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TFP 促进粟酒裂殖酵母 ( Schizosαccharomyces pombe) 

细胞增殖机理的探讨 头

陈一楠H 陆玲张超英袁生

(南京师范大学生命科学学院 南京 210097 ) 

摘要 采用激光扫描共聚焦显微镜观察的方法，以 Fluo-3 负载 Schizosaccharom)日5ρombe

细胞，荧光强度反映胞质游离Ca2 + 浓度，结果表明，在无钙培养基中生长的 S. 如例be 胞内游离

Ca2+浓度低于在含 10μmollL外钙培养基中的 S . 如mbe 细胞，而一定浓度三氟拉嗓(TFP ) 处理过

的 S . 如mbe 胞 内 游离钙浓度则有明显增加;用与 TFP 在对酵母质膜 ATPase 活性有拮抗效应的无

机硫酸盐处理 3ρombe 细胞，发现可抑制其增殖，通过原子吸收光谱法测得胞内游离钙含量降低，

因此认为 TFP 通过作用 于质膜、促进Ca2 + 内流剌激裂殖酵母细胞的增殖。

关键词:三氟拉曦(TFP) Ca2 + flu(• 3 激光共聚焦显微镜 粟酒裂殖酵母

三氟拉嗦(古ifl∞阳azine ， TFP)等吩唾喋类试剂

是一类抗精神病药，具有抑制许多依赖于钙调素

(CaM)调节功能的作用，同时它还能引起真核细胞的

许多不依赖于CaM的细胞膜效应[ 1 )0 Eilam 和 α1巳r

nichovskJ2)在研究酵母细胞质膜 ea2 + 转运系统时曾

发现 20阳mllL TFP 可提高酿酒酵母 ( Saccharanl)Ces 

cerevisiae )细胞的质膜电位，使细胞周期终止在 02+

M期。 本实验室[3) 曾首次发现 TFP 对于 S. 如m加

细胞的增殖具有低浓度促进、高浓度抑制的双重效

应。 Eilam[4 )等人认为， TFP 及其他吩唾嗦类化合物

对酵母细胞具有以下影响 :(1)可抑制分离出来的膜

制备物上的 H+ -血?酶; (2)通过激活某种 K+ 泵出

机制，诱导 K+外流 ; (3)K+外流引起膜超极化;(4)膜

电位升高驱使 ea2+ 内流增加。 那么，低浓度的 TFP

对 S. 如mbe 的促进作用是否会通过促进 ea2 + 内流，

进一步剌激 S. pam伪 细胞增殖?为了验证这一设

想，本实验室曾采用原子吸收光谱的方法，发现低浓

度 τFP处理过的裂殖酵母胞内游离钙含量的确有所

上升。 但是，原子吸收光谱法只是从数量上证明了裂

殖酵母胞内钙量的增加，而没有表现出胞内钙离子分

布及浓度的时空变化。 因此，我们运用激光扫描共聚

焦显微镜观察的手段，以进一步研究 TFP 与 ea2 + 内

流之间的关系。

材料与方法

1.试剂

TFP , Fluo-3, Tris 购自 Sigma 公司， Mes[2-(N-吗啡琳)

乙磺酸]为Serva 产品，其余为国产分析纯。

2. 细胞培养

裂殖酵母(AKU4220)购 自中国普通微生物菌种保藏中

心。 斜面固体采用 YEPD 培养基，4t冷藏保存。 实验前将

斜面菌种首先接种于 YEPD液体培养基中进行活化，29 t , 

200 rpm，震荡培养至指数期 ，取菌液进行离心，用无菌双蒸

水洗三遍，显微镜计数法计数，定量接种于 EMM 液体培养

基中培养。 起始细胞接种浓度为 5 x 104 /ml。

3. 细胞密度的测定

采用 Brock 等人的分光光度法[5] ，于 595nm 波长处，用

722 型分光光度计测定 OD 值，以 OD 值表示细胞生长量的

相对大小。

4. ea2 + 荧光染料对细胞的负载[6 ， 7 ]

对 S. 如mbe 负载 Flu。 一 3 染料。 取细胞悬液于 Eppen

dorf管中，双蒸水洗 3 遍，然后细胞以 - 2 x 107 /mL 的密度

重悬在双蒸水中 ， 加入 Fluo-3 令终浓度为 10阳nol!L，取

本文 2002 年 10 月 17 日收到 ， 2003 年 7 月 11 日接受。
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0.4时细胞悬液进行电穿孔(Gene Pulser II , B阶Rad) ，每15rns

一个脉冲，共 3-4 次，电压 500V ， 电容 250μF ， 电阻 800 .0 。

电穿孔后，迅速将细胞悬液离心，双蒸水洗 3 次后重新加入

1mL新鲜培养液，于 30'C下保温 30min。

5. 激光扫描共聚焦显微镜观察细胞内游离 Ca2 + 分布

及相对浓度[6 ， 8 )

将负载了Ca2 +荧光染料 Fluo-3 的细胞蒙古附于涂有多聚

赖氨酸的载玻片上，用盖玻片盖住后，四周用指甲油封边，以

防止在激光扫描共聚焦显微镜下观察时水分蒸发使细胞失

活。 将载玻片置于激光扫描共聚焦显微镜(MRC-1024 ， Bi。

Rad，物镜 X60)下观察单个细胞内游离Ca2 + 分布及相对浓

度。 Fluo-3 的激发光波长为 488nm，发射光波长为 525nmo

6. 细胞内可溶性钙含量测定用缓冲液的自己制

首先配制 200mrnolIL M巳s 母液，用 Tris 溶液将缓冲液

调成 pH6.0，定容时根据 M臼的用量稀释 10 倍备用。 细胞

内可溶性钙含量测定用缓冲液: 20mrnolIL Mes-Tris buffer , 

10mrnolIL 葡萄糖， 10问口ollL CaC]z 。 处理步骤 : YEPD 培养

基中菌体密度生长至 5 X 107/mL，离心收集，蒸馆水洗 3 次，

重悬，离心，用 Mes-Tris 缓冲液定容至细胞密度为 5 x 

107 /mL，根据不同的处理分别加入葡萄糖、CaCl2 溶液，处理
时间以加入 CaC12 开始计时。

7. 细胞内可溶性钙含量测定[4 )

离心收集细胞，用 MgC]z (20mrnollL, 2'C )清洗 1 次，用

蒸馆水(2'C )清洗两次，重悬，离心，沉淀用 0.75% LaCh 重

(A 

悬，置沸水中煮lOmin，使Ca2 + 从细胞内释放，离心弃去沉

淀，测定上清液中Ca2 + 浓度。 试验每次两个平行管，重复两

次计算平均值。 仪器为 2-8100 Polarized 2eeman 型原子吸收

光谱仪。

结果

1. TFP 对 S. fHJmbe 胞内 Ca2 + 含量及分布的

影响

将活化的 S.ρombe 菌种分别接人 E孔扭tI-Ca 和

外加 10μmollL ci + 的 E如包4 培养基中，培养至对

数期。 避光同时加入 50μmollL TFP 和 10mmolIL

CaC12 并开始记时 ， 30min 后以 Fluo-3 负载裂殖酵

母细胞，洗去 TFP 以防止 TFP 的自发荧光对荧光

染料的染色结果产生干扰;荧光强度反映胞质游离

Ca2 + 浓度，激光扫描共聚焦显微镜下观察。 可以看

到，经 TFP 处理过的 S. pombe 细胞内荧光强度最

高，而在有 10μmollL外 ci + 培养基中的酵母细胞

荧光强度明显弱于 TFP 处理过的细胞，但高于缺

Ca2 + 培养基中生长的细胞(图1) 。 这一结果一方面

表明 ， TFP 处理后胞内游离 ci+ 浓度有所升高;另

一方面，有外 ci + 及无Ca2 + 培养基中生长的 S.

ρombe ，胞质内游离Ca2 + 的浓度及分布均有差别。

(B) 
b1 b2 b3 b4 

图 1 激光扫描共聚焦显微镜下 S.pombe 细胞内游离 Ca2 + 分布图像 (A)及相应透射图像 (B)

a1 和 b150μmollLTFP 处理后的菌体;a2和 b2 含 10μmollL外钙培养基中生长的菌体; a3和 b3 EMM-Ca培养基中生
长的菌体; a4 和b4未负载 fluo-3 细胞的自发荧光。

2. 激光扫描共聚焦显微镜对 TFP 引起 S.

fHJm加胞内游离 Ca2 + 变化的定量分析

在激光扫描共聚焦显微镜下观察经 Fluo-3 负

载的细胞内游离Ca2 + 的相对浓度，选取了几个区域

进行测定，其中系列 1 为背景，系列 2-6 为酵母细

胞的不同胞质区。 实验本底的相对荧光强度值低于

10 ，经 TFP 处理的裂殖酵母细胞内的荧光强度相对

最高，最低值为 157.82 士 6 .00 ，最高值为 212.74 ::t 
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6.25( 图 2 和表 1); 而生长在含 10μmollLCa2 + 培养

基中的 S. pombe 细胞胞质内荧光较弱，相对强度值

在 36.13::!:: 2. 94 和 77.76 土 5 . 20 之间;缺 ci + 培养

基中生长的 S . pombe 细胞胞质内荧光则最弱，其相

(A) (B) 

250 

沼 200
赵
i!3.l 150 
1定
军 100
棋
以 50

。

对强度值为 4 .66 ::!:: 1. 47 - 29.16 ::!:: 4. 41 。 可见，

TFP 处理过的 S.ρombe 细胞胞质内 ea2 + 相对浓度

远远高于未经 TFP 处理的细胞。

F司 r、俨， '"、Lt'J -付 E、- <叮'" Lt'J -叫
F叶铲~ "" <'亏俨3 咱4 叮Lt'J飞。

时间 (5)

叫 一一-系列 l

_.......，.，.，_幽 系列2

一一一系列3

--- 系列4

-…-系列5

--一系列6

图 2 SOμmollLTFP 处理后的 S.pombe 细胞胞质内荧光相对强度

图中 6 条纪录曲线分别对应于背景及胞质内 5 个不同区域(具体数值见表 1 0 A 图为激光扫描共聚焦显微镜下 S.
如m加细胞胞质荧光图像;B 图为各区域相应的荧光强度分析曲线) 。

表 1 细胞胞质内荧光相对强度值

1 

9.05 

1. 13 

2 

212.74 

6.25 

3 

172. 03 

8.07 

4 

192 . 14 

7.62 

5 

157.82 

6.00 

6 

189.47 

7 . 43 

3. 质膜 H+ -ATP 酶活性的拮抗剂Tris-而酸对

裂殖酵母细胞增殖和胞内钙含量的影晌

根据Goffean和Meis等[9] 报道， 10 - 100mmòl乃;

的元机硫酸盐能剌激从野生型 3ρombe 质膜上纯

化得到的 H+ -ATPase 活性， 而一定浓度 TFP 能够

抑制其活性，也就是说，元机硫酸盐和 TFP 在对 S.

pombe 质膜 H+ -ATPase 活性的影响上具有拮抗性。

因此我们设计了下列一系列实验，观察其对裂殖酵

母的影响来进一步验证低浓度 TFP 是否通过作用

于质膜来促进裂殖酵母的增殖。

(1)在 EMM-Ca 培养基中一定浓度 Tris-硫酸

和 TFP 对 S. 如mbe 细胞增殖的不同影响 本实

验所用 Erv也f 合成培养基是按照 Nurse[ 10 ]等提供的

改良配方配制，不添加任何外源 Ca2 + ，进行缺 ea2 +

培养。 将 S. 如mbe 转接人 Ervαt1-Ca 培养基，同时

用 10 、20 、50mmolIL T ris-硫酸和 20μmollL TFP 进

行处理，通过测定生长曲线，观察其对裂殖酵母生长

的影响(图 3 和图的 。 图 3 表明，低浓度 TFP 与

Tris-硫酸效应相反，在同一条件下 20μmollLTFP促

进了裂殖酵母的增殖，而 50mmolIL Tris-硫酸则完

全抑制了裂殖酵母的生长。 同时图 4 的生长曲线表

明， Tris-硫酸浓度越高，对裂殖酵母生长的抑制作用

就越明显，可见 Tris-硫酸对裂殖酵母生长的抑制作

用具有浓度效应。

1. 1 
1 ..... 一对!照1

1. 2 ~ 

l 卡 -1卧- 20umo l/L TFP 

~O. 8 
U"J 

60. 6 

O. 4 

0.2 

0 

0 

""""_ 50阳lOl/LTris-
硫酸 | 

20 40 60 
时间 (h)

80 

图 3 SOmmo11L Tris-硫酸和 20μmollLTFP

对 S. pombe 细胞增殖的影晌

(2) 不同浓度 Tris-硫酸处理下 S. 如响be 胞内

游离 ea轩 的 变化 用原子吸收光谱法测定

20mmollL Tris-硫酸处理下 S.ρombe 胞内游离

ea2 + 含量的变化进程(图 5 ) 0 15min 时 ， S. pombe 

胞内游离 ci+ 的含量开始有所降低 ;30min 时 ea2 +

含量降至最低点;直至 60min 时，处理组胞内游离

ea2 + 含量仍低于对照组。采用 10、 20 、 50mmolIL

Tris-硫酸处理 S. pombe 细胞，20min 后测定胞内游
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1. 6 
1. 4 I 一令- 对熙、

1. 2 1 ..... ← 10mmol儿
1 r Tris-硫酸

时10. 8 ~ -省.- 20mmo1/L
0.6 ~ Tris-硫酸

O. 4 ~ --+- 50mmollL 
。 2 ~ Tris-硫酸

。

。 20 日才 [4司0(h) 
60 

图 4 不同浓度Tris-硫酸对 S . pombe

细胞增殖的影响

附 120%

自 100%
革肌
刷
相 60%

运 4侃

主肌
理 0%

o 15 30 45 60 
时间 (min)

图 5 20mmollLTris-硫酸处理下 S .阳，由

胞内游离 ea2 + 的动态变化

恃 120%

ElO侃
革 8侃
嗣
奇百 60% 

革 4阴

差 2侃
量去 0% 

10 20 50 
Tris-硫酸浓度 (mmo l !L )

图 6 不同浓度 U如硫酸处理下 S. pombe 
胞内游离 ea2 + 的变化

80 

离 ci+含量(图 6) 。 从图 中看到， Tris-硫酸处理过

的 s . ρombe 细胞胞内游离 ea2 + 含量有不同程度的

下降，而随着 Tris-硫酸浓度的升高， ea2 + 含量下降

的程度似乎也有增加的趋势。

讨 论

本实验室[11] 曾采用原子吸收光谱法分别对含

有不同处 ea2 + 浓度培养基中生长的 s. 如mbe 细胞

进行钙含量测定，友现在一定范围内( 0 - 50mollL) 

胞外 ea2 + 浓度越高，相应的胞质内 ci+ 浓度也越

高。 本实验中激光共聚焦显微镜下观察到的现象也

表明，在无钙培养基中生长的 s . ρombe 胞内游离

ea2 +浓度明显低于在含 10μmollL外钙培养基中生

长的 s . ρombe 细胞(图 1、图 2 ) 。 我们曾证明当外

源 ea2 +浓度在 0- 20mmolIL 范围内变动时，随着

ci+浓度的增大，细胞增殖速率越快， 因此增加培

养基中 ci +浓度能够促进 s . 如mbe 细胞增殖最终

是通过引起更多的 ci+ 内流，从而增加了胞质内游

离 ea2 + 含量，使酵母细胞内游离 ea2 + 在一定范围

内一直维持较高水平，缩短了受 ea2 + 调控的细胞分

裂过程，促进细胞生长与增殖过程。

本实验的前期工作在证实 ea2 + 可以促进 s.

如mbe 细胞增殖，缩短细胞增殖代时的同时，还发现

低浓度的 TFP(低于 100μmollL)可以促进 s .

问mbe 细胞增殖[3 ] 。 原子吸收光谱实验的结果证

明，经 TFP 处理过的 s . ρombe 细胞胞内游离钙含

量有所增加。 Eilam[ 4 ]提出吩唾嗦类 CaM抑制剂除

了能抑制CaM活性外，还能影响酿酒酵母细胞膜的

特性。 他在研究酿酒酵母细胞膜电位与 ci+ 吸收

时，采用不同浓度的 TFP 处理酿酒酵母细胞，得到

具有不同 A中值的酿酒酵母细胞，并且发现膜电位

操纵着能量缺失的酿酒酵母 ea2 + 流进质膜。Borst

Pauwels 和 Theuvenet[l2 ]也发现，酿酒酵母的负表面

势的增加，会引起二价离子 Ca2 + 和 s?+ 的吸收。本

实验首次采用激光共聚焦显微镜这一方法得到的结

果(图 1 、图 2 )不仅从现象上，而且还通过对荧光强

度的定量分析表明了 TFP 通过增加胞质 ea2 + 浓度

来剌激 s . 如mbe 细胞增殖。 因此可以这样认为，一

定浓度的 TFP 并不是单纯的作为CaM抑制剂发挥

其功能，而是可能主要作用于细胞质膜，通过提高

s.ρombe 质膜膜电位，促进 s. 如mbe 胞内总钙瞬

时增加， Ca2 +作为胞内第二信使与 ea2 +受体蛋白结

合，诱发了一系列的生化过程，加速 s.ρombe 细胞

周期的进程，从而促进了增殖。

为了进一步研究 TFP 是否主要是通过作用于

细胞质膜而发生这一系列生理生化反应，我们选取

了一些能够改变酵母细胞质膜膜势的药物，观察其

对 s . 如mbe 细胞增殖的影响 ，并通过原子吸收光谱

等方法测定胞质 ea2 + 含量的相应变化。 Goffean 和

Meis[ 9 ]发现， 10 一 100mmolIL 的元机磷酸盐和硫酸

盐能剌激从野生型 s . 如附加质膜上纯化得到的

H + -ATPase 活性，而 10 - 40μmollL TFP 能够抑制
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其活性，也就是说，元机硫酸盐和 TFP 在对 S.

如mbe 质膜 H+ -ATPase 活性的影响上具有拮抗性。

而且通过实验我们发现，元机硫酸盐能够抑制 S.

如mbe 细胞增殖，这与低浓度 TFP 对 S.ρombe 细

胞增殖的影响效应正好相反。 而通过原子吸收光谱

法测定元机硫酸盐处理后胞内可溶性钙含量的结果

表明， 20mmollL Tris-硫酸处理下 60min 内 S.

如mbe 胞内游离 ci+ 含量及 10 、 20 、 50mmolIL

Tris-硫酸处理 20min 后胞内游离 ci+ 含量均有所

下降。 我们推断， Tris-硫酸可能是通过剌激质膜上

的 H+ -ATPase 活性增加了 H+运输，改变了细胞质

膜的膜电位，抑制了质膜上的 Ca2 + 流，使胞内游离

ci +浓度下降，从而达到抑制细胞增殖的作用。 这

一研究结果在说明 Tris-硫酸处理能抑制裂殖酵母

细胞增殖的同时，又发现其对胞内钙含量的影响与

TFP正好相反，这提供了一个间接的证据，表明

TFP 可能是通过改变质膜特性，影响钙流，从而促

进粟酒裂殖酵母的增殖。
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THE STUDY ON TFP STIMULATING PROLIFERATION OF 

SCHIZOSACCHARO凡lYCES PO凡lBE 铃

CHEN Yi Nan •• LU Ling zf认NG Chao Ying YUAN Sheng 

(College of Life ~元iences ， Nanjing Normal Uni versity , Nanjing , Otina 210097) 

ABSTRACf Schizosaccharom)肥5 如mbe cells loaded with Fluo-3 w巳r巳 observed under laser scanning 

confocal microscope ( LSCM). T he result showed that the cytosolic free Ca2 + concentration in S. pombe cells 

cultured in Ca2 + -free medium was lower than cells cultured in medium containing 10问ollL Ca2 + , while Ca2 + 

concentration in cells treated with 50μmollL TFP increased apparently . We also found that inorganic sulfate 

which 缸rested the growth of S . pombe decreased the cy!osolic free Ca2 + ∞ncentration. Therefore , we ∞n

clude that TFP promotes the proliferation of S . 如mbe cell by stimulating Ca2+ influx. 

Key words: Trifluoperazine Calcium flu{叶 LSCM Schizosaccharomyces pombe 

• National natural science foundation of China(30170474 ). 
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