
微生物学通报 Feb. 20, 2020, 47(2): 532−541 
Microbiology China DOI: 10.13344/j.microbiol.china.190376 
tongbao@im.ac.cn 
http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn  
 

                           

Foundation items: The Youth Scientific Research Foundation (09039); Training Program of Innovation and Entrepreneurship 
for Undergraduate of Heilongjiang Province (201710225025) 

*Corresponding author: E-mail: jinjieonly@126.com 
Received: 28-04-2019; Accepted: 20-11-2019; Published online: 29-11-2019 
基金项目：青年科研启动基金(09039)；黑龙江省大学生创新创业训练计划(201710225025) 

*通信作者：E-mail：jinjieonly@126.com 
收稿日期：2019-04-28；接受日期：2019-11-20；网络首发日期：2019-11-29 

研究报告 

绿木霉Gv29-8丝氨酸蛋白酶S8/S53超家族基因特性及功能 
王勇超  刘志华  安柳迪  张丛兴  王金杰* 
东北林业大学  黑龙江 哈尔滨  150040 

摘  要：【背景】丝氨酸蛋白酶在木霉菌生物防治过程中发挥重要作用。【目的】研究绿木霉丝氨酸

蛋白酶 S8/S53 超家族基因信息及其生物学功能，进而为该蛋白酶生防制剂的开发及基因改造提供理

论支持。【方法】通过生物信息学分析方法，从绿木霉 Gv29-8 基因组中鉴定出 23 个丝氨酸蛋白酶

基因，以少孢节丛孢菌 ATCC 24927 基因组中鉴定的 4 个丝氨酸蛋白酶基因作为对照，对这 27 个丝

氨酸蛋白酶基因的特性、蛋白结构、进化地位、功能等进行预测分析。【结果】27 个基因结构差异较

大，编码的蛋白具有典型的丝氨酸蛋白酶催化三联体结构，属于 S8/S53 超家族，分为 6 个亚家族，

同一亚家族的蛋白酶保守区长度相近，相似性较高，催化残基附近序列比较保守。系统进化分析显

示，同一亚家族丝氨酸蛋白酶聚为一类。【结论】绿木霉和少孢节丛孢菌的部分丝氨酸蛋白酶基因在

结构和蛋白性质上相似性强，亲缘关系较近，均属于 S8_PCSK9_ProteinaseK_like 亚家族，推测绿木

霉与少孢节丛孢菌该亚家族的丝氨酸蛋白酶具有相似的功能，可抑制植物病原真菌和降解线虫体壁。 

关键词：绿木霉，丝氨酸蛋白酶，生物信息学，生物防治 

Characterization of S8/S53 serine protease superfamily gene of 
Trichoderma virens Gv29-8 
WANG Yong-Chao  LIU Zhi-Hua  AN Liu-Di  ZHANG Cong-Xing  WANG Jin-Jie* 
Northeast Forestry University, Harbin, Heilongjiang 150040, China 

Abstract: [Background] Serine protease plays an important role in the biological control of Trichoderma 
spp. [Objective] This study provided theoretical support for the development of the protease biocontrol 
preparation and genetic modification by studying the serine protease S8/S53 superfamily gene information 
and biological functions of Trichoderma virens. [Methods] Twenty-three serine protease genes were 
identified from T. virens Gv29-8 genome by bioinformatics analysis. Four serine protease genes identified 
from Arthrobotrys oligospora ATCC 24927 genome were used as controls. The characteristics, protein 
structure, evolutionary status and function of 27 serine protease genes were predicted and analyzed. 
[Results] The 27 genes were significantly different in structure, and the encoded proteins had typical 
serine protease catalytic triad structure, belonging to the S8/S53 superfamily, which were divided into 
6 subfamilies. The conserved domain of proteases in the same subfamily was similar in length, with high 
similarity and conservative sequences near the catalytic residues. Phylogenetic analysis showed that the 



王勇超等: 绿木霉 Gv29-8 丝氨酸蛋白酶 S8/S53 超家族基因特性及功能 533 

 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

serine proteases of the same subfamily were clustered into one group. [Conclusion] Some serine protease 
genes of T. virens and A. oligospora have strong similarities in structure and protein properties and close 
genetic relationship, both belonging to the S8_PCSK9_ProteinaseK_like subfamily. It is speculated that T. 
virens and A. oligospora have similar functions of serine protease, which can inhibit plant pathogenic 
fungi and degrade the body wall of nematodes. 

Keywords: Trichoderma virens, Serine protease, Bioinformatics, Biological control 

木霉菌(Trichoderma spp.)广泛存在于土壤、植

物根围、叶围、种子和球茎等生态环境中，是重

要的植物病害生防菌[1-2]。木霉菌产生的丝氨酸蛋

白酶(serine protease)具有抗真菌和重寄生作用，以

及诱导寄主植物防卫反应等作用[3-4]。Geremia 等在

诸多的研究后证明了哈茨木霉(T. harzianum)的丝

氨酸蛋白酶 Prb1 与重寄生效应关系密切[5]。Pozo
等发现丝氨酸蛋白酶基因 tvsp1 在绿木霉(T. virens)
中的过表达显著提高了棉花幼苗抗立枯丝核菌

(Rhizoctonia solani)的能力[3]。 
丝氨酸蛋白酶是许多真菌侵染线虫的一种关

键酶，作为一种毒力因子，在降解线虫体壁的过

程中发挥着非常重要的作用[6]。近年来，人们已发

现多种木霉对根结线虫具有一定的抑制作用[7-8]。

Szabó 等研究表明哈茨木霉的几丁质酶、丝氨酸

蛋白酶和天冬氨酸蛋白酶等基因协同表达，在对

线虫卵寄生过程中起重要作用[9]。来自绿木霉(T. 
virens) G1-3 的培养滤液可以抑制南方根结线虫

(Meloidogyne incognita)卵的孵化和二龄幼虫(J2s)
的活动[10]。土壤中最普遍的一种捕食性真菌少孢

节丛孢菌(Arthrobotrys oligospora)也可以分泌丝氨

酸蛋白酶，从而发挥杀线虫效应。Zhao 等扩增得

到少孢节丛孢菌丝氨酸蛋白酶 P186 的基因序列，

在毕赤酵母中成功表达，纯化后的蛋白酶 reP186
具有杀线虫作用[11]。这些结果表明，丝氨酸蛋白

酶在真菌生物防治过程中起到重要的作用。 
鉴于此，本文利用生物信息学方法，对绿木

霉 Gv29-8 菌株丝氨酸蛋白酶 S8/S53 超家族基因结

构、蛋白酶理化性质、进化关系和结构等方面进

行预测分析，旨在为研究该蛋白酶的结构功能、

外源表达以及为绿木霉更有效地防治植物病害提

供理论依据。 

1  材料与方法 
1.1  丝氨酸蛋白酶基因的鉴定 

本实验室从中国农业微生物菌种保藏管理中心

(ACCC)购买一株绿木霉 ACCC 32490 (T. virens)，其

生防效果较好，从中克隆了一个丝氨酸蛋白酶基因

(GenBank 登录号为 MN399377)，进一步对同种已

知基因组信息的绿木霉 Gv29-8 丝氨酸蛋白酶进行研

究，将该基因的 cDNA 序列与 JGI 数据库中绿木

霉 Gv29-8 基因组信息(https://genome.jgi.doe.gov/ 
TriviGv29_8_2/TriviGv29_8_2.home.html)进行BLAST
比对，得到 23 个丝氨酸蛋白酶基因的 DNA 和 cDNA
序列，并在少孢节丛孢菌ATCC 24927 基因组中(https:// 
genome.jgi.doe.gov/Artol1/Artol1.home.html)搜索到

4 个丝氨酸蛋白酶基因，统计 27 个基因在染色体上

的位置、外显子和内含子数量等。 

1.2  丝氨酸蛋白酶保守结构域及家族预测 
利用 NCBI 上的 BLASTp (https://blast.ncbi.nlm. 

nih.gov/Blast.cgi)进行保守结构域及蛋白家族的预

测，找出丝氨酸蛋白酶家族的保守结构域，并记录

其氨基酸序列。利用ExPASy PROSITE (https://prosite. 
expasy.org/)分析丝氨酸蛋白酶的功能区和活性位点。 

1.3  丝氨酸蛋白酶基本性质预测 
利用在线工具 ExPASy Protparm (https://web. 

expasy.org/protparam/) 分 析 蛋 白 的 分 子 量 、 等 电

点、不稳定系数、总平均亲水性等理化性质。利

用 SignalP4.1 (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/)
预 测 蛋 白 的 信 号 肽 。 利 用 TMHMM 在 线 软 件

(http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/)预测蛋白

的跨膜结构域。利用 CBS Prediction serves (http:// 
www.cbs.dtu.dk/services/TargetP/)进行亚细胞定位预

测。利用 NetNGlyc 1.0 Server (http://www.cbs.dtu. 
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dk/services/NetNGlyc/)预测蛋白的 N-糖基化位点。 

1.4  丝氨酸蛋白酶功能区多序列比对及进化分析 
利用 BioEdit 软件对 27 个丝氨酸蛋白酶的氨基

酸序列进行多序列比对，对其功能区进行分析，

从而推测它们结构和功能上的联系。利用 MEGA 
7.0 软件的 N-J 法(neighbor-joining method)构建系统

进化树，Bootstrap 重复次数为 1 000 次，对蛋白酶

的进化关系进行分析。利用 DNAMAN 软件进行多

序列相似性分析。 

1.5  同源建模和三维结构分析 
通过生物在线软件 SOPMA 和 SWISS-MODEL 

(http://swissmodel.expasy.org/)对丝氨酸蛋白酶的二

级、三级结构进行预测。 

2  结果与分析 

2.1  丝氨酸蛋白酶保守结构域及家族预测 
经过 BLASTp 比对分析，27 个丝氨酸蛋白酶

氨基酸序列均具有丝氨酸蛋白酶家族的保守结构

域，属于丝氨酸蛋白酶家族 S8/S53 超家族。保守

区预测显示，27 个丝氨酸蛋白酶分为 S53、S8_5、

S8_7、S8_Kp43_protease、S8_PCSK9_ProteinaseK_ 
like、S8_Subtilisin_subset 这 6 个亚家族，不同的亚

家族保守区长度差别较大，同一亚家族的保守区长

度相近。其中少孢节丛孢菌的4个丝氨酸蛋白酶与绿

木霉的6个蛋白酶同属于S8_PCSK9_ProteinaseK_like
亚家族，且保守区长度相近。 

2.2  丝氨酸蛋白酶基因的结构和理化性质预测 
27 个丝氨酸蛋白酶基因的内含子数量差异显

著(图 1)，表明了生物体内基因的多样性。这些基因

编码蛋白的氨基酸数量差别较大，由 265−1 023 个氨

基酸组成，蛋白分子量介于 29.10−111.69 kD (表 1)。
它们的理论等电点大小不等，除 SP41430、SP230947
外，其余蛋白均为酸性蛋白。不稳定系数分析表 

 

 
 

图 1  绿木霉和少孢节丛孢菌丝氨酸蛋白酶基因外显子及内含子分析 
Figure 1  Exons and introns analysis of serine proteases genes in T. virens and A. oligospora 
注：方框和直线分别代表外显子和内含子，数字表示基因的长度(bp). SP：绿木霉丝氨酸蛋白酶基因；AOL：少孢节丛孢菌丝氨酸蛋

白酶基因.  
Note: The boxes and lines represent exonic and intronic regions respectively. Numbers indicate the length of genes (bp). SP: Serine protease 
gene of T. virens; AOL: Serine protease gene of A. oligospora. 
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明，除 SP195992、SP206616、SP223467 为不稳定

蛋白，其余蛋白均为稳定蛋白。总平均亲水性预测

显示，除 SP143434 和 SP189569 外，其余蛋白均为

亲水性蛋白，总平均亲水性为−0.573。N-糖基化位

点预测发现，27 个蛋白均有 N-糖基化位点。亚细胞

定位显示有 17 个蛋白为分泌蛋白，它们均有 N-端信

号肽，主要分布在 S8_PCSK9_ProteinaseK_ like、S53
和 S8_5 亚家族。跨膜区预测显示，只有 SP41430 和

SP143434 蛋白具有跨膜区，其余蛋白均位于膜外。 
2.3  丝氨酸蛋白酶功能区多序列比对 

多序列比对结果显示(图 2)，这些丝氨酸蛋白

酶的保守性低，但是在催化残基(Glu/Asp/His/Ser)
及周围的序列都很保守，说明其在丝氨酸蛋白酶

功能行使上的重要性，对酶的催化活性是必需

的 。 其 中 ， SP31861 、 SP217176 、 SP180959 、

SP36006 和 SP87425 这 5 个蛋白含有 S53 家族的

Glu-Asp-Ser 催 化 三 联 体 结 构 ， 其 余 蛋 白 除

SP153866 外，均含有 S8 家族的 Asp-His-Ser 催化三

联体结构[12]，这与之前的亚家族预测一致。 

2.4  丝氨酸蛋白酶进化分析和相似性比较 
使用 MEGA 7.0 软件对 27 个丝氨酸蛋白酶的氨

基酸序列进行聚类分析，并建立系统进化树(图

3)。结果表明，进化树主要分为 6 支，同一亚家族

的蛋白酶聚在一起。来自少孢节丛孢菌的 4 个蛋白

酶与绿木霉的 6 个蛋白酶较有规律地排列在进化树

上并形成第一个分支，表明其亲缘关系非常近。

S8_PCSK9_ProteinaseK_like 和 S53 亚家族的蛋白酶

位于系统进化树的后端，处于较为进化的地位，

其中绿木霉 S8_PCSK9_ProteinaseK_like 亚家族的

蛋白酶可能具有与少孢节丛孢菌的 4 个蛋白酶功能

相似的杀线虫作用，推测杀线虫作用可能是后来

随蛋白酶进化产生的，而 S53 亚家族的蛋白酶组氨

酸活性位点缺失，出现谷氨酸活性位点，可能导

致其发生进化。相似性比较发现这些蛋白酶的相

似性相差较大，但同一亚家族的蛋白酶相似性较

高(表 2)。以上结果表明丝氨酸蛋白酶存在种内差 
 

 

 
 

图 2  27 个丝氨酸蛋白酶催化基序多序列比对 
Figure 2  Multiple sequence alignment of catalytic motif of 27 serine proteases 
注：催化残基用灰色底纹显示. SP：绿木霉丝氨酸蛋白酶；AOL：少孢节丛孢菌丝氨酸蛋白酶. 
Note: The catalytic residues are shown in gray shade. SP: Serine protease of T. virens; AOL: Serine protease of A. oligospora. 
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图 3  MEGA 7.0 构建 27 个丝氨酸蛋白酶的系统进化树 
Figure 3  Phylogenetic tree of 27 serine proteases generated by MEGA 7.0 
 
表 2  27 个丝氨酸蛋白酶的相似性比较 
Table 2  Similarity comparison of 27 serine proteases 
 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27
1 100                           
2 78.2 100                          
3 42.4 41.6 100                         
4 38.7 40.4 35.5 100                        
5 34.3 35.6 31.5 39.9 100                       
6 39.0 38.8 36.5 41.1 32.0 100                      
7 37.0 38.9 34.6 42.0 39.9 42.9 100                     
8 36.4 36.8 33.7 41.1 35.6 40.7 55.9 100                    
9 38.4 36.8 33.8 36.5 33.3 38.4 46.2 43.8 100                   
10 39.0 39.6 32.8 38.6 34.9 39.8 45.6 44.4 61.8 100                  
11 10.7 12.2 11.5 8.9 10.9 9.2 10.0 8.3 10.9 9.3 100                 
12 10.6 10.9 9.2 9.1 8.8 10.0 11.0 9.5 11.0 9.8 21.2 100                
13 9.2 9.0 9.1 10.5 8.5 9.4 10.0 8.1 9.3 11.6 9.5 9.9 100               
14 7.5 8.7 9.6 10.0 9.4 9.6 11.7 11.5 11.5 12.1 9.0 8.9 25.1 100              
15 10.9 10.4 9.3 11.0 9.3 10.1 10.3 11.4 8.8 11.1 8.9 15.3 13.4 14.3 100             
16 15.2 16.6 15.0 12.3 13.0 14.9 16.1 17.5 15.3 14.7 7.7 8.0 10.1 10.0 7.5 100            
17 14.4 15.4 11.1 14.4 10.2 13.5 12.5 14.1 14.2 13.0 8.6 6.6 9.6 8.7 7.5 57.8 100           
18 14.7 14.3 11.2 13.7 12.5 12.1 12.6 11.7 11.7 11.7 8.2 7.5 8.2 6.0 8.1 19.7 15.6 100          
19 14.0 13.6 10.0 12.7 12.2 10.5 12.7 13.0 11.8 12.8 7.0 7.8 7.8 7.8 8.9 21.3 15.3 11.9 100         
20 12.8 12.2 13.4 14.2 10.8 11.6 15.0 13.7 13.7 12.5 8.1 7.2 8.1 6.1 6.6 20.5 13.4 9.7 11.6 100        
21 14.3 14.3 15.2 15.6 12.7 12.9 13.4 11.8 13.5 12.2 8.4 6.2 9.7 7.9 8.8 15.7 13.0 15.4 13.6 31.5 100       
22 11.2 10.6 13.7 14.8 12.0 11.1 12.8 12.5 12.7 11.7 7.2 5.8 7.1 6.9 8.4 17.6 11.4 9.3 11.5 18.0 53.3 100      
23 9.1 9.4 7.1 8.7 7.8 9.8 10.8 8.3 9.1 9.6 6.3 6.7 7.3 5.6 6.3 8.7 8.8 7.0 7.2 6.4 5.8 6.3 100     
24 9.6 9.2 8.0 10.6 10.4 10.0 7.9 8.2 8.9 8.4 6.5 5.5 5.2 7.3 6.0 7.5 6.6 7.4 6.1 6.4 5.4 5.6 8.2 100    
25 6.8 7.8 9.3 9.0 6.6 6.9 9.1 7.8 8.8 7.9 5.1 8.1 7.2 7.3 9.3 4.2 5.8 5.9 5.2 4.9 7.6 6.0 6.6 6.0 100   
26 7.5 7.6 7.4 10.0 8.1 7.1 6.8 8.0 7.6 8.1 6.3 8.2 7.5 4.8 8.3 6.4 8.8 7.1 5.7 5.3 4.7 7.2 7.5 6.3 8.2 100  
27 11.3 10.5 7.1 6.4 7.5 6.6 5.9 7.1 6.9 7.1 8.6 6.7 6.5 6.5 8.4 5.7 6.3 7.5 6.2 6.1 7.6 5.9 6.7 5.9 11.7 11.8 100
Note: 1: SP41430; 2: SP77334; 3: SP33902; 4: SP88460; 5: SP82892; 6: SP143434; 7: AOL3909; 8: AOL9083; 9: AOL11255; 10: AOL3670; 
11: SP31861; 12: SP217176; 13: SP180959; 14: SP36006; 15: SP87425; 16: SP153866; 17: SP195992; 18: SP223467; 19: SP220243; 20: 
SP206616; 21: SP219820; 22: SP66654; 23: SP71006; 24: SP37325; 25: SP230947; 26: SP189569; 27: SP69939. 
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异性，可能产生不同的生物学特性，并且在同一

亚家族内具有一定的保守性。 

2.5  同源建模和三级结构分析 
利用 SOPMA 在线程序预测结果表明，27 个丝

氨酸蛋白酶的二级结构以 α-螺旋(alpha helix)、无

规则卷曲(random coil)、延伸链(extended strand)为
主，超过 85%，而 β-转角(beta turn)少于 15%。从每

个亚家族选择一种蛋白酶，利用 SWISS-MODEL 获

得蛋白质的三级结构(图 4)，A、B、C、D、E、F 分

别是对 SP69939、SP71006、SP66654、SP217176、

SP77334、AOL3909 的结构预测。由于 S8_7 亚家

族丝氨酸蛋白酶未具有较为适合的同源建模模板

或模板相似性较低，因此未能构建模拟出三级结

构的模型。预测结果显示，这些蛋白质三级结构的

相似度较低，但它们每个结构域均含有至少一个折

叠片，构成一个折叠桶，活性部位位于两个折叠桶

之间，为 Asp-His-Ser 或 Glu-Asp-Ser 催化三联体。 
SP77334 和 AOL3909 的三维结构高度相似，

两个 Ca2+结合位点和催化三联体的位置基本相同，

说明它们很可能具有相似的功能，这与之前的分析

结果一致，推测绿木霉 S8_PCSK9_ProteinaseK_like
亚家族的蛋白酶和少孢节丛孢菌的丝氨酸蛋白酶

功能相似，均对线虫有抑制作用。 

3  讨论与结论 

丝氨酸蛋白酶家族成员具有多种多样的生理

功能，在生物机体中发挥着重要的生理作用，具

有广泛的研究和应用价值 [13]。本研究从绿木霉

Gv29-8 菌株的基因组信息中得到了 27 个丝氨酸蛋

白酶基因的信息，它们的长度相差较大，内含子

数量差异显著。这些基因编码的丝氨酸蛋白酶分

为 6 个亚家族，同一亚家族的蛋白酶保守区长度相

近，理化性质相似，说明同一亚家族的蛋白酶具

有一定的保守性。 
丝氨酸蛋白酶家族氨基酸序列差异较大，某

些蛋白质序列的相似度甚至低于 20%，但该蛋白

质的活性结构域却极其保守，都有一个类似于口

袋状的核心催化结构域 Asp-His-Ser[14]。通过进一

步对 27 个丝氨酸蛋白酶的结构研究发现，虽然它

们的相似度较低，但在催化残基(Asp/His/Ser 或 
 

 
 

图 4  丝氨酸蛋白酶三级结构模型 
Figure 4  The model on tertiary structure of serine proteases 
注：圆球代表 Ca2+结合位点. A：SP69939；B：SP71006；C：SP66654；D：SP217176；E：SP77334；F：AOL3909. 
Note: The Ca2+ binding sites are shown as spheres. A: SP69939; B: SP71006; C: SP66654; D: SP217176; E: SP77334; F: AOL3909. 
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Glu/Asp/Ser)及周围的序列都很保守，同一亚家族

的蛋白酶保守性更高。正是由于丝氨酸蛋白酶在结

构上的微小变化，导致其在功能上的进化[13]。在少

孢节丛孢菌的丝氨酸蛋白酶中也有相似的高度保守

片段，与绿木霉 S8_PCSK9_ProteinaseK_like 亚家族

的蛋白酶结构相似，这说明真菌丝氨酸蛋白酶基

因在物种进化上具有很强的保守性，并且暗示着

它们可能在某类重要途径中具有相似的功能。少

孢节丛孢菌的这 4 个丝氨酸蛋白酶均具有杀线虫作

用，而且已报道的体壁降解酶主要是 S8_PCSK9_ 
ProteinaseK_like 和 S8_Subtilisin_subset 亚家族中的

成员，是真菌重要的毒力因子[11,15-19]。系统进化树

将同一亚家族的蛋白酶聚在一起，亲缘关系较

近，并且相似性分析显示，同一亚家族的蛋白酶

相似性更高，表明丝氨酸蛋白酶可能由于催化基

序的氨基酸残基发生变化，导致不同亚家族的蛋

白酶具有独特的功能。已有研究表明，寄生真菌

能够通过表达其他蛋白酶而补偿由于寄主产生丝

氨酸蛋白酶抑制剂而损失的蛋白酶活力[20-21]，一

些蛋白酶的相似性不高，但都具有丝氨酸蛋白酶

结构域和保守的催化基序，表明它们的存在可能

是为了补偿侵染性蛋白酶的酶活力。同源建模分

析显示，不同亚家族的丝氨酸蛋白酶在三维结构

上差别较大，但都具有催化三联体结构和 β 折叠

桶，它们结构的差异可能是这些酶具有独特水解

作用的原因。丝氨酸蛋白酶的活性及稳定性主要

和 Ca2+结合位点有关，SP69939 没有预测到 Ca2+结

合位点，SP77334 和 AOL3909 具有 2 个 Ca2+结合

位点，SP71006、SP66654 和 SP217176 具有一个

Ca2+结合位点，距酶活性中心有一定距离，有助于

稳定构象[22]。 
丝氨酸蛋白酶广泛存在于捕食线虫真菌中，

其杀线虫作用已被广泛研究，这些蛋白酶大多为

生化特性相似、序列相似的底物酶，是对线虫体

识别作用中重要的酶类之一，其中类枯草杆菌

(subtilisin-like)丝氨酸蛋白酶在捕食线虫真菌对线

虫的致病性进化过程中可能是至关重要的[18,23]。

越来越多的研究证明，木霉丝氨酸蛋白酶 S8/S53 超

家族的基因在木霉抗真菌和杀线虫过程中起着重要

的作用[3,10,24-28]，而且它们大部分属于 S8_PCSK9_ 
ProteinaseK_like亚家族。在该研究中，绿木霉有6个

丝氨酸蛋白酶和少孢节丛孢菌的 4 个丝氨酸蛋白酶

同属于 S8_PCSK9_ProteinaseK_like 亚家族，它们

的相似性较高，多序列比对显示它们的催化基序

十分保守，系统进化树将它们归为一支，并且三

级结构非常相似。少孢节丛孢菌的 4 个丝氨酸蛋白

酶均为已报道的体壁降解丝氨酸蛋白酶，它们都

参与到侵染、降解线虫体壁的过程，可能发挥类

似的作用[11,15,18,21,29]，绿木霉的 SP77334 蛋白酶为

已报道的 Tvsp1 丝氨酸蛋白酶[3]。综合以上结果，

我们推测绿木霉 S8_PCSK9_ProteinaseK_like 亚家

族的蛋白酶可能具有降解细胞壁或体壁，杀菌或

杀线虫的作用。 
目前对另外几个亚家族的丝氨酸蛋白酶功能

报道较少，也无法预测其具体功能，还需要通过

基因克隆及表达分析来验证。Szabó 等发现哈茨木

霉 S53 亚家族的 P5216 蛋白酶与其他蛋白酶共同表

达，可能在线虫卵寄生过程中起关键作用[9]。虽然

这个家族和 S8 家族属于同一个超家族，但是两个

家族之间的催化机制是非常不同的[30]。来自芽孢

杆菌(Bacillus sp.) KSM-KP43 菌株的丝氨酸蛋白酶

KP-43 属于 S8_Kp43_protease 亚家族，由于其具有

水解活性，可用作洗涤剂酶[31]。但经过与绿木霉

丝氨酸蛋白酶基因比对，这两个蛋白与该亚家族

蛋白酶相似性较低，无法判断绿木霉丝氨酸蛋白

酶是否具有相似的功能。 
来自绿木霉的 23 个基因编码的蛋白质均具有

丝氨酸蛋白酶的催化残基，它们可能作为一种重要

的毒力因子在抑制植物病原真菌和降解线虫体壁

的过程中发挥着重要的作用，但其结构的不同导致

其与底物结合部位的差异决定了各自对底物的专

一性。了解绿木霉丝氨酸蛋白酶 S8/S53 超家族的生

物学信息后，将为进一步研究丝氨酸蛋白酶的生物

学功能和开发高效、稳定的生防制剂奠定理论基
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础，对病原物的生物防控也具有重要的理论和实践

意义。 
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