban A和

sarcolamban B, 由Magny等[22]首次在果蝇心肌

细胞内发现, 长度为28和29个氨基酸残基, 他
们通过调节肌浆网内的Ca2+释放影响心肌细

胞的收缩. 
在植物中表达的小肽在植物形态发生过

程中扮演重要角色 [7],  如在拟南芥幼苗根部

高水平表达的POLARIS(PLS)基因的mRNA
上有一个s O R F, 可翻译出一个含36个氨基

酸残基的短肽, 在P L S突变株中过表达这种

短肽可以回复拟南芥的短根表型 ,  但机制

尚未阐明 .  其他调控植物形态发育的小肽

还有Rotundifolial(ROT4)、Brick1(Brk1)、
Enod40[16]等. 

目前在人和鼠中对小肽的研究也已起步, 
并已鉴定了一些具有生物学功能的小肽. 如
Anderson等[43]发现了一个长46个氨基酸的小

肽MLN, 他可与内质网上的钙泵SERCA特异

性结合, 抑制SERCA将Ca2+摄入内质网中, 从
而调节骨骼肌收缩. 最近, Lee等[8]研究发现, 
线粒体12S rRNA编码的长16个氨基酸的短肽

MOTS-c(mitochondrial open reading frame of 
the 12S rRNA-c)可通过Folate-AICAR-AMPK
通路调节胰岛素敏感性 ,  维持代谢稳态 .  此
外, 关于SEPs与疾病的研究也有报道[44-46], 如
在1例患有阿尔茨海默病患者的cDNA文库中

筛选到一个含有24个氨基酸残基的SEP, 命名

■应用要点
SEPs的发现无疑
是蛋白水平上的
新突破 ,  他使人
们认识到 ,  细胞
内存在的小分子
寡肽并不仅仅是
“冗 余 蛋 白” , 
他是具有生物学
意义的功能性分
子 ,  可能在人类
生命活动及疾病
的发生发展中扮
演重要角色.
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为Humanin. 研究[47]表明, Humanin能够逆转

由多种家族性阿尔茨海默病相关基因突变所

导致的神经细胞凋亡, 提示他具有治疗阿尔

茨海默病的潜力. 

5  结论

随着分子生物学和遗传学研究的进展, 生物高

新技术的不断开发与应用, 科学家们发现越来

越多的新型小分子也参与了细胞生命活动的

调控, 如microRNA, lncRNA等. SEPs的发现无

疑是蛋白水平上的新突破, 他使人们认识到, 
细胞内存在的小分子寡肽并不仅仅是“冗余

蛋白”, 而具有生物学意义的功能性分子, 他
们可能在人类生命活动及疾病的发生发展中

扮演重要角色. 
目前关于SEPs的报道在逐年增多, 人们

对SEPs的关注度也不断升高. 但对SEPs的研

究主要还停留在筛选和鉴定方面. 随着质谱

技术和RNA-seq的逐步改进, 使发现细胞内

低丰度的SEPs成为可能. 采用生物信息学[6]

和Ribosome profiling[18]相结合的方法, 已在

细菌[48]、病毒[49]、植物[50,51]、酵母[5]、昆虫[39]

及人类 [47,52]中已陆续发现了一些新的S E P s, 
然而这些新SEPs的生物学功能还远未阐明. 
因此未来SEPs的研究一方面需要建立和优化

发现SEPs的策略和技术, 另一方面需大力开

展深入的功能研究, 探究其在SEPs生命活动

作用. 
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