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摘  要：食线虫真菌是一类土壤微生物，作为线虫的天敌，它们对于维持线虫在土壤生态环境

中的种群动态平衡发挥着十分重要的作用。食线虫真菌通过形成特殊的捕食器官或产生毒素等

方式来捕捉和杀死线虫。丝氨酸蛋白酶是食线虫真菌侵染线虫的重要毒力因子，近年来，研究

人员对不同食线虫真菌来源的致病相关丝氨酸蛋白酶进行了大量的研究，尤其在丝氨酸蛋白酶

的晶体结构和分子进化方面的研究取得了较大的进展。本文对食线虫真菌致病相关丝氨酸蛋白

酶的生物化学性质和功能进行了系统的总结，对丝氨酸蛋白酶的晶体结构、催化机制及分子进

化等最新的进展进行了评述。 
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Abstract: Nematophagous fungi are an important group of soil microoganisms, which serve as 
natural enemies of nematodes and play important roles in maintaining nematode population 
dynamics in natural environments. Nematophagous fungi can attack and kill nematodes through 
producing specialized capturing devices, or toxins. Serine proteases are important virulence factors 
involved in the pathogenicity of nematophagous fungi infect against nematodes. Recently, 
pathogenicity-related serine proteases from different nematophagous fungi have been extensively 
characterized, especially, greater progress have been made in their crystal structure and molecular 
evolution. Here, the biochemical properties and functions of the pathogenicity-related serine 
proteases in nematophagous fungi were summarized, and the latest progress about their crystal 
structure, catalytic mechanism and molecular evolution were reviewed. 
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线虫属于线虫动物门 (Aschelminthes)线虫纲

(Nematoda)，是动物界中数量最多的种类之一，寄

生于动植物，或自由生活于土壤、淡水和海水环

境中，绝大多数营自由生活，只有极少部分寄生

于人体并引起疾病[1]。作物病原线虫危害非常严

重，全球每年因作物病原线虫所引起的农作物经

济损失高达 1 570 亿美元[2]。传统的化学农药毒性

高，长期不合理使用易造成过度依赖、农药残留

等问题，使得农产品和环境污染现象日益突出[3]。

食线虫真菌作为线虫的天敌之一，是自然界中控

制、平衡和调节线虫种群数量的重要生物因子，

也是研究开发生物杀线虫制剂的主要来源[4]。依据

侵害线虫的习性差异可以把它们分为捕食线虫真

菌 (Trapping fungi)、内寄生真菌 (Endoparasitic 

fungi)、机会真菌(Opportunistic fungi)和产毒真菌

(Toxin-producing fungi)四大类群[5]。食线虫真菌侵

染线虫主要包括以下步骤： (1) 吸引和识别；   

(2) 捕捉和黏附；(3) 侵入；(4) 固定和消解线虫[6]。

侵染过程不仅需要真菌自身的机械作用，同时还

有胞外水解酶的参与，包括蛋白酶(尤其是枯草杆

菌素丝氨酸蛋白酶)、几丁质酶和胶原酶等[7]。 

线虫表皮主要由蛋白质组成，是它与体外环

境隔绝的屏障，也是食线虫真菌侵染线虫时需要

突破的第一道关卡，因此蛋白酶在食线虫真菌侵

染线虫过程中显得尤为重要 [8]。前期的研究发

现，食线虫真菌产生的丝氨酸蛋白酶在侵染线虫

的过程中发挥着重要的作用，它们能够降解线虫

的体壁和消化线虫[7,9]。1990年从线虫内寄生真菌

萨克拉普可尼亚菌(Verticillium suchlasporium, syn. 

Pochonia suchlasporia)中分离得到第一个致病相关

丝氨酸蛋白酶 P32[10]。随后，更多的致病相关丝氨

酸蛋白酶也陆续在其它食线虫真菌中被分离和鉴

定[11]，同时丝氨酸蛋白酶的结构和功能研究也不

断地得到深入[12-13]，本文对食线虫真菌致病相关

丝氨酸蛋白酶的生物化学性质和功能进行了系统

的总结，尤其对最近几年的研究进展包括丝氨酸

蛋白酶的晶体结构和作用机制，以及丝氨酸蛋白

酶的分子进化和正选择作用等进行了探讨。 

1  食线虫真菌致病相关丝氨酸蛋白酶的生
物化学性质和功能 

1.1  丝氨酸蛋白酶的生物化学性质 

丝氨酸蛋白酶是一类重要的蛋白酶家族，它

们的活性中心由丝氨酸、组氨酸和天冬氨酸组

成，能够水解大分子蛋白质的肽键，使之断裂成

为小分子的多肽和氨基酸。丝氨酸蛋白酶的生物

学功能多样，同时它们还是细菌和真菌病原对抗

昆虫、线虫甚至脊椎动物的重要致病因素[14]。丝

氨酸蛋白酶是一种重要的胞外酶，大量产生于病

原 真 菌 ， 如 植 物 病 原 真 菌 棉 花 黄 萎 病 菌

(Verticillium dahliae)[15]和昆虫病原真菌金龟子绿僵

菌(Metarhizium anisopliae)[16]。它通常被划分为两

个 蛋 白 超 家 族 ： 胰 凝 乳 蛋 白 酶 超 家 族

(Chymotrypsin superfamily)和枯草杆菌素超家族

(Subtilase superfamily)。根据序列同源性和功能相

似性，每个超家族又被划分为不同的蛋白家    

族[14]。目前已经从多种食线虫真菌中分离得到了

蛋白酶K家族(Protease K family)的丝氨酸蛋白酶。

蛋白酶 K 家族是枯草杆菌素丝氨酸蛋白酶超家族

中一类重要的蛋白家族[17]。 

1990年，从萨克拉普可尼亚菌(P. suchlasporia)

中鉴定出首个致病相关丝氨酸蛋白酶 P32[10]。随

后 ， 又 分 别 从 捕 食 线 虫 真 菌 少 孢 节 丛 孢

(Arthrobotrys oligospora)和线虫内寄生真菌厚垣普

可尼亚菌(Pochonia chlamydosporia)中分离和鉴定

出2种丝氨酸蛋白酶PII[18]和VCP1[19]。目前，已从

不同的食线虫真菌包括淡紫拟青霉(Paecilomyces 

lilacinus)、刀孢轮枝菌(Lecanicillium psalliotae)、

粉红螺旋聚孢霉(Clonostachys rosea)、中华被毛孢

(Cordyceps sinensis)和洛斯里被毛孢 (Hirsutella 

rhossiliensis)等中鉴定出 20 多种致病相关丝氨酸蛋

白酶 (如 pSP-3、Ver112、 PrC、Csp1 和 Hnsp

等)[9,20]。表 1显示了不同食线虫真菌来源的致病相

关丝氨酸蛋白酶的部分生物化学性质。 
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表 1  食线虫真菌致病相关丝氨酸蛋白酶的部分生物化学性质 
Table 1  Biochemical characterization of pathogenicity-related serine proteases isolated from nematophagous fungi 

蛋白酶 

Proteases 

食线虫真菌 

Nematophagous fungi 

分子质量 

Molecular 
weights (kD)

抑制剂 

Inhibitors 

最适 pH 

Optimal pH 

等电点 

Isoelectric 
point (pI)

参考文献

Refrences

PII 少孢节丛孢 Arthrobotrys oligospora 35.0 PMSF, Chymostatin 7.0–9.0 4.6 [18] 

Aoz1 少孢节丛孢 A. oligospora 38.0 PMSF, SSI 6.0–8.0 4.9 [21] 

rexAoz1 少孢节丛孢 A. oligospora 50.0 – 8.5 – [22] 

reP186 少孢节丛孢 A. oligospora 33.0 PMSF 8.0 – [23] 

Ac1 圆锥节丛孢 A. conoides 35.0 PMSF 7.0 – [24] 

AmSP1 弯孢节丛孢 A. musiformis 41.9 – 6.5 − [25] 

Mlx 小舟单顶孢Monacrosporium microscaphoides 39.0 PMSF 9.0 6.8 [26] 

Mc1 囊孢单顶孢M. cystosporium 38.0 PMSF 7.0–9.0 – [27] 

Mt1 奇妙单顶孢M. thaumasium 40.0 PMSF 7.0–8.0 – [28] 

Ds1 狮子山隔指孢 Dactylella shizishanna 32.0 PMSF 10.0 − [29] 

Dv1 异形隔指孢 D. varietas 30.0 PMSF 8.0 – [11] 

PrD1 Dactylellina cionopaga 45.0 – 5.0 – [30] 

Df1 Duddingtonia flagrans 38.0 PMSF 8.0 – [31] 

P32 萨克拉普可尼亚菌 Pochonia suchlasporia 32.0 PMSF, pCMB 8.5 − [10] 

VCP1 厚垣普可尼亚菌 P. chlamydosporia 33.0 PMSF 10.2 10.2 [19] 

pSP-3 淡紫拟青霉 Paecilomyces lilacinus 33.5 PMSF 10.3 10.2 [32] 

Ver112 刀孢轮枝菌 Lecanicillium psalliotae 32.0 PMSF 10.0 10.2 [33] 

PrC 粉红螺旋聚孢霉 Clonostachys rosea 33.0 PMSF 9.0–10.0 10.0 [34] 

Csp1 中华被毛孢 Cordyceps sinensis 36.0 PMSF 7.0 – [35] 

Csp2 中华被毛孢 C. sinensis 35.0 PMSF 7.0 – [35] 

Hnsp 洛斯里被毛孢 Hirsutella rhossiliensis 32.0 PMSF 7.0 – [36] 

Hasp 洛斯里被毛孢 H. rhossiliensis 33.0 PMSF 9.0 – [37] 

注：PMSF：苯甲基磺酰氟，丝氨酸蛋白酶的专一性抑制剂；SSI：链霉菌枯草杆菌蛋白酶抑制剂；pCMB：对氯汞苯甲酸. −：文献

中没有报道. 
Note: PMSF: Phenylmethanesulfonyl fluoride; SSI: Streptomyces subtilisin inhibitor; pCMB: 4-Chloromercuribenzoic acid. −: No reported 
in the references. 

 

不同食线虫真菌来源的致病相关蛋白酶对丝

氨酸蛋白酶专一性抑制剂 PMSF 具有高度的敏感

性，它们具有相近的分子量 (约 32.0−45.0 kD)   

(表 1)，能利用多种蛋白质作为底物，如酪蛋白、

明胶和线虫表皮等[9,16]。同时，从捕食线虫真菌中

分离的蛋白酶 PII (A. oligospora)[18]、Aoz1 (A. 

oligospora)[21]、Mlx (M. microscaphoides)[26]和 Dsl 

(D. shizishanna)[29]的最适 pH和等电点(pI)值相对较

低，而从内寄生真菌分离的蛋白酶 P32 (P. 

rubescens)[10]、VCP1 (P. chlamysporia)[19]、pSP-3 

(P. lilacinus)[32]、Ver112 (L. psalliotae)[33]和 PrC (C. 

rosea)[34]的最适 pH 和 pI 值较高。近期的研究发

现，较高的 pI 值有利于蛋白酶自身的水解活性，

并在酶与线虫表皮结合过程中起到了重要的作  

用[20]。根据生物化学性质可以将来源不同的致病

相关丝氨酸蛋白酶分为两大类：一类是捕食线虫

真菌产生的蛋白酶，另一类是内寄生真菌产生的

蛋白酶[20]。一致性比较发现，捕食线虫真菌产生

的丝氨酸蛋白酶之间的氨基酸一致性高于捕食线

虫真菌与内寄生真菌或机会病原真菌所产生蛋白

酶的序列一致性[9,20]。 

近期的研究发现，食线虫真菌对不同种类的
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线虫表现出不同的杀线虫活性，同时来源于不同

真菌的致病相关丝氨酸蛋白酶对不同线虫的作用

效果也不一致，说明真菌对线虫的侵染在一定程

度上依赖于所产生的丝氨酸蛋白酶的性质[20,26]，依

据这一特性，可以选择不同的食线虫真菌防治不同

的线虫病害，提高生防制剂的杀线虫效率。 

1.2  丝氨酸蛋白酶的功能 

食线虫真菌侵染线虫时必须首先突破线虫体

壁这一天然屏障，前期的研究表明丝氨酸蛋白酶

等胞外酶作为一种重要的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[9,20]。少孢节丛

孢(A. oligospora)是一种典型的捕食线虫真菌，产

生一种特殊的捕食器官三维菌网捕捉线虫，当菌

丝黏附于线虫体表时，菌丝会分泌胞外酶降解线

虫表皮[18,38]。1994年，Tunlid等证实了胞外丝氨酸

蛋白酶 PII不仅能够固定全齿复活线虫(Panagrellus 

redivius)，而且能够水解线虫表皮的蛋白质 [18]。

2002年，Åhman等构建了含有多拷贝 PII蛋白酶编

码基因的突变株，检测结果表明 PII 基因的多拷贝

突变株具有更高的杀线虫能力，说明在少孢节丛

孢侵染线虫过程中，丝氨酸蛋白酶 PII 起到了重要

的作用[39-40]。最近，云南大学杨金奎等对少孢节

丛孢的全基因组进行了测序，发现了 24 个基因编

码枯草杆菌素丝氨酸蛋白酶，其中有 20 个属于蛋

白酶 K 家族，蛋白酶 K 家族又可细分为 4 个亚家

族，其中丝氨酸蛋白酶 P186、P233 和 P12 与 PII

聚类形成一个进化分支。这些蛋白酶在少孢节丛

孢侵染线虫过程中可能具有相似的生物学功    

能[41]。为了进一步验证以上的推测，利用同源重

组技术敲除蛋白酶 P186 的编码基因并进行生物测

定，发现在侵染初期(24 h以前)突变菌株的杀线虫

速率下降，表明除了 PII，其它的蛋白酶如 P186等

在捕食线虫真菌致病过程中也发挥着重要的作  

用[41]。最近，Zhao 等扩增得到少孢节丛孢丝氨酸

蛋白酶P186的基因序列，插入pPIC9K载体在毕赤

酵母中成功表达，纯化后的蛋白酶 reP186 能够降

解包括酪蛋白等多种蛋白质底物，并能有效降解

线虫表皮层，破坏线虫组织器官结构，甚至杀死

线虫[23]。同时，Wang 等从少孢节丛孢中扩增得

到丝氨酸蛋白酶 Aoz1 的编码基因，并在毕赤酵

母中表达。这种重组蛋白酶XAoz1对秀丽隐杆线

虫(Caenorhabditis elegans)和寄生于动物的捻转

血矛线虫(Haemonchus contortus)均表现出较强的

杀线虫活性，它能够黏附于线虫表皮，固定线虫

并且降解线虫的体壁，有助于菌丝的侵入 [22]。

以上研究都进一步证实了丝氨酸蛋白酶 PII 和

Aoz1 等在真菌侵染线虫的过程中发挥着十分重

要的作用。 

内寄生真菌和机会病原真菌通过寄生线虫的

卵、孢囊和游离线虫实现对线虫的侵染 [20]。

1995 年，从淡紫拟青霉(P. lilacinus)的发酵液中纯

化得到丝氨酸蛋白酶 pSP-3，pSP-3 严重影响线虫

卵的孵化率，对不成熟的线虫卵的作用更为明

显，但对已孵化的线虫没有明显的影响，说明

pSP-3 可能在侵染线虫卵的过程中起作用。透射电

镜观察发现 pSP-3和淡紫拟青霉产生的几丁质酶单

独作用或协同作用均能改变线虫卵壳结构，蛋白

酶处理使得线虫卵壳的内脂质层解体，中间几丁

质层变薄[32]。刀孢轮枝菌(L. psalliotae)是一种重要

的内寄生真菌，从该菌中分离得到一种丝氨酸蛋

白酶 Ver112，与其它的丝氨酸蛋白酶相似，Ver112

能够降解多种蛋白质底物，但 Ver112 纯酶的水解

活性高于 PII。分别用丝氨酸蛋白酶 Ver112 和 PII

处理全齿复活线虫，前者 12 h的致死率高达 81%，

后者 20−22 h 后仅有 71%的线虫被固定[13,33]。洛斯

里被毛孢(H. rhossiliensis) OWVT-1 能产生两种胞

外丝氨酸蛋白酶 Hasp和 Hnsp，它们都能杀死大豆

孢囊线虫(Heterodera glycines)的幼虫并且能够降解

线虫的体壁蛋白[36-37]。 

2008年，Zhang等从中华被毛孢(C. sinensis)中

克隆得到两个丝氨酸蛋白酶(csp1 和 csp2)，并在毕

赤氏酵母中表达，生防活性测定实验表明 csp1 和

csp2 能够降解蝙蝠蛾(Hepialus sp.)幼虫的体壁蛋  

白[35]。拟康氏木霉(T. pseudokoningii) SMF2可有效
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抑制植物病原真菌的生长，从 SMF2发酵液中纯化

得到一种分子量为 31 kD的丝氨酸蛋白酶(SprT)，

最适反应 pH和温度分别为 8.5和 60−65 °C。SprT

可降解牛血清白蛋白、溶菌酶和明胶等的蛋白质

底物；同时，它还具有较强的杀线虫活性，线虫的

表皮经过蛋白酶 SprT 处理后明显皱缩，SprT 还能

够杀死根结线虫的幼虫，并且能够抑制线虫卵的 

孵化[42]。 

最近，云南大学邹成钢等对粉红螺旋聚孢霉

(C. rosea)的胞外丝氨酸蛋白酶 PrC的表达调控进行

了较为深入的研究。发现 PrC基因受到环境 pH的

调控，在碱性 pH下 PrC基因的表达上调，而在酸

性 pH下 PrC基因的表达被抑制。在 PrC基因的启

动子上有两个pH转录因子PacC的结合元件，敲除

PacC 基因导致粉红螺旋聚孢霉对线虫的侵染能力

下降，说明pH转录因子PacC在真菌侵染线虫的过

程中起正调节作用[43]。同时，PrC基因的表达还受

到氮源的调控，谷氨酸等容易被真菌利用的氮源

抑制PrC基因的表达，线虫表皮和表皮降解产物能

促进PrC基因的表达[44]。此外，PrC基因的表达还

受到氧化压力等环境条件的调控，氧化剂和热激

处理能显著诱导PrC基因的表达。氧化剂和热激通

过诱导氧化应激，抑制真菌孢子萌发，在线虫体

壁的存在下，这种抑制作用被部分解除。进一步

研究表明，在线虫体壁的存在下，氧化剂和热激

处理的孢子中的活性氧自由基水平显著降低，这

可能是由于线虫体壁的降解产物能够通过除去活

性氧发挥保护功能 [45]。以上研究不仅说明蛋白

酶 PrC 能够降解线虫表皮帮助真菌侵染线虫，也

揭示了食线虫真菌适应环境压力的一种新的生存

策略。 

2  食线虫真菌致病相关丝氨酸蛋白酶的晶
体结构和催化机制研究 

一些病原真菌不仅可以侵染昆虫和线虫，同

时也能感染人类，如淡紫拟青霉(P. lilacinus)[46]。

因此，研究食线虫真菌丝氨酸蛋白酶晶体结构及

其作用机制不仅为提高食线虫真菌的线虫生防效

率，同时也可以促进人体病原菌的致病机制研

究，在临床治疗上还能提供对抗病原真菌的治疗

药物靶位点[46]。近年来，云南大学梁连铭等对两

种食线虫真菌丝氨酸蛋白酶Ver112 (L. psalliotae)和

PL646 (P. lilacinus)的晶体结构、底物偏好性和催

化机制进行了深入的研究[12]。通过悬滴气相扩散

结晶法获得蛋白酶 Ver112 和 PL646 的晶体，并通

过浸泡法获得蛋白酶和抑制剂的复合物结晶。X-

衍射结果表明，蛋白酶 Ver112 和 PL646 的分辨率

分别达到 1.6 Å (Ver112)和 2.1 Å (PL646)。两个蛋

白酶都是球形蛋白，具有 6个 α螺旋，一个 7股平

行 β折叠片，两个 2股反平行 β折叠片组成，另外

Ver112 有一个 3/10 螺旋。Ver112 的底物结合区主

要由两段氨基酸残基 103−107 和 135−139 组成。

Asp41、His72和 Ser227组成了 Ver112的催化三聚

体。此外，它们都含有一个保守的 Ca2+结合位

点，Ca2+的存在可增强蛋白酶的热稳定性[12]。 

对食线虫真菌来源的体壁降解丝氨酸蛋白酶

PL646 (ABO32256)、Ver112 (AAU01968)、VCP1 

(CAD20580)、Pr1A (P29138)和白色念球菌

(Tritirachium album)蛋白酶 K (ProK，P06873)进行

了序列比对，发现它们具有较高的序列相似性

(>60%)[12]。将 Ver112、PL646和 ProK的结构进行

重叠比对，发现它们具有相似的折叠结构，非重

合区仅存在于一些表面环区(图 1A)。同时，对 3种

蛋白酶的底物结合位点进行比较，发现主要的差

异在于底物结合区的 S1口袋和 S4口袋的氨基酸残

基(图 1B)。对于 S1 口袋，其 165 位(序号对应

PL646)氨基酸在 ProK 中是 Asn，而在 Ver112 和

PL646 是 Asp。通过比较 Asn 和 Asp 在 ProK、

PL646和Ver112三维结构中的构象，发现二者的侧

链具有相似的立体化学取向，即侧链均指向 S1 口

袋内部。Asp 在中性环境中携带两个负电荷，因此

使得 Ver112和 PL646的 S1口袋表现出更强的负电

特征，这一负电特征可能与其功能相关。对于 S4

口袋，氨基酸残基变化发生在 106、107、110、 
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图 1  体壁降解蛋白酶的结构比较[12] 
Figure 1  Structural comparison of cuticle-degrading proteases[12] 

注：A：Ver112 (红色)、PL646 (青色)和 ProK (黄色)的超折叠结构比较；这 3种酶的结构非常相似，除了一些暴露于表面的环结构，

如 N、C末端(i)，这些结构位于 β4与 α3之间(ii)，以及 α6与 α7之间(iii). B：Ver112 (红色)、PL646 (青色)和 ProK (黄色) S1和 S4口

袋残基的差异，PL646中氨基酸变化的位置已被标记出来，相应的残基以“棒”状结构表现. 
Note: A: Superposition of the structures of Ver112 (magenta), PL646 (cyan), and ProK (yellow); Structures of the three enzymes are 
essentially identical, except for some surface-exposed loops such as the N and C termini (i), and those located between β4 and α3 (ii), and 
between α6 and α7 (iii). B: Differences in residues in the S1 and S4 pockets between Ver112, PL646, and ProK. Positions involved in amino 
acid variations are labeled (PL646 numbering); Corresponding residues are shown as sticks. 

 
139和 144位(PL646序号)。ProK的 106位是Gln，

而在 Ver112和 PL646是 Ser，Ser的侧链尺寸小于

Asn侧链，因此 Ver112和 PL646相比 ProK而言，

其S4口袋更大[12]。为了比较以上 3种蛋白酶的催化

特点，梁连铭等在经典蛋白酶底物 Suc-AAPF-pNA

的基础上突变单个氨基酸获得了一些新的四肽底

物，分别测定了 3个蛋白酶对这些底物的酶动力学

参数。实验结果证实了底物结合位点氨基酸残基

的变化确实影响蛋白酶对不同多肽底物的催化活

性。同时，这些蛋白酶具有较大的底物结合口

袋，且 S1口袋为疏水性口袋，因此对 P1位点为大

型疏水残基(如苯丙氨酸)的底物较为偏好。此外，

S4口袋虽然比 S1口袋小，但它仍然能够容纳较大

的残基侧链。原因可能是大的 P4 残基侧链能够与

S4 口袋残基形成更多的非共价键作用，如氢键、

疏水作用和范德华力[12-13]。 

在 Ver112 和 PL646 等碱性蛋白酶中，有 5 个

保守的半胱氨酸(Cys)，其中 4 个组成了两个二硫

键。在中性蛋白酶中只有一个保守的 Cys，不能形

成二硫键。因此，源于线虫/昆虫寄生真菌的碱性

蛋白酶有两个保守的二硫键，而源于捕食线虫真

菌的中性蛋白酶没有二硫键。蛋白质分子中的二

硫键一般是起稳定蛋白构象的作用。为了检验碱

性蛋白酶中二硫键所起的作用，构建了 3个Ver112

的突变体，分别打断了一个或同时打断两个二硫

键；并对 PII、Ver112 以及它的 3 个突变体进行了

动力学模拟，结果表明二硫键能够稳定其周围的

局部构象；而中性蛋白酶 PII不像 Ver112具有二硫

键，因此需要其它结构因素来稳定蛋白的局部构

象。从对模拟的动态轨迹分析中发现，PII 具有比

Ver112更多的氢键和天然连接数(Number of natural 

contacts，NNC)。因此氢键和 NNC可能是 PII等中

性蛋白酶中稳定局部构象的主要因素。进一步的

研究发现二硫键还能够增加底物结合区 S1和 S4口

袋的柔性，该结果可以解释为什么碱性蛋白酶比

中性蛋白酶有更好的底物亲和力和催化活性[13]。

梁连铭等还进一步对食线虫真菌丝氨酸蛋白酶的

分子表面电势进行了分析，结果表明中性蛋白酶

活性中心主要带负电荷，而碱性蛋白酶活性中心

主要带正电荷。以前的研究表明线虫体壁带有大

量的负电荷，且不易被中和[47]。因此，蛋白酶表

面的带电性质可能直接影响到线虫体壁对蛋白酶
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分子的吸引和催化活性。Ver112和PL646等碱性蛋

白酶带有较多的正点荷，因此它们可能更易受到

线虫体壁的吸引，导致它们降解体壁的效率比中

性蛋白酶更高。 

3  食线虫真菌致病相关丝氨酸蛋白酶的进
化分析 

通常，食线虫真菌和昆虫病原真菌产生的致

病相关丝氨酸蛋白酶统称为体壁降解蛋白酶，它

们都参与到侵染、消化线虫和昆虫体壁的过    

程[9,20]。系统进化分析表明，这些不同来源的蛋白

酶聚类形成两个分支，捕食线虫真菌产生的丝氨

酸蛋白酶聚类形成一个独立的分支；而线虫内寄

生真菌和昆虫病原真菌产生的丝氨酸蛋白酶聚在

一起形成一个独立的分支[17,20]。尽管昆虫病原真

菌和食线虫真菌存在种属间差异，但昆虫病原真

菌和内寄生线虫真菌所分泌的胞外丝氨酸蛋白酶

都已经被证实具有降解宿主体壁功能，并且两者

具有较高的序列相似性[9,39-40]。2010年，Li等用昆

虫病原真菌和食线虫真菌分别对线虫卵和昆虫卵

进行侵染实验，结果显示这两类病原真菌都能侵

染线虫和昆虫的体壁[17]。此外，用内寄生线虫真

菌淡紫拟青霉(P. lilacinus)产生的枯草杆菌素丝氨

酸蛋白酶 PSP-3进行了生防活性测定实验，结果表

明PSP-3能够降解昆虫和线虫体壁[17]，说明内寄生

线虫真菌和昆虫病原真菌对线虫和昆虫的侵染机

制相类似。 

最近，李娟等对来源于少孢节丛孢的 15 条丝

氨酸蛋白酶进行了适应性进化分析，结果表明捕

食线虫真菌致病相关丝氨酸蛋白酶至少在进化的

早期受到了正选择压力的作用[17]，据此推测枯草

杆菌素丝氨酸蛋白酶基因曾在正选择的作用下快

速进化出降解体壁的功能，以帮助捕食线虫真菌

更好地完成对线虫的侵染。尽管捕食线虫真菌和

线虫内寄生真菌都能产生体壁降解丝氨酸蛋白

酶，但是它们却聚类在不同的系统进化分支    

上[9,17,20]。捕食线虫真菌侵染线虫时，菌丝能够特

化形成捕食器官帮助真菌固定线虫，同时分泌丝

氨酸蛋白酶对线虫体壁的蛋白质进行降解，从而

获得营养并帮助真菌侵染线虫[9,17]；线虫内寄生真

菌不能产生捕食器官，它们主要依赖于产生的胞

外酶(如丝氨酸蛋白酶)作为毒力因子去侵染和消化

线虫的表皮，因此胞外丝氨酸蛋白酶和捕食器官

的协同作用可能使捕食线虫真菌能更快地固定和

侵染线虫。此外，在捕食线虫真菌的进化过程

中，丝氨酸蛋白酶与捕食器官的协同进化使得丝

氨酸蛋白酶经历特殊的选择压力 [17,48]。通过

Branch-site model 的方法，从捕食线虫真菌丝氨酸

蛋白酶序列中检测到了许多受到正选择作用的氨

基酸位点，这些氨基酸位点对蛋白酶功能的分化

可能起到了重要作用；同时，这部分受到正选择

的氨基酸位点可能是导致蛋白酶自身底物特异性

改变的关键位点[17,48]。综上，正选择压力的作用

使捕食线虫真菌丝氨酸蛋白酶进化为毒力因子，

具备了降解线虫体壁的能力，帮助捕食线虫真菌

更好地适应环境。 

4  展望 

食线虫真菌在陆地和水生生态系统中普遍存

在，它们对于维持自然生态环境中线虫种群数量

的动态平衡起着非常重要的作用，同时作为对抗

植物病原线虫的生防制剂，具有重要的生态和经

济价值[1,4]。高效生防制剂的开发依赖于对微生物

侵染线虫的分子机理的了解。食线虫真菌产生的

胞外丝氨酸蛋白酶是真菌侵染线虫的重要毒力因

子 [4,9,20]，通过对食线虫真菌丝氨酸蛋白酶的性

质、功能、晶体结构和作用机制等方面的系统研

究，不仅可为开发高效的线虫生防制剂奠定良好

的基础，同时也可以拓展丝氨酸蛋白酶在工业领

域中的应用。 

近年来，越来越多的致病相关丝氨酸蛋白酶

在食线虫真菌中被分离和鉴定，同时对于丝氨酸

蛋白酶的晶体结构和催化机制的研究也取得了较

大的进展[9,12-13,20]。通过对食线虫真菌丝氨酸蛋白

酶的性质和功能比较可以发现这些蛋白酶按照生

物化学性质可以分为两类，一类是来源于捕食线
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虫真菌的中性丝氨酸蛋白酶，另一类是来源于内

寄生真菌的碱性丝氨酸蛋白酶，这两类蛋白酶分

别聚类在不同的进化分支[17,20]。同时，通过对食

线虫真菌丝氨酸蛋白酶的分子表面电势分析，可

以看到这两类蛋白酶活性中心的分子表面电势呈

现酸性到碱性逐渐过渡的现象；而对食线虫真菌丝

氨酸蛋白酶的晶体结构比较，发现它们的结构和

ProK 的结构很相近，主要的差别在于表面的一些

环区以及底物结合区的结合口袋(如 S1 和 S4)[12]。

进一步的分析发现存在于碱性丝氨酸蛋白酶中的

二硫键不仅能够稳定蛋白酶的局部构象，同时也

能够增强底物结合区底物结合口袋的柔性；而中性

丝氨酸蛋白酶分子中不存在二硫键，它们主要通

过氢键和 NNC 来维持蛋白酶的局部构象，增强蛋

白酶分子结构的稳定性[13,47]。以上的这些重要的

生物化学性质和结构特性对于丝氨酸蛋白酶的结

构改造和筛选高毒力菌株具有非常重要的理论指

导意义。 

目前，已经有 3株捕食线虫真菌和一株内寄生

真菌的基因组被测序，分析结果表明在这些真菌的

基因组中存在数量较多的丝氨酸蛋白酶，如少孢节

丛孢的基因组中存在 24 种丝氨酸蛋白酶，其中有

13种蛋白酶独立聚类形成一个分支[41,48]。通过对这

些蛋白酶的功能研究，人们将能更好地理解食线虫

真菌侵染线虫的分子机制，为高效线虫生防制剂的

开发提供理论基础，对病原线虫的生物防控也具有

重要的理论和实践意义。 
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