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摘要：【目的】本研究探讨了 HOG1 MAPK 在亚砷酸钠诱导酵母细胞凋亡中的作用。【方法】以酵母野

生株 BY4741 及其 HOG1 突变株(ΔHOG1)为材料，研究了亚砷酸钠对酵母细胞生长、相对存活率和氧化

损伤的影响，并采用流式细胞术检测了亚砷酸钠胁迫下酵母细胞凋亡率、ROS 水平和线粒体膜电位的

变化。【结果】亚砷酸钠可抑制酵母细胞生长，诱导细胞凋亡。在相同处理组中，ΔHOG1 对亚砷酸钠更

为敏感，表现为细胞存活率降低，凋亡率升高。在亚砷酸钠胁迫过程中，ΔHOG1 胞内 ROS 水平和 MDA

含量显著高于野生株 BY4741，而线粒体膜电位显著低于野生株。【结论】HOG1 MAPK 可能通过影响

胞内 ROS 水平和线粒体膜电位的变化调控亚砷酸钠诱导的酵母细胞凋亡。 
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砷是广泛分布于自然界中的一种毒性较强

的、具有致癌作用的重金属[1]，它可以通过多种途

径，如饮用或食用砷污染的水和食物、或者由于

工业活动经皮肤或消化道进入人体[2–4]。流行病学

研究表明，长期暴露于砷污染的环境中可以引起

人体内活性氧(reactive oxygen species，ROS)水平

显著升高，并增加心血管疾病、糖尿病、皮肤病

等多种疾病及癌症的发病率[5–6]。 

丝分裂原活化蛋白激酶(MAPKs)级联反应是

真核生物控制细胞增殖、分化和死亡的重要信号

通路之一，而 p38 MAPK 可被胞内较高水平的

ROS 激活，并导致细胞凋亡[7–8]。在模式生物酵母

中，迄今为止已有 5 条 MAPK 通路被发现[9]。其

中，HOG1 MAPK 与哺乳动物中的 p38 MAPK 高

度同源，对调控细胞的存活至关重要[10]。大量研

究结果显示，多种外界刺激如高温[11]、低温[12]和

柠檬酸 [13]均可激活高渗透压(high-osmolarity and 

glycerol，HOG)信号通路。Thorsen 等[14]研究发现，

砷可激活酵母细胞中 HOG 信号通路，而 HOG1 

MAPK 缺失后可显著增加酵母细胞对砷化物的敏

感性。本课题组研究发现，亚砷酸钠处理诱发酵母

细胞 ROS 增高的同时，可诱导细胞凋亡[15]，使 1991
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个基因差异表达，差异表达基因的功能涉及代谢

过程、结合、转运等，其中 HOG1 表达显著上调。

但是，HOG1 MAPK 是否参与砷诱导的酵母细胞

凋亡未见报道。因此，本实验选用酵母野生株

BY4741 及其突变体∆HOG1 为研究材料，研究

HOG1 在亚砷酸钠诱导酵母细胞凋亡中的作用，

以期为砷的毒性机理提供实验依据。 

1  材料和方法 

1.1  实验材料 

酵 母 菌 (Saccharomyces cerevisiae) 野 生 株

BY4741 (MATa，his3∆1，leu2∆0，met15∆0，ura3∆0)

及其突变体∆HOG1 (hog1::KanMX4)由天津大学

张丽琳老师惠赠[16]。酵母细胞接种于酵母浸出粉

胨葡萄糖(yeast extract peptone dextrose，YPD)液体

培养基中，28 °C、180 r/min 恒温振荡培养至对数

期后用于毒性处理。 

1.2  药物处理及细胞生长测定 

取适量对数期酵母细胞接种于含有不同浓度

亚砷酸钠(0、0.5、1.0、1.5、2.0 mmol/L)的液体培

养基中，28 °C、180 r/min 恒温振荡培养 24 h，取

培养液在 600 nm 测其光密度值(OD600)，并计算相

对生长率(OD600 处理组/OD600 对照组×100%)。收集对照

组和 0.5 mmol/L 处理组细胞用于胞内 ROS 水平、

线 粒 体 膜 电 位 、 细 胞 凋 亡 率 以 及 丙 二 醛

(Malondialdehyde，MDA)含量的检测。所有实验

均设置 3 次重复，其中流式细胞仪检测的每个样

品的细胞数不少于 50000 个。 

1.3  细胞相对存活率检测 

将相同浓度的对数期细胞涂布至含有不同浓

度亚砷酸钠的平板上，使每个平板含有细胞数约

200 个，28 °C 恒温培养 48 h 后观察计数单菌落数，

并计算细胞相对存活率(处理组单菌落数/对照组

单菌落数×100%)。 

1.4  细胞耐受性检测 

收集对数期细胞，洗涤并用无菌磷酸盐缓冲

溶液(phosphate buffer solution，PBS)将细胞悬液调

整至 OD600 为 2；然后用 PBS 将菌液以 10 倍梯度

逐级稀释，每个梯度取 5 μL 并依次点样至固体培

养基上(浓度由高到低)；28 °C 恒温培养 48 h 后观

察并拍照。 

1.5  细胞凋亡率检测 

收集酵母细胞并用 PBS 洗涤，用适量异硫氰

酸 荧 光 素 标 记 的 膜 联 蛋 白 V (fluorescein 

isothiocyanate-labeled annexin V，Annexin V-FITC)

结合液重悬细胞后加入 Annexin V-FITC 和碘化丙

啶(propidium iodide，PI)染液，混匀，室温避光孵

育 20 min 后，流式细胞仪检测细胞凋亡率。 

1.6  胞内 ROS 水平和 MDA 含量检测 

胞内 ROS 检测参照文献[17]方法；丙二醛

(MDA)含量检测参照文献[18]方法。 

1.7  线粒体膜电位检测 

利用荧光探针罗丹明 123 (Rhodamine 123，

Rho123)检测酵母细胞线粒体膜电位。将酵母细胞

在 2 μmol/L Rho 123 中暗孵育 15 min 后，流式细

胞仪检测细胞线粒体膜电位。 

1.8  数据统计分析 

采用 SPSS 18.0 对结果进行统计分析，处理组

与对照组间的差异显著性用“*”表示 (*P<0.05，
**P<0.01)，ΔHOG1 突变株与野生株 BY4741 间的

差异显著性用“&”表示(&P<0.05，&&P<0.01)。 
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2  结果和分析 

2.1  HOG1 对亚砷酸钠抑制酵母细胞生长和相对

存活率的影响 

亚砷酸钠对酵母细胞生长和相对存活率的影

响如图 1 所示。从图中可以看出，随着亚砷酸钠

浓度的升高，野生株 BY4741 相对生长率和相对

存活率逐渐下降；在相同浓度砷处理组中，ΔHOG1

突变株相对生长率和存活率均显著低于野生株

BY4741。在 0.5 mmol/L 处理组中，ΔHOG1 突变

株的相对生长率和存活率仅为野生株 BY4741 的

4.08%和 6.41%。结果表明，亚砷酸钠可抑制酵母

细胞生长和分裂，HOG1 在砷引起的酵母细胞生

长抑制中起了重要作用。 

2.2  亚砷酸钠胁迫下 WT 与 ΔHOG1 突变株耐受

性研究 

从图 2 可以看出，在不含亚砷酸钠的培养基

中，野生株 BY4741 和 ΔHOG1 突变株生长状况无

明显差异，均在稀释倍数为 104 处长出了浓密的菌

落。当培养基中含有 0.5 mmol/L 亚砷酸钠时，

ΔHOG1 突 变 株 生 长 状 况 显 著 差 于 野 生 株

BY4741，仅在稀释倍数为 100 和 101 的地方长出

了少量的菌落。结果说明，ΔHOG1 突变株对亚砷

酸钠的敏感性较高，即 HOG1 在提高酵母细胞对

砷的抗性中起重要作用。 

2.3  HOG1 对亚砷酸钠诱导酵母细胞凋亡的影响 

采用 Annexin/PI 双染法检测亚砷酸钠对酵母

细胞凋亡的影响(图 3)。结果显示，酵母细胞经

0.5 mmol/L 亚砷酸钠胁迫 24 h 后，野生株 BY4741

和 ΔHOG1 突变株早期凋亡率分别为对照组的

2.30 倍和 4.21 倍，且 ΔHOG1 突变株早期凋亡率

显著高于野生株 BY4741 凋亡率。结果表明，亚

砷酸钠可诱导酵母细胞发生凋亡，且 HOG1 可能

与酵母细胞凋亡的抑制有关。 
 

 
 

图 1.  亚砷酸钠对 WT 与 ΔHOG1 突变株生长(A)和相对存活率(B)的影响 

Figure 1.  Effects of sodium arsnite on cell growth (A) and clonogenic survival rate (B) in yeast WT and ΔHOG1 strains. 
*: P<0.05; **: P<0.01; &&: P<0.01. 

 

 
 

图 2.  WT 与 ΔHOG1 对亚砷酸钠的耐受性分析 

Figure 2.  Evaluation of the sodium arsenite tolerance of yeast WT and ΔHOG1 strains. 
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图 3.  亚砷酸钠对 WT 与 ΔHOG1 突变株细胞凋亡的影响 

Figure 3.  Effect of sodium arsenite on cell apoptosis in yeast WT and ΔHOG1 strains. 

 

2.4  HOG1 对亚砷酸钠引起酵母细胞氧化损伤的

影响 

经 0.5 mmol/L 处理 24 h 后，酵母细胞用 ROS

荧光探针标记，野生株 BY4741 胞内荧光强度

与对照组间无显著差异，而 ΔHOG1 突变株平均

荧光强度为 45.54，约为野生株 BY4741 的 2.4 倍

(图 4-A)；同期，ΔHOG1 突变株 MDA 含量比野

生株 BY4741 增加了 17.43 倍，两者间具有极显

著差异(图 4-B)。结果表明，亚砷酸钠可诱导酵母

细胞内 ROS 水平升高，并引起氧化损伤，HOG1

对抵抗亚砷酸钠引起的酵母细胞氧化损伤起重

要作用。 

 

 
 

图 4.  HOG1 对亚砷酸钠引起酵母细胞氧化损伤的影响 

Figure 4.  Effect of HOG1 on sodium arsenite-induced oxidative damage in yeast cells. &&: P<0.01. 
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2.5  HOG1 对亚砷酸钠致酵母细胞线粒体膜电位

下降的影响 

经 0.5 mmol/L 亚砷酸钠胁迫 24 h 后，用 Rho 

123 荧光探针标记细胞，检测发现野生株 BY4741

细胞平均荧光强度略高于对照组，但两者之间无

显著差异；ΔHOG1 突变株细胞平均荧光强度为

173.51，显著高于对照组，且与野生株 BY4741 之

间具有极显著差异(图 5)。结果表明，亚砷酸钠可引

起酵母细胞线粒体膜电位下降，HOG1 对亚砷酸钠

胁迫下维持酵母细胞线粒体膜电位起重要作用。 

 

 
 

图 5.  亚砷酸钠对酵母细胞膜电位的影响 

Figure 5.  Effect of sodium arsenite on ∆ψ in yeast cells. 
 

3  讨论 

MAPK 是一类广泛存在于真核生物中由脯氨

酸依赖型的丝氨酸/苏氨酸组成的蛋白激酶，在进

化途径上高度保守[19]。p38 是 MAPK 家族中参与

生物体生理过程调节的重要成员之一，在调控细

胞周期和凋亡中起着至关重要的作用[20]。廖朝霞

等[21]研究发现，异氟醚可激活 p38 MAPK 通路，

诱导海马神经细胞凋亡；而 p38 抑制剂能减轻异

氟醚麻醉引起的神经细胞凋亡。将 p38 MAPK 基

因敲除后，小鼠胚胎成纤维细胞对亚砷酸盐的耐

受性显著下降，并伴随着细胞凋亡的发生[22]。 

HOG-MAPK 途 径 是 酵 母 细 胞 中 发 现 的

MAPK 途径之一，与 p38 MAPK 高度同源，在高

渗应激环境下可控制信号转导和基因表达 [23]。

Thorsen 等[14]研究证明，亚砷酸盐可导致酵母细胞

HOG1 磷酸化水平增加，而 ΔHOG1 突变体对亚砷

酸盐的敏感性增加。本研究中，我们以 HOG1 基

因缺失的酵母细胞为材料，研究了亚砷酸钠对酵

母细胞凋亡的影响。结果显示，酵母细胞经亚砷酸

钠胁迫后，ΔHOG1 突变体相对生长率、存活率和

耐受性均低于野生株 BY4741，HOG1 基因缺失后，

细胞凋亡率显著升高。细胞凋亡是存在于酵母细胞

中主动结束生命的死亡过程，可被多种外源性刺激

诱导。大量研究表明，酵母细胞的凋亡依赖于胞内

ROS 水平的升高和线粒体膜电位的变化[24–25]。 
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ROS 是机体受到外界刺激后产生的一种代谢

产物，在正常的生命活动过程中起着重要作用。

现有研究证明，砷可引起植物、动物、微生物等

多种细胞内 ROS 产生[26–29]。过量的 ROS 可导致

DNA、蛋白质和脂类等生物大分子功能的破坏，

引起细胞凋亡或坏死[30–33]。课题组在前期实验中

发现，亚砷酸钠可改变酵母细胞抗氧化酶活性，

导致胞内 ROS 升高，MDA 含量升高，进而引起

氧化损伤[17]。本实验中，在相同浓度的砷处理组

中，ΔHOG1 突变株胞内 ROS 水平和 MDA 含量均

显著高于野生株酵母细胞，说明 HOG1 基因的缺

失使酵母细胞的抗氧化能力下降，细胞发生氧化

胁迫。用 0.5 mmol/L 的亚砷酸钠刺激酵母细胞后，

ΔHOG1 突变株线粒体膜电位显著下降，与野生株

间具有显著差异，有可能是因为线粒体作为真核

生物进行呼吸作用的细胞器，对氧化应激更加敏

感，胞内 ROS 水平的升高引起了线粒体膜电位的

改变，进而调控细胞凋亡的发生[34]。 

综上所述，HOG1 基因缺失菌株在亚砷酸钠

处理后，细胞活性显著下降，ROS 水平和 MDA

含量升高，更容易发生依赖于线粒体途径的细胞

凋亡。结果说明，HOG1 MAPK 可能通过对胞内

ROS 水平和线粒体膜电位的影响调控亚砷酸钠诱

导的酵母细胞凋亡。 
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Abstract: [Objective] In this study, we studied the role of HOG1 MAPK in sodium arsenite-induced apoptosis in 

yeast cells. [Methods] Yeast wild-type (BY4741) and HOG1 mutant (ΔHOG1) strains were used to study the 

effects of sodium arsenite on the growth and relative survival rate and oxidative damages of yeast cells. Further, the 

apoptotic rate, intracellular reactive oxygen species (ROS) level, and mitochondrial membrane potential of the 

yeast cells under sodium arsenite-induced stress were determined by flow cytometry. [Results] Sodium arsenite 

inhibited the growth of yeast cells and induced their apoptosis. Compared to the wild-type strain in the same 

treatment group, ΔHOG1 strain showed higher sensitivity to sodium arsenite with a lower cell survival rate and 

higher apoptotic rate. Under sodium arsenite-induced stress, ΔHOG1 strain showed significantly higher intracellular 

ROS and malondialdehyde (MDA) levels than the wild-type BY4741 strain. On the contrary, the mitochondrial 

membrane potential of ΔHOG1 strain was significantly lower than that of the wild-type BY4741 strain. 

[Conclusion] These results indicated that HOG1 MAPK gene was involved in the regulation of sodium 

arsenite-induced apoptosis by affecting intracellular ROS level and changing ∆ψM in yeast cells. 

Keywords: sodium arsenite, yeast, apoptosis, reactive oxygen species, mitochondrial membrane potential, 

mitogen-activated protein kinase HOG1 (HOG1) 
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