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西瓜食酸菌 ＣｕｓＢ蛋白的生物信息学分析
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　　摘要：为了解西瓜食酸菌耐药结节细胞分化（ＲＮＤ）家族外排转运体中膜融合蛋白ＣｕｓＢ生物信息学信息，利用相
关软件对西瓜食酸菌和其他革兰氏阴性细菌的ＣｕｓＢ蛋白进行理化性质分析，同时对西瓜食酸菌ＣｕｓＢ蛋白的疏水性、
跨膜结构域、磷酸化位点、信号肽及分泌蛋白亚细胞定位、蛋白质二级结构进行预测。结果表明：西瓜食酸菌ＣｕｓＢ蛋
白理化性质及进化树分析结果与大肠杆菌较为接近，梨火疫病菌、荧光假单胞菌与其他５种细菌遗传距离较远，预测
西瓜食酸菌ＣｕｓＢ蛋白有１个区域疏水性较高，存在１个近Ｎ端的跨膜结构域，且还有多个磷酸化位点，前１～３６个氨
基酸残基组成了信号肽，分泌蛋白位于周质空间，二级结构含有较多的α－螺旋、无规则卷曲。对ＣｕｓＢ蛋白进行生物
信息学分析，既丰富了信息学信息，又有助于在其分子水平的研究，同时也为西瓜食酸菌的抗铜性机理研究提供了依据。
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　　瓜类细菌性果斑病（ｂａｃｔｅｒｉａｌｆｒｕｉｔｂｌｏｔｅｈ，ＢＦＢ）是一种严
重危害葫芦科植物的世界性种传细菌性病害，其病原菌为西

瓜食酸菌（Ａｃｉｄｏｖｏｒａｘｃｉｔｒｕｌｌｉ）［１］。自从１９６５年在美国首次发
现西瓜食酸菌以来，世界多国已相继报道该病害的发生［２］。

目前在我国主要分布于新疆、内蒙古、山东、陕西、河北、福建、

云南、吉林、海南、黑龙江、辽宁、台湾等１５个省（市）的西甜
瓜种植区［３］，该病害严重影响了葫芦科植物的产量和商品销

量，是我国葫芦科作物产业的主要危害因子［４］。

由于西瓜食酸菌属于革兰氏阴性菌，因此其细胞质膜由

细胞外膜、周质空间、细胞内膜构成［５］，并且其细胞膜上存在

着革兰氏阴性细菌特有的耐药结节细胞分化（ＲＮＤ）外排转
运体［６］，该转运体由３个部分构成：外膜蛋白（ｏｕｔｅｒｍｅｍｂｒａｎｅ
ｐｒｏｔｅｉｎ，ＯＭＰ）、内膜蛋白（ｉｎｎｅｒｍｅｍｂｒａｎｅｅｆｆｌｕｘｐｒｏｔｅｉｎｓ，
ＩＭＰ）、膜融合蛋白（ｍｅｍｂｒａｎｅｆｕｓｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎｓ，ＭＦＰ），主要负责
细菌细胞内重金属离子、色素分子、糖类、抗生素等由胞内向

胞外的转运［７］。已有报道指出，大肠杆菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ）中
编码ＣｕｓＢ蛋白的基因突变会导致铜离子、银离子无法正常

转运至胞外，最终导致大肠杆菌死亡［８］。在铜绿假单胞菌

（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓａｅｒｕｇｉｎｏｓａ）中 ＲＮＤ外排转运体任一组分缺失
都会影响外排转运体的正常工作［９］。目前，在西瓜食酸菌中

还未见关于ＲＮＤ外排转运体中膜融合蛋白的报道。本研究
运用生物信息学分析的方法，对 Ａ．ｃｉｔｒｕｌｌｉ的膜融合蛋白基因
ｃｕｓＢ基因和 ＣｕｓＢ蛋白的理化性质、进化分析、疏水性、跨膜
结构域、磷酸化、信号肽、分泌蛋白亚细胞定位和蛋白质二级、

三级结构进行了预测分析，以期为瓜类细菌性果斑病菌的抗

铜分子机理的研究奠定基础。

１　材料与方法

１．１　试验材料
１．１．１　数据来源　本研究所用的西瓜食酸菌膜融合蛋白的
氨基酸序列为笔者所在实验室测序获得的膜融合蛋白序列，

在本试验中命名为ＣｕｓＢ。选择梨火疫病菌（Ｅｒｗｉｎｉａａｍｙｌｏｖｏ
ｒｙ，ＮＣ＿００５２４６）、茄科雷尔氏菌（Ｒａｌｓｔｏｎｉａｓｏｌａｎａｃｅａｒｕｍ，ＮＣ＿
００１３９９）、大肠杆菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ，ＮＣ＿００７７７９）、铜绿假单胞
菌（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓａｅｒｕｇｉｎｏｓａ，ＮＣ＿０２２３６１）、荧光假单胞菌
（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｓ，ＮＣ＿０１２６７４）、地毯草黄单胞菌柑橘
致病变种（Ｘａｎｔｈｏｍｏｎａｓａｘｏｎｏｐｏｄｉｓｐｖ．ｃｉｔｒｉ，ＮＣ＿００５２４０）中编
码膜融合蛋白的基因进行研究。

１．１．２　相关软件和在线工具　本研究中所用相关软件和在
线工具主要有：ＣｌｕｓｔａｌＸ、ＭＥＧＡ４．０、ＰｒｏｔＰａｒａｍ、ＤＮＡＭＡＮ、
ＮＥＴＰＨＯＢＡＣ（ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ／）、ＳｉｇｎａｌＰ、ＴａｒｇｅｔＰ、ＴａｔＰ１．０、

—４３— 江苏农业科学　２０１６年第４４卷第５期



ＰＳＩＰＲＥＤｖ３．０（ｈｔｔｐ：／／ｂｉｏｉｎｆ．ｃｓ．ｕｃｌ．ａｃ．ｕｋ／）、ＳＷＩＳＳ－ＭＯＤＥＬ。
１．２　试验方法
１．２．１　ｃｕｓＢ基因基本信息　登陆ＮＣＢＩ网站，搜索西瓜食酸
菌全基因组序列同源的膜融合蛋白基因Ａａｖｅ＿４６６３，了解该基
因的基本信息。

１．２．２　西瓜食酸菌及其他常见病原菌膜融合蛋白的理化性
质比较　利用分析软件 ＰｒｏｔＰａｒａｍ对以上细菌膜融合蛋白
ＣｕｓＢ的理化性质进行分析。
１．２．３　西瓜食酸菌与其他常见病菌膜融合蛋白氨基酸序列
比对及系统发育树构建　以上述菌株为待测材料，对膜融合
蛋白序列进行聚类分析，以 ＣｕｓＢ蛋白为标记，进行 Ａ．ｃｉｔｒｕｌｌｉ
的ＣｕｓＢ系统进化分析。蛋白质序列比对使用 ＣｌｕｓｔａｌＸ方
法［１０］，系统发育分析使用 ＭＥＧＡ４［１１］。采用邻接法，自展
１０００次以评估树的可靠性。
１．２．４　ＣｕｓＢ蛋白疏水性、跨膜结构域及磷酸化位点预测　
利用在线分析软件 ＰｒｏｔＳｃａｌｅ（ｗｗｗ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／）对西瓜食酸
菌ＣｕｓＢ蛋白进行疏水性分析；利用ＴＭＨＭＭ软件对西瓜食酸
菌 ＣｕｓＢ蛋白跨膜结构域进行分析；利用在线软件 ＮＥＴ
ＰＨＯＢＡＣ（ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ／）分析ＣｕｓＢ蛋白磷酸化。
１．２．５　ＣｕｓＢ序列信号肽预测及蛋白质亚细胞定位　利用
ＳｉｇｎａｌＰ、ＴａｒｇｅｔＰ预测西瓜食酸菌 ＣｕｓＢ序列信号肽与蛋白质
到达的亚细胞位点。

１．２．６　ＣｕｓＢ蛋白二级结构、三级结构的预测　利用在线软
件ＰＳＩＰＲＥＤｖ３．０（ｈｔｔｐ：／／ｂｉｏｉｎｆ．ｃｓ．ｕｃｌ．ａｃ．ｕｋ／）对西瓜食酸菌
ＣｕｓＢ蛋白二级结构进行预测，利用在线软件 ＳＷＩＳＳ－Ｍｏｄｅｌ
（ｈｔｔｐ：／／ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／）对其进行三级结构预测。

２　结果与分析

２．１　西瓜食酸菌ｃｕｓＢ基因的基本信息

测序发现，西瓜食酸菌 ｃｕｓＢ基因长度为１１８５ｂｐ，编码
３９４个氨基酸序列。通过登陆 ＮＣＢＩ网站，对西瓜食酸菌
Ａａｖｅ＿４６６３基因进行查阅发现：在 ＵｎｉＰｒｏｔ中对膜融合蛋白的
解释为转运体。其功能包含吖啶黄抗性、重金属外排和多药

抗性蛋白，大多数该家族蛋白存在于革兰氏阴性菌中，其膜融

合蛋白使内膜蛋白和外膜蛋白结合在一起，形成一种转运通

道，使得胞内物质运输到胞外。

２．２　西瓜食酸菌及其他革兰氏阴性菌膜融合蛋白的理化性
质比较

用在线软件 ＰｒｏｔＰａｒａｍ（ｈｔｔｐ：／／ｗｅｂ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／）分析包
含西瓜食酸菌在内的７种病菌膜融合蛋白的氨基酸序列，详
见表１。由该蛋白氨基酸序列可知，分子式为 Ｃ１７４１Ｈ２９０３Ｎ５５５
Ｏ５５６Ｓ５，相对分子量为４０．６６６８ｋｕ，具有３９４个氨基酸残基，
含量较多的有丙氨酸（Ａ，２０．８％）、缬氨酸（Ｖ，９．９％）、亮氨
酸（Ｌ，８．９％），含量较少的有半胱氨酸（Ｃ，０．３％）、色氨酸
（Ｗ，０．５％）、酪氨酸（Ｙ，０．５％），ｐＩ值为１０．５８，不含有以终
止密码编码的吡咯赖氨酸（Ｐｙｌ）、硒半胱氨酸（Ｓｅｃ），半衰期
在哺乳动物网织红细胞离体培养为３０ｈ，在酵母菌体内培养
大于２０ｈ，大肠杆菌内大于１０ｈ，脂溶系数９０．１０，不稳定系
数３０．１６，说明该蛋白稳定且耐热。由表１可知，７种细菌的
膜融合蛋白氨基酸残基数在３５０～４００个之间，其中西瓜食酸
菌的膜融合蛋白残基数位于第２，与梨火疫病菌、大肠杆菌的
膜融合蛋白氨基酸残基数较为接近，与地毯草黄单胞菌柑橘

致病变种氨基酸残基数相差较大。在相对分子量上，西瓜食

酸菌排第３，茄科雷尔氏菌、铜绿假单胞菌较为接近，荧光假
单胞菌分子量最低。

西瓜食酸菌的膜融合蛋白中酸性氨基酸的数量少于碱性

氨基酸，理论等电点偏碱性，大部分理化性质与大肠杆菌相

似。西瓜食酸菌不稳定系数较低，说明稳定性较好。

表１　西瓜食酸菌及其他常见细菌膜融合蛋白的理化性质比较

菌名
氨基酸数

（个）

分子量

（ｕ） 等电点
酸性氨基酸数

（个）

碱性氨基酸数

（个）

不稳定系数

（％） 总平均疏水性

大肠杆菌 ３８５ ４１３１７．６ ５．９４ ４２ ３８ ２７．２６ －０．２２９
地毯草黄单胞菌柑橘致病变种 ３５６ ３８２１１．５ ８．９７ ３８ ４１ ３５．７４ －０．０３９
梨火疫病菌 ３９８ ４２９１０．５ ７．０９ ３８ ３８ ３９．０４ －０．２０１
茄科雷尔氏菌 ３８２ ４０６３０．６ ８．６５ ４２ ４４ ３４．３９ ０．０４０
铜绿假单胞菌 ３７５ ４０５６５．７ ７．８４ ４３ ４４ ３２．９２ ０．０２３
西瓜食酸菌 ３９４ ４０６６６．８ １０．５８ ３７ ４６ ３０．１６ －０．０４４
荧光假单胞菌 ３６０ ３７７８７．３ ８．５３ ３４ ３６ ２７．１３ ０．０５０

２．３　西瓜食酸菌及其他常见病菌膜融合蛋白氨基酸序列比
对及系统发育树构建

ＣｌｕｓｔａｌＸ软件分析蛋白质一级序列见图１。比对７种细
菌ＣｕｓＢ蛋白的氨基酸序列后用ＭＥＧＡ４．０建立进化树，结果
见图２，可见西瓜食酸菌与大肠杆菌聚类分析结果落在同一
分支上，而与梨火疫病菌、荧光假单胞菌距离较远。由此可知：

序列比对和进化树构建分析证实了ＣｕｓＢ蛋白是１个ＲＮＤ外
排转运体的膜融合蛋白亚基。系统进化分析发现：西瓜食酸菌

的ＣｕｓＢ蛋白也与铜绿假单胞菌的膜融合蛋白和地毯草黄单胞
菌柑橘致病变种及茄科雷尔氏菌属于同类蛋白质。

２．４　西瓜食酸菌ＣｕｓＢ蛋白疏水性、跨膜结构域及磷酸化位
点预测

维持蛋白质三级结构最重要的作用力就是疏水相互作

用，在天然蛋白质中，疏水键是疏水侧链为了避开水相而群聚

在一起的一种相互作用。疏水作用对蛋白质的稳定性、构象、

功能具有重要意义。利用ＰＲＯＴＳＣＡＬＥ软件对西瓜食酸菌的
ＣｕｓＢ蛋白进行疏水性分析，图３结果表明，前３０个氨基酸疏
水性比较高。跨膜结构域通常由２０个左右的疏水性氨基酸
残基组成，主要形成 α－螺旋。利用 ＴＮＨＭＭ软件对西瓜食
酸菌ＣｕｓＢ蛋白分析表明，该蛋白存在１段从第９至第３１个
氨基酸残基组成的跨膜结构区，定位于细胞质膜上，这与疏水

性分析结果一致（图４）。利用软件ＮＥＴＰＨＯＳＢＡＣ１．０对西瓜
食酸菌ＣｕｓＢ蛋白进行磷酸化位点预测分析可知：在氨基酸
全序列中，共有１７个磷酸化位点。
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２．５　西瓜食酸菌ＣｕｓＢ序列信号肽预测及蛋白质到达的亚细
胞位点

利用ＳｉｇｎａｌＰ－ＮＮ、ＳｉｇｎａｌＰ－ＨＭＭ对西瓜食酸菌ＣｕｓＢ序
列信号肽进行预测。结果表明：西瓜食酸菌 ＣｕｓＢ序列存在
信号肽序列，其大小为１～３６ｂｐ；经过图５的 ＴａｒｇｅｔＰ分析可
知，信号肽类型为信号肽酶 Ｉ（ＳＰＩ），其所分泌的蛋白质所到
达的亚细胞位点为Ｓ（即分泌到周质空间）。

２．６　西瓜食酸菌ＣｕｓＢ蛋白二级、三级结构预测
利用在线软件 ＰＳＩＰＲＥＤｖ３．０（ｈｔｔｐ：／／ｂｉｏｉｎｆ．ｃｓ．ｕｃｌ．ａｃ．

ｕｋ／）对西瓜食酸菌 ＣｕｓＢ蛋白二级结构进行预测，通过不同
的算法［蛋白质二级结构分类判别预测（ＯＳＣ）、多变量线性
回归组合预测（ＭＬＲＣ）、神经网络预测（ＰＨＤ）、综合预测
（Ｓｅｃ·Ｃｏｎｓ）］计算α－螺旋、β－折叠、无规则卷曲各自占比

—６３— 江苏农业科学　２０１６年第４４卷第５期



得出更确切的参考值。由表２可知，ＣｕｓＢ蛋白是 α－螺旋、
β－折叠、无规则卷曲同时存在的一种蛋白，且 α－螺旋和无
规则卷曲含量较多。利用Ｓｗｉｓｓ－Ｍｏｄｅｌ对西瓜食酸菌的ｃｕｓＢ
基因编码蛋白质的三级结构进行同源建模，结果表明：ＣｕｓＢ
蛋白质的三维结构以无规则卷曲为主要结构元件，α－螺旋
集中在一侧，延伸链贯穿整条肽链（图６）。

表２　西瓜食酸菌ＣｕｓＢ蛋白二级结构α－螺旋、β－折叠、
无规则卷曲各自占比

类别
不同二级结构占比（％）

α－螺旋 β－折叠 无规则卷曲

ＤＳＣ ３１．９８ ２５．３８ ４２．６４
ＭＬＲＣ ３２．７４ ２２．０８ ４５．１８
ＰＨＤ ３９．０９ ２４．３７ ３６．５５
Ｓｅｃ．Ｃｏｎｓ ３１．７３ ２３．１０ ４１．６２

３　讨论与结论

ＲＮＤ外排转运体是革兰氏阴性菌细胞膜上所特有的一
类转运体，其中 ＣｕｓＢ蛋白是关键组分之一。西瓜食酸菌中
的ＲＮＤ外排转运体主要成分与大肠杆菌一样，包括 ＣｕｓＡ、
ＣｕｓＢ、ＣｕｓＣ３个部分。
　　本研究主要对西瓜食酸菌的 ＣｕｓＢ蛋白进行生物信息学
分析，结果发现：西瓜食酸菌 ｃｕｓＢ基因由１１８５ｂｐ核苷酸组
成，翻译产物为３９４个氨基酸残基；ＣｕｓＢ蛋白位于周质空间
内，起着连接外膜蛋白和内膜蛋白并稳定ＲＮＤ外排转运体以
及运输物质的作用。ＣｕｓＢ蛋白的理化性质与大肠杆菌相似，
由进化树分析可知：西瓜食酸菌与大肠杆菌 ＣｕｓＢ蛋白为同
一类蛋白，而梨火疫病菌、荧光假单胞菌与其他细菌遗传距离

较远，同属假单胞菌属的铜绿假单胞菌、荧光假单胞菌在

ＣｕｓＢ蛋白进化上也存在明显差异，这说明由１个蛋白或基因
来判定二者的进化关系是不精准的。蛋白质磷酸化是调节和

控制蛋白质活力和功能的最基本、最普遍，也是最重要的机

制，一般发生在翻译后修饰，同时也是原核生物最重要的调控

修饰之一，由于氨基酸侧链加入了１个带强负电荷的磷酸基
团，发生酯化作用，从而改变了蛋白质的构象、活性、与其他分

子相互作用的能力，ＣｕｓＢ蛋白存在多个磷酸化位点，这可能
与膜融合蛋白通过改变自身构象来转运重金属离子并转运至

外膜蛋白有关，也可能与细胞信号转导有关，磷酸化在该蛋白

上的具体功能还有待进一步验证。

信号肽在蛋白质分泌过程中起着重要的作用，一般由

１０～６０个氨基酸残基组成，通过在线软件分析预测可知：该
蛋白存在１段大小为１～３６个氨基酸残基组成的信号肽序
列，并且信号肽分泌蛋白亚细胞器分布表明：分泌蛋白的分泌

途径所到达的位点为 Ｓ型，即分泌在周质空间占８８．６％；Ｍ
型途径，即定位于线粒体中占４３．７％，未确定型占０．３％。Ｓ
型所占比例较大，这再次体现了 Ｍａ在研究茄科雷尔氏菌时
发现的革兰氏阴性菌分泌蛋白通常位于周质空间和质膜外的

结论［１２］。西瓜食酸菌ＣｕｓＢ蛋白的疏水性预测与跨膜结构域
预测结果一致，在多肽链上近Ｎ端存在疏水性较高的部位及
相应的跨膜结构域。目前，对于大肠杆菌的 Ｃｕｓ系统研究比
较深入，有报道指出，ｃｕｓ基因的突变会降低大肠杆菌对于铜
离子、银离子的外排［１３］，因此对西瓜食酸菌的ＣｕｓＢ蛋白进行
生物信息学的分析能够为分子水平的研究提供依据，对于揭

示西瓜食酸菌的抗铜机理以及新型药物的研发有重要意义。
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