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摘要 HDAC1、HDAC2和 RbAp46、RbAp48是许多重要功能复合物(如 NuRD、Sin3等)的核心亚基．这 4个亚基在空间上
相互作用，形成一个具有去乙酰化酶活性的核心复合物．但该核心复合物的三维空间构象及其对去乙酰化、染色质重塑等功

能的可能影响还所知甚少．本研究中，我们包装了含 4 个亚基的杆状病毒，利用昆虫细胞表达、纯化了 HDAC1/2-
RbAp46/48核心复合物．在此基础上，利用电子显微镜单颗粒分析方法对该去乙酰化酶核心复合物的三维结构进行了初步解
析．结果表明，HDAC1、HDAC2、RbAp46和 RbAp48可以形成一个较为稳定均一的复合物，但该复合物中各个亚基并不是
以单拷贝、等比例形式存在的．该核心复合物呈现一个非对称的鞍型结构，其背部隆起，大致形成一个三角形，两边分别有

一大一小的两翼，两翼中间有个凹槽，直径大约为 6 nm，推测为该核心复合物与核小体的结合位置．本研究结果为了解
HDAC1/2-RbAp46/48去乙酰化酶复合物各亚基的空间结构组成、与核小体和染色质的可能相互作用以及研究去乙酰化酶活
性的作用机理等提供了有益的信息．
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NuRD (nucleosome remodeling and histone
deacetylation) 复 合 物 与 Sin3 (sin3 deacetylase
corepressor complex)复合物是在表观遗传和染色质
重塑过程中两个非常重要的多亚基功能复合体，对

基因组的稳定、胚胎的发展以及细胞周期的进程调

控等都起到很重要的作用[1-2]．其中，NuRD复合物
既具有 ATP依赖的核小体重塑功能又具有组蛋白
去乙酰化酶的活性，在细胞发育、信号通路调控以

及肿瘤细胞的发生与生长方面都具有重要作用[2-5].
Sin3是一个辅助转录抑制复合物，主要通过与其
他抑制因子结合调节染色质结构和转录活动 [6-7]，

在胚胎发育、细胞生长、基因组稳定等方面发挥重

要作用．

NuRD 复合物与 Sin3复合物在功能和亚基组
成上都有一些相互交叉．比如，该两个重要复合物

都具有 HDAC1、HDAC2 和 RbAp46、RbAp48 这
4个核心亚基[8]，而且这 4个亚基在空间上相互作

用，形成一个具有去乙酰化酶活性的核心复合物[9].
其中，NuRD 复合物除了 HDAC1/2、RbAp46/48
4个亚基外还有 3个亚基：Mi2、MTA2和MBD3[10].
Sin3 复合物除 HDAC1/2、RbAp46/48 这 4个亚基
外还有 3个亚基：Sin3A、SAP30和 SAP18[9]．

HDAC1和 HDAC2同属玉类组蛋白去乙酰化
酶，而且高度同源[10]．HDAC1/HDAC2是多种翻译
后修饰的作用靶点，体外研究发现 HDAC1/
HDAC2的 C端丝氨酸磷酸化能增强它们的活性，
促进转录抑制复合物的形成 [11]． RbAp46 和
RbAp48是视网膜母细胞瘤相关蛋白，这两个蛋白
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1援2援3 重组杆粒(Bacmid)构建．利用热激法把构建
的质粒转化到 DH10Bac 感受态细胞中，涂布 LB
平板(含有卡那霉素、庆大霉素、四环素、IPTG和
Bluo-gal)，37℃倒置培养 2天．挑取 2个白色大菌
落和 1个蓝色菌落在新的 LB平板(抗性同上)上划
线，37℃倒置培养过夜．长出克隆后，挑取单克隆
接种于 4 ml LB培养基中(含有卡那霉素、庆大霉
素和四环素)，37℃ 220 r/min振荡培养过夜．收集

菌体，用碱裂解法提取重组的杆粒并利用 PCR方
法验证．PCR 反应体系为: 5伊PCR 缓冲液 10 滋l，
dNTP(2.5 mmol/L each) 2.0 滋l，M13-F(10 滋mol/L)
1.0 滋l, M13-R(10 滋mol/L) 1.0 滋l, 杆粒 DNA 1.0 滋l,
LA Taq DNA 聚合酶 1.0 滋l，加双蒸水至总体积
50 滋l．反应程序为：93℃ 3 min；35个循环(94℃
45 s，55℃ 30 s，72℃ 7 min)；72℃ 10 min．1%琼
脂糖凝胶电泳分析 PCR产物．

polh_HDAC1_BamH玉_flag CGCGGATCCATGGACTACAAGGACGACGATGACAAGGCGCAGACGCAGGGCACC
polh_HDAC1_Hind芋 CCCAAGCTT TCAGGCCAACTTGACCTCCTC
p10_HDAC2_Xho玉 CCGCTCGAG ATGGCGTACAGTCAAGGAGGC
p10_HDAC2_Nhe玉 CTAGCTAGC TCAGGGGTTGCTGAGCTGTTC

polh_RbAp46_BamH玉_8His CGCGGATCCATGCATCACCATCACCATCACCATCACGCGAGTAAAGAGATGTTT
polh_RbAp46_Hind芋 CCCAAGCTTTTAAGATCCTTGTCCCTCCAG
p10_RbAp48_Sma玉 TCCCCCGGGATGGCCGACAAGGAAGCAGCC
p10_RbAp48_Nhe玉 CTAGCTAGCCTAGGACCCTTGTCCTTCTGG

的同源性高达 89.4%，且都含有多个保守的WD序
列[12]，是一种核蛋白，具有负性调节细胞生长、抑

制细胞增殖与发展等作用．

HDAC1/2-RbAp46/48核心复合物具有一定的
去乙酰化酶活性，但活性比较低，而该核心复合物

和其他亚基结合形成 NuRD、Sin3等更大复合物后
活性明显变强[9-10]．因此，HDAC1/2-RbAp46/48去
乙酰化酶核心复合物的空间构象如何，其亚基之间

如何相互作用并行使功能，该核心复合物如何招募

一些蛋白质亚基形成更大的复合物，从而提高其活

性，以及该核心复合物在 NuRD、Sin3等重要的超
大复合物中可能处于什么样的空间位置，与核小

体、染色质等是如何结合的等，都是研究者十分关

心的问题． 但是，目前人们只获得了组成

HDAC1/2-RbAp46/48组蛋白去乙酰化酶这个核心
复合物的一些亚基片段的结构信息，对于该核心复

合物整体构象以及在其基础上形成的更大复合物

(如 NuRD、Sin3等)的相关空间结构信息获取很少.
本文中，我们利用昆虫细胞表达并获得了

HDAC1/2-RbAp46/48去乙酰化酶核心复合物．采
用电子显微镜单颗粒三维重构技术获得了这个去乙

酰化酶核心复合物的初步三维空间模型，为分析该

核心复合物各亚基之间的相互位置，进一步了解其

在不同的多亚基功能复合物(如 NuRD、Sin3等)的
可能位置，其与核小体、染色质等的可能结合方

式，以及这些复合物如何调节染色质结构、如何行

使其功能等方面提供了有益的信息．

1 材料与方法

1援1 材料

DH10Bac 感受态细胞和 Sf9 cells 由本实验室
保存；top10感受态细胞购自全式金公司；杆状病
毒穿梭质粒 pFastBacDual、 IPL-41 完全培养基、
Cellfectin誖 Transfection Reagent 购自 Invitrogen 公
司；SFX-Insect培养基购自 Hyclone公司；氨苄青
霉素、卡那霉素、庆大霉素和四环素购自 Sigma公
司；Cell Culture Flask 和 6-well plate 购自 Corning
公司．

1援2 方法

1援2援1 细胞培养． IPL-41 完全培养基：向 IPL-41
母液中加入 5%胎牛血清、2%胰蛋白磷酸盐肉汤
(TPB)以及适量谷氨酰胺和庆大霉素，4℃保存，用
于培养 Sf9贴壁细胞，细胞置于 26℃静止培养．
SFX-Insect完全培养基：向 SFX-Insect母液中加入
适量庆大霉素，4℃保存，用于培养 Sf9悬浮细胞，
细胞置于 27℃，125 r/min振荡培养．
1援2援2 质粒构建．以杆状病毒穿梭质粒 pFastBac
Dual为载体，将 HDAC1和 HDAC2构建到同一个
载体上，RbAp46和 RbAp48构建到另外一个载体
上．其中，HDAC1 基因和 RbAp46 基因插入到
pFastBac Dual 载体的 polh 启动子之后，HDAC2
基因和 RbAp48 基因插入到 p10 启动子之后，见
表 1．

Table 1 Primers with restriction sites
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Fig. 1 Purification of a recombinant histone deacetylase core complex
(a) Schematic representation of steps used to purify the histone deacetylase core complex. (b) Coomassie blue staining of an SDS-polyacrylamide gel

containing the purified core complex derived from the Flag colunm. The identities of the major polypeptides and protein size markers are indicated. (c)

Western blot analysis of the purified core complex. (d) Spectrum of the histone deacetylase core complex through gel filtration S200 columns. (e) Silver

staining of an SDS-polyacrylamide gel containing the histone deacetylase core complex derived from the S200 gel filtration column analyzed in (d).

1援2援4 重组杆状病毒的包装．在 6孔细胞培养板中
接种生长状态良好的 Sf9 细胞，每孔 8伊105 个细

胞，27℃培养 1 h；按照 Invitrogen 公司提供的
Cellfectin誖 Transfection Reagent 说明书进行转染，
4～5天后倒置显微镜下观察细胞病变情况，若有
明显病变，则收取病毒上清，即为第一代杆状病毒.
1援2援5 重组杆状病毒的扩增．取第一代杆状病毒

100 滋l，接种生长在 25 cm2细胞培养瓶中的 Sf9细
胞，27℃培养，感染 3～4天，离心收上清，即为
第二代重组杆状病毒．用第二代病毒接种 30 ml
悬浮培养的 Sf9细胞，感染 3～4天，离心收获上
清，即为第三代杆状重组病毒．用第三代病毒接种

300 ml 悬浮培养的 Sf9 细胞，感染复数(MOI)为
0.05～0.1，感染 3～4天，离心收获上清，即为第
四代杆状重组病毒．

1援2援6 蛋白质复合物的表达．用第四代杆状重组病

毒感染悬浮培养的 Sf9细胞，感染复数为 5～10，
感染 3～4天，离心收获细胞．用 Flag beads进行
蛋白质初步纯化，然后再用凝胶过滤层析做进一步

纯化．

1援2援7 制备负染样品．把喷好碳膜的铜网做亲水性

处理，将 3 滋l 样品溶液滴在上面静止 1 min，然
后用滤纸从铜网边缘吸去多余的液体，滴加 3 滋l

2%醋酸铀染液，染色 1 min用滤纸吸去多余染液，
静置干燥后用于电镜观察．

1援2援8 图像分析和数据处理．用透射电子显微镜

FEI Tecnai 20收集负染照片， 欠焦量 2～3 滋m．
利用单颗粒图像处理软件 EMAN2[13]对数据进行处

理：挑取单颗粒、二维分类、初始三维模型建立、

精修、收敛后得到最终三维模型．

2 结 果

2援1 HDAC1/2鄄RbAp46/48形成均一复合物
HDAC1、HDAC2、RbAp46 和 RbAp48 这 4

种蛋白亚基是 NuRD和 Sin3共有成分，虽然这 4
个亚基能够形成复合物，并且具有一定的去乙酰化

酶活性，但这个核心复合物的整体构象是什么样

的，4个亚基在核心复合物中的比例以及相互作用
关系如何并不清楚．

我们包装了两个杆状病毒，分别含有 HDAC1、
HDAC2两个基因和 RbAp46、RbAp48两个基因．
将两个杆状病毒共感染 Sf9昆虫细胞，利用含有
Flag抗体的基质通过与连接在 HDAC1 蛋白上的
Flag蛋白标签亲和层析，并且做进一步的凝胶过滤
层析获得核心复合物(图 1a)．SDS-PAGE 分析表
明，利用针对单个 HDAC1亚基的亲和层析可以获

RbAp46
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HDAC2
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Fig. 2 Single particle reconstruction of the histone deacetylase core complex from electron microscopy
(a) Negative-stain electron microscopy image of HDAC1/2-RbAp46/48 core complex particles. (b) Eulerian angle distribution of the particle images

used in the final refinement. (c) Typical projections of the 3D model (right column) compared to the corresponding class averages obtained from the

reference -free alignment and classification (left column). (d) FSC curve of the 3D models. FSC =0.5 corresponds to a spatial frequency of 32魡.

(e) Three-dimensional structure of the core complex derived from electron microscopy single particle reconstruction．

得含有组成 HDAC1/2-RbAp46/48各个亚基的复合
物，且较为均一(图 1b)．利用各个亚基特异的抗体
进行Western blot检测(图 1c)，进一步表明获得的
复合物为包含所有亚基的完整 HDAC1/2-RbAp46/48
复合物．从凝胶过滤分子筛的 HPLC图(图 1d)及经
过分子筛后的过滤产物银染胶图(图 1e)可以看出，
该复合物具有一个较为单一而对称的析出峰和亚基

条带，说明经过凝胶过滤进一步纯化后获得了具有

较高纯度和均一性的完整 HDAC1/2-RbAp46/48核
心复合物样品．同时，从出峰的位置可以估计出该

复合物样品的分子质量约 500 ku(图 1d)．由于 4个
亚基的分子质量在 45～60 ku 之间(图 1b)，说明
纯化得到的核心复合物中各个亚基并不是以单拷贝

形式出现的．SDS-PAGE胶图(图 1b)和银染胶图
(图 1e)中不同亚基条带的强弱程度不同，显示该核
心复合物 4个亚基也不是以 1∶1∶1∶1的比例形
式存在的．

2援2 HDAC1/2鄄RbAp46/48核心复合物的电子显微
三维结构分析

在获得较为均一的 HDAC1/2-RbAp46/48核心
复合物样品后，我们利用负染色电镜技术以及单颗

粒分析方法对该复合物进行了电镜观察和三维结构

重构．将核心复合物蛋白样品用醋酸铀染液进行染

色和电镜样品制备，在 FEI Tecnai 20透射电子显
微镜及其附属的 CCD上进行样品检测和电镜图像
数据收集，共收集了 1 128张负染图片．首先，利
用 RCT(random conical tilt)方法[14]在 1 500对颗粒图
像基础上构建了该核心复合物的初始模型．然后，

利用 EMAN2软件对该初始模型进行精修．具体步
骤为：a．利用 EMAN2 中 e2boxer.py程序在电镜
图像中手动挑选 HDAC1/2-RbAp46/48复合物的颗
粒，一共挑取了 12 159 个颗粒(图 2a)；b．利用
EMAN2中的 e2refine2d.py程序对挑选出的颗粒图
像进行分类，并分析其对称性．分析结果表明该复

合物不具有明显的对称性，因此在后续重构过程中

将该复合物指定为 C1对称性；c．利用 EMAN2中
的 e2refine.py对模型进行精修直至收敛，进而得到
最终的模型． 从欧拉角散点图(图 2b)的分布情况
可以看出，选取的单颗粒图像在三维空间的投影分

布均匀且不存在取向优势．通过对三维模型各个方

向的投影和类平均的比较，可以看出三维重构结果

的投影图与从原始图像获得的投影类平均匹配图具

有很高的一致性(图 2c)，说明建立的三维模型是自
洽和可信的．从 FSC曲线可以看出，在 FSC 0.5标
准下，本重构获得的分辨率约为 32魡 (图 2d)．

(a) (b) (c)

(d) (e)
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0
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0.6
0.8
1.0
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0.01 0.02 0.03 0.04 0.05 0.06 0.07
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Fig. 3 Hypothetical binding of the histone
deacetylase core complex to a nucleosome

One side view of the histone deacetylase core complex with nucleosome

(left) and another view of rotation 90毅 (right)．The yellow part is the

nucleosome which has the same density with the deacetylase core

complex．

三维重构结果表明(图 2e)，HDAC1/2-RbAp46/48
去乙酰化酶核心复合物呈现一个非对称的鞍型结

构，其背部隆起，大致形成一个三角形，旋转

180毅后可以看出中间有个凹槽，直径约 6 nm，两
边分别有一大一小的两翼．由于该复合物具有去乙

酰化酶活性， RbAp能与组蛋白 H4 N端的尾巴相
互作用，且凹槽的直径与核小体的高度相近．我们

尝试把单个核小体的晶体整合到重构获得的核心复

合物结构中，发现拟合得很好．因此，我们猜测该

凹槽处可能就是核小体的结合位置(图 3)．

3 讨 论

我们用昆虫细胞成功表达纯化出了 HDAC1/2-
RbAp46/48组蛋白去乙酰化酶核心复合物，并对该
核心复合物进行了三维空间结构的初步解析．结果

表明，HDAC1、HDAC2、RbAp46、RbAp48 这 4
个亚基可以形成一个稳定均一的复合物，但各个亚

基在复合物中并不是以单拷贝方式出现，各亚基之

间并不是完全按 1∶1∶1∶1的成分组成，从三维
模型可以看出该核心复合物没有对称性．

三维重构结果表明，HDAC1/2-RbAp46/48 组
蛋白去乙酰化酶核心复合物呈马鞍形，中间有个凹

槽，宽度大约 6 nm左右．核小体的晶体结构显示
其直径为 11 nm，高度在 6 nm左右[15]．有研究表

明，RbAp46 和 RbAp48 可以与核小体上组蛋白
H4 N端的尾部相互作用[16]．本文的结果表明，单

个核小体的晶体可以很好地整合到三维重构获得的

核心复合物结构中．因此，我们推测 HDAC1/2-
RbAp46/48组蛋白去乙酰化酶核心复合物可能是通
过该凹槽与核小体结合并发挥其功能的．有报道指

出，与 NuRD复合物相比，属于另一大类的染色
质重塑复合物 SWI/SNF中，酵母 RSC复合体[17]和

人 PBAF复合体[18]都是通过将核小体嵌入到其相应

的凹槽中发挥功能的，说明这种通过凹槽形态结合

核小体在不同的染色质重塑复合物中可能具有一定

的普遍性． 同时，有研究表明， HDAC1/2-
RbAp46/48 核心复合物具有一定的去乙酰化酶活
性，但活性很低，而加上 MTA2等其他亚基后去
乙酰化酶活性明显增强[9]．我们推测，由于凹槽容

量有限，只能容下单个核小体，所以核心复合物的

去乙酰化活性比较低．但是当 NuRD 复合物中
MTA2等亚基与 HDAC1/2-RbAp46/48核心复合物
作用后，MTA2等亚基可能会改变核心复合物的构
象，使得核心复合物能够与多个核小体结合或者与

染色质结合，从而大幅度提高核心复合物的去乙酰

化酶活性．

为进一步解释 HDAC1/2-RbAp46/48核心复合
物如何发挥功能，该核心复合物在 NuRD和 Sin3
复合物中所处的位置，以及该复合物在结合其他亚

基后其去乙酰化酶活性为何显著升高，我们还需要

进一步研究 NuRD和 Sin3等复合物的结构，通过
比较 HDAC1/2-RbAp46/48 核心复合物与更大的
NuRD和 Sin3复合物的结构，找到核心复合物在
NuRD和 Sin3复合物中的位置，从而从分子水平
找到其活性变化与其结构之间的联系．
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Architecture of Human HDAC1/2鄄RbAp46/48 Core Protein
Complex Revealed by Electron Microscopy*
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Abstract HDAC1, HDAC2 and RbAp46, RbAp48 are core subunits of several important functional molecular
complexes, such as NuRD, Sin3. The four subunits interact with each other, forming a complex which has enzyme
activity of deacetylation. However, little is known about the overall structure of this core complex and the
influences of its structure to the chromatin deacetylation and remodeling activities. Here, we purified the
HDAC1/2-RbAp46/48 core complex from the Sf9 cells infected with baculoviruses containing the genes of
HDAC1, HDAC2, RbAp46, and RbAp48, and reconstructed the three dimensional architecture of the core
complex using negative stain electron microscopic single particle analysis. It is found that the four subunits
(HDAC1, HDAC2, RbAp46 RbAp48) can form a stable and uniform complex, but not all of the subunits exist in
the form of a single copy or a proportion way in the the complex. It is shown that HDAC1/2-RbAp46/48 core
complex presents an asymmetric saddle shape with a triangle shape back bulging. There is a groove, approximately
6 nm in width, in the middle of the wings of the saddle. We hypothesize that the groove is the binding site of the
nucleosome, although further analysis is needed. The work reported here sheds a light on the overall structure of
the HDAC1/2-RbAp46/48 complex and its interaction with nucleosome and chromatin, and the mechanism of
deactylation enzyme activity of this core complex.
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