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　 　 摘要:　 由胶孢炭疽菌(Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ ｇｌｏｅｏｓｐｏｒｉｏｉｄｅｓ)引起的辣椒炭疽病ꎬ是制约辣椒产业高质量发展的重要病

害ꎬ明确该病原菌中糖苷水解酶(ＧＨ)的特征与功能ꎬ对解析其致病机制具有重要意义ꎮ 本研究采用生物信息学方

法预测辣椒胶孢炭疽菌中糖苷水解酶蛋白ꎬ通过 ＰｒｏｔＰａｒａｍ、ＰｒｏｔＳｃａｌｅ、ＳＭＡＲＴ 等在线工具分析其理化性质、亲疏水

性及保守结构域ꎬ利用 ＭＥＧＡ １１ 软件构建系统发育树以解析遗传关系ꎬ并借助 ＥｇｇＮＯＧ￣ｍａｐｐｅｒ 工具进行直系同源

簇(ＣＯＧ)蛋白功能注释ꎮ 结果显示ꎬ在该病原菌中共预测到 ２４ 个糖苷水解酶蛋白ꎬ多数为酸性、稳定的疏水性蛋

白质ꎬ氨基酸数量集中于 ２０１ ａａ 至 ４００ ａａꎬ且含有糖苷水解酶保守结构域的糖苷水解酶主要归属于 ＧＨ２８ 亚家族ꎻ
系统发育树将 ２４ 个糖苷水解酶划分为 ３ 大类ꎻＣＯＧ 功能注释表明ꎬ这些酶主要参与碳水化合物的转运与代谢ꎬ同
时在蛋白质翻译后修饰及伴侣蛋白调控等生物过程中发挥作用ꎮ 本研究明确了辣椒胶孢炭疽菌中糖苷水解酶的

数量、理化特性及功能定位ꎬ为深入揭示该病原菌的致病分子机制、精准挖掘病原菌防治靶点、研发新型生物防治

技术提供了重要理论支撑ꎬ同时对保障辣椒产业安全生产具有很高的实践价值ꎮ
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中图分类号:　 Ｓ４３６.４１８.１１　 　 　 文献标识码:　 Ａ　 　 　 文章编号:　 １０００￣４４４０(２０２５)１０￣１９２６￣１０

Ｆｉｎｄｉｎｇ ａｎｄ ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｇｌｙｃｏｓｉｄｅ ｈｙｄｒｏｌａｓｅ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ Ｃｏｌｌｅ￣
ｔｏｔｒｉｃｈｕｍ ｇｌｏｅｏｓｐｏｒｉｏｉｄｅｓ ｏｆ ｐｅｐｐｅｒ

ＧＯＮＧ Ｆｅｎｇｚｈｅｎ１ꎬ２ꎬ　 ＬＹＵ Ｊｕｎｔｉｎｇ１ꎬ　 ＨＯＵ Ｃｈａｏｙｉｎｇ１ꎬ　 ＨＡＮ Ｃｈａｎｇｚｈｉ１

(１.Ｆｏｒｅｓｔｒｙ Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｓｏｕｔｈｗｅｓｔ Ｆｏｒｅｓｔｒｙ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ / Ｔｈｅ Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｆｏｒｅｓｔ Ｄｉｓａｓｔｅｒ Ｗａｒｎｉｎｇ ａｎｄ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｏｆ Ｙｕｎｎａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｋｕｎｍｉｎｇ ６５０２２４ꎬ
Ｃｈｉｎａꎻ ２.Ｆｏｒｅｓｔｒｙ Ｂｕｒｅａｕ ｏｆ Ｙｕｅｙａｎｇ Ｃｉｔｙꎬ Ｙｕｅｙａｎｇ ４１４０００ꎬ Ｃｈｉｎａ)

　 　 Ａｂｓｔｒａｃｔ:　 Ｐｅｐｐｅｒ ａｎｔｈｒａｃｎｏｓｅꎬ ｃａｕｓｅｄ ｂｙ Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ ｇｌｏｅｏｓｐｏｒｉｏｉｄｅｓꎬ ｉｓ ａ ｍａｊｏｒ ｄｉｓｅａｓｅ ｔｈａｔ ｒｅｓｔｒｉｃｔｓ ｔｈｅ ｈｉｇｈ￣
ｑｕａｌｉｔｙ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｔｈｅ ｐｅｐｐｅｒ ｉｎｄｕｓｔｒｙ. Ｃｌａｒｉｆｙｉｎｇ ｔｈｅ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ａｎｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ ｏｆ ｇｌｙｃｏｓｉｄｅ ｈｙｄｒｏｌａｓｅｓ (ＧＨｓ) ｉｎ
ｔｈｉｓ ｐａｔｈｏｇｅｎ ｉｓ ｏｆ ｇｒｅａｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ ｆｏｒ ｄｅｃｉｐｈｅｒｉｎｇ ｉｔｓ ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ. Ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙꎬ ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃ ｍｅｔｈｏｄｓ ｗｅｒｅ
ｕｓｅｄ ｔｏ ｐｒｅｄｉｃｔ ｔｈｅ ＧＨ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ ｇｌｏｅｏｓｐｏｒｉｏｉｄｅｓ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ ｐｅｐｐｅｒ. Ｏｎｌｉｎｅ ｔｏｏｌｓ ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ ＰｒｏｔＰａｒａｍꎬ
ＰｒｏｔＳｃａｌｅꎬ ａｎｄ ＳＭＡＲＴ ｗｅｒｅ ｅｍｐｌｏｙｅｄ ｔｏ ａｎａｌｙｚｅ ｔｈｅ ｐｈｙｓｉｃｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓꎬ ｈｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃｉｔｙꎬ ａｎｄ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｄｏｍａｉｎｓ

ｏｆ ｔｈｅｓｅ ｐｒｏｔｅｉｎｓ. ＭＥＧＡ １１ ｓｏｆｔｗａｒｅ ｗａｓ ｕｔｉｌｉｚｅｄ ｔｏ
ｃｏｎｓｔｒｕｃｔ ａ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｆｏｒ ａｎａｌｙｚｉｎｇ ｇｅｎｅｔｉｃ
ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｓꎬ ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ＥｇｇＮＯＧ￣ｍａｐｐｅｒ ｔｏｏｌ ｗａｓ ａｐｐｌｉｅｄ
ｆｏｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ ｏｆ ｏｒｔｈｏｌｏｇｏｕｓ ｇｒｏｕｐ (ＣＯＧ) ｐｒｏ￣
ｔｅｉｎｓ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ａ ｔｏｔａｌ ｏｆ ２４ ＧＨ ｐｒｏｔｅｉｎｓ
ｗｅｒｅ ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｐａｔｈｏｇｅｎ. Ｍｏｓｔ ｏｆ ｔｈｅｓｅ ｐｒｏｔｅｉｎｓ
ｗｅｒｅ ａｃｉｄｉｃꎬ ｓｔａｂｌｅꎬ ａｎｄ ｈｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃꎬ ｗｉｔｈ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ
ｌｅｎｇｔｈｓ ｒａｎｇｉｎｇ ｆｒｏｍ ２０１ ａａ ｔｏ ４００ ａａ. Ｍｏｒｅｏｖｅｒꎬ ｇｌｙｃｏｓｉｄｅ

６２９１



ｈｙｄｒｏｌａｓｅｓ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ＧＨ ｄｏｍａｉｎｓ ｗｅｒｅ ｍａｉｎｌｙ ｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ＧＨ２８ ｓｕｂｆａｍｉｌｙ. Ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ
ｔｒｅｅꎬ ｔｈｅ ２４ ｇｌｙｃｏｓｉｄｅ ｈｙｄｒｏｌａｓｅｓ ｗｅｒｅ ｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ ｉｎｔｏ ｔｈｒｅｅ ｍａｊｏｒ ｃａｔｅｇｏｒｉｅｓ. ＣＯＧ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅｓｅ
ｅｎｚｙｍｅｓ ｗｅｒｅ ｐｒｉｍａｒｉｌｙ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｔｒａｎｓｐｏｒｔ ａｎｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｏｆ ｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅｓꎬ ａｎｄ ａｌｓｏ ｐｌａｙｅｄ ｒｏｌｅｓ ｉｎ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ
ｐｒｏｃｅｓｓｅｓ ｓｕｃｈ ａｓ ｐｏｓｔ￣ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎａｌ ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ａｎｄ ｃｈａｐｅｒｏｎｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ. Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｃｌａｒｉｆｉｅｓ ｔｈｅ ｎｕｍ￣
ｂｅｒꎬ ｐｈｙｓｉｃｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓꎬ ａｎｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｇｌｙｃｏｓｉｄｅ ｈｙｄｒｏｌａｓｅｓ ｉｎ Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ ｇｌｏｅｏｓｐｏｒｉｏｉｄｅｓ ｏｆ ｐｅｐ￣
ｐｅｒ. Ｉｔ ｐｒｏｖｉｄｅｓ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ ｓｕｐｐｏｒｔ ｆｏｒ ｉｎ￣ｄｅｐｔｈ ｅｘｐｌｏｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｔｈｉｓ ｐａｔｈｏ￣
ｇｅｎꎬ ａｃｃｕｒａｔｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔａｒｇｅｔｓ ｆｏｒ ｐａｔｈｏｇｅｎ ｃｏｎｔｒｏｌꎬ ａｎｄ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｎｏｖｅｌ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ. Ｍｅａｎ￣
ｗｈｉｌｅꎬ ｉｔ ｈｏｌｄｓ ｈｉｇｈ ｐｒａｃｔｉｃａｌ ｖａｌｕｅ ｆｏｒ ｅｎｓｕｒｉｎｇ ｔｈｅ ｓａｆｅ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｐｅｐｐｅｒ ｉｎｄｕｓｔｒｙ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:　 ｐｅｐｐｅｒꎻ Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ ｇｌｏｅｏｓｐｏｒｉｏｉｄｅｓꎻ ｓｅｃｒｅｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎꎻ ｇｌｙｃｏｓｉｄｅ ｈｙｄｒｏｌａｓｅ

　 　 辣椒(Ｃａｐｓｉｃｕｍ ａｎｎｕｕｎ)原产于南美洲[１]ꎬ既是

助农增收的重要蔬菜ꎬ其提取物还可应用于工业生

产ꎬ同时因富含多种营养成分ꎬ也被广泛用于医药健

康产业ꎮ 中国地域辽阔ꎬ自然环境多样ꎬ不同的气候

与土壤条件孕育出了适应各地环境条件的辣椒品

种ꎬ如遵义朝天椒、柘城辣椒、金乡辣椒、三樟黄贡椒

等都是具有代表性的地方品种ꎮ 随着辣椒产业发

展ꎬ辣椒炭疽病、病毒病及疫病等多种病害的发生愈

发严重[２]ꎮ 胶孢炭疽菌 ( Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ ｇｌｏｅｏｓｐｏｒｉ￣
ｏｉｄｅｓ)是引起辣椒炭疽病的病原之一[３]ꎬ此外ꎬ它还

能侵染多种农林植物并引发炭疽病ꎮ 目前已有研究

结果表明ꎬ该病菌可危害桃、杧果、葡萄、草莓等经济

作物ꎬ造成很大的经济损失ꎮ 前人对该病菌的研究

主要集中在形态特征、生活史及遗传关系等方

面[４]ꎮ 胶孢炭疽菌产生的分生孢子通过风雨、昆虫

等媒介传播到健康的辣椒植株上ꎬ进而导致炭疽病

的发生[２]ꎮ 目前生产上主要采用化学药物和植物

提取物防治辣椒炭疽病[５]ꎬ化学药物包括苯并咪唑

类、三唑类及甲氧基丙烯酸酯类等ꎻ植物提取物有爵

床提取物[６]、云麻提取物[７] 以及植物源抗生素大蒜

素[８]等ꎮ
碳水化合物活性酶(ＣＡＺｙｍｅ)在真菌的生命活

动中扮演着关键角色ꎬ它能帮助真菌破坏植物细胞

壁ꎬ进而实现对植物的侵染ꎬ同时还能助力真菌吸收

碳源营养以及适应周围环境[９]ꎮ 为了更好地研究

碳水化合物活性酶ꎬ专家根据其功能建立了碳水化

合物活性酶数据库ꎬ其中包含多种不同的蛋白酶家

族ꎬ如糖苷水解酶(ＧＨ)、糖基转移酶(ＧＴ)等[１０]ꎮ
糖苷水解酶是一类具有重要功能的酶ꎬ它能够通过

内切或外切的方式ꎬ作用于各种含糖化合物中的糖

苷键ꎬ从而生成单糖、寡糖或糖复合物等[１１]ꎮ 此外ꎬ
糖苷水解酶还具备调控植物免疫反应和激活植物防

御系统的能力[１２]ꎮ 不过ꎬ糖苷水解酶的活性会受到

多种因素的影响ꎬ例如温度、ｐＨ 值、光照、不同的培

养基、不同的碳氮源以及金属离子等[１３]ꎮ 糖苷水解

酶可划分为多个亚家族ꎬ如 ＧＨ３、ＧＨ６、ＧＨ１８ 等亚家

族[１４]ꎬ目前已确定有 １７３ 个亚家族ꎮ 不同亚家族的

糖苷水解酶作用对象不同ꎬ它们会作用于不同的糖

苷键ꎬ比如 ＧＨ３ 亚家族的糖苷水解酶主要作用于 β￣
葡萄糖苷键ꎬ其功能是通过水解这类键来参与碳水

化合物的代谢[１５]ꎻＧＨ１８ 亚家族的糖苷水解酶主要

与几丁质酶的活性相关ꎬ能够水解几丁质中的糖苷

键ꎬ在植物防御真菌病害方面发挥重要作用[１６]ꎮ 糖

苷水解酶在不同植物病原菌中呈现出不同的分布特

征ꎮ 虽然糖苷水解酶在微生物中广泛存在ꎬ但并非

所有微生物都含有糖苷水解酶[１１]ꎮ 在一些具体的

病原菌中ꎬ糖苷水解酶的作用也十分显著ꎬ例如在稻

瘟病病菌中ꎬ糖苷水解酶主要负责分解宿主中的重

要复杂碳水化合物ꎬ为菌体的生命活动提供所需的

营养物质[１７]ꎻ在希金斯炭疽菌中ꎬ糖苷水解酶同样

发挥着致病的功能[１８]ꎮ 除了在病原菌中起作用ꎬ糖
苷水解酶在其他多个领域也有广泛应用ꎮ 在医药方

面ꎬ它已被应用于生产人参皂苷及其衍生物[１９]ꎻ在
食品工业方面ꎬ可利用糖苷水解酶促进酿酒过程中

糖基化物质的水解ꎬ从而增加葡萄酒的香气ꎬ改善其

品质等[２０]ꎻ在生物防治领域ꎬ糖苷水解酶能够调节

玉米中的一些生物合成反应ꎬ进而增强玉米对一些

真菌性病害和玉米螟等害虫的抗性[２１]ꎮ
碳水化合物依据其聚合程度可分为单糖、双

糖、寡糖和多糖 ４ 大类[２２] ꎮ 在相关研究中ꎬ前期项

目组基于全基因组数据ꎬ对禾谷炭疽菌[２３] 、希金斯

炭疽菌[２４]的糖苷水解酶开展了互作蛋白的筛选与

分析ꎬ结果明确这 ２ 种病菌中糖苷水解酶蛋白的

互作模式均可划分为 ３ 大类ꎮ 窦文俊等[２５] 通过比

较基因组学对黏菌糖苷水解酶基因家族进行分

析ꎬ共注释到 ４０ 个糖苷水解酶亚家族ꎬ其中 ＧＨ１３
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亚家族成员数量占比最高ꎬ且该亚家族糖苷水解

酶具有稳定性高、亲水性强及胞外分泌的特性ꎮ
目前ꎬ已有研究对玉米大斑病病菌[２６] 、希金斯炭疽

菌、禾谷炭疽菌、禾谷镰孢菌[２７]等病菌的糖苷水解

酶完成了蛋白质互作及相关分析ꎮ 本项目组前期

已对辣椒炭疽病病菌斯高维尔炭疽菌(Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉ￣
ｃｈｕｍ ｓｃｏｖｉｌｌｅｉ)强致病菌株 ＴＪＮＨ１ 的全基因组序列

进行了分泌蛋白的筛选及生物信息学分析[２８] ꎮ 然

而ꎬ关于辣椒炭疽病病菌中糖苷水解酶蛋白的系

统性分析仍存在空白ꎮ 本研究拟基于全基因组数

据ꎬ对辣椒胶胞炭疽菌中糖苷水解酶蛋白的数量

进行预测ꎬ并系统开展其理化性质、保守结构域、
亲疏水性、进化关系及直系同源簇( ＣＯＧ)蛋白功

能等方面的分析ꎬ为深入解析辣椒炭疽病病菌中

糖苷水解酶的功能提供理论基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 数据来源

本研究从 ＮＣＢＩ 数据库下载辣椒炭疽病病菌菌

株(登录号为 ＧＣＦ＿０１１８０００５５.１)全部蛋白质的氨基

酸序列ꎬ依据分泌蛋白的典型特征(如含信号肽、无
跨膜结构域等[２９] )筛选获得该菌株的分泌蛋白ꎻ随
后将分泌蛋白与碳水化合物活性酶数据库(ｈｔｔｐ: / /
ｗｗｗ.ｃａｚｙ.ｏｒｇ / )进行比对注释ꎬ筛选出糖苷水解酶ꎬ
并对其理化性质、亲疏水性、保守结构域、ＣＯＧ 蛋白

功能及进化关系等进行分析ꎮ
１.２　 糖苷水解酶蛋白找寻

首先从 ＮＣＢＩ 数据库中获取辣椒炭疽病病菌的

全基因组序列ꎬ随后依据分泌蛋白的典型特征ꎬ运用

系列在线工具开展针对性预测分析:通过 ＳｉｇｎａｌＰ ６.０
(ｈｔｔｐｓ: / / ｓｅｒｖｉｃｅｓ. ｈｅａｌｔｈｔｅｃｈ. ｄｔｕ. ｄｋ / ｓｅｒｖｉｃｅｓ / ＳｉｇｎａｌＰ￣
６.０ / ) [３０]进行信号肽预测ꎬ利用 ＰｒｏｔＣｏｍｐ ９.０[３１] 进行

亚细胞定位预测ꎬ借助 ＴＭＨＭＭ ｖ２.０[３２]进行跨膜结构

域预测ꎬ通过 ＢＩＧ￣ＰＩ Ｆｕｎｇａｌ ｐｒｅｄｉｃｔｏｒ 进行 ＧＰＩ 锚定

位点预测ꎬ同时使用 ＴａｒｇｅｔＰ ｖ２.０[３３]进行转运肽预测ꎮ
将同时满足上述 ５ 项筛选标准的蛋白质定义为辣椒

炭疽病病菌的分泌蛋白ꎬ统计分泌蛋白总数并提取其

完整氨基酸序列ꎮ 进一步从 ＣＡＺｙ 数据库(ｈｔｔｐ: / /
ｗｗｗ.ｃａｚｙ.ｏｒｇ / ) [３４]中筛选出分泌蛋白中属于 ＧＨ 家族

酶蛋白氨基酸序列ꎬ随后采用多种工具对 ＧＨ 家族酶

蛋白氨基酸序列进行系统分析:利用 Ｐｒｏｔｏｐａｒａｍ 工具

分析其理化性质ꎬ应用 ＰｒｏｔＳｃａｌｅ 工具分析其疏水性

特征ꎬ借助 ＳＭＡＲＴ 工具分析其保守结构域ꎬ用 ｅｇｇ￣
ＮＯＧ￣ｍａｐｐｅｒ 工具注释其 ＣＯＧ 蛋白功能ꎬ同时通过

ＭＥＧＡ １１ 软件构建进化树以分析其遗传关系ꎮ 最

终明确辣椒炭疽病病菌中 ＧＨ 的数量、种类、功能及

遗传关系等关键信息ꎬ为深入解析该病原菌的致病

机制、筛选新型防治靶点等研究提供基础数据支撑ꎮ
关于糖苷水解酶蛋白找寻的研究路线见图 １ꎮ
１.３　 糖苷水解酶生物信息学分析

１. ３. １ 　 理化性质分析 　 利用 Ｐｒｏｔｐａｒａｍ 在线工

具[３５]ꎬ对糖苷水解酶蛋白的理论等电点、相对分子

量、脂溶性指数、氨基酸残基数量、不稳定系数、脂肪

族氨基酸指数等理化参数进行预测分析ꎬ采用Ｏｒｉｇｉｎ
或 Ｇｒａｐｈ Ｐａｄ 软件对分析结果进行可视化作图ꎮ
１.３. ２ 　 疏水性分析预测 　 利用 ＰｒｏｔＳｃａｌｅ 在线工

具[３５]对糖苷水解酶蛋白的疏水性进行预测ꎬ统计

疏水性与亲水性氨基酸残基的分布特征ꎮ 该分析

可明确蛋白质的亲水区域与疏水区域ꎬ为判断糖

苷水解酶蛋白是否为膜蛋白及潜在跨膜区域提供

依据ꎮ
１.３.３　 保守结构域分析　 通过 ＳＭＡＲＴ 在线分析工

具[２９]预测糖苷水解酶蛋白的保守结构域特征ꎬ记录

并保存保守结构域图谱ꎬ最终对结构域组成及功能

关联性进行分析并作图展示ꎮ
１.３.４　 遗传进化关系分析　 使用 ＭＥＧＡ １１ 软件[３６]

对目标糖苷水解酶蛋白氨基酸序列进行多重序列比

对ꎬ基于比对结果构建遗传进化树ꎬ进而分析其遗传

亲缘关系ꎮ
１.３.５　 ＣＯＧ 蛋白功能注释与聚类分析 　 通过 Ｅｇｇ￣
ＮＯＧ￣ｍａｐｐｅｒ 在线工具及 ＥｇｇＮＯＧ 数据库[３７]ꎬ对糖

苷水解酶蛋白氨基酸序列进行 ＣＯＧ 功能注释ꎬ同时

完成功能聚类分析ꎬ明确其在进化过程中的功能分

类及同源蛋白质关联ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 辣椒胶孢炭疽菌中糖苷水解酶找寻

２.１.１　 信号肽预测 　 本研究利用在线预测网站对

辣椒胶孢炭疽菌的蛋白质氨基酸序列进行分析ꎬ结
果(表 １)显示ꎬ在辣椒胶孢炭疽菌的１５ ３６７个蛋白

质氨基酸序列中ꎬ有１ ９７４个具有典型的 Ｎ￣端信号

肽ꎬ占总蛋白质氨基酸序列数的 １２􀆰 ８４％ꎮ 蛋白质

中信号肽切割位点以 １８ ａａ 至 １９ ａａ 之间的数量最

多ꎮ
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图 １　 糖苷水解酶蛋白找寻的研究路线

Ｆｉｇ.１　 Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｒｏｕｔｅ ｆｏｒ ｔｈｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｇｌｙｃｏｓｉｄｅ ｈｙｄｒｏｌａｓｅ ｐｒｏｔｅｉｎｓ

表 １　 信号肽切割位点统计

Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｓｉｇｎａｌ ｐｅｐｔｉｄｅ ｃｌｅａｖａｇｅ ｓｉｔｅｓ

切割位点
(ａａ)

数量
(个)

切割位点
(ａａ)

数量
(个)

切割位点
(ａａ)

数量
(个)

切割位点
(ａａ)

数量
(个)

１３~１４ ２ ２２~２３ １２９ ３１~３２ ２４ ４０~４１ ５

１４~１５ ６ ２３~２４ １２３ ３２~３３ ５ ４２~４３ １

１５~１６ ３７ ２４~２５ ９１ ３３~３４ １２ ４３~４４ １

１６~１７ １０７ ２５~２６ ５７ ３４~３５ ６ ４４~４５ ４

１７~１８ １９２ ２６~２７ ４５ ３５~３６ ６ ４５~４６ ０

１８~１９ ２９５ ２７~２８ ２８ ３６~３７ ５ ４６~４７ １

１９~２０ ２８９ ２８~２９ ２４ ３７~３８ １ ４８~４９ ２

２０~２１ ２４０ ２９~３０ ３２ ３８~３９ ３ ４９~５０ １

２１~２２ １８１ ３０~３１ １５ ３９~４０ ２ ５０~５１ ２

２.１.２　 亚细胞定位预测 　 进一步对含有 Ｎ￣端信号

肽的１ ９７４个蛋白质进行亚细胞定位预测分析ꎬ结果

(表 ２)发现ꎬ定位在膜结合细胞外受体、细胞外和质

膜的蛋白质数量较多ꎬ分别为 ７６５ 个、５０７ 个和 ２６６
个ꎻ定位在细胞核和液泡内的蛋白质数量较少ꎬ分别

为 １１ 个、８ 个ꎮ

表 ２　 亚细胞定位结果

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ

亚细胞定位　 　 蛋白质数量
(个) 亚细胞定位　 蛋白质数量

(个)

膜结合胞外受体 ７６５ 溶酶体 ５８

细胞外 ５０７ 内质网 ５６

质膜 ２６６ 过氧化酶体 ２６

线粒体 １８１ 细胞核 １１

细胞质 ６６ 液泡 ８

高尔基体 ３２

２.１.３　 跨膜结构域预测　 对 ５０７ 个胞外蛋白质进行

跨膜结构域分析ꎬ发现其中有 ４７５ 个蛋白质氨基酸

序列没有跨膜结构域ꎬ３０ 个蛋白质氨基酸序列有 １
个跨膜结构域ꎬ２ 个蛋白质氨基酸序列具有 ２ 个跨

膜结构域ꎮ
２.１.４ ＧＰＩ 锚定位点预测 　 对不含跨膜结构域(４７５
个)和含有 １ 个跨膜结构域(３０ 个)的 ５０５ 个蛋白质

氨基酸序列进行 ＧＰＩ 锚点定位预测ꎮ 结果显示ꎬ有
３０ 个蛋白质氨基酸序列具有 ＧＰＩ 锚点位点ꎬ剩余

４７５ 个蛋白质氨基酸序列没有 ＧＰＩ 锚点位点ꎮ
２.１.５ Ｔａｒｇｅｔ 信号肽预测 　 对 ４７５ 个没有 ＧＰＩ 锚定

位点的蛋白质信号肽进行验证分析ꎬ最终明确辣椒

胶孢炭疽菌中具有典型特征的分泌蛋白数量为 ４７５
个ꎬ占总蛋白质数量的 ３􀆰 ０９％ꎮ
２.１.６　 碳水化合物活性酶的预测　 对辣椒胶孢炭疽

菌中分泌蛋白氨基酸序列进行比对注释ꎬ共注释到
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５３ 个碳水化合物活性酶ꎬ其中有 ２４ 个糖苷水解酶

(表 ３)ꎬ占比达 ４５􀆰 ２８％ꎻ其次为辅助活性酶(ＡＡ)ꎬ１１
个ꎻ碳水化合物酯酶和多糖裂解酶分别有 ８ 个、９ 个ꎻ
碳水化合物结合模块(ＣＢＭ)最少ꎬ仅 １ 个(图 ２)ꎮ 对

糖苷水解酶的分析结果表明ꎬ６ 个糖苷水解酶归属

ＧＨ２８ 亚家族ꎬ此外还含有 ＧＨ１１、ＧＨ１２、ＧＨ３、ＧＨ１２８、
ＧＨ６、ＧＨ６２、ＧＨ１６ ＿２３、ＧＨ５、ＧＨ１３１、ＧＨ２９、ＧＨ５ ＿２３、
ＧＨ２０、ＧＨ５＿７、ＧＨ１３２、ＧＨ４５、ＧＨ４３＿２１、ＧＨ３２ 等亚家

族ꎮ 对辅助活性酶的分析结果表明ꎬＡＡ９ 占比最高ꎬ
另外还含有 ＡＡ１、ＡＡ１１、ＡＡ７、ＡＡ１６ 等ꎮ 对多糖裂解酶

分析发现ꎬ多糖裂解酶中占比最高的为 ＰＬ３＿２ꎬ此外

还含有 ＰＬ９＿３、ＰＬ４＿３、ＰＬ１＿７、ＰＬ４＿１ 等ꎮ 对碳水化合

物酯酶分析发现ꎬ碳水化合物酯酶中占比最高的为

ＣＥ５ꎬ此外还有 ＣＥ８、ＣＥ３、ＣＥ１２、ＣＥ１６ 等ꎮ 碳水化合

物结合模块中仅含有 ＣＢＭ６３ꎮ

表 ３　 辣椒胶孢炭疽菌中的糖苷水解酶

Ｔａｂｌｅ ３ 　 Ｇｌｙｃｏｓｉｄｅ ｈｙｄｒｏｌａｓｅｓ ｉｎ Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ ｇｌｏｅｏｓｐｏｒｉｏｉｄｅｓ ｏｆ
ｐｅｐｐｅｒ

糖苷水解酶
蛋白 ＩＤ 归属亚家族　 糖苷水解酶

蛋白 ＩＤ 归属亚家族　

ＸＰ＿０４５２５６１４４.１ ＧＨ１１ ＸＰ＿０４５２６２７９４.１ ＧＨ２０
ＸＰ＿０４５２５６３１７.１ ＧＨ２８ ＸＰ＿０４５２６３５４５.１ ＧＨ５
ＸＰ＿０４５２５６７６２.１ ＧＨ１２ ＸＰ＿０４５２６３７５５.１ ＧＨ２８
ＸＰ＿０４５２５６８７２.１ ＧＨ３ ＸＰ＿０４５２６４０７７.１ ＧＨ１３２
ＸＰ＿０４５２５７００５.１ ＧＨ１２８ ＸＰ＿０４５２６４３３５.１ ＧＨ２８
ＸＰ＿０４５２５８８５１.１ ＧＨ６ ＸＰ＿０４５２６４４４７.１ ＧＨ４５
ＸＰ＿０４５２５９８８９.１ ＧＨ６２ ＸＰ＿０４５２６４６４５.１ ＧＨ４３＿２１
ＸＰ＿０４５２６００２９.１ ＧＨ２８ ＸＰ＿０４５２６４９１９.１ ＧＨ２８
ＸＰ＿０４５２６０４３０.１ ＧＨ１６＿２３ ＸＰ＿０４５２６４９４６.１ ＧＨ５＿７
ＸＰ＿０４５２６１０７５.１ ＧＨ１３１ ＸＰ＿０４５２６５１６７.１ ＧＨ２８
ＸＰ＿０４５２６１１２０.１ ＧＨ２９ ＸＰ＿０４５２６５２１９.１ ＧＨ３２
ＸＰ＿０４５２６２２８９.１ ＧＨ５＿２３ ＸＰ＿０４５２６５４３８.１ ＧＨ１３１

２.２　 辣椒胶孢炭疽菌中糖苷水解酶的生物信息学

２.２.１　 理化性质　 糖苷水解酶预测流程见图 ３ꎮ 对

辣椒胶孢炭疽菌中分泌蛋白氨基酸序列注释到的 ２４
个糖苷水解酶进行不稳定系数预测分析ꎬ结果发现其

中稳定蛋白 ２０ 个ꎬ不稳定蛋白 ４ 个ꎬ最大不稳定系数

为 ４５􀆰 ４２ꎬ最小不稳定系数为 １５􀆰 ５６ꎮ 对分泌蛋白的

理论等电点进行分析ꎬ结果(图 ４)发现ꎬ理论等电点

位于５􀆰 ０１~６􀆰 ００ 的蛋白质数量最多ꎬ有 １３ 个ꎬ所占比

例为 ５４􀆰 １６％ꎻ位于４􀆰 ０１~ ５􀆰 ００ 和位于６􀆰 ０１~ ７􀆰 ００ 的

蛋白质数量位居第 ２ꎬ各有 ４ 个ꎻ位于８􀆰 ０１~９􀆰 ００ 的蛋

白质数量最少ꎬ仅有 １ 个ꎮ 理论等电点最低值为

ＣＢＭ:碳水化合物结合模块中活性酶ꎻＰＬ:多糖裂解酶ꎻＡＡ:辅助

活性酶ꎻＣＥ:碳水化合物酯酶ꎻＧＨ:糖苷水解酶ꎮ
图 ２　 碳水化合物活性酶中各种酶类数量

Ｆｉｇ.２　 Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｅｎｚｙｍｅｓ ｉｎ ｖａｒｉｏｕｓ ｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅ￣ａｃｔｉｖｅ ｅｎ￣
ｚｙｍｅ ｃｌａｓｓｅｓ

图 ３　 糖苷水解酶预测流程图

Ｆｉｇ.３　 Ｆｌｏｗｃｈａｒｔ ｆｏｒ ｇｌｙｃｏｓｉｄｅ ｈｙｄｒｏｌａｓｅ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ

４􀆰 ４３ꎬ最高值为 ８􀆰 ８７ꎬ理论等电点小于 ７􀆰 ００ 的蛋白质

为酸性蛋白质ꎬ数量为 ２１ 个ꎬ占比达 ８７􀆰 ５０％ꎮ 对糖

苷水解酶蛋白氨基酸数量进行分析ꎬ结果发现氨基酸

数量在 ２０１ ａａ 至 ３００ ａａ 之间和 ３０１ ａａ 至 ４００ ａａ 间的

蛋白质数量分别有 ８ 个ꎬ氨基酸数量在 ４０１ ａａ 至 ５００
ａａ 间的蛋白质数量有 ４ 个ꎬ氨基酸数量在 １０１ ａａ 至

２００ ａａ 间的蛋白质数量为 ３ 个ꎬ氨基酸数量在 ５０１ ａａ
至 ６００ ａａ 之间的蛋白质数量仅有 １ 个ꎮ 对糖苷水解

酶蛋白的相对分子量进行分析发现ꎬ相对分子量最小

的为２４ ０１９􀆰 ５６ꎬ最大的为１００ ６９１􀆰 １２ꎬ平均相对分子

量为４４ ２３２􀆰 ０９ꎮ 对糖苷水解酶蛋白的亲水性总平均
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值分析发现ꎬ亲水性总平均值都小于 ０ꎬ其中最小亲

水性总平均值为－０􀆰 ４５３ꎬ最大的为－０􀆰 ００９ꎮ

图 ４　 辣椒胶孢炭疽菌中 ＧＨ 酶蛋白的理论等电点图

Ｆｉｇ.４　 Ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ ｉｓｏｅｌｅｃｔｒｉｃ ｐｏｉｎｔ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｇｌｙｃｏｓｉｄｅ ｈｙｄｒｏ￣
ｌａｓｅ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ ｇｌｏｅｏｓｐｏｒｉｏｉｄｅｓ ｏｆ ｐｅｐｐｅｒ

２.２.２　 信号肽切割位点　 结合表 ４ 与图 ５ 分析可知ꎬ
辣椒炭疽菌中糖苷水解酶的信号肽切割位点主要以

丙氨酸(Ａ)、缬氨酸(Ｖ)、谷氨酰胺(Ｑ)、脯氨酸(Ｐ)
等氨基酸残基为核心构成ꎮ 且氨基酸残基组成在－３
和－１位呈现出相对保守的特点ꎬ尤其是在－１位符合

典型的 Ａ￣Ｘ￣Ａ 类切割类型特征ꎮ 通过对各条目进行

计数、统计和计算可知ꎬ在－１位切割位点ꎬ丙氨酸数量

最高ꎬ为 １１ 个ꎬ所占比例达 ４５􀆰 ８３％ꎻ缬氨酸数量次

之ꎬ为 ７ 个ꎬ占比 ２９􀆰 １６％ꎮ 在－２位切割位点ꎬ丙氨酸、
丝氨酸数量最高ꎬ分别为 ８ 个、４ 个ꎬ占比依次为

３３􀆰 ３３％、１６􀆰 ６６％ꎮ 在－３位切割位点ꎬ丙氨酸数量占据

绝对优势ꎬ为 １８ 个ꎬ占比 ７５􀆰 ００％ꎻ甘氨酸(Ｇ)和精氨

酸(Ｒ) 数量相对次之ꎬ分别为 ３ 个、２ 个ꎬ占比为

１２􀆰 ５０％、８􀆰 ３３％ꎮ 在 １ 位切割位点ꎬ谷氨酰胺数量最

高ꎬ为 ８ 个ꎬ占比 ３３􀆰 ３３％ꎻ丙氨酸数量次之ꎬ为 ３ 个ꎬ
占比 １２􀆰 ５０％ꎮ 在 ２ 位切割位点ꎬ脯氨酸和丙氨酸数

量最高ꎬ均为 ５ 个ꎬ各占比 ２０􀆰 ８３％ꎮ
２.２.３　 疏水性　 分泌蛋白亲疏水性分析结果表明ꎬ
２４ 个糖苷水解酶蛋白均为疏水性蛋白ꎬ高疏水性氨

基酸残基包括丙氨酸、亮氨酸、异亮氨酸、苏氨酸、缬
氨酸、苯丙氨酸、半胱氨酸ꎮ 其中排名前 ２ 位的分别

为丙氨酸(７ 个)、亮氨酸(５ 个)ꎬ分别占糖苷水解酶

蛋白数量的 ２９􀆰 １７％和 ２０􀆰 ８３％ꎻ数量最少的为苏氨

酸、半胱氨酸ꎬ均有 １ 个ꎮ 高亲水性氨基酸包括天冬

酰胺、酪氨酸、赖氨酸、天冬氨酸、组氨酸、甘氨酸、脯
氨酸、丝氨酸ꎬ其中排名最前的为天冬氨酸(５ 个)ꎬ
占比 ２０􀆰 ８３％ꎻ数量最少的为组氨酸和脯氨酸ꎬ各 １
个ꎮ

表 ４　 糖苷水解酶蛋白信号肽切割位点氨基酸类型

Ｔａｂｌｅ ４　 Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｔｙｐｅｓ ａｔ ｓｉｇｎａｌ ｐｅｐｔｉｄｅ ｃｕｔｔｉｎｇ ｓｉｔｅｓ ｉｎ ｇｌｙｃｏｓｉｄｅ
ｈｙｄｒｏｌａｓｅ ｐｒｏｔｅｉｎｓ

糖苷水解酶　
蛋白 ＩＤ　

切割位点

－１ －２ －３ １ ２ ３

ＸＰ＿０４５２５６１４４.１ Ｃ Ｌ Ａ Ａ Ｐ Ａ

ＸＰ＿０４５２５６３１７.１ Ａ Ｈ Ｇ Ｖ Ｇ Ｐ

ＸＰ＿０４５２５６７６２.１ Ａ Ａ Ａ Ｅ Ｔ Ｑ

ＸＰ＿０４５２５６８７２.１ Ａ Ｙ Ａ Ｄ Ｄ Ａ

ＸＰ＿０４５２５７００５.１ Ａ Ｆ Ａ Ｑ Ｓ Ｄ

ＸＰ＿０４５２５８８５１.１ Ｖ Ｋ Ａ Ｒ Ｑ Ｖ

ＸＰ＿０４５２５９８８９.１ Ｖ Ａ Ａ Ｑ Ｃ Ｄ

ＸＰ＿０４５２６００２９.１ Ｓ Ｓ Ａ Ｉ Ｅ Ｌ

ＸＰ＿０４５２６０４３０.１ Ａ Ｆ Ａ Ｑ Ｌ Ｓ

ＸＰ＿０４５２６１０７５.１ Ｖ Ａ Ａ Ｄ Ｃ Ａ

ＸＰ＿０４５２６１１２０.１ Ｔ Ｒ Ａ Ｑ Ａ Ｐ

ＸＰ＿０４５２６２２８９.１ Ａ Ｅ Ａ Ｉ Ｐ Ｓ

ＸＰ＿０４５２６２７９４.１ Ｖ Ｓ Ａ Ｓ Ｖ Ｗ

ＸＰ＿０４５２６３５４５.１ Ｅ Ｐ Ｒ Ｑ Ａ Ｇ

ＸＰ＿０４５２６３７５５.１ Ｖ Ａ Ａ Ｙ Ｐ Ｖ

ＸＰ＿０４５２６４０７７.１ Ｖ Ｖ Ａ Ｑ Ｐ Ｈ

ＸＰ＿０４５２６４３３５.１ Ｔ Ｓ Ｇ Ｌ Ｎ Ｖ

ＸＰ＿０４５２６４４４７.１ Ａ Ａ Ｓ Ｑ Ａ Ｓ

ＸＰ＿０４５２６４６４５.１ Ｖ Ｐ Ｒ Ｑ Ａ Ｔ

ＸＰ＿０４５２６４９１９.１ Ａ Ａ Ａ Ｌ Ｔ Ｃ

ＸＰ＿０４５２６４９４６.１ Ａ Ａ Ａ Ａ Ｏ Ｃ

ＸＰ＿０４５２６５１６７.１ Ａ Ａ Ａ Ａ Ｐ Ｓ

ＸＰ＿０４５２６５２１９.１ Ｔ Ｈ Ａ Ｌ Ａ Ｌ

ＸＰ＿０４５２６５４３８.１ Ａ Ｓ Ｇ Ｋ Ｉ Ｌ
Ａ:丙氨酸ꎻＣ:半胱氨酸ꎻＤ:天冬氨酸ꎻＥ:谷氨酸ꎻＦ:苯丙氨酸ꎻＧ:甘
氨酸ꎻＨ:组氨酸ꎻＩ:异亮氨酸ꎻＫ:赖氨酸ꎻＬ:亮氨酸ꎻＭ:甲硫氨酸ꎻＮ:
天冬酰胺ꎻＰ:脯氨酸ꎻＱ:谷氨酰胺ꎻＲ:精氨酸ꎻＳ:丝氨酸ꎻＴ:苏氨酸ꎻ
Ｖ:缬氨酸ꎻＷ:色氨酸ꎻＹ:酪氨酸ꎮ

Ａ、Ｃ、Ｄ、Ｅ、Ｆ、Ｇ、Ｈ、Ｉ、Ｋ、Ｌ、Ｍ、Ｎ、Ｐ、Ｑ、Ｒ、Ｓ、Ｔ、Ｖ、Ｗ、Ｙ 见表 ４ 注ꎮ
图 ５　 糖苷水解酶蛋白信号肽切割位点处各氨基酸数量

Ｆｉｇ.５　 Ｃｏｕｎｔ ｏｆ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｒｅｓｉｄｕｅｓ ａｔ ｔｈｅ ｓｉｇｎａｌ ｐｅｐｔｉｄｅ ｃｕｔ￣
ｔｉｎｇ ｓｉｔｅ ｉｎ ｇｌｙｃｏｓｉｄｅ ｈｙｄｒｏｌａｓｅ ｐｒｏｔｅｉｎｓ
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２.２.４　 保守结构域　 对 ２４ 个糖苷水解酶蛋白进行

保守结构域预测ꎬ结果发现有 ２３ 个蛋白质具有明显

的保守结构域ꎬ所占比例为 ９５􀆰 ８３％ꎮ 在这 ２３ 个含

有保守结构域的蛋白质中有 ９ 个蛋白质含有糖苷水

解酶蛋白保守结构域ꎬ糖苷水解酶蛋白保守结构域

分别是 Ｇｌｙｃｏ ＿ ｈｙｄｒｏ ＿１１、Ｇｌｙｃｏ ＿ ｈｙｄｒｏ ＿ １２、 Ｇｌｙｃｏ ＿
ｈｙｄｒｏ＿ ｃｃ、Ｇｌｙｃｏ ＿ｈｙｄｒｏ ＿６、Ｇｌｙｃｏ ＿ ｈｙｄｒｏ ＿６２、Ｇｌｙｃｏ ＿
ｈｙｄｒｏ＿２８、Ｇｌｙｃｏ＿ｈｙｄｒｏ＿４５、Ｇｌｙｃｏ＿ｈｙｄｒｏ＿２＿ｃ、Ｇｌｙｃｏ￣
ｈｙｄｒｏ￣３、Ｇｌｙｃｏ￣ｈｙｄｒｏ￣３￣ｃ(图 ６)ꎮ

图 ６　 辣椒胶孢炭疽菌中糖苷水解酶蛋白保守结构域

Ｆｉｇ.６　 Ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｄｏｍａｉｎｓ ｏｆ ｇｌｙｃｏｓｉｄｅ ｈｙｄｒｏｌａｓｅ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ ｇｌｏｅｏｓｐｏｒｉｏｉｄｅｓ ｏｆ ｐｅｐｐｅｒ

２.２.５　 遗传关系 　 从图 ７ 糖苷水解酶进化关系树

可见ꎬ２４ 个糖苷水解酶明显分为 ３ 类ꎬ分别命名为

Ａ、Ｂ、Ｃꎮ 其中ꎬＡ 类共计 １０ 个糖苷水解酶ꎬ分布于

ＧＨ３２、ＧＨ２９、ＧＨ４５、ＧＨ６２、ＧＨ２８ 亚族ꎻＢ 类的 ９ 个糖

苷水解酶ꎬ分属于 ＧＨ１３２、ＧＨ６、ＧＨ５ 等 ８ 个亚家族ꎻ
Ｃ 类的 ５ 个糖苷水解酶ꎬ分别属于 ＧＨ５、 ＧＨ１２、
ＧＨ１２８、ＧＨ１３１ 等亚家族ꎮ 进一步观察发现ꎬ不同类

别中存在同亚家族的糖苷水解酶ꎬ这表明同一亚家

族的糖苷水解酶在进化关系上可能存在分化ꎮ
２.２.６　 同源糖苷水解酶蛋白簇(ＣＯＧ)功能注释 　
进一步对 ２４ 个糖苷水解酶蛋白进行功能分类分析

(表 ５)ꎬ去除 １ 条未能分类的序列ꎬ剩下 ２３ 个分别

属于功能未知(Ｓ)类 ２ 个ꎬ蛋白质翻译后修饰和伴

侣蛋白(Ｏ)类 ２ 个ꎬ碳水化合物转运代谢(Ｇ)类 １９
个ꎮ 功能注释显示ꎬ这些糖苷水解酶主要参与碳水

化合物转运代谢等生物功能ꎬ同时也涉及各类次生

代谢物的合成、运输与分解以及蛋白质翻译后修饰

等功能ꎬ体现出辣椒胶孢炭疽菌功能类别的多样性ꎬ
其糖苷水解酶参与了多项生命活动ꎮ

３　 讨 论

辣椒炭疽病由子囊菌门真菌炭疽菌[３８]引起ꎬ据

研究报道ꎬ能引起辣椒炭疽病的炭疽菌有多种ꎬ如斯

高维尔炭疽菌、黑点炭疽菌[３９]、平头炭疽菌[３９] 等ꎮ
针对辣椒胶孢炭疽菌的研究ꎬ以往多集中在探究其

病原鉴定、生物学特性、生防菌株的筛选及防治等方

面ꎬ对其生物信息学方面的研究较少且不够深入ꎮ
本研究基于胶孢炭疽菌 (Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ ｇｌｏｅｏｓｐｏｒｉ￣
ｏｉｄｅｓ)的全基因组序列ꎬ利用生物信息学方法从其

１５ ３６７个蛋白质氨基酸序列中预测出糖苷水解酶ꎬ
再对糖苷水解酶进行理化性质、保守结构域、ＣＯＧ
蛋白质功能注释ꎬ疏水性以及进化关系进行分析ꎮ
结果显示ꎬ辣椒胶孢炭疽菌中具有典型特征的分泌

蛋白数量为 ４７５ 个ꎬ占总蛋白质数量的 ３.０９％ꎮ 前

人研究结果表明ꎬ不同病原菌中所含分泌蛋白的数

量和所占比例不完全相同ꎬ不同真菌中分泌蛋白质

数量占总蛋白质数量的３.６５％~ ９􀆰 ５８％[４０]ꎬ与该研

究结果相比ꎬ辣椒胶孢炭疽菌中分泌蛋白占比较小ꎮ
　 　 前人对引起云南辣椒炭疽病的高致病性病菌

Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ ｓｃｏｖｉｌｌｅｉ 生物学特性的研究结果表明ꎬ
该菌在５~３５ ℃条件下菌丝可正常生长ꎬ且在２５ ℃时

菌丝生长速度最快[２８]ꎮ 这一结果与张翠文等[４１] 报

道的甘肃省辣椒炭疽病病菌(Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ ｃａｐｓｉｃｉ)
在１５~ ４０ ℃ 均可生长、产孢并萌发存在差异ꎬ推
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ＸＰ＿０４５２６４３３５.１、ＸＰ＿０４５２６４４４７.１、ＸＰ＿０４５２６４６４５.１、ＸＰ＿０４５２６４９１９.１、ＸＰ＿０４５２６４９４６.１、ＸＰ＿０４５２６５１６７.１、ＸＰ＿０４５２６５２１９.１、ＸＰ＿０４５２６５４３８.１ 为糖

苷水解酶蛋白 ＩＤꎮ
图 ７　 辣椒胶孢炭疽菌中糖苷水解酶进化关系树

Ｆｉｇ.７　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ｇｌｙｃｏｓｉｄｅ ｈｙｄｒｏｌａｓｅｓ ｉｎ Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ ｇｌｏｅｏｓｐｏｒｉｏｉｄｅｓ ｏｆ ｐｅｐｐｅｒ

测原因可能是不同地区气候条件不同ꎬ导致病原菌

的适宜生存条件存在差异ꎮ 在适宜温度下ꎬ病菌生

长旺盛ꎬ糖苷水解酶活性较高ꎻ而遭受高温或低温胁

迫时ꎬ病菌生长会受到抑制ꎬ糖苷水解酶活性也随之

下降ꎮ 具体而言ꎬ适宜温度范围内ꎬ病菌更易分解植

物细胞壁多糖ꎬ从而利于其侵染致病ꎻ温度不适宜

时ꎬ病菌对植物的侵染能力会受到影响ꎬ进而导致致

病性降低ꎮ 同时ꎬ高温会改变酶的空间结构ꎬ造成酶

活性降低甚至失活ꎬ还会影响细胞膜的流动性与通

透性ꎬ干扰细胞内正常的代谢及生理功能ꎮ 此外ꎬ李
明瑾等[２８] 研究发现ꎬＣｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ ｓｃｏｖｉｌｌｅｉ 在 ２４ ｈ
全黑暗、２４ ｈ 全光照及 １２ ｈ 光照 / １２ ｈ 黑暗条件下

均能生长ꎬ且生长差异不明显ꎬ但在 ２４ ｈ 黑暗条件

下菌丝生长速度最快、菌落面积最大[２８]ꎬ这与程勋

东等[４２]的研究结果一致ꎮ 值得注意的是ꎬ光照时长

与光照度会对辣椒炭疽病病菌的生长、发育及糖苷

水解酶活性产生影响:不同光照条件可能改变病菌

的代谢途径与生理活动ꎬ例如适当光照可能促进病

菌产生某些致病因子ꎬ增强其致病性ꎮ 同时ꎬ光照也

可能通过影响病菌整体代谢ꎬ间接作用于糖苷水解

酶的合成与分泌———在利于病菌生长的光照条件

下ꎬ糖苷水解酶的产量与活性可能提高ꎬ从而助力病

菌侵染辣椒ꎬ而不适宜的光照则可能减弱糖苷水解

酶的相关作用ꎬ降低病菌致病性ꎮ 然而ꎬ目前关于不

同温度及光照条件对辣椒胶孢炭疽菌 (Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉ￣
ｃｈｕｍ ｇｌｏｅｏｓｐｏｒｉｏｉｄｅｓ)的影响尚不明确ꎬ其是否会作
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表 ５　 糖苷水解酶同源蛋白簇功能注释信息表

Ｔａｂｌｅ ５ 　 Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｔａｂｌｅ ｏｆ ｇｌｙｃｏｓｉｄｅ
ｈｙｄｒｏｌａｓｅ ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｌｕｓｔｅｒｓ

糖苷水解酶　
蛋白 ＩＤ 号　

ＣＯＧ 功能
类别

描述　 　 　

ＸＰ＿０４５２５６１４４.１ Ｇ 糖苷水解酶 ＧＨ１１ 亚家族

ＸＰ＿０４５２５６３１７.１ Ｇ 糖苷水解酶 ＧＨ２８ 亚家族

ＸＰ＿０４５２５６７６２.１ Ｇ 糖苷水解酶 ＧＨ１２ 亚家族

ＸＰ＿０４５２５６８７２.１ Ｇ 糖苷水解酶 ＧＨ３ 亚家族

ＸＰ＿０４５２５７００５.１ Ｏ 糖苷水解酶催化核心

ＸＰ＿０４５２５８８５１.１ Ｇ 糖苷水解酶 ＧＨ６ 亚家族

ＸＰ＿０４５２５９８８９.１ Ｇ 糖苷水解酶 ＧＨ６２ 亚家族

ＸＰ＿０４５２６００２９.１ Ｇ 糖苷水解酶 ＧＨ２８ 亚家族

ＸＰ＿０４５２６０４３０.１ Ｏ 糖苷水解酶 ＧＨ１６ 亚家族

ＸＰ＿０４５２６１０７５.１ － －

ＸＰ＿０４５２６１１２０.１ Ｇ Ｆ５ / ８ 类型 Ｃ 结构域

ＸＰ＿０４５２６２２８９.１ Ｇ 糖苷水解酶 ＧＨ５ 亚家族

ＸＰ＿０４５２６２７９４.１ Ｇ 糖苷水解酶 ＧＨ２０ 亚家族

ＸＰ＿０４５２６３５４５.１ Ｇ 糖苷水解酶 ＧＨ５ 亚家族

ＸＰ＿０４５２６３７５５.１ Ｇ 糖苷水解酶 ＧＨ２８ 亚家族

ＸＰ＿０４５２６４０７７.１ Ｓ β￣葡萄糖苷酶(ＳＵＮ 亚家族)

ＸＰ＿０４５２６４３３５.１ Ｇ 糖苷水解酶 ＧＨ２８ 亚家族

ＸＰ＿０４５２６４４４７.１ Ｇ 糖苷水解酶 ＧＨ４５ 亚家族

ＸＰ＿０４５２６４６４５.１ Ｇ 糖苷水解酶 ＧＨ４３ 亚家族

ＸＰ＿０４５２６４９１９.１ Ｇ 糖苷水解酶 ＧＨ２８ 亚家族

ＸＰ＿０４５２６４９４６.１ Ｇ 糖苷水解酶 ＧＨ５ 亚家族

ＸＰ＿０４５２６５１６７.１ Ｇ 糖苷水解酶 ＧＨ２８ 亚家族

ＸＰ＿０４５２６５２１９.１ Ｇ 糖苷水解酶 ＧＨ３２ 亚家族

ＸＰ＿０４５２６５４３８.１ Ｓ 碳水化合物结合模块家族 １ 蛋白

Ｓ:功能未知ꎻＯ:蛋白质翻译后修饰和伴侣蛋白ꎻＧ:碳水化合物转运
代谢ꎮ

用于该菌糖苷水解酶活性等问题ꎬ仍有待进一步研

究ꎮ 另外ꎬ辣椒胶孢炭疽菌分泌蛋白的氨基酸残基

中ꎬ丙氨酸数量最高ꎬ且在信号肽切割位点－３ 处的

氨基酸以丙氨酸占比最大ꎬ－１ 位属于典型的 Ａ￣Ｘ￣Ａ
切割类型ꎬ这一结果与覃悦等[４３]、曹继东等[４４] 的研

究结论相符合ꎮ

４　 结 论

本研究采用生物信息学方法ꎬ预测辣椒胶孢炭

疽菌中具有典型特征的分泌蛋白共 ４７５ 个ꎬ占该菌

总蛋白质数量的 ３.０９％ꎮ 通过对分泌蛋白氨基酸序

列的比对与注释ꎬ共鉴定出 ５３ 个碳水化合物活性

酶ꎬ其中包含 ２４ 个糖苷水解酶ꎮ 进一步的生物信息

学分析结果显示ꎬ这些糖苷水解酶蛋白多为酸性、稳
定的疏水性蛋白质ꎻ氨基酸数量多集中在 ２０１ ａａ 至

４００ ａａꎻ含有糖苷水解酶保守结构域的糖苷水解酶

主要分布于 ＧＨ２８ 亚家族ꎻ信号肽切割位点以丙氨

酸占比最高ꎬ在－３位与－１位处的氨基酸残基组成相

对保守ꎬ在－１ 位符合 Ａ￣Ｘ￣Ａ 类型特征ꎮ 系统发育

树分析结果将其划分为 ３ 大类ꎻＣＯＧ 蛋白功能分析

结果表明ꎬ这些糖苷水解酶不仅主要参与碳水化合

物转运与代谢等生物过程ꎬ还涉及各类次生代谢物

的合成、运输与分解ꎬ以及蛋白质翻译后修饰等功

能ꎮ 通过对辣椒胶孢炭疽菌糖苷水解酶的系统分

析ꎬ明确了该类酶在病菌生命活动中的作用机制ꎬ不
仅为挖掘病原菌防治靶点、开发新型生物防治策略

提供理论依据ꎬ也为植物￣病原菌互作研究提供了新

思路ꎮ
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