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豇豆几丁质酶 N端序列测定及 

与其它植物的比较 
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摘 要：通过自动 Edman庠解程序，测定了经诱导、纯化的豇豆几丁质酶N端1o个氨基酸的序列，并将该序列 

与其它植物几丁质酶 N端相应部分的氨基酸序列进行了比较分析 。结果表明，该豇豆(Vigna sesquipedatis)几丁 

质酶N端 1o个氨基酸的序列为EQCGSQAGGA，与 I类几丁质酶同一部分同感序列同源性高达 100 ；而与 

I、Ⅱ及Ⅳ类几丁质酶的相应序列均无同源性 结台考虑此酶的等电点(8．3)及分子量(33 kD)．可推测该豇豆几 

丁质酶属于 I类几丁质酶。其 N端序列的高度保守性提示，该段序列可作为 I类凡丁质酶的一段主要特征序 

列，并可据其台成棱酸探针，以分离、克隆其它 I类几丁质酶编码基因 
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Determination of the N—terminal amino acid 

sequence of a chitinase from Vigna sesq uipedalis 

and its comparison with those of the same 

regions from other pl ant chitinases 
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Abstract：The sequence of ten N—terminal art~irm acids was de~ermirmd by automatic Edman degxadation，for an in 

duced and purified chitinase fr0m 墉n口sesquipedah's，and compared with those of the same regions of other plant 

chifinases．The results indicated that the first ten N—terminal amino acids for the chkinase from V
． se sqm b缸  s 

were sequenced in EQCGSQAGGA The sequene shared a 10C homology with the consensus se口ueIlce of the oth— 

er sequenced chitinases class I，however presented no homology to the sequences of ten N terminal amino acids 

from the chitinases of class 1，class Ⅱ and class Ⅳ，respectively with its isoelectric point(8 3)and moleeu]ar 

weight(33kD) it was deducible that the chitinase from V 
．wsquipcdalL*％vas one of the chitinases class I The 
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facc chat the flrst cen N—cerminal amino acids were very high conservative within the ehitinases class I suggested 

that the sequence could serve as a main characteristic~quence for class I．And some oligo—nucleotide probes，syn— 

thetized on the basis of it．could be used to isolate and clone the genes encoding the chitinases of c]ass I． 

Key words：Vigna sesquipedalis；chitlnase；N—terminal amino acid sequence~determination；comparison 

几丁质酶(EC 3．2．1．1 4)是一种能降解几丁质 

(N一乙酰氨基葡萄糖线性同聚物)的糖苷酶。由于具 

有抗真菌活性等多重作用，所 植物几丁质酶的酶学 

及分子生物学研究受到了越来越多的关注。近年来， 

植物几丁质酶及其基因更成为抗真菌病基因工程研 

究的焦点 ：。为了充分发挥作为目的基因的几丁质酶 

基因的抗真菌作用，在分离、克隆、制备该 目的基因 

前，首先必须了解其表达产物的抗真菌活性及其它相 

关特性。这是因为同一植物可能含有不止一种几丁质 

酶，并非所有几丁质酶都有抗真菌活性 。同时，同一 

几丁质酶对不同真菌的抑制作用不尽相同。 ；另一方 

面，同一真菌对不同几丁质酶的敏感程度也有差 

异“ 。上述这些不同之处至少涉及到几丁质酶的不同 

类型、不同来源等。如Fusarium solanl在烟草 1类几 

丁质酶的作用下菌丝尖端解体，生长受抑；而对烟草 

Ⅱ类几丁质酶的作用则不敏感“ 鹰嘴豆碱性几丁质 

酶能使Rhi~x-tonia solani等供试真菌菌丝生长受抑； 

而其酸性几丁质酶则对前述相同供试菌无抑制作 

用“ 。因此，为了开展豇豆几丁质酶抗枯萎病基因工 

程的研究，笔者首先从豇豆幼苗中诱导、纯化出了一 

种对 Fusarium oxysporum等批示真菌具强抑制作用 

的几丁质酶 、 本论文则报告以前未见研究的、具强 

抗真菌活性的该豇豆几丁质酶 N端氨基酸序列的测 

定结果，同时将其与其它植物几丁质酶N端相应片 

段的氨基酸序列进行比较，力图在为进行豇豆几丁质 

酶基因工程研究奠定重要基础的同时，通过对该段测 

定序列可能意义的探讨，为开展其它抗真菌的几丁质 

酶基因的分子生物学研究等创造良好的条件。 

1 材料和方法 

1．1材料 

1．1．1供试植物材料 早熟二 号豇豆(Vigna sesqui 

pedalis)购于南京市蔬菜种子公司(赣州地区群力种 

籽公司产品)。 

1．1．2主要 化学试 荆用品 3一环 已胺一1一丙磺 酸 

(CAPS)为 Sigma公 司产品 ；聚乙烯二氟 (PVDF)膜 

为ABI公司产品。其它试剂为国产分析纯。 

1．2方法 

1．2．1几丁质酶的请导与纯化 用 0．25 mg／mL西 

瓜尖镰孢菌(Fusarmm oxysporum f．旃 )胞壁碎 

片及孢子混合液以浸根法诱导处理 ‘早熟二号’豇豆 

幼苗 4 d后取其全株提取几丁质酶。经热变性 (60 

。c，30 min)、硫酸铵沉淀(6O 饱和度，4 oC)，亲和层 

析(以再生脱乙酰几丁质为层析介质)纯化程序，将经 

诱导的豇豆几丁质酶提纯“ 。 

1．2．2 SDS~PAGE电泳及电转移 参考夏其昌的方 

法 。制备好经诱导特异表达的豇豆几丁质酶纯化样 

品，采用 5 的浓缩胶和 l2 的分离胶，室温下恒压 

电泳到溴酚蓝前沿跑至凝胶末端(浓缩胶 60 v，分离 

胶 160 V) 电泳结束后，将凝胶用 1O 甲醇和 lO 

mmol／I 的 CAPS(pH为 11．O)缓冲液浸泡 5 min；另 

将经甲醇和 CAPS缓冲液预处理过的一张 PVDF膜 

置于两张定量滤纸上，再将浸泡过的凝胶置于膜上， 

盖两张经CAPS缓冲液预处理过的定量滤纸。将其置 

半干式电转移仪，用 i00 mA恒流转移l h。待转移结 

束后，取下PVDF膜，用考马斯亮蓝 R一250染色 5O s。 

待脱色后即可见蛋白质条带。 

1．2．3 端氨基酸序列的测定 用刀片切取蛋白质 

条带，上ABI 491A蛋白质测序仪测定 N端氨基酸残 

基序列。 

2 结果与讨论 

2．1豇豆几丁质酶 N端氨基酸序列的测定 

豇豆几丁质酶纯化样品经 SDS~PAGE电泳处理 

后，能很好地被半干式电转移仪从凝胶中转移至 

PVDF膜上。经 ABI 491A蛋白质测序仪测定，该豇 

豆 几丁质 酶 N 端前 10个 氨基 酸 的序 列 为 E— 

QCGSQAGGA(图 1) 

2．2豇豆与其它植物几丁质酶 N端氨基酸序列的比 

较分析 

将本研 究所测得的豇豆几丁质酶 N端前 1O个 

氨基酸残基序列与从 GenBank及相关文献中检索到 

的其它有代表性、分类确定的植物几丁质酶的相应序 

列(纯化蛋白质测序的直接资料或据其编码基因推得 
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的氨基酸序列)分列于表 1。由表 1可得，I类几丁质 

酶N端前 1O个氨基酸的同感序列为 EQCGSQAG— 

GA(该类绝大多数几丁质酶与此同感序列的同源性 

高达 90 ～1∞％；与此同感序列同源性最低也有 

60 ，且只有 1个)；Ⅱ类几丁质酶 N端前 10个氨基 

酸的同感序列为GGIAIYWGQN(该类各个几丁质酶 

与此同感序列的同源性也高达 6O ～10O )。然而， 

未能找到 I类及1V类几丁质酶相应片段各自的同感 

序列，这两类下属的不同几丁质酶N端 10个氨基酸 

残基序列彼此之间有些相差不大，而有些则完全不 

另外，除个别位置残基相同外，上述4大类几丁质 

酶该段序列相互之间亦不相同。笔者得到的该豇豆几 

丁质酶 N端前 10个氨基酸序列与 I类几丁质酶上 

述同感序列同源性高达 1。0％；而与其它各类几丁质 

表 1 豇豆几丁质酶 N端氨基酸序列(第 l～10个残基)与其它植物几丁质酶相应序列的比较 

Table 1 Comparison of the N—terminal amino acid 5equence(resldues 1～10)of a chitinase 

from V培nd sesquipedalis with those of chitinases from other plants 

酶的相应序列几乎没有同源性。 

2 3豇豆几丁质酶的分类及其 N端测定序列的意义 

根据酶蛋白一级结构的不同，高等植物几丁质酶 

目前公认可分为 4类，参考单丽波等。”．见图 2。 I 

类：N端信号肽(长约 24个残基，富含疏水氨基酸)+ 

几丁质结合 区(长约 4O个残基 ，富舍半胱氨酸 )+铰 

台区(长约 20个残基，富含脯氨酸)-_催化功能区(长 

约240个残基) I类几丁质酶又依其是否具有c端 

扩展区(长约 6个氨基酸)而被分为 I类a型(I a)和 

I类 h型(I b)。 I a几丁质酶之c端扩展区使其定 

位于液泡中；1类催化功能区与 I类相应区段高度同 

源，这两类几丁质酶之间存在血清学交叉反应，具有 

共同的抗体反应簇；Ⅱ类多为兼具几丁质酶和溶菌酶 

活性的双功能酶。其催化功能区与上述两类相应区段 

同源性很低，在血清学上无交叉反应；Iv类的几丁质 

结合区和催化功能区结构类似于 I类的相同区域，但 

其中缺失了一些片段，使其上述区域减小。因此，该类 

的氨基酸残基数大大低于一般 I类几丁质酶成熟蛋 

白所含 300个左右氨基酸的水准。另外，其几丁质结 

合区虽与 I类几丁质酶的几丁质结合区相类似，也富 
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含半胱氨酸(约为 7个)，但该区的氨基酸残基序列却 

与 I类几丁质酶的相应区域大不一样。一般几丁质酶 

基因首先被翻译成含有信号肽的前体蛋白；蛋白质正 

确定位后，其信号肽被切除而被加工为成熟形式。 

I类几丁质酶多为 I a类型，碱性，位于细胞内 

液泡中。在病原真菌侵染植物细胞时，积累在液泡中 

的几丁质酶会非常迅速地大量释放出来以降解真菌 

侵染结构，具有强抗真菌的作用；Ⅱ类几丁质酶位于 

细胞间隙。在植物防卫反应中，其主要作用不是直接 

杀灭侵染真菌，而是释放诱导因子，从而诱导周围细 

胞的抗真菌活性；Ⅱ类几丁质酶亦位于细胞间琼。其 

抑菌能力的研究少于其对植物生长发育作用的研究； 

Ⅳ类几丁质酶也位于细胞间隙，具有一定的抗真菌能 

力 。迄今无论是纯几丁质酶离体抑菌效果，还是转 

几丁质酶基因植物对病害的反应多以 I类几丁质酶 

抗真菌活性为最强。因此，I类几丁质酶在植物对病 

图 1 豇豆几丁质酶N端序列袒5定的 PTH一氨基酸色谱囤 

Fig．L PTH—amino acid chromatogram of N terminal amino acid sequencing of a ch[tinase from VfKna sesquipedah's 

原真菌侵染的防卫反应中作用最大 

笔者首先诱导、纯化了文献中未见报道的豇豆 

(Vigna sesquipedalis)几丁质酶，并测定了该纯酶的等 

电点、分子量等特性 本文报告的该纯豇豆几丁质酶 

N端前 lO个氨基酸的序列也即为其几丁质结合区N 

端最先 10个残基之序列 其与I类几丁质酶相应片 

段同感序列同源性高达 i00 ；因 Ⅱ、Ⅲ两类几丁质 

酶均无几丁质结合区，故其与它们均无同源性；其与 

Iv类几丁质酶几丁质结合区的相应片段也无同源性。 

另一方面，结合考虑笔者测定的其等电点(8．3)和分 

子量(33 kD)等研究结果 ，可推测该豇豆几丁质酶 

可能属 I类几丁质酶。进一步的研究也表明其对枯萎 

病菌等供试真菌具强抑制作用 、。该酶成熟形式N端 

前 lO个氨基酸序列的测定为其基因克隆及基因工程 

研究打下了良好的基础；同时，笔者报告的该段序列 

在 I类 几 丁质 酶 中的 高度 保 守 性亦 提 示，E． 

QCGSQAGGA可作为 I类几丁质酶分类的一段主要 

特征序列。据此，可初步了解某一待研几丁质酶及其 
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Class Ia 

Class lb N 

Class i1 N 

Class 11I N 

Class iV N 

CooH 

CooH 

— CooH 

— CooH 

CooH 

日 N端信号肽 N—terminal si peptide 

Ⅱ 铰台区 Hinge region 

口 催化功能区 Catalyiic domain 

口 几丁质结合区 Chitin—binding domain 

口 催化功能区 Catalytic donmin 

口 C端扩展区 C～terminal extension 

图 2 四类几 ]质酶一级培 构特点 比较 

Fig 2 Comparison of characteristics of the primary structure among the four classes o f chitinases 

基因在抗真菌病基因工程中的应用价值；可合成核酸 出版社，1997．250． 

探针，分离、克隆出其它 I类几丁质酶基因，以便对其 [83 SamacDA，Hironaka CM，Yallaly P E，et al·Isolation 

作分子生物学的进一步研究。 and characterization of th genes encodi“g hasic and 

N端氨基酸序列的测定得 到北京大学蛋 白质工 idjc chitinasein Arabid印sis h li na[n Pla P̂ 

程及植物基因工程国季重点开放实验室沈一萍老师 ， 。。o，93：。。 一。 · 

的帮助，特此致谢。 [93 KHgh KM,He drlksT'de J咖g A J， ch 啪 i 
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