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　 　 摘要:　 通过生物信息学方法对普城沙雷氏菌( Ｓｅｒｒａｔｉａ ｐｌｙｍｕｔｈｉｃａ) Ｇ３ 菌株中 ＧＧＤＥＦ / ＥＡＬ 结构域蛋白编码

基因 ｐｉｇＸ 启动子区域的调控信息以及编码蛋白质的理化特性和结构特点进行了解析ꎮ 利用启动子分析软件 Ｓｏｆｔ￣
ｂｅｒｒｙ 和 Ｎｅｕｒａｌ Ｎｅｔｗｏｒｋ Ｐｒｏｍｏｔｅｒ Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ 对 ｐｉｇＸ 基因编码区上游序列进行启动子预测ꎬ利用生物信息学方法对

ＰｉｇＸ 蛋白的氨基酸组成和理化特性、磷酸化和糖基化位点、跨膜结构、信号肽二级结构和保守结构域等进行预测分

析ꎮ 结果显示:ｐｉｇＸ 启动子区有 Ｆｕｒ 和 ＳｏｘＳ 结合位点ꎻＰｉｇＸ 是微亲水性的脂结合蛋白ꎬ具有信号肽和跨膜结构域、
糖基化和高水平磷酸化位点ꎬα￣螺旋和无规则卷曲是其主要二级结构ꎮ 生物信息学分析预测结果表明 Ｇ３ 菌株

ＰｉｇＸ 具有较高水平磷酸化位点及由 α￣螺旋和无规则卷曲组成的二级结构ꎬ这与预测的 ＰｉｇＸ 参与铁代谢和氧化应

激反应及作为 ＣｓｒＤ 同源物与 ＣＳＲＢ 家族 ｓＲＮＡｓ 分子结合的功能相吻合ꎮ
关键词:　 普城沙雷氏菌ꎻ ＧＧＤＥＦ / ＥＡＬ 结构域ꎻ ｐｉｇＸ 基因ꎻ 生物信息学
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　 　 细菌系统发育树的各分支细菌基因组中都

有 ＧＧＤＥＦ 和 ＥＡＬ 结构域蛋白的基因 [ １] ꎮ 但是

在古细菌和真核生物基因组中未发现编码类似

结构域蛋白的基因 [ ２] ꎮ 这两种结构域的丰度在

不同的细菌中也不一样ꎮ 丰度最高的是创伤弧

菌ꎬ它有 ６６ 个 ＧＧＤＥＦ 结构域和 ３３ 个 ＥＡＬ 结构
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域蛋白ꎬ而这两种结构域在基因组最小的普氏

立克次体中则各有 １ 个ꎮ 多数含有 ＧＧＤＥＦ 和 /
或 ＥＡＬ 结构域的蛋白质都参与第二信使 ｃ￣ｄｉ￣
ＧＭＰ 的信号转导途径ꎮ 有的负责 ｃ￣ｄｉ￣ＧＭＰ 的

合成和分解ꎬ有的作为 ｃ￣ｄｉ￣ＧＭＰ 的效应蛋白 /受
体ꎮ 含有 ＧＧＤＥＦ 结构域的蛋白如 ＰｌｅＤ 作为二

鸟苷酸环化酶 ( ＤＧＣ) ꎬ将两分子的鸟苷酸合成

ｃ￣ｄｉ￣ＧＭＰ [ ３] ꎮ 含有 ＥＡＬ 结构域的蛋白如 Ｂａｃｉｌ￣
ｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ 中的 ＹｋｕＩ 作为磷酸二酯酶 ( ＰＤＥ) ꎬ
将 ｃ￣ｄｉ￣ＧＭＰ 分解为鸟苷酸 [ ４] ꎮ 来自荧光假单

胞菌的 ＬａｐＤ 蛋白含有 ＧＧＤＥＦ 和 ＥＡＬ 双结构

域ꎬ但是这两个结构域都是退化的ꎬ在体外无

ＤＧＣ 或 ＰＤＥ 活 性 [ ５] ꎮ 还 有 部 分 ＧＧＤＥＦ / ＥＡＬ
结构域蛋白如 Ｅ. ｃｏｌｉ 中 ＣｓｒＤ 不参与 ｃ￣ｄｉ￣ＧＭＰ
信号通路ꎬ但参与调控 Ｃｓｒ 系统中 ｓＲＮＡｓ 分子

ＣｓｒＢ 和 ＣｓｒＣ 的降解和稳定性 [ ６] ꎮ 已有的研究

结果表明这一类型的 ＧＧＤＥＦ / ＥＡＬ 结构域蛋白

不仅影响细胞分化和多细胞的行为如运动性和

生物膜形成ꎬ还调控微生物与它们的真核寄主

之间的相互作用 [ ５ꎬ ７] ꎮ 目前有关 ＧＧＤＥＦ / ＥＡＬ
结构域蛋白的研究主要集中在病原细菌中ꎬ在
植物生防细菌中还缺乏相关研究ꎬ至今尚未见

报道ꎮ
普城沙雷氏菌(Ｓｅｒｒａｔｉａ ｐｌｙｍｕｔｈｉｃａ) Ｇ３ 是分离

自小麦内茎的内生菌ꎬ能够产生多种抗真菌因子如

蛋白酶、几丁质酶、硝吡咯菌素ꎬ以及植物促生物质

吲哚乙酸 ＩＡＡ[８]ꎬ具有一定的生防和植物生长促生

潜能ꎮ 搜索 Ｇ３ 菌株基因组发现一个编码 ＧＧＤＥＦ /
ＥＡＬ 结构域蛋白的基因ꎬ命名为 ｐｉｇＸꎮ 本研究选取

普城沙雷氏菌 ｐｉｇＸ 为对象ꎬ通过生物信息学预测ꎬ
解析 ｐｉｇＸ 基因启动子区域的调控信息以及编码蛋

白质的结构功能ꎬ为后续 ＰｉｇＸ 的生物功能研究提供

理论依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 材料

Ｓ. ｐｌｙｍｕｔｈｉｃａ Ｇ３ 分离自山东农业大学实验地

小麦茎内[８]ꎬＥ. ｃｏｌｉ ＤＨ５α 由江苏大学生命科学研

究院实验室保存ꎮ ｐＭＤ１９￣Ｔ 载体购自 ＴａＫａＲａ 公

司ꎬ各种限制性内切酶、Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶等购自 Ｆｅｒ￣
ｍｅｎｔａｓ 公司ꎮ 基因组 ＤＮＡ 和质粒提取试剂盒ꎬ以及

ＰＣＲ 产物纯化试剂盒购自 Ａｘｙｇｅｎ Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ 公司ꎮ

其他化学试剂均为国药集团公司的分析纯ꎮ
１.２　 方法

１.２. １ 　 ｐｉｇＸ 克隆 　 利用 ＤＮＡＳｔａｒ 软件设计引物

ｐｉｇＸ￣Ｆ ( ５′￣ＣＣＡＧＣＧＣＡＴＣＴＴＴＡＴＡＧ￣３′) 和 ｐｉｇＸ￣Ｒ
(５′￣ＴＴＡＡＡＣＧＣＧＡＴＡＡＣＧＡＣＧ￣３′)ꎬ按照 Ａｘｙｇｅｎ 基

因组提取试剂盒说明书提取 Ｇ３ 基因组 ＤＮＡꎮ 以

Ｇ３ 基因组 ＤＮＡ 为模板ꎬ ｐｉｇＸ￣ Ｆ / ｐｉｇＸ￣Ｒ 为引物进

行 ＰＣＲꎮ ＰＣＲ 产物经 １％的琼脂糖凝胶电泳检测

后ꎬ利用 Ａｘｙｇｅｎ 试剂盒纯化ꎬ然后与 ｐＭＤ１８￣Ｔ 连

接ꎬ于 １６ ℃温育 ３０ ｍｉｎꎮ 连接产物于 ４２ ℃热击转

化 Ｅ. ｃｏｌｉ ＤＨ５α 感受态细胞ꎮ 涂布于含 Ａｍｐ、Ｘ￣
ｇａｌ、ＩＰＴＧ 的 ＬＡ 平板上ꎬ３７ ℃过夜培养ꎮ 然后挑取

白色菌斑ꎬ进行菌落 ＰＣＲ 鉴定ꎮ ＰＣＲ 反应程序同

上ꎬ反应结束后进行 １％琼脂糖凝胶电泳ꎬ观察结

果ꎮ 菌落 ＰＣＲ 鉴定为阳性克隆的菌落ꎬ在 Ａｍｐ 平

板上纯化ꎬ试剂盒提取质粒ꎬ送至上海生工公司测

序ꎮ 将测序结果与 Ｇ３ 基因组序列进行同源比对ꎮ
１.２.２　 ｐｉｇＸ 的生物信息学分析 　 利用启动子在线

分析软件 Ｓｏｆｔｂｅｒｒｙ (ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.ｓｏｆｔｂｅｒｒｙ.ｃｏｍ / ｂｅｒｒｙ.
ｐｈｔｍｌ) 和 Ｎｅｕｒａｌ Ｎｅｔｗｏｒｋ Ｐｒｏｍｏｔｅｒ Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ( ｈｔ￣
ｔｐ: / / ｗｗｗ. ｆｒｕｉｔｆｌｙ. ｏｒｇ / ｓｅｑ ＿ ｔｏｏｌｓ / ｐｒｏｍｏｔｅｒ. ｈｔｍｌ ) 对

ｐｉｇＸ 基因编码区上游序列进行启动子预测ꎮ 通过

Ｅｘｐａｓｙ 中的 ＰｒｏｔＰａｒａｍ 预测 ＰｉｇＸ 蛋白的氨基酸组

成和理化性质ꎬ通过 ＮｅｔＰｈｏｓ ２.０ Ｓｅｒｖｅｒ 和 ＮｅｔＮＧｌｙｃ
１.０ ｓｅｒｖｅｒ 分别预测磷酸化和糖基化位点ꎬ分别通过

ＴＭＨＭＭＳｅｒｖｅｒｖ. ２.０ 和 ＳｉｇｎａｌＰ￣ＨＭＭ 预测跨膜结构

和信号肽ꎬ运用 ＳＯＰＭＡ 分析 ＰｉｇＸ 蛋白质的二级结

构ꎬ通过 Ｐｒｏｓｉｔｅ 预测 ＰｉｇＸ 的结构域ꎮ 利用 Ｃｌｕｓｔａｌｘ
１.８３ 软件将 Ｓ. ｐｌｙｍｕｔｈｉｃａ Ｇ３ ＰｉｇＸ、 Ｅ. ｃｏｌｉ ｓｔｒ. Ｋ￣１２
ＣｓｒＤ(ＡＡＣ７６２８４.１)和 Ｓｅｒｒａｔｉａ ｓｐ. ＡＴＣＣ ３９００６ ＰｉｇＸ
(ＣＡＰ０８３０５)进行同源比对ꎬ然后利用 ＧＥＮＥＤＯＣ 软

件对比对结果进行整理ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 普城沙雷氏菌 Ｇ３ 菌株 ｐｉｇＸ 基因克隆

以 Ｇ３ 菌株基因组 ＤＮＡ 为模板ꎬ用引物 ｐｉｇＸ￣Ｆ /
ｐｉｇＸ￣Ｒ 进行 ＰＣＲ 扩增ꎮ 扩增产物经 １％琼脂糖凝胶

电泳检测ꎬ与预期的大小一致(２ ３７５ ｂｐ)ꎮ 同源比

对结果表明 ＰＣＲ 扩增产物的序列与 Ｇ３ 基因组序列

１００％一致ꎮ ２ ３７５ ｂｐ 的 ＤＮＡ 扩增片段包含１ ９３２
ｂｐ 的 ｐｉｇＸ 基因编码区和 ４４３ ｂｐ 的编码区上游序

列ꎮ ｐｉｇＸ 基因编码 ６４３ 个氨基酸(ＧｅｎＢａｎｋ 登录号:
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ＪＦ２７４２５６)ꎮ
２.２　 ｐｉｇＸ 基因启动子区的生物信息学分析

运用启动子在线分析软件 Ｓｏｆｔｂｅｒｒｙ 和 Ｎｅｕｒａｌ
Ｎｅｔｗｏｒｋ Ｐｒｏｍｏｔｅｒ Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ 对 ｐｉｇＸ 基因编码区上游

４４３ ｂｐ 的 ＤＮＡ 序列进行启动子预测分析ꎮ 预测结

果(图 １)显示ꎬ这段序列中含有典型的￣１０ 区、￣３５ 区

和 ＳＤ 序列ꎮ 转录起始位点为起始密码子 ＡＴＧ 上游

的第 ２３５ 个核苷酸(腺苷酸 Ａ)ꎮ 此外还有 ２ 个转录

因子 Ｆｕｒ(Ｆｅｒｒｉｃ ｕｐｔａｋｅ ｒｅｇｕｌａｔｏｒꎬＦｕｒ)和 ＳｏｘＳ(Ｓｕｐｅｒ￣
ｏｘｉｄｅ ｓｔｒｅｓｓ ｐｒｏｔｅｉｎꎬ ＳｏｘＳ) 的结合位点ꎮ 转录因子

Ｆｕｒ 的结合位点是 ＡＴＣＡＴＴＴＴꎬ与 ＳｏｘＳ(ＴＡＴＣＡＴＴＴ)

的基本一致ꎬ只是相差 １ 个核苷酸ꎮ 转录因子 Ｆｕｒ
的主要功能是调控细菌细胞内铁平衡[９]ꎮ 它利用

Ｆｅ２＋作为辅助抑制子来抑制细菌嗜铁素的合成ꎬ还
直接或者间接地调控参与活性氧损伤反应的酶的表

达ꎮ ＳｏｘＳ 属于 ＡｒａＣ / ＸｙｌＳ 家族ꎬ是一个氧化应激基

因的转录激活子[１０]ꎮ ＡｒａＣ / ＸｙｌＳ 家族的大多数成员

都参与调控碳代谢、致病性、或者应激反应ꎮ 转

录因子 Ｆｕｒ 和 ＳｏｘＳ 的结合位点存在于 ｐｉｇＸ 的启

动子区ꎬ推测 ＰｉｇＸ 蛋白质可能参与铁代谢和氧

化应激反应ꎮ

方框 Ｉ(ＢｏｘＩ)为预测的转录因子 ＳｏｘＳ 结合位点ꎮ
图 １　 普城沙雷氏菌 Ｇ３ 中 ｐｉｇＸ 基因 ５′非编码区生物信息学分析

Ｆｉｇ.１　 Ｔｈｅ ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ５′￣ｎｏｎ￣ｃｏｄｉｎｇ ｒｅｇｉｏｎ ｏｆ ｐｉｇＸ ｇｅｎｅ ｉｎ Ｓｅｒｒａｔｉａ ｐｌｙｍｕｔｈｉｃａ Ｇ３

２.３　 ＰｉｇＸ 蛋白质的一级结构和理化性质

通过 Ｅｘｐａｓｙ 中的 ＰｒｏｔＰａｒａｍ 预测 Ｓ. ｐｌｙｍｕｔｈｉｃａ
Ｇ３ ＰｉｇＸ 蛋白质的氨基酸组成和理化性质ꎬ发现

ＰｉｇＸ 由 ６４３ 个氨基酸组成ꎬ其中 ７３ 个氨基酸(Ａｓｐ
和 Ｇｌｕ)带负电ꎬ７４ 个氨基酸(Ａｒｇ 和 Ｌｙｓ)带正电ꎬ理
论等电点为 ７􀆰 ７１ꎬ相对分子量大小为 ７２ ７９６􀆰 ７ꎮ
ＰｉｇＸ 蛋白质含有 ６ 个半胱氨酸(Ｃｙｓ)ꎬ说明该蛋白

质中可能有二硫键ꎬ有助于稳定蛋白质高级结构ꎮ
此外还发现 ＰｉｇＸ 脂溶性系数为 １０２􀆰 １９ꎬ亲水性系

数为－０􀆰 １３１ꎬ不稳定系数为 ４５􀆰 ８３ꎬ说明此蛋白质是

一个较不稳定的微弱亲水性蛋白质ꎮ 为进一步预测

其亲水性ꎬ利用 Ｅｘｐａｓｙ 中的 ＰｒｏｔＳｃａｌｅ 进行分析ꎬ发
现氨基酸疏水性和亲水性所占比例基本一致ꎮ
２.４　 ＰｉｇＸ 蛋白质的糖基化和磷酸化位点预测

蛋白质翻译后修饰在机体生命活动中具有重要

作用ꎬ使蛋白质组成更加多样化ꎬ蛋白的调控作用更

加准确、更加专一ꎮ 磷酸化是蛋白质最重要的翻译

后修饰之一ꎬ在生物体内信号转导和酶原的激活过

程中起重要作用ꎮ 结果显示ꎬ在 ＰｉｇＸ 全序列中磷酸

化位点有 ２３ 处ꎬ而 Ｎ￣Ｇｌｙｃ 糖基化位点只有 １ 处

(１９４ 位)ꎮ 说明 ＰｉｇＸ 磷酸化程度比较高ꎬ而糖基化

程度较低ꎮ
２.５　 ＰｉｇＸ 蛋白质跨膜结构和信号肽预测

通过 ＴＭＨＭＭＳｅｒｖｅｒｖ.２.０ 预测发现 Ｓ. ｐｌｙｍｕｔｈｉ￣
ｃａ Ｇ３ ＰｉｇＸ 蛋白质在 Ｎ￣端有 ２ 处跨膜结构(图 ２)ꎻ
ＳｉｇｎａｌＰ￣ＨＭＭ 分析结果显示 ＰｉｇＸ 有一信号肽( ＳＰ
值为 １􀆰 ０)ꎬ并且剪切位点位于第 ２５ 和 ２６ 位氨基酸

之间ꎬ可能性为 ０􀆰 ６１９ꎮ 这表明 ＰｉｇＸ 是有信号肽的

跨膜蛋白质ꎮ
２.６　 ＰｉｇＸ 蛋白质二级结构和保守结构域预测

ＳＯＰＭＡ 预测结果显示 Ｓ. ｐｌｙｍｕｔｈｉｃａ Ｇ３ ＰｉｇＸ 蛋

白质的二级结构中 α￣螺旋占 ５１􀆰 ３２％ꎬ β￣转角占

１０􀆰 ５８％ꎬ无规则卷曲占 ２２􀆰 ０８％ꎬ延伸链占 １６􀆰 ０２％
(图 ３)ꎮ Ｐｒｏｓｉｔｅ 预测结果显示 Ｓ􀆰 ｐｌｙｍｕｔｈｉｃａ Ｇ３
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ＰｉｇＸ 蛋白质有 ３ 个保守的结构域(图 ３)ꎮ 一个是

位于 ＰｉｇＸ 蛋白质的 Ｎ 端第 ２６ 位氨基酸(半胱氨

酸ꎬＣ) 的原核膜脂蛋白脂附着位点 ( Ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ
ｍｅｍｂｒａｎｅ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ ｌｉｐｉｄ ａｔｔａｃｈｍｅｎｔ ｓｉｔｅ) (分值为

６􀆰 ０００)ꎮ 脂类与半胱氨酸结合成 Ｎ￣软脂酰半胱氨

酸或者 Ｓ￣二酰基甘油半胱氨酸ꎮ ＧＧＤＥＦ 结构域

(ＰＳ５０８８７)位于 ２５１ ~ ３８４ 位(分值为 ２１􀆰 ０８７)ꎬＥＡＬ
结构 域 ( ＰＳ５０８８３ ) 位 于 ３９３ ~ ６４１ 位 ( 分 值 为

３０􀆰 ９２０)ꎮ 上述预测结果表明 ＰｉｇＸ 含有 ＧＧＤＥＦ 和

ＥＡＬ 结构域ꎬ在细胞质中合成ꎬ然后可能在信号肽

的引导下被运送至细胞膜ꎬ与脂类结合成为细胞膜

脂蛋白ꎮ

图 ２　 ＰｉｇＸ 蛋白质跨膜结构预测

Ｆｉｇ.２　 Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｒａｎｓ￣ｍｅｍｂｒａｎｅ ｄｏｍａｉｎ ｏｆ ＰｉｇＸ ｐｒｏｔｅｉｎ

Ａ:ＰｉｇＸ 二级结构ꎻＢ:ＰｉｇＸ 的保守结构域ꎮ ａ: α￣螺旋ꎻｂ:延伸链ꎻｃ:β￣转角ꎻｄ:无规则卷曲ꎮ
图 ３　 ＰｉｇＸ 蛋白质二级结构和保守结构域预测

Ｆｉｇ.３　 Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎｄ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｄｏｍａｉｎ ｏｆ ＰｉｇＸ ｐｒｏｔｅｉｎ

２.７　 ＰｉｇＸ 蛋白质同源性分析

编码 ＧＧＤＥＦ 和 ＥＡＬ 结构域的基因在细菌基因

组中广泛存在ꎮ 大多数 ＧＧＤＥＦ 和 ＥＡＬ 结构域蛋白

质参与第二信使 ｃ￣ｄｉ￣ＧＭＰ 的合成与分解ꎬ但也有部

分不参与 ｃ￣ｄｉ￣ＧＭＰ 信号通路而行使其他功能ꎮ 为了

解 Ｓ. ｐｌｙｍｕｔｈｉｃａ Ｇ３ ＰｉｇＸ 的具体功能ꎬ我们选择 ２ 个

功能较为清楚的蛋白质 Ｓｅｒｒａｔｉａ ｓｐ. ＡＴＣＣ３９００６ ＰｉｇＸ
和 Ｅ. ｃｏｌｉ Ｋ￣１２ ＣｓｒＤ 与 Ｇ３ ＰｉｇＸ 进行同源比对ꎮ Ｅ.
ｃｏｌｉ Ｋ￣１２ ＣｓｒＤ 也含有 ＧＧＤＥＦ 和 ＥＡＬ 结构域ꎬ但无

ＤＧＣ 和 ＰＤＥ 活性ꎬ而是调控 ＣｓｒＢ / Ｃ 的降解及其稳定

性[６]ꎮ Ｓｅｒｒａｔｉａ ｓｐ. ＡＴＣＣ３９００６ ＰｉｇＸ 同样含有 ＧＧＤＥＦ
和 ＥＡＬ 结构域ꎬ具有 ｃ￣ｄｉ￣ＧＭＰ 磷酸二酯酶的功能ꎬ
参与调控抗生素灵红菌素的生物合成ꎬ果胶酶的产生

以及对植物的致病力水平ꎬ此外还能调控 ＣｓｒＢ 同源

物 ＲｓｍＢ ｓＲＮＡ 分子的转录[１１￣１２]ꎮ 同源比对结果表明

Ｓ. ｐｌｙｍｕｔｈｉｃａ Ｇ３ ＰｉｇＸ、Ｓｅｒｒａｔｉａ ｓｐ. ＡＴＣＣ３９００６ ＰｉｇＸ
和 Ｅ. ｃｏｌｉ Ｋ￣１２ ＣｓｒＤ 三者氨基酸序列是高度一致的

(图 ４)ꎮ 相比之下ꎬＳ. ｐｌｙｍｕｔｈｉｃａ Ｇ３ ＰｉｇＸ 与 Ｓｅｒｒａｔｉａ
ｓｐ. ＡＴＣＣ３９００６ ＰｉｇＸ 氨基酸同源性(６３.０％)高于它与

Ｅ. ｃｏｌｉ Ｋ￣１２ ＣｓｒＤ 的同源性(５５.５％)ꎮ 如图 ４ 方框 Ｉ
所示ꎬＳ. ｐｌｙｍｕｔｈｉｃａ Ｇ３ ＰｉｇＸ、Ｓｅｒｒａｔｉａ ｓｐ. ＡＴＣＣ３９００６
ＰｉｇＸ 和 Ｅ. ｃｏｌｉ Ｋ￣１２ ＣｓｒＤ 的 ＧＧＤＥＦ 结构域中保守基

序不是 ＧＧＤＥＦꎬ分别是 ＦＨＤＳＦ、ＹＨＤＳＦ 和 ＨＦＤＳＦꎮ
Ｓｅｒｒａｔｉａ ｓｐ. ＡＴＣＣ３９００６ ＰｉｇＸ 和 Ｅ. ｃｏｌｉ Ｋ￣１２ ＣｓｒＤ 两

者都没有 ＤＧＣ 活性[６ꎬ１１]ꎬ由于 ＧＧＤＥＦ 结构域保守基

序相似ꎬ推测 Ｓ. ｐｌｙｍｕｔｈｉｃａ Ｇ３ ＰｉｇＸ 也可能没有 ＤＧＣ
活性ꎮ Ｓ. ｐｌｙｍｕｔｈｉｃａ Ｇ３ ＰｉｇＸ、Ｓｅｒｒａｔｉａ ｓｐ. ＡＴＣＣ３９００６
ＰｉｇＸ 和 Ｅ.ｃｏｌｉ Ｋ￣１２ ＣｓｒＤ 的 ＥＡＬ 结构域中保守基序

比较相似ꎬ分别为 ＥＬＭ、ＥＬＩ 和 ＥＬＭ(图 ４ 中方框 ＩＩ)ꎮ
Ｓｅｒｒａｔｉａ ｓｐ. ＡＴＣＣ３９００６ ＰｉｇＸ 具有 ＰＤＥ 活性ꎬ而 Ｅ. ｃｏ￣
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ｌｉ Ｋ￣１２ ＣｓｒＤ 无 ＰＤＥꎬＳ. ｐｌｙｍｕｔｈｉｃａ Ｇ３ ＰｉｇＸ 有无 ＰＤＥ
的功能有待于进一步验证ꎮ 此外三者在 ＥＡＬ 结构域

都有 ＣｓｒＤ 家族的保守序列[６](图 ４ 中方框 ＩＩＩ)ꎮ

方框 Ｉ 代表 ＧＧＤＥＦ 结构域中的保守氨基酸基序ꎬ方框Ⅱ和Ⅲ代表 ＥＡＬ 结构域中保守的氨基酸基序ꎮ
图 ４　 Ｓ. ｐｌｙｍｕｔｈｉｃａ Ｇ３ ＰｉｇＸ 与 Ｓｅｒｒａｔｉａ ｓｐ. ＡＴＣＣ３９００６ ＰｉｇＸ、Ｅ. ｃｏｌｉ Ｋ￣１２ ＣｓｒＤ 的氨基酸同源比对

Ｆｉｇ.４　 Ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ ｏｆ Ｓ. ｐｌｙｍｕｔｈｉｃａ Ｇ３ ＰｉｇＸ ｗｉｔｈ Ｓｅｒｒａｔｉａ ｓｐ. ＡＴＣＣ３９００６ ＰｉｇＸ ａｎｄ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ Ｋ￣１２ ＣｓｒＤ

３　 讨 论

Ｓ. ｐｌｙｍｕｔｈｉｃａ Ｇ３ 菌株能够产生并分泌一系列

的抗菌物质包括几丁质酶、蛋白酶、抗生素和嗜铁素

等ꎬ拮抗多种植物病原真菌ꎬ如葡萄座腔菌(Ｂｏｔｒｙｏ￣

ｓｐｈａｅｒｉａ ｄｏｔｈｉｄｅ)、灰葡萄孢菌(Ｂｏｔｒｙｔｉｓ ｃｉｎｅｒｅａ)、辣
椒炭疽菌 (Ｃｏｌｌｅ￣ ｔｏｔｒｉｃｈｕｍ ｃａｐｓｉｃｉ) 和板栗疫病菌

(Ｃｒｙｐｈｏｎｅｃｔｒｉａ ｐａｒａｓｉｔｉｃａ) [５]ꎬ还能产生促进植物生

长的 ＩＡＡ[８]ꎮ 因而在多功能生物农药和生物肥料领

域具有一定的开发应用潜能ꎮ 前期研究结果表明
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Ｒｓｍ(Ｃｓｒ)和群体感应系统、ＲｐｏＳ 和 Ｈｆｑ 等全局调

控子均参与 Ｇ３ 菌株生防活性的调控[１３￣１７]ꎮ ＧＧ￣
ＤＥＦ / ＥＡＬ 结构域蛋白质在细菌中广泛存在ꎬ并且通

常在细菌基因组中具有高拷贝数ꎬ可见其重要性ꎮ
大量研究结果已表明这些蛋白质参与细菌多种生命

活动如细胞的分化、运动性、生物膜形成等ꎬ然而有

关 ＧＧＤＥＦ / ＥＡＬ 结构域蛋白质的研究目前主要集中

在病原细菌中[７ꎬ １８]ꎮ 在植物生防细菌中还缺乏相

关研究ꎬ至今尚未见报道ꎮ
本研究通过生物信息学方法ꎬ预测分析了 Ｓ.

ｐｌｙｍｕｔｈｉｃａ Ｇ３ 菌株中 ｐｉｇＸ 基因的启动子序列及其

特点和 ＰｉｇＸ 蛋白的理化性质及结构特征ꎮ 首先ꎬ
Ｇ３ 菌株 ｐｉｇＸ 启动子分析结果显示有 Ｆｕｒ 和 ＳｏｘＳ 转

录因子结合位点ꎬ这表明 Ｇ３ 菌株 ＰｉｇＸ 蛋白质可能

参与铁代谢和氧化应激反应ꎬ可能与 Ｇ３ 菌株的氧

化胁迫耐受性相关ꎮ 其次ꎬ糖基化和磷酸化位点预

测结果表明 Ｇ３ 菌株 ＰｉｇＸ 蛋白质磷酸化程度比较

高ꎬ而糖基化程度较低ꎬ推测 ＰｉｇＸ 参与 Ｇ３ 菌的信

号转导ꎮ 蛋白质磷酸化是目前所知道的最主要的信

号传递方式ꎬ因此磷酸化程度高可能与 ＰｉｇＸ 参与铁

代谢和氧化应激反应的功能密切相关ꎮ 通过二级结

构预测分析ꎬ发现 Ｇ３ 菌株 ＰｉｇＸ 蛋白质的二级结构

中 α￣螺旋占 ５１.３２％ꎬ无规则卷曲占 ２２.０８％ꎬ说明

ＰｉｇＸ 具有结合核酸的巨大潜能ꎮ 本研究中ꎬＳ. ｐｌｙ￣
ｍｕｔｈｉｃａ Ｇ３ ＰｉｇＸ 与 Ｅ. ｃｏｌｉ Ｋ￣１２ ＣｓｒＤ 有极高的同源

性ꎬ并且保守结构域氨基酸基序也相似ꎬ推测其功能

也可能与 Ｅ. ｃｏｌｉ Ｋ￣１２ ＣｓｒＤ 相似ꎮ Ｅ. ｃｏｌｉ Ｋ￣１２ ＣｓｒＤ
能够与 ＣｓｒＢ 和 ＣｓｒＣ(ＲｓｍＢ 和 ＲｓｍＣ 的同源物)结

合促进其降解[６]ꎮ Ｉｔｏ 等发现 Ｓｅｒｒａｔｉａ ｍａｒｃｅｓｃｅｎｓ
２１７０ 的 Ｃｓｒ 系统与 Ｅ. ｃｏｌｉ 的有很高的同源性ꎬ过表

达 Ｓ. ｍａｒｃｅｓｃｅｎｓ 的 Ｃｓｒ 能够恢复 Ｅ. ｃｏｌｉ Ｃｓｒ 突变体ꎬ
并且 Ｓ. ｍａｒｃｅｓｃｅｎｓ 的 ＣｓｒＤ 影响 Ｅ. ｃｏｌｉ 的 ＣｓｒＢ 和

ＣｓｒＣ 的降解[１９]ꎮ 这表明 Ｇ３ 菌株 ＰｉｇＸ 可能参与

ＣｓｒＢ 和 ＣｓｒＣ 同源 ｓＲＮＡｓ 分子 ＲｓｍＢ 和 ＲｓｍＣ 的降

解ꎮ 此 外ꎬ Ｓ. ｐｌｙｍｕｔｈｉｃａ Ｇ３ ＰｉｇＸ 与 Ｓｅｒｒａｔｉａ ｓｐ.
ＡＴＣＣ３９００６ ＰｉｇＸ 也有很高的同源性ꎬ而 Ｓｅｒｒａｔｉａ ｓｐ.
ＡＴＣＣ３９００６ ＰｉｇＸ 具有降解 ｃ￣ｄｉ￣ＧＭＰ 的磷酸二酯酶

活性ꎮ 因此ꎬＳ. ｐｌｙｍｕｔｈｉｃａ Ｇ３ ＰｉｇＸ 有可能通过 Ｒｓｍ

系统和 /或 ｃ￣ｄｉ￣ＧＭＰ 信号通路参与调控 Ｓ. ｐｌｙｍｕｔｈｉ￣
ｃａ Ｇ３ 的生防活性ꎮ

综上所述ꎬＳ. ｐｌｙｍｕｔｈｉｃａ Ｇ３ ＰｉｇＸ 蛋白的生物信

息学分析结果为深入研究其分子结构及功能奠定了

基础ꎬ也为今后进一步研究和揭示 ｐｉｇＸ 基因在 Ｇ３
菌株生防活性调控过程的作用奠定了基础ꎮ
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ｒａｔｉａ ｐｌｙｍｕｔｈｉｃａ Ｇ３ [ Ｊ] . Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｉｎ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙꎬ ２０１５ꎬ １６７

(３):１６８￣１７７.

[１８] ＷＡＮＧ Ｙꎬ ＸＵ Ｊꎬ ＣＨＥＮ Ａꎬ ｅｔ ａｌ. ＧＧＤＥＦ ａｎｄ ＥＡＬ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｐｌａｙ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｒｏｌｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｏｆ Ｓｉｎｏｒｈｉｚｏｂｉｕｍ ｍｅｌｉｌｏｔｉ ｇｒｏｗｔｈꎬ ｍｏ￣

ｔｉｌｉｔｙꎬ ｅｘｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎꎬ ａｎｄ ｃｏｍｐｅｔｉｔｉｖｅ ｎｏｄｕｌａｔｉｏｎ

ｏｎ ｈｏｓｔ ａｌｆａｌｆａ [Ｊ] . Ａｃｔａ Ｂｉｏｃｈｉｍｉｃａ ｅｔ Ｂｉｏｐｈｙｓｉｃａ Ｓｉｎｉｃａꎬ ２０１０ꎬ

４２(６): ４１０￣４１７.

[１９] ＩＴＯ Ｍꎬ ＮＯＭＵＲＡ Ｋꎬ ＳＵＧＩＭＯＴＯ Ｈꎬ ｅｔ ａｌ. Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ａ Ｃｓｒ

ｓｙｓｔｅｍ ｉｎ Ｓｅｒｒａｔｉａ ｍａｒｃｅｓｃｅｎｓ ２１７０ [ Ｊ] . Ｔｈｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｇｅｎｅｒａｌ

ａｎｄ Ａｐｐｌｉｅｄ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙꎬ ２０１４ꎬ ６０(２): ７９￣８８.
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