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　 　 摘要:　 由辣椒炭疽病病原菌引起的辣椒炭疽病严重危害着中国辣椒产业的健康发展ꎮ 分泌蛋白作为炭疽病病

原菌中重要的致病因子ꎬ能帮助病原菌侵入寄主组织、分解寄主细胞壁ꎬ为病原菌生存和繁殖提供条件ꎮ 然而ꎬ学术

界尚缺乏对辣椒炭疽病病原菌中分泌蛋白的深入解析和研究ꎮ 本研究基于前期获得的辣椒炭疽病病原菌强致病菌

株 ＴＪＮＨ１ 全基因组序列ꎬ充分利用 ＳｉｇｎａｌＰ、ＰｒｏｔＣｏｍｐ 等生物信息学分泌蛋白预测软件ꎬ对该病菌中１３ ４１９条蛋白质氨

基酸序列进行预测ꎬ同时ꎬ基于转录组测序数据ꎬ对上述分泌蛋白的功能及特性展开研究ꎮ 结果表明ꎬ辣椒炭疽病病

原菌菌株 ＴＪＮＨ１ 中含有 ３８８ 个分泌蛋白ꎬ占总蛋白质数量的 ２.８９％ꎬ分泌蛋白氨基酸序列长度介于 ５５ ａａ 至 ７３０ ａａꎬ非
极性氨基酸丙氨酸(Ａｌａ)在分泌蛋白里使用频率最高ꎬ分泌蛋白信号肽长度集中于 １７ ａａ 至 ２１ ａａꎬ信号肽切割位点为

Ａ￣Ｘ￣Ａ 型ꎮ 分泌蛋白均为亲水性蛋白ꎬ高亲水性氨基酸和高疏水性氨基酸数量最多的分别是天冬酰胺(Ａｓｎ)和丙氨

酸(Ａｌａ)ꎬ分泌蛋白大多为稳定、酸性蛋白ꎮ 同时运用 ＳＭＡＲＴ、ｅｇｇＮＯＧ、ＳＴＲＩＮＧ Ｖ１１.５ 等软件对上述分泌蛋白的保守

结构域、ＣＯＧ 功能分类、蛋白质互作关系等进行分析ꎬ有 １５２ 个分泌蛋白具有明显的保守结构域ꎬ１６３ 个分泌蛋白获得

了功能注释ꎬ３２ 个分泌蛋白存在互作关系ꎮ 该研究结果为明确分泌蛋白的功能和辣椒炭疽病病原菌的致病机理提供

了理论支撑ꎬ也为筛选以分泌蛋白为靶标的新型农药和辣椒炭疽病绿色防控提供了理论依据ꎮ
关键词:　 辣椒炭疽病病原菌ꎻ 分泌蛋白ꎻ 生物信息学分析
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　 　 辣椒是中国常见的经济作物ꎬ也是重要的蔬菜品

种ꎬ风味多样、营养丰富ꎬ深受消费者喜爱ꎮ ２０２０ 年ꎬ中
国辣椒种植面积为７.３７５×１０５ ｈｍ２ꎬ产量为１.６６８ １×１０１０

ｋｇꎬ约占全球辣椒产量的４６􀆰 １６％ꎬ是全球最大的辣椒生

产国[１]ꎮ 近年来ꎬ中国辣椒产业发展迅速ꎬ已助力多个

地区实现脱贫致富ꎬ然而随着种植面积的不断扩大ꎬ炭
疽病、疫病等病害频发ꎬ造成其产量和品质下降ꎬ严重

制约了辣椒产业的高质量发展[２]ꎮ
辣椒炭疽病是由炭疽菌引起的最具破坏性的真

菌性病害之一ꎬ主要危害辣椒叶片和果实ꎬ引起叶片

脱落和果实腐烂ꎬ严重影响辣椒的品质和产量[３]ꎮ
目前已报道的能引发辣椒炭疽病的炭疽菌有 ２０ 多

种ꎬ例 如 斯 高 维 尔 炭 疽 菌 ( Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ ｓｃｏｖｉｌ￣
ｌｅｉ) [４]、平头炭疽菌(Ｃ. ｔｒｕｎｃａｔｕｍ) [５]、尖孢炭疽菌

(Ｃ.ａｃｕｔａｔｕｍ) [６]、松针炭疽菌(Ｃ. ｆｉｏｒｉｎａｅ) [７] 等ꎮ 应

该指出ꎬＣ. ｓｃｏｖｉｌｌｅｉ 是引发辣椒炭疽病的重要病原

菌ꎬ在中国天津、四川、甘肃等地均有报道ꎬ对辣椒产

量和品质均造成严重影响ꎮ 前人研究发现ꎬ炭疽菌

的致病机理是病原菌通过分泌系统将分泌蛋白传输

至宿主植物组织中ꎬ分泌蛋白可以帮助病原菌在宿

主植物组织内定殖和侵染ꎬ进而引起发病ꎬ可见分泌

蛋白是宿主植物与病原菌之间相互作用的关键因

子ꎬ在病原菌入侵和危害寄主植物的过程中起重要

作用[８￣９]ꎮ Ｐｒａｓａｎｔｈ 等[１０] 对甘蔗红腐病病原菌(Ｃ.
ｆａｌｃａｔｕｍ)的候选分泌蛋白进行比较转录组分析发

现ꎬ病原菌入侵寄主植物是通过分泌蛋白辅助的ꎬ因
此该研究把分泌蛋白确定为甘蔗红腐病病原菌关键

的致病因素ꎮ Ｉｎｏｕｅ 等[１１] 对黄瓜炭疽病病原菌(Ｃ.
ｏｒｂｉｃｕｌａｒｅ)的分泌蛋白基因进行敲除试验发现ꎬ大多

数高表达的无宿主特异性分泌蛋白是病原菌侵染寄

主植物的重要毒力因子ꎮ 臧睿等[１２] 基于全基因组

数据对葡萄座腔菌(Ｂｏｔｒｙｏｓｐｈａｅｒｉａ ｄｏｔｈｉｄｅａ)的分泌

蛋白进行预测ꎬ得到 ５７８ 个分泌蛋白的功能注释ꎬ并
筛选到 １１ 个与致病性紧密联系的潜在分泌蛋白ꎮ
邢启凯等[１３]基于可可毛色二孢菌(Ｌ. ｔｈｅｏｂｒｏｍａｅ)全
基因组序列ꎬ通过生物信息学预测得到 ２３８ 个候选

非经典分泌蛋白编码基因ꎬ经反转录荧光定量 ＰＣＲ
分析结果显示ꎬ分泌蛋白参与了病原菌的侵染过程ꎮ

分泌蛋白作为植物病原真菌侵染植物的重要致病

因子ꎬ在危害植物方面发挥着重要作用ꎬ不仅可以作为

效应物参与侵染寄主过程以及触发寄主防卫反应ꎬ还
可以改变寄主细胞的结构和功能[１４]ꎮ 近年来ꎬ学术界

对于分泌蛋白的预测主要采用生物信息学和计算生物

学等方法ꎬ大多是结合多种生物信息学方法以提高预

测的准确性和可靠性ꎮ 为了明确辣椒炭疽病病原菌中

分泌蛋白的特征情况ꎬ本研究基于辣椒炭疽病病原菌

Ｃ.ｓｃｏｖｉｌｌｅｉ 全基因组序列数据ꎬ根据分泌蛋白所具有的

特征[１５]ꎬ利用生物信息学软件对辣椒炭疽病病原菌的

分泌蛋白进行预测ꎬ并对分泌蛋白进行理化性质分析

和蛋白质功能分析ꎬ以期为揭示该病原菌侵染寄主植

物过程中分泌蛋白的致病作用奠定理论基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 辣椒炭疽病病原菌蛋白质氨基酸序列来源

辣椒炭疽病病原菌菌株 ＴＪＮＨ１ 是从天津市宁
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河区感染炭疽病的辣椒果实中分离鉴定出来的[１６]ꎬ
送至北京百迈客生物科技有限公司基于 Ｎａｎｏｐｏｒｅ
技术进行了全基因组测序ꎬ然后通过 ＮｏｖａＳｅｑ ６０００
获得其转录组数据ꎬ并使用 ＥＶｉｄｅｎｃｅＭｏｄｅｌｅｒ(ＥＶＭ)
对基因组进行注释ꎬ得到 １３ ４１９ 个蛋白质编码基

因ꎬ其 Ａｓｓｅｍｂｌｙ 登录号为 ＧＣＡ＿０１１０７５１５５.１ꎮ
１.２　 辣椒炭疽病病原菌分泌蛋白预测

植物病原菌分泌蛋白具有在 Ｎ 端含有信号肽、
无跨膜结构域、无糖基化磷脂酰肌醇(ＧＰＩ)锚定位

点ꎬ且不定位于胞内细胞器等典型特征ꎮ 根据分泌蛋

白的这些特征ꎬ利用 ＳｉｇｎａｌＰ ｖ６.０[１７]、ＰｒｏｔＣｏｍｐ ｖ９.０、
ＴＭＨＭＭ ｖ２.０ 分别预测蛋白质信号肽、亚细胞定位以

及跨膜结构域ꎬ筛选出含有信号肽、定位于胞外且不

具有跨膜结构的蛋白质ꎮ 再用 ＢＩＧ￣ＰＩ Ｆｕｎｇａｌ ｐｒｅｄｉｃ￣
ｔｏｒ 和 ＴａｒｇｅｔＰ ｖ２.０ 网站预测 ＧＰＩ 锚定位点和细胞器

蛋白质分析ꎬ去除具有 ＧＰＩ 锚定位点的蛋白质和胞内

细胞器蛋白质ꎬ最终获得分泌蛋白ꎮ
１.３　 辣椒炭疽病病原菌分泌蛋白基本理化性质分析

利用 ＴＢｔｏｏｌｓⅡ̄[１８]软件的 Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｐａｒａｍｔｅｒ 功能

进行蛋白质氨基酸数量、理论等电点及不稳定系数

分析ꎻ通过 Ｅｘｐａｓｙ￣ＰｒｏｔＳｃａｌｅ 在线软件进行蛋白质氨

基酸亲疏水性和最强亲疏水性分析ꎮ
１.４　 辣椒炭疽病病原菌分泌蛋白保守结构域分析

通过 ＳＭＡＲＴ 网站在线分析辣椒炭疽病病原菌

分泌蛋白保守结构域ꎮ
１.５　 辣椒炭疽病病原菌分泌蛋白功能注释

利用 ｅｇｇＮＯＧ 数据库预测辣椒炭疽病病原菌分

泌蛋白的功能ꎬ并用 ＣＯＧ 直系同源蛋白质数据库比

对其功能进行注释及分类ꎮ
１.６　 辣椒炭疽病病原菌分泌蛋白互作分析

利用 ＳＴＲＩＮＧ ｖ１１.５ 软件对辣椒炭疽病病原菌

分泌蛋白进行蛋白质互作分析ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 辣椒炭疽病病原菌分泌蛋白特征预测

２.１.１　 信号肽预测 　 信号肽是蛋白质氨基酸序列

末端的一段疏水性氨基酸序列ꎬ用于引导新合成蛋

白质向通路转移ꎮ 分泌蛋白所具有的典型特征是在

Ｎ 端具有信号肽ꎬ根据信号肽酶的不同ꎬ分泌蛋白信

号肽类型也不同ꎬＳｉｇｎａｌＰ ６.０ 可以区分 Ｓｅｃ / ＳＰⅠ、
Ｓｅｃ / ＳＰⅡ、Ｓｅｃ / ＳＰⅢ、Ｔａｔ / ＳＰⅠ和 Ｔａｔ / ＳＰⅡ ５ 种信号

肽类型ꎮ 在线预测网站对 Ｃ. ｓｃｏｖｉｌｌｅｉ 蛋白质氨基酸

序列进行预测分析ꎬ结果表明 Ｃ. ｓｃｏｖｉｌｌｅｉ 的１３ ４１９条
蛋白质氨基酸序列中ꎬ有１ ７１７条蛋白质氨基酸序列

具有典型的信号肽ꎬ占总蛋白质氨基酸序列数的

１２􀆰 ８％ꎬ信号肽类型均为 Ｓｅｃ / ＳＰⅠ型(即由 Ｓｅｃ 易位

子转运并被信号肽酶Ⅰ切割的 “标准” 分泌信号

肽)ꎮ 进一步分析可知ꎬ信号肽长度多集中在 １７ ａａ
至 ２２ ａａꎬ占比 ６５􀆰 ４％ꎬ其中以 １９ ａａ 最多ꎬ为 ２２６ 个ꎬ
占比 １３􀆰 ２％ꎻ组成信号肽的氨基酸主要为丙氨酸、
亮氨酸和丝氨酸ꎬ 占比依次为 ２１􀆰 ２％、 １８􀆰 ２％、
１０􀆰 ２％ꎮ
２.１.２　 亚细胞定位预测　 对含有信号肽的 １ ７１７ 个

蛋白质进行亚细胞定位预测ꎬ结果发现定位在细胞外

的蛋白质数量为 ４１５ 个ꎬ膜结合细胞外受体蛋白为

６７６ 个ꎬ定位到质膜的蛋白质为 ２３０ 个ꎬ定位到线粒体

的蛋白质为 １７９ 个ꎬ定位到溶酶体的蛋白质为 ５５ 个ꎬ
定位到内质网的蛋白质为 ５３ 个ꎬ剩余蛋白质定位至

细胞质、高尔基体、过氧化物酶体、细胞核、液泡中ꎬ分
别为 ４９ 个、２９ 个、１５ 个、９ 个和 ７ 个(表 １)ꎮ

表 １　 分泌蛋白的亚细胞定位结果

Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｅｃｒｅｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ

亚细胞定位　 　 蛋白质数量
(个) 亚细胞定位　 　 蛋白质数量

(个)

膜结合细胞外受体 ６７６ 细胞质 ４９

细胞外 ４１５ 高尔基体 ２９

质膜 ２３０ 过氧化物酶体 １５

线粒体 １７９ 细胞核 ９

溶酶体 ５５ 液泡 ７

内质网 ５３

２.１.３　 跨膜结构域预测　 使用 ＴＭＨＭＭ ｖ２.０ 网站对

４１５ 个胞外蛋白质进行跨膜结构域分析ꎬ结果发现ꎬ有
３８０ 个蛋白质没有跨膜结构域ꎬ３５ 个蛋白质有 １ 个跨

膜结构域ꎮ 本研究延用前期课题小组筛选标准ꎬ选择

不含跨膜结构域和含有 １ 个跨膜结构域的蛋白质ꎬ因
此 ４１５ 个蛋白质都具有分泌蛋白特征ꎮ
２.１.４　 ＧＰＩ 锚点预测　 使用 ＢＩＧ￣ＰＩ Ｆｕｎｇａｌ ｐｒｅｄｉｃｔｏｒ
网站对 ４１５ 条蛋白质氨基酸序列进行 ＧＰＩ 锚点定位

预测ꎬ结果显示ꎬ有 ２３ 条蛋白质氨基酸序列具有

ＧＰＩ 锚点位点ꎬ３ 条蛋白质氨基酸序列由于氨基酸

数量较少未能预测ꎬ剩余 ３８９ 条蛋白质氨基酸序列

没有 ＧＰＩ 锚点ꎮ
２.１.５　 ＴａｒｇｅｔＰ ｖ２.０ 预测　 使用 ＴａｒｇｅｔＰ ｖ２.０ 对 ３８９ 个
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没有 ＧＰＩ 锚定位点的蛋白质信号肽进行验证分析ꎬ结
果显示ꎬ３８８ 个蛋白质具有信号肽特征ꎬ１ 个蛋白质不含

信号肽ꎬ不含信号肽的蛋白质氨基酸序列编号为

ＫＡＦ４７８４７７９.１ꎮ 通过上述分析ꎬ最终明确了辣椒炭疽病

病原菌中具有典型特征的分泌蛋白数量为 ３８８ 个ꎬ占
总蛋白质数量的 ２􀆰 ８９％(图 １)ꎮ 薄淑文等[１９]对茶树炭

疽病病原菌、希金斯炭疽病病原菌中分泌蛋白进行研

究ꎬ得到分泌蛋白数量占总蛋白质数量的 ２􀆰 １４％和

３􀆰 ７６％ꎬ本研究得到辣椒炭疽病病原菌分泌蛋白数量占

总蛋白质数量的 ２􀆰 ８９％ꎬ与薄淑文等的研究结果相符ꎮ
２.２　 辣椒炭疽病病原菌分泌蛋白的理化性质

２.２.１　 辣椒炭疽病病原菌分泌蛋白的氨基酸组成

和数量　 运用 ＴＢｔｏｏｌｓ￣Ⅱ软件的 Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｐａｒａｍｔｅｒ 对
辣椒炭疽病病原菌 ３８８ 个分泌蛋白氨基酸序列进行

分析ꎬ结果发现辣椒炭疽病病原菌分泌蛋白的氨基

酸数量在 ５５ ａａ 至 ７３０ ａａ 之间ꎬ平均值为 ２２５􀆰 ３４
ａａꎬ中位数为 １９０􀆰 ５ ａａꎬ分泌蛋白的氨基酸数量主要

分布于５５~ ３５０ ａａꎬ占比 ８２􀆰 ７３％ꎮ 其中位于１０１~
２００ ａａ 之间的有 １３３ 条ꎬ占比 ３４􀆰 ２７％ꎻ２０１~ ３００ ａａ
之间有 ８６ 条ꎬ占比 ２２􀆰 １６％ꎮ 同时ꎬ对上述分泌蛋白

氨基酸组成进行分析ꎬ排名前 ３ 的氨基酸为丙氨酸、
甘氨酸和丝氨酸ꎬ所占比例分别为 １０􀆰 １％、８􀆰 ８％和

７􀆰 ６％ꎬ酸性氨基酸天冬氨酸和谷氨 酸 含 量 为

１０􀆰 ０％ꎬ碱性氨基酸赖氨酸、精氨酸和组氨酸含量为

１０􀆰 ２％(图 ２)ꎮ

图 １　 分泌蛋白鉴定流程图

Ｆｉｇ.１　 Ｆｌｏｗ ｃｈａｒｔ ｆｏｒ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｅｃｒｅｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ

Ａ:丙氨酸(Ａｌａ)ꎻＧ:甘氨酸(Ｇｌｙ)ꎻＳ:丝氨酸(Ｓｅｒ)ꎻＴ:苏氨酸( Ｔｈｒ)ꎻ Ｌ:亮氨酸( Ｌｅｕ)ꎻＶ:缬氨酸(Ｖａｌ)ꎻＤ:天冬氨酸(Ａｓｐ)ꎻＮ:天冬酰胺

(Ａｓｎ)ꎻＰ:脯氨酸(Ｐｒｏ)ꎻＫ:赖氨酸(Ｌｙｓ)ꎻＩ:异亮氨酸(Ｉｌｅ)ꎻＥ:谷氨酸(Ｇｌｕ)ꎻＲ:精氨酸(Ａｒｇ)ꎻＱ:谷氨酰胺(Ｇｌｎ)ꎻＦ:苯丙氨酸(Ｐｈｅ)ꎻＹ:酪
氨酸(Ｔｙｒ)ꎻＣ:半胱氨酸(Ｃｙｓ)ꎻＨ:组氨酸(Ｈｉｓ)ꎻＭ:甲硫氨酸(Ｍｅｔ)ꎻＷ:色氨酸(Ｔｒｐ)ꎮ

图 ２　 分泌蛋白氨基酸数量和组成

Ｆｉｇ.２　 Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｑｕａｎｔｉｔｙ ａｎｄ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ｓｅｃｒｅｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ

２.２.２　 辣椒炭疽病病原菌分泌蛋白的稳定性和理

论等电点　 通过对辣椒炭疽病病原菌中 ３８８ 个分泌

蛋白的不稳定性系数进行预测分析ꎬ结果发现ꎬ稳定

蛋白有 ２６５ 个ꎬ不稳定蛋白有 １２３ 个ꎬ稳定蛋白占比

６８􀆰 ３０％ꎮ 对辣椒炭疽病病原菌分泌蛋白的理论等

电点进行分析发现ꎬ理论等电点位于５􀆰 ０１~ ６􀆰 ００ 的

蛋白质数量最多ꎬ有 １１３ 个ꎬ所占比例为 ２９􀆰 １２％ꎻ位
于 ４􀆰 ０１~５􀆰 ００ 的蛋白质数量位居第 ２ꎬ有 ９５ 个ꎬ占

比 ２４􀆰 ４８％ꎮ 理论等电点最低值为 ３􀆰 ８７ꎬ最高值为

１２􀆰 ２８ꎬ小于 ７􀆰 ０ 的蛋白质为酸性蛋白质ꎬ数量为

２７２ 个ꎬ占比 ７０􀆰 １０％ꎮ
２.２.３　 亲疏水性　 运用 ＰｒｏｔＳｃａｌｅ 在线网站对分泌

蛋白进行亲疏水性分析ꎬ结果表明辣椒炭疽病病原

菌 ３８８ 个分泌蛋白均为亲水性蛋白ꎬ高亲水性氨基

酸残基排名前 ３ 的为天冬酰胺、赖氨酸和天冬氨酸ꎬ
数量依次为 ７０ 个、４１ 个和 ４０ 个ꎮ 高疏水性氨基酸
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残基排名前 ３ 的为丙氨酸、亮氨酸、缬氨酸ꎬ数量依

次为 １１３ 个、１１１ 个和 ４３ 个(图 ３)ꎮ

Ａ、Ｃ、Ｄ、Ｅ、Ｆ、Ｇ、Ｈ、Ｉ、Ｋ、Ｌ、Ｍ、Ｎ、Ｐ、Ｑ、Ｒ、Ｓ、Ｔ、Ｖ、Ｗ、Ｙ 见图 ２ 注ꎮ
图 ３　 分泌蛋白最强亲疏水性氨基酸残基分布图

Ｆｉｇ.３　 Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｓｔｒｏｎｇｅｓｔ ｈｙｄｒｏｐｈｉｌｉｃ ａｎｄ ｈｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃ ａ￣
ｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｒｅｓｉｄｕｅｓ ｏｆ ｓｅｃｒｅｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ

２.３　 辣椒炭疽病病原菌分泌蛋白信号肽的特征

对辣椒炭疽病病原菌分泌蛋白信号肽开展分析ꎬ
结果发现辣椒炭疽病病原菌的分泌蛋白信号肽以 １９
ａａ 居多ꎬ所占比例为 １５􀆰 ２１％ꎬ信号肽长度多集中于

１７ ａａ 至 ２１ ａａꎬ所占比例为 ６０􀆰 ８２％ꎬ组成信号肽的氨

基酸残基数量最多的为丙氨酸ꎬ占比 ２１􀆰 ９２％ꎬ其次为

亮氨酸ꎬ占比 １６􀆰 ８５％ꎮ 此外ꎬ在信号肽切割位点的－３
位、－２位、－１位、１ 位、２ 位和 ３ 位ꎬ氨基酸残基数量最

多的分别为丙氨酸、丙氨酸、丙氨酸、丙氨酸、脯氨酸

和苏氨酸ꎬ所占比例为 ４２􀆰 ７８％、１８􀆰 ５６％、６８􀆰 ８１％、
２３􀆰 ４５％、２３􀆰 ９７％和 １０􀆰 ０５％(图 ４)ꎮ 由此可见辣椒炭

疽病病原菌分泌蛋白信号肽切割位点属于 Ａ￣Ｘ￣Ａ
型ꎬ与课题组前期对禾谷炭疽病病原菌[２０]、希金斯炭

疽病病原菌[２１]等分泌蛋白具有的信号肽酶切位点类

型相同ꎮ

Ａ、Ｃ、Ｄ、Ｅ、Ｆ、Ｇ、Ｈ、Ｉ、Ｋ、Ｌ、Ｍ、Ｎ、Ｐ、Ｑ、Ｒ、Ｓ、Ｔ、Ｖ、Ｗ、Ｙ 见图 ２ 注ꎮ
图 ４　 分泌蛋白信号肽切割位点－３ 位到 ３ 位氨基酸分布图

Ｆｉｇ.４　 Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｆｒｏｍ ｐｏｓｉｔｉｏｎ －３ ｔｏ ｐｏｓｉｔｉｏｎ ３ ｏｆ ｔｈｅ ｓｉｇｎａｌ ｐｅｐｔｉｄｅ ｃｌｅａｖａｇｅ ｓｉｔｅ ｏｆ ｓｅｃｒｅｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ

２.４　 辣椒炭疽病病原菌分泌蛋白的保守结构域

蛋白质具有高度保守的结构域ꎬ这些结构域决

定了蛋白质的功能ꎬ对辣椒炭疽病病原菌中 ３８８ 个

分泌蛋白进行保守结构域预测分析ꎬ结果发现有

１５２ 个蛋白质具有明显的保守结构域ꎬ所占比列为

３９􀆰 １８％ꎮ 在辣椒炭疽病病原菌分泌蛋白结构域中ꎬ
有 ２２ 个蛋白质含有糖苷水解酶(ＧＨ)保守结构域ꎬ分
别是 Ｇｌｙｃｏ＿ｈｙｄｒｏ＿６、Ｇｌｙｃｏ＿ｈｙｄｒｏ＿７、Ｇｌｙｃｏ＿ｈｙｄｒｏ＿１１、

Ｇｌｙｃｏ＿ｈｙｄｒｏ＿１６、Ｇｌｙｃｏ＿ｈｙｄｒｏ＿２０、Ｇｌｙｃｏ＿ｈｙｄｒｏ＿２８、
Ｇｌｙｃｏ＿ｈｙｄｒｏ＿４２、Ｇｌｙｃｏ＿ｈｙｄｒｏ＿４３、Ｇｌｙｃｏ＿ｈｙｄｒｏ＿６１、
Ｇｌｙｃｏ＿ ｈｙｄｒｏ ＿ ６２、 Ｇｌｙｃｏ ＿ ｈｙｄｒｏ ＿ ２０ｂ、 Ｇｌｙｃｏ ＿ ｈｙｄｒｏ ＿
２０ｂ２、Ｇｌｙｃｏ＿ｈｙｄｒｏ＿２＿Ｃꎬ尤以含有 Ｇｌｙｃｏ＿ｈｙｄｒｏ＿６１ 保

守结构域的蛋白质最多ꎬ数量为 １０ 个(图 ５)ꎮ 前人

研究发现ꎬ碳水化合物活性酶是植物病原真菌分泌

蛋白中的一类ꎬ而糖苷水解酶作为碳水化合物活性

酶中重要的一类蛋白质可以降解植物细胞壁中的各
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种糖苷键ꎬ促进真菌进入植物细胞内部ꎬ从而引发植

物病害ꎬ根据其序列的差异程度进行分类ꎬ可分为

１７３ 个家族[２２]ꎮ

Ａ:糖苷水解酶保守结构域ꎻＢ:ＰｂＨ１、ＮＰＰ１、Ｐｅｃｔａｔｅ＿ｌｙａｓｅ、ＣＶＮＨ 和 Ｃｕｔｉｎａｓｅ 结构域ꎮ
图 ５　 辣椒炭疽病病原菌中分泌蛋白保守结构域

Ｆｉｇ.５　 Ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｄｏｍａｉｎｓ ｏｆ ｓｅｃｒｅｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｐｅｐｐｅｒ ａｎｔｈｒａｃｎｏｓｅ ｐａｔｈｏｇｅｎｓ

　 　 有 ７ 个分泌蛋白含有 ＰｂＨ１ 保守结构域ꎬＰｂＨ１
(平行 β￣螺旋重复序列)是存在于许多碳水化合物

裂解酶中的基序ꎬ例如果胶裂解酶和鼠李糖半乳糖

醛酸酶ꎬ其功能与蛋白质互作相关ꎻ有 ７ 个分泌蛋白

含有 ＮＰＰ１ 保守结构域ꎬＮＰＰ１ 渗入拟南芥植物叶片

会导致发病相关基因的转录、乙烯产生、胼胝质沉淀

和 ＨＲ 样细胞死亡等ꎻ有 ７ 个分泌蛋白含有 Ｐｅｃｔａｔｅ＿
ｌｙａｓｅ 保守结构域ꎬＰｅｃｔａｔｅ＿ｌｙａｓｅ 果胶裂解酶是一种
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胞外酶ꎬ由果胶诱导ꎬ负责植物组织的浸渍和软腐ꎬ
与植物病害有关(图 ５)ꎮ
　 　 有 ６ 个分泌蛋白含有 ＣＶＮＨ 保守结构域ꎬＣＶＮＨ
是一种常见的糖类结合结构域ꎬ通常与糖类分子结

合ꎬ参与许多生物过程ꎬ包括细胞附着、信号传导和免

疫反应等ꎻ有 ６ 个分泌蛋白含有 Ｃｕｔｉｎａｓｅ 保守结构

域ꎬＣｕｔｉｎａｓｅ 脂质酶属于水解酶ꎬ在植物病害发生中发

挥重要作用ꎬ能促进真菌渗透植物角质层(图 ５Ｂ)ꎮ
辣椒炭疽病病原菌分泌蛋白还含有纤维素酶、酪氨酸

酶、肽酶等结构域ꎬ详见表 ２ꎮ

表 ２　 分泌蛋白其他保守结构域

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｏｔｈｅｒ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｄｏｍａｉｎｓ ｏｆ ｓｅｃｒｅｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ

保守结构域　 　 蛋白质氨基酸序列数 保守结构域　 　 蛋白质氨基酸序列数 保守结构域　 　 　 　 蛋白质氨基酸序列数

４ＬＥ４ ｜ Ｄ ５ Ａｂｈｙｄｒｏｌａｓｅ＿３ １ ｆｎ３＿３ １

Ｃｅｌｌｕｌａｓｅ ４ ＳＵＮ １ ＦＴＰ １

ＳＣＰ ４ Ａｌｐｈａ＿Ｌ＿ｆｕｃｏｓ １ Ｇｌｙｃｏ＿１０ １

ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ＿ｄｏｍａｉｎ ４ Ａｓｐ １ Ｇｌｙｃｏ＿３２ １

Ｔｙｒｏｓｉｎａｓｅ ４ Ａｓｐｚｉｎｃｉｎ＿Ｍ３５ １ ＧＭＣ＿ｏｘｒｅｄ＿Ｃ １

ＣｈｔＢＤ１ ３ Ｂｙｓ１ １ ＧＭＣ＿ｏｘｒｅｄ＿Ｎ １

ＤＵＦ１９９６ ３ Ｃａｒｂ＿ａｎｈｙｄｒａｓｅ １ Ｈｉｓ＿Ｐｈｏｓ＿２ １

ｆＣＢＤ ３ ＣａｒｂｏｘｙｐｅｐＤ＿ｒｅｇ １ ＨＲＸＸＨ １

Ｌａｃｔｏｎａｓｅ ３ ＣＢＭ￣ｌｉｋｅ １ ＨｓｂＡ １

Ｐｅｐｔｉｄａｓｅ＿Ｍ２８ ３ ＣＯｅｓｔｅｒａｓｅ １ Ｌｉｐａｓｅ＿ＧＤＳＬ １

ＡｌｔＡ１ ２ Ｃｕ￣ｏｘｉｄａｓｅ １ Ｌｉｐｏｃａｌｉｎ＿２ １

Ａｍｂ＿ａｌｌ ２ Ｃｕ￣ｏｘｉｄａｓｅ＿２ １ Ｌｉｐｏｃａｌｉｎ＿９ １

ＣＦＥＭ ２ Ｃｕ￣ｏｘｉｄａｓｅ＿３ １ ＬＰＭＯ＿１０ １

Ｃｕｐｉｎ＿１ ２ ｄ１ｃｒｕａ＿ １ ＭＲＪＰ １

ＤＵＦ３１２９ ２ ｄ１ｅｏ９ｂ＿ １ ｐ４５０ １

ＤＵＦ４３６０ ２ ｄ１ｊｅｒ＿ １ ＰＢＰｂ １

Ｅｘｏ＿ｅｎｄｏ＿ｐｈｏｓ ２ ｄ１ｑｌｋａ＿ １ Ｐｅｐｔｉｄａｓｅ＿Ｍ３５ １

Ｈｃｅ２ ２ ｄ１ｓｃｊｂ＿ １ Ｐｅｐｔｉｄａｓｅ＿Ｍ３６ １

Ｈｙｄｒｏｐｈｏｂｉｎ＿２ ２ ｄ２ｄｎｊａ＿ １ Ｐｅｐｔｉｄａｓｅ＿Ｍ４３ １

ＰＤＢ:４ＬＥ５ ｜ Ｄ ２ ｄ２ｐｌｃ＿ １ Ｐｅｐｔｉｄａｓｅ＿Ｓ１０ １

Ｃｅｌｌｕｌａｓｅ ２ Ｄｉｏｘｙｇｅｎａｓｅ＿Ｃ １ Ｐｅｐｔｉｄａｓｅ＿Ｓ４１ １

Ｐｅｐｔｉｄａｓｅ＿Ｍ２０ ２ ＤＰＢＢ＿１ １ Ｐｈｏｓｐｈｏｅｓｔｅｒａｓｅ １

Ｐｏｌｙｓａｃｃ＿ｄｅａｃ＿１ ２ ＤＵＦ３３２８ １ Ｐｏｌｌｅｎ＿ａｌｌｅｒｇ＿１ １

ＳＧＬ ２ ＥＦｈ １ Ｐｏｌｙｓａｃｃ＿ｌｙａｓｅ １

ＳｎｏａＬ＿２ ２ ＥＧＦ １ Ｒｉｂｏｎｕｃｌｅａｓｅ １

ＷＳＣ ２ Ｅｎｔｅｒｏｔｏｘｉｎ＿ａ １ Ｓｔｒ＿ｓｙｎｔｈ １

Ｚｎ＿ｐｅｐｔ ２ ＥｔｈＤ １ Ｔｒｍ１１２ｐ １

ＺｎＭｃ ２ ＥＴＳ １

２.５　 辣椒炭疽病病原菌分泌蛋白的 ＣＯＧ 功能注释

利用 ｅｇｇＮＯＧ￣ｍａｐｐｅｒ ｖ２ 在线数据库对辣椒炭

疽病病原菌的 ３８８ 条分泌蛋白氨基酸序列进行功能

分类ꎬ得到注释信息的有 ３６０ 条ꎮ 通过 ＣＯＧ 功能对

３６０ 条序列分类ꎬ去除 １９７ 条未能分类的序列ꎬ剩下

的 １６３ 条蛋白质氨基酸序列被分为 ８ 类:Ｓ 类(功能
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未知类) ７２ 条ꎬＧ 类(碳水化合物转运代谢类) ５３
条ꎬＯ 类(蛋白质翻译后修饰和伴侣蛋白类)２５ 条ꎬＥ
类(氨基酸转运代谢类)４ 条ꎬＱ 类(次生代谢物的生

物合成、转运和代谢类)３ 条ꎬＺ 类(细胞支架)、Ｍ 类

(细胞壁 /膜 /包膜生物合成)、Ｐ 类(无机离子转运

代谢)各 １ 条(图 ６)ꎮ 除此之外ꎬ有的分泌蛋白氨基

酸序列可以归属于两类功能ꎬ如序列 ＫＡＦ４７７５８４５.１
可归属于 Ｅ 类和 Ｏ 类ꎬＫＡＦ４７７５９０８.１ 可归属于 Ｉ 类
和 Ｑ 类ꎬＫＡＦ４７７９２７８.１ 可归属于 Ｏ 类和 Ｐ 类ꎮ

Ｓ:功能未知类ꎻＧ:碳水化合物转运代谢类ꎻＯ:蛋白质翻译后修

饰和伴侣蛋白类ꎻＥ:氨基酸转运代谢类ꎻＱ:次生代谢物的生物

合成、转运和代谢类ꎻＭ:细胞壁 / 膜 / 包膜生物合成类ꎻＺ:细胞支

架类ꎻＰ:无机离子转运代谢类ꎮ
图 ６　 分泌蛋白 ＣＯＧ 功能分类

Ｆｉｇ.６　 Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｅｃｒｅｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｂｙ ＣＯＧ

２.６　 辣椒炭疽病病原菌分泌蛋白的互作

通过 ＳＴＲＩＮＧ 在线软件分析ꎬ在辣椒炭疽病病

原菌 ３８８ 个分泌蛋白中有 ３２ 个分泌蛋白存在互作

关系ꎬ其余 ３５６ 个分泌蛋白不存在互作关系ꎮ
　 　 进一步分析ꎬＣＦＩＯ０１＿０５００８ 和 ＣＦＩＯ０１＿０６２０９
属于多聚半乳糖醛酸内切酶ꎬ与 ＣＦＩＯ０１ ＿０３０９６、
ＣＦＩＯ０１ ＿ １００３０、 ＣＦＩＯ０１ ＿ ０４８５９、 ＣＦＩＯ０１ ＿ ０８７１５、
ＣＦＩＯ０１ ＿ ０５３２３、 ＣＦＩＯ０１ ＿ ０７３４１、 ＣＦＩＯ０１ ＿ ０３８１１、
ＣＦＩＯ０１＿１０７１７、ＣＦＩＯ０１＿００９０５、ＣＦＩＯ０１＿０１７４５ 这 １０
个蛋白质均有互 作 关 系ꎬ 而 ＣＦＩＯ０１ ＿ ０５００８ 和

ＣＦＩＯ０１＿０６２０９ 之间无互作关系ꎬ ＣＦＩＯ０１ ＿０３０９６、
ＣＦＩＯ０１＿１００３０ 等 １０ 个蛋白质之间也无互作关系ꎮ
ＳＴＲＩＮＧ 网站注释信息显示ꎬＣＦＩＯ０１＿１００３０、ＣＦＩＯ０１＿
０８７１５、ＣＦＩＯ０１＿０５３２３、ＣＦＩＯ０１＿００９０５ 为果胶裂解酶ꎬ
ＣＦＩＯ０１＿０３０９６ 为果胶裂解酶 ＣꎬＣＦＩＯ０１＿０１７４５ 为果

胶裂解酶 ＦꎬＣＦＩＯ０１＿０４８５９、ＣＦＩＯ０１＿０７３４１ 为多糖裂

解酶 ３ 家族成员ꎬＣＦＩＯ０１＿０３８１１、ＣＦＩＯ０１＿１０７１７ 为糖

苷水解酶 ２８ 家族成员ꎮ 同时ꎬ同类别的蛋白质之间

也存在互作关系ꎬＣＦＩＯ０１＿０１７１７ 属于糖苷水解酶 ７
家族成员ꎬ与属于糖苷水解酶 ６ 家族成员 ＣＦＩＯ０１＿
０８５７０ 和糖苷水解酶 ５ 家族成员 ＣＦＩＯ０１＿０８５８８ 之间

有互作关系ꎬＣＦＩＯ０１＿０８５７０ 与糖苷水解酶 ６１ 家族成

员 ＣＦＩＯ０１＿１１８２９ 之间也有互作关系(图 ７)ꎮ

图中蛋白质节点的大小代表该蛋白质互作关系的多少ꎬ节点越大ꎬ则该蛋白质互作关系越多ꎮ
图 ７　 辣椒炭疽病病原菌分泌蛋白的互作情况

Ｆｉｇ.７　 Ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｏｆ ｓｅｃｒｅｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｏｆ ｐｅｐｐｅｒ ａｎｔｈｒａｃｎｏｓｅ ｐａｔｈｏｇｅｎｓ

　 　 通过分泌蛋白互作关系图可见ꎬＣＦＩＯ０１＿０５００８
和 ＣＦＩＯ０１＿０６２０９ 注释信息和互作结果比较相似ꎬ
本研究使用 ＮＣＢＩ 蛋白质数据库 Ｂｌａｓｔｐ 比对再次验

证发现ꎬ这两个蛋白质均为内多聚半乳糖醛酸酶ꎮ
内多聚半乳糖醛酸酶是植物病原真菌分泌的一种

酶ꎬ属于聚半乳糖醛酸酶(ＰｏｌｙｇａｌａｃｔｕｒｏｎａｓｅꎬＰＧ)家
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族ꎬ主要功能包括降解植物细胞壁中的果胶ꎬ破坏细

胞壁完整性以促进病原菌侵染ꎬ并可能参与真菌的

营养吸收过程[２３]ꎮ

３　 讨 论

植物病原菌中分泌蛋白研究已成为植物病理学

研究的热点[２４￣２５]ꎬ植物病原真菌分泌蛋白具有纤维

酶、蛋白酶等酶活性ꎬ可以分解植物细胞壁的主要成

分ꎬ如纤维素等ꎬ从而破坏植物细胞壁的完整性ꎬ有
利于病原菌的侵入[２６]ꎮ 研究分泌蛋白有助于筛选

植物病原菌中的关键致病基因ꎬ揭示病原菌的致病

机理ꎬ对控制病害具有非常重要的作用ꎮ 前期本课

题组对核桃炭疽病病原菌(Ｃ. ｇｌｏｅｏｓｐｏｒｉｏｉｄｅｓ)中的

１８ ４１２个蛋白质用生物信息学方法进行预测得到

２９３ 个分泌蛋白ꎬ占总蛋白质数量的 １.５９％ꎬ核桃炭

疽病病原菌分泌蛋白占比低于辣椒炭疽病病原菌的

分泌蛋白占比ꎬ究其原因ꎬ可能是核桃属于核果类木

本植物ꎬ而辣椒是草本植物ꎬ二者的生长形态和生长

环境不同ꎬ造成病原菌分泌蛋白数量有差异ꎬ后续将

继续开展其差异性研究ꎮ
本研究参考前期课题组对禾谷炭疽病病原菌等

炭疽菌属真菌采用的 ＰｒｏｔＣｏｍｐ 在线预测软件ꎬ对辣

椒炭疽病病原菌 １ ７１７ 个含有信号肽的蛋白质进行

亚细胞定位预测分析ꎬ除了定位到胞外的 ４１５ 个蛋

白质和其他细胞器的 ６２６ 个蛋白质外ꎬ有 ６７６ 个蛋

白质亚细胞定位预测结果为膜结合细胞外受体蛋

白ꎮ 膜结合细胞外受体蛋白主要在细胞膜上起作

用ꎬ如参与细胞信号传导等ꎬ不同于胞外蛋白ꎬ在筛

选分泌蛋白时ꎬ视为不具有分泌蛋白分泌到胞外的

特征ꎮ 但随着生物信息学的发展ꎬ源源不断的生物

信息学软件涌现出来ꎬ例如预测蛋白质的亚细胞定

位就有 ＰｒｏｔＣｏｍｐ、ＷｏＬＦ ＰＳＯＲＴ、Ｃｅｌｌ￣ＰＬｏｃ 等十多个

分析软件ꎬ本研究并未再用其他亚细胞定位软件对

辣椒炭疽病病原菌的蛋白质进行验证ꎮ
另外ꎬ在进行蛋白质结构域和蛋白质互作分析

时ꎬ得到糖苷水解酶家族蛋白质注释和蛋白质互作

关系信息ꎬ前人研究结果表明ꎬ糖苷水解酶参与了植

物病原菌在寄主植物中营养吸收和组织侵染等重要

生物学过程ꎬ具体功能如何ꎬ有待后续进一步研究ꎮ

４　 结 论

本研究通过对辣椒炭疽病病原菌全基因组序列

预测及分析ꎬ明确了其分泌蛋白数量为 ３８８ 个ꎬ占总

蛋白质数量的 ２􀆰 ８９％ꎬ分泌蛋白的氨基酸数量主要

分布于５５~ ３５０ ａａꎬ大多为小分子蛋白质ꎬ组成分泌

蛋白的氨基酸主要是丙氨酸、甘氨酸、丝氨酸ꎮ 分泌

蛋白信号肽长度集中于 １７ ａａ 至 ２１ ａａꎬ所占比例为

６０􀆰 ８２％ꎬ信号肽切割位点为 Ａ￣Ｘ￣Ａ 型ꎬ组成信号肽

的氨基酸残基数量最多的是丙氨酸和亮氨酸ꎬ占比

分别为 ２１􀆰 ９２％和 １６􀆰 ８５％ꎬ疏水性氨基酸占比高能

够帮助信号肽在蛋白质合成过程中与细胞质膜上的

信号识别ꎬ更利于其穿透质膜ꎬ运输到胞外实现对寄

主植物的侵染ꎮ 辣椒炭疽病病原菌分泌蛋白大多为

稳定蛋白ꎬ通过理论等电点分析可知ꎬ酸性蛋白占总

分泌蛋白的 ７０􀆰 １０％ꎮ 用 ＰｒｏｔＳｃａｌｅ 软件预测 ３８８ 个

分泌蛋白均为亲水性蛋白ꎬ亲、疏水性氨基酸残基数

量最多的分别为天冬酰胺、丙氨酸ꎮ
对分泌蛋白进行保守结构域分析ꎬ结果发现有

１５２ 个蛋白质具有明显的保守结构域ꎬ预测到 ＧＨ、
ＰｂＨ１、ＮＰＰ１、ＣＶＮＨ、Ｃｕｔｉｎａｓｅ 等结构域ꎮ 前人研究

结果表明ꎬ脂质酶、纤维素酶和果胶酶能够分解植物

表面的角质素、纤维素和果胶ꎬ从而帮助病原菌侵入

寄主组织和细胞ꎬ这些保守结构域是辣椒炭疽病病

原菌侵染的关键因子ꎮ 利用 ｅｇｇＮＯＧ￣ｍａｐｐｅｒ 对分泌

蛋白进行 ＣＯＧ 功能分类ꎬ可分为 ８ 类ꎬ除去功能未

知的 Ｓ 类ꎬ剩余最多的分类是碳水化合物转运代谢

类(Ｇ 类)ꎬ这一类别大多是果胶酸裂解酶、纤维素

酶等酶类ꎮ 分泌蛋白互作关系分析结果显示ꎬ有 ３２
个分泌蛋白存在互作关系ꎬ有不同类别蛋白质间的

互作如多聚半乳糖醛酸酶和多糖裂解酶互作ꎬ也有

同类蛋白质间的互作如糖苷水解酶 ７ 家族成员与糖

苷水解酶 ６ 家族成员和糖苷水解酶 ５ 家族成员互

作ꎮ 以上结果表明ꎬ辣椒炭疽病病原菌分泌蛋白中

含有大量降解植物细胞壁成分的酶类物质ꎬ为后续

辣椒炭疽病病原菌致病机理的研究提供了理论支

持ꎮ
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