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摘要    作为一种重要的组蛋白修饰形式, H2B 的单泛素化(uH2B)广泛地参与 DNA 复制、

基因的表达与转录、DNA 损伤修复及异染色质维持等生物学事件. 在裂殖酵母中, H2B 的单

泛素化发生在其羧基端的 119 位赖氨酸(K119), 并依赖于 Rhp6/Bre1 泛素连接酶复合体. 研

究表明, uH2B 通过破坏 H2A/H2B 二聚体的结构促进 mRNA 在转录过程中的延伸, 同时促进

H3K4的三甲基化激活基因的表达及参与DNA损伤修复. 本研究发现, Rhp6能够对核糖核苷

酸还原酶抑制基因(Spd1)位点进行活跃的染色质修饰, 促进 H2B 的单泛素化并抑制基因表

达, 从而促进 dNTP 的合成并调控 DNA 复制及损伤修复. 重要的是, 本研究发现, 该过程不

依赖于 H3K4 而决定于 H3K9 的三甲基化. 同时 uH2B 直接在 DNA 双链断裂位点富集, 通过

改变染色质的结构参与 DNA 损伤修复, 该过程中可能存在其他更为复杂的分子机制.  
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当细胞受到内源性或外源性的 DNA 损伤之后, 

细胞周期检验点会迅速激活, 使细胞周期停滞以完

成修复, 这依赖于 2 个重要的激酶 ATR(ATM-Rad3- 

related)和 ATM(ataxia telangiectasia-mutated)[1,2]. 在

裂殖酵母(Schizosaccharomyces pombe)中, ATM 的同

源蛋白 Tel1 只在 DNA 双链断裂(double strand break, 

DSB)修复过程中 DNA 末端处理出现缺陷时才会参

与细胞周期检验点的激活, 而大部分的细胞周期检

验点信号的活化都依赖于 ATR 同源蛋白 Rad3[3]. 已

知的 DNA 损伤中, DNA 双链断裂是最为严重的一种. 

在芽殖酵母中, 一个 DNA 双链断裂就会导致细胞周

期检验点的激活[4]. 在真核生物细胞中, DSB 修复的

机制是高度保守的, 主要分为快速但低保真性的非

同源末端连接(nonhomologous end joining, NHEJ)和

速度慢但高保真性的同源重组(homologous recom- 

bination, HR), 前者在 KU70/KU80 结合 DNA 断裂末

端后在 DNAPK 复合物等的处理下使断裂的 DNA 末

端在空间上靠近, 再通过 DNA 连接酶 4 及 XRCC4

等一系列的修复蛋白作用直接将断裂的双链 DNA 连

接 起 来 [5], 而 后 者 则 需 要 通 过 MRN (Mre11- 

Rad50-NBS1)复合物、CTIP 以及一系列的核酸酶   

对 DNA 双 链 断 裂 末 端 进 行 加 工 形 成 单 链

DNA(ssDNA)以侵入同源染色体的同源序列进行同

源重组修复[6].  
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近年的研究提出, 组蛋白的修饰在 DSB 的修复

中发挥着重要的作用. 在 DNA 损伤位点附近组蛋白

会进行一系列的修饰和构象上的变化, 如 DNA 断裂

位点产生后, 附近染色质上的组蛋白 H2A 的羧基端

会迅速进行磷酸化 , 从而募集 MDC1 以及随后的

53BP1 和 BRCA1 到 DNA 双链断裂位点[7,8]. 同时

H2A.Z 也会在 DSB 附近富集, 这对 H4 的乙酰化是必

需的 [9]. 在出芽酵母 (Saccharomyces cerevisiae)中 , 

H2B 第 123 位赖氨酸的泛素化对 DSB 修复也有重要

作用, 它促进DSB位点H3K4, H3K36, H3K79的甲基

化, 这些修饰对损伤的快速修复至关重要 [10~12], 例

如, 在Set1缺陷的细胞中, H3K4甲基化程度过低, 导

致 NHEJ 不能正常进行[13]. 在裂殖酵母中, 依赖于

HULC 复合物的 H2B 单泛素化对于异染色质的维持

起着极其重要的作用 [14]. 在高等哺乳动物细胞内 , 

DNA 双链断裂产生后, 在激酶 ATM 的作用下, uH2B

在 DSB 位点富集, 并募集其他修复蛋白如 Rad51, 

KU70/KU80, 以完成 HRR(homologous recombination 

repair)或 NHEJ, 这个过程依赖于 RNF20/RNF40 复合

物[15]. 同时, uH2B和 uH2A的去泛素化对维持遗传信

息的稳定也很重要. Nicassio等人[16]指出, 在USP3缺

陷的细胞中, uH2B 和 uH2A 不能正常地去泛素化, 导

致基因组的不稳定性. 此外, 组蛋白的修饰在基因表

达、转录调控过程中也发挥重要的作用. 例如, 裂殖

酵母中单泛素化的H2B通过破坏H2A/H2B的二聚体

结构, 促进核小体的解离从而有助于 mRNA 在转录

区域的延伸, 以达到调节基因转录的目的 [17], 同时

H2B 的单泛素化促进大多数启动子区域依赖于 Set1

的 H3K4 的甲基化, 从而促进蛋白的表达[18].  

为进一步认识组蛋白修饰在 DNA 损伤应答过程

中的功能, 通过免疫印迹的方法筛选 20 余种组蛋白

修饰在离子射线照射后的活化情况, 发现裂殖酵母

H2B的K119位点的单泛素化修饰(uH2B)出现明显的

增强, 在 H2B 泛素化位点突变的菌株(htb1-K119R 菌

株, 其中 htb1 为裂殖酵母中 H2B 的基因名)中, 这种

动态变化的缺失导致同源重组修复因子向损伤位点

的招募受到抑制. 染色质免疫共沉淀结果显示, DNA

损伤发生后, uH2B 在 DNA 双链断裂位点呈现快速富

集, 提示 H2B 泛素化在 DSB 修复中发挥直接的生化

功能. 此外, 本研究还发现, uH2B 富集在 Spd1 基因

位点并抑制其基因表达, 同时影响 H3K9 的甲基化. 

在H2B泛素化缺陷的菌株(htb1- K119R)中, Spd1蛋白

持续的高水平, 导致核糖核酸还原酶(ribonucleotide 

reductase, RNR)功能紊乱和 dNTP 合成不足, 从而造

成 DNA 复制及损伤修复过程中的生理缺陷.  

1  材料与方法 

1.1  材料 

本研究所使用的裂殖酵母菌株见表 1. 酵母生长

所需的培养基的配方以及基本实验方法来自于

Forsburg 实验室[19]. 所使用的引物见表 2.  

1.2  蛋白抽提 

将酵母细胞培养至对数生长期. 收集 10 A600 细

胞, 洗去培养基并重悬于 100 L 水中. 加入 100 L 

0.7 mol/L NaOH, 混匀后室温处理 10 min. 加入 400 

L 20%三氯乙酸沉淀蛋白, 21000×g 离心 10 min, 将

沉淀溶解于十二烷基硫酸钠(sodium dodecylsulfate, 

SDS)样品缓冲液中[20]. 利用 Westernbolt 检测, 各种

组蛋白修饰抗体购自 Millipore(美国), HA 抗体购自 

表 1  本研究所使用的裂殖酵母菌株 

名称 基因型 

SP501 ade6-704, leu1-32, ura4D-18, his3-D1 

SP792 rad52-GFP-TAP:kana, leu1-32 his3-D1 

SP801 TAP-suc22::kana, leu1-32 his3-D1 

SP806 Spd1-HA::kana, leu1-32 his3-D1 

SP864 Spd1::hygro, ade6-704, leu1-32, ura4D-18, his3-D1 

SP897 htb1-K119R-3flag::kana, ade6-704, leu1-32, his3-D1 

SP962 rhp6-TAP::kana, ade6-704, leu1-32, ura4D-18, his3-D1 

SP1026 rhp6::kana, ade6-704, leu1-32, ura4D-18, his3-D1 

YY4138 
leu1-32 ura4-D18 his3-D1 arg3::HO 位点(kanMX6) 

ars1::nmt-HO 内切酶:ampR:his3+:ars1 

表 2  本研究所使用的引物 

名称 引物序列(5′→3′) 
引物 1 TTGTCCTTCATGGCACG 

        CAACTGCTTTCAAGGTAACA 

引物 2 ACAGCAGCAAGCGAGTTA 

        AAAGCGGTGGGTTATAGG 

引物 3 GAATGCGGGTTCGTAAATC  

        CGTCAAACGGCTTCAACCA 

引物 4 CGTACTAGCTTGTTTGCAACTGAACTCTAGTG 

        CCGATATCTAGTTCTCTCTCAGACTGCGAG 

引物 5 TAGCACCGGCTCGTCTATTT 

        AAGCAATGGGACTTCAATCG 

引物 6 TCAAAGCTGCGAAACAACAC 

        TCGGTGCAGACGATCAATAA 
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Roche(11815016001, 瑞士). 

1.3  梯度稀释打点分析 

将酵母细胞培养至对数生长期, 计数 2×106 细胞

并重悬于100 L水中, 10倍梯度稀释后, 依次取5 L

菌液接种于不同药物处理的培养盘上, 30℃培养箱中

培养 4 天, 进行图像采集.  

1.4  RNA 提取及 qPCR 分析 

将酵母细胞培养至对数生长期, 收集 50 A600 细

胞, 洗去培养基并重悬于 40 L AE 缓冲液(50 mmol/ 

L 醋酸钠; 10 mmol/L EDTA; pH 5.3)中, 加入 40 L 

10%SDS, 震荡混匀. 加入等体积的苯酚, 震荡混匀

后 65℃孵育 4 min. 在冰水浴中迅速冷却后 21000×g

离心 2 min. 取上层液体至新的离心管中, 用苯酚/氯

仿萃取 2 次, 得到的水相加入醋酸钠(pH 5.3, 至终浓

度 0.3 mol/L)和 2.5 倍体积的无水乙醇, 冰上静置  

10 min. 21000×g 离心 10 min, 沉淀用 70%乙醇洗 2

次后溶于 20 L 水中.  

采用 Promega 逆转录试剂盒(M170A, 美国)将

RNA 逆转录为 cDNA. 一步法水浴 37℃ 1 h 得到

cDNA, 采用 Promega qPCR试剂盒及 Bio-Rad CFX96

荧光定量系统(美国)进行荧光定量实验.  

1.5  染色质免疫共沉淀(ChIP) 

HO 核酸酶诱导 DSB 系统由 Paul Russell 实验室

惠赠, 通过 nmt40启动子诱导HO的表达并产生DSB, 

在HO诱导后分不同时间段取样[21]. 收集 50 A600细胞

于终浓度 1%的甲醛中交联 15 min, 加入 2.5 mol/L 

甘氨酸终止交联 , 磷酸盐缓冲液 (phosphate buffer 

solution, PBS)洗后重悬于 400 L ChIP (chromatin 

immunoprecipitation)裂解液(50 mmol/L 羟乙基哌嗪

乙 硫 磺 酸 (4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesul- 

phonic acid, HEPES), pH 7.4; 140 mmol/L NaCl; 1% 
Triton X-100; 0.1%脱氧胆酸钠(Na deoxycholate); 蛋

白酶抑制剂)中, 加入 1 L蛋白酶抑制剂4-(2-氨乙基)

苯磺酰氟盐酸盐 (4-(2-aminoethyl) benzenesulfonyl 

fluoride hydrochloride, AEBSF), 利用玻璃珠破碎细

胞, 离心后将沉淀于 1 mL ChIP 裂解液中洗涤 1 次, 

重悬于 400 L ChIP 裂解液中, 超声打断 DNA 于 500 

bp 左右, 离心弃去沉淀, 取 5 L 上清作为对照(input), 

加入抗体孵育 1 h 后加入 Protein G Dyna beads 

(Invitrogen, 美国)过夜. 依次用 ChIP 裂解液、ChIP

裂解液(高盐)(50 mmol/L HEPES pH 7.4; 500 mmol/L 

NaCl; 1%Triton X-100; 0.1%脱氧胆酸钠)、ChIP 洗脱

液 (10 mmol/L Tris, pH 8.0; 250 mmol/L LiCl; 

0.5%NP-40; 0.5%脱氧胆酸钠; 1 mmol/L EDTA)和

Tris-EDTA 缓冲液洗涤磁珠 2 次后加入 ChIP 洗脱液

(50 mmol/L Tris, pH 8.0; 1%SDS; 10 mmol/L EDTA)于

65℃逆交联, 得到的液体采用 Omega DNA 纯化试剂

盒(美国)纯化回收于 100 L 水中, 取 5 L 进行定量

分析.  

1.6  微球菌核酸酶(MNase)酶切实验 

将酵母细胞培养至对数生长期, 收集 10 A600 细

胞, 洗去培养基并重悬于 100 L CSE 缓冲液中 (20 

mmol/L 柠檬酸钠(citrate)-磷酸缓冲液(phosphate), pH 

5.6; 40 mmol/L EDTA; 1.2 mol/L 山梨糖醇), 加入溶

细胞酶(zymolyase)至终浓度 0.2 mg/mL, 30℃孵育 15 

min, 离心并重悬于 100 L 消化液中, 加入 MNase 至

终浓度 1 U/L, 室温酶切 5, 20 和 40 min 后加入

EDTA 终止反应. 采用 Roche 核酸纯化试剂盒回收

DNA, 于 4%琼脂糖凝胶中电泳 4 h(2 V/cm)后采集  

图像.  

1.7  免疫荧光染色 

将收集的细胞于 70%乙醇中室温固定 5 min, 离

心并洗涤细胞 1次, 重悬于含有 10%血清的 PBS缓冲

液中封闭 1 h. 离心弃上清, 将细胞重悬于用 10%血

清/PBS 以 1:100 稀释的 TAP 一抗中, 室温孵育过夜. 

离心弃上清, PBS 洗涤细胞 2 次后重悬于用 10%血清/ 

PBS 以 1:300 稀释的带 CY3 标记的二抗中, 室温孵

育 2 h. 离心弃上清, PBS 洗涤细胞 2 次后制片, 荧光

显微镜下观察.  

2  结果与分析 

2.1  H2B 泛素化在射线照射后明显增强  

组蛋白修饰在 DNA 损伤修复中具有重要功能, 

为了发现新的组蛋白修饰参与 DNA 损伤修复的信号

通路, 利用蛋白免疫印迹技术, 筛选了 20 余种组蛋

白在粒子射线 ( X - r a y )处理后的应激反应 ,  发现

H2B-K119 位点的单泛素化在损伤之后大量富集(图 
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1A 和 B), 提示 H2B 在损伤位点的单泛素化可能对

DNA 的双链断裂修复有重要的作用. 由于相对于未

修饰的组蛋白来说, 修饰的组蛋白只占了很小的一

部分, 所以本研究未能用免疫印迹的方法检测到其

他组蛋白位点在射线处理后出现明显的修饰波动(图

1A). 实际上, 本研究发现, 在高等哺乳动物细胞中, 

uH2A 在粒子射线处理后增强明显, 同时免疫荧光表

明其与 H2Ax 磷酸化共定位, 提示 uH2A 在 DSB修复

中的重要功能, 但在酵母中未有类似的报道, 可能有

其他的调控机制. 同时, 在羟基脲(hydroxyurea, HU)

和甲基磺酸甲酯(methyl methanesulfonate, MMS)处理

下, H2B 的单泛素化也明显增强, 提示了 uH2B 在

DNA 复制中的重要功能(图 1B). H2B 的单泛素化依

赖于泛素化酶 Rhp6, Rhp6 基因缺失或赖氨酸 119 位

点突变为精氨酸(htb1-K119R), H2B 便完全不能被泛

素化[22,23]. 打点实验表明, htb1-K119R 菌株对基因毒

物 HU 和 MMS 高度敏感, 存活率下降(图 2C), 表明

uH2B 在 DNA 复制和 DNA 损伤修复中发挥重要的 

作用.  

2.2  H2B 泛素化影响 Spd1 基因表达和 RNR 调控  

既然 uH2B 同时影响基因的转录和 DNA 的复制

及修复, 本研究猜想, 其是否能够通过调节某些参与

DNA 复制和修复的重要基因的表达或转录来影响复

制和修复. 在其他工作中, 发现 H2B 泛素化功能与 

RNR 调控有关. 在裂殖酵母中, DNA 复制及损伤修

复所需要的 dNTP 原料依赖于核糖核苷酸还原酶

(RNR), 该蛋白由 Cdc22 和 Suc22 两个亚基构成, 大

亚基Cdc22定位于细胞质而小亚基Suc22位于细胞核

内. 在 S 期或细胞受到 DNA 损伤之后, Suc22 被转运

出核与 Cdc22 组合形成 RNR 全酶复合体, 为 DNA 复

制或修复提供 dNTP[24]. Suc22 的出核转运受到小蛋

白 Spd1 的抑制, 在 S 期或 DNA 损伤后, Spd1 会被泛

素连接酶CUL4-DDB1-Cdt2多泛素化, 随后被 26S蛋

白酶体所降解, 从而刺激 Suc22 运输到核外并参与

dNTP的合成[25~27]. 在Ddb1缺陷的细胞中, DNA的复

制减缓, 复制叉不稳定并出现 DSB 同源重组修复的

缺陷[28,29].  

本研究发现, htb1-K119R 细胞中, Spd1 蛋白水平

明显升高(图 2A). Spd1蛋白水平的升高导致 Suc22不

能正常地出核形成 RNR 复合物以进行 dNTP 的合成

(图 2B), 这可能是 uH2B 影响 DNA 复制和损伤修复

的另一个重要原因. 在对 Spd1 的 mRNA 进行定量分

析之后发现, 在 htb1-K119R 和 rhp6-d 细胞中, Spd1

的mRNA量明显高于正常细胞, 这说明 uH2B通过影

响 Spd1的启动子活性或转录水平来抑制 Spd1的蛋白

水平(图 2C). 同时, 在 htb1-K119R 的菌株中将 Spd1

敲除, 能够很好地拯救其对基因毒物羟基脲(HU), 甲

基磺酸甲酯(MMS)以及紫外线(ultraviolet, UV)的敏

感度(图 2D), 进一步证实了 uH2B 能通过调控 Spd1

的表达调控 DNA 复制和损伤修复.  

 
 

 

图 1  H2B 单泛素化参与 DNA 损伤应激 

A: 野生型菌株在离子射线(X-ray: 40 Gy)照射后 1 h 收集样品, 碱裂解法抽提总蛋白, 蛋白免疫印迹检测多种组蛋白修饰的应激反应. 2me: 

二甲基化; 3me: 三甲基化; B: 野生型菌株在基因毒物 MMS, HU 处理 4 h 后 uH2B 的活化情况, 以及在离子射线照射后的动态变化过程 
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2.3  Rhp6 结合在 Spd1 基因区域并通过泛素化
H2B 来调控 Spd1 的表达 

为了阐明 uH2B 调节 Spd1 基因表达的具体过程

及作用机制, 利用染色质免疫共沉淀的方法对 Spd1

基因位点进行了分析. 通过 3 个区域对 Spd1 基因进

行分析: 启动子区域、可读框(open reading frame, 

ORF)的 5′端和 3′端(图 3A), 引物序列见表 2(引物 1, 2, 

3). 为防止细胞周期改变的影响, 本研究通过 cdc25

温度敏感菌株将酵母细胞阻滞在 G2 期. 通对 uH2B

在染色质上的分布, 发现 uH2B 在 Spd1 区域有明显

的富集(图 3B), 表明 uH2B 对 Spd1 的表达有直接的

调控作用. 重要的是, Rhp6 在 Spd1 区域也有明显的富

集(图 3B), 提示 uH2B对 Spd1表达的影响来自于Rhp6

在 Spd1 位点的定位, Rhp6 通过对该区域 H2B 的单泛

素化来调节 Spd1 的表达, 但 Rhp6 在可读框的 3′端的

定位很少, 而主要定位在启动子和可读框 5′区域, 可

能 Rhp6 主要调节 Spd1 转录的启动, 而其转录的延伸

可能受其他一些途径的调节. 有报道认为, uH2B 可以

影响 H3K4 的甲基化[10], 本研究进一步分析 uH2B 是

否通过影响其他的组蛋白修饰来调控基因的表达 . 

在 htb1-K119R 菌株中测定了一系列的组蛋白修饰在 

Spd1 位点的分布, 发现 H3K9 三甲基化(3me)不能正

常地富集(图 3C), 而一般情况下, H3K9-3me 对基因

的表达会造成表达沉默的效应, 这揭示了 uH2B 影响

Spd1基因表达可能通过下调H3K9-3me的富集. 既然

dNTP 在 DNA 损伤修复中发挥重要的作用, 那么

uH2B对 Spd1转录的调控是否受到DNA损伤的影响? 

通过 MMS 处理细胞后对 Spd1 区域的 uH2B 分布, 发

现 uH2B 在 Spd1 基因区域的分布几乎没有改变, 说

明 uH2B 对 Spd1 基因的转录的影响与 DNA 损伤无直

接关系(图 3D), 提示 uH2B 通过调节 Spd1 的转录参

与 DNA 损伤修复是一个间接的过程.  

2.4  uH2B 直接在 DSB 区域富集并参与 DNA 损伤
修复  

为阐明H2B泛素化在DNA损伤修复过程中的作

用, 利用离子射线处理 htb1-K119R 菌株观察同源重

组调控蛋白 Rad52 的灶点(foci)形成情况. 实验表明, 

htb1-K119R 细胞中 Rad52-GFP 的 DSB 灶点形成明显

滞后, 并随着时间延长而缓慢增高, 说明同源重组修

复途径存在缺陷, 不能及时对 DNA 双链断裂进行修

复[30]; 而正常细胞则在 2 h 内完成对 Rad52 的募集并

 

 

图 2  uH2B 通过抑制 Spd1 的表达调控 RNR 的活性 

A: 蛋白免疫印迹技术分析野生型及 htb1-K119R 中 Spd1-HA 的蛋白水平. Spd1 蛋白水平在 K119R 菌株中显著增高; B: 免疫荧光分析野生型, 

htb1-K119R 及 rhp6-d 在电离辐射处理后 Suc22 出核转运的效率; C: 荧光定量 RT-qPCR 分析显示, htb1-K119R 及 rhp6-d 中 Spd1 的 mRNA 量

较野生型中明显增高; D: 打点分析, Spd1 基因缺失可拯救 htb1-K119 对基因毒物的高度敏感. 10 倍梯度稀释的细胞点在不同药物或射线处理

的培养基上, 30℃培养 4 天后采集图像. 数据统计均采用 3 次独立的实验并对其进行统计学分析. *: P<0.05; **: P<0.01 
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能很快地完成修复过程(图 4A). Moss 等人[29]指出, 

在 DSB 同源修复时, 受损的 DNA 链侵入同源染色体

的同源序列并以此为模板合成新的 DNA 片段的过程

中需要 dNTP 的合成. 在 Ddb1 缺陷的菌株中, Spd1

不能及时被降解导致同源重组修复的缺陷. 而 uH2B

通过调节 Spd1 的表达影响 dNTP 的合成, 当 H2B 不

能正常被泛素化时, Spd1 的蛋白水平过高是导致同

源重组修复缺陷的一个重要因素, 这也是 uH2B 参与

同源重组修复的一个重要途径. H2B 的泛素化是整个

基因组范围内的事件, 它对 DNA 损伤修复的影响不

仅是调节基因的表达, 也通过改变染色体的构象来

实现 , 松弛的染色体更有利于修复蛋白的募集及

DNA 结构的改变从而更容易地进行修复. H2B 泛素

化的缺失导致染色体整体的浓缩, 利用微球菌核酸

酶对基因组 DNA 进行酶切, htb1-K119R 细胞的染色

质对核酸酶敏感度降低, 说明 H2B 泛素化缺陷的细

胞存在染色质装配缺陷(图 4B). 染色质去浓缩是基

因表达和 DNA 修复的重要调控途径, 本研究猜测, 

H2B 单泛素化有可能在 DNA 损伤位点上直接发生, 

以调控染色质的浓缩程度, 进而促进下游修复蛋白

因子在损伤位点的招募. 为了进一步证实这一点, 利

用可诱导的定点 DSB 系统对 uH2B 在 DSB 位点附近

的动态变化过程进行了分析[21]. 在距离 DSB 位点 0.2, 

5.4 和 9 kb(表 2, 引物 4, 5, 6)的位置, 随着 HO 诱导

的 DNA 双链断裂的产生, uH2B 逐渐富集到 DSB 两

侧区域, 而在较近的 0.2 kb位点, uH2B出现较为明显

的诱导再回复的动态变化过程, 提示 H2B 的泛素化

随着修复的完成而消退 (图 4D). 这些数据有力地  

证明了 uH2B 直接富集在 DSB 位点并参与 DNA 损伤

修复.  

3  讨论 

由于组蛋白修饰在基因组范围内的广泛作用 , 

表观遗传学成为目前基因组学和蛋白质组学研究的

前沿问题. H2B 的泛素化作为重要的一种组蛋白修饰, 

在 DNA 复制与修复、基因表达及转录调控过程中起

着至关重要的作用. 一般情况下认为, uH2B 通过促

进 H3K4 的甲基化及转录的延伸以保证基因的表  

达[31]; 而本研究发现, uH2B 在 Spd1 基因区域富集并

抑制其基因表达, 以保证 DNA 的复制及修复. 最近

的一些研究表明, uH2B 对转录的调节具有一定的选

择性 , 特别是对一些癌基因的抑制作用 [32], 这与

uH2B 抑制 Spd1 的表达是一致的, 有意思的是, 这个

过程并不依赖于 uH2B对H3K4甲基化的影响(图 3C), 

而是通过降低 H3K9 的甲基化水平来实现. Foster 和

Downs[33]指出, uH2B对H3K4甲基化的影响并不是绝

对的, 应该存在更加复杂的调节机制.  

越来越多的研究表明, uH2B 参与 DNA 双链断裂

的修复[15], 但是机制尚不清晰, 而且没有直接证据表

 

 

图 3  Rhp6 调控 Spd1 的表达 

A: 染色质免疫共沉淀对 Spd1 基因区域进行分析, 其中 Set1 引物位于启动子序列, 而 Set2 和 Set3 位于可读框内; B: 染色质免疫共沉淀

分析 uH2B 及 Rhp6-TAP 在 Spd1 基因区域的定位. WCE(whole cell extract): 全细胞提取物; C: 染色质免疫共沉淀分析野生型, htb1-K119R 中

启动子位置 H3K9 和 H3K4 三甲基化的分布情况; D: 在 DNA 损伤的情况下(0.02%MMS, 4 h)染色质免疫共沉淀分析 uH2B 在 Spd1 基因区域 

的定位 
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图 4  uH2B 直接富集于 DSB 位点并参与 DNA 损伤修复 

A: 在 Rad52-GFP 菌株中 , 分析野生型和 htb1-K119R 在离子射线(40 Gy)处理后 Rad52 的 foci 形成情况; B: 微球菌核酸酶检测野生

型和 htb1-K119R 的染色质敏感度. 微球菌核酸酶处理 0, 20, 40 min 后终止反应, 提取细胞基因组 DNA, 于琼脂糖凝胶电泳检测染色质降解

程度; C, D: 利用可诱导 DSB 的 HO 系统, 分析 H2B 在 DSB 附近的泛素化状态. 在硫胺素诱导 HO 核酸酶表达 14, 18, 22 h 后收集细胞, 染

色质免疫共沉淀分析位于 DSB 上游 0.2, 5.4 和 9 kb 位置 uH2B 的富集 

明 uH2B 在损伤位点的直接富集. 利用可诱导的定点

DSB 系统发现, uH2B 在 DSB 位点周围大量富集, 参

与 DNA 双链断裂的修复, 但其具体的分子机制尚不

清楚, 可能是通过改变核小体的构象使该区域的染

色质松弛从而有利于修复蛋白的募集 [14,34], 或者是

通过促进其他组蛋白修饰进行间接调控, 也可能是

特异性地募集某些修复蛋白到损伤位点. 研究发现, 

在 DNA 双链断裂修复中, uH2B 缺陷可能导致同源重

组修复蛋白 Rad51 及非同源黏性末端连接修复蛋白

KU70/KU80 向 DNA 损伤断裂位点的募集受到影响, 

并迟滞DNA修复途径, 这与 htb1-K119R细胞中DNA

损伤修复的缺陷一致[15].  

总之, 本研究阐述了 uH2B 参与 DNA 双链断裂

修复的新途径和方式. uH2B 可富集在 Spd1 基因的区

域并调节 Spd1 的基因表达以促进 dNTP 合成, 参与

DNA 复制及 DNA 双链断裂修复, 特别是同源重组修 

复; 同时, uH2B 能直接富集于损伤位点, 调控染色质

的构象或者其他的组蛋白修饰来参与 DNA 双链断裂

的修复(图 5). 

 

 

图 5  uH2B 参与 DNA 损伤修复的模式图 
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Regulation of DNA Repair by Mono-Ubiquitination of H2B 
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As an important histone modification, mono-ubiquitination of H2B (uH2B) widely regulates a series of events, 
including DNA replication, gene expression and transcription, DNA repair and heterochromatin maintenance. In 
Schizosaccharomyces pombe, uH2B occurs at its C-terminal lysine 119 dependent on Rhp6/Bre1 complex. Research 
shows that uH2B activates gene expression and regulates DNA repair via stimulating methylation of H3K4 and 
promoting mRNA elongation through destroying H2A/H2B dimer. We demonstrate that localization of Rhp6  
silences spd1 by stimulating mono-ubiquitination of H2B at spd1 region and promoting dNTP synthesis to regulate 
DNA replication and DNA repair. Importantly, it depends on trimethylation of H3K9 instead of H3H4. Besides, 
enrichment of uH2B at double strand break site plays an important role in DNA repair through regulating chromatin 
structure, but the mechanism remains unclear.    
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