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摘 要 铜绿假单胞菌(Pseudomonas aeruginosa)、荧光假单胞菌(Pseudomonas fluorescens)及恶臭假单胞菌

(Pseudomonas putida)是重要的致病菌与腐败菌，极易形成生物被膜，对人类健康和食品质量安全造成了严重

的危害。Pel胞外多糖是假单胞菌(Pseudomonas)生物被膜的重要组成部分，通过相应的 Pel系统进行合成和转

运。运用生物信息学分析技术对 Pel系统相关蛋白进行分析，有助于更好地理解假单胞菌生物被膜的形成机制。

本研究以 3种常见假单胞菌为研究对象，通过生物信息学分析技术，结合 ExPASy在线工具、SignalP 4.0 Server、

TMHMM-2.0、Phyre2等软件，分析了 3种假单胞菌 Pel胞外多糖转运系统相关蛋白 PelA-G的理化性质、信号

肽、跨膜区域以及三级结构和功能。结果表明，除 PelE和 PelG蛋白的理论等电点存在差异外，3种假单胞菌 Pel

系统的理化性质基本相同。荧光假单胞菌 PelA蛋白不含跨膜区，铜绿假单胞菌 PelE蛋白比另外两种菌多 1段

跨膜区，其他蛋白的跨膜区不存在明显差异。同源建模结果表明，3种菌 PelA-G蛋白的折叠方式相同，三维

结构能够高度重合，推测它们在 Pel胞外多糖转运过程中发挥着相同的功能。本研究从生物信息学的角度揭示

了 3种假单胞菌 Pel系统结构和功能上的共性，为该系统转运机制的进一步研究提供重要的数据基础。
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Abstract Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas fluorescens, and Pseudomonas putida are important pathogenic

and spoilage bacteria that can easily form biofilms causing serious harm to human health and food safety. Pel is an

important component in the Pseudomonas biofilm and translocation of it is proposed to occur via Pel exopolysac-

charide transport system. Analyzing proteins by bioinformatics in the Pel system contribute to understand the for-

mation mechanism of Pseudomonas biofilm betterly. In the study, we analyzed the physicochemical properties, sig-

nal peptides, transmembrane region and tertiary structure of PelA-G proteins of the Pel exopolysaccharides trans-

port system in three Pseudomonas species by ExPASy, SignalP 4.0 Server, TMHMM-2.0 and Phyre2. The results
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showed that the physicochemical properties of PelA-G proteins were almost the same in three Pseudomonas Pel

systems, except the theoretical isoelectric points of PelE and PelG proteins. P. aeruginosa PelA protein does not

contain a transmembrane region, and its PelE protein has one more transmembrane region compared to the other

two strains. Three strains had the same folding pattern and the three-dimensional structure could be highly overlap-

ping by homologous modeling, suggesting that they played the same function in the transport process of Pel ex-

opolysaccharides. This study revealed the similarities in structure and function of three Pseudomonas Pel systems

by bioinformatics and provided an important data basis for the further study on this transport system.

Keywords Pseudomonas; Pel exopolysaccharide transport system; Bioinformatics analysis; Tertiary structure and

protein function

假单胞菌(Pseudomonas spp.)属于需氧型革兰氏

阴性细菌，具有极其丰富的代谢类型，可广泛存在于

水源、土壤以及各类食品之中。该菌属中已知的物种

有 190余种，其中至少有 10余种能够导致人类或动

物患病，对人类健康与食品质量安全危害最为严重

的种类包括铜绿假单胞菌(Pseudomonas aeruginosa)、

荧光假单胞菌(Pseudomonas fluorescens)及恶臭假单

胞菌(Pseudomonas putida)等 (Wiens et al., 2014; Xu et

al., 2017; Liu et al., 2021)。生物被膜(Biofilm)被定义为

“微生物的聚集体”，是由细菌及其胞外聚合物组成

的多细胞群体(Costerton et al., 1999)。假单胞菌极易

形成生物被膜，被视为生物被膜研究的模式菌株 (Fux

et al., 2005)。其生物被膜的主要成分为胞外多糖、蛋

白质和核酸，这些成分决定了生物被膜的结构组成

和功能 (Siriken et al., 2021)。其中，胞外多糖是假单胞

菌生物被膜最为重要的组成部分，能增强菌体对外

界环境、抗菌剂和宿主防御的耐受性(Flemming and

Wingender, 2010)。

假单胞菌能产生 3 种不同的胞外多糖：Pel、Psl

以及褐藻胶 (Ryder et al., 2007)。其中，Pel是一种由N-

乙酰 -D- 氨基葡萄糖和 N- 乙酰基 -D- 半乳糖胺组

成的阳离子胞外多糖，是假单胞菌生物被膜形成必不

可少的成分，与该菌生物被膜厚度、粘附性和细胞聚

集性密切相关(Jennings et al., 2015)。参与 Pel多糖生

物合成和释放过程的系统主要由 PelA-G 7个蛋白构

成，包括存在于细胞周质空间中的伴侣蛋白 PelA

(王帅涛等, 2021)、细胞外膜上的 PelB (Marmont et al.,

2017a)、连接细胞内外膜的转运通道 PelC 和 PelE

(Whitfield et al., 2020)、细胞内膜上的 PelD (Whitney

et al., 2012)和 PelG (Franklin et al., 2011)，以及位于细胞

内的 PelF (Franklin et al., 2011)。现阶段，关于 Pel系统

的研究大多聚焦于铜绿假单胞菌(Colvin et al., 2012)，

目前仅有 PelA 糖苷水解酶域、PelC、PelB周质域和

PelD胞质域的结构被解析(Whitney et al., 2012; Mar

mon et al., 2017a)，仅有 PelA糖苷水解酶域和脱乙酰

酶域的部分功能被揭示(Colvin et al., 2013; Baker et al.,

2016)，对于整个 Pel系统结构与功能的全面研究尚属

空白，对于其他假单胞菌 Pel系统的研究也未见报道，

这大大限制了人们对于该系统的认知和理解。

合理运用生物信息学分析技术对多种假单胞菌

Pel系统相关蛋白的异同点进行比较分析，有助于更

好地理解该菌 Pel胞外多糖转运的过程与机制，以服

务于假单胞菌生物被膜形成机制的研究。因此，本研究

以 3种常见且危害较大的假单胞菌(铜绿假单胞菌、

荧光假单胞菌和恶臭假单胞菌)为研究对象，应用生

物信息学技术，对它们的 Pel胞外多糖转运系统中 7

个相关蛋白 PelA-G的理化性质、信号肽和跨膜区域进

行了探究，并根据 Phyre2在线分析软件揭示了各蛋白

的结构与功能，为后续 PelA-G蛋白的表达纯化、结构

解析、转运功能研究提供参考依据，为假单胞菌生物被

膜形成机制的进一步揭示提供可靠的数据支撑。

1结果与分析

1.1理化性质分析

本研究使用 ExPASy分析了铜绿假单胞菌PA14、

荧光假单胞菌NBRC15842和恶臭假单胞菌 JBC17的

Pel 胞外多糖转运系统相关蛋白 PelA、PelB、PelC、

PelD、PelE、PelF和 PelG的理化性质。

铜绿假单胞菌的 PelA-G蛋白的相对分子质量

分别约为 105、135、19、51、37、57、52 kD。荧光假单胞

菌的 PelA-G 蛋白的相对分子质量分别约为 104、

135、19、50、36、57、52 kD。恶臭假单胞菌的 PelA-G蛋

白的相对分子质量分别约为 105、136、19、50、36、56、

52 kD (图 1A)。

3种假单胞菌 Pel系统相关蛋白理化性质基本

相同：PelA均为碱性亲水蛋白，PelB和 PelC均为酸

性亲水蛋白，PelD均为酸性疏水蛋白，PelF均为酸性

亲水蛋白。但是，PelE和 PelG蛋白的理论等电点存在

差异，而铜绿假单胞菌和荧光假单胞菌的 PelE为碱性
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疏水蛋白，而恶臭假单胞菌的 PelE为酸性疏水蛋白；

铜绿假单胞菌和恶臭假单胞菌的 PelG为碱性疏水蛋

白，而荧光假单胞菌的 PelG为酸性疏水蛋白(图 1B)。

此外，3种假单胞菌 Pel系统相关蛋白的摩尔吸光系

数基本相同(图 1C)。

1.2信号肽和跨膜区分析

本研究进一步比较了 3种常见假单胞菌的 Pel

图 1 3种假单胞菌 Pel胞外多糖转运系统相关蛋白的理化性

质分析

注: A:化学式; B:理论等电点; C:摩尔吸光系数;橙色: 铜绿

假单胞菌 PA14；蓝色:荧光假单胞菌 NBRC15842; 紫色: 恶

臭假单胞菌 JBC17

Figure1 Physical and chemical properties of Pel extracellular

polysaccharide transport system interacting protein in three com-

mon Pseudomonas

Note: A: Chemical formula; B: Isoelectric point; C: Molar absor-

ption coefficient; Orange: Pseudomonas aeruginosa PA14; Blue:

Pseudomonas fluorescein NBRC15842; Purple: Pseudomonas

putida JBC17

胞外多糖转运系统相关蛋白的信号肽及跨膜区的差

异。结果表明，铜绿假单胞菌 PelA-G蛋白的信号肽

切割位点分别为 35、37、8、27、12、2、16 (表 1)；荧光

假单胞菌 PelA-G蛋白的信号肽切割位点分别为 21、

4、6、31、11、4、28；恶臭假单胞菌 PelA-G蛋白的信号

肽切割位点分别为 21、30、3、66、11、54、16。其信号肽

的序列比对结果显示(图 2)，3种假单胞菌 PelA蛋白

信号肽序列的相似度为 41.9%，PelB-G 蛋白的信号

肽序列存在高度相似性。3种假单胞菌 Pel 系统相

关蛋白的跨膜区分布具有一定程度的相似性：它们

的 PelB、PelD和 PelG蛋白分别存在 1个、3 个和 12

个跨膜区域，PelC 和 PelF 蛋白均不存在跨膜区域

(表 2)。不同之处在于：铜绿假单胞菌和恶臭假单胞

菌的 PelA蛋白存在 1个跨膜区域，分别位于 27~49

位和 13~35位氨基酸处，荧光假单胞菌的 PelA蛋白

不存在跨膜区域。此外，铜绿假单胞菌 PelE蛋白存

在 3个跨膜区域，而荧光假单胞菌和恶臭假单胞菌

的 PelE蛋白存在 2个跨膜区域。

1.3三级结构预测分析

通过对 3种假单胞菌的 PelA-G 蛋白序列进行

比对，发现它们序列的相似性分别为 75.51%、66.89%、

80.73%、74.15%、77.60%、78.45%、88.23%，表明 3 种

假单胞菌 PelA-G蛋白序列的相似度较高，可通过结

构预测进行综合比较分析，以揭示 3 种菌 Pel 系统

结构与功能的共性，并为后续 Pel 系统的结构解析

提供重要的数据支撑。因此，本研究进一步运用 Phy-

re2 对 3 种假单胞菌的 PelA-G 蛋白三级结构进行

预测(图 3)。

PelA为 Pel胞外多糖转运系统的伴侣蛋白，3种假

单胞菌的 PelA蛋白均含两个结构域：N端的糖苷水解

酶域与 C端的脱乙酰酶域。其N端的糖苷水解酶域，以

铜绿假单胞菌 PAO1糖苷水解酶域的结构[PDB:5tcb]

为模板进行同源建模，序列相似度分别为100%、65%和

66%。C端的脱乙酰酶域，以幽门螺杆菌(Helicobacter

pylori)肽聚糖脱乙酰酶域的结构[PDB:3qbu]为模板进

行同源建模，序列相似度分别为 15%、19%和 16%。

PelB和 PelC为 Pel胞外多糖转运系统的外膜蛋

白，3种假单胞菌的 PelB蛋白均含两个结构域：N端

的水解酶域和 C端的 β- 桶状结构。其 N端的水解酶

域，以酿酒酵母 (Saccharomyces cerevisiae) ski2-3-8

复合体的结构[PDB:4buj]为模板进行同源建模，序列

相似度分别为 14%、11%和 10%。C端为典型的 β- 桶

状结构，以细菌纤维素合酶外膜通道 BcsC蛋白的结

构[PDB:6tzk]为模板进行同源建模，相似度分别为
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图 2 3种假单胞菌 Pel胞外多糖转运系统相关蛋白的信号肽序列比对分析

注:深蓝色:同源性水平≥75%;蓝绿色:同源性水平≥50%

Figure 2 Alignment analysis of signal peptide sequence of Pel extracellular polysaccharide transport system interacting protein in three

common Pseudomonas

Note: Dark blue: Homology level≥75%; Turquoise: Homology level≥50%

表 1 3种常见假单胞菌 Pel胞外多糖转运系统相关蛋白的信号肽切割位点

Table1 Signal peptide cleavage sites of proteins associated with the extracellular polysaccharide transport system in three common

Pseudomonas

蛋白

Protein

PelA

PelB

PelC

PelD

PelE

PelF

PelG

铜绿假单胞菌 PA14

Pseudomonas aeruginosa PA14

35

37

8

27

12

2

16

荧光假单胞菌 NBRC15842

Pseudomonas fluorescens NBRC15842

21

4

6

31

11

4

28

恶臭假单胞菌 JBC17

Pseudomonas putida JBC17

21

30

3

66

11

54

16

12%、11%和 13%。Marmont等(2017b)的研究表明PelB

的 N端含 19个连续的 TPR结构基序，可作为该系

统中其余蛋白的结构支架。3种假单胞菌的 PelC均不

包含可识别的结构域，以金属还原土杆菌(Geobacter

metallireducens) PelC 蛋白的结构[PDB:5t0z]为模板

进行同源建模，相似度分别为 37%、37%和 36%。

PelD、PelE和 PelG为 Pel 胞外多糖转运系统的

内膜蛋白，3种假单胞菌的 PelD蛋白均含 1个结构

域，以铜绿假单胞菌 PAO1的 PelD蛋白胞质域的晶

体结构[PDB:4euv]为模板进行同源建模，相似度分别

为 99%、59%和 57%。3种假单胞菌的 PelE蛋白均含

1个结构域，以大肠杆菌 BepA蛋白的晶体结构(PDB:

6ait)为模板进行同源建模，相似度分别为 13%、15%和

14%。3种假单胞菌的 PelG蛋白含 1个结构域，以霍

乱弧菌(Vibrio cholerae) NorM蛋白的晶体结构[PDB:

3mku]为模板进行同源建模，相似度均为 14%。

PelF位于假单胞菌内膜内侧，3种假单胞菌的PelF

蛋白均含 1个GT-B折叠的糖基转移酶GT4家族结构

域，以拟南芥蔗糖合酶 1的晶体结构[PDB:3s29]为模板

进行同源建模，相似度分别为 16%、16%和 18%。

2讨论

生物信息学是一种高效的蛋白研究方法(童金蓉

等, 2020)，能分析蛋白的理化性质、信号肽、跨膜区和
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图 3 3种常见假单胞菌 Pel胞外多糖转运系统相关蛋白的三级结构

Figure 3 Tertiary structure of Pel exopolysaccharide transport system relative protein in three common Pseudomonas

表 2 3种常见假单胞菌 Pel胞外多糖转运系统相关蛋白的跨膜区域预测

Table2 Transmembrane region prediction of proteins associated with the extracellular polysaccharide transport system in three com-

mon Pseudomonas

蛋白

Protein

PelA

PelB

PelC

PelD

PelE

PelF

PelG

铜绿假单胞菌 PA14

Pseudomonas aeruginosa PA14

27~49

13~35

0

13~35, 62~81, 88~110

5~27, 31-53, 66~88

0

25~47, 62~84, 105~127, 137~156,

163~185,189~208, 228~245, 268~290,

337~359, 365~387, 394~416, 420~442

荧光假单胞菌 NBRC15842

Pseudomonas fluorescens NBRC15842

0

20~37

0

16~38, 58~80, 87~109

31~53, 66~88

0

25~47, 62~84, 104~126, 130~152,

159~181, 186~208, 228~245, 268~290,

330~352, 365~387, 394~416, 421~443

恶臭假单胞菌 JBC17

Pseudomonas putida JBC17

13~35

12~34

0

12~34, 54~76, 88~110

31~53, 66~88

0

25~47, 62~84, 105~127, 132~154,

159~181, 186~208, 228~245, 268~290,

330~350, 365~387, 394~416, 420~437

蛋白质的结构等，通过分析预测的结果可为后续蛋

白的结构和功能研究提供数据基础和科研思路(曹晓

宇等, 2020)。本研究首先分析了 3种假单胞菌 Pel胞

外多糖转运系统相关蛋白 PelA-G的理化性质、信号

肽和跨膜区分布。结果表明，除 PelE和 PelG蛋白的理

论等电点存在差异外，3种假单胞菌 Pel系统的理化

性质基本相同。荧光假单胞菌 PelA蛋白不含跨膜区，

铜绿假单胞菌 PelE 蛋白比另外两种菌多 1 段跨膜
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区，其他蛋白的跨膜区不存在明显差异。明晰这些蛋

白的理化性质、信号肽与跨膜区位置(王永刚等, 2018)，

有助于后续 PelA-G重组蛋白表达载体的设计和提

取纯化方式的选择，以更好地服务这些蛋白结构和

功能的研究(Kubicek et al., 2014)。

本研究进一步分析了 PelA-G 蛋白的三维结构

和功能，对其转运过程进行了全面的总结(图 4)。Pel

胞外多糖在假单胞菌的胞内形成，通过 Pel系统转运

至外膜外侧，成为该菌生物被膜构筑的核心骨架。位

于 3种假单胞菌胞内的 PelF蛋白，含有 1个 GT-B折

叠的糖基转移酶 GT4家族结构域(图 3F)，可以转移

UDP、ADP、GDP或 CMP连接糖，推测 PelF蛋白具有

糖基转移酶活性(Zheng et al., 2011)。

在细胞内膜上，3种假单胞菌的 PelD蛋白均含

有 1个 GGDEF域 (图 3D)，在该结构域中含 1个RX-

XD基序，可作为与环二鸟苷酸(c-di-GMP)特异性结

合的受体(Whitney et al., 2012)，调节假单胞菌 Pel胞外

多糖的产生。PelE蛋白中存在多个 TPR基序(图 3E)，

该基序是一个含有 34个氨基酸的重复序列，在大型蛋

白复合物组装中起着重要作用 (Shahrizal et al., 2019)，

促进内膜复合物 PelDEG的组装。PelG蛋白含有 1个

与 NorM蛋白相似的结构域(图 3G)，是多药和有毒

复合挤压(MATE)蛋白家族的成员(喻丝丝等, 2014)，

推测其可能在 Pel多糖通过内膜出口中发挥作用(He

et al., 2010)。

在周质空间中，3种假单胞菌的 PelA蛋白均含

2个结构域：N端的糖苷水解酶域与 C端的脱乙酰

酶域(图 3A)。由此推测，3种假单胞菌 PelA蛋白的

功能相近：在 Pel胞外多糖的转运过程中同时表现出

水解催化活性和脱乙酰化修饰作用。此外，若将其 N

端的糖苷水解酶域进行重组表达(Snarr et al., 2017)，

可能还具备靶向水解 Pel胞外多糖，破坏假单胞菌生

物被膜的潜力。

在细胞外膜上，3种假单胞菌的 PelB蛋白均含

2个结构域：N端的水解酶域和 C端的 β- 桶状结构

(图 3B)。PelB蛋白的 C端结构域中包含 1个 TPR结

构，推测其在 Pel系统中作为一个支架而存在，在周

质空间中通过与 PelA相互作用促进 Pel胞外多糖的

输出(Acheson et al., 2019)。3种假单胞菌的 PelC均

不包含可识别的结构域，研究表明，在 Pel胞外多糖

转运系统中，PelC以十二环状聚合物的形式存在，呈

现一个带负电的漏斗状结构(图 3C)，为 PelC单体，

将带正电荷的 Pel多糖牵引至 PelB的出口通道。

本研究同源建模结果表明，3种菌 PelA-G蛋白

的折叠方式相同，三维结构能够高度重合，推测它们

在 Pel胞外多糖转运过程中发挥着相同的功能。从生

物信息学的角度揭示了 3种假单胞菌 Pel系统结构

和功能上的共性，为该转运系统的进一步研究提供

重要的数据基础。

3材料与方法

3.1蛋白序列下载

在 NCBI的 Protein数据库中，选取铜绿假单胞菌

PA14、荧光假单胞菌 NBRC15842 和恶臭假单胞菌

JBC17为研究对象，这些菌株为假单胞菌中研究较为

广泛的菌株，具有完整的基因组信息，广泛应用于假

单胞菌生物被膜的研究(Sana et al., 2019)。下载这 3

种菌 Pel 胞外多糖转运系统相关蛋白 PelA、PelB、

PelC、PelD、PelE、PelF以及 PelG的氨基酸序列，其蛋

白质 ID如下：

铜绿假单胞菌 PA14: PelA (protein_id="EOT14-

801.1"); PelB (protein_id="EOT14800.1"); PelC (pro-

tein_id="EOT14799.1"); PelD (protein_id="EOT1479-

8.1"); PelE (protein_id="EOT14797.1"); PelF (pro tein_

id="EOT14796.1"); PelG (protein_id="EOT14795.1")。

荧光假单胞菌 NBRC15842: PelA (protein_id:

"GED73779.1"); PelB (protein_id: "GED73778.1"); PelC

(protein_id: "GED73777.1"); PelD (protein_id: "GED73-

776.1"); PelE (protein_id: "GED73775.1"); PelF (pro-

图 4 3种常见假单胞菌 Pel胞外多糖转运系统相关蛋白的转

运过程

Figure 4 Transport processes of proteins associated with three

common Pseudomonas Pel extracellular polysaccharide transport

systems
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tein_id: "GED73774.1"); PelG (protein_id: "GED737-

73.1")。

恶臭假单胞菌 JBC17: PelA (protein_id: "AWY42-

675.1"); PelB (protein_id: "AWY42676.1"); PelC (pro-

tein_id: "AWY42677.1"); PelD (protein_id: "AWY426-

78.1"); PelE (protein_id: "AWY42679.1"); PelF (pro-

tein_id: "AWY42680.1"); PelG (protein_id: "AWY42-

681.1")。

3.2蛋白理化性质、信号肽及跨膜区分析

运用 ExPASy 在线软件 (http://web.expasy.org/

protparam/) (Artimo et al., 2012)分析铜绿假单胞菌PA-

14、荧光假单胞菌 NBRC15842和恶臭假单胞菌JBC-

17 的 Pel 胞外多糖转运系统相关蛋白 PelA、PelB、

PelC、PelD、PelE、PelF和 PelG的分子结构式、相对分子

质量、理论等电点和摩尔吸光系数等一系列理化性质。

运用 SignalP 4.0 Server 在线软件 (http://www.

cbs.dtu.dk/services/SignalP-4.0/) (Owji et al., 2018) 分

析铜绿假单胞菌 PA14、荧光假单胞菌 NBRC15842和

恶臭假单胞菌 JBC17的 Pel胞外多糖转运系统相关

蛋白的信号肽。

运用 TMHMM-2.0 (http://www.cbs.dtu.dk/servi-

ces/TMHMM-2.0/) (Chen et al., 2014)分析铜绿假单胞

菌 PA14、荧光假单胞菌 NBRC15842和恶臭假单胞菌

JBC17的 Pel胞外多糖转运系统相关蛋白的跨膜区

位置及数量。

3.3蛋白结构和功能分析

运用 Phyre2 在线数据库 (http://www.sbg.bio.ic.

ac.uk/phyre2/html/page) (Kelley et al., 2015)对铜绿假

单胞菌 PA14、荧光假单胞菌 NBRC15842和恶臭假单

胞菌 JBC17的 Pel胞外多糖转运系统相关蛋白进行

同源建模，预测 PelA-G蛋白的三级结构及功能域。
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