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摘要　为明确黄单胞菌Xanthomonascampestrispv．raphani７５６C(Xcr)中存在的Ⅵ型分泌蛋白(Tss)数
量及其所具有的信号肽、保守 motif等信息以及该菌中 Tss与其他病菌中同源序列之间的遗传关系,利用关键

词对Xcr蛋白质数据库进行搜索,并对Xcr中 Tss氨基酸序列开展信号肽、跨膜结构域以及保守基序(motif)的
生物信息学分析,同时,对Xcr中所含有的 Tss与其他病原菌中同源序列之间的遗传关系进行分析.明确 Xcr
中存在３个 Tss,分别命名为 TssA、TssB、TssC,上述 Tss均含有高于５０％比例的a螺旋结构,均定位在细胞膜

上以及具有３个保守 motif,而就信号肽而言,仅 TssC含有明显的信号肽序列.Xcr中的 Tss与Xcc、Xca 等黄

单胞菌属病菌中的 Tss具有较近的亲缘关系.
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　　病原细菌与植物相互作用过程中,病原细菌为

了有效地侵染植物,可通过分泌系统将分泌蛋白输

入到寄主组织中,这些分泌蛋白作为效应分子具有

操控植物防卫反应的功能[１].
目前,在细菌中已经发现有７种分泌系统,包括

Ⅰ型分泌系统(typeⅠsecretionsystem,T１SS)到

Ⅶ型分泌系统(typeⅦsecretionsystem,T７SS)[２].
不同学者对植物细菌 T１SS[３]、Ⅱ型分泌系统[４Ｇ５],耶
尔森 菌 (Yersinia)[６]、绿 脓 杆 菌 (Pseudomonas
aeruginosa)[７]、志贺菌(Shigella)[８]的Ⅲ型分泌系

统[９Ｇ１０],以及对Ⅳ型分泌系统[１１]、Ⅴ型分泌系统[１２]

从其结构、功能、调控等方面进行了大量研究.Ⅵ型

分泌系统(TypeⅥsecretionsystem,T６SS)是２００６
年在人类致病细菌———霍乱弧菌(Vibriocholerae)
中发现的一种新的分泌系统[１３Ｇ１４],广泛存在于革兰

氏阴性细菌中[１５].国内外学者从分泌系统结构、生
物学功能与调控[１５]等方面对植物细菌 T６SS进行

了大量研究[１６Ｇ１７],已经初步明确植物青枯菌(RalＧ

stoniasolanacearum)[１８]、伤寒沙门菌(Salmonella
entericaserovarTyphi)[１９]等革兰氏阴性细菌T６SS
基因的功能.根据 T６SS各组分所具有的功能,可
将其分为四大类蛋白(结构蛋白、转位蛋白、分泌蛋

白以及辅助蛋白等[２]),然而对于上述分泌蛋白在致

病方面所发挥的作用尚不清楚.同样,对于可以引

起茄科蔬菜和十字花科蔬菜叶斑病、给全世界的经

济 产 生 重 大 损 失 的 黄 单 胞 菌 (Xanthomonas
campestrispv．raphani７５６C,Xcr)T６SS蛋白功能

的研究也鲜有报道[２０].
本研究通过对已完成基因组测序和蛋白功

能注释的 Xcr进行Ⅵ型分泌蛋白(typesixsecreＧ
tionprotein,Tss)的搜索,明确 Tss数量,同时,就

Tss的保守结构域、理化性质、保守基序,以及与

其他植物病原菌同源序列之间的遗传关系等开

展生物信息学分析,以期为进一步开展黄单胞菌

属中核桃细菌性黑斑病菌中 Tss的研究提供理

论参考.
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1　材料与方法

1.1　蛋白序列来源

在Xcr全基因组数据库中,通过输入“TypeⅥ
secretionprotein”、“T６SS”等关键词获取 Tss.
1.2　方　法

１)Tss中保守结构域分析.通过 SMART 网

站,对Xcr中 Tss具有的保守结构域进行预测分

析[２１].

２)Tss的疏(亲)水性、理化性质预测.利用

Protscale程序,对Xcr 中所含 Tss进行亲水性、疏
水性以及等电点、分子质量等进行预测[２１].

３)Tss的转运肽、信号肽预测.利用 TargetP
１．１预测蛋白质转运肽情况;利用SignalP４．１ServＧ
er,进行氨基酸信号肽的预测[２１].

４)Tss的高级结构、跨膜区结构分析.通过

PHD网站,对Xcr中所含 Tss二级结构、三级结构

等蛋白高级结构进行预测分析.通过 TMHMM 网

站,对Xcr中所含 Tss的跨膜结构域进行预测[２１].

５)Tss的亚细胞定位预测.通过 ProtCompB
网站,对Xcr中 Tss开展亚细胞定位预测[２１].

６)Tss的保守 motif分析.利用 MEME[２２],对

Xcr中所含 Tss进行保守 motif分析.

７)遗 传 关 系 分 析. 利 用 ClustalX[２１]、

MEGA６．０[２３]等对Xcr中所含 Tss的遗传关系进行分

析.

2　结果与分析

2.1　 Xcr 中 3 个 Tss 均具有跨膜结构域

通过对Xcr蛋白质数据库进行关键词搜索,获
得 了 ３ 条 蛋 白 序 列,其 登 录 号 分 别 为 WP_

０４３９２１５２３、WP_０４３９２２１６７、WP_０１４５０８１８６(表１);
同时,利用SMART在线分析,结果显示,上述３条

序列均具有跨膜结构域,数量分别为 １、５、３ 个

(图１).根据上述３条序列所含氨基酸的大小进行

排 序,分别将其命名为TssA、TssB、TssC(表１).
表１　黄单胞菌３个Ⅵ型分泌蛋白的基本信息

Table１　TheinformationofthreetypeⅥsecretionproteinsinXcr

分泌蛋白名称

Nameofsecretionproteins
获取方法 Accessmethod 蛋白登录号 AccessionID 氨基酸长度/aaAAlength

TssA 关键词搜索 Keywordssearch WP_０４３９２１５２３ ５６３
TssB 关键词搜索 Keywordssearch WP_０４３９２２１６７ ３７７
TssC 关键词搜索 Keywordssearch WP_０１４５０８１８６ １２９

　 　 此 外,通 过 TMHMM Serverv．２．０ 以 及

SMART预测分析,发现 TssA、TssB、TssC均含有

数量不等(１~５个)的跨膜结构域(图１),即 TssA
在 N端具有１个典型跨膜区,位置为１２~３４;TssB
则具有５个跨膜区,位置分别为４９~７１、８３~１０５、

１８６~２０８、２２０~２４２、２７７~２９９;TssC含有３个跨膜

区,位置分别为２０~４２、５７~７６、８８~１１０(图２).

图１　黄单胞菌中Ⅵ型分泌蛋白具有的保守结构域

Fig．１　Theconserveddomainofthree

typeⅥsecretionproteinsinXcr

2.2　Tss 的疏(亲)水性及理化性质

结果表明,Xcr中３个 Tss在疏(亲)水性位点

及数值方面均存在差异,其中,TssA 中４９４位的甘

氨酸(G)亲水性最强,预测数值为－１．９３７,而处于

７５位的脯氨酸(P)亲水性最弱,预测数值为２．２２６
(表２);TssB中位于３４０位的苏氨酸(T),其亲水性

最强,为－１．３５３,而位于２０１位的G,其亲水性最弱,

图２　黄单胞菌中Ⅵ型分泌蛋白具有的跨膜结构域

Fig．２　Thetransmembranedomainofthree
typeⅥsecretionproteinsinXcr

３４
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表２　黄单胞菌中Ⅵ型分泌蛋白亲水性和疏水性情况

Table２　Thehydrophobicandhydrophilicamino

acidresiduesituationofTssinXcr

项目Item TssA TssB TssC

疏水性最强的氨基酸残基

Mosthydrophobicaminoacidresidue
P G I

　所处位置 Position ７５ ２０１ ６４
　预测数值 Value ２．２２６ ２．６００ ２．２１６
亲水性最强的氨基酸残基

Mosthydrophilicaminoacidresidue
G T A

　所处位置 Position ４９４ ３４０ １１
　预测数值 Value －１．９３７ －１．３５３ －０．７８９
蛋白总平均亲水性

Grandaverageofhydropathicity
－０．０６８ ０．４２４ ０．５５２

为２．６００(表２);TssC中位于１１位的丙氨酸(A),其
亲水性最强,为－０．７８９,而位于６４位的异亮氨酸

(I),其亲水性最弱,为２．２１６(表２).
对上述３个 Tss的疏水性、亲水性数值进行统

计分析,结果显示,TssA、TssB、TssC的疏水性氨基

酸残基总和分别为１５１．０９９、２３３．４４３、８９．９９５,而亲

水性氨 基 酸 残 基 数 值 总 和 则 分 别 为 －１９７．１４０、

－６８．３６７、－８．４０８,上述结果表明,仅 TssA 为亲水

性蛋白,其他为疏水性蛋白.
此外,通过对Xcr中的３个 Tss进行理化性质

分析,结果显示,TssA 与 TssC在理论等电点方面

均大于７,均属于碱性蛋白,而 TssB则属于酸性蛋

白;同时,TssA与 TssC在不稳定系数方面均小于

４０,说明上述蛋白是稳定蛋白,而 TssB则属于不稳

定蛋白(表３).

表３　黄单胞菌３个Ⅵ型分泌蛋白的理化性质

Table３　ThephysicochemicalpropertyofthreetypeⅥsecretionproteinsinXcr

名称

Name
相对分
子质量

Molecular
weight

理论
等电点

Theoretical
pI

负电荷氨
基酸残基数

Totalnumber
ofnegatively

chargedresidues
(Asp＋ Glu)

正电荷氨基
酸残基数

Totalnumber
ofpositively

chargedresidues
(Arg＋ Lys)

分子式

Formula
原子数量

Total
number
ofatoms

半衰期/h
Estimated
halfＧlife

不稳定性
系数

Instability
index

脂肪族氨
基酸指数

Aliphatic
index

TssA ６２９６３．１ ９．２７ ５２ ６５ C２８７０H４５３０N７４４O８０６S１９ ８９６９ ３０ ３４．８８ ９７．７４
TssB ４０１０４．７ ４．８１ ２５ １８ C１７９７H２８４６N４５６O５２５S２７ ５６５１ ３０ ４１．９６ ９６．７９
TssC １３３３９．４ ７．７７ ８ ９ C５９３H９５６N１５８O１７６S７ １８９０ ３０ ２９．１６ １０３．０２

2.3　Tss 的转运肽及信号肽情况

结果表明,TssA 以及 TssC 均属于线粒体型

(表４);TssB没有确定出其定位情况,有待于今后通

过生物学试验进行研究.尽管 TssA 与 TssC 均定位

于分泌途径上,其预测概率不尽相同,后者概率较低,
仅为０．２~０．４,而前者预测概率则大于０．８(表４).

表４　黄单胞菌中Ⅵ型分泌蛋白中转运肽情况

Table４　ThetransitpeptideoftypeⅥsecretionproteinsinXcr

名称 Name
叶绿体型

Chloroplast
线粒体型

Mitochondrial
分泌途径

Secretorypathway
定位情况

Localization
预测概率/％
Possibility

TssA ０．０１４ ０．９９７ ０．０１０ 分泌途径 Secretorypathway ＞８０

TssB ０．０９０ ０．４０８ ０．５９８ — ＜２０

TssC ０．１４６ ０．６３２ ０．２５２ 分泌途径 Secretorypathway ２０~４０

　　此外,经信号肽预测,仅 TssC 含有信号肽序

列,切割位置位于３５~３６之间,其信号肽序列为

MKLNNQDIANARRTLKTIAYAVASVALFASＧ
GAALA;而 TssA 经 HMM 预测并未发现含有信

号肽,NN预测,其信号肽的切割位置位于３２~３３
之 间,其 信 号 肽 序 列 为 MRSPLFKTGMALＧ
CLLALALLTGLYLSSQLTLA;TssB则未发现明

显的信号肽序列.
2.4　Tss 的高级结构

Xcr中的 Tss均含有高于５０％比例的a螺旋结

构 ,３个Tss均含有跨膜螺旋结构(TMhelix)以及

图３　黄单胞菌中Ⅵ型分泌蛋白的二级结构分析

Fig．３　Thesecondarystructurecharacterof
typeⅥsecretionproteinsinXcr

４４
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无规卷曲;而对于 b转角结构,除 TssA 含有 b转角

外,其他２个均不具有该结构(图３).同时,对上述

Tss进行三级结构预测,结果显示,TssA 具有a螺

旋结构、b转角结构以及无规卷曲结构等,而 TssB、

TssC则 仅 具 有 a螺 旋 结 构 以 及 无 规 卷 曲 结 构

(图４).上述３个蛋白在模型尺寸上也不尽相同,

TssA、TssB、TssC在X、Y、Z３个坐标轴上的尺寸

分别为８５．２２３、６４．６７６、５９．８４６Å,５７．６４７、２６．８５７、

２９．１６３Å,３３．４１３、２５．０６８、６８．５８２Å(图４).

图４　黄单胞菌Ⅵ型分泌蛋白的三级结构特征

Fig．４　Thetertiarystructurecharacterofthreetype
ⅥsecretionproteinsinXcr

图５　黄单胞菌中Ⅵ型分泌蛋白保守motif分布情况

Fig．５　ThemotifofthreetypeⅥsecretionproteinsinXcr

2.5　Tss 的亚细胞定位分析

Xcr中的３个 Tss均定位于细胞膜上(表５),
上述预测结果与分泌蛋白行使其功能具有一致性.

表５　黄单胞菌中Ⅵ型分泌蛋白的亚细胞定位情况

Table５　Thesubcellularlocalizationoftype

ⅥsecretionproteinsinXcr

名称

Name
细胞质

Cytoplasmic
细胞膜

Membrane
分泌

Secreted
细胞周质

Periplasmic
TssA ０．００ ９．６８ ０．０５ ０．２８
TssB ０．０１ ９．９９ ０．００ ０．００
TssC ０．０２ ９．７５ ０．２２ ０．０１

2.6　Tss 的保守 motif 找寻

通过利用 MEME对Xcr中３个 Tss序列进行

motif找寻,分别获得３个保守的 motif,即Y(N/E)

NF(Q)D(G)L(I)T(E/A)T(S/N)M(G/A)R(W)

R、E(G)E(D)K(G)R(C/A)TA(H)M(R)W(V)、

M(V)G(C)T(M/G)FK(G/F)E(Q)D(P)L(I)N

(H)Q(G)(图５).３个 Tss所具有的３个 motif所

处的位置不尽相同,而 TssB与 TssC中所含的３个

motif排列顺序相对一致(图５).
2.7　Tss 的遗传关系分析

通过在 NCBI中对 Xcr 中３个 Tss序列进行

Blastp搜索,分别获得 TssA、TssB、TssC的同源序

列,对这些序列进行聚类分析.结果显示,就 Xcr
中３个 Tss之间的亲缘关系而言,TssA与 TssC亲

缘关系较近(图６),这与之前所开展的理化性质分

析、转运肽分析结果相吻合;就 Xcr 中每个 Tss与

其他物种同源序列之间的亲缘关系而言,TssA 与

Xcr中的 AEL０５０７９．１、野油菜黄单胞菌野油菜致

病变种(X．campestrispv．campestris,Xcc)中的

CEM５６９５６．１;TssC 与木薯细菌性叶斑病菌 (X．
cassavae,Xca)中的 WP_０３９４０７５２７．１之间的亲缘

关系较近;TssB与黄单胞菌(X．campestris)中的

WP_０４３９２２１６７．１、Xcr中的 AEL０７６６５．１之间的亲

缘关系较近(图６).

3　讨　论

本研究中 Tss的获得,是采用对Xcr已经注释

的蛋白数据库进行关键词搜索的方法进行,而未利

用模式生物中已知的 Tss进行 Blastp比对的方法

进行.这是由于,对同属于革兰氏阴性细菌的模式

生物———大肠杆菌,全基因组已经释放的 EscheＧ
richiacolistr．KＧ１２substr．MG１６５５、O１５７∶ H７
str．Sakai、IAI３９、O８３∶H１str．NRG８５７C、O１０４∶
H４str．２０１１CＧ３４９３、CFT０７３等菌株进行“TypeⅥ
secretionprotein”关键词搜索,并未发现上述 E．
coli含有 Tss蛋白.同时,以来自于 Escherichia
coli CAG ∶４ 的 Tss(蛋 白 质 登 录 号:WP_

００１５２５５３２．１)序 列 为 源 序 列,在 NCBI 中 进 行

Blastp比对,并未发现与X．campestris有关的蛋白

序列(数据未显示).
目前,已经有X．campestris的５个菌株(致病

变种)完成全基因组测序工作,包括 Xcr[２０]、X．
campestrispv．campestrisstr．ATCC３３９１３ (简写

为 ATCC３３９１３)、B１００、str．８００４以及 X．campesＧ
trispv．vesicatoriastr．８５Ｇ１０(简写为Xcv８５Ｇ１０).
利用 T３４６Hunter[２４]对上述菌株(致病变种)进行搜

索,除Xcv 含有 T６SS组分蛋白外,其他则不含有

T６SS组分蛋白(图７).通过对 Xcv８５Ｇ１０中存在

的编码 T６SS蛋白的基因进行梳理,发现共有２８个
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　Xcc８００４、Xca、Xc、Xva、Xcc、Xve、Xax、Xh、Xg、Xal、Xcca、Sm 分别为Xanthomonascampestrispv．campestrisstr．８００４、Xanthomonas

cassavae、Xanthomonascampestris、Xanthomonasvasicola、Xanthomonascampestrispv．campestris、Xanthomonasvesicatoria、XanＧ

thomonasaxonopodis、Xanthomonashortorum、XanthomonasgardneriATCC１９８６５、Xanthomonasalfalfae、Xanthomonascampestris

pv．cannabis、Stenotrophomonasmaltophilia等物种的缩写.Xcc８００４,Xca,Xc,Xva,Xcc,Xve,Xax,Xh,Xg,Xal,Xcca,SmisabbreviaＧ

tionsofXanthomonascampestrispv．campestrisstr．８００４;Xanthomonascassavae,Xanthomonascampestris,Xanthomonasvasicola,

Xanthomonascampestrispv．campestris,Xanthomonasvesicatoria,Xanthomonasaxonopodis,Xanthomonashortorum,Xanthomonas

gardneriATCC１９８６５,Xanthomonasalfalfae,Xanthomonascampestrispv．cannabis,Stenotrophomonasmaltophilia,respectively．

图６　不同黄单胞菌属中Ⅵ型分泌蛋白彼此之间的遗传关系

Fig．６　ThegeneticrelationshipsofthreetypeⅥsecretionproteinsinXcrcomparedwith
itshomologoussequencesfromotherspecies

基因,分属于３个不同的基因簇中(http://bacteriＧ
alＧvirulenceＧfactors．cbgp．upm．es/t３４６Data/public/

Xanthomonas_campestris_pv_vesicatoria_str_８５_

１０_chromosome_NC_００７５０８．html＃tVIss_ref),其
ID 分 别 为 XCV２１２０、 XCV２１２１、XCV２１２２、

XCV２１２４、XCV２１２５、XCV２１２６、XCV２１２７、XCV２１３３、

XCV２１３５、XCV２１３６、XCV２１３７、XCV２１３８、XCV２１３９、

XCV２１４３、XCV２１４７、XCV４２０８、XCV４２０９、XCV４２１０、

XCV４２１１、XCV４２１４、XCV４２１７、XCV４２３６、XCV４２３７、

XCV４２３８、XCV４２３９、XCV４２４１、XCV４２４２、XCV４２４３.

利用上述 T６SS蛋白序列,在 NCBI中对 Xcr 进行

Blastp 同 源 序 列 比 对 分 析,发 现 AEL０５２６０．１、

AEL０５７９０．１、AEL０５８７６．１、AEL０６０７２．１、AEL０６２４２．１、

AEL０７９１８．１、AEL０８３１５．１、AEL０８５４８．１、AEL０８５９１．１、

AEL０７５９２．１、AEL０８２７０．１、AEL０７１３１．１等１２个蛋白与

Xcv８５Ｇ１０中的 XCV２１４７、XCV２１３７以及 XCV２１２７、

XCV４２３６具有较高的同源性,然而,蛋白注释名称却

不是Ⅵ型分泌系统或Ⅵ型分泌蛋白.因此,Xcr 中

Tss数量是否仅有３个,有待于利用其他方法进一

步进行明确.上述研究工作为进一步开展同属于黄
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图７　黄单胞菌的５个菌株(致病变种)中所含T３SS、T４SS和T６SS情况

Fig．７　ThedistributionofT３SS,T４SSandT６SSinfiveisolatesbelongedtoX．campestris

单胞菌属的核桃细菌性黑斑病菌(X．campestris
pv．juglandis)的研究提供了诸多数据支持,同时,
也为利用比较基因组学深入解析上述病菌的 Tss
功能研究提供重要的理论依据.

Xcr可以侵染茄科、十字花科等诸多蔬菜,引起

植物叶斑病.本研究通过对 Xcr 全蛋白序列进行

关键词搜索,获得了３个Tss蛋白序列,并利用一系

列生物信息学分析工具,发现３个 Tss均具有跨膜

结构域,根据氨基酸大小,分别命名为 TssA、TssB、

TssC;仅 TssC具有典型的信号肽序列;同时,明确

Tss均含有较高比例的a螺旋结构;３个Tss均定位

在细胞膜上以及具有３个保守的 motif.此外,通过

对Xcr与其他植物病原菌中Tss的遗传关系分析,明
确其与Xcc、Xca等黄单胞菌属中的病菌具有较高的

同源序列,具有较近的亲缘关系.
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BioinformaticsanalysisoftypeⅥsecretionproteinsin
Xanthomonascampestrispv．raphani７５６C
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Abstract　Todeterminethetypes,signalpeptide,andconservedmotifofthetypeⅥsecretionproＧ
teins(Tss)inXanthomonascampestrispv．raphani７５６C(Xcr),andtoprovideanimportanttheoretiＧ
calguidanceforclarifyingtheTssoftheotherXanthomonaspathogen,TsssequenceofXcrfromthe
proteindatabaseswassearchedusingkeywords,andtheconserveddomainwassearchedusingSMART
online．Thesignalpeptide,transmembranedomainstructure,thetertiarystructureandconservedmotif
wereanalyzed．Meanwhile,thegeneticrelationshipswasanalyzedusingcomparativeTssinXcrandhoＧ
mologoussequencesofotherspecies．TherearethreeTssinXcr,namelyTssA,TssB,TssC,whichhave
morethan５０％helicalsecondarystructureandonlyTssCcontainsthetypicalsignalpeptidesequence．
Allthe３Tsspositionedintheplasmamembrane,andeachhas３conservedmotifs．Basedonthegenetic
analysisofTss,itissuggestedthatXccandXcaarecloselyrelatedtoXcr．

Keywords　 Xanthomonascampestrispv．raphani７５６C;typeⅥsecretion;typesixsecretionproＧ
tein;Xanthomonas
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