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摘  要: 帕金森症(Parkinson’s Disease, PD)是当今最为广泛的神经退行性疾病之一。研究显示, 
α-synuclein 蛋白在帕金森症的发生过程中有着非常重要的作用。以酿酒酵母为模式系统, 通过调

控α-synuclein 蛋白在胞内的表达量或改变其它一些可能影响α-synuclein 聚集状态的因素 , 对
α-synuclein 蛋白在帕金森症的发生过程中可能的细胞毒性机制进行了研究。结果表明, α-synuclein
蛋白的高水平表达会明显增强该蛋白因聚集所诱导的细胞毒性, 而且这种细胞毒性与细胞代谢状

态明显相关; 超表达酿酒酵母分子伴侣 YDR533C 可以明显缓解α-synuclein 蛋白异源表达对酵母

生长的抑制。上述结果表明, 蛋白折叠与折叠过程中的质量控制在α-synuclein 蛋白聚集过程中有

着非常重要的作用。 
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Characterization of Aggregation-induced Toxicity by 
α-synuclein in Yeast 
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(State Key Laboratory of Microbial Technology, School of Life Science, Shandong University, Jinan 250100) 

Abstract: Parkinson’s disease (PD) is the most common neurodegenerative movement disorder and 
α-synuclein plays an important role in its development. Using the genetically tractable Saccharomyces cere-
visiae as a model system, the phenotypic repercussions and potential mechanisms of α-synuclein-induced 
cytotoxicity are characterized through modulating its expression level and other cellular factors. Aggrega-
tion-induced toxicity is more dramatic upon elevated expression of α-synuclein than that induced at moder-
ate levels of expression. The induced toxicity is also enhanced by reagents such as dimethyl sulfoxide, which 
increase intracellular levels of phospholipid and membrane, as well as ferrous ions and hydrogen peroxide, 
both of which cause oxidative stresses in yeast cells. In contrast, over-expression of yeast homologue of hu-
man chaperone DJ-1, YDR533C, markedly alleviate the inhibition of growth afflicted by exogenous expres-
sion of α-synuclein. Taken together, the data presented suggest a role for protein folding machinery together 
with quality control system in dealing with the aggregation of α-synuclein. 
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帕金森症(Parkinson’s Disease, PD)是当今最为
广泛的神经退行性疾病之一 , 其致病机理复杂。
α-synuclein 是一类主要在神经组织中表达的分子量
较小, 但结构上相关的蛋白家族成员, 它是帕金森
病人脑内路易体(Lewy body)中纤维状聚集结构的
主要成分, 从而暗示了该蛋白在帕金森病发生形成
过程中的重要性[1,2, 3]。 

在 α-synuclein 纤维化的过程中, 会形成一类被
称为初原纤维的 α-synuclein 寡聚体中间构象, 这种
结构可以引起细胞膜的瞬时透性, 从而改变细胞的
内环境而引发细胞凋亡 [4,5,6]。在体外 , α-synuclein 
A53T 突变体能够促进这种寡聚体的形成, 而且表
达 A53T α-synuclein 的 细 胞 比 表 达 野 生 型 
α-synuclein 的细胞形成寡聚体的时间要早[7]。尽管

体内是否真正存在寡聚体中间构象及它造成细胞毒

性的准确机制还有待于进一步核实, 但许多实验结
果都暗示可溶性的非纤维寡聚前体引起的细胞毒性

很可能是引起多巴胺神经元丢失并引发帕金森病形

成的直接原因。α-synuclein 作为膜结合蛋白很可能
参与突触囊泡和突触转运的再循环。体外研究表明, 
与膜结合的 α-synuclein容易发生由无规则卷曲到富
含α螺旋构象的结构转换, 并且比可溶状态更容易

发生聚集 [8,9]。此外 , 研究表明活性氧也能够增强
α-synuclein 的细胞毒性, 它能够直接产生硝化修饰
的 α-synuclein 或是促进多巴胺加合物的形成, 这两
种形式不仅可以促进寡聚体的形成, 而且对形成的
多聚体还具有稳定作用[10,11]。 

由于许多基本的细胞学过程, 包括蛋白质折叠
和质量控制体系、膜运输及细胞的胁迫反应在高等

动物和酿酒酵母 (Saccharomyces cerevisiae)中都是
高度保守的, 所以以酵母菌为模式系统对许多神经
退行性疾病如克雅氏病等的致病机制进行的研究均

取得了很好的研究结果[12]。本实验通过控制整合到

酵母染色体的 α-synuclein 基因的拷贝数 , 实现
α-synuclein 胞内不同水平的可控表达, 并对因不同
表达水平的 α-synuclein聚集诱导的细胞毒性而造成
的菌体生长抑制进行了研究; 同时还测试了多种可
能改变胞内脂质含量或引起氧化胁迫的化学因素对

α-synuclein细胞毒性的影响。 

1  材料和方法 

1.1  材料 
1.1.1  质粒载体与菌株：本实验所用的载体与菌株

见表 1。 
 

表 1  实验所用菌种和质粒 
Table 1 Strains and plasmids used in this study 

菌种 Strains 基因型 Genotype 来源 Source or reference 

DH5α F' Phi80dlacZ DeltaM15 Delta(lacZYA-argF)U169 deoR 
recA1 endA1 hsdR17(rK-mK+)phoA supE44 lambda- thi-1 实验室保存 

W303-1a Mat a can1-100 ade2-1 his3-11 trp1-1 ura3-1 leu2-3,112 实验室保存 

质粒(Plasmids) 质粒型(Type of plasmids)  

pRK-Wtsyn  [7] 

pRK-A53Tsyn  [7] 

pYES2 2μ, URA3 Invitrogen 

pRS304 Integrative, TRP1 [24] 

pRS306 Integrative, URA3 [24] 

pRS425 2μ, LEU [24] 

pYES2-αSynWT 2μ, URA3 This study 

pYES2-αSynA53T 2μ, URA3 This study 

pRS304GAL-αSynWT Integrative, TRP1 This study 

pRS304GAL-αSynA53T Integrative, TRP1 This study 

pRS306GAL-αSynWT Integrative, URA3 This study 

pRS306 GAL-αSynA53T Integrative, URA3 This study 

pRS425GAL- YDR533C 2μ, LEU This study 
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1.1.2  试剂：实验所需的所有分子试剂如限制性内

切酶、T4 DNA 连接酶、DNA Marker 等均购自
TaKaRa公司。所有引物均由上海博亚生物技术公司
合成。其余化学试剂为国产分析纯。 

1.2  方法 
1.2.1  酵母菌株培养和转化：野生型酵母菌

W303-1a用 YPD培养基培养。酿酒酵母完全合成培
养基( synthetic complete medium , SD)为 1.7 g/L无
氨基酸的酵母基础氮源( yeastnit rogen base , YNB)、
5 g/L (NH4)2SO4、20 g/L 葡萄糖。α-synuclein蛋白
被诱导表达时, 相关转化子被接种到以半乳糖为碳
源的酵母完全合成培养基(SG)。所有的培养条件都
为 30℃、 200 r/min 振荡培养。酵母转化采用
LiAc/PEG 方法 [13]。多拷贝表达 α-synuclein 或
YDR533C 的质粒转化重组子在不含尿嘧啶或亮氨
酸的 SD-URA 或 SD-LEU 培养基上筛选获得, 并经
过质粒提取反转化大肠杆菌验证 ; 单拷贝表达
α-synuclein 的整合转化子分别在不含尿嘧啶或色氨
酸的 SD-TRP(pRS304)或 SD-URA(pRS306)的培养基
上筛选获得; 双拷贝表达 α-synuclein 的整合转化子
在 SD-URA-TRP培养基上筛选获得。所有整合转化
子均经染色体 PCR验证。 
1.2.2  质粒构建：WT-syn 和 A53T-syn 基因分别利
用引物 F1 (5′CCGAAGCTTATAATGGATGTAT- 
TCATGAAAGG3′) 和 R1 (5′CGCTCTAGA T TA- 
GGCTTCAGGTTCGTAG TC 3′), 以质粒 pRKWT- 
syn与 pRK-A53Tsyn为模板扩增获得。PCR扩增产
物经 HindIII 和 XbaI 双酶切后连接至经同样双酶
切的 pYES2载体中, 从而构建获得可受半乳糖诱导
表达的多拷贝表达载体 pYES2-WT-syn(A53T-syn)。 

以 pYES2-WT-syn 或 pYES2-A53T-syn 为模板, 
利用引物 F2 (5′CGCGAGCTCA CGGATTAGAA- 
GCCGCCG 3′) 和 R2 (5′ CCGGGTACCGCAAATT 
AAAGCCTTCGAG 3′) 扩增带有 GAL1 启动子的
WT-syn和 A53T-syn基因表达盒。扩增的 PCR片段
经 SacI 和 KpnI 双酶切后连接至经同样双酶切的
整合质粒 pRS304和 pRS306中, 从而获得整合表达
载体 pRS304-WT-syn(A53T-syn)和 pRS306-WT-syn 
(A53T-syn)。 

以酵母菌 W303 染色体为模板, 利用引物 F3  
(5′CGGGTACCATGGCCCC AAAAAAAGTTTTAC 
3′) and R3 (5′GCTCTAGATCAGTT TTTTAAAGC- 

GTC GATGG 3′) 扩增获得 YDR533C 基因。PCR
产物经 BamHI 和 XbaI 双酶切后连接至经同样双
酶切的 pYES2载体中, 构建获得具有可诱导的多拷
贝表达载体 pYES2-YDR533C。带有 GAL1 启动子
和 CYC1 终止子的 YDR533C 完整表达盒通过引物
F4 (5′AAGGAAAAAAGCGGCCGACGGATTAG- 
AAGCCGCCG 3′) 和 R4 (5′ CCGCTCGAGGCAA- 
ATTAAAGCC TTCGAG 3′) 扩增后转移到 pRS425
质粒中, 构建获得表达载体 pRS425-YDR533C。 
1.2.3  生长曲线测定：相关转化重组菌株用 SD 液
体培养基活化后, 转接到新鲜的 SG 液体培养液中,
并使其初始 OD值相同, 30℃ 200 r/min 培养, 定时
测定各菌株在 600 nm 的吸光值。 
1.2.4  不同生长条件实验：相关转化重组菌株用 
SD 液体培养基活化后, 转接到新鲜的分别含有 1% 
DMSO 或 20 mmol/L (NH4)2SO4 或  0.8 mmol/L 
H2O2的 SG 培养液中, 并使其起始 OD 值相同, 30℃ 
200 r/min培养, 一定时间后测定各菌株在 600 nm的
吸光值。所有实验均至少重复 3次。 

2  结果 

2.1  α-synuclein 蛋白诱导的细胞毒性与其在酵母

中的表达量相关 
为了分析 α-synuclein 蛋白的细胞毒性, 野生型

α-Synuclein 蛋白及临床相关突变体 α-Synuclein 
A53T 蛋白分别以多拷贝及整合到染色体的单拷贝
和双拷贝形式在酵母中进行表达, 所构建的质粒图
谱见图 1。在以葡萄糖为碳源而抑制 α-synuclein 蛋 
白表达的情况下 , 所有的转化子都能够正常生长 ; 

而当同一转化子转移到半乳糖为碳源诱导

α-Synuclein 蛋白表达时, 细胞生长会受到不同程度

的抑制, 说明 α-Synuclein蛋白的表达对细胞有一定

的毒性 (图 2)。与单拷贝形式表达 α-synuclein时对

细胞生长影响轻微不同 , 双拷贝形式表达的

α-synuclein 几乎能完全抑制菌体的生长  (图 2a , 

2b)。多拷贝形式表达的 α-synuclein对菌体生长的影

响程度介于上两者之间, 但 α-Synuclein A53T 突变

体蛋白的抑制效果要明显强于野生型, 其效果几乎

和双拷贝的 α-synuclein A53T相同 (图 2c)。 
2.2  酵母中α-synuclein 诱导的细胞毒性与胞内脂

质水平相关 
为了检测脂质生物合成对 α-Synuclein 聚集态 
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图 1  重组质粒图谱 
Fig.1  Maps of recombinant plasmids 

 
形成的影响, 用有利于促进酵母中磷脂的生物合成

和细胞内膜增殖的  DMSO 来处理单拷贝表达 

α-synuclein WT 和 A53T 的重组酵母菌株。在 SD

培养基中, 当 DMSO 的浓度达到 1%时, 菌体生长

正常; 而在 SG 培养基中, 1% 的 DMSO 能够明

显的抑制菌体的生长(图 3)。其中, 因 α-Synuclein 

WT 诱导表达导致的细胞抑制作用要明显强于  α- 

Synuclein A53T, 这可能与 α-Synuclein A53T 与脂

质膜的相互作用更强, 从而更容易从毒性的寡聚体

迅速转化为无毒性的纤维化多聚体有关。 

2.3  酵母中 α-Synuclein 诱导的细胞毒性可被胞

内高水平的氧化状态增强 
许多研究表明, 活性氧对帕金森症的发生形成

有着非常重要的作用, 而动物实验亦表明, 一些能

抑制线粒体复合物Ⅰ的杀虫剂和环境毒素能够导致

帕金森症 [ 3 ]。为了检测酵母细胞内氧化状态对 

α-Synuclein 诱导的细胞毒性的影响 , 分别以双氧

水或硫酸亚铁进行处理单拷贝形式表达 α-ynuclein 

WT 和 A53T 的酵母菌株。结果显示, 当 H2O2 和  

 
 

 
 

 
 

图 2  α-synuclein 蛋白的表达抑制酵母菌生长 
Fig.2  Expression of α-synuclein in yeast incurs growth inhi-
bition.  
W303-1a cells carrying one-copy (a) or two-copy (b) of α-syn 
integrated into its chromosome, or withα-syn on an episomal 
plasmid (c) were first cultured in SD medium. Cells were taken 
to inoculate a fresh culture in SG medium containing 2% ga-
lactose at the same starting OD600. Optical density at 600 nm 
was read at the indicated time intervals. 

 
FeSO4 的终浓度分别为 0.8 mmol/L 和 20 mmol/L 

时, 在 SD培养基中菌体的生长几乎不受影响; 而在

SG 培养基中, 相同浓度的 H2O2 和 FeSO4却能明显

地抑制菌体的生长, 而且 α-Synuclein WT的抑制作

用要比 α-Synuclein A53T 强 (图 4a, 4b)。 
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图 3  二甲亚砜增强α-synuclein 诱导的细胞毒性 
Fig.3  Dimethy sulfoxide enhances the α-synuclein-induced 
cytotoxicity 
W303-1a cells carrying one-copy of α-syn (WT or A53T) inte-
grated into its chromosome were inoculated into either SD with 
2% glucose or SG medium with 2% galactose containing a final 
concentration of 1% (V/V) DMSO. Optical density at 600 nm was 
determined after culturing at 30℃ for 24h. 
 

 
 

 
 
图 4  氧化胁迫提高α-synuclein 诱导的细胞毒性 
Fig. 4  Oxidative stress increases the α-synuclein-induced 
cytotoxicity 
W303-1a cells carrying one-copy of α-syn (WT or A53T) inte-
grated into its chromosome were inoculated into either SD with 
2% glucose or SG medium with 2% galactose containing a final 
concentration of either 0.8 mmol/L H2O2(a) or 20 mmol/L 
FeSO4 (b). Optical density at 600nm was determined after cul-
turing at 30℃ for 24h and relative inhibition was calculated by 
dividing the value of OD600 in the absence of by value of OD600 
in the presence of FeSO4. 

 

2.4  共表达分子伴侣 YDR533C 可以减缓 α- 
Synuclein 介导的细胞毒性 

超表达分子伴侣的转基因果蝇研究及遗传学分

析显示分子伴侣很可能与蛋白质降解途径在帕金森

症发生过程中有着非常重要的作用[14]。为研究酵母

中类 DJ-1 分子伴侣在 α-Synuclein 错误折叠及聚
集态形成过程中的可能作用 , 在单拷贝表达 
α-Synuclein WT 和  A53T 的酵母菌株中 , 共表达
了酵母中 DJ-1 的同源蛋白 YDR533C。结果显示, 
当 YDR533C 超表达时, 能显著的减轻 α-Synuclein 
对菌体生长的抑制 (图 5a, 5b), 而敲除单拷贝表达 
α-Synuclein WT 和 A53T 酵母菌内源的 YDR533C 
基因, 导致菌体在半乳糖诱导的条件下生长明显受
到抑制, 其抑制程度和表达双拷贝的 α-Synuclein相 

 

 
 

 
 
图 5  共表达 YDR533C 缓解α-synuclein 介导的细胞毒性 
Fig.5  Coexpression of YDR533C alleviates α-synuclein-  
mediated toxicity to yeast. W303-1a cells carrying one-copy of  
α-syn (WT or A53T) integrated into its chromosome were  
transformed with either pYES2-YDR533C or the control plas- 
mid, pYES2. Relative transformants were inoculated into either  
SD with 2% glucose or SG medium with 2% galactose with the  
same starting OD600. Optical density at 600nm was determined  
after culturing at 30℃ for 24h 
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似, 从而表明 YDR533C 很可能参与了包括 α-Synu- 
clein在内的相关蛋白质的折叠过程。 

3  讨论 

通过控制整合到酵母染色体中 α-Synuclein基因
的拷贝数来调控 α-Synuclein蛋白的表达水平, 从而
建立了一个可以用来表征 α-Synuclein细胞毒性的酵
母模式系统。在这个系统中, 诱导表达的 α-Synu- 
clein 对酵母细胞具有一定毒性, 从而可以明显地抑
制细胞的生长。其中, 双拷贝形式表达 α-Synuclein
的酵母细胞几乎完全丧失了生长能力, 这和最近的
报道结果是一致的[12]。用 DMSO或是能引起细胞氧
化胁迫的双氧水和硫酸亚铁处理适度表达

α-Synuclein 的细胞, 能够加剧 α-Synuclein 对细胞
生长的抑制作用 ; 相反 , 共表达 DJ-1 同源蛋白
YDR533C 则能减轻  α-Synuclein 对细胞生长的抑
制作用。有意思的是, 当以多拷贝的质粒形式表达
时,  WT α-Synuclein比 A53T突变蛋白对菌体的抑
制作用要强 , 这很可能  α-Synuclein A53T 比  WT 
更容易将毒性更强的初原纤维形式快速转化为无毒

的纤维形式有关。 
自 Outeiro于 2003 年首次报道以酵母细胞体系

来研究的生物学和病理学功能以来, 很多基于酵母
模式体系的研究开始初步揭示 α-Synuclein所可能影
响的细胞生物学过程, 并且这种通过酵母模型所发
现的可能毒性机制在哺乳动物模型中也得以证实[15, 16]。

此外, 此类可以表征 α-Synuclein毒性过程的酵母模
型也开始被用于有治疗潜力的小分子化合物的筛选
[17]。目前, 国内在此方面的研究几乎为空白。我们
在成功建立 α-Synuclein酵母模型的基础上, 对可能
影响 α-Synuclein细胞毒性的因素, 包括蛋白表达水
平、细胞脂质代谢及氧化状态等进行了较为系统的

研究, 初步证实了很多已报道的有关 α-Synuclein的
体外研究结果。此外, 研究表明细胞的蛋白质量控
制体系(QC)包括分子伴侣, 在维持 α-Synuclein的结
构平衡中也发挥着重要的作用[2,18,19,20]。尽管遗传学

分析发现哺乳动物中与细菌 HSP31 同源的蛋白
--DJ-1 与常染色体隐性帕金森症相关, 但然而到目
前为止, 在单细胞模式生物中对 DJ-1的功能研究还
没有报道, 其准确的生物学功能也不清楚。我们的
结果首次初步证实了与 DJ-1 具有高度同源性的酵
母 YDR533C作为分子伴侣在阻止 α-Synuclein错误

折叠、聚集, 以及由此引发的细胞毒性方面的潜在
作用。综上所述, 本研究报道的酵母模式系统不仅
提供了在分子和细胞水平上深入研究 α-Synuclein生
物病理学功能及致病机制的可能性, 而且也为大规
模筛选能干扰 α-Synuclein蛋白病理学功能的潜在遗
传和化学因素建立了一个理想平台。 
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