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拟南芥中组蛋白H2A.W 与AGO2蛋白的互作研究
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  摘 要:以拟南芥AGO2为研究对象,通过免疫共沉淀质谱联用技术(IP-MS),发现了HTA6和HTA7可能

与AGO2蛋白互作,并通过亚细胞定位、双分子荧光互补技术以及免疫共沉淀(Co-IP)实验,进一步研究了 H2A.W
家族蛋白 HTA6和HTA7与AGO2蛋白的定位和相互作用关系.结果显示HTA6、HTA7和AGO2在细胞核内有

共定位,且 HTA6、HTA7分别与 AGO2在细胞核内存在相互作用,体内 Co-IP实验也进一步证明了 HTA6、

HTA7和AGO2的互作关系,为后续研究AGO2蛋白与异染色质之间的调控关系奠定了基础.

关键词:组蛋白;H2A;AGO2;互作

中图分类号:Q71      文献标志码:A 文章编号:1000-2367(2026)03-0136-07

染色质的基本单位是核小体,核小体由大约150bp的DNA包裹在一个由核心组蛋白 H2A、H2B、H3
和H4各2个分子组成的单链八聚体上[1-2].其中,H2A的变体被选择性地整合到染色质的不同功能域中,
每种变体都赋予核小体特定的特性.拟南芥的 H2A变体主要包括4种主要类型的同型核小体,分别为

H2A、H2A.Z、H2A.X和 H2A.W[3].不同于其他的变体,H2A.W 主要特异性定位于异染色质[4].据报道,

H2A.W可以和H1共同调控异染色质特征,维持异染色质的可及性和影响DNA甲基化[5].在拟南芥中,

H2A.W由3个亚基组成(H2A.W.6、H2A.W.7、H2A.W.12),HTA6(H2A.W.6)和 HTA7(H2A.W.7)在异

染色质上普遍表达,且HTA7的表达量更为丰富[6].
RNA沉默机制是一种广泛存在于真核生物中的基因调控系统,是植物中重要的抗病毒防御策略[7-9].

AGO蛋白(AGO)是RNA沉默关键效应蛋白,在功能和结构上高度保守[10].AGO蛋白通过结合不同小

RNA(smallRNA,sRNA)介导转录水平基因沉默(TGS)和转录后水平基因沉默(PTGS)调节生物体生长发

育和响应胁迫.拟南芥中AGO4蛋白结合24-nt小RNA介导染色质甲基化修饰[11-13].在酵母中,AGO1通

过招募甲基转移酶促进组蛋白H3K9甲基化[14].在拟南芥中,AGO蛋白有10种,根据其进化和功能上的差

异可以分为3组:1)AtAGO1、AtAGO5和AtAGO10;2)AtAGO2、AtAGO3和AtAGO7;3)AtAGO4、AtA-
GO6、AtAGO8和AtAGO9.AGO2通过结合sRNA从PTGS水平在细胞质中介导植物抗性参与抗病毒和

抗细菌反应[15-17].同时有研究发现,AGO2可以通过招募DNA双链断裂诱导的sRNA(diRNA)在细胞核中

参与DNA双链修复介导染色质修饰[18].这些研究显示了AGO2不仅可以在细胞质中通过介导RNA沉默

调控基因表达,还可以在细胞核内通过介导染色质修复、修饰等机制参与基因调控.
本研究利用免疫共沉淀质谱联用技术(IP-MS),分析了可能与AGO2蛋白具有相互作用的蛋白,并利用
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亚细胞定位和双分子荧光互补技术(BiFC)、体内免疫共沉淀等实验技术验证组蛋白 H2A.W 同源蛋白

HTA6、HTA7与AGO2蛋白的相互作用,为后续研究 HTA6、HTA7和AGO2蛋白相互作用机制及功能

提供参考.

1 材料与方法

1.1 材料

本氏烟草(Nicotianabenthamiana)种植于23℃温室中,光照12h/黑暗12h交替培养.大肠杆菌DH5α
感受态细胞(TSC01)购于北京擎科生物科技公司;农杆菌感受态细胞GV3101(SGn301)购于上海士锋生物

科技有限公司.组蛋白 H2A.W 家族蛋白 HTA6、HTA7的亚细胞定位载体pEarleyGate102-HTA6-CFP-
HA和pEarleyGate102-HTA7-CFP-HA,BiFC 实验荧光载体pSite-HTA6-cYFP、pSite-HTA7-cYFP和

pSite-GST-cYFP为本文第三作者构建.AGO2荧光表达载体pEarleyGate104-YFP-AGO2载体,烟草瞬时表

达载体pDC32-HA-AGO2和BiFC荧光载体pSite-nYFP-AGO2为实验室保存载体.本研究设计的引物见附

录表S1.
1.2 实验方法

AGO2互作蛋白质谱实验.将培养4周龄的pAGO2∷HA-AGO2和pEarleyGate-104(104EmptyVec-
tor,104EV)转基因植物各收集约5g,充分研磨;按照1g材料加5mL蛋白提取缓冲液(50mL体系:

5mol/LNaCl500μL,1mol/LMgCl2300μL,1mol/LTris-HCl,pH7.5,1mL,1mol/LDTT250μL,

10% Tween-201.5mL,10×Proteaseinhibitor500μL,灭菌水补齐至50mL)的比例提取总蛋白;4℃低速

摇30min,然后4℃,5000r/min离心15min.将上清用 miracloth滤布过滤后,4℃,5000r/min离心

5min,收集上清;按照1g材料15μL的比例向上清中加入HA-beads(兰博利德,HNM-50-2000),4℃孵育

3h;1000r/min离心5min,加入1mL洗涤缓冲液(50mL体系:5mol/LNaCl1.5mL,1mol/LMgCl2
250μL,1mol/LTris-HCl,pH7.5,1mL,1mol/LDTT250μL,体积分数10%Triton-X-1001.5mL,10×
Proteaseinhibitor500μL,灭菌水补齐至50mL),轻柔晃动3min,1000r/min离心1min,重复3~4次;收
取beads后,加入300μL洗涤缓冲液和60μL6×loadingdye,煮沸10min后进行跑胶和考马斯亮蓝染色,
对染色后的蛋白泳道全切胶后送往北京大学质谱中心进行蛋白质谱鉴定.

烟草瞬时表达实验.将培养好的阳性农杆菌菌体沉淀重悬于 MMA溶液(50mL体系:1mol/LMgCl2
500μL,1mol/LMES溶液500μL,AS溶液50μL,灭菌水补齐至50mL);用分光光度计检测菌液ODλ600=
1.2;再选取4周左右的本氏烟草作为材料,用注射器把菌液注射至烟草中间的3片叶子.第1天避光培养,第

2天正常光照培养,第3天收取注射过的烟草叶片做后续实验.
激光共聚焦显微镜观察蛋白细胞定位实验.取注射了含有对应质粒的农杆菌的烟草叶片,将叶片反面朝

上,放于载玻片上,盖好盖玻片,将做好的玻片放于激光共聚焦显微镜的载物台上,先使用明场调整焦距并将

较好的视野置于视野中心位置.然后选择对应的激光激发波长观察不同荧光蛋白的荧光,CFP的激发波长为

470nm,YFP的激发波长为510nm,mcherry的激发波长为633nm.
烟草体内Co-IP实验.取1g左右的材料,充分研磨;按照1g材料加5mL蛋白提取缓冲液(50mL体

系:5mol/LNaCl500μL,1mol/LMgCl2300μL,1mol/LTris-HCl,pH7.5,1mL,1mol/LDTT250μL,

10% Tween-201.5mL,10×Proteaseinhibitor500μL)的比例加入适量的提取缓冲液;4℃低速摇晃

30min,然后4℃,5000g离心15min.将上清用miracloth滤布过滤后,4℃,5000r/min离心5min,收集

上清;取100μL上清作为input,管中其余的蛋白样品加入对应的beads,4℃孵育6h后4℃1000r/min
离心2min;移除所有液体后加入6~8mL的洗涤缓冲液,洗涤2~4次;洗涤完毕后加入1mL洗涤缓冲液

轻轻混匀;4℃,1000r/min离心3min,吸走上清,留大约200μL液体,加入蛋白loadingbuffer,进行煮样;
与input样品一起,进行 WesternBlot实验,检测目的蛋白.

WesternBlot实验.将蛋白样品与5×SDSloadingbuffer混匀后,沸水煮样7min后立即放于冰上,待
冷却后取适量样品加入胶孔中进行电泳.120V电泳1h左右,待溴酚蓝跑至胶的最底部时,停止电泳.将胶
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转膜至PVDF膜上,200mA恒流转膜120min,待转膜结束后,将PVDF膜置于质量分数5%的脱脂奶粉

中,常温封闭40min.最后分别使用HA(Easybio,BE-2008)、FLAG(Easybio,BE2005)和Tubulin(Easybio,

BE4006)一抗抗体和鼠(Easybio,BE0132)、兔(Easybio,BE0131)二抗抗体孵育显影.

2 结果与分析

2.1 AGO2互作蛋白IP-MS文库分析

通过对拟南芥 AGO2互作蛋白的质谱文库分析(附录表S2),发现 HTA7(H2A5_ARATH)、HTA6
(H2A7_ARATH)、HTA12(H2A4_ARATH)与AGO2蛋白可能存在相互作用,且与对照104EV样品相

比,HA-AGO2实验组中打到的与AGO2互作的HTA6、HTA7蛋白肽段数目较多且序列较为特异(附录图

S1),因此我们判断H2A.W家族蛋白HTA6和HTA7可能与AGO2互作.
2.2 体内免疫共沉淀实验验证HTA6、HTA7与AGO2的相互作用

为了明确AGO2蛋白与 HTA6、HTA7和 HTA12之间是否相互作用,通过体内 Co-IP实验,用 HA
beads下拉带有HA标签的AGO2蛋白,再利用FLAG抗体检测与 AGO2互作蛋白.结果显示,HTA6和

HTA7与AGO2都存在相互作用,且HTA7与AGO2的相互作用较强(图1).

2.3 HTA6、HTA7与AGO2在细胞核中具有共定位

为了明确HTA6、HTA7以及AGO2蛋白的亚细胞定位,本研究分别构建了 HTA6、HTA7的荧光表

达载 体 pEarleyGate102-HTA6-CFP-HA 和 pEarleyGate102-HTA7-CFP-HA,将 HTA6、HTA7 以 及

AGO2荧光表达载体pEarleyGate104-YFP-AGO2转入农杆菌中,选择阳性菌,摇菌,并和含有核定位信号

(NLS)和mcherry荧光的pCAM1300-NLS-mcherry质粒农杆菌菌液共注射本氏烟叶片,其中NLS的主要

作用为细胞核红色荧光标记.共注射2d后,通过激光共聚焦显微镜观察荧光.实验结果显示,HTA6、HTA7
定位于细胞核中,且分别与AGO2在细胞核内有共定位(图2).
2.4 HTA6、HTA7与AGO2在细胞核内具有相互作用

为了进一步确定 HTA6、HTA7与 AGO2蛋白是否具有相互作用,本研究构建了 HTA6、HTA7的

BiFC 表 达 载 体 pSite-HTA6-cYFP、pSite-HTA7-cYFP,并 通 过 农 杆 菌 转 化 与 pSite-nYFP-AGO2、

pCAM1300-NLS-mCherry共注射本氏烟叶片.共注射2d后,通过激光共聚焦显微镜观察荧光.实验结果显

示,与HTA6和GST蛋白共注射的对照相比,HTA6与AGO2、HTA7与AGO2可以产生互作荧光,且荧

光定位于细胞核中(图3),证明HTA6、HTA7分别与AGO2蛋白在细胞核内具有相互作用.
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3 讨 论

不同类型的H2A变体会对染色质状态产生不同的影响[20].组蛋白变体的沉积和排出决定了植物中染

色质的功能状态.H2A.W能够与染色质重塑因子(DDM1)相互作用,参与并影响异染色质的形成和TE沉

默[21-22].也与染色质的可及性以及DNA的甲基化相关[23].DDM1是H2A.W向中心外异染色质沉积所必需

的[24].异染色质序列优先需要DDM1进行DNA甲基化,这种偏好取决于H1[25].H1通常富集于异染色质区

域,是一种关键的染色质结构蛋白,它与核小体核心颗粒表面DNA的进入和退出位点结合,以稳定核小体

结构并凝聚染色质[26].H1通过增强拟南芥基因组异染色质区域之间和内部的染色体间以及染色体内相互

作用来促进异染色质凝聚[18],通过从非cg甲基化的异染色质中排除RdDM(RNA介导的DNA甲基化)的

sRNA生成分支,加强正染色质和异染色质DNA甲基化途径的分离[27].
普遍认为,AGO蛋白起源于宿主防御入侵核酸的防御系统[28],其中,AGO2可以富集在BIGGRAIN3

(BG3)位点上,从而改变其组蛋白甲基化水平,促进BG3的表达,使植物的细胞分裂素表达水平发生变化,
最终影响植株粒长和耐盐性[29],同时,AGO2蛋白也参与DNA损伤应答的过程中[30].研究证明AGO2可以

由细菌感染诱导,并对免疫起到正向调节作用[31].在拟南芥中,作为 H2A.W 的同源蛋白的 HTA7是DNA
损伤应答所必需的[22-23].本研究发现并证明了H2A.W家族蛋白HTA6、HTA7与AGO2蛋白的相互作用,
表明AGO2蛋白可能在异染色质的形成、可及性等方面发挥重要功能.

本研究基于实验室现有的AGO2的IP-MS质谱文库找到了可能与其互作的蛋白 HTA6、HTA7,首先
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通过亚细胞共定位实验证明了拟南芥 H2A.W 家族蛋白 HTA6、HTA7与AGO2在细胞核中具有共定位,
并通过BiFC和Co-IP实验证明了HTA6、HTA7与AGO2蛋白之间存在的相互作用.在拟南芥中首次证明

了AGO2蛋白与组蛋白H2A.W家族蛋白HTA6、HTA7中的互作关系,为后续研究AGO2与 H2A.W 家

族蛋白之间的调控关系奠定了基础.

  附录见电子版(DOI:10.16366/j.cnki.1000-2367.2024.02.21.0003).
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TheinteractionofhistoneH2A.WandAGO2inArabidopsisthaliana

YangXianguang1,XuLongqian1,2,LiuYang2

(1.CollegeofLifeSciences,HenanNormalUniversity,Xinxiang453007,China;2.InstituteofZoology;StateKeyLaboratoryof

IntegratedManagementofPestInsectsandRodents,ChineseAcademyofSciences,Beijing100101,China)

  Abstract:TakingArabidopsisthalianaAGO2astheresearchobject,throughtheimmunoprecipitation-massspectrom-
etry(IP-MS)technique,HTA6andHTA7werefoundtopotentiallyinteractwithAGO2protein.Furtherstudiesonthelocali-
zationandinteractionrelationshipbetweenH2A.WfamilyproteinsHTA6andHTA7andAGO2proteinwereconductedusing
subcellularlocalization,bimolecularfluorescencecomplementationtechnologyandco-immunoprecipitation(Co-IP)experiments.
TheresultsshowedthatHTA6,HTA7andAGO2wereco-localizedinthenucleus,andHTA6andHTA7respectivelyinter-
actedwithAGO2inthenucleus.TheinvivoCo-IPexperimentfurtherconfirmedtheinteractionrelationshipamongHTA6,

HTA7andAGO2,layingafoundationforsubsequentresearchontheregulatoryrelationshipbetweenAGO2proteinandheter-
ochromatin.
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  附 录

表S1 HTA6、HTA7、HTA12基因克隆引物列表

Tab.S1 ListofHTA6,HTA7,HTA12genecloningprimers

引物名称 引物序列 用途

HTA6-TOPO-F CACCATGGAATCCACCGGAAAAGT 片段扩增

HTA6-nostop-R AGCTTTCTTTGGAGACTTG 片段扩增

HTA7-TOPO-F CACCATGGAGTCATCACAAGCAAC 片段扩增

HTA7-nostop-R AGCCTTCTTAGGAGATTTG 片段扩增

HTA12-TOPO-F CACCATGGATTCCGGAACCAAAGT 片段扩增

HTA12-nostop-R AGATTTCTTAGGGGATTTG 片段扩增

表S2 AGO2互作蛋白的IP-MS分析

Tab.S2 TheIP-MSofinteractingproteinofAGO2

Genename HA-AGO2peptides HA-AGO2peptidesmatches 104EVpeptidesmatches

H2AXA_ARATH HIQLAVR 1 2

AGLQFPVGR 4 3

NKGDIGSASQEF 2 5

LLGSVTIANGGVLPNIHQTLLPSK 1 -

H2AV1_ARATH HLQLAIR 1 1

AGIQFPVGR 4

GDEELDTLIK 1 -

GTIAGGGVIPHIHK 2 1

H2A5_ARATH AGLQFPVGR 4

LLHGVTIASGGVLPNINPVLLPK 1 -

H2A7_ARATH AGLQFPVGR 4

LLSGVTIAHGGVLPNINSVLLPK 1 -

H2A4_ARATH SGLQFPVGR 1 1

NDEELGTLLK 1 -


