
Strain Genotype

BY4742 MAT琢 his3驻1 leu2驻0 lys2驻0 ura3驻0
mtm1驻 MAT琢 his3驻1 leu2驻0 lys2驻0 ura3驻0 mtm1:: kanMX

YES2MTM1 MAT琢 his3驻1 leu2驻0 lys2驻0 ura3驻0 mtm1:: kanMX,
pADHYES2-MTM1
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摘要 MTM1基因对于维持锰超氧化物歧化酶的活性和线粒体正常功能十分重要，MTM1基因的缺失会严重影响酵母锰超
氧化物歧化酶活性，并损伤线粒体功能，因此在非发酵培养基上不能生长．利用 MTM1基因缺失的突变体在非发酵培养基
上的生长缺陷，转入酵母基因组文库筛选 MTM1抑制基因，发现 MTM1基因缺失造成的损伤一旦形成不可逆转，重新引入
MTM1基因也无法挽救，直接筛选无法得到抑制基因．为了避免 MTM1缺失造成的不可逆损伤，在野生型酵母中先转入带
有MTM1基因的质粒，再敲除染色体上的 MTM1基因，随后转入基因组文库，再利用药物 5-氟乳清酸(5-FOA)迫使细胞丢
失表达MTM1基因的外源质粒，再筛选能在非发酵培养基上生长的转化子，通过这种方法筛选发现，POR2等 5个基因的过
表达可以挽救MTM1基因缺失造成的非发酵培养基上的生长缺陷，为深入了解 MTM1基因的功能提供了线索，对筛选其他
造成不可逆损伤的突变基因的抑制基因提供了一条可行的研究思路．
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锰超氧化物歧化酶 ( superoxide dismutase 2,
SOD2)是一种广泛存在于动物、植物和微生物中的
金属酶，定位于线粒体[1]．线粒体是能量产生和氧

代谢的重要细胞器，是活性氧自由基产生的重要场

所，SOD2对于清除线粒体内活性氧自由基、维持
线粒体正常功能起着重要作用[2-3]．

MTM1 基因对于维持 SOD2 活性非常重要，
MTM1 基因的缺失会严重影响 SOD2 活性，并导
致线粒体功能的损伤[4]，但 MTM1基因的具体功能
尚不清晰．酿酒酵母 (Saccharomyces cerevisiae)作
为最简单的真核生物,已完成全基因组测序[5]，并

建立了基因组文库等各种分子遗传手段,是一个研
究真核生物基因功能理想的模式生物[6-10]．本研究

利用酿酒酵母基因组文库筛选 MTM1基因的抑制
基因，在缺失 MTM1基因的酵母突变体中转入基
因组文库，寻找哪些基因的过表达可以挽救

MTM1基因缺陷表型．

1 材料和方法

1援1 菌株

本文所用的酿酒酵母菌株见表 1． 酵母

Saccharomyces cerevisiae野生型菌株 BY4742；mtm1驻
突变体购自 Invitrogen酵母敲除文库；外源 MTM1
基因菌株 YES2MTM1为本研究室制备．

1援2 培养基及培养条件

酿酒酵母在 30℃培养 ,各培养基配方如下．
YPD培养基：1%酵母浸粉，2%蛋白胨，2%葡萄
糖，固体培养基添加 2% 琼脂粉．YPG 培养基：
1%酵母浸粉，2%蛋白胨，2%甘油，固体培养基
添加 2% 琼脂粉．SD 培养基： 0.67%酵母氮基

Table 1 S. cerevisiae strains used in this study
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1援4 酿酒酵母转化

将过夜培养的菌 1∶100转接至 30 ml YPD中，
30℃振荡培养 5～6 h，达到一定菌体浓度 (A 600

约 1.0) 后，离心收集菌体，用无菌水洗涤，重悬
细胞于 TE/LiAc 溶液(100 mmol/L LiAc, 0.1 mol/L
Tris-HCl, 0.01 mol/L EDTA, pH 7.5)，混匀．分成
50 滋l小份离心后，依次加入 TE/LiAc/PEG4000溶
液 (40% PEG4000, 100 mmol/L LiAc, 0.1 mol/L
Tris-HCl, 0.01 mol/L EDTA, pH 7.5)、50 滋l 单链鲑
鱼精 DNA、待转化的质粒 DNA(或线性 DNA 片
段)混匀．30℃保温 30 min 后，42℃水浴中热激
15 min.离心除去上清，重悬细胞于 TE溶液中，涂
布相应的选择平板，30℃恒温培养 3天．
1援5 酵母基因组 DNA的提取
取 3 ml 的酵母过夜培养物，离心收集菌体，

用无菌水洗涤重悬， 3 000 g离心 5 min，加 50 滋l
裂解缓冲液(2% TritonX-100, l% SDS, 100 mmol/L
NaCl, 10 mmol/L Tris, 1 mmol/L EDTA)悬浮细胞，
再加 50 滋l玻璃珠和 200 滋l酚 /氯仿，振荡 3 min，

加 200 滋l TE混匀，13 000 g离心 5 min，将上清加
l ml 无水乙醇沉淀，13 000 g离心 10 min，去上
清，沉淀加入 40 滋l TE (含 30 mg/L RNaseA)，
37℃温育 5 min，加 2 滋l 5 mol/L醋酸铵、100 滋l
无水乙醇混匀后，-20℃放置 0.5 h，13 000 g离心
10 min，去上清干燥，用 20 滋l的 TE溶解．
1援6 基因敲除

利用 PCR得到两侧与目标基因两端侧翼序列
同源、中间为报告基因序列的片段,转入酵母细胞，
利用同源重组敲除目的基因，提取基因组 DNA，
利用敲除序列外部引物进行 PCR验证是否敲除成
功[14]．

1援7 梯度稀释法检测酵母的生长

接种酵母于培养基中，30℃培养至对数生长
期，离心收集菌体，调节菌液浓度使菌悬液 A 600约

为 1.0，进行 10倍梯度稀释，依次取 5 滋l点滴于
测试平板，30℃培养 3天，观察菌落生长情况．
1援8 分子生物学操作

常规分子生物学操作根据各公司手册进行．

Primer Sequence (5忆→3忆) Usage

MTM1-F GGAAAGGAAACGAGGTGTTGA Amplification of MTM1

MTM1-R ATCTATATTTACAAGCCTTTA Amplification of MTM1

MTM1-kanMX-F CGAGGTGTTGATAATACGATATG MTM1 knockout

CGTACGCTGCAG GTCGACGGAT

MTM1-kanMX-R TCTATATTTACAAGCCTTTATTCAA MTM1 knockout

TCGATGAATTC GAGCTCGTTTTCG

MTM1 up TAAAGTATCGTAGGAAAGGAAAC MTM1 knockout

GAGGTGTTGATAA TACGATATG

MTM1 down CTTCTTTTCGTTTACTATATATC MTM1 knockout

TATATTTACAAGCCTT TATTCA

MTM1-confirm-F ACGCGCAACGTTATTTTTCG Confirmation of MTM1 knockout

MTM1-confirm-R CGTGATTATTTTGGCGCTCA Confirmation of MTM1 knockout

YEp13-F CCACTATCGACTACGCGA
Sequencing of DNA fragment in plasmid of

yeast genomic library

YEp13-R ATGTCGGCGATATCAGGCG
Sequencing of DNA fragment in plasmid of

yeast genomic library

(yeast nitrogen base)、0.5%硫酸铵、2%葡萄糖，同
时根据质粒的选择标记添加相应的氨基酸混合物造

成选择压力,用于筛选转化子及保持转入细胞中的
质粒，固体培养基添加 2% 琼脂粉．SG 培养基：
0.67% 酵母氮基、0.5%硫酸铵、2%甘油，同时根
据质粒的选择标记添加相应的氨基酸混合物造成选

择压力，用于筛选转化子及保持转入细胞中的质

粒，固体培养基添加 2%琼脂粉．

1援3 酿酒酵母基因组文库

酵母基因组文库(载体 YEp13,筛选标记 LEU2)
来自美国模式菌种收集中心(American Type Culture
Collection，ATCC)．此文库将 Sau3A 部分酶切的
酿酒酵母基因组片段装入质粒 YEp13[11]，可在大肠

杆菌中扩增，在酵母中以 LEU2为选择性标记，可
用于筛选抑制基因及寻找表型相关基因[12-13]．筛选

得到的质粒测序引物见表 2．

Table 2 Primers used in this study
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Fig. 2 The damage caused by MTM1 deletion
is irreversible

Overexpression of MTM1 gene in mtm1驻 can not rescue the growth

defect on nonfermentable carbon source.

Fig. 1 There are genomic DNA fragments containing
MTM1 gene in the yeast genomic library

1: Marker; 2: MTM1 gene. Primers: MTM1-F and MTM1-R; Predicted

band: 1 153 bp.

PCR引物 (表 2)合成及 DNA序列测定均由北京奥
科生物工程公司完成．从文库中扩增 MTM1基因
采用 MTM1-F 和 MTM1-R 引物．94℃ 5 min;
94℃ 45 s, 55℃ 45 s, 72℃ 1 min, 扩增 28 个循环；
72℃延伸 10 min．MTM1基因敲除片段的制备：第
一轮 PCR采用MTM1-kanMX-F和MTM1-kanMX-R
引物．94℃ 5 min； 94℃ 45 s， 53℃ 45 s，72℃
1 min，扩增 5 个循环； 94℃ 45 s， 59℃ 45 s，
72℃ 2 min，扩增 25个循环；72℃延伸 10 min．
第二轮 PCR采用 MTM1 up和 MTM1 down引物．
94℃ 5 min ；94℃ 45 s，54℃ 45 s，72℃ 1 min，
扩增 5个循环；94℃ 45 s，59℃ 45 s，72℃ 2 min，
扩增 25 个循环；72℃延伸 10 min．验证 MTM1
基 因 是 否 敲 除 采 用 MTM1-confirm-F 和

MTM1-confirm-R 引物．94℃ 5 min ；94℃ 45 s，
53℃ 45 s，72℃ 3 min，扩增 28个循环；72℃延伸
10 min．

2 结 果

2援1 直接在MTM1基因缺失的突变体中转入基因
组文库不能筛选得到抑制基因

MTM1基因缺失会导致线粒体功能严重受损，
在非发酵型培养基上，酵母需要线粒体提供能量，

MTM1基因缺失的突变体 mtm1驻在非发酵型培养
基上不能生长．筛选背景检测结果显示，在非发酵

型培养基 YPG 上涂布 20 万个 mtm1驻 酵母细胞，
没有发现回复突变，筛选背景很低．

为了得到 MTM1 基因的抑制基因，我们在
mtm1驻中转入酿酒酵母基因组文库，寻找能挽救
MTM1基因缺陷表型的基因．按照预期，应该筛
选得到含有MTM1基因本身和 MTM1抑制基因的
基因组片段．但筛选结果显示，引入基因组文库后

没有任何基因组片段的过表达可以挽救 mtm1驻的
生长缺陷．出现这种结果的可能原因有：a．基因
组文库覆盖率不够，其中没有包含 MTM1基因，
或者其中包含的 MTM1基因片段有突变，而文库
中含有的其他基因不能挽救 MTM1基因缺失造成
的生长缺陷；b．MTM1基因缺失造成的损伤是不
可逆的，一旦出现这种损伤，哪怕引入 MTM1基
因本身，也不能挽救．

2援2 MTM1基因缺失造成的损伤不可逆转
在寻找 MTM1 抑制基因的遗传筛选中发现，

引入基因组文库后没有任何基因组片段的过表达可

以挽救 mtm1驻的生长缺陷，为了确定引起这一现

象的原因，我们首先检测了基因组文库中是否含有

MTM1基因．用基因组文库的质粒作为模板，利
用 MTM1基因上下游特异性引物做 PCR，结果如
图 1所示，基因组文库中涵盖 MTM1基因，PCR
产物测序结果显示基因组文库中的 MTM1基因没
有突变，说明并不是由于基因组文库覆盖率不够或

MTM1片段突变导致无法筛到基因组片段．

另外，构建了MTM1基因过表达的质粒(质粒
测序验证插入片段 MTM1 基因无任何突变)，在
mtm1驻 中过表达 MTM1 基因本身，如图 2 所示，
MTM1基因的过表达也不能挽救 mtm1驻在非发酵
培养基上的生长缺陷，说明 MTM1基因缺失造成
的损伤是不可逆的．

2援3 MTM1抑制基因的筛选
确定 MTM1 基因缺失造成的损伤不可逆转，

我们改变了筛选策略：

第一步，在野生型菌株中先转入过表达MTM1
基因的 pADHYES2-MTM1质粒，然后将染色体上
的 MTM1基因敲除，这个过程酵母细胞并没有缺
少MTM1基因，只是 MTM1基因的位置不是存在
于染色体而是存在于 pADHYES2-MTM1质粒上(外

SG-Ura SD-Ura

mtm1驻+MTM1

mtm1驻+Empty vector

WT+Empty vector

1 2

1 153 bp
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Fig. 5 YES2MTM1 strain (mtm1驻, pADHYES2鄄MTM1)
can grow normally on nonfermentable carbon source

源MTM1基因菌株)．
第二步，在外源 MTM1基因菌株中转入酵母

基因组文库，用药物 5- 氟乳清酸 (5-fluoroorotic
acid，5-FOA)迫使细胞丢掉 pADHYES2-MTM1质
粒[15]，造成 MTM1基因的缺失，但在酵母菌缺失
MTM1基因之前，基因组文库已经被引入酵母细
胞中，如果基因组文库中含有某些基因可以挽救

MTM1基因缺失造成的生长缺陷，则敲除 MTM1
基因后，可以筛选到缺失 MTM1基因但能在非发
酵培养基上生长的酵母细胞 (图 3)．

按照上述筛选策略，我们在野生型酵母中转入

含有过表达 MTM1 基因的 pADHYES2-MTM1质
粒，再通过 PCR 的方法得到两侧与基因组中
MTM1 两端侧翼序列同源、中间为报告基因
KanMX 的片段，转入带有 pADHYES2-MTM1 质
粒的酵母，通过同源重组，用 G418 抗性 KanMX
基因替换 MTM1基因，在含有 G418 的培养基上
筛选转化子，并提取基因组 DNA，用MTM1基因
外围的引物做 PCR，利用 MTM1和 KanMX 基因
的不同大小判断是否替换成功．如图 4所示，外源
MTM1基因菌株(染色体上的MTM1基因敲除，外
源质粒上带有 MTM1基因)染色体上的 MTM1 基
因已经被 KanMX替换．

敲除MTM1的突变体 mtm1驻在非发酵培养基
上不能生长，YES2MTM1代表的外源 MTM1基因
菌株 (先转入带有MTM1基因的外源质粒，再敲除
染色体上的MTM1基因)在非发酵培养基上生长正
常(图 5)，说明菌株构建成功，质粒上的 MTM1基
因可以有效行使功能，染色体上的 MTM1基因的
敲除并未造成不可逆损伤．

将酵母基因组文库质粒转入外源 MTM1基因
菌株，得到转化子，这些转化子染色体上的

MTM1 已经敲除， pADHYES2-MTM1 质粒带有
MTM1基因，此外，还含有另一个带有酵母基因
组片段的质粒．将这些转化子用 5-FOA 处理，
5-FOA可以迫使细胞丢掉 pADHYES2-MTM1质粒,
pADHYES2-MTM1 质粒上带有一个 URA3 基因，
其产物与 5-FOA 同时存在时会对细胞产生毒性，
因此在 5-FOA存在时，细胞会丢失含有 URA3基
因的质粒[15]，此时细胞的外源 MTM1 基因丢失，
染色体上的 MTM1已经敲除，MTM1基因彻底缺
失，但在酵母菌缺失 MTM1基因之前，基因组文
库已经被引入酵母细胞中，如果基因组文库中含有

某些基因可以挽救 MTM1基因缺失造成的生长缺
陷，则敲除 MTM1基因后，可以得到缺失 MTM1
基因但能在非发酵培养基上生长的酵母细胞．将转

化子涂布在 SG-Leu的培养基上，筛选在非发酵型
培养基上能够正常生长的转化子，如图 6所示，某

Fig. 3 Outline of the suppressor screen
A plasmid overexpressing MTM1 (URA3 as selectable marker) was

transformed into the wild type strain before MTM1 on chromosome was

deleted. The resulting strain, designated YES2MTM1, was transformed

with a yeast genomic library (LEU2 as a selectable marker).

Transformants lost the plasmid overexpressing MTM1 after 5-FOA

treatment. If overexpression of“x” gene can rescue the growth defect

caused by MTM1 deletion, the yeast strain with MTM1 deletion and

“ x” gene overexpression will be able to grow on nonfermentable

carbon source.

Fig. 4 Confirmation of MTM1 knockout by PCR
1: Marker; 2: Genomic DNA from WT; 3: Genomic DNA from mtm1驻;

4: Genomic DNA from YES2MTM1 strain．Primers: MTM1-confirm-F

and MTM1-confirm-R. Predicted band: 1 551 bp (WT strain), 2 435 bp

(mtm1 deletion strain).

MTM1
URA3 MTM1 knockout

5-FOA

Yeast genomic library

mtm1驻

mtm1驻
MTM1
URA3

MTM1
URA3

mtm1驻
“x”gene

LEUZ

“x”gene

LEUZ

YES2MTM1 stain

Viable on nonfermentable
carbon source

1 2 3 4

SG-Ura SD-Ura

YES2MTM1

mtm1驻+Empty vector

WT+Empty vector

2 435

1 551

bp
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3 讨 论

MTM1 基因对于维持 SOD2 活性非常重要，
MTM1 基因的缺失会严重影响 SOD2 活性，并导
致线粒体功能的损伤[4]，本研究利用酿酒酵母基因

组文库筛选能挽救 MTM1基因缺失导致的生长缺
陷的候选基因．

研究发现，直接在缺失 MTM1基因的酵母突
变体中转入基因组文库，没有任何基因组片段的过

表达可以挽救 mtm1驻在非发酵培养基上的生长缺

ORF Gene Molecular function Cellular component

YIL114C POR2 Voltage-gated ion-selective channel activity Mitochondrion

YDR391C -- Unknown Cytoplasm, nucleus

YEL002C WBP1 Dolichyl-diphosphooligosaccharide-protein glycotransferase activity Endoplasmic reticulum, nuclear envelope

YGR076C MRPL25 Structural constituent of ribosome Mitochondrion

YNL144C -- Unknown Mitochondrion

Fig. 7 Yeast strains treated with 5鄄FOA have lost
the pADHYES2鄄MTM1 plasmid

1: Marker 芋 ; 2: Yeast genomic DNA from wild type; 3: MTM1

overexpression plasmid; 4: Plasmid extracted from YES2MTM1 strain

(mtm1驻, pADHYES2-MTM1); 5: Plasmid extracted from strain 89#.

Primers: MTM1-F and MTM1-R; Predicted band: 1 153 bp.

Fig. 6 Growth on nonfermentable carbon source of
mtm1驻 mutant with and without overexpression

of candidate suppressor genes

Table 3 Suppressor genes of MTM1

1 2 3 4 5

SG-Leu SD-Leu

mtm1驻+vector

26#

89#

些质粒的表达可以挽救 MTM1基因缺失造成的生
长缺陷．为了验证筛选到的菌株中是否已经丢失

pADHYES2-MTM1质粒，抽提了筛选到的菌株质
粒并用MTM1基因的引物进行 PCR检测，并测序
验证其中是否含有 MTM1基因，如图 7所示，从
YES2MTM1菌株(mtm1驻, pADHYES2-MTM1)中抽
提的质粒作为模板可以扩增得到 MTM1条带，而
经过 5-FOA处理后筛选得到的 89#菌株中并没有
带含有MTM1基因的质粒．

2援4 MTM1抑制基因的复验和鉴定
复验是为了防止筛选到的酵母能在非发酵培养

基上生长是由于随机突变而不是由于基因组文库质

粒的过表达，过程如下：在筛选得到的转化子中抽

提含有某基因组片段的质粒，转入大肠杆菌扩增，

再转入外源 MTM1基因菌株，5-FOA 处理迫使细
胞丢失外源 MTM1基因，得到带有某基因组片段
但 MTM1基因缺失的酵母菌株，梯度稀释法检测
这些酵母菌株在非发酵培养基上的生长，如果生长

缺陷有一定程度的挽救，则进行进一步鉴定．

MTM1 抑制基因的鉴定：基因组文库中含有
MTM1基因的片段，为了排除这些带有 MTM1基
因的质粒，首先用筛选得到的质粒做模板，用

MTM1基因内部的引物做 PCR，如果筛选得到的
质粒内含有 MTM1基因则不送往测序，测序寻找
不带有 MTM1 基因且能挽救生长缺陷的 DNA 片
段．得到 8个含有不同基因组片段的质粒的过表
达，可以挽救 MTM1基因缺失造成的非发酵培养
基上的生长缺陷，并对可能的 MTM1抑制基因进
行了验证．如果筛选得到的质粒只含有一个完整的

基因片段，则将其导入酵母体内再敲除基因组上的

MTM1并观察非发酵培养基上的生长情况．如果
筛选得到的质粒含有多个完整的基因片段，则制备

亚克隆载体，将亚克隆载体导入酵母体内再敲除基

因组上的 MTM1并观察非发酵培养基上的生长情
况．通过验证后发现 POR2等 5个基因的过表达可
以挽救 MTM1基因缺失造成的非发酵培养基上的
生长缺陷，为MTM1基因的抑制基因(表 3)．

1 153 bp
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陷，进一步的研究显示，在 mtm1驻 中过表达
MTM1基因本身也不能挽救非发酵培养基上的生
长缺陷，说明 MTM1基因缺失造成的损伤是不可
逆的，一旦出现这种损伤，哪怕引入 MTM1基因
本身，也不能挽救．

为了得到 MTM1基因的抑制基因，构建了外
源 MTM1 基因菌株，并利用基因组文库筛选．
在野生型菌株中先转入过表达 MTM1 基因的
pADHYES2-MTM1 质粒，然后将染色体上的
MTM1基因敲除，制备外源 MTM1基因菌株，转
入酵母基因组文库后，利用药物 5-FOA迫使细胞丢
掉 pADHYES2-MTM1 质粒，造成 MTM1 基因的
缺失．在酵母菌缺失 MTM1基因之前，基因组文
库已经被引入酵母细胞中，如果基因组文库中含

有某些基因可以挽救 MTM1基因缺失造成的生长
缺陷，则敲除 MTM1 基因后，可以得到缺失
MTM1基因但能在非发酵培养基上生长的酵母细
胞．通过这种方法筛选发现，8个含有不同基因组
片段的质粒过表达可以挽救 MTM1基因缺失造成
的非发酵培养基上的生长缺陷，经亚克隆载体验

证，发现 POR2 等 5 个基因的过表达可以挽救
MTM1基因缺失造成的非发酵培养基上的生长缺
陷，为 MTM1基因的抑制基因．本研究为深入了
解 MTM1基因的功能提供了线索，也将为筛选其
他造成不可逆损伤的突变基因的抑制基因提供借鉴

作用．
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A Genome鄄Wide Screening in Saccharomyces cerevisiae
for Suppressor Genes of MTM1*
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Abstract MTM1 gene is essential for SOD2 activity and normal mitochondrial function. MTM1 deletion results
in decreased SOD2 activity, impaired mitochondrial function and growth defect on nonfermentable carbon source.
A yeast genomic library was transformed into mtm1 deletion mutant to screen for suppressor genes of MTM1. The
damage caused by MTM1 deletion is irreversible and even overexpression of MTM1 can not rescue the growth
defect of mtm1 deletion mutant. Another screening strategy was adopted: a plasmid overexpressing MTM1 was
transformed into wild type before the MTM1 gene on chromosome was deleted. The resulting strain, designated
YES2MTM1, was transformed with a yeast genomic library. Transformants lost the plasmid overexpressing MTM1
after 5-FOA treatment. Yeast strains able to grow on nonfermentable carbon source with MTM1 deletion and
overexpression of some DNA fragments were picked up and candidate suppressor genes were identified.
Overexpression of five genes were identified to be able to rescue the growth defect on nonfermentable carbon
source. The study will provide reference for MTM1 gene function and screening for suppressor of genes whose
deletion result in irreversible damage.
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