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黄龙病菌侵染晚锦橙叶脉和根早期

病原蛋白组学的比较分析
赵 珂，谢 竹 a，杜美霞，龙俊宏，何永睿，陈善春*，邹修平*

（西南大学·中国农业科学院柑桔研究所·国家柑桔工程技术研究中心·国家柑桔品种改良中心，重庆 400712）

摘 要：【目的】黄龙病（Huanglongbing，HLB）是世界柑橘生产上最具毁灭性的病害，由于黄龙病病原菌无法离体培

养，其关键的致病机制仍不清楚。为此，通过蛋白组学分析探究黄龙病菌侵染晚锦橙早期时病原蛋白的表达情况。【方

法】利用叶圆片嫁接技术对晚锦橙（Citrus sinensis Osbeck）进行嫁接传毒，在传毒2个月时，对感病后的根和叶脉组织

进行蛋白组测序，以黄龙病亚洲种（Candidatus Liberibacter asiaticus, CLas）基因组为参考，对测序结果进行注释，并以

感病叶脉为对照，筛选病原菌差异表达蛋白，最后利用qRT-PCR对显著性差异表达蛋白质进行验证。【结果】共鉴定出

38个病原蛋白，其中有6个显著性表达差异蛋白；GO功能注释揭示这些病原蛋白主要与核酸结合和物质转运活性相

关；qRT-PCR结果显示，6个显著差异蛋白在根部组织中的表达水平显著高于叶片组织；其中ABC 转运系统重要组成

成分CLasMalE（ACT56611.1）转运蛋白基因的表达倍数高达595倍。【结论】在黄龙病菌侵染柑橘根和叶的早期，与病

原菌物质运输和核酸代谢相关基因的表达差异明显，暗示其在黄龙病菌侵染寄主中起着重要作用，为黄龙病菌致病机

制研究提供了基因资源和理论基础。
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Proteomics analysis of early pathogens after infection of Candidatus Li-
beribacter asiaticus with Jincheng Orange (Citrus sinensis Osbeck)
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(Citrus Research Institute, Southwest University/Chinese Academy of Agricultural Sciences/National Citrus Engineering Research Cen-

ter/National Center for Citrus Varieties Improvement, Chongqing 400712, China)

Abstract:【Objective】Huanglongbing (HLB) is the most devastating disease in citrus production

throughout the world. Because Candidatus Liberibacter asiaticus (CLas), the most virulent pathogen of

HLB identified at present, cannot be cultured in vitro, its main pathogenic mechanism is still unre-

vealed. Therefore, proteomics analysis was used to explore the expression of pathogenic proteins during

the early CLas infection stage in Citrus sinensis Osbeck.【Methods】In this study, the leafdisc grafting

was used to infect the healthy Jincheng Orange (Citrus sinensis Osbeck) to transmit the CLas. Two

months later, the CLas was detected by PCR, then the infected roots and leaf veins were collected for

iTRAQ proteome Sequencing. The sequencing result was annotated while the genome of the CLas was

used as a reference, and the infected leaf veins were used as control to screen the proteins of the CLas

which expressed differently. Finally, qRT-PCR was used to verify those significantly expressed differ-

ently proteins.【Results】A total of 38 pathogenic proteins were identified, 13 pathogenic proteins were
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up-regulated and 14 pathogenic proteins were down-regulated while there were 7 pathogenic proteins

with unknown functions. The proteome of the infected roots was screened, the infected leaf veins were

used as control, the difference fold value more than 1.5 times were used as a significant up-regulation

and less than 1/1.5 as a significant down- regulation standard. As a result, there were 2 proteins

(ACT56611. 1. ACT66821.4) were significantly up-regulated, and 4 proteins were significantly down-

regulated (ACT56726.1, ACT56912.1, ACT57006.1, ACT57090.1). Gene ontology (GO) analysis was

performed on the 38 identified pathogenic proteins. The results showed that pathogenic proteins were

mainly involved in 10 biological processes, but were mainly related to nucleic acid binding and material

transport activities. All pathogenic proteins were involved in 10 molecular functions and there were 22

related to the cellular biosynthetic process, accounting for 57.9% of the total proteins, 12 pathogenic

proteins related to the cellular macromolecule biosynthetic process, accounting for 31.6% of the total

proteins. Among 38 pathogenic proteins, 11 pathogenic proteins were related to the molecular function

of ribonucleotide binding, accounting for 28.9% of the total proteins, 5 pathogenic proteins were related

to transporter activity, accounting for 13.2% of the total proteins. The 38 pathogenic proteins were used

to construct a protein interaction network diagram which showed that more proteins interacted with

ACT57362.1, ACT56735.1, ACT57090.1, ACT57110.2, and ACT56789.1. The protein annotation clari-

fied that ACT57362.1 was inosine 5’-monophosphate dehydrogenase, which catalyzes the conversion

of inosine 5’-phosphate (IMP) to xanthine 5’-phosphate (XMP). It is the first important and rate-limit-

ing step in the de novo synthesis of guanine nucleotides, and it plays an important role in regulating cell

growth; ACT56735.1 was the 30S ribosomal protein S10, which is involved in the binding of tRNA and

ribosomes; ACT57090.1 was the alpha subunit of ATP synthase, which converts ADP to ATP in the pres-

ence of a proton gradient on the membrane; ACT57110.2 was the chaperone protein DnaK, which plays

an important role in the process of protein folding. ACT56789.1 was the β subunit of phenylalanine-

tRNA ligase. The results of these 5 pathogenic proteins annotations showed that the key proteins related

to growth and development of cell and protein folding were expressed to response to the CLas at the ear-

ly HLB infection stage in Jincheng Orange. The result of qRT-PCR showed that the expression of 6 sig-

nificantly differentiated proteins(ACT56611.1, ACT66821.4, ACT56726.1, ACT56912.1, ACT57006.1,

ACT57090.1)in the roots were significantly higher than that in the leaves; the expression of CLasMalE

(ACT56611.1) transporter proteins, an important component of the ABC transport system, is as high as

595 times. The bioinformatics analysis of ClasMalE showed that its open reading frame was 1122 bp

and there was 1 exon but no intron, so it encodes 373 amino acids. The protein primary structure predic-

tion showed that the molecular weight (MW) of the protein was 4.4 ku, and the theoretical pI was 9.02,

so it was a hydrophilic protein. The secondary structure of the CLasMalE mainly included α-helix, ran-

dom coil, extended strand and beta turn. The conserved domain prediction revealed that its protein se-

quence contained a MalE domainand its number was COG0767. Finally, this study analyzed the expres-

sion characteristics of the CLasMalE in citrus, it showed that its expression in the roots of susceptible

species was significantly higher than that in the leaf veins, and the expression in the old leaves was sig-

nificantly higher than that in the young leaves, but there was no significant difference in tolerant species

sour pomelo.【Conclusion】The high-level expression of ABC transport system’s important component

ClasMalE in the infected Jincheng roots was found, indicating that the ABC transport system would

play an important role in the host infection of the CLas.
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柑橘黄龙病（Huanglongbing，HLB）是柑橘生产

中最危险和最具威胁性的检疫性病害之一 [1]，几乎

危害所有的柑橘品种。此病是由一种寄生在韧皮部

的革兰氏阴性细菌Candidatus Liberibacter spp.引起

的[2-3]。目前有已知与HLB相关的Ca. L.包含 3种，

分别称为 Ca. L. asiaticus、Ca. L. africanus 和 Ca. L.

americanus[1]。其中亚洲种Ca. L. asiaticus（CLas）是

全世界柑橘最为主要的致病菌种，至今仍面临着无

法人工离体纯化培养的技术瓶颈，严重阻碍了病原

菌与寄主互作机制的研究，其中关键的病原菌致病

因子依然不清楚。

目前与CLas相关的病原蛋白或致病因子报道

较少。Wang等[4]发现CLas编码 serralysin 家族蛋白

的基因（CLIBASIA_01345）在柑橘韧皮部中高度表

达，此前有研究表明，serralysin 在抗免疫机制中很

可能通过降解宿主蛋白在响应CLas中发挥重要作

用[5]，由此推测其可能对CLas的侵染具有重要的作

用。刘雪禄[6]通过柑橘黄龙病病原菌全基因组水平

预测筛选和效应蛋白Clsp33的分泌特性鉴定，发现

Clsp33具有分泌能力，其致病性与其进入细胞核的

数量有一定相关性，在植物宿主中可能作为潜在的

效应子，同时推测 CsPINP1 可能是 Clsp33的潜在毒

力靶标。晏建红等 [7]筛选了CLas的分泌蛋白基因

05150，可为建立HLB的血清学检测手段及探究柑

橘黄龙病菌分泌蛋白基因的筛选方法提供参考。

Pang等 [8]发现，CLas分泌的蛋白质 SDE15（CLIBA-

SIA_04025）抑制植物免疫力并促进CLas繁殖，其与

柑橘蛋白CsACD2相互作用，柑橘中CsACD2的过

表达抑制植物免疫力并促进CLas增殖。作为黄龙

病易感目标，CsACD2的鉴定对植物抗HLB具有重

大意义。

蛋白质组学是研究植物与病原菌互作机制的

重要手段之一[9]，从蛋白水平进行深入研究，筛选出

关键的病原菌差异表达蛋白质，对其功能进行探

析，将有助于揭示这些基因的功能[10-12]，从而了解病

原蛋白质参与 CLas 致病的机制。目前从病原角

度进行病原寄主互作的研究相对较少。Aretusa

等 [13]利用差异蛋白质组学方法分析了花椰菜与黑

腐病致病菌（Xanthomonas campestris pv. campes-

tris）互作前后蛋白质表达模式的变化情况，从中

鉴定到 15 个病原蛋白，这对于充分认识黑腐病致

病分子机制具有重要意义。李春强 [14]通过 iTRAQ

定量蛋白质组分析，发现香蕉枯萎病菌菌株 Foc4

能够使巴西蕉成功致病，而 Focl 却不是致病的原

因。在柑橘中，目前未见利用蛋白质组学解析黄

龙病菌侵染柑橘中病原蛋白组响应特征的相关研

究。

吴柳等[15]利用叶圆片嫁接技术对锦橙感染黄龙

病后早期病原菌在叶脉中的移动规律进行研究，结

果表明，在嫁接后的第2个月，病原菌开始呈现指数

增长。因此，笔者利用叶圆片嫁接技术对晚锦橙感

染黄龙病后早期根和叶脉的蛋白组进行比较分析，

以CLas基因组为参考，分析病原蛋白质组表达特

征，筛选差异表达蛋白，并对差异显著表达蛋白进行

实时荧光定量 PCR验证以及差异蛋白的生物信息

学分析，旨在为研究黄龙病致病机制提供基因资源

和理论基础。

1 材料和方法

1.1 材料与试剂

试验于2019年3月—2020年3月在中国农业科

学院柑桔研究所国家柑桔品种改良中心完成。柑橘

易感品种晚锦橙（Citrus sinensis Osbeck）及耐病品

种酸柚（C. grandis Osbeck）取自中国农业科学院柑

桔研究所改良中心温室，黄龙病亚洲种病原材料取

自广西感病果园[16]。

剥取晚锦橙的种子，去皮后，均匀播撒在煮沸灭

菌后的细沙中，置于 25 ℃培养室暗培养 2~3周后，

将长出的幼苗再置于光照下生长 1周，将幼苗转移

到稍大的钵中生长。待幼苗在正常条件下生长4个

月后备用。

植物总RNA快速提取试剂盒和DNA快速提取

试剂盒购于艾德莱生物科技公司（北京）；反转录试

剂盒为 PrimeScriptTM RT Master Mix，购于 TaKaRa

公司（成都微克生物公司）；qRT-PCR试剂为荧光染

料 ChamQTM Universal SYBR qPCR Master Mix，购

于诺维赞生物科技公司（南京）。

1.2 叶圆片嫁接传毒实验

参考吴柳等[15]的方法利用叶圆片嫁接技术进行

传毒实验。在嫁接后的第8周，取嫁接叶片的叶脉，

提取叶脉总DNA，利用CLas病原16S基因特异鉴定

引物OI1/OI2C：OI1- GCGCGTATGCAATACGAGC-

GGCA；OI2C- GCCTCGCGACTTCGCAACCCAT，

PCR 筛选带菌叶片。PCR 反应条件：95 ℃预变性
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5 min；95 ℃ 30 s，63 ℃ 30 s，72 ℃ 2 min，35个循环；

72 ℃延伸 10 min；4 ℃保存；预期扩增产物大小为

1160 bp。将筛选出来的感病植株叶脉和根以及对

照植株叶脉和根分别收集后置于-80 ℃冰箱用于提

取蛋白，进行蛋白组测序。

1.3 总蛋白提取

采用酚提取法：样品从-80 ℃取出，称取适量组

织样品至液氮预冷的研钵中，加液氮充分研磨至粉

末。各组样品分别加入粉末4倍体积酚抽提缓冲液

[含 10 mmol · L-1二硫苏糖醇，1%（φ）蛋白酶抑制剂

和 2 mmol · L- 1 EDTA]，超声裂解。加入等体积的

Tris平衡酚，4 ℃，5500 g离心10 min，取上清液回收

酚相，并加入 5倍体积的 0.1 mol ·L-1乙酸铵/甲醇沉

淀充分混匀，-20 ℃条件下过夜，沉淀蛋白。蛋白沉

淀分别用甲醇和丙酮进行洗涤。最后将沉淀用8 mol·L-1

尿素复溶，利用BCA 试剂盒（碧云天生物）进行蛋白

浓度测定。

1.4 iTRAQ-蛋白质组测序

提取感病植株叶脉和根以及对照植株叶脉和根

的总蛋白用于 iTRAQ-蛋白质组测序分析。试验设

计3个生物学重复。材料送杭州景杰生物科技有限

公司进行 iTRAQ-蛋白质组测序分析。简要试验流

程如下：

蛋白溶液中加入二硫苏糖醇使其终浓度为

5 mmol ·L-1，56 ℃还原 30 min。之后加入碘代乙酰

胺使其终浓度为11 mmol·L-1，室温避光孵育15 min。

最后将样品的尿素浓度稀释至低于 2 mol · L-1。以

1∶50的质量比（胰酶∶蛋白）加入胰酶，37 ℃酶解过

夜。再以1∶100的质量比（胰酶∶蛋白）加入胰酶，继

续酶解 4 h。胰酶酶解的肽段用 StrataXC18（Phe-

nomenex，美国飞诺美公司）除盐后真空冷冻干燥。

以 0.5 mol · L- 1 TEAB 溶解肽段，根据 TMT 试剂盒

（Thermo，赛默飞世尔公司）操作说明标记肽段。标

记后的肽段用 Agilent 300Extend C18（5 μm 粒径，

4.6 mm 内径，250 mm 长）色谱柱进行高 pH 反向

HPLC分级。分级后的肽段进行液相色谱-质谱联用

分析：流动相A为含0.1% 甲酸和2%乙腈的水溶液；

流动相B为含 0.1% 甲酸和 90%乙腈的水溶液。液

相梯度设置：0~30 min，8%~16% B；30~55 min，16%~

30% B；55~57 min，30%~80% B；57~60 min，80% B，

流速维持在400 nL·min-1。

1.5 质谱质控检测和数据库检索

蛋白质测序获得的二级质谱数据使用 Max-

quant（v1.5.2.8）进行检索，鉴定肽段。对所鉴定的肽

段进行质量偏移（mass error）分析。

1.6 生物信息学分析

以黄龙病病原菌Candidatus Liberibacter asiati-

cus（CLas）基因组为参考，对上述获得的多肽数据进

行比对分析和注释，进一步在 OmicsBean（http://

www.omicsbean.cn/）网站对获得的蛋白质进行 GO

功能注释。蛋白质一级结构用 ProtParam 在线软件

（http：//web.expasy.org/protparam/）[17]预测；二级结

构 在 Prabi （https：//npsa- prabi.ibcp.fr/cgi- bin/

npsa_automat.pl?）[18]网站预测；结构域在 TMHMM

（http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/）[19]网站预

测。

1.7 柑橘组织DNA的提取

用艾德莱公司植物DNA快速提取试剂盒提取

感病晚锦橙根和叶脉DNA，1%（ρ，后同）琼脂糖凝

胶电泳检测，以获得无RNA污染纯度高、完整性好

的DNA，微量分光光度计检测各样品DNA质量浓

度，然后稀释至50 ng·µL-1，-20 ℃保存备用。

1.8 柑橘组织总RNA的提取

用艾德莱公司植物总RNA快速提取试剂盒提

取感病晚锦橙根、叶脉、老/嫩叶RNA和感病酸柚显

症/未显症叶脉RNA，1%琼脂糖凝胶电泳检测，以获

得未降解、完整性好的 RNA，利用微量分光光度计

检测各样品RNA浓度。用TaKaRa公司PrimeScript™
RT Master Mix 反转录试剂盒将 RNA 反转录为

cDNA，轻柔混匀后进行反转录反应，条件为 37 ℃

15 min，85 ℃ 5 s，4 ℃。

1.9 qRT-PCR分析

从数据库 NCBI、Citrus sinensis 和 Candidatus

Liberibacter asiaticus str. psy62 中查找相应差异表达

蛋白的 CDS 序列。通过 NCBI 网站中 Primer Blast

（http：//www.ncbi.nlm.nih.gov/）在线设计实时定量

引物。以黄龙病病原 16sDNA 为模板设计内参基

因，对6个显著差异病原蛋白设计实时引物，引物序

列见表 1。qRT-PCR反应体系 12 µL：6 µL 2×SYBR

Green 荧光染料、4.4 µL H2O、0.3 µL 10 mmol · L-1引

物、1 µL cDNA；反应程序：95 ℃ 5 min，95 ℃ 15 s，

60 ℃ 1 min，40个循环。每个处理进行 3次生物学

重复和3次平行样重复。相对表达量采用2-ΔΔCT法计

算。
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2 结果与分析

2.1 质谱数据的质控监测

以 0为中轴，质量误差集中在低于 10×10-6范围

内，说明质量误差符合要求（图1-A）。其次，绝大部

分的肽段长度为 8~20个氨基酸残基（图 1-B），符合

胰酶消化肽段的规律，说明样品制备达到标准。

2.2 病原蛋白鉴定

共鉴定到 38个病原蛋白。从表 2可以看出，病

原蛋白中有13个蛋白上调表达，有14个蛋白下调表

达。鉴定到的病原蛋白中有7个功能未知蛋白。

以感病后的叶脉为对照，以差异倍数值变化超

过 1.5倍作为显著上调、低于 1/1.5作为显著下调的

表 1 本研究中的 qRT-PCR 引物序列

Table 1 The sequences of qRT-PCR primer in this study

引物名称
Primer name

ACT56611.1-F

ACT56611.1-R

ACT56726.1-F

ACT56726.1-R

ACT56912.1-F

ACT56912.1-R

ACT57006.1-F

ACT57006.1-R

ACT57090.1-F

ACT57090.1-R

ACT66821.4-F

ACT66821.4-R

qCla16s-F

qCla16s-R

引物序列（5’-3’）
Primer sequence（5’-3’）

TGCTGGACGTTCTGGAAGTG

TAAGGGCCCAAATTCGTGGT

TCGTTTCCAAAAAGCTTCAGGAC

ACGTGCAATATCACGACTTACCT

TGGCTGGTGCTCTCAATGTT

TGATGCGCGGGGATTAACTT

GGGCTTCTAGGCCGTTTGAT

AGCGATACGCACCATTTCCA

ATTGTCGGTTTCGCGTGTTG

CTCCGTGAGCCTTTCACCTT

TAACGTCGGATACGCTCACG

GCCCCATCGTTACCCTTGAA

TGAGTGCTAGCTGTTGGGTG

CTGCGCGTTGCATCGAATTA

A. 肽段的质量偏移分布；B. 鉴定肽段的长度分布。

A. Identification of mass shift distribution of peptides; B. Identification of the length distribution of peptides.

图 1 质谱数据的质控监测

Fig. 1 Quality control test of mass spectrometry data
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变化标准，对感病后根的蛋白组进行筛选，结果如表

3所示，共有2个蛋白（ACT56611.1、ACT66821.4）显

著 上 调 ，有 4 个 蛋 白 显 著 下 调（ACT56726.1、

ACT56912.1、ACT57006.1、ACT57090.1）。

2.3 注释蛋白的GO注释

将鉴定到的38个病原蛋白在OmicsBean（http://

www.omicsbean.cn/）网站进行 GO 注释。如图 2 所

示，38个蛋白主要参与10个生物学过程，其中22个

蛋白与细胞内生物学合成（cellular biosynthetic pro-

cess）相关，占蛋白总数的 57.9%，还有 12个蛋白与

细胞内高分子生物合成（cellular macromolecule bio-

synthetic process）相关，占蛋白总数的 31.6%；所有

病原蛋白共涉及 10 个分子功能，其中有 11 个

（28.9%）蛋白具有核糖核苷酸结合（ribonucleotide

binding）的分子功能；有 5个（13.2%）蛋白具有运输

活性（transporter activity）的分子功能。

2.4 病原蛋白互作网络分析

将鉴定到的 38 个病原蛋白在 String（https://

string-db.org/）网站进行蛋白互作网络构建。从鉴定

到的 38 个病原蛋白互作网络（图 3）可以看出，与

ACT57362.1、ACT56735.1、ACT57090.1、ACT57110.2、

ACT56789.1相互作用的蛋白较多。

蛋白注释结果发现，ACT57362.1是肌苷 5’-单

磷酸脱氢酶，催化肌苷 5’-磷酸（IMP）向黄嘌呤 5’-

磷酸（XMP）的转化，这是鸟嘌呤核苷酸从头合成的

第一个重要步骤和限速步骤，在调节细胞增长中起

重要作用。ACT56735.1 是 30S核糖体蛋白S10，参

与 tRNA 与核糖体的结合。ACT57090.1 是 ATP 合
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表 2 蛋白组中病原蛋白的鉴定

Table 2 Pathogenic proteins identified in the proteome

蛋白质 ID Protein ID

ACT56611.1

ACT56652.1

ACT56726.1

ACT56728.1

ACT56735.1

ACT56912.1

ACT56927.1

ACT56928.1

ACT56952.1

ACT57006.1

ACT57017.1

ACT57033.2

ACT57034.1

ACT57077.1

ACT57090.1

ACT57110.2

ACT57302.1

ACT57327.1

ACT57349.1

ACT57362.1

ACT57433.1

ACT57443.1

ACT57454.1

ACT57482.1

ACT57524.1

ACT57527.1

ACT66821.4

ACT56739.1

ACT56789.1

ACT57084.1

ACT57095.1

ACT57091.1

ACT57283.1

ACT57328.1

ACT57422.1

ACT57457.1

ACT57568.1

ACT57641.1

注释 Description

ABC转运蛋白ABC transporter

假定蛋白CLIBASIA_00310 Hypothetical protein CLIBASIA_00310

核糖体蛋白L29 Ribosomal protein L29

30S核糖体蛋白S3 30S ribosomal protein S3

30S核糖体蛋白S10 30S ribosomal protein S10

氨基甲酸酯磷酸酯合酶大亚基 Carbamoyl phosphate synthase large subunit

DNA聚合酶 IIIβ亚基 DNA polymerase III subunit beta

烟酰酸磷酸核糖基转移酶 Nicotinate phosphoribosyltransferase

A/G-特异性腺嘌呤糖基化酶 A/G-specific adenine glycosylase

3-氧酰基-（酰基载体蛋白）合酶Ⅱ 3-oxoacyl-(acyl carrier protein) synthase II

磷酸葡萄糖胺变位酶蛋白 Phosphoglucosamine mutase protein

硫胺转运蛋白 Thiamine transporter membrane protein

硫胺转运蛋白底物结合亚基 Thiamine transporter substrate binding subunit

5-氨基乙酰丙酸合酶 5-aminolevulinate synthase

F0F1 ATP合酶α亚基 F0F1 ATP synthase subunit alpha

分子伴侣 DnaK Molecular chaperone DnaK

ATP依赖性蛋白酶ATP结合亚基ATP-dependent protease ATP-binding subunit

NADH脱氢酶C亚基NADH dehydrogenase subunit C

假定蛋白CLIBASIA_03865 Hypothetical protein CLIBASIA_03865

肌苷5’-单磷酸脱氢酶 Inosine 5’-monophosphate dehydrogenase

磷酸丝氨酸磷酸酶 Phosphoserine phosphatase SerB

磷酸核糖甲酰甘氨酸氨基合酶Ⅱ Phosphoribosyl formylglycin amidine synthase II

假定蛋白 CLIBASIA_04410 Hypothetical protein CLIBASIA_04410

假定蛋白 CLIBASIA_04555 Hypothetical protein CLIBASIA_04555

α-酮戊二酸脱羧酶 α-ketoglutarate decarboxylase

核糖-5-磷酸异构酶 A Ribose-5-phosphate isomerase A

假定蛋白 CLIBASIA_05538 Hypothetical protein CLIBASIA_05538

30S核糖体蛋白 S12 30S ribosomal protein S12

苯丙氨酸 tRNA合成酶β亚基 Phenylalanyl-tRNA synthetase subunit beta

RNA聚合酶因子 sigma-32 RNA polymerase factor sigma-32

双功能磷酸泛酸半胱氨酸脱羧酶/磷酸泛酸合酶
Bifunctional phosphopantothenoylcysteine decarboxylase/phosphopantothenate synthase

F0F1 ATP合酶Δ亚基 F0F1 ATP synthase subunit delta

转录终止因子 Rho Transcription termination factor Rho

NADH脱氢酶D亚基 NADH dehydrogenase subunit D

酪氨酸 tRNA合成酶 Tyrosyl-tRNA synthetase

假定蛋白CLIBASIA_04425 Hypothetical protein CLIBASIA_04425

UDP-N-乙酰烯醇丙酮酸葡萄糖胺还原酶 UDP-N-acetylenolpyruvoylglucosamine reductase

假定蛋白CLIBASIA_05375 Hypothetical protein CLIBASIA_05375

比率 Ratio

2.99

1.27

0.11

0.90

2.78

0.24

1.04

1.00

0.74

0.07

1.07

0.88

0.61

0.56

0.53

1.26

0.96

1.21

0.76

1.30

0.70

1.49

0.55

1.01

0.97

1.48

6.61

表 3 显著差异病原蛋白的鉴定

Table 3 Identification of significantly different pathogenic proteins

蛋白质 ID Protein ID

ACT56611.1

ACT56726.1

ACT56912.1

ACT57006.1

ACT57090.1

ACT66821.4

注释 Description

ABC转运蛋白 ABC transporter

核糖体蛋白 L29 Ribosomal protein L29

氨基甲酸酯磷酸酯合酶大亚基 Carbamoyl phosphate synthase large subunit

3-氧酰基-（酰基载体蛋白）合酶Ⅱ 3-oxoacyl-(acyl carrier protein) synthase II

F0F1 ATP合酶α亚基 F0F1 ATP synthase subunit alpha

假定蛋白CLIBASIA_05538 Hypothetical protein CLIBASIA_05538

比率 Ratio

2.993

0.113

0.238

0.070

0.520

6.605
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A. 对内源性刺激的反应；B. 分子功能的正向调控；C. 嘧啶核苷-磷酸代谢过程；D. 辅酶 A 生物合成过程；E. 三羧酸代谢过程；F. 细胞代谢过

程的调节；G. 代谢的正向调控；H. 细胞大分子生物合成过程；I. 细胞生物合成过程；J. 糖蛋白代谢过程；K. 外部封装结构；L. 细胞内细胞器腔；

M. 孔隙复合体；N. 转移酶复合物，转移含磷基团；O. 跨膜转运蛋白复合物；P. 膜结合细胞器；Q. 质子转运两段式 ATP 酶复合物；R. 细胞内膜

结合细胞器；S. 外部封装结构部分；T. 核被膜；U. 转录因子活性，核心 RNA；V. GTP 酶活性；W. 转运活性；X. 氨基酸连接酶活性；Y. 单价无机

阳离子跨膜转运蛋白；Z. 维生素 B6 结合；AA. 核糖核苷酸结合；AB. DNA 聚合酶活性；AC. 鸟苷酸结合；AD. 铁硫团簇结合。

A. Response to endogenous stimulus; B. Positive regulation of molecular function; C. Pyrimidine nucleoside monophosphate metabolic process; D.

Coenzyme A biosynthetic process; E. Tricarboxylic acid metabolic process; F. Regulation of cellular metabolic process; G. Positive regulation of

RNA metabolicRNA; H. Cellular macromolecule biosynthetic process; I. Cellular biosynthetic process; J. Glycoprotein metabolic process; K. Exter-

nal encapsulating structure; L. Intracellular organelle lumen; M. Pore complex; N. Transferase complex,transferrring phosphorus-containing groups;

O. Transmembrane transporter complex; P. Membrane-bounded organelle; Q. Proton-transporting two-sector ATPase complex; R. Intracellular mem-

brane- bounded organelle; S. External encapsulating structure part; T. Nuclear envelope; U. Transcription factor activity, core RNA; V. GTPase activi-

ty; W. Transporter activity; X. Acid-amino acid ligase activity; Y. Monovalent inorganic cation Transmembrane transporter; Z. Vitamin B6 binding;

AA. Ribonucleotide binding; AB. DNA polymerase activity; AC. Guanyl nucleotide binding; AD. Iron-sulfur cluster binding.

图 2 病原蛋白 GO 注释

Fig. 2 GO Annotation of Pathogenic proteins

图 3 病原蛋白互作网络

Fig. 3 The interaction network of pathogenic proteins
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蛋白]合酶2，通过将来自丙二酰-ACP的2个碳原子

加到酰基受体上，催化脂肪酸合成的缩合反应。

2.6 病原蛋白LasMalE功能鉴定

2.6.1 病原蛋白LasMalE生物信息学分析 蛋白质

差异表达和基因定量PCR均显示，ACT56611.1在根

中 高 水 平 表 达（表 3、图 4）。 因 此 ，笔 者 对

ACT56611.1进行了进一步分析。ACT56611.1的开

放阅读框为1122 bp，有1个外显子，无内含子，可编

码 373 个氨基酸。一级结构预测蛋白的分子质量

（MW）为 4.4 ku，理论等电点（pI）为 9.02；不稳定指

数（II）为41.32，属于不稳定蛋白；亲水性为0.632，属

于亲水性蛋白。

ACT56611.1二级结构中多为α螺旋，其次为无

规则卷曲、延伸链、β转角（图5）。

图 4 6 个差异表达蛋白的 qRT-PCR 分析

Fig. 4 qRT-PCR analysis of 6 differentially expressed proteins

图 5 Las MalE 的二级结构预测

Fig. 5 Secondary structure prediction of Las MalE
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酶α亚基，在膜上存在质子梯度的情况下由ADP产

生 ATP。ACT57110.2 是伴侣蛋白 DnaK，在蛋白质

折叠过程中发挥重要作用。ACT56789.1是苯丙氨

酸-tRNA连接酶 β亚基。结果表明，在晚锦橙感病

早期，与细胞生长发育以及蛋白质折叠等关键蛋白

都响应CLas表达。

2.5 病原蛋白的qPCR分析

对表 3所示的 6个差异蛋白进行 qRT-PCR分析

（图 4），6个显著表达的蛋白以感病后叶脉为对照，

在感病后根中均上调表达，且ACT56611.1表达倍数

上调了 595倍。功能注释发现，ACT56611.1是 1个

ABC transporter，对维持膜内外的不对称性具有重

要作用；ACT66821.4是功能未知蛋白；ACT56726.1

是核糖体蛋白L29，在细胞的增殖、凋亡、发育等调

控方面起重要作用；ACT56912.1是氨基甲酸酯磷酸

合酶大亚基；ACT57006.1是 3-氧代酰基-[酰基载体

氨基酸位点 Amino acid site

氨基酸位点 Amino acid site
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