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摘要  在芽殖酵母中构建  CDC10-mCherry 和  SPC42-mCherry 荧光蛋白, 作为酵母细胞周期不同时期的报告

系统。根据酵母细胞中芽环(CDC10-mCherry)的产生和消失以及纺锤体极体(SPC42-mCherry)的复制和分离, 

可以测量细胞周期中 G1 期、S 期、Early M 期和 Late M 期的时间长度。在此报告系统的基础上, 分别构建 S

期细胞周期蛋白  CLB5-GFP 和  M 期细胞周期蛋白  CLB2-GFP 菌株, 实现单细胞观测, 检验报告系统工作的稳

定性和准确性。该报告系统可作为研究酵母细胞周期不同时期时间长度等定量生物学问题的背景菌株。 
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Abstract  The budding yeast strains containing the CDC10-mCherry and SPC42-mCherry were constructed as a 

reporter system for different phases in the yeast cell cycle process. According to the generation and disappearance 

of bud neck (CDC10-mCherry) and the duplication and separation of spindle polar body (SPC42-mCherry), the 

durations of G1 phase, S phase, Early M phase and Late M phase in the yeast cell cycle can be quantitatively 

measured. Based on the reporter system, CLB5 (S-phase cyclin)-GFP and CLB2 (M-phase cyclin)-GFP strains 

were constructed and single-cell observations were performed to verify the stability and accuracy of the reporter 

system. The reporter system can be used as a background strain to study the time length of different phase in the 

yeast cell cycle. 
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芽殖酵母(budding yeast)是研究真核细胞中细

胞周期过程的重要模式生物。真核细胞的细胞周期

过程分为  DNA 和染色体复制的  S 期(DNA synthesis 

phase)、遗传物质分离的  M 期(mitosis phase, 包括

核分裂(mitosis)和胞质分裂(cytokinesis))以及  S 期之

前的间隔期  G1 期、S 期与  M 期之间的间隔期  G2 

期[1–2]。本文中简称芽殖酵母为酵母。 

酵母细胞通过  G1 期、S 期和  M 期细胞周期蛋

白以及其他调控蛋白组成的复杂网络, 实现对染色

体复制和有丝分裂等过程的控制 [3]。目前, 许多研

究关注某一具体进程或相邻进程间的转换过程, 忽

视酵母细胞周期过程的全局性质 [4–6]。为了在单细

胞水平上研究细胞周期过程中这些性质, 需要对细

胞周期的不同时期加以区分。本文构建区分酵母细

胞周期过程中不同时期的荧光蛋白报告系统, 为后

续对酵母细胞周期全局性质的定量研究提供基础。 

1 实验设计 

我们标记酵母细胞中芽环的相关蛋白  CDC10-

mCherry[7]和纺锤体极体蛋白  SPC42-mCherry[8]作为

区分酵母细胞周期不同时期的荧光蛋白报告系统。

如图  1 所示, 用  CDC10-mCherry 标记芽环 [7], 在细 
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图 1  芽殖酵母细胞周期示意图 

Fig. 1  Schematic diagram of the budding yeast cell cycle 

胞进入  S 期时, 芽环产生, 在一个细胞周期结束时, 

芽环消失; 用  SPC42-mCherry 标记纺锤体极体[8], 纺

锤体极体在进入  M 期时完成复制, 在通过纺锤体检

验点前, 两个纺锤体极体一直紧挨在一起, 并在通

过纺锤体检验点时迅速移向细胞两极(其中一个纺

锤体极体进入芽孢)。通过芽环的产生、消失和纺

锤体极体的动态行为 , 可以将整个细胞周期划分

为  G1 期、S 期、Early M 期和  Late M 期。为了验证

所选时间标记的有效性 , 我们还用绿色荧光蛋白

(GFP) 分 别 标 记  CLB5 (S 期 细 胞 周 期 蛋 白 )[9–10] 和

CLB2 (M 期细胞周期蛋白 )[11–13], 在单细胞水平上

观测其时序表达行为。 

1.1 菌株构建 
在野生型酵母菌株  W303 背景上 , 首先构建两

个突变株——SPC42-mCherry 和  CDC10-mCherry 菌

株, 采用  URA 作为筛选标记基因。CDC10-mCherry

菌株与  SPC42-mCherry 菌株的构建过程相似 , 但是

两 者 的 原 始 菌 株 的 交 配 型 不 同 。 在 获 得  SPC42-

mCherry 和  CDC10-mCherry 两个菌株后 , 将其共同

培养获得合子(二倍体), 诱导其进行减数分裂产生

四分体, 之后做四分体剖分[14]。在荧光显微镜下观

察表型 , 挑选出同时表达  SPC42-mCherry 和  CDC10- 

mCherry 的单倍体菌株 , 作为构建后续菌株的背景

菌株。在该菌株基础上 , 分别构建  CLB5-GFP 菌株

和  CLB2-GFP 菌株 , 筛选标记为  HIS, 构建方法与

SPC42-mCherry 

[14]相似。 

1.2 单细胞拍摄及数据提取 
利用微流控芯片技术和活体单细胞荧光显微

镜, 拍摄得到酵母细胞的动态数据, 包括单个酵母

细胞中不同报告蛋白表达水平随时间变化的数据。

微流控芯片是微米尺度的实验平台, 我们使用的酵

母芯片具有多腔室、液体扩散速度快和简单易控制

等优点[15]。 

使用  PerkinElmer 公司的转盘共聚焦显微镜观

测单个酵母细胞中  CLB2-GFP/CLB5-GFP 的荧光水

平, 拍摄时间间隔为  3 分钟 [16]。实验中得到的图片

是  512×512 像素的灰度图 , 图像文件以矩阵形式存

储在电脑中, 矩阵同时包含图片各像素的位置信息

和像素亮度信息, 对于  GFP 通道的图片, 每个矩阵

元的值表示该像素的绿色荧光强度。基于此矩阵 , 

可以对图像进行细胞识别以及细胞追踪等分析。 

在明场拍摄时, 调整焦距稍稍偏离焦平面, 细

胞会有较亮的边缘, 利用该特征性边缘可以实现单

细胞的识别与追踪。所有处理均由  MATLAB 程序

自动完成。在明场图片中识别并追踪各个细胞, 然

后导入同一拍摄位置的绿色荧光(GFP)图片 , 导出

荧光强度等数据; 导入红色荧光(mCherry)图片, 提

取芽环和纺锤体极体的动态行为, 并与  GFP 信息相

关 联 ; 根 据  mCherry 数 据 , 识 别 芽 环 的 产 生 和 消

失。类似地, 纺锤体极体的复制时刻也可以通过程

序对纺锤体极体的识别和计数来确定, 但两个纺锤

体极体的分离需要计算极体之间的距离。纺锤体极

体的分离一般在  3~6 分钟内就可以完成, 为了减少

人为误差, 我们用两个纺锤体极体的距离超过  10 个

像素点作为判断纺锤体极体分离的标准。 

由所述方法, 我们得到细胞内观测蛋白浓度的

时序数据和细胞周期不同时期的进出时刻, 可以确

定不同时期的时间长度, 并得到特定时期内的荧光

强度等信息。 

2 实验结果 

图  2(a)为酵母细胞细胞周期过程的实际拍摄结

果。在  mCherry 荧光图中, 可以清晰地看到单个酵

母细胞中芽环的产生和消失, 以及纺锤体极体的复

制与分离。通过这些动态行为, 可以将细胞周期中

不同时期与细胞周期蛋白表达序列相关联, 进行定

量分析和研究。图  2(b)和(c)分别为  CLB2-GFP 和

CLB5-GFP 的时序表达情况以及细胞周期各时期的    
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(a)中各小图按时间顺序从左到右、从上到下排列, 两张小图的时间间隔为 3 分钟, 按时间顺序, 在红色荧光 
(mCherry)图中对芽环和纺锤体极体分别进行标记; (b)和(c)中数据同步在一个细胞周期结束(芽环消失) 

图 2  细胞周期各时期划分(以 CLB2-GFP 菌株为例) (a)以及两次独立实验中 CLB2-GFP 菌株(b)  
和 CLB5-GFP 菌株(c)的蛋白表达情况 

Fig. 2  Division of the cell cycle (CLB2-GFP) (a), the expression of CLB2-GFP (b) and CLB5-GFP (c)  
in two independent experiments 
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划分, 表明我们构建的报告系统可以很稳定地对细

胞周期的不同时期进行划分。首先, 当芽环出现时, 

CLB5 表达量开始明显增加, 细胞进入  S 期; 纺锤体

极体完成复制时, CLB5 表达量开始下降, CLB2 开

始迅速增加, 细胞退出  S 期, 进入  Early M 期。当纺

锤体极体分离时, CLB2 含量开始迅速下降, 细胞进

入  Late M 期。芽环消失时 , 细胞完成一个细胞周

期, 进入下一个周期的  G1 期。CLB5 和  CLB2 的时

序表达行为与报告系统表征的不同时期相一致。

图  3(a)中多次的重复试验表明, 该报告系统可以稳

定地表征酵母细胞周期的不同时期。以进入  G1 期

(芽环消失)为零时刻, 将  33 组  CLB2-GFP 以及  25 组

CLB5-GFP 的蛋白时序数据同步 , 可以看到两者在

表达时间上有明显的交叠。 

如图  3(b)和(c)所示, 一方面, 单独一种蛋白的

表达特征会随同步时刻的不同而不同, 如以纺锤体

极体复制为零时刻时, CLB2-GFP 的时序数据存在

单峰, 而以纺锤体极体分离为零时刻时, CLB2-GFP

的时序数据明显为双峰。另一方面, 以不同的特征

时刻对齐 CLB5-GFP 和 CLB2-GFP 时, 两者的表达

顺序, 交叠程度均未出现明显的变化。这表明单一

的时间标记不足以反映细胞周期的完整特征, 构建

标记区分细胞不同时期的报告系统十分必要。细胞

周期蛋白开始高表达时, 标准差迅速增大, 达到高

表达状态时, 标准差基本上不再变化, 在对应时期

结束后, 标准差随蛋白浓度降低迅速减小, CLB2- 

 
图 3  以纺锤体极体复制为零时刻, 33 组 CLB2-GFP 和 25 组 CLB5-GFP 时序数据同步(a)、CLB5-GFP 与 CLB2-GFP 平均

时序数据对齐(b)以及以纺锤体极体分离为零时刻, CLB5-GFP 和 CLB2-GFP 的平均时序数据对齐(c) 
Fig. 3  Synchronize CLB2-GFP/CLB5-GFP time series data (a) and synchronize the average time-series data of CLB5-GFP and 

CLB2-GFP (b) using spindle polar body separation as the timing reference, and synchronize CLB5-GFP and CLB2-GFP 
average time-series data using spindle elongation as the timing reference (c) 
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GFP 和  CLB5-GFP 的时序数据均表现出这一特征。

这表明细胞内部可能存在某种机制, 对各事件的发

生进行调控, 帮助细胞抵御外界环境的涨落, 控制

细胞内部的噪声, 降低其对各事件发生的影响, 保

证细胞分裂过程的精确性。 

图 4 统计了野生型酵母细胞周期不同时期的时

间长度。S 期、Late M 期和  M 期的时长似乎存在下

限, 低于特定时长的细胞数量呈断崖式减少; S 期、

Early M 期和  Late  M 期随时长的增加细胞数量缓慢

下降; M 期的时长分布特征为两侧均出现断崖式下

降。各时期持续时间的下限可能源于  DNA 复制、

染色体形态变化等具体事件完成的最短时间限制。

各个时期随时间持续增长时, 细胞数量的变化差异

表明各时期的时间长度控制可能存在不同的机制。

S 期的平均时长为  22.75 分钟 , 标准差为  3.5 分钟 ; 

Early M 期的平均时长为  20.9 分钟, 标准差为  3.8 分

钟 ; Late M 期的平均时长为  18.95 分钟 , 标准差为

3.85 分钟 ; M 期的平均时长为  39.85 分钟 , 标准差

为  3.15 分钟。特别地 , Early M 期和  Late M 期组

成  M 期 , 而  M 期时长的标准差要小于  Early M 期

和  Late M 期的标准差。这表明  M 期前后两个阶段

(Early M 和  Late M)可能存在相互作用 , 以实现  M

期整体上的稳健进行。考虑到拍摄时间间隔为  3 分

钟 , 各个时期的标准差均不超过  4 分钟 , 表明细胞

周期各个时期的时长非常稳定, 暗示某种时间调控

机制的存在。在我们统计的几个时期中, M 期时长

的标准差是最小的, 加上  M 期的时长呈两侧断崖式

下降的分布特征, 表明统计的各个时期中  M 期是最

具鲁棒性的。我们还无法解释总事件(M 期)比分事

件(Early M 期和  Late M 期)更具鲁棒性的原因。目

前的实验证据和理论分析表明, 细胞周期事件的鲁

棒性可能主要得益于事件之间广泛存在的相互作用

网络[17–18]。这种相互作用网络或许也会让事件之间

具有很强的鲁棒性。 

 
M 期由  Early M 和  Late M 组成 

图 4  细胞周期各时期时间长度统计直方图 
Fig. 4  Statistical histograms of time lengths in each period of the cell cycle 
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3 结论 

本文在芽殖酵母细胞中构建了 CDC10 和 SPC42

与红色荧光蛋白  mCherry 融合的细胞周期不同时期

报告系统 , 并在该体系的基础上进一步构建  CLB2

和  CLB5 与绿色荧光蛋白  GFP 融合的两个报告系统, 

用于检测所构建的报告系统的稳定性, 并对芽殖酵

母细胞周期进行观测。实验结果表明 , CDC10 和

SPC42 与红色荧光蛋白融合的细胞周期时间报告系

统的结果与细胞周期的不同时期的特征蛋白表达一

致 , 可以稳定地对细胞周期的不同时期进行区分 , 

并进行目标蛋白的荧光观测。在营养充足的条件

下, 细胞周期不同时期的时间长度非常稳定; 特别

地, Early M 期和  Late M 期组成  M 期, 而  M 期表现出

比  Early M 期和  Late M 期更强的鲁棒性。这表明除

不同时期局域的时间调控机制以外, 还存在一个全

局性的时间调节机制, 维持着相关时期时长扰动的

平衡。初步的应用结果表明, 该报告系统有利于更

全面地反映细胞周期状况, 可以作为研究芽殖酵母

细胞周期进程的背景体系。 
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