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摘  要：【背景】自噬在调控细胞寿命和衰老过程中起着至关重要的作用，本课题组前期研究发现

缺失自噬相关基因 ATG8 缩短酵母细胞复制性寿命，但有关其在寿命调控中的作用机制尚未明确。

【目的】研究自噬相关基因 ATG8 在酵母细胞寿命调控中的作用及可能机制。【方法】基于基因同

源重组原理构建 ATG8 基因过表达酵母菌株(ATG8 OE)，检测 ATG8 基因缺失酵母菌株(atg8Δ)和
ATG8 OE 酵母菌株的时序性寿命(chronological lifespan, CLS)，采用生长曲线仪检测各菌株的增殖

速率，采用流式细胞仪检测各菌株的活性氧(reactive oxygen species, ROS)含量，采用实时荧光定量

PCR (real-time quantitative PCR, RT-qPCR)检测各菌株的氧化应激相关基因转录水平，比色法检测

各菌株的细胞凋亡关键酶胱天蛋白酶-3 (Caspase-3)活性。【结果】缺失 ATG8 基因缩短酵母时序性寿

命，减弱细胞增殖速率；细胞内 ROS 含量增多，氧化应激相关基因表达下调，Caspase-3 酶活性升高；

ATG8 OE 菌株时序性寿命和细胞增殖能力无明显变化，活性氧含量下降，氧化应激相关基因表达上

调，Caspase-3 酶活性无明显变化。【结论】自噬相关基因 ATG8 在调控酵母细胞时序性寿命和氧化

应激反应中具有一定作用。 
关键词：酿酒酵母；ATG8；氧化应激；时序性寿命 
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Abstract: [Background] Autophagy plays a pivotal role in regulating the cell lifespan and 
aging. Our previous study showed that deletion of the autophagy-related gene ATG8 
significantly decreased the replicative lifespan of yeast cells, while the specific mechanism 
remains to be explored. [Objective] To study the effect and potential mechanism of ATG8 in 
regulating the cellular lifespan of Saccharomyces cerevisiae. [Methods] The yeast strain 
overexpressing ATG8 (ATG8 OE) was constructed by homologous recombination. The 
chronological lifespans (CLS) of ATG8-deleted (atg8Δ) and ATG8 OE strains were measured. 
The proliferative rates of yeast cells were analyzed by a Bioscreen C MB instrument based on 
growth curves. The production of reactive oxygen species (ROS) was measured by flow 
cytometry. The expression levels of oxidative stress-related genes were determined by 
quantitative RT-PCR (RT-qPCR). The activity of the key apoptotic enzyme, Caspase-3, was 
measured by the colorimetric method. [Results] The deletion of ATG8 shortened the 
chronological lifespan and weakened the proliferation of yeast cells. Meanwhile, it increased the 
production of intracellular ROS, down-regulated the expression levels of oxidative stress-related 
genes, and enhanced the activity of caspase-3. The overexpression of ATG8 decreased the 
production of intracellular ROS and up-regulated the expression levels of oxidative 
stress-related genes in yeast cells. The ATG8 OE strain showed no significant change in the 
chronological lifespan, proliferation, or caspase-3 activity. [Conclusion] The autophagy-related 
gene ATG8 plays a role in regulating the chronological lifespan and oxidative stress response of 
yeast cells. 
Keywords: Saccharomyces cerevisiae; ATG8; oxidative stress; chronological lifespan 
 
 

自噬是细胞或有机体在营养缺乏或氧化应

激 等 环 境 应 激 条 件 下 ， 由 自 噬 相 关 基 因

(autophagy related gene, ATG)协同驱动，通过双

膜自噬体，将包裹物(细胞质或受损伤的细胞器

等)运送到溶酶体或液泡中进行降解的过程[1-2]。

自噬与细胞适应应激、细胞分化和发育、衰老、

神经退行性疾病和癌症等多种生理或病理过程

密切相关[3-4]。 
酵母 Atg8 蛋白作为自噬体形成的标志物

和必需调节因子，以 Atg8- 磷脂酰乙醇胺
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(phosphatidylethanolamine, PE)共轭形式定位在

自噬体膜上，参与调控自噬发生的各个环节，在

细胞自噬发生过程中起着非常重要的作用[5-6]。

LC3 作为哺乳动物细胞中的同源物，是最早被

鉴定的自噬小体定位蛋白[7]。LC3 常用作监测

自噬体的数量以及自噬活性的标记分子，目前

广泛应用于细胞自噬活性相关研究中[8]。 
酿酒酵母作为寿命和衰老研究的经典模式

生物，其有两种寿命研究模式，包括复制性寿命

和时序性寿命(chronological lifespan, CLS) [9]。本

课题组前期研究发现缺失自噬相关基因 ATG8

缩短酵母细胞复制性寿命[10]，但有关其在寿命

中的作用机制还不明确。本文通过检测 ATG8

基因缺失和过表达酵母菌株的时序性寿命及氧

化应激相关指标，研究 ATG8 基因在细胞寿命

中的具体作用及调控细胞寿命的可能机制。 

1  材料与方法 
1.1  菌株和质粒 

酿酒酵母野生型 BY4742 菌株(MATα his3Δ1 

leu2Δ0 lys2Δ0 ura3Δ0)由美国华盛顿大学 Matt 
Kaeberlein 博士赠送；感受态大肠埃希菌 DH5α、
载体 pRS306 (低拷贝穿梭质粒)，载体带有 URA
营养筛选标签，具有氨苄青霉素抗性、ATG8

基因缺失酵母菌株 (atg8Δ)为本实验室保存；

ATG8 基因过表达酵母菌株(ATG8 OE)为本实验

室构建(表 1)。 
 
表 1  本研究所用质粒和菌株 
Table 1  Strains and plasmids used in this study 
Strain Description Resource 
BY4742 MATα his3Δ1 leu2Δ0 

lys2Δ0 ura3Δ0 
Wild-type Gift from 
Matt Kaeberlein 

atg8Δ BY4742 atg8::URA3 Stored in our lab 
ATG8 OE BY4742+pRS306- 

ATG8-OE 
This study 

1.2  培养基 
(1) YPD 培养基(g/L)：胰蛋白胨 20.0，酵

母提取物 10.0 (固体培养基，另加琼脂糖 20.0。 
(2) SD/-Ura 缺陷培养基(g/L)：不含琼脂糖

SD 培养基 53.4 (固体培养基，含琼脂糖 SD 培养

基 93.4)，限制性氨基酸(Ura Do Supplement) 1.5。 
(3) 完 全 合 成 葡 萄 糖 (synthetic dextrose 

complete, SDC)培养基(g/L)：0.18% yeast nitrogen 
base (无氨基酸) 1.8，硫酸铵 3.6，NaH2PO4·2H2O 
1.8，葡萄糖 20.0，10×氨基酸溶液 1 mL，pH 值

调至 6.0，过滤除菌。 

1.3  主要试剂和仪器 
酵母总 RNA 提取试剂盒，BioTek 有限公

司；PrimeSTAR® Max DNA 聚合酶、T4 DNA
连接酶、限制性内切酶和 TB Green Premix Ex 

Taq II 试剂盒，宝日医生物技术(北京)有限公

司；2×Taq Pro Universal SYBR qPCR Master 
Mix、5×HiScript III qRT SuperMix，南京诺唯赞

生物科技股份有限公司；DCFH-DA，Sigma 公
司；胱天蛋白酶-3 (Caspase-3)活性检测试剂盒，

上海碧云天生物科技有限公司；ATG8 多克隆

抗体，Abcam 公司。 
Axio Scope A1 型金相生物显微镜，ZEISS

公司；全自动生长曲线分析仪，Bioscreen 公司；

Real-time 荧光定量 PCR 仪 Light Cycler 480，
Roche 公司；FACS canto II 型流式细胞仪，BD
公司；多功能酶标仪，BioTek 公司；CO2 培养

箱，NuAIRE 公司；全自动数码凝胶图像分析

系统，北京天能公司。 

1.4  ATG8 基因过表达菌株的构建和验证 
过表达载体 pRS306-ATG8-OE 的构建参照

文献[11]进行。以野生型酵母 BY4742 基因组

DNA 为模板，ATG8-OE-F/R 为引物(表 2)，采

用 PrimeSTAR 聚合酶，PCR 扩增从 ATG 上游 



 
366 微生物学通报 Microbiol. China 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

表 2  本研究所使用的载体构建和验证引物  
Table 2  Primers for constructing and detecting the 
vector used in this study 
Primer name Sequence (5′→3′) 
ATG8-OE-F CGCGGATCCCCTTAAAAACTCCATTG

AAG 
ATG8-OE-R CGCAAGCTTATTGGTAAAAATGTTCA

GGA 
URA3-int-F GGAACCTAGAGGCCTTTTGATGT 
AMP-int-R  GTGACACCACGATGCCTGT 
ATG8-int-F TAAGCGTAAATATCTAGTTCCTGC 
ATG8-int-R AACCCGTCCTTATCCTTGTG 

 
1 000 bp 到 TAG 下游 1 000 bp 的片段。PCR 反

应条件：94 ℃ 2 min；94 ℃ 30 s，56 ℃ 30 s，72 ℃ 
3 min，35 个循环；72 ℃ 5 min。反应总体系为

20 μL：PrimeSTAR® Max DNA 聚合酶 1 μL，

5×buffer 4 μL，上、下游引物(ATG8-int-F/R 或

ATG8-int-F、AMP-int-R 或 URA3-int-F、ATG8-int-R，

终浓度 0.8 μmol/L)各 2 μL，模板 DNA 1 μL，

ddH2O 补足 20 μL。PCR 产物纯化回收后用

BamH I 和 Hind Ⅲ双酶切质粒 pRS306 和 PCR
产物，T4 DNA 连接酶连接。连接产物转化大

肠杆菌后经筛选、提质粒、酶切鉴定、基因测

序正确后，用限制性内切酶 Hpa Ⅰ酶切线性化过

表达载体 pRS306-ATG8-OE，转化 BY4742 酵母

细胞感受态。通过 SD/-Ura 平板筛选，阳性克隆

经过 SnG Lysis buffer 和酸洗珠子破壁后，采用

苯酚和氯仿抽提方法提取基因组 DNA，普通 PCR
方法初步验证；以 ATG8-int-F/R 为引物，采用实

时定量 PCR (quantitative real-time PCR, RT-qPCR)
进一步验证。反应条件：95 ℃ 30 s；95 ℃ 5 s，
60 ℃ 30 s，共 40 个循环。反应总体系为 10 μL：

2×Taq Mix 5 μL，上、下游引物(终浓度 0.8 μmol/L) 
4 μL，cDNA 1 μg。最后，采用 Western blotting
方法检测酵母细胞中 Atg8 蛋白的表达量。 

1.5  时序性寿命检测 
酿酒酵母时序性寿命的检测方法参照文

献[12]进行。酵母细胞在 3 mL SDC 培养基中培

养 24 h，4 000 r/min 离心 3 min 收集菌液重悬

于 15 mL SDC 培养基使浓度稀释至 OD600 为

0.1，30 ℃、180 r/min 培养 3 d。取 80 μL 菌液

稀释至约 1.5×106 个/mL，涂布平板，30 ℃培养

2 d 后采用单克隆计数法(colony forming units, 
CFU)计数，首次存活率记为 100%。然后，每

隔 3 d 以相同的稀释倍数将菌液涂布平板，计

数 CFU，计算酵母细胞存活率。 

1.6  酵母细胞增殖速率的检测 
实验方法参照文献[13]。取 OD600 值约为

0.1 酵母细胞菌液于 800 μL YPD 培养基中，混

匀后取 300 μL 菌液加入生长曲线分析仪专用的

96 孔板中，30 ℃连续培养 48 h，每 2 h 检测 1 次

OD600 值。以时间为横坐标，以 OD600 为纵坐标

绘制生长曲线。 

1.7  酵母细胞内活性氧含量的测定 
取 OD600 值约为 0.1 酵母细胞于 3 mL YPD

液体培养基中，30 ℃、180 r/min 摇菌 6 h，    
4 000 r/min 离心 3 min 收集菌液。用 1 mL PBS
洗涤细胞 2 次，加入浓度为 10 μmol/L 的

DCFH-DA，30 ℃避光孵育 1 h，每 20 min 颠倒

混匀，4 000 r/min 离心 3 min 收集细胞，PBS
重悬，使用流式细胞仪(激发波长：488 nm，发

射波长：525 nm)检测细胞荧光强度。 

1.8  RT-qPCR 分析氧化应激相关基因的

转录水平 
取 OD600 约为 0.1 的酵母细胞于 3 mL YPD

液体培养基中，30 ℃、180 r/min 培养过夜，     
8 000 r/min 离心 2 min 收集细胞，PBS 洗涤，

按照酵母 RNA 提取试剂盒说明书方法提取总

RNA，使用 5×HiScript III qRT SuperMix 反转录

cDNA，采用 SYBR Green 法在 Light Cycler 480
仪器进行 RT-qPCR (95 ℃ 30 s；95 ℃ 5 s，60 ℃ 
30 s，共 40 个循环)；反应总体系为 10 μL：2×Taq 
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Mix 5 μL，上、下游引物(终浓度 0.8 μmol/L) 4 μL，
cDNA 1 μg。引物序列见表 3，以 PRP8 为内参，

使用 2–ΔΔCt 法计算各个基因相对表达量。 

1.9  Caspase-3 活性的检测 
将 OD600 约为 0.1 的酵母细胞接种于 3 mL 

YPD 液体培养基中，30 ℃、180 r/min 培养过夜

后 10 000 r/min 离心 1 min 收集细胞，PBS 洗涤

细胞 2 次，加入裂解液及等体积沉淀的玻璃珠，

冰浴、涡旋裂解 20 min，提取酵母细胞总蛋白。

按照 Caspase-3 活性检测试剂盒说明书配制反应

体系，Caspase-3 可以催化底物 Ac-DEVD-pNA 产

生黄色的 pNA，pNA 在 405 nm 有强吸收性，从

而可以通过测定吸光度来检测Caspase-3的活性。 

1.10  统计学分析 
通过 GraphPad 9.0 软件，采用 t 检验方法

进行统计学分析及相应的图表制作，P<0.05 表

示有统计学意义。 

2  结果与分析 
2.1  ATG8 基因过表达酵母菌株的鉴定 

过表达载体 pRS306-ATG8-OE 经 BamH Ⅰ
和 Hind Ⅲ酶切鉴定，结果如图 1A 所示：第一 
 
表 3  本研究所使用的定量 PCR 引物 
Table 3  The real-time PCR primers used in this study 
Primer name Sequence (5′→3′) 
PRP8-F TCATGGCTGCGTCTGAAGTA 
PRP8-R GGCTCAAACCCTTCCGATAG 
SOD1-F AATCCGAGCCAACCACTGTC 
SOD1-R CGACGCTTCTGCCTACAACG 
SOD2-F GCATTACACCAAGCACCAT 
SOD2-R CTCGTCCAGACTGCCAAAC 
CTA1-F CCAACAGGACAGACCCATTC 
CTA1-R TTACCCAAAACGCGGTAGAG 
CTT1-F GATTCCGTTCTACAAGCCAGAC 
CTT1-R GGAGTATGGACATCCCAAGTTTC 
GPX1-F GACACCGATGTGGAAACTGA 
GPX1-R CCCTTTTTGGCATAGGATTG 
GPX2-F AAAAGCCAAAAAGCAGGTTTACT 
GPX2-F CCAAGGACGATGGTTTTGTT 

泳道为线性化的 pRS306-ATG8-OE 载体片段  

(6 697 bp)，第二泳道为载体骨架片段(4 343 bp)

和目的基因片段(2 354 bp)，与预期大小一致，

提示过表达载体 pRS306-ATG8-OE 构建成功。 

线性化过表达载体 pRS306-ATG8-OE 转化

BY4742 酵母细胞，阳性克隆基因组 DNA 经过

PCR 方法验证，结果如图 1B 所示：第一泳道

为 ATG8-int-F/R 引物扩增 ATG8 基因部分片段

(177 bp)和全长片段(6 845 bp)，第二泳道为

ATG8-int-F 和 AMP-int-R 引物扩增 ATG8 基因

部分片段至 AMP 基因部分片段(2 838 bp)，第

三泳道为 URA3-int-F 和 ATG8-int-R 引物扩增

URA3 基因部分片段至 ATG8 基因部分片段   
(2 535 bp)，结果与预期大小一致，提示 ATG8
基因过表达菌株(ATG8 OE)构建成功。  

RT-qPCR 方法检测酵母菌株中 ATG8 基因的

表达水平。结果如图 1C 所示：相较于野生型酵母

菌株，atg8Δ 菌株中 ATG8 基因的表达水平明显

下调，ATG8 OE 菌株 ATG8 基因的表达明显上调

(P<0.001)。Western blotting 方法检测酵母细胞

中 Atg8 蛋白的表达量，结果如图 1D 所示：ATG8 
OE 酵母细胞中 Atg8 蛋白表达明显上调。以上

结果均提示 ATG8 OE 菌株构建成功。 

2.2  酵母细胞时序性寿命分析 
酵母细胞时序性寿命形式是指细胞在非分

裂状态下所存活的时间长短。本文前期研究结

果发现，atg8Δ酵母菌株复制性寿命缩短，平均

寿命减少 18.3%[10]。本研究进一步检测野生型、

atg8Δ和 ATG8 OE 菌株的时序性寿命，结果如

图2所示：相较于野生型菌株的平均寿命(约42 d)，
atg8Δ菌株的平均寿命为 24 d，寿命减少 42.8%，

差异有统计学意义(P<0.001)；ATG8 OE 菌株的

平均寿命无明显差异(P>0.05)。以上结果表明，

缺失 ATG8 基因缩短酵母细胞时序性寿命，过表

达 ATG8 基因对细胞寿命无明显影响。 
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图 1  ATG8 基因过表达酵母菌株的鉴定图   A：过表达载体 pRS306-ATG8-OE 酶切电泳图。M：DNA 
marker；1：线性化的 pRS306-ATG8-OE 载体片段；2：载体骨架片段和目的基因片段。B：ATG8 过表达

菌株 PCR 鉴定图。M：DNA marker；1：ATG8 基因部分片段和全长片段；2：ATG8 基因部分片段至 AMP
基因部分片段；3：URA3 基因部分片段至 ATG8 基因部分片段。C：RT-qPCR 验证图。***：P<0.001。
D：Western blotting 验证图。 
Figure 1  Identification of ATG8 overexpression yeast strain. A: The electrophoresis of the digested 
pRS306-ATG8-OE. M: DNA marker; 1: Linearized pRS306-ATG8-OE vector fragment; 2: Vector skeleton 
fragment and target gene fragment. B: Identification data of the ATG8 overexpressed strain by PCR. M: DNA 
marker; 1: ATG8 gene partial fragment and full-length fragment; 2: ATG8 gene fragment to AMP gene 
fragment; 3: URA3 gene fragment to ATG8 gene fragment. C: RT-qPCR. ***: P<0.001. D: Western blotting. 
 
2.3  酵母细胞增殖速率分析 

通过生长曲线分析仪检测野生型、atg8Δ和

ATG8 OE 菌株的细胞增殖速率，结果如图 3 所

示：相较于野生型酵母细胞，atg8Δ酵母细胞需

13 h 达到对数生长期；ATG8 OE 酵母细胞与野

生型细胞增殖速率相似，大约需 11 h 达到对数

生长期。结果表明：缺失 ATG8 酵母细胞的生

长速率明显低于野生型酵母细胞，增殖能力下

降；过表达 ATG8 酵母细胞的增殖能力无明显

变化。 
2.4  酵母细胞内活性氧含量分析 

本研究采用 DCFH-DA 探针法标记，流式

细胞仪检测细胞内 ROS 水平，结果如图 4 所示：

相较于野生型酵母细胞，atg8Δ 酵母细胞中的

ROS 水平显著升高(P<0.01)；ATG8 OE 酵母细

胞的 ROS 水平显著降低(P<0.01)。结果表明：

缺失 ATG8 上调酵母细胞 ROS 含量，过表达

ATG8 下调酵母细胞 ROS 含量。 
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图 2  菌株 BY4742、atg8Δ及 ATG8 OE 的时序性

寿命曲线图 
Figure 2  Chronological lifespan curves of the 
strain BY4742, atg8Δ and ATG8 OE. 
 

 
 
图 3  菌株 BY4742、atg8Δ 及 ATG8 OE 的生长

曲线图 
Figure 3  Growth curves of the strain BY4742, 
atg8Δ and ATG8 OE. 
 
2.5  酵母细胞氧化应激相关基因的转录

分析 
抗氧化酶系统包括超氧化物歧化酶(superoxide 

dismutase, SOD)、过氧化氢酶(catalase, CAT)和
谷胱甘肽过氧化物酶(glutathione peroxidase, 
GPX)等，在抵抗 ROS 诱导的氧化应激方面发

挥重要防御作用，可以催化 ROS 或其副产物转 

 
 
图 4  菌株 BY4742、atg8Δ 及 ATG8 OE 的活性

氧含量 
Figure 4  The production of intracellular ROS in 
the strain BY4742, atg8Δ and ATG8 OE. **: P<0.01; 
***: P<0.001. 
 
化为更稳定、危害较小的物质，减弱对细胞的

氧化损伤[14]。本研究采用 RT-qPCR 方法检测野

生型、atg8Δ和 ATG8 OE 菌株中氧化应激相关

基因的转录水平。结果如图 5 所示：相较于野

生型酵母细胞，atg8Δ 酵母细胞中 CTT1 (编码

过氧化氢酶 T)、CTA1 (编码过氧化氢酶 A)、
GPX1、GPX2、SOD1 和 SOD2 表达水平降低，

而 ATG8 OE 酵母细胞中 CTT1、CTA1、GPX2、
SOD1 和 SOD2 等基因的转录表达水平升高。结

果表明：缺失 ATG8 基因下调酵母细胞内抗氧

化酶相关基因的转录水平，过表达 ATG8 基因

上调抗氧化酶相关基因的转录水平。 

2.6   酵母细胞 Caspase-3 活性分析 
Caspase-3 是细胞凋亡途径中的关键酶，其

激活是细胞凋亡的重要标志[15]。结果如图 6 所

示：相较于野生型酵母细胞，atg8Δ酵母细胞的

Caspase-3 活性上调(P<0.01)；ATG8 OE 酵母细

胞的 Caspase-3 活性无明显差异(P>0.05)。结果

表明：缺失 ATG8 基因上调酵母细胞内 Caspase-3
酶活性；过表达 ATG8 基因对 Caspase-3 酶活性

无明显影响。 
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图 5  菌株 BY4742、atg8Δ 及 ATG8 OE 中抗氧

化酶相关基因的转录表达水平 
Figure 5  The transcriptional expression levels of 
antioxidant enzyme related-genes in the strain 
BY4742, atg8Δ and ATG8 OE. *: P<0.05; **: 
P<0.01; ***: P<0.001. 

 

 
 
图 6  菌株BY4742、atg8Δ及ATG8 OE的Caspase-3
活性 
Figure 6  The activity of the intracellular Caspase-3 
in the strain BY4742, atg8Δ and ATG8 OE. **: 
P<0.01; ns: No significant difference. 
 

3  讨论与结论 
细胞自噬是真核生物中一种高度保守的降

解途径，也是细胞处于饥饿、能量限制、氧化应

激和内质网应激等条件下的一种保护反应[16]。

自噬不但清除细胞内有毒成分，而且自噬过程

中产生的如氨基酸和脂类等降解产物可再循

环，用于合成生物物质和产生能量[17]。近年来

研究发现，降低自噬活性促进衰老，提高自噬

水平延缓衰老[18]。自噬在调控细胞衰老方面的

研究引起广泛关注。 
自噬在维持线粒体正常功能方面起到至关

重要的作用。早期阶段自噬通路被破坏，导致

细胞内泛素化蛋白堆积，ROS 含量增加，功能

失调的线粒体增多[19]。本文研究结果发现，缺

失 ATG8 基因上调酵母细胞 ROS 水平，下调抗

氧化酶基因表达。研究结果与以往文献报道相

一致，Zhang 等[20]发现 atg1Δ、atg6Δ、atg8Δ和

atg12Δ酵母细胞内 ROS 水平较高，并且功能异

常的线粒体增多。敲除小鼠中自噬体形成的必

需基因 ATG7，胰岛 β 细胞发生明显的氧化应

激，功能障碍的线粒体堆积[21]；敲低 ATG5 或

ATG10 基因抑制自噬活性，上调癌细胞在饥饿

状态下的 ROS 水平[22]；缺失 ATG2 和 ATG6 基因

的新型隐球菌(Cryptococcus neoformans)对过氧

化氢诱导的氧化应激更敏感[23]。在乙醇胁迫下，

atg8Δ 酵母细胞积累更多的过氧化氢(H2O2)和超

氧阴离子(O2
–)[24]；在利什曼原虫中，ATG8 基因

缺失的寄生虫对氧化应激更敏感[25]；在过氧化

氢胁迫下，ATG8 基因缺失使重组酵母菌株胞内

ROS 稳态失衡，并造成线粒体损伤、线粒体膜

电位下降[26]。本文的研究结果和已有文献报道

结果均提示：缺失 ATG8 基因增强酵母细胞氧

化应激反应，推测这可能与氧化应激增强引起

线粒体功能损伤相关。 
本文进一步研究发现，缺失 ATG8 基因诱

导酵母细胞凋亡关键酶 Caspase-3 活性升高，显

著缩短细胞时序性寿命并降低细胞增殖速率。

一方面，推测缺失 ATG8 基因下调抗氧化酶基

因的表达，过多 ROS 的累积超出酵母细胞清除

能力，使得细胞内氧化应激增强，对细胞造成
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氧化损伤，加速衰老，从而缩短细胞寿命。研

究结果与文献报道相一致，ROS 诱导的氧化应

激参与调控细胞衰老信号通路的多个环节，是

引起衰老的主要机制之一[27]。另一方面，越来

越多的证据表明，在果蝇、线虫和酿酒酵母等

生物中，细胞凋亡和衰老之间密切相关[28]。在

酵母细胞时序性衰老过程中，细胞内 ROS堆积，

Caspase 激活[29]。ROS 间接诱导线粒体细胞色

素 C 的释放，激活凋亡途径下游的最终执行者

Caspase-3，经过一系列级联反应导致广泛的蛋

白水解，最终诱导细胞凋亡[30-31]。因此，本文

推测缺失 ATG8 基因的酵母细胞内 ROS 含量显

著升高，间接激活 Caspase-3，引起基因连锁反

应，诱导细胞凋亡，是酵母细胞时序性寿命缩

短的重要原因。 
文献报道采用高拷贝质粒构建 Atg8 蛋白

高表达的菌株引起线粒体过度自噬，导致线粒

体过度消耗，进而能量产生不足，影响菌株生

长 [26]。因此，本文通过转化低拷贝质粒实现

ATG8 基因在酵母细胞中的过表达，其表型如：

凋亡关键酶 Caspase-3 活性、增殖速率和时序寿

命无明显变化。然而，过表达 ATG8 基因上调

酵母细胞中抗氧化酶基因的转录水平，下调

ROS 水平。一方面，推测过表达 ATG8 基因通

过上调抗氧化酶基因的表达，进而下调细胞内

ROS 含量，改善线粒体自身的氧化应激水平，

保护细胞免受氧化损伤。研究结果与文献报道

相似，过表达 ATG8 基因下调酿酒酵母细胞在

过氧化氢胁迫下的 ROS 水平[26]；过表达 ATG8
基因增强寄生虫对应激反应的抗性[25]，因此，

过表达 ATG8 基因在维持酵母细胞内氧化还原

稳态和线粒体活力方面有积极作用。另一方面，

研究显示，ROS 作为参与多条细胞信号传导途

径的关键因子，在调控自噬过程中具有重要作

用，从自噬诱导至成熟必不可少[32]，本文推测

过表达 ATG8 基因降低 ROS 水平，可能对细胞

的自噬过程起抑制作用，氧化应激和细胞自噬

使得过表达菌株的表型无明显变化。 
综上所述，以上研究结果提示缺失酵母自

噬相关基因 ATG8，增强细胞氧化应激反应，上

调凋亡关键酶 Caspase-3 活性，缩短细胞时序性

寿命。本文推测缺失 ATG8 可能通过调节细胞

内氧化应激反应进而影响时序性寿命，但有关

ATG8 基因参与调节氧化应激与寿命的具体机

制，仍有待深入研究。 
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