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过量表达蛋白激酶 !"#$ 使酵母细胞对高盐胁迫的高度敏感
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摘要：WTX$ 是 酵 母 中 和 哺 乳 动 物 蛋 白 激 酶 0YX 同 源 的 一 种 丝 氨 酸 苏 氨 酸 蛋 白 激 酶，在 酿 酒 酵 母

（ ,$"".$’(/0"12 "1’13&2&$1）生理调节中有重要的作用，和酵母细胞壁的完整性、细胞骨架中肌动蛋白极性、细胞

内吞作用、细胞在氮源缺乏和营养条件调节下细胞内部的翻译情况密切相关。【目的】为了深入研究 WTX$
蛋白激酶的细胞功能以及在细胞信号传导中的作用，【方法】我们构建了过量表达 WTX$ 的高拷贝质粒，研究

了过量表达 WTX$ 的酵母细胞在盐胁迫条件下的生长情况，【结果】发现过量表达 WTX$ 会导致酵母细胞对盐

胁迫高度敏感，并且这种敏感性依赖于 EZU$ 的存在。【结论】我们的研究结果首次初步揭示 WTX$ 与细胞盐

胁迫应答的关系，并初步证明 WTX$ 的功能充分发挥需要 EZU$ 的参与。

关键词：酵母；WTX$；雷帕霉素靶蛋白（-<:+F- 9O :<7<@SA?;，EZU$）；蛋白激酶；盐胁迫
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酿 酒 酵 母（ ,$"".$’(/0"12 "1’13&2&$1）是 研 究 真 核

细胞信号传导的最常用的模式生物之一。酵母细胞

与人类细胞共有多种高度保守的蛋白激酶及其相关

细胞信号传导通路。与人类血清和糖皮质激素调节

蛋白激酶（0YX）同源的酵母蛋白激酶 WTX$ 的 在 酵

母基因组中的系统命是 WX[$.&M，蛋白分子量大小

(& LN<，也是一 种 )Y2 型 丝 氨 酸4苏 氨 酸 蛋 白 激 酶，

是酵母中鞘脂介导的信号传导途径的重要 组 成［$］。

WTX$ 和 WTX. 的功能相互交叉，但是 WTX$ 起的 作

用比 WTX. 更 为 重 要［.］。WTX$ 与 酵 母 细 胞 壁 的 完

整性［.］、细胞骨架中肌动蛋白的极性［B］、细胞的内吞

作用［!］、氧化胁迫、氮源缺乏和营养条件调节下细胞

内部的翻译等细胞功能密切相关［3］。在信号通路中

WTX$ 为 TX\$ 和 TX\. 的 下 游 蛋 白，被 TX\$ 和

TX\. 磷 酸 化，磷 酸 化 后 WTX$ 的 活 性 增 强，进 而 调

控酵母 细 胞 的 一 些 生 理 功 能［&］。TX\$ 和 TX\. 与

哺乳动物细胞磷酸肌醇 B 激酶信号途径中重要的组

分 TNX$ 高度同源，而 WTX$ 则与 TNX$ 的下游激酶

0YX 高度同源［$］。

所有真核细胞都具有 . 个调控细胞生长的重要

蛋白复合物 EZU2$ 和 EZU2.。EZU2$ 和 EZU2. 都

含有 一 个 大 分 子 量 的 雷 帕 霉 素 靶 蛋 白（ -<:+F- 9O
:<7<@SA?;，EZU）作 为 催 化 亚 基。 在 哺 乳 动 物 细 胞

中，EZU 蛋白由一个基因编码。而在酵母细胞中，有

两 个 同 源 基 因 编 码 EZU 蛋 白，分 别 是 EZU$ 和

EZU.。EZU$ 或 EZU. 与 [0E#，E2Z#" 和 XZY$ 构成

了 EZU2$，EZU2$ 可 与 雷 帕 霉 素 结 合 并 受 其 抑 制。

EZU. 与 )R9$，)R9.，)R9B，]?-&$ 和 [,-# 构 成 了



!"#$%，!"#$% 不 与 雷 帕 霉 素 结 合 并 不 受 其 抑 制。

最近的研究发现人类和果蝇的 #&’()*+!"# 复合物都

可直接磷酸化 ,-$ 型蛋白激酶 ,.! 的疏水区磷酸

化，从而增强 ,.! 的 活 性，调 控 ,.! 的 功 能［/］。在

酵母细胞 中，也 发 现 !"#$0 可 直 接 磷 酸 化 ,-$ 型

蛋白 激 酶 1$23 $ 端 多 个 丝 氨 酸4苏 氨 酸 残 基 位

点［5］。!"#% 可通过直接磷酸化 67.0 和 67.% 调控

肌动蛋白的极化［8］。目前还没有相关的实验证据表

明 !"#0 能否调控 67.0 的活性。本研究中，我们在

野生型和 !"#$ 缺失突变体中对 67.0 蛋白激酶进行

了过表达，比 较 了 细 胞 在 高 盐 胁 迫 下 的 生 长 情 况。

我们的研 究 发 现 在 !"#$ 缺 失 条 件 下，过 表 达 67.0

可使细胞对高盐胁迫更加敏感。我们的研究首次表

明 67.0 与 !"#0 相互作用参与细 胞 对 盐 胁 迫 的 应

答调控。

! 材料和方法

! "! 材料

! "! "! 菌株与质粒：大肠杆菌菌株（ %&’()#*’(*+ ’",*）
9:0;3 与酿酒酵母（ -+’’(+#"./’)& ’)#)0*&*+)）野生型菌

株 <6=/=0 为 本 实 验 室 保 存 菌 株，!"#$ 突 变 型 菌 株

12%%0 为美国肯塔基大学 # >&’?@)A 教授赠送，菌种

情 况 见 表 0。 质 粒 载 体 76B1%4C!, 购 自 上 海

DAE&(*)FGA 生物技术有限公司。

表 ! 所用菌种

!HIJG 0 1(*H&A@ K@GL &A !M&@ 1(NLO
1(*H&A -GA)(OPG
<6=/=0 :,!H：(*&123),!+$ ,)4523),!+6 .)!$723),!+6 4#+123),!+6
12%%0 9.0;+8L! !"#$ 3),!+：：2D18+8 !"#5：：,>B%+8 6$PJH’000［ !"#525$!&］

! "! "# 主 要 试 剂 和 仪 器：8+9 >C, 聚 合 酶、!=
Q&FH@G、限制性内切酶 :;<"、=>+"购自宝生物工程

（大连）公司；>C, 胶回收试剂盒购自上海 DAE&(*)FGA
生物技 术 有 限 公 司；B$Q 化 学 发 光 溶 液 购 自 美 国

:&JJ)P)*G 公司；其余常用试剂为进口或国产分析纯。

引物合成和测序由上海 DAE&(*)FGA 生物技术有限公司

完成。7$# 扩增仪为德国 BPPGAL)*R 公司设备；凝胶

成像系统及蛋白电泳仪均为美国 <&)+#HL 公司设备。

! "! "$ 培养基：Q< 液体培养基，67> 培养基，1$ 培

养基，参 见 ,N@NIGJ［3］，67+-HJ41N’ 培 养 基（0; F4Q 酵

母提取物，%; F4Q 蛋 白 胨，%; F4Q 半 乳 糖，%; F4Q 蔗

糖）。

! "# 重组真核表达质粒 %&’(#)*+,-&./! 的构建

! "# "! >C, 提 取：按 $MH*JG@ 1 2)RRSHA 的 方 法［0;］，

提取 和 纯 化 酿 酒 酵 母 野 生 型 菌 株 <6=/=0 基 因 组

>C,。

! "# "# 7$# 扩 增：根 据 1H’’MH*)SO’G@ -GA)SG
>H(HIH@G（1->）中的 -+’’(+#"./’)& ’)#)0*&*+) 基因全序

列设计并合成含 :;< "位点的上游引物 TU+$,$-!+
--!,$$!,!-!,!!$!!--,,-!$,,,-!!!, 与 含

=>+"的下游引物 TU+$$,!$!,-,$!,!$!,,!-$!+
!$!,$$!!-$,$。 以 提 取 的 酿 酒 酵 母 野 生 株

<6=/=0 基因组 >C, 作为模版进行 7$# 扩 增，反 应

条件：3=V T S&A；3=V 0 S&A，TWV % S&A，/%V % S&A，

8; 个循环；/%V 5 S&A。

! "# "$ 重组质粒的构建：7$# 产物和 76B1%4C!, 均

以 :;<"和 =>+"进行双酶切后进行连 接；连 接 产

物 76B1%4C!,+6P?0 转 化 % X ’",* 9:0;3，接 种 转 化

成功的单克隆于含 0 Y 0; Z = F [ SQ 氨苄青霉素的 Q<
液体培 养 基，8/V 培 养 过 夜，次 日 提 取 质 粒，进 行

:;<"和 =>+"双酶切鉴定［00］。

! "$ &./! 转化进入酵母菌株 (0##!、1&232!
空载和重组质粒用乙酸锂转化法转入酵母菌株

12%%0 和 <6=/=0［3］，取 0;;#Q 转化体系均匀的涂布

在 1$+K#, 固体平板上，8;V培养 8 \ = L，获得阳性

克隆。

! "2 蛋白表达和纯化

转入质 粒 的 酵 母 细 胞 在 1$+K#, 液 体 培 养 基

中，8;V 培 养 至 ?@W;; ] ; ^5，加 半 乳 糖，终 浓 度 为

%_，8;V培养 5 \ 0; M 诱导蛋白过表达。在预冷的

离心机中收集细胞，用预冷的蒸馏水水洗两次，然后

加二 倍 于 细 胞 体 积 的 裂 解 液（T; SS)J4Q !*&@42$J
P2 / ^T，T SS)J4Q B>!,，8 SS)J4Q >!!，0 SS)J4Q
7:1‘）。加入一 半 混 合 液 体 积 的 预 冷 的 玻 璃 珠，震

荡 %; @，冰上放置 0 S&A，反复至少 0; 次。裂解液高

速离心（%;;;; Y F），上清液经 C&% a +C!,+1GPMH*)@G 柱

吸 附 后，用 清 洗 液（% SS)J4Q 咪 唑，T; SS)J4Q !*&@4
2$J P2 / ^T）洗涤除杂蛋白，再用洗脱液（%T; SS)J4Q
咪唑，T; SS)J4Q !*&@42$J P2 / ^T）洗 脱，分 步 收 集 洗

脱下来的溶液。

! "4 蛋白的免疫分析

采 用 0;_ 的 胶 浓 度 进 行 1>1+7,-B 电 泳，

%;; S,转移 到 硝 酸 纤 维 素 膜 上，T_ 脱 脂 牛 奶 封 闭

0 \ % M，用 0 b %;;; 稀释的 HA(&+2&@ 结合 0 M，再 用 0 b

;/;0 2)AFP&AF $H) G( HJ X 4 A’!+ B*’#">*","C*’+ -*<*’+（%;;3）=3（5）



!""" 稀释的二抗结合 # $，%&’ 显影。

! "# 蛋白自磷酸化反应

#""!’ 磷 酸 化 反 应 体 系 中 含 #""!()*+’ ,-.，

/" (()*+’ 01.2 .34 5/，# (()*+’ 6--，#" (()*+’ 醋

酸镁，根据样品浓度加适量蛋白，7"8水浴 # $，2629
.,:% 电泳，转膜并进行免疫印迹分析［;］。

! "$ 盐胁迫对酵母细胞生长的影响

酵 母 细 胞 分 别 在 2&9<=, (>?@A( 和 ,B>@CB
(>?@A( 培 养 基 中 培 养 至 平 台 期，取 # (’ 细 胞 离 心

（!""" D B，/(@C），用 无 菌 水 洗 ! 次，稀 释 至 !";"" E

" 5# 开始 / 倍稀释，取 /!’ 在相应平板上点样，7"8
培养一定时间后拍照。

% 结果

% "! &’(! 重组质粒的鉴定

FGH# 的编码 序 列 为 !"I" JG，重 组 高 拷 贝 质 粒

.F%2!+K-,9FGH# 经 #$%"和 &’("双酶切，得到一

约 !""" JG 的目的片断，与预期相符，见图 # 对重组

质粒测序，其序列与 FGH# 序列完全吻合。

图 ! 重组质粒 )&*+%,-./0&’(! 酶切鉴定

L@B M # -$> N>OPN@QP@)C >C?)CAQ*>RO> ?@B>OP@)C )S Q)COPNAQP>? .F%2!+

K-,9FGH# G*RO(@? M #，I：0RNH>N；!：.F%2!+K-,9FGH# G*RO(@? T@P$)AP

?@B>OP@)C；7：6@B>OP@)C GN)?AQPO )S G*RO(@? GF%2!+K-,9FGH# JU #$%"
RC? &’(" M

% "% &)1! 的表达纯化与活性鉴定

为了验证重组高 拷 贝 质 粒 .F%2!+K-,9FGH# 在

酵母细胞中的表达情况，我们在转化后的酵母细胞

VFI4I# 中 过 量 表 达 F.W# 蛋 白，并 纯 化，样 品 经

2629.,:% 电泳，利用 F.W# 所带 3@O; 标签进行免疫

印迹检测，结果见图 !。在分子量约 X/ H6R 处可见

一主要条带。F.W# 蛋白的原始分子量是 4; H6R，蛋

白标签部 分 大 约 为 I H6R。我 们 得 到 的 F.W# 蛋 白

电泳迁移率 比 理 论 值 略 高，这 可 能 是 由 于 F.W# 蛋

白翻译后修饰造成。

图 % 234#0&’(! 纯化样品的免疫印迹鉴定

L@B M! Y>OP>NC J*)P RCR*UO@O )S P$> GAN@S@QRP@)C )S 3@O;9FGH# M #，!，7：

L@NOP P$N>> SNRQP@)CO >*AP>? SN)( K@! Z 9K-,92>G$RN)O> Q)*A(C JU >*AP@)C

JASS>N M

F.W# 为丝氨 酸+苏 氨 酸 型 蛋 白 质 激 酶，能 利 用

,-. 对底物蛋白的丝氨酸或苏氨酸残基进行磷酸化

修饰。在确定 .F%2!+K-,9FGH# 质粒能够表 达 分 子

量正确的蛋白后，我们通过体外磷酸化反应进一步

验证了过表达 F.W# 蛋白的激酶活性。经纯化后的

F.W# 蛋白在磷酸化体系中 7"8孵育 # $ 后，所得样

品经 2629.,:% 电泳，免疫印迹之后结果见图 7。经

过磷酸化反应后，免疫印迹出现一条较低迁移率的

条带。由于 F.W# 高度磷酸化后其电泳迁移率会降

低［;］，因此 该 条 带 应 为 F.W# 被 磷 酸 化 后 的 条 带。

这表明过量表达的蛋白激酶 F.W# 具有蛋白激酶活

性，且 能 够 发 生 自 身 磷 酸 化。 因 此，在 过 量 表 达

F.W# 的酵母细胞中，一方面通过酶含量提高，F.W#
的活性增加，另一方面有可能通过自身磷酸化增强

了酶活性。

图 5 &)1! 蛋白在体外可以发生自磷酸化反应

L@B M 7 )% *)+,- RAP)G$)OG$)NU*RP@)C )S F.W# M #：&)CPN)* N>RQP@)C T@P$)AP

R??@CB ,-.；!：,AP)G$)OG$)NU*RP@)C N>RQP@)C M

% "5 过量表达 &)1! 的酵母细胞对盐胁迫的耐受性

在 2&9<=, 液 体 培 养 基 中 培 养 到 平 台 期 的 细
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胞，稀释到 !"!"" # " $% 开始 & 倍稀释，取 &!’ 点平

板。如图 & 所 示，在 不 诱 导 ()*% 过 量 表 达 的 ()+
培养 基 里，转 入 )(,-./0123(45% 质 粒 的 酵 母 细 胞

与野生型细胞一样对 % 678/’ *98 和 % 678/’ 0:98 具

有较强的耐受能力。而当转 入 )(,-./0123(45% 质

粒的酵母细胞在含有半乳糖的培养基中生长从而诱

导 ()*% 过 量 表 达 时，其 生 长 被 % 678/’ *98 和

% 678/’ 0:98 显著抑制。这表明在 野 生 型 细 胞 中 过

量表达 ()*% 会导致酵母细胞对盐胁迫高度敏感。

有研究表明 ()*% 的活性受 1;<. 的调控，而与

()*% 相似的蛋白激酶 -9=> 受 1;<% 的 调 控，因 此

()*% 的 活 性 很 可 能 也 受 1;<% 调 控。 为 了 验 证

()*% 与 1;<% 的 相 互 作 用，我 们 检 测 了 过 量 表 达

()*% 的 #$%& 缺失细胞对盐胁迫的耐受性。图 ? 中

的结果表明，与 过 量 表 达 ()*% 的 野 生 型 细 胞 对 盐

胁迫的 高 度 敏 感 不 同，#$%& 缺 失 细 胞 中 过 量 表 达

()*% 不会导致细胞对盐胁迫耐受降低。这表明 高

()*% 活 性 引 起 的 盐 胁 迫 敏 感 性 是 需 要 1;<% 参 与

的。我们的研究结果首次表明在酵母细胞中 ()*%
可能与 1;<% 相互作用。

图 ! 不同酵母细胞对盐胁迫的耐受性

@AB C ? -:8D EDFGEE EGHEADAIADJ 7K JG:ED LG88E C @F76 8GKD D7 FABMD，LG88E NGFG OA8PDGO KAIG DA6G NADM ED:FDAHB !"!"" # " $% C Q1（NA8O DJ4G EDF:AH R(?S?%），!#$%&

（ #$%& 6PD:HD EDF:AH -=..%），Q1 T IGLD7F（R(?S?% EDF:AH DF:HEK7F6GO NADM G64DJ )(,-./012 IGLD7F），!#$%& T IGLD7F（-=..% EDF:AH DF:HEK7F6GO NADM G64DJ

4(,-./012 IGLD7F），Q1 T ()*%（R(?S?% EDF:AH DF:HEK7F6GO NADM 4(,-./0123(45%），!#$%& T ()*%（-=..% EDF:AH DF:HEK7F6GO NADM 4(,-./0123(45%）C

2：9G88E BF7NH AH ()+ 48:DGE NADM7PD AHOPLDA7H；R：9G88E BF7NH AH ()3U:8/-PL 48:DGE NADM AHOPLDA7H C

" 讨论

()*% 是 2U9 蛋 白 激 酶 家 族 中 重 要 的 一 员，与

哺乳动物 蛋 白 激 酶 -U* 同 源，表 现 出 与 蛋 白 激 酶

)*R 相似 的 底 物 特 异 性［%.］，参 与 调 节 细 胞 壁 完 整

性、细胞骨架中肌动蛋白的极性等信号途径，并且在

维持细胞高效的内吞作用中起着重要作用。蛋白的

磷酸化（由激酶催化）和去磷酸化（由磷酸酶催化）是

控制细胞周期的关键。细胞周期调控途径由一系列

激酶和磷酸酶组成，它们通过将途径的下一个底物

磷酸化和 去 磷 酸 化 而 对 外 来 信 号 和 检 验 点 做 出 反

应。)*=% 是 ()*% 的 上 游 激 酶，通 过 磷 酸 化 ()*%
的 )+*% 位 点 使 它 的 活 性 增 强［%V］。 除 了 )+*% 位

点，包括 ()*% 疏水区丝氨酸/苏氨酸在内的多个磷

酸化位点的磷酸化也可增强 ()*% 活性。本文中我

们首先通过体外实验证明了 ()*% 蛋白可以发生自

身磷酸化。因 此 当 ()*% 在 体 内 过 表 达 时，其 磷 酸

化程度有可能也相应提高。于是过量表达 ()*% 使

得 ()*% 蛋白 的 量 和 磷 酸 化 程 度 分 别 得 以 提 高，从

而增强 ()*% 的 总 体 活 性。我 们 的 实 验 数 据 表 明，

.S"% =7HB4AHB 9:7 GD :8 C / ’(#) *+(%$,+$-$.+() /+0+()（."">）?>（W）
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在野生型细胞中过表达 !"#$ 可导致细胞对盐胁迫

高度敏感。酵母细胞对盐胁迫应答主要是通过提高

离子 泵，如 %&’$ 蛋 白 的 表 达［$(］。 因 此，过 表 达

!"#$ 对 盐 胁 迫 敏 感 性 增 强 可 能 是 由 于 !"#$ 抑 制

了 %&’$ 等蛋白的表达。但由于 !"#$ 是 调 控 细 胞

内吞作用的关键激酶［(］，我们更倾向于认为过 表 达

!"#$ 促进了细胞的内吞作用，从而使盐胁迫的抑制

增强。!"#$ 过表达对细胞内吞作用的影响还需 进

一步实验验证。

我们的研 究 还 发 现 在 !"#$ 缺 失 的 细 胞 中 过 表

达 !"#$ 对 高 盐 胁 迫 没 有 影 响，这 表 明 )*+$ 对

!"#$ 功能的充分发挥有密切的关系。酵母细胞 的

生长情况受多种信号通路的调节，其中 )*+ 在调节

细胞生长 过 程 中 的 作 用 已 经 被 广 泛 研 究。)*+（雷

帕霉素靶蛋白）是 一 种 丝 氨 酸,苏 氨 酸 蛋 白 激 酶，它

调控细胞对营养条件作出应答，并根据环境条件调

控细 胞 生 长 分 化［$-］。 从 低 等 到 高 等 真 核 生 物 中，

)*+ 的结构和功能都高度保守，在调节其生理活动

的过程中 起 着 重 要 的 作 用［$.］。酵 母 细 胞 通 过 调 控

基因的表达以及表达后调控等途径形成了一套比较

精确的机制以调节它自身的代谢及生长状况来应对

生长 环 境 中 酸 度、渗 透 压、温 度、营 养 条 件 的 改

变［$/］。近年来的研究表明 )*+ 与 ’01 蛋白激酶疏

水区的磷酸化有密切的关系。在动物细胞中，)*+,
+23456 复合物可以磷酸化 ’#),"#7 的疏水区［/］。在

酵母细胞 中，)*+1$ 可 以 磷 酸 化 819: 1 末 端 多 个

丝氨酸,苏 氨 酸 位 点［;］，而 )*+< 则 参 与 了 !"#$ 和

!"#< 的激活［=］。因 此，)*+$ 也 很 可 能 通 过 磷 酸 化

!"#$ 来调控 其 活 性 与 功 能，从 而 使 得 !"#$ 缺 失 突

变细胞中过 表 达 的 !"#$ 活 性 无 法 显 著 提 高，进 而

使细胞 对 盐 胁 迫 不 敏 感。 另 外 一 种 可 能 的 情 况 是

)*+$ 处于 !"#$ 的下游，其活性或表达受 !"#$ 调

控，!"#$ 缺失 则 导 致 高 活 性 的 !"#$ 无 法 将 信 号 进

一步传递，从 而 使 过 表 达 !"#$ 引 起 的 细 胞 盐 胁 迫

敏感性消失。上述 两 种 !"#$ 与 )*+$ 相 互 作 用 的

方式都可能存在，因此需要进一步的研究以确定这

两个蛋白 激 酶 相 互 作 用 调 控 盐 胁 迫 应 答 的 分 子 机

理。
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