
书书书

张　杰，阮先乐，侯小歌，等．绿僵菌ＨＣ毒素合成酶基因的生物信息学分析［Ｊ］．江苏农业科学，２０１５，４３（９）：７１－７４．
ｄｏｉ：１０．１５８８９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００２－１３０２．２０１５．０９．０１９

绿僵菌 ＨＣ毒素合成酶基因的生物信息学分析
张　杰，阮先乐，侯小歌，王俊英，胡炳义
（周口师范学院生命科学与农学学院，河南周口４６６００１）

　　摘要：通过生物信息学的方法对绿僵菌ＨＣ毒素合成酶基因进行了分析。生物信息学分析表明，它在一级结构、
二级结构、三级结构上接近于植物病原真菌，但是其一级结构上并不保守。
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　　绿僵菌是农业害虫防治的主要病原真菌之一，其致病性
主要依赖毒素麻痹宿主的防御。绿僵菌ＨＣ毒素是三轮状结
构的环状四肽（Ｄ－Ｐｒｏ－Ｌ－Ａｌａ－Ｄ－Ａｌａ－Ｌ－Ａｅｏ），Ａｅｏ表
示２氨基９，１０氟环唑８３－羰基癸酸乙酯［１］。在玉米黑粉病

中，ＨＣ毒素是黑粉病菌侵染玉米过程中的特异性和毒力的
决定性因素［２］。ＨＣ毒素是微生物为数不多的第二代谢产物
之一。在植物、昆虫和哺乳动物中 ＨＣ毒素是组蛋白脱乙酰
基酶（ＨＤＡＣｓ）的抑制因子［３］，然而，昆虫病原真菌侵染宿主

时抑制宿主 ＨＤＡＣｓ致病和生物合成的机制尚不清楚［４－６］。

利用生物信息学技术分析 ＨＣ毒素合成酶的进化 、二级结
构、三级结构、跨膜结构域及物理化学性质，可以为生物学功

能的进一步研究提供科学依据。

１　材料与方法

１．１　材料
　　以ＮＣＢＩ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／）数据库中的绿
僵菌数据库为材料。

１．２　方法
１．２．１　序列的查找　通过ＮＣＢＩ数据库搜索ＨＣ毒素合成酶
的蛋白序列，再通过绿僵菌数据库 ＮＣＢＩ／ＢＬＡＳＴ／ｔｂｌａｓｔｎ搜索
绿僵菌的核酸序列，进而获得 ＨＣ毒素合成酶基因的全长
序列。

１．２．２　序列的生物信息学分析　用 ＤＮＡｍａｎ软件对 ＨＣ毒
素合成酶蛋白序列运行ｃｌｕｓｔａｌＷ、亲水性、疏水性和跨膜结构
分析；应用 ＭＥＧＡ５．０构建系统发育树；用 ＴｈｅＰＳＩＰＲＥＤ
ＰｒｏｔｅｉｎＳｅｑｕｅｎｃｅＡｎａｌｙｓｉｓＷｏｒｋｂｅｎｃｈ和 ＣＯＩＬＳ在线分析二级
结构，ＳＭＡＲＴ在线分析二级结构及结构域；用 ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ
（ｈｔｔｐ：／／ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／）数据库在线建模和三级结构

分析［７－１０］；用ＳｉｇｎａｌＰ４．１Ｓｅｒｖｅｒ预测蛋白序列的信号剪切位
点；蛋白质结构域的预测用在线ＳＭＡＲＴ（ｈｔｔｐ：／／ｓｍａｒｔ．ｅｍｂｌ－
ｈｅｉｄｅｌｂｅｒｇ．ｄｅ／）；利用ＫＥＧＧ数据库分析其所在的信号通路；
利用 ＰｒｏｔＰａｒａｍ（ｈｔｔｐ：／／ｗｅｂ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／ｃｇｉ－ｂｉｎ／ｐｒｏｔｐａｒａｍ／
ｐｒｏｔｐａｒａｍ）数据库在线预测其物理和化学性质。

２　结果与分析

２．１　ＨＣ毒素合成酶一级结构和信号肽预测
　　基于一级结构上的同源性对蛋白序列运行ｃｌｕｓｔａｌＷ和系
统发育树的构建。由图１－Ａ可知绿僵菌 ＨＣ毒素合成酶总
共有２９０个氨基酸，在一级结构上保守型极低，在不同的病原
菌中只有一个共同的甘氨酸位点 （黑色、蓝色和红色区域分

别表示相同性高于９０％、７５％和５０％）。由图１－Ｂ可知绿僵
菌的ＨＣ毒素合成酶与半知菌类的虫生真菌白僵菌具有较高
同源性（８８％），其次是动物病原菌（５３％）。用 ＳｉｇｎａｌＰ４．１
Ｓｅｒｖｅｒ对其一级结构上的信号肽进行预测。由图１－Ｃ表明
该蛋白序列在第１９个氨基酸位置具有信号肽位点，其预测分
值为０．８，信号肽序列为 ＭＬＬＳＳＡＡＶＶＬＧＡＬＱＰＡＬＧ，与 ｓｗｉｓｓ
ｍｏｄｅｌ和ＳＭＡＲＴ在线预测结果相一致，可能是分泌性蛋白。
２．２　ＨＣ毒素合成酶二、三级结构预测
　　在一级结构的基础上用ＣＯＩＬＳ在线分析了ＨＣ毒素合成
酶的二级结构。从图２可以看出，ＨＣ毒素合成酶有３个α－
螺旋结构，在蛋白中的含量为３．４５％；１３个β－折叠，其含量
为１６．５５％；无规则卷曲最多，其含量为 ８０％。而在线
ＳＭＡＲＴ预测到其内部有２个重复序列及前端的信号肽序列，
没有预测到特征性结构域。

２．３　ＨＣ毒素合成酶亲水性、疏水性、跨膜结构和分子结构
的预测

　　从图３－Ａ可知，ＨＣ毒素合成酶最高亲水性分值为１９４，
而最低分值为－１．９１，总体亲水性为－０．４７１；从图３－Ｂ可知，
ＨＣ毒素合成酶疏水性不显著，其疏水性最高分值为３０３，最
低值为－３．２８，推测其可能是水溶性蛋白；从图３－Ｃ可知，
ＨＣ毒素合成酶没有跨膜结构。图３－Ｄ是预测到的ＨＣ毒素
合成酶的分子结构，分子式为 Ｃ１３５７Ｈ２１３６Ｎ３９０Ｏ４１７Ｓ２４，分子量为
３１３５５．６。
２．４　ＨＣ毒素合成酶三维建模
　　从图４－Ａ和４－Ｂ可知，在ＳＷＩＳＳ－ＭＯＤＥＬ数据库中搜
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索到了ＨＣ毒素合成酶的模板，它与靶蛋白的相似性评估得
分为３７．９３％（图４－Ｃ），正常的 ＱＭＥＡＮ４分值为 －３．５２，靶
蛋白与模型氨基酸的对应序列如图４－Ｅ所示。建模结果表
明该蛋白的三维结构与上述预测结果相一致。

２．５　ＨＣ毒素合成酶抗原性片段、物理和化学性质分析
　　用ＤＮＡｍａｎ软件预测到该氨基酸含有１７个抗原肽段，其
分值和长度（红色字母表示最大分值位点）分别如下：

　　［１］分值 ＝１．１８１，长度 ＝２１，４－ＳＳＡＡＶＶＬＧＡＬＱＰＡＬ
ＧＫＰＳＬＬＲ－２４；［２］分值 ＝１．１７９，长度 ＝１６，２７２－ＲＰＡＬＣＬＩ
ＡＧＥＰＴＣＡＰＶ－２８７；［３］分值＝１．１７２，长度 ＝１２，２０４－ＤＧＬＦ
ＣＲＨＰＣＧＧＡ－２１５；［４］分值 ＝１．１６２，长度 ＝２２，２４６－ＥＲ
ＣＹＫＡＤＤＣＤＨＧＬＦＣＥＨＱＣＧＧＡ－２６７；［５］分值 ＝１．１６２，长
度＝１３，１５０－ＧＤＧＬＦＣＥＨＱＣＧＧＰ－１６２；［６］分值 ＝１．１５０，长
度＝７，１０８－ＡＡＦＶＣＥＤ－１１４；［７］分值 ＝１．１４７，长度 ＝２６，
４０－ＡＡＴＥＩＶＩＤＹＬＡＰＮＰＰＣＧＰＹＳＰＷＶＧＩＷ－６５；［８］分 值 ＝
１１２５，长度＝１３，１１９－ＡＷＩＶＳＱＰＦＫＶＤＫＥ－１３１；［９］分值 ＝
１．１２３，长度＝８，１９５－ＲＣＳＱＶＮＥＣ－２０２；［１０］分值 ＝１．１２３，
长度＝７，２２０－ＳＮＶＣＬＩＧ－２２６；［１１］分值＝１．１１０，长度＝１０，
２２８－ＥＰＴＣＡＰＶＲＱＥ－２３７；［１２］分值 ＝１．１０６，长度 ＝７，３２－
ＮＥＶＶＮＱＲ－３８；［１３］分值 ＝１．０９０，长度 ＝７，１４１－
ＥＲＣＹＥＡＤ－１４７；［１４］分值 ＝１．０８９，长度 ＝１５，１６８－ＳＡＭＣ
ＦＩＡＧＥＰＫＣＲＰＩ－１８２；［１５］分值 ＝１．０８０，长度 ＝７，７９－
ＡＷＡＹＶＫＰ－８５；［１６］分值＝１．０７４，长度＝７，６７－ＡＤＡＣＮＳＦ－７３；
［１７］分值＝１．０７２，长度＝１４，９３－ＮＶＫＬＮＬＳＤＬＤＶＧＥＹ－１０６。
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　　其物理化学性质用ＰｒｏｔＰａｒａｍ在线预测，结果表明该蛋白
的等电点为５．７０，总共有４３２４个原子组成，假定所有的半胱
氨酸形成二硫键，它们在水中 ２８０ｎｍ的消光系数为
３３６８０Ｌ／（ｍｏｌ·ｃｍ）；假定所有的半胱氨酸是还原态，它们在
水中２８０ｎｍ的消光系数为３２４３０Ｌ／（ｍｏｌ·ｃｍ）。其氮端起
始氨基酸为Ｍｅｔ，预测到该蛋白在哺乳动物网状细胞中，离体
状态下的半衰期为３０ｈ；在酵母活体中的半衰期为大于２０ｈ；
在细菌活体中的半衰期大于 １０ｈ。其不稳定性指数为
４１７２，属于不稳定性蛋白。其脂肪族指数为６６．６９。

３　讨论

　　利用生物信息学的方法对研究的基因进行正确预测是现
代分子生物学研究的有效手段之一［１１－１２］。随着生物信息学算

法和蛋白质结构预测研究的深入，生物信息学在生物科学领域

的研究非常重要［１３］。ＨＣ毒素合成酶的同源序列比对及系统
进化树的分析结果与Ｇａｏ等的研究结论［１４］一致，说明生物信

息学预测是正确的。同软件与在线对信号肽段预测结果相一

致，与Ｎａｄｉｎｅ等的报道结果［１５］一致。ＨＣ毒素合成酶的二级
结构和三级结构的预测与 Ｊｏｎｅｓ等报道的玉米圆斑病菌相
似［１６］。ＨＣ毒素合成酶的物理化学性质及抗原片段尚未有报道。
总体来说，绿僵菌ＨＣ毒素合成酶结构及功能接近禾本科病原
菌，它与植物病原菌的异同尚需试验证明，其物理化学性质也需

进一步的验证。表明生物信息学是现代生物学中重要的技术手

段，与其他生物学技术相结合是生物学研究的必要途径。
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应用正交测验法优选巨菌草诱导培养基

黄　静，张超腾，郑　燕
（国家菌草工程技术研究中心／福建农林大学生命科学学院，福建福州３５０００２）

　　摘要：以巨菌草幼茎作为试验材料，研究不同浓度的防褐化物质对巨菌草组织培养褐化的影响，应用正交测验法
研究生长激素２，４－Ｄ、ＫＴ、ＩＡＡ不同的浓度对巨菌草愈伤组织诱导的影响。结果表明：最佳防褐化物质是１．０ｍｇ／Ｌ
ＰＶＰ；２，４－Ｄ对巨菌草幼茎愈伤组织诱导的影响最小，ＫＴ居于二者之间，没有达到显著水平，而 ＩＡＡ影响最大，达到
了显著水平（Ｐ＜０．０５）；巨菌草诱导愈伤组织的最佳培养基配方是 ＭＳ＋２，４－Ｄ１．０ｍｇ／Ｌ＋ＩＡＡ０．２ｍｇ／Ｌ＋ＫＴ
１．０ｍｇ／Ｌ。　
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　　巨菌草（Ｐｅｎｎｉｓｅｔｕｍｓｐ．）属于单子叶植物禾本科狼尾草
属，是一种适宜在热带、亚热带和温带生长的高产优质菌草。

其抗逆性强，根系发达，为直立丛生的多年生植物，植株高大，

一般为３～５ｍ，有的也可达到６～８ｍ［１－２］。巨菌草是典型的
Ｃ４植物，光合效率很高，是其他阔叶树的４～７．４６倍，年产鲜
草达２００～４００ｔ／ｈｍ２［３］。巨菌草原产于南非，１９８３年引入我

国，并由于其巨大的经济价值得到了广泛推广。

　　巨菌草是一种高产优质的菌草，抗逆性极强，一般不会有
病虫害发生，管理简单，利用期长，生长速度快，粗蛋白含量很

高，营养价值丰富［３］，可作为生产饲料和保持水土、绿化环境

的优良草种［４］，也被用作香菇、灵芝、平菇、猴头菇等的栽培

培养料［５］。此外，巨菌草还是能源草的典型草种，可用于生

产乙醇等生物燃料。巨菌草种植简单，既可以进行有性繁殖，

也可以进行无性繁殖。无性繁殖一般用腋芽进行，有性繁殖

用种子，但是发芽率一般都很低［４］。目前，巨菌草在我国南

方的种植范围越来越广，由于不耐寒，在北方寒冷的冬季无法

自然越冬，使得在北方的推广受到严重限制［６］。

　　长期以来，巨菌草品种选育方面基本是依靠常规育种的
方法，因而无法快速解决巨菌草耐寒性、品质及产量改良等问

题。植物基因工程技术是解决品种改良的一种高效手段，而
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