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犇犚犈２基因参与酵母内质网应激调控机制的初步研究
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　　摘　要：目的　初步研究犇犚犈２基因在抗肿瘤药物衣霉素诱导的内质网应激中的作用机制。方法　以质粒ｐＲＳ３０６为模板，

通过ＰＣＲ扩增含有ＵＲＡ３开放阅读框的犇犚犈２基因破坏元件犱犲狉２：：犝犚犃３，然后利用基因重组原理，构建犇犚犈２基因杂合缺失

酵母菌株，并进一步检测其对衣霉素的抗性和复制寿命。结果　相对于野生型菌株，犇犚犈２基因杂合缺失酵母菌株对衣霉素的抗

性增高，复制寿命缩短 （犘＜０．０５）。结论　犇犚犈２基因可能参与了酵母内质网应激和衰老的调控。
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　　ＤＲＥ２从酵母到人类都很保守，它的蛋白结构中含有铁硫

簇，因此被划分为铁硫蛋白［１］。铁硫蛋白具有广泛的生理功

能，例如参与电子呼吸链中的电子传递，催化三羧酸循环，参与

ＤＮＡ修复和神经系统的发育等
［２］。ＤＲＥ２是细胞质铁硫簇组

装机器（ｃｙｔｏｓｏｌｉｃｉｒｏｎｓｕｌｆｕｒｃｌｕｓｔｅｒａｓｓｅｍｂｌｙ，ＣＩＡ）复合体的

成员之一。酵母 ＤＲＥ２人类的同源蛋白是 ＣＩＡＰＩＮ１（ｃｙｔｏ

ｋｉｎｅｉｎｄｕｃｅｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｈｉｂｉｔｏｒ１），具有抗凋亡的作用，研究发

现在一些对抗肿瘤药物具有抗性的细胞系中ＣＩＡＰＩＮ１呈现高

表达状态［３］。

酵母ＤＲＥ２主要位于细胞质和线粒体内膜上，犇犚犈２基因

缺失酵母菌株表现出致死的表型，在氧化应激条件下，ＤＲＥ２

和ＴＡＨ１８可以形成蛋白质复合体，共同参与维持线粒体的完

整性和生存［４５］。本文利用二倍体酵母作为研究对象，构建

犇犚犈２基因杂合缺失酵母菌株，发现犇犚犈２基因杂合缺失酵母

菌株对抗肿瘤药物衣霉素表现出抗药性，并且初步研究了其分

子机制。为全面研究犇犚犈２基因功能和内质网应激机制奠定

了基础。

１　材料与方法

１．１　材料　野生型二倍体酵母菌株ＢＹ４７４３、载体ｐＲＳ３０６由

美国华盛顿大学 ＭａｔｔＫａｅｂｅｒｌｅｉｎ博士赠送。Ｌａｔａｐ酶（货号

ＲＲ０２ＭＡ）购自Ｔａｋａｒａ公司；引物合成、测序由英骏生物科技

有限公司完成；其他常规试剂为本实验保存。

１．２　方法

１．２．１　引物设计　ＤＲＥ２ＵＲＡＦ：５′ＡＣＡＴＴＴＧＡＴＣＴＡ

ＡＧＣＡＴＡＴＡＣＡＣＴＧＴＡＡＧＴＧＡＡＧＧＴＡＴＣＧＡＧＡＴＴ

ＧＴＡ ＣＴＧ ＡＧＡ ＧＴＧＣＡ３′；ＤＲＥ２ＵＲＡＲ：５′ＡＧＡ ＣＣＡ

ＡＴＴＧＡＣＧＴＣＡＴＴＴＡＣＴＧＡＡＡＣＧＡＡＴＧＴＧＣＡＧＧＧ

ＴＣＴＧＴＧＣＧＧ ＴＡＴ ＴＴＣ ＡＣＡＣＣＧ３′；ＤＲＥ２Ｆ：５′ＴＣＴ

ＣＧＧＧＧＧ ＴＡＴ ＧＡＴ ＧＧＡ ＣＴ３′；ＤＲＥ２Ｆ：５′ＡＣＡ ＴＣＡ

ＡＡＡＧＧＣＣＴＣＴＡＧＧＴＴＣＣ３′。

１．２．２　犇犚犈２基因破坏元件的扩增　以质粒ｐＲＳ３０６作为

ＰＣＲ模板，ＤＲＥ２ＵＲＡＦ、ＤＲＥ２ＵＲＡＲ 为引物，扩增含有

ＵＲＡ３开放阅读框的破坏元件，全长为１２３２ｂｐ。Ｔａｑ酶采用

的是Ｌａｔａｐ，反应体系按照试剂说明书进行，ＰＣＲ反应条件为

９４℃１ｍｉｎ；９４℃３０ｓ，５８℃３０ｓ，７２℃１ｍｉｎ，３３个循环；７２

℃５ｍｉｎ。

１．２．３　犇犚犈２基因缺失酵母菌株的构建　将犇犚犈２基因破坏

元件转化进野生型酵母ＢＹ４７４３，通过基因重组原理替换掉野

生型酵母基因组上的犇犚犈２基因
［６］。利用 ＵＲＡ缺陷型培养

板筛选阳性克隆。酵母感受态的制备和转化方法参考分子克
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隆进行［７］。阳性克隆在液体ＵＲＡ缺陷型培养基中培养过夜，

提取基因组后通过ＰＣＲ鉴定，鉴定引物为ＤＲＥ２Ｆ、ＤＲＥ２Ｒ，

Ｔａｑ酶采用的是Ｌａｔａｐ，ＰＣＲ反应条件为９４℃，１ｍｉｎ；９４℃，

３０ｓ，５８℃，３０ｓ，７２℃，２ｍｉｎ，３５个循环；７２℃，５ｍｉｎ。

１．２．４　犇犚犈２基因缺失酵母菌株的克隆形成实验　取等量吸

光度（犃）值处于对数生长期的野生型菌株和犇犚犈２基因缺失

酵母菌株，用无菌水倍比稀释之后，分别取５μＬ滴在 ＹＰＤ固

体培养板和含２μｍｏｌ／Ｌ衣霉素的ＹＰＤ固体培养板上，然后置

于３０℃恒温培养箱中培养至克隆形成，实验结果重复３次。

１．２．３　犇犚犈２基因缺失酵母菌株复制寿命的检测 　 酵母复

制寿命的检测分析方法按照文献［８９］的方法进行，在显微镜

下分离、统计酵母母细胞产生子细胞的个数。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行分析，酵母

复制寿命结果以平均数表示，采用 Ｗｉｌｃｏｘｏｎ秩和检验方法进

行统计学分析，检验水准α＝０．０５，以犘＜０．０５为差异有统计

学意义。

２　结　　果

２．１　犇犚犈２基因破坏元件的扩增结果　犇犚犈２基因破坏元件

全长为１２３２ｂｐ，ＰＣＲ扩增产物大小经过琼脂糖凝胶电泳确认

正确，见图１。

２．２　犇犚犈２基因缺失酵母菌株的鉴定　犇犚犈２基因被 ＵＲＡ３

替换之后，利用位于犇犚犈２基因编码区外侧的１条鉴定引物和

位于 ＵＲＡ３内部的１条引物可以将野生型菌株（因为无

ＵＲＡ３替换原件，所以无扩增片段）和犇犚犈２基因缺失酵母菌

株（１４２８ｂｐ）区分，见图２。

　　１：Ｍａｒｋｅｒ；２：ＰＣＲ产物。

图１　　犇犚犈２基因破坏元件的扩增结果

２．３　犇犚犈２基因缺失菌株对衣霉素抗性的检测　衣霉素是一

种经典的内质网应激诱导剂，本研究发现犇犚犈２基因杂合缺

失酵母菌株在添加了２μｍｏｌ／Ｌ衣霉素的ＹＰＤ固体培养基上

的克隆形成能力显著高于野生型酵母菌株（实验结果重复３

次），见图３。

２．４　犇犚犈２基因缺失菌株复制寿命的测定　本研究同时检测

了野生型酵母菌株和犇犚犈２基因杂合缺失酵母菌株的复制寿

命（图４），结果显示：两者平均寿命分别是３４、２９代，犇犚犈２基

因杂合缺失酵母菌株的复制寿命相对野生型菌株缩短了

１４．７％，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。

　　１：Ｍａｒｋｅｒ；２：野生型酵母基因组ＰＣＲ结果；３：犇犚犈２基因缺失菌

株的ＰＣＲ结果。

图２　　ＰＣＲ鉴定犇犚犈２基因缺失酵母菌株

图３　　酵母菌株对衣霉素抗性的检测

　　横坐标：母细胞产生的子细胞个数；纵坐标：产生相同数目子细胞

的母细胞占总检测母细胞的比例。

图４　　酵母菌株复制寿命的检测

３　讨　　论

酿酒酵母是简单的单细胞生物，遗传背景清晰，易培养、生

活周期短，因此成为研究基因功能的重要模式生物，被广泛应

用于药物筛选、衰老等研究领域［１０］。

衣霉素是一种天然的核苷抗菌药物，可以阻碍内质网内新

生蛋白质糖基化修饰，造成内质网中未折叠蛋白质蓄积，最终

导致细胞的坏死或者凋亡。内质网中未折叠或错误折叠的蛋

白质堆积于内质网内，会激发细胞保护性的应答反应，即内质

网应激（ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃｒｅｔｉｃｕｌｕｍｓｔｒｅｓｓ，ＥＲＳ），也称为未折叠蛋

白反应（ｕｎｆｏｌｄｅｄｐｒｏｔｅｉｎｒｅｓｐｏｎｓｅ，ＵＰＲ）。适度的内质网应激

能降低细胞内的蛋白质合成水平，促进蛋白质的正确折叠，或

者使错误折叠的蛋白降解，起到保护细胞的作用。但过度的应

激反应会激活相应的凋亡调节因子［１１１２］。衣霉素作为经典的
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内质网应激诱导剂，在许多实验中已经被证实可以与多种抗肿

瘤药物联合运用，诱导肿瘤细胞凋亡，但是具体的分子机制还

不甚明了［１３１４］。

本研究发现，犇犚犈２基因杂合缺失酵母的菌落形成能力明

显大于野生型，表明犇犚犈２基因杂合缺失酵母对衣霉素的抗

性明显高于野生型菌株，暗示ＤＲＥ２很可能参与内质网应激的

调节，可能在内质网应激中起负调控作用。

研究表明，内质网应激反应会随着细胞衰老而发生一些改

变，导致或者加剧细胞衰老的进程［１５］。为了进一步研究

犇犚犈２基因杂合缺失酵母在含有衣霉素的固体培养基上的菌

落形成能力大于野生型是否与其复制寿命（指一个酵母细胞在

死亡之前所能分裂增殖的次数，即产生子细胞的个数）有关，本

研究检测了两者的复制寿命，结果显示：犇犚犈２基因缺失酵母

菌株的复制寿命明显低于野生型菌株，表明犇犚犈２基因杂合

缺失酵母对衣霉素的抗性增加不依赖于其复制寿命。

综上所述，犇犚犈２基因可能作为酵母内质网应激的负调控

因子，调节细胞内质网的未折叠蛋白反应，同时参与酵母的复

制寿命的调控。这对于进一步研究内质网应激机制，揭示衣霉

素的抗肿瘤作用机制提供了有益借鉴。
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