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摘要 真核生物的基因组以染色质形式紧密包装于细胞核内, 核小体则构成了染色质的基本结构单元. 在细胞 

中, 核小体并非静态存在, 其结构具有高度动态性, 并与染色质的结构调控与功能执行密切相关. 近年来, 随着研 

究技术的不断进步, 越来越多的证据表明, 在核小体结构的动态变化与调控过程中, 能够形成多种多样的亚核小 

体结构, 进而参与染色质的构象调控与生物学功能调节. 作为一种新兴的表观遗传特征, 亚核小体正受到日益广 

泛的关注. 本文将综述近年来利用单分子技术、原子力显微镜、冷冻电子显微镜及高通量测序等方法在亚核小 

体结构研究方面的最新进展, 重点探讨亚核小体结构的动态特性, 以及其在染色质重塑、转录和DNA复制等过 

程中形成的分子机制. 
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染色质作为真核生物基因组的基本组织形式, 是 

由DNA与组蛋白通过复杂的相互作用构建而成的一 

种高度动态的结构. 其核心功能不仅在于将约2 m长的 

线性DNA压缩至微米级的细胞核空间内, 更在于通过 

调控DNA的可及性, 参与基因表达、DNA复制与损伤 

修复等关键生命过程. 核小体(nucleosome)是染色质的 

基本重复单元, 由约147 bp的DNA缠绕在由两分子 

H2A, H2B, H3和H4组蛋白组成的八聚体上形成 [1]. 基 

因组中的核小体有序排列, 形成“串珠状”结构, 为染色 

质的高级结构和功能奠定了基础 [2,3]. 长期以来, 核小 

体被认为是一种相对稳定的静态复合体. 然而, 随着对 

染色质动态性理解的不断加深, 研究者逐渐认识到核 

小体并非一成不变. 基因组功能的实现依赖大量反式 

作用因子与顺式调控元件之间的精细协作, 例如, 基 

因转录需要转录因子和RNA聚合酶与启动子、增强 

子等顺式元件的结合, DNA复制起始则依赖复制因子 

与复制起点的相互作用. 在这些过程中, 核小体表现出 

显著的动态行为, 包括局部DNA-组蛋白相互作用的松 

解、整体位移、部分或完全解聚及重装配, 伴随着多 

种非经典核小体亚结构——亚核小体(subnucleosome) 
的出现. 

近年来, 亚核小体的研究受到了广泛关注. 随着对 

亚核小体调控机制及其生物学功能认识的不断深入, 
亚核小体本身也逐渐被视为一种新的表观遗传特 
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征 [4~8]. 本文将回顾近年来基于单分子成像、原子力显 

微镜、冷冻电子显微镜(电镜)以及高通量测序等技术 

在亚核小体结构研究中的重要进展, 讨论亚核小体的 

概念与研究范畴, 并重点探讨亚核小体的动态特性及 

其表观遗传调控, 以及亚核小体在染色质重塑、转录 

和DNA复制等生物学过程中的形成机制. 

1 亚核小体的发现与定义 

虽然核小体晶体结构显示, DNA在缠绕于组蛋白 

八聚体表面后, 其结合其他DNA结合蛋白的能力受到 

了显著限制 [1], 但体外实验却发现, 许多DNA结合蛋白 

仍可识别并结合核小体保护的DNA区域 [9]. 为了解释 

这一现象, Polach和Widom [10,11]提出, 核小体上的DNA 
处于自发展开与重新缠绕的动态平衡状态, 这一现象 

后来被称为“核小体呼吸”(nucleosome breathing), 并通 

过限制性内切酶切割位于核小体内部的限制性位点验 

证了这一动态性. 在进一步的研究中, Anderson和Wi
dom [12]利用同样的方法发现, 核小体上DNA的动态性 

由外向内逐渐减弱. 荧光共振能量转移(fluorescence 
resonance energy transfer, FRET)技术可通过测量供体 

和受体荧光分子之间能量转移效率, 间接推算两者之 

间的距离变化, 广泛应用于核酸和蛋白质等生物大分 

子的相互作用研究 [13]. 为直接监测核小体DNA的展开 

与缠绕动态, Li和Widom [14,15]在DNA末端和组蛋白特 

定位点分别标记荧光分子, 利用FRET观察到, 核小体 

末端DNA与组蛋白之间的距离呈现出快速的动态波 

动. 在生理盐浓度下, DNA保持完全缠绕的时间仅约 

250 ms, 随后发生自发展开 ,  展开的DNA则可在 

10~50 ms内重新缠绕. 单分子FRET(single-molecule 
FRET, smFRET)技术的应用进一步确认了核小体 

DNA的自发动态性 [16,17]. 
原子力显微镜(atomic force microscopy, AFM)因 

具备无需标记、可在近生理条件下进行单分子亚纳米 

分辨率结构解析的优势, 成为研究亚核小体结构及核 

小体动态行为的重要工具, 同时也可以为冷冻电镜静 

态结构提供重要动态数据补充. Shlyakhtenko等人 [18] 

使用Widom 601序列体外重构了核小体, 并利用单分 

子AFM成像技术在干燥或者低盐溶液环境中对核小 

体的动态性进行了观测, 均发现核小体DNA可以自末 

端自发展开, 并逐步释放多达几十个碱基对. 利用相同 

的实验体系, 在把AFM成像时间分辨率提高至亚秒级 

后, Miyagi等人 [19]观察到核小体呈现多种自发动态变 

化, 包括不同程度的DNA展开, 乃至组蛋白与DNA的 

完全解离. Bintu等人 [20]通过甲醛固定在核小体上转录 

的酵母RNA聚合酶Ⅱ, 然后利用AFM观察发现转录延 

伸后核小体可部分丧失组蛋白, 并重塑为六聚小体. 
Katan等人 [21]进一步利用高速AFM发现, 四聚小体(tet
rasome)可以在DNA上滑动并发生可逆跳跃, 还能在解 

离过程中形成稳定的DNA环. 随着AFM硬件和自动化 

图像分析技术的发展, 单次实验中对数千个分子的快 

速成像成为可能, 大幅提升了数据的准确性与统计能 

力 [22,23]. Konrad等人 [24]利用自动化宽视野AFM成像技 

术在干燥环境下对体外重构的Widom 601核小体进行 

成像, 通过系统分析约一万个核小体的AFM成像数据 

发现, 常规核小体存在以5 bp为步长的多种DNA展开 

状态, 而且一侧DNA的展开会对另一侧形成阻碍作用, 
这种特性与DNA序列本身的相关性较弱. 

相比于FRET和AFM等方法, 直接解析大分子三 

维结构能够更清晰地揭示核小体DNA与组蛋白的构 

象变化, 明确界定亚核小体结构的类型. 早期, Kato等 

人 [25]通过X射线解析了体外重构的重叠二核小体结构, 
首次捕捉到除完整组蛋白八聚体形成的核小体外, 还 

存在缺失一个H2A-H2B二聚体的六聚小体结构. 近年 

来, 随着冷冻电镜(cryo-electron microscopy, cryo-EM) 
技术在硬件和数据处理方法上的显著进步, 研究者得 

以解析出更多种不同构象的亚核小体. Bilokapic等 

人 [26,27]通过对核小体冷冻电镜图像的分类分析, 发现 

了包括DNA局部展开、H2A-H2B二聚体缺失以及八 

聚体构象变化诱导DNA转位等多种亚核小体状态. 值 

得注意的是, 大多数已有核小体结构研究依赖Widom 
601或α-卫星DNA序列, 这在一定程度上限制了结构 

多样性的观察. 相比之下, Armeev等人 [28]利用结合组 

蛋白亲和力较弱的Widom 603序列重构核小体, 并用 

冷冻电镜观察发现, 其核小体DNA自发呈现多种不同 

程度的展开状态, 进一步印证了核小体自身的动态性, 
且该动态性受到DNA序列的调控. 此外, 在核小体与 

分子伴侣、染色质重塑复合物及转录机器的相互作用 

过程中, 也观察到了丰富的亚核小体结构特征. Kujirai 
等人 [29]解析了毕赤酵母(Komagataella pastoris)RNA聚 

合酶Ⅱ在核小体上转录时的结构, 揭示了DNA展开约 

20, 50和60 bp以及丢失一份H2A-H2B二聚体的多种中 
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间状态. Ehara等人 [30]在研究FACT(facilitates chromatin 
transcription)复合物辅助转录延伸的过程中发现, 转录 

延伸复合物前方的核小体DNA可展开约100 bp, 而在 

复合物通过后, 可形成缠绕约40 bp DNA的六聚小体, 
以及缠绕约75 bp DNA的残留八聚小体等多种亚核小 

体状态. 在染色质重塑方面, Zhang等人 [31]解析了嗜热 

毛壳菌(Chaetomium thermophilum)中重塑复合物 

INO80与六聚小体的复合结构, 发现丢失一份H2A- 
H2B二聚体的六聚小体是激活INO80的重要天然底物. 
另一方面, Girvan等人 [32]通过冷冻电镜观察到在SWR1 
移除一个H2A-H2B二聚体后, 六聚小体与SWR1结合, 
并可进一步装配H2A.Z-H2B异二聚体. 除了体外重构 

实验, 对染色质进行原位成像也揭示了细胞内核小体 

的非经典结构状态. 例如, Tan等人 [33]采用冷冻断层扫 

描电子显微镜(cryo-ET)技术对酵母细胞核中的核小体 

进行原位分析, 发现大部分核小体并非经典核小体构 

象, 且呈现出高度异质, 但其具体结构特征仍有待 

研究. 
除了在体外实验中观察到亚核小体的存在, 越来 

越多针对细胞内染色质的研究也支持亚核小体结构在 

活细胞中普遍存在. 微球菌核酸酶(micrococcal nucle
ase, MNase)具有核酸内切酶和外切酶活性, 能够优先 

切割核小体间的连接DNA(linker DNA), 同时保留由 

核小体保护的DNA片段. 早在20世纪70年代, 微球菌 

核酸酶便被用于染色质结构研究, 通过分析被保护 

DNA的片段长度, 揭示了核小体的基本结构特征 [34]. 
随着高通量测序技术的发展, Widom和Nislow实验 

室 [35~37]建立了MNase-seq方法, 将微球菌核酸酶消化 

后获得的DNA片段进行大规模平行测序, 实现了在酿 

酒酵母(S. cerevisiae)全基因组范围上定位核小体的位 

置. 随后, Henikoff和Paszkiewicz实验室 [38,39]进一步发 

展了该方法, 采用双端测序以精确测量被保护DNA片 

段的实际长度, 从而可以用于解析亚核小体结构. 他们 

的研究发现, 除经典核小体对应的147 bp DNA片段外, 
还存在大量短于147 bp的片段, 其中80~130 bp片段可 

能对应于六聚小体或四聚小体结构, 而小于80 bp的片 

段则可能由转录因子等染色质结合蛋白保护而成. 结 

合组蛋白染色质免疫沉淀(ChIP)的方法进一步证实了 

这一现象. Weber等人和Wen等人分别在果蝇和小鼠胚 

胎干细胞中, 通过MNase-seq和双端测序分析, 观察到 

大量短于147 bp的DNA片段, 在90, 105和127 bp等位 

置形成特征性峰值, 提示细胞内普遍存在亚核小体结 

构 [40,41]. 此外, Ramachandran等人通过针对H2A.Z进行 

双轮标签富集的实验发现, 经过第二轮富集后短片段 

DNA的比例明显减少, 表明这些短片段来源于缺失一 

个H2A.Z-H2B二聚体的六聚小体 [42]. 为了提高对小片 

段DNA的检测效率, Ramani等人开发了MNase-SSP 
(single-stranded preparation)测序技术, 进一步验证了 

基因组中存在大量亚核小体相关片段 [43]. 除了基于 

MNase的组测方法, ChIP-exo技术也可用于细胞内亚 

核小体结构的精确分析. 通过在单碱基分辨率上绘制 

组蛋白与DNA的结合位点图谱, Rhee等人系统地分析 

了酵母中H2A, H2B, H3和H4四种组蛋白的结合模式, 
发现转录起始位点下游的+1核小体位置存在大量亚 

核小体, 包括缺失H2B和H4的亚核小体状态 [44]. 但是, 
由于染色质上有大量非组蛋白的结合, 基于测序的技 

术仍难以排除非组蛋白, 如转录因子保护的DNA片段 

对实验结果的影响. 
综上所述, 在核小体动态变化及调控过程中, 会出 

现多种不同于经典核小体的结构状态, 统称为亚核小 

体(subnucleosome). 常见的亚核小体形式包括因DNA 
局部展开导致包裹长度短于147 bp的展开核小体(un
wrapped nucleosome), 组蛋白八聚体不完整的六聚小 

体(hexasome)和四聚小体(tetrasome). 此外, 还包括部 

分组装核小体(partially assembled nucleosome) [45]、脆 

弱核小体(fragile nucleosome) [46]以及预核小体(prenu
cleosome) [47]等.  

2 亚核小体结构的调控 

2.1 核小体结构自身的动态性 

核小体结构的动态特性最早由Li和Widom通过荧 

光共振能量转移(FRET)方法系统研究. 在该研究中, 
供体荧光分子Cy3被标记于Widom 601 DNA的5′末端, 
受体荧光分子Cy5则分别标记在接近核小体进出口区 

域的H2A K119C或H3 V35C位点. 实验结果显示, 随着 

NaCl浓度升高(在0.5 mol/L以下, 核小体整体结构仍保 

持完整), FRET效率逐渐降低, 提示核小体末端的DNA 
可能发生了局部解开 [14]. 为进一步探究核小体DNA的 

动态行为, 研究人员在核小体DNA 8~27 bp处引入了 

LexA结合位点, 并分析了LexA蛋白与核小体DNA结 

合的动力学特征. 结果表明, 核小体中DNA的缠绕状 
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态平均可维持约250 ms, 随后自发展开, 展开状态持续 

约10~50 ms [15]. 值得注意的是, 随着LexA结合位点位 

置逐渐向核小体内部移动, DNA自发展开的频率明显 

降低 [17,48]. 这些结果共同表明, 即使在核小体整体结构 

稳定的条件下, 末端DNA仍具有高度动态性, 能够进 

行自发的局部展开与重新缠绕. 此后, 单分子FRET技 

术进一步证实了这一现象 [16,17]. 此外, Poirier等人 [49]通 

过分析核小体串珠结构中限制性内切酶切位点的可及 

性发现, 染色质高阶折叠显著降低了连接DNA的可及 

性, 但对核小体包裹的DNA影响较小. 进一步的磁镊 

单分子实验表明, 在施加外力的条件下, 核小体串珠 

的展开动力学与单个核小体高度一致 [50], 进一步支持 

了在染色质纤维中, 单个核小体仍能保持DNA局部展 

开的动态特性. 
盐离子浓度能够有效调节组蛋白与DNA之间的 

离子键相互作用. 虽然细胞内环境下盐浓度通常维持 

相对稳态, 但在体外条件下研究核小体对盐浓度变化 

的响应过程, 亦为揭示其动态特性提供了重要线索. 
经典组装体系表明, 在高盐条件下混合DNA与组蛋白, 
并随后将盐浓度从2 mol/L逐步降低至生理水平, 可高 

效稳定地组装核小体 [51]. 在这一过程中, (H3-H4) 2四聚 

体首先与DNA结合, 随后H2A-H2B二聚体结合形成完 

整核小体 [51,52]. 相反, 逐步升高盐浓度则首先破坏(H3- 
H4) 2与H2A-H2B之间的界面, 继而引发H2A-H2B的解 

离, 最终导致核小体整体解组装 [53~56]. 虽然上述研究揭 

示了核小体解组装过程中组蛋白复合体的变化规律, 
但对核小体DNA动态特性的理解仍较为有限. 在施加 

外力条件下, 核小体解组装过程中的DNA与组蛋白相 

互作用得到了进一步解析. Mihardja等人 [57~60]利用单 

分子光镊技术在核小体DNA两端施加外力, 发现核小 

体DNA的解开呈现出两个阶段: 在约3 pN的外力下, 
核小体外圈DNA打开, 且撤除外力后核小体结构能够 

自发恢复; 而在8~9 pN的外力作用下, 内圈DNA进一 

步展开, 此时即使移除外力, 核小体结构亦难以复原. 
Hall等人 [61]通过光镊诱导DNA解链, 进一步揭示了 

DNA与组蛋白之间的结合特性, 发现最强的相互作用 

位于核小体中心轴(dyad)区域, 此外在中心轴±40 bp处 

亦存在次强结合位点. 当DNA解链至中心轴位置后撤 

除外力, 核小体结构可以恢复; 而若解链超过中心轴, 
则导致核小体构象不可逆性破坏. 这些研究系统描述 

了核小体内部DNA-组蛋白相互作用的空间分布特征. 

DNA序列对核小体的定位、结构与稳定性具有重要 

影响 [62~64]. 晶体学研究显示, 在Widom 601序列上组蛋 

白-DNA的结合并不均匀分布 [1,65]. 有趣的是, 由于Wi
dom 601 DNA两端柔韧性存在差异, 导致核小体上两 

端DNA的展开动态性呈现出明显的不对称性, 其中柔 

韧性较高一端的稳定性更高 [60]. 这一特性与序列中AT 
碱基对含量相关, 因AT碱基对有助于DNA螺旋的扭曲 

与柔化, 从而提升该区域DNA的动态稳定性 [60,62]. 此 

外, 外界环境因素亦可调节核小体动态性. 高盐环境 

通过削弱组蛋白-DNA之间的离子键作用, 降低了外 

圈与内圈DNA展开所需的外力 [59]. 类似地, 组蛋白修 

饰也能显著影响核小体稳定性. 例如, DNA进出口区 

域赖氨酸残基(如H3K56, H4K77和H4K79)的乙酰化 

可促进外圈DNA的展开 [63,66]. 这些研究共同表明, 核 

小体不仅具有一定的稳定性, 还具备高度动态性和可 

塑性, 为转录、复制等生物学过程中染色质结构的灵 

活调控提供了基础. 

2.2 组蛋白变体与组蛋白修饰对亚核小体结构的 
调控作用 

组蛋白变体H2A.Z与常规H2A仅有约60%的序列 

同源性. 尽管整体核小体结构类似, H2A.Z核小体在表 

面特征上具有延伸的酸性区域及独特的C端尾部 [67]. 
Li等人 [68]通过分子动力学模拟表明, H2A.Z能够促进 

核小体DNA的自发展开, 使DNA在两端各释放约40个 

碱基对. H2A.Z的N端与C端尾部在这一过程中发挥了 

关键作用, 而H3.3变体对DNA展开的调控效应则较为 

有限. 有趣的是, 通过原子力显微镜观察体外重构的 

H2A.Z核小体发现, H2A.Z核小体具备沿DNA滑动的 

能力 [69]. 在细胞内, H2A.Z核小体通常富集于转录起始 

位点下游的+1位核小体位置. Hainer和Fazzio [70]报道 

H2A.Z核小体富集亚核小体片段, 而Wen等人 [41]则通 

过MNase-seq分析进一步证实, H2A.Z核小体在体内具 

有比常规H2A核小体更高的展开程度. 这些特性可能 

有助于RNA聚合酶Ⅱ(RNAPII)在转录过程中克服核 

小体所造成的物理障碍 [71,72]. MacroH2A是另一种H2A 
家族的组蛋白变体, 主要富集于异染色质区域 [73] . 
MacroH2A通过与核小体DNA进出口区域结合, 稳定 

了DNA在核小体上的缠绕状态, 并在酶切实验中表现 

出更广泛的DNA保护作用 [74]. 
动粒作为调控染色质在有丝分裂和减数分裂中精 
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确分配的关键结构, 其组装位置由着丝粒序列决定 [75]. 
在着丝粒区域, 常规组蛋白H3被特异性组蛋白变体 

CenH3(哺乳动物中为CENP-A, 酵母中为Cse4)所取 

代 [75]. 通过体外重构核小体进行超螺旋分析发现, 与 

常规核小体左手螺旋缠绕DNA不同, Cse4核小体上 

DNA呈现右手螺旋缠绕 [76 ,77 ] .  对酵母染色质进行 

MNase-seq实验表明, Cse4核小体保护的DNA片段长 

度约为80 bp, 提示其处于高度展开的构象 [78]. Migl等 

人 [79]基于冷冻电镜解析了体外重构的Cse4核小体的 

三维结构, 进一步确认其保护的DNA少于常规核小体. 
此外, Konrad等人 [24]通过原子力显微镜观察发现, 与常 

规H3核小体不同, CENP-A核小体两端DNA的展开过 

程相互独立, 不存在抑制效应. Kawasaki等人 [80]最近 

解析了(CENP-A-H4) 4八聚小体的冷冻电镜结构, 该八 

聚小体不包含H2A和H2B组蛋白, 以左手螺旋形式缠 

绕约120 bp的DNA. 这些结果表明, 着丝粒特异性组 

蛋白变体能够重塑核小体构象, 从而适应着丝粒染色 

质的特殊功能需求. 
组蛋白上的可逆化学修饰(包括甲基化、乙酰化、 

磷酸化与泛素化等)广泛影响核小体的构象与动态 

性 [81], 并在发育调控等生理过程中发挥重要作用 [82,83]. 
通过对体外重构核小体上的限制性酶切位点进行酶 

切实验表明, 乙酰化修饰可以削弱DNA与组蛋白之间 

的相互作用, 促进DNA的局部展开并提高染色质开放 

性 [84]. 单分子实验证据进一步支持, 乙酰化修饰能够 

部分解除核小体对RNAPII的阻碍, 提高转录延伸的 

效率 [ 8 5 ] .  Konrad等人 [ 8 6 ]通过原子力显微镜发现 ,  
H3K36me3修饰可促进核小体DNA的展开, 同时消除 

两端DNA展开之间的互相抑制现象 ,  这一特点与 

CENP-A核小体相似. 相比之下, H3S10磷酸化对核小 

体动态性影响较小 [86], 而H3T118磷酸化则能够显著 

削弱DNA与组蛋白的结合, 增加核小体的动态性和 

DNA的开放性 [87]. 核小体通过连接DNA彼此连接, 而 

连接DNA区域可以结合组蛋白H1 [88]. H1的结合使核 

小体在MNase酶切实验中保护的DNA长度增加至约 

167 bp [89]. 尽管结合H1后的核小体仍可进行DNA的自 

发展开与缠绕, 但展开频率明显下降, 且转录因子的 

结合效率亦受抑制 [90]. 然而, H3K56ac修饰可在一定 

程度上拮抗H1的抑制作用 [90]. 这些研究共同提示了 

组蛋白变体与组蛋白修饰对亚核小体结构的复杂调 

节机制. 

2.3 染色质重塑过程中的亚核小体结构 

染色质重塑因子通过水解ATP, 利用释放的能量 

调节核小体中组蛋白与DNA的相互作用, 从而促进组 

蛋白与DNA之间的相对位移, 改变核小体的构象或定 

位, 并调控DNA对结合蛋白的可及性. 在这一过程中, 
染色质重塑因子可以催化组蛋白八聚体沿DNA滑动、 

驱动八聚体的部分或完全解离, 或介导组蛋白变体的 

交换, 进而重塑核小体结构 [91]. NuRD复合体在异染色 

质区域的基因沉默过程中发挥关键作用. 该复合体通 

过CHD家族ATP酶亚基催化染色质重塑, 调节DNA的 

可及性, 进而控制基因转录 [92]. 在CHD家族的九个成 

员(CHD1~CHD9)中, CHD3能够结合组蛋白H3, 且其 

活性受H3K9me3修饰的增强, 从而促进核小体DNA的 

局部展开 [93]. 在多个已解析的染色质重塑因子与核小 

体的复合物结构中, 普遍观察到核小体DNA呈部分展 

开状态. 例如, 在Farnung等人 [94]报道的酵母Chd1与核 

小体复合物的冷冻电镜结构中 ,  Chd1的SANT和 

SLIDE结构域结合在核小体DNA末端, 促使约20 bp的 

DNA从核小体表面展开. 在Willhoft等人 [95]解析的酵 

母SWR1复合物与核小体的结构中, Arp6和Swc6亚基 

通过与H2A组蛋白C端尾部及酸性区域的相互作用, 
使核小体末端约10 bp的DNA展开. 在INO80复合物与 

核小体的冷冻电镜结构中, ATP酶活性结构域直接与 

DNA结合并促使其从核小体表面展开, 参与后续的 

DNA转位过程 [96,97]. 但是也有例外, Sia等人 [98]最近解 

析了ISWI重塑核小体过程中的多个状态的结构, 可以 

观察到ISWI通过使DNA形成凸起导致与组蛋白发生 

相对位移, 但是没有观察到明显的DNA展开过程. 这 

些研究结果表明, 染色质重塑的机制是多样的, 亚核 

小体结构在染色质重塑过程中的稳定性和作用仍有待 

研究. 

2.4 DNA复制后核小体装配过程中的亚核小体 
结构 

在DNA复制过程中, 细胞不仅回收旧有的组蛋白, 
还需要大量合成新的组蛋白, 以在新合成的DNA链上 

重新装配核小体 [99~101]. 新生的H3-H4组蛋白首先与 

HSP90, HSC70和NASP等分子伴侣结合, 防止异常聚 

集; 随后, NASP-H3-H4复合物与RBAP46-HAT1结合, 
催化H4在K5和K12位点发生乙酰化修饰; 随后, 在组 

蛋白伴侣ASF1的介导下, H3.1-H4与CAF1复合物结 
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合, 而H3.3-H4则与HIRA复合物结合, 最终被装配到染 

色质中 [102]. 最近, Liu等人 [103]解析了CAF1复合物介导 

H3-H4装配的多个冷冻电镜结构. 在其中一种状态中, 
(H3-H4) 2四聚体以左手螺旋方式缠绕约120 bp DNA; 
而在另一种状态中, (H3-H4) 2四聚体结合两分子的 

CAF1复合物, 并以右手螺旋缠绕约108 bp DNA. 鉴于 

经典核小体结构中DNA以左手螺旋缠绕于组蛋白八 

聚体上 [1], 这些结果提示上述结构可能代表核小体装 

配过程中的中间状态. Nozawa等人 [104]也解析了(H3- 
H4) 2四聚体结构, 并通过细胞内交联实验检测到与之 

相符的组蛋白相互作用模式, 支持细胞内存在类似亚 

核小体结构的可能性. 新合成的H2A-H2B组蛋白通常 

与NAP1或FACT伴侣结合, 并最终被装配到染色质 

中 [102]. 在酵母中, NAP1以二聚体形式结合H2A-H2B 
异二聚体, 且其缺失会导致MNase酶切后产生更多小 

片段DNA, 表明染色质结构受到扰动 [105]. 在体外转录 

实验中, NAP1能协助H2A-H2B从展开的核小体中解 

离, 促成六聚小体的形成 [106]. FACT复合物能够同时结 

合H3-H4和H2A-H2B, 在转录与DNA复制过程中协助 

核小体的解聚与重装配 [107]. FACT中的SPT16亚基能 

结合H2A-H2B并促进核小体末端DNA的展开 [108]. 单 

分子实验进一步表明, 在施加外力时, SPT16促进 

H2A-H2B从核小体中解离, 而SSRP1亚基则稳定H3- 
H4四聚体于DNA上, 并促进H2A-H2B重新装配, 从而 

维持核小体结构的完整性 [109]. Wang等人 [110]也证实, 
FACT可以促进H2A-H2B组蛋白在(H3-H4) 2四聚体上 

的装配, 形成六聚小体或完整核小体. 在FACT介导的 

核小体装配过程中, DNA呈展开状态的亚核小体为 

FACT的结合提供了平台 [111]. 这些研究表明, 组蛋白伴 

侣可能参与调控体内亚核小体结构状态. 在果蝇中, 
DNA复制后核小体能够快速恢复至复制前的占位状 

态, 并且随着染色质成熟, 核小体定位信号逐渐增强至 

复制前水平 [112]. 在这一过程中, 核小体的缠绕状态也 

发生动态变化: 复制后的新生核小体保护的DNA片段 

较短, 随着染色质逐步成熟, DNA保护长度增加, 反映 

出核小体由松散向紧密缠绕的转变 [113]. 值得注意的 

是, 在转录抑制剂处理后, 新生核小体的缠绕成熟速 

度减缓 ,  提示转录活性有助于核小体结构的稳定 

化 [113]. 此外, 无核小体区域(NFR), 包括转录起始位点 

和DNA复制起点, 在DNA复制后也一度被核小体占 

据, 但随后核小体信号减弱, 小片段DNA信号增强, 提 

示复制因子或转录因子可能与核小体竞争结合, 从而 

导致核小体局部丢失 [112]. 

2.5 转录过程中的亚核小体结构 

在真核生物中, 转录由RNA聚合酶以染色质为模 

板进行, 核小体结构在此过程中发生动态重塑. Chen 
等人 [114]最近通过冷冻电镜解析了多个与核小体结合 

的转录起始复合物-中介子(mediator)的结构状态, 发现 

核小体通过结合T F I I H亚基p 5 2以及中介子亚基 

MED19和MED26, 促进转录起始复合物-中介子在启 

动子上的组装, 提示亚核小体结构在转录起始过程中 

可能发挥调控作用. Bintu等人 [85]利用单分子光镊技术 

发现, 核小体能显著降低RNA聚合酶Ⅱ(RNAPII)的转 

录速度和效率; 而去除组蛋白尾部或引入Sin突变(削 

弱组蛋白与DNA中心轴的相互作用)可以通过促进核 

小体DNA的展开, 降低核小体对转录的阻碍作用. Ra
machandran等人 [42]通过MNase-seq在果蝇中系统研究 

了转录对核小体重塑的影响. 他们发现, 在转录起始位 

点(TSS)下游的+1核小体位置, 存在富集的亚核小体, 
包括DNA进口端或出口端展开的状态; 干扰拓扑异构 

酶活性或敲除组蛋白伴侣会增加这些亚核小体的比 

例, 而抑制RNAPII释放或延伸则使亚核小体数量减 

少. 进一步的研究表明, 转录活动还能促进DNA复制 

后新生核小体对DNA的保护程度提升, 提示转录有助 

于加强核小体内部DNA与组蛋白的相互作用, 稳定染 

色质结构 [113]. 近年来, 多项研究解析了RNA聚合酶在 

核小体上转录的复合物结构. Kujirai等人 [29]报道了毕 

赤酵母RNA聚合酶在核小体上延伸的冷冻电镜结构, 
观察到RNA聚合酶在前进过程中逐步展开核小体上 

的DNA至约20, 50和60 bp, 同时在靠近聚合酶一侧出 

现H2A-H2B二聚体丢失的现象. 当DSIF, SPT6, PAF1c 
和TFIIS等延伸因子参与转录时, RNA聚合酶接近核小 

体中心轴, 核小体上游的展开DNA会折返结合到远端 

组蛋白上 [115]. 在FACT复合物参与的转录延伸过程中, 
靠近转录复合物一侧的核小体DNA可被展开至约 

100 bp, 随后组蛋白与DNA解离, 并在FACT的调控下, 
组蛋白六聚体首先装配到上游DNA上, 紧接着近端 

H2A-H2B二聚体重新装配, DNA重新缠绕形成完整的 

核小体 [30]. 在此过程中, 还可观察到缠绕约40 bp DNA 
的六聚小体和缠绕约75 bp DNA的八聚小体等亚核小 

体状态 [30]. 此外, 转录活动会引发DNA超螺旋的变化, 
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进而调控亚核小体的构象. Ma和Wang [116]的研究表明, 
DNA超螺旋可以通过调节核小体构象影响转录过程. 
Sheinin等人 [117,118]进一步在不同扭矩水平下观察核小 

体动态性, 发现超螺旋不仅可以打开核小体的外圈和 

内圈DNA, 还能促使H2A-H2B二聚体的丢失. Shi等 

人 [119]最近通过单分子FRET和核磁共振谱技术研究了 

(H3-H4) 2四聚小体的结构特征, 发现与核小体相比, 
(H3-H4) 2四聚小体中DNA和组蛋白之间的相互作用减 

弱, 而动态性显著提高, 从而降低对RNA聚合酶Ⅱ的 

转录障碍. 这些研究共同提示了转录过程对亚核小体 

结构的调控作用, 以及亚核小体结构在转录过程中可 

能发挥调控作用. 

3 总结与展望  

本文回顾了近年来基于单分子成像、冷冻电镜以 

及高通量测序等技术发现的亚核小体结构状态, 在此 

基础上提出了亚核小体的概念与研究范畴; 并重点探 

讨了亚核小体的动态特性及其表观遗传调控, 以及亚 

核小体在染色质重塑、转录和DNA复制等生物学过 

程中形成机制(图1). 亚核小体的发现重新定义了染色 

质动态性的内涵. 从结构层面来看, 亚核小体不仅代表 

核小体动态装配和重塑过程中的中间状态, 也是一类 

新的染色质结构特征. Wen等人 [113]最近的研究表明, 
核小体在全基因组范围内的缠绕状态并不均一, 而是 

在兆碱基对(Mb)尺度上形成特定的结构域, 称为核小 

体缠绕结构域(nucleosome wrapping domain). 其中, 
紧密型缠绕结构域富集缠绕程度更高的核小体, 而松 

弛型缠绕结构域则富集缠绕程度较低的核小体. 在功 

能层面, 尽管已有大量研究表明, 亚核小体状态广泛 

存在于DNA复制偶联的染色质装配过程中, 并与转录 

活动相关, 但目前只有少数工作直接揭示了亚核小体 

的具体生物学功能. 例如, Hodges等人 [16]通过体外单 

分子实验发现, 核小体的自发展开有助于促进RNAPII 
的转录延伸. 此外, 六聚小体可以作为染色质重塑复合 

物INO80的底物, 激活其重塑活性 [31,120]. 有趣的是, 
Wen等人 [113]进一步发现, 紧密型核小体缠绕结构域与 

常染色质区域、Hi-C技术定义的A染色质区室, 以及 

RT-seq定义的早期复制结构域高度对应; 而松弛型缠 

绕结构域则对应异染色质区域、Hi-C中的B区室和晚 

期复制结构域. 这些高度一致的相关性为亚核小体结 

构的生物学功能研究提供了新的视角. 
亚核小体的研究仍处于起步阶段, 现阶段有待解 

决的核心科学问题主要包括两个方面: 一是明确具有 

稳定构象特征的亚核小体结构类型; 二是阐明亚核小 

体结构的调控机制和生物学功能. 由于亚核小体本身 

具有高度的复杂性和动态特性, 目前针对亚核小体的 

体外与体内研究仍面临诸多挑战. 在体外研究中, 往 

往难以同时兼顾亚核小体的结构状态和动态变化过 

程, 即难以同时获得高空间分辨率和高时间分辨率的 

数据. 例如, 单分子磁镊、光镊以及原子力显微镜等 

技术可以以极高的时间分辨率捕捉亚核小体的动态行 

为, 但通常缺乏对其生化组分和空间结构的详细信息; 
而晶体学和冷冻电镜等结构生物学方法则能够提供高 

图 1 亚核小体结构的形成机制: 核小体可以自发展开形成 
亚核小体; H3K56ac修饰和组蛋白变体H2A.Z可以促进核小 
体上DNA的展开; 组蛋白H1帮助稳定核小体上的DNA; 染 
色质重塑因子CHD1和INO80, 以及RNA聚合酶RNAPII可以 
打开核小体上的DNA促进形成亚核小体; INO80重塑核小体 
和RNAPII在核小体上延伸时还可以导致H2A-H2B组蛋白的 
缺失, 形成六聚小体 
Figure 1 Mechanism of subnucleosomal structure formation: a 
nucleosome can spontaneously unfold to form a subnucleosome. The 
histone modification H3K56ac and the histone variant H2A.Z can 
promote the unwrapping of DNA on the nucleosome. Histone H1 helps 
stabilize DNA on the nucleosome. Chromatin remodeling factors CHD1 
and INO80, as well as RNA polymerase II (RNAPII), can open the 
DNA on the nucleosome to facilitate subnucleosome formation. INO80 
remodeling of the nucleosome and RNAPII elongation on the 
nucleosome can also lead to the loss of H2A-H2B histone dimers, 
resulting in the formation of a hexasome  
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精度的生化和空间结构信息, 却无法直接反映亚核小 

体的动力学变化. 在体内研究方面, 目前多依赖于基 

因组学技术, 如MNase-seq和ChIP-exo, 这些方法虽然 

可以揭示亚核小体的基因组定位特征, 但通常无法明 

确具体的亚核小体类型, 例如, 难以区分DNA局部展 

开与组蛋白丢失所形成的不同亚核小体状态. 此外, 
亚核小体作为染色质的一种结构状态, 常与染色质重 

塑、转录和DNA复制等重要生物学过程偶联, 使得解 

析其特异性调控机制与生物学功能变得尤为复杂. 随 

着电镜技术的进步, 研究人员开始能够在细胞内直接 

观察核小体及染色质的超微结构 [33,121~124]. 尽管目前 

该领域仍面临诸多技术难题, 如样品制备、成像分辨 

率与解析能力等限制, 但电镜技术在体内亚核小体结 

构与功能研究中的应用展现出巨大的潜力. 随着技术 

成熟, 通过结合成像和组学技术实现“多模态融合”, 
体内亚核小体的全景时空图谱及其在染色质生物学功 

能中的调控作用将水落石出, 从而为表观遗传学和靶 

向染色质药物开发开辟新的方向.   
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In eukaryotes, the genome is compactly organized within the nucleus as chromatin, with nucleosomes serving as its fundamental 
structural units. Rather than being static, nucleosomes exhibit substantial structural dynamics, closely tied to chromatin regulation and 
function. Recent technological advances have revealed that dynamic remodeling of nucleosomes gives rise to diverse subnucleosomal 
structures, which contribute to chromatin architecture modulation and biological function regulation. As emerging epigenetic features, 
subnucleosomes have garnered increasing interest. This review highlights recent advances in the study of subnucleosomal structures 
using single-molecule techniques, atomic force microscopy, cryo-electron microscopy, and high-throughput sequencing, with a focus 
on their dynamic characteristics and the molecular mechanisms underlying their formation during chromatin remodeling, 
transcription, and DNA replication. 
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