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摘要：为有效防控果蔬灰霉病，本研究采用生物信息学方法对灰葡萄孢基因组内果胶酶的分布情况、理化性

质及三级结构进行了分析。结果表明：灰葡萄孢基因组内检索出６条ＰＧ氨基酸序列，４条ＰＭＥ蛋白氨基酸

序列和４个ＰＥＬ家族蛋白。ＢｃＰＧ１～ＢｃＰＧ１６蛋白序列长度为３７０～５１４ａａ，信号肽长度在１６～２２ａａ，磷酸化

位点丰富；ＢｃＰＭＥ１～ＢｃＰＭＥ１４蛋白序列长度为３２７～３４８ａａ，信号肽长度在１８～２３ａａ，都不存在 Ｎ糖基化

位点，磷酸化位点多；ＢｃＰＥＬ１～ＢｃＰＥＬ４蛋白序列长度为２３６～３５３ａａ，信号肽长度在１７～２０ａａ，存在多个

Ｏ糖基化位点，磷酸化位点多。３种果胶酶氨基酸序列分别存在保守区域，三级结构预测结果显示同一家族

存在相似结构域，进化分析表明灰葡萄孢中的３种果胶酶具有保守性。
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　　植物细胞壁具有一定的机械强度和刚性以保

护植物免受病原感染，是防御病原物的第一道屏

障。而病原物能够分泌大量的细胞壁降解酶（ｃｅｌｌ

ｗａｌｌｄｅｇｒａｄｉｎｇｅｎｚｙｍｅｓ，ＣＷＤＥｓ），既能使其侵入

寄主又能满足自身营养需求，成功定殖［１］。在侵

染过程中，ＣＷＤＥｓ作为病原菌的毒力因子发挥

重要作用。例如，木聚糖酶犡狔狀１１犃 基因的缺失

对灰霉侵染番茄叶片和葡萄浆果的能力有显著影

响［２］。而内木聚糖酶ｘｙｎＢ与水稻黄单胞菌毒力

有关［３］。另外，植物能够通过感应ＣＷＤＥｓ或者

自身细胞壁释放的多糖以激发自身的防御系

统［４］。近年来，研究已发现多种植物病原菌的

ＣＷＤＥｓ能够参与 ＰＡＭＰｓ（ｐａｔｈｏｇｅｎａｓｓｏｃｉａｔｅｄ

ｍｏｌｅｃｕｌａｒｐａｔｔｅｒｎｓ）诱导植物防御反应。大豆疫

霉（犘犺狔狋狅狆犺狋犺狅狉犪狊狅犼犪犲）的糖苷水解酶ＧＨ１２和

ｘｅｇ１、棉花枯萎病 ＶｄＥＧ１和 ＶｄＥＧ３、ＶｄＰＥＬ１，

灰霉菌分泌的木葡聚糖酶 ＢｃＸＹＧ１等都作为

ＰＡＭＰｓ既具有致病力又同时能触发植物免疫反

应［５７］。而果胶酶就属于ＣＷＤＥｓ中的一大类，又

包括多聚半乳糖醛酸酶（ｐｏｌｙｇａｌａｃｔｕｒｏｎａｓｅ，ＰＧ）、

果胶酯酶（ｐｅｃｔｉｎｍｅｔｈｙｌｅｓｔｅｒａｓｅ，ＰＭＥ）以及果胶

裂解酶（ｐｅｃｔｉｎｌｙａｓｅ，ＰＥＬ）
［８］。３种酶协同作用

降解果胶，ＰＥＬ 可以直接水解高度酯化的果

胶［９］，ＰＭＥ去除半乳糖醛酸羧基部分上的甲酯基

团，生成甲醇和酸性果胶，再由ＰＧ、ＰＥＬ继续降

解［１０］。果胶酶在真菌、细菌基因组中以基因家族

的形式广泛存在，在侵染过程中，果胶酶作为病原

菌的毒力因子发挥重要作用［７］。

灰霉病主要由灰葡萄孢（犅狅狋狉狔狋犻狊犮犻狀犲狉犲犪）引

起，在植物生长发育过程中及果蔬采后储藏期间

均可发病，造成严重损失。该病菌寄主范围广泛，

繁殖快，易变异，几乎对所有农药产生了抗性。灰

霉病的防控仍然是生产中的难题。因此分析灰葡

萄孢基因组致病因子、发掘抗性基因对该病害的

防控具有重要科学意义。本文采用生物信息学方

法对灰葡萄孢基因组内果胶酶的分布情况、理化

性质及三级结构进行了分析，为有效防控果蔬灰

霉病提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　数据来源

灰葡萄孢（犅．犮犻狀犲狉犲犪Ｂ０５．１０）基因组数据由

ＮＣＢＩ（ＮａｔｉｏｎａｌＣｅｎｔｅｒｆｏｒＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙＩｎｆｏｒ

ｍａｔｉｏｎ）下载。

１．２　基因组信息分析

从ＮＣＢＩ下载已报道的真菌、细菌的 ＰＧ、

ＰＭＥ和 ＰＥＬ 的基因，其基因银行号分别为

ＰＧ（ＡＡＡ６２３４９．１、ＢＡＡ２４５２４．１、ＣＵＡ７４７２３．１、
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ＧＡＯ９２３０７．１和 ＡＵＪ０９１６８．１）、ＰＭＥ（ＡＸＨ３７５９１．１、

ＣＡＤ２１４３８．１、ＯＡＧ２３８９３．１和 ＷＰ＿１３２００９６５７．１）、

ＰＥＬ（ＡＡＣ６４３６８．１、ＥＭＲ８９２３４、ＥＧＹ１６６０４、

ＡＶＩ４７２１６和 ＷＰ＿１１６９２３５７１）。以下载的序列为

诱饵，利用ＴＢＬＡＳＴＮ软件对灰葡萄孢基因组内

的相关基因序列进行筛查分析，参数设置为Ｅ

ｖａｌｕｅｃｕｔｏｆｆ＜１０１５，检测相应的果胶酶基因。

１．３　序列分析

利用ＤＮＡＭＡＮ软件中的Ｐｒｏｔｅｉｎ程序分析

氨基酸序列的组成及理化性质。利用在线软件

ＳｉｇｎａｌＰｖ５．０（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖ

ｉｃｅｓ／ＳｉｇｎａｌＰ／）
［１１］将获得的基因的氨基酸序列进

行信号肽分析。同时利用 ＮＣＢＩＣＤＤ（ｈｔｔｐ：／／

ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ／ｃｄｄ／ｃｄｄ．

ｓｈｔｍｌ）软件对蛋白功能域进行分析。蛋白质 Ｎ

糖基化位点 （Ｎｇｌｙｃａｔｉｏｎｓｉｔｅｓ）、Ｏ糖基化位

点（Ｏｇｌｙｃａｔｉｏｎｓｉｔｅｓ）和磷酸化位点（ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌ

ａｔｉｏｎｓｉｔｅｓ）均在ＣＢＳ在线服务软件预测（ｈｔｔｐ：／／

ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ）
［１２］。

１．４　系统进化分析

将得到的蛋白序列用 ＭＥＧＡＸ 构建进化

树，所有设置采用其默认值，采用邻近结合

法（ｎｅｉｇｈｂｏｒｊｏｉｎｉｎｇ，即 ＮＪ）构建距离树，进行

１０００次ｂｏｏｔｓｔｒａｐ自举法检验。

１．５　果胶酶蛋白二级及三级结构预测

利用ＥｘＰａＳｙ提供的在线ＳＯＰＭＡ程序预测

分析蛋白二级结构特性，包括α螺旋、β折叠和无

规则卷曲。利用 ＥｘＰａＳｙ 提供的 ＰｒｏｔＰａｒａｍ

ｔｏｏｌ（ｈｔｔｐ：／／ｗｅｂ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ）进行同源建模分析

蛋白序列三级结构特性，预测蛋白质的空间

模型［１１］。

２　结果与分析

２．１　灰葡萄孢基因组ＰＧ基因家族分析

根据灰葡萄孢（犅狅狋狉狔狋犻狊犮犻狀犲狉犲犪Ｂ０５．１０）基

因组编码蛋白检索出其ＰＧ家族蛋白，去除冗余

序列共得到６条灰葡萄孢ＰＧ氨基酸序列，命名

为ＢｃＰＧ１～ＢｃＰＧ６（表１）。ＢｃＰＧ１～ＢｃＰＧ６蛋白

序列长度为３７０～５１４ａａ，预测分子量为３７．８７～

５０．７２ｋＤａ，等电点（ＰＩ）为４．２３～８．８４。除了

ＢｃＰＧ２外，所有序列都具备信号肽，长度为１６～

２２ａａ。ＢｃＰＧ１没有 Ｎ糖基化位点，其余序列为

１～５个；ＢｃＰＧ３具有３２个 Ｏ糖基化位点，其他

序列较少。各序列中磷酸化位点非常丰富，最多

达到８４个（表１）。与下载的细菌、真菌ＰＧ氨基

酸序列进行比对，发现在真菌中ＰＧ具有保守的

氨基酸基序，如“ＮＱＤＤＣ”和“ＣＳＧＧＨＧＬＳＩＧＳ

ＶＧ”（图１）。

表１　灰葡萄孢基因组果胶酶信息分析

蛋白名称 Ｇｅｎｂａｎｋ 氨基酸 分子量／ｋＤａ 信号肽／ａａ 等电点 Ｎ糖基化位点 Ｏ糖基化位点 磷酸化位点

ＢｃＰＧ１ ＸＰ＿００１５５００７７．１ ３８２ ３７．９４ ２０ ８．０５ ０ ２ ４７

ＢｃＰＧ２ ＸＰ＿０２４５５２７７０．１ ４０２ ４１．０７ 无 ８．８４ ４ ５ ４４

ＢｃＰＧ３ ＸＰ＿０２４５４８４０９．１ ５１４ ５０．７２ １６ ４．４１ ４ ３２ ８４

ＢｃＰＧ４ ＸＰ＿０２４５４７５３８．１ ３９７ ４０．９３ ２２ ４．４９ １ ４ ６５

ＢｃＰＧ５ ＸＰ＿０２４５４６４４７．１ ３８０ ３８．２４ １９ ４．２３ １ ５ ５５

ＢｃＰＧ６ ＸＰ＿００１５５２６９８．１ ３７０ ３７．８７ ２１ ５．０３ ５ ３ ５１

ＢｃＰＭＥ１ ＸＰ＿０２４５５０３３３．１ ３４６ ３７．２４ ２０ ６．２８ ０ ７ ４５

ＢｃＰＭＥ２ ＸＰ＿００１５６０５８９．１ ３４８ ３７．９９ １９ ４．３８ ０ ６ ４７

ＢｃＰＭＥ３ ＸＰ＿００１５５００７８．１ ３２７ ３４．５１ １８ ６．１４ ０ ９ ６５

ＢｃＰＭＥ４ ＸＰ＿０２４５４６７３４．１ ３３２ ３４．８９ ２３ ７．５２ ０ ３ ４５

ＢｃＰＥＬ１ ＸＰ＿００１５５４４６４．１ ２３６ ２４．７２ １９ ５．７８ ０ ６ ２３

ＢｃＰＥＬ２ ＸＰ＿００１５５１４０３．１ ３５３ ３６．０５ ２０ ４．５６ ０ ５７ ７４

ＢｃＰＥＬ３ ＸＰ＿０２４５５２８４８．１ ３３５ ３４．７１ １９ ６．２２ ０ １８ ４６

ＢｃＰＥＬ４ ＸＰ＿００１５６０８８４．１ ３２９ ３４．４１ １７ ７．８０ ０ ９ ４９
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图１　灰葡萄孢ＰＧ、ＰＭＥ和ＰＥＬ序列比对

２．２　灰葡萄孢基因组ＰＭＥ基因家族分析

灰葡萄孢基因组中共检索出４条ＰＭＥ蛋白

氨基酸序列，命名为ＢｃＰＭＥ１～ＢｃＰＭＥ４（表１）。

ＢｃＰＭＥ１～ＢｃＰＭＥ４ 蛋 白 序 列 长 度 为 ３４８～

３２７ａａ，预测分子量为３４．５１～３７．９９ｋＤａ，ＰＩ为

４．３８～７．５２。所有序列都具备信号肽，长度为

１８～２３ａａ。ＢｃＰＭＥ１～ＢｃＰＭＥ４都没有 Ｎ糖基

化位点；具有３～９个Ｏ糖基化位点；各序列中磷

酸化位点较丰富，为４５～６５个（表１）。与下载的

细菌、真菌ＰＭＥ氨基酸序列进行比对，发现在真

菌中ＰＭＥ具有保守的氨基酸基序，如“ＧＹＱＤＴ”

和“ＤＦＩ／ＶＦＧ”（图１）。

２．３　灰葡萄孢基因组ＰＥＬ基因家族分析

灰葡萄孢基因组共检索出４条ＰＥＬ家族蛋

白氨基酸序列，命名为ＢｃＰＥＬ１～ＢｃＰＥＬ４（表１）。

ＢｃＰＥＬ１～ＢｃＰＥＬ４ 蛋 白 序 列 长 度 为 ２３６～

３５３ａａ，预测分子量为２４．７２～３６．０５ｋＤａ，ＰＩ为

４．５６～７．８０。所有序列都具备信号肽，长度为

１７～２０ａａ。ＢｃＰＥＬ１～ＢｃＰＥＬ４都没有Ｎ糖基化

位点；具有较多的 Ｏ糖基化位点，其中ＢｃＰＥＬ２

具有５７个Ｏ糖基化位点；各序列中磷酸化位点

较丰富，为２３～７４个（表１）。与细菌、真菌ＰＥＬ

氨基 酸 序 列 具 有 高 度 保 守 的 氨 基 酸 基 序，

如“ＶＣＥＤＡ”“ＧＧＧＡ”和 “ＧＫＬＶ／Ｙ／ＦＲＳＣ

ＧＮ”（图１）。

２．４　果胶酶蛋白三级结构分析

利用ＰｒｏｔＰａｒａｍｔｏｏｌ对灰葡萄孢果胶酶氨基

酸进行同源建模，结果显示同类果胶酶具有相似

的三级结构（图２）。ＢｃＰＧ１～ ＢｃＰＧ６的三级结

构非常相似，由多个平行的β片层形成一个疏水

的“口袋”结构，主螺旋上伸出大小不等的ｌｏｏｐ

环。ＢｃＰＭＥ１～ ＢｃＰＭＥ４在整体折叠上表现出

高度相似性，由右螺旋平行的β片层及转角形成

主要结构，螺旋内部形成疏水空间。蛋白序列５′

和３′氨基酸形成较多无规则卷曲。ＢｃＰＥＬ１～

ＢｃＰＥＬ４同源建模三级结构相似，氨基酸主链形

成以β片层为主的右螺旋结构，中央螺旋上形成

大小、组成不同的环。

２．５　系统进化分析

如图３所示，ＢｃＰＧ１和 ＢｃＰＧ２，ＢｃＰＧ４和

ＢｃＰＧ５，ＢｃＰＧ３和ＢｃＰＧ６分别聚成一枝，与真菌

ＰＧ亲缘关系近，与细菌ＰＧ明显分开（图３１）。

ＢｃＰＭＥ１～ＢｃＰＭＥ３聚为一簇，ＢｃＰＭＥ４与犃狊

狆犲狉犵犻犾犾狌狊狀犻犵犲狉ＰＭＥ聚为一枝，与细菌ＰＭＥ亲

缘关系较远（图３２）。ＢｃＰＥＬ３和ＢｃＰＥＬ４聚成

一枝，ＢｃＰＥＬ１ 与 来 自 犉狌狊犪狉犻狌犿狅狓狔狊狆狅狉狌犿、

犞犲狉狋犻犮犻犾犾犻狌犿 犱犪犺犾犻犪犲 的 ＰＥＬ 聚 到 一 起，而

ＢｃＰＥＬ２与犃狊狆犲狉犵犻犾犾狌狊狆犪狉犪狊犻狋犻犮狌狊聚到一起（图

３３）。总之，灰葡萄孢ＰＧ、ＰＭＥ、ＰＥＬ均能与真

菌ＰＧ、ＰＭＥ及ＰＥＬ聚在一起，明显与细菌分开。

９１
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１～６：分别对应 ＢｃＰＧ１～ＢｃＰＧ６；７～１０：分别对应 ＢｃＰＭＥ１～ＢｃＰＭＥ４；１１～１４：分别对应 ＢｃＰＥＬ１～

ＢｃＰＥＬ４

图２　灰葡萄孢果胶酶蛋白三级结构预测

１：ＰＧ；２：ＰＭＥ；３：ＰＥＬ

图３　系统进化树
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３　结论与讨论

细胞壁是植物抵抗病原菌侵入的天然屏障，

而病原体通过分泌一系列ＣＷＤＥｓ穿透细胞壁侵

入，成功定殖［１３］。由于植物细胞壁的重要成分为

果胶，因此ＣＷＤＥｓ中果胶酶在降解果胶中起到

重要作用而备受关注。本文利用生物信息学方法

分析了灰葡萄孢基因组内三类果胶酶的分布、蛋

白序列理化性质、信号肽及糖基化位点分布情况，

并对三类果胶酶序列进行了氨基酸序列比对分

析，利用在线同源建模法预测了各蛋白的三级结

构，构建了系统进化树，分析了不同物种中３类果

胶酶的亲缘关系。

灰葡萄孢基因组中多聚半乳糖醛酸酶家族存

在６个成员，ＢｃＰＧ大小为３７０～５１４ａａ，大部分具

有信号肽序列，说明这些蛋白跨膜表达。序列比

对显示不同物种ＰＧ存在保守基序，且与前人研

究结果一致［１４］。三级结构预测模型与已报道的

ＰＧ结构类似，都是右螺旋的β片层组成的“口

袋”结构［１５］。该基因组中果胶脂酶家族存在４个

成员，ＢｃＰＭＥ大小为３２７～３４８ａａ，都具有信号肽

序列。不同物种ＰＭＥ序列存在保守区域，但是

序列间也存在很大差异，与前人报道结果一

致［１６］。ＢｃＰＭＥ１～ＢｃＰＭＥ４序列三级折叠与已

有报道的ＰＭＥ结构类似
［１７］。该基因组中果胶裂

解酶家族有４个成员ＢｃＰＥＬ１～ＢｃＰＥＬ４，大小在

２３６～３５３ａａ，都具有信号肽序列。ＰＥＬ 序列

间差异较大，但真菌ＰＥＬ序列仍存在一些保守位

点，本文分析结果与前人研究结果一致［７］。其三

级结构与犃狊狆犲狉犵犻犾犾狌狊狀犻犵犲狉裂解酶晶体结构很

相似［１８］。

此外，三类灰葡萄孢果胶酶蛋白序列系统进

化分析结果表明，三类果胶酶在各物种中具有保

守性，但序列间又存在差异。来源真菌的三类果

胶酶亲缘关系较近，与细菌的果胶酶能明显分开，

该分析结果也与前人分析结果一致［７，１６，１９］。

随着基因组学和蛋白组学时代的到来，利用

生物信息学对病原菌基因组进行分析，挖掘目的

基因，对于在分子和蛋白水平解析这些基因功能

具有重要意义。这也为植物病原菌致病机理研究

和抗病机制研究提供了重要前期基础。
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