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　 　 摘要:　 本研究旨在对分离获得的地衣芽孢杆菌 ＪＨ４１Ｃ 的抑菌特性及全基因组进行系统分析ꎮ 体外抑菌试验

结果表明ꎬＪＨ４１Ｃ 菌株对产气荚膜梭菌、金黄色葡萄球菌具有明显的抑制作用ꎬ高效液相色谱试验结果证实ꎬＪＨ４１Ｃ
菌株能合成杆菌肽ꎮ 产酶性能分析结果显示ꎬＪＨ４１Ｃ 菌株具有产生淀粉酶、纤维素酶的能力ꎮ 全基因组测序结果

显示ꎬＪＨ４１Ｃ 基因组大小为４ ４５０ ３５１ ｂｐꎬＧ＋Ｃ 含量为 ４５􀆰 ９４％ꎬ预测到４ ３８７个编码基因ꎮ 分析结果表明ꎬＪＨ４１Ｃ 菌

株含有丰富的代谢相关基因及多种抗生素(如青霉素、头孢菌素等)合成相关基因ꎮ 预测到 １２ 个次级代谢产物合

成相关基因簇ꎬ其中包含 ４ 个非核糖体途径合成的基因簇ꎮ 由研究结果可以看出ꎬＪＨ４１Ｃ 在抑制病原菌、提高饲料

利用率及替代抗生素的应用方面具有较大潜力ꎬ可为开发新型微生态制剂提供理论支持ꎮ
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　 　 目前ꎬ随着商品饲料中抗生素使用的限制增多ꎬ
替代抗生素型产品(简称“替抗”产品)迎来了蓬勃发

展的机会ꎬ微生态制剂便是“替抗”产品之一ꎮ 地衣芽

孢杆菌是一种养殖行业中常用的微生态制剂ꎬ可用于

生产多种生物活性物质(多糖类、酶类、脂肽类生物表

３７３



面活性剂、杆菌肽和小分子活性物质等) [１]ꎬ常被用在

畜牧养殖[２￣３]、水产养殖[４]、生物医药[５]、环境[６] 等研

究领域ꎮ 地衣芽孢杆菌因其抗逆性出色、抑菌效果显

著及易培养而备受研究者青睐ꎮ 在地衣芽孢杆菌生

长代谢过程中ꎬ产生的多种细菌素、抗菌肽和酶类ꎬ具
有调节肠道菌群结构、维持肠道微生态平衡、增强机

体免疫力、提高饲料营养价值、促进动物生长等多种

益生作用ꎬ具有广泛的应用前景ꎮ
随着高通量测序技术的发展ꎬ地衣芽孢杆菌也在

微生物基因组分析领域得到广泛应用ꎮ 利用全基因

组测序技术ꎬ研究者可以更好地挖掘菌株功能及其作

用机制[７￣１１]ꎬ对于促进菌株的应用推广具有重要意

义ꎮ 本课题组前期分离并获得 １ 株细菌ꎬ经 １６Ｓ
ｒＲＮＡ 基因测序比对分析ꎬ发现与地衣芽孢杆菌序列

的相似性最高ꎬ因此命名为地衣芽孢杆菌 ＪＨ４１Ｃꎮ 初

步研究发现ꎬ该菌株具有很好的抑菌活性及较强的降

解淀粉、纤维素的能力ꎮ 为深入挖掘地衣芽孢杆菌

ＪＨ４１Ｃ 可能具有的益生作用ꎬ本研究拟对其进行基因

组测序ꎬ通过挖掘并分析基因组信息ꎬ推测地衣芽孢

杆菌 ＪＨ４１Ｃ 可能具有的益生作用机制ꎬ从而为该菌株

在后续生产中的应用提供理论依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 材料与试剂

地衣芽孢杆菌 ＪＨ４１Ｃ 分离于生物发酵床ꎬ用
－８０ ℃甘油保存于本实验室中ꎬ并进行菌种保藏ꎮ
金黄色葡萄球菌、霍乱弧菌 Ｏ１３９、大肠杆菌 Ｏ１５７、
大肠杆菌 Ｋ８８、大肠杆菌 Ｋ１９９、沙门氏菌、产气荚膜

梭菌由本实验室保存ꎮ 色谱柱(Ｃ１８ 柱)购自安捷

伦公司ꎮ 杆菌肽标准品购自上海源叶生物科技有限

公司ꎮ
１.２　 试验方法

１.２.１　 体外抑菌试验　 将地衣芽孢杆菌 ＪＨ４１Ｃ 培

养 ２４ ｈ 后离心并收集上清液ꎮ 体外抑菌试验的具

体步骤参考笔者的前期研究[１２]ꎮ
１.２.２　 高效液相色谱法测定杆菌肽　 (１)样品前处

理ꎮ 吸取 １ ｍＬ 初始菌悬液加入 １００ ｍＬ 已灭菌的营

养肉汤培养基中ꎬ在温度为 ３７ ℃、转速为 １６０ ｒ / ｍｉｎ
的摇床中培养 ２４ ｈꎮ 培养结束后ꎬ离心并取上清液ꎬ
用 ０􀆰 ４５ μｍ 有机滤膜过滤后备用ꎮ (２)液相色谱条

件ꎮ 采用 Ｃ１８ 色谱柱ꎬ填充料直径为 ５ μｍꎬ柱尺寸

为４.６ ｍｍ×２５０􀆰 ０ ｍｍꎻ流动相为甲醇、乙腈、超纯水

和磷酸盐缓冲液的混合液ꎬ体积比为１ １７０ ∶ ９０ ∶
５５５ ∶ １８５ꎻ柱温为 ４０ ℃ꎬ检测波长为 ２５４ ｎｍꎬ进样

体积为 ２０ μＬꎬ流速为 １􀆰 ０ ｍＬ / ｍｉｎꎮ
１.２.３　 产酶定性试验　 地衣芽孢杆菌 ＪＨ４１Ｃ 产生

的蛋白酶、淀粉酶、纤维素酶的能力的检测方法如

下:(１)将地衣芽孢杆菌接种到牛奶培养基平板上ꎬ
３７ ℃培养 ７２ ｈꎬ测量透明圈直径ꎬ评估菌株产生蛋

白酶的能力ꎻ(２)将地衣芽孢杆菌菌液接种到淀粉

酶培养基平板上ꎬ３７ ℃培养 ７２ ｈꎬ加入碘液ꎬ测量透

明圈直径ꎬ评估菌株产淀粉酶的能力ꎻ(３)将地衣芽

孢杆菌菌液接种到羧甲基纤维素钠培养基平板上ꎬ
３７ ℃培养 ７２ ｈꎬ先用 １ ｍｇ / ｍＬ刚果红染色 ３０ ｍｉｎꎬ
再用 １ ｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌ 洗脱 １５ ｍｉｎꎬ测量透明圈直径ꎬ评
估菌株产生纤维素酶的能力ꎮ
１.２.４　 菌株 ＤＮＡ 的提取　 本研究中菌株 ＤＮＡ 的提

取及菌株全基因测序委托武汉百易汇能生物科技有

限公司完成ꎮ 将地衣芽孢杆菌 ＪＨ４１Ｃ 培养 ２４ ｈ 后

离心并收集菌体ꎮ 用十二烷基硫酸钠(ＳＤＳ)裂解液

进行裂解(加入适量蛋白酶 Ｋ)ꎬ离心后取上清液ꎬ
用三氯甲烷 /异戊醇抽提 ２ 次ꎬ再用 ７５％乙醇沉淀菌

株 ＤＮＡ 并晾干ꎬ随后加入适量溶解液溶解ꎬ并用纯

化柱进行纯化ꎬ最后通过电泳进行质检ꎮ
１.２.５　 全基因组测序　 ＤＮＡ 样本质检合格后ꎬ采用

第三代 Ｎａｎｏｐｏｒｅ 高通量测序平台及二代测序技术

进行测序结果分析ꎮ
１.２.６　 基因组组装　 基于质控后的二代数据、三代

数据ꎬ用 Ｕｎｉｃｙｃｌｅｒ 软件进行混合组装ꎬ并对测序数

据进行矫正ꎮ 在此基础上ꎬ使用软件对组装结果进

行进一步矫正ꎬ得到最终组装结果ꎮ
１.２.７　 基因预测　 编码基因用 Ｐｒｏｄｉａｌ 软件进行预

测ꎬ保留完整的编码序列(ＣＤＳ)ꎻ转运 ＲＮＡ(ｔＲＮＡ)基
因用 ｔＲＮＡｓｃａｎ￣ＳＥ 软 件 进 行 预 测ꎻ 核 糖 体 ＲＮＡ
(ｒＲＮＡ)基因用 ＲＮＡｍｍｅｒ 软件进行预测ꎻ其他非编码

ＲＮＡ(ｎｃＲＮＡ)用 Ｉｎｆｅｒｎａｌ 软件搜索 Ｒｆａｍ 数据库进行

预测ꎬ以获得基因组中的 ｔＲＮＡ、ｒＲＮＡ 序列信息ꎮ
１.２.８　 基因功能分析　 预测的编码蛋白质序列用 Ｉｎ￣
ｔｅｒｐｒｏｓｃａｎ 进行注释后ꎬ提取 ＴＩＧＲＦＡＭｓ、Ｐｆａｍ 和 ＧＯ 数

据库的注释信息ꎻ在 ＫＥＧＧ、ｒｅｆｓｅｑ、ＳｗｉｓｓＰｒｏｔ 和 ＣＯＧ 数

据库中用 ＢＬＡＳＴｐ 比对分析编码蛋白质的序列ꎮ
１.２.９　 次级代谢物基因簇的预测 　 通过在线软件

ＡｎｔｉＳＭＡＳＨ 对菌株 ＪＨ４１Ｃ 全基因组中存在的次级

代谢物基因簇进行预测分析ꎮ
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２　 结果与分析

２.１　 地衣芽孢杆菌 ＪＨ４１Ｃ 的体外抑菌效果

本研究检测了地衣芽孢杆菌 ＪＨ４１Ｃ 发酵上清液

中的物质对金黄色葡萄球菌、霍乱弧菌 Ｏ１３９、大肠杆

菌 Ｏ１５７、大肠杆菌 Ｋ８８、大肠杆菌 Ｋ１９９、沙门氏菌和

产气荚膜梭菌生长的抑制效果ꎮ 体外抑菌试验结果

显示ꎬ地衣芽孢杆菌 ＪＨ４１Ｃ 发酵上清液对产气荚膜梭

菌、金黄色葡萄球菌具有明显的抑制效果(图 １)ꎮ 由

于地衣芽孢杆菌 ＪＨ４１Ｃ 发酵上清液对其他指示菌株

没有明显抑制作用ꎬ因此未展示其结果ꎮ
２.２　 杆菌肽的液相色谱测定结果

在方法 １.２.２ 的色谱条件下ꎬ杆菌肽(标准品)的
保留时间为 ９􀆰 ６ ｍｉｎ(图 ２Ａ)ꎬ地衣芽孢杆菌 ＪＨ４１Ｃ

发酵上清液在 ９􀆰 ６ ｍｉｎ 处有明显的峰(图 ２Ｂ)ꎬ表明

该菌株具有产杆菌肽的能力ꎮ

Ａ:产气荚膜梭菌ꎻＢ:金黄色葡萄球菌ꎮ
图 １　 地衣芽孢杆菌 ＪＨ４１Ｃ 菌株体外抑菌试验结果

Ｆｉｇ.１ 　 Ｉｎ ｖｉｔｒｏ ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｌｉｃｈｅｎｉｆｏｒｍｉｓ
ｓｔｒａｉｎ ＪＨ４１Ｃ

Ａ:杆菌肽标准溶液ꎻＢ:地衣芽孢杆菌 ＪＨ４１Ｃ 样品溶液ꎮ
图 ２　 杆菌肽的色谱检测结果

Ｆｉｇ.２　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ｓｏｌｕｔｉｏｎｓ ｏｆ ｂａｃｉｔｒａｃｉｎ

２.３　 产生消化酶能力的鉴定

对地衣芽孢杆菌 ＪＨ４１Ｃ 菌株降解淀粉、蛋白质

及纤维素的能力进行了鉴定ꎮ 如图 ３ 所示ꎬ地衣芽孢

杆菌 ＪＨ４１Ｃ 菌株能产生淀粉酶、纤维素酶ꎮ 但是ꎬ地
衣芽孢杆菌 ＪＨ４１Ｃ 不具备产生蛋白酶的能力ꎮ
２.４　 地衣芽孢杆菌 ＪＨ４１Ｃ 全基因组概况

地衣芽孢杆菌 ＪＨ４１Ｃ 的基因组为 １ 条环状闭

合 ＤＮＡꎬ大小为４ ４５０ ３５１ ｂｐꎬＧ＋Ｃ 含量为 ４５􀆰 ９４％ꎬ
基因组圈见图 ４ꎮ 本研究共预测到４ ３８７个完整的

ＣＤＳ、８２ 个 ｔＲＮＡ 基 因、 ２４ 个 ｒＲＮＡ 基 因、 １ 个

ＣＲＩＳＰＲ 序列、４ 个基因组岛(Ｇｅｎｏｍｉｃ ｉｓｌａｎｄ)、１ 个

原噬菌体(Ｐｒｏｐｈａｇｅ)ꎬ没有检测到质粒ꎮ

Ａ:淀粉培养基平板ꎻＢ:羧甲基纤维素钠培养基平板ꎮ
图 ３　 地衣芽孢杆菌 ＪＨ４１Ｃ 产消化酶性能的鉴定结果

Ｆｉｇ. ３ 　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｉｇｅｓｔｉｖｅ ｅｎｚｙｍｅ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｐｅｒｆｏｒ￣
ｍａｎｃｅ ｏｆ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｌｉｃｈｅｎｉｆｏｒｍｉｓ ＪＨ４１Ｃ

５７３胡修忠等:地衣芽孢杆菌 ＪＨ４１Ｃ 的抑菌特性及全基因组测序分析



图 ４　 菌株 ＪＨ４１Ｃ 的基因组圈

Ｆｉｇ.４　 Ｃｏｍｐｌｅｔｅ ｇｅｎｏｍｅ ｍａｐｐｉｎｇ ｏｆ ｓｔｒａｉｎ ＪＨ４１Ｃ

　 　 通过全基因组测序获得地衣芽孢杆菌 ＪＨ４１Ｃ 菌株

的 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因序列ꎬ在美国国立生物技术信息中心

(ＮＣＢＩ)网站上进行同源序列比对发现ꎬ ＪＨ４１Ｃ 菌株与

地衣芽孢杆菌 ＤＳＭ １３ 菌株的一致性达 ９９􀆰 ３６％ꎮ 本研

究构建的 １ 个包含 ＪＨ４１Ｃ 菌株和其他相关菌株的 １６Ｓ
ｒＲＮＡ 基因序列的系统发育树见图 ５ꎮ
２.５　 基因组功能注释

２.５.１　 ＧＯ 功能注释　 对地衣芽孢杆菌 ＪＨ４１Ｃ 进行

ＧＯ 分析发现ꎬ总计有２ ５１９个基因得到了注释ꎬ涵盖

了分子功能(２ ２８０个)、生物过程(４ ８２１个)以及细

胞成分(１ ５１７个)这 ３ 大类功能注释ꎬ涉及 ３４ 种不

同的功能ꎮ 在分子功能这一类别中ꎬ具有催化活性

(１ １５３ 个)的基因数量占据首位ꎬ其次是具有结合

活性(８０７ 个)的基因ꎮ 而在生物过程的分类中ꎬ数
量最多的基因分别属于代谢过程(１ ２１７个)、细胞过

程(１ １７８个)和单一组织过程(８２０ 个)ꎬ详见图 ６ꎮ

图 ５　 地衣芽孢杆菌 ＪＨ４１Ｃ 菌株的系统进化树

Ｆｉｇ.５　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｌｉｃｈｅｎｉｆｏｒｍｉｓ ｓｔｒａｉｎ ＪＨ４１Ｃ

２.５.２　 ＣＯＧ 功能注释　 经过 ＣＯＧ 功能注释后ꎬ地衣芽

孢杆菌 ＪＨ４１Ｃ 菌株的４ ０３１个基因被分为多个类别ꎬ其
中转录预测的数量最高(３７５ 个)ꎬ数量较高的还有碳水

化合物转运和代谢(３６９ 个)、氨基酸转运和代谢(３５０
个)、仅一般功能预测(３００ 个)ꎬ而在染色质结构和动力

学、核酸结构方面则没有基因分布(图 ７)ꎮ
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图 ６　 地衣芽孢杆菌 ＪＨ４１Ｃ 菌株的 ＧＯ 功能注释分类统计结果

Ｆｉｇ.６　 Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＧＯ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｆｏｒ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｌｉｃｈｅｎｉｆｏｒｍｉｓ ｓｔｒａｉｎ ＪＨ４１Ｃ

图 ７　 地衣芽孢杆菌 ＪＨ４１Ｃ 菌株的 ＣＯＧ 功能注释分类统计结果

Ｆｉｇ.７　 Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＣＯＧ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｆｏｒ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｌｉｃｈｅｎｉｆｏｒｍｉｓ ｓｔｒａｉｎ ＪＨ４１Ｃ

２.５.３　 ＫＥＧＧ 功能注释　 地衣芽孢杆菌 ＪＨ４１Ｃ 菌株

中共有 ２ ６０６ 个基因在 ＫＥＧＧ 途径中富集ꎬ涉及代

谢、遗传信息处理、环境信息处理、细胞过程、有机系

统、人类疾病等 ６ 大功能领域(图 ８)ꎮ 在这些功能领

域中ꎬ新陈代谢相关的基因数量最多ꎬ有 ８７７ 个ꎬ与环

境信息处理、碳水化合物代谢遗传信息处理、细胞过

程、人类疾病和有机系统相关的基因数量依次减少ꎮ
由表 １ 可 以看出ꎬＪＨ４１Ｃ 菌株中与抗生素生物合成
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相关的通路有 ｋｏ００２６１(单内酰胺生物合成)、ｋｏ００３１１
(青霉素和头孢菌素生物合成)、ｋｏ００３３２(碳青霉烯生

物合成)、ｋｏ００３３３(灵菌红素生物合成)、ｋｏ００４０１(新
生霉素生物合成)、 ｋｏ００５２１ (链霉素生物合成)、
ｋｏ００５２４(新霉素、卡那霉素和庆大霉素生物合成)、

ｋｏ０１０５１(安莎霉素生物合成)ꎬ与生物催化剂、免疫调

控相关的通路有 ｋｏ００９８０(细胞色素 Ｐ４５０ 对外源物质

的代 谢)、 ｋｏ００９８２ (药 物 代 谢￣细 胞 色 素 Ｐ４５０)、
ｋｏ０２０１０(ＡＢＣ 转运蛋白)、ｋｏ０３３２０(氧化物酶体增殖

物激活受体信号通路)ꎮ

图 ８　 菌株 ＪＨ４１Ｃ 的 ＫＥＧＧ 注释分类统计结果

Ｆｉｇ.８　 Ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ＫＥＧＧ ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ ｐａｔｈｗａｙ ｏｆ ｓｔｒａｉｎ ＪＨ４１Ｃ

２.５.４　 纤维素代谢　 ＫＥＧＧ 通路注释结果揭示ꎬ涉及碳

水化合物代谢的基因共有 ３１０ 个ꎬ编码的酶包括内切

葡聚糖酶(编号:ＥＣ３.２.１.４)和葡聚糖苷酶(编号:ＥＣ３.２.
１.２０、ＥＣ３.２.１.２１)ꎬ它们参与了纤维素的分解过程ꎮ
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表 １　 地衣芽孢杆菌 ＪＨ４１Ｃ 菌株中抗菌、免疫调控通路相关基因

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｈｅ ｇｅｎｅｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ａｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌ ａｎｄ ｉｍｍｕｎｅ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｐａｔｈｗａｙｓ ｉｎ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｌｉｃｈｅｎｉｆｏｒｍｉｓ ｓｔｒａｉｎ ＪＨ４１Ｃ

编号
ＫＥＧＧ 通路
编号(ＩＤ) 功能　 　 　 　 　 　 　 基因 ＩＤ ＫＥＧＧ 基因 ＩＤ　 　 　 　

１ ｋｏ００２６１ 单内酰胺生物合成 ＪＨ４１Ｃ＿０２４０６、ＪＨ４１Ｃ＿０３６８９、ＪＨ４１Ｃ＿０１７５７、
ＪＨ４１Ｃ＿０１８７６、ＪＨ４１Ｃ＿０１８７７、ＪＨ４１Ｃ＿０１８７５、
ＪＨ４１Ｃ＿０３８３７、ＪＨ４１Ｃ＿００４９４、ＪＨ４１Ｃ＿０４０４４、
ＪＨ４１Ｃ＿０３０８０

Ｋ００１３３、 Ｋ０５３７５、 Ｋ００９５８、 Ｋ００２１５、
Ｋ０１７１４、Ｋ００９２８

２ ｋｏ００３１１ 青霉素和头孢菌素生物合成 ＪＨ４１Ｃ＿００４１４、ＪＨ４１Ｃ＿００３１６ Ｋ０１０６０、Ｋ１７８３６

３ ｋｏ００３３２ 碳青霉烯生物合成 ＪＨ４１Ｃ＿０２１５５、ＪＨ４１Ｃ＿０２１５６、ＪＨ４１Ｃ＿０１５００、
ＪＨ４１Ｃ＿０１５０１

Ｋ００１４７、Ｋ００９３１

４ ｋｏ００３３３ 灵菌红素生物合成 ＪＨ４１Ｃ＿０１８８６、ＪＨ４１Ｃ＿０３６８３、ＪＨ４１Ｃ＿０３１６６、
ＪＨ４１Ｃ＿００３５６、ＪＨ４１Ｃ＿０１５８６、ＪＨ４１Ｃ＿０１３４６、
ＪＨ４１Ｃ＿０１７８７、ＪＨ４１Ｃ＿０２８５４、ＪＨ４１Ｃ＿０２１７９、
ＪＨ４１Ｃ＿０１７８８、ＪＨ４１Ｃ＿０２８６３

Ｋ００６４５、Ｋ０００５９、Ｋ００２０８

５ ｋｏ００４０１ 新生霉素生物合成 ＪＨ４１Ｃ＿０２４１９、ＪＨ４１Ｃ＿０２４１８、ＪＨ４１Ｃ＿０２３９４ Ｋ００８１２、Ｋ０４５１７、Ｋ００８１７

６ ｋｏ００５２１ 链霉素生物合成 ＪＨ４１Ｃ＿０４３７１、ＪＨ４１Ｃ＿０１６６４、ＪＨ４１Ｃ＿０２６８０、
ＪＨ４１Ｃ＿０１０５９

Ｋ０１８３５、Ｋ０００１０、Ｋ０１０９２、Ｋ００８４５

７ ｋｏ００５２４ 新霉素、卡那霉素和庆大霉素生物合成 ＪＨ４１Ｃ＿０２６８０ Ｋ００８４５

８ ｋｏ０１０５１ 安莎霉素生物合成 ＪＨ４１Ｃ＿０２０３２、ＪＨ４１Ｃ＿００５２７、ＪＨ４１Ｃ＿００５２６ Ｋ００６１５

９ ｋｏ００９８２ 药物代谢￣细胞色素 Ｐ４５０ ＪＨ４１Ｃ＿０１９１５、ＪＨ４１Ｃ＿０３９７１ Ｋ００２７４、Ｋ００１２１

１０ ｋｏ００９８０ 细胞色素 Ｐ４５０ 对外源物质的代谢 ＪＨ４１Ｃ＿０３９７１ Ｋ００１２１

１１ ｋｏ０３３２０ 氧化物酶体增殖物激活受体信号通路 ＪＨ４１Ｃ＿００３３８、ＪＨ４１Ｃ＿０１０５７、ＪＨ４１Ｃ＿０１１７５、
ＪＨ４１Ｃ＿０３０８７

Ｋ０１８９７、Ｋ００８６４

１２ ｋｏ０２０１０ ＡＢＣ 转运蛋白 ＪＨ４１Ｃ＿０１１８４ 等 １１８ 个基因 Ｋ２３０５９ 等

２.５. ５ 　 次级代谢产物合成相关基因簇 　 用 ａｎ￣
ｔｉＳＭＡＳＨ 在线工具对地衣芽孢杆菌 ＪＨ４１Ｃ 菌株的

基因组进行次级代谢产物分析ꎬ共预测出 １２ 个次级

代谢产物合成相关基因簇ꎬ详见表 ２ꎮ 在这些基因

簇中ꎬ有 ４ 个与已知基因簇有较高相似度(相似度

为９３％~ １００％)ꎻ ３ 个与已知基因簇的相似度为

６０％~８６％ꎻ另外 １ 个基因簇虽然能与已知基因簇匹

配ꎬ但相似度只有 ７％ꎻ剩余的 ４ 个基因簇则未能找

到匹配的已知基因簇ꎮ 具有抑菌活性的物质如丰原

素(Ｆｅｎｇｙｃｉｎ)、地衣素(Ｌｉｃｈｅｎｙｓｉｎ)、杆菌肽(Ｂａｃｉｔｒａ￣
ｃｉｎ)和儿茶酚型嗜铁素(Ｂａｃｉｌｌｉｂａｃｔｉｎ)是通过非核糖

体途径(ＮＲＰＳ)合成的ꎮ 此外ꎬ还存在丁酰苷菌素、
普切明酸、Ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｃｉｄｉｎ ＧＦ６１０ 等抑菌活性物质

相关基因簇ꎮ

３　 讨 论

地衣芽孢杆菌作为一种广泛应用于畜牧、水产、
生物医药和环境等领域的益生菌ꎬ具有合成多种生

物活性物质(如多糖类、酶类、脂肽类生物表面活性

剂等)的能力ꎮ 本研究通过对地衣芽孢杆菌 ＪＨ４１Ｃ
菌株的抑菌特性及全基因组的测序分析ꎬ揭示了该

菌株在益生作用方面的潜在应用价值ꎮ

表 ２　 地衣芽孢杆菌 ＪＨ４１Ｃ 菌株次级代谢产物合成相关基因簇

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｇｅｎｅ ｃｌｕｓｔｅｒｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ
ｉｎ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｌｉｃｈｅｎｉｆｏｒｍｉｓ ｓｔｒａｉｎ ＪＨ４１Ｃ

基因簇
编号

类型　 　 最相似的已知基因簇
相似度
(％)

基因数量
(个)

１ 羊毛硫肽Ⅱ Ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｃｉｄｉｎ ＧＦ６１０ ９３ ２６

２ 非核糖体多肽 地衣素 １００ ４２

３ 硫肽类抗生素 丁酰苷菌素 ７ ４４

４ 镍铁载体 Ｓｃｈｉｚｏｋｉｎｅｎ ６０ ２９

５ 非核糖体多肽 丰原素 ８６ ４１

６ 萜烯 － － １７

７ 第 ３类聚酮合酶 － － ５０

８ 非核糖体多肽 杆菌肽 １００ ４３

９ 核糖体肽类似酶 － － １４

１０ 环二肽合酶 普切明酸 ６６ ２１

１１ 非核糖体多肽 儿茶酚型嗜铁素 １００ ４６

１２ 套索肽 － － ２０
－表示不存在已知的相似基因簇ꎬ相似性无从比较ꎮ Ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｃｉｄｉｎ
ＧＦ６１０、Ｓｃｈｉｚｏｋｉｎｅｎ 暂无统一的中文名ꎮ

３.１　 抑菌特性分析

地衣芽孢杆菌 ＪＨ４１Ｃ 的体外抑菌试验结果表

９７３胡修忠等:地衣芽孢杆菌 ＪＨ４１Ｃ 的抑菌特性及全基因组测序分析



明ꎬ其对产气荚膜梭菌、金黄色葡萄球菌具有明显的

抑制作用ꎮ 产气荚膜梭菌是引起动物肠道疾病的重

要病原菌之一ꎬ地衣芽孢杆菌发酵上清液中的脂肽

类活性成分对产气荚膜梭菌的生长具有很强的抑制

作用[１３]ꎬ肉鸡饲养试验结果表明ꎬ在饲料中添加地

衣芽孢杆菌可以改善由产气荚膜梭菌引起的肠

炎[１４]ꎬ维持鸡的肠道健康ꎮ 金黄色葡萄球菌是引起

动物疾病的常见细菌ꎬ能够导致动物发生多种感染ꎬ
给畜牧业带来严重危害[１５]ꎮ ＪＨ４１Ｃ 菌株对上述病

原菌的抑制作用表明其具有潜在的益生功能ꎬ尤其

表现在畜牧养殖中ꎬ能够通过抑制病原菌的生长来

维持动物肠道的微生态平衡ꎬ减少疾病发生ꎮ
此外ꎬ本研究通过高效液相色谱法检测发现ꎬ

ＪＨ４１Ｃ 菌株能够产生杆菌肽ꎬ这是一种广谱抗菌肽ꎬ
能够抑制多种革兰氏阳性菌的生长ꎬ其在兽医临床

上具有一定的应用价值[１６]ꎮ 杆菌肽的产生进一步

增强了 ＪＨ４１Ｃ 菌株的抑菌能力ꎬ为其在饲料添加剂

领域的应用提供了理论基础ꎮ
３.２　 产酶性能分析

ＪＨ４１Ｃ 菌株具有较强的产生淀粉酶、纤维素酶

的能力ꎬ尤其表现在纤维素降解方面ꎬ表明该菌株能

够有效分解饲料中的纤维素ꎬ提高饲料的消化利用

率ꎬ对于反刍动物、水产养殖中的饲料利用具有重要

意义ꎬ能够通过提高饲料利用效率促进动物生长ꎮ
降解纤维素的微生物及纤维素酶一直是研究的

热点ꎬ并且研究者已经在具有纤维素降解功能菌株

的筛选及功能发掘等方面取得了一定进展ꎮ 已有研

究者从多种材料中分离出具有分解纤维素能力的地

衣芽孢杆菌ꎬ并对其性能及发酵产酶工艺进行了研

究[１７￣１９]ꎮ 此外ꎬ随着全基因测序技术的发展和应

用ꎬ纤维素酶降解基因的发掘及菌株功能的研究也

在深入开展[８ꎬ ２０￣２１]ꎮ 在饲料中添加纤维素酶可以提

高羔羊断奶前后的饲料消化率ꎬ改善羔羊断奶前瘤

胃的发酵效果ꎬ促进生长性能的提升[２２]ꎮ 添加外源

性纤维素酶则能明显促进犊牛生长[２３]ꎬ并能提高泌

乳中期奶牛的饲料利用率和产奶量[２４]ꎮ 上述结果

表明ꎬ纤维素酶在动物生产应用领域拥有广泛的空

间ꎮ
３.３　 全基因组分析

本研究通过对 ＪＨ４１Ｃ 菌株进行全基因组测序

发现ꎬ其基因组大小为４ ４５０ ３５１ ｂｐꎬＧ＋Ｃ 含量为

４５􀆰 ９４％ꎬ共预测到４ ３８７个编码基因ꎮ 基因组功能

注释结果显示ꎬＪＨ４１Ｃ 菌株具有丰富的代谢途径ꎬ与
碳水化合物转运和代谢、氨基酸转运和代谢相关的

基因数量较多ꎬ这与其在淀粉、纤维素降解方面的能

力相符ꎮ 此外ꎬ通过 ＫＥＧＧ 通路注释ꎬ发现 ＪＨ４１Ｃ
菌株众多基因富集在与抗生素生物合成相关的通路

中ꎬ如单内酰胺、青霉素、头孢菌素、碳青霉烯等抗生

素的生物合成通路ꎮ 这些基因的存在进一步证实了

ＪＨ４１Ｃ 菌株在抗菌物质合成方面的潜力ꎮ
３.４　 次级代谢产物合成相关基因簇分析

通过 ａｎｔｉＳＭＡＳＨ 软件对 ＪＨ４１Ｃ 菌株的次级代

谢产物合成基因簇进行分析ꎬ我们预测到 １２ 个次级

代谢产物合成相关基因簇ꎬ其中 ４ 个基因簇(地衣

素、丰原素、杆菌肽和儿茶酚型嗜铁素)通过非核糖

体途径合成ꎮ 这些物质具有广谱抗菌活性ꎬ能够有

效抑制多种病原菌的生长ꎬ尤其是在动物肠道中发

挥了重要作用ꎮ

４　 结 论

综上所述ꎬ地衣芽孢杆菌 ＪＨ４１Ｃ 菌株对产气荚

膜梭菌、金黄色葡萄球菌具有明显的抑制作用ꎬ且具

有合成杆菌肽的能力ꎮ 由全基因组测序和功能注释

结果可以看出ꎬＪＨ４１Ｃ 菌株具有丰富的代谢途径和

次级代谢产物合成相关基因簇ꎮ
未来的研究可以进一步优化 ＪＨ４１Ｃ 菌株的产

酶能力ꎬ以增强其在饲料添加剂中的应用效果ꎮ 此

外ꎬ可以通过基因工程手段进一步挖掘和优化

ＪＨ４１Ｃ 菌株的次级代谢产物合成途径ꎬ开发出更具

应用价值的益生菌制剂ꎬ为畜牧养殖业的健康发展

提供新的解决方案ꎮ
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