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　　摘要：猕猴桃溃疡病危害严重，影响猕猴桃的产量。对猕猴桃溃疡病菌１４个保守的Ⅲ型效应蛋白进行了功能域
预测分析，发现ＨｏｐＡＨ１属于糖基水解酶超级家族。搜索同源蛋白并结合进化树分析发现，ＨｏｐＡＨ１与丁香假单胞菌
番茄致病变种的效应蛋白亲缘关系较近，而与其他同源蛋白的亲缘关系相对较远。ＡｌｐｈａＦｏｌｄ２预测三维结构发现，
ＨｏｐＡＨ１具有糖基水解酶ＧＨ５家族典型的桶状结构。酶活性测定试验发现ＨｏｐＡＨ１不能水解槐树豆胶、羧甲纤维素
钠以及对硝基苯基－β－Ｄ半乳糖苷等３种底物，推测可能存在其他特异性底物。使用农杆菌介导的蛋白瞬时表达体
系在本氏烟中表达ＨｏｐＡＨ１，发现不能引起烟草细胞坏死。研究结果将为ＨｏｐＡＨ１的作用机制研究提供参考。
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　　猕猴桃富含维生素 Ｃ等多种营养物质，被誉为
“水果之王”，是重要的园艺经济作物［１］。猕猴桃溃

疡病危害严重，病原为丁香假单胞菌猕猴桃致病变

种（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｓｙｒｉｎｇａｅｐｖ．ａｃｔｉｎｉｄｉａｅ，Ｐｓａ）［２］。猕
猴桃溃疡病在我国猕猴桃产区普遍发生，特别是在

四川和陕西等猕猴桃主产区，发病率可达２０％，严
重影响了我国猕猴桃产量［３］。目前针对猕猴桃溃

疡病菌发病成灾机制的研究非常少，也加大了对其

采取有效防治措施的难度。因此，深入研究猕猴桃

溃疡病菌的致病机理，对制定猕猴桃溃疡病防治新

策略，进而有效地控制病害、提高猕猴桃产量具有

重要意义。

植物病原细菌利用Ⅲ型分泌系统将效应蛋白
导入寄主细胞，通过影响寄主免疫反应及多种生物
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学进程导致寄主感病［４］。据报道，在 Ｐｓａ中至少有
３０个效应蛋白可以通过Ⅲ型分泌系统进入寄主细
胞，并且一部分效应蛋白的功能已经被研究［５］。比

如，效应蛋白ＡｖｒＥ１和ＨｏｐＲ１被发现是 Ｐｓａ的２个
重要致病因子，二者缺失后均会严重影响 Ｐｓａ的致
病力［６］；效应蛋白 ＨｏｐＺ５是一个 ＹｏｐＪ家族的乙酰
转移酶，其酶活性是其触发本氏烟和拟南芥上的过

敏性坏死反应所必需的［７］；张晋龙等通过基因敲除

的方法获得了缺失１９个效应蛋白基因的 Ｐｓａ突变
体ΔＡＦＥＬＯＭ，致病性试验显示突变体 ΔＡＦＥＬＯＭ的
致病力完全丧失，表明这１９个效应蛋白在Ｐｓａ致病
过程中发挥了重要作用［８］；朱俏眉等发现敲除效应

蛋白基因 ＨｏｐＡＺ１后突变体的致病性显著上升，并
进一步鉴定到 ＨｏｐＡＺ１的 ２个互作蛋白 Ｃｐ１
和ＰＲ５［９］。

编码效应蛋白的基因在植物病原细菌与寄主

互作过程中往往受到选择压力而出现变异或缺失

等现象［４］。在Ｐｓａ中有１４个效应蛋白在猕猴桃溃
疡病菌的所有生物型中均存在，包括 ＡｖｒＤ１、ＡｖｒＥ１、
ＡｖｒＰｔｏ５、ＨｏｐＡＨ１、ＨｏｐＡＳ１、ＨｏｐＡＵ１、ＨｏｐＡＺ１、
ＨｏｐＤ１、ＨｏｐＮ１、ＨｏｐＱ１、ＨｏｐＲ１、ＨｏｐＳ２、ＨｏｐＹ１和
ＨｏｐＺ３，这种保守性暗示了它们可能在猕猴桃溃疡
病菌致病过程中发挥了关键作用［７］。然而绝大多

数效应蛋白的三维结构与生化功能尚不清楚，目前

仅有报道对 ＡｖｒＥ１、ＨｏｐＡＺ１和 ＨｏｐＲ１的功能开展
了相关研究。本研究通过生物信息学方法对猕猴

桃溃疡病菌的１４个保守效应蛋白的功能域进行了
预测，然后对 ＨｏｐＡＨ１的三维结构及其生化功能进
行了分析，以期为其致病机理的深入研究提供依据。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂
猕猴桃溃疡病菌株分离自江苏省南京市六合

区红阳猕猴桃园，保存于江苏省农业科学院植物保

护研究所植物细菌创新团队。试验于２０２３年７—
１１月在江苏省农业科学院植物保护研究所植物细
菌创新团队实验室完成。载体构建所用的菌株为

大肠杆菌ＤＨ５α；蛋白原核表达所用的菌株为大肠
杆菌ＢＬ２１（ＤＥ３），蛋白植物表达所用的菌株为农杆
菌ＧＶ３１０１。诱导细胞坏死试验使用４～６周的本氏
烟，温室培养条件为２５℃，光—暗比为１８ｈ—６ｈ。

载体构建所用的聚合酶与连接酶均购自南京

诺唯赞生物科技股份有限公司；抗生素和蛋白层析

柱、镍珠填充材料以及其他生化试剂（包括异丙

基－β－Ｄ－硫代半乳糖苷（ＩＰＴＧ）、乙酰丁香酮、槐
树豆胶、羧甲纤维素钠、对硝基苯基 －β－Ｄ半乳糖
等）均购自北京索莱宝科技有限公司；蛋白上样缓

冲液与蛋白分子量标准均购自上海碧云天生物技

术有限公司。

１．２　效应蛋白的功能域预测分析
使用ＮＣＢＩ的保守功能域数据库（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．

ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ／ｃｄｄ／ｗｒｐｓｂ．ｃｇｉ）搜索１４
个保守效应蛋白的氨基酸序列的保守结构域。

１．３　ＨｏｐＡＨ１的进化分析
在 Ｕｎｉｐｒｏｔ数据库（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｕｎｉｐｒｏｔ．ｏｒｇ／

ｂｌａｓｔ）中利用 ＢＬＡＳＴ搜索 ＨｏｐＡＨ１的同源蛋白，选
取同源性较高的蛋白用于进化树的构建。使用

ＭＥＧＡ７．０构建进化树。
１．４　ＨｏｐＡＨ１的三维结构预测及结构分析

利用ＡｌｐｈａＦｏｌｄ２（ｈｔｔｐｓ：／／ｇｉｔｈｕｂ．ｃｏｍ／ｇｏｏｇｌｅ－
ｄｅｅｐｍｉｎｄ／ａｌｐｈａｆｏｌｄ）预测 ＨｏｐＡＨ１的三维结构。通
过Ｄａｌｉ服务器（ｈｔｔｐ：／／ｅｋｈｉｄｎａ２．ｂｉｏｃｅｎｔｅｒ．ｈｅｌｓｉｎｋｉ．
ｆｉ／ｄａｌｉ／）在蛋白结构数据库（ｐｒｏｔｅｉｎｄａｔａｂａｎｋ，
ＰＤＢ）中进行同源结构搜索。使用 Ｐｙｍｏｌ软件对
ＨｏｐＡＨ１与其同源蛋白进行结构比对。
１．５　基因克隆与表达载体构建
１．５．１　ＨｏｐＡＨ１基因克隆　以猕猴桃溃疡病菌为模
板，扩增ＨｏｐＡＨ１基因片段。引物用ＢｉｏＭＸ２．７．１软
件设计（表１），ＰＣＲ条件为９５℃ ５ｍｉｎ；９４℃ ３０ｓ，
６０℃ ３０ｓ，７２℃ １ｍｉｎ３０ｓ，３４个循环；７２℃
８ｍｉｎ。使用ＯＭＥＧＡＣｙｃｌｅ－ｐｕｒｅｋｉｔ试剂盒按照说
明书纯化ＰＣＲ产物得到基因片段ＨｏｐＡＨ１。

表１　本研究使用的引物

引物名称 引物序列 （５′→３′）

４Ｔ－２－ＨｏｐＡＨ１－Ｆ ＧＧＡＴＣＣＣＣＡＧＧＡＡＴＴＣＣＣＡＴＧＧＴＣＧＡＧＧＡＣＧＴＡ

４Ｔ－２－ＨｏｐＡＨ１－Ｒ ＧＧＣＣＧＣＴＣＧＡＧＴＣＧＡＣＣＣＴＣＡＧＧＡＧＡＡＴＴＧＡＴＣＡＣＣ

ＰＢ－ＨｏｐＡＨ１－ＧＦＰ－Ｆ ＡＴＡＧＣＣＧＧＴＡＣＣＣＣＣＡＴＧＧＴＣＧＡＧＧＡＣＧＴＡ

ＰＢ－ＨｏｐＡＨ１－ＧＦＰ－Ｒ ＣＴＴＧＣＴＣＡＣＣＡＴＣＣＣＧＧＡＧＡＡＴＴＧＡＴＣＡＣＣ

１．５．２　原核表达载体构建　将基因片段 ＨｏｐＡＨ１
与载体ｐＧＥＸ－４Ｔ－２连接，连接反应体系为：基因
片段 ３μＬ，载体２μＬ，２×Ｕｎｉｃｌｏｎｅｓｅａｍｌｅｓｓ５μＬ，
５０℃ 连接１５ｍｉｎ。随后将得到的产物转化至大肠
杆菌ＤＨ５α中，４２℃热击９０ｓ，３７℃摇床培养２ｈ，
涂ＬＢ（氨苄青霉素５０μｇ／ｍＬ）平板，取单菌落进行
ＰＣＲ验证。将验证正确的菌落用 ＬＢ（氨苄青霉素
５０μｇ／ｍＬ）液体培养基在３７℃摇床中培养，按照天

—２２１— 江苏农业科学　２０２４年第５２卷第１２期



根生化科技（北京）有限公司的质粒小提中量试剂

盒说明书提取质粒后测序验证。

１．５．３　植物表达载体构建　将基因片段 ＨｏｐＡＨ１、
ＸｏｐＮ与载体 ｐＢＩＮ－ＧＦＰ连接，转化至大肠杆菌
ＤＨ５α，涂ＬＢ（卡那霉素５０μｇ／ｍＬ）平板，３７℃培养
１２ｈ后，挑选单菌落进行 ＰＣＲ验证，将验证正确的
单菌落再培养并按照天根生化科技（北京）有限公

司的质粒小提中量试剂盒说明书提取质粒后测序

验证。

１．６　蛋白表达与纯化
将构建好的原核表达载体转入大肠杆菌 ＢＬ２１

（ＤＥ３）中，４２℃热击 ９０ｓ后涂 ＬＢ（氨苄青霉素
５０μｇ／ｍＬ）平板。挑取单菌落用 ＬＢ（氨苄青霉素
５０μｇ／ｍＬ）液体培养基培养至 Ｄ６００ｎｍ为０．６～０．８，
然后加入０．３ｍｍｏｌ／ＬＩＰＴＧ在２０℃条件下培养８～
１０ｈ。４℃５０００ｒ／ｍｉｎ条件下离心５ｍｉｎ收集大肠
杆菌菌体，并用提前预冷的 ｄｄＨ２Ｏ和１×ＰＢＳ分别
在上述条件下清洗 １次并收集菌体。将菌体用
１０ｍＬ１×ＰＢＳ重新悬浮后用细胞破碎仪３００Ｗ破
碎 ３０ｍｉｎ，将超声破碎后的菌液用离心机离心
２０ｍｉｎ，离心条件为４℃、８５００ｒ／ｍｉｎ，收集上清液。
将上清液流过装有谷胱甘肽琼脂糖树脂的亲和层

析柱富集 ＨｏｐＡＨ１，用洗脱缓冲液（５０ｍｍｏｌ／Ｌ
Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ、２００ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ、５ｍｍｏｌ／Ｌ谷胱甘肽）
对富集蛋白的琼脂糖珠进行洗脱。洗脱后的含有

ＨｏｐＡＨ１的蛋白溶液用考马斯亮蓝染色法验证。
１．７　农杆菌转化与烟草瞬时表达外源基因

将含有ＰＢ－ＨｏｐＡＨ１－ＧＦＰ、ＰＢ－ＸｏｐＮ－ＧＦＰ、
ＰＢ－ＧＦＰ的质粒分别加入农杆菌 ＧＶ３１０１中混匀，
依次于冰上静置５ｍｉｎ、液氮静置５ｍｉｎ、３７℃水浴
５ｍｉｎ、冰浴５ｍｉｎ。在２８℃摇床中复苏２～３ｈ，涂
ＬＢ（卡那霉素５０μｇ／ｍＬ、利福平５０μｇ／ｍＬ）平板并
放入２８℃培养箱培养２～３ｄ。

从ＬＢ平板上挑取含有 ＰＢ－ＨｏｐＡＨ１－ＧＦＰ、
ＰＢ－ＸｏｐＮ－ＧＦＰ、ＰＢ－ＧＦＰ的 ＧＶ３１０１单菌落，用
ＬＢ液体培养基２８℃培养至 Ｄ６００ｎｍ为２．０。将培养
好的菌液５０００ｒ／ｍｉｎ离心３ｍｉｎ收集菌体，用烟草
缓冲液（含 １０ｍｍｏｌ／ＬＭＥＳ、１０ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２、
２００μｍｏｌ／Ｌ乙酰丁香酮，ｐＨ值为５．６）清洗２次并
收集菌体，再用烟草缓冲液重新稀释菌体至 Ｄ６００ｎｍ
为０．６。将稀释好的农杆菌菌液用无针头的一次性
注射器缓慢打入烟草叶片，将注射好的叶片放入

２８℃ 温室中培养４８ｈ。

１．８　蛋白提取与免疫印迹检测
将培养４８ｈ的注射 ＰＢ－ＨｏｐＡＨ１－ＧＦＰ、ＰＢ－

ＸｏｐＮ－ＧＦＰ、ＰＢ－ＧＦＰ烟草分别收集，用液氮迅速
冷冻并用研钵研磨成粉末状，加入含有１ｍＬ蛋白
裂解液和１０μＬ蛋白酶抑制剂的离心管中，涡旋混
匀，４℃、２００００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，将上清液吸出再
重复１次，放入－８０℃保存。

将８０μＬ蛋白和２０μＬＳＤＳ蛋白上样缓冲液，
在１００℃下反应５ｍｉｎ，冰上放置２ｍｉｎ，取２０μＬ蛋
白用 １２％ＳＤＳ－ＰＡＧＥ凝胶进行电泳检测，电压
８０～１３０Ｖ，电泳时间１００ｍｉｎ。电泳结束后将胶取
出，从负极开始将海绵、滤纸、胶、ＰＶＤＦ膜（甲醇浸
泡）、滤纸、海绵按照顺序放入夹板，８０Ｖ转膜３ｈ。
转膜结束后，将膜正面朝上用含有４％脱脂奶粉的
ＴＢＳＴ（三羟甲基氨基甲烷盐酸盐）封闭４０ｍｉｎ，后用
ＴＢＳＴ清洗３次，每次５ｍｉｎ。加入 ＧＦＰ抗体避光孵
育２ｈ，再用ＴＢＳＴ清洗３次，每次５ｍｉｎ。用全自动
化学发光分析仪观察结果。

１．９　β－１，４－葡聚糖酶活性检测
将纯化的蛋白 ＨｏｐＡＨ１与底物 ０．５％槐树豆

胶、１％羧甲基纤维素钠、５ｍｍｏｌ／Ｌ对硝基苯基 －
β－Ｄ半乳糖苷进行反应，反应体系 ３００μＬ：
５０ｍｍｏｌ／ＬｐＨ值为７．４的磷酸钠缓冲液、０．５ｍｏｌ／Ｌ
ＮａＣｌ、底物、１５μＬＨｏｐＡＨ１；３７℃孵育 １ｈ后加入
３００μＬ显色剂，１００℃显色５ｍｉｎ。

２　结果与分析

２．１　１４个保守Ｔ３ＳＥ的功能域预测分析
用ＮＣＢＩ保守功能域数据库对Ｐｓａ的１４个保守

Ⅲ型效应蛋白的功能域进行预测，发现有６个效应
蛋白具有已知的功能域结构，而在另外８个效应蛋
白中并未发现已知的功能域结构。其中ＨｏｐＡＨ１属
于糖基水解酶超级家族；ＨｏｐＡＳ１属于 ＡＴＰ酶类超
级家族；ＨｏｐＺ３属于 ＹｏｐＪ类丝氨酸／苏氨酸乙酰转
移酶；ＨｏｐＮ１属于 Ｃ５８肽酶类超级家族；ＨｏｐＹ１属
于ＨｒｐＡ＿ｐｉｌｉｎ超级家族；ＨｏｐＱ１属于核苷水解酶超
级家族（表２）。据网址ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｃａｚｙｐｅｄｉａ．ｏｒｇ／
ｉｎｄｅｘ．ｐｈｐ／Ｇｌｙｃｏｓｉｄｅ＿Ｈｙｄｒｏｌａｓｅ＿Ｆａｍｉｌｉｅｓ显示，糖基
水解酶超级家族（ｇｌｙｃｏｓｙｌｈｙｄｒｏｌａｓｅｓｓｕｐｅｒｆａｍｉｌｙ，
ＧＨｓ）拥有１７４个家族（ＧＨ１～ＧＨ１７４），包含几丁质
酶、纤维素酶、木聚糖酶、木葡聚糖酶等成员。ＧＨｓ
的不同家族成员具有不同的酶活特性与底物特异

性，并且已经发现ＧＨｓ的多个家族成员是病原菌的
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表２　猕猴桃溃疡病菌中１４个保守效应蛋白功能域预测

效应蛋白 预测保守功能域

ＨｏｐＡＺ１ 无

ＡｖｒＰｔｏ５ 无

ＨｏｐＡＨ１ 糖基水解酶超级家族

ＨｏｐＲ１ 无

ＨｏｐＡＳ１ ＡＴＰ酶类超级家族

ＨｏｐＺ３ ＹｏｐＪ类丝氨酸／苏氨酸乙酰转移酶

ＡｖｒＥ１ 无

ＨｏｐＮ１ Ｃ５８肽酶类超级家族

ＨｏｐＳ２ 无

ＨｏｐＹ１ ＨｒｐＡ＿ｐｉｌｉｎ超级家族

ＨｏｐＱ１ 核苷水解酶超级家族

ＨｏｐＤ１ 无

ＡｖｒＤ１ 无

ＨｏｐＡＵ１ 无

重要致病因子［１０］。虽然ＨｏｐＡＨ１属于ＧＨｓ，但是其
具体功能目前并不清楚；因此，接下来对ＨｏｐＡＨ１的
三维结构及生化功能展开研究。

２．２　ＨｏｐＡＨ１的进化分析
为了分析ＨｏｐＡＨ１的进化关系，首先在 Ｕｎｉｐｒｏｔ

数据库中利用ＢＬＡＳＴ搜索了ＨｏｐＡＨ１的同源蛋白，
并从中选取了同源性最高的２３个蛋白用于进化树
的构建。用于分析的２３个 ＨｏｐＡＨ１同源蛋白来源
于不同种类微生物，包括多种芽孢杆菌、血杆菌、青

枯菌等，且大多数被报道为 ＧＨ５家族的纤维素酶。
进化树结果显示，ＨｏｐＡＨ１与丁香假单胞菌番茄致病
变种的效应蛋白 ＨｏｐＡＨ１、ＨｏｐＡＨ２－１、ＨｏｐＡＨ２－２
的亲缘关系最近，处在同一个大的进化分支上（图

１）。而ＨｏｐＡＨ１与其他同源蛋白的亲缘关系相对
较远（图１），暗示了它们虽然都属 ＧＨｓ家族，但是
在功能上可能出现了分化。

—４２１— 江苏农业科学　２０２４年第５２卷第１２期



２．３　ＨｏｐＡＨ１的三维结构预测及分析
为了分析 ＨｏｐＡＨ１的三维结构，利用 Ａｌｐｈａ

Ｆｏｌｄ２对其三维结构进行了预测。ＨｏｐＡＨ１的三维
结构中包含了８个α螺旋与８个 β折叠，其中８个
β折叠组成的桶状结构被８个 α螺旋包围在中间
（图２），而这种桶状结构正是ＧＨ５家族蛋白的典型
结构特征。通过分析结构，发现 ＨｏｐＡＨ１的９３Ｅ和
１９４Ｅ很可能是它的酶活催化位点。以 ＨｏｐＡＨ１的
三维结构为对象，通过蛋白同源结构搜索服务器

Ｄａｌｉ在蛋白结构数据库（ＰＤＢ）中进行搜索，发现多
个与ＨｏｐＡＨ１结构类似的蛋白。选取Ｚ分数＞１５．０
（Ｚ分数越高，表示二者结构越相似）的蛋白结构进
行分析，发现大多数蛋白被注释为纤维素酶（表３）。

表３　ＨｏｐＡＨ１在Ｄａｌｉ服务器检索的蛋白数据库（ＰＤＢ）中的同源结构（Ｚ分数＞１５．０）

序号 ＰＤＢ编号 Ｚ分数 标准误差
匹配序列长度

（ａａ）
蛋白序列长度

（ａａ）
序列相似度

（％） ＰＤＢ描述

１ １ｗｋｙ－Ａ ２０．１ ２．３ ２０９ ４４６ ２０ 内切－β－１，４－甘露醇酶

２ ７ｖｔ４－Ａ １８．３ ２．５ ２１０ ４３８ １５ 内切葡聚糖酶

３ ６ｒ２ｊ－Ｂ １８．２ ２．８ ２１４ ３３０ １５ 内切－β－１，４－葡聚糖酶

４ ４ｖ２ｘ－Ａ １８．１ ２．４ ２１４ ５３４ １３ 内切－β－１，４－葡聚糖酶

５ ６ｄ２ｗ－Ａ １８．０ ２．８ ２２３ ６８７ １８ 芳基磷酸－β－Ｄ－葡萄糖苷酶

６ １ｖｊｚ－Ａ １７．６ ２．５ ２０９ ３２５ １１ 内切葡聚糖酶

７ ６ｊｙｚ－Ａ １７．２ ２．６ ２１１ ４５５ １７ 预测分泌性内切糖脂酶

８ ５ｄｖｇ－Ａ １７．２ ２．５ ２１０ ４５０ １５ 预测分泌性内切糖脂酶

９ ５ａｋ１－Ａ １７．０ ２．８ ２０４ ８４２ １３ 碳水化合物结合家族

１０ ２ｚｕｎ－Ｂ １７．０ ２．８ ２１７ ３７９ １８ 内切１，４－β－葡聚糖酶

１１ ３ｚｍｒ－Ａ １６．８ ２．７ ２１７ ４６９ １７ 纤维素酶

１２ ５ａ８ｍ－Ａ １６．２ ３．０ ２１３ ３３７ １５ 预测保留型Ｂ－糖苷酶

１３ ６ｚｂ８－Ｂ １６．１ ２．９ ２０８ ３７０ １４ 外切－β－１，３－葡聚糖酶

１４ ６ｔｎ６－Ａ １６．０ ２．９ ２１６ ４６５ １４ 内切－１，４－β－甘露糖苷酶

１５ ８ａｇ９－Ａ １６．０ ３．０ ２１１ ３３５ １４ 内切葡聚糖苷酶

１６ ７ｂｏｂ－Ａ １５．５ ２．９ ２１０ ５６４ １３ 内切－β－甘露聚糖酶

１７ ５ｊｖｋ－Ａ １５．４ ３．５ ２１３ ４９０ １４ 功能未鉴定蛋白

１８ １ｇ０ｃ－Ａ １５．３ ３．２ ２１６ ３５８ １４ 内切葡聚糖酶

１９ ５ｂｘ９－Ａ １５．３ ３．４ ２１６ ４１４ １３ 糖苷水解酶家族

２０ ８ｄ８９－Ａ １５．１ ２．９ ２０２ ３８２ １５ 糖苷水解酶家族

　　将ＰＤＢ中结构最相似的４个蛋白（ＰＤＢ编号分
别为１ｗｋｙ、７ｖｔ４、６ｒ２ｊ、４ｖ２ｘ）与ＨｏｐＡＨ１进行结构比对
分析，发现它们均表现出桶状结构，并且酶活催化位

点在结构上的位置也完全一致（图３）。上述比对结
果表明，ＨｏｐＡＨ１可能与这４个蛋白具有类似的酶活
特性与作用底物，其中１ｗｋｙ为嗜碱芽孢杆菌产生的
碱性甘露聚糖酶；７ｖｔ４为黄山美氏藻产生的 ＧＨ５家
族内切 β－１，４－葡聚糖酶；６ｒ２ｊ为施氏假单胞菌

Ａ１５０１产生的 ＧＨ５＿５家族内切葡聚糖酶；４ｖ２ｘ为耐
盐芽孢杆菌产生的内切β－１，４－葡聚糖酶［１１－１４］。

２．４　ＨｏｐＡＨ１的蛋白表达、纯化及酶活性分析
为了验证ＨｏｐＡＨ１的β－１，４葡聚糖酶活性，将

经过谷胱甘肽琼脂糖树脂纯化的 ＨｏｐＡＨ１通过
ＳＤＳ－ＰＡＧＥ凝胶电泳分离并用考马斯亮蓝染色法
进行验证，蛋白条带大小约为５５ｋｕ，与 ＨｏｐＡＨ１预
测大小基本一致（图４－Ａ）。将纯化后并且分子量
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大小正确的ＨｏｐＡＨ１进行 β－１，４葡聚糖酶活性分
析，选取了 ０．５％槐树豆胶、１％羧甲基纤维素钠、
５ｍｍｏｌ／Ｌ对硝基苯基－β－Ｄ半乳糖苷３种底物分

别与ＨｏｐＡＨ１进行反应［１５－１６］。结果表明，与阳性对

照相比，上述３种底物均没有被 ＨｏｐＡＨ１水解（图
４－Ｂ）。

２．５　ＨｏｐＡＨ１诱导烟草细胞坏死能力分析
为了验证 ＨｏｐＡＨ１是否会引起植物的细胞坏

死，首先构建了植物表达载体：ｐＢＩＮ－ＨｏｐＡＨ１－
ＧＦＰ、ｐＢＩＮ－ＸｏｐＮ－ＧＦＰ、ｐＢＩＮ－ＧＦＰ，并转化至农
杆菌 ＧＶ３１０１。以 ＧＦＰ作为阴性对照，已知可以引
起植物细胞坏死的 ＸｏｐＮ－ＧＦＰ作为阳性对照［１７］。

将上述农杆菌注射４～６周烟草叶片，注射后４８ｈ
观察结果。结果表明，瞬时表达 ＨｏｐＡＨ１－ＧＦＰ后
烟草叶片无明显变化，与阳性对照 ＸｏｐＮ－ＧＦＰ相
比，ＨｏｐＡＨ１－ＧＦＰ没有引起烟草细胞坏死（图５－
Ａ）。免疫印迹检测结果显示 ＨｏｐＡＨ１－ＧＦＰ、

ＸｏｐＮ－ＧＦＰ、ＧＦＰ在烟草中均已表达（图５－Ｂ）。
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３　讨论与结论

效应蛋白在调控寄主免疫和细菌致病性中发

挥关键作用［４］。探明效应蛋白的三维结构与生化

功能，对解析病菌致病性具有重要意义。然而，目

前在猕猴桃溃疡病菌中仍有许多效应蛋白的三维结

构与生化功能尚不清楚。本研究通过深入分析猕

猴桃溃疡病菌中１４个保守效应蛋白，发现６个效应
蛋白具有已知的功能域结构，可为后续深入研究效

应蛋白的作用与机制提供线索。

本研究发现，ＨｏｐＡＨ１属糖基水解酶超级家族，
进一步通过 ＡｌｐｈａＦｏｌｄ２预测发现 ＨｏｐＡＨ１的三维
结构表现ＧＨ５家族典型的桶装结构，并且具有保守
的酶活催化位点。但是酶活性分析发现 ＧＨ５并不
能水解常见的槐树豆胶、羧甲基纤维素钠、对硝基

苯基－β－Ｄ半乳糖苷等３种底物。ＨｏｐＡＨ１的进
化分析结果表明，其除了与丁香假单胞菌番茄致病

变种的效应蛋白亲缘关系较近外，与其他同源蛋白

的亲缘关系相对较远。因此，推测 ＨｏｐＡＨ１虽然具
有ＧＨ５家族典型的桶装结构，但是很可能具有较强
的底物特异性。

糖基水解酶家族成员作为病菌的效应蛋白通

常在细胞外发挥功能，并且往往会触发植物的细胞

坏死［１０］。ＨｏｐＡＨ１作为效应蛋白被猕猴桃溃疡病
菌导入植物细胞内行使功能，这在糖基水解酶家族

成员中鲜有报道。在本氏烟中瞬时表达ＨｏｐＡＨ１并
不能引起烟草细胞的坏死，表明 ＨｏｐＡＨ１与胞外糖
基水解酶的作用机制可能存在区别。下一步将鉴

定 ＨｏｐＡＨ１的作用底物以及互作蛋白，以期解析
ＨｏｐＡＨ１的作用机制。
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