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番茄 P56和部分来源多糖裂解酶家族 I的 
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摘 要：果胶裂解酶包含果胶酸裂解酶(pectate lyase)和果胶酸酯裂解酶(pectin lyase)二种形式 ，是一类多糖裂解 

酶，由细菌、真菌、植物和线虫等生物产生，分布在 5个多糖裂解酶家族，果胶酶在食品与饮料、纺织与洗涤、制药等 

工业中有广泛的应用。利用 NCBI BLASTX服务器，搜索与番茄 I：'56蛋白氨基酸序列相似且都属于多糖裂解酶家 

族 I的果胶裂解酶蛋白序列共28条，用 DNAMAN软件分析其保守区，用 CLUSTALX8．0软件进行序列 比对和 Bi． 

oEdit软件进行文件转换 ，进一步用 PUAP4．0软件构建系统进化树。构建的 MP树 (phylogenetic trees)和 NJ树 

(neighbor-joining)显示：来 自植物的果胶酸裂解酶、真菌的果胶酸酯裂解酶、细菌的果胶酸裂解酶分别可聚为一个 

独立的类群；相对于细菌果胶酸裂解酶和真菌果胶酸酯裂解酶而言，构巢曲霉(Aspergillus nidulans)的果胶酸裂解 

酶 A和植物的果胶酸裂解酶之间有较近的亲缘关系；细菌 Pseudomonas syringae的果胶酸酯裂解酶和真菌的果胶酸 

酯裂解酶之间的亲缘关系较近。 
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Abstract：Pectate and pectin lyases are a class of polysaccharide lyases produced by a diverse group of 

organisms including bacteria，fungi，plan t an d nematodes．Various pectate lyases an d pectin lyases are di— 

vided into five families．By NCBI BLASTX server，tomato P56 am ino—acid sequence was compared with 

other pectate and pectin lyases belonging to polysaccharide lyase fam ily I 28 proteins，with hi gher identity 

of am ino acid sequence compared to P56 am ino—acid sequence，were obtained．On the base of the con— 

structing phylogenetic tree using PAUP 4．0，MP(phylogenetic trees)and NJ(neighbor-joining)trees of 

diverse pectate and pectin lyases showed that pectate lyases from plan t，pectin lyases from fungi and pec— 

tate lyases from bateria belong to different groups，respectively．The pectate lyase A of Aspergillus nidulans 

is more closely related to plant pectate lyases than to pectin lyase from fungi and pectate lyases from bac— 

teria．Th e pectin lyase from Pseudomonas syringae is more closely related to fungi pectin lyases than other 

lyases． 

Key words：Pectate lyase；Pectin lyase；Polysaccharide lyase fam ily I；Phylogenetic tree 

果胶酸裂解酶(pectate lyase，EC 4．2．2．2)和果 

胶酸酯裂解酶(pectin lyase，EC 4．2．2．10)是一类多 

糖裂解酶，由细菌 -̈6]、真菌 引、植物 和 线 

虫 ， 等生物产生。真菌来源的果胶裂解酶以果 

胶酸酯裂解酶为主，果胶酸裂解酶极少 ；细菌 

来源的果胶裂解酶以果胶酸裂解酶为主，果胶酸酯 

裂解酶极少 卜 ；植物来源的果胶裂解酶为果胶酸 

裂解酶 ’ 。 
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果胶酸裂解酶和果胶酸酯裂解酶分布于多糖裂 

解酶家族 I、Ⅱ、Ⅲ、Ⅸ、X等5个家族(polysaccha— 

rides family I：262 proteins；family lI：19 proteins； 

family Ⅲ ：72 proteins；family IX：43 proteins；fam ily 

X：49 proteins)，目前报道的植物来源果胶酸裂解酶 

属于多糖裂解酶家族 I(http：∥afmb．cns．fr／CAZY／ 

fam／PL1．htm~)，真菌和细菌果胶裂解酶分别属于不 

同的家族。果胶酸裂解酶和果胶酸酯裂解酶能够以 

B．消旋法裂解植物初生细胞壁和植物果胶中果胶酸 

和果胶酸酯的半乳糖醛羧残基之间的 一1，4一糖苷 

键，个别果胶酸裂解酶和果胶酸酯裂解酶的空间结 

构研究已有报道 引。 

1962年，果胶酸裂解酶首次发现是在Ewinia ca— 

rotovora和Bacillus sp．【2 的培养基中。至今，研究最为 

详细的果胶酸裂解酶来自Erwinia chrysanthemi J， 

Erwinia chrysanthemi~,够分泌5种相互独立调控的果 

胶酸裂解酶(pelA，pelB，pelC，pelD和pelE) 。 

1989年，来 自植物的果胶酸裂解酶类似序列 

P56首次在蕃茄花粉中被发现Ḧ ，自那 以后，很多 

类似序列在其它植物的花粉、花粉管、花柱道等组织 

中不断被发现 引。一种存在于 日本柚木花粉中的 

致敏源具有果胶酸裂解酶活性 ；百合维管束分化 

过程中，有二种果胶酸裂解酶被分离和鉴定 ．4̈， 

进一步研究表明酶的表达受到生长素的调控 ，是在 

维管束分化的早期表达的 ；在香蕉 】、草莓 和 

葡萄 等水果中，都有果胶酸裂解酶表达的报道。 

有关研究结果暗示果胶酸裂解酶在花粉细胞壁扩 

张，花粉管萌发，花柱道组织细胞壁的降解等方面可 

能起了十分重要的作用 蚓 ，然而，适当浓度的微 

生物来源的商品果胶酶也能够激发花粉的萌发和促 

进花粉管的生长，高浓度的商品果胶酶能够使花柱 

顶部细胞的细胞壁膨胀，引起花粉管细胞壁硬度下 

降 ，但商品酶制品中含有很多杂酶，果胶酶作用 

机理需要进一步确认。 

多糖裂解酶家族 I的系统演化研究可以揭示不 

同来源的果胶裂解酶相互间的亲缘关系，为果胶裂 

解酶的如空间结构、酶学性质、催化机理、生理等方 

面研究奠定基础。多糖裂解酶家族 I果胶裂解酶成 

熟蛋白的氨基酸序列之间相似性较低，我们利用多 

糖裂解酶家族 I的果胶裂解酶的保守区序列对多糖 

裂解酶家族 I的系统演化进行研究。 

1 方法 

1．1 蛋白序列 

根据 NCBI(national center for biotechnology in— 

formation．http： www．ncbi．him．nih．gov／)数据库， 

搜索与番茄 P56蛋白具有较近亲缘关系的植物果 

胶酸裂解酶蛋白序列、真菌果胶裂解酶和细菌果胶 

裂解酶。 

1．2 果胶裂解酶保守区氨基酸序列和系统演化分析 

用 DNAMAN软件(Lynnon BioSoft，Quebec)对 

待分析的蛋白氨基酸序列进行多重比对，得到各种 

酶序列相似陛较高的氨基酸序列片段，确定果胶裂 

解 酶 保 守 区 氨 基 酸 序 列；再 用 CLUSTALX1．83 

(http：／／www．igbmc．U—strasbg．fr／Biolnfo／ClustalX／) 

对各蛋白的保守 区氨基酸序列进行序列 比对分 

析 ，用 BioEdit(www．mbio．ncsu．edu／BioEdit／bi— 

oedit)将CLUSTALX1．83文件转换为 PAUP文件 ，按 

照最大似然法和邻接法的计算方法，用PAUP4．0b 

(Swofford．2002)分别 构 建 MP树 (phylogenetic 

trees)和 NJ树(neighbor-joining) ，来 自 Globedera 

rostochiensis Ro一1 Mierenbos的果胶酸裂解酶 pectate 

lyase 1和pectate lyase 2作为外群。 

2 结果 

2．1 氨基酸序列的比较 

得到的具有较近亲缘关系的28条多糖裂解酶 

家族 I的蛋白物种来源和其 NCBI蛋白库的蛋白序 

列号见表 1。28条蛋白中有 12条来 自真菌的果胶 

酸酯裂解酶、1条来 自真菌的果胶酸裂解酶、1条来 

自细菌的果胶酸酯裂解酶、5条来自细菌的果胶酸 

裂解酶和 1O条来自植物的果胶酸裂解酶。表 1中 

多糖裂解酶家族 I的植物、真菌、细菌等生物来源的 

裂解酶氨基酸序列相似性不到 26％，但其保守区氨 

基酸序列相似性在96％ 一29％ (图1)，保守区序列 

如 Ala—X—Asp—Ue—Lys—Gly-4X-Thr—X—Ser和 Val2一X— 

Arg—X—Pro-2X—Arg—X—Gly-2X—His一3X—Asn等序列其保 

守性强，相似性高 ，在酶的催化和构象维持方面可能 

有重要的作用 J。 

2．2 MP树(Phylogenetic trees) 

用 PAUP 4．0b软件，以来自Glomerella cingulata 

的2个果胶酸裂解酶作为外群，用 28条来 自植物、 

真菌和细菌等生物的果胶裂解酶保守区氨基酸序列 

构建的MP树见图2。来自植物的果胶酸裂解酶真菌 

的果胶酸酯裂解酶和细菌的果胶酸裂解酶聚成了3 

个类群(图2：A ，A：)。第一个类群为真菌的果胶酸 

酯裂解酶，包含 1O个真菌来源的果胶酸酯裂解酶 

(AspergiUus niger，A．oryzae，Penicillium expansum． 

尸．gmeoroseum，CoUetotrichum gloeosporioides f．sp．)， 
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1个细菌来源 的果胶酸酯裂解酶(Pseudomonas sy- 

ringae pv．tomato，DC3000)为其并系。第二类群为 

细菌的果胶酸裂解酶，包含 5个细菌来源的果胶酸 

裂解酶[Bacillus halodurans C-125，Erwinia chrysan- 

themi，Streptomyces coelicolor A3(2)，Pseudonocardia 

sp．]。第三个类群为植物的果胶酸裂解酶，包含 9 

个植物来源的果胶酸裂解酶(Arabidops~thaliana， 

Nicotiana taba，Ambrosia artemisiifolia，Globodera ros- 

tochiensis，Lycopersicon esculentum，Zinnia elegans)， 

1个真菌来源的果胶酸裂解酶(Aspergillus nidulans) 

为它的并系。 

2．3 NJ树(Neighbor-joining) 

3O种果胶裂解酶 NJ树的拓扑结构和其 MP树 

的拓扑结构是类似的 (图 2：B ，B：)。在 NJ树中， 

植物来源的果胶酸裂解酶，真菌来源的果胶酸酯裂 

解酶和细菌来源的果胶酸裂解酶分别聚为不同的类 

群，NJ树也显示真菌(A．nidulans)来源的果胶酸裂 

解酶(peLA)为植物的果胶酸裂解酶类群的并系，未 

和细菌来源的果胶酸裂解酶聚为一类 ，也未和真菌 

的果胶酸酯裂解酶聚为一类，细菌(Pseudomorms sy- 

ringae pv．tom~to，DC3000)来源的果胶酸酯裂解酶 

(pelA)也为真菌的果胶酸酯裂解酶的并系，未和细 

菌来源的果胶酸裂解酶聚为一类，也未和植物来源 

的果胶酸裂解酶聚为一类。与 MP树不同的是，在 

NJ树中，来 自细菌的果胶酸裂解酶首先和来自植物 

的果胶酸裂解酶聚为一类 ，而在 MP树中来 自细菌 

的果胶酸裂解酶首先和来自真菌的果胶酸酯裂解酶 

聚为一类。 

3 讨论 

在 MP和 NJ树中，来 自植物的果胶酸裂解酶。 

真菌的果胶酸酯裂解酶和细菌的果胶酸裂解酶聚成 

了3个类群(图2)，说明植物的果胶酸裂解酶、真菌 

的果胶酸酯裂解酶和细菌的果胶酸裂解酶分别有相 
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AKNVIIN．IAV．．TDIN．PKGG．DAITVDDSDLVWIDHVTT⋯ A．R．HIVLGTSA工射 ISYSLIDGR 

． ．
KSNVIIQRIAITDIN．PKGGDATITLNEADL％rWIDHVTT⋯ A．RQHIVLGTQAD~RVTISNSLIDGR 

． ．AENIIIQNI~SCTDIN．PKC-G．DAITLDDCDLVWIDHVTT⋯ A．R．HY叽 GT∞ DN SLTNNYIr Ⅳ 

． ．
VSNIIIQNIAVTDIN．PKGG．DAITLDEADLVWIDHVTT．．．A．R．HYVLGTQADS~JSIT~NXINGE 

— AS n 憎NIlTFRN⋯ ．．WGDDAI~4QYSTR％rWI D}@；SFSN⋯ ．DGAVDVKF~SDYvTVS．~4KFSS 

． ．VENVIIQNIAVTDIN．PKGG．DAITINEADLVWIDHVTT．．．A．R．．YVLGTEADNRVTLSNNYIDGE 

． 。GS~v'IIQNIEVSDLN．HEGG．DAITINEADLWa~q3HVTTAR．．．H．．YVFGFNPSKRITLSNNFINGE 

⋯ AKI~IIVNIHITQLN． ．D ，sLDGSDIⅣW工DHⅥ SL⋯ ．．HIVLGNGANNRV ISNNEIDGS 

⋯ AKNVIVNIHITNLN．Pf<GG．DAISLDGTDLVWID~／KTSLQ⋯ ．HrVLGNGANNR ，TISNNEIDGS 

． ．VSNIIIQNIHITELN．PEGG．DAITLDG~NI／JWIDHrqKINL．．．．．MFVAGYEASHSVTISNSEFDGE 

． ．
VD】jVIVE】 1 FES⋯ ．．Pm SAV fGSTH溉 D蛐 FTD⋯ ．DG．LDIVKGADYVTAS．?~"TFTE 

⋯ SSSKI工．rTLLPPKI．KPIR PITHPTTA( DLDRITVTTRAHR⋯ CSAPRASKEVTRSNSFINGA 

． ．VEI~JIVQNIAVTDIN．POGG．DAITINEADL~ TLDHITTDLSALR．．．P．GTEADNRVSITN~．]YINGE 

⋯ ． ．E SRHNRQVQQV．HRW PITH朗 AGHDLDRITVrTRj廿瑕⋯ CSAPRASKRv1rRSNSF工NG_a 

． ．I ⅣIIHGLHI．HDⅣ EG．DSDGISI F(迅SYIWIDHvS 投R⋯ ．D(=LI Dj GSTGITIS．NGHFTD 

． ．VKN IIHGLHI．HHISES．SGⅨ SIYGSSNIWIDHISMS⋯ ．．DGL工DAIVGSTGITIS．NSHFTH 

． ． ⅥnⅣ IIHNI 礓 ．IVPG．NGDGISLIe：ATNI IDHVSMrR⋯ ．DSMIDAIDGSTAVTIS．NSHETD 

． ．ASNIIISNLRI．H}]IVPT．AGn 工SIF HDIWIDHS．MSR⋯ 。DC：LIDA= STNITIS．NCHFTD 

． ． ASNIIISNLRI．HNIVPTPEGDGISIFSSHDIWIDHISMSR⋯ ．DGLI【) 碡ASTNITIS．NCH D 

． ．VTNIIIHGⅥ旺 ．HDCKRK．GGDAVSIFGGSHVW~D}毛CSLSN⋯ ．C'e IDAIHASrAITIS．N ’n SH 

． ．ASNIII}【GIHI．HDCKQA．G(；DGIS1日 KDIWI {NSLs⋯ ．．DGLI【JAIHGSTAITIS工№ MTH 

VK N ．．I}稍I⋯ ．． r H pGD HVTGSSDIW工nI{C|TLS⋯ ．．DGLV n GSTg IS．NCKFTH 

VK．．NVI工}甜INM．．H肼 m jPGDAISISGSSQIWIDHCSLS⋯ ．．[】( Ⅵ1A 御 RLTVS．NsLETQ 

． ．GStⅣI1硎 ITIRG⋯ ⋯ TYGIQTGKDAHHIW工D 孙豫K⋯ ．[】( 工DIⅥ Y、，rIS．NS职 E0 
． ． VSt rILRNLYIE⋯ ⋯ ．T ，c W IDSTⅨnWDHVTISD⋯ ．D(’SLDIⅪ GSD ，s．NSRFEL 

． ．
KKGAVIKI．rLIIG⋯ ．．阳 DG工HCYDSCTLEl 饼FESⅣG⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ．EDATTE TSK口：GA 

． ．KKGAVIKNLIIG⋯ ．．圈 强DGIHCYDScTLENvWFESVG⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ．EDATTFRTSK【CGA 

． ．VSI．rqIMRNLKISKVDAD~．．GDAIGIDASSNVWVDHCDLSG⋯ ．Dq_一vDISHGAEIWITVSNTYE'HDH 

． ．AHNVIVP1~LTLSDIN．．PSGGDALTLNk-AD6~4WIDHNTFARIG．RQMIVTGWGTASH~ ISSNEFDGR 

SDYSATCHGHR⋯ ⋯ ⋯ MP砾，Q I_I聃Am{NLFHGYVL．AEGNVF⋯ QDVI~I 

TDYSATCNGH⋯ ⋯ ⋯ ．MPKVQGNrLLH NLFEBYVL．AEG} F⋯ QDVDA 

SDYSATCDGYR⋯ ⋯ ⋯ SPKVQj)嘲 LI}j 瑚N lGYVL．AEG~rVF⋯ Q~WDT 

SDYSATCDGH⋯ ⋯ ⋯ ．AP~JQDNTYLHIYNNYWEGW 工．．AEGNYF⋯ SNVDT 

mjKTMLLGHSD．．R⋯ ⋯ HPRVRFGNPVW YNNYYG．VAsTME ，I⋯ ．vEGNY 

SDYSATCDGH⋯ ⋯ ⋯ ．APKvQGNTYL盼 vNNYWNGYv工．．AEGRTF⋯ ADvTA 

STYSTGCNGY⋯ ⋯ ⋯ ．GPALSGGrLI．HAVNNVWE：GLS工．ASADAA⋯ SKIKT 

TSWSATCDNH⋯ ⋯ ⋯ ．APKIAGNSIlvHVVNNYFY 九ⅡEGNIPQ⋯ NVKA 
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图 1 植物、真菌、细菌和线虫等生物部分的果胶酸裂解酶和果胶酸酯裂解酶保守区氨基酸序列比对 

Fig．1 Alig,~mem of conBerved regions of d~['erent peetste aI pectin lyase8 from plant，llungi，bacteria，and nematodes 

对独立的演化进程。图2中系统进化树虽然仅是用 

来自动物、植物、真菌和细菌等4类不同生物的果胶 

裂解酶保守区的氨基酸序列构建的蛋白树，但该树 
一 定程度上也反映了动物、植物、真菌和细菌等4类 

生物之间的相对独立的演化关系，提示该蛋白可以 

作为物种亲缘关系研究的一个标记基因[47 】。 

在 MP和 NJ树中，真菌来源的果胶酸裂解酶 

(PeLA)为植物的果胶酸裂解酶类群的并系，未和细 

菌来源的果胶酸裂解酶聚为一类，说明该果胶酸裂 

解酶和植物来源的果胶酸裂解酶的亲缘关系要近于 

细菌来源的果胶酸裂解酶和植物来源的果胶酸裂解 

酶的亲缘关系。细菌(Pseudomonas syringae pv．to． 

mato，DC3000)来源的果胶酸酯裂解酶(FelA)为真 

菌的果胶酸酯裂解酶的并系，说明该细菌细菌来源 
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A1 

B1 

(3) 
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(6J 

B2 

Al，MPtree；A2，CO~ RSU8 MP慨 ；Bl，NJ ；B2，COI'ISCnsu$tree NJtree．(1)nematode；(2)pectinlyaa~of bacteria； 

(3)pectinlyase offangi；(4)pectatelya~e ofbacteria；(5)pectatelya．~e off~ngi；(6)pectatelyaae ofphnt 

图 2 植物、真菌、细菌和线虫等生物部分的果胶酸裂解酶和果胶酸酯裂解酶系统演化分析 
Fig．2 Phylogenetic trees of pectate lyases and pectin lyases from plant，f~．si，bacteria，an d nematode 

的果胶酸酯裂解酶和真菌来源的果胶酸裂解酶的亲 

缘关系要近于细菌来源的果胶酸酯裂解酶和细菌来 

源的果胶酸裂解酶的亲缘关系。MP和 NJ树结果 

还显示，在真菌的果胶裂解酶中，来 自A．nidulans的 

果胶酸裂解酶与来 自植物的果胶酸裂解酶亲缘关系 
一 方面要近于A．n／du／ans果胶酸裂僻酶与来 自真菌 

的果胶酸酯裂解酶的亲缘关系，另一方面要近于真 

菌果胶酸酯裂解酶与植物的果胶酸裂解酶的亲缘关 

系 。 

本文中MP树和 NJ树的结构有一定的差异，如 

在 NJ树中来自细菌的果胶酸裂解酶首先和来自植 

物的果胶酸裂解酶聚为一类，而在 MP树中来 自细 

菌的果胶酸裂解酶首先和来自真菌的果胶酸酯裂解 

酶聚为一类，导致这种差异的原因是源于 MP树和 

NJ树的计算方法上的差异，但是本文中MP树和 NJ 

树的拓扑结构未有明显的差异。 

果胶酸酯裂解酶和细菌果胶酸裂解酶催化方式 

虽然都是 B 肖旋法 ，果胶酸酯裂解酶催化的底物是 

甲基化的果胶酸，果胶酸裂解酶催化的底物是未 甲 

基化的果胶酸，底物的差异可能会导致关键部位氨 

器 辫 
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基酸发生差异，这可能是真菌果胶酸裂解酶和植物 

果胶酸裂解酶亲缘关系比较近，细菌果胶酸酯裂解 

酶和真菌果胶酸酯裂解酶亲缘关系比较近的原因之 

。 

有研究表明，花粉表达的果胶酸裂解酶序列和 

来 自Erwinia的果胶酸裂解酶序列相似性较高 ， 

其它一些研究 副报道细菌的果胶酸裂解酶的保守 

区明显不同于植物和真菌的果胶酸裂解酶，这一点 

与本研究结果相似。在本文中MP树和 NJ树都显 

示真菌的果胶酸裂解酶是植物果胶酸裂解酶类群的 
一 个并系，真菌果胶酸裂解酶和细菌果胶酸裂解酶 

有较远的亲缘关系。 

植物的果胶酸裂解酶异源表达一直未能成功， 

使得植物果胶酸裂解酶在花粉萌发，维管束诱导分 

化和果实成熟等方面的机理研究一直难以得到确切 

的证据，从真菌来源发现与植物亲缘关系近的果胶 

酸裂解酶，来模拟研究果胶酸裂解酶在相关植物生 

理过程中的作用机制，可能是值得尝试的方法之一， 

该方面的研究成果以后将在相关刊物上发表。 
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