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肉桂醛诱导酿酒酵母 Persisters 细胞的形成 
 

沈青山，周威，王淼焱，莫海珍，胡梁斌 

（河南科技学院食品学院，河南新乡 453003） 

摘要：本文研究了肉桂醛对酿酒酵母 persister 细胞形成的影响。通过 96 孔板微量法测定肉桂醛对酿酒酵母生长的最小抑制浓度

(MIC)为 0.4 mM；采用流式细胞仪以及梯度稀释滴平板计数法研究了肉桂醛处理后酿酒酵母 persister 细胞的形成情况。结果表明，肉

桂醛可以抑制酿酒酵母生长，且能够诱导酿酒酵母细胞形成 persister 状态，该状态下的细胞对两性霉素 B 产生耐药性。进一步研究发

现肉桂醛处理后可以使酿酒酵母细胞停滞在细胞周期的任何阶段，而雷帕霉素诱导的细胞自噬只能停留在 G1 期，所以酿酒酵母

perisister 与自噬状态存在区别。目前，对于 Persister 的研究集中在原核微生物，对真核生物 persister 的研究非常有限。由于 persister

群体通常占总群体极小一部分，这就给基因水平上研究 persister 的形成机制带来很大的挑战。本研究发现肉桂醛处理酿酒酵母细胞后，

可以促使其大部分细胞形成 persister。这就为从基因水平上认识真核生物 persister 的形成机制提供了方法，实验结果表明 YGL 基因也

与酿酒酵母 persister 的形成有很大关系。 
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Abstract: The effects of cinnamaldehyde (CA) on persister formation in Saccharomyces cerevisiae were investigated in this study. CA 

was found to effectively inhibit the growth of S. cerevisiae in a 96-well plate with a minimum inhibitory concentration value of 0.4 mM. The 

formation of persister cells in S. cerevisiae cells after exposure to cinnamaldehyde was further explored by flow cytometry and serial 

dilution-drop plate counting methods. The results showed that CA inhibited the growth of S. cerevisiae cells, and S. cerevisiae cells were 

induced to form the persister state showing amphotericin B resistance. Further studies showed that CA treatment led to growth arrest of S. 

cerevisiae cells at any stage in the cell cycle, whereas cells undergoing autophagy induced by rapamycin stopped during the G1 phase. Therefore, 

persisters in S. cerevisiae differed from cells in autophagy. Previous studies of persister mainly focused on prokaryotic pathogens rather than 

eukaryotic cells. Additionally, the natural persister population accounted for an extremely small proportion of the overall population, creating 

challenges in studies of the genetic mechanisms underlying their formation. The findings of this study showed that CA treatment induced 

persister formation in most S. cerevisiae cells, providing a method for understanding the genetic mechanism underlying persister formation in 

eukaryotes. Results also confirmed that the YGL gene was significantly associated with persister formation in S. cerevisiae. 
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肉桂醛（cinnamaldehyde, CA）是肉桂中具有生物

活性作用的主要成分之一，结构式如图 1 所示。目前，

肉桂醛在微生物污染控制及医药、食品领域都有广泛 
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的应用。在微生物污染控制方面，肉桂醛作为一种挥

发性植物精油不仅能够抑制多种病原细菌例如大肠杆

菌、金黄色葡萄球菌、沙门氏菌、猪丹毒杆菌、肺炎

链球菌的生长，而且对假丝酵母、辣椒疫霉、黄曲霉

菌等各种病原真菌也具有很强的抑制作用[1~3]。在医药

领域，肉桂醛是重要的医药原料之一，肉桂醛常用于

外用药物以及合成药物中，具有促进血液循环，紧实

皮肤组织的作用；对皮肤的疤痕、纤维瘤的软化与清

除具有一定的功效；并且能有效抗溃疡，促进胃肠蠕

动；还可抑制肿瘤的发生[4]；对于血管的扩张及降低
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血压有特效，尤其是对肾上腺皮质性高血压的降压效

果显著[5~6]。在食品行业，目前来讲肉桂醛作为一种安

全的食源性抗菌剂和食品添加剂已广泛应用于食品的

防腐保鲜[7]。 

酿酒酵母(Saccharomyces cerevisiae)，又称面包酵

母或出芽酵母。酿酒酵母是与人类关系最广泛的一种

酵母，传统上它用于制作面包和馒头等食品及酿酒，

在现代分子和细胞生物学中用作真核模式生物，其作

用相当于原核的模式生物大肠杆菌。在食品和发酵工

业中具有重要的研究价值。早在1944年，Joseph Bigger

就发现金黄色葡萄球菌即使在很高浓度的氨苄青霉素

的作用下仍然有极少数能够存活下来，生存比例为

1:10
6
~1:10

4[8~9]。这一极少部分存活下来的细胞虽然对

氨苄青霉素具有抗性，但是这种抗性并不具有遗传性；

当移除抗生素后这部分细胞就会重新恢复生长并且恢

复其对抗生素的敏感性[10]，这种对抗生素具有暂时的

抗性细胞被称作 persister。很多病原性细菌微生物如

大肠杆菌、结核杆菌、铜绿假单胞菌以及真菌中的白

色念珠菌等都可以形成 persister
[11]。目前，该领域中

普遍学者对于 persister 形成的认识存在两大观点：诱

导机制，环境条件胁迫诱导细胞处于一种非生长状态

而形成 persister
 [12~13]，有研究报道吲哚可以诱导大肠

杆菌形成 persister
[14]；随机产生，persister 本身可以随

机存在于大量的群体之中[9]。大多数学者都以细菌等

原核微生物为研究载体，虽然有报道称白色念珠菌

（Candida species）、新型隐球菌（Cryptococcus 

neoformans）可以形成生物膜和 persister 细胞[15~16]以

及最近发现利用酪氨酸激酶抑制剂治疗人体肿瘤细胞

时肿瘤细胞产生耐药性细胞[17]，但是与原核微生物相

比对这些真核微生物 persister 的研究相对较少。

Persister 细胞仅存在于大量群体中小部分，很难在基

因水平上进行深层次的研究。本文以真核生物酿酒酵

母为目标菌株，发现肉桂醛诱导其 persister 的形成。

研究表明肉桂醛处理酿酒酵母后，可以导致大部分细

胞成为 persister，这就为从基因水平上认识真核生物

persister 的形成机制提供了方法。 

 
图1 肉桂醛的结构式 

Fig.1 Chemical structure of cinnamaldehyde 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

菌株：野生型酿酒酵母（S. cerevisiae）By4741，

酿酒酵母突变体：YGL167c（PMR1 突变体，PMR1

负责将钙离子从细胞质运到内质网），YOR087w

（YVC1 突变体，YVC1 负责将钙离子从线粒体运到

细胞质），M4374（PMC1 突变体，PMC1 负责将钙离

子从细胞质运到线粒体）均购自于 Invitrogen 公司。 

试剂：肉桂醛（CA, 99%）购于 Aldrich（St. Louis, 

MO, 美国），二甲基亚砜（DMSO），两性霉素 B（AB），

碘化丙啶（PI）荧光染料，阿尔马蓝，雷帕霉素，酵

母提取物，蛋白胨，葡萄糖，平板计数琼脂。以上试

剂及试验中所用到的其他试剂均为化学纯。 

1.2  仪器与设备 

流式细胞仪（BD FACSCalibur，美国 BD 公司），

多功能酶标仪（Varioskan Flash，Thermo 公司），荧光

显微镜（ECLIPSE, TE2000-S, Nikon），UV-7200 可见

分光光度计（龙尼可，上海），智能恒温培养箱

（SHP-160，上海），智能恒温摇床（HZQ-F160，太

仓），磁力搅拌器。 

1.3  实验方法 

1.3.1  肉桂醛和 YPD 培养基的配置以及菌株

的活化培养 

肉桂醛：由于肉桂醛不溶于水，因此采用 DMSO

为溶剂，吸取一定量的肉桂醛于 DMSO 中，配置合适

的浓度于 4 ℃条件下避光保存备用。 

YPD培养基：称取酵母提取物 10.0 g，蛋白胨 20.0 

g，葡萄糖 20.0 g，琼脂 15.0 g，加水至 1000 mL 于磁

力搅拌器上充分溶解，自然 pH 值，分装三角瓶于

121 ℃高压灭菌 20 min。（注：YPD 液体培养基不需

要加平板计数琼脂） 

菌株活化培养：将挑取原始菌株单克隆于 YPD

液体培养基中 30 ℃，150 r/min 振荡培养 24 h，涂板

获得单克隆备用。 

1.3.2  肉桂醛对酿酒酵母生长的影响 

MIC 值：挑取已活化的野生型酿酒酵母单克隆于

液体 YPD 培养基中在 30 ℃，150 r/min 震荡培养至

OD600=2.0，用液体 YPD 培养基稀释至 OD600=0.01，

于 96 孔板中，每孔加入菌液 200 μL，用肉桂醛处理，

终浓度分别为 0、0.2、0.4、0.6、0.8 mM，每个处理

做三个平行，观察肉桂醛对野生型酿酒酵母生长的抑

菌效果从而得到最小抑制浓度 MIC 值。 

细胞活力检测：96 孔板中酿酒酵母细胞用不同浓

度的肉桂醛处理同时加入阿尔马蓝染色，染色浓度为

10%（V/V），用多功能酶标仪于激发光波长 535 nm，
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发射光波长 615 nm 条件下检测各个处理的荧光强度。 

稀释滴板：待稀释滴板的处理样经 5000 r/min 离

心 5 min 除去药剂，用生理盐水重悬菌体，梯度稀释，

每个稀释度下吸取 10 μl 滴在 YPD 固体培养基上于恒

温培养箱中 30 ℃静置避光培养 24 h，计数统计菌落生

长情况。 

1.3.3  流式细胞仪及荧光检测前处理 

检测前处理：将处理好的酿酒酵母样品 5000 

r/min 离心 5 min 除去药剂处理，用生理盐水重悬，PI

工作浓度为 1 μg/mL 避光静置染色处理 30 min，同样

离心条件下除去多余的 PI，生理盐水重悬使酵母细胞

均匀分散，300 目尼龙滤网过滤，用于流式细胞仪及

荧光显微镜的检测。 

1.3.4  酿酒酵母 persister 细胞检测 

挑取已活化的野生型酿酒酵母和各个突变体酵

母单克隆 30 ℃，150 r/min 条件下振荡培养至 OD600= 

2.0，取 1 mL 菌液于 2 mL 的离心管中用 0.6 mM 肉桂

醛处理 3 h，处理做三个平行，再用 100 μg/mL 的两性

霉素 B 处理 24 h，梯度稀释滴板，30 ℃静置避光培养

24 h，计数统计菌落生长情况。 

1.3.5  肉桂醛处理后酿酒酵母的细胞周期分析 

挑取已活化的野生型酿酒酵母和各个突变体酿

酒酵母单克隆 30 ℃，150 r/min 条件下振荡培养至

OD600=2.0，取 1 mL 菌液于 2 mL 的离心管中分别用

0.8 mM 肉桂醛和 1 μg/mL 雷帕霉素（Rapa）处理 0，

3，6，9 h，离心除去药剂，加入预冷 70%乙醇，于 4 ℃

固定过夜。离心收集细胞，以 1 mL 的 PBS 洗细胞一

次，加入 500 μLPBS 含 50 μg/mL PI，100 μg/mL RNase 

A，0.2% Triton X-100，4 ℃避光孵育 30 min，用流式

细胞仪检测肉桂醛和雷帕霉素处理后细胞所处的细胞

周期状态。 

1.4  数据分析 

所有数据运用 SPSS 12.0 数据处理系统，采用

Duncan's 新复极差法进行显著性分析，且实验结果为

3 次平行试验数据的平均值±SD。 

2  结果与分析 

2.1  肉桂醛对酿酒酵母生长的抑制效果 

酿酒酵母细胞经肉桂醛处理后其生长受到了抑

制，随着处理浓度的增大这种抑制作用增强。当肉桂

醛处理浓度达到 0.4 mM 时酿酒酵母生长受到了显著

地抑制。因此，肉桂醛对酿酒酵母生长的最小抑制浓

度MIC值为0.4 mM（图2.b）。经梯度稀释将OD600=1.0

酿酒酵母细胞菌液滴到含有不同浓度的肉桂醛平板上

也可以看到其生长受到了显著地抑制作用（图 2.a）。

酿酒酵母细胞的生长虽然受到很大程度上的抑制但是

肉桂醛并没有将其杀死，阿尔马蓝染色检测细胞活性，

结果表示酿酒酵母细胞经肉桂醛处理后仍然保持一定

的活力具有微弱的呼吸作用（图 2.c）。 

 

 

 

图 2 肉桂醛对酿酒酵母生长的抑制作用 

Fig2 Inhibitory effects of CA on the growth of S. cerevisiae 

注：a：在含有肉桂醛的平板上生长的酿酒酵母细胞受到

抑制；b：96 孔板中酵母经肉桂醛处理后的生长状况；c：肉桂

醛处理后通过阿尔马兰染色检测的酵母细胞相对活力；AB（虚

线）为 100 μg/mL 两性霉素 B 处理，作为阳性对照。 

2.2  肉桂醛处理后酿酒酵母生长状态 

PI 可以与双链核酸分子结合发出红色荧光，但是

不能透过活细胞的细胞膜，因此经常被用来鉴定死亡

细胞。本研究发现细胞经过 0.4 mM 和 0.6 mM 的肉桂

醛处理后，酿酒酵母的生长虽然受到显著地的抑制作

用，但是处理后的酿酒酵母没有发出强烈红色荧光（图

3.b），而阳性对照 100 μg/mL 两性霉素 B 处理的细胞

则发出强烈的红色荧光（图 3.d）；通过流式细胞统计

仪分析肉桂醛处理的细胞绝大多数都属于低荧光发射

群体，与阴性对照相同（图 3a、b、c），说明肉桂醛

并没有杀死酿酒酵母细胞。该结果与阿尔马蓝染色结
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果吻合，即肉桂醛存在的条件下酿酒酵母处于一种非

生长，并非死亡状态。 

  

  

图 3流式细胞仪统计的酵母细胞PI荧光强度分布 

Fig 3 Distribution of fluorescence intensity in the S. cerevisiae cells 

after PI dyeing by flow cytometer 

注：a,b,c,d:阴性对照；0.4 mM 肉桂醛处理；0.6 mM 肉

桂醛处理； 100μg/mL 两性霉素B 处理（阳性对照）。 

2.3  肉桂醛诱导酿酒酵母产生 persister 

 

 
图4 肉桂醛诱导酿酒酵母细胞形成能够抵抗两性霉素B的

persister 

Fig.4 CA induced the persister formation in S. cerevisiae resistant 

to amphotericin B 

注：a: 流式细胞仪统计酿酒酵母细胞的 PI 荧光强度分布

图；b: 各种处理的酿酒酵母细胞除去药剂后在平板上的恢复生

长状况。其中+AB，-AB 分别表示酿酒酵母经 100 μg/mL 两性

霉素 B 处理和未经其处理。 

肉桂醛处理酿酒酵母细胞诱导其处于一种非生

长状态，但细胞依然没有死亡具有微弱的呼吸作用（图

2.c, 3.a.b）。这种非生长状态用高浓度的两性霉素 B 也

无法将其完全杀死（图 4.a.b），而除去肉桂醛后细胞

就恢复了对药物的敏感性，再用两性霉素 B 处理细胞

很容易就被杀死（图 4.b），该现象符合 persister 的定

义[9]。因此，肉桂醛诱导了酿酒酵母细胞形成 persister，

使细胞产生了暂时性的耐药性而不能被两性霉素B杀

死。 

2.4  酿酒酵母 persister 与自噬的区别 

细胞自噬可以延缓细胞凋亡的发生促进细胞修

复，Bayles 等[18]提出真核细胞的自噬和原核生物的

perisister 非常的类似。雷帕霉素作为一种常用的诱导

剂可以诱导细胞处于自噬状态。如图 5 所示，雷帕霉

素处理后的酿酒酵母细胞会停滞在 G1 期，而肉桂醛

处理后酿酒酵母细胞可以停滞在细胞周期的任何一个

时期。这些结果表明肉桂醛诱导真核生物酿酒酵母所

形成的 persister 与细胞自噬明显不同。 

2.5  肉桂醛诱导酿酒酵母不同突变体 persister

的产生 

肉桂醛能够引起钙离子瞬间流动影响细胞生理

状态[19~20]，因此本研究以 By4741 野生型菌株为对照

菌株，YOR0874w、YGL167c 以及 M4374 为突变菌

株，探究了 persister 的形成与钙离子的相关性。这些

突变菌株均与钙离子运输相关，其中 YGL167c 为

PMR1 突变体，PMR1 负责将钙离子从细胞质运到内

质网；YOR087w 为 YVC1 突变体，YVC1 负责将钙

离子从线粒体运到细胞质；M4374 为 PMC1 突变体，

PMC1 负责将钙离子从细胞质运到线粒体。野生型和

各种突变体经 0.6 mM 的肉桂醛相同处理后再用两性

霉素 B 处理，结果发现与野生型 By4741 相比 YOR

及 M4374 突变体依然可以正常形成 persister 而只有

YGL167 突变体不能形成 persister（图 6），该菌株为

PMR1 突变菌株，而 PMR1 主要负责把细胞质中的钙

离子运输到内质网中，其他两种突变菌株 YOR 和

M4374 中钙离子的运输虽然会受到影响但是却没有

影响肉桂醛诱导酿酒酵母 persister 的形成。这就表明

肉桂醛诱导酿酒酵母细胞 persister 的形成可能与内质

网钙离子信号传递有关。 
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图 5 肉桂醛和雷帕霉素处理后酿酒酵母细胞的周期分布 

Fig.5 Cell cycle distribution of S. cerevisiae cells treated with CA or rapamycin 

 

 

图 6 肉桂醛诱导不同酿酒酵母突变体形成persister 

Fig.6 CA-induced persister formation by the mutation of different 

S. cerevisiae cells 

3  讨论 

多种途径都可以诱导细菌微生物形成 persister。

例如，饥饿、金属离子胁迫环境胁迫，氧化胁迫，DNA

损伤等非致死条件都可以促使细菌微生物细胞的耐受

性增强[21-23]，研究发现 ppGpp（鸟苷四磷酸）作为一

种常见的胁迫应激反应的调控子，它可以随机高水平

地改变大肠杆菌存留细胞的形成 [24]。有报道指出

persister 的形成也可以受到基因的调控，间歇性地用

高剂量抗生素处理细胞就可以分离出稳定的 hip 突变

体[25,26]，而 hip 基因的过表达可以通过 DNA 的复制翻

译和转录的减弱来抑制细胞的生长并且增强细菌对抗

生素的抗性 [27]，另外用药物处理同样可以诱导

persister 的形成，Vega 等[14]发现吲哚处理大肠杆菌后

就会诱导 persister 的形成。然而，目前对于 persister

的研究大多是基于细菌等微生物，对于真核生物

persister 研究相对较少。 

肉桂醛作为一种植物精油具有一定的杀菌抑菌

作用，并且在食品医药行业都有广泛的应用。本文以

酿酒酵母作为真核微生物 persister 形成的研究模型，

探索了药物在真核微生物中 persister 的诱导形成机

制。肉桂醛处理浓度大于 0.4 mM 时，就可以使酿酒

酵母细胞的生长状态受到抑制。细胞自噬在真核生物

中是一种很常见的细胞活动现象，对于维持细胞微环

境发挥着非常重要的作用[28]。当细胞缺乏营养饥饿，

生长受到抑制以及低氧胁迫时就会发生自噬现象[29]，

细胞自噬与抗肿瘤的治疗、导致细胞程序性死亡也有

很大关系[30~33]。然而肉桂醛导致酿酒酵母细胞所形成

的这种非生长状态与细胞自噬不同。雷帕霉素是一种

有效的自噬诱导剂，酿酒酵母细胞经过 1 μg/mL 的雷

帕霉素处理后引起酿酒酵母细胞发生自噬使多数细胞

都停滞在 G1 期，而 0.8 mM 肉桂醛处理的酿酒酵母细

胞与之不同（如图 5）。因此，进一步表明了肉桂醛的

这种非生长状态是 persister 状态。已有研究表明大肠

杆菌 persister 的形成会受到 hip 基因的调控[25]。由于

肉桂醛被报道能够影响钙离子信号传递，本研究以

By4741 野生型酿酒酵母为对照菌株，选用与钙离子代

谢相关的 YGL167c、YOR087w、M4374 等缺陷型基

因突变体为研究材料。分别用 0.6 mM 的肉桂醛处理
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诱导这些突变体，发现 YGL167c 不能被肉桂醛诱导

形成 persister。因为 PMR1 能够通过消耗 ATP 将钙离

子运到内质网。所以推断肉桂醛诱导酿酒酵母persister

的形成与内质网钙离子信号传递或者细胞的内质网附

近 ATP 水平相关。由于肉桂醛能够将几乎所有的酿酒

酵母细胞诱导形成 persister，这就为今后从基因水平

上理解酿酒酵母乃至真核生物细胞 persister 形成的机

制提供了方法。 

4  结论 

肉桂醛可以诱导酿酒酵母形成 persister。0.6 mM

的肉桂醛可以抑制酿酒酵母的生长使其处于一种特殊

的非生长状态而躲避杀菌剂两性霉素 B 的致死作用；

这种非生长状态即为 persister 细胞状态，该状态与细

胞自噬不同；酿酒酵母 persister 的形成可能会受到与

内质网钙离子相关基因 YGL 的调控。同时本研究为从

基因水平上认识真核生物 persister 的形成机制提供了

方法。 
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