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　　摘要：漆酶在真菌的孢子分裂、子实体分化、黑色素生成、木质素降解酶和病菌致病中均起重要作用。采用生物信
息学的方法，在玉米致病菌新月弯孢基因组基础上对漆酶基因家族成员进行了鉴定和序列特征分析，结果表明玉米致

病菌新月弯孢共有８个漆酶基因，分布在６个不同的ｓｃａｆｆｏｌｄｓ上，其漆酶基因结构显示外显子和内含子大小与位置都
不一样，表现出复杂的基因结构。序列比对和系统发育分析发现，８个漆酶氨基酸序列与其他真菌来源漆酶一样具有
４个特征保守序列区，位于系统发育树的２个不同分支上，表明玉米致病菌新月弯孢漆酶可能与其他真菌的漆酶具有
相似的进化关系和功能。
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　　漆酶是一种含铜的多酚氧化酶，具有较强的氧化还原能
力，能够氧化酚类物质，催化木质素的降解，并且促进ＤＨＮ黑
色素的合成［１－４］。此外，研究还发现漆酶可以影响真菌的发

育、子实体和侵染结构的形成［５－７］，例如在大斑凸脐蠕孢（Ｅｘ
ｓｅｒｏｈｉｌｕｍｔｕｒｃｉｃｕｍ）中漆酶基因被敲除后表现出黑色素合成受
阻，不产生分生孢子，侵染能力下降等［７］。在隐丛赤壳菌

（Ｃｒｙｐｈｏｎｅｃｔｒｉａｐａｒａｓｉｔｉｃａ）中漆酶与病原致病力强弱直接相
关［８］。因此漆酶在病菌生长发育和致病性中具有重要的

作用。

由新月弯孢［Ｃｕｒｖｕｌａｒｉａｌｕｎａｔａ（Ｗａｋｋｅｒ）Ｂｏｅｄ．］引起的
玉米弯孢叶斑病已成为玉米主要病害之一，对我国玉米生产

造成了严重的损失［９－１２］。早期对该菌致病机制的研究发现，

它在离体和活体条件下可以产生一系列的细胞壁降解酶，如

多聚半乳糖醛酸酶（ｐｏｌｙｇａｌａｃｔｕｒｏｎａｓｅ，ＰＧ）、聚甲基半乳糖醛
酸酶（ｐｏｌｙｍｅｔｈｙｌｇａｌａｃｔｕｒｏｎａｓｅ，ＰＭＧ）、多聚半乳糖醛酸反式消
除酶 （ＰＧＴＥ）、果胶甲基反式消除酶（ｐｏｌｙｇａｌａｃｒｕｒｏｎｉｃａｃｉｄ
ｔｒａｎｓ－ｅｌｉｍｉｎａｓｅ，ＰＭＴＥ）和纤维素酶（ｃｅｌｌｕｌｏｓｅ，Ｃｘ），在病菌侵
染早期主要产生 ＰＧ和 ＰＭＧ，后期可以产生 Ｃｘ［１３］。然而
２０１０年周舒扬等研究发现该菌不但产生上述细胞壁降解酶，
而且可以产生一种漆酶，并推断可能该漆酶在病菌侵入过程

中发挥重要作用［１４］。但目前关于漆酶基因在玉米致病菌新

月弯孢侵染中的作用还未见报道。

本研究基于玉米致病菌新月弯孢基因组数据，通过生物

信息学方法对漆酶基因家族成员数目、基因结构、蛋白质同源

性和系统发育进行了分析，为进一步研究漆酶基因在侵染过

程中的表达模式和作用奠定基础。

１　材料与方法

１．１　漆酶蛋白的获得
利用 ＮＣＢＩ数据库，获得来自稻梨孢 （Ｍａｇｎａｐｏｒｔｈｅ

ｏｒｙｚａｅ）所有漆酶氨基酸序列。从ＮＣＢＩ数据库下载玉米致病
菌新月弯孢（Ｃ．ｌｕｎａｔａ）基因组（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．
ｇｏｖ／ｎｕｃｃｏｒｅ／ＪＦＨＧ００００００００），利用 ＢｉｏＥｄｉｔ构建本地核苷酸
和预测的蛋白质数据库。在玉米致病菌新月弯孢蛋白数据

库，查询来自稻梨孢（Ｍ．ｏｒｙｚａｅ）和大丽轮枝菌（Ｖｅｒｔｉｃｉｌｌｉｕｍ
ｄａｈｌｉａｅ）的所有漆酶氨基酸序列，设其 Ｅ＜１０－１０，将获得的蛋
白序列列为候选蛋白质序列（每个序列都有固定的号码）。

将这些候选序列提交到 ＮＣＢＩ的在线工具 ＣＤＤＳｅａｒｃｈ和
Ｐｆａｍ进行保守区域分析，将其有漆酶家族保守区的序列认为
假定漆酶蛋白，对没有漆酶家族保守区的则认为不属于该家

族。利用ＳＩＢ生物信息学门户网站（ｈｔｔｐ：／／ｗｅｂ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／
ｃｏｍｐｕｔｅ＿ｐｉ／）进行漆酶基因蛋白质的氨基酸数目、分子量和
理论等电点等理化特性的预测。应用 ＳｉｇｎａｌＰ４．１（ｈｔｔｐ：／／
ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／）对信号肽进行分析。
１．２　漆酶基因结构与ｍｏｔｉｆ分析

在ＣＤＳ数据库查询获得的预测漆酶蛋白质，获得其相应
的预测ＣＤＳ序列。以ＣＤＳ序列进行基因组数据对比，获取相
应的基因序列，采用ＣｌｕｓｔａｌＷ２软件（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｅｂｉ．ａｃ．ｕｋ／
Ｔｏｏｌｓ／ｍｓａ／ｃｌｕｓｔａｌｗ２／）比较ＣＤＳ序列和基因序列，利用 ＧＳＤＳ
２．０在线软件（ｈｔｔｐ：／／ｇｓｄｓ．ｃｂｉ．ｐｋｕ．ｅｄｕ．ｃｎ／）获取基因结构
图。采用基于 ｍｏｔｉｆ的序列分析工具 ＭＥＭＥ在线软件
（ｈｔｔｐ：／／ｍｅｍｅ．ｎｂｃｒ．ｎｅｔ／ｍｅｍｅ／ｃｇｉ－ｂｉｎ／ｍｅｍｅ．ｃｇｉ）对蛋白的
基序进行分析，其参数设置为：同一基序在一条序列中出现的

次数为０或者１，基序长度范围１０～２００，基序最大发现数目
为５。
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１．３　漆酶蛋白序列分析和系统发育树构建
为了比对鉴定出来的玉米致病菌新月弯孢漆酶基因的同

源性，使用ＤＮＡＭＡＮ软件对预测漆酶家族成员氨基酸序列进
行两两比较，获得其同源性的数值。采用 ＣｌｕｓｔａｌＷ２程序
（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｅｂｉ．ａｃ．ｕｋ／Ｔｏｏｌｓ／ｍｓａ／ｃｌｕｓｔａｌｗ２／）对所有待鉴定
的玉米致病菌新月弯孢漆酶进行比对，并输出到 ＧＥＮＥＤＯＣ
软件，分析其保守结构域。从ＮＣＢＩ数据库中搜索来源于真菌
的漆酶基因氨基酸序列，下载后与玉米致病菌新月弯孢漆酶基

因构成比对文件，采用ＭＥＧＡ５（ｈｔｔｐ：／／ｍｅｇａｓｏｆｔｗａｒｅ．ｎｅｔ）软件
进行系统发育进化树的构建，所用方法为邻近比较法。

２　结果与分析

２．１　漆酶家族成员的鉴定
通过ＢｉｏＥｄｉｔ软件搜索玉米致病菌新月弯孢基因组数据

库，并结合对保守区的分析，一共获得１２个含ｃｕｐｒｅｄｏｘｉｎ结构
域的基因，分别为 ＣＵＲ－１０００８００１、ＣＵＲ－１０００３３６３、ＣＵＲ－
１０００４７２９、ＣＵＲ －１０００８０２８、ＣＵＲ －１０００８１９１、ＣＵＲ －
１０００２６１３、ＣＵＲ －１００００４５６、ＣＵＲ －１０００４７１０、ＣＵＲ －

１０００９９９５、ＣＵＲ－１０００４２５２、ＣＵＲ －１０００３７３５和 ＣＵＲ －
１０００２２４９。用Ｐｆａｍ进行结构域分析时发现这 １２个基因中
ＣＵＲ－１０００３７３５属抗坏血酸氧化酶、ＣＵＲ－１０００２２４９为胞外
胆红素氧化酶、ＣＵＲ－１０００８００１和ＣＵＲ－１０００４２５２是铁运输
多铜氧化酶，ＣＵＲ－１０００４７１０含有１个二酚氧化酶结构域和
２个多铜氧化酶结构域，其余的与子囊菌热白丝菌（Ｍｅｌａｎｏ
ｃａｒｐｕｓａｌｂｏｍｙｃｅｓ）的漆酶基因一样含有３个多铜氧化酶结构
域，因 此 除 ＣＵＲ－１０００８００１、ＣＵＲ －１０００２２４９、ＣＵＲ －
１０００３７３５和ＣＵＲ－１０００４２５２外其他都被认为漆酶基因家族
成员，并命名为 ＣｌＬＡＣ１～ＣｌＬＡＣ８，它们分布在６个不同 ｓｃａｆ
ｆｏｌｄｓ上。通过 ＥｘＰＡＳｙ工具，发现８个 ＣｌＬＡＣ基因编码蛋白
的氨基酸最长的序列包含 ７２４个氨基酸残基，最短的含有
４７８个氨基酸残基。所有的ＣｌＬＡＣ基因家族成员编码蛋白的
分子量大小范围为 ５２．２～７９．９ｋｕ，等电点范围为 ４．２１～
８０２。Ｓｉｇｎａｌｐ４．１结果显示，ＣｌＬＡＣ１、ＣｌＬＡＣ２、ＣｌＬＡＣ３、ＣｌＬＡＣ４
和 ＣｌＬＡＣ６含有信号肽，其剪切位点都含有 １１氨基酸，
ＣｌＬＡＣ５、ＣｌＬＡＣ７和ＣｌＬＡＣ８显示不存在信号肽剪切位点。其
结果显示如表１。

表１　玉米致病菌新月弯孢漆酶预测基因信息

基因名称 基因号
ＯＲＦ框长度
（ｂｐ）

氨基酸长度

（ａａ）
分子量

（ｋｕ）
等电点

（ｐＩ） 信号肽 基因组位置

ＣｌＬＡＣ１ ＣＵＲ－１０００３３６３ １６８９ ５６２ ６１．９ ４．６３ Ｙ（１１） Ｓｃａｆｆｏｌｄ２４
ＣｌＬＡＣ２ ＣＵＲ－１０００４７２９ １７９１ ５９６ ６５．４ ５．７１ Ｙ（１１） Ｓｃａｆｆｏｌｄ１８
ＣｌＬＡＣ３ ＣＵＲ－１０００８０２８ １８０３ ６００ ６６．１ ５．５９ Ｙ（１１） Ｓｃａｆｆｏｌｄ７
ＣｌＬＡＣ４ ＣＵＲ－１０００８１９１ １８５１ ６１６ ６６．９ ８．０２ Ｙ（１１） Ｓｃａｆｆｏｌｄ７
ＣｌＬＡＣ５ ＣＵＲ－１０００２６１３ １４３７ ４７８ ５２．２ ４．２１ Ｎ Ｓｃａｆｆｏｌｄ２８
ＣｌＬＡＣ６ ＣＵＲ－１００００４５６ １８６９ ６２２ ６８．２ ４．８１ Ｙ（１１） Ｓｃａｆｆｏｌｄ８２
ＣｌＬＡＣ７ ＣＵＲ－１０００４７１０ ２０６７ ６８８ ７７．４ ５．３０ Ｎ Ｓｃａｆｆｏｌｄ１８
ＣｌＬＡＣ８ ＣＵＲ－１０００９９９５ ２１７５ ７２４ ７９．９ ５．１５ Ｎ Ｓｃａｆｆｏｌｄ３

　　注：“信号肽”一栏中，Ｙ表示存在信号肽，括号中表示信号肽剪切氨基酸数目；Ｎ表示不存在信号肽。

２．２　漆酶基因结构与ｍｏｔｉｆ分析
对基因结构分析发现 ＣｌＬＡＣ１和 ＣｌＬＡＣ３含有５个外显

子，ＣｌＬＡＣ５含有４个外显子，ＣｌＬＡＣ８含有３个外显子，ＣｌＬＡＣ２
和ＣｌＬＡＣ４含有２个外显子，ＣｌＬＡＣ６和 ＣｌＬＡＣ７含有１个外显

子，并且所有基因显示外显子和内含子的位置不一样，外显子

的大小也存在差异，这表明玉米致病菌新月弯孢漆酶家族成

员基因外显子－内含子结构比较复杂，其结果如图１。

　　对８个玉米致病菌新月弯孢漆酶蛋白的基序分析，结果
显示７个漆酶基因都被 ＭＥＭＥ工具划分为 ５个基序，只有
ＣｌＬＡＣ５含有４个基序，不包括基序５（图２）。
２．３　漆酶蛋白序列对比和系统发育树构建

将玉米致病菌新月弯孢中预测的８个漆酶基因进行同源
性比较发现，他们之间同源性在１９％ ～４７％之间，其同源性
比较低（表２）。但是采用ＣｌｕｓｔａｌＸ软件对８个漆酶蛋白进行
序列多重比对，结果表明，这些预测蛋白都含有Ｌ１～Ｌ４４个
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表２　玉米致病菌新月弯孢漆酶预测蛋白同源性比对

基因名称
同源性（％）

ＣｌＬＡＣ１ ＣｌＬＡＣ２ ＣｌＬＡＣ３ ＣｌＬＡＣ４ ＣｌＬＡＣ５ ＣｌＬＡＣ６ ＣｌＬＡＣ７ ＣｌＬＡＣ８
ＣｌＬＡＣ１ １００
ＣｌＬＡＣ２ ３８ １００
ＣｌＬＡＣ３ ３８ ４４ １００
ＣｌＬＡＣ４ ３６ ４３ ４０ １００
ＣｌＬＡＣ５ ４７ ３３ ３３ ３３ １００
ＣｌＬＡＣ６ ３９ ３３ ３３ ３４ ３２ １００
ＣｌＬＡＣ７ ２３ ２１ ２１ ２１ ２２ ２３ １００
ＣｌＬＡＣ８ ２５ ２２ ２４ ２１ ２２ ２５ １９ １００

特征序列区（图３）。其中，Ｌ１：Ｈ－Ｗ－Ｈ－Ｇ－Ｘ９－Ｄ－Ｇ－
Ｘ５－ＱＣＰＩ；Ｌ２：Ｇ－Ｔ－Ｘ－Ｗ－Ｙ－Ｈ－Ｓ－Ｈ－Ｘ３－Ｑ－Ｙ－
Ｃ－Ｘ－Ｄ－Ｇ－Ｌ－Ｘ－Ｇ－Ｘ－（ＦＬＩＭ）；Ｌ３：Ｈ－Ｐ－Ｘ－Ｈ－
Ｌ－Ｈ－Ｇ－Ｈ；Ｌ４：Ｇ－（ＰＡ）－Ｗ－Ｘ－（ＬＦＶ）－ＨＣＨＩ－
ＤＡＥ－Ｘ－Ｈ－Ｘ３－Ｇ－（ＬＭＦ）－Ｘ３－（ＬＦＭ）。与其他物种
的漆酶所特有的特征序列区相符合，这说明从玉米致病菌新月

弯孢鉴定出来的８个漆酶基因应属于漆酶基因家族中的成员。
　　将８个漆酶蛋白与３４个来源不同真菌的漆酶蛋白进行系
统发育分析结果表明，漆酶蛋白被划分４个组。其中 ＣｌＬＡＣ７
与１４个来源不同真菌的漆酶位于系统发育树的同一分支，其
余的玉米致病菌新月弯孢漆酶蛋白与１６个不同来源的真菌漆
酶处于进化树的同一分支（图４）。表明玉米致病菌新月弯孢
漆酶可能与其他真菌的漆酶具有相似的进化过程和功能。

３　讨论

本研究首次根据玉米致病菌新月弯孢基因组对漆酶基因

进行了鉴定和分析。漆酶与抗血酸氧化酶、血浆铜蓝蛋白同

属蓝色多铜氧化酶家庭成员，都具有多个含铜结构域。经过

ＢＬＡＳＴ比对和Ｐｆａｍ结构域分析，在玉米致病菌新月弯孢中最
初鉴定出 １２个具有多个含铜的结构域的基因，但是通过
Ｐｆａｍ注释只有 ７个基因与子囊菌热白丝菌（Ｍｅｌａｎｏｃａｒｐｕｓ
ａｌｂｏｍｙｃｅｓ）的漆酶基因一样含有３个多铜氧化酶结构域，还有
１个含有１个二酚氧化酶结构域和２个多铜氧化酶结构域，
根据这个结果初步推测这８个基因为漆酶家族成员。通过对
这８个蛋白氨基酸序列进一步分析发现，他们都具有漆酶基
因家族的４个特征序列结构，因此判定这８个预测的漆酶基

因为漆酶家族成员。

目前在其他植物病原真菌中已鉴定不少数目的漆酶基

因，例如在大丽轮枝菌（Ｖｅｒｔｉｃｉｌｌｉｕｍｄａｈｌｉａｅ）、苜蓿轮枝菌
（Ｖｅｒｔｉｃｉｌｌｉｕｍａｌｂｏ－ａｔｒｕｍ）、曲霉菌（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｆｌａｖｕｓ）、核盘菌
（Ｓｃｌｅｒｏｔｉｎｉａｓｃｌｅｒｏｔｉｏｒｕｍ）中分别鉴定出 ３、２、４、１个漆酶基
因［１５］，然而在玉米致病菌新月弯孢鉴定出８个漆酶基因，表
明玉米致病菌新月弯孢基因组具有较完整的信息。另外根据

报道，该菌在致病过程中漆酶酶活的迅速提高，暗示漆酶基因

可能在该菌致病中起重要作用［１４］。许多研究发现漆酶与真

菌黑色素相关，例如漆酶基因可以改变烟曲霉（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｆｕ
ｍｉｇａｔｅｓ）菌株的颜色［１６］，大斑凸脐蠕孢（Ｅ．ｔｕｒｃｉｃｕｍ）ＳｔＬＡＣ１
漆酶基因参与黑色素合成［１７］，但是 ＳｔＬＡＣ２对黑色素合成没
有任何影响［１８］。黑色素也是玉米致病菌新月弯孢的１种主
要的致病因子［１９］，漆酶是否也参与了黑色素合成，调控了病

菌的致病性呢？本研究为进一步揭示漆酶在致病性中的作用

奠定了基础。
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