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摘　 要：前期研究在植物根际促生菌土地类芽胞杆菌（Ｐａｅｎｉｂａｃｉｌｌｕｓ ｔｅｒｒａｅ）ＮＫ３⁃４ 中发现一个 ＥｓｘＡ 编码基因，为明确该基因编

码的蛋白的性质、结构及系统发生关系，对该基因进行了生物信息学分析。 分析表明，该 ＥｓｘＡ 含有 ９１ 个氨基酸，分子质量 １０
２７６．５３ Ｄａ，理论 ｐＩ ５．２９，分子式为 Ｃ４４５Ｈ７１１Ｎ１２５Ｏ１４６Ｓ４，弱酸性，亲水，具有 ＷＥＧ 保守基序，属于 ＷＸＧ 超级家族成员；建模预测表

明，自然状态下 ＥｓｘＡ 形成不对称的同源二聚体，其中每个亚基都由一个 β 折叠连接两个 α 螺旋组成，两个 α 螺旋反向平行排

列；二聚体中两个亚基的肽链呈反向排列，所有 Ｎ 末端和 Ｃ 末端均暴露在外，形成棒状表面形态，其中一个亚基的 Ｎ 端的不规

则卷曲形成与棒状二聚体垂直的短柱形凸起；系统发育分析显示，ＥｓｘＡ 在种内及种间进化关系虽是不保守的，但类芽胞杆菌

源的 ＥｓｘＡ 与病原细菌的 ＥｓｘＡ 同源性较低，暗示类芽胞杆菌源 ＥｓｘＡ 可能与病原微生物的 ＥｓｘＡ 具有截然不同的功能。 结果

为包括 ＮＫ３⁃４ 菌株在内的类芽胞杆菌属 ＥｓｘＡ 外源分泌表达条件，活性保持及功能的深入研究提供了理论依据。
关键词：土地类芽胞杆菌；ＥｓｘＡ；生物信息学分析；蛋白 ３Ｄ 结构；系统发育

中图分类号：Ｑ７１　 　 文献标志码：Ａ　 　 文章编号：１６７２－５５６５（２０２１）０４－２７０－０６

Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎｄ ｐｈｙｌｏｇｅｎｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ Ｐａｅｎｉｂａｃｉｌｌｕｓ ｔｅｒｒａｅ ＮＫ３⁃４ ＥｓｘＡ

ＹＵ Ｗｅｎｑｉｎｇ１，２，３， ＹＡＮ Ｆｅｎｇｃｈａｏ２， ＬＩＵ Ｗｅｎｚｈｉ１，２∗， ＺＨＥＮＧ Ｇｕｉｐｉｎｇ３， ＸＩＡＯ Ｊｕｎｊｉｅ１

（１． Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｌｉｆｅ Ｓｃｉｅｎｃｅ， Ｓｈａｎｇｒａｏ Ｎｏｒｍａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｓｈａｎｇｒａｏ ３３４００１， Ｊｉａｎｇｘｉ， Ｃｈｉｎａ；
２． Ｈｅｉｌｏｎｇｊｉａｎｇ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｒｅｃｌａｍａｔｉｏｎ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ， Ｈａｒｂｉｎ １５００３６， Ｃｈｉｎａ；
３． Ｈｅｉｌｏｎｇｊｉａｎｇ Ｂａｙｉ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｄａｑｉｎｇ １６３３１９， Ｈｅｉｌｏｎｇｊｉａｎｇ， Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ： Ｅａｒｌｉｅｒ ｓｔｕｄｉｅｓ ｆｏｕｎｄ ａｎ ＥｓｘＡ ｇｅｎｅ ｉｎ ｔｈｅ ｐｌａｎｔ ｇｒｏｗｔｈ⁃ｐｒｏｍｏｔｉｎｇ ｒｈｉｚｏｂａｃｔｅｒｉａ Ｐａｅｎｉｂａｃｉｌｌｕｓ ｔｅｒｒａｅ ＮＫ３⁃
４． Ｔｏ ｃｌａｒｉｆｙ ｔｈｅ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ， ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ， ａｎｄ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｏｆ ｔｈｅ ＥｓｘＡ ｇｅｎｅ ｃｏｄｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ， ａ ｓｅｒｉｅｓ ｏｆ
ａｎａｌｙｓｅｓ ｗｅｒｅ ｃｏｎｄｕｃｔｅｄ ｕｓｉｎｇ ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ． Ｔｈｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｂａｓｉｃ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｓｈｏｗｓ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ
ＥｓｘＡ ｃｏｎｔａｉｎｅｄ ９１ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ ｗｉｔｈ ａ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍａｓｓ ｏｆ １０ ２７６．５３ Ｄａ， ｔｈｅ ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ ｐＩ ｗａｓ ５．２９， ｔｈｅ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
ｆｏｒｍｕｌａ ｗａｓ Ｃ４ ４５Ｈ７１１Ｎ１２５Ｏ１４６ Ｓ４， ｗｅａｋｌｙ ａｃｉｄｉｃ ａｎｄ ｈｙｄｒｏｐｈｉｌｉｃ， ｉｔ ｈａｄ ａ ｃｏｎｓｅｒｖａｔｉｖｅ ｍｏｔｉｆ ｏｆ ＷＥＧ，ａｎｄ ｗａｓ ａ
ｍｅｍｂｅｒ ｏｆ ＷＸＧ ｓｕｐｅｒｆａｍｉｌｙ． Ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎｓ ｓｈｏｗ ｔｈａｔ ＥｓｘＡ ｆｏｒｍｅｄ ａｎ ａｓｙｍｍｅｔｒｉｃ ｈｏｍｏｄｉｍｅｒ ｉｎ ａ ｎａｔｕｒａｌ
ｓｔａｔｅ， ｉｎ ｗｈｉｃｈ ｅａｃｈ ｓｕｂｕｎｉｔ ｃｏｎｓｉｓｔｅｄ ｏｆ ｔｗｏ α⁃ｈｅｌｉｃｅｓ ｔｈａｔ ｗｅｒｅ ｃｏｎｎｅｃｔｅｄ ｂｙ ａ β⁃ｓｈｅｅｔ， ａｎｄ ｔｈｅ ｔｗｏ α⁃ｈｅｌｉｃｅｓ
ａｒｒａｎｇｅｄ ｉｎ ａｎｔｉｐａｒａｌｌｅｌ； ｔｈｅ ｐｅｐｔｉｄｅ ｃｈａｉｎｓ ｏｆ ｔｈｅ ｔｗｏ ｓｕｂｕｎｉｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ｄｉｍｅｒ ａｒｒａｎｇｅｄ ｉｎ ｒｅｖｅｒｓｅ， ａｎｄ ａｌｌ Ｎ⁃ ａｎｄ Ｃ⁃
ｔｅｒｍｉｎｕｓｅｓ ｗｅｒｅ ｅｘｐｏｓｅｄ ｔｏ ｆｏｒｍ ａ ｒｏｄ⁃ｓｈａｐｅｄ ｓｕｒｆａｃｅ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ． Ｔｈｅ ｉｒｒｅｇｕｌａｒ ｃｕｒｌ ａｔ ｔｈｅ Ｎ⁃ｔｅｒｍｉｎｕｓ ｏｆ ｏｎｅ
ｓｕｂｕｎｉｔ ｆｏｒｍｅｄ ａ ｓｈｏｒｔ ｃｏｌｕｍｎａｒ ｐｒｏｔｒｕｓｉｏｎ，ｐｅｒｐｅｎｄｉｃｕｌａｒ ｔｏ ｔｈｅ ｒｏｄ⁃ｓｈａｐｅｄ ｄｉｍｅｒ． Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｈｏｗｓ ｔｈａｔ
ＥｓｘＡｓ ｉｎ Ｐａｅｎｉｂａｃｉｌｌｕｓ ｈａｄ ａ ｌｏｗ ｈｏｍｏｌｏｇｙ ｗｉｔｈ ｔｈａｔ ｉｎ ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ， ａｌｔｈｏｕｇｈ ｎｏｔ ｃｏｎｓｅｒｖａｔｉｖｅ ａｍｏｎｇ
Ｐａｅｎｉｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｐｅｃｉｅｓ， ｗｈｉｃｈ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｔｈａｔ ＥｓｘＡ ｉｎ Ｐａｅｎｉｂａｃｉｌｌｕｓ ｍａｙ ｈａｖｅ ｄｉｓｔｉｎｃｔ⁃ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ ｗｉｔｈ ｔｈａｔ ｉｎ
ｔｈｅ ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｃａｎ ｐｒｏｖｉｄｅ ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ ｂａｓｅｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｓｔｕｄｉｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｅｘｏｇｅｎｏｕｓ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ， ａｃｔｉｖｉｔｙ ｍａｉｎｔｅｎａｎｃｅ， ａｎｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ ｏｆ ＥｓｘＡ ｉｎ Ｐａｅｎｉｂａｃｉｌｌｕｓ ｇｅｎｕｓ ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ Ｐａｅｎｉｂａｃｉｌｌｕｓ
ｔｅｒｒａｅ ＮＫ３⁃４．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：Ｐａｅｎｉｂａｃｉｌｌｕｓ ｔｅｒｒａｅ； ＥｓｘＡ； Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ ａｎａｌｙｓｉｓ； ３Ｄ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ； Ｐｈｙｌｏｇｅｎｙ



　 　 ＥｓｘＡｓ （ 早期分泌抗原靶 ６， Ｅａｒｌｙ ｓｅｃｒｅｔｉｎｇ
ａｎｔｉｇｅｎｉｃ ｔａｒｇｅｔ⁃６，ＥＳＡＴ６）是一类小分子分泌蛋白，
一般含有 １００ 左右个氨基酸，具有保守的 ＷＸＧ 氨

基酸基序［ １］，因此被称为 ＷＸＧ 超级家族成员。 该

蛋白呈螺旋状结构，与 ＥｓｘＢ（ＣＦＰ⁃１０）共同组成 ＶＩＩ
型分泌系统（Ｔ７ＳＳ），ＥｓｘＡ 最先在动物病原菌结核

分支杆菌（Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ）中发现［ ２］，与
其致病力密切相关［ ３－５］，后陆续在其它动物病原菌

中也发现了该类蛋白［ ６］。 ＥｓｘＡ 除了与动物致病菌

的致病性相关外［ ７ － ８］，还能够诱导动物的免疫原活

性［９－１１］，也有研究发现，在单核球增多性李斯特菌中

（Ｌｉｓｔｅｒｉａ ｍｏｎｏｃｙｔｏｇｅｎｅｓ），ＥｓｘＡ 与宿主病原菌的致病

性无关［ １２］。 在非致病细菌中也存在 ＥｓｘＡ 编码基

因，如在天蓝色链霉菌中，ＥｓｘＡ 与 ＥｓｘＢ 形成同源二

聚体，与宿主菌成孢相关［ １３］。
前期研究发现，植物根际促生菌土地类芽胞杆

菌（Ｐａｅｎｉｂａｃｉｌｌｕｓ ｔｅｒｒａｅ）ＮＫ３⁃４ 基因组中携带着 ＥｓｘＡ
编码基因，但 ＥｓｘＡ 在类芽胞杆菌中发挥何种功能

尚无相关报道，是否与类芽胞杆菌对植物的促生效

应相关也尚未可知。 本文采用生物信息学技术分析

了该 ＥｓｘＡ 的基本性质、蛋白的 ３Ｄ 结构及系统发育

关系，以期为包括 ＮＫ３⁃４ 菌株在内的类芽胞杆菌

ＥｓｘＡ 基因外源分泌表达、活性保持条件及功能的深

入研究提供理论依据。

１　 材料与方法

１．１　 ＮＫ３⁃４菌株 ＥｓｘＡ 基本性质分析

　 　 将 ＮＫ３⁃４ 基因组中注释为毒力因子（Ｖｉｒｕｌｅｎｃｅ
ｆａｃｔｏｒ ＥｓｘＡ）的氨基酸序列提交 ＥｘＰＡＳｙ Ｐｒｏｐａｒａｍ ｔｏｏｌ
（ｈｔｔｐｓ：／ ／ ｗｅｂ． ｅｘｐａｓｙ． ｏｒｇ ／ ｃｇｉ⁃ｂｉｎ ／ ｐｒｏｔｐａｒａｍ／ ｐｒｏｔｐａｒａｍ）
分析其基本性质，将氨基酸序列提交 ＮＣＢＩ 中的

ＢＬＳＴｐ 进行序列相似性比对，并检索保守域。
１．２　 ＮＫ３⁃４菌株 ＥｓｘＡ３Ｄ 结构预测

　 　 将 ＮＫ３⁃４ 菌株 ＥｓｘＡ 氨基酸序列提交在线蛋白

质 结 构 预 测 网 站 ＳＷＩＳＳ⁃ＭＯＤＥＬ （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ．
ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ． ｅｘｐａｓｙ． ｏｒｇ ／ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｖｅ ／ ｒｇｓｘＰＸ ／ ｍｏｄｅｌｓ ／ ），
通过同源建模预测其 ３Ｄ 结构［ １４］，大致步骤如下：

（１）模板搜索选择及建模：将序列提交 ＳＷＩＳＳ⁃
ＭＯＤＥＬ 后，会自动匹配相似的模板，对于每个识别

的模板，都列出了预测模板－目标匹配质量，选择质

量最高的模板建模。 将模板与目标序列比对，模板

与序列之间保守匹配的结构被从模板复制建模，用
片段库插入或删除，再重新建模，而后重建侧链，最
后利用最小作用力的几何学特性构建模型。

（２）建模质量评估及配基建模：利用 ＱＭＥＡＭ
评分功能进行全局性和残基模型质量评估。 配基建

模时，只有满足以下全部条件后才代表存在配基：
（ｉ）配体在模板库中注释为生物学相关；（ ｉｉ）配体与

模型联结在一起；（ｉｉｉ）配体与模型之间不冲突；（ ｉｖ）
与配体结合的残基在模板与目标蛋白之间是特异保

守的。
１．３　 ＮＫ３⁃４菌株 ＥｓｘＡ 系统发育树构建

　 　 利用 ＭＥＧＡ６ 软件对 ＮＫ３⁃４ 菌株 ＥｓｘＡ 及与其

同源性较高的蛋白序列进行聚类分析，这些蛋白的

氨基酸序列从 Ｕｎｉｐｏｒｔ 数据库（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ．ｕｎｉｐｒｏｔ．
ｏｒｇ ／ ） 中 获 得。 对 比 序 列 类 型 选 择 “ Ｔｒａｎｓｌａｔｅｄ
ｐｒｏｔｅｉｎ Ｓｅｑｕｅｎｅｎｃｅｓ ”， 统 计 方 法 采 用 邻 接 法

（Ｎｅｉｇｈｂｏｒ⁃ｊｏｉｎｉｎｇ），模板采用最大似然法（Ｍａｘｉｍｕｍ
Ｃｏｍｐｏｓｉｔｅ Ｌｉｋｅｌｉｏｏｄ ｍｅｔｈｏｄ）。 系统发生检测采用自

举法 （ Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ ｍｅｔｈｏｄ），成对比对参数 （ Ｐａｉｒｗｉｓｅ
Ａｌｉｇｎｍｅｎｔ）为缺口开启罚分（Ｇａｐ Ｏｐｅｎｉｎｇ Ｐｅｎａｌｔｙ）：
１０， 且缺口延伸罚分（Ｇａｐ Ｅｘｔｅｎｓｏｎ Ｐｅｎａｌｔｙ）：０．１；多
重比较参数（Ｍｕｌｔｉｐｌｅ Ａｌｉｇｎｍｅｎｔ）为缺口开启罚分：
１０，缺口延伸罚分： ０． ２；蛋白权值矩阵 （ Ｐｒｏｔｅｉｎ
Ｗｅｉｇｈｔ Ｍａｔｒｉｘ）：Ｇｏｎｎｅｔ；特殊氨基酸罚分（Ｒｅｓｉｄｕｅ⁃
ｓｐｅｃｉｆｉｃ Ｐｅｎａｌｔｉｅｓ）： ＯＮ， 亲水性罚分 （ Ｈｙｄｒｏｐｈｉｌｉｃ
Ｐｅｎａｌｔｉｅｓ）： ＯＮ； 缺 口 分 离 距 离 （ Ｇａｐ Ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ
Ｄｉｓｔａｎｃｅ）：４；末端缺口分离（Ｅｎｄ Ｇａｐ Ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ）：
ＯＦＦ。

２　 结果与分析

２．１　 ＮＫ３⁃４菌株 ＥｓｘＡ 的基本性质

２．１．１　 ＮＫ３⁃４ 菌株 ＥｓｘＡ 的理化性质

　 　 ＮＫ３⁃４ 菌株 ＥｓｘＡ 含有 ９１ 个氨基酸，分子质量

１０ ２７６． ５３ 道尔顿，理论等电点 ５． ２９，分子式为

Ｃ４４５Ｈ７１１Ｎ１２５Ｏ１４６Ｓ４， 原 子 数 目 １ ４３１， 消 光 系 数

（２８０ ｎｍ）５ ５００，Ａｂｓ ０．１％（ ＝ １ ｇ ／ Ｌ） ０．５３５，估计半

衰期为 ３０ ｈ（哺乳动物的网状细胞，体外），＞２０ ｈ
（酵母，体内）和＞１０ ｈ（大肠杆菌，体内）。 不稳定指

数 ４６．２８，归为不稳定。 脂肪族指数 ６５．３８，大致亲水

性平均值－ ０． ５４８。 表明 ＮＫ３⁃４ 菌株 ＥｓｘＡ 为弱酸

性、亲水性蛋白质，三级结构不稳定。
２．１．２　 ＮＫ３⁃４ 菌株 ＥｓｘＡ 的保守域

ＣＤＤ 分析表明，ＥｓｘＡ 含有 ＷＸＧ１００ ＥＳＡＴ６ 保

守域及 ＷＸＧ 高度保守基序第 ４４ 到 ４６ 个氨基酸：Ｗ
（甘氨酸）⁃Ｅ（谷氨酸）⁃Ｇ（色氨酸），是 ＷＸＧ 超级家

族成员，该 ＥｓｘＡ 氨基酸序列及其保守域（见图 １）。
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图 １　 土地类芽胞杆菌 ＮＫ３⁃４ ＥｓｘＡ 氨基酸序列及其保守域

Ｆｉｇ． １　 Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｎｄ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｄｏｍａｉｎ ｏｆ ＥｓｘＡ ｉｎ Ｐａｅｎｉｂａｃｉｌｌｕｓ ｔｅｒｒａｅ ＮＫ３⁃４

２．２　 ＮＫ３⁃４菌株 ＥｓｘＡ ３Ｄ 结构预测结果

２．２．１　 模板筛选及模型构建结果

将 ＮＫ３⁃４ 菌株 ＥｓｘＡ 氨基酸序列提交 ＳＷＩＳＳ⁃
ＭＯＤＥＬ 后，共查出 ４１７ 个模板，其中一个名为 ＥｓｘＡ
的蛋白与提交序列识别率 ３０％，相似性 ３６％，可以

该蛋白为模板建模。 蛋白模板是同源二聚体，没有

配基，Ａ、Ｂ 链（见图 ２）分别覆盖 ＮＫ３⁃４ 菌株 ＥｓｘＡ
１～９０及 ７～９０ 个氨基酸，覆盖率 ９９％。
２．２．２　 建模质量评估结果

建模评估表明，分子概率统计表明，分子概率分

值 １．２２，冲突分数 ４．４２，拉氏亲和 ９９．４１％，拉氏离群

值 ０．０％，旋转异构体异常值 ０．０％，Ｃ⁃Ｂｅｔａ 偏差为 ０。
全局性模型质量评估显示，ＱＭＥＡＮ 为－１．０６（见图

３ａ）；局部模板质量评估表明，预测的局部文库与目

标序列预测相似性（见图 ３ｂ）；预测模型与同源蛋白

质三级结构的相似性分析表明，与 ＰＤＢ 结构的非冗

余集比较，标准 ＱＭＥＡＮ４ 分值为 ０．７４（见图 ３ｃ），结
果表明（散点图中以红色五角星标记）， Ｚ 得分＜１，
显示该预测模型结构稳定，是最佳的理想结构。

图 ２　 土地类芽胞杆菌 ＮＫ３⁃４ ＥｓｘＡ 结构预测模板

Ｆｉｇ．２　 Ｔｅｍｐｌａｔｅ ｆｏｒ Ｐａｅｎｉｂａｃｉｌｌｕｓ ｔｅｒｒａｅ ＮＫ３⁃４
ＥｓｘＡ ３Ｄ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ

图 ３　 土地类芽胞杆菌 ＮＫ３⁃４ ＥｓｘＡ 结构预测模板质量评估结果

Ｆｉｇ．３　 Ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｅｍｐｌａｔｅ ｆｏｒ Ｐａｅｎｉｂａｃｉｌｌｕｓ ｔｅｒｒａｅ ＮＫ３⁃４ ＥｓｘＡ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ

　 　 拉氏构象分析表明，预测模型坏键 ０ ／ １ ３９４、坏
角 ６ ／ １ ８７４，包括 Ａ６６ Ｐｈｅ、 （ Ｂ８ Ｔｈｒ⁃Ｂ９ Ｐｒｏ）、Ａ５９
Ａｌａ、Ａ８２ Ａｓｎ、Ｂ１１ Ｇｌｎ、Ｂ４９ Ｌｙｓ，两个亚基中，分别有

９７．８％和 ９５．６％的氨基酸残基位于深绿色最佳允许

区域，且全部残疾均位于额外允许区域（见图 ４）。
表明预测模型中全部氨基酸残基均形成了合理的二

面角，构成的蛋白质结构稳定。

２．２．３　 ＮＫ３⁃４ 菌株 ＥｓｘＡ ３Ｄ 结构预测结果

　 　 ＮＫ３⁃４菌株 ＥｓｘＡ 结构分析显示，ＥｓｘＡ 形成同源

二聚体，其中每个亚基都由一个 β 折叠连接两个 α 螺

旋组成，这两个 α 螺旋反向平行排列。 二聚体中两个

亚基的肽链反向排列，所有 Ｎ 末端和两个 Ｃ 末端均暴

露在外。 这个二聚体是不对称的结构，其中一个亚基（Ｂ
链）自由的Ｎ端肽段暴露出来，形成 ３Ｄ结构（见图 ５）。
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图 ４　 土地类芽胞杆菌 ＮＫ３－４ ＥｓｘＡ 结构预测模板拉氏构象图

Ｆｉｇ． ４　 Ｒａｍａｃｈａｎｄｒａｎ ｐｌｏｔｓ ｏｆ ｔｅｍｐｌａｔｅ ｆｏｒ Ｐａｅｎｉｂａｃｉｌｌｕｓ ｔｅｒｒａｅ ＮＫ３⁃４ ＥｓｘＡ

注：图中深绿色区域代表键角稳定，绿色区域代表键角虽然不稳定，但可在自然界存在，淡绿色区域代表键角不稳定．

图 ５　 预测的 ＮＫ３⁃４菌株 ＥｓｘＡ 激发子结构

Ｆｉｇ．５　 Ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ Ｐａｅｎｉｂａｃｉｌｌｕｓ ｔｅｒｒａｅ ＮＫ３⁃４ ＥｓｘＡ

注：ａ， ｂ 为 ＥｓｘＡ 二聚体；ｃ 和 ｄ 为计算出的二聚体表面电势图（蓝色⁃正电荷，橙色⁃负电荷，紫色⁃中性）；ｂ 和 ｄ 分别为 ａ 和 ｃ 旋转 １８０°后的图

象；图中标注了每个肽链的 Ｃ 端和 Ｎ 端（标注 １ 的为 Ａ 链，标注 ２ 的为 Ｂ 链） ．

　 　 聚类分析表明，ＥｓｘＡ 主要分成两个大簇（见图

６ａ， ６ｂ），ＮＫ３⁃４ 菌株 ＥｓｘＡ 与其中一簇中的两个 Ｐ．
ｔｅｒｒａｅ 及 两 株 多 粘 类 芽 胞 杆 菌 （ Ｐａｅｎｉｂａｃｉｌｌｕｓ
ｐｏｌｙｍｙｘａ）聚为一个小支，该小支内的氨基酸序列是

完全相同的，同时与其它类芽胞杆菌聚为一小簇（见
图 ６ｃ ）， 这 一 小 簇 再 依 次 与 侧 短 芽 胞 杆 菌

（Ｂｒｅｖｉｂａｃｉｌｌｕｓ ｌａｔｅｒｏｓｐｏｒｕｓ），Ｐａｅｎｉｂａｃｉｌｌｕｓ ｙｏｎｇｉｎｅｎｓｉｓ，
高温放线菌（Ｔｈｅｒｍｏａｃｔｉｎｏｍｙｃｅｓ ｓｐ）及韩氏芽胞杆菌

（Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｋｏｒｅｅｎｓ）聚为一个大簇（见图 ６ａ）；在另一个

大簇中，另一些类芽胞杆菌属菌株 ＥｓｘＡｓ 聚为一小

簇（见图 ６ｂ），这两个大簇与红色梭菌（Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ
ｒｏｓｅｕｍ）和毡毛梭菌（Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ ｆｅｌｓｉｎｅｕｍ ＤＳＭ ７９４）
最终聚到一起。 可见，ＥｓｘＡｓ 在种间及属间进化关系

是不保守的，它们被明显的分为两个进化关系较远

的类簇，ＥｓｘＡｓ 做为一类分泌型小分子蛋白，广泛存

在于包括类芽胞杆菌的微生物中，且包括ＮＫ３⁃４菌株

在内的类芽胞杆菌的 ＥｓｘＡｓ 与动物致病菌的毒力因

子 ＥｓｘＡｓ 亲缘关系甚远。 亲缘关系较远可能是 ＥｓｘＡ
功能存在差异的原因。
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图 ６　 土地类芽胞杆菌 ＮＫ３⁃４ ＥｓｘＡ 的系统发育树

Ｆｉｇ． ６　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ Ｐａｅｎｉｂａｃｉｌｌｕｓ ｔｅｒｒａｅ ＮＫ３⁃４ ＥｓｘＡ

注：树上分类单元标注了各蛋白在 Ｕｎｉｐｏｒｔ 中的登录号及来源菌种或菌株名称，ａ，ｂ，ｃ 分别为不同亚分支。

３　 讨　 论

　 　 本文分析了类芽胞杆菌 ＮＫ３⁃４ ＥｓｘＡ 的基本性

质、３Ｄ 分子结构及系统发育关系，为其后续研究与应

用提供了理论依据，主要表现在明确该蛋白的基本理

化性质，可为 ＥｓｘＡ 基因外源分泌表达条件优化提供

依据，也可为分泌表达至胞外的蛋白纯化条件优化提

供参考，还可为优化蛋白活性保持条件提供依据。 ３Ｄ
结构预测有助于了解 ＥｓｘＡ 的特殊结构及功能，有助

于认识该蛋白可能存在的与其它分子之间的相互作

用的位点，并指导进行功能确认的生物学实验设计。
系统发育关系分析可为判断该 ＥｓｘＡ 在进化过程中的

保守性与变异性提供依据，本文将 ＮＫ３⁃４ 菌株 ＥｓｘＡ
与其相似性最高的 ３４ 个蛋白质进行聚类分析，表明

这些 ＥｓｘＡ 在种内与种间均是不保守的，说明其编码

基因变异性强，是一类进化速度较快的蛋白，这也是

我们认为其在类芽胞杆菌中与在病原细菌中具有不

同功能的依据。 在包括 ＮＫ３⁃４ 菌株在内的类芽胞杆

菌中，在类芽胞杆菌与植物进行互作时，其 ＥｓｘＡ 是否

通过分泌到细胞外参与类芽胞杆菌对植物的促生效

应，如参与宿主与植物的互作，其作用的分子机制如

何，将是作者下一步研究将要揭示的答案。

４　 结　 论

　 　 采用生物信息学技术，明确了土地类芽胞杆菌

ＮＫ３⁃４ 基因组携带的 ＥｓｘＡ 基因编码的小分子分泌

型蛋白的理化性质，分析了保守域并定位了及保守

基序 ＷＥＧ。 采用建模的方式，通过对模板的一系列

质量评估，预测了蛋白质的 ３Ｄ 结构，并基于该 ＥｓｘＡ
氨基酸序列构建了系统发育树，系统发育分析表明，
包括 ＮＫ３⁃４ 菌株在内的类芽胞杆菌的 ＥｓｘＡ 与致病

细菌的 ＥｓｘＡ 同源关系较远，这暗示非致病菌分泌

的 ＥｓｘＡ 可能具有与病原菌分泌的 ＥｓｘＡ 具有截然

不同的功能。 结果为 ＮＫ３⁃４ 菌株在内的非致病菌

ＥｓｘＡ 基因外源分泌表达条件、蛋白活性保持及功能

的深入研究奠定了理论基础。
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