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摘   要：线粒体自噬是指细胞通过自噬的机制选择性地清除线粒体的过程，对维持细胞内稳态具

有重要作用。为探究线粒体自噬基因对酿酒酵母(Saccharomyces cerevisiae)细胞抗氧化性能的影响，

本研究分别构建了线粒体自噬相关基因 ATG8、ATG11、ATG32 的缺失和过表达菌株，发现在过氧化

氢(H2O2)胁迫 6 h 后，过表达 ATG8、ATG11 基因显著降低了细胞内活性氧(reactive oxygen species, 
ROS)含量，分别仅为初始状态的 61.23%和 46.35%，并显著提高了菌株线粒体膜电位(mitochondrial 
membrane potential, MMP)和腺嘌呤核苷三磷酸(adenosine-triphosphate, ATP)含量，有助于提高菌株

的抗氧化性能。另一方面，基因 ATG8、ATG11、ATG32 的缺失会导致线粒体损伤及细胞活力显著

下降，同时造成胞内 ROS 失衡，H2O2 胁迫 6 h 后，其胞内 ROS 含量显著升高至初始状态的 174.27%、

128.68%和 200.92%。结果表明，ATG8、ATG11 和 ATG32 可能是调控酵母抗氧化能力的潜在靶点。

本研究为进一步研究通过调节线粒体自噬提高酵母抗氧化活性提供了新的线索。 

关键词：线粒体自噬；ATG 基因；氧化应激；抗氧化性能 
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Abstract: Mitophagy is a process whereby cells selectively remove mitochondria through the 
mechanism of autophagy, which plays an important role in maintaining cellular homeostasis. In 
order to explore the effect of mitophagy genes on the antioxidant activities of Saccharomyces 
cerevisiae, mutants with deletion or overexpression of mitophagy genes ATG8, ATG11 and ATG32 
were constructed respectively. The results indicated that overexpression of ATG8 and ATG11 
genes significantly reduced the intracellular reactive oxygen species (ROS) content upon H2O2 
stress for 6 h, which were 61.23% and 46.35% of the initial state, respectively. Notable, 
overexpression of ATG8 and ATG11 genes significantly increased the mitochondrial membrane 
potential (MMP) and ATP content, which were helpful to improve the antioxidant activities of the 
strains. On the other hand, deletion of ATG8, ATG11 and ATG32 caused mitochondrial damage 
and significantly decreased cell vitality, and caused the imbalance of intracellular ROS. The 
intracellular ROS content significantly increased to 174.27%, 128.68%, 200.92% of the initial 
state, respectively, upon H2O2 stress for 6 h. The results showed that ATG8, ATG11 and ATG32 
might be potential targets for regulating the antioxidant properties of yeast, providing a new clue 
for further research. 
Keywords: mitophagy; ATG genes; oxidative stress; antioxidant properties 

 
 

酿酒酵母(Saccharomyces cerevisiae)是迄今

为止被研究 透彻的真核单细胞微生物[1]。从

传统的酿造行业到应用目前先进的基因编辑技

术进行各种生物制品的改造和发酵，酿酒酵母

都发挥着不可替代的作用[2]。在发酵过程中酿

酒酵母受到多重压力，包括高渗透压、氧化压

力、营养缺陷等[3-5]。发酵过程中的氧化胁迫会

影响酿酒酵母自身代谢活性，减缓发酵速率，

加快酵母的衰老与自溶，从而影响发酵产物的

质量及风味。 
在真核生物中，线粒体作为细胞代谢的中

心，通过氧化磷酸化为细胞提供能量[6]；另一

方面，线粒体是活性氧(reactive oxygen species, 
ROS)的主要来源。代谢过程中 ROS 的积累会导

致线粒体损伤[7-8]，然而受损的线粒体会产生更

多的 ROS，破坏线粒体网络，损害胞内氧化还

原平衡，造成恶性循环。为维持细胞的正常状

态、防止线粒体功能障碍，细胞会选择性地清

除受损或老化的线粒体，这一过程被称为线粒

体自噬[9]。 
氧化应激是参与诱导线粒体自噬的一个关

键因素[10]。在酵母细胞中，Atg32 被确定为线

粒体自噬不可缺少的受体蛋白，定位于线粒体

外膜[11]。线粒体自噬被诱导后，Atg32 能够与
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Atg11 相互作用[12]。Atg11 是参与细胞自噬的 
一个关键蛋白。随后它们一起与 Atg8 相互作

用，将线粒体输送到至自噬体前结构/吞噬体组

装点(phagophore assembly site, PAS)，并形成自

噬体。携带线粒体的自噬体 终与囊泡融合，

完成线粒体降解[13-14]。相关研究表明，添加抗

氧化剂 N-乙酰半胱氨酸可抑制酵母线粒体自噬

并降低 ATG32 的表达[11]。另有研究报道，热应

激期间 ATG32 基因是酵母维持细胞呼吸及细胞

活力所必需的，同时该研究揭示了 ATG32 介导

的线粒体自噬能够促进抗氧化物质-亚精胺的

生成[15-16]。平衡 ROS 的产生和消除是酵母细胞

在发酵过程中应对各种压力的关键因素之一。

研究表明，能量代谢的波动引起 ROS 水平的波

动。额外的 ROS 会造成细胞内的伤害，导致酵

母的老化、自溶和细胞活力的不可逆下降[17-18]。 
前期组学研究显示，线粒体自噬相关基因

具有调节酵母氧化应激反应的功能。过氧化氢

(H2O2)是生物化学领域常用的氧化剂之一，其

能透过细胞膜，在胞内分解生成反应活性较高

的 ROS，诱导细胞发生氧化应激反应[19]。本研

究以酿酒酵母(Saccharomyces cerevisiae) W303
为研究对象，通过调控线粒体自噬基因 ATG8、
ATG11、ATG32 的表达，讨论线粒体自噬对细

胞 H2O2 耐受性、ROS 稳态、线粒体及细胞活力

等性能的影响，为进一步选育具有优良抗氧化

性能的酵母菌株提供理论基础。 

1  材料与方法 
1.1  材料和试剂 
1.1.1  菌株和培养基 

本研究所用质粒和菌株如表 1 所示。 
LB 培养基(g/L)：氯化钠 10，酵母粉 5，胰蛋

白胨 10；固体培养基添加 20 g/L 琼脂粉；抗性筛

选培养基添加氨苄青霉素至终浓度为 100 mg/L。 
YPD 培养基(g/L)：葡萄糖 20，酵母粉 10，

酪蛋白胨 20；固体培养基添加 20 g/L 琼脂粉；抗

性筛选培养基添加 G418 至终浓度为 200 mg/L。 
 
表 1  本研究所用质粒和菌株 
Table 1  Strains and plasmids used in this study 
Plasmid Description Resource 

YEp352-PAK[20] A multicopy episomal plasmid Stored in author’s lab 
p-CRISPR A multicopy episomal plasmid Stored in author’s lab 
YEp352-PAK-ATG8 Native ATG8 with PGK1p and ADH1t expressed in YEp352-PAK This study 
YEp352-PAK-ATG11 Native ATG11 with PGK1p and ADH1t expressed in YEp352-PAK This study 
YEp352-PAK-ATG32 Native ATG32 with PGK1p and ADH1t expressed in YEp352-PAK This study 
p-CRISPR-atg8 ATG8 specific sgRNA sequence expressed in p-CRISPR This study 
p-CRISPR-atg11 ATG11 specific sgRNA sequence expressed in p-CRISPR This study 
p-CRISPR-atg32 ATG32 specific sgRNA sequence expressed in p-CRISPR This study 

Strain   
S. cerevisiae W303 MATa ade2-1 ura3-1 his3-11 trp1-1 leu2-3 leu2-112 can1-100(ATCC) Stored in author’s lab 

Escherichia coli BL21  Stored in author’s lab 
W-O-atg8 W303 transformed with YEp352-PAK-ATG8 This study 
W-O-atg11 W303 transformed with YEp352-PAK-ATG11 This study 
W-O-atg32 W303 transformed with YEp352-PAK-ATG32 This study 
W-atg8Δ W303 transformed with p-CRISPR-ATG8 This study 
W-atg11Δ W303 transformed with p-CRISPR-ATG11 This study 
W-atg32Δ W303 transformed with p-CRISPR-ATG32 This study 
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1.1.2  实验试剂 
葡萄糖、琼脂粉、氯化钠、氯化钾、无水

乙醇、磷酸二氢钠、磷酸氢二钠等试剂均购于

国药集团上海化学试剂公司。酪蛋白胨、胰蛋

白胨、酵母粉等试剂及酵母总 RNA 抽提纯化试

剂盒购于生工生物工程(上海)股份有限公司。

PrimeSTAR® Max DNA 聚合酶、T4 DNA 连接

酶、限制性内切酶 Xho Ⅰ、Nhe Ⅰ、PrimeScript™ RT
试剂盒、TB Green Premix Ex Taq II 试剂盒购于

宝日医生物技术(北京)有限公司。线粒体膜电位

检测试剂盒、活性氧检测试剂盒购于上海碧云

天生物技术有限公司。ATP 检测试剂盒购于

Promega 公司。 
磷酸缓冲盐溶液(phosphate buffered saline, 

PBS)：将 0.24 g 磷酸二氢钾、1.44 g 磷酸氢二钠、

8 g 氯化钠、0.2 g 氯化钾溶于 800 mL 超纯水中，

加入浓盐酸调整 pH 至 7.4， 终用容量瓶定容

到 1 L。 

1.2  仪器和设备 
T100 Thermal Cycler PCR 仪、CFX Connect 

Real-Time PCR 仪、变性梯度凝胶电泳仪、Gene 
Pulser Xcell 电穿孔仪，Bio-Rad 公司；SW-CJ-1Cμ
双人单面净化工作台，苏州净化有限公司；

QYC2012 恒温摇床，太仓市强乐实验设备有限

公司；SPX-250 生化培养箱，上海跃进医疗器械

厂；超声破碎仪，Sonics 公司；化学发光酶标仪，

上海闪谱生物科技有限公司；Bio-Tek 多功能酶

标仪，伯腾仪器有限公司；NanoDrop 分光光度

计，赛默飞世尔科技(中国)有限公司。 

1.3  重组菌株的构建 
1.3.1  敲除菌株的构建 

参 照 李 梦 琦 等 [21] 的 研 究 方 法 ， 利 用

CRISPR-Cas9 基因编辑技术构建酵母基因缺失

菌株。所用引物如表 2 所示。以 p-CRISPR 质粒

为模板，第一对引物 NC-TY-F、C-目的基因-R，

扩增质粒中CRISPR-F片段，长度约为 6 100 bp，
第二对引物 NC-TY-R、C-目的基因-F，扩增质

粒中 CRISPR-R 片段，长度约为 4 500 bp。其中，

C-目的基因-F、C-目的基因-R 引物携带目的基

因相应的 sgRNA。随后将 CRISPR-F、CRISPR-R
片段，使用 Gibson 连接酶连接，所得产物转

入大肠杆菌(Escherichia coli) BL21 感受态，并

涂布至含有 200 mg/L 氨苄青霉素的 LB 固体

培养基中过夜筛选转化子。随后，使用质粒抽

提试剂盒提取转化子的质粒，并使用 Nhe Ⅰ和  
Xoh Ⅰ双酶切验证 (sgRNA 设计参考网站：

https://chopchop.cbu.uib.no/)。 
修复片段构建：如图 1 所示，以酵母 W303

基因组为模板，分别以目的基因-Donor-F1 和目

的基因-Donor-R1，目的基因-Donor-F2 和目的

基因-Donor-R2 为引物，PCR 扩增得到与目的

基因编码序列前后分别同源的 500 bp 大小的

DNA 片段 Donor1 和 Donor2；纯化后，取等量

的 PCR 产物为模板，目的基因-Donor-F1 和目

的基因-Donor-R2 为引物，进行重叠延伸 PCR ，
产物为包含目的基因编码序列前后约 1 000 bp 同

源臂的修复模板[22]。 
采用电击转化法，将验证成功的质粒及相

应修复片段转入 W303 酵母感受态后，涂布至

含有 200 mg/L G418 的 YPD 平板上，28 ℃培养

2–3 d，挑取转化子以目的基因-Donor-F1 和目

的基因-Donor-R2 为引物，进行菌落 PCR 验证

目的基因是否敲除成功。 
1.3.2  过表达菌株的构建 

根据 NCBI 数据库中酿酒酵母 S288c 的

ATG8、ATG11、ATG32 基因序列设计引物(表 2)
并在两端添加 Nhe Ⅰ和 Xho Ⅰ酶切位点。使用文

献[20,23]改造过的质粒 YEp352，将 KanMX 基

因片段插入质粒 YEp352，命名为 YEp352-PAK，

因此含有该质粒的大肠杆菌和酵母分别具有卡 
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表 2  本研究使用的引物 
Table 2  Primers used in this study 
Primer name Sequence (5′→3′) Size (bp) 

atg8-sgRNA ACCGTAGGGCAATTTGTTTATG 22 
atg11-sgRNA GGGTCTATTGCCTTGAAAAGTG 22 
atg32-sgRNA TTACAAAGCCCATTTCTCGTTT 22 
C-atg8-F CATAAACAAATTGCCCTACGGT GACGAGCTTACTCGTTTCGTCC 44 
C-atg8-R ACCGTAGGGCAATTTGTTTATGGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAGGC 57 
C-atg11-F CACTTTTCAAGGCAATAGACCCGACGAGCTTACTCGTTTCGTCC 44 
C-atg11-R GGGTCTATTGCCTTGAAAAGTGGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAGGC 57 
C-atg32-F AAACGAGAAATGGGCTTTGTAAGACGAGCTTACTCGTTTCGTCC 44 
C-atg32-R TTACAAAGCCCATTTCTCGTTTGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAGGC 57 
atg8-D-F1 GGAGGTTGCCGGTATTGAACTGG 23 
atg8-D-R1 CTGGAACAATAGATGGCTAATGAGTCCCCGGCCTCCGGGTGATGATATATC 51 
atg8-D-F2 GATATATCATCACCCGGAGGCCGGGGACTCATTAGCCATCTATTGTTCCAG 51 
atg8-D-R2 CACGAATGGTACAAATCGGACAGG 24 
atg11-D-F1 CCTTTTATGTGGCCAGCCGG 20 
atg11-D-R1 GTGGCTCATCAGGTAAAATGCCGGTACTCAAATAAGGGCATCGC 44 
atg11-D-F2 GCGATGCCCTTATTTGAGTACCGGCATTTTACCTGATGAGCCAC 44 
atg11-D-R2 GCGGCCCTGGGGATCCTAATATTG 24 
atg32-D-F1 CCTTTACCGCGGGCTGAAAG 20 
atg32-D-R1 CCAAACGGGGAATATAGATACGCGCCTCAGGAAGCTTACTGCACC 45 
atg32-D-F2 GGTGCAGTAAGCTTCCTGAGGCGCGTATCTATATTCCCCGTTTGG 45 
atg32-D-R2 CAGTGAGCCCAAAGCCAC 18 
atg8-O-F CTAGCTAGCTAGATGAAGTCTACATTTAAGTCTGAATATCCATTTG 46 
atg8-O-R CCGCTCGAGCGGCTACCTGCCAAATGTATTTTCTCCTGAG 40 
atg11-O-F CTAGCTAGCTAGATGGCAGACGCTGATGAATATAGCAC 38 
atg11-O-R CCGCTCGAGCGGTCAAACTCCCTGGTATGAAACCACAACC 40 
atg32-O-F CTAGCTAGCTAGATGGTTTTGGAATACCAACAAAGGGAAGG 41 
atg32-O-R CCGCTCGAGCGGTTACAATAGAATATAACCCAGTGCCAAAATCCGAT 47 
KanMx-F CCTCACAGACGCGTTGAATTG 21 
KanMx-R GTTCAACAGGCCAGCCATTAC 21 

 
那霉素抗性和 G418 抗性。YEp352-PAK 质粒同

样含有 AmpR 基因片段，因此导入该质粒可以

使大肠杆菌具有氨苄霉素抗性。带有靶位点的

基因片段与 YEp352-PAK 质粒分别双酶切。产

物纯化后，使用 T4 DNA 连接酶将质粒载体与

片段连接，所得产物转化入 E. coli BL21 感受态

中，并涂布至含有 200 mg/L 氨苄霉素的 LB 固

体培养基中过夜并筛选转化子。随后，提取转

化子所携带的质粒，并使用 Nhe Ⅰ和 Xho Ⅰ进行

双酶切验证。采用电击转化法将验证成功的质

粒转入 W303 感受态后，涂布至含有 200 mg/L 
G418 的 YPD 平板上，28 ℃培养 2–3 d 后挑取

阳性转化子，使用 KanMx-F、KanMx-R 引物进

行菌落 PCR 验证[23]。 
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图 1  基因修复模板构建流程图 
Figure 1  A schematic flowchart for constructing 
the gene donor. 
 
 

1.4  基因表达量的测定 
通过定量实时 PCR (quantitative real-time 

PCR, qRT-PCR)分析确定目的基因的相对表达

水平。酵母细胞在 YPD 液体培养基中培养至对

数期，使用离心柱酵母总 RNA 纯化试剂提取总

RNA 并逆转录为 cDNA。参考 TB Green Premix 
Ex Taq Ⅱ试剂盒说明书，以酵母细胞 cDNA 为

模板，ACT1 基因的表达作为参考，按照计算

2–ΔΔCt值的方法一式 3 份测定每个目的基因的相

对表达水平[24]。 

1.5  酵母抗氧化性能测定 
1.5.1  抗 H2O2 胁迫能力分析 

从固体培养基中挑取酵母单菌落于 40 mL 
YPD 培养基中，28 ℃、180 r/min 培养至稳定期，

以 1×107 CFU/mL 接种量分别接种至添加 0、2、
4、6 mmol/L H2O2的 100 mL YPD培养基，28 ℃、

180 r/min 培养，前 12 h 内每 4 h 取样一次，后

12 h 内每隔 2 h 取样一次，直至菌株生长至稳

定期，每次取样 200 μL，在波长为 600 nm 处测

定吸光度[18]。 
1.5.2  胞内 ROS 含量测定 

从固体培养基中挑取一环酵母单菌落于 
40 mL YPD 液体培养基中，28 ℃、180 r/min 培

养过夜，以 1%的接种量接种至 100 mL YPD 液体

培养基中，28 ℃、180 r/min 培养至稳定期。随

后在 1 mL (1×107 CFU/mL)酵母菌液中加入 2 μL 
2′,7′-二氯荧光黄双乙酸盐(2′,7′-dichlorofluorescent 
yellow diacetate, DCFH-DA)，28 ℃避光反应   
30 min。反应结束后用 PBS 缓冲液洗涤细胞除

去未结合的探针。Bio-Tektronix 多功能酶标仪检

测荧光强度(测试条件：λex=488 nm, λem=525 nm)。 
1.5.3  线粒体膜电位测定 

取 0.5 mL 细胞样品，用 PBS 洗涤 2 次后

用无菌 YPD 液体培养基调整菌体浓度为

5×106 CFU/mL。随后在 0.5 mL 酵母菌液中加入

0.5 mL JC-1 染色液，37 ℃避光反应 20 min。反

应结束后用 JC-1 缓冲液洗涤细胞 2 次以除去未

结合的探针，随后加入 0.5 mL JC-1 缓冲液重

悬。测试条件：λex=485 nm, λem=590 nm。 
1.5.4  ATP 含量测定 

检测方法参考文献[17]所述。 

2  结果与分析  
2.1  线粒体自噬基因重组菌株的构建 

以酿酒酵母 W303 基因组为模板，根据图 1
所示流程构建 ATG8、ATG11 和 ATG32 基因修

复片段，采用重叠延伸 PCR 方法，将目的基因

对应的 Donor1、Donor2 片段连接。随后将修复

片段及携带特异性 sgRNA 的 p-CRISPR 质粒转

入 W303 感受态中，筛选阳性转化子进行 PCR
验证。如图 2A 所示，修复片段成功替换了目

的基因片段，ATG8、ATG11 和 ATG32 基因已经

被成功破坏。基因缺失菌株命名为 W-atg8Δ、

W-atg11Δ 和 W-atg32Δ。 
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图 2  菌株 W-atg8Δ、W-atg11Δ 和 W-atg32Δ 菌落 PCR 验证(A)，过表达质粒双酶切验证(B)，以及菌

株 W-O-atg8、W-O-atg11 和 W-O-atg32 菌落 PCR 验证(C) 
Figure 2  PCR verification of the mutant W-atg8Δ, W-atg11Δ and W-atg32Δ (A), double enzyme digestion of 
overexpression plasmid (B), and mutant W-O-atg8, W-O-atg11 and W-O-atg32 (C). A: Lane M1: DNA marker 
DL5000; Lane M2: DNA marker DL2000; Lane 1: Primer pair atg8-D-F1/atg8-D-R2, 1 298 bp (W-atg8Δ); Lane 2: 
Primer pair atg11-D-F1/atg11-D-R2, 1 209 bp (W-atg11Δ); Lane 3: Primer pair atg32-D-F1/atg32-D-R2, 1 465 bp 
(W-atg32Δ); Lane 4: Template W303, primer pair atg8-O-F/atg8-O-R, 354 bp; Lane 5: Template W303, primer 
pair atg11-O-F/atg11-O-R, 3 537 bp; Lane 6: Template W303, primer pair atg32-O-F/atg32-O-R, 1 590 bp. B: 
Lane M: DNA marker DL10000; Lane 1: 354 bp (ATG8) and 7 750 bp (YEp352); Lane 2: 3 537 bp (ATG11) and  
7 750 bp (YEp352); Lane 3: 1 590 bp (ATG32) and 7 750 bp (YEp352). C: Lane M: DNA marker DL2000; Lane 1: 
Primer pair KanMx-F/KanMx-R, 750 bp (W-O-atg8); Lane 2: KanMx-F/KanMx-R, 750 bp (W-O-atg11); Lane 3: 
Primer pair KanMx-F/KanMx-R, 750 bp (W-O-atg32). 
 

从 W303基因组上扩增获得目的基因片段，

与酵母表达载体 YEp352-PAK 连接得到目的基

因的过表达质粒。过表达质粒 YEp352-PAK- 
ATG8、YEp352-PAK-ATG11 和 YEp352-PAK- 
ATG32 使用限制性内切酶 Nhe Ⅰ和 Xho Ⅰ进行双

酶切验证，结果如图 2B 所示。构建成功的质粒

经酶切后应显示为两个条带，一条为线性化的

质粒载体骨架，长度约为 7 750 bp，另一条为

带有酶切位点的目的基因片段。将验证成功的

质粒转化入 W303 感受态细胞，筛选阳性转化

子，进行 PCR 验证。如图 2C 所示，ATG8、ATG11
和 ATG32 基因的过表达质粒成功导入酵母细
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胞。过表达菌株命名为 W-O-atg8、W-O-atg11
和 W-O-atg32。 

2.2  重组菌株抗氧化胁迫能力分析 
H2O2 是生物化学领域常用的氧化剂之一。

经 H2O2 刺激后，酵母会利用自身抗氧化系统调

整胞内氧化还原状态以耐受一定浓度的 H2O2。

因此，为了解线粒体自噬基因对重组菌株抗氧

化性能的影响，对比了出发菌株和重组菌株对

不同浓度 H2O2 的耐受性，结果如图 3 所示。在

无氧化胁迫的情况下，重组菌株和出发菌株生长

差异不显著，延迟期均为 8 h，并在 26 h 后进入

稳定期。随着 H2O2 浓度的增加，菌株的延迟期

逐渐增加，生长效率逐渐降低，表明 H2O2 能够

在一定程度上限制酵母的生长。酵母在 8 mmol/L 
H2O2 刺激下，几乎无法生长(数据未显示)。 

在不添加 H2O2 的情况下，调控 ATG8、
ATG11 和 ATG32 基因对于重组菌株的影响不显

著，总体生长趋势与出发菌株一致。但过表达

菌株的 大菌体浓度略低于相应的基因敲除菌

株。在 2 mmol/L H2O2 刺激下，大部分酵母菌株

的延滞期增加至 16 h，而过表达 ATG8 基因使

重组菌株的延迟期缩短为 14 h。相比出发菌株，

W-O-atg8 菌株已初步展现其在氧化胁迫下的生

长优势，并且其 大生物量为 3.85，略高于出 
 

 
 
图 3  重组菌株和出发菌株在 0 mmol/L (A)、2 mmol/L (B)、4 mmol/L (C)、6 mmol/L (D) H2O2 胁迫下

的生长情况 
Figure 3  The growth of recombinant strains and the parental strain under different concentration of H2O2. A:  
0 mmol/L. B: 2 mmol/L. C: 4 mmol/L. D: 6 mmol/L. 
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发菌株。然而，敲除 ATG8 基因使重组菌株的生

长因氧化压力增大而受到限制。菌株 W-atg8∆
大生物量为 3.49，略低于出发菌株。随着 H2O2

浓度的升高，相较于出发菌株的生长情况，过

表达 ATG8 基因使菌株的生长优势更加显著，

而敲除 ATG8 基因使 W-atg8Δ 菌株的生长劣势

也更为显著。出发菌株 W303 的生长延迟期随

H2O2 浓度的升高而增加，分别为 16 h (4 mmol/L 
H2O2)、20 h (6 mmol/L H2O2)，并且在 6 mmol/L 
H2O2 刺激下，出发菌株进入稳定期的时间延后

至 34 h。过表达 ATG8 基因使重组菌株的延迟

期均缩短了 2 h，并且 W-O-atg8 菌株达到生长

稳定期分别仅需 22 h (4 mmol/L H2O2)和 30 h  
(6 mmol/L H2O2)，均比出发菌株提前了 4 h 到

达生长稳定期。不仅如此，过表达 ATG8 基因

使重组菌株的 大生物量高于出发菌株，分别

为出发菌株的 1.14 倍(4 mmol/L H2O2)和 1.13 倍

(4 mmol/L H2O2)。ATG8 基因的破坏使重组菌株

的 大生物量显著低于出发菌株。W-atg8Δ 菌

株的 大生物量分别为 2.87 (4 mmol/L H2O2)和
2.56 (6 mmol/L H2O2)，仅为出发菌株 大生物

量的 89.69%和 75.29%。 
同样的，在 4 mmol/L H2O2 的胁迫下，过表

达 ATG11 基因使重组菌株的生长效率显著高于

出发菌株，其进入稳定期的时间仅为 22 h，相

比于出发菌株，缩短了 4 h。当 H2O2 浓度大于

4 mmol/L 时，过表达菌株 W-O-atg11 的 大生

物量均高于出发菌株，分别为 3.54 (4 mmol/L 
H2O2)和 4.12 (6 mmol/L H2O2)，是出发菌株的

1.10 倍和 1.21 倍。相反，ATG11 基因的缺失则

显著限制了重组菌株在氧化压力下的生长。具

体表现为，在生长过程中重组菌株 W-atg11Δ 的

生物量始终低于出发菌株的生物量，并且

W-atg11Δ 大生物量显著低于出发菌株，分别

为 3.35 (2 mmol/L H2O2)、2.99 (4 mmol/L H2O2)

和 2.63 (6 mmol/L H2O2)，仅为出发菌株的

89.33%、93.43%和 77.35%。相比于出发菌株，

过表达 ATG32 基因使重组菌株的生长更快， 大

菌体量也高于出发菌株，分别为 3.67 (2 mmol/L 
H2O2)、3.79 (4 mmol/L H2O2)和 3.79 (6 mmol/L 
H2O2)。然而，缺失 ATG32 基因造成菌株的生

长受到严重抑制，其菌体浓度显著低于出发菌

株，仅为 3.56 (2 mmol/L H2O2)、3.18 (4 mmol/L 
H2O2)和 2.95 (6 mmol/L H2O2)。菌株在氧化胁迫

条件下的生长结果表明，上调 ATG8、ATG11
和 ATG32 基因的表达增强了重组菌株对的

H2O2 耐受能力，而 ATG8、ATG11 和 ATG32 基

因的缺失则严重限制了重组菌株在添加 H2O2

环境中的生长。 

2.3  线粒体自噬基因调控影响酵母抗氧化

性能 
2.3.1  基因调控影响胞内 ROS 稳态 

ROS 作为细胞新陈代谢的天然副产物，参

与细胞呼吸链代谢以及细胞信号传导，在维持

胞内氧化还原平衡中发挥重要作用。因此，在

氧化应激条件下，细胞调节 ROS 水平以维持细

胞稳态的能力可以反映细胞的抗氧化能力。如

图 4A 所示，在 4 mmol/L H2O2 刺激重组菌株刺

激 3 h 后，出发菌株 W303 胞内 ROS 水平升高

至初始状态的 111.07%；刺激 6 h 后，其 ROS
水平略有下降，仅为初始状态的 87.54%。刺激

3 h 后，ATG8 和 ATG11 基因过表达显著缓解了

氧化应激导致的胞内 ROS 水平激增，分别为初

始状态的 75.49%和 51.79%；在持续刺激 6 h 后，

W-O-atg8 和 W-O-atg11 菌株中 ROS 相对水平

仍显著低于原始菌株，分别为初始状态的

61.23%和 46.35%。过表达 ATG32 基因对氧化

应激状态下维持 ROS水平与出发菌株相比无明

显差异。相反，ATG8、ATG11 和 ATG32 基因缺

失显著升高了胞内 ROS 水平，分别为初始状态
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的 107.14%、133.76%、151.12% (3 h)和 174.27%、

128.68%和 200.92% (6 h)。结果表明，ATG8、

ATG11 和 ATG32 基因缺失使重组菌株难以维持

氧化应激条件下 ROS 的产生和消除，这严重削

弱了细胞的抗氧化能力。 
2.3.2  线粒体活力分析 

MMP 是线粒体能量代谢的重要指标，对维

持线粒体生理功能至关重要。MMP 越高，说明

线粒体能量代谢越快，线粒体活力越高。在    
4 mmol/L H2O2 胁迫下，分别检测 0、3、6 h 各

酵母菌株的 MMP 值。如图 4B 所示，原始菌株

的 MMP 随着刺激时间的增加而逐渐下降，分别

下降至原始状态的 71.07% (3 h)和 59.13% (6 h)。
ATG8、ATG11 和 ATG32 基因缺失造成菌株

MMP 显著降低，分别下降至初始状态的 37.96%、

34.76%和 45.00% (6 h)。相反，W-O-atg8、W-O-atg11 

 

 
 
图 4  H2O2 刺激 3 h 和 6 h 后重组菌株和亲本菌株抗氧化指标的测定   ROS 变化率(A)、MMP 变化率

(B)和 ATP 变化率(C) 
Figure 4  Measurement of antioxidant properties of recombinant strains and the parental strain upon H2O2 
stress for 3 h and 6 h. A: ROS change rate. B: MMP change rate. C: ATP change rate. Note: Values were 
calculated using initial state as control. Values indicate x s±  deviation (n=3). Statistical significance was 
determined by SPSS software. Values in the same pattern column with different superscript letters are 
significantly different (P<0.05). 
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菌株 MMP 随着时间的增加而逐渐升高，分别

增加至初始状态的 112.38%、103.64% (3 h)和
207.64%、197.73% (6 h)。刺激 3 h 后，W-O-atg32
菌株的 MMP 较原始状态相比无明显差异，而

刺激 6 h 后，其 MMP 值略有降低，至初始状态

的 82.30%，但其变化率仍显著高于原始菌株

(P<0.05)。结果表明，过表达 ATG8、ATG11 和

ATG32 基因有助于在氧化胁迫下保持较高的线

粒体活力。 
2.3.3  基因调控对胞内 ATP 水平的影响 

ATP 主要由线粒体呼吸作用产生，与 ROS
共同参与细胞氧化磷酸化为细胞提供能量。ATP
含量变化间接反应了酵母菌株的细胞活力[25-26]。

如图 4C 所示，ATG8、ATG32 缺失会造成菌株

ATP 含量显著下降，分别下降至初始状态的

75.27%、81.45% (3 h)和 56.56%、63.00% (6 h)。
缺失 ATG11 基因在刺激 3 h 后，其 ATP 变化率

显著低于原始菌株；刺激 6 h 后，其 ATP 含量

有所升高，但仍只有其初始状态的 79.49%。另

一方面，过表达 ATG8、ATG32 会造成菌株 ATP
含 量 显 著 升 高 ， 分 别 升 高 至 初 始 状 态 的

123.39%、118.00% (3 h)，而随着刺激时间的增

加，其 ATP 含量略有降低，但其变化率仍显著

高于原始菌株，分别为初始状态的 107.88%、

97.16% (6 h)。值得注意的是，过表达 ATG11 基

因使菌株 ATP 含量随着刺激时间的延长而逐渐

升高，分别为初始状态的 156.02% (3 h)、
161.31% (6 h)。氧化胁迫下 ATP 含量变化结果

表明，线粒体自噬相关基因的过表达可显著影

响细胞 ATP 代谢水平，对氧化应激下保持细胞

活力有积极作用。 

2.4  线粒体自噬途径关键基因表达量变化

分析 
酵母的线粒体降解依赖于一组自噬相关

(ATG)基因，其中 ATG8、ATG11、ATG32 基因

是酵母这一过程中不可替代的基因，对这 3 个

基因的调控会影响线粒体自噬途径中的其他基

因表达，因此使用 qRT-PCR 测定重组菌株中相

关基因的表达量变化，如图 5 所示。W-atg8Δ、

W-atg11Δ 菌株中 ATG32 基因表达显著下调，分

别下调了 1.37 倍、2.71 倍。然而，W-atg32Δ
菌株中 ATG8、ATG11 基因表达量分别上调了

5.84 倍、1.47 倍。W-O-atg8、W-O-atg32 菌株

中，线粒体自噬相关基因表达量均上调，其中

ATG11 基因表达量分别上调了 3.55 倍、0.85 倍。

DNM1 基因表达量在 W-O-atg11 菌株中下调了

0.73 倍，而其余重组菌株中 DNM1 基因表达量

均有不同程度的上调。 

3  讨论 
线粒体是一种动态细胞器，对维持真核细

胞的生命起着重要作用[6]。许多研究表明氧化

应激会引起线粒体碎裂， 终导致细胞代谢失

衡[27-29]。线粒体内稳态是由一个强大的过程和 
 

 
 
图 5  重组菌株中线粒体自噬相关基因变化情况

分析 
Figure 5  Regulation fold analysis of mitophagy 
related genes in recombinant strains. Results are 
shown as mean of triplicate cultures (n=3), 
regulation fold>0 represents up-regulation, and 
regulation fold<0 represents down-regulation. 
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系统提供的，包括重新安排线粒体蛋白质和改

变线粒体蛋白质的数量，以应对不同的环境或

压力情况。线粒体的质量控制发生在不同的水

平上。伴侣蛋白、蛋白酶和泛素-蛋白酶系统通

过监测蛋白质在分子水平上起作用[9]。当线粒

体损伤太大，无法修复时，细胞通过线粒体自

噬去除功能失调或多余的线粒体，从而调节线

粒体数量并维持能量代谢[30]。 
在酵母中，线粒体降解依赖于自噬相关

(ATG)基因[31]。已经证明了自噬基因包括 ATG1、
ATG5、ATG9、ATG12 和 ATG13，均对该过程

至关重要，其中 ATG32、ATG8 和 ATG11 基因

是不可替代的[32-33]。Atg32 是线粒体自噬所需

的线粒体外膜蛋白，作为一种选择性受体，与

Atg11 结合并标记线粒体进行降解 [34]，同时

Atg32 还招募 Atg8 并参与自噬体形成过程中吞

噬细胞的扩张[35-36]。Wang 等[37]的研究表明使用

靶向线粒体光敏剂诱导线粒体内 ROS急速上升

导致了线粒体膜电位的丧失和线粒体自噬的激

活；然而，过表达抗氧化蛋白超氧化物歧化酶

能够抑制光敏剂诱导的线粒体自噬。因此，氧

化应激可能是诱导线粒体自噬的关键因素。另

一方面，胞内高浓度的 ROS 造成线粒体膜结构

受损，改变 MMP， 终引起细胞凋亡或死亡。

在线粒体呼吸链紊乱的情况下，MMP 降低的同

时会增加 ROS 的生成[38]。因此酵母在氧化应激

条件下维持胞内 ROS稳态以及线粒体活力的能

力可以反映出细胞的抗氧化能力。本研究发现，

在氧化胁迫下 ATG32 的缺失导致了酿酒酵母胞

内 ROS 的显著积累和 MMP 的降低，同时严重

限制了重组菌株在 6 mmol/L H2O2 刺激下的生

长，推测 ATG32 基因的缺失降低了自噬效率，

从而影响了酿酒酵母的抗氧化活性。同样，有

研究表明当细胞在非发酵培养基中生长时，抑

制 ATG32 表达会降低自噬效率[11]，而过表达

ATG32 的菌株中 ROS 变化结果则相反[39]。研究

表明，在乙醇胁迫下 ATG8、ATG11 和 ATG32
基因的缺失导致 ROS 失衡[40-41]，同样本研究发

现，在氧化应激条件下 ATG8、ATG11 基因缺失

不利于重组菌株维持胞内 ROS 稳态，并造成线

粒体损伤、MMP 下降；相反，上调 ATG8 和

ATG11 表达对维持氧化还原稳态，保持线粒体

活力产生积极影响[42]。另一方面，上调 ATG8、
ATG11 和 ATG32 基因的表达在无氧胁迫条件下

的生长略低于出发菌株，推测在过表达菌株没

有受到氧化胁迫时，过度线粒体自噬会造成一

定程度上线粒体的过度消耗而导致能量产生不

足，从而影响菌株的正常生长。但在高浓度H2O2

的刺激下，W-O-atg8、W-O-atg11、W-O-atg32
菌株的生长状况优于出发菌株，菌体浓度也更

高。结果表明过表达 ATG8、ATG11 和 ATG32
基因提高了菌株 H2O2 耐受能力，间接反映了菌

株抗氧化能力的增强。同样在氮饥饿条件下，

野生型酵母细胞能够降解多余的线粒体，抑制

其产生更多的 ROS，而 ATG11、ATG32 基因缺

失的酵母菌株无法降解多余的线粒体。未降解

的线粒体自发老化并产生额外的 ROS，形成恶

性循环。因此，酵母细胞必须严格控制线粒体

的数量和质量。本研究表明提高 ATG8、ATG11
和 ATG32 基因的表达有助于菌株提高线粒体自

噬效率，从而消除受损、老化线粒体，以维持

线粒体活力，满足细胞的能量需求，并防止过

多的 ROS 产生[43]。 
线粒体通过氧化磷酸化产生 ATP 为机体提

供代谢所需能量，同时生成副产物 ROS。ROS
的过度积累会导致 mtDNA 的突变，这可能会削

弱氧化磷酸化关键蛋白的合成，进而影响 ATP
的合成[44]。因此，ATP 的含量是反应细胞活力

高低的重要参数。在氧化应激条件下，酵母维

持细胞活力的能力能够间接反应出酵母抵御氧
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化胁迫的能力。先前的研究表明，疾病造成的

线粒体氧化磷酸化的缺陷会造成 ATP 合成不

足，难以维持正常的细胞功能，细胞会通过触

发自噬途径来弥补氧化磷酸化的缺陷[45]。本研

究结果表明缺失 ATG8、ATG11 和 ATG32 基因

在严重破坏胞内 ROS 稳态的同时，还会显著降

低氧化应激条件下菌株 ATP 含量，可能进一步

导致产能衰竭和细胞衰老；而上调 ATG8、
ATG11 和 ATG32 基因表达不仅能够将胞内 ROS
含量维持在一个较低的水平，还利于菌株高效

合成 ATP，使菌株在氧化应激条件下保持较高的

细胞活力。 
ATG32 是整条线粒体自噬途径的关键因

素，特异地参与线粒体自噬的调控。有文献报

道，酵母在非发酵的甘油培养基中生长时，

ATG32 的缺失几乎完全抑制了线粒体自噬的发

生 [11]。相较于出发菌株，W-atg8Δ、W-atg11Δ
菌株中 ATG32 基因表达显著下调，这从转录水

平上解释了重组菌株抗氧化性能减弱的原因。

目前研究发现，Atg8 在多种选择性自噬中发挥

着重要作用，且在不同组织中具有表达差异性，

从而参与诱导不同类型的选择性自噬[46]；同样，

Atg11 是自噬途径货物识别所需蛋白，参与线粒

体自噬、过氧化物酶体自噬等多种自噬途径[47-49]。

本研究发现在 W-atg32Δ 菌株中，ATG8、ATG11
表达量上调，推测选择性自噬途径之间可能存在

相互协调补充的机制，当线粒体自噬途径被抑制

时，其他自噬途径将被诱导以维持细胞稳态。 
线粒体是高度动态的细胞器，不断地发生

融合和裂变。而裂变通常被认为是自噬的先决条

件。在酵母所有参与裂变的蛋白质中，只有 Dnm1
是自噬所必需的[50]。本研究发现 W-O-atg11 菌株

中 DNM1 基因表达下调。结果表明，线粒体碎

片化是将线粒体有效隔离至自噬体中必不可少

的步骤，这与哺乳动物细胞中的研究一致[51-52]。

Mao 等[34]报道 Atg11 与 Dnm1 相互作用，诱导

线粒体裂变，实现高效的线粒体自噬。然而

DNM1 基因过度表达会导致胞内 ATP 水平失

衡，影响细胞的抗氧化性能[19]，推测机体为平

衡 Atg11-Dnm1 的相互作用，过表达 ATG11 基

因会造成 DNM1 基因表达量下调以避免线粒体

过度裂变导致线粒体损伤，抗氧化性能下降。 
在氮饥饿和生长稳定阶段，线粒体自噬有

助于细胞抵御氧化压力，维持线粒体形态并保

持基因组的稳定性[43,53]。这一过程对野生型酵

母非常重要，因为其总是处于饥饿的危险中，

且经常需要在发酵和呼吸之间进行新陈代谢的

转换。李磊[19]研究发现，高抗氧化活性的啤酒

酵母中线粒体自噬必需裂变因子 Dnm1 表达量

显著下调，过表达 DNM1 基因不利于啤酒酵母

维持氧化应激状态下内源性 ATP 水平，ATG8、
ATG11 和 ATG32 基因对啤酒酵母抗氧化性能的

影响有待进一步研究。酿酒酵母在发酵过程中

常伴随着酒精的积累，研究表明线粒体自噬对

乙醇的生产起着关键作用。在清酒的酿造过程

中，清酒酵母会通过抑制线粒体自噬来提高发

酵能力。atg32Δ 突变株以生物量减少为代价获

得了较高的发酵能量，乙醇含量比亲本菌株提

高了 2.12%，因此抑制线粒体自噬对提高其他

酿酒酵母的发酵能力具有一定的参考价值[14]。

然而在乙醇胁迫下，缺失 ATG11、ATG32 基因

会导致酿酒酵母生长能力减弱、死亡率升高、

酒精产率降低、造成 H2O2 和超氧阴离子的积累

较多以及线粒体膜受损。该结果与本研究中菌

株 W-atg11Δ 和 W-atg32Δ 在氧化应激下的表现

相近[40]。除 ROS 外，活性氮对于保护细胞免受

细胞应激所造成的损伤也具有重要作用。亚精

胺是细胞产生活性氮所必需的，Atg32 介导的

线粒体自噬通过促进亚精胺的产生来维持酵母

热应激的耐受性和活性氮的含量，因此线粒体
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自噬与多胺生物合成、活性氮信号通路之间具

有相关性[15]。 
线粒体自噬机制在进化中高度保守。在哺

乳动物细胞中，BCL2L13 是酵母中 Atg32 功能

性同源物[54]，LC3是酵母中Atg8的同源物[54-55]，

BCL2L13 将 LC3 招募到线粒体表面，导致自噬

体的形成[56]。随着自噬相关研究的深入，越来

越多证据表明自噬在延缓细胞氧化、衰老方面发

挥着重要作用。在植物细胞中发现缺失 ATG11

基因会造成植物的过早衰老[57]。在哺乳动物中，

线粒体自噬在线粒体质量控制中扮演着重要的

角色，其功能障碍可能会导致如阿尔茨海默症、

帕金森、亨廷顿氏舞蹈病等与年龄相关疾病的

发生[58]。近年来，线粒体靶向治疗已成为疾病

治疗的一种新策略。例如，使用靶向线粒体抗

氧化剂进行干预治疗可特异性抑制线粒体

ROS，保护线粒体免受氧化应激损伤[59]。因此

揭示线粒体自噬机制对机体抗氧化性能的影响

可为线粒体靶向治疗提供参考。通过在模式菌

株 W303 中调控 ATG8、ATG11 和 ATG32 基因

的表达，研究这些基因在酵母抗氧化特性中的

作用。结果表明，在氧化应激条件下，ATG8、

ATG11 和 ATG32 的缺失导致胞内 ROS 失衡，

线粒体活性及能量代谢水平显著降低。本研究

从 3 个不同维度阐述了 ATG8、ATG11 和 ATG32

的缺失会造成酵母抗氧化能力下降，增加了对

酵母线粒体自噬与氧化胁迫之间的认识，为提

高酵母的抗氧化能力提供了新的策略。 
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