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摘要! 酿酒酵母中合成的糖基磷脂酰肌醇锚定蛋白#

'()*+(,

$一半停留在细胞膜上!另一半被

转运至细胞壁的
!*%

!

-*

葡聚糖上形成
'()

锚定细胞壁蛋白%

./(,

&'有分析指出!

!"#$

和
!01%

是定位于细胞膜的
'()

锚定蛋白!可能以同工酶的形式参与
'()*+(,

转运' 但这两个同源蛋白

的分子作用机制尚不清楚' 为探究
!"#$

的作用机制!本研究构建了
0@,A!B

2345

!./%

条件突变

菌株'研究发现在
!./%

表达抑制型突变株中
.16%

在细胞膜上大量积累'对
!"#$

中与甘露糖

苷酶催化活性相关保守氨基酸位点分别定点突变! 产生的突变蛋白
!"#$

/7%+

(

!"#$

!%&&+

(

!"#$

!%&5+

无法回补条件突变株的生长缺陷' 然而截断
!"#$

前导肽的分泌型
!"#$

则可回补条件突变株的

生长缺陷'上述结果可推测在
'()*+(,

锚定至细胞壁中!

!"#$

至少具有糖苷酶!可将
.16,

从细

胞膜上的
'()

锚中释放出来'

关键词!

!"#$

)糖基磷脂酰肌醇锚定细胞壁蛋白)酿酒酵母)

2345

启动子
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酿酒酵母细胞壁由
!!

葡聚糖#甘露糖蛋白以及

少量几丁质组成 "#$

$ 葡萄糖通过
!%&

!

'(&

!

)

糖苷键

的方式结合形成葡聚糖构成细胞壁的内层!细胞壁

外层则主要由甘露糖蛋白构成"*+'$

$ 细胞壁外层甘露

聚糖蛋白与细胞壁内层葡聚糖的连接方式主要分

为两类"一类甘露糖蛋白通过非共价键与细胞壁内

层葡聚糖相连接!可以用
,-,

抽提%另一类甘露糖

蛋白通过共价键与细胞壁内层葡聚糖相连!不能用

,-,

抽提! 但可以通过
!%&

!

'%

或
!%&

!

)%

葡聚糖苷

酶处理释放出来".$

$ 根据与葡聚糖相连的羧基端结

构和连接键类型!甘露糖蛋白可被分为两类!即糖

基 磷 脂 酰 肌 醇 锚 定 的 细 胞 壁 蛋 白 质

&

/0123410563456789:109;349830 7;263<=: 2=00 >700

5<38=9;4

!

?@A+BC@4

'和含有内部氨基酸重复序列的

细胞壁蛋白质 &

BC@4 2<34409;D=: E1 5<38=9; >986

9;8=<;70 <=5=784

!

@AF!BC@4

'(

@AF

型细胞壁蛋白质

由内部重复氨基酸序列直接与细胞壁
!!&

!

'

葡聚

糖相连!此类蛋白质可用温和碱&

'G HH30IJ K7LM

!

&* 6

!

. !

'提取"N%)$

(

?@A%BC@4

型的细胞壁蛋白质则

先连接在
!%&

!

)%

葡聚糖上! 再通过
!%&

!

)%

葡聚糖

与
!%&

!

'%

葡聚糖相连(

?@A%BC@4

在许多细胞生长

过程中均发挥重要作用! 如参与细胞壁的合成#维

持细胞形态#参与细胞与外界信号传递#介导细胞

之间的黏附"O$

(

酵母中
?@A

锚首先在
PF

中合成并连接到
?@A

前体蛋白质上 ! 随后预装的
?@A

锚定蛋白质

&

/0123410563456789:109;349830 7;263<=: 5<38=9;4

!

?@A%

Q@4

'在
PF

和高尔基体中进行包括糖基化修饰在内

的进一步改造!经过囊泡运输至细胞质膜外层( 当

?@A%Q@4

到达细胞质膜后!大一部分
?@A%Q@4

会进

一步转移到细胞壁"N$

( 通常认为
?@A

锚的
K%

乙酰葡

萄糖胺和第一个甘露糖之间被割开!脂质部分被移

除!含有甘露糖残基的
?@A

蛋白质被共价连接至胞

外
!%&

!

)%

葡聚糖上! 形成
?@A

锚定的细胞壁蛋白

质&

?@A%BC@4

'

"O%R$

( 但是目前仍不清楚
?@A

被切割

和转移至细胞壁是由一步转糖苷作用完成还是由

多个单独的反应完成! 也不知道哪种形式的
?@A%

Q54

会被转移至细胞壁上( 由于
?@A%BC@4

广泛存

在于真菌中!其结构和生物合成可作为抗真菌药物

的又一靶点( 通过阻碍
?@A%BC@4

的生物合成!就

可以阻止和破坏真菌的细胞壁合成!也就能达到抑

制真菌生长的目的(

-S/N

和
-2>&

都属于糖苷水解酶
O)

家族

&

?MO)

' 并且与
"%&

!

)

甘露聚糖酶具有同源性!推

测可能具有甘露聚糖酶活性!参与
?@A%Q54

锚定至

细胞壁的过程( 同时
-S/N

和
-2>&

是一对同源
?@A

锚定蛋白!

-#./!

和
-012!

单突变株均可正常生长!

同时敲除
-T?N

和
-BC&

基因的双突变菌株生长

致死( 当
-S/N

和
-2>&

表达都受到抑制时!细胞形

态变得又圆又大!几丁质不再以点状形式集中在牙

痕! 而是均匀遍布整个细胞表面! 表明共价连接

?@A%BC@4

到葡聚糖上对细胞生长至关重要"U%&*$

(

迄今为止!还不确定
?@A

锚被切割并转运细胞

壁是由转糖苷酶催化一步完成还是由多个单独的

反应协同完成!以及何种形式的
?@A%Q54

会被转移

至细胞壁上(

-2>&

和
-S/N

作为协助
?@A%Q54

交联

至细胞壁的必需蛋白质!其作用机制可能是"

&

'

-S/N

和
-2>&

发挥着转糖苷酶的作用! 同时承担着
?@A

锚的切割和转移%

*

'

-S/N

和
-2>&

是只扮演糖苷酶

的角色参与
?@A

锚的切割! 存在其它蛋白质负责

?@A%Q54

转移( 由于
-2>&

和
-S/N

是同源蛋白质!

其功能有重叠(因此作者拟选取
-S/N

为研究对象在

酿酒酵母中对其功能和酶活特性进行分析!其次拟

构建具有活性的分泌型
-S/N

!未来可用于体外研究(

()(

实验材料

()()(

质粒构建 酿酒酵母出发菌株
C'G'%&Q

!质

材材材材材料料料料料与与与与与方方方方方法法法法法
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粒
%&'()$

!

%&'()*

!

+,%($-./0!

!

+,%($-./0!1

2!3.$

"均由作者所在实验室保藏和提供#研究中使

用
04&

引物见表
)

$质粒见表
-

# 引物合成和质粒测

序在华大基因完成#

表
!

本研究中使用的引物

"#$%& ! '()*&(+ ,+&- ). /0)+ +/,-1

引物 目的 序列%

$!1(!

&

5)

敲除
!46)

55545./.45554555455554/.545.5555/////4.//4/4/5////4.

./54444...55//55//

5-

敲除
!46)

55555554/555554/555/5..///5.55//.45554/5//.5545.4/./

/554./.454.555///4

5$

敲除
!3.$

5.55/5/5/../4.//4///55/.//4.///54/5/544/.//4.4/./

54../54444...55//55//

5*

敲除
!3.$

.445///5/55/.//5/4//5////5555555./.445/.555./4/4/5

.//554./.454.555///4

5(7

以
8,5(

启动子替换
!46)

启动子
55545./.45554555455554/.545.5555/////4.//4/4/5////.

//554./.454.555///4

5(*

以
8,5(

启动子替换
!46)

启动子
455.55.4.//./.5/4/444/.5//4445/54/4555/555/45/.4/5

4/5555././544...5555

!3.$1&9

构建
%&'()$%!3.$:/!3.$ ////45.4/.55////4/.4/544/4/4/.44

!3.$13;

构建
%&'()$%!3.$:/!3.$ ////../544/5../555../5/45/45/.4////4.

<)16/

!

36

突变
!3.$

6<)/

//5.45544445.4/5.4.444//5/.5/5..5./45.

<)16/

!

&=

突变
!3.$

6<)/

4/.54/44/5/45/55...4.4/5.4/....//.4/55

)--1!1/136

突变
!3.$

!)--/

444///5/4455..54/.4/55444454//44/54

)--1!1/1&=

突变
!3.$

!)--/

./5..55./....//5.45./44//..5/555...

)-(1!1/136

突变
!3.$

!)-(/

5/4444///5/4455...4/54/55444454//44

)-(1!1/1&=

突变
!3.$

!)-(/

..55./....//5./5.444//..5/555....5/

-$*1+1/136

突变
!3.$

+)-(/

44/44//.4/4./5/44.5./55/.4/.544/554//55555.5//5/54

-$*1+1/1&=

突变
!3.$

+)-(/

./5/55/4/////55.//5../45.45//54/4..5/54.5.455..5..

5-$

构建
%&'()*1:31460) ////.//5544./../54.4/54/44/54/4

>?

构建
%&'()*1:31460) ////545/./455.54/54.54.54455.5/.544

@5<

构建
%&'()*1:31460) ////545/././5544.//.//554..445..5.

@5?

构建
%&'()*1:31460) ////.4..44.445544/.5...55.5//544..5.

注"

A

下划线部分为引物所用酶切位点

表
2

本研究中使用的质粒

"#$%& 2 3%#+*)-+ ,+&- ). /0)+ +/,-1

质粒 基因型 来源

%&'()$ /B%

C

$

D,E-

$单拷贝$

D,E-

标记 作者所在实验室

%&'()* /B%

C

$

E&/(

$单拷贝$

E&/(

标记 作者所在实验室

+,%($-./0! /B%

C

$

E&/(

$多拷贝$

E&/(

标记 作者所在实验室

+,%($-./0!12!3.$ /B%

C

$

E&/(

$多拷贝$含截除前导肽的
!3.$

基因 作者所在实验室

%&'()*1:31460) /B%

C

$

E&/(

$单拷贝$含
460)

基因 本研究

%&'()$%!3.$:/!3.$ /B%

C

$

D,E-

$单拷贝$含
!3.$

基因 本研究

%&'()$%!3.$:/!3.$

6<)/

/B%

C

$

D,E-

$单拷贝$含
!3.$6<)/

基因 本研究

%&'()$%!3.$:/!3.$

!)--/

/B%

C

$

D,E-

$单拷贝$含
!3.$!)--/

基因 本研究

%&'()$%!3.$:/!3.$

!)-(/

/B%

C

$

D,E-

$单拷贝$含
!3.$!)-(/

基因 本研究

%&'()$%!3.$:/!3.$

+-$*/

/B%

C

$

D,E-

$单拷贝$含
!3.$+-$*/

基因 本研究

!(
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主要试剂和仪器
!"#

连接酶!限制性内切

酶" 购于
$%&%'%

公司#

()'

引物!

(*'

产物纯化试

剂盒!琼脂糖凝胶电泳胶回收试剂盒!质粒小量抽提

试剂盒"购置于上海生物工程公司#

!+,

$

-+./01234

"

购置于
56.7%

公司#相关抗体"购置于上海生工生物

工程公司 #

5!5+(89:

凝胶配制试剂盒 %

*/%;6<=

$>

?43<4;@ :*A 50B3<;%<4

显色剂" 购置于碧云天生物

技术研究所&

!"!"$

培养基和溶液配制
C(8!

培养基'

, A

("酵

母浸出粉
,D .

) 蛋白胨
EF .

) 腺嘌呤
-F 7.

)加

GGH

E

I

至
JFF "A

)

,E, !

高压灭菌
,K 76@

)培养基冷

却至
KK!

)加入
,FF 7A

单独灭菌的
EF .LGA

葡萄糖*

5!

缺陷型培养基 '

, A

(" 无氨基酵母氮源

'

C"M

(

NOP .

)加水至
JFF 7A

)

,E, !

高压灭菌
,K 76@

)

培养基冷却至
KK!

)加入
,FF 7A

单独灭菌的
EF .LGA

的葡萄糖和
E .

缺少相应氨基酸的氨基酸混合物*

!"!"%

菌株构建 基因敲除的具体方法参见文献
Q,-R

*

质粒
ST8N%+<;S

为敲除
!*?,

和
!T9K

的模板)质

粒
ST8N%+U63->V+(>:$-

为构建
GW.K#(

>:$-

!*?,

菌株的模板)

(*'

引物见表
,

* 在酿酒酵母中
>:$-

基因编码
8$(

硫酸化酶)能有效激活无机硫同时并

入有机分子中)是蛋氨酸代谢中的关键步骤* 在外

源甲硫氨酸作用下)

>:$-

启动子调控下的目的基

因表达受到抑制* 在缺少甲硫氨酸的选择性培养基

中)

>:$-

启动子变为增强型启动子)使其调控下的

目的基因高效表达Q,X+,PR

* 本研究中使用菌的菌株见

表
-

*

表
$

本研究中所用的菌株

&'()* $ +,-'./0 10*2 ./ ,3.0 0,124

F

!"#

菌株表型验证

将
?-F-+,8

+

GW.K#

和
GW.K#(

>:$-

!*?,

在甲硫

氨酸缺陷型葡萄糖选择性培养基'

5!+>4<

(中
-F !

培养过夜)至
I!

NNF

Y,ZF

)取相同细胞数连续做
X

次

,F

倍梯度稀释)在
5!+>4<

和含
, 772/LA

甲硫氨酸

的葡萄糖选择性培养基'

5![>4<

(上点板)分别在

-F

%

X, !

培养)观察细胞生长情况&

!"$

蛋白质提取

!"$"!

细胞膜蛋白质提取 在相应培养中
-F !

培

养过夜)离心收集
,F 7A I!

NNF

的酵母细胞)用
, 7A

预冷的
E 772/\A

苯基甲磺酰氟'

(U4@=/74<U%@430/W2@=/

W/02;6G4

(洗涤
E

次&重悬于
,KF "A ,"5!5](89:

上

样缓冲液中)加入
,FF "A

玻璃珠'

FZX^FON 77

()

NK !

孵育
K 76@

)振荡
E 76@

&再次
NK !

孵育
K 76@

)振荡

E 76@

& 加入
,KF "A ,"5!5](89:

上样缓冲液 )

NK !

孵育
K 76@

&

EF FFF !

离心
K 76@

除去细胞碎

片和细胞壁杂质)收集
,FF "A

上清液)即可得到

膜蛋白 Q,_],JR

&

!"$"#

细胞壁
9(`]*?(,

蛋白质提取 在相应培

养基中
-F !

培养过夜) 离心收集
,F 7A I!

NNF

的酵

母细胞) 用
, 7A

预冷的
,F 772/LA $;63]H*/

'

SH

POK

( 洗涤
E

次 & 重悬于
,FF "A

裂解缓冲液 '

KF

772/LA $;63]H*/

'

SH POK

()

, 772/LA :!$8

)

, 772/L

A (>5T

)

5`9>8T5$$> (;2<4%34 `@U6B6<2; *21a<%6/

$%B/4<3

(中)加入适量的玻璃珠& 振荡
, 76@

后冰浴

, 76@

)重复上述振荡及冰浴
K

次&

X !

%

,FF !

离心

-F 3

)分离玻璃珠)收集细胞裂解液&加入
,FF "A

萃

取缓冲液'

Xb 5!5

)

,FF 772/LA "%*/

)

XF 772/LA !]

巯基乙醇(后充分混匀)

,FF !

孵育
,F 76@

)

,N FFF !

离心
K 76@

)去除上清液& 再次重悬于
,FF "A

萃取

缓冲液中)

,FF !

孵育
E 76@

)

,N FFF !

离心
K 76@

)

去除上清液)重复上述循环
-

次& 用
, 7A GGH

E

I

洗

涤
-

次)

,N FFF !

离心
K 76@

去除上清液Q,JR

& 沉淀所

得粗细胞壁碎片重悬于
,FF "A

%

,KF 772/LA

醋酸钠

反应液)加入
E 7. !],

)

-]

葡聚糖酶)充分混匀)

-P !

反应
,E U

以上)即可得到细胞壁的
9(`]*?(3

QEFR

&

!"$"$

细胞外蛋白质提取 在相应培养基中
-F !

培养过夜) 离心收集
,F 7A I!

NNF

的酵母细胞培养

液)

X !

%

K FFF .

离心
K 76@

)去除细胞沉淀并收集上

清液&将上清液于
X !

%

,K FFF ;L76@

离心
K 76@

)进一

步除去细胞碎片& 收集的上清液中加入终浓度
,Fb

的三氯乙酸)振荡混匀)冰浴
-F 76@

以上&离心去除上

清液)沉淀用预冷的丙酮洗涤
-

次后)溶解于
,"5!5]

(89:

上样缓冲液)

JK !

孵育
K 76@

)

]EF !

保存&

!"%

蛋白质免疫印迹电泳

取
,FF ".

蛋白质样品上样跑电泳) 浓缩胶电

菌株 基因型 来源

?-F-],8

>8$$ %G4E ], 0;%- ], U63- ],,

<;S,], /40E]-c,,E 1%@,+,FF

作者所在

实验室

G1d,# >8$$ G1d,#ee$'(, ?-F-

作者所在

实验室

GW.K# >#$$ GW.K#ee$'(, ?-F-

作者所在

实验室

GW.K#(

>:$-

!*?, >#$$ GW.K#(

>:$-

!*?, ?-F-

作者所在

实验室

:8
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在酿酒酵母细胞壁合成中的功能分析

压
%& '

!

(& )*+

"分离胶电压
,-& '

!

./ )*+

"转膜#

采用半干式转膜方式!电压
-$ '

!电流
01/ 2

!时间

3& )*+

"封闭$

$4

的脱脂奶粉封闭
, 5

"孵育抗体$一

抗
,!$ ///

%室温
,1$ 5

或
6 "

过夜"二抗
0!$ &&&

!室

温
0 5

"显色$

789

显色液
2

和
:

混匀!涂于膜上!用

;)<#=>?<+@ 92A6///)*+*

显色&

!"#

生长曲线测定

从平板挑取单菌落接种于
$ )9

葡萄糖型甲硫

氨酸和尿嘧啶缺陷培养基'

A!BC=@DEF<

(中预培养%

离心收集等量对数生长期的细胞%并将其分别转接

至
$/ )9 A!DC=@DEF<

和含
, ))GHI9

甲硫氨酸的

葡萄糖型尿嘧啶缺陷
-

培养基 )

A!JC=@DEF<

(& 每

0-

小时取
0

次样品%在
K!

LL/

下测定菌浓%培养至第

M- 5

停止测定& 以测定的
K!

LL/

数值为纵坐标%培养

时间为横坐标%得到不同菌株的生长曲线&

$"! %&'(

启动子调控下的突变株表型验证

考虑到
!"#$!

和
!%&'!

双突变株存在严重的

细胞壁缺陷使其生长致死N,,

%

,MO

& 为便于研究这两个

基因的功能%作者构建了
P"#$!Q

C7R3

!8S,

条件突变

株菌株% 即在
!%&(!

菌株中用
C7R3

启动子调控

!8S,

基因的表达& 如图
,

所示%

!%&(!

菌株能在

6, "

环境中正常生长 % 具有耐高温的特性 %与

T<U?@*G+

NV,O 等研究相符 & 在甲硫氨酸培养基上

P"#$!Q

C7R3

!8S,

菌株不生长%表明外源添加甲硫氨

酸可诱导
C7R3

启动子抑制
!8S,

表达& 此时由于

!"#$

缺失且
!WX,

表达受抑制% 从而引起细胞壁合

成受损%导致细胞死亡& 在缺少甲硫氨诱导的情况

下 %

C7R3

启 动 子 调 控
!8S,

高 表 达 % 此 时

P"#$!Q

C7R3

!8S,

菌株表型与
P"#$!

相似%无论是在

3/ "

还是
6, "

条件下%菌株均可正常生长& 上述结

果说明% 在酿酒酵母中
!"#$

和
!WX,

功能重叠%单

突变株在平板上表型差异小% 双突变株致死& 与

Y*@<#<Z*

N00O等研究结果相同& 本研究使用的
C7R3

启

动子可在甲硫氨酸诱导下有效调节
!8S0

表达%为

下一步分析这两个基因的作用机制创造条件&

$"$ )*+!

和
),-#

对细胞壁蛋白质合成的影响

为了研究
!WX0

和
!"#$

蛋白质在细胞壁合成

途径中的功能% 作者选取
8X[0

作为一种典型的

\Q;

锚定细胞壁蛋白质 N00

%

0.O

%在
S3/3D02

*

PWX0!

*

P"#$!

*

P"#$!Q

C7R3

!8S0

菌株中分别表达
]*UD^H<#

标记的
8X[,

蛋白质%同时用
S3/3D,2

原始菌株作

为空白对照& 蛋白质印记结果发现%在含甲硫氨酸

培养基中培养的
P"#$!Q

C7R3

!8S,

双缺陷菌株细胞

壁的
8X[,

蛋白质量明显减少)图
-

)

_

((%细胞膜上

则可检测到大量
8X[,

)图
-

)

<

((%所有菌株的培养基

中均检测不到
8X[,

&表明引起细胞壁中
8X[,

缺失

的主要原因是细胞膜上
\Q;

蛋白质不能被有效的

切割进而无法共价连接到细胞壁上& 由此推测
!WX,

和
!"#$

在
\Q;

型细胞壁蛋白质合成中只扮演糖苷

酶的功能% 负责识别和切割细胞膜上的
\Q;

蛋白

质%同时酵母中可能存在另一种蛋白质可将切割下

来的
\Q;

蛋白质连接至细胞壁
"D,

%

LD

葡聚糖上形

成细胞壁蛋白质"或者
!WX,

和
!"#$

扮演糖苷转移

酶的功能%可将切割后
\Q;

蛋白质连接至细胞壁上N,/D

,,O

& 总之%

!WX,

和
!"#$

的缺失使
8X[,

不能成功的

从细胞膜的
\Q;

锚上释放%说明这两个蛋白质至少

具有类似糖苷酶的作用& 单突变菌株细胞膜和细胞

壁中
8X[,

蛋白质量只有少量的变化 )图
-

)

<

(%

)

_

((%可能因为
!8S,

和
!^\$

是同源基因%其编

码的蛋白质是同工酶% 当其中一种蛋白质缺失时%

另一种蛋白质仍可正常工作%但是
!WX,

或
!"#$

单

独作用时效率下降%造成单突变株中细胞膜上积累

少量
8X[,

%细胞壁中
8X[,

蛋白质含量减少&

$"( ),-#

活性位点分析和保守氨基酸突变

普遍认为糖苷水解酶
ML

家族)

\]ML

(成员具有

#D

甘露糖苷酶活性%但是只有少数蛋白结构和功能

被解析清楚 & 肠寄居多形拟杆菌基因组编码的

:R-%6.

蛋白质是该家族中惟一被发表的已知结构

的蛋白质& 尽管
:R-.6.

与
\]ML

家族其他成员氨

基酸序列的相似性仅
,L4#-$4

% 但其蛋白质整体

结构是相对高度保守的& 与根据其蛋白质晶体结构

结结结结结果果果果果与与与与与讨讨讨讨讨论论论论论
!!!!

!

图
!

突变菌株表型

./-" ! 012345672 4, 895:35 ;5<:/3;

!$



!"#"$!%& $!'(%)"

*+,!-$) +. .++/ #%("-%" $-/ 0(+'"%&-+)+12 345678 -4699 :;9<

'($- 1=>?=@

!

AB @5

"

%?@C@DBAC>E@B>4F 4G /.1H

!

(FI45IAJ >F %A55 K@55

0>4LAFAM>M 4G !"##$"%&'(#)* #)%)+,*,")

解析和序列比对发现! 聚集在蛋白质中心位置的
!

个氨基酸位点
"#$

"

%&'(

"

)&''

"

%$'*

"

+$,-

可能

是催化活性中心相关位点# 目前没有
%./-

和
%01&

蛋白质结构和活性中心的报道 $ 本研究对包括

%./-

%

%01&

和
23$*'*

在内的
4

个
5678

家族成员

假定的催化域进行序列比对! 发现
23$9'*

中除

%$'*

外的其它四个氨基酸位点
"9$

"

%&'(

"

)&''

"

+$8-

在
5648

家族中高度保守 :&$;

! 由此推测
%./-

中对应四个氨基酸位点也可能是潜在的活性中心$

图
!

模式蛋白质
"#$%

在突变菌株中的表达情况

&'() ! *+$,-..'/0 /1 "#$% '0 234504 .4,5'0.

为了进一步探究酿酒酵母细胞壁合成过程中

%01&

和
%./-

是否承担着糖苷酶的功能及其活性中心

的位置! 本研究选取
%./-

蛋白质中对应的四个保守

位点
"7&<

"

%&$$

"

%&$(

"

+$-8

进行定点突变!成功

构建突变子
%=5-"7&<

"

%=5-%&$$<

"

%=5-%&$(<

"

%=5-+$-8<

$ 实验结果表明!在甲硫氨酸培养基中

表达野生型
%=5-

和突变
%=5-+$-8<

基因的菌株可

回补
>./-!?@)3(%A"&

条件突变株菌株的生长缺陷!

而表达突变
%=5-"7&<

"

%=5-%&$$<

"

%=5-%&$(<

基因的菌株不能回补其生长&图
(

&

B

''!说明突变后

的
%./!"4&<

%

%./!%&$$<

%

%./!%&$(<

蛋白质失活$

为进一步证明这些突变蛋白质失活是由于蛋白质

降解还是催化活性消失引起的! 作者在
>./!!

株中

表达了含有
6<

标记的野生型
%=5!

基因$ 蛋白质

印迹法分析细胞膜蛋白质和培养基中蛋白质发现!

突变后的
%./!"4&<

%

%./!%&$$<

%

%./!%&$(<

蛋白

质大小%表达水平和稳定性均无变化&图
(

&

C

''$ 说

明突变后
%./!

没有降解!突变蛋白质失活极有可能

是因蛋白质催化活性中心被破坏$ 以上结果可推测

"4&

%

%&$$

%

%&$(

这三个氨基酸可能凝聚构成了

%./!

的催化活性中心!

%./!

可能具有甘露糖苷酶的

活性$

图
6 71(8

活性位点分析

&'() 6 905:;.'. /1 4<- $3454'=- >545:;4'> 5>4'=- .'4-. /1 71(8

!)?

过表达可溶性
71(8

蛋白质对
@1(8!A

B*C6

7"D%

生长的影响

本研究从野生型菌株基因组中扩增出不含前

导肽序列的
!"#$

基因片段&

%!"#$

'!用于编码可

溶性
%./!

&

D%./!

'$在野生型和
&'($!)

*+,-

!./0

菌株

中表达
D%./!

后!用
=EB/

抗体可在培养基中检测到

可溶性
%./!

! 其中野生型菌株的
D%./!

分泌量更少

&图
'

&

B

''$ 研究表明!去除前导肽序列的
%=5!

基

因片可段编码不含
5?F

锚的可溶性
%./-

!并能成功

分泌至培养基中$为了进一步检测
D%./-

的活性!研

7;
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在酿酒酵母细胞壁合成中的功能分析

究选取
%"#$!&

'()*

!+,-

菌株研究对象!在不同选择

性培养基中检测其生长水平" 在未加甲硫氨酸的培

养基中!

!"#$

启动子诱导下的
%&'(

基因可高表

达!突变株和野生型都正常生长#图
.

$

/

%%& 用含有

甲硫氨酸的培养基培养时!

!"#*

启动子调控下的

!+,-

基 因 无 法 正 常 表 达 ! 不 表 达
0!"#$

的

)*+!,

!"#$

%&'(

菌株生长始终受到抑制! 但过量表

达
-%.*+

的
).*+!,

!"#$

%&'(

菌株在培养
.1 2

后生

长得以回补$图
.

$

3

%%& 这说明
0!"#$

仍具有活性!

4&5

锚的修饰不影响
!"#$

的功能&

!36-

和
!"#$

是一对同源的
4&5

锚定膜蛋白

质!据推测可能有糖苷酶活性!参与真菌细胞壁蛋

白质合成!但其分子作用机制尚不清楚!也没有表

征酶活的数据&作者通过在
).*+!,

!"#$

%&'(

条件突

变株中表达模式蛋白质
+67-

! 证实在
4&589&0

锚

定至细胞壁的过程中!

!36-

和
!"#$

参与
4&5

的切

割&对
!"#$

中与甘露糖糖苷酶催化活性相关的四个

保守氨基酸位点进行突变! 其中
,:-

'

!-;;

'

!-;*

这三个位点的单突变蛋白质无法回补致死突变菌

株的生长! 说明这三个位点对
!"#$

的活性至关重

要!可以推测它可能具有
!8

甘露糖苷酶的活性" 去

除
4&5

锚的可溶性
!"#$

可成功从细胞膜分泌至培

养中" 体内研究表明!在液体培养基中可溶性
!"#$

可回补
).*+!,

!"#$

%&'(

条件突变株的生长!说明定

位于细胞膜对
!"#$

活性不重要"从培养基中纯化出

来的可溶性
!"#$

可进一步用于体外研究!作为筛选

抗真菌药物的靶蛋白质"
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