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摘要　 ［目的］对烟草 β－１，３－葡聚糖酶的特性和结构进行分析。 ［方法］以烟草为材料，采用 ＰＲＯＴＳＣＡＬＥ、ＴａｒｇｅｔＰ １．１、ＮＰＳＡ－ＰＲＡＢＩ 和
ＳＷＩＳＳ－ＭＯＤＥＬ 工具分别测定烟草葡聚糖酶的疏 ／ 亲水性、亚细胞定位、二级结构和三级结构。 ［结果］ＮｔＢＧｌ 属于亲水性蛋白，ＮｔＢＧｌ－１
和 ＮｔＢＧｌ－２ 的疏 ／ 亲水性较为相似，Ｎ 端和中部区域的疏水性较强，ＮｔＢＧｌ－３ 以 Ｎ 端的疏水性较强；ＮｔＢＧｌ 均含有信号肽，且其切割位点
分别位于第 ２１、３２ 和 ２９ 位氨基酸处，ＮｔＢＧｌ－１ 和 ＮｔＢＧｌ－２ 定位于液泡，ＮｔＢＧｌ－３ 定位于细胞外；ＮｔＢＧｌ 的二级结构均以 α－螺旋比例最
大，依次为 ３６．２１％、３５．１４％、３５．２８％，三级结构呈现“Ｃ”型。 ［结论］该研究可为有效发挥烟草葡聚糖酶的功能特性奠定基础。
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　 　 β－１，３－葡聚糖酶具有两种重要的功能［１］，一种为降解

植物细胞壁，促使植物体软化［２］，另一种为病原微生物入侵

时，体内葡聚糖酶的含量和活性增加，从而抵抗真菌和细菌

的入侵［３－５］。 植物葡聚糖酶的含量和活性增加，不仅可以依

靠外来微生物的入侵，还可以通过外源植物激素，如水杨酸

和乙烯等［６－８］，进而增加植物的抗性。 研究表明，根据植物葡

聚糖酶的定位和功能特性，葡聚糖酶被划分为四类：碱性葡

聚糖酶（定位于液泡）、酸性葡聚糖酶（定位于胞间隙）、胞外

诱导型和胞外非诱导型葡聚糖酶［９］，碱性葡聚糖酶具有破坏

并降解病原菌细胞壁的作用［１０］，而酸性葡聚糖酶无抑制病

菌的活性［１１］。 目前，对于烟草葡聚糖酶的研究主要为烟草

相关病原微生物与葡聚糖酶的关系［１２－１５］。 笔者通过生物分

析法，更深次地研究烟草葡聚糖酶的序列特性，以期为有效

发挥烟草葡聚糖酶的功能特性奠定基础。
１　 材料与方法

１．１　 筛选烟草 β－１，３－葡聚糖酶家族成员 　 采用 ＰＲＯ⁃
ＴＥＩＮ［１６］数据库在线检索，筛选烟草葡聚糖酶相关的蛋白序

列，获 取 的 登 录 号 分 别 是 ＡＡＡ６３５４１． １、 ＡＣＦ９３７３１． １ 和

ＡＡＡ６３５４２．１，依据优势氨基酸和氨基酸数进行命名，分别为

ＮｔＢＧｌ－１、ＮｔＢＧｌ－２ 和 ＮｔＢＧｌ－３［１７］。
１．２　 方法　 采用 Ｈｐｈｏｂ． ／ Ｋｙｔｅ ＆ Ｄｏｏｌｉｔｔｌｅ 法，且利用线性的

重量变化模型，以 ＰＲＯＴＳＣＡＬＥ 工具［１８］测定烟草葡聚糖酶序

列的疏 ／亲水性；使用 ＴａｒｇｅｔＰ １．１ 的在线服务［１９］，获取烟草

葡聚糖酶的亚细胞结构及其相关数据；采用 ＮＰＳＡ－ＰＲＡＢＩ
工具［２０］，测定烟草葡聚糖酶的二级结构，其 Ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ ｔｈｒｅｓｈ⁃

ｏｌｄ 值为 ８，构象类型为 ４；使用 ＳＷＩＳＳ－ＭＯＤＥＬ 工具［２１］，根据

同源相似原理，构建烟草葡聚糖酶的三级结构。
２　 结果与分析

２．１　 烟草 β－１，３－葡聚糖酶的疏 ／亲水性分析　 由图 １ 可知，
ＮｔＢＧｌ－１ 和 ＮｔＢＧｌ－２ 疏 ／亲水性较为相似，含有相同的最大

值（２．９５６）甘氨酸，即疏水性相对较强，但位置不同，ＮｔＢＧｌ－１
的最大值位于第 ８ 位甘氨酸，而 ＮｔＢＧｌ－２ 位于第 １９ 位甘氨

酸，此外，ＮｔＢＧｌ－１ 和 ＮｔＢＧｌ－２ 含有相同的最小值（－２．８３３）
精氨酸，即亲水性相对较强，ＮｔＢＧｌ－１ 的最小值位于第 ２３１ 位

精氨酸，ＮｔＢＧｌ－２ 位于第 ２４２ 位精氨酸，２ 组序列均以 Ｎ 端和

中部区域的疏水性较强，整体的疏 ／亲水性值分别为－０．１１２
和－０．１３７，则 ＮｔＢＧｌ－１ 和 ＮｔＢＧｌ－２ 均为亲水性蛋白；ＮｔＢＧｌ－３
以第 １８ 位甘氨酸值最大（３．３５６），即疏水性相对较强，以第

３１７ 位天冬酰胺的最小（－２．５００），即亲水性相对较强，且该序

列仅以 Ｎ 端的疏水性较强，整体的疏 ／亲水性值为－０．１１３，则
ＮｔＢＧｌ－３ 属于亲水性蛋白。 综上所述，ＮｔＢＧｌ 的各成员均属

于亲水性蛋白，且疏水区域为 Ｎ 端。
２．２　 烟草 β－１，３－葡聚糖酶的亚细胞定位和二级结构分

析　 为明确 ＮｔＢＧｌ 属于 ４ 种类型的哪几种，以及在特定的亚

细胞中发挥作用，依据氨基酸序列的信号肽对 ＮｔＢＧｌ 进行亚

细胞定位。 由表 １ 可知，序列长度为 ３５９ ａａ 的ＮｔＢＧｌ－１，在第

２１ 位存在切割位点（概率为 ０．９６７），根据信号肽判断 ＮｔＢＧｌ－
１ 可能定位于液泡或细胞外，但定位于液泡的分值（４．０）大于

细胞外（１．０），因此 ＮｔＢＧｌ－１ 定位于液泡；ＮｔＢＧｌ－２ 的序列长

度为 ３７０ ａａ，于第 ３２ 位处存在切割位点（概率为 ０．８３８），定位

于液泡内，其可靠性相对较低，级别为 ２；ＮｔＢＧｌ－３ 定位于细

胞外，其切割位点位于 ３４３ ａａ 的第 ２９ 号，概率最大（０．９９１），
且级别为 １。 ＮｔＢＧｌ 二级结构在一定程度上决定高级结构，
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影响蛋白序列的功能，为此，对 ＮｔＢＧｌ 序列的无规则卷曲、β－
折叠、β－转角和 α－螺旋组成含量进行分析。 由图 ２ 可知，

ＮｔＢＧｌ－１、ＮｔＢＧｌ－２ 和 ＮｔＢＧｌ－３ 的无规则卷曲分布无规律可

寻，其所占比例依次为３１．７５％、３３．７８％、３１．７８％；ＮｔＢＧｌ－１和

图 １　 ＮｔＢＧｌ 的疏 ／亲水性分布

Ｆｉｇ．１　 Ｔｈｅ ｓｐａｒｓｅ ／ ｈｙｄｒｏｐｈｉｌｉｃ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ＮｔＢＧｌ

表 １　 ＮｔＢＧｌ 的亚细胞定位

Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ＮｔＢＧｌ

名称
Ｎａｍｅ

位点
Ｐｏｓｉｔｉｏｎ

信号肽的概率
Ｐｒｏｂａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ
ｓｉｇｎａｌ ｐｅｐｔｉｄｅ

切割位点
Ｃｌｅａｖａｇｅ

ｓｉｔｅ

定位 Ｐｏｓｉｔｉｏｎｉｎｇ
液泡

Ｖａｃｕｏｌｅ
细胞外

Ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ
ＲＣ

ＮｔＢＧｌ－１ ３５９ ０．９６７ ２１ ４．０ １．０ １
ＮｔＢＧｌ－２ ３７０ ０．８３８ ３２ ４．５ — ２
ＮｔＢＧｌ－３ ３４３ ０．９９１ ２９ — １１．０ １
　 注：ＲＣ 表示可靠性级别（１～５），“１”的可靠性最强
　 Ｎｏｔｅ：ＲＣ ｗａｓ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｒｅｌｉａｂｉｌｉｔｙ（１－５），ａｎｄ “１” ｗａｓ ｔｈｅ ｍｏｓｔ ｒｅｌｉａｂｌｅ

图 ２　 ＮｔＢＧｌ 的二级结构分布
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ＮｔＢＧｌ－２ 的 β－折叠相对集中，而 ＮｔＢＧｌ－３ 较为分散，所占比

例依次为 ２１．７３％、２１．３５％、２０．１２％；β－转角于整个序列中所

占的比例最小，依次为 １０．３１％、９．７３％、１２．８３％；ＮｔＢＧｌ－１ 和

ＮｔＢＧｌ－２ 的 α－螺在序列中表现为每隔 ５０ 个氨基酸出现 １ 次

较为集中的 α－螺序列，而 ＮｔＢＧｌ－３ 仅表现在中间和 Ｃ 端区

域，ＮｔＢＧｌ 的 α－螺所占比例最大，分别为 ３６．２１％、３５．１４％、
３５．２８％。
２．３　 烟草 β－１，３－葡聚糖酶的三级结构分析　 经 Ｂｌａｓｔ 和
ＨＨＢｌｉｔｓ 的同源比对方法，依据 ＮｔＢＧｌ 的氨基酸序列，检索

ＳＷＩＳＳ－ＭＯＤＥＬ 的三级结构数据库，经筛选，以巴西橡胶树的

糖基化 β－１，３－葡聚糖酶的晶体结构和马铃薯内切－１，３－β－
葡聚糖酶为模板（其模板序列分别 ４ｈｐｇ．１ 和 ４ｇｚｉ．１），构建

ＮｔＢＧｌ 的三级结构，结果如图 ３。 ＮｔＢＧｌ－１ 和 ＮｔＢＧｌ－２ 依据

巴西橡胶树的糖基化 β－１，３－葡聚糖酶的晶体结构，构建三

级结构，其中 ＮｔＢＧｌ－１ 以 ０．８７％的覆盖率和 ６３．７８％的相似度

获得其三级结构，含有的 β－折叠、β－转角和 α－螺旋数依次

为 ２２、３０ 和 １６ 个；ＮｔＢＧｌ－２ 的覆盖率为 ０．８４％，其相似度为

６４．１０％，二级结构数与 ＮｔＢＧｌ－１ 相同；ＮｔＢＧｌ－３ 依据马铃薯

内切－１，３－β－葡聚糖酶构建三级结构，覆盖率和相似度均最

大，分别为 ０．９２％和 ７９．３０％，β－折叠、β－转角和 α－螺旋数分

别为 ２１、３３ 和 １７ 个；ＮｔＢＧｌ－１、ＮｔＢＧｌ－２ 和ＮｔＢＧｌ－３ 的三级结

构均表现为“Ｃ”型，因此，ＮｔＢＧｌ 通过中间的功能域参与相应

的生理反应。

图 ３　 ＮｔＢＧｌ 的三级结构分布

Ｆｉｇ．３　 Ｔｈｅ ｔｅｒｔｉａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ＮｔＢＧｌ

３　 结论与讨论

ＮｔＢＧｌ 的各成员均属于亲水性蛋白，且疏水区域为 Ｎ
端，有利于 ＮｔＢＧｌ 形成跨膜结构，锚定于特定的质膜上发挥

作用［２２］；ＮｔＢＧｌ－１ 和 ＮｔＢＧｌ－２ 均定位于液泡中，表明该蛋白

属于碱性 β－１，３－葡聚糖酶，即该蛋白可能参与降解病原菌

菌丝，增加植物的抗性［２３］，ＮｔＢＧｌ－３ 属于酸性 β－１，３－葡聚糖

酶［９］；ＮｔＢＧｌ－１、ＮｔＢＧｌ－２ 和 ＮｔＢＧｌ－３ 的二级结构均以 α－螺
旋的比例最大，有利于保证三级结构的稳定［１７］；ＮｔＢＧｌ 的三

级结构表现为“Ｃ”型，说明该酶的催化活性区可能位于空间

结构的凹陷处。
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林地综合利用效率，增加林农收益。
利用林下土地资源，大力发展林业多目标复合经营，可

有效缓解林、农、牧矛盾。 开展竹林生态立体复合经营模式，
开发林笋、林林、林酒、林禽、森林休闲等复合经营模式与技

术，转变经营模式，是转变林业经济增长方式、促进林农增收

的重要途径。 依托彩色健康森林建设、村庄绿化、竹林资源

等森林资源，充分利用乡村景观，结合乡土文化、乡村民俗等

文化内涵，发展“农家乐”、森林人家等森林休闲养生业，开发

富有地方特色的森林食品、竹林鸡、竹筒酒等森林旅游商品。
通过三产开发反哺一产发展，将森林旅游与森林休闲、三笋

开发、竹制品加工、茶叶采摘、椅业发展等相结合，一二三产

协调经营竹林，发展以森林休闲养生业为主的林下经济。
刘家塘村从 ２０１３年开始转变竹林经营模式，开始发展竹

林复合经营，竹林产值明显增加，从 ２０１１ 年的１．５万元 ／ ｈｍ２增

加到 ２０１５年的 ９．０万元 ／ ｈｍ２，产值增加了 ６ 倍，这说明竹林复

合经营可以明显提高竹林效益，增加林农收入。
４．２　 发展生态循环经营　 充分利用有限的林地资源，发展林

下经济，符合当前我国发展循环经济、建设节约型社会的客

观要求。 为了实现“以林养林”的可持续发展目标，需要立足

生态，以林地生态系统为载体，通过林下土壤、空间及生物资

源的循环综合利用，有效提高林地的经济产出和土地利用

率，突破退耕还林后农民致富的瓶颈，达到经济、生态和社会

效益的有机统一［７］。 发展林下经济进行种植养殖生产活动，
不是简单地把传统的种植养殖生产活动移植到林下来进行，
而是一种层次更高的生产，是生态林业。 还可发展有机林

业、循环林业，使林下复合生态系统实现结构稳定、清洁运

转、良性循环。 还可以与当前的休闲、观光林业、体验林业相

结合，丰富现代林业的内涵［５］。
刘家塘村以狮子石毛竹现代园为基础发展森林休闲养

生业，将园区逐步变成景区。 同时，充分利用竹林下空间和

优良的竹林生态环境，发展竹林鸡、竹筒酒等生态健康食品，
竹林为林下经济创造了赖以生长的发展环境，林下经济反过

来又对树木生长和林分质量产生明显促进作用。 据测算，发
展林下经济地区的树木，生长量比一般林地平均高 １５％ ～
２０％［８］。 林下种植、栽培、养殖还可对林木产生以耕代抚、改
善土壤、扩大肥力、增加浇灌、防虫治虫等附带效应。 林下经

济发展反哺竹林发展，两者相辅相成，最终走出了一条近期

得利、长期得林、远近结合、以短补长的新路子。 如刘家塘村

在竹林下养殖竹林鸡，竹林鸡充分利用竹林下的广阔空间，
以林下杂草和各种虫类为主食，以玉米、稻谷等杂粮为辅食，

大大节省饲养成本，同时竹林鸡的粪便又可以作为肥料返还

到土壤，大大增加土壤有机质含量，促进毛竹生长（图 ２）。
一条生态循环经营发展的路子，不断推动环境提升、竹林发

展和林农增收。

图 ２　 林禽模式［４］

Ｆｉｇ．２　 Ｔｈｅ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｔｈｅ ｕｎｄｅｒ⁃ｆｏｒｅｓｔ ｅｃｏｎｏｍｙ ｗｉｔｈ ｐｏｕｌｔｒｙ

４．３　 发展林下经济技术推广与示范　 上墅乡刘家塘村依托

竹林资源，大力推进林下经济建设，发展林下种植、林下养

殖、竹筒酒和森林生活体验，以森林三产反哺一产，以“合作

社＋农户＋村民”形式，逐步形成以竹林复合经营为主的刘家

塘模式，目前全村经营竹林面积 ３３．３３ ｈｍ２，产值 ９ 万元 ／ ｈｍ２。
在刘家塘村抓好一批不同类型的林下经济示范基地，培育一

批典型的林下经济大户，逐步宣传发展林下经济给林农增收

带来的效益，宣传林下经济大户、公司、合作社的成功经验，
激发群众发展林下经济的热情和积极性。

发展林下经济，倡导分类经营，根据自然条件，偏远和高

山、交通不便、生产成本过高的竹林逐步退出生产经营，采用

封山育林和人工促进，改造成林分质量更高、生态更安全的

混交林、阔叶林；中下坡位的竹林采用“捏油、钩稍、护笋养

竹、按年龄和密度合理砍伐”粗放、生态的经营方针；交通便

利、坡度适宜、山脚小面积立地条件好的竹林高强度经营，开
发笋用林或者林下套种等，获取较高的效益。
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