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酿酒酵母组蛋白 Ｈ３Ｋ５６Ａ突变菌株的构建
及其对细胞生长的影响
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　　摘要：组蛋白修饰，例如甲基化、乙酰化等修饰对基因表达和细胞生长至关重要。为揭示组蛋白Ｈ３第５６位赖氨
酸（Ｋ）修饰对酵母细胞生长的重要性，构建Ｈ３Ｋ５６定点突变为丙氨酸（Ａ）的组蛋白突变株 Ｈ３Ｋ５６Ａ，并对其在高温、
高盐等条件下的生长状况进行初步检测。根据酵母同源重组的原理，采用两步替换法构建Ｈ３Ｋ５６Ａ突变菌株，用分光
光度法测定突变菌株的生长曲线，并分别在高盐、高温条件下检测突变体的表型。结果表明，酿酒酵母组蛋白

Ｈ３Ｋ５６Ａ突变菌株构建成功，其生长曲线与野生型无明显差异；Ｈ３Ｋ５６Ａ突变株对高温、高盐条件均较敏感，且在高盐
条件下，菌体生长缓慢、菌落偏小，表明组蛋白Ｈ３Ｋ５６位点的修饰可能与酿酒酵母抗高盐、高温机制有关。
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　　核小体是真核生物细胞内染色质的基本组成单位，它由
１４７ｂｐ的ＤＮＡ缠绕核心组蛋白八聚体形成［１］，组蛋白Ｈ１与
２个核小体之间有４０～６０ｂｐ的连接ＤＮＡ以稳定核小体的结
构［２］。组蛋白八聚体具有球状的三维结构，而蛋白质氨基端

则游离在三维球形的表面，游离氨基端的氨基酸残基可以被

共价修饰［３］。在酿酒酵母中，编码核心组蛋白 Ｈ２Ａ、Ｈ２Ｂ、

Ｈ３、Ｈ４的基因都有２个拷贝，主要的核心组蛋白基因组成４
个基因座，每个基因座包含２个组蛋白基因，这２个基因共用
１个中心启动子并以不同的方向进行转录。编码组蛋白 Ｈ３、
Ｈ４的２个基因分别为ＨＨＴＩ－ＨＨＦ１、ＨＨＴ２－ＨＨＦ２，分别位于
Ⅱ号、ＸＩＶ号染色体上［４］，在基因组中这２个拷贝只要有１个
存在，便可维持细胞的正常生存［５］。组蛋白 Ｈ２Ａ、Ｈ２Ｂ的 ２
个基因座分别为 ＨＴＡ１－ＨＴＢＩ、ＨＴＡ２－ＨＴＢ２，它们编码几乎
相同的组蛋白Ｈ２Ａ、Ｈ２Ｂ［６］。与组蛋白Ｈ３／Ｈ４不同的是基因
座ＨＴＡ１－ＨＴＢＩ对于细胞的生存是必需的，但 ＨＴＡ２－ＨＴＢ２
却不是。组蛋白上能发生共价修饰的氨基酸残基称为修饰位

点，组蛋白修饰主要发生在组蛋白的 Ｎ－末端残基上［７］。常

见的修饰种类包括组蛋白乙酰化、甲基化、泛素化、磷酸化，以

及研究较少的小泛素相关修饰物（ｓｍａｌｌｕｂｉｑｕｉｔｉｎ－ｒｅｌａｔｅｄ
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ｍｏｄｉｆｉｅｒ，简称ＳＵＭＯ）化、生物素化等［８］。其中赖氨酸、精氨

酸的甲基化，丝氨酸、苏氨酸的磷酸化，赖氨酸的乙酰化、泛素

化、ＳＵＭＯ化在酵母核心组蛋白中都被检测出来，而且这些修
饰大多数都是可逆的［９］。近年来研究表明，组蛋白修饰在调

控基因表达和细胞生长等生命活动中起重要的调控作用。

通过组蛋白翻译后修饰的染色质的表观遗传学变异对于

环境因素诱导引起的基因转录的变化是很重要的。然而，在

外界环境刺激下组蛋白修饰是如何被调控的目前还知之甚

少，但是这种表观遗传调控途径对细胞适应与抵御外界不良

环境却极为重要［１０］。细胞外、细胞内的环境变化都会引起核

染色质的变化，从而调控基因的表达，但是目前对这种调控机

制的研究并不是很深［１１］。外界环境变化信号如养分的缺失、

盐离子胁迫和温度的变化等都会影响基因的表达及细胞的发

育［１２］。为研究组蛋白乙酰化修饰对细胞生长的影响，并探讨

组蛋白修饰在酿酒酵母应对外界环境压力时所起的作用，本

研究以酿酒酵母为材料，构建 Ｈ３Ｋ５６突变为丙氨酸（Ａ）的组
蛋白突变菌株，对其生长曲线进行测定，并在高盐、高温条件

下与其他位点修饰突变菌株的生长状况进行比较。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　菌株与质粒　酿酒酵母（Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ）
ＢＹ４７４１：ＭＡＴａｕｒａ３Δ０ｈｉｓΔ０ｌｅｕ２Δ０ｍｅｔ１５Δ０；质粒 ｐＡＧ２５由
内蒙古科技大学基因工程实验室保存。组蛋白Ｈ３基因突变
质粒ｐＢＢ６－Ｈｈｆ２－ｈｈｔ２Ｋ５６Ａ由戴俊彪实验室提供。
１．１．２　试剂、酶与引物　卡那霉素、鲑鱼精 ＤＮＡ，购自北京
索来宝科技有限公司；诺尔斯菌素，购自北京启维益成科技有

限公司；乙酸锂，购自美国ＭＹＭ生物科技有限公司；ＴａｑＤＮＡ
聚合酶，购自 ＴａＫａＲａ；ＢｃｉⅥ酶，购自 ＮＥＢＢｉｏＬａｂｓ；引物由苏
州金唯智生物科技有限公司合成。

１．２　引物设计
本研究所设计引物见表１，其中引物 Ｎａｔ－Ｆ、Ｎａｔ－Ｒ的

小写部分分别为ＨＨＴ１－ＨＨＦ１基因的左右同源臂序列，引物
Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、ＫａｎＢ、ＫａｎＣ为第 １步替换鉴定所用引物，引物
Ｐ１、Ｎ１、Ｐ２为第２步替换鉴定所用引物。引物位置见图１。

表１　扩增及鉴定引物序列

引物 序列（５′→３′） 用途

Ｎａｔ－ＦＡＡＴＣＣＣＡＡＡＴＡＴＴＴＧＣＴＴＧＴＴＧＴＴＡＣＣＧＴＴＴＴＣＴＴＡＧＡＡＴＴＡＧＣＣＡＧＣＴＧＡＡＧＣＴＴＣＧＴＡＣＧＣ ＮＡＴ基因扩增

Ｎａｔ－Ｒ ＧＡＴＴＴＡＴＡＴＴＴＴＡＴＴＧＴＧＴＴＴＴＴＧＴＴＣＧＴＴＴＴＴＴＡＣＴＡＡＡＡＣＴＧＡＴＧＡＣＡＡＴＣＡＡＣＡＡＡＧＣＡＴＡＧＧＣＣ
ＡＣＴＡＧＴＧＧＡＴＣＴＧ

Ａ ＣＴＣＴＴＣＣＴＧＣＴＣＴＣＡＧＡＴＡＴＴＡＡＴＧ ＨＨＴ１－ＨＨＦ１基因敲除的鉴定
Ｂ ＡＧＧＴＧＧＴＡＡＡＧＧＴＣＴＡＧＧＴＡＡ
Ｃ ＧＴＡＡＧＣＣＡＧＡＡＡＡＣＣＡＡＴＴＴＧＣＣＴＴＣ
Ｄ ＣＣＡＡＡＡＧＡＡＧＧＡＴＡＴＣＡＡＧＴＴＧＧＣ
ＫａｎＢ ＣＴＧＣＡＧＣＧＡＧＧＡＧＣＣＧＴＡＡＴ
ＫａｎＣ ＣＣＴＣＧＡＣＡＴＣＡＴＣＴＧＣＣＣＡＧＡＴ
Ｐ１ ＧＧＡＧＣＣＡＴＴＴＧＴＴＡＡＴＡＴＡＣＣＧＴＣＴＣＡＴＣ ＨＨＴ２－ＨＨＦ２基因敲除的鉴定
Ｎ１ ＣＴＧＴＧＣＴＣＣＴＴＣＣＴＴＣＧＴＴＣ
Ｐ２ ＧＡＡＴＣＣＧＴＣＧＡＡＧＣＡＴＡＣＴＴＡ

１．３　酿酒酵母Ⅱ号染色体ＨＨＴ１－ＨＨＦ１基因敲除
１．３．１　ＮＡＴ基因的扩增　参照 Ｄａｉ等的方法［１３］，以质粒

ｐＡＧ２５为模板扩增ＮＡＴ基因，同时在其上下游引物５′端分别
加上Ⅱ号染色体组蛋白 Ｈ３／Ｈ４基因左右同源序列，经 ＰＣＲ
扩增后得到左右两侧含有组蛋白 Ｈ３／Ｈ４基因左右同源序列
的ＮＡＴ基因。ＰＣＲ反应体系：５μＬ１０×ＥｘＢｕｆｆｅｒ（Ｍｇ２－），
３μＬＭｇＣｌ２，４μＬｄＮＴＰｓ，１．５μＬ正向引物（１０μｍｏｌ／Ｌ），
１．５μＬ反向引物 （１０μｍｏｌ／Ｌ），１．５μＬ模板 （ｐＡＧ２５，

１００ｎｇ／Ｌ），０．３μＬＥｘＴａｑＤＮＡ聚合酶（５Ｕ／μＬ）；加 ｄｄＨ２Ｏ
至５０μＬ。ＰＣＲ反应条件：９４℃５ｍｉｎ；９４℃３０ｓ，６２℃４５ｓ，
７２℃ ４５ｓ，３５个循环；７２℃１０ｍｉｎ。
１．３．２　酵母转化　采用醋酸锂转化法［１４］，接种酵母菌

ＢＹ４７４１单菌落至 ＹＰＤ液体培养基中进行过夜培养，转接过
夜培养的菌液至新的ＹＰＤ液体培养基中，至Ｄ６００ｎｍ为０．１，于
３０℃培养至 Ｄ６００ｎｍ为 ０．６～１．０；收集细胞，用 ０．１ｍｏｌ／Ｌ
ＬｉＡｃ／ＴＥ清洗细胞，重悬细胞于１００μＬ０．１ｍｏｌ／Ｌ的ＬｉＡｃ／ＴＥ

—８７— 江苏农业科学　２０１６年第４４卷第１２期



中；取 ２μＬ上述 ＰＣＲ产物进行转化，转化缓冲液体系：
３１２μＬ５０％ ＰＥＧ３３５０、４１．４μＬ１ｍｏｌ／ＬＬｉＡｃ、４７．９μＬ二甲
基亚砜（ＤＭＳＯ）、２５μＬ１０ｍｇ／ｍＬ鲑鱼精 ＤＮＡ（用前用沸水
煮 ５ｍｉｎ），３０℃孵育３０ｍｉｎ，４２℃热激１５ｍｉｎ；收集细胞，用
５ｍｍｏｌ／ＬＣａＣｌ２清洗细胞，加１ｍＬＹＰＤ液体培养基，３０℃孵
育 ６ｈ；用 ｄｄＨ２Ｏ清洗细胞，在无菌操作台中用含有
１００μｇ／ｍＬ诺尔斯菌素在ＹＰＤ固体培养基上涂板。
１．３．３　阳性菌落的鉴定　挑取平板上的单菌落于ＹＰＤ液体
培养基中，于３０℃培养，提取基因组，用鉴定引物进行 ＰＣＲ
扩增，选取成功替换的阳性克隆。ＰＣＲ鉴定反应体系：２μＬ
１０×Ｂｕｆｆｅｒ（Ｍｇ２＋），１．５μＬｄＮＴＰｓ，０．１μＬ正向引物
（１０μｍｏｌ／Ｌ），０．１μＬ反向引物（１０μｍｏｌ／Ｌ），１μＬ模板（基
因组）（７００ｎｇ／μＬ），０．１μＬｒＴａｑＤＮＡ聚合酶（５Ｕ／μＬ）；加
ｄｄＨ２Ｏ至 １５μＬ。ＰＣＲ反应条件：９４℃ ５ｍｉｎ；９４℃ ３０ｓ，
５５℃３０ｓ，７２℃ ８０ｓ，３０个循环；７２℃１０ｍｉｎ。
１．４　酿酒酵母ＸＩＶ号染色体ＨＨＴ２－ＨＨＦ２基因定点突变
１．４．１　ｐＢＢ６－Ｈｈｆ２－ｈｈｔ２Ｋ５６Ａ突变质粒的提取与酶切　过
夜培养含 ｐＢＢ６－Ｈｈｆ２－ｈｈｔ２Ｋ５６Ａ突变质粒的大肠杆菌
ＤＨ５α，用试剂盒法提取质粒，用 ＢｃｉⅥ进行酶切，酶切体系：
８μＬ质粒 ＤＮＡ（３５０ｎｇ／μＬ），５μＬＮＥＢＢｕｆｆｅｒ４（１０×），
０．５μＬＢｃｉⅥ（１００００Ｕ／ｍＬ）；加 ｄｄＨ２Ｏ至 ５０μＬ，３７℃酶
切２ｈ。
１．４．２　酵母转化　接种“１．３．３”节所鉴定的Ⅱ号染色体
ＨＨＴ１－ＨＨＦ１基因敲除的酵母菌进行培养，取１０μＬ酶切产
物进行转化，转化缓冲液体系及步骤同“１．３．２”节。转化后
在尿嘧啶缺陷型酵母培养基（简称 ＳＣ－Ｕｒａ）固体培养基上
涂板。

１．４．３　Ｈ３Ｋ５６Ａ突变菌株的鉴定　挑取单菌落于 ＹＰＤ液体
培养基上，于３０℃培养，提取基因组，用鉴定引物进行 ＰＣＲ
扩增，选取成功替换的阳性克隆。ＰＣＲ鉴定反应体系参照
“１．３．３”节。ＰＣＲ反应条件：９４℃ ５ｍｉｎ；９４℃ ２０ｓ，５５℃
４５ｓ，７２℃ ４５ｓ，３５个循环；７２℃ ７ｍｉｎ。
１．５　生长曲线的测定

对野生菌株 ＢＹ４７４１、Ⅱ号染色体 ＨＨＴ１－ＨＨＦ１基因敲
除菌株、ＸＩＶ号染色体组蛋白 Ｈ３Ｋ５６Ａ定点突变菌株分别进
行生长曲线的测定。分别取３个装有２５０ｍＬＹＰＤ液体培养
基的三角

!

，加入体积分数１％的已活化１８ｈ的酵母培养液，
３０℃、２００ｒ／ｍｉｎ摇床培养。在培养２、４、６、８、１０、１２、１４、１６、
１８、２０、２２、２４、２６、２８、３０ｈ时取培养液，以未接种的 ＹＰＤ液体
培养基作参比，使用分光光度计测定 ６００ｎｍ处的吸光
度Ｄ６００ｎｍ。
１．６　Ｈ３Ｋ５６Ａ突变菌株表型及抗高盐、高温能力检测

为了研究Ｈ３Ｋ５６位点进行的修饰对酿酒酵母细胞生长
的重要性，分别接种组蛋白 Ｈ３Ｋ１４Ａ、Ｈ３Ｋ１４Ｒ、Ｈ３Ｋ５６Ａ、
Ｈ３Ｋ７９Ａ突变菌株与野生菌株 ＢＹ４７４１、Ⅱ号染色体 ＨＨＴ１－
ＨＨＦ１基因敲除菌株于 ＹＰＤ液体培养基中，３０℃、２００ｒ／ｍｉｎ
过夜培养，调整过夜培养各样品至同一浓度，每个菌株做５个
浓度梯度稀释，每个浓度取５μＬ进行接种，使其总接种细胞
数分别为１００００、２０００、４００、８０、１６个。试验组接种培养基为
普通 ＹＰＤ固体培养基与含１ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ的 ＹＰＤ固体培养
基，接种后分别在３９、３０℃条件下进行培养；对照组接种培养

基为普通ＹＰＤ固体培养基，于３０℃培养。观察菌株生长状
况，培养至３ｄ时拍照。

２　结果与分析

２．１　ＨＨＴ１－ＨＨＦ１基因敲除菌株的构建及鉴定
质粒ｐＡＧ２５大小为３７０４ｂｐ，图２为质粒在０．８％琼脂

糖凝胶电泳中得到的电泳结果。以质粒 ｐＡＧ２５为模板扩增
所得ＮＡＴ基因大小约为１３００ｂｐ，ＮＡＴ基因１．５％琼脂糖凝
胶电泳结果（图 ３）显示，目的条带与实际大小相符。上述
ＰＣＲ扩增产物经过乙酸锂转化，在含有诺尔斯菌素的ＹＰＤ固
体培养基上成功获得转化子。挑取转化子，提取其基因组进

行ＰＣＲ验证。由图４可见，点样孔１、３没有扩增出产物，而
点样孔２、４扩增出约８００ｂｐ的片段，表明该菌落Ⅱ号染色体
ＨＨＴ１－ＨＨＦ１成功被 ＮＡＴ基因替换，已成功鉴定出阳性
菌株。

２．２　Ｈ３Ｋ５６Ａ突变菌株的构建及鉴定
组蛋白Ｈ３修饰突变质粒 ｐＢＢ６－Ｈｈｆ２－ｈｈｔ２Ｋ５６Ａ上有

ＢｃｉⅥ酶的４个酶切位点，酶切片段大小分别为４０７１、２５７５、
１５２７、６１３ｂｐ，其中４０７１ｂｐ大小的片段上含有组蛋白Ｈ３突
变基因 ＨＨＴｓ－ＨＨＦＳ、ＵＲＡ３基因、组蛋白 Ｈ３／Ｈ４基因
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ＨＨＴ２－ＨＨＦ２左右同源序列。质粒经酶 ＢｃｉⅥ酶切结果见图
５，酶切产物经乙酸锂转化后，在ＳＣ－Ｕｒａ平板上得到转化子。
以转化子基因组为模板进行扩增，扩增产物用１．５％琼脂糖
凝胶电泳进行检测。由图６可见，样孔１以 Ｐ１＋Ｐ２为引物
ＰＣＲ扩增出１段约７００ｂｐ的片段，而样孔２以 Ｐ１＋Ｎ１为引
物则没有扩增出片段，表明其ＸＩＶ号染色体ＨＨＴ２－ＨＨＦ２基
因已被Ｈ３Ｋ５６Ａ突变基因替换。

２．３　生长曲线的测定
由图７可知，酿酒酵母的生长在前４ｈ处于调整期，４～

１０ｈ酵母生长处于对数期，１０ｈ以后处于稳定期。对野生菌
株ＢＹ４７４１、Ⅱ号染色体ＮＡＴ突变菌株、ＸＩＶ号染色体组蛋白
Ｈ３Ｋ５６Ａ突变菌株的生长曲线进行比较可知，其生长期无明
显差异，说明组蛋白 Ｈ３Ｋ５６Ａ突变对于酵母菌的生长期无明
显影响。

２．４　菌株表型及抗高盐、高温能力检测
组蛋白Ｋ３Ｋ５６Ａ突变后该位点将不能被乙酰化修饰，而

组蛋白 Ｈ３Ｋ５６位点的乙酰化修饰对于 ＤＮＡ的复制、转录和
ＤＮＡ损伤修复等生物学过程却是必不可少的。笔者将
Ｈ３Ｋ５６Ａ突变菌株与其他位点突变菌株 Ｈ３Ｋ１４Ａ、Ｈ３Ｋ１４Ｒ、
Ｈ３Ｋ７９Ａ和单拷贝组蛋白 Ｈ３／Ｈ４基因Ⅱ号染色体 ＮＡＴ突变
菌株、野生ＢＹ４７４１菌株分别在高温、高盐胁迫下的表型进行
比较。由图８－Ａ可以看出，在正常培养条件下，失去Ⅱ号染
色体１个Ｈ３／Ｈ４基因拷贝后的 ｈｈｔ１Δｈｈｆ１Δ菌株生长情况与
野生型并无多大区别，说明对于组蛋白 Ｈ３／Ｈ４来说，只须保
证它在基因组中有１个拷贝便可满足其正常生长。其他４种
组蛋白突变株 Ｈ３Ｋ１４Ａ、Ｈ３Ｋ１４Ｒ、Ｈ３Ｋ５６Ａ、Ｈ３Ｋ７９Ａ的生长
情况正常，说明这４个组蛋白修饰位点的突变并没有对酵母
的正常生存造成影响。由图８－Ｂ、图８－Ｃ可见，在高盐、高
温胁迫下，Ｈ３Ｋ５６Ａ突变体生长情况不如其他菌株，说明在对
抗高盐、高温不利环境条件方面，Ｈ３Ｋ５６位点的修饰可能更
为重要。同时对比图８中Ａ、Ｂ、Ｃ３种条件下菌落生长情况还
可以看出，在高盐胁迫下所有菌株的菌落生长缓慢，表明高盐

可能会抑制酵母细胞菌落的生长。

３　讨论

组蛋白特定位点的乙酰化、甲基化等修饰与ＤＮＡ的复制

及转录调控等生物学过程密切相关。组蛋白的乙酰化在染色

质转录活性的激活过程中起重要作用［１５］，目前人们对组蛋白

Ｋ３Ｋ５６位点的乙酰化修饰研究较为深入。组蛋白 Ｈ３Ｋ５６ａｃ
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在启动子区域通过破坏核小体上 ＤＮＡ进出口处组蛋白 Ｈ３
与ＤＮＡ的相互作用，从而促进核小体的分解，进而促使转录
的起始［１６］。在酿酒酵母中，组蛋白 Ｈ３Ｋ５６的乙酰化是通过
组蛋白分子伴侣 Ａｓｆ１、乙酰转移酶 Ｒｔｔ１０９来调节的，在表观
遗传水平上通过与其他因子的相互作用来调控基因的表

达［１７］。本研究采用２步替换法来构建Ｈ３Ｋ５６Ａ突变株，首先
采用ＰＣＲ的方法扩增 ＮＡＴ基因，由于其引物 ５′端添加了
４０ｂｐ的Ｈ３／Ｈ４基因左右同源序列，扩增产物通过乙酸锂转
化试验，在基因组复制过程中可以与Ⅱ号染色体上基因 Ｈ３／
Ｈ４发生同源重组，从而成功敲除了Ⅱ号染色体上基因Ｈ３／Ｈ４
拷贝１而得到ＮＡＴ突变菌株，通过检测其生长曲线与生长表
型及部分敏感性试验，表明Ｈ３／Ｈ４基因缺失１个拷贝后并不
会对酵母的正常生长造成影响，这既为第２步 ＸＩＶ号染色体
组蛋白定点突变试验奠定了基础，又可排除突变后表型的差

异是因为缺失了１个拷贝而引起的可能性。第２步替换由于
Ｈ３／Ｈ４定点突变基因较长，因此笔者对含有突变基因的质粒
ｐＢＢ６－Ｈｈｆ２－ｈｈｔ２Ｋ５６Ａ进行酶切并获得含有 Ｈ３／Ｈ４左右同
源臂的Ｈ３／Ｈ４基因Ｈ３Ｋ５６Ａ定点突变基因，同样通过乙酸锂
转化法得到Ｈ３Ｋ５６Ａ突变株。通过本研究提供的方法进行突
变体的构建，转化效率较高，操作简便，可以成功得到组蛋白

定点突变菌株，这为研究组蛋白 Ｈ３Ｋ５６ａｃ修饰的生物学功能
奠定了基础。

通常情况下，微生物都有能力应答外界不良环境的刺激，

这些应激几乎是微生物都具有的基本能力，包括营养水平的

改变、渗透压失衡、氧化应激和温度变化等不良条件［１８］。多

细胞生物及可以运动的生物体一般都可以通过能动的位置的

或生理机能的调节改变来避免这些不利的生存环境，但是对

于单细胞生物如酵母来说，它们受外界环境的支配，要么适应

这种环境，要么死亡［１９］。酿酒酵母是一种典型的模式生物，

其对环境压力应答的研究是真核细胞生物学研究的重要组成

部分，而转录激活在这个过程中起重要作用［２０］。目前对组蛋

白修饰在酵母抗逆过程中所起作用研究甚少，本研究对

Ｈ３Ｋ５６Ａ定点突变菌株进行高盐、高温敏感性试验，对组蛋白
修饰在外界不良环境胁迫下所起作用进行初步探索，为组蛋

白Ｈ３Ｋ５６位点修饰的研究提供了新的参考。

４　结论

本研究通过两步替换法成功获得了组蛋白Ｈ３Ｋ５６Ａ突变
株，使得组蛋白Ｈ３Ｋ５６位点不能被乙酰化修饰，为构建组蛋
白修饰突变体提供了１种简易而高效的方法，并且为研究组
蛋白Ｈ３Ｋ５６ａｃ修饰的生物学功能奠定了基础。通过高盐、高
温敏感性试验表明，酵母 Ｈ３Ｋ５６ａｃ与酵母抗高温、高盐机制
有关。
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