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研究报告 

SRO9 基因参与调控酿酒酵母内质网应激反应 
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摘  要：【目的】研究酵母 SRO9 基因在内质网应激(Endoplasmic reticulum stress，ERS)中的作

用。【方法】利用 PCR 介导的同源重组方法构建 SRO9 基因缺失菌株，检测其在内质网应激诱导

剂衣霉素处理条件下的克隆形成能力；通过比色法检测细胞内的 H2O2含量，超氧化物歧化酶 SOD

活性和细胞增殖能力；通过实时荧光定量 PCR 检测内质网应激靶基因和超氧化物歧化酶编码基因

SOD1 及 SOD2 的转录水平。【结果】相对于野生型酵母菌株，SRO9 基因缺失酵母菌株对内质网应

激诱导剂衣霉素的抗性增强，参与内质网应激反应的靶基因转录上调；细胞内 H2O2 含量下降，

SOD1、SOD2 转录水平降低，总 SOD 活性降低；对氧化剂 CHP 和 VK3 的抵抗性减弱，复制寿命

明显缩短。【结论】SRO9 基因缺失酵母细胞对内质网应激诱导剂衣霉素的抗性增强，原因可能是

由于 SRO9 基因缺失激活了细胞的内质网应激反应。 
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SRO9 is involved in the endoplasmic reticulum stress response in 
Saccharomyces cerevisiae 
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Abstract: [Objective] To explore the role of SRO9 in the endoplasmic reticulum stress (ERS) in 
Saccharomyces cerevisiae. [Methods] The SRO9-deletion yeast strain was made by PCR-mediated 
homologous recombination in wild-type yeast. Colony-forming ability of SRO9-deletion and wild-type 
strains was analyzed under the tunicamycin-treated ERS condition. The cell proliferation assay was 
performed using the Microbial viability assay kit. The intracellular H2O2 levels and total SOD activity 
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were detected using the colorimetric method according to the assay kit. The expression levels of 
endoplasmic reticulum stress target genes, SOD1 and SOD2 were determined by quantitative RT-PCR 
(qRT-PCR). [Results] We observed significantly higher resistance to ER stress in the SRO9-deletion 
cells than in wild-type cells. The mRNA expression levels of endoplasmic reticulum stress target genes 
were up-regulated in the SRO9-deletion strain. The intracellular H2O2 levels, total SOD activity, SOD1 
and SOD2 mRNA expression levels were down-regulated in the SRO9-deletion strain. Further more, 
the SRO9-deletion cells show increased sensitivity to oxidant CHP and VK3, the replicative lifespan 
also reduced in SRO9-deletion cells. [Conclusion] SRO9 deficiency enhances the resistance ability of 
the strain to ERS, and these might due to the ER stress responses that triggered by SRO9-deficiency. 

Keywords: SRO9, Saccharomyces cerevisiae, Endoplasmic reticulum stress 

机体细胞在受到外界因素刺激后会发生一系列

应激反应，例如氧化应激反应(Oxidative stress，OS)

和内质网应激反应(Endoplasmic reticulum stress，

ERS)。应激反应的进行涉及到许多基因。因此，研

究人员可以通过构建基因缺失或突变细胞(或者个

体)，研究这些细胞对不同环境因素的应激反应，进

而研究这些基因的功能[1]。这种方法已经被广泛应用

于基因克隆、遗传育种和药物筛选等多个领域。 

SRO9 最初是在酿酒酵母 (Saccharomyces 

cerevisiae)中发现的一个非必需基因，它编码的蛋白

属于保守的 RNA 结合蛋白超家族，可以与 mRNA

和核糖体结合，调控蛋白质的翻译[2-3]。高通量芯片

筛查显示，酵母 SRO9基因缺失后，细胞内许多参

与氧化应激、电子传递和蛋白质合成基因的 mRNA

水平都发生改变，但未见详细的机制报道[4]。 

本课题组的前期研究表明酵母 SRO9 基因很可

能参与调控酵母的内质网应激，本研究在构建

SRO9基因缺失菌株的基础上，深入探索 SRO9在酵

母细胞内质网应激中可能的分子机制。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

1.1.1  菌株和质粒：本研究所用的野生型酿酒酵母

株 BY4742 (MATalpha his3-Δ1 leu2-Δ0 met15-Δ0 ura3- 

Δ0)及含有 URR3筛选标记的穿梭质粒 pRS306均由

美国华盛顿大学的Matt Kaeberlein博士赠送。 

1.1.2  培养基、试剂和仪器：YPD (Yeast extract 

peptone dextrose)培养基的成分为 1%酵母提取物、

2%胰蛋白胨、2%葡萄糖，固体 YPD培养基则添加

2%琼脂糖。含药物培养基均在 YPD 培养基的基础

上添加一定浓度的药物。液体营养缺陷型筛选培养

基由Minimal SD Base和 DO Supplement-Ura按照

说明书配制而成，营养缺陷型固体平板由 Minimal 

SD Agar Base和 DO Supplement-Ura按照说明书配

制而成，培养基有关试剂均购自 Clontech公司。过

氧化氢异丙苯(Cumene hydroperoxide，CHP)、维生

素 K3 (Menadione，VK3)、衣霉素(Tunicamycin，

TM)购自 Sigma公司；总 SOD活性检测试剂盒购自

东仁化学科技有限公司；BCA 蛋白浓度测定试剂

盒、过氧化氢检测试剂盒、过氧化氢酶检测试剂盒

购自碧云天生物技术研究所；HiFiTaq酶、EasyTaq

酶、酵母总 RNA 提取试剂盒、逆转录试剂盒、荧

光定量 PCR试剂盒均购自 TaKaRa公司；引物合成

测序由生工生物工程上海股份有限公司完成，本文

使用的引物序列见表 1。酶标仪购自美国 Bio-Rad

公司；FACS Canto Ⅱ流式细胞仪购自美国 BD 公

司；7500实时定量 PCR仪购自美国 ABI公司。 

1.2  试验方法 

1.2.1  SRO9 基因缺失菌株的构建和鉴定：通过

PCR 介导的一步基因破坏法构建 SRO9 缺失株[5]。

以质粒 pRS306为模板，SRO9-Box-F和 SRO9-Box-R

为引物，使用 HiFiTaq 酶扩增含有 URA3开放阅读

框的 SRO9基因破坏元件。PCR产物回收纯化后转

化至野生型酵母株 BY4742中，利用 SD/-Ura固体

培养基筛选阳性克隆。阳性克隆用 SD/-Ura液体筛

选培养基培养过夜后，提基因组。以基因组为模板，

SRO9-F 和 SRO9-R 为引物，采用 EasyTaq 酶进行

PCR 鉴定。PCR 产物大小进行琼脂糖凝胶电泳   

鉴定。 
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表 1  引物序列 
Table 1  Primers sequence 

引物 

Primers (Forward) 
Sequence (5′→3′) 

引物 

Primers (Reverse) 
Sequence (5′→3′) 

SRO9-F 

Box-F 

TGCTAACGTGTTTCATCTTCTTTT 
CACTTCTCTGCCCACGAGATTGT 
ACTGAGAGTGCAC 

SRO9-R 

Box-R 

TGAACGAATCCATTTTTTATTT 
TGCAAGTGTGAGAGGCCTCTG 
TGCGGTATTTCACACCG 

SRO9-F ATTGCCCACATCTTCCCCA SRO9-R AGTCTTCTATTGAGATAGTA 

SOD1-F AATCCGAGCCAACCACTGTC SOD1-R CGACGCTTCTGCCTACAACG 

SOD2-F GCATTACACCAAGCACCAT SOD2-R CTCGTCCAGACTGCCAAAC 

EUG1-F TATCAATCCACTTGCCAAACACTA EUG1-R ACCACTGAGTTAGAGCAACGGAA 

ERO1-F ATGGTGGTAAGCAAGCTGGTC ERO1-R ACCGATAGAGGCATGGAAACC 

PDI1-F CATTCCAGGGTTCCCAAGC PDI1-R CGGATTGGACGATAACTGGAG 

INO1-F TGTTCTGTTGTCGGGTTCCTAAT INO1-R CCTTGTACGTGCACTTGTCGGT 

LHS1-F CCAGGTGAACAGCAGCATTATAT LHS1-R CTATTGTAACGGGCTGAGTAGTGTC 

KAR2-F ATACGAGGGTGAAAGAGCCATG KAR2-R TCGGATTTACCAGTTCCCTTATCT 

FKB2-F AATCGGGAACTGTATTTGACTCAA FKB2-R TTGGAATTTGCAGCTTTCTTTT 

PRP8-F TCATGGCTGCGTCTGAAGTA PRP8-R TTGGAATTTGCAGCTTTCTTTT 
 

1.2.2  酵母克隆形成能力检测：取等量(OD600约为

0.2)的 BY4742和 sro9Δ菌株，用无菌水进行 5倍倍

比稀释之后，分别取 5 μL滴在 YPD培养板和添加

了药物的 YPD 培养板上，本实验用到的药物 YPD

培养板有：YPD+0.2 mmol/L CHP、YPD+0.1 mmol/L 

VK3和 YPD+2 μmol/L TM。然后置于 30 °C恒温培

养至克隆形成。 

1.2.3  酵母增殖活性检测：取等量(OD600约为 0.1)

的 BY4742和 sro9Δ菌株，置于 YPD液体培养基(在

其中加入终浓度为 0.2 mmol/L的 CHP或者终浓度

为 2 μmol/L的 TM，对照组不添加药物)，各 3个复

孔。30 °C恒温振荡培养(转速为 150 r/min) 4 h后加

入WST染色液，继续恒温培养，每间隔 2 h用酶标

仪测定标本在 450 nm处的吸光度(操作方法按照微

生物活性检测试剂盒-WST说明书进行)，绘制生长

曲线。 

1.2.4  抗氧化酶类活性及 H2O2 含量检测：取处于

对数生长期的 BY4742 和 sro9Δ 菌株的新鲜酵母培

养物 5 mL，离心收集菌体后，加入适量的裂解液和

酸洗玻璃珠，在涡旋仪上进行反复涡旋破碎酵母。

破碎过程中涡旋 10 s，冰浴 20 s，约重复 30次。4 °C、

12 000 r/min离心 20 min，收集上清液。取上清液检

测总超氧化物歧化酶(Superoxide dismutase，SOD)、

过氧化氢酶(Calatase，CAT)活性和 H2O2含量。检测

方法均严格按照相应试剂盒说明书进行。 

1.2.5  荧光定量 PCR 检测基因转录水平：取处于

对数生长期的新鲜酵母培养物 5 mL，离心收集菌体

后，严格按照各试剂盒说明书进行总 RNA 提取、

反转录成 cDNA、荧光定量 PCR。本研究检测了内

质网应激靶基因(EUG1、ERO1、PDI1、INO1、LSH1、

KAR2和 FKB2)以及 SOD的两个编码基因(SOD1和

SOD2)的转录水平，内参基因均为 PRPB8。扩增引

物序列见表 1。 

1.2.6  复制寿命的检测：酵母复制寿命的检测方法

按照参考文献[6]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。 

1.2.7  统计学处理：采用 SPSS19.0 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 0.05，以 P<0.05为差异有统计学意义。 

2  结果与分析 

2.1  SRO9 基因缺失菌株的构建及鉴定 

以 pRS306 为模板，扩增含有 URA3 基因开放

阅读框的 SRO9 基因破坏元件，其片段大小为     

1 232 bp，PCR扩增产物大小经琼脂糖凝胶电泳鉴

定正确(图 1A)。以野生型菌株和挑取的 sro9Δ阳性

克隆菌株基因组为模板，采用位于 SRO9 基因内部

的鉴定引物进行 PCR。野生型菌株含 SRO9基因，
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扩增片段为 175 bp；sro9Δ菌株因不含 SRO9基因，

所以无扩增片段，与预期相符(图 1B)，表明 SRO9

基因缺失酵母菌株构建成功。 

2.2  sro9Δ菌株对衣霉素的耐受性增强   

衣霉素是一种经典的内质网应激诱导剂，它可

以阻碍内质网蛋白质糖基化修饰，造成内质网中未

折叠蛋白质增加，导致内质网应激。本研究发现：

野生型菌株和 sro9Δ菌株在YPD培养板上的克隆形

成能力大致相同，但在 YPD+2 μmol/L TM培养基

上，sro9Δ 菌株克隆形成能力较野生型菌株显著升

高(图 2A)。另外，它们在 YPD 培养液中的增殖活

性也是基本一致的，而在 YPD+2 μmol/L TM培养

液中，sro9Δ 菌株的增殖活性较野生型菌株快(图

2B)。这说明 SRO9基因缺失后，菌株对衣霉素的耐

受性增强。 

2.3  内质网应激相关靶基因转录水平的改变   

sro9Δ 菌株对衣霉素的抗性较野生型菌株增

强，克隆形成较野生型菌株明显。因此猜测 SRO9

基因缺失可能会激活保护性的 ERS 靶基因表达上

调，以应对未折叠蛋白对细胞造成的胁迫。为此我

们检测了几个常见的酵母 ERS靶基因转录水平，结

果显示，在无药物处理的情况下，sro9Δ菌株的 PDI1

和 INO1基因较野生型菌株表达上调了 48%和 75% 

(图 3A)；而在YPD+2 μmol/L TM培养 12 h后，sro9Δ

菌株的 EUG1、ERO1、PDI1、INO1 和 LSH1 基因

较野生型菌株表达显著上调(图 3B)。  

2.4  sro9Δ菌株中 H2O2水平下降   

细胞内质网中过低水平的活性氧(例如H2O2)不

利于内质网中蛋白质二硫键的形成[7]，如果内质网

中的蛋白质不能正确折叠则会触发内质网应激反

应。由于 sro9Δ菌株中保护性的 ERS靶基因表达上

调(表明存在内质网应激反应)，因此检测了细胞内

活性氧 H2O2 的含量。结果显示，sro9Δ 菌株中的

H2O2含量比野生型菌株显著降低(图 4A)，同时，细

胞内催化超氧阴离子发生歧化作用而产生 H2O2 的

SOD酶活性(图4B)，以及其编码基因SOD1和SOD2

的转录水平都发生了下调(图 4C)，过氧化氢酶的活

性无明显改变(图 4D)。 

 
 

图 1  SRO9 基因破坏元件 PCR 扩增产物电泳图(A)及

sro9Δ菌株鉴定图(B) 
Figure 1  PCR products of the SRO9 gene-disruption 
cassette (A) and the identification of the deletion of SRO9 (B) 
注：A：1：DNA marker；2：SRO9基因破坏元件 PCR产物；B：

1：DNA marker；2：野生型酵母基因组 PCR 产物；3：SRO9

基因缺失菌株的 PCR产物. 
Note: A: 1: Molecular weight marker; 2: PCR products of the 
SRO9 gene disruption cassette. B: 1: Molecular weight marker; 2: 
PCR products of wild type genome; 3: PCR products of sro9Δ 
genome. 
 

 
 
 

 

图 2  sro9Δ菌株对内质网应激诱导剂衣霉素的耐受性增加 
Figure 2  sro9Δ cells show increased resistance to 
TM-induced ER stress 
注：A：酵母菌株在含衣霉素培养平板上的克隆形成能力检测；

B：酵母菌株在含衣霉素培养基中的增殖活性检测. 

Note: A: Colony-forming ability of yeast was assayed on YPD 
plates added with TM; B: Proliferation activity of yeast was 
analyzed in the medium supplied with TM. 
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图 3  酵母菌株 ERS 靶基因转录水平 

Figure 3  The transcription levels of ERS target genes 
注：A：不添加衣霉素的培养条件下 ERS靶基因的转录水平；B：添加衣霉素的培养条件下 ERS靶基因的转录水平. 数据表示为均

数±标准差(n=3). *：P<0.05；**：P<0.01 vs BY4742. 
Note: A: The transcription levels of ERS target genes in the absence of TM; B: The transcription levels of ERS target genes in the presence of 
TM. The data were expressed as mean ± standard deviation (n=3). P-values represent the statistical significance relative to BY4742 strain: *: 
P<0.05; **: P<0.01.  
 

  
图 4  酵母菌株内 H2O2含量(A)、总 SOD 酶活性(B)、SOD1 和 SOD2 转录水平(C)、过氧化氢酶活性(D)检测 

Figure 4  Intracellular H2O2 levels(A), total SOD activity(B), expression of SOD1, SOD2 mRNA levels (C) and activity of 
catalase assay(D) under the unstressed condition. 

注：数据表示为均数±标准差(n=3). *：P<0.05；**：P<0.01 vs BY4742. 
Note: The data were expressed as mean ± standard deviation (n=3). P-values represent the statistical significance relative to BY4742 strain:  
*: P<0.05; **: P<0.01. 
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图 5  sro9Δ菌株对氧化剂 VK3 和 CHP 敏感 
Figure 5  sro9Δ cells are sensitive to oxidant VK3 and CHP 

注：A：酵母菌株在含氧化剂 VK3和 CHP培养平板上的克隆形成能力；B：酵母菌株在含氧化剂 VK3和 CHP培养基中的增殖活性. 
Note: A: Colony-forming ability of yeast were assayed on YPD plates added with oxidant VK3 or CHP; B: Proliferation activity of yeast 

were analyzed in the medium added with oxidant VK3 or CHP. 
 

2.5  sro9Δ菌株对氧化剂的耐受性减弱  

SOD 是细胞内重要的抗氧化酶，SOD 基因的

缺失或者下调通常会破坏细胞内的氧化还原平衡，

导致细胞对氧化剂的敏感性增加，细胞增殖活性降

低。进一步的研究发现，在添加了强氧化剂 CHP

和 VK3的培养条件下，sro9Δ菌株克隆形成能力较

野生型菌株明显减弱(图 5A)，增殖活性也低于野生

型菌株(图 5B)。 

 

 
 

图 6  sro9Δ基因缺失菌株的复制型寿命检测 
Figure 6  Replicative lifespan assay of sro9Δ 

2.6  sro9Δ菌株复制型寿命缩短  

细胞内氧化还原平衡状态与细胞的寿命密切

相关。对酵母的复制寿命进行检测结果显示，野生

型菌株的平均寿命为 26.4代，sro9Δ菌株的平均寿

命为 15.6代(图 6)。sro9Δ菌株较野生型菌株平均寿

命缩短了 40.9% (P<0.01)。 

3  讨论 

内质网应激是指细胞内质网中未折叠或错误

折叠蛋白过度堆积时，将内质网中的信号传递到细

胞核，继而引起一系列特定的靶基因转录上调和蛋

白质翻译水平下调，以缓解细胞压力的一种反应，

也叫作未折叠蛋白反应(Unfolded protein response，

UPR)[8]。适度的内质网应激因能激活细胞的保护机

制，对细胞起保护作用；过强或者持续的内质网应

激则会引起细胞死亡或凋亡[9-10]。 

本研究发现，相对于野生型菌株，SRO9 基因

缺失酵母菌株对内质网应激诱导剂衣霉素的耐受

能力明显增加，具体表现在克隆形成能力和细胞增

殖活力都比野生型菌株强。衣霉素可以抑制蛋白质

糖基化修饰，使大量异常蛋白在内质网内聚集，产

生 ERS。UPR 靶基因上调是细胞缓解 ERS 的途径
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之一，它可以加速未折叠蛋白的折叠，或者使错误

折叠的蛋白发生降解[11-12]。 

进一步的研究显示，在正常培养条件下，相对

于野生型菌株，sro9Δ菌株的 UPR靶基因 PDI1 (调

控蛋白质折叠)和 INO1 (调控基因转录)的转录水平

增加，表明细胞内的 UPR 活性上调；在用衣霉素

处理后，sro9Δ菌株中 INO1和 PDI1的转录水平上

调幅度更加明显，参与蛋白质折叠加工的 UPR 靶

基因EUG1、ERO1和分子伴侣LHS1也显著高表达。

在酵母中内质网应激感受因子 IRE1 可以诱导 UPR

靶基因 INO1 的转录，从而调控磷脂生物合成的过

程来增加内质网的容积[13]；在酵母和哺乳动物中，

内质网中分子伴侣和蛋白折叠酶的上调可以提高

蛋白的折叠效率，增加内质网对蛋白质的容纳能 

力[12,14]。这些结果暗示 SRO9 可能作为负调控因子

参与调控内质网应激反应，酵母缺失 SRO9可以诱

导激活细胞的 UPR 活性，因此可以在一定程度上

提高细胞对内质网应激诱导剂衣霉素的耐受性。 

在内质网中，适度的活性氧水平有利于蛋白质

中二硫键的形成，如果活性氧不足，会影响蛋白质

的正确折叠[7]，从而导致内质网应激。我们发现，

在不含衣霉素的培养条件下，sro9Δ 菌株中的总

H2O2 (活性氧的一种)水平比野生型菌株显著降低，

这种改变可能会影响到细胞内质网中蛋白质的正

确折叠，从而激发内质网应激。 

细胞内的 H2O2主要来源是由 SOD催化超氧阴

离子发生歧化作用产生的，H2O2进而在过氧化氢酶

的作用下分解为水和氧气 [15]。酵母细胞只存在

SOD1 和 SOD2 两个编码基因，进一步研究发现，

相对于野生型菌株，sro9Δ 菌株中 SOD1 和 SOD2

的转录水平以及总的超氧化物歧化酶活性都显著

降低，过氧化氢酶的活性无明显改变，这可能是

sro9Δ菌株中 H2O2含量降低的原因之一。 

超氧化物歧化酶是细胞内重要的抗氧化酶，在

真核生物中缺失 SOD1和 SOD2会导致细胞对氧化

剂的敏感性[16-18]，我们的结果也显示 sro9Δ 对强氧

化剂 CHP和 VK3的敏感性增加，暗示 SRO9基因

的缺失可能打破了细胞内氧化还原状态的平衡，这

或许也是 sro9Δ菌株复制寿命缩短的原因之一。 

内质网应激反应和氧化应激反应是真核细胞

中两种重要的应激反应，这两种应激反应既有各自

独立的一面，又彼此互相调节，但具体的机制还不

甚明了[19]。有研究报道，在人视网膜色素上皮细胞

中，细胞内氧化还原平衡态的改变可以诱导 UPR

发生[20]；另一方面，在内质网应激条件下，内质网

中蛋白质二硫键的形成过程中也会产生氧化应  

激[21-22]。本研究也表明 SRO9可能同时参与酵母细

胞的内质网应激和氧化应激这两种应激反应。 

综上所述，本研究发现酵母 SRO9可能是内质

网应激的一个负调控因子，SRO9基因缺失能激活

酵母的内质网应激反应，使其可以耐受内质网应激

诱导剂对细胞的破坏作用；超氧化物歧化酶 SOD

活性和 H2O2水平的下调可能参与 sro9Δ 菌株内质

网应激反应的激活过程，具体的机制还有待进一步

研究。 
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