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摘   要：【目的】金属镍(nickel, Ni)是人类广泛接触的重金属污染物之一，镍暴露会激活细胞内的

细胞壁完整性(cell wall integrity, CWI)信号通路，也会导致细胞内组蛋白乙酰化水平降低，但 CWI
途径在镍胁迫时是否受组蛋白乙酰化调控尚不完全清楚。【方法】利用组蛋白定点突变型菌株

H4K5R (模拟去乙酰化状态)，分析镍胁迫下 H4K5 去乙酰化对酿酒酵母 CWI 途径的调控作用【结

果】与野生型菌株相比，定点突变型菌株 H4K5R 具有较强的镍抗性：在 5.0 mmol/L NiCl2胁迫下，定

点突变型菌株仍能生长良好；Western blotting 与 qRT-PCR 结果表明，野生型菌株 BY4741 在 5.0 mmol/L 
NiCl2胁迫下细胞壁完整性途径被激活，甘露聚糖与葡聚糖调控基因 Mnn9 表达量显著上调 3.13 倍、

Fks1 表达量显著上调 1.49 倍，甘露聚糖、β-葡聚糖的含量也增加，说明此时野生型菌株激活了

CWI 途径，细胞壁成分含量增加；定点突变型菌株 H4K5R 在 5.0 mmol/L NiCl2 胁迫下 CWI 途径

激活程度较轻，虽然 Mnn9、Fks1 表达量上调，但甘露聚糖含量变化并不显著，而相较于野生型

菌株 β-葡聚糖含量增加幅度较小。【结论】在 5.0 mmol/L NiCl2 胁迫下，定点突变型菌株 H4K5 位

点的去乙酰化调控 CWI 途径，进而影响细胞壁组分的变化。 

关键词：组蛋白去乙酰化；镍胁迫；酿酒酵母；细胞壁完整性途径 
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Abstract:[Objective] Nickel (Ni) is one of the heavy metal pollutants to which humans are 
widely exposed, and nickel exposure activates the cell wall integrity (CWI) signaling pathway, 
which lowers the level of intracellular histone acetylation. However, whether the CWI pathway 
is regulated by histone acetylation under nickel stress remains to be fully understood. 
[Methods] We used the histone-targeted mutant strain H4K5R (mimicking the deacetylated 
state) to study the regulation of the CWI pathway in Saccharomyces cerevisiae by H4K5 
deacetylation under nickel stress, aiming to lay a foundation for unveiling the regulatory role of 
histone modifications in eukaryotes in response to heavy metal stress. [Results] Compared with 
the wildtype strain, H4K5R had strong nickel resistance, being able to grow in the presence of 
5.0 mmol/L NiCl2. The results of Western blotting and qRT-PCR showed that the CWI pathway 
of the wildtype strain BY4741 was activated under 5.0 mmol/L NiCl2, with the expression of 
Mnn9 (encoding α-1,6-mannosyl transferase) and Fks1 (encoding glucan synthase) being 
up-regulated by 3.13 folds and 1.49 folds, respectively. Moreover, the content of mannan and 
β-glucan were increased, which indicated that the wildtype strain activated the CWI pathway to 
increase the content of cell wall component. The activation of the CWI pathway in H4K5R was 
mild under the stress of 5.0 mmol/L NiCl2. Although the expression of Mnn9 and Fks1 was 
up-regulated, the changes in mannan content were not significant, and the increase in β-glucan 
content was less than that of the wildtype strain. [Conclusion] Under 5.0 mmol/L NiCl2 stress, 
the deacetylation of H4K5 in the mutant strain regulated the CWI pathway, which affected the 
changes in cell wall components.  
Keywords:histone deacetylation; nickel stress; Saccharomyces cerevisiae; cell wall integrity 
pathway 
 
 

镍作为人类机体活动中一类必需的微量元

素，不论在生活还是工业领域都得到了广泛的应

用，然而由于其特殊的性质，长期(大量)接触镍

及其化合物容易导致机体损伤[1]。尤其是工业生

产中的镍化合物，如氯化镍、氧化镍和硫酸镍等，

具有强致病性和致癌性 [2]。随着对镍的深入了

解，有研究表明镍离子能够通过降低哺乳动物细

胞和酵母细胞内的组蛋白乙酰化水平，进而调控

基因表达[3]。 
酿酒酵母(Saccharomyces cerevisiae)拥有完

整的细胞壁，其质量占整个干重的 15%−30%，

主要由甘露聚糖(31%)、β-葡聚糖(29%−64%)以
及几丁质(1%−2%)组成，这些成分之间通过多种

方式进行交联，酿酒酵母细胞壁的外层富含 O-
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和 N-甘露糖化蛋白，在电子显微镜下呈现为电

子致密部分，在酿酒酵母中，甘露糖蛋白被证明

携带多达 200 个甘露糖残基，每个 N-连接的多

糖约占细胞壁干质量的 40%[4]。质膜附近的细胞

壁主要由 β-1,6 键分支的 β-1,3-葡聚糖和少量几

丁质组成，几丁质将葡聚糖聚合物和其他壁上化

合物连接成承载基质[5-6]。β-1,3-葡聚糖是酵母细

胞壁的主要成分，由 β-1,3-葡聚糖合成酶合成，

β-1,3-葡聚糖合成酶由至少两个亚单位组成，即

FKS1 和 FKS2[7]。FKS 基因的破坏导致体外

β-1,3-葡聚糖合成酶活性降低，从而降低细胞壁

中 β-1,3-葡聚糖的水平[8]，而同时删除这 2 个基

因是致命的，这表明 β-1,3-葡聚糖合成对真菌存

活具有重要意义。FKS1/FKS2 亚单位受 RHO1 
GTPase 调节，RHO1 GTPase 也是生存所必需的[7]。

几丁质可以通过连接 β-1,6-葡聚糖或者 β-1,3-葡
聚糖，有效地降低 β-1,3-葡聚糖的可溶性，帮助

细胞壁提升机械强度,酿酒酵母内有 3 种主要的

几丁质合成酶，分别是 CHSl、CHS2 和 CHS3,
其中 CHS3 为酵母细胞的主要几丁质合成酶，大

多数几丁质的合成主要由 CHS3 完成[9]。 
酿酒酵母的细胞壁是一种坚固而有弹性的

结构，不仅对维持酿酒酵母的形状和完整性具有

不可或缺的作用，而且对细胞外应激信号的传导

也是必不可少的。在 Levin[10]的研究中，通过使

用多糖结合剂，如硫代荧光白、刚果红、氨基糖

苷类抗生素和十二烷基硫酸钠，或通过突变丧失

制造细胞壁组分的能力削弱细胞壁，从而使细胞

受到胁迫。这种胁迫会有效地激活细胞壁完整性

途径(cell wall integrity, CWI)，并导致细胞壁的

补偿性合成。细胞外应激信号传导的过程主要受

细胞壁完整性信号通路的调控。有研究表明，

CWI 途径通过细胞壁感受器 WSC1、WSC2、 
WSC3、MID2 和 MTL1 的 N 末端区域与细胞壁

相互作用，这些传感器与 PIP2 一起刺激 RHO1

上的核苷酸交换，RHO1 激活 5 个效应因子，其

中 PKC1 MAP 激酶级联核心模块由丝裂原活化

蛋白激酶激酶激酶(mitosolysis activates protein 

kinase kinase kinase, MAPKKK)、丝裂原活化蛋

白 激 酶 激 酶 激 酶 (MAPK kinase kinase, 

MEKK/BCK1)、MAPKK 激酶(MKK1/MKK2)以

及 MAPK SLT2 组成，MAPK 级联既用于放大细

胞表面启动的小信号，又用于将分级输入转换

为高度灵敏的、类似开关的响应。MAPK 激酶

级联不会由低幅度或低持续时间的信号触发，

但会对达到激活阈值的刺激做出快速和充分

的反应。激活 CWI 信号可以调节细胞壁各种

碳水化合物聚合物，比如几丁质、甘露聚糖或

者是葡聚糖等物质的产生和合成，以对抗细胞

壁应力[11-13]。 

当酵母细胞受到重金属胁迫时会激活细胞

内的细胞壁完整性信号通路[14]，也会导致胞内

组蛋白乙酰化水平降低[15]，但 CWI 途径是否受

组蛋白乙酰化调控尚不完全清楚。在本研究中，

基于组蛋白定点突变型菌株 H4K5R (组蛋白 H4

第 5 位 Lys 替换为 Arg)，模拟细胞内 H4K5 位点

去乙酰化的状态[16]，检测其在 NiCl2 胁迫下菌株

的生长情况，同时观测与酵母细胞壁完整性途径

具有相关性的基因表达，分析 NiCl2 胁迫下酿酒

酵母 CWI 途径受 H4K5 位点去乙酰化的具体调

控作用机制，为理解表观遗传修饰调控细胞对重

金属胁迫的响应机制提供实验依据。 

1  材料与方法 
1.1  实验材料 

酿 酒 酵 母 野 生 型 菌 株 BY4741 (MATa; 
his3Δ1; leu2Δ0; met15Δ0; ura3Δ0)及定点突变型

菌株 H4K5R (组蛋白 H4 第 5 位 Lys 替换为 Arg)[17]

均为本实验室保存。 
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1.2  菌种活化 
将实验室保存的原始菌悬液采用连续划线

法在酵母膏胨葡萄糖琼脂固体培养基 (yeast 
peptone dextrose, YPD)上接种，置于 30 °C 恒温

箱培养 18−24 h 后，选择大小合适的单菌落，将

其转接入无菌液体 YPD 培养基中，30 °C、    
200 r/min 进行活化，待其生长至对数生长末期

(OD600 为 1.95 左右)取出并用于后续试验。 
1.3  菌种突变位点及组蛋白乙酰化水平的

鉴定 
收集 NiCl2 处理后对数生长末期(OD600 为

1.95)的野生型菌株 BY4741 与定点突变型菌株

H4K5R 的细胞；使用高速冷冻离心机于 4 °C、  
3 000 r/min 离心 5 min 后，弃去上清液，称量湿

重；洗涤所得细胞 2 次，加入缓冲液对其进行重悬，

浓度为 0.1 g/mL；使用超声破碎仪(50%功率) 
(SONICS)进行破碎，超声时间为 30 s 一次，间

隔为 30 s，单个样本共计超声时间为 9 min，所

有的操作均在冰上进行；随后，按照 1:100 的比

例加入蛋白酶抑制剂，分装后于−20 °C 冷冻保

存。提取的蛋白样品在 15% SDS‐PAGE 蛋白胶

上分离，并通过电泳迁移转移到聚偏二氟乙烯膜

(polyvinylidene fluoride, PVDF)膜上。将膜封闭

在 5% 牛奶 /TBST(0.9% 氯化钠， 10 mmol/L 
Tris‐HCl，0.05% Tween 20，pH 7.5)缓冲液中，

并分别与一抗 Tublin (1:1 000, Abcam)、H4K5ac 
(1:2 000, Abcam) 4 °C 过夜。用 TBST 缓冲液

洗涤 3 次后，将膜浸入含有辣根过氧化物酶

(horseradish peroxidase, HRP) 结 合 的 二 抗

(1:12 000, Abcam)室温放置 1 h。 
1.4  倍比稀释表型及生长曲线的测定. 

使用离心机 8 000 r/min离心 3 min后收集细

胞，无菌 PBS 洗涤并重悬，采用倍比稀释法，

依次按照 107、106、105、104、103 CFU/mL 调整

细胞数，操作完成取 3 μL 点样于含 NiCl2 的固

体 YPD 培养基上，固体培养基中 NiCl2 的浓度

依次为 0、2.5、3.5、5.0 mmol/L，30 °C 倒置培

养 48 h。 
将活化后的野生型菌株 BY4741 及定点突

变型菌株 H4K5R 分别转接至液体 YPD 培养基

进行活化培养，培养至对数生长期为止，再转接

至含有 0、2.5、3.5、4.5、5.0、5.5、6.0、7.0、
7.5 mmol/L NiCl2 的液体 YPD 培养基中进行培

养。为保证试验数据的真实性，每组共设置 3 个

生物学重复、3 个技术重复。在培养的过程中，

恒温摇床温度设定为 30 °C，转速为 200 r/min。
每间隔 2 h，使用紫外可见分光光度计对 OD600

值进行一次检测，并详细记录。 
1.5  RNA 提取及反转录 

在酿酒酵母的培养当中，按照 1.2 中标准收

集对数生长期的菌液，采用改良热酚法[18]提取

酿酒酵母总 RNA，并进行反转录，反转录步骤详

见试剂盒说明书(PrimeScriptTM RT Reagent Kit, 
TaKaRa)，反转录产物−20 °C 保存。 
1.6  引物设计 

根据参考酿酒酵母标准菌株 S288C 基因组

的 Wsc2、Mid2、Rho1、Slt2、Chs3、Fks1 和 Mnn9
基因序列，通过 NCBI数据库中的 Primer-BLAST
软件进行引物设计，所选内参基因为 β-actin[19]。

引物合成自 GENEWIZ 公司，具体引物序列见

表 1。 
1.7  qRT-PCR 及数据处理 

qRT-PCR 反应体系：OX Reference DyeⅡ 
0.8 μL，TB GreenTM Premix Ex TaqⅡ 10 μL，

cDNA 2 μL，上下游引物 0.4 μL，无菌水 6.8 μL。

qRT-PCR 扩增程序：95 °C 5 min；95 °C 30 s，
60 °C 34 s，循环 40 次。定量 PCR 仪购自赛默

飞世尔科技(中国)有限公司。 
在进行上述步骤后，使用 SPSS 19.0 对相关

的数据进行统计分析，使用 Origin 8.5 进行绘图。

两组之间的数据比较采用单因素方差分析，其中，

P˂0.05 表示差异显著；P˂0.01 表示差异极显著。 
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表 1  引物序列 
Table 1  Primer sequence 
Gene Primer sequence (5′→3′) 
β-actin F: ACTTTCAACGTTCCAGCCTTC 

R: CGTAAATTGGAACGACGACGTGAGTA 
Wsc2 F: GATGCTGACGCTAACCCTGT 

R: AATAGAATCTCTGCCGCCCG 
Mid2 F: TCGTCTACCAGCATTGCCTC 

R: TGCGGATGTCGAAGAGATGG 
Rho1 F: TGAGAAACGACCCACAAACC 

R: CAATGAAGCTCTAGTGGCGG 
Slt2 F: TCCAAGAGAAATTGCGGTGC 

R: TCCACGGAATAGGCGTCTTA 
Chs3 F: GTGCGATTGTGGCTTTCCTG 

R: TTGTATACCGGAACGCGAGG 
Mnn9 F: CCGCCTAAGAAAGAACCCGT 

R: GTGTGCCCATTTGTGTTGGG 
Fks1 F: GGTAACGGGCAAAGTCAGGA 

R: CTTCAGTACCAGCAGCGACA 
 

1.8  Western blotting 检测 
蛋白提取详细步骤参考 1.3。将提取出的蛋

白样品分别与一抗 Tublin (1:1 000, Abcam)、
SLT2 (1:2 000, Abcam, ab 124 636)、p-SLT2 
(1:1 000, Abcam, ab124 637) 4 °C 过夜。用 TBST
洗涤 3次后，将膜浸入含有辣根过氧化物酶(HRP)
结合的二抗(1:12 000, Abcam)室温放置 1 h。 

1.9  葡聚糖、甘露聚糖含量的测定 
葡聚糖、甘露聚糖检测试剂盒均购自南

京钻恒试剂公司，具体操作步骤参考试剂盒

说明书。  

1.10  几丁质测定 
对野生型菌株 BY4741 和定点突变型菌株

H4K5R 进行活化，将其转接到液体 YPD 培养基

中，培养至对数生长末期为止。取活化好的酿

酒酵母细胞于 1.5 mL EP 管中，8 000 r/min 离

心 2 min 后去除上清，收集菌体沉淀。向荧光

增白剂中加入一定量的蒸馏水，制备成浓度为

5 mmol/L 的母液备用。对荧光增白剂母液进行稀

释，一直到终浓度为 25 µmol/L 为止，制备出染液

工作液。取染液工作液 500 µL，加入酵母细胞涡

旋振荡。30 °C 避光孵育 45 min 后，8 000 r/min
离心 2 min，去除上清液，收集细胞。对收集好

的细胞进行洗涤，洗涤液 TE 缓冲液(主要成分为

浓度为 10 mmol/L Tris-HCL 和 EDTA，pH 8.0)量
为 1 mL。8 000 r/min 离心 2 min 后再次去除上

清液，收集细胞。最后用 1 mL TE 缓冲液重悬细

胞，取 200 µL 使用荧光酶标仪在黑色酶标板中

进行荧光值测定[20]。 

2  结果与分析 
2.1  定点突变型菌株 H4K5R 乙酰化水平 

通过测序手段对定点突变型菌株 H4K5R 的

突变位点进行验证，试验结果如图 1A 所示，组

蛋白 H4 第 5 位密码子由 AAG (编码赖氨酸 K) 
 

 
 

图 1  H4K5R 定点突变位点及乙酰化水平的检测 
Figure 1  Detection of H4K5R site-directed 
mutagenesis sites and acetylation levels. A: Sanger 
sequencing. B: H4K5 acetylation level of BY4741. C: 
H4K5 acetylation level of H4K5R. 
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变为 AGA (编码精氨酸 R)，说明突变株在 H4K5
位点发生突变；再采用 Western blotting 对该位

点的乙酰化水平进行检测，已有研究表明，H4K5
位点由赖氨酸突变为精氨酸后可以模拟细胞内

去乙酰化状态[16]，我们对此也进行了验证，野

生株 BY4741 在正常情况下 H4K5 位点未发生突

变，乙酰化状态如图 1B 所示，定点突变型菌株

H4K5R 乙酰化状态如图 1C 所示，H4K5 位点由

赖氨酸突变为精氨酸后，未发生乙酰化，故可以

用该菌株模拟 H4K5 位点去乙酰化状态，进行后

续的试验。 
2.2  组蛋白定点突变型菌株生长表型与生

长曲线 
采用倍比稀释表型分析法，检测组蛋白定点

突变型菌株及野生型菌株在不同 NiCl2浓度胁迫

下菌株的生长情况。由图 2A−C 可见，在浓度为

0、2.5、3.5 mmol/L NiCl2 的 YPD 培养基上，野

生型菌株与定点突变型菌株的生长情况基本一

致，差异不大。当 NiCl2 浓度增加至 5.0 mmol/L
时(图 2D)，BY4741 生长受到抑制，而 H4K5R
几乎不受影响。 

为了筛选出最适镍胁迫的浓度，本文对不

同浓度 NiCl2 处理的野生型菌株和定点突变型

菌株进行了比对分析，并绘制了生长曲线。由

图 3A 可知，在 2.5 mmol/L NiCl2 处理下，野

生型菌株未受到影响，但是随着 NiCl2 浓度的

逐渐升高，BY4741 的生长受到显著抑制；由

图 3B 可知，在 NiCl2 浓度小于 5.0 mmol/L 时，

H4K5R 生长未受到抑制，随着 NiCl2 浓度升高

至 6.0 mmol/L 时，H4K5R 生长才受到抑制。根

据以上试验结果，选择 5.0 mmol/L NiCl2 作为胁

迫浓度。 
 

 
 

图 2  不同浓度氯化镍胁迫下酿酒酵母 BY4741 及组蛋白定点突变型菌株的生长表型 
Figure 2  The phenotype of Saccharomyces cerevisiae BY4741 and histone site-directed mutagenesis strains 
under different concentrations of nickel stress. A: YPD+0 mmol/L NiCl2. B: YPD+2.5 mmol/L NiCl2. C: 
YPD+3.5 mmol/L NiCl2. D: YPD+5.0 mmol/L NiCl2. 

 

 
图 3  不同浓度氯化镍胁迫下酿酒酵母生长曲线 
Figure 3  Growth curve of Saccharomyces cerevisiae under nickel stress with different concentrations. A: 
Growth curve of BY4741. B: Growth curve of H4K5R. Average values and standard deviations from three 
independent experiments are shown. 
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2.3  氯化镍胁迫下 CWI 途径的激活 
SLT2 磷酸化是 CWI 途径激活的标志，采用

Western blotting 检测转录因子 SLT2 磷酸化水

平，确定 CWI 途径是否被激活。如图 4A 所示，

野生型菌株BY4741在 5.0 mmol/L NiCl2胁迫下，

SLT2 发生磷酸化，在 7.5 mmol/L NiCl2 胁迫下，

结合图 3A 生长曲线可以看到野生型菌株

BY4741 几乎不生长，因此 SLT2 未发生磷酸化。

如图4B所示，定点突变型菌株在7.5 mmol/L NiCl2

胁迫下，SLT2 发生磷酸化。说明野生型菌株

BY4741 在 5.0 mmol/L NiCl2 胁迫下 CWI 途径被

激活，定点突变型菌株 H4K5R 在 7.5 mmol/L 

NiCl2胁迫下激活 CWI 途径。 

2.4  氯化镍胁迫下 CWI 途径关键基因表达

的检测 
采用荧光定量 PCR 对 CWI 途径关键基因的

表达水平进行检测，如图 5A 所示，在无重金属

胁迫下，定点突变型菌株 H4K5R 与野生型菌株

BY4741 相比较，除 Mid2 和 Slt2 上调不显著外，

CWI 途径关键基因表达量均显著高于野生株；

如图 5B 所示，野生型菌株 BY4741 在 NiCl2 胁

迫下 Wsc2 上调 17.4 倍，Rho1 上调 1.55 倍，Slt2
上调 18.91 倍，Mnn9 上调 3.13 倍，Fks1 上调

1.49 倍；如图 5C 所示，定点突变型菌株 H4K5R 
 

 
 

图 4  转录因子 SLT2 磷酸化水平检测 
Figure 4  Detection of phosphorylation level of transcription factor SLT2. A: Wild type strain BY4741 
transcription factor SLT2 phosphorylation levels. B: Site-directed mutant strain H4K5R transcription factor 
SLT2 phosphorylation levels. 

 

 
 

图 5  CWI 途径关键基因相对表达量 
Figure 5  Relative expression of key genes in CWI pathway. A: Relative expression levels of BY4741 and 
H4K5R. B: Relative expression levels of BY4741. C: Relative expression levels of H4K5R. Average values and 
standard deviations from three independent experiments are shown. Asterisks indicate statistically significant 
differences from the corresponding control as analyzed by one-way ANOVA (*: P<0.05; **: P≤0.01). 
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在 NiCl2 胁迫后 Mid2 显著上调 2.07 倍，Wsc2
显著下调 2.1 倍，Slt2 上调 2.67 倍，Fks1 上调

2.07 倍，Mnn9 上调 4.16 倍。在 NiCl2 胁迫下，

定点突变型菌株H4K5R的CWI途径下游效应因

子 Mnn9 、 Fks1 上调倍数高于野生型菌株

BY4741，而转录因子 Slt2 上调倍数低于野生型

菌株。 

2.5  氯化镍胁迫下酿酒酵母细胞壁主要成

分含量的检测 
如图 6 所示，在 5.0 mmol/L 氯化镍胁迫

下，野生型菌株 BY4741 中 β-葡聚糖含量升高

至 0.11 mg/g，甘露聚糖含量升高至 28.4 µg/mL，
几丁质含量下降 53.16 (荧光值)；定点突变型菌

株 H4K5R 中 β-葡聚糖含量升高至 0.096 mg/g，
甘露聚糖含量升高至 12.21 µg/mL，几丁质含量

下降 65.89 (荧光值)。结果表明在镍胁迫下，野

生型菌株 BY4741 与定点突变型菌株 H4K5R 中

β-葡聚糖、甘露聚糖含量均升高，但定点突变

型菌株升高程度低于野生型菌株，且甘露聚糖

含量变化并不显著，几丁质含量均下降。 

3  讨论 
在现代工业生产中，镍的冶炼、电镀、镍镉

电池及其镍化合物受到广泛的应用[21]，但是由

于其属于重污染类物质，所以镍固体废物的燃

烧或者是化合物的制造，会导致工作场所以及

周围环境的空气污染，影响人体健康 [22 ]。目

前，随着对镍暴露导致的表观遗传效应研究的

深入，学者们发现镍引起的表观遗传效应可能

是镍致病与致癌的原因之一[2,23-27]，其中组蛋白

修饰与染色体的功能状态与决定细胞命运和细

胞生长的过程均紧密相关，且发挥着重要的作

用[28]。组蛋白翻译后修饰的形式多样，包括甲

基化与去甲基化、乙酰化与去乙酰化、泛素化

与去泛素化等。因赖氨酸化学结构的特殊性，

其可被乙酰化酶催化，将乙酰辅酶 A 的乙酰基

转移到赖氨酸的 εNH3
+中和掉 1 个正电荷，使组

蛋白与 DNA 之间的相互作用减弱，促使参与转

录调控的蛋白因子与特异的 DNA 序列结合，而

将 H4K5 之一位点的赖氨酸替换为精氨酸正是

通过阻止这一过程来模拟去乙酰化的状态[14]。

在酵母和哺乳动物细胞中，镍是组蛋白乙酰化

的有效抑制剂。Zoroddu 等[29]的研究结果也验

证了镍在体内与 H4 的组氨酸 18 结合的假设，

镍通过阻止乙酰基添加到附近的赖氨酸残基

上，建立了被抑制的染色质状态，从而实现基 
 

 
 

图 6  酿酒酵母细胞壁主要成分含量测定 
Figure 6  Main components inSaccharomyces cerevisiae cell wall. A: β-glucan content. B: Mannosan content. 
C: Chitin content. Average values and standard deviations from three independent experiments are shown. 
Asterisks indicate statistically significant differences from the corresponding control as analyzed by one-way 
ANOVA (**: P≤0.01). 
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因表达调控。上述研究明确了 NiCl2对真核细胞内

组蛋白乙酰化的影响，然而组蛋白乙酰化在真核

生物响应重金属镍胁迫中的调控作用还不清楚。 
细胞壁完整性信号通路作为一条真菌中最

经典的信号通路，能够通过细胞膜感受器检测到

细胞外界的刺激并及时作出应答。CWI 途径包

括：细胞膜感受器 WSCl、WSC2、WSC3、MID2
和 MTL1 等；调节因子 RHO1、蛋白激酶 PKC1
等；MAPKs 级联系统(BCK1, MKKl/2, SLT2)及
其下游的效应器等。 PKCl 激活核心组分

MAPKs 中的 MAPKKK-BCK1，进而磷酸化

MAPKK-MKK1/2，最终磷酸化 MAPK-SLT2 的

Thr190 和 Tyr192 位点，表明 SLT2 被激活。磷酸化

的 SLT2 激活下游的转录因子，调控基因的表达，

进而改变细胞壁成分，对外界环境刺激作出应

答。这种信号传导系统不仅可以将细胞表面的信

号进行放大，还可以把信号转化成梯度形式再输

出，起到类似开关的作用。 
细胞壁的内层主要由 β-葡聚糖(β-1,3-葡聚

糖和 β-1,6-葡聚糖)和几丁质微纤维组成，少量甘

露糖化蛋白质分布于整个内层 [30]。β-葡聚糖

(β-1,3-葡聚糖)和几丁质(β-1,4-N-乙酰氨基葡萄

糖)是细胞壁的主要结构多糖，β-1,3-葡聚糖形成

了可与柔性钢丝弹簧相媲美的三维网络，这解释

了细胞壁的弹性性质，并为 β-1,6-葡聚糖和几丁

质的附着提供了平台[31]。几丁质与 β-1,3-葡聚糖

网络共价交联，有助于真菌细胞壁的刚性和物理

强度[32]。甘露糖蛋白的合成始于 α-1,6-连接的甘

露糖骨架[33]。该反应由 M-Pol I 催化，M-Pol I
是由甘露糖基转移酶 MNN9 和 VAN1 形成的异

二聚体复合物[34-37]。异五聚体甘露糖基转移酶复

合物 M-PolⅡ进一步延伸骨架，形成 α-1,6-连接

的甘露糖残基[38]。α-1,2-或 α-1,3-连接的甘露糖

和磷酸甘露糖的分支被添加到这个骨架上[39-40]。

最后，甘露糖蛋白被运输到细胞外空间，并与 β-
葡聚糖结合或共价连接，形成真菌细胞壁的外层。 

本实验中，在无重金属胁迫下，定点突变型

菌株 H4K5R 与野生型菌株 BY4741 相比较，除

MID2 和 SLT2 上调不显著外，CWI 途径关键基

因表达量均显著高于野生株；野生型菌株

BY4741 在 5.0 mmol/L 氯化镍胁迫下，转录因子

SLT2 发生磷酸化，CWI 途径被激活，野生株细

胞壁感受器 Mid2 显著下调、Wsc2 显著上调，

CWI 途径主要调控基因 Slt2、Mnn9、Fks1 上调，

且甘露聚糖含量与 β-葡聚糖含量显著升高；定

点突变型菌株 H4K5R 中细胞壁感受器 Mid2 显

著上调、Wsc2 显著下调，Slt2、Fks1、Mnn9 上

调，β-葡聚糖含量与野生型菌株相比增加程度较

小，甘露聚糖含量变化不显著。以上结果说明在

5.0 mmol/L 氯化镍胁迫下野生型菌株 BY4741，
通过上调 Mnn9、Fks1 的表达量，大量合成 β-
葡聚糖和甘露聚糖。葡聚糖主要为真菌细胞壁提

供弹性支承，并为 β-1,6 葡聚糖和几丁质的附着

提供平台，而其含量的增加正说明在 5.0 mmol/L
氯化镍胁迫下，野生型菌株 BY4741 通过增加细

胞壁组分的方式提升自身抵御外界刺激的能力。

突变型菌株 H4K5R 激活 CWI 途径，促进了细胞

壁组分含量的增加，虽然其细胞壁含量增加程度

与野生型菌株相比较小，但它的细胞壁感受器基

因之一 Mid2 的表达量显著上调，这一结果与野

生型菌株截然相反。Ketela 等 [41]的研究表明

MID2 是诱导细胞壁应激合成的部分必需因子。

MID2 和 PKC1-MPK1 途径元件之间的遗传相互

作用，以及在各种应激条件下诱导 MPK1 酪氨

酸磷酸化过程中对 MID2 的需求，也共同提示了

MID2 在 PKC1-MPK1 细胞壁完整性途径上游的

作用。由此推测，H4K5 这一位点的突变使得定

点突变型菌株在应对外界刺激时 CWI 途径的传
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导速度更快，这可能是其具有镍耐受性的原因之

一。RHO 家族的小分子 GTP 酶是许多重要信号

转导通路的关键调节者[42-44]。RHO1 存在 6 个效

应因子，分别为 PKC1 蛋白激酶、葡聚糖合成酶、

β-1,6-葡聚糖合成酶等。这些效应物共同协调细

胞壁葡聚糖和甲壳素的合成、细胞壁生物发生重

要基因的表达(图 7)。研究发现，在 5.0 mmol/L
氯化镍胁迫下，野生型菌株 BY4741 和定点突变

型菌株 H4K5R 中 Rho1 的表达量均显著上调，

且葡聚糖含量也都显著增加。这与之前得到的结

论有相悖的地方，为什么定点突变型菌株

H4K5R 应对外界刺激时传导速度更快，但其葡

聚糖含量没有野生型菌株 BY4741 的含量高

呢？因此，大胆推测，定点突变型菌株 H4K5R
中是否有其他的调控机制呢？是否与细胞内的

抗氧化物质有关呢？后续可以以此为切入点，进

一步进行研究，以得到定点突变型菌株 H4K5R
具有抗镍性的原因。 

 

 
 

图 7  点突变型菌株 H4K5 位点的去乙酰化调控 CWI 途径机制图 
Figure 7  Mechanism diagram of deacetylation at H4K5 locus of point mutant strain to regulate CWI 
pathway. 
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4  结论 
综上所述，本研究基于组蛋白定点突变菌株

H4K5R (组蛋白第 5 位点氨基酸由 K 变成 R)模
拟组蛋白 H4K5 位点去乙酰化状态，探讨氯化镍

胁迫下 H4K5 位点去乙酰化对酿酒酵母 CWI 途

径的调控作用。如图 7 所示，当重金属污染物氯

化镍刺激酿酒酵母，细胞通过细胞壁感受器

WSCl、WSC2、WSC3、MID2 和 MTL1 将信号

传导至细胞内，再通过 CWI 途径将信号传导至

细胞核内，在 NiCl2 浓度达到 5.0 mmol/L 时，野

生型菌株磷酸化转录因子 SLT2 激活 CWI 途径，

调控相应下游效应分子，响应镍胁迫。然而定点

突变型菌株在 7.5 mmol/L NiCl2 胁迫下磷酸化转

录因子 SLT2，激活 CWI 途径。采用 qRT-PCR
检测 CWI 途径中部分基因，发现感受器基因

Wsc2、Mid2 在两菌株中表达模式不同，下游效

应分子 Mnn9、Fks1、Chs3 的表达水平也有差异。

在镍胁迫下，野生株 BY4741 与突变株 H4K5R
中 β-葡聚糖、甘露聚糖含量均升高，但突变株升

高程度低于野生株，且甘露聚糖含量变化并不显

著，几丁质含量均下降，说明在 5.0mmol/L NiCl2

胁迫下，点突变型菌株 H4K5 位点的去乙酰化调

控 CWI 途径，改变细胞壁组分，但其细胞壁组

分与镍耐受性之间的关系需要进一步研究。 
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