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摘要：【目的】初步探讨酿酒酵母(Saccharomyces cerevisiae)中Snf1/AMPK蛋白激酶影响细胞壁完整性的

机制。【方法】通过同源重组交换的方法，构建酿酒酵母Snf1/AMPK蛋白激酶催化亚基的敲除菌株

snf1Δ，并通过基因回补对敲除菌株表型进行验证。在含有刚果红(Congo red)和荧光增白剂(Calcofluor

white)的平板上检测snf1Δ菌株细胞壁的完整性，通过qRT-PCR的方法检测snf1Δ菌株中已知的细胞壁合成

相关基因的表达情况。【结果】SNF1基因敲除影响细胞壁的完整性，并影响酿酒酵母对热激应答的反

应。进一步研究发现，SNF1突变菌株中β-1, 3-葡聚糖合成相关基因与β-1, 6-葡聚糖合成相关基因的表达

量均明显降低。【结论】结果显示酿酒酵母Snf1蛋白激酶影响细胞壁的完整性，此影响发生在转录水平

上，即通过调节细胞壁合成相关基因的转录来实现，揭示了Snf1蛋白的一个新角色。
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AMP激活的蛋白激酶(AMP-activated protein

kinase, AMPK)广泛存在于真核细胞中，属丝氨酸/

苏氨酸蛋白激酶，在糖、脂、蛋白质等营养物质

的代谢中发挥着多样而重要的作用，同时参与细

胞对环境压力的应答反应，维持细胞内稳态[1–2]。

在结构上，AMPK是一个由催化亚基(α亚基)和调

节亚基(β和γ亚基)组成的异源三聚体蛋白。很多

真菌中存在AMPK的同源物，酿酒酵母的SNF1复

合物便是其中之一，其功能相当复杂。酿酒酵母

SNF1复合物也是由3个亚基组成的异源三聚体蛋

白，包括α催化亚基Snf1，3个可以相互替代的β亚

基Sip1，Sip2和Gal83，以及γ亚基Snf4[3]。上游的

Sak1、Tos3或Elm1激酶能够持续激活Snf1蛋白激

酶 [4–5]。此外，Snf1蛋白的活性还受两个机制调

控。其一，蛋白磷酸酶1复合体(Reg1/Glc7)对

Snf1蛋白的调控[6]。某些代谢信号(例如高浓度葡

萄糖)能够调节Reg1/Glc7的活性，使Snf1去磷酸化

并失活；其二，Msn3与葡萄糖感受器作用，调控
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Snf1的催化活性[4]。同时，SNF1复合物参与机体

的营养代谢调节，并对环境压力应答，维持细胞

稳态。研究发现，SNF1复合物在糖原代谢方面具

有重要作用—Snf1突变菌株无法积累糖原，且胞

内葡萄糖-6-磷酸浓度大幅度降低[7–9]。

细胞壁的完整性对于细胞维持形态以及抵抗

外界环境压力具有重要意义，因而，真菌的细胞

壁也是抗真菌药物研发的一个理想靶点。酵母细

胞壁的主要成分为甘露糖、β-葡聚糖和几丁质，其

中β-葡聚糖在细胞壁干重中所占的比例过半[10–12]。

细胞壁的β-葡聚糖又以β-1, 3-葡聚糖为主，兼有

β-1, 6-葡聚糖。β-1, 3-葡聚糖的合成主要依赖β-1, 3-葡

聚糖合成酶，其催化亚基由FKS1和FKS2编码[13–14]。

而β-1, 6-葡聚糖的合成途径尚未阐明，尽管通过

基因敲除手段确定了一系列与β-1, 6-葡聚糖合成

相关的基因[15–19]。

本实验室前期率先报道了Snf1参与维持细胞

壁完整性的发现——在人类致病菌新型隐球酵母

(Cryptococcus neoformans)中Snf1蛋白激酶参与调

节细胞壁的完整性[20–21]。其后，在酿酒酵母中，

也有人证实Snf1蛋白激酶和细胞壁形成相关 [22]，

说明Snf1蛋白维持真菌细胞壁完整性的功能具有

保守性，但其作用机制尚未触及。本研究通过同

源重组的方法敲除酿酒酵母的SNF1基因，比较野

生型菌株和敲除菌株在细胞壁完整性上的差异，

同时利用酿酒酵母研究的海量生物信息学数据，

选择一些已知的与细胞壁合成相关的基因，通过

qRT-PCR的方法，检测它们在snf1Δ突变株中的表

达情况，结果发现Snf1通过调控这些基因的表达

实现其对细胞壁合成的影响。

表1.   本实验所用引物

Table 1.   Primers used in this study

Primers Sequences (5′→3′)

SNF-F/SNF-R GACGGAGCTCACTTGTGTATACCCGTATACTTGC/CGGGGTACCTTTTGGGATCCTTTTGTTGTA

URA3-F/URA3-R CCGCTCGAGAGATGCTAAGAGATAGTGATGATA/GGAAGATCTCTTTACAGTCCTGTCTTATTG

FKS1-F/FKS1-R AGGCTGAGCGTCGTATTTCTTTC/CCCATTCAACGGGATGTAATTGTTTT

FKS2-F/FKS2-R TCGTTCAAATGTTCGGTGGTAAT/AAGGGAGGTTCTTCATCCAGGTAGG

CWH41-F/CWH41-R CACTTACAATAAACTTGGCACTA/TTCCCATAGAAATAACCGATTCCTCC

ROT2-F/ROT2-R CCGATAAGCGTCCTTTCCTTCTAA/CGGCTCCTATAAATGGCATACCAGC

KRE5-F/KRE5-R TCGAAAGCGACCCGCAATATGAC/ACATTAACGGCACGAACCAACCCAC

CNE1-F/CNE1-R TGATAAATAATGCCAAGTACAAAG/TGCTGCTCTTCGTAGTATAGCGGGT

KRE11-F/KRE11-R GTTCTGTTACCCAAATCAACTCAA/TGTGACTTCTGTTTCCCATGATGTTC

KRE6-F/KRE6-R TCTCCATTTGGTGGGTATCCTGCTT/ACCTCCTTCTATCCAGTCTTGCCTC

SKN1-F/SKN1-R CACCTGACAGTGCGAAGACAAGA/GTAGTTGTAACGGCATCTGGTGAG

KRE9-F/KRE9-R ACAACCACTACAAACAACGCCCAA/GACCCAAAGGTAGAGTAATATGTC

KNH1-F/KNH1-R GGTGCCACGATTGATTCTAAGAGTT/ACCCTGGTGTTACGGTAGTATGTT

KRE1-F/KRE1-R TCAACAGAGCCACTATGCTACCAAC/ATACAGTCCCGAAGACAACGATGA

P1-A GGGGCCAAGACATAGCTTTGGGCTT

P1-B CCTGGGCCCACCACACCGTGTGCATTCG

P1-C AACAATACCTGGGCCCACCACACCG
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1    材料和方法

1.1    材 料

1.1.1    菌株和培养基：酿酒酵母(S. cerevisiae)营

养缺陷型菌株JY102 (MATα ura3 leu2 lys2)是S288c

的衍生菌株，由本实验室保藏。E. coli DH 5α的培

养采用LB培养基(蛋白胨10 g，氯化钠10 g，酵母

提取物5 g，ddH2O 1 L, pH 7.2–7.4)，转化子筛选

时添加终浓度为100 mg/L的 Amp。YPD 培养基

(葡萄糖20 g，蛋白胨20 g，酵母提取物10 g，ddH2O

1 L, pH 6.2)用于酵母培养。基本培养基YNB(不含

氨基酸的酵母氮源6.7 g，葡萄糖20 g，ddH2O 1 L,

pH 6.0–6.2)用于敲除转化子的筛选。

1.1.2    主要试剂和仪器：限制性内切酶、T4 DNA

连接酶、MLV反转录酶及DNase I等购自大连宝生

物工程有限公司，Invitrogen TRIzol Kit 购自

Invitrogen，FastStart Universal SYBR Green Master

购自Roche，StepOnePlus实时荧光定量PCR仪购

自Applied Biosystems。

1.2    SNF1基因插入突变与回补菌株的构建

根据酿酒酵母S288c的SNF1基因序列(基因编

号：YDR477W)，设计引物SNF-F和SNF-R扩增

SNF1基因的全序列，将扩增的基因片段经Sac I和
Kpn I双酶切后连接至空载体pBluescript SK(+)，
形成重组载体pBS-SNF1。以S288c的总DNA为模

板，以URA3-F和URA3-R为引物扩增筛选标记基

因URA3的全序列。利用SNF1基因内部存在的Xho I
和Bgl II限制性酶切位点，将URA3基因插入到重

组载体p B S - S N F 1的S N F 1基因中，从而打断

SNF1基因，形成上下游同源臂。通过电转化的方

式，将敲除质粒转入酿酒酵母营养缺陷型菌株

JY102中，在YNB基本培养基(补充亮氨酸和赖氨

酸)上筛选阳性克隆，并通过PCR方法验证。

构建SNF1回补菌株：将重组载体pBS-SNF1

通过电转化的方式转入SNF1缺失菌株(snf1Δ)中，

在添加了尿嘧啶和5-氟乳清酸(5-FOA)的YNB平板

上筛选阳性克隆。酿酒酵母URA3的存在能够使

5-FOA转变成5-氟脱氧尿苷，阻遏细胞增殖导致

细胞死亡。因而只有URA3基因不存在的转化子能

够在此筛选平板上存活，即筛选到原位回补菌株。

1.3    细胞壁完整性的检测

离心收集过夜培养的酵母细胞，用无菌双蒸

水洗涤菌体3次并重新悬菌，调节初始浓度为

2×107 cells/mL，并以10倍梯度稀释法对酵母细胞

进行稀释。取5 μL各稀释梯度的酵母细胞滴至含

有刚果红或荧光增白剂的YPD平板上，30 °C静置

培养2 d，观察酵母的生长情况。

1.4    菌株热激敏感性的检测

离心收集过夜培养的酵母细胞，用无菌双蒸

水洗涤菌体3次，并在45 °C水浴锅中孵育细胞2 h。

重悬细胞于无菌双蒸水中，调节初始浓度为2×107

cells/mL，之后进行连续的10倍梯度稀释。取

5 μL目的细胞悬液滴至YPD平板上，30 °C静置培

养2 d，观察酵母的生长情况。

1.5    酵母总RNA的提取及实时定量PCR (qRT-

PCR)

将活化的酵母细胞转接至液体YPD培养基

中，30 °C摇床振荡培养18–24 h，菌体离心收集后

采用TRIzol法提取总RNA，并用DNase I消化去除

残留的DNA。取1 μg的总RNA作为模板，利用

MLV反转录酶将其反转录成cDNA。1 μL cDNA、

10 μL FastStart Universal SYBR Green Master、0.5 μL

各引物及8 μL无菌双蒸水构成qRT-PCR的反应体

系。GAPDH基因用作本实验的内参基因，ΔΔCT

法计算靶基因的表达量，重复3次。

2    结果和分析

2.1    酿酒酵母SNF1基因敲除菌株和回补菌株的

构建

为了验证Snf1/AMPK蛋白激酶的功能，我们
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构建了SNF1基因的缺失菌株和功能回补菌株。菌

株验证的2对引物分别是P1-A/P1-C及P1-B/P1-C。

如图1所示，上游引物P1-A为SNF1敲除载体上游

同源臂以外一段DNA序列，P1-B是位于URA3
基因内部的引物，P1-C是SNF1敲除载体下游同源

臂以外的引物。以敲除菌株的基因组DNA为模

板，用P1-B/P1-C引物能够扩增出目的条带，而以

野生型基因组DNA为模板，在相同的条件下不能

扩增出目的条带。同样，以P1-A/P1-C为引物时，

敲除菌株中由于URA3基因的插入，得到与野生型

菌株大小不同的特异性条带，该结果与理论预测

值相符。同时将PCR产物测序，确证通过同源重

组成功得到了SNF1的敲除菌株。

在构建SNF1的回补菌株时，选用加有尿嘧啶

和5-FOA的YNB平板来筛选阳性转化子。采用此

方法，仅和重组载体上完整的SNF1基因发生了同

源重组且URA3基因被替换的转化子在筛选平板上

存活，即发生了原位回补。以P1-A/P1-C及P1-

B/P1-C引物对回补菌株进行验证，预期得到和野

生型菌株一致的特异性条带。结果如图1所示，相

应的PCR产物条带与理论值相符。该结果表明

SNF1基因的缺失菌株及回补菌株构建成功，分别

命名为snf1Δ、snf1C。

2.2    snf1Δ突变株对细胞壁抑制剂敏感

为了验证SNF1基因缺失后，突变株细胞壁的

完整性是否受到影响，我们在分别含有2种细胞壁

抑制剂(刚果红、荧光增白剂)的培养基上检测该

突变株对细胞壁抑制剂的敏感性。如图2所示，在

添加0.06 mg/mL刚果红或0.03 mg/mL荧光增白剂

的YPD平板上，突变株的生长受到了极大的抑

制，而野生型和回补菌株长势良好，说明突变菌

snf1Δ的细胞壁完整性已经受到了破坏。这个表型

与新型隐球酵母snf1Δ的表型相似[20–21]。

图 1.   敲除菌株和回补菌株的PCR验证

Figure 1.   PCR verification of the SNF1 disruption (A) and its complementation (B, C). The ORF of SNF1 was
replaced by URA3 through homologous recombination. Primer pairs, P1-B/P1-C and P1-A/P1-C, were used for PCR
verification. The locations of primers are indicated.
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2.3    snf1Δ突变株对热激敏感

之前的研究工作表明，新型隐球酵母SNF1基

因参与机体的热激应答 [ 2 0 ]。为了验证酿酒酵母

SNF1是否具有此功能，我们检测了snf1Δ突变株对

热激的敏感性。实验发现，在经过45 °C热激2 h

后，与野生型和回补菌株相比，突变菌株snf1Δ

生长较弱(图3)，说明snf1Δ菌株在热激条件下的适

应能力受到破坏。snf1Δ突变株对热激的敏感可能

是来源于热激应答的破坏，也可能是由于细胞壁

完整性的损坏。该表型与新型隐球酵母snf1Δ突变

株表型相似[20–21]。

2.4    qRT-PCR分析snf1Δ突变株中细胞壁合成相

关基因的表达

2.4.1    SNF1是β-1,3-葡聚糖合成相关基因的表达

所必需的：为探讨Snf1蛋白可能的下游作用通

路，本实验选择已知的参与细胞壁β-1,3-葡聚糖合

成的基因，FKS1和FKS2，采用qRT-PCR的方法，

从转录水平上检测了Snf1蛋白激酶对其基因表达

的影响。结果如图4所示，与野生型及回补菌株相

比，snf1Δ突变株中FKS1和FKS2的表达量均降

低，仅为野生型的0.3倍左右，表明SNF1基因的缺

失严重影响了酿酒酵母中β-1,3-葡聚糖的合成基因

的表达。

2.4.2    SNF1参与β-1,6-葡聚糖合成相关基因的表

达：β-1,6-葡聚糖的合成途径尚未研究清楚，但糖

蛋白的分泌及其在细胞外的定位对其合成至关重

要[15]。一些内质网蛋白(KRE5、CNE1、CWH41及

图 2.   snf1Δ突变株对细胞壁抑制剂敏感

Figure 2.   snf1Δ mutant was severely sensitive to cell
wall inhibitors. Fresh cells in serial dilution were
spotted onto YPD agars supplemented with 0.06 mg/mL
Cong red or 0.03 mg/mL Calcofluor white respectively,
and cultured at 30 °C for 2 days.

图 3.   snf1Δ突变株对热激敏感

Figure 3.   Sensitivity of snf1Δ mutant to heat shock.
Yeast cells were collected and incubated at 45 °C in
water bath for 2 h. The cells were serially diluted and
spotted onto YPD agars at 30 °C for 2 days.

图 4.   snf1Δ突变株中β-1, 3-葡聚糖合成相关基因的表

达量

Figure 4.   Expression of β-1,3-glucan-related genes in
snf1Δ mutant. Total RNA was extracted and qRT-PCR
was applied. The expression of FKS1 and FKS2 in
snf1Δ mutant took account of approximate 30% of the
JY102 wild-type strain respectively. The assay was
performed in triplicate, and errors were expressed as the
standard deviation.
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ROT2，分别编码葡糖转移酶、钙连蛋白、葡糖苷

酶1和葡糖苷酶2)参与β-1,6-葡聚糖的合成[15,22]。本

实验采用qRT-PCR的方法，从转录水平上检测了

Snf1蛋白激酶对该内质网蛋白表达的影响。结果

如图5所示，与野生型及回补菌株相比，snf1Δ突

变株中KRE5、CWH41、ROT2及CNE1的表达量均降

低，分别为野生型的0.82、0.32、0.46及0.33倍。

KRE11基因编码1种胞浆蛋白，参与葡聚糖在

内质网和高尔基体之间的转运，对β-1,6-葡聚糖的

合成至关重要[23]。通过qRT-PCR的方法，本研究

发现SNF1基因缺失严重影响了KRE11基因的表

达，使其表达量降为野生型的0.43倍，而SNF1基

因的回补恢复了KRE11的正常表达(图6)。

KRE6和SKN1编码高尔基体上的II型膜蛋白，

在β-1,6-葡聚糖的合成中具有重要作用[16–17]。qRT-

PCR的结果表明，与野生型和回补菌株相比，snf1Δ

突变株中KRE6和SKN1的表达量略微下调(图7)。

KRE9和KNH1编码细胞表面糖蛋白，Kre1p是

一种和细胞壁相关的锚合蛋白 [ 1 5 , 1 9 ]。本实验发

现，snf1Δ突变株中KRE9和KRE1的表达量分别降

至野生型的0.49及0.36倍，而KNH1基因的表达量

降至野生型的0.08倍(图8)。

图 5.   与β-1,6-葡聚糖合成相关的内质网蛋白基因的表

达量变化

Figure 5.   Expression of β-1,6-glucan-related genes in
snf1Δ mutant which encodes endoplasmic reticulum
proteins. Transcriptional levels of KRE5, CWH41,
ROT2 and CNE1 reduced to 82%, 32%, 46% and 33%
of the respective level in JY102. The assay was
performed in triplicate, and errors were expressed as the
standard deviation.

图 6.   与β-1,6-葡聚糖合成相关的胞浆蛋白基因的表达

量变化

Figure 6.   Expression of β-1,6-glucan-related genes in
snf1Δ mutant which encodes a predicted cytoplasmic
protein. Transcriptional level of KRE11 reduced to 43%
of that in JY102. The assay was performed in triplicate,
and errors were expressed as the standard deviation.

图 7.   与β-1,6-葡聚糖合成相关的高尔基体糖蛋白基因

的表达量变化

Figure 7.   The expression of β-1,6-glucan-related genes
in snf1Δ mutant which encodes glycoproteins located in
the Golgi. Transcriptional levels of KRE6 and SKN1
reduced slightly compared to that of JY102. The assay
was performed in triplicate, and errors were expressed
as the standard deviation.
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通过上述实验发现，在snf1Δ突变株中，β-

1,6-葡聚糖合成相关基因的表达量均降低。该结

果表明，SNF1基因的缺失在转录水平上影响了β-

1,6-葡聚糖的合成。

3    讨论

外界环境压力复杂多变，细胞壁作为细胞的

一个重要屏障，为保护细胞免受一些极端环境的

损害起到了重要作用。本研究通过同源重组的方

法构建了SNF1基因敲除菌株，验证了SNF1缺失菌

株对细胞壁抑制剂异常敏感，表明SNF1参与细胞

壁的合成和细胞壁完整性的维持。在本实验中，

采用了2种细胞壁抑制剂来检测该菌株细胞壁的完

整性。刚果红主要和细胞的葡聚糖相互作用，抑

制细胞壁微纤丝的排列，其作用细胞后使细胞表

现为出芽但是不分离的现象，若浓度过高则会抑

制细胞的生长；荧光增白剂主要干扰细胞壁几丁

质的分布。在添加0.06 mg/mL 刚果红或0.03

mg/mL 荧光增白剂的YPD平板上，与野生型及回

补菌株相比，突变株细胞几乎不能生长，说明突

变菌株的细胞壁完整性受到破坏。

为探究Snf1蛋白激酶是通过什么通路来影响

细胞壁完整性的，我们利用酿酒酵母研究积累的

丰富信息和数据，检测了下游的一些参与细胞壁

合成的基因表达情况。酿酒酵母细胞壁的主要成

分为甘露糖，葡聚糖与几丁质，其中又以葡聚糖

为主。研究表明，FKS1和FKS2基因对于β-1,3-葡

聚糖的合成至关重要，其缺失突变导致β-1,3-葡聚

糖的合成减少，β-1,6-葡聚糖的合成也受到轻微影

响。Fks1p及Fks2p是β-1,3-葡聚糖合成酶的重要组

件[12–14]。本实验通过qRT-PCR检测发现，snf1Δ突

变株中FKS1和FKS2的表达量均降低(仅为野生型

的30%)，说明SNF1基因的突变导致细胞壁β-1,3-

葡聚糖合成相关基因的转录抑制。

β-1,6-葡聚糖是真菌特异性的细胞壁组分，其

合成酶及合成途径尚未研究清楚。之前的研究通

常采用基因敲除的方法来确定β-1,6-葡聚糖合成相

关的基因。初步的研究结果表明糖蛋白的运输及

分泌在β-1,6-葡聚糖的合成中具有重要作用[15–19]。

在本实验中，我们检测了一系列和β-1,6-葡聚糖合

成有关的基因，涉及β-1,6-葡聚糖在内质网、高尔基

体和胞质中的运输及其在细胞表面的定位。研究

发现，在snf1Δ突变株中，β-1,6-葡聚糖合成相关

基因的表达量均有不同程度下调，说明SNF1基因

的突变也导致细胞壁β-1,6-葡聚糖合成相关基因的

转录抑制。这些证据预示了SNF1 基因通过影响葡

聚糖合成相关基因的转录调控着细胞壁的完整

性。同时，该研究结果也为β-1,6-葡聚糖合成途径的

探索提供了一些指引。值得注意的是，β-1,3-葡聚

糖和β-1,6-葡聚糖的合成途径并不是完全分开的，

比如fks1Δ突变株中 β-1,6-葡聚糖的合成略微降

低[14]，kre6Δ突变株中β-1,3-葡聚糖也有所减少[16]。

图 8.   与β-1,6-葡聚糖合成相关的细胞表面蛋白基因的

表达量变化

Figure 8.   The expression of β-1,6-glucan-related genes
in snf1Δ mutant which encodes cell-surface proteins.
Transcriptional levels of KRE9, KNH1 and KRE1 took
account of approximate 49%, 8% and 36% of the
respective level in JY102. The assay was performed in
triplicate, and errors were expressed as the standard
deviation.

1138 Ping Zhang et al.  |  Acta Microbiologica Sinica, 2016, 56(7)

actamicro@im.ac.cn



另外，本实验还发现酿酒酵母SNF1基因缺失

影响细胞对热激反应的应答能力，该表型在新型

隐球酵母中也得到验证，其中的应答机制有待研

究。综上所述，本实验验证了酿酒酵母Snf1蛋白

激酶对细胞壁完整性的影响，并在转录水平上提

供了证据表明SNF1参与细胞壁合成过程，促进细

胞壁合成相关基因的表达。另一方面，该实验结

果初步表明SNF1调节β-1,6-葡聚糖合成基因，启

发我们可以从SNF1出发，探索β-1,6-葡聚糖的合

成途径。
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Snf1/AMPK affects cell wall integrity through regulating the
transcr ip t ion  o f  ce l l  wa l l  a s sembly -re la ted  genes  in
Saccharomyces cerevisiae

Ping Zhang1, Qiang Zhao1, Dongsheng Wei1, Jiao Yang1, Xiangyang Zhu1,
Xudong Zhu1,2 *

1 National Key Program of Microbiology and Department of Microbiology, College of Life Sciences, Nankai University, Tianjin
300071, China
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Abstract: [Objective] To study the role of Snf1/AMPK kinase in cell wall integrity in Saccharomyces cerevisiae

JY102. [Methods] SNF1 deletion mutant of S. cerevisiae was created by homologous recombination. Congo red and

Calcofluor white were applied to evaluate the cell wall integrity for the mutant strain. qRT-PCR was used to analyze

the transcription of cell wall-related genes. [Results] The SNF1 disruption mutant was severely sensitive to Congo red

and Calcofluor white, manifesting the impairment of cell wall integrity. The mutant exhibited apparently growth

defect at high temperature. The results of qRT-PCR revealed down-regulated transcription of several genes involved

in β-glucan biosynthesis. [Conclusion] The deletion of Snf1 impairs the cell wall integrity by reducing the

transcription of β-glucan-related genes, suggesting a new role of Snf1 in the activation of cell wall synthesis.

Keywords: Saccharomyces cerevisiae, Snf1/AMPK protein kinase, cell wall integrity, β-glucan
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