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　　摘要：本研究根据已公布的禾谷镰刀菌的全基因组信息，以其全基因组蛋白序列为试验材料，通过生物信息学方
法，对其候选效应分子及其功能进行预测和分析。首先利用ＳｉｇｎａｌＰ、ＴＭＨＭＭ、Ｐｒｏｔｃｏｍｐ、ｂｉｇ－ＰＩＰｒｅｄｉｃｔｏｒ、ＴａｒｇｅｔＰ等程
序依次预测出其分泌类型的蛋白，再通过其序列大小和半胱氨酸的含量作进一步筛选，最后利用Ｂｌａｓｔｐ工具与非冗余
蛋白质数据库进行比对，找出数据库中没有蛋白同源性的序列，从而获得候选效应分子。最终对禾谷镰刀菌全基因组

的１４０３８个蛋白序列进行分析，预测了１２６个符合条件的候选效应分子。本研究通过 ＬＴＲ－ＦＩＮＤＥＲ程序对禾谷镰
刀菌全基因组内的转座子进行分析，但未发现转座子存在，值得进一步分析研究。本研究采用生物信息学分析方法预

测出了禾谷镰刀菌的候选效应分子并查找其基因组内转座子情况，可为进一步研究这些效应分子的功能，了解禾谷镰

刀菌进化奠定基础。
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　　禾谷镰刀菌（Ｆｕｓａｒｉｕｍｇｒａｍｉｎｅａｒｕｍ）属半知菌类丛梗孢
目瘤座孢科镰刀属菌。在粮食上普遍存在，它与其他几种镰

刀菌都能引起小麦、大麦、玉米等作物发生赤霉病，还可以引

起水稻、高粱、豆类、茭白等发生根腐病、茎基腐病、穗腐病。

由镰刀菌引起的赤霉病不仅会造成粮食产量减产，而且产生

的真菌毒素也给人畜的健康造成了严重威胁［１－４］。

病原菌在入侵植物的过程中会分泌效应分子到寄主植物

细胞中，对寄主植物细胞的生理、生化过程及细胞代谢等产生

显著的影响。通过这些致病效应因子的作用病原菌可以克服

寄主植物的防卫反应，从而促进和完成对寄主植物的侵

染［５］。效应分子由于要分泌到细胞外起作用，因此一般具有

以下特征：（１）含有Ｎ端信号肽；（２）无跨膜结构域；（３）无糖
基磷脂酰肌醇锚定位点；（４）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；（５）氨基酸残基数量大约为
５０～３００个氨基酸；（６）富含半胱氨酸而且特异性高于其他病

原菌的效应分子［６－７］。因此，可以根据效应因子的一般结构

特征对已完成测序的病原微生物进行分析，预测其中可能的

候选效应因子，目前已有多篇报道针对多种病原微生物的侯

选效应因子进行生物信息学预测分析的报道［８－１０］。转座子

是一类能够在基因组中通过转录或逆转录，在内切酶的作用

下，在其他基因座上出现的 ＤＮＡ序列。通过对转子的分析，
有助于了解微生物的进化历程［１１－１２］。本研究于２０１７年８月
对已有的禾谷镰刀菌测序数据进行统计归纳，分析其基因组

中的候选效应因子序列及转座子序列，以期对了解禾谷镰刀

菌的致病机制及进化历程有指导意义。

１　材料与方法

１．１　禾谷镰刀菌全基因组数据
禾谷镰刀菌全基因组数据来自数据库（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．

ｂｒｏａｄ－ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ），该数据库还收录了该病菌预测的１４０３８条
预测基因ＤＮＡ序列及其预测蛋白质的氨基酸序列。
１．２　信号肽预测

ＳｉｇｎａｌＰ４．１Ｓｅｒｖｅｒ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／
ＳｉｇｎａｌＰ／）是预测信号肽的服务器。它的功能是预测给定的
氨基酸序列中是否存在潜在的信号肽剪切位点及其所在置，

原核生物和真核生物都可以进行预测。以 ＳｉｇｎａｌＰ４．１分析
给定的氨基酸序列Ｃ、Ｓ、Ｙ的最大值，以及位于Ｎ端和被预测
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的剪切位点间Ｓ曲线的中间值，以此区分信号肽和非信号肽。
而信号肽剪切位点则位于预测的含有信号肽蛋白的 Ｙ曲线
的最大值处，本试验中使用默认设置［１３］。

１．３　蛋白的跨膜结构域预测
ＴＭＨＭＭ Ｓｅｒｖｅｒ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／

ＴＭＨＭＭ／）主要用于预测蛋白的跨膜结构域［１４］。

１．４　亚细胞定位预测
ＰｒｏｔＣｏｍｐ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｓｏｆｔｂｅｒｒｙ．ｃｏｍ／ｂｅｒｒｙ．ｐｈｔｍｌ？

ｔｏｐｉｃ＝ｐｒｏｔｃｏｍｐａｎ＆ｇｒｏｕｐ＝ｐｒｏｇｒａｍｓ＆ｓｕｂｇｒｏｕｐ＝ｐｒｏｌｏｃ）主要
是对动物或真菌中蛋白的亚细胞定位进行预测。它可将蛋白

按以下归属进行划分：细胞核、质膜、胞外分泌、细胞质、线粒

体、内质网、过氧化物酶体、溶酶体、高尔基体等［１５］。

１．５　是否有脂质锚定修饰预测
本研究通过 Ｂｉｇ－ＰＩＰｒｅｄｉｃｔｏｒ（ｈｔｔｐ：／／ｍｅｎｄｅｌ．ｉｍｐ．ａｃ．

ａｆｆｇｐｉ／ｆｕｎｇｉ－ｓｅｒｖｅｒ．ｈｔｍｌ）对在真菌糖基 磷 脂 酰 肌 醇
（ｇｌｙｃｏｓｙｌｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉ－ｔｏｌ，简称ＧＰＩ）修饰位点进行预测，
判断预测蛋白是否有脂质锚定修饰。如果存在糖基磷脂酰肌

醇脂质锚定修饰，真核生物中蛋白质须要在内质网中［１６］。

１．６　确定预测蛋白的亚细胞定位
用ＴａｒｇｅｔＰ１．１Ｓｅｒｖｅｒ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／

ＴａｒｇｅｔＰ／）进一步确定预测蛋白的亚细胞定位。可将蛋白的
定位归属于线粒体、叶绿体、胞外分泌以及其他亚细胞定位。

位置分配是基于相应的Ｎ末端的前序列预测存在，如叶绿体
转运肽、线粒体靶向肽、分泌途径的信号肽［１７］。

１．７　计算半胱氨酸含量
通 过 ＣａｌＭｏｌＷｔＣａｌＭｏｌＷｔ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｎｈｕｐｏ．ｃｎ／

ＣａｌＭＷ／ＭＹＭＷ．ａｓｐ）对蛋白质分子量、氨基酸组成进行计算，

用于分析筛选出序列的半胱氨酸含量［９］。

１．８　序列比对
Ｂｌａｓｔｐ（ｈｔｔｐ：／／ｂｌａｓ．ｎｃｂｉ． ｎｌｍ． ｎｉｈ． ｇｏｖ／Ｂｌａｓｕｃｇｉ？

ＰＲＯＧＲＡＭ ＝ｂｌａｓｔｐ＆ＰＡＧＥＴＹＰＥ＝ＢｌａｓｔＳｅａｒｃｈ＆ＬＩＮＫＬＯＣ＝
ｂｌａｓｔｈｏｍｅ）是使用蛋白序列在其蛋白数据库中进行查询的一
种工具。每条所查序列能与数据库中已存在的每条已知序列

进行序列比对，可以通过所得结果结合参数得到与此相关的

信息。

１．９　转座子的筛选分析
本研究是通过 ＬＴＲ－ＦＩＮＤＥＲ程序（ｈｔｔｐ：／／ｔｌｉｆｅ．ｆｕｄａｎ．

ｅｄｕ．ｃｎ／ｌｔｒ＿ｆｉｎｄｅｒ／）对禾谷镰刀菌全基因组序列进行转座子
的筛选分析［１８］。

２　结果与分析

由表１可知，数据库公布的禾谷镰刀菌全基因组共有
３６４５Ｍｂｐ，分为４３３个重叠群，预测基因数量共计１４０３８个。

表１　禾谷镰刀菌全基因组信息

项目 大小或数量

基因组装配大小（Ｍｂｐ） ３６．４５
基因组序列的重叠群数量（个） ４３３
预测基因数量（个） １４０３８

　　通过ＳｉｇｎａｌＰ４．１Ｓｅｒｖｅｒ对１４０３８个蛋白序列进行分析，
预测得到１２７１个编码含 Ｎ端信号肽的蛋白，占全基因组蛋
白序列的９．０５％。对所得的结果进行分析发现，序列长度主
要集中在１００～６００ａａ之间，占全部的８３．０８％，其中长度在
２００～３００ａａ之间的序列最多，占全部的１９．２７％。序列长度
在９００～１０００ａａ的最少，仅仅只有总数的０．７８％（图１）。

　　在含有信号肽的分泌型蛋白质序列中，如果含有跨膜区
则表明该蛋白可能为膜受体，也可能是膜上的锚定蛋白或离

子通道蛋白。本研究使用ＴＭＨＭＭＳｅｒｖｅｒｖ２．０来预测蛋白序
列的跨膜螺旋结构，排除具有跨膜结构域的蛋白序列。从蛋

白跨膜结构域分析结果可以看到，在含信号肽的１２７１个蛋
白序列中，有９２个蛋白序列含有２个或多个跨膜域，１５７个
蛋白序列只含有１个跨膜域，而有１０２２个蛋白序列则不含
跨膜域。只含１个跨膜域的蛋白序列，其所具有的跨膜结构
域位置均位于 Ｎ端，该区域可能为前期所预测的信号肽序
列。由于服务器并不能完全对信号肽序列和所属跨膜域序列

进行区分，因此，本研究选择不含跨膜域和只含有１个跨膜域
的１１７９个蛋白序列进行下一步研究。
　　将上述初步筛选出的 １１７９个蛋白序列进一步用

ＰｒｏｔＣｏｍｐｖ９．０进行分析，如表２所示，共预测到７３３个信号
肽分泌至胞外，４个转运至液泡膜，４个转运至液泡，５个转运
至溶酶体，１６个转运至溶酶体膜，７个转运至细胞核，１０个转
运至内质网，３１个转运至内质网膜，１１个转运至高尔基体，１８
个转运至高尔基体膜，１１个传输至过氧化物酶体，２９个转运
至线粒体，１２３个转运至线粒体膜，４９个转运至细胞质，１２８
个转运至细胞质膜。继而进行 ＧＰＩ锚定蛋白的预测，以判断
这些被初步推断为分泌蛋白的是否为胞外蛋白。将７３３个分
泌蛋白用 Ｂｉｇ－ＰＩＰｒｅｄｉｃｔｏｒ程序进行分析，发现有 ６３个为
ＧＰＩ锚定蛋白，而６７０个为非ＧＰＩ锚定蛋白。
　　由于效应分子的氨基酸残基数量一般在５０～３００ａａ之
间，因此将这７３３个序列按照其长度进行排列，明确了其中有
３４９个蛋白的氨基酸残基数量在５０～３００ａａ之间。此外，根
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表２　具有信号肽的蛋白质亚细胞定位预测

预测定位部位
蛋白数量

（个）

占比

（％）

液泡膜 ４ ０．３４
液泡 ４ ０．３４
溶酶体 ５ ０．４２
细胞核 ７ ０．５９
内质网 １０ ０．８５
高尔基体 １１ ０．９３
过氧化物酶体 １１ ０．９３
溶酶体膜 １６ １．３６
高尔基体膜 １８ １．５３
线粒体 ２９ ２．４６
内质网膜 ３１ ２．６３
细胞质 ４９ ４．１６
线粒体膜 １２３ １０．４３
细胞质膜 １２８ １０．８６
细胞外 ３４７ ２９．４３
细胞外膜 ３８６ ３２．７４

据效应分子富含半胱氨酸的特点，利用ＣａｌＭｏｌＷｔ计算所有候
选序列的半胱氨酸含量。将不含半胱氨酸的序列排除之后，

得到３３６个含有半胱氨酸残基数量在１～２４个之间的蛋白序
列。最后，将上述符合条件的氨基酸序列在 ＮＣＢＩ数据库中
利用Ｂｌａｓｔｐ工具与非冗余蛋白质数据库进行比对，找出那些
与数据库中没有同源性的序列，要求其 Ｅ－ｖａｌｕｅ值小于
１×１０－５，最终得到１２６个符合上述所有６个条件的候选效应
分子。其中有１６个蛋白序列在数据库中没有任何与之同源
的序列，剩余的１１０个蛋白序列除了与禾谷镰孢属的序列有
同源性外，与其他物种都没有同源性。

现已明确大多数物种的信号肽主要是通过４种类型的信
号肽酶识别位点被信号肽酶所识别并被切割，从而使成熟蛋

白穿过膜转运到细胞不同的部位。本研究通过对１２６个候选
效应分子所含的信号肽氨基酸长度进行分析，如图２所示，含
有信号肽长度为１６～２０ａａ的蛋白质序列数量最多，所占比
例为７９．３６％，其中尤以所含信号肽长度为１８ａａ的蛋白序列
居多，所占比例为２４．６０％。

　　利用ＬｉｐｏＰ１．０Ｓｅｒｖｅｒ对上述分泌蛋白进行信号肽酶识
别位点的预测分析，结果显示１１４个蛋白序列含有 ＳｐＩ型信
号肽识别位点，７个含有 ＣＹＴ型信号肽识别位点，５个含有
ＳｐＩＩ型信号肽识别位点，所占比例分别为９０．４８％、５．５６％、
３．９７％，说明禾谷镰刀菌中的候选效应分子大部分是由 ＳｐＩ
型信号肽酶进行识别。

此外还对２０种氨基酸在１２６个候选效应分子信号肽中
出现的频率进行了分析。如图３所示，在组成信号肽的氨基
酸中，丙氨酸的数量最多，为３４２２个，占１０．１５％；其次为甘
氨酸，有３２７５个，占９．７３％；其后依次为丝氨酸、苏氨酸、亮
氨酸、脯氨酸、缬氨酸、异亮氨酸、天冬酰胺、天冬氨酸、谷氨

酸、精酰胺、赖氨酸、苯丙氨酸、酪氨酸、谷氨酰胺、蛋氨酸、组

氨酸、半胱氨酸、色氨酸，分别占 ８．４１％、８．１５％、６．０２％、
５．４６％、５．２９％、４．９８％、４．９８％、４．８１％、４．３８％、４．１９％、
４．１６％、４．０７％、３．１１％、２．９２％、２．６７％、２．５２％、２．４９％、
１．４３％。统计分析发现，非极性、疏水氨基酸（丙氨酸、缬氨
酸、亮氨酸、甘氨酸、异亮氨酸、脯氨酸）的出现频率最高，占

４１．６３％；其次为极性、不带电荷的氨基酸（丝氨酸、苏氨酸、
半胱氨酸、蛋氨酸、天冬酰胺、谷氨酰胺），占２９．６２％；带正电
荷的碱性氨基酸（赖氨酸、精酰胺、组氨酸）占１０．８７％；带负
电荷的酸性氨基酸（天冬氨酸、谷氨酸）占９．１９％；芳香族氨
基酸（色氨酸、苯丙氨酸、酪氨酸）占８．６１％。

　　另外，对禾谷镰刀菌的４３３个重叠群的基因组序列利用
ＬＴＲ－ＦＩＮＤＥＲ程序进行了转座子序列筛选，结果并没有发现
转座子的存在。

３　结论与讨论

禾谷镰刀菌全基因组测序的完成和公布，为研究禾谷镰

刀菌的分泌蛋白、效应分子、致病因子及与植物之间互作提供

了重要的数据基础。

本研究通过对禾谷镰刀菌的基因组序列的分析与筛选，

对１４０３８个蛋白序列进行分析，预测得到１２７１个编码含 Ｎ
端信号肽的蛋白。其中不含跨膜域和只含有１个跨膜域的有
１１７９个蛋白，进一步分析预测，其中７３３个蛋白分泌至胞外，
这些蛋白有可能是与禾谷镰刀菌致病相关的候选效应分子。

继而进行 ＧＰＩ锚定蛋白的预测，发现有６３个为 ＧＰＩ锚定蛋
白，而６７０个为非ＧＰＩ锚定蛋白。真菌细胞壁上的 ＧＰＩ锚定
蛋白对真菌的黏附、形态转换和细胞壁合成有着重要的影响。

微生物的黏附是其致病性最重要的决定因素之一［１９－２０］，真菌

病原体被确定的黏附素很少，因此预测６７０个非 ＧＰＩ锚定蛋
白为候选效应因子。

利用ＣａｌＭｏｌＷｔ计算所有候选序列的半胱氨酸含量，将不
含半胱氨酸的序列排除之后，得到３３６个含有半胱氨酸残基
数量在１～２４个之间的蛋白序列。最后，将上述符合条件的
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氨基酸序列在ＮＣＢＩ数据库中利用 Ｂｌａｓｔｐ工具与非冗余蛋白
质数据库进行比对，找出那些与数据库中没有同源性的序列，

最终得到１２６个符合条件的候选效应分子。其中有１６个蛋
白序列在数据库中没有任何与之同源的序列，剩余的１１０个
除了与禾谷镰孢属的序列有同源性外，与其他物种都没有同

源性。将分泌蛋白进行信号肽酶识别位点的预测分析，结果

显示１１４个蛋白序列含有 ＳｐＩ型信号肽识别位点，７个含有
ＣＹＴ型信号肽识别位点，５个含有 ＳｐＩＩ型信号肽识别位点。
说明禾谷镰刀菌中的效应分子大部分是由ＳｐＩ型信号肽酶进
行识别的。

此外，还对２０种氨基酸在１２６个候选效应分子信号肽中
出现的频率进行了分析，得出丙氨酸的数量最多，含量最低的

是色氨酸。最后测得１２６个符合要求的禾谷镰刀菌候选效应
分子大多属于小型蛋白，其信号肽集中在１６～２０个氨基酸且
含有大部分的ＳｐＩ型信号肽识别位点。这些效应分子可能是
禾谷镰刀菌的致病因子。

本研究还对禾谷镰刀菌的４３３个公布的重叠群序列利用
ＬＴＲ－ＦＩＮＤＥＲ程序进行转座子查找分析，结果并没有发现转
座子的存在，该结果值得进一步研究分析。

通过一系列的筛选与分析，可以更好地从分子水平系统

地了解禾谷镰刀菌基因与蛋白质的结构与组成。并对进一步

研究禾谷镰刀菌与寄主植物之间的关系有一个更好的基础，

为今后研究其致病性以及其病源危害奠定基础。
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