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　　摘要：褐环乳牛肝菌作为针叶树种上重要的外生真菌，为宿主植物提供营养元素和水分，在此过程中，对于该菌分
泌蛋白发挥的作用机制尚不清楚。利用ＳｉｇｎａｌＰ、ＰｒｏｔＣｏｍｐ等预测程序对褐环乳牛肝菌中１８３０３条蛋白质序列进行分
泌蛋白找寻，明确其含有３２７个分泌蛋白，同时，对上述分泌蛋白的氨基酸大小分布、信号肽长度、信号肽切割位点等
进行分析，明确该菌分泌蛋白的氨基酸长度集中于５１～４５０ａａ，信号肽长度以１７～２１ａａ的序列最为集中，其信号肽切
割位点均属于Ａ－Ｘ－Ａ类型。通过上述生物信息学分析方法有效地实现了褐环乳牛肝菌分泌蛋白的预测，分泌蛋白
的信号肽切割位点类型与其他已经报道的致病疫霉、粗糙脉孢霉、禾谷炭疽菌等分泌蛋白信号肽切割位点一致。研究

结果为进一步解析分泌蛋白在该菌为宿主植物提供营养过程中发挥的作用机制提供重要的理论支持。
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　　褐环乳牛肝菌（Ｓｕｉｌｌｕｓｌｕｔｅｕｓ），别称褐环黏盖牛肝菌、黄
黏团子、土色牛肝菌等。目前，对该菌的研究主要集中在发酵

生物学［１］、发酵条件［２］、培养条件［３］方面，以及其对樟子松、

油松苗的促生作用［４］和与木霉协同促进红皮云杉苗木抗逆

增效作用［５］等方面，此外还有过量钠盐、碱性 ｐＨ值［６］和平菇

汁［７］、接种量［８］对其生长影响及ｐＨ值对其三羧酸循环、草酸
分泌及代谢途径中关键酶活性影响［９－１０］等方面。作为针叶

树种的重要外生菌根菌之一，褐环乳牛肝菌在提高根系对磷

元素和水分的吸收方面发挥着重要作用［１１］，然而，在此过程

中，该菌中分泌蛋白所发挥的作用机制尚不清楚。

真菌中分泌蛋白一般具有 Ｎ－端含有信号肽、无跨膜结
构域、无糖基磷脂酰肌醇化蛋白（ＧＰＩ）锚定位点以及没有将
蛋白输送至线粒体或其他胞内细胞器的预测定位信号等４个
基本特征。前人基于上述特征，对黄孢原毛平革菌［１２］、结核

分枝杆菌［１３］、酿酒酵母［１４］、根癌土壤杆菌［１５］、禾谷镰刀

菌［１６］、粗糙脉孢菌［１７］、稻瘟菌［１８］、大丽轮枝菌［１９］、致病疫

霉［２０］、米曲霉［２１］、禾谷炭疽菌［２２］等分泌蛋白进行生物信息学

预测。然而，对褐环乳牛肝菌分泌蛋白的研究尚未见报道，随

着Ｓ．ｌｕｔｅｕｓＵＨ－Ｓｌｕ－Ｌｍ８－ｎ１全基因组序列的释放［２３］，为开

展该菌分泌蛋白的预测提供了数据支持。本研究以Ｓ．ｌｕｔｅｕｓ
蛋白数据库中的１８３０３条序列为基础，利用ＳｉｇｎａｌＰ、ＰｒｏｔＣｏｍｐ
等预测程序对分泌蛋白进行找寻，以期进一步解析分泌蛋白

为宿主植物提供营养方面的功能研究打下坚实的理论基础。

１　材料与方法

１．１　褐环乳牛肝菌数据来源
Ｓ．ｌｕｔｅｕｓ的全基因组序列来源于 ＮＣＢＩ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．

ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｇｅｎｏｍｅ／？ｔｅｒｍ＝Ｓｕｉｌｌｕｓ）。
１．２　分泌蛋白确定方法

参照前期对禾谷炭疽菌分泌蛋白的预测方法进行［２２］。

具体而言，利用ＳｉｇｎａｌＰｖ３．０［２４］获得 Ｎ端具有信号肽的蛋白
序列，并利用ＰｒｏｔＣｏｍｐｖ９．０［２５］实现上述蛋白的定位；再通过
ＴＭＨＭＭｖ２．０［２６］对蛋白的跨膜结构域进行预测，并利用
ｂｉｇ－ＰＩＦｕｎｇａｌｐｒｅｄｉｃｔｏｒ在线分析实现蛋白脂质锚定修饰
（ｇｌｙｃｏｓｙｌｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ－ａｎｃｈｏｒｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓ，简称 ＧＰＩ）的
预测［２７］；最后，利用 ＴａｒｇｅｔＰｖ１．１［２８］实现非胞外分泌蛋白的
排除，最终明确Ｓ．ｌｕｔｅｕｓ中的分泌蛋白。
１．３　分泌蛋白信号肽酶识别位点预测

利用ＬｉｐｏＰｖ１．０［２９］预测 Ｓ．ｌｕｔｅｕｓ中分泌蛋白的信号肽
酶识别位点。

２　结果与分析

２．１　褐环乳牛肝菌中分泌蛋白的预测
Ｓ．ｌｕｔｅｕｓ中含有１８３０３个蛋白质序列，其中，氨基酸长度

最小的蛋白为４９ａａ，最大的为５０５４ａａ，蛋白多分布在８００ａａ
以下，有 １６９６６个，比例高达 ９２．７０％，尤以分布在 ５１～
１００ａａ的蛋白数量最多，为４０８８个，比例为２２．３４％。而高
于１０００ａａ的蛋白，数量较小，比例为１．９３％（图１）。
　　首先，对上述１８３０３个蛋白序列进行信号肽预测，发现
１０８３个蛋白具有信号肽序列；其次，对上述蛋白进行亚细胞
定位预测，发现有３７８个蛋白分泌至胞外，７０５个蛋白质并不
分泌到胞外，其中２９９个蛋白转运至细胞质膜，１５１个蛋白传
输至线粒体，１０４个蛋白转运至内质网，５８个蛋白转运至高尔
基体，３０个蛋白转运至液泡中，２５个蛋白转运至溶酶体中，而
转运至细胞质、细胞核以及过氧化物酶的蛋白质总共有３８
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个；再次，对上述序列进行跨膜结构域分析，发现有２９０个蛋
白不含有跨膜结构域，有８８个蛋白含有不同数量的跨膜结构
域，其中，含有１个跨膜结构域的蛋白数量为７７个，含有２个
跨膜结构域的蛋白数量为８个，含有３个跨膜结构域的蛋白
数量为３个。结合前期分析结果，将２９０个不含跨膜结构域
的推测蛋白和７７个含有１个跨膜域的蛋白，合计３６７个蛋白
均初步推断为分泌蛋白，继而进行后续ＧＰＩ锚定蛋白的预测；
接下来对上述序列进行ＧＰＩ锚定蛋白预测，发现２３个蛋白是
ＧＰＩ锚定蛋白，３３４个蛋白序列不具有ＧＰＩ锚定位点，还有１０
个序列小于 ５５个氨基酸残基未能进行分析；最后，利用
ＴａｒｇｅｔＰ对３４４个非ＧＰＩ锚定的蛋白进行分析，发现３２７个蛋

白含有胞外定位信号，１４个蛋白含有线粒体目标肽，３个蛋白
含有其他定位信号。通过上述分析，最终获得３２７个具有４
个典型特征的分泌蛋白。

２．２　褐环乳牛肝菌分泌蛋白氨基酸长度及信号肽特征
通过对３２７个分泌蛋白进行氨基酸大小分析，发现这些

分泌蛋白在５１～１００ａａ的数量最多，比例最大，为２６．３０％，
其次为１０１～１５０ａａ的分泌蛋白，比例为１６．５１％（图２）。通
过对不同长度的氨基酸进行分析发现，尤以４５０ａａ以下的分
泌蛋白所占比例较高，为８０．１２％。结果表明，分泌蛋白多属
于小型蛋白，其所含氨基酸长度一般较小，这与前期研究得出

的禾谷炭疽菌［２２］、樟疫霉［３０］等病原菌分泌蛋白特征相一致。

　　对上述分泌蛋白所含信号肽进行氨基酸长度分析，发现
含有信号肽长度为 １７～２１ａａ的蛋白质数量最多，比例为
６３９１％，其中尤以所含信号肽长度为 １９ａａ的蛋白序列居
多，比例为１６．８２％（图３）。另外，利用 ＬｉｐｏＰ对上述分泌蛋

白进行信号肽酶识别位点的预测分析，发现２４４个蛋白序列
含有ＳＰⅠ型信号肽识别位点，５个含有ＳＰⅡ型信号肽识别位
点，比例分别为７４．６２％、１．５３％，说明Ｓ．ｌｕｔｅｕｓ中的分泌蛋白大
部分是由ＳＰⅠ型信号肽酶进行识别，从而切除信号肽的。
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　　此外，通过对 Ｓ．ｌｕｔｅｕｓ分泌蛋白信号肽的切割位点
－３～＋３位进行统计分析，发现位于－３位、－２位、－１位、１
位、２位、３位最多的氨基酸分别为 Ａ（丙氨酸）、Ｓ（丝氨酸）、
Ａ、Ａ、Ｐ（脯氨酸）、Ｖ（缬氨酸）／Ｔ（苏氨酸）（表１）。因此，位
于信号肽切割位点之前的氨基酸组成为 ＡＳＡ，属于 ＡＸＡ类
型，为ＳＰⅠ型信号肽识别位点，与通过ＬｉｐｏＰ预测的结果相一

致，同时，也与前人通过对粗糙脉孢菌［１７］、马铃薯晚疫病

菌［２０］、禾谷炭疽菌［２２］等分泌蛋白具有的信号肽的酶切位点

类型报道一致。上述结果表明，无论是植物病原菌，还是植物

共生菌，对于分泌蛋白进行信号肽序列识别、切割的信号肽酶

类型多为Ⅰ型。

表１　褐环乳牛肝菌分泌蛋白信号肽切割位点－３～＋３氨基酸分布情况

氨基酸种类
－３ －２ －１ １ ２ ３

数量 比例（％） 数量 比例（％） 数量 比例（％） 数量 比例（％） 数量 比例（％） 数量 比例（％）
Ａ １１３ ３４．５６ ２２ ６．７３ ２４４ ７４．６２ ４５ １３．７６ １５ ４．５９ ２７ ８．２６
Ｖ １００ ３０．５８ ２０ ６．１２ ０ ０ １８ ５．５０ ２８ ８．５６ ４０ １２．２３
Ｉ ３４ １０．４０ ９ ２．７５ ０ ０ ２０ ６．１２ １８ ５．５０ ３３ １０．０９
Ｔ ３０ ９．１７ １６ ４．８９ ４ １．２２ ３３ １０．０９ ２０ ６．１２ ４０ １２．２３
Ｓ ２３ ７．０３ ７７ ２３．５５ ２５ ７．６５ ２８ ８．５６ ４２ １２．８４ ２９ ８．８７
Ｃ １０ ３．０６ ５ １．５３ ９ ２．７５ ５ １．５３ １３ ３．９８ ４ １．２２
Ｇ １０ ３．０６ ６ １．８３ ３２ ９．７９ １５ ４．５９ １３ ３．９８ ６ １．８３
Ｌ ４ １．２２ ４１ １２．５４ ４ １．２２ ２３ ７．０３ ７ ２．１４ ３４ １０．４０
Ｒ ２ ０．６１ １４ ４．２８ ０ ０ １２ ３．６７ ８ ２．４５ ５ １．５３
Ｎ １ ０．３１ ２７ ８．２６ ０ ０ ５ １．５３ ６ １．８３ １１ ３．３６
Ｐ ０ ０ １ ０．３１ ５ １．５３ ０ ０ ９５ ２９．０５ １８ ５．５０
Ｍ ０ ０ ４ １．２２ １ ０．３１ ６ １．８３ ５ １．５３ ６ １．８３
Ｋ ０ ０ ６ １．８３ ０ ０ １１ ３．３６ ３ ０．９２ ２ ０．６１
Ｅ ０ ０ ６ １．８３ ０ ０ １３ ３．９８ ９ ２．７５ ８ ２．４５
Ｄ ０ ０ ８ ２．４５ ０ ０ １７ ５．２０ １３ ３．９８ １４ ４．２８
Ｈ ０ ０ ８ ２．４５ １ ０．３１ ８ ２．４５ ５ １．５３ １３ ３．９８
Ｗ ０ ０ １１ ３．３６ ０ ０ ２ ０．６１ １ ０．３１ ５ １．５３
Ｑ ０ ０ １２ ３．６７ １ ０．３１ ３４ １０．４０ ８ ２．４５ ５ １．５３
Ｙ ０ ０ １５ ４．５９ １ ０．３１ １２ ３．６７ ９ ２．７５ ８ ２．４５
Ｆ ０ ０ １９ ５．８１ ０ ０ ２０ ６．１２ ９ ２．７５ １９ ５．８１

　　注：Ａ表示丙氨酸；Ｖ表示缬氨酸；Ｉ表示异亮氨酸；Ｔ表示苏氨酸；Ｓ表示丝氨酸；Ｃ表示半胱氨酸；Ｇ表示甘氨酸；Ｌ表示亮氨酸；Ｒ表示精
氨酸；Ｎ表示天冬酰胺；Ｐ表示脯氨酸；Ｍ表示蛋氨酸；Ｋ表示赖氨酸；Ｅ表示谷氨酸；Ｄ表示天冬氨酸；Ｈ表示组氨酸；Ｗ表示色氨酸；Ｑ表示谷
氨酰胺；Ｙ表示酪氨酸；Ｆ表示苯丙氨酸。

　　同时，对组成蛋白质的２０种氨基酸在信号肽中的分布情
况进行统计分析，发现 Ｌ（亮氨酸）比例最大，为１７７５％，其
次为Ａ，比例为１６．７４％，再次为 Ｓ、Ｖ、Ｆ（苯丙氨酸）、Ｉ（异亮
氨酸）、Ｍ（蛋氨酸）、Ｔ、Ｇ（甘氨酸）（图４）。

３　讨论与结论

随着Ｓ．ｌｕｔｅｕｓ全基因组序列的公布，为深入解析其基因
功能的研究提供了重要的数据基础。云南松 （Ｐｉｎｕｓ
ｙｕｎｎａｎｅｎｓｉｓ）是我国西南地区尤其是云南省境内重要的建群
树种，也是该地区的荒山绿化造林先锋树种，其面积、蓄积量

分别占云南省林地面积、蓄积量的２９．２％、１５．８％［３１－３４］。作

为该树种上重要的外生菌根菌，Ｓ．ｌｕｔｅｕｓ在营养元素利用和
水分吸收方面发挥着重要作用。据报道，宿主植物中约２０％
的净初级生产力将传递给外生菌根［３５］，其生物量在温带森林

中约占土壤微生物总生物量的３０％［３６］。

植物与病原菌互作过程中，病原菌为了实现在植物中定

殖、扩展等过程，利用分泌蛋白实现其致病、生长等生理过程。

然而，对于外生菌根菌分泌蛋白在营养元素利用和水分吸收

方面所具有的功能，尚不明确。本研究发现 Ｓ．ｌｕｔｅｕｓ中存在
３２７个具有典型特征的分泌蛋白，与前期获得的禾谷炭疽
菌［２２］、樟疫霉［３０］的分泌蛋白数量相比，明显较少，是否是由

于该菌不是致病菌，致使其所具有的参与植物体内定殖、扩展

相关的分泌蛋白退化所造成的，有待于今后进一步得以明确。

就Ｓ．ｌｕｔｅｕｓ分泌蛋白所具有的氨基酸长度而言，多集中于
５１～４５０ａａ之间，比例为８０．１２％；就分泌蛋白所具有的信号
肽长度而言，多集中于１５～２８ａａ之间，比例高达９４．１９％，上
述特征与致病菌分泌蛋白所具有的特征相似。

本研究基于Ｓ．ｌｕｔｅｕｓ蛋白质数据库中的１８３０３条序列，
利用ＳｉｇｎａｌＰ、ＰｒｏｔＣｏｍｐ、ＴＭＨＭＭ、ｂｉｇ－ＰＩＦｕｎｇａｌＰｒｅｄｉｃｔｏｒ和
ＴａｒｇｅｔＰ等预测程序总共获得３２７个分泌蛋白，明确该数量明
显低于致病菌的分泌蛋白数量，同时，通过对上述分泌蛋白进
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行氨基酸长度、信号肽长度以及信号肽酶切位点等方面的研

究，发现上述分泌蛋白属于小型蛋白，其信号肽长度多集中于

１７～２１ａａ，同时发现真菌信号肽的酶切位点类型具有保守性
特点。本研究为深入开展Ｓ．ｌｕｔｅｕｓ中的分泌蛋白功能研究打
下了一定的理论基础。
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