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酵母过氧化物体生物合成缺陷突变株的诱变、筛选和鉴定

罗玉萍，李思光"

（南昌大学生命科学学院 南昌 ##%%!&）

摘 要：过氧化物体对生物的生长和发育非常重要，人类很多疾病就是由于过氧化物体生物合成缺陷引起。以解

脂耶氏酵母 2.$$ 为出发菌，采用硫酸二乙酯诱变，获得了两株过氧化物体生物合成缺陷突变株，其中一株为温度

敏感的突变株。在正常生长条件下，突变株的免疫荧光分析显示弥散的染色模式，且在电镜下观察不到过氧化物

体的形态结构。将克隆于表达载体 ?@AB!!< 上的目前所发现的与过氧化物体生物合成有关的基因转化这两株突

变株，发现它们均不能恢复其在含油酸的培养基上的生长，表明这两个突变株是由与过氧化物体生物合成相关的

新基因的突变引起。这两个突变株的获得为参与过氧化物体生物合成的新基因的发现奠定了基础。
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过氧化物体（D+E;F56;3+）是进行氧化反应的球型细胞器，

属于微体家族（G5:E;H;I> J4350>）。从酵母到人类等绝大多数

生物都具有过氧化物体［.，$］。虽然过氧化物体的功能随生物

种类和细胞类型的不同而存在着差异，但不同生物的过氧化

物体都具有 # 个保守的功能，即脂肪酸的!1氧化、分解过氧

化氢等毒性物质和抗氧胁迫作用［$ ’ <］。过氧化物体对人的

生长和发育十分重要，人类很多疾病，例如脑肝肾综合症、肢

根软骨发育异常和新生儿脑白质营养不良等，就是由于过氧

化物体生物合成缺陷（DKLM）引起的［" ’ ..］。近年来，欧美等国

的科学家们对过氧化物体进行了大量的研究，试图揭示人类

过氧化物体生物合成缺陷的分子基础，尤其是揭示控制过氧

化物体组装的基因［.$］。

酵母具有适于大规模分离高纯度过氧化物体，易于进行

遗传操作等优点，是研究过氧化物体生物合成的理想的模式

生物［.，$，.# ’ .<］。迄今，人们利用不同的酵母作为模式菌株，分

离鉴定 了 #$ 个 与 过 氧 化 物 体 生 物 合 成 相 关 的 基 因（D2N
7+*+6），这些基因表达的产物参与了过氧化物体基质蛋白的

输入、膜的合成及过氧化物体的增殖［$，."，.&］。然而，目前人们

仍缺乏对过氧化物体生物合成过程中的许多重要问题的认

识，因此，有必要继续从不同的模式生物中分离和鉴定新的

与过氧化物体生物合成相关的基因，深入研究它们在过氧化

物体生物合成中所起的作用。

解脂耶氏酵母（!"##$%&" ’&($’)*&+"）的过氧化物体生物合

成和功能特征与酿酒酵母（,"++-"#$.)+/0 +/#/1&0&"/）不尽相同，

在某些方面却与高等生物相似［$］。目前在解脂耶氏酵母中

分离和鉴定的 .< 个与过氧化物体生物合成相关的基因中，

.# 个是人体细胞中的同源基因。人体中的这些同源基因的

突变均导致过氧化物体生物合成缺陷，从而产生疾病［" ’ ..］。

因此，以解脂耶氏酵母为研究材料可望发现与人类重要疾病

相关的参与过氧化物体生物合成的新基因。由于在解脂耶

氏酵母中分离和鉴定的与过氧化物体生物合成相关的基因

中有 , 个（D2N#、D2N<、D2N"、D2N.%、D2N..、D2N."、D2N.,、

D2N$% 和 D2N$!）是利用 2.$$ 发现的，本研究以解脂耶氏酵

母 2.$$ 为出发菌，采用化学诱变剂诱变，获得了过氧化物体

生物合成缺陷突变株，这一研究工作为参与过氧化物体生物

合成的新基因的分离鉴定奠定基础。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 菌株、质粒和培养基：解脂耶氏酵母单倍体菌株 2.$$
（2343，5#"#1 #%$， ’/5$1 $&%， ’)0-1..）（由 O45004EI5* 教 授 赠

送）用于诱变研究。穿梭质粒 ?@AB!!< P2Q$（B?E，/:E）上分

别插入了目前在解脂耶氏酵母中所发现的 D2N 基因（D2N.、

D2N$、D2N#、D2N<、D2N"、D2N&、D2N.%、D2N..、D2N.$、D2N.#、

D2N.!、D2N."、D2N.,、D2N$% 和 D2N$!，由 R4:S)H5*6T5 教授赠

送），用于 转 化 突 变 菌 株。菌 株 用 完 全 培 养 基（U2DL［.#］和

UDKV［.#］）或补充基本培养基 UAL［.#］培养。本研究在 UAL 培

养基中补加赖氨酸和尿嘧啶各 <%37W3P。酵母菌株在 #%X
或 $%X培养。

!"!"# 抗 体：过 氧 化 物 体 的 基 质 蛋 白 D/M. 三 肽 MYP
（ZE5?+?Z5I+ MYP）抗体、乙酰辅酶 B 氧化 酶（4:>01[;B ;F5I46+
BVN）抗体、异柠檬酸酶（56;:5ZE4Z+ 0>46+ @[P）抗体和硫解酶



（!"#$%&’( )*+）抗 体 及 偶 联 荧 光 素 的 抗 兔 +,- 二 抗 由

.&/"01#2’3#（42#5(6’#!7 $8 9%1(6!&，:&2&;&）赠送。

!"# 诱变与筛选

取 <=> 酵母细胞培养液，以 <???6@=#2 离心 <=#2，用无菌

生理盐水洗涤沉淀，离心后向沉淀中加入 ?AB=$%@> 磷酸缓冲

液（C*DAB）B?=>、硫酸二乙酯（EFG）?AB=>，混匀后于 H?I震

荡 H?=#2，然后加入终止剂 B<J硫代硫酸钠 ?AB=>，终止诱

变。<???6@=#2 离心 <=#2，再用磷酸缓冲液洗涤沉淀 B 次，用

生理盐水将菌体稀释，涂于 KFLE 培养基平板上，H?I培养

B;，然后影印于 KLMN 培养基平板。挑取在 KFLE 平板上生

长而在 KLMN 平板不生长的单菌落分离纯化，斜面保藏。

!"$ 引起过氧化物体生物合成缺陷的新突变型的确定

将突变型酵母细胞在 KFLE 培养基中培养 OB"，在醋酸

锂的作用下制备感受态细胞。通过电转化将含有已报道的

LFP 基因的质粒 C+Q9RR< 分别导入感受态细胞，转化后立即

将细胞用 B??!> O=$%@> 山梨醇稀释，涂布于含山梨醇的 KQES
46&S>7’ 平板，H?I培养。长出菌落后影印于 KLMN 培养基平

板，以确定突变株是否由未知基因的突变引起。

!"% 免疫荧光分析

将待测细胞在含葡萄糖的培养基中培养 OT" 后转至含

油酸的培养基中诱导 U"，收集细胞，用 HDJ的多聚甲醛处理

半小时，然后用去壁酶制备原生质体。将原生质体点样于载

玻片上，分别与过氧化物体的基质蛋白 L)GO 三肽 GV> 抗体、

过氧化物体基质蛋白乙酰辅酶 9 氧化酶抗体、异柠檬酸酶抗

体和硫解酶的抗体杂交，再与荧光素标记的二抗反应。用荧

光显微镜观察过氧化物体的染色特征，以判断过氧化物体基

质蛋白在细胞中的定位。

!"& 过氧化物体的电镜观察

将野 生 型 菌 株 和 突 变 型 菌 株 在 含 葡 萄 糖 的 培 养 基

（KFLE）中培养 OT"，转至含油酸的 KLMN 培养基诱导 U"，收集

细胞，用 HJ锰酸钾震荡培养 B?=#2。高速离心收集细胞，用

OJ高碘酸钠震荡培养 O?=#2，离心收集细胞，水洗后用 OJ的

氯化胺震荡培养 O?=#2，然后分别用 T?J、W?J、U<J和 O??J
的乙醇处理细胞 <=#2，再用 C6$C7%(2( $X#;( 处理细胞 <=#2 后

制片，用电镜进行细胞超微结构分析，观察过氧化物体的形

态和大小，内质网结构等。

# 结果

#"! 过氧化物体生物合成缺陷株的诱变和筛选

用硫酸二乙酯诱变解脂耶氏酵母菌株 FOBB（ !"# Y $%! Y

$&’ Y ），然后将它们涂布于 KFLE 平板，H?I培养 B;，获得近

R??? 个菌落。将这些菌落影印于油酸作为唯一碳源的培养

基 KLMN 平板，结果发现，在 H?I培养时，有两个菌株不能在

KLMN上生长（图 O）。由于过氧化物体的功能之一是参与脂

肪酸的"S氧化，因此过氧化物体生物合成缺陷突变株不能在

油酸作为唯一碳源的培养基上生长。说明我们获得了两株

可能的过氧化物体生物合成缺陷突变株，将其称为突变株#
和突变株$（=0!&2!#和 =0!&2!$）。进一步分析表明突变株 +

具有温度敏感特性，如图 O 所示，当培养温度为 H?I时，在

油酸作为唯一碳源的 KLMN 培养基中突变株#不能生长，而

在 B?I培养时，在该培养基中突变株#能够很好地生长。

在 KFLE 平板上，突变株的菌落形态与野生型有差异，

虽然它们的菌落都呈乳白色，但野生株菌落的表面皱缩，而

突变株的菌落表面光滑（图 O）。此外，突变株与野生型菌株

FOBB 具有相同的营养缺陷标记，只能在添加了亮氨酸、赖氨

酸和尿嘧啶的 KQ9 培养基上才能生长。对获得的两株过氧

化物体生物合成缺陷突变株的遗传稳定性进行了检测。在

KFLE 液体培养基中连续传代 R? 代后，所有挑选的单菌落在

KLMN 上都不生长，因此这两突变株是遗传稳定的，没有回复

突变发生。

我们将目前在解脂耶氏酵母中发现的 O< 个与过氧化物

体生物合成有关的基因克隆于表达载体 C+Q9RR< 上，然后分

别转化这两株突变株，发现它们均不能恢复其在含油酸的培

养基上的生长，说明目前已发现的基因不可以功能互补突变

株的缺陷，表明上述两突变株是由与过氧化物体生物合成相

关的新基因的突变引起的。

图 ! 酵母野生株和突变株在不同培养基上的生长

Z#,[O -6$\!" $8 !"( \#%;S!7C( ’!6&#2’ &2; =0!&2!’ $8 ( [ $)*+$&,)-# $2
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#"# 过氧化物体基质蛋白的免疫荧光分析

过氧化物体本身不带有任何遗传物质，也不合成蛋白

质，但过氧化物体内含有许多可溶性的基质蛋白质，其膜上

具有许多膜蛋白。这些蛋白质几乎都是由核基因所编码，在

细胞质中的多聚核糖体上合成。大多数可溶性的基质蛋白

质的羧基端具有 GV> 三肽，它是蛋白质定位于过氧化物体的

信号。用过氧化物体的基质蛋白 L)GO 三肽 GV> 抗体和过氧

化物体基质蛋白的抗体与野生型和突变型细胞进行免疫荧

光分析，结果显示，在 H?I诱导时，野生型细胞显示点状的染

色模式，而两突变株显示弥散的染色模式（图 B），表明野生型

细胞含有正常的过氧化物体，过氧化物体基质中的可溶性蛋

白与其抗体和荧光素标记的二抗反应，所以显示点状的荧光

染色模式。两突变株的过氧化物体生物合成受到抑制，其基

质蛋白均匀地分布于细胞浆中，因而显示弥散的染色模式。

值得注意的是，在 B?I诱导时，突变株#也呈现点状的荧光

染色模式，进一步证实了该突变株是温度敏感的突变株。

#"$ 过氧化物体的电镜观察

为了进一步证实已获得的突变株是过氧化物体生物合

成缺陷突变株，将野生株和两突变株用 KLMN 液体培养基诱

ODR罗玉萍等：酵母过氧化物体生物合成缺陷突变株的诱变、筛选和鉴定 [ @微生物学报（B??T）RT（H）



图 ! 过氧化物体基质蛋白在野生株和突变株中的定位
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导后，收集细胞，用 EFGH @I-:J 固定制片，然后进行电镜观

察。结果表明：野生型细胞含有正常的过氧化物体，而突变

型细胞缺乏明显的过氧化物体，且细胞内累积了许多膜系

结构（图 K）。与生长和免疫荧光分析的结果一致，突变株"
在 KLM培养时不能够合成过氧化物体，而在 %LM培养时能够

合成过氧化物体。

图 " 解脂耶氏酵母野生株和突变株的超微结构

!"#$ K N*,1)3,18(,810 ’. 5"*6<,7/0 )-6 48,)-,3 3,1)"-3 ’. ! $ "#$%"&’#() $

&，*"/"6 61’/*0,；O，-8(*083；P，/01’2"3’40$ D)1，E!4$

" 讨论

人类目前已经发现的单基因遗传疾病有 QLLL 多种，但

迄今只找到了 %LL 多个与遗传病有关的基因。虽然人类基

因组序列图已完成，然而基因的确切数目尚不能最后肯定，

更没有全部得到克隆。对已克隆的基因也只有一半左右了

解它们的功能。因此弄清楚每个基因的功能，是一个庞大、

复杂的过程，需做的工作很多。寻找新基因，特别是与遗传

性疾病相关的致病基因，是当前的研究热点。

人类很多遗传疾病例如脑肝肾综合症、肢根软骨发育异

常和新生儿脑白质营养不良等是由于过氧化物体生物合成

缺陷引起的［Q R EE］。过氧化物体基质内含有多种酶类，其中过

氧化氢酶和过氧化物酶可消除细胞内的过氧化氢和过氧化

物，防止其含量过高而起保护作用；硫解酶是参与脂肪酸#
氧化的主要酶类，能够分解长链脂肪酸［%］。过氧化物体生物

合成缺陷会导致组织细胞内过氧化氢含量过高和长链脂肪

酸大量累积，如对脑肝肾综合症病人的组织进行生化研究，

发现其中长链脂肪酸和某些中间的胆汁酸过量积累［ES］。脑

肝肾综合症病人的病因是由于基因突变导致其细胞内缺少

正常的过氧化物体［T］。因此，在模式生物中寻找和发现与过

氧化物体生物合成相关的新基因，然后通过 U0-D)-V 数据库

搜索可望找到人类中的同源基因。对这些基因的生物学功

能的研究可阐明相关疾病的致病机理，为进一步探索过氧化

物体生物合成紊乱性疾病的分子机制提供新的思路。

本研究以解脂耶氏酵母为出发菌株，通过化学诱变和大

量筛选获得了两株不能在油酸作为唯一碳源的培养基上生

长的突变株，且免疫荧光分析和电镜观察均显示突变表型，

证实这两个突变株是过氧化物体生物合成缺陷突变株。将

目前所发现的与过氧化物体生物合成有关的基因克隆于表

达载体 />O9JJG 上，然后转化这两株突变株，发现它们均不

能恢复其在含油酸的培养基上的生长，表明这两个菌株的过

氧化物体生物合成缺陷是由于目前尚未发现的基因突变引

起的，以它们为研究材料可望发现与过氧化物体形成相关的

新基因。
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