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应用重组表达钙离子敏感蛋白 YC2.1 研究粟酒裂殖

酵母细胞内钙离子浓度的分布
王少慧 1. 2 袁生 1.2*

(南京师屹大学做命科学学院江苏省资源生物技术重点实驹'宅，

2 微生物工程重点实验室，南京 210097)

摘要 把重组表达钙离子敏感蛋白的 YC2.1 基因 (yellow cameleon 2.1)导入了菜油裂殖酵母

中，观察了粟酒裂殖酵母细胞内钙离子浓度的分布。结果发现，钙离子敏感蛋白所指示的钙离子

呈细胞周缘胞质较高浓度分布，而在细胞胞质中部的钙离子浓度相对低一些。通过DAPI染色实验

证实这是由于胞质中部细胞核的填充而形成。 fluo-3 染色的裂殖酵母细胞，由于 fluo-3 进入到细胞

器(房室化现象)，所以出现胞质的内部区域高的荧光信号，而在周缘的胞质区相对弱，不能真实反

应胞质钙离子的分布。因此重组表达钙离子敏感蛋白测定钙离子的方法优于 fluo-3 荧光探针的方

法，对于裂殖酵母细胞胞内钙离子的研究具有良好的应用前景。
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细胞增殖是生命的重要特征，钙离子是胞内的

第三信使。在细胞用期的 GoIG 1 期转换、 GJS 期转

换、 G/M 期转换及中期/后期转换等控制点处都发

挥着重要作用 [1. 2] 。陆玲等[3] 的研究指出，当外源

Ca2+ 浓度在 0.5-20 mmol/L范围内随 Ca2+ 浓度增加，

裂殖酵母细胞增殖速度加快，延滞期逐渐缩短:而

缺钙将使细胞周期终止在 G1 期[4.5]。可见钙离子在裂

殖酵母细胞增殖过程中起着重要作用，因而需要研

究裂殖酵母胞内的钙离子分布。然而以往的研究方

法基本上是使用荧光染料如 fura-2 ， fluo-3 等负载的

方法。这些染料可以通过醋化的形式进入到细胞

内，在胞内酶的作用 F脱困旨化并与胞内的钙离子结

合，通过检测它们与钙离子结合后荧光强度的升高

来检测钙离F浓度。遗憾的是负载的方法无法对荧

光染料准确定位，己有报道 fura-2 、 fluo-3 存在着

房主化效应问题，可能不能正确的显示细胞内游离

钙的分布[6.7J 。袁生等[盯在研究水毒 Ca2+ 分布时发

现:由于 fluo-3 进入到细胞器中，它给出的是细胞

质和细胞器游离 Ca2+ 浓度总的分布信息。为此，许

多科学家设法研究新的胞内 Ca2+ 的探针。 Miyawaki

寺[9]报道了由基因编码的 cameleon 蛋白作为一种

Ca2+ 感受蛋白，用于对活细胞的胞内自由钙离子浓

度进行定位和实时的研究。改进的 YC2.1 基因

(yellow came- leon 2.1)包括一段ECFP基因通过CaM

基因(即钙调素基因)和 M13 基因(该某因编码的蛋白质

在钙离子调节下可以与CaM蛋白叮逆结合)与EYFP基

因相连[10]。当钙离子与 CaM 蛋白结合时，引起 CaM

蛋白与 M13 蛋白的空间结构发生改变:由原先松散

的哑铃形到紧密结合的球形，从而]使其两端的荧光

生色团供体和受体ECFP厄YFP之间的荧光共振能量

转移(FRET)效率增强，结果是受体 EYFP 发射的荧

光强度升高，供体 ECFP 发射的荧光强度降低。即

535 nml480 nm 发射波长比值升高。 Allen 等川应用

YC2.1 基因在植物保卫细胞中表达，并研究了其胞

内钙离子的动态变化;而jYu 等[121 于 2000 年在动物

细胞 HEK 293 细胞中表达 YC2.1 J，占|卦，研究了在

信号转导过程中钙离子的变化。 Facanha 等[ 131近来

使用N端融合有PKKKRKV(SV40)核定位信号序列的

cameleon YC2，研究并报道了粟酒'裂用醉月细胞核内

Ca2+ 浓度变化受 Cta4 影响的情况， {I::ljζ今未见有利用

cameleon 直接研究酵母细胞内 Ca2+ 浓度的研究。因

而进一步使用 cameleon 研究酵可细胞质内是否在在

一个 Ca2+ 浓度的梯度分布，以及这种局部的高 Ca2+

浓度分布与极性生长部位的关系是 j.)}必要的[ 13J 。
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液体培养基[141 (该培养基是合成培养幕， JjEMM+ T 

液体基本培养基区别在于不含疏胶东，远合外源

YC2.1 基因的表达)，于 30 oc , 200 r/min 培养 12

h，然后 1 : 20 转接到新鲜 EMM-T 液体培养基巾，

同上条件 F培养 8-12 h , {其实验观察。

克隆的构建

p35S-YC2.1-Kan 质粒过1美国加利福)己哑大学的

Allen GJ 友情赠送。其上面的 YC2.1 J古国通过 Notl

和 BamHI 酶切位点(已经切掉了终止密码 f)切 F未

装入到酵时表达质粒 pESP-3 多克降fV:/，(的 Ndel 不11

BamHI 酶切位点之问，接着通过设计→个连接 L

5'-PCCGGGCTAAGGTGGTGGTCTATC-3' , 3'

CGATTCCACCACCAGATAGGGCCP-夕， l'巳 1冬 lf二 i牛:

码 F装入到YC2.1.基因的卡拉fJ，tiJ建成pESP-YC2.1质

粒(图 1)0 pESP-YC2.1 质粒通过 LiAc 方法转化酵母

菌 SP-Q01(参考 Stratagene 公可的裂殖醉月操作手

册)。

1.5 YC2.1 激光共聚焦观察

取 100μ1 0.5 mg/ml ConA }JL1圭盖玻片上，静宜

1-2 min 后，眼走。然后置于旧箱ql烘 h 加 6-10

μl_l述准备好的裂用酵可培养液，静置 1-2 min 后，

加入新鲜 EMM-T 液体培养基:不需清洗自接置于

共聚焦显微镜 F观察。激发波长: 442 nm，发射

波长: 460 LP 和 540/30 nm liî] 11 、l 双通道检测。Ijl

f生滤光片， 40 X 放大倍数。观察条件: 460 LP: 

8/1 000; 540/30 nm: 6.511000; Zoom: 4.0-5.0 。

DAPI 核染色与观察

向裂殖酵f寻细胞培养液中}Jn入 DAPI(终浓度为

555 

本文使用 YC2.1 在裂殖酵母胞质中表达，并用共聚

合;、哇!敖镜观察了细胞内钙离子在生理条件下的分

布， 讨论 fJVI二理意义。

正少慧吁: J但)-lJ莹组衣达钊离子敏感蛋 ILi YC2.1 研究粟酒裂归酵l手细胞内问尚 -f'j农皮的分布j

材料与方法

试剂

') I 物合成 FU t海生工负责合成。 NotI 、 BamHL

NdeI 、 T4 DNA 聚合曲、 T4DNA 磷酸激酶是 NEB

公叫产品 ， Cfr91 内切酶是 Fermentas 公司产品。酵

i手抽捉物是 Oxoid 公司产品，蛋白陈是 Difco 公司

产品。件j川Jυ 士球求蛋 F白1 ConA 是上海源聚生物科技有

|口限i挝民公可 i产产古业'r川1IL引一i1ll们l

l因4 产分忻纯 C

仪器

1~克共聚焦扫描显微镜为美国 Bio-Rad 公司产

品(刑号 MRC-I024)。使用的软件是 LaserSharp 3.2 

和1 TimeCourse 1. 0 。

菌种与细胞培养

果再裂<il'î酵母菌株 SP-QOl 和质粒 pESP-3 购自

Stratagene 公 i斗。 SP-QOl 菌株是亮氨酸营养缺陷型，

单倍体， h 交配型。它只能在完全培养基 YPAD(该

培养基适合所有的酵母菌生长)上生长，转化子筛

选在 EMM+T 液体基本培养基(该培养基是合成培养

息，仅适合野生 t~~ 裂植醉月的生长， T 是硫肢素

thiamine 的缩写，硫肢素的存在抑制外源基因表达)

J~进行。 具体的转化筛选操作见 Stratagene 公司的

裂殖醉可转化操作手册。

由体居5f: 将冰箱里保存的菌株接种在 EMM-T

1.4 

1 

1.1 

1.2 

1.6 

1.3 
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(a) 
) 'D ( 

(c) (d ) 

Fig.2 The distribution of Ca2+ in the cytoplasm of Sch izosaccharomyces pombe sh own by calcium indicated sensor YC2.1 

a: The fi ss ion yeast strain which ex presses YC2. 1 protein . The color means the fl uorescence ratio 535 nm/488 nm of YC2. 1, which represents 

the di stribution of Ca'+ in the cy toplasm of Schizosaccharomyces pombe ; b: The differential interfe l 巳 n ce di screpancy i mage of pictu re a; c 

The spontaneous tluorescence image of Schizosaccharomyces pombe which does n' t express YC2 . 1 pro te in; d: The differential interference 

di screpa ncy im age of picture c. Bar: flm ; Magni f ica tion: 40 X; Zoom: 5.0. 

(a) 
) ku ( 

Fig. 3 Nucleus d ying of DAPI Fig. 4 The distribution of Ca2+ in Schizosaccharomyces pombe 

a: The DAPI f1 uoresce nce im age of Schiwsaccha romyces pombe by calcium Ouorescence probe Ouo-3 

with fa lse co lor; b: The differential in terfe rence di screpancy image a: The di stribution of Ca' + in Schiw saccharolnyces pombe indi cated 

of pi cture a. Balμm : Magnifi ca tion: 40 X; Zoom: 5.0 . by f1 uo-3 with false color; b: The differenti al interfe rence di screp

ancy image of f igture a. Bar μm Magnifica tion: 40 X; Zoom: 5.0 

25μg/ml)的 DAPI， 30 'C , 2 00 r/min 培养 1 h 后，

取样制作凹玻片 l二 激光共聚焦观察。激发波长 :

3 51 + 363 nm ; 发射波 |夭 : 455/ 3 0 nm 。

1.7 fluo-3 染色与观察

取裂咱内革时纠I[ )血培养液 ， 5000 r/min 肉，心 10

min; PBS 溶液洗涤 2-3 次j口 ，用 20μmol/L fl u o-

3/PBS 染色液悬泞 ， f 4 'C过夜。次 日取山， P B S 

j容液洗涤 3 次 。 川 l入新鲜的 PBS 温自 30 min 以上 ，

百于载破n上， -6:J-l聚焦lIJL微镜下观察。 激发波长 Fig. 5 The d istribution of Ca2+ in the cytoplasm of Schizosa-

488 nm; 发射 波氏 : 522/3 5 n m 0 ccharomyces pombe shown by calcium indicator YC2.1 during 

2 结果

2.1 重组表达钙离子敏感蛋白 YC2. 1 指示的粟酒

裂殖酵母细胞内钙离子浓度分布

J巴 YC2.1 基 |天| 导入了裂娟醉月 1-1 1 井岗导表达 ，

由 |冬12a 可以fI 出 YC2. 1 钊尚子荧光强度沿细胞的周

缘胞质分句， I而在细胞中部钊肉子荧光强度相对较

低 。 为了排除微叶飞物|呆i株有白发;荧光圳象 ， 本实验

采用|呆j ，J:本 SP-QO 1-pESP-3 作为对照 ， 结果表明， 正

(a) 
) 

'
hυ
 

( 

cell division 

a: The fiss ion yeast strain wh ich expresses YC2. 1 prote in in c巳 11

cyc le. The f1 uorescence rat io 535 nm/488 nm of YC2 .1 re pl 巳 se nt s

the distribution of Ca且 of cytopl asm in Schizosaccharomyι es pOl1l be; 

b: The differen tia l interference discrepancy image of picture a. Arrow 

indicates the new-forming septum. Bar μm ; Magnifi ca ti on: 40 X; 

Zoom: 5.0 

常裂殖酵母前株本身 1'11 488 nm 荧光作'而'微弱，在

我们进行的实验观察条件 F是 肉眼不 11) 见的，见罔

2c 。
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2.2 DAPI 的核染色

考虑到细胞1\1 部钙尚 f荧光强度较弱口J能为细

胞核和且他细胞器填充所造成，我们进行了 DA凹

的核染色实盼，细胞株选择表达 YC2.1 蛋白的裂殖

î~于 B~菌株。约*~门图 3a 所辰， DAPI 染色所代表的

细胞核确实工垣位于细胞中央区域。

2.3 钙离子荧光探针 fluo-3 指示的粟酒裂殖酵母

细胞内钙离子浓度分布

与 YC2.1 钊 i由于敏感蛋白所反映的胞内游离

Ca2+ 的荧光分布不同，应用 fluo-3 染色的裂殖酵母

细胞，由于 fluo-3 进入到细胞器，所以细胞的内部

区域显川同的饵离f荧光信号，而在周缘的胞质区

相对较弱(图 4a) 。

2.4细胞分裂过程中胞内钙离子的分布

利用构建好的表达系统观察细胞分裂过程中钙

高f浓度的分布变化，我们发现，当细胞横阳出现

时，在横|俑附近提水的钙肖子浓度较高(图 5时，这

t斗斗斗J~ 离子浓度的升高可能与细胞分裂过程有关。

3 讨论

YC2.1 蛋白是 Miyawaki 等问研发出米的由基因

编间的测钙荧光蛋白，代表了最新测量细胞钙离子

浓度变化和l准确在位的技术和l思路，在短短的 5 年

时间电被f 泛JN用到植物细胞、丰申经细胞等领域，

显豆豆了与传统测钙荧光拍过针无可比拟的优点[9 ， 10.15] 0 

YC2.1 基|垃巾完整 CaM 基因和 M13 基因通过 GLY

GLY 连接子拼:{r:→起的主r-.加上两侧巾连的荧光

{共体和受体 ECFP厄YFP 基因组成。它与传统的测钙

荧光探针的不同在于它是由基因编码并受到严格定

位控制的最新的比例法测钙"探针"。由于严格的

定f主控制，它的使用避免了传统的测钙荧光探针如

Fura-2 , Fluo-3 等带来的不可避免的房室化结果，

从而可以克服细胞器游离钙对测定的干扰[6.7] 。应用

YC2.1 蛋门的研究表明，裂殖酵f}j:胞内钙离子!甲细

胞的同缘胞质高分布， I丽在细胞内部主'~尚子浓度相

对低→些，这与日uo-3 染色的裂~j'[酵母细胞呈现的

细胞内部区域自的荧光信号完舍不同。 DAPI 核染

色实验证明， DAPI 染色所代表的细胞核主要位于

细胞I扫央区域，而己有文献也早就fi1 lH醉母细胞中

问区域主要被细胞核、内质闷、线粒体、液j包写

一些细胞器所填充[1川同此 fluo-3 指忌的裂殖酵 14

胞内钙离子的分布不能真实反山胞质钙离子的分

布，与我们先前所报溢的水得 l副主之中存在的情况

样， fluo-3 给山的是细胞质和细胞器前尚 Ca2+ 浓度

总的分布信息[81 0 ~j主然利用重组L表达钊肖子敏感蛋

白代表的活体内测定钙尚 f方法优于以 fluo-3 为代

表的钙离子荧光探针的方法，能够比较真实地反映

细胞内游离钙的分布情况。另外，本研究表明，当

细胞横隔出现时，在横隔附近 YC2.1 显布的钙i句子

浓度较高。这捉示可能 lj细胞分裂过程有关，但是

需要进一步的实验证明。
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The Intracellular Distribution of Ca2+ in Schizosaccharomyces pombe 
Shown by Cameleon Calcium Indicator YC2.1 

Shao-Hui 认Tang l，2 ， Sheng Yuan 1均

( lJiangsu Key Laboratoηfor Bioresource Technology; 2The Key Laboratory of Microbiol Technology, 

College of Life Science, Nanjing Normal University, Nanjing 210097, China) 

Abstract We transformed the recombined yellow cameleon 2 , 1 (YC2.1) gene into the Schizosaccharomyces 

pombe and observed the distribution of free calcium concentration in the cytoplasm shown by expressed YC2.1. 

The results showed that the calcium fluorescence ratio of YC2.1 appeared mainly around the peripheral area of the 

cytoplasm in the fission yeast cell, less in the center area of the cytoplasm in which occupied by the organelles and 

nuclear. In contrast, the calcium fluorescence of fluo-3 was higher in the center of the cytoplasm not than around 

the peripheral area of the cytoplasm because fluo-3 was sequestered into organelles in the cell. Therefore, fluo-3 

could not reflect the true distribution of calcium in the cytoplasm. Our data provided that the recombinant yellow 

cameleon calcium indicator is better than the traditional chemical fluorescence indicator fluo-3 for measuring of free 

calcium in cytoplasm, and will promote studying of distribution and role of intracellular calcium in yeast cell 

proliferation. 

Key words Schizosaccharomyces pombe; yellow cameleon 2.1; free calcium; fluo-3 
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