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摘要 目的　SPBC1604.04基因编码一种未被正式命名的粟酒裂殖酵母（Schizosaccharomyces pombe）线粒体载体蛋白，预

测该蛋白质负责焦磷酸硫胺素在线粒体的转运，但其对有丝分裂的细胞动力学影响尚不明确。方法　本研究以

SPBC1604.04基因缺失的粟酒裂殖酵母为研究对象，构建 SPBC1604.04基因缺失（SPBC1604.04Δ）菌株的线粒体、微管、

肌动蛋白、肌球蛋白、核膜和染色体荧光蛋白标记，并在常温（25℃）和高温胁迫（37℃）下，使用激光共聚焦显微镜进

行活细胞成像，探究SPBC1604.04基因缺失对有丝分裂的细胞动力学影响。结果　25℃下，SPBC1604.04Δ菌株线粒体含量

出现异常，线粒体荧光强度减弱，同时，肌动蛋白-肌球蛋白环的收缩时间延长。37℃高温胁迫下，SPBC1604.04Δ菌株线

粒体含量恢复，荧光强度增强，肌动蛋白-肌球蛋白环的收缩时间也恢复正常。结论　本研究揭示了SPBC1604.04基因缺失

导致裂殖酵母的线粒体含量异常，且线粒体载体蛋白SPBC1604.04能够参与调控有丝分裂中肌动蛋白-肌球蛋白环的收缩过

程，但不参与有丝分裂中纺锤体和染色体分离的调控，为深入解析SPBC1604.04基因在线粒体与有丝分裂调控之间的联系

提供了关键实验依据。
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线粒体作为细胞内的“能量工厂”，通过氧化

磷酸化产生ATP，是能量代谢与细胞调控的重要枢

纽［1］。其双膜结构（包括外膜和高度褶皱的内膜

嵴）和富含多种代谢酶的基质是细胞分裂的结构基

础［2］。在有丝分裂中，真核细胞需要亚细胞器与

细胞骨架的精确协调，以确保染色体的正确分

配［3］ 。 线 粒 体 膜 转 运 蛋 白 （mitochondrial 

membrane transport proteins，MMTPs）介导线粒体

膜上物质、离子及信号的跨膜转运，并通过这种跨

膜转运功能直接或间接影响纺锤体组装、肌动蛋白

聚合、肌动球蛋白环收缩、核膜完整性以及染色体

行为等多种关键细胞动力学过程［4］。

在调控纺锤体动力学中，小鼠卵母细胞的线粒

体S-腺苷甲硫氨酸（S-adenosylmethionine，SAM）

载体蛋白 SLC25A26 催化 SAM 从细胞质进入线粒

体，SLC25A26过表达会导致卵母细胞成熟率显著

降低，并且使纺锤体畸形和染色体排列异常［5］。

在人肺癌Calu-1细胞中，线粒体外膜的电压依赖性

阴 离 子 通 道 VDAC1 （voltage-dependent anion 

channel 1，VDAC1）受热休克蛋白 90 （heat shock 

protein 90，HSP90） 抑制剂调控，抑制 HSP90 会

上调VDAC1表达并促进 α微管蛋白乙酰化，两者

免疫共沉淀实验则证明VDAC1与乙酰化 α微管蛋

白之间存在相互作用［6］。

在调控肌动蛋白动力学中，骨骼肌成肌细胞膜

修 复 过 程 伴 随 线 粒 体 钙 单 向 钙 离 子 转 运 体

（mitochondrial calcium uniporter，MCU）介导的线

粒体对钙离子摄取，钙离子的进入会暂时使线粒体
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活性氧类（reactive oxygen species，ROS）生成增

加，并局部激活小 GTP 酶 RhoA （Ras homolog 

family member A，RhoA），触发肌细胞质膜损伤部

位 F-肌动蛋白的聚合［7］。在秀丽隐杆线虫皮肤细

胞伤口闭合模型中，线粒体钙通道MCU-1对于伤

后线粒体钙离子摄取和ROS产生至关重要，线粒

体 ROS 的释放可以抑制 Ras 样 GTP 结合蛋白 rhoA

（Ras-like GTP-binding protein rhoA，RHO-1）的活

性，从而调控伤口处肌动球蛋白环的收缩和闭合，

从而保护皮肤细胞免受伤害［8］。

在调控染色体和核膜行为中，秀丽隐杆线虫的

纺锤体缺陷蛋白3（spindle defective-3，SPD-3）的

功能缺失会导致Polo极样激酶1（Polo-like kinase 1，

PLK1） 水平改变，SPD-3 蛋白通过调控 PLK1 水

平，影响染色体定位和核膜完整性，在SPD-3突变

体的胚胎中观察到染色体定位异常 （socially 

distanced chromosome，SDC 表型） 和核纤层不对

称解体［9］。线粒体钙依赖性天冬氨酸/谷氨酸载体

SLC25A12缺失会削弱线粒体与胞质之间的钙离子

信号传递［10］。钙离子的缺失会使纺锤体无法正常

定位并且形态异常，伴随染色体分离延迟［11］。综

上所述，探究线粒体膜转运蛋白对细胞骨架及染色

体的调控作用，有助于理解线粒体对有丝分裂的调

控机制。

在 裂 殖 酵 母 （Schizosaccharomyces pombe）

中，SPBC1604.04基因（位于 2号染色体，长度为

1 018 bp）编码一种未被命名的裂殖酵母线粒体载

体蛋白，该蛋白质由238个氨基酸组成，分子质量

为 31.03 ku， 预 测 其 定 位 于 线 粒 体 内 膜［12］。

SPBC1604.04基因及其蛋白质特征如图 1所示。根

据 PomBase 数 据 库 注 释 ， 在 裂 殖 酵 母 中

SPBC1604.04基因编码的蛋白质被预测为焦磷酸硫

胺素 （thiamine pyrophosphate，TPP） 转运蛋白，

介导其跨膜转运［13］。TPP 在胞质溶胶中合成，其

通过线粒体膜上的载体运输到线粒体中，一旦进入

线 粒 体 基 质 ， TPP 就 会 作 为 丙 酮 酸 脱 氢 酶

（pyruvate dehydrogenase，PDH）、支链 α 酮酸脱氢

酶 （branched-chain α‑ketoacid dehydrogenase，

BCKDH） 和 α 酮戊二酸脱氢酶 （α -ketoglutarate 

dehydrogenase，KGDH）的辅酶，通过参与三羧酸

循环，调节 ATP 生成从而影响线粒体的能量供

应［14-15］；若TPP供应不足，将影响三羧酸循环与电

子传递链的效率，从而影响能量代谢中线粒体的含

量［16］。SPBC1604.04 缺失菌株在以低浓度葡萄糖

和甘露糖为碳源的培养基上生长缓慢，在以谷氨

酸、赖氨酸为特定氮源的培养基上生长加快［17］。

(a)

(b) (c)

3 925 600

NM_001022557.3 NM_596636.2

NR 150544.1

Genes, RefSeq propagation from PomBase, refreshed on 2024-08-16 

3 925 400 3 925 200 3 925 000 3 924 800

SPOM_SPBC1604.04

SPOM_SPNCRNA.1648

UniProt annotation GO annotation

Mitochondrion inner membrane

3 924 600 3 924 400 3 924 200 3 924 000

Subcellular location

Fig. 1　The SPBC1604.04 gene location, predicted protein structure and predicted subcellular localization
(a) Location of SPBC1604.04 gene. (b) Predicted protein structure of SPBC1604.04. (c) Predicted subcellular localization of the SPBC1604.04 

protein. The position indicated by the arrow represents the localization of the SPBC1604.04 protein. Protein localization data was obtained from 

UniProt.
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SPBC1604.04 基因与酿酒酵母的 Tpc1 基因、哺乳

动物中SLC25A19的基因序列高度相似且功能推测

一致［18］。tpc1Δ细胞可以在含有外源硫胺素的完全

培养基 （synthetic complete medium，SC） 上正常

生长，但在没有外源硫胺素的发酵性碳源（如葡萄

糖） 合成最小培养基 （synthetic minimal medium，

SM） 中 无 法 生 长［19］。 在 肝 癌 细 胞 中 沉 默

SLC25A19能显著抑制肝癌细胞的有丝分裂过程和

迁移能力，并诱导肝癌细胞内铁离子积累，引起细

胞死亡［20］。小鼠细胞中 SLC25A19 全敲除会导致

KGDH 复合物功能障碍，使小鼠在胚胎第 10.5 天

出现神经管闭合缺陷、造血失败，并在胚胎第 12

天前 100 %死亡［21］。人类 SLC25A19的突变会引发

发育迟缓与神经损伤，其中包括阿米什致死性小头

畸形（Amish lethal microcephaly）和硫胺素代谢功

能 障 碍 综 合 征 第 4 型 （thiamine metabolism 

dysfunction syndrome-4， THMD-4）［22］ 。 目 前 ，

SPBC1604.04基因缺失对有丝分裂的细胞动力学影

响尚未见报道。

本文以裂殖酵母为研究对象，在 25℃和 37℃

下，对 SPBC1604.04Δ菌株的线粒体、微管、肌动

蛋白、肌球蛋白、核膜和染色体构建荧光蛋白质标

记，并进行活细胞成像，观察细胞动力学变化，探

究SPBC1604.04基因缺失对有丝分裂的影响，这将

为进一步阐明该基因在细胞周期稳态维持及有丝分

裂过程中的作用提供理论基础。

1　材料与方法

1.1　实验材料与仪器

本实验采用的粟酒裂殖酵母菌株包括野生型、

基因敲除株以及构建了荧光蛋白质标记的野生型和

基因敲除株，均保存于西华师范大学西南野生动植

物资源保护教育部重点实验室［23］（表1）。

本实验所用的培养基包括完全培养基、缺氮诱

导产孢培养基、抗生素筛选培养基和营养缺陷型筛

选培养基［23］。试剂包括 100×蜗牛酶缓冲液（山梨

醇、EDTA、β巯基乙醇）、1×蜗牛酶；所用仪器包

括-80℃超低温冰箱、全自动压力蒸汽灭菌锅、

5430 R高速冷冻离心机、MSC-Advantage II级生物

安全柜、SW-CJ-2FD超净工作台、25℃/37℃摇床、

25℃/37℃恒温培养箱、低温金属冰冻盒、BX51荧

光正置显微镜、TCS-SP8激光共聚焦显微镜。

1.2　实验方法

1.2.1　裂殖酵母菌株的复苏及活化

从-80℃超低温冰箱取出甘油保存的菌种，立

刻将其置于金属冰冻盒中。经 75%酒精擦拭EP管

外表面消毒，转移至超净工作台操作。用200 µl移

液枪吸取适量菌液均匀涂布于 YE5S 固体培养基

上，将平板置于 25℃恒温培养箱培养 2~3 d。从培

养后的平板上挑取单菌落，接种至含 20 ml YE5S

液体培养基的锥形瓶中，将其置于摇床 25℃下 

200 r/min振荡培养12 h（对数生长期）。

1.2.2　性别相反菌株的产孢情况

将PT286（wt h-）和YL100（SPBC1604.04Δ h+）
菌株在 YE5S 固体培养基上复苏 2~3 d，刮取正负

菌混合在 EMM-N 固体培养基上培养 2~3 d，用

Table 1　Strains and genotypes used in the experiment

Strain

PT.286

PT.287

PT.3643

CF2046

PT.3850

PT.2006

YL25

YL100

YL101

YL102

YL103

YL104

YL105

YL106

Genotype

h- wt

h+ wt

h+ wt: Cox4-GFP: LEU2

h+ wt: GFP-Atb2: HygR

h+ wt: Pact1-LifeAct-mGFP: LEU1

h+ wt: Rlc1-GFP: URA4

h+ wt: Hht1-RFP: HygR/Cut11-GFP: HygR

h+ SPBC1604.04Δ: kanR

h- SPBC1604.04Δ: kanR

h  SPBC1604.04Δ:Cox4-GFP: LEU2

h  SPBC1604.04Δ: GFP-Atb2: HygR

h  SPBC1604.04Δ: kanR Pact1-LifeAct-mGFP: LEU1

h  SPBC1604.04Δ: kanR Rlc1-GFP: URA4

h  SPBC1604.04Δ: kanR Hht1-RFP: HygR/Cut11-GFP: hygR
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BX51正置显微镜观察其是否产孢。将产孢后的菌

株加入蜗牛酶溶液热激 2 h （37℃），离心去上清

液，无菌水重悬后将其涂布于KanR抗性选择培养

基。待长出单菌落，将其与PT287和PT286分别涂

于 EMM-N 培养基观察是否产孢，与 PT287 产孢，

而与PT286不产孢，则YL101（SPBC1604.04Δ h-）
菌株构建成功。

1.2.3　菌株荧光蛋白质的构建

将 PT. 3643、 CF2046、 PT. 3850、 PT. 2006 和

YL25 菌株分别与 YL101 菌株在 EMM-N 培养基进

行产孢，产孢方法同1.2.2，影印于KanR抗性培养

基后，再培养 2 d影印于荧光蛋白质标记对应的固

体筛选培养基上。培养3~5 d后挑出单菌落，对其

进行镜检观察是否携带相应的荧光蛋白质标记，再

将已验证的菌体用30%甘油扩大保存。

1.2.4　活细胞成像

使用 Leica SP 激光共聚焦显微镜，在 25℃和

37℃ 下 对 构 建 了 荧 光 标 记 的 野 生 型 和

SPBC1604.04Δ菌株进行活细胞成像［24-25］。参数设

置为：512×512分辨率；400 ms曝光；总时间观察

2 h，每 2 min拍摄 1次；1 μm步进Z-stack （7层）；

绿光荧光：激发波长（Ex）为 488 nm，发射波长

（Em） 为 498~560 nm；红光荧光：Ex 552 nm/Em 

562~650 nm，在采集软件中设置了1.5×的观测放大

倍率（Zoom）。

1.2.5　数据分析

对采集的图像使用软件 ImageJ 进行统一处理

与定量分析。测量细胞有丝分裂过程中纺锤体伸长

长度变化量（ΔLspindle）与时间变化量（Δtspindle），肌

动蛋白环长度变化量 （ΔLactin） 和时间变化量

（Δtactin）以及肌球蛋白环长度变化量（ΔLmyosin）与

时间变化量（Δtmyosin）。根据公式(1)-(3)分别计算纺

锤体伸长速率和肌动蛋白、肌球蛋白环收缩速率，

并用 Excel 进行初步统计。所有数据以均值±标准

差表示。使用GraphPad Prism 8对连续变量采用双

因素方差分析和三因素方差分析，评估基因型与温

度对指标的影响，并进行事后比较分析矫正

（Bonferroni）以比较不同温度条件下的野生型与缺

失 株 。 对 频 率 数 据 使 用 卡 方 检 验 。 并 使 用

GraphPad Prism 8绘制图像。文中所有“n”均表示

单个培养物中测量的细胞数（静态数据 n=10，动

态数据 n=4），而 N 表示独立的生物学重复次数  

（N=5），每个细胞（3次技术重复）的平均值表示

最终结果。本研究所观测到的数据变异，主要反映

细胞器和细胞骨架在细胞群体中固有的、动态的生

物学异质性［26-27］。*P<0.05 表示显著差异，**P<

0.01表示存在极显著差异。

vspindle = ΔLspindle
Δtspindle

                          (1)

vactin = ΔLactinΔtactin
                            (2)

vmyosin = ΔLmyosin
Δtmyosin

                          (3)

2　结 果

2.1　SPBC1604.04基因缺失对线粒体的影响

线 粒 体 氧 化 磷 酸 化 依 赖 细 胞 色 素 c

（cytochrome c，Cyt c） 作为电子载体，其将电子

传递至细胞色素 c 氧化酶 （cytochrome c oxidase，

Cox） 的 催 化 亚 基 ， 而 该 酶 的 亚 单 位 IV

（cytochrome c oxidase subunit IV，Cox4）调节的组

装，对维持氧化磷酸化效率至关重要。Cox4-GFP

的荧光信号能标记线粒体，可观察其形态获得线粒

体形态图（图2a）。

双因素方差分析表明，温度与基因型对线粒体

荧光强度存在极显著交互作用（P<0.01），温度对

线粒体荧光强度的影响依赖于基因型。25℃下，

SPBC1604.04Δ 菌 株 分 裂 前 线 粒 体 荧 光 强 度

（155.52±47.09） 极显著低于野生型 （1 921.27±

501.78）（P<0.01；图 2b）。分裂后，野生型菌株

高、低荧光细胞强度分别为（1 130.30±386.80）和

（987.85±331.54）， 而 在 SPBC1604.04Δ 菌 株 中 ，

高、低荧光强度为 （114.93±35.92） 和 （101.58±

36.05），亦均极显著低于野生型对应细胞 （P<

0.01；图 2c）。37℃下，SPBC1604.04Δ菌株分裂前

线粒体荧光强度（1 858.97±751.49）极显著高于野

生型 （945.57±253.53）（P<0.01；图 2b）。分裂后

野生型菌株高、低荧光细胞强度分别为（797.32±

269.50）和（541.14±204.01），而SPBC1604.04Δ菌株

分别为（1 216.02±538.31）和（762.19±418.84），均

极显著高于野生型（P<0.01；图 2c），但在两个温

度下线粒体在子细胞中的分配比例未受影响（图

2d）。结果表明，25℃下，SPBC1604.04 基因缺失

极显著降低裂殖酵母细胞分裂前后的线粒体荧光强

度；在高温胁迫下，SPBC1604.04基因缺失会导致

裂殖酵母细胞分裂前后线粒体丰度显著增加，提示

SPBC1604.04基因的缺失会影响线粒体的丰度。
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2.2　SPBC1604.04基因缺失对有丝分裂间期微管

的影响

在裂殖酵母间期，位于核膜附近的间期微管组

织中心介导微管起始和束状组装，形成平行于细胞

长轴的微管束，以维持细胞极性和细胞核定位。使

用 GFP-Atb2 对野生型和 SPBC1604.04Δ 菌株在

25℃和 37℃的间期微管进行活细胞成像，获得间

期微管形态图（图S1）。

25℃下，野生型菌株间期产生3、4和5根微管

束，SPBC1604.04Δ 菌株产生 2、3、4 和 5 根微管

束。为统计分析间期微管束分布，将微管束数量分

为两类：低微管束（2~3根）和高微管束（≥4根），

卡方检验显示，SPBC1604.04Δ菌株产生低微管束

和高微管束的频率与野生型无差异。37℃下，

SPBC1604.04Δ菌株产生低微管束的频率显著高于

野生型，产生高微管束的频率显著低于野生型（P

<0.05）。结果表明，SPBC1604.04基因缺失对分裂

间期细胞的微管束数量具有一定的影响（图S1）。

2.3　SPBC1604.04基因缺失对有丝分裂期纺锤体

的影响

在有丝分裂前期，双极纺锤体由纺锤极体组装

并捕获染色体动粒，中期纺锤体介导染色体在赤道

板排列，后期驱动姐妹染色单体向两极分离，最终

纺锤体解聚为胞质微管网络。使用GFP-Atb2对纺

锤体进行标记，具体见图S2。

温度与基因型对纺锤体的时间、长度及速率不

存 在 交 互 作 用 。 25℃ 下 ， 观 察 野 生 型 与

SPBC1604.04Δ菌株纺锤体变化图像并绘制生长曲

线 （图 S2a，b）。SPBC1604.04Δ 的总伸长时间延

长 （2.10±0.25） min （P<0.01），伸长长度增加

（0.49±0.44） μm，但不具有显著性，总伸长速率亦

无显著差异（图 S2d~f）。37℃下，SPBC1604.04Δ

菌株的伸长时间、长度及速率与野生型无差异（图

S2c~f）。综上，SPBC1604.04基因缺失对有丝分裂
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Fig. 2　The effect of SPBC1604.04 gene deletion on mitochondria
(a) Mitochondrial morphology under 25℃ and 37℃ conditions. (b) Mitochondrial fluorescence intensity under 25℃ and 37℃ conditions.                 

(c) Mitochondrial fluorescence intensity of daughter cells under 25℃ and 37℃ conditions. Higher and lower indicate high and low mitochondrial 
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significance: **P<0.01, ns, not statistically significant.
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中纺锤体的影响不显著。

2.4　SPBC1604.04基因缺失对肌动蛋白的影响

肌动蛋白在有丝分裂期间参与染色体正确定位

与分裂环形成［28］。利用LifeAct-mGFP标记观察肌

动蛋白环动态，并分析其收缩曲线（图3a~c）。

温度与基因型对肌动蛋白环总持续时间和环收

缩时间都存在极显著交互作用（P<0.01）。25℃下，

SPBC1604.04Δ 菌 株 肌 动 蛋 白 环 总 持 续 时 间 
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Fig. 3　The effect of SPBC1604.04 gene deletion on the actin ring
(a) Time-lapse imaging of actin ring assembly and contraction under 25℃ and 37℃ conditions. Images were acquired at 2 min intervals, with one 

frame captured per time point. (b) Contraction curves of actin rings at 25℃ (the dotted line marks the initiation of contraction). (c) Contraction curves 

of actin rings at 37℃.(d) Formation durations, contraction durations, and total durations of actin rings under 25℃ and 37℃ conditions. (e) Initiation 

and contraction lengths of actin rings under 25℃ and 37℃ conditions. (f) Contraction rates of actin rings under 25℃ and 37℃ conditions. Sample 

size: n=20 for each group. Statistical significance: **P<0.01, ns, not statistically significant.
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（33.70 min±2.36 min） 极 显 著 长 于 野 生 型    

（30.30 min±1.87 min）（P<0.01；图 3d）。两株菌株

在肌动蛋白环的组装时间和初始长度上均无显著差

异；然而， SPBC1604.04Δ 菌株的环收缩时间

（18.50 min±2.15 min）极显著长于野生型（15.50 min±

2.14 min）（P<0.01），并且收缩长度伸长和收缩速

率减慢（图 3d~f）。37℃下，两菌株的肌动蛋白环

的总持续时间、形成时间、起始长度、收缩时间、

收缩长度及收缩速率在两菌株间均未出现显著差异

（图3d~f）。综上，25℃下，SPBC1604.04基因缺失

会延长肌动蛋白环的收缩时间，说明SPBC1604.04

基因主要影响肌动蛋白环的收缩阶段。37℃下，

SPBC1604.04基因缺失菌株的肌动蛋白环的异常得

到了恢复，其恢复趋势与线粒体丰度表型的恢复相

吻合。

2.5　SPBC1604.04基因缺失对肌球蛋白的影响

肌球蛋白是一类具有 ATP 酶活性的分子马达

蛋白，在有丝分裂末期，肌球蛋白与肌动蛋白在细

胞赤道区域共同组装成收缩环 （contractile ring，

CR），驱动胞质分裂。通过 Rlc1-GFP 标记对肌球

蛋白环进行活细胞成像，并分析其形成与收缩动力

学（图4a~c）。

温度与基因型在肌球蛋白环总持续时间和环收

缩时间上存在极显著交互作用（P<0.01）。25℃下，

野生型菌株肌球蛋白环从形成到消失的时间为

（30.10±1.65） min， 而 SPBC1604.04Δ 菌 株 相 应    

时 间 为 （31.50±1.82） min， 较 野 生 型 菌 株 增        

加 （1.40 min±0.17 min） （P<0.05； 图 4d） 。

SPBC1604.04Δ菌株的肌球蛋白环收缩时间较野生

型菌株增加 （1.9 min±0.64 min）（P<0.01），肌球

蛋 白 环 收 缩 速 率 较 野 生 型 菌 株 降 低 （0.03±      

0.01） μm/min （图 4f；P<0.05）。37℃下，野生型

菌 株 肌 球 蛋 白 环 组 装 的 起 始 长 度 为 （4.09±      

0.24） μm， 而 SPBC1604.04Δ 菌 株 为 （3.85±     

0.36） μm，较野生型菌株显著减少 （P<0.05；     

图4e）。肌动蛋白环的形成到消失的总时间、收缩

长度和收缩速率在两株间均未出现显著差异（图

4d~f）。综上，25℃下，SPBC1604.04 基因的缺失

会延长裂殖酵母肌球蛋白环的收缩时间，该表型变

化与肌动蛋白环在 25℃下的表型一致，提示

SPBC1604.04 基因会影响肌球蛋白的收缩过程。

37℃下SPBC1604.04基因缺失株中肌球蛋白环动力

学得到了恢复，该表型与肌动蛋白环动力学恢复的

表型一致，且与线粒体丰度的恢复表型亦是一

致的。

2.6　SPBC1604.04基因缺失对核膜和组蛋白的

影响

核膜作为一种双层膜系统，通过调控核质间转

运和细胞骨架间耦联，参与染色体的有序分离和细

胞周期进程。为研究SPBC1604.04基因缺失对核膜

和染色体的影响，构建了Hht1-RFP∶HygR/Cut11-

GFP∶HygR 双标记菌株，对其进行活细胞成像

（图S3a）。

温度与基因型对核膜面积存在极显著交互作用

（P<0.01）。25℃下，野生型菌株的核膜面积为

（6.72±1.00） μm2，细胞面积为（47.57±8.41） μm2，

而 SPBC1604.04Δ 菌 株 的 核 膜 面 积 为 （7.79±    

1.02） μm2，细胞面积为 （51.86±7.10） μm2 （图

S3b）。SPBC1604.04Δ菌株核膜面积较野生型菌株

增加了（1.07±0.02） μm2，而两菌株的核膜面积与

细胞面积之比（N/C比）无显著性差异（图S3c）。

37℃下，野生型的核膜面积为（8.11±2.06） μm2，

细 胞 面 积 为 （64.35±14.95） μm2， 而

SPBC1604.04Δ 菌 株 的 核 膜 面 积 为 （10.66±       

3.00） μm2， 细 胞 面 积 为 （69.97±11.72） μm2     

（图 S3b），核膜面积较野生型增加了 （2.55±    

0.94） μm2。综上，25℃下，SPBC1604.04 基因缺

失会使细胞变大。但变大的细胞内，线粒体丰度没

有得到弥补。在37℃下，SPBC1604.04基因缺失也

会使细胞变大，这与 25℃表型一致，验证了

SPBC1604.04基因缺失会使细胞变大，但这不是线

粒体丰度恢复的关键因素。温度与基因型对染色体

分离时间不存在交互作用。25℃和 37℃下，两菌

株的染色体分离总时间，染色体分离到细胞隔形成

的 时 间 （chromosome separation to cell septum 

formation，CS-CSF）和细胞隔形成到细胞隔分离

的 时 间 （cell septum formation to cell septum 

separation， CSF-CSS） 两组之间均无显著差异

（图 3d，e）。综上所述，SPBC1604.04基因缺失不

影响染色体分离过程。
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Fig. 4　The effect of SPBC1604.04 gene deletion on the myosin ring
(a) Time-lapse imaging of myosin ring assembly and contraction under 25℃ and 37℃ conditions. Images were acquired at 2 min intervals, with one 

frame captured per time point. (b) Contraction curves of myosin rings at 25℃ (the dotted line marks the initiation of contraction). (c) Contraction 

curves of myosin rings at 37℃ . (d) Duration of myosin ring formation,contraction,and total time under 25℃ and 37℃ conditions. (e) Initial and 

contracted lengths of myosin rings under 25℃ and 37℃ conditions. (f) Contraction rate of the myosin ring under 25℃ and 37℃ conditions. 

Statistical significance: *P<0.05, **P<0.01, ns, not statistically significant.
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3　讨 论

线粒体是高度动态的细胞器，通过融合和分裂

维持动态平衡，协调能量代谢和信号转导，以支撑

细胞功能与命运决策［29］。研究表明，线粒体功能

相 关 基 因 （mitochondrial function-related genes，

MFRGs）在维持线粒体融合与分裂动力学平衡中

发挥重要作用，其突变或缺失会破坏这一平衡并导

致线粒体形态改变［30］。例如，线粒体 P型五肽重

复蛋白 Ppr3 蛋白识别线粒体 mRNA，在 ppr3-506

等位基因突变体中，线粒体荧光强度降低且线粒体

出现团块样（blob-like）［31］。线粒体 2Fe-2S簇装配

蛋白Fxn1参与线粒体2Fe-2S簇的合成，研究表明，

fxn1基因缺失突变株中线粒体的数量明显减少，此

外，Fxn1的过表达会严重抑制细胞生长，并导致

线粒体管状结构的断裂以及膜完整性受损［32］。线

粒体核糖体蛋白亚基S45蛋白Bot1p是核糖体的结

构成分，Bot1p 表达水平降低会导致线粒体碎片

化［33］。线粒体外膜蛋白Fzo1促进相邻线粒体间外

膜融合，fzo1基因缺失会阻断线粒体外膜的膜对接

（docking），导致线粒体融合受抑制而裂变持续进

行，进而引起线粒体碎片化［34］。值得注意的是，

在高温胁迫下，线粒体蛋白为了应对因蛋白质错误

折叠或变性带来的细胞危害，会有高温应激反应诱

导分子伴侣的大量表达［35］。高温诱导的热休克蛋

白（如 HSP70 与 HSP90）会协助核编码线粒体蛋

白（nuclear-encoded proteins，NEPs）进入线粒体，

并正确折叠或组装其成为功能性蛋白质［36］。NEPs

在Hsp70/Hsp90的协助下能够部分恢复线粒体膜蛋

白和呼吸链复合体的功能，从而提升线粒体含量和

ATP 水平，保证线粒体的稳态［37］。本研究发现，

25℃下SPBC1604.04基因缺失菌株中线粒体的形态

趋向于碎片化，并且荧光强度相比于野生型菌株极

显著减少 （1 882.31±576.38）（P<0.01）。但 37℃

下，SPBC1604.04基因缺失的菌株中线粒体的形态

趋向于恢复成连续管状结构，并且缺陷株荧光强度

相比于野生型增加（1 135.42±848.54）（P<0.01）。这

一结果提示，SPBC1604.04基因的缺失会影响线粒

体的丰度，在高温下SPBC1604.04基因缺失菌株中

线粒体丰度恢复。

在裂殖酵母中，胞质分裂依赖于肌动蛋白和肌

球蛋白共同构成的肌动蛋白-肌球蛋白环，胞质分

裂可归纳为 4 个步骤：定位、组装、缢缩、分

离［38］。在组装阶段，丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶Cdr2

作为信号整合中心，确保收缩环组装在时空上的精

准性，泛素结构域样蛋白Blt1介导肌球蛋白 II重链

Myo2 和 IQGAP 结构域细胞骨架支架蛋白 Rng2 在

质膜处组装复合物，此时的Myo2的头部马达结构

域处于自抑制状态，尾部通过Rng2与膜锚定，为

后续的大规模力的生成奠定了结构基础［39］。CR的

组装和收缩依赖于“搜索-捕获-拉动-释放”机制。

此机制中，Myo2马达结构域激活，其头部在胞质

中随机的构象摆动，以“搜索”附近的肌动蛋白

丝；Cdc12催化肌动蛋白丝的快速成核和延伸，肌

动蛋白丝被 Myo2 马达结构域“捕获”；结合后，

Myo2 沿着肌动蛋白丝定向运动，产生机械拉力，

将原本分散的节点彼此“拉近”；在牵拉过程中，

肌动蛋白丝重新“释放”，Myo2 重新进入搜索状

态，完成新一轮捕获和拉动循环［40］。通过重复此

过程，分散的节点逐步融合，最终形成完整的环状

肌动蛋白-肌球蛋白收缩环［41］。环的成熟与缢缩依

赖 Cdc15、Imp2 等 F-BAR 蛋白桥接细胞质膜内膜

和收缩环，RHO-1等小GTP酶确保在缢缩过程中

启动细胞壁的合成，丝氨酸/苏氨酸蛋白磷酸酶

Clp1去磷酸化Cdc15，使Cdc15能够稳定地驻留在

收缩环上，发挥其桥接和支架功能［42］。在此过程

中，Blt1是重要的节点蛋白，与Sid2-Mob1激酶复

合物发生物理相互作用，促进CR的收缩。在blt1Δ

突变体中，Sid2和Mob1的招募和保留减少，导致

肌球蛋白环的收缩出现延迟［43］。IQGAP蛋白Rng2

在环中调控肌动蛋白丝与肌球蛋白的相互作用，

rng2 突变体表现为环收缩动力不足，收缩时间显

著增加，而起始环的直径也小于野生型［44］。本研

究发现，25℃下，SPBC1604.04 基因缺失的菌株

中，肌动蛋白-肌球蛋白环在收缩期的时间均变长，

SPBC1604.04Δ菌株肌动蛋白环收缩时间较野生型

极 显 著 增 加 3.00 min±0.01 min （P<0.01） ；

SPBC1604.04Δ菌株的肌球蛋白环收缩时间较野生

型菌株显著增加1.9 min±0.64 min （P<0.05）。在温

度胁迫下，SPBC1604.04Δ菌株肌动蛋白-肌球蛋白

环的收缩时间恢复成正常值。值得注意的是，

25℃下 SPBC1604.04Δ菌株线粒体丰度下降，荧光

强度显著降低，同时，肌动蛋白-肌球蛋白环收缩

时间增加，而在37℃下SPBC1604.04Δ菌株线粒体

丰度恢复，线粒体荧光强度显著升高，肌动蛋白-

肌球蛋白环收缩时间恢复正常。综上提示，线粒体

载体蛋白SPBC1604.04能够参与调控有丝分裂中肌

动蛋白-肌球蛋白环的收缩过程，但不参与有丝分
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裂中纺锤体和染色体分离的调控。

在真核生物中，线粒体产生的ATP对细胞分裂

环的组装和收缩是必需的，而胞质分裂依赖于肌球

蛋白 II-肌动蛋白的相互作用，肌球蛋白 II沿肌动蛋

白丝移动时需要水解ATP［45］。SPBC1604.04基因被

预测调控TPP在线粒体的转运，TPP是多种关键代

谢酶的必需辅因子，这些酶调控糖酵解产物进入三

羧酸循环的代谢通量，从而影响ATP生成效率；当

TPP转运受阻时，可能影响线粒体能量代谢效率，

进而改变ATP供应水平，并影响肌球蛋白驱动的收

缩环动力学过程。事实上，细胞骨架与线粒体存在

双向调控关系，一方面，细胞骨架通过调控线粒体

的融合与分裂影响其形态与分布，另一方面，线粒

体也通过能量供应与信号调控影响细胞骨架的正常

动力学［46］。已有部分证据表明，线粒体会在有丝

分裂过程中影响微管以及肌动蛋白的时空协调，例

如，在哺乳动物中，线粒体在分裂期定位到纺锤体

的星状微管区域，并通过线粒体外膜蛋白Miro招

募动力蛋白 1KIF5B，然后由KIF5B输送至细胞分

裂沟，以此将线粒体运输与微管连接起来［47］。细

胞缺失肌球蛋白XIX （myosin XIX，Myo19）会导

致细胞质分裂失败，其原因是细胞在中期到后期过

渡过程中线粒体无法通过 Myo19 介导的肌动蛋白

依赖性运输实现正确定位，这表明 Myo19 在将线

粒体分裂与有丝分裂进程耦合中发挥关键作用［48］。

在裂殖酵母中，线粒体微管结合蛋白MMB1被发

现通过抑制微管动力学来增强微管稳定性，并延长

线粒体和微管的结合时间，从而维持线粒体的形

态。这些研究强调了线粒体对细胞骨架状态的反馈

调控［49］。然而，关于线粒体动力学与有丝分裂过

程之间的精确耦合机制，目前仍有待进一步研究。

本课题探究了SPBC1604.04基因对肌动蛋白环的收

缩过程具有影响，该结果提示，未来的研究可通过

系统性地解析其下游的转录或蛋白质表达谱，进一

步探究细胞动力学变化的原因，来揭示完整的调控

通路。

4　结 论

本研究探讨了裂殖酵母中SPBC1604.04基因缺

失对有丝分裂过程中线粒体、微管、肌动蛋白、肌

球蛋白、核膜和染色体的细胞动力学变化的影响。

结果揭示了SPBC1604.04基因缺失导致裂殖酵母的

线 粒 体 的 丰 度 异 常 ， 且 线 粒 体 载 体 蛋 白

SPBC1604.04 能够参与调控有丝分裂中肌动蛋白-

肌球蛋白环的收缩过程，但不参与有丝分裂中纺锤

体和染色体分离的调控。本研究为线粒体载体蛋白

SPBC1604.04对有丝分裂调控的分子机制研究提供

了一定的科学依据。

附件  见本文网络版（http://www.pibb.ac.cn, http://

www.cnki.net ）：

PIBB_20250455_Figure S1.pdf
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Abstract　 Objective  Mitochondria are not only the central organelles responsible for cellular energy 

metabolism but also play essential roles in regulating cell cycle progression and cytoskeletal dynamics. In recent 

years, accumulating evidence has demonstrated that mitochondrial homeostasis is closely associated with mitotic 

progression and cytokinesis. Schizosaccharomyces pombe serves as a classical and well-established model 

organism. Because its cell cycle regulatory mechanisms are highly conserved throughout evolution, its genetic 

background is clearly defined, and experimental manipulation is efficient and convenient, it has been extensively 

applied in studies of cell growth, division, and reproductive mechanisms. The SPBC1604.04 gene encodes a 

previously uncharacterized mitochondrial carrier protein in Schizosaccharomyces pombe. This gene is located on 

chromosome II and spans 1 018 base pairs in length. It encodes a protein consisting of 238 amino acids with a 

predicted molecular mass of approximately 31.03 ku. Bioinformatic analysis predicts that this protein is 

responsible for the transport of thiamine pyrophosphate (TPP) into mitochondria. However, the effects of 

SPBC1604.04 gene deletion on mitotic cell dynamics under different temperature conditions have not been fully 

elucidated. Methods  The SPBC1604.04 deletion strain of Schizosaccharomyces pombe was used as the 

experimental model. Fluorescent protein markers were constructed in the deletion background to label 

mitochondria, microtubules, actin, myosin, the nuclear envelope, and chromosomes. Live-cell imaging was 

performed using a TCS-SP8 laser scanning confocal microscope under normal temperature conditions (25℃) and 

heat stress conditions (37℃ ). Time-lapse microscopy was applied to dynamically monitor mitochondrial 

morphology and distribution, spindle assembly and elongation, chromosome segregation, as well as the formation 

and constriction of the actomyosin ring during cytokinesis. ImageJ software was used for quantitative 

measurements, including microtubule length during mitosis, spindle length at different mitotic stages, 

mitochondrial fluorescence intensity as an indicator of mitochondrial content, actomyosin ring length, nuclear 

envelope area, and chromosome segregation timing. Statistical analyses were conducted to compare phenotypic 

differences between the wild-type and SPBC1604.04 deletion strains at both temperature conditions. Through 

these analyses, we systematically investigated the impact of SPBC1604.04 deletion on mitotic cell dynamics in 

fission yeast under both normal physiological conditions and temperature stress. Results  At 25℃ , compared 

with wild-type cells, the SPBC1604.04Δ strain exhibited a pronounced tendency toward mitochondrial 

fragmentation, accompanied by abnormal mitochondrial content and a significant reduction in mitochondrial 

fluorescence intensity. These observations suggest impaired mitochondrial homeostasis under normal growth 

conditions. In addition, the constriction time of actomyosin ring during cytokinesis was markedly prolonged, 

indicating that deletion of SPBC1604.04 affects the dynamics of the contractile machinery. However, no obvious 

defects were observed in spindle assembly, spindle elongation, or chromosome segregation. Under heat stress at 

37℃, mitochondrial morphology in the SPBC1604.04Δ strain showed a tendency to recover toward a continuous 

tubular network structure. Mitochondrial content was restored, fluorescence intensity increased, and the 

constriction time of the actomyosin ring returned to levels comparable to those of wild-type cells. These results 

indicate that the mitotic defects observed at normal temperature are partially or fully alleviated under heat stress 

conditions. Conclusion  This study demonstrates that deletion of the SPBC1604.04 gene leads to abnormal 

mitochondrial content in Schizosaccharomyces pombe. The mitochondrial carrier protein SPBC1604.04 

participates in regulating actomyosin ring constriction during mitosis but does not appear to be directly involved 

in the regulation of spindle dynamics or chromosome segregation. Our findings provide key experimental 

evidence for understanding the functional link between the SPBC1604.04 gene, mitochondrial homeostasis, and 

mitotic regulation.
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