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分 子生物标志物作为环境污染的早期预 警信号，在基

因、蛋白质和生物代谢等水平的响应与环境的相互作用，在

环境污染风险评 估中具 有重要意义 [1-2]. 遗传毒性化合物作

用于机体时可致DNA损伤，会导致一系列的应答机制来响应

DNA损伤. 利用响应于DNA损伤修复基因的诱导表达，可建

立生物传感器，即将这些基因的启动子与报告基因相融合，

转入宿主细胞，在环境遗传毒性化合物的暴露下通过检测报

告基因产物的表达水平来检测环境污染物的遗传毒性效应. 

芽殖酿酒酵母（Saccharomyces cerevisiae）属于一种单细胞真

核生物，易于培养，操作简单，其响应于DNA损伤修复的基

因调控机制非常类似于哺乳动物，因此酵母作为一种模式生

物已被应用于遗传毒性化合物的检测中[3]. 
Wa l m s l e y 等人 基 于 DNA 损 伤 响 应 生 物 标 志 物，以

酵 母 作为 宿 主 构 建了R A D54 - GFP 遗 传 毒 性 生 物 传 感 器

GreenScreenAssay （GSA）[4]. 该生物传感器利用荧光酶标仪

进行96孔板的检测，已成为商业化产品. 其他目前已报道的

以GFP为报告基因的遗传毒性酵母生物传感器的有RNR2-
GFP、RAD54-GFP、GADD45α-GFP、RNR3-yEGFP和HUG1-
yEGFP等 [5-7]. 除了RAD54-GFP遗传毒性生物传感器实现了96
孔板的荧光酶标仪检测，其他遗传毒性生物传感器的检测

都是使用流式细胞仪，其中HUG1-yEGFP对DNA损伤的响应
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摘  要  基于酵母DNA损伤响应机制，本实验室构建了超敏感型酵母HUG1-yEGFP生物传感器，检测方法主要依靠流

式细胞仪. 为了简化检测方法，实现高通量检测，本研究通过摸索和测试各种条件，建立了优化的、更适合于96孔板

的荧光酶标仪的检测方法. 结果显示：F1培养基可以作为一种本底荧光较低的培养基用于荧光酶标仪的检测，使用96
孔透明底黑色细胞培养板的检测菌液体积为100 μL，初始菌液浓度OD600 nm值为0.05. 在此优化检测条件下，超敏感酵

母HUG1-yEGFP生物传感器与典型的遗传毒性化合物甲磺酸甲酯（MMS）可以建立良好的剂效和时效关系，说明该生

物传感器已具备了实际应用的实验基础. 图4 参16
关键词  生物传感器；超敏感型酵母；遗传毒性化合物；高通量检测
CLC  Q3-3 : X82
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Abstract   A super-sensitive yeast HUG1-yEGFP biosensor based on DNA damage response has been constructed in our 
laboratory. The biosensor was detected mainly by flow cytometer. This study aimed to simplify the detection by constructing 
a new detection assay with high throughput and optimize the detection conditions to adapt to 96-well microtiter plate. The 
super-sensitive yeast cells carrying genotoxic detecting biosensors were treated with MMS. The yEGFP-fluorescent intensity 
was measured by multifunctional fluorescent microplate reader. The result found F1 as the best yeast culture medium with 
low background of fluorescence for microplate fluorescent detection. For a high throughput genotoxin detection using 96-well 
microtiter plates with black walls and transparent bottoms, the best culture volume of yeast was 100 μL, and initial optical 
density at 600nm was 0.05. The dose-effect and time-effect between super-sensitive yeast biosensor and MMS under the 
optimized detection conditions showed that this biosensor is promising for practical application.
Keywords   biosensor; yeast; genotoxin; fluorescence; induction
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最为灵敏 . HUG1基因所编码的蛋白会因细胞受到羟基脲诱

导后大量表达，研究发现此基因参与MEC1介导的DNA损伤

细胞周期检验点信号通路上的DNA损伤应答 [8-9]，但是该基

因的确切功能和作用机制还不清楚. 
为了提高酵 母生物传感 器的 检 测灵敏 度，Zhang等人

通过敲除编码酵母细胞壁甘露糖蛋白的相关基因CWP1和

CWP2，提高了细胞 壁 通 透 性，增 加了对 大分 子DNA损伤

剂的检测灵敏度 [10]，通过敲除编码酵母细胞膜外排泵的相

关 基因PDR5和SNQ2，进 一步提高了细胞 对外源物质的通

透 性 [11]，通过敲除酵母细胞氧化应激通路中最关键的转录

激活因子YAP1基因，提高了酵母细胞对DNA氧化性损伤试

剂的敏感性 [12]. 本实验室进一步将DNA碱基切除修复和核

苷酸切除修复关键性基因MAG1、RAD1敲除，在五个基因

cwp1cwp2snq2pdr5yap1缺失突变的基础上，构建了七基因缺

失的超敏感型酵母突变株，然后将响应于遗传毒性化合物

的HUG1-yEGFP生物传感应器元件转入七基因缺失超敏感型

酵母突变株内，并将该元件同源重组在酵母基因组上，建立

了稳定的超敏感酵母HUG1-yEGFP生物传感器，不仅提高了

检测灵敏度，也扩大了遗传毒性化合物的检测种类范围[5]. 但
是该生物传感器的检测方法还仅限于流式细胞仪，这需要昂

贵的仪器和较复杂的操作流程，不利于对大量环境化学污染

物进行筛查. 
为了简化超敏感酵母HUG1-yEGFP生物传感器的操作

方法，实现高通量检测，本研究使用典型的DNA烷化剂甲磺

酸甲酯（Methy methanesulfonate，MMS）作为模式遗传毒性

化合物，通过对各种条件的摸索和优化，建立更适合于96孔

板的荧光酶标仪的检测方法，以期为该生物传感器的实际应

用和推广奠定了实验基础. 

1  材料与方法

1.1  菌 种
超敏感酵母WXY30095（snq2∆::KanMX，pdr5∆::LEU2，

cwp1∆::hisG，cwp2∆::HIS3，yap1∆::hisG，rad1∆::hisG，

mag1∆::hisG），基因组上已整合有HUG1-yEGFP报告元件，由

本实验室构建 [5]. 

1.2  培养基和溶液
YPD培养基 [13]：1%酵母提取物，2%蛋白胨，2%葡萄糖；

固体培养基另加2%琼脂. 
F1培养基（L-1）[14]：硫酸铵2 g，磷酸二氢钾3 g，七水合

硫酸镁0.55 g，氯化钙0.06 g，氯化钠0.1 g，硼酸1 mg，五水合

硫酸钙1 mg，碘化钾1 mg，六水合氯化铁5mg，七水合硫酸锌

7 mg，组氨酸20 mg，甲硫氨酸20 mg，色氨酸20 mg，赖氨酸

30 mg，亮氨酸30 mg，缬氨酸30 mg，肌糖62 μg，维生素B1 14 
μg，维生素B6 4 μg，泛酸钙4 μg，生物素0.3 μg，葡萄糖20 g. 

SD培养基（L-1）[13]：酵母胆碱（无氨基酸）1.7 g，硫酸

铵5 g，葡萄糖20 g，腺嘌呤20 mg，尿嘧啶20 mg，甲硫氨酸

20 mg，色氨酸20 mg，组氨酸20 mg，亮氨酸30 mg，赖氨酸30 

mg，缬氨酸30 mg. 
10 × PBS缓冲液：氯化钠80 g，氯化钾1 g，十二水合磷酸

氢二钠36.8 g，磷酸二氢钾2.4 g，溶于双蒸水中，用NaOH调节

pH值为7.4，定容至1 L. 使用时用双蒸水稀释成1 × PBS. 

1.3  化学试剂
MMS购自Sigma-Aldrich公司. 

1.4  酵母菌株复苏和培养
取-70 ℃保存的酵母菌株WXY30095-genome-HUG1-

yEGFP接种在YPD固体培养基平皿上，于30 ℃恒温培养箱中

倒置培养2 d. 

1.5  MMS暴露实验
过夜培养酵母细胞，用新鲜的酵母培养液稀释，用分光

光度计测OD600 nm值，调整细胞浓度，将稀释后的酵母菌液转

移至96孔板透明底黑色孔板内. 分别加入系列稀释的MMS，

每个浓度3个平行，30 ℃，200 r/min摇床培养，按指定的时间

进行MMS暴露实验. 实验重复至少3次. 

1.6  荧光酶标仪检测绿色荧光蛋白GFP的表达
用Spec t r a Ma x M5多功能酶标仪检 测酵 母细胞浓度

OD600 nm值和相对荧光强度值（激发光波长488 nm、发射波长

520 nm）. 

1.7  数据统计和分析
（1）利用Microsoft Excel 2007软件，通过荧光强度平均

值来定量yEGFP的表达，最后取3次平行实验的平均值和标

准差. 
（2）相对荧光强度AU为任意单位（Arbitrary Unit）. AU/

OD600 nm为每单位酵母细胞的平均相对荧光强度. 
（3）荧光诱导倍数（Fold induction）= 暴露组单位酵

母细胞相对荧光强度平均值 /对照组相对荧光强度平均值，

设 定 遗传 毒 性阈 值 为1.3倍（细胞的 平均荧 光 强 度 增 加了

30%），即当检测系统暴露于某一浓度的遗传毒性化合物中

时，产生的yEGFP单位酵母细胞平均荧光强度值与对照组结

果相比，荧光诱导倍数＞1.3则可认为是阳性遗传毒性效应. 
利用Sigmaplot10.0软件作图. 

2  结果与分析

2.1  酵母培养基的优化
本研究中所选用的3种培养基，YPD、SD和F1，都能很好

地使整合有HUG1-yEGFP报告元件的超敏感酵母WXY3009
生长，并能被DNA损伤试剂MMS诱导yEGFP表达产生荧光，

可以很好地用于流式细胞仪的检测. 但是在用荧光酶标仪进

行检测时，发现YPD和SD培养基本身具有较强的荧光，导致

本底荧光太强，极大地干扰了受试化合物的检测，只有F1培

养基本身基本无荧光（图1），因此F1培养基可以作为一种本

底荧光较低的培养基用于荧光酶标仪的检测. 

2.2  高通量96孔板检测条件的优化
为了在荧光酶标仪上实现高通量检测，简化操作程序，

本研究尝试利用96孔透明底黑色细胞培养板，使酵母菌的培
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养和细胞浓度及荧光强度的测定都在一块孔板上完成. 但由

于96孔板的孔体积较小会影响酵母细胞的有氧生长，为了使

酵母菌液具有充分有氧的条件，必须对该酵母菌的菌液体积

和初始浓度条件进行优化. 

菌液体积越小，酵母细胞在96孔板中接触的空气就越

充分，yEGFP的诱导表达量最好. 本研究所用的96孔透明底

黑色细胞培养板每小孔的最大体积是400 μL. 图2A显示，随

着菌液体积的增大，直到每孔100 μL时，细胞生长并没有受

到明显的抑制，而高浓度的MMS暴露则会明显抑制酵母细

胞的生长 . 图2B显示，不论是暴露组还是对照组，所检测到

的相对荧光强度都随着菌液体积的提高而增高. 当荧光强

度除以细胞生长量时，所显示出的是单位细胞的平均荧光强

度，图2C表明，菌液体积为每孔50 μL时，所诱导的暴露组的

单位细胞平均荧光强度最强，但对照组的单位细胞平均荧光

强度也最高. 图2D表示的是荧光诱导倍数，它可以更明显地

反映出所测化合物的遗传毒性效应，结果显示菌液体积为75 
μL 和100 μL时，荧光诱导倍数相当，且都高于菌液体积为50 
μL的诱导倍数，考虑到操作的便利性，选用每孔100 μL为较

佳检测菌液体积. 
酵母细胞受检测试剂暴露前要进行适当的稀释，实现

细胞的同步 性，必须选择 较合 适的初始菌液浓度 . 结果显

示：MMS暴露8 h后，随着初始菌液浓度的增加，细胞的总生

长量（图3A）、相对荧光强度（图3B）、单位细胞相对荧光强

g/mL
g/mL

g/mL
g/mL

g/mL
g/mL

g/mL
g/mL

图2  超敏感酵母HUG1-yEGFP生物传感器在不同检测体积下的诱导表达. 黑色柱为0 μg/mL MMS暴露组，设为空白对照组；灰色柱为16.25 μg/mL MMS暴
露组；空白柱为32.5 μg/mL MMS暴露组. A：检测诱导荧光强度时的酵母细胞生长量；B：yEGFP诱导表达的相对荧光强度；C：yEGFP诱导表达的每单位细胞

平均相对荧光强度；D：诱导荧光倍数为MMS暴露组的荧光强度除以空白对照组的荧光强度. 
Fig. 2  Induction expression of the super-sensitive yeast HUG1-yEGFP biosensor under different culture volumes. Black column: 0 μg/mL MMS as blank 
control; Light grey column: treated with 16.25 μg/mL MMS; Dark grey column: treated with 32.5 μg/mL MMS. A: Cell growth at the time of detecting induced 
fluorescence intensity; B: Fluorescence intensity of the yEGFP induction expression; C: Relative fluorescence intensity of the yEGFP induction expression per 
unit cell; D: Fold induction (fluorescence intensity of the treatments divided by fluorescence intensity of the blank control).

图1  各种培养基本身的相对荧光强度值（激发波波长488 nm，发射波波长

520 nm）. 
Fig. 1  Background fluorescence of different culture media (excitation 488 
nm, emission 520 nm).
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度（图3C）都在增加，但是，酵母细胞的荧光诱导倍数在初

始菌液浓度OD600 nm值为0.05时最高（图3D），并且在此浓度

下酵母细胞的本底荧光强度最低（图3C），因此，选择酵母

细胞的菌液初始浓度OD600 nm值为0.05. 

2.3  超敏感酵母HUG1-yEGFP生物传感器暴露于MMS
的时效与剂效关系

通过对MMS的暴露，建立超敏感酵母HUG1-yEGFP生

物传感器与受试药物、受试时间之间的剂效、时效关系，确

定最佳药物受试时间及最优表达剂量，为建立高通量和简

便的96孔板及荧光酶标仪检测方法提供实验基础. 检测结果

（图4A）显示：该生物传感器暴露于MMS后，yEGFP的诱导

表达与MMS的暴露浓度呈良好的线性剂效关系；随着MMS

暴露浓度的增加，yEGFP的诱导表达荧光强度也随之增加，

在4个梯度时间的暴露下，yEGFP的诱导表达的峰值均出现在

MMS浓度为32.5 μg /mL处，随着MMS剂量进一步增加，酵

母细胞受毒致死率升高（图4B），yEGFP的诱导表达量随之

下降. yEGFP的表达与暴露时间之间也有时效分析，随着时

间的延长，各暴露剂量下的yEGFP的诱导表达量均有提高；

在所检测的4个暴露时间下，8 h的诱导表达量最高；所以选

定8 h的药物暴露时间为该检测系统的最佳暴露时间. 
图 4 C所显 示 的 是 在 暴 露 8  h的 条 件下，超 敏 感 酵 母

HUG1-yEGFP生物传感器所能检测到的最低MMS的浓度，即

检测灵敏度. 结果显示：当MMS浓度为2.03 μg/mL时，荧光诱

导倍数为1.27 ≈ 1.3，即达到所设定的遗传毒性阈值的最低效

应浓度值. 

3  讨论与结论

本实验室基于酵母DNA损伤转录应答所构建的超敏感

酵母HUG1-yEGFP生物传感器，在流式细胞仪的检测方法中

显示出对多种遗传毒性化合物的检测有较高的灵敏度 [5]. 但
是，流式细胞仪作为一种检测工具耗资大，费时，且操作复

杂. 因此，为了建立高通量和更加简便的检测方法，本研究

使用96孔板和荧光酶标仪，对培养基、菌液的初始体积和浓

度，以及受试化合物的剂效和时效关系等检测条件进行了优

化 . 试验所使用的模式遗传毒性化合物MMS是一种单功能

烷化剂，主要使DNA腺嘌呤上的O、N甲基化，造成DNA碱基

g/mL
g/mL

g/mL
g/mL

g/mL
g/mL

g/mL
g/mL

图3  超敏感酵母HUG1-yEGFP生物传感器在不同检测初始菌液浓度下的诱导表达. 黑色柱为0 μg/mL MMS暴露组，设为空白对照组；灰色柱为16.25 μg/
mL MMS暴露组；空白柱为32.5 μg/mL MMS暴露组. A：当检测诱导荧光强度时的酵母细胞生长量；B：yEGFP诱导表达的相对荧光强度；C：yEGFP
诱导表达的每单位细胞平均相对荧光强度；D：诱导荧光倍数为MMS暴露组的荧光强度除以对照组的荧光强度. 
Fig. 3  Induction expression of the super-sensitive yeast HUG1-yEGFP biosensor under different initial yeast concentrations. Black column: 0 μg/mL 
MMS as blank control; Light grey column: treated with 16.25 μg/mL MMS; Dark grey column: treated with 32.5 μg/mL MMS; A: Cell growth at the time 
of detecting induced fluorescence intensity; B: Fluorescence intensity of the yEGFP induction expression; C: Relative fluorescence intensity of the yEGFP 
induction expression per unit cell; D: Fold induction (fluorescence intensity of the treatments divided by fluorescence intensity of the blank control).
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错配、复制受阻等损伤 [15-16]. 因此，MMS常被用作潜在致突

变剂和致DNA损伤剂的阳性参照化合物[6]. 
之前用于流式细胞仪检测的酵母YPD培养基的主要成

分为酵母提取物和蛋白胨、或SD培养基的主要成分中含有

氮碱，其所含成分比较复杂，且具有颜色，因此本底荧光干

扰较大. F1培养基含有足以供酵母正常生长的基本成分，因其

本身几乎不具有荧光，所以是更合适的应用于荧光酶标仪检

测的酵母培养基. 
本研究中所用生物传感器的菌株的生长和报告基因的

诱导表达必须在充分有氧的条件下进行，因此之前用于流式

细胞仪检测的酵母培养和试剂暴露的容器都是在相对体积

较大的试管和24孔板中进行. 使用96孔透明底黑色细胞培养

板，可以实现同时进行细胞培养和药物诱导的高通量检测，

可以在一块培养板上进行细胞浓度和荧光值的检测，进而简

化操作和节省时间. 但由于96孔板的小孔体积较小，对酵母

细胞的生长和yEGFP的诱导表达有影响. 每孔100 μL的菌液

体积和OD600 nm为0.05的菌液初始体积更适合酵母细胞生长

和荧光诱导. 
参比本实验室已发表的有关流式细胞仪的实验结果 [5]，

在同样浓度的MMS暴露条件下，荧光酶标仪检测所表现出

来的剂效和时效关系与流式细胞仪的实验结果是一致的. 荧
光酶标仪检测的最低效应浓度为2.03 μg/mL，尽管没有流式

细胞仪检测的灵敏度高（0.36 μg/mL），相比而言荧光酶标仪

检测方法更加价廉、快捷、简单. 
检测条件优化后的超敏感酵母HUG1-yEGFP生物传感

器对遗传 毒性化合 物MMS的暴露 有良 好的剂效与时效 关

系，其检测灵敏度与流式细胞仪方法处于同一水平 [5]，并且，

使用荧光酶标仪和96孔透明底黑色培养板的检测手段，可以

使遗传毒性化合物的检测实现高通量，操作更加简便、省时. 

在此优化检测条件下，超敏感酵母HUG1-yEGFP生物传感器

可以应用于大量环境污染物和新型化合物的遗传毒性效应

的筛查，可为环境健康风险评估提供一种新型的检测手段. 
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