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摘要：三羧酸循环是需氧生物体物质和能量的代谢枢纽，在生物体的各项生命活动中发挥重

要的功能。但是，迄今未见对稻瘟病菌中的三羧酸（TCA）循环相关蛋白进行鉴定和开展功

能研究。本研究从酿酒酵母的 17 个 TCA 循环相关蛋白中比对得到稻瘟病菌的 18 个假定的10 

TCA 循环相关蛋白；功能结构域和系统进化分析结果表明，稻瘟病菌与酿酒酵母中 TCA 循

环关键酶相应同源蛋白含相同的功能结构域，与禾谷镰刀菌、粗糙脉孢菌及构巢曲霉的进

化关系最相近；在同源比对的基础上，进一步绘制了稻瘟病菌中 TCA 循环的代谢网络图，

为系统分析稻瘟病菌 TCA 循环的网络系统提供参考。基因表达数据库结果表明，稻瘟病菌

TCA 循环相关基因在菌丝和附着胞形成阶段的均有表达，但基因间表达量差异很大 15 
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Abstract: Tricarboxylic acid cycle is hub material and energy metabolism and plays an important 

function in the life activities of aerobic organisms. However, the TCA cycle-related proteins in the 

plant pathogenic fungi, Magnaporthe oryzae, have not yet been identified and studied for their 

functions. In this study, we identified 18 putative TCA cycle-related proteins in M.oryzae by using 30 

17 Saccharomyces cerevisiae proteins through BLAST search. The corresponding homologous 

protein contains the same functional domains in S. cerevisiae and M.oryzae,, the key proteins of 

TCA cycle in M. oryzae have the closest evolutionary relationship with Fusarium graminearum, 

Neurospora crassa and Aspergillus nidulans.by phylogenetic analysis. Based on the above results 

the TCA cycle metabolic network is drawn providing reference for further system analysis of rice 35 

blast fungus TCA cycle. In addition, all genes in TCA cycle expressed between appressorium and 

hyphal different stages, but there is obvious difference among genes. 

Key words: Magnaporthe oryza, Tricarboxylic acid cycle, Bioinformatics, Citrate synthase, 

Isocitrate dehydrogenase, α-ketoglutarate dehydrogenase 

0 引言 40 

新陈代谢是最基本的生命现象之一，生物体通过新陈代谢获得能量和营养物质，进而维

系生命活动。三羧酸循环（tricarboxylic acid cycle, TCA 循环）又称柠檬酸循环、克氏循环

（Krebs cycle），是需氧生物普遍存在的新陈代谢途径。TCA 循环不仅是三大营养化合物（糖



 http://www.paper.edu.cn 

- 2 - 

中国科技论文在线 

类、脂类和氨基酸）生物氧化的共同通路，同时也是生物代谢的枢纽，为生物的各种合成代

谢提供前体物质和能量。 45 

由稻瘟病菌引起的稻瘟病对世界粮食生产影响重大[1,2]。稻瘟病菌分生孢子通过特异的

侵染结构——附着胞，侵入宿主，附着胞膨压的形成和黑色素化依赖于分生孢子中糖原和脂

肪粒的降解和转运[3,4]。已有的研究表明：过氧化物酶体中的 β 氧化多功能蛋白 Mfp1 的突变，

影响脂肪的降解和转运以及附着胞的功能，使突变体的致病性降低[5]；线粒体脂肪酸的 β 氧

化酶 Ech1 缺失后，附着胞黑色素减少，且不能利用短链脂肪酸[6]；稻瘟病菌糖原分解代谢50 

相关基因 AGL1 和 GPH1 的缺失突变体中糖原代谢受到影响，导致突变体致病性降低[7]；此

外，肉毒碱乙酰转移酶 Pth2、Crat1 通过影响乙酰 CoA 在细胞内的转运，从而影响脂肪的代

谢和糖异生等途径，使得附着胞黑色素的形成减少，最终导致突变体致病性丧失[8,9]；肉毒

碱-酰基肉毒碱载体蛋白 MoCRC1 缺失后附着胞膨压降低，侵染菌丝的生长速度减慢，致病

性丧失[10]。由此可见，稻瘟病菌的能量代谢，特别是在附着胞形成阶段的能量代谢对稻瘟55 

病菌的侵染及致病极为重要。 

然而，不管是线粒体和过氧化物酶体中脂肪酸的β 氧化、糖原的水解代谢，还是肉毒碱

介导乙酰 CoA 的转运都直接或间接的影响细胞内的三羧酸循环过程，因而我们推测 TCA 循

环相关蛋白对稻瘟病菌附着胞的发育及成熟起重要作用。由于 TCA 循环相关蛋白在稻瘟病

菌中的组成及功能还未被系统研究。因此，本文利用生物信息学的方法，对稻瘟病菌的 TCA60 

循环相关蛋白进行了鉴定和分析，为进一步研究 TCA 循环在稻瘟病菌生理和致病过程中的

功能奠定了基础。 

1 方法 

1.1 稻瘟病菌 TCA 循环相关蛋白氨基酸序列的获得 

从酵母生化通路数据库（http://pathway.yeastgenome.org/）中找出酿酒酵母 TCA 循环通65 

路中的相关蛋白。将上述蛋白的基因号放入酵母数据库（http://www.yeastgenome.org/）进行

检索获得 TCA 循环相关蛋白的各个氨基酸序列，进而在 BLASTP vs. fungi 中选择

Magnaporthe oryzae（http://www.yeastgenome.org/cgi-bin/blast-fungal.pl?name=YPR001W&su 

ffix=prot ）运行WU-BLAST得到稻瘟病菌中同源基因。本研究选择 Score(bits)>50且E-Value 

<e
-6 的基因作为候选基因。为确定候选基因是否为真正的酿酒酵母的同源基因，将上述获得70 

的候选基因检索 NCBI HomoloGene（http://www.ncbi.nlm.nih.gov/homologene/）数据库选择

S.cerevisiae得到稻瘟病菌候选基因在酿酒酵母中的同源基因，初步确定稻瘟病菌中编码TCA

循环相关蛋白的候选基因。 

1.2 蛋白基本信息分析 

根据已获得候选基因的氨基酸序列，利用在线分析软件 ExPASy ProtParam
[11]

75 

（http://web.expasy.org/protparam/）工具分析其理化性质；利用 CBS 预测服务器（CBS 

Prediction Servers）中的 TMHMM Server v.2.0
[12]（http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM-2.0 

/）、SignalP 4.1 Server
[13]（http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/）和 TargetP1.1Server

[14]

（http://www.cbs.dtu.dk/services/TargetP/）分别对候选基因的跨膜结构域、信号肽和蛋白亚

细胞定位进行预测和分析；同时利用 MitoProt（http://ihg.gsf.de/ihg/mitoprot.html）对候选蛋80 

白是否含有线粒体转运肽进行预测[15]。 
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1.3 TCA 循环相关蛋白的结构域预测 

利用在线蛋白结构域分析软件 SMART
[16]（http://smart.embl-heidelberg.de/）对酿酒酵母

和稻瘟病菌中的 TCA 循环相关蛋白进行结构域分析，进一步将分析结果绘制成 TCA 循环关

键酶的结构域模式图。 85 

1.4 TCA 循环关键酶的系统进化树分析 

根据酵母菌中 TCA 循环关键酶的氨基酸序列，在 NCBI 中找到动物：Homo sapiens (智

人)和 Mus musculus (家鼠)；植物：Arabidopsis thaliana (拟南芥) 和 Oryza sativa japonica(水

稻)和真菌：Aspergillus nidulans（构巢曲霉）、Candida albicans（白色念珠菌）、Fusarium 

graminearum（禾谷镰刀菌）、Neurospora crassa（粗糙脉孢菌）、Magnaporthe oryzae（稻90 

瘟病菌）和 Saccharomyces cerevisiae (酿酒酵母)中参与 TCA 循环的关键酶的氨基酸序列及

NCBI 登录号。本研究用 ClustalX2 软件进行多序列比对，采用默认参数生成 aln 文件后用

MEGA6 软件转化为 meg 文件，并用邻接法（Neighbor-Joining method）运行 Bootstrap method

进行 1000 次重复抽样检验分析，构建成系统发育树。 

1.5 基因表达量分析 95 

稻瘟病菌 TCA 循环候选基因菌丝阶段（液体的 CM 培养基和 MM 培养基）和附着胞形

成 阶 段 的 基 因 表 达 量 数 据 来 源 于 稻 瘟 病 菌 公 共 基 因 表 达 量 数 据 库

（http://cogeme.ex.ac.uk/supersage/）[17]。 

2 结果 

2.1 酿酒酵母和稻瘟病菌中参与 TCA 循环蛋白序列的获得 100 

本研究中酿酒酵母的 17 个 TCA 循环相关蛋白来自酵母生化通路数据库，与

Przybyla-Zawislak B 
[18]

 报导的结果相一致（图 1A）。其中乙酰 CoA 和草酰乙酸经柠檬酸

合酶（CIT1、CIT3）催化合成柠檬酸，顺乌头酸酶（ACO1、ACO2）将柠檬酸转化为异柠

檬酸，异柠檬酸脱氢酶（IDH1、IDH2）在 NAD
+存在下将异柠檬酸氧化脱羧为α -酮戊二酸

并产生 NADH 和 CO2；在 CoA 和 NAD
+存在下，α -酮戊二酸被α -酮戊二酸脱氢酶复合体105 

（KGD1、KGD2 和 LPD1）氧化脱羧成琥珀酰 CoA 同时产生一个 NADH 和 CO2；琥珀酰

CoA 被琥珀酰辅酶 A 合成酶（LSC1、LSC2）催化生成琥珀酸，经琥珀酸脱氢酶复合体（SDH1、

SDH2、SDH3 和 SDH4）催化生成延胡索酸，并将电子转移到呼吸链；延胡索酸被延胡索酸

酶（FUM1）催化成苹果酸，苹果酸脱氢酶（MDH1）能够利用苹果酸生成草酰乙酸提供下

一轮 TCA 循环的底物。（图 1A） 110 

 利用同源比对方法，在稻瘟病菌中获得 46 个候选蛋白的基因。由于部分基因在序列具

有同源性，而造成多次计数，去除重复计数的基因后，最终获得 32 个候选基因。并找到这

些基因在 S.cerevisiae 中的同源基因（表 1）。结果显示：同源比对得到稻瘟病菌中首个候

选基因均为酵母中参与 TCA 循环的同源基因，除 SDH3 和 SHD4 外，所有的 Score(bits)值

均大于 300，E-Value 均小于 e
-80，这些结果表明在稻瘟病菌和酵母菌中参与 TCA 循环的相115 

关蛋白具有较高的保守性。从 32 个候选基因中，去除 8 个酵母同源基因为非 TCA 相关的基

因（MGG_04842、MGG_01553、MGG_01566、MGG_05223、MGG_09878、MGG_12749、

MGG_03619、MGG_08835）以及在酵母中不含同源基因且 Score(bits)值低于 100，E-Value

大于 e
-25 的 4 个候选基因（MGG_09814、MGG_09813、MGG_06719、MGG_10453）。初
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步确定 20 个稻瘟病菌 TCA 相关基因，包括 17 个酵母 TCA 循环的同源基因和 3 个120 

（MGG_06547、MGG_04449、MGG_15167）在酵母中不含同源基因的基因。 

 进一步用 MGG_06547、MGG_04449 和 MGG_15167 基因编码的氨基酸序列在酵母数据

库中进行同源比对。比对结果显示其总分最高的同源蛋白分别为 LYS12(homoisocitrate 

dehydrogenase)、KGD2和LSC1，且E value均低于e
-20，Identities均高于30%。表明MGG_04449

和 MGG_15167 可能编码酵母的同源蛋白 KGD2 和 LSC1 参与稻瘟病菌的 TCA 循环。 125 

表 1：酵母 TCA 基因同源比对结果 

Table 1. The results of yeast TCA homologue BLAST 

No. S.cerevisiae M.oryzae Description Score(bits) E value Identities 
S.cerevisiae 

homologene 

1 CIT1 MGG_07202 citrate synthase 526.4 1.20E-152 64% CIT1 

2  MGG_02617 2-methylcitrate synthase 408.8 3.00E-117 49% CIT3 

3 CIT3 MGG_02617 2-methylcitrate synthase 423.3 1.40E-121 50% CIT3 

4  MGG_07202 citrate synthase 291.6 5.90E-82 50% CIT1 

5 ACO1 MGG_03521 aconitate hydratase 1029.8 3.60E-304 70% ACO1 

6  MGG_08584 aconitate hydratase 676.4 8.90E-198 51% ACO2 

7  MGG_04842 Homoaconitase 135.3 4.80E-32 26% LYS4 

8  MGG_01553 3-isopropylmalate dehydratase 59.3 4.90E-24 23% LEU1 

9  MGG_09814 3-isopropylmalate dehydratase large subunit 2 89.2 3.80E-21 25%  

10 ACO2 MGG_08584 aconitate hydratase 807.7 2.60E-237 58% Aco2 

11  MGG_03521 aconitate hydratase 709.8 7.60E-208 52% Aco1 

12  MGG_04842 homoaconitase 140.2 1.80E-33 27% LYS4 

13  MGG_01553 3-isopropylmalate dehydratase 72.6 2.20E-25 23% LEU1 

14  MGG_09814 3-isopropylmalate dehydratase large subunit 2 87.1 9.30E-23 24%  

15 IDH1 MGG_01995 isocitrate dehydrogenase subunit 1 364.8 5.40E-104 54% IDH1 

16  MGG_01712 isocitrate dehydrogenase subunit 2 247.2 1.30E-68 41% IDH2 

17  MGG_06547 tartrate dehydrogenase/decarboxylase ttuC 115.6 5.70E-29 27%  

18  MGG_01566 homoisocitrate dehydrogenase 95.2 7.90E-23 29% LYS12 

19  MGG_09813 3-isopropylmalate dehydrogenase 75.5 1.40E-14 25%  

20  MGG_05223 3-isopropylmalate dehydrogenase 72.3 1.60E-13 26% LEU2 

21 IDH2 MGG_01712 isocitrate dehydrogenase subunit 2 376.1 2.20E-107 59% IDH2 

22  MGG_01995 isocitrate dehydrogenase subunit 1 255.3 4.80E-71 43% IDH1 

23  MGG_06547 tartrate dehydrogenase/decarboxylase ttuC 124 1.60E-31 32%  

24  MGG_01566 homoisocitrate dehydrogenase 105.7 5.30E-26 33% LYS12 

25  MGG_05223 3-isopropylmalate dehydrogenase 92.7 8.10E-26 32% LEU2 

26  MGG_09813 3-isopropylmalate dehydrogenase 85.3 4.10E-18 30%  

27 KGD1 MGG_12767 2-oxoglutarate dehydrogenase 1190.7 0.00E+00 63% KGD1 

28 KGD2 MGG_03149 dihydrolipoyllysine-residue succinyltransferase 318 2.20E-115 70% KGD2 

29  MGG_09878 
dihydrolipoyllysine-residue acetyltransferase 

component-pyruvate dehydrogenase complex 
102.9 2.40E-29 51% LAT1 

30  MGG_04449 
branched-chain alpha-keto acid lipoamide 

acyltransferase 
100.5 1.90E-26 28%  

31 LPD1 MGG_17072 dihydrolipoyl dehydrogenase 531.7 6.60E-154 61% LPD1 

32  MGG_12749 glutathione reductase 167.7 1.20E-44 26% GLR1 

33 LSC1 MGG_05480 succinyl-CoA ligase subunit alpha 305.3 4.30E-86 57% LSC1 

34  MGG_15167 succinyl-CoA ligase subunit alpha 212.4 4.10E-58 39%  

http://www.yeastgenome.org/cgi-bin/blast-fungal.pl?name=YPR001W&suffix=prot#EHA55605.1
http://www.yeastgenome.org/cgi-bin/blast-fungal.pl?name=YPR001W&suffix=prot#EHA46435.1
http://www.yeastgenome.org/cgi-bin/blast-fungal.pl?name=YPR001W&suffix=prot#EHA46435.1
http://www.yeastgenome.org/cgi-bin/blast-fungal.pl?name=YPR001W&suffix=prot#EHA55605.1
http://www.yeastgenome.org/cgi-bin/blast-fungal.pl?name=YLR304C&suffix=prot#EHA50079.1
http://www.yeastgenome.org/cgi-bin/blast-fungal.pl?name=YLR304C&suffix=prot#EHA52512.1
http://www.yeastgenome.org/cgi-bin/blast-fungal.pl?name=YLR304C&suffix=prot#ELQ39444.1
http://www.yeastgenome.org/cgi-bin/blast-fungal.pl?name=YLR304C&suffix=prot#ELQ42876.1
http://www.yeastgenome.org/cgi-bin/blast-fungal.pl?name=YJL200C&suffix=prot#EHA49791.1
http://www.yeastgenome.org/cgi-bin/blast-fungal.pl?name=YJL200C&suffix=prot#EHA50079.1
http://www.yeastgenome.org/cgi-bin/blast-fungal.pl?name=YJL200C&suffix=prot#XP_003712319.1
http://www.yeastgenome.org/cgi-bin/blast-fungal.pl?name=YJL200C&suffix=prot#EHA54720.1
http://www.yeastgenome.org/cgi-bin/blast-fungal.pl?name=YJL200C&suffix=prot#EHA48059.1
http://www.yeastgenome.org/cgi-bin/blast-fungal.pl?name=YNL037C&suffix=prot#EHA56124.1
http://www.yeastgenome.org/cgi-bin/blast-fungal.pl?name=YNL037C&suffix=prot#EHA54900.1
http://www.yeastgenome.org/cgi-bin/blast-fungal.pl?name=YNL037C&suffix=prot#ELQ44882.1
http://www.yeastgenome.org/cgi-bin/blast-fungal.pl?name=YNL037C&suffix=prot#EHA54735.1
http://www.yeastgenome.org/cgi-bin/blast-fungal.pl?name=YNL037C&suffix=prot#EHA48060.1
http://www.yeastgenome.org/cgi-bin/blast-fungal.pl?name=YNL037C&suffix=prot#EHA52967.1
http://www.yeastgenome.org/cgi-bin/blast-fungal.pl?name=YOR136W&suffix=prot#EHA54900.1
http://www.yeastgenome.org/cgi-bin/blast-fungal.pl?name=YOR136W&suffix=prot#EHA56124.1
http://www.yeastgenome.org/cgi-bin/blast-fungal.pl?name=YOR136W&suffix=prot#EHA50676.1
http://www.yeastgenome.org/cgi-bin/blast-fungal.pl?name=YOR136W&suffix=prot#XP_003714542.1
http://www.yeastgenome.org/cgi-bin/blast-fungal.pl?name=YOR136W&suffix=prot#EHA52967.1
http://www.yeastgenome.org/cgi-bin/blast-fungal.pl?name=YOR136W&suffix=prot#EHA48060.1
http://www.yeastgenome.org/cgi-bin/blast-fungal.pl?name=YDR148C&suffix=prot#EHA50525.1
http://www.yeastgenome.org/cgi-bin/blast-fungal.pl?name=YDR148C&suffix=prot#XP_003716846.1
http://www.yeastgenome.org/cgi-bin/blast-fungal.pl?name=YDR148C&suffix=prot#XP_003720354.1
http://www.yeastgenome.org/cgi-bin/blast-fungal.pl?name=YDR148C&suffix=prot#EHA53736.1
http://www.yeastgenome.org/cgi-bin/blast-fungal.pl?name=YFL018C&suffix=prot#XP_003716343.1
http://www.yeastgenome.org/cgi-bin/blast-fungal.pl?name=YFL018C&suffix=prot#EHA50424.1
http://www.yeastgenome.org/cgi-bin/blast-fungal.pl?name=YOR142W&suffix=prot#EHA57733.1
http://www.yeastgenome.org/cgi-bin/blast-fungal.pl?name=YOR142W&suffix=prot#EHA58041.1
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35  MGG_06719 ATP-citrate synthase subunit 1 78.3 2.60E-15 27%  

36 LSC2 MGG_16230 succinyl-CoA ligase subunit beta 403.5 1.20E-115 55% LSC2 

37  MGG_15167 succinyl-CoA ligase subunit alpha 81.8 1.30E-15 39%  

38 SDH1 MGG_00168 hypothetical protein 864.3 2.30E-254 72% SDH1 

39  MGG_03619 fumarate reductase 55 4.10E-14 46% OSM1 

40 SDH2 MGG_00167 hypothetical protein 343 2.00E-97 71% SDH2 

41 SDH3 MGG_04876 succinate dehydrogenase cytochrome B subunit 51.2 1.40E-09 29% SDH3 

42 SDH4 MGG_00666 hypothetical protein 76.9 2.60E-17 34% SDH4 

43 FUM1 MGG_17962 fumarate hydratase 578.8 2.00E-168 70% FUM1 

44 MDH1 MGG_09367 malate dehydrogenase 380.3 1.20E-108 64% MDH1 

45  MGG_08835 malate dehydrogenase 305.3 4.30E-86 55% MDH3 

46  MGG_10453 L-lactate dehydrogenase 51.9 8.80E-07 25%  

2.2 稻瘟病菌 TCA 循环候选蛋白的基本信息分析 

蛋白质理化性质是蛋白质序列分析的内容之一，分析蛋白质的理化特征可以为蛋白质的

研究提供重要的参考依据。通过 ProtParam 对初步确定的 20 个稻瘟病菌 TCA 相关蛋白氨基130 

酸序列的理论等电点 PI、分子质量、负电荷残基总数（Asp + Glu）、正电荷残基总数（Arg 

+ Lys）、总平均亲水性(Grand average of hydropathicity, GRAVY)、稳定性等进行分析（表 2）。

比较发现：MGG_04876 和 MGG_00666 带负电荷的氨基酸含量很低，仅为 3.80%（7/184）

和 4.68%（8/171），而其他蛋白负电荷（或正电荷）氨基酸残基这一比例基本在 9%-13%之

间，并且其理论等电点高达 10.96 和 10.35。此外 MGG_12767、MGG_03149、MGG_04449、135 

MGG_15167、MGG_00167 和 MGG_00666 理论不稳定性系数较高，呈不稳定状态。 

2.3 稻瘟病菌 TCA 循环候选蛋白的信号肽、转运肽及跨膜和定位分析 

参与 TCA 循环的蛋白由细胞核基因编码，翻译后产生的新生蛋白 N 端含约 20～80 个

氨基酸的转运肽将其从细胞质转运至线粒体。因此对候选蛋白的跨膜结构域、信号肽、线粒

体转运肽和亚细胞定位进行分析，有利于进一步分析和确定候选蛋白是否参与 TCA 循环。 140 

分析发现这 20 个候选蛋白均不含信号肽，除 MGG_06547 外的 19 个候选蛋白均定位于

线粒体中，且含线粒体转运肽的概率均高于 95%（MGG_06547 仅为 2.62%）。表明

MGG_06547 定位于细胞内线粒体外，不参与 TCA 循环。对跨膜结构域的预测结果显示：

MGG_04876 含有 3 个跨膜结构域，MGG_00666 编码的蛋白虽不跨膜但其 C 端具有可结合

在膜表面的结构域（表 2），表明 MGG_04876 和 MGG_00666 可能作为琥珀酸脱氢酶的亚145 

基定位于线粒体内膜将 TCA 循环产生的电子传递到呼吸链。 

2.4 蛋白的结构域预测和稻瘟病菌 TCA 循环相关蛋白的确定 

 TCA 循环作为真核生物的基本代谢通路，不同物种间存在一定的保守性，因此对 TCA

循环相关蛋白结构域进行预测，并将稻瘟病菌和酿酒酵母中相应的同源蛋白进行比较有助于

进一步对稻瘟病菌 TCA 循环相关蛋白的确定。其中对三个在酿酒酵母中未找到同源蛋白的150 

MGG_06547、MGG_04449和MGG_15167分析发现：MGG_06547具有和 IDH2相同的 Iso_dh

结构域；MGG_04449 不具 KGD2 中包含的 Biotin_lipoyl 和 2-oxoacid_dh 结构域；酿酒酵母

LSC1 具有一个 CoA-binding 结构域和一个 Ligase_CoA 结构域，在稻瘟病菌中 MGG_05480

和 MGG_15167 都具有相同的结构域，但 MGG_15167 具两个 Ligase_CoA 结构域。表明

MGG_04449 不参与 TCA 循环，MGG_15167 作为酿酒酵母中 LSC1 的另一个拷贝参与 TCA155 

http://www.yeastgenome.org/cgi-bin/blast-fungal.pl?name=YOR142W&suffix=prot#EHA56818.1
http://www.yeastgenome.org/cgi-bin/blast-fungal.pl?name=YGR244C&suffix=prot#XP_003709726.1
http://www.yeastgenome.org/cgi-bin/blast-fungal.pl?name=YGR244C&suffix=prot#EHA58041.1
http://www.yeastgenome.org/cgi-bin/blast-fungal.pl?name=YKL148C&suffix=prot#XP_003718957.1
http://www.yeastgenome.org/cgi-bin/blast-fungal.pl?name=YKL148C&suffix=prot#EHA49954.1
http://www.yeastgenome.org/cgi-bin/blast-fungal.pl?name=YLL041C&suffix=prot#XP_003718958.1
http://www.yeastgenome.org/cgi-bin/blast-fungal.pl?name=YKL141W&suffix=prot#EHA52550.1
http://www.yeastgenome.org/cgi-bin/blast-fungal.pl?name=YDR178W&suffix=prot#EHA48766.1
http://www.yeastgenome.org/cgi-bin/blast-fungal.pl?name=YPL262W&suffix=prot#EHA46213.1
http://www.yeastgenome.org/cgi-bin/blast-fungal.pl?name=YKL085W&suffix=prot#EHA47887.1
http://www.yeastgenome.org/cgi-bin/blast-fungal.pl?name=YKL085W&suffix=prot#EHA54047.1
http://www.yeastgenome.org/cgi-bin/blast-fungal.pl?name=YKL085W&suffix=prot#EHA53548.1
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循环。 

表 2：稻瘟病菌中 TCA 循环候选蛋白的在线分析 

Table 2. M.oryzae in the TCA cycle on-line analysis of candidate genes 

No. M.oryzae  aa PI Mw - + GRAVY 
Instabilit

y index 

Signal 

peptide 

Transme

mbrane 

Locali

zation 

Mitochondrial 

transit peptide 

1 MGG_07202 CIT1 472 8.86 52185.8 51 57 -0.244 30.57 no no M 0.9864 

2 MGG_02617 CIT3 477 9.14 52306.8 47 55 -0.257 31.34 no no M 0.9977 

3 MGG_03521 ACO1 784 6.57 85073.3 92 88 -0.36 35.4 no no M 0.9938 

4 MGG_08584 ACO2 801 5.73 85998.5 88 76 -0.238 31.3 no no M 0.9996 

5 MGG_01995 IDH1 386 9.09 42044.2 40 48 -0.199 35.72 no no M 0.9857 

6 MGG_01712 IDH2 385 7.67 41373.6 44 45 -0.028 39.1 no no M 0.9953 

7 MGG_06547 LYS12 360 5.47 39204.6 46 38 -0.124 26.46 no no - 0.0262 

8 MGG_12767 KGD1 1008 6.53 114183 127 118 -0.524 41.04 no no M 0.9998 

9 MGG_03149 KGD2 421 8.42 46558.5 60 62 -0.422 54.01 no no M 0.9913 

10 MGG_04449 KGD2 523 8.96 56451.1 55 62 -0.156 44.13 no no M 0.9986 

11 MGG_17072 LPD1 508 6.93 54151.9 58 57 -0.151 35.36 no no M 0.9957 

12 MGG_05480 LSC1 333 9.04 34467.4 26 31 0.036 39.82 no no M 0.9647 

13 MGG_15167 LSC1 733 6.89 78021.5 82 80 -0.15 41.02 no no M 0.9592 

14 MGG_16230 LSC2 446 5.67 48410.3 59 62 -0.145 38.02 no no M 0.992 

15 MGG_00168 SDH1 646 6.35 70486.3 76 69 -0.348 36.44 no no M 0.9992 

16 MGG_00167 SDH2 274 9.18 31305.1 29 42 -0.479 66.62 no no M 0.9666 

17 MGG_04876 SDH3 184 10.96 20155.4 7 18 0.205 33.56 no yes M 0.9954 

18 MGG_00666 SDH4 171 10.35 18499.5 8 16 0.081 57.37 no no M 0.9895 

19 MGG_17962 FUM1 546 8.38 58818.3 54 57 -0.177 36.1 no no M 0.9974 

20 MGG_09367 MDH1 336 8.26 35191.3 35 37 -0.008 33.26 no no M 0.9723 

注：PI：理论等电点，Mw：分子质量；-：负电荷残基总数（Asp + Glu）；+：正电荷残基总数（Arg + Lys）；

GRAVY：Grand average of hydropathicity，总平均亲水性；Instability index:不稳定性系数,系数越高越不稳定； 160 

M: Mitochondrion, 线粒体。 

综上所述，利用生物信息学分析的方法从酿酒酵母 17 个 TCA 循环相关蛋白比对找到稻

瘟病菌 20个的候选蛋白。用在线生物信息学方法分析并排除了MGG_06547 和MGG_06547，

最终确定稻瘟病菌中 18 个 TCA 循环相关蛋白，其中，LSC1 基因在稻瘟病菌中存在两个拷

贝（MGG_05480 和 MGG_15167）（图 1B）。 165 

 

图 1：酿酒酵母（A）和稻瘟病菌（B）中的 TCA 循环 

Fig1. TCA cycle in S.cerevisiae (A) and M.oryzae (B). 
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此外，酿酒酵母 TCA 循环相关蛋白和稻瘟病菌中相应候选蛋白均具有相同的结构域。170 

以 TCA 循环中起关键作用的柠檬酸合酶、异柠檬酸脱氢酶和α -酮戊二酸脱氢酶为例：酿酒

酵母中 CIT1、CIT3 和稻瘟病菌柠檬酸合酶的两个候选蛋白 MoCIT(MGG_07202)、

MoMCS(MGG_02617)都有相同的 Citrate_Synt 柠檬酸合酶的催化结构域（图 2A）；酿酒酵

母中 IDH1、IDH2 和稻瘟病菌相应的两个异柠檬酸脱氢酶候选蛋白 MoIDH1(MGG_01995)

和 MoIDH2(MGG_01712)都有相同的 Iso_dh 异柠檬酸脱氢酶催化结构域（图 2B）；酿酒酵175 

母中 KGD1、KGD2、LPD1 和稻瘟病菌中相应的α -酮戊二酸脱氢酶复合体三个候选蛋白

MoKGD1(MGG_12767)、MoKGD2(MGG_03149)、MoLPD1(MGG_17072) 都有相同的催化

结构域（图 2）。这些结果表明稻瘟病菌和酿酒酵母的 TCA 循环相关蛋白具有较高的保守

性。 

 180 

图 2：TCA 循环关键酶的结构域分析。 

Fig2. Domain analysis of key enzymes in the TCA cycle 

注：A：柠檬酸合酶（S.cerevisiae: CIT1, CIT2, CIT3; M.oryzae: MGG_07202, MGG_02617）的 Citrate_Synt

催化结构域；B：异柠檬酸脱氢酶（S.cerevisiae: IDH1、DH2; M.oryzae: MGG_01995, MGG_01712）的 Iso_dh

催化结构域；C：α -酮戊二酸脱氢酶复合体的三个亚基（S.cerevisiae: KGD1, KGD2, LPD1; M.oryzae: 185 

MGG_12767, MGG_03149, MGG_17072）及其相应催化结构域：KGD1, MGG_12767 具有相同的 E1_dh, 

Transket_pyrm 结构域；KGD2, MGG_03149 具有相同的 Biltin_Lipoyl 和 2-oxoacid_dh 结构域；LPD1, 

MGG_17072 具有相同的 Pyr_redox_2 和 Pyr_redox_dim 结构域。 

2.5 TCA 循环关键酶的系统进化分析 

TCA 循环作为生物体重要的代谢通路在不同物种间具一定保守性，但伴随着进化关系190 

的不同，物种间亦可能存在差异。因此，本研究构建成柠檬酸合酶、异柠檬酸脱氢酶和α -

酮戊二酸脱氢酶复合体的系统发育树（图 3），并对不同物种 TCA 循环关键酶进行进化分

析。从图中可以看出，不同物种间 TCA 循环的关键酶具有较高的保守性，但和真菌相比，

动植物间的亲缘关系更近，并且在植物中存在更多的拷贝。 

由图 3A 柠檬酸合酶的系统演化关系可以发现：CIT 在真菌、植物（水稻和拟南芥）和195 

动物（人和家鼠）内具有高度的同源性，同时在真菌内还具一个 MCS（CIT3 同源）的二甲

基柠檬酸合酶基因，其同样具有柠檬酸合酶的催化功能。MoCIT 和 MoMCS 与禾谷镰刀菌、

粗糙脉孢菌的同源性最高，其次是构巢曲霉和动植物。图 3B 显示：动物和植物中异柠檬酸

脱氢酶的演化关系较近，同时离真菌 IDH1 和 IDH2 较远。IDH1 和 IDH2 在六种真菌中都具

有较高的同源性，并且稻瘟病菌中异柠檬酸脱氢酶离禾谷镰刀菌、粗糙脉孢菌和构巢曲霉演200 

化关系较近，其次是白色念珠菌和酿酒酵母。由图 3C 可知，α -酮戊二酸脱氢酶复合体的三
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个亚基在不同物种中都具有较高的同源性，但AnLPD1和LPD1与动植物有更近的演化关系，

KGD1 和 KGD2 在分类系统内更具保守性。稻瘟病菌中α -酮戊二酸脱氢酶离禾谷镰刀菌、

粗糙脉孢菌和构巢曲霉较近，其次是白色念珠菌和酿酒酵母。 

 205 

图 3：TCA 循环关键酶的系统演化关系（括号内为 NCBI 登录号） 

Fig3. Phylogenetic relationship of the key enzymes of the TCA cycle 

A：柠檬酸合酶；B：异柠檬酸脱氢酶；C：α -酮戊二酸脱氢酶复合体 

注：Hs: H.sapiens(智人) ; Mm: M.musculus(家鼠) ; At: A.thaliana (拟南芥); Os: O.sativa japonica (水稻); An: 

A.nidulans (构巢曲霉); Ca: C.albicans (白色念珠菌) ; Fg: F.graminearum(禾谷镰刀菌); Mo： M.oryzae（稻瘟210 

病菌）; Nc: N.crassa (粗糙脉孢菌); CIT1, CIT2, CIT3: S.cerevisiae (酿酒酵母柠檬酸合酶); IDH1, IDH2: 

S.cerevisiae (酿酒酵母异柠檬酸脱氢酶); KGD1, KGD2, LPD1: S.cerevisiae (酿酒酵母柠α -酮戊二酸脱氢酶

复合体的三个亚基).  

2.6 基因表达量分析 

由于基因的时空表达体现了蛋白在特异阶段的功能，所以本研究利用公共数据库分析了215 

稻瘟病菌 TCA 循环相关基因在不同阶段的表达量，其中 MGG_17072、MGG_16230、

MGG_17962 未检测到信号，此外的 15 个基因在不同时期的表达量见图 4。如图所示，在菌

丝生长阶段和附着胞形成阶段 TCA 循环不同基因的表达量存在明显差异。在整个菌丝阶段

和附着胞形成过程中 MGG_03521、MGG_00666、MGG_01712、MGG_00168、MGG_07202

的表达量较高，MGG_04876、MGG_09367、MGG_15167、MGG_01995 的表达量较低。 220 

由酿酒酵母和稻瘟病菌中 TCA 循环通路（图一）可以看出，在整个 TCA 循环过程中，

每一步反应有一个或多个拷贝蛋白共同参与。从表达量数据中可以发现，多个基因参与的同

一路径中各个基因的表达量并不相同，如柠檬酸合酶（MGG_07202、MGG_02617），顺乌
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头酸酶（MGG_03521、MGG_08584 ），异柠檬酸脱氢酶（MGG_01995、MGG_01712），

琥珀酰辅酶 A 合成酶（MGG_05480、MGG_15167），琥珀酰辅酶脱氢酶（MGG_00168、225 

MGG_00167、MGG_04876、MGG_00666）中不同拷贝的表达量存在明显差异。表明在 TCA

循环的代谢和调控过程中，多拷贝的基因中可能存在主效基因和辅助基因。其中高表达基因

MGG_07202、MGG_03521、MGG_01712、MGG_05480、MGG_00168 和 MGG_00666 在各

自的反应中起主效作用；而表达量较低的基因 MGG_02617、MGG_08584 、MGG_01995、

MGG_15167 和 MGG_04876 则起辅助作用。 230 

 

图 4：稻瘟病菌 TCA 循环相关基因菌丝阶段和附着胞形成阶段的表达量 

Fig4. The expression of M.oryzae TCA cycle genes 

在菌丝阶段，同一基因在 CM 培养基中和 MM 培养基中总体差异不显著。MGG_03521、

MGG_01995 和 MGG_00168 基因在 MM 培养基中表达量上调；MGG_08584、MGG_03149235 

和 MGG_00666 基因在 MM 培养基中表达量下调。同时 MGG_07202、MGG_03521、

MGG_01712、MGG_03149、MGG_05480、MGG_00168、MGG_00666 七个基因表达量较高

（>1000）。 

在附着胞形成的不同阶段，TCA 循环不同基因的表达量有很大的变化：在孢子萌发和

附着胞形成的早期(4h 到 6h)和菌丝阶段相比表达量皆有不同程度的上调，MGG_07202、240 

MGG_02617、MGG_01712、MGG_00168、MGG_00666 等的上调较为明显，表明附着胞形

成早期可能需要 TCA 循环提供更多的中间代谢底物和能量；但随着附着胞的形成及成熟

（8-16 小时）多数基因（如：MGG_07202、MGG_02617、MGG_08584、MGG_01712 等）

表达量开始降低，但在附着胞成熟后期（16h）MGG_03521、MGG_03149、MGG_05480、

MGG_00168、MGG_00167、MGG_00666 表达量上调，MGG_03521 在整个孢子萌发以及附245 

着胞成熟阶段均表现为上调，表明这些基因可能在附着胞成熟后期对稻瘟病菌的侵染和致病

过程起重要功能。 

3 讨论 

TCA 循环是需氧生物普遍存在的新陈代谢通路，该循环利用乙酰 CoA 和草酰乙酸经柠

檬酸合酶产生柠檬酸，之后又经过七种 TCA 相关蛋白依次产生异柠檬酸、α -酮戊二酸、琥250 

珀酰 CoA、琥珀酸、廷胡索酸和苹果酸再生成草酰乙酸，完成一个循环。TCA 循环相关蛋

白通过物质之间的转换，最终将乙酰 CoA 彻底氧化分解成 CO2 和水，同时将产生的质子和



 http://www.paper.edu.cn 

- 10 - 

中国科技论文在线 

电子传递给辅酶 NAD
+和 FAD 并连接呼吸链，最终生成生命活动所需要的能量物质 ATP。

稻瘟病菌中乙酰 CoA 可以通过糖酵解代谢产物丙酮酸转换而成[17]，也可以通过脂肪的降解

产生[5,6]。同时，乙酰 CoA 还可以通过肉毒咸-乙酰肉毒咸运输途径在细胞内跨膜转运[8-10]。255 

此外，TCA 循环的中间产物还能参与氨基酸等进行转换。然而，线粒体 TCA 循环作为生物

氧化的最终通路在稻瘟病菌中被报道的却很少。 

本研究从酿酒酵母中 17个TCA循环相关蛋白同源比对得到稻瘟病菌中 32个候选蛋白，

同时反向比对得到酵母中相应的同源基因。酵母同源比对得到的稻瘟病菌中首个候选基因均

为酵母中参与 TCA 循环的同源基因，表明在酵母和稻瘟病菌中 TCA 循环具一定的保守性。260 

同时也初步排除了 12 个可能不参与 TCA 循环的候选蛋白。 

利用在线生物信息学分析软件，对 20 个 TCA 循环相关候选蛋白序列组成成分的理化性

质、跨膜结构域、信号肽、线粒体转运肽以及亚细胞定位进行了预测和分析（表 3），结合

结构域预测最终确定了稻瘟病菌中 18 个 TCA 循环相关蛋白，并绘制稻瘟病菌 TCA 循环图

谱（图 1）。对比酿酒酵母中 TCA 循环相关蛋白（数据未显示），其与以上生物学的分析265 

和预测基本一致。值得注意的是，琥珀酰辅酶 A 合成酶在酵母中有两个拷贝（LSC1、LSC2），

而在稻瘟病菌中有三个拷贝（MGG_05480、MGG_15167、MGG_16230），同时表达量分析

数据显示 MGG_05480 和 MGG_15167 同时作为 LSC1 的同源蛋白，MGG_15167 在稻瘟病

菌中可能起辅助作用。 

稻瘟病菌 TCA 候选蛋白均无信号肽，但是有线粒体转运肽，定位于线粒体，且多数不270 

含跨膜结构域，但 MGG_04876（MoSDH3）蛋白具三个跨膜结构域，MGG_00666（MoSDH4）

蛋白 C 端锚定在膜上，同时它们的理论等电点很高，疏水性氨基酸多于亲水性氨基酸，

GRAVY 均为正值。表明 MGG_04876 和 MGG_00666 作为 SDH3 和 SDH4 的同源基因在稻

瘟病菌中编码 MoSDH3 和 MoSDH4 为琥珀酸脱氢酶的亚基，定位于线粒体内膜将 TCA 循

环产生的电子传递到呼吸链。 275 

对 TCA 循环关键酶的结构域系统演化分析显示，稻瘟病菌和酿酒酵母中相应蛋白都具

有相同的结构域（图 3），表明作为生物体主要的代谢通路在不同物种间具一定保守性，同

时也存在一定的差异：稻瘟病菌 TCA 循环三种关键酶与禾谷镰刀菌、粗糙脉孢菌和构巢曲

霉中相应的同源蛋白亲缘关系最近，而与白色念珠菌和酿酒酵母中相应同源蛋白的关系较

近，与植物和动物的进化关系较远（图 4）；此外，TCA 循环关键酶的进化反映出动物界、280 

植物界和真菌界的分化，说明真核生物 TCA 循环随物种进化而进化，生物学功能可能也随

着物种亲缘关系的远近而有所差异，稻瘟病菌中 TCA 循环及各基因的功能尚需要进一步研

究。 

来自稻瘟病菌公共基因表达量数据库中的数据显示：MGG_17072、MGG_16230 和

MGG_17962 未检测到信号。其中：α -酮戊二酸脱氢酶和琥珀酰 CoA 合成酶在稻瘟病菌中285 

都有三个拷贝，MGG_17072 和 MGG_16230 分别作为其中的一个拷贝可能都起辅助作用一

般情况不表达或表达量很低而未检测到。该数据库是由 Darren M. Soanes 用 RNA-Seq 和

High Throughput (HT)-SuperSAGE 技术获得的稻瘟病菌附着胞形态发生过程中 10591 个基因

（含全基因组 96%的基因）的转录组数据构建而成[17]。本研究 FUM1 在稻瘟病菌中同源基

因 MGG_17962 作为一个假定延胡索酸酶，存在于基因表达数据库中的 4%未检测到的信号290 

很可能是由实验设计和实验进程中的一些不足和错误导致。 

此外，从图 4 中数据可以发现，TCA 循环相关基因在孢子萌发和附着胞形成的早期(4h

到 6h)与菌丝阶段相比表达量皆有不同程度的上调，可能与附着胞形成时需要更多的能量和
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中间代谢底物有关，同时也证明 TCA 循环可能参与稻瘟病菌附着胞的形成。但随着附着胞

的形成及成熟（8-16 小时）多数基因表达量降低，但在附着胞成熟后期（16h）MGG_03521295 

（MoACO1）、MGG_03149（MoKGD2）、MGG_05480（MoLSC1）、MGG_00168（MoSDH1）、

MGG_00167（MoSDH2）、MGG_00666（MoSDH4）表达量上调（图 4），表明这些基因

可能通过调控代谢参与附着胞成熟和稻瘟病菌的致病性。总之，TCA 循环可能在整个稻瘟

病菌的致病过程都起重要的作用。 

病原与其寄主互作过程中表现出代谢通路的多样性和代谢调控途径的复杂性，因而具有300 

重要的研究价值。本研究采用不同的在线生物信息学分析软件对稻瘟病菌 TCA 循环相关基

因进行了预测和分析，对稻瘟病菌假定 TCA 循环相关蛋白的生物信息学分析为深入研究稻

瘟病菌 TCA 循环相关基因及其功能奠定了基础，同时也为今后进一步研究稻瘟病菌在侵染

致病中的能量和物质代谢及其调控提供了参考。 
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