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摘  要：【背景】粪肠球菌(Enterococcus faecalis)的益生性和致病性均具有菌株特异性，深入研究其

生理特性和基因组特征对于评估其应用价值具有重要意义。【目的】探究大尾寒羊肠道内分离的 1 株粪

肠球菌的生理特性及全基因组特征。【方法】采用改良 GAM 厌氧培养，结合 16S rRNA 基因鉴定

技术，成功分离并鉴定目标菌株；通过生长和产酸曲线分析其生理特性；利用 Illumina 和 PacBio 高

通量测序获取其全基因组序列，并借助生物信息学工具进行基因组组装与注释；此外，对菌株的耐

药性特征进行了系统分析。【结果】分离出 1 株无芽孢的革兰氏阳性球菌，经 16S rRNA 基因鉴定

为粪肠球菌；该菌株在 2 h 内进入对数生长期，6 h 达到生长高峰，并且在实验初期就表现出产酸活

性。全基因组分析显示，该菌株由 1 条环状染色体和 2 条圆形质粒组成，总长度 2 992 873 bp，G+C
含量 37.26%，共编码 2 810 个基因。功能分析揭示其主要参与碳水化合物运输与代谢、翻译、核
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糖体结构和生物发生、转录等关键生物过程；基因组还由 5 个基因组岛、3 个前噬菌体和 6 个

CRISPR/Cas 系统组成，这些可移动元件对其适应性进化具有重要作用；此外，还发现该菌株携带

次级代谢产物的基因簇，与抑菌物质的产生密切相关。同时，菌株携带 413 个基因，可能通过干

扰耐药基因和致病基因的表达，降低其毒力，从而抑制其致病性。药敏试验结果显示，该菌株对

氨苄西林、哌拉西林、青霉素等抗生素高度敏感，对链霉素和红霉素呈中介敏感性，而对头孢氨

苄、头孢呋辛钠等表现出耐受性。【结论】本研究分离获得 1 株绵羊源粪肠球菌(E. faecalis) LTHS1，
其基因组富含代谢相关基因，有助于动物肠道内营养物质的消化吸收，还可通过次级代谢产物发

挥抑菌作用；该研究结果为该菌株在微生物学、医学和畜牧业等领域的进一步研究与应用提供了

重要的理论基础。 
关键词：绵羊；粪肠球菌；分离鉴定；生理特性；基因组特征 
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Abstract: [Background] The probiotic and pathogenic properties of Enterococcus faecalis are 
strain-specific, and probing into the physiological characteristics and genomic features is of 
great significance for evaluating the application value of E. faecalis. [Objective] To investigate 
the physiological characteristics and genomic features of a strain of E. faecalis isolated from the 
intestine of Large-Tailed Han sheep. [Methods] The strain was isolated by anaerobic culture in 
the modified GAM medium and identified by 16S rRNA gene sequencing. Its physiological 
characteristics were analyzed through growth and acid production curves. The genomic 
sequence of this strain was obtained by Illumina and PacBio high-throughput sequencing, which 
was followed by sequence assembly and analysis by bioinformatics tools. Additionally, the 
antibiotic resistance of this strain was examined. [Results] A non-spore- forming, gram-positive 
coccus was successfully isolated and identified as E. faecalis based on 16S rRNA gene 
sequencing results. The strain entered the logarithmic phase at the time point of 2 h, reached its 
growth peak at the time point of 6 h, and exhibited acid production from the early stage of the 
experiment. The genome of the strain consisted of one circular chromosome and two circular 
plasmids, with a total length of 2 992 873 bp, G+C content of 37.26%, and 2 810 genes. 
Functional analysis indicated that the genes were primarily involved in key biological processes, 
such as carbohydrate transport and metabolism, translation, ribosome structure and biogenesis, 
and transcription. The genome contained five genomic islands, three prophages, and six 
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CRISPR/Cas systems, which played significant roles in the adaptive evolution of the strain. 
Additionally, gene clusters related to the synthesis of secondary metabolites were identified, 
closely associated with the production of antimicrobial substances. The strain carried 413 genes, 
which can reduce its virulence by interfering with the expression of resistance and pathogenic 
genes, thereby inhibiting its pathogenicity. Antimicrobial susceptibility test results showed that 
the strain was highly sensitive to ampicillin, piperacillin, and penicillin, moderately sensitive to 
streptomycin and erythromycin, and resistant to cefalexin and cefuroxime sodium. [Conclusion] 
We successfully isolated a sheep-derived strain E. faecalis LTHS1, whose genome was rich in 
metabolism-related genes. This strain can aid in the digestion and absorption of nutrients in the 
animal gut and exert antimicrobial effects through secondary metabolites. These findings 
provide a theoretical basis for the research and application of this strain in microbiology, 
medicine, and animal husbandry. 
Keywords: sheep; Enterococcus faecalis; isolation and identification; physiological characteristics; 
genome characteristics 
 
 

肠道微生物群是寄居在动物肠道内的一类

复杂微生物生态系统。这些微生物群与宿主存在

密切互作关系，对宿主的健康和疾病状态有着深

远的影响[1]。肠道菌群不仅参与营养物质的吸收

代谢[2]、免疫系统的发育和调节[3]，还与多种疾

病的发生密切相关，如肥胖、糖尿病、心血管疾

病以及神经退行性疾病等[2]。 
肠球菌属(Enterococcus)是一类典型的革兰

氏阳性、兼性厌氧球菌，在人类和动物肠道内普

遍存在。肠球菌在临床上主要表现为致病菌，是

宿主感染的主要病原体之一 [4]，可引起尿路感

染、菌血症、腹腔感染、口腔疾病、心内膜炎以

及导管相关感染等[5]。然而，肠球菌也具有一定

的益生潜力[6]。有研究表明，它们能够耐受胃酸

和胆盐，并能抑制致病菌，增强免疫反应。此外，

肠球菌还能调节脂质代谢，降低胆固醇，预防心

血管疾病；还可以通过改善肠道屏障来增强对有

害物质的防御[7-10]。 
粪肠球菌(Enterococcus faecalis)作为肠球菌

属的重要一员，其益生性和致病性均具有菌株特

异性[6]。不同菌株的益生特性可能存在差异，而

其致病性也与其生物膜形成、毒力因子表达等

因素密切相关。因此，对特定粪肠球菌菌株的

生理特性和基因组信息了解，有助于全面评估

其益生性和安全性。通过体外试验和基因组学

分析相结合，可以准确地评估粪肠球菌的潜在

益生性和安全性[11]，为食品、医药、添加剂等

领域的应用提供科学依据。本研究基于前期研

究基础，通过传统培养方法分离粪肠球菌，并

进行生理特性和全基因组分析，深入探讨其在

肠道中的作用机制，以期为粪肠球菌的合理应

用提供理论支持。 

1  材料与方法 
1.1  样品 

采自河南省郏县 24 月龄健康雄性大尾寒羊

回肠内容物。所有操作均符合实验伦理学要求，

动物实验经商丘师范大学伦理委员会批准(批准

号：商[2022]24 号)。 
1.2  培养基、主要试剂和仪器 

改良 GAM 培养基，青岛海博生物技术有限

公司。PBS 溶液，北京智迈星生物科技有限公司；

革兰氏染液与药敏纸片，常德比克曼生物科技有

限公司；细菌基因组 DNA 提取试剂盒，天根生

化科技(北京)有限公司。冷冻离心机和医用离心

机，安徽嘉文仪器装备有限公司；荧光倒置显微

镜，尼康精机(上海)有限公司；扫描电镜，日立高

新技术公司。 
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1.3  菌株的分离、纯化及形态学鉴定 
将–80 ℃冻存内容物，解冻后按 1%接种量

接种至 1 mL 改良 GAM 培养基中，37 ℃静置培

养 24 h；随后将其进行 10 倍系列稀释至 10–6 梯

度，分别取 10 μL 各梯度菌悬液，均匀涂布于固

体改良 GAM 平板，37 ℃恒温培养 24–48 h 后观

察菌落生长；最后挑取目标单菌落，使用同种固

体培养基进行划线纯化，获得纯化菌株并编号

(S1)保存。 
将纯化所得菌株经革兰氏染色后，利用荧光

倒置光学显微镜(100×)观察形态特征，并且通过

扫描电镜来进一步观测其外部形态。 
1.4  菌株 S1 生长特性的测定 
1.4.1  生长曲线的测定 

以 1%接种量将菌株 S1 接种于改良 GAM 培

养基，接种相同体积的无菌生理盐水为空白对

照，每组 3 个重复。37 ℃培养，以时间(h)为横

坐标，OD600 值为纵坐标，绘制 36 h 生长曲线。 
1.4.2  产酸曲线的测定 

以 0.4%接种量将菌株 S1 接种于改良 GAM
培养基，接种相同体积的无菌生理盐水为空白对

照，每组 3 个重复。37 ℃培养，以时间(h)为横

坐标，pH 值为纵坐标，绘制 36 h 产酸曲线。 
1.5  16S rRNA 基因鉴定 

按照细菌基因组 DNA 提取试剂盒说明书提

取菌株 S1 的 DNA。采用 16S rRNA 基因的通用

引物 27F (5ʹ-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3ʹ)
和 1492R (5ʹ-CGGTTACCTTGTTACGACTT-3ʹ)
进行 PCR 扩增。PCR 反应体系(50 μL)：上游引物

(10 μmol/L) 2 μL，下游引物(10 μmol/L) 2 μL，模板

DNA 1 μL，2×Hieff™ PCR Master Mix 25 μL，

ddH2O 20 μL。PCR 反应条件：94 ℃ 5 min；94 ℃ 
30 s，56.1 ℃ 30 s，72 ℃ 30 s，35 个循环；72 ℃ 
10 min；4 ℃保存。样本通过琼脂糖凝胶电

泳技术进行分析，确认合格后委托生工生物工

程(上海)股份有限公司进行 DNA 序列测定。测

序结果用 BioEdit 拼接，并在 NCBI 进行比对

分析。 

1.6  菌株 S1 基因组的测序、组装和质

控分析 
研究采用 de novo 测序技术对 Illumina 和

PacBio 生成的数据进行处理，筛选平均 Q-score>20
的 reads 用于后续分析。利用 Unicycler v0.4.8 对

reads 进行组装，并通过 pilon v1.22 软件进行序

列校正，判断环状基因组的起始位点；基因组圈

图用 Circos[12]软件绘制。 
1.7  生物信息学分析 
1.7.1  菌株 S1 基因预测和功能注释 

采用多组生物信息学工具对菌株 S1 基

因组进行系统解析。基因结构预测中，原核

编码序列由 Prodigal v2.6.3[13]识别，质粒基因

通过 GeneMarkS[14]预测， tRNAScan-SE v2.0
和 Barrnap 分别完成 tRNA[15]和 rRNA[16]注释。

功能注释整合 DIAMOND、HMMER 和 BLASTp
工具 [17]，联合利用非冗余蛋白质序列数据库

(non-redundant protein sequence database, NR)、
Swiss-Prot、蛋白质家族(protein families, Pfam)、
同源蛋白簇 (clusters of orthologous groups of 
proteins, COG)、基因本体论(gene ontology, GO)、
碳水化合物活性酶数据库 (carbohydrate-active 
enZYmes database, CAZy)及京都基因与基因组百

科全书(Kyoto encyclopedia of genes and genomes, 
KEGG)数据库，系统开展蛋白质功能分类与代谢

通路解析。次级代谢产物合成基因簇通过

antiSMASH[18]平台深度挖掘，结合保守结构域分

析和同源基因簇比对，推测潜在抗菌活性物质的

生物合成途径，为阐明菌株遗传特征与代谢潜能

提供基础。 
1.7.2  菌株 S1 的系统发育关系分析 

基于菌株 S1 的 16S rRNA 基因和 31 个看家

基因序列，筛选出与其亲缘关系最近的 20 个基

因序列。利用 MEGA 6.0[19] 软件选择邻接

(neighbor-joining, NJ)法构建系统发育树，其他参

数采用系统默认设置。 
1.7.3  菌株 S1 的可移动元件预测和分析 

菌株 S1 的基因组岛、前噬菌体和 CRISPR/Cas
分别用 IslandViewer[20]、Phage_Finder[21]和 Minced
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进行预测。 
1.7.4  菌株 S1 的安全性分析 

通 过 综 合 的 抗 生 素 抗 性 综 合 数 据 库
(comprehensive antibiotic resistance database, 
CARD)[22]和 ResFinder 数据库[23]进行抗生素耐

药基因分析。利用病原菌毒力因子数据库
(virulence factors of pathogenic bacteria database, 
VFDB) 和 病 原 - 宿 主 相 互 作 用 (pathogen-host 
interactions, PHI)数据库进行毒力基因分析。在基

因序列比对过程中，参数设定如下：覆盖阈值不

低于 80%或 60%，匹配率需达 80%以上，同时 E
值在 1×105 范围内。 
1.8  药敏试验 

采用药敏纸片琼脂扩散法评估菌株 S1 对

20 种抗生素的敏感性，包括青霉素、头孢类(氨
苄、呋辛钠、哌酮、曲松、他啶、唑啉)、万古

霉素(抑制细胞壁合成)；阿米卡星、庆大霉素、

四环素类(四环素、强力霉素)、红霉素、林可霉

素(抑制蛋白质合成)；米诺环素(抑制核酸合成)；
多粘菌素 B (干扰细胞质膜功能)。药敏结果判定

依据参考文献[24]。 
1.9  统计分析 

所有数据使用 Excel 2021 进行整理、筛选。

使用 SPSS 27.0 进行数据统计分析。使用

GraphPad 9.0 和 Origin 2024 进行图形绘制。 

2  结果与分析 
2.1  形态学鉴定结果 

经分离培养，菌株 S1 菌落呈圆形，表面

凸起，色泽微白且均匀一致，整体呈不透明特

性(图 1A)。革兰氏染色镜检，可见蓝紫色球

菌(图1B)，扫描电镜观察显示，该菌体呈短链状

或成对排列，无运动能力，无芽孢(图 1C)。这

些特征与粪肠球菌高度一致[25]。 
2.2  菌株 S1 的生长特性测定结果 
2.2.1  生长曲线测定结果 

如图 2 所示，菌株 S1 的生长曲线揭示了其在

不同时间阶段的生长动态。在培养初期(0–2 h)，
菌株 S1 主要处于适应期，此阶段菌株的生长速

率相对较缓。随后，在 2–6 h，菌株 S1 进入对数

生长期，表现为指数增长模式，这一阶段菌株的

生长速率显著加快。在 6–12 h，菌株 S1 的生长

进入稳定期，其相对生长速率变化较为缓慢。从

12 h 起菌株的 OD600 值显著下降，表明菌株 S1
已进入衰退期。 

 

 
 

图 1  分离菌株的形态与超微结构   A：平板上菌

落形态；B：革兰氏染色结果；C：扫描电镜结果。 
Figure 1  Morphological and ultrastructure of the 
isolated strain. A: Colony morphology on the tablet; 
B: Gram staining results; C: Scanning electron 
microscopy results. 

 

 
 

图 2  菌株 S1 的生长曲线图 
Figure 2  Growth curve of strain S1. 

 
2.2.2  产酸曲线测定结果 

根据图 3 所示，实验初期(0–8 h)，pH 值从

7.31 迅速下降至 5.87，这一变化暗示了在此时间

段内菌株 S1 的产酸活性达到峰值。随后，从 8 h
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至实验结束(36 h)，pH 值维持在 5.87−5.96，这

表明菌株 S1 的产酸活性进入稳定阶段，其产酸

速率已达到动态平衡。 
 

 
 

图 3  菌株 S1 的产酸曲线图 
Figure 3  Acid production profile of strain S1. 

 
2.3  16S rRNA 基因鉴定结果 

将拼接后的 16S rRNA 基因序列上传至

NCBI 数据库进行比对分析。比对结果显示，所

测序列与数据库中 Enterococcus faecalis 基因序

列具有高度同源性；基于此，我们进一步对其

全基因组进行测序，以深入探究该菌株的遗传

特征。 
2.4  菌株 S1 的基因组信息 

菌株 S1 全基因组大小为 2 992 873 bp，平均

G+C 含量 37.26%，由 1 条环形染色体与 2 条圆形质

粒组成(图 4)。ChrⅠ (图 4A、4B)大小为 2 828 172 bp，
G+C含量为37.56%；质粒Ⅰ (图4C)大小为90 581 bp，
质粒Ⅱ (图 4D)大小为 74 120 bp，G+C 含量分别为

32.17%和 32.18%。该菌株包含编码基因 2 810 个，

其中 ChrⅠ由 2 631 个编码基因、60 个 tRNA 基因

和 12 个 rRNA 基因组成；质粒Ⅰ含有 98 个编码

基因，质粒Ⅱ含有 81 个编码基因。 
2.5  菌株 S1 的系统分类 

为明确菌株 S1 在粪肠球菌属中的系统发

育位置，本研究对 16S rRNA 基因和 31 个保守

基因序列进行分析，构建了菌株S1的系统发育树，

由图 5A 与图 5B 可知，菌株 S1 与 Enterococcus 
faecalis GCA 000392875.1具有密切的亲缘关系，

并显示出最短的遗传距离。基于这些分析结果，

我们确认菌株 S1 属于 Enterococcus faecalis 物

种，并依据其与参考序列的高相似性，将其命名

为 Enterococcus faecalis LTHS1。绵羊来源的 E. 
faecalis 的全基因组序列已存入 NCBI 的序列读

取档案数据库项目 ID：PRJNA1227748。 
2.6  菌株 S1 的功能注释结果 

我们运用 NR、Swiss-Prot、Pfam、COG、

GO、 CAZy、 KEGG 等数据库对预测出的     
2 810 个编码基因执行了功能注释工作。结果显

示 (表 1)，NR 数据库注释覆盖率最高，达

99.79%；COG、GO、KEGG 数据库分别注释了

2 225、1 744、1 995 个基因，覆盖率分别为

79.18%、62.06%、71.00%。CAZy 数据库注释比

例最低，仅 3.24%。 
2.6.1  COG 功能注释和分类 

菌株 S1 的 COG 注释结果显示(图 6)，该菌

株中共有 2 225 个基因被注释，占总基因数的

79.18%，这些基因归为四大类，23 个亚类。其

中，一般功能预测基因(186, 8.36%)和未知功能

基因(138, 6.20%)占注释基因的 14.56%。注释基

因中丰度较高的三类基因分别是：碳水化合物运

输与代谢(264, 11.87%)，翻译、核糖体结构和生

物发生基因(226, 10.16%)，参与转录过程基因

(215, 9.66%)。 
2.6.2  GO 功能注释和分类 

GO 数据库功能注释显示，菌株 S1 的 1 744 个

基因被注释，占基因组总数的 62.06%。涵盖细

胞成分、分子功能和生物过程三大类。其中：生

物过程共有 923 个基因(图 7A)，磷酸化过程基

因数量最高(84, 2.99%)，其次是磷酸烯醇式丙酮

酸依赖性糖磷酸转移酶系统(78, 2.78%)、翻译

(62, 2.21%)、碳水化合物代谢过程(43, 1.53%)和
蛋白质水解(41, 1.46%)也较为显著；细胞成分共

有 945 个基因(图 7B)，膜结构基因数量最多(354, 
12.6%)，其次是细胞质(254, 9.04%)、质膜(216, 
7.69%)、核糖体(48, 1.71%)和核糖核蛋白复合物

(42, 1.49%)；分子功能共有 1 385 个基因(图 7C)，  
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图 4  菌株 S1 的基因组环形结构图   A：染色体；B：对应 COG 的不同功能类别；C 和 D：质粒。

该圆形图的最外侧圆环展示了基因组的规模；其后的第 2 个和第 3 个圆环分别描绘了正链和负链上

的编码基因，不同的颜色标识了 COG 的不同功能类别；第 4 个圆环标注了 rRNA 和 tRNA 的位置；

第 5 个圆环反映了 G+C 含量；而最内侧的圆环则显示了 G+C-Skew 值。 
Figure 4  Genomic circular map of strain S1. A: Chromosome; B: Various functional categories of 
COGs; C and D: Plasmids. The outermost ring of the circular diagram illustrates the size of the genome, 
while the second and third rings depict the coding gene on the positive and negative strands, respectively, 
using different colors to denote different functional categories of COGs. The fourth ring marks the locations 
of rRNA and tRNA, the fifth ring shows the G+C content, and the innermost ring displays the G+C-skew 
value. 
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图 5  基于 16S rRNA 基因(A)和核心基因组(B)构建的菌株 S1 的系统发育树   比例尺表示遗传距离度

量单位；各分支节点处的数值源自 1 000 次重复抽样检测所得到的自举分析置信度值；括号内数字代

表各菌株的 GenBank 登录号。 
Figure 5  Phylogenetic tree of strain S1 constructed based on 16S rRNA gene (A) and core genome (B). The 
scale bars represent the units of genetic distance, while the numbers on branches indicate bootstrap 
confidence values derived from 1 000 repeated sampling tests, the numbers in parentheses represent the 
GenBank accession numbers of each strain. 
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表 1  菌株 S1 基因组在不同数据库中的注释量 
Table 1  Annotation counts of the strain S1 
genome in various databases 
数据库类型 
Types of database 

基因数量 
Gene number 

比例 
Percentage (%) 

NR 2 804 99.79 
Swiss-Prot 2 072 73.74 
Pfam 2 385 84.88 
COG 2 225 79.18 
GO 1 744 62.06 
CAZy 91 3.24 
KEGG 1 995 71.00 

 
ATP 结合功能基因最为丰富(253, 9%)，其次是

DNA 结合 (177, 6.3%)、金属离子结合 (121, 
4.31%)、水解酶活性(89, 3.17%)、ATP 水解活性

(89, 3.17%)、跨膜转运蛋白活性(82, 2.92%)、转

移酶活性(68, 2.42%)和 DNA 结合转录因子活性

(68, 2.42%)。 

2.6.3  CAZy 功能注释和分类 
通过 CAZy 数据库分析发现，菌株 S1 共有

91 个基因注释于碳水化合物活性酶(图 8)。这些

基因编码的蛋白质涵盖了多种酶类，包括 6 个辅

助氧化还原酶基因、17 个碳水化合物酯酶基因、

46 个糖苷水解酶基因、21 个糖苷转移酶基因，

以及 1 个多糖裂解酶基因。这些基因家族中，糖

苷水解酶家族和糖苷转移酶家族比例最高，分别

为 50.55%和 23.08%。 
深入分析这些基因家族后，我们发现菌株

S1 基因组中包含了一系列重要酶编码基因 
(表 2)，它们在生物分解过程中发挥着不可或缺

的作用。其中，菌株 S1 携带了能够合成几丁质

酶基因，这些酶属于 GH18 和 GH23 家族，对生

物体内的几丁质分解具有重要作用。进一步分析

发现，与木聚糖分解密切关联的酶基因主要来自

GH18 家族。此外，菌株还有一系列能够分解肽 
 

 
 

图 6  菌株 S1 基因组的 COG 功能注释结果 
Figure 6  COG functional annotation results of the strain S1 genome. 
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图 7  GO 注释分类统计图   A：生物过程；B：细胞成分；C：分子功能。每个饼图显示每个主要类

别中的前 10 个 GO 条目。 
Figure 7  GO annotation category statistics chart. A: Biological processes; B: Cellular components; C: 
Molecular functions. Each pie chart displays the TOP 10 GO terms in each main category. 

 
聚糖的酶基因，如 GH18、GH23、GH73 和 CE4
家族，这表明菌株具有处理多种复杂生物大分子

的能力。葡聚糖分解方面，菌株同样显示出了强

大的潜力，具有 GH1 和 GH3 家族的酶基因。尤

其是菌株编码了溶菌酶，其相关酶基因分布在

GH18、GH23、GH25 和 GH73 等多个家族，这

不仅体现出菌株在微生物界多样性的适应性，也

预示着其在生物制药等领域的应用前景。在植

物细胞壁分解方面，菌株同样具备关键的酶基

因，例如果胶乙酰酯酶的 CE12 家族和乙酰木

聚糖酯酶的 CE1、CE3、CE4 和 CE7 家族，这

些都是植物细胞壁分解过程中不可或缺的酶

类。此外，菌株还包含 α-淀粉酶 GH126 家族和

β-葡萄糖苷酶的 GH1、GH3 和 GH4 家族基因，

这些酶在淀粉和糖类物质分解中发挥着关键作

用。通过整合这些基因信息，我们可以推断出

菌株在基因组组成上展现出了分解几丁质、葡

聚糖、木聚糖及利用肽聚糖等多种生物大分子

的潜能，体现出该菌株在绵羊肠道中具有重要

的作用。这种潜能不仅凸显了菌株在处理复杂 
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图 8  CAZy 数据库比对分析结果 
Figure 8  CAZy database alignment analysis 
results. 

 
有机物质方面的能力，也预示着其在未来生物

技术应用方面，尤其是在促进植物细胞壁分解、

释放植物营养物质及提高动物营养吸收效率方

面的广阔应用前景。 
2.6.4  KEGG 功能注释和分类 

KEGG 通路分析显示，1 995 个基因活跃在

40 个关键代谢通路中(图 9)，这些基因在生物代

谢中发挥着多重作用。通路分为细胞过程、环

境信息处理、遗传信息处理、人类疾病、新陈

代谢和有机体系统等六大类别。细胞过程涉及

97 个基因，主要关联原核生物的细胞群落(71)
和细胞生长死亡(16)。环境信息处理包括膜运输

(217)、信号转导(83)和信号分子相互作用(1)。遗

传信息处理涵盖 195 个基因，以翻译过程为主

(90)。人类疾病类别中的 109 个基因涉及 10 个

亚类，其中抗微生物药物耐药性尤为突出(43)。
新陈代谢类别基因最多，达 1 582 个，覆盖代谢

途径广泛。有机体系统类别中的基因主要与内分

泌(14)、衰老(6)和消化系统(4)相关，这些系统对

生物体稳态和环境适应至关重要。 
2.6.5  次级代谢产物合成分析 

菌株 S1 在染色体上有 3 个次级代谢产物基

因簇，分别是芳香多烯、RiPP 识别元件和环内

酯自诱导物。其中，芳香多烯包含基因数量最多

(38 个)，主要有生成氨基酸腺苷化域蛋白、醛/
酮还原酶、ATP 结合蛋白、3-羟基酰基-ACP 脱

水酶 FabZ、氨基酸腺苷化域蛋白和乙酰辅酶 A
羧化酶 β 亚基域蛋白等基因。 
2.7  菌株 S1 可移动元件 

在细菌持续演化的历程中，为适应环境变化

并增强自身生存竞争力，它们常常吸收外来的 
 

表 2  菌株 S1 的 CAZy 统计结果 
Table 2  CAZy annotation statistics for strain S1 
碳水化合物活性酶家族 
Carbohydrate-active  
enzyme family 

基因数 
Number  
of genes 

基因亚家族(基因数) 
Gene subfamily (number of genes) 

辅助氧化还原酶 
Auxiliary activities, AA 

6 AA3 (2), AA6 (1), AA7 (1), AA10 (2) 

碳水化合物酯酶 
Carbohydrate esterases, CE 

17 CE1 (7), CE3 (1), CE4 (1), CE7 (2), CE9 (2), CE10 (3), CE12 (1) 

糖苷水解酶 
Glycoside hydrolases, GH 

46 GH1 (8), GH2 (1), GH3 (1), GH4 (1), GH13_20 (1), GH13_31 (3), GH18 
(2), GH20 (1), GH23 (3), GH25 (1), GH32 (1), GH35 (2), GH38 (1), GH63 (1), 
GH65 (2), GH73 (2), GH88 (2), GH92 (1), GH94 (1), GH101 (1), GH105 (1), 
GH109 (4), GH125 (1), GH126 (1), GH136 (1), GH154 (2) 

糖苷转移酶 
Glycosyl transferases, GT 

21 GT2 (8), GT4 (3), GT8 (2), GT19 (1), GT21 (1), GT26 (2), GT27 (2), 
GT28 (1), GT41 (1) 

多糖裂解酶 
Polysaccharide lyases, PL 

1 PL30 (1) 
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图 9  KEGG 数据库注释结果 
Figure 9  KEGG database annotation results. 

 
DNA 片段，这些片段携带着特定的功能，如耐

药性、致病性及碳水化合物代谢等。借助这种途

径，细菌得以抵御环境压力或抢占更佳生态位。

这一过程中，能够在不同细菌细胞间传递遗传信

息的 DNA 片段统称为可移动遗传元件，这种现

象称为水平基因转移[26]。 

2.7.1  基因组岛 
通过对菌株 S1 的基因组预测分析，共鉴

定出 5 个基因组岛(表 3)，它们的大小范围在

4.14–53.38 kb 之间，总共编码 224 个功能基因，

其中有 27 个基因与碳水化合物密切相关，它们

包括糖基转移酶(gene1103)、细胞壁锚定蛋白  
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表 3  菌株 S1 的可移动元件统计表 
Table 3  Statistics of mobile elements in strain S1 
 编号 

ID 
起始 
位置 
Start  
position 

终止 
位置 
End  
position 

序列 
长度 
Sequence 
length  
(bp) 

编码基 
因数量 
Coding 
gene  
number 

重复 
序列数 
Number  
of repeat  
sequence 

重复序列 
长度 
Length of 
repeat  
sequence 
(bp) 

间隔序列 
长度 
Length of 
spacer  
sequence 
(bp) 

基因组岛 
Genomic island (GI) 

GI01 1 089 725 1 136 791 47 066 53 − − − 

GI02 154 578 173 666 19 088 30 − − − 

GI03 2 397 847 2 451 230 53 383 66 − − − 

GI04 691 636 695 776 4 140 7 − − − 

GI05 738 694 785 583 46 889 68 − − − 

前噬菌体 
Prophage 

Ph01 750 790 751 543 754 3 − − − 

Ph02 751 739 778 825 27 087 35 − − − 

Ph03 1 142 336 1 156 444 14 109 17 − − − 

成簇规律间隔短回文重复 
及其相关蛋白系统 
Clustered regularly  
interspaced short  
palindromic  
repeats/CRISPR-associated  
proteins (CRISPR/Cas) 

CRISPR1 49 822 50 305 483 − 7 25 51 

CRISPR2 97 308 97 702 394 − 5 35 55 

CRISPR3 1 767 271 1 767 496 225 − 4 28 38 

CRISPR4 1 787 097 1 787 209 112 − 2 31 51 

CRISPR5 2 784 722 2 784 799 77 − 2 26 26 

CRISPR6 83 801 83 936 135 − 3 28 26 

−：无数据。 
−: No data. 

 
(gene1093, gene2345)、溶菌酶(gene2342)和羧酸

羧化酶(gene2351)，这些酶主要在碳水化合物的

合成、修饰或代谢过程中发挥作用。此结果揭示

了菌株 S1 在演化过程中可能经历了复杂的基因

重组事件，获得了多个基因组岛和大量外源基

因。特别是 gene1103、gene2342、gene2351、
gene2352、gene2354 等 5 个与碳水化合物代谢相

关基因的存在，可能通过调控底物代谢效率及表

型特征的动态变化，显著提升其对复杂环境条件

的适应性。 
2.7.2  前噬菌体 

预测分析结果(表 3)显示，菌株 S1 具有 3 个

前噬菌体，全长 41 950 bp，G+C 含量均为

37.56%，包含 55 个编码基因，其中与碳水化合物

代谢功能相关的基因包括 gene1103、gene1093、
gene2342、gene2345 及 gene2351 (共 5 个)。 

2.7.3  CRISPR/Cas 系统 
CRISPR/Cas 系统是一种原核生物的免疫系

统，该系统能够识别外源 DNA 并沉默其基因表

达，可以用于抵御外源 DNA[27]。利用 Minced
软件对 CRISPR/Cas 进行鉴定，由表 3 可知，菌

株 S1 基因组内存在 6 个 CRISPR/Cas 序列，其

长度在 77–483 bp 之间，涵盖 23 个重复序列，

这些重复序列的长度在 25–35 bp 之间，间隔序

列长度在 26–55 bp 之间。由此推断，菌株 S1
曾遭受外源 DNA、质粒以及噬菌体的侵袭，

进而促使自身发展出一套相对完善的先天免

疫防御体系。 
2.8  菌株 S1 的安全性 
2.8.1  抗生素耐药基因 

为评估菌株 S1 携带抗生素耐药基因的传播

风险并确认其生物安全性，我们借助 CARD 和
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ResFinder 数据库对该菌株的全部预测基因进行

了同源序列检测。经分析发现，在 ResFinder 数
据库比对结果中，菌株 S1 含有 1 个耐药基因，

lsa(A)对林可酰胺类抗生素和 A 组链球菌具有潜

在的抗性作用。而在 CARD 数据库中，我们鉴

定出 203 个耐药基因，这些基因与多种抗生素类

别相关，包括大环内酯类(macB)、肽类(YybT, 
CdsA, liaF, liar, liaS, gshF)、氟喹诺酮类(gyrA, 
efrA)、四环素类抗生素[rpsJ, tetA (46)]，以及消

毒剂和防腐剂(emeA)。这些耐药基因的发现，暗

示了菌株 S1 可能对相关抗生素类别具有抗性。

这些分析结果为我们提供了菌株 S1 的耐药性信

息，但具体的抗性程度和机制还需进一步研究来

阐明。 
2.8.2  毒力基因 

为系统考察菌株 S1 的潜在致病风险，我们

借助 VFDB 和 PHI 数据库对 S1 基因组实施了

深入分析。VFDB 数据库揭示了菌株 S1 含有

307 个潜在的致病性基因，这些基因涵盖了免疫

调节(83 个)、营养/代谢因子(69 个)以及黏附相

关(27 个)基因。而 PHI 数据库分析发现，在其鉴

定的 575 个基因中，有 413 个基因与毒力减弱显

著相关。这些数据表明，尽管菌株 S1 携带了一

些可能具有致病性的基因，但同时它也具备了大

量能够降低其毒力的基因，这些基因可能在其致

病过程中发挥关键的制衡作用。 
2.9  药敏试验结果 

药敏试验结果揭示了菌株 S1 对一系列抗生

素的敏感性特征(表 4)。具体而言，菌株 S1 对氨

苄西林(AMP)、哌拉西林(PIP)、青霉素(PEN)、
头孢哌酮 (CPZ)、头孢唑啉 (CZ)、卡那霉素

(KAN)、庆大霉素(GEN)、多粘菌素 B(PB)、强

力霉素(DO)、四环素(TET)、米诺环素(MI)以及

万古霉素(VAN)表现出高度敏感性。此外，该菌

株对链霉素(S)和红霉素(E)呈现中介敏感性。相

比之下，菌株 S1 对头孢氨苄(CN)、头孢呋辛钠

(CXM)、头孢曲松(CTR)、头孢他啶(CAZ)、阿

米卡星(AMK)和林可霉素(MY)表现出耐受性。 

3  讨论 
随着国家对抗生素使用的严格限制，开发高

效的抗生素替代品已成为当务之急[28]。益生菌凭

借促进动物生长与抑制病原菌的双重优势[29]，被

视为理想的抗生素替代品[30]。肠球菌在临床上

主要表现为致病菌，是医院感染的主要病原体之

一[4]，可引发多种感染[5]。但粪肠球菌在特定条

件下也具有一定的益生潜力[31]，已在水产[32]、

禽类[33]以及猪[34]生产中得到应用。其益生性和

致病性均具有菌株特异性，与其生物膜形成、毒

力因子表达等因素密切相关。因此，深入了解特

定粪肠球菌菌株的生理特性和基因组信息，有助

于全面评估其益生性和安全性。本研究通过传统

培养方法和 Illumina、PacBio 测序技术，对粪肠

球菌 S1 形态特征和基因组结构进行全面分析，

揭示了其潜在功能和碳水化合物代谢潜力，同时

进 行 了 安 全 性 评 估 。 本 研 究 不 仅 提 供 了

Enterococcus faecalis LTHS1 的详尽基因组数

据，而且为其在不同宿主中的适应性和潜在致病

机制了解提供了新的视角，这些发现对于开发新

的益生菌和动物疾病治疗策略具有重要的科学

意义。 
本研究成功分离获得粪肠球菌 S1。其形态

学特征与徐淑琴等 [35]的描述高度吻合，16S 
rRNA 基因和核心基因组发育树分析结果进一步

证实其为粪肠球菌。其基因组全长 2 992 873 bp，
G+C 含量 37.26%，含 2 810 个编码基因，与相

关研究结果一致[36-38]，为后续分析奠定了基础。

粪肠球菌的益生特性与其次级代谢产物和碳水

化合物活性酶系统密切相关[39-40]。菌株 S1 的次

级代谢产物中，芳香多烯基因簇编码的氨基酸

腺苷化域蛋白，可间接维护肠道细胞健康[41]。

醛/酮还原酶家族成员(如 AKR1C1 和 AKR1C3)，
可减轻氧化应激 [42-43]。脂肪酸合成关键酶 [如
FabZ (图 10A)和乙酰辅酶 A 羧化酶 β 亚基域蛋

白(图 10B)]可调控能量代谢和营养吸收[44,46-47]。

基于此，推测粪肠球菌可能通过调控脂肪酸代

谢、增强抗氧化应激能力、维护肠道健康及产生 
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表 4  菌株 S1 抗生素敏感性结果 
Table 4  Antibiotic susceptibility results for strain S1 
抗微生物类别 
Antimicrobial  
classification 

抗微生物药 
Antibiotic 

纸片含药量 
Disk  
content of  
antimicrobials 
(μg/disk) 

抑菌圈直径判断标准 
Inhibition zone diameter criteria (mm) 

菌株 S1 的易感性 
Strain S1 susceptibility 

耐药 
Resistance 
(R) 

中介 
Intermediate 
(M) 

敏感 
Sensitivity  
(S) 

抑菌圈直径
Inhibition  
zone  
diameter  
(mm) 

菌株敏 
感性 
Strain  
sensitivity

β-内酰胺类 
Beta-lactams 

氨苄西林 
Ampicillin (AMP) 

10 ≤13 14–17 ≥18 31 S 

哌拉西林 
Piperacillin (PIP) 

100 ≤17 18–20 ≥21 40 S 

青霉素  
Penicillin (PEN) 

10 ≤14 – ≥15 30 S 

头孢氨苄 
Cefalexin (CN) 

30 ≤14 15–17 ≥18 13 R 

头孢呋辛钠 
Cefuroxime  
sodium (CXM) 

30 ≤14 15–17 ≥18 0 R 

头孢哌酮 
Cefoperazone (CPZ) 

75 ≤15 16–20 ≥21 25 S 

头孢曲松 
Ceftriaxone (CTR) 

30 ≤13 14–20 ≥21 0 R 

头孢他啶 
Ceftazidime (CAZ) 

30 ≤14 15–17 ≥18 0 R 

头孢唑啉 
Cefazolin (CZ) 

30 ≤14 15–17 ≥18 20 S 

氨基糖苷类 
Aminoglycosides 

阿米卡星 
Amikacin (AMK) 

30 ≤14 15–16 ≥17 12 R 

卡那霉素 
Kanamycin (KAN) 

30 ≤13 14–17 ≥18 20 S 

链霉素  
Streptomycin (S) 

10 ≤11 12–14 ≥15 14 M 

庆大霉素 
Gentamicin (GEN) 

10 ≤12 13–14 ≥15 15 S 

大环内酯类 
Macrolides 

红霉素 
Erythromycin (E) 

15 ≤13 14–22 ≥23 22 M 

多粘菌素类 
Polymyxins 

多粘菌素 B  
Polymyxin B (PB) 

300 IU ≤8 9–11 ≥12 12 S 

林可霉素类 
Lincomycins 

林可霉素 
Lincomycin (MY) 

2 ≤14 15–20 ≥21 0 R 

四环素类 
Tetracycline 

强力霉素 
Doxycycline (DO) 

30 ≤12 13–15 ≥16 35 S 

四环素 
Tetracycline (TET) 

30 ≤14 15–18 ≥19 34 S 

四环素类/喹诺酮类 
Tetracycline/ 
Quinolones 

米诺环素 
Minocycline (MI) 

30 ≤14 15–18 ≥19 33 S 

糖肽类 
Glycopeptides 

万古霉素 
Vancomycin (VAN) 

30 ≤14 15–16 ≥17 18 S 

–：无数据。 
–: No data. 
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图 10  脂肪酸生物合成简化图[44] (A)和脂肪酸循环图[45] (B) 
Figure 10  Simplified diagram of fatty acid biosynthesis[44] (A) and fatty acid cycle diagram[45] (B). 

 
次级代谢产物等机制，影响大尾寒羊的能量代谢

状态和营养吸收，进而间接作用于脂肪沉积和尾

脂形成，但需进一步试验验证。 
菌株 S1 能够分泌溶菌酶、肽聚糖酶、几

丁质酶、葡聚糖酶等，可有效遏制病原微生物

的生长发育[48-49]。其基因组中富含 91 个 CAZy

家族基因，预示着其能够通过复杂的碳水化

合物酶系协同作用，降解病原真菌、细菌细

胞壁，优化植物营养的吸收，展现了多维度的

应用前景[50-55]。 
本研究中的菌株虽源自健康大尾寒羊的肠

道内容物，却携带潜在的毒力因子，这与呙会会
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等[56]的研究相一致。通过 CARD 分析发现菌株

S1 含有多种耐药基因，但在实际药敏试验中，

其对部分抗生素呈现敏感或中介敏感，表明这些

抗药基因尚未表达，可能与基因表达调控机制有

关[57]。此外，菌株 S1 虽保留一些毒力基因[58] (如
efaA、Agg、Ace 等)，但超过 71.83%的基因与毒

力减弱有直接联系，这些基因在调控细菌毒力方

面起到关键作用，限制了菌株 S1 的毒力表达。

推测这些基因的协同作用对菌株 S1 在宿主体内

的存活及其潜在的益生功能具有积极影响，但其

在宿主-细菌互作中的具体机制尚不完全清楚，

有待进一步研究。 

4  结论 
本研究通过传统厌氧分离培养法和 16S 

rRNA 基因鉴定技术，成功分离出 1 株粪肠球菌；

随后用 Illumina 和 PacBio 高通量基因组测序技

术以及生物信息学分析，了解了该菌株基因组特

性。功能分析结果揭示该菌株具有多种功能基因

和可移动原件，对菌株适应性进化过程发挥着重

要作用。本研究鉴定出粪肠球菌次级代谢产物合

成的基因簇与抑菌物密切相关，发现毒力减弱基

因对耐药基因和致病性基因的表达具有干扰和

抑制作用。药敏试验也证实了菌株 S1 虽含有一

定的耐药基因，但未表达。本研究结果为该菌株

在微生物学、医学和畜牧业等领域的研究与应用

提供了理论基础。 
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