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　　摘要：ＮＰＰ（ｎｅｃｒｏｓｉｓ－ｉｎｄｕｃｉｎｇＰｈｙｔｏｐｈｔｈｏｒａｐｒｏｔｅｉｎ）是一类效应子，在卵菌疫霉属病原菌中普遍存在，该类蛋白能
够激发植物的防御反应，如引起植物细胞死亡、促使寄主防御基因表达及产生乙烯。利用生物信息学方法对辣椒疫霉

（Ｐｈｙｔｏｐｈｔｈｏｒａｃａｐｓｉｃｉ）基因组内的ＮＰＰ基因家族存在状况进行分析，并对其氨基酸序列组成、基本理化性质、蛋白质三
级结构等进行预测分析，旨在了解其结构特征，进而发掘辣椒疫霉的致病相关基因。结果表明：ＮＰＰ基因家族有２５个
成员，其中大部分成员存在多个拷贝。对２５个ＮＰＰ氨基酸序列进行分析发现，其分子量在１２．４５～８８．９ｋｕ之间；对
其中１５个ＮＰＰ蛋白进行三级结构预测发现，它们的三维结构类似，其主要的结构元件为α－螺旋和β－片层；构建了
２５个ＮＰＰ蛋白的进化树，进行了分子进化分析。
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　　效应子（ｅｆｆｅｃｔｏｒ）是病原物产生的各种能够压制或平衡
寄主防御系统的分子。在侵染过程中，病原物以效应子为关

键武器突破寄主的防御系统，一方面能减弱寄主抵抗力以成

功侵入，另一方面还能利用寄主的养分以利于自身增殖［１－２］。

许多病原物都能分泌效应子，在细菌、真菌、卵菌及线虫中都

发现了效应子［３］。病原物中存在的效应子有许多种，包括

ＮＰＰ［４］、无毒基因（Ａｖｒ）［５］、ＣＲＮ［６］、ＰｃＦ［７］、ＳｃＲ［８］、糖类水解
酶、果胶酶、几丁质酶以及酯酶［７］等，其中 ＮＰＰ（ｎｅｃｒｏｓｉｓ－
ｉｎｄｕｃｉｎｇＰｈｙｔｏｐｈｔｈｏｒａｐｒｏｔｅｉｎ）也被称为ＮＬＰ（ＮＥＰ１－ｌｉｋｅｐｒｏ
ｔｅｉｎ），此类基因在卵菌、真菌、细菌中普遍存在［８］，但在细菌、

真菌基因组内的数量较少，一般为１～４个，而在卵菌基因组
中的数量较多，且多数以基因家族形式存在，如在大豆疫霉

（Ｐｈｙｔｏｐｈｔｈｏｒａｓｏｊｅａ）中约有 ２９个，在橡胶疫霉（Ｐｈｙｔｏｈｔｈｏｒａ
ｒａｍｏｒｕｍ）中约有４０个［９］。多数植物被ＮＰＰ蛋白处理后表现
为产生乙烯、ＭＡＰ激酶活化、植保素合成、ＰＲ基因诱导表达、
胞质Ｃａ２＋释放以及多种双子叶植物的叶片坏死反应等现象。
最早报道的 ＮＰＰ蛋白 ＮＥＰ１来自镰刀菌（Ｆｕｓａｒｉｓｕｍｏｘｙｓｐｏｒｉ
ｕｍ），能够引起双子叶植物叶片坏死［１０］。后来在腐霉（Ｐｙｔｈｉ
ｕｍａｐｈａｎｉｄｅｒｍａｔｕｍ）中分离了该类基因ＰａＮｉｅ，发现其原核表
达产物能使胡萝卜、拟南芥及烟草等细胞死亡［１１］。Ｆｅｌｌｂｒｉｃｈ
等研究了Ｐｈｙｔｏｈｔｈｏｒａｐａｒａｓｉｔｉｃａ的ＮＰＰ１基因，发现其原核表
达产物能够诱导欧芹及拟南芥体内产生 ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ－ｒｅｌａｔｅｄ
（ＰＲ）蛋白、活性氧（ＲＯＳ）和乙烯，并引起过敏性坏死反
应［１２］。Ｋｅａｔｅｓ等用ＮｅＰ１处理斑点矢车菊、蒲公英、拟南芥，
电镜结果显示，这些植物细胞壁结构发生了明显变化，可引起

角质层变薄、叶绿体降解等现象［１３］。Ｂａｉｌｅｙ等分别用 ＮｅＰ１
和Ｐｈｙｔｏｈｔｈｏｒａｍｅｇａｋａｒｙａ游动孢子处理不同生长时期的可可
叶片，发现不同生长时期可可叶片的各类抗逆基因表达水平

不同，２种处理叶片中的抗逆基因表达模式相似，因此推测
ＮｅＰ１可能是一种感病因子［１４］。棉花黄萎病菌（Ｖｅｒｔｉｃｉｌｌｉｕｍ
ｄａｈｌｉａｅ）ＶｄＮＥＰ基因的表达产物能使棉花、烟草、拟南芥叶片
萎蔫，因此认为ＶｄＮＥＰ是棉花与病原物互作过程中的重要诱
导因子［１５］。敲除细菌Ｅｒｗｉｎｉａｃａｒｏｔｏｖｏｒａｓｓｐ．ｃａｒｏｔｏｖｏｒａ和Ｅ．
ｃａｒｏｔｏｖｏｒａｓｓｐ．ａｔｒｏｓｅｐｔｉｃａ的ＮＰＰ基因后再分别接种马铃薯块
茎，发现其毒性明显下降［１６］。研究发现，大豆疫霉（Ｐ．ｓｏｊａｅ）
的ＰｓｏｊＮＩＰ基因表达是在活体营养向死体营养转换的过渡时
期，并且只能引起双子叶植物细胞死亡，因此认为该基因在大

豆疫霉半活体营养生活过程中起到辅助病原在寄主植物中定

殖的作用［１７］。目前有人研究了这类蛋白对植物的过敏反应，

但是这类蛋白的功能及在植物中的作用模式还是未知的，更

没有足够的证据证实ＮＰＰ蛋白对疫霉毒性起重要作用。
辣椒疫霉（Ｐｈｙｔｏｈｔｈｏｒａｃａｐｓｉｃｉ）属于卵菌纲，是一类区别

于真菌的真核生物，除了能够引起辣椒疫病，还能够引起多种

茄科及葫芦科植物疫病。辣椒疫病是一种土传植物病害，广

泛分布于世界各地，且发病快、流行广，易造成作物严重损失。

大量使用传统的化学药剂不仅使病原物产生了药物抗性，而

且造成的农药残留更会严重威胁人类的生存环境。随着基因

工程及蛋白质组学的迅速发展，从基因和蛋白水平解释植物

病原的致病机理、挖掘致病相关基因、开展抗病育种及研究抗

病基因过程势在必行。随着辣椒疫霉全基因组测序的完

成［９］，有关致病重要基因家族及靶基因预测分析等逐渐成为

研究热点。分析植物病原真菌关键致病基因编码的蛋白质结

构及其关键功能结构基团的修饰特性，对于探索植物病原真

菌致病性变异的机理具有重要的意义。本试验在前人研究的

基础上，开展与辣椒疫霉致病性变异相关的基因簇大小、组

成、亚组划分及其关键基因的研究。

１　材料与方法

１．１　数据库
辣椒疫霉基因组序列信息从 ＤＯＥＪｏｉｎｔＧｅｎｏｍｅＩｎｓｔｉｔｕｔｅ

（ｈｔｔｐ：／／ｇｅｎｏｍｅ．ｊｇｉ．ｄｏｅ．ｇｏｖ／）下载。
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１．２　基因组信息分析
从ＮＣＢＩ（ＮａｔｉｏｎａｌＣｅｎｔｅｒｆｏｒＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙＩｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ）下

载已报道的２个大豆疫霉的ＮＰＰ基因，其基因登入号分别为
ＡＦ３２０３２６、ＡＡＭ４８１７２［１７］。以下载的这２个序列为诱饵，利用
ＴＢＬＡＳＴＮ软件对辣椒疫霉基因组内的 ＮＰＰ基因序列进行筛
查分析，参数设置为 Ｅ－ｖａｌｕｅｃｕｔ－ｏｆｆ＜１０－１５，共检测到２５
个ＮＰＰ基因。
１．３　序列分析

利用ＤＮＡＳｔａｒ软件中的ＥｄｉｔＳｅｑ程序分析氨基酸序列的
组成及理化性质。利用在线软件 ＳｉｇｎａｌＰｖ３．０（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．
ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／ＳｉｇｎａｌＰ／）［１８］分析获得的２５个ＮＰＰ基因
的氨基酸序列的信号肽。同时利用 ＮＣＢＩ的 ＣＤＤ软件（ｈｔ
ｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ／ｃｄｄ／ｃｄｄ．ｓｈｔｍｌ）［１９］和
ＳＭＡＲＴ软件（ｈｔｔｐ：／／ｓｍａｒｔ．ｅｍｂｌ－ｈｅｉｄｅｌｂｅｒｇ．ｄｅ／）［２０］对蛋白
功能域进行分析。

１．４　系统进化分析
所有ＮＰＰ基因的蛋白序列用ｃｕｌｓｔａｌｗ２．０进行多重序列

比对，参数设置为其默认值。序列的系统进化分析使用

ＰＡＵＰ×４．０，采用邻近结合法（ｎｅｉｇｈｂｏｒ－ｊｏｉｎｉｎｇ，ＮＪ）构建距
离树，进行１０００次ｂｏｏｔｓｔｒａｐ自举法检验。批处理命令如下：

Ｂｅｇｉｎｐａｕｐ；
Ｅｘｅｃｕｔｅｐｈｎｐｐ．ｎｅｘ；
Ｃｓｔａｔｕｓ；
Ｓｅｔｃｒｉｔｅｒｉｏｎ＝ｄｉｓｔａｎｃｅ；
Ｓｈｏｗｄｉｓｔ；

Ｎｊｂｒｌｅｎｓ＝ｙｅｓｔｒｅｅｆｉｌｅ＝ｐｈｎｐｐ．ｔｒｅ；
Ｓａｖｅｔｒｅｅｓｆｉｌｅ＝ｐｈｎｐｐ．ｔｒｅｒｏｏｔ＝ｙｅｓｂｒｌｅｎｓ＝ｙｅｓｓａｖｅｂｏｏｔｐ

＝ｂｒｌｅｎｓｆｒｏｍ＝１ｔｏ＝４；
Ｓａｖｅｔｒｅｅｓｆｉｌｅ＝ｐｈｎｐｐｂｅｓｔ．ｔｒｅｒｏｏｔ＝ｙｅｓｂｒｌｅｎｓ＝ｙｅｓｓａｖｅ

ｂｏｏｔｐ＝ｂｒｌｅｎｓｆｒｏｍ＝１ｔｏ＝１；
Ｂｏｏｒｓｔｒａｐｎｒｅｐｓ＝１０００ｂｒｌｅｎｓ＝ｙｅｓｔｒｅｅｆｉｌｅ＝ｂｏｏｔｐｈｎｐｐ．ｔｒｅ

ｓｅａｒｃｈ＝ｎｊ；
１．５　ＮＰＰ蛋白质二级、三级结构预测

蛋白质二级结构的特性分析利用 ＥｘＰａＳｙ提供的在线
ＳＯＰＭＡ程序（ｈｔｔｐ：／／ｎｐｓａ－ｐｂｉｌ．ｉｂｃｐ．ｆｒ／ｃｇｉ－ｂｉｎ／ｎｐｓａａｕ
ｔｏｍａｔ．ｐｌ？ｐａｇｅ＝ｎｐｓａ＿ｓｏｐｍａ．ｈｔｍｌ），预测分析α－螺旋、β－
折叠和无规则卷曲。蛋白质三级结构的空间模型分析利用

ＥｘＰａＳｙ提供的Ｓｗｉｓｓ－Ｍｏｄｅｌ（ｈｔｔｐ：／／ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ．Ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ）
进行同源建模。

２　结果与分析

２．１　辣椒疫霉基因组ＮＰＰ基因家族分析
利用大豆疫霉ＮＰＰ基因编码蛋白检索辣椒疫霉 ＮＰＰ家

族蛋白，去除冗余序列后，共获得２５条辣椒疫霉 ＮＰＰ氨基酸
序列，它们均具有保守的氨基酸序列“ＧＨＲＨＤＷＥ”。
２．２　辣椒疫霉的ＮＰＰ基因分析

对２５条氨基酸序列在基因组中的分布情况进行分析，发
现大部分基因存在多拷贝。２５个基因及其拷贝情况见表１。
可以看出，大部分基因存在１～２个拷贝，个别基因的拷贝数
达到１６个（ｊｇｉ｜ＰｈｙＣａＦ７｜４３８８３）。

表１　辣椒疫霉基因组中的ＮＰＰ基因分布

单拷贝基因 多拷贝基因

基因号 基因号 基因组中拷贝

ｊｇｉ｜ＰｈｙＣａＦ７｜８６５４０ ｊｇｉ｜ＰｈｙＣａＦ７｜２３４５９ ｊｇｉ｜ＰｈｙＣａＦ７｜７０８５０
ｊｇｉ｜ＰｈｙＣａＦ７｜２０８４４ ｊｇｉ｜ＰｈｙＣａＦ７｜７０８５２ ｊｇｉ｜ＰｈｙＣａＦ７｜１２２６１９
ｊｇｉ｜ＰｈｙＣａＦ７｜２１２０４ ｊｇｉ｜ＰｈｙＣａＦ７｜７６１３８ ｊｇｉ｜ＰｈｙＣａＦ７｜１１３０８６
ｊｇｉ｜ＰｈｙＣａＦ７｜２４５７３ ｊｇｉ｜ＰｈｙＣａＦ７｜８２４３０ ｊｇｉ｜ＰｈｙＣａＦ７｜１１６３９９
ｊｇｉ｜ＰｈｙＣａＦ７｜６８２９５ ｊｇｉ｜ＰｈｙＣａＦ７｜１１４３２３ ｊｇｉ｜ＰｈｙＣａＦ７｜１１４３２６
ｊｇｉ｜ＰｈｙＣａＦ７｜６８５０３ ｊｇｉ｜ＰｈｙＣａＦ７｜７７５６ ｊｇｉ｜ＰｈｙＣａＦ７｜２３２８６；ｊｇｉ｜ＰｈｙＣａＦ７｜７０８４９
ｊｇｉ｜ＰｈｙＣａＦ７｜６９００４ ｊｇｉ｜ＰｈｙＣａＦ７｜２３２９２ ｊｇｉ｜ＰｈｙＣａＦ７｜７６１３；ｊｇｉ｜ＰｈｙＣａＦ７｜３７１９４
ｊｇｉ｜ＰｈｙＣａＦ７｜７０６０５ ｊｇｉ｜ＰｈｙＣａＦ７｜７１１０３ ｊｇｉ｜ＰｈｙＣａＦ７｜２３６６０；ｊｇｉ｜ＰｈｙＣａＦ７｜７７２３
ｊｇｉ｜ＰｈｙＣａＦ７｜７２１０１ ｊｇｉ｜ＰｈｙＣａＦ７｜７４２０７ ｊｇｉ｜ＰｈｙＣａＦ７｜２７７３１；ｊｇｉ｜ＰｈｙＣａＦ７｜２７７３２；ｊｇｉ｜ＰｈｙＣａＦ７｜７４２０７
ｊｇｉ｜ＰｈｙＣａＦ７｜７３５９１ ｊｇｉ｜ＰｈｙＣａＦ７｜８７６０ ｊｇｉ｜ＰｈｙＣａＦ７｜８６９６１；ｊｇｉ｜ＰｈｙＣａＦ７｜３９４８１；ｊｇｉ｜ＰｈｙＣａＦ７｜１１８６２５；ｊｇｉ｜ＰｈｙＣａＦ７｜１２４７６７
ｊｇｉ｜ＰｈｙＣａＦ７｜７５２３０
ｊｇｉ｜ＰｈｙＣａＦ７｜７８５３５
ｊｇｉ｜ＰｈｙＣａＦ７｜７８８１７
ｊｇｉ｜ＰｈｙＣａＦ７｜８２０６７

ｊｇｉ｜ＰｈｙＣａＦ７｜４３８８３ ｊｇｉ｜ＰｈｙＣａＦ７｜４３８８４；ｊｇｉ｜ＰｈｙＣａＦ７｜４３８８５；ｊｇｉ｜ＰｈｙＣａＦ７｜４３８８６；ｊｇｉ｜ＰｈｙＣａＦ７｜４３８８７；ｊｇｉ｜Ｐｈｙ
ＣａＦ７｜６６５４３；ｊｇｉ｜ＰｈｙＣａＦ７｜９１５４８；ｊｇｉ｜ＰｈｙＣａＦ７｜９１５４９；ｊｇｉ｜ＰｈｙＣａＦ７｜９１４６０；ｊｇｉ｜ＰｈｙＣａＦ７｜
９１４６１；ｊｇｉ｜ＰｈｙＣａＦ７｜９１４６２；ｊｇｉ｜ＰｈｙＣａＦ７｜１１９６９６；ｊｇｉ｜ＰｈｙＣａＦ７｜４１９３４；ｊｇｉ｜ＰｈｙＣａＦ７｜４１９３５；ｊｇｉ
｜ＰｈｙＣａＦ７｜４１９３６；ｊｇｉ｜ＰｈｙＣａＦ７｜４１９３７；ｊｇｉ｜ＰｈｙＣａＦ７｜６５８５８

　　辣椒疫霉的ＮＰＰ氨基酸数目在１１３～８０７个之间，大部
分基因的氨基酸数目为２００～３００个（图１）。
　　对 ２５个 ＮＰＰ基因进行信号肽分析发现，部分基因
（４８％）有信号肽，长度为 １７～２０个氨基酸。利用 ＤＮＡＳｔａｒ
软件中的ＥｄｉｔＳｅｑ程序分析氨基酸序列的组成及理化性质，
结果表明ＮＰＰ蛋白质氨基酸的分子量在１２．４５～８８．９ｋｕ之
间，大部分氨基酸的等电点为５．５～６．５（表２）。
２．３　系统进化分析

为了进一步对辣椒疫霉的ＮＰＰ蛋白特征进行分析，本研
究利用ＰＡＵＰ４．０软件对预测的２５条 ＮＰＰ氨基酸序列进行
进化关联评估。图２为２５条 ＮＰＰ蛋白序列的系统发生树，

可见它们分为ａ、ｂ、ｃ３个亚族，各亚族的基因成员数目未见
显著差异，分别为６、１０、８个。ａ亚族分支较长，说明该亚族
基因的进化较早，基因信息变化较大；而ｂ、ｃ亚族的基因分支
都较近，说明这些基因发生基因变化的时间较短，进化较快。

２．４　ＮＰＰ蛋白的三级结构预测
蛋白质的三级结构是在二级结构的基础上进一步盘绕折

叠形成的。三级结构的预测和分析对于理解蛋白质结构和功

能之间的关系有重要作用。根据 ＮＰＰ基因家族系统进化分
析的结果，选取１５条最具代表性的氨基酸序列进行同源三级
结构建模。本研究利用 Ｓｗｉｓｓ－Ｍｏｄｅｌ对辣椒疫霉 ＮＰＰ蛋白
的１５条氨基酸序列进行三维结构同源建模，图３结果显示，
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表２　辣椒疫霉ＮＰＰ基因家族的氨基酸特性分析

基因号
氨基酸数目

（个）

分子量

（ｋｕ） 等电点 信号肽

ｊｇｉ｜ＰｈｙＣａＦ７｜２０８４４ ２７９ ３０．５０ ７．２８
ｊｇｉ｜ＰｈｙＣａＦ７｜２１２０４ ２７７ ２９．６７ ６．３０
ｊｇｉ｜ＰｈｙＣａＦ７｜２４５７３ ３５９ ３９．３１ ５．５９ １９
ｊｇｉ｜ＰｈｙＣａＦ７｜６８２９５ ３１９ ３０．５０ ６．５９ １９
ｊｇｉ｜ＰｈｙＣａＦ７｜６８５０３ １３２ １５．０５ ６．６３
ｊｇｉ｜ＰｈｙＣａＦ７｜６９００４ １３６ １５．０６ ６．００
ｊｇｉ｜ＰｈｙＣａＦ７｜７０６０５ １１３ １２．６０ ６．３５
ｊｇｉ｜ＰｈｙＣａＦ７｜７２１０１ １３２ １５．１７ ６．８０
ｊｇｉ｜ＰｈｙＣａＦ７｜７３５９１ ２２３ ２４．４４ ６．７２ １８
ｊｇｉ｜ＰｈｙＣａＦ７｜７５２３０ １８７ ２０．９２ ６．４１
ｊｇｉ｜ＰｈｙＣａＦ７｜７８５３５ ２７４ ３０．２４ ６．５９ １７
ｊｇｉ｜ＰｈｙＣａＦ７｜７８８１７ １０９ １２．４５ ６．６７
ｊｇｉ｜ＰｈｙＣａＦ７｜８２０６７ ４７６ ５１．７５ ５．６４ １８
ｊｇｉ｜ＰｈｙＣａＦ７｜８６５４０ １３２ １４．８４ ５．９８
ｊｇｉ｜ＰｈｙＣａＦ７｜２３４５９ ２３４ ２５．３９ ６．９６ １７
ｊｇｉ｜ＰｈｙＣａＦ７｜７０８５２ １９３ ２１．１２ ６．０６
ｊｇｉ｜ＰｈｙＣａＦ７｜７６１３８ １６８ １９．３３ ６．５２
ｊｇｉ｜ＰｈｙＣａＦ７｜８２４３０ ４２１ ４５．４９ ４．２２ ２０
ｊｇｉ｜ＰｈｙＣａＦ７｜１１４３２３ ８０７ ８８．９０ ９．０９ ２０
ｊｇｉ｜ＰｈｙＣａＦ７｜７７５６ ２３３ ２５．４７ ４．２１ １８
ｊｇｉ｜ＰｈｙＣａＦ７｜２３２９２ ２４６ ２６．９４ ６．０１ １９
ｊｇｉ｜ＰｈｙＣａＦ７｜７１１０３ ２３６ ２５．４５ ６．５０ １９
ｊｇｉ｜ＰｈｙＣａＦ７｜７４２０７ ２３４ ２５．５７ ４．６５ １８
ｊｇｉ｜ＰｈｙＣａＦ７｜８７６０ ２３２ ２５．３１ ４．６５
ｊｇｉ｜ＰｈｙＣａＦ７｜４３８８３ １３２ １５．１９ ７．１４

１５条氨基酸序列大部分都具有相似的三级结构，这些蛋白为
单结构域，α－螺旋和 β－片层是其主要的结构元件。根据
α－螺旋和β－片层的个数差异又可以分为两大类结构域，第
一类结构域由３个 α－螺旋围绕 β－片层组成，共有１０个序
列（ｊｇｉ｜ＰｈｙＣａＦ７｜７７５６、ｊｇｉ｜ＰｈｙＣａＦ７｜８７６０、ｊｇｉ｜ＰｈｙＣａＦ７｜２０８４４、
ｊｇｉ｜ＰｈｙＣａＦ７｜２３４５９、ｊｇｉ｜ＰｈｙＣａＦ７｜２４５７３、ｊｇｉ｜ＰｈｙＣａＦ７｜６８２９５、
ｊｇｉ｜ＰｈｙＣａＦ７｜７０６０５、ｊｇｉ｜ＰｈｙＣａＦ７｜７０８５２、ｊｇｉ｜ＰｈｙＣａＦ７｜７１１０３、
ｊｇｉ｜ＰｈｙＣａＦ７｜７３５９１）；第二类三级结构主要由２个α－螺旋和
β－片层形成，共有 ６个序列（ｊｇｉ｜ＰｈｙＣａＦ７｜４３８８３、ｊｇｉ｜Ｐｈｙ
ＣａＦ７｜６９００４、ｊｇｉ｜ＰｈｙＣａＦ７｜７０６０５、ｊｇｉ｜ＰｈｙＣａＦ７｜７５２３０、ｊｇｉ｜Ｐｈｙ
ＣａＦ７｜７８８１７、ｊｇｉ｜ＰｈｙＣａＦ７｜８６５４０），是一些单结构域的小肽。

虽然有些蛋白质的基本元件个数相同，但它们的 α－螺旋、
β－片层以及无规则卷曲的长度都存在一定差异，这些相似
或者差异可能导致它们家族成员之间功能的多样性。

３　结论与讨论

ＮＰＰ效应子的研究是当前卵菌功能基因组学领域的热
点。ＮＰＰ效应子基因家族在微生物中广泛存在，目前已知的
微生物有卵菌腐霉属（Ｐ．ａｐｈａｎｉｄｅｒｍａｔｕｍ）［４］、疫霉属（Ｐｈｙｔｏ
ｐｈｔｈｏｒａｓｐｐ．）、真菌镰刀菌（Ｆ．ｏｘｙｓｐｏｒｕｍ）、链孢霉属（Ｎｅｕｒｏｓ
ｐｏｒａｃｒａｓｓａ）［２１］，以及革兰氏阳性菌芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｈａｌｏ
ｄｕｒａｎｓ）、链霉菌属（Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓｃｏｅｌｉｃｏｌｏｒ），革兰氏阴性菌欧
文氏菌属（Ｅｒｗｉｎｉａ）［４］和弧菌属（Ｖｉｂｒｉｏｐｏｍｍｅｒｅｎｓｉｓｓｐ．）［２２］，
这些微生物中部分是植物病原菌，部分是动物病原物，其侵染

方式各异，表明ＮＰＰ蛋白功能的多样性。目前的研究集中于
对部分植物病原ＮＰＰ基因功能的分析，大部分ＮＰＰ蛋白的功
能都是未知的。据报道，ＮＰＰ蛋白可参与寄主防御反应，引起
寄主的过敏性反应。也有研究表明，有些病原物中的 ＮＰＰ蛋
白与病原物致病性有关。本研究对辣椒疫霉 ＮＰＰ基因家族
生物信息学进行了分析，为深入开展ＮＰＰ基因在辣椒疫霉中
的克隆、表达分析及生物学功能鉴定等方面的研究提供了重

要基础。

本研究以大豆疫霉ＮＰＰ基因编码蛋白为探针，对辣椒疫
霉基因组数据库进行检索得到了２５个 ＮＰＰ蛋白序列，利用
相关数据库和软件对这些序列进行基因鉴定和蛋白质三级结

构预测分析，并构建系统进化树对该家族不同成员之间的相

互关系和演化历程进行了探讨。对发掘辣椒疫霉致病基因、

解析其关键基因对于探索植物病原真菌致病性变异的机理及

开展抗病基因工程研究具有重要的意义。
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不同物种 ＣＤＫ５基因编码区生物信息学分析
张永改，李祥龙，周荣艳，李兰会
（河北农业大学动物科技学院，河北保定０７１００１）

　　摘要：采用生物信息学方法比较分析了东非狒狒、黑猩猩、裸鼢鼠、牛、欧洲雪貂、人、灰鼠猴、大猩猩、长臂猿、猪
ＣＤＫ５基因编码区（ＣＤＳ）的遗传多样性。结果表明，来自１０个物种的４７条基因序列中检测到个５３２多态位点，共生
成３０种单倍型，物种间及物种内ＣＤＫ５基因序列编码区存在较丰富的遗传多样性；理论等电点均大于６，Ｎ端无信号
肽，无跨膜结构域，肽链表现为亲水性；蛋白质二级结构主要结构元件是α－螺旋、无规则卷曲。
　　关键词：ＣＤＫ５基因；物种；生物信息学
　　中图分类号：Ｑ８１３　　文献标志码：Ａ　　文章编号：１００２－１３０２（２０１４）０７－００３２－０３

收稿日期：２０１３－１０－１７
作者简介：张永改（１９８７—），女，河北定州人，硕士研究生，从事动物
遗传学研究。Ｅ－ｍａｉｌ：ｚｈａｎｇｙｏｎｇｇａｉ１０２２＠１２６．ｃｏｍ。

通信作者：李祥龙，博士，教授，从事动物遗传学研究。Ｅ－ｍａｉｌ：ｌｉｘ
ｉａｎｇｌｏｎｇｃｎ＠ａｌｉｙｕｎ．ｃｏｍ。

　　ＣＤＫ５主要参与神经元正常功能的维持，但在非神经元
的组织或细胞中也广泛表达并发挥作用［１］。研究表明，ＣＤＫ５
可能通过调节黑色素细胞核中 ＭＩＴＦｍＲＮＡ、ＴＹＲ的表达，从
而参与调控羊驼毛色的形成［２］。在羊驼皮肤组织中，Ａｇｏｕｔｉ
基因、ＭＣ１Ｒ基因、酪氨酸酶基因家族、ＫＩＴ基因、ＣＤＫ５基因
都参与了羊驼毛色的形成与调控［３］。本研究利用比较基因

组学、生物信息学方法研究了该基因编码区种间、种内变异，

以期探明该基因在不同种间及种内的遗传分化，进而为相关

黑色素基因的遗传学分析奠定基础。

１　材料与方法

１．１　序列来源
从ＮＣＢＩ网站ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／的ＧｅｎＢａｎｋ

中下载东非狒狒、黑猩猩、裸鼢鼠、牛、欧洲雪貂、人、灰鼠猴、

大猩猩、长臂猿、猪等１０个物种的４７条ＣＤＫ５基因的ＣＤＳ序
列（表１）。

表１　不同物种的ＣＤＫ５基因序列来源

物种 序列数（条） 序列号

东非狒狒 ２ ＸＭ－００３８９６８７３．１，ＸＲ－１６１５３９．１
黑猩猩 ２ ＸＲ－１６９９１８．１，ＸＭ－５１９５２３．２
裸鼢鼠 ２ ＸＭ－００４８６０３８７．２１，ＸＭ－００４８７７３７２．１
牛 ３ ＮＭ－１７４０１７．２，Ｌ０４７９８．１，ＢＣ１２００８３．１
欧洲雪貂 １１ ＸＭ－００４７６５９４３．１，ＸＭ－００４７６５９４４．１，ＸＭ－００４８１０６５４．１，ＸＭ－００４７６５９４２．１，ＸＭ－００４８１０６５５．１，

ＸＭ－００４８１０６５３．１，ＸＭ－００４７６５９４１．１，ＸＭ－００４８１０６５２．１，ＸＭ－００４８１０６５１．１，ＸＭ－００４７６５９４０．１，ＸＭ－００４７６５９３９．１
人 １６ ＣＲ－４５７０４１．１，ＮＭ－００４９３５．３，ＢＴ００６６８０．１，ＢＣ００５１１５．１，ＡＹ０４９７７８．１，ＡＹ８８９５４５．１，Ｘ６６３６４．１，ＡＢ４６３５５０．１，

ＢＴ０２０１３９．１，ＢＴ００８０３６．１，ＡＹ８９２００８．１，ＡＹ８９２００７．１，ＡＹ８９１１５５．１，ＡＹ５８８６４１．１，ＡＹ８９３８３１．１，ＮＧ－０２２４３２．１
灰鼠猴 ２ ＸＭ－００３９２９８６９．１，ＸＲ－１６６４２５．１
大猩猩 ２ ＸＲ－１７５３５９．１，ＸＭ－００４０４６４９５．１
长臂猿 ２ ＸＭ－００３２７０９１９．２，ＸＲ－１７９５５８．１
猪 ５ ＮＭ－００１０４４６２１．２，ＡＫ３９１７５８．１，ＡＫ３８９５０４．１，ＡＫ３４９６１７．１，ＡＹ６１０１９０．１

１．２　方法
用ＢｉｏＥｄｉｔ软件对４７个不同序列的ＣＤＫ５基因编码区进

行比对分析，编辑并选取共有的编码区序列（长度为８７９ｂｐ）
进行比较，利用 ＤａｎＳＰ４．２０软件对其进行遗传多态性分析，
生成单倍型，并计算种间核苷酸歧异度（Ｄｘｙ）、遗传分化指数
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