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基于全基因组序列的尖孢镰刀菌分泌蛋白预测及其特征分析

祝友朋,蔡旺芸,韩长志

(西南林业大学 生物多样性保护与利用学院;云南省森林灾害预警与控制重点实验室,昆明650224)

摘 要:尖孢镰刀菌是一种以土壤习居为主要特征的植物病原菌,广泛分布于世界各地,且寄主广泛,能引起

豆科、茄科、葫芦科等科100多种植物根腐、茎腐、茎基腐等病害,严重时造成植株萎蔫死亡,严重影响着植物的产量

和品质.同时,目前生产上对于该菌的防治多使用甲霜灵·锰锌、多菌灵、百菌清等化学药剂,然而,防治效果不佳,急
需开发针对该菌新的作用靶标的药剂.前人已经明确植物病原真菌分泌蛋白在侵染、操控植物等过程中发挥着重要

功能,然而,学术界尚未见有关该菌中分泌蛋白的报道.本研究以尖孢镰刀菌菌株(Fusariumoxysporumf.sp.lycop-
ersici4287)的蛋白序列为基础数据,以分泌蛋白所具有的N-端含有信号肽、不含有跨膜结构域、没有GPI锚定位点、

将蛋白分泌在胞外4大特征为依据,利用生物信息学在线分析程序明确该菌中含有778个分泌蛋白,并对上述蛋白

开展特征分析,明确上述蛋白的氨基酸长度主要集中在101~400aa、氨基酸组成中以G,T,S,A较多,信号肽长度

主要集中在16~21aa、信号肽氨基酸组成中以P,S,A,T,G较多,信号肽切割位点为T-X-T类型.为今后进一步开

展尖孢镰刀菌的分泌蛋白功能解析和开发新型药剂靶标提供了重要的理论基础.
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尖孢镰刀菌(Fusariumoxysporum),属于半知菌类镰刀菌属真菌,是一种以土壤习居为主要特征的植

物病原真菌,常引起豆科、茄科、葫芦科等100多种植物根腐、茎腐、茎基腐等病害,严重时甚至造成植株萎蔫

枯死.前人研究发现该菌广泛分布于世界各地,可在土壤、空气中存活10a以上仍具有较强的致病性[1].F.
oxysporum 可侵染并破坏寄主植物的维管束组织,从而导致植物不能正常的进行营养和水分等物质的运

输,同时,在植物的生长发育过程中分泌毒素,引起根腐、茎腐、茎基腐等,造成植株萎蔫枯死,严重影响着植

物的产量和品质.
前期本研究小组发现,植物病原真菌(禾谷炭疽菌[2]、希金斯炭疽菌[3])、卵菌(樟疫霉[4])以及细菌(黄单

胞菌[5])中存在着大量的分泌蛋白,其在侵染植物的过程中发挥着重要的作用,不仅有助于实现其对植物的

侵染、定植和扩散[6],而且有助于形成对抗植物免疫防卫反应的效应分子、信号分子和诱饵蛋白[7].然而,尚
未见到有关土壤习居菌———尖孢镰刀菌中分泌蛋白的报道.因此,本研究以全基因组序列中已经公布的尖孢

镰刀菌菌株(Fusariumoxysporumf.sp.lycopersici4287)的蛋白序列为基础数据,以真菌分泌蛋白所具有

的特征(N-端含有信号肽、不含有跨膜结构域、没有GPI锚定位点、将蛋白分泌在胞外)为依据,利用生物信

息学分析程序SignalPv4.1,ProtCompBv9.0,TMHMMv2.0,big-PIFungalpredictor,TargetPv1.1获得分

泌蛋白,同时,对上述分泌蛋白所具有的氨基酸长度及组成、信号肽长度及组成等特征进行深入分析,以期为

进一步开展防治土壤习居菌药剂靶标开发提供重要的理论基础,也为进一步解析尖孢镰刀菌的分泌蛋白在

侵染、操控植物等过程中的功能打下坚实的理论基础.
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1 材料与方法

1.1 尖孢镰刀菌序列来源

全蛋 白 组 序 列 来 源 NCBI(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/? term = Fusarium%
20oxysporum).
1.2 用于分泌蛋白的确定规则

基于前期关于真菌分泌蛋白的预测程序等获得尖孢镰刀菌的分泌蛋白[8].
1.3 分泌蛋白中的氨基酸残基和信号肽特征分析

运用 Microsoftoffice2010软件对分泌蛋白中的氨基酸残基和信号肽特征进行统计和分析.

2 结果与分析

2.1 分泌蛋白数量为778个

F.oxysporumf.sp.lycopersici4287共有27347条蛋白质序列,通过SignalPv4.1对上述序列进行

信号 肽 预 测,明 确2053
个蛋白在 N 端含有典型

的信号肽序列,所占比例

为7.51%;进 一 步 利 用

ProtCompv9.0对上述蛋

白进行亚细胞定位情况

分析,明确941个蛋白分

泌至胞外,属于胞外分泌

蛋白,其余1112个蛋白

转运 至 细 胞 质 膜、线 粒

体、细胞质、内质网、细胞

核、高尔基体中,所占比例分别为24.73%、30.04%、20.77%、5.49%、6.47%、5.85%,而转运至溶酶体、过氧

化物酶体、液泡的蛋白质总的有74个,所占比例为6.65%(图1).
对上述所获得的941个胞外分泌蛋白进行跨膜结构域分析,明确903个蛋白不含有跨膜结构域,所占比

例为95.96%;有38个蛋白含有不同数量的跨膜结

构域,其中,含有1个跨膜结构域的有32个,2个跨

膜结构域的有6个.鉴于 TMHMMv2.0程序并不

能完全对信号肽序列和所属跨膜结构域序列进行区

分,因此,选择935个蛋白(不含有跨膜结构域的

903个蛋白和含有1个跨膜结构域的32个蛋白)进
行big-PIFungalpredictor预测,明确92个是GPI
锚定蛋白,823个蛋白序列不具有GPI锚定位点,另
外有20个蛋白序列因少于55个氨基酸未能进行预

测.同时,通过对823个非 GPI锚定的蛋白进行分

析,明确42个含有线粒体目标肽,778个含有胞外

定位信号,另有3个蛋白序列超过4000个氨基酸未

能进行预测.因此,明确尖孢镰刀菌中含有778个分

泌蛋白,占总蛋白数量比例2.84%(图2).
2.2 分泌蛋白长度集中在101~400aa

通过对尖孢镰刀菌778个分泌蛋白的氨基酸长度进行统计分析,明确其分泌蛋白长度多集中于101~
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400aa,属于小分子蛋白(图3),所占比例为57.07%,其中,以101~200aa最多,所占比例为21.34%.
2.2 分泌蛋白的氨基酸组成以G居多

通过对分泌蛋白的氨基酸种类和数量进行统计分析,明确其分泌蛋白中,氨基酸最多的为G(甘氨酸),
所占比例为9.20%,其次为T(苏氨酸)、S(丝氨酸)、A(丙氨酸),所占比例分别为8.95%、8.54%、8.20%;然
而,尤以H(组氨酸)、W(色氨酸)、M(蛋氨酸)的数量较少,所占比例分别为1.82%、1.80%、1.24%(图4).
2.3 分泌蛋白的信号肽长度

集中在16~21aa
通过对分泌蛋白的信号

肽长度进行统计分析,明确

其 长 度 主 要 集 中 于 16~
21aa(图 5),所 占 比 例 为

81.49%,其中数量最多的是

18aa,所占比例为21.72%.
2.4 分泌蛋白信号肽的氨基

酸组成以P居多

通过对分泌蛋白信号肽

的氨基酸种类和数量进行统

计分析,明确该菌分泌蛋白

的信号肽组成中,以P(脯氨

酸)最多,所占比例为9.12%,
其次为S,A,T,G,所占比例

分别为9.05%、8.95%、8.74%、7.69%;然而,F(苯丙氨酸)、H,W,M 的数量较少,所占比例分别为2.59%、

2.36%、1.39%、0.91%(图6).

2.5 分泌蛋白中信号肽切割位点属于T-X-T型

对分泌蛋白中信号肽切割位点的氨基酸组成情况进行分析,明确位于-3位、-2位、-1位、1位、2位、

3位最多的氨基酸分别是T,S,T,A,S,S(图7),为T-X-T类型,属于SPI型信号肽识别位点,与LipoP预

测相一致.进一步对“-1位、1位”氨基酸组成情况进行分析,明确-1位氨基酸最多的是 T,所占比例为

11.57%,其次为S,A,G,所占比例分别为10.03%、8.48%、8.23%;1位氨基酸最多的是 A,所占比例为

10.28%,其次为T,G,S,所占比例分别为10.03%、8.74%、7.58%(图8).
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3 讨 论

近些年,国内外学者就植物病原真菌、卵菌等真核生物以及植物病原细菌、植物病原生防菌中的分泌蛋

白及其特征分析研究较多[7],同时,前
期本研究小组研究明确,植物病原真

菌、卵菌以及细菌中所含分泌蛋白的

数量及其比例均不相同[4,8,9],所占数

量分别为294~1235、671~3439、102
~218,其所占比例分别为2.57%~
11.12%[6,8,10-18]、1.05%~2.96%[4,19]、

2.29%~5.41%[9,20-23].其中尖孢镰刀

菌甜 瓜 专 化 性 的 分 泌 蛋 白 数 量 为

1145个,所占比例为4.34%[24];尖孢

镰刀菌古巴专化性的分泌蛋白数量为

1054个,所 占 比 例 为4.69%[25],然
而,本研究发现尖孢镰刀菌中分泌蛋

白数量为778个,所占比例为2.84%,此外,尖孢镰刀菌、尖孢镰刀菌古巴专化性和尖孢镰刀菌甜瓜专化性

3菌相比较,其含有N端信号肽的蛋白所占比例分别为7.51%、7.97%、8.00%,其分泌蛋白大多为小分子蛋

白,长度集中在101~400aa,信号肽长度集中在17~21aa,说明尖孢镰刀菌及其不同的专化型菌株在分泌

蛋白的特征方面存在着相似性.但其分泌蛋白数量变化较大,究其原因,认为该菌作为土壤习居菌,其在进化

过程中,不断增加分泌蛋白数量,从而获得较强的寄生及腐生在植物上的“活性”,从而保证该菌具有营腐生

生活的特性.

就尖孢镰刀菌中分泌蛋白的氨基酸组成中氨基酸残基的种类及数量和信号肽的氨基酸组成中氨基酸残

基的种类及数量存在着相识性,氨基酸残基数量较多的都为G,T,S,A,P,较少的都为F,H,W,M.较多的氨

基酸残基属于脂肪族氨基酸、羟基类氨基酸及酸性氨基酸等,较少的氨基酸残基属于芳香族类氨基酸、含硫

类氨基酸及碱性氨基酸等.推测可能与分泌蛋白的属性相关,使信号肽更容易穿过细胞质膜,从而行使信号

指导功能,使分泌蛋白更容易实现其对植物的侵染、定植和扩散.
就尖孢镰刀菌中分泌蛋白所具有的信号肽切割位点类型而言,其属于T-X-T型,该类型为首次报道,其

与禾谷炭疽菌、希金斯炭疽菌、尖孢镰刀菌古巴专化性等植物病原真菌以及枯草芽孢杆菌、里氏木霉[15]等不

同真菌、细菌中分泌蛋白的信号肽切割位点类型A-X-A均不同.T和A在氨基酸归类方面分属于羟基类和

脂肪族类,虽然都为I型,具有相对保守性特点,但其功能之间的差异性有待于进一步研究.
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4 结 论

通过生物信息学分析在线分析程序对尖孢镰刀菌菌株的蛋白质序列进行预测分析,最终得到778个分

泌蛋白,在全蛋白中的比例为2.84%.并发现分泌蛋白的氨基酸长度集中在101~400aa,其组成氨基酸较多

的为G,T,S,A;分泌蛋白信号肽长度集中于16~21aa,数量最多的是18aa,其组成氨基酸较多的是P,S,

A,T,G;位于信号切割位点前的-3位、-2位、-1位的氨基酸组成中较多的是T,S,T,属于T-X-T类型,
属于SPI型信号肽识别位点,具有相对保守性特点.
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PredictionofsecretedproteinsofFusariumoxysporum
basedonwholegenomesequence

ZhuYoupeng,CaiWangyun,HanChangzhi

(TheKeyLaboratoryofForestDisasterWarningandControlofYunnanProvince,

Collegeofbiodiversityconservationandutilization,SouthwestForestryUniversity,Kunming650224,China)

  Abstract:Fusariumoxysporumisaplantpathogenwithsoilhabitsasthemainfeature.Itiswidelydistributedallover
theworldandhasawiderangeofhosts.Itcancausemorethan100kindsofrootrotandstemrotoflegumes,Solanaceaeand
Cucurbitaceae.Insomecases,eventheplantswilldie,seriouslyaffectingtheyieldandqualityoftheplants.Atthesametime,

atpresent,chemicalagentssuchasmetalaxyl,manganesezinc,carbendazim,andchlorothalonilareoftenusedfortheprevention
andtreatmentofthefungus.However,thecontroleffectisnotgood,anditisurgenttodevelopadrugforthenewtargetofthe
fungus.Predecessorshavealreadymadeclearthatthesecretproteinsofplantpathogenicfungiplayimportantrolesinthe

processofinfectingandmanipulatingplants.However,therehasbeennoreportonsecretedproteinsinthisbacterium.Inthis
study,basedontheproteinsequenceofFusariumoxysporumf.sp.lycopersici4287,thesecretedproteinhasaN-terminalsig-
nalpeptide,notransmembranedomain,andnoGPIanchorsite.Basedonthefourmajorcharacteristicsofproteinsecretionin
theextracellular,thebioinformaticsonlineanalysisprogramwasusedtoidentify778secretedproteinsinthefungus,andthe
characteristicsoftheaboveproteinswereanalyzed.Theaminoacidlengthoftheaboveproteinswasmainlyconcentratedin101.
-400aa,aminoacidcompositionwithG,T,S,A,signalpeptidelengthismainlyconcentratedin16~21aa,signalpeptideamino
acidcomposition,especiallyP,S,A,T,G,signalThepeptidecleavagesiteisoftheTXTtype.Thisstudyprovidesanimportant
theoreticalbasisforthefurtheranalysisofthesecretedproteinfunctionofF.oxysporumandthedevelopmentofnewpharma-
ceuticaltargets.

Keywords:Fusariumoxysporum;secretedprotein;prediction;characteristics;bioinformaticsanalysis
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