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　 　 摘要:　 由柑橘间座壳菌(Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ ｃｉｔｒｉ)诱导的黑点病是全球柑橘生产面临的重要病害之一ꎬ严重降低了柑橘

的外观品质和经济价值ꎮ 分泌蛋白参与病原菌致病过程ꎬ但目前相关研究多关注经典分泌蛋白ꎬ而对非经典分泌

蛋白知之甚少ꎮ 本研究基于柑橘间座壳菌全基因组序列ꎬ分别利用 ＴＭＨＭＭ ２.０、ＷｏＬＦ ＰＳＯＲＴ、ＳｉｇｎａｌＰ ５.０、Ｓｅｃｒｅ￣
ｔｏｍｅＰ￣１.０、ｄｂＣＡＮ、ｅｇｇＮＯＧ￣ｍａｐｐｅｒ 和 ＰＨＩ￣ＢＬＡＳＴ 等生物信息学工具ꎬ开展非经典分泌蛋白的预测及功能分析ꎬ并
利用实时荧光定量逆转录聚合酶链反应(ｑＲＴ￣ＰＣＲ)对其中 １１ 个候选基因在柑橘间座壳菌侵染过程中的转录水平

进行分析ꎮ 结果表明ꎬ从柑橘间座壳菌全基因组编码的１５ ７６１个蛋白质中预测到 ３０２ 个候选非经典分泌蛋白ꎬ其
中ꎬ１１ 个为潜在的致病力增强非经典分泌蛋白ꎮ ｑＲＴ￣ＰＣＲ 验证结果表明ꎬ２ 个候选基因( ＩＮＳ４９＿０１００８３ 和 ＩＮＳ４９＿
０１５０１９)在柑橘间座壳菌侵染感病种质鸡尾葡萄柚果实过程中显著上调表达ꎬ推测它们可能参与柑橘间座壳菌致

病过程ꎮ 本研究结果为开展柑橘间座壳菌致病机制研究及柑橘抗黑点病种质精准培育奠定理论依据ꎮ
关键词:　 柑橘间座壳菌ꎻ 柑橘黑点病ꎻ 非经典分泌蛋白ꎻ 致病基因

中图分类号:　 Ｓ４３６.６６　 　 　 文献标识码:　 Ａ　 　 　 文章编号:　 １０００￣４４４０(２０２６)０７￣１３６０￣１０

Ｇｅｎｏｍｅ￣ｗｉｄｅ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｎｏｎ￣ｃｌａｓｓｉｃａｌ ｓｅｃｒｅｔｅｄ
ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｏｆ Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ ｃｉｔｒｉ

ＹＡＮＧ Ｙｉꎬ　 ＫＥ Ｆｕｚｈｉꎬ　 ＮＩＥ Ｚｈｅｎｐｅｎｇꎬ　 ＷＡＮＧ Ｌｕｏｙｕｎꎬ　 ＣＵＩ Ｃｈａｎｇｊｉａｎｇꎬ　 ＨＵＡＮＧ Ｘｉｕꎬ　 ＰＵ Ｚｈａｎｘｕꎬ　
ＸＵ Ｊｉａｎｇｕｏꎬ　 ＳＵＮ Ｌｉｆａｎｇ
(Ｚｈｅｊｉａｎｇ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ / Ｃｉｔｒｕｓ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ｚｈｅｊｉａｎｇ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ / Ｚｈｅｊｉａｎｇ Ｂｒａｎｃｈ ｏｆ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｃｉｔｒｕｓ Ｖａｒｉｅｔｙ Ｉｍｐｒｏｖｅｍｅｎｔ Ｃｅｎｔｅｒꎬ
Ｔａｉｚｈｏｕ ３１８０２０ꎬ Ｃｈｉｎａ)

　 　 Ａｂｓｔｒａｃｔ:　 Ｃｉｔｒｕｓ ｍｅｌａｎｏｓｅꎬ ｃａｕｓｅｄ ｂｙ Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ ｃｉｔｒｉꎬ ｉｓ ｏｎｅ ｏｆ ｔｈｅ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｄｉｓｅａｓｅｓ ａｆｆｅｃｔｉｎｇ ｃｉｔｒｕｓ ｃｕｌｔｉｖａｔｉｏｎ
ｗｏｒｌｄｗｉｄｅꎬ ｗｈｉｃｈ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｒｅｄｕｃｅｓ ｔｈｅ ａｐｐｅａｒａｎｃｅ ｑｕａｌｉｔｙ ａｎｄ ｅｃｏｎｏｍｉｃ ｖａｌｕｅ ｏｆ ｃｉｔｒｕｓ. Ｓｅｃｒｅｔｏｒｙ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｐｌａｙ ｃｒｕｃｉａｌ
ｒｏｌｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｐａｔｈｏｇｅｎ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｓｓ. Ｈｏｗｅｖｅｒꎬ ｃｕｒｒｅｎｔ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｍａｉｎｌｙ ｆｏｃｕｓｅｓ ｏｎ ｃｌａｓｓｉｃａｌ ｓｅｃｒｅｔｏｒｙ ｐｒｏｔｅｉｎｓꎬ ｗｉｔｈ ｌｉｍｉｔ￣

ｅｄ ａｔｔｅｎｔｉｏｎ ｐａｉｄ ｔｏ ｎｏｎ￣ｃｌａｓｓｉｃａｌ ｓｅｃｒｅｔｏｒｙ ｐｒｏｔｅｉｎｓ. Ｉｎ ｔｈｉｓ
ｓｔｕｄｙꎬ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｗｈｏｌｅ￣ｇｅｎｏｍｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ Ｄ. ｃｉｔｒｉꎬ
ｎｏｎ￣ｃｌａｓｓｉｃａｌ ｓｅｃｒｅｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｗｅｒｅ ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｂｙ ｕｓｉｎｇ
ＴＭＨＭＭ ２. ０ꎬ ＷｏＬＦ ＰＳＯＲＴꎬ ＳｉｇｎａｌＰ ５. ０ ａｎｄ Ｓｅｃｒｅ￣
ｔｏｍｅＰ￣１.０ꎬ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ａｎｎｏｔａｔｉｏｎｓ ｗｅｒｅ ａｎａｌｙｚｅｄ
ｂｙ ｕｓｉｎｇ ｄｂＣＡＮꎬ ｅｇｇＮＯＧ￣ｍａｐｐｅｒ ａｎｄ ＰＨＩ￣ＢＬＡＳＴ. Ｍｏ￣
ｒｅｏｖｅｒꎬ ｔｈｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ １１ ｃａｎｄｉｄａｔｅ ｇｅｎｅｓ ｄｕｒ￣
ｉｎｇ Ｄ. ｃｉｔｒｉ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｗｅｒｅ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ｕｓｉｎｇ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ
ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｒｅｖｅｒｓｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ
(ｑＲＴ￣ＰＣＲ). Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ３０２ ｃａｎｄｉｄａｔｅ ｎｏｎ￣

０６３１



ｃｌａｓｓｉｃａｌ ｓｅｃｒｅｔｏｒｙ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｗｅｒｅ ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｆｒｏｍ ｔｈｅ １５ ７６１ ｅｎｃｏｄｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓꎬ ｏｆ ｗｈｉｃｈ １１ ｗｅｒｅ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｖｉｒｕｌｅｎｃｅ￣
ｅｎｈａｎｃｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎｓ. Ａｄｄｉｔｉｏｎａｌｌｙꎬ ｔｗｏ ｃａｎｄｉｄａｔｅ ｇｅｎｅｓ ( ＩＮＳ４９＿０１００８３ ａｎｄ ＩＮＳ４９＿０１５０１９) ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄ
ｄｕｒｉｎｇ ｔｈｅ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｆｒｕｉｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｌｅ ｇｅｒｍｐｌａｓｍ Ｃｏｃｋｔａｉｌ ｇｒａｐｅｆｒｕｉｔ ｂｙ Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ ｃｉｔｒｉꎬ ｓｕｇｇｅｓｔｉｎｇ ｔｈａｔ ｔｈｅｙ ｍａｙ ｂｅ
ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ ｐｒｏｃｅｓｓ ｏｆ Ｄ. ｃｉｔｒｉ. Ｔｈｅｓｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｐｒｏｖｉｄｅ ａ ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ ｂａｓｉｓ ｆｏｒ ｅｌｕｃｉｄａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ ｍｅｃｈａ￣
ｎｉｓｍｓ ｏｆ Ｄ. ｃｉｔｒｉ ａｎｄ ｃｏｎｄｕｃｔｉｎｇ ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ ｂｒｅｅｄｉｎｇ ｏｆ ｃｉｔｒｕｓ ｖａｒｉｅｔｉｅｓ ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｔｏ ｃｉｔｒｕｓ ｍｅｌａｎｏｓｅ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:　 Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ ｃｉｔｒｉꎻ ｃｉｔｒｕｓ ｍｅｌａｎｏｓｅꎻ ｎｏｎ￣ｃｌａｓｓｉｃａｌ ｓｅｃｒｅｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓꎻ ｄｉｓｅａｓｅ￣ｃａｕｓｉｎｇ ｇｅｎｅ

　 　 柑橘为芸香科(Ｒｕｔａｃｅａｅ)柑橘属(Ｃｉｔｒｕｓ)多年

生木本植物ꎬ是全球栽培面积最大、经济价值极高的

特色果树之一ꎮ 由柑橘间座壳菌(Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ ｃｉｔｒｉ)侵
染所致的黑点病(俗称砂皮病)是柑橘生产中危害

严重的真菌性病害ꎮ 该病原菌主要以分生孢子侵染

植株幼嫩叶片、新梢及果实ꎬ在新梢展叶期易造成叶

片受害ꎬ于果实成熟期及采后贮藏期侵染果面ꎬ严重

降低果实商品价值并造成巨大经济损失ꎮ 生产中几

乎所有柑橘主要栽培品种及其近缘种金柑均对柑橘

间座壳菌表现感病ꎮ 因此ꎬ解析柑橘间座壳菌的致

病机制已成为柑橘抗黑点病种质精准创制与抗病育

种亟待解决的关键问题ꎮ
研究结果表明ꎬ分泌蛋白在病原菌与寄主植物

互作过程中发挥重要作用[１￣２]ꎮ 根据分泌途径的差

异ꎬ可将分泌蛋白分为两类ꎬ一类为非经典分泌蛋

白ꎬ其 Ｎ 端无信号肽ꎬ通过其他非经典途径进行分

泌ꎻ另一类为经典分泌蛋白ꎬ其 Ｎ 端有信号肽ꎬ无跨

膜结构域ꎬ胞外分泌ꎬ无 ＧＰＩ 锚定位ꎬ通过信号肽引

导合成的多肽进入细胞内部ꎬ利用内质网、高尔基体

途径进行分泌ꎮ 目前ꎬ人们已对经典分泌蛋白的致

病机制开展了大量研究ꎬ如抑制寄主免疫信号通

路[３￣４]、干扰寄主生理生化过程[５￣６]、影响寄主靶标

蛋白的亚细胞定位[７￣９]、调控寄主基因转录过程[１０]、
靶向寄主免疫相关分子[１１]等ꎬ而对非经典分泌蛋白

的研究相对较少ꎮ 邢启凯等[１２] 对可可毛色二孢菌

(Ｌａｓｉｏｄｉｐｌｏｄｉａ ｔｈｅｏｂｒｏｍａｅ)开展了非经典分泌蛋白预

测ꎬ并利用实时荧光定量逆转录聚合酶链式反应

(ｑＲＴ￣ＰＣＲ)鉴定到 １０ 个潜在致病性非经典分泌蛋

白ꎮ 王春庆[１３]对黄龙病菌分泌蛋白开展了经典分

泌蛋白和非经典分泌蛋白预测ꎬ筛选出 ２ 个基因作

为黄龙病害检测靶点ꎮ 沈盼[１４] 研究发现ꎬ黄龙病菌

非经典分泌蛋白 ＳＥＣＰ１１ 和 ＳＥＣＰ１２ 可抑制 ＢＡＸ 蛋

白和 ＩＮＦ１ 蛋白诱导的烟草过敏性坏死ꎮ Ｒｉｄｏｕｔ
等[１５]研究发现ꎬ白粉病菌(Ｂｌｕｍｅｒｉａ ｇｒａｍｉｎｉｓ ｆ. ｓｐ.
ｈｏｒｄｅｉ)非经典分泌蛋白 Ａｖｒｋ１ 和 Ａｖｒａ１０ 可激活大

麦防御反应ꎮ 棉花大丽轮枝菌(Ｖｅｒｔｉｃｉｌｌｉｕｍ ｄａｈｌｉａｅ)
非经典分泌蛋白 ＶｄＡｃｂ１ 可通过调控病原菌对果胶

的利用影响其致病性ꎬ而 ＶｄＴｒｘ１ 蛋白则通过参与活

性氧清除及硫同化过程调节其毒力[１６￣１７]ꎮ 稻曲病

菌(Ｕｓｔｉｌａｇｉｎｏｉｄｅａ ｖｉｒｅｎｓ)非经典分泌蛋白 ＵｖＣｈｉ２ 通

过与水稻自噬相关蛋白 ＯｓＡＴＧ８ｂ 竞争性结合自噬

受体蛋白 ＯｓＡＴＩ１ꎬ从而干扰水稻免疫反应[１８]ꎮ 番

茄大丽轮枝菌非经典分泌蛋白 ＶｄＩｓｃ１[１９]、大豆疫霉

(Ｐｈｙｔｏｐｈｔｈｏｒａ ｓｏｊａｅ)非经典分泌蛋白 ＰｓＩｓｃ１[１９]、橡
胶树白粉菌 (Ｅｒｙｓｉｐｈｅ ｑｕｅｒｃｉｃｏｌａ) 非经典分泌蛋白

ＥｑＣｍｕ 和 ＥｑＰＤＴ[２０]通过影响植物体内水杨酸(ＳＡ)
合成ꎬ进而干扰植物免疫反应ꎮ 上述研究结果表明ꎬ
非经典分泌蛋白可能参与植物与病原菌互作过程ꎮ

在柑橘间座壳菌分泌蛋白相关研究中ꎬ Ｇａｉ
等[２１]利用 ＳｉｇｎａｌＰ ５.０ 对柑橘间座壳菌的基因组数

据进行经典分泌蛋白分析ꎬ并开展病原菌与寄主互

作相关基因和碳水化合物活性酶预测ꎮ 刘翔宇[２２]

对柑橘间座壳菌 ＮＦＨＦ￣８￣４ 菌株进行基因组测序ꎬ
并从 １４ 个候选经典效应蛋白中鉴定到 １ 个致病蛋

白 ＤｃＮＬＰ５ꎮ 该蛋白可通过与 ＤｃＮＬＰ２ 和 ＤｃＮＬＰ４
竞争性结合柑橘靶标蛋白 ＣｃＲＬＰ２３ꎬ抑制柑橘对病

原菌 ＮＬＰ 蛋白的识别ꎬ进而介导致病ꎮ 综上ꎬ非经

典分泌蛋白在病原菌致病过程中发挥重要作用ꎬ但
其在柑橘与柑橘间座壳菌互作中的功能尚未见报

道ꎮ 基 于 此ꎬ 本 研 究 利 用 ＴＭＨＭＭ ２. ０、 ＷｏＬＦ
ＰＳＯＲＴ、ＳｉｇｎａｌＰ ５.０ 和 Ｓｅｃｒｅｔｏｍｐ １.０ｆ 等软件对柑橘

间座壳菌进行非经典分泌蛋白的预测及其致病性分

析ꎬ并利用 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 对候选基因在柑橘间座壳菌侵

染过程中的转录水平进行分析ꎬ挖掘潜在的致病基

因ꎮ 本研究旨在为开展柑橘间座壳菌致病机制研究

及柑橘抗黑点病种质的精准培育提供理论依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 序列下载

从 ＧｅｎＢａｎｋ 数据库中下载柑橘间座壳菌 ＮＦ￣
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ＨＦ￣８￣４ 菌株的全基因组数据ꎮ
１.２　 非经典分泌蛋白的预测

利用 ＴＭＨＭＭ ２. ０ ( ｈｔｔｐｓ: / / ｓｅｒｖｉｃｅｓ. ｈｅａｌｔｈｔｅｃｈ.
ｄｔｕ. ｄｋ / ｓｅｒｖｉｃｅｓ / ＴＭＨＭＭ￣２. ０ / ) [２３]、 ＷｏＬＦ ＰＳＯＲＴ
(ｈｔｔｐｓ: / / ｗｏｌｆｐｓｏｒｔ.ｈｇｃ.ｊｐ / ) [２４]、ＳｉｇｎａｌＰ ５.０(ｈｔｔｐｓ: / /
ｓｅｒｖｉｃｅｓ. ｈｅａｌｔｈｔｅｃｈ. ｄｔｕ. ｄｋ / ｓｅｒｖｉｃｅｓ / ＳｉｇｎａｌＰ￣５. ０ / ) [２５]

和 ＳｅｃｒｅｔｏｍｅＰ￣１. ０ ( ｈｔｔｐｓ: / / ｓｅｒｖｉｃｅｓ. ｈｅａｌｔｈｔｅｃｈ. ｄｔｕ.
ｄｋ / ｓｅｒｖｉｃｅｓ / ＳｅｃｒｅｔｏｍｅＰ￣１.０ / ) [２６] 在线软件进行非经

典分泌蛋白预测ꎮ
１.３　 候选效应蛋白功能预测

利用 ｄｂＣＡＮ 在线软件对候选效应蛋白中的碳

水化合物活性酶 ( ＣＡＺｙｍｅｓ) 进行预测和功能注

释[２７]ꎻ利用 ｅｇｇＮＯＧ￣ｍａｐｐｅｒ 在线软件对候选效应蛋

白进行 ｅｇｇＮＯＧ￣ｍａｐｐｅｒ 数据库注释[２８￣２９]ꎻ利用基于

ＰＨＩ￣ｂａｓｅ 数据库的 ＰＨＩ￣ＢＬＡＳＴ 在线工具对候选效

应蛋白进行同源比对与功能注释[３０]ꎮ
１.４　 非经典分泌蛋白基因表达模式分析

基于柑橘间座壳菌 ＮＦＨＦ￣８￣４ 菌株的全基因组

数据ꎬ对材料与方法 １.３ 中筛选到的毒力增强候选

基因进行定量 ＰＣＲ 引物设计(表 １)ꎮ 以柑橘间座

壳菌侵染黑点病感病种质鸡尾葡萄柚果实后ꎬ分别

取侵染 ０ ｈ、２４ ｈ、４８ ｈ、７２ ｈ、９６ ｈ 的样品ꎬ提取其 ｃＤ￣
ＮＡ 作为反应模板[２２]ꎬ应用 ＴＢ Ｇｒｅｅｎ 􀅺 Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ
Ｔａｑ Ⅱ(货号:ＲＲ８２０Ａꎬ日本宝生物工程株式会社产

品)和 ＣＦＸ９６ Ｒｅａｌ￣Ｔｉｍｅ ＰＣＲ 仪(美国伯乐生命医学

产品有限公司产品)进行实时荧光定量反应ꎬ采用

２－△△Ｃｔ法分析柑橘间座壳菌编码非经典分泌蛋白基

因的相对表达量ꎮ 反应体系及具体操作步骤参考说

明书进行ꎮ
１.５　 非经典分泌蛋白的生物信息学分析

通过 ＮＣＢＩ Ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ Ｄｏｍａｉｎｓ 工具对非经典分

泌蛋白的保守结构域进行分析鉴定ꎻ在 ＮＣＢＩ 数据

库中采用 ＢｌａｓｔＰ 程序进行同源序列比对ꎬ获取不同

物种中与目标蛋白同源性较高的序列ꎻ借助 ＭＥＧＡ
软件ꎬ采用邻接法、１ ０００次 ｂｏｏｔｓｔｒａｐ 重复验证ꎬ构建

系统进化树ꎻ通过 Ｕｎｉｐｒｏｔ 数据库对非经典分泌蛋白

进行 ＧＯ 功能注释ꎬ明确其生物学功能ꎮ

表 １　 柑橘间座壳菌 ＮＦＨＦ￣８￣４菌株毒力增强候选基因 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 引物

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｆｏｒ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｒｅｖｅｒｓｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ ( ｑＲＴ￣ＰＣＲ) ｏｆ ｖｉｒｕｌｅｎｃｅ￣ｅｎｈａｎｃｉｎｇ ｃａｎｄｉｄａｔｅ
ｇｅｎｅｓ ｆｒｏｍ Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ ｃｉｔｒｉ ｓｔｒａｉｎ ＮＦＨＦ￣８￣４

引物名称 正向引物(５′→３′) 　 　 　 　 　 　 反向引物(５′→３′) 　 　 　 　 　 　

ＮＣＳ１ ＣＡＣＧＡＡＴＡＧＧＡＣＣＴＴＣＣＴＴＣＡＧ ＣＧＧＴＡＡＡＴＧＧＡＡＣＡＧＧＧＡＡＧＴＡ

ＮＣＳ２ ＣＡＧＡＧＣＡＡＣＡＣＡＧＧＣＴＣＴＴ ＡＧＧＣＧＴＴＧＧＡＣＡＡＣＴＣＴＴＴＡＴ

ＮＣＳ３ ＡＡＡＴＣＣＧＴＧＣＴＣＧＴＣＴＴＣＡＧ ＴＣＧＧＧＡＣＴＴＴＣＡＧＣＧＴＡＴＴＧ

ＮＣＳ４ ＣＣＴＧＴＧＡＧＣＡＴＣＧＣＴＡＡＴＧＴ ＧＴＧＧＴＧＴＴＧＴＡＧＧＣＧＴＴＣＡＴＡ

ＮＣＳ５ ＣＣＡＧＡＣＡＧＧＧＡＧＡＡＡＣＴＣＡＡＣ ＡＴＣＴＴＡＴＴＣＧＡＣＧＣＧＧＧＡＴＧ

ＮＣＳ６ ＴＧＡＴＣＴＣＴＧＧＣＴＣＡＴＧＧＴＴＧ ＣＴＡＴＧＴＣＧＴＡＴＡＧＧＧＡＧＣＴＧＡＡＧ

ＮＣＳ７ ＣＴＣＴＣＧＴＴＧＧＧＣＴＴＧＡＴＡＣＣ ＣＣＡＣＧＡＡＣＣＡＧＡＣＴＴＧＡＣＴＴ

ＮＣＳ８ ＣＴＧＧＧＣＴＴＣＴＧＣＴＧＴＣＴＧ ＧＧＣＡＡＴＧＴＣＧＴＣＧＴＣＧ

ＮＣＳ９ ＧＡＣＧＴＴＧＡＧＡＣＡＣＡＧＧＴＣＡＡＧ ＣＧＣＴＣＣＴＧＴＴＴＧＴＴＣＡＧＡＴＧＴＡ

ＮＣＳ１０ ＣＡＴＣＡＴＧＣＣＡＴＣＡＧＣＡＧＴＡＡＴＣ ＡＣＧＧＣＡＴＧＡＡＣＣＴＣＡＴＡＴＣＣ

ＮＣＳ１１ ＧＣＧＧＡＧＴＴＣＴＡＴＧＧＣＴＣＴＡＡＴＧ ＣＧＧＣＡＡＡＧＣＴＧＴＣＧＴＡＴＴＣＴ

ＤｃＡｃｔｉｎ ＧＧＧＡＴＴＧＣＣＧＴＧＴＧＣＴＡＣＣＴＴＡＣＴ ＣＧＣＧＣＴＧＣＣＡＡＡＡＧＡＴＧＴＧＡ

２　 结果与分析

２.１　 柑橘间座壳菌非经典分泌蛋白预测结果

本研究在柑橘间座壳菌 ＮＦＨＦ￣８￣４ 菌株基因组

中共鉴定到１５ ７６１个基因ꎮ 从表 ２ 可知ꎬ在１５ ７６１
个基因编码的蛋白质中 ７９􀆰 ４６８％的蛋白质氨基酸

序列无跨膜结构域ꎮ 从图 １ 可见ꎬ其主要定位于细

胞 核 ( ２９􀆰 ７３％)、 细 胞 质 ( ２８􀆰 ２６％)、 线 粒 体

(１９􀆰 ５９％)和胞外(１４􀆰 ４８％)等 ４ 个区域ꎮ 结合跨膜

结构域与亚细胞定位分析ꎬ共筛选获得１ ８１４个无跨

膜结构域的胞外分泌蛋白候选ꎬ进一步对其进行 Ｎ￣
端信号肽预测ꎬ其中 ５０１ 个蛋白质氨基酸序列无信
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号肽ꎬ１ ３１３个序列具有信号肽ꎮ 针对无信号肽蛋白

质氨基酸序列进行预测分析ꎬ结果(图 ２)显示ꎬ３０２
个为非经典分泌蛋白ꎬ序列长度为 ６２ ａａ 至 １ ０４６
ａａꎮ 其中ꎬ氨基酸序列长度在 ３０１ ａａ 至 ４００ ａａ 的蛋

白质最多ꎬ占比 ２３􀆰 ５１％ꎬ氨基酸序列长度在 １０１ ａａ
至 ２００ ａａ 的蛋白质次之ꎬ占比为 １８􀆰 ２１％ꎮ 上述结

果表明ꎬ柑橘间座壳菌非经典分泌蛋白以小型蛋白

质为主ꎮ

表 ２　 柑橘间座壳菌蛋白质氨基酸序列跨膜结构域分析

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ ｄｏｍａｉｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ ｃｉｔｒｉ ｐｒｏｔｅｉｎｓ

蛋白质中跨膜
结构域数量

蛋白质数量
(个)

占比
(％)

蛋白质中跨膜
结构域数量

蛋白质数量
(个)

占比
(％)

０ １２ ５２５ ７９.４６８ １２ １８６ １.１８０

１ １ １４６ ７.２７１ １３ ４８ ０.３０５

２ ３００ １.９０３ １４ ３９ ０.２４７

３ １９５ １.２３７ １５ ７ ０.０４４

４ ２１５ １.３６４ １６ ２ ０.０１３

５ １６５ １.０４７ １７ ３ ０.０１９

６ １９４ １.２３１ １８ ２ ０.０１３

７ ２０５ １.３０１ ２０ ２ ０.０１３

８ １２０ ０.７６１ ２３ １ ０.００６

９ ９６ ０.６０９ ２６ １ ０.００６

１０ １７６ １.１１７ ４２ １ ０.００６

１１ １３２ ０.８３８

图 １　 柑橘间座壳菌蛋白氨基酸序列亚细胞定位

Ｆｉｇ.１　 Ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ ｃｉｔｒｉ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｎａｌｙｓｉｓ

２.２　 非经典分泌蛋白在植物细胞中的定位

从图 ３ 可见ꎬ３０２ 个候选非经典分泌蛋白中ꎬ
４４􀆰 ７０％定位于植物细胞质外体ꎬ蛋白质氨基酸序列

长度以小于 ３００ ａａ 为主(占比达 ３６􀆰 ３０％)ꎻ５５􀆰 ３０％
候选蛋白定位于植物非质外体ꎬ蛋白质氨基酸序列

长度以小于 ３００ ａａ 的为主(占比达 ３９􀆰 ５２％)ꎬ其次

为 ３０１ ａａ 至 ４００ ａａ(占比为 ２６􀆰 ９５％)ꎮ

２.３　 非经典分泌蛋白的功能注释

非冗余蛋白氨基酸序列数据库(ＮＲ)注释结果表
明ꎬ３０２ 个候选非经典分泌蛋白均为功能未知的假定

蛋白ꎮ 进一步利用 ｅｇｇＮＯＧ￣ｍａｐｐｅｒ 软件对候选非经

典分泌蛋白进行同源基因簇(ＣＯＧ)功能注释ꎬ结果显

示ꎬ共有 ２０１ 个蛋白质被注释到具体功能(图 ４)ꎮ 其

中ꎬ５８ 个蛋白质属于 Ｓ 类(功能未知)ꎬ５２ 个蛋白质属
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ａ:０~１００ꎻｂ:１０１ ~ ２００ꎻｃ:２０１ ~ ３００ꎻｄ:３０１ ~ ４００ꎻｅ:４０１ ~ ５００ꎻｆ:
５０１~６００ꎻｇ:６０１~７００ꎻｈ:７０１~８００ꎻｉ:>８００ꎮ
图 ２　 柑橘间座壳菌非经典分泌蛋白氨基酸序列长度

Ｆｉｇ.２ 　 Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｌｅｎｇｔｈｓ ｏｆ ｎｏｎ￣ｃｌａｓｓｉｃａｌ ｓｅｃｒｅｔｅｄ
ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ ｃｉｔｒｉ

图 ３　 柑橘间座壳菌非经典分泌蛋白在植物细胞中的定位

Ｆｉｇ.３ 　 Ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｎｏｎ￣ｃｌａｓｓｉｃａｌ ｓｅｃｒｅｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｏｆ Ｄｉａ￣
ｐｏｒｔｈｅ ｃｉｔｒｉ ｉｎ ｐｌａｎｔ ｃｅｌｌｓ

于 Ｇ 类(碳水化合物转运与代谢)ꎬ２１ 个蛋白质属于

Ｃ 类(能量生产与转化)ꎬ１４ 个蛋白质属于 Ｅ 类(氨基

酸转运与代谢)ꎬ４ 个蛋白质属于Ⅰ类(脂质转运与代

谢)ꎬ此外ꎬ各有 １６ 个蛋白质属于 Ｏ 类(翻译后修饰、
蛋白质周转、分子伴侣)和 Ｑ 类(次级代谢产物生物

合成、转运与分解)ꎬ各有 ３ 个蛋白质属于 Ｕ 类(胞内

运输ꎬ分泌与囊泡转运)和Ⅴ类(防御机制)ꎬ其他功能

分类各有１~２ 个蛋白质ꎮ
２.４　 非经典分泌蛋白致病功能

利用 ＣＡＺｙｍｅｓ 软件从 ３０２ 个候选非经典分泌

蛋白氨基酸序列中注释到 ５２ 个碳水化合物活性酶ꎬ

Ｓ:功能未知ꎻＧ:碳水化合物转运与代谢ꎻＣ:能量产生与转化ꎻＱ:
次级代谢物生物合成、转运与分解ꎻＯ:翻译后修饰、蛋白质周转、
分子伴侣ꎻＥ:氨基酸转运与代谢ꎻＩ:脂质转运与代谢ꎻＶ:防御机

制ꎻＵ:胞内运输、分泌与囊泡转运ꎻＭ:细胞壁 / 膜 / 包被生物合

成ꎻＪ:翻译、核糖体结构与生物发生ꎻＦ:核苷酸转运与代谢ꎻＢ:染
色质结构与动态ꎻＡ:ＲＮＡ 加工与修饰ꎻＰ:无机离子转运与代谢ꎻ
Ｌ:复制、重组与修复ꎻＫ:转录ꎻＨ:辅酶转运与代谢ꎮ
图 ４　 柑橘间座壳菌非经典分泌蛋白同源基因簇(ＣＯＧ)功能注

释

Ｆｉｇ.４　 Ｃｌｕｓｔｅｒｓ ｏｆ ｏｒｔｈｏｌｏｇｏｕｓ ｇｒｏｕｐｓ(ＣＯＧ) ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ａｎｎｏ￣
ｔａｔｉｏｎ ｏｆ ｎｏｎ￣ｃｌａｓｓｉｃａｌ ｓｅｃｒｅｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｏｆ Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ ｃｉｔｒｉ

涉及 ６ 类(表 ３)ꎬ以糖苷水解酶(ＧＨ)类和辅助活性

酶(ＡＡ)类为主ꎬ分别有 ３０ 个和 １６ 个ꎮ 本研究预测

的碳水化合物活性酶中ꎬ存在 ２ 个多结构域蛋白质ꎬ
分别同时含有 ＣＢＭ 结构域与 ＧＨ 结构域、ＣＢＭ 结构

域与 ＣＥ 结构域ꎮ
　 　 ＰＨＩ 数据库注释分析结果(表 ４)显示ꎬ共有 ３００
个候选非经典分泌蛋白获得功能注释ꎬ其中与禾谷

镰孢菌(Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｇｒａｍｉｎｅａｒｕｍ)比对到最多ꎬ共 ５５
条ꎬ其次为稻瘟病菌(Ｍａｇｎａｐｏｒｔｈｅ ｏｒｙｚａｅ)ꎬ共 ３０ 条ꎮ
上述非经典分泌蛋白中ꎬ功能以毒力减弱(１３３ 个)
和不影响病原致病力(９１ 个)为主ꎬ共鉴定到 １１ 个

蛋白质氨基酸序列为毒力增强类型ꎬ分别是 ＩＮＳ４９＿
００４１５２、 ＩＮＳ４９ ＿ ００６７３０、 ＩＮＳ４９ ＿ ００２７３３、 ＩＮＳ４９ ＿
００６３６３、 ＩＮＳ４９ ＿ ００７９４２、 ＩＮＳ４９ ＿ ００６１１１、 ＩＮＳ４９ ＿
００７６５３、 ＩＮＳ４９ ＿ ００２１０２、 ＩＮＳ４９ ＿ ０１００８３、 ＩＮＳ４９ ＿
０１５０１９ 和 ＩＮＳ４９＿００２５３１ꎬ其功能注释见表 ５ꎮ
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表 ３　 柑橘间座壳菌非经典分泌蛋白碳水化合物活性酶预测

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅ￣ａｃｔｉｖｅ ｅｎｚｙｍｅｓ ｉｎ ｎｏｎ￣ｃｌａｓｓｉｃａｌ ｓｅｃｒｅｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｏｆ Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ ｃｉｔｒｉ

碳水化合物活性酶类型 家族类型及数量

　 　 辅助活性酶(ＡＡ)类 ＡＡ１(２ 个)ꎬ ＡＡ３(７ 个)ꎬ ＡＡ７(７ 个)

　 　 碳水化合物脂酶(ＣＥ)类 ＣＥ２(１ 个)ꎬ ＣＥ１６(２ 个)ꎬ ＣＥ１８(１ 个)

　 　 碳水化合物结合模块(ＣＢＭ)类 ＣＢＭ２０(１ 个)ꎬ ＣＢＭ８７(１ 个)

　 　 糖苷水解酶(ＧＨ)类 ＧＨ１(１ 个)ꎬ ＧＨ３(１ 个)ꎬ ＧＨ５＿５(３ 个)ꎬ ＧＨ５＿７(１ 个)ꎬ ＧＨ５＿１６(１ 个)ꎬ ＧＨ１５(１ 个)ꎬ ＧＨ１８(１
个)ꎬ ＧＨ２０(２ 个)ꎬ ＧＨ２７(１ 个)ꎬ ＧＨ２８(１ 个)ꎬ ＧＨ３９(１ 个)ꎬ ＧＨ４３＿２６(１ 个)ꎬ ＧＨ４３＿２９(１ 个)ꎬ
ＧＨ５３(１ 个)ꎬ ＧＨ６５(１ 个)ꎬ ＧＨ７１(１)ꎬ ＧＨ７６(１ 个)ꎬ ＧＨ７８(１ 个)ꎬ ＧＨ７９(１ 个)ꎬ ＧＨ８１(１ 个)ꎬ
ＧＨ９２(２ 个)ꎬ ＧＨ１０６(２ 个)ꎬ ＧＨ１２８(１ 个)ꎬ ＧＨ１３１(１ 个)ꎬ ＧＨ１５２(１ 个)

　 　 糖苷转移酶(ＧＴ)类 ＧＴ６９(１ 个)

　 　 多糖裂解酶(ＰＬ)类 ＰＬ４２(１ 个)

表 ４　 柑橘间座壳菌非经典分泌蛋白致病功能预测

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃｉｔｙ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ ｏｆ ｎｏｎ￣ｃｌａｓｓｉｃａｌ
ｓｅｃｒｅｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ ｃｉｔｒｉ

功能类型　 　 　 　 　 　 蛋白质数量(个)

毒性增强 １１

毒性减弱 １３３

未受影响的致病性 ９１

效应物 １４

致病性丧失 １０

致病 ６

功能多样 ３５

２.５　 编码非经典分泌蛋白的基因表达模式

为进一步明确 １１ 个毒力增强类型的候选基因

在柑橘间座壳菌致病过程中的作用ꎬ利用 ｑＲＴ￣
ＰＣＲ 对上述基因在柑橘间座壳菌侵染过程的转录

表达水平进行分析ꎮ 结果 (图 ５) 显示ꎬ ＩＮＳ４９ ＿
００２７３３、ＩＮＳ４９ ＿００６３６３、 ＩＮＳ４９ ＿００７９４２ 和 ＩＮＳ４９ ＿
００２１０２ 在柑橘间座壳菌侵染过程中呈现低水平转

录表达ꎮ 其中ꎬＩＮＳ４９＿００２７３３ 在柑橘间座壳菌侵

染期间呈先降后升的表达趋势ꎬ９６ ｈ 时显著上调

表达ꎻＩＮＳ４９＿００６３６３ 在柑橘间座壳菌侵染 ０ ~ ７２ ｈ
转录水平无显著差异ꎬ９６ ｈ 时显著上调达到峰值ꎻ
ＩＮＳ４９＿００７９４２ 和 ＩＮＳ４９＿００２１０２ 在柑橘间座壳菌

侵染期间呈现先升后降再小幅回升的表达趋势ꎬ
２４ ｈ 时表达达到峰值ꎮ 与之不同的是ꎬ ＩＮＳ４９ ＿
０１００８３ 和 ＩＮＳ４９＿０１５０１９ 在柑橘间座壳菌侵染过

程中持续高表达ꎬ且不同侵染时间基因表达水平

差异较大ꎬ与 ０ ｈ 相比ꎬ其转录水平最大差异倍数

均出现在 ７２ ｈꎬ差异倍数分别为 １２􀆰 ９１ 倍和 ２３􀆰 １７
倍ꎮ 其 余 ５ 个 基 因 ( ＩＮＳ４９ ＿ ００４１５２、 ＩＮＳ４９ ＿
００６７３０、ＩＮＳ４９ ＿００６１１１、 ＩＮＳ４９ ＿００７６５３ 和 ＩＮＳ４９ ＿
００２５３１)在柑橘间座壳菌侵染过程中均未检测到

表达ꎮ 综上推测ꎬＩＮＳ４９＿０１００８３ 和 ＩＮＳ４９＿０１５０１９
可能参与柑橘间座壳菌的致病过程ꎮ
２.６　 非经典分泌蛋白的生物信息学分析

ＩＮＳ４９＿０１００８３ 基因的开放阅读框为 ９８４ ｂｐꎬ编
码 ３２７ 个氨基酸ꎬ包含 １ 个 ＤＨＤＰＳ￣ｌｉｋｅ 保守结构域

(ｃｄ００４０８)(图 ６Ａ)ꎻＩＮＳ４９＿０１５０１９ 基因的开放阅读

框为 ７４４ ｂｐꎬ编码 ２４７ 个氨基酸ꎬ包含 １ 个 ｃａｒｂ＿ｒｅｄ＿
ｓｎｉｆｆｅｒ＿ｌｉｋｅ＿ＳＤＲ＿ｃ 保守结构域(ｃｄ０５３２５)(图 ６Ｂ)ꎮ
ＧＯ 注释结果显示ꎬＩＮＳ４９＿０１００８３ 可能发挥 ４￣羟基

四氢二苯丙酮合酶活性ꎻＩＮＳ４９＿０１５０１９ 可能发挥以

ＮＡＤ / ＮＡＤＰ 为受体ꎬ作用于 ＣＨ－ＯＨ 基团的氧化还

原酶活性ꎮ 系统进化分析结果(图 ７)显示ꎬＩＮＳ４９＿
０１００８３ 与扁桃间座壳菌(Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ ａｍｙｇｄａｌｉ)未知

蛋白 Ｎ８Ｉ７７＿０１２６３２(ＫＡＫ２５９７８７７.１)和普通间座壳

菌 ( Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ ｅｒｅｓ ) 未 知 蛋 白 ＬＡ０８０ ＿ ０００８６０
(ＫＡＩ７７７９４７８.１)的亲缘关系较近(图 ７Ａ)ꎬ蛋白质

同源性分别为 ７４􀆰 ４２％和 ９６􀆰 ９４％ꎮ ＩＮＳ４９＿０１５０１９
与普通间座壳菌(Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ ｅｒｅｓ)未知蛋白 ＳＬＳ６３＿
００９４７８(ＫＡＫ７７２１６９５. １)、未知蛋白 ＳＬＳ６４ ＿００７７１３
(ＫＡＫ７７０６３７３.１)以及南非澳洲间座壳菌(Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ
ａｕｓｔｒａｌａｆｒｉｃａｎａ ) 未 知 蛋 白 Ｄａｕｓ１８３００ ＿ ０１２９３７
(ＫＡＬ１８５０４０３.１)的亲缘关系较近(图 ７Ｂ)ꎬ蛋白质

同源性分别为 ８８􀆰 ６６％、５９􀆰 ５１％和 ８０􀆰 ８８％ꎮ
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表 ５　 柑橘间座壳菌致病相关基因编码的非经典分泌蛋白的功能注释

Ｔａｂｌｅ ５　 Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ ｏｆ ｎｏｎ￣ｃｌａｓｓｉｃａｌ ｓｅｃｒｅｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｅｎｃｏｄｅｄ ｂｙ ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃｉｔｙ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ ｉｎ Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ ｃｉｔｒｉ

基因　 　
编码的非经典分泌蛋白

氨基酸序列长度
(ａａ) 亚细胞定位 碳水化合物活性酶 功能 同源基因簇功能注释

ＩＮＳ４９＿００４１５２ ７８８ 质外体　 ＧＨ７８ 毒性增强 Ｓ

ＩＮＳ４９＿００６７３０ １５４ 质外体　 － 毒性增强 －

ＩＮＳ４９＿００２７３３ ５４６ 质外体　 ＧＨ７９ 毒性增强 Ｇ

ＩＮＳ４９＿００６３６３ ５１９ 质外体　 ＧＨ４３＿２９ 毒性增强 Ｇ

ＩＮＳ４９＿００７９４２ １６３ 非质外体 － 毒性增强 －

ＩＮＳ４９＿００６１１１ ２９０ 非质外体 － 毒性增强 Ｑ

ＩＮＳ４９＿００７６５３ ２１８ 非质外体 － 毒性增强 －

ＩＮＳ４９＿００２１０２ ６２ 非质外体 － 毒性增强 －

ＩＮＳ４９＿０１００８３ ３２７ 非质外体 － 毒性增强 Ｅ

ＩＮＳ４９＿０１５０１９ ２４７ 非质外体 － 毒性增强 Ｑ

ＩＮＳ４９＿００２５３１ ７６７ 质外体　 － 毒性增强 Ｓ
Ｓ、Ｇ、Ｑ、Ｅ 见图 ４ 注ꎬ－表示未注释到相关碳水化合物活性酶或同源基因簇功能ꎮ

图 ５　 柑橘间座壳菌侵染过程中基因表达模式

Ｆｉｇ.５　 Ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎｓ ｄｕｒｉｎｇ Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ ｃｉｔｒｉ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ

Ａ:ＩＮＳ４９＿０１００８３ 保守结构域ꎻＢ:ＩＮＳ４９＿０１５０１９ 保守结构域ꎮ
图 ６　 非经典分泌蛋白保守结构域

Ｆｉｇ.６　 Ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｄｏｍａｉｎｓ ｏｆ ｎｏｎ￣ｃｌａｓｓｉｃａｌ ｓｅｃｒｅｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ
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Ａ:ＩＮＳ４９＿０１００８３ 蛋白系统发育分析ꎻＢ:ＩＮＳ４９＿０１５０１９ 蛋白系统发育分析ꎮ
图 ７　 非经典分泌蛋白系统发育分析

Ｆｉｇ.７　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｎｏｎ￣ｃｌａｓｓｉｃａｌ ｓｅｃｒｅｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ
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３　 讨 论

分泌蛋白在病原菌侵染、繁殖和抑制寄主植物

的免疫反应过程中发挥重要作用[３１￣３２]ꎮ 近年来ꎬ随
着高通量测序技术的快速发展和生物信息学技术的

不断创新ꎬ利用基因组学数据预测和鉴定病原菌的

分泌蛋白及致病因子已成为病原菌￣植物互作研究

的重要内容ꎮ 本研究基于柑橘间座壳菌 ＮＦＨＦ￣８￣４
菌株全基因组数据ꎬ鉴定到 ３０２ 个候选非经典分泌

蛋白ꎬ均为未知功能蛋白质ꎬ占全基因组预测蛋白质

总数的 １􀆰 ９２％ꎬ这一数据与可可毛色二孢菌非经典

分泌蛋白占比相似(１􀆰 ８４％) [１２]ꎬ但远低于橡胶树白

粉菌非经典分泌蛋白占比(２９􀆰 ６４％~３５􀆰 １０％) [２０]和

菜豆根瘤菌非经典分泌蛋白占比(９􀆰 ９９％) [３３]ꎮ
基于柑橘间座壳菌全基因组数据ꎬＧａｉ 等[２１] 利

用 ＳｉｇｎａｌＰ ５.０ 工具对其进行了含信号肽分泌蛋白

的筛选ꎬ刘翔宇[２２]利用 ＥｆｆｅｃｔｏｒＰ ３.０ 工具对分泌蛋

白进行了预测分析ꎬ然而ꎬ由于缺乏跨膜结构域、
ＧＰＩ 锚定位点、亚细胞定位等序列特征分析ꎬ柑橘间

座壳菌经典或非经典分泌蛋白的信息相对模糊ꎮ 本

研究利用 ＴＭＨＭＭ ２.０、ＷｏＬＦ ＰＳＯＲＴ、ＳｉｇｎａｌＰ ５.０ 等

生物信息学工具共筛选到 ３０２ 个非经典分泌蛋白ꎮ
其分泌部位以非质外体为主ꎬ说明柑橘间座壳菌大

部分非经典分泌蛋白可能通过某种途径进入柑橘细

胞内发挥作用ꎮ
病原菌通过分泌细胞壁降解酶及致病效应蛋白

促进自身侵染ꎮ 本研究中ꎬ对柑橘间座壳菌 ３０２ 个

非经典分泌蛋白进行 ＣＯＧ 功能注释ꎬ发现除未知功

能(Ｓ)分类外ꎬ以 Ｇ 类(碳水化合物转运与代谢)中
的非经典分泌蛋白数量最多(２５􀆰 ８７％)ꎬ主要涉及单

宁酶、纤维素酶、碳水化合物活性酶(糖基水解酶、
糖苷水解酶)等ꎬ可能参与植物细胞壁组分的降解、
病原菌侵入及定殖过程[３４]ꎮ 已有研究结果表明ꎬ碳
水化合物活性酶参与碳水化合物的合成、降解及识

别过程ꎬ其中ꎬ糖苷水解酶、多糖裂解酶、碳水化合物

酯酶等酶类在植物细胞壁的降解过程发挥重要作

用[３５]ꎮ 本研究从柑橘间座壳菌非经典分泌蛋白中

共鉴定到 ５２ 个碳水化合物活性酶ꎬ以糖苷水解酶

(３０ 个)和辅助活性酶(１６ 个)两大类为主ꎮ 碳水化

合物活性酶的多样性可能有助于增加柑橘间座壳菌

的寄主适应性ꎬ促进其在柑橘属植物上的定殖ꎮ 进

一步利用 ＰＨＩ 数据库对柑橘间座壳菌非经典分泌

蛋白进行致病效应蛋白预测ꎬ从中筛选到 １１ 个毒力

增强型蛋白ꎬ其中ꎬ编码 ＩＮＳ４９ ＿０１００８３ 和 ＩＮＳ４９ ＿
０１５０１９ 蛋白的基因在柑橘间座壳菌侵染鸡尾葡萄

柚果实过程中持续高表达ꎬ可能与柑橘间座壳菌致

病性相关ꎮ 后续研究可围绕基因 ＩＮＳ４９＿０１００８３ 和

ＩＮＳ４９＿０１５０１９ 在柑橘间座壳菌侵染过程中的具体

分子机制展开ꎬ并进一步挖掘其在柑橘中的互作靶

标蛋白ꎬ为柑橘抗黑点病分子育种提供理论依据与

研究基础ꎮ

４　 结 论

本研究基于柑橘间座壳菌 ＮＦＨＦ￣８￣４ 菌株全基

因组信息ꎬ利用生物信息学技术开展了非经典分泌

蛋白预测及致病相关性分析ꎬ明确了非经典分泌蛋

白特征、分布、碳水化合物活性酶组成及功能ꎬ并通

过 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 对候选基因的表达模式进行了分析ꎬ筛
选到 ２ 个可能与柑橘间座壳菌致病相关的非经典分

泌蛋白ꎮ 本研究结果为进一步解析柑橘间座壳菌非

经典分泌蛋白功能提供了重要参考ꎬ也为柑橘间座

壳菌致病机理研究及柑橘抗黑点病种质精准培育奠

定理论基础ꎮ
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