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两种药物协同效应对酵母细胞转录组的影响

沈　 成，童　 侨，金一然，袁辰阳，罗静帆，黄新河∗

（西南交通大学 生命科学与工程学院，成都 ６１００３１）

摘　 要：寻找抗衰老活性分子并研究其作用机制是衰老药物学的研究重点和热点。 前期研究发现活性分子多球壳菌素和雷

帕霉素可通过分子间协同效应延缓芽殖酵母细胞衰老。 为了考察这两种小分子协同效应对细胞转录组的影响，利用 ＤＮＡ Ｍｉ⁃
ｃｒｏａｒｒａｙ 技术及生物信息学手段系统分析了这两种小分子药物协同处理对基因表达谱、基因本体聚类及相关信号通路的影响。
研究结果显示，药物协同效应对细胞转录组产生了显著影响，共导致 ２ ５４６ 个基因的差异表达（ＦＤＲ ＜ ０．０５，Ｆｏｌｄ Ｃｈａｎｇｅ ＞
１０％），其中 １ １５７ 个基因显著上调，１ ３８９ 个基因显著下调。 进一步对基因本体聚类及信号通路分析显示，线粒体相关的分子

功能、细胞组分、生物学过程和信号通路是此协同效应的一个主要靶点，其他可能的作用靶点还包括核糖体的生物发生、细胞

骨架及过氧化物酶体代谢。
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ｏｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎ， ａｎｄ ｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍｓ．
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　 　 衰老是生物体维持分子、细胞或个体水平生理

完整性能力的逐步丧失，表现为细胞或生物体对各

种压力和疾病的抗性逐步下降的生物学过程［１］。
衰老几乎发生于每个物种中，人类也不例外。 近年

研究显示，衰老本身是导致衰老相关疾病（包括心

血管疾病、ＩＩ 型糖尿病、神经退行性疾病及癌症等）
最主要的风险因子［２］，因此，通过延缓衰老本身来

预防和治疗衰老相关疾病正成为业内共识，而寻找

抗衰老活性分子和策略正成为衰老研究领域的重点

和热点。



天然 产 物 多 球 壳 菌 素 （ Ｍｙｒｉｏｃｉｎ， 分 子 式

Ｃ１２Ｈ３９ＮＯ６，分子量 ４０１．５，一种神经鞘脂合成特异性

抑制剂） 是前期发现的一种新的抗衰老活性分

子［３］，雷帕霉素（Ｒａｐａｍｙｃｉｎ， 分子式 Ｃ５１Ｈ７９ＮＯ１３，分
子量 ９１４．０，一种 ＴＯＲＣ１ 激酶特异抑制剂）是一种广

谱的抗衰老活性分子。 前期研究表明，多球壳菌素

和雷帕霉素可通过分子间协同效应延缓芽殖酵母细

胞衰老并延长细胞寿命［４］。 为进一步阐明此协同

效应的作用机制，本文考察了该协同效应对细胞转

录组的影响，进而从生信角度分析了该协同效应调

控的细胞过程和信号通路，为阐明该协同效应的作

用机制提供依据和思路。

１　 材料与方法

１．１　 实验材料与原始数据

　 　 实验菌种、培养基及处理均同文献［４］。 菌种

为野 生 型 芽 殖 酵 母 （ Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ ）
ＤＢＹ７４６； 培 养 基 为 ＳＤＣ （ Ｓｙｎｔｈｅｔｉｃ Ｄｅｘｔｒｏｓｅ
Ｃｏｍｐｌｅｔｅ）；实验处理为：无药物处理组（ＮＤ，样本编

号 ＤＳ⁃１～５）、４５ ｎｇ ／ ｍｌ Ｍｙｒ 处理组（Ｍｙｒ，样本编号

ＤＳ⁃６～ １０）、４５０ ｐｇ ／ ｍｌ Ｒａｐ 处理组（Ｒａｐ，样本编号

ＤＳ－１１～１５）、４５ ｎｇ ／ ｍｌ Ｍｙｒ 及 ４５０ ｐｇ ／ ｍｌ Ｒａｐ 组合处

理组（Ｓｙｎ，样本编号 ＤＳ⁃１６～２０）。 随后利用 ＲＮｅａｓｙ
试剂盒 （Ｑｉａｇｅｎ， Ｃａｔ＃７４１０４）提取总 ＲＮＡ，在各组中

筛选出组内 ＲＮＡ 质量浓度相近且质量好的 ３ 个样

本，进行基因芯片检测，得到微阵列 ＭＡＳ５ 信号值作

为原始数据［５－８］。
１．２　 生物信息学分析

１．２．１　 主成分分析

主 成 分 分 析 （ ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ，
ＰＣＡ）使用 Ｒ 软件（版本 ３．３）及 Ｒ Ｓｔｕｄｉｏ（版本 １．０．
１３６），通过扩展包 “ｐｓｙｃｈ”，对每个样本的 ５ ９００ 个

探针信号值数据做降维处理，提取 ３ 个主成分；通过

扩展包“ｒｇｌ”，将 ３ 个主成分的因子载荷（ ｌｏａｄｉｎｇｓ）
作为三维坐标，进行可视化。
１．２．２　 差异表达基因

通过使用 Ｒ 语言平台（版本 ３．３，ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ．
ｒ⁃ｐｒｏｊｅｃｔ．ｏｒｇ ／ 下载）、“Ｂｉｏｃｏｎｄｕｃｔｏｒ”扩展包分析基因

芯片 数 据， 得 到 差 异 表 达 基 因 （ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ
ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ， ＤＥＧｓ） 列表（ＤＥＧｓ ｌｉｓｔ）。 采用在

线程序 ＤＡＶＩＤ （ｄａｔａｂａｓｅ ｆｏｒ ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ， ｖｉｓｕａｌｉｚａｔｉｏｎ
ａｎｄ ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ， 版本 ６．８， ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｄａｖｉｄ⁃ｄ．
ｎｃｉＦｏｌｄ Ｃｈａｎｇｅｒｆ．ｇｏｖ ／ ）补充探针注释［９］，ＹＥＡＳＴＲＡＣＴ
（ ｙｅａｓｔ ｓｅａｒｃｈ ｆｏｒ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｓ ａｎｄ
ｃｏｎｓｅｎｓｕｓ ｔｒａｃｋｉｎｇ， ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｙｅａｓｔｒａｃｔ． ｃｏｍ ／ ） 补

充 ＯＲＦ ／ Ｇｅｎｅ Ｓｙｍｂｏｌ。 同时通过扩展包“Ｖｅｎｎｅｒａｂｌｅ”
绘建韦恩图（Ｖｅｎｎ ｄｉａｇｒａｍｓ），对差异表达基因进行

可视化［１０］。
１．２．３　 基因本体聚类（ＧＯ ｔｅｒｍｓ ｃｌｕｓｔｅｒｉｎｇ）

采用在线程序 ＤＡＶＩＤ （ｄａｔａｂａｓｅ ｆｏｒ ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ，
ｖｉｓｕａｌｉｚａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ， ｈｔｔｐｓ： ／ ／
ｄａｖｉｄ⁃ｄ．ｎｃｉＦｏｌｄ Ｃｈａｎｇｅｒｆ．ｇｏｖ ／ ） Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ Ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ
Ｃｌｕｓｔｅｒｉｎｇ 工具［９］，对 ＤＥＧｓ ｌｉｓｔ （ ＦＤＲ＜０．０５ ＆ Ｆｏｌｄ
Ｃｈａｎｇｅ ＞ １０％） 进 行 基 因 本 体 聚 类［１１］， 选 择

Ｂｅｎｊａｍｉｎ＝ ０．０５ 为阈值筛选 ｃｌｕｓｔｅｒｓ，选择 Ｂｅｎｊａｍｉｎ＜
０．０５ 得到 Ｇｏ Ｔｅｒｍｓ。
１．２．４　 信号通路分析（ｐａｔｈｗａｙｓ ａｎａｌｙｓｉｓ）

采用在线程序 ＤＡＶＩＤ （ｄａｔａｂａｓｅ ｆｏｒ ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ，
ｖｉｓｕａｌｉｚａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ， ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｄａｖｉｄ⁃
ｄ．ｎｃｉＦｏｌｄ Ｃｈａｎｇｅｒｆ．ｇｏｖ ／ ） Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ Ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ
Ｃｌｕｓｔｅｒｉｎｇ 工具［９］，对 ＤＥＧｓ ｌｉｓｔ （ ＦＤＲ＜０．０５ ＆ Ｆｏｌｄ
Ｃｈａｎｇｅ ＞ １０％） 进 行 信 号 通 路［１２］ 聚 类， 选 择

Ｂｅｎｊａｍｉｎ＝ ０．０５ 为阈值筛选聚类簇，选择Ｂｅｎｊａｍｉｎ＜
０．０５ 的信号通路。

２　 结果分析

２．１　 主成分分析

　 　 主成分分析结果见表 １。 在提取的 ３ 个主成分

中，协同效应组（Ｓｙｎ）的主成分 １ 因子载荷与其他 ３
组体现出明显的差异。 对表 １ 中数据进行可视化如

图 １ 所示，结果显示，Ｓｙｎ 与单种药物处理组（Ｍｙｒ，
Ｒａｐ）及单一药物处理组（Ｍｙｒ， Ｒａｐ）或无药物处理

组（ＮＤ）呈显著差异，同时，Ｍｙｒ、Ｒａｐ 及 ＮＤ 等 ３ 组

在主成分上有明显重叠，这表明低剂量药物处理芽

殖酵母时，与对照组无显著差异，而两种药物组合使

用时，产生了显著差异。
２．２　 差异表达基因分析

　 　 分析差异表达基因数目可知，相比于无药物处

理组，协同效应用药导致２ ５４６个基因的表达水平发

生显著变化，而其中超过 ８９％的差异表达基因在

Ｍｙｒ 组、Ｒａｐ 组未出现。 Ｍｙｒ 组、Ｒａｐ 组及 Ｓｙｎ 组处

理导致的差异表达基因列表见表 ２．
通过绘制韦恩图（如图 ２ 所示）可直观看出，在

该筛选条件下，绝大多数差异表达基因只存在于协

同效应组中，协同用药与单一药物处理有显著差异。
２．３　 基因本体聚类分析

　 　 生物学过程的聚类结果（如图 ３ 所示）显示，差
异表达的基因主要与氧化还原过程（ＧＯ：００５５１１４
ｏｘｉｄａｔｉｏｎ⁃ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｓｓ）、细胞的氧化应激反应

（ＧＯ：００３４５９９ ｃｅｌｌｕｌａｒ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ）、
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三羧酸循环（ＧＯ：０００６０９９ ｔｒｉｃａｒｂｏｘｙｌｉｃ ａｃｉｄ ｃｙｃｌｅ）、
需氧呼吸（ＧＯ：０００９０６０ ａｅｒｏｂｉｃ ｒｅｓｐｉｒａｔｉｏｎ）、线粒体

电子 传 递 （ 泛 醌 至 细 胞 色 素 ｃ ） （ ＧＯ： ０００６１２２
ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｔｒａｎｓｐｏｒｔ， ｕｂｉｑｕｉｎｏｌ ｔｏ
ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ ｃ）、 ＡＴＰ 生物合成途径 （ ＧＯ： ０００６７５４
ＡＴＰ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｔｉｃ ｐｒｏｃｅｓｓ）、线粒体电子传递（细胞色

素 ｃ 至 氧 ） （ ＧＯ： ０００６１２３ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｅｌｅｃｔｒｏｎ
ｔｒａｎｓｐｏｒｔ， ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ ｃ ｔｏ ｏｘｙｇｅｎ）、ＡＴＰ 合成偶联质

子转运（ＧＯ：００１５９８６ ＡＴＰ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｃｏｕｐｌｅｄ ｐｒｏｔｏｎ
ｔｒａｎｓｐｏｒｔ）等过程密切相关。 这些生物学过程几乎

均发生在线粒体区域中，推测线粒体相关生物学过

程是协同效应的一个重要靶点。

表 １　 主成分分析数据

Ｔａｂｌｅ １　 ＰＣＡ ｄａｔａ

组别 样本编号
荧光信号强度的相对比值

主成分 １ 主成分 ２ 主成分 ３

因子载荷

ＮＤ

Ｍｙｒ

Ｒａｐ

Ｓｙｎ

ＤＳ３ ０．８０９ ０．５８５ －０．０３２
ＤＳ４ ０．８１７ ０．５７３ ０．０１３
ＤＳ５ ０．８２０ ０．５６８ －０．０５５
ＤＳ６ ０．８１９ ０．５７１ ０．００２
ＤＳ７ ０．８２７ ０．５５８ －０．０３３
ＤＳ１０ ０．８２１ ０．５６６ ０．０３８
ＤＳ１１ ０．８１８ ０．５７３ －０．０２５
ＤＳ１２ ０．８１８ ０．５７２ ０．０４０
ＤＳ１５ ０．８２２ ０．５６６ ０．０５８
ＤＳ１６ ０．７０２ ０．７１２ ０．０１４
ＤＳ１７ ０．７１６ ０．６９７ ０．０１３
ＤＳ１９ ０．７００ ０．７１３ －０．０２０

方差贡献率 ／ ％ ０．６２８ ０．３６９ ０．００１
方差积累贡献率 ／ ％ ０．６２８ ０．９９７

图 １　 主成分分析

Ｆｉｇ．１　 Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ

注：红色、蓝色、绿色和粉色分别为无药物处理组、Ｒａｐ 处理组、Ｍｙｒ 处
理组和协同效应组； ＲＣ１、ＲＣ２、ＲＣ３ 分别为某样本的主成分 １、２、
３ 的因子载荷。

表 ２　 差异表达基因数目

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ （ＤＥＧｓ）

组别 表达上调 表达下调 总计

Ｓｙｎ １ １５７ １ ３８９ ２ ５４６

Ｍｙｒ ３２５ ３４７ ６７２

Ｒａｐ １３１ ８０ ２１１

注：筛选条件为 ＦＤＲ＜ ０．０５，Ｆｏｌｄ Ｃｈａｎｇｅ ＞ １０％。

　 　 细胞组分的聚类分析结果（如图 ３ 所示）显示，差
异表 达 的 基 因 主 要 与 线 粒 体 （ ＧＯ： ０００５７３９
ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉｏｎ ）、 线 粒 体 基 质 （ ＧＯ： ０００５７５９
ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｍａｔｒｉｘ ）、 线 粒 体 内 膜 （ ＧＯ： ０００５７４３
ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｉｎｎｅｒ ｍｅｍｂｒａｎｅ）、呼吸链（ＧＯ：００７０４６９
ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｃｈａｉｎ ）、 线 粒 体 膜 间 隙 （ ＧＯ： ０００５７５８
ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｉｎｔｅｒｍｅｍｂｒａｎｅ ｓｐａｃｅ）、线粒体呼吸链复

合物 ＩＶ （ＧＯ：０００５７５１ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｃｈａｉｎ
ｃｏｍｐｌｅｘ ＩＶ）、线粒体呼吸链复合物 ＩＩＩ（ＧＯ：０００５７５０
ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｃｈａｉｎ ｃｏｍｐｌｅｘ ＩＩＩ）、线粒体拟

核（ＧＯ：００４２６４５ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｎｕｃｌｅｏｉｄ）等密切相关。
这一结果也显示，线粒体相关细胞组分是协同效应的

重要靶点。
２．４　 通路分析

　 　 通路分析结果（如图 ４ 所示）显示，相比于无药

物处理组，协同效应用药组内 １４７ 条通路发生改变，
其中超过 ６０％的通路在 Ｍｙｒ 组、Ｒａｐ 组没有显著变

化。 按照 Ｂｅｎｊａｍｉｎ 由小至大排列，在前 １５ 条通路

中，超过 １ ／ ３ 的通路（包括氧化磷酸化（ ｓｃｅ００１９０：
Ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ）、碳代谢（ ｓｃｅ０１２００：Ｃａｒｂｏｎ
ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ）、三羧酸循环（ ｓｃｅ０００２０：Ｃｉｔｒａｔｅ ｃｙｃｌｅ）、
丙酮酸代谢（ｓｃｅ００６２０：Ｐｙｒｕｖａｔｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ）、糖酵解

（ｓｃｅ０００１０：Ｇｌｙｃｏｌｙｓｉｓ ／ Ｇｌｕｃｏｎｅｏｇｅｎｅｓｉｓ）等）直接与

线粒体功能相关，具体可见附加文件 ＧＯ ｔｅｒｍ ＆
Ｐａｔｈｗａｙｓ．ｘｌｓｘ。
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图 ２　 差异表达基因韦恩图

Ｆｉｇ．２　 Ｖｅｎｎ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ＤＥＧｓ

注：筛选条件为 ＦＤＲ 值＜ ０．０５ 且 Ｆｏｌｄ ｃｈａｎｇｅ ＞ １０％，圆形区域表示在上述筛选条件下差异表达的基因数量，颜色代表不同的实验处理组：绿色

为 Ｓｙｎ 组；蓝色为 Ｍｙｒ 组；红色为 Ｒａｐ 组。
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图 ３　 ＧＯ 聚类分析

Ｆｉｇ．３　 ＧＯ ｔｅｒｍｓ ｃｌｕｓｔｅｒｉｎｇ ａｎａｌｙｓｉｓ

注：图 ３（ａ）中左侧为不同的基因本体项目（ＧＯ ｔｅｒｍｓ），右侧为某项目中基因表达水平（蓝色表示上调、红色表示下调、绿色表示正常）的计数，
图 ３（ｂ）、（ｃ）类同。 在满足筛选条件的项目中，对 ｐ 取负常用对数值，按大小排序，图 ３（ａ）生物学过程取值最大的 １５ 个项目，图 ３（ｂ）分子

功能取全部 ８ 项，图 ３（ｃ）细胞组分取值最大的 １５ 个项目。

图 ４　 通路分析

Ｆｉｇ．４　 Ｐａｔｈｗａｙ ａｎａｌｙｓｉｓ

注：图中左侧为不同的通路，右侧为不同表达水平（蓝色表示上调、红色表示下调、绿色表示正常）的差异表达基因在某通路中所占比例。 对 ｐ
取负常用对数值，按大小排序并取值最大的 １５ 条通路绘制图 ４。

３　 讨　 论

３．１　 主成分分析

　 　 主成分分析结果显示单一药物处理组（包括

Ｍｙｒ， Ｒａｐ）与无药物处理组在转录组水平无显著差

异，说明此低剂量药物对转录组产生极小影响，与实

验中发现的低剂量药物对细胞寿命影响极小的结论

相吻合。
３．２　 差异表达基因数量分析

　 　 对差异表达基因列表分析显示，协同效应组表

达水平发生显著变化的 ２ ５４６ 个基因中，有超过 ８９％
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的差异表达基因在 Ｍｙｒ 组、Ｒａｐ 组未出现。 仅在协同

药物处理时表达水平发生显著变化的基因，简称为

Ｕｎｉｑｕｅ ｔｏ Ｓｙｎ。 本文认为，导致该情况发生的原因为：
１）Ｕｎｉｑｕｅ ｔｏ Ｓｙｎ 的表达受到单一药物雷帕霉素或多

球壳菌素的调控，但由于实验中选用的药物浓度极低

（４５ ｎｇ ／ ｍｌ Ｍｙｒ、４５０ ｐｇ ／ ｍｌ Ｒａｐ），未能使该类基因的表

达水平达到本文选取的统计学筛选阈值，即未能使其

显著性差异表达；２）Ｕｎｉｑｕｅ ｔｏ Ｓｙｎ 的表达不受单一药

物雷帕霉素或多球壳菌素的调控，仅仅在两种小分子

同时处理时才会对 Ｕｎｉｑｕｅ ｔｏ Ｓｙｎ 起到调控。 这两种

猜想还需进一步通过实验加以判断。
３．３　 差异表达基因聚类分析

　 　 差异基因本体聚类及通路分析结果均显示，线
粒体功能，包括线粒体相关的组分（如线粒体内膜、
外膜）和生化过程（如氧化磷酸化、三羧酸循环），可
能是多球壳菌素和雷帕霉素协同效应调控的重要靶

点，后续将从实验角度加以重点研究。 线粒体的氧

化反应可能参与衰老和长寿的过程。 线粒体是细胞

内活性氧的主要来源，线粒体或其 ＤＮＡ 受到氧化损

伤可能缩短寿命［１３］。 因此，推测线粒体相关的分子

功能、细胞组分、生物学过程和信号通路是此协同效

应的一个主要靶点，其与衰老具有密不可分的关系。

４　 结　 论

　 　 １）研究表明，线粒体内蛋白及核酸等氧化损伤

是机体衰老的重要原因。 Ｋｏｖａｌｅｎｋｏ 等［１４］ 提出线粒

体 ＤＮＡ 突变在组织细胞衰老过程中起着重要作用，
发现线粒体 ＤＮＡ 突变引起细胞凋亡才是导致衰老

的根本因素，而并非由自由基增多引起的细胞损伤

所导致的。
２）近年研究发现，线粒体 ＤＮＡ 的突变可以引起

某种通路中的信号级联放大，最终导致细胞程序性

死亡［１３， １５］。 这一研究结果为本文中所考察的协同

效应实验现象的生物学解释提供了思路，即雷帕霉

素和多球壳菌素的组合调控了某种级联放大通路，
导致细胞寿命的显著延长。
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