
中国细胞生物学学报  Chinese Journal of Cell Biology 2014, 36(5): 650–657 DOI: 10.11844/cjcb.2014.05.0353

x
_
±s

收稿日期: 2013-10-29　　　接受日期: 2014-01-22
国家自然科学基金(批准号: 31100549)、中央高校基本科研业务费专项资金(批准号: 2232014A3-03)和国家重点实验室专项经费(批准号: 2060204)资助的课题

*通讯作者。Tel: 021-67792911, E-mail: zhiweih@dhu.edu.cn; Tel: 021-64251655, E-mail: ship@ecust.edu.cn
Received: October 29, 2013　　　Accepted: January 22, 2014
This wok was supported by the National Natural Science Foundation of China (Grant No.31100549), the Fundamental Research Funds for the Central Universities 
(Grant No.2232014A3-03) and the National Special Fund for State Key Laboratory of Bioreactor Engineering (Grant No.2060204) 
*Correspponding authors. Tel: +86-21-67792911, E-mail: zhiweih@dhu.edu.cn; Tel: +86-21-64251655, E-mail: ship@ecust.edu.cn
网络出版时间: 2014-04-29 15:39　　　URL: http://www.cnki.net/kcms/doi/10.11844/cjcb.2014.05.0353.html

人脂素基因LIPIN1在酵母中的异源

表达及细胞功能分析
房志家1  杜秀秀1  黄志伟1*  王  松2  史  萍2*

 (1东华大学化学化工与生物工程学院, 上海 201620; 2华东理工大学生物反应器工程国家重点实验室, 上海 200237)

摘要      脂类代谢调控是维持生物体能量平衡的重要环节, 脂类代谢调控的紊乱与肥胖症、糖

尿病和高血压等疾病密切相关。脂素基因LIPIN1是诱导脂肪细胞分化、调控脂类合成的关键基因, 
其编码的磷脂磷酸酶(phosphatidate phosphatase, PAP)在人体三酰甘油合成中起关键作用, 是维持人

体脂类平衡的重要保障。此外, 该基因还作为重要的转录辅激活因子参与多种生长及营养代谢调

控。多种生物中均有类似功能的基因被发现, 暗示了其功能的多样性及物种间的保守性。该文利

用酿酒酵母在脂类代谢研究中性状易于表征、同源基因PAH1功能明确的优势, 通过同源重组技术

构建脂素缺陷型酵母, 探索脂素基因在维持酵母正常生长及脂类合成中的重要作用, 并通过功能互

补及生物信息学技术对比分析了人源LIPIN1基因与酵母PAH1基因编码蛋白在结构和功能上的保

守性, 为脂素基因LIPIN1的细胞功能研究提供基础数据。
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Expression of Human LIPIN1 Gene and Its Functional Analysis in Yeast
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(1College of Chemistry, Chemical Engineering and Biotechnology, Donghua University, Shanghai 201620, China; 

2State Key Laboratory of Bioreactor Engineering, East China University of Science and Technology, Shanghai 200237, China)

Abstract       The regulation of lipid metabolism is important in maintaining the energy balance. Its 
disorder induces many diseases, such as obesity, diabetes, high blood pressure and so on. LIPIN1, a key gene for 
adipocyte differentiation induction and lipids synthesis regulation, encodes phospholipids phosphatase (PAP) and 
plays an important role in triglyceride synthesis and lipids homeostasis in human. In addition, LIPIN1 acts as a 
transcriptional coactivator in various regulations of nutrition and growth metabolism, and many similar genes have 
been found in other species, indicating its various functions and species conservation. In this paper, we constructed 
PAH1 mutant yeast and transformed it with human LIPIN1 to study effects of LIPIN1 on yeast growth and lipid 
synthesis based on the convenience of Saccharomyces cerevisiae in lipid metabolism study and phenotypic 
observation, and the clearity of cellular function of PAH1. Thereafter, we compared LIPIN1p with PAH1p in 
structure and function via functional complementation analysis and bioinformatics, and confirmed the functional 
conservation of PAP in human and yeast. This work will provide evidence for the cellular function study of LIPIN1.
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以三酰甘油为主的中性脂肪是维持生物体能量

平衡的重要环节, 这一环节的调节失衡是诱发肥胖、

产生高血压、糖尿病及其他心脑血管疾病的主要原

因[1-3]。与之密切相关的脂素基因LIPIN1于2001年在

脂肪肝不良小鼠(fatty liver dystrophy, fld)研究中被发

现[4], 并在后来的脂类代谢研究中被证实是影响体内

脂肪代谢的关键基因[5-6]。该基因的突变是引发人体

脂肪代谢功能紊乱, 产生肥胖的重要诱因[7]。这一重

要发现立即引起了人们的关注。通过近年来深入的

探索研究发现, 一方面, 脂素基因LIPIN1通过编码磷

脂磷酸酶(phosphatidate phosphatase, PAP)调节体内

的三酰甘油的合成[8], 来维持人体的脂类代谢平衡[3]。

三酰甘油合成底物磷脂酸(phosphatidic acid, PA)在
PAP的作用下, 脱去磷酸基团形成二酰甘油[9-10]。最

终在脂酰基转移酶的作用下形成三酰甘油[8,11]。另

一方面, LIPIN1所编码的PAP还作为重要的转录辅激

活因子参与多种脂质代谢相关调控, 与其他重要的

调节因子共同调节脂肪代谢相关基因的表达[6]、诱

导脂肪细胞分化[12], 同时还可能参与了人体抵抗脂

毒、改善胰岛素敏感等调控[6]。但局限于哺乳动物

的多细胞, 多基因及多层次调控网络的复杂性, 许多

未知的功能难以揭示, 而以基因功能明确的模式生

物作为基因功能探索的平台则有更直接的优势。

2006年, Han等[8]在酿酒酵母中发现, PAH1基因

与人类LIPIN1基因有着较高的相似度。其所编码

的PAP同样能够催化PA进行脱磷酸化, 形成二酰甘

油[13-14], 调节三酰甘油的合成[8,11], 并能够在Zn的介

导调控下影响酵母细胞内的脂代谢平衡[8,15-16]。除

此之外, 在近几年的研究中还发现, PAH1在维持酵

母正常生长及营养代谢平衡中发挥重要作用[17-23], 
如抵抗脂毒胁迫[19]、维持线粒体呼吸作用[17]、调节

脂类合成及脂滴形成等[20,24]。本文通过构建PAH1突
变酵母, 分析PAH1突变表型, 同时将LIPIN1在PAH1缺
陷型酵母中异源表达, 通过功能互补分析进一步探索

出人源LIPIN1与酵母PAH1之间在抗脂毒胁迫等方面

同样具有功能保守性, 并结合生物信息学技术探讨了

两者结构的相似性及氨基序列的保守性。

1   材料与方法 
1.1   试剂与仪器

工具酶Bam HI、Hind III、Not I、Pst I、Kpn I
均购于大连TaKaRa公司 ; Taq酶、Pfu酶、dNTP mix、

10×buffer(MgCl2)、10×buffer(MgSO2)、T4连接酶及缓

冲液均购于上海生工生物工程有限公司; Lyticase(粉
末)购于Sigma公司; 油红O粉末、油酸、油酸钠、吐温-80
购于国药试剂。实验所用酿酒酵母Saccharomyces 
cerevisiae BY4742α、 所 用 质 粒YCplac33(ura3+ Apr 
ori)、YEplac195(ura3+ Apr ori)由 本 实 验 室 提 供。

YEP51-LIPIN1(leu2+ Kmr ori)由Dr. Elpeleg馈 赠。 实

验所用仪器Bio-Rad gene pulse xcell、Bio-Rad 2 mm 
CUP购于Bio-Rad(中国)公司; PCR ABI 2720购于ABI
公司; Tanon-3500凝胶成像系统购于上海天能科技有

限公司。实验所用的酵母基因组提取试剂盒购于天

根生物科技有限公司; 大肠杆菌质粒提取试剂盒购于

Biomiga公司; 凝胶DNA回收试剂盒购于上海捷瑞公

司。25 mm×8 mm薄层层析硅胶板HSGF-254购于烟

台江友硅胶开发有限公司。0.5 mm×100 mm点样毛细

管购于上海欣鹏玻璃仪器有限公司; 0.5 mm玻璃珠

购于海德创业北京生物公司。

1.2   培养基

酵母菌尿嘧啶合成缺陷型培养基 (synthetic 
complete medium lacking uracil, SC-Ura): 无氨基酵

母 氮 源 基(yeast nitrogen base without amino acids, 
YNB) 1.7 g/L、谷氨酸(glutamic acid) 1.2 g/L、尿嘧

啶营养缺陷混合物(drop-out mix) 2.0 g/L、葡萄糖

20.0 g/L。甘油为碳源的合成培养基: YNB 1.7 g/L、
Glutamic Acid 1.2 g/L、Drop-out Mix 2.0 g/L、甘油

20.0 g/L。油酸培养基: YNB 1.7 g/L、Glutamic Acid 
1.2 g/L、Drop-out Mix 2.0 g/L、葡萄糖20.0 g/L、
油酸1.0 mmol/L、DMSO 1.4%。

1.3   实验方法

1.3.1   酵母PAH1基因突变体的构建      根据文献

[25]中所设计的PRS系列质粒筛选标记基因扩增

所用的序列及PAH1基因两端序列, 设计如下引物: 
OH30: 5′-GGG AAG AAA TTA CTG AAG ATA GAC 
ACA TCG GTC GAT TAT GCA GAT TGT ACT GAG 
AGT GCA C-3′; OH31: 5′-TAT GCA GTA TGG ATC 
GTT ATA AAT AAT ATT CGG CTA CAA GAA TCT 
GTG CGG TAT TTC ACA CCG-3′。以PRS400质粒

作为模板, 扩增出含KanMX4筛选标记基因及融合

PAH1两端同源臂的DNA片段, 进行PAH1敲除。

1.3.2   酵母PAH1高表达载体的构建      PAH1高表达

载体YEplac195-PAH1依据参考文献[26-27]进行构建。

依据Saccharomyces Genome Database数据库中登记的
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S. cerevisiae 2888C PAH1相关基因序列, 分别在PAH1上
游501 bp处、32 bp处以及PAH1下游68 bp处、642 bp
处设计如下引物: OH21 5′-CGG GAT CCG TTC GCA 
GTT CCT AAC ACT G-3′; OH22 5′-ATA AGA ATG 
CGG CCG CTA TCT TCA GTA ATT TCT TCC-3′; 
OH23 5′-ATA AGA ATG CGG CCG CGA TCC ATA 
CTG CAT ATT AA-3′; OH24 5′-ACG CCA AGC TTG 
GGC GTA CAA TAA TTG CTT-3′。以酵母基因组

为模板, 用引物OH21、OH22和引物OH23、OH24, 
分别扩增出PAH1基因两端的同源臂片段PAH1-
promoter、PAH1-terminator, 各400 bp、600 bp左右。

然后分别以BamH I、Not I酶切PAH1-promoter, 以
Hind III、Not I酶切PAH1-terminator, 以BamH I、 Hind 
III酶切YEplac195质粒。经过T4连接酶连接反应, 形
成质粒YEplac195-PAH1, 转入大肠杆菌DH5α后用含

氨苄青霉素的LB平板挑选阳性克隆。

1.3.3   人源脂素基因LIPIN1酵母中异源表达质粒

的构建      首先构建携带有酵母能够识别强启动

子ADH1p的高表达质粒YEplac195-ADH1p, 然后

根据YEP51-LIPIN1测序结果, 分别在LIPIN1起始

密码子处和终止密码子处设计如下引物: HO66: 
5′-GCT CTA GAC GAG ATG AAT TAC GTG GGG 
CAG-3′; HO67: 5′-GGG GTA CCG GAT CTT TAC 
GCT GAG GC-3′。以获赠质粒YEP51-LIPIN1为模

板, 用引物HO66、HO67扩增出LIPIN1基因, 大小

约为2 700 bp。然后以Xba I、Kpn I酶切扩增产物

及YEplac195-ADH1p。经过T4连接酶连接反应, 形
成质粒YEplac195-ADH1p-LIPIN1, 转入大肠杆菌

DH5α后用含氨苄青霉素的LB平板挑选阳性克隆。

1.3.4   缺陷表型观察及功能互补分析      根据文献

[15,28-29]所采用的方法进行酵母脂毒性、温度敏

感性、碳源利用率及脂肪合成等表型观察。(1)脂
毒性检测: 取约1×107酵母细胞(D600≈1), 10倍比进行

梯度稀释后(稀释5个梯度), 每个浓度梯度取5 μL稀
释后的菌液, 滴在油酸培养基中, 30 °C培养, 以不含

油酸的培养基作为对照。(2)温度敏感性检测: 取约

1×107酵母细胞, 10倍比进行梯度稀释后(稀释5个梯

度), 每个浓度梯度取5 μL稀释后的菌液, 滴在SC培
养基中, 37 °C培养, 以30 °C培养的菌作为对照。(3)
碳源利用率检测: 取约1×107的酵母细胞, 10倍比进行

梯度稀释后(稀释5个梯度), 每个浓度梯度取5 μL稀
释后的菌液, 滴在以甘油作为碳源的培养基中, 30 °C

培养, 以葡萄糖作为碳源的培养基作为对照。(4)脂
水平分析: 根据参考文献[30-31]提取酵母总脂, 取平

稳期酵母细胞约7×108(D600≈70), 进行酵母总脂提取, 
提取到的总脂用30 μL甲醇/氯仿混合液(V/V, 2:1)进
行溶解。根据参考文献[32], 利用薄层层析法检测酵

母菌株三酰甘油含量, 所用扩展体系为正己烷/乙醚/
甲酸=80:20:2(V/V/V), 染色剂为碘蒸气。

1.3.5   显微观察      根据文献[20,33]所采用的方法进

行酵母脂滴油红O染色及显微观察。取对数生长期

的酵母细胞进行油红O染色(油红O工作液: 3份的1%
的油红O异丙醇储液与2份的双蒸水混合), 室温下染

色10 min, 然后用50%异丙醇洗脱1次, 双蒸水洗脱1
次。将染色后的酵母细胞置于载玻片上, 显微观察。

1.3.6   生物信息学分析      针对来源于酿酒酵母与

现代人的PAP, 应用BLASTX、Bioedit和ClustalX等

生物信息学软件进行比较分析[34]。

2   结果
2.1   酵母PAH1突变体的构建和脂素基因的克隆

构建

利用PCR扩增技术获取含有PAH1双侧同源臂

及KanMX4筛选标记基因的融合DNA片段, 片段大

小与理论值一致, 约1 500 bp, 电泳结果如图1A所

示。利用酵母电转化技术, 将融合DNA片段转入

酿酒酵母中。挑取能在含G418的酵母浸出粉胨葡

萄糖培养基(yeast extract peptone dextrose medium, 
YPD)中生长的酵母单克隆进行菌落PCR鉴定, 共筛

选到PAH1双侧臂均发生正确同源重组的酵母克隆1
个, 电泳结果如图1B所示。

利用PCR扩增技术获取含有PAH1双侧同源

臂, 分别扩增出PAH1基因两端的同源臂片段PAH1-
promoter、PAH1-terminator, 片段大小均与理论值一

致, 电泳结果如图1C所示; 再利用gap-repair技术[26]

构建YEplac195-PAH1高表达载体, 首先采用酵母质

粒提取方法将获取重组质粒, 将获取到的重组质粒

转入大肠杆菌感受态DH5α中, 然后采用菌落PCR方
法筛选出具有PAH1表达质粒的细胞克隆5个, 菌落

PCR的电泳结果如图1D所示。

人源LIPIN1的亚克隆构建: 如本文实验方法

1.3.3所述, 首先利用PCR扩增技术获取ADH1启动子

区约500 bp片段, 电泳结果如图1E所示, 并将扩增到

的ADH1的启动子区, 即酵母源强启动子ADHP1p, 
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克隆构建到高表达质粒YEplac195中。然后在构建

好的携带有酵母能够识别强启动子ADH1p的高表

达质粒YEplac195-ADH1p中插入人源LIPIN1基因, 
采用菌落PCR的方法筛选出正确插入LIPIN1基因的

克隆7个, 菌落PCR的电泳结果如图1F所示。

2.2   PAH1缺陷表型及性状分析

图2A为PAH1基因敲除后的脂毒敏感性检测

结果。PAH1敲除后的酵母表现出对油酸极度敏感: 
WT在不含油酸和含有1 mmol/L油酸的YPD培养基

中生长差异不大, PAH1缺陷型酵母在不含油酸的

YPD培养基中生长基本正常, 但在含有1 mmol/L油
酸的YPD培养基中基本不能生长。图2B为PAH1基

因敲除后的温度敏感性检测, 通过比较PAH1缺陷

型酵母与WT酵母在30 °C和37 °C的生长状况, 发现

PAH1敲除后的酵母表现出对温度十分敏感, 缺陷型

酵母在37 °C时生长状况差。图2C为PAH1基因敲除

后的碳源利用率检测, PAH1敲除后的酵母碳源利用

效率要远低于WT酵母, 基本无法在以2%甘油作为

碳源的培养基中生长。PAH1缺陷将导致酵母对温

度、脂毒和碳源敏感, 这与文献[17,19]的结果一致。

2.3   脂素基因LIPIN1与酵母PAH1细胞功能同源

性分析

将人源LIPIN1转入PAH1突变体中, 通过观察在

PAH1缺失突变体中异源表达LIPIN1基因后, 酵母的

A: PAH1双侧同源臂及KanMX4筛选标记基因的融合DNA的获取, 泳道1为含有PAH1双侧同源臂及KanMX4筛选标志的PCR产物; B: 酵母PAH1
突变体的菌落PCR的鉴定, 泳道1~12为待鉴定的酵母PAH1突变体; C: PAH1 5′端同源臂和3′端同源臂的PCR扩增, 泳道1为5′端同源臂, 泳道2为3′
端同源臂; D: PAH1重组质粒的菌落PCR鉴定, 泳道1~20为克隆菌株的菌落PCR产物; E: ADH1p启动子的克隆构建, 泳道1为以基因组为模板的

PCR产物(作为阳性参照), 泳道2为以空白质粒为模板的PCR产物(作为阴性参照); 泳道3~10为克隆菌株的菌落PCR产物; F: YEplac195-ADH1p-
LIPIN1重组质粒的亚克隆构建, 泳道1为YEP51-LIPIN1质粒为模板的PCR产物(作为阳性参照); 泳道2为以空白质粒为模板的PCR产物(作为阴

性参照), 泳道3~10为克隆菌株的菌落PCR产物; 泳道M为DNA分子量标记。

A: the integration DNA of PAH1 bilateral homologous arms and KanMX4 genes, lane 1 is PCR product of integration DNA of PAH1 bilateral 
homologous arms and KanMX4 genes; B: the identification of yeast PAH1 mutant by yeast colony PCR, lane 1~12 are colony PCR product of yeast 
PAH1 mutants; C: PCR amplification of 5′ end and 3′ end homologous arms of PAH1, lane 1 is PCR product of 5′ end homologous arm; lane 2 is PCR 
product of 3′ end homologous arm; D: the identification of PAH1 recombinant plasmid by colony PCR, lane 1~20 are colony PCR products of clone 
strains; E: the construction of recombinant plasmid of ADH1p promoter, lane 1 is PCR product of yeast genome (as a positive control); lane 2 is PCR 
product of empty plasmid (as a negative control); lane 3~10 are PCR products of clone strains; F: the construction of  recombinant plasmid YEplac195-
ADH1p-LIPIN1, lane 1 is PCR product of YEP51-LIPIN1 (as a positive control); lane 2 is PCR product of empty plasmid (as a negative control); lane 
3~10 are PCR products of clone strains. Lane M is DNA molecular weight marker.

图1   酵母PAH1突变体的构建和相关基因的克隆

Fig.1   The construction of PAH1 mutant and the cloning of related gene
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脂毒抗性、温度敏感性、碳源利用效率上的表型

恢复情况, 证明LIPIN1与PAH1在功能上的互补。在

脂毒抗性上, 如图3A所示, 外源PAH1高表达载体的

转入显著地提高了PAH1缺陷型酵母对油酸的耐受

性, 生长情况与WT相似; 外源LIPIN1高表达载体的

转入也明显地提高了PAH1缺陷型酵母对油酸的耐

受性, 但与WT或转入外源PAH1基因的突变体相比, 
生长情况稍差。在温度敏感性上, 如图3B所示, 外
源PAH1和LIPIN1高表达载体的转入同样能够提高

PAH1缺陷型酵母对环境温度的耐受性, 表型恢复情

况基本与脂毒抗性恢复情况一致。如图3C所示, 外
源PAH1和LIPIN1高表达载体的转入同样能够提高

PAH1缺陷型酵母对环境中碳源的利用效率, 表型恢

复情况与脂毒抗性恢复情况一致。说明了, 两者在

维持酵母生长代谢、缓解脂毒胁迫等方面也同样具

有较高的功能保守性。

2.4   LIPIN1与PAH1在脂类合成上的功能保守性

脂毒胁迫与脂类的合成密切相关[35], 通过对

LIPIN1与PAH1在脂类合成上的功能保守性分析, 有
助于进一步揭示LIPIN1在人类脂毒抵抗中扮演的重

要角色。通过构建PAH1缺陷型酵母, 发现PAH1缺陷

型酵母与WT相比, 脂肪滴的数量显著减少, 如图4A

所示, 这是由于三酰甘油合成中起关键酶PAP缺失

所造成的, PAP缺失直接导致三酰甘油为主的中性

脂肪减少, 进而导致脂肪滴形成数量的减少。

同时, 为进一步验证LIPIN1与PAH1所编码的

PAP在功能上的保守性, 本文通过分析LIPIN1在
PAH1缺陷型酵母中异源表达时三酰甘油含量与脂

肪滴数量的变化来检测两者的功能保守性。在脂肪

滴形成上, 如图4A所示, LIPIN1在PAH1缺陷型酵母

中的异源表达能够显著提高酵母细胞内脂肪滴的形

成数量, 其恢复情况基本与高表达PAH1的缺陷菌株

一致。在三酰甘油含量上, LIPIN1在PAH1缺陷型酵

母中的异源表达同样能够显著提高酵母细胞内三

酰甘油的含量, 其含量约为WT的70%, 这与高表达

PAH1的缺陷菌株基本一致。该结果揭示了LIPIN1
可能通过促进三酰甘油和脂肪滴的形成来缓解脂毒

胁迫。

2.5   LIPIN1p与PAH1p生物信息学分析

通过对LIPIN1p与PAH1p进行保守结构域分布、

同源序列分布及氨基残基序列比对分析, 发现两者

具有较高的同源性, 同源性达到了48%。在结构域

保守性分析中, 发现两者都具有两个保守的Lipin_
N结构域和类卤酸脱卤酶(haloacid dehalogenase-
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(C)
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SC+2% glucose SC+2% glycerol

30 °C 37 °C

SC+1 mmol/L OA

WT

Pah1∆

WT

Pah1∆

WT

Pah1∆

A: 脂毒敏感性检测, PAH1突变菌株及野生型菌株在添加0或1 mmol/L的SC的生长情况; B: 温度敏感性检测, PAH1突变菌株及野生型菌株在30 °C、
37 °C孵育温度下的生长情况; C: 碳源利用率检测, PAH1突变菌株及野生型菌株在以2%的葡萄糖或2%的甘油作为碳源的SC中的生长情况。

A: lipotoxicity-resistance test of PAH1 mutant, and wild type yeast that growing at SC with 0 or 1 mmol/L oleic acid; B: heat sensitivity test of PAH1 
mutant, and wild type yeast that growing at SC and incubated at 30 °C or 37 °C; C: utilization of carbon source test of PAH1 mutant, and wild type 
yeast that growing at SC with 2% glucose or 2% glycerol.

图2   PAH1缺陷型酵母表型及性状分析

Fig.2   The phenotypic character analyses of the PAH1 knockout yeast
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A: 外源PAH1或LIPIN1对PAH1突变菌株脂毒性表型恢复的影响, 携带空质粒、外源PAH1、LIPIN1基因高表达质粒的PAH1突变菌株在添加0或
1 mmol/L的SC-Ura的生长情况; B: 外源PAH1或LIPIN1对PAH1突变菌株对温度敏感性恢复的影响, 携带不同质粒的PAH1突变菌株在30, 37 °C
孵育温度下的生长情况; C: 外源PAH1或LIPIN1对PAH1突变菌株对碳源利用率恢复的情况, 携带不同质粒的PAH1突变菌株在以2%的葡萄糖或

2%的甘油作为碳源的SC-Ura中的生长情况。

A: effect of exogenous PAH1 or LIPIN1 on the phenotype recovery of lipotoxicity- resistance of PAH1 mutant, empty vector, PAH1 or LIPIN1 in PAH1 
mutant and wild type yeast that growing at SC-Ura with 0 or 1 mmol/L oleic acid; B: effect of exogenous PAH1 or LIPIN1 on the phenotype recovery of 
heat sensitivity of PAH1 mutant, yeast strains that growing at SC-Ura and incubated at 30 °C or 37 °C; C: effect of exogenous PAH1 or LIPIN1 on the 
phenotype recovery of utilization of carbon source of PAH1 mutant, yeast strains that growing at SC-Ura with 2% glucose or 2% glycerol.

图3   外源LIPIN1、PAH1基因对PAH1缺陷性酵母表型恢复的影响

Fig.3    Effect of exogenous PAH1 or LIPIN1 on the phenotype recovery of PAH1 mutant yeast

like, HAD_LIKE)结构域, 如图5A, 揭示了这两种不

同物种来源的PAP均通过这两个同源结构域来执

行脂类代谢及其他生长代谢相关的调控功能, 表明

了人与酵母的PAP具有较高的结构和功能保守性。

而经NCBI网站的Blast同源检索分析, 如图5B所示, 
PAH1p(NP_013888)与LIPIN1p(NP_663731.1)的同源

序列点阵均分布在N末端区域和近C末端区域, 这与

前面图5A分析的结构一致。为了进一步验证PAH1p
与LIPIN1p在这两个区域的同源性, 本文利用Bioedit 
7.1软件针对这两个区域进行了多序列比对, 如图5C
所示, PAH1p与LIPIN1p在这两个区域的氨基序列高

度同源。生物信息学的分析结果很好地印证了前面

PAH1缺陷型的表型恢复研究。

3   讨论
LIPIN1作为脂代谢合成关键基因, 在脂代谢疾

病研究中具有重大研究价值, 但局限于哺乳动物的

复杂性, 许多未知的功能难以揭示, 而与其具有相似

功能的酵母脂素基因PAH1则研究比较透彻。该基

因受Zn介导调控, 并在多种脂类合成中扮演着重要

作用[16], 是研究脂代谢相关疾病及探索LIPIN1未知

功能的重要突破口。本文利用酿酒酵母在脂类代谢

系统研究中的优势, 通过基因敲除技术, 成功构建了

PAH1缺陷型酵母, 通过对该缺陷型酵母进行表型分

析, 证实了脂素基因PAH1在碳源利用、温度耐受和

脂毒耐受上具有重要作用。通过在酵母中异源表

达LIPIN1基因, 发现LIPIN1能够部分弥补由于PAH1
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缺失后所造成温度敏感, 这与Grimsey等[36]提出的

PAH1与LIPIN1在温度敏感上功能互补的结论一致; 
而我们在进一步的深入研究中发现, LIPIN1还在碳

源利用及脂毒胁迫等方面与PAH1具有功能互补性, 
而在脂滴及三酰甘油形成上, LIPIN1与PAH1具有较

高的功能保守性, 论证了LIPIN1能够通过促进细胞

脂类合成及脂肪滴形成来解救脂毒胁迫的可能性。

通过生物信息学技术, 我们对LIPIN1与PAH1进行氨

基酸序列及结构域进行比较分析, 发现酵母PAH1
与人源LIPIN1氨基序列具有较高的同源性, 同源性

达到48%, 同时都具有两个保守的Lipin_N结构域和

HAD_LIKE结构域, 这一结果很好地佐证了LIPIN1
与PAH1在功能上的保守性。

酵母遗传背景相对清晰、易于操作, 是一个非

常有价值的模式生物。酵母作为高等真核生物, 能
够通过未知基因在酵母中异源表达及细胞功能分析
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图4   PAH1与LIPIN1在脂类合成上的功能保守性

Fig.4   Functional conservation of PAH1 and LIPIN1 in lipid synthesis
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图5  LIPIN1p与PAH1p的生物信息学分析

Fig.5  Bioinformatic analysis of LIPIN1p and PAH1p
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来研究该基因的功能[37], 本次的研究工作也再一次

说明酵母是简化研究高等生物复杂基因功能的有利

模式生物。
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