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生物在长期进化过程中，逐渐演化，适应了周围的环境。温度是一种基本的环境因素，任何生物体

都有其生长温度范围和最适生长温度。当生物体的某些基因发生突变后，可以改变生物体对温度的适

应性。温度敏感型突变体是指生物体基因突变后，在最适生长温度条件下可以生长，而在低于（或高于）

最高（低）生长温度的某一亚致死温度下不能生长的突变体，突变的基因为温度敏感型相关基因。温度

敏感型突变体对温度适应性的变化涉及到一系列生理生化特性的改变，体现了基因功能结构域突变后

基因功能的异常。因此，温度敏感型突变体提供了研究功能基因的好材料，是研究蛋白质与蛋白质互作

的良好体系［%］，成为研究基因结构与功能的有效手段。本文综述了温度敏感型突变体在真菌基因结构

功能研究中的进展。由于温度敏感型突变体形成的机理在动物中研究的比较深入，在形成机理方面引

用了一些动物研究中的材料。

8 温度敏感型突变体形成的机理

生物体的某些基因突变后，其编码的蛋白质的氨基酸会随之改变。当蛋白质的 %至几个重要氨基
酸突变后，会使蛋白质的空间结构发生变化，导致酶分子不能形成稳定的催化结构，酶分子的催化能力

下降，当温度升高时，生物体不能生长，即形成温度敏感型突变体。关于温度敏感型突变体形成的机理，

我们以哺乳动物的 ;+<蛋白和谷胱氨肽转移酶的研究结果，具体说明。
;+<蛋白是一种激酶，在细胞内信号传导过程中起重要作用。它主要在 F6淋巴细胞和骨髓瘤细胞

的生血细胞中，起调节单核细胞 5巨噬细胞的连接和输出的作用，还可与白血病抑制因子作用抑制胚胎
干细胞分化。另外研究发现至少有 "种异型，定位于不同的细胞器的质膜上。G+A’(H 等用寡核苷酸介导
的直接定点突变方法［"］，将 ;+<蛋白的 =I’(.@+=9.（异亮氨酸）6!11突变为 J.,A=’9=9.（甲硫氨酸），K/’(=9.（酪
氨酸）6!4#突变为 I./=9.（丝氨酸）后，形成温度敏感型突变体。在 11L该蛋白具有正常功能，14L功能降
低 "$倍，13L完全丧失功能。而野生型 ;+< 蛋白的功能正常。
蛋白激酶要实现其信号传导功能，首先要折叠形成具有催化功能的结构并稳定的保持。;+<蛋白

结晶体研究表明，=I’(.@+=9.6!11位于 ?6!6螺旋和 M6!6螺旋之间，而 N/’(=9.6!4#位于 ;6!6螺旋和 O6!6螺旋之



间，这两个氨基酸面对面地位于激酶结构底部的突出部位，相距约 !"#，且这两个氨基酸残基距离该酶
的催化活性位点都较远，但对保持 $%&蛋白正常的空间结构具有重要作用。’()*+,%-.+/0""与其两侧的
1/!/螺旋和 2/!/螺旋形成一个紧密的疏水区域。当 -()*+,%-.+/0""突变成 3+45-).-.+后，由于 -()*+,%-.+的

"/甲基缺失，轻/!/螺旋很容易移动，使此部位的疏水性进一步降低。67)*-.+/089在 $%&中的作用是两方
面的。首先，它使 $和 ’两个螺旋稳定的形成环状结构，其次，在 $螺旋的丙氨酸/脯氨酸/谷氨酸簇中
保守的（2*,/0:0 ）谷氨酸残基和在 ’螺旋的脯氨酸/谷氨酸/精氨酸簇中保守的精氨酸（;7</08=）之间，形
成了盐桥。67)*-.+/089有效地包裹着精氨酸，维持着盐桥的稳定。丝氨酸取代酪氨酸后，增加了这一区
域的溶解性，（包围谷氨基酸/精氨酸盐桥的）这一局部介电常数的增加，能降低这两个结构域互作的强
度，使 67)*-.+/089在 $%&中的两方面的作用都下降。
这两个面对面的位置的突变结合起来，有效的降低了激酶 >/端臂环的稳定性，随温度的升高，降低

了突变体的催化活性，形成了温度敏感型突变体。

?)((@)5.等对哺乳动物的谷胱氨肽转移酶的研究表明，温度敏感型突变体形成机理与 $%&蛋白相
似［"］。谷胱氨肽转移酶!/螺旋结构域的重要氨基酸（A+7、;(B等）突变，可形成温度敏感型突变体。对温
度敏感型突变体的谷胱氨肽转移酶和正常谷胱氨肽转移酶蛋白晶体的 C/衍射研究表明，突变使酶的单
体间的距离（大于 D#）比正常的（:E0*#）增大，严重影响到酶的稳定性，随温度的升高，谷胱氨肽转移酶失
去活性。

! 产生温度敏感型突变体的方法

温度敏感型突变体产生的机率很低，筛选突变体比较困难。温度敏感型产生方法主要有两种，一是

用物理化学方法随机诱变。得到温度敏感型突变体后，先用遗传学方法确定温度敏感型突变位点和相

关性状是否偶联，再进行相关基因的克隆。这种方法的产生频率在 D::: F !:::分之一［0，9］。二是对于已
经克隆的基因，如果推测基因产物可能与其它生物大分子连接互作有关，为了进一步研究其作用机理，

或酶分子的结构特性及与其功能的关系，用 6>?方法，对该基因进行随机位点突变，产生温度敏感型突
变体。这种方法的产生频率为 G::分之一。用 HI;插入整合取代（-.4+<7J4-). 7+B*J%+3+.4J* K-(7,B4-). 3+45/
)K）也可产生温度敏感型突变体［G］。我们实验室采用紫外线诱变，筛选稻瘟病菌的温度敏感型突变体，
突变率在 D9::分之一。我们已经筛选到一些与稻瘟病菌致病性相关的温度敏感型突变体，为研究稻瘟
病菌的致病机制获得了良好的试验材料。

得到温度敏感型突变体以后，采用质粒互补的方法，获得温度敏感型相关基因，通过序列比较，研究

基因的突变位置和其编码产物的重要结构域；通过研究突变体和野生株在相同温度下基因表达的差异

（采用 I)745+7.，L+(4+7.，216，&.)%&/),4等），进一步确定基因的生理功能。

" 温度敏感型相关基因在真菌中的研究进展

"#$ 利用温度敏感型突变体研究复制相关基因及其功能
在酿酒酵母（!"##$"%&’(#)* #)%)+,*,")）中，HI;聚合酶 ’突变后，可形成温度敏感型突变体。M,%%5-.-

等利用这种突变体［8］，对 HI;聚合酶 ’的特性进行了研究。结果表明该酶的 I/端的 2*N残基被 ;(B或
2*,残基取代，形成了温度敏感型突变体，说明该酶的 I/端结构域是该酶与其他蛋白质互作的区域。

! E #)%)+,*,")的 -."!突变体是 HI;!基因突变形成的温度敏感型突变体，HI;!基因编码 HI;激发的
;O6酶，并与 HI;的解旋有关，对 HI;的复制很重要。P,KK等利用 -."!突变体研究了 HI;!基因的特
性［=］，结果表明 HI;!基因的功能与 HI;复制和 HI;损伤后的修复有关。
"#! 利用温度敏感型突变体研究转录相关基因及其功能
在细胞质和细胞核中，都有一些与 3?I;相联系的 ?I;/结合蛋白（?I;/Q-.K-.< B7)4+-.）其中，IB*"B

在酵母 ! E #)%)+,*,")中对生长非常重要，它与细胞核内核蛋白差异较大，而与核糖体蛋白相似性较高。该
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蛋白的温度敏感型突变体不能将 !"#$运送出细胞核。%&’(等利用这种温度敏感型突变体，研究了
!"#)基因和编码 !"#$帽子结合复合体亚单位的基因（$%&*+和 $%&,+）的互作关系［-］。在这种温度敏
感型突变体中，去掉 $%&*+和 $%&,+中的任何一个基因，突变体不能生长，表现致死的表型。用共免疫
沉淀进一步研究 !"#)基因和 !"#$帽子结合复合体的互作关系，结果表明，./0*+0和 ./0,+0能逐一地
与 #01)0共免疫沉淀，但 #02)0和 ./0*+0的互作必须有 ./0,+0和 "#$的存在。另外，%&’(等［-］利用这
种温度敏感型突变体研究表明，在 "#$正在合成时，./0*+0能在细胞核与细胞质之间穿梭。这些结果
表明在 !"#$转录加工过程中，其帽子复合体和 #02)0将其包裹，并运送出细胞核。
人类的 345,蛋白质是通过双杂交分析获得的，与爱泼斯坦6巴尔体病毒核抗体 1互作。该蛋白在

’())*(+,-.)/0 )/+/1202(/中有同源蛋白，它们的 .6末端都有一个 ,++ 7 )++氨基酸的保守区段。为了明确
345,的细胞学功能，89/’:等（,+++）对 ’ ; )/+/1202(/的 3/0,蛋白进行了研究［<］。3/0,蛋白的 #6末端含有
==3结构（==3 !>?@AB），与核仁的结合有关。而 .6末端的保守区域与蛋白的活性有关。3%&,基因的编
码产物定位于细胞核中。用 5."方法，对 3%&,基因进行随机位点突变，产生温度敏感型突变体 ’/0,61，
在 ,*C可以生长，)<C下不能生长。研究表明由于 D,1E%和 3,<)F替换形成了 ’/0,61，’/0,62在 ,E%$前
体形成 ,E%4前体时存在缺陷，说明 3/0,蛋白的功能与 :"#$的前体剪切形成成熟的 :"#$有关。
在真核细胞中，"#$聚合酶 GG是保守性很强的复合体，在转录过程中起重要作用。在酵母中，"#$

聚合酶 GG由 1, 个亚基（"5416"541,）组成，"54< 突变可形成温度敏感型突变体，在温和温度条件下
（1,C 7 ),C）可以生长。温度敏感型突变体!"54<形成的原因是 "54<的突变影响到 "#$聚合酶 GG的
稳定性，"#$聚合酶 GG由紧凑型变为开放型，当温度低于 1,C或高于 ),C时，基因不能转录。为了明确
"#$聚合酶 GG各亚基及与其它蛋白的互作，HI(等通过基因互补试验，得到了 )个可以抑制温度敏感型
突变体!"54<表型的基因［1+］：一个是编码 "#$聚合酶 GG亚基的 "54E，说明 "0/<0与 "0/E互作，保持
"#$聚合酶 GG的稳定性；另一个编码核蛋白；第 )个是 %"J-，编码一种 "#$结合蛋白 %:>-0。研究结果
还表明 %:>-0与 "#$聚合酶 GG结合后，能增强 "#$的转录，并能增加 !"#$的稳定性，说明 %:>-0参与
"#$的转录和转录后 !"#$的加工。

"9K4蛋白是一种原核细胞的 L#$解旋酶，其功能是在细胞分裂后期的同源重组过程中，使同源染
色体分离。从小鼠的肝细胞中分离到 ,个蛋白，0<E和 0M+，含有与 "9K4蛋白同源性很高的保守结构域。
在 ’ ; )/+/1202(/中分离到与编码 0<E的基因同源的 456,基因，为了研究其特性，N@!等用 5."方法［M］，对
456,基因进行随机位点突变，产生温度敏感型突变体 72*,6 1O+，在高于 )EC时不能生长，细胞生长停止
在 FG期。#>:?&’:(分析表明 H@&,0蛋白是 F1环化酶基因和多个核糖体基因转录所必须的。说明 456,
基因的功能是调节被 "#$聚合酶 GG指导的基因转录。
在酿酒酵母中，8&91基因编码的蛋白与哺乳动物的磷酸酪氨基转移酶（0&>B0&>?P:>BP2 0&>B0&I?IB’）

55,$同源。为了研究 8&91基因的功能，8>>A等用 5."方法，对该基因进行随机位点突变［11］，产生温度
敏感型突变体，该突变体在非生长温度下停止在细胞分裂的间期。在正常温度下，该突变体的表型与野

生株不完全相同，如细胞分裂的间期缩短，芽体形态异常等。研究结果表明 8&91是 55,$的正调节子。
!"! 利用温度敏感型突变体研究细胞分裂过程中的相关基因
在酵母中，肌动蛋白参与细胞分裂的许多万面，包括线粒体分裂进入正在生长的芽细胞中。酵母细

胞中缺少 -:-,+基因功能，则线粒体遗传和肌动蛋白组成都缺失（Q’A’R?），特别是缺少明显的肌动蛋白
素（IR?@( RI/2’），对高温的敏感性增强，形成温度敏感型突变体。%@(S’:等［1,］从 -:-,+突变体中进一步筛
选抑制其表型的第 ,点突变体，-个突变体可以恢复温度敏感型缺陷和线粒体遗传缺陷，部分恢复肌动
蛋白索结构。这 -个突变体明确了 ,个基因 9$41和 4&;1，分别编码肌动蛋白和原肌球蛋白的主要形
式。9$41突变体分析结果表明，该基因含有 1个肌动蛋白和原肌球蛋白连接的结构域，说明 9$41基因
具有通过增强肌动蛋白 T原肌球蛋白的相互作用稳定肌动蛋白索的功能，并推测 -:-,+基因具有调节
肌动蛋白6原肌球蛋白的相互作用的功能。
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!"#$%&’$等［()］研究了构巢曲霉 !"#$%&’(()" *’+)(,*" 的 *个极性缺陷突变株 #-+.)和 #-+/+,。它们在
)*-下生长正常，而在 +*-下细胞核可以分裂，但菌丝不能生长，而野生菌株在 +*-下能生长。通过互
补的方法克隆了这 *个基因，发现 .&/0的基因产物与酵母的线粒体苯丙氨酸12345合成酶的!亚基同
源，.&/6的基因产物与酵母的 7891磷酸化酶转录因子 ::;的结合物同源。因此 !"#$%&’$等［()］推论分生
孢子萌发首先要经历一个非极性生长期，在此期间经过基因转录、蛋白质合成，然后才能建立细胞的极

性，细胞进行正常生长。

0+0<,1 (突变株是 1,002,%-340$" 0$%$5’"’,$ 的一个对低温敏感的温度敏感型突变体，当温度低于 (+-
时，不能生长。3=/>?等［(+］采用质粒互补的方法，克隆了 676<,基因。该基因定位于第 )染色体上，包括
((@)个核苷酸，编码 )A(个氨基酸的蛋白质。该基因的第 (个起始密码子缺失突变形成了 0+0<,1 (突变
株。在 (+-条件下培养，0+0<,1 (突变株生长停止在细胞分裂的 0( 期。676)A基因的过量表达（&’$%1$B1

.%$""?&C）可抑制 0+0<,1 (突变株的表型，在 (+-条件可以生长。676)A基因的产物是转录因子，调节信
息素反应途径相关基因的表达。这些结果表明 676<,的功能与调节 676)A基因的转录有关。
在 1,002,%-340$" 0$%$5’"’,$中，温度敏感型突变体 D/D+*对高温敏感，在 )E-下，生长停止在细胞分裂

的 0( 期。采用基因互补的方法，克隆了 676+*基因，676+*基因编码高保守的 08F酶，具有调节细胞

极性和肌动蛋白组成的功能。另外，在酵母及哺乳动物细胞的研究中，发现 7/D+*.通过与 .*(1活化激
酶（F5G"）的互作，在信息素传递途径中调节靶基因的转录。D/D+* 突变体对!1因子信号途径（信息素途
径）无反应，在含有!1因子的培养基上不能生长。但也有些研究结果认为 7/D+*.蛋白的功能与信息素
信号传递无关。为了进一步确定 7/7+*. 的功能，H&"I&J等用 F73 随机诱变体系，使 7/D+*. 蛋白的
K=()E或 8L%+,发生突变，获得了可以对!1因子信号途径发生反应的 D/D+*M/突变体［(<］，该突变体在含
有!1因子的培养基上能够生长，具有相关的极性功能。突变使 N2$*,.不能有效的分布于芽体顶端（OP/
2?.），体外试验证明突变影响到了 7/D+*.上与 N2$*,.互作的结合结构域。四分体分析表明具体影响到
了信号传导的 N2$*,.步骤，N2$*,.的过量表达（&’$%.%&/PD2?&C）能恢复这种缺陷。这些结果表明信息素反
应中需要 7/D+*.，7/D+*.功能通过与 .*(1活化激酶信号途径中的 N2$*,. 蛋白的互作实现。H&"I&J等认
为 7/D+*.提供了细胞表面的支架（"D=QQ&/），帮助增加信号传导激酶在局部的浓度，通过 N2$*,.启动被有
丝分裂原活化的蛋白激酶串（H5FG D="D=/$）的活性，实现了信号的传导。
真核细胞中 M345降解的主要途径是先依靠脱腺苷作用（/$=/$CLR=2?&C1/$.$C/$C2），脱去 M345的帽

子结构，再在 <S T )S核酸外切酶的作用下降解。同时，M345的帽子结构又是转录起始因子 $R;+U的结合
区。对 $:;+U突变形成的温度敏感型突变体（ 0+0)) T +*）的研究表明，在非生长温度下，由于 M345的迅
速降解而停止生长。由此推测转录产物的降解速率取决于转录起始复合体和脱帽酶类在该区域结合的

竞争。为了验证这个推测，ND#J=%2V等［(E］经过体外实验证明 $:;+U在 M345帽子结构区结合抑制了脱帽
酶 9D.R的活性。ND#J=%2V等又将编码脱帽酶 9D.(的基因突变，使其失去部分功能，再转入 0+0))1 +*中，
构建了新的突变体 +0#(1 (结果表明在 +0#(1 (中 M345可以迅速降解。这些结果表明脱帽反应前首先
需要 $:;+U与 M345帽子结构区分离。
!"# 利用温度敏感型突变体研究核糖体相关基因及其功能
在 1 W 0$%$5’"’,$中，8&M(.被认为是普遍存在的连接酶（PO?XP?2?C1R?Y="$）。N="=I? 等用酵母双杂交体

系［(@］，筛选到一个与 89:( 互作的基因 ;<<(。为了研究 ;<<= 的功能，N="=I? 等［(@］用 F73 方法，对
;<<(基因进行随机位点突变，产生温度敏感型突变体在 *<-可以生长，)@-下不能生长。应用基因互
补的方法，获得 *个抑制子（可以恢复突变体的部分功能），一个是 <>1(+!，编码 +,1核糖体蛋白。另一
个是新基因，定名为 ;>=(（意为 ;<<(互作的基因）。;<=(基因对生长是必须的，其编码的蛋白定位于
细胞核中，功能分析表明 G%%R.和 I%?R.互作形成复合体是 +,N核糖体蛋白在细胞核中的生物合成必需
的。

在 1 W 10$%$5’"’5$中，00,(1 (菌株是温度敏感型突变体。采用基因互补 00,(1 (菌株的方法，9$CY等［(Z］
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从 !"#$%&’()$*&+ ",*-.+ 文库中分离出一个基因 !/001!，该基因编码 "#$个氨基酸的 %&’（(&’）：)*+%特异
)*+%核苷酸基转移酶，该酶与 2 , *&’&%.+.%&中的同源蛋白有 -./的相同序列。012)3425杂交表明仅有 !个
拷贝存在于 ! , ",*-.+ 的基因组中。!/001!可以恢复 **,/6 !突变体细胞质（突变体可以利用非发酵的碳
源）和线粒体（突变体只能利用发酵的碳源）的缺陷，表明 !/001!可编码一系列同工酶，定位在细胞核、
细胞质和线粒体等不同的亚细胞区。当用 ’(*方法将 !/001!基因序列不完整的扩增，再转化 **,"6 !突
变体，使 !/001!编码的蛋白缺失开始的 7-个氨基酸，则可恢复 **,"6 !突变体细胞核、细胞质中的缺陷，
但不能恢复线粒体中的缺陷，表明这 7-个氨基酸与线粒体靶位点的结合有关，而与酶的活性无关。
!"# 利用温度敏感型突变体在孢子萌发和抗逆性等方面的研究
休眠的 1+3&’4.""#+ 5.6#",5+的分生孢子具有萌发的能力。为了明确分生孢子在萌发过程的分子机

制，893421:等用氧化硝基喹啉，对 1 , 5.6#",5+ 的分生孢子进行诱变，获得了与萌发相关的温度敏感型突
变体［!$］。这些突变体在萌发时对碳源的需求发生变化。通过基因互补，893421:等获得了 #个与萌发相
关的基因。对其中 -个基因的研究结果表明，分生孢子的萌发需要有与转录起始相关的蛋白的合成，乙
酰6(1%的合成，以及信号激联反应的激活。
在裂殖酵母（2 , 3()7&）中 ;<0!基因是活化有丝分裂原蛋白激酶激酶（=>)1?456@A)>:@)4B C21)4>5 D>5@94

D>5@94），调节有丝分裂和介导抗逆反应。8.+!!突变株是温度敏感型突变体，在最适温度下能存活，但对
温度敏感，在较高温度下细胞有丝分裂停止，但可继续细胞伸长生长。’21A35>D等［EF］从 8.+"!分离出可
抑制对热敏感的突变体。通过遗传分析表明，这些新突变体有 E 个位点，+(8! 和 91GE（9HCC249912 1I
8.+!!）发生突变。 +(8!和 +(8E除了抑制对热敏感，还可抑制 8.+!!对渗透压敏感和细胞循环缺陷。因
此 ’21A35>D等认为 91G基因的功能与抗逆性和细胞循环控制有关。
!"$ 利用温度敏感型突变体研究细胞内物质运输的分子机理
在 2 , *&’&%.+.,&中，9:;J基因编码 K&’酶，细胞缺乏 LC)JC会形成温度敏感型突变体，并造成细胞内

物质运输缺陷。这种突变体的蔗糖酶的活性与正常的相比降低很多。M>等利用这种突变体对 9:;J基
因进行了研究［E!］，认为 9:;J基因与高尔基体联结互作和核糖体的生物合成有关。0>5>1991?N1H等采用互
补这种突变体的方法，又筛选到 </0!基因［EE］，*>ANC可与一个未知蛋白 *?C!形成复合体，可激活 LC)JC，
使 K&’6KO’发生转换。*>A!C6*?C!复合体通过 KO’与 LC)JC连接，催化 LC)JC与高尔基体的膜连接，而
这是内质网衍生的小体与高尔基体的连接所必须的。

;4BN>A360PNB542采用温度敏感型突变体方法［E7］，从 =+-.",4( ),$6.+ 克隆了一个与表型缺陷相关的基
因（LQ’!），其编码产物是可溶性 +6乙基顺丁烯二酰亚胺敏感型融合蛋白的连接受体（91NHRN4 +64)3S=@N46
>=>B469459>)>:4 IH9>15 C21)4>5 @))@A3=45) C21)4>5 24A4C)12）。其功能是使泡囊向生长点聚集，细胞壁成分在菌丝
顶端积累。温度敏感型突变体是由于其编码蛋白的 ’34N"-（苯丙氨酸）替换为 %N@（丙氨酸）而形成，在非
正常生长温度下（7"T），泡囊向生长点聚集受阻，菌丝不能生长。

% 总结与展望

生物从遗传信息的表达到正常生理功能的发挥，涉及到许多蛋白质与其它生物大分子物质的连接

与互作，而温度敏感型突变体为我们研究这些过程提供了一个有效手段。温度敏感型相关基因的突变

在改变生物对温度适应性的同时，也会引起一些其它性状的变化。如在正常的生长温度下，细胞的形态

发生改变［E"］，生长滞后［E-］，对氨基酸的营养需求发生改变［EJ］，酶的活性降低［E!］，萌发时对碳源的需求发

生变化等。因此我们就可以利用温度敏感型突变体对控制生物体一些重要性状的基因及其调节方式进

行研究，为进一步对这些性状进行人工调控提供理论依据。真菌生长周期短，易于培养，哺乳动物及其

它生物类群的一些基因也可以利用真菌的温度敏感型突变体进行功能分析。虽然温度敏感型突变体产

生的频率较低，在真菌中的研究不多，在丝状真菌中的研究更少，但温度敏感型突变体的产生是由 !至
几个重要氨基酸的突变引起的，因此又是研究蛋白质功能结构域特性的有效方法。稻瘟病菌与水稻的
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互作研究已成为真菌!植物互作的研究模式，其互作过程中涉及到许多的基因表达、物质运输及信号传
导过程。温度敏感型突变体将为我们研究致病过程的分子机理提供很好的体系。我们已经筛选到一些

与稻瘟病菌致病性相关的温度敏感型突变体，为研究稻瘟病菌致病的分子机制获得了良好的试验材料。

真菌温度敏感型相关基因的研究，为我们明确真菌一些重要性状相关基因及其产物的生物学功能提供

了新的手段。
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