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Liz1基因缺失对粟酒裂殖酵母有丝分裂动力学的影响
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(1西华师范大学环境科学与工程学院, 南充 637009; 
2西华师范大学生命科学学院, 西南野生动植物资源保护教育部重点实验室, 南充 637009)

摘要      Liz1基因编码质膜泛酸盐跨膜转运蛋白Liz1, 其定位于高尔基体和质膜。Liz1基因

缺失会导致粟酒裂殖酵母有丝分裂间期微管细胞骨架异常、胞质分裂异常和细胞周期异常的现

象, 但Liz1基因缺失对细胞有丝分裂的作用机制尚未被完全揭示。该研究利用活细胞成像技术观

察带有荧光标记的Liz1Δ菌株, 探究其标准温度和高温胁迫下Liz1基因缺失对菌株的生长速率、产

孢数量及有丝分裂期微管蛋白、肌动蛋白、组蛋白动力学的影响。结果表明, 在标准温度下, Liz1
基因缺失导致细胞生长缓慢, 纺锤体伸长时间延缓15%(P<0.01), 染色体分离到胞质分裂时间延缓

22%(P<0.01), 肌动蛋白环形成时间延缓12%(P<0.05); 在高温胁迫下, Liz1Δ细胞生长更缓慢, 肌动

蛋白环形成到收缩的总时间延缓14%(P<0.05)。该研究揭示了Liz1基因缺失导致细胞生长延缓, 其
关键作用机制是延缓了细胞在有丝分裂后期纺锤体的伸长及肌动蛋白环的形成, 为进一步明确

Liz1蛋白在细胞有丝分裂中的功能提供了一定的科学依据。
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Effect of Liz1 Gene Deletion on Mitotic Kinetics in Fission Yeast 
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Abstract       The Liz1 gene encodes the plasma membrane pantothenate transmembrane transporter protein 
Liz1, which is localized to the Golgi apparatus and plasma membrane. Liz1 gene deletion leaded to abnormalities of 
microtubule cytoskeleton, cytoplasmic division, and cell cycle during the mitosis in Schizosaccharomyces pombe. 
However, the underlying mechanism of the impact of Liz1 gene deletion on cell mitosis has not been fully revealed. 
This study used live cell imaging technology to observe the fluorescence labeled Liz1Δ strain to explore the effects 
of Liz1 gene deletion on the growth rate, sporulation quantity, and dynamics of microtubules, actin, and histones 
during mitosis of the Liz1Δ strain under standard temperature and high temperature stress. The results showed that 
at standard temperatures, Liz1 gene deletion resulted in slow cell growth with a 15% delay in spindle elongation 
time (P<0.01), a 22% delay in chromosome segregation to cell separation time (P<0.01) and a 12% delay in actin 
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ring formation time (P<0.05). Under high-temperature stress, the slow growth of Liz1Δ strains was exacerbated, 
and the total time for actin ring formation to contraction was delayed by 14% (P<0.05). The data indicate that the 
deletion of the Liz1 gene leads to delayed cell growth, and its key mechanism is to delay the elongation of the spin-
dle in the anaphase of mitosis and the formation of actin ring, which provides a scientific basis for further clarifying 
the function of Liz1 protein in cell mitosis.

Keywords       Schizosaccharomyces pombe; Liz1 gene; mitosis; microtubules; actin

纺锤体是由 α和 β微管蛋白组装而成的细胞结

构。在有丝分裂中 , 纺锤体精准调控染色体的聚集

和分离 , 确保成套的遗传物质准确的传递到子细胞 , 
保证细胞正常生命活动 , 这一过程受多种蛋白共同

调控[1-2]。在粟酒裂殖酵母中, 微管蛋白和微管相关蛋

白 (microtubule-associated proteins, MAPs)共同参与调

控纺锤体的动力学。例如 , Atb2基因编码的α-微管蛋

白通过在有丝分裂后期通过调控纺锤体的伸长来调

控染色体的分离 [3-4]; Clp1基因编码裂解因子多核糖核

苷酸激酶亚单位CLP1蛋白 , 其参与调控驱动蛋白6家
族Klp9(kinesin-6 family microtubule motor protein), 使
Klp9和Aurora-B激酶Ark1(Aurora-B kinase)共同定位

于纺锤体中间区, 影响有丝分裂后期纺锤体伸长[5]。

Liz1基因编码的粟酒裂殖酵母质膜泛酸盐跨

膜转运蛋白Liz1(plasma membrane pantothenate 
transmembrane transporter Liz1)(图1A和图1B), 定
位于高尔基体和质膜 [6], 是粟酒裂殖酵母中泛酸摄

取所必需的蛋白 [7]。在葡萄糖缺失培养基或以乙

醇为碳源的培养基上 , Liz1Δ菌株生长缓慢。在加

入甲酰胺的葡萄糖完全培养基中 , Liz1Δ菌株则出

现细胞周期停滞的现象 [8]。Liz1基因缺失导致细胞

内泛酸合成受阻 , 影响脂肪酸的合成 , 在低浓度泛

酸条件下 , 导致细胞生长缓慢 , 并在羟基脲作用下

使有丝分裂过程中DNA复制停滞在S期 [8], 部分细

胞出现染色体未分离和胞质分裂延缓的异常现象
[7], 加入高浓度泛酸盐 , 会使细胞生长缓慢和异常

有丝分裂恢复正常 , 但研究表明Liz1基因还与调控

有丝分裂后期纺锤体伸长的Atb2基因和核糖核苷

还原酶大亚基Cdc22基因表现出正向遗传相互作

用。Atb2基因的突变体atb2-983会导致有丝分裂后

期纺锤体伸长延缓 , 而Liz1基因缺失会导致有丝分

裂微管束减少 [9], 二者共同影响有丝分裂纺锤体的

形成和伸长 ; cdc22-M45突变株中DNA复制在S期
停留 , 并出现部分细胞生长停滞的现象 ; 在 cdc22-
M45突变株中 , 同时缺失Liz1基因会导致胞质分裂

延缓 , 加剧细胞生长停滞 [10]。Liz1基因分别与Atb2
基因和Cdc22基因相互作用 , 共同影响粟酒裂殖酵

母有丝分裂过程 , 但Liz1基因缺失对细胞有丝分裂

影响的作用机制尚未完全揭示。

粟酒裂殖酵母 (Schizosaccharomyces pombe)是
一种单细胞真核生物 , 基因组有大约4 900个基因 , 
其中26.1%为必需基因。粟酒裂殖酵母因具有明确

的细胞形状和高度活跃的同源重组机制 , 是生物学

中优质的模式生物 [11-12]。本研究以粟酒裂殖酵母

为模型 , 利用活细胞成像技术观察带有荧光标记的

Liz1Δ菌株 , 探究其标准温度和高温胁迫下Liz1基因

缺失对菌株的生长速率、产孢数量及有丝分裂期微

管蛋白、肌动蛋白、组蛋白动力学的影响 , 为进一

步揭示Liz1蛋白在细胞周期的调控作用提供一定的

科学依据。

1   材料与方法
1.1   实验菌株

本研究所用的实验菌株均保存在西华师范大

学生命科学学院西南野生动植物资源保护教育部重

点实验室(表1)。
1.2   培养基

YE5S液体培养基(500 mL): 15 g葡萄糖、2.5 g酵母

提取物、0.112 5 g腺嘌呤、0.112 5 g亮氨酸、0.112 5 g
尿嘧啶、0.112 5 g赖氨酸、0.112 5 g组氨酸、500 mL超
纯水。

YE5S固体培养基(500 mL): 15 g葡萄糖、2.5 g酵母

提取物、0.112 5 g腺嘌呤、0.112 5 g亮氨酸、0.112 5 g
尿嘧啶、0.112 5 g赖氨酸、0.112 5 g组氨酸、8.5 g琼脂粉、

500 mL超纯水。

YE5S-G418(HygR)固体培养基 (500 mL): 500 mL 
YE5S固体培养基、5 mL无菌且浓度为3×10–4 mg/μL
的遗传霉素(或潮霉素)。

EMM-N培养基 (500 mL): 10 g葡萄糖、3.66 g 
EMM-N粉末、0.112 5 g腺嘌呤、0.112 5 g尿嘧啶、
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0.112 5 g组氨酸、0.112 5 g赖氨酸、0.112 5 g亮氨酸、

30 g琼脂粉、500 mL超纯水。

EMM2-Leu培养基(500 mL): 10 g葡萄糖、16.165 0 g 
EMM-N2粉末、0.112 5 g腺嘌呤、0.112 5 g尿嘧啶、0.112 
5 g组氨酸、0.112 5 g赖氨酸、30 g琼脂粉、500 mL
超纯水。

1.3   生长曲线

25 °C及37 °C下的生长曲线: 从–80 °C的超低温

冰箱中, 吸取少量甘油保存的PT287菌株和HY824菌
株 , 接种至YE5S固体培养基中复苏48 h。将复苏完

成的菌株接种至液体培养基于25 °C摇床(200 r/min)
中培养10~12 h后, 将菌液D595稀释至0.1, 转入25 °C
或37 °C摇床(200 r/min)中培养, 每隔2 h测量一次25 °C
或37 °C下的D595值 , 共测6次 (12 h), 并用GraphPad 

Prism 8绘制生长曲线。

1.4   菌株构建

1.4.1   产孢      刮取适量复苏的PT287野生型菌株和

HY824菌株分别接种在EMM-N板上 , 挑取与其性别

相反的菌株混合均匀 , 放置在25 °C恒温培养箱培养

48 h, 刮取少量菌株制片 , 利用正置显微镜镜检产孢

情况, 统计孢子数量。用GraphPad Prism 8软件绘图

进行分析。

1.4.2   荧光蛋白标记构建      将HY824菌株分别与

YL15菌株和YL26菌株交配产孢, 加入1%浓度的蜗牛

酶溶液, 室温裂解细胞24 h后得到孢子, 无菌水清洗3
次 , 依次用YE5S-G418抗性培养基、EMM2-Leu营养

缺陷培养基、YE5S-HygR抗性培养基分别筛选出HY 
824-2和HY 824-3菌株 , 镜检验证带目标标记的敲除

(A)

(B)

表1   实验所用粟酒裂殖酵母菌株和基因型

Table 1   Schizosaccharomyces pombe strains and genotypes in the experiment
菌株编号

Strain number
基因型

Genotype
来源

Source

PT. 286 wt: ade6-210 leul-32 ura4-D18 h– TRAN P T[13]

PT. 287 wt: ade6-210 leul-32 ura4-D18 h+ TRAN P T[13]

YL15 wt: Atb2-GFP:HygR/Pact1-LifeAct-mC:LEU1 h+ ZHANG D[14]

YL26
HY 824
HY 824-1

wt: Atb2-GFP:HygR/Hht1-RFP:HygR h–

Liz1Δ: KanR/ade6-210 leul-32 ura4-D18 h+

Liz1Δ: KanR/ade6-210 leul-32 ura4-D18 h–

ZHANG D[14]

TRAN P T[13]

This study

HY 824-2 Liz1Δ: KanR/Atb2-GFP:HygR/Pact1-LifeAct-mC:LEU1 h+ This study

HY 824-3 Liz1Δ: KanR/Atb2-GFP:HygR/ Hht1-RFP:HygR h– This study

A: Liz1基因位置; B: Liz1蛋白结构。

A: the location of Liz1; B: the structure of the Liz1 protein.
图1   Liz1基因位置和Liz1蛋白结构

Fig.1   The Liz1 gene location and Liz1 protein structure
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菌株, 将目标菌株用30%甘油保存到–80 °C冰箱。

1.5   活细胞成像

将复苏 48 h的 HY824-2、HY824-3, 接种至

YE5S液体培养基 , 在25 °C/37 °C摇床培养12 h。在

25 °C/37 °C条件下 , 用LeicaTCS-SP8激光共聚显微

镜进行活细胞成像。激光共聚显微镜参数设置如下, 
曝光时间400 ms, 像素512 μm×512 μm, 1.5倍视野 , 
每帧7层, 间隔6.02 μm, 每隔120 s拍摄一帧, 一共拍

摄60帧。

1.6   数据统计与分析

用ImageJ测量细胞有丝分裂纺锤体伸长长度变

化量 (ΔL1)和时间变化量 (Δt1)、肌动蛋白环变化长度

变化量(ΔL2)和时间(Δt2), 并计算纺锤体伸长速率(V1)
(纺锤体伸长长度 /纺锤体伸长时间)和肌动蛋白环各

时期速率 (V2)(肌动蛋白环变化长度 /相应时期时间 ), 
再用 IBM SPSS 23.0进行统计学分析。统计学差异

显示*和**分别表示Liz1Δ菌株对比野生型菌株差异

显著(P<0.05)和极显著(P<0.01)。ΔL: 纺锤体伸长(或
肌动蛋白环收缩 )的运动轨迹 (μm); Δt: 纺锤体伸长

(或肌动蛋白环收缩 )的运动时间 (min); V: 纺锤体伸

长(或肌动蛋白环收缩)的速率(μm/min)。

1.7   Western blot检测蛋白质表达量

将复苏好的YL26菌株和HY 824-3菌株, 加入裂

解液 (SDS裂解液 1%蜗牛酶溶液׃  ,(1׃100׃PMSF=100׃
超声破碎10 min, 取上清蛋白质溶液, BCA法测定蛋

白质总浓度。制备12% PAGE胶和 5%浓缩胶进行

SDS-PAGE凝胶电泳分离蛋白 , 20 μg蛋白质样品上

样 , 转膜。再使用5%浓度的BSA室温封闭4 h, 转入

一抗(1000 6׃)低温(4 °C)孵育过夜。洗膜三次后转入

二抗(1000 8׃)室温孵育1 h。洗膜五次后加入ECL检
测试剂并使用凝胶成像仪显影成像 , 以β-Actin为内

参蛋白质 , 比较野生型菌株和Liz1Δ菌株中微管蛋白

表达水平的差异[15]。

2   结果与分析
2.1   Liz1基因缺失对裂殖酵母生长量和产孢数量

的影响

生长曲线结果显示野生型菌株中的 PT287菌

株和 Liz1Δ菌株中的HY824菌株在 25 °C和 37 °C
下 , 都从 4 h开始出现极显著差异。4 h时 , HY824
菌株D595在 25 °C和 37 °C下 , 分别较PT287菌株减

少 (0.043±0.001)(P<0.01)(图 2A)和 (0.128±0.001)
(P<0.01)(图2B)。则Liz1基因缺失在标准温度下和

高温胁迫下均会导致细胞生长减缓。产孢结果显示, 
PT287菌株和HY824菌株产 4个子囊孢子数比例分

别为97.61%和98.54%(图2C和图2D), 两者无显著差

异。

2.2   Liz1基因缺失对裂殖酵母间期微管的影响

用Atb2-GFP标记野生型菌株中的YL 26菌株和

Liz1Δ菌株中的HY 824-3菌株的微管 (tubulin alpha 
2, Atb2)(图 3A和图 3D), 探究Liz1基因缺失对裂殖

酵母的微管束数量、长度及微管蛋白含量的影响

(图3B、图3C、图3E和图3F)。统计微管束发现 (图
3B和图 3E), 标准温度下野生型和 Liz1Δ菌株均具

有2、3和4束微管束 , 比例分别为 (27.50±10.60)%、

(65.00±7.07)%、(7.50±3.54)%和 (40.00±21.21)%、

(52.52±24.74)%、(7.50±3.54)%, 微管蛋白量和荧光

强度无显著差异。高温胁迫下野生型和Liz1Δ菌株

的2、3和4束微管束的比例分别为 (21.67±2.89)%、

(56.67±2.87)%、(21.67±2.87)%和 (16.00±11.53)%、

(51.67±7.63)%、(31.67±5.77)%, 但Liz1Δ菌株在标

准温度和高温胁迫下的 3束微管束比例极显著减少

(12.48±3.32)%和 (5.00±1.05)% (P<0.01)。统计微

管束长度显示 (图3C和图3F), 标准温度下野生型和

Liz1Δ菌株微管束的平均长度分别为 (6.61±0.50) μm
和(7.54±0.89) μm, Liz1Δ菌株微管束的平均长度显著

增长(0.87±0.36) μm(P<0.05)。高温胁迫下野生型和

Liz1Δ菌株微管束的平均长度分别为 (6.71±1.83) μm
和(7.25±1.69) μm, 并无显著差异。结果表明, Liz1基
因缺失导致裂殖酵母出现微管束数量减少现象 , 且
微管束长度增加 , 这与前人研究中Liz1基因缺失导

致微管束减少的研究一致[9]。另外, 发现总微管蛋白

量并未随着微管束的变化而减少。

2.3   Liz1基因缺失延缓裂殖酵母有丝分裂纺锤体

伸长

将野生型菌株中的YL 26菌株和Liz1Δ菌株中

的HY 824-3菌株的微管蛋白用Atb2-GFP标记 (图4A
和图4B)后进行活细胞成像 , 并绘制细胞纺锤体长度

随时间变化图像 (图4C和图 4D)。25 °C下 , Liz1Δ菌
株较野生型菌株纺锤体总伸长时间延缓 (4.95±0.95) 

样品值
归一化结果 =

内参值
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min(P<0.01)(图4E), 纺锤体总伸长长度无显著差异

(图4F), 纺锤体总伸长速率减缓(0.13±0.03) μm/min(图
4G)。进一步分时期分析发现 , Liz1Δ菌株有丝分裂

后期纺锤体伸长时间延缓 (2.70±0.60) min(P<0.01)
(图4E), 有丝分裂后期伸长速率减缓 (0.22±0.05) μm/
min(P<0.01)(图4G)。37 °C下 , Liz1Δ菌株与野生型菌

株的总伸长时间、总伸长速率以及总伸长长度无显

著差异(图4H~图4J)。结果表明, 在标准温度下Liz1基
因缺失将导致纺锤体后期伸长延缓。

2.4   Liz1基因缺失对裂殖酵母有丝分裂染色体的

影响

用Hht1-RFP标记野生型菌株中的YL 26菌株和

Liz1Δ菌株中的HY 824-3菌株的组蛋白(histone H3, 
Hht1), 并进行活细胞成像(图5A和图5B)。25 °C下, 
Liz1Δ菌株从染色体分离 (chromosome segregation, 

CS)到细胞隔膜形成 (cell septa formation, CSF), 最
后再到细胞隔分离 (cell septa separation, CSS)的总

时间较野生型延缓(9.00±3.37) min(P<0.01)(图5C)。
37 °C下 , Liz1Δ菌株从染色体分离到细胞隔分离的

时间较野生型无显著变化 (图5D)。结果表明 , Liz1
基因缺失会延缓染色体分离到细胞分开的时间。

2.5   Liz1基因缺失对裂殖酵母有丝分裂肌动蛋白

环动力学影响

有丝分裂中期 , 细胞内散状分布的肌动蛋白

丝会聚集在细胞赤道板周围 , 形成肌动蛋白环 , 并
完成肌动蛋白环的收缩。在高温胁迫下 , 肌动蛋白

环形成和收缩总时间显著减少 [16]。用Pact-LifeAct-
mCherry标记野生型菌株中的YL 15菌株和Liz1Δ菌
株中HY 824-2菌株的肌动蛋白 (F-actin)进行活细胞

成像 (图6A和图6B), 分析25 °C下的Liz1Δ菌株与野

A: 25 °C下野生型菌株和Liz1Δ菌株的生长曲线(n=3); B: 37 °C下野生型菌株和Liz1Δ菌株的生长曲线(n=3); C: 野生型菌株和Liz1Δ菌株的孢子形

态; D: Liz1Δ菌株和野生型菌株不同孢子数(n=1 500)。nsP>0.05, **P<0.01, 与野生型菌株相比。

A: growth curves of wild-type and Liz1Δ strains at 25 °C (n=3); B: growth curves of wild-type and Liz1Δ strain at 37 °C (n=3); C: morphology of spore 
in wild-type and Liz1Δ strains; D: spores number in wild-type and Liz1Δ strains. (n=1 500). nsP>0.05, **P<0.01 compared with wt group.

图2   Liz1基因缺失对细胞生长和孢子数量的影响

Fig.2   Effects of Liz1 gene deletion on the growth and the spore number of cells
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A: 25 °C下野生型菌株和Liz1Δ菌株间期微管的形态学图像; B: 25 °C下野生型菌株和Liz1Δ菌株间期微管束数目比(n=60); C: 25 °C下野生型菌株

和Liz1Δ菌株间期微管束长度(n=60); D: 37 °C下野生型菌株和Liz1Δ菌株间期微管的形态学图像; E: 37 °C下野生型菌株和Liz1Δ菌株间期微管束

数目比(n=60); F: 37 °C下野生型菌株和Liz1Δ菌株间期微管束长度(n=60); G: 野生型菌株和Liz1Δ菌株Western blot微管蛋白表达图; H: 野生型菌株

和Liz1Δ菌株Western blot微管蛋白表达结果图; I: 野生型菌株和Liz1Δ菌株荧光强度对比图(n=20)。nsP>0.05, *P<0.05, **P<0.01。
A: morphological images of wild-type and Liz1Δ strains expressing GFP-Atb2 (tubulin) during interphase at 25 °C; B: microtubules number ratio of 
wild-type and Liz1Δ strains during interphase at 25 °C (n=60); C: microtubule length of wild-type and Liz1Δ strains during interphase at 25 °C (n=60); 
D: time-lapse images of wild-type and Liz1Δ strains during interphase at 37 °C; E: microtubules number ratio of wild-type and Liz1Δ strains during in-
terphase at 37 °C (n=60); F: microtubule length of wild-type and Liz1Δ strains during interphase at 37 °C (n=60); G: Western blot α-Tublin expression 
plots of wild-type and Liz1Δ strains; H: Western blot results of the expression levels of Tublin in wild-type and Liz1Δ strains; I: comparison of fluores-
cence intensity of wild-type and Liz1Δ strains (n=20). nsP>0.05, *P<0.05, **P<0.01.

图3   Liz1基因缺失对粟酒裂殖酵母间期微管的影响

Fig.3   Effect of Liz1 gene deletion on microtubules during interphase in fission yeast
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A: 25 °C下野生型菌株和Liz1Δ菌株有丝分裂纺锤体的延时图像(120 s/帧); B: 37 °C下野生型菌株和Liz1Δ菌株有丝分裂纺锤体的延时图像(120 s/帧); 
C: 25 °C下野生型菌株和Liz1Δ菌株有丝分裂期纺锤体长度随时间变化的曲线图(n=20); D: 37 °C下野生型菌株和Liz1Δ菌株有丝分裂期纺锤体长

度随时间变化的曲线图(n=20); E: 25 °C下野生型菌株和Liz1Δ菌株有丝分裂期各时期时间比较(n=20); F: 25 °C下野生型菌株和Liz1Δ菌株有丝分

裂期各阶段纺锤体伸长长度比较(n=20); G: 25 °C下野生型菌株和Liz1Δ菌株有丝分裂期各时期纺锤体伸长速率比较(n=20); H: 37 °C下野生型菌

株和Liz1Δ菌株有丝分裂期纺锤体各时期时间的比较(n=20); I: 37 °C下野生型菌株和Liz1Δ菌株有丝分裂期纺锤体伸长长度的比较(n=20); J: 37 °C
下有丝分裂期纺锤体伸长速率的比较(n=20)。nsP>0.05, *P<0.05, **P<0.01, 与野生型菌株相比。

A: time-lapse images of mitotic spindles in wild-type and Liz1Δ strains at 25 °C (120 s/frame); B: time-lapse images of mitotic spindles in wild-type and 
Liz1Δ strains at 37 °C (120 s/frame); C: comparative analysis of mitotic spindle elongation dynamics in wild-type and Liz1Δ strains at 25 °C (n=20); D: 
comparative analysis of mitotic spindle elongation dynamics in wild-type and Liz1Δ strains at 37 °C (n=20); E: comparative analysis of mitotic spindle 
elongation time in wild-type and Liz1Δ strains at 25 °C (n=20); F: comparative analysis of mitotic spindle elongation lengths in wild-type and Liz1Δ 
strains at 25 °C (n=20); G: comparative analysis of mitotic spindle elongation rates in wild-type and Liz1Δ strains at 25 °C (n=20); H: comparative 
analysis of mitotic spindle elongation time in wild-type and Liz1Δ strains at 37 °C (n=20); I: comparative analysis of mitotic spindle elongation lengths 
in wild-type and Liz1Δ strains at 37 °C (n=20); J: comparative analysis of mitotic spindle elongation rates in wild-type and Liz1Δ strains at 37 °C (n=20). 
nsP>0.05, *P<0.05, **P<0.01 compared with wt group.

图4   Liz1基因缺失对粟酒裂殖酵母有丝分裂纺锤体的影响

Fig.4   Effect of Liz1 gene deletion on spindle during mitosis in fission yeast
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A: 25 °C下有丝分裂野生型菌株和Liz1Δ菌株的染色体延时图像(120 s/帧); B: 37 °C下有丝分裂野生型菌株和Liz1Δ菌株的染色体延时图像(120 s/帧); 
C: 25 °C下有丝分裂野生型菌株和Liz1Δ菌株的染色体各时期时间的比较(n=20); D: 37 °C下有丝分裂野生型菌株和Liz1Δ菌株的染色体各时期

时间的比较(n=20)。nsP>0.05, *P<0.05, **P<0.01, 与野生型菌株相比。

A: comparative analysis of mitotic chromosomes segregation  in wild-type and Liz1Δ strains at 25 °C (120 s/frame); B: time-lapse image of  mitotic 
chromosomes segregation in wild-type and Liz1Δ strains at 37 °C (120 s/frame); C: comparative analysis of mitotic chromosomes segregation time in 
wild-type strain and Liz1Δ strain at 25 °C (n=20); D: comparative analysis of mitotic chromosomes segregation time in wild-type strain and Liz1Δ strain 
at 37 °C (n=20). nsP>0.05, *P<0.05, **P<0.01 compared with wt group.

图5   Liz1基因缺失对粟酒裂殖酵母有丝分裂期染色体的影响

Fig.5   Effect of Liz1 gene deletion on chromosome during mitosis in fission yeast
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(图 6E~图 6G)。发现Liz1Δ菌株较野生型菌株的肌

动蛋白环形成时间延缓 (1.80±0.0.89) min(P<0.05), 
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缩速率加快 (0.04±0.01) μm/min(P<0.01)(图6G), 肌
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A: 25 °C下野生型菌株和Liz1Δ菌株有丝分裂肌动蛋白延时图像(120 s/帧); B: 37 °C下野生型菌株和Liz1Δ菌株有丝分裂肌动蛋白延时图像(120 s/帧); 
C: 25 °C下野生型菌株和Liz1Δ菌株有丝分裂肌动蛋白环长度随时间变化的曲线图(n=20); D: 37 °C下野生型菌株和Liz1Δ菌株有丝分裂期肌动

蛋白环长度随时间变化的曲线图(n=20); E: 25 °C下野生型菌株和Liz1Δ菌株有丝分裂期肌动蛋白环各时期时间的比较(n=20); F: 25 °C下野生

型菌株和Liz1Δ菌株有丝分裂期肌动蛋白环各时期环长度的比较(n=20); G: 25 °C下野生型菌株和Liz1Δ菌株有丝分裂期肌动蛋白环各时期速

率的比较(n=20); H: 37 °C下野生型菌株和Liz1Δ菌株有丝分裂期肌动蛋白环各时期时间的比较(n=20); I: 37 °C下野生型菌株和Liz1Δ菌株有丝

分裂期肌动蛋白各时期环长度的比较(n=20); J: 37 °C下野生型菌株和Liz1Δ菌株有丝分裂期肌动蛋白环各时期速率的比较(n=20)。nsP>0.05, 
*P<0.05, **P<0.01, 与野生型菌株相比。虚线方框为肌动蛋白环收缩的最后一帧。

A: time-lapse images of  mitotic actin in wild-type and Liz1Δ strains at 25 °C (120 s/frame); B: time-lapse images of  mitotic actin in wild-type and Liz1Δ 
strains at 37 °C (120 s/frame); C: comparative analysis of mitotic actin ring kinetic curve in wild-type and Liz1Δ strains at 25 °C (n=20); D: comparative 
analysis of mitotic actin ring kinetic curve in wild-type and Liz1Δ strains at 37 °C (n=20); E: comparative analysis of mitotic actin ring formation and con-
traction time in wild-type and Liz1Δ strains at 25 °C (n=20); F: comparative analysis of mitotic actin ring length in wild-type and Liz1Δ strains at 25 °C 
(n=20); G: comparative analysis of mitotic actin ring formation and contraction rate in wild-type and Liz1Δ strains at 25 °C (n=20); H: comparative 
analysis of mitotic actin ring formation and contraction time in wild-type and Liz1Δ strains at 37 °C (n=20); I: comparative analysis of mitotic actin 
ring length in wild-type and Liz1Δ strains at 37 °C (n=20); J: comparative analysis of mitotic actin ring formation and contraction rate in wild-type and 
Liz1Δ strains at 37 °C (n=20). nsP>0.05, *P<0.05, **P<0.01 compared with wt group. The dashed box represents the final frame of actin ring contrac-
tion.

图6   Liz1基因缺失对粟酒裂殖酵母有丝分裂肌动蛋白的影响

Fig.6   Effect of Liz1 gene deletion on actin rings during mitosis in fission yeast
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动蛋白环形成长度和收缩长度无显著差异。分析

37 °C下Liz1Δ菌株与野生型菌株的肌动蛋白环形成

时间、收缩时间、形成速率和收缩速率 (图 6H~图
6J), 发现Liz1Δ菌株较野生型菌株总时间显著增加

(1.60±0.79) min(P<0.05)(图6H), 收缩期速率显著减

慢(0.04±0.02) μm/min(P<0.05)(图6J)。结果表明, 在
标准温度下Liz1基因的缺失导致肌动蛋白环形成延

缓 , 高温胁迫下Liz1基因的缺失则导致肌动蛋白环

的形成和收缩总时间均延缓。

3   讨论
粟酒裂殖酵母进入有丝分裂期后 , 微管及其相

关蛋白形成动态双极纺锤体[17-18], 精准捕获姐妹染色

单体 [19], 并在有丝分裂后期随着纺锤体的伸长 , 纺锤

体牵引着染色体准确分离到两个子细胞 [20-21]。在有

丝分裂后期纺锤体通过驱动蛋白马达Cut7(kinesin-5 
family plus-end directed microtubule motor, bimC sub-
family Cut7)[22-23]和Klp9产生向外的力驱动后期纺锤

体快速伸长 [24-25], 并由微管交联剂Ase1(antiparallel 
microtubule cross-linking factor)维持纺锤体的反平行

结构[26-27]。Cut7作用于纺锤体极体(spindle pole body, 
SPB), 分离驱动纺锤体移向正确位置 , 保证纺锤体的

双极性 [28]。Cut7的失活会形成单极纺锤体 , 导致有

丝分裂无法进入后期。Cut7产生的向外力与驱动蛋

白14(kinesin-14 family minus-end directed microtubule 
motor, Pkl1)产生相反作用力 , 共同参与调控纺锤体

的双极性 , 保证染色体准确分离 [29]。在Cut7和Pkl1
同时失活时 [29-30], Klp9通过C-端结构域内的核定位

信号 , 依赖性定位到细胞核内的纺锤体中间区 , 并
由微管正端聚合酶Dis1(defective in sister chromatid 
disjoining)和Ase1共同募集到中间区, 确保Klp9正常

促进纺锤体伸长 [31-32]。Cut7、Klp9、Ase1、Dis1缺
失均会导致后期纺锤体伸长速率降低 , 染色体分离

异常 [ 33]。Cut7和Pkl1同时失活还会导致纺锤体组装

检查点(SAC)延迟, 染色体捕获和分离时间增加[29-30]。

Dis1和Ase1共同促进微管束的形成和稳定 , 平衡细

胞核的微管聚合力 , 保持细胞核在细胞的几何中心

动态生长 [27]。缺失Dis1会减少8%间期微管束数量 , 
降低微管束形成的稳定性 [34]。缺失Ase1会缩短间期

微管束间距以及降低双侧微管束的稳定性 , 导致细

胞核无法动态定位在细胞中心 , 而错位的细胞核最

终导致胞质分裂过程中收缩环和隔膜错位 [27]。同时

缺失Dis1和Ase1会导致间期微管散乱分布 , 无法对

齐细胞长轴 [34]。本研究发现 , Liz1基因缺失导致有

丝分裂后期纺锤体伸长时间延缓 15%, 后期伸长速

率降低22%, 胞质分裂时间延缓22%, 间期微管束数

量减少12%。以上结果表明, Liz1亦共同参与调控有

丝分裂后期纺锤体伸长 , 影响染色体的捕获和分离 , 
以及胞质分裂过程。

肌动蛋白环(cytokinetic actomyosin ring, CAR)
是一种蛋白质复合物 , 在粟酒裂殖酵母胞质分裂

时 , 通过多次搜索、捕获、拉取和释放的 SCPR机

制(the search, capture, pull, and release, SCPR)组装

形成肌动蛋白环 [35-36]。在SCPR机制中 , 细胞动力

学形成蛋白Cdc12(cytokinetic formin 12)被募集到

细胞分裂节点后 , 与原肌球蛋白Cdc8(tropomyosin 
8)和 α-肌动蛋白Ain1(alpha-actinin 1)共同形成稳

定的肌动蛋白丝 [37-38], 并在细胞分裂节点将肌动蛋

白丝聚集成核 [15]。之后Cdc12与原肌动结合蛋白

Cdc3(profilin)结合 , 共同促进肌动蛋白丝延长 [39], 
使肌球蛋白 II分子Myo2(myosin II heavy chain)更
容易捕获成核的肌动蛋白丝并加快成核的肌动蛋

白丝的聚集 [40], 从而提高了肌动蛋白环组装效率。

但为避免成核的肌动蛋白丝之间过度拉近出现团

状结构 [41], Cdc12或Myo2会持续发生解离释放拉

近的肌动蛋白丝 , 也可以通过丝切蛋白Adf1(actin 
depolymerizing factor, cofilin)拆卸拉近的肌动蛋

白丝 , 完成一次SCPR过程 [42]。肌动蛋白丝通过循

环进行SCPR过程 , 以此形成稳定的动态肌动蛋白

环完成后续的胞质分裂 [15]。与野生型菌株相比 , 
Myo2、Ain1缺失均会延缓肌动蛋白环的组装。本

研究发现 , 在标准温度下 , Liz1基因缺失会导致有

丝分裂后期肌动蛋白环组装时间延缓 12%。而有

丝分裂后期也是纺锤体伸长的时期, 且后期伸长速

率降低 22%, 最终导致胞质分裂时间延缓22%。综

上结果表明 , Liz1基因缺失导致细胞有丝分裂异常

主要出现在有丝分裂后期, 且关键调控机制为延缓

纺锤体的伸长及肌动蛋白环组装。

Liz1基因缺失主要影响有丝分裂纺锤体和肌动

蛋白动力学。Liz1基因缺失导致有丝分裂后期纺锤

体伸长和肌动蛋白环的形成显著延缓 , 最终导致细

胞生长缓慢。本研究结果揭示了Liz1基因缺失对细

胞有丝分裂影响的作用机制 , 为深入了解Liz1蛋白

在有丝分裂中的功能提供了一定的理论依据。
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