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　 　 摘要:　 为了明确香蕉枯萎病菌热带 ４ 号小种(Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｏｘｙｓｐｏｒｕｍ ｆ. ｓｐ. ｃｕｂｅｎｓｅ ｔｒｏｐｉｃａｌ ｒａｃｅ ４ꎬＦｏｃ ＴＲ４)与香

蕉互作的分子机理ꎬ本研究利用 ＳｉｇｎａｌＰ、ＷｏＬＦ ＰＳＯＲＴ、ＴａｒｇｅｔＰ、ＴＭＨＭＭ 和 ｂｉｇ￣ＰＩ Ｐｒｅｄｉｃｔｏｒ 等软件ꎬ对 Ｆｏｃ ＴＲ４ 全基

因组 ２２ ４８７ 条蛋白质氨基酸序列进行了经典分泌蛋白的预测分析ꎮ 结果表明ꎬＦｏｃ ＴＲ４ 全基因组编码蛋白质中有

１ ０５４个经典分泌蛋白ꎬ占编码蛋白质总数的 ４.７％ꎮ 蛋白质特征分析结果表明ꎬ其氨基酸序列长度集中在 １００~ ５００
个氨基酸ꎬ信号肽长度集中在 １７~ ２２ 个氨基酸ꎬ信号肽切割位点以 ＳＰａｓｅⅠ型为主ꎮ 功能预测分析结果表明ꎬ有
４６３ 个经典分泌蛋白获得了注释ꎬ主要涉及糖代谢、水解酶活性等ꎮ 碳水化合物酶类(ＣＡＺｙｍｅｓ)的分析结果表明ꎬ
有 ２８１ 个分泌蛋白为 ＣＡＺｙｍｅｓꎬ其中以 ＧＨ 家族最多ꎮ 此外ꎬ利用 ＳｅｃｒｅｔｏｍｅＰ 软件对 Ｆｏｃ ＴＲ４ 非经典分泌蛋白进行

了分析ꎬ发现有９ ２１６个蛋白质氨基酸序列ꎬ占编码蛋白质总数的 ４１􀆰 ０％ꎮ
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　 　 香蕉枯萎病是由尖孢镰刀菌古巴专化型(Ｆｕｓａｒｉ￣
ｕｍ ｏｘｙｓｐｏｒｕｍ ｆ. ｓｐ. ｃｕｂｅｎｓｅꎬＦｏｃ)引起的一种土传维管

束病害ꎬ严重威胁着香蕉产业的可持续发展ꎮ 在中国

广东省香蕉主产区ꎬ香蕉枯萎病病株率一般为 １０％~
４０％ꎬ严重的超过 ９０％ꎬ甚至造成全园毁灭、蕉园丢

荒[１￣４]ꎮ Ｆｏｃ 共有 ４ 个小种ꎬ其中以热带 ４ 号小种(Ｆｏｃ
ｔｒｏｐｉｃａｌ ｒａｃｅ ４ꎬＦｏｃ ＴＲ４)致病范围最广ꎬ几乎能侵染所

有香蕉种类ꎬ尤其是能侵染抗 Ｆｏｃ１ 的所有 Ｃａｖｅｎｄｉｓｈ
(ＡＡＡ)品系ꎬ使香蕉产业面临重大威胁[５]ꎮ 由于 Ｆｏｃ
ＴＲ４ 遗传背景复杂ꎬ其遗传机制虽一直得到研究者的

重视ꎬ但其致病机理目前仍不清楚[６]ꎮ
分泌蛋白(Ｓｅｃｒｅｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ)作为一类重要的致

病因子ꎬ已被证实在枯萎病菌侵染香蕉的过程中起

着重要作用ꎮ 例如ꎬＦｏｃ 分泌的多种角质酶和细胞

壁降解酶(Ｃｅｌｌ ｗａｌｌ ｄｅｇｒａｄｉｎｇ ｅｍｚｙｍｅｓꎬＣＷＤＥｓ)对香

蕉组织具有降解破坏作用[７￣９]ꎮ 贾慧升等[９] 应用生

物信息学方法对 Ｆｏｃ１ 和 Ｆｏｃ ＴＲ４ 的细胞壁降解酶

(ＣＷＤＥｓ)基因进行了分析ꎬ结果表明 Ｆｏｃ 基因组中

存在编码各种 ＣＷＤＥｓ 的基因ꎬ其中 ５６％的预测基因

可以分泌到胞外而发挥作用ꎮ 董章勇等[１０] 对 Ｆｏｃ１
和 Ｆｏｃ ＴＲ４ 的 ＣＷＤＥｓ 进行了分析ꎬ认为 ２ 个生理小

种间 ＣＷＤＥｓ 的差异可能是导致 ２ 个小种致病性差

异的原因之一ꎮ 但迄今为止ꎬ我们对 Ｆｏｃ ＴＲ４ 分泌

蛋白质的组成等仍缺乏系统的了解ꎮ
近年来ꎬ应用生物信息学技术对重要植物病原

菌的全基因组数据进行挖掘ꎬ预测分析其分泌蛋白

质的组成和功能等已成为解析病原菌致病分子机理

的重要方法之一ꎮ 目前ꎬ已有许多植物病原真菌的

分泌蛋白质得到了预测分析[１１￣１４]ꎮ 随着 Ｆｏｃ ＴＲ４ 基

因组测序及基因组注释的完成[８]ꎬ为开展 Ｆｏｃ ＴＲ４
分泌蛋白的研究带来了新的契机ꎮ 本研究结合 Ｓｉｇ￣
ｎａｌＰ、ＷｏＬＦ ＰＳＯＲＴ、ＴＭＨＭＭ、ｂｉｇ￣ＰＩ Ｐｒｅｄｉｃｔｏｒ、 Ｔａｒ￣
ｇｅｔＰ 和 ＳｅｃｒｅｔｏｍｅＰ 等软件ꎬ对 Ｆｏｃ ＴＲ４ 分泌蛋白进

行了预测分析ꎬ拟为进一步了解 Ｆｏｃ ＴＲ４ 与香蕉互

作的分子机理等提供参考ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 Ｆｏｃ ＴＲ４ 基因组编码蛋白质的数据来源

用于 Ｆｏｃ ＴＲ４ 分泌蛋白分析的２２ ４８７个氨基酸

序列来源于数据库( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｂｒｏａｄｉｎｓｔｉｔｕｔｅ. ｏｒｇ /
ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ / ｇｅｎｏｍｅ / ｆｕｓａｒｉｕｍ ＿ ｇｒｏｕｐ / ＭｕｌｔｉＤｏｗｎｌｏａｄｓ.
ｈｔｍｌ)ꎮ

１.２　 Ｆｏｃ ＴＲ４ 经典分泌蛋白的生物信息学分析

１.２.１　 经典分泌蛋白的预测标准 　 参考聂燕芳

等[１５]的方法ꎬ经典分泌蛋白需同时满足以下 ４ 个

特征:(１)具有 Ｎ￣端信号肽ꎻ(２)亚细胞定位为胞

外分泌类型ꎬ不含有细胞质膜、细胞质及其他亚细

胞预测定位信号ꎻ(３)无跨膜结构域ꎻ( ４)无 ＧＰＩ
锚定位点ꎮ
１.２.２　 Ｆｏｃ ＴＲ４ 经典分泌蛋白的软件预测分析　 利

用 ＳｉｇｎａｌＰ ４. １ Ｓｅｒｖｅｒ ( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｃｂｓ. ｄｔｕ. ｄｋ / ｓｅｒ
ｖｉｃｅｓ / ＳｉｇｎａｌＰ / ) [１６]ꎬ 对 Ｆｏｃ ＴＲ４ 基 因 组 编 码 的

２２ ４８７个蛋白质氨基酸序列进行 Ｎ￣端信号肽的预测

分析ꎮ 利用 ＷｏＬＦ ＰＳＯＲＴ ( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｇｅｎｓｃｒｉｐｔ.
ｃｏｍ / ｐｓｏｒｔ / ｗｏｌｆ＿ｐｓｏｒｔ. ｈｔｍｌ) [１７] 和 ＴａｒｇｅｔＰ １. １ Ｓｅｒｖｅｒ
(ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｃｂｓ. ｄｔｕ. ｄｋ / ｓｅｒｖｉｃｅｓ / ＴａｒｇｅｔＰ / ) [１８]ꎬ对
具有 Ｎ￣端信号肽的蛋白质进行亚细胞定位分析ꎮ
利用 ＴＭＨＭＭ ２. ０ Ｓｅｒｖｅｒ ( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｃｂｓ. ｄｔｕ. ｄｋ /
ｓｅｒｖｉｃｅｓ / ＴＭＨＭＭ / )ꎬ对具有 Ｎ￣端信号肽且定位于胞

外的蛋白质进行跨膜结构域分析[１９]ꎮ 利用 ｂｉｇ￣ＰＩ
Ｐｒｅｄｉｃｔｏｒ ( ｈｔｔｐ: / / ｍｅｎｄｅｌ. ｉｍｐ. ａｃ. ａｔ / ｓａｔ / ｇｐｉ / ｇｐｉ ＿ ｓｅｒ
ｖｅｒ.ｈｔｍｌ) [２０]ꎬ对具有 Ｎ￣端信号肽、定位于胞外、且不

含有跨膜结构域的蛋白质进行 ＧＰＩ 锚定位点分析ꎮ
利用 ＬｉｐｏＰ １.０ Ｓｅｒｖｅｒ(ｗｗｗ.ｃｂｓ.ｄｔｕ.ｄｋ / ｓｅｒｖｉｃｅｓ / Ｌｉ￣
ｐｏＰ / )对经典分泌蛋白信号肽切割位点的氨基酸组

成进行分析[２１]ꎮ
１.３　 经典分泌蛋白的功能预测及碳水化合物酶类

分析

　 　 利 用 ＵｎｉＰｒｏｔ 数 据 库 ( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｕｎｉｐｒｏｔ.
ｏｒｇ / )ꎬ对 Ｆｏｃ ＴＲ４ 经典分泌蛋白进行功能预测分

析ꎮ 利用 ＣＡＺｙ 数据库( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.ｃａｚｙ.ｏｒｇ / )ꎬ对
Ｆｏｃ ＴＲ４ 经典分泌蛋白与碳水化合物酶类(Ｃａｒｂｏ￣
ｈｙｄｒａｔｅ￣ａｃｔｉｖｅ ｅｎｚｙｍｅｓꎬＣＡＺｙｍｅｓ) 序列进行 ＢｌａｓｔＰ
同源性比对ꎬ分析 Ｆｏｃ ＴＲ４ 经典分泌蛋白中的

ＣＡＺｙｍｅｓ(具体参数为 Ｅ 值≤１０－５、且序列一致

性≥３０％)ꎬ并对 ＣＡＺｙｍｅｓ 进行家族功能的分类分

析[２２￣２３] ꎮ
１.４　 Ｆｏｃ ＴＲ４ 非经典分泌蛋白的预测分析

利用 ＳｅｃｒｅｔｏｍｅＰ ２.０ Ｓｅｒｖｅｒ (ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.ｃｂｓ.ｄｔｕ.
ｄｋ / ｓｅｒｖｉｃｅｓ / ＳｅｃｒｅｔｏｍｅＰ / )对不含有 Ｎ 端信号肽的蛋

白质氨基酸序列进行非经典分泌蛋白预测分析ꎬ将氨

基酸序列 ＮＮ￣ｓｃｏｒｅ>０.５(人工神经网络算法ꎬＮｅｕｒａｌ
ｎｅｔｗｏｒｋ)的蛋白质定义为非经典分泌蛋白[２４]ꎮ
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２　 结果与分析

２.１　 Ｆｏｃ ＴＲ４ 经典分泌蛋白的预测分析

２.１.１　 基于 Ｎ￣端信号肽的分泌蛋白预测分析 　 具

有 Ｎ￣端信号肽是判断经典分泌蛋白的必要条件ꎬ其
中 ＳｉｇｎａｌＰ 是一种常用的预测真核生物信号肽的在

线预测软件ꎮ 本研究利用 ＳｉｇｎａｌＰ ４.１ Ｓｅｒｖｅｒ 对 Ｆｏｃ
ＴＲ４ 基因组编码的２２ ４８７条蛋白质氨基酸序列进行

了信号肽预测分析ꎬ结果表明有１ ７９３个氨基酸序列

具有分泌型信号肽ꎬ占总数的 ８􀆰 ０％ꎮ
２.１.２　 基于亚细胞定位的分泌蛋白预测分析 　 利

用 ＷｏＬＦ ＰＳＯＲＴ 软件ꎬ对具有信号肽的 １ ７９３ 个分

泌型蛋白质进行亚细胞定位预测分析ꎮ 结果表明有

１ ４０１ 个蛋白质分泌到胞外ꎬ属于胞外分泌蛋白类

型ꎮ 有 ３９２ 个蛋白质不分泌到胞外ꎬ而是转运到各

亚细胞器中ꎬ其中转运到细胞质有 ８３ 个、线粒体有

９２ 个、细胞核有 ３９ 个、细胞质膜有 １６９ 个、其他细

胞器有 ９ 个ꎬ 所占比例分别为 ２１􀆰 ２％、 ２３􀆰 ５％、
９􀆰 ９％、４３􀆰 １％和 ２􀆰 ３％ꎬ这些转运到各亚细胞器的蛋

白质不属于经典的分泌蛋白ꎮ
２.１.３　 基于亚细胞定位的分泌蛋白验证分析 　 为

了增加经典分泌蛋白预测的精确性ꎬ本研究利用

ＴａｒｇｅｔＰ １.１ Ｓｅｒｖｅｒ 进一步对 ＷｏＬＦ ＰＳＯＲＴ 预测的

１ ４０１个分泌到胞外的蛋白质进行了验证分析ꎮ 结

果表明ꎬ含有分泌型信号肽的蛋白质有１ ３７０个ꎬ所
占比例为 ９７􀆰 ８％ꎬ含有线粒体靶向肽和叶绿体转运

肽的蛋白质则分别有 ２３ 个和 ８ 个ꎮ
２.１.４　 基于跨膜结构域的分泌蛋白预测分析 　 含

有分泌型信号肽的蛋白质若同时含有跨膜区ꎬ则表

明其可能为膜受体、膜锚定蛋白或离子通道蛋白ꎬ而
不是经典分泌蛋白[２２]ꎮ 本研究利用 ＴＭＨＭＭ Ｓｅｒｖｅｒ
ｖ２.０ 对上述１ ３７０个含有分泌型信号肽的蛋白质进

行了跨膜结构域分析ꎮ 结果表明有１ １８４个(所占比

例为 ８６􀆰 ４％)蛋白质没有跨膜螺旋ꎬ具有典型分泌

蛋白的特征ꎮ 此外ꎬ有 １４８ 个蛋白质氨基酸序列含

有 １ 个跨膜螺旋区(所占比例分别为 １０􀆰 ８％)ꎬ３８ 个

蛋白质氨基酸序列有 ２ 个以上的跨膜螺旋区(所占

比例分别为 ２􀆰 ８％)ꎬ不属于经典的分泌蛋白ꎮ
２.１.５　 基于 ＧＰＩ 锚定位点的分泌蛋白预测分析 　
利用 ｂｉｇ￣ＰＩ Ｐｒｅｄｉｃｔｏｒ 软件对上述１ １８４个没有跨膜

螺旋的蛋白质进行分析ꎮ 结果表明有１ ０５４个蛋白

质氨基酸序列不具有 ＧＰＩ 锚定位点ꎬ具有经典分泌

蛋白的特征ꎬ另有 １３０ 个蛋白质具有 ＧＰＩ 锚定位点ꎬ
不符合经典分泌蛋白的特征ꎮ

综合上述不同生物信息学软件的分析结果ꎬ发
现 Ｆｏｃ ＴＲ４ 全基因组 ２２ ４８７ 条蛋白质氨基酸序列

中ꎬ有１ ０５４个具有经典分泌蛋白质的特征ꎬ所占比

例为 ４􀆰 ７％ꎮ
２.２　 Ｆｏｃ ＴＲ４ 经典分泌蛋白特征分析

２.２.１　 Ｆｏｃ ＴＲ４ 经典分泌蛋白的氨基酸序列长度分

析　 对 Ｆｏｃ ＴＲ４ 经典分泌蛋白的氨基酸序列长度分

析结果(图 １)表明ꎬ其大多集中在 １００~ ５００ 个氨基

酸ꎮ 其中ꎬ以 ３００~３９９ 个氨基酸长度为最多ꎬ占经典

分泌蛋白总数的 １９􀆰 ７％ꎻ以 ２００~ ２９９ 个氨基酸长度

次之ꎬ占经典分泌蛋白总数的 １８􀆰 ７％ꎻ以 １００~１９９ 个

氨基酸长度为第 ３ꎬ占经典分泌蛋白总数的 １５􀆰 ７％ꎮ

ａ:<１００ 个氨基酸ꎻｂ:１００~ １９９ 个氨基酸ꎻｃ:２００ ~ ２９９ 个氨基酸ꎻ
ｄ:３００~３９９ 个氨基酸ꎻｅ:４００ ~ ４９９ 个氨基酸ꎻｆ:５００ ~ ５９９ 个氨基

酸ꎻｇ:６００~６９９ 个氨基酸ꎻｈ:７００~８９９ 个氨基酸ꎻｉ:９００~ １ １９９ 个

氨基酸ꎻｊ:>１ ２００ 个氨基酸ꎮ
图 １　 Ｆｏｃ ＴＲ４ 经典分泌蛋白的氨基酸序列长度分布

Ｆｉｇ.１　 Ｔｈｅ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｌｅｎｇｔｈ ｏｆ ｃｌａｓｓｉｃａｌｌｙ ｓｅｃｒｅｔｏｒｙ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ
Ｆｏｃ ＴＲ４

２.２.２　 Ｆｏｃ ＴＲ４ 经典分泌蛋白信号肽长度分析　 对

Ｆｏｃ ＴＲ４ 经典分泌蛋白信号肽长度分析结果(图 ２)表
明ꎬ其信号肽长度介于 １５~３６ 个氨基酸ꎬ信号肽长度

为 １７~２２ 个氨基酸的经典分泌蛋白分布最为集中ꎬ
占经典分泌蛋白总数的 ８２􀆰 ０％ꎮ 其中ꎬ信号肽长度为

１９ 个氨基酸的最多ꎬ占经典分泌蛋白总数的 １８􀆰 １％ꎻ
信号肽长度为 ２０ 个氨基酸的数量次之ꎬ占经典分泌

蛋白总数的 １５􀆰 ８％ꎻ信号肽长度为 ２１ 个氨基酸的数

量为第 ３ꎬ占经典分泌蛋白总数的 １４􀆰 ２％ꎮ
２.２.３　 Ｆｏｃ ＴＲ４ 经典分泌蛋白信号肽中氨基酸残基

的出现频率分析 　 对１ ０５４个 Ｆｏｃ ＴＲ４ 经典分泌蛋

白信号肽中氨基酸残基的出现频率进行了分析ꎬ结
果表明:(１)在 ２０ 种氨基酸残基中ꎬ丙氨酸出现频
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图 ２　 Ｆｏｃ ＴＲ４ 经典分泌蛋白的信号肽长度分布

Ｆｉｇ.２　 Ｔｈｅ ｓｉｇｎａｌ ｐｅｐｔｉｄｅｓ ｌｅｎｇｔｈ ｏｆ ｃｌａｓｓｉｃａｌｌｙ ｓｅｃｒｅｔｏｒｙ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ Ｆｏｃ ＴＲ４

率最高ꎬ为 ２１􀆰 ０％ꎻ其次为丝氨酸ꎬ所占比例为

１１􀆰 ７％ꎻ谷氨酰胺、亮氨酸、甘氨酸、苏氨酸和缬氨酸

所占比例则依次为 １０􀆰 ３％、８􀆰 ８％、６􀆰 ７％、５􀆰 ５％和

５􀆰 ２％ꎮ ( ２ ) 非 极 性 氨 基 酸 出 现 频 率 最 高ꎬ 占

４２􀆰 ８％ꎻ有极性不带电荷的氨基酸次之ꎬ占 ３９􀆰 １％ꎻ
此外ꎬ带正电荷的碱性氨基酸占 １１􀆰 ９％ꎻ带负电荷

的酸性氨基酸占 ６􀆰 ２％ꎮ (３)在信号肽组成中ꎬ使用

频率大于 ５％的氨基酸残基都属于脂肪族氨基酸ꎬ
主要为中性和含有羟基或硫氨基的氨基酸ꎬ可能与

分泌蛋白的属性相关ꎬ使信号肽更容易穿过细胞质

膜ꎬ从而行使信号指导功能[２５]ꎮ
２.２.４　 Ｆｏｃ ＴＲ４ 经典分泌蛋白信号肽切割位点的氨

基酸组成分析　 对 Ｆｏｃ ＴＲ４ 经典分泌蛋白信号肽的

切割位点￣３ 位到＋３ 位的氨基酸组成进行了分析ꎬ结
果表明:(１)在￣３、￣２、￣１、＋１、＋２、＋３ 位置上ꎬ使用频

率最高的氨基酸分别为丙氨酸、亮氨酸、丙氨酸、丙
氨酸、脯氨酸、亮氨酸ꎬ所占比例分别为 ４４􀆰 ７％、
１９􀆰 ０％、６８􀆰 ９％、１９􀆰 ６％、２９􀆰 ９％、７􀆰 ９％ꎮ (２)信号肽

切割位点￣３ 位、￣２ 位、￣１ 位的氨基酸组成为丙氨酸￣
Ｘ￣丙氨酸(其中 Ｘ 代表任意氨基酸)的分泌蛋白有

３３０ 个 (占经典分泌蛋白总数的 ３１􀆰 ３％)ꎬ 属于

ＳＰａｓｅ Ｉ型信号肽识别位点ꎬ即这些分泌蛋白具有

Ｓｅｃ￣信号肽ꎬ通过 Ｓｅｃ 途径进行分泌ꎮ 该结果与禾

谷炭疽菌(Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ ｇｒａｍｉｎｉｃｏｌａ)、马铃薯晚疫

病菌(Ｐｈｙｔｏｐｈｔｈｏｒａ ｉｎｆｅｓｔａｎｓ)等重要植物病原真菌分

泌蛋白的信号肽酶切位点类型相一致ꎬ具有相对的

保守特点[１１￣１２]ꎮ
２.３　 Ｆｏｃ ＴＲ４ 与重要植物病原真菌经典分泌蛋白

的比较分析

　 　 对一些重要植物病原真菌所预测的分泌蛋白和

Ｆｏｃ ＴＲ４ 进行了比较分析ꎮ 结果(表 １)表明ꎬ不同植

物病原真菌分泌蛋白占总蛋白的比例存在差异ꎬ其范

围大多为 ３％ ~ １１％ꎮ 例如ꎬＨｅａｒｄ 等[２６] 对灰霉菌

(Ｂｏｔｒｙｔｉｓ ｃｉｎｅｒｅａ)和核盘菌(Ｓｃｌｅｒｏｔｉｎｉａ ｓｃｌｅｒｏｔｉｏｒｕｍ)的
分泌蛋白质进行了预测分析ꎬ结果表明 ２ 个病原菌中

分别有 ４９９ 个和 ４３２ 个分泌蛋白ꎬ均约占蛋白质总数

的 ３􀆰 ０％ꎮ 对尖孢镰刀菌不同专化型预测的分泌蛋白

进行比较发现ꎬ其分泌蛋白也存在较大差异ꎬ如尖孢

镰刀菌甜瓜专化型(Ｆ. ｏｘｙｓｐｏｒｕｍ ｆ. ｓｐ. ｍｅｌｏｎｉｓ)预测

的经典分泌蛋白占总蛋白质总数的 ４􀆰 ３％[１５]ꎬ而尖孢

镰刀菌番茄专化型(Ｆ. ｏｙｓｐｏｒｕｍ ｆ. ｓｐ. ｌｙｃｏｐｅｒｓｉｃｉ)预测

的经典分泌蛋白占蛋白质总数的 １０􀆰 ２％[２７]ꎮ
２.４　 Ｆｏｃ ＴＲ４ 经典分泌蛋白的功能预测分析

为了进一步分析 Ｆｏｃ ＴＲ４ 经典分泌蛋白的作

用ꎬ本研究利用 ＵｎｉＰｒｏｔ 数据库进行了功能预测分析

(表 ２)ꎮ 结果表明ꎬ在 １ ０５４ 个经典分泌蛋白中ꎬ有
４６３ 个获得了注释ꎬ占分泌蛋白总数的 ４３􀆰 ９％ꎮ 在

有功能注释的分泌蛋白中ꎬ有 ２０１ 个具有生物学过

程注释ꎬ其中与糖代谢过程相关分泌蛋白最多(１５４
个)ꎻ有 ４４９ 个蛋白质具有分子功能注释ꎬ其中以水

解酶活性的分泌蛋白最多(２７３ 个)ꎮ
２.５　 Ｆｏｃ ＴＲ４ 经典分泌蛋白的 ＣＡＺｙｍｅｓ 分析

ＣＡＺｙｍｅｓ 是指参与碳水化合物合成和降解的重

要酶类ꎬ主要包括 ＧＨｓ(糖基水解酶)、ＧＴｓ(糖基转

移酶)、ＰＬｓ (多糖裂解酶)、ＣＥｓ (碳水化合物酯

酶)、ＣＢＭｓ(碳水化合物结合模块)及 ＡＡｓ (辅助模

块酶类)等 ６ 类ꎮ 本研究对 Ｆｏｃ ＴＲ４ 经典分泌蛋白

进行了分析ꎬ结果表明有 ２８１ 个为 ＣＡＺｙｍｅｓꎬ分属于

６ 个 ＣＡＺｙｍｅｓ 家族ꎬ占经典分泌蛋白总数的 ２６􀆰 ７％ꎮ
其中ꎬ 以 ＧＨ 家族最多 ( １０􀆰 ５％)ꎬ ＡＡ 家族次之

(６􀆰 １％)ꎬＣＥ 家族第三(４􀆰 ０％)ꎬ而 ＣＢＭ、ＰＬ 和 ＧＴ
家族较少(分别为 ３􀆰 １％、１􀆰 ５％和 １􀆰 ４％)ꎮ
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表 １　 部分重要植物病原真菌预测的分泌蛋白比较分析

Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｓｅｃｒｅｔｏｒｙ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｓｏｍｅ ｐｈｙｔｏｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ ｆｕｎｇｉ

　 　 病原真菌
总蛋白
数量

经典分泌
蛋白数量

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 分析软件 　 　 文献
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Ｍｙｃｏｓｐｈａｅｒｅｌｌａ ｇｒａｍｉｎｉｃｏｌａ １１ １８２ ４９２ ＳｉｇｎａｌＰ、ＴａｒｇｅｔＰ、ＰｒｏｔＣｏｍｐ ６.０、ＰｒｏｔＣｏｍｐ Ｍｏｒａｉｓ ｄｏ Ａｍａｒａｌ 等[３２]

Ｂｏｔｒｙｔｉｓ ｃｉｎｅｒｅａ １６ ４８８ ４９９ ＳｉｇｎａｌＰ、ＴａｒｇｅｔＰ、ＴＭＨＭＭ、ｂｉｇ￣ＰＩ Ｐｒｅｄｉｃｔｏｒ、ＷｏＬＦ ＰＳＯＲＴ Ｈｅａｒｄ 等[２６]

Ｓｃｌｅｒｏｔｉｎｉａ ｓｃｌｅｒｏｔｉｏｒｕｍ １４ ５２２ ４３２ ＳｉｇｎａｌＰ、ＴａｒｇｅｔＰ、ＴＭＨＭＭ、ｂｉｇ￣ＰＩ Ｐｒｅｄｉｃｔｏｒ、ＷｏＬＦ ＰＳＯＲＴ Ｈｅａｒｄ 等[２６]

Ｍｅｌａｍｐｓｏｒａ ｌｉｎｉ ２６ ４４３ １ ０８５ ＳｉｇｎａｌＰ、ＴａｒｇｅｔＰ、ＴＭＨＭＭ Ｎｅｍｒｉ 等[３３]

表 ２　 Ｆｏｃ ＴＲ４ 经典分泌蛋白的功能注释分析

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ ａｎｄ ｃａｔｅｇｏｒｉｅｓ ｏｆ ｃｌａｓｓｉｃａｌｌｙ ｓｅｃｒｅｔｏ￣
ｒｙ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ Ｆｏｃ ＴＲ４

　 生物学功能
分泌蛋白

数量 　 分子功能
分泌蛋白

数量

糖代谢 １５４ 水解酶活性 ２７３

过氧化氢代谢 ６ 氧化还原酶活性 ６２

生物合成 ３ 激酶活性 １

转运过程 ３ ＡＴＰ 结合 ＡＴＰ ３

细胞壁大分子代谢 ７ 核酸结合 ２４

其他 ２８ 裂解酶活性 ３２

－ － 催化活性 ２６

－ － 其他 ２８
经典分泌蛋白的功能注释与分类均来自 ＵｎｉＰｒｏｔ 数据库ꎮ

　 　 每个 ＣＡＺｙｍｅｓ 家族包含了较多的亚家族ꎬ其中

部分亚家族可以直接参与植物细胞壁组分的降解ꎬ
被认为是植物病原真菌的一类重要致病因子[３４]ꎮ
因此ꎬ本研究进一步对具有降解寄主植物细胞壁组

分的各 ＣＡＺｙｍｅｓ 亚家族进行了分析ꎮ 结果表明ꎬ参
与植物细胞壁组分果胶降解的 ＧＨ 和 ＰＬ 亚家族共

有 ５１ 个(含 １ 个 ＧＨ２、１０ 个 ＧＨ２８、２ 个 ＧＨ３５、１１ 个

ＧＨ４３、１ 个 ＧＨ５１、２ 个 ＧＨ５３、１ 个 ＧＨ５４、１ 个 ＧＨ７８、
１０ 个 ＰＬ１、６ 个 ＰＬ３、１ 个 ＰＬ４、１ 个 ＣＥ１、４ 个 ＣＥ８)、
参与纤维素降解的 ＧＨ 亚家族共有 １３ 个(含 ５ 个

ＧＨ３、４ 个 ＧＨ５、２ 个 ＧＨ７ 和 ２ 个 ＧＨ４５)、参与木聚糖

降解的 ＧＨ 亚家族共有 ２７ 个 (含 ５ 个 ＧＨ３、４ 个

ＧＨ１０、３ 个 ＧＨ１１、１２ 个 ＧＨ４３、１ 个 ＧＨ６２、１ 个 ＧＨ６７
和 １ 个 ＣＥ１)ꎮ
２.６　 Ｆｏｃ ＴＲ４ 非经典分泌蛋白的预测分析

利用 ＳｅｃｒｅｔｏｍｅＰ ２.０ Ｓｅｒｖｅｒ 软件ꎬ本研究对 Ｆｏｃ
ＴＲ４ 中不具有信号肽的２０ ６９４条氨基酸序列进行了

分析ꎮ 结果表明ꎬ有９ ２１６个蛋白质氨基酸序列符合

非典型分泌蛋白的特征ꎬ占基因组编码蛋白质总数

的 ４１􀆰 ０％ꎮ 与尖孢镰刀菌甜瓜专化型(Ｆ. ｏｘｙｓｐｏｒｕｍ
ｆ. ｓｐ. ｍｅｌｏｎｉｓ) (有８ ４７１个非经典分泌蛋白ꎬ占编码

蛋白总数的 ３１􀆰 ６％)相比[１５]ꎬ２ 个病原菌的非经典

分泌蛋白有较大的差异ꎮ

３　 讨 论

分泌蛋白作为植物病原真菌的重要致病因子ꎬ
在其侵染植物的过程中起着重要作用ꎮ 随着许多植

物病原真菌基因组测序的完成ꎬ应用生物信息学技

术来分析其分泌蛋白的组成已成为解析病原真菌致

病机理的重要内容之一ꎮ 目前ꎬ已有一些重要植物

病原真菌的分泌蛋白得到了预测分析[３５￣３６]ꎮ 本研

究利用 ＳｉｇｎａｌＰ、ＷｏＬＦ ＰＳＯＲＴ、ＴＭＨＭＭ、ｂｉｇ￣ＰＩ Ｐｒｅ￣
ｄｉｃｔｏｒ 和 ＴａｒｇｅｔＰ 等软件对 Ｆｏｃ ＴＲ４ 经典分泌蛋白进

行了精细的预测分析ꎬ发现有１ ０５４个为经典分泌蛋

白ꎬ占编码蛋白质总数的 ４􀆰 ７％ꎮ 该结果与很多植

物病原真菌所预测的分泌蛋白数占总蛋白质数的比

例基本相符ꎬ如油菜茎基溃疡病菌 ( Ｌｅｐｔｏｓｐｈａｅｒｉａ
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ｍａｃｕｌａｎｓ)(分泌蛋白占总蛋白质的比例为 ４􀆰 ４％)、
玉米黑粉菌(Ｕｓｔｉｌａｇｏ ｍａｙｄｉｓ) (５􀆰 ５％)、小麦秆锈菌

(Ｐｕｃｃｉｎｉａ ｇｒａｍｉｎｉｓ ｆ􀆰 ｓｐ􀆰 ｔｒｉｔｉｃｉ) (５􀆰 ５％)、番茄叶霉

菌(Ｃｌａｄｏｓｐｏｒｉｕｍ ｆｕｌｖｕｍ) (５􀆰 ０％)、小麦壳针孢叶枯

菌(Ｍｙｃｏｓｐｈａｅｒｅｌｌａ ｇｒａｍｉｎｉｃｏｌａ)(４􀆰 ７％)、甘蓝黑斑病

菌(Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ ｂｒａｓｓｉｃｉｃｏｌａ) (４􀆰 ８％)和小麦黄斑叶枯

病菌(Ｐｙｒｅｎｏｐｈｏｒａ ｔｒｉｔｉｃｉ￣ｒｅｐｅｎｔｉｓ) (５􀆰 ５％)等[３６]ꎮ 与

尖孢镰刀菌其他专化型相比ꎬＦｏｃ ＴＲ４ 与尖孢镰刀

菌甜瓜专化型(Ｆ􀆰 ｏｘｙｓｐｏｒｕｍ ｆ􀆰 ｓｐ􀆰 ｍｅｌｏｎｉｓꎬＦＯＭ)分
泌蛋白占总蛋白质的比例(４􀆰 ３％) [１５] 相似ꎬ而尖孢

镰刀菌番茄专化型(Ｆ􀆰 ｏｙｓｐｏｒｕｍ ｆ􀆰 ｓｐ􀆰 ｌｙｃｏｐｅｒｓｉｃｉ)
预测的经典分泌蛋白则占蛋白质总数的 １０􀆰 ２％[２８]ꎮ

病原菌可以产生大量的 ＣＡＺｙｍｅｓ 来降解植物

的多糖类物质ꎬ以利于其对植物的侵染并获取其自

身所需的营养[３７]ꎮ 由于 ＣＡＺｙｍｅｓ 在病原菌侵入及

成功侵染寄主的过程中起着重要作用ꎬ因此其也被

认为是病原菌的一类重要致病因素ꎮ 研究结果表

明ꎬ不同病原菌分泌的 ＣＡＺｙｍｅｓ 存在较大的差异ꎮ
例如ꎬ疫霉属 ４ 个种(Ｐｈｙｔｏｐｈｔｈｏｒａ ｐａｒａｓｉｔｉｃａ、Ｐ. ｉｎ￣
ｆｅｓｔａｎｓ、Ｐ. ｓｏｊａｅ 和 Ｐ. ｒａｍｏｒｕｍ)分别含有 ４３１ 个、４３５
个、３７９ 个和 ３１０ 个 ＣＡＺｙｍｅｓ[３８￣３９]ꎬ而松杨栅锈菌

( Ｍｅｌａｍｐｓｏｒａ ｌａｒｉｃｉ￣ｐｏｐｕｌｉｎａ ) 仅 含 有 １２６ 个

ＣＡＺｙｍｅｓ[４０]ꎮ 聂燕芳等[１５]对 ＦＯＭ 的 ＣＡＺｙｍｅｓ 进行

了分析ꎬ发现 ＦＯＭ 有 ２７７ 个 ＣＡＺｙｍｅｓꎬ占经典分泌

蛋白总数的 ２４􀆰 ２％ꎮ 本研究结果表明ꎬＦｏｃ ＴＲ４ 有

２８１ 个分泌蛋白为 ＣＡＺｙｍｅｓꎬ占经典分泌蛋白总数

的 ２６􀆰 ７％ꎮ 与不同属的病原菌相比ꎬ其 ＣＡＺｙｍｅｓ 数
量差异较大ꎬ这可能与病原菌不同属间(甚至不同

种)的侵染方式存在差异有关ꎮ 与尖孢镰刀菌不同

专化型相比ꎬ其 ＣＡＺｙｍｅｓ 数量相似ꎬ可能与不同专

化型间具有相似的侵染方式有关ꎮ
在真菌中ꎬＣＡＺｙｍｅｓ 中的 ＧＨ、ＰＬ 和 ＣＥ 亚家族

具有细胞壁降解酶的活性ꎬ在致病过程中起着重要

作用[３８]ꎮ 本研究对具有降解寄主植物细胞壁组分

的 Ｆｏｃ ＴＲ４ 各 ＣＡＺｙｍｅｓ 亚家族进行了分析ꎬ发现共

有 ９１ 个 ＧＨ、ＣＥ 和 ＰＬ 亚家族酶类参与了植物细胞

壁组分的降解ꎬ这有助于我们通过进一步分析来获

得感兴趣的重要功能蛋白ꎮ 但这些酶类在 Ｆｏｃ ＴＲ４
致病过程中的具体作用及其生物学功能ꎬ仍有待进

一步的研究证实ꎮ 此外ꎬ我们对于 Ｆｏｃ ＴＲ４ 与香蕉

互作条件下 ＣＡＺｙｍｅｓ 的真实分泌情况等也不清楚ꎮ
因此ꎬ进一步开展 Ｆｏｃ ＴＲ４ 侵染香蕉过程中的定量

分泌蛋白质组学研究ꎬ有利于全面了解 Ｆｏｃ ＴＲ４ 与

香蕉互作的分子机理ꎮ
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