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粟酒裂殖酵母中 Ｈｓｐ６０ 蛋白定位与表达水平的研究

王子璇ꎬ商巾杰

(南京师范大学生命科学学院ꎬ江苏 南京 ２１００２３)

[摘要] 　 对裂殖酵母 Ｈｓｐ６０ 蛋白进行生物信息学与蛋白结构分析ꎬ发现其与人和芽殖酵母分别有 ５６％或 ６７％
的同源性和 ７１％或 ７９％的同源性. 使用 ＭｉｔｏＰｒｏｔ ＩＩ 软件预测显示其线粒体信号肽为 Ｎ 端前 ３３ 个氨基酸ꎬ且存在

一个 Ｃｈａｐｅｒｏｎｉｎ Ｃｐｎ６０ / ＴＣＰ￣１ ｆａｍｉｌｙ 结构域. 进一步研究发现ꎬＨｓｐ６０ 定位于线粒体基质. 通过检测野生型细胞

在 ３０ ℃和 ３７ ℃条件下和不同生长时期的 Ｈｓｐ６０ 蛋白水平ꎬ发现 Ｈｓｐ６０ 蛋白水平在 ３７ ℃条件下显著增加ꎬ而在

生长后期无变化.
[关键词] 　 线粒体ꎬＨｓｐ６０ꎬ热应激
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蛋白质的组装被认为是多肽一级序列本身固有特性的唯一结果. 然而ꎬ在某些情况下ꎬ需要来自其他

蛋白质分子的结构信息才能正确折叠并随后组装成寡聚物[１] . 这些“辅助”分子被称为分子伴侣ꎬ其中一

个亚家族是伴侣蛋白[２]ꎬ包括 １０ ｋＤａ 和 ６０ ｋＤａ 蛋白质. 分子伴侣在原核生物、叶绿体和线粒体中大量存

在ꎬ为正常细胞生长所必需ꎬ且是应激诱导的ꎬ在热休克条件下起到稳定或保护分解多肽的作用. 其中ꎬ
Ｈｓｐ６０ 属于一类 ６０－６５ ｋＤａ 的分子伴侣ꎬ是由 １４－１８ 个亚基组成的双圆环形状蛋白结构[３－４] . 一般来说ꎬ
细胞中通过转录、翻译后产生的多肽通过与 Ｈｓｐ１０ 复合体相互作用ꎬ在 Ｈｓｐ６０ 复合体的空腔中折叠成正

确的蛋白结构ꎬ这一过程需要 ＡＴＰ 的参与[５] .
Ｈｓｐ６０ 属Ⅰ类分子伴侣ꎬ又被称为 ＨＳＰＤ１ 或 Ｃｐｎ６０ꎬ存在于线粒体中维持其蛋白质稳态. 其在健康和

疾病中发挥着多重作用ꎬ尤其是作为一系列获得性和遗传性疾病的致病因子[６－８] . 因其有望给分子伴侣疾

病的诊断和治疗方法带来新的发展ꎬ如各类癌症、炎症、自身免疫性疾病及一系列神经退行性疾病[８－１１]ꎬ
Ｈｓｐ６０ 抑制剂和调节剂可能会作为新型抗癌药物发挥功能[１２]ꎬ近年来国内外学者对 Ｈｓｐ６０ 的研究兴趣一

直在稳步增长.
粟酒裂殖酵母(Ｓｃｈｉｚｏｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ ｐｏｍｂｅ)作为模式生物ꎬ为分析高等真核生物的基因结构和功能提

供了极好的模型系统. 相较于另一种模式生物———芽殖酵母(Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ)ꎬ裂殖酵母细胞中热

休克蛋白的转录调控与哺乳动物细胞中的转录调控模式更为相似[１３] . 目前对裂殖酵母中热休克蛋白的研
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究还不多. 本文对粟酒裂殖酵母中 Ｈｓｐ６０ 蛋白进行了研究ꎬ经生物信息学分析研究发现ꎬＨｓｐ６０ 定位于线

粒体基质. Ｈｓｐ６０ 蛋白水平在高温刺激时显著增加ꎬ而生长时间对其蛋白表达无影响ꎬ这也为今后利用

Ｈｓｐ６０ 作为线粒体蛋白表达的参照物提供了理论基础.

１　 材料与方法

１.１　 实验材料

１.１.１　 菌株与培养基

粟酒裂殖酵母 ｙＨＬ６３８１(ｈ＋ｌｅｕ１￣３２ ｈｉｓ３￣Ｄ１ ｕｒａ４￣Ｄ１８ ａｄｅ６￣Ｍ２１０)ꎬ由南京师范大学微生物所实验室保

存ꎬ培养基为 ＹＥＳ(１００ ｍＬ):３ ｇ 葡萄糖ꎬ０.５ ｇ 酵母粉ꎬ２０ ｍｇ Ａｄｅｎｉｎｅꎬ２０ ｍｇ Ｌ￣ｈｉｓｔｉｄｉｎｅꎬ２０ ｍｇ Ｌ￣ｌｅｕｃｉｎｅꎬ
２０ ｍｇ Ｕｒａｃｉｌ.
１.１.２　 实验试剂

酵母粉购自 ＯＸＯＩＤꎻＬｙｓｉｎｇ Ｅｎｚｙｍｅｓ ｆｒｏｍ Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａ ｈａｒｚｉａｎｕｍ 购自 Ｓｉｇｍａ￣ＡｌｄｒｉｃｈꎻＷｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 中使

用的抗体购自金斯瑞生物科技股份有限公司ꎻ其他常用试剂购自南京丁贝生物科技有限公司.
Ｓ ｂｕｆｆｅｒ:ｓｏｒｂｉｔｏｌ ２５.４８ ｇꎬＨＥＰＥＳ ０.９５３２ ｇꎬ１ ｍｏｌ / Ｌ ＭｇＣｌ２ ５０ μＬ. 加 ８０ ｍＬ 超纯水完全溶解ꎬ用 ＫＯＨ 调

节 ｐＨ 至 ６.５ꎬ用双蒸水溶解至 １００ ｍＬꎬ４ ℃保存.
匀浆 ｂｕｆｆｅｒ:２ ｍｏｌ / Ｌ 山梨醇 ３０.０ ｍＬꎬ１ ｍｏｌ / Ｌ Ｔｒｉｓ￣ＨＣｌ( ｐＨ ７.５) １.０ ｍＬꎬ０.１ ｍｏｌ / Ｌ ＥＤＴＡ １.０ ｍＬꎬ

１０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＰＭＳＦ １.０ ｍＬꎬ用双蒸水溶解至 １００ ｍＬ.
ＳＥＭ ｂｕｆｆｅｒ:１００ ｍｍｏｌ / Ｌ ＭＯＰＳ(ｐＨ ７.２)１０.０ ｍＬꎬ２.５ ｍｏｌ / Ｌ 蔗糖 １０.０ ｍＬꎬ０.１ ｍｏｌ / Ｌ ＥＤＴＡ １.０ ｍＬꎬ用

双蒸水溶解至 １００ ｍＬ.
Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｂｕｆｆｅｒ:０.１ ｍｏｌ / Ｌ Ｎａ２ＣＯ３ꎬ１ ｍｍｏｌ / Ｌ ＰＭＳＦꎬ１ μｇ / ｍＬ ｐｅｐｓｔａｔｉｎꎬ用 ＮａＯＨ 调 ｐＨ 至 １１.５.
Ｓｏｌｕｂｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｓｏｌｕｔｉｏｎ:２％ ＳＤＳꎬ０.８％ β－巯基乙醇ꎬ２０％ 甘油ꎬ５０ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｔｒｉｓ￣ＨＣｌ(ｐＨ ６.８)ꎬ０.０２％溴

酚蓝.
１.２　 实验方法

１.２.１　 线粒体的粗提取

取 ＹＥＳ 固体培养基上的酵母菌ꎬ接入 ５ ｍＬ ＹＥＳ 中ꎬ３０ ℃ꎬ２００ ｒ / ｍｉｎ 振荡培养 １２ ｈ. 将培养的母液转

接至 ２００ ｍＬ ＹＥＳ 液体培养基中ꎬ调节起始 ＯＤ６００ ＝ ０.２ꎬ３０ ℃与 ３７ ℃ꎬ２００ ｒ / ｍｉｎ 振荡培养 １２ ｈꎬ收菌. 用超

纯水和 Ｓ ｂｕｆｆｅｒ 各清洗一遍菌体ꎬ离心收菌. 用 Ｓ ｂｕｆｆｅｒ 重悬菌体ꎬ称重菌体ꎬ加入菌体质量 ４ 倍的 Ｓ ｂｕｆｆｅｒ
和 １ / １０ 倍溶壁酶 Ｌｙｓｉｎｇ Ｅｎｚｙｍｅｓ ｆｒｏｍ Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａ ｈａｒｚｉａｎｕｍꎬ３７ ℃ ２００ ｒ / ｍｉｎ 孵育 ２ ~ ４ ｈꎬ用显微镜观察

裂解情况ꎬ裂解至 ８０％以上的酵母变圆后离心收菌ꎬ加入菌体 ４ 倍体积的预冷的匀浆 ｂｕｆｆｅｒ 吹打混匀ꎬ将
菌液转移至 Ｄｏｕｎｃｅ 组织匀浆器中ꎬ冰上研磨 １５－２０ 次. ４ ℃ ４ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎꎬ取上清液. ４ ℃ ５ ０００
ｒ / ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎꎬ取上清液ꎬ重复一次. ４ ℃ １２ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎꎬ弃上清液. 加 ５ ｍＬ ＳＥＭ ｂｕｆｆｅｒꎬ置于

冰上吹打混匀. ４ ℃ １２ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎꎬ弃上清液. 沉淀为粗线粒体. 加 １ ｍＬ ＳＥＭ ｂｕｆｆｅｒꎬ重悬沉淀ꎬ
－８０ ℃保存.
１.２.２　 分离线粒体基质蛋白与膜蛋白

取 １.２.１ 中提取的粗线粒体ꎬ４ ℃ １２ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎꎬ弃上清液. 加入预冷的 Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｂｕｆｆｅｒ 重
悬线粒体ꎬ冰浴 ３０ ｍｉｎꎬ每 １０ ｍｉｎ 混匀一次. 冰浴结束后超速离心ꎬ４ ℃ １００ ０００ ｇ 离心 １ ｈ. 取上清液ꎬ４ ℃
１００ ０００ ｇ 再次超速离心 １ ｈ. 取上清液ꎬ加入等体积 ２０％三氯乙酸溶液ꎬ冰上沉降 １５ ｍｉｎ. ４ ℃ １２ ０００
ｒ / ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎꎬ弃上清液ꎬ用 １ ｍＬ 预冷的丙酮重悬沉淀. ４ ℃ １２ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎꎬ弃上清液ꎬ于
室温挥发丙酮. 加入 Ｓｏｌｕｂｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｓｏｌｕｔｉｏｎ 重悬沉淀ꎬ此时样品为可溶性蛋白和与膜结合力弱的蛋白

(Ｓ). 取第一次超速离心的沉淀ꎬ加入预冷的 Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｂｕｆｆｅｒ 重悬ꎬ４ ℃ １００ ０００ ｇ 超速离心 １ ｈꎬ弃上清

液. 加入 Ｓｏｌｕｂｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｓｏｌｕｔｉｏｎ 重悬沉淀ꎬ此时样品为疏水性膜蛋白(Ｐ). 蛋白样品煮沸后可用于 Ｗｅｓｔｅｒｎ
Ｂｌｏｔ 检测ꎬ或－８０ ℃保存.
１.２.３　 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测蛋白水平

取粗线粒体样品ꎬ加入 ５×Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｌｏａｄｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒ 后 １００ ℃煮沸 １０ ｍｉｎꎬ上样于 １２％聚丙酰胺凝胶进行

ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳. ３００ ｍＡꎬ９０ ｍｉｎ 转膜. Ｂｌｏｃｋｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒ(０.１３７ ｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌꎬ０.０２ ｍｏｌ / Ｌ Ｔｒｉｓꎬ５％脱脂奶粉)封
—８８—
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闭 ＮＣ 膜 １.５ ｈ. ＴＢＳＴ(０.０２ ｍｏｌ / Ｌ Ｔｒｉｓꎬ０.１３７ ｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌꎬ０.１％ Ｔｗｅｅｎ ２０ꎬ调 ｐＨ 至 ７.４)振荡清洗ꎬ加入一

抗ꎬ４ ℃ １２ ｈ 或常温 ２ ｈ 孵育ꎬＴＢＳＴ 清洗后ꎬ加入二抗ꎬ避光孵育 １ ｈꎬＯＤＹＳＳＥＹ 扫描显示结果.

２　 结果与讨论

２.１　 Ｈｓｐ６０ 蛋白结构分析

使用 ＭｉｔｏＰｒｏｔ ＩＩ 软件预测 Ｈｓｐ６０ 的线粒体定位序列(ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｓｅｑｕｅｎｃｅꎬＭＴＳ)ꎬ显示其定

位于线粒体信号肽为 Ｎ 端前 ３３ 个氨基酸ꎬ具体序列为ＭＶＳＦＬＳＳＳＶＳＲＬＰＬＲＩＡＧＲＲＩＰＧＲＦＡＶＰＱＶＲＴＹꎬ其中

包含 ６ 个碱性氨基酸和 ６ 个羟基氨基酸残基ꎬ但没有酸性氨基酸残基. 在 Ｐｆａｍ 数据库中ꎬＨｓｐ６０ 蛋白存在

一个 Ｃｈａｐｅｒｏｎｉｎ Ｃｐｎ６０ / ＴＣＰ￣１ ｆａｍｉｌｙ 结构域ꎬ其位置为第 ５４ 到第 ５５８ 个氨基酸ꎬ如图 １ 所示.

ＭＴＳ:线粒体定位序列

图 １　 Ｈｓｐ６０ 蛋白特征

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｐｒｏｔｅｉｎ ｆｅａｔｕｒｅｓ ｏｆ Ｈｓｐ６０

使 用 ＳＷＩＳＳ￣ＭＯＤＥＬ ( ｈｔｔｐ: / / ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ.
ｅｘｐａｓｙ.ｏｒｇ)对 Ｈｓｐ６０ 蛋白质结构进行同源建模ꎬ蛋
白三维结构模型的模板为 Ｈｏｍｏ ｓａｐｉｅｎｓ ＨＳＰＤ１
(ＳＭＴＬ ｉｄ ４ｐｊ１.１)ꎬ序列相似度为 ５６.９０％. Ｈｓｐ６０ 二

级结构主要由 α 螺旋(紫色)与 β 折叠(绿色)构成ꎬ
模型显示了一种“美式足球”型中间物ꎬ有 １４ 个亚

基ꎬ由两个 ７ 亚基的分子伴侣环组成ꎬ如图 ２ 所示.

紫色显示 α 螺旋结构ꎻ绿色显示 β 折叠结构

图 ２　 Ｈｓｐ６０ 蛋白三维结构

Ｆｉｇ􀆰 ２　 ３Ｄ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ Ｈｓｐ６０

２.２　 生物信息学分析

本研究通过 ＮＣＢＩ 数据库分析发现了芽殖酵母( Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ)与人类(Ｈｏｍｏ ｓａｐｉｅｎｓ)的

Ｈｓｐ６０ 的同源基因ꎬ并对其蛋白序列进行了生物信息学比对ꎬ如图 ３ 所示. 可以发现ꎬ在蛋白中段属于

Ｃｈａｐｅｒｏｎｉｎ Ｃｐｎ６０ / ＴＣＰ￣１ ｆａｍｉｌｙ 结构域中有大量相同序列与保守序列(黄色、蓝色)ꎬ而 Ｎ 端的线粒体定位

序列部分有较大差异. 其中ꎬＨｓｐ６０ 与人和芽殖酵母分别有 ５６％或 ６７％的同源性和 ７１％或 ７９％的同源

性. 本研究在 １１７—１２２ 位氨基酸序列中发现了一个高度保守的 ＡＴＰ 结合位点(ＧＤＧＴＴＴ / Ｓ)ꎬ且在 Ｃ 端发

现了一个富含 Ｇｌｙ＋Ｍｅｔ 的模体.
２.３　 Ｈｓｐ６０ 蛋白定位

为了证实 Ｈｓｐ６０ 的线粒体定位ꎬ首先通过粗提线粒体方法ꎬ用 Ｈｓｐ６０ 自身抗体检测其在不同细胞组

分中的表达量. 检测发现ꎬ在线粒体(Ｍ)和全细胞蛋白(Ｔ)中可检测得到 Ｈｓｐ６０ꎬ除线粒体以外的部分

(ＰＭＳ)Ｈｓｐ６０ 信号极弱ꎬ说明 Ｈｓｐ６０ 定位于线粒体而不是细胞质或其他组分ꎬ如图 ４(ａ)所示.

—９８—
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Ｔ:全细胞ꎻＰＭＳ:上清ꎻＭ:粗提线粒体ꎻＳ:上清ꎻＰ:沉淀

图 ４　 Ｈｓｐ６０ 定位于线粒体

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｈｓｐ６０ ｌｏｃａｔｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ

黄色表示相同序列ꎻ绿色表示微弱相似度序列ꎻ蓝色表示保守序列

图 ３　 Ｈｓｐ６０ 同源蛋白序列比对

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ Ｈｓｐ６０ ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ

为进一步探究 Ｈｓｐ６０ 在线粒体中的定位ꎬ使用 Ｎａ２ＣＯ３ 处理粗提线粒体. 使用 Ｎａ２ＣＯ３ 处理线粒体后ꎬ线粒体

膜会破碎ꎬ释放出基质蛋白ꎬ通过离心方法ꎬ即可分离线粒体基质蛋白与膜蛋白. 若蛋白信号在上清(Ｓ)中能

够检测得到ꎬ则说明蛋白质定位于线粒体基质ꎻ若蛋白信号在沉淀(Ｐ)中能够检测得到ꎬ则说明蛋白质定位于

线粒体膜上. 检测结果如图 ４(ｂ)所示ꎬ只有在粗提线粒体

(Ｍ)和上清(Ｓ)中可检测到 Ｈｓｐ６０ 蛋白信号ꎬ说明 Ｈｓｐ６０ 定

位于线粒体基质而不是线粒体膜上.
２.４　 不同生长条件下 Ｈｓｐ６０ 蛋白表达量研究

本文检测了野生型细胞在 ３０ ℃ 和 ３７ ℃ 条件下

Ｈｓｐ６０ 蛋白水平ꎬ以及生长对数期和稳定期的蛋白水平ꎬ
如图 ５ 所示. 细胞在 ３０ ℃和 ３７ ℃培养 １２ ｈ 后ꎬ提取线粒

体ꎬ检测其 Ｈｓｐ６０、Ｃｏｘ４ 蛋白的表达量ꎬ其中 Ｃｏｘ４ 作为对

照内参. 可以发现ꎬＨｓｐ６０ 蛋白水平在 ３７ ℃条件下显著增

加(见图 ５(ａ)). 本文还检测了细胞在正常生长条件下的

—０９—
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Ｈｓｐ６０ 蛋白水平. 细胞在 ３０ ℃培养 １２ ｈ、６０ ｈ 后ꎬ提取线粒体ꎬ检测其 Ｈｓｐ６０、Ｃｏｘ４ 蛋白的表达量ꎬ其中

Ｃｏｘ４ 作为对照内参. 可以发现ꎬ在生长对数期和稳定期 Ｈｓｐ６０ 蛋白水平无明显变化(见图 ５(ｂ)).

ＬＰ:对数期ꎻＳＰ:稳定期

图 ５　 不同生长条件下 Ｈｓｐ６０ 蛋白表达量

Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｈｓｐ６０ Ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ

３　 结论

本文经生物信息学研究分析ꎬ发现裂殖酵母 Ｈｓｐ６０ 是一类高度保守的蛋白ꎬ其中部属于 Ｃｈａｐｅｒｏｎｉｎ
Ｃｐｎ６０ / ＴＣＰ￣１ ｆａｍｉｌｙ 结构域的氨基酸序列在人、芽殖酵母中都具有相似性. Ｃｈａｐｅｒｏｎｉｎ Ｃｐｎ６０ / ＴＣＰ￣１ ｆａｍｉｌｙ
结构域在原核生物、真核生物中都十分保守ꎬ其蛋白家族包含两种伴侣蛋白ꎬ一种为 １０ ｋＤａ 伴侣蛋白(细
菌中的 Ｃｐｎ１０－或 ＧｒｏＥＳ)ꎬ以 ６－８ 个相同亚基的环状寡聚物形式存在ꎻ另一种为 ６０ ｋＤａ 伴侣蛋白(细菌中

的 Ｃｐｎ６０－或 ＧｒｏＥＳ)ꎬ由 ２ 个堆叠的环组成ꎬ每个环包含 ７ 个相同的亚基ꎬＨｓｐ６０ 属于此类伴侣蛋白.
Ｈｓｐ６０ 在 Ｎ 端含有线粒体定位序列ꎬ由细胞核基因编码ꎬ在细胞质中合成后定位于线粒体的蛋白

质. 芽殖酵母中的 ＨＳＰ６０ 会定位于线粒体并在线粒体内正确加工为有功能的蛋白质[１４] . 人类可以检测到

ＨＳＰＤ１ 在细胞中定位于线粒体基质[１５] . 除此之外ꎬ其定位还与细胞状态密切相关ꎬ如诱导细胞凋亡过程

中 ＨＳＰＤ１ 会在细胞质内积累[１６] . 本文通过提取细胞线粒体及使用 Ｎａ２ＣＯ３ 处理线粒体ꎬ通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ
方法检测蛋白水平ꎬ发现 Ｈｓｐ６０ 定位于线粒体基质.

Ｈｓｐ６０ 作为一个高度保守的热激蛋白ꎬ在不同的物种中已被广泛研究. 在芽殖酵母中ꎬ当细胞从 ２５ ℃
转移到 ３９ ℃条件下培养时ꎬＨｓｐ６０ 的 ｍＲＮＡ 水平会升高 ２~３ 倍[１７] . 而在裂殖酵母中仅有文献报道ꎬ２５ ℃
培养的细胞转移到 ３５ ℃培养条件下时ꎬＨｓｐ６０ 的 ｍＲＮＡ 水平会瞬间升高ꎬ然后逐渐降低[１８]ꎬ而蛋白水平

的变化还未知. 本文检测了不同条件下 Ｈｓｐ６０ 的蛋白水平ꎬ发现 Ｈｓｐ６０ 在 ３７ ℃热激条件下ꎬ其蛋白表达

量显著增加ꎬ之后会轻微降低ꎬ这与 ｍＲＮＡ 水平一致ꎬ说明 Ｈｓｐ６０ 在高温刺激下蛋白表达水平上升ꎬ是一

个定位于线粒体基质的热激蛋白.
本研究发现在使用 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 方法研究不同生长时期线粒体蛋白水平变化时ꎬＨｓｐ６０ 蛋白表达量保

持不变ꎬ因此可使用 Ｈｓｐ６０ 与 Ｃｏｘ４ 作为内参蛋白ꎻ由于 Ｈｓｐ６０ 在热激条件下表达量会显著上升ꎬ在研究热

激条件下线粒体蛋白水平变化时应使用 Ｃｏｘ４ 作为内参蛋白ꎬ而不能使用 Ｈｓｐ６０. 本研究表明ꎬＨｓｐ６０ 可以

为研究线粒体蛋白不同生长时期表达量水平提供良好的内参工具.
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