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　　摘要：克隆获得禾谷镰刀菌（Ｆｕｓａｒｉｕｍｇｒａｍｉｎｅａｒｕｍ）２个甾醇１４α脱甲基酶 ＣＹＰ５１蛋白（ＣＹＰ５１Ａ、ＣＹＰ５１Ｂ）基因
ｃＤＮＡ序列，明确其氨基酸序列典型特征，为研究蛋白质结构及其抗药性机制奠定基础。采用 ＲＴ－ＰＣＲ技术，克隆２
个ＣＹＰ５１蛋白基因ｃＤＮＡ序列，利用相关生物信息软件对其序列进行生物信息学分析。结果克隆到２条ｃＤＮＡ序列，
长度分别为１５２４、１５８１ｂｐ，分别编码５０７、５２６个氨基酸；２个蛋白分子量分别为５７．５、５９．３ｋｕ，等电点分别为６９３、
７．０８，不稳定系数分别为４９．４３、３９．０５；２个蛋白均含有细胞色素 Ｐ４５０家族成员典型的保守结构域；不具有信号肽的
属于非分泌性蛋白，具有跨膜结构域，是亲水性蛋白；蛋白质二级结构最主要的结构元件是 α螺旋、无规则卷曲，并散
布于整个蛋白中；亚细胞定位预测显示，ＣＹＰ５１Ａ蛋白主要位于内质网及高尔基体等细胞器中，而ＣＹＰ５１Ｂ主要位于细
胞质中。研究结果将为进一步研究ＣＹＰ５１蛋白生物学功能及其蛋白结构生物学提供参考。
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　　小麦赤霉病（ｆｕｓａｒｉｕｍｈｅａｄｂｌｉｇｈｔ，ＦＨＢ）是我国小麦生产
中最主要的病害之一，由镰刀菌属（Ｆｕｓａｒｉｕｍｓｐｐ．）多种真菌
引起［１］。在全世界范围内，禾谷镰刀菌（Ｆｕｓａｒｉｕｍｇｒａｍｉｎｅａ
ｒｕｍ）是小麦赤霉病主要的病原菌，在２０１２年 ＭｏｌｅｃｕｌａｒＰｌａｎｔ
Ｐａｔｈｏｌｏｇｙ上发表的十大病原真菌中，由于其发生的普遍性和
重要性，居于第４位［２］。使用杀菌剂是控制赤霉病发生和危

害的主要手段，通常用于防治小麦赤霉病的杀菌剂为苯并咪

唑类杀菌剂多菌灵［３］。但是长期、单一、大量使用，使其产生

了严重的抗药性，造成防效显著下降。因此，明确禾谷镰刀菌

对唑类杀菌剂产生抗性机制具有重要的理论、生产实践价值。

杀菌剂作用于甾醇生物合成中的 １４α脱甲基酶（ＣＹＰ５１），
ＣＹＰ５１属于细胞色素Ｐ４５０（ＣｙｔｏｃｈｒｏｍｅＰ４５０，简称ＣＹＰ）家族
第５类中唯一的一个家族，与 Ｐ４５０其他家族相比，ＣＹＰ５１功
能非常保守，作用于移除甾醇前体１４α位的甲基，又称为甾醇
１４α脱甲基酶，催化酵母、真菌羊毛甾醇或齿孔醇，植物钝叶
醇和哺乳动物二氢羊毛甾醇的１４α位脱甲基反应，具有较强
的底物特异性［４－６］。病原真菌中含有多个 ＣＹＰ５１基因，对唑
类药剂产生抗性的病原菌中，ＣＹＰ５１基因点突变是病原菌对

唑类杀菌剂产生抗性的主要机制［７－９］。由于唑类杀菌剂中均

含有１个含氮杂环，杂环上的氮原子可以与 ＣＹＰ５１蛋白血红
素－铁活性中心以配位键结合，竞争底物的结合位点，使酶的
活性受到抑制。当唑类杀菌剂结合区域的氨基酸位点发生突

变后，使药剂与 ＣＹＰ５１蛋白的结合能力下降，引起病原菌的
抗药性。在人类病原菌白色念珠菌（Ｃａｎｄｉｄａａｌｂｉｃａｎｓ）点突变
研究中已经证实了上述假设，如 Ｆ１４５Ｌ［１０］、Ｙ１３２Ｈ、Ｒ４６７Ｋ［１１］

等突变。迄今为止，ＣＹＰ５１突变引起抗药性报道最多的真菌
是Ｃ．ａｌｂｉｃａｎｓ，其引起抗性的突变位点多达５０个。对已报道
的突变位点的位置进行分析，大部分突变位点集中在２个区
域，分别为ＣＹＰ５１蛋白的Ｎ端、Ｃ端，这可能与蛋白折叠后的
二级结构、三级结构中底物和药剂的结合位点有关［１２］。

ＣＹＰ５１蛋白Ｎ端包括α螺旋 Ｂ、Ｂ′、Ｃ及其中间的 Ｌｏｏｐ连接
部分，在这个区域的点突变中，尤其以位于 α螺旋 Ｂ′和 Ｃ之
间的１个酪氨酸突变引起的抗性报道最多，包括 Ｃ．ａｌｂｉｃａｎｓ
中ＣＹＰ５１的Ｙ１３２Ｆ位点突变［１３］，以及其他真菌斐济球腔菌

（Ｍｙｃｏｓｐｈａｅｒｅｌｌａｆｉｊｉｅｎｓｉｓ）、白粉病菌（Ｂｌｕｍｅｒｉａｇｒａｍｉｎｉｓｆ．ｓｐ．）
中的Ｙ１３６Ｆ［１４－１５］，禾生球腔菌（Ｍｙｃｏｓｐｈａｅｒｅｌｌａｇｒａｍｉｎｉｃｏｌａ）中
的Ｙ１３７Ｆ［１６］，以及叶锈菌（Ｐｕｃｃｉｎｉａｔｒｉｔｉｃｉｎａ）中的 Ｙ１３４Ｆ位点
突变等［１７］。Ｍ．ｇｒａｍｉｎｉｃｏｌａ中的Ｙ１３７Ｆ突变使三唑醇不能够
再与酶结合，引起抗性的发生［１８］。第 ２个突变区域为
ＣａＣＹＰ５１蛋白氨基酸序列的４２８～４５９位或ＭｇＣＹＰ５１蛋白氨
基酸序列的 ４３８～４６３位［１９］。ＭｇＣＹＰ５１中保守位点 Ｙ４５９、
Ｇ４６０及Ｙ４６１的突变或／和缺失都能够引起唑类杀菌剂敏感
性下降［２０］。可见，ＣＹＰ５１蛋白氨基酸突变使病原菌对药剂产
生抗药性。ＣＹＰ５１功能非常保守，但是不同生物中 ＣＹＰ５１氨
基酸序列的同源性不高，生物界之间其氨基酸的相似性只有

２２％～３０％；而同一生物界中，其氨基酸序列的同源性较高，
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在动物、植物、真菌中 ＣＹＰ５１的相似性分别为 ６４％、４１％、
４２％［２１］。禾谷镰刀菌含有 ３个 ＣＹＰ５１基因 ＦＧＣＹＰ５１Ａ、
ＦＧＣＹＰ５１Ｂ、ＦＧＣＹＰ５１Ｃ，这３个基因虽然序列同源性较高，却
发挥着不同的功能。Ｆａｎ等对这３个基因的功能进行了遗传
学研究，发现ＦＧＣＹＰ５１Ａ与 ＦＧＣＹＰ５１Ｂ编码甾醇１４α脱甲基
酶，与病原菌对唑类杀菌剂的敏感性密切相关［２２］。

目前，病原真菌中 ＣＹＰ５１蛋白三维结构未见报道，且有
关ＣＹＰ５１抗药性机制研究集中在基因遗传突变研究。因此，
有必要从ＣＹＰ５１的蛋白结构入手研究其抗药性机制。解析
蛋白质结构首先要对蛋白质进行分析，构建包含主要功能域

的表达载体，进而体外纯化出高质量的目标蛋白，为后续生物

学功能及生化功能试验奠定基础。本研究采用 ＲＴ－ＰＣＲ技
术，克隆２个ＣＹＰ５１蛋白基因 ｃＤＮＡ序列，利用生物信息学
方法，对禾谷镰刀菌 ＦＧＣＹＰ５１Ａ、ＦＧＣＹＰ５１Ｂ基因编码的蛋白
质进行分析，包括氨基酸组成、预测保守结构域、信号肽及跨

膜结构域及亚细胞定位等，以期为进一步研究 ＣＹＰ５１蛋白晶
体结构及其生物学功能奠定基础。

１　材料与方法

１．１　试验材料
１．１．１　供试菌种　本试验菌种为禾谷镰刀菌（Ｆ．ｇｒａｍｉｎｅａ
ｒｕｍ）ＰＨ－１［２３］。
１．１．２　主要试剂　总 ＲＮＡ提取试剂（ＴｒｉｚｏｌＲｅａｇｅｎｔ）、总反
转录酶（Ｍ－ＭＬＶ）、ＤＮａｓｅ，购自Ｐｒｏｍｅｇａ公司；ＰＣＲ克隆试剂
盒 ＴａＫａＲａＲＮＡＰＣＲＫｉｔ、ＳＭＡＲＴＴＭＲＡＣＥｃＤＮＡＡｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ
Ｋｉｔ、质粒提取试剂盒（ＴａＫａＲａＭｉｎｉＢＥＳＴＰｌａｓｍｉｄＰｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ
Ｋｉｔ）、Ｔａｑ酶、ｐＭＤ１８－Ｔ，购自宝生物工程（大连）有限公司。
１．２　试验方法
１．２．１　ＲＮＡ提取和ＲＴ－ＰＣＲ　收集禾谷镰刀菌菌丝体，抽
干后置于液氮中速冻并转移，于－８０℃备用。从液氮中取出
冷冻抽干的菌丝约１００ｍｇ，置于预冷的研钵中，磨成粉末，并
迅加入１ｍＬＴｒｉｚｏｌ。总 ＲＮＡ抽提步骤按 ＴｒｉｚｏｌＲｅａｇｅｎｔ说明
书进行，所提取的总ＲＮＡ用２％的琼脂糖电泳检验其分子的
完整情况，并用分光光度法检测其浓度。以 Ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）１８为引
物、１μｇ总ＲＮＡ为模板，按照反转录试剂盒 ＳＭＡＲＴＴＭＲＡＣＥ
ｃＤＮＡＡｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎＫｉｔ操作说明书合成第１链 ｃＤＮＡ。通过
国际禾谷镰刀菌网站（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｂｒｏａｄｉｎｓｔｉｔｕｔｅ．ｏｒｇ／ａｎｎｏｔａ
ｔｉｏｎ／ｇｅｎｏｍｅ／ｆｕｓａｒｉｕｍ＿ｇｒａｍｉｎｅａｒｕｍ／ＭｕｌｔｉＨｏｍｅ．ｈｔｍｌ）查 找
ＣＹＰ５１蛋白２个基因，分别为 ＦＧＣＹＰ５１Ａ、ＦＧＣＹＰ５１Ｂ，根据此
序列设计引物（表１），并通过 ＰＣＲ克隆２个基因的 ｃＤＮＡ片
段（图１）。引物序列由上海英骏生物技术有限公司合成。
ＰＣＲ扩增条件均为：９４℃预变性３ｍｉｎ；９４℃３０ｓ，５５℃４０ｓ，
７２℃９０ｓ，共３５个循环；７２℃延伸７ｍｉｎ。ＰＣＲ产物经１．０％
琼脂糖电泳检测后，回收目的片段，纯化后克隆至载体

ｐＭＤ１８－Ｔ，转化感受态细胞Ｅ．ｃｏｌｉＪＭ１０９。所筛选的阳性克
表１　禾谷镰刀菌ＣＹＰ５１基因的ＰＣＲ引物

引物名称 引物序列（５′→３′）
ＦＧＣＹＰ５１ＡＦ ＡＴＧＴＴＣＣＡＴＣＴＡＣＴＣＡＴＣＴＡＴＣＣＣＴＴＡＴ
ＦＧＣＹＰ５１ＡＲ ＣＴＡＴＡＴＣＴＴＣＴＴＣＣＴＡＣＧＣＴＣＣＣＡＴＣＧＡ
ＦＧＣＹＰ５１ＢＦ ＡＴＧＧＧＴＣＴＣＣＴＴＣＡＡＧＡＡＣＴＧＧＣＧ
ＦＧＣＹＰ５１ＢＲ ＴＴＡＣＴＧＧＣＧＴＣＧＣＴＣＣＣＡＧＴＧＡＡＴ

隆经检测后由上海英骏生物技术有限公司进行测序。

１．２．２　分析方法　利用在线软件 ｐｒｏｔｐａｒａｍ（ｈｔｔｐ：／／ｗｅｂ．ｅｘ
ｐａｓｙ．ｏｒｇ／ｐｒｏｔｐａｒａｍ／）分析ＣＹＰ５１蛋白氨基酸序列［２４］；用ＮＣ
ＢＩ网站在线软件 ＣｏｎｓｅｒｖｅｄＤｏｍａｉｎｓ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．
ｎｉｈ．ｇｏｖ／Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ／ｃｄｄ／ｗｒｐｓｂ．ｃｇｉ）预测保守结构域［２５］；用在线

软件 ＮｅｔＰｈｏｓ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／ＮｅｔＰｈｏｓ／）分
析 磷 酸 化 位 点；用 ｐｒｏｔｓｃａｌｅ（ｈｔｔｐ：／／ｗｅｂ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／
ｐｒｏｔｓｃａｌｅ／）分析氨基酸序列的疏水性／亲水性；利用ＰＳＯＲＴⅡ
（ｈｔｔｐ：／／ｐｓｏｒｔ．ｈｇｃ．ｊｐ／ｆｏｒｍ２．ｈｔｍｌ）进行亚细胞定位的预测；利
用 ＳｉｇｎａｌＰ４．１Ｓｅｒｖｅｒ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／Ｓｉｇ
ｎａｌＰ／）预测信号肽；利用ＴＭＨＭＭＳｅｒｖｅｒｖ．２．０（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．
ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／ＴＭＨＭＭ－２．０／）预测跨膜结构域；利用在
线软件 ｓｏｐｍａ（ｈｔｔｐｓ：／／ｎｐｓａ－ｐｒａｂｉ．ｉｂｃｐ．ｆｒ／ｃｇｉ－ｂｉｎ／ｎｐｓａ＿
ａｕｔｏｍａｔ．ｐｌ？ｐａｇｅ＝／ＮＰＳＡ／ｎｐｓａ＿ｓｏｐｍａ．ｈｔｍｌ）预测二维结构。

２　结果与分析

２．１　ｃＤＮＡ的克隆及序列分析
采用ＲＴ－ＰＣＲ方法获得 ＦＧＣＹＰ５１Ａ、ＦＧＣＹＰ５１Ｂ２个基

因，其ｃＤＮＡ序列全长分别为１５２４、１５８１ｂｐ（图１）。推测其
蛋白质分别有 ５０７、５２６个氨基酸残基，通过在线软件
ｐｒｏｔｐａｒａｍ对禾谷镰刀菌 ＣＹＰ５１蛋白理化性质进行分析，
ＣＹＰ５１Ａ蛋白的分子式为 Ｃ２６０６Ｈ４０５３Ｎ６９７Ｏ７３６Ｓ１９，总计由 ８１１１
个原子组成，分子量约为５７５３３．２ｕ，等电点为６．９３，不稳定
系数为４９．４３（４０以下为稳定蛋白），推测其为不稳定蛋白。
该蛋白中亮氨酸、丙氨酸、精氨酸、天冬氨酸、谷氨酸、甘氨酸、

缬氨酸、脯氨酸、丝氨酸等含量相对较多，而半胱氨酸、色氨酸

含量相对较少（图 ２－Ａ）。ＣＹＰ５１Ｂ蛋白的分子式为
Ｃ２６８０Ｈ４１４４Ｎ７２０Ｏ７５４Ｓ２３，总计由 ８３２１个原子组成，分子量约为
５９２５２．１ｕ，等电点为７．０８，不稳定系数为３９．０５（４０以下为
稳定蛋白），推测其为稳定蛋白。该蛋白中丙氨酸、谷氨酸、

甘氨酸、亮氨酸、赖氨酸、脯氨酸、缬氨酸、丝氨酸等含量相对

较多，而半胱氨酸、色氨酸含量相对较少（图２－Ｂ）。
２．２　ＣＹＰ５１蛋白保守结构域分析

利用 ＣｏｎｓｅｒｖｅｄＤｏｍａｉｎｓ程序对 ＣＹＰ５１蛋白进行结构域
分析，从图３可以看出，ＣＹＰ５１Ａ蛋白第３６～４９９位氨基酸和
ＣＹＰ５１Ｂ蛋白第７２～５２５位氨基酸分别组成了细胞色素Ｐ４５０
家族成员典型的保守结构域。

２．３　ＣＹＰ５１蛋白氨基酸序列翻译后的磷酸化修饰
　　预测细胞内蛋白质磷酸化在信号转导中发挥着重要的作
用，研究报道共有３种主要的磷酸化部位———丝氨酸、苏氨酸
和酪氨酸结合位点。大多数蛋白质是在丝氨酸、苏氨酸残基
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上磷酸化，而许多与信号转导有关的蛋白质还在酪氨酸位置

上被磷酸化。利用在线软件ＮｅｔＰｈｏｓ分析可看出，在ＣＹＰ５１Ａ
中含有１１个丝氨酸磷酸化位点，９个苏氨酸磷酸化位点，１３
个酪氨酸磷酸化位点（图４－Ａ）；在 ＣＹＰ５１Ｂ中含有１４个丝
氨酸磷酸化位点，３个苏氨酸磷酸化位点，９个酪氨酸磷酸化
位点（图４－Ｂ）。ＣＹＰ５１蛋白磷酸化后，改变蛋白质的活性，
这种改变可能为激活，也可能是抑制作用。

２．４　ＣＹＰ５１蛋白二级结构预测
多肽链借助氢键排列成沿一维方向而呈现有规则的重复

构象的二级结构，是氨基酸顺序与三维构象之间的桥梁。二级

结构借助范德华力、氢键、静电和疏水等相互作用形成蛋白质

的三级结构，从而发挥正常的生物学功能。利用ＳＯＰＭＡ软件
对ＣＹＰ５１蛋白的氨基酸序列的二维结构进行预测，由图５可
知，ＣＹＰ５１Ａ、ＣＹＰ５１Ｂ均含有 α螺旋、无规则卷曲、β折叠延
伸链、β转角结构，其中 α螺旋结构部分较多，分别占
３７．０８％、４１２５％，其次为无规则卷曲，分别占３６．０９％、

３６．５０％，β折叠片层结构分别占１９．１３％、１５．４０％，最少的是
β转角，分别占 ７．６９％、６．８４％。可见 α螺旋、无规卷曲是
ＣＹＰ５１Ａ、ＣＹＰ５１Ｂ的最主要二级结构，分布于整条肽链中。
２．５　ＣＹＰ５１蛋白的信号肽和跨膜结构域分析

利用相关软件对 ＣＹＰ５１蛋白的信号肽和跨膜域进行预
测，由图６－Ａ可知，ＣＹＰ５１Ａ的Ｃ值最大切割点在第２２个氨

基酸位置，分值为０．３９２，综合剪切点分值（Ｙ值）最高也在第
２２个氨基酸位置，为０．４１２，信号肽最大分值（Ｓ值）在第２个
氨基酸位置，为０．６６６，因此判断 ＣＹＰ５１Ａ没有信号肽，属于
非分泌性蛋白。ＣＹＰ５１Ｂ的 Ｃ值最大切割点在第１６个氨基
酸位置，分值为０．１１１，综合剪切点分值（Ｙ值）最高在第２５
个氨基酸位置，为０．１３１，信号肽最大分值（Ｓ值）在第１９个
氨基酸位置，为０．２０２，因此判断ＣＹＰ５１Ｂ没有信号肽（图６－
Ｂ），属于非分泌性蛋白。由图６－Ｃ可知，ＣＹＰ５１Ａ蛋白３０～
５０７位氨基酸在膜外，１～６位氨基酸在膜内，７～２９位氨基酸
（ＹＰＬＷＶＬＶＡＬＦＡＶＩＩＡＮＬＬＹＱＱＬＰ）组 成 跨 膜 结 构 域。

ＣＹＰ５１Ｂ蛋白有 ２个跨膜结构域，分别为 ２０～４２位氨基酸
（ＰＬＧＱＱＶＧＩＧＦＡＶＦＬＶＬＳＶＶＬＮＶＬ）、５５～７７位氨基酸（ＭＶＦ
ＨＷＦＰＦＶＧＳＴＩＴＹＧＭＤＰＰＴＦＦ），１～１９、７８～５２６位氨基酸在膜
外，４３～５４位氨基酸在膜内（图６－Ｄ）。
２．６　ＣＹＰ５１蛋白氨基酸序列疏水性／亲水性分析

蛋白质结构的特征是疏水／亲水间的平衡，了解氨基酸序
列疏水性／亲水性对蛋白质的结构和功能预测有一定的作用。
用ｐｒｏｔｓｃａｌｅ分析ＣＹＰ５１蛋白氨基酸序列的疏水性／亲水性，
根据氨基酸分值越高疏水性越强、得分越低亲水性越强的规

律，从图７－Ａ可以看出ＣＹＰ５１Ａ在３０、６０、２３０、２５０、４１０位氨
基酸附近分别包含１个亲水头部，亲水性区域超过疏水性区
域，属于亲水性蛋白。可以看出ＣＹＰ５１Ｂ在８０、１７０、２５０、２７０、
４２０、４４０位氨基酸附近分别包含１个亲水头部，亲水性区域
超过疏水性区域，也属于亲水性蛋白（图７－Ｂ）。
２．７　ＣＹＰ５１蛋白的亚细胞定位预测
　　了解蛋白的亚细胞定位可为蛋白功能预测提供基础。利
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用在线软件 ＰＳＯＲＴⅡ对 ＣＹＰ５１蛋白的亚细胞定位进行预
测，结果表明，ＣＹＰ５１Ａ蛋白分布在内质网概率为５５．６％，高
尔基体为３３．３％，细胞质膜为１１．１％。ＣＹＰ５１Ｂ蛋白分布在
细胞质中概率为３９．１％，细胞核及线粒体均为１７．４％，内质
网为１３．０％，囊泡分泌系统、高尔基体及过氧化物酶体均占
４．３％。

３　讨论与结论

ＣＹＰ５１被认为是细胞色素 Ｐ４５０超级家族中最古老的家
族，存在于几乎所有的生物中，包括动物、植物、酵母、真菌等

真核生物以及原生动物和细菌等原核生物，因此推测其在主

要的真核生物族群分化之前就已经形成［２６－２７］。虽然 ＣＹＰ５１
的功能非常保守，但是不同生物中 ＣＹＰ５１氨基酸序列的同源

性并不相同。Ｌｅｐｅｓｈｅｖａ等对１８０多个已知的 ＣＹＰ５１氨基酸
序列，包括原核、真核生物中的ＣＹＰ５１进行比对，结果发现在
所有生物中都保守的氨基酸有１５个，所有真核生物中都保守
的氨基酸有２４个［６］。此外，真菌 ＣＹＰ５１中还含有１个真菌
特异性 Ｃ端结构域，其中包括 １段只在真菌中保守的序列
ＤＦ／ＹＧＦ／ＹＧ［１９］。因此，以病原真菌的 ＣＹＰ５１为靶标而开发
的杀真菌剂，对真菌具有特异性。

Ｂｅｃｈｅｒ等对３８个子囊菌中的 ＣＹＰ５１基因进行分析，其
中１８个种的真菌中含有１个ＣＹＰ５１基因，１５种真菌中包括２
个ＣＹＰ５１基因，其他５种真菌中含有３个 ＣＹＰ５１基因，其中
含有２个及以上 ＣＹＰ５１基因的真菌数量在总数的 ５０％以
上［２８］。真菌 ＣＹＰ５１蛋白序列系统进化树分析表明，ＣＹＰ５１
分为３支，分别为ＣＹＰ５１Ａ、ＣＹＰ５１Ｂ、ＣＹＰ５１Ｃ。在所有比对序
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列中，单一 ＣＹＰ５１基因都聚类为 ＣＹＰ５１Ｂ；而除镰刀菌属之
外，含有２个以上 ＣＹＰ５１基因的真菌，其 ＣＹＰ５１基因聚类为
ＣＹＰ５１Ａ或者ＣＹＰ５１Ｂ。禾谷镰刀菌（Ｆ．ｇｒａｍｉｎｅａｒｕｍ）含有３
个ＣＹＰ５１基因ＦＧＣＹＰ５１Ａ、ＦＧＣＹＰ５１Ｂ、ＦＧＣＹＰ５１Ｃ，它们分别
编码 ５０７、５２６、５１７个氨基酸，蛋白序列间的一致性为
６１６５％。其中ＦＧＣＹＰ５１Ａ、ＦＧＣＹＰ５１Ｂ基因编码甾醇１４α脱
甲基酶，与禾谷镰刀菌抗药性产生有关。本研究对这２个蛋
白进行了生物信息学分析，ＣＹＰ５１蛋白没有信号肽，具有跨
膜结构域，属于亲水性蛋白；二者具有细胞色素 Ｐ４５０家族成
员典型的保守结构域；具有多个丝氨酸、苏氨酸和酪氨酸的磷

酸化修饰位点，可能与其表达的生物学功能相适应；二级结构

预测表明，ＣＹＰ５１蛋白以无规卷曲和 α螺旋为主，推测与其
活性位点形成有关。

本研究克隆了 ＦＧＣＹＰ５１Ａ、ＦＧＣＹＰ５１Ｂ基因的 ｃＤＮＡ，为
进一步构建蛋白表达载体进行蛋白表达纯化，进而开展蛋白

结构生物学研究。利用生物信息学方法预测了 ＣＹＰ５１蛋白
的理化性质、结构域和亚细胞定位等基本信息，这些结果也为

构建不同长度及功能域的表达载体提供了线索，为后期蛋白

纯化提供了依据。
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张俊波，印双红，李　默，等．ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路在胞内布鲁氏菌存活中的作用［Ｊ］．江苏农业科学，２０１６，４４（３）：３６－３９．
ｄｏｉ：１０．１５８８９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００２－１３０２．２０１６．０３．００９

ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路在胞内布鲁氏菌存活中的作用
张俊波１，印双红１，李　默２，冉　辉１，罗　静１，李建新１，陆安法３，郭　飞２，陈创夫２

（１．铜仁学院，贵州铜仁５５４３００；２．石河子大学，新疆石河子８３２０００；３．贵州省铜仁市动物疫病控制中心，贵州铜仁 ５５４３００）

　　摘要：为了检测对ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路在巨噬细胞内布鲁氏菌存活的影响，将布鲁氏菌粗糙型菌株 ＲＢ５１和光滑
型菌株Ｓ２３０８分别侵染细胞，应用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ技术检测 ＲＢ５１和 Ｓ２３０８和对巨噬细胞内 ｐ－Ａｋｔ（Ｓ４７３）和 ｐ－Ａｋｔ
（Ｔ３０８）表达的影响；用ＭＴＴ法检测抑制剂ＬＹ２９４００２（ＬＹ）对细胞活性的影响；通过菌落计算法，检测抑制剂 ＬＹ对胞
内菌ＲＢ５１和Ｓ２３０８存活的影响。结果表明，粗糙型菌株ＲＢ５１和光滑型菌株Ｓ２３０８都可激活 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路，但
粗糙型菌株ＲＢ５１的激活程度显著弱于光滑型菌株Ｓ２３０８（Ｐ＜０．０１）；抑制剂ＬＹ在小于或等于２０μｍｏｌ／Ｌ浓度时不影
响细胞活性；抑制剂ＬＹ（２０μｍｏｌ／Ｌ）可显著抑制光滑型菌株Ｓ２３０８的存活，但不影响粗糙型菌株ＲＢ５１的存活。本研
究表明，ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路在光滑型菌株存活中发挥重要作用。
　　关键词：ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路；布鲁氏菌ＲＢ５１和Ｓ２３０８；胞内存活
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作者简介：张俊波（１９８４—），男，河南周口人，博士研究生，副教授，主
要从事免疫遗传与抗病机理。Ｅ－ｍａｉｌ：ｚｈａｎｇｊｕｎｂｏ６６６＠１２６．ｃｏｍ。

通信作者：印双红，硕士研究生，讲师，主要从事感染免疫学方面研
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　　布鲁氏菌病是一种严重危害人类和家畜健康的人兽共患
传染病［１－２］。布鲁氏菌为革兰氏阴性的兼性胞内寄生菌，其

急性期的临床特点主要为恶寒、发热、关节和肌肉痛等；人感

染布鲁氏菌后造成骨关节、神经系统、生殖系统和免疫系统等

损害，慢性期主要症状为骨关节病及包括神经系统在内的多

系统多器官的损害，患者一般会表现出神经－精神症状，病程
较长，容易复发并再感染，从而导致劳动力的丧失。动物布鲁

氏菌病的特点是生殖器官、胎膜及其他多种器官组织发炎、坏

死和肉芽肿的形成，引起流产、睾丸炎及关节炎等症状。布鲁

氏菌病给人类健康和畜牧业和谐发展带来严重危害［３］。因

此，研究布鲁氏菌及其对宿主细胞的致病机制，为布鲁氏菌疫

苗研发和防控提供理论依据，对于国民经济的发展和社会的

安全具有重大的意义。

ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号转导通路是重要的细胞生存通路之一，
Ａｋｔ作为ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号转导通路的关键分子，在促进细胞生
存、生长、增殖，促进细胞运动、侵袭和转移，抑制细胞凋亡方

面起核心作用［４］。ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路与肿瘤的发生发展密
切相关，在多种肿瘤组织有 Ａｋｔ的过度表达和活化。
ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路还与一些病毒的生存繁殖密切相关，然
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