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酿酒酵母Afr1p调控septin蛋白Cdc12p的定位
祝嫦巍1,2*  熊明勇2

(1安徽科技学院生命科学学院, 凤阳 233100; 2天津大学化工学院分子与细胞生物学实验室, 天津 300072)

摘要      AFR1最初被鉴定为在过量表达的情况下, 可以使细胞产生α因子抗性, 同时对融合过

程中融合突起的形成起重要作用。Afr1p还具有调节细胞壁完整性途径中的MAPK Mpk1p的定位

及活性的功能。该文通过对蛋白定位的观察发现, 半乳糖诱导GAL-AFR1过量表达破坏了在出芽过

程中Cdc12p的定位; 缺失AFR1也会导致Cdc12p定位异常。Western blot结果显示, 在营养生长过程

中Afr1p稳定表达。这说明, 稳定表达的AFR1有调节septin Cdc12p定位的功能, 从而对维持septin的
结构起到一定的作用。
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Afr1p Regulates the Localization of Septin Cdc12p in Saccharomyces cerevisiae 
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Abstract       AFR1 is firstly identified to promote α-factor resistance when overexpressed. It also has an 
important role in promoting shmoo formation during mating. Afr1p regulates the localization and activity of the 
Mpk1p MAP kinase in the cell wall integrity pathway. Here, we showed that galactose-induced overexpression 
of AFR1 might interrupte the proper localization of Cdc12p, and deletion of AFR1 also cause mislocalization of 
Cdc12p in budding cells. The result of Western blot indicated that the expression of Afr1p was at a constant level 
during vegetative growth. These results suggest that AFR1 is required for the localization of septin Cdc12p and 
regulates the septin architecture in Saccharomyces cerevisiae.
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酿酒酵母有五条MAPK信号转导通路, 响应各

种信号, 调控细胞生长分化[1]。当单倍体酵母细胞暴

露于由相反交配型的细胞分泌的交配信息素中时, 由
Ste11p(MEKK)、Ste7p(MEK)、Fus3p和Kss1p(MAPK)
组成的MAPK级联反应信息素信号响应途径

(pheromone response pathway)将被激活, 导致细胞周期

停滞在G1期, 细胞开始极化生长, 形成融合突起, 各种

细胞融合和核融合所需的蛋白大量表达[2]。

1993年, Konopka[3]利用质粒过表达的方法首

先鉴定了AFR1基因。在a型细胞中过量表达AFR1
基因, 细胞会适应由交配信息素α因子诱导产生的

细胞周期停滞, 产生α因子抗性(α-factor resistance), 
从而跨过G1期的细胞周期停滞, 进入生长状态。除

了过量表达使细胞对α因子产生抗性外, Afr1p还
对融合过程中融合突起的形成起到重要作用[3-4]。

afr1Δ菌株不能形成尖的融合突起, 只有59%的几丁
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质能形成高度极化状态。afr1Δ菌株中90%的肌动

蛋白是可以极化分布的, 但不能在集中融合突起的

顶端[4]。

在信息素诱导的条件下, Afr1p定位在细胞融合

突起的基部[4]。用半乳糖诱导GAL10-AFR1, 观察在

细胞出芽过程中的定位, 发现Afr1p定位在母细胞–
子细胞的颈部(bud neck)[3,5]。而这一位置也是septin
蛋白所在的位置。进一步的实验发现, 半乳糖诱导

GAL10-AFR1过量表达导致的细胞形态与septin蛋白

温度敏感突变株在非许可条件下的形态相似, 都形

成长芽(elongated bud)[4]。双杂交实验表明, Afr1p与
septin Cdc12p相互作用[4], Afr1p的第350~474个氨基

酸是与Cdc12p相互结合所必需的[5]。

CDC12是一个必需基因, 属septin家族的一员。在

酿酒酵母中与其他三种septin蛋白Cdc3p、Cdc10p、
Cdc11p相互结合, 组成septin环(septin ring), 定位在

出芽细胞的颈部, 参与胞质分裂。septin是一类保守

蛋白, 具有GTP酶活性, 最早在酿酒酵母中发现, 后
来在其他真菌和各种动物细胞包括人类(human)、
小鼠(mouse)、果蝇(Drosophila melanogaster)和线

虫(Caenorhabditis elegans)中发现。在很多物种中, 
septin参与胞质分裂[6-7]。酿酒酵母中的4种septin
基因(CDC3、CDC10、CDC11和CDC12)最初通过

温度敏感突变株被鉴定[8-9], 参与胞质分裂。另外, 
septin还参与轴向出芽位置的选择[10]、细胞形态变

化[11]和细胞极化生长[12]等。

酵母双杂交的实验结果表明, Afr1p与Cdc12p直
接作用, 但Afr1p在这个过程中的作用还不知道。本

文通过对蛋白定位的观察以及Western blot的实验结

果, 推测细胞中Afr1p的稳定表达调节septin Cdc12p
的定位, 从而对维持septin的结构起到一定的作用。

1   材料与方法
1.1   菌株及培养条件

酵母菌株在30 °C YPD培养基中培养, 含有质

粒的菌株在缺失相应氨基酸的合成培养基中培养。

大肠杆菌(Escherichia coli) TOP10用以扩增质粒, 
37 °C LB培养基中培养。本实验中使用的酿酒酵母

YZCW308A作为野生型菌株, YZCW306A为afr1Δ菌
株, 详细基因型参见参考文献[13]。

半乳糖诱导培养: 菌株首先在普通培养基中培

养过夜, 将过夜培养的细胞离心收集, 无菌水洗3次
以去除残留葡萄糖。取1×107的细胞转接入5 mL半
乳糖培养基(半乳糖替代葡萄糖, 其他成分相同)中
培养, 定时取样观察。

1.2   质粒的构建

本实验所用质粒见表1, 所用的引物见表2。
质粒构建过程如下。GAL-AFR1-GFP质粒的构

建: 使用引物cAFR1-U和cAFR1-D扩增AFR1基因的

ORF部分, 用Kpn I和BamH I酶切连接到质粒pYES2
上, 构建GAL-AFR1质粒; 使用引物GFPS65T-U和

GFPS65T-D扩增GFP, 用BamH I酶切连接到上述质

粒, 构建GAL-AFR1-GFP质粒。

YCplac22-CDC12-GFP质粒的构建: 使用引物

cCDC12-U和cCDC12(2201)-D, 以及cCDC12(2222)-U

表1  本实验所用引物质粒

Table 1  Plasmids used in this study
质粒名称

Plasmid name
来源

Source
筛选标记

Marker

GAL-AFR1 This study Ampr URA3

GAL-AFR1-GFP This study Ampr URA3

YCplac22-CDC12-GFP This study Ampr TRP1

YCplac22-AFR1-HA Reference [14] Ampr TRP1

表 2  本试验所用引物

Table 2  Primers used in this study
引物名称

Primer name
引物序列(5′→3′)
Primer sequence (5′→3′)

cAFR1-U GGG CCC GGT ACC TGG AGG GCT CAT ATC TAT C

cAFR1-D GGG CCC GGA TCC AAT TAA ATA ATG TGT AAA GC

GFPS65T-U CCC GGG GGA TCC AAC AGT AAA GGA GAA GAA CTT TTC

GFPS65T-D CCC GGG GGA TCC TTT GTA TAG TTC ATC CAT GCC ATG

cCDC12-U CCC GGG GAA TTC TAA CGC CAA GTC TGG TTC AG

cCDC12(2201)-D CCC GGG GGA TCC TTT TAA ATG GGA TTT TTT TAC

cCDC12(2222)-U CCC GGG GGA TCC TGA TGA TTA ATT AAT GTC TT

cCDC12-D CCC GGG CTG CAG TGC AGA ACG GTA CCT AAG TG
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和cCDC12-D分别扩增CDC12基因–401 bp~1 221 bp
和1 222 bp~1 441 bp的核苷酸序列, 分别使用EcoR I/
BamH I、BamH I、BamH I/Pst I将各个核苷酸片段

连入质粒YCplac22构建而成。

1.3   显微观察

显微和GFP荧光观察使用奥林巴斯BX51显微

镜。使用100倍物镜和不同的滤镜进行微分干涉

(DIC)和荧光显微观察。使用SPOT CCD(Diagnostic 
instruments公司)照相机拍摄图片。每次实验计数不

少于200个细胞, 计算GFP正确定位的细胞数量, 用
百分数表示。

1.4   Western blot分析

在不同条件下收集细胞, 于–80 °C保存。整个

免疫印迹分析过程, 包括细胞收集、裂解、电泳、

转膜参见分子克隆。使用Santa Cruz公司的抗HA的

单克隆抗体检测HA信号。使用Cdc28p做内参, 其表

达水平用Cell Signaling公司的Cdc2多克隆抗体检测。

2   结果
2.1   GAL-AFR1-GFP在细胞有丝分裂过程中

的定位

在α因子诱导的条件下, AFR1的表达水平升

高, 但在有丝分裂过程中表达水平很低, 不能观察到

Afr1-GFP在营养生长细胞中的定位。我们利用半乳

糖启动子GAL1, 在半乳糖诱导的条件下观察Afr1p
在细胞出芽过程中的定位。分别在半乳糖诱导培养

0.5, 1, 2, 5 h取样观察, 结果如图1A。如前所述, 半
乳糖诱导GAL-AFR1过量表达可以导致细胞形成长

芽结构。图1A中可以看出, 在半乳糖诱导初期0.5 h
和1 h, 细胞仍为椭圆形状态, 芽体形状基本正常, 此
时可以观察到Afr1p定位在出芽细胞颈部。这种定

位状态与septin蛋白Cdc12p在营养生长过程中的定

位非常类似(图1B)。在半乳糖诱导2 h后, 细胞开始

形成长芽, 但Afr1p仍定位在细胞颈部; 诱导培养5 h
后, 细胞出现更长的芽, 我们可以看见在进一步形成

的长芽中, Afr1p除了在细胞颈部的定位外, 在芽的

前端也可以看到Afr1p的定位。

2.2   CDC12-GFP在半乳糖诱导的GAL-AFR1细
胞中的定位

半乳糖诱导GAL-AFR1-GFP在细胞有丝分裂

过程中的定位与Cdc12p的定位类似, 下面的实验我

们观察了Cdc12p在半乳糖诱导的Gal-AFR1细胞中

的定位情况, 即观察在形成长芽的细胞中Cdc12p
的定位情况。在YZCW308A菌株中共转入质粒

YCplac22-CDC12-GFP和GAL-AFR1, 在半乳糖诱导

的条件下, 分别在0, 2, 12 h取样观察, 结果如图2。

(A)

(B)

Afr1-GFP DIC Afr1-GFP DIC

0.5 h

2 h

1 h

5 h

Cdc12-GFP DIC

A: 半乳糖诱导GAL-AFR1-GFP在细胞中的定位; B: Septin Cdc12p在出芽过程中的定位。

A: the localization of GAL-AFR1-GFP under galactose induction; B: the localization of Septin Cdc12p while budding. 
图1  GAL-AFR1-GFP与Cdc12-GFP在细胞中的定位

Fig.1  The localization of GAL-AFR1-GFP and Cdc12-GFP 
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细胞在半乳糖诱导前Cdc12p可以正确定位在

出芽细胞的颈部; 在加入半乳糖诱导2 h后, 细胞中

Cdc12p的定位逐渐消失, 只有不到10%的细胞中

Cdc12p可以定位在出芽细胞的颈部; 在更长时间的

诱导后, 整个细胞中都可见GFP的信号, 但却完全不

能定位。这说明, 半乳糖诱导Gal-AFR1过量表达破

坏了Cdc12p的定位, 进而可能影响到其功能的发挥, 
导致细胞出现长芽。

2.3   Cdc12-GFP在afr1Δ菌株中的定位

过量表达AFR1破坏Cdc12p在细胞中的定位, 进
一步的研究发现, 缺失AFR1也导致Cdc12p定位异常

(图3)。我们观察到Cdc12p在>98%的野生型细胞中

可以正确定位; 在afr1Δ菌株中不到15%的Cdc12p可
以正确定位, 而且即使在Cdc12p能够正确定位的细

胞中, GFP的信号也要弱于野生型菌株中的信号。

2.4   Afr1p在营养生长过程中的表达水平    
过量表达AFR1导致细胞形成长芽, 在形成长芽

的细胞中septin Cdc12p定位被破坏。更有趣的是, 
缺失AFR1也导致Cdc12p定位异常。即AFR1过量和

缺失都会导致Cdc12p定位异常。因此, 推测Afr1p
的表达水平对其功能的执行至关重要。我们使用

Western blot检测了在营养生长过程中Afr1p的表达

水平(图4), 结果显示, 在营养生长过程中Afr1p稳定

表达, 0 h检测到较弱的信号, 2~8 h Afr1p在同一水平

稳定表达。

3   讨论
过量表达AFR1可以使细胞产生α因子抗性, 适

应由交配信息素诱导产生的细胞停滞, 进入生长状

态; afr1Δ菌株融合突起形成缺陷[3-5]。因此, 最初关

于AFR1功能的研究主要集中在细胞融合及相应的

细胞形态变化。但在目前的研究中还有一些现象无

法解释, 例如过量表达AFR1细胞会产生对α因子的

抗性, 但缺失AFR1并没有导致细胞对α因子敏感性

的提高; 虽然afr1Δ菌株的融合突起形成有缺陷, 但
融合效率没有降低[3-4]。Xiong等[14]发现, 信息素响应

途径的激活不依赖于AFR1, 这说明过量表达AFR1
产生的α因子抗性不是直接作用于该途径, 而是通

过其他途径起作用。进一步的实验证明, Afr1p具有

调节另一条MAPK途径细胞壁完整性途径(cell wall 
integrity pathway)的功能, 不仅在融合突起形成过

程中具有调节Mpk1p的定位及活性的功能[13-14], 在

Cdc12-GFP DIC

0 h

2 h

12 h

图2  半乳糖诱导下单拷贝质粒中Cdc12p在GAL-AFR1
细胞中的定位

Fig.2  The localization of Cdc12p in YCp vector in Gal-AFR1 
cells under galactose induction

图3 出芽过程中Cdc12p在野生型菌株和afr1Δ菌株中的定位

Fig.3  The localization of Cdc12p in wild type and afr1Δ 
strain while budding 

Cdc12-GFP DIC
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图4  在营养生长过程中Afr1p的表达

Fig.4  Afr1p level in vegetative growth

Afr1-HA

Cdc28

0 h 2 h 4 h 6 h 8 h
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高渗和热激的条件下也介导Mpk1p的活性[14]。这

说明, Afr1p的功能可能不仅限于细胞融合过程。而

Western的结果显示, Afr1p在营养生长过程中在同一

水平稳定表达, 也说明Afr1p在营养生长过程中执行

重要的功能。

酵母双杂交的实验结果表明, Afr1p与Cdc12p
直接作用[5], 但在这个过程中Afr1p的功能还不知道。

虽然在营养生长过程中我们很难检测到Afr1-GFP
的定位信号, 但半乳糖诱导AFR1过量表达, 我们可

以看到Afr1p与Cdc12p的定位类似, 均定位在出芽细

胞的颈部。随着诱导时间的延长, 过量表达的Afr1p
可能占据了Cdc12p的位置, Cdc12p的定位被破坏, 导
致细胞形成长芽。而更有趣的事情是缺失AFR1也会

导致septin定位异常。这说明Afr1p直接或间接参与

septin的定位和结构的形成, 而且AFR1在细胞内少量

的稳定表达对其功能的发挥起到重要作用。Afr1p与
septin Cdc12p相互作用, 而Cdc12p与其他几种septin蛋
白相互结合, 在细胞周期进程、细胞的形态变化、胞

质分离中起到重要作用[15-16], 这也暗示我们, 除了上

述功能, AFR1还具有其他的功能值得我们去深入研

究。
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