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希金斯炭疽菌磷脂酰肌醇特异性磷脂酶 Ｃ
生物信息学分析
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　　摘要：希金斯炭疽菌侵染菜心、萝卜等十字花科植物引起炭疽病，给各国农业生产造成了巨大的经济损失。基于
酿酒酵母典型的磷酸肌醇特异性磷脂酶Ｃ（ＰＩ－ＰＬＣ）序列，利用 Ｂｌａｓｔｐ以及关键词对该菌蛋白质数据库进行比对、搜
索，以及通过ＳＭＡＲＴ分析，明确该菌存在８个典型的ＰＩ－ＰＬＣ序列；通过生物信息学分析，明确上述ＰＩ－ＰＬＣ序列在
蛋白质二级结构组成、信号肽等方面均具有一定差异。遗传关系比较分析明确该菌中的 ＰＩ－ＰＬＣ序列与禾谷炭疽菌
（Ｃｏｌｌｅｔｏｒｉｃｈｕｍｇｒａｍｉｎｉｃｏｌａ）、松针炭疽菌（Ｃ．ｆｉｏｒｉｎｉａｅ）等炭疽菌属中的病菌具有较近的亲缘关系。
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　　植物与病原菌互作过程中，众多细胞信号转导途径参与
其中，现已明确Ｇ蛋白信号途径及其下游的 ＭＡＰＫ信号传导
途径和ｃＡＭＰ信号传导途径具有重要的作用。因此，学术界
关于真菌ＲＧＳ的研究产生了较多成果［１］，磷酸肌醇特异性磷

脂酶Ｃ（ＰＩ－ＰＬＣ）的一种异构体 ＰＩ－ＰＬＣβ为磷脂肌醇信号
途径ＰＫＣ系统中的重要效应物［２］，可以将４，５－二磷酸磷脂
酰肌醇水解为三磷酸肌醇和二酰甘油，而上述分子均作为细

胞信号转导的第二信使，发挥着重要作用。

希金斯炭疽菌（ＣｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍｈｉｇｇｉｎｓａｎｕｍＳａｃｃ．）可以侵
染菜心、萝卜等十字花科蔬菜引起炭疽病，该菌现主要分布于

美国、日本、印度等国家［３－５］，在我国，由该菌侵染菜心引起的

炭疽病成为影响菜心产量和品质的重要危害之一［６］。国内

外对该菌的研究主要集中在病菌的生物学特性［７］、生防菌筛

选［８］、遗传转化［９－１０］以及不同营养元素（硅、氮、钾等）［１１－１４］、

外源酚酸类物质ｐＨＢＡ［１５］控制病害等方面，同时，随着该基因

组序列的释放［１６］，林春花等对其开展了ＭＡＰＫ途径相关基因
的找寻及信号通路简图的绘制工作［１７］，韩长志对其进行了

ＲＧＳ［１８］、１４－３－３［１９］、ｓｅｐｔｉｎ［２０］、ＡＣ、ＰＩＴＰ等蛋白生物信息学
分析。此外，对于该菌致病基因的研究，建立根癌农杆菌介导

的转化技术及直接重复重组介导的基因打靶等技术［９－１０］。

华中农业大学黄俊斌教授实验室建立了希金斯炭疽菌转化子

的突变体库，为进一步对这些转化子基因功能研究提供了技

术支持［２１－２２］。然而，对于该菌中存在的 ＰＩ－ＰＬＣ数量、功能
尚不清楚。本研究利用酿酒酵母 Ｓ２８８ｃ（Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓｃｅｒｅｖｉ
ｓｉａｅＳ２８８ｃ）中已经报道的 ＰＩ－ＰＬＣ氨基酸序列，通过在炭疽
菌属蛋白质数据库中进行Ｂｌａｓｔｐ比对分析［２３］，以及通过关键

词搜索，获得与酿酒酵母 ＰＩ－ＰＬＣ同源的希金斯炭疽菌序
列，并通过保守结构域分析、疏水性分析、二级结构预测位等

生物信息学分析以及遗传关系分析，以期为进一步开展希金

斯炭疽病菌的研究提供重要的指导。

１　材料与方法

１．１　材料
根据酿酒酵母 Ｓ２８８ｃ中含有的１个 ＰＩ－ＰＬＣ氨基酸序

列，利用炭疽菌属蛋白质数据库在线Ｂｌａｓｔｐ比对，同时通过输
入“ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ－ｓｐｅｃｉｆｉｃＰｈｏｓｐｈｏｌｉｐａｓｅ”“Ｐｈｏｓｐｈｏｌｉｐａｓｅ
Ｃ”“ＰＬＣ”关键词在上述数据库中进行检索ＰＬＣ（表１）。
１．２　方法
１．２．１　保守结构域预测　利用ＳＭＡＲＴ网站［２４］在线分析
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ＰＩ－ＰＬＣ所具有的保守结构域特征。
１．２．２　蛋白质疏水性预测　利用 Ｐｒｏｔｓｃａｌｅ程序［２５］对 ＰＩ－
ＰＬＣ进行疏水性测定。
１．２．３　蛋白质转运肽及信号肽预测　对蛋白质转运肽的预
测利用ＴａｒｇｅｔＰ１．１Ｓｅｒｖｅｒ在线分析实现［２６］，信号肽的预测则

是利用ＳｉｇｎａｌＰ３．０Ｓｅｒｖｅｒ［２７］在线分析实现。
１．２．４　蛋白质二级结构及跨膜区结构预测　对蛋白质二级
结构预测采用ＰＨＤ［２８］在线分析实现，利用 ＴＭＨＭＭＳｅｒｖｅｒｖ．
２．０［２７］实现ＰＩ－ＰＬＣ的跨膜区结构预测。
１．２．５　亚细胞定位分析　利用ＰｒｏｔＣｏｍｐｖ９．０实现ＰＩ－ＰＬＣ
的亚细胞定位分析［２９］。

１．２．６　系统进化树构建　在ＮＣＢＩ中，以希金斯炭疽菌中所
含ＰＩ－ＰＬＣ氨基酸序列为基础，在线进行Ｂｌａｓｔｐ同源搜索，获
得来自不同物种的同源蛋白质序列。对所获得的同源序列，

利用ＣｌｕｓｔａｌＸ［３０］进行多重比对分析，随后利用 ＭＥＧＡ５．２．２
软件［３１］构建系统进化树。

２　结果与分析

２．１　希金斯炭疽菌中８个ＰＩ－ＰＬＣ均具有典型的ＰＬＣＸｃ或
者ＰＬＣＹｃ保守结构域

通过Ｂｌａｓｔｐ比对分析，共获得１０个同源序列，同时，利用
３个关键词搜索，分别获得８、９、７个蛋白序列，对上述蛋白进
行整理、去除重复，共获得 ９个蛋白，其 ＩＤ分别为 ＣＨ０６３＿
０８３０９．１、ＣＨ０６３＿０７４１１．１、ＣＨ０６３＿０７０１１．１、ＣＨ０６３＿０５４３２．１、
ＣＨ０６３＿０４０４５．１、ＣＨ０６３＿０３０７５．１、ＣＨ０６３＿０２６２４．１、ＣＨ０６３＿
００１４９．１、ＣＨ０６３＿００１００．１（表１）。其中，发现一个蛋白序列
（ＣＨ０６３＿０４０４５．１）仅可以通过 Ｐｈｏｓｐｈｏｌｉｐａｓｅ－Ｃ搜索到，不
能通过“ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ－ｓｐｅｃｉｆｉｃＰｈｏｓｐｈｏｌｉｐａｓｅ”“ＰＬＣ”搜
索到，该蛋白通过Ｂｌａｓｔｐ也未能比对到，有待于进一步核实；
随后，利用ＳＭＡＲＴ在线分析，结果显示，仅有８条序列具有典
型的ＰＬＣＸｃ保守域结构，同时还具有诸如 ＰＬＣＹｃ、Ｃ２等保守
结构域（图１）。

对ＣＨ０６３＿０４０４５．１进行深入分析，明确该蛋白为肌醇鞘
磷脂磷脂酶 Ｃ，并不是 Ｇ蛋白下游的效应因子，同时，基于
ＳＭＡＲＴ分析，该蛋白并不含有磷脂酶所含有的保守 ＰＬＣＸｃ
或者ＰＬＣＹｃ结构域，因此将该蛋白排除。根据上述分析，共
获得８条蛋白序列，依据其氨基酸大小进行排序，分别将其命
名为 ＣｈＰＬＣ１、ＣｈＰＬＣ２、ＣｈＰＬＣ３、ＣｈＰＬＣ４、ＣｈＰＬＣ５、ＣｈＰＬＣ６、
ＣｈＰＬＣ７、ＣｈＰＬＣ８（表１）。

表１　ＰＬＣ的基本信息及获取方法

ＩＤ 名称
蛋白质

登录号
位置

氨基酸

长度（个）

基因序列

长度（ｎｔ） 功能 获取方法

ＣＨ０６３ ＿
０８３０９．１

ＣｈＰＬＣ１ ＣＣＦ３６８３３ Ｃ．ｈｉｇｇｉｎｓｉａｎｕｍＩＭＩ３４９０６３：Ｓｕ
ｐｅｒｃｏｎｔｉｇ２７４０：３８０－１０３３＋

２１７ ６５４ １－ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ－４，５－ｂｉ
ｓｐｈｏｓｐｈａｔｅｐｈｏｓｐｈｏｄｉｅｓｔｅｒａｓｅｇａｍｍａ２

关键词搜索、Ｂｌａｓｔｐ

ＣＨ０６３ ＿
０７０１１．１

ＣｈＰＬＣ２ ＣＣＦ３５１７２ Ｃ．ｈｉｇｇｉｎｓｉａｎｕｍＩＭＩ３４９０６３：Ｓｕ
ｐｅｒｃｏｎｔｉｇ２０７６：３３７３－４４２８－

３５１ １０５６ ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ－ｓｐｅｃｉｆｉｃｐｈｏｓｐｈｏ
ｌｉｐａｓｅＣ

关键词搜索

ＣＨ０６３ ＿
００１４９．１

ＣｈＰＬＣ３ＣＣＦ３３５２３．１Ｃ．ｈｉｇｇｉｎｓｉａｎｕｍＩＭＩ３４９０６３：Ｓｕ
ｐｅｒｃｏｎｔｉｇ１４：２８３５５－２９７１０＋

４５１ １３５６ ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ－ｓｐｅｃｉｆｉｃｐｈｏｓｐｈｏ
ｌｉｐａｓｅＣ

关键词搜索、Ｂｌａｓｔｐ

ＣＨ０６３ ＿
０２６２４．１

ＣｈＰＬＣ４ＣＣＦ４１５７７．１Ｃ．ｈｉｇｇｉｎｓｉａｎｕｍＩＭＩ３４９０６３：Ｓｕ
ｐｅｒｃｏｎｔｉｇ５０９：１０６０３－１２０１８＋

４７１ １４１６ ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ－ｓｐｅｃｉｆｉｃｐｈｏｓｐｈｏ
ｌｉｐａｓｅＣ

Ｐｈｏｓｐｈｏｌｉｐａｓｅ－Ｃ、
ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ－ｓｐｅｃｉｆｉｃ
Ｐｈｏｓｐｈｏｌｉｐａｓｅ

ＣＨ０６３ ＿
０３０７５．１

ＣｈＰＬＣ５ ＣＣＦ４３４４８ Ｃ．ｈｉｇｇｉｎｓｉａｎｕｍＩＭＩ３４９０６３：Ｓｕ
ｐｅｒｃｏｎｔｉｇ６２８：９８１０－１１２９７＋

４９５ １４８８ ｐｈｏｓｐｈｏｌｉｐａｓｅＣ 关键词搜索、Ｂｌａｓｔｐ

ＣＨ０６３ ＿
００１００．１
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２．２　ＣｈＰＬＣ２具有典型的信号肽区域
通过ＳｉｇｎａｌＰ分析，除ＣｈＰＬＣ２在Ｎ端含有１个典型信号

肽序列外，其他 ＰＩ－ＰＬＣ均不含有信号肽；同时，通过 ＴＭ
ＨＭＭ分析，除ＣｈＰＬＣ２在Ｎ端含有１个跨膜结构域外，其他
ＰＩ－ＰＬＣ均不含有跨膜结构域（图１），鉴于 ＴＭＨＭＭ不能将
蛋白中所含的信号肽与跨膜结构域严格区分，因此，ＣｈＰＬＣ２
在Ｎ端含有的序列结构是信号肽，而不是由ＴＭＨＭＭ、ＳＭＡＲＴ
程序所预测的跨膜结构域（图１）。
２．３　希金斯炭疽菌ＰＩ－ＰＬＣ均为亲水性蛋白

通过疏水性分析，明确 ＣｈＰＬＣ１和 ＣｈＰＬＣ２、ＣｈＰＬＣ３和
ＣｈＰＬＣ６、ＣｈＰＬＣ４和ＣｈＰＬＣ５在疏水性最强氨基酸残基上相
同，分别为Ｌ、Ｉ、Ｖ；ＣｈＰＬＣ１和 ＣｈＰＬＣ８、ＣｈＰＬＣ４和 ＣｈＰＬＣ６在

亲水性最强氨基酸残基上相同，分别为 Ｒ、Ｅ（表２）。尽管如
此，其他ＰＩ－ＰＬＣ彼此之间在亲（疏）水性最强氨基酸残基及
位置方面仍然存在较大的差异（表２、图２），推测在细胞信号
转导过程中，ＰＩ－ＰＬＣ所具有的功能存在一定的差异性。
２．４　二级结构分析

明确８个ＰＩ－ＰＬＣ均含有无规卷曲、α－螺旋以及β－转
角，所占比例不尽相同。就所含的无规卷曲比例而言，

ＣｈＰＬＣ２最低，为１７％，ＣｈＰＬＣ８最高，为４５％，其他 ＰＩ－ＰＬＣ
所含比例集中于 ２０％ ～３５％；就所含的 α－螺旋而言，
ＣｈＰＬＣ１最低，为５％，ＣｈＰＬＣ７最高，为４１％，其他ＰＩ－ＰＬＣ所
含比例集中于２０％～４０％；就β－转角而言，ＣｈＰＬＣ３最低，为
５％，ＣｈＰＬＣ１最高，为４４％，其他ＰＩ－ＰＬＣ所含比例集中于
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表２　ＰＩ－ＰＬＣ疏水性及亲水性氨基酸残基位置情况

ＰＩ－ＰＬＣ
亲水性最强氨基酸 疏水性最强氨基酸

残基 位置 数值 残基 位置 数值

疏水性氨基酸

残基数值总和

亲水性氨基酸

残基数值总和

ＣｈＰＬＣ１ Ｒ １１８ －１．６１６ Ｌ １８５ １．７９５ ３０．１３ －９３．３３０
ＣｈＰＬＣ２ Ｒ、Ｋ １９２、１９３ －１．９１６ Ｌ １７ ２．６８４ ８２．５４５ －１４２．１３３
ＣｈＰＬＣ３ Ａ、Ｒ ２８１、２８２ －２．８４７ Ｉ ３８５ ０．６６３ ２０．８５６ －３１６．２７１
ＣｈＰＬＣ４ Ｅ ２６１ －１．８５３ Ｖ １３１ ０．９７９ ３９．４７７ －２１９．５５０
ＣｈＰＬＣ５ Ｄ、Ａ ３２７、３２８ －１．８８９ Ｖ ２５７ １．１１１ ４１．３０３ －２４５．０３６
ＣｈＰＬＣ６ Ｅ ６０６ －２．７５３ Ｉ ３１５ ０．９９５ ４６．２２７ －３６４．４４７
ＣｈＰＬＣ７ Ｇ １３ －２．１１６ Ｃ ４８９ ０．９９５ ３１．７１５ －４６６．５９６

５％～２５％（图３）。
２．５　转运肽及亚细胞定位分析

转运肽分析结果显示，除ＣｈＰＬＣ２明确定位于分泌途径，
ＣｈＰＬＣ１、ＣｈＰＬＣ４、ＣｈＰＬＣ７定位于线粒体，其他 ＰＩ－ＰＬＣ定位
在任何位置（表３）。为了更好地明确 ＰＩ－ＰＬＣ的亚细胞定
位，利用 ＰｒｏｔＣｏｍｐ进行分析，结果显示，ＣｈＰＬＣ１、ＣｈＰＬＣ７定
位于线粒体，这与通过ＴａｒｇｅｔＰ预测结果相同，ＣｈＰＬＣ２定位于

细胞膜，ＣｈＰＬＣ３、ＣｈＰＬＣ６定位于细胞核，ＣｈＰＬＣ４、ＣｈＰＬＣ５、
ＣｈＰＬＣ７定位于细胞质中（数据未显示）。上述定位预测结果
说明希金斯炭疽菌中数量众多的 ＰＩ－ＰＬＣ定位情况不尽相
同，在细胞信号转导过程中发挥着不同的功能。

表３　ＰＩ－ＰＬＣ含有潜在转运肽的可能性预测结果

ＰＩ－ＰＬＣ 叶绿体

转运肽

线粒体

目标肽

分泌途径

信号肽
定位情况

预测概率

（％）

ＣｈＰＬＣ１ ０．４０９ ０．１９６ ０．２６３ Ｍ ＜２０
ＣｈＰＬＣ２ ０．０１５ ０．９６７ ０．０３９ Ｓ ＞８０
ＣｈＰＬＣ３ ０．０８８ ０．１０１ ０．８７６ － ６０～８０
ＣｈＰＬＣ４ ０．５５９ ０．０８４ ０．２７８ Ｍ ２０～４０
ＣｈＰＬＣ５ ０．０９０ ０．０６１ ０．９１５ － ＞８０
ＣｈＰＬＣ６ ０．０９０ ０．０５０ ０．９３０ － ＞８０
ＣｈＰＬＣ７ ０．６０５ ０．０３９ ０．４６２ Ｍ ＜２０
ＣｈＰＬＣ８ ０．４９２ ０．０４２ ０．４９３ － ＜２０

２．６　遗传关系分析
通过在 ＮＣＢＩ中对 ＰＩ－ＰＬＣ进行 Ｂｌａｓｔｐ比对，获得与希
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金斯炭疽菌ＰＩ－ＰＬＣ的同源序列，选择炭疽菌属真菌其他序
列进行遗传关系分析。结果显示，就物种之间关系而言，该菌

中的ＰＩ－ＰＬＣ与禾谷炭疽菌、松针炭疽菌亲缘关系较近；就
该菌中的ＰＩ－ＰＬＣ之间的关系而言，８个 ＰＩ－ＰＬＣ可以大致
聚为五大类，具体而言，ＣｈＰＬＣ６、ＣｈＰＬＣ５、ＣｈＰＬＣ７关系较近，
为一类；ＣｈＰＬＣ３与 ＣｈＰＬＣ１关系较近，为一类；ＣｈＰＬＣ８、
ＣｈＰＬＣ４、ＣｈＰＬＣ６各为一类。

３　结论与讨论

随着希金斯炭疽菌全基因组序列的释放［１６］，为深入解析

该菌致病因子研究提供了重要的数据支撑，一些涉及 Ｇ蛋白
信号转导途径上的重要效应物［１８，３２］以及 ＭＡＰＫ途径上的重
要蛋白得到进一步明确［１７］。本研究基于前人研究成果，明确

了该菌中存在７个典型的 ＰＩ－ＰＬＣ，初步明确了上述蛋白具
有典型的ＰＬＣＸｃ、ＰＬＣＹｃ、Ｃ２等保守结构域、均为亲水性蛋白
等特点。尽管如此，希金斯炭疽菌中８个 ＰＩ－ＰＬＣ彼此之间
在亚细胞定位、信号肽、二级结构组成方面存在一定差异，推

测上述蛋白在不同位置发挥不同作用，同时，对上述ＰＩ－ＰＬＣ
与其他物种进行遗传关系分析，明确希金斯炭疽菌与松针炭

疽菌亲缘关系较近，为进一步深入研究其他炭疽菌属真菌 ＰＩ
－ＰＬＣ打下坚实的理论基础。通过深入解析希金斯炭疽菌中
Ｇ蛋白信号转导过程中的致病因子，有助于为开发用于以 Ｇ
蛋白信号通路为作用靶标的化学药剂提供重要的理论意义。
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