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摘要 染色质装配、修饰和重塑复合体，以及它们和核小体、染色质等一起形成的超大分子复合体的精细结构解析，对于在

原子水平揭示表观遗传信息建立、维持和调控的分子机制至关重要．近年来，迅速发展的冷冻电镜三维重构技术对于解析这

些多亚基、大分子质量、柔性超大分子复合体的结构带来了很好的机遇．本文综述了冷冻电镜三维重构技术在表观遗传学相

关的结构研究领域中的一些应用和进展．
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表观遗传学研究所关注的是，在 DNA 序列不

改变的情况下基因表达发生的可遗传的改变．作为

遗传学新的分支，表观遗传学是近年来生命科学的

热门领域之一．在表观遗传调控中，由 DNA 缠绕

在组蛋白八聚体上形成的核小体是一个极为重要的

基本环节．一方面，作为最基本的结构单元，核小

体压缩折叠形成高级结构染色质及染色体的机制方

式是我们理解表观遗传的关键；另一方面，诸多的

表观遗传调控因子都是通过与核小体及其组成的染

色质相互作用来行使其丰富的功能，这也正是表观

遗传学能如此精彩的一个原因．

核小体、染色质的结构以及它们如何受各种因

子的调控一直是表观遗传学研究者极为关注的内

容，但目前应用最为广泛的结构生物学研究方

法———X 射线晶体学在获得这些典型的超大分子复

合体结构方面遇到了很大的瓶颈和挑战．电镜技

术，尤其是冷冻电镜技术，是结构生物学里非常重

要也是最近这几年引起研究者极大关注的研究手

段．一方面，它使用电子聚焦，因此拥有远高于光

学显微镜的分辨能力．另一方面，它不需要样品结

晶，对样品纯度也相对要求较低，因此研究的门槛

远低于 X 射线晶体学技术．虽然目前处理生物学

样品时还存在信噪比低等一些劣势，但是随着直接

电子探测器的应用以及更好的图像处理和重构算法

的开发，冷冻电镜的前沿已经进入原子分辨率的

时代[1]．

在这里，我们回顾整理了冷冻电镜三维重构

技术在表观遗传学相关结构研究领域中的一些应

用．主要的内容聚焦在两个方面：核小体相关因子

复合物三维结构的研究；染色质的高级结构尤其是

30 nm 纤维结构的研究．

1 核小体相关因子复合物的结构研究

核小体修饰及染色质重塑在表观遗传调控中起

着重要作用．核小体相关结构因子的冷冻电镜研究

主要关注 3 个方面：染色质重塑复合物(chromatin

remodeling complexes)、组蛋白修饰复合物(histone

modification complexes) 和 染 色 质 结 构 蛋 白

(chromatin architectural proteins)[2]．大多数情况下，

这些蛋白复合物亚基数众多、分子质量巨大，而且
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它们结合核小体的方式高度动态，很难用结晶的方

式来得到高分辨率的结构．即使对于电镜技术而

言，这些多亚基，高柔性的复合物结构解析也是一

个巨大的挑战．目前已发表的核小体相关复合物的

冷冻电镜结构研究中，除了极少数研究的三维重构

分辨率达到了亚纳米级精度范围外，大部分复合物

的结构解析精度都还在 2 nm 左右．虽然较低分辨

率的电镜密度图不能提供很细节的信息，但是在 X

射线、核磁共振、质谱、生化分析等其他研究手段

的辅助下，这些结果还是可以帮助人们对核小体相

关因子本身的整体结构以及它们与核小体的结合方

式有更进一步的了解．

1.1 染色质重塑复合物

基因组的转录调控，是真核生命体内最重要的

过程之一．转录过程需要与转录相关的蛋白 (如

RNA 聚合酶、激活子、抑制子)直接作用于编码区

域的 DNA 上．但是，需要转录的 DNA 很多时候

紧密缠绕在组蛋白上，并以核小体的形式折叠压缩

成染色质，无法直接与转录相关蛋白接触．因此，

转录过程的完成需要其他蛋白质的帮助，而 ATP

依赖的染色质重塑复合物就属于其中最主要的一

类．它们在细胞中极其丰富，几乎每 10 个核小体

就有一个 ATP 依赖的重塑复合物．这一类复合物

利用 ATP 水解提供自由能打开组蛋白与 DNA 的连

接点，再重新塑造核小体，以此来动态调控缠绕在

组蛋白上 DNA 的状态，进而决定基因的表达与细

胞的命运．染色质重塑的方式多种多样：滑动核小

体位置、剔除组蛋白八聚体或二聚体或改变组蛋白

成分(即某个组蛋白交换成其变体或者反过来)[3]．

ATP 依赖的染色质重塑复合物都有一个保守的

ATP 酶(ATPase)核心，属于 SF2(superfamily 2)家族[4].

依据 ATPase 的结构特征又可以划分为 4 个主要的

亚家族：SWI/SNF、ISWI、CHD、INO80．每个亚

家族都有自己独特的结构域分布，不同的催化活

性，不一样的作用位点与底物．目前，除了 CHD

家族外，其他 3 个家族都有了相应的电镜结构研究.

1.1.1 SWI/SNF 复合物

SWI/SNF(switchingdefective/sucrose non-fermenting)

重塑复合物首先在酵母中发现[5]，一般由 8～14 种

不同的亚基组成，分子质量大多大于 1 Mu，主要

结构特征是含有一个能招募肌动蛋白和肌动相关蛋

白的 N 端 HSA 结构域(helicase SANT domain)，以

及一个能结合在组蛋白的脱酰化赖氨酸上的 C 端

溴域(bromodomain)[6]．大部分真核生物体内含有 2

种相关的 SWI/SNF 重塑复合物：在酵母中有 SWI/

SNF 和 RSC (remodels the structure of chromatin)；

在果蝇中有 BAP(brahma associated protein)和 PBAP

(polybromo-associated BAP)； 在 人 类 中 有 BAF

(Brg1 associated factors) 和 PBAF (polybromo-

associated BAF)[7]．目前已发表的电镜观察复合物

的结构中，有 2 个 SWI/SNF 相关复合物，5 个

RSC 相关复合物[8]．这些电镜重构结果展示了一个

相 似的特征：中央凹陷的 C 状球形蛋白复合物

(图 1a～ f)．

已发表的 4 个酵母 RSC 复合物以及人类中与

RSC 同源的 PBAF 复合物结构非常相似：4 个球状

的结构域与 1 个在空间上能容纳单个核小体的深凹

排列成 C 状．它们能完全包裹住核小体，与相应

的生化实验相符[9-13]．值得注意的是，在图 1d 展示

的 RSC- 核小体的密度图中并不能看到完整的核小

体密度，而只是一部分组蛋白 [10]，DNA 和某个

H2A/H2B 缺失．在 RSC 与 PBAF 的重构结果中，

可以看到明显的结构柔性[12-13]．在图 1a～e 中箭头

所指的耳垂状结构中，可以看到两种状态：一种开

放的状态和一种闭合的状态．当一种能激活 RSC

重塑活性的乙酰化组蛋白 H3 拟肽存在的时候，

RSC 会更倾向于闭合的状态．

酵母的 SWI/SNF 复合物的结构看起来和 RSC

有较大差异．电镜三维重构结果显示，SWI/SNF

的结构上有一个较浅的凹陷(图 1f)，可以正好容纳

但是无法包住一个核小体．这个结论被 DNA 足印

法 (DNA footprinting) 和 光 敏 性 特 异 位 点 交 联

(photoreactive site-specific cross-linking) 实 验所验

证，确实只有一边的核小体 DNA 与 SWI/SNF 发生

作用[14-15]．

1.1.2 ISWI 复合物

ISWI(imitation switch)家族与 SWI/SNF 相比小

了很多，通常只含有 2～4 个亚基 [16]． 它们的

ATPase 亚基含有一个 N 端 Snf2 驱动结构域和一个

由 HAND、SANT、SLIDE(HSS)组成的负责识别核

小体的三元结构域．SANT 结构域在结构上与

c-Myb DNA 结合区域相关，带负电荷，因此可能

与组蛋白有相互作用，如未修饰的 H4 尾巴；

SLIDE(SANT-like ISWI domain)结构域主要与核小

体接近二次轴(dyad axis)的 DNA 作用；HAND 结

构域则可能同时与组蛋白和 DNA 结合或识别[17]．

在酵母中，ISWI 家族成员包括 ISW1a、ISW1b 和

ISW2． 在人和果蝇中则包括 ACF、CHRAC 和
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NURF．

在电镜结构解析以前，研究者凭借光敏反应交

联和足印法已经知道，HSS 结构域和连接 DNA 有

相互作用，ATPase 驱动则结合在 SHL + 2 的位置

(一个非常关键的位点，核小体上热力学最不稳定

的 2 个位点之一)[18]．

2008 年报道了这个家族的第一个电镜结构，

人源 CHRAC 复合物的负染结构．从整体上呈多叶

状，由于看不到明显的核小体结合位置，关于它和

核小体的相互作用只能猜测[19]．

2009 年 Narlikar 实验室解析了人源 ACF 复合

物中负责催化的亚基 SNF2h 与核小体的负染结构[20].

他们发现 SNF2h 与核小体的结合比例为 2∶1，2

个 SNF2h 分别结合在单个核小体的两端．虽然生

化数据显示 ATPase 结构域结合在 SHL+/-2 的位置

以及与 H4 N 端尾巴有相互作用，但是从密度图上

并不能看到连接 DNA 和 HSS 结构域(图 1g)．依据

这个密度，作者提出了一个关于 ISWI 作用机制的

模型：2 个 ISWI 的合作协同驱动，交替性作用

(alternating action)，而不是拔河(tug of war)．在这

个模型里，每一个 ATPase 有序地作用在核小体侧

面 DNA 上，一次只有一个 ATPase 处于活动状

态．在连接 DNA 更长的那端的 ATPase 会更快地

水解 ATP，决定着转位的方向，此时另一端的

ATPase 提供一个稳定支撑的作用，直到核小体两

端的 DNA 长度变得一样[20]．

但是 2011 年 Richmond 实验室提出了另外一

种 作 用 机 制 模 型 ． 他 们 首 先 解 析 了 ISW1a

(驻ATPase)-Ioc3 的复合物以及其与 DNA 结合的晶

体结构，然后利用冷冻电镜三维重构技术发现，

ISW1a(驻ATPase)与核小体的作用方式随延伸连接

DNA 的长度而变化．当核小体只有单个 45 bp 的

连接 DNA 时，2 个拷贝的 ISW1a(驻ATPase)可以桥

接 2 个核小体．所以在他们的模型里，ISW1a 作用

如同一把空间上的尺，利用自身的直径形状来“测

量”2 个相连核小体的距离(图 1h)[21]．

目前，人们还需要更多的结果及更高的分辨率

来分析这两种模型哪个更为准确地反映了 ISWI 复

合物的实际作用机制．

1.1.3 INO80 复合物

INO80 家 族的复合物 包括 INO80 (inositol

requiring80)和 SWR1 (sick with Rat8)，分子质量都

在 Mu 级别，亚基数量众多，在 Snf2-ATPase 结构

域被插入了一段 RecA2 方式折叠的蛋白，负责招

募 AAA+家族的 Rvb1/2 螺旋酶[22]． INO80 和 SWR1

还共有一个与 SWI/SNF 家族相似的 HSA 结构域，

负责招募 actin 和 Arp 蛋白(actin-related proteins)．

INO80 和 SWR1 都含有 actin 与 Arp4．从它们共有

的亚基以及相似的一级序列来看，INO80 与 SWR1

应该有高度相似的拓扑结构，但是目前的电镜研究

结果却显示并非如此[23]．

2013 年 Karl-Peter Hopfner 研究组首次报道了

酿酒酵母(Saccharomyces cerevisiae)中 INO80 的完整

结构及其与核小体结合的复合物三维结构(图 1i)[24].

酿酒酵母中 INO80 的分子质量为 1.3 Mu，含有 15

个不同的亚基：Snf2 ATPase、Rvb1、Rvb2、Arp4、

Arp5、 Arp8、 Act1 (actin)、 Taf14 (TBP-associated

factor14)、 Nhp10 (nonhistone protein 10) 以 及

Ies1-6．从电镜密度图上来看，INO80 复合物呈现

一个延伸的胚胎状结构．Rvb1/2 复合物位于其头

部，组成一个双环异源十二聚物．Snf2 ATPase 坐

落于颈部，被 les2 环绕；Arp5-les6 模块位于颈部

另一侧；Nhp10 模块处于身体部位、Arp8-Arp4-

actin 模块则构成脚的部分 ． 生化数据显示

Arp5-les6 与 Arp8-Arp4-actin 两 大 ARP 模 块 与

Nhp10 模块一起参与与核小体的结合．虽然作者尝

试了 INO80 与核小体结合的负染样品电镜观测，

但由于 INO80 的高度动态，样品中核小体结合率

比例不高，以及可能存在的核小体被重塑的状态，

最终未能得到很好的三维结构．但是通过二维分析

与生化交联实验可以推出，INO80 采取了与 SWI

及 ISWI 均不相同的结合方式．它既非包裹，也非

抱住，也不是单面贴着核小体，而是像一只手那样

的握着核小体：核小体被置于头、身体和脚组成的

凹陷处，为了更好地抓住它，INO80 的脚部末梢会

往回抬起折叠，从而对核小体形成三面的包围[24]．

同一年，哈佛大学 Andres E. Leschziner 实验

室则报道了 INO80 家族另一大类型同样来自酿酒

酵母中的 SWR1 复合物本身及其与核小体结合的

三维结构(图 1j)[25]．SWR1 分子质量为 1 Mu，含 14

个不同的亚基．除了 Rvb1/2 外，可以分为三大模

块 ： 催 化 亚 基 Swr1 模 块 、 Bdf1-Arp4-Act1-

Swc4-Yaf9-Swc7 构成的 N 模块、Swc3-Swc2-Arp6-

Swc6 构成的 C 模块．Swr1 模块的 N 端部分含有

HAS 结构域，与 Arps 相互作用；N 模块参与对多

重乙酰化核小体的识别与结合；C 模块则结合

H2A.Z/H2B 的二聚体．SWR1 的空间拓扑结构与

INO80 有很大不同．首先，相对于长条延伸形的
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1.2 核小体结合因子

NuA4 是一个含有 13 个不同亚基的组蛋白乙

酰转移酶(histone acetyltransferase)．它的催化亚基

Esa1 与其他 2 个亚基 Yng2、Epl1 可以组成一个独

立行使催化功能的亚复合物，命名为 Piccolo-NuA4,

简称 Piccolo．2011 年 Francisco J Asturias 实验组发

表了 Piccolo 与核小体的 20魡 分辨率水平的冷冻电

镜结构，显示 Piccolo 用 2 个延伸的爪状结构 1∶1

与核小体结合，辅助的 cross-linking 实验将 Esa1

的 Tudor 结构域置于核小体 DNA 处，Epl1 的

EPcA 结构域则在 H2A 的 N 端尾部位置(图 2a)[26]．

HP1 (heterochromatin protein 1)是一个非常重要

Fig. 1 Electron microscopy reconstructions of ATP鄄dependent chromatin remodelers
图 1 ATP依赖的染色质重塑复合物电镜密度图

本图分为 3 个模块，左边为 SWI 家族，右上为 ISWI 家族，右下为 INO80 家族．左边 SWI 家族模块中(a), (b), (c)为酿酒酵母中 RSC 复合物

负染电镜结构[9, 12-13]，(d) RSC 冷冻电镜结构[10]，(e) 人源 PBAF 负染结构[11]，(f) 酿酒酵母中 SWI/SNF 结构[14]． (a～e)中箭头示复合物中具有柔

性的地方．右上 ISWI家族模块中(g)为人源 ACF蛋白中 snf2 亚基与核小体结合的负染色电镜三维重构结构[20]，(h) 酿酒酵母 ISW1a 与核小体

结合的二聚状态冷冻电镜结构[21]．右下 INO80 家族模块中(i)为酿酒酵母 INO80 的负染结构[24]，(j) 酿酒酵母中 SWR 负染结构[25]．整个图中星

号(*)标记核小体的可能结合位置．

INO80，SWR1 模块排布的更加紧密．其次，不同

于 INO80 的双环异源十二聚 Rvb 模块，SWR1 的

Rvb 模块是单环异源六聚复合物．从整体上看，

SWR1 的 C 模块与 N 模块独立存在但是相互挨着，

Swr1 模块和 Rvb1/2 模块则如同括号一样围在两

边．不同于 INO80，作者成功地得到了 SWR1 与

核小体结合的复合物结构，可以明显发现，加入核

小体后，Swr1 模块与 C 模块以远离 Rvb1/2 环的方

式延伸．核小体位于 Swr1 ATPase 与 Rvb1/2 形成

的凹陷处，一面朝着 SWR1 复合物，另一面则暴

露于外．核小体与复合物的主要联系由 Swr1 模块

提供，相对于其他的重塑复合物而言，整体的联系

弱了很多[25]．

虽然电镜结果展示的都是 INO80 和 SWR1 与

单个核小体结合的方式，但是在生理条件下它们有

可能结合更多数量的核小体．我们期待，未来冷冻

电镜技术的发展，能带给我们更详细更动态的

信息．
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近些年还有一些表观遗传修饰相关的重要催化

酶电镜结构工作发表，如人源 PRC2 复合物及其辅

助 因 子 AEBP2 的 负 染 结 构 [29]， 酵 母 Set1/

COMPASS 复合物和人源 MLL/COMPASS-like 复

合物的电镜结构[30]等．但这些结构的解析分辨率都

相对较低，而且没有获得与核小体复合体的结构，

还有很多工作可以做．

2 染色质高级结构的研究

染色质结构在诸多细胞核调控过程中都起到了

根本性的作用，例如 DNA 的转录、复制、重组以

及修复过程．在过去的 30 多年里，人们一直试图

获得由核小体在连接组蛋白帮助下折叠形成染色质

二级结构的高分辨率信息．通过电子显微镜、X 射

线及中子散射法、沉降分析法和 X 射线晶体学等

研究手段[31]，研究者提出了一系列关于 30 nm 染色

质纤维结构的模型，主要分为两种：one-start helix

模型和 two-start helix 模型．其中 one-start helix 模

型又称为螺线管(solenoid)模型，在此模型中，核小

体串珠沿着螺旋轴盘绕上升形成纤维，一级结构上

相邻的核小体在形成的二级结构上也处于相邻的位

置，并且连接 DNA 是弯曲的以适应不同的 DNA

的表观遗传标记分子，它有 2 个结构域，chromo

domain 和 chromo shadow domain，由一个没有结

构的链状区域 (hinge region)连接．HP1 能识别

H3K9 甲基化的核小体，参与基因沉默、染色质区

域化等一系列重要过程．2013 年 Canzio 等[27]报道

了 HP1 的同源蛋白 Swi6 二聚体与单个核小体结合

并处于非抑制状态的 25魡 电镜结构(图 2b)．从密

度图上可以看出，某一个 Swi6 的 chromo domain

与另一个的 chromo shadow domain 在 H3 尾端的出

口处以及 SHL 依5 DNA 处与核小体有连接．另外的

chromo domain 朝向临近核小体的 H3K9me3 位置，

以便于 Swi6 在核小体之间扩散(spreading).

整合子 (intasome)是一种四聚体的整合酶

(integrase)，介导逆转录病毒将病毒遗传信息整合

到宿主 DNA 中的过程，是与核小体相互作用的重

要因子，也是当前治疗逆转录病毒如 HIV的重要靶

标．2015 年，Peter Cherepanov 实验小组成功地使

用冷冻电镜单颗粒三维重构技术得到了 PFV 病毒

(prototype foamy virus)整合子与人类 D02 核小体的

复合物三维结构，分辨率达到了 7.8魡，是目前已

发表的与核小体相关的复合物结构中最高分辨率的

结构(图 2c)．借助于整合子本身以及核小体本身的

晶体结构，可以直观地看到整合子本身的三个整合

酶亚基，核小体的两股 DNA 螺旋以及组蛋白上的

一个 H2A/H2B 二聚体均参与了整合子与核小体的

相互作用．整合子携带的病毒 DNA 与核小体的

DNA 在该 H2A/H2B 二聚体上侧相遇 (远离 Dyad

36 bp 处)，并将核小体的 DNA 带着偏离了其原先

缠绕于组蛋白上的位置[28]．

Fig. 2 Cryo鄄EM reconstruction of nucleosome binding factors with nucleosome
图 2 核小体结合因子与核小体结合的三维电镜密度图

(a) Piccolo-NUA4 与核小体结合冷冻密度图[26]． (b) Swi6 与核小体结合冷冻密度图[27]． (c) PFV整合子与核小体结合冷冻密度图[28].

(a)

(b)

(c)
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长度[32]．由此模型可以推测染色质纤维的直径是由

核小体之间固有的相互作用决定，而非核小体重复

单元的长度． 而 two-start helix 模型是之字形

(zig-zag)模型，这种模型的一个基本特征是在压缩

的过程中，连接 DNA 仍处于延伸状态且是直的．

它又可以分成交叉连接(crossed-linker)模型和螺旋

桨(helical-ribbon)模型，一级序列上相邻的核小体

分列在螺旋轴的两侧，连接 DNA 分别垂直和平行

于螺旋轴[33-34]．相比于螺线管模型，two-start helix

模型中不同的连接 DNA 长度对形成的染色质纤维

直径和长度影响很大．

近年来，随着电镜技术的应用，尤其冷冻电镜

技术的应用，关于 30 nm 染色质纤维的结构模型研

究，有了一些更深入的进展．根据 30 nm 染色质纤

维实验材料的来源，这些研究可以大致分为以下几

类 ： 体 内 提 取 (isolation)、 体 内 原 位 观 察

(observation in situ)和体外重组表达(reconstituted in
vitro)．
2.1 体内提取 30 nm 染色质纤维结构研究

人们借助电子显微镜，从各种不同的生物体细

胞(海参细胞、鸡血红细胞、美洲蝾螈血红细胞、

鼠肝细胞等)中提取出染色质纤维进行观察研究[32-35].

1974 年，Olins 夫妇和 Woodcock 等从真核细胞中

提取染色质并在电镜下观察负染及正染样品，从而

提出了串珠状结构(beads-on-a-string)这一概念．之

后，Finch 和 Klug[32]从鼠肝细胞核中提取出天然

11 nm 核小体串珠状结构，并向其中加入连接组蛋

白 H1 或 Mg2+，在电镜下观察到了 30 nm 染色质纤

维结构．根据电镜结果，他们还提出了 one-start 的

螺线管模型．

Woodcock 等[34]从鸡血红细胞中提取出染色质

纤维，分别在不同的盐浓度下透析(10 mmol/L NaCl、

10 mmol/L MgCl2、20 mmol/L NaCl、20 mmol/L

MgCl2、50mmol/LNaCl、50mmol/LMgCl2、100mmol/L

NaCl、150 mmol/L KCl)，利用透射电镜和扫描电

镜进行观察分析．他们发现，随着盐离子浓度的提

高，染色质凝聚程度变大，结构也变得更加紧密，

其密度由 10 mmol/L NaCl 时的 6.0 伊 104 u/nm 增加

到 150 mmol/L盐浓度下的 27 伊 104 u/nm，而压缩比

由 2.5 个核小体 /11 nm 变为 11.6 个核小体 /

11 nm．通过对电镜数据进行整理分析，他们认为

染色质纤维符合 two-start 的螺旋桨(helical-ribbon)

模型，并推测连接组蛋白 H1 所在的位置都是相同

的，并不受连接 DNA 长度的影响，且既不完全位

于纤维外部，也不完全位于隐藏于内部．在之后对

长纤维(超 1000 个核小体)的研究中，他们进一步

验证了之前的模型，并提出染色质纤维是不规则的

3D zig-zag 模型[36]．Langmore 等[37]用海参精子细胞

和蝾螈红细胞作为实验材料提取染色质，在冷冻状

态下观察，得出与 Woodcock 不同的结论．他们提

出染色质呈现 two-start 的交叉连接(crossed-linker)

模型，双螺旋纤维组成的核小体呈现“ face to

face”的排列方式，两列核小体相互平行且平行于

染色质纤维螺旋轴．Langmore 等还发现随着离子

浓度的升高，zig-zag 结构会变得更加紧密，这与

Woodcock 结论相同．同时，染色质纤维的折叠与

去折叠过程非常快，时间不到 10 ms[33]．

最近，Frangakis 团队利用冷冻电子断层成像

技术，对从鸡血红细胞中提取的染色质纤维进行冷

冻观察，发现在紧实的染色质纤维中，核小体主要

是以“face to face”的方式堆叠排布．他们推测核

小体的堆积叠加是体内染色质高级结构形成的重要

机制[38]．

2.2 体内原位观察 30 nm 染色质纤维结构研究

利用体内原位观察的染色质研究成果也有很

多，其优势在于可以真实反映分裂间期染色质的形

态结构．早期，英国的 Davies 等[39-40]利用电子显微

镜观察不同时期的鸡血红细胞切片，实现了对细胞

内完整染色质的初步观察研究．Langmore 等 [37]利

用电镜观察鸡血红细胞核普通包埋切片，发现存在

“side-by-side”排列的直径在 20～30 nm 之间的纤

维，确认了鸡血红细胞中 30 nm 染色质纤维的存

在．Mcdowall 及其合作者则对中国仓鼠卵巢细胞

和 HeLa 细胞冷冻切片进行观察，发现染色质呈现

出有特征、均一、有颗粒状的纹理，但是并没有观

察到更高级的规律性结构[41]．Woodcock 团队对海

星精子细胞、鸡血红细胞核、海蝙蝠精子细胞、海

参精子细胞等多个生物物种细胞内的染色质进行电

镜观察，发现含有不同长度连接 DNA 的染色质，

均能看到明显的规律性存在的染色质高级结构．他

们还利用电子断层成像技术对海星精子头部细胞进

行了详细的分析，发现其体内的染色质呈现不对称

的 zig-zag 排列，三维构象有无序的弯曲和扭转[41-43].

Frangakis 团队针对 HeLa 细胞和鸡血红细胞中

的染色质进行了大量的研究，他们利用高压冷冻的

办法固定 HeLa S3 细胞，并制成冷冻切片以尽量接

近天然状态，得到高分辨率的成像．在对图像进行

处理分析后他们发现，在有丝分裂染色体中，染色
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质纤维处在高度无序、相间错杂的状态，并且随着

溶液中镁离子的减少，染色质会发生膨胀，从而抑

制 30 nm 染色质纤维紧密结构的形成．由此，他们

提出有丝分裂染色体中没有发现 30 nm 染色质纤维

存在[44]．之后，Mikhail 等也提出在有丝分裂期染

色体中可能并不存在 30 nm 染色质结构，并提出熔

融模型(melting model)的假说，即体内的染色体是

处于一种高度无序，相间交错的状态，类似于多聚

体熔融的动态移动．在体外构建系统中，核小体浓

度低，纤维之间的相互作用可以忽略不计，其内部

核小体的相互作用会导致 30 nm 染色质纤维结构的

形成．而在体内核小体浓度很高，纤维之间核小体

的相互作用逐渐占据主导地位，于是 30 nm 结构

“熔解”成了尺度较小的无规则动态结构．他们还

假设在细胞间期染色体也处于类似的状态，从而有

助于转录过程和 DNA 复制过程的进行[45]．

Frangakis 团队[46]对鸡血红细胞核冷冻切片又进

行了分析，利用冷冻电子断层成像三维重构后，三

维分类的结构显示天然染色质是 two-start 左手螺旋

的构象，沿着螺旋轴方向每 11nm 的距离约 6.5 个

核小体，核小体呈“face to face”并列排布．从垂

直于轴的方向观察，核小体呈现棋盘式分布，而不

是相间错落的形式，并且核小体之间“中心对中

心”的距离比预期的大，可能是为了给转录和调控

因子接近核小体预留空间．

2.3 体外重组 30 nm 染色质纤维结构研究

虽然利用细胞内提取的天然染色质或者体内原

位观察进行结构研究更能了解真实生理状态下的染

色质结构形态，但是由于 DNA 序列、组蛋白成

分、组蛋白翻译后修饰的不同，以及核小体之间相

对取向的不规则性，使得天然染色质具有高度的异

质性和可变性，从而导致利用电子显微镜无法获得

高分辨率的二级结构模型．为了获得尽量均一的研

究材料，人们建立了一套体外重构组装的体系，

即：将体外表达的组蛋白八聚体与一种人工设计的

601DNA[47](含有 wisdom 601 nucleosome positioning

序列，对组蛋白八聚体有很强的亲和力)按一定比

例混合，经过透析形成串珠状结构，之后加入二价

阳离子(一般是 Mg2+)或连接组蛋白 H1/H5，形成染

色质纤维二级结构．在组装过程中，可以通过改变

不同的条件，如组蛋白修饰、组蛋白变体、连接

DNA 的长度以及透析环境等获得不同状态的纤维

结构，有助于探究表观遗传调控过程中染色质的动

态变化机制．

Richmond 研究组用 48伊177 bp DNA 长度的染

色质作为实验材料制成负染样品，在电镜下观察发

现大多数纤维都是宽度在 25～30 nm 之间，等长的

双排平行结构，看上去与 two-start 模型相符．他们

还观察了 10伊208 bp DNA 长度染色质的负染样品，

在组装的过程中按照核小体与连接组蛋白 1∶1 的

比例加入 H1，结果在电镜下也是看到平行的双排

核小体，由此得出连接组蛋白结合核小体不会影响

染色质纤维二级结构是 one-start 还是 two-start[48]．

英国剑桥大学的 Rhodes 研究组为了研究连接 DNA

长度对纤维的影响，体外构建了一系列不同 DNA

长度的染色质纤维，其中包括 72伊177 bp、52伊
187 bp、61伊197 bp、47伊207 bp、55伊217 bp、66伊
227 bp 以及 56伊237 bp，并在染色质折叠过程中加

入连接组蛋白 H5 和 1.6 mmol/L 的 MgCl2．利用电

子显微镜观察负染以及冷冻样品并测量纤维直径

后，他们得出结论：染色质纤维的直径并没有随着

连接 DNA 长度的增加而呈线性增长，这与

two-start 模型是相悖的．当连接 DNA 长度在 10～

40 bp 时，染色质纤维直径为 33 nm，核小体密度

是每 11 nm 的距离内含有 11 个核小体．而当连接

DNA 在 50～70 bp 时，染色质纤维的直径变为

44 nm，每 11 nm 距离内含有 15 个核小体．Rhodes

等则根据实验数据提出了一种左手 one-start 交叉螺

线管模型，并推测连接组蛋白会通过改变连接

DNA 的轨迹从而决定连续核小体之间的位置以及

相互作用模式，最终决定核小体串珠结构折叠成染

色质时形成的形状．同时，他们也提出，关于染色

质结构更详细的信息需要通过获得高分辨率的结果

才能得以阐释[31]．

最近，中国科学院生物物理研究所多个课题组

通力合作，利用冷冻电镜单颗粒三维重构技术，解

析得到了体外组装的由 12 个和 24 个核小体组成的

30 nm 染色质纤维高分辨率(11魡)结构[49]．该结构清

晰展示(图 3a)：体外组装、由连接组蛋白 H1 介导

形成的 30 nm 染色质纤维会形成一个左手双螺旋的

two-start 结构．在这个染色质左手双螺旋结构模型

中，每 4 个核小体形成一结构单元；结构单元和单

元之间的相互扭曲形成染色质双螺旋结构；同时，

四聚核小体单元之间有空隙，这个空隙可能是组蛋

白修饰、染色质重塑等重要表观遗传现象发生的调

控区域．同时，该结构还揭示(图 3b)连接组蛋白

H1 在单个核小体内部以及核小体单元之间呈不对

称分布，这些不对称相互作用促成了 30 nm 高级结
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3 结 语

随着冷冻电镜技术在硬件与软件上的双向突

破，越来越多的原子水平分辨率的电镜结构得到解

析．而以核小体为核心的表观遗传世界里的电镜故

事，现在才刚刚开启序幕．在过去 30 多年的研究

中，虽然人们对于染色质与表观遗传调控机制之间

的关系有了很多的认识，但是对于 30 nm 染色质纤

维本身的高级结构及天然染色质的结构模型仍然争

议颇多．冷冻电子显微技术作为研究核小体 -结构

因子复合物、30 nm 染色质纤维等超大分子复合体

的重要手段之一，潜能巨大．有理由相信，未来几

年会有大量的与核小体、染色质及表观遗传调控相

关复合物的高分辨高难度结构问世，帮助我们从更

本质更精细的角度去理解表观遗传的原理与机制，

更加震撼与深刻地去认识生命世界的精彩与神奇．
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