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　　摘要：希金斯炭疽菌侵染菜心等十字花科植物引起的炭疽病，给各国农业生产造成了巨大的经济损失。基于前期
研究结果，以６５８个分泌蛋白为基础序列，利用 ＣＡＺｙｍｅｓＡｎａｌｙｓｉｓＴｏｏｌｋｉｔ预测程序，分析上述蛋白中的碳水化合物酶
类（ＣＡＺｙｍｅｓ）蛋白，明确该菌中含有２３８个 ＣＡＺｙｍｅｓ，分为主要类别和复合类别 ２类，前者包括 ７５个糖苷水解酶
（ＧＨｓ）、４８个碳水化合物绑定结构（ＣＢＭｓ）、３３个辅助酶类家族（ＡＡｓ）、３０个碳水化合物酯酶（ＣＥｓ）、２３个多糖裂解酶
（ＰＬｓ）、４个糖基转移酶（ＧＴｓ），后者则包括１７个ＧＨｓ／ＣＢＭｓ、４个ＡＡｓ／ＣＢＭｓ、４个ＣＥｓ／ＣＢＭｓ等。研究结果可为深入
开展该病菌侵染植物作用机制的研究提供一定的理论基础。
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　　碳水化合物酶类（ｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅ－ａｃｔｉｖｅｅｎｚｙｍｅｓ，简称
ＣＡＺｙｍｅｓ）是植物病原菌侵染过程中突破寄主细胞第一道屏
障———细胞壁的关键因素［１］。同时，对不同营养类型的植物

病原真菌进行分析，可以明确非活体营养型病原菌基因组较

活体营养型编码更多的ＣＡＺｙｍｅｓ［２］。随着大量植物病原菌基
因组测序的完成，近些年关于 ＣＡＺｙｍｅｓ的研究进展较快［３］。

根据最新研究成果，以涵盖木质纤维素降解所需要的相关酶

类进行分类，主要涉及以下６类：糖苷水解酶（ｇｌｙｃｏｓｉｄｅｈｙｄｒｏ
ｌａｓｅｓ，简称 ＧＨｓ）［４］、糖基转移酶（ｇｌｙｃｏｓｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅｓ，简称
ＧＴｓ）［５］、多糖裂解酶（ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｌｙａｓｅｓ，简称ＰＬｓ）［６］、碳水
化合物酯酶（ｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅｅｓｔｅｒａｓｅｓ，简称ＣＥｓ）［６］、辅助酶类家
族（ａｕｘｉｌｉａｒｙａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ，简称ＡＡｓ）［７］以及碳水化合物绑定结构
（ｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅ－ｂｉｎｄｉｎｇｍｏｄｕｌｅｓ，简称ＣＢＭｓ）［８］。

希金斯炭疽菌（ＣｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍｈｉｇｇｉｎｓａｎｕｍＳａｃｃ．）作为半
活体营养型植物病原菌，可以侵染菜心、白菜、羽衣甘蓝、大白

菜、萝卜、结球甘蓝等十字花科蔬菜引起炭疽病［９－１０］，是农业

生产上较为严重的病害之一［１１］。国内外学者对其生物学特

性、生防菌筛选以及遗传转化［１２］、致病基因［１３－１４］、转化子的

突变体库建立［１５－１６］、防治［１７］、丝裂原活化蛋白激酶（ＭＡＰＫ）
级联信号通路绘制［１８］，以及Ｇ蛋白信号调控因子（ＲＧＳ）［１９］、
磷脂 酰 肌 醇 转 移 蛋 白 （ＰＩＴＰ）［２０］、Ｇ 蛋 白 偶 联 受 体
（ＧＰＣＲ）［２１］、腺苷酸环化酶及其相关蛋白［２２－２３］、１４－３－
３［２４］、胞裂蛋白（ｓｅｐｔｉｎ）［２５］、磷酸二酯酶（ＰＤＥ）［２６］等在内的诸
多蛋白进行了生物信息学分析。

本研究基于前期所获得的希金斯炭疽菌中６５８个分泌蛋
白，利用ＣＡＺｙｍｅｓＡｎａｌｙｓｉｓＴｏｏｌｋｉｔ（ＣＡＴ）预测工具明确该菌
中ＣＡＺｙｍｅｓ不同亚家族的分布情况，以期为深入开展其功能
研究打下坚实的基础。

１　材料与方法

１．１　希金斯炭疽菌分泌蛋白序列来源
希金斯炭疽菌分泌蛋白，来自笔者在前期研究中获得的

６５８个分泌蛋白［２７］。

１．２　ＣＡＺｙｍｅｓ预测
利用在线工具ＣＡＺｙｍｅｓＡｎａｌｙｓｉｓＴｏｏｌｋｉｔ［２８］进行预测。

２　结果与分析

２．１　希金斯炭疽菌中含有的ＣＡＺｙｍｅｓ
通过 ＣＡＴ分析，明确希金斯炭疽菌中共含有 ２３８个

ＣＡＺｙｍｅｓ，其中ＧＨｓ含量较高，所占比例为３１．５１％；其后依
次为ＣＢＭｓ、ＡＡｓ、ＣＥｓ、ＰＬｓ、ＧＴｓ，所占比例分别为 ２０．１７％、
１３．８７％、１２．６１％、９．６６％、１．６８％（图 １）。此外，在上述
ＣＡＺｙｍｅｓ的预测中，不仅具有单一的酶类型，而且有部分蛋白
同属 于 ２种 酶 的 类 型，涉 及 ＧＨｓ／ＣＢＭｓ、ＡＡｓ／ＣＢＭｓ、
ＣＥｓ／ＣＢＭｓ等（图１）。由于ＣＡＺｙｍｅｓ分类系统的理论基础是
建立在氨基酸序列的相似性上，不同蛋白具有不同的结构折
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叠类型，因此，对于同一蛋白具有不同酶类型的情况，推测病

原菌在侵染植物过程中上述酶所发挥的功能具有较多特性。

２．２　希金斯炭疽菌中含有的ＧＨｓ
通过对上述糖基水解酶进行分析，发现 ＧＨ２８中蛋白数

量较多，为９个，其次为ＧＨ１６，数量为７个（表１）。值得关注

的是，ＧＨ１０５、ＧＨ１２８、ＧＨ１３２、ＧＨ２０、ＧＨ３０等类别的酶均只含
有１个蛋白，推测希金斯炭疽菌侵染不同植物所利用的酶并
不相同，也从分泌酶角度可以解释其寄主广泛的原因。然而，

对于为什么有些酶类所含数量较多，而大多数所含数量较少，

有待进一步研究。

表１　希金斯炭疽菌中糖基水解酶分布情况

类别 序列号（ＩＤ） 数量（个）

ＧＨ１０ ＣＨ０６３＿０６１９８、ＣＨ０６３＿１０３５４、ＣＨ０６３＿１０５８７、ＣＨ０６３＿１０７８１ ４
ＧＨ１０５ ＣＨ０６３＿０６５１２ １
ＧＨ１１ ＣＨ０６３＿０４６４９、ＣＨ０６３＿１１７３８ ２
ＧＨ１２ ＣＨ０６３＿０７２３６、ＣＨ０６３＿１１１６４ ２
ＧＨ１２８ ＣＨ０６３＿０９９４３ １
ＧＨ１３１ ＣＨ０６３＿０１３７９、ＣＨ０６３＿１０５１０、ＣＨ０６３＿１１９３５ ３
ＧＨ１３２ ＣＨ０６３＿０９０１３ １
ＧＨ１６ ＣＨ０６３＿０１５１５、ＣＨ０６３＿０４３２１、ＣＨ０６３＿０６８０７、ＣＨ０６３＿０８９０６、ＣＨ０６３＿０９５５６、ＣＨ０６３＿１１５６２、ＣＨ０６３＿１２２９４ ７
ＧＨ１７ ＣＨ０６３＿０８１５６、ＣＨ０６３＿１１８６８、ＣＨ０６３＿１２９３４ ３
ＧＨ１８ ＣＨ０６３＿００２２４、ＣＨ０６３＿００５４１、ＣＨ０６３＿００８２５、ＣＨ０６３＿００９３６、ＣＨ０６３＿０２４２８、ＣＨ０６３＿０６８８６ ６
ＧＨ２０ ＣＨ０６３＿０８９０５ １

ＧＨ２８ ＣＨ０６３＿０２６９２、ＣＨ０６３＿０５９９４、ＣＨ０６３＿０８２０２、ＣＨ０６３＿０８３１０、ＣＨ０６３＿０８９１１、ＣＨ０６３＿０９８１７、ＣＨ０６３＿１２７８１、
ＣＨ０６３＿１４００７、ＣＨ０６３＿１５５９８

９

ＧＨ３ ＣＨ０６３＿０７８７６、ＣＨ０６３＿０８００６、ＣＨ０６３＿０８７１２ ３
ＧＨ３０ ＣＨ０６３＿００１８４ １
ＧＨ３１ ＣＨ０６３＿０２９４８ １
ＧＨ３５ ＣＨ０６３＿０５４３０、ＣＨ０６３＿０９４００ ２
ＧＨ３７ ＣＨ０６３＿０６７３４ １
ＧＨ４３ ＣＨ０６３＿００５９３、ＣＨ０６３＿０３０７６、ＣＨ０６３＿０５１６３、ＣＨ０６３＿０６７８９、ＣＨ０６３＿０８１７９、ＣＨ０６３＿１０３８６ ６
ＧＨ４７ ＣＨ０６３＿１１８１０ １
ＧＨ５ ＣＨ０６３＿０８９０２ １
ＧＨ５３ ＣＨ０６３＿０４２７５ １
ＧＨ５５ ＣＨ０６３＿０４３２３、ＣＨ０６３＿１１０４１ ２
ＧＨ６ ＣＨ０６３＿０９４３７ １
ＧＨ６２ ＣＨ０６３＿１２２８２ １
ＧＨ６３ ＣＨ０６３＿０７４２０ １
ＧＨ６７ ＣＨ０６３＿００８４５ １
ＧＨ７ ＣＨ０６３＿００２４９、ＣＨ０６３＿０４３１４、ＣＨ０６３＿０７２５１、ＣＨ０６３＿１２００８ ４
ＧＨ７６ ＣＨ０６３＿０４０３５、ＣＨ０６３＿０４６９１、ＣＨ０６３＿０６９２９、ＣＨ０６３＿１１３２８ ４
ＧＨ７８ ＣＨ０６３＿１０４０２ １
ＧＨ７９ ＣＨ０６３＿１１４４９ １
ＧＨ９２ ＣＨ０６３＿００２６３ １
ＧＨ９３ ＣＨ０６３＿０５４２９ １
合计 ７５

　　注：ＩＤ来自Ｂｒｏａｄ数据库。下表同。

２．３　希金斯炭疽菌中含有的ＣＢＭｓ
通过对碳水化合物绑定结构蛋白进行分析，发现 ＣＢＭ５０

数量最多，为１８个，其次为ＣＢＭ１３，数量为１０个，上述蛋白所
占比例为５８．３３％；此外，还涉及ＣＢＭ１、ＣＢＭ２、ＣＢＭ３、ＣＢＭ５、
ＣＢＭ１２、ＣＢＭ３２、ＣＢＭ６３、ＣＢＭ６７等类别蛋白（表２）。值得关
注的是，ＣＨ０６３＿０４８４５属于 ＣＢＭ１０／ＣＢＭ２类别，是 ＣＺＡｙｍｅｓ
酶类主要类别中存在的唯一１个 ＣＢＭ蛋白，推测它在发挥
ＣＢＭ功能方面具有特殊性。因此，对于该蛋白有待于开展更
为细致的工作，以期解释它们与其他蛋白之间的差别。

２．４　希金斯炭疽菌中含有的ＡＡｓ
通过对辅助酶家族进行分析，发现 ＡＡ９数量较多，为１２

个，其次为 ＡＡ７，为６个，上述蛋白所占比例为５４．５５％；此

外，还涉及ＡＡ１、ＡＡ２、ＡＡ３、ＡＡ５等类别蛋白（表３）。该类蛋
白作为近些年新分类蛋白，具有重要的生物学功能，因此，有

待于开展后续生物学研究，从而更好地解析该类蛋白的功能。

２．５　希金斯炭疽菌中含有的ＣＥｓ
通过对碳水化合物酯酶蛋白进行分析，发现 ＣＥ５、ＣＥ１０

数量较多，均为９个，其次为ＣＥ１，数量为３个，上述蛋白所占
比例为７０．００％；此外，还涉及 ＣＥ３、ＣＥ４、ＣＥ６、ＣＥ８、ＣＥ１０等
类别蛋白（表４）。
２．６　希金斯炭疽菌中含有的ＰＬｓ

通过对多糖裂解酶蛋白进行分析，发现ＰＬ１数量较多，为１０
个，其次为ＰＬ３，数量为８个，上述蛋白所占比例为 ７８．２６％；此
外，还涉及ＰＬ４、ＰＬ９等类别蛋白，其数量较少（表５）。
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表２　希金斯炭疽菌中碳水化合物绑定结构分布情况

类别 序列号（ＩＤ） 数量（个）

ＣＢＭ１ ＣＨ０６３＿０３６００、ＣＨ０６３＿０５７４３ ２
ＣＢＭ１０／
ＣＢＭ２ ＣＨ０６３＿０４８４５ １
ＣＢＭ１２ ＣＨ０６３＿０３１７０、ＣＨ０６３＿０９７０２、ＣＨ０６３＿１５２４８ ３

ＣＢＭ１３ ＣＨ０６３＿０１２７２、ＣＨ０６３＿０１３２３、ＣＨ０６３＿０３０６０、ＣＨ０６３＿０５２９４、ＣＨ０６３＿０５４７４、ＣＨ０６３＿０９３４０、ＣＨ０６３＿１０６８０、
ＣＨ０６３＿１２９６９、ＣＨ０６３＿１４９８６、ＣＨ０６３＿１５３９１

１０

ＣＢＭ１８ ＣＨ０６３＿１１７７３ １
ＣＢＭ２ ＣＨ０６３＿００２６６、ＣＨ０６３＿０４１２９、ＣＨ０６３＿０９０１９ ３
ＣＢＭ３ ＣＨ０６３＿０７７９２ １
ＣＢＭ３２ ＣＨ０６３＿０４８３４ １
ＣＢＭ５ ＣＨ０６３＿０３７９９、ＣＨ０６３＿０５２４４、ＣＨ０６３＿０７９６９、ＣＨ０６３＿１４１８８ ４

ＣＢＭ５０ ＣＨ０６３＿００２５９、ＣＨ０６３＿０４４４５、ＣＨ０６３＿０５６７３、ＣＨ０６３＿０５９０５、ＣＨ０６３＿０６３３８、ＣＨ０６３＿０６８２４、ＣＨ０６３＿０７５５０、
ＣＨ０６３＿０８０８５、ＣＨ０６３＿０８４９４、ＣＨ０６３＿０９４２４、ＣＨ０６３＿１０１８３、ＣＨ０６３＿１１９３０、ＣＨ０６３＿１２６７０、ＣＨ０６３＿１２７２２、
ＣＨ０６３＿１３０２３、ＣＨ０６３＿１３５１９、ＣＨ０６３＿１３６０７、ＣＨ０６３＿１５７９６

１８

ＣＢＭ５２ ＣＨ０６３＿１０２７２ １
ＣＢＭ６３ ＣＨ０６３＿０４３３６、ＣＨ０６３＿０８７８８ ２
ＣＢＭ６７ ＣＨ０６３＿０４２８８ １
合计 ４８

表３　希金斯炭疽菌中辅助酶类家族分布情况

类别 序列号（ＩＤ） 数量（个）

ＡＡ１ ＣＨ０６３＿０５５７１、ＣＨ０６３＿０６７７５、ＣＨ０６３＿０９６７７ ３
ＡＡ２ ＣＨ０６３＿００６５４、ＣＨ０６３＿０７０７７、ＣＨ０６３＿１２５４３ ３
ＡＡ３ ＣＨ０６３＿０２８５６、ＣＨ０６３＿０３３３３、ＣＨ０６３＿０７４８２、ＣＨ０６３＿０８００７、ＣＨ０６３＿０９７１２ ５
ＡＡ５ ＣＨ０６３＿００７５２、ＣＨ０６３＿０５９５２、ＣＨ０６３＿１２８２０、ＣＨ０６３＿１３６４２ ４
ＡＡ７ ＣＨ０６３＿００７３２、ＣＨ０６３＿００７６５、ＣＨ０６３＿０１８３７、ＣＨ０６３＿０５６６３、ＣＨ０６３＿０６４１６、ＣＨ０６３＿０８８８８ ６

ＡＡ９ ＣＨ０６３＿００４７８、ＣＨ０６３＿０２０２２、ＣＨ０６３＿０２１８７、ＣＨ０６３＿０２７５８、ＣＨ０６３＿０３８５６、ＣＨ０６３＿０４０１４、ＣＨ０６３＿０４３６９、ＣＨ０６３＿
０４３７０、ＣＨ０６３＿０５１６０、ＣＨ０６３＿０８１００、ＣＨ０６３＿１０６１８、ＣＨ０６３＿１５１０３

１２

合计 ３３

表４　希金斯炭疽菌中碳水化合物酯酶的分布情况

类别 序列号（ＩＤ） 数量

（个）

ＣＥ１ ＣＨ０６３＿０６０８８、ＣＨ０６３＿１２９４０、ＣＨ０６３＿１５７１２ ３

ＣＥ１０ ＣＨ０６３＿０１０６９、ＣＨ０６３＿０２０００、ＣＨ０６３＿０７６５４、
ＣＨ０６３＿０９１４４、ＣＨ０６３＿０９８６０、ＣＨ０６３＿０９９６２、
ＣＨ０６３＿１０８８４、ＣＨ０６３＿１２１４９、ＣＨ０６３＿１３２２３

９

ＣＥ１２ ＣＨ０６３＿１１７４６ １
ＣＥ１６ ＣＨ０６３＿０４０３２、ＣＨ０６３＿０７４８３ ２
ＣＥ３ ＣＨ０６３＿０６８３２ １
ＣＥ４ ＣＨ０６３＿０２９２０、ＣＨ０６３＿１３２７６ ２

ＣＥ５ ＣＨ０６３＿０１８５８、ＣＨ０６３＿０２４２２、ＣＨ０６３＿０２９８３、
ＣＨ０６３＿０４４９２、ＣＨ０６３＿０５８４０、ＣＨ０６３＿０７８２４、
ＣＨ０６３＿０８９４４、ＣＨ０６３＿１１７００、ＣＨ０６３＿１３６７６

９

ＣＥ６ ＣＨ０６３＿０８５９３ １
ＣＥ８ ＣＨ０６３＿０７９８４、ＣＨ０６３＿１５５５０ ２
合计 ３０

２．７　希金斯炭疽菌中含有的ＧＴｓ
通过对糖基转移酶蛋白进行分析，发现仅包含 ＧＴ２、

ＧＴ８、ＧＴ２２、ＧＴ３４等 ４个蛋白，其 ＩＤ分别为 ＣＨ０６３＿００７７９、
ＣＨ０６３＿１１７２１、ＣＨ０６３＿１１４１３、ＣＨ０６３＿１５０５７（表 ６）。与其他
酶类进行比较，该酶类较少，推测它们在希金斯炭疽菌危害植

物过程中发挥着特有功能。

２．８　希金斯炭疽菌中含有的复合类别蛋白

表５　希金斯炭疽菌中多糖裂解酶的分布情况

类别 序列号（ＩＤ） 数量

（个）

ＰＬ１ ＣＨ０６３＿００３５３、ＣＨ０６３＿００８９１、ＣＨ０６３＿０１２１３、
ＣＨ０６３＿０２５４６、ＣＨ０６３＿０６２１１、ＣＨ０６３＿０６７４８、
ＣＨ０６３＿０９９６５、ＣＨ０６３＿１１１７０、ＣＨ０６３＿１４７９７、
ＣＨ０６３＿１５１７１

１０

ＰＬ３ ＣＨ０６３＿０２３０３、ＣＨ０６３＿０３４８８、ＣＨ０６３＿０４０７９、
ＣＨ０６３＿０７３６８、ＣＨ０６３＿０７８８９、ＣＨ０６３＿１０７２７、
ＣＨ０６３＿１３３８１、ＣＨ０６３＿１４４４６

８

ＰＬ４ ＣＨ０６３＿００３３８、ＣＨ０６３＿０４６４３ ２
ＰＬ９ ＣＨ０６３＿０３７６１、ＣＨ０６３＿０４８４４、ＣＨ０６３＿０６１２９ ３
合计 ２３

表６　希金斯炭疽菌中糖基转移酶的分布情况

类别 序列号（ＩＤ） 数量（个）

ＧＴ２ ＣＨ０６３＿００７７９ １
ＧＴ８ ＣＨ０６３＿１１７２１ １
ＧＴ２２ ＣＨ０６３＿１１４１３ １
ＧＴ３４ ＣＨ０６３＿１５０５７ １
合计 ４

　　通过对希金斯炭疽菌中ＣＡＺｙｍｅｓ进行分析，发现除含有
典型的ＧＨｓ、ＣＢＭｓ、ＡＡｓ、ＣＥｓ、ＧＴｓ以外，还含有一些复合类别
的蛋白，涉及ＧＨｓ／ＣＢＭｓ、ＡＡｓ／ＣＢＭｓ、ＣＥｓ／ＣＢＭｓ等３类，尤以
ＧＨｓ／ＣＢＭｓ类别中的蛋白数量居多，为１７个，所占比例高达
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６８．００％（表７）。上述复合类别的蛋白所具有的具体类别呈
现出多样性特点，推测它们在希金斯炭疽菌危害植物过程中

发挥着多种功能。

表７　希金斯炭疽菌中复合类别蛋白的分布情况

类别 具体类别 序列号（ＩＤ） 数量（个）

ＧＨｓ／ＣＢＭｓ ＧＨ１８／ＣＢＭ１８ ＣＨ０６３＿１３９２３ １
ＧＨ１５／ＣＢＭ２０ ＣＨ０６３＿０３１８５ １
ＧＨ７１／ＣＢＭ２４ ＣＨ０６３＿０５４６０ １
ＧＨ１６／ＣＢＭ６ ＣＨ０６３＿０１９１６、ＣＨ０６３＿０６６０５ ２
ＧＨ１０／ＣＢＭ１ ＣＨ０６３＿１５７０７ １
ＧＨ２６／ＣＢＭ３５ ＣＨ０６３＿１０４８１ １
ＧＨ４３／ＣＢＭ３５ ＣＨ０６３＿０２９４７、ＣＨ０６３＿１１８５４、ＣＨ０６３＿１４９４５ ３
ＧＨ５／ＣＢＭ１ ＣＨ０６３＿０７４５１、ＣＨ０６３＿０８０３６、ＣＨ０６３＿１１０００ ３
ＧＨ６／ＣＢＭ１ ＣＨ０６３＿０５４７６、ＣＨ０６３＿０６６２９ ２
ＧＨ７／ＣＢＭ１ ＣＨ０６３＿１４７３７ １
ＧＨ１８／ＣＢＭ５０／ＣＢＭ１８ ＣＨ０６３＿０８０８１ １

ＡＡｓ／ＣＢＭｓ ＡＡ９／ＣＢＭ１ ＣＨ０６３＿１３２３１ １
ＡＡ９／ＣＢＭ１８ ＣＨ０６３＿０５７２４ １
ＡＡ５／ＣＢＭ３２ ＣＨ０６３＿００６５５、ＣＨ０６３＿０１９２６ ２

ＣＥｓ／ＣＢＭｓ ＣＥ４／ＣＢＭ１８ ＣＨ０６３＿０１６８１、ＣＨ０６３＿０５４８７、ＣＨ０６３＿１４３７９、ＣＨ０６３＿１４４８６ ４
合计 ２５

３　讨论与结论

随着希金斯炭疽菌全基因组序列的释放［２９］，学术界对其

致病因子开展了大量研究。本研究结果与前人报道［２９］不仅

在ＣＡＺｙｍｅｓ总数量方面有所差别，而且在具体的酶类别数量
方面也有一定的差别。究其原因，就总数量而言，由于本研究

所依赖的蛋白属于前期通过生物信息学分析所获得的分泌蛋

白；在数量统计方面，以 ＣＡＺｙｍｅｓ主要类别和复合类别分别
进行的统计，使得归属类别方面存在一定的差异，若将复合类

别中的ＣＡＺｙｍｅｓ分别归属到主要类别中，那么总的数量为
２６３个，当然该统计存在２５个重复蛋白；此外，就不同类别中
ＣＡＺｙｍｅｓ数量而言，按照上述统计方法，本研究所获得 ＧＨｓ、
ＧＴｓ、ＣＢＭｓ、ＣＥｓ、ＰＬｓ以及ＡＡｓ则分别含有７５、４、４８、３０、２３、３３
个。可以发现，本研究所获得ＧＨｓ数量明显少于前人所报道
的３６１个［２９］，原因尚不明确，有待于进一步研究。前人所开

展的研究中ＣＡＺｙｍｅｓ的具体类别有５个［２９］，而最新的分类类

别有６个，造成具体不同类别分项数量方面的差异。
本研究基于前期通过全基因组序列预测所获得的分泌蛋

白，利用现有在线工具所获得的ＣＡＺｙｍｅｓ是否为希金斯炭疽
菌中的全部，均有待于进一步开展试验进行验证。在数量方

面，Ｏ′Ｃｏｎｎｅｌｌ等报道为６８９个［２９］，该报道的数量远远高于本

研究结果，就每一类中的数量报道也有不同，原因也有待于进

一步明确。

前期明确希金斯炭疽菌中含有６５８个分泌蛋白，本研究
利用ＣＡＴ在线预测程序，明确该菌中含有２３８个 ＣＡＺｙｍｅｓ，
分为主要类别和复合类别 ２类，前者包括 ７５个 ＧＨｓ、４８个
ＣＢＭｓ、３３个ＡＡｓ、３０个 ＣＥｓ、２３个 ＰＬｓ、４个 ＧＴｓ；后者则包括
１７个 ＧＨｓ／ＣＢＭｓ、４个 ＡＡｓ／ＣＢＭｓ、４个 ＣＥｓ／ＣＢＭｓ等。本研
究为深入开展希金斯炭疽菌中 ＣＡＺｙｍｅｓ的功能研究以及进
一步找寻新的药剂作用靶标打下了一定的理论基础。
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ｍｏｄｕｌｅｓ：ｆｉｎｅ－ｔｕｎｉｎｇｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎ［Ｊ］．Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ
Ｊｏｕｒｎａｌ，２００４，３８２（３）：７６９－８１．

［９］沈瑞清，张　萍，郭成瑾，等．宁夏炭疽菌属真菌资源研究［Ｊ］．
河南农业科学，２０１２，４１（５）：１００－１０２．

［１０］ＨｙｄｅＫＤ，ＣａｉＬ，ＣａｎｎｏｎＰＦ，ｅｔａｌ．Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ－ｎａｍｅｓｉｎ
ｃｕｒｒｅｎｔｕｓｅ［Ｊ］．ＦｕｎｇａｌＤｉｖｅｒｓｉｔｙ，２００９，３９（１）：１４７－１８２．

［１１］卢博彬，杨　暹．菜心炭疽病研究进展［Ｊ］．长江蔬菜，２００９
（２４）：１－５．

［１２］况福元，吴小丽，吕风青，等．菜心炭疽病菌拮抗细菌的筛选及
鉴定［Ｊ］．微生物学通报，２００９，３２（９）：１３５０－１３５５．

［１３］ＨｕｓｅｒＡ，ＴａｋａｈａｒａＨ，ＳｃｈｍａｌｅｎｂａｃｈＷ，ｅｔａｌ．Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙｏｆｐａｔｈｏｇｅ
ｎｉｃｉｔｙｇｅｎｅｓｉｎｔｈｅｃｒｕｃｉｆｅｒａｎｔｈｒａｃｎｏｓｅｆｕｎｇｕｓＣｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍｈｉｇｇｉｎ
ｓｉａｎｕｍ，ｕｓｉｎｇｒａｎｄｏｍ ｉｎｓｅｒｔｉｏｎａｌｍｕｔａｇｅｎｅｓｉｓ［Ｊ］． Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
Ｐｌａｎｔ－ＭｉｃｒｏｂｅＩｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓ，２００９，２２（２）：１４３－１５６．
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ｔｕｍｅｆａｃｉｅｎｓ－ｍｅｄｉａｔｅｄｇｅｎｅｔｒａｎｓｆｅｒ［Ｊ］．ＭｏｌｅｃｕｌａｒＧｅｎｅｔｉｃｓａｎｄ
Ｇｅｎｏｍｉｃｓ，２０１０，２８４（５）：３５７－３７１．

［１５］周　鹏．希金斯刺盘孢 Ｔ－ＤＮＡ插入体库的构建、筛选及相关
突变体基因的克隆［Ｄ］．武汉：华中农业大学，２０１１．

［１６］赵　典．希金斯刺盘孢Ｔ－ＤＮＡ插入体库的筛选及相关突变体
基因的克隆［Ｄ］．武汉：华中农业大学，２０１２．

［１７］郭巨先，刘玉涛，杨　暹．钾营养对菜薹（菜心）炭疽病发生和植
株防御酶活性的影响［Ｊ］．中国蔬菜，２０１２（１４）：８６－８９．

［１８］林春花，蔡志英，黄贵修．全基因组法绘制禾谷炭疽菌和希金斯
炭疽菌中 ＭＡＰＫ级联信号途径简图［Ｊ］．热带作物学报，２０１２，
３３（４）：６７４－６８０．

［１９］韩长志．希金斯炭疽菌ＲＧＳ蛋白生物信息学分析［Ｊ］．生物技
术，２０１４，４９（１）：３６－４１．

［２０］韩长志．希金斯炭疽菌ＰＩＴＰ生物信息学分析［Ｊ］．湖北农业科
学，２０１５，５４（３）：７１３－７１６．

［２１］韩长志．希金斯炭疽菌ＧＰＣＲ蛋白生物信息学分析［Ｊ］．华中师
范大学学报（自然科学版），２０１５（２）：２４６－２５１．

［２２］韩长志．希金斯炭疽菌腺苷酸环化酶生物信息学分析［Ｊ］．湖
北农业科学，２０１４，５３（２０）：４９９２－４９９６．

［２３］韩长志．希金斯炭疽菌腺苷酸环化酶相关蛋白生物信息学分析
［Ｊ］．生物技术，２０１４，５３（６）：４９９２－４９９６．

［２４］韩长志．希金斯炭疽菌１４－３－３蛋白质生物信息学分析［Ｊ］．
湖北农业科学，２０１４，５３（１５）：３６６９－３６７２．

［２５］韩长志．希金斯炭疽菌中５个典型 Ｓｅｐｔｉｎ的生物信息学分析
［Ｊ］．河南农业科学，２０１４，４３（８）：９１－９６．

［２６］韩长志．希金斯炭疽菌磷酸二酯酶生物信息学分析［Ｊ］．科学
技术与工程，２０１４，１４（２７）：１６３－１６７．

［２７］韩长志．全基因组预测希金斯炭疽菌的候选效应分子［Ｊ］．生
物技术，２０１５，２５（６）：５４６－５５１．

［２８］ＰａｒｋＢＨ，ＫａｒｐｉｎｅｔｓＴＶ，ＳｙｅｄＭＨ，ｅｔａｌ．ＣＡＺｙｍｅｓＡｎａｌｙｓｉｓＴｏｏｌｋｉｔ
（ＣＡＴ）：ｗｅｂｓｅｒｖｉｃｅｆｏｒｓｅａｒｃｈｉｎｇａｎｄａｎａｌｙｚｉｎｇｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅ－ａｃ
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［Ｊ］．Ｇｌｙｃｏｂｉｏｌｏｇｙ，２０１０，２０（１２）：１５７４－１５８４．

［２９］Ｏ’ＣｏｎｎｅｌｌＲＪ，ＴｈｏｎＭＲ，ＨａｃｑｕａｒｄＳ，ｅｔａｌ．Ｌｉｆｅｓｔｙｌｅｔｒａｎｓｉｔｉｏｎｓｉｎ
ｐｌａｎｔｐａｔｈｏｇｅｎｉｃＣｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ ｆｕｎｇｉｄｅｃｉｐｈｅｒｅｄｂｙｇｅｎｏｍｅａｎｄ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅａｎａｌｙｓｅｓ［Ｊ］．ＮａｔｕｒｅＧｅｎｅｔｉｃｓ，２０１２，４４（９）：１０６０－
１０６５．　

陈国梁，田瑞康，赵　康，等．一步ＰＣＲ法融合狗头枣ＡＣＯⅠ基因片段［Ｊ］．江苏农业科学，２０１７，４５（２）：２８－３０．
ｄｏｉ：１０．１５８８９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００２－１３０２．２０１７．０２．００７

一步 ＰＣＲ法融合狗头枣 ＡＣＯⅠ 基因片段
陈国梁，田瑞康，赵　康，杨成成，安　鹏，张向前
（延安大学生命科学学院／陕西省红枣重点实验室，陕西延安７１６０００）

　　摘要：以狗头枣ＡＣＯⅠ基因外显子Ⅲ和Ⅳ的部分序列为靶标序列，采用一步 ＰＣＲ法对其进行融合扩增。经与 Ｔ
载体连接、测序。结果表明：经一步ＰＣＲ法扩增到大小为５８９ｂｐ的融合基因片段，经序列比对，其与ＡＣＯⅠ外显子Ⅲ
和Ⅳ序列一致性为１００％。表明在一个ＰＣＲ反应体系中通过４引物一次性扩增可获得融合基因，该方法是一种简便、
经济、有效的融合基因构建方法。

　　关键词：狗头枣；ＡＣＯⅠ基因；一步ＰＣＲ法
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项目（编号：２０１１ｋｎ－０９）；延安大学高水平大学建设项目（编号：
２０１２ＳＸＴＳ０６）；延安大学校级科研项目（编号：ＹＤＺ２０１２－１２、
ＹＤ２０１４－０１）；地方高校国家级大学生创新训练计划（编号：
２０１４１０７１９０４１）。
作者简介：陈国梁（１９７４—），男，陕西定边人，副教授，硕士生导师，研
究方向为植物生物技术。Ｅ－ｍａｉｌ：ｇｌｃ９３５９＠１６３．ｃｏｍ。

　　乙烯是植物主要内源激素之一，对植物的生长发育特别
是果实成熟和衰老过程的调节有重要作用，是公认的果实成

熟激素［１－６］。在果实的成熟过程中，乙烯的大量生成会提高

与果实成熟有关酶的活性，进而促进果实的成熟［５－１４］。ＡＣＣ
氧化酶（１－ａｍｉｎｏｃｙｃｌｏｐｒｏｐａｎｅ－ｌ－ｃａｒｂｏｘｙｌｉｃａｃｉｄｏｘｉｄａｓｅ，
ＡＣＯ）是植物中乙烯生物合成途径的关键酶之一，可直接催
化ＡＣＣ转变为乙烯［３，５］。鉴于乙烯生物合成相关基因在调控

果品成熟及衰老方面的重要作用，采用生物技术对该基因调

控，以便在基因水平上控制 ＡＣＯ的表达，则有可能从根本上
解决果实延熟、抗衰老等问题。该研究选择了狗头枣ＡＣＯⅠ
基因外显子Ⅲ及Ⅳ的部分基因片段［１５］，通过一步 ＰＣＲ法将
其融合，用于 ＲＮＡｉ的植物表达载体的构建，为调控红枣
ＡＣＯⅠ 基因的表达来延缓枣果的成熟，为延熟、耐储红枣新

品种的培育奠定基础。

１　材料与方法

１．１　菌株、质粒及试剂
菌株 Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５α、质粒 ｐＧＭ－ＴＡＣＣⅠ（含 ＡＣＯⅠ 基

因）均为笔者所在课题组保存，ＤＮＡ回收试剂盒、ＴａｑＤＮＡ
Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ、限制性内切酶等购自 ＴａＫａＲａ公司，ＤＮＡＭａｒｋｅｒ
购自天为时代公司，其他试剂均为进口或国产分析纯，ＰＣＲ
引物合成和ＤＮＡ测序由上海生工生物技术有限公司完成。
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