
  

不同营养条件下酿酒酵母中线粒体相关的
内质网膜的蛋白质组鉴定

孙　岩，王恬静，万翠红
（华中师范大学，湖北 武汉　430079）

摘要：线粒体相关的内质网膜（mitochondria-associated endoplasmic reticulum, MAM）是细胞的重要组成部分，在

细胞生理活动中起着关键的调控作用，但目前还缺少对酵母中该组分蛋白质的系统性分析。本研究对不同营养

条件下酵母中 MAM蛋白进行了全面的蛋白质组学鉴定，最终得到 1 486个 MAM组分蛋白。差异蛋白分析发

现，在饥饿条件下，共有 176个差异蛋白，其中上调蛋白 39个，下调蛋白 137个；在过营养条件下，共有 158个差

异蛋白，其中上调蛋白 155个，下调蛋白 3个。功能富集分析结果表明，这些蛋白主要参与糖的生物合成、脂肪

酸代谢、类固醇生物合成代谢、内质网的蛋白质加工、氨基酸的生物合成等过程。相互作用网络分析发现了固醇

合成和蛋白质加工的具体通路，以及关键的 MAM组分蛋白，如 MCD4和 CNE1等。本研究不仅鉴定到新的

MAM组分蛋白，还为进一步探索其生物学功能提供了重要的数据支持和理论依据。
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Abstract: The  mitochondrial-associated  endoplasmic  reticulum  membrane  (MAM)  is  an  essential
component of eukaryotic cells. It is involved in many critical cellular functions, such as bioenergetics,
mitophagy,  apoptosis,  and calcium signaling,  regulating  cellular  physiological  activities.  The  MAM
proteins  of  mammalian  cells  have  been  extensively  studied.  However,  as  an  important  model
organism  of  eukaryotic  single  cell,  only  a  few  MAM  proteins  were  found  in  yeast,  named
endoplasmic reticulum and mitochondria encounter structures (ERMES). There is currently a lack of
systematic analysis of MAM protein in yeast. Here, the MAM proteins in Saccharomyces cerevisiae
that  grow  under  different  nutritional  conditions  were  comprehensively  identified  by  using  Percoll
gradient differential centrifugation and label-free quantification mass spectrometry technique. Finally,
1 486 MAM component proteins are obtained,  including well-known MAM proteins and more new
components.  The  functional  enrichment  analysis  of  these  proteins  showed  that  they  are  mainly
enriched  in  protein  synthesis  and  transport,  glucose  metabolism,  and  lipid  metabolism.  They  are
located primarily in the endoplasmic reticulum, mitochondria, Golgi apparatus, and other organelles.
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Their  molecular  functions  are  mainly  related  to  transferase,  oxidoreductase  activity,  proton-
transporting  ATPase  activity,  and  protein  and  lipid  binding.  KEGG  metabolic  pathway  analysis
indicated  that  these  proteins  participate  in  sugar  biosynthesis,  fatty  acid  metabolism,  steroid
biosynthesis, endoplasmic reticulum protein processing, amino acid biosynthesis, and other processes.
Under different nutritional conditions, the proteins related to mitochondrial division and fusion were
identified,  such  as  CAF4,  FIS1,  DNM1,  FZO1  and  UGO1.  Except  for  regulatory  effects  on  the
structure of  mitochondrial,  the MAM proteins also have other  functions,  such as vesicular  transport
(SSO2, GOS1, VAM6), ion transport (RSN1, YVC1, ATP18), sterol synthesis (ERG1, ERG2, ERG3)
and autophagy (ATG39, ATG15, ATG22). Through differential expression analysis, 176 differentially
expressed proteins (DEPs) are found under starvation conditions, including 39 up-regulated and 137
down-regulated  proteins;  158  DEPs  are  found  under  overnutrition  conditions,  including  155  up-
regulated  and  3  down-regulated  proteins.  By  analyzing  the  protein-protein  interaction  network  of
DEPs,  it  was  found that  they are  mainly  involved in  the  biosynthesis  of  sugars,  proton-transporting
ATPase  activity,  GPI-anchored  protein  biosynthesis,  steroid  biosynthesis,  protein  processing  in  the
endoplasmic  reticulum,  and  mitochondrial  redox  reactions.  The  pathways  and  critical  proteins
involved in sterol synthesis and protein processing were determined, such as MCD4 and CNE1. This
research  provides  significant  data  resources  for  further  exploring  the  biological  functions  of  MAM
proteins and helps to understand their roles during the process of cellular stress.
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线粒体和内质网是真核细胞中 2个重要的

细胞器。1959年，Copeland和 Dalton[1]首次通过

电子显微镜发现内质网和线粒体这 2个细胞

器密切接触。随后，科学家们利用不同的实验方

法证实了内质网和线粒体之间存在相互交流和

通讯 [2-4]。1990年，Vance等 [5]通过分离得到这种

内质网与线粒体相互偶联的膜组分，并命名为

线粒体相关的内质网膜（mitochondria-associated
endoplasmic reticulum, MAM）。线粒体外膜的5%～

20%与内质网相互关联 [6]，且膜上的 MAM蛋白

质会参与脂质合成与转运、钙离子稳态、线粒体

形态调控、内质网应激、细胞自噬以及细胞凋亡

等重要的生物学功能[7-10]。

目前，在哺乳动物细胞中，很多 MAM区域

的蛋白组分已经被鉴定和广泛研究 [11-13]。如，定

位于内质网膜上的 1,4,5-三磷酸肌醇受体 IP3R
可与线粒体外膜上的阴离子通道蛋白 VDAC1
发生相互作用，通过葡萄糖调节蛋白 Grp75介导

钙离子从内质网到线粒体的转运 [14-15]；线粒体融

合蛋白（mitofusins，MFNs）可作为桥接蛋白连接

2个细胞器，调控线粒体的融合过程 [16]。而在单

细胞真核模式生物酵母中，该类蛋白质则很少被

报道。长期以来，在酵母的内质网与线粒体之间

只发现了内质网-线粒体接触复合物（endoplasmic

reticulum  and  mitochondria  encounter  structures,
ERMES）[17]，该复合物包括Mmm1、Mdm34、Mdm12
和 Mdm10四个核心组分，介导磷脂组分在线粒

体与内质网之间的转运，且只在真菌中高度保

守，不存在于哺乳动物细胞中 [18-20]。随后，研究

发现了 ERMES的调控蛋白 Gem1，在酿酒酵母

中敲除 Gem1会导致线粒体形态的改变以及线

粒体 DNA的丢失 [21]。近期又发现了 ERMES的

调控蛋白 Emr1，即只有 7 ku的线粒体外膜蛋白，

在裂殖酵母中，Emr1基因的敲除会导致线粒体

形态异常以及 ERMES聚集点数目的显著减少[22]。

研究表明[23]，酵母中仍存在新的未知MAM蛋白。

近年来，蛋白质组学技术被应用于 MAM蛋

白的大规模鉴定。Ma等 [24]利用 Percoll梯度离

心和蛋白质组学技术，在糖尿病模型小鼠大脑组

织的 MAM样品中鉴定了 1 239种可定量蛋白，

其中有 144种蛋白在糖尿病中显著改变。有报

道 [25]使用邻近标记与质谱技术结合的方法研究

MAM，发现了一种含有 pdz结构域的线粒体蛋

白 SYNJ2BP，该蛋白能够与核糖体结合蛋白

RRBP1相互作用，且其过表达会显著增加线粒

体与粗面内质网的接触。Kwak等[26]利用特殊的

邻近标记方法 Contact-ID对 MAM定位的蛋白质

进行生物素化，再通过质谱鉴定生物素化位点，

第 6 期 孙　岩等：不同营养条件下酿酒酵母中线粒体相关的内质网膜的蛋白质组鉴定 833



最终鉴定了 115个具有不同功能的 MAM蛋白，

其中包含新的MAM蛋白 FKBP8。
目前，还未见利用蛋白质组学技术系统鉴定

酵母细胞中 MAM蛋白的报道。为了挖掘酵母

细胞中潜在的 MAM蛋白，本研究拟利用蛋白质

组学技术对不同营养条件下培养的酿酒酵母细

胞的 MAM蛋白进行分析，希望为发现酵母中新

的 MAM蛋白以及后续的功能研究提供有力的

数据支持和理论基础。 

1    实验部分 

1.1    主要仪器与装置

Exactive™ Plus Orbitrap高分辨液相色谱-质
谱联用仪、细胞均质器：美国 Thermo Fisher公司

产品；高速冷冻离心机：德国 Eppendorf公司产

品；离心浓缩干燥仪：美国 Labconco公司产品；

超高速制备离心机：美国贝克曼公司产品；多功

能酶标仪：美国 BioTek公司产品。 

1.2    主要材料与试剂

BCA定量试剂盒：天根生化科技（北京）有限

公司产品；蛋白酶抑制剂：瑞士 Roche公司产

品；Percoll、二硫苏糖醇（dithiothreitol, DTT）、碘

乙 酰 胺 （iodacetamide,  IAM）、 乙 二 醇 双 （2-氨
基乙基醚）四乙酸（ethylenebis (oxyethylenenitrilo)
tetraacetic  acid,  EGTA）、 4-羟乙基哌嗪乙磺酸

（2-[4-(2-hydroxyethyl)piperazin-1-yl]ethanesulfonic
acid, HEPES）：美国 Sigma公司产品；胰蛋白酶：

美国 Promega公司产品；酵母粉、细菌学蛋白胨：

美国 OXOID公司产品；山梨醇：德国 BioFroxx
公司产品 ；酵母细胞溶壁酶 （Zymolyase-20T）：
日本 Nacalai  Tesque公司产品；葡萄糖 （glucose,
Gluc）、蔗糖、甘露醇、碳酸氢铵、氯化钠、磷酸

氢二钠、磷酸二氢钠等：中国国药产品；甲醇、乙

腈、甲酸水溶液等试剂：美国Thermo Fisher公司产品。

酵母菌株酿酒酵母 W303-1A（MATα leu2-3、
112 ura3-1、 trp1-1、his3-1、15 ade2-1）：武汉淼灵

生物科技有限公司产品。 

1.3    实验条件 

1.3.1    色谱条件　使用自制的 C18色谱柱（15 cm×
75  μm×3  μm,  100  Å）进行样品分离 ；采用流速

0.3  μL/min进行酶解肽段分离 ；流动相 ：A为

0.1%甲酸 -水溶液，B为 0.1%甲酸 -乙腈溶液；梯

度 洗 脱 程 序 ： 0～8  min（3%～5%B）， 8～68  min
（5%～25%B）， 68～73  min（25%B）， 73～100  min

（25%～40%B）， 100～109  min（40%～100%B），
109～114 min（100%B），114～118 min（100%～3%
B），118～120 min（3%B）。 

1.3.2    质谱条件　采用依赖性数据采集模式，质

量扫描范围 m/z 350～2 000；一级质谱分辨率为

70 000，一级自动增益控制（automatic gain control，
AGC）为 3×106；选取前 20的离子进行二级质谱

检测，分离窗口 m/z 1.8，动态排除时间 50 s，二级

质谱分辨率 17 500，AGC为 5×104。 

1.3.3    搜库条件　使用 Proteome Discoverer V2.1
软件对质谱 RAW文件进行分析，所使用的 Fasta
文件包含从UniProt下载的酵母蛋白组序列，具体检

索参数设置如下 ：酶切方式为胰蛋白酶酶切

（trypsin），允许最多 2个漏切位点，可变修饰为

蛋氨酸氧化和蛋白质 N端乙酰化，固定修饰为

半胱氨酸酰胺化，最大母离子质量偏差设置为

1×10−5，最大碎裂片段质量偏差设置为 0.02 u，肽
段和蛋白水平错误发现率 （false  discovery  rate,
FDR）设置为 1%。 

1.4    实验方法 

1.4.1    去除细胞壁　培养不同葡萄糖浓度（0.2%、

2%、 8%）的酵母菌至 OD600 在 0.4～0.5范围内 ，

以 5 000 r/min离心 5 min，收集细胞，用 10 mmol/L
DTT还原缓冲液 （2  mL/g）重悬细胞 ， 30 ℃ 孵

育 30 min，然后以 5 000 r/min离心 5 min，室温

收集细胞 ；再用 Zymolyase缓冲液 （7  mL/g）重
悬细胞 ，并加入 Zymolyase-20T（每 g细胞加入

5  mg  Zymolyase-20T）， 30 ℃ 孵育 30  min后 ，以

5 000 r/min离心 5 min，室温收集细胞，用磷酸缓

冲盐溶液（phosphate buffer saline，PBS）洗涤 2次，

再以 5 000 r/min离心 5 min，收集酵母细胞。 

1.4.2    MAM提取　将上述酵母细胞重悬在蔗糖

均质液 （0.25 mol/L蔗糖，10 mmol/L HEPES，pH
7.4），用细胞均质器均质 40～45次，在 4 ℃ 下以

2  000  r/min离心 5  min，收集上清液 ，重复 4～
7次；合并上清液，在 4 ℃ 下以 10 500 r/min离心

10 min，重复 3次，收集沉淀。用 600 μL冰甘露

醇 缓 冲 液 A（0.25  mol/L甘 露 醇 ， 0.5  mmol/L
EGTA，0.5 mmol/L HEPES，pH 7.4）重悬沉淀，均

质 30～35次；取 9.5 mL 30% Percoll悬浮液分配

到超速离心管中，将上述均质化样品置于 30%
Percoll悬浮液顶部，以 23 600 r/min离心 65 min。
超速离心后，使用 20-G针从 Percol梯度中提取

带状 MAM，每 200  μL样品加入 1  mL  PBS，在
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4 ℃ 下以 8 200 r/min离心 10 min，收集上清液，

再以 33 000 r/min离心 30 min。在超速离心管底

部的密集 Percoll颗粒上方形成了松散的 MAM
颗粒，即为纯的 MAM蛋白。随后，使用 BCA试

剂盒测定蛋白浓度。 

1.4.3    蛋白酶解除盐　取 100 μg上述 MAM蛋

白质溶液，加入 100 mmol/L DTT，使 DTT的终浓

度为 10 mmol/L，在 37 ℃ 孵育 30 min。然后加入

100 mmol/L IAM，使 IAM的终浓度为 15 mmol/L，
在 37 ℃ 避光反应 30 min。随后加入 2 μg胰蛋

白酶，37 ℃ 摇床上过夜酶解，加入甲酸（终浓度

1%）终止酶解反应后进行 Stage-Tip除盐。 

1.5    数据处理与分析

本实验对每个条件下的样品进行 2次生物

学重复，对 2次生物学重复样品分别进行 2次和

3次技术重复。根据蛋白质定位及功能注释信

息对鉴定的蛋白进行筛选，去除线粒体内膜、线

粒体基质、细胞核、胞外分泌等蛋白。采用质谱

峰面积进行非标记定量，利用对照组比实验组的

定量数据进行蛋白质差异表达分析，选择在每组

样品中鉴定到不少于 3次的蛋白进行 t 检验，其

中，P≤0.05且倍数变化≥2或≤0.5分别为上调

和下调的差异蛋白。

使用在线网站 Database for Annotation, Visua-
lization  and  Integrated  Discovery（DAVID）（https://

david-d.ncifcrf.gov/）对蛋白进行GO（Gene Ontology）
富集和 KEGG（Kyoto  Encyclopedia  of  Genes  and
Genomes）代 谢 通 路 分 析 ， 取 前 10条 目 绘 制

图形。使用在线网站 STING（https://cn.string-db.
org/）对差异蛋白进行互作网络预测分析，选择

STING数据库中相互作用分数大于 0.7且最大交

互度为 30的蛋白质相互作用。使用 Cytoscape
和 Adobe Illustrator软件对蛋白质互作网络作图。 

2    结果与讨论 

2.1    蛋白质鉴定及数据质量评估

由于目前未见酵母MAM蛋白质组学的研究

报道，本课题组利用哺乳动物细胞 MAM组分分

离实验中常用的 Percol梯度差速离心技术对酵

母 MAM组分进行分离和蛋白质提取，示于图 1。
在密度梯度中得到了预期的纯白色 MAM组分，

随后对该组分中的蛋白质进行酶解和质谱

鉴定。

通过对不同营养条件下酵母的 MAM组分

进行质谱分析，共鉴定到 3 432个蛋白，其中约

50%蛋白质在 3种条件下均被鉴定到，示于图

2a。细胞器定位分析表明，这些蛋白主要位于线

粒体、内质网和细胞质，示于图 2b，同时也发现

了部分蛋白质位于高尔基体、质膜、液泡和其他

明显不相关的亚细胞区室。该结果同哺乳动物

 

酵母细胞

2000 r/min, 5 min 10500 r/min,10 min

均质

细胞核及
未破损细胞 粗MAM均质悬液

23600 r/min, 65 min

粗MAM

33000 r/min, 30 min

纯MAM

纯MAM

酶解

LC-MS/MS

取上清 取上清

重悬沉淀

粗MAM

图 1    MAM 蛋白提取及鉴定流程

Fig. 1    Workflow of MAM proteins extraction and identification
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样品的 MAM与多个细胞区室相互作用的结

果 [27-28]一致。同时，本课题组还鉴定到已知的酵

母 MAM蛋白，例如经典的 ERMES复合物的组

成成分，证明了本研究的数据可靠，结果列于表 1。
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图 2    不同营养条件下鉴定到的 MAM 蛋白的数量和重合度（a）以及定位分布（b）
Fig. 2    Number, overlap (a) and subcellular location distribution (b) of identified MAM

proteins under different nutritional conditions
 
 
 

表 1    不同营养条件下鉴定到的已知 MAM 蛋白

Table 1    Known MAM proteins identified under different nutritional conditions

蛋白名称
Protein name

基因名称
Gene name

肽段匹配到二级质谱图的数目
Peptide-spectrum matches, PSMs

2%葡萄糖
2%Gluc

0.2%葡萄糖
0.2%Gluc

8%葡萄糖
8%Gluc

Mitochondrial import receptor subunit TOM70 TOM70 16 22 11

Mitochondrial distribution and morphology protein 10 MDM10 0 1 1

ER membrane protein complex subunit 1 EMC1 33 35 32

ER membrane protein complex subunit 3 EMC3 4 10 6

Protein TOM71 TOM71 8 4 8

Mitochondrial Rho GTPase 1 GEM1 3 3 4

ER membrane protein complex subunit 5 EMC5 6 6 6

Maintenance of mitochondrial morphology protein 1 MMM1 5 7 7

ER membrane protein complex subunit 2 EMC2 15 22 14

ER membrane protein complex subunit 4 EMC4 8 11 7

Mitochondrial distribution and morphology protein 34 MDM34 0 0 1

Membrane-anchored lipid-binding protein LAM6 LAM6 0 1 0

Mitochondrial distribution and morphology protein 12 MDM12 1 1 0

 
 

2.2    MAM 蛋白的进一步筛选及功能分析

为了得到高可信度的 MAM蛋白质，本课题

组根据已知定位信息对数据进行筛选，最终得到

了 1 486个 MAM组分蛋白，在 2%、0.2%、8%葡

萄糖浓度下分别鉴定到 1 248、1 069、1 283个蛋

白，示于图 3a。KEGG通路分析表明，这些蛋白

主要参与了糖的生物合成、脂肪酸代谢和类固

醇的生物合成、内质网的蛋白质加工、氨基酸的

生物合成等代谢通路，示于图 3b。这些代谢通

路与哺乳动物细胞中 MAM蛋白的功能研究结

果一致 [29]。通过对这些蛋白进行功能富集分析

发现，它们主要参与蛋白质合成与转运、糖代谢

和脂质代谢等生物学过程；定位于内质网、线粒

体和高尔基体等细胞器；具有转移酶活性、氧化

还原酶活性、质子转运 ATP酶活性以及蛋白质

和脂质结合等分子功能，示于图 3c。
众所周知，在应对营养胁迫时，线粒体在低

浓度葡萄糖下发生融合，而在高浓度葡萄糖下发

生裂变 [30]。在此过程中，MAM蛋白发挥着重要

的调节作用 [31]。本实验鉴定到了与线粒体分裂
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融合相关的蛋白质 CAF4、 FIS1、DNM1、FZO1和

UGO1。其中，FZO1和 DNM1为线粒体外膜蛋白，

介导线粒体融合和裂变，控制线粒体形态[32]；FIS1
调节线粒体小管中 DNM1组装成点状结构，促进

线粒体膜收缩和（或）分裂 [33]；线粒体转运蛋白

UGO1通过连接线粒体融合蛋白 FZO1和MGM1，
在线粒体融合过程中协调内膜和外膜的融合[34]。

除上述对线粒体结构具有调节作用的蛋白

质外，还鉴定到与脂质代谢相关的蛋白质。例

如，内质网蛋白 CSF1和 FMP27被发现位于内质

网和线粒体中间 ，发挥着脂质转运的功能 [35]；

内质网蛋白 Mlg1（YDR018C）是一种酵母酰基转

移酶，位于 MAM中，参与磷脂的从头合成和重

塑 [36]。此外，还发现了部分未被证实的 MAM蛋

白，它们与哺乳动物细胞中的 MAM蛋白具有相

同的功能，例如囊泡转运（SSO2、GOS1、VAM6
等）、离子转运（RSN1、YVC1、ATP18等）、固醇

合成 （ERG1、ERG2、ERG3等 ）和自噬 （ATG39、
ATG15、ATG22等）。由此推测，在酵母中，MAM
蛋白可能也参与调节以上生理过程。 
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图 3    不同条件下鉴定的 MAM 蛋白（a）及其 KEGG 通路富集（b）和功能富集（c）
Fig. 3    MAM proteins identified under different conditions (a), and KEGG pathway (b)

and functional enrichment (c) based on these proteins
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2.3    差异表达蛋白分析

2%葡萄糖是酵母的正常培养条件，而 0.2%
和 8%葡萄糖分别代表低葡萄糖胁迫和过营养胁

迫，将这 2种胁迫条件与 2%葡萄糖的正常培养

条件进行比较发现 ，在营养饥饿条件下共有

176个差异蛋白，其中上调蛋白 39个，下调蛋白

137个，示于图 4a；而在过营养胁迫条件下共有

158个差异蛋白，其中上调蛋白 155个，下调蛋

白 3个，示于图 4b。
在饥饿胁迫下，参与质子传递 ATPase活性

的蛋白质 VMA2、VMA3、VOA1、VMA4、VMA6、
VMA1和 VMA13均表现为下调表达。v-ATPase
活性下降会影响 ATP水解和能量供应。v-ATPase
失活可能会导致能量供应不足，进而影响线粒体

的能量代谢和功能，同时也会导致内质网中钙离

子浓度异常，影响线粒体对钙离子的摄取。钙离

子是线粒体代谢和功能的重要调节因子，其失调

可能导致线粒体功能障碍 [37]。而在过营养胁迫

下，内质网中未折叠或错误折叠的蛋白质增多，

启动了内质网应激反应[38]。内质网蛋白（SEC62、
SEC61、SIL27、SEC63、SEC22和 SEC72）均表现

为上调表达，推测其可能通过增强蛋白质的转运

和折叠效率，减少错误折叠蛋白的积累，减弱内

质网应激[39]。

高亲和力葡萄糖转运蛋白 HXT6和 HXT7
在饥饿条件下为上调表达，过营养条件下为下调

表达，这与文献[40]报道一致。该蛋白定位在线粒

体膜上，参与葡萄糖的摄取，这些转运蛋白可能

影响线粒体的能量代谢过程，改变线粒体的代谢

状态。

与固醇生物合成途径相关的蛋白质 ERG5、
ERG9、ERG24和 ERG26在饥饿和过营养胁迫条

件下均为上调表达。有研究 [41-42]表明，MAM可

能作为哺乳动物和酵母细胞中固醇输入的平

台。哺乳动物类固醇生成急性调节蛋白 STARD1，
以 PKA依赖性方式将游离内质网衍生的胆固

醇从细胞质运送到线粒体 [43]。在 MAM的线

粒体面上，固醇经过阴离子通道蛋白 VDAC进

入线粒体 [44]，并分布到细胞器内 [45]。在酵母中，

含有 StAR结构域的蛋白质 Lam6p/Ltc1p定位于

MAM[46]，并在 MAM区域内将固醇转移到线粒

体 [47]。因此推测，ERG5等蛋白可能通过 MAM
区域调控酵母细胞的固醇代谢而确保细胞的正

常功能。 

2.4    蛋白质互作网络分析

蛋白质往往不是独立的，而是通过与其他蛋

白质相互作用来行使功能。通过蛋白质与蛋白

质之间的相互作用信息，可以更清晰地了解其分

子机理和调控过程。为了进一步了解差异表达

的 MAM蛋白如何参与胁迫响应，本实验构建了

蛋白质互作网络，示于图 5。结果表明，这些蛋

白质形成了多个互作簇，且主要参与糖的生物合
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图 4    0.2%（a）和 8%（b）葡萄糖培养条件下的 MAM 蛋白与 2%葡萄糖培养条件下的 MAM 蛋白的比较结果

Fig. 4    Comparison results of MAM proteins under 0.2% (a) and 8% (b) glucose culture samples with MAM
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成、质子转运 ATPase活性、GPI锚定蛋白的生

物合成、固醇的生物合成、内质网蛋白质加工和

线粒体氧化还原等过程。

内质网蛋白MCD4在饥饿条件下为上调表达，

且能与GPI12、GPI13、GPI16和GPI17发生相互作

用，这些蛋白质在此前未被报道为酵母 MAM蛋

白质。糖基磷脂酰肌醇（glycosylphosphatidylinositol，
GPI）是一种存在于所有真核生物表面蛋白上

的糖脂膜锚点，在内质网膜中合成，每个 GPI锚
点需要 3个磷酸乙醇胺（ethanolamine phosphate，
P-Etn）分子 ，这些分子来源于磷脂酰乙醇胺。

MCD4是将 P-Etn添加到新生 GPI锚点上的酶，

共同参与 GPI锚定途径，对于细胞膜蛋白质的锚

定和信号转导功能非常重要 [48]。CSF1是含有

GPI锚定的糖脂膜蛋白，定位于 MAM上，能够

与 MCD4相互作用并将磷脂酰乙醇胺转运到

MCD4上以支持 GPI锚点的生物合成 [35]。由此

推测，MCD4及其互作蛋白能够参与 MAM信号

传导和膜融合过程。

在过营养条件下，内质网蛋白CNE1上调表达，

该蛋白质也是本研究新鉴定到的酵母 MAM蛋

白。CNE1在哺乳动物中的同源蛋白 Calnexin也

是内质网钙连蛋白。Calnexin经过棕榈酰化后

在内质网与线粒体连接的膜区域显著富集，参与

内质网钙信号调控和 MAM区域的蛋白质折叠

及质量控制，确保新合成的糖蛋白正确折叠，防

止蛋白质错误折叠引发的应激反应[49-50]。研究[51]

表明，CNE1能与 ERO1相互作用。ERO1是一种

内质网氧化还原酶，参与蛋白质二硫键的形成，

对蛋白质的正确折叠至关重要[52]，而在过营养条

件会导致内质网中未折叠或错误折叠的蛋白质

增多[38]。因此推测，在酵母中，CNE1与 ERO1在

MAM区域共同参与蛋白质折叠以响应环境压力。 

3    结论

本文从蛋白质组学的角度系统地分析了酿

酒酵母细胞在不同营养条件下的 MAM蛋白组

分。除鉴定到目前已知的与酵母中线粒体相关
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图 5    差异表达 MAM 蛋白的互作网络

Fig. 5    Interaction network of differential expressed MAM proteins
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的内质网膜区域蛋白质外，还得到了尚未报道的

潜在MAM蛋白。在不同营养条件下，MAM中存

在显著的差异蛋白表达，这些蛋白主要涉及能量

代谢、氧化还原反应、蛋白质折叠和钙信号传导

等功能。在饥饿和过营养胁迫下，内质网和线粒

体的相互作用对细胞生理过程起着重要的调节

作用。通过深入研究这些差异蛋白及其功能，可

以更好地理解 MAM在细胞内的复杂调控机制，

为进一步探索 MAM相关的生物学功能及其在

细胞适应不同环境胁迫中的作用提供了线索。
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