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摘  要：【背景】马尔尼菲篮状菌(Talaromyces marneffei)是重要的致死性病原真菌。【目的】探究

T. marneffei 隔膜蛋白 Septin 基因家族的基本特征和表达模式。【方法】通过生物信息学方法鉴定

T. marneffei Septin 基因家族成员，并分析基因结构、理化性质、二级结构、三级结构和亚细胞定

位，同时通过实时荧光定量 PCR 技术分析 Septin 基因家族在 T. marneffei 菌丝相和酵母相不同时

相的表达情况。【结果】共鉴定出 5 个 Septin 基因家族成员，氨基酸长度在 346−575 aa 之间，均

具有 GTP-CDC 结合域，均属于亲水性蛋白。亚细胞定位主要位于细胞核和线粒体基质。二级结构

以 α 螺旋和无规则卷曲为主，三级结构复杂。不同病原真菌核心 Septin 高度保守。TmSep2 和 TmSep4 
mRNA 表达量在酵母相较菌丝相明显升高，TmSep5 mRNA 表达量在酵母相较菌丝相明显降低。

TmSep1 和 TmSep3 mRNA 表达量在酵母相较菌丝相略有上升，但无显著差异。【结论】Septin 基因家

族各基因在 T. marneffei 双相转换不同时相表达情况不同，部分差异显著，暗示其可能在 T. marneffei
双相形态转换和致病中发挥重要作用。本研究为进一步探究 Septin 在 T. marneffei 中发挥的功能及

调控机制提供理论依据。 
关键词：马尔尼菲篮状菌；隔膜蛋白；生物信息学分析；实时荧光定量 PCR；基因表达 
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Abstract: [Background] Talaromyces marneffei is an important lethal pathogenic fungus. 
[Objective] To investigate the basic characteristics and expression patterns of the Septin gene 
family in T. marneffei. [Methods] In this study, bioinformatics methods were used to identify 
the members of the Septin gene family in T. marneffei and analyze gene structure, 
physicochemical properties, secondary and tertiary structure, and subcellular localization. 
Additionally, real-time fluorescence quantitative PCR was employed to analyze the expression of 
the Septin gene family in the mycelial phases and yeast phases, respectively. [Results] This 
paper identified 5 members of the Septin gene family, with amino acid lengths ranging from 346 
to 575 aa. All members possess GTP-CDC binding domains and are hydrophilic proteins. 
Subcellular localization was mainly located in the cell nucleus and mitochondrial matrix. The 
secondary structure is mainly composed of α-helices and random coils, with a complex tertiary 
structure. The core Septin is highly conserved among different pathogenic fungi. The mRNA 
expression levels of TmSep2 and TmSep4 were significantly higher in the yeast phase compared 
to the mycelial phase, while the mRNA expression level of TmSep5 was significantly lower. The 
mRNA expression levels of TmSep1 and TmSep3 showed a slight increase in the yeast phase 
compared to the mycelial phase but without significant differences. [Conclusion] The 
expression of Septin genes varies in different phases of T. marneffei during the dimorphic 
transition, with some significant differences, which implies the potential roles of Septin in the 
dimorphic transition and pathogenesis of T. marneffei. This study provides a theoretical basis 
for further exploration of the functions and regulatory mechanisms of Septin in T. marneffei. 
Keywords: Talaromyces marneffei; Septin; bioinformatics analysis; RT-qPCR; gene expression 
 

1956 年在越南首次从竹鼠中分离出马尔尼

菲篮状菌(Talaromyces marneffei)[1]。T. marneffei
是一种温度依赖的双相真菌，25 ℃为菌丝相，

可产生分生孢子，在 37 ℃或进入人体后转变为

致病的酵母相，双相形态转换是致病的重要条

件[2]。马尔尼菲篮状菌病是由 T. marneffei 感染

引起，常发生于免疫功能缺陷或受损者，主要

分布于中国南方和东南亚国家[2-5]。马尔尼菲篮

状菌病发病隐匿，临床表现复杂，治疗棘手，

死亡率高 [6]。近年来随着人口流动频繁和艾滋

病患者增加等因素，T. marneffei 感染人数也随

之增加，并且流行范围呈现扩大趋势[7]。目前

研究认为 T. marneffei致病的分子机制与其双相

转换过程密切相关，但机制尚未阐明。 
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Septin 属于 GTP 酶超家族，广泛存在于除

植物以外的真核生物中 [8]。目前研究表明，

Septin 在酵母出芽、微管蛋白网络的动态平衡、

T 细胞增殖分化和病原体感染过程等均发挥重

要的调控作用，还与某些肿瘤和神经系统疾病

的发生发展密切相关[9]。在病原真菌中，Septin
不仅影响菌株的生长发育和致病力，而且对部分

真菌形态的影响可受温度影响，在 T. marneffei
尚无相关研究报道。 

本研究通过生物信息学手段探究 T. marneffei 
Septin 基因家族的基本特征，同时利用实时荧

光定量 PCR (real-time fluorescence quantitative 
PCR, RT-qPCR)技术检测 Septin 基因家族各基

因在 T. marneffei 双相转换不同时相的表达水

平，为进一步明确 Septin 在 T. marneffei 中发挥

的功能及调控机制提供依据，从分子水平对   
T. marneffei 进行更深入的解析，为防治马尔尼

菲篮状菌病提供潜在的靶点和治疗策略。 

1  材料与方法 
1.1  材料 

T. marneffei 野生株 ATCC 18224 保存于昆

明医科大学科技成果孵化中心 P2 实验室。 
沙式固体培养基(g/L)：蛋白胨 10.0，葡萄

糖 40.0，琼脂 15.0。 
反转录试剂盒 PrimeScriptTM RT reagent Kit 

with gDNA Eraser (Perfect Real Time)，宝日医

生物技术 (北京 )有限公司；荧光定量试剂盒

Roche LightCycler® 480 SYBR Green I Master，
Roche公司；RNA提取试剂盒 RaPure Total RNA 
Micro Kit，广州美基生物科技有限公司。荧光

定量 PCR 仪，Roche 公司；核酸蛋白测定仪，

北京凯奥科技发展有限公司。 

1.2  马尔尼菲篮状菌 Septin 基因家族的鉴定 
以酿酒酵母(Saccharomyces cerevisiae) S288C 

Septin 基因家族 7 个成员(Cdc3、Cdc10、Cdc11、
Cdc12、Spr3、Spr28、Shs1/Sep7)的氨基酸序列为

探针[10-12]，与马尔尼菲篮状菌数据库(https://www. 
ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?i
d=441960)在线进行 BLASTp 比对，同时在数据库

Gene 中输入“septin”进行查找，获得 T. marneffei
基因组候选 septin 。再利用 Pfam 数据库

(http://pfam-legacy.xfam.org)对候选的蛋白序列

进行保守结构域分析，将含有 Septin 保守结构域

的序列确定为 T. marneffei Septin 基因家族。 

1.3  Septin 基因家族的生物信息学分析 
采用 InterPro (https://www.ebi.ac.uk/interpro)

在线工具分析 Septin 基因家族保守结构域特征。

采用 ProtParam (https://web.expasy.org/protparam)
分析 Septin 蛋白的理化性质，包括分子质量、

等电点、不稳定性指数、脂肪系数和总平均亲水

性等参数。采用 SOPMA (https://npsa-prabi.ibcp. 
fr/cgi-bin/npsa_automat.pl?page=npsa%20_sopma.
html) 预 测 Septin 蛋 白 的 二 级 结 构 。 采用

SWISS-MODEL (https://swissmodel.expasy.org)
预测 Septin 蛋白的三级结构。采用 ProtComp v9.0 
(http://www.softberry.com/berry.phtml?topic=prot
compan&group=programs&subgroup=proloc)预测

亚细胞定位。 
在 NCBI 中下载酿酒酵母(Saccharomyces 

cerevisiae)、构巢曲霉(Aspergillus nidulans)、灰

葡萄孢菌(Botrytis Cinerea)、白色念珠菌(Candida 
albicans)和新生隐球菌(Cryptococcus neoformans)
的 Septin 基因家族氨基酸序列，使用 MEGA 
11.0 软件对所有序列进行 ClustalW 多重比对，

并用邻接法构建系统发育树，bootstrap 重复  
1 000 次。 

1.4  菌株ATCC 18224 RNA的提取及反转录 
将菌株 ATCC 18224 接种于沙氏固体培养

基上，分别置于 25 ℃和 37 ℃培养箱培养 7 d
形成菌丝相和酵母相，确保无杂菌污染。分别刮
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取适量酵母相和菌丝相的 T. marneffei置于无菌

EP 管中，使用 RNA 提取试剂盒提取 RNA，RNA
样本经核酸蛋白测定仪检测质量和浓度均达标

后使用反转录试剂盒进行 cDNA 反转录，成功

反转录的 cDNA 样本分装置于−20 ℃冰箱保存

备用。 

1.5  马尔尼菲篮状菌 Septin 基因家族的表达

模式 
以 Actin1 基因作为内参基因，通过 RT-qPCR

法检测 Septin 基因家族各基因在 T. marneffei
菌丝相和酵母相不同时相的表达情况，使用

Primer 6 设计各基因引物并由生工生物工程(上
海)股份有限公司合成(表 1)。利用荧光定量 PCR
仪，使用配套荧光定量试剂盒按照说明书进行

RT-qPCR 反应。RT-qPCR 反应体系(20 μL)：
cDNA 0.5 μL，2×SYBR Green I Master 6 μL，引

物 F/R (10 μmol/L)各 1 μL，ddH2O 11.5 μL。

RT-qPCR 反应条件：95 ℃ 5 min；95 ℃ 10 s，
58 ℃ 10 s，72 ℃ 15 s，45 个循环。每个样品均

设有 3 个生物学重复，使用 2–ΔΔCt方法计算相对表

达量，通过 SPSS 22.0 进行差异显著性分析，并

用 GraphPad Prism 绘制图表。 

2  结果与分析 
2.1  马尔尼菲篮状菌 Septin 基因家族的组成 

共鉴定出 5 个 Septin 基因家族成员，外显

子数量为 2−7 个，氨基酸长度在 346−575 aa 之 

表 1  实时荧光定量 PCR 引物 
Table 1  Primers used in RT-qPCR 
基因名称 
Gene name 

引物序列 
Primer sequence (5′→3′) 

TmSep1 F: GCCTACCTCCGCAAGGAACTTA 
R: TGTCGCTCTTCCAAGGTCAAGG 

TmSep2 F: GGTTCGTGCTGTTGTTGCTTCT 
R: AGTCGCAGTGGTCCTCATTCTC 

TmSep3 F: GGTCTCATGCCATTCGCCATTG 
R: TCCAACAACGCCATCAACACTC 

TmSep4 F: GCACTCCTTGAAGCCTCTTGAC 
R: TGGTTCTCGGCAATGGTCTCTT 

TmSep5 F: TCCTGATGCTCTTCCCTCCTCT 
R: GCGACTTGTTCCTCTCCACCAA 

Actin1 F: TGTCGGTGATGAGGCACAGTCT 
R: AGAAGGCAGGAGCGTTGAAGGT 

 
间，由小到大依次命名为 TmSep1、TmSep2、
TmSep3、TmSep4、TmSep5 (表 2)。 

2.2  Septin 基因家族的生物信息学分析结果 
2.2.1  系统进化分析 

在系统发育树中，大多数序列形成一个进化

支，T. marneffei 的 TmSep1、TmSep2、TmSep3、
TmSep4 与不同病原真菌的核心 Septin (CDC3、
CDC10、CDC11 和 CDC12)聚于该进化支，具

有较高的可靠性，推测不同病原真菌核心 Septin
在进化上呈现高度的保守性；而 TmSep5 构成

另一个进化支，其基因功能有待进一步探究。

马尔尼菲篮状菌中没有与酿酒酵母 SPR3、
SPR28、SHS1 和白色念珠菌 SPR3、SEP7 同源

的 Septin (图 1)。 
 
表 2  马尔尼菲篮状菌 Septin 基因家族信息 
Table 2  The information of Septin gene family in Talaromyces marneffei 
基因名称 
Gene name 

基因号 
Gene symbol 

蛋白质登录号 
Protein accession number 

基因长度 
Gene length (bp) 

氨基酸长度 
Amino acid length (aa) 

外显子数量 
Exon count 

TmSep1 PMAA_046150 XP_002151795.1 1 787 346 6 
TmSep2 PMAA_081970 XP_002147700.1 1 958 382 7 
TmSep3 PMAA_079790 XP_002147469.1 2 275 385 6 
TmSep4 PMAA_091210 XP_002148657.1 2 519 464 4 
TmSep5 PMAA_002680 XP_002152413.1 2 193 575 2 
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图 1  基于不同真菌 Septin 基因家族的氨基酸序列构建的系统发育树   黑点代表马尔尼菲篮状菌 Septin
基因家族成员；括号内为蛋白质的 GenBank 登录号；标尺表示进化距离；每个分支节点上的数字表示对

应分支的 bootstrap 支持度百分比 
Figure 1  Phylogenetic tree constructed based on amino acid sequences of Septin gene family from different 
fungi. Black spots represent members of the Septin family in T. marneffei; The numbers in parentheses are 
the GenBank accession numbers for the proteins; The scale bar represents evolutionary distance; The 
numbers at each branching node indicate the corresponding bootstrap support percentage for that branch. 
 
2.2.2  结构特征 

典型 septin 具有以下结构特征：(1) 编码的

蛋白质分子量约为 30−65 kDa；(2) 包含 GTP
酶域所特有的 3 个保守序列：G1、G3、G4 基

序(motif)，G1 基序(Gxxxx GK[S/T])高度保守，

G3 基序(DxxG)中度保守，G4 基序(xKxD)严谨

保守；(3) N 端为多元区域，C 端为螺旋卷曲结

构，两端序列均差异很大[13]。通过 InterPro 对

T. marneffei Septin 基因家族 5 个成员的保守结

构域进行分析发现，均具有 GTP-CDC 结合域
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(G1、G3、G4 motif)，C 端序列差异较大但存在

的位置相对保守(图２)。 
2.2.3  理化性质  

马尔尼菲篮状菌 5 个 Septin 蛋白理论分子

质量大小在 39.26−64.03 kDa 之间，分子质量最

小的是 TmSep1，最大的是 TmSep5。理论等电

点范围为 5.06−8.79，其中 TmSep3、TmSep5 的

pI 分别为 5.06、5.54，属于酸性蛋白质；TmSep1、

TmSep4 的 pI 分别为 7.70、7.20，属于中性蛋

白质；TmSep2 的 pI 为 8.79，属于碱性蛋白质。

脂肪族指数范围为 68.59−90.42，总平均亲水性

均为负值，表明均属于亲水性蛋白(表 3)。 
2.2.4  二级结构和亚细胞定位  

马尔尼菲篮状菌 Septin 基因家族蛋白的二

级结构包含 α 螺旋、β 转角、延伸链和无规则卷

曲这 4 种结构。其中 TmSep1、TmSep2、TmSep3 
 

 
 

图 2  马尔尼菲篮状菌 Septin 的氨基酸序列比对 
Figure 2  The amino acid sequences alignment of Septin in Talaromyces marneffei. 
 
表 3  马尔尼菲篮状菌 Septin 的理化性质 
Table 3  Physicalchemical properties of Septin in Talaromyces marneffei 
蛋白名称 
Protein 
name 

分子质量 
Molecular weight (kDa) 

等电点 
Isoelectric point 
(pI) 

不稳定性指数 
Instability index 

脂肪族指数 
Aliphatic index 

总平均亲水性 
Total average hydrophilicity 

TmSep1 39.26 7.70 45.50 85.87 −0.443 
TmSep2 44.06 8.79 54.45 77.15 −0.728 
TmSep3 43.72 5.06 49.05 90.42 −0.539 
TmSep4 52.85 7.20 39.63 76.23 −0.695 
TmSep5 64.03 5.54 66.24 68.59 −0.789 
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和 TmSep4 的二级结构主要由 α 螺旋组成，无

规则卷曲次之；TmSep5 的二级结构主要由无规

则卷曲组成，α 螺旋次之。亚细胞定位分析发

现，TmSep1、TmSep2、TmSep4 和 TmSep5 定

位于细胞核，TmSep3 定位于线粒体基质(表 4)。 
2.2.5  三级结构 

马尔尼菲篮状菌 Septin 蛋白具有较复杂的

三级结构，其中 TmSep2、TmSep3、TmSep4
三级结构较相似(图 3)，其差异主要是各个基因

所编码的氨基酸数目、长度、多肽链位置及

二级结构在空间折叠的不同共同导致，蛋白

的三级结构与其在细胞中相应的生物学功能

密切相关。 

2.3  Septin 基因家族的表达模式分析结果 
结果表明Septin基因家族各基因在T. marneffei

菌丝相和酵母相不同时相中均有表达，TmSep2、
TmSep4 和 TmSep5 在 T. marneffei 双相转换不同

时相的表达量差异显著，TmSep1 和 TmSep3 无

显著差异。其中，TmSep2 和 TmSep4 mRNA 表达

量在酵母相均较菌丝相明显升高(P<0.000 1)，
TmSep5 mRNA 表达量在酵母相较菌丝相明显

降低(P<0.000 1)。TmSep1 和 TmSep3 mRNA 表

达量在酵母相较菌丝相略有上升，但无显著差

异(P>0.05) (图 4)。 
 
表 4  马尔尼菲篮状菌 Septin 的二级结构特征和亚细胞定位 
Table 4  Secondary structure features and subcellular localization of Septin in Talaromyces marneffei 
蛋白名称 
Protein 
name 

α 螺旋 
Alpha helix (%) 

无规则卷曲 
Random coil (%) 

延伸链 
Extended strand (%) 

β 转角 
Beta turn (%) 

亚细胞定位 
Subcellular localization 

TmSep1 41.91 37.86 16.18 4.05 细胞核 Nuclues 
TmSep2 49.21 32.98 13.35 4.45 细胞核 Nuclues 
TmSep3 48.83 34.55 11.95 4.68 线粒体基质 Mitochondrial matrix 
TmSep4 46.12 38.58 11.21 4.09 细胞核 Nuclues 
TmSep5 27.48 62.09 8.35 2.09 细胞核 Nuclues 

 

 
 
图 3  马尔尼菲篮状菌 Septin 的三维模型 
Figure 3  Three-dimensional model of Septin in Talaromyces marneffei. 
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图 4  马尔尼菲篮状菌 Septin 基因家族的表达模式 
Figure 4  Expression pattern of Septin gene family 
in Talaromyces marneffei. ****: P<0.000 1. 
 

3  讨论 
1971 年首次发现 Septin 在酿酒酵母中参与

调控酵母细胞分裂周期[14]。不同生物中 Septin 基

因的数量差异很大。例如，家蚕微粒子虫 Septin
基因家族成员有 3 个[15]，皮炎芽生菌(Blastomyces 
dermatitidis)有 5 个[16]，酿酒酵母有 7 个[10-12]，

人类则有 13 个[17]。 
Septin 核心结构都包括 3 个区域：保守的

中央 GTP 结合域、可与磷脂酰肌醇结合的碱性

氨基酸区和 Septin 独有元件结构域，N 端序列

富含脯氨酸，C 端为卷曲螺旋结构，两端序列

在不同蛋白中差异较大[9]。Septin 的基本单元是

17−32 nm 长的非极性异寡聚体，通过在质膜上

端到端退火聚合成更大的细丝，进而形成高阶

结构，如环状和网状结构，进而影响细胞分裂、

膜重塑和细胞骨架动力学等过程 [18]。因此，

Septin 被认为是除微丝、微管和中间纤维以外

的细胞骨架重要组分。 
目前 Septin 在病原真菌生长发育和致病中

发挥的重要作用已有大量报道。灰葡萄孢菌有

4 个 Septin 基因家族成员，Septin 基因缺失会导

致菌丝分隔形成受阻、菌核不能形成、产孢减

少和致病力显著降低，Septin 各组分以不同的

组装形式在胞内重聚和解散，共同调控灰葡萄

孢菌生长发育及侵染结构形成 [19]。构巢曲霉

∆aspA、∆aspB 和∆aspC 突变株表现为芽管出现

较早且增多、分枝增加、间隔延迟和分生孢子

梗紊乱[20-21]。白色念珠菌∆cdc10 和∆cdc11 突变

株毒力显著降低，虽然感染突变株的小鼠肾脏

有较高的真菌负荷，但表现为非侵入性真菌肿

块，组织穿透性低，小鼠无明显的疾病症状[22]。

∆cdc10 菌株在 30 ℃时大部分呈野生型，但在

37 ℃时细胞开始增大伸长，常端对端呈假菌丝

状，随着温度升高逐渐形成棒状结构；∆cdc11
菌株在 42 ℃呈圆形细胞，一般不会出现伸长的

芽[23]。新生隐球菌∆Cdc3 和∆Cdc12 突变株表现

为在 25 ℃可存活，但在 37 ℃不能增殖，毒力

显著降低[24]。皮炎芽生菌是芽生菌病的病原菌，

属于热二态真菌，可在 22 ℃霉菌相和 37 ℃酵

母相之间转变，RNA 干扰 CDC3、CDC10 或

CDC12 的菌株在 37 ℃和 22 ℃均存在形态和生

长异常，但无耐热性缺陷，能够在霉菌相和酵

母相之间转化[16]。综上所述，Septin 在不同真

菌中发挥不同的功能。在大多数病原真菌，缺

失 Septin 基因导致菌株分隔延迟、分生孢子紊

乱和致病力降低，而且 Septin 对部分真菌形态

的影响可能受到温度的影响。在双相真菌中，

Septin与形态和温度之间的关系尚未完全阐明。 

4  结论 
本研究鉴定出 T. marneffei 有 5 个 Septin 基

因家族成员，外显子数量为 2−7 个，氨基酸长

度在 346−575 aa 之间，均具有 GTP-CDC 结合

域，均属于亲水性蛋白。TmSep1、TmSep2、
TmSep4 、 TmSep5 亚细胞定位于细胞核，

TmSep3 定位于线粒体基质。二级结构以 α 螺旋



 
张单 等 | 马尔尼菲篮状菌 Septin 基因家族鉴定及表达分析 4543 

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

和无规则卷曲为主，三级结构复杂。系统发育

树表明不同病原真菌核心 Septin 高度保守。

Septin 基因家族各基因在 T. marneffei 双相转换

不同时相表达情况不同，部分差异显著，暗示

其可能在 T. marneffei双相形态转换和致病中发

挥重要作用。与其他基因不同，TmSep5 mRNA
表达量在酵母相较菌丝相明显降低，暗示

TmSep5 可能在 T. marneffei 酵母相具有不同的

生物学功能和调控机制。Septin 基因家族每个

成员都有自己特定的功能，为详细阐明其在   
T. marneffei 中发挥的功能及调控机制，还需要

后续进一步深入研究。 
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