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粟酒裂殖酵母 Ｃｙｃ２ 定位及功能的研究

杨贵红ꎬ黄　 鹰

(南京师范大学生命科学学院ꎬ江苏 南京 ２１００２３)

[摘要] 　 芽殖酵母中 ＣＹＣ２ 蛋白与 Ｃｙｔ ｃ 的装配有关ꎬ对线粒体功能的发挥十分重要. 但该蛋白在粟酒裂殖酵母中

的同源蛋白 Ｃｙｃ２ 的功能还未可知ꎬ本文研究了粟酒裂殖酵母中 Ｃｙｃ２ 的定位及其对线粒体功能的影响. 构建 Δｃｙｃ２
菌株后观察其在甘油培养基上的表型ꎬ并构建回补菌株验证表型ꎬ结果发现 Δｃｙｃ２在甘油板上表现出了生长缺陷ꎻ
通过检测 Δｃｙｃ２菌株内由 ｍｔＤＮＡ 编码的呼吸链蛋白的表达量ꎬ结果发现 Ｃｙｃ２ 的缺失并不会影响呼吸链蛋白的表

达ꎻ利用生物信息学分析 Ｃｙｃ２ 序列ꎬ发现它的 Ｎ 端含有一段线粒体定位序列(ＭＴＳ)且该蛋白没有跨膜区域ꎬ为确

定该蛋白在细胞中的具体定位ꎬ分别构建 Ｃｙｃ￣ＧＦＰ 和 Ｔｏｍ２０￣Ｆｌａｇ / Ｃｙｃ２￣Ｍｙｃ 菌株ꎬ通过荧光观察及生化方法确定该

蛋白为线粒体内膜外周蛋白. 综上所述ꎬ粟酒裂殖酵母 Ｃｙｃ２ 为线粒体内膜外周蛋白ꎬ不会影响线粒体呼吸链蛋白

的表达ꎬ可能通过其他途径参与线粒体功能的发挥.
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ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ Ｎ￣ｔｅｒｍｉｎｕｓ ｏｆ Ｃｙｃ２ ｃｏｎｔａｉｎｅｄ ａ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｓｅｑｕｅｎｃｅ(ＭＴＳ)
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ｍｅｍｂｒａｎｅ ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ ｂｙ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ａｎｄ ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｍｅｔｈｏｄｓ. Ｔｏ ｓｕｍ ｕｐꎬＣｙｃ２ ｉｓ ａ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ
ｉｎｎｅｒ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ｐｒｏｔｅｉｎꎬｗｈｉｃｈ ｄｏｅｓ ｎｏｔ ａｆｆｅｃｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｃｈａｉｎ ｐｒｏｔｅｉｎꎬａｎｄ ｍａｙ
ａｆｆｅｃｔ ｔｈｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ ｔｈｒｏｕｇｈ ｏｔｈｅｒ ｃｈａｎｎｅｌｓ.
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线粒体是细胞呼吸的主要场所ꎬ其主要作用是通过氧化磷酸化产生细胞活动所需的能量[１]ꎬ被称为

细胞的“动力车间” . 此外ꎬ线粒体还参与细胞氧化还原、信号转导以及细胞凋亡等生命活动[２－４]ꎬ因此深入

研究线粒体各种特性对生命科学具有重要意义.
细胞色素 ｃ(Ｃｙｔ ｃ)是一种水溶性含铁血红素蛋白[５]ꎬ它可以通过改变铁离子的价态在呼吸链复合体

之间传递电子ꎬ因此它是线粒体呼吸链的必要成分[５－６] . 人们发现ꎬ在真菌、绿藻和动物的线粒体中可以利

用细胞色素 ｃ 血红素裂解酶(ＣＣＨＬ)将血红素连接到脱辅基细胞色素 ｃ 的半胱氨酸上ꎬ以完成细胞色素 ｃ
的装配[４－６] . 脱辅基细胞色素巯基和血红素的还原状态对于细胞色素 ｃ 的装配至关重要[６]ꎬ控制血红素与
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脱辅基细胞色素 ｃ 连接的氧化还原因素在细菌和质体中是已知的[１ꎬ５－６]ꎬ而在芽殖酵母中ꎬＣＹＣ２ 被认为是

细胞色素 ｃ 的装配因子ꎬ在 ｃ 型细胞色素的成熟中具有氧化还原功能ꎬ在细胞色素 ｃ 的组装过程中发挥重

要作用ꎬ对线粒体功能的发挥具有重要意义[７－１１] .
芽殖酵母的 ＣＹＣ２ 含有一个 ＦＡＤ 结构域ꎬ定位于线粒体内膜[７]ꎬ敲除该基因会使得脱辅基细胞色素 ｃ

的线粒体输入部分缺失从而使细胞色素 ｃ 的表达水平降低约 ２０％ꎬ导致线粒体功能缺陷[８－９ꎬ１１－１２] . 通过同

源比对发现裂殖酵母 Ｃｙｃ２ 与芽殖酵母的 ＣＹＣ２ 相似性达到 ２６.７８％ꎬ目前为止ꎬ还尚未有关于 Ｃｙｃ２ 的研

究. 因此本文旨在揭示粟酒裂殖酵母中 Ｃｙｃ２ 的定位及相关功能ꎬ为线粒体蛋白功能的研究提供一定的理

论依据.

１　 材料与方法

１.１　 材料

１.１.１　 菌种与质粒

实验所用菌种:粟酒裂殖酵母单倍体菌 ｙＨＬ６３８１、大肠杆菌 ＤＨ５αꎻ所用质粒:ｐＦＡ６ａ￣ｈｐｈＭＸ、ｐＪＫ１４８￣
ｍｙｃ￣ｈｐｈＭＸ 和 ｐＹＪ１９.
１.１.２　 培养基

ＹＥＳ 培养基(１００ ｍＬ):酵母粉 ０.５ ｇꎬ葡萄糖 ３ ｇꎬ腺嘌呤、组氨酸、尿嘧啶、亮氨酸为 ２２.５ ｍｇꎻＹＥＳ＋
６％、３％甘油: 培养基的碳源为不同浓度的甘油.
１.２　 方法

１.２.１　 生物信息学分析

蛋白序列比对分析使用 ＡｌｉｇｎＸꎻ利用在线预测网站(ｈｔｔｐ: / / ｉｈｇ.ｇｓｆ.ｄｅ / ｉｈｇ / ｍｉｔｏｐｒｏｔ.ｈｔｍｌ)分析蛋白是

否有线粒体定位序列ꎻ利用在线预测网站(ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.ｃｂｓ.ｄｔｕ.ｄｋ / ｓｅｒｖｉｃｅｓ / ＴＭＨＭＭ / )分析蛋白是否有跨

膜结构域.
１.２.２　 菌种构建

扩增得到 ｃｙｃ２ 的上、下游同源臂后ꎬ将其构建到 ｐＦａ６ａ￣ｈｐｈＭＸ 质粒上ꎬ然后将 ｃｙｃ２( ｕｐ) ￣ｈｐｈ￣ｃｙｃ２
(ｄｗ)片段转化到 ｙＨＬ６３８１ 菌株内得到 Δｃｙｃ２菌株ꎻ扩增 ｃｙｃ２ 基因片段ꎬ构建到 ｐＹＪ１９ 质粒上ꎬ使用 Ｎｒｕ Ｉ
限制酶切割重组质粒得到线性片段并转入菌株 Δｃｙｃ２中ꎬ得到 Ｃｙｃ２￣ＧＦＰ 菌株. 将 ｃｙｃ２ 基因片段构建到质

粒 ｐＪＫ１４８￣ｍｙｃ￣ｈｐｈＭＸ 上得到重组质粒 ｐＪＫ１４８￣ｃｙｃ２￣ｍｙｃ￣ｈｐｈＭＸꎬ使用 Ｎｒｕ Ｉ 限制酶分别切割 ｐＪＫ１４８￣ｍｙｃ￣
ｈｐｈＭＸ 和 ｐＪＫ１４８￣ｃｙｃ２￣ｍｙｃ￣ｈｐｈＭＸ 得到线性片段并转入 Δｃｙｃ２ 中ꎬ得到空载回补菌株 ｐＪＫ１４８ 和全长回补

菌株 ｃｙｃ２ꎻ将 ｃｙｃ２￣ｍｙｃ￣ｈｐｈ 片段转入 Ｔｏｍ２０￣Ｆｌａｇ 菌株中得到菌株 Ｔｏｍ２０￣Ｆｌａｇ / Ｃｙｃ２￣Ｍｙｃ.
１.２.３　 表型实验

实验前 ３ ｄ 在 ＹＥＳ 固体培养基上将菌种划线活化. 将菌种接种至 ＹＥＳ 培养基内ꎬ初始 ＯＤ６００ 调至 ０.２
左右ꎬ３２ ℃培养 １２ ｈ. 将菌液 ＯＤ６００ 均调至 ３ 左右ꎬ按 １０ 倍梯度依次进行稀释. 取 ３ μＬ 菌液在固体培养

基上点圈ꎬ３２ ℃倒置培养.
１.２.４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测线粒体蛋白表达量

分别提取菌株 Δｃｙｃ２和 ｙＨＬ６３８１ 的线粒体ꎬ取等量的线粒体进行处理得到所需的蛋白样品后进行

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测.
１.２.５　 荧光显微镜观察 Ｃｙｃ２ 定位

将 Ｃｙｃ２￣ＧＦＰ 菌株在固体培养基上进行划线活化后. 将菌株接种于液体培养基内ꎬ培养 １２ ｈ 后转接至

新鲜培养基并调整 ＯＤ６００＝ ０.２ 后继续培养ꎬ大约培养 ４ ｈ 后ꎬ菌液 ＯＤ６００ 约为 ０.６ꎬ收菌ꎬ用 ＰＢＳ 缓冲液洗

一次后ꎬ向菌体内加入 Ｍｉｔｏｔｒａｃｋｅｒ 染料进行染色ꎬ时间为 ２.５ ｍｉｎꎬ然后使用荧光显微镜进行观察.
１.２.６　 线粒体定位实验

选取细胞核蛋白 Ｓｌａ１ 和线粒体基质蛋白 Ｈｓｐ６０ 为对照ꎬ通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测菌株 Ｔｏｍ２０￣Ｆｌａｇ / Ｃｙｃ２￣
Ｍｙｃ 的线粒体蛋白样品以确定 Ｃｙｃ２ 是否定位于线粒体ꎻ以线粒体外膜蛋白 Ｔｏｍ２０ 和 Ｈｓｐ６０ 为对照ꎬ分别

用 ＴｒｉｔｏｎＸ－１００ 和 Ｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ Ｋ 处理菌株 Ｔｏｍ２０￣Ｆｌａｇ / Ｃｙｃ２￣Ｍｙｃ 的线粒体ꎬ以检测 Ｃｙｃ２ 是否定位于线粒体

外膜ꎻ使用碱性碳酸钠处理 Ｔｏｍ２０￣Ｆｌａｇ / Ｃｙｃ２￣Ｍｙｃ 的线粒体ꎬ以线粒体内膜蛋白 Ｃｏｘ１ 和 Ｈｓｐ６０ 为对照ꎬ碳
—９０１—
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酸钠破坏线粒体膜ꎬ通过高速离心使位于基质和膜间隙的蛋白分布于上清中ꎬ而线粒体膜蛋白则会留在沉

淀内ꎬ以检测 Ｃｙｃ２ 是否为膜结合蛋白.

２　 结果与讨论

２.１　 粟酒裂殖酵母 Ｃｙｃ２ 生物信息学分析结果

通过在 ＧｅｎｅＤＢ 和 ＮＣＢＩ 数据库的搜索ꎬ得到裂殖酵母 ｃｙｃ２基因序列ꎬ其系统名为 ＳＰＡＣ１７Ｈ９.１２ｃ. 该

蛋白由 ２６６ 个氨基酸残基组成ꎬ预测的分子量约为 ２９.３７ ｋＤ. 通过序列比对可知芽殖酵母的 ＣＹＣ２ 和裂殖

酵母的 Ｃｙｃ２ 相似性达 ２６.７８％ꎬ比对结果如图 １.

注:图中加阴影及∗的部分为完全相同序列.
图 １　 相似性比对结果

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ

２.２　 Δｃｙｃ２ 菌株的表型研究

２.２.１　 菌种的构建

(１)Δｃｙｃ２的构建和验证

ｃｙｃ２上、下游同源臂扩增结果如图 ２Ａ 所示ꎻ转化子的酶切验证结果如图 ２ＢꎬＣ 所示. 将含有同源臂及

潮霉素基因的片段导入 ｙＨＬ６３８１ 内ꎬ选取几个转化子进行验证ꎬ在上游同源臂的上游设计引物记为 Ｐ１ꎬ在
潮霉素基因上设计一对引物记为 Ｐ２ 和 Ｐ３ꎬ在下游同源臂的下游设计一个引物记为 Ｐ４ꎬ使用 Ｐ１＋Ｐ２ 进行

ＰＣＲꎬ结果如图 ２Ｄ 所示ꎬ使用 Ｐ３＋Ｐ４ 进行 ＰＣＲꎬ结果如图 ２Ｅ 所示ꎬ使用 Ｐ１＋Ｐ４ 进行 ＰＣＲꎬ结果如图 ２Ｆ 所

示ꎬ结果显示菌株构建成功.
(２)全长回补菌株 ｃｙｃ２的构建和验证

ＰＣＲ 得到 ｃｙｃ２基因片段(图 ２Ｇ)ꎻ重组质粒酶切验证(图 ２Ｈ)ꎻ得到片段 ｃｙｃ２￣ｍｙｃ￣ｈｐｈ￣ＬＥＵ(图 ２Ｉ)导入

Δｃｙｃ２内ꎬ挑选正确转化子进行后续实验.

　 　 Ｍ:核酸 ＭａｒｋｅｒꎻＡ－Ｆ 为 Δｃｙｃ２的构建和验证:Ａ 为目的片段 ＰＣＲ 结果ꎬ１－２ 为上游片段ꎬ３－４ 为下游片段ꎻＢꎬＣ 为酶切验证结果ꎬ１ 为

目的片段ꎬ２ꎬ３ 为酶切结果. Ｄ－Ｆ 为醋酸锂转化子的基因组 ＰＣＲ 验证ꎬ１ 为 ＷＴ 基因组 ＰＣＲ 结果ꎬ２ꎬ３ 为转化子 ＰＣＲ 结果. Ｇ－Ｉ 为全长回

补菌株 ｃｙｃ２ 的构建和验证:Ｇ 为目的片段 ＰＣＲ 结果ꎻＨ 为酶切验证结果ꎻＩ 为重组质粒单酶切后的线性片段.
图 ２　 菌种的构建与验证

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｔｒａｉｎｓ

２.２.２　 点圈结果

为了探究 Ｃｙｃ２ 的功能ꎬ分别构建了 Δｃｙｃ２、ｐＪＫ１４８ 及 ｃｙｃ２ 菌株并在 ＹＥＳ 和甘油培养基上进行点圈ꎬ

—０１１—
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结果如图 ３ 所示. 在甘油培养基上ꎬΔｃｙｃ２和 ｐＪＫ１４８ 菌株生长减缓ꎬ而全基因回补菌株 ｃｙｃ２ 与野生型生长

情况相同. 这说明 ｃｙｃ２基因的敲除会使得菌株的线粒体呼吸功能受损ꎬ这与芽殖酵母中的 ＣＹＣ２ 的表型

不一致ꎬ暗示该基因在两种酵母中的功能可能不一样.

图 ３　 Δｃｙｃ２ 菌株的表型结果

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｐｈｅｎｏｔｙｐｉｃ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ Δｃｙｃ２ ｓｔｒａｉｎ

图 ４　 Δｃｙｃ２ 菌株中线粒体呼吸链蛋白表达量的检测

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ
ｃｈａｉｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ Δｃｙｃ２ ｓｔｒａｉｎ

２.３　 Ｃｙｃ２ 对线粒体呼吸链蛋白的影响

线粒体的呼吸作用主要依赖于内膜上的呼吸链及氧化

磷酸化[１ꎬ３ꎬ１３－１６] . 上述实验已经证明 Ｃｙｃ２ 缺失后会影响线

粒体的呼吸功能ꎬ为了探究 Ｃｙｃ２ 在线粒体中是如何行使功

能的ꎬ分别检测了 Δｃｙｃ２菌株中由 ｍｔＤＮＡ 编码的呼吸链蛋

白 Ｃｏｂ１、Ｃｏｘ１、Ｃｏｘ２、Ｃｏｘ３ 和 Ａｔｐ６ 的表达量ꎬ以 Ｈｓｐ６０ 作为

内参. 结果如图 ４ 所示ꎬ与野生型菌株相比ꎬΔｃｙｃ２ 菌株内

线粒体蛋白 Ｃｏｂ１、Ｃｏｘ１、Ｃｏｘ２、Ｃｏｘ３ 和 Ａｔｐ６ 表达量没有明

显变化ꎬ这说明 Ｃｙｃ２ 的缺失不会影响呼吸链蛋白的表达ꎬ
猜测 Ｃｙｃ２ 可能通过其他途径影响了线粒体功能.
２.４　 Ｃｙｃ２ 的定位研究

２.４.１　 生物信息学分析

(１)Ｃｙｃ２ 线粒体定位序列(ＭＴＳ)的分析

借助在线工具 ＭｉｔｏＰｒｏｔ ＩＩ 对 Ｃｙｃ２ 序列进行分析ꎬＣｙｃ２
定位于线粒体的概率为 ７０.６８％. 根据预测结果(表 １)可

知ꎬＣｙｃ２ 蛋白 Ｎ 端的 １６ａａ 残基为线粒体信号肽ꎬ其中含有

５ 个碱性残基.
(２)Ｃｙｃ２ 跨膜结构域的分析

借助在线预测网站对 Ｃｙｃ２ 的跨膜结构域进行分析ꎬ根据预测结果(表 ２ 及图 ５)可知ꎬＣｙｃ２ 跨膜结构

域个数为 ０ꎬＮ 端为跨膜序列的可能性为 ４７.９１１％ꎬ跨膜氨基酸个数预测为 ９.２４２ ８ꎬ综合结果可知ꎬＣｙｃ２ 没

有跨膜结构域.
表 ２　 Ｃｙｃ２ 跨膜结构域分析结果

Ｔａｂｌｅ ２　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ
ｄｏｍａｉｎ ｏｆ Ｃｙｃ２

Ｒｅｓｕｌｔｓ

Ｌｅｎｇｔｈ ２６６
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ＴＭＨｓ ０

Ｅｘｐ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ＡＡｓ ｉｎ ＴＭＨｓ ９.２４２８
Ｅｘｐ ｎｕｍｂｅｒꎬｆｉｒｓｔ ６０ ＡＡｓ ８.２１０ １２０ ０００ ０００ ０００ ０１

Ｔｏｔａｌ ｐｒｏｂ ｏｆ Ｎ￣ｉｎ ０.４７９ １１

表 １　 Ｃｙｃ２ 线粒体定位序列(ＭＴＳ)分析结果

Ｔａｂｌｅ １　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ
ｓｅｑｕｅｎｃｅ(ＭＴＳ)ｏｆ Ｃｙｃ２

Ａｎａｌｙｓｉｓ Ｏｆ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ Ｖａｌｕｅｓ ｏｆ ｃｏｍｐｕｔｅｄ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ

Ｎｅｔ ｃｈａｒｇｅ ｏｆ ｑｕｅｒｙ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ＋８
Ａｎａｌｙｓｅｄ ｒｅｇｉｏｎ ３９

Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｂａｓｉｃ ｒｅｓｉｄｕｅｓ Ｉｎ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ５
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ａｃｉｄｉｃ ｒｅｓｉｄｕｅｓ ｉｎ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ０

Ｃｌｅａｖａｇｅ ｓｉｔｅ １７
Ｃｌｅａｖｅｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ＭＳＳＳＴＹＲＫＬＰＫＩＬＡＡＧ

Ｐｒｏｂａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｅｘｐｏｒｔ ｔｏ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ ０.７０６ ８

２.４.２　 荧光显微镜观察

通过给 Ｃｙｃ２ 蛋白加 ＧＦＰ 标签来确定蛋白在细胞中的定位ꎬＭｉｔｏｔｒａｃｋｅｒ 染料可以将线粒体染成红色ꎬ
—１１１—

􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉



南京师大学报(自然科学版) 第 ４３ 卷第 ２ 期(２０２０ 年)

而 ＧＦＰ 为绿色ꎬ若蛋白定位于线粒体ꎬ两种颜色会重叠显示为黄色. 结果如图 ６ 所示ꎬＣｙｃ２ 定位于线粒体.

图 ５　 Ｃｙｃ２ 跨膜结构域预测结果

Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ Ｃｙｃ２ ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ ｄｏｍａｉｎ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ

图 ６　 Ｃｙｃ２￣ＧＦＰ 的荧光显微镜观察

Ｆｉｇ􀆰 ６　 Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｙｃ２￣ＧＦＰ

２.４.３　 提取线粒体确定蛋白在细胞中的定位

荧光实验已经证明 Ｃｙｃ２ 定位于线粒体ꎬ为了进一步验证这一结果ꎬ实验提取了菌株 Ｔｏｍ２０￣Ｆｌａｇ /
Ｃｙｃ２￣Ｍｙｃ 的线粒体ꎬ并保留全蛋白样品 Ｔ、线粒体蛋白样品 Ｍｔ 以及除线粒体外其他组分蛋白 ＰＭＳꎬ选择

Ｓｌａ１ 和 Ｈｓｐ６０ 作为对照ꎬ结果如图 ７ 所示ꎬＣｙｃ２ 确实定位于线粒体.
２.４.４　 ＴｒｉｔｏｎＸ－１００ 和蛋白酶 Ｋ 处理

已知 Ｃｙｃ２ 定位在线粒体ꎬ那么它具体定位于线粒体的哪一部分呢? 为了进一步确定 Ｃｙｃ２ 的定位ꎬ以
Ｔｏｍ２０ 和 Ｈｓｐ６０ 为对照. 使用 ＴｒｉｔｏｎＸ－１００ 和 Ｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ Ｋ 处理菌株 Ｔｏｍ２０￣Ｆｌａｇ / Ｃｙｃ２￣Ｍｙｃ 的线粒体ꎬ结果

如图 ８ 所示ꎬＣｙｃ２ 不是线粒体外膜蛋白ꎬ可能为线粒体基质蛋白或者线粒体内膜蛋白.

图 ７　 Ｃｙｃ２ 在细胞中定位结果

Ｆｉｇ􀆰 ７　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ Ｃｙｃ２ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｉｎ ｃｅｌｌｓ
图 ８　 ＴｒｉｔｏｎＸ－１００ 和蛋白酶 Ｋ 处理线粒体后

蛋白情况结果示意图

Ｆｉｇ􀆰 ８　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ
ｂｙ ＴｒｉｔｏｎＸ－１００ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ Ｋ

２.４.５　 碱性碳酸钠处理线粒体

上述实验证明 Ｃｙｃ２ 定位于线粒体基质或内膜ꎬ为进一步确定其定位ꎬ使用 ＮａＣＯ３ 处理菌株 Ｔｏｍ２０￣
Ｆｌａｇ / Ｃｙｃ２￣Ｍｙｃ 的线粒体后高速离心ꎬ以 Ｃｏｘ２ 和 Ｈｓｐ６０ 作为对照. 结果显示(图 ９)ꎬＣｙｃ２ 主要分布在沉淀

—２１１—
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图 ９　 碱性碳酸钠处理线粒体后蛋白表达情况

Ｆｉｇ􀆰 ９　 Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｆｔｅｒ ａｌｋａｌｉｎｅ
ｓｏｄｉｕｍ ｃａｒｂｏｎａｔｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

Ｐ 组分中ꎬ上清 Ｓ 组分中只有少量ꎬ与内膜蛋白 Ｃｏｘ２ 相似.
因此 Ｃｙｃ２ 与线粒体内膜结合ꎬ结合跨膜结构预测结果可

以确定 Ｃｙｃ２ 为线粒体内膜的外在膜蛋白.

３　 结论

酵母作为一种模式生物参与基础生物学研究已经有

两百多年的历史. 其中以酿酒酵母和粟酒裂殖酵母研究最

多. 粟酒裂殖酵母的全基因组测序工作已经完成ꎬ它含有

４ ２８４ 个可以编码蛋白质的基因ꎬ培养简单快速ꎬ在研究基

因功能方面具有很大的优势. 同时从进化角度来看ꎬ粟酒

裂殖酵母与人的亲缘关系较亲近ꎬ所以研究粟酒裂殖酵母

的蛋白功能对于人类的发展具有重要意义.
芽殖酵母的 ＣＹＣ２ 蛋白在细胞色素 ｃ 的组装过程中发挥重要作用ꎬ缺失后会影响细胞色素 ｃ 的成

熟[６ꎬ１２]ꎬ从而影响呼吸链电子的传递ꎬ使线粒体无法正常发挥功能. 通过序列比对发现粟酒裂殖酵母中的

Ｃｙｃ２ 蛋白与芽殖酵母的 ＣＹＣ２ 蛋白相似性达 ２６.７８％ꎬ且都具有 ＦＡＤ 结构域ꎬ粟酒裂殖酵母的呼吸作用依

赖于线粒体内膜上的呼吸链和氧化磷酸化ꎬ电子通过呼吸链上的蛋白复合体进行传递并通过氧化磷酸化

产生 ＡＴＰꎬ呼吸链的蛋白复合体由各种亚基构成ꎬ如果有一个或几个亚基无法正常表达ꎬ将会引起线粒体

呼吸功能紊乱.
本文利用同源重组的方法构建 Δｃｙｃ２ 菌株ꎬ表型研究发现 Δｃｙｃ２ 菌株在以甘油为唯一碳源的培养基

上培养时生长受到抑制ꎬ这与已报道的 ＣＹＣ２ 的表型不同ꎬ暗示 Ｃｙｃ２ 蛋白缺失后会影响线粒体的呼吸功

能. 研究结果发现 Ｃｙｃ２ 蛋白的缺失并不会影响线粒体呼吸链蛋白亚基 Ｃｏｘ１、Ｃｏｘ２、Ｃｏｘ３、Ｃｏｂ１ 和 Ａｔｐ６ 的

表达ꎬ说明 Δｃｙｃ２菌株并不是通过影响呼吸链组分来影响线粒体呼吸功能的. 为了解析 Ｃｙｃ２ 的功能ꎬ利用

荧光观察和生化方法并结合生物信息学分析来确定该蛋白在细胞中的详细定位. 荧光观察结果表明 Ｃｙｃ２
定位于线粒体ꎬ随后的生化实验结果发现它定位于线粒体的内膜ꎬ最后生物信息学分析结果表明它没有跨

膜区域ꎬ最终确定该蛋白定位于线粒体内膜ꎬ且为外在膜蛋白. 研究认为线粒体内膜外周蛋白 Ｃｙｃ２ 对于

粟酒裂殖酵母线粒体的呼吸是必不可少的ꎬ但是其具体的影响途径需要后续实验进一步研究.
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