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纤维二糖水解酶 Ｉ 基因的系统进化分析

陈笑笑，田兴军∗

（南京大学 生命科学学院，南京 ２１００９３）

摘　 要：纤维二糖水解酶 Ｉ（ＣＢＨ Ｉ）是生物降解纤维素的一种重要的外切酶，它作用于纤维素分子末端，水解 β⁃１，４⁃糖苷键。 纤

维二糖水解酶由 ３ 个部分组成：具有催化活性的催化结构域，作用为锚定纤维素的纤维素结合域以及连接这两个结构域的一段

短肽。 已知催化结构域属于糖基水解酶家族 ７（ＧＨ７），纤维素结合域属于糖类结合模块家族 １（ＣＢＭ１）。 为进一步探索 ＣＢＨＩ 编
码基因之间的进化关系，本研究依据 ＣＢＨＩ 的结构域在 ＧｅｎＢａｎｋ 数据库中搜索并鉴定 ＣＢＨＩ 编码基因并据此构建系统发育树。
序列的平均长度为 １ ７７６ ｂｐ，平均ＧＣ 含量为 ５７􀆰 ６４％，平均转换颠换比为 ０􀆰 ７１，平均遗传距离为 ０􀆰 ４２４。 得出结论 ＣＢＨＩ 编码基因

只存在于真菌中，是一个相对活跃的基因，它的进化与物种的进化有着密切的关系。
关键词：纤维二糖水解酶 Ｉ（ＣＢＨＩ）；系统进化；序列比对
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前　 言

纤维素是广泛存在于自然界的多糖化合物，纤
维素水解能产生大量的小分子单糖，是重要的生物

资源。［１］与纤维素的工业降解相比，生物降解纤维

素具有清洁、快速、反应条件低、转化率高等优点，是
近年来生物研究的一个重要课题。 纤维素酶主要由

三类具有不同催化反应功能的酶组成，即内切葡聚

糖酶（ｅｎｄｏ⁃１，４⁃β⁃Ｄ⁃ｇｌｕｃａｎａｓｅ， ＥＣ３􀆰 ２􀆰 １􀆰 ４）、外切葡聚

糖酶（ ｅｘｏ⁃１，４⁃β⁃Ｄ⁃ｇｌｕｃａｎａｓｅ，ＥＣ３􀆰 ２􀆰 １􀆰 ９１）和 β⁃葡
萄糖苷酶 （（ β⁃１， ４⁃ｇｌｕｃｏｓｉｄａｓｅ， ＥＣ３􀆰 ２􀆰 １􀆰 ２１ ） ［２］。
外切葡聚糖酶作用于纤维素链末端，水解 β⁃１，４⁃糖
苷键，每次切下一个纤维二糖分子，因此又被称为纤

维二糖水解酶（ＣＢＨ）。 纤维二糖水解酶分为 ＣＢＨＩ
和 ＣＢＨＩＩ，其中 ＣＢＨＩ 作用于纤维素的还原性末端，



而 ＣＢＨＩＩ 作用于非还原性末端［３］，相比 ＣＢＨＩＩ，
ＣＢＨＩ 在纤维素的降解中具有更重要的作用［４－５］。

ＣＢＨＩ 一般有两个结构域，催化结构域（，ＣＤ）和
纤维素结合域（，ＣＢＤ）。 两个结构域之间由一段长

度为 ３３～３００ 氨基酸不等的富含脯氨酸或羟基氨基

酸的连接短肽相连［６］。 ＣＢＨＩ 的 ＣＤ 属于糖基水解

酶家族 ７（Ｇｌｙｃｏｓｉｄｅ ｈｙｄｒｏｌａｓｅ ｆａｍｉｌｙ７，ＧＨ７），大约由

４３３ 个氨基酸组成，其三围结构是由 ５ 个 α 螺旋和 ７
条 β 链组成的具有很大凹面的 β 三明治。 β 三明

治的一面有两个从 ＧＨ７ 蛋白内部延伸至表面的环

形成的一条长约 ５０Ａ 的隧道，ＧＨ７ 蛋白的活性位点

位于隧道的一端，作用于纤维素链的还原端，而纤维

素链的非还原端的葡萄糖残基锚定在 ＧＨ７ 蛋白

上［７］。 ＣＢＨＩ 的 ＣＢＤ 位于 ＣＢＨＩ 的 Ｃ 端，它属于糖

类结合模块家族 １（１，ＣＢＭ１），能同时识别晶体和非

晶体纤维素，插入纤维素的结晶区，加速纤维素的去

结晶化。 ＣＢＤ 具有复杂的楔形结构，表面具有一些

疏水的芳香族氨基酸的残基，与疏水的晶体纤维素

分子表面结合［８］，但是不具有催化活性。
１９５３ 年，ＤＮＡ 双螺旋结构被发现［９］，标志生物

科学进入了分子水平研究的时代。 许多生物的全基

因组被测序，许多 ＣＢＨＩ 编码基因和蛋白质也已测

序成功，大量的研究阐明了 ＣＢＨＩ 蛋白质的结构和

功能。 ＧｅｎＢａｎｋ 数据库中收录的 ＣＢＨＩ 编码基因已

有 １０ ０００ 多条，但又缺乏系统的研究和分析［１０］。
本研究在各基因组和核苷酸序列中搜索并鉴定

ＣＢＨＩ 编码基因并据此构建系统发育树，从而探索

ＣＢＨＩ 编码基因在生物中的进化关系。

１ 　 数据来源与研究方法

１􀆰 １　 数据来源

数据材料：ＧＨ７ 蛋白结构域氨基酸序列（Ｐｆａｍ：
ＰＦ００８４０）；ＣＢＭ１ 蛋白结构域氨基酸序列 （ Ｐｆａｍ：
ＰＦ００７３４）；ＧｅｎＢａｎｋ 核苷酸序列数据库。

软件：ＢＬＡＳＴ，Ｐｆａｍ，ＭＥＧＡ５􀆰 ２，Ｆａｍｉｌｙ。
１􀆰 ２　 研究方法

以 Ｐｆａｍ 数据库中注释的 ＧＨ７ 蛋白结构域氨基

酸序列和 ＣＢＭ１ 蛋白结构域氨基酸序列作为问询序

列，使用 ＢＬＡＳＴ 和隐马尔科夫模型（Ｈｉｄｄｅｎ ｍａｒｋｏｖ
ｍｏｄｅｌ，ＨＭＭ）对各基因组和核苷酸序列同源搜索，

设置阈值 Ｅ 为 ０􀆰 １［１１－１２］。 将获得的可能具有 ＧＨ７⁃
ＣＢＨＩ 结构域的 ＣＢＨＩ 完整编码序列重新在 Ｐｆａｍ 数

据库中验证，设定 Ｅ 值为默认值。 在 ＧｅｎＢａｎｋ 中搜

寻注释为 ＣＢＨＩ 完整编码序列的核苷酸序列，放入

Ｐｆａｍ 数据库中预测功能结构域。
用 ＭＥＧＡ５􀆰 ２ 软件的 Ｃｌｕｓｔａｌ Ｗ 功能对获得的

ＧＨ７⁃ＣＢＭ１⁃ＣＢＨＩ 完整编码序列进行多重序列比

对，参数设置默认，对比对结果进行手工矫正［１３－１４］。
用核苷酸构成功能（Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ）计算使

用计算平均长度和 Ｇ＋Ｃ 含量；使用核苷配对频率功

能（Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｐａｉｒ ｆｒｅｑｕｅｎｃｉｅｓ）计算各个位点的转换

值、颠换值及转换颠换比。 以最大似然法为算法，使
用寻 找 最 优 替 代 模 型 （ Ｆｉｎｄ Ｂｅｓｔ ＤＮＡ ／ Ｐｒｏｔｅｉｎ
Ｍｏｄｅｌｓ）功能寻找最适合的核苷替代模型［１５］。 使用

距离 功 能 （ Ｃｏｍｐｕｔｅ ｐａｉｒｗｉｓｅ ｄｉｓｔａｎｃｅｓ ） 并 采 用

Ｍａｘｉｍｕｍ ｃｏｍｐｏｓｉｔｅ ｌｉｋｅｌｉｈｏｏｄ 模型和 ＪＣ 矫正［１６－１７］，
构建序列遗传距离矩阵。 用邻接法构建系统进化

树［１８］，参数默认以自展法（Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ）检测，共循环 １
０００ 次，将 ＧｅｎＢａｎｋ 中注释为 ＣＢＨＩ 完整编码序列的

氨基酸序列整合进 ＧＨ７⁃ＣＢＭ１⁃ＣＢＨＩ 完整编码序

列，构建系统进化树，依据系统进化树对 ＧＨ７⁃
ＣＢＭ１⁃ＣＢＨＩ 完整编码基因手工分组，计算各组的同

义突变 Ｋａ 值，非同义突变 Ｋｓ 值，Ｋａ ／ Ｋｓ 值［１９－２０］ 及

遗传距离Ｐｉ 值。

２　 研究结果

２􀆰 １ 　 ＣＢＨＩ 基因的鉴定

通过 ＢＬＡＳＴ 和 ＨＭＭ 搜寻，在 ＧｅｎＢａｎｋ 核苷

酸序列数据库中鉴定出其中有 ３７ 条完整的编码

序列， 统 计 长 度 及 Ｇ ＋ Ｃ 含 量 （ 见 表 １ ）。 将

ＧｅｎＢａｎｋ 上获得的注释为 ＣＢＨＩ 完整编码序列的

核苷酸序列在 Ｐｆａｍ 上推测结构域，据此得到 ５ 条

不含有 ＣＢＭ１ 的 ＣＢＨＩ 编码基因序列（见表 ２）。
分析结果表明，目前收集到的 ＣＢＨＩ 编码基因均来

源于真菌，根据安斯沃斯真菌分类系统对各真菌

进行系统分类［１１］ ，可见 ＣＢＨＩ 真菌主要分布于散

囊菌纲、伞菌纲以及粪壳菌纲。 在植物基因组和

动物基因组中，未鉴定出编码 ＧＨ７⁃ＣＢＭ１ 蛋白质

的氨基酸序列。 由表 １ 可知，序列的平均 ＧＣ 含量

为 ５７􀆰 ６４％，平均长度为 １ ７７６ ｂｐ。
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表 １　 鉴定出含有 ＣＢＨＩ 编码基因的完整编码序列

Ｔａｂｌｅ １　 ＣＢＨＩ Ｇｅｎｅ Ｃｏｍｐｌｅｔｅ ＣＤｓ

编号 登陆号 种名 纲名 长度（ｂｐ） Ｇ＋Ｃ（％）

１ ＫＣ４７８３６０􀆰 １ Ｐｈａｎｅｒｏｃｈａｅｔｅ ｃｈｒｙｓｏｓｐｏｒｉｕｍ Ａｇａｒｉｃｏｍｙｃｅｔｅｓ １ ５３３􀆰 ０ ６３􀆰 ４７

２ ＡＹ５５９１０２􀆰 １ Ｖｏｌｖａｒｉｅｌｌａ ｖｏｌｖａｃｅａ Ａｇａｒｉｃｏｍｙｃｅｔｅｓ １ ７１０􀆰 ０ ５４􀆰 ８５

３ ＡＹ８６４８６３􀆰 ２ Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ｔｅｒｒｅｕｓ Ｅｕｒｏｔｉｏｍｙｃｅｔｅｓ １ ８４３􀆰 ０ ６０􀆰 １７

４ ＸＭ－ ００３６５３４６０􀆰 １ Ｔｈｉｅｌａｖｉａ ｔｅｒｒｅｓｔｒｉｓ Ｓｏｒｄａｒｉｏｍｙｃｅｔｅｓ １ ５８１􀆰 ０ ６５􀆰 ６５

５ ＨＱ１４１５６８􀆰 １ Ｎｅｏｌｅｎｔｉｎｕｓ ｌｅｐｉｄｅｕｓ Ａｇａｒｉｃｏｍｙｃｅｔｅｓ １ ５８７􀆰 ０ ５９􀆰 １１

６ ＸＭ－ ００２５６２７１０􀆰 １ Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ ｃｈｒｙｓｏｇｅｎｕｍ Ｅｕｒｏｔｉｏｍｙｃｅｔｅｓ １ ５９０􀆰 ０ ５６􀆰 ０４

７ ＡＹ９７３９９３􀆰 １ Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ ｃｈｒｙｓｏｇｅｎｕｍ Ｅｕｒｏｔｉｏｍｙｃｅｔｅｓ １ ５９０􀆰 ０ ５６􀆰 ０４

８ Ｌ２２６５６􀆰 １ Ｐｈａｎｅｒｏｃｈａｅｔｅ ｃｈｒｙｓｏｓｐｏｒｉｕｍ Ａｇａｒｉｃｏｍｙｃｅｔｅｓ １ ７７２􀆰 ０ ６１􀆰 ６３

９ ＡＹ８６１３４７􀆰 １ Ｃｈａｅｔｏｍｉｕｍ ｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｕｍ Ｓｏｒｄａｒｉｏｍｙｃｅｔｅｓ １ ５９３􀆰 ０ ６０􀆰 ９５

１０ ＸＭ－ ００３６６０７４１􀆰 １ Ｍｙｃｅｌｉｏｐｈｔｈｏｒａ ｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌａ Ｓｏｒｄａｒｉｏｍｙｃｅｔｅｓ １ ９３４􀆰 ０ ６１􀆰 ２７

１１ ＪＱ７１６９２８􀆰 １ Ｓｔｅｒｅｕｍ ｈｉｒｓｕｔｕｍ Ａｇａｒｉｃｏｍｙｃｅｔｅｓ １ ５４５􀆰 ０ ５８􀆰 ６４

１２ ＡＦ４１１２５０􀆰 １ Ｌｅｎｔｉｎｕｌａ ｅｄｏｄｅｓ Ａｇａｒｉｃｏｍｙｃｅｔｅｓ １ ５５１􀆰 ０ ５２􀆰 ８７

１３ ＡＢ００２８２１􀆰 １ Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ａｃｕｌｅａｔｕｓ Ｅｕｒｏｔｉｏｍｙｃｅｔｅｓ １ ８４８􀆰 ０ ５６􀆰 ４９

１４ ＡＦ４２００２０􀆰 １ Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ｎｉｄｕｌａｎｓ Ｅｕｒｏｔｉｏｍｙｃｅｔｅｓ １ ９１１􀆰 ０ ５６􀆰 ３６

１５ ＥＵ７２７１７１􀆰 １ Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ ｏｘａｌｉｃｕｍ Ｅｕｒｏｔｉｏｍｙｃｅｔｅｓ １ ６３８􀆰 ０ ６１􀆰 ０５

１６ ＧＱ８４４２９９􀆰 １ Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ ｄｅｃｕｍｂｅｎｓ Ｅｕｒｏｔｉｏｍｙｃｅｔｅｓ １ ６４１􀆰 ０ ６１􀆰 ２４

１７ ＡＢ１７７３７７􀆰 １ Ｉｒｐｅｘ ｌａｃｔｅｕｓ Ａｇａｒｉｃｏｍｙｃｅｔｅｓ １ ５６６􀆰 ０ ５９􀆰 ２６

１８ Ｄ６３５１５􀆰 １ Ｈｕｍｉｃｏｌａ ｇｒｉｓｅａ ｖａｒ． ｔｈｅｒｍｏｉｄｅａ Ｅｕｒｏｔｉｏｍｙｃｅｔｅｓ ２ ５３７􀆰 ０ ６２􀆰 ２８

１９ Ｌ２９３７９􀆰 １ Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｏｘｙｓｐｏｒｕｍ Ｓｏｒｄａｒｉｏｍｙｃｅｔｅｓ １ ６７５􀆰 ０ ５４􀆰 ９９

２０ ＡＹ３４２３９６􀆰 １ Ｇｉｂｂｅｒｅｌｌａ ｚｅａｅ Ｓｏｒｄａｒｉｏｍｙｃｅｔｅｓ １ ５３９􀆰 ０ ５６􀆰 ６６

２１ ＡＹ３６８６８６􀆰 １ Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａ ｖｉｒｉｄｅ Ｓｏｒｄａｒｉｏｍｙｃｅｔｅｓ １ ７４６􀆰 ０ ５８􀆰 ５９

２２ ＡＢ５４０９９９􀆰 １ Ｆｌａｍｍｕｌｉｎａ ｖｅｌｕｔｉｐｅｓ Ａｇａｒｉｃｏｍｙｃｅｔｅｓ １ ６８９􀆰 ０ ５３􀆰 ７６

２３ ＪＮ１８０４９０􀆰 １ Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ ｇｌａｂｒｕｍ Ｅｕｒｏｔｉｏｍｙｃｅｔｅｓ １ ６２３􀆰 ０ ５７􀆰 １８

２４ ＨＭ０５３６１２􀆰 １ Ｈｙｐｏｃｒｅａ ｌｉｘｉｉ Ｓｏｒｄａｒｉｏｍｙｃｅｔｅｓ １ ５１８􀆰 ０ ５６􀆰 ５９

２５ ＨＱ６１５６９０􀆰 １ Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ ｆｕｎｉｃｕｌｏｓｕｍ Ｅｕｒｏｔｉｏｍｙｃｅｔｅｓ １ ５９０􀆰 ０ ５５􀆰 ０３

２６ ＡＢ１０３４６１􀆰 １ Ａｔｈｅｌｉａ ｒｏｌｆｓｉｉ Ａｇａｒｉｃｏｍｙｃｅｔｅｓ １ ８１０􀆰 ０ ５４􀆰 ５３

２７ ＪＱ２３８６０４􀆰 １ Ｈｙｐｏｃｒｅａ ｏｒｉｅｎｔａｌｉｓ Ｓｏｒｄａｒｉｏｍｙｃｅｔｅｓ １ ６８０􀆰 ０ ５９􀆰 １１

２８ ＡＹ６９０４８２􀆰 １ Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ ｏｃｃｉｔａｎｉｓ Ｅｕｒｏｔｉｏｍｙｃｅｔｅｓ ３ ０３２􀆰 ０ ４９􀆰 ４４

２９ ＦＪ８７１０６３􀆰 １ Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａ ｖｉｒｉｄｅ Ｓｏｒｄａｒｉｏｍｙｃｅｔｅｓ ２ １１８􀆰 ０ ５５􀆰 ７１

３０ ＪＮ９９２６４５􀆰 １ Ｈｙｐｏｃｒｅａ ｌｉｘｉｉ Ｓｏｒｄａｒｉｏｍｙｃｅｔｅｓ １ ４６７􀆰 ０ ５５􀆰 ６９

３１ ＧＵ３８５８１０􀆰 １ Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ｇｌａｕｃｕｓ Ｅｕｒｏｔｉｏｍｙｃｅｔｅｓ ２ ５９２􀆰 ０ ５６􀆰 ３７

３２ ＡＢ０１９３７７􀆰 １ Ｉｒｐｅｘ ｌａｃｔｅｕｓ Ａｇａｒｉｃｏｍｙｃｅｔｅｓ ２ ６３０􀆰 ０ ５３􀆰 ７３

３３ ＥＵ８７２０２６􀆰 １ Ｈｙｐｏｃｒｅａ ｖｉｒｅｎｓ Ｓｏｒｄａｒｉｏｍｙｃｅｔｅｓ １ ６３９􀆰 ０ ５２􀆰 ３５

３４ ＸＭ－ ００３６５３７０９􀆰 １ Ｔｈｉｅｌａｖｉａ ｔｅｒｒｅｓｔｒｉｓ Ｓｏｒｄａｒｉｏｍｙｃｅｔｅｓ １ ４４６􀆰 ０ ６３􀆰 ６９

３５ ＸＭ－ ００３６６３３９３􀆰 １ Ｍｙｃｅｌｉｏｐｈｔｈｏｒａ ｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌａ Ｓｏｒｄａｒｉｏｍｙｃｅｔｅｓ １ ６１０􀆰 ０ ６５􀆰 ０９

３６ ＡＦ２２３２５２􀆰 １ Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａ ｈａｒｚｉａｎｕｍ Ｓｏｒｄａｒｉｏｍｙｃｅｔｅｓ １ ６９８􀆰 ０ ５４􀆰 ３０

３７ ＨＱ８４３５０４􀆰 １ Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ ｏｘａｌｉｃｕｍ Ｅｕｒｏｔｉｏｍｙｃｅｔｅｓ １ ６４１􀆰 ０ ６１􀆰 １８

平均值 １ ７７６􀆰 ０ ５７􀆰 ６４

２０３ 生　 物　 信　 息　 学　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 第 １１ 卷



表 ２　 ＧｅｎＢａｎｋ 核苷酸序列库中不含 ＣＢＭ１ 蛋白结构域的 ＣＢＨＩ 完整编码序列

Ｔａｂｌｅ ２ 　 Ｃｏｍｐｌｅｔｅ ＣＤｓ ｏｆ ＧｅｎＢａｎｋ ＣＢＨＩ ｇｅｎｅｓ ｗｉｔｈｏｕｔ ＣＢＭ１ Ｄｏｍａｉｎ

编号 登录号 种名 纲名 长度（ｂｐ） Ｇ＋Ｃ（％）

１ ＡＢ２９８３２２􀆰 １ Ｐｏｌｙｐｏｒｕｓ ａｒｃｕｌａｒｉｕｓ Ａｇａｒｉｃｏｍｙｃｅｔｅｓ ２ ４２４􀆰 ０ ５８􀆰 ７０

２ ＪＦ５１３０５３􀆰 １ Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ｎｉｇｅｒ Ｅｕｒｏｔｉｏｍｙｃｅｔｅｓ １ ５３０􀆰 ０ ５４􀆰 １２

３ ＡＦ４７８６８６􀆰 １ Ｔｈｅｒｍｏａｓｃｕｓ ａｕｒａｎｔｉａｃｕｓ Ａｇａｒｉｃｏｍｙｃｅｔｅｓ ２ ４２４􀆰 ０ ５１􀆰 ６１

４ ＡＦ１５６６９３􀆰 ２ Ｖｏｌｖａｒｉｅｌｌａ ｖｏｌｖａｃｅａ Ａｇａｒｉｃｏｍｙｃｅｔｅｓ ２ ２９４􀆰 ０ ５５􀆰 ７１

５ Ｕ２５１２９􀆰 １ Ｃｏｃｈｌｉｏｂｏｌｕｓ ｃａｒｂｏｎｕｍ Ｄｏｔｈｉｄｅｏｍｙｃｅｔｅｓ ２ ４００􀆰 ０ ５３􀆰 １７

６ Ｌ４３０４８􀆰 １ Ｃｒｙｐｈｏｎｅｃｔｒｉａ ｐａｒａｓｉｔｉｃａ Ｓｏｒｄａｒｉｏｍｙｃｅｔｅｓ ２ ４２４􀆰 ０ ５２􀆰 ３１

２􀆰 ２ 　 ＣＢＨＩ 完整编码序列比对及序列位点分析

对材料进行多重序列比对，参数默认， ＧＨ７⁃
ＣＢＭ１⁃ＣＢＨＩ 完整编码基因有 ５１３ 个位点是保守的。
核苷配对频率功能（Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｐａｉｒ ｆｒｅｑｕｅｎｃｉｅｓ）计算

碱基配对频率（见表 ３）。
由表 ３ 可知，在 ＧＨ７⁃ＣＢＭ１⁃ＣＢＨＩ 编码基因中碱

基变异类型以颠换为主。 第三位点的碱基最保守，
而第二位点和第一位点都很相对活跃所有位点。 平

均 Ｒ 值为 ０􀆰 ７１，第一位点 Ｒ 值为 ０􀆰 ７１，第二位点 Ｒ
值为 ０􀆰 ７９，第三位点 Ｒ 值为 ０􀆰 ６０，平均 Ｒ 值＜２，说明

ＧＨ７⁃ＣＢＭ１⁃ＣＢＨＩ 编码基因饱和度较高。

表 ３　 ＧＨ７⁃ＣＢＭ１⁃ＣＢＨＩ 编码基因各位点碱基配对频率

Ｔａｂｌｅ ３　 ＧＨ７⁃ＣＢＭ１⁃ＣＢＨＩ Ｇｅｎｅ Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ Ｐａｉｒ Ｆｒｅｑｕｅｎｃｉｅｓ

密码子位点 ｉｉ ｓｉ ｓｖ Ｒ ＴＴ ＴＣ ＴＡ ＴＧ ＣＴ ＣＣ

平均值 ９９５􀆰 ００ ２２９􀆰 ００ ３２４􀆰 ００ ０􀆰 ７１ １８９􀆰 ００ ７４􀆰 ００ ２７􀆰 ００ ２９􀆰 ００ ６６􀆰 ００ ３３７􀆰 ００

第一位点 ３１６􀆰 ００ ８３􀆰 ００ １１７􀆰 ００ ０􀆰 ７１ ５７􀆰 ００ ３２􀆰 ００ ８􀆰 ００ ８􀆰 ００ ２９􀆰 ００ １３９􀆰 ００

第二位点 ３１６􀆰 ００ ８８􀆰 ００ １１２􀆰 ００ ０􀆰 ７９ ５６􀆰 ００ ３０􀆰 ００ ９􀆰 ００ １３􀆰 ００ ２８􀆰 ００ １２１􀆰 ００

第三位点 ３６３􀆰 ００ ５７􀆰 ００ ９６􀆰 ００ ０􀆰 ６０ ７７􀆰 ００ １２􀆰 ００ １０􀆰 ００ ８􀆰 ００ １０􀆰 ００ ７７􀆰 ００

密码子位点 ＣＡ ＣＧ ＡＴ ＡＣ ＡＡ ＡＧ ＧＴ ＧＣ ＧＡ ＧＧ

平均值 ４６􀆰 ００ ５８􀆰 ００ ２９􀆰 ００ ４７􀆰 ００ ２０７􀆰 ００ ４５􀆰 ００ ２８􀆰 ００ ６１􀆰 ００ ４４􀆰 ００ ２６２􀆰 ００

第一位点 １７􀆰 ００ ２２􀆰 ００ ９􀆰 ００ １８􀆰 ００ ５１􀆰 ００ １０􀆰 ００ ８􀆰 ００ ２６􀆰 ００ １１􀆰 ００ ６９􀆰 ００

第二位点 １２􀆰 ００ ２２􀆰 ００ ９􀆰 ００ １３􀆰 ００ ４９􀆰 ００ １５􀆰 ００ １１􀆰 ００ ２１􀆰 ００ １５􀆰 ００ ８９􀆰 ００

第三位点 １６􀆰 ００ １４􀆰 ００ １０􀆰 ００ １５􀆰 ００ １０６􀆰 ００ １９􀆰 ００ ８􀆰 ００ １４􀆰 ００ １７􀆰 ００ １０３􀆰 ００

注：ｉｉ 为一致对，ｓｉ 为转换对，ｓｖ 为颠换对，Ｒ 为 ｓｉ ／ ｓｖ。
Ｎｏｔｅｓ： ｉｉ： ｉｎｓｔａｎｔ ｐａｉｒｓ，ｓｉ： ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ ｐａｉｒｓ， ｓｖ： ｔｒａｎｓｖｅｒｓｉｏｎ ｐａｉｒｓ， Ｒ： ｓｉ ／ ｓｖ．

２􀆰 ３ 　 ＣＢＨＩ 编码基因序列最优替代模型

根据 Ｆｉｎｄｉｎｇ Ｂｅｓｔ ＤＮＡ ／ Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｍｏｄｅｌ 功能得出

各个模型套用在 ＧＨ７⁃ＣＢＭ１⁃ＣＢＨＩ 序列组上的贝叶

斯得 分［２１］， 赤 池 得 分 及 等 级 制 似 然 比 得 分

（ｈＬＲＴ） ［２２］。 对 ３ 个指标进行综合评价，得出 ＧＨ７⁃
ＣＢＭ１⁃ＣＢＨＩ 编码基因序列的最优碱基替代模型为

ＧＴＲ＋Ｇ＋Ｉ 模型［２３］。
２􀆰 ４　 序列遗传距离矩阵

通过 ＪＣ 单参数模型矫正计算得到序列间遗传

距离。 综合各数据得到 ＧＨ７⁃ＣＢＭ１⁃ＣＢＨＩ 完整编码

序列的平均遗传距离为 ０􀆰 ４２４，ＧＨ７⁃ＣＢＭ１⁃ＣＢＨＩ 完

整编码序列的遗传距离从 ０ 到 ０􀆰 ６９７ 不等。 由此可

知，一些不同物种间的 ＧＨ７⁃ＣＢＭ１⁃ＣＢＨＩ 具有比较大

的相似性差异。

２􀆰 ５ 　 系统发育树构建

图 １ 为基于 ３７ 条 ＧＨ７⁃ＣＢＭ１⁃ＣＢＨＩ 编码序列构

建的 ＮＪ 系统发育树，各分支上数值代表可信度。 照

图对该系统进化树分组，分组情况标注见图 １。
对各个真菌来源进行分类学鉴定，则可以很明显

地 发 现， Ｇ１、 Ｇ２ 组 中 除 了 Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ｇｌａｕｃｕｓ
（ＧｅｎＢａｎｋ：ＧＵ３８５８１０􀆰 １）都为木霉，Ｇ３ 组和 Ｇ１３ 组属

于肉座菌亚纲的半知菌，Ｇ４ 组除了 Ｈｕｍｉｃｏｌａ ｇｒｉｓｅａ
ｖａｒ． ｔｈｅｒｍｏｉｄｅａ （ＧｅｎＢａｎｋ：Ｄ６３５１５􀆰 １）不能具体分类

外，都属于粪壳菌目，毛壳菌科。 Ｇ５ 组属于曲霉，Ｇ６、
Ｇ７、Ｇ８ 组以及与 Ｇ８ 组关系较近，但未被分进组的

Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ ｇｌａｂｒｕｍ（ＧｅｎＢａｎｋ：ＪＮ１８０４９０􀆰 １）都为散囊

菌纲发菌科的真菌，即主要为曲霉和青霉。 Ｇ９ 组为伞

目的两种真菌，分属于光柄菇科和小皮伞科。 与 Ｇ９
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亲缘 关 系 较 近， 但 比 Ｇ９ 组 更 早 分 化 出 去 的

Ｆｌａｍｍｕｌｉｎａ ｖｅｌｕｔｉｐｅｓ（ＧｅｎＢａｎｋ：ＡＢ５４０９９９􀆰 １）也属于伞

目，但是它属于泡头菌科。 Ｇ１０、Ｇ１１、Ｇ１２ 组都属于伞

菌纲，但分属于不同的目。 整棵系统进化树可分为三

个大分类簇，Ｇ１ 至 Ｇ４ 为一大簇，均属于粪壳菌纲；Ｇ５
至 Ｇ８ 为一大簇，都属于散囊菌纲；而 Ｇ９ 至 Ｇ１１ 为一

大簇，都属于伞菌纲。 Ｇ１３ 组的两种菌虽然与 Ｇ３ 组

的两种物种分别是一样的，但是更早以前就分化出去

了，可能 Ｇ１３ 组的这两条序列编码的 ＣＢＨＩ 演变出了

不同的结构。 总体看来，伞菌纲的 ＣＢＨＩ 编码序列最

早分化，其后散囊菌纲和粪壳菌纲的 ＣＢＨＩ 编码序列

发生分化。 由此可见，ＧＨ７⁃ＣＢＭ１⁃ＣＢＨＩ 编码基因表

现为趋异进化， ＧＨ７⁃ＣＢＭ１⁃ＣＢＨＩ 编码基因与物种进

化有着内在的联系。

　 　 图 ２ 为整合了 ＧＨ７⁃ＣＢＭ１⁃ＣＢＨＩ 完整编码序列

和 ＧｅｎＢａｎｋ 上不具有 ＣＢＭ１ 结构域的 ＣＢＨＩ 的完整

编码序列后构建的 ＮＪ 系统进化树。 相比图 １，图 ２
的系 统 进 化 树 许 多 分 支 置 信 度 很 低， 尤 其 是

Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ｎｉｇｅｒ （ＧｅｎＢａｎｋ：ＪＦ５１３０５３􀆰 １）、Ｔｈｅｒｍｏａｓｃｕｓ
ａｕｒａｎｔｉａｃｕｓ （ ＧｅｎＢａｎｋ： ＡＦ４７８６８６􀆰 １ ） 和 Ｐｏｌｙｐｏｒｕｓ
ａｒｃｕｌａｒｉｕｓ （ＧｅｎＢａｎｋ：ＡＢ２９８３２２􀆰 １）。
２􀆰 ６ 　 ＧＨ７⁃ＣＢＭ１⁃ＣＢＨＩ 编码基因的替代速率

利用 Ｆａｍｉｌｙ 软件计算各组的 Ｋａ、Ｋｓ、Ｋａ ／ Ｋｓ 以及

Ｐｉ 值，计算结果如表 ４ 所示。 其中 Ｇ３，Ｇ５，Ｇ９，Ｇ１３ 的

Ｋａ ／ Ｋｓ 大于 １。 在 Ｇ２，Ｇ６，Ｇ７，Ｇ８，Ｇ１０，Ｇ１１，Ｇ１２ 等组

中，Ｋａ ／ Ｋｓ 大于 １；在 Ｇ１，Ｇ４ 中，Ｋａ ／ Ｋｓ 约等于 １。 各

组的 Ｐｉ 值较低，表明在组内基因的同源性较高。

图 １　 基于 ＧＨ７⁃ＣＢＭ１⁃ＣＢＨＩ 编码序列构建的 ＮＪ 进化树

Ｆｉｇ． １　 Ｎｅｉｇｈｂｏｕｒｈｏｏｄ⁃Ｊｏｉｎｉｎｇ Ｐｈｙｌｏｇｅｎｙ Ｔｒｅｅ Ｂａｓｅｄ ｏｎ ＧＨ７⁃ＣＢＭ１⁃ＣＢＨＩ ＣＤｓ
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图 ２　 整合 ＣＢＨＩ 完整编码序列构建的 ＮＪ 进化树

Ｆｉｇ． ２　 Ｎｅｉｇｈｂｏｕｒｈｏｏｄ⁃Ｊｏｉｎｉｎｇ Ｐｈｙｌｏｇｅｎｙ Ｔｒｅｅ Ｂａｓｅｄ ｏｎ ＣＢＨＩ Ｃｏｍｐｌｅｔｅ ＣＤｓ
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表 ４　 ＧＨ７⁃ＣＢＭ１⁃ＣＢＨ１ 各分组的平均 Ｋａ 值，Ｋｓ 值，Ｋａ ／ Ｋｓ
值和 Ｐｉ 值

Ｔａｂｌｅ ４ 　 Ａｖｅｒａｇｅ Ｋａ， Ｋｓ， Ｋａ ／ Ｋｓ， Ｐｉ ｖａｌｕｅ ｏｆ ＧＨ７⁃ＣＢＭ１⁃
ＣＢＨＩ Ｇｒｏｕｐｓ

组名 Ｋａ 值 Ｋｓ 值 Ｋａ ／ Ｋｓ Ｐｉ

Ｇ１ ０􀆰 ０５３ １ ０􀆰 ０９５ ２ １􀆰 １１６ １ ０􀆰 ０６５ ４

Ｇ２ ０􀆰 ０９９ １ ０􀆰 １５３ ６ ０􀆰 ５４８ ５ ０􀆰 １１４ ８

Ｇ３ ０􀆰 １８７ ５ ０􀆰 ０８５ ５ ２􀆰 １９１ ５ ０􀆰 １７４ ８

Ｇ４ ０􀆰 ２３３ ９ ０􀆰 ３１１ ３ １􀆰 ０６０ ０ ０􀆰 ２５０ ９

Ｇ５ ０􀆰 ３８８ ４ ０􀆰 ２８５ ０ １􀆰 ３６２ ９ ０􀆰 ３５９ ５

Ｇ６ ０􀆰 ２０１ ８ ０􀆰 ８８０ １ ０􀆰 ２２９ ０ ０􀆰 ３０４ ６

Ｇ７ ０􀆰 ００３ ３ ０􀆰 ０３９ ７ ０􀆰 ０８４ ３ ０􀆰 ０１２ ０

Ｇ８ ０􀆰 ０００ ５ ０􀆰 ００５ ０ ０􀆰 ０９１ １ ０􀆰 ００１ ６

Ｇ９ ０􀆰 ４８３ ４ ０􀆰 ３００ ６ １􀆰 ６０８ ４ ０􀆰 ４４４ ８

Ｇ１０ ０􀆰 ２４６ ０ ０􀆰 ９０５ ８ ０􀆰 ２７１ ６ ０􀆰 ３５７ ９

Ｇ１１ ０􀆰 ００５ １ ０􀆰 ００６ ０ ０􀆰 ８５６ ３ ０􀆰 ００７ ２

Ｇ１２ ０􀆰 ２４２ ３ ０􀆰 ４０９ ７ ０􀆰 ５９１ ５ ０􀆰 ２８１ ９

Ｇ１３ ０􀆰 ３７２ ７ ０􀆰 １８９ ０ １􀆰 ９７２ １ ０􀆰 ３１７ ２

３　 讨论

ＧＨ７ 结构蛋白属于糖基水解酶家族（，ＧＨ），此
家族是一类能够水解糖苷键的蛋白质的酶的总和。
根据糖基水解酶家族蛋白质的序列和构象分类，能
将其分为 １００ 多个家族［２４－２５］。 ＧＨ７ 家族含有 ＣＢＨＩ
和内切葡聚糖酶 Ｉ（ＥＧＩ）。 ＣＢＭ１ 结构蛋白属于糖类

结合域家族（，ＣＢＭ） ［２６］，它不具有催化活性，由其表

面的疏水残基负责将其吸附到纤维素上以帮助 ＣＤ
完成催化作用。 根据氨基酸序列可以将 ＣＢＭ 分成

相当数量的家族，目前在 ＣＡＺｙ 数据库有 ６４ 个 ＣＢＭ
家族［２７］。 ＣＢＭ１ 蛋白由 ３６ 个氨基酸组成。 虽然有

许多氨基酸序列被预测具有结合纤维素的结构域，
但实际它们并没有结合纤维素的活性［２８］。 虽然

ＣＢＨＩ 的 ＧＨ７ 结构域和 ＣＢＭ１ 结构域不能单独作为

ＣＢＨＩ 的特征结构域，但已知 ＥＧＩ 的 ＣＢＤ 并不属于

ＣＢＭ１ 家族，所以联合 ＧＨ７ 蛋白和 ＣＢＭ１ 蛋白在

Ｐｆａｍ 上的 ＨＭＭ 校准氨基酸序列，可以作为问询序

列获得编码 ＧＨ７⁃ＣＢＭ１⁃ＣＢＨＩ 的核苷酸序列。 在实

际操作过程中，在 ＧｅｎＢａｎｋ 上搜到了相当多的注释

为 ＣＢＨＩ 完整编码序列的核苷酸序列，在 Ｐｆａｍ 中推

测其结构域，发现有些序列只含有 ＧＨ７ 结构域而并

不含有 ＣＢＭ１ 结构域，同时在 ＢＬＡＳＴ 过程中也搜索

到大量注释为 ＥＧＩ 编码序列但是具有 ＧＨ７ 结构域

不具有 ＣＢＭ１ 结构域的核苷酸序列，因此这些序列

的保留或者摈弃成为研究的一个问题。 作者保留了

６ 条注释为 ＣＢＨＩ 编码序列但是只具有 ＧＨ７ 结构域

的核苷酸序列，整合在 ＧＨ７⁃ＣＢＭ１⁃ＣＢＨＩ 编码核苷酸

序列中构建系统进化树，相比基于 ＧＨ７⁃ＣＢＭ１⁃ＣＢＨＩ
编码核苷酸序列构建的系统进化树，很明显构成的

系统进化树，如图 ２ 所示，许多分支置信度很低。 因

此，不含有 ＣＢＭ１ 结构域的 ＣＢＨＩ 编码序列需要排除

在外，不仅因为容易与 ＥＧＩ 混淆，也因为它与 ＧＨ７⁃
ＣＢＭ１⁃ＣＢＨＩ 编码序列的差异太大，同源性低，将其

放在系统进化树的分析对象中，会使系统进化树的

可靠性降低。
当前生物学界对真菌分子鉴定，系统进化分析

大多采用 １８Ｓ ｒＤＮＡ 或核糖体基因转录间隔区

（，ＩＴＳ）作为分子标记，存在广泛的异种同源性［２９］ 本

实验构建的系统进化树与分类学进化树有着很大的

相似性，伞菌纲的 ＧＢＨＩ 编码基因分化最早，其次是

粪壳菌纲与散囊菌纲。 在系统分类学中伞菌纲属于

担子菌门，粪壳菌纲和散囊菌纲属于子囊菌门，因此

伞菌纲分化时间更早，与另两种纲的分化时间可视

作子囊菌门和担子菌门的分化时间，ＣＢＨＩ 编码基因

可以作为系统分类学的一个参考。 Ｋａｓｕｇａ 在 ２００２
年计算得出散囊菌纲真菌的 ＤＮＡ 核苷酸替换速率

为每年每个位点 ０􀆰 ９×１０－９到 １６􀆰 ７×１０－９ ［３０］，据此速

率以及 １９８０ 年日本的 Ｋｉｍｕｒａ 提出的算法 Ｋ≈２ｋｔ
（其中 ｋ 是单位时间内碱基替换的总频率，Ｋ 为 ＤＮＡ
距离）和各 ＧＨ７⁃ＣＢＭ１⁃ＣＢＨＩ 序列的构建的系统进

化树的分支长度［３１］，大致计算得出伞菌纲 ＣＢＨＩ 编
码基因分化时间为 １３ ～ ２５３ Ｍａ 前，散囊菌纲和粪壳

菌纲的 ＣＢＨＩ 编码基因分化时间为 １３ ～ ２３９ Ｍａ 前。
１９９９ 年，Ｔａｙｌｏｒ 在化石中发现了粪壳菌纲，将粪壳菌

纲和散囊菌纲的分化时间定为大约 ４００ Ｍａ 前［３２］。
２００１ 年，Ｂｅｒｂｅｅ 等人通过建立 ＳＳＵ ｒＲＮＡ 的系统进

化树，并以动物和真菌的分化时间为 ９６５ Ｍａ 作为依

据，计算出粪壳菌纲和散囊菌纲的分化时间为

３１０ Ｍａ前，子囊菌门和担子菌门的分化时间为

５００ Ｍａ。 Ｈｅｃｋｍａｎ 使用了真菌－动物－植物的分化时

间 １ ５７６ Ｍａ 作为参考，再分析这三者蛋白质的差异，
得出结论认为粪壳菌纲和散囊菌纲在 ６７０ Ｍａ 已完成

了分化，子囊菌门和担子菌门的分化时间为１ ２００ ～
１ ４００ Ｍａ 之间［３３］。 将计算出的 ＧＨ７⁃ＣＢＭ１⁃ＣＢＨＩ 编

码基因分化时间同两者的分类学分化时间相比较，则
ＣＢＨＩ 编码基因的分化时间晚于分类学分化时间。

在进化学分析中，同义替代和非同义替代的速

率以及它们的速率比具有很重要的生物学意义。 当

一个基因没有受到自然选择压力的时候，它的同义

突变和非同义突变的速率应该是相等的，一般情况

下，由于大多数非同义替代是有害的，所以非同义替
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代的速率低于同义替代的速率，而一旦新的有利于

自然选择的非同义突变发生，则非同义突变的速率

会大大高于同义突变的速率，此称为正选择效应。
Ｋａ ／ Ｋｓ 是用于判断是否有选择压力作用于一个基因

的重要指标，当 Ｋａ ／ Ｋｓ ＞ １，则认为有正选择效应，
Ｋａ ／ Ｋｓ＝ １，则认为存在中性选择；Ｋａ ／ Ｋｓ＜１ 时，则认

为有纯化选择作用［２０］；Ｋａ ／ Ｋｓ 计算结果表明，木霉、
青霉和伞菌纲中除了伞目以外的各物种的 ＣＢＨＩ 受
到了自然选择的净化作用；肉座菌亚纲、曲霉和伞目

各物种的 ＣＢＨＩ 获得了正选择，推测他们的 ＣＢＨＩ 编
码基因发生对自然选择的有利突变，而粪壳菌目的

ＣＢＨＩ 编码基因的 Ｋａ ／ Ｋｓ 为 １􀆰 ０６，接近于 １。 我们可

以认为受到了中性选择或者效果不太明显的正选择

作用，据此推测粪壳菌目的这几个物种的生存已经

不太依赖于纤维素的代谢。
在 ＧｅｎＢａｎｋ 上收集到的注释为 ＣＢＨＩ 编码基因

有很多，其中有一部分不含有 ＣＢＤ，因而没有作为分

析材料，但是它们都含有 ＧＨ７ 结构域，产的酶也具

有外切葡聚糖酶的活性。 其原因是 ＧＨ７ 结构域表

面具有识别纤维素的位点，同时具有 ＧＨ７ 结构域和

ＣＢＭ１ 结构域的 ＣＢＨＩ 在与纤维素作用的时候，在
ＧＨ７ 和 ＣＢＭ１ 上分别有一处位点与纤维素结合。 很

多实验表明，将 ＣＢＨＩ 的 ＣＢＤ 移除，ＣＢＨＩ 的对结晶

纤维素的活性降低了 ５０％到 ８０％，对非结晶的纤维

素的活性不变，因为 ＣＢＭ１ 在锚定纤维素的时候在

局部放大了底物浓度，根据酶学动力学，反应的速率

会大 大 加 快， 同 时 它 也 破 坏 纤 维 素 的 晶 体 结

构［３４－３７］。 在 Ｐｆａｍ 数据库的注释中，ＧＨ７ 蛋白家族

只分布于真菌中，因此在真菌以外的物种的基因中

无法找到含有 ＧＨ７ 蛋白家族的基因。 ＣＢＭ１ 在

Ｐｆａｍ 中即注释为真菌的 ＣＢＤ，而 ＣＢＨＩ 本身就是定

位于真菌产的外切葡聚糖酶，因此 ＣＢＨＩ 是一种高度

特异性的酶。 目前的研究表明它只存在于真菌中，
但是产外切葡聚糖酶的生物还是有可能存在的，如
细菌降解纤维素的外切葡聚糖酶则被称为 Ｃｅｘ，例如

Ｃｅｌｌｕｌｏｍｏｎａｓ ｆｉｍｉ 所产生的一种 Ｃｅｘ 的 ＣＤ 属于

ＧＨ１０ 家族［３８－３９］，因此我们希望在其他物种中寻找

到 ＣＢＨＩ 的同工酶。
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