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1 研究背景



研究背景

1. 瓜类细菌性果斑病 (Bacterial Fruit Blotch, BFB)

➢ 检疫性种传病害，主要为害西瓜、甜瓜等葫芦科作物。

➢ 在我国十多个省份地区均有分布。

➢ 危害广、损失重、防治难

赵廷昌等.植保技术与推广,2001

西瓜

甜瓜

图1.1 瓜类细菌性果斑病在西瓜及甜瓜上的为害症状



病原菌：西瓜噬酸菌（Acidovorax citrulli）

图1.2 菌体在KB平板上菌落形态。
直径1-2mm，圆形，全缘光滑，乳白色

图1.3 透射电子显微镜观察西瓜噬酸菌鞭毛形态

赵廷昌等.植保技术与推广,2001

革兰氏阴性菌，不产荧光，严格好氧，菌体短杆状，单根极生

鞭毛，能在41℃下生长，但不能在4℃生长。

研究背景



Jan P. Erzberger and James M. Rev. Biophys. Biomol. Struct.2006.

AAA module: 230个左右高度保守的氨基酸残基

Walker A和Walker B: ATP结合；

SRH: ATP水解

N-linker: 转移ATP水解产生能量；

PL1和PL2: 底物识别

2. AAA ATPase

AAA ATPase是功能多样的大型蛋白家族，有一个约230个氨基酸残基的

高度保守结构域，存在于所有生物中，在细胞中的功能必不可少。参与如

DNA复制、蛋白降解、膜融合、微管、过氧化物酶体生物合成、信号转导和

基因表达调控等过程。

图1.4 AAA结构域结构

研究背景



研究背景

果斑菌中的AAA ATPase

表1  果斑菌中AAA ATPases 研究进展

基因功能 功能

Lon
Aave_1457

Aave_3667

热激蛋白，参与蛋白质量控制，可降解富含特殊
标签（如非极性N末端）的蛋白（NCBI注释）

RuvB Aave_4237 霍利迪结DNA解旋酶（李晶等.,2016）

FtsH Aave_2617
依赖Zn2+和ATP的特殊蛋白，原核生物中是生长
必需的能量依赖型蛋白酶（NCBI注释）

ClpB Aave_1482
Ⅵ型分泌系统，不影响种传苗能力、种子表面定
殖能力以及生物膜形成能力(Tian et al., 2015)

HrcN Aave_0463

Ⅲ型分泌系统，致病力明显减弱，生长能力明显
下降，运动能力下降，生物膜形成能力增强(严
婉荣等., 2015)

HslVU Aave_0811
热激蛋白，参与蛋白质量控制及应激反应
（NCBI注释）

MoxR
Aave_2163

Aave_1063
参与调节酸酐的运输（李晶等.,2016）

研究表明，AAA ATPase基因的缺失会降低病原菌致病能力。在大肠杆菌的5

种AAA蛋白酶（ClpXP、ClpAP、HslUV、Lon和FtsH）中只有FtsH是必需的。



研究背景

3. FtsH蛋白

FtsH蛋白（filamentation temperature-sensitive H），是属于AAA蛋白酶家族

的ATP 和Zn2+ 依赖型金属蛋白酶，在原核和真核生物中广泛存在（表2）。



研究背景

在大肠杆菌中，由ftsH编码的FtsH蛋白的结构包括N端跨膜域、AAA结构域、

锌离子结合模块等，且其N末端与C末端同在膜内侧，有两个跨膜域(TM) 。 FtsH蛋

白具有ATP酶活性、蛋白水解活性和分子伴侣活性，参与蛋白质量平衡控制、逆境

胁迫应激反应、 蛋白的装配、转运和折叠等过程。

图1.6 FtsH蛋白在大肠杆菌中作用图
Dutta B, Gitaitis R, Smith S, et al. PLoS One, 2014, 9(6): e99215；Jiang C H, Wu F, Yu Z Y, et al. Microbiological Research, 2015, 170: 95-104.



研究背景

目前，由于瓜类细菌性果斑病的具体致病机理尚未明确，防治主要依

靠传统的化学防治手段，防治效果不理想，缺乏针对性的防治措施。因此

亟需对西瓜噬酸菌的致病机理进行研究，从而为果斑病的针对性防治提供

理论指导。

由于FtsH蛋白在大肠杆菌等细菌的各项生命活动中发挥重要作用，且

其在西瓜噬酸菌中的作用尚未明确，因而我们选取FtsH研究对象，希望通

过研究它的功能来进一步明确果斑病菌的致病机理，以期为生产上的防治

提供分子基础。

在研究前，利用生物信息学手段对FtsH蛋白的功能进行预测，有利于

后续实验更有目的性的展开。

赵廷昌,孙福在,王兵万. 植保技术与推广,2001,3:37-38-36；王叶筠. 中国西瓜甜瓜,2003,5:32-34；许勇,张兴平,宫国义,张海英. 中国西瓜甜
瓜,2003, 6:36-37；黄月英. 福建农业科技,2008,2:62-64；商明清,张德满,杨勤民. 植物检疫,2014,28(3):93-96.



技术路线

生物信息学分析

基因基本信息

序列获取和验证

蛋白信息预测

结构预测 互作关系分析

二级结构 三级结构

理化性质
分析

ftsH功能预测

结构域



基因基本信息
及序列获取

1. ftsH基本信息

登 录 NCBI ， 查 找 西 瓜 噬 酸 菌 AAC00-1 菌 株 全 基 因 组 数 据 库

（https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/120587178），在库中搜索FtsH。

图3.1 西瓜噬酸菌AAC00-1菌株全基因组数据库



基因基本信息
及序列获取

1. ftsH基本信息

在库中搜索FtsH，根据注释信息，得到ftsH的基因号为Aave_2617，碱基序列全长

1926bp，氨基酸序列全长641aa，编码FtsH蛋白，属于AAA家族，与多种生命活动相关，

此外还有产物蛋白在KEGG、SMART等网站的注释。

图3.2 西瓜噬酸菌AAC00-1菌株全基因组数据库中ftsH基本信息



图3.3 登录KEGG获取ftsH基因基本信息

基因基本信息
及序列获取

根据基因号，登录KEGG（https://www.kegg.jp/），可以得到ftsH的碱基序列和氨基

酸序列，同时还可以得到ftsH的同源基因、是否处于某条信号通路中、基因簇、在基因

图谱中的位置及翻译方向、产物蛋白所属家族及相关注释、在NCBI及UniProt中的登录

号等信息。



基因基本信息
及序列获取

根据基因号，登录KEGG（https://www.kegg.jp/），可以得到ftsH的碱基序列和氨基

酸序列，同时还可以得到ftsH 的同源基因、是否处于某条信号通路中、基因簇、在基因

图谱中的位置及翻译方向、产物蛋白所属家族及相关注释信息、在NCBI及UniProt中的

登录号等信息。

图3.4 登录KEGG获取ftsH基因基本信息



基因基本信息
及序列获取

根据基因号，登录KEGG（https://www.kegg.jp/），可以得到ftsH的碱基序列和氨基

酸序列，同时还可以得到ftsH 的同源基因、是否处于某条信号通路中、基因簇、在基因

图谱中的位置及翻译方向、产物蛋白所属家族及相关注释信息、在NCBI及UniProt中的

登录号等信息。

图3.5 登录KEGG获取ftsH基因基本信息



基因基本信息
及序列获取

根据基因号，登录UniProt（https://www.uniprot.org/），同样可以得到ftsH的碱基序

列和氨基酸序列。

图3.6 登录UniProt获取基因相关信息



基因基本信息
及序列获取

2. ftsH碱基序列获取和验证

由于实验室所用菌株为Aac5，但西瓜噬酸菌中进行全基因组测序的菌株为

AAC00-1，基于两个菌株同属于Ⅱ组菌株，序列存在高相似性，因此可以AAC00-1的

序列为基础，以Aac5菌株DNA为模板，设计简单引物，克隆目的基因ftsH，然后将

克隆结果进行测序，并与AAC00-1的序列进行比对，如比对结果完全一致，则后续

预测可基于AAC00-1序列进行，如比对后发现两菌株序列存在差异，则应以测序所

得的Aac5的序列为基础进行预测。

图3.7 使用Primer Premier 5设计引物



基因基本信息
及序列获取

2. ftsH碱基序列获取和验证

得到基因ftsH在AAC00-1菌株中的碱基序列后，以Aac5菌株DNA为模板，克隆

目的基因ftsH，将克隆结果测序后，使用DNAMAN对测序结果和AAC00-1的序列进

行比对，发现两菌株的ftsH序列完全一致（图11），则使用AAC00-1的序列进行后续

预测可行。

图3.8 使用DNAMAN比对AAC00-1和Aac5的ftsH序列



蛋白结构
及功能预测

1. 氨基酸序列同源性分析、保守位点分析及系统发育树构建

2. 蛋白理化性质分析、跨膜结构预测和亚细胞定位预测

3. 蛋白二级结构、三级结构预测、结构域预测

4. 基因互作关系预测及蛋白功能预测分析



蛋白结构
及功能预测

4.1 FtsH氨基酸序列同源性分析、保守位点分析及系统发育树构建

登录UniProt数据库（https://www.uniprot.org/），获取大肠杆菌及分类

学上与西瓜噬酸菌分类地位相近的细菌的FtsH蛋白氨基酸序列。

图4.1 使用UniProt下载同源氨基酸序列



蛋白结构
及功能预测

使用MEGA7软件对西瓜噬酸菌、大肠杆菌及其他分类地位相近的细菌

的FtsH蛋白进行氨基酸序列比对。

图4.2 使用MEGA7对各细菌中的FtsH氨基酸序列进行比对分析



蛋白结构
及功能预测

通过氨基酸序列比对，我们发现FtsH蛋白在不同菌种中的氨基酸序

列相似性很高，说明FtsH蛋白在原核生物中可能是一个保守蛋白。我们

进一步对相对保守的氨基酸序列进行分析发现，这些保守的氨基酸序列

多为一些具有特殊功能的结构域。

Transmembrane 6-23

Transmembrane 106-128   

图4.3 使用MEGA7分析各细菌FtsH氨基酸序列保守区域



蛋白结构
及功能预测
通过氨基酸序列比对，我们发现FtsH蛋白在不同菌种中的氨基酸序

列相似性很高，说明FtsH蛋白在原核生物中可能是一个保守蛋白。我们

进一步对相对保守的氨基酸序列进行分析发现，这些保守的氨基酸序列

多为一些具有特殊功能的结构域。

AAA Domain 193-332

图4.4 使用MEGA7分析各细菌FtsH氨基酸序列保守区域



蛋白结构
及功能预测

根据UniProt数据库所得FtsH蛋白氨基酸序列，分别对上述细菌的

FtsH蛋白通过MEGA7软件进行比对，构建系统发育树，使用NJ邻位法

对进化距离进行分析，自展检测重复100次。

图4.5 FtsH蛋白系统发育树



蛋白结构
及功能预测

4.2 FtsH蛋白理化性质分析、跨膜结构预测和亚细胞定位预测

根据FtsH氨基酸序列，使用ExPASy（https://www.expasy.org/）中的Protpara（htt

ps://web.expasy.org/protparam/）分析FtsH基本理化性质，得到序列所含各种氨基酸

的种类和数目、分子量、等电点、酸性氨基酸数目、碱性氨基酸及C，H，O，N，S等

原子的个数。

图4.6 FtsH蛋白理化性质分析



蛋白结构
及功能预测

根据氨基酸序列，使用ExPASy（https://www.expasy.org/）中的ProtScale

（https://web.expasy.org/protscale/）预测FtsH蛋白亲疏水性和跨膜结构，根

据生物膜的普遍厚度设定参数为20aa，得，FtsH蛋白可能含有2个跨膜结构

域，是跨膜蛋白。

图4.7 使用ProtScale预测分析FtsH蛋白亲疏水性和跨膜结构

参数不同
结果不同



蛋白结构
及功能预测

根据氨基酸序列，使用TMHMM Server v. 2.0（http://www.cbs.dtu.dk/

services/TMHMM/）跨膜结构域预测分析，FtsH蛋白含有2个跨膜结构域，

是跨膜蛋白，这一结果与ProtScale的预测结果相一致。

图4.8 使用TMHMM预测分析FtsH蛋白跨膜结构



蛋白结构
及功能预测

在UniProt中，我们可以看到，FtsH蛋白的亚细胞定位为膜内、跨膜、

膜外三个部分，存在2个跨膜结构域，是跨膜蛋白。这一结果与之前用

ProtScalc蛋白亲疏水性预测和TMHMM Server v. 2.0预测跨膜结构域所得结

果一致。在UniProt中，我们还可以看到它对氨基酸序列中跨膜位置的预测。

图4.9 使用UniProt预测分析FtsH蛋白跨膜结构



蛋白结构
及功能预测

图4.10 使用UniProt预测分析FtsH蛋白跨膜结构



蛋白结构
及功能预测

使用PSORT（http://www.psort.org/psortb/）预测蛋白跨膜结构，也能得到相

同的结果。

图4.11 FtsH蛋白亚细胞定位以及跨膜结构预测



蛋白结构
及功能预测

4.3.1 FtsH蛋白二级结构预测

使用NPS@：SOPMA secondary structure prediction（https://npsa-prabi.ib

cp.fr/cgi-bin/npsa_automat.pl?page=npsa_sopma.html）分析预测FtsH蛋白二级

结构，所得结果如下图。

图4.12 FtsH蛋白二级结构分析



蛋白结构
及功能预测

通过VERIFY3D评估所得3D模型，所得评分为84.90%；评估结果显示，
模型中Errat部分（图中红色部分）较少，因此所建模型较为可信的。

4.3.2 FtsH蛋白三级结构预测（Swiss-model（ https://www.swissmodel.expasy.org/ ））

图4.13 FtsH蛋白三级结构分析



蛋白结构
及功能预测 https://swissmodel.expasy.org/repository/md5/069064be16671fca430dbe10d0372cc4

图4.14 FtsH蛋白三级结构分析



蛋白结构
及功能预测 https://swissmodel.expasy.org/repository/md5/069064be16671fca430dbe10d0372cc4

图4.15 FtsH蛋白三级结构分析



蛋白结构
及功能预测

经SMART（ http://smart.embl-heidelberg.de/smart/set_mode.cgi?GENOMI

C=1 ）蛋白结构预测分析，FtsH蛋白由FtsH_ext域、AAA域、肽酶M41域和

跨膜结构构成。

4.3.3  FtsH蛋白结构域预测

图4.16 FtsH蛋白结构域分析



蛋白结构
及功能预测

4.4  基因互作关系预测及功能预测

在STRING分析预测中，与ftsH基因调控关系密切的基因有hflK(Aave_1

431)、 hflC(Aave_1432)、Aave_2615、 Aave_0651 、Aave_2618、Aave_3631、
Aave_2277等。

图4.17 ftsH互作关系分析



小 结
小 结

通过对西瓜噬酸菌中ftsH基因的产物蛋白FtsH进行一系列的分析发现：

1. 西瓜噬酸菌FtsH蛋白与同噬酸菌属的细菌的FtsH蛋白亲缘关系较近，与大肠杆菌

和青枯菌中FtsH蛋白的亲缘关系较远。西瓜噬酸菌FtsH蛋白含有2个跨膜结构，

极有可能是跨膜蛋白，蛋白带负电，弱酸性。

2. 西瓜噬酸菌中的FtsH蛋白的二级结构由α螺旋、β折叠、无规卷曲和延伸链构成，

三级结构是同源六聚体，内部含有环状结构，在空间上，包含FtsH_ext域、AAA

域、肽酶M41域和跨膜结构，基于AAA结构域的保守性（AAA+蛋白酶均含有ATP酶域和

蛋白酶域，ATP酶域催化底物的展开，并将其转移给蛋白酶体，其中包含一个酪氨酸与组氨酸的氨基酸交

换过程。蛋白酶体将展开的底物分解成5-25个氨基酸的小肽段。），三级结构中的环状结构可

能是底物到达蛋白酶域进行水解的中心孔。

3. 由于含有AAA结构，FtsH蛋白可能通过行使ATP酶和水解酶功能参与细菌细胞的

生长发育、膜内在蛋白的质量平衡等过程。肽酶M41域的存在可能使FtsH蛋白与

氨基糖苷类抗生素抗性相关。

4. 通过互作分析，西瓜噬酸菌中ftsH基因可能与西瓜噬酸菌的盐离子转运、热激反

应以及胞外多糖的形成有关，可能影响菌株的生长、致病和生物膜形成等能力。
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