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线粒体外膜转位酶基因 ｔｏｍ７０ 缺失

对裂殖酵母细胞动力学的影响

袁荣美１ꎬ丁　 祥２ꎬ谭秀梅１ꎬ侯怡铃１

(１.西华师范大学生命科学学院ꎬ西南野生动植物资源保护教育部重点实验室ꎬ四川 南充 ６３７００９)
(２.西华师范大学环境科学与工程学院ꎬ四川 南充 ６３７００９)

[摘要] 　 ｔｏｍ７０基因编码的是线粒体外膜转运酶(Ｔｒａｎｓｌｏｃａｓｅ ｏｆ Ｏｕｔｅｒ ＭｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌꎬＴＯＭ)复合物中的 Ｔｏｍ７０ 受

体ꎬ在线粒体蛋白转入线粒体膜间隙中具有重要作用. 该研究以裂殖酵母(Ｓｃｈｉｚｏｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ ｐｏｍｂｅ)为材料ꎬ采
用活细胞成像的方法ꎬ研究 ｔｏｍ７０基因缺失后细胞有丝分裂中动力学的变化. 研究结果表明ꎬｔｏｍ７０基因缺失会

导致细胞间期微管数目和长度异常ꎬｔｏｍ７０Δ细胞中微管长度长于野生型ꎻ同时ꎬ细胞进入分裂期时 ｔｏｍ７０Δ 纺锤

体的形成、生长速率、生长时间、长度和断裂方式都与野生型存在差异. 纺锤体长度统计显示 ｔｏｍ７０Δ细胞存在纺

锤体延迟断裂现象. 对 ｔｏｍ７０Δ进行活细胞成像ꎬ观察 ３ 种不同的纺锤体断裂行为:直线型、拱形和 Ｓ 型. 综上结

果表明ꎬ线粒体 ｔｏｍ７０基因缺失导致细胞动力学缺陷ꎬ包括纺锤体维持缺陷、染色体分离缺陷和纺锤体断裂缺陷.
[关键词] 　 ｔｏｍ７０基因ꎬ有丝分裂ꎬ细胞周期ꎬ细胞动力学ꎬ微管
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线粒体是两层膜包被的细胞器ꎬ具有重要的生理功能ꎬ如细胞呼吸ꎬ脂质、氨基酸和铁的代谢以及细胞

凋亡的调节. 线粒体中有 １ ０００~２ ０００ 种蛋白质ꎬ但很少是由线粒体基因组编码(酵母中有 ８ 种ꎬ人类中有

１３ 种) [１]ꎬ绝大多数线粒体蛋白都是在细胞核中编码ꎬ由胞质核糖体翻译ꎬ然后导入线粒体[２] . 线粒体外

膜转位酶(Ｔｒａｎｓｌｏｃａｓｅ ｏｆ Ｏｕｔｅｒ ＭｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌꎬＴＯＭ)复合物包括两个整合的膜导入受体 Ｔｏｍ２０ 和 Ｔｏｍ７０ꎬ以
及一个葡萄糖依赖性促胰岛素多肽(Ｇｌｕｃｏｓｅ￣ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ Ｉｎｓｕｌｉｎｏｔｒｏｐｉｃ ＰｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅꎬＧＩＰ)ꎬ对于核编码的线粒
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体蛋白质的翻译后导入至关重要. 线粒体的生物发生和功能取决于前体蛋白通过 ＴＯＭ 复合物导入线

粒体[２－４] .
Ｔｏｍ７０ 亚基由 ｔｏｍ７０基因编码ꎬ与 Ｔｏｍ２０ 共同作用ꎬ使 ＴＯＭ 复合体能够识别沿不同途径运输的各种

前体蛋白的靶向信号. 虽然 Ｔｏｍ７０ 和 Ｔｏｍ２０ 都通过 Ｎ－端疏水序列锚定在 ＯＭＭ(Ｏｕｔｅｒ Ｍｅｍｂｒａｎｅ ｏｆ Ｍｉｔｏ￣
ｃｈｏｎｄｒｉａｌꎬ线粒体外膜)上ꎬ但 Ｔｏｍ７０ 和 Ｔｏｍ２０ 的底物特异性有所不同ꎬＴｏｍ７０ 具有一定的特异性ꎬ可结合

具有内部靶向信号的蛋白[４－５]ꎬ而 Ｔｏｍ２０ 只是参与识别具有可水解的 Ｎ－末端前序列的前体蛋白. Ｔｏｍ７０
还可与包含多个跨膜片段的载体家族的蛋白质结合[６]ꎬ能特异性识别 Ｈｓｐ９０(Ｈｅａｔ Ｓｈｏｃｋ Ｐｒｏｔｅｉｎｓ ９０ꎬ热休

克蛋白)和 Ｈｓｃ７０(Ｈｅａｔｓｈｏｃｋｃｏｇｎａｔｅ７０ꎬ热激蛋白 ７０)ꎬ这是线粒体前体蛋白导入的关键步骤[７] . 蛋白质导

入线粒体基质的缺陷会导致线粒体前体蛋白积聚ꎬ从而诱导一系列细胞应激反应[３] . 有研究表明ꎬｔｏｍ７０
基因缺失会导致细胞生长缓慢ꎬ在生长过程中端粒伸长[８]ꎬ如果将半乳糖作为碳源也会影响细胞的生

长[９] . ｔｏｍ７０基因缺失会还导致细胞对钴、镉、砷、过氧化氢和盐胁迫敏感ꎬ且在对镉离子做出反应时会导

致细胞色素的累积[１０－１２] . 而 ｔｏｍ７０基因过表达则导致细胞在缺氧时蛋白水平降低、固醇调节元件启动子

的转录降低[１３－１５] . ｔｏｍ７０基因缺失还会降低交配率[１６] . 同时ꎬｔｏｍ７０基因与微管蛋白的正常运转具有重要

意义[１７] . 微管是不断聚合和解聚的高度动态的组织ꎬ其稳定和正常运转需要线粒体提供能量[１８－１９]ꎬ使得

细胞能够正常生长和分裂. 同时ꎬ线粒体的定位和运输也依赖于微管的细胞骨架ꎬ驱动蛋白及动力蛋

白[２０－２１] . 研究发现ꎬｔｏｍ７０基因与编码微管相关蛋白的基因具有相互作用. 例如ꎬ与 ａｌｐ１６ 基因(编码 γ 微

管蛋白复合物亚基 Ａｌｐ１６)、ｍｏｄ２１基因(编码 γ 微管蛋白复合物亚基 Ｍｏｄ２１)、ｍｃｐ１ 基因(编码微管结合

蛋白 Ｍｃｐ１)、ｋｌｐ２基因(编码驱动蛋白样蛋白 Ｋｌｐ２)具有正向相互作用(上位性 /抑制性相互作用)ꎻ而与

ｍｍｂ１基因(编码线粒体－微管结合蛋白 Ｍｍｂ１)具有负向相互作用(合成病 /致死相互作用) [１７] .
细胞复制涉及一系列高度进化的保守和调控事件ꎬ称为“细胞周期” [２２] . 裂殖酵母是一种单细胞生

物ꎬ具有多细胞动物的细胞周期特征ꎬ且很容易进行遗传操作[２３]ꎬ是研究检查点控制和细胞周期的重要模

式生物[２４] . 大多数有关不同 ＴＯＭ 亚基的研究都是在酵母中进行的[４] . 目前ꎬｔｏｍ７０ 基因缺失对细胞动力

学的影响仍未见报道. 因此ꎬ本研究以裂殖酵母作为模型来探讨 ｔｏｍ７０基因缺失对有丝分裂中细胞动力学

的影响.

１　 材料与方法

１.１　 实验材料

裂殖酵母(Ｓｃｈｉｚｏｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ ｐｏｍｂｅ)ꎬ保存于四川省南充市西华师范大学生命科学学院西南野生动

植物资源保护教育部重点实验室ꎬ详情见表 １.
表 １　 实验菌株及编号

Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｔｒａｉｎｓ ａｎｄ ｎｕｍｂｅｒｓ

菌株编号 基因型 菌株编号 基因型

　 　 ＰＴ􀆰 ２８６ 　 　 Ｗｔ:ｈ－ 　 ＰＴ􀆰 ２１６７ 　 Ｗｔ:Ｈｈｔ２－ＧＦＰ:ＵＲＡ４ ｈ＋
　 　 ＰＴ􀆰 ２８７ 　 　 Ｗｔ:ｈ＋ 　 ＨＹ １ 　 Ｗｔ:Ｈｈｔ２－ＧＦＰ:ＵＲＡ４ / ｍＣ－Ａｔｂ２ ｈ＋
　 　 ＨＹ ５６８ 　 　 ｔｏｍ７０Δ:ＫａｎＲ.ｈ＋ 　 ＨＹ ２ 　 Ｗｔ:Ｈｈｔ２－ＧＦＰ:ＵＲＡ４ / ｍＣ－Ａｔｂ２ ｈ－
　 　 ＨＹ ５６９ 　 　 ｔｏｍ７０Δ:ＫａｎＲ.ｈ－ 　 ＨＹ ５６８－１ 　 ｔｏｍ７０Δ:ＫａｎＲ Ｈｈｔ２－ＧＦＰ:ＵＲＡ４ / ｍＣ－Ａｔｂ２ ｈ?
　 　 ＰＴ􀆰 ９１７ 　 　 Ｗｔ:ｍＣ－Ａｔｂ２ ｈ－

１.２　 主要药品及仪器

酵母提取物(Ｙｅａｓｔ Ｅｘｔｒａｃｔ)购于 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司ꎬ葡萄糖(Ｇｌｕｃｏｓｅ)购于 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ
Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司ꎻ赖氨酸(Ｌ￣ｌｙｓｉｎｅ)、腺嘌呤(Ａｄｅｎｉｎｅ)、组氨酸( Ｌ￣ｈｉｓｔｉｄｉｎｅ)、亮氨酸( Ｌ￣ｌｅｕｃｉｎｅ)、尿嘧啶

(Ｕｒａｃｉｌ)、琼脂(Ａｇａｒ)购于 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司ꎻＥＭＭ￣Ｎ 培养基购于 Ｓｉｇｍａ 公司ꎻＧ４１８ 购于 Ｔｈｅｒｍｏ
Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司ꎻ－８０ ℃ 超低温冰箱(Ｔｈｅｒｍｏ ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ)ꎻＭＳＣ￣ＡｄｖａｎｔａｇｅＴＭ Ⅱ级生物安全柜(Ｔｈｅｒｍｏ
ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ)ꎻ恒温培养箱(Ｔｈｅｒｍｏ ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ)ꎻ激光共聚焦显微镜(Ｌｅｉｃａ ＴＣＳ－ＳＰ８)ꎬ荧光正置显微镜(Ｌｅｉｃａ
ＤＭＩ３０００Ｂ) .
１.３　 裂殖酵母菌株的构建

构建荧光标记的表达载体时将 ｍＣｈｅｒｒｙ－Ａｔｂ２ꎬＨｈｔ２－ＧＦＰ 整合到它们自身启动子控制下的 ｌｅｕ１ 基因

—１２１—
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座中ꎬ然后挑出单克隆ꎬ并在荧光显微镜下镜检ꎬ分离带有所需荧光标记的菌株[２５－２６] .
ｔｏｍ７０Δ菌株的荧光标记通过与带有荧光标记的野生型菌株产孢来实现. 将要进行产孢的菌株从－８０ ℃

冰箱接种到 ＹＥ５Ｓ 固体培养基上ꎬ２５ ℃培养ꎻ刮取等量的 ｈ＋和 ｈ－菌体ꎬ在 ＥＭＭ－Ｎ 固体培养基上充分混匀

后涂布均匀ꎬ于 ２５ ℃条件下培养 ２４ ｈꎬ通过在显微镜下观察子囊孢子的形成来确定产孢成功. 从 ＥＭＭ－Ｎ
固体培养基中刮取适量的 ｈ＋和 ｈ－产孢后的混合菌体ꎬ悬于 １００ μＬ 的葡聚糖酶悬浮液(１０ μｇ / ｍＬ)中ꎬ在
室温下孵育过夜. 通过显微镜镜检ꎬ确认细胞及子囊壁完全水解后用蒸馏水洗涤 ３ 次(去除葡聚糖酶)ꎬ得
到孢子. 用蒸馏水重悬孢子ꎬ并取适量的孢子悬液均匀涂布在 ＹＥ５Ｓ －Ｇ４１８(Ｇ４１８ 的终浓度为 ０. ２２５
ｍｇ / ｍＬ)固体培养基上ꎬ２５ ℃培养 ３ ｄ. 挑出单克隆ꎬ通过荧光显微镜找到带有所需荧光标记的菌体ꎬ并进

行纯化和保存[２７] .
１.４　 显微镜镜检

使用 Ｌｅｉｃａ ＴＣＳ－ＳＰ８ 激光共聚焦显微镜在 ２５ ℃室温下进行活细胞成像. 为了获得较高质量的图像ꎬ
在进行活细胞成像时ꎬ采用的参数为:１１ 个 ０.５ μｍ 间距的光学切片ꎬＧＦＰ / ｍＣｈｅｒｒｙ 曝光时间为 ３００ ｍｓ ~
５００ ｍｓꎬ间隔 ６０ ｓꎬ总时间 ９０ ｍｉｎ.
１.５　 数据分析

使用 ＦＩＪＩ ｉｍａｇｅ 图像处理软件对细胞有丝分裂期的纺锤体长度、细胞长度以及分裂间期微管的长度

进行测量. 使用相同的 ＶＡＮＩＬＥ 比值ꎬ以减少荧光染料的统计误差.
所有数据均表示为(平均值±ＳＤ)ꎬ并且使用 ＳＰＳＳ 软件单向方差分析对实验组与对照组之间的显著差

异进行统计学分析. ∗Ｐ<０.０５ 表示差异显著ꎬ∗∗Ｐ<０.０１ 表示差异极显著. 使用 Ｋａｌｅｉｄａｇｒａｐｈ ４.０(ｈｔｔｐ: / /
ｗｗｗ.ｓｙｎｅｒｇｙ.ｃｏｍ)作图ꎬ箱形图显示所有单独的数据ꎬ中位数显示为一条线ꎬ每个框的顶部和底部的线表

示该组数据的最小值和最大值ꎬ异常值为单个点.

２　 结果与讨论

２.１　 ｔｏｍ７０ 基因缺失对有丝分裂间期微管数量和长度的影响

微管由微管蛋白组成ꎬ具有聚合和解聚的动力学特性ꎬ在维持细胞形态、细胞分裂、信号转导及物质输

送等过程中起着重要作用. 在分裂间期以微管的形式存在ꎬ进入细胞分裂期时微管解聚ꎬ形成纺锤体. 结

果显示ꎬ在有丝分裂间期野生型细胞中 ３６. ６７％有 ３ 条微管ꎬ５０％有 ４ 条微管ꎬ１１. ３３％有 ５ 条微管ꎬ而
ｔｏｍ７０Δ细胞中 １６.６７％有 ３ 条微管ꎬ６１.６６％有 ４ 条微管ꎬ２１.６７％有 ５ 条微管(图 １Ａ、１Ｂ) . 值得注意的是ꎬ野
生型的微管长度为(５.１４±１.６４)μｍꎬ而 ｔｏｍ７０Δ 细胞微管长度为(６.１１±１.７４)μｍꎬ两者间有极显著差异

(∗∗Ｐ<０.０１)(图 １Ｃ) . 微管动力学结果显示ꎬ在有丝分裂间期野生型微管的生长速率为(１.４５±０.５５)
μｍ / ｍｉｎꎬ收缩速率为(１.３８±０.２９)μｍ / ｍｉｎꎬ在细胞壁停留的时间为(１.２１±０.２)ｍｉｎꎬ解聚的频率为(０.６５±
０.１７)ꎻ而 ｔｏｍ７０Δ微管生长速率为(１.５７±０.８５)μｍ / ｍｉｎꎬ收缩速率为(１.１０±０.４１)μｍ / ｍｉｎꎬ在细胞壁停留的

时间为(１.０１±０.２６)ｍｉｎꎬ解聚的频率为(０.５８±０.１８)(图 １Ｄ－１Ｈ) . 其中ꎬ微管在细胞壁停留的时间与野生

型具有显著差异(∗Ｐ<０.０５)(图 １Ｇ)ꎬ提示 ｔｏｍ７０ 基因缺失对分裂间期细胞的微管长度和动力学具有显

著影响.
２.２　 ｔｏｍ７０ 基因缺失对细胞有丝分裂中纺锤体、染色体和细胞长度的影响

在有丝分裂过程中染色体的正确分离离不开纺锤体极体(ＳＰＢｓ)组装的纺锤体. 有丝分裂纺锤体的伸长

分为 ３ 个阶段ꎬ分别对应有丝分裂不同阶段. 为了进一步了解 ｔｏｍ７０基因缺失对纺锤体组装的影响ꎬ通过活

细胞成像分析了 ｔｏｍ７０Δ和野生型在带有 ｍＣｈｅｒｒｙ￣Ａｔｂ２(ｍＣｈｅｒｒｙ 荧光蛋白标记的 α－微管蛋白)和 Ｈｈｔ２￣ＧＦＰ
(绿色荧光蛋白标记的组蛋白 Ｈ３)纺锤体组装动力学. 野生型的纺锤体伸长动力学表现出典型的 ４ 个阶段:
有丝分裂前期(Ⅰ期)、中期(Ⅱ期)、后期 Ａ(染色单体分离)与后期 Ｂ(纺锤体伸长)ꎬｔｏｍ７０Δ 细胞中则存

在一些异常情况(图 ２Ａ)ꎬ包括细胞周期延长、染色体出现不分离等情况. 纺锤体长度统计显示ꎬｔｏｍ７０Δ细

胞与野生型在前期和中期并无显著差异ꎬ在后期 Ｂ 中纺锤体的伸长延迟了 ３.４ ｍｉｎꎬ与野生型具有极显著

差异(∗∗Ｐ<０.０１)(图 ２Ｂ、２Ｃ) . 野生型和 ｔｏｍ７０Δ 细胞的长度分析表明ꎬ野生型细胞在纺锤体形成点、前
期与中期临界点、中期与后期临界点、后期与末期临界点以及有丝分裂终点的细胞长度分别为(１２.７３±
１.２０)μｍ、(１２.８７±１.２２)μｍ、(１３.０４±１.２５)μｍ、(１３.２７±１.２６)μｍ 和 ８.５２ μｍꎬ而 ｔｏｍ７０Δ的细胞长度分别为

—２２１—
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　 　 Ａ.微管形态ꎻＢ.分裂间期微管数统计(ｎ＝ ２０)ꎻＣ.分裂间期微管长度统计(ｎ＝ ２０)ꎻＤ.微管动力学形态图ꎻＥ.分裂间期微管生长速率

(ｎ＝ １１)ꎻＦ.分裂间期微管收缩速率(ｎ＝ １１)ꎻＧ.分裂间期微管在细胞壁停留的时间(ｎ＝ １１)ꎻＨ.微管解聚频率(ｎ ＝ １１)ꎬ∗Ｐ<０.０５ꎬ表示

差异显著ꎬ∗∗Ｐ<０.０１ꎬ表示差异极显著.
图 １　 ｔｏｍ７０ 基因缺失对有丝分裂间期微管数量和长度的影响

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｔｏｍ７０ ｇｅｎｅ ｄｅｌｅｔｉｏｎ ｏｎ ｎｕｍｂｅｒ ａｎｄ ｌｅｎｇｔｈ ｏｆ ｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅｓ ｄｕｒｉｎｇ ｔｈｅ ｍｉｔｏｔｉｃ ｉｎｔｅｒｐｈａｓｅ

(１４.０８±１.２０)μｍ、(１４.１７±１.２０)μｍ、(１４.３５±１.１５)μｍ、(１４.４６±１.１５)μｍ 和(９.２４±１.００)μｍ(图 ２Ｅ－２Ｉ) .
ｔｏｍ７０Δ细胞中每个时期的细胞长度都比野生型细胞更长ꎬ都具有极显著差异(∗∗Ｐ<０.０１) . 以上结果提

示 ｔｏｍ７０基因敲除影响了细胞的长度以及延迟了有丝分裂后期的时间.
２.３　 ｔｏｍ７０ 基因缺失对细胞分裂中纺锤体的影响

ｍＣ￣Ａｔｂ２ 和 Ｈｈｔ２￣ＧＦＰ 也用作细胞有丝分裂中的纺锤体伸长和染色体分离动力学研究时的检测信

号. 野生型细胞的纺锤体在前期伸长速度为(０.２３±０.０６)μｍ / ｍｉｎꎬ前期的持续时间为(４.１５±１.１５)ｍｉｎꎻ在
中期伸长速度为(０.１２±０.０５)μｍ / ｍｉｎꎬ持续时间是 １３.６５ ｍｉｎ(图 ３Ａ－３Ｄ) . ｔｏｍ７０Δ细胞的纺锤体在前期的

伸长速度是(０.２１±０.０８)μｍ / ｍｉｎꎬ持续时间为(４.４５±１.１５)ｍｉｎꎬ进入中期纺锤体伸长速度为(０.１２±０.０６)
μｍꎬ持续时间为(１７.５５±４.９１)ｍｉｎ(图 ３Ａ－３Ｄ) . 野生型和 ｔｏｍ７０Δ细胞在前期和中期的伸长速率与时间上

没有显著差异. 值得注意的是ꎬ野生型纺锤体在后期的伸长速率是(０.５７±０.１０)μｍ / ｍｉｎꎬ后期持续时间为

(１６.６５±３.１２)ｍｉｎꎬ而 ｔｏｍ７０Δ 细胞的纺锤体在后期则以(０.５３±０.０８)μｍ / ｍｉｎ 的速度伸长ꎬ持续时间为

(２０.０５±２.７６)ｍｉｎ(图 ３Ｅ－３Ｆ)ꎬ在持续时间上与野生型具有极显著差异(∗∗Ｐ<０.０１) . 从整个有丝分裂来

看ꎬ野生型持续时间为(３３.５±４.１５)ｍｉｎꎬ纺锤体总长度为(１１.８８±０.８８)μｍꎻ ｔｏｍ７０Δ 持续时间为(３８.５±
—３２１—

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



南京师大学报(自然科学版) 第 ４３ 卷第 ３ 期(２０２０ 年)

　 　 Ａ.细胞动力学形态图ꎻｗｔ:野生型ꎬＡ－Ｃ:ｔｏｍ７０Δ细胞形态异常情况ꎻＢ.野生型细胞分裂时纺锤体的伸长情况(ｎ ＝ ２０)ꎻＣ. ｔｏｍ７０Δ 细

胞分裂时纺锤体的伸长情况(ｎ＝ ２０)ꎻＤ.由上到下分别为细胞在纺锤体形成点、前期与中期临界点、中期与后期临界点、后期与末期临

界点以及有丝分裂终点的形态ꎻＥ－Ｉ:分别为细胞在纺锤体形成点、前期与中期临界点、中期与后期临界点、后期与末期临界点以及有丝

分裂终点的长度(ｎ＝ ２０)ꎬ∗Ｐ<０.０５ꎬ表示差异显著ꎬ∗∗Ｐ<０.０１ꎬ表示差异极显著.
图 ２　 ｔｏｍ７０ 基因缺失对细胞有丝分裂中纺锤体、染色体和细胞长度的影响

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｔｏｍ７０ ｇｅｎｅ ｄｅｌｅｔｉｏｎ ｏｎ ｓｐｉｎｄｌｅｓꎬｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ ａｎｄ ｃｅｌｌ ｌｅｎｇｔｈ ｄｕｒｉｎｇ ｔｈｅ ｍｉｔｏｔｉｃ
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４.３５)ｍｉｎꎬ纺锤体总长度为(１３.２３±１.２２)μｍꎬ差异均为极显著(∗∗Ｐ<０.０１)(图 ３Ｇ－３Ｈ) . 结果表明ꎬｔｏｍ７０
基因敲除导致细胞有丝分裂期纺锤体变长ꎬ同时也延长了有丝分裂的持续时间ꎬ主要表现在后期纺锤体伸

长阶段被阻滞.

　 　 Ａ.有丝分裂前期纺锤体伸长速率(ｎ＝ ２０)ꎻＢ.有丝分裂前期的时间(ｎ ＝ ２０)ꎻＣ.有丝分裂中期纺锤体

伸长速率ꎻＤ.有丝分裂中期的时间(ｎ＝ ２０)ꎻＥ.有丝分裂后期纺锤体伸长速率(ｎ ＝ ２０)ꎻＦ.有丝分裂后期

的时间(ｎ＝ ２０)ꎻＧ.有丝分裂持续时间(ｎ ＝ ２０)ꎻＨ.有丝分裂纺锤体最终长度(ｎ ＝ ２０)ꎬ∗Ｐ<０.０５ꎬ表示差

异显著ꎬ∗∗Ｐ<０.０１ꎬ表示差异极显著.
图 ３　 ｔｏｍ７０ 基因缺失对细胞分裂中纺锤体的影响

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｔｏｍ７０ ｇｅｎｅ ｄｅｌｅｔｉｏｎ ｏｎ ｓｐｉｎｄｌｅｓ ｄｕｒｉｎｇ ｔｈｅ ｍｉｔｏｔｉｃ

２.４　 ｔｏｍ７０ 基因缺失对细胞分裂中纺锤体组装和断裂的影响

通过活细胞成像发现ꎬｔｏｍ７０Δ细胞中纺锤体微管组装和动力学与野生型显著不同. 在野生型细胞中ꎬ
进入有丝分裂与细胞质间期微管的解聚同时发生. 为了使有丝分裂时间的测量标准化ꎬ将有丝分裂开始

的时间定义为 ０ ｍｉｎ. 野生型中 ８０％的细胞在 ０ ｍｉｎ 微管形成“棒状”ꎬ而 ｔｏｍ７０Δ 细胞中 ３６.６７％的细胞在

０ ｍｉｎ 微管形成“棒状”ꎬ与野生型具有极显著差异(∗∗Ｐ<０.０１) . ２３.３３％野生型细胞在 ０ ｍｉｎ 形成“点
状”ꎬ而 ３０％的 ｔｏｍ７０Δ细胞在 ０ ｍｉｎ 形成“点状”ꎬ但它们迅速过渡到“棒状” . 值得注意的是ꎬｔｏｍ７０Δ 细胞

中有 ３３.３３％在 ０ ｍｉｎ 形成单极纺锤体ꎬ而野生型并没有形成单极纺锤体ꎬ两者之间差异显著(∗∗Ｐ<０.０５)
(图 ４Ａ－３Ｂ) . 纺锤体断裂形式统计结果显示ꎬ在野生型细胞中 ３.３４％呈 Ｓ 型断裂ꎬ４３.３３％细胞纺锤体呈直

线型断裂ꎬ５３.３３％细胞呈拱型断裂ꎻ而 ｔｏｍ７０Δ细胞中 ３.３３％呈 Ｓ 型断裂ꎬ７１.６７％呈直线型断裂ꎬ２５％呈拱

型断裂ꎬ其中直线和拱型两种断裂形式 ｔｏｍ７０Δ 细胞均与野生型具有极显著差异(∗∗Ｐ<０.０１) (图 ４Ｃ－
４Ｄ) . 结果表明ꎬｔｏｍ７０基因缺失显著影响了纺锤体的组装和动力学ꎬ同时也会影响纺锤体断裂方式.
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　 　 Ａ.有丝分裂纺锤体形成类型ꎻＢ.有丝分裂纺锤体形成类型的统计数据(ｎ＝ ２０)ꎻＣ.有丝分裂纺锤体形成断裂

方式(ｎ＝ ２０)ꎻＤ.有丝分裂纺锤体形成断裂方式形态图ꎬ∗Ｐ<０.０５ꎬ表示差异显著ꎬ∗∗Ｐ<０.０１ꎬ表示差异极显著.
图 ４　 ｔｏｍ７０ 基因缺失对细胞分裂中纺锤体组装和断裂的影响

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｔｏｍ７０ ｇｅｎｅ ｄｅｌｅｔｉｏｎ ｏｎ ｓｐｉｎｄｌｅ ａｓｓｅｍｂｌｙ ａｎｄ ｂｒｅａｋａｇｅ ｄｕｒｉｎｇ ｍｉｔｏｔｉｃ

３　 结论

ｔｏｍ７０编码的蛋白质是位于线粒体外膜上的转位酶(ＴＯＭ 复合物)中的 Ｔｏｍ７０ 受体ꎬ可结合具有内部

靶向信号的蛋白[４－５]ꎬ将线粒体前体蛋白导入线粒体基质. Ｘｕｅ 等[２８]人研究表明ꎬＴｏｍ７０ 缺失会加剧线粒

体 Ｃａ２＋超负荷ꎬ导致线粒体形态破坏ꎬ功能受到抑制ꎬ导致心肌缺血 /再灌注(ＭＩ / Ｒ)损伤. Ｆｉｌａｄｉ Ｒ 等[４]研

究发现 Ｔｏｍ７０ 耗竭后诱导自噬并影响细胞增殖ꎻＬｉ 等[２９]研究发现 Ｔｏｍ７０ 可充当线粒体反应的分子开关

从而确定病理性心脏肥大. 微管聚合和解聚的动力学特性ꎬ在细胞各个阶段都起着重要作用:在细胞分裂

过程中ꎬ形成纺锤体ꎬ帮助染色体正确分离[５]ꎻ在非分裂细胞中组织细胞质ꎬ定位细胞核和细胞器. 微管还

可参与神经元内轴突延伸[３０－３１] . Ｍｃｉｎｔｏｓｈ[３２]研究发现ꎬ缺乏一个基因导致微管变得太长ꎬ该基因的产物通

常有助于控制微管的长度. 微管的功能障碍还会引起神经退行性变ꎬ导致帕金森氏病(ＰＤ) [３２－３５] . 实验结

果表明ꎬｔｏｍ７０缺失会导致细胞在间期时微管长度显著长于野生型ꎬ同时ꎬ随着纺锤体长度的变化ꎬｔｏｍ７０Δ
细胞中每个时期的细胞长度均比野生型细胞更长ꎬ均具有极显著差异(∗∗Ｐ<０.０１) . Ｋｋｕｇｅｒ 等[３６]研究发
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袁荣美ꎬ等:线粒体外膜转位酶基因 ｔｏｍ７０缺失对裂殖酵母细胞动力学的影响

现ꎬ在裂殖酵母中纺锤体的长度与细胞大小成比例ꎬ这与实验结果相一致. 结果显示ꎬｔｏｍ７０ 基因编码的蛋

白可能与微管的长度控制有关.
Ａｒａｕｊｏ 等[３７]的研究表明ꎬ有丝分裂延长会导致细胞死亡或细胞周期停滞. 相比于野生型ꎬｔｏｍ７０Δ 细

胞中微管聚合和解聚的动态稳定发生改变ꎬ细胞进入分裂期出现了单极纺锤体现象ꎬ纺锤体长度也显著长

于野生型ꎬ断裂的形式也与野生型具有显著差异ꎬ提示 ｔｏｍ７０基因在细胞分裂时纺锤体的形成、断裂、长度

方面有重要影响. 细胞周期成像结果显示ꎬｔｏｍ７０ 基因敲除后细胞有丝分裂的时间显著长于野生型ꎬ提示

ｔｏｍ７０基因缺失可能会导致细胞进入 Ｇ０ 期或者死亡.
本研究为 ｔｏｍ７０基因缺失导致裂殖酵母动力学影响的研究提供了一定的科学依据ꎬ但在细胞动力学

变化中涉及何种上下游蛋白的参与还有待进一步研究.
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(ＳＲＥＢＰ) ｔｏ ｃｏｎｔｒｏｌ ｓｔｅｒｏｌ ｈｏｍｅｏｓｔａｓｉｓ[Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈｅｍｉｓｔｒｙꎬ２０１４ꎬ２８９(５):２７２５－２７３５.
[１６] ＤＵＤＩＮ ＯꎬＭＥＲＬＩＮＩ ＬꎬＢＥＮＤＥＺＵ Ｆ Ｏꎬｅｔ ａｌ. Ａ ｓｙｓｔｅｍａｔｉｃ ｓｃｒｅｅｎ ｆｏｒ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ａｂｎｏｒｍａｌｉｔｉｅｓ ｄｕｒｉｎｇ ｆｉｓｓｉｏｎ ｙｅａｓｔ ｓｅｘｕａｌ

ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｓ ａ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ａｃｔｉｎ ａｓｔｅｒ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｃｅｌｌ ｆｕｓｉｏｎ[Ｊ] . ＰＬｏＳ ｇｅｎｅｔｉｃｓꎬ２０１７ꎬ１３(４):ｅ１００６７２１.
[１７] ＣＯＬＭ Ｊ ＲꎬＡＳＳＥＮ ＲꎬＫＲＩＳＴＩＮ Ｐꎬｅｔ ａｌ. Ｈｉｅｒａｒｃｈｉｃａｌ ｍｏｄｕｌａｒｉｔｙ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ ｏｆ ｇｅｎｅｔｉｃ ｉｎｔｅｒａｃｔｏｍｅｓ ａｃｒｏｓｓ ｓｐｅｃｉｅｓ[Ｊ] .

Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｃｅｌｌꎬ２０１２ꎬ４６(５):６９１－７０４.
[１８] ＭＥＬＫＯＶ ＡꎬＡＢＤＵ Ｕ. Ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｌｏｎｇ￣ｄｉｓｔａｎｃｅ ｔｒａｎｓｐｏｒｔ ｏｆ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ ａｌｏｎｇ ｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅｓ[ Ｊ] . Ｃｅｌｌｕｌａｒ ａｎｄ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ

ｌｉｆｅ ｓｃｉｅｎｃｅｓꎬ２０１８ꎬ７５(２):１６３－１７６.
[１９] ＦＵ ＣꎬＪＡＩＮ ＤꎬＣＯＳＴＡ Ｊꎬｅｔ ａｌ. ｍｍｂ１ｐ ｂｉｎｄｓ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ ｔｏ ｄｙｎａｍｉｃ ｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅｓ[Ｊ] . Ｃｕｒｒｅｎｔ ｂｉｏｌｏｇｙꎬ２０１１ꎬ２１(１７):１４３１－
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１４３９.　
[２０] ＤＥＳＡＩ ＡꎬＭＩＴＣＨＩＳＯＮ Ｔ Ｊ. Ｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅ ｐｏｌｙｍｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｄｙｎａｍｉｃｓ[ Ｊ] . Ａｎｎｕａｌ ｒｅｖｉｅｗ ｏｆ ｃｅｌｌ ａｎｄ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ ｂｉｏｌｏｇｙꎬ

１９９７ꎬ１３:８３－１１７.
[２１] ＶＩＲＶＥ ＣꎬＣＡＴＥＲＩＮＡ ＦꎬＭＡＲＣＥＬＬＯ Ｄ’Ａ. Ｋｅｙ ｒｏｌｅ ｏｆ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ ｉｎ ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ｓ ｄｉｓｅａｓｅ ｓｙｎａｐｔｉｃ ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ[Ｊ] . Ｃｕｒｒｅｎｔ

ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ ｄｅｓｉｇｎꎬ２０１３ꎬ１９(３６):６４４０－６４５０.
[２２] ＳＡＮＴＯＳ ＡꎬＷＥＲＮＥＲＳＳＯＮ Ｒꎬ ＪＥＮＳＥＮ Ｌ Ｊ. Ｃｙｃｌｅｂａｓｅ ３. ０: ａ ｍｕｌｔｉ￣ｏｒｇａｎｉｓｍ ｄａｔａｂａｓｅ ｏｎ ｃｅｌｌ￣ｃｙｃｌｅ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ａｎｄ

ｐｈｅｎｏｔｙｐｅｓ[Ｊ] . Ｎｕｃｌｅｉｃ ａｃｉｄｓ ｒｅｓｅａｒｃｈꎬ２０１４ꎬ４３(Ｄａｔａｂａｓｅ ｉｓｓｕｅ):Ｄ１１４０－Ｄ１１４４.
[２３] ＬＩ ＣꎬＢＡＩ ＪꎬＨＡＯ Ｘꎬｅｔ ａｌ. Ｍｕｌｔｉ￣ｇｅｎｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎ ｓｉｔｕ ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｃｅｌｌ ｃｙｃｌｅ ｇｅｎｅ ｃｏｐｙ ｎｕｍｂｅｒ ａｂｅｒｒａｔｉｏｎｓ ｉｎ

ｙｏｕｎｇ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ ｐａｔｉｅｎｔｓ[Ｊ] . Ｃｅｌｌ ｃｙｃｌｅꎬ２０１４ꎬ１３:１２９９－１３０５.
[２４] ＧＯＭＥＺ Ｅ ＢꎬＦＯＲＳＢＵＲ Ｓ Ｌ. Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｆｉｓｓｉｏｎ Ｙｅａｓｔ Ｓｃｈｉｚｏｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ ｐｏｍｂｅ ｃｅｌｌ ｃｙｃｌｅ[ Ｊ] . Ｍｅｔｈｏｄｓ ｉｎ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ

ｂｉｏｌｏｇｙꎬ２００４ꎬ２４１:９３－１１１.
[２５] ＢＡＨＬＥＲ ＪꎬＷＵ Ｊ ＱꎬＬＯＮＧＴＩＮＥ Ｍ Ｓꎬｅｔ ａｌ. Ｈｅｔｅｒｏｌｏｇｏｕｓ ｍｏｄｕｌｅｓ ｆｏｒ ｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ａｎｄ ｖｅｒｓａｔｉｌｅ ＰＣＲ￣ｂａｓｅｄ ｇｅｎｅ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｉｎ

Ｓｃｈｉｚｏｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ ｐｏｍｂｅ[Ｊ] . Ｙｅａｓｔꎬ１９９８ꎬ１４(１０):９４３－９５１.
[２６] ＲＩＮＣＯＮ Ｓ ＡꎬＬＡＭＳＯＮ ＡꎬＢＬＡＣＫＷＥＬＬ Ｒꎬｅｔ ａｌ. Ｋｉｎｅｓｉｎ￣５￣ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｍｉｔｏｔｉｃ ｓｐｉｎｄｌｅ ａｓｓｅｍｂｌｙ ｒｅｑｕｉｒｅｓ ｔｈｅ ａｎｔｉｐａｒａｌｌｅｌ

ｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅ ｃｒｏｓｓｌｉｎｋｅｒ Ａｓｅ１ ｉｎ ｆｉｓｓｉｏｎ ｙｅａｓｔ[Ｊ] . Ｎａｔｕｒｅ ｃｏｍｍｕｎｉｃａｔｉｏｎｓꎬ２０１７ꎬ１７:１５２８６－１５２９７.
[２７] ＦＯＲＳＢＵＲ Ｓ ＬꎬＲＨＩＮＤ Ｎ. Ｂａｓｉｃ ｍｅｔｈｏｄｓ ｆｏｒ ｆｉｓｓｉｏｎ ｙｅａｓｔ[Ｊ] . Ｙｅａｓｔꎬ２００６ꎬ２３(３):１７３－１８３.
[２８] ＸＵＥ ＱꎬＰＥＩ ＨꎬＬＩＵ Ｑꎬｅｔ ａｌ. ＭＩＣＵ１ ｐｒｏｔｅｃｔｓ ａｇａｉｎｓｔ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｉｓｃｈｅｍｉａ / ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｉｎｊｕｒｙ ａｎｄ ｉｔｓ ｃｏｎｔｒｏｌ ｂｙ ｔｈｅ ｉｍｐｏｒｔｅｒ

ｒｅｃｅｐｔｏｒ Ｔｏｍ７０[Ｊ] . Ｃｅｌｌ ｄｅａｔｈ ＆ ｄｉｓｅａｓｅꎬ２０１７ꎬ８(７):ｅ２９２３.
[２９] ＬＩ ＪꎬＱＩ ＭꎬＬＩ Ｃꎬｅｔ ａｌ. Ｔｏｍ７０ ｓｅｒｖｅｓ ａｓ ａ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｓｗｉｔｃｈ ｔｏ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃａｒｄｉａｃ ｈｙｐｅｒｔｒｏｐｈｙ[Ｊ] . Ｃｅｌｌ ｒｅｓｅａｒｃｈꎬ

２０１４ꎬ２４(８):９７７－９９３.
[３０] ＤＥＳＡＩ ＡꎬＭＩＴＣＨＩＳＯＮ Ｔ Ｊ. Ｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅ ｐｏｌｙｍｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｄｙｎａｍｉｃｓ[ Ｊ] . Ａｎｎｕａｌ ｒｅｖｉｅｗ ｏｆ ｃｅｌｌ ａｎｄ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ ｂｉｏｌｏｇｙꎬ

１９９７ꎬ１３:８３－１１７.
[３１] ＡＶＩＬＡ Ｊ. Ｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ[Ｊ] . Ｌｉｆｅ ｓｃｉｅｎｃｅｓꎬ１９９２ꎬ５０(５):３２７－３３４.
[３２] ＭＣＩＮＴＯＳＨ Ｊ Ｒ. Ａｓｓｅｓｓｉｎｇ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｉｏｎｓ ｏｆ ｍｏｔｏｒ ｅｎｚｙｍｅｓ ａｎｄ ｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅ ｄｙｎａｍｉｃｓ ｔｏ ｍｉｔｏｔｉｃ ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ ｍｏｔｉｏｎｓ[Ｊ] .

Ａｎｎｕａｌ ｒｅｖｉｅｗ ｏｆ ｃｅｌｌ ａｎｄ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ ｂｉｏｌｏｇｙꎬ２０１７ꎬ３３:１－２２.
[３３] ＣＡＲＴＥＬＬＩ ＤꎬＣＡＰＰＥＥＬＬＥＥＴＴＩ Ｇ. Ｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅ ｄｅｓｔａｂｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｐａｖｅｓ ｔｈｅ ｗａｙ ｔｏ Ｐａｒｋｉｎｓｏｎ’ｓ ｄｉｓｅａｓｅ[Ｊ] . Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｎｅｕｒｏｂｉ￣

ｏｌｏｇｙꎬ２０１７ꎬ５４(９):６７６２－６７７４.
[３４] ＣＡＲＴＥＬＬＩ ＤꎬＧＯＬＤＷＵＲＭ ＳꎬＣＡＳＡＧＲＡＮＤＥ Ｆꎬ ｅｔ ａｌ. Ｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅ ｄｅｓｔａｂｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｉｓ ｓｈａｒｅｄ ｂｙ ｇｅｎｅｔｉｃ ａｎｄ ｉｄｉｏｐａｔｈｉｃ

Ｐａｒｋｉｎｓｏｎ’ｓ ｄｉｓｅａｓｅ ｐａｔｉｅｎｔ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ[Ｊ] . ＰＬｏＳ ｏｎｅꎬ２０１２ꎬ７(５):ｅ３７４６７.
[３５] ＰＥＬＬＥＧＲＩＮＩ ＬꎬＷＥＴＺＥＬ ＡꎬＧＲＡＮＮＯ Ｓꎬ ｅｔ ａｌ. Ｂａｃｋ ｔｏ ｔｈｅ ｔｕｂｕｌｅ:ｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅ ｄｙｎａｍｉｃｓ ｉｎ Ｐａｒｋｉｎｓｏｎ’ｓ ｄｉｓｅａｓｅ [ Ｊ] .

Ｃｅｌｌｕｌａｒ ａｎｄ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｌｉｆｅ ｓｃｉｅｎｃｅｓꎬ２０１７ꎬ７４(３):４０９－４３４.
[３６] ＫＫＵＧＥＲ Ｌ ＫꎬＳＡＮＣＨＥＺ Ｊ ＬꎬＰＡＯＬＥＴＴＩ Ａꎬｅｔ ａｌ. Ｋｉｎｅｓｉｎ￣６ ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ｃｅｌｌ￣ｓｉｚｅ￣ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｓｐｉｎｄｌｅ ｅｌｏｎｇａｔｉｏｎ ｖｅｌｏｃｉｔｙ ｔｏ ｋｅｅｐ

ｍｉｔｏｓｉｓ ｄｕｒａｔｉｏｎ ｃｏｎｓｔａｎｔ ｉｎ ｆｉｓｓｉｏｎ ｙｅａｓｔ[Ｊ] . Ｅｌｉｆｅꎬ２０１９ꎬ８:ｅ４２１８２.
[３７] ＡＲＡＵＪＯ Ａ ＲꎬＧＥＬＥＮＳ ＬꎬＳＨＥＲＩＦＦＦ Ｒ Ｓꎬｅｔ ａｌ. Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｆｅｅｄｂａｃｋ ｋｅｅｐｓ ｄｕｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉｔｏｓｉｓ ｔｅｍｐｏｒａｌｌｙ ｉｎｓｕｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ

ｕｐｓｔｒｅａｍ ｃｅｌｌ￣ｃｙｃｌｅ ｅｖｅｎｔｓ[Ｊ] . Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｃｅｌｌꎬ２０１６ꎬ６４(２):３６２－３７５.
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