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研究报告 

巴斯德毕赤酵母 Orm1 蛋白在细胞生长和内质网 

功能维持方面的功能 

梁晨  张萌  喻其林  邢来君  李明春* 
(南开大学生命科学学院微生物系 分子微生物学与技术教育部重点实验室  天津  300071) 

 
 

摘  要：【目的】鉴定巴斯德毕赤酵母 ORM1 基因；研究 ORM1 基因缺失对毕赤酵母生长、内质

网压力应答、细胞钙稳态调节和活性氧水平等方面的影响。【方法】利用生物信息学软件对毕赤

酵母 Orm1 蛋白进行序列比对和分析；利用 PCR 介导的同源重组法构建 orm1Δ缺失菌株，将回

补质粒 pIB1-ORM1 转入 orm1Δ菌株构建回补菌株；研究 ORM1 基因缺失对毕赤酵母生长的影响；

以 Fluo-3 AM 染色法测定胞质钙含量；以 DCFH-DA 染色法分析胞内活性氧水平；以实时荧光定

量 PCR 技术研究 ORM1 基因缺失对毕赤酵母非折叠蛋白应答、钙稳态和抗氧化系统基因表达的

影响；使用试剂盒分析毕赤酵母抗氧化系统过氧化氢酶(CAT)和超氧化物歧化酶(SOD)活性及谷

胱甘肽(GSH)的含量。【结果】在毕赤酵母基因组数据库中比对出酿酒酵母 Orm1 和 Orm2 的同源

蛋白，并将该蛋白编码基因命名为 ORM1；毕赤酵母 ORM1 基因缺失导致细胞生长受到明显抑

制，对衣霉素引起的内质网压力敏感性增强，非折叠蛋白应答激活，细胞钙稳态紊乱，活性氧积

累，抗氧化系统激活。【结论】由于非折叠蛋白应答、钙稳态调节、活性氧积累等均与内质网功

能息息相关，因此，巴斯德毕赤酵母 ORM1 基因编码的 Orm1 蛋白在细胞生长及内质网正常功能

的维持过程中发挥重要作用。 

关键词：巴斯德毕赤酵母，Orm，内质网压力，钙稳态，活性氧 

Function of Pichia pastoris Orm1 in cell growth and endoplasmic 
reticulum function maintenance 

LIANG Chen  ZHANG Meng  YU Qi-Lin  XING Lai-Jun  LI Ming-Chun* 

(Key Laboratory of Molecular Microbiology and Technology, Department of Microbiology, College of Life Sciences,  
Nankai University, Tianjin 300071, China) 

Abstract: [Objective] This study aimed to identify the ORM1 gene in Pichia pastoris, and to illustrate 
the effect of its deletion on cell growth, endoplasmic reticulum stress response, cell calcium 
homeostasis and reactive oxygen species accumulate on. [Methods] Sequence alignment and analysis 
were done by the relevant bioinformatic software. The orm1Δ mutant was constructed by PCR-mediated 
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gene disruption, and the reconstituted strain orm1Δ+ORM1 was constructed by transforming orm1Δ 
with the pIB1-ORM1 plasmid. The growth rates of the strains were detected using both liquid and the 
solid media. Gene expression related to the unfolded protein response, calcium homeostasis and 
antioxidant system was detected via real-time PCR. The activity of antioxidant enzymes, including 
catalase and superoxide dismutase, and the content of reduced glutathione were measured by relevant 
kits. [Results] The P. pastoris ORM1 gene sharing high homology with S. cerevisiae ORM1 and 
ORM2, was identified in P. pastoris genome database. Deletion of ORM1 caused growth defect, 
increased sensitivity to endoplasmic reticulum stress caused by tunicamycin, activation of unfolded 
protein response, disturbance of calcium homeostasis, reactive oxygen species accumulation, and 
activation of the antioxidant system. [Conclusion] Because unfolded protein response, calcium 
homeostasis, and production of reactive oxygen species are all correlated with ER function, P. pastoris 
Orm1 protein plays critical roles in cell growth and maintenance of ER functions. 

Keywords: Pichia pastoris, Orm, Endoplasmic reticulum stress, Calcium homeostasis, Reactive 
oxygen species 

鞘脂是构成细胞膜结构的重要组成成分，是细

胞中三大膜脂(磷脂、鞘脂、固醇)之一，是细胞的

重要结构组分和信号分子，可调节膜的流动性。

鞘脂合成的稳态对细胞正常生长代谢过程至关重

要[1]。Orosomucoids (ORM，α-酸性糖蛋白，血清类

黏蛋白)是 ORM和 ORMDL (ORM-like)基因编码的

内质网膜蛋白，它们属于一类进化上高度保守的内

质网整合膜蛋白家族，广泛存在于真核生物中[2]。

在酿酒酵母中，基因相互作用图谱表明 ORM 基因

的产物是鞘脂合成的负调控因子[3]，其作用机制是

通过与鞘脂从头合成的限速酶丝氨酸棕榈酰基转

移酶(Serine palmitoyltransferase，SPT)直接结合，对

该酶起负调控作用，抑制鞘氨醇的从头合成[3]。酿

酒酵母中有两个 Orm蛋白，分别为 Orm1和 Orm2，

均定位于内质网，二者有重叠功能，它们与 SPT酶

的三个亚基 Lcb1、Lcb2、Tsc3 和磷酸肌醇磷酸酶

Sac1组成 SPOTS复合物[3]。酿酒酵母中 Orm蛋白

的活性和含量受到细胞的精密调节，主要是表达水

平和磷酸化调节[4]。Orm 蛋白通过介导鞘脂稳态而

影响膜结构的生物发生以及胞内的信号转导、营养

应答等过程，在细胞的生长中起重要作用。 

内质网压力可诱导非折叠蛋白应答(Unfolded 

protein response，UPR)。脂类稳态的改变是诱导UPR

的原因之一，脂类稳态失衡可在不引起蛋白质错误

折叠的情况下诱导 UPR[5]。酿酒酵母中的 UPR激活

完全依赖于 Ire1 途径：Ire1p 受到激活后，具有

Ser/Thr 激酶活性的 C 端胞质结构域可互相聚合，

激活 C 端另一个 RNase 结构域；活化的 RNase 结

构域剪切 HAC1的前体 mRNA中一个 252 bp的特

殊内含子，再由 Rlg1p将剪切后的 HAC1 mRNA拼

接起来，形成具有翻译活性的 Hac1imRNA；由

Hac1imRNA 翻译而来的 Hac1ip 是转录活化因子，

可进入细胞核与靶基因中诱导转录必需的未折叠

蛋白反应元件序列结合，启动 KAR2、PDI1等靶基

因的转录[6-8]。除 UPR 途径之外，酵母细胞中由钙

调神经磷酸酶(Calcineurin，CaN)介导的钙细胞存活

(Calcium cell survival，CCS)途径也是应答内质网压

力的一条重要途径，细胞钙稳态的变动会影响 CCS

途径，影响钙应答基因的表达[9]。 

在细胞中活性氧(Reactive oxygen species，ROS)

有两个主要来源：一是线粒体呼吸，二是内质网中

UPR调控的氧化折叠机制。UPR的持续激活将通过

内质网中的氧化蛋白折叠反应导致胞内ROS积累[10]。

作为分泌蛋白加工的重要场所，内质网可通过二硫

键的氧化和还原产生 ROS：在二硫键形成过程中，

通过一系列巯基-二硫键交换反应，电子将从底物蛋

白的巯基转移到蛋白二硫异构酶 Pdi1p，接着转移

到 Ero1p，最后传递给分子氧。在分子氧的还原过

程中 ROS往往作为副产物产生[11]。 

巴斯德毕赤酵母作为一种重要的真核外源蛋

白表达载体，具有重要的工业价值，也是一种重要

的真核模式生物。脂类的组成与含量与细胞代谢息
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息相关，但目前有关巴斯德毕赤酵母的研究主要集

中在如何提高外源蛋白表达产量上，对其自身的脂

类代谢调控网络及相关调控因子的研究仍有空白，

仅有的鞘脂合成相关研究也主要集中在酿酒酵母

所缺乏的复杂鞘脂葡萄糖基神经酰胺的合成上[12]。

在酿酒酵母中 Orm1 和 Orm2 蛋白参与了胞内多种

代谢[3-4]，因此，对巴斯德毕赤酵母Orm1蛋白功能的

研究有助于人们了解 ORMDL 家族蛋白在毕赤酵母

生长代谢中的作用，从而更好地发挥其工业应用价

值，同时补充了真核微生物的鞘脂代谢方面的研究。 

本研究通过序列比对在巴斯德毕赤酵母(Pichia 

pastoris)基因组数据库中发现了酿酒酵母 Orm1 和

Orm2的同源蛋白，命名为 Orm1，并将其编码基因

命名为 ORM1。进而探究了 Orm1 蛋白在毕赤酵母

生长、内质网压力应答、细胞钙稳态和氧化压力应

答方面发挥的作用，为进一步研究 ORM1基因及其

所调控的鞘脂代谢对细胞生长和压力应答的影响

奠定理论基础。 

1  材料与方法 

1.1  实验菌株、质粒和引物 

巴斯德毕赤酵母(P. pastoris)野生型菌株GS115 

(his4−，Mut+)，购自 Invitrogen；大肠杆菌(Escherichia 

coli) DH5α菌株作为亚克隆宿主菌，由本实验室保

存；本研究中以 PCR介导的同源重组法构建 orm1Δ

缺失菌株，将回补质粒 pIB1-ORM1转入 orm1Δ缺

失菌株以获得 ORM1基因回补菌株 orm1Δ+ORM1。

本研究所用引物见表 1。 

1.2  主要试剂和仪器 

多球壳菌素(Myriocin)，生工生物工程(上海)有

限公司；衣霉素(Tunicamycin)，Bio Basic 公司；

Eastep总 RNA提取试剂盒、M-MLV反转录酶，普

洛麦格(北京)生物技术有限公司；Oligo-dT、RNA

酶抑制剂，TaKaRa公司；SYBR-Green qPCR扩增

试剂盒，TransGen 公司；过氧化氢酶(CAT)酶活性

检测试剂盒、超氧化物歧化酶(SOD)酶活性检测试

剂盒、谷胱甘肽(GSH)含量测定试剂盒，南京建成

生物工程研究所；Fluo-3 AM、DCFH-DA、焦炭酸

二乙酯(DEPC)等，北京鼎国生物技术有限责任公

司。其余试剂及药品皆为国产分析纯。 

恒温培养箱，天津天市机电有限公司；恒温摇

床，江苏太仓市实验设备厂；紫外-可见分光光度仪，

瑞典 Pharmacia Biotech 公司；多功能酶标仪，

PerkinElmer公司；Eppendorf实时荧光定量 PCR仪，

美国 Bio-Rad公司。 

1.3  培养基 

YPD 培养基(g/L)：酵母提取物 10.0，蛋白胨

20.0，葡萄糖 20.0；SC培养基(g/L)：酵母无氨基酸

氮源 6.7，葡萄糖 20.0，各种氨基酸混合物 2.0。按

要求在 YPD 固体平板中添加不同浓度 Myriocin、

H2O2、CaCl2、EGTA。  

1.4  实验方法 

1.4.1  生长曲线测定：将过夜培养活化的 GS115、

orm1Δ和 orm1Δ+ORM1菌株转接至 50 mL YPD培

养基中，调整 OD600为 0.1，30 °C、160 r/min振荡

培养，每 2 h取样一次测定 OD600，绘制生长曲线图。 

1.4.2  药物敏感性测定：将过夜培养的 GS115、

orm1Δ和orm1Δ+ORM1菌株转接至YPD培养基中，

调整 OD600=0.1，按每组 5个平行管、每管 200 μL

分装于灭菌的干燥 1.5 mL 离心管内，实验组加入 

2、3、4 mg/L的衣霉素处理，对照组加入等量无菌

水，置于 30 °C培养箱中静置培养 24 h，测定 OD600，

绘制比生长率图。 

1.4.3  RNA 的提取和基因相对表达量的测定：将培

养过夜的 GS115、orm1Δ 和 orm1Δ+ORM1 菌株转

接至 YPD或 SC培养基中，培养至对数期，收集菌

体，无菌水洗涤之后液氮速冻。以 Eastep 总 RNA

提取试剂盒提取毕赤酵母细胞总 RNA，并反转录为

cDNA。以 SYBR-Green qPCR扩增试剂盒进行实时

荧光定量 PCR 检测，以 β-actin 内参基因校正表达

量，基因相对表达量以 2−ΔΔCt方法计算。 

1.4.4  胞质钙含量测定：将培养过夜的 GS115、

orm1Δ和orm1Δ+ORM1菌株转接至YPD培养基中，

调整 OD600=0.1，培养至对数期收集菌体，用 HBSS

洗涤 3次后，加入 5 μL钙离子荧光探针 Fluo-3 AM 
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表 1  实验所用引物 
Table 1  List of primers used in this study 

Primers Sequence (5′→3′) Size (bp) 

ORM1-5DR GGAAAGATTGGAGCCAGTGAG 21 

ORM1-1 GAAGCTATGGTGTGTGGGGCTGTGTTAAGGATATATCG 38 

ORM1-5ZEO AGCCCCACACACCATAGCTTC 21 

ORM1-3ZEO CTGCACCACAGCTTGCAAATTAAAGCC 27 

ORM1-2 GGCTTTAATTTGCAAGCTGTGGTGCAGTCTGTGTTGAC 38 

ORM1-3DR CGCTACTGATACCTGTGGAC 20 

ORM1-3inner CTGAAAATCGGGAATAGATCGT 22 

ORM1-5COM CGGAATTCACAGACAAAGTATTTATTTATTG 31 

ORM1-3COM CCGCTCGAGATGTACCCAGGTTCATA 26 

Real-PPACT-F GGTTCCCACTTATTTCCCAG 20 

Real-PPACT-R TCCTTCAGTTTTTCCGTCTC 20 

IRE1-5RT AGCCCTTGGTTTCTGTTGC 19 

IRE1-3RT ATCTCTCCAGTCCATCCCGA 20 

INO1-5RT TGACAAGGCAAGATACACCG 20 

INO1-3RT GACCTACCAGCAACAAACCC 20 

PMT4-5RT GTCTCGTTCTGTGACTTCAACC 22 

PMT4-3RT GCCAACACCAGCAAATAATAGC 22 

PDI1-5RT GAACTTGTTTCTGCTGCCG 19 

PDI1-3RT CAATGCTTTGGCTCTGTCTT 20 

KAR2-5RT AAGTCGGGTCGTGTAGAAAT 20 

KAR2-3RT CGCTTCAAGTCTCTTTGGA 19 

CCH1-5RT TCAGAAACAAATCAGCCCG 19 

CCH1-3RT AGTGGGCATTGTCCTTGAC 19 

CNB1-5RT TTTGACGAAGATGGCGGT 18 

CNB1-3RT TCAGATTCCCACCAACCA 18 

PMR1-5RT TCTGTTACTGATGGGTTCCG 20 

PMR1-3RT GCCTCCAATGATTTCTCGG 19 

PMC1-5RT CCGTCCACACTATCAAGTCTG 21 

PMC1-3RT AGTATGTTCTCTCCGTATCTCTCG 24 

CRZ1-5RT CTTCCTCCAAACGCTTCTTT 20 

CRZ1-3RT GTATTGGTTGAAGTCTTGGGC 21 

RT-cSOD-5 CGAACAATCCTCCGAAAG 18 

RT-cSOD-3 ACCCTTGGCAACACCTTCA 19 

RT-mSOD-5 AAACAAGGAGGTGGAGAGC 19 

RT-mSOD-3 CAAAGGGACCAAACTACC 18 

RT-CAT-5 GCTACTAACCTGAAGGACGC 20 

RT-CAT-3 TTGAAGTTTACGACACCCAG 20 

RT-GPX1-5 CCCATTAGATAAGAAAGGCG 20 

RT-GPX1-3 CCAAACTGGTTACAGGGAA 19 

GLR1-5RT AACTTCGCCCAACCGTAT 18 

GLR1-3RT TCTCAATCGCCAAGGACT 18 

TRR1-5RT TTATTGCCACTGGTGCCT 18 

TRR1-3RT CCTCCAACAACTGCCAAAG 19 

RT-YAP1-5 GGAAGCCAAGCACAAGGTA 19 

RT-YAP1-3 TCCATACAGAGCCCATCAAT 20 
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染料(1 g/L)，避光孵育 1 h；收集细胞，HBSS洗涤

3 次，以酶标仪测定荧光强度，所得结果与菌液

OD600的比值即代表胞质钙含量。 

1.4.5  ROS含量测定：将培养过夜的GS115、orm1Δ

和 orm1Δ+ORM1菌株转接至 YPD培养基中，调整

OD600=0.1，培养至对数期，实验组加入 2 mg/L衣

霉素，对照组加入等量无菌水，处理 2 h，收集菌

体，用 PBS洗涤 3次后，加入 5 μL 2′,7′-二氯二氢

荧光黄二乙酸酯 (2′,7′-Dichlorodihydro fluorescein 

diacetate，DCFH-DA)染料(1 g/L)，避光孵育 30 min；

收集细胞，PBS洗涤 3次，以酶标仪测定荧光强度，

所得结果与菌液OD600的比值即代表胞内ROS水平。 

1.4.6  CAT 酶活性、SOD 酶活性、GSH 含量测定：

将培养过夜的 GS115、orm1Δ 和 orm1Δ+ORM1 菌

株转接至 YPD培养基中，调整 OD600=0.1，培养至

对数期，收集菌体，加入玻璃微珠、50 mmol/L 

Tris-HCl (pH 7.5)、1 mmol/L苯甲基磺酰氟，以液氮

研磨法提取胞内总蛋白，测定 CAT 酶活性、SOD

酶活性、GSH含量。 

1.4.7  Folch 方法测定酵母提取物中的总脂类含

量：称取一定质量酵母提取物(Yeast extract)，每 1 g 

样品中加入 20 mL体积比为 2:1的氯仿/甲醇，室温

下振荡 15−20 min。过滤，取滤液，加入 16 mL    

(0.2倍体积)生理盐水洗涤 2−3次。2 000 r/min离心

10 min，取下层有机相，真空蒸发溶剂。称取所得

物质量，计算产率。 

2  结果与分析 

2.1  毕赤酵母 Orm1 蛋白的鉴定 

酿酒酵母 Orm1 和 Orm2 蛋白属于一个保守的

真核生物内质网膜蛋白家族(ORMDL)，该家族蛋白

主要参与了细胞鞘脂合成稳态的调控[2-3]。从结构上

看，ORMDL 家族蛋白在其氨基酸序列的中部一般

含 3−4个跨膜结构域，与动物、植物相比，酵母(包

括酿酒酵母、粟酒裂殖酵母等)中的 Orm蛋白 N端

多出 20−60个氨基酸残基，该家族蛋白虽无已知的

功能结构域，但其序列高度保守[2]。从功能方面来

看，酿酒酵母 orm1Δorm2Δ双缺失菌株的生长受到

严重抑制、对二硫苏糖醇(DTT)、衣霉素、CaCl2、

EGTA、SDS 等试剂敏感[2]。通过序列比对在巴斯

德毕赤酵母基因组数据库中找到一个与酿酒酵母

Orm1和 Orm2同源的蛋白。用 DNAMAN软件进行

序列比对表明，该蛋白与酿酒酵母 ScOrm1 的氨

基酸序列具有较高相似性(68.29%)，此外与酿酒

酵母 ScOrm2的氨基酸序列具有 62.58%的相似性  

(图 1A)。因此，将毕赤酵母中该蛋白命名为 Orm1，

相应的编码基因命名为 ORM1。 

 

 
 

图 1  巴斯德毕赤酵母 Orm1 蛋白序列分析 
Figure 1  Sequence analysis of Pichia pastoris Orm1 
protein 
注：A：DNAMAN软件对巴斯德毕赤酵母 Orm1蛋白进行序列

分析；B：用 TMpred在线工具对毕赤酵母 Orm1蛋白进行跨膜

结构域分析. 
Note: A: Sequence analysis of Pichia pastoris Orm1 by DNAMAN; 
B: Transmembrane domain analysis of Pichia pastoris Orm1 via 
online TMpred tools. 
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此外，通过 TMpred 在线工具(http://www.ch. 

embnet.org/cgi-bin/TMPRED_form_parser)对 Orm1

蛋白序列进行跨膜结构分析(图 1B)，发现 Orm1蛋

白有 4 个可能的跨膜结构域，分别是 69−88，

97−113，148−166，168−187。与酿酒酵母 Orm1蛋

白(84−107，112−130，163−181，185−205)和 Orm2

蛋白(79−99，104−121，153−173，179−200)跨膜区

数量一致，位置相近。综上，毕赤酵母 Orm1蛋白

与酿酒酵母 Orm1和 Orm2同源程度高，具有多个

相似的保守氨基酸位点和跨膜结构域，与 ScOrm1

和 ScOrm2 属于同一保守的内质网整合膜蛋白  

家族。 

2.2  ORM1 基因缺失影响毕赤酵母生长 

在 YPD 液体培养基中，与野生型菌株及回补

菌株相比，orm1Δ缺失菌株表现出生长缓慢的特点

(图 2A)。与此相似，在 YPD 固体平板上，orm1Δ

缺失菌株形成的菌落偏小(图 2B)。为了进一步研究

orm1Δ缺失菌株生长缓慢是否由胞内鞘脂合成紊乱

所致，在固体 YPD 培养基中添加多球壳菌素

(Myriocin)，分析其对上述菌株生长的影响。该药物

是鞘氨醇的结构类似物，含量极微时即可抑制 SPT

酶的活性[13]。如图 2B所示，在加入 50 μg/L Myriocin

的固体平板上，orm1Δ缺失菌株的生长得以恢复，

表明 orm1Δ 缺失菌株生长缓慢与胞内鞘脂从头合

成紊乱相关。 

2.3  Orm1 蛋白参与内质网压力应答 

内质网是真核生物细胞内蛋白质和脂类的主

要合成场所，脂类合成紊乱可导致内质网压力，激

活非折叠蛋白反应 (Unfolded protein response，

UPR)[5]。我们推测 ORM1基因缺失可能造成的鞘脂

稳态紊乱会进一步增加内质网压力，因此研究了

ORM1基因缺失对细胞内质网功能造成的影响。如

图 3A 所示，在不同浓度衣霉素(Tunicamycin)处理

条件下，与野生型相比，orm1Δ缺失菌株的生长受

到明显抑制，并且具有剂量依赖的特点。 

我们进而研究了毕赤酵母中ORM1基因缺失对

UPR应答基因表达的影响。如图 3B所示，在 YPD  

 
 

图 2  ORM1 基因缺失对毕赤酵母生长的影响 
Figure 2  Effect of ORM1 deletion on the growth of P. 
pastoris 
注：A：在 30 °C YPD液体培养基培养条件下 GS115、orm1Δ和

orm1Δ+ORM1的生长情况；B：在YPD和YPD+50 μg/L Myriocin 

固体培养基上 GS115、orm1Δ和 orm1Δ+ORM1的生长情况. 
Note: A: Growth situation of GS115, orm1Δ and orm1Δ+ORM1 in 
liquid YPD medium at 30 °C; B: Serial dilution strain of GS115, 
orm1Δ and orm1Δ+ORM1 were spotted onto plates of YPD and 
YPD plus 50 μg/L myriocin. 

 
培养条件下仅 INO1 基因表达量显著升高。在酿酒

酵母和白念珠菌中，YPD和 SC合成培养基由于其

营养成分的不同，将对所培养菌株的代谢、表型、

基因表达造成不同程度的影响[14-15]。因此，针对上

述结果，考虑到 YPD 中的营养成分较为丰富，推

测其中可能含有大量脂类营养物，这部分脂类营养

物干扰了培养于其中的毕赤酵母的 UPR基因表达。

因此，提取了 YPD培养基组分之一——酵母提取物

(Yeast extract)中的总脂类成分并分析其含量。从

4.00 g酵母提取物中提取得到 0.60 g淡黄色固体

粉末状物质，产率为 15.00%。这表明 YPD 培养

基中的确存在脂类营养物质，且含量较高。 

因此，为了排除这部分干扰，检测了不含脂类

营养物的 SC 合成培养基中各 UPR 基因的表达情

况，结果发现与对照菌株相比，orm1Δ缺失菌株中

IRE1、INO1、PDI1、KAR2 四种 UPR 基因的表达

量均显著升高(图 3C)。 
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图 3  ORM1 基因缺失对细胞内质网功能的影响 
Figure 3  Effect of ORM1 deletion on ER function 
注：A：orm1Δ对衣霉素的敏感性具有剂量依赖性；B、C：实

时荧光定量 PCR 法分析 UPR 基因相对表达量，菌株分别培养

于 YPD培养基(B)或 SC合成培养基(C). *：orm1Δ和WT之间

差异性显著(P<0.05). 
Note: A: Sensitivity of orm1Δ to tunicamycin is dose-dependent; B, 
C: Expression level changes of UPR genes were analyzed by 
real-time PCR. Cells were cultured in YPD (B) or SC (C) medium. 
*: Significant difference between orm1Δ and WT (P<0.05). 

 
综上所述，推测 Orm1 蛋白在毕赤酵母内质网

功能维持方面发挥作用，ORM1基因缺失将造成内

质网功能紊乱，进而激活 UPR途径。 

2.4  Orm1 蛋白参与胞内钙稳态调控 

在酿酒酵母中，Orm2 蛋白的表达受到钙调神

经磷酸酶 (Calcineurin，CaN)介导的钙细胞存活

(Calcium cell survival，CCS)途径的调控[4]。本研究

继而探讨了 ORM1基因与钙信号途径的关系。结果

发现，orm1Δ 缺失菌株对 CaCl2造成的高钙条件表

现出剂量依赖的敏感性(图 4A)。同时，其在 YPD

培养条件下所测定的胞质钙含量明显高于野生型

(图 4B)。此外，在 orm1Δ菌株中，潜在的 CCS途

径应答基因 CCH1、CNB1、CRZ1、PMC1 的表达

量均有显著升高(图 4C)。以上结果表明，Orm1 蛋

白在一定程度上参与了细胞的钙稳态调节。由于内

质网是细胞中 Ca2+离子储存的重要场所，联系

orm1Δ缺失菌株对内质网压力的敏感性，ORM1基

因缺失对细胞钙稳态的影响可能与该基因的缺失

影响了内质网功能有关。 

2.5  ORM1 基因缺失导致胞内 ROS 积累及胞内

抗氧化系统激活 

大量研究表明，UPR 可通过造成 ROS 积累进

而促发细胞凋亡[10]。为了探究 ORM1基因缺失对胞

内 ROS水平的影响，以 DCFH-DA染色法对毕赤酵

母胞内 ROS 水平进行了分析。结果表明，在 YPD

培养条件下，与野生型菌株相比，orm1Δ缺失菌株

胞内 ROS含量明显升高；在 2 mg/L衣霉素处理条

件下，胞内 ROS 含量进一步升高(图 5A)。据此，

研究了 orm1Δ 缺失菌株对 H2O2的敏感性。然而，

随着 H2O2 浓度的升高，与对照菌株相比，orm1Δ

缺失菌株并未表现出对 H2O2的敏感性，即 ORM1

基因的缺失并不影响毕赤酵母对 H2O2 的耐受性  

(图 5B)。 

根据上述结果，推测 ORM1基因的缺失激活了

毕赤酵母细胞抗氧化系统，因而进一步测定了

orm1Δ缺失菌株中抗氧化系统基因表达和主要酶活

性的变化。结果发现 orm1Δ缺失菌株中，胞内参与

ROS清除和氧化压力应答基因的表达量(图 6A)，过

氧化氢酶(CAT)活性(图 6B)、超氧化物歧化酶(SOD) 

活性(图 6C)、谷胱甘肽(GSH)含量(图 6D)均显著上

升。这表明 orm1Δ缺失菌株中抗氧化系统可能并未

受到损伤，这在一定程度上能够解释虽然 orm1Δ 
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图 4  ORM1 基因缺失对细胞钙稳态的影响 

Figure 4  Effect of ORM1 deletion on calcium homeostasis 
注：A：orm1Δ缺失菌株对高钙(CaCl2)、低钙(EGTA)条件的敏感性；B：GS115、orm1Δ和 orm1Δ+ORM1菌株在 YPD培养条件下

测定的胞质钙含量；C：实时荧光定量 PCR法分析钙应答基因相对表达量. *：差异显著(P<0.05). 
Note: A: Sensitivity of orm1Δ to high calcium (CaCl2) and low calcium (EGTA); B: Cytoplasmic calcium contents were measured in GS115, 
orm1Δ and orm1Δ+ORM1 strain under YPD culture condition; C: The expression level changes of calcium response genes were measured by 
real-time PCR. *: Significant difference between orm1Δ and WT (P<0.05). 

 
图 5  ORM1 基因缺失对胞内 ROS 水平和氧化压力敏感性的影响 

Figure 5  Effects of ORM1 deletion on ROS level and sensitivity to oxidative stress 
注：A：GS115、orm1Δ和 orm1Δ+ORM1菌株在 YPD和 YPD+2 mg/L衣霉素处理下测定的胞内 ROS水平；B：orm1Δ菌株对 H2O2

的敏感性. *：差异显著(P<0.05). 
Note: A: Cellular ROS levels were measured in GS115, orm1Δ and orm1Δ+ORM1 strain under YPD with or without 2 mg/L tunicamycin culture 
condition; B: Sensitivity of orm1Δ to H2O2. *: Significant difference between orm1Δ and WT, and orm1Δ with or without tunicamycin (P<0.05). 
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图 6  ORM1 基因缺失对抗氧化系统活性的影响 
Figure 6  Effects of ORM1 deletion on activity of antioxidative system 

注：A：实时荧光定量 PCR法分析抗氧化基因相对表达量；B−D：ORM1基因缺失导致抗氧化系统激活. YPD培养条件下，菌株培

养至对数期，分别测定各菌株中 CAT活性(B)、SOD活性(C)和 GSH含量(D). *：差异显著 P<0.05. 
Note: A: The expression level changes of anti-oxidant genes were perceived by real-time PCR; B–D: Cellular antioxidant system was actived 
in orm1Δ cells. Cells were cultured in YPD medium to log-phase, and cellular CAT activity (B), SOD activity (C) and GSH content (D) were 
analyzed. *: Significant difference between orm1Δ and WT (P<0.05). 

 
缺失菌株中的 ROS显著升高，但其对 H2O2造成的

外源氧化压力耐受性并未减弱的原因。 

3  结论与讨论 

在酿酒酵母中，Orm1和Orm2蛋白可作为 TOR 

(Target of rapamycin)信号途径与CaN信号途径共同的

下游应答基因，对营养状况、细胞鞘脂代谢、质膜状

态等作出应答，协调细胞的生长与压力应答[4,16]。本

研究通过序列比对在巴斯德毕赤酵母中找到酿酒

酵母 Orm1 和 Orm2 的同源蛋白及其编码基因，将

该蛋白命名为 Orm1，将该蛋白的编码基因命名为

ORM1。本研究发现，与野生型和回补菌株相比，

orm1Δ菌株的生长十分缓慢，并且这种缓慢与 orm1Δ

菌株中鞘脂合成紊乱有关。 

在酿酒酵母中，orm1Δorm2Δ菌株中 UPR组成

型激活[17]。脂类稳态失衡时，Ire1可直接被触发而

发生二聚化并激活，从而起始下游的信号途径[18]。

鞘脂代谢的紊乱也会诱导 UPR发生。有研究表明，

C16-神经酰胺的堆积会诱发 UPR[19]。抗惊厥药   

2-丙基戊酸钠也能通过提高胞内神经酰胺的水平诱

导 UPR[20]。本研究发现在以 SC培养基进行培养时，

UPR 途径的应答基因 IRE1、INO1、PDI1、KAR2

表达量升高，但在高脂类含量的 YPD 培养基中培

养时，仅 INO1 基因的表达量升高。上述结果表明

毕赤酵母中 ORM1 基因的缺失可导致 UPR 激活，

而 UPR 的激活程度则受到细胞可利用的脂类营养

成分及含量的影响[5]。因此，ORM1 基因缺失对毕

赤酵母 UPR 的激活作用应该与细胞中脂类代谢失

衡有关，并受到培养基中脂类成分的影响。 
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在酿酒酵母中 INO1基因编码的肌醇-3-磷酸合

酶是细胞内肌醇从头合成途径的限速酶，该基因在

从人类到酵母等多种真核生物体内保守。肌醇是磷

脂酰肌醇和酵母细胞中的复杂鞘脂磷酸肌醇神经

酰胺(Inositol phospharylceramide，IPC)头部基团的

重要组分，肌醇水平的改变将影响多种脂类的合 

成[21]。在酿酒酵母中，肌醇匮乏可直接诱导 UPR，

而 INO1基因的表达受 UPR的诱导[22]。肌醇营养缺

陷对酿酒酵母 orm1Δorm2Δ菌株而言是致死的[17]，

而在野生型菌株中，培养基中肌醇匮乏可诱导

ORM2 基因的转录[4]。在真核细胞中，磷脂和鞘脂

的合成由于其共同的中间产物而相互交叉，因此有

人提出鞘脂代谢受到磷酸肌醇信号途径的调控[23]。

本研究发现，ORM1 基因的缺失会导致 INO1 基因

表达显著上调，表明 ORM1基因缺失引起的鞘脂合

成紊乱可能对磷脂等其他脂类的合成造成影响，这

一点有待于继续研究。 

内质网是细胞钙稳态调节的重要细胞器。有研

究表明，在酿酒酵母中内质网压力通过激活 CaN途

径提高了 Orm2 的蛋白水平[4]。本研究发现 ORM1

基因缺失导致细胞对高钙条件敏感、导致胞质钙离

子浓度升高、激活了部分 CCS 途径应答基因的表

达。这表明毕赤酵母中 ORM1基因的缺失可对细胞

钙稳态造成一定影响。在酿酒酵母中，内质网压力

激活质膜 Cch1-Mid1钙通道蛋白引起钙内流，导致

胞质钙含量增加；增加的胞质 Ca2+离子与钙调蛋白

(Calmodulin，CaM)结合激活 CaN，后者通过转录

因子 Crz1 激活钙应答基因的表达[9]。由于 ORM1

基因缺失后会导致内质网压力加剧，推测在巴斯德

毕赤酵母中也存在类似机制。内质网压力可激活多

种 CaN 途径的下游靶基因，使其参与到膜的重构

中，其中就包括影响膜脂组分合成的基因，如编码

复杂鞘脂甘露糖基磷酸肌醇神经酰胺 (Mannosyl 

inositol phospharylceramide，MIPC)合酶催化亚基、

调节亚基的SUR1、CSG2，与固醇合成有关的ERG26

等[24]。因此 ORM1基因对细胞钙稳态的影响可能与

其对鞘脂合成的调控作用有关。 

UPR 的激活会使得内质网中的氧化蛋白质发

生折叠，从而导致 ROS 大量产生。本研究发现

ORM1基因的缺失导致胞内 ROS升高，并且在衣霉

素造成的内质网压力条件下 ROS 水平升高更为明

显。然而，orm1Δ缺失菌株并未对过氧化氢所营造

的氧化压力条件表现出明显的敏感性，推测与

ORM1基因缺失并未破坏细胞的抗氧化系统有关。

有报道称 ROS 可激活参与调控并维持细胞鞘脂稳

态的 TORC2-Ypk1信号途径[25]，因此鞘脂稳态的失

衡与 ROS在胞内的积累有着密切联系。鉴于 ORM1

基因缺失并未造成明显的氧化压力表型，推测

orm1Δ 菌株内 ROS 积累在很大程度上来源于 UPR

所诱导的内质网蛋白质氧化折叠。 

总之，ORM1 基因所编码的 Orm1 蛋白作为细

胞鞘脂从头合成的重要调控因子，在维持菌体生

长、内质网功能、细胞钙稳态及胞内 ROS 水平方

面扮演着重要角色，表明鞘脂在细胞生长及压力应

答过程中发挥了极为重要的作用。 
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