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摘  要：【背景】屎肠球菌(Enterococcus faecium)具有抑制常见致病菌的作用，在禁抗的大环境下，

逐渐成为常规抗生素生长促进剂的有效替代品。但随着屎肠球菌应用范围的扩大，其安全性问题

日益受到关注。【目的】从基因水平阐明其细菌素编码基因簇，评估其安全性并探究屎肠球菌 F11.1G
基因功能和潜在代谢产物，代谢组学分析菌株胞内外的代谢物差异，并对其活性代谢产物进行挖

掘。【方法】全基因组测序对其基因信息进行注释和功能预测，采用功能基因组和比较基因组方

法，分析菌株 F11.1G 的益生性和安全性特征，揭示其与益生屎肠球菌 T110 之间的差异，代谢组

学对菌株中的代谢物进行鉴定，随后通过结构鉴定挖掘出活性代谢产物。【结果】菌株 F11.1G 注释

到 4 个毒力相关基因和 3 个耐药基因，antiSMASH 数据库预测到了 3 种次级代谢产物基因簇；比

较基因组分析结果表明，菌株 F11.1G 与菌株 T110 具有较高相似性，菌株 T110 未预测到毒力基因、

耐药基因和病原菌基因。非靶向代谢组学结果表明，胞内外差异代谢产物主要集中在萜类和聚酮

类、氨基酸、有机杂环化合物等，可能与菌株 F11.1G 的抑菌作用相关。从菌株 F11.1G 的活性代

谢产物分离鉴定出 α-D-型葡萄糖、4-氧化戊酸、毛蕊花糖、水苏糖、二聚体白屈菜默碱、1-羟基蒽

醌和极少量酮类活性物质。【结论】菌株 F11.1G 具有合成抗生素或新型次级代谢产物的潜力，但
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还携带毒力因子和毒力基因，后期可通过分离纯化肠球菌素发挥其益生菌特性。 
关键词：屎肠球菌 F11.1G；基因组学；代谢组学；生物信息学；功能注释；细菌素；代谢产物挖掘 
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Abstract: [Background] Enterococcus faecium with the ability to inhibit common pathogenic 
bacteria has gradually become an alternative to conventional antibiotic growth promoters in the 
context of the antibiotic ban. However, the safety of E. faecium has aroused growing concern 
with the expansion of its application. [Objective] To elucidate the bacteriocin-encoding gene 
clusters, evaluate the safety, investigate the gene functions and potential metabolites, compare 
the intracellular and extracellular metabolites by metabolomics, and mine the active metabolites 
of E. faecium F11.1G. [Methods] Whole genome sequencing was performed to annotate the 
gene information and predict gene functions of E. faecium F11.1G. The functional genomic and 
comparative genomic approaches were used to analyze the probiotic and safety characteristics 
of strain F11.1G and reveal the differences between this strain and the probiotic Enterococcus 
faecium T110. Metabolomics was employed to identify the metabolites in the strain, and then 
active metabolites were mined out through structural identification. [Results] Four virulence 
genes and three antibiotic resistance genes were annotated for strain F11.1G. Three secondary 
metabolite gene clusters were predicted by antiSMASH. The comparative genomic analysis 
showed high similarity between F11.1G and T110, and no virulence genes, resistance genes or 
pathogenicity genes were predicted for T110. The results of non-targeted metabolomics showed 
that the differential metabolites were mainly terpenoids, polyketides, amino acids, and organic 
heterocyclic compounds, which might be associated with the antibacterial effect of F11.1G. 
Among the active metabolites of F11.1G, α-D-glucose, 4-oxopentanoic acid, verbascose, 
stachyose, dimeric chelidonine, 1-hydroxy anthraquinone, and a very small amount of active 
ketones were identified. [Conclusion] Strain F11.1G has the potential to synthesize antibiotics 
or novel secondary metabolites and carries virulence factors and virulence genes. Its probiotic 
properties can be exploited later by separation and purification of enterocin. 
Keywords: Enterococcus faecium F11.1G; genomics; metabolomics; bioinformatics; functional 
annotation; bacteriocin; metabolite mining 
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乳酸菌是一个系统发育多样化的类群，因

其在食品发酵中的主要属性而得名，即乳酸的

产生。屎肠球菌(Enterococcus faecium)属于革兰

氏阳性乳酸菌，是家畜肠道常见优势菌群[1]，

具有生长速度快、耐受性强等特性，可以更好

地在畜禽肠道中存活繁殖并发挥效果。屎肠球

菌的广泛应用使其潜在风险逐渐引起人们重

视，因其可能诱发重症感染、耐药性传播等临

床隐患[2]。屎肠球菌具有广泛的抗生素耐药性，

现已成为重要的院内病原体[3]。屎肠球菌携带

多种毒力基因，毒力基因编码的毒力因子会帮

助病原性屎肠球菌定殖宿主组织，从而逃避宿

主免疫防御并引起宿主感染[4]。当前，体外检

测技术仍是评估乳酸菌特性的主要手段。但随

着食品安全理念的持续更新，传统检测方式在

高通量菌株风险筛查中存在一定局限，而全基

因组测序技术能够全面解析目标菌株的安全

特性。 
本课题组前期分离了 1 株能抑制常见病原

菌[黄曲霉菌(Aspergillus flavus)、金黄色葡萄球菌

(Staphylococcus aureus)和大肠杆菌(Escherichia 
coli)]生长的屎肠球菌 F11.1G[5]，将其接种至高

丹草、芦苇和玉米秸秆青贮中可改善其发酵品

质[6]，直接饲喂有助于提高断奶羔羊生长性能，

改善瘤胃发酵并提高瘤胃菌门相对丰度[7]。本

研究拟基于全基因组信息对潜在有害决定因素

进行预测，以提供对潜在益生菌菌株的全面预

警，为益生菌菌株的筛选和开发提供了系统的

安全性评估，并与益生菌株屎肠球菌 T110 比较

基因组，以获得对菌株 F11.1G 的安全性评价，

以期为菌株 F11.1G 的应用做准备。 
非靶向代谢组学分析是一种高效的技术手

段，它不仅能够全面识别和精确量化样品中的

各种代谢物，而且为揭示生物体代谢状态的全

面图景提供了重要支撑[8]。本研究综合运用非

靶向代谢组学分析鉴定菌株 F11.1G 中具有统

计学意义的差异代谢物，对差异代谢物进行注释

及分析；高分辨液相-质谱联用对菌株 F11.1G 中

的活性代谢产物进行分离、萃取及鉴定，深入

探究赋予菌株抑菌能力的活性代谢产物，以期

为菌株 F11.1G 下一步的分离纯化及开发应用

奠定理论基础。 

1  材料与方法 
1.1  样品 

屎肠球菌 F11.1G 为塔里木大学畜牧科技

重点实验室筛选菌株[5]，保藏于中国典型培养

物中心(保藏号：M 2020793)。大肠杆菌和沙门

氏菌(Salmonella)由新疆兵团塔里木动物疾病诊

断与防控实验室李莲瑞团队提供。 
1.2  培养基、主要试剂和仪器 

LB 培养基、de Man-Rogosa-Sharpe (MRS)
培养基和麦康凯培养基，青岛海博生物技术有

限公司。二甲基亚砜(dimethyl sulfoxide, DMSO)，
西格玛奥德里奇(上海)贸易有限公司；乙酸乙

酯、甲醇和乙腈，天津致远化学试剂有限公司；

细菌 DNA 提取试剂盒，天根生化科技(北京)有
限公司。超净工作台，上海博迅医疗生物仪器

股份有限公司；高压灭菌锅，上海源之启医疗科

技有限公司；气浴恒温振荡器，江苏金怡仪器科

技有限公司；Waters Xevo G2-XS QTOF 高分

辨质谱仪，沃特世科技(上海)有限公司；超高效

液相色谱-离子淌度-四级杆飞行时间质谱联用

仪(ultra high performance liquid chromatography- 
ion mobility-quadrupole time-of-flight mass 
spectrometer, UPLC-IMS-QTOF-MS)，安捷伦科

技有限公司；旋转蒸发仪，海道尔夫公司。 
1.3  菌株活化与 DNA 提取 

参照施琳波等[9]进行菌株活化，按 2% (体
积分数)接种于 8 mL 液体 MRS 培养基中，于

37 ℃、180 r/min 厌氧培养 36 h，活菌数达到

1×108 CFU/mL 时 14 000 r/min 离心 1 min，利

用细菌 DNA 提取试剂盒提取菌体总 DNA，琼

脂糖凝胶电泳检测 DNA 样品的浓度和纯度。 
1.4  基因组测序、组装及基因组分分析 

将 1.3 所提总 DNA 样品送至北京百迈客生
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物科技有限公司进行全基因组测序分析。使用

BluePippin 进行目标片段的筛选，完成文库的

构建。通过 PacBio 平台获得基因组序列，筛去

质量低和短片段的 reads 后组装并校正，之后使用

HiFiASM[10]进行基因组组装，采用软件 Prodigal 
v2.6.3[11]、tRNAscan-SE v2.0[12]、Infernal v1.1.3[13]、

Island Path-DIMOB v0.2[14] 和 RepeatMasker 
v4.0.5[15]对菌株的编码基因、非编码 RNA (tRNA
和 rRNA)、基因岛、重复序列进行预测。并应用

软件 Circos v0.66[16]绘制基因组圈图。 
1.4.1  基因功能注释 

采用 GO (http://geneontology.org/)、KEGG 
(https://www.kegg.jp/)、eggNOG (http://eggnogdb. 
embl.de/)、CAZy (http://www.cazy.org/)、转运蛋

白分类数据库(transporter classification database, 
TCDB) (http://www.tcdb.org/)通过 Diamond 进

行比对(E-value≤1E–5)，选取比对得分最高的结

果(默认 identify≥40%，coverage≥40%)进行功能

注释。 
1.4.2  毒力或致病性分析 

采用病原宿主互作数据库 (pathogen host 
interactions database, PHI-base) (http://phi-blast. 
phi-base.org/)、毒力因子数据库(virulence factor 
database, VFDB) (http://www.mgc.ac.cn/VFs/main. 
htm) 、 综 合 的 抗 生 素 抗 性 基 因 数 据 库
(comprehensive antibiotic research database, 
CARD) (https://card.mcmaster.ca/)通过 Diamond
进行比对，将该菌株基因和对应功能注释信息

结合从而得到注释结果，对 F11.1G 基因组中含

有的致病菌感染宿主过程中的相关蛋白、潜在

毒力因子和抗生素抗性相关基因进行预测。 
1.4.3  生物合成基因簇和次级代谢基因簇

预测 
通过 antiSMASH v7.0.0 (https://antismash. 

secondarymetabolites.org)对细菌基因组序列中

的生物合成基因簇进行预测。 
1.4.4  比较基因组分析 

将菌株 F11.1G 与已知益生菌菌株屎肠球菌

T110 (GenBank登录号为CP006030)进行比较基

因组分析。通过 Workbench 12.0.3 估算菌株间的

平均核苷酸一致性 (average nucleotide identity, 
ANI)值，采用 MUMmer 软件(v3.23)比对解析目

标与参考基因组之间的共线性关系。采用 LASTZ 
v1.03.54 识别基因组之间易位、倒置及易位+倒
置的区域。 
1.5  代谢组学检测 

根据 1.3 方法将菌株 37 ℃、180 r/min 厌氧

振荡培养 36 h 至对数生长期，胞外代谢物样品

和胞内代谢物样品的制备参照张枭 [17]方法进

行。送至北京百迈客生物科技有限公司进行非

靶 向 代 谢 组 学 (non-targeted metabolomics, 
LC-MS/MS)检测。 

色谱条件：检测平台为 Waters Acquity I-Class 
PLUS 超高效液相色谱串联 Waters Xevo G2-XS 
QTOF 高分辨质谱仪，色谱柱为 Waters Acquity 
UPLC HSS T3 色谱柱(1.8 μm, 2.1 mm×100 mm)。色

谱分析参数参照张枭[17]方法。 
质谱条件：检测平台为 Waters Xevo G2-XS 

QTOF 高分辨质谱仪，电喷雾电离(electrospray 
ionization, ESI)离子源参数参照刘思美等[18]方法。 
1.6  代谢产物挖掘 
1.6.1  活性代谢产物样品的分离和萃取 

取 10 g 菌株 F11.1G 冻干粉分别与 200 mL
乙酸乙酯、甲醇和蒸馏水混合均匀，将混合样

品标记为 A、B、C 这 3 组，采用频率为 40 kHz
的超声波水浴振荡处理 30 min，静置 1 h 后用

0.22 μm 滤膜过滤，收集滤液并去除沉淀，再将

3 组滤液分别置于旋转蒸发仪中，于 50 ℃恒温

条件下旋转蒸干至样品呈粉末状，收集 3 组粉

末，密封保存待用。 
1.6.2  代谢产物抑菌活性试验 

将经 1.6.1 萃取并旋干的粉末用 DMSO 溶解

制为 10 mg/mL 的溶液，以 DMSO 为对照组(D)，
大肠杆菌和沙门氏菌分别采用 LB 培养基和麦

康凯培养基进行活化后，使用无菌生理盐水稀

释菌液为 1×108 CFU/mL，取 100 μL 指示菌菌

液均匀涂布 LB 平板，轻轻放置无菌空白滤纸
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片(直径 6 mm)，分别标记 A、B、C 组并滴加

10 μL 待测样品；对照组为滴加 10 μL DMSO 溶

液的滤纸片，标为 D 组。待干燥后，37 ℃培养

24 h，进行抑菌圈直径的测量。 
1.6.3  高分辨液相-质谱联用鉴定活性物质

结构与分子量 
将 1.6.1中收集的3组浓缩冻干粉溶解于1 mL

乙腈(质谱级)中，10 000 r/min 离心 10 min，取

5 µL上清液加入1 mL乙腈溶剂，再次10 000 r/min
离心 10 min 后经 0.22 μm 滤膜过滤，放入带预

切口瓶盖的进样瓶，利用 UPLC-IMS-QTOF-MS
进行质谱分析。 

2  结果与分析 
2.1  基因组基本特征 

鉴定到菌株 F11.1G 具有 37 449 个高质量

reads，平均长度为 8 646 bp。基因组序列 reads
被组装成 3 个 contigs 和 3 个 scaffold，菌株

F11.1G 基因组全长为 2 495 379 bp，由 1 个染

色体(2 706 618 bp)和 2 个质粒(181 929 bp 和

21 325 bp)组成，G+C 含量为 38.2%，获得菌株

基因组环状图如图 1A 所示，菌株 F11.1G 有   
2 790 个编码基因，平均基因长度为 894 bp，包

含 6 个 rRNA 和 69 个 tRNA，共预测出 11 个基

因岛，总长度 152 356 bp，散在重复序列 4 个，

前噬菌体 2 个和 CRISPR 序列 4 个。 

2.2  菌株 F11.1G 基因功能注释 
2.2.1  GO 数据库功能注释 

由图 1B 可知，菌株 F11.1G 共有 2 181 个

基因获得 GO 功能注释，占所有基因的 78.17%。

GO 注释结果主要分为三大亚类，在细胞组分

(cellular component)中基因数量最多的为膜结

构 部 分 (membrane) ； 在 分 子 功 能 (molecular 
function)中基因数量最多的为催化活性(catalytic 
activity)功能；在生物学过程(biological process)
中 基 因 数 量 最 多 的 为 代 谢 过 程 (metabolic 
process)。 

2.2.2  KEGG 数据库功能注释 
由图 1C 可知，菌株 F11.1G 获得 KEGG 功

能注释基因共有 1 440 个，主要包括三大代谢途

径，环境信息处理 (environmental information 
processing)有 214 个基因、遗传信息处理(genetic 
information processing)有 186 个基因、新陈代谢

(metabolism)有 748 个基因。 
2.2.3  eggNOG 数据库功能注释 

由图 1D 可知，菌株 F11.1G 共有 2 279 个

基因获得 eggNOG 基因注释，占所有基因比例

为 81.69%，共分为 20 个类型，其中占比较大的

有 ： 碳 水 化 合 物 运 输 和 代 谢 (carbohydrate 
transport and metabolism)，249 个基因，占总比

例 10.79%；转录(transcription)，191 个基因，

占总比例 8.28%；复制、重组和修复(replication, 
recombination and repair)，178 个基因，占总比

例 7.71%；一般功能预测基因(general function 
prediction only)，206 个基因，占总比例 8.93%。 
2.2.4  CAZy 数据库功能注释 

由图 1E 可知，菌株 F11.1G 基因组中属于

CAZy 家族的共有 117 个基因编码的蛋白质结构

域，其中糖苷水解酶(glycoside hydrolases, GH) 
49 个、糖基转移酶(glycosyl transferases, GT)  
26 个、碳水化合物结合模块(carbohydrate-binding 
modules, CBM) 19 个、碳水化合物酯酶(carbohydrate 
esterases, CE) 14 个、多糖裂解酶(polysaccharide 
lyases, PL) 5 个和辅助活性(auxiliary activities, 
AA) 4 个。 
2.3  毒力或致病性分析 
2.3.1  PHI-base 数据库注释 

由图 2 可知，菌株 F11.1G 中共有 863 个

基因得到 PHI-base 数据库注释，其中，突变

导致毒力增强 (高毒力 ) [increased virulence 
(hypervirulence)]基因 54 个，突变导致毒力降低

(reduced virulence)基因 577 个，突变导致致病力丧

失(loss of pathogenicity)基因 33 个，突变导致致死

(lethal)基因 28 个，突变导致不影响致病力

(unaffected pathogenicity)基因148个，突变导致化 
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图 1  F11.1G 基因组功能预测图   A：菌株 F11.1G 基因组圈图。外圈表示基因组大小(5 kb)；第 2 和

第 3 圈代表预测的编码序列，不同颜色代表不同的同源蛋白质群；第 4 圈代表重复序列；第 5 圈代表

tRNA 和 rRNA；第 6 圈表示 G+C 含量，最内圈为 G+C-Skew 值。B：菌株 F11.1G 基因组 GO 功能注

释。C：菌株 F11.1G 基因组 KEGG 功能注释。D：菌株 F11.1G 基因组 eggNOG 功能注释。E：菌株 F11.1G
基因组 CAZy 功能注释。 
Figure 1  F11.1G genomic function prediction map. A: Map of the F11.1G chromosome. The outer circle 
represents the genome size in 5 kb; The second and third circles represents the predicted coding sequences 
(CDSs), and the different colors indicates the different clusters of orthologous groups of proteins; The fourth 
circle represents the repetitive sequence; the fifth circle represents the tRNA and rRNA clusters, blue is tRNA, 
and purple is rRNA; The sixth circle represents the G+C content with light yellow and blue color, and the 
most inner circle represents G+C-skew values with dark gray and red color. B: GO functional annotation 
diagram of strain F11.1G. C: KEGG functional annotation diagram of strain F11.1G. D: eggNOG functional 
annotation diagram of strain F11.1G. E: CAZy functional annotation diagram of strain F11.1G. 
 

 
 
图 2  菌株 F11.1G 基因组 PHI-base 功能注释 
Figure 2  PHI-base functional annotation diagram of strain F11.1G. 
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学目标：耐化学性(chemistry target: resistance to 
chemical)基因 2 个，突变导致效应器(植物无毒

决定因子) [effector (plant avirulence determinant)]
基因 21 个。 
2.3.2  VFDB 数据库功能注释 

由表 1 可知，以 identity>80%作为筛选条件，

菌株 F11.1G 共预测到 4 个毒力基因。毒力基因

与黏附、生物膜形成、识别黏附基质分子
(microbial surface component recognizing adhesive 
matrix molecule, MSCRAMM)和应激蛋白相关。 
2.3.3  CARD 数据库功能注释 

由表 2 可知，菌株基因组通过 CARD 数据

库注释到了 3 个耐药基因，其中 eatAv 是分离

自屎肠球菌野生型 ABC-F亚家族蛋白编码基因

的一种突变形式，对林可酰胺类、链阳菌素 A
和截短侧耳素类抗生素具有抗性(LSaP 表型)；
msrC 在屎肠球菌中表达，是染色体编码的

ABC-F 亚家族蛋白，对红霉素等大环内酯类和

链阳菌素 B 类抗生素耐药；AAC(6')-Ii 是肠球菌

中染色体编码的氨基糖苷类乙酰转移酶。 
2.4  生物合成基因簇和次级代谢基因

簇预测 
由图 3 可知，在菌株 F11.1G 的第 1 条染色

体上预测到了 3 种次级代谢产物基因簇，分别为

类环内酯自诱导肽(cyclic-lactone-autoinducer)、非
核糖体肽合成酶(non-ribosomal peptide synthetase, 
NRPS/NRPS-like) 、 Ⅲ 型 聚 酮 合 酶 (type III 
polyketide synthase, T3PKS)，均未对比到与之

相似的已知基因簇，功能未知。 
2.5  比较基因组 
2.5.1  基因共线性分析 

将菌株 F11.1G 与益生菌株 T110 全基因组

序列进行比对分析，通过共线性分析识别了 2 个

基因组的一致性及变异性。菌株 F11.1G 和 T110
的共线性分析结果见图 4，菌株 ANI 为 97.73，
表明反映的菌株间亲缘关系较近，全基因组共

线性分析表明，2 株菌的基因组高度相似，但

存在翻转、易位等基因组重排。 
2.5.2  基因组组分比较分析 

屎肠球菌 T110 的完整环状染色体大小为 
2 693 877 bp，与菌株 F11.1G 基因组大小相当。

菌株 T110 是一种非致病性益生菌，其质粒

(pEFT-110)长度为 44 086 bp。菌株 T110 全基因

组注释 2 626 个编码基因，66 个 tRNA，18 个

rRNA，4 个基因岛。菌株 T110 未预测到毒力基

因、耐药基因和病原菌基因。antiSMASH 预测到 
 

表 1  F11.1G 基因组毒力基因注释结果 
Table 1  Annotation results of virulence genes of strain F11.1G 
Gene ID Gene Description Predicted function E-value Identity (%) 
GE001301 sgrA Cell wall anchored protein SgrA Adherence;  

Biofilm formation 
1.04E–101 99.30 

GE002118 Acm Collagen adhesin precursor Acm Adherence; MSCRAMM 0 96.50 
GE000404 bopD Sugar-binding transcriptional regulator, Lac I 

family 
Biofilm formation 0 86.30 

GE002005 clpP ATP-dependent Clp protease proteolytic subunit Stress protein 7.37E–119 81.10 

 
表 2  F11.1G 耐药基因注释结果 
Table 2  Resistance gene annotation results of strain F11.1G 
Gene ID Gene Resistance Product Identity (%) 
GE000628 eatAv Pleuromutilin; streptogramin; 

lincosamide 
Mutated form of the wildtype eatA ABC-F 
subfamily protein 

98.80 

GE002487 msrC Streptogramin; macrolide ABC-F subfamily protein 97.15 
GE002109 AAC(6')-Ii Aminoglycoside Aminoglycoside acetyltransferase 98.90 
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图 3  菌株 F11.1G 基因组的 antiSMASH 比对结果 
Figure 3  antiSMASH functional annotation diagram of strain F11.1G. 

 

 
 
图 4  菌株 F11.1G 与菌株 T110 的共线性分析 
Figure 4  Synteny analysis of strain F11.1G and strain T110. 
 
了 4 种次级代谢产物基因簇(图 5)，共 7 条，包括

类环内酯自诱导肽(cyclic-lactone-autoinducer)、包
含集群的 RRE 元素(RRE-containing)、核糖体合

成 翻 译 后 修 饰 多 肽 (RiPP-like) 和 T3PKS ，

RiPP-like 对比到与之相似的已知基因簇 RiPP，
相似度 33%。 

2.6  代谢组学检测结果 
2.6.1  代谢物主成分分析(principal component 
analysis, PCA)和正交偏最小二乘法判别分析
(orthogonal partial least squares discriminant 
analysis, OPLS-DA) 

由图 6A 的 PCA 得分图可以看出，3 个质

控(quality control, QC)样本紧密聚类，表明数据 
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图 5  菌株 T110 基因组 antiSMASH 比对结果 
Figure 5  antiSMASH functional annotation diagram of strain T110. 
 
可靠可以用于进一步分析。正、负离子 OPLS-DA
得分图见图 6B、6C：OPLS-DA 模型在 ESI+模

式和 ESI−模式下 R2Y 和 Q2Y 值均接近 1，表明  
2 个模型的解释率和预测能力具有可行性。代

谢数据样本量的模型的置换检验结果见图 6D，

生成的模型具有良好的拟合和预测能力，所建

模型可靠，可用于差异代谢物筛选。 
2.6.2  代谢物数据库注释 

KEGG数据库注释到菌株 F11.1G胞内代谢

物 766 种，将差异代谢物进行 KEGG 富集分析，

如图 7A 所示，主要注释到 12-、14-和 16-元大

环内酯生物合成(biosynthesis of 12-, 14- and 
16-membered macrolides)、Ⅱ型聚酮类产物生物

合成(biosynthesis of type II polyketide products)、
泛醌和其他萜类 -醌生物合成 (ubiquinone and 
other terpenoid-quinone biosynthesis)、星形孢菌

素的生物合成(staurosporine biosynthesis)、脂肪

酸延长(fatty acid elongation)等差异代谢物。由

图 7B 可见，共富集到 8 类通路(top 20)，主要

为其他次级代谢产物生物合成(biosynthesis of 
other secondary metabolites)、萜类和聚酮类代谢

(metabolism of terpenoids and polyketides)和氨

基酸代谢(amino acid metabolism)等。 
2.6.3  差异代谢物分析 

由图 8 可见，菌株 F11.1G 胞内的样本共有    
2 354 种差异显著代谢物，使得 1 263 种代谢物

发生显著上调，1 091 种发生显著下调[P<0.05，
差异倍数(fold change, FC)≥1, VIP≥1]，胞内中上

调的差异代谢物是 dGDP、 CDP-核糖醇、

dTDP-5-二甲基 -L-赖氨酸、UDP-N-乙酰胞壁

酰 -L-丙氨酸等；胞内中下调的差异代谢物是  
L-赖氨酸、葫芦巴碱、L-鼠李糖、短杆菌肽 S、
甲萘醌等。结果表明胞内外代谢物存在显著差

异，并且差异代谢物主要集中在萜类和聚酮

类、氨基酸、生物碱、有机酸、有机杂环化合

物等，这些化合物可能与菌株 F11.1G 的抑菌作

用相关。 
2.7  代谢产物挖掘 
2.7.1  代谢产物的抑菌活性试验 

抑菌圈直径如表 3 所示，B、C 组对大肠杆

菌、沙门氏菌有较强的抑菌作用，A 组抑菌圈

直径虽相对较小，但仍有一定的抑菌作用。而

D 组无抑菌圈产生，排除溶剂对前 3 组活性代

谢产物的抑菌作用影响。 
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图 6  A 组对 B 组代谢物数据分析   A：A 组对 B 组代谢物主成分分析得分图；B：A 组对 B 组代谢

物正离子模式正交偏最小二乘法判别分析图(ESI+模式：R2Y=1，Q2Y=0.999)；C：A 组对 B 组代谢物负

离子模式正交偏最小二乘法判别分析得分图(ESI–模式：R2Y=1，Q2Y=0.998)；D：A 组对 B 组正交偏最

小二乘法判别分析模型的置换检验。A1−A3：菌株 F11.1G 胞外代谢物；B1−B3：菌株 F11.1G 胞内代

谢物；QC-1−QC-3：质控样本。 
Figure 6  Metabolite data analysis for group A vs. B. A: Metabolite principal component analysis score plot 
for group A vs. B; B: Metabolite positive ion mode orthogonal partial least squares discriminant analysis plot for 
Group A vs. B (ESI+ mode: R2Y=1, Q2Y=0.999); C: Metabolite orthogonal partial least squares discriminant 
analysis scores plot in negative ion mode for Group A vs. B (ESI– mode: R2Y=1, Q2Y=0.998); D: Permutation test 
of orthogonal partial least squares discriminant analysis model for group A vs. B. A1−A3: F11.1G extracellular 
metabolites; B1−B3: F11.1G intracellular metabolites; QC-1−QC-3: Quality control sample. 
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图 7  菌株 F11.1G 胞内代谢物的数据库注释   A：菌株 F11.1G 胞内差异代谢物 KEGG 富集因子

气泡图。横坐标为该通路中富集到的差异代谢物的富集因子，纵坐标为通路 P-value，点代表富集

到的差异代谢物的个数。B：菌株 F11.1G 胞内代谢物 KEGG 注释。 
Figure 7  Database annotation of intracellular metabolites of strain F11.1G. A: Bubble plot of KEGG 
enrichment factors for intracellular differential metabolites of strain F11.1G. The horizontal coordinate 
is the enrichment factor of the differential metabolite enriched in the pathway, the vertical coordinate is 
the pathway P-value, and the size of the point represents the number of differential metabolites enriched. 
B: F11.1G intracellular metabolite KEGG annotations.  
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图 8  A 组对 B 组差异代谢物差异倍数条形图 
Figure 8  Differential metabolite differential multiplicity bar graph for group A vs. B. 
 
表 3  不同萃取方式的代谢产物的平均抑菌圈直径 
Table 3  Metabolites with different extraction methods 
and the mean inhibitory (mm) 
Group Escherichia coli Salmonella 

A 5−8 6−9 

B 10−12 12−13 

C 11−12 12−18 

D 0 0 

 
2.7.2  代谢产物的高分辨质谱结构鉴定 

图 9A−9C分别为 A组乙酸乙酯相分离代谢

产物质谱图、B 组甲醇相分离代谢产物质谱图

和 C 组水相分离代谢产物质谱图，由其一级、

二级质谱图可知，产物的纯度已经较高，杂质

离子峰干扰较少。A 组分离鉴定出毛蕊花糖、

黑种草三糖、水苏糖、蔗糖、二聚体白屈菜默

碱等多种活性寡糖成分及生物碱；B 组分离鉴

定出蔗糖、4-氧化戊酸、α-D-型葡萄糖、二聚体

白屈菜默碱、1-羟基蒽醌等代谢产物；C 组分离

鉴定出水苏糖、黑种草三糖、耐斯糖、蔗糖、

极少量醌类和酮类活性物质。 

3  讨论 
3.1  全基因组测序、比较基因组和代谢

组学分析 
肠球菌可以带来健康益处，如改变宿主的

微生物群，增强肠道屏障及调节免疫力[19]。但

是，有多株屎肠球菌菌株被确定为医院感染的

病原体，这使其作为益生菌的使用存在争议[3]。

抗生素耐药和毒力基因与细菌致病性相关[20]，

内在耐药性是细菌在微生物形成过程中产生

的，一般不会转移；细菌获得耐药性则是通过

噬菌体、转座子、质粒和其他可转移元件上耐 
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图 9  不同萃取相代谢产物一级质谱图谱   A：乙酸乙酯相代谢产物一级质谱图谱；B：甲醇相代谢产

物一级质谱图；C：水相代谢产物一级质谱图。总离子流图(total ion chromatogram, TIC)：设定质量范围

内所有离子的谱图。 
Figure 9  First-order mass spectrum profile of metabolites from different extraction methods. A: First-order 
mass spectrum profile of ethyl acetate extract; B: First-order mass spectrometry map of the metabolites 
extracted from methanol; C: First-order mass spectrometry map of the water-extracted metabolites. Total ion 
chromatogram (TIC): Spectra of all ions in a set mass range. 
 
药基因的水平转移而产生[21]。例如氨基糖苷类

抗性基因会在肠球菌与其他细菌之间出现水平

基因转移，使其他细菌获得耐药性[22]。因此，

缺乏耐药基因和可转移的抗性基因是筛选益生

菌候选菌株的先决条件。耐药试验发现，菌株

F11.1G 对庆大霉素、链霉素、红霉素、新霉素

和卡那霉素等耐受[23]。细菌耐药性与其携带的

相关耐药基因相关，eatA 是屎肠球菌中先天的

LSa-like 基因，eatAv 是由 eatA 突变引起的，对

林可酰胺类、链阳菌素 A 和截短侧耳素类抗生

素具有抗性[24]。菌株携带肠球菌内在耐药基因

msrC，使肠球菌对大环内酯类和链阳菌素 B 类

抗生素具有天然耐药性 [25]。此外，AAC(6')-Ii
基因也是一个保守基因，它编码氨基糖苷乙酰

转移酶，其赋予了菌株对青霉素和妥布霉素协

同作用的抗性[26]。msrC 可能编码大环内酯类药

物的外排泵，对林可霉素、链霉素 A 和大环内

酯类药物耐药，是菌株对红霉素产生耐药性的
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原因[26]。因此，F11.1G 存在耐药基因以及质粒

等可转移元件，具有将抗药性传播给其他物种

和菌属的风险。 
毒力因子在细菌感染的定殖、侵袭和病理

变化产生中起着重要作用，其与黏附、生物膜

形成、MSCRAMM 和应激蛋白相关。肠球菌的

毒力因子包括表面蛋白 (Enterococcus surface 
protein, esp)、溶血素(cytolysin, cyl)、心内膜炎抗

原 (endocarditis antigen, efaA) 、 聚 集 物 质

(aggregation substance, AS)、明胶酶(gelatinase, 
gelE)等[17]。研究证实毒力决定因素为 cyl、AS 和

gelE[27]，菌株 F11.1G 中并未发现上述因子。但

是，菌株 F11.1G 携带潜在毒力因子基因 Acm，

该基因编码胶原结合蛋白 Acm，参与了与宿主

蛋白质及其他生物和非生物表面的黏附以及生

物膜的形成，黏附是感染过程中的一个关键过

程，也是选择潜在益生菌的主要标准之一[28]。

有研究认为，IS16 可作为医院多重耐药性菌株

的预测标志物，但菌株 F11.1G 不含 IS16，可将

菌株 F11.1G 与临床菌株区分开来[29]。根据欧洲

食品安全局的指南，当菌株对氨苄青霉素敏感

且缺乏 IS16、esp 和 hyl 毒力基因时，可评定为

安全，并可用作饲料添加剂 [30]，因此菌株

F11.1G 用于饲料中是安全的。 
屎肠球菌 T110 是从健康人肠道中分离出的

市售益生菌菌株，广泛用于人类、动物和水产

养殖[31]。屎肠球菌 T110 未预测到致病相关基

因。比较基因组发现菌株 F11.1G 与 T110 基因

组大小相当，菌株间亲缘关系较近，基因组高

度相似。在抗菌物质合成方面，菌株 F11.1G 与

T110 都预测到了 cyclic-lactone-autoinducer 和

T3PKS。Cyclic-lactone-autoinducer 合成基因簇

为其独特的合成基因簇，可以产生抗菌肽或通过

群体感应调节来抑制致病菌生物膜的形成[32]；聚

酮合酶(polyketide synthase, PKS)和非核糖体肽

合成酶(non-nucleic acid peptide synthetase, NRPS)
是细菌生物合成的主要代谢物簇，可以合成如

抗生素、抗真菌药物和免疫抑制剂等在医学和

研究中有益的产品；T3PKS 是一种从酰基辅酶

A 底物合成具有生物活性、结构多样的多酮化合

物的酶[33]，是两类细菌素的生物合成基因簇[34]。

在乳酸乳球菌乳亚种(Lactococcus lactis subsp. 
lactis) LL16 基因组中的 T3PKS 区域可产生具

有食品安全的细菌素[35]。菌株 T110 预测到的

RiPP-like 是一种核糖体合成翻译后修饰的具有

生物活性的多肽类天然产物，具有多重的抗菌

机制，可以作用于细胞壁的形成，达到抑菌作

用[36]。尽管 2 种菌株合成抗菌物质的基因簇具

有相似性，但菌株 F11.1G 相对菌株 T110 的抑菌

能力强弱还需进一步研究。在 F11.1G 的蛋白质

编码区(coding sequence, CDS)找到了 NRPS:CDS 
complement (23521..39411)，NRPS 参与抗菌肽

的合成，其基因功能域与腺苷酸结合、缩合、

磷酸化蛋白结合、生物合成-附加及平面细胞极

性蛋白等有关[37]，后期通过合成 NRPS 基因，

验证其抑菌作用，从而说明 F11.1G 中起到抗菌

作用的物质。 
益生菌的代谢物质中除了产生抗菌肽，还

可能产生如有机酸、生物碱、聚酮等具有抑菌

活性的物质[38]。菌株 F11.1G 中多种差异代谢物

参与 II 型聚酮产物生物合成通路和非核糖体肽

生物合成通路，与 antiSMASH 预测结果一致，

可能与抗菌相关。非靶向代谢组学结果表明菌

株 F11.1G 胞内存在着 D-乳酸、短杆菌肽 S、氟

喹啉、异喹啉、罗利吡咯、3-吲哚乙酸、雄黄

酮 A、4-羟基香豆素、胆碱、麻黄碱、茄碱等

可能是菌株 F11.1G 中具有抑菌作用的物质。有

机酸(乳酸和苯乳酸)通过干扰病原体细胞膜功

能来发挥抑菌作用，导致膜通透性增加、细胞

内容物丢失、裂解和死亡[39]。益生菌产生的吲

哚类[40]、喹啉类、吡咯类、吡啶类、哌啶类等

生物碱也具有良好的抑菌活性，吡咯类的生物

碱由非核糖体多肽酶和聚酮合酶进行生物合

成，吡咯里西啶类生物碱生物合成前体是 L-脯
氨酸、L-苏氨酸和短链脂肪酸[41]。植物次生代

谢过程中产生的萜类化合物(单萜和倍半萜)是
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精油具有抗菌活性的主要成分[42]。在 F11.1G 中

存在多种萜烯代谢物参与吲哚二萜生物碱生物

合成通路和各种生物碱生物合成通路，L-脯氨酸

可能通过合成吡咯里西啶类生物碱使菌株获得

抑菌作用。研究证实，许多氨基酸的存在可能表

明抗菌活性中可能有多肽或蛋白质的参与[43]。

环状二肽(L-亮氨酰-L-脯氨酸)是生物活性组分

中的主要化合物，链霉菌 V16R3Y1 产生 L-亮氨

酰-L-脯氨酸从而表现出广泛的抗菌活性[44]。菌株

F11.1G 胞内的差异代谢物中鉴定出多种二肽(丝
氨酰-赖氨酸、L-亮氨酰-L-脯氨酸、丝氨酰-谷氨

酰、丝氨酰-甘氨酸等)，可能是使菌株 F11.1G
具有抑菌活性的代谢物质。除此以外，菌株

F11.1G 胞内还有多种抗生素，如利福霉素、链

霉素、两性霉素 B、新霉素等，以及四环素、

青霉素、头孢菌素、链霉素、万古霉素、新霉

素、卡那霉素、庆大霉素等多种抗生素生物合

成通路，可能赋予了菌株抑菌能力。 
3.2  代谢产物挖掘 

屎肠球菌是环境中的优势益生菌，是微生

态制剂的重要来源，所产生的次生代谢产物十

分丰富，在数量和种类上占据优势地位，具有

很重要的研究价值，屎肠球菌 F11.1G 中分离鉴

定出的活性代谢产物包括：毛蕊花糖(C30H52O26)
是五糖类低聚半乳糖，具有抗氧化、抗炎、神

经保护、抗肿瘤和抗衰老和神经保护作用[45]。

四糖结构的水苏糖由 2 个 α-半乳糖分子、1 个

α-葡萄糖分子和 1 个 β-果糖分子组成，具有低

甜度、低热量和强大的稳定性[46]，能够靶向调

节改善胃肠道中有益微生物和调节免疫[47]等功

效，已被用于提高食品质量和开发功能性食品。

耐斯糖为四聚糖，是巴戟天中抗抑郁的主要活

性成分[48]。源自黑种草种子的天然寡糖黑种草

三糖(黑种草籽糖)，结合黑种草本身具有的利

尿、镇痛、缓解失眠、治疗头晕与耳鸣、缓解

肠道和消化不良以及控制糖尿病、降糖和降血

压的功效[49]，其在植物源功能性成分研究中占

据重要地位。目前对乳酸菌的次生代谢物研究主

要集中于抗菌活性物质，如文献表明，贝莱斯芽

孢杆菌(Bacillus thuringiensis) PJP10 可产 iturin
等几种枯草菌素[50]，屎肠球菌 TRS5 所产细菌

素是肠球菌素 enterocin P 等[51]，通过代谢组学

在菌株 F11.1G 胞内鉴定出链霉素、两性霉素 B、

新霉素等抗生素类产物，以及链霉素、新霉素、

卡那霉素和庆大霉素等多种抗生素生物合成通

路，但未分离出抗生素等物质，可能与代谢物

所用的仪器、溶剂以及数据库范围而有所不同。

乳酸菌次生代谢物分离得到寡糖类的相关研究

鲜有报道。在代谢组学中，菌株 F11.1G 鉴定到

多种糖类差异代谢物，如阿卡波糖、壳寡糖、

异麦芽三糖、L-1-磷酸岩藻糖、α-1,5-L-阿拉伯双

糖、棉籽糖、dTDP-D-葡萄糖、D-氨基葡萄糖等。

因此，菌株 F11.1G 中蕴含着丰富的寡糖类活性

代谢资源和抗生素资源，通过使用不同的分离

手段和鉴定方法得到活性好的单体化合物，对

于丰富次生代谢产物资源具有一定的贡献。 

4  结论 
本研究通过对菌株 F11.1G 进行全基因组

测序和功能预测，从基因水平全面评估了菌株

安全性。菌株含有 4 个毒力相关基因、3 个耐药

基因和 3 种次级代谢产物基因簇，非靶向代谢

组学分析表明菌株 F11.1G 中差异代谢物主要

集中在萜类和聚酮类、生物碱、有机酸等，可

能赋予了菌株抑菌效果。通过高分辨质谱鉴定

出菌株 F11.1G 中存在黑种草三糖、毛蕊花糖、

水苏糖、耐斯糖、二聚体白屈菜默碱、4-氧化戊

酸、1-羟基蒽醌和极少量酮类物质等代谢产物。

本研究对开发绿色、高效、性质稳定的天然抗

菌剂具有重要的意义，为屎肠球菌 F11.1G 作为

微生态制剂商品化开发利用提供了科学依据。 
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