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摘 要：【目的】阐明分离自南海雷州湾硇洲岛潮汐带沉积物的 12 株产铁载体细菌的系统发育

多样性，并探测这些实验菌株及微泡菌属(Microbulbifer)已知物种代表性菌株的铁载体生物合成基

因簇的组成、功能、遗传多样性及其演化模式。【方法】采用常规方法观察主要表型特征并进行

产铁载体活性验证；利用 16S rRNA 基因序列分析法了解实验菌株的系统发育多样性(包括类群多

样性、物种多样性和遗传多样性)；测定代表性实验菌株 JSM ZJ756 的基因组框架图，通过比较

基因组学技术对比分析实验菌株与其系统发育关系密切的典型菌株的 G+C 含量、平均核苷酸一

致性 (average nucleotide identity, ANI)和数码 DNA-DNA 杂交估值 (digital DNA-DNA hybridization, 

dDDH)，以更准确地判定其系统分类地位；采用 antiSMASH 7.0、BLASTn、BLASTp 和 MEGA 11

等生物信息学工具，对次级代谢产物合成基因簇 (secondary metabolite biosynthetic gene clusters, 

BGCs)进行快速鉴定、功能注释和序列比对，以探测其产铁载体相关功能基因簇的组成、功能、

遗传多样性及其演化模式。【结果】实验菌株均为严格好氧、不产芽孢、具有产铁载体活性的革

兰氏阴性杆菌。16S rRNA 基因序列和全基因组序列分析结果表明，12 株菌均属于微泡菌属，归

为 6−8 个物种，与该属的典型菌株构成 4 个进化系 (clade)，其中 JSM ZJ756 为舟山微泡菌

(Microbulbifer zhoushanensis)的新成员。通过 antiSMASH 基因簇分析发现，JSM ZJ756 及 9 个微泡
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菌属代表性菌株各具有 1 个铁载体生物合成基因簇(NI-siderophore)，其中 8 个与已知同类型基因

簇的相似性在 40% 及以下。根据与已知基因簇的种类和相似性差异，这 10 个铁载体基因簇可分

为 5 个功能亚型：JSM ZJ756 等 3 株为 Ochrobactin 亚型(序列号 JYFX01000060.1，相似性 28%)，

M. mangrove DD-13T 和 M. epialgicus DSM 18651T 为 Vibrioferrin 亚型(AB082123.1，100%； CP005094.1，

85%)，M. agarilyticus GP101 为 Putrebactin 亚型(NIBS01000001.1，40%)，M. echini JCM 30400T 为

Aerobactin 亚型(AB199785.1，22%)，而 M. variabilis ATCC 700307T 等 3 株未发现与之相匹配的已

知铁载体合成相关功能基因簇(未知功能亚型)。BLASTn 和 BLASTp 搜索显示，这些基因簇的核

心基因具有独特的序列，能编码新颖的功能蛋白；基于核心基因序列的遗传演化分析表明，这些

NI-siderophore 基因簇具有较高的遗传多样性；在核心基因发育树上，菌株 M. agarilyticus GP101

的铁载体合成基因簇的遗传演化路径相对孤立，而其他 9 个分属于 3 个较独立的遗传演化群。对

比分析发现，这些 NI-siderophore 基因簇的遗传演化模式与相应菌株的 16S rRNA 基因序列系统发

育模式基本一致。【结论】本研究表明分离自南海雷州湾硇洲岛潮汐带沉积物的 12 株产铁载体菌

株属于微泡菌属，具有较高的系统发育多样性，其中 JSM ZJ756 为舟山微泡菌的新成员；JSM 

ZJ756 及微泡菌属(代表性菌株)的 NI-siderophore 基因簇具有较高的多样性和新颖性，具有产生新

颖多样铁载体的较大潜力；JSM ZJ756 及 9 个微泡菌属代表性菌株的 NI-siderophore 基因簇的生物

功能、遗传演化，以及这些菌株的系统发育之间存在较高的正向关联性。因此，包括 12 个产铁

载体实验菌株在内的微泡菌属菌株是一类典型的新资源微生物，其系统分类、铁载体代谢机制和

遗传演化模式，以及生物技术潜力值得进一步探讨。

关键词：微泡菌属；产铁载体海洋细菌；系统发育多样性；铁载体合成基因簇；遗传演化；新
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Abstract: [Objective] To reveal the phylogenetic diversity of 12 marine siderophore-producing 
bacteria isolated from intertidal sediment samples of Naozhou Island in Leizhou Bay of South 
China Sea, and to unravel the components, functions, genetic diversity and genetic evolution of 
siderophore biosynthetic gene clusters (BGCs) of the isolates as well as representatives of 
Microbulbifer. [Methods] The phenotypic characteristics as well as the siderophore-producing 
activity of the strains were observed by conventional methods. The phylogenetic diversity 
(including taxon, species, and genetic diversity) of the strains was analyzed based on 16S rRNA 
gene sequences. Then, the exact phylogenetic status of the representative strain JSM ZJ756 was 
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investigated comprehensively by means of comparative genomics analysis based on whole-genome 
sequences, including comparisons of G+C content, average nucleotide identity (ANI), and digital 
DNA-DNA hybridization (dDDH) estimated values. We then used multiple bioinformatic stools 
including antiSMASH 7.0, BLASTn, BLASTp, and MEGA 11 for rapid identification, annotation, 
and sequence alignment of BGCs, thus exploring the components, functions, genetic diversity, and 
genetic evolution of siderophore BGCs.[Results] All the 12 isolates were Gram-negative, aerobic, 
non-sporulating and slightly halophilic rods with siderophore-producing activity. The results of 
phylogenetic analyses based on 16S rRNA gene sequences as well as whole-genome sequences 
showed that all the 12 strains belonged to Microbulbifer, representing 6 to 8 species and forming 
4 clades with Microbulbifer type strains in the phylogenetic tree. Among them, strain JSM ZJ756 
should be a new member of Microbulbifer zhoushanensis. JSM ZJ756 and 9 representative strains 
of Microbulbifer each carried one copy of NI-siderophore BGCs, and 8 out of the 10 NI-siderophore 
BGCs shared the similarities ≤40% with known BGCs. According to the types and the similarities 
of known BGCs with the NI-siderophore BGCs identified in this study, the 10 NI-siderophore 
BGCs could be categorized into 5 functional subtypes: Ochrobactin (JSM ZJ756 and 2 type strains, 
JYFX01000060.1, similarity of 28%), Vibrioferrin (M. mangrove DD-13T, AB082123.1, 100%; M. 
epialgicus DSM 18651T, CP005094.1, 85%), Putrebactin (M. agarilyticus GP101, NIBS01000001.1, 
40%), Aerobactin (M. echini JCM 30400T, AB199785.1, 22%), and unknown functional subtype 
(3 type strains including M. variabilis ATCC 700307T). The results of BLASTn and BLASTp 
analyses showed that the core biosynthetic gene sequences of the NI-siderophore BGCs identified 
were unique, and encoded novel proteins. The results of genetic evolution analysis showed that the 
core biosynthetic genes of the NI-siderophore BGCs found exhibited high genetic diversity. In the 
phylogenetic tree based on core biosynthetic gene sequences, 9 out of the 10 NI-siderophore BGCs 
were grouped to 3 clades, but M. agarilyticus GP101 exhibited an independent evolution path. The 
comparative analysis revealed the genetic evolution of NI-siderophore BGCs being consistent with 
that predicted based on the 16S rRNA sequences. [Conclusion] All the 12 siderophore-producing 
strains isolated from intertidal sediment samples of Naozhou Island in Leizhou Bay of South China 
Sea belong to Microbulbifer, demonstrating high phylogenetic diversity, and JSM ZJ756 is a new 
member of M. zhoushanensis. The NI-siderophore BGCs of JSM ZJ756 and representative strains 
of Microbulbifer are novel and showcase high diversity, which indicates that those strains possess 
high potential of producing a variety of novel siderophores. Moreover, strong positive correlations 
exist between the biological functions and genetic evolution of the NI-siderophore BGCs and the 
phylogeny of JSM ZJ756 and 9 representative strains of Microbulbifer. Therefore, we hypothesize 
that the 12 marine siderophore-producing bacteria and the representatives of Microbulbifer are 
typical new-resource microbes, and the taxonomy of Microbulbifer, and the metabolic mechanism 
and genetic evolution as well as the biotechnological potential of the NI-siderophore BGCs are 
worth being further explored.
Keywords: Microbulbifer; marine siderophore-producing bacteria; phylogenetic diversity; 
siderophore biosynthetic gene cluster; genetic evolution; new-resource microbe
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铁是所有生物体必需的元素之一，在三羧

酸循环、电子传递链、氧化磷酸化、固氮作用

和光合作用等重要的基本生命活动中发挥着至

关重要的作用[1-2]，能调节卟啉、维生素、抗生

素、细胞色素、铁载体、芳香族化合物和致病

因子等代谢物质的合成[3-4]，并在微生物核酸合

成、菌膜和孢子形成过程中发挥重要调节作

用[5]。铁占地壳总元素含量的约 5%，但在有氧

环境中大多以难溶的氧化态或氢氧化态高价铁

(Fe3+)形式存在，生物可直接利用的铁浓度仅为

10−17 mol/L，无法满足微生物的生长需求[6-7]。

为了在缺铁条件下生存，微生物进化出各种机

制来获取及利用这种必需的微量元素[8]。这些机

制主要有 4 类：(1) 通过基于铁载体(siderophore)

的转运系统富集低铁环境中的铁元素；(2) 利用

自身的氧化还原系统将 Fe3+还原成 Fe2+；(3) 从

宿主的乳铁蛋白、转铁蛋白或铁蛋白中获取铁；

(4) 利用宿主血红素以及血红蛋白作为铁源。微

生物最广泛采用的策略是利用铁载体转运系统

来转运和富集低铁环境中的铁元素。铁载体是

微生物在缺铁条件下产生并分泌到环境中的一

类高效螯合铁离子的小分子有机化合物，具有

分子量低(<10 kDa)、能与 Fe3+特异性螯合、其

生物合成受铁离子浓度调节等特性[9-10]。铁载体

能从不同生境中高效捕获 Fe3+，形成铁载体-铁

复合体，与细胞膜上的特异受体结合，被相应

的转运系统运输到细胞质后被还原为可溶性的

Fe2+，再释放到细胞质中，参与相应的生物过

程[8]。当铁过载或缺乏时，生物的许多生命活动

都会受到影响，因此对铁的争夺成为了微生物

之间竞争的一个重要因子[11]。

铁载体不仅与微生物本身的生存竞争、致

病性及抗菌性等生命活动密切相关，而且在生

态学、农业、环境修复、生物传感器和生物医

药等众多领域具有极大的应用价值。在微生物

生态学方面，采用与产铁载体细菌共培养的方

法，或者单独添加铁载体作为生长因子，可以

分离纯化出一些新颖的不产铁载体的未培养微

生物[12-13]。在农业领域，一些产铁载体细菌能

促进植物对可利用铁的摄入，从而促进植物生

长，因此被用作植物生长促进菌剂[14-15]。铁载

体能牢固结合铁元素，从而减少植物病原菌的

铁摄入，因此能被用作控制一些植物病原菌的

高效生物防治剂[8,16]。铁载体的主要作用是螯合

Fe3+，同时它们也能结合多种有毒金属离子，如

Cr3+、Al3+、Cu2+、Eu3+和 Pb2+等，从而在重金

属污染样品的脱毒中发挥重要作用。因此，铁

载体能用作重要的生态友好型重金属污染环境

修复剂[10,17-19]。铁载体还能用于检测多种环境中

的 Fe3+含量，展现出其作为生物传感器的应用

潜力[20-21]。在医学领域，铁载体用于控制抗生

素耐药菌和治疗一些人类疾病，具有重要的应

用价值。运用 “特洛伊木马” 策略 (“Trojan 

Horse” strategy)[22]，铁载体能借助可降解连接基

团与抗生素等药物连接成铁载体-抗生素偶联物，

依靠铁载体主动运输系统选择性地进入病原体

细胞，随即连接基团被降解，药物被释放并发

挥药效，从而杀死耐药性病原菌[5,8,23-24]。有许

多铁载体-抗生素偶联物陆续进入临床试验，其

中头孢地尔(cefiderocol)成为第一个被美国食品

及 药 物 管 理 局 (Food and Drug Administration, 

FDA)批准进入临床应用的铁载体头孢菌素。该

药物对耐碳青霉烯的肠杆菌目细菌、鲍曼不动

杆菌、铜绿假单胞菌和嗜麦芽窄食单胞菌等具

有广谱强效的抗菌活性，可用于治疗由革兰氏

阴性细菌引起的复杂性尿路感染和院内获得性

细菌性肺炎/呼吸机相关细菌性肺炎[25-26]。过载

的铁会催化产生活性氧，对细胞造成致命毒

害[27]。一些铁载体能协助治疗铁过载性疾病

(iron overload disease)，如重型地中海贫血和镰
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状细胞性贫血[28]。此外，铁载体还具有抗疟

疾[8,29]、体内铀等元素的清除[8]和癌症辅助治

疗[30]等作用。

海洋是严重缺铁的环境，海洋表层水的可

溶性铁浓度仅为 0.01−0.02 nmol[31]。铁载体介导

的铁吸收机制使海洋微生物能够在这种缺铁环

境中增殖和生存，海洋细菌产生了海水中大部

分的有机铁螯合剂，在铁的生物地球化学循环

中发挥了重要作用[10,32-33]。汤倩[34]开展了低生物

可利用铁情况下硇洲岛潮汐带沉积物中细菌多

样性及分布规律的研究，从雷州湾硇洲岛潮汐

带沉积物中分离筛选得到 246 株产铁载体细菌。

基于 16S rRNA 基因序列的系统发育研究表明，

这些菌株展现出较高的类群多样性、物种多样

性和遗传多样性，其中还包括一批代表潜在新

分类单元(potential novel taxa)的新菌株；在这些

产铁载体菌株中，革兰氏阳性细菌占优势，特

别是厚壁菌门的芽孢杆菌科(Bacillaceae)；而在

革兰氏阴性菌中，微泡菌科(Microbulbiferaceae)

的微泡菌属(Microbulbifer)菌株占比较大[34]。微

泡菌属[35]归属于假单胞菌门(Pseudomonadota)的

γ 变形菌纲 (Gammaproteobacteria)，目前已有

32 个 有 效 发 表 种 (validly published under the 

ICNP， https://lpsn. dsmz. de/genus/microbulbifer，

2024-10-30)。微泡菌属菌株因具有多糖和塑料

等聚合物分解能力而备受关注，而基因组分析

进一步表明，这些细菌是一个值得开发的新颖

天然产物宝库[36-38]，但其产铁载体的研究成果

鲜见报道。汤倩[34]先后从雷州湾硇洲岛潮汐带

沉积物中分离纯化到多株微泡菌属菌株，其中

JSM ZJ756 等 12 株具有较强的产铁载体活性。

为了进一步阐明这些菌株的系统发育地位，并

了解微泡菌属菌株铁载体生物合成相关的功能，

为该类微生物资源的进一步研究、种质保护和

生物技术利用奠定基础，在 16S rRNA 基因序列

系统发育分析的基础上，还基于基因组框架图

进行了深入的比较基因组学分析。

1　材料与方法　材料与方法

1.1　主要试剂和仪器

琼脂粉，北京鼎国昌盛生物技术有限责任

公司；铬天青 S，上海三爱思试剂有限公司；脱

脂奶粉、Marine agar 2216 (以下简称 MA)和

Marine broth 2216 (以下简称 MB)培养基，BD 公

司；DNA 提取和纯化、PCR 所用试剂、酶和引

物，生工生物工程(上海)股份有限公司。

高压蒸汽灭菌锅，三洋电机株式会社；生

物安全柜，苏州安泰空气技术有限公司；生化

培养箱，上海精宏实验设备有限公司；真空冷

冻干燥器，ThermoFisher Scientific 公司；恒温

培养摇床，上海知楚仪器有限公司；光学显微

镜， Leica Microsystems 公司；台式离心机，

Eppendorf 公司；紫外分光光度计，Shimadzu 

Corporation 公司；PCR 仪和电泳仪，Bio-Rad

公司。

1.2　菌株来源及培养

菌株 JSM ZJ756 等 12 个实验菌株是在本实

验室对雷州湾硇洲岛进行细菌多样性调查期间，

采用 MA 等多种复合培养基从潮汐带沉积物样

品中分离得到的，继而采用铬天青 S (chrome 

azurol sulfonate, CAS)琼脂平板法筛选出产铁载

体细菌[34]。通过形态特征和 16S rRNA 基因序列

分析确认这些菌株归属于微泡菌属。这些菌株

在含 MA 培养基的平板上进行活化和传代培养，

并保存在牛奶管中。

1.3　表型特征观察和产铁载体活性验证

将菌株接种于 MA 平板上，于 30 ℃培养

14 d，每天记录菌落特征，包括直径、颜色、边

缘是否圆整、表面是否凸起、是否湿润以及是

否产生可溶性色素等。根据菌落的均一性和纯
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度初步判断菌株的纯度(菌落纯)。采用标准染色

法和 KOH 溶解法观察革兰氏反应[39]，并根据细

胞形态和革兰氏染色的单一性进一步判断纯度

(细胞纯)；通过配制不同 NaCl 浓度的营养琼脂

和 MA 平板观察菌株的耐盐性；采用 MA 平板

和 MB 摇瓶观察菌株对温度和酸碱的耐受性；

采用悬滴法和半固体平板湿室培养法观察菌株

的运动性；将菌株接种于添加 0.1% NaNO3 及

1% 葡萄糖的 MA 平板上，使用 BBL 厌氧培养

系统按标准操作进行厌氧培养；使用 3% H2O2

和氧化酶试剂分别检测过氧化氢酶(catalase)和氧

化酶(oxidase)活性；其他生化特征，如多聚物水

解和硝酸盐还原等，参照《常见细菌系统鉴定

手册》 [40]进行表征。将菌株点接于改良 CAS 琼

脂平板上[41]，于 30 ℃培养 14 d，每天观察。若

产生黄色晕圈，则判定为产铁载体阳性。所有

试验均设置 3 次重复。

1.4　基于 16S rRNA 基因序列的系统发

育分析

采用酶法小量提取基因组 DNA，并按常规

方法 PCR 扩增 16S rRNA 基因[42]。扩增产物经

过琼脂糖凝胶电泳检测合格后，委托生工生物

工程(上海)股份有限公司进行一代测序。16S 

rRNA 基因扩增和测序使用细菌通用引物 Primer 

A (5′-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3′)和 Primer 

B (5′-AAGGAGGTGATCCAGCCGCA-3′)。 使

用 BioEdit 软件查看序列峰形图、检查测序质

量；采用 DNAStar 软件包中的 SeqMan 程序进

行序列拼接，并对照峰形图对序列中的个别碱

基进行手工校正。切除首尾引物序列后，保存

为 Fasta 文件，并上传至 GenBank 等公共数据库

以获取序列号(accession number)。在 EzBioCloud

数据库(https://www.ezbiocloud.net/taxonomy)采用

BLAST (megablast)进行序列两两比对和相似性

计算。下载相似性较高的序列，连同目标序列

构建同源序列集。用 Clustal X 进行多重比对；

采用 MEGA 11 进行系统发育分析并构建系统发

育树。使用 1 000 次重复的 bootstrap 检验评估

发育树拓扑结构的稳定性。

1.5　菌株基因组测序分析和参考菌株基

因组下载

选取产铁载体活性较强的 JSM ZJ756 菌株

为代表，进行基因组框架图测序和比较基因组

学分析。采用 MB 摇瓶培养菌株 JSM ZJ756 细

胞(30 °C、180 r/min 培养 3−4 d)，随后在室温

4 000 r/min 离心 15 min 收集菌体。菌体经

0.85% NaCl 无菌盐水洗涤 3 次后，分装于

2.0 mL EP 管中，并于−70 ℃超低温冰箱冷冻

2 d。之后，用干冰包裹样品，送至生工生物工

程(上海)股份有限公司采用二代测序技术进行基

因组框架图(draft genome)的测定。实验流程严

格遵循 Illumina 公司提供的标准操作指南，包括

基因组 DNA 的提取与质量检测、小片段 DNA

文库的构建与质量控制、桥式 PCR 扩增、

Illumina 测序、下机原始数据的质控与组装。利

用软件 Prodigal v2.6.3 进行编码基因预测，使用

RepeatMasker v4.0.5 将细菌基因组与已知重复序

列数据库(如 Repbase)进行比对，以搜索基因组

中的重复序列，采用 Infernal v1.1.3 根据协方差

模型在 Rfam 数据库 (https://rfam. org/) 中预测

RNA 基因，并使用 tRNAscan-SE v2.0 预测基因

组中的 tRNA 基因；利用 IslandPath-DIMOB v0.2、

PhiSpy v2.3 和 CRT v1.2 分别预测基因组中基因

组 岛 (genomic island)、 前 噬 菌 体 (prophage) 和

CRISPR (clustered regularly interspaced palindromic 

repeats)。

在 16S rRNA 基因序列分析结果的基础上，

根据最新的微泡菌属物种名录(List of Prokaryotic 

names with Standing in Nomenclature， https://

lpsn.dsmz.de/genus/microbulbifer)，以有效物种的
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学名在 NCBI 基因组数据库(https://www.ncbi.nlm.

nih.gov/datasets/genome/)中搜索下载其典型菌株

或代表性菌株的基因组数据，用于对比研究。

1.6　基因组系统分类特征比较

通过在线工具计算 G+C/A+T+G+C 获得基

因组 DNA 的 G+C 含量。采用 EzBioCloud 在线

网络服务(https://www.ezbiocloud.net/tools/ani)进

行基因组两两对比分析(in pairs)，按 OrthoANI

算法估算基因组间平均核苷酸一致性(average 

nucleotide identity, ANI)[43-44]。原核生物物种之间

的 ANI 阈值设定为 95%−96%，大于此阈值的

2 个菌株被认为属于同一物种[45]。同时，利用

DSMZ 在 线 服 务 平 台 (https://ggdc. dsmz. de/

distcalc2.php)、采用 Genome-to-Genome Distance 

Calculator (GGDC) 4.0 进行数码 DNA-DNA 杂交

值 (digital DNA-DNA hybridization, dDDH) 的估

算，其中 Formula 2 (identities/HSPlength)的估值

被用于全基因组序列同源性比较[46]。原核生物

物种之间的 DNA 同源性阈值设定为 dDDH 70%，

低于此阈值的菌株被归类为不同物种[47-48]。

1.7　次级代谢产物合成基因簇分析

采 用 antiSMASH (antibiotics & secondary 

metabolite analysis shell)细菌版 7.0 软件 (https://

antismash. secondarymetabolites. org/#!/start) [49] 在

线 进 行 基 因 组 次 级 代 谢 产 物 合 成 基 因 簇

(secondary metabolite biosynthetic gene clusters, 

BGCs)的快速鉴定和功能注释。本研究在全部基

因组数据库中选用广泛接受的中等检测严格度

“relaxed”进行搜索和分析。针对每个基因簇的

生物合成核心基因 (core biosynthetic gene)，在

NCBI 标准数据库 (standard databases) 中利用

BLASTn (megablast)对其核酸序列进行搜索，以

查找同源基因序列；对核心基因编码的功能蛋

白质的氨基酸序列进行 BLASTp (protein-protein 

BLAST)搜索，以寻找最为接近的同功能蛋白。

基于核心基因序列的系统发育分析方法同 16S 

rRNA 基因序列分析。

2　结果与分析　结果与分析

2.1　主要表型特征和产铁载体活性

实验菌株均为严格好氧、无芽孢的革兰氏

阴性菌。细胞生长期为短杆状，而生长后期则

转变为球状。这些菌株具有轻度嗜盐性，在复

合培养基上所能耐受的最高盐度为 NaCl 体积分

数 10%−20%，而最适生长盐浓度则在 2%−8% 

NaCl 之间。此外，它们的生长温度和酸碱度偏

好均为中性。在蓝色 CAS 平板上，所有菌株均

产生了明显的黄色晕圈，表明这些菌株均具备

一定的产铁载体活性，其中菌株 JSM ZJ756、

844 和 1002 的产铁载体活性较强。其他主要形

态特征见表 1。

2.2　产铁载体海洋细菌的系统发育多

样性

测定了 12 个实验菌株几乎全长的 16S 

rRNA 基因序列，并将这些序列存储于公共数据

库中，同时获得了相应的 GenBank/EMBL/DDBJ

序列号，见表 2。利用 EzBioCloud 在线服务进

行 16S rRNA 基因序列的两两比对，结果显示这

些菌株均归属于微泡菌属(Microbulbifer)，分别

与该属的 9 个已知物种的典型菌株具有最为密

切的系统发育关系(16S rRNA 基因序列相似性≥
98.65%)，但其 16S rRNA 基因序列之间却展现

出 了 较 大 的 遗 传 多 样 性 ， 相 似 性 范 围 在

98.78%− 99.45%，可以归为 6− 8 个不同的物

种(表 2)。

尽管实验菌株与其系统发育上密切相关的

典型菌株之间的 16S rRNA 基因序列相似性均超

过了区分原核生物物种的阈值(98.65%)[50]，但它

们仍然展现出了丰富的系统发育多样性。在基

于 16S rRNA 基因序列构建的系统发育树(图 1)
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上，实验菌株或与微泡菌属的典型菌株形成进

化 簇 ， 并 在 其 中 占 据 独 立 的 进 化 分 支

(JSM ZJ756)；或 2−4 个菌株相互聚集形成较为

独立的亚簇后，再与其他典型菌株构成更大的

进化簇。具体来说，菌株 JSM ZJ756 与 M. 

zhoushanensis TT30T (99.38%)、M. sediminum TT37T 

(98.41%)、M. yueqingensis CGMCC 1.10658T (96.88%)

和 M. celer ISL-39T (96.67%)较松散地聚为一簇

(cluster)，其中前 3 个菌株形成紧密的亚簇

(subcluster)。然而，菌株 JSM ZJ756 在系统发育

树上形成了相对独立进化分支；其他 11 个实验

菌株则相互聚集于 3 个较大进化簇中。菌株

JSM ZJ576 等 4 株与 M. echini AM134T 等 4 个典

型菌株聚为一个大簇，菌株 JSM ZJ388 等 4 株

表1　实验菌株主要表型特征比较

Table 1　Comparison of main phenotypic characteristics of the 12 marine isolates studied

Phenotypic 
characteristic

Colony color

Motility

Catalase

Oxidase

Nitrate to nitrite

Growth temperature (°C)

Range

Optimum

pH for growth

Range

Optimum

Growth with NaCl (%)

Range

Optimum

Hydrolysis

Aesculin

Casein

Gelatin

Tween-20

Tween-40

Tween-60

Tween-80

Urea

Diameter of 
yellowish cycle 
on CSA plate 
(mm)

1

W

−
+

−
−

10−40

30

6.0−
10.0

7.5

1−15

3−5

−
−
+

+

+

−
+

−
10

2

B

−
+

+

+

15−45

30−35

6.0−
10.0

7.0

1−15

3−6

+

−
+

−
+

+

−
+

11

3

Y

−
+

+

−

10−45

30

5.0−
10.0

7.0−8.0

0−10

2−3

−
−
−
+

−
+

−
−
9

4

G-Y

−
+

−
+

15−45

35

5.0−
10.0

7.0−7.5

1−15

2−4

−
+

−
−
−
−
−
+

7

5

C

+

−
+

+

15−40

25−30

6.0−
10.0

7.5

0−10

2−4

+

−
+

+

−
+

+

−
10

6

L-Y

−
+

−
+

10−45

30

6.0−
11.0

7.0

0−7

2−3

−
−
+

+

+

+

−
+

12

7

G-B

+

+

+

−

10−40

25

6.0−
11.0

7.0−7.5

0−20

5−8

−
+

+

+

−
−
−
+

25

8

B

−
−
+

+

15−40

25−30

5.0−
11.0

7.5−8.0

1−20

3−6

−
−
−
−
−
+

+

−
21

9

G

−
+

−
−

10−45

30

6.0−
10.0

7.0

1−15

3−6

−
−
+

+

+

−
+

−
14

10

C

−
+

+

+

15−45

35

5.0−
10.0

7.0−8.0

0−10

2−3

+

−
+

−
+

+

−
+

24

11

L-Y

−
−
+

−

15−45

35

6.0−
10.0

7.5

0−10

2−4

−
−
−
+

+

+

−
−
17

12

B

+

+

−
+

15−40

25−30

6.0−
11.0

7.0

0−7

2−3

−
+

−
+

−
−
−
+

15

The strains of the serial numbers 1 to 12 referred to were in sequences of JSM ZJ388/395/511/528/529/576/756/844/972/1002/1192/

1199. Colony color: B, brown; C, cream; G-B, grayish brown; G-Y, grayish yellow; L-Y, light yellow; W, white; Y, yellow. + , 

Positive; −, Negative.
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与 M. agarilyticus JAMBA3T 和 M. elongates 

DSM 6810T 聚为另一个簇，JSM ZJ511 等 3 株与

M. mangrove DD-13T 等 3 个 典 型 菌 株 聚 为

第 3 簇。

2.3　基因组测序和系统分类特征比较

为了更准确地判定实验菌株的系统发育地

位，选择了产铁载体活性较强的 JSM ZJ756 为

代表，测定了其基因组框架图，并进行了基因

表2　微泡菌属12株产铁载体海洋细菌与其系统发育关系密切典型菌株的16S rRNA基因序列相似性

Table 2　Similarities of 16S rRNA gene sequences of 12 marine siderophore-producing bacteria vs. phylogenetically 

close type strains of the genus Microbulbifer

序号
Number

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

菌株(序列号)
Strain (accession number)

JSM ZJ388 (PQ533015)

JSM ZJ395 (PQ533016)

JSM ZJ511 (PQ533017)

JSM ZJ528 (PQ533018)

JSM ZJ529 (PQ533019)

JSM ZJ576 (PQ533020)

JSM ZJ756 (PQ516908)

JSM ZJ844 (PQ533021)

JSM ZJ972 (PQ533022)

JSM ZJ1002 (PQ533023)

JSM ZJ1192 (PQ533024)

JSM ZJ1199 (PQ533025)

密切相关物种/典型菌株(top3) (序列号)
Closely relative species/type strain (top3) (accession number)

Microbulbifer elongates DSM 6810T (AF500006)
Microbulbifer salipaludis SM1T (AF479688)
Microbulbifer hydrolyticus DSM 11525T (AJ608704)

Microbulbifer elongates DSM 6810T (AF500006)
Microbulbifer salipaludis SM1T (AF479688)
Microbulbifer hydrolyticus DSM 11525T (AJ608704)

Microbulbifer mangrove DD-13T (LZDE01000120)
Microbulbifer salipaludis SM1T (AF479688)
Microbulbifer hydrolyticus DSM 11525T (AJ608704)

Microbulbifer agarilyticus JAMBA3T (AB158515)
Microbulbifer salipaludis SM1T (AF479688)
Microbulbifer elongates DSM 6810T (AF500006)

Microbulbifer salipaludis SM1T (AF479688)
Microbulbifer hydrolyticus DSM 11525T (AJ608704)
Microbulbifer mangrove DD-13T (LZDE01000120)

Microbulbifer variabilis Ni-2088T (AB167354)
Microbulbifer echini AM134T (KJ789957)
Microbulbifer epialgicus F-104T (AB266054)

Microbulbifer zhoushanensis TT30T (OM349535)
Microbulbifer sediminum TT37T (OM349539)
Microbulbifer hydrolyticus DSM 11525T (AJ608704)

Microbulbifer variabilis Ni-2088T (AB167354)
Microbulbifer echini AM134T (KJ789957)
Microbulbifer epialgicus F-104T (AB266054)

Microbulbifer hydrolyticus DSM 11525T (AJ608704)
Microbulbifer salipaludis SM1T (AF479688)
Microbulbifer mangrove DD-13T (LZDE01000120)

Microbulbifer hydrolyticus DSM 11525T (AJ608704)
Microbulbifer salipaludis SM1T (AF479688)
Microbulbifer mangrove DD-13T (LZDE01000120)

Microbulbifer variabilis Ni-2088T (AB167354)
Microbulbifer epialgicus F-104T (AB266054)
Microbulbifer echini AM134T (KJ789957)

Microbulbifer variabilis Ni-2088T (AB167354)
Microbulbifer epialgicus F-104T (AB266054)
Microbulbifer echini AM134T (KJ789957)

相似性
Similarity (%)

99.03
98.54
98.26

98.82
98.34
98.06

99.36
98.58
98.44

99.45
97.58
93.31

98.81
98.81
98.46

98.82
98.61
98.47

99.38
98.41
97.09

98.79
98.52
98.38

98.93
98.78
98.28

98.97
98.83
98.35

99.03
98.83
98.76

99.24
99.04
98.97
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图1　采用邻接法基于16S rRNA基因序列构建的12株产铁载体海洋细菌和微泡菌属所有已知物种典型菌

株的系统发育树

Figure 1　Neighbor-joining tree based on 16S rRNA gene sequences showing the phylogenetic relationship of 

12 marine siderophore-producing bacteria with type strains of all known species of the genus Microbulbifer. 

Numbers at nodes indicate bootstrap values (>50%) based on neighbor-joining analyses of 1 000 resampled 

datasets.
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型特征的比较。菌株 JSM ZJ756 的基因组大小

为 4 221 651 bp，由 34 个重叠群(contig)构成；

N50 长度为 310 838 bp；G+C 含量为 61.25%。

含 3 684 个 蛋 白 质 编 码 序 列 (protein coding 

sequence, CDS)，总长度为 3 674 302 bp，占全长

的 87.03%；含 54 个 tRNA 基因和 4 个 rRNA 基

因(包括 2 个 5S rRNA，1 个 16S rRNA 和 1 个

23S rRNA)。该基因组数据已被存储于 NCBI 数

据 库 (https://www. ncbi. nlm. nih. gov/datasets/

genome, JBISER010000000)。菌株 JSM ZJ756 与

其系统发育关系密切的 10 个微泡菌属已知物种

典型菌株基因组之间的 ANI 值和 dDDH 值见表

3。 可 以 看 出 ， 菌 株 JSM ZJ756 仅 与 M. 

zhoushanensis TT30T 的 ANI 或 dDDH 估值明显

高于细菌物种划分所普遍认可的阈值(ANI 为

95%−96%；dDDH 为 70%) (表 3)。

2.4　产铁载体相关基因簇分析

在微泡菌属的 32 个有效种中，尽管部分物

种如 M. chitinilyticus、 M. gwangyangensis、 M. 

maritimus 和 M. okinawensis 缺乏基因组数据，

而 M. agarilyticus、M. hydrolyticus 和 M. salipaludis

仅有非典型菌株(non-type strain)的基因组数据，

但仍有 25 个已知物种公布了其典型菌株的基因

组 数 据 (https://www. ncbi. nlm. nih. gov/datasets/

genome/， 2024-10-31)。为深入了解菌株 JSM 

ZJ756 及微泡菌属的产铁载体功能，将该属的

25 个典型菌株和 3 个非典型菌株(以下统称为代

表性菌株)的基因组均用于 BGCs 分析。这 29 个

菌株基因组的序列号，其 antiSMASH 7.0 在线

BGCs 分析结果概览图、各菌株 BGCs 组成、功

能及分布的原始数据均已存储在国家微生物科

学数据中心(https://nmbc.cn/resource/attachment/),

编号为 NMDCX0001729。在 29 个基因组中共

发现 23 大类 179 个拷贝的 BGCs，平均每菌拥

有 4.9 类 6.2 个；菌株 JSM ZJ756 拥有 6 类 7 个

BGCs。 较 广 泛 分 布 ( 广 布 型) BGCs 主 要 有

RiPP-like (所有 29 个菌株都有，共 58 个拷贝)、

Ectoine (26 菌)、NRPS (12 菌)、NRPS-like (11 菌)、

NI-siderophore (10 菌)和 Resorcinol (9 菌)；菌株

JSM ZJ756 拥有除 NRPS 外的其他 5 类广布型

表3　菌株JSM ZJ756与系统发育关系密切的微泡菌属已知物种典型菌株基因组两两比对(top10)

Table 3　Pairwise comparisons of genomes of strain JSM ZJ756 vs. top 10 related type strains of the genus 

Microbulbifer

序号
Number

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

物种及其代表性菌株
Species/representative strain

Microbulbifer zhoushanensis TT30T

Microbulbifer sediminum TT37T

Microbulbifer hydrolyticus IRE31*

Microbulbifer salipaludis SN0-2*

Microbulbifer yueqingensis CGMCC 1.10658T

Microbulbifer mangrovi DD-13T

Microbulbifer celer KCTC 12973T

Microbulbifer marinus CGMCC 1.10657T

Microbulbifer aestuariivivens NBRC 112533T

Microbulbifer elongates DSM 6810T

基因组序列号
Accession number

GCA_021729055.1

GCA_021729035.1

GCA_009931115.1

GCA_017303155.1

GCA_900100355.1

GCA_002009015.1

GCA_020991125.1

GCA_900107725.1

GCA_039545115.1

GCA_021165935.1

基因组大小
Size (bp)

4 127 908

3 854 156

4 209 307

3 979 573

3 664 854

4 507 547

4 346 001

3 982 390

3 405 539

4 196 952

G+C 
content
(%)

61.28

60.87

57.60

58.35

62.01

57.15

57.18

59.75

59.65

57.57

ANI 
(%)

99.42

84.75

74.78

74.73

81.26

74.67

71.15

77.16

76.98

74.95

dDDH
(formula 2, %)

96.00 (94.6−97.0)

28.80 (26.5−31.3)

21.60 (19.3−24.0)

21.40 (19.1−23.8)

24.40 (22.1−26.8)

21.80 (19.5−24.2)

21.40 (19.2−23.9)

21.90 (19.6−24.3)

21.80 (19.6−24.3)

21.40 (19.2−23.9)
*：非典型菌株。
*: Non-type strain.
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BGCs。其中与适应(海洋)盐环境直接相关的是

相容性溶质四氢嘧啶(ectoine)生物合成基因簇

(Ectoine 基因簇)，与铁载体产生直接相关的是

铁载体生物合成基因簇(NI-siderophore 基因簇)。

本 研 究 对 铁 载 体 生 物 合 成 功 能 基 因 簇

NI-siderophore 进行了较深入的分析。

2.4.1　菌株 JSM ZJ756 及微泡菌属代表性

菌株铁载体合成基因簇结构

在菌株 JSM ZJ756 及 9 个代表性菌株基因

组 中 各 发 现 一 个 铁 载 体 生 物 合 成 基 因 簇

(NI-siderophore)。这 10 个菌株的 BGCs 组成和

功能数据已提交国家微生物科学数据中心(编号：

NMDCX0001729)，各菌株 NI-siderophore 基因

簇的结构如表 4 所示。所有 NI-siderophore 基因

簇均含有铁载体生物合成核心基因、附加基因

和其他未分类基因，半数菌株含有调节基因；

除了菌 12(M. agarilyticus GP101)只含 1 个核心

基因且无转运基因外，其他菌株各有 2 个核心

基因和 1−3 个转运基因(表 4)。

2.4.2　菌株 JSM ZJ756 及微泡菌属代表性

菌株铁载体合成基因簇功能多样性

根据匹配已知基因簇的种类及其相似性，

菌株 JSM ZJ756 及 9 个微泡菌属代表性菌株的

NI-siderophore 基因簇可以分为 5 个功能亚型

( 表 5)。 菌 株 JSM ZJ756、 M. zhoushanensis 

TT30T 和 M. sediminum TT37T 含有的 NI-siderophore

均 28%相似于Ochrobactrum anthropi的Ochrobactin

合成基因簇(序列号：JYFX01000060.1)[51]；菌 6

和菌 26 的 NI-siderophore 分别 100% 和 85% 相似

于 Vibrio parahaemolyticus 或 Azotobacter vinelandii 

CA 的 Vibrioferrin (AB082123.1；CP005094.1)[52-53]；

菌 12 和 25 的 NI-siderophore 分别与 Putrebactin

(NIBS01000001.1； 相 似 性 40%) 和 Aerobactin

(AB199785.1；22%)相似[54-55]；未发现与菌 22、

29 和 32 相匹配的已知铁载体合成相关功能基因

簇。一般认为低于 85% 相似度的基因簇具有独

表4　菌株JSMZJ756和9个微泡菌属已知物种代表性菌株铁载体合成基因簇结构

Table 4　BGC-type NI-siderophores of strain JSM ZJ756 and representatives of nine known species of the genus 

Microbulbifer

序号
Number

J

1

2

6

12$

22

25

26

29

32

菌株(基因组序列号)
Strain (accession number for the genome)

JSM ZJ756 (JBISER010000000)

M. zhoushanensis TT30T (GCA_021729055.1)

M. sediminum TT37T (GCA_021729035.1)

M. mangrovi DD-13T (GCA_002009015.1)

M. agarilyticus GP101 (GCA_001999945.1)

M. variabilis ATCC 700307T (GCA_000380565.1)

M. echini JCM 30400T (GCA_041447225.1)

M. epialgicus DSM 18651T (GCA_041447265.1)

M. okhotskensis OS29T (GCA_023895975.1)

M. spongiae MI-GT (GCA_030440425.1)

大小
Size 
(bp)

32 781

32 781

32 730

20 840

3 012

32 698

32 776

29 529

9 179

32 716

基因簇结构
Structure of BGC-type NI-siderophore

核心合成基因
Core 
biosynthetic 
(bp)

2 (1 710, 1 836)

2 (1 710, 1 836)

2 (1 863, 1 848)

2 (1 002, 1 335)

1 (2 412)

2 (1 821, 1 866)

2 (1 821, 1 944)

2 (1 743, 1 806)

2 (1 821, 1 866)

2 (1 824, 1 866)

附加合成
基因
Biosynthetic-
additional

9

9

8

3

5

8

6

2

2

6

调节基因
Regulatory

0

0

0

3

1

1

1

0

0

1

转运
基因
Transport

1

1

1

2

0

1

1

3

1

2

其他
Others

12

12

12

17

20

17

15

19

4

14
$：非典型菌株。
$: Non-type strain.
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特的基因序列，具有产生新颖生物活性物质的

潜力[56-57]。基于 NI-siderophore 核心基因编码功

能蛋白氨基酸序列的 BLASTp 分析结果显示，

除了菌株 12 (M. agarilyticus GP101)的核心基因

只 编 码 1 个 核 心 功 能 蛋 白 GNAT family 

N-acetyltransferase 外，其他菌株均编码 2 个铁

载体合成功能蛋白。另外，BLASTp 搜索显示共

计 19 个核心功能蛋白中有高达 12 个(63.2%)与

数据库中同类酶氨基酸序列的相似性低于 85%，

BLASTn 分析发现有 6 个核心基因(31.6%)未搜

索到匹配序列(no significant similarity found)(编

号：NMDCX0001729)。总之， antiSMASH 7.0

分析发现的 NI-siderophore 型生物合成基因簇与

多种不同已知基因簇存在显著相似性差异，

BLASTp 和 BLASTn 分析发现不同菌株 NI-

siderophore 基因簇的核心蛋白和核心基因序列

存在丰富的多样性。这些结果提示菌株 JSM 

ZJ756 及微泡菌属代表性菌株 NI-siderophore 基

因簇具有较高的功能多样性和突出的新颖性。

2.4.3　菌株 JSM ZJ756 及微泡菌属代表性

菌株铁载体合成基因簇遗传多样性及其演化

菌株 JSM ZJ756 和 9 个微泡菌属代表性菌

株的 NI-siderophore 基因簇中共包含 19 个核心

基因，其中菌株 12 (M. agarilyticus GP101)仅含

有 1 个较大的核心基因(2 412 bp)，而其他菌株

均拥有 2 个核心基因(较大的标识为−1，较小

的为−2)。BLASTn 分析发现，这 19 个核心基

因中，有 7 个(36.8%)与数据库中同源序列的相

似性低于 83%，更有 6 个(31.6%)未搜索到匹配

序 列 (no significant similarity found) ( 编 号 ：

NMDCX0001729)，表明菌株 JSM ZJ756 及微泡

菌属代表性菌株的 NI-siderophore 基因簇具有较

为新颖的核心基因序列。基于核心基因序列的

NI-siderophore 遗传演化分析结果，发现除了菌

株 JSM ZJ756 和 M. zhoushanensis TT30T 的

NI-siderophore 核心基因高度相似外，其他 9 个

NI-siderophore 基因簇的核心基因均展现出较高

的遗传多样性。在基于核心基因序列构建的系

统发育树上，9 个菌株分别聚集成 3 个相对独立

的系统进化簇 (cluster)，而菌 12 (M. agarilyticus 

GP101)占据 1 个孤立进化分支(图 2)。具体而

言，菌株 JSM ZJ756、1 和 2 形成一个独立进化

簇 (簇 I，红色)，菌 22、25、29 和 32 聚集成

簇 II (绿色)，菌株 6 和 26 聚集成簇 III (蓝色)。

表5　菌株JSM ZJ756和9个微泡菌属已知物种代表性菌株铁载体合成基因簇功能分型*

Table 5　Function-based sup-types of BGC-type NI-siderophores of strain JSM ZJ756 and representatives of 

9 known species of the genus Microbulbifer*

基因簇类型#

Type of BGCs#

NI-siderophore (1)

NI-siderophore (2)

NI-siderophore (3)

NI-siderophore (4)

NI-siderophore (5)

最相似已知基因簇§

Most similar known cluster§

Ochrobactin (JYFX01000060.1)

Vibrioferrin (AB082123.1; CP005094.1)

Putrebactin (NIBS01000001.1)

Aerobactin (AB199785.1)

−

J

28

−
−
−
−

1

28

−
−
−
−

2

28

−
−
−
−

6

−
100

−
−
−

12$

−
−
40

−
−

22

−
−
−
−
+

25

−
−
−
22

−

26

−
85

−
−
−

29

−
−
−
−
+

32

−
−
−
−
+

*第一行序数所指代菌株同表3；#带括号序号表示基因簇功能亚型(sup-type)；§某菌株相应基因簇的数值表示与最相似已知

基因簇的相似性(%)；$非典型菌株；+：检测到；−：未检测到。
*: One of the ordinal numerals on the first line was designated for the same strain as in Table 3；#: That with a serial number in 

parentheses was a sup-type; § : The value relevant to a strain as well as the relative BGC was the similarity with the most similar 

known cluster (%); $: Non-type strain. +: Detected; −: Not detected.
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相对而言，簇 I 和 II 的系统发育关系较为紧密，

而簇 III 较为独立。然而，簇 I 和 II 菌株的

NI-siderophore 基因簇中的 2 个核心基因分别形

成了独立的簇群，而簇 III 菌株的 2 个核心基因

则 聚 在 同 一 个 簇 内 。 此 外 ， 菌 株 12 (M. 

agarilyticus GP101)的 NI-siderophore 基因簇较为

独特，仅含有 1 个核心基因，并且该基因与簇 I

和 II 菌株中较小的核心基因在系统发育关系上

较为密切，在其外围形成了一个进化分支。以

上结果表明，菌株 JSM ZJ756 和微泡菌属代表

性菌株的 NI-siderophore 基因簇具有较丰富的遗

传多样性，其中 9 个菌株的 NI-siderophore 基因

簇形成了 3 个独立的遗传演化簇群，而菌株 12 

(M. agarilyticus GP101)的 NI-siderophore 基因簇

则呈现出相对独立的演化路径。

进 一 步 对 比 分 析 发 现 ， 拥 有 相 同

NI-siderophore 功能亚型的菌株(表 5)在基于其核

心基因序列构建的发育树上也聚在一起(图 2)，

即 Ochrobactin 亚型 ( 包括 JSM ZJ756、菌 1、

菌 2)和 Vibrioferrin 亚型(包括菌 6、菌 26)菌株

组分别对应核心基因发育树上的 I 簇和 III 簇，

未知亚型(包括菌 22、菌 29、菌 32)和 Aerobactin

亚型(菌 25)对应簇 II，而 Putrebactin 亚型(菌 12)

对应树上菌 12 的独立进化分支。这一结果明确

显示了这些 NI-siderophore 基因簇的生物功能与

遗传背景之间的统一性。另外，在核心基因进

化树上成簇的菌株(图 2)，在基于 16S rRNA 基

因序列构建的系统发育树上也基本聚在一起

(图 1)。具体而言，核心基因发育树上的簇 I 和

簇 II 菌株在 16S rRNA 基因系统发育树上分别形

图2　采用邻接法基于JSM ZJ576及9个微泡菌属已知物种代表性菌株铁载体基因簇核心基因序列构建的

系统发育树。种名前的编号为菌株序号-基因序号，同表3。

Figure 2　 Neighbor-joining tree based on core biosynthetic gene sequences of BGCs-type NI-siderophore 

showing the phylogenetic relationship of strain JSM ZJ756 with 9 representatives of the genus Microbulbifer. The 

strain serial numbers of 1−32 before species names were respectively designated to the same species as in Table 

3, and the flowed-1 or -2 were respectively designated to one of the two core biosynthetic genes of a BGCs-type 

NI-siderophore. Numbers at nodes indicate bootstrap values (>50%) based on neighbor-joining analyses of 1 000 

resampled datasets.
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成独立的系统发育支系(clade)；菌株 12 也形成

相对独立的进化分支；只是簇 III 的 2 个菌株分

开了，其中菌 25 与簇 III 菌株聚在一起，而菌

株 6 则与 2 个无铁载体菌株(菌 3、菌 4)较稳定

地聚在一起。相比之下，绝大多数不含铁载体

或无基因组数据的菌株则分别分布于其他簇群

中(编号：NMDCX0001729)。这一结果表明，多

数含铁载体基因簇的微泡菌属菌株的铁载体合

成功能的遗传演化与这些菌株的系统发育史存

在较大的一致性。

3　讨论与结论　讨论与结论

海洋微生物为了应对独特的海洋环境，演

化出了多种多样的环境适应策略，如耐盐和铁

摄取等关键功能。微泡菌属(Microbulbifer)作为

常见的海洋细菌，除了 M. hydrolyticus[35]和 M. 

halophilus[58]分别分离自内陆高盐土壤和高盐造

纸废水池沉积物外，其他 30 个物种均源自海洋

环境，特别是海洋沉积物，如潮汐带、盐沼、

红树林、入海口、湾区、深海和晒盐池等，该

属的部分物种也被发现于海岸沙土、盐沼植物

根际以及海洋动植物(如海胆、海绵、海藻)体

内。本研究对分离自雷州湾硇洲岛潮汐带沉积

物的 12 株产铁载体革兰氏阴性菌株进行了系统

发育分析，结果显示这些菌株均隶属于微泡菌

属，并与该属的 9 个已知物种存在紧密的系统

发育关系，但展现出较高的系统发育多样性，

可划分为 6−8 个物种，其中菌株 JSM ZJ756 属

于舟山微泡菌(M. zhoushanensis)[59]。次级代谢产

物生物合成基因簇分析发现，菌株 JSM ZJ756

及 28 个具有基因组数据的微泡菌属代表性菌株

(涵盖 25 个典型菌株和 3 个非典型菌株)共含有

23 大类、179 个 BGCs，平均每菌拥有 4.9 类、

6.2 个；广布型 BGCs 主要有 RiPP-like、Ectoine、

NRPS、NRPS-like、NI-siderophore 和 Resorcinol；

菌株 JSM ZJ756 拥有除 NRPS 外的其他 5 类广

布型 BGCs；有 25 株菌(86.2%)拥有与适应(海

洋)盐环境直接相关的相容性溶质四氢嘧啶

(ectoine)生物合成基因簇 (Ectoine 基因簇)，而

10 株菌拥有与铁载体产生直接相关的生物合成

基因簇(NI-siderophore 基因簇)。

antiSMASH 7.0 分析发现，菌株 JSM ZJ756

及 9 个微泡菌属代表性菌株的 NI-siderophore 基

因簇与多种已知基因簇存在显著的相似性差异，

并可被划分为 5 个功能亚型：菌株 JSM ZJ756、

M. zhoushanensis TT30T 和 M. sediminum TT37T

含有 Ochrobactin 亚型(序列号 JYFX01000060.1，

相似性 28%)；菌 6 和菌 26 为 Vibrioferrin 亚型

(AB082123.1. 100%； CP005094.1 85%)；菌 12

为 Putrebactin 亚 型 (NIBS01000001.1, 40%)；

菌 25 为 Aerobactin 亚型(AB199785.1, 22%)；而

菌 22、29 和 32 的 NI-siderophore 基因簇未发现

相匹配的已知铁载体合成相关功能基因簇(未知

亚型)。一般认为，相似度低于 85% 的基因簇具

有独特的基因序列，并具备产生新颖生物活性

物质的潜力[56-57]。BLASTn 和 BLASTp 分析进

一步证实了不同菌株 NI-siderophore 基因簇的核

心基因序列和核心功能蛋白的多样性。基于

NI-siderophore 基因簇核心基因序列的 BLASTn

分析发现，19 个核心基因中有 7 个(36.8%)与数

据库中同源序列的相似性低于 83%，更有 6 个

(31.6%) 未 搜 索 到 匹 配 序 列 (no significant 

similarity found)，表明菌株 JSM ZJ756 及微泡菌

属代表性菌株 NI-siderophore 基因簇核心基因序

列的独特性；BLASTp 搜索显示，有高达 12 个

核心基因编码功能蛋白(63.2%)的氨基酸序列与

数据库中同类酶的相似性低于 85%，提示该类

蛋白功能的新颖性。

基于核心基因序列的遗传演化分析结果进

一步证实了菌株 JSM ZJ756 和 9 个微泡菌属代
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表性菌株的 NI-siderophore 基因簇存在较高的

遗传多样性。其中，9 个菌株的 NI-siderophore

基因簇核心基因分别归属于 3 个独立的遗传演

化 群 ， 而 菌 株 12 (M. agarilyticus GP101) 的

NI-siderophore 基因簇则展现出相对独立的演化

路径。对比分析发现，同一遗传演化群的菌株

(图 2)往往拥有相同功能亚型的 NI-siderophore

基因簇(表 5)，明确显示了这些 NI-siderophore

基因簇的生物功能与其遗传背景的一致性。此

外，在核心基因进化树上成簇的菌株(图 2)，在

基于 16S rRNA 基因序列的系统发育树上也基本

聚在一起(图 1)，提示多数含铁载体基因簇的微

泡菌属菌株的铁载体合成功能的遗传演化与这

些菌株的系统发育史存在一致性。综合分析结

果显示，本研究中的 12 个具铁载体活性的实验

菌株与微泡菌属含铁载体代表性菌株的系统发

育关系密切(表 2、图 1、图 3)。在 16S rRNA 基

因系统发育树上，菌株 JSM ZJ756 与核心基因

遗传演化群 I 的菌株形成了稳定的进化簇，JSM 

ZJ576 等 4 个实验菌株与演化群 II 的菌株聚在一

起， JSM ZJ388 等 4 个菌株与含铁载体的 M. 

agarilyticus JAMBA3T 以及 1 个不含铁载体菌株

聚在一起，其他 3 个实验菌株则与演化群 III 中

含铁载体菌之一的 M. mangrovi DD-13T 及 2 个

不含铁载体的菌株系统发育关系密切。而在不

含铁载体的菌株形成的进化簇群中，未发现实

验菌株的分布(图 1)。这一结果进一步支持了微

泡菌属菌株铁载体相关功能的演化与其系统发

育存在密切的正向关联，并提示这些实验菌株

具有较高的产铁载体功能多样性。

综上所述，基于 16S rRNA 基因序列的系统

发育分析和比较基因组学分析结果表明，本研

究中的 12 个实验菌株均隶属于微泡菌属，具有

较高的遗传多样性和物种多样性，可归属于

6−8 个物种，分属于微泡菌属的 4 个进化系

(clade)，其中菌株 JSM ZJ756 被确认为舟山微泡

菌的新成员。antiSMASH 基因簇分析发现，菌

株 JSM ZJ756 及 9 个微泡菌属代表性菌株各具

有一个铁载体生物合成基因簇(NI-siderophore)，

且多数与已知同类型基因簇的相似性在 40% 及

以下，可被划分为 5 个功能亚型；BLASTn 和

BLASTp 搜索结果显示，这些基因簇具有独特的

核心基因序列和编码新颖功能蛋白的能力。基

于核心基因序列的遗传演化分析表明，其中

9 个 NI-siderophore 基因簇属于 3 个独立的遗传

演化群，而菌株 M. agarilyticus GP101 的演化路

径则相对独立。综合以上分析，分离自雷州湾

硇洲岛潮汐带沉积物的 12 个产铁载体菌株属于

微泡菌属，具有较高的系统发育多样性；菌株

JSM ZJ756 及微泡菌属(代表性菌株)的铁载体生

物合成基因簇具有较高的多样性和突出的新颖

性，具有较大的产生新颖多样铁载体的潜力。

因此，包括实验菌株在内的微泡菌属微生物是

一类值得进一步研究和生物技术利用的新微生

物资源[38,60]。此外，本研究还发现菌株 JSM 

ZJ756 及 9 个 微 泡 菌 属 代 表 性 菌 株 的 NI-

siderophore 基因簇的生物功能、遗传演化，以

及这些菌株的系统发育之间存在较高的正向关

联性。这些基因簇的具体功能演化历史及其与

相关属种系统发育史的内在联系值得进一步深

入探讨。
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