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摘要　为深入了解希金斯炭疽菌中化合物酶类蛋白(CAZymes)的功能,以前期获得的２３８个 CAZymes为

研究对象,对其进行理化性质预测分析,结果表明,近２/３的蛋白理论等电点小于６,属于酸性蛋白,同时,通过随

机数软件对上述蛋白进行１０％抽样分析,明确了不同理论等电点类别的分泌蛋白所具有的分子质量、分子式、

半衰期、不稳定性系数、脂肪族氨基酸指数、总平均亲水性等理化性质.
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　　碳水化合物酶类(CAZymes,carbohydrateＧacＧ
tiveenzymes)蛋白,是植物病原菌侵染过程中突破

寄主细胞第一道屏障———植 物 细 胞 壁 的 关 键 因

素[１].随着大量植物病原菌基因组测序的完成,通
过比较基因组学分析病原菌的寄生性与基因组变异

的关系已经成为研究热点[２].近些年来,碳水化合

物结构(功能)活性酶类数据库 (CAZy,carbohyＧ
drateＧactiveenzymesdatabase)的建立[３]极大地推

进了国内外学者对于植物病原菌胞外酶细胞壁降解

酶活性基因的注释与聚类分析工作[４Ｇ５],通过对不同

营养类型的植物病原真菌 CAZymes蛋白进行深入

解析[６],明确非活体营养型植物病原菌基因组较活

体营养型病原菌具有更多的CAZymes,该研究为深

入探索不同营养型植物病原菌的侵染机制打下坚实

的理论基础.
作为非活体营养型病原菌之一的希金斯炭疽菌

(又称希金斯刺盘孢)(Colletotrichumhigginsanum
Sacc．),可以侵染菜心、萝卜、小油菜以及大白菜、结
球甘蓝、羽衣甘蓝等十字花科蔬菜,从而造成上述植

物发生炭疽病.炭疽病作为植物病害中可以造成重

大经济损失的一大类重要世界性真菌病害之一[７Ｇ９],
严重地影响着世界各国各种农林作物的健康生长,
严重地影响着各地的经济生产活动.在我国,广大

种植菜心地区,由C．higginsanum 侵染菜心引起的

菜心炭疽病,对广东等菜心种植地区的菜心产量及

品质产生了重大影响,也造成了较大的经济损失,是
菜心上最常见的真菌病害之一[１０Ｇ１１].学术界对希金

斯炭疽菌的研究主要集中在效应分子预测以及相关

基因功能的解析方面[１２].
根据国内外学者的最新研究成果,以涵盖木质

纤维素降解所需要的相关酶类进行分类,CAZymes
主要分为糖苷水解酶、糖基转移酶、多糖裂解酶、碳
水化合物酯酶、辅助酶类家族以及碳水化合物绑定

结构等六大类[１].截至２０１６年８月２７日,CAZy
数据库中涉及上述类别酶的家族分别有１３５、１００、

２４、１６、１３、８０个.
前期,本研究小组基于希金斯炭疽菌全基因组

序列,利用一系列相关生物信息学分析工具,明确该

菌中含有６５８个分泌蛋白[１３],后续通过 CAZymes
AnalysisToolkit(http://cricket．ornl．gov/cgiＧbin/

cat．cgi)分 析,明 确 上 述 蛋 白 中 含 有 ２３８ 个

CAZymes[１４],然而,对于上述蛋白的理化性质以及

功能解析一直缺少较为深入的后续研究报道.基于

此,本研究通过对上述 CAZymes蛋白的理化性质

进行分析,以期为深入开展该菌 CAZymes的功能

研究打下坚实的基础.
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1　材料与方法

1.1　希金斯炭疽菌 CAZymes 蛋白序列来源

前期所获得的２３８个CAZymes蛋白[１４].
1.2　用于后续蛋白分析的确定规则

利用随机数形成软件,根据上述 CAZymes蛋

白的ID号,对其不同类别蛋白分别进行１０％的随

机抽样选择,用于后续蛋白的深入分析.
1.3　CAZymes 理化性质预测及分析

利用蛋白质数据库(http://www．expasy．ch/

tools/protparam．html)[１５]对上述CAZymes蛋白的

等电点、分子质量及氨基酸组成、脂肪族氨基酸指数

等理化性质进行解析.

2　结果与分析

2.1　CAZymes 蛋白理论等电点

对希金斯炭疽菌中２３８个CAZymes蛋白所具

有的理论等电点(theoreticalisoelectricpoint,pI)数
值进行排序分析,明确上述蛋白pI值最低为３．４３,
最高为９．７７.接下来,以０．５０为一个间隔单位,对
上述蛋白进行归类分析,明确位于４．５１~５．００的蛋

白最为集中,数量也最多,为 ５８ 个,所占比例为

２４．３７％,其次,集中在５．０１~５．５０、５．５１~６．００,因
此,进一步对位于上述区间的蛋白数据进行分析,明
确位于３．４３~６．００的 CAZymes蛋白数量为１５４
个,所占比例高达６４．７１％,说明近２/３的CAZymes
蛋白理论等电点小于６．０;此外,明确pI高于８．００

的 CAZymes 蛋 白,数 量 为 ４８ 个,所 占 比 例 为

１５．１３％,而位于６．００~８．００的 CAZymes蛋白的数

量为３６个,所占比例为２０．１７％(图１).
2.2　具有不同酸碱度的 CAZymes 蛋白理化性质

依据理论等电点所处的酸碱度范围不同,进一

步利用随机数形成软件,对希金斯炭疽菌中２３８个

CAZymes蛋白分别进行１０％的随机抽样选择,获
得用于后续研究的蛋白基本信息(表１).

在１５个酸性蛋白(pI值位于３．４３~６．００)中,仅
有２个为假定蛋白(hypotheticalprotein),所占比例

为１３．３３％,其余１３个蛋白均有所预测的功能,分别

为LysM 结构域包含的蛋白(LysMdomainＧcontaiＧ
ningprotein)、kelch 结构域包 含 蛋 白 (kelchdoＧ
mainＧcontainingprotein)、糖基水解酶家族７６(glyＧ
cosylhydrolasefamily７６)、核酸内切酶/核酸外切

酶/磷 酸 酶 (endonuclease/exonuclease/phosphaＧ
tase)、糖基水解酶家族４３(glycosylhydrolasefamiＧ
ly４３)等;在４个中性蛋白(pI值位于６．０１~８．００)
中,所预测的功能则涉及糖基水解酶家族７(glycoＧ
sylhydrolasefamily７)、坏死诱导蛋白(necrosisinＧ
ducingprotein)、多聚半乳糖(polygalacturonase)、
内切葡聚糖酶(endoglucanase);在５个碱性蛋白(pI
值位于８．０１~８．００)中,所预测的功能涉及果胶裂解

酶(pectatelyase)、果 胶 裂 解 酶 PelＧ３４K(pectate
lyasePelＧ３４K)、纤维素酶(cellulosomeenzyme)、糖
基水解酶家族 １０(glycosylhydrolasefamily１０)
(表１).

图１　希金斯炭疽菌中２３８个CAZymes蛋白理论等电点的分布情况

Fig．１　Thedistributionofisoelectricpointfrom２３８CAZymesinC．higginsanum

７４
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表１　希金斯炭疽菌中不同酸碱度CAZymes蛋白的基本信息

Table１　BasicinformationofCAZymeswithdifferentpHinC．higginsanum

分泌蛋白类型

Secreted
proteinspecies

数量

Num．
序号

No．
蛋白 GI

ProteinGI

理论等电点pI值

Theoreticalisoelectric
point

预测功能

Predictionfunction

酸性蛋白

Acidicprotein
１５

１ CH０６３_０４３２３ ４．４２
结构域包含的蛋白

LysM DomainＧcontainingproteinLysM

２ CH０６３_０９９４３ ４．５０ 假定蛋白 Hypotheticalprotein

３ CH０６３_０６８８６ ４．５３ 枯草菌溶素 SubtilisinCarlsberg

４ CH０６３_０４０３５ ４．６２ 糖基水解酶家族７６Glycosylhydrolasefamily７６

５ CH０６３_０７７９２ ４．６７
核酸内切酶/核酸外切酶/磷酸酶

Endonuclease/exonuclease/phosphatase

６ CH０６３_０２８５６ ４．７９ 氧化还原酶 GMCOxidoreductaseGMC

７ CH０６３_０５７４３ ４．９１ 假定蛋白 Hypotheticalprotein

８ CH０６３_００８４５ ５．０７ αＧ葡萄糖醛酸酶 AαＧGlucuronidaseA

９ CH０６３_０１９２６ ５．１１
结构域包含蛋白

KelchdomainＧcontainingproteinkelch

１０ CH０６３_０６７３４ ５．１６ 海藻糖酶 Trehalase

１１ CH０６３_０８００７ ５．１７
胆碱氧化还原酶

GlucoseＧmethanolＧcholineoxidoreductase

１２ CH０６３_０５４７４ ５．２５ 碱性蛋白酶 Alkalineproteinase

１３ CH０６３_１４９４５ ５．３１ 糖基水解酶家族４３Elycosylhydrolasefamily４３

１４ CH０６３_０９４３７ ５．６３ 内切葡聚糖酶Ｇ６BEndoglucanaseＧ６B

１５ CH０６３_０５２４４ ５．７９ 过敏原 AspF７AllergenAspF７

中性蛋白

Neutralprotein
４

１６ CH０６３_１２００８ ６．１８ 糖基水解酶家族７Glycosylhydrolasefamily７

１７ CH０６３_１０６８０ ６．３５ 坏死诱导蛋白 Necrosisinducingprotein

１８ CH０６３_０８２０２ ６．９２ 多聚半乳糖 Polygalacturonase

１９ CH０６３_０７４５１ ６．９４ 内切葡聚糖酶 Endoglucanase

碱性蛋白

Basicprotein
５

２０ CH０６３_００２２４ ８．０４ 假定蛋白 Hypotheticalprotein

２１ CH０６３_０７３６８ ８．６７ 果胶裂解酶 Pectatelyase

２２ CH０６３_０６２１１ ８．７４ 果胶裂解酶 PelＧ３４KPectatelyasePelＧ３４K

２３ CH０６３_００１８４ ８．７６ 纤维素酶 Cellulosomeenzyme

２４ CH０６３_１０５８７ ９．４９ 糖基水解酶家族１０Glycosylhydrolasefamily１０

　　同时,对上述２４个 CAZymes蛋白的相对分子

质量、分子式等理化性质进行进一步分析,结果

表明:
(１)就所预测的 CAZymes蛋白所具有的不稳

定系数而言,上述蛋白中除 GI号为CH０６３_０４３２３、

CH０６３_０９９４３、CH０６３_０５７４３、CH０６３_１４９４５、

CH０６３_０５２４４、CH０６３_０７４５１、CH０６３_００２２４的蛋

白为不稳定性蛋白外,其他均为稳定性蛋白(表２);
(２)就所预测的 CAZymes蛋白所具有的脂肪

族氨基酸指数(Ai)而言,Ai指数可以作为评价蛋白

质热稳定性的一个指标,该数值越高,表明蛋白质的

热稳定性越高,不同的 CAZymes蛋白所具有的 Ai
指数不尽相同,范围为５９．０７~９５．５４,其中,CH０６３_

１０５８７具有最高的 Ai指数,为９５．５４,而 CH０６３_

１２００８具有最低的 Ai指数,为５９．０７(表２);
(３)上述蛋白的半衰期均为３０h,并无明显差

别(表２);
(４)就 上 述 蛋 白 的 亲 水 性 而 言,除 CH０６３_

０５４７４总平均亲水性大于０,属于疏水性蛋白外,其
他均属于亲水性蛋白(表２).

８４
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表２　希金斯炭疽菌中CAZymes蛋白的理化性质

Table２　ThephysicochemicalpropertiesofCAZymesinC．higginsanum

序号

No．
蛋白 GI

ProteinGI

理论等
电点pI值

Theoretical
isoelectric

point

相对分
子质量

Relative
molecular

mass

分子式

Formula
半衰期/h
HalfＧlife

不稳定性
系数

Instability
coefficient

脂肪族氨
基酸指数

Aliphatic
amino

acidindex

总平均亲水性
(GRAVY)
Thetotal
average

hydrophilic

１ CH０６３_０４３２３ ４．４２ ３２９７２．６ C１４２８H２１７６N３８０O４７３S２３ ３０ ４３．７８ ７２．６２ －０．２７１

２ CH０６３_０９９４３ ４．５０ １３５３７．９ C５９０H９２５N１６１O２００S２ ３０ ４４．１８ ８６．９５ －０．２０９

３ CH０６３_０６８８６ ４．５３ ５０８３９．２ — ３０ ２９．８２ ８０．３５ －０．１０５

４ CH０６３_０４０３５ ４．６２ ３１６１７．２ C１４２６H２０９８N３６６O４２９S１２ ３０ ２７．６６ ６９．２０ －０．１５６

５ CH０６３_０７７９２ ４．６７ ７００８０．８ C３１４７H４８７８N８２４O９７１S９ ３０ ３５．８９ ９２．８０ －０．００８

６ CH０６３_０２８５６ ４．７９ ６３４５１．４ — ３０ ２０．７７ ８８．６３ －０．０５１

７ CH０６３_０５７４３ ４．９１ ５４８０３．４ C２４２６H３７１４N６５０O７５７S２２ ３０ ４３．１６ ７０．５５ －０．２９３

８ CH０６３_００８４５ ５．０７ ９３４２７．７ C４２０４H６３８９N１１２５O１２６２S１７ ３０ ２８．６４ ８４．９４ －０．２４６

９ CH０６３_０１９２６ ５．１１ ７６９０９．０ C３３９４H５２０９N９３３O１０５６S２９ ３０ ２８．６７ ７３．４４ －０．２２４

１０ CH０６３_０６７３４ ５．１６ ７５９９４．３ C３４１７H５２２３N９１１O１０３２S１３ ３０ ３７．６７ ８０．２２ －０．３８２

１１ CH０６３_０８００７ ５．１７ ２１０３４．３ C９３２H１４０９N２５５O２９１S６ ３０ ４２．１１ ７２．２８ －０．１７２

１２ CH０６３_０５４７４ ５．２５ ４１３００．９ C１８２９H２８６１N４９７O５８９S２ ３０ ２０．７９ ８５．６７ ０．０２５

１３ CH０６３_１４９４５ ５．３１ ３２０１０．５ C１４４５H２１４９N３８１O４３７S５ ３０ ４０．５２ ７４．４３ －０．３４４

１４ CH０６３_０９４３７ ５．６３ ４２１５８．２ C１８８８H２８８１N５２１O５６６S７ ３０ ２７．３４ ７９．２０ －０．２８３

１５ CH０６３_０５２４４ ５．７９ ３０３３２．８ C１３２４H２０７７N３６１O４３５S１０ ３０ ５７．１４ ６０．６２ －０．３３６

１６ CH０６３_１２００８ ６．１８ ４７２８７．７ C２０６２H３１３７N５７１O６５４S２８ ３０ ２１．８６ ５９．０７ －０．２９０

１７ CH０６３_１０６８０ ６．３５ ３１３７７．３ — ３０ ２５．９１ ６２．８５ －０．４７４

１８ CH０６３_０８２０２ ６．９２ ４７２４１．６ C２０９１H３２８０N５７６O６３６S１８ ３０ ３３．０５ ８６．６８ －０．１７６

１９ CH０６３_０７４５１ ６．９４ ２２８９４．３ C９９４H１５３９N２８３O３２４S８ ３０ ４１．４９ ６４．２５ －０．１４８

２０ CH０６３_００２２４ ８．０４ ４６５５３．１ C１９９４H３２３１N５３７O６９３S２３ ３０ ４１．３５ ５９．１４ －０．２３９

２１ CH０６３_０７３６８ ８．６７ ２４５１３．０ — ３０ １８．０５ ７９．９２ －０．０６８

２２ CH０６３_０６２１１ ８．７４ ３３９１８．７ C１４８８H２３３１N４２５O４７４S５ ３０ １４．１４ ７７．７５ －０．２９９

２３ CH０６３_００１８４ ８．７６ ４８５２８．６ — ３０ ２４．３１ ７３．２２ －０．１１９

２４ CH０６３_１０５８７ ９．４９ ３６７０３．１ C１６５１H２６０７N４６３O４７１S７ ３０ ２９．５ ９５．５４ －０．０８２

　注:“—”表示未能预测出分子式.Note:“－”indicatesthatthemolecularformulacannotbepredicted．

3　讨　论

本研究明确希金斯炭疽菌CAZymes蛋白(２３８
个)占全部分泌蛋白(６５８个)的比例为３６．１７％,并
对前期所获得的２３８个 CAZymes蛋白进行了理化

性质分析,明确近２/３的 CAZymes蛋白的理论等

电点均小于６．００,属于酸性蛋白.同时,通过随机选

择１０％的CAZymes蛋白进行理化性质分析,明确

上述蛋白的相对分子质量、分子式、半衰期、不稳定

性系数、脂肪族氨基酸指数、总平均亲水性等基本理

化性 质.该 研 究 为 进 一 步 解 析 希 金 斯 炭 疽 菌

CAZymes蛋白在该菌侵染和操控植物提供了重要

的理论基础.
前期 笔 者 所 在 研 究 小 组 在 对 禾 谷 炭 疽 菌

CAZymes进行理化性质分析过程中,也发现近２/３
的CAZymes蛋白的理论等电点均小于６．００等现

象[１６Ｇ１７],存在这么多理论等电点小于６．００的蛋白或

者这些CAZymes蛋白多数属于酸性蛋白,同时,大
多数蛋白均属于亲水性蛋白,在侵染植物过程中发

挥什么作用以及后期操控植物防卫方面具有什么特

殊功能,均有待于今后进一步通过生物学试验进行

验证.

９４
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此外,本研究与前人报道不仅在 CAZymes总

数量方面有所差别,而且在具体的酶的类别数量方

面也 有 一 定 的 差 别[１８]. 前 人 对 核 盘 菌 开 展

CAZymes编码基因的表达模式进行了分析,明确

５０１个CAZymes蛋白中有３１５个在不同的生长发

育阶段受到显著调控(与菌丝生长阶段相比),同时,
明确CAZymes在侵染阶段表现出多样化的表达模

式[１９].笔者通过ClusterW、MEGA 等聚类分析软

件对于希金斯炭疽菌中２３８个 CAZymes蛋白进行

了聚类分析,然而,并未发现具有明显的聚类倾向

(数据未显示),有待于进一步获取基因芯片数据进

行深入解析,以期解析不同 CAZymes蛋白所发挥

的功能.学术界对于植物病原真菌、拮抗菌等真菌

中CAZymes蛋白的研究尚缺乏深入细致的研究,
有待进一步开展后续研究[２０].

目前,与C．higginsanum 同为炭疽菌属的植物

病原真菌———胶孢炭疽菌(ColletotrichumgloeosＧ
porioides),同样此病原菌也可以引起诸如葡萄、橡
胶、芒果等多种农林作物上的炭疽病,其对多菌灵的

抗药性受到国内学者的广泛关注[２１Ｇ２５],而生产上尚

未有新的有效药剂用于上述炭疽病的防治.同时,
前期本研究小组对C．higginsanum、里氏木霉等分

泌蛋白开展了预测分析[２６],以及对黄单胞菌 XanＧ
thomonascampestrispv．raphani７５６C 中Ⅵ型分

泌蛋白开展预测及生物信息学分析[２７],然而,目前

学术界针对C．higginsanum 开展 CAZymes及分

泌蛋白功能的研究鲜有报道.因此,对于希金斯炭

疽菌CAZymes及分泌蛋白展开深入研究,有助于

为进一步找寻新型作用靶标的药剂提供重要的指导

作用.
此外,前人研究发现Ai指数往往受到氨基酸组

成中丙氨酸(Ala)、缬氨酸(Val)、异亮氨酸(Ile)和
亮氨酸(Leu)４种脂肪族氨基酸比例的影响[２８],本
研究中发现 CH０６３_１０５８７蛋白中含有上述氨基酸

的组成数量为 １１９ 个,所占比例高达 ３５．７％,而

CH０６３_１２００８蛋白中含有上述氨基酸组成数量为

１１１个,所占比例仅为２５．０％,与前人报道相同.
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PhysicochemicalpropertiesofCAZymesprotein
inColletotrichumhigginsianum

HANChangzhi　ZHUYoupeng

CollegeofBiodiversityConservationandUtilization,SouthwestForestryUniversity/
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Abstract　ToidentifythefunctionofCAZymesproteinsinColletotrichumhigginsianum,thephysＧ
icalandchemicalpropertieswereanalyzedbasedonthe２３８CAZymesproteinssequence．Theresults
showedthattheproteinisoelectricpointwaslessthan６innearlytwoＧthirdsproteins,belongingtoacidic
protein．Tenpercentofthesampleproteinswerethenscreenedbytherandomnumbersoftware,todeＧ
finethemolecularmass,themolecularformula,halfＧlife,theinstabilityfactor,aliphaticaminoacidinＧ
dex,andtotalaveragehydrophilicitypropertiesofsecretedproteinfromdifferenttheoreticalisoelectric
pointcategory．
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