
微生物学通报                                              JUN 20, 2009, 36(6): 826~830 
Microbiology                                         © 2009 by Institute of Microbiology, CAS 
tongbao@im.ac.cn                                                  
 

                           

* 通讯作者：Tel: 86-22-60601369; : zhaohua@tust.edu.cn 
收稿日期：2008-10-19; 接受日期：2009-01-08 

研究报告 

UV-B 诱导的酵母凋亡现象及调节机制的作用 
赵  华*  伍  丹 

(天津科技大学生物工程学院 教育部工业微生物重点实验室  天津  300457) 

 
 

摘  要: 研究UV-B诱导的酵母凋亡现象及调节机制的作用。通过高密度细胞培养, UV-B能够抑制

酵母细胞生长和诱导细胞凋亡。然而, 将UV-B已照射 96 h活酵母细胞重新进行UV-B照射时发现, 
培养 12 d照射过细胞的存活率仍有 10% (P<0.05), 而未照射细胞已经基本死亡。同时, 经 0.01 
mol/L和 0.1 mol/L H2O2处理, UV-B照射 24 h活细胞的存活率分别是对照的 3.0 倍和 5.2 倍; 而经 30 
min和 60 min 55°C热处理, UV-B照射 24 h活细胞的存活率分别是对照的 3.5 倍和 9.0 倍。 
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UV-B Irradiation Regulates Apoptosis in Yeast 
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(Key Laboratory of Industrial Microbiology, Ministry of Education, College of Bioengineering,  
Tianjin University of Science and Technology, Tianjin 300457, China) 

Abstract: Mechanisms of UV-B-induced apoptotic regulation in yeast Saccharomyces cerevisiae were 
studied. The results showed that UV-B irradiation indeed inhibited the growth of yeast cells as well as in-
duced extensive apoptosis during 96 h experiment period. However, survival of 96 h irradiated cells re-
mained 10% while most control cells finally dead after re-growth under UV-B irradiation for 12 d. And by 
exposed to 0.01 mol/L or 0.1 mol/L H2O2 for 30 min, survival rate of 24 h irradiated cells were 3.0-fold or 
3.2-fold than control, respectively. By to heat shock for 30 min or 60 min, survival rate of 24 h irradiated 
cells were 3.5-fold or 9.0-fold than control, respectively. 
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近年来, 人们已经成功建立起酵母细胞的凋亡
调节机制[1]。但是, 细胞凋亡对单细胞生物的积极作
用仍然很模糊。细胞凋亡(Apoptosis)是指细胞在一
定的生理或病理条件下, 受内在遗传机制的控制自
动结束生命的过程。而细胞程序性死亡(Programmed 
cell death, PCD)是指生物在发育过程中对一定生理
刺激的反应性死亡, 它需要一定基因表达, 被认为
是机体稳态维持和DNA损伤的细胞清除的重要调节
机制[2]。紫外线波长范围为 200 nm~400 nm, 按波

长大小分为 3 种：UV-A, 其波长范围为 320 nm~ 
400 nm：UV-B, 其波长范围在 280 nm~320 nm之
间 ; UV-C, 波长小于 280 nm。其中由于臭氧层变
薄而到达地面的UV辐射 , 主要是UV-B辐射的增
强 , 研究者研究紫外线主要是UV-B对各种微生物
的影响 [3]。近期 , UV-B开始广泛的被人们用来作为
研究细胞凋亡的“刺激物”[4]。UV-B能够诱导人类细
胞发生凋亡现象, 由于酵母细胞和人类细胞的高度
同源性, 因此选择UV-B作为外源性因素进行研究。
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目前, 已经在电子和荧光显微镜下观察到了紫外线
照射后酵母细胞产生的细胞凋亡现象[5]。凋亡现象

包括细胞收缩、染色质浓缩、DNA和染色体碎片、
质膜起泡、以及形成凋亡小体等。也有研究证明了

紫外线照射后酵母细胞内核酸含量增加等典型凋亡

现象[3]。本文主要研究酵母细胞在UV-B照射下, 细
胞凋亡调节机制使细胞获得的选择性优势[1]。 

1  材料和方法 

1.1  材料 
1.1.1  菌种：本实验室保存的酿酒酵母(Saccharomy- 
ces cerevisiae) 菌株, 编号为 ZW-1。 
1.1.2  酵母培养基：葡萄糖  40 g, 酵母膏 0.5 g, 
(NH4)2SO4 0.5 g, KH2PO4 1 g, MgSO4·7H2O 0.5 g, 蒸
馏水定容至 1 L, 1×105 Pa灭菌 20 min, pH 5.0。参照
文献 [3]用柠檬酸 -柠檬酸三钠缓冲液配制培养基 , 
柠檬酸-柠檬酸三钠缓冲液每L含有柠檬酸 7.354 g, 
柠檬酸三钠 19.11 g。 

1.1.3  YEPD培养基(g/L)：蛋白胨 2%, 酵母膏 1%, 
葡萄糖 2%, 1×105 Pa灭菌 20 min, pH 6.0。 

1.2  紫外照射实验 
1 .2 .1   活性干酵母活化方法：活性干酵母接入 
100 mL培养基中, 30°C~32°C活化 30 min。 

1.2.2  照射实验：将活化后的酵母菌液转接于烧杯

中, 置于紫外培养箱(含 15 W 312 nm 紫外灯一只, 
照射距离 0.5 m)进行紫外伤害培养 96 h, 培养条件
为温度 28°C~30°C、摇床转速 50 r/min~60 r/min。细
胞数采用血球计数法或板活菌计数法。实验重复 3
次, 取平均值作为结果。 
1.2.3  细胞凋亡证实实验：1) DAPI荧光染色：收集
照射 0~96 h后酵母细胞, PBS缓冲液洗涤 3次后固定
细胞, DAPI染色 15 min后加抗荧光淬灭剂封片观察
[1]。2) DNA Ladder实验：参照分子克隆实验指南方
法, 并根据实际情况做适当的修改[6]。 

1.3  活酵母细胞抗性实验 
1.3.1  活细胞收集：UV-B照射 24 h、48 h和 96 h培
养液与正常培养 24 h细胞培养液(对照) 4000 r/min离
心 15 min, 用 0.1 mol/L磷酸钾缓冲液(pH 7.8, 含
0.0001 mol/L EDTA)洗涤数次后, 将湿酵母泥重悬
于生理盐水中, 制备成菌悬液, 活细胞浓度为 1×109

个/mL。 
1.3.2  UV-B 抗性实验：取 UV-B 照射 96 h 后活细

胞重新进行 UV-B 照射 , 照射时间根据实验需要 
而定。 
1.3.3  H2O2

[7]和热冲击[7]抗性实验：分别对菌悬液

进行以下处理：0.01 mol/L和 0.1 mol/L H2O2处理 
30 min; 55°C 热冲击处理(Heat shock) 30 min 和 
60 min。处理后细胞液用生理盐水梯度稀释到适宜
浓度, 采用 YEPD培养基, 30°C培养 3 d~5 d后, 根
据平板上细胞数计算存活率, 实验重复 3 次, 取平
均值作为实验结果。 

2  结果 

2.1  UV-B 照射对酵母细胞生长的影响 
1×107个/mL和 1×109个/mL的酵母细胞在UV-B

灯下照射培养 96 h, UV-B照射对酵母细胞生长的影
响情况见图 1。 
 由图 1可知, 低密度培养时(1×107个/mL), UV-B
照射的酵母细胞初始生长速度较快, 但照射培养后
期却呈现出明显的下降趋势, 且细胞数低于未照射
细胞。高密度培养时(1×109个/mL), UV-B照射的酵母
细 胞 初 期 由 于 U V - B的 损 伤 和 营 养 物 质 有 

 

 
 
图 1  UV-B 照射对不同浓度酵母细胞生长的影响 
Fig. 1  Effects of different cell density on growth of yeast 
cells during 96 h UV-B irradiation 
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限, 生长速度与未照射细胞相比较慢, 也较低密度
培养时晚进入稳定期 (约为 24 h)。进入稳定期后细
胞停止了细胞分裂和自我繁殖[8]。在后期未照射细

胞发生细胞自溶现象, 同一时期下照射的酵母细胞
虽然也存在部分自溶现象, 但实验发现一些受损伤
的细胞在失去繁殖能力后仍然能够产生代谢变化 , 
代谢变化包括合成抗氧化保护性物质等, 这也解释
了照射后期酵母细胞保持稳定状态的原因。酵母细

胞的这种现象与对数期生长的多细胞生物, 特别是
与人类细胞非常相似, 因此选取浓度为 1×109个/mL
酵母细胞进行单细胞凋亡研究。 

2.2  UV-B 照射诱导酵母细胞凋亡 
UV-B诱导的细胞凋亡是导致酵母细胞在 UV-B

培养下死亡的原因之一。DAPI染色后, 经 UV-B照
射处理的酵母细胞呈现出典型的细胞凋亡现象, 且
随着UV-B照射时间的延长而加剧(图 2)。24 h时, 酵
母细胞形态大小开始出现差异, 细胞核染色质凝聚, 
边缘形成新月状。48 h后, 20%以上的酵母细胞逐渐
表现出类似现象, 核膜崩溃及细胞溶解形成凝聚的
凋亡小体。UV-B照射 24 h后, DNA琼脂糖凝胶电泳
(图 3, 泳道 3)出现典型的DNA Ladder, 再次表明其发
生了凋亡现象。通过观察 UV-B照射酵母细胞的存活
率(图 4), 照射 96 h后细胞的存活率比未照射细胞低
16%(P<0.05)。 

2.3  UV-B 照射后酵母细胞抗性实验  
2.3.1  UV-B照射后酵母细胞对UV-B再照射的抗性

实验：细胞凋亡调节机制是通过清除凋亡和老化的

细胞, 使存活的细胞获得再生长的能力。收集 UV-B
照射 96 h 后活细胞, 取未照射细胞作为对照, 重新
进行 UV-B照射的结果见图 5。细胞存活率低于 1% 
 

 
 
图 2  DAPI 法证明 UV-B 照射 96 h 内诱导的细胞凋亡 
Fig. 2  UV-B-induced apoptosis in yeast cells were detected 
by DAPI stain during 96 h UV-B irradiation 
注：上排: 荧光显微镜观察; 下排: 普通光学显微镜观察. 
Note: Top: Fluorescence microscopy; Bottom: Phase contrast micros-
copy of the same cells. 

 
 
图 3  酵母 DNA Ladder 
Fig. 3  Yeast cell DNA Ladder 
注：1-5: 对照、紫外线照射 0 h、24 h、48 h、72 h; M: DNA marker. 
Note: 1-5: Control, 0 h, 24 h, 48 h, 72 h of UV-B irradiation; M: 
DNA marker. 

 

 
 
图 4  UV-B 照射 96 h 内酵母细胞的存活率 
Fig. 4  Survival of yeast cells during 96 h UV-B irradiation 

 
时停止照射。图 5中可以看出, UV-B照射过的酵母
细胞存活时间更长, 8 d后 UV-B照射过酵母细胞的
存活率比未照射细胞同期高 17% (P<0.05), 12 d后
照射过细胞的存活率仍有 10%, 而未照射细胞已经
基本死亡。 

细胞凋亡调节机制中, ROS在细胞凋亡中起到
了非常重要的调节作用[8]。UV-B诱导产生的ROS通
过损伤细胞内蛋白质、磷脂和核酸等, 最终导致细
胞死亡。有研究报道称, 酵母细胞在外界刺激下能
够建立起良好的ROS解毒机制, 修复ROS带来的氧
化损伤[11,12]。UV-B照射后活细胞内抗氧化物质的水
平显著提高。例如, SOD和CAT等抗氧化酶保护性的
下降 ,  降低了R O S水平 ;  海藻糖和葡聚糖等小 
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图 5  UV-B 照射存活酵母细胞在 UV-B 重新照射下的存

活率 
Fig. 5  Survival of irradiated yeast cells after re-growth 
under UV-B irradiation 
 
分子ROS清除物质的含量也在UV-B照射过程中得
到不同程度的提高[7]。其中酵母细胞葡聚糖细胞壁

能够保护酵母细胞在照射过程中不受伤害, 细胞形
态与正常细胞大小一致, 使细胞经历细胞凋亡。 
2.3.2  UV-B照射后酵母细胞交叉抗性实验：交叉抗

性指一种压力下使细胞趋向抵抗另一种或多种压力

的现象。已知酵母细胞能够抵抗热冲击、渗透压力、

冷冻等压力, 且各种压力相互联合[12]。为了进一步

研究酵母细胞在UV-B诱导的细胞凋亡调节下获得
的选择性优势[1], 将UV-B照射 24 h和 48 h的活细胞
暴露在过氧化氢和热冲击下, 观察细胞获得的交叉
抗性(Cross-tolerance)。由图 6中可见, 经 0.01 mol/L
和 0.1 mol/L H2O2处理, UV-B照射 24 h的活细胞的存
活率是对照的 3 倍和 5.2 倍; 而经 30 min和 60 min 
55°C热处理, UV-B照射 24 h的活细胞的存活率是对
照的 3.5 倍和 9 倍。并且活细胞的H2O2和热抗性随

着UV-B照射时间的延长增强。 

3  结论 

1) 通过高密度细胞培养(1×109个/mL), UV-B
能够抑制酵母细胞生长和诱导细胞凋亡: 照射 96 h
后酵母细胞的存活率比未照射酵母细胞低 16% 
(P<0.05); 通过采用DAPI染色和DNA Ladder 2种方
法证明了典型的细胞凋亡现象的发生。 

2) UV-B 照射 96 h 后活的酵母细胞重新进行
UV-B 照射时发现 12 d 后存活率仍有 10%, 而未照
射细胞已经基本死亡。同时 ,  经 0.01 mol/L 和 
0.1 mol/L H2O2处理, UV-B照射 24 h的活细胞的存 

 
 
图 6  UV-B 照射后酵母细胞的交叉抗性 
Fig. 6  Cross-resistance to irradiated yeast cells 
注：a: H2O2抗性; b: 热冲击抗性. 
Note: a: Cross-resistance of H2O2 to irradiated yeast cells; b: 
Cross-resistance of heat shock to irradiated yeast cells. 

 
活率分别是对照的 3.0 倍和 5.2 倍; 而经 30 min 和

60 min 55°C热处理, UV-B照射 24 h的活细胞的存

活率分别是对照的 3.5倍和 9.0倍。这说明早期的细

胞凋亡确实为长期的细胞生长提供了良好的基础。 

由此推论, UV-B诱导的细胞凋亡赋予了酵母细

胞选择性优势, 通过细胞凋亡调节机制, 存活的细

胞获得了再生长的能力, 同时提高了抵抗其他外界

压力的能力。 
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