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摘要　里氏木霉(Trichodermareesei)QM６a为重要的产纤维素酶工业生产菌株,为明确其内存在的分泌蛋

白,对该菌分泌蛋白进行预测,并明确其特征.利用SignalP、ProtComp等５个软件对该菌中９１４３条蛋白质序

列进行分泌蛋白预测,并对上述分泌蛋白的氨基酸大小分布情况、信号肽长度及其切割位点等性质进行分析.

里氏木霉中含有分泌蛋白３５６个,其氨基酸长度、信号肽长度与其他植物病原菌不同;信号肽切割位点属于

AＧXＧA类型,与其他已经报道的植物病原真菌、细菌以及卵菌中分泌蛋白信号肽切割位点一致.通过上述生物

信息学分析方法有效地实现了里氏木霉分泌蛋白的预测,也证明了分泌蛋白的信号肽切割位点具有物种保守性

特点.
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　　分泌蛋白在植物病原真菌侵染植物、操控植物

防卫反应方面发挥着重要的作用[１],其特征表现为:

NＧ端含有信号肽(signalpeptide,SP)、没有跨膜结

构域(transmembranedomain,TMD)和糖基磷脂酰

肌醇化蛋白(glycosylphosphatidylinositol,GPI)锚

定位点以及不具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[２].目前,学术界对稻瘟

菌[２]、大丽轮枝菌[３]、禾谷炭疽菌[４]、希金斯炭疽

菌[５]等植物病原真菌中的分泌蛋白得以明确.里氏

木霉(Trichodermareesei)是一种重要的产纤维素

酶工业用菌种之一,与其他木霉作为传统意义的生

防菌不同,明确其分泌蛋白特殊性对于后续开展应

用研究具有现实意义.目前对于植物非病原菌分泌

蛋白 的 研 究 尚 有 待 进 一 步 加 强,同 时,伴 随 着

T．reeseiQM６a中全基因组序列的释放[６],为进一

步开展其分泌蛋白的预测即功能解析提供了重要的

数据支撑.
目前,对于全基因组序列已经公布的真菌分泌

蛋白的预测,则是根据上述特性采用生物信息学分

析软件的方法进行.如利用 WOLFPSORT、TMＧ

HMM２．０、SignalP４．１、Phobius依次进行筛选分泌

蛋白,或是仅选用SignalP４．１、TargetP、TMHMM
２．０等软件进行真菌分泌蛋白的筛选[７].

本研究以里氏木霉 QM６a所具有的蛋白序列

为基础,依据前人所报道的有关真菌分泌蛋白所具

有的主要特征,利用 SignalP、ProtComp等５个软

件对分泌蛋白进行筛选,旨在为进一步开展分泌蛋

白后续研究提供重要的理论基础.

1　材料与方法

1.1　里氏木霉 QM6a 序列来源

T．reeseiQM６a[６]全基因组序列均来源于联合

基因组研究所 (http://genome．jgi．doe．gov/TrivＧ
iGv２９_８_２/TriviGv２９_８_２．home．html).
1.2　里氏木霉 QM6a 分泌蛋白预测

１)NＧ端含有信号肽的蛋白筛选.通过SignalP
４．１软件进行明确[８].

２)亚细胞定位在胞内的蛋白筛选.利用 ProtＧ
Compv９．０在线明确对 NＧ端含有信号的蛋白亚细

胞定位在胞内的蛋白[９].
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３)排除具有跨膜结构域的蛋白.对亚细胞定位

在胞内的蛋白,利用 TMHMMv２．０[１０]排除具有跨

膜结构域的蛋白.

４)排除具有GPI锚定位点的蛋白.利用bigＧPI
Fungalpredictor在线分析,排除具有GPI位点的蛋

白[１１].

５)分泌蛋白的确定.利用 TargetPＧv１．１[７]进一

步确定上述蛋白的亚细胞定位情况,最终获得分泌

蛋白.
1.3　里氏木霉 QM6a 中分泌蛋白的理化性质分析

利用蛋白质数据库[１２],对里氏木霉 QM６a中分

泌蛋白的理化性质进行分析.

2　结果与分析

2.1　里氏木霉 QM6a 中含有 356 个分泌蛋白

在９１４３个蛋白序列中,有２条序列氨基酸大

小超过预测阈值,未能进行信号肽预测,对其他蛋白

进行信号肽预测,发现７３９个蛋白具有典型的信号

肽序列,亚细胞定位分析,则发现４０６个蛋白分泌至

细胞外,另有３３３个蛋白则分泌至细胞内不同细胞

器中,其中,转运至过氧化物酶体、核、液泡、高尔基

体、溶酶体、细胞质、内质网膜、线粒体、细胞质膜的

蛋白数量分别为７、７、８、１８、２１、２４、４２、８５、１２１.随

后,对４０６个转运到胞外的蛋白进行跨膜结构域分

析,明确３７７个蛋白不含有 TMD,２６个蛋白含有

１个TMD,３ 个蛋白含有 ２ 个 TMD.由于 TMＧ
HMMv２．０软件所存在的弊端———不能完全对信

号肽序列和跨膜结构域的序列进行完全区分,因此,
对４０３个蛋白质序列进行进一步分析,包括无跨膜

结构域的蛋白３７７个,以及２６个含有１个跨膜结构

域的蛋白.
然后,利用 bigＧPIPredictor对上述序列进行

GPI锚定蛋白预测,明确３６２个蛋白不具有 GPI锚

定位点,将其余具有 GPI锚定位点的４１个蛋白进

行排除.最后,利用 TargetP软件对上述非 GPI锚

定的蛋白进行分析,结果显示,含有胞外定位信号、
线粒体目标肽分别为３５６、６个.

通过上述 SignalP、ProtComp、TMHMM、bigＧ
PIpredictor、TargetP等生物信息学软件对里氏木

霉 QM６a中９１４３条蛋白序列进行预测分析,最终

获得３５６个分泌蛋白.对分泌蛋白中氨基酸大小的

分布情况进行进一步分析,明确其多集中于１０１~
６００aa之间,所占比例高达７７．８１％,尤以１０１~２００

aa之间最多,所占比例为２０．５１％(图１).

图１　里氏木霉QM６a中分泌蛋白中氨基酸长度分布

Fig．１　Thedistributionofsecretedproteinwith
differentlengthofaminoacidinT．reeseiQM６a

2.2　里氏木霉 QM6a 分泌蛋白的信号肽特征

通过对上述３５６个分泌蛋白所含的信号肽长度

进行分析,结果显示,信号肽长度为１９个aa的蛋白

居多,所占比例为２０．２２％,信号肽长度多集中于

１７~２０aa,上 述 蛋 白 质 数 量 最 多,所 占 比 例 为

６０．３９％(图２).

图２　里氏木霉QM６a中分泌蛋白中信号肽长度分布

Fig．２　Thedistributionofsecretedproteinwith

differentlengthofSPinT．reeseiQM６a

　　此外,通过对T．reeseiQM６a中分泌蛋白所含

有SP的切割位点分析,发现在－３、－２、－１、１、２和

３位中存在最多的氨基酸残基分别为:丙氨酸(A)、
丝氨酸(S)、A、A、脯氨酸(P)和苏氨酸(T),所占比

例分 别 为 ４９．７２％、２０．５１％、８３．４３％、２５．８４％、

３１．４６％、１２．９２％(表１).同时,对位于信号肽切割

位点之前的氨基酸组成进行分析,结构为 AＧSＧA,系

AＧXＧA类型,与前人对禾谷炭疽菌[４]、希金斯炭疽

菌[５]、粗糙脉孢菌[１３]、致病疫霉[１４]等中分泌蛋白报

道相同.
此外,对上述分泌蛋白的SP中氨基酸组成进

行分析,发现 A所占比例最大,其次为L,再次为S、

V、M、T、G、F、I、P、R、K、Q、N、C、H、W、Y、E、D,所占

比例分别为１０．１８％、７．９３％、５．８５％、５．７１％、４．６０％、

９２
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表１　里氏木霉QM６a分泌蛋白SP切割位点氨基酸情况

Table１　TheaminoacidsdistributionincleavagesitesofSPofsecretedproteinsinT．reeseiQM６a

常见氨基
酸种类

Typesof
aminoacids

－３

数量

No．

所占
比例/％
Ratio

－２

数量

No．

所占
比例/％
Ratio

－１

数量

No．

所占
比例/％
Ratio

１

数量

No．

所占
比例/％
Ratio

２

数量

No．

所占
比例/％
Ratio

３

数量

No．

所占
比例/％
Ratio

A １７７ ４９．７２ ５２ １４．６１ ２９７ ８３．４３ ９２ ２５．８４ ２１ ５．９０ ４３ １２．０８

G １１ ３．０９ ４ １．１２ ３６ １０．１１ １６ ４．４９ １８ ５．０６ １８ ５．０６

S ２４ ６．７４ ７３ ２０．５１ １８ ５．０６ ３０ ８．４３ ２７ ７．５８ ３１ ８．７１

L ３ ０．８４ ７１ １９．９４ ２ ０．５６ ３６ １０．１１ １５ ４．２１ ２７ ７．５８

P １ ０．２８ １ ０．２８ ２ ０．５６ １ ０．２８ １１２ ３１．４６ ３１ ８．７１

C ８ ２．２５ １ ０．２８ １ ０．２８ ３ ０．８４ ３ ０．８４ ８ ２．２５

T ２２ ６．１８ ３１ ８．７１ ０ ０．００ ２２ ６．１８ ２５ ７．０２ ４６ １２．９２

V １００ ２８．０９ ２１ ５．９０ ０ ０．００ １９ ５．３４ ２０ ５．６２ ３１ ８．７１

Q ０ ０．００ １７ ４．７８ ０ ０．００ ４２ １１．８０ １５ ４．２１ １４ ３．９３

E ０ ０．００ １３ ３．６５ ０ ０．００ １４ ３．９３ １４ ３．９３ ７ １．９７

H ０ ０．００ １２ ３．３７ ０ ０．００ １２ ３．３７ ２ ０．５６ １３ ３．６５

N ０ ０．００ １１ ３．０９ ０ ０．００ １１ ３．０９ １４ ３．９３ １５ ４．２１

D ０ ０．００ １０ ２．８１ ０ ０．００ ９ ２．５３ ２１ ５．９０ １２ ３．３７

F ０ ０．００ ９ ２．５３ ０ ０．００ ６ １．６９ ９ ２．５３ ８ ２．２５

I １０ ２．８１ ７ １．９７ ０ ０．００ １１ ３．０９ ８ ２．２５ ２８ ７．８７

R ０ ０．００ ７ １．９７ ０ ０．００ ９ ２．５３ １１ ３．０９ ６ １．６９

W ０ ０．００ ７ １．９７ ０ ０．００ ７ １．９７ ３ ０．８４ １ ０．２８

M ０ ０．００ ４ １．１２ ０ ０．００ ３ ０．８４ ２ ０．５６ ５ １．４０

Y ０ ０．００ ３ ０．８４ ０ ０．００ ８ ２．２５ ３ ０．８４ ５ １．４０

K ０ ０．００ ２ ０．５６ ０ ０．００ ５ １．４０ １３ ３．６５ ７ １．９７

图３　里氏木霉QM６a的分泌蛋白

信号肽中氨基酸残基所占比例

Fig．３　Thefrequencyofaminoacidresiduesofsignal

peptidesofsecretedproteinsinT．reeseiQM６a

４．３３％、４．０４％、２．６９％、２．４４％、２．２５％、１．７０％、

０．９６％、０．９４％、０．９１％、０．６７％、０．６１％、０．４４％、

０．３２％(图３).对上述氨基酸进行进一步分析,发现

非极性氨基酸中的 A、L、V、M 的出现频率相对较

高,所占比例在５％以上;而有带电侧链的氨基酸 E
和D的出现频率最低.

3　讨　论

目前,诸 多 学 者 对 植 物 病 原 真 菌[２Ｇ４,１３,１５]、卵

菌[１４,１６]等真核生物分泌蛋白开展了预测,同时,对
植物病原菌的拮抗菌研究较少.尽管前人应用SigＧ
nalP３．０、ProteomeAnalyst、Pratt、LipoP１．０等生

物信息学分析工具对里氏木霉中９９９７条蛋白序列

进行信号肽和跨膜区的分析,预测出２９４条分泌蛋

白[１７].然而,本研究通过SignalP、ProtComp、TMＧ
HMM、bigＧPIpredictor、TargetP等生物信息学软

件对里氏木霉 QM６a中９１４３条蛋白序列进行系统

性预测分析,结果明确该菌中存在最终获得３５６个

分泌蛋白.

０３
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目前,学术界对于化学药剂替代品生防菌的研

究越来越多,就生防菌的种类而言,主要涉及木霉属

(Trichodermassp．)、芽孢杆菌属(Bacillusspp．)
等.已经报道的木霉种类超过了１４０种,多数木霉

可产生抗生性代谢产物,如粘绿木霉(T．virens)、绿
色木霉(T．viride)、哈茨木霉(T．harzianum)等.
重寄生作为木霉侵染植物病原菌的重要作用机制

已经明确,在此过程中,木霉分泌一系列诸如纤维

素酶、葡聚糖酶、几丁质酶等代谢产物,其抗生性

代谢 产 物 也 成 为 植 物 病 害 生 防 菌 筛 选 的 重 要

指标.
此外,就植物病原真菌、拮抗菌中分泌蛋白数量

而言,前期研究发现植物病原真菌、卵菌、细菌中所

含的分泌蛋白数量不尽相等[４],真菌分泌蛋白在全

蛋白中的比例为３．６５％~９．５８％[４,１８Ｇ１９],卵菌所含分

泌蛋白所占比例为２．９６％~４．０１％[１４,１６],本研究中

分泌蛋白仅占全蛋白数量的比例为３．８９％,与前述

植物病原菌中分泌蛋白所占比例不同.因此,与前

期对于生防菌 XFＧ１的研究相一致[２０],说明与植物

益生菌、植物外生菌根菌不同,植物病原菌在与植物

长期的互作过程中,进化出较多的分泌蛋白,共同操

控植物.同时,本研究仅对里氏木霉 QM６a中所存

在的全部分泌蛋白开展了生物信息学预测,尚缺乏

就某种具体类型分泌蛋白的深入解析[２１],今后有待

于进一步开展相关研究.
无论是植物病原真菌、细菌以及卵菌,还是工业

化纤维素酶生产菌,其分泌蛋白的信号肽酶切位点

类型具有物种保守性特点,均为 AＧXＧA.该研究为

深入开展里氏木霉 QM６a生产纤维素酶机制的解

析打下了坚实的理论基础.
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PredictingforsecretedproteinsfromTrichodermareeseiQM６agenome

HANChangzhi１　WANGJuan２
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Abstract　Trichodermareesei QM６awasanimportantindustrialproductionstrainsforcellulase
production．ToidentifythesecretedproteinfromT．reeseiandclearitscharacteristic,９１４３proteinseＧ
quencesinT．reeseiwasanalyzedtopredictthesecretedproteinusing５programsincludingSignalP,

ProtComp,TMHMM,bigＧPIFungalpredictorandTargetP．Meanwhile,thedistributionofaminoacids,

thelengthofsignalpeptideaswellasthesignalpeptidecleavagesiteofsecretedproteinwereanalyzed．A
totalof３５６secreteproteinswerefoundinT．reesei,andthelengthofaminoacidsandthesignalpeptide
weredifferentfromtheplantpathogens．ThesignalpeptidecleavagesitebelongedtoAXAtype,which
wasconsistentwithotherplantpathogenicfungi,bacteriaandoomycete．ThroughtheabovebioinformatＧ
icsanalysis,thepredictionofsecretedproteinscanbeeffectivelyachievedinT．reesei,andthetypeof
signalpeptidecleavagesitewasconsistentwithothersecretedproteinsfromdifferentspecies．

Keywords　Trichodermareesei;secretedprotein;signalpeptide;predictionalgorithm
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