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摘要      真核生物细胞在有丝分裂过程中需要维持正常且稳定的基因组异染色质与常染色

质分区。研究表明异染色质的正确形成、维持和稳态遗传对着丝粒形成、姐妹染色体凝聚与分

离、基因组稳定性及基因转录调控都具有重要的生物学意义, 其不稳定性会增加癌症、衰老、神

经退行性疾病等疾病风险。长期以来, 甲基转移酶SUV39H介导的H3K9甲基化自模板“读写”机制

被认为是细胞分裂过程中异染色质重新组装形成、维持和稳态遗传的核心机制。该研究发现哺

乳动物细胞SUV39H的H3K9甲基化的自我读写能力不足以在有丝分裂过程中实现近着丝粒异染

色质的稳态传承, 还需要H3K14的泛素化的帮助。具体来说, 研究团队通过筛选鉴定发现泛素连接

酶G2E3能够特异催化组蛋白H3K14位点的单泛素化修饰(H3K14ub), 并且G2E3特异定位于近着丝

粒异染色质且特异性催化近着丝粒异染色质区域H3K14ub。重要的是, 该研究发现在细胞分裂过

程中G2E3催化的H3K14ub是SUV39H近着丝粒异染色定位和催化H3K9me3修饰所必需的。在分

子机制上, G2E3在G2/M期高表达, 并以RNA依赖的方式结合有丝分裂染色体的近着丝粒异染色质, 
通过其催化的H3K14ub修饰, 招募SUV39H, 促进H3K9me3修饰和后续异染色质蛋白HP1的结合

与扩散, 从而实现异染色质重新组装形成和稳态遗传。研究还揭示H3K14ub招募SUV39H是通过

SUV39H的Chromo结构域, 发现该结构域不仅识别H3K9甲基化, 还识别H3K14ub, 且主要依赖结合
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H3K14ub而靶向近着丝粒异染色质。此外, G2E3缺失不仅严重损害了近着丝粒异染色质组装, 还导

致了SUV39H和H3K9me3在常染色质区域广泛且异常积累, 基因转录广谱抑制。因此, 该研究揭示

了H3K14ub驱动的H3K9me3是近着丝粒异染色质形成、维持和稳态遗传的重要机制, 该机制在进

化上保守, 且对细胞分裂过程中基因组异染色质与常染色质的正常分区、基因转录调控至关重要。

关键词      异染色质; 常染色质; G2E3泛素连接酶; H3K14ub; SUV39H1/2; H3K9me3; 异染色

质起始; 异染色质维持
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Abstract       Maintaining proper and stable compartmentalization of eukaryotic genome into heterochromatin 
and euchromatin during mitosis, along with heterochromatin proper reassembly, maintenance and inheritance, are 
of critical biological significance for centromere assembly, sister chromatid cohesion and separation, genomic integ-
rity and stability, and transcriptional regulation. Heterochromatin instability increases the risk of cancer, aging and 
related diseases, neurodegenerative disorders. Previous studies suggest a self-templating pathway involving “read-
write” of H3K9 methylation by methyltransferase SUV39H as the core mechanism for heterochromatin reassem-
bly, maintenance and inheritance during mitosis. This study reveals that the “read-write” of H3K9 methylation by 
SUV39H in mammalian cells is insufficient to achieve stable inheritance of pericentromeric heterochromatin during 
mitosis, requiring additional assistance from H3K14 ubiquitination. Researchers identified G2E3 as an H3K14ub-
specific, pericentromeric heterochromatin-localized E3 ligase. Importantly, H3K14ub catalyzed by G2E3 during 
mitosis is essential for SUV39H targeting to pericentromeric heterochromatin and for its methyltransferase activ-
ity. Mechanistically, G2E3 is highly expressed during G2/M phase, and RNA-dependently binds to pericentromeric 
heterochromatin on mitotic chromosomes and catalyzes H3K14ub, which is essential for subsequent sequential 
SUV39H and HP1 targeting to pericentromeric heterochromatin, facilitating H3K9me3 accumulation and spreading 
to ensure heterochromatin reassembly and inheritance. Researchers further revealed the chromodomain of SUV39H 
is a dual reader of H3K14ub and H3K9me3, with H3K14ub binding being primary for pericentromeric localization. 
Notably, the absence of G2E3 not only severely impairs pericentromeric heterochromatin reassembly but also leads 
to aberrant accumulation of SUV39H and H3K9me3 in numerous euchromatic regions and a widespread transcrip-
tional repression. Thus, this study reveals H3K14ub-driven H3K9me3 as a conserved mechanism of pericentromer-
ic heterochromatin reassembly, maintenance and inheritance, which is in turn crucial for proper genomic chromatin 
compartmentalization and transcriptional regulation.

Keywords       heterochromatin; euchromatin; G2E3 ubiquitin ligase; H3K14ub; SUV39H1/2; H3K9me3; het-
erochromatin initiation; heterochromatin maintenance

1   异染色质的形成与稳态遗传
真核生物基因组由高度浓缩的转录抑制性的

异染色质和分散的具有转录活性的常染色质组成。

异染色质又分为组成型异染色质和兼性异染色质 , 
其中组成型异染色质主要存在于基因稀少且含有大

量重复序列的着丝粒和近着丝粒区域、反转录转座
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子元件及端粒[1-3]。异染色质对着丝粒形成、姐妹染

色体凝聚与分离、基因组完整性和稳定性及基因转

录调控至关重要[4-6]。异染色质不稳定或难以形成会

造成一系列严重的细胞学和遗传学后果 : 转座子激

活 , 插入突变 , 染色体重排、断裂与丢失 ; 着丝粒形

成和姐妹染色体凝聚与分离异常; 基因表达异常; 癌
症、衰老、神经退行性疾病等发生[1,7-9]。

在细胞分裂过程中 , 高度浓缩的异染色质会随

着DNA复制而经历核小体解聚、重新组装 , 并将异

染色质特征性表观修饰如H3K9甲基化传递给新组

装的核小体 , 从而确保异染色质结构与功能的稳态

遗传。异染色质重新形成、维持和稳态遗传的调控

机制在裂殖酵母至哺乳动物中都高度保守 , 且在裂

殖酵母中研究最为深入 , 涉及到组蛋白修饰与RNA
调控[1,10]。

异染色质的重新形成、维持与稳态遗传高度依赖

于组蛋白H3的9号赖氨酸(K9)的甲基化修饰[11-13]。在裂

殖酵母细胞中异染色质的H3K9二甲基化修饰 (H3K-
9me2)和哺乳动物细胞中异染色质的H3K9三甲基化

修饰 (H3K9me3)分别由甲基化酶Clr4和SUV39H1/2
催化。H3K9甲基化作为异染色质特异组蛋白修饰 , 
可招募裂殖酵母和哺乳动物的异染色质结合蛋白

Swi6和HP1定位于异染色质 , 并通过蛋白间相互作

用招募H3K9甲基化酶Clr4和SUV39H1/2, 促进异染

色质H3K9甲基化 [14-17]; 同时 , Clr4和SUV39H1/2蛋
白本身也含有可与H3K9甲基化直接结合的Chromo
结构域, 能够在识别并结合H3K9甲基化而定位到异

染色质的同时催化生成新的H3K9甲基化修饰。这

种自我“读写”机制被认为是异染色质重新形成、维

持和稳态遗传的核心基础 [1,18]。此外 , 大量研究表

明源自近着丝粒重复序列的RNA转录本在裂殖酵

母和哺乳动物中均参与甲基转移酶CLRC复合体和

SUV39H的招募及异染色质的形成[10,19-24]。

虽然上述的 H3K9甲基化酶的自我 “读写 ”机
制能很好解释异染色质在有丝分裂过程中的稳态

传承问题 , 但多年来困扰该理论的一个问题是在

裂殖酵母中H3K9甲基化酶Clr4与泛素连接酶Cul4
以及支架蛋白形成甲基转移酶复合体CLRC, 并且

Cul4的泛素连接酶活性对异染色质重新形成不可

或缺 [25-27]。最新的研究表明 , Cul4具有催化H3K14
单泛素化 (H3K14ub)的能力 , 并能促进Clr4介导的

H3K9甲基化 [28], 进而促进异染色质重新形成 , 但具

体机制不明。更关键的问题是 , 在哺乳动物细胞中

H3K9me3甲基化酶SUV39H1/2以独立形式存在 , 并
不与Cul4形成复合体 , 也没有研究报道哺乳动物的

异染色质重新形成与稳态遗传是否与H3K14ub相
关。我们研究团队长期专注于表观遗传调控的机制

与功能研究 , 鉴定并发现了哺乳动物细胞中特异性

催化H3K14ub的泛素连接酶G2E3, 揭示了G2E3介
导的H3K14ub驱动SUV39H催化H3K9me3, 为近着

丝粒异染色质稳态传承所必需。我们的工作还表明

H3K14ub驱动的H3K9甲基化是进化上的异染色质

形成的保守机制 , 不仅是近着丝粒异染色质在有丝

分裂过程中稳态遗传的核心机制 , 同时还调控基因

组染色质的正常区室化。接下来我们将以进化上保

守的H3K14ub驱动的H3K9me3修饰在染色质区室化

中的作用研究为例 [29], 介绍近着丝粒异染色质形成、

维持和稳态遗传的调控机制。

2   G2E3特异性催化近着丝粒异染色质

H3K14ub修饰
我们的研究相关工起始于合作者中国科学院

生物化学与细胞生物学研究所陈德桂研究员团队

对小鼠长形精子中泛素化组蛋白的研究。他们通

过分离制备泛素化修饰的组蛋白组分偶联质谱鉴

定发现 , 在小鼠长形精子中存在高峰度的组蛋白H3
的K14位点单泛素化修饰 (H3K14ub)。对于这个新

的组蛋白位点单泛素化修饰当时没有任何相关报

道 (酵母Cul4具有催化H3K14ub的能力 , 并促进Clr4
介导的H3K9甲基化的报道于 2019年发表 [28]), 因
此 , 他们首先开展了筛选鉴定哺乳动物细胞中催化

H3K14ub修饰的泛素连接酶的工作。为了鉴定催化

H3K14ub修饰的泛素连接酶 , 他们首先合成了模拟

H3K14ub的多肽 , 通过免疫兔子制备了抗H3K14ub
的特异性抗体 [29]。随后 , 他们构建并筛选了一个包

含 2 227个氨基酸数大于 300的细胞核定位蛋白的

cDNA表达文库。其筛选方法是将每个表达质粒分

别转染HeLa细胞 , 用抗H3K14ub抗体进行免疫荧光

染色(IF), 检测H3K14ub信号变化情况。该筛选成功

鉴定出两个候选蛋白—G2E3和PHF7, 其过表达

显著增强了H3K14ub信号 (图1A)。由于PHF7在睾

丸组织中特异性表达 , 最近有研究报道PHF7在减数

分裂后精子细胞中催化H3K14ub修饰 [30], 而G2E3在
所有组织中均有表达 , 因此我们将研究重点聚焦在
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G2E3及其相关生物学功能。

在HeLa和293T细胞中过表达G2E3, IF和蛋白

质免疫印迹 (WB)都显示G2E3强烈促进H3K14ub修
饰 (图1B和图1C)。进一步体外纯化G2E3蛋白和带

GST标签的组蛋白H3以及突变体H3K14R, 通过体

外泛素化实验证明G2E3是特异性催化H3K14位点

单泛素化修饰的泛素连接酶 (图1D)。为进一步验证

G2E3在细胞中是否特异性催化H3K14ub, 我们分别

将FLAG标签的核心组蛋白H2A、H2B、H4、H3
以及突变体H3K14R和H3K18R/K23R与Myc标签的

G2E3和酶活缺失突变体G2E3m3在293T细胞中共转

染, 变性免疫沉淀核心组蛋白, WB结果显示G2E3在
细胞中亦特异性催化H3K14ub修饰 (图1E)。这些结

果表明G2E3是特异性催化H3K14ub的泛素连接酶。

为了探究G2E3对细胞内源H3K14ub修饰的贡

献值, 我们在不同细胞中敲低或敲除G2E3, IF或WB
检测H3K14ub修饰水平。结果显示G2E3敲低和敲

除都导致H3K14ub几乎完全丧失 (图 1F、图 1G和

图 1I), 表明G2E3是哺乳动物细胞内催化H3K14ub
的主要泛素连接酶。同时 , 我们观察到细胞内源

H3K14ub在细胞核内呈点状分布, 且与小鼠NIH3T3
成纤维细胞中DAPI强染色的点状异染色质重合 (图
1H), 表明H3K14ub定位于近着丝粒异染色质 , 当敲

除或者敲低G2E3时 , 近着丝粒异染色质H3K14ub
几乎完全丧失 (图 1G~图 1I)。我们也发现在鼠源

和人源细胞中过表达的G2E3都呈点状分布 , 且与

H3K9me3的点状分布重合 , 表明G2E3也定位于近

着丝粒异染色质(图1J)。这些数据表明G2E3定位于

近着丝粒异染色质 , 并特异性催化近着丝粒异染色

质H3K14ub修饰。

3   G2E3酶活依赖性促进SUV39H1/2介导

的近着丝粒异染色质H3K9me3修饰
组蛋白修饰之间存在交互调控 (cross-talk), 不

同修饰之间相互促进或者抑制。之前研究表明组蛋

白H2AK119ub与H3K27me3修饰相互促进 [31-32], H2B-
K120ub可促进H3K4me3和H3K79me3修饰[33-34]。因此, 
我们猜想H3K14ub可能会促进某种组蛋白甲基化修

饰, 且鉴于其定位于近着丝粒异染色质, H3K14ub修
饰尤其可能促进H3K9甲基化修饰。

在不同细胞中敲低或者敲除 G2E3 ,  WB检

测各种不同的组蛋白甲基化修饰 , 结果显示只有

H3K9me3修饰特异性显著降低 , 并不影响其他位点

的甲基化修饰 (图2A)。反过来过表达G2E3时只有

H3K9me3修饰特异性上调 , 但G2E3酶活缺失突变

体并不能促进H3K9me3修饰 (图2B~图2D)。此外 , 
无论敲低、敲除或过表达G2E3, 都不会影响催化

H3K9me3的关键甲基化酶SUV39H1、SUV39H2和
SETDB1的蛋白水平 (图2A和图2B), 表明G2E3不是

通过影响SUV39H的表达来调控H3K9me3水平的。

为进一步探究G2E3促进H3K9me3是否通过其催化

的H3K14ub修饰 , 我们将G2E3和酶活缺失突变体分

别与组蛋白H3以及突变体H3K14R和H3K18R/K23R
在 293T细胞中过表达 , 将过表达的组蛋白变性免

疫沉淀 , 检测H3K14ub和H3K9me3修饰。结果显示

G2E3催化H3K14ub的同时促进H3K9me3修饰, 酶活

缺失突变体丧失了此功能 ; 而H3K14R不能被G2E3
催化单泛素化修饰 , 其H3K9me3修饰水平亦没有变

化; G2E3与野生型组蛋白H3共同过表达时, G2E3显
著促进经H3K14ub修饰和未经H3K14ub修饰的组蛋

白发生H3K9me3修饰 (图2E), 表明H3K14ub同时存

在顺式和反式两种方式促进H3K9me3修饰 , 这更有

利于H3K9me3在近着丝粒异染色质上快速扩散。这

些实验结果表明G2E3以泛素连接酶活性依赖方式 , 
通过其催化的H3K14ub特异性促进近着丝粒异染色

质H3K9me3修饰。

我们发现G2E3敲低或者敲除导致近着丝粒异

染色质H3K9me3剧烈下降的同时也导致近着丝粒

异染色质区域SUV39H和HP1显著下调 (图 2F和图

2G), 提示我们G2E3的缺失很可能影响SUV39H和

HP1近着丝粒异染色质靶向定位从而调控H3K9me3
修饰。为了探究SUV39H是否介导G2E3对H3K9me3
的促进作用, 我们运用CRISPR-Cas9方法构建了SU-
V39H1敲除、SUV39H2敲除和SUV39H1/2双敲除的

HeLa细胞系。WB和 IF结果都显示SUV39H1敲除对

H3K9me3影响微弱 , SUV39H2敲除导致H3K9me3水
平剧烈下降 , SUV39H1/2双敲除后H3K9me3只剩极

其微弱的残留 , 且近着丝粒异染色质H3K9me3几乎

完全丧失 (图2H和图2I)。随后在这些敲除细胞系中

过表达G2E3的实验结果显示SUV39H1敲除几乎不

影响G2E3对H3K9me3的促进作用, SUV39H2敲除显

著影响G2E3促进H3K9me3的能力, 而SUV39H1/2双
敲除后G2E3丧失了对H3K9me3的促进作用 (图2J)。
这些结果表明SUV39H1/2蛋白共同介导了G2E3对
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A: H3K14ub的泛素连接酶筛选鉴定示意图。B: HeLa细胞中过表达Myc-G2E3强烈促进H3K14ub修饰。C: 293T细胞中过表达Myc-G2E3强烈促

进H3K14ub修饰。D: 体外泛素化实验显示G2E3特异性催化H3K14ub修饰。E: 细胞内过表达G2E3特异性催化H3K14ub修饰。F: 不同细胞中

敲低或敲除G2E3导致内源H3K14ub修饰剧烈下降。G: IF显示HeLa细胞内源H3K14ub定位于近着丝粒异染色质, G2E3敲除导致内源H3K14ub
修饰剧烈下降。H: IF显示NIH3T3细胞内源H3K14ub定位于近着丝粒异染色质。I: NIH3T3中敲低G2E3导致内源H3K14ub修饰剧烈下降。J: IF
显示不同细胞中过表达的G2E3都定位于近着丝粒异染色质。

A: schematic of H3K14ub ubiquitin ligase screening and identification. B: ectopically expressed Myc-G2E3 intensely enhances H3K14ub modification in 
HeLa cells. C: ectopically expressed Myc-G2E3 intensely enhances H3K14ub modification in 293T cells. D: in vitro ubiquitination assay demonstrates that 
G2E3 catalyzes H3K14ub specifically. E: ectopically expressed G2E3 catalyzes H3K14ub modification specifically. F: knockdown and knockout G2E3 
result in a dramatic decrease of endogenous H3K14ub modification in various cell lines. G: IF shows endogenous H3K14ub localizes on pericentromeric 
heterochromatin in HeLa cells, and G2E3 knockout causes a dramatic decrease of endogenous H3K14ub modification. H: IF shows endogenous H3K14ub 
localizes on pericentromeric heterochromatin in NIH3T3 cells. I: knockdown of G2E3 results in a dramatic decrease of endogenous H3K14ub modification 
in NIH3T3 cells. J: IF shows that ectopically expressed G2E3 localizes on pericentromeric heterochromatin in various cell types.

图1   G2E3定位于近着丝粒异染色质, 特异性催化近着丝粒异染色质H3K14ub修饰(根据参考文献[29]修改)
Fig.1   G2E3 is a pericentromeric heterochromatin associated, H3K14 mono-ubiquitination-specific E3 ligase 

(modified from reference [29])
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近着丝粒异染色质H3K9me3修饰的促进作用。同时, 
我们也观察到SUV39H1/2的缺失轻微影响G2E3的
异染色质定位 , 但不影响G2E3对近着丝粒异染色质

H3K14ub的催化作用。

4   有丝分裂过程中G2E3通过其催化的

H3K14ub调控SUV39H的近着丝粒异染

色质靶向定位
G2E3包含三个PHD结构域和一个HECT结构
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A: G2E3敲低或敲除特异性导致H3K9me3降低。B、C: HeLa细胞中过表达G2E3和酶活突变体 , G2E3酶活依赖性特异性促进H3K9me3。D: 
NIH3T3细胞中过表达G2E3和酶活突变体 , IF显示G2E3酶活依赖性促进H3K9me3。E: G2E3促进H3K9me3依赖于其催化的H3K14ub修饰。F: 
NIH3T3细胞中敲低G2E3导致内源H3K9me3剧烈下降, 同时SUV39H2和HP1α的异染色质定位水平剧烈降低。G: HeLa细胞中敲除G2E3导致内

源H3K9me3剧烈下降, 同时SUV39H2和HP1α的异染色质定位水平剧烈降低。H、I: WB和IF检测SUV39H1/2敲除对H3K9甲基化的影响。J: IF
显示SUV39H1/2双敲除后过表达G2E3不能促进H3K9me3。
A: knockdown or knockout of G2E3 impairs H3K9me3 specifically. B,C: ectopic expression of G2E3 but not G2E3m3 elevates H3K9me3 specifi-
cally in HeLa cells. D: ectopic expression of G2E3 but not G2E3m3 elevates H3K9me3 in NIH3T3 cells. E: G2E3 enhances H3K9me3 via H3K14ub 
modification. F: knockdown of G2E3 results in a dramatic decrease of endogenous H3K9me3, accompanied by a significant reduction of SUV39H2 and 
HP1α heterochromatin localization in NIH3T3 cells. G: knockout of G2E3 results in a dramatic decrease of endogenous H3K9me3, accompanied by a 
significant reduction of SUV39H2 and HP1α heterochromatin localization in HeLa cells. H,I: WB and IF analysis of the effect of SUV39H1/2 knockout 
on H3K9 methylation. J: IF showing that ectopically expressed G2E3 fails to enhance H3K9me3 after SUV39H1/2 double knockout.

图2   G2E3酶活依赖性促进SUV39H1/2介导的近着丝粒异染色质H3K9me3修饰(根据参考文献[29]修改)
Fig.2   G2E3 specifically promotes SUV39H-catalyzed heterochromatin H3K9me3 via its H3K14ub E3 ligase activity 

(modified from reference [29])
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域 , 最初被鉴定为细胞有丝分裂G2/M期高表达的泛

素连接酶 [35-36]。由此 , 我们对G2E3蛋白的细胞周期

性变化进行了检测。由于缺乏特异性识别细胞内源

G2E3蛋白的抗体 , 我们通过CRISPR-Cas9基因敲入

技术在内源G2E3的C-端敲入了3xHA标签 , 构建了

G2E3-3xHA HeLa细胞系。将此细胞系同步化到不

同的时期 , WB结果显示G2E3-3xHA蛋白在G2/M期

高表达 , H3K14ub也在G2/M期达到峰值 (图3A)。在

G2E3敲除的HeLa细胞中 , G2/M期H3K14ub几乎完

全丧失 (图3B)。进一步 IF结果显示在有丝分裂过程

中G2E3-3xHA蛋白在G2/M期高表达 , 并始终与染色

体结合(图3C), 内源H3K14ub亦始终在染色体上, 并
在有丝分裂后期达到峰值 (图 3D)。这些结果表明 , 
G2E3在G2/M期高表达 , 全程与有丝分裂染色体结

合, 且催化了细胞内几乎所有的H3K14ub修饰, 尤其

在细胞周期的G2/M期。

之前报道在酵母、秀丽隐杆线虫乃至哺乳动物

细胞中, H3K9甲基转移酶都存在RNA依赖的异染色

质定位机制 [22-24,37-40]。鉴于G2E3在整个有丝分裂过

程中持续结合染色体, 我们猜测RNA是否介导G2E3
与染色体结合。我们将过表达Myc-G2E3的HeLa细
胞同步化到M期 , 0.5% Triton X-100通透后用RNase 
A处理 , 随后的免疫染色结果显示RNase A处理不影

响H3K9me3, 但是过表达的Myc-G2E3绝大部分都

从染色体上解离, 而没有RNase A处理的细胞, Myc-
G2E3持续结合在染色体上 (图 3E)。我们进一步对

HeLa细胞中过表达Myc-G2E3进行免疫沉淀实验并

用定量PCR技术检测RNA的富集 , 结果显示相较于

18S rRNA、Actin mRNA和长链非编码RNA, 免疫沉

淀的G2E3选择性富集多个卫星RNA(图3F)。由此 , 
我们认为G2E3在近着丝粒异染色质富集并且在M
期持续结合染色体很可能是通过直接或间接结合来

源于近着丝粒异染色质重复序列的α-satellite RNA。

在细胞分裂周期中 , 被DNA复制所破坏结构的

近着丝粒异染色质需重新组装形成新的异染色质。

先前研究表明SUV39H和HP1蛋白在有丝分裂期间

会从染色质解离 [41-43]。敲低或敲除G2E3, 都会导致

SUV39H和HP1蛋白异染色质点状定位被剧烈削弱

(图2F和图2G)。由此, 我们进而探究G2E3及其催化

的H3K14ub是否促进有丝分裂后期SUV39H与HP1
蛋白与近着丝粒异染色质的重新结合。与之前报道

一致, 我们的结果显示SUV39H2和HP1α在有丝分裂

中期不与浓缩的染色体结合, SUV39H2到有丝分裂后

期开始结合染色体 , 此时H3K14ub水平最高; 而HP1α
直到有丝分裂末期才结合到染色体上。当G2E3敲除

后 , SUV39H2和HP1α与浓缩染色体的结合能力严重

受损, 并且这一现象持续到细胞间期(图3G)。这些结

果表明 , M期升高的H3K14ub在招募SUV39H参与近

着丝粒异染色质重新建立过程中发挥关键作用 , 并
揭示了分子级联机制—在近着丝粒异染色质区域 , 
G2E3催化的H3K14ub修饰招募SUV39H, 后者进而催

化H3K9me3修饰以招募HP1蛋白。

5   SUV39H通过其Chromo结构域结合

H3K14ub和H3K9me3而靶向定位近着丝

粒异染色质
由于用免疫共沉淀实验检测不到 G 2 E 3和

SUV39H1/2之间的相互作用 (图 4A), 并且G2E3对
SUV39H1/2异染色质定位调控依赖H3K14ub, 因此

猜测SUV39H1/2很可能通过直接结合H3K14ub而靶

向定位近着丝粒异染色质。为验证这一猜想 , 我们

利用体外纯化GST-SUV39H1/2对过表达Myc-G2E3
的293T细胞超声裂解液进行Pull-down实验 , 结果显

示具有K14单泛素化修饰的H3能够很好地被富集

(图 4B)。为了探究SUV39H1/2哪个结构域参与结

合H3K14ub, 我们根据其功能结构域将SUV39H2分
成了三个截短体, 发现只有N-端包含Chromo结构域

的截短体能与G2E3共定位于近着丝粒异染色质 (图
4C)。之前的研究报道SUV39H/Clr4的Chromo结构

域是H3K9me3/2的阅读器 , 并在异染色质形成中发

挥关键作用 [44-45]。经AlphaFold结构模拟后进行分

子对接 , 结果显示SUV39H2的Chromo结构域可能

可以同时结合H3K14ub和H3K9me3(图 4D)。为了

验证Chromo结构域是否能同时识别结合H3K14ub
和H3K9me3, 及鉴定参与结合的关键氨基酸 , 我们

根据结构模拟结果对SUV39H2进行一系列点突变 , 
并将其与Myc-G2E3在HeLa细胞中共转染 , IF检测

SUV39H2及其突变体与Myc-G2E3在近着丝粒异染

色质的共定位情况。结果显示D54A突变和W78A
突变都几乎丧失了与G2E3的共定位 , W68A突变

体与G2E3共定位轻微受损 (图 4D~图 4E)。Biotin-
H3K9me3(1~21 aa)多肽Pull-down实验显示W68A突

变和W78A突变影响SUV39H2与H3K9me3结合 (图
4F), 与之前报道Chromo结构域结合H3K9me3的关
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键氨基酸位点一致 [46-48]。为了验证D54是否是结合

H3K14ub的关键氨基酸 , 我们体外纯化组蛋白H3和
G2E3, 并进行体外泛素化反应, 得到带有K14ub修饰

的组蛋白H3, 并检测其与体外纯化的GST-SUV39H2 
野生型和突变体的结合情况 , 结果显示D54A突变

和W78A突变都会剧烈影响SUV39H2与H3K14ub的
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A: WB结果显示细胞内源G2E3和H3K14ub随细胞分裂周期变化, 在G2/M期高表达。B: G2/M期高丰度的H3K14ub由G2E3催化。C、D: 细胞

内源G2E3和H3K14ub在细胞有丝分裂过程中始终结合在染色体上, 并在有丝分裂后期达到峰值。E: 有丝分裂过程中G2E3以RNA依赖的方式

结合染色体。F: RIP-qPCR表明G2E3偏好结合近着丝粒和着丝粒satellite RNA(双侧多重配对t检验, n=3)。G: G2E3敲除导致有丝分裂过程中

SUV39H2和HP1α靶向定位异染色能力剧烈下降。

A: WB shows endogenous G2E3 and H3K14ub are highly expressed in G2/M phase. B: G2E3 is responsible for the markedly elevated H3K14ub level 
in G2/M phase. C,D: endogenous G2E3 and H3K14ub associate with mitotic chromosomes along the mitosis process, and reach peak levels during 
metaphase. E: G2E3 associates with mitotic chromosomes in RNA-dependent manner. F: RIP-qPCR analysis showing preferential association of G2E3 
with pericentromeric and centromeric a-satellite transcripts. Two sides multiple t tests-one per row paired-test using GraphPad Prism 8.0, n=3. G: G2E3 
knockout violently affects SUV39H2 and HP1α targeting to mitotic chromosomes.

图3   有丝分裂过程中G2E3通过其催化的H3K14ub调控SUV39H的近着丝粒异染色质靶向定位(根据参考文献[29]修改)
Fig.3   G2E3 strongly catalyzes H3K14ub during G2/M phases to target SUV39H to pericentromeric heterochromatin 

(modified from reference [29])
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结合 (图4G)。这些结果表明SUV39H2的Chromo结
构域具有识别并结合H3K14ub和H3K9me3的双重作

用 , D54特异参与结合H3K14ub, W68特异参与结合

H3K9me3, 而这两种修饰的结合都需要W78参与。

W68虽然是结合H3K9me3的关键氨基酸 , 但是

W68A突变对SUV39H2与G2E3近着丝粒异染色质

共定位的影响并不大 , 而D54A突变几乎使共定位完

全丧失 (图4E), 提示SUV39H2近着丝粒异染色质定

位主要是通过结合H3K14ub而不是H3K9me3。为

了验证该推论 , 我们以biotin-H3(1~21 aa)和biotin-
H3K9me3(1~21 aa)多肽为底物 , 体外纯化的G2E3
为泛素连接酶做体外泛素化反应 ,  得到 bio t in-
H3K14ub(1~21 aa)和biotin-H3K9me3/K14ub(1~21 aa)
多肽。以此四种多肽做peptide-pull-down实验检测

与GST-SUV39H2(1~105 aa) N-端Chromo结构域的

结合能力 , 结果显示 , GST-SUV39H2(1~105 aa)结合

H3K9me3多肽能力约是结合未修饰的H3多肽能力

的6倍 ; 尽管只有约40%的多肽被单泛素化 , 但GST-
SUV39H2(1~105 aa)结合H3K14ub多肽能力增强到14
倍。GST-SUV39H2(1~105 aa)结合H3K9me3/K14ub
双修饰能力最强 , 约为未修饰的H3多肽的19倍 (图
4H)。这些体外结合实验结果有力支持SUV39H1/2
靶向定位近着丝粒异染色质主要依赖结合H3K14ub, 
并且H3K14ub和H3K9me3的协同作用能更好地保

障SUV39H1/2的靶向定位。同时我们也观察到 , 在
SUV39H2敲除细胞中过表达SUV39H2野生型和突变

体时, D54A、W68A和W78A突变体催化H3K9me3能
力与野生型相比下降 (图4I), 表明结合H3K14ub或者

(和)H3K9me3会增强SUV39H1/2甲基转移酶活性。

与我们结果一致 ,  最新的研究报道从结构

上解析酵母 H3K9甲基转移酶 Clr4存在两个泛素

结合位点 (UBS), UBS1在其 SET结构域 , 能够结

合H3K14ub并顺式催化同一个H3蛋白的K9发生

K9me2/3修饰 ; USB2在Chromo结构域 , Chromo结
构域同时结合H3K14ub和H3K9me2/3, SET结构域

反式催化临近的H3蛋白发生K9me2/3修饰[49], 这两

种方式并存保障了H3K9甲基化在异染色质区域扩

散的效率。

6   全基因组分析显示近着丝粒异染色质

区域的H3K9me3与H3K14ub高度关联
为了阐明G2E3催化的H3K14ub在全基因组范

围与H3K9me3的关联性 , 我们对亲代细胞和G2E3 
KO HeLa细胞进行了ChIP-seq实验。分析显示在

亲代对照细胞中鉴定到 6 286个H3K14ub峰 , 其中

5 564个同时存在H3K9me3峰 , 且几乎没有共存的

H3K4me3峰。当G2E3敲除后原有的H3K14ub和
H3K9me3的峰数目和强度都急剧下降(图5A)。进一

步分析显示 , 重叠的H3K14ub与H3K9me3峰在近着

丝粒卫星序列及着丝粒α-卫星重复序列区域高度富

集 , 且当G2E3敲除后 , H3K14ub和H3K9me3信号在

上述区域均剧烈降低 (图5B)。代表性的基因组截图

清晰显示H3K14ub和H3K9me3在近着丝粒和着丝

粒区域富集 , 而G2E3敲除后这两种修饰均显著减少

(图5D)。值的注意的是H3K14ub在LINE1、Alu和
ERVK等重复序列中并没有富集 , 且G2E3敲除并不

会导致这些区域H3K9me3水平的下降 , 反而略微上

升(图5C)。通过ChIP-qPCR分析, 我们证实H3K9me3
在 spc、alphoid和alpha-R1-7等近着丝粒和着丝粒重

复序列中高度富集, G2E3敲除导致H3K9me3水平在

这些序列上显著降低 , 以及在LINE1、Alu和ERVK
序列上轻微升高 (图 5E)。同时G2E3的缺失也削弱

了SUV39H2在这些近着丝粒和着丝粒重复序列上

的结合 , 却促进了SUV39H2在LINE1、Alu和ERVK
等序列的结合 (图5F)。qPCR结果显示G2E3敲除导

致近着丝粒和着丝粒重复序列的转录水平上调 (图
5G)。综上所述, H3K14ub和H3K9me3在近着丝粒和

着丝粒区域富集 , G2E3敲除导致这些区域H3K14ub
缺失, SUV39H的靶向定位受损, 进而导致H3K9me3
剧烈下调, 异染色质结构的破坏, 原本转录沉默的近

着丝粒和着丝粒重复序列的转录水平升高。

7   G2E3调控常染色质的区室化和功能
我们意外发现 , G2E3敲除后H3K9me3峰数目

和强度在近着丝粒和着丝粒区域显著降低 , 但H3K-
9me3峰的总数却显著上调 , 从亲代细胞中的17 114
增加到G2E3敲除细胞中的43 711。这些H3K9me3
峰经分析聚类可为三组 , 第一组在亲代细胞中H3K-
9me3峰很微弱甚至没有 , G2E3敲除导致这些区域

13 217个峰增强或新增 , 这些区域没有H3K14ub修
饰 ; 第二组在亲代细胞中有很强H3K9me3峰 , G2E3
敲除导致H3K9me3峰剧烈下降 , 这些峰同时也是

H3K14ub富集的区域 ; 第三类在亲代中存在较弱的

H3K9me3峰 , G2E3敲除导致其微弱增强或者不变 , 
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这些区域很少存在H3K14ub修饰 (图6A)。进一步分

析显示第二组聚集在近着丝粒和着丝粒区域 , G2E3
敲除导致H3K14ub下降的同时也导致H3K9me3显著

下降; 第一组和第三组主要聚集在常染色质区域, 这
些区域几乎没有H3K14ub修饰 , G2E3敲除反而导致

其H3K9me3广泛上调(图6B~图6C)。

常染色质区域H3K9me3的广泛上调促使我们

检测G2E3敲除对基因表达的影响。为了确保数据

的重复性和可靠性 , 我们将亲代对照细胞和两株

G2E3敲除细胞系 , G2E3 KO-10和G2E3 KO-11, 同
时进行RNA-seq。结果检测到15 381个测序读段数

(reads)>10的共有基因 , 当以基因转录1.5倍变化量 , 

A: IP-WB结果显示过表达的G2E3与SUV39H2没有相互作用。B: GST-pull-down结果显示体外纯化的GST-SUV39H1/2都能与K14单泛素化

修饰的H3结合。C: SUV39H2的N-端1—105 aa对于SUV39H2与G2E3共定位是必要的。D: 分子对接提示SUV39H2的Chromo结构域同时结合

H3K14ub和H3K9me3。E: IF检测SUV39H2突变体的异染色质结合情况。F: histone tail pull-down检测SUV39H2突变体与H3K9me3的结合情况。

G: GST-pull-down结果显示D54A和W78A突变影响SUV39H2与H3K14ub的结合。H: histone tail pull-down检测SUV39H2的Chromo结构域和突

变体与H3、H3K14ub、H3K9me3及H3K9me3/K14ub peptide的结合情况。I: 在SUV39H2 KO HeLa细胞中过表达SUV39H2和突变体, 结果显示

D54A、W68A和W78A影响SUV39H2催化H3K9me3的活性。

A: IP-WB indicates no interaction between ectopically expressed G2E3 and SUV39H2. B: GST-pull-down showing that both in vitro purified GST-
SUV39H1/2 can bind to K14 monoubiquitinated H3. C: the N-terminal 1—105 aa of SUV39H2 is essential for SUV39H2 colocalization with G2E3. 
D: molecular docking suggests the Chromo domain of SUV39H2 binds H3K14ub and H3K9me3 simultaneously. E: IF analysis of SUV39H2 mutants 
binding to heterochromatin. F: histone tail pull-down assay demonstrating the effect of SUV39H2 mutants binding to H3K9me3. G: GST-pull-down 
demonstrates that D54A and W78A mutants are impaired in binding H3K14ub. H: histone tail pull-down assay evaluates the relative binding affinity 
of SUV39H2 chromodomain and mutants for H3, H3K14ub, H3K9me3, and H3K9me3/H3K14ub peptides. I: ectopic expression of SUV39H2 and its 
mutants in SUV39H2 KO HeLa cells revealed that D54A, W68A, and W78A mutants impair catalytic activity for H3K9me3.
图4   SUV39H通过其Chromo结构域同时结合H3K14ub和H3K9me3而靶向定位近着丝粒异染色质(根据参考文献[29]修改)

Fig.4   The SUV39H chromodomain is a dual functional reader of H3K14ub and H3K9me3, and critical for SUV39H 
targeting to pericentromeric heterochromatin (modified from reference [29])
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P<0.05为阈值时, 两株G2E3敲除细胞系共同下调

基因有5 123个, 共同上调基因只有603个(图6D), 并
且共同下调基因中有 56%在基因体或者基因上下

游20 Kb内存在H3K9me3修饰上调。代表性的基因

组区域展示了G2E3敲除导致常染色质H3K9me3上
升 , 基因转录抑制(图6E)。通过qPCR我们进一步证
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A: ChIP-seq均值热图展示亲代和G2E3 KO HeLa细胞的H3K14ub峰 , 以及与之对应的H3K9me3峰和H3K4me3峰 (n=3)。B: H3K14ub峰富集

在 satellite和Centro α-satellite序列 , G2E3敲除后整体以及 satellite和Centro α-satellite序列的H3K14ub和H3K9me3都剧烈下降。C: Alu、LINE1
和ERVK序列没有H3K14ub修饰 , G2E3敲除导致这些序列的H3K9me3轻微升高。D: Track图展示H3K14ub和H3K9me3在1号染色体近着丝粒

和着丝粒区域高度富集 , G2E3敲除导致H3K14ub和H3K9me3剧烈下降。E: ChIP-qPCR结果显示G2E3敲除后 satellite序列H3K9me3修饰降低 , 
LINE1、Alu和ERVK序列H3K9me3修饰轻微升高。 F: ChIP-qPCR结果显示G2E3敲除后SUV39H2在satellite序列上结合减弱, 在LINE1、Alu和
ERVK序列上结合增强。 G:  qPCR结果显示G2E3敲除后近着丝粒异染色质 satellite和着丝粒重复序列的转录水平升高。统计分析均采用双侧

多重配对t检验, x
_
±s, n=3, **P<0.01; ***P<0.001; ****P<0.000 1; ns: 无统计学意义。

A: average heatmap displays H3K14ub peaks in parental and G2E3 KO HeLa cells, and corresponding H3K9me3 and H3K4me3 peaks (n=3). B: 
H3K14ub peaks are enriched in satellite and Centro α-satellite sequences. G2E3 knockout results in dramatic decrease of H3K14ub and H3K9me3 in 
all H3K14ub peaks, especially in satellite and Centro α-satellite sequences. C: G2E3 KO results in H3K9me3 levels slightly increased in Alu, LINE1, 
and ERVK sequences which lack of H3K14ub. D: track plot shows high enrichment of H3K14ub and H3K9me3 in the pericentromeric and centromeric 
regions of chromosome 1. G2E3 knockout results in dramatic decrease in H3K14ub and H3K9me3. E: ChIP-qPCR indicates reduced H3K9me3 modi-
fication in satellite sequences and slight increases in LINE1, Alu, and ERVK sequences following G2E3 knockout. F: ChIP-qPCR indicates weakened 
SUV39H2 binding at satellite sequences and enhanced binding at LINE1, Alu, and ERVK sequences after G2E3 knockout. G: qPCR shows elevated 
transcription levels of pericentromeric satellite repeat and centromere repeat transcripts in two G2E3 KO HeLa cell lines. All statistical analysis was 
performed two sides multiple t tests-one per row using GraphPad Prism 8.0, x

_
±s, n=3, **P<0.01; ***P<0.001; ****P<0.000 1; ns: no statistical sig-

nificance.
图5   H3K14ub在近着丝粒异染色质高度富集且与H3K9me3高度关联(根据参考文献[29]修改)

Fig.5   H3K14ub is highly enriched at and required for H3K9me3 in pericentromeric heterochromatin 
(modified from reference [29])



932 · 领域前沿 · 中国 ·

Group I

G2E3 KO-10/parental

H3K9me3 up

Pericentromeric

Heterochromatin Euchromatin

Group II

G2E3 KO-10/parental

H3K9me3 down

Group III

G2E3 KO-10/parental

H3K9me3 moderate up

G
2E
3 

K
O

-1
0

H
3

K
4

m
e3

P
ar

en
ta

l

H
3

K
4

m
e3

G
2E
3 

K
O

-1
0

H
3

K
1

4
u

b

P
ar

en
ta

l

H
3

K
1

4
u

b

G
2E
3 

K
O

-1
0

H
3

K
9

m
e3

P
ar

en
ta

l

H
3

K
9

m
e3

Parental_H3K14ub

G2E3 KO-10_H3K14ub

Parental_H3K9me3

G2E3 KO-10_H3K9me3

Parental_H3K14ub

G2E3 KO-10_H3K14ub

0.20

0.15

0.10

0.05

 0

–0.05
0.2

0.1

0

–0.1

–0.2

1.0
0.5

 0

1.0
0.8
0.6
0.4
0.2

 0
–0.2

0.5
0.4
0.3
0.2
0.1

 0
–0.1

0.5
0.4
0.3
0.2
0.1

 0
–0.1

0.15

0.10

0.05

 0

–0.05

0.15

0.10

0.05

 0

–0.05

0.15

0.10

0.05

 0

–0.05

Group I
Group II
Group III

M
ea

n
 r

ea
d

s 
d

en
si

ty

/r
∙m

in
–

1
M

ea
n

 r
ea

d
s 

d
en

si
ty

/r
∙m

in
–

1

M
ea

n
 r

ea
d

s 
d

en
si

ty

/r
∙m

in
–

1

G
ro

u
p

 I

n=
1

3
 2

1
7

G
ro

u
p

 I
I

n=
4

 4
2

2

G
ro

u
p

 I
II

n=
2

8
 9

8
8

H
3

K
9

m
e3

 p
ea

k
s

–
1

.0
S

ta
rt

E
n

d
1

.0
 K

b
–

1
.0

S
ta

rt
E

n
d

1
.0

 K
b

–
1

.0
S

ta
rt

E
n

d
1

.0
 K

b
–

1
.0

S
ta

rt
E

n
d

1
.0

 K
b

–
1

.0
S

ta
rt

E
n

d
1

.0
 K

b
–

1
.0

S
ta

rt
E

n
d

1
.0

 K
b

–1.0 Start        End 1.0 Kb –1.0  Start          End  1.0 Kb

–1.0 Start         End  1.0 Kb –1.0  Start         End  1.0 Kb

–1.0  Start        End  1.0 Kb –1.0 Start         End  1.0 Kb

–1.0    Start       End  1.0 Kb

Parental_H3K9me3

G2E3 KO-10_H3K9me3

SUV39H2 ChIP-qPCR

(A) (B)

(C)

(E)(D) (F)

(G) (H)

chr10: 10,054,418-11,864,266 chr11: 59,058,123-59,170,820 chr12: 79,549,582-79,999,534
150 Kb 10 Kb 40 Kb Total genes

(reads>10)

1.5 folds

Up-regulated
1.5 folds

Down-regulated

****

****
****

****
****

****
****

****
****

****
****

****

****

****

**

**
***

**

*

*

Parental

G2E3 KO-10

0.010

0.008

0.006

0.004

0.002

       0

0.30

0.25

0.20

0.15

0.10

0.05

     0

1.2

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

   0

0-0.5

0-0.5

0-0.5

0-0.5

0-0.5

0-5.0

0-5.0

0-0.8

0-0.80-0.8

0-0.8

0-5.0

0-5.0

0-0.5

0-0.5 0-0.5

0-0.5

0-0.5

0-0.5

0-0.5

0-12.0

0-12.0

0-1.0

0-1.0

P
er

ce
n

t 
o

f 
in

p
u

t
P

er
ce

n
t 

o
f 

in
p

u
t

P
ar

en
ta

l
G
2E
3 

K
O

-1
0

P
ar

en
ta

l

Parental

KO-10

Genes

G
2E
3 

K
O

-1
0

P
ar

en
ta

l
G
2E
3 

K
O

-1
0

H
3

K
1

4
u

b
H

3
K

9
m

e3
H

3
K

4
m

e3

R
N

A
-s

eq

15 381 603 5 123 1 333

138305

666 1 807326

G2E3 KO-10/parental G2E3 KO-11/parental

CE
LF
2

FA
M1
11B

NE
DD
4

OS
BP
L8

PP
P1
R1
2A

CE
LF
2

FA
M1
11B

NE
DD
4

OS
BP
L8

PP
P1
R1
2A

CE
LF
2

FA
M1
11B

NE
DD
4

OS
BP
L8

PP
P1
R1
2A

Н3K9me3 ChIP-qPCR

Parental
G2E3 KO-10

G2E3 KO-10 G2E3 KO-11Parental

R
el

at
iv

e 
m

R
N

A
 l

ev
el

CELF2 USP6NL PPP1R12APAWRGLYATL1B FAM111B FAM111A-DT

实G2E3敲除导致基因转录抑制 (图6F)。ChIP-qPCR
结果显示这些转录受抑制的基因区域内SUV39H2
结合增强 (图 6G), H3K9me3丰度升高 (图 6H)。这

些数据表明G2E3敲除导致原本靶向近着丝粒异染

色质的SUV39H重新分布到常染色质 , 催化广泛的

H3K9me3修饰 , 导致基因转录广谱抑制。这些结果

A: ChIP-seq均值热图按照H3K9me3变化情况聚类成三组展示亲代和G2E3 KO HeLa细胞的H3K9me3峰, 以及与之对应的H3K14ub峰和H3K4me3
峰(n=3)。B: 峰密度图分别展示三组峰区域内G2E3敲除前后H3K9me3和H3K14ub的变化情况。C: 上部分显示G2E3敲除导致近着丝粒异染色质

H3K9me3显著降低, 常染色质H3K9me3升高。下部分显示H3K14ub在近着丝粒异染色质而不是常染色质富集。D: Track图显示G2E3敲除后常染

色质H3K9me3上升, 基因转录水平下降。E: 两株G2E3 KO HeLa细胞的RNA-seq结果显示G2E3敲除导致广泛的基因转录抑制。F: ChIP-qPCR显
示G2E3敲除后SUV39H2在转录下调基因上结合增加。G: qPCR结果显示G2E3敲除后五个代表性基因转录水平下降。 H: ChIP-qPCR显示G2E3
敲除后转录下调基因区域的H3K9me3上调。统计分析均采用双侧多重配对t检验, x

_
±s, n=3, *P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001; ****P<0.000 1。

A: average heatmaps cluster H3K9me3 peaks from parental and G2E3 KO HeLa cells into three groups based on H3K9me3 changes, alongside cor-
responding H3K14ub and H3K4me3 peaks (n=3). B: peak density profiles of H3K9me3 and H3K14ub in group I, group II, and group III peaks. C: 
top panels show that G2E3 knockout causes a significant loss of H3K9me3 in pericentromeric heterochromatin and a substantial gain of H3K9me3 
in euchromatin. Bottom panels show H3K14ub is enriched in pericentromeric heterochromatin but absent in euchromatin. D: track plot showing that 
H3K9me3 increases in euchromatin and transcription decreases after G2E3 knockout. E: RNA-seq of two G2E3 KO HeLa cell lines reveal extensive 
transcriptional repression following G2E3 knockout. F: ChIP-qPCR indicates increased SUV39H2 binding to transcriptionally downregulated genes 
after G2E3 knockout. G: qPCR indicates that the transcription levels of five representative genes decreased following G2E3 knockout. H: ChIP-qPCR 
reveals upregulation of H3K9me3 in regions of transcriptionally downregulated genes after G2E3 knockout. All statistical analysis was performed two 
sides multiple t tests-one per row using GraphPad Prism 8.0, x

_
±s, n=3, *P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001; ****P<0.000 1.

图6   G2E3调控常染色质正常区室化和基因转录(根据参考文献[29]修改)
Fig.6   G2E3 is required for appropriate euchromatin compartmentation and transcriptional regulation

 (modified from reference [29])
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也表明G2E3通过将SUV39H和H3K9me3束缚在近

着丝粒异染色质区域不仅对异染色质形成和稳态遗

传极为重要 , 同时对常染色质的正常区室化和功能

也是必要的。与我们结果一致 , 最新的研究报道在

小鼠细胞中Suv39h催化的H3K9me3对常染色质结

构的建立以及基因转录的维持至关重要[50]。

8   总结与展望
虽然很早就知道H3K9me3修饰是异染色质正

确形成、维持和稳态遗传的关键 , 但其在细胞分裂

过程中如何被稳定 “继承 ”一直被认为是通过简单

的自模板 “读写 ”能力。我们的研究发现了哺乳动

物细胞中催化H3K14ub的关键泛素连接酶G2E3, 首
次在哺乳动物中揭示了H3K14ub驱动的H3K9me3
修饰的异染色质维持和稳态遗传机制。尽管酵母

和哺乳动物使用不同的泛素连接酶 , 但它们都通过 
“H3K14ub→H3K9me3”这一共同路径来实现近着丝

粒异染色质的稳态遗传 , 同时影响常染色质的正常

区室化和功能 , 表明该机制在进化上高度保守 , 是
生命体的 “基础设计 ”。由此 , 我们提出一个着丝粒

异染色质稳态维持的统一假说 : 无论在裂殖酵母还

是哺乳动物细胞中 , S期均会出现近着丝粒重复序

列转录水平的升高 , 这可能源于异染色质结构的暂

时性破坏 ; 在哺乳动物细胞中转录自近着丝粒相关

序列的RNA分子与核小体结合, 介导G2E3结合近着

丝粒异染色质 , 并在亲本及新组装的核小体组蛋白

H3上催化H3K14ub修饰 ; 在G2/M期后期 /末期阶段

H3K14ub单独或者协同H3K9me3通过相互作用招

募SUV39H1/2靶向定位于近着丝粒异染色质 , 催化

H3K9me3修饰 ; 随后HP1蛋白通过结合H3K9me3及
与SUV39H1/2和 (或 ) RNA的相互作用被招募 , 进一

步巩固近着丝粒异染色质 ; 在异染色质形成过程中

SUV39H1/2被锁定并限制在近着丝粒异染色质 , 防
止其在常染色质的异常结合 , 从而维持适当的染色

质区室化与基因表达。而在裂殖酵母中, CLRC复合

体也通过H3K14ub促进H3K9甲基化来促进异染色

质的形成与稳态维持。

鉴于最新研究进展 , 后续有必要探究G2E3与
ZNF512/512B是否在近着丝粒异染色质形成过程中

协同作用 [51]。哺乳动物成熟的精子和卵子带有不同

的表观修饰谱式和不同的染色质结构状态 , 受精后 , 
精子和卵子都会擦除各自的表观修饰谱式 , 从而重

新建立共有的表观修饰谱式 [52-54]。此过程伴随着染

色质结构的开放和重新建立 , 我们后续将继续探索

G2E3及其催化的H3K14ub在早期胚胎发育过程中

对异染色质建立和成熟的调控功能与作用机制。
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