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粟酒裂殖酵母中 Ｍｍｐ１ 蛋白的功能研究

赵　 兰ꎬ黄　 鹰

(南京师范大学生命科学学院ꎬ江苏 南京 ２１００２３)

[摘要] 　 线粒体是存在于大多数真核细胞中的一种产能细胞器ꎬ它参与了细胞内 ＡＴＰ 的合成、物质的代谢、细
胞凋亡等多种生理过程. Ｍｍｐ１ 蛋白被预测为线粒体内膜肽酶复合体催化亚基ꎬ但其具体功能尚未得到解析. 通

过分子克隆、表型实验、荧光显微观察、线粒体分离提取、实时荧光定量 ＰＣＲ、蛋白质印迹法等技术ꎬ分析了

Ｍｍｐ１ 的定位及其对线粒体功能的影响. 通过荧光定位分析发现 Ｍｍｐ１ 是一个定位在线粒体中的蛋白. 细胞缺

失 ｍｍｐ１ 无法在非发酵型培养基上生长ꎬ暗示缺失 ｍｍｐ１ 影响了线粒体的功能. 同时ꎬ细胞缺失 ｍｍｐ１ꎬ使线粒体

基因组编码的呼吸链复合体核心蛋白 Ｃｏｘ１、Ｃｏｘ２、Ｃｏｘ３、Ｃｏｂ１、Ａｔｐ６ 的蛋白水平显著降低. 在对野生型和 Δｍｍｐ１
菌株线粒体编码的基因的 ｍＲＮＡ 水平进行实时荧光定量实验发现ꎬΔｍｍｐ１ 菌株中的 Ｃｏｘ１、Ｃｏｘ２、Ｃｏｘ３、Ｃｏｂ１、
Ａｔｐ６ 的转录水平并未有明显变化. 结果表明ꎬＭｍｐ１ 影响了线粒体呼吸链复合体亚基的蛋白水平ꎬ对维持线粒体

功能的发挥起着重要作用.
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线粒体存在于大多数真核生物中ꎬ为细胞提供了生存所必需的能量 ＡＴＰ[１－２] . 此外ꎬ线粒体还参与合成

脂肪酸、氨基酸、血红素、铁硫蛋白等生物大分子ꎬ同时对细胞内氧化还原稳态、磷脂的代谢、钙信号的转导等

多种过程有着重要作用[３－６] . 在人体中ꎬ线粒体功能出现障碍会诱发一系列疾病ꎬ例如帕金森综合症、阿尔茨

海默症、肌萎缩性侧索硬化症、亨廷顿舞蹈病[７－１０] . 因此对线粒体进行深入研究具有十分重要的科学意义.
线粒体内膜上的呼吸链复合体起到了传递氢离子与电子的作用ꎬ对线粒体功能的发挥具有重要作

用[１１－１２] . 线粒体基因组(ｍｔＤＮＡ)编码了重要的呼吸链蛋白[１２－１４] . 在粟酒裂殖酵母中 ｍｔＤＮＡ 编码 １ 个
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２５ 个 ｔＲＮＡ. 其中 Ｃｏｘ１、Ｃｏｘ２、Ｃｏｘ３ 蛋白是组成细胞色素 ｃ 氧化酶的亚基ꎬＣｏｂ１ 蛋白是组成细胞色素 ｃ 还

原酶的亚基ꎬＡｔｐ６、Ａｔｐ８、Ａｔｐ９ 蛋白是组成 ＡＴＰ 合酶的亚基[１５－１８] . 真核生物的生命活动由线粒体基因组与

核基因组共同调控[１９] .
在 Ｐｏｍｂａｓｅ 数据库中ꎬＭｍｐ１ 蛋白被预测为线粒体内膜肽酶复合体催化亚基ꎬ但 Ｍｍｐ１ 对线粒体的作

用还有待深入研究ꎬ本文尝试阐述 Ｍｍｐ１ 蛋白的定位和线粒体功能的影响机制.

１　 实验材料与方法

１.１　 实验材料

１.１.１　 菌株与质粒

菌株:粟酒裂殖酵母 ｙＨＬ６３８１(基因型:ｈ＋ ｌｅｕ１￣３２ ｈｉｓ３￣Ｄ１ ｕｒａ４￣Ｄ１８ ａｄｅ６￣Ｍ２１０)ꎬＥ. ｃｏｌｉ(Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ
ｃｏｌｉ)Ｔｏｐ １０.

质粒:ｐＹＪ１９.
１.１.２　 培养基

ＹＥＳ 培养基(１００ ｍＬ):Ｙｅａｓｔ Ｅｘｔｒａｃｔ ０.５ ｇꎬ葡萄糖 ３ ｇꎬ腺嘌呤(Ａｄｅｎｉｎｅ)２２.５ ｍｇꎬ亮氨酸(Ｌｅｕｉｎｅ)２２.５ ｍｇꎬ
组氨酸(Ｈｉｓｔｉｄｉｎｅ)２２.５ ｍｇꎬ尿嘧啶(Ｕｒａｃｉｌ)２２.５ ｍｇꎬ固体需添加 ２ ｇ 琼脂粉.

甘油固体培养基(１００ ｍＬ):Ｙｅａｓｔ Ｅｘｔｒａｃｔ ０.５ ｇꎬ葡萄糖 ０.１ ｇꎬ甘油 ３ ｍＬꎬ腺嘌呤(Ａｄｅｎｉｎｅ)２２.５ ｍｇꎬ亮
氨酸(Ｌｅｕｉｎｅ)２２.５ ｍｇꎬ组氨酸(Ｈｉｓｔｉｄｉｎｅ)２２.５ ｍｇꎬ尿嘧啶(Ｕｒａｃｉｌ)０.２２５ ｇꎬ２ ｇ 琼脂粉.

ＥＭＭ￣Ｌｅｕｉｎｅ－培养基(１００ ｍＬ):邻苯二氢钾 ０.３ ｇꎬＮａ２ＨＰＯ４􀅰１２Ｈ２Ｏ ０.５５５ ｇꎬＮＨ４Ｃｌ ０.５ ｇꎬ５０×Ｓａｌｔ ｓｔｏｃｋ
２ ｍＬꎬ１ ０００×Ｖｉｔａｍｉｎ １００ μＬꎬ１ ０００×Ｍｉｎｅｒａｌ ｓｔｏｃｋ １０ μＬꎬ腺嘌呤(Ａｄｅｎｉｎｅ)２２.５ ｍｇꎬ组氨酸(Ｈｉｓｔｉｄｉｎｅ)２２.５ ｍｇꎬ
尿嘧啶(Ｕｒａｃｉｌ)２２.５ ｍｇꎬ葡萄糖 ２ ｇ(葡萄糖需单独灭菌)ꎬ固体需添加 ２ ｇ 琼脂粉.

ＬＢ 培养基(１００ ｍＬ):Ｙｅａｓｔ Ｅｘｔｒａｃｔ ０.５ ｇꎬ蛋白胨 １ ｇꎬＮａＣｌ １ ｇꎬ固体需添加 １.５ ｇ 琼脂粉.
１.１.３　 试剂与仪器

试剂:ＰＣＲ 相关试剂、限制性内切酶采购于 Ｔａｋａｒａ 公司ꎬＴ４ 连接酶采购于 ＡＴＧꎬＤＮＡ 纯化试剂盒采购

于擎科生物有限公司ꎬＭｉｔｏ ｔｒａｃｋｅｒ 染料采购于南京丁贝生物科技有限公司ꎬｑＲＴ￣ＰＣＲ 相关试剂采购于南

京诺唯赞生物科技有限公司.
仪器:垂直电泳仪ꎬ转膜仪ꎬ恒温水浴锅ꎬＲＣＲ 仪ꎬ高速离心机ꎬ恒温培养箱ꎬ恒温摇床ꎬ蔡司荧光显微

镜ꎬｑＲＴ￣ＰＣＲ 仪ꎬ凝胶成像仪ꎬＯｄｙｓｓｅｙ 激光扫描仪等.
１.２　 实验方法

１.２.１　 菌株构建

从 Ｐｏｍｂａｓｅ 数据库中获得 ｍｍｐ１ 开放阅读框上游、下游约 ５００ ｂｐ 的同源臂基因序列ꎬ从 ｐＫ１８￣ＨＡ￣
ｎａｔＭＸ６ 质粒图谱中获得抗诺尔斯菌素基因序列ꎬ利用 Ｓｎａｐ Ｇｅｎｅ 软件设计融合 ＰＣＲ 的引物序列. 利用融

合 ＰＣＲꎬ获得用 ｎａｔＭＸ６ 敲除 ｍｍｐ１ 的同源重组片段ꎬ再利用醋酸锂实验ꎬ将同源重组片段导入 ｙＨＬ６３８１
野生型细胞中ꎬ利用抗性筛选ꎬ经验证ꎬ获得 ｍｍｐ１ 敲除菌. 查阅 ｐＹＪ１９ 质粒图谱与 ｍｍｐ１ 基因序列ꎬ选择

Ｐｓｔ Ｉ 与 Ｓａｌ Ｉ 两个酶切位点ꎬ设计上下游分别带有 Ｐｓｔ Ｉ 与 Ｓａｌ Ｉ 两个酶切位点及保护碱基的引物ꎬ以野生

型基因组为模版ꎬ扩增出带有酶切位点的 ｍｍｐ１ 片段ꎬ将扩增出的 ｍｍｐ１ 片段与 ｐＹＪ１９ 质粒进行双酶切ꎬ
割胶纯化之后ꎬ使用 Ｔ４ 连接酶ꎬ进行酶连ꎬ再进行化转ꎬ将酶连质粒导入到感受态中ꎬ利用抗性筛选、ＰＣＲ
验证、双酶切验证ꎬ将 ｍｍｐ１ 基因片段导入到 ｐＹＪ１９ 质粒中ꎬ再利用 Ｎｒｕ Ｉ 进行酶切ꎬ使环状质粒变为线性

片段ꎬ利用醋酸锂实验ꎬ经营养筛选、Ｗｅｓｔｅｒｎ￣ｂｌｏｔ 验证、荧光检测ꎬ获得 Ｍｍｐ１￣ＧＦＰ 标签菌株.
１.２.２　 表型研究

在固体 ＹＥＳ 培养基上ꎬ活化 ｙＨＬ６３８１ 与 Δｍｍｐ１ 菌株ꎬ３０ ℃培养 ２－３ 天. 挑取适量菌落ꎬ于 ５ ｍＬ ＹＥＳ
液体培养基中ꎬ２００ ｒｐｍ 震荡培养 １２ ｈ. 转接菌ꎬ使 ＯＤ６００ ＝ ０.２ꎬ２００ ｒｐｍ 震荡培养. 每 １２ ｈ 取菌一次ꎬ使
ＯＤ＝ ３ꎬ将取好的菌按 １０－１、１０－２、１０－３、１０－４逐级稀释ꎬ点圈于 ＹＥＳ 与 ＹＥＳ＋３％甘油固体培养基上ꎬ３０ ℃培

养 ３ 天ꎬ观察菌落生长情况.
１.２.３　 Ｍｍｐ１ 的荧光定位分析

将构建好的 Ｍｍｐ１￣ＧＦＰ 标签菌株ꎬ活化于固体 ＥＭＭ￣Ｌｅｕｉｎｅ－上ꎬ３０ ℃培养 ２－３ 天ꎬ后挑取适量菌体于

—０７—
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液体 ＥＭＭ￣Ｌｅｕｉｎｅ－ꎬ２００ ｒｐｍ 震荡培养 １２ ｈꎬ转接于 １０ ｍＬ 液体 ＥＭＭ￣Ｌｅｕｉｎｅ－ꎬ使起始 ＯＤ６００ ＝ ０.２ꎬ３０ ℃ꎬ
２００ ｒｐｍꎬ震荡培养 ８ ｈ. 取适量菌体ꎬ用 ＰＢＳ 重悬ꎬ４ ０００ ｒｐｍ 离心 ５ ｍｉｎꎬ弃上清ꎬ取 １００ μＬ ＰＢＳ 重悬菌体ꎬ
加入 １ μＬ Ｍｉｔｏ ｔｒａｃｋｅｒ 染料ꎬ混匀ꎬ染色 ２０ ｓꎬ快速离心ꎬ弃上清ꎬ加入 ２０ μＬ ＰＢＳ 重悬ꎬ取 １.５ μＬ 样品制片ꎬ
利用荧光显微镜观察定位情况.
１.２.４　 利用 Ｗｅｓｔｅｒｎ￣ｂｌｏｔ 研究 Ｍｍｐ１ 对线粒体呼吸链蛋白的影响

分别提取 ｙＨＬ６３８１ 与 Δｍｍｐ１ 菌株的线粒体ꎬ将提取好的线粒体加入 ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｏａｄｉｎｇꎬ分成两份. 一份

用 １００ ℃水浴处理 １０ ｍｉｎꎬ用于检测 Ｈｓｐ６０ 与 Ｃｏｘ２ 蛋白表达水平. 另一份 ４５ ℃水浴处理 ５ ｍｉｎꎬ用于检测

高温处理易分解的 Ｃｏｘ１、Ｃｏｘ３、Ｃｏｘ４、Ｃｏｂ１、Ａｔｐ６ 的蛋白表达水平. 用 １２％的聚丙烯酰胺凝胶进行蛋白的

分离ꎬ后经过转膜、封闭后ꎬ再先后进行一抗与二抗的孵育ꎬ用 ＴＢＳＴ 洗膜后即可用 Ｏｄｙｓｓｅｙ 激光扫描仪检

测结果.
１.２.５　 通过 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 研究 Ｍｍｐ１ 对线粒体呼吸链蛋白的 ｍＲＮＡ 的影响

将活化的 ｙＨＬ６３８１ 与 Δｍｍｐ１ 菌株接入液体培养基中ꎬ３０ ℃ꎬ２００ ｒｐｍꎬ培养 １０－１２ ｈꎬ转接菌ꎬ使起始

ＯＤ６００ ＝ ０.２ꎬ３０ ℃ꎬ２００ ｒｐｍꎬ震荡培养 ６ ｈꎬ利用 Ｙｅａｓｔ ＲＮＡ ｋｉｔ 试剂盒抽提 ＲＮＡꎬ利用核酸凝胶电泳检测抽

提的 ＲＮＡ 质量ꎬ反转录ꎬ获得 ｃＤＮＡꎬ以此为模版ꎬ进行定量分析.

　 　 Ｍ 为 ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ. (ａ)中ꎬ１ 号为敲除 ｍｍｐ１ 的上游同源臂的 ＰＣＲ 扩增(４３５ ｂｐ)ꎬ２ 号为 ｎａｔＭＸ 的 ＰＣＲ 扩增(１ １２３ ｂｐ)ꎬ３ 号为

下游同源臂的 ＰＣＲ 扩增(３５３ ｂｐ) . (ｂ)中ꎬ１－４ 号为敲除 ｍｍｐ１ 的同源重组片段的融合 ＰＣＲ 扩增产物(１ ９１１ ｂｐ) . (ｃ)中ꎬ１－４ 号为

４ 个不同转化子的上游(９５２ ｂｐ)、下游 ＰＣＲ 验证(１ ３９８ ｂｐ)ꎬ阴为 ｙＨＬ６３８１ 基因组为模版的阴性对照(０ ｂｐ) . (ｄ)中ꎬ４ 个转化子的

全长验证(２ ３２７ ｂｐ)ꎬ阴为 ｙＨＬ６３８１ 基因组为模版的阴性对照(１ ６７８ ｂｐ) . (ｅ)中ꎬ１－６ 号为 ６ 个不同的 ｐＹＪ１９￣ｍｍｐ１￣ＧＦＰ 重组质粒

的 ＰＣＲ 验证(４７４ ｂｐ) . ( ｆ)中ꎬ１ 号、５ 号为图(ｅ)中 １ 号、５ 号质粒的双酶切验证(４７４ ｂｐ) .
图 １　 菌株与质粒的构建

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｓｔｒａｉｎ ａｎｄ ｐｌａｓｍｉｄ

２　 结果与讨论

２.１　 菌株与质粒的构建

为探究 Ｍｍｐ１ 对细胞的影响我们利用融合 ＰＣＲ 与醋酸锂转化实验构建了 ｍｍｐ１ 敲除菌. 首先ꎬ以基

因组和 ｐＫ１８￣ＨＡ￣ｎａｔＭＸ６ 为模版ꎬ分别扩增出上、下同源臂和抗性片段. 然后ꎬ以这 ３ 段为模版ꎬ进行融合

ＰＣＲꎬ获得完整的同源重组片段(如图 １ 所示) . 利用醋酸锂转化实验ꎬ将同源重组片段导入到 ｙＨＬ６３８１ 菌

株中ꎬ挑选转化子ꎬ并提取转化子的基因组ꎬ进行 ＰＣＲ 验证ꎬ结果如图 １(ｃ)、图 １(ｄ)所示ꎬ所扩增的片段

大小与设计大小一致ꎬ基因敲除成功.
为探究 Ｍｍｐ１ 在细胞中的定位ꎬ将 ｍｍｐ１ 基因序列构建到整合型质粒 ｐＹＪ１９ 中ꎬ该质粒含有 ｎｍｔ４１ 启

动子ꎬ并带有 ＧＦＰ 标签ꎬ在 Ｍｍｐ１ 加上 ＧＦＰ 标签的同时ꎬ利用 ＥＭＭ 培养基培养还可以使 Ｍｍｐ１￣ＧＦＰ 的表

达量提高ꎬ有助于荧光显微镜的观察. 质粒构建的 ＰＣＲ 验证图如图 １(ｅ)所示ꎬ质粒酶切验证图如图 １( ｆ)
所示ꎬ质粒构建成功.

—１７—
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２.２　 Δｍｍｐ１ 突变菌的表型分析

为探究 ｍｍｐ１ 对细胞生长的影响ꎬ将 Δｍｍｐ１ 菌株与 ｙＨＬ６３８１ 野生型菌株分别在 ＹＥＳ 固体培养基与

ＹＥＳ＋３％甘油固体培养基上进行点圈实验ꎬ置于 ３０ ℃培养 ３－４ 天ꎬ观察二者在不同培养基上的生长情

况. 实验结果表明ꎬΔｍｍｐ１ 菌株在以葡萄糖为碳源的发酵型培养基中ꎬ生长状况与野生型基本一致ꎬ但在

非发酵型 ＹＥＳ＋３％甘油固体培养基中ꎬΔｍｍｐ１ 突变体与野生型比较ꎬ生长明显被抑制ꎬ如图 ２ 所示.
Δｍｍｐ１ 细胞无法在非发酵型培养基中生长ꎬ说明 ｍｍｐ１ 的缺失使细胞的线粒体功能受损ꎬ无法正常进行

有氧呼吸.

图 ２　 Δｍｍｐ１ 菌株的表型

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｐｈｅｎｏｔｙｐｉｃ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ Δｍｍｐ１ ｓｔｒａｉｎ

图 ４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ￣ｂｌｏｔ 检测 Δｍｍｐ１ 菌株中

线粒体呼吸链蛋白的表达量

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ￣ｂｌｏｔ ｆｏｒ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｃｈａｉｎ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ Δｍｍｐ１ ｓｔｒａｉｎ

２.３　 荧光定位分析显示 Ｍｍｐ１ 定位于线粒体

点圈实验表明ꎬΔｍｍｐ１ 菌株线粒体功能受到破坏ꎬＭｍｐ１ 可能与线粒体功能的发挥相关ꎬ因此首先要

确认 Ｍｍｐ１ 是否定位于线粒体. 通过给 Ｍｍｐ１ 加 ＧＦＰ 标签ꎬ同时利用 Ｍｉｔｏ Ｔｒａｃｋｅｒ 染料对线粒体进行染

色ꎬ显示线粒体位置ꎬ将二者结果进行 ｍｅｒｇｅꎬ发现信号几乎完全重叠ꎬ证明 Ｍｍｐ１ 定位于线粒体.

图 ３　 Ｍｍｐ１￣ＧＦＰ 的荧光定位结果

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ Ｍｍｐ１￣ＧＦＰ

２.４　 ｍｍｐ１ 缺失使线粒体基因组编码蛋白水平降低

真核生物的有氧呼吸主要依赖于线粒体呼吸链复合体传递电子ꎬ偶联氧化磷酸化. 电子传递链的

４ 个复合体由核基因编码的蛋白与 ｍｔＤＮＡ 编码的蛋白组合而成ꎬ其中 ｍｔＤＮＡ 编码的 ８ 个蛋白(Ｃｏｘ１、
Ｃｏｘ２、Ｃｏｘ３、Ｃｏｂ１、Ａｔｐ６、Ａｔｐ８、Ａｔｐ９、Ｖａｒ１)对呼吸链的功

能发挥起着重要作用. 因为 Δｍｍｐ１ 菌株无法在非发酵

型培养基中生长ꎬ我们推测 Ｍｍｐ１ 缺失使这些蛋白的合

成受影响ꎬ我们提取了 Δｍｍｐ１ 菌株和 ｙＨＬ６３８１ 菌株的

线粒体ꎬ利用 Ｗｅｓｔｅｒｎ￣ｂｌｏｔ 发现 Δｍｍｐ１ 菌株中 ｍｔＤＮＡ
编码的 Ｃｏｘ１、Ｃｏｘ２、Ｃｏｘ３、Ｃｏｂ１、Ａｔｐ６ 的蛋白水平相比于

野生型 ｙＨＬ６３８１ꎬ明显减少ꎬ其中 Ｃｏｂ１、Ｃｏｘ３ 的下降最

为明显ꎬ几乎检测不到. Ｃｏｘ１、Ａｔｐ６ 的蛋白水平明显下

降. Ｃｏｘ２ 的蛋白水平也出现下降ꎬ但没有其他蛋白下降

明显. 说明 Ｍｍｐ１ 的缺失使部分线粒体呼吸链蛋白无法

正常合成ꎬ从而使呼吸链无法组装ꎬ氧化磷酸化无法进

行ꎬ细胞无法在非发酵型培养基上生长.
２.５　 ｍｍｐ１缺失不影响线粒体基因组编码蛋白的 ｍＲＮＡ
水平

ｍｍｐ１ 缺失使部分线粒体基因组编码蛋白水平明显

减少ꎬ为探究 Ｍｍｐ１ 对这些呼吸链蛋白转录水平的影

响ꎬ我们提取了 Δｍｍｐ１ 菌株与 ｙＨＬ６３８１ 菌株的总 ＲＮＡꎬ
—２７—
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图 ５　 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 检测 Δｍｍｐ１ 菌株中

线粒体呼吸链蛋白的 ｍＲＮＡ 水平

Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｃｈａｉｎ ｍＲＮＡ
ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ Δｍｍｐ１ ｓｔｒａｉｎ ｂｙ ｑＲＴ￣ＰＣＲ

并检测了 Ｃｏｘ１、 Ｃｏｘ２、 Ｃｏｘ３、 Ｃｏｂ１、 Ａｔｐ６ 的 ｍＲＮＡ 水

平. 结果显示ꎬ相比于野生型菌株ꎬΔｍｍｐ１ 菌株中 Ｃｏｘ１、
Ｃｏｘ２、Ｃｏｘ３、Ｃｏｂ１、Ａｔｐ６ 的 ｍＲＮＡ 水平无明显变化 (如

图 ５ 所示)ꎬ说明 ｍｍｐ１ 对线粒体编码的部分呼吸链蛋

白(Ｃｏｘ１、Ｃｏｘ２、Ｃｏｘ３、Ｃｏｂ１、Ａｔｐ６)的转录无影响ꎬ而仅仅

影响了这些蛋白转录后的过程.

３　 结论

粟酒裂殖酵母是生物研究常用的模式生物ꎬ它生长

周期短、易于培养、操作安全、基因数据库完整ꎬ而且许

多基因与人中的同源物有保守性ꎬ因此在粟酒裂殖酵母

中研究基因功能ꎬ对研究人类基因功能提供理论依据[２０] . 本文通过敲除在野生型粟酒裂殖酵母中的

ｍｍｐ１ꎬ探究 Ｍｍｐ１ 蛋白对线粒体功能的影响.
线粒体内膜上的呼吸链复合体承担着传递电子的功能ꎬ线粒体产生 ＡＴＰ 依赖于呼吸链的完整性. 有

许多蛋白参与了呼吸链蛋白复合体亚基的合成ꎬ例如 Ｐｐｒ１０ 通过与 Ｍｐａ１ 形成复合体ꎬ共同介导线粒体翻

译的起始[１５ꎬ２１] . 线粒体合成蛋白的过程是复杂的ꎬ包括转录、翻译及翻译后修饰. 为探究哪些蛋白影响了

线粒体蛋白的合成ꎬ进行了大量的基因敲除与甘油板点圈实验ꎬ发现 ｍｍｐ１ 的缺失会影响细胞的有氧呼

吸ꎬ使细胞无法在以甘油为碳源的培养基上正常生长ꎬ这暗示了缺失 ｍｍｐ１ 使细胞的线粒体功能受损. 利

用基因克隆和荧光显微技术对 Ｍｍｐ１ 进行了定位观察ꎬ确定了 Ｍｍｐ１ 定位在线粒体上. 通过提取 Δｍｍｐ１
细胞的线粒体蛋白ꎬ并进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ￣ｂｌｏｔꎬ发现在 Δｍｍｐ１ 细胞中ꎬ组成线粒体呼吸链复合体的 Ｃｏｘ１、Ｃｏｘ２、
Ｃｏｘ３、Ｃｏｂ１、Ａｔｐ６ 的蛋白水平都明显下降. 为探究是否是由于 Ｃｏｘ１、Ｃｏｘ２、Ｃｏｘ３、Ｃｏｂ１、Ａｔｐ６ 转录水平的下

降ꎬ而导致蛋白水平的下降ꎬ提取 Δｍｍｐ１ 细胞的 ＲＮＡꎬ并进行 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 实验ꎬ结果显示ꎬ在 Δｍｍｐ１ 细胞

中ꎬＣｏｘ１、Ｃｏｘ２、Ｃｏｘ３、Ｃｏｂ１、Ａｔｐ６ 的转录水平无明显变化. 综上所述ꎬＭｍｐ１ 蛋白是由核基因编码ꎬ并在线粒

体中发挥功能的蛋白ꎬ缺失 ｍｍｐ１ 对 Ｃｏｘ１、Ｃｏｘ２、Ｃｏｘ３、Ｃｏｂ１、Ａｔｐ６ 的转录水平无影响ꎬ但却严重影响了

Ｃｏｘ１、Ｃｏｘ２、Ｃｏｘ３、Ｃｏｂ１、Ａｔｐ６ 的蛋白水平ꎬ使细胞线粒体功能受损. Ｍｍｐ１ 影响着线粒体呼吸链复合体亚基

的蛋白水平ꎬ对维持线粒体功能的发挥起着重要作用ꎬ但 Ｍｍｐ１ 具体是通过影响线粒体呼吸链复合体亚基

的翻译、翻译后修饰ꎬ还是通过影响亚基的稳定性ꎬ从而控制呼吸链复合体亚基蛋白水平的ꎬ仍有待探究.
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