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摘 � 要: NADH 激酶是辅酶NADP( H )从头合成的关键途径。酿酒酵母中由 POS5基因编码的线

粒体 NADH 激酶是线粒体 NADPH 供应的重要来源之一。由 IDP1 基因编码的一种关键的

NADP + 依赖性脱氢酶也能够供应线粒体 NADPH。通过对 POS5 单缺失体、IDP1 单缺失体、

POS5IDP1双缺失体关键的表型研究,包括它们的生长性能、温度敏感性、对非发酵性碳源的利用

能力、线粒体及细胞质内代表性氨基酸的合成性能, 初步解析酿酒酵母线粒体中 NADPH 的主要

供应方式及 NADH 激酶在线粒体中的功能。

关键词: NADH 激酶; NADPH ; 表型; 酿酒酵母

中图分类号: Q 55 文献标识码: A

Function and Phenotype of Mitochondrial NADH Kinase

in Saccharomyces cerevisiae

LI Zh-i jun1, 2 , � SHI Feng* 1, 2 , � LIAO Xiang- ru2

( 1. State Key Labor ator y of Food Science and T echnolog y, Jiangnan U niversit y, Wux i 214036, China; 2. Key La-

bo rato ry o f Industrial Biotechno lo gy , M inist y of Education, Jiangnan University, Wuxi 214036, China)

Abstract: NADH kinase is the crit ical pathw ay for NADP ( H ) biosynthesis in yeast . In

Sacchar omyces cer evi siae , mitochondr ial NADPH is mainly supplied by a m itochondrial NADH

kinase encoded by POS5 gene. How ever, a mitochondrial NADP+-specific isocit rate

dehydrogenase encoded by IDP1 gene could also supply mitochondr ial NADPH . Her e, through

the phenotypic study of POS5 sing le mutant , IDP1 single mutant, POS5IDP1 double mutant ,

including their g row th ability, temper ature sensit iv ity, non- fermentable carbon sour ces usage

ability, amino acid synthet ic ability and ant-i o xidat ion, supply ing mode of mitochondrial NA DPH

and function of NADH kinase in m itochondria w ere invest ig ated.
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� � NAD( H )和 NADP( H )作为两种重要的辅酶,

参与细胞内多种氧化还原反应, 是生物体最重要的

递氢体。前者主要涉及一些氧化性生物降解反应,

后者主要参与还原性生物合成反应。除此之外, 近

年来的研究表明, 它们还涉及多种不同的生化过

程。NAD参与蛋白质的 ADP 核糖基化修饰, 从而



调控多种生化过程[ 1] ,而 NADPH 则参与细胞内的

抗氧化防御系统,它在细胞抵抗活性氧分子( ROS)

攻击的过程中处于核心地位
[ 2- 3]
。基于 NAD( H )

和 NADP( H )截然不同的生理功能,它们在细胞内

的水平必然会受到严格的控制, NADH 激酶就是控

制它们相互转变的一种关键酶。

NADH 激酶利用 A TP 作为磷酸供体, 催化

NAD+ 和 NADH 发生磷酸化, 生成 NADP+ 和

NADPH。这构成了 NADP( H )从头生物合成的最

后一步,也是目前已知的惟一一个催化 NAD( H )生

成 NADP( H )的反应
[ 4]
。除此之外, NADPH 还可

以通过细胞内多种 NADP
+
依赖性脱氢酶循环再

生。

在酿酒酵母细胞中,线粒体和细胞质存在不同

的 NADH 激酶和 NADP
+
依赖性脱氢酶体系。线

粒体中的 NADH 激酶由 POS5 基因编码
[ 3, 5]
; 而关

键的一种 NADP + 依赖性脱氢酶由 IDP1基因编码,

即 NADP+ 依赖性异柠檬酸脱氢酶[ 6]。细胞质中存

在两种 NADH 激酶, 分别由 U TR1和 YEF1 基因

编码
[ 7]
;而细胞质中关键的 NADP

+
依赖性脱氢酶

由 ZWF1 基因编码, 即葡萄糖-6-磷酸脱氢酶, 它催

化戊糖磷酸途径的第一步反应。

另外, 有研究发现, 酿酒酵母细胞质中的

NADH 可通过外膜复合体借助离子通道转运至线

粒体, NAD+ 可 通过 YIA6 ( NDT 1 ) 和 YEA6

( NDT 2)基因产物转运至线粒体。但是迄今为止还

未发现任何机制能够将酿酒酵母细胞质中的

NADP
+
/ NADPH 转运至线粒体。因此, 酵母线粒

体中 NADPH 的供应完全依赖于线粒体内的

NADH 激酶或 NADP+ 依赖性脱氢酶[ 8- 10] 。

鉴于 NADPH 具有不同于 NADH 的重要生理

功能, 以及它在酿酒酵母线粒体内独立的供应方

式,作者拟通过表型研究探讨线粒体内 NADH 激

酶的功能,关键是它对线粒体 NADPH 库的供应能

力及对线粒体功能的维持能力。通过构建酿酒酵

母线粒体 NADH 激酶及 NADP
+
依赖性脱氢酶基

因缺失株,包括单基因缺失株 pos5�、idp1�, 以及

双基因缺失株 pos5idp1�,研究它们在不同培养条

件下 NADPH 依赖性表型及线粒体功能相关表型,

从而初步解析酿酒酵母线粒体中 NADPH 的主要

供应方式及 NADH 激酶在线粒体中的功能。

1 � 材料与方法

1. 1 � 培养基
预培养基 ( YPD) : 酵母膏 1 g/ dL , 蛋白胨 2

g/ dL ,葡萄糖 2 g / dL , pH 5� 0, G418 0� 2 mg/ mL。
固体培养基中加入 2 g/ dL 琼脂。

SD培养基: 氨基酸酵母氮基础 0� 67 g / dL , 葡
萄糖 2 g / dL ,所需氨基酸和抗生素, pH 5� 0。固体
培养基中加入 2 g/ dL 琼脂。

1� 2 � 酿酒酵母菌株的筛选及培养
实验中所使用的酿酒酵母菌株列于表 1。突变

株的初步筛选采用 SD选择性平板。构建好的各酵

母菌株在 YPD培养基中 30 � 预培养, 用超纯水洗

涤后,以终密度 OD600 = 0� 05转移至不同碳源的培
养基中培养, 并监测其在不同培养时间的生长密

度,直至达到饱和期 [ 11]。为了验证野生型和突变型

酵母菌株在固体培养基中的生长表型, 各酵母菌株

在 YPD培养基中以 30 � 预培养,收集并洗涤 3次

后, 分别稀释至 OD 600为 2� 0、0� 2、0� 02。稀释后的
细胞悬液各取 5 �L 点在合适的固体培养基上,

30 � 培养 3~ 5 d后拍照记录。

1� 3 � NADH激酶和 NADP
+ 依赖性脱氢酶双基因

缺失株的构建

对照细胞 BY4742, NADH 激酶单基因敲除株

utr1�、pos5�、y ef 1�和 ZWF1、IDP 1基因敲除株

z w f 1�、id p1� 来 自 EUROSCARF, 见 表 1。

NADH 激酶双基因缺失株 utr1y ef 1�、pos5utr1�、

pos5y ef 1�来自 Feng Shi[ 12]。NADH 激酶和脱氢

酶双基因缺失株 pos5idp1�、pos5z w f 1�采用同源

置换法构建[ 13]。以质粒 pFA6a-H is3MX6 (酿酒酵

母基因敲除载体, H IS3,氨苄青霉素抗性)为模板,

po s5hisf和 pos5hisr 为嵌合引物,通过 PCR 扩增出

两端各带有 POS5基因上游和下游约 40 bp 的嵌合

HIS3基因( pos5-HIS3) , 将此 PCR 扩增产物纯化

后分别转化 idp 1�和 z w f 1�细胞,以使 HIS3基因

置换 idp 1� 或 z w f 1� 细胞染色体上的 POS5 基

因, 通过 His- 平板筛选阳性转化体 idp1pos5: :

H IS3或 z w f l p os5: : H IS 3,并经菌落 PCR验证后

得到双缺失体 p os5idp 1�或 pos5z w f 1�,验证用引

物为 p os5up f、p f ahis3r、p f ahis3f 和 pos5dnr , 见

表 2。

2 � 结果与讨论

为了研究酿酒酵母线粒体 NADH 激酶的功

能, 尤其是它对线粒体中 NADPH 的供应能力, 及

线粒体正常功能的维持能力、及其它关键 NADP+

依赖性脱氢酶对 NADPH 的供应能力, 了解线粒体

内 NADPH 的优势供应途径,作者比较了野生菌和

不同突变菌在液体培养基中的生长状况,及它们在
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表 1 � 酿酒酵母菌株

Tab. 1 � S� cerevisiae strains used in this study

菌株 基因型 来源

BY4742 MAT�� leu2�0 � ly s2�0� ura3�0� his3�0 EUROSCARF

pos5� MAT�� leu2�0 � ly s2�0� ura3�0� his3�0� p os5: : k anMX4 EUROSCARF

utr1� MAT�� leu2�0 � ly s2�0� ura3�0� his3�0� utr1: : kanM X4 EUROSCARF

zw f 1� MAT�� leu2�0 � ly s2�0� ura3�0� his3�0� z wf 1: : kanM X4 EUROSCARF

idp 1� MAT�� leu2�0 � ly s2�0� ura3�0� his3�0� idp 1: : k anMX4 EUROSCARF

pos5utr1� MAT�� leu2�0 � ly s2�0� ura3�0� his3�0� utr1: : kanM X4� p os5: : H I S3 Feng Shi [ 12]

pos5yef 1� MAT�� leu2�0 � ly s2�0� ura3�0� his3�0� y ef 1: : k anMX4 � pos5: : H IS3 Feng Shi [ 12]

p os5z wf 1� MAT�� leu2�0 � ly s2�0� ura3�0� his3�0� z wf 1: : kanM X4� p os5: : H I S3 This study

pos5idp1� MAT�� leu2�0 � ly s2�0� ura3�0� his3�0� idp 1: : k anMX4 � pos5: : H IS3 This study

表 2 � 引物

Tab. 2� Primers used in this study

引物 寡核苷酸序列 描述

Pos5hisf
5-' CATAAATAAAAGGATAAAAAGGTT AAGGATA
CTGAT TAAAATGCGTACGCTGCAGGTCGAC- 3'

40 bp upstr eam of POS5 gene + ATG + 18 bp
of 5'- M CS o f pFA6a- his3MX6

Pos5hisr
5-' CT TAGAGAATCTCATTGAAT CT TTGCATT CA
GAGCGTTTAATCGATGAAT TCGAGCTCG-3'

37 bp downstream of POS5 gene + TTA +
19bp of 3-' MCS o f pFA6a-his3M X6

pfahis3r 5-' CT GCAGCGAGGAGCCGTAATTTT TG-3'
Site o f ~ 200 bp dow nst ream o f 5-' MCS of
pFA6a-his3M X6

pfahis3f 5-' GATTCTT GTT TTCAAGAACT TGT C-3'
Site of ~ 200 bp upstream o f 3-' MCS of pFA6a-
his3MX6

Pos5upf 5-' CGAGCTTTGCCGTATTCTCATT TG-3' Site of ~ 800 bp upstr eam of POS5 gene

Po s5dnr 5-' GGCTCACTTGAAT AT TATGT GTT TG-3' Site of ~ 800 bp dow nstr eam of POS5 gene

� 黑体字为起始和终止序列。划线部分为酿酒酵母基因组 DNA 上相关序列。

不同固体培养基中的生长表型, 包括对温度的敏感

性、对非发酵碳源的利用能力、氨基酸合成能力以

及抗氧化能力等。

2� 1 � 基因缺失株在液体培养基中的生长情况
将酿酒酵母细胞中 POS5和/或 IDP1基因敲除

后,生长状况与野生菌 BY4742相比,在 YPD和 SD

液体培养基中的生长表现出明显的不同,见图 1。

图 1 � BY4742和突变株生长至饱和态时的生长密度及

生长倍增时间

Fig. 1 � Cell density and doubling time of BY4742 and

mutants growing in liquid medium

� � 不管是在 YPD培养基还是在 SD培养基中,突

变株的生长倍增时间均高于野生型, 且双基因缺失

株, 即 pos5idp1�、pos5utr1�、pos5y ef 1�与野生型
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或单基因缺失株相比, 所用的倍增时间更长。

pos5idp1�与 pos5utr1�在饱和态时细胞密度相对

较低。从图 1可以看出, POS5 和 ID P1 基因产物

对于维持酿酒酵母正常生长(生长速度和细胞密

度)均起到一定作用, 其中 POS5的作用更大, 而双

基因的敲除会减弱细胞的生长能力。

2� 2 � 基因缺失株对温度的敏感性
当酿酒酵母在最适温度 30 � 下培养时, 野生

型和突变型酵母均能表现出正常的生长状态。而

将温度提高至 37 � 时, p os5� 突变株 ( pos5�,

pos5idp1�) 表现 出一 定的 生长 缺陷, 其中,

pos5idp1�双基因缺失株的生长缺陷更为明显。说

明 POS5基因的敲除会增加细胞对不适宜温度的

敏感性,当同时伴随 IDP1基因缺失时,这种敏感性

会增加,见图 2。

图 2� BY4742 和突变株对温度的敏感性

Fig. 2� Temperature sensitivity of BY4742 and mutants

2� 3 � 基因缺失株对非发酵性碳源的利用能力
为了考察突变株对非发酵性碳源的利用能力,

作者改变了培养基中的碳源, 见图 3。之前已有报

道称 p os5�突变株在以甘油作为惟一碳源的培养

基中存在生长缺陷[ 14]。由于呼吸缺陷型酵母不能

利用非发酵性碳源如乳酸、甘油、乙酸等, 因此

pos5�突变株很可能存在一定程度的呼吸障碍。于

是,作者对比了 p os5�、idp 5�、pos5idp1�对甘油、

乙酸的利用能力, 结果表明, idp1�对非发酵性碳

源的利用能力明显强于 pos5�, 而 p os5idp 1�表现

出非常严重的缺陷。从表型观察的结果可以推断,

在酿酒酵母线粒体中, POS5基因编码的 NADH 激

酶对线粒体正常功能的维持,尤其是呼吸链上电子

传递过程的正常进行起到一定作用。

图 3 � BY4742 和突变株在不同碳源中的生长情况

Fig. 3 � Growth of BY4742 and mutants in different

media with indicated carbon sources

2� 4 � 基因缺失株的细胞质和线粒体氨基酸合成能力
pos5�突变株表现出精氨酸营养缺陷[ 2] 。这是

由于线粒体 NADPH 是精氨酸合成所必需的,它为

谷氨酸生成精氨酸的第三步反应提供还原力, 见图

4[ 15]。而细胞质中NADPH 则是甲硫氨酸合成所必

需的 [ 16, 17]。

图 4 � 谷氨酸生成精氨酸过程的第三步反应

Fig. 4 � The third step in the conversion of glutamate to

arginine

� � 另有报道称, 在哺乳动物细胞中, 线粒体

NADP
+
依赖性异柠檬酸脱氢酶( NADP-IDH m)是

线粒体中 NADPH 的重要供应源
[ 18]
。然而酿酒酵

母的 idp 1�突变株并不存在显著的精氨酸合成缺

陷。pos5� 存在明 显的精氨 酸合成缺 陷, 且

pos5idp1�未表现出比 p os5�更强烈的精氨酸合

成缺陷,见图 5。

图 5 � BY4742和突变株对精氨酸和甲硫氨酸的合成能

力

Fig. 5 � Arginine and methionine biosynthesis of BY4742

and mutants

pos5�在精氨酸合成上的缺陷, 也说明细胞质

中 NADPH 的正常供应不能缓解线粒体中 NAD-

PH 的缺陷。另外由于 pos5�突变株不存在甲硫氨

酸合成上的缺陷,说明供应线粒体 NADPH 的相关

基因的敲除不影响细胞质中 NADPH 的供应,再次

证明了酿酒酵母线粒体 NADPH 库和细胞质

NADPH 库是相互独立。z w f 1�的精氨酸原养型

和甲硫氨酸异养型也证明了这一点, 见图 6。

pos5z w f 1�既存在精氨酸营养缺陷,又存在甲硫氨

酸营养缺陷, 说明其线粒体 NADPH 和细胞质NAD-
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PH 的供应均存在障碍。而 pos5utr1�仅为精氨酸营

养缺陷型,说明它的线粒体 NADPH 供应有明显障

碍,而细胞质 NADPH 的供应未受显著影响。

图 6 � BY4742 和突变株在精氨酸和甲硫氨酸合成上的

缺陷

Fig. 6 � Arginine and methionine biosynthesis defect of

BY4742 and mutants

2� 5 � 基因缺失株的抗氧化能力
生物有机体抵抗活性氧分子的能力取决于它

们抗氧化系统的正常运行。NADPH 对于维持细

胞氧化还原体系平衡, 保障细胞抗氧化能力非常重

要。因此, NADPH 的缺乏往往会引起细胞对氧化

压力的敏感。从图 7, 8 可见, pos5�突变株 (包含

pos5�、pos5idp1�、p os5utr1�、p os5z w f 1� ) 对

CuSO 4和 H 2 O2都很敏感, 双突变株 ( p os5idp 1�、

pos5utr1�、p os5z w f 1�)对于CuSO4的敏感性更高

于单突变株 ( p os5�、id p1�、utr1�、z w f 1�)。对于

线粒体内的一种代表性 NADP+ 依赖性脱氢酶

Idp1p,其基因突变株 idp1�可以同野生菌一样正

常抵御这两种氧化压力, 这说明它对于酿酒酵母抵

抗氧化压力没有贡献。细胞质 NADH 激酶突变株

utr1� 和细胞质葡萄糖-6-磷酸脱氢酶突变株

z w f 1�对这两种氧化压力也比较敏感,说明它们对

于对抗氧化压力 (很可能是细胞质内的活性氧)具

有一定的功能。

3 � 结 � 语

对酿酒酵母的表型研究表明, 在最优培养基、

图 7 � BY4742 和突变株的抗氧化能力

Fig. 7 � The ant-i oxidation ability of BY4742 and mu-

tants

图 8 � BY4742、zwf1�、utr1�、及其与 POS5 基因的双突

变株的抗氧化能力

Fig. 8 � The ant-i oxidation ability of BY4742 and mu-

tants

最适培养温度的条件下, 野生型和突变型都能生

长, 但 p os5�, 尤其是 p os5idp 1�双基因缺失株在

YPD和 SD液体培养基中的生长速率变慢,细胞密

度降低。当改变培养温度, 或培养基成分时, 突变

株尤其是 p os5�表现出明显的温度敏感性,对非发

酵性碳源的利用能力出现障碍,氨基酸合成能力以

及抗氧化能力也存在缺陷,而 pos5idp1�在特定情

况下会加剧。

从表型比较的结果中还发现, POS5 基因编码

的 NADH 激酶是线粒体 NADPH 的主要供应来

源; ID P1基因编码的异柠檬酸脱氢酶对于线粒体

中 NADPH 的供应也能起到一定作用, 但其贡献不

如 Pos5p。p os5idp 1�双基因缺失株在一些特定条

件下的生命表征弱于 pos5�单基因缺失株。线粒

体和细胞质中 NADPH 存在于两个相互独立的体

系中。
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