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WEB2 基因在酿酒酵母 S 期检查点通路上

调控RNR3 基因表达

李新鸣 l 孙黎光*刘萍付明白抚生2 宣忠信

(中国阮科大学基础医学院生物化学与分子生物学教研室， I 病原微生物教研教宰，

沈阳 110001; 2 辽宁省金秋医院神经内科，沈阳 110016)

摘要 WEB2 基因参与酿酒酵母 S 期检查点调控机制，而 RNR3基因位于该调控通路末端，

DNA损伤或合成阻断时， S 期检查点通路诱导 RNR3 过度表达。因此，通过确定 WEB2 在该检查

点通路上是否参与调拉 RNR3 基因的表达，将有助于进一步明确 WEB2 基因在检查点通路上的工

作位点，了解 WEB2 基因如何发挥检查点调控功能。构建RNR3-LacZ基因融合质粒，用于检测酵

母细胞内 RNR3基因的诱导性。诱导性可以通过测定 β半乳糖苦酶的活性而得知。利用 DNA损伤

药物甲磺酸甲酣(MMS)及DNA合成阻断剂是基腺(HU)处理酵母细胞，测定WEB2基因突变林和野

生林细胞内 RNR3 基因的诱导性。结果 ， WEB2 突变株细胞中诱导活性分别增加(8.27土0.38)倍和

(9.55士0.24)倍，而野生株分别增加了 (83.32::1: 2.42)倍和(124.67 ::1: 2.87)倍。反映 RNR3 基因在 WEB2

突变林中的诱导性低于野生株。同 RAD53 突变林相比，后者的 RNR3 基因的诱导性更低，仅为

(2.37土0.18)倍和(2.91 ::1: 0.13)倍。说明 WEB2 基因突变影响 S 期检查点通路的信号传递至 RNR3 基

因，所以在酿酒酵母 S 期检查点通路上 ， WEB2 工作在 RNR3 基因上蒋，参与调控 RNR3 的表达，

但调控能力不如几4.D53 基因强。

关键词 WEB2 基因; S 期检查点 ; RNR3 基因:酿酒酵母

对于任何细胞来说，只有 DNA 正常复制才能

保证细胞的正常增殖。细胞内多种因素共同确保

DNA 的忠实复制，其中检查点是各种感知 DNA 复

制压力的调控通路，通过诱导细胞修复相关基因的

转录表达和阻断细胞周期在 G 1 、 GzfM 或 S 期调控

细胞JÎIZ对复制压力。在酿酒酵母中检查点调控通路

有两种.. ----种是在整个细胞周期中都发挥调控作

用，另外一种是仅在 S 期发挥作用的 S 期检查点通

路[1-3]。该检查点通路由多个参与 DNA 复制的基因

构成 Ill ，其中 POL2 ， 编码 DNA 聚合酶 ε，可以

感知发生在 S 期的 DNA 损伤或合成阻断，通过

DPBll 、 RFC5 等检查点通路的上游调控基因，依赖

MECI-RAD53 基因的调控作用使细胞周期阻滞[b51 ，

激活的 Rad53 蛋白作为调控中枢，一方面使细胞阻

滞在 S 期，另一方面则诱导特殊基因的转录，即与

DNA 修复相关基因的转录怡，7]0 WEB2(Wants EIA 
Badly 2, WEB2)基因，也称 DNA2 基因[町，编码产物

具有DNA解链酶作用和核酸酶活性，参与冈崎片段的

成熟过程，在 DNA 复制延伸阶段发挥重要功能[8-10] 。

研究还发现 WEB2 突变株对 DNA损伤及复制阻断敏

感，表现为存活率的下降[8 ， 11 ， 12] ，本课题组研究发

现 WEB2 突变株，在DNA合成阻断剂挂基服(hydro­

xyurea , HU)作用条件下表现出 S 期检查点功能失

调，无法阻滞在 S 期，而是携带未完成复制的 DNA

进入有丝分裂期[13]。因此，确定 WEB2 在 S 期检查

点通路上的工作位点及与其他检查点基因的作用关

系，明确 WEB2 基因在 S 期检查点信号转导通路的

调控作用是非常重要的。

在复制压力下，检查点通路所诱导的特殊基因

的转录中，最受关注的是 RNR3 基因的诱导性[1，6] 。

RNR 基因属于核糖核酸还原酶(ribonucleotide redu­

ctase, RNR)系统的一员，其中 RNRl 和 RNR3 编码

该酶的大亚基 ， RNR2 和 RNR4 编码小亚基[6， 14-16] 。

正常生长条件下，细胞中几乎检测不到 RNR3 的表

达。但是 DNA损伤或是合成阻断时可诱导其大量表
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达，因此，常被用作分子工具，用于分析及检测检

查点基因的调控功能[忡16]。本课题组构建了 RNR3

基因 5'端启动子序列与 LacZ基因融合质粒，在DNA

合成阻断剂 HU 作用下，或是损伤剂甲磺酸甲醋

(methyl methanesulfonate, MM创造成的 S 期 DNA 损

伤条件下，证明 WEB2 基因是否通过参与调控 RNR3

基因的诱导转录，来实现其 S 期检查点调控功能。

由于RAD53 基因突变导致无法调控 RNR3 基因的诱

导表达，因此，在检测 WEB2 基因对RNR3 基因调

控功能的同时，还利用一个 RAD53 缺失突变株

cry3 ，作为调控 RNR3 表达功能缺陷的参照，来比

较 WEB2 基因和 RAD53 基因在 S 期检查点通路上，

对 RNR3 表达调控能力的强弱。

1 材料与方法

1.1 菌株与质粒

酵母菌野生株 YMW2(MATa ade2-1 ade3~22 

his3-11,15 leu2-3,1l2 trp1-1 ura3-1 can1-100); 突变

株 web2(MATa， web2, ade2 his2 trp1 ura3) 、 cry3

(MATa ade2-1 ade3&2 his3-11, 15 leu2-3,1l2 rad53, 

trp1-1 ura3-1 can1-JOO) ， 质粒 pBS KS+ , pNN407 

(RNR2-1acZ) ， 美国西南医学中心宣忠信博士惠

赠 ; E.coli JMI09 菌株，用于质粒的构建及扩增，

中国医科大学微生物实验室保存。

1.2 培养基

酵母 YPD 、 YPG 培养基， SG 选择性培养基，

即根据酵母菌株的营养缺陷型添加相应的氨基酸和

碱基。 E.coli 培养使用的是 LB 培养基。

1.3 试剂

限制性核酸内切酶， HU、 MMS 、 T4 DNA 连

接酶、 ß- 半乳糖昔酶购自 Sigma 公司。 DNA 分子

量标记物购自 TaKaRa 公司。 ONPG(O-nitrophenyl­

ß-D-galactopyranoside)、醋酸惶等试剂、 DNA快速

纯化回收试剂盒(QIAprep spin plasmid Kit)购自华美

生物公司。由 TaKaRa 公司合成 PCR 引物。

1.4 RNR3-LacZ 基因融合质粒的构建

以BamHI消化的酵母染色体DNA为模板， PCR 

扩增 RNR3 基因 5' 启动子序列，所用引物:

有义: 5'-豆豆ATCιAGAAGGAAACACTC-3'

BamHI 

反义:

5'-豆TGCA豆GTCATTTGTGTGGGAGTATτ'TG-3'

PstI 

·研究论文·

所得 720 bp 的 PCR 片段经 BamHI 和 Pstl 消化，克

隆到BamHI和 PstI 消化的 pBS KS+ 质粒载体的多克

隆位点接头上，构建成 pBRNR3 质粒，目的是利用

pBS KS+ 上的 XhoI 位点，调整RNR3 的读码框架，

以适应pNN407质粒上的 LacZ片段。经BamHI-XhoI

消化 pBRNR3 质粒得到 RNR3 片段，将其克隆到

BamHI-XhoI 消化的 pNN407 质粒， pNN407 质粒为一

个 URA3 CEN4 ARS1 RNR2-LacZ 融合子载体[1剑，

取代其上的 RNR2 基因，构建成 RNR3-LacZ融合基

因质粒，即 pNRNR3 质粒。

1.5 重组质粒的鉴定

用 E.coli JMI09 进行质粒扩增，参照 QIAprep

Spin Plasmid Kits 说明提取质粒。利用 PCR 扩增

RNR3基因 5'端启动子序列及限制性核酸内切酶酶切

鉴定质粒。

1.6 酵母菌株构建及筛选

根据醋酸惶介导的酵母细胞转染法 [11 ，将

pNRNR3 重组质粒转入 YMW2 ， c可3 酵母细胞，接

手中 SG-URA平板:转入web2细胞接种SG-URA-LEU

平板， 30 'C培养 48 h，生长的菌落即为转化菌落，

分别构建成 RYMW2 , Rcry3 和 Rweb2 菌株。

1.7 利用 β半乳糖昔酶活性进行RNR3 诱导性测定

将RYMW2， Rweb2 和 Rc可3 培养到对数早期，

加入新的培养基培养至对数中期(A刷=0.6)，取 2 ml 

培养物，分别加入 HU(终浓度 200 mmolJL)或 MMS

(终浓度 0.5%) ， 30 'C培养 4 h，测定 ß- 半乳糖昔
酶活性[9 ， 10] 。

ß- 半乳糖昔酶活性的单位数= 1000x(Aω-

1. 75xA soo)/(txO.l xA600) ，式中 t 为时间(min) 。

阴性对照: 1 ml Z 缓冲液、 50μI 氯仿、 25μl

0.1% SDS 、 200μIONPG 、 0.5 ml 的 1 mo l/L 

NaC03。阳性对照 : 1 ml Z 缓冲液、 50μl 氯仿、

25μ10.1% SDS 、 200μIONPG、 0.5 ml 的 1 mol/L 

NaC03 、 1μ1 ß- 半乳糖昔酶(50 u/μ1) 。

2 结果

2.1 RNR3 重组质粒结构图

重组pNRNR3质粒产生RNR3 与 LacZ的融合蛋

白 Rnr3-LacZ，携带 URA3 基因作为选择性标记，

LacZ基因编码 β 半乳糖昔酶(图1)。

2.2 酶切图谱分析

经过XhoI 、 BamHI 双酶切后，重组质粒切成

800 bp 和 9500 bp 两个片段，分别为目的基因和载
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BamHI Pstl 

Sacl 

Kpnl 

BglII 

图 1 RNR3 重组质粒结构图

bp 2 3 4 5 

15000 

10000 
7500 
5000 
2500 

1000 

图 2 RNR3 重组质粒限制性内切酶酶切分析

1: DLl 5000 DNA 标准: 2: pNRNR3 质粒经 BamHI 和 XhoI 双酶

切; 3: pNRNR3 质粒经 AluI 消化; 4: pNN407 质粒经 BamHI

和 XhoI 5(Jl.酶切; 5: pBRNR3 质粒经 BamHI 和 XhoI 双酶切。

bp 

23130 
9416 
2557 461 

2322 
2027 

1 2 3 4 5 6 

图 3 产物的琼脂糖;疑股电泳

bp 

1353 
1078 

872 
603 

310 

1: DNA 标准。DNAIHindlII); 2: pNRNR3 为模板; 3: pBRNR3 为

模板; 4: pNN407 为模板; 5: pBS KS+ 为模板; 6: DNA 标准

(申X174 DNAIHaelII) 。

体:而 AluI 酶切位点只存在于目的基因中，为单

一位点，载体中无此酶切位点，所以 AluI 可将重

组质粒切成 10.4 kb 的线形片段(图 2) 。

2.3 PCR鉴定重组质粒

以 pNRNR3 、 pBRNR3 质粒为模板特异性扩增

RNR3基因 5'端启动子序列，结果为一730bp 的DNA

片段。与以酿酒酵母 DNA 为模板扩增结果一致。

表 1 HU 和 MMSi1=用下各种 RNR3-lAcZ 转化菌株的 β半

乳糖苦酶活性

β半乳糖背酶活性单位

RYMW2 Rweb2 Rcry3 

无 1.80:1:0.06 3.22 :1:0.11 1.41 :1:0.13 

200 mmol/L HU 145.56 :1:5.84 26.72土1. 81 3 .40 :1:0.58 

0.5%MMS 224.18 :1: 2.85 30.70 :1:0.66 4.05 :1:0.16 

表中各数值为均值土标准误，为分别挑选 4 个独立克隆进行。­

半乳糖背酶活性测定而来。

表 2 HU 和如fMS 对各种RNR3-lAcZ转化菌株β半乳糖苦

酶活性的诱导作用

菌株 13- 半乳糖昔酶活性诱导率(诱导值/基础值)

RYMW2 

Rweb2 

HU 

83.32 :1: 2.42 

8.27 :1:0.38' 

MMS 

124.67 :1:2.87 

9.55土0.2'

Rcry3 2.37 :1:0.18" 2.91 :1:0.13" 

表中各数值为均值±标准误。在 HU 作用下，与 RYMW2 组

比较 ， 'P<O.OOI; 与 RYMW2 组和 Rweb2 组比较 ， "P<O.OOI 。

在 MMS 作用，与 RYMW2 组比较， 'P<O.OOI; 与 RYMW2 组

和 Rweb2 组比较，忡P<O.OOI 。

以质粒载体为模板，特异性扩增结果为阴性(图

3) 。

2.4β 半乳糖昔酶活性测定

pNRNR3 质粒重组有 RNR3-LacZ 基因 ， RNR3 

基因转录水平的提高可通过 β半乳糖昔酶活性的增

加得到反映。在 HU 、 MMS 作用下， RYMW2 的

目，半乳糖昔酶活性显著增加，由基础值为1.80 :I: 
0.06，分别增加至 145.56 :I: 5.84 和 224.18 :I: 2.85(表
1)，反映 RNR3-LacZ 基因受诱导大量表达，说明

所构建的 RNR3-LacZ质粒，可以作为一个 RNR3 基

因诱导性报告质粒。利用这一报告质粒，分别检测

了在 HU或MMS 作用下， Rweb2 和 Rc可3 突变株细

胞内 ß- 半乳糖昔酶活性。其诱导率分别为(8.27 :I: 
0.38) 、 (9.55 土 0.24)倍和(2.37 :I: 0.18) 、 (2.91 土 0.13)

倍。经 t检验，结果分别为 P<0.001 ， 反映出在 HU

或 MMS 作用下，与野生株细胞相比，两种突变株

细胞均不能实现正常的 RNR3 基因转录诱导(表 2) 。

HU 或 MMS 作用下， web2 和 cry3 两种突变细胞相

比，后者的诱导率更低，经 t 检验 ， P<0.001 。说

明 RAD53 基因突变对 RNR3 诱导表达的影响比

WEB2 更为显著。

3 讨论
在芽殖酵母中， DNA 损伤或是合成阻断时，

通过各种检查点通路的调控作用，可以阻止细胞在

细胞周期的不同时期，同时诱导多个基因的转录表
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达，以提高细胞的修复能力。 DNA 复制阻断仅发

生在 S 期，因此 S 期检查点通路的主要功能是应答

发生在 S 期的 DNA损伤及合成阻断，使细胞从这种

DNA 复制压力中恢复出来[门，确保染色体忠实复制

及分离。很多种药物可导致 DNA 损伤或合成阻断，

如 MMS 为一种碱性试剂导致 DNA聚合体形成，引

起 DNA损伤;HU 为核糖核酸还原酶抑制剂，可阻断

DNA 合成[1]0 RNR3 基因不同于其他受诱导而大量

转录表达的基因之处在于RNR3墓因的诱导不受细胞

周期调控。在正常生长条件 r，细胞内 RNR3 基因

表达水平极低，但 DNA 损伤或是合成阻断时，经

RAD53 墓因的调控，可被诱导大量表达[14-16] 。因

此通过检测细胞内 RNR3 基因转录表达水平，就可

以反映出细胞内 DNA损伤或是合成阻断的压力以及

细胞应对这种压力的能力如何。根据己有的研究结

果 ， RNR3 基因编码区上游约 720 bp 的启动子序列，

是诱导 RNR3 基因的大量转录表达所必需的，而且

该区的诱导转录足以反映整个RNR3基因的转录诱导

性[17-20] 。本课题组根据文献提供的引物序列[18， l91 ，

经 PCR 扩增了 RNR3 基因 5' 端启动子序列构建成

RNR3-LacZ融合基因质粒。通过测定 β半乳糖昔酶

活性，就可以检测 RNR3 基因的诱导性。当野生株

RYMW2 受 DNA 损伤剂 MMS 作用 4h 后，细胞内

ß- 半乳糖昔酶活性增强了近 125 倍; DNA合成阻断

剂 HU 作用下，其活性增强了约 83 倍。因为在无

药物作用下，细胞内。-半乳糖昔酶活性非常低，仅

为1.8 左右。因此细胞内 β 半乳糖昔酶活性增强是

由于 MMS 或 HU 诱导 RNR3 基因的转录表达所致。

所构建的 RNR3-LacZ融合质粒 pNRNR3，可以作为

一个 RNR3 基因转录诱导的报告质粒，用于检测

DNA 复制压力下，细胞内 RNR3 基因的受诱导而转

录表达的水平，反映不同细胞株应答DNA复制压力

的能力。本研究利用这一报告质粒，检测了不同条

件下 web2 细胞中 RNR3 基因的诱导性。由于 web2

细胞表现出 S 期检查点功能缺陷，利用 a 因子处理

细胞使其同步于 G1 期后进入 S 期，以检测 WEB2 基

因突变如何影响 S 期检查点调控功能的发挥。在HU

阻断 DNA 合成，突变株 web2 细胞中 β半乳糖昔酶

活性有所增强，但诱导率仅为野生株的 1110，说明

突变株 web2 细胞内 RNR3 基因的转录诱导性明显低

·研究论文·

于野生型细胞。在 MMS 作用下，也就是对于发生

在 S 期的 DNA 损伤，突变株 web2 细胞也不能正常

的诱导RNR3基因的转录表达。反映出在S期的DNA

复制压力下 ， RNR3 基因在 web2 突变株中的诱导性

低于野生株的。这就意味着 WEB2 基因突变，影响

S 期检查点通路的信号传递及功能的发挥，不能正

常诱导 RNR3 基因的转录。因此，在酿酒酵母 S 期

检查点通路上 ， WEB2 工作在 RNR3 基因上游，参

与调控RNR3 的表达。同时，本研究还检测了 DNA

复制压力下，突变株 cry3 细胞内自-半乳糖昔酶活

性。其活性较 web2 细胞更低，仅为基础值的 2-3

倍左右。由于 cry3 细胞为 RAD53 基因突变株，而

RAD53 基因在 S 期检查点通路上发挥重要作用，调

控多个检查点基因来实现细胞周期的阻滞及包括

RNR3 在内的多种基因的转录诱导。因此，本研究

结果不仅再次验证了见4.D53 对 RNR3 转录诱导的调

控:而且提示，在酿酒酵母 S 期检查点通路上，

WEB2 基因的调控作用没有 RAD53 基因强，至少是

在调控RNR3 基因的诱导转录方面。由此可对 Foss

等川提出的 S 期检查点通路给予补充，以加深对酿

酒酵母检查点的认识为探索真核细胞的细胞周期调

控提供依据。
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李新鸣等: WEB2 基因在酿酒酵母 S 期检查点通路上调控RNR3 基因表达

RNR3 Gene Expression is Regulated by WEB2 Gene in S 
Checkpoint Pathway of S.cerevisiae 

Xin-Ming Li', Li-Guang Sur户，Ping Liu, Yue Fu, Fu-Sheng BaF, Zhong-Xin Xuan 
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(Depanment of Biochemistry and Molecular Biology, lDepanment of Microbiology and Parasitology, Chin响 Medical Universi纱，

Shenyang 11α则， China; 2Depatrment of Neurology, Liaoning Provincial Jinqiu Hospital, Shenyang 110016, China) 

Abstract Previous works suggest the role of WEB2 in S checkpoint regulation, it is necess缸Y to make sure 

its location and interactions with other checkpoint genes in this signal transduction pathway. RNR3 gene is an 

important effector at the end of this pathway. The transcription of RNR3 gene is induced in response to DNA 

damage or DNA replication block. So we detect if WEB2 gene involves in RNR3 induction .The induction of RNR3 

gene was investigated in S.cerevisiae using RNR3-LacZ fusion plasmid. Gene induction was monitored by measur­

ing the ß-galactosidase activity. When WEB2 mutant and wild type were exposed to hydroxyurea (HU) or methyl 

methanesulfonate (MMS), induction of RNR3 were observed. The ß-galactosidase activity is 8.27 :1::0.38 or 9.55土

0.24 fold to basallevels in WEB2 mutant, but is far lower than in wild type, which are 83.32士2.420r 124.67土2.87

ford. RAD53 mutant has lower induction of RNR3, 2.37士0.18 and 2.91土0.13 fold, respectively. The results suggest 

that WEB2 gene mutation blocks the checkpoint signal transduction to RNR3 gene. WEB2 gene acts upstream of 

RNR3 gene, less important than RAD53, may function together with other genes in regulation of RNR3 expression. 

Key words WEB2 gene; S checkpoint; RNR3 gene; Saccharomyces cerevisiae 
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