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摘　 要　 细胞骨架调控线粒体的融合和分裂，同时线粒体也调控细胞骨架的正常动力学。 ｍｐｃ１ 基因编码线

粒体丙酮酸载体 １（ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｐｙｒｕｖａｔｅ ｃａｒｒｉｅｒ １），该蛋白位于线粒体内膜中，是线粒体丙酮酸载体复合物的

重要成分。 目前，尚未见相关文献报道 ｍｐｃ１ 基因缺失对酵母肌动蛋白等动力学的影响。 本研究对粟酒裂殖

酵母（Ｓｃｈｉｚｏｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ ｐｏｍｂｅ）的微管、组蛋白、肌动蛋白构建荧光标记，利用活细胞成像技术探究 ｍｐｃ１ 基因

缺失对肌动蛋白等动力学的影响。 结果表明，常温下 ｍｐｃ１Δ 菌株与野生型菌株相比，纺锤体伸长时间缩短

６． ７０ ｍｉｎ（Ｐ ＜ ０． ０１）、伸长速率加快 ０． １７ μｍ ／ ｍｉｎ（Ｐ ＜ ０． ０１）；染色体分离时间缩短 ３． ４０ ｍｉｎ（Ｐ ＜ ０． ０１）；肌动

蛋白环聚集和收缩总时间延长 ３． ８０ ｍｉｎ（Ｐ ＜ ０． ０１）。 ｍｐｃ１ 基因缺失虽然促进了纺锤体伸长和染色体分离，但
减缓了肌动蛋白环形成和收缩，最终导致细胞生长缓慢。 本研究为进一步探究 ｍｐｃ１ 功能提供参考。
关键词　 ｍｐｃ１ 基因；粟酒裂殖酵母；有丝分裂；细胞动力学；肌动蛋白；基因回补
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　 　 线粒体是真核细胞的能量工厂，是细胞通过

氧化磷酸化和三羧酸循环途径合成 ＡＴＰ 的场所。
线粒体为保持其功能状态，通过不断地分裂和融

合产生新的线粒体， 消除旧的和受损的线粒

体［１⁃３］。 一方面，细胞骨架蛋白调控着线粒体形态

和功能。 Ｍｍｂ１ 蛋白 （ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅ
ｂｉｎｄｅｒ，线粒体微管结合蛋白 Ｍｍｂ１）将线粒体和

微管结合在一起，防止线粒体聚集和回缩［４］，
Ｍｍｂ１ 蛋白异常导致线粒体聚集且数量增加［５⁃６］；
βＩＩＩ⁃微管蛋白及其 Ｃ 端尾部参与调节线粒体动力

学和动态网状线粒体结构［７］；Ｔｅａ２ 蛋白（ ｋｉｎｅｓｉｎ
ｆａｍｉｌｙ ｐｌｕｓ⁃ｅｎｄ ｄｉｒｅｃｔｅｄ ｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅ ｍｏｔｏｒ，驱动蛋

白家族正端定向微管电机 Ｔｅａ２）异常会导致线粒

体碎片化且数量增加［５］。 另一方面，线粒体蛋白

也调控着细胞骨架的正常动力学。 ｆｚｏ１ 基因（编
码 Ｆｕｚｚｙ ｏｎｉｏｎｓ ｐｒｏｔｅｉｎ １，线粒体融合蛋白 Ｆｚｏ１）
缺失后，维管束数量增加，有丝分裂纺锤体组装异

常［８⁃９］；ｄｎｍ１ 基因 （编码 ｄｙｎａｍａｉｎ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ
１，线粒体分裂蛋白 Ｄｎｍ１）缺失后，微管束长度增

加，纺锤体伸长时间延长，染色体分离滞后［１０］；
ｔｏｍ７０ 基因（编码 ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ＴＯＭ ｃｏｍｐｌｅｘ ＴＰＲ
ｒｅｐｅａｔ ｓｕｂｕｎｉｔ Ｔｏｍ７０，线粒体 ＴＯＭ 复合物 ＴＰＲ 重

复亚基 Ｔｏｍ７０） 缺失后，纺锤体断裂缺陷［１１⁃１２］；
ａｆｇ１ 基因 （编码 ＡＦＧ１ ｆａｍｉｌｙ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ＡＴ⁃
Ｐａｓｅ，线粒体 ＡＦＧ１ 家族 ＡＴＰ 酶）缺失后，营养生

长期端粒更细长［１３］。 ｍｐｃ１ 基因编码线粒体丙酮

酸载体 １（ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｐｙｒｕｖａｔｅ ｃａｒｒｉｅｒ １，ＭＰＣ１），
该基因位于粟酒裂殖酵母 （ Ｓｃｈｉｚｏｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ
ｐｏｍｂｅ）的第 ３ 条染色体上，其前后基因分别为

ｓｅｃ６、ｍｕｇ１４６。 ＭＰＣ１ 蛋白由 １４１ 个氨基酸组成，
分子量为 １６． ０６ ｋＤａ（图 １）。 ＭＰＣ１ 和 ＭＰＣ２（ｍｉ⁃
ｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｐｙｒｕｖａｔｅ ｃａｒｒｉｅｒ ２，线粒体丙酮酸载体

２）组成线粒体内膜丙酮酸载体复合物 ＭＰＣ，其具

有跨膜转运蛋白活性，可以将丙酮酸从细胞质中

转运到线粒体内［１４⁃１５］，丙酮酸是糖类、脂质以及氨

基酸的代谢中间产物。 ｍｐｃ１ 缺失会诱导ＭＰＣ２ 降

解，导致 ＭＰＣ 蛋白整体失活［１６］。 ｍｐｃ１ 表达水平

影响癌细胞的生存率，ｍｐｃ１ 表达降低促进 β⁃连环

蛋白的核易位，从而激活 Ｗｎｔ ／ β⁃连环蛋白途径，

促进癌细胞的转移，而 ＭＰＣ 过表达在体外抑制了

癌细胞的运动［１７］。 例如 ｍｐｃ１ 缺陷会加速肺腺癌

进展，ＭＰＣ１ 过表达能抑制胃癌细胞［１８⁃２３］。 Ｌｉｕ
等［１３］研究发现，ｍｐｃ１ 基因缺失会导致细胞端粒变

长。 在裂殖酵母中，ｍｐｃ１ 缺失会导致细胞生长速

度变慢［２４］，还会增加细胞对布雷菲尔丁 Ａ、咖啡

因、雷帕霉素的抗性以及对硼替佐米的敏感

性［２５］。 人类 ｍｐｃ１ 失活会引发多种疾病，如迟发

性运动障碍、乳酸性酸中毒、高丙酮酸血症、线粒

体丙酮酸载体缺乏症等［２６⁃２８］。 酵母细胞是一种杆

状单细胞真核模式生物，包括粟酒裂殖酵母、出芽

酵母（ Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ）等，其基因组结构

简单并与人类相似［２９⁃３１］。 其中粟酒裂殖酵母的染

色体结构保守，细胞形状规则，分裂时子细胞大小

和长度均匀，常用于有丝分裂及细胞周期等的研

究［３２⁃３３］。 在裂殖酵母中，ｍｐｃ１ 基因缺失会导致细

胞生长速度变慢，但相关分子机制尚未揭示。 本

研究以粟酒裂殖酵母为研究对象，在 ｍｐｃ１Δ 菌株

中构建荧光蛋白标记，检测 ｍｐｃ１ 基因缺失对纺锤

体、组蛋白、肌动蛋白等动力学的影响，同时构建

ｍｐｃ１ 基因回补菌株进行验证，为进一步探究

ＭＰＣ１ 蛋白功能提供参考。

图 １　 线粒体丙酮酸载体 １ 蛋白质结构

Ｆｉｇ． １　 Ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｐｙｒｕｖａｔｅ ｃａｒｒｉｅｒ １

１　 材料与方法

１． １　 材料

１． １． １ 　 菌种来源 　 粟酒裂殖酵母 （ Ｓｃｈｉｚｏｓａｃ⁃
ｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ ｐｏｍｂｅ）菌株（表 １）， － ８０ ℃冻存在西

南野生动植物资源保护教育部重点实验室（本实

５４２ 期　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　



验室）。
表 １　 粟酒裂殖酵母菌株编号、基因型及来源

Ｔａｂｌｅ １　 Ｎｕｍｂｅｒ，ｇｅｎｏｔｙｐｅｓ ａｎｄ ｓｏｕｒｃｅ ｏｆ

Ｓｃｈｉｚｏｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ ｐｏｍｂｅ ｓｔｒａｉｎｓ

菌株编号 基因型 菌种来源

ＰＴ２８６ ｈ － ｗｔ Ｐｈｏｎｇ Ｔｒａｎ［４］

ＰＴ２８７ ｈ ＋ ｗｔ
ＣＦ２０４６ ｈ － ｗｔ： ＧＦＰ⁃Ａｔｂ２：ＨｙｇＲ Ｃｈｕａｎｈａｉ Ｆｕ［４］

ＰＴ３８５０ ｈ ＋ ｗｔ： Ｐａｃｔ１⁃ＬｉｆｅＡｃｔ⁃ｍＧＦＰ：ＬＥＵ１ Ｐｈｏｎｇ Ｔｒａｎ［４］

ＰＴ４２８０ ｈ － ｗｔ： Ｈｈｔ２⁃ＧＦＰ：ＵＲＡ４
９９７⁃１ ｈ ＋ ｍｐｃ１Δ： ｋａｎＲ
９９７⁃２ ｈ － ｍｐｃ１Δ： ｋａｎＲ 本研究

９９７ａ ｈ？ ｍｐｃ１Δ： ＧＦＰ⁃Ａｔｂ２：ＨｙｇＲ 本研究

９９７ｂ ｈ？ ｍｐｃ１Δ： Ｐａｃｔ１⁃ＬｉｆｅＡｃｔ⁃ｍＧＦＰ：ＬＥＵ１ 本研究

９９７ｃ ｈ？ ｍｐｃ１Δ： Ｈｈｔ２⁃ＧＦＰ：ＵＲＡ４ 本研究

　 注：ｈ － 、ｈ ＋ 、ｈ？ 均表示菌株性别，其中 ｈ － 表示该菌株为负菌，

ｈ ＋ 表示该菌株的正菌，ｈ？ 表示该菌株性别未知；ｗｔ 表示野生型

菌株；ｍｐｃ１Δ 表示 ｍｐｃ１ 基因缺失型菌株；ＧＦＰ 为绿色荧光蛋白标

记；Ａｔｂ２ 表示微管；Ｐａｃｔ１⁃ＬｉｆｅＡｃｔ 表示肌动蛋白；Ｈｈｔ２ 表示组蛋

白；ＨｙｇＲ 表示潮霉素抗性；ｋａｎＲ 表示卡那霉素抗性；ＵＲＡ４ 表示

尿嘧啶缺陷版；ＬＥＵ１ 表示亮氨酸缺陷版

１． １． ２　 培养基　 ＹＥ５Ｓ 液体培养基：组氨酸、亮氨

酸、尿嘧啶、腺嘌呤、赖氨酸各 ０． １１ ｇ，葡萄糖１５． ００
ｇ，酵母提取物 ２． ５０ ｇ，超纯水 ０． ５０ Ｌ；ＹＥ５Ｓ 固体

培养基：在液体培养基的基础上加琼脂 ８． ５０ ｇ；
ＥＭＭ⁃Ｎ 产孢培养基：组氨酸、亮氨酸、尿嘧啶、腺
嘌呤、赖氨酸各 ０． １１ ｇ，葡萄糖 １０． ００ ｇ，ＥＭＭ⁃Ｎ
３． ６６ ｇ，超纯水 ０． ５０ Ｌ；ＹＥ５Ｓ ＋ Ｇ４１８（ＨｙｇＲ）固体

筛选培养基：按照 ＹＥ５Ｓ 固体培养基配方配制并

灭菌，待冷却凝固前加入 Ｇ４１８（ＨｙｇＲ），使其浓度

为 ０． ３０ ｇ ／ Ｌ；ＬＥＵ１ 固体筛选培养基：组氨酸、尿嘧

啶、腺嘌呤、赖氨酸各 ０． １１ ｇ，ＥＭＭ⁃２ １６． １７ ｇ，琼
脂 ８． ５０ ｇ，超纯水 ０． ５０ Ｌ；ＵＲＡ４ 固体筛选培养基：
组氨酸、亮氨酸、腺嘌呤、赖氨酸各 ０． １１ ｇ，ＥＭＭ⁃２
１６． １７ｇ ，琼脂 ８． ５０ ｇ，超纯水 ０． ５０ Ｌ［３４］。
１． １． ３　 主要试剂与仪器设备　 葡萄糖、酵母提取

物、琼脂（Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司）；巯基乙醇、
腺嘌呤、赖氨酸、亮氨酸、尿嘧啶、组氨酸（Ｓｉｇｍａ⁃
Ａｌｄｒｉｃｈ 公司）；山梨醇、乙二胺四乙酸、潮霉素

（ＨｙｇＲ）（上海麦克林生化科技有限公司）；ＥＭＭ⁃Ｎ
（生物风资源技术服务公司）；Ｇ４１８、甘油（广州赛国

生物科技有限公司）；蜗牛酶（上海源叶生物科技有

限公司）；Ｑ５ Ｈｉｇｈ⁃Ｆｉｄｅｌｉｔｙ ２Ｘ ＭａｓｔｅｒＭｉｘ 酶 （Ｎｅｗ
Ｅｎｇｌａｎｄ Ｂｉｏｌａｂｓ 公 司 ）； 限 制 性 核 酸 内 切 酶

（ＢａｍＨＩ）（Ｔａｋａｒａ 公司）；Ｓｅａｍｌｅｓｓ ｃｌｏｎｉｎｇ ｋｉｔ（北京

擎科生物科技股份有限公司）。 －８０ ℃超低温冰箱

（９９４，Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｅｎｔｉｆｉｃ 公司）；Ⅱ级生物安全

柜（ＭＳＣ⁃Ａｄｖａｎｔａｇｅ，Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｅｎｔｉｆｉｃ 公司）；
恒温培养箱（ＤＰＸ⁃９２７２Ｂ⁃１，Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｅｎｔｉｆｉｃ
公司）；冷冻离心机（５４１８Ｒ，Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ ＡＧ 公司）；恒
温震荡器（ＴＨＺ⁃Ｑ，上海百典仪器设备有限公司）；激
光共聚焦倒置显微镜（ＴＣＳ⁃ＳＰ８，Ｌｅｉｃａ 公司）；正置

荧光显微镜（ＤＭＩ３０００Ｂ，Ｌｅｉｃａ 公司）；蒸汽灭菌锅

（ＬＤＺＸ⁃３０ＦＡ， 上海申安医疗器械厂）； ＰＣＲ 仪

（Ｔ１００，Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ 生命科学公司）。
１． ２　 方法

１． ２． １ 　 ｍｐｃΔ 菌株的构建及验证 　 选取质粒

ｐＦＡ６ａ⁃ＫａｎＭＸ６，设计前后引物：Ｆ１ （５′⁃ＴＴＴＴＴＣＴ⁃
ＧＣＴＣＣＡＣＴＡＡＴＡＧＧＡＴＡＡＧＣＴＡＧＴＡＡＴＴＴＧＡＡＧＣ⁃
ＣＴＴＴＧＧＣＡＡＧＣＣＡＡＣＣＡＣＡＣＣＴＡＴＡＴＴＡＴＴＴＴＴＴＴ⁃
ＡＡＡＡＣＧＧＡＴＣＣＣＣＣＧＧＧＴＴＡＡＴＴＡＡ⁃３′）、 Ｒ１ （ ５′⁃
ＣＣＣＴＴＣＣＴＴＣＧＡＡＴＣＡＡＴＴＴＴＧＴＴＡＧＡＧＣＡＡＧＴＧ⁃
ＡＣＴＴＡＴＣＴＧＴＴＣＡＣＴＣＧＴＡＴＴＴＴＡＡＡＧＡＡＴＡＡＡＴＡ⁃
ＣＴＴＧＡＣＣＣＴＴＴＧＡＡＴＴＣＧＡＧＣＴＣＧＴＴＴＡＡＡＣ⁃３′）。
ＰＣＲ 扩增得到 ＫａｎＲ 基因片段，ＰＣＲ 条件为 ９８ ℃
预变性 ３０ ｓ、３４ 个循环（９８ ℃变性 １０ ｓ、６３ ℃退火

３０ ｓ、７２ ℃延伸 ２ ｍｉｎ），７２ ℃延伸 ５ ｍｉｎ，１０ ℃保

存。 将扩增产物电泳并回收，采用醋酸锂转化法

同源替换获得 ｍｐｃ１Δ 菌株［１０］。
１． ２． ２　 细胞形态的观察 　 取出用甘油法保存在

－８０ ℃冰箱中的野生型和 ｍｐｃ１Δ 菌株，分别接种

至 ＹＥ５Ｓ 固体培养基，２５ ℃复苏 ４８ ｈ 后，再接适量

菌株至 ＹＥ５Ｓ 液体培养基，２５ ℃、２００ ｒ ／ ｍｉｎ 振荡培

养活化 １２ ｈ（观察 ３７ ℃下细胞形态时，还需稀释后

于 ３７ ℃下再活化１２ ｈ）至菌液ＯＤ５９５在０． ５ ～０． ８［３５］

之间时活化完成。 使用正置荧光显微镜 １００ 倍油

镜观察已活化完成的上述菌株细胞形态，截取

ｍｐｃ１Δ 菌株及野生型菌株的细胞图像，测量细胞长

度、纵横比、细胞面积等数据并作图分析。
１． ２． ３ 　 ｍｐｃ１Δ 负菌的构建　 复苏 ｍｐｃ１Δ 正菌与

野生型负菌后，将二者混匀涂布至 ＥＭＭ⁃Ｎ 产孢培

养基上，２５ ℃培养 ２ ｄ 后产孢。 用蜗牛酶溶液酶

解子囊壁释放孢子，用无菌 ｄｄＨ２Ｏ 清洗孢子 ３
次，经相应抗性筛选培养基筛选后，挑出多个单克

隆菌落于 ２５ ℃扩大培养 ２ ｄ 后，将单菌落分别与

已复苏的野生型正负菌株混匀后涂布至 ＥＭＭ⁃Ｎ

６４ 　 　 　 　 　 微　 生　 物　 学　 杂　 志　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ４６ 卷



产孢培养基上，２５ ℃培养 ２ ｄ 后镜检是否产孢，与
野生型正菌产孢且不与野生型负菌产孢的单菌落

即为负菌，扩大培养后保存 ｍｐｃ１Δ 负菌（表 １）。
１． ２． ４　 荧光蛋白构建 　 荧光蛋白标记的构建是

通过将带有不同目的荧光蛋白标记的野生型菌株

分别与对应的异性 ｍｐｃ１Δ 菌株杂交来实现，产孢

后用蜗牛酶溶液酶解子囊壁释放孢子，用无菌

ｄｄＨ２Ｏ 清洗孢子 ３ 次，经抗性筛选培养基或氨基

酸缺陷培养基筛选后，挑出单克隆菌落，利用正置

荧光显微镜观察标记，选择带有荧光标记的菌株

纯化并扩大培养保存（表 １）。
１． ２． ５ 　 回补菌株的构建 　 选取质粒 ｐＦＡ６ａ⁃
５ＦＬＡＧ⁃ｈｐｈＭｘ６，设 计 前 后 引 物： Ｆ１ （ ５′⁃ＴＴＣＧ⁃
ＴＡＣＧＣＴＧＣＡＧＧＴＣＧＡＣＴＴＣＡＴＣＡＡＣＴＧＡＴＴＧＡＧＧ⁃
Ｔ⁃３′）、Ｒ１（５′⁃ＣＡＴＡＴＧＡＴＴＡＡＴＴＡＡＣＣＣＧＧＧＧＡＴＣ⁃
ＣＧＣＴＡＧＡＴＴＧＴＧＴＡＡＣＴＧＡＡＣ⁃３′），从粟酒裂殖酵

母野生型菌株中扩增 ｍｐｃ１ 基因片段，电泳并回

收扩增产物。 用 ＢａｍＨＩ 酶切质粒，采用同源重

组法将 ｍｐｃ１ 基因酶连到质粒上。 采用醋酸锂转

化法将质粒转化到 ９９７ｂ 酵母细胞中［１０］ ，经抗性

筛选验证后获得回补菌株Ｃ⁃ｍｐｃ１Δ。
１． ２． ６　 活细胞成像　 将保存于 － ８０ ℃冰箱的菌

株接种至 ＹＥ５Ｓ 固体培养基，２５ ℃复苏 ７２ ｈ 后，
接种适量菌株到 ＹＥ５Ｓ 液体培养基中，于 ２５ ℃下

活化 １２ ｈ（进行 ３７ ℃下活细胞成像时还需稀释后

于 ３７ ℃下再活化 １２ ｈ）。 用活化后的菌株制片，
使用激光共聚焦倒置显微镜对菌株进行活细胞成

像观察。 成像参数为每帧间隔 ２ ｍｉｎ，像素 ５１２
μｍ ×５１２ μｍ，曝光时间 ４００ ｍｓ，从上至下共 ７ 层，
每层间隔 １ μｍ，拍摄温度 ２５ ℃或 ３７ ℃。
１． ２． ７ 　 统计学分析 　 使用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 进行图像处

理、数据测定，所有数据均表示为平均值 ± ＳＤ，使
用 ＧｒａｐｈＰａｄ ｐｒｉｓｍ ８ 做图，使用 ＩＢＭ ＳＰＳＳ ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ
２３． ０ 进行统计学分析。 统计学差异：∗和∗∗分

别表示野生型与 ｍｐｃ１Δ 菌株差异显著（Ｐ ＜ ０． ０５）
和极显著（ Ｐ ＜ ０． ０１） ［３４］。

２　 结果与分析

２． １　 ｍｐｃ１ 基因缺失对细胞形态的影响

对比野生型菌株（ｗｔ）和 ｍｐｃ１Δ 菌株细胞形

态结果显示，有丝分裂间期 ｍｐｃ１Δ 菌株细胞形态

良好，呈长杆状，未出现空泡等异常表型（图 ２Ａ）。

２５ ℃下细胞形态统计分析结果显示，ｗｔ 和 ｍｐｃ１Δ
菌株的细胞长度（图 ２Ｂ）、纵横比（图 ２Ｃ）、细胞面

积（图 ２Ｄ）分别为（１３． １９ ± １． ４５） μｍ、（３． ８４ ±
０． ６２）、（４０． ２２ ± ５． ７９） μｍ２ 和 （１２． ４６ ± １． ２７）
μｍ、（３． ３７ ± ０． ５１）、（３９． ８４ ± ４． ７８）μｍ２。 ｍｐｃ１Δ
菌株与 ｗｔ 相比，细胞面积无显著差异，但细胞长

度、细胞纵横比分别增加 ０． ７３ μｍ（Ｐ ＜ ０． ０１）、
０． ４７（Ｐ ＜ ０． ０１）。 以上结果提示，ｍｐｃ１ 基因缺失

会导致细胞 ２５ ℃下变得更细长。
３７ ℃下细胞形态统计分析结果显示，ｗｔ 和

ｍｐｃ１Δ 菌株的细胞长度（图 ２Ｅ）、纵横比（图 ２Ｆ）、
细胞面积 （图 ２Ｇ） 分别为 （１２． １３ ± １． ３９） μｍ、
（２． ２７ ± ０． ３７）、（５６． ４４ ± ９． ５５） μｍ２ 和（１１． ８３ ±
１． ３１） μｍ、（２． １６ ± ０． ３７）、（５３． ５２ ± ７． ５２） μｍ２。
ｍｐｃ１Δ 菌株与 ｗｔ 的细胞长度、纵横比、细胞面积

无显著差异。 与 ２５ ℃相比，３７ ℃下 ｍｐｃ１Δ 菌株

细胞形态恢复正常。
２． ２　 ｍｐｃ１ 基因缺失对纺锤体动力学的影响

在细胞分裂期，微管组装形成纺锤体，随着

分裂的进行，纺锤体逐渐伸长至断裂，纺锤体的

伸长帮助染色体移动到细胞两极，使子细胞都能

够获得完整的遗传物质，保证生命体遗传物质的

完整性［３６］ 。 利用绿色荧光蛋白标记ｍｐｃ１Δ 菌株

的微管（图 ３），探究 ｍｐｃ１ 基因缺失对粟酒裂殖酵

母纺锤体动力学的影响。 每隔 ２ ｍｉｎ 拍摄一次的

纺锤体形态结果显示（图 ３Ａ 从左至右），２５ ℃下

ｍｐｃ１Δ 菌株的纺锤体伸长总时间少于 ｗｔ，３７ ℃下

ｍｐｃ１Δ 菌株纺锤体伸长总时间与 ｗｔ 相近。
统计 ２５ ℃ 下纺锤体动力学发现 （图 ３Ｂａ、

３Ｃ），ｗｔ 和 ｍｐｃ１Δ 菌株纺锤体伸长总时间、总长

度、总速率分别为（２３． ７０ ± ２． １８） ｍｉｎ、（１０． ４４ ±
０． ７１） μｍ、（０． ４４ ± ０． ０５） μｍ ／ ｍｉｎ 和（１７． ００ ±
１． ８９） ｍｉｎ、（１０． ３７ ± ０． ５４） μｍ、（０． ６２ ± ０． ０９）
μｍ ／ ｍｉｎ。与 ｗｔ 相比，ｍｐｃ１Δ 菌株有丝分裂纺锤体

伸长长度无显著性差异，但伸长时间极显著缩短

６． ７０ ｍｉｎ（Ｐ ＜ ０． ０１），伸长速率极显著增加 ０． １７
μｍ ／ ｍｉｎ（Ｐ ＜ ０． ０１）。 以上结果提示，ｍｐｃ１ 基因缺

失会缩短纺锤体伸长时间，加快纺锤体伸长速率，
但不影响纺锤体伸长长度。

进一步分析 ２５ ℃下各时期纺锤体伸长时间

和速率结果显示（图 ３Ｂａ、３Ｃ），ｗｔ 和 ｍｐｃ１Δ 菌株

纺锤体在前、中、后期伸长时间分别为（５． ４０ ±
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１． ８５）、（６． ３０ ±１． ６３）、（１２． ００ ±１． ３０） ｍｉｎ 和（４． １０ ±
０． ７９）、（３． ９０ ± １． ３７）、（９． ００ ± １． ３８） ｍｉｎ。 与 ｗｔ
相比，ｍｐｃ１Δ 菌株纺锤体在前、中、后期伸长时间分

别极显著缩短 １． ３０（Ｐ ＜ ０． ０１）、２． ４０（Ｐ ＜ ０． ０１）、
３． ００ ｍｉｎ（Ｐ ＜０． ０１）。 ｗｔ 和ｍｐｃ１Δ 菌株在前、中、后
期纺锤体伸长速率分别为（０． ２７ ± ０． ０８）、（０． １２ ±
０． ０６）、（０． ７０ ± ０． １０） μｍ ／ ｍｉｎ 和（０． ３２ ± ０． ０８）、
（０． １９ ± ０． ０８）、（０． ９５ ± ０． １５） μｍ ／ ｍｉｎ。 与 ｗｔ 相
比，ｍｐｃ１Δ 菌株有丝分裂前期纺锤体伸长速率无显

著差异，但中、后期纺锤体伸长速率分别极显著增

加 ０． ０７（Ｐ ＜０． ０１）、０． ２４ μｍ ／ ｍｉｎ（Ｐ ＜０． ０１）。 结果

提示，ｍｐｃ１ 基因缺失导致纺锤体中期和后期伸长时

间缩短、伸长速率加快。
统计 ３７ ℃ 下纺锤体动力学发现 （图 ３Ｂｂ、

３Ｄ），ｗｔ 和 ｍｐｃ１Δ 菌株纺锤体伸长总时间、总长度、
总速率分别为（１９． ８０ ±２． １４） ｍｉｎ、（１２． ２３ ± １． ４２）
μｍ、（０． ６６ ±０． ０９） μｍ ／ ｍｉｎ 和（１９． ２０ ±２． １９） ｍｉｎ、
（１２． １７ ±１． ７７） μｍ、（０． ６８ ± ０． １０） μｍ ／ ｍｉｎ。 与 ｗｔ
相比，ｍｐｃ１Δ 菌株有丝分裂纺锤体伸长时间、长
度、速率无显著性差异。 与 ２５ ℃相比，高温胁迫

下 ｍｐｃ１Δ 菌株纺锤体伸长时间、伸长速率恢复

正常。

图 ２　 ｍｐｃ１ 缺失对粟酒裂殖酵母细胞形态的影响

Ｆｉｇ． ２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｍｐｃ１ ｄｅｌｅｔｉｏｎ ｏｎ ｃｅｌｌ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ Ｓｃｈｉｚｏｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ ｐｏｍｂｅ
Ａ：野生型菌株（ｗｔ）和 ｍｐｃ１Δ 菌株有丝分裂间期细胞形态；Ｂ ～ Ｄ：２５ ℃下，野生型细胞和 ｍｐｃ１Δ 细胞的长度、纵横比、面积

（ｎ ＝ ６０）；Ｅ ～ Ｇ：３７ ℃下，野生型细胞和 ｍｐｃ１Δ 细胞的长度、纵横比、面积（ｎ ＝ ６０）；∗ Ｐ ＜ ０． ０５ 表示 ｗｔ 与 ｍｐｃ１Δ 菌株差异

显著，∗∗Ｐ ＜ ０． ０１ 表示 ｗｔ 与 ｍｐｃ１Δ 菌株差异极显著，下图同

Ａ： Ｃｅｌｌ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ｗｉｌｄ⁃ｔｙｐｅ （ｗｔ） ａｎｄ ｍｐｃ１Δ ｓｔｒａｉｎｓ ａｔ ｉｎｔｅｒｐｈａｓｅ； Ｂ⁃Ｄ： Ｌｅｎｇｔｈ， ａｓｐｅｃｔ ｒａｔｉｏ， ａｎｄ ａｒｅａ ｏｆ ｗｉｌｄ⁃ｔｙｐｅ ａｎｄ ｍｐｃ１Δ
ｃｅｌｌｓ ａｔ ２５ ℃ （ｎ ＝ ６０）； Ｅ⁃Ｇ： Ｌｅｎｇｔｈ， ａｓｐｅｃｔ ｒａｔｉｏ， ａｎｄ ａｒｅａ ｏｆ ｗｉｌｄ⁃ｔｙｐｅ ａｎｄ ｍｐｃ１Δ ｃｅｌｌｓ ａｔ ３７ ℃ （ｎ ＝ ６０）； ∗ Ｐ ＜ ０． ０５ ｉｎｄｉ⁃
ｃａｔｅｓ ａ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ｗｉｌｄ⁃ｔｙｐｅ ａｎｄ ｍｐｃ１Δ ｓｔｒａｉｎｓ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ，∗∗ Ｐ ＜ ０． ０１ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｈｉｇｈｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ
ｂｅｔｗｅｅｎ ｗｉｌｄ⁃ｔｙｐｅ ａｎｄ ｍｐｃ１Δ ｓｔｒａｉｎｓ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ，Ｔｈｅ ｓａｍｅ ａｐｐｌｉｅｓ ｔｏ ｔｈｅ ｆｉｇｕｒｅ ｂｅｌｏｗ
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图 ３　 ｍｐｃ１ 缺失对粟酒裂殖酵母纺锤体的影响

Ｆｉｇ． ３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｍｐｃ１ ｄｅｌｅｔｉｏｎ ｏｎ ｓｐｉｎｄｌｅ ｉｎ Ｓｃｈｉｚｏｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ ｐｏｍｂｅ
Ａ：２５ ℃（ａ）、３７ ℃（ｂ）下，ｗｔ 和 ｍｐｃ１Δ 菌株在有丝分裂期纺锤体延时成像，横向代表每隔 ２ ｍｉｎ 拍摄一次；Ｂ：２５ ℃ （ａ）、３７
℃（ｂ）下，ｗｔ 和 ｍｐｃ１Δ 菌株纺锤体伸长曲线（ｎ ＝ ２０），虚线表示从前期到中期的过渡、从中期到后期的过渡；Ｃ ～ Ｄ：２５、３７ ℃
下，ｗｔ 和 ｍｐｃ１Δ 菌株有丝分裂不同时期纺锤体伸长时间（ａ）、纺锤体伸长长度（ｂ）、纺锤体伸长速度（ｃ），（ｎ ＝ ２０）
Ａ： Ｔｉｍｅ⁃ｌａｐｓｅ ｉｍａｇｅｓ ｏｆ ｓｐｉｎｄｌｅ ｄｕｒｉｎｇ ｍｉｔｏｓｉｓ ｉｎ ｗｉｌｄ⁃ｔｙｐｅ （ｗｔ） ａｎｄ ｍｐｃ１Δ ｓｔｒａｉｎｓ ａｔ ２５ ℃ （ａ）， ３７ ℃ （ｂ）； Ｈｏｒｉｚｏｎｔａｌ ｉｍａｇｅｓ
ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｔｈａｔ ｉｍａｇｅｓ ａｒｅ ｔａｋｅｎ ｅｖｅｒｙ ２ ｍｉｎｕｔｅｓ； Ｂ： Ｓｐｉｎｄｌｅ ｅｌｏｎｇａｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｗｉｌｄ⁃ｔｙｐｅ ａｎｄ ｍｐｃ１Δ ｓｔｒａｉｎｓ ａｔ ２５ ℃ （ａ）， ３７
℃ （ｂ） （ｎ ＝ ２０）， ｄａｓｈｅｄ ｌｉｎｅｓ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｔｈｅ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎｓ ｆｒｏｍ ｐｒｏｐｈａｓｅ ｔｏ ｍｅｔａｐｈａｓｅ， ａｎｄ ｆｒｏｍ ｍｅｔａｐｈａｓｅ ｔｏ ａｎａｐｈａｓｅ； Ｃ， Ｄ： Ｓｐｉｎ⁃
ｄｌｅ ｅｌｏｎｇａｔｉｏｎ ｔｉｍｅ （ａ）， ｓｐｉｎｄｌｅ ｅｌｏｎｇａｔｉｏｎ ｌｅｎｇｔｈ （ｂ）， ｓｐｉｎｄｌｅ ｅｌｏｎｇａｔｉｏｎ ｓｐｅｅｄ （ｃ） ｉｎ ｗｉｌｄ⁃ｔｙｐｅ ａｎｄ ｍｐｃ１Δ ｓｔｒａｉｎｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｐｈａｓｅｓ ａｔ ２５ ℃ ａｎｄ ３７ ℃， （ｎ ＝ ２０）
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２． ３　 ｍｐｃ１ 基因缺失对组蛋白动力学的影响

组蛋白定位于染色体上，有丝分裂过程中染

色体随着纺锤体的伸长移向两个子细胞，保证了

遗传物质的正确传递［３７⁃３８］。 利用绿色荧光标记

细胞的组蛋白分析 ｍｐｃ１ 基因缺失对粟酒裂殖酵

母染色体动力学的影响见图 ４。 组蛋白形态结果

显示（图 ４Ａ 从左到右），２５ ℃下 ｍｐｃ１Δ 菌株从染

色体开始分离到细胞分开的总时间短于 ｗｔ，３７ ℃
下 ｍｐｃ１Δ 菌株从染色体开始分离到细胞分开的

总时间与 ｗｔ 相近。
２５ ℃下有丝分裂组蛋白动力学统计分析结

果显示（图 ４Ｂ），ｗｔ 和 ｍｐｃ１Δ 菌株组蛋白开始

分裂到细胞形成隔膜（ ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ ｓｅｇｒｅｇａｔｉｏｎ ｔｏ
ｃｅｌｌ ｓｅｐｔａ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ， ＣＳ⁃ＣＳＦ）的时间、细胞形成

隔膜到细胞分开（ ｃｅｌｌ ｓｅｐｔａ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｔｏ ｃｅｌｌ ｓｅｐｔａ
ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ， ＣＳＦ⁃ＣＳＳ） 的时间、组蛋白开始分裂

到细胞分开总持续时间分别为（１８． ４０ ± ２． ９５）、
（２３． ２０ ± ３． ６９）、（４１． ６０ ± ４． ７５） ｍｉｎ 和（１４． ９０ ±
２． ３８）、（２３． ３０ ± ３． ３９）、（３８． ２０ ± ３． ４９） ｍｉｎ，与
ｗｔ 相比，敲除株细胞形成隔膜到细胞分开的时间

无显著差异，但组蛋白开始分裂到细胞形成隔膜

的时间、组蛋白开始分裂到细胞分开总持续时间

图 ４　 ｍｐｃ１ 基因缺失对粟酒裂殖酵母有丝分裂期组蛋白的影响

Ｆｉｇ． ４　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｍｐｃ１ ｇｅｎｅ ｄｅｌｅｔｉｏｎ ｏｎ ｈｉｓｔｏｎｅｓ ｉｎ Ｓｃｈｉｚｏｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ ｐｏｍｂｅ ｄｕｒｉｎｇ ｍｉｔｏｓｉｓ
Ａ：２５ ℃（ａ）、３７ ℃（ｂ）下，ｗｔ 和 ｍｐｃ１Δ 菌株有丝分裂期组蛋白延时成像，横向代表每隔 ２ ｍｉｎ 拍摄一次；Ｂ、Ｃ：分别为 ２５、３７
℃下，ｗｔ 和 ｍｐｃ１Δ 菌株不同时期的时间（ａ）和时间占比（ｂ），（ｎ ＝ ２０）
Ａ：Ｔｉｍｅ⁃ｌａｐｓｅ ｉｍａｇｅｓ ｏｆ ｈｉｓｔｏｎｅｓ ｄｕｒｉｎｇ ｍｉｔｏｓｉｓ ｉｎ ｗｉｌｄ⁃ｔｙｐｅ （ｗｔ） ａｎｄ ｍｐｃ１Δ ｓｔｒａｉｎｓ ａｔ ２５ ℃ （ａ）， ３７ ℃ （ｂ）， Ｈｏｒｉｚｏｎｔａｌ ｉｍａｇｅｓ
ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｔｈａｔ ｉｍａｇｅｓ ａｒｅ ｔａｋｅｎ ｅｖｅｒｙ ２ ｍｉｎｕｔｅｓ； Ｂ， Ｃ： Ａｔ ２５ ℃ ａｎｄ ３７ ℃， ｔｉｍｅ （ａ） ａｎｄ ｔｉｍｅ ｒａｔｉｏ （ｂ） ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｅｒｉｏｄｓ ｉｎ
ｗｉｌｄ⁃ｔｙｐｅ ａｎｄ ｍｐｃ１Δ ｓｔｒａｉｎｓ， （ｎ ＝ ２０）
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分别缩短了 ３． ５０ （Ｐ ＜ ０． ０１）、３． ４０ ｍｉｎ （Ｐ ＜
０． ０５）。ｗｔ 和 ｍｐｃ１Δ 菌株组蛋白开始分裂到细胞

形成隔膜的时间在总时间中的占比分别为

（４４． ２７ ± ５． ４０）％ 、（３９． １５ ± ６． ３６）％ ，敲除株时

间占比极显著性减小 ５． １１％ （Ｐ ＜ ０． ０１）。 以上

结果提示，缺失 ｍｐｃ１ 会导致 ２５ ℃ 下染色体分

离时间缩短。 ３７ ℃下有丝分裂组蛋白动力学统

计分析结果显示（图 ４Ｃ），ｗｔ 和 ｍｐｃ１Δ 菌株组

蛋白开始分裂到细胞分开总持续时间分别为

（４２． ２０ ± ３． ９９）和（４２． ３０ ± ３． ９１） ｍｉｎ，无显著

性差异。 与 ２５ ℃相比，ｍｐｃ１Δ 菌株染色体分裂

恢复正常。
２． ４　 ｍｐｃ１基因缺失对肌动蛋白动力学的影响

肌动蛋白不仅参与细胞骨架的形成，还参与

细胞分裂，在有丝分裂期肌动蛋白与肌球蛋白聚

集形成收缩环，随后收缩将细胞分裂形成两个子

细胞［３９⁃４１］。 利用绿色荧光蛋白标记 ｍｐｃ１Δ 菌株

的肌动蛋白探究 ｍｐｃ１ 缺失对粟酒裂殖酵母肌动

蛋白动力学的影响（图 ５）。 肌动蛋白形态结果显

示（图 ５Ａ 从左到右），２５ ℃下 ｍｐｃ１Δ 菌株肌动蛋

白开始聚集到完成收缩总时间长于 ｗｔ，３７ ℃ 下

ｍｐｃ１Δ 菌株肌动蛋白开始聚集到完成收缩总时间

与 ｗｔ 相近。
２５ ℃下有丝分裂肌动蛋白环聚集和收缩动

力学统计分析结果显示 （图 ５Ｂａ、 ５Ｃ）， ｗｔ 和

ｍｐｃ１Δ 菌株肌动蛋白在细胞中央开始聚集到肌

动蛋白环完成收缩总时间、肌动蛋白环收缩速

率、肌动蛋白环最大直径分别为（２８． ３０ ± １． ４９）
ｍｉｎ、（０． １０ ± ０． ０７） μｍ ／ ｍｉｎ、（３． ６９ ± ０． １２） μｍ
和（３２． １０ ± ４． ０２） ｍｉｎ、（０． ０９ ± ０． ０１） μｍ ／ ｍｉｎ、

（３． ６９ ± ０． １７）μｍ。 与 ｗｔ 相比，ｍｐｃ１Δ 菌株肌动

蛋白环最大直径无显著差异，但肌动蛋白环开始

聚集到完成收缩总时间极显著延长 ３． ８０ ｍｉｎ
（Ｐ ＜ ０． ０１）、肌动蛋白环收缩速率极显著减慢

０． ０１ μｍ ／ ｍｉｎ（Ｐ ＜ ０． ０１）。 以上结果提示，在 ２５
℃下，ｍｐｃ１ 基因缺失导致肌动蛋白环开始聚集

到完成收缩总时间延长。 进一步分析 ２５ ℃下肌

动蛋白环形成、收缩时间及其时间占比（图 ５Ｂａ、
５Ｃ），ｗｔ 和 ｍｐｃ１Δ 菌株肌动蛋白环形成、收缩时

间分别为（１２． ４０ ± １． ９０）、（１５． ９０ ± １． ５２） ｍｉｎ
和（１５． ２０ ± ２． ７８）、（１６． ９０ ± ２． ３８） ｍｉｎ，时间占

比分别（４３． ７３ ± ５． ５９）％ 、（５６． ２７ ± ５． ５９）％ 和

（４７． ２５ ± ５． ４３）％ 、（５２． ７５ ± ５． ４３）％ 。 与 ｗｔ 相

比，ｍｐｃ１Δ 菌株肌动蛋白环聚集、收缩时间分别

极显著延长 ２． ８０ ｍｉｎ（Ｐ ＜ ０． ０１）、１． ００ ｍｉｎ（Ｐ ＜
０． ０１），但肌动蛋白环形成、收缩时间占比均无显

著差异。 以上结果提示，２５ ℃ 下，缺失 ｍｐｃ１ 基

因导致肌动蛋白环形成、收缩时间均延长，因而

导致总时间延长。
３７ ℃下有丝分裂肌动蛋白环聚集和收缩动

力学统计分析结果显示 （图 ５Ｂｂ、 ５Ｄ）， ｗｔ 和

ｍｐｃ１Δ 菌株肌动蛋白在细胞中央开始聚集到肌

动蛋白环完成收缩总时间、肌动蛋白环收缩速

率、肌动蛋白环最大直径分别为（２６． ７０ ± ２． ７７）
ｍｉｎ、（０． １１ ± ０． ０１） μｍ ／ ｍｉｎ、（３． ９０ ± ０． １１） μｍ
和（２７． ３０ ± ２． ４５） ｍｉｎ、（０． １０ ± ０． ０１） μｍ ／ ｍｉｎ、
（３． ６８ ± ０． ２７） μｍ。 ｍｐｃ１Δ 与 ＷＴ 菌株肌动蛋白

环完成收缩总时间无显著差异。 以上结果提示，
与 ２５ ℃相比，３７ ℃下 ｍｐｃ１Δ 菌株肌动蛋白环开

始聚集到收缩完成的时间恢复正常。
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图 ５　 ｍｐｃ１ 基因缺失对粟酒裂殖酵母有丝分裂期肌动蛋白的影响

Ｆｉｇ． ５　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｍｐｃ１ ｇｅｎｅ ｄｅｌｅｔｉｏｎ ｏｎ ａｃｔｉｎ ｉｎ Ｓｃｈｉｚｏｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ ｐｏｍｂｅ ｄｕｒｉｎｇ ｍｉｔｏｓｉｓ
Ａ：２５ ℃（ａ）、３７ ℃（ｂ）下， ｗｔ 和 ｍｐｃ１Δ 菌株有丝分裂期肌动蛋白延时成像，横向代表每隔 ２ ｍｉｎ 拍摄一次；Ｂ：２５ ℃ （ａ）、３７ ℃
（ｂ）下，ｗｔ 和 ｍｐｃ１Δ 菌株有丝分裂期肌动蛋白环的动态曲线，（ｎ ＝ ２０）；Ｃ、Ｄ：２５ ℃、３７ ℃下，ｗｔ 和 ｍｐｃ１Δ 菌株有丝分裂期肌动

蛋白聚集和收缩时间（ａ）、肌动蛋白聚集和收缩时间占比（ｂ）、肌动蛋白最大直径（ｃ）、肌动蛋白环收缩速度（ｄ），（ｎ ＝ ２０）
Ａ： Ｔｉｍｅ⁃ａｐｓｅ ｉｍａｇｅｓ ｏｆ ａｃｔｉｎ ｒｉｎｇｓ ｄｕｒｉｎｇ ｍｉｔｏｓｉｓ ｉｎ ｗｉｌｄ⁃ｔｙｐｅ ａｎｄ ｍｐｃ１Δ ｓｔｒａｉｎｓ ａｔ ２５ ℃ （ａ） ａｎｄ ３７ ℃ （ｂ）； Ｈｏｒｉｚｏｎｔａｌ ｉｍａｇｅｓ ｉｎｄｉ⁃
ｃａｔｅｓ ｔｈａｔ ｉｍａｇｅｓ ａｒｅ ｔａｋｅｎ ｅｖｅｒｙ ２ ｍｉｎｕｔｅｓ． Ｂ： Ａｃｔｉｎ ｒｉｎｇ ｅｌｏｎｇａｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅｓ ｄｕｒｉｎｇ ｍｉｔｏｓｉｓ ｉｎ ｗｉｌｄ⁃ｔｙｐｅ ａｎｄ ｍｐｃ１Δ ｓｔｒａｉｎｓ ａｔ ２５ ℃ （ａ）
ａｎｄ ３７ ℃ （ｂ）， （ｎ ＝ ２０）； Ｃ，Ｄ： Ａｔ ２５ ℃ ａｎｄ ３７ ℃， ａｃｔｉｎ ａｇｇｒｅｇａｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｏｎｔｒａｃｔｉｏｎ ｔｉｍｅ （ａ）， ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ ａｃｔｉｎ ａｇｇｒｅｇａｔｉｏｎ ａｎｄ
ｃｏｎｔｒａｃｔｉｏｎ ｔｉｍｅ （ｂ）， ｍａｘｉｍｕｍ ｄｉａｍｅｔｅｒ ｏｆ ａｃｔｉｎ （ｃ）， ａｎｄ ｃｏｎｔｒａｃｔｉｏｎ ｓｐｅｅｄ ｏｆ ａｃｔｉｎ ｒｉｎｇ （ｄ） ｄｕｒｉｎｇ ｍｉｔｏｓｉｓ， （ｎ ＝ ２０）

２． ５　 ｍｐｃ１ 基因回补对肌动蛋白动力学的影响

针对表型比较显著的肌动蛋白标记 ｍｐｃ１Δ
菌株，构建了 ｍｐｃ１ 基因回补菌株 Ｃ⁃ｍｐｃ１Δ，探究

Ｃ⁃ｍｐｃ１Δ 菌株与 ｗｔ 菌株的表型差异。 纺锤体形

态结果显示（图 ６Ａ 从左至右），Ｃ⁃ｍｐｃ１Δ 菌株纺

锤体伸长总时间与 ｗｔ 菌株相近。
２５ ℃下有丝分裂肌动蛋白环聚集和收缩动

力学统计分析结果显示（图 ６Ｂ），ｗｔ 和 Ｃ⁃ｍｐｃ１Δ

菌株肌动蛋白在细胞中央开始聚集到肌动蛋白环

完成收缩总时间、肌动蛋白环收缩速率、肌动蛋白

环最大直径分别为（２７． ６０ ± ０． ８９） ｍｉｎ、（０． １０ ±
０． ０１） μｍ ／ ｍｉｎ、（３． ６９ ± ０． １８） μｍ 和（２８． ００ ±
１． ４１） ｍｉｎ、（ ０． １０ ± ０． １０ ） μｍ ／ ｍｉｎ、 （ ３． ６５ ±
０． ０６） μｍ。与 ｗｔ 菌株相比，Ｃ⁃ｍｐｃ１Δ 菌株肌动蛋

白环收缩总时间、收缩速率及肌动蛋白环最大直

径均无显著差异。 ２５ ℃下 ｗｔ 和 Ｃ⁃ｍｐｃ１Δ 菌株肌
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动蛋白环形成、收缩时间分别为（１２． ４０ ± ２． ６１）、
（１５． ２０ ± ２． ２８） ｍｉｎ和（１２． ８０ ± １． ７９）、（１５． ２０ ±
１． １０） ｍｉｎ，时间占比分别 （４４． ８４ ± ０． ０９）％ 、
（５５． １６ ± ０． ０９）％和（４５． ６０ ± ０． ０５）％ 、（５４． ４０ ±

０． ０５）％ 。 与 ｗｔ 菌株相比，Ｃ⁃ｍｐｃ１Δ 菌株肌动蛋

白环聚集、收缩时间以及时间占比均无显著差异。
以上结果提示，将 ｍｐｃ１ 基因回补到 ｍｐｃ１Δ 菌株

后，表型与 ｗｔ 菌株无显著差异。

图 ６　 ｍｐｃ１ 基因回补对粟酒裂殖酵母有丝分裂期肌动蛋白的影响

Ｆｉｇ． ６　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｍｐｃ１ ｇｅｎｅ ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔｅｄ ｏｎ ａｃｔｉｎ ｄｕｒｉｎｇ ｍｉｔｏｓｉｓ ｉｎ Ｓｃｈｉｚｏｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ ｐｏｍｂｅ
Ａ：２５ ℃下，ｗｔ 和 Ｃ⁃ｍｐｃ１Δ 菌株有丝分裂期肌动蛋白延时成像，横向代表每隔 ２ ｍｉｎ 拍摄一次；Ｂ：２５ ℃下，ｗｔ 和 Ｃ⁃ｍｐｃ１Δ 菌株肌

动蛋白环形成和收缩时间（ａ）、肌动蛋白环形成和收缩时间占比（ｂ）、肌动蛋白最大直径（ｃ）、肌动蛋白环收缩速度（ｄ），（ｎ ＝ ５）
Ａ： Ｔｉｍｅ⁃ｌａｐｓｅ ｉｍａｇｅｓ ｏｆ ａｃｔｉｎ ｉｎ ｗｉｌｄ⁃ｔｙｐｅ ａｎｄ Ｃ⁃ｍｐｃ１Δ ｓｔｒａｉｎｓ ｄｕｒｉｎｇ ｍｉｔｏｔｉｃ ａｔ ２５ ℃； Ｈｏｒｉｚｏｎｔａｌ ｉｍａｇｅｓ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｔｈａｔ ｉｍａｇｅｓ ａｒｅ
ｔａｋｅｎ ｅｖｅｒｙ ２ ｍｉｎｕｔｅｓ； Ｂ： Ａｔ ２５ ℃， ａｃｔｉｎ ａｇｇｒｅｇａｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｏｎｔｒａｃｔｉｏｎ ｔｉｍｅ （ａ）， ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ ａｃｔｉｎ ａｇｇｒｅｇａｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｏｎｔｒａｃｔｉｏｎ ｔｉｍｅ
（ｂ）， ｍａｘｉｍｕｍ ｄｉａｍｅｔｅｒ ｏｆ ａｃｔｉｎ （ｃ）， ａｎｄ ｃｏｎｔｒａｃｔｉｏｎ ｓｐｅｅｄ ｏｆ ａｃｔｉｎ ｒｉｎｇ （ｄ）， （ｎ ＝ ５）

３　 讨　 论

粟酒裂殖酵母作为经典的模式细胞，其研究

结果为人类疾病的研究提供了重要的方向。 Ｗｉｎ
等［４２］研究发现，在粟酒裂殖酵母中， ＲｅｃＱ ＤＮＡ
解旋酶家族的 Ｒｑｈ１（ＲｅｃＱ ｔｙｐｅ ＤＮＡ ｈｅｌｉｃａｓｅ）参
与调控了染色体分离，该调控在人类细胞也存在，
人类 Ｒｑｈ１ 异常会导致染色体分离异常，并导致

ＲｅｃＱ 解旋酶疾病，甚至增加癌症发病率。 ＲｅｃＱ
解旋酶家族已被作为癌症治疗潜在靶点进行相关

研究［４３］。
线粒体丙酮酸载体 ＭＰＣ１ 和 ＭＰＣ２ 组成了

ＭＰＣ。 ＭＰＣ１ ／ ＭＰＣ２ 几乎在所有细胞中都表达，但
不同物种中 ＭＰＣ１、ＭＰＣ２ 蛋白功能有差异［１５］。

ＭＰＣ１、ＭＰＣ２ 的亲缘关系对比结果显示，粟酒裂

殖酵母 ＭＰＣ１、ＭＰＣ２ 的亲缘关系比酿酒酵母更接

近哺乳动物。 对比六个物种的 ＭＰＣ１ 和 ＭＰＣ２ 蛋

白发现，ＭＰＣ１ 蛋白包含 Ｎ⁃糖基化位点、蛋白激酶

Ｃ 磷酸化位点等 ５ 种功能位点（图 ７Ａ），ＭＰＣ２ 蛋

白包含 Ｎ⁃肉豆蔻酰化位点、ｃＡＭＰ 和 ｃＧＭＰ 依赖

性蛋白激酶磷酸化位点等 ４ 种功能位点（图 ７Ｂ）。
其中，酪氨酸激酶磷酸化位点和酪蛋白激酶 ＩＩ 磷

酸化位点是粟酒裂殖酵母 ＭＰＣ１ 特有的功能位

点，而 ｃＡＭＰ 和 ｃＧＭＰ 依赖性蛋白激酶磷酸化位

点是粟酒裂殖酵母 ＭＰＣ２ 特有的功能位点。
细胞形态受多种基因调控。 Ｙｏｓｈｉｄａ 等［４４］ 研

究发现，编码 ＷＤ 重复蛋白 （ＷＤ ｒｅｐｅａｔ ｐｒｏｔｅｉｎ
Ｃｄｔ２）的基因 ｃｄｔ２ 缺失后，细胞长于野生型。 本
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研究发现，ｍｐｄ１ 基因缺失也会导致细胞变得细

长，提示 ｍｐｄ１ 参与调控细胞长度。
微管（ＭＴ）主要由 α 和 β 微管蛋白异二聚体

组成，是真核细胞骨架的重要组成部分，参与控制

细胞形状、运动和分裂［４５⁃４６］。 在有丝分裂期，微
管组装形成纺锤体，纺锤体是一种双极结构，对染

色体准确分离至关重要［３７］。 纺锤体在有丝分裂

前期和中期缓慢伸长，后期伸长速度加快，纺锤体

伸长是染色体移动到细胞两极的重要作用力［４５］。
Ａｓｐ１ （ ｉｎｏｓｉｔｏｌ ｈｅｘａｋｉｓｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｋｉｎａｓｅ ／ ｉｎｏｓｉｔｏｌ ｐｙ⁃
ｒｏｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｓｙｎｔｈａｓｅ ａｓｐａｒａｇｉｎａｓｅ ＡＳＰ１，肌醇六磷

酸激酶 ／肌醇焦磷酸合酶）是一种双功能酶，由一

个产生 ＩＰＰ（ ｉｓｏｐｅｎｔｅｎｙｌ ｐｙｒｏｐｈｏｓｐｈａｔｅ，异戊烯基

焦磷酸）的激酶结构域和一个使用 ＩＰＰ 作为底物

的焦磷酸酶结构域组成，ＩＰＰ 参与调节微管稳定

性。 Ｐａｓｃｕａｌ⁃Ｏｒｔｉｚ 等［４７］、Ｔｏｐｏｌｓｋｉ 等［４８］ 研究发现，

缺乏 Ａｓｐ１ 导致 ＩＰＰ 生成障碍，引发标准温度下有

丝分裂期纺锤体伸长时间缩短、伸长速率加快。
Ｄｉｓ１（ＴＯＧ ／ ＸＭＡＰ２１５ ｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅ ｐｌｕｓ ｅｎｄ ｔｒａｃｋｉｎｇ
ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ Ｄｉｓ１）是一种微管聚合酶，定位在微管

末端，Ｍａｌ３ （ｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅ ｐｌｕｓ⁃ｅｎｄ ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ，
ＥＢ１ ｆａｍｉｌｙ Ｍａｌ３）是微管正末端结合蛋白，Ｍａｌ３ 进

一步促进 Ｄｉｓ１ 募集到微管末端。 Ｄｉｓ１ 与 Ｍａｌ３
Ｃ 端区域内形成的保守疏水腔相互作用，Ｍａｌ３⁃
Ｄｉｓ１ 异常通常导致细胞动力学异常。 Ｍａｔｓｕｏ
等［４９］研究发现，ｄｉｓ１ 基因缺失导致标准温度下有

丝分裂纺锤体后期伸长速度加快，ｍａｌ３ 基因缺失

导致标准温度下有丝分裂后期的持续时间增

加［５０］，分裂期总持续时间也增加［４９］。 本研究发

现，２５ ℃下 ｍｐｃ１ 基因缺失也会缩短纺锤体后期

伸长时间，提示 ｍｐｃ１ 参与调控有丝分裂后期纺锤

体伸长。

图 ７　 六个物种 ＭＰＣ１、ＭＰＣ２ 蛋白的氨基酸序列及功能位点分析

Ｆｉｇ． ７　 Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｎｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｓｉｔｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＭＰＣ１ ａｎｄ ＭＰＣ２ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｆｒｏｍ ｓｉｘ ｓｐｅｃｉｅｓ
Ａ：不同物种中 ＭＰＣ１ 功能位点对比；Ｂ：不同物种中 ＭＰＣ２ 功能位点对比

Ａ： Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＭＰＣ１ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｓｉｔｅｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｐｅｃｉｅｓ； Ｂ： Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＭＰＣ２ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｓｉｔｅｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｐｅｃｉｅｓ

　 　 染色体的正确分离依赖于纺锤体功能的正确

执行［５１⁃５３］。 Ｇｒｉｓｈｃｈｕｋ 等［５４］ 研究发现，编码驱动

蛋白家族负端定向微管马达 （ ｋｉｎｅｓｉｎ⁃１４ ｆａｍｉｌｙ

ｍｉｎｕｓ⁃ｅｎｄ ｄｉｒｅｃｔｅｄ ｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅ ｍｏｔｏｒ Ｐｋｌ１）的 ｐｋｌ１
基因缺失，导致纺锤体极微管突起异常，异常突起

的微管随后将一个后期分离的染色体推到细胞分
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裂部位，导致胞质分裂时染色体切割，从而产生非

整倍体细胞，最终形成无法存活的子细胞。 ｄａｍ１
基因编码 ＤＡＳＨ（ＤＡＳＨ ｃｏｍｐｌｅｘ ｓｕｂｕｎｉｔ Ｄａｍ１）复
合体亚基 Ｄａｍ１，ＤＡＳＨ 是着丝粒上的一种蛋白质

复合物，当着丝粒附着到纺锤体上时，该复合物与

微管结合，ＤＡＳＨ 在纺锤体附着、染色体分离和纺

锤体稳定性中发挥作用。 Ｇｒｉｆｆｉｔｈｓ 等［５５］ 研究发

现，ｄａｍ１ 基因缺失后，有丝分裂纺锤体组装但不

伸长，纺锤体极体无法分离。 纺锤体异常通常伴

随着染色体分离异常。 Ｓａｎｃｈｅｚ⁃Ｐｅｒｅｚ 等［５６］ 发现，
ｄａｍ１ 基因缺失会导致染色体被异常切割，子细胞

无法存活。 本研究结果显示，２５ ℃下 ｍｐｃ１ 基因

缺失导致染色体分离时间极显著性缩短，同时，染
色体开始分裂到细胞形成隔膜的时间缩短、时间

占比减小，这与纺锤体中后期时间极显著性缩短

相符合，提示 ｍｐｃ１ 通过调控纺锤体中后期的动力

学参与调控染色体后期的分离。
细胞肌动蛋白有单体小球（Ｇ⁃肌动蛋白）和

聚合物长丝状（Ｆ⁃肌动蛋白）两种形式，它们之间

能相互转换，肌动蛋白参与了细胞运动、维持细

胞形状和极性以及转录的调节［５７⁃６０］ 。 在有丝分

裂期间，肌动蛋白在细胞中央位置慢慢聚集，与
肌球蛋白及相关蛋白一起形成肌动蛋白收缩环，
随着有丝分裂的进行，肌动蛋白收缩环逐渐向内

收缩，将细胞一分为二［５８，６１］ 。 Ｂｌｔ１ （ ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ ｄｏ⁃
ｍａｉｎ⁃ｌｉｋｅ ｐｒｏｔｅｉｎ Ｂｌｔ１ ） 是一种泛素结构域样蛋

白，该蛋白有助于丝氨酸 ／ 苏氨酸蛋白激酶 Ｓｉｄ２
（ ｓｅｒｉｎｅ ／ ｔｈｒｅｏｎｉｎｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ （ ＮＤＲ ｆａｍｉｌｙ ）
Ｓｉｄ２）及其调节蛋白 Ｓｉｄ２⁃Ｍｏｂ１ 激酶复合物调节

亚基 Ｍｏｂ１ （ Ｓｉｄ２⁃Ｍｏｂ１ ｋｉｎａｓｅ ｃｏｍｐｌｅｘ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ
ｓｕｂｕｎｉｔ Ｍｏｂ１） 在分裂位点的定位。 Ｋｗｏｎ 等［６２］

研究发现，ｂｌｔ１ 基因缺失后，收缩环组装是正常

的，但会导致分裂位点 Ｓｉｄ２ｐ ／ Ｍｏｂ１ｐ 含量比减

小，从而延迟了收缩环收缩和细胞分裂的完成。
分裂开始时，抑制蛋白相关底物接头蛋白 Ａｒｔ１
（ａｒｒｅｓｔｉｎ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｓｕｂｓｔｒａｔｅ ａｄａｐｔｏｒ ｆｏｒ ＲｈｏＧＥＦ）募

集 Ｒｈｏ 家族鸟嘌呤核苷酸交换因子 Ｒｇｆ３ （Ｒｈｏ⁃
ＧＥＦ ｆｏｒ Ｒｈｏ１）定位到分裂位点，并由 Ｒｇｆ３ 调控

胞质分裂调节因子 Ｒｈｏ ＧＴＰ 酶，介导肌动蛋白环

正常形成［６３］ 。 Ｄａｖｉｄｓｏｎ 等［６３］ 、Ｙｏｕ 等［６４］ 研究发

现，ａｒｔ１ 基因缺失导致肌动蛋白聚集时间延长。
本研究结果显示，２５ ℃下 ｍｐｃ１ 基因缺失后也导

致肌动蛋白环形成时间延长，提示 ｍｐｃ１ 参与调

控有丝分裂收缩环的形成时间，从而调控裂殖酵

母胞质分裂过程。
综上所述，粟酒裂殖酵母中 ｍｐｃ１ 基因缺失虽

然促进了纺锤体伸长和染色体分离，但减缓了肌

动蛋白环形成和收缩，最终导致细胞生长缓慢。
本研究结果为进一步探究 ＭＰＣ１ 蛋白功能提供了

一定的科学依据，也为研究 ｍｐｃ１ 基因异常导致的

疾病提供参考。
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