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　 　 摘要:　 为了解组蛋白化学修饰在铁离子代谢平衡相关基因表达调控中的作用ꎬ在酿酒酵母中通过敲除铁硫簇

合成基因 ＹＦＨ１ 激活铁离子代谢平衡相关基因ꎬ并在此基础上敲除组蛋白甲基化酶基因ꎬ然后通过 ＲＮＡ 测序检测组

蛋白甲基化在铁离子代谢平衡相关基因激活中的作用ꎮ 结果显示ꎬ酿酒酵母中组蛋白甲基化的缺失并没有显著影响

铁离子代谢平衡通路相关基因的激活ꎬ表明组蛋白甲基化在铁离子代谢平衡基因的激活调控中并不是必须的ꎮ
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　 　 铁是几乎所有生物所必须的基本元素ꎬ参与氧

运输、脱氧核糖核苷酸(ｄＮＴＰ)合成、脂质代谢和血

红素合成等细胞内多种重要代谢过程[１]ꎮ 更重要

的是ꎬ铁也是最古老的辅酶因子———铁硫簇( Ｆｅ￣Ｓ

ｃｌｕｓｔｅｒ)的关键组分ꎬ参与完成呼吸链复合物中的电

子传递、ＤＮＡ 复制和修复、端粒维持和蛋白质翻译

等细胞内的关键生物学功能[２￣３]ꎮ 然而ꎬ铁过量又会

催化形成高活性羟基自由基ꎬ触发氧化应激[４]ꎬ脂
质过氧化[５]ꎬ基因组不稳定和 ＤＮＡ 修复缺陷[６]ꎬ最
终损害细胞活力并促进程序性细胞死亡[７]ꎮ 铁离

子代谢失衡与许多人类疾病密切相关ꎬ铁缺乏是贫

血的主要原因ꎬ而铁过量与心血管疾病、神经性疾

病、炎症和感染、遗传性疾病以及癌症都有着密切的
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关系[８]ꎮ 因此ꎬ维持铁离子代谢平衡在细胞功能和

人类健康中都起到至关重要的作用ꎮ
维持铁离子代谢平衡很重要的方面是铁摄取系

统的精确调控ꎮ 细胞既可以通过非还原性铁载体转

运系统从外部环境获得铁ꎬ亦可以通过还原性铁转

运系统将铁从细胞外运送到细胞内[９]ꎮ 这些铁摄

取系统相关的基因主要受到转录因子 Ａｆｔ１ｐ 的调

控ꎮ 在缺铁的时候ꎬＡｆｔ１ｐ 转移到细胞核内ꎬ与铁离

子代谢平衡相关基因结合并调控相关基因的表

达[１０￣１２]ꎮ 除此之外ꎬ在线粒体内铁硫簇合成出现问

题时ꎬ比如缺乏促进铁硫簇合成的铁伴侣 Ｙｆｈ１ｐ 时ꎬ
也会激活转录因子 Ａｆｔ１ｐ 的转录和进入细胞核ꎬ进
而调控铁离子代谢平衡相关基因的表达[１３]ꎮ

基因的表达除了受转录因子的调控外ꎬ还受到

表观遗传学水平上组蛋白及其修饰的调控ꎮ 比如组

蛋白 Ｈ３Ｋ４ 甲基化和基因激活相关ꎬ而组蛋白的乙

酰基化则使得核小体结构松散更利于基因表

达[１４￣１５]ꎮ 研究结果表明ꎬ组蛋白修饰在铁离子代谢

平衡相关基因的调控方面也起着重要的作用ꎮ 例如

ＤＮＡ 甲基化结合蛋白 ＭＢＤ５ 可通过募集组蛋白乙

酰化酶 ＫＡＴ２Ａꎬ改变铁蛋白基因启动子区域的组蛋

白乙酰化水平ꎬ从而激活基因转录ꎬ直接调控铁蛋白

基因(ＦＴＨ１)转录ꎬ进而调控铁离子代谢平衡[１６]ꎮ
但整体而言ꎬ目前组蛋白修饰与铁离子代谢平衡基

因之间关系的研究还比较少ꎮ 另外ꎬ转录因子和组

蛋白修饰在铁离子代谢平衡调控中的协同作用方式

也不清楚ꎮ 因此ꎬ铁离子代谢平衡和组蛋白甲基化

之间的关系值得深入探讨ꎮ
组蛋白 Ｈ３ 是修饰最多的组蛋白ꎬ具有甲基化、

乙酰基化、磷酸化和泛素化等多种修饰方式ꎮ 作为

最简单的真核模式生物ꎬ酿酒酵母中组蛋白 Ｈ３ 仅

有的 ３ 个赖氨酸甲基化位点ꎬ分别位于 Ｋ４、Ｋ３６ 和

Ｋ７９ꎬ对基因转录主要起到正调控的作用[１７]ꎮ 其中

组蛋白 Ｈ３ Ｋ４ 的甲基化主要聚集在活跃转录的启

动子区域ꎬ而组蛋白 Ｈ３ Ｋ３６ 和 Ｋ７９ 的甲基化位于

基因的编码区[１８]ꎮ 为了研究酿酒酵母中铁离子代

谢平衡相关基因的转录调控与组蛋白 Ｈ３ 甲基化之

间的关系ꎬ本研究首先敲除铁硫簇合成基因 ＹＦＨ１
来诱导酵母细胞的缺铁反应ꎬ然后再分别敲除酿酒

酵母中负责组蛋白 Ｈ３ Ｋ４、Ｋ３６ 和 Ｋ７９ 甲基化的

ＳＥＴ１、ＳＥＴ２ 和 ＤＯＴ１ ３ 个组蛋白甲基化酶基因ꎬ通
过 ＲＮＡ￣Ｓｅｑ 观察组蛋白甲基化缺失对铁离子代谢

平衡相关基因表达的影响ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料

培养基为 ＹＰＤ 培养基ꎬ加入相应抗生素ꎮ 营养

缺陷型培养基为 ＳＣ 培养基的相应缺陷品种ꎮ
酿酒酵母原始菌株 ＢＹ４７４１[１９]由加州大学洛杉

矶分校馈赠ꎬ试验菌株以 ＢＹ４７４１ 为基础进行改造ꎬ
改造后的菌株基因型如表 １ 所示ꎮ 使用经典的酵母

同源重组方法对菌株进行构建ꎮ 将设计合成的重组

片段转化进入野生型酵母菌株ꎬ同源重组片段中原

有基因片段由一段筛选标签基因替换ꎬ转化后在相

应的筛选培养基中筛选得到所需的基因敲除酵母菌

株ꎮ 首先从野生型酿酒酵母中用卡那霉素抗性基因

替代 ＹＦＨ１ 基因ꎬ并在遗传霉素培养基上生长得到

△ｙｆｈ１ 敲除菌株ꎮ 然后将△ｙｆｈ１ 敲除菌株分别进行

同源重组进一步敲除 ３ 个组蛋白甲基化酶基因ꎮ
ＳＥＴ１ 基因的敲除使用潮霉素抗性基因进行替换ꎬ
ＳＥＴ２ 基因的敲除使用组氨酸合成基因进行替换ꎬ
ＤＯＴ１ 基因的敲除使用亮氨酸合成基因进行替换ꎮ
其中ꎬ△ｙｆｈ１△ｓｅｔ１ 敲除菌株在潮霉素培养基上筛

选培养ꎬ△ｙｆｈ１△ｓｅｔ２ 敲除菌株在组氨酸缺陷型培

养基上筛选培养ꎬ△ｙｆｈ１△ｄｏｔ１ 敲除菌株在亮氨酸

缺陷型培养基上筛选培养ꎮ

表 １　 试验菌株基因型

Ｔａｂｌｅ １　 Ｇｅｎｏｔｙｐｅｓ ｏｆ ｓｔｒａｉｎｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

菌株 基因型

ＷＴ ＭＡＴａ ｈｉｓ３△１ ｌｅｕ２△０ ｍｅｔ１５△０ ｕｒａ３△０

△ｙｆｈ１ 除 ＹＦＨ１△::ｋａｎＭＸ 以外ꎬ其他基因型与 ＷＴ 一致

△ｙｆｈ１△ｓｅｔ１ 除 ＹＦＨ１△::ｋａｎＭＸ ＳＥＴ１△::ｈｐｈＭＸ 以外ꎬ其他基因型与 ＷＴ 一致

△ｙｆｈ１△ｓｅｔ２ 除 ＹＦＨ１△::ｋａｎＭＸ ＳＥＴ２△::ｈｉｓ３Ｋ 以外ꎬ其他基因型与 ＷＴ 一致

△ｙｆｈ１△ｄｏｔ１ 除 ＹＦＨ１△::ｋａｎＭＸ ＤＯＴ１△::ｌｅｕ２ 以外ꎬ其他基因型与 ＷＴ 一致
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１.２　 ｍＲＮＡ 的提取与 ｃＤＮＡ 文库构建

将试验菌株于 ＹＰＤ 培养基上培养至对数生长

期(Ａ６００ ≈１)ꎮ 收集菌体并使用热酸酚法抽提总

ＲＮＡꎮ 提取的 ＲＮＡ 使用 ＤＮａｓｅＩ ( Ａｍｂｉｏｎ ＴＵＲＢＯ
ＤＮＡ￣ｆｒｅｅ ｋｉｔ)处理并使用 ＴＲＩｚｏｌ 试剂(Ａｍｂｉｏｎ)进

行纯化ꎮ 使用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＴｒｕＳｅｑ ＲＮＡ ｓａｍｐｌｅ ｐｒｅｐａｒａ￣
ｔｉｏｎ ｋｉｔ ｖｅｒｓｉｏｎ ２ 构建 ｍＲＮＡ 文库ꎮ 提取的 ＲＮＡ 送

测序公司测序ꎬ测序仪器为 Ｈｉｓｅｑ２５００ꎮ
１.３　 ＲＮＡ 测序数据分析

使用 ＦａｓｔＱＣ ｖ０.１１.６ 检查原始测序数据质量ꎬ
并根据质量控制结果ꎬ使用 Ｃｕｔａｄａｐｔ ｖ１.１５ 去除测序

接头序列和低质量读序 ( ｒｅａｄ)ꎮ 从酵母基因组数

据库 (ＳＧＤꎬ ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ.ｙｅａｓｔｇｅｎｏｍｅ.ｏｒｇ / ) 中下载

酵母全开放阅读框 (ＯＲＦ) 序列作为参考序列ꎬ使
用 Ｓａｌｍｏｎ ｖ０. ９. １ 的准比对模式 ( Ｑｕａｓｉ￣ｍａｐｐｉｎｇ
ｍｏｄｅ) 将质量控制后的测序数据匹配到酵母编码序

列上ꎬ使用 ＴＰＭ (Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｓ ｐｅｒ ｍｉｌｌｉｏｎꎬ每百万读序

中的转录本数量) 计算基因表达量ꎮ 每个基因匹配

到的原始读序数据输入到 Ｒ / ＢｉｏＣｏｎｄｕｃｔｏｒ 的 ｅｄｇｅＲ
包中ꎬ用于分析样本间的基因差异表达情况ꎮ 因本

研究并未设置生物学重复ꎬｅｄｇｅＲ 中 ｂｃｖ 参数设置

为 ０􀆰 ０１ꎮ Ｐ￣ｖａｌｕｅ<０􀆰 ０１ 的基因被认为存在显著差

异表达ꎮ 基因本体 (Ｇｅｎｅ Ｏｎｔｏｌｏｇｙ) 分析使用 ＳＧＤ
网站的 Ｇｅｎｅ Ｏｎｔｏｌｏｇｙ Ｔｅｒｍ Ｆｉｎｄｅｒꎮ 热图使用 Ｒ 语

言的 ｐｈｅａｔｍａｐ 包绘制(为方便绘图ꎬ部分 ＴＰＭ 为 ０
的基因在绘图时使用 ＴＰＭ＝ ０􀆰 １ 替代)ꎮ

２　 结 果

２.１　 酵母 ＲＮＡ 测序结果概述

经过质量控制ꎬ去除接头序列和低质量读序后ꎬ
５ 个 样 本 的 Ｃｌｅａｎ ｒｅａｄｓ 数 量 为 ４ ６６８ ３２５~
７ ５１１ １５５ꎮ 采用 Ｓａｌｍｏｎ 软件的准匹配模式ꎬ 有

３ ９３１ ７６８~ ６ ７８５ ９２８个读序匹配到酵母编码基因

上ꎬ覆盖了６ ２８２~６ ４９０个酵母基因(表 ２)ꎮ 整体可

以反映不同基因型酵母细胞的转录组情况ꎮ
　 　 通过 ＥｄｇｅＲ 分析ꎬ发现△ｙｆｈ１ 单敲除菌株相对

于野生型有１ ３９８个基因的表达量发生了显著上调ꎬ
４６１ 个基因的表达量显著下调(图 １Ａ)ꎮ 而△ｙｆｈ１
△ｓｅｔ１、△ｙｆｈ１△ｓｅｔ２ 和△ｙｆｈ１△ｄｏｔ１ ３ 种双敲除菌

株相对于△ｙｆｈ１ 单敲除菌株ꎬ则分别有１ ０５１、１ ４９４
和１ ５９０个基因表达显著上调ꎬ１ ８３１、１ ２９０和１ ２１７
个基因表达显著下调(图 １Ｂ~图 １Ｄ)ꎮ

表 ２　 各菌株测序数据评估

Ｔａｂｌｅ ２　 Ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ ｏｆ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｄａｔａ ｉｎ ｅａｃｈ ｓｔｒａｉｎ

菌株　 　 Ｃｌｅａｎ ｒｅａｄｓ
数目

Ｍａｐｐｅｄ ｒｅａｄｓ
数目

Ｍａｐｐｅｄ
ｃＤＮＡ
数目

Ｍａｐｐｉｎｇ
比率
(％)

ＷＴ ７ ５１１ １５５ ６ ７８５ ９２８ ６ ４９０ ９０.３４

△ｙｆｈ１ ５ ６１６ ４５８ ５ １９９ ９１４ ６ ４４５ ９２.５８

△ｙｆｈ１△ｓｅｔ１ ５ １９４ ８５９ ４ ５０３ ３６５ ６ ２８２ ８６.６９

△ｙｆｈ１△ｓｅｔ２ ４ ６６８ ３２５ ３ ９３１ ７６８ ６ ３４１ ８４.２２

△ｙｆｈ１△ｄｏｔ１ ５ ２６８ ７０９ ４ ４８９ ３０２ ６ ３１４ ８５.２１

　 　 为了验证各突变型中相应敲除基因的表达是否

与试验设计一致ꎬ我们比较了各试验组中 ＹＦＨ１、
ＳＥＴ１、ＳＥＴ２ 和 ＤＯＴ１ 等 ４ 个基因的表达量(图 ２)ꎮ
野生型中 ４ 个基因都正常表达ꎮ △ｙｆｈ１ 菌株中

ＹＦＨ１ 基因未表达ꎬ其余 ３ 个组蛋白甲基化基因都表

达正常ꎮ ３ 个双敲除酵母菌株中ꎬＹＦＨ１ 基因和相对

应的组蛋白甲基化酶基因均未检测到表达ꎮ 这一结

果验证了我们所构建的试验菌株中目标基因表达情

况与设计一致ꎮ
２.２　 敲除 ＹＦＨ１ 基因后铁离子代谢平衡基因表达

量变化

　 　 选择 ＳＧＤ 中所注释的 ２７ 个铁离子代谢平衡相

关基因ꎬ用以分析基因敲除前后铁离子代谢平衡相

关基因表达量的变化ꎮ 首先比较△ｙｆｈ１ 菌株和野生

型ꎬ结果显示ꎬ受到线粒体内铁硫簇合成相关基因

ＹＦＨ１ 被敲除的影响ꎬ△ｙｆｈ１ 敲除菌株中铁离子代谢

平衡相关基因的表达与野生型相比有显著差异ꎬ２７
个铁离子代谢平衡相关基因中ꎬ除了试验敲除的

ＹＦＨ１ 以外ꎬ有 ２２ 个基因的表达量都发生了显著上

调(图 ３Ａ)ꎬ仅有 ＧＭＣ１、ＭＭＴ１、ＡＴＭ１、ＦＲＥ７ 等 ４ 个

基因表达没有发生显著变化(ＥｄｇｅＲ 分析结果:Ｐ>
０􀆰 ０１)ꎮ 使用单因素方差分析比较除 ＹＦＨ１ 以外 ２６
个铁离子代谢平衡相关基因的表达量ꎬ结果表明

△ｙｆｈ１ 菌株中铁离子代谢平衡相关基因整体表达水

平显著高于野生型(Ｐ<０􀆰 ０１)(图 ３Ｂ)ꎮ
　 　 将△ｙｆｈ１ 敲除菌株中所有在敲除前后表达量发

生显著变化 (Ｐ<０􀆰 ０１) 的基因导入 ＳＧＤ Ｇｅｎｅ Ｏｎ￣
ｔｏｌｏｇｙ Ｔｅｒｍ Ｆｉｎｄｅｒ 中ꎬ分析这些表达差异显著的基

因富集于哪些细胞代谢通路之中ꎮ 结果显示ꎬＹＦＨ１
敲除后发生上调的基因主要富集于金属离子代谢通

路中ꎬ尤其是铁离子代谢通路中(图 ３Ｃ)ꎮ 这与我们

前面分析得到的铁离子代谢平衡通路中基因发生了
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Ａ:△ｙｆｈ１ 与 ＷＴ 对比ꎻ Ｂ:△ｙｆｈ１△ｓｅｔ１ 与△ｙｆｈ１ 对比ꎻ Ｃ:△ｙｆｈ１△ｓｅｔ２ 与△ｙｆｈ１ 对比ꎻ Ｄ:△ｙｆｈ１△ｄｏｔ１ 与△ｙｆｈ１ 对比ꎮ 差异倍数小于 ０ 表示表

达量显著下调的基因ꎬ差异倍数大于 ０ 表示表达量显著上调的基因ꎬ差异显著性负对数小于 ２ 表示表达量无显著差异ꎮ 菌株见表 １ꎮ
图 １　 不同菌株之间差异表达基因火山图

Ｆｉｇ.１　 Ｖｏｌｃａｎｏ ｐｌｏｔｓ ｓｈｏｗｉｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ ａｍｏｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｔｒａｉｎｓ

ａ:ＷＴꎻ ｂ: △ｙｆｈ１ꎻ ｃ: △ｙｆｈ１ △ｓｅｔ１ꎻ ｄ: △ｙｆｈ１ △ｓｅｔ２ꎻ ｅ: △ｙｆｈ１
△ｄｏｔ１ꎮ

图 ２　 基因敲除结果验证

Ｆｉｇ.２　 Ｃｈｅｃｋｉｎｇ ｏｆ ｇｅｎｅ ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｒｅｓｕｌｔｓ

显著上调的结果是一致的ꎮ ＹＦＨ１ 敲除后发生下调

的基因则集中于细胞呼吸相关的氧化磷酸化与电子

传递链等通路之中(图 ３Ｃ)ꎮ
２.３　 组蛋白甲基化酶对铁离子代谢平衡基因表达

的影响

　 　 进一步比较△ｙｆｈ１△ｓｅｔ１、△ｙｆｈ１△ｓｅｔ２、△ｙｆｈ１
△ｄｏｔ１ 这 ３ 种双敲除菌株与△ｙｆｈ１ 单敲除菌株之间

２７ 个铁离子代谢平衡相关基因表达量的差异(图
４Ａ)ꎮ 与△ｙｆｈ１ 相比ꎬ虽然有个别基因(ＦＥＴ４、ＡＲＮ１、
ＦＲＥ７)在组蛋白甲基化酶双敲除菌株中有表达量的

改变ꎬ但是总体来看ꎬ在△ｙｆｈ１ 基础上进一步分别敲

除 ３ 个组蛋白甲基化酶基因后ꎬ绝大多数铁离子代谢

平衡相关基因的表达量并未发生显著变化ꎮ △ｙｆｈ１
敲除菌株中被上调表达的铁离子代谢平衡相关基因

在敲除组蛋白甲基化酶基因后ꎬ仍然保持了较高的表

达量ꎮ 分别将 ３ 种双敲除菌株中除了 ＹＦＨ１ 以外的

２６ 个铁离子代谢平衡相关基因的整体表达量与

△ｙｆｈ１ 单敲除菌株进行单因素方差分析(图 ４Ｂ)ꎬ结
果也显示与△ｙｆｈ１ 单敲除菌株相比ꎬ３ 种双敲除菌株

中铁离子代谢平衡相关基因的整体表达量均没有显

著差异(Ｐ>０􀆰 ０５)ꎬ说明在酿酒酵母中ꎬ缺失组蛋白甲

基化酶并没有显著影响由 ＹＦＨ１ 缺失所造成的铁离

子代谢平衡相关基因的激活ꎮ 为了进一步分析 ３ 种

组蛋白甲基化酶主要影响了哪些细胞功能通路ꎬ我们

用 ＳＧＤ Ｇｅｎｅ Ｏｎｔｏｌｏｇｙ Ｔｅｒｍ Ｆｉｎｄｅｒ 分析了 ３ 种双敲除

菌株与△ｙｆｈ１ 单敲除菌株相比表达量发生了显著变

化 (Ｐ<０􀆰 ０１) 的基因(图 ４Ｃ~图 ４Ｅ)ꎮ ＧＯ 富集结果

显示ꎬ３ 种含有组蛋白甲基化酶敲除的双敲除菌株与

△ｙｆｈ１ 单敲除菌株相比ꎬ染色体行为和细胞宏观调控

相关基因表达量上调ꎬ包括转座、ＤＮＡ 结合、生化调

控、细胞代谢调控等ꎮ 另一方面ꎬ３ 种组蛋白甲基化

酶缺失引起的基因下调通路有所区别ꎬ△ｙｆｈ１△ｄｏｔ１
菌株中显著下调的基因集中于各种物质运输相关通

路ꎬ△ｙｆｈ１△ｓｅｔ１ 菌株中显著下调的基因未在有意义

的代谢通路中富集ꎬ而△ｙｆｈ１△ｓｅｔ２ 菌株中显著下调

的基因集中于核糖体相关代谢通路ꎮ
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Ａ:ＷＴ 和△ｙｆｈ１ 铁离子代谢平衡相关基因表达量的热图ꎻ Ｂ:ＷＴ 和△ｙｆｈ１ 铁离子代谢平衡相关基因表达量整体变化ꎻＣ:△ｙｆｈ１ 与 ＷＴ 相比

差异表达基因的主要富集通路ꎮ
图 ３　 △ｙｆｈ１ 突变体铁代谢平衡相关基因表达情况与差异表达基因通路

Ｆｉｇ.３　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｉｒｏｎ ｈｏｍｅｏｓｔａｓｉｓ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ｐａｔｈｗａｙ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｇｅｎｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ △ｙｆｈ１ ａｎｄ ＷＴ ｓｔｒａｉｎ

３　 讨 论

铁离子代谢平衡在很多生物细胞内被发现与表
观遗传修饰有密切联系ꎮ 铁元素的缺乏会导致组蛋
白甲基化水平的上升以及乙酰化水平的下降ꎬ小鼠中
去乙酰化酶的抑制剂可以提高铁离子代谢平衡基因
ＦＴＨ１ 的表达ꎬ拟南芥中组蛋白二甲基化酶 ＳＫＢ１ 的
敲除会促进铁摄取基因的表达上调ꎮ 在酿酒酵母中
组蛋白的酵母突变体和染色质修饰酶对铁螯合剂姜
黄素敏感(其中包括△ｓｅｔ１＿Ｈ３Ｋ４Ａ 突变体)ꎬ并且姜
黄素会降低组蛋白乙酰化水平(比如 Ｈ３Ｋ５６Ａｃ)和甲
基化(Ｈ３Ｋ４Ｍｅ２)的水平[２０]ꎮ 同时组蛋白 Ｈ３Ｋ４ 甲基
化酶复合物 ＳＥＴ１ / Ｃｏｍｐａｓｓ 复合物中 ＢＲＥ２ / ＢＲＥ５ 亚
基缺失会造成对铁螯合剂红菲咯啉二磺酸(ＢＰＳ)敏

感[２１]ꎮ 因此我们推测组蛋白及其甲基化和乙酰基化
等修饰可能在铁离子代谢平衡相关基因的转录调控
中起到重要作用ꎮ 细胞在线粒体内铁硫簇合成能力
有缺陷时(△ｙｆｈ１)会诱导铁离子代谢平衡尤其是铁
摄取相关基因的表达ꎬ因此我们通过敲除 ＹＦＨ１ 基因
来激活铁离子代谢平衡相关基因的表达ꎬ并进一步敲
除组蛋白甲基化相关的酶ꎬ来研究酿酒酵母细胞内铁
离子代谢平衡相关基因的上调是否受组蛋白甲基化
的调控ꎮ 如果组蛋白甲基化对铁摄取相关基因的激
活起到重要作用ꎬ那么在由 ＹＦＨ１ 基因的敲除所造成
的铁离子代谢平衡相关基因的上调应发生显著的回
落ꎮ 因为组蛋白甲基化处在整体基因调控的上游区
域ꎬ所以这个变化应该可以在铁离子代谢平衡相关基
因的整体表达变化上体现出来ꎮ
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Ａ:△ｙｆｈ１ 和 ３ 个组蛋白甲基化双敲除突变体中铁离子代谢平衡相关基因表达量热图ꎻ Ｂ:△ｙｆｈ１ 和 ３ 个组蛋白甲基化双敲除突变体中铁离

子代谢平衡相关基因表达量的整体变化ꎻ Ｃ:△ｙｆｈ１△ｓｅｔ１ 与△ｙｆｈ１ 相比差异表达基因的主要富集通路ꎻ Ｄ:△ｙｆｈ１△ｓｅｔ２ 与△ｙｆｈ１ 相比差异

表达基因的主要富集通路ꎻ Ｅ:△ｙｆｈ１△ｄｏｔ１ 与△ｙｆｈ１ 相比差异表达基因的主要富集通路ꎮ ａ:△ｙｆｈ１ꎻｂ:△ｙｆｈ１△ｓｅｔ１ꎻｃ:△ｙｆｈ１△ｓｅｔ２ꎻｄ:
△ｙｆｈ１△ｄｏｔ１ꎮ
图 ４　 ３ 个双敲除突变体与△ｙｆｈ１ 相比铁代谢平衡相关基因表达情况与差异表达基因通路

Ｆｉｇ.４　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｉｒｏｎ ｈｏｍｅｏｓｔａｓｉｓ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ｐａｔｈｗａｙ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｇｅｎｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｒｅｅ ｄｏｕｂｌｅ￣ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｍｕｔａｎｔｓ ａｎｄ △ｙｆｈ１
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我们使用 ＲＮＡ￣Ｓｅｑ 研究了 ４ 个酿酒酵母敲除
菌株中基因表达的差异以及它们与表型之间的联
系ꎮ 分析结果显示包含组蛋白甲基化酶与 ＹＦＨ１ 的
双敲除菌株与△ｙｆｈ１ 敲除菌株相比在基因表达上存
在很大差异ꎮ 但很遗憾的是ꎬ与我们最初的推测不
同ꎬ虽然组蛋白甲基化酶的缺失对大量基因的表达
造成了影响ꎬ但并未对△ｙｆｈ１ 敲除菌株中显著上调
的铁离子代谢平衡相关基因产生可以归纳出生物学
意义的影响ꎮ 铁离子代谢平衡相关基因整体在 ３ 个
双敲除菌株中与△ｙｆｈ１ 敲除菌株相比没有显著变
化ꎮ 从整体看ꎬ我们的基因表达差异分析结果是可
信的ꎬ所以组蛋白甲基化的缺失并不会影响细胞内
铁离子代谢平衡相关基因的上调ꎮ 我们认为这一结
果可能是因为 ＹＦＨ１ 缺失所造成的铁离子代谢平衡
相关基因的上调是由组蛋白甲基化调控以外的某些
途径调控的ꎬ也有可能是因为组蛋白的其他化学修
饰对组蛋白甲基化修饰有补充作用ꎮ 因此我们将在
之后的研究中对组蛋白的其他化学修饰相关基因进
行敲除ꎬ进一步系统性研究表观遗传学修饰对铁离
子代谢平衡相关基因转录的影响ꎮ

本试验通过敲除组蛋白甲基化酶基因与 ＹＦＨ１
基因ꎬ研究组蛋白甲基化对铁离子代谢平衡基因上
调的影响ꎮ 结果显示在平衡状态下ꎬ３ 种组蛋白甲
基化双敲除菌株中铁离子代谢平衡相关基因的表达
与△ｙｆｈ１ 敲除菌株没有显著差异ꎮ 因此我们推测ꎬ
酿酒酵母的组蛋白甲基化并不是调控 ＹＦＨ１ 基因敲
除后铁离子代谢平衡相关基因表达上调的主要因
素ꎮ 但这一结果并未体现铁离子代谢激活过程中的
动态变化ꎮ 后期我们将进一步研究其他组蛋白化学
修饰和铁离子代谢动力学上的变化ꎬ希望找出调控
铁离子代谢平衡相关基因表达上调的因子ꎮ
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