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摘要     精氨酸 /赖氨酸特异性半胱氨酸蛋白酶 (Metacaspase)在浮游植物程序性细胞死亡

(programmed cell death, PCD)过程中起着关键作用。本文利用生物信息学方法分析 metacaspase基因

在浮游植物中的分布, 并以海洋球石藻(Emiliania huxleyi) metacaspases (EhMCs)为代表分析其结构

和功能, 依据 Uniprot和 String数据库挖掘与 metacaspase功能相关并参与浮游植物 PCD过程的互作

蛋白。结果发现: 共计 29条、四种类型的 metacaspases分布于 11种浮游植物中, 它们的 metacaspase

蛋白一级结构存在明显差异 , 但位于 p20 的组氨酸和半胱氨酸活性位点均具有高度的保守性 ; 

EhMCs三级结构与酵母的 metacaspase十分相似, 暗示它们具有类似的功能; 浮游植物 metacaspases

与多种蛋白存在直接或间接的互作关系, 在细胞 PCD过程、响应环境胁迫和能量代谢等方面发挥重

要作用。另外, metacaspase的磷酸化修饰可能在浮游植物 PCD信号转导过程中起调节作用。 
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精 氨 酸 / 赖 氨 酸 特 异 性 半 胱 氨 酸 蛋 白 酶

(Metacaspases)广泛存在于高等植物、浮游植物、霉

菌、真菌以及细菌中(Bidle et al, 2004), 它们均含有类

似动物 caspase 酶类保守的结构域及包含组氨酸和半

胱氨酸的催化位点(Read et al, 2013), 在非生物(如营

养、光照、渗透压等)和生物(病毒感染、化感作用等)

胁迫诱导的浮游植物程序性细胞死亡 (programmed 

cell death, PCD)过程中起着关键作用(Bidle, 2016)。目

前, 浮游植物中已确定的 metacaspases 有三种类型, 

即Ⅰ型、Ⅱ型及新近发现的Ⅲ型 metacaspases, 与Ⅰ

型或Ⅱ型 metacaspases 蛋白酶的结构域不同, Ⅲ型

metacaspases中 p10和 p20的结构域进行了重新排序, 

使 p10位于 p20结构域的前端(Coll et al, 2010; Wang 

et al, 2012; Choi et al, 2013)。除此之外, 浮游植物中

还存在一种类 metacaspase 蛋白酶(metacaspase-like 

proteases, MCP), 其与细菌的MCP类似, 暗示真核生

物 metacaspases 蛋白酶可能起源于细菌(Choi et al, 

2013)。Metacaspases 参与众多胁迫诱导的浮游植物

PCD过程, 如营养胁迫(Bidle et al, 2008; 郭莉莎等, 

2012; Lu et al, 2017)、病毒感染(Bidle et al, 2007; 

Bidle, 2016; Liu et al, 2018)等。多数物种具有多个编

码 metacaspase 的基因, 每个基因的功能也不尽相同, 

它们除了调控细胞死亡, 在细胞信号转导、各种酶活

性及蛋白质修饰过程中也发挥着作用(Bidle, 2015)。

另外, metacaspase 和经典 caspase 的生化特征以及它

们之间在功能上的相互关系也是一个备受关注和讨

论的焦点。与经典 caspase 相比, metacaspase 虽然参

与 PCD过程, 也保留了类似 caspase的组氨酸-半胱氨

酸的催化活性位点 , 但是它们具有不同的底物特异

性、metacaspase的酶活不被 caspases抑制剂所抑制、

metacaspase和 caspase对底物的切割位点不同等特点

(Carmona-Gutierrez et al, 2010), 说明 metacaspase和

caspase的功能存在一定的差异。 

浮游植物 metacaspase 的结构和功能的研究起

步较晚, 浮游植物中普遍存在的 metacaspase与 PCD

过程中活性 caspase 之间的相关性尚缺乏充分的证
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据。本文基于近年来浮游植物 metacaspase 与 PCD

过程相关性研究报道以及在线相关数据库信息 , 采

用生物信息学方法分析浮游植物 metacaspases 核酸

及氨基酸序列特征、蛋白结构、系统进化关系及潜

在的磷酸化位点等, 并对该蛋白进行基因本体(Gene 

Ontology, GO)功能注释及蛋白互作分析 , 了解

metacaspase与 caspase之间在功能上的相关性特点。

为进一步深入研究浮游植物 metacaspase 的功能提

供参考。 

1  材料和方法 

1.1  研究材料 

采用关键词“metacaspase”, 在 NCBI 数据库中

搜索基因, 获得该数据库中所有 metacaspases 基因

条目 , 通过种属分类 , 将所有属于浮游植物的

metacaspases 基因筛选出来并记录相关信息(基因登

录号见附表 1)。 

1.2  方法 

1.2.1  Metacaspase 序列保守性及系发育树的构建    

针对 NCBI数据库中所有浮游植物的 metacaspases基

因, 利用 MEGA7 软件进行多重序列比对, 选择邻接

法(N-J)构建系统发育树。 

1.2.2  Metacaspase 的亚细胞定位    选取海洋球石

藻 Emiliania huxleyi CCMP1516的 9条 metacaspases 

(EhMCs)蛋白序列, 利用 TargetP (http://www.cbs.dtu. 

dk/services/TargetP/)分析其含有的各类信号肽序列。

利用 NLStradamus (http://www.moseslab.csb.utoronto. 

ca/NLStradamus/)和 NetNES (http://www.cbs.dtu.dk/ 

services/NetNES/)对 9条 EhMCs蛋白进行核定位信号

和核输出信号预测。 

1.2.3  Metacaspase 空间结构分析    以 EhMC1 为

例, 在蛋白质数据库(protein data bank databases, PDB)

中筛选与其序列匹配度最高的物种模板 , 分别利用

SWISS MODEL (https://swissmodel.expasy.org/)和 Phyre2 

(http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/page.cgi?id= 
index)构建蛋白质三级结构模型。 

1.2.4  Metacaspase 功能及蛋白质互作分析    利用

NCBI数据库收集所有浮游植物 metacaspases蛋白的注

释信息, 包括细胞成分(cellular component)、分子功能

(molecular function)和生物过程(biological process)等, 

为后续分析工作提供参考。基于 String 数据库(https:// 

string-db.org/), 利用基因邻接(gene neighborhood)、基 

因融合(gene fusions)、共生关系(co-occurrence)、基因

共表达 (gene co-expression)、蛋白质互作实验

(experimentally determined)、数据库记录(databases)

以及文本挖掘 (textmining)等方法分析与浮游植物

metacaspases相互作用的蛋白。 

1.2.5  Metacaspase蛋白质磷酸化位点预测 

蛋白磷酸化是最常见、最重要的一种翻译后修饰, 

参与并调节机体的多种生命活动, 如信号转导、基因

表达、细胞周期及细胞死亡等, 并对物种的遗传多样

性具有重要贡献。利用 Scansite 在线工具 (http:// 

scansite3.mit.edu/#proteinScan) 预 测 浮 游 植 物

metacaspases 潜在的磷酸化修饰位点, 将有助于了解

单细胞浮游植物 PCD 信号通路的调控方式及浮游植

物多样性的进化轨迹。 

2  结果与讨论 

2.1  Metacaspase基因在浮游植物中的分布 

通 过 在 NCBI 数 据 库 中 对 浮 游 植 物 的

metacaspase 基因进行统计, 确定浮游植物一共 11 个

物种的 29条 metacaspases基因, 统计结果见表 1。与

已完成基因组测序的其他物种相比 , 浮游植物中

metacaspase 基因的数量分布并不均匀, 如海洋球石

藻(E. huxleyi CCMP1516)中含有 9条 metacaspases基

因, 而绿藻中的莱茵衣藻(Chlamydomonas reinhardtii)

只含有 2 条, 同属于绿藻的金牛微球藻(Ostreococcus 

tauri)、原壳小球藻(Auxenochlorella protothecoides)及

微胞藻(Micromonas commoda)则各只有 1条。浮游植

物 metacaspases基因数在各物种间相差较大, 主要区

别在于MCP数量的不同(表 1)。真核生物metacaspases

起源于细菌两种类型的 metacaspases, 即 type I (存在

于 β-, δ-变形杆菌门、放线菌和硝化螺旋菌中)和 MCP 

(存在于 α-变形杆菌门)(Choi et al, 2013)。进化过程中

通过基因水平转移, 大多数浮游植物获得了MCP, 有

些浮游植物 MCP 的 p10 结构域具有完整的底物识别

序列, 但有些浮游植物 MCP 缺失了特异性识别底物

的序列, 这种“冗余”蛋白逐渐丢失导致 metacaspase

数量减少(Choi et al, 2013)。 

2.2  Metacaspase基因在浮游植物中的进化分析 

利用 MEGA7 软件对浮游植物中 29 条及拟南芥

(Arabidopsis thaliana)中 1条metacaspases的氨基酸序

列进行多重比对, metacaspases 的活性位点用红色箭

头标记(图 1)。 
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图 1  浮游植物与拟南芥的 metacaspases氨基酸序列比对 
Fig.1  Multiple alignment of the deduced amino acid sequence of metacaspases in phytoplankton  
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陆生植物 metacaspase 的活性位点一般是位于

p20 的 164 位组氨酸(His)和 220 位的半胱氨酸(Cys), 

浮游植物与陆生植物拟南芥metacaspase 1位于第 164

位和第 220 位活性位点的氨基酸组成几乎完全相同, 

表明浮游植物和陆生植物 metacaspase 基因存在一定

的亲缘关系。单针藻 (Monoraphidium neglectum) 

metacaspase 2和金牛微球藻 metacaspase缺失活性位

点的组氨酸和半胱氨酸, 在 164位分别被丙氨酸(Ala)

和精氨酸(Arg)所取代, 在 220 位则分别被异亮氨酸

(Ile)和酪氨酸(Tyr)取代, 单针藻 metacaspase 1在 220

位缺失半胱氨酸。组氨酸属于极性带正电荷的 R基氨

基酸, 丙氨酸属于脂肪族类非极性带 R基氨基酸, 精

氨酸属于极性带正电荷且有胍基的碱性氨基酸 , 半

胱氨酸是不带电荷的极性R基氨基酸, 异亮氨酸属于

脂肪族类带R基氨基酸, 酪氨酸属于不带电荷的极性

R基氨基酸, 可以看出取代的氨基酸在理化性质上与

原来的氨基酸相比存在显著差异 , 因此推测单针藻

metacaspase 2和金牛微球藻 metacaspase可能不参与

PCD过程, 而可能具有其它功能。 

系统发育树显示 , 来自同一物种的不同

metacaspase 基因之间具有极强的亲缘关系, 如三角

褐指藻 (Phaeodactylum tricornutum)及海洋球石藻 , 

但莱茵衣藻(C. reinhardtii)虽然含有多条metacaspases

基因, 这些 metacaspases基因相互之间似乎并没有太

多的亲缘关系 (图 2)。已被鉴定的Ⅱ型莱茵衣藻

metacaspase 1、团藻(Volvox carteri)metacaspase 1分别

被分到同一个分枝, 说明相同类型的 metacaspase 尽

管来自不同物种, 却有着极强的同源性。另外, 9 条

EhMCs 被分成两类, 其中 EhMC6 独立为一类, 其他

8条 EhMCs聚为一类。 

2.3  Metacaspase的亚细胞定位 

通过对 9 条 EhMCs 分泌信号肽和线粒体转运肽

的预测分析, 发现它们氨基酸序列的 SP值均低于 0.5, 

说明这些 EhMCs 的 N 端不具有分泌信号肽, 不会通

过内膜系统分泌到细胞外 , 可能为胞内蛋白。而

EhMC5和 EhMC6的 mTP值均大于 0.5, 极有可能进

入线粒体中发挥作用。另外, EhMC8为具有核定位信

号序列和核输出序列的核质蛋白。如在挪威云杉胚

柄细胞退化诱导的 PCD 过程中 , 一种Ⅱ型

metacaspase 从细胞质转运至细胞核, 促进染色体的

降解, 与动物细胞中 caspase-3, 6的作用类似(Suarez 

et al, 2004)。 

 

图 2  浮游植物 Metacaspase系统发育树 
Fig.2  Phylogenetic tree of metacaspases in phytoplankton 

 
2.4  Metacaspase蛋白质空间结构分析 

在 PDB数据库中搜索到与 EhMC2模板匹配度最

高为 33.05%, 是酿酒酵母(Saccharomyces cerevisiae)

的 metacaspase (Yca1), 其 PDB 数据库编号为 : 

4f6o.1。利用 SWISS-MODEL 对 EhMC2 进行同源建

模并用 Modeller 软件对该模型进行评估。Modeller

的平均评分小于−0.02时可信度较可靠。虽然 EhMC2

与模板的匹配度最高 , 但模拟结果的评分值均大于

−0.02, 可信度较低。因此, 我们进一步采用 Phyre2

分别对 EhMC1 和 EhMC2 进行精确的折叠识别建模, 

并采用 Modeller 对模型结果进行评估, 结果显示该

模型对 EhMC1 模拟结果如图 3a, 且平均评分值小于

−0.02(图 3b), 可见在与模板蛋白同源性较低的情况

下, 利用折叠识别建模的结果更加准确可靠。预测的

EhMC1的三级结构显示, 具有 6个 α螺旋、8个 β折

叠, p20 结构域中 Cys192 残基处于酶活性中心, 与

His147 构成水解二联体, 形成具有催化功能的水解

酶折叠中心(图 3a)。实验结果显示, 酵母的活性 Yca1

具有同源二聚体特点, Yca1的 p20结构域在 Arg72和

Lys86两处被切割成两个较小的 36kDa片段并二聚化, 

而钙离子能够特异性地增强 Yca1 的自剪切加工

(Wong et al, 2012)。因此推测, 自剪切加工和二聚化

可能也是 EhMC1产生活性形式的关键步骤。 
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图 3  EhMC1蛋白三维结构预测及评价 

Fig.3  Three-dimensional structure and the evaluation of EhMC1 
注: a. 折叠识别建模三级结构; b. 折叠识别建模评价 

 
另外, 植物 metacaspases中的某些氨基酸可以被

S-亚硝基化, 从而导致 metacaspase 降解失活, 如拟

南芥 AtMC9 的活性位点处的 Cys-147 在植物体内可

被 S-亚硝基化 , 抑制其自我加工及降解底物活性

(Belenghi et al, 2007)。S-亚硝基化是一氧化氮(NO)以

共价键方式与蛋白质特定位置上的半胱氨酸(Cys)残

基相连, 从而影响被修饰蛋白质的活性, 是一种翻译

后基因表达调控方式。研究表明, 病毒感染诱导海洋

球石藻细胞产生和释放 NO 并启动宿主细胞 PCD 过

程(Rosenwasser et al, 2016)。病毒诱导球石藻 PCD的

精确机制尚不清楚, 不过由此我们可以推测 S-亚硝

基化这种翻译后修饰方式可能在病毒诱导的球石藻

PCD过程中调控 metacaspase的活性。 

2.5  Metacaspase蛋白质功能分析 

Metacaspases 与 caspase 家族半胱氨酸蛋白酶具

有远缘关系, 且与植物和低等真核细胞中的 PCD 过

程相关。Metacaspase 是精氨酸/赖氨酸特异性半胱氨

酸蛋白酶类 , 其通过自剪切加工或二聚化激活

(McLuskey et al, 2012)。在 UniProt蛋白数据库中 11

个浮游植物物种的 29 个 metacaspases 都具有半胱氨

酸蛋白酶活性, 并且在 NCBI 数据库的电子注释中发

现 EhMC4具有钙离子结合位点。许多生化证据表明, 

高等植物Ⅰ型和Ⅱ型 metacaspase 的催化活性依赖于

钙离子的存在(Du et al, 2011; Watanabe et al, 2011; 

Piszczek et al, 2012; Machado et al, 2013)。Choi等人

(2013)通过结构预测分析显示 , 隐藻 (Cryptophyta, 

Guillardia theta)具有Ⅲ型 metacaspase(GtMC2)(Choi 

et al, 2013), 随后的实验结果证实其具有蛋白内切酶

活性, 并优先切割精氨酸残基, 且 GtMC2 的活性依

赖于钙离子浓度 (Klemenčič et al, 2018)。蓝藻

(Microcystis aeruginosa)细胞具有缺乏 p10 结构域的

MCP(MaOC1), 其依赖于钙离子并以二聚化形式激

活, 即 MaOC1通过切割 Arg219残基后活化, 形成分

子量为 55kDa和 25kDa的蛋白亚基(Klemenčič et al, 

2015)。目前, 浮游植物的 metacaspase 相关实验数据

较少, 基因组及蛋白注释也不完整, 它们在 PCD 过

程中所处的位置尚不十分清晰。 

利用String数据库(https://string-db.org/)分析推测与

浮游植物 metacaspase 互作的蛋白质, 在中等条件下

(score等于 0.4)选取评分大于 0.4的蛋白作为分析对象。

结果发现 , 莱茵衣藻、三角褐指藻及假微型海链藻

(Thalassiosira pseudonana)具有蛋白互作相关数据, 且

绝大多数互作蛋白都定位于胞质内或细胞膜上(表 2)。

这些互作蛋白可能通过调控诸如依赖于钙离子的半胱

氨酸蛋白酶、丝氨酸内肽酶及酰基转移酶的活性参与胁

迫应答、蛋白水解、细胞 PCD及自噬等生物学过程。 

2.6  浮游植物 metacaspases磷酸化特点 

选择模序程序(Motif Scan)并设置“high”严谨度

(百分位分数设置为 0.1％), 对除 EhMCs 外 20 条

metacaspases 进行磷酸化修饰分析, 结果显示 9 个

metacaspases 可能被特定蛋白激酶磷酸化, 总共含有

20 个潜在的磷酸化位点(表 3), 且一个蛋白含有一个

或多个磷酸化位点。如莱茵衣藻 metacaspase (XP_ 

001696956)有 3 个磷酸化结构域, 其中两个是 Abl 

Kinase, 位点为 Y73和 Y131; 另一个是 PLK1 Kinase, 

位点为 T271; 其余的物种也检测到磷酸化位点。 

许多 caspase 的活性可以通过蛋白磷酸化直接调

节(Dix et al, 2012)。Martins等人(1997)首次报道在依

托泊苷(etoposide)诱导的细胞 PCD过程中, HL-60细胞

的胞浆中存在磷酸化形式的活性 caspase, 并证实至少

三种 caspase 由激酶磷酸化激活, 且 caspase-3 中含有

多个潜在的磷酸化位点。有关浮游植物 metacapase 
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的磷酸化研究鲜有报道。Liu 等(2018)发现海洋球石

藻 9 条 EhMCs 的一级结构中均存在丝氨酸、苏氨酸

和酪氨酸等多个潜在的磷酸化修饰位点 , 并通过实

验首次证实了病毒诱导球石藻 PCD 过程中伴随着磷

酸化 metacaspase的高表达(Liu et al, 2018)。另外, 海

洋球石藻E. huxleiy磷脂酶C (PLC) (EhPLC)的一级结

构中也存在多样性的磷酸化修饰, PLC作为一种重要

的细胞信号分子, 是 G 蛋白信号转导过程中的重要

调节因子之一 , 在对环境胁迫应答及病原菌致病过

程中发挥重要作用(郭强强等, 2018)。可见, 蛋白质的

磷酸化与去磷酸化分子开关可能在调控浮游植物应

答环境胁迫过程中起着关键作用。 

3  结论 

本文利用生物信息学方法系统地分析了浮游植

物 PCD 特征蛋白酶 metacaspases 的分布、结构特点

及功能特性, 发现浮游植物该蛋白类型多样, 虽然它

们的一级结构存在明显差异 , 但活性位点的氨基酸

基序具有高度保守性 , 且蛋白三级结构与酵母的

metacaspase 高度相似, 暗示它们可能具有类似的功

能。与浮游植物 metacaspase 相互作用的蛋白大部分

具有依赖于钙离子的半胱氨酸蛋白酶、丝氨酸内肽酶

及酰基转移酶的功能。浮游植物 metacaspases存在多

个潜在的磷酸化修饰位点 , 暗示磷酸化修饰对该酶

的活性功能具有一定的调控作用。 
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DISTRIBUTION, STRUCTURE, AND FUNCTION OF PHYTOPLANKTON 
METACASPASES 

SU Jin-Jing1, 2,  CAI Wei-Cong1, 2,  LI Gui-Ling1,  LI Jian1,  ZENG Jun1,  LIU Jing-Wen1, 2 
(1. College of Food and Bioengineering, Jimei University, Xiamen 361021, China; 2. Fujian Provincial Key Laboratory of Food 

Microbiology and Enzyme Engineering, Xiamen 361021, China) 

Abstract    Metacaspases are evolutionarily distant homologs of caspases and play key roles in phytoplankton 

programmed cell death (PCD). We analyzed the characteristics of distribution, structure, and function of phytoplankton 

metacaspases using bioinformatics methods. The results show that a total of 29 phytoplankton metacaspases are found in 

11 phytoplankton species, and can be grouped into three main types, namely type , type , and type Ⅰ Ⅱ  Ⅲ based on their 

multiple alignment of amino acid sequence. Despite the low amino acid sequence identity, they displayed high structural 

conservation in histidine- and cysteine- containing catalytic domain. The three-dimensional structures of Emiliania huxleyi 

(EhMC) are very close to that of yeast metacaspase, suggesting that they might have similar function. The results of the 

protein-protein interaction analysis revealed that metacaspases directly or indirectly interacted with multiple cellular 

proteins, playing a critical role in cell apoptosis, response to environmental stress, and energy metabolism. Furthermore, 

the phosphorylation modification of metacaspase may play a regulatory role in the PCD signal transduction of 

phytoplankton. 

Key words    phytoplankton;  programmed cell death (PCD);  metacaspase;  structure and function;  protein-protein 

interaction 

附表 1  浮游植物 metacaspases 基因登录号 
Tab.S1  Metacaspases in phytoplankton 

物种 缩写 a 基因 ID mRNA ID 蛋白 ID 

Aureococcus 
anophagefferens 

AaMC1 20221022 XM_009042055.1 XP_009040303.1 

Auxenochlorella 
protothecoides 

ApMC1 23614527 XM_011399004.1 XP_011397306.1 

CrMC1 5717424 XM_001691774.1 XP_001691826.1 
Chlamydomonas reinhardtii 

CrMC2 5722640 XM_001696904.1 XP_001696956.1 

CcMC1 17321622 XM_005713836.1 XP_005713893.1 
Chondrus crispus 

CcMC2 17324901 XM_005717127.1 XP_005717184.1 

EhMC1 17284475 XM_005791576.1 XP_005791633.1 

EhMC2 17283241 XM_005790343.1 XP_005790400.1 

EhMC3 17277722 XM_005784825.1 XP_005784882.1 

EhMC4 17277488 XM_005784588.1 XP_005784645.1 

EhMC5 17269785 XM_005776613.1 XP_005776670.1 

Emiliania huxleyi 
CCMP1516 

EhMC6 17267081 XM_005773908.1 XP_005773965.1 
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续附表 

物种 缩写 a 基因 ID mRNA ID 蛋白 ID 

EhMC7 17256866 XM_005763016.1 XP_005763073.1 

EhMC8 17253171 XM_005759676.1 XP_005759733.1  

EhMC9 17251088 XM_005757309.1 XP_005757366.1 

Micromonas commoda McMC1 8242492 XM_002501537.1 XP_002501583.1 

MnMC1 25726426 XM_014051203.1 XP_013906657.1 
Monoraphidium neglectum 

MnMC2 25726427 XM_014051204.1 XP_013906658.1 

Ostreococcus tauri OtMC1 9831219 XM_003083404.1 XP_003083452.1 

PtMC1 7197248 XM_002178072.1 XP_002178108.1 

PtMC2 7200976 XM_002180039.1 XP_002180075.1 

PtMC3 7203298 XM_002182482.1 XP_002182518.1 

PtMC4 7203526 XM_002182516.1 XP_002182552.1 

Phaeodactylum tricornutum 
CCAP 1055/1 

PtMC5 7203528 XM_002182670.1 XP_002182706.1 

TpMC1 7449711 XM_002290103.1 XP_002290139.1 

TpMC2 7450918 XM_002295318.1 XP_002295354.1 
Thalassiosira pseudonana 

CCMP1335 
TpMC3 7451860 XM_002297194.1 XP_002297230.1 

VcMC1 9618094 XM_002946692.1 XP_002946738.1 
Volvox carteri f. nagariensis 

VcMC2 9621258 XM_002948025.1 XP_002948071.1 

a: MC, Metacaspase 

 
 


