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枯草芽孢杆菌XF-1的碳水化合物活性酶类(CAZymes)
蛋白预测与遗传关系分析
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(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:枯草芽孢杆菌XF-1对多种植物病原菌具有较好的抑制作用,是农业生产上非常重要的生防菌之一.
碳水化合物活性酶类蛋白(CAZymes)作为植物病原真菌、细菌中重要的蛋白,在其生长和发育过程中发挥着重要作

用.基于前期获得的枯草芽孢杆菌XF-1中104个分泌蛋白基本序列信息,利用CAT预测程序对该菌中的CAZymes
蛋白进行预测分析,明确其含有CAZymes蛋白的数量是58个,上述蛋白可以分为主要类别和复合类别两大类,前

者包括26个GHs、21个CBMs以及2个CEs、3个PLs、2个GTs;后者则包括4个复合蛋白类型GH/CBM.该研究

有效地实现了枯草芽孢杆菌XF-1中CAZymes的预测,为进一步开展其功能研究打下坚实的理论基础.
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碳水化合物活性酶类(Carbohydrate-ActiveEnzymes,CAZymes)作为植物病原真菌、细菌中重要的一

类蛋白,在植物病原菌的生长发育过程中、特别是侵染植物过程中发挥着重要的作用.近些年,国内外学者关

于植物病原菌中CAZymes的研究报道呈现较快的增长[1],主要涉及以下6大类,糖苷水解酶(Glycoside
Hydrolases,GHs)[2]、糖基转移酶(GlycosylTransferases,GTs)[3]、多糖裂解酶(PolysaccharideLyases,

PLs)[4]、碳水化合物酯酶(CarbohydrateEsterases,CEs)[4]、辅助酶类家族(AuxiliaryActivities,AAs)[5]以
及碳水化合物绑定结构(Carbohydrate-BindingModules,CBMs)[6].

枯草芽孢杆菌(Bacillussubtilis)XF-1不仅对十字花科根肿病菌具有较好的抑制效果[7],也对致病疫

霉、玉米小斑病菌、稻瘟病菌等21种植物病原菌具有较好的抑制效果[8].目前,研究成果主要有:(1)XF-1在

大白菜根际的定殖能力研究[9-10];(2)XF-1中主要功能蛋白的纯化[11]以及粗蛋白的抑菌活性[12]、粗提物对

11种植物病原菌抑制作用[13]、膏状悬浮剂增稠液[14]等;(3)利用不同培养基,对XF-1产生脂肽抗生素种类

和产量的影响方面[15];(4)XF-1所具有的抑菌机制[16,17]等方面.前期,基于其全基因组序列[18],通过Sig-
nalP、ProtComp、TMHMM等生物信息学在线分析程序,明确其存在着104个分泌蛋白[19],然而,尚未见对

其CAZymes蛋白的预测报道.同时,前人多对植物病原菌中的CAZymes进行分析研究[1],尚缺乏对于植物

病原拮抗菌中CAZymes的研究报道.
本研究利用CAT(CAZymesAnalysisToolkit,http://cricket.ornl.gov/cgi-bin/cat.cgi)[20]在线分析程

序对XF-1中的CAZymes蛋白进行找寻,同时,对其遗传关系以及蛋白互作关系进行分析,以期为深入解析

CAZymes蛋白在该菌发挥生防作用的功能研究提供的理论借鉴.

1 材料与方法

1.1 枯草芽孢杆菌XF-1分泌蛋白序列

XF-1中的104个分泌蛋白来源于前期的研究结果[19].
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1.2 CAZymes预测

利用在线工具CAT[20]来开展预测工作.
1.3 CAZymes遗传关系分析

对上述所获得的CAZymes蛋白序列ClustalX[21]进行多重比对分析,随后利用 MEGA7.0软件[22]构建

系统进化树.
1.4 CAZymes相互作用关系分析

利用STRINGv.10[23]在线数据库对CAZymes蛋白序列开展相互作用预测,探寻蛋白-蛋白相互作用关系.

2 结果与分析

2.1 枯草芽孢杆菌XF-1中含有58个CAZymes
枯草芽孢杆菌XF-1中58个CAZymes中,GHs的含量较多,为26个,所占比例为44.83%,其次是

CBMs,为21个,所占比例为36.21%,而CEs,PLs,GTs的数量分别为2、3、2,所占比例分别为3.45%、

5.17%、3.45%.值得注意的是,该菌中并没

有辅助酶家族 AAs得以预测,这与生物发

挥正常的功能明显存在差异,有待今后通过

试验得以验证(图1).此外,复合类型只有

一种类型,为GH/CBM型,其数量为4个.
2.2 枯草芽孢杆菌XF-1中含有26个GHs

通过对上述糖基水解酶蛋白进行分析,
发现GH23含量较多,为6个,所占比例为

23.08%,其次GH3、GH18均含有3个,而

GH47、GH53、GH73、GH102均含有2个

(表1).
表1 枯草芽孢杆菌XF-1中糖基水解酶蛋白的分布情况

不同类型 ID 数量/个

GH3 gi|449092877、gi|449092875、gi|449094570 3

GH13 gi|449092997 1

GH18 gi|449095853、gi|449093775、gi|449096266 3

GH19 gi|449092919 1

GH23 gi|449094895、gi|449096413、gi|449093056、gi|449095934、gi|449093031、gi|449095382 6

GH32 gi|449095140 1

GH43 gi|449095327 1

GH46 gi|449095125 1

GH47 gi|449096266、gi|449096307 2

GH53 gi|449095863、gi|449096049 2

GH68 gi|449095899 1

GH73 gi|449094916、gi|449095551 2

GH102 gi|449095649、gi|449094597 2

合计 — 26

2.3 枯草芽孢杆菌XF-1中含有21个CBMs
通过对上述碳水化合物绑定结构蛋白进行分析,发现CBM50较多,为11个,其次CBM5为3个,上述

蛋白所占比例为66.67%,其余涉及的GH9,GH12,GH26等,数量均为1个(表2).
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表2 枯草芽孢杆菌XF-1中碳水化合物绑定结构蛋白的分布情况

不同类型 ID 数量/个

CBM5 gi|449094167、gi|449096300、gi|449093730 3

CBM9 gi|449094519 1

CBM12 gi|449096307 1

CBM26 gi|449092997 1

CBM32 gi|449094223 1

CBM50
gi|449094597、gi|449095649、gi|449093642、gi|449093639、gi|449095788、gi|449094095、

gi|449095701、gi|449095320、gi|449095914、gi|449093028、gi|449094570
11

CBM57 gi|449094223 1

CBM63 gi|449094554 1

CBM66 gi|449095140 1

合计 — 21

2.4 枯草芽孢杆菌XF-1中含有CEs,PLs,GTs的数量分别是2、3、2个

通过对上述碳水化合物酯酶蛋白进行分析,发现含有的2类,分别为CE4、CE12,其ID分别为gi|
449093505、gi|449096375.同时,通过对上述多糖裂解酶蛋白进行分析,发现只含有PL1和PL3两种家族,数
量分别为2、1个,PL1的ID分别为gi|449094556、gi|449093465,PL3的ID为gi|449095948.此外,通过对

上述糖基转移酶蛋白进行分析,发现2种GTs,分别为GT2,GT39,ID分别为gi|449094531、gi|449096448.
2.5 枯草芽孢杆菌XF-1中含有4个GH/CBM 复合类型蛋白

通过对4个复合类型蛋白进行分析,结果显示,上述复合类型蛋白种类均属于GH/CBM 复合类型,具
体为:GH102/CBM50,GH32/CBM66,GH13/CBM26,GH3/CBM50,其ID 分 别 为 gi|449094597、gi|
449095140、gi|
449092997、gi|
449094570.
2.6 遗传关系

分析

通过对上述

所 获 得 的

CAZymes 蛋 白

进行遗传关系分

析,结果表明,58
个 CAZymes可

以 分 为 5 个 大

类,分别为GHs,

GH/CBM,

CBMs,GH/PL
以及GH/CE(图

2).然 而,通 过

CAT预测分析,
上 述 CAZymes
蛋白仅存在一种

复 合 类 型 GH/

CBM,而不具 有

GH/PL, GH/

CE两类.遗传关
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系结果反映出蛋白之间在序列方面存在着相似性,上述GH/PL,GH/CE蛋白彼此之间是否存在功能方面

的相似性,有待于后续进一步开展研究.
2.7 枯草芽孢杆菌中CAZymes蛋白相互关系分析

蛋白质相互作用网络已经成为系统生物学重要的研究方向之一,本研究通过STRINGv.10在线数据分

析,由于XF-1菌株并未在该数据库中,选择编号为168的枯草芽孢杆菌菌株进行后续分析,明确大部分

CAZymes蛋白具有相互作用关系,该结果为进一步解析XF-1菌株中CAZymes蛋白互作用关系提供重要

的理论参考(图3).

3 讨 论

目前,碳水化合物结构(功能)活性酶类数据库(Carbohydrate-ActiveenZYmesDatabase),作为专业描

述结构相关的酶催化或者是碳水化合物绑定(或者是功能域)模块的重要数据库[24],为进一步深入开展包括

植物病原在内的真菌、细菌中胞外酶细胞壁降解酶活性基因的注释与聚类分析提供了极大便利[20].截至

2016年5月18日,该数据库中含有GHs,GTs,PLs,CEs,AAs,CBMs类别的家族分别有135、98、24、16、13
以及74个.

本研究主要基于前期通过全基因组序列预测所获得分泌蛋白,依据现有网站所获得CAZymes,是否为

枯草芽孢杆菌XF-1中的全部,均有待于今后进一步开展后续试验进行验证.同时,随着目前大量植物病原细
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菌基因组CAZymes的逐步完成[25-28],通过比较基因组学分析病原菌的寄生性与基因组变异的关系已经成

为研究热点[29].一般而言,CAZymes蛋白作为植物病原菌侵染寄主植物过程中突破寄主细胞的第一道屏

障———植物细胞壁的关键因素[30].然而,枯草芽孢杆菌XF-1是多种植物病原菌的拮抗菌,显然不是植物病

原菌,其内所含有的CAZymes所发挥的功能与植物病原菌显然不同,即同一类别蛋白在不同菌中所具有的

功能不尽相同,有待进一步开展后续试验研究.

4 结 论

本研究基于前期所获得的104个分泌蛋白,利用CAT在线预测程序,明确枯草芽孢杆菌XF-1中含有

58个CAZymes,涉及主要类别和复合类别两大类,前者包括26个GHs、21个CBMs以及12个CEs、3个

PLs、2个GTs;后者包括4个GH/CBM.同时,明确上述蛋白在遗传关系方面具有较好的对应关系,该研究

为深入开展枯草芽孢杆菌XF-1中的CAZymes的功能研究打下了坚实的理论基础.
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PredictionforCAZymesproteinsfromBacillussubtilisXF-1genome

HanChangzhi,ZhuYoupeng,XuXi

(CollegeofBiodiversityConservationandUtilization;TheKeyLaboratoryofForestDisasterWarningand

ControlofYunnanProvince,SouthwestForestryUniversity,Kunming650224,China)

  Abstract:BacillussubtilisXF-1hasinhibitoryeffectsonavarietyofplantpathogens,whichisanimportantbio-control
agentsonagriculturalproduction.Carbohydrateactiveenzymesprotein(CAZymes)wasalargeclassofimportantproteinsof

plantpathogenicfungiandbacteria,whichplaysanimportantroleinthegrowthanddevelopmentprocess.Basedon104secre-
tedproteinsobtainedpreliminarydata,CAZymesproteinwaspredictedwithCATforecastingprocedures.And58CAZymes

proteinswerefoundinB.subtilisXF-1,whichdividedintomajorcategoriesandcompositecategory,andtheformerincludes26
GH,21CBM,15AA,2CE,2PLand2GT;thelatterincludes4GH/CBM.Throughtheabovebioinformaticsanalysis,this
researchlayasolidtheoreticalfoundationforfurtherstudyitsfunction.

Keywords:BacillussubtilisXF-1;Carbohydrateactiveenzymesprotein;predictionalgorithm;geneticsrelationship

[责任编校 王凤产]

001 河南师范大学学报(自然科学版)                2018年


