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摘  要 

SAO-1 蛋白含有高度保守的 GYF 结构域，GYF 结构域蛋白大多数存在于真核

生物中，前人的研究只发现了少数几个包含 GYF 结构域的蛋白质，且对 SAO-1

蛋白确切作用还知之甚少。本论文通过构建 SAO-1 突变体线虫株，在秀丽隐杆线

虫的胚胎时期，探讨了 SAO-1 在第一次细胞分裂过程中对细胞骨架的调控作用。 

本论文发现，在秀丽隐杆线虫胚胎第一次细胞分裂过程中，SAO-1 缺失会导

致假分裂沟变浅、分裂沟闭合点居中、中心体旋转减弱等一系列表型，影响了第

一次细胞质的分裂，还影响了胚胎的存活率。同时，实验结果还表明，SAO-1 缺

失会导致细胞皮层蛋白 NMY-2、ANI-1 之间的连接减弱甚至消失，破坏其网状结

构。卵裂沟的形成和内侵与中心纺锤体有关，这些实验结果在一定程度上表明，

SAO-1 缺失破坏了细胞皮层 NMY-2、ANI-1 的网状结构，使皮层的收缩动力减弱，

中心体旋转减弱，最终导致假分裂沟变浅和分裂沟的闭合位点异常的表型。 

本论文同时还发现在第一次细胞分裂过程中，DLC-1 敲低的表型与 SAO-1 缺

失表型一致。DLC-1 的缺失同样可以破坏 NMY-2、ANI-1、Actin 之间的网状结构，

导致细胞皮层的收缩力减弱，中心体旋转减弱，中间纺锤体定位异常，卵裂沟的

入侵受到影响，最终出现假分裂沟变浅和分裂沟闭合点异常的相似表型。此外，

我们发现 SAO-1 缺失可以显著降低 DLC-1 在胚胎细胞质中的表达，并通过 qPCR

实验证明了 DLC-1 表达量的急剧降低并不是由于 SAO-1 对 DLC-1 转录水平影响

造成的，可能是由于 SAO-1 影响了 DLC-1 的代谢或稳定性造成的。 

通过一系列研究发现内质网结构破坏后，SAO-1 在细胞质分布不均；SAO-1

或 DLC-1 缺失后，内质网蛋白会在胞质和细胞皮层聚集成块。 

综上所述，本论文研究结果表明 SAO-1 参与了细胞分裂过程，并对细胞骨架

调节起到一定作用，为深入研究 GYF 结构域蛋白功能提供新视角。 

 

关键词：胞质分裂；细胞骨架；SAO-1；GYF 结构域；动力蛋 
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Abstract 

The SAO-1 protein contains a highly conserved GYF domain. Most of the GYF 

domain proteins are found in eukaryotes. Previous studies have found that only a few 

which contain the GYF domain, however, the function of GYF domain contained 

proteins is still unknown. In this thesis, by constructing the SAO-1 mutant C. elegans, 

in the embryo stage of C elegans, we explored the regulatory effect of SAO-1 on the 

cytoskeleton during the first cell division. 

We found that during the first cell division of the embryo, the depletion of SAO-1 

will cause a series of phenotypes, that is the pseudo cleavage furrow to become shallow, 

the furrow close point near the central point and the centrosome rotation weakening, 

affecting the first cytoplasmic division. And it affects the developmental survival rate of 

the embryo. At the same time, the experimental results also show that the depletion of 

SAO-1 will lead to weakened or no connection between the cell cortex proteins NMY-2 

and ANI-1, and break the network structure. The formation and ingression of cleavage 

furrow are related to the central spindle. These experimental results show to a certain 

extent that the depletion of SAO-1 breaks the network structure of NMY-2 and ANI-1, 

and weakens the contractile of the cortex. And then the centrosome rotation weakens, 

which eventually leads to the shallowness of pseudo cleavage and abnormal furrow 

close point. 

Second, we found that during the first cell division, the DLC-1 knockdown 

phenotype was consistent with the SAO-1 deletion phenotype. Similarly, the 

knockdown of DLC-1 can break the network structure between NMY-2, ANI-1, and 

Actin. The contractile force of the cell cortex is weakened, and the centrosome rotation 

is weakened. A similar phenotype in which the pseudo cleavage becomes shallower and 

the cleavage closing point is abnormal eventually appears. At the same time, it was 

found that the depletion of SAO-1 can significantly reduce the expression of DLC-1 in 

the cytoplasm of embryo, and it was proved by qPCR experiments that the dramatic 

decrease of DLC-1 expression was not caused by the DLC-1 transcription level. It may 

be that the degradation or stability of DLC-1 was influenced by SAO-1. 
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Finally, it was found that the destruction of the endoplasmic reticulum structure 

would lead to uneven distribution of SAO-1 in the cytoplasm; the deletion of SAO-1 or 

DLC-1 caused the accumulation of endoplasmic reticulum proteins in the cytoplasm and 

cell cortex. 

In summary, the results of this thesis indicate that SAO-1 participates in the 

process of cell division and plays a certain role in the regulation of the cytoskeleton, 

providing a new perspective for further research on the function of GYF domain 

proteins. 

 

Keywords: cytokinesis, cytoskeleton, SAO-1, GYF domain, dynein
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第 1 章 绪  论 

1.1 秀丽隐杆线虫 

1.1.1 秀丽隐杆线虫概述 

模式生物是生命科学研究的基础，酵母、线虫、果蝇、斑马鱼、拟南芥、小

鼠等是目前常见的模式生物。秀丽隐杆线虫（Caenorhabditis elegans，C. elegans）

之所以成为一种模式生物，关键在于它自身的一系列特点。 

秀丽隐杆线虫具有完备的形态学特征。以雌雄同体线虫为例，线虫的解剖结

构如图 1-1 所示，成虫长约 1 mm，主要有上皮系统、神经系统、外分泌系统、肌

肉组织、腔胞、消化系统（包括咽部，肠部，直肠和肛门）、生殖系统等。秀丽

隐杆线虫在自然界中存在两种性别：一种为雌雄同体（hermaphrodite；XX），另

一种为雄性（male；XO），存在自交和杂交两种生殖方式。我们可以通过线虫的

尾部来区分线虫的性别，雄性个体的尾部有尾交钩，平时成锥形，交配时会伸展

尾交钩，呈扇形，这便于我们区分雄性并进行后续的雌雄线虫杂交的实验。 

 

图 1-1 雌雄同体线虫的解剖结构（图片引自 WormBook） 

秀丽隐杆线虫的细胞数量有限且有完整的细胞普系。线虫幼虫有 556 个体细

胞和两个原始生殖细胞；雌雄同体的成虫具有 959 个体细胞和 2000 个生殖细胞；

雄性成虫具有 1031 个体细胞和 1000 个生殖细胞。由于秀丽隐杆线虫的体细胞数

目不变，研究人员已经能够跟踪从受精到成年的活体线虫体内每个细胞的命运，

并产生一个完整的细胞谱系。研究人员还通过电子显微照片重建了所有秀丽隐杆

线虫细胞的形状，包括成年雌雄同体的 302 个神经元和成年雄性的后交配回路[1]。

这些重建提供了所有神经系统中最完整的接线图，并有助于解释性别二型性如何

影响神经回路。此外，由于秀丽隐杆线虫具有不变的野生型细胞谱系和神经解剖
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学特征，因此，在基因筛选中很容易发现导致发育和行为缺陷的突变体。最后，

因为秀丽隐杆线虫是第一个具有完整基因组序列的多细胞生物，因此利用正向和

反向遗传学可以鉴定出许多在在发育及细胞生物学过程中的关键基因。 

秀丽隐杆线虫是第一个完成全基因组测序的模式生物，它的基因组序列大约

有 100,000,000 个碱基，编码约 20,000 个基因，其中至少 40%的基因在人基因组中

有明显的同源物存在，而且人类蛋白质中所有的结构域几乎都能在线虫中找到[2]。 

秀丽隐杆线虫具有两种性别就，在线虫自然群体中，雄性线虫所占比例约为万分

之三，但在实验室等研究领域，可以通过热激（线虫的培养温度约为 22℃，热激

为 30℃培养 8~10h）的办法来增加雄性个体产生的比例，用于遗传交配。这样的

性别区分和生殖方式，使线虫在遗传研究领域具有绝对优势，一方面我们可以使

雌雄同体的线虫以自交的方式进行生殖以保持基因型稳定不变；另一方面我们可

以使不同基因型的雌雄同体和雄性线虫进行自交以改变基因型。因此，秀丽隐杆

线虫在分子生物学和发育生物学研究领域，是一种很好的模式生物。 

秀丽隐杆线虫具有较短的生命周期和易于培养和保存的特点。线虫的生命周

期约为 3d，从孵化开始经历的发育阶段分别为：L1、L2、L3、L4、成虫。自体受

精后，雌雄同体成虫产卵数约为 300 枚，而异体受精后产卵数会增加，约为 1000

枚，这些生理学基础方便我们研究线虫生产率或胚胎致死率等特征。线虫体积小，

以 OP50 大肠杆菌为食（尿嘧啶营养缺陷型菌株，只能在 NGM 平板上生长，这样

可以很好的控制大肠杆菌的生长速度和生长总量）。因为是固体培养，需要的空

间小，维护费用低，易于培养。秀丽隐杆线虫可以短期存储在-80℃冰箱和长期储

存在液氮（-196°C）中，需要使用时，从冰箱和液氮复苏即可。这些特征很大程度

上加快了生命科学研究的速度，节省大量时间。 

秀丽隐杆线虫的 RNAi（RNA 干扰）效率很高。一方面是由于合胞体生殖系

统，雌雄同体的线虫有两个环型管状臂的生殖腺，管状臂的前端为合胞体，每个

合包体内包含约 1000 个生殖细胞。这些生殖细胞在性腺的外周排列，细胞只有部

分被质膜包被，中央形成空腔，并且所有的细胞共享中央一个共同的细胞质。线

虫的性腺包含一组减数分裂的细胞核，这些细胞核具有转录活性，并产生装载到

卵母细胞内的基因产物，RNA 干扰（RNAi）可有效且有选择性地消耗这些基因产

物，RNAi 的方法包括饲喂，浸泡，显微注射三种常见方法，并且操作简便，效果

显著。这使得我们可以通过各种 RNAi 的手段，探求基因敲低之后对各种生命活动

的影响。这样就可以定量地监测在第一次细胞分裂中通常发生的序列中缺陷定型

事件[3, 4]。例如全基因组的 RNAi 筛选显示，构成秀丽隐杆线虫基因组的 20,000 个
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蛋白质编码基因中，有 2500 个对胚胎的产生或生存能力至关重要。通过显微录像

进行表型分析已经确定了 600 个对早期胚胎细胞分裂至关重要的基因。 

同时，秀丽隐杆线虫具备多样的基因编辑技术和网络资源。秀丽隐杆线虫基

因组编辑方法包括MosSCI[5]和CRISPR Cas9[6, 7]结合RNAi或 degron介导的内源性

野生型基因产物的耗竭，已经实现了强大的基因替换策略，这有助于在进化保守

蛋白中对特定区域和残基进行功能探测。并且所有关于基因组序列、基因结构和

功能、RNAi 表型、温度敏感型（Temperature Sensitive，TS）等位基因的可用性等

信息，以及各种实验方法都可以在线虫库（Wormbase）和 Wormbook 中获得[8]。 

1.1.2 秀丽隐杆线虫用于研究细胞分离机制的优势 

秀丽隐杆线虫胚胎是研究细胞分裂机制的理想模型。线虫胚胎具有快速且高

度定型的有丝分裂过程。从 DNA 开始复制到第一次细胞分裂卵裂沟闭合需要的时

间约为 14 分钟。这便于利用光学显微镜的方法，通过延时拍摄有效追踪完整的细

胞分裂过程，为深入研究细胞膜的延伸、皮层流动、后期染色体的分离、纺锤体

延伸等细胞分裂过程提供便利。 

图 1-2 展示了线虫胚胎第一次细胞分裂过程，左栏描述了第一次细胞分裂过程

中的关键时期和主要特征；中间栏通过表达微管蛋白和组蛋白同时显示了分裂过

程中微管细胞骨架和 DNA 的形态特征；右栏通过表达细胞皮层肌动蛋白观测分裂

过程中皮层蛋白的动态过程。 
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图 1-2 秀丽隐杆线虫胚胎第一次有丝分裂分裂过程的时间轴[9] 

在受精之前，秀丽隐杆线虫的卵母细胞被迫停留在减数分裂前期，其细胞核

中含有两个拷贝的基因组。进入卵母细胞后，精子衍生中心对吸收新近中心体材

料并获得使微管成核的能力，随后，两个精子产生的中心粒分离，形成两个定位

的中心体分布在原核的两边。精母细胞原核向卵母细胞原核移动，在两者相遇之

前，细胞膜会有一定程度内侵，此时细胞还没有进入细胞分裂期，并不是真正的
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分裂沟，所以称此时细胞膜的内侵为假分裂沟（Pseudocleavage），随着精母细胞

的不断前进，假分裂沟逐渐消失。原核相遇后，细胞核中心体复合体向细胞中心

移动并不停旋转，移动到细胞中央时，中心体之间的连线与胚胎的长轴对齐。随

后细胞核核膜开始破裂（Nuclear Envelope Break Down，NEBD），染色体排列在

赤道板两则。有丝分裂后期，纺锤体中心体分别向细胞的两极移动，染色体分离，

并且纺锤体中心体向两极的移动的幅度并不一致，这种不对称的移动导致纺锤体

的位置不对称，最后导致分裂沟的位置偏向一边，最终完成第一次不对称分裂，

这种不对称分裂对线虫后期胚胎的发育有至关重要的影响。 

1.2 线虫胞质分裂及细胞骨架研究进展 

1.2.1 胞质分裂 

一个细胞分裂成两个子细胞是所有生物体的基础。胞质分裂是细胞分裂的最

后一步，也是两个子细胞物理分离的最后一步，由于大量研究的目的是了解子细

胞分离的精确机制，因此在细胞生物学中仍是一个具有挑战性的前沿课题[10, 11]。

自从 20 世纪 70 年代发现动物细胞的肌动蛋白丝（Actin）和 NMY-2（Non-muscle 

MYsion）参与细胞分裂过程中两个子细胞收缩形成分裂沟以来，已经发现了一百

多个直接或间接促进细胞分裂的基因[12, 13]。虽然许多问题仍然没有答案，但已经

证明，细胞骨架元素，如肌动蛋白、微管和隔膜，在细胞分裂过程中协同作用并

发挥关键作用。在细胞质分裂的早期阶段，卵裂沟的侵入是由肌动球蛋白收缩环

与质膜相互作用而引起的，并且导致形成了连接两个子细胞狭窄胞质的桥。这个

充满了反平行微管束的细胞间桥最终被切断，这一过程被称为脱落[14]，代表了细

胞分裂的最后一步。 

1.2.2 线虫卵裂沟形成与内侵 

卵裂沟的形成和内侵是细胞分裂的基础，细胞骨架的溶解和重组在其中起关

键作用。其中 RhoA 是 NMY-2 的主要调控因子。RhoA 是小 G 蛋白家族成员，主

要参与肌球蛋白激活和肌动蛋白核化，促进肌动蛋白纤维丝的组装。它的功能高

度同源，已在人体细胞、线虫及果蝇等研究中得到证实。在细胞分裂后期开始时，

CDK-1 会被抑制，防止 RhoGEF（鸟苷酸交换因子）ECT-2 的磷酸化并促进 ECT-2

与 CYK-2 的结合[15]。由于中央纺锤体复合体（CYK-4 和 MKLP1/ZEN-4）具有结

合微管的功能[16]，这也引导了 ECT-2 定位于中心纺锤体上。以此同时，ECT-2 也
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同样被定位到中心纺锤体上，并激活 RhoA 以活化下游效应因子，如图 1-3 所示。

Formin 能促进激动蛋白的聚合，加速肌动蛋白丝的形成，ROCK 则激活非肌球蛋

白（NMY-2），使之能聚合形成非肌球蛋白纤维丝并肌动蛋白丝组装成收缩环；

Anilin（Anillin actin binding protein）是锚定蛋白，能固定收缩换组件；Citron K 则

能稳定中央纺锤体的微管，促进细胞分裂。 

 

图 1-3 细胞分裂过程中控制皮层活动的信号通路[17] 

秀丽隐杆线虫早期胚胎卵裂沟的侵入是有两条不同的途径介导，这两条途径

可以通过他们依赖的中心纺锤体来区分[18, 19]。ANI-1 能促进线虫胚胎中星体依赖

分裂沟的形成，ANI-1 缺失时，微管定向 NMY-2 极化异常，最终导致分裂沟对称

侵入[20]。 

在细胞分裂过程中，有丝分裂纺锤体的精确定位对于确保基因组准确无误的

分割以及细胞内容物的分割是至关重要的[21, 22]。它的位置决定了卵裂沟位置、两

个子细胞的相对大小和空间组织。有研究表明，不对称的细胞分裂是细胞命运的

决定因素，包括干细胞[23-27]。近年来，在多个细胞模型系统的研究中，已经发现

了在三维细胞环境中，细胞有丝分裂过程中纺锤体中心体的定位具有一个十分精

细的机制。值得注意的是，这些机制主要依赖于从中心体发出的动态星状微管。

这些星体微管接触到 Actin-rich 质膜下细胞骨架（称为细胞皮层），通过负极导向

的马达蛋白与膜性细胞器交互复杂动力蛋白生成细胞质拉力[28-30]，或与皮层下肌
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动蛋白结合产生拉力，准确帮助主轴定位[31, 32]。根据细胞环境，细胞依靠一个或

多个机制来准确定位有丝分裂纺锤体的位置。 

1.2.3 动力蛋白 

动力蛋白（Dynein）是一个高度保守的微管马达分子，分子量为 1600kda，由

两条重链（DHC-1）、两条中链、三条不同的轻链（DLC-1）和两条轻中链组成，

如图 1-4 所示。胞质动力蛋白是一种负极定向微管运动蛋白，可运输多种物质，包

括囊泡、细胞器和信使 RNA[33, 34]。动力蛋白也参与细胞核的迁移，并根据细胞结

构调整微管的方向。 

动力蛋白在细胞内具有多种功能，许多与运输或细胞分裂有关。在秀丽隐杆

线虫的生殖细胞系中，动力蛋白重链（DHC-1）在所有生殖细胞的细胞质中均匀

分布，在核膜处有很强的聚集。线虫动力蛋白轻链（DLC-1）与人类动力蛋白轻链

DYNLL1 和 DYNLL2 具有 95%的序列同源性，丧失功能突变的 dhc-1 和 dlc-1 导

致胚胎死亡[35-38]。在秀丽隐杆线虫中，DLC-1 参与核迁移，调节生殖细胞分化中

的 METT-10，并具有细胞非自发的抗凋亡功能[39-41]。有研究表明，温度敏感型突

变体 DHC-1(ct42)，高温处理（DHC-1 缺失）会导致假分裂沟减弱甚至消失[42]；

dlc-1(RNAi)情况下，胚胎的致死率明显升高并且出现假分裂沟减弱现象，细胞质的

流动速度明显减慢，胞质的分裂动力减弱[43, 44]。 

 

图 1-4 动力蛋白（Dynein）结构[45] 
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1.3 SAO-1 蛋白 

1.3.1 GYF 结构域 

GYF 结构域是识别脯氨酸丰富序列（PRS）的小型通用适配器结构域。在进

化过程中出现了多个识别富脯氨酸序列（PRS）的折叠家族，如 SH3、EVH1、UEV

以及 GYF。到目前的研究为止，GYF 结构域大多数存在于真核生物中，但是与其

他 PRS 识别域（PRD）相比，GYF 结构域域在进化过程中没有经历后生动物中相

同的扩增过程，相对保守。GYF 结构域的特征是含有一组保守的芳香氨基酸残基，

使其能精准的堆叠在单个 α 折叠和单个 β 片层中间，如图 1-5 所示。GYF 结构域

功能目前分为了两类：SMY2 亚类、CDC2BP 亚类[46]。 

 

图 1-5 CD2BP2 的 GYF 结构域的保守残基和拓扑结构[47] 

橙色表示保守残基的侧链；红橙色表示 GYF 结构域特异性残基；深绿色表示直接与保守结构

域芳香残基相互作用的配体的两条前体，侧面的精氨酸用浅绿色表示。 

GYF 蛋白的研究始于 CD2 结合蛋自（CDBP2）[48]，该蛋白可通过其保守基序

GP[Y/F]-X4-[M/V]-X2-W-X3-[G/N]YF 与 T 细胞粘连分子 CD2 的 PPPGHR 串联重

复区段结合，促进白细胞介素 IL-2 积累。进一步研究发现 GYF 蛋白广泛存在于大

部分真核生物体中，可通过 GYF 结构域识别富脯氨酸序列 PRS（Proline Rich 

Sequences）并与之结合，并参与多种胞内复合物的形成及下游信号调控[47]。例如，

人类 CD2BP2 的 GYF 结构域可介导 CDBP2 与 CD2 蛋白结合，参与 CD2 介导的 T
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淋巴细胞活化[49]。在小鼠中，CD2BP2 的 GYF 结构可介导磷酸酶 PP1 向剪接体转

运，作为剪接因子参与 mRNA 选择性剪接，参与胚胎发育和足细胞（Podocyte）

功能[50]。 

到目前为止，只有少数几个 GYF 结构域的生理结合伙伴被识别，而包含 GYF

结构域的蛋白质的确切作用还知之甚少。 

1.3.2 SAO-1 

SAO-1（Suppressor of aph-1）是属于 GYF（glycine-tyrosine phenylalanine）蛋

白，共有 224 个氨基酸，拥有一个 GYF 结构域，其 GYF 域更类似于 SMY2 亚类，

因为第一和第二预测之间的紧密间距的 β 链是 SMY2 亚型 GYF 结构域的标志[51]。 

在秀丽隐杆线虫基因组中，编码 GYF 结构域蛋白的基因共有四个，其编码蛋

白包括 SAO-1、C18H9.3、K11H3.8 和 T13G4.1。SAO-1 在人类基因组序列中没有

同源序列。SAO-1 的研究不多，但有一篇文献研究发现 SAO-1 作用于 Notch 受体

信号途径。在不完全渗透（Incompletely Penetrant）APH-1 突变体（aph-1(zu147)）

中敲低 SAO-1，能降低胚胎的致死率[51]。深入的研究显示，SAO-1 可与 SCF-E3

泛素连接酶复合体组成蛋白 SEL-10 相互作用，介导复合体与特异性底物的识别及

泛素化修饰，从而负调控 Notch 受体信号途径并调节线虫胚胎的发育。由此可见，

GYF 蛋白参与了不同物种、不同细胞生理的分子机理的调控。SAO-1 突变线虫株

为体内研究 GYF 结构域蛋白提供了很好的动物模型。虽然 SAO-1 在与人类的基因

组没用同源序列，但我们可以通过研究 SAO-1 的功能，来进一步解析 GYF 蛋白的

作用，为研究 GYF 结构域的功能提供一种新的思路。 

1.4 本课题的研究内容 

秀丽隐杆线虫身体结构简单，其细胞谱系已经被研究清楚，有快速且高度定

型的细胞分裂过程，是研究细胞分离的理想模型。本论文研究的蛋白分子 SAO-1

含有保守的 GYF 结构域，虽然已有研究发现 SAO-1 可与 SCF-E3 泛素连接酶复合

体组成蛋白 SEL-10 相互作用，从而负调控 Notch 受体信号途径并调节线虫胚胎的

发育，但 SAO-1 的分子结构如何，以及与 SEL-10 相互作用的分子机理是什么并

没有解答。 

我们早期的实验结果表明，SAO-1 主要集中分布在线虫性腺和胚胎中，结合

文献研究，我们大胆猜测 SAO-1 参与线虫的生长发育过程，并聚焦早期胚胎的发

育。我们想利用已经构建好的 sao-1 突变体线虫株（通过 CRISPR Cas9 将全部
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SAO-1 序列用 GFP 荧光蛋白序列替换），通过结合生物学、细胞生物学、生物化

学和遗传学相关实验手段以及显微成像技术等，深入研究 SAO-1 在早期细胞分裂

过程的作用。 

本论文将以 sao-1 突变体线虫株为研究对象，通过光学显微镜的方法，探究第

一次细胞分裂过程中 SAO-1 的作用。实验发现 SAO-1 缺失会对细胞膜的内侵和中

体的旋转产生影响。有研究表明细胞皮层蛋白表达异常会影响分裂沟的形成和内

侵[52, 53]。因此本论文通过将 sao-1 突变体与细胞皮层荧光蛋白杂交（包括 NMY-2、

ANI-1、Actin），得到纯合子线虫株并进行实验，探究 SAO-1 对细胞皮层蛋白的

影响。同时，本论文还进行了一系列相对应的 sao-1(RNAi)实验，再次验证 sao-1

突变体的实验结果。 

细胞骨架和细胞核的连接对细胞核的移动和定位非常重要，有文献报道，动

力蛋白和其他相关蛋白在细胞核的迁移中起关键作用[42, 54, 55]。因此，本论文通过

dhc-1(RNAi)和 dlc-1(RNAi)以及运用温度敏感性突变体 DHC-1（ct42）等多种实验

方法，研究动力蛋白对细胞分裂过程中卵裂沟延伸，中心体旋转，细胞皮层蛋白

结构等的影响，探究动力蛋白缺失与 SAO-1 缺失的表型是否一致，并进一步探究

SAO-1 与动力蛋白之间的关系。 

实验室最新研究结果显示，SAO-1 与 DLC-1 相互作用。本论文通过 sao-1 突

变体实验和 sao-1(RNAi)实验，都发现 SAO-1 缺失会使 DLC-1 在细胞质中的表达

显著降低，同时用蛋白质免疫印迹（Western Bolt）实验再次验证该实验结论。这

一现象十分有趣，本论文随后通过 qPCR 实验和一系列 RNAi 实验（阻碍蛋白质降

解）探究其原因，为进一步解释 SAO-1 与 DLC-1 的共定位提供更多的实验支持。 

同时，为了深入研究 SOA-1 在细胞分裂过程中的功能以及解释 SAO-1 与

DLC-1 如何相互作用，本论文通过线粒体活体染色实验以及一系列细胞器 RNAi

实验，研究 SAO-1 的亚细胞定位。实验结果显示 SAO-1 与内质网结构蛋白存在荧

光共定位，因此本论文随后探究了 SAO-1、DLC-1 与内质网的相互关系。 
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第 2 章 实验材料与方法 

2.1. 实验材料 

2.1.1 实验动物 

线虫培养 

秀丽隐杆线虫的培养温度在 16℃到 25℃之间，最适温度为 22℃，培养在 NGM

（Nematode Growth Media）培养基上，以 NGM 板上的 OP50 大肠杆菌为食。 

（1）NGM 培养基的制备： 

（a）蛋白胨（Peptone）2 g，琼脂 16 g，NaCl 2.4 g，置于洁净 1000 ml 玻璃

三角瓶中，加入蒸馏水定容至 1000 ml（此混合物为初始培养基）。 

（b）120℃高压蒸汽灭菌 30 min，之后置于 65℃水浴锅中冷却并保温。 

（c）依次加入高压灭菌的 1 M 磷酸缓冲液 25 ml、1 M MgSO4、1 M CaCl2、5 

mg/ml 胆固醇（乙醇溶解不灭菌）各 1 ml，摇匀即得到配置好的培养基，加胆固醇

的温度不宜过高。 

（d）小型培养皿（直径 3 cm）倒入培养基 5 ml，中型培养基（直径 6 cm）

倒入培养基 7 ml，冷却凝固即可。配制好的 NGM 平板可以冷库保存 2-3 周。 

1M 磷酸钾缓冲液的配置方法为：称取 108.3 g KH2PO4 和 35.6 g K2HPO4，溶

于 1000 ml 蒸馏水中，混合均匀即可。 

（2）NGM 平板接种 OP50 大肠杆菌 

秀丽隐杆线虫以 OP50 大肠杆菌作为食物来源，OP50 大肠杆菌是尿嘧啶营养

缺陷型菌株，只能在 NGM 平板上生长，这样可以很好的控制大肠杆菌的生长速度

和生长总量。在超净操作台上，用移液管将约 0.1 ml 大肠杆菌 OP50 菌液涂在小型

NGM 平板中央，或 0.2 ml 大肠杆菌 OP50 菌液涂在中型 NGM 平板中央，轻轻晃

动平板，使菌液可以平铺在平板上，但尽量避免菌液接触到培养皿边缘。让大肠

杆菌 OP50 菌苔在室温或 37℃下生长 24 h，菌斑生长至一定的厚度即可以使用。

配制好的线虫培养可以存储于 4℃冷库。 

线虫杂交 

秀丽隐杆线虫为雌性同体，雄性（成虫尾部有三角形的尾交钩）个体仅群体

的 0.3%，可以进行自交和双性杂交两种生殖方式，热刺激和双性杂交可以增加雄 
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性后代的比率。实验中，我们可以通过杂交的方式获得各种基因型的线虫株。 

（1）荧光蛋白标记线虫株杂交 

（a）选择其中的一种基因型线虫株作为父本，将整个平板（尽可能保证食物

充足和线虫时期多样）放入 30℃的培养箱，热激培养 8 h，将平板划分成六份，转

入新板中正常培养（一般为 22℃）。同时将另一种基因型的线虫株作为母本，正

常培养，准备 L4 时期的线虫。 

（b）准备一个中间只有少量 OP50 菌斑的小板（使线虫可以限制在较小的活

动范围，提高线虫杂交成功率），从步骤 1 热激之后的培养板中挑取 10 条雄性线

虫；从正常培养的板中挑取 L4 时期雌雄同体线虫 5 条放入板中（杂交中雄虫与雌

雄同体的比例约为 2:1，也可以通过适当增大该比例或者重复使用雄性线虫提高杂

交成功率）。正常培养 24 h。 

（c）将步骤 2 中 5 条雌雄同体线虫分别转入 5 个新板中，正常培养约 72 h。 

（d）观察步骤 3 中的新板，统计后代中雄性个体所占的比例。比例约为 1/2

则认为交配成功。从交配成功的板中，挑取 6 条雌雄同体的线虫（F1 代）分别转

入新板中，正常培养约 72 h。 

（e）从步骤 4 的新板中，挑取 50 条雌雄同体的线虫（F2 代）分别转入新板

中，正常培养约 72 h。 

（f）通过荧光显微镜，筛选上述 50 盘线虫。盘中每条线虫（F3 代）都同时表

达父本和母本的荧光标记蛋白时，则表明这一盘为杂交之后得到的纯合子。如若

没有得到杂交纯合子，则重复步骤 5，直到得到纯合子。 

（2）基因缺失突变体线虫杂交 

前期步骤与荧光蛋白标记线虫杂交方法相同。在通过荧光显微镜筛选荧光纯

合时，需要同时通过 PCR 筛选基因缺失突变体纯合子。PCR 筛选纯合子的方法如

下： 

（a~f）步骤同荧光蛋白标记线虫杂交 

（g）提取线虫总 DNA：从荧光蛋白纯合子的盘中挑取 5 条成虫，放入准备好

的装有 10 μl worm lysis buffer 的 PCR 管，N2为正对照，突变体线虫为负对照。将

PCR 管放入-80℃，15 min。拿出 PCR 管，立即放入 PCR 仪中。PCR 程序为：60℃

1 h，95℃15 min，4℃8 min。 

（h）PCR 筛选纯合子：10 μl 的 PCR 体系，加入 2 μl DNA 提取物，0.5 μl 的

缺失基因引物，根据引物和目的基因设置延伸和退火温度。PCR 之后电泳跑胶，

分别以 N2 为正对照和突变体为负对照，电泳与突变体一致（即没有电泳条带），
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则表明样品线虫中无目的基因序列。可以通过重复 PCR 筛选其样品板中的成虫，

进一步确认基因缺失体线虫，直到得到纯合子。 

线虫冻存 

秀丽隐杆线虫可以冷冻并长期储存在液氮（-196°C）中。成功冷冻的关键是冻

存处于正确发育阶段的线虫，向冷冻培养基中加入甘油，并逐渐冷却至-80℃，一

周之后，再将其放入液氮中。刚刚处于饥饿状态的幼虫（L1-L2 阶段）最适合冻存，

成虫、和 Dauer 时期的线虫，冻存之后复苏成活率很低，不宜冻存。最好使用刚

刚耗尽大肠杆菌 OP50 菌苔并含有大量 L1-L2 时期的线虫培养皿。冷冻溶液中要加

入 15％甘油。在冷冻期间，每分钟温度降低 1℃是理想的，这可以通过将线虫冻

存管放置在-80℃的聚苯乙烯泡沫塑料容器中来实现。在-80°C 下存放 24 小时或更

长时间后，应将冻存管转移到永久冷冻的位置，以便进行长期储存。 

线虫冻存试剂：S Buffer（129 ml 0.05 M K2 HPO4，871 ml 0.05 M KH2 PO4，

5.85 g NaCl）；S Buffer+30%甘油（高压灭菌 30min）。 

线虫复苏 

从-80℃冰箱或液氮罐中取出一管线虫，在室温下静置解冻，直到冻存管中的

冰变成液体。静置状态下，用移液枪缓慢吸取管底少量（约 20 μl）液体放入有大

肠杆菌 OP50 的 NGM 平板表面，重复操作并将冻存管底的线虫尽量吸取干净。等

待其干燥。之后观察，可以看到几条线虫在板上蠕动。放入 22℃培养箱中饲养 2-3

天，将 10 只生长状态正常的成虫移入新的 NGM 板中，繁殖 2 代，检查后代表型

是否正确。 

表 2-1 本论文中所用到的线虫 

Lab strain  Genotype Source 

YC0001  C. elegans wild isolate (N2) CGC 

YC0031  mCherry::His CGC 

YC0032  nmy-2::GFP; mCherry::PH CGC 

YC0154  GFP::H2B; mCherry::PH CGC 

YC0156  GFP::SAO-1 CGC 

YC0210  ANI-1::GFP CGC 
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表 2-1 （续表） 

Lab strain  Genotype Source 

YC0213  sao-1P::GFP CGC 

YC0292  Lifeactin::mKate CGC 

YC0293  sao-1P::GFP; mCherry::His Mating 

YC0298  nmy-2::RFP CGC 

YC0354  sao-1P::GFP; mCherry::PH Mating 

YC0378  sao-1P::GFP; mCherry::dhc-1 Mating 

YC0385  GFP::cox5-a CGC 

YC0405  ANI-1::RFP CGC 

YC0474  dlc-1::GFP; SAO-1(C deletion) Mating 

YC0552  GFP::SAO-1; SP-12::mCherry Mating 

注：CGC（The Caenorhabditis Genetics Center），负责收集、培养和分发秀丽隐杆线虫。 

2.1.2 实验器械与设备 

体式（荧光）显微镜 OLYMPUS 

激光共聚焦显微镜 尼康 

微分干涉差显微镜（DIC） OLYMPUS 

显微注射显微镜 尼康 

常规蛋白质免疫印迹相关设备 雷瑞仪器 

普通 PCR 仪 雷瑞仪器 

q-PCR 仪 Thermo 

常规 DNA 凝胶电泳相关设备 Tanon EPS300 

多功能酶标仪 Thermo Fisher 

DNA 凝胶成像系统 Tanon 3500 

核酸及蛋白浓度测量仪 Thermo 
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2.1.3 实验试剂及耗材 

(1) 蛋白质免疫印迹相关试剂 

RIPA 裂解液 Beyotime 

Protein G GE Healthcare 

蛋白酶抑制剂（PMSF） Beyotime 

磷酸酶抑制剂（Cocktail） Roche 

Protein ladders（蛋白 marker） Thermo Fisher 

脱脂牛奶（封闭用） BBI Life Sciences 

BSA（牛血清白蛋白） Amresco 

 

(2) 核酸相关实验试剂 

DNA ladders（1kb） Sangon Biotech 

2 × SuperReal PreMix Plus（q-PCR） TaRaBa 

RNase-free water Tiangen 

 

(3) 试剂盒 

蛋白质浓度测定试剂盒（BCA 法） 庄盟生物 

ECL 化学发光底物试剂盒 博奥龙免疫 

质粒提取试剂盒（小） Bio-Tek 

琼脂糖凝胶 DNA 回收试剂盒 生工 

 

(4) 线虫培养试剂及耗材 

琼脂 Bio-Froxx 

蛋白胨/胰蛋白胨 生工 

酵母提取物 OXOID 

线虫培养皿 BioFil 

载玻片/盖玻片 世泰 
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(5) 其他试剂与耗材 

Mito Tracker red CMX Ros 飞宇生物 

FM 4-64 Biotium 

Triton X-100 生工 

潮霉素 Calbiochem 

氨苄青霉素/卡那霉素 源叶生物 

IPTG 源叶生物 

凡士林 生工 

麻醉剂 Calbiochem 

2.2. 实验方法 

2.2.1 RNA 干扰（RNAi） 

RNAi（RNA interference）能够起敲低基因的功能。在秀丽隐杆线虫中，进行

RNAi 实验有三种方法：注射、浸泡、饲养。本实验室主要运用饲养的方法进行

RNAi 实验。 

（1）RNAi 质粒的构建：绝大部分的 RNAi 质粒都可以从 RNAi 库里得到，只

有少部分库里没有或者没有效果的 RNAi 质粒需要我们自己构建并完成转化。空载

质粒为 L4440，设计引物，以野生型线虫（N2）基因组 DNA 为模板扩增基目因序

列。然后使用限制性核酸内切酶（如 HindIII 和 XbaⅠ等）同时 37℃过夜酶切目的

基因和空载质粒，次日回收酶切产物，用 T 4 连接酶 16℃链接 4 h，接着将其转化

到 DH5α 大肠杆菌中。之后挑取 5~8 个单克隆进行菌液 PCR，检测是否转化成功。

随后将检测阳性的克隆菌液送到生物测序公司检测基因序列，测序正确后，则提

取质粒保存备用。 

（2）RNAi 质粒转化：从-80℃冰箱中取出一管 HT115 置于冰上溶解 10 min，

将构建好的 RNAi 质粒加入到 100μl 的 HT115 感受态中，冰上静置 30 min。将离

心管放入提前预热好的 42℃水浴锅中，热激 90 s，然后迅速将其放在冰上静置 5 

min。然后加入 100μl 的液体 LB，37℃，100 rmp 摇床上摇 1 h。最后 500 g 离心 1 

min，用移液枪移除上清，剩下的液体（大约 50μl）用移液枪轻轻混匀，加入到含

有氨苄青霉素的固体 LB 平板上，用玻璃棒轻轻涂匀，置于 37℃培养箱过夜培养。

绝大部分的 RNAi 质粒都可以从 RNAi 库里得到，只有少部分库里没有或者没有效

果的 RNAi 质粒需要我们自己构建并完成转化。 
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（3）RNAi 菌的培养：取 5 ml 液体 LB 加入摇菌管中，加入 5μl 氨苄青霉素

（100 μg/ml），从过夜培养的氨苄板上挑取一个单克隆加入其中，37℃，200 rmp

摇床过夜培养。将摇好的菌液吸取 50μl，加入到配置好的 RNAi 板上（配制与 NGM

板一样，混合液中还含有 100μg/ml 氨苄青霉素，100Μm IPTG）。轻轻晃动培养

板铺平 RNAi 菌，室温过夜培养，次日将 RNAi 板收入冷库储存备用。 

（4）RNAi 实验：对于不同的 RNAi 实验，我们选择不同的 RNAi 时间和 RNAi

菌液浓度，L4440 菌液的 RNAi 板作为空白对照。一般情况下，选择挑取 L 3 或 L 

4 时期的线虫约 20~40 条放入准备好的 RNAi 板中，饲养 24 h，再进行后续实验。

当 RNAi 的效率比较弱时，可以通过增加 RNAi 饲养的时间来增强 RNAi 效果，如

sao-1(RNAi)效率较弱，我们通过将虫体直接裂解在 RNAi 板上，线虫胚胎直接从

虫体裂解出来，孵化之后，使其从 L1 时期就开始干扰，24 h 换一次板，增长 RNAi

时间；当 RNAi 效果比较强时，一方面可以通过减少 RNAi 饲养的时间来降低干扰

效果，如 dlc-1(RNAi)饲养时间一般为 12 h，另一个方面可以通过L4440菌稀释RNAi

菌液来降低效率，如 lpin-1(RNAi)。还有实验需要双干扰，我们将两种菌液按照

OD 值的大小配制均等混合菌液，最后用来配制双干扰线虫培养板，如 sao-1；

sel-10(RNAi)等。 

2.2.2 实时荧光定量 PCR（qPCR） 

（1）总 RNA 提取 

（a）线虫同步化处理。根据不同实验，分别提取线虫不同时期的总 RNA。本

论文中分别提取了线虫 L1、L4、Young adult 三个不同的时期总 RNA。实验中为

了使所有的线虫所处的时期一致，需要进行同步化处理。在新的 EP 管中加入 200μl

现配的裂解液挑取 50 条多卵的成虫放入其中，涡旋振荡 60 s，在显微镜下观察虫

体，能看到虫体裂解，2000 g 离心速度离心 1 min，弃掉上清。再用 200μl M9 重

新悬浮离心清洗，重复 3 次，弃掉上清收集虫卵。加入 1 ml M9 重新悬浮，并将

EP 管放置于转盘上过夜孵化，次日即可离心收集 L1 时期的线虫。将同步化处理

过的 L1 时期的线虫转入到新配的 NGM 板中，培养约 30 h 达到 L4 时期，同时还

可根据线虫腹部的月牙状的大小判断 L4 时期的早晚。将同一时期的 L4 线虫挑入

新的 NGM 板中培养约 24 h 达到成虫时期。正常情况下，我们可以从一只蠕虫体

内获得 35 ng 的总 RNA。 

b）取新的 PCR（50 μl），加入新配的 Worm lysis buffer 10 μl，挑取 10 条同

步处理的线虫放入其中（确保线虫加入液体中，避免粘壁）。用 PCR 仪完成裂解 
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过程，程序为：65℃孵育 10 min ，85℃加热 1 min。完成后置于冰上。 

（c）基因组 DNA（gDNA）清除。取新的 PCR 管，按照表 2-2 加入各种试剂。

之后将 PCR 管放入 PCR 仪中，完成以下程序：42℃加热 2 min，4℃保持 10 min，

4℃保存。 

表 2-2 基因组 DNA（gDNA）清除 

Reagent Amount (µL) 

5×gDNA Eraser buffer 2.0 

gDNA Eraser 1.0 

Total RNA (500ng~1ug) 5.0 

RNase free water 2.0 

Total volume 10.0 

 

（2）cDNA 合成 

取新的 PCR 管，按照表 2-3 加入各种试剂，此操作在冰上进行。之后将 PCR

管放入 PCR 仪中，完成以下程序：37℃加热 2 min，85℃加热 10 min，4℃保存 10 

min。 

表 2-3 cDNA 合成 

Reagent Amount (µL) 

Reaction solution from above 10.0 

Primer Script RT Enzyme Mix 1.0 

RT Primer Mix 1.0 

5×PrimerScript Buffer 2 4.0 

RNase free ddH2O 4.0 

Total volume 20.0 

 

(3) 实时荧光定量 PCR（qPCR） 

取新的 PCR 管，按照表 2-4 加入各种试剂，每个样品上三个孔，此操作在冰

上进行。在 Biorad qPCR CFX 96-111 仪器上进行荧光定量。程序如下：预变性，

95℃，60 s；PCR 反应，40 个循环，95℃，10 s，60℃，30 s；溶解曲线，95℃，
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15 s，60℃，20 s，95℃，15 s。将 Actin 的表达水平作为内参水平，目的基因的相

对变化用 2-△△
CT 的方法进行计算。 

表 2-4 实时荧光定量 PCR（qPCR） 

Reagent Amount (µL) 

2×ChamQ SYBR qPCR Master Mix 10.0 

qPCR forward primer(10µM) 0.4 

qPCR reverse primer(10µM) 0.4 

Template DNA or cDNA(500ng) 1.0 

ddH2O 8.2 

Total volume 20.0 

2.2.3 蛋白质免疫印迹（WB） 

（1）样品蛋白质提取 

（a）线虫卵收集：将秀丽隐杆线虫培养在大培养皿（直径 10 cm）中 6 盘，

直至板中有大量的成虫，并且线虫没有处于饥饿状态。用 M 9 将板上的成虫冲洗

下来，500 g 离心速度离心 1 min 收集线虫。加入现配的线虫裂解液 5 ml，涡旋振

荡 60 s，在显微镜下观察虫体，能看到虫体裂解，有大量的虫卵悬浮，2000 g 离心

速度离心 1 min，弃掉上清。将裂解后的虫卵移至新的 1.5 ml EP 管中，再用 1 ml M 

9 重新悬浮离心清洗，重复 3 次，弃掉上清收集虫卵。 

（b）样品蛋白质提取：将收集虫卵的 EP 管置于冰上，中加入 100μl RIPA 裂

解液，将 EP 管上系上棉线，放入液氮中速冻 30 s，在冰上溶解，重复操作 3~5 次。

置于冰上对样品进行超声处理。处理条件如下：超声功率为 50%，超声总时为 10 

min，超声频率为超声时间 3 s，超声间隔 5 s。超声完毕后，将样品放入 4℃离心

机，10000 g 离心速度离心 10 min，最终将上清移入新的 EP 管中。 

（2）蛋白质浓度测定（BCA 法） 

（a）BCA 蛋白标准曲线绘制：使用的蛋白质标准品牛血清白蛋白 BSA

（5mg/ml）绘制蛋白标准曲线。分别取蛋白质标准品 0、0.5、1、2、4、6、8、

1μl 加入到 96 孔板中，然后每个孔用 ddH2O 补齐到 10μl。现配 BCA 工作液，

每孔加入 100 μl BCA 工作混合液，轻轻晃动混匀，培养箱 37℃孵育 30 min。孵 

万方数据



哈尔滨工业大学工程硕士学位论文 

-20- 

育完毕后，用酶标仪检测 570 nm 的吸光值（OD 值）。最后根据配制的蛋白标准

液浓度和测定的对应标准蛋白溶液 OD 值，绘制标准曲线，并显示公式和 R2，R2 

≥0.995 时，认为标准曲线的绘制是可行的。 

（b）样品蛋白质浓度的测定：用 ddH2O 将待测量的蛋白样品溶液稀释 5 倍，

取 1μl 稀释后的待测蛋白样品加入到 96 孔板中，然后用 ddH2O 补齐到 10μl，加入

现配的 BCA 工作混合液 100μl，培养箱 37℃孵育 30 min。孵育结束后，与酶标仪

上测定样品蛋白 OD 值，然后将测得的蛋白样品 OD 值代入上述所得的蛋白标准曲

线计算稀释后的蛋白样品浓度，最终换算出蛋白样品的浓度。 

（3）SDS-PAGE 电泳分离蛋白质 

根据测定好的样品蛋白质浓度，吸取 30 μg 总蛋白，与 7.5μl 的 4ⅹSDS Loading 

buffer 混合，将混合样品置于加热器上，95℃加热变性 10 min。用提前配制好的

10%浓度的 SDS-PAGE 胶对样品蛋白质进行电泳分离（分离电压为 80 V，90 min）。

电泳分离结束后，取下两块胶，其中一块进行考马斯亮蓝染色实验，另一块进行

蛋白质免疫印迹实验。 

（4）考马斯亮蓝染色 

蛋白质电泳分离结束后，取下其中一块 SDS-PAGE 胶，自来水缓慢冲洗电泳

液，然后在通风橱中将胶放入考马斯亮蓝染色液中，室温摇床染色 15 min。染色

结束后，回收染色液，自来水缓慢冲洗蛋白胶用洗去染色液的浮色。然后加入自

来水，微波炉加热至刚刚沸腾，更换自来水，重复此操作两次。最后室温摇床脱

色 1~2 h，每 10 min 更换自来水，直到蛋白胶的背景色脱去，蛋白质条带清晰可见

为止，最后用于凝胶成像仪中显影成像。 

（5）蛋白质免疫印迹（Western Blot，WB） 

蛋白质电泳分离结束后，直接取下其中一块 SDS-PAGE 胶，放入装有转膜缓

冲液的盒子。通过电泳（250 mA，恒流 1.5 h）将胶上的蛋白质转移到 PVDF 膜上。

转膜结束后，用镊子取下 PVDF 膜，根据蛋白样品的分子量大小剪膜，然后用 TBST

洗膜两次。接着用现配的 5%脱脂牛奶封闭液室温封闭 1 h（或者 4℃封闭过夜），

封闭结束后用对应的一抗在 4℃摇床过夜孵育（或者室温摇床孵育 2 h）。次日，

回收一抗，TBST 摇床洗涤 PVDF 膜 5 次，每次 5 min。然后用二抗室温摇床孵育

1 h。接着回收二抗，TBST 摇床洗涤 PVDF 膜 5 次，每次 5 min。最后室温孵育化

学发光物 ECL 1 min 后，于凝胶成像仪中显影成像。 
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2.2.4 线粒体红色荧光染色 

（1）线粒体染色原理 

Mito Tracker Red CMX Ros 是一种细胞渗透型的 X-rsamine 衍生物，包含标记

线粒体的弱巯基反应性的氯甲基官能团。我们实验用的产品是一种氧化型红色荧

光染料，可以通过简单的细胞孵育，线粒体荧光染料即可通过被动运输，穿过细

胞膜并直接附着在活性线粒体上。 

（2）染色液的配制 

Mito Tracker Red CMX Ros 为粉末，用 DMSO 将其充分溶解至终浓度为 1 mM

的储存液，分装后放到-20℃避光保存。使用时，用 M9 将其稀释成终浓度为 100 nM

的工作液。 

（3）染色 

将 100μl Mito Tracker 工作液滴到新的培养中，挑取 10 条 Young adult 时期的

线虫放入液滴中，盖上培养皿盖子，将整个培养面置于盒子中避光培养，染色 2 h。

染色结束后，将线虫挑出，放入新配置的 NGM 板中，使其爬行蠕动清除粘在线虫

体表的 Mito Tracker，30 min 后，重复此操作。爬行蠕动 1 h 之后，用共聚焦荧光

显微镜拍图。 

2.2.5 CRISPR/Cas9 构建突变体线虫株 

利用CRISPR系统，将GFP-tag编码基因插入线虫sao-1基因启动子下游3’UTR

上游取代sao-1基因，获得了融合表达pSAO-1::GFP的转基因线虫。具体实验设计

及实验过程如下。 

（1）Cas9-sgRNA载体的获得：选取sao-1基因ATG上下游各50 bp的基因组序

列，利用网站http://crispr.mit.edu在线筛选该区段内可能的Cas9切割靶点（5’ 

N20-NGG 3’），根据返回的结果选取5’-GTTCTTGTGCATCGCGCCGT-GGG-3’作

为Cas9切割靶点，设计反向引物5’-CAAGACATCTCGCAATAGG-3’和正向引物

5’-GTTCTTGTGCATCGCGCCGTGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGT-，pDD162

为模板扩增载体全长序列，然后利用同源重组获得Peft-3::Cas9-PU6::sao-1sgRNA

质粒。 

（2）GFP–SEC同源重组载体的获得：选取sao-1基因ATG上游和终止密码子

下游各500-700 bp的基因组序列，利用Premier 5设计GFP tag端插入sao-1基因敲除

的5’和3’同源重组臂引物，以线虫基因组DNA为模板，扩增获得sao-1基因ATG上
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游和终止密码子下游5’和3’同源重组DNA片段。然后利用同源重组法将sao-1基因

ATG上游和终止密码子下游5’和3’同源重组DNA片段插入pDD282获得GFP–SEC

同源重组载体pDD282-N-Psao-1-GFP。 

（3）转基因线虫的获得：将获得的Peft-3::Cas9-PU6::sao-1sgRNA质粒，

GFP-SEC同源重组载体和荧光共注射标记载体混合（pDD282-Psao-1-GFP(10 

ng/µL），Peft-3::Cas9-PU6::sao-1sgRNA（50 ng/µL），pCFJ90（2.5 ng/µL），pCFJ140

（5 ng/µL），pGH8（10 ng/µL））并通过显微注射仪将其注射到野生线虫N2（年

轻成虫）的性腺有丝分裂和减数分裂转换区中，然后通过潮霉素筛选获得Roller表

型转基因插入的纯合子或杂合子线虫。最后通过热激（34℃，4h）去除筛选标记，

获得GFP-tag标记的荧光线虫sao-1P::GFP，此线虫株为sao-1序列全部缺失突变体。
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第 3 章 SAO-1 对线虫第一次细胞分裂的影响 

3.1 引言 

我们前期的实验结果表明，SAO-1 主要在线虫的性腺和胚胎中表达，并且在

受精卵的细胞质中分布广泛，如图 3-1 所示。因此我们想通过显微镜技术，完整观

测受精卵第一次细胞分裂过程，进而探究 SAO-1 在细胞分裂和细胞发育过程中的

作用。 

 

图 3-1 GFP::SAO-1 在秀丽隐杆线虫中的表达 

利用共聚焦显微镜拍摄 GFP::SAO-1 在秀丽隐杆线虫中的表达，SAO-1 主要在性腺和胚胎中表

达，图中白色标尺表示的长度为 100μm。下图为 SAO-1 在线虫 P0细胞时期的表达及细胞第一

次细胞分裂过程。“M”表示 maternal，“P”表示 paternal。 

3.2 实验结果与分析 

3.2.1 SAO-1 缺失导致假分裂沟变浅 

实验运用两种方法观测线虫第一次细胞分裂过程。sao-1 突变体（sao-1P::GFP）

为实验组研究对象，此突变体是利用 CRISPR 基因编辑技术，用 GFP 基因序列替

换 sao-1 基因全部序列，是 sao-1 基因全部缺失突变体。第一种方法是利用微分干

涉差显微镜（Differential Interference Contrast microscope，DIC），以 N2（野生型

线虫株）作为对照组，sao-1 突变体（sao-1P::GFP）为实验组进行延时拍照。第二
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种方法是利用转盘式共聚焦显微镜（Spinning Disk Confocal），以细胞膜上有红色

荧光标记的线虫（GFP::H2B;PH::mCherry）作为对照组，sao-1 突变体与对照组线

虫杂交得到的在细胞膜上有红色荧光标记线虫（sao-1P::GFP;PH::mCherry）作为实

验组进行延时拍照。挑取 Young adult 时期的线虫，用解剖针解剖出虫卵并制作成

玻片，拍摄受精卵从原核的形成到完成第一次细胞分裂全过程。 

实验结果表明，在线虫胚胎第一次细胞分裂过程中，SAO-1 缺失会导致假分

裂沟变浅，如图 3-2 a）所示。为了定量表征假分裂沟的深浅，我们计算了荧光细

胞膜假分裂沟侵入的百分比（假分裂沟侵入深度/受精卵宽度），数值越大，假分

裂沟侵入越深，假分裂沟越深，如图 3-2 b）所示。数据分析表明，对照组假分裂

沟侵入比例平均约 42%，sao-1 突变体平均约 32%，两者有显著性差异；并且在分

裂早期，sao-1 突变体的细胞膜褶皱比较多，且在假分裂沟处会出现一些泡状结构，

整个细胞膜没有对照组光滑，如图 3-2 c）所示。 

 

图 3-2 SAO-1 缺失导致假分裂沟变浅 

a）假分裂沟。第一行为微分干涉差显微镜(DIC)延时拍摄图，时间间隔 10 s。第二行为转盘式

共聚焦显微镜延时拍摄图，拍摄程序为:GFP 通道，激光输出功率 20%，曝光时间 500 ms，RFP

通道，激光输出功率 50%，曝光时间 800 ms，时间间隔 10 s。黑色箭头指示 sao-1 突变体中细

胞膜形成的褶皱和泡状结构。“M”表示 maternal，“P”表示 paternal。图片经过反显处理，白色

和黑色标尺长度为 10 μm。b）假分裂沟侵入比例计算公式。b 为受精卵宽度，b-a 为假分裂沟

侵入长度。c）假分裂沟侵入比例统计图。(对照组样本数 26，实验组样本数 24；** 表示与对

照组相比 p<0.01) 
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3.2.2 SAO-1 缺失导致分裂沟闭合点居中 

实验利用转盘式共聚焦显微镜（Spinning Disk Confocal），以细胞膜上有红色

荧光标记的线虫（GFP::H2B;PH::mCherry）作为对照组，组蛋白用绿色荧光进行

标记，这样便于我们通过细胞核和染色体的形态来判断细胞分裂所处的时期。以

sao-1 突变体与对照组线虫杂交得到的在细胞膜上有红色荧光标记线虫

（sao-1P::GFP;PH::mCherry）作为实验组进行延时拍照。 

实验结果表明，在线虫胚胎第一次细胞分裂过程中，我们发现实验组和对照

组分裂沟闭合点的位置有所差异，SAO-1 缺失会导致分裂沟闭合点居中，如图 3-3 

a）所示。通过 ImageJ 软件处理分析，得到分裂沟闭合的动态过程，发现对照组分

裂沟的是一侧先形成，且细胞膜的侵入速度较快；而 sao-1 突变体分裂沟的形成同

步进行，细胞膜的侵入速度相当，如图 3-3 b）所示，这就最后导致分裂沟闭合的

位点居中，即细胞膜在细胞的中央闭合。为了定量表征分裂沟闭合点的位置，我

们计算了分裂沟闭合点的相对位置（分裂沟闭合点侵入深度（长的一侧）/受精卵

宽度），数值越大（与 50%相比），表明分裂沟闭合点越远离中间点，如图 3-3 c）

所示。数据分析表明，对照组分裂沟闭合点平均值约为 62%，sao-1 突变体平均值

约为 52%，即 sao-1 突变体分裂沟从两边侵入，并且最后细胞膜的闭合点基本上在

细胞中间，两者有显著性差异，如图 3-3 d）所示。 

 

图 3-3. SAO-1 缺失导致分裂闭合点居中 
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a）分裂沟闭合点。利用转盘式共聚焦显微镜延时拍摄图，黑色箭头表示指示分裂沟闭合点，

蓝色和红色方框指示分裂沟位置，也是 b）图中 Montage 处理的位置。白色标尺长度为 10 μm。

b）分裂沟闭合动态过程。利用 ImageJ 软件 Montage 软件处理，每张图片间隔为 10 s。蓝色和

红色方框指示分裂沟闭合的一张。c）分裂沟闭合点相对位置计算公式。b 为受精卵宽度，a

分裂沟闭合时分裂沟侵入长度（长的一侧）。d）分裂沟闭合点相对位置统计图。(对照组样本

数 18，实验组样本数 19；*** 表示与对照组相比 p<0.001) 

3.2.3 SAO-1 缺失会减弱细胞核中心体复合体的旋转 

实验利用微分干涉差显微镜（DIC），以 N2（野生型线虫株）作为对照组，sao-1

突变体（sao-1P::GFP）为实验组进行延时拍照,每张时见间隔为 10 s。通过 ImageJ

软件 Montage 程序处理，分析从两个原核相遇（PN meeting）到细胞核破裂（nuclear 

envelope breakdown，NEBD）的动态过程，如图 3-4 所示。母本和父本的原核在胚

胎的后端相遇，此时中心体正好位于两个原核之间，中心体之间的连线与胚胎的

前后轴垂直。此时细胞核中心体复合体向胚胎中心移动，并旋转 90°，使中心体

之间的连线与胚胎的前后轴平行。 

实验发现对照组中，PN meeting 之后，卵细胞核会拉着精细胞核向细胞中间

运动，在这个过程中，细胞核中心体复合体会不断旋转，到细胞中间时，旋转约

为 90°，与细胞中轴线垂直，接着 NEBD，完成细胞的第一次分裂；在 sao-1 突变

体中，PN meeting 之后，向细胞中间移动的过程中，细胞核中心体复合体几乎没

有转动，到细胞中央时，中心体之间的连线与线虫胚胎长轴线平行，如图 3-4 所示。

为了统计细胞核中心体复合体的旋转情况，通过查阅文献，将旋转情况分为三类：

Normal（旋转强，即在 NEBD 之前，细胞核中心体复合体旋转，移动到细胞中央

时，中心体之间的连线与胚胎前后长轴垂直）；Middle（旋转较弱，即在 NEBD

之前，细胞核中心体复合体旋转延迟或者旋转较弱，移动到细胞中央时，中心体

之间的连线与胚胎之间的夹角较小）；Severe（不旋转，即在 NEBD 之前，细胞

核中心体复合体不旋转，到细胞中央时，核膜已经破裂）。统计结果如表 3-1 所示，

相比于对照组，sao-1 突变体中，细胞核中心体复合体的旋转减弱和不旋转情况所

占的比例都有所增加，表明 SAO-1 缺失会减弱细胞核中心体复合体的旋转。 
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图 3-4 SAO-1 缺失会减弱中心体的旋转 

利用 DIC 进行延时拍摄，时间间隔为 10 s，用 ImageJ 软件 Montage 程序处理，每 8 张取一张，

即图中两张图片时间间隔为 70 s。NEBD：nuclear envelope breakdown，黑色箭头指示细胞核，

白色箭头指示 NEBD，白色标尺表示 10μm。 

表 3-1 细胞核中心体复合体中心体旋转 

 Normal Middle Severe 

N2（n=21） 72% 14% 14% 

sao-1 P::GFP（n=22） 59% 23% 18% 

 

3.2.4 SAO-1 缺失会降低胚胎生产率，增加胚胎致死率 

根据以上实验结果，发现 SAO-1 缺失对线虫受精卵的第一次细胞分裂有较大

的影响，包括假分裂沟变浅、分裂沟闭合点居中、中心体旋转减弱等。因此我们

进一步探究了线虫胚胎的生产率，胚胎的存活率等，希望从整体的角度研究 sao-1

对胚胎发育的影响。 

实验以 N2 作为对照组，sao-1 突变体（sao-1P::GFP）作为实验组。提配置好

小型培养皿，在培养皿的中央接种 5~10μl 的 OP50 大肠杆菌菌液（尽可能的通过

食物控住线虫的活动范围，是产卵集中，便于计数）。挑取 L 4 时期的雌雄同体线

虫各三条，放入小型培养皿培养 24 h，转入新配的 NGM 板，然后每隔 8 h 将成虫

转入新配的 NGM 板，一共培养 3 d（线虫的产卵约为 3 d）。每次转完板之后，立

刻统计板上线虫卵的个数，计数为 N0，然后将这个培养皿培养培养 24 h（正常线

虫卵从排出体外到孵化大约 12 h）之后，立刻统计板上剩余线虫卵的个数计数为

N1。所用的 N0求和，即为这三条虫的产卵总数，求取平均值即得到每条虫的产卵

数；N1/N0即为胚胎的致死率。 

统计分析如图 3-5 所示，结果表明 N2 平均产卵数约为 220 个，胚胎致死率约

为 5%；sao-1 突变体平均产卵数约为 130 个，产卵率较低 50%，胚胎致死率约为
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24%，大约是野生型的 5 倍，存在显著性差异，表明 SAO-1 缺失会降低胚胎生产

率，增加胚胎致死率。 

 

图 3-5 SAO-1 缺失会降低胚胎生产率，增加胚胎致死率 

对照组和实验组各 3 组，每组 3 条线虫。***表示与对照组（N2）相比 p<0.001 

3.3 本章小结 

本章我们运用微分干涉差显微镜（DIC）和转盘式共聚焦显微镜两种实验方法，

通过对延时拍摄，观测和研究了秀丽隐干线虫受精卵第一次细胞分裂的全过程。

我们发现 SAO-1 缺失对细胞的第一次分裂明显的影响。主要表现为以下四个方面：

1）SAO-1 缺失导致假分裂沟变浅；2）SAO-1 缺失导致分裂沟闭合点居中；3）SAO-1

缺失会使细胞膜产生褶皱以及出现泡状结构；4）SAO-1 缺失会减弱细胞核中心体

复合体的旋转。基于这些影响，我们进一步研究了 SAO-1 缺失对胚胎整体发育的

影响，发现 SAO-1 缺失会导致产卵率降低 50%，且胚胎的致死率是野生型的 5 倍。 

综合上述实验结论，我们发现 sao-1 在秀丽隐杆线虫第一次细胞分裂过程中起

到了重要作用，并在线虫的胚胎发育过程中发挥了功能。 
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第 4 章 SAO-1 缺失对细胞皮层蛋白的影响 

4.1 引言 

通过前期实验，我们发现 SAO-1 缺失会影响第一次细胞分裂过程并影响了胚

胎的发育。其中最明显的表型为，SAO-1 缺失会导致假分裂沟变浅以及分裂沟闭

合位点居中，这两点都与卵裂沟的形成和内侵有关。细胞分裂过程中细胞形状的

变化是由富含肌动蛋白丝和非肌球蛋白 II（NMY-2）的收缩环驱动的。收缩环通

过肌动球蛋白收缩和肌动蛋白解聚而闭合，然而收缩环的闭合以及由此产生的沟

的侵入在后生动物的分裂平面内是非同心的（非对称的）。ANI-1（Anillin actin 

binding protein）是一种细胞骨架蛋白，能固定收缩环组件。在胞质分裂过程中，

它可以与多种参与卵裂沟形成的蛋白相互作用，在胚胎早期协调肌动蛋白的收缩

性。秀丽隐杆线虫早期胚胎卵裂沟的侵入是有两条不同的途径介导，这两条途径

可以通过他们依赖的中心纺锤体来区分。ANI-1 能促进线虫胚胎中星体依赖分裂沟

的形成，ANI-1 缺失时，微管定向 NMY-2（Non-muscle MYsion）极化异常；最终

导致分裂沟对称侵入。 

在第一次细胞分裂早期，NMY-2 和 ANI-1 广泛分布于细胞皮层。在细胞分裂

早期，即皮层收缩较弱时，一般在假分裂沟之前，NMY-2 和 ANI-1 均匀分布于整

个胚胎细胞皮层；随着细胞分裂中假分裂沟的形成，细胞皮层收缩，细胞皮层蛋

白定向移动并聚集到细胞一端，形成细胞极性。为了进一步探究 SAO-1 在细胞质

分裂过程中的作用，我们将 sao-1P::GFP（sao-1 突变体）分别与 NMY-2::mCheery

和 ANI-1::RFP 进行杂交筛选得到纯合子线虫株，运用光学显微镜技术，研究 SAO-1

缺失对细胞皮层 NMY-2 和 ANI-1 的影响。 

4.2 实验结果与分析 

4.2.1 SAO-1 缺失对 NMY-2 的影响 

实验利用转盘式共聚焦显微镜，以 nmy-2::mCheery 作为对照组，

nmy-2::mCheery；sao-1P::GFP 突变体作为实验组。通过拍摄细胞分裂早期过程，

一般为原核形成附近，假分裂沟之前的时期，研究细胞皮层 NMY-2 的动态变化。 

实验结果表明，在细胞分裂过程中，NMY-2 在细胞皮层是一个动态的过程， 
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会不断的形成与消失，并且会有自己的运动轨迹，直到假分裂沟时期之后，细胞

皮层的 NMY-2 消失殆尽，如图 4-1 a）所示。我们发现 SAO-1 缺失，NMY-2 亮斑

的存在更加的稳定，表现为从 NMY-2 亮斑在细胞皮层从出现到消失的时间更久，

即 NMY-2 亮斑存在的时间更长；并且发现 NMY-2 在细胞皮层有一定的运动轨迹，

在被降解消失的过程中，不断的朝向细胞前端运动，但 SAO-1 缺失时，NMY-2 亮

斑的位置很稳定，基本没有运动轨迹，如图 4-1 b）所示。 

基于上述表型，因此我们用 Imaris 软件分析了细胞皮层 NMY-2 亮斑运动速率

和持续的时间。运动速度如图 4-1 d）所示。结果表明，对照组约 60% NMY-2 运

动速度在 0-3μm/s，约 40%的 NMY-2 运动速度在 3-6 μm/s，还有超过 10%的 NMY-2

运动速度大于 4μm/s；而 SAO-1 缺失时，约 75%的 NMY-2 运动速度在 0-3 μm/s,

约 25%的 NMY-2 运动速度在 3-6 μm/s，还有大约 5%的 NMY-2 运动速度小于

1 μm/s，基本没有运动。综合结果表明，SAO-1 缺失导致细胞皮层 NMY-2 的运动

速度降低。持续时间如图 4-1 e）所示。结果表明，对照组 82%的 NMY-2 持续时

间在 20 s-50 s，并且约 45%的 NMY-2 持续时间小于 30 s；而 SAO-1 缺失时，约

70%的 NMY-2 持续时间在 20 s-50 s，且约 15%的 NMY-2 持续时间超过 80 s；综

合结果表明，SAO-1 缺失会导致细胞皮层 NMY-2 持续时间增长。 

最后我们的实验结果还表明，对照组 NMY-2 之间的网状结构多，之间的联系

更加紧密；SAO-1 缺失时，NMY-2 之间的网状结构减少，甚至没有，两者或两者

以上的联系不紧密，每个 NMY-2 很独立，如图 4-1 c）所示。 
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图 4-1 SAO-1 缺失对细胞皮层 NMY-2 的影响 

利用转盘式共聚焦显微镜 100X 进行拍摄，程序为 RFP 通道，激光输出功率 50%，曝光时间

800 ms。时间间隔为 5 s。a）NMY-2 在细胞皮层的动态过程。用 ImageJ 软件 Montage 程序处

理，每 3 张图片取一张，即图中两张图片时间间隔为 15 s，白色标尺表示长度为 10μm。a）一

个 NMY-2 亮斑在细胞皮层的动态过程。用 ImageJ 软件 Montage 程序处理，每两张图片时间
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间隔为 5 s，白色标尺表示长度为 5μm。c）NMY-2 之间的网状结构。红色箭头指示 NMY-2

之间的网状结构，白色标尺表示长度为 5μm。d-e）NMY-2 在细胞皮层的运动速度和持续时间

统计图。运用 Imaris 软件进行的分析，每组分析了 10 个以上样品上的 NMY-2 亮斑动态过程。 

4.2.2 SAO-1 缺失对 ANI-1 的影响 

实验利用转盘式共聚焦显微镜，以 ANI-1::RFP 作为对照组，ANI-1::RFP；

sao-1P::GFP 突变体作为实验组。通过拍摄细胞分裂早期过程，一般为原核形成附

近，假分裂沟之前的时期，研究细胞皮层 ANI-1 的动态变化。 

实验结果表明，在细胞分裂过程中，ANI-1 在细胞皮层是一个动态的过程，会

不断的形成与消失，并且会有自己的运动轨迹，直到假分裂沟时期之后，细胞皮

层的 ANI-1 消失殆尽，如图 4-2 a）所示。我们发现，SAO-1 缺失时，ANI-1 亮斑

的时间短，表现为从ANI-1 亮斑在细胞皮层从出现到消失的时间更短；并且发现ANI-1

在细胞皮层有一定的运动轨迹，在被降解消失的过程中，会不断的运动，但 SAO-1

缺失时，ANI-1 亮斑的位置很稳定，基本没有运动轨迹，如图 4-2 b）所示。 

基于上述表型，因此我们用 Imaris 软件分析了细胞皮层 ANI-1 亮斑运动速率

和持续的时间。运动速度如图 4-2 d）所示。结果表明，对照组约 30%的 ANI-1 运

动速度超过 4 μm/s，超过 20%的 ANI-1 运动速度小于 3 μm/s；而 SAO-1 缺失时，

约 25%的 ANI-1 运动速度超过 4 μm/s，并且大约 45%的 ANI-1 运动速度小于 3 

μm/s，甚至还有大约 10%的 ANI-1 运动速度小于 1μm/s，基本没有运动。综合结果

表明，SAO-1 缺失会导致细胞皮层 ANI-1 的运动速度降低。持续时间如图 4-2 e）

所示。结果表明，对照组约 40%的 ANI-1 持续时间大于 70 s，约 10% ANI-1 持续

时间超过 100 s；而 SAO-1 缺失时，只有 25%的 ANI-1 持续时间大于 70 s，并且没

有 ANI-1 持续时间超过 100 s；综合结果表明，SAO-1 缺失会导致细胞皮层 ANI-1

持续时间变短。 

最后我们的实验结果还表明，对照组 ANI-1 之间的网状结构多，之间的联系

更加紧密；SAO-1 缺失时，ANI-1 之间的网状结构减少，甚至没有，两者或两者

以上的联系不紧密，ANI-1 斑点比较独立，如图 4-2 c）所示。 

万方数据



哈尔滨工业大学工程硕士学位论文 

-33- 

 

图 4-2 SAO-1 缺失对细胞皮层 ANI-1 的影响 

利用转盘式共聚焦显微镜 100X 进行拍摄，程序为 RFP 通道，激光输出功率 30%，曝光时间

500 ms。时间间隔为 5 s。a）ANI-1 在细胞皮层的动态过程。用 ImageJ 软件 Montage 程序处
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理，每 3 张图片取一张，即图中两张图片时间间隔为 15 s，白色标尺表示长度为 10 μm。b）

一个 ANI-1 亮斑在细胞皮层的动态过程。用 ImageJ 软件 Montage 程序处理，每两张图片时间

间隔为 5 s，白色标尺表示长度为 5 μm。c）ANI-1 之间的网状结构。红色箭头指示细胞皮层

ANI-1 之间的网状结构，白色标尺表示长度为 5μm。d-e）ANI-1 在细胞皮层的运动速度和持

续时间统计图。运用 Imaris 软件进行的分析，每组分析了 10 个以上样品上的 ANI-1 亮斑动态

过程。 

4.3 本章小结 

在细胞分裂的早期，NMY-2 和 ANI-1 在细胞皮层是一个动态的过程，都是从

胚胎前端向后端运动。SAO-1缺失会导致NMY-2蛋白在细胞皮层的运动速度降低，

运动范围缩小，NMY-2 斑点存活的时间延长、NMY-2 之间的连接部分减少甚至没

有；SAO-1 缺失也会导致 ANI-1 的速度降低、ANI-1 之间的连接结构减少。 

结果表明，SAO-1 缺失对细胞皮层蛋白 NMY-2 和 ANI-1 的影响一致。细胞分

裂过程中细胞形状的变化是由富含肌动蛋白丝和非肌球蛋白 II（NMY-2）的收缩

环驱动的。在胞质分裂过程中，ANI-1 它可以与多种参与卵裂沟形成的蛋白相互作

用，在胚胎早期协调肌动蛋白的收缩性。我们猜测，SAO-1 缺失，使 NMY-2 和

ANI-1 等细胞皮层蛋白之间的连接减弱，使他们都相对独立，之前完整的网状结构

被破坏，从而导致他们的动态过程受到影响（包括速度和降解过程），使得整个

网状结构动力不足，从而使得细胞皮层的收缩能力受到影响。这也能很好的解释

SAO-1 缺失导致假分裂沟变浅、中心体的旋转减弱的现象，是由于细胞皮层收缩

动力不足导致。但 SAO-1 缺失为何会破坏细胞皮层的网状结构？这还有待进一步

的实验探索！ 
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第 5 章 动力蛋白缺失对线虫第一次细胞分裂的影响 

5.1 引言 

细包从一个分裂成两个子细胞的过程是所有生命活动的基础。细胞膜的侵入

是细胞分裂中的重要一环，也使得是两个子细胞在生理意义上的分离。细胞膜的

侵入主要有两中形态，一种是假分裂沟（Pseudocleavage），也叫前分裂沟，另一

种是后期分裂沟（Metaphase furrow）。研究表明，分裂沟的形成包括膜的运送和

延伸[56]；并且卵裂沟的内侵是由两条不同的途径介导的，这两条途径可以通过依

赖中心纺锤体来区分。细胞骨架和细胞核的连接对细胞核的移动和定位非常重要，

有文献报道，动力蛋白和其他相关蛋白在细胞核的迁移中其关键作用。细胞质中

的动力蛋白（Dynein），是微管负极的马达分子，参与许多细胞的动力学过程，

由两条重链（dynein heavy chain，DHC）和两条轻链（dynein light chain，DLC）

组成。 

上述实验中假分裂沟和分裂沟的异常以及细胞核的迁移都与细胞分裂过程中

胞骨架有着密切联系。我们猜想 SAO-1 是否参与了细胞分裂过程中细胞骨架的调

控？因此我们探究了动力蛋白DHC-1和DLC-1在细胞分裂过程中对卵裂沟和细胞

核旋转迁移的影响，进而与 SAO-1 进行对比，验证我们的实验猜想。 

5.2 实验结果与分析 

5.2.1 DHC-1 缺失导致假分裂沟变浅，减弱中心体的旋转 

实验运用微分干涉差显微镜（Differential Interference Contrast microscope，

DIC），以 N2（野生型线虫株）作为负对照组，sao-1 突变体（sao-1P::GFP）为正

对照组，dhc-1(ct42)为实验组进行延时拍照。dhc-1(ct42)是一个温度敏感型的杂合

子线虫，纯合致死。ct42 是显性温度敏感的母体效应致死因子，正常生长温度为

16℃，当温度升高时，一般培养温度为 25℃，DHC-1 产生突变。准备生长状态良

好的 L4 时期线虫，正常组 22℃培养 24 h，实验组 25℃培养 24 h，之后用解剖针

解剖出虫卵并制作成玻片，拍摄受精卵从原核的形成到完成第一次细胞分裂全过

程。 

运用 3.2 所述的方法统计假分裂沟的深浅，统计如图 5-1 a）所示。结果表明， 
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在线虫胚胎第一次细胞分裂过程中，DHC-1 缺失会导致假分裂沟变浅，产生了与

sao-1 突变体一致的表型，且有显著性差异。 

同时分析了中心体的旋转过程，发现 DHC-1 缺失时，中心体旋转较弱甚至不

旋转，并且其所占比例有所上升，如图 5-1 b）所示。数据统计方法如 3.2.3 所述，

统计结果如表 5-1。结果表明 DHC-1 缺失会减弱中心体旋转的表型与 sao-1 突变体

一致。并且发现 DHC-1 缺失会导致，会加速核膜破裂的过程。 

 

图 5-1 DHC-1 缺失导致假分裂沟变浅，减弱中心体的旋转 

a）DHC-1 缺失导致假分裂沟变浅。**表示与对照组相比 p<0.01。b）中心体旋转过程。利用

DIC 进行延时拍摄，时间间隔为 10 s，用 ImageJ 软件 Montage 程序处理，每 5 张取一张，即

图中两张图片时间间隔为 40 s。NEBD：nuclear envelope breakdown，黑色箭头指示细胞核，

白色箭头指示 NEBD，白色标尺表示 10μm。 
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表 5-1 细胞核中心体复合体旋转 

 Normal Middle Severe 

N2（n=28） 68% 13% 19% 

sao-1P::GFP（n=30） 63% 9% 27% 

dhc-1(ct42)（n=30） 59% 13% 28% 

5.2.2 DLC-1 缺失导致假分裂沟变浅和分裂沟闭合点居中 

实验利用转盘式共聚焦显微镜（Spinning Disk Confocal），以细胞膜上有红色

荧光标记的线虫（GFP::H2B;PH::mCherry）作为实验对象。以 L4440(RNAi)作为对

照组，dlc-1(RNAi)为实验组。挑 L4 时期的线虫，置于新配置的 RNAi 板上，干扰

12 h（dlc-1(RNAi)效率较高，干扰时间过长会导致线虫受精卵不能正常分裂，为了

观测完整的细胞分裂过程，因此减少了干扰时间），然后用解剖针解剖出虫卵并

制作成玻片，拍摄受精卵从原核的形成到完成第一次细胞分裂全过程。 

运用 3.2.1 和 3.3 所述的方法分析和统计实验数据。数据分析表明，L4440(RNAi)

组假分裂沟侵入比例平均约 50%，dlc-1(RNAi)组平均约 32%，两者有显著性差异，

即DLC-1缺失导致假分裂沟变浅，如图 5-2 a）。另外一组数据分析表明，L4440(RNAi)

组分裂沟闭合点平均值约为 62%，dlc-1(RNAi)组平均值约为 56%，即 DLC-1 缺失

导致分裂沟闭合点更加居中，两者有显著性差异，如图 5-2 b）所示。这两个表型

与 sao-1 突变体一致。 

 

图 5-2. DLC-1 缺失导致假分裂沟变浅和分裂沟闭合点居中 

万方数据
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a）假分裂沟。对照组样本数 15，实验组样本数 14；**表示与对照组相比 p<0.01。“M”表示

maternal，“P”表示 paternal。b）分裂沟闭合点位置。对照组样本数 13，实验组样本数 13，* 表

示与对照组相比 p<0.05。Ctrl RNAi，L4440 空白质粒干扰，黑色箭头指示分裂沟闭合点，绿色

标尺代表长度为 10 μm。 

5.2.3 DLC-1 缺失减弱中心体的旋转 

实验利用线虫（GFP::H2B;PH::mCherry）作为实验对象。以 L4440(RNAi)作为

对照组，dlc-1(RNAi)为实验组。利用转盘式共聚焦显微镜进行延时拍摄。数据结果

显示，DLC-1 缺失会减弱中心体的旋转，如图 5-3 所示。表型与 sao-1 突变体和

DHC-1 缺失一致。并且发现 DHC-1 缺失，会加速核膜破裂的过程。我们分析统计

了细胞核中心体复合体旋转的数据，统计方法如 3.3.3 所示。结果显示，对照组正

常旋转的比例为 53%，NEBD 之前不旋转占比只有 7%；dlc-1(RNAi)之后，正常旋

转的比例降低至 23%，而 NEBD 之前不旋转的概率高到 69%，表明 DLC-1 缺失会

减弱，甚至阻止细胞核中心体复合体的旋转。同时我们还发现 DLC-1 缺失会使细

胞核的移动迁徙受到影响，细胞核没有移动到胚胎中央就进入了 NEBD 过程。 

 

图 5-3 DLC-1 缺失减弱中心体的旋转 

中心体旋转过程。利用转盘式共聚焦显微镜进行延时拍摄，时间间隔为 10 s，用 ImageJ 软件

Montage 程序处理，每 2 张图片取一张，即图中两张图片时间间隔为 20 s，NEBD，nuclear 

envelope breakdown，黑色箭头指示细胞核，白色箭头指示 NEBD，绿色标尺表示长度为 10 μm。 

表 5-2 DLC-1 缺失对细胞核中心体复合体旋转的影响 

 Normal Middle Severe 

L4440 (RNAi)（n=15） 53% 40% 7% 

dlc-1 (RNAi)（n=13） 23% 8% 69% 
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5.3 本章小结 

本章我们运用微分干涉差显微镜（DIC）和转盘式共聚焦显微镜两种实验方法，

通过对延时拍摄，研究了 DHC-1、DLC-1 缺失对秀丽隐干线虫受精卵第一次细胞

分裂的全过程的影响。研究结果结果表明，DHC-1 突变会导致假分裂沟变浅和中

心体旋转减弱；DLC-1 缺失也是导致假分裂沟变浅、分裂沟对称闭合、中心体旋

转减弱。这些表象与 sao-1 突变体的表型一致。 

DHC-1 与 DLC-1 是细胞质动力蛋白的组成部分，动力蛋白是微管负极的马达

分子，将微管与细胞膜皮层紧密连接，参与细胞骨架的形成，为细胞分裂提供机

械动力。我们的实验结果表明，DHC-1、DLC-1 缺失表型与 SAO-1 缺失表型一致，

因此我们猜想，SAO-1 可能参与细胞骨架的调控，进而影响胞质分裂，产生上述

突变体表型。 
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第 6 章 动力蛋白的缺失对细胞皮层的影响 

6.1 引言 

上述实验发现细胞质动力蛋白缺失对细胞分裂过程有影响，产生与 SAO-1 缺

失相似的表型，包括假分裂沟变浅、分裂沟闭合点居中、中心体旋转减弱等。因

此我们想进一步探究 DHC-1、DLC-1 的缺失是否也对细胞皮层蛋白 NMY-2、ANI-1

和 Actin 有影响？本论文使用 Lifeactin::RFP 线虫株为实验对象，Lifeactin 可以标

记在 Actin 上面，指示细胞皮层 Actin 蛋白。以及是否会产生和 SAO-1 缺失一致的

表型？ 

6.2 实验结果与分析 

6.2.1 DHC-1 缺失对 NMY-2 的影响 

实验利用转盘式共聚焦显微镜，以 nmy-2::mCheery 作为实验对象，L4440

（RNAi）作为对照组，dhc-1(RNAi)处理 24 h 作为实验组。通过拍照，拍摄细胞分

裂早期过程，聚焦细胞皮层的 NMY-2，研究 DHC-1 缺失对 NMY-2 在细胞皮层动

态过程的影响。 

在细胞分裂过程中，NMY-2 斑点在细胞皮层是一个动态的过程，会不断的形

成与消失，并且会有自己的运动轨迹，直到假分裂沟时期之后，细胞皮层的 NMY-2

消失殆尽。通过 ImageJ 软件，我们分析了每个受精卵中 NMY-2 在细胞皮层的存

活时间，即每个 NMY-2 斑点从出现到消失的时间。结果表明，SAO-1 缺失，NMY-2

在细胞皮层的存活时间约为 70s，与对照最相比具有显著性差异；dhc-1(RNAi)之后，

NMY-2 斑点在细胞皮层的存活时间与对照组相比，没有明显变化，如图 6-1 a）所

示。同时我们的实验结果还表明，与对照组相比，NMY-2 的结构与分布没有明显

变化，如图 6-1 b）所示。 

万方数据



哈尔滨工业大学工程硕士学位论文 

-41- 

 

图 6-1 DHC-1 缺失对细胞皮层 NMY-2 的影响 

利用转盘式共聚焦显微镜进行拍摄，程序为 RFP 通道，激光输出功率 80%，曝光时间 800 ms。

时间间隔为 10 s。a）每个 NMY-2 在细胞皮层的存在的时间。即 NMY-2 白点从开始出现到消

失的总时间。每组数据分析了 8 个受精卵上 NMY-2 斑点的存活时间。白色标尺表示长度为 10 

μm，***表示与对照组相比 p<0.001。b）NMY-2 之间的网状结构。白色标尺表示长度为 5μm。 
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6.2.2 DLC-1 缺失对 NMY-2 的影响 

由于 nmy-2::mCherry 的红色荧光比较弱，如实验 6.6.1 所示。因此我们选取

nmy-2::GFP; mCherry::His 为实验对象，L4440（RNAi）作为对照组，sao-1(RNAi)

从线虫卵开始；dlc-1(RNAi)处理 24 h 作为实验组。通过拍照，拍摄受精卵第一次

细胞分裂早期过程，聚焦细胞皮层 NMY-2 荧光蛋白，研究 SAO-1 缺失、DLC-1

缺失对 NMY-2 在细胞皮层动态过程的影响。 

NMY-2 斑点在细胞皮层是一个动态的过程，并且具有极性，在细胞质的分裂

过程中，从线虫胚胎的前端移动到后端。因此我们选取细胞中央区域（图 6-2 a）

中的黄色方框区域），运用 ImageJ软件中的Montage程序分析了黄色区域中NMY-2

的动态过程。分析结果如图 6-2 b）所示，黄色虚线指示 NMY-2 在细胞皮层的运

动轨迹。结果表明，随着时间的延伸，对照组中，会不断重新出现新的 NMY-2，

并且会不断向胚胎后端运动；sao-1(RNAi)实验组中，出现新的 NMY-2 频率变小，

并且运动轨迹几乎为垂直直线，表明 NMY-2 位置几乎没有变化，即没有向胚胎后

端运动；dlc-1(RNAi)与 sao-1(RNAi)结果相似，也几乎没有新的 NMY-2 产生且没有

向胚胎后端运动。同时图 6-2 b）中显示，与对照组相比，实验组 dlc-1(RNAi)与

sao-1(RNAi)中，NMY-2 的运动轨迹偏长，表明多数 NMY-2 蛋白在细胞皮层存活

的时间较长，这与上述实验 4.2.1 中 sao-1 突变体的实验结果一致。并且图 6-2 c）

表明，对照组 NMY-2 之间的网状结构多，之间的联系更加紧密，dlc-1(RNAi)与

sao-1(RNAi)之后，NMY-2 之间的网状结构减少，甚至没有，两者或两者以上的联

系不紧密，每个 NMY-2 相对比较独立。 
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图 6-2 SAO-1、DLC-1 缺失对细胞皮层 NMY-2 的影响 

利用转盘式共聚焦显微镜进行拍摄，程序为 GFP 通道，激光输出功率 20%，曝光时间 800 ms。

时间间隔为 10 s。a）NMY-2::GFP 在细胞皮层的动态过程。每 10 张图片取一张，即图中两张

图片的时间间隔为 100s。黄色方框为图 b）中用于分析的区域。b）用 ImageJ 软件 Montage 程
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序处理，两张图片时间间隔为 10 s，黄色虚线表示 NMY-2 的运动轨迹，白色标尺表示长度为

5μm。c）NMY-2 之间的网状结构。上排为整个受精卵细胞皮层上的网状结构；下排为局部放

大结构，红色箭头指示 NMY-2 之间的连接结构，构成网状结构，白色标尺表示长度为 5μm。 

6.2.3 DLC-1 缺失对 ANI-1 的影响 

实验以 ANI-1::GFP 为实验对象，L4440（RNAi）作为对照组，sao-1(RNAi)从

线虫卵开始；dlc-1(RNAi)处理 24 h 作为实验组。通过拍照，拍摄受精卵第一次细

胞分裂早期过程，聚焦细胞皮层 ANI-1 荧光蛋白，研究 SAO-1 缺失、DLC-1 缺失

对 ANI-1 在细胞皮层动态过程的影响。 

如图 6-3 a）所示，在线虫受精卵的第一次细胞分裂早期，假分裂沟形成之前，

ANI-1 分布在整个细胞皮层，随着细胞分裂过程的推进，ANI-1 不断形成与降解，

并从胚胎的前端向后端运动。图 6-3 b）表明，对照组中 ANI-1 在细胞皮层分布均

匀，并且 ANI-1 蛋白分子之间有很多丝状结构，联系紧密，进而形成了网状结构；

sao-1(RNAi)与 dlc-1(RNAi)实验组中，ANI-1 分布不均，会出现大面积的空缺，ANI-1

蛋白之间丝状的连接减少，甚至没有，没有形成良好的网状结构，ANI-1 蛋白之间

比较独立。 

 

图 6-3 SAO-1、DLC-1 缺失对细胞皮层 ANI-1 的影响 

万方数据



哈尔滨工业大学工程硕士学位论文 

-45- 

利用转盘式共聚焦显微镜进行拍摄，程序为 GFP 通道，激光输出功率 20%，曝光时间 800 ms。

时间间隔为 1 s。a）ANI-1::GFP 在细胞皮层的动态过程。每 20 张图片取一张，即图中两张图

片的时间间隔为 20s，白色标尺表示长度为 10μm。b）ANI-1 之间的网状结构。上排为整个受

精卵细胞皮层上的网状结构；下排为局部放大结构，红色箭头指示 ANI-1 之间的连接结构，

构成网状结构，白色标尺表示长度为 5μm。 

6.2.4 DLC-1 缺失对 Actin 的影响 

实验利用转盘式共聚焦显微镜，以 Lifeactin::mCherry 作为实验对象（Lifeactin

可以标记在 Actin 上面，可以用来指示细胞皮层 Actin 蛋白），L4440(RNAi)作为对

照组，sao-1(RNAi)从线虫卵开始；dlc-1(RNAi)处理 24 h 作为实验组。通过拍照，

拍摄细胞分裂早期过程，聚焦细胞皮层 Lifeactin，研究 SAO-1 缺失、DLC-1 缺失

对 Lifeactin 在细胞皮层动态过程的影响。 

在细胞分裂过程中，Lifeactin 蛋白在细胞皮层是一个动态的过程，有约 5~10

个节点，并且 Lifeactin 蛋白节点之间有丝状结构连接，形成网状结构；在细胞分

裂过程中，Lifeactin 蛋白也是一个动态变化的过程，会不断的形成与消失，直到细

胞分裂后期，Lifeactin 网状结构消失，形成点状的结构。通过 ImageJ 软件，我们

分析了受精卵中 Lifeactin 在细胞皮层的动态过程，结果表明，对照组中 Lifeactin

具有清晰的节点，并且节点之间许多丝状结构相连，构成比较完整的网状结构；

sao-1(RNAi)实验组中，Lifeactin 节点数量没有明显变化，但节点之间的丝状结构明

显减少，并且比较结构迷糊不完整，节点相对独立，网状结构不紧密；dlc-1(RNAi)

实验组中，Lifeactin 节点数减少，且节点之间的丝状结构明显减少，并且比较结构

迷糊不完整，网状结构不紧密，如图 6-4 所示。 
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图 6-4 SAO-1、DLC-1 缺失对细胞皮层 Lifeactin 的影响 

利用转盘式共聚焦显微镜进行拍摄，程序为 RFP 通道，激光输出功率 30%，曝光时间 800 ms。

时间间隔为 10 s。a）Lifeactin 在细胞皮层的动态过程。用 ImageJ 软件 Montage 程序处理，每

17 张图片取一张，即图中两张图片时间间隔为 170 s，白色标尺表示长度为 10μm。c）Lifeactin

之间的网状结构。上排为整个受精卵细胞皮层上的网状结构；下排为局部放大结构，红色箭

头指示 Lifeactin 之间的连接结构，构成网状结构，白色标尺表示长度为 5μm。 

6.3 本章小结 

DHC-1 缺失对细胞皮层 NMY-2 的动态过程没有明显影响，并且也没有破坏

NMY-2 的网状结构。DLC-1 缺失使 NMY-2 在细胞皮层的存留时间延长，并且破

会了 MNY-2 的网状结构使其更加独立；也使 ANI-1 和 Lifeactin 蛋白之间的连接减

弱，同样也破坏了其完整的网状结构。这也很好的解释了 DLC-1 缺失会导致假分

裂沟减弱和中心体旋转减弱的表型。至此，我们发现了 SAO-1 与 DLC-1 在细胞分

裂过程中十分类似功能。他们都能影响细胞皮层蛋白 NMY-2、ANI-1、Lifeactin

的网状结构；还能影响细胞分裂过程中卵裂沟的内侵和中心体的旋转。 
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第 7 章 SAO-1 影响 DLC-1 在细胞质的表达 

7.1 引言 

上述实验结果表明 DHC-1、DLC-1 缺失表型与 SAO-1 缺失一致，会影响胞质

分裂以及细胞皮层蛋白的网状结构。为了进一步研究 SAO-1 在细胞分裂过程中的

功能，我们通过 WormBase 网站预测与 SAO-1 可能存在相互作用的蛋白，预测结

果如图 7-1 所示，显示 SAO-1 与 DLC-1 可能存在相互作用关系。 

 

图 7-1 SAO-1 互作蛋白预测图 

实验室构建 SAO-1 不同截短突变体，如图 7-2 a）所示。通过 Pull down 实验

发现，SAO-1 缺失 GYF、A、B 结构域均不影响 SAO-1 与 DLC-1 的相互作用。而

同时缺失 ABC 三个结构域后，SAO-1 与 DLC-1 的相互作用消失，如图 b）所示。

表明 C 结构域可能是 SAO-1 与 DLC-1 相互作用的关键结构域。通过表达仅有 C

结构域及仅缺失 C 结构域的 SAO-1，再次验证 C 结构域是 SAO-1 与 DLC-1 相互

作用的关键，如图 c）所示。这些实验数据由张丹丹博士师姐提供。 

因此我们想通过探究 DHC-1、DLC-1 缺失对 SAO-1 在胞质分裂的影响以及

SAO-1 缺失对 DHC-1、DLC-1 的影响，研究 SAO-1 与动力蛋白（Dynein）的关系，

进而探究 SAO-1 在细胞分裂过程的作用。 
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图 7-2 SAO-1 C 端结构域是 SAO-1 与 DLC-1 相互作用所必须的。 

实验数据由张丹丹博士师姐提供。a）SAO-1 突变体示意图。b）体外 Pull down 实验验证 SAO-1 

C 端可能参与 SAO-1 与 DLC-1 相互作用。c）体外 Pull down 实验验证 SAO-1 C 端是 SAO-1

与 DLC-1 相互作用所必须的。 

 

万方数据



哈尔滨工业大学工程硕士学位论文 

-49- 

7.2 实验结果与分析 

7.2.1 dhc-1(RNAi)和 dlc-1(RNAi)对 SAO-1 在细胞质中的影响 

实验研究对象为 GFP::SAO-1 线虫株，利用转盘式共聚焦显微镜（Spinning Disk 

Confocal）拍摄受精卵第一次分裂过程。以 L4440(RNAi)作为对照组，dhc-1(RNAi)

和 dlc-1(RNAi)为实验组，挑取L4时期的线虫开始干扰，干扰时间分别为 dhc-1(RNAi) 

24 h，dlc-1(RNAi) 12 h 。 

实验数据显示，GFP::SAO-1 主要表达在细胞质中，细胞核中几乎没有表达。

因此我们 ImageJ 软件分析了干扰试验之后，GFP::SAO-1 在细胞质中的荧光强度。

试验结果表明 dhc-1(RNAi)不影响 SAO-1 在细胞质中的荧光强度，如图 7-3 a）所

示；dlc-1(RNAi)之后，SAO-1 在细胞质中的荧光强度有所降低，但降低的程度不

大，如图 7-3 b）所示。 

 

图 7-3 dhc-1(RNAi)、dlc-1(RNAi)对 SAO-1 的影响 

利用转盘式共聚焦显微镜，拍摄程序为：GFP 通道，激光输出功率 30%，曝光时间 800 ms，

时间间隔 10 s。L4440(RNAi)表示空白质粒干扰，为试验对照组。白色标尺表示长度为 10 μm。

a）dhc-1(RNAi)试验。对照组样本数 8，实验组样本数 8。b）dlc-1(RNAi)试验。对照组样本数

11，实验组样本数 8，*表示与对照组相比 p<0.05。 
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7.2.2 SAO-1 缺失不影响 DHC-1 在纺锤体的荧光强度 

实验首先以 mCherry::dhc-1 线虫为研究对象，利用转盘式共聚焦显微镜 拍摄

受精卵第一次分裂过程，如图 7-4 a）所示。发现在线虫受精卵第一次分裂过程中，

DHC-1 主要在分裂中期表达，形成发纺锤体结构，并且 Anaphase onset 时期纺锤

体的结构最清晰，此时染色体排列在赤道板上，染色体分离即将分离。因此在后

续研究 sao-1 对 dhc-1 的影响时，分析了 sao-1 缺失对 DHC-1 在纺锤体荧光强度的

影响。试验以 GFP::SAO-1;mCherry::dhc-1 作为对照组，以 sao-1P::GFP ；

mCherry::dhc-1（sao-1 突变体）作为实验组，用转盘式共聚焦显微镜拍摄受精卵第

一次分裂过程。实验结果表，与对照组相比，SAO-1 缺失不影响 DHC-1 在纺锤体

的荧光强度，如图 7-4 b）所示。 

 

图 7-4 SAO-1 缺失不影响 DHC-1 在纺锤体的荧光强度 

利用转盘式共聚焦显微镜，拍摄程序为:RFP 通道激光，输出功率 50%，曝光时间 800 ms，单

层，时间间隔 10 s。a）mCherry::dhc-1 动态过程。用 ImageJ 软件 Montage 程序处理，每 4 张

图片取一张，即图中两张图片时间间隔为 30 s，白色箭头指示 Anaphase onset 时期。b）SAO-1

缺失对 DHC-1 在纺锤体的荧光强度统计图。对照组样本数 15，实验组样本数 10。红色标尺表

示长度为 10 μm。 
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7.2.3 SAO-1 缺失降低 DLC-1 在细胞质中的表达 

实验以运用了两种方法发研 sao-1 缺失对 dlc-1 的影响。一种实验方法是以

dlc-1::GFP 为实验对象，以 L4440(RNAi)作为对照组，sao-1(RNAi)作为实验组。由

于 sao-1(RNAi)效率较低，因此干扰试验是从虫卵开始的。具体操作为，将生长状

态良好的 dlc-1::GFP 成虫裂解在新配的 RNAi 板上，每隔 24 h 将线虫挑出转入新

的 RNAi 板上，生长到 Young adult 时期则可以用来拍图实验。另一种实验方法是

直接以 dlc-1::GFP 为对照组，以 SAO-1△C;dlc-1::GFP 突变体线虫株作为实验组进

行拍图实验。此 sao-1 突变体是利用 CRISPR 基因编辑技术，将 SAO-1 蛋白的 C

结构域敲除，是 sao-1 部分缺失突变体。实验结果表明，sao-1(RNAi)与 sao-1 突变

都会导致 dlc-1::GFP 在细胞质中荧光强度显著降低，与对照组相比，有显著性差

异，如图 7-5 a-b）所示。 

发现 sao-1 缺失会降低 dlc-1::GFP 在 1 细胞时期细胞质的表达之后，同时又用

dlc-1::GFP 和 SAO-1△C;dlc-1::GFP 研究对象，研究了 sao-1 缺失对其他细胞时期

的影响。分别包括卵细胞、1 细胞、2 细胞、4 细胞和多细胞时期，实验结果同样

表明，sao-1 缺失会降低 dlc-1::GFP 在其他时期细胞质的表达，并且有显著性差异，

如图 7-5 c）所示。 

最后以 dlc-1::GFP 和 SAO-1△C;dlc-1::GFP 研究对象，收集线虫卵，进行了蛋

白质免疫印迹实验，实验方法如 2.2.3 所述。实验结果表明，SAO-1 缺失会降低

DLC-1 蛋白质在线虫卵中的表达，如图 7-5 d）所示。 
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图 7-5 SAO-1 缺失降低 DLC-1 的表达 

利用转盘式共聚焦显微镜，拍摄程序为:GFP 通道，激光输出功率 50%，曝光时间 800 ms，单

层，时间间隔 10 s。SAO-1△C 表示 SAO-1 蛋白的结构域 C 基因序列缺失，是 sao-1 部分缺失

突变体。a）sao-1(RNAi)实验结果。b）sao-1 突变体实验结果。c）SAO-1 缺失对 dlc-1::GFP
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不同时期细胞的影响。黑色和白色箭头指示卵细胞位置。d）SAO-1 缺失对线虫卵中 dlc-1::GFP

蛋白质免疫印迹结果。***表示与对照组相比 p<0.001，白色标尺表示长度为 10μm。 

7.2.4 SAO-1 缺失对 dlc-1 转录水平的影响 

上述 7.2.3 实验结果表明，sao-1 缺失会降低 dlc-1 的表达水平。蛋白表达量的

较少一方面可能与蛋白质的转录水平降低有关。因此我们猜想 sao-1 缺失可能阻碍

了 dlc-1 的转录，从而导致 DLC-1 蛋白质的表达减少。 

实验以 N2 为对照组，SAO-1△C; dlc-1::GFP 和 sao-1P::GFP 为两个实验组，通

过实时荧光定量 PCR（qPCR）实验检测 dlc-1 mRNA 的水平，来研究 sao-1 缺失

对 dlc-1 转录水平的影响。本实验分别检测了 L1、L4 和 Young adult 三个时期 dlc-1 

mRNA 的表达水平，具体实验操作和流程如 2.2.2 所述。实验结果表明，L1 和 L4

时期的线虫，与 N2 相比，SAO-1△C 和 sao-1P::GFP 体内 dlc-1 mRNA 的表达水平

没有差异；Young adult 时期的线虫，与 N2 相比，SAO-1△C 突变线虫体内 dlc-1 

mRNA 的表达水平降低，相对表达量为 0.538 倍，sao-1P::GFP 体内的表达水平没

有差异。实验结果如图 7-6 a）所示。 

同时我们以 dlc-1::GFP 和 SAO-1△C; dlc-1::GFP 为实验对象，利用转盘式共聚

焦显微镜进行拍图。发现 dlc-1::GFP 除了在线虫卵里面表达，还会在线虫肌细胞

里面大量表达。实验结果表明，SAO-1 缺失对 dlc-1::GFP 在肌细胞里面的表达没

有影响，如图 7-6 b）所示。 

 

图 7-6 SAO-1 缺失对 dlc-1 的转录水平的影响 
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a）L1、L4 和 Young adult 三个时期 qPCR 实验结果。b）线虫肌细胞中 dlc-1::GFP 的表达。线

虫时期为 Young adult，绿色为 dlc-1::GFP，绿色标尺表示的长度为 20μm。 

7.2.5 sel-10、rpt-4、atg-13 干扰不能补救 sao-1 缺失对 dlc-1 的影响 

实验以 dlc-1::GFP 和 SAO-1△C; dlc-1::GFP 为研究对象，分别进行 rpt-4、sel-10

和 atg-13 干扰试验。rpt-4 是人类 PSMC6（蛋白酶体 26S 亚基，ATPase 6）的直系

同源物；sel-10 表现出蛋白质均二聚活性和蛋白激酶结合活性；atg-13 是人类

ATG13 的直系同源物（与自噬相关）。他们都表现出蛋白质结合活性，参与蛋白

质分解代谢过程和蛋白质稳定性。 

结果表明，rpt-4(RNAi)会导致 dlc-1::GFP 荧光强度升高，但 rpt-4(RNAi)不能补

救 sao-1 缺失导致的 DLC-1 表达量的降低；sel-10(RNAi)和 atg-13(RNAi)都不影响

dlc-1::GFP 的荧光强度，并且也不能补救 sao-1 缺失导致的 dlc-1 表达量的减少，

实验结果如图 7-7 a）所示。 

同时，我们单独以 dlc-1::GFP 为研究对象，用双干扰的方法进行了上述研究，

具体操作方法如 2.2.1 所述。实验结果如图 7-7 b）所示，与 sao-1(RNAi)对照组相

比，sao-1、sel-10(RNAi)和 sao-1、rpt-4(RNAi)都不能补救 sao-1 缺失导致的 dlc-1

表达水平的降低。 
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图 7-7 sao-1 缺失情况下 sel-10、rpt-4、atg-13 干扰对 dlc-1 表达的影响 

a）sao-1 突变情况下，rpt-4、sel-10、atg-13 干扰结果。每组数据的样品个数均大于 10，***

表示与对照组相比 p<0.001。b）sao-1 双干扰情况下，rpt-4、sel-10 干扰结果。每组数据的样

品个数均大于 10，***表示与对照组相比 p<0.001，白色标尺表示的长度为 10μm。 
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7.3 本章小结 

本章我们探究了 DHC-1、DLC-1 对 SAO-1 在胞质分裂的影响以及 SAO-1 对

DHC-1、DLC-1 的影响。 

实验结果表明，1）DHC-1 缺失不会影响 SAO-1 在细胞质中的荧光强度，DLC-1

缺失会降低 SAO-1 在细胞质中的荧光强度，但降低的程度不显著。2）反之，SAO-1

缺失也不影响 DHC-1 在纺锤体中的荧光强度，但 SAO-1 缺失降低 DLC-1 在细胞

质中的表达，效果十分显著。3）qPCR 实验结果表明，SAO-1 缺失并没有降低 dlc-1

的转录水平，即 SAO-1 缺失并非影响了 dlc-1 的转录进而调控 DLC-1 的表达。4）

通过各种蛋白质稳定和代谢途径的干扰，我们的结果表明，atg-13 可以阻碍细胞质

中 DLC-1 的降解，使 DLC-1 积累，从而使我们通过荧光共聚焦显微镜检测到的

dlc-1::GFP 信号增加。但这并没挽救 SAO-1 缺失导致的 DLC-1 表达水平的降低。 

通过图 7-5 所示，我们发现 SAO-1 缺失之后，DLC-1 在细胞质里面的表达急

剧减少，几乎是从有到无，因此我们深入探究了原因。qPCR 实验结果显示，L1、

L4 时期，SAO-1 缺失不影响 dlc-1 的转录，我们可以推断 SAO-1 缺失导致 DLC-1

表达降低并非通过影响了 dlc-1 的转录。我们进一步从 DLC-1 在细胞质中的稳定与

代谢进行探究，并发现阻断 DLC-1 蛋白代谢途径（atg-13(RNAi)）之后，DLC-1

的代谢受到阻碍；但 sao-1 突变组的实验数据显示，阻断 DLC-1 的代谢，并不能

挽救 SAO-1 缺失导致的 DLC-1 表达水平的急剧减少。我们推断，可能是 SAO-1

缺失对 DLC-1 的表达水平影响太大（几乎从有到无），从而导致无法挽救这种影

响或者影响效果甚微。因此为了探究 SAO-1 缺失对 DLC-1 表达水平的影响，需要

设计更优的实验来进行研究。
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第 8 章 SAO-1 亚细胞定位与内质网有关 

8.1 引言 

我们前期的实验结果表明，SAO-1 在细胞质中分布广泛，但并非完全的均质

分布，存在一些颗粒结果，如图 8-1 a）所示。为了进一步探究 SAO-1 在细胞分裂

过程中对细胞骨架的影响，以及 SAO-1 与 DLC-1 的关系，因此我们猜想，SAO-1

时候在细胞之中有一些亚细胞结构？或者是否与一些亚细胞器相关进而影响胞质

分裂？我们想通过 GFP::SAO-1 为研究对象，探究了 SAO-1 的亚细胞定位。 

8.2 实验结果与分析 

8.2.1 SAO-1 的亚细胞定位 

为了研究 SAO-1 在第一次细胞分裂过程中的功能，我们以 GFP::SAO-1 为研

究对象，通过利用转盘式共聚焦显微镜 100X 进行拍摄，发现 SAO-1 在细胞质中

的分布并不是绝对的均匀，其中存在一些颗粒状的结构，如图 8-1 a）所示。因此

我们猜测 SAO-1 在细胞质中可能有一些亚细胞结构，或者与一些亚细胞器定位有

关，进而执行其在细胞分裂过程的功能。实验以 GFP::SAO-1 为研究对象，通过

drp-1、lgg-1、atg-7、rei-1、lpin-1(RNAi)干扰，干扰时间都为 24 h，分别破坏线粒

体、高尔基体、溶酶体、内质网等亚细胞器，通过转盘式共聚焦显微镜 100X 进行

拍摄，分析 GFP::SAO-1 在细胞质中的形态和分布等特征。 

实验结果如图 8-1 b）所示。结果显示，drp-1、lgg-1、atg-7、rei-1(RNAi)对

GFP::SAO-1 在细胞质中的形态和分布没有影响；lpin-1(RNAi)之后，GFP::SAO-1

在细胞质中会出现聚集亮斑，并且有些地方会出现空白片区，结果表明会导致

SAO-1 分布不均的现象。 
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图 8-1 SAO-1 亚细胞定位 

SAO-1 颗粒结构。利用转盘式共聚焦显微镜 100X 进行拍摄，程序为 GFP 通道，激光输出功

率 10%，曝光时间 800 ms。白色标尺的长度为 10μm，黑色标尺的长度为 2μm。b）drp-1、lgg-1、

atg-7、rei-1、lpin-1(RNAi)结果。黑色箭头指示 GFP::SAO-1 的异常分布，包括空缺、聚集。

白色标尺表示的长度为 10μm。 

8.2.2 SAO-1 与线粒体不是共定位 

为了探究 SAO-1 在细胞质的亚细胞定位是否与线粒体有关，我们还进行了线

粒体染色实验。本实验同时进行了 N2 的线粒体染色实验，以检测线粒体活体染色

剂（Mito Tracker Red）是否有效，以及检测共聚焦显微镜的 GFP/RFP 通道是否正

常。实验以 GFP::SAO-1 线虫株作为研究对象，M9 处理做为对照组，Mito Tracker 

Red 处理作为实验组，具体实验原理与步骤见 2.2.4 所述。 

如图 8-2 a）所示，N2 的实验结果过证明 Mito Tracker Red 是有效且共聚焦显

微镜正常。GFP::SAO-1 的染色结如图中后两排所示。 
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图 8-2 GFP::SAO-1 线虫 Mito Tracker Red 染色实验 

a）利用转盘式共聚焦显微镜 100X 进行拍摄，程序为：GFP 通道，激光输出功率 20%，RFP

通道，激光输出功率 50%，曝光时间 800 ms。红色标尺的长度为 10μm，b）荧光共定位分析

的 PPC 数值统计图（样本数为 10）和散点图。 

我们通过 ImageJ 软件中的 Colocalization 程序进行了 GFP::SAO-1 和 Mito 

Tracker Red 的荧光共定位分析，并通过计算皮尔森相关系数（ Pearson’s 

Colocalization coefficient，PPC），定量描述共定位的相关系数。PPC 取值在-1 到

1 之间，1 表示完美关系（有蛋白 A 的地方一定有蛋白 B）；-1 则表示完全排除（有
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蛋白 A 的地方一定没有蛋白 B）；0 则表示随机相关（蛋白 A 和蛋白 B 随机分布，

没有关联）。10 个样品的计算结果显示，PPC 平均值为 0.031，接近 0，表明 SAO-1

和线粒体是随机分布，没有关联。并且散点图如图 8-2 b）所示，散点图越接近对

角线表明共定位程度越高，我们的散点图偏离对角线，并且末端出现分叉，也表

明了 SAO-1 和线粒体不是共定位关系，随机分布。 

8.2.3 lpin-1(RNAi)对 SAO-1 在细胞质的分布的影响 

实验 8.2.1 表明 lpin-1(RNAi)会使 GFP::SAO-1 在细胞质中分布不均，包括聚集

和空缺等现象。但上述 lpin-1(RNAi)较高，对细胞的影响太大，导致不能完成细胞

的第一次分裂过程。为了使细胞能够完成分裂过程，我们通过 L4440 菌液稀释的

方法，L4440 与 lpin-1 菌液比例分别为 1:1、1:2、1:4（操作方法如 2.2.1 所述），

最终证明 L4440 与 lpin-1 菌液比例为 1:2 时，lpin-1(RNAi)效率良好且细胞能够完

成第一次分裂。为了检测 lpin-1(RNAi)的效率，我们选择 SP-12::GFP 线虫株作为实

验对象，进行 lpin-1(RNAi)效率实验。最后通过摸索好的实验条件，以线虫株

GFP::SAO-1 为实验对象，进行 lpin-1(RNAi)实验。 

实验结果表明，与对照组相比，lpin-1(RNAi)会使 SP-12::GFP 在细胞质内聚集，

形成大的大的斑块，改变了内质网的形态。同时，我们也发现，与对照组相比，

lpin-1(RNAi)会使 SAO-1 在细胞质内的分布不均匀，会出现大片区的空白结构。通

过两组实验对比，发现 lpin-1(RNAi)情况下，SP-12::GFP 聚集形成的内质网大斑块，

与 SAO-1 出现大片空白区域形态类似，如图 8-2 所示。 

 

图 8-3 lpin-1(RNAi)对 SAO-1 在细胞质的分布的影响 
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图中上面一行检测了 lpin(RNAi)效果，结果表明干扰有效，红色箭头指示细胞质中 SP-12::GFP

形成的内质网斑块。黑色箭头指示 GFP::SAO-1 分布不均引起的空白区域，两者形态相近。白

色标尺的长度为 10μm。 

8.2.4 GFP::SAO-1 与 SP-12::mCherry 荧光共定位 

上述实验表明 lpin-1(RNAi)之后，SP-12::GFP 在细胞质内聚集，内质网的形态

发生变化，此时 SAO-1 在细胞质的分布不均。因此我们想进一步探究 SAO-1 在细

胞质的亚细胞定位是否与内质网有关。我们将 GFP::SAO-1 线虫株与

SP-12::mCherry 线虫株进行杂交，筛选得到表达 GFP::SAO-1; SP-12::mCherry 的纯

合子，然后利用荧光共聚焦显微镜拍摄受精卵第一次细胞分裂的过程，最后用

ImageJ 进行数据分析。 

实验结果表明，Merge 图片显示 SAO-1 与 SP-12 的荧光有一部分是重合形成

黄色，如图 8-4 a）所示。通过 ImageJ软件中的Colocalization程序进行了GFP::SAO-1

和 SP-12::mCherry 的荧光共定位分析，计算皮尔森相关系数（ Pearson’s 

Colocalization coefficient，PPC），统计结果为 PPC 平均值为 0.823，接近 1，表明

出现 SAO-1 的地方会出现 SP-12，SAO-1 与内质网为荧光共定位关系。同时散点

图显示接近对角线，也表明了 SAO-1 与 SP-12 共定位效果较好。 

 

图 8-4 GFP::SAO-1 与 SP-12::mCherry 荧光共定位实验 
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a）利用转盘式共聚焦显微镜 100X 进行拍摄，程序为：GFP 通道，激光输出功率 10%，RFP

通道，激光输出功率 50%，曝光时间 800 ms。白色标尺的长度为 10μm。b）荧光共定位分析

的 PPC 数值统计图（样本数为 9）和散点图。 

8.2.5 SAO-1、DLC-1 缺失对内质网的影响 

实验方案以 SP-12::GFP 为研究对象，利用转盘式共聚焦显微镜拍摄整个细胞

的分裂过程，探究 sao-1(RNAi)和 dlc-1(RNAi)对内质网的形态和动态过程的影响。 

实验结果表明，与对照组相比，sao-1(RNAi)会使 SP-12::GFP 在细胞质内聚集，

形成小斑点，严重时形成大的斑块。并且发现这种现象主要发生在细胞分裂再起，

多数在分裂后期之前，包括假分裂沟时期，PN meeting 时期等，分裂后期、末期

两者差异不明显，因为对照组在分裂后期 SP-12::GFP 也聚集会形成斑点甚至斑块，

如图 8-5 a）所示。基于这个实验结果，我们分别进行了 sao-1(RNAi)和 dlc-1(RNAi)

实验，主要关注了 PM meeting 时期 SP-12::GFP 的形态变化。实验结果表明，

dlc-1(RNAi)也会导致 SP-12::GFP 在细胞质内聚集，形成小斑点，产生与 sao-1(RNAi)

一致的效果，如图 8-5 b）所示。因为内质网在细胞皮层也会有表达，因此我们同

时也探究了 sao-1(RNAi)和 dlc-1(RNAi)对细胞皮层内质网的形态和动态过程的影

响。实验结果表明，内质网具有细胞极性，主要集中分布在细胞前端，sao-1、dlc-1

的缺失也会导致细胞皮层 SP-12::GFP 聚集，形成斑点，与中间层表型一致，如图

8-5 c）所示。 
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图 8-5 SAO-1、DLC-1 对内质网形态的影响 

利用转盘式共聚焦显微镜 100X 进行拍摄，程序为 GFP 通道，激光输出功率 20%，曝光时间

800 ms。a）sao-1(RNAi)对不同时期 SP-12::GFP 的影响。b）sao-1(RNAi)和 dlc-1(RNAi)对 PN 

metting 时期 SP-12::GFP 的影响。c）sao-1(RNAi)和 dlc-1(RNAi)对 PN metting 时期细胞皮层

SP-12::GFP 的影响。图中红色箭头指示 SP-12::GFP 聚集会形成的斑点或斑块，白色标尺所指

的长度为 10μm。 
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8.3 本章小结 

本章我们通过线粒体染色实验和一系列的 RNAi 实验，得出 SAO-1 的亚细胞

定位与线粒体、高尔基、溶酶体等无关，并得出 SAO-1 的亚细胞定位可能与内质

网有关。随后通过荧光共定位实验，证实了 GFP::SAO-1 与内质网蛋白

SP-12::mCherry 是荧光共定位关系。 

进一步实验发现内质网结构破坏之后，会使 SAO-1 在细胞质中分布不均，严

重时出现大量聚集；SAO-1 缺失和 DLC-1 缺失对内质网的影响一致，会导致细胞

分裂早期 SP-12 聚集形成较大斑块，同时也会是细胞皮层的 SP-12 聚集。 
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结  论 

SAO-1 是一种包含 GYF 结构域的新蛋白，GYF 结构域是一种进化保守的蛋白

相互作用结构域。由于目前对高等真核生物中 GYF 结构域蛋白的功能分析较少，

本论文作者在突变表型和蛋白相互作用水平上对秀丽隐杆线虫 sao-1 基因的研究，

为探讨特定的 GYF 结构域蛋白在多细胞动物中的作用提供了一个背景，并已经扩

展了对 SAO-1 功能的理解。 

（1）秀丽隐杆线虫受精卵是研究细胞分裂的理想模型，第一次细胞分裂过程

中，我们发现，SAO-1 缺失会导致假分裂沟变浅，分裂沟闭合点居中、中心体旋

转减弱一系列表型，影响第一次细胞质的分裂进程，进而影响了胚胎的发育存活

率。卵裂沟的形成和内侵与中心纺锤体相关。我们的实验结果表明也表明，SAO-1

缺失会导致细胞皮层蛋白 NMY-2、ANI-1 之间的连接减弱甚至没有，破坏网状结

构。这些实验结果在一定程度上表明，SAO-1 缺失使细胞皮层 NMY-2、ANI-1 的

网状结构受到破坏，使皮层的收缩动力减弱，中心体旋转减弱，最终假分裂沟变

浅和分裂沟的闭合位点异常。那么 SAO-1 是如何影响 NMY-2、ANI-1 的连接结构？

我们还发现 SAO-1 缺失时，新 NMY-2 蛋白的出现减少，那么这种影响是否与蛋

白质的生成有关？这些问题都是研究 SAO-1 如何调节细胞皮层骨架的关键问题，

也是本论文需要进一步深入研究的地方。 

（2）研究结果结果表明，DHC-1 突变会导致假分裂沟变浅和中心体旋转减弱；

DHC-1缺失对细胞皮层NMY-2的动态过程没有明显影响，并且也没有破坏NMY-2

的网状结构。DHC-1 缺失不会影响 SAO-1 在细胞质中的荧光强度，反之，SAO-1

缺失也不影响 DHC-1 在纺锤体中的荧光强度。我们实验室的其他成员研究发现

SAO-1 与 DLC-1 存在相互作用关系，因此我们进行了一系列 DLC-1 敲低实验，探

究 DLC-1 敲低是否产生与 SAO-1 缺失一致的表型。我们的实验结果证明了，在第

一次细胞分裂过程中，DLC-1 敲低表型与 SAO-1 缺失表型一致。同样是 DLC-1 的

缺失可以破坏 NMY-2、ANI-1、Aactin 之间的网状结构，细胞皮层的收缩力减弱，

从而中心体旋转减弱，中间纺锤体定位异常，卵裂沟的入侵受到影响，最终出现

假分裂沟变浅和分裂沟闭合点异常的相似表型。那么 SAO-1 和 DLC-1 同时缺失对

细胞分裂的影响如何？我们的实验结果表明 SAO-1 和 DLC-1 在细胞皮层并没有形
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成清晰可见的结构（数据未展示），那么 SAO-1 和 DLC-1 是如何影响皮层蛋白的

结构？这些科学问题也是我在后续工作中需要探讨和研究的。 

（3）发现 SAO-1 和 DLC-1 是相互作用关系之后，我们进一步探究了他们之

间是否相互影响。实验结果表明，DLC-1 缺失对 SAO-1 在细胞质中的表达没有影

响，但 SAO-1 缺失不影响细胞核中的 DLC-1 的表达量（因为 SAO-1 主要在细胞

质中表达），但急剧降低 DLC-1 在细胞质中的表达，这一点非常有趣。qPCR 的

实验结果表明，SAO-1 缺失没有影响 DLC-1 的转录水平。但值得注意的，由于实

验操作原因，我们检测的时期为 L1、L4、Young adult 时期的线虫，不是直接检测

虫卵中 DLC-1 的转录水平，所以需要更多充分的实验数据支持这一结论。那么

SAO-1 缺失是否加速了 DLC-1 蛋白质的降解，从而导致 DLC-1 细胞质表达量急剧

降低？我们进行了一系列 RNAi 实验，阻断蛋白质的降解途径，实验结果也没有出

现能够补救 SAO-1 缺失导致的细胞质 DLC-1 急剧减少的现象。原因有两种，一种

是 RNAi 的选择需要摸索，甚至可能需要同时多项干扰；一种是 SAO-1 缺失对

DLC-1 影响足够大，这一些列的蛋白降解阻碍不足以补救这个影响。后续的研究

工作则需要摸索 RNAi 条件，降低 SAO-1(RNAi)的效果和提高蛋白降解阻碍效果，

弄清这一关键科学问题对探究 SAO-1 如何调控细胞分裂过程中细胞骨架的作用十

分重要。 

（4）在探究 SAO-1 在细胞分裂过程中的作用，以及 SAO-1 如何调节 DLC-1

表达的许多问题中，弄清 SAO-1 的亚细胞定位显得至关重要。通过线粒体染色实

验和一系列的 RNAi 筛查实验，实验结果表明，GFP::SAO-1 与内质网结构蛋白

SP-12::mCherry 荧光共定位，即 SAO-1 的亚细胞定位与内质网有关。同时由于

SAO-1 在细胞质中的表达十分广泛，因此 SAO-1 的亚细胞定位可能还与其他的细

胞结构有关，需要我们更深的探求。我们随后探究了 SAO-1 与内质网的关系，实

验结果表明，内质网形态结构被破坏之后，SAO-1 在细胞质分布不均；SAO-1 缺

失时，细胞分裂早期胞质中 SP-12 聚集成斑块，细胞皮层也会出现同样表型，并

且我们发现 DLC-1 缺失表型一致。那么内质网破坏之后，DLC-1 在细胞质的表达

量是否会有所变化？内质网的破坏是否能补救 SAO-1 缺失导致的 DLC-1 胞质表达

量降低？是否 SAO-1 与 DLC-1 相互作用与内质网，影响内质网形态，影响了细胞

皮层蛋白的生成，导致细胞皮层蛋白网状结构破坏，皮层收缩力减弱，导致中心

体旋转减弱、假分裂沟变浅、分裂沟闭合位点异常等一系列表型？该推论还需要

后续大量的实验进行验证。 
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哈尔滨工业大学与南方科技大学联合培养研究生学位论

文原创性声明和使用权限 

学位论文原创性声明 

 
本人郑重声明：此处所提交的学位论文《SAO-1 在第一次细胞分裂中调节细

胞骨架的基础研究》，是本人在导师指导下，在学校攻读学位期间独立进行研究

工作所取得的成果，且学位论文中除已标注引用文献的部分外不包含他人完成或

已发表的研究成果。对本学位论文的研究工作做出重要贡献的个人和集体，均已

在文中以明确方式注明。 

 

 
 

 

学位论文使用权限 

 

 

学位论文是研究生在学校攻读学位期间完成的成果，知识产权归属南方科技

大学。学位论文的使用权限如下： 

（1）学校可以采用影印、缩印或其他复制手段保存研究生上交的学位论文，

并向国家图书馆报送学位论文；（2）学校可以将学位论文部分或全部内容编入有

关数据库进行检索和提供相应阅览服务；（3）研究生毕业后发表与此学位论文研

究成果相关的学术论文和其他成果时，应征得导师同意，且第一署名单位为南方

科技大学。 

保密论文在保密期内遵守有关保密规定，解密后适用于此使用权限规定。 

本人知悉学位论文的使用权限，并将遵守有关规定。 
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