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冷冻电镜技术的发展推动染色质高级结构的研究
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摘要      染色质的结构及动态变化在基因转录及表观遗传调控中起了关键作用, 但对于30 nm染

色质纤维(通常认为是基因组DNA的二级结构)的高级结构组成以及细胞体内是否存在30 nm染色质

的组织形式一直存在较大争议。近年来, 冷冻电镜三维重构技术发展迅速, 为研究30 nm染色质纤维

高级结构提供了一个良好的工具, 并起了较大的推动作用。该文介绍了本领域相关的一些研究进展。
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Nevertheless, the higher order structure of 30 nm chromatin fiber, typically regarded as the secondary structure of 
DNA, and its existence in nucleus have been remained controversial for decades. Recently, tremendous advances 
have been made in the cryo-electron microscopy (cryo-EM) 3-D reconstruction technology, which provides an 
indispensible tool for the higher order structural study of 30 nm chromatin fiber and accelerates this process. Here 
we reviewed some progresses made in this field.

Keywords        higher order structure of chromatin fiber; cryo-electron microscopy; epigenetic regulation 

DNA是遗传信息的载体, DNA双螺旋结构模

型[1]的建立确立了生命体遗传信息传递的分子机

制, 并开创了现代分子生物学的时代。但是, 任何

有关DNA的生命活动(包括基因转录及DNA复制、

修复、重组等)都是在由DNA与其所缠绕的组蛋白

组装形成的核小体及染色质这个结构平台上进行

的。人类基因组计划完成后的一个重要生物学问

题是: 人体内200多种具有相同基因组, 但形态和功

能各异的细胞的命运是如何决定和分化的？这其

中, 由染色体的基本单元—核小体经多次折叠后

形成的染色质起了重要的作用。在高等生物个体

的发育和分化过程中, 生命体通过各种表观遗传机

制调控染色质高级结构(特别是30 nm染色质纤维)
的动态变化, 进而调控基因的开放、关闭和转录水

平, 从而决定细胞的组织特异性和细胞命运。因此, 
染色质的高级结构、动态变化及其调控机制对于

理解生命过程的本质具有重要的意义, 也是现代分

子生物学的基本问题之一。

染色质的结构、动态变化以及它们如何受各

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, 在解析这种典型的超大分

子复合体结构方面却遇到了很大的瓶颈和挑战。

近年来, 冷冻电镜(cryo-electron microscopy, cryo-
EM)技术在结构生物学领域引起了研究者的极大

关注。由于使用电子束聚焦, 电子显微镜拥有远高

于光学显微镜的分辨能力; 同时, 电镜三维重构技

术不需要样品结晶, 对样品数量及纯度要求也相

对较低, 因此其结构解析的样品门槛要远低于X射

线晶体学技术。虽然目前处理生物学样品时还存

在低信噪比等劣势, 但是随着直接电子探测器的

应用以及更好的图象处理方法和重构算法的开发, 
冷冻电镜已经进入原子分辨率时代[2], 为研究表观

遗传相关的染色质结构及调控提供了一个极好的

工具。

1   冷冻电镜三维重构技术的发展
冷冻电镜三维重构技术和X射线晶体学技术、

核磁波谱共振技术一起被称为结构生物学三大主要

研究手段。利用冷冻电镜技术进行三维结构解析的

主要方法有: 单颗粒分析方法、电子断层成像方法

和电子晶体学方法。虽然电镜三维重构的方法和

技术体系在三十多年前即已基本建立, 但长期以来

冷冻电镜三维重构分辨率都只局限在纳米级范围或

更低, 虽然可以看到病毒、核糖体等生物大分子机

器的总体构象, 但是看不清分子之间组装和相互作

用的细节。因此, 电镜三维重构技术也常常被称为

“Blob-ology”。
但是, 这种情况正在改变。近年来, 随着电子显

微镜设备硬件的提升及软件的发展, 特别是直接电

子探测器在低温透射电镜上的应用, 冷冻电镜三维

重构技术在生物大分子及其复合物的结构解析中发

展迅速, 正在向近原子分辨率取得重要突破, 也引起

了研究者的极大关注[2]。其中, 一个标志性的工作是

利用冷冻电镜单颗粒方法解析了在疼痛和热知觉感

知中起重要作用的离子通道膜蛋白TRPV1(transient 
receptor potential cation channel subfamily V member 
1)的3.4 Å分辨率结构[3]; 对于其他一些超大分子复

合体, 如核糖体等的冷冻电镜三维重构分辨率也在

迅速提高, 局部分辨率达到了3.2 Å[4]。在这种分辨

率下, 研究者可以完全依赖于重构的电镜三维密度

图独立构建这些生物大分子复合体的空间结构原子

模型。

以这些标志性工作为代表的高分辨率冷冻电

镜三维重构研究绕过了目前在结构生物学领域占主

导地位的X射线晶体学中蛋白结晶这个瓶颈, 开启了

直接利用冷冻电镜技术解析膜蛋白、超大分子复合

体等精细结构的大门。在此基础上, 很多研究者期

盼已久, 但却难以利用传统的X射线晶体学方法获得

的重要生物大分子及复合物的结构得以解析, 从较

小分子量(170 kDa)的阿尔茨海默症相关膜蛋白γ分
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泌酶复合物(γ-secretase)[5-6], 到由23个亚基组成的动

力肌动蛋白(dynactin)复合体[7]以及37个亚基组成的

酵母剪切体(spliceosome)等超大分子复合体[8]等。

目前, 冷冻电镜单颗粒三维重构分辨率的最高

重构精度达到了2.2 Å[9], 从分辨率上已经具备了和X
射线晶体学竞争的能力。同时, 由于冷冻电镜三维重

构技术不需要结晶, 所用的样品量相对较少, 为研究

在生命过程中起重要作用但又难以获得晶体的染色

质等超大分子复合物的结构提供了一种极好的工具。

2   DNA基因组的逐级折叠
DNA分子呈双螺旋结构[1]。有意思的是, 人体

内一个细胞的DNA长度加起来约有2 m, 这么长的基

因组DNA分子是如何组装、紧密压缩到10~20 μm的

细胞核空间内去的呢？一般认为, 这个过程是通过

基因组DNA的逐级折叠方式分四步完成的。这些折

叠过程分别对应着基因组的四级结构: 第一级结构

是核小体, 它是DNA双螺旋“绳子”缠绕在组蛋白上

而形成的; 第二级结构是核小体进一步折叠形成直

径在30 nm左右的纤维, 即30 nm染色质纤维; 第三级

结构是由30 nm染色质纤维再进一步折叠成为直径

为0.4 μm的筒状体, 也称为超螺旋体; 第四级结构就

是可以在光学显微镜下看到的染色体, 它是由超螺

旋体进一步折叠盘绕成的。通过以上四步, DNA的

长度被凝缩了8 400倍左右。这种逐级折叠的方式

对于遗传信息的表达及调控非常关键。DNA是遗传

信息的载体, 然而某一种基因是否表达或者在哪些

细胞中表达, 染色质的空间结构及动态变化则起到

了非常重要的作用。

3   核小体与染色质
核小体是染色质结构的基本单元, 由147 bp 

DNA缠绕组蛋白八聚体(由4种组蛋白H2A、H2B、
H3和H4各2个分子组成的扁球状八聚体)1.75圈组

成, 其高精度精细结构于1997年被Richmond研究组

解析[10]。

虽然染色质的概念早在1879年就被提出, 但是

直到一百年后的1974年, 研究者才利用生物化学和电

镜成像技术发现染色质的一级结构, 即由DNA串联

的11 nm核小体串珠结构[11]。在此基础上, 染色质一

级结构在连接组蛋白的帮助下折叠形成直径约30 nm
的染色质二级结构, 即“30 nm染色质纤维”[12-13]。 染

色质二级结构再进一步折叠形成更为复杂的染色质

高级结构, 从而实现将长达2 m的基因序列有规律的

归集在微米级的细胞核中。在这些折叠形式中, 染
色质的一级及二级结构, 即核小体和30 nm染色质纤

维的动态变化在基因的转录及表观遗传调控中起了

关键作用。

在过去的三十多年里, 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的染色质二级结

构的高分辨率信息。但是, 由于缺乏合适的手段和

体系, 30 nm染色质纤维的精细结构一直没有被解

析。利用电子显微镜、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, 研究者提出了

一系列关于30 nm染色质纤维结构的模型, 其中有两

种最具代表性[14-15]: 单螺旋的solenoid模型和双螺旋

的Zig-Zag模型, 目前教科书上普遍采用的30 nm染

色质纤维模型是核小体串珠结构在连接组蛋白的帮

助下经螺旋化形成每一周包含6个核小体的螺旋管

线状体。但是, 由于30 nm染色质纤维的精细结构一

直没有被解析, 30 nm染色质的高级结构仍存在重大

争议, 没有形成共识。

长期以来, 对多个核小体以何种方式装配形成

30 nm染色质高级结构以及该结构受什么因素调控

一直是研究者十分关注, 对生命信息的传承和调控

至关重要的信息。这个问题一直困扰了研究者30余
年, 其困难性主要来源于两个方面: 第一, 细胞核内

的染色质结构高度变化, 受多种因素的影响, 难以获

得适合高分辨率结构研究、具有高度均一性的染色

质样品; 第二, 30 nm染色质是一个典型的超大分子

复合体, 对这种超大分子复合体的高分辨率研究缺

乏一个系统性的、合适的研究手段和体系, 具有很

大的技术难度和挑战性。对于第一个方面的困难, 
研究者通过多年的努力, 发现利用体外表达一种具

有特殊性质的601 DNA[16]和组蛋白八聚体, 可以获

得适合高分辨率研究的核小体和染色质; 对于第二

方面的困难, 近年来在结构生物学领域蓬勃发展, 在
近原子分辨率三维结构重构等多方面取得重要突破

的冷冻电镜三维重构方法[2]为研究30 nm染色质的

高级结构提供了一个最为合适的工具。

4   体外重组30 nm染色质结构研究
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, 
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使得天然染色质具有高度的异质性和可变性, 从而

导致利用三维电镜等结构生物学手段无法获得高

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601 
DNA(含有wisdom 601 nucleosome positioning序列, 
对组蛋白八聚体有很强的亲和力)[16]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。同时, 在组装过程中, 可以通过改变不同

的组蛋白修饰、组蛋白变体、不同的连接DNA长度

等多种条件获得不同状态的纤维结构, 对各种影响

染色质结构及动态变化的表观遗传调控因素在体外

进行相关研究, 探究表观遗传调控过程中染色质的

动态变化机制。

通过体外组装和电镜观察, 研究者提出了30 nm
染色质的不同模型。Richmond团队[17]在电镜下观察

发现, 体外组装的48×177 bp DNA染色质纤维宽度

大多数都在25~30 nm之间, 呈现等长的双排平行结

构, 看上去与two-start模型相符。之后, 他们在染色

质样品的组装过程中按照核小体与连接组蛋白1:1
的比例加入H1, 结果在电镜下也看到平行的双排核

小体。由此他们认为, 连接组蛋白的结合不会影响

染色质纤维二级结构是one-start还是two-start。与此

对照, Rhodes团队[18]为了研究连接DNA长度对纤维

的影响, 在体外构建了一系列不同DNA长度的染色

质纤维, 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并测量

纤维直径后发现, 染色质纤维的直径没有随着连接

DNA长度的增加而呈线性增长, 与two-start模型相

悖。他们提出了一种左手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

而决定相邻核小体之间的相对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。

冷冻电镜三维重构技术的迅速发展为研究

30 nm染色质的精细高级结构及其调控机制带来了

契机。中国科学院生物物理研究所几个具有不同研

A: 体外组装由12个核小体形成的30 nm染色质纤维冷冻电镜图像; B: 12个核小体的冷冻电镜三维重构结果及示意图, 其中4个核小体为一个基

本结构单元, 以不同颜色表示; C: 24个核小体的冷冻电镜三维重构结果, 左手双螺旋结构特征明显; D: 30 nm染色质纤维的左手双螺旋高级结

构模型。

A: cryo-EM micrograph of 30 nm chromatin fiber reconstituted in vitro with 12 nucleosomes; B: cryo-EM reconstruction and diagram of the 
reconstituted 30 nm chromatin with 12 nucleosomes, which is composed of 3 tetra-nucleosome units shown in different colors; C: cryo-EM 
reconstruction of chromatin fiber with 24 nucleosomes with obvious shape of left-handed double helix; D: the higher-order left-handed double helical 
structure model of 30 nm chromatin fiber.

图1   30 nm染色质冷冻电镜三维重构及左手双螺旋高级结构模型(根据参考文献[15,19]修改)
Fig.1   The 3-D cryo-EM reconstruction and left-handed double helical model of 30 nm chromatin 

fiber (modified from references [15,19])
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究特长的研究组发挥各自优势, 对30 nm染色质高级

结构这一问题进行了长期的合作研究并于近期获得

了较为重要的进展(图1)[19]。李国红研究组依据多年

来在30 nm染色质和表观遗传学研究方面的积累, 建
立了一套染色质体外重建和结构分析平台, 获得了

适合高分辨率研究的高度均一的30 nm染色质样品; 
朱平研究组依靠在冷冻电镜高分辨率结构解析方面

的长期积累, 利用冷冻电镜单颗粒三维重构方法(图
1A)获得了由12个和24个核小体组成的30 nm染色质

纤维的高分辨率三维重构结果(图1B和图1C)。我们

解析的结构显示, 30 nm染色质纤维以四个核小体为

基本结构单元(图1B); 结构单元的形成和单元之间

的扭转由不同方式的作用力介导; 结构单元之间通

过相互扭曲折叠形成一个左手双螺旋高级结构(图
1C和图1D); 四聚核小体结构单元之间的空隙可能

是组蛋白修饰、染色质重塑等重要表观遗传现象发

生的调控控制区域。同时, 我们的研究还发现, 连接

组蛋白H1在单个核小体内部及核小体单元之间的

不对称分布及相互作用促成30 nm高级结构的形成, 
首次明确了连接组蛋白H1在30 nm染色质纤维形成

过程中的重要作用。

5   体内的30 nm染色质结构研究
30 nm染色质纤维在体内结构如何, 甚至体内是

否存在30 nm染色质一直是一个有争论的问题[20-21]。

近年来, 随着电镜技术的应用, 尤其冷冻电子断层成

像三维重构技术的应用, 对于体内30 nm染色质纤维

的结构模型研究也有了一些更深入的研究进展。

体内的30 nm染色质纤维研究可以大致分为以

下两类: (1)从细胞核提取的染色质纤维研究; (2)细
胞核内染色质的原位观察。

早期, 人们借助电子显微镜从各种不同的生物

体细胞(如海参细胞、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。1976年, Finch等[12]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, 这也是最早观察到的30 nm染色质纤维。根

据电镜结果, 他们提出了one-start的螺线管模型。 
Woodcock等[22]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, 利用透射电镜和扫描

电镜进行观察分析, 发现染色质随着盐离子浓度的

提高, 凝聚程度变大, 结构也变得更加紧密。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。之后, 他们进

一步提出染色质纤维是不规则的3D zig-zag模型[23]。

Langmore等[24]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, 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。

他们还发现, 随着离子浓度的升高, zig-zag结构会变

得更加紧密, 这与Woodcock等的结论相同。最近, 
Frangakis团队[25]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。

而对于细胞体内染色质的原位研究, 一般是利

用超薄切片方法制备样品并进行细胞不同周期染色

质的形态结构观察。早期, 研究者利用电子显微镜

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[26-27]。Langmore等[24]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。Woodcock
团队[28-29]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

部细胞进行了详细地分析, 发现其体内的染色质呈

现不对称的zig-zag排列, 三维构象呈现无序的弯曲

和扭转[29]。最近, Frangakis团队[21]对鸡血红细胞核

冷冻切片进行分析并利用冷冻电子断层成像三维重

构后, 发现鸡血红细胞体内染色质呈现一种two-start
左手螺旋的构象, 沿着螺旋轴方向每11 nm的距离约

6.5个核小体, 核小体呈“face to face”并列排布, 和我

们解析的[19]在体外组装的染色质纤维结构类似。

但是, 在以上这些精子细胞及鸡血红细胞等以

外的其他细胞中, 30 nm染色质却并没有被广泛观察

到。Dubochet团队[20,30]对中国仓鼠卵巢细胞和Hela
细胞冷冻切片进行观察, 发现细胞核内染色质呈现

出均一, 有颗粒状的纹理, 但是并没有观察到高级的
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规律性结构。他们发现, 在有丝分裂染色体中, 染
色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[20]。由此, 他
们认为, 有丝分裂染色体中没有发现30 nm染色质纤

维存在。之后, Maeshima等[31]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, 并提出一

种熔融模型(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。

6   染色质结构与表观遗传调控
编码某一种蛋白的遗传信息, 是由DNA中碱基

排列序列所决定的。然而, 某一种基因是否表达或

者在那些细胞中表达, 表观遗传(epigenetics)因素主

导的染色质空间结构变化则起到了非常重要的作

用。

表观遗传调控机制是生命现象中的一种普遍

存在的调控方式, 涉及生命现象的方方面面。表观

遗传及其调控机制的研究主要集中在染色质DNA
甲基化和组蛋白甲基化、乙酰化、磷酸化等修饰以

及核小体和染色质重塑等方面。表观遗传信息建立

后, 通常认为是通过影响染色质高级结构或者在效

应蛋白的帮助下影响染色质高级结构的动态变化, 
来实现对基因表达的调控。由于染色质本身的高级

结构并未得以解析, 表观遗传信息究竟怎样影响染

色质的高级结构, 长期以来却知之甚少, 以至于在众

多文献中研究者们常常把不能解释的一些事件归咎

为“该因子以某种方式改变了染色质的高级结构”, 
因而染色质的高级结构变化也就成了科学界的一个

“黑箱”。我们解析的在体外组装的30 nm染色质纤

维的左手双螺旋高级结构模型[19], 为继续研究表观

遗传信息对30 nm染色质结构的影响提供了较好的

基础, 使得研究者有望回答染色质修饰(包括DNA甲

基化和组蛋白修饰)、染色质变体组成等一系列表

观遗传信息对30 nm染色质纤维的结构影响, 明确其

结构动态变化在基因转录调控中的作用机理。

细胞核中染色质的整体组织形式除了受到细

胞周期调控以外, 其局部结构也是高度动态变化

的, 会受到各种表观遗传因素(如组蛋白变体、DNA
和组蛋白化学修饰等)的调控, 需要进行进一步的

深入研究。尽管如此, 我们在体外、低盐条件、依

赖于连接组蛋白H1组装形成的30 nm染色质左手

双螺旋高级结构主要是由于DNA和组蛋白的内

在物理和化学性质决定的, 其基本原则对体内染

色质也可能适用。随着冷冻电镜及电子断层成像

(electron tomography, ET)三维重构、冷冻电镜−高
分辨率光学显微镜关联成像(correlative light electron 
microscopy, CLEM)等技术的快速发展和应用, 可以

预计细胞体内的染色质高级结构研究也将有一个大

的发展, 对于细胞核内的染色质结构及调控机制会

有更明确的结论。
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