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酿酒酵母中钙信号途径对crz1调控基因表达的影响
卢艺婷  王婧雅  赵运英*  邓禹*

(江南大学生物工程学院, 粮食发酵工艺与技术国家工程实验室, 无锡 214122)

摘要      该文通过对酿酒酵母细胞中120个钙离子敏感性基因的启动子进行序列分析发现, 
24个基因的启动子上含有转录因子Crz1的结合位点(GNG GC[T/G] CA或GNG GCT G)。该研究

检测了钙信号途径对24个基因表达和细胞定位的影响。实验结果表明, 钙信号途径通过转录因

子Crz1诱导19个基因的特异性表达及其编码蛋白的细胞定位。结果发现, 5个基因的功能与代谢

相关(TPS1、PHO86、ERG3、ARG82和AKR1)、5个基因的功能与离子稳态相关(CSG2、PMC1、
VMA10、MNR2和VAM2)、4个基因的功能与蛋白质分选相关(PEP3、VPS36、VPS27和VPS4)以及

5个基因的功能与转录相关(DEP1、IMP2′、THP1、SGF29和ROX3)。该文的研究结果为研究酿酒

酵母细胞中钙离子稳态调控机制提供了理论基础。
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The Effect of Calcium Signaling Pathway on the Expression of Genes 
Regulated by crz1 in Saccharomyces cerevisiae
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Abstract       The binding site of the transcription factor Crz1 (GNG GC[T/G] CA or GNG GCT G) could be 
found in the promoter regions of 24 genes by analyzing the promoter sequence of 120 calcium-sensitivity genes 
in Saccharomyces cerevisiae. In this study, the effects of calcium signal pathway on the expression levels and 
subcellular localizations of these 24 genes have been examined. The results indicated that the specific expressions 
of 19 genes and the subcellular localizations of the proteins encoded by these genes could be induced by calcium 
signaling pathway through the transcription factor Crz1. We found that the functions of five genes were involved in 
metabolism (TPS1, PHO86, ERG3, ARG82 and AKR1), five genes were involved ion homeostasis (CSG2, PMC1, 
VMA10, MNR2 and VAM2), four genes were functionally related to protein sorting (PEP3, VPS36, VPS27 and 
VPS4) and five genes were functionally related to transcription (DEP1, IMP2′, THP1, SGF29 and ROX3). The 
results of this study have provided theoretical basis for studying the regulation mechanism of calcium homeostasis 
in Saccharomyces cerevisiae.
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Ca2+是所有真核细胞中许多途径的基本调节

剂, 它在很多生物过程中发挥作用, 如细胞周期进

程、交配、蛋白质加工、对低渗的应答、维持细

胞内的pH值和足够的营养、代谢信号等[1]。酵母细
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胞和哺乳动物细胞中Ca2+信号途径的相关蛋白非常

相似, 它们都是通过一系列的综合运输系统严格控

制细胞内Ca2+平衡[2]。在酿酒酵母(Saccharomyces 
cerevisiae)中, 细胞外Ca2+通过未知转运体“X”和“M”
进入细胞质[3]。质膜上的钙通道(由Cch1、Mid1和
Ecm7组成)允许Ca2+流入细胞质, 以应答内质网胁

迫、信息素低渗胁迫以及低钙条件[4]。细胞质中

Ca2+的瞬时升高激活Ca2+/钙调磷酸酯酶(calcineurin, 
CaN)信号途径, 从而激活转录因子Crz1诱导的液泡

膜上钙泵基因PMC1和内质网/高尔基体膜上钙泵基

因PMR1的表达, 这对细胞应对外界胁迫维持钙稳态

是至关重要的。

酿酒酵母通过复杂的钙稳态调控系统使胞质

Ca2+浓度维持在50~200 nmol/L[5], 而内质网/高尔基

体腔室Ca2+浓度较高(大约10 μmol/L), 这个Ca2+浓度

梯度是通过内质网/高尔基体膜上的钙泵Pmr1实现

的, 它向内质网/高尔基体内泵送Ca2+和Mn2+[6-7]。此

外, 定位在内质网上的P-型ATP酶Spf1/Cod1也参与

内质网和高尔基体中Ca2+稳态的调控[8]。清除酵母

细胞溶质中过多的Ca2+主要是通过液泡膜上的H+/
Ca2+交换器Vcx1和钙泵Pmc1将Ca2+快速地递送到液

泡内[9]。Vcx1的活性被CaN以翻译后修饰作用抑制, 
但其机制尚不清楚[10]。我们的研究发现, Pmc1的负

调控因子编码基因NYV1的表达被Nrg1和Mig1两个

转录抑制因子负调控[11]。贮存在液泡中的Ca2+能够

通过Ca2+通道Yvc1释放到细胞溶质中[3], 胞外高渗透

压环境诱导酵母细胞中Yvc1介导的Ca2+释放和激发

Mid1/Cch1介导的Ca2+摄入[4,12]。

在酵母细胞中, 依赖钙调磷酸酯酶信号传导途

径的一个重要功能是通过激活转录因子Crz1(又称

Tcn1或Hal8)控制基因的表达[13-14]。Crz1上的锌指基

序能够特异性地结合到目的基因启动子的钙调磷酸

酯酶依赖性反应元件(calcineurin-dependent response 
element, CDRE)上。CDRE是一个对介导Ca2+诱导的

钙调磷酸酯酶依赖的基因表达所必需的24 bp DNA
序列[15]。crz1突变体对CDRE驱动的转录是缺陷的, 
并表现出与钙调磷酸酯酶突变体相似的表型[13,15], 
钙调磷酸酯酶突变体的生长缺陷可以通过Crz1的
过表达改善。钙调磷酸酯酶主要通过去磷酸化调

节Crz1的定位来控制Crz1的活性, 在无外界刺激条

件下, Crz1分布在细胞质内, 随着细胞内Ca2+的增

长, 它在细胞核内以一种钙调磷酸酯酶依赖性的

方式快速积累, 这个过程能被钙调磷酸酶的抑制剂

FK506或环孢霉素A抑制[16]。去磷酸化的Crz1结合

到唯一负责运送Crz1入核的核转运蛋白Nmd5上进

入细胞核[17]。Crz1从细胞核输出也被其自身的磷酸

化状态调控, 这个过程需要核输出蛋白Msn5的协助。

哺乳动物中酪蛋白激酶1(CK1)的同源物Hrr25
可以负调控Crz1的活性及其核定位。过表达Hrr25拮
抗Crz1-依赖性转录活性(CDRE-lacZ活性), 降低由Ca2+

诱导引发的Crz1细胞核定位。相反, 在缺乏Hrr25
时, Ca2+和钙调磷酸酯酶对Crz1的激活作用增强[18]。

Hrr25不能够完全抑制Crz1的活性, 说明还有其他的蛋

白激酶和Hrr25共同控制Crz1的磷酸化[18-19]。Kimberly
等[19]证明, PKA能够在体内磷酸化Crz1并通过抑制

它的入核对其进行负调控, 同时发现, PKA在Crz1上
的磷酸化位点位于其NLS内或NLS附近。Sopko等[20]

于2006年通过SDL筛选发现, Crz1是周期蛋白依赖

性激酶Pho85的一个底物。Crz1被蛋白激酶Pho85磷
酸化, 然后被转运到细胞质中, 从而失去转录功能。

Pho85是酿酒酵母细胞中一个多功能周期依赖性激

酶, 它在细胞周期调控和磷酸盐代谢途径中有重要

的作用。

综上所述, Crz1的调控由蛋白激酶和蛋白磷酸

酯酶共同完成。钙调磷酸酯酶通过对Crz1去磷酸化

和促进其核定位而对其进行正调控, 而Hrr25、PKA
和Pho85等3个蛋白激酶通过对Crz1磷酸化抑制其核

定位, 对其进行负调控。因此, 我们通过分析转录因

子Crz1的缺失(crz1/crz1缺失株)对24个启动子上含

有CDRE序列的基因的表达和定位情况来研究钙信

号途径对24个基因表达和细胞定位的影响。

1   材料与方法
1.1   材料

1.1.1   菌株和引物      本文所用到的酿酒酵母菌株

[野生型BY4743(MATa/α ura3Δ0/ura3Δ0、his3Δ1/
his3Δ1、leu2Δ0/leu2Δ0、lys2Δ0/LYS2、MET15/
met15Δ0)、BY4743为背景的crz1/crz1酿酒酵母双倍

体单基因缺失株和表达GFP融合蛋白的24个酿酒酵

母菌株]由本实验室前期构建。本实验所用的菌株

和引物分别见表1和表2。
1.1.2   培养基      酵母浸出粉胨葡萄糖培养基(YPD
培养基): 2%蛋白胨、2%葡萄糖和1%酵母提取物, 
定容后0.1 MPa压力下灭菌20 min。配置固体培养
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基时加入2%(w/v)的琼脂粉。

1.1.3   试剂      10 mg/mL ssDNA购自南京生兴生物

技术有限公司; 1 mol/L LiAc溶液购自生工生物工程

(上海)股份有限公司; 50%(w/v) PEG(分子量3 350)
购自Sigma公司; 脱脂奶粉购自BD公司; Taq DNA聚

合酶购自北京全式金生物技术有限公司; GFP一抗

和抗鼠二抗购自北京Invitrogen公司; RNA提取试剂

购自生工生物工程(上海)股份有限公司; HiScript II 
1st Strand cDNA Synthesis Kit购自南京诺唯赞生物

科技有限公司; CaCl2等其他试剂购自国药集团。

1.1.4   实验仪器      实验仪器包括PCR反应仪(德国

艾本德公司)、全温摇瓶柜(太仓强乐实验设备厂)、
台式冷冻离心机(日本日立公司)、立式压力蒸汽灭

菌锅(上海博迅实业有限公司医疗设备厂)、凝胶成

像系统和Western blot操作系统(Bio-Rad公司)、荧光

显微镜(尼康公司, Nikon 80i)、数显恒温水浴锅(金
坛市医疗仪器厂)。
1.2   方法

1.2.1   酵母细胞总蛋白的提取      挑取单菌落至灭

菌后的YPD液体培养基, 30 °C、220 r/min震荡培养

过夜, 然后按照10%接种量分别转接到2瓶36 mL新
鲜YPD液体培养基中, 对照组在30 °C、220 r/min摇

表1   本课题所用菌株

Table 1   Strains used in this study
菌株

Strain
背景菌

Background
基因型

Relevant genotype
来源

Source
BY4743 S288C MATa/α ura3Δ0/ura3Δ0;

his3Δ1/his3Δ1; leu2Δ0/leu2Δ0; 
lys2Δ0/LYS2; MET15/met15Δ0

Stored by this lab

crz1/crz1 BY4743 crz1::kanMX4/crz1::kanMX4 Stored by this lab

BY4741 Ptk2-GFP BY4741 BY4741 PTK2-GFP-HIS3 This study

BY4741 Vps16-GFP BY4741 BY4741 VPS16-GFP-HIS3 This study

BY4741 Crz1-GFP BY4741 BY4741 CRZ1-GFP-HIS3 This study

BY4741 Vps27-GFP BY4741 BY4741 VPS27-GFP-HIS3 This study

BY4741 Vps36-GFP BY4741 BY4741 VPS36-GFP-HIS3 This study

BY4741 Ppq1-GFP BY4741 BY4741 PPQ1-GFP-HIS3 This study

BY4741 Iba57-GFP BY4741 BY4741 IBA57-GFP-HIS3 This study

BY4741 Tps1-GFP BY4741 BY4741 TPS1-GFP-HIS3 This study

BY4741 Thp1-GFP BY4741 BY4741 THP1-GFP-HIS3 This study

BY4741 Rox1-GFP BY4741 BY4741 ROX1-GFP-HIS3 This study

BY4741 Arg82-GFP BY4741 BY4741 ARG82-GFP-HIS3 This study

BY4741 Imp2’-GFP BY4741 BY4741 IMP2’-GFP-HIS3 This study

BY4741 Sgf29-GFP BY4741 BY4741 SGF29-GFP-HIS3 This study

BY4741 Vps28-GFP BY4741 BY4741 VPS28-GFP-HIS3 This study

BY4741 Snf8-GFP BY4741 BY4741 SNF8-GFP-HIS3 This study

BY4741 Vps20-GFP BY4741 BY4741 VPS20-GFP-HIS3 This study

BY4741 Htz1-GFP BY4741 BY4741 HTZ1-GFP-HIS3 This study

BY4741 Mnr2-GFP BY4741 BY4741 MNR2-GFP-HIS3 This study

BY4741 Pep3-GFP BY4741 BY4741 PEP3-GFP-HIS3 This study

BY4741 Pmc1-GFP BY4741 BY4741 PMC1-GFP-HIS3 This study

BY4741 Vps33-GFP BY4741 BY4741 VPS33-GFP-HIS3 This study

BY4741 Vps4-GFP BY4741 BY4741 VPS4-GFP-HIS3 This study

BY4741 Vma2-GFP BY4741 BY4741 VMA2-GFP-HIS3 This study

BY4741 Sur2-GFP BY4741 BY4741 SUR2-GFP-HIS3 This study

BY4741 Csg2-GFP BY4741 BY4741 CSG2-GFP-HIS3 This study

BY4741 Pho86-GFP BY4741 BY4741 PHO86-GFP-HIS3 This study

BY4741 Cup5-GFP BY4741 BY4741 CUP5-GFP-HIS3 This study

BY4741 Vma10-GFP BY4741 BY4741 VMA10-GFP-HIS3 This study

BY4741 Spf1-GFP BY4741 BY4741 SPF1-GFP-HIS3 This study

BY4741 Snf7-GFP BY4741 BY4741 SNF7-GFP-HIS3 This study
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表2   本实验中所用引物

Table 2   Primers used in this study
引物名称

Primer
引物序列(5′→3′)
Sequence (5′→3′)

1-DEP1-F AAG ATG GAT AGC GAC GAG G
1-DEP1-R TTC CTT CAG CGC AGT CAT C
3-ERG3-F ACA CCT TTC GCA TCT CAT TC
3-ERG3-R TTA TCA TCA CCT TCG ACC TCC
7-HTZ1-F TGG CTT GCA GTT TCC TGT C
7-HTZ1-R TCT TAC TTC CCT TTT TTT CCA C
10-PPQ1-F CCT GAC ATC ACC CTC TTA TCG
10-PPQ1-R TGT AAT TTC TCT TGA CTC ACC CAC
11-THP1-F TTA TCA TCA ATC TCG CTG GG
11-THP1-R AAC GAA GGC ATT ATG TAC TTG AG
13-CUP5-F TTT GGT GCC ATT GGT TGT G
13-CUP5-R AAC AAA GCA ACA ATC AAA CCG
16-VMA10-F ATT GCC ACC CTA CTA CAA GC
16-VMA10-R ACA AGG CAT TGA TAT GGA CTT C
17-SGF29-F TTC CCT TTG ATG ATG AGC TG
17-SGF29-R TCA GGT TCA GGA TCT CTC ACT TC
21-MNR2-F ACC GAT AGG AGA CAA TCG AAC
21-MNR2-R TCC ATC TTC CTC ATC TTC ATC G
25-VPS36-F TGA ACC GAA AAC GAG AAG AC
25-VPS36-R AAT CCC ACT CAG TTG CTT GTC
26-ARG82-F AGA TGA GCG GTT AAG TGA TTC C
26-ARG82-R TTC AGT TGA TGC TTT CTC GC
34-VPS4-F TTG GAA AGT GAA GAG GCA AAC
34-VPS4-R TCA CCC ATC CAC TTA GAA ACC
46-SUR2-F TTC CTT TCC ACT AGC ATT TGG
46-SUR2-R TAA TCC GAG GAA GGT CTG C
57-PHO86-F AGC TGC ATT GAA TTT GTC CG
57-PHO86-R ATG CGT ATT GTT CAC CAC TGG
63-PTK2-F AAC GCC TGT TTA ATT CCA GC
63-PTK2-R TCT CTA TCC AAA ACT GCT CTA TCC
68-CRZ1-F ACA ACA GCA ACA GTT ACA ACA GC
68-CRZ1-R CAA GTC ATC CAA CTC ATC AAG G
69-CSG2-F TGC CTG CAT CTC GAC TTT G
69-CSG2-R
70-VPS27-F

AGG TAG CCT TCG TGT ATG AGA TG
TGA TGC TTG TAT GAT TTG CTC C

70-VPS27-R TTC GCT TCT TCA GCT TCT CTC
71-IMP2′-F ACA GGG AAA GAG GTC GTA GC
71-IMP2′-R ATG CTG ATC TCG TAC TTG GC
77-VMA2-F TAC GGT CAG TGG TGT GAA CG
77-VMA2-R TGT CAA TAG CAG AAA CAC CAG TAG
87-ROX1-F TAT CGG TGT ATG GCT TGG ATG
87-ROX1-R TTG TTA CCT GAA TTT GAG CCG
93-PEP3-F TGT ACC GAG TTG AAT TGA CAG G
93-PEP3-R AGT CAA CTG GTG TCT CGG TAT AG
102-TPS1-F TGG GCT AGA GAT TCC TGA CG
102-TPS1-R AAC CAC CCG ACC TTA ACG
105-PMC1-F TGG CGA TAA TTC ACT TCC TG
105-PMC1-R TGA CAT CAC CGA CTA AAA CGT G
ScACT1-F CTG AAT TAA CAA TGG ATT CTG
ScACT1-R TTC CAT ATC GTC CCA GTT GG



卢艺婷等: 酿酒酵母中钙信号途径对crz1调控基因表达的影响 1279

床中继续培养3~4 h至D600 nm=0.6~0.8, 氯化钙处理组

培养2 h后加入终浓度为0.2 mol/L CaCl2继续培养2 h
至D600 nm=0.6~0.8。4 °C、8 000 r/min离心1 min, 收
集菌体, 用预冷的无菌水洗涤1次, 然后加入200 μL 
PEB(50 mmol/L pH8.0的Tris-HCl、2 mmol/L EDTA
和1 mmol/L PMSF)和与沉淀约等量的酸洗玻璃珠, 震
荡30 s, 冰浴1 min, 重复10次。4 °C、12 000 r/min离心

10 min, 上清液即为提取的总蛋白, 最后用Bradford
法测定蛋白浓度。

1.2.2   酵母细胞总RNA的提取      酵母细胞按照

1.2.1的培养方法培养后, 4 °C、8 000 r/min的条件

离心1 min, 收集菌体, 用1 mL DEPC水离心洗涤1次, 
然后加入与细胞等体积的酸洗玻璃珠、400 μL水饱

和酚、400 μL的TEST, 于振荡器上震荡1 min, 65 °C
金属浴5 min, 再震荡30 s, 重复5次后在低温环境中

放5 min, 4 °C、12 000 r/min离心15 min, 取上层溶液后

加入400 μL酸酚溶液, 4 °C、12 000 r/min离心15 min
后取上清, 加入400 μL氯仿, 4 °C、12 000 r/min离心

15 min后取上清, 加入1 mL预冷的无水乙醇和40 μL 
3 mol/L的NaAc溶液, 4 °C、12 000 r/min离心10 min, 
收集沉淀, 加少量70%乙醇, 离心洗涤1次, 晾干后加

入50 μL的DEPC溶解RNA。琼脂糖凝胶电泳检测

RNA并测定RNA的浓度后按照试剂盒HiScript II 1st 
Strand cDNA Synthesis Kit进行反转录。

1.2.3   半定量RT-PCR检测基因的相对表达量      以
野生型钙离子处理前后BY4743和crz1/crz1缺失

株的cDNA为模板, 分别用内参基因ACT1和目的

基因的引物进行PCR扩增。分析单个基因的相

对表达量时, 以野生型细胞经钙离子处理后的

cDNA为模板扩增的DNA量为标准进行比较, 即
分别用 crz1/crz1(YPD)、crz1/crz1(YPD+0.2 mol/L 
CaCl2)、BY4743(YPD)、BY4743(YPD+0.2 mol/L 
CaCl2)及BY4743(YPD+0.2 mol/L CaCl2+50 μg/mL 
CsA)样品的cDNA为模板进行扩增后的DNA量与

BY4743(YPD+0.2 mol/L CaCl2)样品的cDNA为模板

进行扩增后的DNA量进行比较, 从而获得目的基因

的相对表达量。    
1.2.4   Western blot检测蛋白表达量      取相同量的

酵母细胞总蛋白进行SDS-PAGE电泳检测后转印到

PVDF膜上, 加入5%脱脂奶粉室温封闭1~4 h。加入

一抗杂交液, 室温2 h或4 °C轻摇过夜。用TBST洗3
次, 加入二抗杂交液, 室温轻摇2 h后, 用TBST洗膜3
次。将膜与显色底物反应后, 进行曝光显影。

1.2.5   细胞预处理和荧光显微镜观察      挑取含有

GFP标签的酵母细胞到3 mL YPD液体培养基中, 
30 °C、220 r/min震荡培养过夜, 然后第2天按照10%
接种量分别转接到2份3 mL新鲜YPD液体培养基中, 
对照组在30 °C、220 r/min摇床中继续培养3~4 h至
D600 nm=0.6~0.8, 氯化钙处理组培养2 h后加入终浓度

为0.2 mol/L CaCl2继续培养2 h至D600 nm=0.6~0.8。取

1 mL菌液到EP管中, 3 000 r/min离心1 min, 收集菌

体, 分别在荧光显微镜下观察GFP融合蛋白的亚细

胞定位情况。

2   结果 
2.1   钙离子敏感基因启动子序列分析

前期工作中, 通过基因组规模的遗传学筛选, 
我们鉴定出了120个对钙离子敏感的酿酒酵母基因

缺失株。这些基因的功能与细胞代谢、蛋白质分

选、离子稳态、转录、细胞内运输、细胞周期和高

渗胁迫应答等方面相关。通过分析这些基因的启动

子序列我们发现, 24个基因的启动子上含有转录因

子Crz1结合位点(GNG GC[T/G] CA或GNG GCT G)
(表3), 其中8个基因的功能与代谢相关, 6个基因的

功能与离子稳态相关, 4个基因的功能与蛋白质分选

相关, 6个基因的功能与转录相关。本文将通过检测

这24个基因转录和翻译表达水平研究钙信号途径对

这些基因的表达调控作用, 并进一步深入研究钙信

表3   24个基因启动子上含有CDRE序列的钙离子敏感基因的功能分析

Table 3   Functional analysis of 24 calcium-sensitive genes containing CDRE sequences in their promoters
功能

Functions
基因

Genes
Metabolism TPS1, PHO86, PTK2, ERG3, ARG82, SUR2, AKR1 and PPQ1

Ion homeostasis CSG2, PMC1, VMA10, MNR2, CUP5 and VMA2

Protein sorting PEP3, VPS36, VPS27 and VPS4

Transcription DEP1, IMP2′, THP1, SGF29, ROX3 and HTZ1
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号途径对这些基因表达蛋白亚细胞定位的影响。

2.2   钙信号途径对代谢相关钙离子敏感基因表达

的调控作用

2.2.1   钙信号途径对代谢相关钙离子敏感基因表达

水平的影响      为了检测钙信号途径对代谢相关的

8个钙离子敏感基因表达的影响, 我们通过RT-PCR
探究了它们在野生型BY4743和crz1/crz1缺失株中的

mRNA表达水平。首先, 我们提取了野生型BY4743
和crz1/crz1在钙离子处理前后的总RNA, 然后通过

反转录试剂盒将其反转录成cDNA, 利用PCR检测与

代谢相关的8个钙离子敏感基因在野生型BY4743和
crz1/crz1中钙离子处理前后的表达量。我们发现(图
1A), 未用钙离子处理的BY4743和crz1/crz1缺失株

中, TPS1、PHO86、ERG3、ARG82和AKR1等5个基

因表达量相差不大, 钙离子处理后这5个基因在野生

型BY4743细胞中的表达量明显高于不加钙离子处

理时的表达量, 而crz1/crz1中这5个基因表达量没有

明显的差异。这说明钙离子通过转录因子Crz1诱导

TPS1、PHO86、ERG3、ARG82和AKR1等5个基因

转录水平的表达, 从而实现对这两个基因的正调控

作用。而PTK2、PPQ1和SUR2等3个基因在BY4743
和crz1/crz1中的表达量在钙离子处理前后没有差别, 
说明PTK2、PPQ1和SUR2等3个基因的表达不受钙

信号途径的影响。

我们通过Western blot实验方法进一步检测了

钙离子处理前后代谢相关的8个钙离子敏感基因在

野生型细胞中的蛋白表达情况。首先, 我们按照

1.2.1的方法提取了钙离子处理前后分别表达上述8
个GFP融合蛋白的野生型细胞的总蛋白, 然后按照

1.2.4进行Western blot检测来分析钙离子处理前后8
个GFP融合蛋白的表达量。我们发现, 未用钙离子

处理的Tps1-GFP、Pho86-GFP、Erg3-GFP、Arg82-
GFP和Akr1-GFP融合蛋白的表达量非常低, 而在钙

离子处理条件下, 这5个GFP融合蛋白都明显上升

(图1B)。这个结果说明, 钙离子能够诱导Tps1-GFP、
Pho86-GFP、Erg3-GFP、Arg82-GFP和Akr1-GFP
融合蛋白的表达。而Ptk2-GFP、Ppq1-GFP和Sur2-
GFP这3个融合蛋白在钙离子处理前后的蛋白表达

水平没有明显的差异, 这说明Ptk2-GFP、Ppq1-GFP和
Sur2-GFP融合蛋白的表达不受钙信号途径的诱导。

2.2.2   钙信号途径对代谢相关钙离子敏感基因编码

蛋白定位的影响      为了进一步验证钙信号途径对

代谢途径相关的钙离子敏感性基因的调控作用, 我
们观察了它们的编码蛋白与GFP形成的融合蛋白的

亚细胞定位情况。Tps1-GFP、Pho86-GFP、Erg3-
GFP、Arg82-GFP和Akr1-GFP在钙离子处理后的荧

光信号都增强, 钙离子处理后Tps1-GFP和Arg82-
GFP定位在细胞质, Pho86-GFP和Erg3-GFP定位在

内质网上, Akr1-GFP定位在高尔基体上(图1C)。而

Sur2-GFP、Ptk2-GFP和Ppq1-GFP三个融合蛋白的

荧光定位信号在钙离子处理前后相差不大, 说明它

们不受钙信号途径的影响。 

图1   钙信号途径对代谢相关钙离子敏感基因表达和定位的影响

Fig.1   The effect of calcium signal pathway on the expression and 
localization of calcium sensitive genes involved in metabolism
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2.3   钙信号途径对离子稳态相关钙离子敏感基因

表达的调控作用

2.3.1   钙信号途径对离子稳态相关钙离子敏感基因

转录水平表达的影响      RT-PCR检测结果显示, 未
经钙离子处理时, CSG2、PMC1、VMA10、MNR2和
VAM2等5个基因在BY4743和crz1/crz1中的表达量相

差不大, 钙离子处理后这5个基因在野生型BY4743
细胞中的表达量明显高于不加钙离子处理时的表达

量, 而crz1/crz1中这5个基因表达量没有明显的差异

(图2A)。这个结果说明, 钙离子通过转录因子Crz1
诱导CSG2、PMC1、VMA10、MNR2和VMA2等5个
基因转录水平的表达, 从而实现对这五个基因的正

调控作用。而钙离子处理前后CUP5基因在BY4743
和crz1/crz1中的表达水平差别不大, 这说明CUP5基
因的表达不受钙信号途径的影响。

Western blot检测结果也显示, Csg2-GFP、Pmc1-
GFP、Vma10-GFP、Mnr2-GFP和Vma2-GFP融合蛋

白在钙离子处理后的表达水平都明显升高, 即钙离

子能够诱导Csg2-GFP、Pmc1-GFP、Vma10-GFP、
Mnr2-GFP和Vma2-GFP融 合 蛋 白 的 表 达(图2B)。
Cup5-GFP融合蛋白在钙离子处理前后的蛋白表达

水平没有明显的差异, 即它的表达不受钙信号途径

的诱导, 这些实验结果与上述6个基因的RT-PCR结
果是一致的(图2A)。
2.3.2   钙信号途径对离子稳态相关的钙离子敏感

基因编码蛋白定位的影响      钙离子处理后, Csg2-
GFP、Pmc1-GFP、Vma10-GFP和Vma2-GFP融合蛋

白的荧光信号明显增强; Csg2-GFP融合蛋白定位

在内质网上; Pmc1-GFP融合蛋白定位在液泡膜上。

Vma10-GFP和Vma2-GFP融合蛋白在未经钙离子处

理时定位在液泡膜上; 钙离子处理后, 它们的荧光信

号增强并分布在整个液泡中, Mnr2-GFP的荧光信号

有所增强, Cup5-GFP的荧光定位信号在钙离子处理

前后相差不大, 无法观察其定位情况(图2C)。
2.4   钙信号途径对蛋白质分选相关钙离子敏感基

因表达的调控作用

2.4.1   钙信号途径对蛋白质分选相关钙离子敏感基因

转录水平表达的影响      前期序列分析结果发现, 启
动子含有Crz1结合位点CDRE序列的4个钙离子敏感

性基因PEP3、VPS36、VPS27和VPS4都与酵母细胞

中的蛋白质分选功能相关。RT-PCR检测结果显示, 钙
离子处理后上述4个基因在野生型BY4743细胞中的

表达量明显高于不加钙离子处理时的表达量, 而crz1/
crz1中这4个基因表达量没有明显的差异(图3A)。这

说明, 钙离子通过转录因子Crz1诱导PEP3、VPS36、
VPS27和VPS4等4个基因转录水平的表达, 从而实现

对这两个基因的正调控作用。Pep3-GFP、Vps36-
GFP、Vps27-GFP和Vps4-GFP融合蛋白在钙离子处

理条件下的表达量较未经钙离子处理时都明显上

升(图3B), 说明钙离子能够诱导Pep3-GFP、Vps36-
GFP、Vps27-GFP和Vps4-GFP融合蛋白的表达, 这与

上述8个基因的RT-PCR结果是一致的(图3A)。
2.4.2   钙信号途径对蛋白质分选相关钙离子敏感基

因编码蛋白定位的影响      荧光显微镜观察结果显

图2   钙信号途径对离子稳态相关钙离子敏感基因表达的影响

Fig.2   Effect of calcium signal pathway on the expression and 
localization of calcium sensitive genes involved in ion homeostasis
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示, 钙离子处理后Pep3-GFP、Vps36-GFP、Vps27-
GFP和Vps4-GFP融合蛋白的荧光信号都明显增强, 
并且都定位在液泡中(图3C)。这说明蛋白分选途径

的相关蛋白主要定位在液泡中。

2.5   钙信号途径对转录相关钙离子敏感基因表达

的调控作用

2.5.1   钙信号途径对转录相关钙离子敏感基因转录

水平表达的影响      RT-PCR检测结果显示, DEP1、
IMP2′、THP1、SGF29和ROX3在BY4743细胞中的

表达明显受钙离子的诱导, 而crz1/crz1中这5个基因

表达量没有明显的差异(图4A)。这说明, 钙离子通过

转录因子Crz1诱导DEP1、IMP2′、THP1、SGF29和
ROX3等5个基因转录水平的表达, 从而实现对这两个

基因的正调控作用。Dep1-GFP、Imp2′-GFP、Thp1-

GFP、Sgf29-GFP和Rox3-GFP融合蛋白在钙离子后的

表达水平都明显上升(图4B), 说明钙离子能够诱导上

述5个融合蛋白的表达, 这与上述5个基因的RT-PCR
结果是一致的(图4A)。而HTZ1和Htz1-GFP融合蛋白

在钙离子处理前后的表达水平升高不明显。

2.5.2   钙信号途径对转录相关钙离子敏感基因编

码蛋白定位的影响      钙离子处理后Dep1-GFP、
Imp2′-GFP、Thp1-GFP、Sgf29-GFP和Rox3-GFP
融合蛋白的荧光信号明显增强, Dep1-GFP、Imp2′-
GFP和Thp1-GFP融合蛋白在钙离子处理前观察不

到荧光定位信号, 钙离子处理后Dep1-GFP和Imp2′-
GFP位于细胞之中, Thp1-GFP融合蛋白位于细胞核

附近, Sgf29-GFP和Rox3-GFP融合蛋白在钙离子处

理前可以观察到定位在细胞核中, 钙离子处理后信
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图3   钙信号途径对蛋白质分选相关钙离子敏感基因表达的影响

Fig.3   The effect of calcium signal pathway on the expression and 
localization of calcium sensitive genes involved in protein sorting

图4   钙信号途径对转录相关钙离子敏感基因表达和定位的影响

Fig.4   The effect of calcium signal pathway on the expression and 
localization of calcium sensitive genes involved in transcription
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号增强也定位在细胞核中(图4C)。Htz1-GFP融合蛋

白在钙离子处理前后的荧光信号都比较弱, 不能观

察到定位在细胞的哪个部位。

2.6   钙调磷酸酯酶抑制剂—环孢霉素A(CsA)能
够抑制钙信号途径对基因表达的诱导作用

为了验证钙诱导基因表达的特异性, 我们用钙

调磷酸酯酶的抑制剂—环孢霉素A(cyclosporin A, 
CsA)抑制钙信号途径[16], 然后检测钙诱导基因的表

达情况。我们选取了与代谢功能相关的基因PHO86
和ARG82、与离子稳态功能相关的基因PMC1和
VMA10、与蛋白质分选功能相关的基因VPS27和
PEP3以及与转录功能相关的基因ROX3和THP1等8个
基因进行了钙信号途径诱导特异性的检测。实验结

果显示, 未经钙离子诱导时这8个基因的表达量都非

常低, 钙离子诱导后他们的表达量明显上升, 而当在

培养基中同时加入0.2 mol/L CaCl2和50 μg/mL CsA时, 
这8个基因的表达量几乎不受钙离子的诱导, 这说明

钙离子诱导这些基因的表达具有特异性(图5)。

3   讨论
5个受钙信号途径诱导的与代谢相关的钙离子

敏感性基因中, PHO86、ERG3和AKR1这3个基因编

码的蛋白都定位在内质网上。Pho86在磷酸盐运输

过程中具有重要的作用, 是高亲和力磷酸盐转运蛋

白Pho84所必需的[21], 我们推测钙信号途径在磷酸盐

运输过程中具有重要作用。ERG3编码的蛋白是一

个C-5固醇去饱和酶, 该基因的缺失阻断固醇类化合

物的合成, 从而改变细胞膜脂类的成分进而改变细

胞膜对H2O2的向异性, 使更多的H2O2进入细胞导致

胞内ROS水平升高[22]。AKR1编码的蛋白是一个棕

榈酰转移酶, 它的缺失使Yck1和Yck2不能被棕榈酰

化, 从而不能正确定位到细胞质膜上, 这可能导致细

胞内呼吸作用增强而产生过多的活性氧, 从而诱导

细胞的死亡[23]。因此, 钙信号途径可能在调控细胞

内ROS水平和细胞死亡过程有重要功能。

酵母细胞中, 作为Ca2+主要储存器的液泡, 是类

似于动物溶酶体的大容量细胞器[24]。与离子稳态相

关的钙离子敏感基因PMC1、VMA10和VMA2的基因

表达和细胞定位都受到钙信号途径的诱导, 并且都

定位在液泡中。Pmc1是液泡钙离子泵, 它的表达和

细胞定位受钙信号途径的诱导, 这与之前的报道一

致[25]。Vma10和Vma2都是液泡H+-ATPase的亚基[26], 
在液泡质子运输过程中具有重要作用。

钙离子通过转录因子Crz1诱导液泡中与蛋白

质分选相关钙离子敏感基因PEP3、VPS36、VPS27
和VPS4的表达和细胞定位。Pep3是CORVET复合

物的组成成分, 参与胞内蛋白的定向运输和蛋白质

与膜的融合过程[27]。Vps36、Vps27和Vps4属于E
类Vps蛋白, 它们在膜蛋白运输到溶酶体中的降解

过程—MVB途径(the multivesicular body pathway, 
MVB pathway)中发挥作用。转录相关的6个钙离

子 敏 感基因DEP1、IMP2′、THP1、SGF29和ROX3
的表达受钙信号途径的诱导, 其中Sgf29-GFP和
Rox3-GFP融合蛋白能够定位在细胞核中。Sgf29是
SAGA(Spt-Ada-Gcn5)复合物的组成成分[28], Rox3是
RNA聚合酶II复合体的组成成分[29], 它们在基因表
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Fig.5   Suppression of calcium-induced genes by the inhibitor of calcineurin, cyclosporin A (CsA)
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达调控中都具有重要作用。

总之, 在真核细胞中, 酵母细胞内钙信号传导对

许多生物学过程都至关重要, 它可以控制信息素产

生所需的特定基因组的转录、细胞增殖、心肌收缩

等诸多功能[23], 细胞通过复杂的调控机制维持细胞

内钙平衡。本研究通过对120个Ca2+敏感性基因的启

动子序列进行分析, 发现了24个启动子上含有转录

因子Crz1的结合位点的基因, 并进一步检测了钙信

号途径对这些基因表达及其编码蛋白亚细胞定位的

影响。我们发现, 其中5个基因的功能与代谢功能相

关, 5个基因的功能与离子稳态相关, 4个基因的功能

与蛋白质分选相关, 5个基因的功能与转录相关。这

些研究结果有助于我们深入了解酵母细胞内的钙稳

态调控机制, 为进一步研究人体内与钙离子平衡和

钙信号途径相关疾病的机理研究提供新的线索。
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