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酿酒酵母细胞中钙离子信号传导途径的研究进展
赵运英   蒋伶活*

(江南大学生物工程学院, 生物技术教育部重点实验室和粮食发酵工艺与技术国家工程实验室, 无锡 214122)

摘要      酿酒酵母(Saccharomyces cerevisiae)细胞可以通过Ca2+/钙调磷酸酶信号途径来应对许

多外界环境胁迫。在交配信息素、盐或者其他环境压力存在的条件下, 钙离子会通过细胞质膜上

的未鉴定的钙转运蛋白X和M或者由Cch1和Mid1组成的钙通道进入细胞质。胞质内钙离子浓度的

增加会激活细胞质里的钙调磷酸酶(calcineurin), 钙调磷酸酶的一个非常重要的作用是去磷酸化细

胞质内的转录因子Crz1, 造成它快速地从细胞质转移到细胞核, 从而诱导包括液泡膜上钙泵蛋白基

因PMC1以及内质网膜和高尔基体膜上钙泵蛋白基因PMR1在内的目标基因的表达。这两个钙泵

蛋白和液泡膜上的Ca2+/H+交换蛋白Vcx1一起作用, 将细胞质内的钙离子浓度控制在50~200 nmol/L
的正常生理浓度内, 使细胞能够正常生长。该综述主要论述了酿酒酵母细胞内Ca2+/钙调磷酸酶信

号途径的最新研究进展。
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Abstract       In the yeast Saccharomyces cerevisiae, Ca2+ signaling mediated by the Ca2+/calmodulin depen-
dent phosphatase, calcineurin, is required for survival during environmental stress. In the response to mating phero-
mone, salt and other environmental stresses, Ca2+ normally enters the cytosol of yeast cells through two unknown 
transporters X and M or the Ca2+ channel, which is composed of Cch1 and Mid1. One role of the phosphatase under 
these conditions is to dephosphorylate the transcription factor Crz1 in the cytosol. Dephosphorylated Crz1 rapidly 
translocates from the cytosol to the nucleus, where Crz1 activates the transcription of target genes including the 
vacuolar pump gene PMC1 and the ER/Golgi calcium pump gene PMR1. Together with the vacuolar Ca2+/H+ Vcx1, 
Pmc1 and Pmr1 act to maintain the normal physiological calcium concentration between 50~200 nmol/L. This re-
view addresses the recent research progress in the study of the yeast Ca2+/calcineurin signaling pathway.
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1   酿酒酵母细胞中钙离子信号传导途径

网络
在真核细胞中, 钙离子(Ca2+)作为广泛存在的细

胞内信使调控许多细胞过程, 如细胞增殖、肌肉收

缩、细胞程序性死亡等[1-4]。酿酒酵母(Saccharomyces 
cerevisiae)细胞中Ca2+信号传导途径已经被充分地

研究, Ca2+信号应答涉及交配信息素[5-6]、盐和环境

压力[7-8]、营养物感应[9-10]以及细胞完整性[11]等方面。

大量研究显示, 酵母细胞中Ca2+稳态(homeostasis)和
信号传导与更高级的真核细胞基本相似(图1)。细

胞中Ca2+信号机制的基本组件是保守的, 包括Ca2+通

道(calcium channel)和转运体(transporter), Ca2+感应

器或信号转导体。与哺乳动物细胞相比, 一个最大

的不同是酵母缺乏哺乳动物细胞中存在多个亚型

(isoforms)和剪接变体(splice variants)的复杂性。高

度调控的钙稳态系统被细胞用来维持细胞质Ca2+处

在一个最佳的浓度范围。例如, 在外界环境Ca2+浓

度处在<1μmol/L或者>100 mmol/L范围时, 酿酒酵母

通过一个复杂的钙调控系统使细胞质Ca2+浓度保持

在50~200 nmol/L的范围[12-14]。

细胞外Ca2+通常通过一个未知的转运蛋白

X(transporter X)进入酵母细胞的细胞质[15]。细胞质

Ca2+通过液泡钙泵Pmc1和液泡Ca2+/H+交换器Vcx1
被转运到液泡中, 而Pmr1钙泵负责将细胞质内的

Ca2+泵入内质网和高尔基体, 然后分泌途径中过量

的Ca2+就通过胞吐作用被排出细胞。质膜上的另

一个转运蛋白M(transporter M)最近被检测到, 它在

酵母细胞应答胞外高Ca2+浓度时起作用[14]。一个

由Cch1和Mid1组成的质膜电压门控(Voltage-gated)
Ca2+通道只在膜去极化、Ca2+分泌后的排空[16]、外激

素刺激[17-18]和低渗刺激[19]等条件下被激活。为了应

答细胞外高渗刺激, 与哺乳动物TRPC型Ca2+通道同

源的Yvc1将Ca2+从液泡释放到细胞质中[20]。胞内突

然增加的Ca2+与钙感应蛋白—钙调蛋白(calmodu-
lin)结合后会激活钙调磷酸酶(calcineurin, CaN)[21]。最

近的研究发现, 胞外Mg2+的缺乏也会导致钙调磷酸

酶的激活。CaN通过去磷酸化激活细胞质内的转录

因子Crz1, 使其易位到细胞核内继而诱导包括PMC1

CaM: 钙调蛋白; CaN: 钙调磷酸酶; ER: 内质网。

CaM: calmodulin; CaN: calcineurin; ER: endoplasmic reticulum.
图1  酿酒酵母细胞中的钙稳态系统(根据参考文献[24]修改)

Fig.1  Calcium homeostasis system in Saccharomyces cerevisiae (modified from reference [24])
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和PMR1在内的Ca2+敏感基因的表达。此外, CaN还可

以抑制Vcx1的功能[22]。除了这些较慢的CaN依赖性反

馈网络, 快速的细胞质Ca2+依赖性反馈也抑制了trans-
porter M和X的活性。然而, 这些快速反馈抑制通路详

细的组分和机制仍待鉴定[14]。CaN的活性还受Rcn1调
控, 而Rcn1的活性则受一个蛋白激酶GSK-3家族成员

Mck1的调控[23]。下面我们将分别介绍酿酒酵母细胞

中钙离子信号传导途径的相关成员。

2   钙离子通道
2.1   Mid1和Cch1

在质膜上, 高亲和力Ca2+内流是由与哺乳动物

Ca2+通道门控电压α1亚单位同源的Cch1和一个可

能的门控激活Ca2+通道蛋白Mid1组成的复合体介

导的[25-27]。这个通道与信息交配素存在、内质网压

力和内质网/分泌路径储存Ca2+的排空等条件下Ca2+

的流入相关。钙调磷酸酶可能通过直接让通道蛋白

去磷酸化而抑制通道活性。有至少一个其他的Ca2+

内流途径没有得到鉴定, 它可能在交配过程后期介

导低亲和力Ca2+内流和细胞融合[28]。

Cch1是酵母中唯一的动物VGCCs(压力门控钙

通道)同源物, 它的催化亚基含有四个重复的核心跨

膜域[29]。缺少定位于高尔基体上的Ca2+泵-Pmr1的突

变株, 显示出很高的依赖于Cch1功能的Ca2+内流比

率, 以及高浓度的细胞质自由Ca2+。细胞过表达Pmc1
或者Vcx1时, 也显示依赖Cch1的Ca2+高内流比率, 因
为它们与Pmrl竞争底物。此外, Mid1在这些条件下

也是Ca2+内流所必需的。在体内, 很多条件下Mid1与
Cch1结合[15], 也是Cch1产生活性所必需的[17,25-27]。这

说明Mid1作为Cch1的调节亚单位起作用, 这与动物

VGCCs的α2-Δ亚单位类似[29]。

2.2   Yvc1
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[20,30]。与哺乳动物

瞬时感受器电位(TRP)通道蛋白同源的酵母Yvc1, 位
于液泡膜上。在应答高渗休克和抗心律失常药物胺

碘酮时, 从液泡释放Ca2+到细胞质中。然而, 酵母细

胞的肌醇1,4,5-三磷酸肌醇(IP3)受体通道还没有被

鉴定, Ca2+如何从ER/高尔基体储存中释放出来的问

题仍没有研究清楚。

液泡膜的电生理学研究显示, Yvc1对Na+、K+

和Ca2+的选择性透过是完全必需的[30-31]。在电源性

H+泵Vma和次级转运蛋白, 比如H+-Na+交换器(ex-

changer)Nhx1[32]、H+-Ca2+交换器Vcx1[19,33]和门控Cl–

通道Gef1的作用下, 液泡包含大量这些阳离子, 细胞

质里面微克分子浓度的Ca2+的刺激可以使Yvc1通道

打开[31]。另外, Yvc1通道打开的可能性在–80 mV时

最大, 当电位更高或者更低时它打开的可能性降低, 
这说明它的活性可能受电压变化控制。从这些发现, 
可以推断酵母中Yvc1作为一个阳离子释放通道, 起
到一个连接到离子库–液泡的作用, 这比胞外环境的

离子库更可靠。

Yvc1在体内是怎样受到调控的呢？对Ycv1氨
基酸序列的检测没有显示有电压传感蛋白片段, 也
没有发现它的核心跨膜域外有与其它蛋白相似的氨

基酸序列。然而, 精密的实验揭示, 在活的酵母细胞

中, Yvc1在数秒的高渗刺激下被激活[20]。利用细胞

质水母荧光素作为细胞溶质自由Ca2+的探针显示, 培
养基中高浓度盐或其它渗透物的加入对于细胞质

自由Ca2+浓度的提升, 在Yvc1过表达时得到加强, 在
Yvc1基因敲除时消失。Yvc1-依赖性Ca2+瞬变(tran-
sient)显然不需要胞外Ca2+, 但是确实需要Pmc1或者

Vcx1的功能。这些发现说明, Yvc1直接(或者可能间

接)引发Ca2+从液泡中释放出来。Yvc1可能也释放其

他阳离子, 比如: Na+、K+和H+。这些阳离子被认为

在高渗冲击时能够给细胞质提供渗透物以及短暂缓

解细胞的脱水状态。Ca2+的释放也能帮助激活本身

具有提高高盐抗性的钙调蛋白(calmodulin)和钙调磷

酸酶(calcineurin)[34-35]。这样, 在应对高渗刺激的反

应中, Yvc1离子通道处在起中枢作用的位置。这些

进展也提供了一个强有力的、新的、用来阐明Yvc1
功能域和可能的上游信号通路调控的实验系统。

对酵母细胞中Ca2+释放调控的观察迫切需要提

出这样一个问题: 酵母细胞Ca2+的释放是否伴随着

Ca2+的内流呢？在大多数哺乳动物细胞中, Ca2+从内

质网中的释放导致质膜上Ca2+内流通道被激活, 是
通过被称作储存调控或者容量钙离子进入(CCE)的
机制完成的。目前, 对CCE分子水平的了解还很少, 
对这个课题的研究可以从像酵母这样的遗传系统

获益。酵母液泡不能发起CCE样的过程, 因为缺少

Pmc1和Vcx1的突变株快速地排出液泡内的Ca2+[33], 
并且这些突变株也显示了与野生型相同的通过质膜

的Ca2+内流比率[36]。在酵母细胞中, 内质网、高尔

基体排出Ca2+或者两者都排出Ca2+, 确实显现出Ca2+

内流的激活[15]。非常有意思的是, 这种由Ca2+排出
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导致的Ca2+内流需要Cch1。
2.3   受钙调磷酸酶调控的钙泵和转运体

在酵母和其他真核生物细胞中, Ca2+从细胞质

向细胞器和细胞外间隙的转运是由ATP驱动的钙泵

和阳离子偶联交换器来完成的。在多细胞动物(后生

动物)细胞中, 肌浆网(内质网)Ca2+-ATPases(SERCA)
向ER聚集Ca2+, 在细胞质Ca2+平衡中起着显著的作

用。在S. cerevisiae中没有SERCA的同源物, 但是ER
中的Ca2+水平由定位于内质网和高尔基体膜上的钙

泵Pmr1控制[37]。酵母细胞Pmr1(与质膜ATPase相关)
是分泌路径Ca2+-ATPases (SPCA)家族的第一个成员, 
它介导着正常生理条件下高亲和力Ca2+(和Mn2+)的转

运, 并且起着保持细胞质钙离子平衡以及为高尔基体

内腔中蛋白质分选、加工和糖基化提供Ca2和Mn2+的

双重作用[38-39]。Pmr1同源物在所有真核生物中广泛

存在, 但植物是一个特别的例外。我们知道的大多关

于这些转运体的结构和生理作用来自对酵母细胞的

研究。最近, 这些研究已经扩展到人体[40-42]、秀丽

线虫(Caenorhabditis elegans)[43-44]和小鼠[45-47]中SPCA
同源物。

质膜Ca2+-ATPase(PMCA)构成了这个钙离子

泵超家族的另一个分支, 酵母细胞Pmc1也是其中一

员。虽然与PMCA家族在序列上相关, 但是酵母细

胞Pmc1缺少哺乳动物成员中与钙调蛋白和酸性磷

脂类调控相关的结构域, 并且定位于液泡膜而不是

质膜上。然而, 通过液泡富集而完成的Ca2+脱毒与

转运到细胞外间隙相当, 并且Pmc1同源物在其他真

菌和原生动物的酸性液泡中都有发现。PMC1的转

录激活发生在高胞外Ca2+[48]或者Pmr1[49]缺失的条件

下, 并且依赖于钙调磷酸酶。因为钙调磷酸酶依赖

性转录激活在从真菌到哺乳动物的真核细胞中是保

守的, 所以确定哺乳动物Ca2+泵和交换蛋白的表达

水平是否受到相似的调控是非常有意义的。

另一个液泡Ca2+富集的主要执行者是Vcx1, 它
是一种由液泡H+-ATPase[33,36]建立的质子电化学梯度

驱动的Ca2+/H+交换蛋白。Vcx1活性可以被钙调磷

酸酶抑制[33], 因此PMC1和PMR1的双基因突变体的

生存能力可以通过钙调磷酸酶的调节亚基(CNB1)的
敲除来提高, 其主要的机理是钙调磷酸酶功能的丧

失可以导致Vcx1活性的上调。敲除PMC1、PMR1
和VCX1三个基因的菌株缺失内源性Ca2+-ATPase, 是
多种Ca2+泵外源表达的理想宿主, 缺失一个或者更

多Ca2+转运蛋白的突变体也可以用来评估其在参加

细胞Ca2+平衡的不同通路中的贡献[50-51]。

总之, 酿酒酵母细胞内的钙离子调控系统由多

个组分组成, 包括位于细胞膜上的钙离子内流通道

Mid1/Cch1, 位于液泡膜上释放钙离子到细胞质的交

换器Yvc1, 以及受钙离子信号转导途径直接调控的

钙离子泵Pmc1、Pmr1和液泡Ca2+/H+交换蛋白Vcx1。
在整个钙离子信号传导过程中, 受Ca2+/钙调蛋白直

接激活的钙调磷酸酶具有重要的作用, 下面我们将

详述钙调磷酸酶及其效应蛋白的功能和调控机制。

3   钙调磷酸酶
3.1   钙调磷酸酶及其调控

蛋白磷酸酶家族包括PP1、PP2A、PP2B、PP2C
和PP4-7[52]。钙调磷酸酶(PP3/PP2B)属于丝氨酸/苏
氨酸特异性蛋白磷酸酶PP2B(PP3)家族成员。钙

调磷酸酶以异源二聚体的形式存在, 它由催化亚基

(CnA)和调节亚基(CnB)组成。在酿酒酵母中, 钙调

磷酸酶的催化亚基由CNA1和CNA2两个基因编码, 
而调节亚基由CNB1基因编码[53-56]。钙调磷酸酶的基

本序列和高级结构决定了它作用底物的特异性, 也
限制了它在细胞中的主要调节功能[57-59]。另外, 钙
调磷酸酶有两个特殊的Fe2+/Zn2+金属结合中心, 它需

要还原态的铁参与催化磷酸酯水解反应, 通过两步

金属激活过程, 使钙调磷酸酶在胞内的氧化还原反

应与功能联系起来[60-61]。

Ca2+和钙调蛋白共同调节钙调磷酸酶的活性, 
使其对不同的钙离子信号和胞内钙离子浓度的时空

变化做出应答。通过对酿酒酵母的研究显示, 钙调

磷酸酶和底物的相对亲和力决定了钙调磷酸酶信号

的钙离子阈值, 并影响钙调磷酸酶信号转导的特异

性和后续的细胞应答特性[62]。激活的钙调磷酸酶和

底物形成一个稳定而具有弹性的结构, 来迅速应答

细胞的信号需求。

钙调磷酸酶的异源二聚体结构不仅使它具有自

主调控的活性和对其信号途径的调节作用, 也决定

了它对微生物衍生的免疫调节剂的敏感性。它对冈

田酸毒素(okadaic acid)、花萼海绵诱癌素(calyculin)
和微囊藻素(microcystin)具有抗性。 这些毒素是

PP1和PP2A活性的抑制剂。 但是钙调磷酸酶对环

孢霉素A(cyclosporin A, CsA)和FK506(tacrolimus)敏
感, 这些因子分别通过cyclophilin A和FK506-结合蛋
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白12(FKBP12)与钙调磷酸酶作用。CsA-cyclophilin 
A和FK506-FKBP12复合物在结构上并不相关, 它们

作用于钙调磷酸酶的不同而又重叠的位点上[63-64]。

这些抑制复合物和底物竞争性地与钙调磷酸酶结合, 
从而间接地抑制了钙调磷酸酶的功能[64]。钙调磷酸

酶参与人体的细胞和器官的特异性进化过程, 特别

是它可以作为一些人体疾病的治疗靶点, 具有临床

上的意义。因此, FK506和CsA作为免疫抑制剂已经

被广泛应用。                    
3.2   RCAN(regulator of calcineurin)

Rcn1是在真菌中首先发现的钙调磷酸酶的生

理调控因子, 它通过与钙调磷酸酶直接结合发挥作

用[65-68]。在线虫、果蝇、小鼠和人类等高等真核生物中, 
Rcn1是保守的, 说明它对钙调磷酸酶信号转导的调

控具有广泛的重要性[52]。这些生物体中表达Rcn1的
基因都已被鉴定出来, 它们组成RCAN1基因家族[69]。

在酿酒酵母中, Rcn1直接识别钙调磷酸酶的催

化亚基, 而在新隐球菌(Cryptococcus neoformans)中
它可以识别钙调磷酸酶的催化亚基和调节亚基[66,68]。

Rcn1与钙调磷酸酶的识别, 可能是与其氨基和羧基

末端的结构域作用位点形成多价体, 这种识别对钙

调磷酸酶-FK506/FKBP12的相互作用是敏感的, 并
且不依赖于钙离子/钙调蛋白激活的钙调磷酸酶活

性[66,69-71]。在哺乳动物中, 许多RCAN1的 C末端基序

(motif)已经被鉴定出来, 其中包括一个PxIxxT基序

(与转录因子NFATc家族钙调磷酸酶的特异性PxIxIT
停泊位点(docking site)相似)和一个ELHA基序[72-73]。

这两个基序各自结合钙调磷酸酶, 并且它们对激活

的钙调磷酸酶和NFATc的影响和钙调磷酸酶/NFATc
介导的基因表达的影响是不同的[73]。Rcn1有一个由

22个Ser-Pro(SP)重复氨基酸组成的核心区域, 这个区

域在高等真核生物的RCAN1中是保守的, 并且它的

功能类似于酿酒酵母中钙调磷酸酶的靶标和效应蛋

白Crz1的保守SP重复序列[74-75]。

上述保守的结构域是Rcn1在体内调节钙调磷

酸酶功能所必需的, 也是钙调磷酸酶信号转导途

径与其它胁迫激活的信号网络的整合所必需的。

Rcn1对钙调磷酸酶活性的调节是通过改变它的SP
重复序列上两个Ser残基的磷酸化水平来实现的, 
这两个Ser残基相继分别被p42/44丝裂原活化蛋白

激酶(MAPK)和糖原合成酶激酶(GSK3)家族成员

Mck1磷酸化[74-75]。SP重复序列的磷酸化水平并不

明显影响钙调磷酸酶的与Rcn1的关联[65], 但是能调

节Rcn1是作为靶标亚基还是作为特异性调节器的

功能, 这种调节依赖于钙调磷酸酶调节组分的相对

剂量[68-69]。

Rcn1和它的功能同系物受到翻译后调控, 如通

过改变磷酸化状态或形成多分子复合物, 来调节蛋

白质的稳定性, 这种调控可能是种间特异性的。在

酿酒酵母cmd1-6缺失株(无钙调蛋白功能)、cnb1缺
失株(不表达钙调磷酸酶的调节亚基)和野生型菌株

中研究Rcn1-HA的表达发现, 没有信号刺激时, 钙
调磷酸酶(不论是否是活性状态)的表达是细胞积累

Rcn1-HA所必需的, 说明Rcn1-钙调磷酸酶复合物

的主要作用是调节Rcn1的半衰期[68]。哺乳动物的

Rcn1同系物RCAN1, 在未受刺激的细胞中虽然与钙

调磷酸酶相关, 但是没有发现它们之间的相互作用

对RCAN1的稳定性有影响[76]。

真菌细胞中, 热激蛋白Hsp90与钙调磷酸酶结

合使其处于稳定状态, 而Hsp90解离后激活钙调磷酸

酶, 从而对胁迫刺激和钙离子/钙调蛋白结合产生应

答(图2)[77]。Rcn1、FKBPs或者cyclophilins与钙调磷

酸酶作用直接抑制它的功能。MAPK和GSK3的激

酶活性以及钙调磷酸酶的磷酸酶活性共同调节Rcn1
的磷酸化水平[23,74]。下游的效应因子, Crz1和Hph1, 
被钙调磷酸酶去磷酸化, 从而调节真菌的致病相关

过程, 它们包括形态变化对离子、血清和生长温度

的应答, 以及膜运输和细胞壁完整性[77]。

3.3   酵母钙调磷酸酶在应答环境压力中的作用

通过CNA1、CNA2和CNB1基因突变以及向生

长培养基中添加钙调磷酸酶抑制剂(FK506或CsA), 
酵母钙调磷酸酶会失去生物学功能[53-56]。这些研

究显示, 钙调磷酸酶在正常的培养条件下对生长是

可有可无的。然而, 缺乏钙调磷酸酶的酵母细胞在

离子(如在OH–、Mn2+和Na+/Li+条件下)和交配因子

(α-factor)存在的环境条件下会死亡[78-82]。另外, 钙调

磷酸酶在导致细胞壁缺陷(比如fks1、mpk1和 pkc1)
的突变体中也是必不可少的[11,83]。这些遗传学现象

反映了在应答环境压力时, 依赖钙调磷酸酶的信号

传导途径是被激活的。在正常生长条件下, 细胞质

内Ca2+浓度处于低水平状态, 钙调磷酸酶呈非激活

状态, 因此缺少这个酶的细胞不会显现出生长缺陷。

然而, 应答压力时, 细胞质内Ca2+水平上升, 钙调磷

酸酶被激活, 使关键的底物去磷酸化从而促进细胞
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的生存。

3.4   钙调磷酸酶的效应蛋白

转录因子Crz1p是酵母细胞中描述最详尽的钙

调磷酸酶的直接作用底物(详见第四部分)。钙调磷酸

酶除了激活Crz1外, 还具有抑制Vcx1活性的功能[53]。

在哺乳动物细胞中, 除了调控转录因子, 钙调磷酸酶

可通过去磷酸化其底物而具有多种功能, 这些底物

包括: 离子通道、微管结合蛋白、GTP-ase等[85]。最近, 
在酿酒酵母细胞中发现了3个新的钙调磷酸酶底物,  
Hph1、Slm1和Slm2。Heath等[86]发现, 钙调磷酸酶

通过与Hph1蛋白的PVIAVN基序结合, 直接去磷酸

化调节Hph1的活性, 从而调节细胞对高盐、碱性pH
及细胞完整性等条件压力的应答。钙调磷酸酶通过

PXIXIT模序与Slm1和Slm2两个蛋白结合, 并让它们

去磷酸化, 从而调节酵母细胞对热激的应答[87]。

4   转录因子Crz1
在酵母细胞中, 依赖钙调磷酸酶的信号传导途

径的一个重要功能是通过激活转录因子Crz1/Tcn1/
Hal8去控制基因的表达[88-90]。Crz1上有一个锌指基

序, 可以结合DNA, 并且特异性地结合到钙调磷酸

酶依赖性反应元件(CDRE)上。CDRE是一个对介导

Ca2+诱导的钙调磷酸酶依赖的基因表达所必需的24-
bp DNA序列[88]。crz1突变体对CDRE驱动的转录是

缺陷的, 并表现出与那些钙调磷酸酶突变体相似的

表型[89-90]。钙调磷酸酶突变体的生长缺陷可以通过

Crz1的过表达改善, 证实了Crz1是在钙调磷酸酶的下

游起作用。在体外, 钙调磷酸酶可以去磷酸化Crz1, 
证明Crz1是钙调磷酸酶的一个直接底物[22]。钙调磷

酸酶主要通过调节Crz1的定位来控制Crz1的活性。

4.1   Crz1的主要功能

钙调磷酸酶的激活导致超过160个基因的表

达增加, 所有这些基因在crz1Δ突变体中的表达减

少, 其中大多数的基因的启动子包含Crz1结合序列

(5′-GNGGC(G/T)CA-3′), 说明Crz1是酵母中钙调磷

酸酶依赖性基因表达的主要介导者。

钙调磷酸酶和Crz1调控的基因功能包括如下几

个类型[91]。29%的基因编码膜结合蛋白, 12%编码

质膜蛋白或者细胞壁的蛋白组分, 其他基因编码的

蛋白参加膜泡运输、脂质/固醇合成和蛋白质降解、

细胞壁完整性途径以及离子和小分子运输。钙调磷

酸酶/Crz1的激活也导致该信号途径中关键组件以

及其它信号途径相关组件的表达增加, 从而提供了

各种反馈调控该途径以及和其它信号途径交叉对话

的机制。这些效应物包括包括编码钙调磷酸酶自身

调控子的基因RCN1, 编码Ca2+/钙调蛋白依赖性的蛋

白激酶基因CMK2, 编码细胞壁完整性通路上游调

控子的基因YPK1, 以及几个转录因子基因(CUP2、
SMP1、TIS11、SOK2和NDT80)。
4.2   Crz1活性和定位的调控

钙调磷酸酶通过对Crz1去磷酸化来影响它的

定位。在无外界刺激条件下, Crz1分布在细胞质内。

然而, 随着细胞内Ca2+的增长, 它在细胞核内以一种

钙调磷酸酶依赖性的方式快速积累[22]。这种细胞核

黑线表示直接调控, 灰线表示可能的间接调控。

Black lines represent direct regulatory events and gray lines indicate potentially indirect regulatory events in calcineurin signaling.
图2  Hsp90、Rcn1和亲免疫因子调控钙调磷酸酶和促进真菌致病模式图(根据参考文献[84]修改)

Fig.2  Model of calcineurin regulation by Hsp90, Rcn1, and immunophilins to promote fungal pathogenesis 
(modified from reference [84])

HSP90

Rcn1 p

p

CaN
CaN

GSK-3
MAPK

Rcn1

FKBP-FK506
or CsA

Effectors Effectors
Crz1 Crz1p pHph1 Hph1et al  et al Functions



1510 · 综述 ·

积累是可逆转的, 比如FK506对钙调磷酸酶的抑制

导致Crz1快速地重新分布到细胞质中。

钙调磷酸酶通过调控Crz1的入核转运和出核转

运来调节Crz1的定位。Crz1结合到唯一负责运送Crz1
入核的核转运蛋白Nmd5上。在体外, 只有去磷酸化

的Crz1结合Nmd5[92]。在体内, 只有去磷酸化形式的

Crz1才能被有效地输入到细胞核中。Crz1上的核定

位序列(NLS)周围残基的磷酸化可能改变Crz1的三

维构象并决定NLS与Nmd5的可接近性[92]。Crz1从
细胞核输出也是通过磷酸化来调控的。Crz1的出核

转运需要核输出蛋白Msn5。Msn5还可以帮助把其

他几种蛋白输出到核外, 包括转录因子Pho4、转录

抑制因子Mig1和细胞周期调控子Far1[93-96]。Msn5运
送的货物蛋白都是磷酸化的蛋白。包含核输出序列

(NES)的Crz1在酵母双杂交实验中能与Msn5相互作

用, 这种相互作用可以被NES上的磷酸化位点突变

所消除[93]。因此, Crz1的NES磷酸化是结合Msn5和
随后的出核转运所必需的。

因此, 钙调磷酸酶去磷酸化转录因子Crz1并调

控它的定位。当钙调磷酸酶活性低时, Crz1是磷酸

化状态, 并且由于低比率的入核转运和高比率的出

核转运而在细胞质中积累。激活的钙调磷酸酶使

Crz1去磷酸化, Crz1则因为高比率的入核转运和低

比率的出核转运快速地在细胞核中积累。

4.3   Crz1的磷酸化

Crz1是一个磷蛋白, 因此一定被蛋白激酶磷酸

化。然而, 遗传学方法没有鉴定出任何一种这样的

Crz1激酶。最近, 一种基于蛋白芯片的高通量方法

使在体外检测酿酒酵母119种蛋白激酶对特定蛋白

底物的磷酸化成为可能[97]。通过这种方法, 磷酸化

Crz1的几种激酶被鉴定。随后的研究证实了Hrr25
是体内Crz1的真正调控者。Hrr25是哺乳动物中酪

蛋白激酶1(CK1)的同源物, 与它的δ和ε亚型十分相

似[98]。在体内, Hrr25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+和钙调磷酸酶对Crz1的激

活作用增强。缺乏Hrr25的细胞表现出一个更高的

Crz1依赖性转录的基础水平以及Ca2+诱导的Crz1依
赖性转录的更大增长。与野生型相比, Hrr25缺陷型

细胞中诱导Crz1核定位需要的Ca2+浓度更低。在缺

乏Hrr25的细胞中, Crz1仍然可以被磷酸化并且其活

性仍受钙调磷酸酶的调控, 说明在体内还有其他激

酶负调控Crz1。CK1的磷酸化位点是Sp/Tp-X-X-S*, 
这里Sp/Tp是磷酸化的残基[99]。因此, CK1在磷酸化

底物的过程中, 经常(不是总是)与一个磷酸化其作

用位点的上游残基的“启动”激酶联系在一起[100]。

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[101-102]。

Kafadar等[101]在2004年发现, 依赖cAMP的蛋白激酶

A(PKA)也能够使Crz1磷酸化而抑制Crz1的活性。

PKA是酵母细胞中压力应答所必需的组分, 它在协

同代谢、细胞生长以及营养适应等方面发挥功能。

PKA全酶是由两个催化亚基和两个调节亚基组成的

异源四聚体。cAMP与调节亚基结合使催化亚基分

离从而激活PKA的活性。在酿酒酵母基因组中, 有3
个同源的催化亚基基因(TPK1、TPK2和TPK3)和1个
调节亚基基因(BCY1)。Kafadar等[101]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。2006年, Sopko等[103]通过SDL
筛选, 发现Crz1是周期蛋白依赖性激酶Pho85的一个

底物, Pho85通过对Crz1磷酸化影响它的定位对其进

行负调控。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

酶共同完成。钙调磷酸酶通过对Crz1去磷酸化和

促进其核定位而对其进行正调控, 而Hrr25、KA和

Pho85三个蛋白激酶通过对其磷酸化而抑制其核定

位而对其进行负调控。

5   小结
酿酒酵母是一种简单的、用于异源表达的真核

模式生物。它有全部测序的基因组, 可容易获得的

敲除突变体以及实验上适合的遗传学特性。在真核

细胞中, 钙离子作为胞内信使来调节许多生物过程, 
细胞通过维持细胞质和细胞器内钙离子的最适浓

度, 来调节钙离子的平衡系统, 使其成为高度调节的

代谢途径。在酿酒酵母中, Ca2+和钙调蛋白共同调

节钙调磷酸酶的活性, 使其对不同的钙离子信号和

胞内钙离子浓度的时空变化做出应答。细胞质内钙

离子浓度维持在50~200 nmol/L, 通过本文所论述到的

钙离子信号传导的相关成员进行精细的调控。在酵
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母细胞的4757个非必需基因的缺失菌株中, 有120个
对外界高钙离子胁迫敏感, 其中多数菌株的钙离子敏

感性主要是由于钙调磷酸酶的激活导致的[104]。因此, 
对这些基因的深入研究会让我们更为全面地了解酵

母细胞中的钙离子稳态和钙信号途径。酵母细胞钙

离子信号传导途径的研究, 可以为深入研究高等真

核生物细胞中更为复杂的钙离子平衡调控系统提供

重要的理论和实验依据。
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