
HEREDITAS (Beijing)  2013年 9月, 35(9): 1135―1142    

ISSN 0253-9772    www.chinagene.cn  研究报告 

                           

收稿日期: 20130406; 修回日期: 20130516  
基金项目: 国家重点基础研究发展计划(973计划)项目(编号：2009CB825601)和国家自然科学基金项目(编号：31200961)资助 

作者简介: 周楠, 硕士研究生, 专业方向：微生物遗传学。E-mail: 10210700077@fudan.edu.cn 

通讯作者: 吕红, 教授, 研究方向：微生物遗传学。E-mail: honglv@fudan.edu.cn 

网络出版时间: 2013-7-12  9:05:00 
URL: http://www.cnki.net/kcms/detail/11.1913.R.20130712.0905.001.html 

 

DOI: 10.3724/SP.J.1005.2013.01135 

裂殖酵母 SAGA 复合物亚基 Spt20 参与钙调蛋白磷酸
酶调节的 Cl胞内平衡 

周楠, 雷秉坤, 周幸, 余垚, 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: SAGA(Spt-Ada-Gcn5 acetyltransferase)复合物是真核生物中高度保守的蛋白复合体 , 参与转录激活、

mRNA 转运等诸多生物学过程。为了探究 SAGA 复合物亚基的潜在生物学功能, 文章以裂殖酵母(Schizosac-

charomyces pombe)SAGA 复合物核心结构亚基 Spt20 为诱饵蛋白进行酵母双杂交筛选, 获得了 Ppb1 蛋白。Ppb1

是真核生物重要信号分子-钙调蛋白磷酸酶的催化亚基。酵母双杂交验证及免疫共沉淀实验均表明 Spt20与 Ppb1

可以在体内发生蛋白相互作用。裂殖酵母 ppb1+缺失突变体对高浓度 Cl敏感, 而 spt20+缺失突变体则能抵抗高

浓度的外源 Cl, 维持细胞的正常生长。荧光共定位分析表明, 当外源 Cl浓度升高时, Ppb1 蛋白能够从细胞质

迁移入核, 与 Spt20 蛋白在细胞核内发生共定位。遗传分析显示, spt20+缺失可以抑制 ppb1+缺失突变体对 Cl

高度敏感的表型, spt20+与 ppb1+处于 Cl平衡调节的同一通路, 且 spt20+位于 ppb1+的下游。上述结果表明, spt20+

缺失突变体耐受外源高浓度 Cl, Spt20 参与了钙调蛋白磷酸酶调节的 Cl胞内平衡。在高等生物中胞内 Cl浓度

异常升高与心肌缺血/再灌注损伤等疾病的发生密切相关。鉴于 Spt20 在真核生物中高度保守, Spt20 可能成为

潜在的药物靶点应用于 Cl失衡相关疾病的防治中。 

关键词:  裂殖酵母; SAGA 复合物; Spt20; 钙调蛋白磷酸酶; Cl胞内平衡 

SAGA complex subunit Spt20 involves in the calcineurin-mediated 
Cl homeostasis in Schizosaccharomyces pombe 

ZHOU Nan, LEI Bing-Kun, ZHOU Xing, YU Yao, LV Hong 
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Abstract:  SAGA (Spt-Ada-Gcn5 acetyltransferase) is a highly conserved protein complex in eukaryotes, which plays a 

role in many important cellular processes, including transcriptional activation and mRNA exportation. In order to investi-

gate the potential biological function of SAGA subunit, we performed a yeast two-hybrid screen using a core structural 

subunit of SAGA in fission yeast, Spt20, as the bait. Ppb1, catalytic subunit of calcineruin was identified in the test. Cal-

cineurin is a key regulator of signal transduction. The interaction between Spt20 and Ppb1 was confirmed by yeast 
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two-hybrid assay and co-immunoprecipitation. In S. pombe, ppb1Δ was hypersensitive to high concentration of Cl‒. In con-

trast, spt20Δ could resist high concentration of Cl‒, which maintained normal growth of cells. Fluorescent colocalization 

analysis showed that Ppb1 was translocated from cytoplasm to nucleus and colocalized with Spt20 upon the increase of 

extracellular Cl‒. Further genetic analysis revealed that loss of spt20+ suppressed the hypersensitive phenotype to Cl‒ of 

ppb1Δ. Thus, spt20+ and ppb1+ stayed in the same pathway of regulating Cl‒ homeostasis and spt20+ functioned down-

stream of ppb1+. Our data suggest that spt20Δ is able to resist high concentration of extracellular Cl‒ and Spt20 involves in 

the calcineurin-mediated Cl‒ homeostasis. The aberrant up-regulation of intracellular Cl‒ is correlated with the diseases like 

myocardial ischemia reperfusion injury in higher organism. As Spt20 is highly conserved in eukaryotes, it might serve as a 

potential drug target in Cl‒ imbalance related diseases. 

Keywords: S. pombe; SAGA complex; Spt20; calcineurin; Cl‒ homeostasis 

SAGA 复合物, 即 Spt-Ada-Gcn5 乙酰转移酶复

合体, 是真核生物中重要的转录辅助因子。作为一

类多功能蛋白复合体, SAGA 复合物通过对组蛋白

翻译后修饰, 包括组蛋白乙酰化和去泛素化, 实现

染色质结构在沉默和活跃状态之间的转换, 为基因

转录起始创造了合适的条件[1]。同时, SAGA复合物

还能与基因特异性转录激活因子、通用转录因子以

及 RNA聚合酶Ⅱ等作用, 帮助将它们募集到靶基因

的启动子区域, 直接调节真核基因转录[2]。 
SAGA 复合物最早被发现于酿酒酵母(Saccharo-

myces cerevisiae), 并在裂殖酵母、果蝇(Drosophila 

melanogaster)、小 鼠 (Mus musculus)和人 (Homo 

sapiens)等真核生物中高度保守 [3]。裂殖酵母中的

SAGA复合物包含 21个蛋白亚基, 这些亚基分别组

成了募集模块、组蛋白乙酰化模块、TATA框结合蛋

白作用模块、组蛋白去泛素化模块以及结构模块一

系列功能各异的亚复合物[4]。大量遗传、生化和结

构学研究已经很好的阐明了 SAGA 复合物的构成及

其在 RNA 聚合酶Ⅱ依赖的基因转录中的调节作用, 

而 SAGA 复合物亚基是如何通过调控某些特定基因

的转录激活, 进而影响胞内重要生理途径和个体发

育的过程则逐渐成为研究的热点[5]。已有的报道表

明, SAGA 复合物能够通过其乙酰转移酶亚基 Gcn5

和 TATA 框结合蛋白作用亚基 Spt8, 激活或抑制交

配途径重要因子 ste11+的表达, 进而调节裂殖酵母

在营养生殖和有性生殖模式之间的转换 [6]; 哺乳动

物中 SAGA复合物亚基 TRRAP和 hGCN5则参与调

控癌基因 c-Myc 的转录激活, 影响细胞的凋亡和恶

性转化[7]。 

Spt20是 SAGA复合物结构亚基, 在酿酒酵母中

又被称为 Ada5[8]。前期研究表明 Spt20 作为骨架蛋

白主要维持复合物的结构稳定性, 因为在酿酒酵母

的 SPT20缺失突变体中难以检测到完整的 SAGA复

合物[4]。在哺乳动物中, Spt20同源蛋白 hSPT20能够

直接调控一系列压力应答基因的表达, 参与细胞内

质网应激反应过程[9]。然而, Spt20 是否在其他重要

生物过程中发挥调节作用, 仍有待深入研究。 

丝/苏氨酸特异性钙调蛋白磷酸酶(Calcineurin)

是真核生物信号转导途径中重要的信号分子 [10]。

Calcineurin 是由催化亚基和调节亚基组成的异源二

聚体, 它通过催化亚基氨基端的催化结构域, 介导

底物的去磷酸化, 参与胞吐作用、压力应答、胞质

分裂及 T细胞激活等诸多生理过程[11~13]。Calcineurin

最早在猪(Sus scrofa)的脑组织中被发现[11], 之后的

研究证明其广泛存在于从酵母到人的一系列真核生

物中, 而且序列高度保守[13]。裂殖酵母中 ppb1+是唯

一编码 Calcineurin 催化亚基的基因[14]。研究表明,  

Ppb1 维持裂殖酵母 Cl的胞内平衡, ppb1+缺失突变

体对外源 Cl高度敏感[15]。作为机体细胞中极富生理

意义的一类阴离子, Cl在细胞兴奋性、细胞内环境

pH稳定、细胞容量以及细胞凋亡等方面都起着调节

作用[16~18]。在哺乳动物中, 胞内 Cl失衡与心肌肥大

及心肌缺血 /再灌注损伤等病理过程的发生发展密

切相关[19~21]。 

为了探究 Spt20 的潜在生物学功能, 本研究利

用酵母双杂交的方法, 筛选获得了 Spt20 的相互作

用蛋白 Ppb1。通过酵母菌系列稀释打点分析 spt20+

缺失突变体对高浓度Cl处理的表型, 并进一步结合
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荧光定位和遗传分析等手段, 揭示了 Spt20 参与钙

调蛋白磷酸酶介导的胞内 Cl平衡调节的新功能。 

1  材料和方法 

1.1  材料 

本研究所使用的裂殖酵母菌株见表 1。大肠杆

菌(Escherichia coli)Top10菌株为本实验室保存。裂

殖酵母基因同源敲除质粒 pCHGL、整合荧光质粒

pCHGL-GFP、pFAML-RFP、过表达质粒 pRep1-3xFlag、

pJR2-41u-5xHA 均由本实验室构建和保存。酵母双

杂交系统 Matchmaker™ GAL4 Two-Hybrid, 包括宿

主菌株 AH109、Y2H gold, 克隆质粒 pGBKT7、

pGADT7, 阳性对照质粒 pGBKT7-p53和 pGADT7-T

购于 Clontech公司。酵母生长所需培养基 SC和 YES

配方参考文献[22]。 

1.2  方法 

1.2.1  酵母双杂交筛选 

在酿酒酵母菌株AH109中转化克隆有裂殖酵母

spt20+编码序列(1 422 bp)的诱饵质粒 pGBKT7- 

spt20+, 再转入构建在 pGAD424质粒上的裂殖酵母

减数分裂期 cDNA文库(NBRP, Japan), 涂布 SC- 

Tryptophan(Trp)-Leucine(Leu)-Histidine(His)+5 mmol/L 
3-aminotriazole(3-AT)平板。对平板上形成的克隆进

行 β-半乳糖苷酶活性检测, 以检验 LacZ报告基因的

表达。玻璃珠法抽提阳性克隆中的质粒, 使用通用

引物 T7和 3′AD进行测序(引物序列见表 2), 得到阳

性克隆的基因序列。详细流程参见Matchmaker GAL4 

Two-hybrid System 3[23]。 

1.2.2  酵母双杂交验证 

将克隆有 ppb1+的编码序列(1 665 bp)的 pGADT7- 

ppb1+质粒和诱饵质粒 pGBKT7-spt20+共转化酵母菌

株 Y2H gold。将 pGBKT7-p53和 pGADT7- T-antigen 

质粒转入 Y2H gold 作为阳性对照组, 将 pGBKT7- 

spt20+和 pGADT7质粒共转化 Y2H gold作为阴性对

照组。SC-Trp-Leu 平板筛选转化子, 随后将转化子

菌液点种于 SC-Trp-Leu+ABA(Sigma 公司)平板, 观

察菌落生长情况来检测 AUR1-C 的表达水平, 并点

种于 SC-Trp-Leu+X-α-gal(Sigma 公司)平板, 观察菌

斑变色情况以检验报告基因 MEL1 是否激活。详细流

程参见Matchmaker Gold Yeast Two-hybrid System[24]。 

1.2.3  免疫共沉淀 

培养裂殖酵母菌株至对数生长期 , 收集约 50 

OD600菌体, 采用玻璃珠法破碎细胞, 离心后收集总

蛋白上清液。将预处理过的 protein A/G 琼脂糖珠

(Santa cruz 公司)与蛋白上清液在 4℃缓慢摇晃孵育

2 h, 以除去蛋白与琼脂糖珠的非特异性结合。4℃、

2 000 r/min离心 1 min, 分别取 10 μL上清液加入 10 

μL 2×SDS loading buffer, 沸水浴煮 10 min, 作为

Input对照。其余上清液加入 20 μL Flag M2琼脂糖

珠(Sigma公司), 4℃缓慢摇晃孵育 4 h, 使得 Flag融

合蛋白与 Flag M2琼脂糖珠结合。4℃、2 000 r/min

离心 1 min, 冰上静置 1 min 将琼脂糖珠沉至管底, 

小心吸去上清, 加入 1 mL裂解液清洗珠子, 4℃摇晃

孵育 5 min。重复洗涤 4次, 最后用针头吸尽上清。

加入 50 μL 1×SDS上样缓冲液与 Flag M2琼脂糖珠

混合, 沸水煮 10 min。利用 Anti-HA 和 Anti-FlAG

抗体 (AbMART 公司 )对样品进行蛋白质免疫印迹

(Western blot)检测, 方法详见参考文献[25]。 

1.2.4  基因敲除菌株及荧光菌株构建 

采用同源重组的方式[26]敲除 spt20+和 ppb1+, 获

得的菌株分别命名为 ZN1(简称为 spt20)和 ZN2(简

称为 ppb1)。扩增 spt20+上下游同源区域引物对

upout/upin、dwin/dwout以及鉴定突变体各引物序列

见表 2。引物所处位置参见图 3。通过类似的同源重 

 

表 1  本研究使用的裂殖酵母菌株 

菌株 简称 基因型 来源 

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

ZN1 spt20 h+ spt20::hphMX4 ade6-M210 leu1-32 ura4-D18 本实验构建 

ZN2 ppb1 h+ ppb1::hphMX4 ade6-M210 leu1-32 ura4-D18 本实验构建 

ZN3 Spt20-RFP Ppb1-GFP h+ Spt20-RFP::ura4+ Ppb1-GFP::KanMX6 ade6-M210 leu1-32 ura4-D18 本实验构建 

ZN4 spt20 ppb1 h+ spt20::KanMX6 ppb1::hphMX4 ade6-M210 leu1-32 ura4-D18 本实验构建 
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表 2  引物序列 

引物名称 序列(5′→3′) 

T7 TAATACGACTCACTATAGGG 

3′AD AGATGGTGCACGATGCACAG 

upout CCCAAGCTTGATTTCTACTATAGAATCCAGA 

upin GGGAGATCTCTCTTAGTTCAACGAACTATAC 

dwin CCCGAGCTCCTCTCAAATGCTTCATCATTTAAT 

dwout CCCACTAGTTTCATATCGCTATGGGTTAGTAAT 

upch GGGTAAGGTAGCTCTAGCAAT 

CR TGATGTGACTGTCGCCCGTA 

CF TCGTATGTGAATGCTGGTCG 

dwch TAAACTAATCAAGGTAAAGGTG 

 
组策略分别在 spt20+和 ppb1+的 3′端融合 RFP和GFP

荧光标签, 获得了表达 Spt20-RFP和 Ppb1-GFP融合

蛋白的菌株 ZN3(简称为 Spt20-RFP Ppb1-GFP)。 

1.2.5  酵母菌系列稀释打点分析 

挑取酵母菌株单克隆至 YES 培养基, 32℃过夜

培养至菌体浓度 OD600至少大于 1。使用无菌水稀释

初始菌体浓度OD600=1, 随后按 5倍梯度对菌体进行

系列稀释, 取 2 μL 依次点种于含有不同 Cl浓度的

YES固体平板上。32℃培养平板 3~4 d, 扫描仪拍摄

图片。 

1.2.6  显微镜观察 

荧光观察用显微镜为奥林巴斯 X51基础型倒置

显微镜 (Olympus 公司 )。对培养至对数生长期

(OD600=1.0 左右)的裂殖酵母活细胞进行观察, 微分

干涉(DIC)明场观察酵母细胞形态, 利用WIBA通道

观察胞内 Ppb1-GFP绿色荧光信号, WIGA通道观察

Spt20-RFP 红色荧光信号。采用奥林巴斯 DP2-BSW

软件拍摄及分析细胞图片。 

2  结果与分析 

2.1  Spt20与 Ppb1在体内发生相互作用 

为了挖掘 Spt20 可能参与的生物过程及潜在的

相互作用因子, 本研究以 Spt20 为诱饵蛋白进行酵

母双杂交的筛选。结果表明, 获得了一个长为 1 103 

bp的基因片段, 经 Blast序列相似性比对, 发现该片

段编码 Calcineurin 催化亚基 Ppb1 的 N 端部分。随

后又克隆了 1 665 bp的 ppb1+全长基因, 将其构建于

酵母双杂交猎物质粒 pGADT7 上, 利用酵母双杂交

在体内验证了 Spt20与 Ppb1的结合。实验结果表明, 

共转化 BD-SPT20和 AD-PPB1质粒的 Y2H gold菌

株(实验组), 以及共转化 BD-P53 和 AD-T 质粒的菌

株(阳性对照组)均能够激活报告基因 AUR1-C, 因此

可以在含有环脂肽类抗生素 (ABA)的平板上生长 ; 

同时这些菌株也能激活 MEL1, 在含有 X-α-半乳糖

的平板上呈现蓝色。作为阴性对照组 , 共转化

BD-SPT20和AD空载质粒的酵母菌株则无法激活任

何报告基因(图 1)。 

为了进一步确认 Spt20 与 Ppb1 的蛋白质结合, 

本研究通过免疫共沉淀的方法验证了两者在裂殖酵

母完整细胞内的相互作用。使用 Anti-FLAG M2 琼

脂糖珠免疫沉淀过量表达 Spt20-HA 和 Ppb1-3xFLAG

的细胞裂解液, 利用 Anti-HA 抗体在免疫沉淀产物

中检测到了 Spt20蛋白的存在。作为阴性对照, 利用

Anti-FLAG M2 琼脂糖珠免疫沉淀单独表达 Spt20- 

HA的细胞裂解液后, 免疫沉淀产物经Anti-HA抗体

检测未发现任何条带, 说明 Spt20和 Ppb1可以在体

内发生特异性的结合(图 2)。但是, GST pull-down体

外实验未能检测到 Spt20与 Ppb1直接的蛋白质结合

(结果未显示), 两者在体内的相互作用可能还需要

其他蛋白质的介导。 

2.2  spt20+缺失突变体抵抗高浓度 Cl 

在裂殖酵母中, Sugiura 等[27]研究发现 ppb1+缺

失突变体对Cl高度敏感, 表明 ppb1+参与维持了Cl  
 

 
 

图 1  Spt20与 Ppb1相互作用的酵母双杂交验证 

在酿酒酵母菌株 Y2H gold中分别共转化 pGBKT7-p53(BD-P53)+ 

pGADT7-T(AD-T)、pGBKT7-spt20+(BD-SPT20)+ pGADT7-ppb1+ 

(AD-PPB1)及 pGBKT7-spt20+(BD-SPT20)+ pGADT7(AD)3 组质

粒。无菌水稀释阳性转化子至 OD600=1.0, 取 3 μL 菌液点种于

SC-Trp-Leu+ABA和 SC-Trp-Leu+X-α-GAL平板上, 置于 32℃培

养 1~2 d, 观察菌落生长和显色反应。 
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图 2  免疫共沉淀验证 Spt20 与 Ppb1 体内相互作用 
在野生型裂殖酵母 F274(简称为 WT)中过量表达 3′端融合 HA标

签的 Spt20 和 3′端融合 3xFLAG 标签的 Ppb1 蛋白。使用

Anti-FLAG 免疫沉淀 Ppb1-FLAG 融合蛋白, 在沉淀中可以利用

Anti-HA检测到 Spt20-HA。 

的胞内平衡。本研究发现 Spt20与 Ppb1可以在体内

发生相互作用, 因此这一结果提示 Spt20 可能也参

与了 Ppb1 介导的 Cl胞内平衡。为了探究 Spt20 在 

Cl平衡中的作用, 本研究首先利用同源重组的方法

在野生型单倍体裂殖酵母中敲除 spt20+(图 3)。通过

PCR 的方法, 利用图 3A 所示的不同引物对筛选平

板上生长的转化子进行基因型的鉴定, 结果表明潮

霉素抗性基因筛选标记替换了 spt20+的开放阅读框

(图 3B), 获得了 spt20+缺失突变体 spt20。采用类似

的方法本研究也获得了 ppb1+缺失突变体 ppb1。 

为了检测 spt20、ppb1对 Cl的敏感度, 分别

在含有不同 Cl浓度的 YES平板上对 WT、spt20及

ppb1进行稀释打点实验(图 4)。结果与已有的报道

相符, Ppb1 可以维持 Cl的胞内平衡, 用 0.2 mol/L 

MgCl2处理就使 ppb1的生长受到完全抑制。有趣的

是, spt20并没有表现出对 Cl的高度敏感性, 相反, 

在高浓度的 Cl处理下(0.3~0.5 mol/L MgCl2), spt20+

缺失突变体仍能够正常生长, 而野生型菌株 WT 的 
 

 
 

图 3 裂殖酵母 spt20+缺失突变体的构建与鉴定 

A：spt20+缺失突变体的构建流程。PCR 分别扩增裂殖酵母 spt20+的上游序列(up)和下游序列(dw), 并引入图示酶切位点。将 up 片段

和 dw 片段分别装入 pCHGL 敲除质粒, 利用 HindⅢ、SpeⅠ双酶切释放线性化重组 DNA 片段转化野生型裂殖酵母, 上下游序列将与

基因组上的同源区域发生同源重组, 使潮霉素抗性基因筛选标记(hphMX4)替换 spt20+, 随后利用潮霉素(Sigma 公司)筛选阳性转化子; 

B：spt20+缺失突变体的鉴定。1：upch/CR引物对鉴定, upch位于 spt20+上游 745 bp处, CR为潮霉素筛选标记内部反向引物, PCR反

应获得与预期一致的 861 bp片段; 2：CF/dwch引物对鉴定, CF为潮霉素筛选标记内部正向引物, dwch位于 spt20+下游 785 bp处, PCR

反应获得与预期一致的 869 bp片段。 
 

 
 

图 4  酵母菌 5 倍系列稀释打点分析 spt20+缺失突变体及 ppb1+缺失突变体对不同浓度 Cl的敏感性 
培养野生型裂殖酵母菌株 WT, spt20+缺失突变体 spt20及 ppb1+缺失突变体 ppb1至对数生长期中期, 使用无菌水分别调节初始菌体

浓度 OD600=1.0, 以 5倍梯度稀释并点种于含不同浓度(0~0.5 mol/L)MgCl2的 YES平板上。32℃培养 3~4 d。 
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生长状况则逐渐受到影响。以上数据提示, 对于 Cl

胞内平衡的调节, Spt20 的作用与 Ppb1 相反, 因此

spt20在胞外 Cl浓度过高时仍保持正常生长。 

2.3  Ppb1在Cl处理下迁移入核与 Spt20发生共定位 

为了进一步研究 Spt20 是否协同 Ppb1 在 Cl胞

内平衡调节中发挥作用, 本研究检验了 Spt20与 Ppb1

在外界 Cl浓度变化情况下在胞内的结合。采用图 3

所示的同源重组策略, 分别将 GFP和 RFP克隆到野

生型裂殖酵母基因组 ppb1+和 spt20+基因的 C端, 以

表达内源性的 Ppb1-GFP和 Spt20-RFP荧光蛋白。荧

光显微镜观察结果表明, 在野生型酵母菌株中, Ppb1

主要分布于细胞质中, 而 Spt20 则主要集中分布于

细胞核内; 0.3 mol/L 浓度 MgCl2处理过夜后, Ppb1

的分布发生了显著的改变, 部分 Ppb1蛋白迁移到了

细胞核内, 而 Spt20则仍然分布在细胞核中, 因此两

者在核内发生了共定位(图 5)。该结果显示在细胞外

界 Cl浓度升高后, Ppb1能够由细胞质迁移至细胞核

内, 与核内的 Spt20 发生相互作用进而调节胞内 Cl

的平衡。 

2.4  spt20+与 ppb1+处于调节 Cl胞内平衡的同一通路 

上述结果表明, Ppb1与 Spt20均参与了 Cl胞内

平衡的调节。然而, 两者是否处于调控 Cl平衡的同

一信号通路及它们在通路中所处的上下游关系仍不

得知。为此, 本研究通过遗传杂交的方法[14]构建了

裂殖酵母 spt20+和 ppb1+双缺失突变体菌株 ZN4(简

称为 spt20ppb1), 通过酵母菌系列稀释打点实验

检测其对 Cl的敏感性, 以确定 spt20+与 ppb1+在 Cl

平衡调节中的遗传关系。 

在含有 0.3 mol/L MgCl2的YES平板上分别对裂

殖酵母野生型菌株 WT、 spt20、 ppb1以及

spt20ppb1进行 5 倍梯度稀释打点。结果表明 , 

spt20+的缺失拯救了 ppb1对高浓度 Cl敏感的表

型。spt20ppb1与 spt20一致, 能够拮抗高浓度的

Cl处理, 在 YES+0.3 mol/L MgCl2平板上正常生长

(图 6)。说明 spt20+与 ppb1+在 Cl平衡调节中处于同

一通路, 且在遗传关系上 spt20+处于 ppb1+的下游。 

3  讨 论 

真核基因的转录起始受到包括基因特异性转录

激活因子、通用转录因子及转录激活辅因子在内的

多种因素的高度调节[28]。作为一类重要的转录辅因

子, SAGA 复合物调控了真核生物约 10%的基因表

达[29], 影响了性分化、端粒稳定、生长发育等诸多

生物学过程 [3], 而其在胞内离子平衡中的作用仍不

清楚。本研究结果显示 , SAGA 复合物核心亚基

Spt20与 Calcineurin催化亚基 Ppb1在体内可以发生

相互作用。Ppb1 维持了 Cl胞内平衡, ppb1+缺失突

变体对 Cl高度敏感, 而 spt20+缺失突变体对高浓度

的 Cl不敏感, 说明对于 Cl胞内平衡的调节, Spt20

的作用机制与 Ppb1相反。而进一步的遗传分析结果

则显示 spt20+与 ppb1+在 Cl平衡调节中处于同一通

路, 且在遗传关系上 spt20+处于 ppb1+的下游。 

Calcineurin 是真核生物信号转导途径的重要一 

 

 
 

图 5  Ppb1 在 Cl处理下迁移入核与 Spt20 发生荧光共定位 
内源性表达 Ppb1-GFP和 Spt20-RFP荧光蛋白的裂殖酵母菌株 Spt20-RFP Ppb1-GFP分别在 YES及 YES+0.3 mol/L MgCl2液体培养基

中 32℃培养至对数生长期。使用奥林巴斯 X51倒置显微镜检测酵母活细胞内绿色和红色荧光蛋白信号, DP2-BSW软件拍摄及分析细

胞图片。标尺=10 μm 
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图 6  酵母菌 5 倍系列稀释打点分析 spt20ppb1对 Cl

的敏感性 
野生型裂殖酵母菌株 WT、spt20+缺失突变体 spt20、ppb1+缺失

突变体 ppb1及 spt20+、ppb1+双缺失突变体 spt20ppb1培养至

对数生长期中期, 使用无菌水分别调节初始菌体浓度 OD600=1.0, 

以 5倍梯度稀释并点种于 YES及 YES+0.3 mol/L MgCl2平板上。

32℃培养 3~4 d。 

 
环, 其通常被认为仅在细胞质内发挥磷酸酶的活性, 

通过去磷酸化某些转录因子使之迁移入核进行基因

表达的调控[30], 如在裂殖酵母中 Calcineurin 可以去

磷酸化转录因子 Prz1, 促使其入核并调节 Ca2+通道

运输蛋白 Pmc1 的表达[31]。然而哺乳动物细胞中的

研究表明Calcineurin同样也能在细胞核内发挥作用, 

例如在 Ca2+信号刺激下 Calcineurin能够协同 NF-AT

转录因子家族成员 NF-AT4 转移至核内调控下游靶

基因的表达[32]。本研究在裂殖酵母中的蛋白荧光定

位实验说明, Calcineurin催化亚基 Ppb1能够在外界

环境Cl升高时由胞质向细胞核迁移, 并与核内其他

蛋白发生作用, 说明在裂殖酵母中 Calcineurin 也可

以在细胞核中发挥功能, 提示这种作用方式可能保

守地存在于真核生物中。  

胞内 Cl浓度失衡会导致细胞功能的失调。如在

心肌缺血/再灌注损伤中, 细胞内 Cl浓度会急剧增

加 , 并引起心律失常 , 甚至心肌细胞的凋亡 , 对机

体造成损害[20]。细胞外低 Cl灌流以及强效 Cl通道

阻断剂如二苯二乙烯衍生物的使用, 可以降低细胞

内 Cl浓度, 对心肌起到保护作用[33,34]。本研究发现

spt20+的缺失可以抵抗胞外高浓度 Cl对细胞的毒性, 

维持细胞的正常生长, 暗示 spt20+缺失突变能够有

效抑制胞内 Cl浓度的上调, 对细胞起到保护作用。

基于 SAGA 复合物在真核生物中高度保守, 裂殖酵

母中 Spt20参与调节由 Calcineurin介导的 Cl胞内平

衡的机制, 也许存在于高等生物中。因此, 随着研究

的深入, Spt20 可能有希望作为针对胞内 Cl失衡的药

物作用靶点, 用于防治心肌缺血/再灌注损伤等疾病。 

除了 Cl, 机体内其他离子如钙离子 Ca2+、钠离

子 Na+也在生长发育[30]、信号转导[35]以及细胞内环

境电解质平衡中具有重要的生理学意义。Helmlinger

等[28]基因芯片(Microarray)数据显示, 在裂殖酵母中, 

主要负责 Na+外流的基因 sod2+[36]的表达水平在

SAGA复合物亚基 spt7+缺失突变体中上调了 2~3倍; 

而负责调节 Ca2+胞内平衡的转录因子 Prz1[31], 其表

达水平则在 spt20+缺失突变体中显著下调(约 2倍)。

因此, SAGA复合物各亚基是否也参与调节了除 Cl

以外其他离子的胞内平衡, 将是值得进一步研究的

问题。 
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