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　 　 摘要:　 甘薯茎线虫(Ｄｉｔｙｌｅｎｃｈｕｓ ｄｅｓｔｒｕｃｔｏｒ)是甘薯生产中的一种重要的迁移性内寄生病原线虫ꎬ效应因子在其

侵染过程中发挥着重要作用ꎮ 本研究基于甘薯茎线虫全基因组信息ꎬ综合应用 ＳｉｇｎａｌＰ ５.０、Ｄｅｅｐ ＴＭＨＭＭ 和 ＷｏＬＦ
ＰＳＯＲＴ 等生物信息学工具ꎬ对该线虫分泌的效应因子进行预测与分析ꎮ 结果表明ꎬ从甘薯茎线虫全基因组２１ ２８３
个蛋白质氨基酸序列中共筛选到１ ７８８个胞外分泌蛋白ꎬ利用 ＥｇｇＮＯＧ￣ｍａｐｐｅｒ 进行分析ꎬ有 ３７１ 个分泌蛋白可以注

释到具体功能ꎮ 对分泌蛋白进行碳水化合物活性酶类(ＣＡＺｙｍｅｓ)分析ꎬ结果发现 ４０ 个蛋白质属于 ＣＡＺｙｍｅｓꎬ其中

有 １３ 个糖苷水解酶ꎬ１７ 个多糖裂解酶ꎬ合计占比达 ７５􀆰 ０％ꎮ 最终ꎬ通过对上述蛋白质的半胱氨酸数量和多个串联

重复序列等进行分析ꎬ共获得 ３２ 个候选效应因子ꎬ其中 １９ 个为假定蛋白ꎬ其余为 ｃ 型凝集素结构域蛋白、含锌指双

结构域蛋白和果聚糖蔗糖酶等ꎮ 利用实时荧光定量逆转录聚合酶链式反应(ｑＲＴ￣ＰＣＲ)随机挑选 １０ 个潜在效应蛋

白编码基因ꎬ检测其在甘薯茎线虫侵染过程中的表达模式ꎬ其中 ８ 个基因的相对表达量总体上调ꎮ 本研究结果为

揭示甘薯茎线虫的致病分子机制提供了重要线索ꎬ同时为后续寄主抗性基因的筛选以及针对性防治药剂的开发提

供了理论依据ꎮ
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　 　 甘薯茎线虫(Ｄｉｔｙｌｅｎｃｈｕｓ ｄｅｓｔｒｕｃｔｏｒ)侵染甘薯后

可导致薯块出现糠心和糠皮的症状ꎬ严重影响甘薯

的产量和商品性[１]ꎮ 甘薯茎线虫食性广泛ꎬ可取食

植物与土壤中的真菌ꎬ在农事操作中容易被传播扩

散[２]ꎮ 目前甘薯茎线虫的防治主要依靠化学农药ꎬ
但由于其抗药性强ꎬ所以农药的用药量较大ꎬ导致环

境污染问题日益突出ꎮ
深入研究甘薯茎线虫的致病机制将为线虫防控

新策略的突破提供理论依据ꎮ 不同的病原线虫以多

样化的侵染策略寄生于宿主ꎬ但在侵染过程中线虫

都会分泌效应因子ꎬ通过抑制植物防御反应或改变

植物生理机能从而完成寄生过程[３￣４]ꎮ 效应因子或

效应蛋白广义上是指能够特异性地与靶标蛋白结

合ꎬ进而改变宿主细胞结构和功能的一类小分子蛋

白质[５￣６]ꎮ 虽然病原微生物的效应因子彼此间没有

显著的序列相似性ꎬ但有研究发现它们均可通过经

典的分泌途径分泌ꎬ即通过内质网￣高尔基体￣质膜

侵入寄主[７￣９]ꎮ
随着基因组学和生物信息学的快速发展ꎬ近年

来多种病原线虫、真菌和卵菌的效应因子已通过生

物信息学预测的方法被预测分析ꎬ如罗梅等[８] 在球

孢白僵菌(Ｂｅａｕｖｅｒｉａ ｂａｓｓｉａｎａ)基因组蛋白质中筛选

到 ９４０ 个分泌蛋白以及 １８ 个潜在效应因子ꎮ 韩长

志[９]从樟疫霉(Ｐｈｙｔｏｐｈｔｈｏｒａ ｃｉｎｎａｍｏｍｉ)的全基因组

序列中预测到 ３ ４３９ 个分泌蛋白ꎬ明确樟疫霉中存

在 １６０ 个潜在效应因子ꎮ 扈丽丽等[１０] 通过对最短

尾短体线虫(Ｐｒａｔｙｌｅｎｃｈｕｓ ｂｒａｃｈｙｕｒｕｓ)进行转录组测

序分析ꎬ获得了 ７２ ５１６ 个非冗余基因ꎬ并进一步筛

选出 １ ６４１ 个经典分泌途径的蛋白质ꎬ其中包含 ５１
个与植物寄生线虫具有同源性的效应因子ꎮ

分泌蛋白作为关键致病因子已被证实在线虫侵

染过程中具有重要作用ꎬ然而针对甘薯茎线虫分泌

蛋白的研究较少ꎮ 目前ꎬ在美国国家生物技术信息

中心(ＮＣＢＩ)数据库中已公布 ４ 个可参考基因组ꎬ为
预测效应因子提供了数据支撑ꎮ 本研究拟利用 Ｓｉｇ￣
ｎａｌＰ ５. ０、ＰｒｅｄＧＰＩ、ＷｏＬＦ ＰＳＯＲＴ、Ｄｅｅｐ ＴＭＨＭＭ 等

生物信息学软件ꎬ对甘薯茎线虫分泌蛋白中潜在效

应因子进行预测和分析ꎬ以期为进一步研究甘薯茎

线虫侵染机制和效应因子功能奠定基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 甘薯茎线虫基因组编码蛋白质数据

从 ＧｅｎＢａｎｋ 数据库(ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ.ｎｃｂｉ.ｎｌｍ.ｎｉｈ.
ｇｏｖ / ｇｅｎｏｍｅ / ４３９４６ ｇｅｎｏｍｅ＿ａｓｓｅｍｂｌｙ＿ ｉｄ ＝ １８１９９４９)
下载获取甘薯茎线虫全基因组编码蛋白质氨基酸序

列ꎬ共计２１ ２８３个蛋白质氨基酸序列ꎮ
１.２　 甘薯茎线虫分泌蛋白中效应因子的预测与分析

甘薯茎线虫候选效应因子预测流程见图 １ꎮ
１.２.１　 Ｎ 端信号肽与跨膜结构预测 　 本研究利用

ＳｉｇｎａｌＰ ５.０(ｈｔｔｐｓ: / / ｓｅｒｖｉｃｅｓ.ｈｅａｌｔｈｔｅｃｈ.ｄｔｕ.ｄｋ / ｓｅｒｖｉｃｅ.
ｐｈｐ ＳｉｇｎａｌＰ￣５.０)对甘薯茎线虫中 ２１ ２８３ 个基因组蛋

白质氨基酸序列进行 Ｎ 端信号肽预测[１１]ꎮ 通过

Ｄｅｅｐ ＴＭＨＭＭ(ｈｔｔｐｓ: / / ｄｔｕ.ｂｉｏｌｉｂ.ｃｏｍ / ＤｅｅｐＴＭＨＭＭ)
对具有 Ｎ 端信号肽的蛋白质氨基酸序列进行分

析[１２]ꎬ筛选出不含跨膜结构域或仅有 １ 个跨膜结构

域且在信号肽序列中的蛋白质氨基酸序列ꎮ
１.２.２　 糖基磷脂酰肌醇(ＧＰＩ)锚定位点分析　 利用

ＰｒｅｄＧＰＩ(ｈｔｔｐ: / / ｇｐｃｒ２.ｂｉｏｃｏｍｐ.ｕｎｉｂｏ. ｉｔ / ｐｒｅｄｇｐｉ / )对
上述蛋白质氨基酸序列进行 ＧＰＩ 锚定位点的分

析[１３]ꎬ剔除含有 ＧＰＩ 锚定位点的蛋白质ꎮ
１.２.３　 亚细胞定位分析及分泌组蛋白质分析 　 对

含有 Ｎ 端信号肽并且不含有 ＧＰＩ 锚定位点的蛋白

质氨基酸序列通过 ＷｏＬＦ ＰＳＯＲＴ(ｈｔｔｐｓ: / / ｗｏｌｆｐｓｏｒｔ.
ｈｇｃ.ｊｐ / )进行亚细胞定位分析[１４] ꎬ筛选定位在胞外
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ＧＰＩ:糖基磷脂酰肌醇ꎮ
图 １　 甘薯茎线虫效应因子预测流程图

Ｆｉｇ.１　 Ｆｌｏｗｃｈａｒｔ ｏｆ ｅｆｆｅｃｔｏｒ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｉｎ Ｄｉｔｙｌｅｎｃｈｕｓ ｄｅｓｔｒｕｃｔｏｒ

的蛋白质ꎮ 统计分析胞外蛋白质氨基酸序列的长

度ꎮ 利 用 ＥｇｇＮＯＧ￣ｍａｐｐｅｒ ( ｈｔｔｐ: / / ｅｇｇｎｏｇ￣ｍａｐｐｅｒ.
ｅｍｂｌ.ｄｅ / )对胞外分泌蛋白质进行功能分析[１５]ꎮ 利

用碳水化合物活性酶类自动注释服务器 ｄｂＣＡＮ２
(ｈｔｔｐｓ: / / ｂｃｂ.ｕｎｌ.ｅｄｕ / ｄｂＣＡＮ２ / )对筛选到的甘薯茎

线虫胞外分泌蛋白质的碳水化合物活性酶类

(ＣＡＺｙｍｅｓ)进行功能注释[１６]ꎮ
１.２.４　 分泌组蛋白质半胱氨酸含量及多个串联重复

序列分析　 利用 Ｐｅｒｌ 工具计算上述胞外分泌蛋白的

半胱氨酸含量ꎬ筛选出半胱氨酸残基数量≥６ 个的蛋

白质氨基酸序列ꎬ并对其进一步开展串联重复序列分

析ꎮ 采用 Ｔ￣Ｒｅｋｓ 工具(ｈｔｔｐ: / / ｂｉｏｉｎｆｏ.ｍｏｎｔｐ. ｃｎｒｓ. ｆｒ /
ｒ ＝ ｔ￣ｒｅｋｓ / )进行串联重复序列的预测[１７]ꎮ
１.２.５　 病原菌￣宿主互作数据库分析及候选效应子

确定　 将 １.２.４ 分析获得的蛋白质氨基酸序列与病

原菌￣宿主互作数据库(ＰＨＩ)进行比对ꎬ筛选出可能

具有致病能力的候选蛋白质氨基酸序列[１８]ꎬ随后对

这些序列进行长度过滤ꎬ剔除长度超过 ３５０ ａａ 的蛋

白质氨基酸序列ꎮ

１.３　 甘薯茎线虫候选效应因子实时荧光定量逆转

录聚合酶链式反应(ｑＲＴ￣ＰＣＲ)分析

１.３.１　 病原线虫接种和分离 　 利用浅盘法[１９] 分

离本实验室在烟薯 ２５ 号薯块中纯化繁殖的腐烂

茎线虫不少于１００ ０００头ꎬ将线虫放置于无菌水中

饥饿处理 ７ ｄꎬ隔天更换一次无菌水ꎮ ７ ｄ 后取

１０ ０００头线虫置于液氮中ꎬ存放于－８０ ℃条件下作

为对照ꎮ 然后ꎬ分别将１０ ０００头线虫放入打好孔的

９ 块烟薯 ２５ 号薯块中ꎬ用石蜡将孔封住后把接种

线虫的薯块置于 ２８ ℃ 恒温培养箱中保存ꎮ 在接

种后的第 １ ｄ 和第 ３ ｄꎬ将薯块切碎利用浅盘法分

离线虫ꎬ获得的线虫迅速置于液氮中ꎬ然后存放于

－８０ ℃条件下备用ꎮ
１.３.２　 引物设计与 ＲＮＡ 提取　 随机选取 １０ 个候选

效应因子ꎬ设计 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 的特异性引物(表 １)ꎮ 所

有引物经验证ꎬ熔解曲线分析结果表明ꎬ引物具有良

好的扩增特异性ꎮ 利用 ＲＮＡ 提取试剂盒 ＦｒｅｅＺｏｌ
Ｒｅａｇｅｎｔ(Ｖａｚｙｍｅ 公司产品)ꎬ提取线虫的 ＲＮＡꎬ置于

－８０ ℃条件下备用ꎮ
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表 １　 本研究用于实时荧光定量逆转录聚合酶链式反应(ｑＲＴ￣ＰＣＲ)的特异性引物

Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｒｅｖｅｒｓｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ (ｑＲＴ￣ＰＣＲ) ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

基因名称　 　 基因编码的蛋白质　 　 　 　 　 　 　 　 　 引物序列(５′→３′) 　 　 　 　 　 　

Ａｃｔｉｎ 肌动蛋白 Ｆ:ＡＧＧＡＡＣＴＴＧＴＡＣＧＣＣＡＡＣＡＣＣ

Ｒ:ＡＣＡＴＴＴＴＧＣＴＧＧＡＡＡＧＧＴＧＧＡＧ

ＤｄＸ＿０３３８２ 神经丝介质多肽 Ｆ:ＴＣＧＣＧＴＴＣＡＣＧＴＧＴＴＧＴＡＧＡ

Ｒ:ＴＧＧＣＴＣＴＴＣＡＧＴＧＧＴＧＧＡＴＧ

ＤｄＸ＿１９１２３ 假定蛋白 Ｆ:ＡＧＴＣＡＡＴＧＣＴＴＣＡＣＴＣＣＧＧＣ

Ｒ:ＧＴＧＧＣＡＴＴＣＣＣＴＧＣＡＴＡＣＣＴ

ＤｄＸ＿０４５２８ 假定蛋白 Ｆ:ＧＧＴＣＴＡＧＣＴＴＣＡＣＡＡＧＣＡＣＣＴ

Ｒ:ＣＣＴＣＡＧＡＴＧＧＣＡＧＧＧＡＣＡＡＧ

ＤｄＸ＿１５９４１ 含半胱氨酸分泌蛋白家族结构域蛋白 Ｆ:ＡＣＧＧＡＣＡＣＧＡＣＣＡＡＣＴＣＴＴＣ

Ｒ:ＴＣＧＴＣＡＣＡＧＡＧＣＡＡＣＴＧＣＡＴ

ＤｄＸ＿１６９６１ 含钙稳态结构域蛋白的 ｓｏｃｅ 相关调节因子 Ｆ:ＧＧＣＧＧＴＴＡＴＴＴＣＴＴＴＧＧＣＧＧ

Ｒ:ＣＣＧＧＡＴＧＡＡＣＴＧＣＴＴＣＣＡＣＴ

ＤｄＸ＿０４８４８ 假定蛋白 Ｆ:ＣＧＧＡＣＡＡＧＴＴＣＣＧＴＣＡＴＣＧＴ

Ｒ:ＣＡＣＴＴＧＣＡＧＣＴＣＴＴＧＧＧＡＣＴ

ＤｄＸ＿１１１５０ ｃ 型凝集素结构域蛋白 Ｆ:ＴＧＴＧＴＧＴＧＡＧＧＡＣＧＡＡＡＣＧＡ

Ｒ:ＧＧＡＴＧＣＧＧＡＡＧＧＡＧＴＡＧＴＧＧ

ＤｄＸ＿１０２７６ 假定蛋白 Ｆ:ＣＴＴＡＴＧＧＡＡＣＧＣＡＧＣＡＡＣＣＧ

Ｒ:ＣＧＣＡＡＴＣＧＡＣＴＴＴＧＴＧＣＴＧＡ

ＤｄＸ＿１１８１０ 假定蛋白 Ｆ:ＣＴＧＧＣＣＣＧＡＣＴＡＣＴＡＣＡＣＣＴ

Ｒ:ＧＧＣＡＣＡＡＣＴＴＣＴＧＧＡＡＡＣＣＧ

ＤｄＸ＿１７４８１ ｃ 型凝集素结构域蛋白 Ｆ:ＧＴＴＴＣＧＡＧＣＣＧＧＧＡＡＣＡＴＣＴ

Ｒ:ＧＣＴＣＣＡＧＴＣＴＣＣＧＴＴＣＡＣＡＴ

１.３.３　 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 分析　 采用反转录试剂盒(ＴａＫａＲａ
公司产品) 对 ＲＮＡ 进行反转录ꎬ 按照 ＡＢｃｌｏｎａｌ
２×Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｆａｓｔ ｑＰＣＲ Ｍｉｘ 的使用说明

进行 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 分析ꎮ 反应体系为 １５􀆰 ０ μＬꎬ其中２×
Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｆａｓｔ ｑＰＣＲ Ｍｉｘ ７􀆰 ５ μＬ、Ｈ２ Ｏ
５􀆰 ９ μＬ、上下游引物各 ０􀆰 ３ μＬ、ｃＤＮＡ １􀆰 ０ μＬꎮ 反应

程序为 ９５ ℃ １０ ｍｉｎꎻ９５ ℃ １５ ｓꎬ６０ ℃ １ ｍｉｎꎬ４０ 个

循环ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 Ｎ 端信号肽分析

利用 ＳｉｇｎａｌＰ ５.０ 对甘薯茎线虫中２１ ２８３个基因

组蛋白质氨基酸序列进行 Ｎ 端信号肽预测ꎮ 结果

表明ꎬ有２ ９６３个蛋白质氨基酸序列含有 Ｎ 端信号肽

序列ꎬ占所有蛋白质氨基酸序列的 １３􀆰 ９２％ꎮ
２.２　 跨膜结构预测

通过 Ｄｅｅｐ ＴＭＨＭＭ 分析上述２ ９６３个蛋白质

跨膜结构ꎬ发现２ ５２５个蛋白质不含有跨膜结构

域ꎬ２８６ 个蛋白质含有 １ 个跨膜结构域ꎬ１５２ 个蛋

白质含有 ２ 个及以上的跨膜结构域ꎮ 在 ２８６ 个

仅包含 １ 个跨膜结构域的蛋白质中ꎬ有 １７０ 个蛋

白质的跨膜结构域与 Ｎ 端信号肽区域存在重叠ꎮ
因此ꎬ包含２ ５２５个无跨膜结构域的蛋白质和 １７０
个跨膜结构域与 Ｎ 端信号肽区域重叠的蛋白质ꎬ
共２ ６９５个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
２.３　 ＧＰＩ 锚定位点分析

利用 ＰｒｅｄＧＰＩ 对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２ ６９５个蛋白质氨

基酸序列进行分析ꎬ结果发现有 １６６ 个蛋白质氨基

酸序列含有 ＧＰＩ 锚定位点ꎬ剩余２ ５２９个蛋白质不含

有 ＧＰＩ 锚定位点ꎮ
２.４　 亚细胞定位

通过 ＷｏＬＦ ＰＳＯＲＴ 对上述２ ５２９个蛋白质氨基

酸序列进行亚细胞定位分析ꎬ结果发现有 １ ７８８ 个

蛋白质被预测分泌至胞外ꎬ其余 ７４１ 个蛋白质被
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预测定位到质膜、过氧化物酶体、细胞核等其他细

胞器中ꎮ
２.５　 分泌组分析

对１ ７８８个预测定位于胞外的蛋白质进行了氨

基酸残基序列特征分析ꎮ 结果发现氨基酸长度小于

３００ ａａ 的序列占比最大ꎬ 共有 １ ３９４ 条ꎬ 占比为

７８􀆰 ０％ꎻ长度在３００~ ５９９ ａａ 的序列占比次之ꎬ共有

３０３ 条ꎬ占比 １６􀆰 ９％ꎻ长度超过２ ０００ ａａ 的序列占比

最低ꎬ仅有 ３ 条ꎬ占比 ０􀆰 ２％ꎮ
经 ＥｇｇＮＯＧ￣ｍａｐｐｅｒ 分析ꎬ在１ ７８８个分泌蛋白中

有 ３７１ 个可以注释到具体功能ꎬ其中有 ３１６ 个蛋白

质在同源蛋白簇(ＣＯＧ)分类中分属于 １７ 个类别ꎬ
其中 Ｓ 类(功能未知)有 １１４ 个ꎬＯ 类(翻译后蛋白

质修饰、蛋白质周转和伴侣蛋白)有 ６５ 个ꎬＧ 类(碳
水化合物转运与代谢)有 ４２ 个ꎬＴ 类(信号转导机

制)有 ３０ 个ꎬＩ 类(脂肪转运代谢)有 ９ 个ꎬＰ 类(无
机离子转运代谢)有 ８ 个ꎬＷ 类(胞外结构)有 ８ 个ꎬ
Ｅ 类(氨基酸转运代谢)有 ７ 个ꎬＵ 类(胞内转运、分
泌和小泡运输)有 ６ 个ꎬＣ 类(能量生成和转换)有 ５
个ꎬＱ 类(次级代谢物生物合成、转运和代谢)有 ５
个ꎬＬ 类(复制、重组和修复)有 ４ 个ꎬＭ 类(细胞壁、
细胞膜、被膜的生物合成)有 ４ 个ꎬＤ 类(细胞周期

控制、细胞分裂和染色体分裂)有 ３ 个ꎬＦ 类(核苷酸

转运和代谢)有 ３ 个ꎬＺ 类(细胞骨架)有 ２ 个ꎬＨ 类

(辅酶转运和代谢)有 １ 个ꎮ
利用碳水化合物活性酶类自动注释服务器

ｄｂＣＡＮ２中的 ＨＭＭＥＲ、ＤＩＡＭＯＮＤ 和 ｅＣＡＭＩ ３ 个软

件对１ ７８８个分泌蛋白进行功能注释ꎬ结果表明ꎬ有
４０ 个蛋白质属于碳水化合物活性酶类(ＣＡＺｙｍｅｓ)ꎬ
包括糖苷水解酶、糖基转移酶、多糖裂解酶、碳水化

合物酯酶ꎬ 占所有分泌蛋白的 ２. ２４％ꎮ 其中用

ＨＭＭＥＲ预测到 ３４ 个蛋白质ꎬ用 ＤＩＡＭＯＮＤ 预测到

１７ 个蛋白质ꎬ用 ｅＣＡＭＩ 预测到 ３７ 个蛋白质ꎬ３ 个软

件均预测到的蛋白质有 １３ 个(图 ２)ꎮ
　 　 在预测到的 ＣＡＺｙｍｅｓ 中多糖裂解酶有 １７ 个ꎬ
占 ４２􀆰 ５％ꎬ糖苷水解酶有 １３ 个ꎬ占 ３２􀆰 ５％ꎬ糖基转

移酶有 ９ 个ꎬ占 ２２􀆰 ５％ꎬ碳水化合物酯酶有 １ 个ꎬ
占 ２􀆰 ５％(表 ２)ꎮ 在预测到的 １３ 个糖苷水解酶

中ꎬ包含了糖苷水解酶 ５、糖苷水解酶 ３０、糖苷水

解酶 １８、糖苷水解酶 ２９、糖苷水解酶 ３７、糖苷水解

酶 ３１ 等家族ꎬ可以归到 Ａ、Ｄ、Ｇ、Ｋ、Ｒ ５ 类(表 ２)ꎮ
在 多糖裂解酶中ꎬ多糖裂解酶３家族酶有１７个ꎬ

图 ２　 基于 ＨＭＭＥＲ、ＤＩＡＭＯＮＤ 和 ｅＣＡＭＩ软件的甘薯茎线虫

分泌蛋白中碳水化合物活性酶类(ＣＡＺｙｍｅｓ)分析结果

Ｆｉｇ.２　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅ￣ａｃｔｉｖｅ ｅｎｚｙｍｅｓ (ＣＡＺｙｍｅｓ)
ｉｎ ｓｅｃｒｅｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｏｆ Ｄｉｔｙｌｅｎｃｈｕｓ ｄｅｓｔｒｕｃｔｏｒ ｂａｓｅｄ ｏｎ
ＨＭＭＥＲꎬ ＤＩＡＭＯＮＤꎬ ａｎｄ ｅＣＡＭＩ

主要是果胶裂解酶ꎮ 糖苷水解酶主要包括涉及植物

或真菌细胞壁降解的纤维素降解酶类和几丁质降解

酶等ꎮ 在糖基转移酶中ꎬ糖基转移酶 １ 家族酶的数

量最多ꎬ有 ３ 个ꎬ主要为尿苷二磷酸(ＵＤＰ)￣葡萄糖

醛酸基转移酶ꎮ 在碳水化合物酯酶中ꎬ仅有 １ 个酶

属于碳水化合物酯酶 ２ 家族ꎬ主要涉及纤维素结合

域家族Ⅱꎮ
２.６　 半胱氨酸含量及多个串联重复序列分析

对 １ ７８８ 个定位在胞外的蛋白质氨基酸序列

的半胱氨酸含量进行分析ꎬ由图 ３ 可知ꎬ具有高含

量半胱氨酸(半胱氨酸残基数量≥６ 个)的序列共

７９２ 个ꎮ 然后ꎬ采用 Ｔ￣Ｒｅｋｓ 工具对得到的序列进

行分析ꎬ共获取具有多个串联重复序列(≥９ 个)
的蛋白质 １３６ 个ꎮ
２.７　 病原菌￣宿主互作数据库分析

将 １３６ 个蛋白质氨基酸序列与 ＰＨＩ 数据库中

的数据进行比对ꎬ有 １３３ 个蛋白质获得了功能注

释ꎮ 比对结果(表 ３)表明ꎬ９ 个蛋白质为无毒效应

因子ꎬ６ 个蛋白质属于失去致病力的类型ꎬ５５ 个蛋

白质表现为毒力减弱ꎬ４３ 个蛋白质不影响病原菌

致病力ꎬ另有 ６ 个蛋白质与毒力增强相关ꎮ 综上ꎬ
共筛选出 ８０ 个具有候选效应因子潜力的基因ꎬ其
中包括 ９ 个无毒效应因子基因、６ 个导致致病力缺

失的基因、５５ 个毒力减弱相关基因以及 １０ 个混合

型功能基因ꎮ

３１９陈晶伟等:甘薯茎线虫基因组分泌蛋白中效应因子的预测和分析



表 ２　 甘薯茎线虫分泌蛋白中碳水化合物活性酶类(ＣＡＺｙｍｅｓ)的类型

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｔｙｐｅｓ ｏｆ ｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅ￣ａｃｔｉｖｅ ｅｎｚｙｍｅｓ (ＣＡＺｙｍｅｓ) ｉｎ ｓｅｃｒｅｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｏｆ Ｄｉｔｙｌｅｎｃｈｕｓ ｄｅｓｔｒｕｃｔｏｒ

酶类别　 　 相关家族族系 家族名称　 　 　 　 　 　

糖苷水解酶 Ａ 糖苷水解酶 ５(１)、糖苷水解酶 ３０(２)

Ｄ 糖苷水解酶 ３１(１)

Ｇ 糖苷水解酶 ３７(１)

Ｋ 糖苷水解酶 １８(３)

Ｒ 糖苷水解酶 ２９(１)

－ 糖苷水解酶 １５２(１)、糖苷水解酶 １９(１)、糖苷水解酶 ２５(２)

糖基转移酶
糖基转移酶 １(３)、糖基转移酶 １４(１)、糖基转移酶 ２７(１)、糖基转移酶 ４９
(１)、糖基转移酶 ６１(２)、糖基转移酶 ３１(１)

多糖裂解酶 多糖裂解酶 ３(１７)

碳水化合物酯酶 碳水化合物酯酶 ２(１)
括号中的数值表示不同家族的酶数量ꎮ －表示未被纳入 Ａ、Ｄ、Ｇ、Ｋ、Ｒ 族系ꎮ

ａ１:６ꎻａ２:７ꎻａ３:８ꎻａ４:９ꎻａ５:１０ꎻａ６:１１ꎻａ７:１２ꎻａ８:１３ꎻａ９:１４ꎻａ１０:１５ꎻａ１１:１６ꎻａ１２:１７ꎻａ１３:１８ꎻａ１４:１９ꎻａ１５:２０ꎻａ１６:２１ꎻａ１７:２２ꎻａ１８:２３ꎻａ１９:２４ꎻａ２０:２５ꎻ

ａ２１:２６ꎻａ２２:２７ꎻａ２３:２８ꎻａ２４:２９ꎻａ２５:３０ꎻａ２６:３１ꎻａ２７:３２ꎻａ２８:３３ꎻａ２９:３４ꎻａ３０:３５ꎻａ３１:３６ꎻａ３２:３７ꎻａ３３:３８ꎻａ３４:４０ꎻａ３５:４１ꎻａ３６:４３ꎻａ３７:４４ꎻａ３８:４５ꎻａ３９:

４９ꎻａ４０:５０ꎻａ４１:５１ꎻａ４２:５２ꎻａ４３:５５ꎻａ４４:６１ꎻａ４５:７２ꎻａ４６:７４ꎻａ４７:７５ꎻａ４８:７６ꎻａ４９:８４ꎻａ５０:８５ꎻａ５１:９７ꎻａ５２:９８ꎻａ５３:１００ꎻａ５４:１４８ꎻａ５５:１７５ꎻａ５６:１８５ꎮ

图 ３　 ７９２ 个甘薯茎线虫分泌蛋白的半胱氨酸残基数量

Ｆｉｇ.３　 Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｃｙｓｔｅｉｎｅ ｒｅｓｉｄｕｅｓ ｉｎ ７９２ ｓｅｃｒｅｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｏｆ Ｄｉｔｙｌｅｎｃｈｕｓ ｄｅｓｔｒｕｃｔｏｒ

表 ３　 基于病原菌￣宿主互作数据库的 １３３ 个甘薯茎线虫蛋白质的分

类

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ １３３ Ｄｉｔｙｌｅｎｃｈｕｓ ｄｅｓｔｒｕｃｔｏｒ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｂａｓｅｄ
ｏｎ ｔｈｅ ｐａｔｈｏｇｅｎ￣ｈｏｓｔ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｄａｔａｂａｓｅ

编号 基因缺失后的表型　 蛋白质数量
(个)

占比
(％)

１ 无毒 ９ ６.８

２ 致死 １ ０.８

３ 失去致病力 ６ ４.５

４ 毒力减弱 ５５ ４１.４

５ 混合型 １３(１０∗) ９.８

６ 不影响病原菌致病力 ４３ ３２.３

７ 毒力增强 ６ ４.５
∗表示混合型蛋白质中属于候选效应因子的蛋白质数量ꎮ

２.８　 候选效应因子的确定

剔除上述 ８０ 个蛋白质中长度超过 ３５０ ａａ 的蛋

白质氨基酸序列后ꎬ最终获得 ３２ 个潜在致病效应因

子(表 ４)ꎬ其中 １９ 个为假定蛋白ꎬ其余为含锌指双

结构域蛋白、ｃ 型凝集素结构域蛋白、果聚糖蔗糖酶

和富含半胱氨酸分泌蛋白家族结构域蛋白等ꎮ
２.９　 候选效应因子的 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 分析

ｑＲＴ￣ＰＣＲ 分析结果(图 ４)表明ꎬ在腐烂茎线虫

侵染甘薯的过程中ꎬ随机筛选 １０ 个腐烂茎线虫候选

效应因子基因ꎬ以未侵染甘薯(侵染 ０ ｄ)的腐烂茎

线虫为对照ꎬ 侵染 ３ ｄ 时ꎬ 除了 ＤｄＸ ＿ １９１２３ 和

ＤｄＸ＿１５９４１的相对表达量下降外ꎬ其他基因的相对
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表 ４　 甘薯茎线虫候选效应因子

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｃａｎｄｉｄａｔｅ ｅｆｆｅｃｔｏｒｓ ｏｆ Ｄｉｔｙｌｅｎｃｈｕｓ ｄｅｓｔｒｕｃｔｏｒ

基因名称　 　 氨基酸长
度(ａａ)

半胱氨酸
数量(个) 蛋白质氨基酸序列注释　 　 　 　 　 匹配的基因　 匹配的病原菌 基因功能　 　 　 　 　

ＤｄＸ＿１９１２３ １３６ ８ 假定蛋白 Ｃｎａ１ 新型隐球菌 毒力减弱

ＤｄＸ＿１７８４８ １３８ ７ 假定蛋白 ＡｉｉＡ 颖壳伯克氏菌 毒力减弱

ＤｄＸ＿１２９６０ １４８ １８ 假定蛋白 Ｍｋｔ１ 新型隐球菌 毒力减弱

ＤｄＸ＿００７０２ １５２ ９ 假定蛋白 Ｋｇｐ 牙龈卟啉单胞菌 毒力减弱

ＤｄＸ＿１２８０７ １７５ ７ 含锌指双结构域蛋白 ＺａｆＡ 烟曲霉菌 失去致病力

ＤｄＸ＿１７４８１ １９２ ６ ｃ 型凝集素结构域蛋白 ＢｃＢＯＡ６ 灰霉病菌 毒力减弱

ＤｄＸ＿０８４９１ １９３ １７ 假定蛋白 ＭｏＰＥＸ７ 稻瘟病菌 失去致病力

ＤｄＸ＿１１８１０ ２０１ ８ 假定蛋白 ＫｅｘＢ 烟曲霉菌 毒力减弱

ＤｄＸ＿１６７０２ ２０２ ６ 假定蛋白 ＶａｂＦ 鳗弧菌 毒力减弱

ＤｄＸ＿０８３１１ ２０８ １０ 假定蛋白 Ｚｃｆ１５ 白色念珠菌 毒力减弱

ＤｄＸ＿１０２７６ ２１１ ７ 假定蛋白 Ｃｉｒ１ 新型隐球菌 失去致病力

ＤｄＸ＿０４５２８ ２１１ １７ 假定蛋白 ＣＤＣ２５ 希金斯炭疽菌 毒力减弱

ＤｄＸ＿０１５０７ ２１２ １２ 效应因子结合(ＥＢ)模块结构域的
蛋白质

ＰｓＦＰ１ 大豆疫霉菌 毒力减弱

ＤｄＸ＿０４８４８ ２１４ １４ 假定蛋白 ＤｄＸ＿０４８４８ ＮａｐＣ 大肠杆菌 毒力减弱

ＤｄＸ＿１３８１５ ２２３ ８ 假定蛋白 ＤｄＸ＿１３８１５ ＭＩＰ１ 酿酒酵母 毒力减弱

ＤｄＸ＿１３５２３ ２４１ ９ 假定蛋白 ＤｄＸ＿１３５２３ Ｍｓｂ２ 尖孢镰刀菌 毒力减弱

ＤｄＸ＿１１１５０ ２５２ １０ ｃ 型凝集素结构域蛋白 ＸＣ＿０５３１ 野油菜黄单胞菌 毒力减弱

ＤｄＸ＿１３１４５ ２５４ ６ 假定蛋白 ＭＧＧ＿０７０１５ 稻瘟病菌 毒力减弱

ＤｄＸ＿２０３０２ ２６０ １５ 半凝素￣１ ＧｔｆＤ 变异链球菌 毒力减弱

ＤｄＸ＿１０８５５ ２６９ ２０ 类胰蛋白酶抑制剂富含半胱氨酸结构域
的蛋白质

ＢｐａＣ 类鼻疽伯克氏菌 毒力减弱

ＤｄＸ＿１１７３１ ２７３ ７ 假定蛋白 ＦｖＢｃｋ１ 轮枝镰刀菌 毒力减弱

ＤｄＸ＿００５７２ ２７７ １９ 含类地结构域蛋白质 ＰｓＦＰ１ 大豆疫霉菌 毒力减弱

ＤｄＸ＿１９０７９ ２８５ １４ 果聚糖蔗糖酶 ＣａＥＡＰ１ 白色念珠菌 毒力减弱

ＤｄＸ＿０３３８２ ２８９ １０ 神经丝介质多肽 ＧｔｆＤ 变异链球菌 毒力减弱

ＤｄＸ＿１５９４１ ３０３ ２１ 富含半胱氨酸分泌蛋白家族结构域蛋白 Ｇｒ￣ＶＡＰ１ 马铃薯金线虫 效应因子
(植物无毒性决定簇)

ＤｄＸ＿１３４４９ ３０９ ８ ２６ ０００分泌抗原 Ｊａｒ１ 灰葡萄孢菌 毒力减弱

ＤｄＸ＿１６９６１ ３２５ ６ 含钙稳态结构域蛋白的 ｓｏｃｅ 相关调节
因子

ＰＷＬ１ 稻瘟病菌 效应因子
(植物无毒性决定簇)

ＤｄＸ＿０３４９６ ３２７ １０ 假定蛋白 ＰｓＦＰ１ 大豆疫霉菌 毒力减弱

ＤｄＸ＿１４４４２ ３３４ １８ 假定蛋白 ＨＫ２ 伯氏疏螺旋体 毒力减弱

ＤｄＸ＿１９５０８ ３３８ ７ 含类 Ｇｒｏｕｎｄ 结构域的蛋白质 ＦＴＦ２ 尖孢镰刀菌 毒力减弱

ＤｄＸ＿１１８１９ ３３９ ９ 假定蛋白 Ｖｐｓ１３ 稻瘟病菌 毒力减弱

ＤｄＸ＿１０２６３ ３４８ １０ 假定蛋白 ＳｐｏＴ 丁香假单胞菌 毒力减弱或致死

表达量均在侵染后上调ꎮ 其中ꎬＤｄＸ＿１０２７６ 在线虫

侵染甘薯第 １ ｄ 的相对表达量是对照的 ２１ 倍ꎬ
ＤｄＸ＿０４５２８在线虫侵染甘薯第 ３ ｄ 的相对表达量是

对照的 ４１ 倍ꎮ
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图 ４　 甘薯茎线虫 １０ 个候选效应因子基因在不同侵染时间的相对表达量

Ｆｉｇ.４　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｔｅｎ ｃａｎｄｉｄａｔｅ ｅｆｆｅｃｔｏｒ ｇｅｎｅｓ ｏｆ Ｄｉｔｙｌｅｎｃｈｕｓ ｄｅｓｔｒｕｃｔｏｒ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｓｔａｇｅｓ

３　 讨 论

植物细胞壁是线虫侵染寄主时需要突破的第一

道屏障ꎬ线虫在侵染过程中会分泌碳水化合物活性

酶类(ＣＡＺｙｍｅｓ)ꎬ以降解植物细胞壁[２０]ꎮ 从甘薯茎

线虫分泌组蛋白的 ＣＡＺｙｍｅｓ 预测结果看ꎬ多糖裂解

酶和糖苷水解酶占比最多ꎬ合计达 ７５.０％ꎮ 其中ꎬ多
糖裂解酶中主要为果胶裂解酶(多糖裂解酶 ３)ꎬ糖
苷水解酶类中包含纤维素降解酶类(糖苷水解酶 ５
和糖苷水解酶 ３０)、淀粉降解酶类 (糖苷水解酶

３１)、几丁质降解酶类(糖苷水解酶 １８)等ꎬ其主要涉

及到植物细胞壁、真菌细胞壁以及淀粉的降解等过

程[２１￣２２]ꎬ这可能与甘薯茎线虫独特的生活习性密切

相关ꎮ 甘薯茎线虫取食寄主并导致植物细胞死亡

后ꎬ会迁移至土壤中取食真菌以维持存活ꎬ待机寻找

新寄主[２３]ꎮ 甘薯和马铃薯作为其主要寄主作物ꎬ体
内富含淀粉[２４]ꎮ 通过 ＥｇｇＮＯＧ 数据库对 ３７１ 个分

泌蛋白进行功能注释ꎬ结果显示其中 Ｓ 类(功能未

知)占比最高ꎬ这与唐伟等[２５]对甘薯间座壳菌(Ｄｉａ￣
ｐｏｒｔｈｅ ｂａｔａｔａｓ)分泌蛋白的预测结果一致ꎮ 在已注

释到具体功能的蛋白质中ꎬＧ 类(碳水化合物转运与

代谢)和 Ｏ 类(翻译后蛋白质修饰、蛋白质周转和伴

侣蛋白)所占比例最大ꎬ表明甘薯茎线虫具备从寄

主块茎或根部有效代谢碳水化合物和蛋白质的能

力ꎬ与其寄生特性相符ꎮ
　 　 随着病原物与寄主互作机制研究的深入ꎬ病原

物全基因组序列的不断解析ꎬ各类生物信息学软件

及数据库的不断完善ꎬ利用这些手段分析病原物的

侵染机制已经成为较为常用的方法[２６￣２８]ꎮ 尽管这

些方法在预测病原物效应因子时可能存在一定遗

漏ꎬ但仍能有效缩小研究范围ꎮ 近年来ꎬ基于效应因

子特征建立的筛选与预测方法ꎬ已被广泛应用于植

物病原物效应因子的识别及其致病机制研究中ꎬ然
而ꎬ由于分析标准的不同ꎬ可能会导致结果存在差

异[８]ꎮ Ｚｈａｏ 等[２９] 分析了小麦叶锈病菌 (Ｐｕｃｃｉｎｉａ
ｔｒｉｔｉｃｉｎａ)基因组中的１７ ９７６个蛋白质ꎬ筛选到 ９０４ 个
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含有保守基序的潜在效应因子ꎬ并证实了ＰＴＴＧ＿０８１９８
基因能加速细胞凋亡并促进活性氧的积累ꎮ 扈丽丽

等[１０]利用效应因子的典型特征ꎬ从最短尾短体线虫

的转录组测序结果中鉴定出７２ ５１６个非冗余基因ꎬ
并从中筛选出了１ ６４１个蛋白质ꎬ最终确定了 ５１ 个

候选效应因子ꎮ 在本研究中ꎬ我们在分析甘薯茎线

虫分泌蛋白的基础上ꎬ考察了这些蛋白质的序列长

度、半胱氨酸含量、信号肽长度以及冗余性等ꎬ最终

筛选到 ３２ 个候选效应因子ꎮ 在筛选到的甘薯茎线

虫候选效应因子中以假定蛋白为主ꎬ这与范春霞

等[３０]预测甜瓜粉霉病菌及罗梅等[８] 预测球孢白僵

菌的效应因子结果相似ꎮ
在 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 分析结果中ꎬ大部分基因的相对表

达量在腐烂茎线虫侵染后的第 １ ｄ 和第 ３ ｄ 上调ꎬ说
明这些基因在协助线虫侵染时发挥重要的作用ꎮ 本

研究筛选到了一个腐烂茎线虫的类毒液过敏蛋白

(ＶＡＰ)基因 ＤｄＸ＿１５９４１ꎬ其含有 ２１ 个半胱氨酸ꎮ
ＶＡＰ 已在多种植物寄生线虫中被发现ꎬ包括南方根

结线虫(Ｍｅｌｏｉｄｏｇｙｎｅ ｉｎｃｏｇｎｉｔａ) [３１]、松材线虫(Ｂｕｒ￣
ｓａｐｈｅｌｅｎｃｈｕｓ ｘｙｌｏｐｈｉｌｕｓ) [３２] 和大豆胞囊线虫(Ｈｅｔｅｒｏ￣
ｄｅｒａ ｇｌｙｃｉｎｅｓ) [３３]ꎮ 有研究结果表明ꎬ马铃薯金线虫

(Ｇｌｏｂｏｄｅｒａ ｒｏｓｔｏｃｈｉｅｎｓｉｓ)中的 ＧｒＶＡＰ１ 基因的沉默可

影响线虫对马铃薯的致病力[３４]ꎮ Ｃｈａｎｇ 等[３５] 发现

沉默腐烂茎线虫中 ＤｄＶＡＰ２ 基因后ꎬ线虫的致病力

和繁殖能力均有一定程度的下降ꎮ 在本研究中ꎬ
ｑＲＴ￣ＰＣＲ 分析结果表明ꎬ随着侵染时间的延长ꎬ
ＤｄＸ＿１５９４１的相对表达量下调ꎬ这可能意味着其主

要功能是在侵染初期ꎬ帮助线虫建立侵染关系ꎮ
腐烂茎线虫候选效应蛋白基因 ＤｄＸ＿１１１５０ 和

ＤｄＸ ＿ １７４８１ 的相对表达量在侵染后均上调ꎬ经

ＥｇｇＮＯＧ￣ｍａｐｐｅｒ分析均被注释为 ｃ 型凝集素结构域

蛋白ꎬ半胱氨酸数量分别为 １０ 个和 ６ 个ꎮ Ｚｈａｏ
等[３]发现南方根结线虫中的 ｃ 型类凝集素效应因子

ＭｉＣＴＬ１ａ 能够抑制植物过氧化氢酶活性ꎬ从而帮助

线虫建立稳定的寄生关系ꎮ Ｚｈｕｏ 等[３６] 发现拟禾本

科根结线虫(Ｍｅｌｏｉｄｏｇｙｎｅ ｇｒａｍｉｎｉｃｏｌａ)的 ｃ 型凝集素

效应因子 Ｍｇ０１９６５ 在早期侵染过程中会抑制寄主

植物质外体中的固有免疫ꎬ促进线虫建立寄生关系ꎮ
在甘薯茎线虫致病机理的研究中ꎬｃ 型凝集素效应

因子的功能和植物靶标研究鲜有报道ꎬ由于甘薯茎

线虫采用的是迁移性的寄生方式ꎬ其效应因子的作

用机制可能与根结线虫存在较大的差异ꎮ

虽然多数预测的效应因子基因的相对表达量在

侵染过程中上调ꎬ但仍有一部分效应因子基因的相

对表达量变化不明显ꎬ这可能是由于它们在线虫侵

染的其他阶段发挥作用ꎬ亦或并非甘薯茎线虫真正

的效应因子ꎮ 综上所述ꎬ本研究方法可以有效筛选

甘薯茎线虫的效应因子ꎮ 然而ꎬ需要注意的是有部

分效应因子是由囊泡或非囊泡运输等其他途径分

泌ꎬ例如南方根结线虫中的 Ｍｉ￣ＩＳＣ￣１ 和 ＭｉＰＤＣＤ６
可通过非常规分泌途径在侵染寄主植物时发挥作

用[３７￣３８]ꎮ 目前尚没有适用于预测分析植物寄生线

虫的非典型分泌效应因子的生物信息学软件ꎬ本研

究仅对经典分泌途径的效应因子进行了预测和分

析ꎬ筛选出的 ３２ 个候选效应因子可为后续功能验

证、甘薯茎线虫病致病机制解析、抗病育种及杀线虫

剂靶标研发等工作奠定基础ꎮ
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