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粟酒裂殖酵母 Ａｔｐ２５ 蛋白定位和功能研究

张　 云ꎬ黄　 鹰

(南京师范大学生命科学学院ꎬ江苏 南京 ２１００２３)

[摘要] 　 通过荧光显微镜观察、线粒体提取、基因敲除和免疫印迹等技术ꎬ研究粟酒裂殖酵母 Ａｔｐ２５ 蛋白定位和

Ａｔｐ２５ 蛋白缺失对线粒体功能的影响. Ａｔｐ２５ 是核基因组编码蛋白质ꎬ生物信息学预测和荧光显微镜观察结果显

示 Ａｔｐ２５ 蛋白定位在线粒体中ꎬ免疫印迹技术进一步验证了 Ａｔｐ２５ 蛋白的定位. 表型研究结果显示ꎬΔａｔｐ２５ 菌株

存在生长及呼吸缺陷. Δａｔｐ２５ 菌株中线粒体呼吸链复合体亚基蛋白(Ｃｏｘ１、Ｃｏｘ２、Ｃｏｘ３、Ｃｏｂ１、Ａｔｐ６)水平显著降

低. 实时荧光定量 ＰＣＲ 结果表明ꎬΔａｔｐ２５ 菌株中这些复合体亚基的 ｍＲＮＡ 水平没有变化.
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线粒体是半自主性细胞器ꎬ包含自身的基因组 ｍｔＤＮＡ(线粒体 ＤＮＡ)ꎬ编码少部分线粒体蛋白质. 裂

殖酵母的线粒体基因组有 ８ 个 ｍＲＮＡ(表达蛋白分别为 Ｃｏｘ１、Ｃｏｘ２、Ｃｏｘ３、Ｃｏｂ１、Ａｔｐ６、Ａｔｐ８、Ａｔｐ９、Ｖａｒ１)、
２ 个 ｒＲＮＡ 和一个编码 ｔＲＮＡ ５′末端加工酶中 ＲＮＡ 的组分 ｒｎｐＢ. 线粒体由线粒体内膜和线粒体外膜组

成[１]ꎬ是细胞功能的核心. 多年来人们对于线粒体的研究重点一直放在其主要功能方面ꎬ即以 ＡＴＰ 的形式

为细胞提供大部分能量ꎬ然而线粒体在其他各种代谢过程中也是必不可少的ꎬ包括氧化磷酸化、氨基酸代

谢和铁硫团簇的形成[２－４]等. 包括人类和酵母在内的各种生物体中ꎬ线粒体在调节细胞凋亡和衰老方面发

挥着重要作用. 人类线粒体功能障碍会导致多种疾病的产生ꎬ如糖尿病、心脏病和癌症. 线粒体功能异常

也与神经退行性疾病有关ꎬ如帕金森氏症、阿尔茨海默氏症和亨廷顿病[５－７] .
酵母 ＡＴＰ 合酶是一种旋转的分子机器ꎬ主要负责产生 ＡＴＰꎬ为细胞生命活动提供能量. ＡＴＰ 合酶由

１７ 个不同的亚基组成ꎬ分为可溶性 Ｆ１ 区段和膜嵌入 Ｆ０ 区段[８] . Ｆ１ 区段的催化头和 Ｆ０ 区段中的膜集成式

电机模块通过两个杆相连ꎬ即 Ｆ１ 中央杆和 Ｆ０ 外围杆[９] . ＡＴＰ 合酶是真核细胞中最重要的酶之一ꎬ负责在

有氧条件下合成真核细胞中 ９０％以上的 ＡＴＰ. 大多数酵母 ＡＴＰ 合酶亚基蛋白由细胞核基因组编码ꎬ在胞

质核糖体上翻译并被运输至线粒体[１０－１１] . 酵母细胞作为研究 ＡＴＰ 合酶的模式生物ꎬ便于研究者更加深入
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地了解 ＡＴＰ 合酶复合物的结构、功能和生物发生过程[１２] .
芽殖酵母中 Ａｔｐ２５ 蛋白的相关研究较为透彻ꎬＡＴＰ２５ 对于 ＡＴＰ 合酶中 ＡＴＰ９ ｍＲＮＡ 稳定性和 Ａｔｐ９ 蛋

白的表达是必需的ꎬＡＴＰ２５ 缺失引起 ＡＴＰ９ ｍＲＮＡ 及其翻译产物的缺失ꎬ从而阻止功能性 Ｆ０ 的装配ꎬ因而

ＡＴＰ２５ 对 ＡＴＰ 合酶功能的正常发挥至关重要[１３－１５] . 粟酒裂殖酵母作为一种独特的酵母ꎬ其与高等真核生

物有许多共同的特征. 在裂殖酵母中ꎬＡｔｐ２５ 蛋白的定位及其对线粒体功能的影响尚未明确. 本文主要研

究粟酒裂殖酵母中 Ａｔｐ２５ 蛋白定位和参与线粒体功能的机制.

１　 材料与方法

１.１　 材料

１.１.１　 菌株与质粒

菌株:粟酒裂殖酵母单倍体菌株 ｙＨＬ６３８１(ｈ＋ꎬｈｉｓ３￣Ｄ１ꎬｌｅｕ１￣３２ꎬｕｒａ４￣Ｄ１８ꎬａｄｅ６￣Ｍ２１０)、大肠杆菌 Ｅｓｃｈ￣
ｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ Ｔｏｐ１０.

质粒:ｐＦＡ６ａ￣ＫａｎＭＸ６、ｐＪＫ１４８、ｐＹＪ１９.
１.１.２　 培养基

ＬＢ 培养基:Ｔｒｙｐｔｏｎｅ １ｇꎬＹｅａｓｔ Ｅｘｔｒａｃｔ ０.５ ｇꎬＮａＣｌ １ ｇꎬＡｇａｒ Ｐｏｗｄｅｒ(固体)１.５ ｇꎬｄｄＨ２Ｏ １００ ｍＬꎻＹＥＳ 培

养基:Ｙｅａｓｔ Ｅｘｔｒａｃｔ ０.５ ｇꎬＧｌｕｃｏｓｅ ３ ｇꎬＡｄｅｎｉｎｅ、Ｈｉｓｔｉｄｉｎｅ、Ｕｒａｃｉｌ、Ｌｅｕｃｉｎｅ 各 ２５０ ｍｇꎬＡｇａｒ Ｐｏｗｄｅｒ(固体)２ ｇꎬ
ｄｄＨ２Ｏ １００ ｍＬꎻＥＭＭ￣Ｌｅｕｃｉｎｅ 培养基:Ｃ８Ｈ５ＫＯ４ ０.３ ｇꎬＮａ２ＨＰＯ４􀅰１２Ｈ２Ｏ ０.５５５ ｇꎬＮＨ４Ｃｌ ０.５ ｇꎬ１００×Ｓａｌｔ Ｓｔｏｃｋ
１ ｍＬꎬ１ ０００×Ｖｉｔａｍｉｎ １００ μＬꎬ１ ０００×Ｍｉｎｅｒａｌ Ｓｔｏｃｋ １０ ｕＬꎬＡｄｅｎｉｎｅ、Ｈｉｓｔｉｄｉｎｅ、Ｕｒａｃｉｌ 各 ２５０ ｍｇꎬＧｌｕｃｏｓｅ ２ ｇ(单
独灭菌)ꎬＡｇａｒ Ｐｏｗｄｅｒ(固体)２ ｇꎬｄｄＨ２Ｏ １００ ｍＬꎻＹＥＳ＋３％甘油:Ｙｅａｓｔ Ｅｘｔｒａｃｔ ０.５ ｇꎬＧｌｙｃｅｒｉｎｕｍ ３ ｍＬꎬＡｄｅ￣
ｎｉｎｅ、Ｈｉｓｔｉｄｉｎｅ、Ｕｒａｃｉｌ、Ｌｅｕｃｉｎｅ 各 ２５０ ｍｇꎬＡｇａｒ Ｐｏｗｄｅｒ(固体)２ ｇꎬｄｄＨ２Ｏ １００ ｍＬ.
１.１.３　 试剂与仪器

试剂:Ｐｒｏｏｆａｓｔ Ｓｉｐｅｒ￣Ｆｉｄｅｌｉｔｙ ＤＮＡ Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ 购自 ＡＴＧ 公司ꎻ４×Ｗｉｐｅｒ Ｍｉｘ、５×Ｓｕｐｅｒ Ｍｉｘ、ＳＹＢＲ ｑＰＣＲ
Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 和产物纯化试剂盒购自南京诺唯赞生物科技有限公司ꎻＰＣＲ 引物由上海捷瑞生物工程有限公

司合成ꎻ质粒提取试剂盒购自北京擎科新业生物技术有限公司ꎻ３.５×ＭＥＳ、３７.５％丙烯酰胺、１０％ ＡＰＳ、
ＴＥＭＥＤ 购自上海生工生物工程股份有限公司ꎻＭｉｔｏｔｒａｃｋ 线粒体染色剂购自南京丁贝生物科技有限公司ꎻ
Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶购自 Ｔａｋａｒａ 公司.

仪器:Ｏｄｙｓｓｅｙ 双色红外激光成像系统ꎻＡｐｐｌｉｅｄ Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ 仪器ꎻ上海知楚振荡培养箱ꎻ垂直电泳仪ꎻ恒
温培养箱ꎻ高压灭菌锅ꎻ高速离心机ꎻＢＩＯ￣ＲＡＤ Ｔｈｅｒｍａｌ Ｃｙｃｌｅｒ ＰＣＲ 仪等.
１.２　 方法

１.２.１　 生物信息学分析

采用生物软件 Ｖｅｃｔｏｒ ＮＴＩ 中 ＡｌｉｇｎＸ 进行蛋白序列分析ꎻ采用在线网站 ( ｈｔｔｐ: / / ｉｈｇ. ｇｓｆ. ｄｅ / ｉｈｇ /
ｍｉｔｏｐｒｏｔ.ｈｍｌ)分析线粒体定位序列ꎻ采用在线网站(ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ.ｎｃｂｉ.ｎｌｍ.ｎｉｈ.ｇｏｖ / Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ / ｃｄｄ / ｗｒｐｓｂ.ｃｇｉ)
分析蛋白质结构.
１.２.２　 菌株构建

通过查阅 Ｐｏｍｂａｓｅ 网站获得 ａｔｐ２５ 基因序列ꎬ在外显子上下游设计引物ꎬ扩增得到上下游同源臂ꎬ通
过酶切酶连将其构建到质粒 ｐＦＡ６ａ￣ＫａｎＭＸ６ 上ꎬ获得重组质粒. 以重组质粒为模板 ＰＣＲ 获得上游同源臂、
ＫａｎＭＸ６、下游同源臂单一目的片段ꎬ经过醋酸锂转化将目的片段导入野生型 ｙＨＬ６３８１ 菌株中ꎬ通过同源

重组的方法获得 Δａｔｐ２５ 菌株ꎻＰＣＲ 扩增 ａｔｐ２５ 外显子序列及其启动子、终止子序列ꎬ将其构建到质粒

ｐＪＫ１４８ 上ꎬ获得重组质粒ꎬＮｒｕⅠ限制性内切酶分别切割重组质粒、ｐＪＫ１４８ 空载质粒获得线性片段并导入

Δａｔｐ２５ 菌株中ꎬ通过同源重组整合到 Ｌｅｕ 位点得到全长回补菌株 Ａｔｐ２５、空载回补菌株 ＰＪＫ１４８ꎻＰＣＲ 扩增

ａｔｐ２５ 外显子序列将其构建到质粒 ｐＹＪ１９ 上ꎬ获得重组质粒ꎬＮｒｕⅠ限制性内切酶切割重组质粒并导入

Δａｔｐ２５ 菌株中ꎬ通过同源重组整合到 Ｌｅｕ 位点得到 Ａｔｐ２５￣ＧＦＰ 菌株ꎻ构建 ｐＰＦＡ６ａ－上游同源臂－ｍｙｃ￣ｈｐｈ－
下游同源臂重组质粒ꎬＰＣＲ 获得单一目的片段ꎬ导入菌株 ｙＨＬ６３８１ 中得到 Ａｔｐ２５￣Ｍｙｃ 菌株.

—１８—
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１.２.３　 表型实验

将菌株(ｙＨＬ６３８１、Δａｔｐ２５、ＰＪＫ１４８、Ａｔｐ２５)分别接种至 ５ ｍＬ 液体培养基 ＹＥＳ 中ꎬ３０ ℃、２００ ｒ / ｍｉｎ 振

荡过夜培养ꎻ转接至新鲜的 ＹＥＳ 中调整 ＯＤ＝ ０.２ꎬ振荡培养过夜测量 ＯＤ 值ꎬ取菌液调整初始 ＯＤ＝ ３ꎬ进行

１０ 倍梯度稀释ꎬ使用漩涡仪振荡混匀ꎬ取 ３ μＬ 菌液点圈至 ＹＥＳ、ＹＥＳ＋３％甘油固体板ꎬ倒放置 ３０ ℃恒温培

养箱培养数天ꎬ拍照培养皿.
１.２.４　 荧光定位实验

将菌株 Ａｔｐ２５￣ＧＦＰ 接种至 ５ ｍＬ ＥＭＭ￣Ｌｅｕｃｉｎｅ 液体培养基中ꎬ３０ ℃、２００ ｒ / ｍｉｎ 培养过夜ꎬ再转接至新

鲜的液体培养基中ꎬ调整 ＯＤ＝ ０.２ꎬ放入振荡培养箱 ３０ ℃、２００ ｒ / ｍｉｎ 培养 ７ ｈ 至 ＯＤ＝ ０.６ ~ ０.８ 之间ꎬ取约

１００ μＬ 菌液离心ꎬ１×ＰＢＳ 清洗细胞 ３ 次ꎬ最后 １００ μＬ １×ＰＢＳ 重悬细胞ꎬ加入 １ μＬ Ｍｉｔｏｔｒａｃｋ Ｒｅｄ 染料ꎬ振荡

染色 ３０ ｓꎬ离心弃上清ꎬ１０ μＬ １×ＰＢＳ 重悬菌液ꎬ取 ２.５ μＬ 制片ꎬ进行荧光观察.
１.２.５　 存活率测定

将 ｙＨＬ６３８１、Δａｔｐ２５ 菌株接种至 ＹＥＳ 液体培养基中ꎬ３０ ℃、２００ ｒ / ｍｉｎ 过夜振荡培养ꎬ转接至新鲜的

ＹＥＳ 液体培养基ꎬ调整 ＯＤ６００ ＝ ０.２ꎬ３０ ℃、２００ ｒ / ｍｉｎ 培养ꎬ每隔 １２ ｈ 取一次菌液ꎬ调整 ＯＤ＝ ３ 后进行稀释ꎬ
１２ ｈ、２４ ｈ、３６ ｈ 稀释 １０－４倍ꎬ４８ ｈ、６０ ｈ 稀释 １０－３倍ꎬ７２ ｈ 稀释 １０－２倍ꎬ取 １００ μＬ 涂布于 ＹＥＳ 平板ꎬ重复

３ 组ꎬ３０ ℃培养 ３ ｄꎬ计算每个时间点下培养基中的菌落数ꎬ得出不同时间点的存活率(不同时间点的存活

率＝不同时间点的活菌数 / １２ ｈ 的活菌数×１００％).
１.２.６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ￣ｂｌｏｔ 检测 Ａｔｐ２５ 蛋白线粒体定位

将 Ａｔｐ２５￣ｍｙｃ 菌株接种至 ５ ｍＬ 液体培养基 ＹＥＳ 中ꎬ３０ ℃、２００ ｒ / ｍｉｎ 培养过夜ꎬ再转接至 ５００ ｍＬ 新

鲜的液体培养基 ＹＥＳ 中ꎬ调整 ＯＤ＝ ０.２ꎬ培养一段时间待菌液 ＯＤ＝ １ 左右ꎬ离心收集菌后ꎬ提取线粒体ꎬ通
过 Ｗｅｓｔｅｒｎ￣ｂｌｏｔ 检测 Ａｔｐ２５ 蛋白的定位ꎬ其中 Ｓｌａ１ 蛋白、Ｈｓｐ６０ 蛋白分别为细胞核蛋白、线粒体基质蛋白.
１.２.７　 Ｗｅｓｔｅｒｎ￣ｂｌｏｔ 检测线粒体呼吸链蛋白表达水平

取两份等量的 ｙＨＬ６３８１、Δａｔｐ２５ 菌株的线粒体加入 ５×Ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｏａｄｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒꎬ第一份线粒体 ４５ ℃温浴

３ ｍｉｎ 检测 Ｃｏｘ１、Ｃｏｘ３、Ｃｏｂ１ 蛋白ꎻ第二份线粒体 １００ ℃处理 １０ ｍｉｎ 检测 Ｈｓｐ６０、Ｃｏｘ２、Ａｔｐ６ 蛋白ꎻ将样品

加至 １０％ ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 胶槽ꎻ电泳:８０ Ｖ ０.５ ｈꎬ１２０ Ｖ １ ｈꎻ转膜(ＮＣ 膜):３００ ｍＡꎬ１.５ ｈꎻ封闭液封闭 １~２ ｈꎻ
ＴＢＳＴ 洗膜 ３ 次 / ５ ｍｉｎꎻ一抗孵育 ２ ｈꎻＴＢＳＴ 洗膜 ３ 次 / ５ ｍｉｎꎻ二抗避光孵育 １ ｈꎻＴＢＳＴ 洗膜 ３ 次 / ５ ｍｉｎꎻ
Ｏｄｅｓｓｅｙ Ｉｎｆｒａｒｅｄ Ｉｍａｇｉｎｇ 仪器扫描结果.
１.２.８　 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 检测线粒体呼吸链蛋白的 ｍＲＮＡ 水平

分别活化菌株 ｙＨＬ６３８１、Δａｔｐ２５ 菌株ꎬ接种至 ５ ｍＬ 液体培养基 ＹＥＳ 中ꎬ３０ ℃、２００ ｒ / ｍｉｎ 培养 １２ ｈꎬ再
转接至 １０ ｍＬ 新鲜的液体培养基中ꎬ调整 ＯＤ＝ ０.２ꎬ培养一段时间待菌液 ＯＤ＝ １ 左右ꎬＹｅａｓｔ ＲＮＡ Ｋｉｔ 试剂

盒提取酵母细胞 ＲＮＡꎬ逆转录形成 ｃＤＮＡꎬ以 ｃＤＮＡ 为模板进行 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 检测线粒体呼吸链蛋白 ｍＲＮＡ
水平.

２　 结果与讨论

２.１　 Ａｔｐ２５ 蛋白定位在线粒体

表 １　 Ａｔｐ２５ 蛋白线粒体定位序列(ＭＴＳ)分析结果

Ｔａｂｌｅ １　 ＭＴＳ ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ Ａｔｐ２５ ｐｒｏｔｅｉｎ

分析参数 参数值

静电荷数 ＋２１

分析区域 ２３

基本残基数 ５

酸性残基数 ０

运输至线料体概率 ０.６０３ ６

２.１.１　 生物信息学分析 Ａｔｐ２５ 蛋白大小及线粒体定位

通过在线网站 ＰｏｍＢａｓｅ、Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ Ｇｅｎｏｍｅ Ｄａｔａｂａｓｅ(ＳＧＤ)ꎬ获得粟酒裂殖酵母 Ａｔｐ２５ 蛋白和芽殖

酵母 Ａｔｐ２５ 蛋白的氨基酸序列. 裂殖酵母 Ａｔｐ２５ 蛋

白由核基因组编码ꎬ具有 ５４２ 个氨基酸ꎬ其分子量大

小为 ６２.６２ ｋＤａ. 芽殖酵母 Ａｔｐ２５ 蛋白具有 ６１２ 个氨

基酸ꎬ分子量大小为 ７０.４３ ｋＤａ. Ａｌｉｇｎ Ｘ 进行蛋白序

列比对ꎬ结果显示芽殖酵母 Ａｔｐ２５ 和裂殖酵母 Ａｔｐ２５
的相似性为 ２７.６％(见图 １). 在线网站 ＭｉｔｏＰｒｏｔ Ⅱ
分析结果显示 Ａｔｐ２５ 蛋白定位在线粒体的概率为

６０.３６％(见表 １).

—２８—
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图中加阴影及∗的部分为完全相同序列

图 １　 ＳｃＡｔｐ２５ 和 ＳｐＡｔｐ２５ 相似性比对结果

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｔｈｅ ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＳｃＡｔｐ２５ ａｎｄ ＳｐＡｔｐ２５

２.１.２　 荧光显微镜观察 Ａｔｐ２５ 蛋白线粒体定位

生物信息学分析结果预测 Ａｔｐ２５ 蛋白定位在线粒体ꎬ为进一步验证 Ａｔｐ２５ 蛋白的定位ꎬ本文构建了

Ａｔｐ２５￣ＧＦＰ 菌株(Ａｔｐ２５ 蛋白 Ｃ 端融合表达 ＧＦＰ 标签)ꎬ通过荧光显微镜 Ｇｒｅｅｎ 通道观察 Ａｔｐ２５ 蛋白在酵

母细胞中的分布ꎬ然后利用 Ｍｉｔｏ Ｔｒａｃｋｅｒ Ｒｅｄ 染料对 Ａｔｐ２５￣ＧＦＰ 菌株进行线粒体染色ꎬ线粒体在荧光显微

镜 Ｒｅｄ 通道下发出红色荧光ꎬ将两者进行 Ｍｅｒｇｅ 有非常高的黄色共定位ꎬＡｔｐ２５ 蛋白分布与线粒体分布相

重合ꎬ表明 Ａｔｐ２５ 蛋白定位在线粒体(见图 ２).

图 ２　 荧光显微镜观察 Ａｔｐ２５￣ＧＦＰ 与线粒体的共定位

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｔｈｅ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ Ａｔｐ２５￣ＧＦＰ ａｎｄ Ｍｉｔｏ Ｔｒａｃｋｅｒ ｌａｂｅｌｅｄ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ

图 ３　 Ｗｅｓｔｅｒｎ￣ｂｌｏｔ 检测 Ａｔｐ２５ 蛋白定位

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｗｅｓｔｅｒｎ￣ｂｌｏｔ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ Ａｔｐ２５ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ

２.１.３　 Ｗｅｓｔｅｒｎ￣ｂｌｏｔ 检测 Ａｔｐ２５ 蛋白线粒体定位

通过荧光显微镜可初步观察 Ａｔｐ２５ 定位在

线粒体. 为进一步验证ꎬ本文提取了 Ａｔｐ２５￣ｍｙｃ
菌株的线粒体ꎬ在提取过程中保留 Ｔ(全蛋白提

取样品)、Ｍｔ(线粒体蛋白样品)和 ＰＭＳ(除线粒

体外其他组分蛋白)ꎬ以细胞核蛋白 Ｓｌａ１ 和线

粒体基质蛋白 Ｈｓｐ６０ 作为对照. 如图 ３ 所示ꎬ
Ｗｅｓｔｅｒｎ￣ｂｌｏｔ 结果显示在线粒体样品中检测到

Ａｔｐ２５ 蛋白ꎬ表明 Ａｔｐ２５ 蛋白定位在线粒体ꎬ并
在线粒体中发挥功能.

—３８—
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２.２　 Δａｔｐ２５ 菌株存在生长及呼吸缺陷

２.２.１　 菌株的构建

(１)Δａｔｐ２５ 菌株的构建及验证

ＰＣＲ 获得 ａｔｐ２５ 上下游同源臂(图 ４Ａ 和 ４Ｂ)ꎬ上下游重组质粒酶切验证(图 ４Ｃ 和 ４Ｄ)ꎬ将含有同源臂

以及 ＫａｎＭＸ６ 目的片段醋酸锂转化导入野生型菌株 ｙＨＬ６３８１ 中ꎬ挑取转化子进行验证ꎬ设计验证引物 Ｆ１
(上游引物的 ５′端)、Ｒ１(下游引物的 ３′端)、Ｒ２(ＫａｎＭＸ６ 中间反向引物)ꎬ使用引物 Ｆ１＋Ｒ１ 进行半长验证

(图 ４Ｅ)ꎬ使用 Ｆ１＋Ｒ２ 进行全长验证(图 ４Ｆ)ꎬ结果显示菌株构建成功.
(２)全长回补菌株 Ａｔｐ２５ 的构建及验证

ＰＣＲ 获得 ａｔｐ２５ 回补片段(图 ４Ｇ)ꎻ重组质粒的酶切验证(图 ４Ｈ)ꎻＮｒｕⅠ酶切重组回补质粒获得线性

片段导入到 Δａｔｐ２５ 菌株中ꎬ挑取转化子验证.

　 　 Ｍ:核酸 ＭａｒｋｅｒꎻＡ－Ｆ 为 Δａｔｐ２５ 菌株的构建:Ａ－Ｂ 分别为上游同源臂、下游同源臂ꎻＣ 为上游重组质粒酶切验证ꎻＤ 为下游重组质粒

酶切验证ꎻＥ－Ｆ 为转化子 ＰＣＲ 验证ꎻＧ－Ｈ 为回补菌株 Ａｔｐ２５ 重组质粒的构建和验证.
图 ４　 菌种的构建与验证

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｔｒａｉｎｓ

２.２.２　 Δａｔｐ２５ 为呼吸缺陷型菌株

上述结果显示 Ａｔｐ２５ 蛋白定位在线粒体中. 为研究 Ａｔｐ２５ 蛋白对线粒体功能的影响ꎬ将 ｙＨＬ６３８１、
Δａｔｐ２５、ＰＪＫ１４８、Ａｔｐ２５ 菌株在 ＹＥＳ、甘油培养基上点圈. 其中ꎬＹＥＳ 为发酵型培养基ꎬ酵母细胞以无氧呼吸

为主ꎬ不需要利用线粒体ꎻ３％甘油＋０.１％葡萄糖为非发酵型培养基ꎬ酵母细胞进行有氧呼吸ꎬ完全依赖线

粒体发挥功能. 通过表型实验ꎬ研究 Ａｔｐ２５ 蛋白是否参与线粒体呼吸作用. 结果显示ꎬＹＥＳ 培养基中这 ４ 株

菌均正常生长ꎻ甘油培养基中ꎬΔａｔｐ２５、ＰＪＫ１４８(对照菌)菌株生长缓慢ꎬ而全长回补菌株 Ａｔｐ２５ 与 ｙＨＬ６３８１
生长情况相同(图 ５)ꎬ表明 Ａｔｐ２５ 蛋白缺失影响了酵母细胞正常的呼吸作用ꎬΔａｔｐ２５ 为呼吸缺陷型菌株.
２.２.３　 Δａｔｐ２５ 菌株存活率降低

研究结果表明 Δａｔｐ２５ 菌株为呼吸缺陷型菌株ꎬ为进一步研究 Δａｔｐ２５ 菌株的生长情况ꎬ将 ｙＨＬ６３８１、
Δａｔｐ２５ 菌株分别在 ＹＥＳ 培养基中培养ꎬ每隔 １２ ｈ 进行平板菌落计数. 结果显示 Δａｔｐ２５ 菌株存活率显著下

降(图 ６)ꎬ表明 Ａｔｐ２５ 蛋白缺失影响酵母细胞的正常生长ꎬΔａｔｐ２５ 菌株可能由于呼吸作用受损从而影响酵

母菌的正常生长ꎬ因此 Ａｔｐ２５ 蛋白对线粒体呼吸作用的正常发挥非常重要.

图 ５　 Δａｔｐ２５ 菌株的表型结果

Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｐｈｅｎｏｔｙｐｉｃ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ Δａｔｐ２５ ｓｔｒａｉｎ
图 ６　 存活率测定结果

Ｆｉｇ􀆰 ６　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ
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张　 云ꎬ等:粟酒裂殖酵母 Ａｔｐ２５ 蛋白定位和功能研究

２.３　 Ａｔｐ２５ 蛋白缺失影响线粒体呼吸链蛋白表达水平

２.３.１　 Δａｔｐ２５ 菌株线粒体呼吸链蛋白表达水平下调

线粒体是通过有氧呼吸产生能量的主要场所ꎬ上述研究结果显示 Δａｔｐ２５ 菌株不能在非发酵培养基上

正常生长ꎬ表明 Δａｔｐ２５ 菌株为呼吸缺陷型菌株. 为进一步研究 Ａｔｐ２５ 蛋白对线粒体呼吸作用的影响ꎬ本文

利用 Ｗｅｓｔｅｒｎ￣ｂｌｏｔ 检测 ｙＨＬ６３８１、Δａｔｐ２５ 菌株线粒体呼吸链蛋白的表达水平ꎬ这些蛋白分别为电子传递链

复合体Ⅲ(Ｃｏｂ１)、Ⅳ(Ｃｏｘ１ꎬＣｏｘ２ꎬＣｏｘ３)、Ⅴ(Ａｔｐ６)蛋白. Ｗｅｓｔｅｒｎ￣ｂｌｏｔ 结果显示 Δａｔｐ２５ 菌株中 Ｃｏｘ１、Ｃｏｘ２ꎬ
Ｃｏｘ３、Ｃｏｂ１、Ａｔｐ６ 蛋白表达量显著降低(见图 ７)ꎬ表明 Ａｔｐ２５ 蛋白缺失影响线粒体呼吸链蛋白表达水平ꎬ从
而影响裂殖酵母细胞正常的呼吸作用.
２.３.２　 Δａｔｐ２５ 菌株线粒体呼吸链蛋白 ｍＲＮＡ 水平无变化

上述研究结果显示 Δａｔｐ２５ 菌株中线粒体呼吸链蛋白水平受到严重的影响. Ａｔｐ２５ 蛋白对线粒体呼吸

作用非常重要ꎬ为进一步研究 Ａｔｐ２５ 蛋白在转录水平对线粒体呼吸链蛋白的影响ꎬ本文通过 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 技

术检测 ｙＨＬ６３８１、Δａｔｐ２５ 菌株线粒体呼吸链蛋白的 ｍＲＮＡ 水平ꎬ结果显示 Ｃｏｘ１、Ｃｏｘ２、Ｃｏｘ３、Ｃｏｂ１、Ａｔｐ６ 的

ｍＲＮＡ 水平未受影响(见图 ８)ꎬ说明 Ａｔｐ２５ 蛋白在转录后水平调控线粒体呼吸链蛋白的表达ꎬＡｔｐ２５ 蛋白

缺失导致线粒体呼吸链不能正常组装ꎬ从而影响酵母菌正常的呼吸作用.

图 ７　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 检测 Δａｔｐ２５ 菌株线粒体呼吸链蛋白表达量

Ｆｉｇ􀆰 ７　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ ｆｏｒ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｃｈａｉｎ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ Δａｔｐ２５ ｓｔｒａｉｎ

图 ８　 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 检测 Δａｔｐ２５ 菌株线粒体

呼吸链蛋白 ｍＲＮＡ 水平

Ｆｉｇ􀆰 ８　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ
ｃｈａｉｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ｍＲＮＡ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ Δａｔｐ２５

ｓｔｒａｉｎ ｂｙ ｑＲＴ￣ＰＣＲ

３　 结论

裂殖酵母是一种单细胞生物ꎬ具有单倍体的优点ꎬ可以很容易地进行基因操作. 裂殖酵母在生长、应
激反应、细胞形态和细胞生物化学等方面具有丰富的遗传表型多样性[１６] . 与芽殖酵母相比ꎬＲＮＡ 的剪接

机制更类似于高等真核生物ꎬ裂殖酵母被认为是一种独特的酵母ꎬ具有与哺乳动物细胞相似的特征ꎬ使裂

殖酵母成为一个信息丰富和准确的真核分子生物学研究模型系统[１７] .
线粒体被称为“细胞的发动机”ꎬ通过氧化磷酸化合成大量 ＡＴＰꎬ是细胞生命活动的主要能量来源.

ＡＴＰ 的合成由 ＡＴＰ 合酶复合体催化完成. 研究表明芽殖酵母 Ａｔｐ４ 蛋白和 Ａｔｐ１０ 蛋白参与编码 ＡＴＰ 合酶

Ｆ０ 亚基相关蛋白ꎬ参与线粒体的能量代谢过程并与线粒体 ＡＴＰ 的产生密切相关. 以裂殖酵母 Ａｔｐ４ 和

Ａｔｐ１０ 蛋白参与线粒体功能的研究为出发点ꎬ探索其与线粒体的内在联系ꎬ为进一步研究 Ａｔｐ４ 和 Ａｔｐ１０ 蛋

白如何参与 ＡＴＰ 合酶的组装奠定基础[１８－１９] . 芽殖酵母 Ａｔｐ２５ 蛋白也是组装 ＡＴＰ 合酶的关键蛋白ꎬＡｔｐ２５
蛋白由 ３ 个不同部分组成:Ｎ 端 ＭＴＳ、与细菌 Ｒｓｆ 相关的结构域和稳定 ＡＴＰ９ ｍＲＮＡ 的结构域(Ｍ 结构

域). 研究表明 ＡＴＰ２５ 突变体中 Ｆ０ 的功能性缺失与 Ａｔｐ９ 亚基的严重缺失有关ꎬ芽殖酵母 ＡＴＰ２５ 对于

ＡＴＰ９ 的表达是必需的ꎬＡｔｐ２５ 蛋白参与 ＡＴＰ 合酶的膜扇区 Ｆ０ 的组装[２０] . 通过序列比对和蛋白序列分析ꎬ
粟酒裂殖酵母 Ａｔｐ２５ 蛋白与芽殖酵母 Ａｔｐ２５ 蛋白相似性达 ２７.６％ꎬ且都含有 ＲｓｆＳ、ｍＲＮＡ ｓｔａｂｉｌ 结构域. 芽

殖酵母 Ａｔｐ２５ 蛋白对于线粒体功能相关研究较为透彻ꎬ粟酒裂殖酵母中 Ａｔｐ２５ 蛋白参与线粒体功能的机

制尚不清楚.
本文主要研究粟酒裂殖酵母 Ａｔｐ２５ 蛋白的定位和参与线粒体功能的机制ꎬ为进一步研究 Ａｔｐ２５ 蛋白

是否参与 ＡＴＰ 合酶组装提供理论基础. 首先通过荧光显微镜观察和免疫印迹技术研究 Ａｔｐ２５ 蛋白线粒体
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定位ꎬ说明 Ａｔｐ２５ 蛋白在线粒体中发挥功能. 通过表型实验研究 Ａｔｐ２５ 蛋白与线粒体呼吸作用的关系ꎬ结
果显示 Δａｔｐ２５ 菌株为呼吸缺陷型菌株ꎬ通过测定 Δａｔｐ２５ 菌株的存活率ꎬ表明 Ａｔｐ２５ 蛋白缺失缩短了酵母

菌的生长寿命ꎬΔａｔｐ２５ 菌株可能由于呼吸作用受损从而影响酵母菌的正常生长ꎬ因此 Ａｔｐ２５ 蛋白对线粒体

呼吸作用非常重要. 进一步研究发现 Δａｔｐ２５ 菌株中线粒体呼吸链复合体Ⅲ(Ｃｏｂ１)、Ⅳ(Ｃｏｘ１ꎬＣｏｘ２ꎬ
Ｃｏｘ３)、Ⅴ(Ａｔｐ６)蛋白水平显著降低ꎬ线粒体呼吸链蛋白的 ｍＲＮＡ 水平未受影响ꎬ说明 Ａｔｐ２５ 蛋白在转录

后水平调控线粒体呼吸链蛋白的表达ꎬＡｔｐ２５ 蛋白缺失导致线粒体呼吸链不能正常组装ꎬ从而影响酵母菌

正常的呼吸作用. 综上所述ꎬ裂殖酵母 Ａｔｐ２５ 是核基因组编码蛋白质ꎬ在线粒体中发挥功能ꎬ对线粒体呼吸

作用的正常发挥和酵母细胞的正常生长至关重要. 本文明确了粟酒裂殖酵母 Ａｔｐ２５ 蛋白的定位以及对线

粒体呼吸作用的重要性ꎬ为进一步研究 Ａｔｐ２５ 蛋白提供理论基础.
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