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草莓胶孢炭疽菌犆犉犈犕候选效应子的生物信息学

鉴定及其侵染过程中的转录分析
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摘要　病原真菌通常分泌效应子到寄主组织中调控寄主的生理过程，从而有利于其侵染。ＣＦＥＭ（ｃｏｍｍｏｎｉｎｓｅｖ

ｅｒａｌｆｕｎｇａｌｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｍｅｍｂｒａｎｅ）蛋白是真菌所独有的，且与致病性密切相关。本研究利用Ｐｆａｍ数据库对草莓胶

孢炭疽菌全基因组进行搜索，鉴定获得２２个ＣＦＥＭ蛋白。对ＣＦＥＭ蛋白的信号肽、跨膜结构域和亚细胞定位进行

分析，结果表明仅有８个ＣＦＥＭ蛋白为分泌蛋白。对ＣＦＥＭ分泌蛋白在不同侵染阶段的转录情况进行转录组学及

ＲＴＰＣＲ分析，结果显示８个ＣＦＥＭ蛋白在侵染后不同时期均有表达。其中，１个ＣＦＥＭ分泌蛋白于附着胞形成期

特异表达，２个于活体寄生阶段特异表达，２个于死体寄生阶段特异表达。综合上述分析结果，预测这８个分泌蛋白

可能为草莓胶孢炭疽菌的效应子。本研究为深入解析植物病原真菌ＣＦＥＭ效应子提供了理论依据。
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　　由炭疽菌属犆狅犾犾犲狋狅狋狉犻犮犺狌犿真菌引起的草莓炭

疽病是草莓上的一种重要病害。草莓炭疽病危害严

重年份草莓死苗率达８０％，草莓减产达５０％以上
［１］。

胶孢炭疽菌犆狅犾犾犲狋狅狋狉犻犮犺狌犿犵犾狅犲狅狊狆狅狉犻狅犻犱犲狊是草莓炭

疽病的主要病原之一，为半活体营养型真菌。

在植物病原真菌与寄主植物共进化的过程中，

病原真菌的致病性与寄主的抗性之间一直发生着相

互作用［２］。病原真菌通过分泌一系列的效应子来调

控寄主植物的抗性［３］。效应子是一类分泌蛋白，必

须被分泌并转运到寄主细胞的特定部位才能发挥其

功能。真菌的效应子具有以下特点：序列特异性

高，不同物种间序列相似性小；氨基酸序列短，一般



２０１７

不超过３００个氨基酸残基；含有信号肽，同时不含跨

膜区；富含半胱氨酸［４］。效应子依据其功能不同可

以分为两类，一类效应子通过抑制植物的抗性来促

进病原真菌的侵染（称为效应子诱发的感病性）；另

一类效应子则能够间接或直接地被寄主植物识别，导

致效应子触发的免疫。２００６年，一篇关于卵菌（ｏｏ

ｍｙｃｅｔｅ）全基因组的文献中提出了一个概念，即真菌类

生物或真菌本身可能有成百上千种效应子。自此开

始，大量的真菌全基因组数据被发掘，各种不同的生

物信息学手段被用于精确的分析和定义效应子［５］。

２０１３年，胶孢炭疽菌的全基因组测序工作完

成。Ｇａｎ等
［６］对胶孢炭疽菌基因组的分泌蛋白进行

了生物信息学分析，预测其含有２０４２个分泌蛋白，

其中７５５个为少于３００个氨基酸的小分泌蛋白

（ｓｍａｌｌｓｅｃｒｅｔｏｒｙｐｒｏｔｅｉｎｓ，ＳＳＰ）。汪倩等
［７］利用生

物信息学手段发现胶孢炭疽菌基因组中存在稻瘟菌

效应子ＢＡＳＰ２的同源蛋白ＣｇＢＡＳＰ２。对该蛋白编

码基因进行功能研究发现，与野生型相比犆犵

犅犃犛犘２基因缺失突变株不能对寄主产生致病性，说

明其在致病过程中发挥着重要的作用。何芬［８］对利

用生物信息学筛选到的胶孢炭疽菌ＬｙｓＭｓ（Ｌｙｓｉｎ

Ｍｏｔｉｆｓ）型候选效应子ＣｇＬｙｓＭ，进行了亚细胞定

位，发现ＣｇＬｙｓＭ在分生孢子萌发过程中有向芽管

顶端（或附着胞）富集的倾向。这些报道表明，高通

量测序和生物信息学手段结合功能学试验能够有效

预测并鉴定出真菌效应子。随着高通量测序技术的

革新、生物信息学的快速发展以及胶孢炭疽菌全基

因组信息的公布，胶孢炭疽菌 草莓的互作研究工作

将被极大地推动。

ＣＦＥＭ（ｃｏｍｍｏｎｉｎｓｅｖｅｒａｌｆｕｎｇａｌｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ

ｍｅｍｂｒａｎｅ）是真菌独有的一种蛋白结构域，含有８

个半胱氨酸［９］。ＣＦＥＭ蛋白结构域最初是在稻瘟病

菌犕犪犵狀犪狆狅狉狋犺犲犵狉犻狊犲犪中发现的，含有该结构域的

ＡＣＩ１蛋白在稻瘟病菌致病过程中起着至关重要的作

用。此外，在白假丝酵母犆犪狀犱犻犱犪犪犾犫犻犮犪狀狊中发现的

含ＣＦＥＭ结构域的ＣＳＡ１和稻瘟病菌中的Ｐｔｈ１１蛋

白均与致病性相关［１０］。目前在胶孢炭疽菌中尚未见

ＣＦＥＭ效应子的相关报道。本研究利用ＮＣＢＩ网站

（ｈｔｔｐ：∥ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／）公布的胶孢炭疽菌

基因组数据和注释信息，从全基因组水平上鉴定胶孢

炭疽菌中含有ＣＦＥＭ蛋白结构域的成员，采用生物信

息学手段进行分析，并结合转录组学数据及ＲＴ

ＰＣＲ分析结果，预测胶孢炭疽菌ＣＦＥＭ的候选效应

子，为进一步研究ＣＦＥＭ效应子的功能奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料

胶孢炭疽菌犆．犵犾狅犲狅狊狆狅狉犻狅犻犱犲狊的全基因组蛋

白质数据来自ＮＣＢＩ网站。试验所用草莓为栽培草

莓品种‘久香’，取自上海市农业科学院林木果树研

究所草莓种质资源圃。

１．２　方法

１．２．１　ＣＦＥＭ蛋白的生物信息学分析

利用蛋白质家族数据库Ｐｆａｍ （ｈｔｔｐ：∥ｐｆａｍ．

ｘｆａｍ．ｏｒｇ／ｆａｍｉｌｙ／）对胶孢炭疽菌基因组编码的

ＣＦＥＭ蛋白进行分析，犈ｖａｌｕｅ设为０．００１。

通过ＳｉｇｎａｌＰ４．１（ｈｔｔｐ：∥ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ／

ｓｅｒｖｉｃｅｓ／ＳｉｇｎａｌＰ／）预测各ＣＦＥＭ蛋白的Ｎ端信号

肽；通过ＴＭＨＭＭＳｅｒｖｅｒｖ．２．０（ｈｔｔｐ：∥ｗｗｗ．

ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／ＴＭＨＭＭ／）预测各ＣＦＥＭ蛋

白的跨膜结构域；通过ＴａｒｇｅｔＰ１．１Ｓｅｒｖｅｒ（ｈｔｔｐ：∥

ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／ＴａｒｇｅｔＰ／）预 测 各

ＣＦＥＭ蛋白的亚细胞定位。

１．２．２　系统发育树构建

通过ＣｌｕｓｔａｌＸ软件对炭疽属真菌蛋白ＣＦＥＭ氨

基酸序列进行多重序列比对，利用ＭＥＧＡ６．０中的邻

近法构建系统发育树，ｂｏｏｔｓｔｒａｐ值设置为１０００。

１．２．３　ＣＦＥＭ蛋白在胶孢炭疽菌侵染草莓叶片不

同阶段中的转录组学分析

　　取生长健壮、长势一致的草莓植株于人工气候

培养箱培养。试验设置处理组和对照组，每组５株

草莓植株，设３次重复。处理组采用孢子浓度为１×

１０６个／ｍＬ的孢子悬浮液喷雾法接种草莓叶片，对

照组采用纯培养胶孢炭疽菌。将对照组及接种后三

个阶段：附着胞形成阶段（犻狀狆犾犪狀狋犪ａｐｐｒｅｓｓｏｒｉａ）、活

体营养阶段（ｂｉｏｔｒｏｐｈｉｃｐｈａｓｅ）及死体营养阶段（ｎｅ

ｃｒｏｔｒｏｐｈｉｃｐｈａｓｅ）的叶片分别取样
［９］，提取ＲＮＡ。

ＲＮＡ提取方法参见ＯＭＥＧＡＰｌａｎｔＲＮＡＫｉｔ试剂

盒使用说明。提取的ＲＮＡ样本经琼脂糖凝胶电泳

及ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃＮａｎｏＤｒｏｐ２０００分光光度计检

测。检测合格的ＲＮＡ样品送上海瀚宇生物技术有

限公司进行转录组测序。

１．２．４　基因编码ＣＦＥＭ蛋白的转录分析

对这三个阶段受侵染的草莓叶片和阴性对照
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４３卷第５期 张丽?等：草莓胶孢炭疽菌ＣＦＥＭ候选效应子的生物信息学鉴定及其侵染过程中的转录分析

（接种等量无菌水的草莓叶片）分别提取ＲＮＡ，反转

录为ｃＤＮＡ。反转录参见ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴｒｅａ

ｇｅｎｔＫｉｔｗｉｔｈｇＤＮＡＥｒａｓｅｒ试剂盒使用说明。扩增

引物由生工生物工程（上海）股份有限公司合成。

ＲＴＰＣＲ方法扩增得到侵染时期三个不同阶段的编

码ＣＦＥＭ蛋白基因。ＣＦＥＭ蛋白基因克隆片段均

构建至ｐＭＤ１８Ｔ（购自宝生物工程有限公司）并送

生工生物工程（上海）股份有限公司测序，测序结果

与ＣＦＥＭ蛋白基因序列完全一致。

２　结果与分析

２．１　草莓胶孢炭疽菌犆犉犈犕蛋白的鉴定

Ｐｆａｍ数据库是一个包含了大量多重序列校准，

以及“隐藏式马尔科夫模型”的巨大集合，涵盖了许

多蛋白质家族。草莓胶孢炭疽菌基因组基因共编码

１５３８１个蛋白，利用蛋白质家族数据库Ｐｆａｍ（ｈｔｔｐ：∥

ｐｆａｍ．ｘｆａｍ．ｏｒｇ／）对胶孢炭疽菌基因组编码的ＣＦＥＭ

蛋白进行分析，共获得２２个ＣＦＥＭ蛋白（表１）。

表１　草莓胶孢炭疽菌犆犉犈犕蛋白

犜犪犫犾犲１　犜犺犲犻狀犳狅狉犿犪狋犻狅狀狅犳犆犉犈犕狆狉狅狋犲犻狀狊犻狀犆狅犾犾犲狋狅狋狉犻犮犺狌犿犵犾狅犲狅狊狆狅狉犻狅犻犱犲狊狅狀狊狋狉犪狑犫犲狉狉狔

蛋白序列号

ＰｒｏｔｅｉｎＩＤ

家族

Ｆａｍｉｌｙ

结构域位置

ＰｏｓｉｔｉｏｎｏｆＣＦＥＭｄｏｍａｉｎ

犈值

犈ｖａｌｕｅ

蛋白序列号

ＰｒｏｔｅｉｎＩＤ

家族

Ｆａｍｉｌｙ

结构域位置

ＰｏｓｉｔｉｏｎｏｆＣＦＥＭｄｏｍａｉｎ

犈值

犈ｖａｌｕｅ

ＣＧＧＣ５＿２４６１．１ ＣＦＥＭ ３６～９９ １．２ｅ１１ ＣＧＧＣ５＿１００７３．１ ＣＦＥＭ ２３～８９ ２．８ｅ０５

ＣＧＧＣ５＿１３９４９．１ ＣＦＥＭ ３２～９４ 　３ｅ１１ ＣＧＧＣ５＿９４０９．１ ＣＦＥＭ ３４～９６ ６．１ｅ１２

ＣＧＧＣ５＿１９５６．１ ＣＦＥＭ ２０～８４ ８．９ｅ１７ ＣＧＧＣ５＿５９６６．１ ＣＦＥＭ ２８～９２ ６．１ｅ１１

ＣＧＧＣ５＿１３４７８．１ ＣＦＥＭ ２２～８３ ２．１ｅ０９ ＣＧＧＣ５＿５８３３．１ ＣＦＥＭ １８～８３ ２．２ｅ１４

ＣＧＧＣ５＿１３２００．１ ＣＦＥＭ ２２～８４ １．２ｅ０６ ＣＧＧＣ５＿１１７３．１ ＣＦＥＭ ６３９～７０１ ２．３ｅ１１

ＣＧＧＣ５＿１１６２８．１ ＣＦＥＭ ２５～８９ ７．３ｅ１３ ＣＧＧＣ５＿６２１．１　 ＣＦＥＭ ３６～１０２ １．１ｅ０８

ＣＧＧＣ５＿１５２５．１ ＣＦＥＭ ２７～９０ 　３ｅ１５ ＣＧＧＣ５＿７９４８．１ ＣＦＥＭ ３８～９８ ５．７ｅ１３

ＣＧＧＣ５＿１１２９３．１ ＣＦＥＭ ２３９～２９１ ２．５ｅ１０ ＣＧＧＣ５＿９０８．１　 ＣＦＥＭ ２３～８５ 　７ｅ１３

ＣＧＧＣ５＿１１１５３．１ ＣＦＥＭ ２３～８８ ３．２ｅ１２ ＣＧＧＣ５＿９４２９．１ ＣＦＥＭ ２４～８７ ９．８ｅ０８

ＣＧＧＣ５＿１１０６２．１ ＣＦＥＭ ２３～８９ １．２ｅ０８ ＣＧＧＣ５＿１５７４．１ ＣＦＥＭ ２２～８４ 　７ｅ０９

ＣＧＧＣ５＿１０４６９．１ ＣＦＥＭ ２９～７３ １．２ｅ０９ ＣＧＧＣ５＿１５０２６．１ ＣＦＥＭ ２３～８７ ３．１ｅ１３

２．２　草莓胶孢炭疽菌犆犉犈犕蛋白信号肽分析

效应子由真菌分泌到胞外后，由信号肽引导其

进行跨膜转运。因此，本文首先对胶孢炭疽菌中所

有的ＣＦＥＭ蛋白信号肽预测，初步确定草莓胶孢炭

疽菌ＣＦＥＭ分泌蛋白的组成。由ＳｉｇｎａｌＰ４．１Ｓｅｒｖ

ｅｒ在线软件对ＣＦＥＭ蛋白进行信号肽预测分析的

结果显示，２２个ＣＦＥＭ蛋白中有２１个ＣＦＥＭ蛋白

Ｎ端氨基酸序列具有信号肽，其信号肽序列为Ｎ端

１６～２５个氨基酸（表２）。一些内在膜蛋白、膜结合

蛋白和各种胞内的细胞器蛋白同样含有信号肽，但

不是效应子。因此，需进一步对ＣＦＥＭ蛋白进行亚

细胞定位分析，以排除上述蛋白。

表２　草莓胶孢炭疽菌各犆犉犈犕蛋白信号肽分析１
）

犜犪犫犾犲２　犅犻狅犻狀犳狅狉犿犪狋犻犮犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳狊犻犵狀犪犾狆犲狆狋犻犱犲狊狅犳犆犉犈犕狆狉狅狋犲犻狀狊犻狀犆狅犾犾犲狋狅狋狉犻犮犺狌犿犵犾狅犲狅狊狆狅狉犻狅犻犱犲狊

蛋白序列号

ＰｒｏｔｅｉｎＩＤ

信号肽

Ｓｉｇｎａｌｐｅｐｔｉｄｅ

信号肽切割位点

Ｃｌｅａｖａｇｅｓｉｔｅ

蛋白序列号

ＰｒｏｔｅｉｎＩＤ

信号肽

Ｓｉｇｎａｌｐｅｐｔｉｄｅ

信号肽切割位点

Ｃｌｅａｖａｇｅｓｉｔｅ

ＣＧＧＣ５＿２４６１．１　 ＋ ２１／２２ ＣＧＧＣ５＿１１７３．１ －

ＣＧＧＣ５＿１３９４９．１ ＋ １９／２０ ＣＧＧＣ５＿１００７３．１ ＋ ２０／２１

ＣＧＧＣ５＿１９５６．１　 ＋ １７／１８ ＣＧＧＣ５＿９４０９．１ ＋ ２４／２５

ＣＧＧＣ５＿１３４７８．１ ＋ １８／１９ ＣＧＧＣ５＿５９６６．１ ＋ ２２／２３

ＣＧＧＣ５＿１３２００．１ ＋ １６／１７ ＣＧＧＣ５＿５８３３．１ ＋ １６／１７

ＣＧＧＣ５＿１１６２８．１ ＋ １９／２０ ＣＧＧＣ５＿６２１．１　 ＋ ２６／２７

ＣＧＧＣ５＿１５２５．１　 ＋ １９／２０ ＣＧＧＣ５＿７９４８．１ ＋ ２０／２１

ＣＧＧＣ５＿１１２９３．１ ＋ ２２／２３ ＣＧＧＣ５＿９０８．１　 ＋ １９／２０

ＣＧＧＣ５＿１１１５３．１ ＋ ２０／２１ ＣＧＧＣ５＿９４２９．１ ＋ ２１／２２

ＣＧＧＣ５＿１１０６２．１ ＋ １６／１７ ＣＧＧＣ５＿１５７４．１ ＋ １９／２０

ＣＧＧＣ５＿１０４６９．１ ＋ ２０／２１ ＣＧＧＣ５＿１５０２６．１ ＋ ２１／２２

　１）“＋”表示该蛋白具有信号肽；“－”表示该蛋白不具有信号肽。
“＋”ｉｎｄｉｃａｔｅｓｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｗｉｔｈｓｉｇｎａｌｐｅｐｔｉｄｅｓｅｑｕｅｎｃｅｓ；“－”ｉｎｄｉｃａｔｅｓｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｗｉｔｈｏｕｔｓｉｇｎａｌｐｅｐｔｉｄｅｓｅｑｕｅｎｃｅｓ．
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２．３　草莓胶孢炭疽菌犆犉犈犕蛋白亚细胞定位分析

本文利用ＴａｒｇｅｔＰ软件对２１个具有信号肽的

ＣＦＥＭ蛋白进行亚细胞定位分析。分析结果表明，

２１个ＣＦＥＭ蛋白通过分泌途径分泌至胞外的得分

值≥０．６７７。其中，除 ＣＧＧＣ５＿１１６２８．１、ＣＧＧＣ５＿

１１２９３．１和ＣＧＧＣ５＿１５０２６．１定位可信度略低（犚犆＝

３）外，其余１８个ＣＦＥＭ蛋白的定位预测可信度皆

较高（ＲＣ≤２）。因此，２１个具有信号肽的ＣＦＥＭ均

为分泌蛋白，可通过草莓胶孢炭疽菌分泌途径分泌

至胞外（表３）。

表３　１４个具信号肽的犆犉犈犕蛋白的亚细胞定位分析１
）

犜犪犫犾犲３　犛狌犫犮犲犾犾狌犾犪狉犾狅犮犪犾犻狕犪狋犻狅狀狆狉犲犱犻犮狋犻狅狀狅犳犆犉犈犕狆狉狅狋犲犻狀狊犻狀犆狅犾犾犲狋狅狋狉犻犮犺狌犿犵犾狅犲狅狊狆狅狉犻狅犻犱犲狊

蛋白序列号

ＰｒｏｔｅｉｎＩＤ

细胞器定位得分值

Ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎｖａｌｕｅ

ｍＴＰ ＳＰ Ｏｔｈｅｒ Ｌｏｃ 犚犆

蛋白序列号

ＰｒｏｔｅｉｎＩＤ

细胞器定位得分值

Ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎｖａｌｕｅ

ｍＴＰ ＳＰ Ｏｔｈｅｒ Ｌｏｃ 犚犆

ＣＧＧＣ５＿２４６１．１ ０．０５１ ０．９６７ ０．０２６ Ｓ １ ＣＧＧＣ５＿１００７３．１ ０．０４５ ０．９１７ ０．０５７ Ｓ １

ＣＧＧＣ５＿１３９４９．１ ０．０９５ ０．９１８ ０．０２７ Ｓ １ ＣＧＧＣ５＿９４０９．１ ０．０７８ ０．９２０ ０．０２２ Ｓ １

ＣＧＧＣ５＿１９５６．１ ０．０２３ ０．９６５ ０．０８０ Ｓ １ ＣＧＧＣ５＿５９６６．１ ０．０３３ ０．９５６ ０．０２９ Ｓ １

ＣＧＧＣ５＿１３４７８．１ ０．０２１ ０．９４７ ０．１３０ Ｓ １ ＣＧＧＣ５＿５８３３．１ ０．０６５ ０．８８３ ０．０８７ Ｓ ２

ＣＧＧＣ５＿１３２００．１ ０．０２５ ０．９５２ ０．０７０ Ｓ １ ＣＧＧＣ５＿６２１．１ ０．０６０ ０．９６４ ０．０１４ Ｓ １

ＣＧＧＣ５＿１１６２８．１ ０．２５４ ０．８４０ ０．０１７ Ｓ ３ ＣＧＧＣ５＿７９４８．１ ０．１１２ ０．８９５ ０．０６２ Ｓ ２

ＣＧＧＣ５＿１５２５．１ ０．０２２ ０．９８９ ０．０１７ Ｓ １ ＣＧＧＣ５＿９０８．１ ０．０４０ ０．９６５ ０．０２２ Ｓ １

ＣＧＧＣ５＿１１２９３．１ ０．１５５ ０．６７７ ０．１１９ Ｓ ３ ＣＧＧＣ５＿９４２９．１ ０．０７１ ０．９３９ ０．０２１ Ｓ １

ＣＧＧＣ５＿１１１５３．１ ０．０３３ ０．８６７ ０．０９５ Ｓ ２ ＣＧＧＣ５＿１５７４．１ ０．０１６ ０．９７０ ０．０５８ Ｓ １

ＣＧＧＣ５＿１１０６２．１ ０．０４８ ０．８４７ ０．１５５ Ｓ ２ ＣＧＧＣ５＿１５０２６．１ ０．２４４ ０．８０５ ０．０１１ Ｓ ３

ＣＧＧＣ５＿１０４６９．１ ０．０３２ ０．８４６ ０．０９１ Ｓ ２

　１）ｍＴＰ：线粒体定位；Ｓ：分泌途径；ＳＰ：该蛋白含有信号肽，可通过分泌途径分泌至胞外，为分泌蛋白；Ｏｔｈｅｒ：其他定位；Ｌｏｃ：预测定位结果。

犚犆：可信度等级从１～５，估算亚细胞定位预测最大值和次值之间的差距（犱犻犳犳）。１：犱犻犳犳≥０．８００；２：０．８００＞犱犻犳犳≥０．６００；３：０．６００＞

犱犻犳犳≥０．４００；４：０．４００＞犱犻犳犳≥０．２００；５：犱犻犳犳＜０．２００。犚犆值越低，定位越准确，犚犆＝１定位预测最可靠。

ｍＴＰ：Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉｏｎｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ；Ｓ：Ｓｅｃｒｅｔｉｏｎｐａｔｈｗａｙ；ＳＰ：Ｓｉｇｎａｌｐｅｐｔｉｄｅ；Ｏｔｈｅｒ：Ａｎｙｏｔｈｅｒｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ；Ｌｏｃ：Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎｏｆｌｏｃａｌｉｚａ

ｔｉｏｎ．犚犆：Ｒｅｌｉａｂｉｌｉｔｙｃｌａｓｓ，ｆｒｏｍ１ｔｏ５，ｗｈｅｒｅ１ｉｎｄｉｃａｔｅｓｔｈｅｓｔｒｏｎｇｅｓｔｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ．犚犆ｉｓａｍｅａｓｕｒｅｏｆｔｈｅｓｉｚｅｏｆｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（犱犻犳犳）ｂｅ

ｔｗｅｅｎｔｈｅｈｉｇｈｅｓｔ（ｗｉｎｎｉｎｇ）ａｎｄｔｈｅｓｅｃｏｎｄｈｉｇｈｅｓｔｏｕｔｐｕｔｓｃｏｒｅｓ．Ｔｈｅｒｅａｒｅ５ｒｅｌｉａｂｉｌｉｔｙｃｌａｓｓｅｓ，ｄｅｆｉｎｅｄａｓｆｏｌｌｏｗｓ：１：犱犻犳犳≥０．８００；２：

０．８００＞犱犻犳犳≥０．６００；３：０．６００＞犱犻犳犳≥０．４００；４：０．４００＞犱犻犳犳≥０．２００；５：犱犻犳犳＜０．２００．Ｔｈｕｓ，ｔｈｅｌｏｗｅｒｔｈｅｖａｌｕｅｏｆ犚犆，ｔｈｅｓａｆｅｒ

ｔｈｅｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ．

２．４　草莓胶孢炭疽菌犆犉犈犕分泌蛋白跨膜结构域分析

由于分泌蛋白和跨膜蛋白均含有疏水区域，因

此很难将两者区分开来。因此，为了避免跨膜蛋白

和分泌蛋白相混淆，选用ＴＭＨＭＭ软件对２１个含

信号肽的ＣＦＥＭ蛋白进行跨膜结构域的预测，剔除

跨膜结构域＞１的蛋白。结果表明２１个含信号肽

的ＣＦＥＭ蛋白中有１３个ＣＥＦＭ蛋白均含有跨膜结

构域，说明其为跨膜蛋白。而其余８个ＣＥＦＭ蛋白

不含有跨膜结构域，说明它们属于ＣＦＥＭ分泌蛋白

（表４）。

表４　草莓胶孢炭疽菌犆犉犈犕蛋白跨膜结构域分析

犜犪犫犾犲４　犅犻狅犻狀犳狅狉犿犪狋犻犮犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳狋狉犪狀狊犿犲犿犫狉犪狀犲狅犳犆犉犈犕狆狉狅狋犲犻狀狊犻狀犆狅犾犾犲狋狅狋狉犻犮犺狌犿犵犾狅犲狅狊狆狅狉犻狅犻犱犲狊

蛋白序列号

ＰｒｏｔｅｉｎＩＤ

跨膜结构域数目

Ｎｕｍｂｅｒｏｆ

ｐｒｅｄｉｃｔｅｄＴＭＨｓ

跨膜结构域位置

Ｐｏｓｉｔｉｏｎｏｆｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅｄｏｍａｉｎ

ＴＭ１ ＴＭ２ ＴＭ３ ＴＭ４ ＴＭ５ ＴＭ６ ＴＭ７ ＴＭ８

ＣＧＧＣ５＿２４６１．１ ６ １１３～１３２ １５２～１７４ １８７～２０９ ２１９～２４１ ２６２～２８４ ２９９～３２１

ＣＧＧＣ５＿１３９４９．１ ８ ７～２９　 １０４～１２６ １３９～１６１ １８１～２０３ ２１５～２３７ ２６５～２８７ ３００～３２２ ３４２～３６４

ＣＧＧＣ５＿１９５６．１ ０

ＣＧＧＣ５＿１３４７８．１ ０

ＣＧＧＣ５＿１３２００．１ ０

ＣＧＧＣ５＿１１６２８．１ ７ １０３～１２０ １３５～１５７ １７７～１９９ ２０９～２３１ ２５２～２７４ ２９４～３１６ ３２９～３５１

ＣＧＧＣ５＿１５２５．１ ７ １００～１２２ １３５～１５７ １７９～２０１ ２１４～２３６ ２６０～２８２ ２９５～３１７ ３３７～３５９

ＣＧＧＣ５＿１１２９３．１ ０

ＣＧＧＣ５＿１１１５３．１ ０

ＣＧＧＣ５＿１１０６２．１ ０

ＣＧＧＣ５＿１０４６９．１ ０

ＣＧＧＣ５＿１００７３．１ ２ １０１～１２３ １８７～２０６
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续表４　犜犪犫犾犲４（犆狅狀狋犻狀狌犲犱）

蛋白序列号

ＰｒｏｔｅｉｎＩＤ

跨膜结构域数目

Ｎｕｍｂｅｒｏｆ

ｐｒｅｄｉｃｔｅｄＴＭＨｓ

跨膜结构域位置

Ｐｏｓｉｔｉｏｎｏｆｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅｄｏｍａｉｎ

ＴＭ１ ＴＭ２ ＴＭ３ ＴＭ４ ＴＭ５ ＴＭ６ ＴＭ７ ＴＭ８

ＣＧＧＣ５＿９４０９．１ ８ ７～２４ １１０～１２８ １４１～１６３ １８３～２０５ ２１８～２４０ ２６５～２８７ ３００～３２２ ３４２～３６４

ＣＧＧＣ５＿５９６６．１ ７ ５～２２ １０２～１１９ １３９～１５６ １７１～１９３ ２１９～２４１ ２５６～２７８ ２９０～３１２

ＣＧＧＣ５＿５８３３．１ ０

ＣＧＧＣ５＿６２１．１ ６ １４９～１７１ １９１～２１３ ２３３～２５５ ２７０～２９２ ３０５～３２７ ３４２～３６４

ＣＧＧＣ５＿７９４８．１ ７ １０８～１３０ １４３～１６２ １８６～２０８ ２２０～２４２ ２６６～２８８ ３０１～３２３ ３４３～３６５

ＣＧＧＣ５＿９０８．１ ８ ２～２１ ９５～１１７ １３０～１５２ １７２～１９４ ２１４～２３６ ２５６～２７５ ２８８～３１０ ３２５～３４７

ＣＧＧＣ５＿９４２９．１ ５ ９９～１１８ １３１～１５３ １７３～１９５ ２０８～２３０ ２９０～３０８

ＣＧＧＣ５＿１５７４．１ ７ ９３～１１５ １２８～１４７ １７２～１９４ ２０７～２２９ ２５３～２７５ ２８８～３０６ ３２１～３４３

ＣＧＧＣ５＿１５０２６．１ ７ ４～２１ ３４～５３ ７９～１０１ １１４～１３６ １５９～１８１ １９３～２１５ ２３５～２５７

２．５　炭疽菌属犆犉犈犕蛋白系统进化分析

ＭＥＧＡ建树结果表明，尽管以８个ＣＦＥＭ为靶

标蛋白绘制的进化树总体来说有较高的相似性，但各

自之间仍存在差异。进化树大体上分为２个大分支，

其中分支一由犆．狊犻犿犿狅狀犱狊犻犻、犆．犳犻狅狉犻狀犻犪犲、犆．狀狔犿

狆犺犪犲犪犲、犆．狊犪犾犻犮犻狊和本研究中的犆．犵犾狅犲狅狊狆狅狉犻狅犻犱犲狊组

成，分支二由犆．狋狅犳犻犲犾犱犻犪犲、犆．犻狀犮犪狀狌犿、犆．犺犻犵犵犻狀狊犻犪

狀狌犿、犆．狊狌犫犾犻狀犲狅犾犪和犆．犵狉犪犿犻狀犻犮狅犾犪组成。有趣的

是，在分支一中，犆．狊犻犿犿狅狀犱狊犻犻、犆．犳犻狅狉犻狀犻犪犲、犆．狀狔犿

狆犺犪犲犪犲和犆．狊犪犾犻犮犻狊同源性较高，被划分到一个小分

支；而本研究中的犆．犵犾狅犲狅狊狆狅狉犻狅犻犱犲狊则与上述４种炭

疽菌同源性相对较低，被独立分到另一小分支。
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图１　犆犉犈犕蛋白系统发育树

犉犻犵．１　犜犺犲狆犺狔犾狅犵犲狀犲狋犻犮狋狉犲犲狅犳犆犉犈犕狆狉狅狋犲犻狀狊
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２．６　犆犉犈犕基因在胶孢炭疽菌侵染草莓叶片不同

阶段中的转录组学分析

　　效应子由病原真菌在侵染过程中泌出，因此，在

侵染阶段表达的分泌蛋白更有可能与病菌的致病性

密切相关，为此，本研究以纯培养和在植物组织内侵

染的３个不同阶段的胶孢炭疽菌为研究对象，利用

转录组学技术进行分析，比较８个ＣＦＥＭ分泌蛋白

编码基因在不同环境下的差异表达。图２为转录组

测序各样本总ＲＮＡ的提取质量检测：２８ＳｒＲＮＡ和

１８ＳｒＲＮＡ条带较清晰，满足测序需要。转录组测

序结果表明，８个ＣＦＥＭ蛋白编码基因中，ＣＧＧＣ５＿

１３４７８．１和ＣＧＧＣ５＿１１１５３．１在侵染后３个阶段均

上调表达，其中ＣＧＧＣ５＿１３４７８．１在侵染后３个时

间点上调均大于８０倍。ＣＧＧＣ５＿１３２００．１在附着胞

形成阶段表达显著上调，在活体营养阶段和死体营

养阶段表达量则有一定程度下调。相较之下，ＣＧ

ＧＣ５＿１１２９３．１和ＣＧＧＣ５＿１０４６９．１在活体和死体营

养阶段均有表达。在活体营养阶段特异性上调表达

的基因有ＣＧＧＣ５＿１１６０２．１和ＣＧＧＣ５＿５８３３．１，其

中ＣＧＧＣ５＿５８３３．１上调倍数达９０倍。而仅有一个

ＣＦＥＭ蛋白编码基因，ＣＧＧＣ５＿１９５６．１，在死体营养

阶段上调表达，与对照组相比上调约３４倍（图３）。

这些结果说明，尽管８个ＣＦＥＭ蛋白编码基因在胶

孢炭疽菌侵染均有上调表达，但表达的时间点和程

度有较大差异，说明这些ＣＦＥＭ分泌蛋白在胶孢炭

疽菌侵染过程中发挥不同的作用。

图２　转录组测序犚犖犃样本琼脂糖凝胶检测

犉犻犵．２　犃犵犪狉狅狊犲犵犲犾犲犾犲犮狋狉狅狆犺狅狉犲狊犻狊狅犳狋狅狋犪犾犚犖犃

图３　犆犉犈犕分泌蛋白编码基因差异表达热图

犉犻犵．３　犎犲犪狋犿犪狆狊犺狅狑犻狀犵犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀犾犲狏犲犾狊狅犳

犆犉犈犕狆狉狅狋犲犻狀犮狅犱犻狀犵犵犲狀犲狊

２．７　草莓胶孢炭疽菌犆犉犈犕分泌蛋白的犚犜犘犆犚分析

采用ＲＴＰＣＲ方法对８个ＣＦＥＭ分泌蛋白在

胶孢炭疽菌在不同侵染阶段的表达情况进行进一步

验证，结果显示，８个ＣＦＥＭ分泌蛋白在侵染的３个

不同阶段均有表达（表５）。其中，ＣＧＧＣ５＿１３２００．１

在附着胞形成阶段特异表达；ＣＧＧＣ５＿１１６０２．１和

ＣＧＧＣ５＿５８３３．１在活体营养阶段特异表达，在此阶

段，胶孢炭疽菌在寄主体内形成初级菌丝；ＣＧＧＣ５＿

１９５６．１在死体营养阶段特异表达，此阶段，次级侵染

菌丝形成并诱导寄主细胞死亡。ＣＧＧＣ５＿１３４７８．１和

ＣＧＧＣ５＿１１１５３．１在３个阶段均有表达。ＣＧＧＣ５＿

１１２９３．１和ＣＧＧＣ５＿１０４６９．１在活体和死体营养阶

段均有表达，与转录组测序结果一致。因此，８个

ＣＦＥＭ分泌蛋白皆可在胶孢炭疽菌侵染阶段表达，

预测其均为胶孢炭疽菌ＣＦＥＭ效应子。
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表５　犆犉犈犕分泌蛋白的转录分析１
）

犜犪犫犾犲５　犜狉犪狀狊犮狉犻狆狋犻狅狀犪犾犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳犆狅犾犾犲狋狅狋狉犻犮犺狌犿犵犾狅犲狅狊狆狅狉犻狅犻犱犲狊狊犲犮狉犲狋狅狉狔狆狉狅狋犲犻狀狊

蛋白序列号

ＰｒｏｔｅｉｎＩＤ

３个侵染阶段

Ａｌｌｔｈｒｅｅｐｈａｓｅｓ

附着胞形成阶段

犐狀狆犾犪狀狋犪ａｐｐｒｅｓｓｏｒｉｕｍｐｈａｓｅ

活体营养阶段

Ｂｉｏｔｒｏｐｈｉｃｐｈａｓｅ

死体营养阶段

Ｎｅｃｒｏｔｒｏｐｈｉｃｐｈａｓｅ

阴性对照

Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ

ＣＧＧＣ５＿１９５６．１ ＋

ＣＧＧＣ５＿１３４７８．１ ＋

ＣＧＧＣ５＿１３２００．１ ＋

ＣＧＧＣ５＿１１２９３．１ ＋ ＋

ＣＧＧＣ５＿１１１５３．１ ＋

ＣＧＧＣ５＿１１０６２．１ ＋

ＣＧＧＣ５＿１０４６９．１ ＋ ＋

ＣＧＧＣ５＿５８３３．１ ＋

　１）“＋”表示ＣＦＥＭ候选效应子在该阶段表达。

“＋”ｉｎｄｉｃａｔｅｓｔｈａｔｔｈｉｓＣＦＥＭｃａｎｄｉｄａｔｅｅｆｆｅｃｔｏｒｉｓｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎｔｈｉｓｐｈａｓｅ．

３　讨论

目前有关半活体营养型真菌如何应对寄主植物

的免疫反应及其如何调控活的寄主植物细胞的机制

尚不明确［１３］。然而近年来的研究发现，与植物和动

物致病细菌一样，植物病原真菌也能够产生和分泌

效应子。这些效应子能够与寄主植物互作且在病原

真菌致病的过程中起着至关重要的作用［１４１５］。

自从在粗球孢子菌犆狅犮犮犻犱犻狅犻犱犲狊犻犿犿犻狋犻狊中首

次发现ＣＦＥＭ蛋白以来，一些新的ＣＦＥＭ蛋白也从

不同的真菌中鉴定出来。这些含有ＣＦＥＭ蛋白的

真菌分别为稻瘟病菌犕犪犵狀犪狆狅狉狋犺犲犵狉犻狊犲犪、白假丝

酵母犆．犪犾犫犻犮犪狀狊、近平滑假丝酵母犆．狆犪狉犪狆狊犻犾狅狊犻狊、

烟曲霉犃狊狆犲狉犵犻犾犾狌狊犳狌犿犻犵犪狋狌狊和尖孢镰刀菌犉狌

狊犪狉犻狌犿狅狓狔狊狆狅狉狌犿
［９，１７１９］。对ＣＦＥＭ蛋白的功能研

究发现，这类蛋白在真菌的某些生理过程中起作用，

可能与致病性相关。Ｌｉｎｇ等
［２０］将尖孢镰刀菌犉．

狅狓狔狊狆狅狉狌犿中１２个不同的专化型进行了分析，发现

每个专化型平均含有１６个ＣＦＥＭ蛋白，其中某些

ＣＦＥＭ蛋白含有ＤＲ基序。包含ＤＲ基序的ＣＦＥＭ

蛋白（ＣＦＥＭ＿ＤＲ蛋白）在尖孢镰刀菌菌株间非常保

守，相比其他真菌，ＣＦＥＭ＿ＤＲ蛋白的数量在尖孢镰

刀菌中更多。对ＣＭＥＦ＿ＤＲ蛋白的表达分析发现，

编码ＣＭＥＦ＿ＤＲ蛋白基因在孢子和菌丝阶段表达

量明显高于其他阶段，且在接种寄主３ｄ后，表达量

显著升高。由此说明ＣＭＥＦ＿ＤＲ蛋白在定殖和侵

染寄主过程中发挥着重要的作用。井忠英等［９］对禾

谷炭疽菌犆．犵狉犪犿犻狀犻犮狅犾犪中的ＣＦＥＭ蛋白进行了

生物信息及转录分析。结果表明，禾谷炭疽菌含有

３２个ＣＦＥＭ蛋白，且其中２２个为分泌蛋白。这２２

个分泌蛋白在病菌侵染时期的３个阶段均有表达。

预测这２２个ＣＦＥＭ分泌蛋白为禾谷炭疽菌致病相

关的效应子。

高通量测序技术的快速发展及全基因组测序真

菌数量的大幅增加，为在病原真菌中鉴定效应子提

供了有力的保障。有关草莓胶孢炭疽菌效应子的报

道十分有限［２１］，其尚无ＣＦＥＭ效应子的相关研究。

由于缺乏一致的序列特征或结构折叠，真菌的效应

子预测是一个难题。

本文利用Ｐｆａｍ数据库，对胶孢炭疽菌的基因

组进行分析，获得２２个含有ＣＦＥＭ结构域的蛋白。

效应子通常经内质网或高尔基体分泌，由此需要疏

水的Ｎ末端信号肽
［２２］。迄今为止，经研究证实的真

菌效应子均含有该信号肽［２３］。本文采用ＳｉｇｎａｌＰ、

ＴａｒｇｅｔＰ及ＴＭＨＭＭ软件对２２个ＣＦＥＭ蛋白进

行了分析，综合结果分析预测，８个ＣＦＥＭ蛋白为胶

孢炭疽菌的分泌蛋白。对其利用 ＭＥＧＡ进行系统

发育树的构建，结果表明，胶孢炭疽菌ＣＦＥＭ蛋白

不属于分支二，在分支一中又单独成一支，与已报道

的禾谷炭疽菌中的ＣＦＥＭ分泌蛋白亲缘关系相对

较远。说明与其他炭疽菌相比，胶孢炭疽菌ＣＦＥＭ

蛋白有其自身的特点。由于效应子与病原真菌侵染

相关，因此，本文采用转录组测序和ＲＴＰＣＲ技术

对８个ＣＦＥＭ分泌蛋白在３个不同侵染时期的转

录表达进行了研究，结果表明，８个ＣＦＥＭ分泌蛋白

均在胶孢炭疽菌的侵染阶段表达，但表达的阶段和

·０５·
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程度有较大差异。其中ＣＧＧＣ５＿１３４７８．１在侵染后

３个时间点上调均大于８０倍，说明其可能在胶孢炭

疽菌整个侵染过程中都发挥重要作用。除此之外，

ＣＧＧＣ５＿５８３３．１在活体营养阶段上调表达高达９０

倍，说明其可能在活体营养阶段发挥重要作用。除

此之外，其他ＣＦＥＭ基因在不同时间点均有上调表

达。综合以上结果预测，８个ＣＦＥＭ分泌蛋白有可

能是胶孢炭疽菌的效应子。本实验室将在后续试验

中，对这些推测加以求证，明确ＣＦＥＭ蛋白效应子

的功能，为抗病育种奠定坚实基础。
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