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　 　 摘要:　 甘薯间座壳菌(Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ ｂａｔａｔａｓ)是引起甘薯基腐病的病原菌之一ꎬ近年来在中国东南沿海发生较为

普遍ꎮ 由于效应因子在致病过程中发挥着重要作用ꎬ本研究采用 ＳｉｇｎａｌＰ ５.０、ＧＰＩ￣ＳＯＭ、ＷｏＬＦ ＰＳＯＲＴ、ＴＭＨＭＭ￣２􀆰 ０
和 ＥｆｆｅｃｔｏｒＰ ３.０ 等生物信息学软件ꎬ对甘薯间座壳菌效应因子进行预测和分析ꎮ 结果表明ꎬ从 Ｄ. ｂａｔａｔａｓ 全基因组

编码的１３ ８６４个蛋白质中筛选到 ３５９ 个候选效应因子ꎬ其中 ２４８ 个为质外体效应因子ꎬ６８ 个为胞内效应因子ꎬ４３ 个

既可能是质外体效应因子又可能是胞内效应因子ꎮ 在信号肽分析中ꎬ所有候选效应因子信号肽长度为１４~ ３７ 个氨

基酸ꎬ在信号肽切割位点－３位到＋２ 位出现频率最高的氨基酸分别为丙氨酸、丝氨酸、丙氨酸、丙氨酸、脯氨酸ꎮ 利

用 ＨＭＭＥＲ、ＤＩＡＭＯＮＤ 和 ｅＣＡＭＩ ３ 个软件对 ３５９ 个候选效应因子进行碳水化合物活性酶(ＣＡＺｙｍｅ)类分析ꎬ结果表

明ꎬ有 ８９ 个蛋白质属于 ＣＡＺｙｍｅꎬ其中糖苷水解酶类最多ꎮ ｅｇｇＮＯＧ￣ｍａｐｐｅｒ 分析结果显示ꎬ在 ３５９ 个候选效应因子

中有 ２２７ 个具有功能注释ꎬ主要涉及碳水化合物转运和代谢ꎬ翻译后修饰、蛋白质周转、分子伴侣等生理过程ꎮ 通

过 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 检测 ９ 个候选效应因子基因在 Ｄ. ｂａｔａｔａｓ 侵染过程中的相对表达水平ꎬ发现有 ７ 个候选效应因子基因

在侵染过程中显著上调ꎬ有 ２ 个没有显著变化ꎮ 这些结果的获得为明确甘薯间座壳菌效应因子的功能ꎬ分析甘薯

基腐病发病机理ꎬ筛选寄主抗性基因及研发特异性靶向农药提供了参考ꎮ
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(ｑＲＴ￣ＰＣＲ)

　 　 甘薯间座壳菌(Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ ｂａｔａｔａｓ)属于子囊壳

菌纲(Ａｓｃｏｍｙｃｏｔａ)间座壳目(Ｄｉａｐｏｒｔｈａｌｅｓ)间座壳科

(Ｄｉａｐｏｒｔｈａｃｅａｅ)ꎬ其无性态为拟茎点霉属(Ｐｈｏｍｏｐ￣
ｓｉｓ)真菌[１]ꎬ是近年来在中国东南沿海薯田新发甘

薯基腐病的病原菌之一[２￣３]ꎬ也可导致甘薯干腐病、
甘薯蔓枯病等[４￣５]ꎮ 甘薯发病后茎基部产生褐色病

斑ꎬ然后逐渐扩展ꎬ茎基部腐烂ꎬ导致甘薯茎上部枯

萎ꎮ 甘薯基腐病于 １９１６ 年在美国首次被发现[６]ꎮ
而中国于 １９９８ 年在台湾地区首次报道发现该病[７]ꎮ
近年来ꎬＤ. ｂａｔａｔａｓ 在中国东南沿海及日本、韩国均

有报道[２ꎬ８￣９]ꎬ具有向内陆扩展的趋势ꎬ严重影响中

国东南沿海甘薯产业的发展ꎮ
不同的病原菌采用不同的方式侵染寄主植物ꎬ

但相同的是病原菌会将效应因子传递到寄主中ꎬ通
过抑制植物防御反应或改变植物生理机能从而完成

病原菌对寄主侵染[１０]ꎮ 从狭义上讲ꎬ植物病原真菌

中的效应因子是病原体分泌到寄主植物细胞外和细

胞内的蛋白质[１１]ꎻ从广义上讲则是改变宿主细胞结

构和功能并能够促进病原体定殖的蛋白质与小分

子[１２]ꎮ 根据亚细胞定位ꎬ真菌效应因子可分为两大

类:一类是在细胞外空间发挥作用的质外体效应子ꎬ
另一类是在宿主细胞内发挥作用的胞内效应子[１３]ꎮ

尽管由于病原菌的分化和寄主的选择性ꎬ效应

因子彼此之间不具有明显的序列相似性ꎬ但研究发

现效应因子可以通过经典的分泌途径即内质网￣高
尔基体￣质膜途径侵入寄主ꎮ 此类效应因子具有分

泌蛋白的典型特征ꎬ即ꎬ具有 Ｎ￣端信号肽ꎻ不含糖基

磷脂酰肌醇(ＧＰＩ)锚定位点ꎻ亚细胞定位为分泌型ꎻ
不含有跨膜结构域[１４￣１６]ꎮ

随着越来越多真菌基因组测序的完成以及生物

信息学的飞速发展[１７￣１８]ꎬ利用生物信息学从病原菌

基因组中对其编码蛋白质进行分析预测ꎬ筛选出其

中的分泌蛋白以及效应因子成为寻找病原菌致病基

因的一种快速有效的方法ꎬ对研究真菌致病机制具

有重要的指导意义ꎮ 近年来ꎬ多种病原真菌的效应

因子已通过生物信息学的方法被预测分析ꎬ如何艳

秋等[１９] 分析了尖孢镰刀菌古巴专化型 １ 号小种

(Ｆｏｃ１)基因组及蛋白质ꎬ筛选到 ９８８ 个经典分泌蛋

白及 ３７８ 个候选效应因子ꎻ范春霞等[２０]利用甜瓜粉

霉病病原菌粉红单端孢(Ｔｒｉｃｈｏｔｈｅｃｉｕｍ ｒｏｓｅｕｍ)基因

组进行了效应因子的分析和预测ꎬ筛选到 １５４ 个候

选效应因子ꎮ
甘薯间座壳菌作为甘薯新发病原ꎬ其基因组测序

已完成ꎬ为预测效应因子提供了数据支撑[２１]ꎮ 本研

究拟利用 ＳｉｇｎａｌＰ ５.０、ＧＰＩ￣ＳＯＭ、ＷｏＬＦ ＰＳＯＲＴ、ＴＭ￣
ＨＭＭ￣２􀆰 ０ 和 ＥｆｆｅｃｔｏｒＰ ３.０ 等生物信息学软件ꎬ对 Ｄ.
ｂａｔａｔａｓ 分泌蛋白的效应因子进行预测和分析ꎬ并通过

ｑＲＴ￣ＰＣＲ 检测 ９ 个候选效应因子在病原菌侵染过程

中的表达水平ꎬ以期为甘薯间座壳菌侵染机制的研究

和效应因子的功能研究奠定基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 Ｄ. ｂａｔａｔａｓ 基因组编码的蛋白质数据

Ｄ. ｂａｔａｔａｓ 全基因组编码的蛋白质氨基酸序列

从 ＧｅｎＢａｎｋ 数据库(ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ.ｎｃｂｉ. ｎｌｍ.ｎｉｈ. ｇｏｖ /
ｇｅｎｏｍｅ / ｂｒｏｗｓｅ / ＃! / ｐｒｏｔｅｉｎｓ / １０４６２０ / １６６２４１０％７Ｃ￣
Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ％２０ｂａｔａｔａｓ / Ｕｎ / )下载获取ꎬ共计１３ ８６４个
蛋白质氨基酸序列ꎮ
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１.２ 　 Ｄ. ｂａｔａｔａｓ 经典分泌蛋白中效应因子的预测

分析

１.２.１　 甘薯间座壳菌全基因组蛋白质 Ｎ￣端信号肽的

预测　 利用 ＳｉｇｎａｌＰ ５.０(ｈｔｔｐｓ: / / ｓｅｒｖｉｃｅｓ. ｈｅａｌｔｈｔｅｃｈ.
ｄｔｕ.ｄｋ / ｓｅｒｖｉｃｅ. ｐｈｐ? ＳｉｇｎａｌＰ￣５.０ꎬ设置参数 Ｏｒｇａｎｉｓｍ
ｇｒｏｕｐꎬ选择 Ｅｕｋａｒｙａ)对 Ｄ. ｂａｔａｔａｓ 中１３ ８６４个基因组

蛋白质氨基酸序列进行 Ｎ￣端信号肽预测[２２]ꎮ 筛选得

到具有 Ｎ￣端信号肽的蛋白质进行下一步分析ꎮ
１.２.２　 ＧＰＩ 锚定位点　 对筛选获得的含有信号肽的

蛋白质ꎬ利用 ＧＰＩ￣ＳＯＭ(ｈｔｔｐ: / / ｇｐｉ. ｕｎｉｂｅ. ｃｈ / )进行

ＧＰＩ 锚定位点的分析[２３]ꎬ筛除含有 ＧＰＩ 锚定位点的

蛋白质ꎮ
１.２.３　 亚细胞定位分析　 对含有 Ｎ￣端信号肽ꎬ不含

有 ＧＰＩ 锚定位点的蛋白质通过 ＷｏＬＦ ＰＳＯＲＴ( ｈｔ￣

ｔｐｓ: / / ｗｏｌｆｐｓｏｒｔ.ｈｇｃ. ｊｐ / ꎬ设置参数 Ｏｒｇａｎｉｓｍ ｔｙｐｅꎬ选
择 Ｆｕｎｇｉ)进行亚细胞定位分析[２４]ꎬ筛选出分泌到胞

外的蛋白质ꎮ
１.２.４　 跨膜结构域预测 　 对上述筛选到的分泌到

胞外的蛋白质利用 ＴＭＨＭＭ￣２. ０ ( ｈｔｔｐｓ: / / ｓｅｒｖｉｃｅｓ.
ｈｅａｌｔｈｔｅｃｈ.ｄｔｕ.ｄｋ / ｓｅｒｖｉｃｅ.ｐｈｐ? ＴＭＨＭＭ￣２.０)进行分

析[２５]ꎬ筛选出不含有跨膜结构域或仅有 １ 个跨膜结

构域且在信号肽序列中的蛋白质ꎮ
１.２.５　 效应因子预测 　 对上述筛选出的分泌蛋白

利用 ＥｆｆｅｃｔｏｒＰ ３.０(ｈｔｔｐ: / / ｅｆｆｅｃｔｏｒｐ.ｃｓｉｒｏ.ａｕ / )进行分

析ꎬ预测出效应因子[２６]ꎮ 利用 ｅｇｇＮＯＧ￣ｍａｐｐｅｒ( ｈｔ￣
ｔｐ: / / ｅｇｇｎｏｇ￣ｍａｐｐｅｒ.ｅｍｂｌ.ｄｅ / )对筛选出的效应因子

进行功能分析[２７]ꎮ
Ｄ. ｂａｔａｔａｓ 候选效应因子预测流程见图 １ꎮ

ＧＰＩ:糖基磷脂酰肌醇ꎮ
图 １　 甘薯间座壳菌效应因子预测分析流程图

Ｆｉｇ.１　 Ｔｈｅ ｗｏｒｋｆｌｏｗ ｃｈａｒｔ ｏｆ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ａｎｄ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｏｒｓ ｏｆ Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ ｂａｔａｔａｓ

１.２.６　 候选效应因子信号肽特征分析 　 通过 Ｓｉｇ￣
ｎａｌＰ ５.０ 确定候选效应因子信号肽位置ꎬ统计信号

肽长度以及信号肽切割位点氨基酸的出现频率ꎮ
１.２.７　 候选效应因子碳水化合物活性酶类预测和

功能注释　 利用碳水化合物活性酶类自动注释服务

器 ｄｂＣＡＮ２ ( ｈｔｔｐｓ: / / ｂｃｂ. ｕｎｌ. ｅｄｕ / ｄｂＣＡＮ２ / ) 中 的

ＨＭＭＥＲ、ＤＩＡＭＯＮＤ 和 ｅＣＡＭＩ ３ 个软件对筛选出的

甘薯间座壳菌候选效应因子中的碳水化合物活性酶

(ＣＡＺｙｍｅｓ)类进行预测和功能注释[２８]ꎮ
１.３　 Ｄ. ｂａｔａｔａｓ 候选效应因子的 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 分析

１.３.１ 　 样品接种 　 将烟薯 ２５ 的甘薯藤蔓去掉叶

片ꎬ用 ７５％乙醇进行表面消毒ꎬ用灭菌的刀片在茎

秆上ꎬ切出长度约 １ ｃｍ 的条形伤口ꎮ 将 Ｄ. ｂａｔａｔａｓ
的分生孢子悬液接种至伤口处ꎬ置于 ２５ ℃ ８ ｈ 光照

１６ ｈ 黑暗交替的光照培养箱中保湿培养ꎮ 在接种 １
ｄ 和 ７ ｄ 时分别在接种处进行取样ꎬ样品迅速置于液

氮中ꎬ并置于－８０ ℃保存备用ꎮ
１.３.２　 引物设计和 ＲＮＡ 提取　 选取 ９ 个候选效应

因子ꎬ依据其 ｍＲＮＡ 序列设计引物(表 １)ꎮ 利用多

糖多酚 ＲＮＡ 提取试剂盒ꎬ提取菌丝和接种样品的

ＲＮＡꎬ置于－８０ ℃备用ꎮ
１.３.３　 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 分析　 将提取的 ＲＮＡ 利用 ＴａＫａ￣
Ｒａ 反转录试剂盒进行反转录ꎬ反转录的产物全部稀

释 ５ 倍后按照采用 ＡＢｃｌｏｎａｌ ２× Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ ＳＹＢＲ

７６６唐　 伟等:基于基因组预测和分析甘薯间座壳菌(Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ ｂａｔａｔａｓ)分泌蛋白中效应因子



Ｇｒｅｅｎ Ｆａｓｔ ｑＰＣＲ Ｍｉｘ 使用说明进行 ｑＲＴ￣ＰＣＲꎮ 反

应体系为２×Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｆａｓｔ ｑＰＣＲ Ｍｉｘ
７􀆰 ５ μｌ、Ｈ２Ｏ ５􀆰 ９ μｌ、上下游引物各 ０􀆰 ３ μｌ、ｃＤＮＡ １􀆰 ０

μｌꎬ总计 １５􀆰 ０ μｌꎮ 将反应体系置于荧光定量 ＰＣＲ
仪中ꎬ反应程序为 ９５ ℃ １０ ｍｉｎꎻ９５ ℃ １５ ｓꎬ６０ ℃ １
ｍｉｎꎬ ４０ 个循环ꎮ

表 １　 本研究用于 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 的特异性引物

Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐｒｉｍｅｒｓ ｆｏｒ ｑＲＴ￣ＰＣＲ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

基因名称　 　 　 　 蛋白质注释　 　 　 　 引物序列(５′→３′) 　 　 　 　 　 　 效应因子类型　 　 　 　 　

ａｃｔｉｎ 肌动蛋白 Ｆ:ＣＡＴＧＡＡＧＴＧＴＧＡＴＧＴＣＧＡＴＧＴＣＣ
Ｒ:ＣＡＧＡＣＧＧＡＧＴＡＣＴＴＴＣＧＣＴＣＧ

Ｄｂ８１６０７７０ 泛素 ３ 结合蛋白 Ｆ:ＧＴＡＣＡＡＴＧＣＴＧＧＧＧＡＣＴＧＴＣ
Ｒ:ＣＴＧＧＡＡＡＴＡＧＧＴＧＡＡＴＧＴＴＧＴＧＴＣ

质外体效应因子

Ｄｂ８１６２０３７ 果胶裂解酶 Ｆ:ＧＡＧＧＣＴＧＡＣＧＡＧＡＡＡＡＣＣＣ
Ｒ:ＧＡＴＧＴＴＧＴＴＧＡＡＧＧＴＧＧＡＣＴＴＧ

质外体效应因子

Ｄｂ８１６８８４２ 含 ＮＰＰ１ 结构域蛋白 Ｆ:ＣＣＣＣＴＧＡＴＣＧＡＧＴＡＣＡＡＧＡＧ
Ｒ:ＧＣＣＡＡＧＴＴＧＴＴＧＴＴＧＡＡＧＴＴＧ

质外体效应因子

Ｄｂ８１５９０８４ 糖基水解酶家族 １１ Ｆ:ＣＧＡＣＡＣＧＴＡＣＧＡＣＡＴＣＴＡＣＡＡＧ
Ｒ:ＧＡＧＧＡＴＣＴＧＧＴＡＧＴＴＡＴＧＣＧＡＧ

质外体效应因子

Ｄｂ８１６０３６６ 类过敏原 １ Ｆ:ＡＣＡＴＡＣＧＡＴＧＧＡＣＡＧＧＴＴＧＧ
Ｒ:ＣＡＧＴＴＴＧＴＧＴＴＴＴＧＣＣＡＧＧＴＡＧ

胞内效应因子

Ｄｂ８１６３５０５ 假定蛋白 Ｆ:ＡＣＡＣＣＡＣＣＡＡＣＡＡＣＡＡＣＡＧＡＡＣ
Ｒ:ＣＣＣＴＴＧＡＡＡＴＡＣＡＧＡＴＧＣＧＣ

胞内效应因子

Ｄｂ８１６８９３２ 醛酮还原酶家族 Ｆ:ＧＡＣＣＧＴＣＡＴＣＣＣＣＡＡＧＡＧ
Ｒ:ＣＡＧＡＴＣＡＧＡＡＡＡＣＡＧＣＴＴＣＡＣＡＣ

胞内效应因子

Ｄｂ８１６５４９９ 多糖裂解酶家族 ３ 蛋白 Ｆ:ＧＡＣＴＴＣＧＧＣＡＡＧＣＴＧＴＡＣＣ
Ｒ:ＧＧＴＧＡＴＧＧＴＧＧＡＧＧＡＧＴＣＧ

质外体 / 胞内效应因子

Ｄｂ８１６８４０４ 类 ＮＰＣ２ 蛋白 Ｆ:ＣＴＣＴＣＡＧＡＴＡＴＡＣＣＡＣＣＡＴＡＡＡＴＴＣＧ
Ｒ:ＴＴＴＴＣＣＧＴＣＡＡＴＧＣＡＧＧＴＧ

质外体 / 胞内效应因子

ａｃｔｉｎ 为内参基因ꎮ

１.４　 数据处理与分析

试验数据采用 ２－△△Ｃｔ法计算基因的相对表达水

平ꎬ利用 ＳＰＳＳ ２５ 进行显著性水平分析ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 Ｎ￣端信号肽分析

利用 ＳｉｇｎａｌＰ ５.０ 对 Ｄ. ｂａｔａｔａｓ 中１３ ８６４个基因

组蛋白质序列进行 Ｎ￣端信号肽预测ꎬ结果表明ꎬ有
１ ６２５个蛋白质序列含有 Ｎ￣端信号肽序列ꎬ占所有蛋

白质序列的 １１􀆰 ７２％ꎮ
２.２　 ＧＰＩ 锚定分析

采用 ＧＰＩ￣ＳＯＭ 软件对含有 Ｎ￣端信号肽的１ ６２５
个蛋白质序列进行分析ꎬ结果表明ꎬ有 ２９８ 个蛋白质

序列含有 ＧＰＩ 锚定位点ꎬ剩余１ ３２７个蛋白质不含有

ＧＰＩ 锚定位点ꎮ
２.３　 亚细胞定位分析

采用 ＷｏＬＦ ＰＳＯＲＴ 对上述 １ ３２７ 个蛋白质序列

进行亚细胞定位分析ꎬ结果表明ꎬ有 １ １５４ 个蛋白质

被预测分泌至胞外ꎬ其余 １７３ 个蛋白质被预测定位

到质膜或其他细胞器中ꎬ其中 ７４ 个蛋白质被转运到

细胞质膜ꎬ２８ 个蛋白质被转运到过氧化物酶体ꎬ２８
个蛋白质被转运到线粒体ꎬ２４ 个蛋白质被转运到细

胞质ꎬ１５ 个蛋白质被转运到细胞核ꎬ４ 个蛋白质被转

运到内质网ꎮ
２.４　 跨膜结构预测

对上述１ １５４个蛋白质序列通过 ＴＭＨＭＭ￣２.０ 进

行分析ꎬ结果发现有 ９７６ 个蛋白质不含有跨膜结构

域ꎬ１５２ 个蛋白质含有 １ 个跨膜结构域ꎬ２６ 个蛋白质

含有 ２ 个及以上的跨膜结构域ꎮ 在 １５２ 个仅含有 １
个跨膜结构域的蛋白质中ꎬ有 ８０ 个蛋白质跨膜结构

域与 Ｎ￣端信号肽区域重叠ꎬ所以这些蛋白质跨膜结

构域可能为前期所预测的信号肽区域ꎮ 因此ꎬ１ ０５６
个蛋白质(包含 ９７６ 个无跨膜结构域的蛋白质和 ８０
个跨膜结构域与 Ｎ￣端信号肽区域重叠的蛋白质)具
有典型分泌蛋白特征ꎬ可用于下一步效应因子的分

析ꎮ
２.５　 效应因子预测分析

采用 ＥｆｆｅｃｔｏｒＰ ３.０ 对１ ０５６个具有典型分泌蛋白
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特征的蛋白质序列进行分析ꎬ结果表明ꎬ有 ３５９ 个蛋

白质 被 预 测 为 效 应 因 子ꎬ 占 分 泌 蛋 白 总 数 的

３４􀆰 ００％ꎬ其中 ６８ 个蛋白质为胞内效应因子ꎬ占所有

候选效应因子的 １８􀆰 ９４％ꎻ２４８ 个蛋白质为质外体效

应因子ꎬ占所有候选效应因子的 ６９􀆰 ０８％ꎻ４３ 个蛋白

质既可能是质外体效应因子也可能是胞内效应因

子ꎬ占所有候选效应因子的 １１􀆰 ９８％(图 ２)ꎮ

图 ２　 利用 ＥｆｆｅｃｔｏｒＰ ３.０ 预测甘薯间座壳菌效应因子

Ｆｉｇ.２　 Ｅｆｆｅｃｔｏｒ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｎ ｓｅｃｒｅｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｏｆ Ｄ. ｂａｔａｔａｓ ｂｙ
ＥｆｆｅｃｔｏｒＰ ３.０

２.６　 效应因子信号肽特征分析

对 ３５９ 个候选效应因子信号肽长度进行统计ꎬ
结果表明ꎬ其信号肽长度最大为 ３７ 个氨基酸ꎬ最小

为 １４ 个氨基酸ꎮ 信号肽长度主要集中在１６~ ２２ 个

氨基酸的范围中ꎬ其中长度为 １８ 个氨基酸的信号肽

最多(７０ 个)ꎬ占候选效应因子总数的 １９􀆰 ５０％ꎻ其次

是长度为 １９ 个氨基酸的信号肽(６８ 个)ꎬ占候选效

应因子总数的 １８􀆰 ９４％(图 ３)ꎮ
对效应因子信号肽切割位点－３位到＋２ 位氨基

酸种类进行统计分析ꎬ结果表明ꎬ在－３位ꎬ出现了丙

氨酸、半胱氨酸、甘氨酸、异亮氨酸、亮氨酸、丝氨酸、
苏氨酸、缬氨酸 ８ 种氨基酸ꎬ其中出现最多的是丙氨

酸ꎬ占 ５４􀆰 ３２％ꎻ在－２位出现了除色氨酸外的所有氨

基酸ꎬ其中出现最多的是丝氨酸ꎬ占 １７􀆰 ２７％ꎻ在－１
位出现了丙氨酸、精氨酸、半胱氨酸、甘氨酸、组氨

酸、脯氨酸、丝氨酸、苏氨酸 ８ 种氨基酸ꎬ其中出现最

多的是丙氨酸ꎬ占 ８０􀆰 ２２％ꎻ在＋１ 位出现了除脯氨酸

外的所有氨基酸ꎬ其中出现最多的是丙氨酸ꎬ占
２４􀆰 ５１％ꎻ在＋２ 位所有氨基酸均有出现ꎬ其中出现最

多的是脯氨酸ꎬ占 ３４􀆰 ２６％ꎮ 由此可见－３位和－１位
氨基酸相对保守ꎬ其中氨基酸组成为 ＡＸＡ 型的占

４３􀆰 ７３％ꎬ可被 ＳｐａｓｅＩ 型信号肽酶识别ꎮ
２.７　 效应因子功能预测

经 ｅｇｇＮＯＧ￣ｍａｐｐｅｒ 分析ꎬ在 ３５９ 个候选效应因子

图 ３　 候选效应因子信号肽长度特征分析

Ｆｉｇ.３　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｎ ｔｈｅ ｌｅｎｇｔｈ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｓｉｇｎａｌ ｐｅｐｔｉｄｅｓ
ｏｆ ｃａｎｄｉｄａｔｅ ｅｆｆｅｃｔｏｒｓ

中有 ２２７ 个可以注释到具体功能ꎬ其中 １４６ 个蛋白质

在 ＣＯＧ 分类中分属于 Ａ(ＲＮＡ 加工和修饰)、Ｅ(氨基

酸转运和代谢)、Ｇ(糖类转运和代谢)、Ｍ(细胞壁、质
膜、包膜生物建成)、Ｏ(翻译后蛋白质修饰、蛋白质周

转和伴侣蛋白)、Ｑ(次生代谢物生物合成、运输和分

解代谢)、Ｓ(功能未知)、Ｕ(胞内运输、分泌和囊泡运

输) ８ 类(图 ４)ꎬ其中 Ｇ 类最多ꎬ有 ６１ 个蛋白质ꎬ包含

５７ 个质外体效应因子ꎬ１ 个胞内效应因子和 ３ 个 ２ 类

效应因子均可的效应因子ꎻ其次是 Ｓ 类ꎬ有 ５９ 个蛋白

质ꎬ包含 ４９ 个质外体效应因子ꎬ７ 个胞内效应因子和

３ 个 ２ 类效应因子均可的效应因子ꎻＯ 类有 ２０ 个蛋白

质ꎬ包含 １６ 个质外体效应因子ꎬ４ 个胞内效应因子ꎻ其
余类型蛋白质中 Ａ 类、Ｅ 类、Ｍ 类均包含 １ 个为质外

体效应因子ꎬＱ 类包含 ２ 个蛋白质ꎬ分别是质外体效

应因子和 ２ 类效应因子均可的效应因子ꎬＵ 类仅有 １
个蛋白质ꎬ为胞内效应因子ꎮ

Ａ:ＲＮＡ 加工和修饰ꎻ Ｅ:氨基酸转运和代谢ꎻＧ:糖类转运和代

谢ꎻＭ:细胞壁、质膜、包膜生物建成ꎻＯ:翻译后蛋白质修饰、蛋白

质周转和伴侣蛋白ꎻＱ:次生代谢物生物合成、运输和分解代谢ꎻ
Ｓ:功能未知ꎻＵ:胞内运输、分泌和囊泡运输ꎮ
图 ４　 候选效应因子功能 ＣＯＧ 分类目录

Ｆｉｇ.４　 ＣＯＧ ｃａｔａｌｏｇ ｏｆ ｔｈｅ ｃａｎｄｉｄａｔｅ ｅｆｆｅｃｔｏｒｓ ｏｆ Ｄ. ｂａｔａｔａｓ

　 　 利用 ＨＭＭＥＲ、ＤＩＡＭＯＮＤ 和 ｅＣＡＭＩ ３ 个软件对

９６６唐　 伟等:基于基因组预测和分析甘薯间座壳菌(Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ ｂａｔａｔａｓ)分泌蛋白中效应因子



３５９ 个候选效应因子进行注释ꎬ发现有 ８９ 个蛋白质

属于 ＣＡＺｙｍｅ 类ꎬ分属于糖苷水解酶 (ＧＨ)、糖基转

移酶(ＧＴ)、多糖裂解酶 (ＰＬ)、碳水化合物酯酶

(ＣＥ)、辅助活性酶 ( ＡＡ) 和碳水化合物结合模块

(ＣＢＭ)ꎬ占所有候选效应因子的 ２４􀆰 ７９％ꎮ 其中

ＨＭＭＥＲ 预测到 ８５ 个蛋白质ꎬＤＩＡＭＯＮＤ 预测到 ３９
个蛋白质ꎬｅＣＡＭＩ 预测到 ７０ 个蛋白质ꎬ３ 种软件均

预测到的蛋白质有 ３２ 个 (图 ５)ꎮ 在预测到的

ＣＡＺｙｍｅ 类中 ＧＨ 有 ３６ 个ꎬ占 ４０􀆰 ４５％ꎻＡＡ 有 ２１ 个ꎬ
占 ２３􀆰 ６０％ꎻＣＥ 有 １４ 个ꎬ占 １５􀆰 ７３％ꎻＰＬ 有 １３ 个ꎬ占
１４􀆰 ６１％ꎻＧＴ 有 １ 个ꎬ占 １􀆰 １２％ꎻＣＢＭ 有 ４ 个(表 ２)ꎬ
占 ４􀆰 ４９％ꎮ 在预测到的 ３６ 个 ＧＨ 中ꎬ包含了 ＧＨ７、
ＧＨ１１、ＧＨ１６、ＧＨ１８、ＧＨ２８ 等家族ꎬ可以归到 ＧＨ￣Ａ、
ＧＨ￣Ｂ、ＧＨ￣Ｃ、ＧＨ￣Ｆ、ＧＨ￣Ｋ、ＧＨ￣Ｎ ６ 类(表 ２)ꎮ 在不

同类型酶类中ꎬＡＡ 类中 ＡＡ９ 家族最多ꎬ有 １５ 个ꎬ其
主要为裂解多糖或纤维素的单氧酶ꎻＣＥ 类中 ＣＥ５
家族最多ꎬ有 ５ 个ꎬ其主要是乙酰木聚糖酯酶或角质

酶ꎻＧＨ 类中 ＧＨ２８ 家族最多ꎬ有 １０ 个ꎬ其存在平行

的 β 螺旋结构ꎬ具有多聚半乳糖醛酸酶、鼠李糖半乳

糖醛酸水解酶等功能ꎻＰＬ 类中 ＰＬ３￣２ 家族最多ꎬ有 ９
个ꎬ其功能主要为果胶 /果胶酸裂解ꎮ

图 ５　 利用 ＨＭＭＥＲ、ＤＩＡＭＯＮＤ 和 ｅＣＡＭＩ分析甘薯间座壳菌

候选效应因子中碳水化合物活性酶(ＣＡＺｙｍｅ)
Ｆｉｇ.５ 　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅ￣ａｃｔｉｖｅ ｅｎｚｙｍｅ (ＣＡＺｙｍｅ) ｉｎ

ｃａｎｄｉｄａｔｅ ｅｆｆｅｃｔｏｒｓ ｏｆ Ｄ. ｂａｔａｔａｓ ｂｙ ＨＭＭＥＲꎬ ＤＩＡ￣
ＭＯＮＤ ａｎｄ ｅＣＡＭＩ

　 　 在预测到的 ＣＡＺｙｍｅ 类中ꎬＡＡ 中有 ２０ 个是质外

体效应因子ꎬ１ 个既可能是质外体效应因子又可能

是胞内效应因子ꎻＣＥ 和 ＣＢＭ 中均为质外体效应因

子ꎻＧＨ 中有 ３５ 个是质外体效应因子ꎬ１ 个是胞内效

应因子ꎻＰＬ 中有 １０ 个是质外体效应因子ꎬ３ 个既可

能是质外体效应因子又可能是胞内效应因子ꎻＧＴ 中

仅包含 １ 个胞内效应因子(图 ６)ꎮ

表 ２　 甘薯间座壳菌候选效应因子 ＣＡＺｙｍｅ 中不同类型

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｙｐｅｓ ｏｆ ＣＡＺｙｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｃａｎｄｉｄａｔｅ ｅｆｆｅｃｔｏｒｓ ｏｆ Ｄ. ｂａｔａｔａｓ

ＣＡＺｙｍｅ 类分类 ３Ｄ 结构分类 家族分类

ＡＡ ＡＡ８(１)、 ＡＡ９(１５)、 ＡＡ１１(１)、ＡＡ１３(１)、ＡＡ１６(３)

ＣＥ ＣＥ１(３)、ＣＥ３(１)、ＣＥ４(１)、ＣＥ５(５)、ＣＥ８(２)、ＣＥ１６(２)

ＧＨ Ａ ＧＨ５(１)

Ｂ ＧＨ７(７)、ＧＨ１６(４)

Ｃ ＧＨ１１(３)

Ｆ ＧＨ４３(４)

Ｋ ＧＨ１８(２)

Ｎ ＧＨ２８(１０)

－ ＧＨ４５(１)、ＧＨ６４(１)、ＧＨ１１４(１)、ＧＨ１３４(１)、ＧＨ１３５(１)

ＧＴ ＧＴ１５(１)

ＰＬ ＰＬ１￣２(１)、ＰＬ１￣７(３)、ＰＬ３￣２(９)

ＣＢＭ ＣＢＭ１(３)、ＣＢＭ６３(１)
括号内为各家族候选效应因子数量ꎮ ＡＡ:辅助活性酶ꎻＣＥ:碳水化合物酯酶ꎻＣＨ:糖苷水解酶ꎻＧＴ:糖基转移酶ꎻＰＬ:多糖裂解酶ꎻＣＢＭ:碳水化合
物结合模块ꎮ

２.８　 候选效应因子 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 分析

ｑＲＴ￣ＰＣＲ 结果(图 ７)显示ꎬ甘薯间座壳菌侵染

甘薯 １ ｄ 时ꎬ候选的质外体效应因子基因均上调表

达ꎬ其中基因 Ｄｂ８１５９０８４ 表达水平最高ꎬ是侵染 ０ ｄ
时的 １􀆰 ９ 倍ꎬ除基因 Ｄｂ８１６０７７０ 外ꎬ其他基因的表达

量与侵染 ０ ｄ 相比均差异显著(Ｐ<０.０５)ꎬ而侵染 ７ ｄ

０７６ 江 苏 农 业 学 报 　 ２０２３ 年 第 ３９ 卷 第 ３ 期



ＡＡ、ＣＥ、ＣＨ、ＧＴ、ＰＬ、ＣＢＭ 见表 ２ 注ꎮ
图 ６　 不同类型候选效应因子 ＣＡＺｙｍｅ 类分析

Ｆｉｇ.６　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｔｙｐｅｓ ｏｆ ＣＡＺｙｍｅ ａｎｄ ｃａｎｄｉｄａｔｅ ｅｆｆｅｃｔｏｒｓ

时这 些 候 选 质 外 体 效 应 因 子 基 因 中ꎬ 除 基 因

Ｄｂ８１６０７７０ 的表达量与侵染 ０ ｄ 时基本一致外ꎬ其
余基因仍上调表达但表达量较侵染 １ ｄ 时有所下

降ꎬ且仅有基因 Ｄｂ８１６８８４２ 的表达量与侵染 ０ ｄ 时

相比具有显著性差异ꎮ 候选的胞内效应因子基因

中ꎬ基因 Ｄｂ８１６３５０５ 在侵染 ０ ｄ、１ ｄ、７ ｄ 时的表达量

无显著差异ꎬ基因 Ｄｂ８１６０３６６ 和 Ｄｂ８１６８９３２ 的表达

量均是在侵染 １ ｄ 时显著上调ꎬ侵染 ７ ｄ 时基因表达

量较侵染 ０ ｄ 时差异不大ꎮ ２ 个既可能是质外体效

应因子也可能是胞内效应因子的基因在侵染 １ ｄ 时

和 ７ ｄ 时 均 显 著 上 调 表 达ꎬ 侵 染 ７ ｄ 时 基 因

Ｄｂ８１６５４９９ 的表达量显著高于侵染 １ ｄ 时的表达

量ꎻ而侵染 ７ ｄ 时基因 Ｄｂ８１６８４０４ 的表达量低于侵

染 １ ｄ 时的表达量ꎮ

Ａ:Ｄｂ８１６０７７０ꎻ Ｂ: Ｄｂ８１６２０３７ꎻ Ｃ: Ｄｂ８１６８８４２ꎻ Ｄ: Ｄｂ８１５９０８４ꎻ Ｅ:
Ｄｂ８１６０３６６ꎻ Ｆ: Ｄｂ８１６３５０５ꎻ Ｇ: Ｄｂ８１６８９３２ꎻ Ｈ: Ｄｂ８１６５４９９ꎻ Ｉ:
Ｄｂ８１６８４０４ꎮ 不同小写字母表示同一基因不同侵染时期的表达

量之间差异显著(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ
图 ７　 甘薯间座壳菌 ９ 个候选效应因子在侵染不同时期基因相

对表达水平

Ｆｉｇ. ７ 　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｎｉｎｅ ｃａｎｄｉｄａｔｅ ｅｆｆｅｃｔｏｒｓ
ｇｅｎｅｓ ｏｆ Ｄ. ｂａｔａｔａｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｓｔａｇｅｓ

３　 讨 论

效应因子是植物病原真菌重要的毒力因子ꎬ在
病原菌侵染寄主过程中发挥着重要作用ꎬ编码效应

因子的基因称为 Ａｖｒ 基因ꎬ寄主中与之对应的抗性

基因称为 Ｒ 基因ꎮ 对病原真菌效应因子的预测很

大程度上依赖于生物信息学软件[２９]ꎮ 近年来ꎬ病原

菌侵染寄主的机制研究不断深入ꎬ随着病原真菌全

基因组序列的不断测定ꎬ以及生物信息学软件、数据

库的不断涌现和在线化发展[３０]ꎬ使通过生物信息学

研究病原菌并预测效应因子成为分析病原菌侵染机

制较为便易的方法ꎬ在植物病原菌致病机制探索上

进行了广泛应用ꎬ如董章勇等[３１] 从茄子枯萎病菌

(Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｏｘｙｓｐｏｒｕｍ ｆ. ｓｐ. ｍｅｌｏｎｇｅｎａｅ) １６ ４８５ 个蛋

白质序列中筛选到 ２９ 个候选致病效应因子ꎬＺｈａｏ
等[３２]分析了 １７ ９７６ 个小麦叶锈病菌(Ｐｕｃｃｉｎｉａ ｔｒｉｔｉｃ￣
ｉｎａ)蛋白质ꎬ筛选到 ９０４ 个具有保守基序的效应因

子并鉴定了 ＰＴＴＧ＿０８１９８ 基因具有加速细胞凋亡进

程并促进活性氧(ＲＯＳ)积累的作用ꎮ
本研究从１３ ８６４个甘薯间座壳菌基因组蛋白质

中预测到 ３５９ 个效应因子ꎬ占全基因组蛋白质的

２􀆰 ５９％ꎬ其中质外体效应因子最多ꎬ占预测到的候选

效应因子的 ６９􀆰 ０８％ꎮ 候选效应因子信号肽识别位

点主要为 ＡＸＡꎬ属于 ＳｐａｓｅＩ 型ꎬ这与范春霞等[１８] 对

甜瓜粉霉病菌(Ｔｒｉｃｈｏｔｈｅｃｉｕｍ ｒｏｓｅｕｍ)的研究结果以

及连小雨等[３３] 对向日葵柄锈菌(Ｐｕｃｃｉｎｉａ ｈｅｌｉａｎｔｈｉｎ
Ｓｃｈｗ)的研究结果一致ꎮ

ＣＡＺｙｍｅ 不仅参与真菌自身的生长代谢过程ꎬ其
中部分酶类还直接参与病原真菌和寄主的互作ꎬ如
ＧＨ、ＰＬ 和 ＣＥ 等酶类是已知细胞壁降解酶ꎬ参与对

细胞壁组分的降解过程[３４]ꎮ 从 ＣＡＺｙｍｅ 活性分析

来看ꎬ有 ８９ 个具有活性的候选效应因子ꎬ 其中在 ＡＡ
和 ＧＨ 类型酶类中ꎬ最多的分别是 ＡＡ９ 和 ＧＨ２８ꎬ这 ２
个家族的酶类与细胞壁降解过程相关[３５ ]ꎬ并在侵染

豆科植物的尖孢镰刀菌(Ｆ. ｏｘｙｓｐｏｒｕｍ) [３６]和侵染小

麦的黑曲霉(Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ｎｉｇｅｒ)中均上调表达[３７]ꎬ一
般而言ꎬＧＨ２８ 等果胶降解家族酶类表达上调可能在

发病过程中发挥作用[３６]ꎬ因此在甘薯间座壳菌中这

２ 类酶也可能在侵染过程中具有重要作用ꎮ 在效应

因子类型上看ꎬＣＡＺｙｍｅ 主要为质外体效应因子ꎬ这
与部分质外体效应因子降解细胞壁功能作用部位相

关ꎬ而胞内效应因子仅有 ２ 个ꎬ分别参与糖苷水解和

１７６唐　 伟等:基于基因组预测和分析甘薯间座壳菌(Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ ｂａｔａｔａｓ)分泌蛋白中效应因子



糖基转移ꎮ
本研究中预测获得的效应因子以假定蛋白质为

主ꎬ这与范春霞等[２０]对甜瓜粉霉菌(Ｔ. ｒｏｓｅｕｍ)效应

因子的预测结果一致ꎮ 通过 ｅｇｇＮＯＧ￣ｍａｐｐｅｒ 有功能

注释的候选效应因子有 ２２７ 个ꎬ可按照 ＣＯＧ 分为

Ａ、Ｅ、Ｇ、Ｍ、Ｏ、Ｑ、Ｓ、Ｕ ８ 类ꎬ以 Ｇ 类最多ꎮ 质外体效

应因子主要为 Ｇ 类和 Ｓ 类ꎬ胞内效应因子主要为 Ｏ
类和 Ｓ 类ꎮ 在 Ｓ 类中部分候选效应因子被注释为与

致死或毒素相关ꎬ如诱导坏死蛋白、蓖麻毒素￣ｂ 链

凝集素、ＣＲＩＳＰ 家族蛋白质等ꎬ尽管这类蛋白质在甘

薯间座壳菌侵染寄主过程中的功能并不清楚ꎬ但这

为下一步挖掘甘薯间座壳菌致病基因并解析其功能

提供了参考ꎮ
在侵染过程中ꎬ所测的大部分候选效应因子基

因在侵染过程中上调表达ꎬ这与在其他病原菌如甜

瓜粉霉菌[２０]、向日葵柄锈菌[３３] 中预测的效应因子

类似ꎮ 在不同类型效应因子中ꎬ候选质外体效应因

子和质外体 /胞内效应因子在侵染过程中表达上调

且表达水平较高ꎬ而胞内效应因子表达上调但表达

水平较低ꎮ 从时间上看ꎬ大部分基因在甘薯间座壳

菌侵染 １ ｄ 时表达上调水平较高ꎬ７ ｄ 时有所下降ꎬ
说明 这 些 基 因 在 侵 染 前 期 发 挥 重 要 的 作 用ꎮ
Ｄｂ８１６５４９９ 基因表达量随时间的推移而升高ꎬ经

ｅｇｇＮＯＧ￣ｍａｐｐｅｒ 分析ꎬＤｂ８１６５４９９ 被注释为多糖裂

解酶家族 ３ 蛋白ꎬ经 ＣＡＺｙｍｅ 分析该蛋白质是一种

果胶酸裂解酶ꎬ可能在侵染过程降解甘薯细胞壁中

发挥作用ꎮ ｑＲＴ￣ＰＣＲ 结果表明ꎬ尽管大部分预测的

效应因子在侵染过程中有显著上调ꎬ但仍有部分预

测的效应因子在侵染过程中表达水平变化不大ꎬ一
种可能是其在病原菌侵染的其他阶段发挥作用ꎬ另
一种可能是其并非该病原菌的效应因子ꎮ

此外ꎬ尽管在研究中也发现通过囊泡或非囊泡

运输等其他途径分泌的效应因子具有重要作用ꎬ如
大丽轮枝菌(Ｖｅｒｔｉｃｉｌｌｉｕｍ ｄａｈｌｉａｅ)中的 ＶｄＩｓｃ１ 蛋白

和玉蜀黍黑粉菌(Ｕｓｔｉｌａｇｏ ｍａｙｄｉｓ)中的 Ｃｔｓ１ 蛋白均

通过非常规分泌途径在侵染中发挥作用[３８￣３９]ꎮ 然

而由于此类效应因子的复杂性和生物信息技术的局

限性ꎬ此类效应因子目前还未有合适的生物信息学

软件进行预测分析ꎬ因此本研究仅预测分析了通过

内质网￣高尔基体￣质膜经典分泌途径进行分泌的效

应因子ꎮ 本研究筛选出的候选效应因子ꎬ为下一步

验证候选效应因子的作用ꎬ解析甘薯基腐病致病过

程ꎬ指导甘薯抗病育种和农药靶标研发等方面均奠

定了基础ꎮ
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