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摘要　 [目的]以烟草 β-1,3-葡聚糖酶的氨基酸序列为材料,对其特性进行深度挖掘。 [方法]采用 NCBI-PROTEIN 筛选蛋白序列,依
次运用 ProtParam、SignalP

 

4. 1 和 TMHMM
 

2. 0 工具进行预测并分析烟草葡聚糖酶的理化特性、信号肽和跨膜结构的组成成分。 [结果]
NtBGl-2 的分子量最大(40

 

390. 76
 

Dk),NtBGl-3 的分子量最小(37
 

722. 64
 

Dk);NtBGl-1 和 NtBGl-2 的等电点小于 7. 0,而 NtBGl-3 的
等电点大于 7. 0;NtBGl-1 和 NtBGl-2 属于不稳定蛋白,NtBGl-3 属于稳定性蛋白,且耐热性大于 NtBGl-1 和 NtBGl-2;NtBGl-1 和 NtBGl
-2 的优势氨基酸为甘氨酸和丝氨酸,NtBGl-3 的为天冬酰氨和丙氨酸;NtBGl 均含有信号肽,属于分泌蛋白;NtBGl-1 无跨膜区,而 NtB-
Gl-2(13

 

~35)和 NtBGl-3(7
 

~29)含有跨膜结构区域,属于跨膜蛋白。 [结论]该研究为深入研究烟草葡聚糖酶奠定基础。
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Abstract　 [Objective]

 

The
 

amino
 

acid
 

sequence
 

of
 

tobacco
 

β-1,3-glucanase
 

was
 

used
 

as
 

a
 

material
 

to
 

deeply
 

explore
 

its
 

characteristics.
 

[Meth-
od]NCBI-PROTEIN

 

was
 

used
 

to
 

screen
 

protein
 

sequences,
 

and
 

ProtParam,
 

SignalP
 

4. 1
 

and
 

TMHMM
 

2. 0
 

tools
 

were
 

used
 

to
 

predict
 

physico-
chemical

 

properties,
 

signal
 

peptide
 

and
 

transmembrane
 

structure
 

of
 

tobacco
 

glucan
 

enzyme.
 

[Result]The
 

molecular
 

weight
 

of
 

NtBGl-2
 

was
 

the
 

maximum
 

(40
 

390. 76
 

Dk),
 

and
 

that
 

of
 

NtBGl-3
 

was
 

the
 

minimum
 

(37
 

722. 64
 

Dk);
 

the
 

isoelectric
 

point
 

of
 

NtBGl-1
 

and
 

NtBGl-2
 

was
 

less
 

than
 

7. 0,
 

but
 

NtBGl-3
 

was
 

more
 

than
 

7. 0;
 

NtBGl-1
 

and
 

NtBGl-2
 

were
 

unstable
 

proteins,
 

NtBGl-3
 

was
 

a
 

stable
 

protein,
 

and
 

the
 

heat
 

resistance
 

was
 

greater
 

than
 

that
 

of
 

NtBGl-1
 

and
 

NtBGl-2;
 

the
 

dominant
 

amino
 

acids
 

of
 

NtBGl-1
 

and
 

NtBGl-2
 

were
 

glycine
 

and
 

serine,
 

NtBGl-3
 

for
 

asparagine
 

and
 

alanine;
 

NtBGl
 

contained
 

signal
 

peptide,
 

belonged
 

to
 

secreted
 

proteins;
 

NtBGl-1
 

had
 

no
 

transmembrane
 

domain,
 

while
 

NtBGl-2
 

(13
 

~35)
 

and
 

NtBGl-3
 

(7
 

~29)
 

contained
 

transmembrane
 

structure,
 

and
 

belonged
 

to
 

transmembrane
 

proteins. [Conclusion]This
 

study
 

lays
 

the
 

foundation
 

for
 

in-depth
 

study
 

of
 

tobacco
 

glucanase.
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　 　 β-1,3-葡聚糖酶具有水解 β 型的 1,3 糖苷键的葡聚糖

聚合体的作用[1-2] ,由于葡聚糖是植物细胞壁的重要组成部

分,因此葡聚糖酶具有促进植物体软化的作用[3] 。 此外,葡
聚糖酶具有抵抗部分细菌和真菌的入侵[4-6] 。 正常情况下,
葡聚糖酶较少在植物体内积累,且活性较低,当受到病原微

生物入侵时,葡聚糖酶的表达量增加,在体内大量合成,同时

产生部分同工酶,进而发挥抵抗病原菌入侵的作用[7-9] ,如水

稻被稻瘟菌感染,诱导葡聚糖酶的活性增加 3~ 5 倍[10] ;烟草

的坏疽病感染黄瓜叶,促使葡聚糖酶的活性增加 6 倍[11] 。
目前,关于烟草葡聚糖酶的研究主要集中在其抵抗病原

微生物,主要包括花叶病[12] 、疫霉病[13] 、立枯丝核菌[14] 、坏
疽病[11]等。 为更深层次地认识烟草 β-1,3-葡聚糖酶的生

物学特性,笔者利用生物信息学的方法进行研究,进而为深

入研究烟草葡聚糖酶奠定基础。
1　 材料与方法

1. 1　 筛选烟草 β-1,3-葡聚糖酶家族成员 　 采用 NCBI-
PROTEIN[15]数据库在线检索,筛选烟草葡聚糖酶相关的蛋

白序列,获取的登录号分别是 AAA63541. 1、ACF93731. 1 和

AAA63542. 1,依据优势氨基酸和氨基酸数进行命名,分别为

NtBGl-1、NtBGl-2 和 NtBGl-3[16] 。

1. 2　 方法　 以 ProtParam 的工具[17] 测定序列的理化特性,
如烟草葡聚糖酶的氨基酸数、分子量、理论等电点、不稳定指

数、脂肪族指数和优势氨基酸;使用 SignalP
 

4. 1 的在线服

务[18] ,其 D-cutoff 值以 Matthews 的相关系数进行测定;采用

TMHMM
 

2. 0 工具[19] ,根据疏水性氨基酸,对烟草葡聚糖酶

的跨膜结构进行分析。
2　 结果与分析

2. 1　 烟草 β-1,3-葡聚糖酶理化特性的分析　 通过在线工

具(PROTPARAM)预测 NtBGl 的相关理化特性,结果显示

(表 1),NtBGl-2 的氨基酸数最多(370),其次是 NtBGl-1,为
359 个,NtBGl-3 的最小,含有 343 个氨基酸;对于烟草葡聚

糖酶,以 NtBGl-2 的分子量最大,其分子量为 40
 

390. 76
 

Da,
而 NtBGl-3 的分子量最小(37

 

722. 64
 

Da);通过测定烟草葡

聚糖酶的等电点,NtBGl-1 和 NtBGl-3 的等电点分别为 6. 60
和 5. 12,均属于酸性蛋白,而 NtBGl - 2 的等电点值最大

(7. 10),属于碱性蛋白;NtBGl-1 和 NtBGl-2 的不稳定指数

均大于 40,其值分别为 42. 49 和 44. 28,因此 NtBGl-1 和 NtB-
Gl-2 属于不稳定性蛋白,而 NtBGl - 3 的不稳定指数为

37. 47,即 NtBGl-3 属于稳定性蛋白;NtBGl-3 的脂肪族指数

最大(90. 20),说明 NtBGl-3 的耐热性大于 NtBGl-1 和 NtB-
Gl-2;NtBGl-1 和 NtBGl-2 的优势氨基酸相同,均为甘氨酸

(含量分别为 9. 2%、8. 9%)和丝氨酸(含量分别为 9. 2%、
9. 5%),NtBGl-3 的优势氨基酸为天冬酰氨(9. 6%)和丙氨

酸(10. 2%)。

　 　 　安徽农业科学,J. Anhui
 

Agric. Sci.
 

2018,46(17):96-97,116



表 1　 NtBGl 的相关理化特性

Table
 

1　 The
 

related
 

physicochemical
 

properties
 

of
 

NtBGl

蛋白名称
Protein

 

name

氨基酸数
Amino

 

acid
 

number

分子量
Molecular

 

weight

理论等电点
Theoretical

 

isoel-
ectric

 

point

不稳定指数
Unstable

 

index

脂肪族指数
Aliphatic

 

index

优势氨基酸
Advantageous

 

amino
 

acids
NtBGl-1 359 39

 

145. 45 6. 60 42. 49 88. 83 Gly
 

Ser
NtBGl-2 370 40

 

390. 76 7. 10 44. 28 85. 92 Gly
 

Ser
NtBGl-3 343 37

 

722. 64 5. 12 37. 47 90. 20 Asn
 

Ala

2. 2　 烟草 β-1,3-葡聚糖酶的信号肽分析　 从信号肽、原始

的剪切位点和综合的剪切位点 3 个方面分析烟草葡聚糖酶

的信号肽发现(图 1),NtBGl-1 第 10 位亮氨酸的信号肽值

(S)达到最大(0. 970),而原始的剪切位点(C)和综合的剪切

位点(Y)的最大分值均处于第 22 位谷氨酰胺,其值分别为

0. 810 和 0. 856,因此 NtBGl-1 具有信号肽,剪切位点处于第

21 与 22 位氨基酸之间,信号肽处于第 1 ~ 21 位的氨基酸,该
信号肽的均值为 0. 902;NtBGl-2 的信号肽值于第 20 位亮氨

酸处达到最大(0. 957),原始的剪切位点和综合的剪切位点

的最大分值均处于第 33 位谷氨酰胺,其值分别为 0. 742 和

0. 795,即 NtBGl-2 具有信号肽,剪切位点处于第 32~ 33 位氨

基酸,信号肽处于第 1 ~ 32 位的氨基酸,该信号肽的均值为

0. 846;NtBGl-3 的信号肽值于第 9 位苯丙氨酸处达到最大

(0. 986),原始的剪切位点和综合的剪切位点的最大分值均处

于第 30 位谷氨酰胺,其值分别为 0. 615 和 0. 753,表明 NtBGl-3
具有信号肽,剪切位点处于第 29 与 30 位氨基酸之间,

 

且信号

肽处于第 1~29 位的氨基酸,该信号肽的均值为 0. 929。 综上

所述,烟草葡聚糖酶均具有信号肽,即属于分泌蛋白。

注:S-score 表示信号肽具有的分值,Y-score 表示原始的剪切位点具有的分值,C-score 表示综合的剪切位点具有的分值

Note:S-score
 

represents
 

the
 

score
 

of
 

the
 

signal
 

peptide.
 

Y-score
 

represents
 

the
 

score
 

of
 

the
 

original
 

shear
 

site,
 

and
 

C-score
 

represents
 

the
 

score
 

of
 

the
 

syn-
thesized

 

shear
 

site
图 1　 NtBGl 的信号肽分布

Fig. 1　 Signal
 

peptide
 

distribution
 

of
 

NtBGl

2. 3　 烟草 β-1,3-葡聚糖酶的跨膜结构分析　 蛋白酶可通

过跨膜结构锚定于质膜上,进而在亚细胞结构的特定区域参

与信号传递或代谢活动,因此对 NtBGl 的跨膜结构进行分

析,结果显示(图 2),NtBGl-1 序列位于膜内的氨基酸数为

3. 50,小于 20. 00,即 NtBGl-1 不具有跨膜结构;NtBGl-2 和

NtBGl-3 位于膜内序列的氨基酸数分别为 20. 97 和 22. 74,
均大于 20. 00,表明 NtBGl-2 和 NtBGl-3 含有跨膜结构,其概

率分别为 0. 947 和 0. 993;NtBGl-2 的第 1~12 位氨基酸位于

膜内,第 13
 

~35 位氨基酸为跨膜区,第 36 ~ 370 位的氨基酸

处于膜外;NtBGl-3 的第 1~6 位氨基酸位于膜内,第 7~29 位

图 2　 NtBGl 的跨膜结构

Fig. 2　 Transmembrane
 

structure
 

of
 

NtBGl
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树混交的一种较好树种,也是一种在漳州具有较好发展前途 的珍贵树种。

表 3　 林下杂灌草木情况

Table
 

3　 The
 

situation
 

of
 

the
 

mixed
 

vegetation
 

in
 

the
 

forest

调查时间
Survey
time

上径 3-11 小班
Shangjing

 

3-11
 

Xiaoban
(米老排纯林)

杂灌主要种类
Main

 

speciess
 

of
 

miscellaneous
 

shrubs

杂草主要种类
Main

 

species
 

of
 

weed

覆盖度
Coverage

%

百岁楼 7-1 小班
Baisuilou

 

7-1
 

Xiaoban
(米老排巨尾桉混交林 5 ∶5)

杂灌主要种类
Main

 

speciess
 

of
 

miscellaneous
 

shrubs

杂草主要种类
Main

 

species
 

of
 

weed

覆盖度
Coverage

%

上径 5-12 小班
Shangjing

 

5-12
 

Xiaoban
(卷荚相思巨尾桉混交林 5 ∶5)

杂灌主要种类
Main

 

speciess
 

of
 

miscellaneous
 

shrubs

杂草主要种类
Main

 

species
 

of
 

weed

覆盖度
Coverage

%

2013-06 赤南 芒萁骨 95 桃金娘 芒萁骨 95 桃金娘　 芒萁骨　 　 　 95
2016-06 无　 五节芒 15 无　 　 五节芒 15 其他杂灌 芒萁骨、五节芒 80
2017-06 无　 五节芒 10 无　 　 五节芒 10 其他杂灌 芒萁骨、五节芒 90

　 　 (2)随着国家经济发展,生态文明建设被提高到一个新

的层次,森林是生态文明的一个重要载体,增加森林覆盖率

和蓄积量是发展趋势。 科学多树种经营发展能维持漳州沿

海地区森林生态平衡,特别是生态保护区内林木的更新改

造,米老排树种是一个很好的选择,因为米老排生长快、覆盖

率高、保水保肥能力强,合理的引进种植,既可以增加森林覆

盖率和蓄积量,又能增加水分涵养、减少劈草和施肥量,是该

地区多树种平衡发展的良好思路。
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氨基酸为跨膜区,第 30 ~ 343 位的氨基酸处于膜外。 综上所

述,除 NtBGl-1 外,NtBGl 含有跨膜结构。
3　 结论与讨论

通过理化特性分析,NtBGl-2 等电点大于 7. 0,因此,Nt-
BGl-2 可能定位于液泡,且具有降解病原菌菌丝的功能[20] ,
但 NtBGl-2 属于不稳定性蛋白,因此 NtBGl-2 可能诱导同工

酶、几丁质、核糖体等共同作用,进行抵抗病原微生物[7-8] ;
NtBGl 均属于分泌蛋白,具有信号肽,从而指引烟草葡聚糖酶

运输于特定区域,参与相应的抗性反应[21] ;NtBGl-2(第 13
 

~
35 位氨基酸)和 NtBGl-3(7

 

~29)均含有跨膜结构,因此,Nt-
BGl-2 和 NtBGl-3 可能参与信号的传递[22] 。
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