
第３９卷 第６期

２０２０年　１１月

华　中　农　业　大　学　学　报

JournalofHuazhongAgriculturalUniversity
Vol．３９　No．６

Nov．２０２０,３０~３６

覃悦,祝友朋,韩长志．黄单胞菌分泌蛋白的理化性质及特征分析[J]．华中农业大学学报,２０２０,３９(６):３０Ｇ３６．

DOI:１０．１３３００/j．cnki．hnlkxb．２０２０．０６．００５

收稿日期:２０２０Ｇ０６Ｇ１５
基金项目:国家自然科学基金项目 (３１９６０３１４);云 南 省 应 用 基 础 研 究 计 划 项 目 (２０１８FG００１Ｇ０２８);云 南 省 研 发 经 费 投 入 补 助 项 目

(２０１６YB４６２&２０１７YB２３６)
覃悦,硕士研究生．研究方向:资源利用与植物保护．EＧmail:４５３２７６４０３＠qq．com
通信作者:韩长志,博士,副教授．研究方向:经济林木病害生物防治与真菌分子生物学．EＧmail:hanchangzhi２０１０＠１６３．com

黄单胞菌分泌蛋白的理化性质及特征分析

覃悦,祝友朋,韩长志

西南林业大学生物多样性保护学院/云南省森林灾害预警与控制重点实验室,昆明６５０２２４

摘要　基于全基因组序列已经公布的黄单胞菌 XanthomonascampestrisB１００、Xanthomonascampestris

pv．campestris８００４、XanthomonascampestrisCN１４中分泌蛋白序列为基础数据,采用Protscale、SMART、TarＧ

getP２．０Server等生物信息学分析软件对上述分泌蛋白展开理化性质、保守结构域以及转运肽等分析,结果显

示:黄单胞菌中分泌蛋白理论等电点与氨基酸长度之间无相关关系,４４．７３％的蛋白为不稳定蛋白,８３．２１％的蛋

白亲水性小于０,属于亲水性蛋白.同时,在每种黄单胞菌的分泌蛋白中,具有明显保守结构域的蛋白数量平均

为１２个,并且所有分泌蛋白均具有信号肽,转运肽预测可能性分布也较为平均.
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　　黄单胞菌(Xanthomonascampestris)在分类上

归属于薄壁菌门(Gracilicutes)暗细菌纲(ScotobacＧ
teria)假单胞菌科(Pseudomonadaceae)黄单胞菌属

(Xanthomonas)[１].前人研究发现,该菌是专性好

氧、化能有机营养型革兰氏阴性植物病原细菌,能引

起十字花科蔬菜及芒果、核桃等多种重要农林经济

植物病害,给生产上造成巨大的经济损失,严重影响

着上述农林产业的健康发展.近年对该菌的研究主

要集中于致病基因功能[２]、HarpinX耐热机制[３]、转
录调节因子[４]、效应蛋白[６]、该菌与黄原胶的作用关

系[７]以及分类研究[８]等方面.
植物作为生物界的重要生产者之一,在其生长

发育的全过程中始终受到来自于真菌、细菌和卵菌

等微生物的侵染[９].特别是近年随着对上述微生物

分泌蛋白、CAZymes蛋白研究的不断深入[１０],证实

病原细菌与植物相互作用过程中,病原细菌通过分

泌系统将分泌蛋白输入到寄主组织中,以更好地侵

染植物,这些分泌蛋白还可作为效应分子与植物中

的防卫反应相关分子发生作用,从而在植物中实现

定殖、扩展等[１１].前人已对稻瘟菌[１２]、致病疫霉

菌[１３]和大丽轮枝菌[１４]等植物病原真菌分泌蛋白开

展了大量研究,笔者所在研究室前期已完成对黄单

胞菌X．campestrisB１００、X．campestrisCN１４、X．
campestrispv．campestris８００４(上述菌株登录号分

别为 GCA_００００７０６０５．１、GCA_０００４０１７３５．２、GCA_

００００１２１０５．１,以下分别简称为 XCB１００、XC８００４、

XCCN１４)等黄单胞菌中分泌蛋白的预测工作,然
而,尚不清楚其理化性质、保守结构域以及亚细胞定

位情况,制约着对该病菌分泌蛋白功能的进一步研

究.本研究基于前期研究结果,利 用 Protscale、

SMART、TargetP２．０Server等生物信息学分析软

件对上述分泌蛋白展开理化性质、保守结构域以及

转运肽等分析,以期为深入开展对分泌蛋白在黄

单胞菌侵入寄主植物过程中功能解析奠定基础,
也为后续开展生物学实验提供重要的理论支撑.

1　材料与方法

1.1　分泌蛋白序列来源

前期笔者所在研究室根据分泌蛋白所具有的典

型特征,从信号肽、亚细胞定位以及跨膜结构等方面

入手,利用诸多生物信息学分析软件,确定黄单胞菌

XCB１００、XCCN１４和XC８００４中具有典型特征的分
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泌蛋白数量分别为１３５、１３５、１２８个.
1.2　分泌蛋白理化性质分析

运用Protscale蛋白质数据库分析分泌蛋白质

的理化性质,包括理论等电点、不稳定性系数、亲水

性、疏水性等[１５].
1.3　分泌蛋白保守结构域分析

采用 SMART[１６]分 析 分 泌 蛋 白 质 的 保 守 结

构域.
1.4　分泌蛋白转运肽分析

采用 TargetP２．０[１７]分 析 分 泌 蛋 白 质 的 转

运肽.
1.5　数据分析

采用 MicrosoftExcel对所获得的数据进行分

析,并采用 Origin作图软件完成分析图制作.

2　结果与分析

2.1　分泌蛋白理论等电点分析

采用 Protscale蛋白质数据库分析 XCB１００、

XC８００４、XCCN１４中的分泌蛋白所具有的理论等电

点,可知其分别为３．７１~１１．３９、３．９２~１１．０７、３．７１~
１１．３９(图１A),进一步分析发现,XCB１００分泌蛋白

中,位于８．５１~９．００和９．０１~９．５０的分泌蛋白数量

最多(均为１８个,比例为１３．２４％),其次位于５．５１~
６．００的分泌蛋白数量(为１７个,比例为１２．２５％);

XC８００４分泌蛋白中,位于９．０１~９．５０的分泌蛋白

数量最多 (１８ 个,比 例 为 １３．３３％),再 是 是 位 于

５．５１~６．００ 的 分 泌 蛋 白 数 量 (为 １７ 个,比 例 为

１２．５９％);XCCN１４分泌蛋白中,位于８．５１~９．００的

分泌蛋白数量最多(１９个,比例为１４．０７％),其次是

位于６．０１~６．５０的分泌蛋白数量(为１７个,比例为

１２．５９％)(图１A).

同时,按照理论等电点数值大小将分泌蛋白酸

碱性分为酸性(小于６．０)、中性(６．０~８．０)以及碱性

(大于８．０)蛋白,对 XCB１００、XC８００４、XCCN１４中

的分 泌 蛋 白 理 论 等 电 点 进 行 分 析,结 果 显 示:

XCB１００分泌蛋白中,酸性蛋白数量为４３个(比例

为３１．８５％),中 性 蛋 白 数 量 为 ３５ 个 (比 例 为

２５．９３％),碱性蛋白数量为５７个(比例为４２．２２％);

XC８００４分泌蛋白中,酸性蛋白数量为４４个(比例

为３４．３８％),中 性 蛋 白 数 量 为 ２７ 个 (比 例 为

２１．０９％),碱性蛋白数量为５７个(比例为４４．５３％);

XCCN１４分泌蛋白中,酸性蛋白数量为３４个(比例

为２５．１９％),中 性 蛋 白 数 量 为 ４０ 个 (比 例 为

２９．６３％),碱性蛋白数量为６１个(比例为４５．１９％)
(图１A).上述结果表明,３种黄单胞菌中分泌蛋白

的理论等电点数值范围具有较大的相似性,酸性、中
性及碱性蛋白所占比例基本相似,尤以碱性蛋白所

占比例较高,高于４０％.进一步对上述３种黄单胞

菌中分泌蛋白理论等电点与氨基酸长度之间的关系

进行分析,结果显示,３种黄单胞菌中分泌蛋白的氨

基酸长度多为１００~４００aa,理论等电点多分布于

４．５~７．０以及７．５~１０．０,并且理论等电点与氨基酸

长度之间无明显相关关系(图１B).
与此同时,通过对分泌蛋白的原子数量、分子质

量及分子式、消光系数、脂肪族氨基酸指数和半衰期

等分析,发现不同类型分泌蛋白所含正、负电荷氨基

酸残基数不同,即碱性蛋白的负电荷氨基酸数均小

于正电荷氨基酸残基数;酸性蛋白中的正电荷氨

基酸残基数都小于负电荷氨基酸残基数;而中性

蛋白中 的 正 负 电 荷 氨 基 酸 残 基 数 基 本 相 同;此

外,分子数量较大的蛋白,其原子数量也较多(数
据未显示).

图１　黄单胞菌中分泌蛋白理论等电点分布(A)及其与氨基酸长度之间关系(B)情况

Fig．１　Thetheoreticalisoelectricpointdistributionofsecretaryproteins(A)in
X．campestrisanditsrelationshipwithaminoacidlength(B)

１３
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2.2　分泌蛋白不稳定系数及亲水性分析

就 所 预 测 的 不 稳 定 系 数 而 言,黄 单 胞 菌

XCB１００、XC８００４、XCCN１４的分泌蛋白中分别有

６１、５８以及５９个蛋白的不稳定性系数大于４０,属于

不稳定蛋白,所占比例分别为 ４５．１９％、４５．３２％、

４３．７０％,其他均为稳定蛋白(图２A).就疏水性而

言,XCB１００、XC８００４、XCCN１４的分泌蛋白中分别

有１１２、１１１以及１１２个蛋白总平均亲水性小于０,
属于亲水性蛋白,所占比例分别为８２．９６％、８６．７２％
和８２．９６％,其余总平均亲水性均大于０,属于疏水

性蛋 白,所 占 比 例 分 别 为 １７．０４％、１３．２８％ 和

１７．０４％(图２B).

图２　黄单胞菌中分泌蛋白不稳定性系数(A)及总平均亲水性(B)分布情况

Fig．２　InstabilitycoefficientandtotalaveragehydrophilicitydistributionofsecretaryproteinsinX．campestris

　　同时,对３种黄单胞菌中分泌蛋白的最强亲

(疏)水性氨基酸残基基本情况进行统计分析,结果

显示,在 XCB１００中,尤以ID 为 WP_０１２４３７４６４．１
的分泌蛋白中位于１７７、１７８位的D(天冬氨酸)和 Q
(谷氨酰胺)亲水性最高,数值为－３．８７８,而ID 为

WP_０１２４３７１０４．１的分泌蛋白中位于１２１位的L(亮
氨酸)疏水性最高,数值为４．０５６;在 XC８００４中,尤
以ID为 WP_０１１０３５９２９．１位于６８、６９位的 R(精氨

酸)和D亲水性最高,数值为－４．１６７,而ID为 WP_

０１１０３７１１８．１位于７位的V(缬氨酸)疏水性最高,数
值为 ３．９６７;在 XCCN１４ 中,尤 以 ID 为 WP_

０１２４３８６９５．１位于１２３位的A(丙氨酸)亲水性最高,
数值为－３．６５６,而ID 为 WP_０１１０３７１１８．１位于７
位的 V疏水性最高,数值为３．９６７(图３A).进一步

对每个分泌蛋白的最强亲(疏)水性氨基酸残基进

行统计分析,结果显示:最强亲水性氨基酸残基

为 D和 R的分泌蛋白数量最多,平均分别为２３
和１８个,而最强疏水性氨基酸残基为 A 和 L的

分 泌 蛋 白 量 最 多,平 均 分 别 为 ３７ 和 ４７ 个

(图３B、C).
2.3　分泌蛋白保守结构域分析

对黄单胞菌中分泌蛋白开展保守结构域分析,结
果显示:在 XCB１００中,蛋白ID为 WP_０１１０３５８８６．１、

WP_０１１０３７１１８．１、WP_０１１０３７９７４．１、WP_０１１０３８６２９．１、

WP_０１１０３９０２０．１、WP_０１２４３６９９３．１、WP_０１２４３８０７３．１、

WP_０１２４３８４１３．１、WP_０１２４３９２５８．１、WP_０１２４３９６５６．１、

WP_０１４５０８９８８．１、WP_０１６９４４９６０．１和 WP_０４０９４２３５７．１
共１３个蛋白具有明显的保守结构域,占总数的９．６３％,
同时,蛋白ID为 WP_０１１０３７９２６．１、WP_０１１０３８８７９．１、

WP_０１１０３９０１６．１、WP_０１１２７００５９．１、WP_０１２４３７０１４．１、

WP_０１２４３７２４７．１、WP_０１２４３７２５８．１、WP_０１２４３７３９８．１、

WP_０１２４３７４４９．１、WP_０１２４３７４５０．１、WP_０１２４３７６１２．１、

WP_０１２４３７９５２．１、WP_０１２４３７９９２．１、WP_０１２４３８２０３．１、

WP_０１２４３８６９５．１、WP_０１２４３８７１７．１、WP_０１２４３８８１３．１、

WP_０１２４３９１６３．１和 WP_０１２４３９６０７．１共１９个蛋白具有

跨膜结构域,占总数的１４．０７％(图４A).
在 XC８００４中,蛋白ID 为 WP_０１１０３５８８６．１、

WP _ ０１１０３５８８７．１、WP _ ０１１０３６３４２．１、WP _

０１１０３７１１８．１、WP_０１１０３７１９７．１、WP_０１１０３７５２５．１、

WP _ ０１１０３７９７４．１、WP _ ０１１０３８５３５．１、WP _

０１１０３８６２９．１、 WP _ ０１１０３９０２０．１ 和 WP _

０１１０３９１８７．１共１１个蛋白具有明显的保守结构域,
占总数的８．５９％,同时,１５个蛋白具有跨膜结构域,
其ID分别为 WP_０１１０３５７１４．１、WP_０１１０３５９２９．１、

WP _ ０１１０３６６８７．１、WP _ ０１１０３６７０７．１、WP _

０１１０３７３４２．１、WP_０１１０３７６１７．１、WP_０１１０３７６２３．１、

WP _ ０１１０３８２０５．１、WP _ ０１１０３８７０８．１、WP _

０１１０３８８７９．１、WP_０１１０３９０１６．１、WP_０１１２６９４９１．１、

WP _ ０１１２６９５３４．１、WP _ ０１１２７００５９．１、WP _

０１１２７００８４．１,占总数的１１．７２％(图４B).

２３
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　A．黄单胞菌中分泌蛋白氨基酸残基分布情况;B．最强亲水性氨基酸残基分布情况;C．最强疏水性氨基酸残基分布情况.A．ThedistriＧ

butionofaminoacidresiduesofsecretedproteinsinXanthomonas;B．Thedistributionofthestrongesthydrophilicaminoacidresidues;

C．Thedistributionofthestrongesthydrophobicaminoacidresidues．

图３　黄单胞菌中分泌蛋白的氨基酸残基最强亲(疏)水性分布情况

Fig．３　Distributionofthestrongesthydrophilic(hydrophobic)ofaminoacidresiduesofsecretaryproteinsinX．campestris

A．XCB１００;B．XC８００４;C．XCCN１４．

图４　黄单胞菌中部分分泌蛋白保守结构域分析

Fig．４　TheconservativedomainofsomesecretaryproteinsinX．campestris
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　　在XCCN１４中,蛋白ID 为 WP_０１１０３６３４２．１、

WP _ ０１１０３７１１８．１、WP _ ０１１０３７１９７．１、WP _

０１１０３９０２０．１、WP_０１２４３７８２５．１、WP_０１４５０８９８８．１、

WP _ ０１４５０９５４６．１、WP _ ０１９２３７２２５．１、WP _

０４０９４０９０１．１、WP_０４０９４１８１６．１、WP_０４０９４２３５７．１
和 WP_０５２８４４７０８．１共１２个蛋白具有明显的保守

结构域,占总数的８．８９％;同时,２２个蛋白具有跨

膜结构域,其ID 分别为 WP_０１１０３６６８７．１、WP_

０１１０３８８７９．１、WP_０１１０３９０１６．１、WP_０１１２７００５９．１、

WP _ ０１２４３７３９８．１、WP _ ０１２４３７４５０．１、WP _

０１２４３７９５２．１、WP_０１２４３７９９２．１、WP_０１２４３８６９５．１、

WP _ ０１４５０６１００．１、WP _ ０４０９４０３５３．１、WP _

０４０９４０５３２．１、WP_０４０９４０５４０．１、WP_０４０９４０５５１．１、

WP _ ０４０９４０５５７．１、WP _ ０４０９４０７０５．１、WP _

０４０９４０８０５．１、WP_０４０９４１２４６．１、WP_０４０９４１５５４．１、

WP _ ０４３８７７９１５．１、WP _ ０７６０５４７３７．１、WP _

１０８１３３９３３．１,占总数的１６．３０％(图４C).
2.4　分泌蛋白转运肽分析

黄单胞杆菌 XCB１００、XC８００４、XCCN１４中分

别有１３５、１２８、１３５个分泌蛋白定位于S(信号肽):
在XCB１００中,有３２个蛋白预测概率大于０．８,约占

总数的２３．７０％;有３６个分泌蛋白所处的概率在

０．６~０．８,约占总数的２６．６７％;有４０个分泌蛋白所

处的预测概率在０．４~０．６,约占总数的２９．６３％;有

２７个分泌蛋白所处的预测概率在０．２~０．４,约占总

数的２０．００％.在 XC８００４中,有２９个预测概率大

于０．８,约占总数的２２．６６％;有３９个分泌蛋白所处

的概率在０．６~０．８,约占总数的３０．４７％;有３８个分

泌蛋白所处的预测概率在０．４~０．６,约占总数的

２９．６９％;有２２个分泌蛋白所处的预测概率在０．２~
０．４,约占总数的１７．１９％.在 XCCN１４中,有２８个

分泌蛋白的预测概率大于０．８,约占总数的２０．７４％;
有３８个分泌蛋白所处的概率在０．６~０．８,约占总数

的２８．１４％;有４３个分泌蛋白所处的预测概率在

０．４~０．６,约占总数的３１．８５％;有２２个分泌蛋白所

处的预测概率在 ０．２~０．４,约占总数的 １９．２６％
(图５).

3　讨　论

近年来,关于植物病原菌分泌蛋白和碳水化合

物活性酶、效应分子等的研究已经成为植物病理学

研究的重点和难点[１０].植物病原菌全基因组序列

的公布,为学术界深入开展上述病原菌致病基因的

　

图５　黄单胞菌分泌蛋白含有潜在转运肽

的预测可靠性分析

Fig．５　Predictivereliabilityofsomesecretary
proteininX．campestris

研究提供了重要的数据支撑.国内外学者对真

菌[１８]、卵菌[１９]及枯草芽孢杆菌、细菌性黑斑病菌[１１]

等病原菌分泌蛋白进行了大量的生物信息学分析,
但尚缺乏对于植物病原菌中分泌蛋白理化性质及特

征分析工作的研究.分泌蛋白的理化性质及特征关

系着其功能的发挥,前人研究表明,病原菌在侵染植

物的过程中分泌蛋白发挥着极其重要的作用,即植

物病原真菌、卵菌以及细菌等不同物种之间,甚至在

同一群体不同物种之间,以及同一物种不同种之间,
所含有的分泌蛋白比例较为近似,这为未来学术界

进一步开展不同物种、不同群体以及同一物种不同

种之间分泌蛋白的功能共性化和差异化研究提供了

重要的参考.
本研究采用生物信息学分析软件对３个黄单胞

菌XCB１００、XCCN１４和XC８００４菌株中的分泌蛋白

理化性质及特征进行了分析,３种黄单胞菌中具有

典型特征的分泌蛋白分别为 １３５、１３５、１２８,利用

Protscale、SMART、TargetP２．０Server等生物信息

学分析软件对上述分泌蛋白展开理化性质、保守结

构域以及转运肽等分析,初步明确了黄单胞菌分泌

蛋白的理化性质及其特征.结果表明,３种黄单胞

菌中分泌蛋白理论等电点与氨基酸长度之间无相关

关系,以碱性蛋白质、稳定蛋白质、亲水性蛋白质居

多,平均４４．７３％的蛋白为不稳定蛋白,平均８３．２１％
的蛋白总平均亲水性小于０,属于亲水性蛋白,亲水

性最强氨基酸残基以D和R居多,而疏水性最强氨

基酸残基以 A和L居多.同时,每个黄单胞菌的分

泌蛋白中平均有１２个具有明显的保守结构域,并且

所有分泌蛋白具有信号肽,转运肽预测可能性分布
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也较为平均,因此,推测上述具有不同保守结构域的

分泌蛋白质在实现侵染后具有多样性的功能,这可

能与培养和生存环境等因素有一定关系.
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Analyzingphysicochemicalpropertiesandcharacteristics
ofXanthomonascampestrissecretaryprotein

QINYue,ZHUYoupeng,HANChangzhi

YunnanProvinceKeyLaboratoryofForestDisasterWarningandControl,

CollegeofBiodiversityConservation,SouthwestForestryUniversity,Kunming６５０２２４,China

Abstract　XanthomonascampestrisbelongtoGramＧnegativebacteria,whichmainlydamagecrucifＧ
erousvegetablesandeconomicforestsincludingwalnutsandmangosteens,causinggreateconomiclosses
toagriculturalandforestrycropsandseriouslyharmingthehealthydevelopmentoftheagriculturaland
forestryindustry．Secretedproteinsplayanimportantroleinthepathogenicprocessofplantpathogenic
fungi,bacteria,andoomycetes．Thereisnoreportsonthephysicochemicalpropertiesandcharacteristics
ofsecretaryproteinsofXanthomonas．ThisstudyusesthesecretaryproteinsequencesofX．campestris
B１００,X．campestrispv．campestrisstr．８００４,andX．campestrisCN１４fromthepublishedgenomeＧwide
sequenceasthebasicdata,andusesProtscale,SMART,TargetP２．０Server,andotherbioinformatics
softwaretoanalyzethephysicochemicalproperties,conserveddomains,andtransitpeptidesofthesecreＧ
taryproteinsaboveＧmentioned．TheresultsshowedthattherewasnoobviousrulebetweenthetheoretiＧ
calisoelectricpointofsecretaryproteinsandthelengthofaminoacidsinX．campestris．Anaverage４４．
７３％oftheproteinisunstableprotein．Anaverageof８３．２１％ oftheproteinhasatotalaveragehydroＧ
philicityoflessthan０,whichisahydrophilicprotein．Thenumberofproteinswithobviousconserved
domainsineachsecretaryproteinofXanthomonasis１２onaverage．Allsecretaryproteinshavesignal
peptides．Thedistributionoftransitpeptidepredictionpossibilitiesisrelativelyeven．

Keywords　Xanthomonas;secretaryprotein;physicochemicalproperties;bioinformatics;pathoＧ
gen;subcellularlocalization;transitpeptide
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