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周期蛋白 Ｃｙｃ２ 的过量表达及突变抑制嗜热四膜虫有性
生殖发育
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摘要　 周期蛋白在细胞增殖过程中呈现周期性表达变化ꎬ不同的周期蛋白通过结合周期蛋白激酶

(ｃｙｃｌｉｎ￣ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｋｉｎａｓｅꎬＣＤＫｓ)及靶向特定蛋白质参与细胞有丝分裂和减数分裂过程的精确调

控ꎮ 嗜热四膜虫有性生殖期特异表达的 Ｂ３ 型周期蛋白 Ｃｙｃ２(ｃｙｃｌｉｎ ２ꎬＣｙｃ２)对减数分裂的启始是

必需的ꎬ但 Ｃｙｃ２ 蛋白的分子调控机制并不清楚ꎮ 本研究通过 ０􀆰 １ μｇ / ｍＬ 和 ０􀆰 ３ μｇ / ｍＬ 镉离子诱

导突 变 细 胞 株 ＯＥ￣ＣＹＣ２￣Ｂ２０８６ 和 ＯＥ￣ＣＹＣ２￣ＣＵ４２８ 中 ＣＹＣ２ 基 因 在 金 属 硫 蛋 白 １ 基 因

(ｍｅｔａｌｌｏｔｈｉｏｎｅｉｎ ｇｅｎｅ １ꎬＭＴＴ１)启动子调控下上调表达ꎮ 实时荧光定量 ＰＣＲ 检测突变株 ＯＥ￣ＣＹＣ２￣
Ｂ２０８６ 和 ＯＥ￣ＣＹＣ２￣ＣＵ４２８ 中 ＣＹＣ２ 的转录水平分别上调 ７􀆰 ８ 倍和 ９􀆰 ８ 倍ꎮ 细胞有性生殖发育进程

的荧光显微观察发现 ＣＹＣ２ 的表达上调并不影响有性生殖前期减数分裂的启始ꎬ但是干扰四膜虫

有性生殖后期中新大核和新小核的正确形成ꎮ 同时突变株 ＯＥ￣ＣＹＣ２￣Ｂ２０８６ 和 ＯＥ￣ＣＹＣ２￣ＣＵ４２８ 交

配后ꎬ在镉离子诱导下不能产生有性生殖后代ꎬ但是该突变株分别和两种不同野生型细胞或 ＣＹＣ２
敲除的突变细胞株交配能够恢复产生 ３％ꎬ１５％或 ３２％的有性生殖后代ꎬ有性生殖发育异常程度与

ＣＹＣ２ 的表达水平成正相关ꎮ 进一步突变 Ｃｙｃ２ 第 ３１２ 位磷酸化位点丝氨酸为丙氨酸ꎬ获得 ＣＹＣ２
单位点突变细胞株 ＣＹＣ２￣Ｓ３１２Ａ￣Ｂ 和 ＣＹＣ２￣Ｓ３１２Ａ￣Ｃꎮ 丝氨酸单位点突变阻止了四膜虫有性生殖

期小核减数第 １ 次分裂起始ꎮ 结果表明周期蛋白 ２ 的表达水平和磷酸化修饰影响了不同阶段细胞

核的功能ꎬ周期蛋白 ２ 对四膜虫有性生殖发育的正常进行是必需的ꎮ
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Ａｂｓｔｒａｃｔ　 Ｃｙｃｌｉｎｓ ｕｎｄｅｒｇｏ ａ ｃｙｃｌｅ ｏｆ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ａｎｄ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ｉｎ ｅａｃｈ ｃｅｌｌ ｃｙｃｌｅ ａｎｄ ｐｌａｙ ｋｅｙ ｒｏｌｅｓ ｉｎ
ｂｏｔｈ ｍｉｔｏｓｉｓ ａｎｄ ｍｅｉｏｓｉｓ ｂｙ ａｃｔｉｖａｔｉｎｇ ｉｔｓ ｃｙｃｌｉｎ￣ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｋｉｎａｓｅ (Ｃｄｋ) ｐａｒｔｎｅｒｓ ａｎｄ ｄｉｒｅｃｔｉｎｇ ｉｔ ｔｏ
ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｔａｒｇｅｔ ｐｒｏｔｅｉｎｓ. Ｉｎ Ｔｅｔｒａｈｙｍｅｎａ ｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌａꎬ Ｃｙｃｌｉｎ Ｃｙｃ２ ｉｓ ｒｅｑｕｉｒｅｄ ｆｏｒ ｉｎｉｔｉａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉｃｒｏｎｕｃｌｅａｒ
ｍｅｉｏｓｉｓ ｄｕｒｉｎｇ ｔｈｅ ｓｅｘｕａｌ ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｓｔａｇｅꎬ ｂｕｔ ｔｈｅ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｙｃ２ ｉｓ ｎｏｔ ｗｅｌｌ ｕｎｄｅｒｓｔｏｏｄ.
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Ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙꎬ Ｃｙｃ２ ｗａｓ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｍａｔｉｎｇ ｍｕｔａｎｔｓ ＯＥ￣ＣＹＣ２￣Ｂ２０８６ ａｎｄ ＯＥ￣ＣＹＣ２￣ＣＵ４２８
ｕｎｄｅｒ ０􀆰 １ μｇ / ｍＬ Ｃｄ２＋ａｎｄ ０􀆰 ３ μｇ / ｍＬ Ｃｄ２＋ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＣＹＣ２ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ
７􀆰 ８ ｔｉｍｅｓ ａｎｄ ９􀆰 ８ ｔｉｍｅｓ ｕｎｄｅｒ ０􀆰 １ μｇ / ｍＬ Ｃｄ２＋ ａｎｄ ０􀆰 ３ μｇ / ｍＬ Ｃｄ２＋ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ.
Ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｃｙｃ２ ｈａｄ ｎｏ ｅｆｆｅｃｔ ｆｏｒ ｉｎｉｔｉａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉｃｒｏｎｕｃｌｅａｒ ｍｅｉｏｓｉｓ ｄｕｒｉｎｇ ｔｈｅ ｅａｒｌｙ ｓｅｘｕａｌ
ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｓｔａｇｅꎬ ｂｕｔ ａｆｆｅｃｔｅｄ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ａｎｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｎｅｗ ｍａｃｒｏｎｕｃｌｅｕｓ ａｎｄ ｎｅｗ
ｍｉｃｒｏｎｕｃｌｅｕｓ ｄｕｒｉｎｇ ｔｈｅ ｌａｔｅ ｓｅｘｕａｌ ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｓｔａｇｅ. Ｔｈｅ ｍａｔｉｎｇ ｂｅｔｗｅｅｎ ｍｕｔａｎｔｓ ＯＥ￣ＣＹＣ２￣Ｂ２０８６ ａｎｄ
ＯＥ￣ＣＹＣ２￣ＣＵ４２８ ｕｎｄｅｒ ０􀆰 １ μｇ / ｍＬ Ｃｄ２＋ａｎｄ ０􀆰 ３ μｇ / ｍＬ Ｃｄ２＋ ｆａｉｌｅｄ ｔｏ ｐｒｏｄｕｃｅ ｐｒｏｇｅｎｙ. Ｈｏｗｅｖｅｒꎬ ｔｈｅ
ｍｕｔａｎｔ ｐｈｅｎｏｔｙｐｅ ｗａｓ ｒｅｓｃｕｅｄ ｂｙ ＷＴ ｏｒ ＣＹＣ２ ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ３％ꎬ １５％ꎬ ａｎｄ ３２％ ｐｒｏｇｅｎｉｅｓ ｗｅｒｅ
ｐｒｏｄｕｃｅｄꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. Ｔｈｅ ａｂｎｏｒｍａｌ ｐｈｅｎｏｔｙｐｅ ｗａｓ ｄｏｓｅ￣ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｆｏｒ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＣＹＣ２.
Ｆｕｒｔｈｅｒｍｏｒｅꎬ Ｓｅｒ３１２ ｏｆ Ｃｙｃ２ ｗａｓ ｍｕｔａｔｅｄ ｉｎｔｏ ａｌａｎｉｎｅ ａｎｄ ｔｈｅ ｍｕｔａｎｔｓ ＣＹＣ２￣Ｓ３１２Ａ￣Ｂ ａｎｄ ＣＹＣ２￣
Ｓ３１２Ａ￣Ｃ ｗｅｒｅ ｃｒｅａｔｅｄ. Ｔｈｅ ｍｕｔａｔｉｏｎ ｏｆ Ｓｅｒ３１２ ｏｆ Ｃｙｃ２ ｌｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ ｂｌｏｃｋａｇｅ ａｔ ｍｅｉｏｔｉｃ
ｐｒｏｐｈａｓｅ Ｉ ｄｕｒｉｎｇ ｔｈｅ ｅａｒｌｙ ｃｏｎｊｕｇａｔｉｏｎ ｓｔａｇｅ. Ｔｈｅｓｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ａｎｄ
ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｙｃ２ ａｆｆｅｃｔ ｎｕｃｌｅａｒ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｄｕｒｉｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｅｘｕａｌ ｓｔａｇｅｓꎬ ａｎｄ Ｃｙｃ２ ｉｓ ｒｅｑｕｉｒｅｄ
ｆｏｒ ｓｅｘｕａｌ ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｉｎ Ｔｅｔｒａｈｙｍｅｎａ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ　 Ｔｅｔｒａｈｙｍｅｎａ ｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌａꎻ ｃｙｃｌｉｎ(Ｃｙｃ２)ꎻ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎꎻ ｍｕｔａｔｉｏｎꎻ ｓｅｘｕａｌ ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ

　 　 细胞周期在周期蛋白(ｃｙｃｌｉｎｓ)与周期蛋白依赖

激酶(ｃｙｃｌｉｎ￣ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｋｉｎａｓｅꎬ ＣＤＫｓ)复合体的精确

调控下有序进行ꎮ 周期蛋白的表达水平随着细胞周

期而变化[１]ꎮ 周期蛋白与 ＣＤＫｓ 周期性结合和解

离ꎬ其表达水平变化以及周期蛋白的磷酸化修饰和

泛素化降解协同调控细胞周期循环[２￣４]ꎮ 减数分裂

过程中ꎬ周期蛋白同样起到重要的调节作用ꎮ 周期

蛋白 Ａ１(ｃｙｃｌｉｎ Ａ１ꎬ Ｃｙｃ Ａ１)的表达缺失导致拟南

芥减数第 １ 次分裂前期粗线期和减数第 ２ 次分裂延

迟[５]ꎻ而过表达周期蛋白 Ａ１ 不仅造成减数分裂过

程中形成二联体和三联体ꎬ还导致减数第 １ 次分裂

前期染色体轴成分 ＡＳＹ１ 表达水平降低[６]ꎮ 周期蛋

白 Ｂ３ 对于果蝇减数第 １ 次和第 ２ 次分裂后期同源

染色体的分离是必需的ꎬ并且周期蛋白 Ａ 与周期蛋

白 Ｂ３ 共同阻止减数第 １ 次分裂过程中新的 ＤＮＡ 复

制[７]ꎮ 过表达周期蛋白 Ａ 则诱导果蝇精子发生过

程在减数第 ２ 次分裂后细胞进入一个额外的 Ｍ
期[８]ꎮ 周期蛋白 Ｅ 过量表达减少小鼠精子发生数

量并造成睾丸萎缩[９]ꎮ 周期蛋白 Ａ２ 在小鼠卵母细

胞的减数第 １ 次分裂中期到后期转变过程中的稳定

表达ꎬ将导致姐妹染色体的提前分开[１０]ꎮ 人的周期

蛋白 Ｂ３ 在小鼠睾丸的偶线期后持续表达导致精子

数量减少ꎬ形态异常[１１]ꎮ 在有丝分裂过程中ꎬ周期

蛋白 Ｙ 磷酸化修饰导致 ｃｙｃｌｉｎ Ｙ / ＣＤＫ１４ 复合物持

续磷酸化下游底物ꎬ促进了 Ｓ 和 Ｇ２ / Ｍ 期细胞的积

累[１２]ꎮ 周期蛋白 Ｅ 第 ３８４ 位的磷酸化使其进行泛

素化降解ꎬ而该位点的去磷酸化则会防止周期蛋白

Ｅ 被降解ꎬ并维持 ｃｙｃｌｉｎ Ｅ￣ＣＤＫ２ 的活性[１３]ꎮ
嗜热四膜虫是一种纤毛虫类单细胞真核原生动

物ꎬ具有纤毛虫典型的核的二态性ꎮ 营养生长时期ꎬ

大核转录活跃ꎬ进行无丝分裂ꎻ小核转录沉默ꎬ进行

有丝分裂ꎮ 有性生殖时期ꎬ小核减数分裂形成配子

核ꎬ配子核交换、融合ꎬ形成合子核ꎬ合子核经两次有

丝分裂ꎬ分化成新的大核和小核[１４ꎬ１５]ꎮ 小核减数分

裂前期时会极度拉伸ꎬ形成特殊的“Ｃｒｅｓｃｅｎｔ”结构ꎬ
同源染色体配对发生[１６ꎬ１７]ꎮ 周期蛋白 ＣＹＣ２ 的敲除

或者周期蛋白依赖激酶 ＣＤＫ３ 的敲除都可抑制减数

第 １ 次 分 裂 前 期 小 核 延 伸ꎬ 阻 滞 有 性 生 殖 进

程[１８ꎬ１９]ꎮ 本研究对 ＣＹＣ２ 过量表达及其磷酸化位点

突变进行了分析ꎬ发现 ＣＹＣ２ 过量表达导致四膜虫

有性生殖发育无法完成ꎬ第 ３１２ 位丝氨酸突变导致

有性生殖发育阻滞在减数第 １ 次分裂前期ꎮ 结果表

明 ＣＹＣ２ 的正常表达水平和磷酸化修饰对四膜虫有

性生殖正常进行是必需的ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

嗜热四膜虫 Ｂ２０８６ 和 ＣＵ４２８ 细胞株由美国康

奈尔大学 Ｐｅｔｅｒ Ｊ. Ｂｒｕｎｓ 博士惠赠ꎬ 过表达载体

ｐＸＳ７５ 由罗彻斯特大学 Ｍａｒｔｉｎ Ａ. Ｇｏｒｏｖｓｋｙ 教授惠

赠ꎬ表达载体 ｐＮｅｏ４￣３ＨＡ 为本实验室构建[２０]ꎮ ＤＮＡ
胶回收试剂盒(北京全式金生物技术有限公司)ꎬ
Ｔａｑ ＤＮＡ 聚合酶、限制性内切酶、Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶

(Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ 和 ＮＥＢ 公 司 )ꎬ 质 粒 提 取 试 剂 盒

(ＴＩＡＮＧＥＮ 公司)ꎬ ｐＭＤ１８￣Ｔ Ｖｅｃｔｏｒ 克隆试剂盒

(ＴＡＫＡＲＡ 公司)、巴龙霉素(上海生工公司)ꎬ两性

霉素、氨苄青霉素、链霉素( Ｓｏｌａｒｂｉｏ 公司)ꎬ胰蛋白

胨ꎬ朊蛋白ꎬ酵母提取物(英国 ＯＸＯＩＤ 公司)ꎬＤＮＡ
测序(武汉金开瑞生物工程有限公司)ꎬ引物合成

(上海生工生物公司)ꎬ 荧光定量 ＰＣＲ 试剂盒
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(ＴＡＫＡＲＡ 公司)ꎮ
１􀆰 ２　 四膜虫细胞培养

嗜热四膜虫不同交配型细胞 Ｂ２０８６ 和 ＣＵ４２８
培养在 １×ＳＰＰ 液体培养基中(１％蛋白胨ꎬ０􀆰 ２％葡

萄糖ꎬ ０􀆰 １％ 酵母提取物ꎬ ０􀆰 ００３％ ＥＤＴＡ 铁盐)ꎬ
３０ ℃培养至对数生长期(２􀆰 ５ ~ ５􀆰 ０×１０５ 细胞 / ｍＬ)ꎬ
１０ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｔｒｉｓ￣ＨＣｌ(ｐＨ７􀆰 ４)饥饿 １８~２４ ｈꎬ 调整细

胞浓度为 ２􀆰 ５×１０５ 细胞 / ｍＬꎬ 两种交配型的细胞等

量混合后ꎬ ３０ ℃静置培养ꎮ
１􀆰 ３　 重组表达质粒 ｐＸＳ７５￣ＣＹＣ２ 的构建

以四膜虫基因组 ＤＮＡ 为模板ꎬ引物 ＯＥ￣ＣＹＣ２￣
Ｐ１ / ＯＥ￣ＣＹＣ２￣Ｐ２ 扩增目的片段ꎬ经琼脂糖凝胶电泳

分离回收ꎬ纯化目的片段与 ｐＭＤ１８￣Ｔ 连接ꎬ转化大

肠杆菌ꎬ筛选获得重组质粒 ｐＭＤ１８￣Ｔ￣ＣＹＣ２ꎬ测序ꎮ
然后用 ＢａｍＨⅠ和 ＡｓｃⅠ分别对 ｐＭＤ１８￣Ｔ￣ＣＹＣ２ 和

ｐＸＳ７５ 双酶切ꎬ回收载体和目的片段ꎬＴ４ ＤＮＡ 连接

酶连接ꎬ转化大肠杆菌 ＤＨ５αꎬ筛选获得重组质粒

ｐＸＳ７５￣ＣＹＣ２ꎮ
１􀆰 ４　 ｐＮｅｏ４￣ＣＹＣ２￣３ＨＡ 丝氨酸突变载体的构建

以四膜虫基因组为模板ꎬ引物 ＣＹＣ２￣Ｐｈｏｓ￣３′￣
Ｐ１ / ＣＹＣ２￣Ｐｈｏｓ￣３′￣Ｐ２ 扩增 ＣＹＣ２ 基因下游序列ꎬ回
收片段与 ｐＭＤ１８￣Ｔ 连接ꎬ转化大肠杆菌 ＤＨ５αꎬ筛选

获得质粒 ｐＭＤ１８￣Ｔ￣３′ꎮ 将 ｐＭＤ１８￣Ｔ￣３′ 和 ｐＮｅｏ４￣
３ＨＡ 分别用 ＸｈｏⅠ和 ＫｐｎⅠ双酶切ꎬ胶回收目的片

段经 Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶连接ꎬ转化大肠杆菌 ＤＨ５αꎬ抗
性筛选获得 ｐＮｅｏ４￣３′￣３ＨＡ 质粒ꎮ

以 ｐＸＳ７５￣ＣＹＣ２ 为模板ꎬ引物 ＣＹＣ２￣Ｐｈｏｓ￣５′￣Ｐ１ /
ＣＹＣ２￣Ｐｈｏｓ￣５′￣Ｐ２ 扩增获得的目的序列ꎬ胶回收产物

与 ｐＭＤ１８￣Ｔ 连接ꎬ转化大肠杆菌 ＤＨ５αꎬ筛选获得重

组质粒 ｐＭＤ１８￣Ｔ￣５′ 并测序ꎮ ｐＭＤ１８￣Ｔ￣５′ 和质粒

ｐＮｅｏ４￣３′￣３ＨＡ 分别用 ＳａｃⅠ和 ＮｏｔⅠ酶切ꎬ分别胶回

收目的片段后经 Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶连接ꎬ转化大肠杆

菌 ＤＨ５αꎬ抗性筛选获得 ｐＮｅｏ４￣ＣＹＣ２￣３ＨＡ 质粒ꎮ
１􀆰 ５　 细胞转化及稳定突变细胞株的筛选

重组质粒 ｐＸＳ７５￣ＣＹＣ２ 经 Ｓａｃ１ 酶切线性化ꎬ浓
缩至终浓度 １ ~ １􀆰 ５ μｇ / μＬꎻ以质粒 ｐＮｅｏ４￣ＣＹＣ２￣
３ＨＡ 为模板ꎬ引物 ＣＹＣ２￣Ｐｈｏｓ￣ｓｈｏｔ￣Ｐ１ / ＣＹＣ２￣Ｐｈｏｓ￣
ｓｈｏｔ￣Ｐ２ 经 Ｐｆｕ ＤＮＡ 聚合酶(ＴＩＡＮＧＥＮ 公司)扩增获

得线性序列ꎬ浓缩至终浓度 １ ~ １􀆰 ５ μｇ / μＬꎮ 使用高

压气体基因枪(ＧＪ￣１０００ꎬ宁波新芝科技有限公司)
转化不同交配型野生嗜热四膜虫细胞ꎮ 经巴龙霉素

抗性浓度梯度筛选阳性克隆细胞株ꎬ 以 ＭＴＴ１￣Ｆ 和

ＭＴＴ１￣Ｒ 为引物经 ＰＣＲ 分析鉴定ꎬ 获得突变体

细胞ꎮ

１􀆰 ６　 实时荧光定量 ＰＣＲ
四膜虫野生和突变细胞株不同配对型细胞经

Ｃｄ２＋处理ꎬ在配对 ２􀆰 ５ ｈ 时收集样品ꎮ 不同样品的

总 ＲＮＡ 经 Ｔｒｉｚｏｌ 裂解法提取获得ꎬ反转录获得

ｃＤＮＡ 第一链ꎬ以此 ｃＤＮＡ 为模板ꎬ１７Ｓ￣Ｆ / １７Ｓ￣Ｒ 为

内参引物ꎬ ｑＲＴ￣ＣＹＣ２￣Ｆ / ｑＲＴ￣ＣＹＣ２￣Ｒ 为目的基因

引物ꎬ９４ ℃变性 ５ ｓꎬ６０ ℃延伸 ３４ ｓꎬ经 ４０ 个循环ꎬ
进行 实 时 荧 光 定 量 ＰＣＲ ( ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ Ｒｅａｌ￣Ｔｉｍｅ
ＰＣＲꎬｑＲＴ￣ＰＣＲ)检测基因的转录水平ꎮ
１􀆰 ７　 突变细胞株核发育和后代存活率分析

将经饥饿配对后的野生型和突变细胞在不同时

间点取样 ２００ μＬꎬ加甲醛 ５ μＬ 固定细胞ꎬ用 ２０ μＬ
的 １ μｇ / ｍＬ ＤＡＰＩ 对细胞染色 １０ ｍｉｎꎬ在激光共聚

焦显微镜(ＦＶ１０００ꎬ日本)下进行观察ꎮ 将不同交配

型细胞经配对 ７ ｈꎬ吸取单个配对细胞放入 ＳＰＰ 液

滴中ꎬ３０ ℃培养箱中放置 ４８ ｈꎬ将每个液滴中繁殖

的细胞取 １０ μＬꎬ分别放入含 １００μｇ / ｍＬ 巴龙霉素

(抗性来源于被转化的亲本大核)或 １５ μｇ / ｍＬ ６￣甲
基嘌呤(抗性来源于 ＣＵ４２８ 亲本小核)的 ＳＰＰ 培养

基中ꎬ进行后代存活检测ꎮ

２　 结果

２􀆰 １　 过表达 ＣＹＣ２ 导致有性生殖过程中新大核和

小核的异常分化

ＭＴＴ１ 启动子调控的靶基因突变细胞株在 Ｃｄ２＋

诱导下实现过量表达ꎬ我们之前的研究获得 ＣＹＣ２
在 ＭＴＴ１ 调控下的突变细胞株ꎬ发现周期蛋白 ２ 定

位在小核和胞质中ꎮ ＣＹＣ２ 敲除突变体显示ꎬ周期

蛋白 ２ 对细胞的减数分裂的起始是必需的[２０]ꎮ 为

了进一步分析 ＣＹＣ２ 过量表达对减数分裂及后期细

胞发育的影响ꎬ本文用不同 Ｃｄ２＋浓度诱导 ＣＹＣ２ 表

达ꎬ０􀆰 １μｇ / ｍＬ 的 Ｃｄ２＋诱导突变株(ＯＥ￣ＣＹＣ２￣Ｂ２０８６ｘ
ＯＥ￣ＣＹＣ２￣ＣＵ４２８)有性生殖期的 ＣＹＣ２ 的转录水平

比野生型高 ７􀆰 ８ 倍ꎬ０􀆰 ３ μｇ / ｍＬ Ｃｄ２＋诱导的 ＣＹＣ２ 的

转录水平比野生型高出 ９􀆰 ８ 倍ꎮ 在有性生殖 ２~４ ｈ
发育过程中ꎬ过表达 ＣＹＣ２ 导致细胞株有性生殖前

期的减数分裂进程加快(Ｆｉｇ. １ Ａ￣２ꎬ４ ｈ)ꎮ ４ ｈ 时ꎬ
当野生型细胞 ３％发育到配子核交换前后的阶段

时ꎬＣＹＣ２ 过表达突变株中已经有 １２％的配对发育

到合子核两次有丝分裂完成阶段(Ｆｉｇ.１ Ａ￣４ ｈ)ꎮ 在

有性生殖 ６~１２ ｈ 发育过程中ꎬ过表达 ＣＹＣ２ 细胞株

的细胞发育出现异常(Ｆｉｇ. １ Ａꎬ ６￣１２ ｈ)ꎮ 即配对细

胞中小核异常降解(Ｆｉｇ. １Ｂꎬ ＯＥ￣ＣＹＣ２￣ｉ)或异常膨

胀(Ｆｉｇ. １Ｂꎬ ＯＥ￣ＣＹＣ２￣ｊ)ꎮ 随着配对细胞分开ꎬ新大
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核和新小核全部降解(Ｆｉｇ. １Ｂꎬ ＯＥ￣ＣＹＣ２￣ｋ￣ｌ)ꎮ 当

０􀆰 ３μｇ / ｍＬ Ｃｄ２＋诱导 ＣＹＣ２ 突变细胞株时ꎬ有性生殖

发育异常程度进一步加剧ꎮ 在 ６ ~ ７ ｈꎬ所有配对细

胞的新大核和新小核发生异常膨胀ꎻ在 ９ ~ １０ ｈꎬ细
胞中的新大核和新小核已完全降解(Ｆｉｇ. １Ｂꎬ ＯＥ￣
ＣＹＣ２￣ｌ)ꎮ

　 　 　 　 Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｓｔｕｄｙ

Ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅｓ Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ (５′→３′)

ＯＥ￣ＣＹＣ２￣Ｐ１: ＡＣＧＧＡＴＣＣＡＴＧＴＡＣＡＴＡＡＧＴＧＧＴＡＡＡＴＣＡＧＴＴＡ

ＯＥ￣ＣＹＣ２￣Ｐ２: ＡＴＧＧＣＧＣＧＣＣＴＣＡＡＴＴＣＡＡＧＡＴＡＡＡＣＴＴＴＴＡＧＡＡＴＴＴ

ＣＹＣ２￣ｍｕ￣Ｐ１: ＧＣＴＡＴＧＡＡＡＴＧＧＡＴ Ｔ ＣＴＴＴＡＡＴＧＡＣ

ＣＹＣ２￣ｍｕ￣Ｐ２: ＧＴＣＡＴＴＡＡＡＧ Ａ ＡＴＣＣＡＴＴＴＣＡＴＡＧＣ

ＣＹＣ２￣Ｐｈｏｓ￣５′￣Ｐ１: ＧＡＧＣＴＣＣＡＧＴＴＡＡＧＡＣＡＴＴＣＧＴＡＡＣＡＡＣＴＡＧＣ

ＣＹＣ２￣Ｐｈｏｓ￣５′￣Ｐ２: ＧＣＧＧＣＣＧＣＡＴＴＣＡＡＧＡＴＡＡＡＣＴＴＴＴＡＧＡＡＴＴＴＡＴＣＴＣ

ＣＹＣ２￣Ｐｈｏｓ￣３′￣Ｐ１: ＴＣＴＣＧＡＧＧＡＧＧＡＧＴＧＡＧＴＧＡＧＴＧＡＧＴＧＡＡＴＴＧ

ＣＹＣ２￣Ｐｈｏｓ￣３′￣Ｐ２: ＴＧＧＴＡＣＣＣＣＡＧＣＡＣＣＴＧＡＴＣＣＡＴＣＡＧＴＴＣＣ

ＣＹＣ２￣Ｐｈｏｓ￣ｓｈｏｔ￣Ｐ１: ＣＡＡＡＡＡＡＴＡＴＣＴ Ｇ ＣＡＣＣＡＴＡＡＡＡＡＧＡＡＧ

ＣＹＣ２￣Ｐｈｏｓ￣ｓｈｏｔ￣Ｐ２: ＣＴＴＴＴＣＴＧＴＣＡＴＣＡＧＴＧＴＴＴＧＴＴＧＣ

ｑＲＴ￣ＣＹＣ２￣Ｆ: ＣＴＡＡＴＣＣＴＣＣＴＣＴＡＧＣＴＡＡＧＴＡＡＧ

ｑＲＴ￣ＣＹＣ２￣Ｒ: ＧＴＴＣＴＡＣＴＴＧＴＴＴＧＧＡＴＴＧＧＡＣＴＡＣ

１７Ｓ￣Ｆ: ＧＡＴＣＣＴＧＣＣＡＧＴＴＡＣＡＴＡＴＧＣＴＴＧ

１７Ｓ￣Ｒ: ＧＣＣＣＡＡＣＡＡＴＴＡＧＣＴＣＧＧＴＴＡＴＣＣ

ＭＴＴ１￣Ｆ: ＧＣＴＡＣＧＴＧＡＴＴＣＡＣＧＡＴＴＴＡＴＧＣＡＡＴＧ

ＭＴＴ１￣Ｒ: ＣＧＡＡＡＣＴＧＡＴＴＴＴＡＴＧＣＡＡＴＴＡＴＧＡＡＴＴＡＣ

ｕｎｄｅｒｌｉｎｅｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ ｅｎｄｏｎｕｃｌｅａｓｅ ｓｉｔｅｓ: ＢａｍＨ Ⅰ: ＧＧＡＴＣＣꎬ Ａｓｃ Ⅰ: ＧＧＣＧＣＧＣＣꎬ Ｎｏｔ Ⅰ:
ＧＣＧＧＣＣＧＣꎬ ＳａｃⅠ: ＧＡＧＣＴＣꎬ ＸｈｏⅠ: ＣＴＣＧＡＧꎬ ＫｐｎⅠ: ＧＧＴＡＣＣꎻ ｔｈｅ ｂｏｘｅｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｍｕｔａｎｔ ｓｉｔｅｓ

２􀆰 ２　 四膜虫有性生殖完成依赖于 ＣＹＣ２ 表达水平

为进一步了解 ＣＹＣ２ 的表达水平与四膜虫正常

有性生殖发育的关系ꎬ分别将筛选获得的突变细胞

株 ＯＥ￣ＣＹＣ２￣Ｂ２０８６ 和 ＯＥ￣ＣＹＣ２￣ＣＵ４２８(Ｆｉｇ.２ Ａ)与
野生型细胞株及 ＣＹＣ２ 敲除的突变体交配ꎬ 在

０􀆰 １μｇ / ｍＬＣｄ２＋诱导下ꎬ不同的交配类型表现出不同

的 ＣＹＣ２ 基因转录表达水平(Ｆｉｇ. ２Ｂ)ꎮ 它们的表达

量分别比野生型高出 ２􀆰 ３、 １􀆰 ７ 和 １􀆰 ２ 倍ꎮ ＯＥ￣
ＣＹＣ２￣Ｂ２０８６ 和 ＯＥ￣ＣＹＣ２￣ＣＵ４２８ 在 ０􀆰 １ μｇ / ｍＬ 的

Ｃｄ２＋或 ０􀆰 ３ μｇ / ｍＬ 的 Ｃｄ２＋镉离子诱导下ꎬ不能产生

有性生殖后代(Ｆｉｇ. ２Ｃꎬ ＯＥ￣０􀆰 １ ａｎｄ ＯＥ￣０􀆰 ３)ꎻＯＥ￣
ＣＹＣ２￣Ｂ２０８６ 和 ＷＴ￣ＣＵ４２８ 产生 ３％的有性生殖后

代(Ｆｉｇ. ３ＣꎬＯＥ￣Ｂ ｘ ＷＴ￣Ｃ)ꎻＯＥ￣ＣＹＣ２￣ＣＵ４２８ 和ＷＴ￣
Ｂ２０８６ 产生 １５％的有性生殖后代(Ｆｉｇ. ３ＣꎬＯＥ￣Ｃ ｘ
ＷＴ￣Ｂ)ꎮ 而 ＯＥ￣ＣＹＣ２￣ＣＵ４２８ 和 ＣＹＣ２ 敲除突变株

ＫＯ￣ＣＹＣ２￣Ｂ 可以获得产生 ３２％ 的有性生殖后代

(Ｆｉｇ. ３ＣꎬＫＯ￣Ｂ ｘ ＯＥ￣Ｃ)ꎮ 结果表明ꎬＣＹＣ２ 的表达

水平影响了四膜虫的有性生殖后代的产生ꎮ
２􀆰 ３　 ＣＹＣ２ 的定点突变阻滞小核延伸

周期蛋白的磷酸修饰对其自身降解和功能具有

重要的调节作用ꎮ Ｙａｎ 等研究表明ꎬ周期蛋白 ２ 含

有 １ 个磷酸化修饰位点 Ｓ３１２ＰＱＫ[１９]ꎮ 敲除周期蛋

白激酶 Ｃｄｋ３ 抑制了该位点的磷酸化修饰ꎮ 为了分

析该位点功能ꎬ本文将其中编码丝氨酸的位点突变

为编码丙氨酸密码子ꎬ模拟去磷酸化修饰(Ｆｉｇ. ３ Ａꎬ
Ｂ)ꎮ 通过浓度梯度巴龙霉素筛选ꎬ获得 ＣＹＣ２￣Ｓ３１２
Ａ 突变细胞株(Ｆｉｇ. ３Ｃ)ꎮ 突变细胞株在减数第 １
次分裂前期 ｓｔａｇｅ Ｉ(膨胀期)ꎬｅａｒｌｙ￣ｓｔａｇｅ ＩＩ(水滴期)
和 ｌａｔｅ￣ｓｔａｇｅ ＩＩ(纺锤体期)的小核发育与野生型一

致(Ｆｉｇ. ３Ｄ ａ￣ｃ ａｎｄ ｇ￣ｉ) [１６]ꎬ但当野生型细胞小核继

续拉伸并形成完全延伸的 Ｃｒｅｓｃｅｎｔ 时(Ｆｉｇ. ３Ｄ ｄ￣ｆ)ꎬ
ＣＹＣ２￣Ｓ３１２Ａ 突变细胞株的小核发育停滞在了 ｌａｔｅ
ｓｔａｇｅ ＩＩ 阶段ꎬ并逐渐回缩(Ｆｉｇ. ３Ｄ ｊ￣ｌ)ꎮ 配对细胞

最终分开后成为含有 １ 个大核和 １ 个小核的单细

胞ꎬ无法获得有性生殖后代(Ｔａｂｌｅ ２)ꎮ 当用野生型

细胞与突变株进行交配ꎬＣＹＣ２￣Ｓ３１２Ａ￣Ｂ ｘ ＷＴＣ 可

以获得 ０􀆰 ３％后代ꎬ而 ＣＹＣ２￣Ｓ３１２Ａ￣Ｃ ｘ ＷＴＢ 则可以

获得 ６􀆰 ７％后代(Ｔａｂｌｅ ２)ꎬ突变株的异常表型部分

恢复ꎬ表明该蛋白质的磷酸化修饰具有重要的核发

育调节作用ꎮ
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第 ４ 期 许　 静等:周期蛋白 Ｃｙｃ２ 的过量表达及突变抑制嗜热四膜虫有性生殖发育

Ｆｉｇ.１ 　 Ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＣＹＣ２ ｒｅｓｕｌｔｅｄ ｉｎ ａｂｎｏｒｍａｌ ｎｕｃｌｅａｒ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｄｕｒｉｎｇ ｔｈｅ ｓｅｘｕａｌ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｓｔａｇｅ ｉｎ
Ｔｅｔｒａｈｙｍｅｎａ　 　 ( Ａ) Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ ｐｒｏｆｉｌｅｓ ｏｆ ｗｉｌｄ ｔｙｐｅ ( ＷＴ) ａｎｄ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＣＹＣ２ ｃｅｌｌｓ ( ＯＥ￣ＣＹＣ２) ｄｕｒｉｎｇ
ｃｏｎｊｕｇａｔｉｏｎ. ＷＴ ａｎｄ ＯＥ￣ＣＹＣ２ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｉｎｄｕｃｅｄ ｆｏｒ ｔｗｏ ｈｏｕｒｓ ｕｎｄｅｒ ０􀆰 １ μｇ / ｍＬ Ｃｄ２＋ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｄｕｒｉｎｇ ｔｈｅ ｇｒｏｗｉｎｇ ｓｔａｇｅ. Ｔｈｅ
ｍａｔｉｎｇ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｓｔａｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ０􀆰 １ μｇ / ｍＬ ＤＡＰＩ. Ｔｈｅ Ｙ ａｘｉｓ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｔｈｅ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ ｃｅｌｌｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｓｔａｇｅｓ ａｔ ２ꎬ
４ꎬ ６ꎬ ８ ａｎｄ １２ ｈｏｕｒｓ ａｆｔｅｒ ｍｉｘｉｎｇ. Ｔｈｅ ｓｔａｇｅｓ ａｔ ｔｈｅ Ｘ ａｘｉｓ ｗｅｒｅ ｃａｔｅｇｏｒｉｚｅｄ ａｓ ｆｏｌｌｏｗｓ: Ｉꎬ Ｐａｉｒ ｆｏｒｍａｔｉｏｎꎻ ＩＩꎬ Ｍｉｃ Ｅｌｏｎｇａｔｉｏｎ ｓｔａｇｅꎻ
ＩＩＩꎬ Ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ ｃｏｎｄｅｎｓａｔｉｏｎꎻ ＩＶꎬ Ｍｅｉｏｓｉｓꎻ Ｖꎬ ３ｒｄ ｐｒｅｚｙｇｏｔｉｃ ｓｔａｇｅꎻ ＶＩꎬ Ｐｒｏｎｕｃｌｅａｒ ｅｘｃｈａｎｇｅꎻ ＶＩＩꎬ Ｐｒｏｎｕｃｌｅａｒ ｆｕｓｉｏｎꎻ ＶＩＩＩꎬ
ａｎｌａｇｅｎ ｓｔａｇｅꎻ ＩＸꎬ Ａｂｎｏｒｍａｌ ｐａｉｒｓꎻ Ｘꎬ Ｓｅｐａｒａｔｅｄ ａｂｎｏｒｍａｌ ｃｅｌｌｓ. Ｇｒａｙ ｃｏｌｕｍｎｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ＷＴꎻ ｇｒｅｙｉｓｈ￣ｇｒｅｅｎ ｃｏｌｕｍｎｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ＯＥ￣
ＣＹＣ２. (Ｂ) Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ ｎｕｃｌｅｉ ｂｅｔｗｅｅｎ ｍａｔｉｎｇ ＷＴ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｍａｔｉｎｇ ＣＹＣ２ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｍｕｔａｎｔｓ. Ｎｏｒｍａｌ ｐａｉｒｓ
(ａ￣ｈ)ꎻ ａｂｎｏｒｍａｌ ｓｅｐａｒａｔｅｄ ｃｅｌｌｓ (ｉ￣ｌ) . Ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｓｔａｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ０􀆰 １ μｇ / ｍＬ ＤＡＰＩ ａｎｄ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｂｙ ａｎ Ｏｌｙｍｐｕｓ ｃｏｎｆｏｃａｌ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ

　 　 　 　 Ｔａｂｌｅ ２　 ＣＹＣ２￣Ｓ３１２Ａ ｍｕｔａｎｔｓ ｆａｉｌｅｄ ｔｏ ｐｒｏｄｕｃｅ ｖｉａｂｌｅ ｐｒｏｇｅｎｉｅｓ

Ｔｙｐｅ ｏｆ ｍａｔｉｎｇ ｃｅｌｌｓ Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌ
ｐａｉｒｓ ｅｘａｍｉｎｅｄ

Ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ
ｏｆ ｐｒｏｇｅｎｙ (％)

Ｂ２０８６ ｘ ＣＵ４２８ ２１３ ８０　 　 　 　
ＣＹＣ２￣Ｓ３１２Ａ￣Ｂ３􀆰 ４ ｘ ＣＹＣ２￣Ｓ３１２Ａ￣Ｃ３􀆰 １ ２１８ ０
ＣＹＣ２￣Ｓ３１２Ａ￣Ｂ３􀆰 ４ ｘ ＷＴＣ ２２２ ０􀆰 ３
ＣＹＣ２￣Ｓ３１２Ａ￣Ｃ３􀆰 １ ｘ ＷＴＢ ２０８ ６􀆰 ７
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Ｆｉｇ.２　 Ｔｈｅ ｓｅｘｕａｌ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｗａｓ ａｆｆｅｃｔｅｄ ｂｙ ＣＹＣ２ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ 　 　 (Ａ) ＣＹＣ２ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｍｕｔａｎｔｓꎬ ＯＥ￣Ｂ ａｎｄ ＯＥ￣
Ｃꎬ ｗｅｒｅ ｃｏｎｆｉｒｍｅｄ ｂｙ ＰＣＲ. Ｅｍｐｔｙ ａｒｒｏｗｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ￣ ＷＴ ｓｅｑｕｅｎｃｅꎻ ｂｌａｃｋ ａｒｒｏｗｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｍｕｔａｎｔ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ. (Ｂ) Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＣＹＣ２
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍａｔｉｎｇ ｃｅｌｌｓ ｂｙ ｑＲＴ￣ＰＣＲ. Ｔｏｔａｌ ＲＮＡ ｗａｓ ｉｓｏｌａｔｅｄ ａｔ ｔｗｏ ｈｏｕｒｓ ａｆｔｅｒ ｍｉｘｉｎｇ. １７Ｓ ｒＲＮＡ ｗａｓ ｕｓｅｄ ａｓ ｔｈｅ
ｉｎｔｅｒｎａｌ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅ. Ｔｈｅ Ｙ￣ａｘｉｓ ｉｓ ｆｏｌｄ￣ｃｈａｎｇｅ ｏｆ ｒｅｌａｔｉｖｅ ＣＹＣ２ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓꎻ ｔｈｅ Ｘ￣ａｘｉｓ ｉｓ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｙｐｅ ｃｏｎｊｕｇａｔｉｏｎ ｃｅｌｌｓ.
ＷＴ￣０.１ꎬ ＯＥ￣Ｂ ａｎｄ ＯＥ￣Ｃꎬ ｗｉｌｄ ｔｙｐｅꎬ Ｂ２０８６ ｏｒ ＣＵ４２８ ｏｆ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ＣＹＣ２ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｉｎｄｕｃｅｄ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ ｂｙ ０.１ μｇ / ｍＬ Ｃｄ２＋

ｆｏｒ ｔｗｏ ｈｏｕｒｓ ｄｕｒｉｎｇ ｔｈｅ ｇｒｏｗｉｎｇ ｓｔａｇｅ.∗ꎬ Ｐ < ０.０１ꎻ∗∗ꎬ Ｐ < ０.０５. (Ｃ) Ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｐｒｏｇｅｎｉｅｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍａｔｉｎｇ ｃｅｌｌｓ (ｎ ＝ ２２０).
ＷＴ￣ＢｘＷＴ￣Ｃꎬ ｍａｔｉｎｇ ｂｅｔｗｅｅｎ ｗｉｌｄ￣ｔｙｐｅ Ｂ２０８６ ａｎｄ ＣＵ４２８ꎻ ＯＥ￣０.１ꎬ ｍａｔｉｎｇ ｂｅｔｗｅｅｎ ＯＥ￣ＣＹＣ２￣Ｂ２０８６ ａｎｄ ＯＥ￣ＣＹＣ２￣ＣＵ４２８ ｗｉｔｈ
０.１ μｇ / ｍＬ Ｃｄ２＋ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎꎻ ＯＥ￣０.３ꎬ ｍａｔｉｎｇ ｂｅｔｗｅｅｎ ＯＥ￣ＣＹＣ２￣Ｂ２０８６ ａｎｄ ＯＥ￣ＣＹＣ２￣ＣＵ４２８ ｗｉｔｈ ０.３ ｕｇ / ｍｌ Ｃｄ２＋ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎꎻ ＯＥ￣Ｂ
ｘ ＷＴ￣Ｃꎬ ｍａｔｉｎｇ ｂｅｔｗｅｅｎ ＯＥ￣ＣＹＣ２￣Ｂ２０８６ ａｎｄ ＣＵ４２８ꎻ ＯＥ￣Ｃ ｘ ＷＴ￣Ｂꎬ ｍａｔｉｎｇ ｂｅｔｗｅｅｎ ＯＥ￣ＣＹＣ２￣ｃｕ４２８ ａｎｄ Ｂ２０８６ꎻ ＯＥ￣Ｃ ｘ ＫＯ￣
Ｂꎬ ｍａｔｉｎｇ ｂｅｔｗｅｅｎ ＯＥ￣ＣＹＣ２￣ＣＵ４２８ ａｎｄ ＣＹＣ２￣ｋｎｏｃｋｏｕｔ Ｂ２０８６

Ｆｉｇ.３　 Ｃｙｃ２ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ｉｓ ｅｓｓｅｎｔｉａｌ ｆｏｒ ｍｉｃｒｏｎｕｃｌｅａｒ ｅｌｏｎｇａｔｉｏｎ ｄｕｒｉｎｇ ｃｏｎｊｕｇａｔｉｏｎ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ　 　 (Ａ) Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ
ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＣＹＣ２￣Ｓ３１２Ａ ｍｕｔａｔｉｏｎ. Ｔｈｅ ＣＹＣ２￣Ｓ３１２Ａ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔ ｗａｓ ｂｕｉｌｔ ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ ｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｗｉｔｈ ＴＣＡ ｃｏｄｏｎ
ｗａｓ ｒｅｐｌａｃｅｄ ｂｙ ＧＣＡ. Ｔｈｅ Ｎｅｏ４ ｃａｓｓｅｔｔｅ ｗａｓ ｉｎｓｅｒｔｅｄ ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ３′ ｆｌａｎｋ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ＣＹＣ２ ｔｏ ｐｒｏｖｉｄｅ ｔｈｅ ｐａｒｏｍｏｍｙｃｉｎ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｆｏｒ
ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｔｈｅ ｍｕｔａｎｔｓ. Ａｒｒｏｗｓ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈｅ ｓｉｔｅｓ ｏｆ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｐｒｉｍｅｒｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒｓ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｌｅｎｇｔｈ ｏｆ
ｗｉｌｄ ｔｙｐｅ ａｎｄ ｍｕｔａｎｔｓ. (Ｂ) Ｔｈｅ ｍｕｔａｎｔ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ Ｓｅｒ３１２. Ｏｒａｎｇｅ ｂｏｘꎬ ｔｈｅ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ｓｉｔｅ ｉｎ Ｃｙｃ２ꎬ ＳＰＱＫꎬ ｗｉｔｈ ｔｈｅ
ｍｕｔａｔｉｏｎ ｓｉｔｅｓ ｕｎｄｅｒｌｉｎｅｄ. Ｒｅｄ ｌｅｔｔｅｒꎬ Ａꎬ ｉｓ ｔｈｅ ｍｕｔａｔｉｏｎ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ. ( Ｃ) ＣＹＣ２￣Ｓ３１２Ａ￣Ｂ ａｎｄ ＣＹＣ２￣Ｓ３１２Ａ￣Ｃ ｍｕｔａｎｔｓ ｗｅｒｅ
ｃｏｎｆｉｒｍｅｄ ｂｙ ＰＣＲ. Ｅｍｐｔｙ ａｒｒｏｗｈｅａｄｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｍｕｔａｎｔ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓꎻ ｂｌａｃｋ ａｒｒｏｗｈｅａｄｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ＷＴ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ. Ｔｈｅ ｙｅｌｌｏｗ ｐｅｎｔａｇｒａｍｓ
ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈｅ ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｍｕｔａｎｔ ｓｔｒａｉｎｓ ｆｏｒ ｏｂｓｅｒｖｉｎｇ ｔｈｅ ｎｕｃｌｅａｒ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ. (Ｄ) ＤＡＰＩ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｓｈｏｗｅｄ ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ
ｔｈｒｏｕｇｈ ｅａｒｌｙ ｃｏｎｊｕｇａｔｉｏｎ ｉｎ ＷＴ (ａ￣ｆ) ａｎｄ ＣＹＣ２￣Ｓ３１２Ａ (ｇ￣ｌ) ｓｔｒａｉｎｓ. Ｒｅｄ ａｒｒｏｗｓ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ａｒｒｅｓｔｅｄ ａｂｎｏｒｍａｌ ｍｉｃｒｏｎｕｃｌｅｉ (Ｍｉｃｓ)
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第 ４ 期 许　 静等:周期蛋白 Ｃｙｃ２ 的过量表达及突变抑制嗜热四膜虫有性生殖发育

３　 讨论

周期蛋白及周期蛋白依赖性激酶形成的复合体

在细胞周期调控过程中发挥关键作用[２１]ꎮ 经典的

细胞周期家族蛋白有:Ｃｙｃｌｉｎ Ａꎬ Ｃｙｃｌｉｎ Ｂꎬ Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ
及 Ｃｙｃｌｉｎ Ｅꎮ Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 和 Ｃｙｃｌｉｎ Ｅ 调控 Ｇ１ 期到 Ｓ
期ꎬ Ｃｙｃｌｉｎ Ａ 调控 Ｓ 期到 Ｇ２ 期ꎬＣｙｃｌｉｎ Ｂ 调控 Ｇ２ 期

到 Ｍ 期ꎮ 周期蛋白周期性表达变化的分子机制包

括转录和转录后调节ꎮ 多种周期蛋白的 ｍＲＮＡ 具

有细胞循环依赖的表达波动ꎬ同时周期蛋白的稳定

性起到重要的调节作用ꎮ Ｂ３ 型周期蛋白主要聚集

在减数分裂时期[２２]ꎮ 在异体住囊虫的卵子形成过

程中ꎬ周期蛋白 Ｂ３ａ 参与了减数分裂纺锤体组

装[２３]ꎮ 四膜虫具有 ３４ 种不同的周期蛋白ꎬ并且表

现出不同的表达图谱ꎮ 周期蛋白 ２ 和周期蛋白 ２８
都在有性生殖时期特异表达ꎮ 敲除 ＣＹＣ２８ 对四膜

虫的有性生殖无影响ꎬ但过表达 ＣＹＣ２８ 导致有性生

殖过程中原核有丝分裂异常[２４]ꎮ 周期蛋白 ２ 的敲

除抑制了四膜虫减数分裂的起始[１８ꎬ２０]ꎮ 本研究则

发现周期蛋白 ２ 的过量表达未影响减数分裂前期小

核的延伸ꎬ但导致了合子核在后期发育的异常(Ｆｉｇ.
１)ꎬ并使突变细胞株无法获得有性生殖后代(Ｔａｂｌｅ
２)ꎮ 因此周期蛋白 ２ 表达水平的改变ꎬ在发育不同

阶段调控了细胞核的发育ꎬ进而决定了四膜虫有性

生殖进程ꎮ
周期蛋白结合 ＣＤＫ 形成的复合物促进了细胞

周期的进行ꎮ 周期蛋白激酶复合物不仅促进下游底

物的磷酸化修饰ꎬ而且催化周期蛋白自身的磷酸化

修饰ꎬ通过正负反馈通路调节蛋白激酶活性ꎮ 泛素

依赖的周期蛋白 Ｂ 的降解对其退出有丝分裂是必

需的[２５]ꎮ 芽殖酵母周期蛋白 Ｃｌｎ 的磷酸化修饰参

与了泛素依赖的该周期蛋白降解[２６]ꎮ 人周期蛋白

Ｅ (Ｔｈｒ￣３８０) 和 周期蛋白 Ｄ１ (Ｔｈｒ￣２８６)的磷酸化修

饰ꎬ对其泛素依赖的降解同样发挥重要作用[２７ꎬ２８]ꎮ
四膜虫周期蛋白激酶基因 ＣＤＫ３ 具有和 ＣＹＣ２ 基因

相似的表达图谱ꎬ敲除突变株具有相似的表型ꎬ暗示

二者可能形成功能性激酶复合体ꎮ 敲除四膜虫周期

蛋白激酶 Ｃｄｋ３ 后ꎬ Ｃｙｃ２ 的磷酸化丰度随之降

低[１９]ꎬ本研究通过对 Ｃｙｃ２ 氨基酸序列中第 ３１２ 位

的丝氨酸位点进行模拟去磷酸化突变ꎬ发现 Ｃｙｃ２ 丝

氨酸的突变抑制小核减数第 １ 次分裂前期染色体延

伸ꎬ表现出与 ＣＹＣ２ 敲除突变株和 ＣＤＫ３ 敲除突变

株相似的表型ꎮ 同时 ＣＹＣ２ 点突变细胞株与野生型

细胞配对可部分恢复突变细胞表型 ( Ｆｉｇ. ３Ｃ ａｎｄ

Ｔａｂｌｅ ２)ꎬ这些结果提示ꎬＣｄｋ３ 促使 Ｃｙｃ２ 磷酸化修

饰ꎬ进而促进了二者的相互作用ꎮ 因此ꎬ我们推测

Ｃｄｋ３ 促进了 Ｃｙｃ２ 特定位点的磷酸化修饰ꎬ磷酸化

的 Ｃｙｃ２ 又进一步促进了二者的结合ꎬＣｄｋ３ 和 Ｃｙｃ２
的磷酸修饰存在正反馈调节ꎬ并最终实现对下游靶

标进行的磷酸化修饰ꎮ 当阻止 Ｃｙｃ２ 磷酸化修饰后

可能抑制二者的相互作用ꎬ导致复合物酶活性缺失ꎬ
从而抑制减数分裂的起始ꎮ ＣＹＣ２ 转录水平的改变

以及翻译后的修饰变化ꎬ在不同层次上影响了四膜

虫的有性生殖进程ꎬ暗示其在多个层次参与了细胞

周期调控ꎬ对其具体作用的分子机制仍有待进一步

深入分析ꎮ
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