
组蛋白去乙酰化酶的结构及应用 *

曹端方 杨 娜 **

(中国科学院生物物理研究所，生物大分子国家重点实验室，北京 100101)

摘要 组蛋白赖氨酸乙酰化是目前研究最为广泛和深入的组蛋白翻译后修饰之一，在染色质重塑和基因表达调控等方面发挥

重要作用，这种修饰在体内受到组蛋白乙酰化酶和去乙酰化酶的高度动态调控．除了以组蛋白为底物外，组蛋白去乙酰化酶

还可以催化多种非组蛋白的去乙酰化，参与多种生命过程的调节．本文围绕四类人源组蛋白去乙酰化酶，综述了其分类依

据、结构与功能特点、催化反应的分子机制，以及针对这些组蛋白去乙酰化酶的抑制剂和激动剂的开发和应用等方面的研究

进展．
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核小体是真核生物染色质的基本结构单位[1-3]，

它由约 146 bp DNA 缠绕组蛋白八聚体组成，其中

组蛋白八聚体包含 2 个(H2A-H2B)二聚体和 1 个

(H3-H4)2 四聚体．相邻的核小体之间由连接 DNA

(linker DNA)及连接组蛋白 H1 相连． 组蛋白

H2A/H2B/H3/H4 属于核心组蛋白，它们均具有典

型的球状组蛋白折叠结构域(histone fold)，组成了

核小体的核心部分．而它们 N 端和 C 端的柔性带

电的尾巴则从核心区域伸出来，能够被各种修饰酶

共价修饰． 组蛋白翻译后修饰 (post-translational

modifications，PTMs)主要包括乙酰化、甲基化、

磷酸化、泛素化、SUMO 化和 ADP 核糖基化修饰

等．其中发生在赖氨酸侧链 着 氨基上的组蛋白乙酰

化修饰是最早被发现的组蛋白翻译后修饰之一 [4]，

四膜虫 GCN5 和人源 Rpd3 是最早被鉴定的组蛋白

乙酰化酶和去乙酰化酶．很早以来，人们就认识到

组蛋白乙酰化修饰与染色质结构和基因转录调控密

切相关[5-8]．在松散的、转录活跃的常染色质区域，

组蛋白尾巴呈高度乙酰化状态，而在紧凑的、非转

录激活的异染色质区域，组蛋白尾巴的乙酰化程度

则相对较低．组蛋白乙酰化修饰呈特异性的高度动

态变化，它的调控是由组蛋白乙酰化转移酶

(histone acetyltransferase，HAT)[9-10]和组蛋白去乙酰

化酶(histone deacetylase，HDAC)共同实现的[11-12]．

1993 年 Alan Wolffe 研究组发现组蛋白 N 端尾

巴的乙酰化修饰有利于转录因子与 DNA 的结合，

从而促进基因转录 [13]．Allis 等 [14-15]在 1996 年鉴定

了第一个组蛋白乙酰转移酶． 他们发现四膜虫

HAT A(histone acetyltransferase type A)的 p55 亚基

具有组蛋白乙酰化酶催化活性，并与酵母中转录调

节因子 Gcn5p (general control nonrepressed)同源，

这一发现直接地将组蛋白乙酰化修饰与基因转录调

控联系起来．HAT 的催化活性利用乙酰辅酶 A 为

乙酰基供体，将乙酰基转移到组蛋白赖氨酸侧链的

着 氨基上．这一修饰中和了赖氨酸的正电荷，从而

减弱了组蛋白 N 端尾巴与 DNA 磷酸骨架负电荷之

间的相互作用，使染色质处于相对疏松的状态．这
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种状态有利于转录因子、RNA 聚合酶及其他效应

蛋白的接近，从而促进基因转录及各种染色质动态

变化参与的生命过程[13, 16]．

与之相对应的是去乙酰化酶 HDAC 的发现．

1996 年 Taunton 等[17]发现了第一个组蛋白去乙酰化

酶 HD1 (histone deacetylase catalytic subunit，

HDAC1)，它与酵母中的转录调节因子 Rpd3

(reduced potassium dependency-3) 序 列 一 致 性 达

60%，这一发现将组蛋白去乙酰化与基因沉默联系

起来．随着其他 HDAC 蛋白的发现和研究不断深

入，人们发现：一方面，HDAC 能够介导组蛋白底

物赖氨酸的去乙酰化，从而有利于染色质形成更为

紧密的结构，并且某些 HDAC 能够与其他染色质

调节蛋白相互作用形成共抑制复合物，从而调控基

因表达、细胞周期及细胞分化等生命过程[8, 18]；另

一方面，部分 HDAC 还能够催化非组蛋白底物赖

氨酸的去乙酰化，从而在更多的细胞调控通路中发

挥着重要作用[19-23]．此外，研究发现 HDAC 抑制小

分子对于治疗癌症等疾病有着巨大潜力 [24-26]，而

NAD 依赖的去乙酰化酶 Sir2 蛋白则被报道能够延

缓细胞衰老和延长生命周期[27-30]，从而激发起针对

Sir2 类去乙酰化酶的小分子激动剂的研究热情．以

上种种使人们对组蛋白去乙酰化酶的作用机制及调

控机制方面的研究一直保持着高度热情，推动了对

组蛋白去乙酰化酶的不断探索和研究．本文主要综

述人源组蛋白去乙酰化酶的分类依据、结构和功能

特点、催化反应的分子机制以及在制药领域的应用.

1 HDAC的分类

目前在人体中共发现了 18 种 HDAC，根据进

化分析和序列同源性分析，它们被分为 4 种类型

(图 1)[12, 31]：第玉类是与酵母中 Rpd3 蛋白序列同源

性较高的 HDAC1～3, 8，它们主要位于细胞核内，

其中 HDAC3 也存在于细胞质中；第域类是与酵母

中 Hda1(histone deacetylase-1)蛋白序列同源性较高

的 HDAC4～7, 9, 10，它们能够应对不同的细胞信

号应答而在细胞核和细胞质间穿梭，具有细胞和组

织 特 异 性 ； 第 芋 类 是 与 酵 母 中 Sir2 (silent

information regulator 2)蛋白同源的 sirtuin 蛋白家

族，包括 SIRT1～7；第郁类仅包含一个成员

HDAC11，它的序列同源性介于 Rpd3 和 Hda1 之

间，主要位于细胞核内．第玉、域、郁类 HDAC

又可被归类为 Rpd3/Had1 去乙酰化酶家族[32]，它们

均包含同源性较高的催化核心结构域，其催化活性

依赖于锌离子的参与，可能的催化机制详见图 2a[33-35].

它们在催化结构域之外的序列和结构则相对多变，

提示了不同的生物学功能；第芋类 HDAC 是一类

完全区别于其他 HDAC 的非典型的组蛋白去乙酰

化酶家族，NAD+ 依赖型 Sir2 超蛋白家族[36-38]．它

们虽然也结合锌离子，并且锌离子对其去乙酰化酶

活性是必需的，但是锌离子并不直接参与去乙酰化

酶反应，其催化反应机制参见图 2b[39-41]．

Fig. 1 Schematic diagram showing classification and domain structures of human HDAC
图 1 人源 HDAC的分类和结构域示意图

催化结构域用红色标注．右侧文字标出每种 HDAC 的细胞定位和酶活性． “//”代表约 350 个氨基酸．
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2 HDAC的结构与功能

2.1 第玉类 HDAC
最早发现的第玉类 HDAC 家族成员是出芽酵

母中的 Rpd3．HDAC1～3, 8 属于此类 HDAC，它

们的催化结构域均位于蛋白质 N 端，与酵母 Rpd3

的催化结构域享有 40%～70%的序列保守性[32]．除

催化结构域以外，HDAC1～3 还拥有不同长度的 C

端延伸区域，可被磷酸化修饰，从而增强其去乙酰

化酶活性，并且能够影响共抑制复合物的形成[42-43].

不同于 HDAC1，HDAC2 仅存在于细胞核中，而

HDAC3 不仅包含 NLS(nuclear localization signal)区

域，还包含有 NES (nuclear export-signal)区域，

HDAC3 在细胞核和细胞质之间的定位转换可能与

细胞类型和细胞所处的环境条件有关 [44]．另外，

HDAC1～3 只有通过与其他蛋白相互作用形成多亚

基共抑制复合体才能显现较强的去乙酰化酶活性：

其中 HDAC1 和 HDAC2 相互结合，共同组成了多

个共抑制复合体的催化核心，包括 Sin3A 复合

体 [45-46]、NuRD (nucleosome remodeling deacetylase)

复合体 [47]和 CoREST (corepressor of RE1-silencing

transcription factor)复合体[48]；而 HDAC3 参与了共

Fig. 2 Catalytic mechanisms of HDAC and Sirtuin
图 2 HDAC催化反应的分子机制示意图

(a) 以 HDAC8 为代表的第玉、域、郁类 HDAC 的去乙酰化反应的分子机制示意图． (b) NAD依赖的 Sirtuin 家族去乙酰化反应的分子机制示

意图．
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Schwabe 课题组先后 发表的文章，关于

HDAC3 与 SMRT 复 合 物 中 DAD (deacetylase

activation domain)结构域的复合物晶体结构[54]，及

HDAC1 与 NuRD 复 合 物 中 MTA1 (metastasis-

associated protein 1)蛋白的复合物晶体结构 [55]，展

示了共抑制蛋白能够与 HDAC 催化结构域中靠近

底物结合通道的一端相结合，并且能够显著促进

HDAC 的去乙酰化酶活性．另外，他们发现磷酸肌

醇是一种在第玉类 HDAC 共抑制复合物中保守存

在的、能够有效促进 HDAC 酶活性的调节因子，

并且只有共抑制蛋白及磷酸肌醇同时存在时，才能

有效激活 HDAC 的酶活性：在 HDAC3/DAD 复合

物结构中，一个磷酸肌醇 Ins(1, 4, 5, 6)P4 分子结

合在 HDAC3 的底物结合通道与 DAD 结构域之间，

一方面帮助了二者的结合，另一方面 Ins(1, 4, 5, 6)

P4 与底物结合通道处“扭曲”的类 琢 螺旋 H1、

抑 制 复 合 体 SMRT/NCoR (silencing mediator of

retinoic acid and thyroid hormone receptors/nuclear

receptor corepressor)的形成[44, 49]．这些复合体能够激

活 HDAC1～3 的去乙酰化酶活性，通过与其他调

节蛋白相互作用来介导特定位点的基因转录沉默．

与 HDAC1～3 不同的是，HDAC8 除催化核心结构

域外没有 C 端的延伸区域，并且 HDAC8 蛋白单独

就有明显的组蛋白去乙酰化酶活性以及底物选择

性，因此它可能相对独立地行使功能[23, 50]．不过在

体内 HDAC8 能够与一些蛋白结合，这种蛋白质之

间的相互作用可能会影响其底物选择性和生物学功

能[23]．对 HDAC8 酶活性的调节可通过其催化结构

域 N 端第 39 位丝氨酸的磷酸化修饰来实现：该位

点能够被蛋白激酶 A 磷酸化，从而使 HDAC8 的去

乙酰化酶活性受到抑制，导致组蛋白 H3 和 H4 的

高度乙酰化[51]．

第一个被发现的去乙酰化酶的结构是一个细菌

的同源复合物，它的结构提供了对于去乙酰化反应

机理的重要认识[34]．第一个被解析的人源组蛋白去乙

酰化酶的结构是 HDAC8 催化结构域的晶体结

构 [33, 52]，目前已解析了第玉类 HDAC 家族中的

HDAC1～3 催化结构域的晶体结构 [53-55]． 第玉类

HDAC 都包含一个保守的、约 400 个氨基酸残基的

催化结构域，它们在整体结构上类似(图 3a)：由 8

条平行的 茁 折叠束组成的 茁 折叠片构成结构域的

核心部分，周围环绕 13 个以上的 琢 螺旋，从 茁 折

叠的 C 端延伸出来长的 loops 组成了一个狭长的通

道．通道处的保守性疏水残基提供了底物的结合位

点，底物的乙酰化赖氨酸伸向通道底部的催化核心

口袋，并与该处结合的锌离子相互作用(图 3b)．锌

离子与其周围的保守性组氨酸和天冬氨酸残基的侧

链以及 1 个水分子相互作用，直接参与去乙酰化酶

的催化过程(图 2a，图 3b)．除了底物结合位点和

锌离子结合位点外，HDAC 的催化结构域还拥有 2

个金属离子结合位点，可各结合有 1 个钾离子或钠

离子．位点 1 位于锌离子结合位点附近，位点 2 位

于催化结构域的外围，靠近 茁 折叠束的 N 端

(图 3a)．2 个金属离子的结合可能有利于稳定酶的

整体结构，位点 1 的金属离子还有可能帮助锌离子

的结合，并对去乙酰化酶反应有一定作用[52]．

Fig. 3 Structures of the catalytic domains of class玉 HDAC
图 3 第玉类 HDAC催化结构域的结构特点

(a) HDAC8 的催化结构域(蓝绿色)与 p53 底物小肽(亮紫色)的复合物晶体结构(2V5W)．结构中结合有 1 个锌离子(浅灰色)和 2 个钾离子(紫

色)． (b) HDAC8(2V5W)催化活性口袋处底物小肽与锌离子及关键氨基酸(浅灰色)结合的细节图． (c) HDAC8 的催化结构域(2V5W，蓝绿色)

与 HDAC3 的催化结构域(4A69，黄色)的结构比对图．与 HDAC3 结合的 SMRT-DAD 结构域粉色表示．它们之间的主要区别在于 helix 1 和

loop 6 的构象变化，从而使 HDAC8 的催化口袋相对于 HDAC7 更为开阔．
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loop L1 和 loop L6 相结合，这些结合都有可能改变

底物结合通道的构象，从而有利于底物进入催化活

性位点．而 HDAC8 并不需要与共抑制蛋白或辅助

调节因子结合即拥有酶活性，与 HDAC3 的催化结

构域相比(图 3c)，HDAC8 的 琢 螺旋 H1 是规律的、

典型的 琢 螺旋结构，loop L1 比 HDAC3 的 L1 短了

2 个氨基酸残基，loop L6 包含的 1 个脯氨酸使该

loop 稍稍远离了催化活性位点，因此 HDAC8 拥有

一个相对较为开阔的催化活性口袋，这可能能够使

底物更容易接近其催化核心位点．并且以上不同之

处在 HDAC1～3 的晶体结构中均存在，使 HDAC8

成为一个区别于 HDAC1～3 的更为独立的去乙酰

化酶[54].

2.2 第域类 HDAC
第域类 HDAC 家族是出芽酵母 Hda1 蛋白的同

源物[56]．第域类 HDAC 又被划分为 a 型和 b 型两

个亚型，其中 HDAC4, 5, 7, 9 属于 a 型，而 HDAC6

及后来发现的 HDAC10 属于 b 型[57-60]．除了位于蛋

白 C 端的催化核心结构域，a 型 HDAC 还拥有独

特的、保守的 N 端延伸区域，其上包含多个结合

位点：例如 MEF2(myogenic transcription factor 2)

结合位点，可结合 MEF2 蛋白抑制肌肉细胞分化
[61]；2～3 个磷酸化丝氨酸位点，可与 14-3-3 蛋白

结合来调控酶的细胞定位[62-63]．此外，a 型 HDAC

同时拥有一个位于 N 端的 NLS 区域和一个位于 C

端的 NES 区域，因此它们可以在细胞核和细胞质

之间穿梭[62-65]，例如 HDAC4, 5, 7 可应答特定的细

胞信号，在不同分化时期的肌肉细胞中转入和转出

细胞核来调控肌肉细胞分化[66-67]．研究表明第域类

a 型 HDAC 单独存在时没有去乙酰化酶活性，已发

现 HDAC4, 5, 7 在体内能够通过 SMRT/NCoR 共抑

制复合体与 HDAC3 相互作用而激活其去乙酰化酶

活性[68-69]．因此推测 a 型 HDAC 可能更倾向于扮演

一种“调节因子”的角色，通过其 N 端结合位点

与转录因子等调节因子结合，进而通过其 C 端催

化结构域将具有酶活性的 SMRT/ NCoR-HDAC3 复

合物定位到特定位点处，从而起到调控作用[69]．

第域类 b 型 HDAC 与 a 型 HDAC 除具有同源

的催化结构域外，存在较多不同之处．HDAC6 的

N 端包含有 2 个串联的、独立的催化结构域，均具

有去乙酰化酶活性， C 端包含 1 个 ZnF-UBP

(ubiquitin C-terminal hydrolase-like zinc finger)锌指

结构域[57]，能够与游离的泛素以及泛素化修饰的蛋

白相结合[70-71]．HDAC6 主要存在于细胞质中，拥

有多种非组蛋白底物，例如 HDAC6 能够使 琢 微管

蛋白去乙酰化，从而调节多种微管依赖性的细胞运

动性[22]，而 HDAC6 催化的热休克蛋白 Hsp90 的去

乙酰化状态，对其分子伴侣活性以及与其他相互作

用蛋白，如与共伴侣蛋白 p23、糖皮质激素受体

GR 等的识别至关重要[72]．HDAC10 的保守催化结

构域也存在于 N 端，C 端区域虽与 N 端具有一定的

序列相似性，但是不具有去乙酰化酶活性 [58, 73]．

HDAC10 同样在细胞质中富集，其 C 端的亮氨酸富

集结构域与其细胞质内的定位相关[73]．但是研究发

现 HDAC10 也存在于细胞核内，催化组蛋白底物的

去乙酰化并抑制转录．此外，与 a 型 HDAC 类似，

HDAC10 也可以与 HDAC3 相互作用，但是不同之

处在于 HDAC10 单独就具有去乙酰化酶活性[73]．

目前只解析了第域类 HDAC 中 a 型的 HDAC4

和 HDAC7 催化域的晶体结构[74-75]．从整体结构上

看，第域类 a 型 HDAC 的催化结构域与第玉类

HDAC 的催化结构域大致相同(图 4a)，也是由一个

琢/茁 结构域组成，几段 loops 形成底物结合通道及

催化活性位点，在活性位点处结合有 1 个锌离子，

除此之外也同样拥有 2 个钾 / 钠离子结合位点．不

同之处在于，第域类 a 型 HDAC 在催化中心外侧

还包含有一个额外的、柔性构象的锌离子结合元

件，由催化中心伸出的 琢1-琢2 螺旋之间的 loop 以

及一个 茁 发夹结构组成(图 4a,b)．这个额外的锌离

子结合元件是第域类 a 型 HDAC 所特有，其中与

锌离子结合的半胱氨酸和组氨酸残基在第域类 a 型

HDAC 中 高 度 保 守 ， 如 HDAC7 的 Cys533、

Cys535、His541 和 Cys618(图 4a, b)．该锌离子结

合元件在底物结合通道口附近形成了一个独特的疏

水口袋，可能与底物识别、酶活性调节以及与其他

蛋白质相互作用有关．另一个关键的不同之处在

于，在催化活性中心靠近第一个锌离子结合位点

处，第玉类 HDAC 和第域类 b 型 HDAC 拥有一个

保守的酪氨酸残基，如 HDAC8 的 Tyr306(图 4b,c),

它的侧链羟基能够与催化反应的氧化中间物相互作

用并稳定这种催化过渡状态，而在第域类 a 型

HDAC 中取而代之的是一个保守的组氨酸残基，如

HDAC7 的 His843(图 4b,c)，它的侧链向外翻转而

远离了催化活性位点，因此不能有效地参与到去乙

酰化酶反应中．研究表明 H843Y 突变的 HDAC7

则具有较强的去乙酰化酶催化活性，这说明第域类

a 型 HDAC 所特有的组氨酸残基可能是此类 HDAC

丧失酶活性的原因之一．
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目前对于第域类 HDAC 催化域之外的调节结

构域也有一些研究[76-77]．在 HDAC9 的 N 端 MEF2

结合区域与 MEF2 蛋白及 DNA 的复合物晶体结构

中，HDAC9 的 MEF2 结合元件与 MEF2 蛋白二聚

体的一侧相结合，同时 MEF2 二聚体的另一侧与

DNA 相结合[76]．在 HDAC6 的 C 端 ZnF-UBP 结构

域与泛素 C 端区域的复合物晶体结构中，ZnF-UBP

结构域能够与泛素 C 端的甘氨酸残基相结合，从

而影响泛素化蛋白聚集体的形成和转运[77]．这些催

化域以外的重要区域的结构生物学研究对设计和开

发特异性的、针对不同 HDAC 的药物制剂等具有

重要意义．

2.3 第芋类 HDAC
第芋类 HDAC 是以酵母 Sir2 蛋白为代表的

Sirtuin 蛋白家族．完全不同于上述锌离子依赖型的

HDAC，它们是一类NAD+依赖型的去乙酰化酶，催

化组蛋白底物和非组蛋白底物的去乙酰化反应[36-37,78].

Sirtuin 蛋白从原核生物到真核生物都高度保守，在

人体中共有 7 个家族成员，SIRT1～7(图 1)．人源

Sirtuin 蛋白除具有一个由约 275 个氨基酸残基组成

的、高度保守的催化核心结构域外，有的 Sirtuin

蛋白还具有独特的 N 端和 C端延伸区域，这些延

伸区域在长度、序列及二级结构上均不相同，已发

现这些区域具有参与细胞定位、与其他蛋白相互作

用、调节自身酶活性及调节蛋白寡聚状态等多种功

能[37-38, 79-80]．人源 Sirtuin 蛋白在细胞定位和底物特

异性方面各不相同[37-38, 81-86]：SIRT1, 6, 7 主要位于细

胞核内，能够影响染色质稳定性及基因转录．

SIRT1 也存在于细胞质中并参与细胞质中一些重要

通路的调节[82]．最近发现，SIRT6 也存在于内质网

Fig. 4 Structures of the catalytic domains of class域 HDAC and its comparison with Class玉 HDAC
图 4 第域类 HDAC催化结构域的结构特点及与第玉类结构的比较

(a) HDAC7(3C0Y，粉色)与 HDAC8(1T69，银色)催化结构域的结构比对图．第域类 a 型 HDAC 的催化结构域与第玉类 HDAC 相比拥有 1 个

额外的锌离子结合位点(浅绿色)．结合第二个锌离子的氨基酸残基显示为亮蓝色． (b)第域类 a 型 HDAC 额外的锌离子结合元件(浅绿色)，关

键氨基酸残基亮蓝色表示．在催化活性位点处，HDAC8 的关键酪氨酸残基 Y306(黄色)与底物和锌离子(深灰色)相对靠近，而与之相对应的

HDAC7 的组氨酸残基 H843 则远离了活性中心． (c)第玉、域、郁类 HDAC 催化中心的同源序列比对图．第域类 a 型 HDAC 特有的组氨酸

残基和其他 HDAC 相应位置的酪氨酸残基用星号标注．

(a) (b)

(c)

第二个锌离子结合元件

R1

H2

K3 AcK4

MCM
Zn1

Y306

H843

C533
C535

C618
Zn2

H541
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中，参与调节肿瘤坏死因子 TNF-琢 的分泌 [86]；

SIRT2 主要位于细胞质，催化微管蛋白等胞质蛋白

的去乙酰化反应，但在有丝分裂期也可在细胞核中

富集[81, 83]；SIRT3～5 位于线粒体，能够调节多种线

粒体能量代谢通路和压力应答[84]．SIRT1～3 具有

很强的去乙酰化酶活性，而 SIRT4～7 则只能检测

到很弱的去乙酰化酶活性，后经研究发现，SIRT5

还具有去琥珀酰基化和去丙二酰基化酶活性，而

SIRT4 和 SIRT6 还具有 ADP 核糖转移酶活性，

SIRT6 还具有较强的去长链脂肪酰基化酶活性[37,85-86].

目前人源 Sirtuin 蛋白中的 SIRT1, 2, 3, 5, 6 的

催化核心结构域的晶体结构均已被解析，由于催化

活性区域在进化和序列上的保守性，它们在整体结

构上也基本一致(图 5a)[79, 85-91]．催化结构域整体呈

椭圆形，由一大一小两个亚结构域组成：相对保守

的大结构域包含一个典型的 Rossmann-fold 结构

(a) (b)

(c) (d)

Sir2-NTD SIRT1-CTR

SIRT1-NTD

Sir4 结合区域

Sir2-CATD
SIRT1-CATD

p53-AMC 小肽
白藜芦醇

SIRT1
NAD
底物小肽

非激活构象
激活构象
ADP 核糖

CATDRES3
AcK4

AMC
RES1

E230

N226

H2 K3

D298
RES2

Q222
NTD

D292

R1

R274
H363

AMC

H2

N226

R1

N417E416

AcK4

F297V412

F414
G415

K3

(e)

Fig. 5 Structures of Sirtuin family deacetylases and the regulation of SIRT1 activity by resveratrol
图 5 Sirtuin家族去乙酰化酶的结构特点及酶活性调节机制

(a) SIRT1 催化结构域的晶体结构图．底物 p53 小肽(黄色)以及 NAD(绿色)由与 4KXQ 结构比对模拟生成． (b) SIRT1 催化结构域中大小亚基

两种不同构象的比较．打开的“非激活”构象结构(4IG9，灰色)，结合产物 ADP 核糖(绿色)的闭合“激活”构象结构(4KXQ，亮紫色)． (c)

SIRT1 全酶与底物和激活剂复合体的晶体结构(5BTR，SIRT1 NTD 绿色，CATD 亮蓝色，CTR 亮紫色，p53 小肽黄色，白藜芦醇洋红色)，

以及与 Sir2/Sir4SID 复合物晶体结构(4IAO，浅灰色)的比对图，其中 Sir4SID 的结合位置用桔色阴影示意． (d)SIRT1 的催化位点处底物小肽与其

周围关键氨基酸残基的结合细节示意图． (e)激活剂白藜芦醇与 SIRT1 及底物的相会作用．3 个白藜芦醇小分子一方面与 SIRT1 的 NTD 和

CATD相结合，另一方面与 p53 底物小肽的 AMC 荧光环相结合．
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域，由中心的包含 6 个 茁-strands 的 茁 片层和两侧

的几个 琢 螺旋组成，提供了能够容纳和结合 NAD+

的口袋；相对多变的小结构域是由大结构域中伸出

的两个模块组成的，其中包括一个保守的锌离子结

合元件，以及一个相对可变性较高的 琢 螺旋区

域．锌指结构域由 3 个反向平行的 茁-strands 及 1

个 琢 螺旋组成，锌离子与保守序列 CysX2-4-

CysX15-40-CysX2-4-Cys 中的两对半胱氨酸残基结合，

呈四面体构型．在 SIRT1 蛋白结构中，锌离子距

离催化活性中心较远，并没有直接参与催化反应

(图 5a)．但是研究表明锌离子的结合对于酶的催化

活性是必需的，因此推测锌离子可能帮助稳定了小

结构域的构象 [79, 92]．连接大小结构域的 4 个 loops

区域在整个 Sirtuin 家族中是高度保守的，构成了

底物结合口袋和催化活性中心．其中最大的 loop、

茁1-琢2 loop，又称为辅助因子结合 loop，提供了部

分 NAD+ 结合位点，被发现在结构上具有高度动态

性，对催化反应起着重要作用．

底物小肽结合在两个亚结构域之间的交界面

处，乙酰化赖氨酸的侧链插入到结合口袋深处的疏

水性通道中，与周围高度保守的氨基酸残基 (如

SIRT1 的 Arg274、 Phe297、 His363、 Val412、

Phe414)相互作用，而底物小肽的 N 端和 C 端摆在

结合口袋的外侧(图 5c, d, e)，与酶之间的相互作用

相对有限，这可能是 Sirtuin 蛋白底物特异性不高

的原因之一[79, 93]．两个亚结构域的相对位置是随着

底物的结合而改变的：当没有底物结合时，催化结

构域呈打开的“非激活”构象，两个亚结构域之间

的凹槽较为开阔，使底物的结合位点较为暴露，方

便底物的进入和结合；当有底物结合时，催化结构

域呈相对闭合的“激活”构象，小结构域更为靠近

大结构域，使二者之间的结合通道闭合形成乙酰化

赖氨酸结合所必需的疏水性口袋(图 5b)[88, 93-94]．

除催化结构域以外，有些 Sirtuin 蛋白(例如

Sir2、HST1 和 SIRT1)还拥有额外的 N 端和 / 或 C

端调节区域[95-96]．研究发现，这些调节区域的存在

能够使 SIRT1 的酶活性显著增强[80, 97-98]，另外这些

区域还可以为其他蛋白质提供结合位点，通过蛋白

之间的相互作用来调控自身酶活性[95, 99]．已解析的

Sir2 与 Sir4-SID(Sir2 interaction domain)结构域的复

合物晶体结构中(图 5c)[95]，Sir2 的 N 端结构域由 5

个 琢 螺旋组成，垂直位于 Sir2 催化结构域的外侧，

Sir4 与 Sir2 的 N 端结构域相结合，通过一条很长

的 loop 调节 Sir2 的 N 端结构域和催化结构域之间

的相对空间位置，从而促进 Sir2 的去乙酰化酶活

性．我们最新解析的 SIRT1 全酶和白藜芦醇以及

底物 p53 小肽的三元复合物结构中 (图 5c, e) [96]，

SIRT1 的 N 端结构域(NTD)由 3 个 琢 螺旋组成，位

于催化结构域(CATD)底物结合口袋的外侧，3 个

白藜芦醇分子和底物小肽夹在了 NTD 和 CATD 之

间．另一个 SIRT1 全酶与激动剂的复合物结构中，

激动剂与 SIRT1 的 NTD 相结合，但 NTD 摆向了

CATD 的外侧而远离了催化活性口袋，可见 SIRT1

的 NTD 相对于 CATD 存在较大的柔性变化[100]．通

过比较 Sir2-Sir4SID 和 SIRT1 的结构可见，SIRT1 和

Sir2 的 NTD 均通过一个柔性的 loop 与催化结构域

相连，这使 NTD 在空间上有很大的可变性，因此

可以受其他蛋白质或小分子的调节，通过变构效应

来调节酶的催化活性．另外，Sir2 和 SIRT1 均包含

C 端的调节结构域(CTR)，CTR 呈 茁 发夹结构，结

合在催化结构域的底部(图 5c)，对酶的催化活性也

十分重要．

2.4 第郁类 HDAC
第郁类 HDAC 仅包含一个成员 HDAC11[101]，

它与第玉类和第域类 HDAC 的同源程度均较低．

HDAC11 是目前已发现的 HDAC 中最短的蛋白，

几乎仅包含核心的催化结构域，单独即具有去乙酰

化酶活性．最初发现 HDAC11 主要存在于细胞核

中，后来有研究发现 HDAC11 也能够存在于细胞

质中．HDAC11 的表达具有组织特异性，在肾脏、

心脏、脑部、骨骼肌、睾丸等组织细胞中具有较高

表达水平． 研究发现 HDAC11 不与上述包含

HDAC 的复合体相互作用，但是在体内它能够与

HDAC6 形成复合物．另外，HDAC11 可与 SMN

(survival of motor neurons)复合物的多个成员相结

合，从而参与调节 mRNA 剪接[102]．目前对 HDAC11

的功能、作用机制和结构生物学方面的研究较少，

还需进一步的深入探究．

3 HDAC的应用

3.1 HDAC抑制剂

研究发现，HADCs 在多种肿瘤细胞中异常表

达[24, 103]，例如 HDAC1 在前列腺癌[104]、胃癌[105]、结

肠癌[106]和乳腺癌[107]细胞中过表达，HDAC2 在结肠

直肠癌[106]、宫颈癌[108]和胃癌[109]细胞中过表达．通

过 HDAC 抑制剂或 siRNA 干扰来抑制特定肿瘤细

胞中过表达的HDAC 可以抑制肿瘤细胞的增殖[108,110].

此外，虽然在某些肿瘤发生过程中 HDAC 的表达
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Fig. 6 Characteristic of HDAC inhibitors and structural
mechanism of their inhibition of enzyme activities
图 6 HDAC抑制剂抑制 HDAC酶活性的结构机理

(a) HDAC 抑制剂 SAHA 的分子式及药效基团区域． (b) HDAC8 催

化结构域与底物小肽(2V5W)和抑制剂 SAHA(1T69)复合物的结构比

对图．

没有直接改变，但是 HDAC 能够与染色体易位导

致的致癌性融合蛋白相互作用，被引入到特定位点

的启动子区域，抑制目的基因表达从而引发癌症．

例如在急性早幼粒细胞性白血病 (pro-myelocytic

leukemia, PML)中，PML 基因或 PLZF(promyelocytic

leukaemia zinc finger)基因与维甲酸受体 琢(retinoic

acid receptor 琢，RAR 琢)基因融合形成的融合蛋白，

能够通过招募 HDAC 抑制相关靶基因的转录，从

而影响早幼粒细胞分化和造血功能，维甲酸能够治

疗 PML- RAR 琢 融合蛋白引发的白血病，而联合

使用维甲酸和 HDAC 抑制剂则能够治疗 PLZF-

RAR 琢 融合蛋白引发的白血病[111-112]．

对经典的组蛋白去乙酰化酶 Rpd3/Hda1 蛋白

家族抑制剂的研究已较为广泛和深入[24-26, 103, 113-114]．

从目前已解析的 HDAC 与其抑制剂或底物小肽的

复合物晶体结构可见(图 6)，常见的 HDAC 抑制剂

的药效基团一般都拥有 3 个基本区域：a．锌离子

结合区域，可与活性位点处的锌离子结合；b．连

接区域，能够占据底物结合位点处通向活性位点的

管状通道；c．“帽状”表面识别区域，能够与管

状通道的外表面相互作用．根据它们化学结构的不

同，大致可分为异羟肟酸类、短链脂肪酸类、苯甲

酰胺类、环状四肽类、亲电酮类和其他类等 6 种．

它们能够通过多种途径杀伤肿瘤细胞[25-26, 103, 114]，例

如能够上调促凋亡蛋白、下调抗凋亡蛋白、激活死

亡受体通路、导致细胞周期停滞、引起氧化应激损

伤、影响蛋白酶体系统、诱发 DNA 损伤及抑制

DNA 修复等等．这些 HDAC 抑制剂具有其自身的

优势，它们能够在一定条件和浓度下选择性地介导

肿瘤细胞损伤和凋亡，而对正常细胞产生毒性和损

伤则较小[115-117]．这可能是因为正常细胞能够逃逸

或修复 HDAC 抑制剂诱发的细胞损伤[118-120]；HDAC

抑制剂的这种肿瘤细胞选择性的作用机制虽然还不

完全明确，但是这种选择性对于其作为有效的抗肿

瘤药物试剂十分重要．

目前已发现多种抑制剂能够在微摩尔或纳摩尔

水平上有效抑制 HDAC 的酶活性，并且已经进入

临床试验阶段 [103]． 其中异羟肟酸类的伏立诺他

(vorinostat，SAHA)是第一个被美国食品药品管理

局(FDA)批准上市的 HDAC 抑制剂药物，用于治疗

皮肤 T 细胞淋巴瘤 [121]；环状四肽类的罗米地辛

(romidepsin，FK228)于 2009 年和 2011 年先后被

FDA 批准用于治疗皮肤 T 细胞淋巴瘤和外周 T 细

胞淋巴瘤 [122-123]；2014 年异羟肟酸类的贝利司他

(belinostat，PXD101)被 FDA 批准用于治疗外周 T

细胞淋巴瘤[124]．但是这些进入临床阶段的抑制剂

大多都是针对第玉类、第域类和第郁类 HDAC 的

广 谱 HDAC 抑 制 剂 ( 如 异 羟 肟 酸 类 的 TSA、

SAHA)，部分是针对第玉类 HDAC 和第域类 a 型

HDAC(如短链脂肪酸类的 butyrate)或只针对第玉类

HDAC(如苯甲酰胺类的 entinostat)的亚型抑制剂，

只有少部分是针对某种 HDAC 蛋白的选择性抑制

剂(如针对 HDAC6 的异羟肟酸类抑制剂 tubacin)，

而非特异性的 HDAC 抑制剂可能会在临床治疗中

引发毒性副作用，因此进一步了解 HDAC 及其抑

制剂的作用途径和作用机制，从而针对不同病症开

发更具选择特异性的 HDAC 抑制剂十分必要[125]．

2015 年初中国深圳微芯生物科技公司自主研发的

抗癌药物西达本胺被国家食品药品监督管理总局

(CFDA)批准用于治疗外周 T 细胞淋巴瘤，这是全

球首个获准上市的具有亚型选择性(针对 HDAC1～

3 和 HDAC10)的新型 HDAC 抑制剂药物，对整个

HDAC 抑制剂药物开发领域具有重要意义．

上述 HDAC 抑制剂对于第芋类去乙酰化酶

Sirtuin 家族无效，因为前文已经介绍过 Sirtuin 家

族是一类 NAD+ 依赖型的去乙酰化酶，其结构及作

用机制与其他 3 种典型的 HDAC 完全不同．由于

(a)

(b)

SAHA
OH

O

N
H

O

H
N

表面识别区域 连接区域 锌结合区域

底物小肽

Zn

SAHA
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Sirtuin 蛋白的底物和功能的多样性，它们在癌症等

相关疾病中的作用非常复杂，已发现恶性肿瘤中存

在 Sirtuin 蛋白的去乙酰化酶活性或表达水平上调

的现象[126-128]：例如 SIRT1 在白血病、成胶质细胞

瘤、前列腺癌和皮肤癌等癌症细胞中存在过表达现

象[126]，它能够抑制 p53、p73、HIC1 等肿瘤抑制因

子的活性，其过表达会导致肿瘤细胞的增殖和生

存[20, 129-130]，并且可提高肿瘤化疗的抗药性[131]；发现

SIRT2 和 SIRT7 的表达水平在宫颈癌中有明显提

高．另外，已发现 SIRT7 能够通过选择性地介导

H3K18Ac 的去乙酰化来抑制基因转录，在肿瘤细

胞转化方面具有重要作用[127, 132]．因此 Sirtuin 抑制

剂的研发对于肿瘤治疗具有重要意义[133-136]．目前

对 Sirtuin 蛋白抑制剂的研究相对较少，大部分抑

制剂是针对 SIRT1 和 SIRT2 的去乙酰化酶活性抑

制，也有少量抑制剂能够抑制 SIRT3 和 SIRT5 的

酶活性[127-128, 137-138]．总体来说 Sirtuin 抑制剂包括烟

酰胺、sirtinol、splitomicin 及其衍生物、cambinol、

indoles、AGK2、 suramin、 tenovins、 salermide 等

等，它们大多能够在微摩尔水平上抑制 Sirtuin 蛋白

的酶活性． 这些抑制剂的抑制机制各不相

同[137-139]．烟酰胺是内源性的非特异性的 Sirtuin 抑

制剂，一方面它可以占据催化核心区域的 C 位点，

从而阻止 NAD+ 的结合，另一方面它可以与氧代烷

基中间物通过可逆反应重新形成 NAD+ 从而抑制酶

活 性[139]；而 cambinol 能够竞争性地抑制底物小肽

的结合[140]；suramin 则通过结合在烟酰胺结合口袋

和底物结合口袋之间来抑制酶反应[91]．研发更加有

效、特异、细胞毒性更小的抑制剂，并将之应用于

Sirtuin 蛋白引起的相关疾病治疗中，是后续要解决

的问题．

3.2 HDAC激动剂

目前开发和设计的 HDAC 激动剂主要是针对

Sirtuin 蛋白家族．研究发现 Sir2 及其同源蛋白能

够延长酵母细胞[27]、秀丽线虫[28]和果蝇[30]的寿命，

能量限制能够通过诱发 SIRT1 表达量增加来延缓

细胞衰老和延长生命周期[141]．Sirtuin 蛋白在部分癌

症中能够抑制肿瘤的发生和增长[142-143]．另外，在

人体中 SIRT1 还与情绪调节相关：研究发现，在

情绪抑郁状态下，重度抑郁症患者的白细胞中

SIRT1 的 mRNA 水平明显下降，而在情绪缓解状

态下，他们的白细胞中 SIRT1 的 mRNA 水平趋于

正常[144]；最新报道称，通过对 5303 位中国女性重

症抑郁症患者进行全基因组测序，发现了 2 个与重

度抑郁症相关的基因突变位点，其中一个即位于

SIRT1 基因附近．因此有关 Sirtuin 激动剂的研究

对于延年益寿、情绪调节等疾病治疗具有重要意

义，引起了人们极大的兴趣和广泛的关注．

目前报道的 Sirtuin 激动剂主要是 SIRT1 特异

性的激活小分子，其中最先被发现的是以白藜芦醇

为代表的 STACs(SIRT1-activating compounds)，它

们能够显著地、特异地提高 SIRT1 对其底物小肽

亲和力，并有效促进 SIRT1 的去乙酰化酶活性[145].

研究发现，在酵母、线虫和果蝇等低等模式生物

中，白藜芦醇能够通过模拟能量限制来延长它们的

生命周期，并且这种延长寿命的作用依赖于 Sir2

或其同源物的存在[146]，而在脊椎动物中，白藜芦

醇能够延长非洲齿鲤以及蜜蜂的生命周期 [147-148]，

并且能够提高高热量饮食条件下小鼠的存活率[149]，

然而目前还不清楚这种促进作用是否依赖于

SIRT1．随后 Sirtris 公司开发了几种新的 SIRT1 激

动剂(SRT2183，SRT1460 和 SRT1720)，它们与白

藜芦醇拥有不同的结构，并具有更强的 SIRT1 激

活能力，还能够增强胰岛素敏感度和维持血糖稳

态[150]．然而，上述激动剂很快受到了质疑，多个

课题组报道发现在体外实验中这些激动剂的激活效

果依赖于酶反应试剂盒中底物小肽上的荧光基团标

记，而对没有荧光标记的天然小肽，及 p53、

AceCS1 和 PGC-1琢 等全长蛋白没有激活效果[151-154].

但是同时也有部分文献报道称这些激动剂可以促进

SIRT1 对某些天然底物小肽的去乙酰化酶活性[155-157],

例如对于催化位点 C 端+1 位和+6 位是芳香族氨基

酸残基的天然底物，如 PGC-1琢 和 FOXO-3a，

STACs 仍具有激活作用，因为这些芳香族残基的

侧链可以模拟荧光基团的作用[155]．我们最新解析

的 SIRT1 全酶和白藜芦醇以及荧光修饰的 p53 小

肽的三元复合物结构中(图 5c, e)[96]，3 个白藜芦醇

小分子结合在底物结合口袋附近，一方面与

SIRT1-NTD 的 3 个氨基酸残基相结合，另一方面

与 p53 小肽的荧光基团相互作用，通过变构效应调

节 SIRT1-NTD 与 CATD 之间的位置，进而提高酶

与底物之间的亲和力，从而促进 SIRT1 的酶活

性．然而我们的研究结果表明对于没有荧光修饰的

天然小肽，白藜芦醇不能促进 SIRT1 的酶活性．

综上所述，目前对已知的 SIRT1 激动剂研究引发

了较大争议，如何找到更加行之有效的激活小分子

是目前面临的挑战．
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4 结 语

HDAC 在染色质重构、基因表达调控、细胞代

谢、癌症以及衰老等多种生命过程中发挥着重要作

用．目前人们已经针对 HDAC 的功能、活性调控

以及结构指导下的药物设计展开了广泛的研究，并

取得了一定的成果．然而在这个领域仍然存在很多

需要解答的问题．HDAC 在恶性肿瘤等相关疾病中

的作用使人们对 HDAC 抑制剂的开发保持着高度

的热情，目前已开发的 HDAC 抑制剂具有高效性

和低细胞毒性等特点，已有多种抑制剂开始了临床

试验阶段，并且已经有三种 HDAC 抑制剂类药物

被 FDA 批准用于治疗不同类型的淋巴瘤．然而目

前的 HDAC 抑制剂大部分是广谱抑制剂，因此开

发更为有效的、具有细胞选择性以及 HDAC 亚型

特异性的抑制剂是面临的挑战之一．Sirtuin 蛋白在

提高细胞生存能力以及延缓细胞衰老等方面的功能

显示了对 Sirtuin 激动剂研究的重要性，然而目前

已开发的 Sirtuin 激动剂存在较大的争议，因此如

何建立完善、正确的检测体系，开发和设计真正有

效的激动剂是目前需要解决的问题．另外，由于

Sirtuin 蛋白的底物多样性，它们参与了体内多种生

命过程的调节，目前对于 Sirtuin 蛋白在恶性肿瘤

中扮演的角色仍然存在矛盾和模糊的地方．因此研

究各类 Sirtuin 蛋白的结构及功能信息对于开发真

正有效的、细胞毒性小、高选择性的 Sirtuin 激动

剂或抑制剂具有重要意义．总之，HDAC 在对抗癌

症、延缓衰老以及情绪调节等方面的巨大潜力已成

为推动该领域的进一步研究和探索的动力．
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Abstract Lysine acetylation is one of the most widely studied post-translational modifications of histones. It

plays important roles in the regulation of chromatin remodeling and gene expression. This modification is

dynamically regulated in vivo by histone acetyltransferases and deacetylases. Besides histone substrates, many

histone deacetylases can also catalyze deacetylation of non-histone substrates, and participate in the regulation of

various biological pathways. In this review, we discuss the classification, structure, function, and catalytic

mechanisms of the four known classes of human histone deacetylases, as well as the progress in the development

and application of small molecule inhibitors and activators of these deacetylases.

Key words histone acetylation, deacetylase, Sirtuin, structure and function, catalytic mechanism, inhibitors,

activators
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