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摘要: 多基因系统发育研究方法是系统发育分析中的一个重要手段, 基因树冲突已成为分子系统发育研究中

日益突出的问题。烯醇化酶基因(eno)及其编码的蛋白广泛存在于五界系统中, 烯醇化酶为糖酵解途径中重要酶

类。文章选取原核生物已注释的 eno 基因序列进行了系统发育分析。对其中的 138 个模式菌株的 eno 基因序列

进行系统发育分析和同源性搜索, 发现 19 个模式菌株的 eno 基因是通过水平转移而来; 并通过核苷酸组成、密

码子偏好性和基因排列等基因特征分析, 进一步验证了水平转移基因的外源性。结果表明：原核生物 eno 序列

具有较高保守性, 其大小适中, 是研究原核生物系统发育的良好材料。文章在对基因水平转移的供体和受体菌

株生活习性、进化历史以及烯醇化酶的结构和功能的研究过程中提供重要参考价值。 
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Abstract:  The phenomenon of conflicting gene trees has become a remarkable and difficult problem. Application of 
multiple genes has been a widespread practice to reconstruct phylogenies in phylogenetic studies. Enolase is a key glyco-
lytic enzyme, The enzymes from a large variety of organisms, including archaebacteria, eubacteria and eukaryotes, were 
studied. We downloaded eno sequences from the genomes of bacteria and archaea that have been completely sequenced. 
The comprehensive homology search and phylogenetic analysis of the eno were used, and nineteen horizontally transferred 
genes were identified. The results of analysis showed lots of differences between the features of horizontal transferred genes 
and the ones of whole genomic genes, such as nucleotide composition, gene combination, codon usage bias, and selection 
pressure. These results reconfirmed that the horizontally transferred genes were exogenous. The result revealed that pro-
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karyote eno genes were highly conserved, medium-sized, is a good material in the phylogenetic. This paper can provide a 
reference in study of life habit and evolutionary history of donor and receptor, and enolase structure and function. 

Keywords: Eno; phylogenetic study; horizontal gene transfer 

在生物系统发育研究中, 16S rDNA序列分析法
是目前的主要应用方法。但 16S rDNA基因序列进化
上高度保守, 对属内亲缘密切种间分析时, 保守的
16S rDNA基因序列分辨率不够高[1]; 另外, 同一菌
株中, 16S rDNA可能有 2~3 个拷贝, 研究推测这可
能由于基因水平转移(Horizontal gene transfer, HGT)
所致[2]。最近几年, 随着测序技术以及全基因组学的
发展, 出现了许多根据其他保守基因序列以及编码
蛋白进行系统发育分析的例证[3~6]。但这些保守序列

多数为某一谱系中所特有的一种或多个基因, 无法
从整体上反映原核生物间的进化关系。此外, 采用
多个基因建树进行系统发育分析时, 不同基因片段
可能会展现或多或少不同的分支式样甚至严重的分

歧, 即基因树之间发生冲突[7]。 
烯醇化酶 (Enolase, 2-phospho-D-glycerate hy-

drolyase)是Lohman和Mayerhof在研究肌肉提取物中
磷酸甘油酸向丙酮酸转换过程中发现的[8]。它既可

催化糖酵解过程中 2-磷酸-D-甘油酸(PGA)向磷酸-
烯醇式丙酮酸(PEP)的转化, 同时也在糖异生过程中
催化逆向反应 , 即作为磷酸丙酮酸水合酶 , 使PEP
向PGA转化, 因此烯醇化酶在细胞能量代谢过程中
起重要的作用[9]。烯醇化酶由eno基因编码。Eno基
因及其酶蛋白广泛分布于古生菌、真细菌以及真核

生物中[10~18], 真核生物包括真菌[13,14]、植物[15]、果蝇[16]

和哺乳动物[17,18]等。对eno序列及其酶蛋白的研究多
集中于真核生物以及真核与原核生物互作机制[19, 20], 
Hannaert等[10]研究发现眼虫属(Euglena)的eno序列可
能是从一种螺旋体(Spirochaete)中获得; 而单独对原
核生物eno序列及其酶蛋白的研究较少。大量研究发
现, 生物体中同一蛋白可以有不同的功能, 在细胞
内部和外部的功能也有差异, 这些功能之间可能无
多大的联系[21]。基因eno编码的烯醇化酶除催化糖酵
解过程外, 还在不同的生态系统扮演多种角色, 并
发挥不同的功能。例如, 烯醇化酶在酵母中可作为
一个热休克蛋白 [22]; 在艰难梭菌(Clostridium diffi-

cile)中可作为毒素B[23]; 在一些病原体中可作为纤
溶酶原和层黏连蛋白的受体, 可提高细菌毒力, 增加
细菌对组织的侵袭力[24~26]。此外, 烯醇化酶还具有热
激蛋白、RNA降解体[27]等其他方面的作用。 

基因水平转移是指在具有生殖隔离的不同物种

之间, 或单个细胞的叶绿体、线粒体等细胞器之间, 
以及细胞器和细胞核之间所进行的DNA片段流动[28]。

基因交流可以发生在亲缘关系较近的同属不同种之

间, 也可以是亲缘关系较远的, 或没有亲缘关系的
生物种之间, 有的甚至跨越了界的限制。Eno基因广
泛分布于五界系统中, 序列比对发现, eno基因在进
化过程中具有高度保守性 , 进化速度慢 [15,26], 这一
特点与糖酵解途径的大多数酶是一致的。 

本文从原核生物入手, 共选取 497 属中的 817
个种的 1 105个 eno基因序列进行系统发育分析。对
其中的 140 个模式菌株的 eno 基因序列进行系统发
育分析和同源性搜索。利用多种软件分析了水平转

移基因的 GC%含量、核苷酸组成、密码子偏好性、
选择压力及基因排布, 发现它们不同于基因组的普
遍特性, 从而进一步确定其外源性。 

1  材料和方法 

1.1  材料 

从 NCBI(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene?term= 
%22eno)中选取含有 eno 序列的原核生物, 下载其
eno序列, 进行比对分析, 同一种的不同菌株间同源
性在 99.9%以上的, 选取其中的一个 eno序列进行分
析。本文共选取 497属中的 817个种, 其 eno序列共
计 1 105个进行系统发育分析。参照 LPSN(http://www. 
bacterio.cict.fr/foreword.html)和《伯杰氏细菌系统学
鉴定手册》(第九版), 将模式菌株作为研究对象。下
载模式菌株的 eno 序列, 同一属中的不同种的模式
菌株进行比对分析, 其同源性在 99%以上的, 选取 
其中的一株进行后续系统发育分析和同源性搜索。
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其全基因组信息来源于NCBI (http://www.ncbi.nlm. 
nih.gov/genomes/lproks.cgi), 从基因水平转移数据
库HGT-DB (http://genomes.urv.es/HGT-DB/)选取标
记eno为“hgt”的菌株作为参比菌株[29]。Eno序列在细
菌中多数为单拷贝序列 [30], 但也有两个拷贝的, 如
Amycolatopsis mediterranei U32(NC 014318)。本文共
选取 117 属中的 138 个种, 其中放线菌门(Actino-
bacteria)的Catenulispora acidiphila DSM 44928T和厚

壁菌门 (Firmicutes)的 Desulfitobacterium hafniense 
DCB-2T各含有 2 个eno拷贝序列, 共计 140 个eno基
因序列进行系统发育和相关分析。 

1.2  方法 

1.2.1  水平转移基因的鉴定 

1.2.1.1  系统发育进化分析     首先, 用Galaxy系
统 [31](http://app.biodiscover.com/)将下载的 eno序列
进行比对, 使用国际上通用的ClustalX, 参数设置使
用默认值[32]。在MEGA5.05软件中对比对后的eno序
列进行修饰, 使用最小进化法(Minimum evolution)对
1 105 个 eno序列构建系统发育树。使用邻接法
(Neighbor-joining)、最小进化法、UPGMA(Unwei-
ghted pair group method with arithmatic mean)和最大
似然法(Maximum likelihood)分别对模式菌株的 140
个eno基因序列构建系统发育树, 自举检验重复数选
择 1 000。对其进行系统发育分析, 利用结果中的物
种信息, 通过Taxonomy数据库和《伯杰氏细菌系统
学鉴定手册》(第九版)对应成谱系数据。选择未能与
同一谱系(门或纲水平)其他菌株很好聚类的菌株 , 
其eno基因作为下一步研究的候选水平转移基因。 
1.2.1.2  相似性搜索     对于候选水平转移基因 , 
在 NCBI中用 Blastn程序进行相似性搜索, 筛选出 E
值小于-30, 序列一致性高于 60%(Identity>60%)的
结果 , 利用比对结果中的物种信息 , 将其通过
Taxonomy数据库和《伯杰氏细菌系统学鉴定手册》
(第九版)对应成谱系数据。再根据以下标准进行水平
转移基因的来源物种分析：E 值由低到高进行分析, 
非同物种系谱超过 3 个属, 并且这 3 个属为同一谱
系(如门或纲水平), 候选的水平转移基因即可能来
源于此。对 19个候选基因和候选来源物种的 eno基
因的上下游 1 000 bp序列进行分析, 比较其相似性
和有无转座特征性序列, 综合考虑水平转移基因的

系统发育树拓扑结构及序列比对的同源性, 确定水
平转移基因的来源物种、转移方式和转移方向。 

1.2.2  水平转移基因的基因特征分析 

在 MEGA5.05软件中对选取的 140个 eno序列
进行匹配距离计算(Compute pairwise distances), 得
到两两之间的遗传距离 ; 进行序列特征比对
(Compute composition distances), 得到其 GC%含量, 
并进行相应菌株的 16S rDNA基因序列的 GC%含量
分析, 从 NCBI 基因组文库中得到相应菌株的全基
因组 GC%含量数据。 

选取 16S rDNA 和腺苷激酶(adenosine kinase, 
adk)、3-磷酸莽草酸 1-羧乙烯基转移酶(3-phosph-
oshikimate 1-carboxyvinyltransferase, aroA)、ATP合
酶(ATP synthase subunit, atpD)、伴侣蛋白(co-chapero-
nin, groES)、DNA 聚合酶Ⅲ(DNA polymerase III, 
dnaE)、谷氨酰胺合成酶(glutamine synthetase, glnA)、
柠檬酸合酶(citrate synthase, gltA)、丝氨酸羟甲基转
移酶(serine hydroxymethyltransferase, glyA)、苹果酸
脱氢酶(malate dehydrogenase, mdh)、DNA错配修复
蛋白(DNA mismatch repair protein, mutS)、颤动蛋白
(twitching motility protein, pilT)、DNA 重组蛋白

(DNA recombination protein, recA)、DNA 指导的

RNA 聚合酶 (DNA-directed RNA polymerase beta 
subunit, rpoB)、甲状腺素受体 α(thyroid hormone 
receptor alpha, thrA)、色氨酸合酶(tryptophan synthase 
beta subunit, trpB)和甘油 -3-磷酸结合周质蛋白
(glycerol-3-phosphate -binding periplasmic protein 
precursor, ugpB)等 16个看家基因进行基因特征分析, 
作为相应菌株全基因组的基因特征。 

运用 Codon W软件计算候选水平转移基因及全
基因组的密码子适应指数(Codon adaptation index, 
CAI)、密码子偏好性指数(Codon bias index, CBI)、
有效密码子数(Effective number of codon, Nc)、最优
密码子使用频率(Frequency of optimal codons, FOP)
和第三密码子核苷酸组成的 GC3s 值等一些其他常
用数值和各密码子使用频率。运用 KaKs_Calculator
软件中的所有模型基于进化选择压力的算法, 研究
计算部分物种的水平转移基因的非同义替换率(The 
number of non-synonymous substitutions per non-syno-
nymous site, Ka)和同义替换率(The number of syn-
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onymous substitutions per synonymous site, Ks), 选
取 Fisher 检验得出的最低 P 值作为该基因的选择压
力数据。根据 Microbesonline (http://www.microbe- 
sonline.org/)中的基因组数据及位于候选水平转移基
因上下游的编码基因的注释信息, 分析候选水平转
移基因上下游基因排布情况, 并构建物种树[33, 34]。

根据物种树, 进一步确定基因的外源性。 

2  结果与分析 

2.1  eno序列分布 

截止到 2012 年 05 月, NCBI(http://www.ncbi. 
nlm.nih.gov/genome/browse/)中收录的已完成全基因
组测序的真细菌为 3 156个; 古生菌为 192个, 其中
90%以上都已鉴定含有 eno序列。NCBI中收录真细
菌的 eno序列数为 2 072个, 隶属于 432属 724个种; 
古生菌的 eno序列数为 139个, 隶属于 66属 107个
种。表 1 列出的是本研究所用谱系的全基因组信息
及 eno序列存在的数量。 

2.2  水平转移基因的鉴定 

2.2.1  系统发育进化分析 

通过对 1 105个 eno序列进行人工修饰, 最终比 

对序列长度在 1 200 bp左右。采用最小进化法构建
基于 eno序列的系统发育树(附图 1)。附图 1 中, 同

一谱系(门或纲水平)的菌株聚类明显, 其中包括真
细菌域的 α-变形菌纲、β-变形菌纲、γ-变形菌纲、
放线菌纲、拟杆菌纲、鞘脂杆菌纲、芽孢杆菌纲和

梭菌纲等聚群, 以及古生菌域的纳古菌门、泉古菌
门和广古菌门的甲烷微菌纲、甲烷杆菌纲、热原体

纲和古丸菌纲等聚群。各聚群相互间的同源性较低, 
具有明显差异。 

通过对 140个模式菌株的eno序列比对并进行人
工修饰, 最终比对序列长度在 1 300 bp左右, 采用不
同方法构建系统发育树(图 1 和附图 2～4)。从图 1
中可以看出, 以广古菌门(Euryarchaeota)的 4个菌株
作为外群, 其他菌株能够很好的聚在一起, 除了厚
壁菌门(Firmicutes)形成两大遗传距离较远的聚类群
之外, 其他同一谱系的菌株相互聚群, 各个谱系能
够很好的区分开来; 同一聚群内部, 菌株间的相似
性较高, 不同聚群间差异明显。但也有个别的eno序
列未与来源同一谱系的其他菌株的eno序列聚群, 包
括放线菌门的Ca.acidiphila DSM 44928T、γ-变形菌
纲的Francisella tularensis FSC 147T、厚壁菌门的

De.hafniense DCB-2T以及广古菌门的Methanosaeta 
thermophila DSM 6194T等菌株。 

 

表 1  真细菌和古生菌的部分全基因组信息 

分类 已全基因组测序的菌株数 eno数量 基因组大小(Mb) 首次完成全基因组测序菌株 

Alphaproteobacteria 221 179 0.85~8.84 Rickettsia conorii Malish7 (NC_003103) 

Betaproteobacteria 128 169 1.56~9.04 Neisseria meningitidis Z2491 (NC_003116) 

Gammaproteobacteria 452 589 0.16~7.15 Haemophilus influenzae Rd KW20 (NC_000907) 

Deltaproteobacteria 78 48 1.70~13.03 Geobacter sulfurreducens PCA (NC_002939) 

Epsilonproteobacteria 70 66 1.58~2.56 Helicobacter pylori 26695 (NC_000915) 

Actinobacteria 232 218 0.93~10.47 Streptomyces coelicolor A3(2) (NC_003888) 

Firmicutes 524 415 0.58~7.20 Mycoplasma genitalium G37 (NC_000908) 

Chlamydiae 35 21 1.00~2.41 Chlamydia trachomatis D/UW-3/CX (NC_000117) 

Cyanobacteria 45 47 1.40~9.04 Nostoc sp. PCC 7120 (NC_003272) 

Bacteroidetes 80 79 0.64~9.13 Bacteroides thetaiotaomicron VPI-5482 (NC_004663) 

Thermotogae 14 13 1.80~2.30 Thermotoga maritima MSB 8 (NC_000853) 

Spirochaetes 47 53 0.92~4.69 Borrelia burgdorferi B 31 (NC_001318) 

Planctomycetes 6 5 5.44~7.15 Rhodopirellula baltica SH1 (NC_005027) 

Aquificae 11 8 1.50~1.98 Aquifex aeolicus VF5 (NC_000918) 

Chlorobi 11 12 1.96~3.30 Chlorobium tepidum ATCC 49652 (NC_002932) 

http://www.cnbio.net/Wiki/View.aspx?title=%e6%94%be%e7%ba%bf%e8%8f%8c%e9%97%a8
http://www.cnbio.net/Wiki/View.aspx?title=%e5%8e%9a%e5%a3%81%e8%8f%8c%e9%97%a8
http://www.cnbio.net/Wiki/View.aspx?title=%e8%a1%a3%e5%8e%9f%e4%bd%93%e9%97%a8
http://www.cnbio.net/Wiki/View.aspx?title=%e8%93%9d%e8%97%bb%e9%97%a8
http://www.cnbio.net/Wiki/View.aspx?title=%e6%8b%9f%e6%9d%86%e8%8f%8c%e9%97%a8
http://www.cnbio.net/Wiki/View.aspx?title=%e6%b5%ae%e9%9c%89%e8%8f%8c%e9%97%a8
http://www.cnbio.net/Wiki/View.aspx?title=%e4%ba%a7%e6%b0%b4%e8%8f%8c%e9%97%a8
http://www.cnbio.net/Wiki/View.aspx?title=%e7%bb%bf%e8%8f%8c%e9%97%a8
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Deferribacteres 4 4 2.51~3.20 Denitrovibrio acetiphilus DSM12809 (NC_013943) 

Euryarchaeota 81 97 1.20~7.84 Methanocaldococcus jannaschii DSM2661 (NC_000909)
 

2.2.2  相似性搜索 

对不同方法构建的系统发育树比对分析, 最终
得到 19个eno序列与来源同一谱系其他菌株的eno序
列具有明显差异 ,  初步鉴定为候选的水平转移基
因。其中 4 个eno序列为基因水平转移数据库HGT- 
DB中已标记为“hgt”的序列(图 1), HGT-DB数据库从
GC%含量和密码子使用偏好性等方面鉴定其是否为
水平转移基因, 鉴定过程存在一定的局限性 [29] , 本
文选取这 4 个eno序列进行后续深入的研究。所 

选 19个 eno序列的菌株遗传信息和GenBank登录号
见表 2。对这 19个候选水平转移基因进行相似性搜
索 , 在比对结果中 , 除同一谱系外 , 这些基因序列
与其他谱系的菌株有较高的相似性, 具有明显的水
平转移的迹象, 初步确定其来源物种(表 2)。 

2.3  水平转移基因的特征分析 

将 eno、16S rDNA和全基因组序列的 GC%含量
进行比对, 并作出比值分布图(图 2)。对比值进行 F- 
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图 2  所选菌株的 eno、16S rDNA 与全基因组的 GC%含量比值(以全基因组的 GC%含量为标准) 

 
检验 , 结果显示eno与全基因组GC%含量的比值在
0.655~1.368 之间, 平均值为 1.051, 方差为 0.007; 
16S rDNA与全基因组GC%含量的比值在 0.779~ 
2.011 之间, 平均值为 1.164, 方差为 0.088。与前者
相比, 16S rDNA的GC%含量与全基因组GC%存在明
显差异。eno序列与全基因组序列的GC%含量具有很
高的一致性 , 但有 3 个明显的差异点 , 分别为
Fervidobacterium nodosum Rt17-B1T、Persephonella 
marina EX-H1T和Ch.tepidum ATCC 49652T。其中

Pe.marina EX-H1T和Ch.tepidum ATCC 49652T的eno
基因为本研究中的候选水平转移基因, Fe.nodosum 
Rt17-B1T在系统发育树中与同一谱系的其他菌株聚

类, 其eno基因是否为水平转移基因还有待进一步研
究确定。从图中也可看出在菌株的全基因组GC%含
量较低时 , 其eno基因的GC%含量高于全基因组的
GC%含量; 在全基因组的GC%含量较高的菌株中 , 
其eno基因的GC%含量与全基因组的GC%含量持平
或低于全基因组的GC%含量。 

对 19 个候选菌株的eno水平转移基因的密码子
指数数据与全基因组的比值进行了统计(图 3)。发现
候选的 19 个菌株的eno基因的GC、CAI、Fop、Nc
及GC3s这 5 个密码子指数值与全基因组的比值在 1
附近, 而候选水平转移基因的CBI与全基因组的CBI
比值变化较大。其中菌株Ch. tepidum ATCC 49652T、

Me.fervens AG86T 、 Ps.syringae DC 3000 、

Fr.tularensis FSC 147T、Ba.tribocorum CIP 105476T、

Tr.azotonutricium ZAS-9T 、 Me.thermophila DSM 
6194T、Tr.denticola ATCC 35405T、Ca.acidiphila DSM 

44928T和Bo.burgdorferi B31T的eno基因的GC、CAI、

CBI、Fop、Nc及GC3s这 6个密码子指数值与全基因
组的密码子指数值具有差异性, 可能是因为这些菌
株的eno基因水平转移进入基因组的时间较短, 密码
子偏好性还存在。其他几个菌株的eno基因的密码子
指数值与全基因组的密码子指数值比较接近, 这有
可能是因为这些菌株的eno基因转移进入基因组的
时间较长, 在进化过程中, 密码子的使用已经逐渐
偏好使用寄主基因的密码子[35]。 

统计 19 个候选菌株的eno基因和全基因组的密
码子使用情况, 对候选的 19 个菌株的eno基因密码
子使用频率与全基因密码子使用频率进行比较。一

般认为比值若在 0.5~2.0, 表明两者对密码子偏好性
比较接近, 反之则差异较大。从附表 1 可以得出：
Tr.whipplei TwistT的候选基因与全基因组的密码子

使用频率比值大于 2小于 0.5的密码子数量最少为 9
个, Ch.tepidum ATCC 49652T的候选基因与全基因组

的密码子使用频率比值大于 2 小于 0.5 的密码子数
量最多为 50个, 结果显示候选的 19个菌株的eno基
因与全基因组相比具有显著的密码子偏好性, 也进
一步支持了候选基因是通过水平转移而来的结论。 

对 19个候选菌株的 eno 基因和来源物种的 eno 
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图 3  候选基因与全基因的密码子指数比值(以 GC 比值的升序排列) 
 
基因序列进行了选择压力分析(附表 2)。分析结果显
示不同物种的 eno基因间的Ka/Ks相近, 都是Ka<Ks
的负向选择。说明氨基酸在负选择压力下非常保守

的突变; 也进一步证明了 eno基因进化上非常保守。 
在MicrobesOnline网站中, 分析 19 个候选菌株

的eno基因上下游基因排布 , 其中Tr.azotonutricium 
ZAS-9T和 Ch.tepidum ATCC 49652T未被Microbe-
sonline数据库收录, 我们分析了其余 17 个候选菌株
的eno基因上下游基因排布情况(图 4 和附图5)。图
4A物种树包括了 3 个候选物种, 并且都隶属于产水
菌门, 其中产水菌门的 9 株菌株聚为一类, 与其他
菌株相互分开, 但彼此之间也有一些差异, 推测水
平转移时间发生在产水菌门分化之前; 图 4B、C、D
中Bo.burgdorferi B31T、Tr.whipplei TwistT、Fr.tularensis 
FSC147T与同属的其他菌株聚类明显 , 而与其他属
的菌株差异明显; 附图 1 中, Bo.burgdorferi B31T、

Tr.whipplei TwistT、Fr.tularensis FSC147T与同属的其

他菌株聚群, 但不与同一科水平上的其他菌株聚群, 
推测它们的水平转移事件发生在相应属分化之后。

根据附图 5 中候选物种与其他物种在基因排布上的
差异, 结合附图 1中对于原核生物的 1 105个eno序
列构建的系统发育树信息, 进而推测发生水平转移
的时间(表 2)。 

此外, 在MicrobesOnline数据库中, 通过构建不
同基因的物种树, 可发现潜在的水平转移现象[33, 34], 
图 4C中, 棒杆菌科(Corynebactericeae)的菌株与其他
放线菌门的菌株分开, 推测棒杆菌亚目的eno基因通

过水平转移而来。附图 1 中选取棒杆菌科的
Corynebacterium 1 属的 11 个eno序列进行了系统发
育分析, 其与放线菌门的其他菌株聚成一类。该属
的各菌株间同源性较高, 与其他属菌株具有明显差
异, 其eno序列是否为水平转移而来还有待进一步验
证。 

3  讨 论 

3.1  eno序列在系统分类学上应用 

原核生物系统分类学研究中, rDNA序列分析法
是主要的鉴定指标。其中 16S rDNA基因序列因其细
胞所共有、功能同源且最为古老、既含有保守序列

又含可变序列、分子大小适合操作等特点, 成为最
常用的系统发育标记分子。但由于 16S rDNA基因的
高度保守性, 使得对亲缘关系较近的物种分辨率不
够高。随着测序技术以及全基因组学的发展, 人们
逐渐将目光转移到其他保守基因序列以及编码蛋白

上[3~6]。当用多个基因建树进行系统发育分析时, 由
于随机误差、系统误差以及生物学因素等原因, 不同
基因片段可能会展现或多或少的基因树冲突[7]。为尽

量真实的反映原核生物的系统发育进化关系, 需要
结合多个保守基因, 综合全面地进行分析。这些基
因序列应具有保守性强、大小适中易于操作、原核

生物普遍具有及保守区和可变区并存等特点。 
本文以隶属于真细菌和古生菌的 497 属中的

817个种为研究对象, 构建了基于 1 105个 eno序列
的系统发育树(附图 1)。以隶属于古生菌的部分菌株 

http://www.microbesonline.org/
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的eno序列作为根类群, 其他菌株能够很好的聚为一
群, 并形成α-变形菌纲、放线菌纲、芽孢杆菌纲和拟
杆菌纲等谱系的小聚群。同一谱系的多数菌株形成

单一聚群, 不同分类单元的聚群相互分开, 差异明
显。此外, 同一聚群的各菌株在种甚至菌株水平, 可
以很好的区分开来(附图 6)。对基因序列的GC%含量
的研究文献较多, 证实不同基因的GC%含量具有差
异性[36~37]。16S rDNA具有高度保守性, 其GC%含量
在 50%与 60%之间, 不同分类单元间的GC%含量差
异较小, 不能通过GC%含量将其分类。本研究的 140
个eno基因的GC%含量与其全基因组的GC%含量具
有很高的相似度(图 2), 菌株eno的GC%含量可以间
接反应全基因组的GC%含量。Pancholi[8]对包括大肠

杆菌、疟原虫、拟南芥、果蝇和人类在内的 39个代
表物种的eno编码蛋白序列进行了比对分析, 烯醇化
酶蛋白序列具有很高的保守性, 两个物种间的同源
性在 40%~90%之间, 序列的保守区和可变区间隔排
列, 在比对的中部 280 bp、C端和N端附近含有长片
段的高保守性区域, 便于设计引物, 进行全序列或
可变区序列的测定。本文通过对部分原核生物的烯

醇化酶蛋白序列进行比对分析, 也发现序列的保守
区和可变区间隔排列这一特征(附图 7)。 

越来越多的证据显示HGT为原核生物进化的重
要动力, Santiago等[38]对 17个真细菌和 7个古生菌的
全基因组序列分析发现：通过水平转移得到的基因

可以占到全基因数的 1.5%~14.5%。建立在单基因基
础上的系统发育未考虑远源物种之间的基因转移 , 
选取通过水平转移而来的单基因, 势必会影响系统
发育分析的结果。在确定种的分类地位和系统发育

地位时需要选取多个保守基因, 结合多项指标综合
考虑, 才能得出较准确的系统发育信息。eno基因具
有高保守性、长度适中易于测定、保守区与可变区

交替排列和同属间差异性较大等特点, 其编码的烯
醇化酶为糖酵解途径中重要的酶类, 在各类生物体
中分布广泛, 作为一项精细的分子指标, 可以补充
因rDNA基因序列同源性高 , 而不能界定系统发育
位置关系十分密切种(菌株)的缺点。eno基因结合其
他保守基因在种群分类、鉴定和系统发育学研究中

具有很好的应用价值[19, 20], 其的应用将会使原核生
物的系统分类更科学、更全面。 

3.2  eno序列及其酶蛋白的水平转移分析 

在五界系统的基因组相互比对中, 发现存在大
量基因水平转移现象[39~47], 其广泛存在于细菌与细
菌[42]、细菌与古菌[43, 44]、细菌与动物[45]、细菌与植

物[46]以及高等生物[47]之间。目前, 基因水平转移数据
库 HGT-DB(http://usuaris.tinet.cat/debb/HGT/welcome 
OLD.html)已收录了 94 种原核生物(78 种真细菌和
16种古生菌)发生基因水平转移的数据和相关证据。 

原核生物间的水平转移方式主要有转化、接合

和转导。真核生物中, 转化、接合和转导等现象很
少发生, 其基因水平转移的方式更加复杂。最易于
被人们接受的真核基因水平转移的方式是：宿主生

物和与其寄生的生物通过相互接触实现基因水平转

移, 或者借助病毒、细菌、昆虫等载体来实现基因
的水平转移。对基因水平转移的转移方式研究, 除
对基因序列进行分析外, 还需要结合供体和受体的
生活习性、地理分布、进化历史等。研究发现, 与
亲缘关系和地理位置相比, 相同环境生态位更能决
定一个转移基因是否能融入新的基因组中[48]。通过

本文研究发现eno基因在进化过程中受到基因水平
转移的影响[20], 在细菌与细菌、细菌与古菌间发生
过水平转移事件。本研究不仅为菌株间的系统发育

分析提供参考价值, 还可为发生水平基因转移时期, 
各种生物的氧气耐受力等生活习性以及周围环境的

研究提供重要研究数据。 
eno基因编码的烯醇化酶在不同的生物体中 , 

除在糖酵解过程中起催化作用外, 还具有其他特殊
的功能。这些功能包括热激休克蛋白、毒素、RNA
降解体以及抗体识别和肿瘤转移等[22~27]。本研究中

Bo.burgdorferi B31T的eno序列为水平转移而来, 其
烯醇化酶除催化糖酵解途径外, 还是细胞表面纤溶
酶结合蛋白 [26]; 其eno序列的来源物种为Cl.aceto-
butylicum ATCC 824T, 该种的烯醇化酶是否具有纤
溶酶结合蛋白活性还有待进一步验证。本研究表明, 
在进行不同菌株间烯醇化酶的特殊结构和功能研究

时, 通过同源性分析, 可为不同菌株间烯醇化酶的
结构、功能研究提供参考价值。 
 
附录：附图 1-7 和附表 1-2 见文章电子版(www. 
Chinagene.cn)。 
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