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摘   要：【目的】研究内质网应激反应在酿酒酵母蛋白 O-甘露糖基转移酶 -1 (protein 
O-mannosyltransferase-1, pmt1)基因调控细胞寿命和自噬中的作用。【方法】基于基因同源重组的

原理，构建双基因缺失菌株(pho8Δ60 pmt1Δ)。在光学显微镜下计数 PMT1基因缺失酵母菌株(pmt1Δ)
在衣霉素(内质网应激诱导剂)培养条件下的母细胞产生子代细胞的数量，统计菌株的复制性寿命。

在 SD-N 培养中(自噬诱导培养基)，通过酶标仪检测 pho8Δ60 pmt1Δ 菌株的碱性磷酸酶活性。在

衣霉素培养条件下，通过 Western blotting 检测细胞自噬标签 Atg8 蛋白的表达水平；通过 RT-qPCR
检测 pmt1Δ 菌株中自噬相关基因 ATG1 和 ATG8 的表达情况。【结果】在衣霉素培养条件下，pmt1Δ
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菌株的复制性寿命缩短 38.7%，差异有统计学意义；PMT1 基因缺失酵母菌株的碱性磷酸酶活性

上升；随衣霉素浓度增加，pmt1Δ 菌株中融合蛋白 GFP-Atg8 和游离 GFP 蛋白的表达水平逐渐升

高；在衣霉素培养条件下，pmt1Δ 菌株中 ATG1 和 ATG8 基因表达上调。【结论】内质网应激反应

减弱了 PMT1 基因缺失酵母细胞复制性寿命，增强了细胞自噬活性。 

关键词：酿酒酵母；衣霉素；内质网应激；自噬；PMT1 

Effects of endoplasmic reticulum stress on the regulation of the 
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Abstract: [Objective] To study the effects of endoplasmic reticulum stress on the regulation of 
the lifespan and autophagy of Saccharomyces cerevisiae by the protein O-mannosyltransferase 
1 (PMT1). [Methods] The double deletion strain (pho8Δ60 pmt1Δ) was constructed based on 
the genetic homologous recombination. The daughter cells produced by the mother cell of the 
PMT1-deleted yeast strain (pmt1Δ) treated with tunicamycin (inducing endoplasmic reticulum 
stress) were counted under a light microscope, and the replicative lifespan of the strain was 
examined. A microplate reader was used to measure the alkaline phosphatase activity of the 
pho8Δ60 pmt1Δ strain in the SD-N medium (for inducing autophagy). Western blotting was 
employed to determine the expression level of the autophagy marker Atg8 in the presence of 
tunicamycin. The transcript levels of autophagy-related genes ATG1 and ATG8 in the pmt1Δ 
strain treated with tunicamycin were determined by RT-qPCR. [Results] The replicative 
lifespan of the pmt1Δ strain was shortened by 38.7%, while the alkaline phosphatase activity of 
pmt1Δ strain was increased compared with those of the wild type in the presence of 
tunicamycin. The expression levels of GFP-Atg8 fusion protein and free GFP in the pmt1Δ 
strain were up-regulated with the increase in the concentration of tunicamycin. The transcript 
levels of ATG1 and ATG8 were up-regulated in the pmt1Δ strain treated with tunicamycin. 
[Conclusion] Endoplasmic reticulum stress impairs the replicative lifespan and enhances the 
autophagy of PMT1-deleted yeast cells. 
Keywords: Saccharomyces cerevisiae; tunicamycin; endoplasmic reticulum stress; autophagy; PMT1 
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内质网应激 (endoplasmic reticulum stress, 
ERS)通过激活未折叠蛋白反应(unfolded protein 
response, UPR)信号通路[1]，增强内质网处理未折

叠或错误折叠蛋白质的能力，缓解应激压力，有

助于重建或维持细胞内环境稳态，该细胞保护性

信号级联反应过程在衰老和衰老相关疾病中具

有重要作用[1-2]。当 ERS 反应较轻时，UPR 信号

通路通过启动自噬(autophagy)，进而恢复内质网

稳态，有利于细胞存活[3]；当 ERS 反应持续存

在或过强时，过度诱导的自噬或激活的凋亡通路

会促使细胞死亡[3]。自噬是细胞内的一种生理活

动，在多种应激条件下也是保护细胞和维持体内

平衡的一种重要的机制[4-5]。 
酿酒酵母作为研究细胞寿命的理想模式生

物，具有基因操作简便，寿命周期短等优点[6]。

酿酒酵母蛋白 O-甘露糖基转移酶家族(protein 
O-mannosyltransferases, PMTs)中的 PMT1 基因可

以启动 O-甘露糖基多聚糖的组装，参与蛋白质修

饰、维持细胞壁和细胞内的稳定性[7]。本课题组

前期研究发现，缺失 PMT1 基因可延长酵母细胞

的复制性寿命，其机制与 ERS 诱导的 UPR 信号

通路活性和细胞自噬活性相关[8-9]，这提示酵母细

胞内蛋白质动态平衡在 PMT1 基因调控细胞寿命

过程中发挥重要作用，但有关内质网应激反应在

PMT1 基因调控酵母细胞寿命和自噬中的具体作

用，以及可能机制还未知，因此，本研究进一步

探究内质网应激反应在 PMT1 基因调控酵母细胞

寿命和自噬中的作用，探讨可能的细胞机制。 

1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  质粒及菌株  

本研究所用的质粒 pRS306 为低拷贝穿梭载

体，在大肠杆菌中具有氨苄青霉素抗性，带有

Ura3 营养筛选标签。单倍体酿酒酵母 BY4742
由美国华盛顿大学 Matt Kaeberlein 博士惠赠，过

表达 Atg8 蛋白的酵母菌株 BY4742Atg8 和

pmt1ΔAtg8 为衰老研究所保存[8]，双基因缺失酵母

菌株(pho8Δ60 pmt1Δ)为本研究构建。 
1.1.2  培养基、试剂和仪器  

酵母 YPD、SD 和 SD-N 等培养基参考文  
献[8-9]配制。 

衣霉素(tunicamycin)购自生工生物工程(上
海)股份有限公司；Western、IP 细胞裂解液和碱

性磷酸酶检测试剂盒购自上海碧云天生物技术

股份有限公司； GFP 抗体购自 Santa Cruz 
Biotechnology 公司；G6PDH 抗体购自西格玛奥

德里奇(上海)贸易有限公司；荧光定量 PCR 试剂

盒购自宝日医生物技术(北京)有限公司。引物(表
1)由生工生物工程(上海)股份有限公司合成。 

多功能酶标仪，伯腾仪器有限公司(BioTek
公司)；凝胶成像系统，Bio-Techne 公司；荧光

化学发光仪，Azure Biosystems 公司。 
 

表 1  本研究所用引物  
Table 1  Primers used in this study 
引物名称 Primers name 序列 Sequences (5′→3′) 
pho8Δ60-box-F TATCAGCATACGGGACATTATTTGAACGCGCATTAGCAGCAGATTGTACTGAGAGTGCAC 
pho8Δ60-box-R TCACGAAGAATATGACATTCTTCTTCTTGTGTGATGCAGACTGTGCGGTATTTCACACCG 
pho8Δ60-RT-F ATGATGACTCACACATTACC 
pho8Δ60-RT-R 
ATG1-RT-F 
ATG1-RT-R 
ATG8-RT-F 
ATG8-RT-R 
RPR8-RT-F 
RPR8-RT-R 

ACGTAATGCAAAACTGCTTG 
GGGTCTAGGCGACCATCTTT 
AGTTTGACTGTACGGTGGGG 
TGTCAATGATACTTTGCCACCTACT 
ATTTCGATTTTAGATGTTAACGCTTC 
TCATGGCTGCGTCTGAAGTA 
GGCACCGTTATTAGCAGCAT 
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1.2  双基因缺失酵母菌株(pho8Δ60 pmt1Δ)
的构建和验证  

双基因缺失菌株的构建方法参考文献[10]，
反 应 体 系 按 照 试 剂 说 明 书 进 行 。 以

pho8Δ60-RT-F 和 pho8Δ60-RT-R 为 PCR 引物，

质粒 pRS306 为模板，扩增产物为 pho8Δ60 破坏

元件(含 URA3 基因编码序列)。采用醋酸锂方法

将破坏元件转化酵母细胞感受态(pmt1Δ 菌株)，
PCR 方法验证阳性克隆酵母菌株。 
1.3  复制性寿命的检测  

酵母细胞复制性寿命的检测方法按照参考

文献[11]进行。在光学显微镜下分离、记录酵母

母细胞在 0.25 μg/mL 衣霉素的寿命平板产生子

细胞的个数，统计绘制复制性寿命曲线图。 
1.4  碱性磷酸酶活性检测  

酵母细胞液泡中的碱性磷酸酶 (alkaline 
phosphatase, ALP)由 PHO8 基因编码，通常将缺

失包括跨膜区在内的 60 个氨基酸残基编码的蛋

白命名为 Pho8Δ60，它到达液泡的唯一途径是自

噬[12]。将 pho8Δ60 酵母菌株和 pho8Δ60 pmt1Δ
酵母菌株培养至对数生长期，重悬浮于 3 mL  
SD-N 培养基中(不含氨基酸和硫氨酸的酵母氮

基)培养 6 h。提取酵母细胞总蛋白，BCA 试剂

盒检测蛋白浓度，碱性磷酸酶检测试剂盒测定

ALP 活性。检测方法均严格按照相应试剂盒说

明书进行。 
1.5  GFP-Atg8 蛋白表达水平检测  

通过 Western blotting 技术检测酵母细胞中

融合蛋白 GFP-Atg8 的表达水平。酵母菌株

BY4742Atg8和 pmt1ΔAtg8分别接种于 3 mL YPD液

体培养基中，培养至对数生长期后(OD600 约为

0.6−0.8)，加入 30 μL 200 μg/mL 衣霉素分别培养

1 h 和 3 h。收集菌液，加入约 0.2 g 酸洗珠子、

IP 裂解液和蛋白酶抑制剂，涡旋 10 s、冰浴 20 s，
持续 30 min，提取酵母细胞总蛋白。12% PAGE
胶电泳，单克隆抗体 GFP 蛋白杂交，兔多克隆

抗体 G6PDH 为内参对照，荧光化学发光仪显色。 

1.6  RT-qPCR 检测基因转录水平  
取等量(OD600 约为 0.1)的酵母菌株，置于含

或不含 2 μg/mL 衣霉素的液体培养基中培养 1 h，

提取酵母细胞总 RNA、反转录成 cDNA、   

RT-qPCR 均按照试剂盒说明书进行。RT-qPCR

检测自噬相关基因(ATG1 和 ATG8)的转录水平，

PRP8 基因作为内参。 

1.7  统计学分析 
采用 SPSS 19.0 软件进行统计学分析。两组

间比较采用 t 检验进行分析。以 P<0.05 为差异

有统计学意义。 

2  结果与分析 
2.1  酵母 pho8Δ60 pmt1Δ 缺失菌株的验证 

本研究在 pmt1Δ 酵母菌株的基础上，进一

步缺失 pho8Δ60 基因，构建 pho8Δ60 pmt1Δ 酵

母菌株。图 1A 所示，PHO8 基因破坏元件大小

为 1 232 bp，与预期大小相符；图 1B 所示，以 
 

 
 

图 1  pho8Δ60 基因破坏元件电泳图(A)及 PCR 鉴

定 pho8Δ60 pmt1Δ 菌株电泳图(B) 
Figure 1  The electrophoresis of the pho8Δ60 gene 
disruption cassette (A) and verification of the 
pho8Δ60 pmt1Δ strain by PCR (B). M: DNA marker; 
1: The disruption cassette (A) and PCR products of 
the genomic DNA of the pho8Δ60 pmt1Δ strain; 2: 
PCR products of the genomic DNA of the BY4742 
strain. 
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pho8Δ60-box-F 和 pho8Δ60-box-R 为引物，以阳

性克隆菌株基因组 DNA 为模板，PCR 产物与预

期大小相符。研究结果说明，pho8Δ60pmt1Δ 
(pho8Δ60::URA3 pmt1::LEU2)菌株构建成功。 
2.2  pmt1Δ 菌株在衣霉素培养条件下的复

制性寿命 
衣霉素是一种核苷类抗生素，它可以阻碍蛋

白质的糖基化修饰过程，引起未折叠蛋白质堆积

增加，诱导内质网应激反应[13]。本研究为进一

步研究内质网应激反应在长寿命 pmt1Δ 菌株参

与细胞寿命调控中的作用，采用在显微镜下计数

BY4742 和 pmt1Δ 菌株在衣霉素(0.25 μg/mL)培
养条件下的母细胞产生子代细胞的数量，绘制复

制性寿命曲线图。如图 2 所示，BY4742 和 pmt1Δ
菌株的平均寿命均明显缩短，与其在 YPD 培养

条件的寿命比较，分别缩短 14.6%和 56.4%；在

衣霉素培养条件下，BY4742 菌株的平均寿命约

19.9 代，pmt1Δ 菌株的寿命约 12.2 代，缩短 38.7%，

差异有统计学意义(P<0.05)。以上结果说明，衣 
 

 
 

图 2  野生型和 pmt1Δ 菌株的复制性寿命曲线图 
Figure 2  The replicative lifespan (RLS) curves of 
the BY4742 and pmt1Δ strains. BY4742: The control 
strain. Mean RLS is shown in parentheses, and “n” is 
the number of mother cells scored.  

霉素明显缩短BY4742菌株和 pmt1Δ菌株的复制

性寿命，对 pmt1Δ 菌株的影响作用更显著。 

2.3  pmt1Δ 菌株中的碱性磷酸酶活性 
通过测定碱性磷酸酶 (ALP)活性，研究

pmt1∆酵母细胞中的细胞自噬水平。如图 3 所

示，在 YPD 培养条件下，与 BY4742 菌株中

的 ALP 活性比较，pmt1Δ 菌株中的 ALP 活性

上调；在自噬诱导培养条件下(SD-N 培养基)，
两种菌株中的 ALP 活性均升高，pmt1Δ 菌株

中的 ALP 活性升高更显著。这说明，缺失

PMT1 基因上调酵母细胞中碱性磷酸酶的活

性，在自噬培养条件下，碱性磷酸酶的活性上

调更显著。 

2.4  在衣霉素培养条件下，pmt1Δ 菌株中融

合蛋白 GFP-Atg8 的表达水平 
通过检测酵母菌株在衣霉素培养条件下融

合蛋白 GFP-Atg8 的表达水平，研究 pmt1∆酵母

细胞在内质网应激条件下的自噬活性。如图 4
所示，随着衣霉素培养时间延长，pmt1∆菌株中

的游离蛋白 GFP 占总蛋白的比例增加，显著高

于 BY4742 菌株(P<0.01)。以上结果提示，衣霉

素诱导 pmt1Δ 菌株中融合蛋白 GFP-Atg8 和游离

蛋白 GFP 表达上调。 
 

 
 
 

图 3  pmt1Δ 菌株中的碱性磷酸酶活性 
Figure 3  Alkaline phosphatase activity were 
detected in the pmt1Δ strain. *: P<0.05; **: P <0.01. 
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图 4  酵母菌株中融合蛋白 GFP-Atg8 的表达水平 
Figure 4  Relative protein expression levels of GFP-Atg8 fusion in the yeast strains. A: Protein expression 
levels of GFP-Atg8 fusion and free GFP in the yeast strains treated with tunicamycin. B: The gray values of the 
fusion protein GFP-Atg8. C: The gray values of the free protein GFP. G6PDH: Control antibody. *: P<0.05. **: 
P<0.01. The data represent the mean±SD (n=3) 
 
 
2.5  在衣霉素培养条件下，pmt1Δ 菌株中自

噬相关基因的转录表达水平 
通过RT-qPCR检测参与自噬相关基因ATG1

和 ATG8 的转录表达水平，进一步研究 pmt1∆酵

母细胞在内质网应激条件下的自噬活性。结果显

示，在 YPD 培养条件下，与 BY4742 菌株中的

ATG1 和 ATG8 基因表达水平比较，pmt1∆菌株中

的自噬相关基因表达上调；在衣霉素培养条件

下，pmt1∆菌株中 ATG1 和 ATG8 基因表达水平

显著上调(图 5)。因此，在衣霉素培养条件下，

缺失 PMT1 基因诱导自噬相关基因 ATG1 和

ATG8 的表达上调。 

 
 

图 5  自噬相关基因 ATG1 和 ATG8 在酵母菌株中

的转录表达水平 
Figure 5  Relative mRNA expression levels of 
autophagy-related genes ATG1 and ATG8 in the yeast 
strains. The data represent the mean±SD (n=3). *: 
P<0.05; **: P<0.01. 
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3  讨论与结论 
内质网应激和细胞自噬通过调控细胞内蛋

白质的动态平衡，在生物体生长发育、细胞程序

性死亡、抑制肿瘤和调控寿命等方面发挥着非常

重要的作用[14]。激活内质网应激，提高自噬作

用效率，使得细胞内累积的受损蛋白质或细胞器

明显减少，促进细胞存活；反之，聚集的毒性蛋

白质超出细胞的承载能力，引起细胞衰老和衰老

等相关疾病发生或发展。 
在内质网应激过程中，激活的未折叠蛋白反

应通路诱导伴侣蛋白等表达上调，下调错误折叠

蛋白堆积，激活细胞自噬[15]。本研究以衣霉素

为内质网应激反应诱导剂，研究内质网应激在

PMT1 基因调控酵母细胞寿命中的作用，探讨其

相关机制。在衣霉素培养条件下，pmt1Δ 菌株的

复制性寿命明显缩短。这提示衣霉素诱导的内质

网应激反应可能导致长寿命 pmt1Δ 菌株细胞的

增殖能力减弱，寿命缩短。这一结果与以往报道

相似，持续存在的内质网应激会使得细胞保护性

UPR 变成细胞毒性[16]。持续存在的 ERS 超出细

胞自身处理能力，为保护其他细胞或细胞内其他

代谢的正常功能，机体将会启动细胞自噬，过度

激活的自噬会导致细胞死亡[17]。 
碱性磷酸酶(ALP)活性测定是当前相对精确

的研究非选择性细胞自噬水平的定量方法[18]。

去除 N-末端 60个氨基酸的 Pho8Δ60蛋白以非活

性酶原的形式分散在整个细胞质中。当非选择性

细胞自噬发生时，包裹进自噬体的 Pho8Δ60 蛋

白运送至液泡，被激活为有活性的碱性磷酸酶。

为研究 pmt1Δ 菌株的自噬活性，本研究在 pmt1Δ
酵母细胞的基础上，进一步缺失 pho8Δ60 基因，

成功构建 pho8Δ60 pmt1Δ 双基因缺失菌株。研究

发现缺失 PMT1 基因诱导酵母细胞内碱性磷酸

酶活性上调，且在自噬培养条件下，碱性磷酸酶

的活性升高更显著。这提示，缺失 PMT1 基因诱

导酵母细胞中非选择性自噬活性显著上调。研究

发现 pmt1Δ 菌株中融合蛋白 GFP-Atg8 和游离蛋

白 GFP 的表达水平升高，也进一步证实本研究

前期关于 PMT1 基因在选择性自噬活性中的作

用研究[8]。 
为进一步研究内质网应激反应对 pmt1Δ 菌

株细胞自噬活性的作用，本研究检测 pmt1Δ 菌

株在衣霉素培养条件下的融合蛋白 GFP-Atg8 的

表达情况。研究发现，随着衣霉素培养时间的延

长，pmt1Δ 菌株中的游离蛋白 GFP 占总蛋白的

比例增加；在转录水平上，衣霉素诱导 pmt1Δ
菌株中的 ATG1 和 ATG8 基因表达上调。研究结

果说明，衣霉素增强了 pmt1Δ 菌株的自噬活性。

本研究结果与以往研究报道相一致，内皮细胞摄

取细颗粒物(PM2.5)引发内质网应激反应，进而诱

导细胞自噬[19]。在酵母内质网自噬过程中，Atg1
控制自噬体的形成[20]，Atg8 参与自噬体膜的扩

张[21]。自噬相关蛋白 Atg39 和 Atg40 能将内质

网装载到自噬体中[22]。哺乳动物中的 FAM134B
和 RTN3 蛋白都能在体外驱动饥饿诱导的内质网

自噬[23]。酵母细胞内质网应激既激活内质网自

噬，又诱导巨自噬，两种自噬过程可以独立运行，

又相互协调[24]。亨廷顿病和帕金森病的实验模

型表明，内质网应激诱导的自噬增强细胞清除

polyQ 和 α-synuclein 等聚集物能力，促进细胞存

活[25-26]。自噬激活的最终转归取决于多种因素，

包括刺激强度、细胞类型和细胞环境等，适度的

自噬活性有利于细胞生存和发育，过度激活会导

致细胞死亡。因此，ERS 和自噬之间可能存在

相互诱导和协同作用。 
综上所述，内质网应激反应诱导剂衣霉素缩

短 pmt1Δ 菌株的复制性寿命，激活酵母细胞自

噬活性；无论是内质网应激还是细胞自噬，适度

的激活寿命相关调控通路对细胞寿命是有益的，
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持续存在的激活会超出细胞承载能力，最终导致

细胞死亡。然而，有关内质网应激和细胞自噬两

者在 pmt1Δ 菌株调控细胞寿命中相互关系和具

体机制还有待进一步研究。 
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