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Elp3基因缺失对酿酒酵母咖啡因耐受性的影响

胡孟可,吴秀丽,李芬

(河南师范大学 生命科学学院,河南 新乡453007)

摘 要:过量咖啡因(Caffeine,CAF)对真核细胞有毒害作用.Elp3是组蛋白乙酰转移酶Elongator复合物的催

化亚基,其缺失会影响Elongator的功能,进而使酵母产生对CAF敏感表型.为研究酿酒酵母CAF耐受性,以不同浓

度CAF处理野生型、elp3⊿及转入完整和部分缺失Elp3的elp3⊿菌株,检测其敏感性,并通过RT-qPCR和ChIP
实验研究了热激胁迫下SSA3的表达.结果发现常温下各菌株生长均随CAF浓度的增加而减缓,且elp3⊿细胞

CAF耐受性下降更显著;高温处理使elp3⊿菌株对CAF更加敏感;在elp3⊿菌株中转入两保守功能域缺失的

Elp3,其咖啡因耐受性并无明显变化;无论热激与否,elp3⊿菌株SSA3表达均显著低于野生型对照,Elp3直接参与

热激胁迫下SSA3的转录延伸.研究表明Elp3基因缺失和高温处理均可使酿酒酵母的CAF耐受性降低;Elp3两保

守功能域为其参与CAF胁迫反应所必需;高温协同处理下elp3⊿菌株CAF耐受性的显著降低可能与此条件下

SSA3等应激基因表达受阻有关.
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咖啡因(CAF)是人们日常饮品中普遍存在的一种天然物质.北美地区,成年人平均每人每天摄入CAF
约250mg[1].CAF不仅可使中枢神经系统处于兴奋状态、减少疲乏感、提高警觉性、维持持久的工作能力,同
时能增强人的识别能力,缩短选择与快速反应时间[1-2].但当CAF达到一定剂量就会对真核细胞产生毒害

作用,人体CAF的高含量摄入可引起烦躁,焦虑,失眠,易怒等[2].六亚基组成的酵母Elongator是高度磷酸

化RNApolymeraseⅡ全酶的重要组成部分[3],于1999年被首次分离[4],其 GNAT家族 HAT催化亚基

Elp3缺失或使Elp3活性减弱的点突变,均可导致菌株对转录延伸抑制物霉酚酸、6-氮尿嘧啶、高温、CAF和

高盐等敏感[5-7].因此对CAF敏感的elp3⊿菌株可作为研究酿酒酵母咖啡因耐受性及其影响因素的理想

材料.目前国内外Elp3相关文献很多,但关于Elp3与细胞CAF耐受性之间的关系的研究并不深入.本研究

通过RT-qPCR及染色质免疫沉淀实验研究酿酒酵母的CAF耐受性,探讨不同温度条件下Elp3影响酿酒

酵母的CAF耐受性的机制,为Elp3在其他物种中的生物学调控提供科学依据.

1 材料和方法

1.1 菌株和质粒

野生型酿酒酵母 W303-1a(WT):MATaade2-1ura3-1his3-11,15,leu2-3,112trp1-1can1-100和

JSY130(elp3⊿):MATaade2-1ura3-1his3-11,15,leu2-3,112trp1-1can1-100elp3D::LEU2由本实

验室保 存.含 yElp3全 长、N 端 第 二 结 构 域 缺 失 的 yElp3及 C 端 HAT 结 构 域 缺 失 的 yElp3质 粒

pRS316yElp3,pRS316yElp3C+N和pRS316yElp3HAT-均为本室保存.
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1.2 elp3⊿菌株敏感性表型检测

参照文献[8]的方法,挑取elp3⊿和野生型单菌落接种于适量YPD液体培养基中,30℃、200r/min培

养过夜,计数并依10000,2000,400,80,16个细胞分别接种于含0,2.5,5.0,7.5mmol/LCAF的YPD平板

上,本别在30℃和39℃培养,3d后拍照.
1.3 生长曲线的绘制

参照文献[8]的方法,挑取elp3⊿和野生型单菌落接种于适量YPD液体培养基中,30℃、200r/min过

夜后计数并调整各样品至同一浓度,分别接种于含0,2.5,5.0mmol/L咖啡因的YPD培养基置于30℃或

39℃培养在0,6,12,24,48及72h(30℃)或0,2,4,6,8h(39℃)时取材,测定OD值或进行活菌计数,绘制

生长曲线.
1.4 SSA3的诱导表达、RNA的提取、RT-PCR与定量PCR

SSA3诱导参照文献[9]的方法,RNA提取采用热酸性酚法[10-13].RT-PCR和定量PCR参照文献[7]的
方法进行,引物序列见表1.
1.5 染色质免疫沉淀

热激条件及染色质免疫沉淀参照文献[7,9]方法,即将elp3⊿和野生型单菌落接种于适量YPD培养基

中,26℃,200r/min培养至A600=1.0,取适量对照,其余于37℃热激10min后取样,37℃,体积分数为1%
甲醛交联10min,然后用裂解液(1mmol/LEDTA,140mmol/LNaCl,50mmol/LHEPES-KOH,pH7.5,
质量浓度0.1% Nadeoxycholate,质量分数1% TritonX-100)裂解.抗体用抗酵母Elp3N端的多克隆抗体,
免疫沉淀DNA(ChIPDNA)和总DNA(InputDNA)用PCR进行分析.引物序列见表1.

表1 本实验所用的引物序列

Tab.1 Primersequencesusedinthisexperiment

名称 引物序列(5'→3')

SSA3RT 5'-ATGAAAGGGAGGCAGAA-3'/5'-CCGTAGCACCCGAGTTG-3'

ACT1RT 5'-AGCCGTTTTGTCCTTGTT-3'/5'-GCGGTGATTTCCTTTTGC-3'

SSA3ORF 5'-CGTATTATCAATGAACCCACTG/-3/'5'-GTCTCCTGCGGTAGCCTTA-3'

SSA33'-UTR 5'-TGCTACGGGAGGTGGAG-3'/5'-CGTGCTGCGGAAACAA-3'

1.6 elp3⊿菌株的高效转化及转化株的敏感性检测

酵母转化采用乙酸锂转化法[7,9],转化子接种于SD/-Ura培养基筛选转化子.除了培养基用SD/-Ura
外,各转化株的CAF敏感性检测方法同1.2.

2 实验结果

2.1 咖啡因和高温胁迫下elp3⊿菌株的生长情况

为研究酿酒酵母的CAF耐受性,以对CAF敏感的elp3⊿菌株和野生型(WT)为材料,检测不同CAF
浓度下两菌株的生长情况(图1).由图1(a)可以看出,常温条件下,两种菌株生长均随CAF浓度增加而减缓.
但各浓度CAF存在时elp3⊿细胞生长减缓比野生型更显著,因为7.5mmol/LCAF存在时野生型尚可生

长,但elp3⊿细胞已无法存活.由图1(b)可知,高温协同处理酿酒酵母CAF敏感性显著增加,两菌株在

2.5mmol/LCAF存在时生长均显著慢于常温条件图1(a,b),但高温对elp3⊿ 细胞影响尤为显著,

2.5mmol/LCAF是elp3⊿细胞致死的极限浓度.表明Elp3缺失和高温协同刺激均可降低酿酒酵母的

CAF耐受性,高温处理使elp3⊿菌株对CAF的耐受浓度由常温时的7.5mmol/L降低为2.5mmol/L.
2.2 咖啡因和高温胁迫elp3⊿菌株的生长曲线

为进一步确认两菌株的上述CAF敏感性检测结果,绘制了野生型和elp3⊿菌株于常温和高温条件下

CAF处理的生长曲线(图2).由图2可知,同图1的CAF敏感性检测结果类似,从OD值与活菌计数绘制生

长曲线均可见两菌株生长随CAF浓度增加而减慢,elp3⊿细胞在正常及各浓度CAF存在时生长均不如野

生型;高温条件下elp3⊿细胞对CAF敏感性增加尤为显著.
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2.3 两菌株热激胁迫下SSA3表达的检测

因高温协同处理elp3⊿菌株的CAF敏感性远高于野生型,推测原因可能因Elp3缺失影响了热激蛋白

等应激基因的表达.因此以野生型为对照,对两菌株的SSA3表达进行了RT-PCR图3(a)和qRT-PCR检测

图3(b).由图3可知,同野生型相比,热激前后elp3⊿菌株的SSA3mRNA水平均显著低于野生型对照
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(P<0.01).表明Elp3缺失可显著降低酿酒酵母热激蛋白的表达.

2.4 Elp3促进SSA3的转录延伸

因elp3⊿菌株SSA3基因表达显著抑制,表明Elp3与其表达相关.为研究Elp3是否参与酵母细胞

SSA3的表达,以抗Elp3N端抗体进行染色质免疫沉淀,沉淀DNA用SSA3ORF或3'-UTR特异引物进

行PCR,以测定Elp3在SSA3编码区结合情况(图4).由图4可知,未热激时Elp3在SSA3的ORF和3'-
UTR均出现,但量较少.热激后,各区域中Elp3均增加,尤其是ORF区,表明热激后Elp3可以被快速招募

到SSA3编码区,参与转录延伸.这表明酵母Elp3可直接促进酵母SSA3基因的转录延伸.因此热激协同处

理导致elp3⊿菌株对CAF的敏感性的显著增加可能与该条件下SSA3等应激基因表达受阻所致.

2.5 转入不同Elp3对elp3⊿菌株CAF耐受性的影响

Elp3有两个保守的功能域即C端的HAT结构域[8,10]和N端的SAM激酶样结构域[14-17],为进一步确

认这两个功能域对酿酒酵母咖啡因耐受性影响的大小,将酵母全长及两结构域缺失的Elp3图5(c)分别转

化入elp3⊿菌株,并对其进行了CAF敏感性检测,结果如图5(a,b).由图5(a,b)可知无论在常温还是高温

条件下,转入两保守结构域缺失的Elp3对elp3⊿菌株CAF耐受性均无补偿作用,因为在供试条件下,两转

化株生长均接近elp3⊿细胞,而远不如转入全长Elp3的转化株.表明两保守结构域均为Elp3参与酿酒酵

母抗CAF胁迫反应所必需.

3 讨 论

同野生型相比,elp3⊿菌株CAF耐受性较差,因其生长随CAF增加而减慢的速度更为显著.常温下,

elp3⊿细胞在7.5mmol/LCAF存在即不能生存,故认为该浓度是elp3⊿菌株对CAF耐受的极限浓度.高
温协同处理使酿酒酵母对CAF的耐受性降低,elp3⊿菌株对CAF耐受的极限浓度由7.5mmol/L降低为

2.5mmol/L.表明Elp3缺失和高温协同处理均可降低酿酒酵母的CAF耐受性.CALVO等[2]从2700株单
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倍体突变菌株中筛选到98个对咖啡因敏感的菌株,这些突变基因参与包括 H2O2 诱导PAP1和Sty1的压

力途径、完整性和钙调磷酸酶通路、细胞形态和染色质重塑等在内的多种细胞功能[4].而Elp3作为组蛋白乙

酰转移酶复合物Elongator的催化亚基[10],参与极性运输[11],tRNA修饰[12]、并通过对组蛋白 H3和 H4特

定位点的乙酰化修饰促进一些应激基因的转录延伸[13-14];因而Elp3缺失菌株CAF耐受性的降低可能与

Elp3上述功能缺失有关.

由于elp3⊿菌株对高温敏感,故而检测了高温下两菌株的CAF耐受性,结果发现高温协同处理两菌株

对CAF耐受性均降低,但对elp3⊿菌株的影响更为显著.推测可能是Elp3缺失影响了热激蛋白基因的表

达.因为高温等逆境胁迫时细胞中热激蛋白(heatshockprotein,HSP)均会急剧增加[15-17].据分子量不同热

激蛋白分多个家族,其中最受瞩目的是HSP70家族.逆境胁迫时细胞需要表达大量蛋白以适应逆境条件下

的生存,而属于伴侣类型的HSP70家族可参与细胞内多种蛋白质合成后加工和构象改变,并能帮助逆境下

一些变性蛋白恢复正确构象[18-21],因此HSP70家族在生物体抗逆代谢反应中发挥关键作用,它们在逆境条

件下的快速表达可使细胞免受高温等逆境危害.CAF处理和高温胁迫对酿酒酵母来说都属于逆境胁迫,其

HSP70(SSA3)表达对酵母适应逆境胁迫至关重要,因此运用定量PCR检测了两菌株 HSP70(SSA3)表达,
结果表明热激胁迫下elp3⊿菌株SSA3表达显著低于野生型.染色质免疫沉淀结果又提供了Elp3直接参

与SSA3的转录延伸的证据,这些结果提示高温胁迫时elp3⊿菌株的CAF耐受性降低极有可能是胁迫

条件下SSA3等应激基因表达受阻,进而影响逆境胁迫下必需的功能蛋白构象所致.Elp3有两个保守的

功能域,即N端的SAM激酶样结构域[14-17]及C端的 HAT结构域[8,10],为进一步了解这两个保守结构

域在酵母抗CAF胁迫反应中的功能地位,将全长及两结构域分别缺失的Elp3转入elp3⊿菌株并进行了

常温及高温时的CAF敏感性实验,结果表明,转入全长Elp3的转化株接近野生型,但转入两结构域缺失

Elp3的转化株生长接近elp3⊿菌株,表明Elp3的两保守结构域为Elp3参与酿酒酵母抗CAF胁迫反应

所必需.
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由以上分析可知,Elp3基因对酿酒酵母的CAF耐受性有重要影响,Elp3基因缺失和高温协同处理均

可使酿酒酵母的CAF耐受性降低,Elp3两关键结构域为抗CAF逆境胁迫所必需.高温条件下elp3⊿菌

株CAF耐受性的降低可能是因缺失Elp3导致胁迫条件下SSA3应激基因表达受阻,进而影响细胞在该

条件下生存所必需的蛋白构象所导致.该结果对深入了解CAF与哺乳动物细胞的相互作用有重要的参考

价值.
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EffectsofdeletionofElp3geneoncaffeinetoleranceinSaccharomycescerevisiae

HuMengke,WuXiuli,LiFen

(CollegeofLifeSciences,HenanNormalUniversity,Xinxiang453007,China)

Abstract:Anexcessofcaffeineiscytotoxictoalleukaryoticcelltypes.Elp3isthecatalyticsubunitofhistoneacetyl-
transferaseElongatorcomplex,itsabsenceordysfunctionmayaffectthefunctionoftheElongatorandresultinthesensitive

phenotypeofyeast.TostudytheCAFtoleranceofSaccharomycescerevisiae,cellgrowthwasdetectedinwild-type,elp3⊿and
fulllengthorpartialdeletionElp3transformedelp3⊿cellsbysensitivitydetectionandgrowthcurvedrawingunderdifferent
concentrationsofCAFand/orhightemperaturestressconditions.SSA3expressioninwild-typeandelp3⊿stainswasdetected
byRT-qPCRandChIPexperimentsunderheatshockstress.Theresultsofcaffeinesensitivitydetectionandgrowthcurveplot-
tedshowthatthegrowthofallstainssignificantlyslowdownwiththeincreaseofCAFconcentration,especiallyofelp3⊿

cells.Hightemperatureco-processingwillincreasetheirCAFsensitivephenotype.BothCandNterminalconserveddomainde-
letionElp3havenocompensationtotheCAFsensitivityphenotypeofelp3⊿strain.RT-PCRthanwild-type.ChIPexperiments
furtherconfirmedthatElp3directlyinvolvedinheatshockstressSSA3genetranscriptionelongation.Thesesuggestthatboth
Elp3deletionandhightemperaturetreatmentdecreasetheCAFtoleranceofSaccharomycescerevisiae,thetwoconserveddo-
mainofElp3arebothessentialtothisfunctionandthemoresensitivephenotypedisplayedbyelp3⊿strainsundercaffeineand
hightemperaturestresscomesfromthereductionofstressgenessuchasSSA3understressconditions.

Keywords:caffeinetolerance;Saccharomycescerevisiae;Elp3;SSA3;conserveddomain
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