
Hans Journal of Computational Biology 计算生物学, 2014, 4, 68-82 
Published Online December 2014 in Hans. http://www.hanspub.org/journal/hjcb 
http://dx.doi.org/10.12677/hjcb.2014.44008   

 68 

 
 

Bioinformatics Analysis of Diguanylate  
Cyclases and c-di-GMP-Specific  
Phosphodiesterases from  
Xanthomonas Species 

Xia Zou, Liangbo Huang, Jin He* 
State Key Laboratory of Agricultural Microbiology, College of Life Science and Technology, Huazhong  
Agricultural University, Wuhan Hubei  
Email: *hejin@mail.hzau.edu.cn 
 
Received: Jan. 23rd, 2015; accepted: Feb. 4th, 2015; published: Feb. 11th, 2015 
 
Copyright © 2014 by authors and Hans Publishers Inc. 
This work is licensed under the Creative Commons Attribution International License (CC BY). 
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/ 

    
 

 
 

Abstract 
The genus Xanthomonas currently comprises 27 species that collectively cause serious diseases in 
a wide variety of economically important crops and horticultural plants. The bacterial signal 
transduction mechanism and the bacterium-host plant interaction have been hot issues for micro-
biologists, plant pathologists and botanists. c-di-GMP is an ubiquitous bacterial second messenger. 
It participates in the regulation of many bacterial physiological processes, such as adhesion, EPS 
synthesis, biofilm formation, motility and virulence, etc. The c-di-GMP turnover is controlled by 
two functionally opposite enzymes: diguanylate cyclase containing GG(D/E)EF domain and c-di- 
GMP-specific phosphodiesterase containing EAL or HD-GYP domain. In this study, we performed 
bioinformatics analysis on the proteins containing GG(D/E)EF, EAL and HD-GYP domians from 15 
Xanthomonas strains with complete genome sequences. The distribution and phylogenetic tree 
analysis revealed that the evolutionary differences of these proteins were related to their hosts; 
COG and GO analysis demonstrated that these functional proteins were mainly signal transduction 
related proteins, involved in gene transcription and bacterial motility. These results established 
solid foundation for the construction of the regulation network mediated by c-di-GMP and for the 
discovery of new drug targets for Xanthomonas control. 
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摘  要 

黄单胞菌是一类重要的作物病原菌，其信号转导机制及其与寄主植物的相互作用一直是微生物学、植物

病理学及植物学工作者研究的热点问题。c-di-GMP是一种广泛存在于细菌中的第二信使分子，参与细菌

的粘附、胞外多糖的合成、生物膜形成、运动性及毒力等许多细菌生理过程的调节。c-di-GMP主要由含

有GG(D/E)EF结构域的二鸟苷酸环化酶合成，由含有EAL或HD-GYP结构域的磷酸二酯酶降解，其在胞内

的浓度受到二鸟苷酸环化酶与c-di-GMP特异性磷酸二酯酶的协同调节。本文对黄单胞菌属中十五株具有

完整基因组序列的菌株中含有这三类结构域的蛋白进行了包括分布规律、进化树、COG及GO分析在内的

生物信息学分析，揭示了GG(D/E)EF、EAL与HD-GYP结构域蛋白在黄单胞菌属中的进化差异及其与侵染

对象的关联性；研究结果也表明这些结构域蛋白主要为信号转导蛋白，参与基因转录和细胞运动。这些

结果为构建c-di-GMP介导的调控网络和寻找新的控制黄单胞菌的药物靶标奠定了良好的基础。 
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1. 引言 

黄单胞菌(Xanthomonas)属于变形菌门，假单胞菌科。细胞直杆状，革兰氏阴性，以单极生鞭毛运动，

无芽胞和荚膜。菌落一般为黄色，光滑或粘液状。黄单胞菌属目前包括 27 个种，能侵染大约 400 多种植

物，引起病害。这些植物主要是重要的农作物与园艺作物，如水稻、油菜、柑桔、番茄等[1]。病害症状

多为叶枯、叶斑、溃疡等(表 1)。致病种与致病变种具备高度的宿主特异性，比如多种蔬菜、油菜等十字

花科植物叶片感染野油菜黄单胞菌野油菜致病变种后发生黑腐病(black rot)导致严重减产[2]；同时，一个

种也能有多个致病变种，导致不同的病害，比如水稻感染水稻黄单胞菌不同致病变种后分别发生水稻白

叶枯病(bacterial blight) [3]和水稻细菌性条斑病(bacterial leaf streak) [4]。因此，深入了解其致病机理对黄

单胞菌的防治具有重要的意义。 
细菌中的第二信使分子 c-di-GMP是 1987年Benziman课题组在研究葡萄糖木质素醋酸菌(Acetobacter 

xylinum)的纤维素生物合成途径时首先发现的[5]。1998 年 Tal 等人克隆了 c-di-GMP 的合成酶与降解酶基

因[6]，自此拉开了 c-di-GMP 研究的大幕。细菌体内 c-di-GMP 的水平是由其合成酶与降解酶协同调节的

[7]。含 GG(D/E)EF 结构域的二鸟苷酸环化酶(diguanylate cyclase, DGC)是 c-di-GMP 的合成酶，DGC 能够

利用两分子的 GTP 合成一分子 c-di-GMP(图 1)；具有 EAL 结构域的磷酸二酯酶(phosphodiesterase, PDE)  
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Table 1. Pathogenicity of crop pathogens Xanthomonas species 
表 1. 黄单胞菌对作物的致病性 

黄单胞菌 
Xanthomonas 

拉丁文 
Xanthomonas 

宿主 
Host 

病害 
Disease 

参考文献
Reference 

水稻黄单胞菌水稻致病变种 Xanthomonas oryzae pv. oryzae 水稻 
Rice 

水稻白叶枯病 
Bacterial blight [2] 

水稻黄单胞菌栖稻致病变种 Xanthomonas oryzae pv. oryzicola 水稻 
Rice 

水稻细菌性条斑病 
Bacterial streak [3] 

野油菜黄单胞菌野油菜致病变种 Xanthomonas campestris pv. 
campestris 

十字花科植物
Cauliflower 

十字花科黑腐病 
Black rot [4] 

野油菜黄单胞菌番茄致病变种 Xanthomonas campestris pv. 
vesicatoria 

辣椒，番茄等  
Pepper, tomato 

辣椒、番茄斑点病 
Bacterial spot [8] 

野油菜黄单胞菌甘蓝致病变种 Xanthomonas campestris pv. 
raphani 

甘蓝 
cabbage 

甘蓝黑腐病 
Leaf spot [9] 

地毯草黄单胞菌柑桔致病变种 Xanthomonas axonopodis pv. citri 柑桔 
Citrus 

柑桔溃疡病 
Citrus canker [10] 

地毯草黄单胞菌枳柚致病变种 Xanthomonas axonopodis pv. 
citrumelo 

枳柚 
Citrumelo 

细菌性斑点病 
Bacterial spot [11] 

柑桔黄单胞柑桔亚种 Xanthomonas citri subsp. citri 柑桔 
Citrus 

柑桔溃疡病 
Citrus canker [12] 

白纹黄单胞菌 Xanthomonas albilineans 甘蔗 
Sugarcane 

白条病 
Leaf scald [13] 

褐色黄单胞菌褐色亚种 Xanthomonas fuscans subsp. 
fuscans 

菜豆 
Bean 

菜豆细菌性疫病 
Common bacterial blight [14] 

 

 

Figure 1. Synthesis and degradation of the c-di-GMP messenger molecule 
图 1. c-di-GMP 信使分子的合成和降解 

 
能够将 c-di-GMP 水解为 pGpG，而包含 HD-GYP 结构域的 PDE 能够将 c-di-GMP 进一步水解为两分子

GMP。涉及命名的 GG(D/E)EF、EAL 和 HD-GYP 系这些结构域活性位点的保守氨基酸残基[15]-[17]。此

外，新鉴定的枯草芽胞杆菌 YybT 蛋白包含 DHH/DHHA1 结构域，能将 c-di-GMP 水解为 pGpG [18]。 
c-di-GMP 能够调节细菌的多种生理功能，包括运动性、毒力因子产生、细胞分化、生物膜形成等，

尤其在细菌的生物膜形成和致病因子产生方面起到至关重要的调节作用[7]。近年来的研究表明 c-di-GMP
直接或间接参与黄单胞菌的致病途径[19]-[23]。 

随着微生物基因组大规模测序的展开，研究者可以通过基因组注释直接获得 DGC 和 PDE，但部分

注释为 DGC 和 PDE 的蛋白中并不含有保守的 GG(D/E)EF 或 EAL 结构域。因此，我们利用 HMMER 来

进行同源蛋白搜索，以获取含有 GG(D/E)EF、EAL 和 HD-GYP 结构域的蛋白。HMMER 系基于隐马尔科

夫模型，给替换、插入、删除突变设置了一个位置特异性评分系统的查询文件。与 BLAST 及 FASTA 等

传统序列比对和同源搜索工具相比，HMMER 利用的数学模型能够更加准确地发现亲缘关系较远的同源

体。 
直系同源蛋白质聚类(Clusters of orthologous groups of proteins, COG)分析法由 Tatusov 等[24]提出，即

利用不同种族的蛋白成对相似聚类法将它们划分成各种直系同源簇，可以用同一簇中的功能已知的蛋白

来注释功能未知的蛋白，从而达到对功能未知蛋白进行注释的目的。GO (Gene ontology)是一套国际标准

化的基因功能描述的分类系统[25]。GO 分为三大类：Biological process、Molecular function 和 Cellular 
component，分别用来描述基因编码的产物所参与的生物过程、所具有的分子功能及所处的细胞环境。蛋
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白质或者编码基因可以通过 ID 对应或序列注释的方法找到与之对应的 GO 号，而 GO 号可以对应到不同

层次的 GO term 来进行功能分类或细胞定位。 
NCBI 上目前公布的全基因组测序完成的黄单胞菌属共十五株，本文以这十五株黄单胞菌属菌株为对

象，具体分析了这些菌株细胞内含有GG(D/E)EF、EAL及HD-GYP结构域的相关蛋白的分布及进化关系，

并进行了 COG 功能注释和 GO 功能分类，以期为更好地研究水稻黄单胞菌中 c-di-GMP 的调控网络，为

寻找防治黄单胞菌的药物靶标奠定基础。 

2. 材料与方法 

2.1. 序列来源 

选取如下十五株全基因组测序完成的黄单胞菌属菌株为对象进行分析。全基因组序列来自 GenBank 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome)。部分菌株的基因组注释来自华中农业大学 DIGAP 数据库 
(http://ibi.hzau.edu.cn/digap/phytopathogens.php)。菌株全称、简称及 NCBI 登入号(GenBank accession)见表

2。十五株黄单胞菌中包括水稻黄单胞菌四株(两株 XOO(其中一株的基因与编码蛋白带有下划线)、一株

XOC 和一株 PXO)，野油菜黄单胞菌五株(XC、XCC、xccb100、XCV、XCR)，地毯草黄单胞菌三株(XAC、
XAC29、XACM)，以及柑桔黄单胞菌(XCAW)、白纹黄单胞菌(XALc)与褐色黄单胞菌(XFF4834R)各一株。 

2.2. 序列的搜索获取 

先在 NCBI 后台 ftp://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/Bacteria/下载十五株全基因组测序完成的黄单胞菌

属菌株蛋白序列，在 Pfam 数据库上分别搜索 GG(D/E)EF、EAL 及 HD-GYP 蛋白家族(分别对应 PF00990、 
 

Table 2. Proteins containing GG(D/E)EF, EAL and HD-GYP domains in Xanthomonas 
表 2. 黄单胞菌中 c-di-GMP 二鸟苷酸环化酶与磷酸二酯酶编码基因数目统计 

Strain Strain (Full name) Accession GG(D/E)EF EAL HD-GYP GGDEF + EAL 

XOO Xanthomonas oryzae pv. oryzae (KACC10331/KXO85) NC_006834.1 8 10 2 1 

XOO Xanthomonas oryzae pv. oryzae MAFF 311018 NC_007705.1 8 10 1 1 

XOC Xanthomonas oryzae pv. oryzicola BLS256 NC_017267.1 11 11 4 1 

PXO Xanthomonas oryzae pv. oryzae PXO99A NC_010717.1 8 13 3 1 

XC Xanthomonas campestris pv. campestris str. 8004 NC_007086.1 17 13 3 2 

XCC Xanthomonas campestris pv. campestris str. ATCC 33913 NC_003902.1 17 13 1 2 

xccb100 Xanthomonas campestris pv. campestris str. B100 NC_010688.1 15 13 1 2 

XCV Xanthomonas campestris pv. vesicatoria str. 85-10 NC_007508.1 16 13 1 2 

XCR Xanthomonas campestris pv. raphani 756C NC_017271.1 16 13 3 2 

XAC Xanthomonas axonopodis pv. citri str. 306 NC_003919.1 16 12 1 2 

XAC29 Xanthomonas axonopodis Xac29-1 NC_020800.1 13 10 1 1 

XACM Xanthomonas axonopodis pv. citrumelo F1 NC_016010.1 16 12 2 2 

XCAW Xanthomonas citri subsp. citri Aw12879 NC_020815.1 16 12 2 2 

XALc Xanthomonas albilineans GPE PC73 NC_013722.1 13 14 1 1 

XFF4834R Xanthomonas fuscans subsp. fuscans NC_022541.1 13 12 0 2 

Total   203 181 26 24 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome
http://ibi.hzau.edu.cn/digap/phytopathogens.php
ftp://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/Bacteria/
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PF00563 和 PF11871)，在 Alignment 中下载比对好的 Stockholm 格式文件。利用 HMMER 程序分别在 Pfam
库中比对搜索对应结构域的序列，设定 E-value 为 1e-3，得到目的蛋白。Interpro 是一个集成了包括 Pfam、

TIGRFAM、SMART、PANTHER 等数据库在内的蛋白质家族、结构域和功能位点的非冗余数据库，我

们将得到的蛋白利用 Interpro 的注释软件 InterProScan5 进行注释，得出格式为 xml 的比对结果，编写 Perl
脚本程序提取信息以检验确认。GG(D/E)EF 和 EAL 结构域蛋白随后用 Perl 脚本提取。 

2.3. 多重序列比对及进化树构建 

蛋白质多重序列比对采用 ClustalW 软件[26]进行，将大片段的缺失插入和一些模糊不清的联配位置

从联配结果中去除。进化树利用同源蛋白非同义突变的 Neighbor-Joining 方法分析，采用 ClustalW 和 Mega 
(Molecular Evolutionary Genetics Analysis) Vision 6 软件[27]进行构建，采用引导程序方法(Boot Straping)
检验蛋白树的稳健性(1000 次重复)，设置 Cut-off Value for Consensus Tree 为 50%，选择泊松修正(Poisson 
Correction)模型。 

2.4. 共线性分析 

四株水稻黄单胞菌的共线性分析使用 MCScanX 软件[28]完成，主要分为两步，第一步：使用基因组

的蛋白序列进行 blastp 比对，比完之后直接作为这个软件的输入文件运行分析，第二步：在对应关系基

础上搜索共线性。 

2.5. COG 功能分析 

COG 注释主要通过如下步骤获得：以 myva 文件建立蛋白质数据库，利用 ncbi-BLAST-2.2.30+中的

blastp 程序进行本地 BLAST，得出格式为 xml 的比对结果。编写 Perl 脚本程序，利用 whog 文件提取 COG
编号对应的功能分类编号，结合 fun.txt 文件来进行 COG 分类注释。 

2.6. GO 功能分类 

GO 功能分类采用 Blast2GO 软件[29]进行，首先分别将这些蛋白进行 Nr 注释，然后进行 GO 映射，

将结果上传至 WEGO [30]进行绘图分析。 

3. 结果与分析 

3.1. 黄单胞菌中含有 GG(D/E)EF、EAL 及 HD-GYP 结构域蛋白编码基因的数量 

对选取的十五株黄单胞菌株按照其侵染对象归为几类：水稻黄单胞菌四株(XOO、XOO、XOC、PXO)，
野油菜黄单胞菌野油菜致病变种三株(XC、XCC、xccb100)，地毯草黄单胞菌柑桔类致病变种(XAC、XAC29、
XACM)及柑桔黄单胞柑桔亚种(XCAW)共四株，以及辣椒/番茄斑点病原菌野油菜黄单胞菌番茄致病变种

(XCV)、甘蓝黑腐病原菌野油菜黄单胞菌甘蓝致病变种(XCR)、甘蔗病原菌白纹黄单胞菌(XALc)、菜豆细

菌性疫病病原菌褐色黄单胞菌褐色亚种(XFF4834R)各一株。 
利用全基因组序列进行生物信息学分析，发现 203 个含有 GG(D/E)EF 结构域的蛋白质中只有 64 个

为 GGDEF 结构域，占约 1/3，另外 139 个为 GGEEF 结构域。统计出的 GG(D/E)EF、EAL 及 HD-GYP
结构域蛋白的编码基因情况见表 2。从该表 2 中可以看到：各菌株含有的编码 EAL 及 HD-GYP 结构域蛋

白的基因数目非常接近，相对来说编码 GG(D/E)EF 结构域蛋白的基因数目波动较大，每株菌 GG(D/E)EF
结构域编码蛋白的数量在 8~17 之间、EAL 结构域蛋白编码基因的数量在 10~13 之间、HD-GYP 的数量

在 1~3 之间。 
各菌株基因组中含有 GGDEF 和 EAL 双结构域蛋白的数量不多，但却在 c-di-GMP 的浓度调控方面



黄单胞菌中 c-Di-GMP 二鸟苷酸环化酶和磷酸二酯酶的生物信息学分析 
 

 
73 

起着很重要的作用[7]。经过多序列比对，发现除 XALc_1672 蛋白外，剩下的 23 个双结构域蛋白的序列

相似性总体较高，并且这类蛋白的活性位点均为 GGDEF 而非 GGEEF，见图 2。 
从图 2 可以看到：左上部分的 13 个蛋白相似性非常高，而下部分 10 个蛋白相似性也非常高，说明

这类蛋白在黄单胞菌属中进化很保守。分析 EAL 结构域时发现这 23 个蛋白的 EAL 结构域位点却不像其

GGDEF 结构域一样保守，多序列比对可以将这十个蛋白再聚为两类：见图 2 右下部分。 
需要指出的是，这种含有双结构域的蛋白通常是其中一个结构域相对保守并具有相应的酶活性，而

另外一个结构域则逐渐退化进而丧失其酶活性。一般来说，绝大多数含有双结构域的蛋白发挥的是降解

酶的作用。如新月柄杆菌(Caulobacter crescentus)中含有 GGDEF-EAL双结构域的蛋白 CC3396，其 GGDEF
结构域中的 Gly 退化成了 Glu，因而并不具备 c-di-GMP 合成酶的活性，但它却能够与 GTP 高度结合从而

激活 EAL 结构域，使其发挥降解酶的活性[17]。当然，其中也有少数蛋白同时具有 DGC 和 PDE 两种酶

的活性，如具有双结构域的副溶血性弧菌(Vibrio parahaemolyticus)的 ScrC 蛋白。ScrC 主要发挥 DGC 合

成酶活性，当 ScrC与 ScrA、ScrB同时存在时，又能降解细胞内 c-di-GMP，从而精细地调节细胞内 c-di-GMP
的水平[31]。还有研究表明双结构域中某个结构域已经退化，成为 c-di-GMP 的受体[32] [33]。另外，十

五株黄单胞菌中均不存在 GG(D/E)EF 与 HD-GYP 双结构域的蛋白和 EAL 与 HD-GYP 双结构域的蛋白。 
Cui 与 He 受 PleD 模型[34]的启发，认为一个可能的模型是当信号感受结构域受到信号分子刺激或被

磷酸化时，双结构域蛋白以二聚体形式激活 GG(D/E)EF 结构域的 DGC 活性；而当环境信号改变或去磷

酸化时，双结构域蛋白则以单体形式激活 EAL 结构域的 PDE 活性[35]。 

3.2. 黄单胞菌中含有 GG(D/E)EF、EAL 及 HD-GYP 结构域蛋白的进化图 

为了更好地了解相关蛋白的保守性，我们分别构建了不同菌株中含有 GG(D/E)EF、EAL 和 HD-GYP
结构域蛋白的进化树，如图 3~5。 

图 3 为含有 GG(D/E)EF 结构域蛋白的进化树。以得到 100% Bootstrap 支持的蛋白为例(以阴影标出)，
XAC1345、XAC29_06785、XACM_1328 三个蛋白分别存在于三株地毯草黄单胞菌柑桔类致病变种中，

XOO1879、PXO_01741、XOO_1775 (XOO 后带有下划线的代表 Xanthomonas oryzae pv. oryzae 
MAFF311018 菌株中基因编码的蛋白质，以下同)、XOC_3158 分别存在于四株水稻黄单胞菌致病变种中， 
 

 
Figure 2. Multiple sequence alignment of dual-domain proteins containing GGDEF and EAL domains 
图 2. GGDEF 和 EAL 双结构域蛋白多序列比对 
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Figure 3. Phylogeny and evolution studies of proteins containing GG(D/E)EF domains in 15 Xanthomonas strains            
图 3. 十五株黄单胞菌中含有 GG(D/E)EF 结构域蛋白的进化树分析                                              
 
XC_2946、XCC1294、xccb100_3008 分别存在于三株野油菜黄单胞菌野油菜致病变种中，XALc_0263、
XALc_2528、XALc_2745 均存在于甘蔗病原菌白纹黄单胞菌中，说明一些含有 GG(D/E)EF 结构域蛋白在

种内进化差异比种间进化差异小，进化比较保守。该结论进一步在蛋白 XOO_2627、PXO_00466、XOO2787、
XOC_1994(以红色标示)被分在同一分支中得到体现。以得到 100% Bootstrap 支持的蛋白 XC_0249、
XCR_4274、XCC0239、xccb100_0261、XFF4834R_chr02310、XACM_0244、XCAW_00658、XAC29_01325、
XAC0258、XCV0266 为例(见进化树的红色分支)，这十个蛋白分别存在于三株野油菜黄单胞菌野油菜致

病变种(XC、XCC、xccb100)，三株地毯草黄单胞菌柑桔类致病变种(XAC、XAC29、XACM)、柑桔黄单胞

柑桔亚种(XCAW)以及辣椒/番茄斑点病原菌野油菜黄单胞菌番茄致病变种(XCV)、甘蓝黑腐病原菌野油菜

黄单胞菌甘蓝致病变种(XCR)、菜豆细菌性疫病病原菌褐色黄单胞菌褐色亚种(XFF4834R)，而四株水稻黄 
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Figure 4. Phylogeny and evolution studies of proteins containing EAL domains in 15 Xanthomonas strains 
图 4. 十五株黄单胞菌中含有 EAL 结构域蛋白的进化树分析 

 
单胞菌致病变种中均没有聚类到该蛋白，说明在进化过程中，水稻黄单胞菌种该蛋白发生了较大变异，

而其他菌株中该蛋白较保守。另外，一株病原菌一般在一个分支上只有一个蛋白，但甘蔗病原菌白纹黄

单胞菌中的 XALc_0263、XALc_2528、XALc_2745 是特例，可能是进化过程中基因组重排所致。 
EAL 结构域蛋白进化树也可以得到类似的规律(图 4)。从进化树上看，侵染相同作物的菌株几乎都归

为一类(以红色分支为例)，且普遍得到较高的 Bootstrap 支持，说明 EAL 结构域蛋白比 GG(D/E)EF 蛋白

更加保守。但令人意外的是，甘蔗病原菌白纹黄单胞菌中的十四个蛋白(进化树上以红色标示)大多无法和

其他菌株聚为一类，这可能与该菌株偏爱含糖量较高的侵染对象甘蔗有关，这一特性可能导致其与其他

种进化关系较远。 
HD-GYP 结构域蛋白数量相对较少(图 5)，水稻黄单胞菌 XOC 中含有四个此类蛋白，从进化树中可 
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Figure 5. Phylogeny and evolution studies of proteins containing HD- 
GYP domains in 15 Xanthomonas strains 
图 5. 十五株黄单胞菌中含有 HD-GYP 结构域蛋白的进化树分析 

 
以看到，除 XC2333 蛋白外，这些蛋白明显聚为两类，说明含有该结构域的蛋白进化非常保守。 

从这三个进化图中可以看到：按照侵染对象划分的菌株大部分都分别聚类在一起，这说明大部分含

有这三个结构域的蛋白进化趋于保守。但也存在多个进化关系较远的蛋白，这可能与病原菌的习性多样

性和侵染对象的不同相关。不同的 GG(D/E)EF、EAL 和 HD-GYP 蛋白可能位于细胞中不同的“小室”中

[7]，从而更精确控制 c-di-GMP 浓度，提高菌体对信号感应的精确性，这种情况是细菌不断适应环境变

化的体现。 

3.3. 四株水稻黄单胞菌的共线性分析 

以四株水稻黄单胞菌为例，对其全基因组蛋白进行共线性分析，从图 6 可以看出：四株菌株的共线

性程度都很高，而左上菌株 Xanthomonas oryzae pv. oryzae MAFF311018 和左下菌株 Xanthomonas oryzae 
pv. oryzae KACC 10331 共线性程度更好，该结果也解释了这两株菌株中 GG(D/E)EF、EAL 和 HD-GYP
结构域蛋白数量高度一致以及进化树中多被归为一类的原因。 

3.4. 黄单胞菌中含有 GG(D/E)EF、EAL 及 HD-GYP 结构域蛋白的 COG 功能分析 

COG 功能注释分析主要有如下作用：1) 通过已知蛋白对未知序列进行功能注释；2) 通过查看指定

的 COG 编号对应的蛋白是否存在及具体数目，从而能推导特定的代谢途径是否存在；3) 每个 COG 编号

是一类蛋白，将查询序列和比对上的 COG 编号的蛋白进行多序列比对，能确定保守位点，分析其进化关

系。 
将这些含有 GG(D/E)EF、EAL 和 HD-GYP 结构域的蛋白进行 COG 功能分析，得到的结果见图 7。 
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Figure 6. Collinearity analysis of four Xanthomonas oryzaes trains 
图 6. 四株水稻黄单胞菌的共线性分析 

 

 
Figure 7. COG analysisof proteins containing GG(D/E)EF, EAL and HD-GYP domains in 15 Xanthomonas strains 
图 7. 十五株黄单胞菌中含有 GG(D/E)EF、EAL 和 HD-GYP 结构域蛋白 COG 功能分析 
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从图中可以看到：绝大多数蛋白都被注释为信号转导蛋白，从另一方面也说明该类蛋白功能保守。

还有部分蛋白参与转录和细胞运动，这与已经报道的 c-di-GMP 参与转录调节和细菌运动性相一致[23] 
[36]。 

3.5. 黄单胞菌中含有 GG(D/E)EF、EAL 及 HD-GYP 结构域蛋白的 GO 注释分析 

对含有 GG(D/E)EF、EAL 及 HD-GYP 结构域的蛋白进行 GO 注释分析，结果见图 8。被注释至 Cellular 
component 上的蛋白均含有跨膜结构域以及 HMAP linker 结构域，Marcos 等通过研究 GGDEF 和 EAL 双

结构域的蛋白 LapD 的晶体结构，发现 HAMP 通过形成 S 螺旋，抑制 c-di-GMP 与 EAL 结构域结合[37]。
被注释至 binding 的蛋白绝大多数都含有 GAF 结构域，GAF 结构域是一个真核和原核生物中都普遍存在

的典型信号感受结构域，能够结合 cAMP 和 cGMP [38]，GAF 能够感受氧化压力和营养胁迫的信号分子

MetO [39]和 NO 分子[40]。值得注意的是，NO 在真核宿主体内介导免疫系统的抗菌活性[41]。可以看出，

GAF 结构域多样性信号配体既包括了真核细胞中的信号分子也包括了细菌胞内的压力胁迫信号分子。因

此，病原菌中包含 GAF 结构域的蛋白质很有可能在胁迫应答以及与宿主相互作用中发挥潜在作用。常和

GG(D/E)EF、EAL 和 HD-GYP 一起出现的信号感受结构域还有 PAS、REC 等[7]。被注释至 Biological 
process 上的蛋白表明这些蛋白主要起着信号传导的作用，如参与双组分信号系统等，该结果与 COG 功

能分析的结果一致。 

4. 讨论 

c-di-GMP 是目前研究最为深入的核苷类第二信使，在细菌代谢调节中居于中心调节子的地位[42]。 
目前已经发现，c-di-GMP 可以调节细菌多种多样的生理活动。包括酶活性的变构调节；生物膜相关 

 

 
Figure 8. GO analysis of proteins containing GG(D/E)EF, EAL and HD-GYP domains in 15 Xanthomonas strains 
图 8. 十五株黄单胞菌中含有 GG(D/E)EF、EAL 和 HD-GYP 结构域蛋白 GO 功能分析 
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的胞外多糖、粘附因子等的合成与降解；通过调节鞭毛的合成与组装来调控细菌的运动状态；影响长期

存活及压力响应；调节病原菌的毒力因子的表达、宿主菌的免疫系统；影响细胞周期、分化与形态；调

节周质空间的蛋白酶活性、RNA 加工过程等[7] [42]，这些调节是与其受体直接相关的。已有的研究表明，

c-di-GMP 具有多种类型的受体(见图 9)，主要包括含 PilZ 结构域的蛋白(如 YcgR) [43] [44]、转录因子(如
WspR) [45]、TCS 中的组氨酸激酶(histidine kinase) (如 SgmT) [46]、多核苷酸磷酸化酶(PNPase) [47]、核

酸开关(riboswitch) [48]、具有 I位点的GG(D/E)EF结构域蛋白(如PleD) [34]以及退化的GG(D/E)EF和EAL
结构域蛋白(如 LapD)等[49]。这些受体中既有蛋白质也有 RNA，既有各种催化活性的酶也有调控类蛋白。

黄单胞菌属中目前发现的 c-di-GMP 的受体主要有：转录因子 Clp [50]、退化的 GGDEF-EAL 双结构域蛋

白 Filp [17]、PilZ 结构域蛋白 XC1028 [51]以及新发现的 YajQ 蛋白[23]。 
黄单胞菌属作为一类重要的作物病原菌，给人们造成很大的经济损失，第二信使分子 c-di-GMP 与该

属的侵染系统——III 型分泌系统(type III protein secretion system, TTSS)以及群体感应(quorum sensing, QS)
系统密切相关[52]。TTSS 和 QS 系统又与 c-di-GMP 介导的信号转导系统在诸多功能上存在着交叉，如菌

体的运动性、生物膜的形成以及毒力因子的产生等。因此，研究 c-di-GMP 的代谢网络和调控网络意义重

大。 
本文对十五株全基因组测序完成的黄单胞菌属菌株中含有这三个结构域的蛋白进行了比对搜索，发

现许多 Pfam 上注释出来的含有 GG(D/E)EF、EAL 或 HD-GYP 结构域的蛋白并不包含保守结构域，耻垢

分枝杆菌(Mycobacterium smegmatis MC2 155)中得 MSMEG_2774 即属于这类，该蛋白并不含有保守的

GG(D/E)EF结构域，我们通过体外酶活性验证，发现该蛋白没有合成 c-di-GMP 的活性，也不能和 c-di-GMP
结合。我们利用 HMMER 对 Pfam 数据库中注释出的含有 GG(D/E)EF、EAL 或 HD-GYP 的蛋白重新进行

了比对搜索，然后提取含有 GG(D/E)EF、EAL、HD-GYP 残基的蛋白进行了包括进化树、COG 分析及

GO 分析在内的生物信息学分析。 
总体来说，选取的十五株黄单胞菌中 GG(D/E)EF、EAL 或 HD-GYP 结构域的蛋白数目波动不大，四

株水稻黄单胞菌中的 GG(D/E)EF 结构域蛋白略少于其他菌株。XOC 菌株与其他三株水稻黄单胞菌差异较

大，通过基因组蛋白共线性分析，发现该菌株基因组蛋白共线性程度略低于其他三株，该现象也侧面说

明 GG(D/E)EF、EAL 或 HD-GYP 结构域的蛋白进化过程整体趋于保守。203 个 GG(D/E)EF 结构域蛋白

中，只有 64 个含有 GGDEF 结构域，另外约 2/3 的蛋白含有 GGEEF 结构域。通过进化树可以看出

GG(D/E)EF 结构域蛋白、EAL 结构域蛋白和 HD-GYP 结构域蛋白进化都比较保守。但是从进化树上可以

看到这些蛋白中也有部分变异较大，可能是病原菌针对不同的侵染对象长期选择进化的结果：在同种菌

体中定位不同的 DGC、PDE 或在不同种菌体中定位相同的 DGC、PDE 长期感受不同的外界信号刺激， 
 

 
Figure 9. The c-di-GMP effectors 
图 9. 目前已经发现的 c-di-GMP 的受体 
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发生自然选择所致。另外，结核分枝杆菌(M. tuberculosis)、牛分枝杆菌(M. bovis)、炭疽杆菌(Bacillus 
anthraci)等人与动物病原菌只含有少数几个 GG(D/E)EF、EAL 和 HD-GYP 结构域蛋白，远少于黄单胞菌

属等与植物相互作用的细菌，这可能与植物性病原菌生存条件更复杂、响应的信号更加多元相关。 
随着研究的深入，人们发现 GG(D/E)EF、EAL 和 HD-GYP 结构域蛋白可能不仅仅只行使合成酶或降

解酶作用。野油菜黄单胞菌中含有HD-GYP结构域的蛋白RpfG和组氨酸激酶RpfC组成一对双组分系统，

使毒力增强，胞外酶和生物膜的产生增加[15] [53] [54]。Xac 中含 HD-GYP 结构域的 RpfG 蛋白能够与

DGC 发生直接相互作用，从而调节 DGC 的功能[55]。Ryan 等研究发现 RpfG 能够和含有 GG(D/E)EF 结

构域的蛋白结合，通过 PilZ 蛋白 XC2249 来控制菌体运动[56]。所以，含有这三个结构域蛋白目前研究

得并不充分，除了行使其本身的酶的功能，可能也同时参与多种多样的生理调节，而且这些合成酶、降

解酶与其他信号调节的相互作用及其与致病性等的关系均有待于进一步研究与挖掘。 
总之，c-di-GMP 作为细菌中广泛存在的第二信使分子，在病原菌行使致病的调控网络中占有非常重

要的地位。通过深入研究，可为构建 c-di-GMP 介导的调控网络和寻找新的防治黄单胞菌的药物靶标奠定

良好的基础。 
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