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裂殖酵母 Cnb1 参与胞质分裂过程 

范洁琼, 邓小龙, 冯碧薇, 王继峰, 垚余 , 吕红 

复旦大学生命科学学院, 遗传工程国家重点实验室, 上海 200433 

摘要: 丝/苏氨酸特异性钙调磷酸酶(Calcineurin, CN)是一种在真核生物中广泛存在的蛋白, 是参与转录调控的

重要分子。裂殖酵母中的 CN 是由催化亚基 Ppb1 和调节亚基 Cnb1 组成的异源二聚体。文章报道了裂殖酵母中

cnb1+的缺失引起细胞生长速度缓慢, 产生多隔膜现象, 胞质分裂受阻滞。胞质分裂过程中, Cnb1 与 Ppb1 组成

CN 复合物, 与收缩环在分裂平面上共定位, 并与收缩环一起收缩。cnb1Δ 菌株的隔膜成熟过程存在缺陷, 微管

出现纵穿隔膜的现象。上述结果说明 Cnb1 可能参与隔膜的成熟过程。此外, 还检测了 cnb1Δ菌株中胞裂蛋白

的信号。胞裂蛋白包括 Spn1、Spn2、Spn3 和 Spn4, 它们是引导隔膜降解的重要分子。结果显示, 在 cnb1Δ菌

株中, 80%左右的细胞在隔膜处缺失 Spn2 和 Spn3 的信号, 20%左右的细胞缺失 Spn1 和 Spn4 的信号。由于胞裂

蛋白的蛋白表达量在 cnb1Δ中没有降低, 因此胞裂蛋白信号的消失不是转录缺陷引起的, 这暗示 Cnb1可能采用

了不依赖转录的方式来调控胞裂蛋白环的稳定性。以上结果提示, Cnb1 可能通过影响隔膜的成熟及胞裂蛋白环

的稳定性参与调节裂殖酵母的胞质分裂过程。 
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Cnb1 involved in cytokinesis in Schizosaccharomyces pombe  
FAN Jie-Qiong, DENG Xiao-Long, FENG Bi-Wei, WANG Ji-Feng, YU Yao, LV Hong 
State Key Laboratory of Genetic Engineering, Institute of Genetics, School of Life Sciences, Fudan University, Shanghai 200433, China 

Abstract:  Serine/Threonine-specific calcineurin (CN) is highly conserved in eukaryotes, which plays an important role 
in transcriptional regulation. In Schizosaccharomyces pombe, CN exists as a heterodimer composed by catalytic subunit 
Ppb1 and regulatory subunit Cnb1. Deletion of cnb1+ reduced the growth rate of cells, and caused a chained phenotype, and 
had delay in cytokinesis. In cytokinesis, Cnb1 could form CN complex with Ppb1 and could colocalize and constrict with 
the contractile ring at division plane. Tubulin could cross the septum in cnb1Δ strain, suggesting that the septum is not fully 
matured. These results suggest Cnb1 might be involved in maturation of septum. The signals of septins in cnb1Δ strain were 
also analyzed. Septins include Spn1, Spn2, Spn3, and Spn4. Septins help to guide hydrolytic enzymes for septum degrada-
tion. Eighty percent of cnb1Δ cells lacked the signals of Spn2 or Spn3 at septum, and twenty percent of cnb1Δ cells lacked 
the signals of Spn1 or Spn4 at septum. The reduction of the septin signals was not due to impaired transcription of septins, 
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since the protein levels of septins in the cnb1Δ cells were not decreased. These results imply that Cnb1 might regulate the 
stability of septin ring in a transcription-independent manner. In general, our study showed that Cnb1 contributes to the 
maturation of septum and the stability of septin ring and is important in the cytokinesis. 

Keywords: Schizosaccharomyces pombe; Cnb1; cytokinesis; septin; contractile ring 

细胞核分裂完成后, 单个细胞分裂成两个子细
胞的过程称为胞质分裂(Cytokinesis)。它是细胞周期
中的最后一个事件。胞质分裂需要解决两个问题：

一个是空间问题, 细胞必须在垂直于染色体分离平
面的位置上进行分裂; 另一个是时间问题, 胞质分
裂必须发生在有丝分裂的最后时期[1]。在裂殖酵母

(Schizosaccharomyces pombe)中, 细胞分裂的位置由
Mid1蛋白标定。在细胞分裂间期, Mid1蛋白离开细
胞核, 移动到细胞中央, 在靠近细胞膜的位置发生
聚集, 从而标定了细胞分裂的位置[2,3]。随后, 一系
列蛋白在 Mid1 的基础上, 被依次征集到分裂位置, 
构成了收缩环(Contractile ring)。这些蛋白包括肌动
蛋白、肌球蛋白、Rng2、Cdc15、Cdc12和 Cdc3等[4~6]。

收缩环成熟后, 胞裂蛋白(Septin)与 Mid2 在收缩环
的外侧形成另一个环状结构——胞裂蛋白环(Septin 
ring)[7, 8]。胞裂蛋白环上的胞裂蛋白包括 Spn1、Spn2、
Spn3 和 Spn4[9]。起始分隔网络(Septation initiation 
network, SIN)途径负责启动收缩环的收缩[1]。收缩环

的收缩引起细胞膜内陷, 与此同时, 细胞合成新的
细胞壁, 在细胞分裂的位置形成隔膜(Septum)。最后, 
在胞裂蛋白环的引导下, 隔膜降解酶 Eng1 和 Agn1
被征集到隔膜处。这些隔膜降解酶以向心的方式降

解隔膜, 使一个细胞分裂成两个子细胞, 完成胞质
分裂过程[10]。 

丝/苏氨酸特异性钙调磷酸酶(Calcineurin, CN)
是一种在真核生物中广泛存在的蛋白分子[11, 12], 是
由催化亚基和调节亚基组成的异源复合物 [13]。CN
通过去磷酸化的方式调节转录因子的活性, 受到调
节的转录因子包括人活化 T 细胞核因子 NFAT、酿
酒酵母 CDRE 驱动转录的调节因子 Crz1p[14]和裂殖

酵母 Ppb1 应答锌指蛋白 Prz1[15]等。这些转录因子

激活后调控下游目标基因的转录, 从而参与疾病调
节、压力应答和离子稳态等生命活动[15~21]。 

在 S. pombe 中, cnb1+编码 CN 的调节亚基, 

ppb1+编码 CN的催化亚基。Cnb1是 CN发挥完全酶
活所必需的。在通常情况下, Ppb1 的磷酸酶活性受
到抑制。在 Ca2+的刺激下 , 钙调蛋白(Calmodulin, 
CaM)被激活, 激活后的钙调蛋白与 CN 结合, 从而
激活 CN 的磷酸酶活性[22]。在此过程中, Cnb1 主要
通过改变复合物的构象实现对 CN 活性的调节, 若
缺失 cnb1+, CN 只能发挥部分活性 [23]。但是 , 在    
S. pombe中, 已报道的CN生物学功能主要以催化亚
基 Ppb1为研究对象获得的。如通过持续激活的 Ppb1
突变体(Ppb1ΔC)对 SIN 途径的突变体补偿现象, 推
断 CN 可以正调控 SIN 途径, 并参与隔膜的形成和
成熟过程[24]。通过 ppb1Δ 与磷脂酰肌醇-4-磷酸 5-
激酶 (PI(4)P5K)的突变体合成致死表型 , 结合
PI(4)P5K 在隔膜处的定位对胞质分裂的调节作用 , 
推断 Ppb1会与 PI(4)P5K一起调节细胞分裂过程[25]。

由于 Cnb1 是 CN 的调节亚基, 通常认为 Cnb1 仅起
辅助作用, 所以针对 Cnb1研究很少。已有的报道表
明, Cnb1分布在细胞核及细胞质中[26], Cnb1参与CN
酶活的调节 , 并且是免疫抑制剂复合物 FKBP12- 
FK506 在体内的药理学靶标[27]。本研究致力于探索

Cnb1的其他功能, 尤其是在胞质分裂中的功能。 
本研究发现 cnb1+的缺失引起细胞生长缓慢 , 

并出现多隔膜和隔膜降解滞后的现象。荧光定位分

析发现, 在胞质分裂过程中, Cnb1 定位在分裂平面
上, 并与收缩环共同收缩。在 cnb1Δ中, 微管能够纵
穿隔膜, 说明隔膜不完全成熟。这些结果提示 Cnb1
可能与收缩环一样, 参与调控隔膜的成熟过程。此
外, 本研究还在 cnb1Δ 中检测了胞裂蛋白在隔膜处
的定位情况。结果显示 80%左右的细胞在隔膜处缺
失 Spn2 和 Spn3 的信号, 20%左右的细胞缺失 Spn1
和 Spn4 的信号。由于胞裂蛋白的蛋白表达量在
cnb1Δ 中没有降低, 因此胞裂蛋白信号的缺失不是
转录缺陷引起的, 这暗示Cnb1可能采用了不依赖转
录的方式来调控胞裂蛋白环的稳定性。综上所述 , 
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我们认为Cnb1是胞质分裂中的重要蛋白, 它参与了
隔膜的成熟过程及胞裂蛋白环的稳定性维持。 

1  材料和方法 

1.1  材料 

本研究所用裂殖菌株如表 1 所示。大肠杆菌 E. 
coli DH5α菌株为本实验室保存。裂殖酵母基因同源
敲除质粒 CHGL、红色荧光整合质粒 FAML、FAMU
均为本实验室构建及保存。3 种质粒均通过改造
pCloneHyg1[28]质粒获得, 分别带有潮霉素抗性序列
(HygR)、leu1+筛选标记、ura4+筛选标记。 

酵母生长所需培养基及培养条件参考文献[30]。 

1.2  方法 

1.2.1  同源敲除质粒及基因敲除菌株构建 

同源敲除质粒 CHGL-Cnb1的构建：利用 Cnb1- 

KO-Up-F 和 Cnb1-KO-Up-R 引物扩增 cnb1+上游同

源区域(Up片段), 并引入 KpnⅠ/BglⅡ酶切位点; 利
用Cnb1-KO-Dw-F和Cnb1-KO-Dw-R引物扩增 cnb1+

下游同源区域(Dw 片段), 并引入 SacⅠ/BamHⅠ酶切
位点。将 Up 片段和 Dw 片段酶切后, 分别克隆入
CHGL质粒, 获得用于中断 cnb1+的质粒CHGL-Cnb1。
构建流程见图 1, 相关引物序列见表 2。荧光整合质
粒 Cnb1-GFP以相同方法构建。  

基因敲除菌株的构建：cnb1+以同源重组的方式

从 S. pombe基因组中敲除[28]。用 KpnⅠ/BamHⅠ双
酶切CHGL-Cnb1质粒, 获得含有潮霉素筛选标记的
敲除片段(图 1)。转化 S. pombe, 经潮霉素筛选及鉴
定[28]获得缺失突变体 cnb1Δ。 

1.2.2  稀释实验 

在 YES液体培养基中培养 S. pombe至 OD600大

于 1.0。用无菌水将菌液稀释至 OD600为 1.0, 再进行 

 
表 1  本研究所用裂殖酵母菌株 

系统名称 简称 基因型 来源 

F274 wt h+ ade6-M210 leu1-32 ura4-D18 实验室保存 

JLP1590 wt h- ade6-M210 leu1-32 ura4-D18 实验室保存 

FJQ01 cnb1Δ h+ cnb1::HygR ade6-M210 leu1-32 ura4-D18 本研究构建 

FJQ02 Cnb1-GFP h+ cnb1::cnb1-GFP-HygR ade6-M210 leu1-32 ura4-D18 本研究构建 

FJQ03 Myo2-mCherry h+ myo2::myo2-mCherry-ura4+ ade6-M210 leu1-32 ura4-D18 本研究构建 

FJQ04 Cnb1-GFP 
Cdc4-mCherry 

h+ cnb1::cnb1-GFP-HygR cdc4::cdc4-mCherry-ura4+ ade6-M210 leu1-32 
ura4-D18 本研究构建 

FJQ05 cnb1Δ Myo2-mCherry h+ cnb1::HygR myo2::myo2-mCherry-ura4+ ade6-M210 leu1-32 ura4-D18 本研究构建 

FJQ07 Atb2-GFP 
Sad1-mCherry h- atb2::GFP-atb2-KanR sad1::sad1-mCherry-ura4+ leu1-32 ura4-D18 本研究构建 

FJQ08 cnb1Δ Atb2-GFP 
Sad1-mCherry 

h- cnb1::HygR atb2::GFP-atb2-KanR sad1::sad1-mCherry-ura4+ leu1-32 ura4- 
D18 本研究构建 

FJQ09 cnb1Δ Spn1-GFP h- spn1-GFP::KanR cnb1::HygR ura4-D18 本研究构建 

FJQ10 cnb1Δ Spn2-GFP h90 spn2::spn2-GFP-HA-KanR cnb1::HygR ade6-216 leu1-32 lys1-131 ura4-D18 本研究构建 

FJQ11 cnb1Δ Spn3-GFP h90 spn3::spn3-GFP-HA-KanR cnb1::HygR ade6-216 leu1-32 lys1-131 ura4-D18 本研究构建 

FJQ12 cnb1Δ Spn4-GFP h90 spn4::spn4-GFP-HA-KanR cnb1::HygR ade6-216 leu1-32 lys1-131 ura4-D18 本研究构建 

FJQ13 Spn1-GFP h- spn1-GFP::KanR ura4-D18 文献[7] 

FJQ14 Spn2-GFP h90 spn2::spn2-GFP-HA-KanR ade6-216 leu1-32 lys1-131 ura4-D18 文献[29] 

FJQ15 Spn3-GFP h90 spn3::spn3-GFP-HA-KanR ade6-216 leu1-32 lys1-131 ura4-D18 文献[29] 

FJQ16 Spn4-GFP h90 spn4::spn4-GFP-HA-KanR ade6-216 leu1-32 lys1-131 ura4-D18 文献[29] 

FJQ17 Mid2-GFP h- mid2::GFP-mid2-KanR ade6-M210 leu1-32 ura4-D18 本研究构建 

FJQ18 cnb1Δ Mid2-GFP h- cnb1::HygR mid2::GFP-mid2-KanR ade6-M210 leu1-32 ura4-D18 本研究构建 

FJQ19 Cnb1-GFP 
Ppb1-mCherry 

h+ cnb1::cnb1-GFP-HygR ppb1::ppb1-mCherry-leu1+ ade6-M210 leu1-32 
ura4-D18 本研究构建 

FJQ20 Ppb1-GFP h+ ppb1::ppb1-GFP-HygR ade6-M210 leu1-32 ura4-D18 本研究构建 

FJQ21 ppb1Δ Spn1-GFP h- spn1-GFP::KanR ppb1::HygR ura4-D18 本研究构建 

FJQ22 ppb1Δ Spn2-GFP h90 spn2::spn2-GFP-HA-KanR ppb1::HygR ade6-216 leu1-32 lys1-131 ura4-D18 本研究构建 

FJQ23 ppb1Δ Spn3-GFP h90 spn3::spn3-GFP-HA-KanR ppb1::HygR ade6-216 leu1-32 lys1-131 ura4-D18 本研究构建 

FJQ24 ppb1Δ Spn4-GFP h90 spn4::spn4-GFP-HA-KanR ppb1::HygR ade6-216 leu1-32 lys1-131 ura4-D18 本研究构建 
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表 2  构建 CHGL-Cnb1 质粒所用引物 

引物名称 引物序列(5′→3′) 

Cnb1-KO-Up-F CCCGGTACCATTCTCAGATTTTGCTTCCTTCAT 
Cnb1-KO-Up-R CCCAGATCTGAGAGGGAAACACAATAATATGAAAT 
Cnb1-KO-Dw-F CCCGAGCTCTGAGCATACTTAAAATTAAAACTG 
Cnb1-KO-Dw-R CCCTCTAGAGGATCCCAAATGAAAGTTCTTAATCTAATG 

注：下划线表示引入的酶切位点。 
 

 
 

图 1  利用同源重组的方法在裂殖酵母中敲除 cnb1+基因 
 
一系列 5倍稀释。取 5 μL稀释液点于含有不同药物
的 YES平板上。药物浓度分别为 0.75 mU/mL BLM、
10 μmol/L CPT、20 μg/mL TBZ、7.5 mmol/L HU、
0.01% MMS和 2.5 mmol/L H2O2。32℃培养 2~3 d, 观
察菌落情况。环境胁迫的高温刺激条件为 37℃。将
点有 5 μL稀释液的 YES平板置于 37℃培养 2~3 d, 
观察菌落情况。 

1.2.3  生长曲线及菌体形态观察 

测定生长曲线：将 F274(wt)、FJQ01(cnb1Δ)接
种至 YES 液体培养基中, 32℃培养过夜。将过夜培
养液转接至 50 mL YES 液体培养基中 , 使起始
OD600为 0.2。于 32℃培养, 每 4 h 取样测量 OD600

值, 同时在 X51 基础型倒置显微镜(奥林巴斯)下观

察菌体形态, 利用微分干涉(DIC)明场进行观察。 
加药后菌体形态观察：将酵母菌株接种至 YES

液体培养基中, 32℃培养过夜。将过夜培养液转接至
50 mL YES液体培养基中, 使起始 OD600为 0.2。在
培养基中加入 DNA损伤试剂 BLM, 药物浓度为 0.5 
mU/mL。32℃培养 4 h后收集菌体, 用 Calcofluor对
隔膜进行染色, 利用 X51基础型倒置显微镜(奥林巴
斯)观察形态。 

菌体形态观察：挑单克隆至 YES液体培养基中, 
32℃培养至对数生长期前期, 3 000 r/min离心后, 取
2 μL菌液加入Calcofluor对隔膜进行染色, 利用X51
基础型倒置显微镜(奥林巴斯)观察形态。 

1.2.4  蛋白质免疫印迹检测(Western Blot) 

裂殖酵母总蛋白的抽提方法及 Western blot 方
法参见文献[31]。用 Anti-GFP抗体(ABMart公司)检
测胞裂蛋白, 用 Anti-Actin 抗体(ABMart 公司)检测
肌动蛋白作为内参。 

1.2.5  激光共聚焦延时拍摄 

挑单克隆至YES液体培养基中, 32℃培养过夜。
将过夜培养液转接至新鲜的液体培养基中, 使起始
OD600为 0.3~0.6, 32℃培养 3~4 h。取 30~50 μL融化
的YES固体培养基滴于载玻片中央, 用盖玻片轻压, 
制成薄层培养基。取 2~3 μL菌液滴在薄层培养基中
央, 加盖盖玻片, 制成观察玻片。将观察玻片倒置在
激光共聚焦显微镜(蔡司, LSM700)上, 用 60倍油镜
进行荧光观察和拍摄。 

2  结果与分析 

2.1  cnb1+基因的缺失对细胞生长的影响 

本研究对比分析了 cnb1Δ 菌株和野生型菌株的
生长速度, 发现 cnb1+基因的缺失会使细胞生长缓

慢(图 2A)。显微形态观察发现, cnb1Δ细胞出现多隔
膜、分枝等情况(图 2B)。在对数生长期的前期(0~8 h),  
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图 2  cnb1+基因的缺失对裂殖酵母生长及细胞表型的影响 
A：通过测量 OD600值记录 F274(wt)和 FJQ01(cnb1Δ)的生长曲线(数据为 3组平行实验的平均值); B：野生型和 cnb1Δ的显微形态(DIC)
及隔膜染色观察; C：分别在培养 4 h、8 h、12 h、16 h、20 h取适量菌液, 统计 F274(wt)和 FJQ01(cnb1Δ)中隔膜的数量。观察细胞数
>400个。 
 
cnb1Δ 菌株中含隔膜的细胞数占到总细胞数的 40%
左右 , 而野生型菌株中含隔膜细胞数约为 18%左
右。在对数生长期末期(16~20 h), cnb1Δ中含隔膜的
细胞数约为 20%左右, 而野生型中已经观察不到含
隔膜的细胞 (图 2C)。因此 , 在整个培养过程中 , 
cnb1Δ 菌株含有隔膜的细胞数量均多于野生型菌
株。上述结果提示 cnb1+的缺失会引起隔膜降解的阻

滞。 

2.2  cnb1+基因的缺失对环境胁迫及 DNA损伤试剂
应答的影响 

为了检测 cnb1+基因对环境胁迫和 DNA损伤试

剂应答的影响, 本研究进行了系列稀释实验。结果
显示, cnb1Δ 和野生型菌株一样, 对 DNA 损伤试剂
不敏感(图 3A), 但对 2.5 mmol/L H2O2及高温(37℃)
比较敏感。上述结果表明 Cnb1可能参与了对于高氧
和高温条件的应答。cnb1Δ细胞在 0.5 mU/mL BLM
处理后 , 细胞明显比野生型长 (图 3B)。此外 , 在
BLM处理的情况下, 绝大多数野生型细胞不含有隔
膜, 而超过 10%的 cnb1Δ细胞仍然含有隔膜(图 3B), 
进一步提示了 Cnb1与隔膜之间的关联。 

2.3  Cnb1定位于分裂平面上并与收缩环共定位 

为了深入分析 Cnb1 在胞质分裂中的功能, 本 
 

 
 

图 3  cnb1+的缺失对环境胁迫及 DNA 损伤条件下的裂殖酵母细胞生长和形态的影响 
A：将系列梯度稀释的菌液点在含有 7.5 mmol/L HU、0.75 mU/mL BLM、20 μg/mL TBZ、0.01% MMS、10 μmol/L CPT及 2.5 mmol/L 
H2O2的 YES平板上, 32℃培养 2 d后观察菌落生长情况。其中 37℃为高温环境胁迫条件, 32℃不加药平板为对照; B：用 0.5 mU/mL BLM
处理对数生长期前期的 F274(wt)和 FJQ01(cnb1Δ)菌体 4 h, 观察菌体形态, 隔膜用 Calcofluor染色。 
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研究首先对 Cnb1的定位情况进行了观察。采用图 1
所示的同源重组方式 ,  将 GFP 荧光标签整合到
cnb1+基因的 C端, 实现 Cnb1-GFP的内源性表达,菌
株命名为 FJQ02(Cnb1-GFP)。激光共聚焦显微镜的
观察结果显示, Cnb1 呈环状定位在分裂平面上。伴
随着细胞的生长, Cnb1会出现收缩行为(图 4A)。为
了验证Cnb1是否与收缩环共定位, 內构建了 源表达

Cnb1-GFP 和 Cdc4-mCherry 的菌株(FJQ04), 其中
Cdc4是收缩环的组分。荧光定位数据表明, Cnb1能
与 Cdc4 共定位(图 4B), 说明 Cnb1 能与收缩环共定
位。此外, 对 CN催化亚基 Ppb1进行了荧光定位分
析, 结果表明 Ppb1 也能定位在分裂平面上(图 4C), 
并且 Ppb1能与 Cnb1共定位(图 4D)。由此推测, Cnb1 

与 Ppb1可能以 CN酶复合物的形式在分裂平面上与
收缩环共定位。 

为了检测Cnb1是否影响收缩环的组装, 本研究
观察了 cnb1Δ 菌株中收缩环组分 Myo2 的定位。结
果显示 cnb1+基因的缺失不影响Myo2的正常定位以
及 Myo2 随收缩环收缩的行为(图 4E)。这表明收缩
环的组装以及收缩行为不受 Cnb1的影响。由于收缩
环的收缩伴随着隔膜的成熟, 而Cnb1缺失后隔膜降
解有迟滞, 因此该结果提示Cnb1也许与隔膜的成熟
有关。 

2.4  Cnb1参与隔膜的成熟过程 

已有报道表明, SIN 信号途径启动收缩环的收 
 

 
 

图 4  Cnb1 及 Ppb1 与收缩环组分在分裂平面上共定位 
A：取对数生长期前期的 FJQ02(Cnb1-GFP)细胞, 用激光共聚焦显微镜拍摄 0~50 min内 Cnb1在细胞中的定位变化; B：取对数生长期
前期的 FJQ04(Cnb1-GFP Cdc4-mCherry)细胞, 进行 Cnb1与收缩环组分 Cdc4共定位观察; C：取对数生长期前期的 FJQ20(Ppb1-GFP)
细胞, 用荧光显微镜观察 Ppb1定位; D：取对数生长期前期的 FJQ19(Cnb1-GFP Ppb1-mCherry)细胞, 进行 Ppb1与 Cnb1共定位观察; E：取对
数生长期前期的 FJQ03(Myo2-mCherry)及 FJQ05(cnb1Δ Myo2-mCherry)细胞, 观察 cnb1+基因缺失对收缩环组分 Myo2定位的影响。 
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缩。收缩环在收缩过程中指导隔膜的形成和成熟[32]。

隔膜为“三明治”结构, 中间是主要隔膜, 两边为次
要隔膜。主要隔膜的主要成分是 β-1,3-葡聚糖, 次要
隔膜的主要成分是 α-1,3-葡聚糖和分枝 β(1,3)- 
β(1,6)-葡聚糖[33]。微管在胞质分裂过程中会发生解

聚与重聚的重排过程。如果隔膜不成熟, 中间留有
空洞, 微管会出现纵穿隔膜的现象[24]。因此, 通过观
察胞质微管蛋白 Atb2的分布, 可以了解隔膜的成熟
情况。通过荧光观察, 发现 cnb1+缺失后, Atb2发生
纵穿隔膜的现象(图 5), 对应的野生型菌株则没有发
生纵穿现象(图 5)。上述现象表明 Cnb1 缺失后, 隔
膜不成熟。结果提示, Cnb1 可能参与调节隔膜的成
熟过程。 

2.5  Cnb1在胞裂蛋白的定位稳定性中发挥作用 

胞裂蛋白环负责招募隔膜降解酶以降解隔膜[34], 
因此胞裂蛋白环的异常会影响隔膜的降解, 引起多
隔膜的表型。cnb1+的缺失也能造成隔膜降解的阻滞, 
并引起多隔膜的表型, 提示Cnb1可能与胞裂蛋白的
功能相关。为了检测 Cnb1是否会影响胞裂蛋白, 本
研究比较了野生型和 cnb1Δ中 4种胞裂蛋白的定位。
结果显示, 在野生型细胞中, 所有的隔膜处都有胞
裂蛋白的信号(图 6A、图 6B)。而在 cnb1Δ中, 80%
左右细胞的隔膜处没有 Spn2或 Spn3的信号, 20%左
右细胞的隔膜处没有 Spn1 或 Spn4 的信号(图 6A、
图 6B)。该结果提示 Cnb1可能影响胞裂蛋白环的稳
定性。此外, 本研究也检测了 ppb1Δ 中 4 种胞裂蛋
白的定位, 结果表明 ppb1+的缺失与 cnb1+的缺失一

样, 也会影响胞裂蛋白环的稳定(图 6B)。 

为了检测胞裂蛋白的缺失是否因蛋白的缺失造

成, 用Western blot的方法分析了 cnb1Δ中胞裂蛋白
的蛋白水平。结果表明, 与野生型菌株相比, cnb1Δ
菌株中 4 种胞裂蛋白的蛋白水平没有下降(图 6C)。
这表明在 cnb1Δ 细胞中, 隔膜处胞裂蛋白信号的丢
失, 不是由转录翻译的缺陷导致。 

胞裂蛋白环组装的异常可能造成隔膜处胞裂蛋

白信号的丢失。为了检测 cnb1+的缺失是否影响胞裂

蛋白环的组装, 对 Mid2 蛋白的定位进行了观察。
Mid2 蛋白是在胞裂蛋白环组装完成之后被征集到
环上, 起到稳定胞裂蛋白环的作用。当 Mid2缺失时, 
胞裂蛋白环不稳定, 会在分裂平面上形成弥散的碟
状结构[34, 35]。荧光观察发现, cnb1+缺失后, Mid2的
定位依然正常(图 6A)。这表明胞裂蛋白环能正常组
装并且招募 Mid2蛋白。上述结果提示 cnb1+的缺失

可能影响了胞裂蛋白环组装后的稳定性。 

3  讨 论 

CN 的调节亚基广泛存在于真核生物中, 裂殖
酵母 Cnb1 与人 Ppp3r1 蛋白的氨基酸序列相似性为
75%, 说明调节亚基在进化上具有很高的保守性 , 
因此在裂殖酵母中进行的Cnb1功能研究, 可以为哺
乳动物中相应蛋白的功能研究起到一定的提示作用。 

本研究发现, cnb1+缺失后菌株的生长速度缓慢, 
细胞出现多隔膜、胞质分裂阻滞的表型。通过荧光

定位观察, 发现 Cnb1 和 Ppb1 定位在分裂平面上, 
并与收缩环共定位。由此, 我们推测 Cnb1 与 Ppb1 
可能以 CN 酶复合物的形式与收缩环共定位。此外, 
cnb1 +的缺失不影响收缩环的形成及收缩 ,  表明 

 

 
 

图 5  cnb1+的缺失影响隔膜的成熟 
取对数生长期前期的 FJQ07(Atb-GFP Sad1-mCherry)及 FJQ08(cnb1Δ Atb-GFP Sad1-mCherry)细胞, 观察微管蛋白 Atb2、纺锤体极体蛋
白 Sad1及隔膜的定位情况。Sad1蛋白可以标定细胞核的位置。 
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图 6  cnb1+的缺失对裂殖酵母胞裂蛋白的定位及其表达的影响 
A：分别对比观察 FJQ09(Spn1-GFP)、FJQ10(Spn2-GFP)、FJQ11(Spn3-GFP)、FJQ12(Spn4-GFP)、FJQ17(Mid2-GFP)菌株和 FJQ13(cnb1Δ 
Spn1-GFP)、FJQ14(cnb1Δ Spn2-GFP)、FJQ15(cnb1Δ Spn3-GFP)、FJQ16(cnb1Δ Spn4-GFP)、FJQ18(cnb1Δ Mid2-GFP)菌株中 Spn1、Spn2、
Spn3、Spn4和 Mid2蛋白的定位; B：对比分析野生型、cnb1+缺失和 ppb1+缺失菌株中, 明视野下的总隔膜数以及含有 Spn1、Spn2、
Spn3和 Spn4荧光信号的隔膜数(观察细胞数>100个); C：Western blot检测 FJQ09(Spn1-GFP)、FJQ10(Spn2-GFP)、FJQ11(Spn3-GFP)、
FJQ12(Spn4-GFP)、FJQ13(cnb1Δ Spn1-GFP)、FJQ14(cnb1Δ Spn2-GFP)、FJQ15(cnb1Δ Spn3-GFP)和 FJQ16(cnb1Δ Spn4-GFP)菌株中胞
裂蛋白的蛋白水平, 利用 GFP抗体检测胞裂蛋白, 以肌动蛋白(Actin)为内参。 

 
Cnb1 不是收缩环的结构组分。缺失 cnb1+后, 微管
出现纵穿隔膜的现象, 说明隔膜不完全成熟。此外, 
已有报道表明 ppb1+缺失后也存在隔膜不成熟的现

象[24]。这些结果提示 Cnb1 可能参与调控了隔膜的
成熟过程, 而且这种调控可能是通过 CN 的磷酸酶
活性来实现的。 

本研究还在 cnb1Δ菌株中检测了胞裂蛋白的定

位情况。结果显示这 4 种蛋白的定位受到影响, 有
80%左右的细胞在隔膜处丢失了 Spn2和 Spn3信号。
Mid2蛋白在 cnb1Δ菌株中的正常定位表明胞裂蛋白

环的初始组装没有异常。此外, 胞裂蛋白的表达量
在 cnb1Δ菌株中没有发生下调。这些结果暗示 Cnb1

参与维持胞裂蛋白环的稳定性, 而且此过程并不依
赖于转录调控。ppb1+缺失也能造成胞裂蛋白环稳定

性的下降。但令人意外的是, ppb1+缺失对胞裂蛋白

环的影响程度小于 cnb1+缺失(图 6B)。如果 Cnb1与
Ppb1 通过发挥 CN 磷酸酶活性来参与维持胞裂蛋白
环的稳定性, 那么 ppb1+缺失引起的表型应比 cnb1+

缺失引起的表型严重。而事实与此相反 , 这表明
Cnb1 与 Ppb1 在胞裂蛋白环稳定性维持中发挥的作
用可能不依赖于 CN 的酶学活性, 其具体机制有待
进一步研究。 

因此, 我们认为Cnb1可能采用两种方式来调节
胞质分裂。一种是依赖 CN酶学活性的方式, 影响了
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隔膜的成熟。另一种是不依赖 CN 酶学活性的方式, 
影响胞裂蛋白环的稳定性。酶复合物以依赖酶活和

不依赖酶活两种方式调节生物途径的方式并不罕见, 
如 PI3K磷酸肌醇激酶, 它由调节亚基 p85和催化亚
基 p110组成, 其调节亚基 p85就存在不依赖于激酶
活性的功能[36]。CN 的多种生物途径调节方式将有
助于丰富我们对胞质分裂调控的了解。 
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