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摘  要：【背景】肺炎克雷伯氏菌(Klebsiella pneumoniae)是一种革兰氏阴性杆菌，能够引发人类和

动物呼吸道感染、尿路感染和败血症等。本实验室前期在海南黑山羊的患病羔羊中分离鉴定出一株

肺炎克雷伯氏菌，命名为菌株 KPHN001。【目的】扩充肺炎克雷伯氏菌的基因组数据库信息，明确

菌株 KPHN001 的遗传进化关系。【方法】采用第 3 代 Oxford Nanopore Technologies (ONT)和第 2 代

Illumina 两种测序技术相结合的方式，通过全基因组测序和比较基因组学来对菌株进行基因功能注

释和生物信息学分析，并利用 PCR 技术验证测序结果。【结果】菌株 KPHN001 全基因组大小为

5 470 968 bp，G+C 含量为 56.66%，预测到的编码基因有 5 135 个，包含 25 个 rRNA、86 个 tRNA
基因和 58 个 sRNA；含 14 个基因岛、3 个前噬菌体；在 KEGG 和 COG 数据库中分别注释 3 321
和 4 075 个基因，根据分析结果绘制该菌株的全基因组圈图。比较基因组分析发现该菌株与菌株

HS11286 进化关系最接近。本研究还对选取的相关耐药基因进行了 PCR 检测，成功筛选出 4 个耐

药基因，分别为 SHV-11、H-NS、FosA 和 MdtQ。这些基因的存在表明该菌株具有多重耐药性。【结

论】通过全基因组和比较基因组学分析，揭示了菌株 KPHN001 的遗传信息。同时，通过比较不同

菌株之间的差异，为肺炎克雷伯氏菌的鉴定和临床防治奠定了遗传学基础。 
关键词：海南黑山羊；肺炎克雷伯氏菌；全基因组测序；基因组图谱；比较基因组学  
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Abstract: [Background] Klebsiella pneumoniae is a Gram-negative bacterium that can cause 
respiratory infections, urinary tract infections and sepsis in humans and animals. A strain of   
K. pneumoniae, named KPHN001, was isolated and identified from a diseased lamb of Hainan 
black goat. [Objective] To enrich the genomic information of K. pneumoniae and clarify the 
genetic evolutionary relationship of strain KPHN001. [Methods] This study used a combination 
of third-generation Oxford Nanopore Technologies (ONT) and second-generation Illumina for 
sequencing. The gene functions of the strain were annotated and bioinformatics analysis was 
conducted through whole-genome sequencing and comparative genomic analysis. The sequencing 
results were verified by PCR. [Results] The genome size of strain KPHN001 was 5 470 968 bp, 
with the G+C content of 56.66%. The genome carried 5 135 coding genes, 25 rRNAs, 86 tRNAs, 
and 58 sRNAs. There were 14 gene islands and 3 prophages. A total of 3 321 and 4 075 genes 
were annotated in KEGG and COG databases, respectively, and the circular whole genome 
diagram of the strain was drawn according to the analysis results. Comparative genomic 
analysis showed that strain KPHN001 shared the closest evolutionary relationship with 
HS11286. PCR was conducted for the selected antibiotic resistance genes, and four resistance 
genes (SHV-11, H-NS, FosA, and MdtQ) were mined out. The presence of these genes indicated 
that the strain was multidrug-resistant. [Conclusion] This study revealed genetic information of 
strain KPHN001 through whole genome sequencing and comparative genomic analysis. At the 
same time, by comparing the differences between different strains, this study layed a genetic 
basis for the identification and clinical application of K. pneumoniae. 
Keywords: Hainan black goats; Klebsiella pneumoniae; whole genome sequencing; genome 
diagram; comparative genomics 
 
 

肺炎克雷伯氏菌 (Klebsiella pneumoniae, 
KP)是一类革兰氏阴性菌，普遍存在于动物和人

的黏膜表面(如肠道黏膜、呼吸道黏膜、尿道黏

膜、生殖道黏膜)或环境(如水、土壤等)中。肺

炎克雷伯氏菌是一种重要的条件致病菌，具有

较强的致病性，常引发医源性感染，导致肺炎、

败血症等多种感染性疾病[1]。在抗生素出现之

前 ， 肺 炎 克 雷 伯 氏 菌 是 社 区 获 得 性 肺 炎

(community-acquired pneumonia, CAP)的重要病

原体，尤其是在糖尿病患者和酗酒者中[2]。后

来由于抗生素的滥用，肺炎克雷伯氏菌逐渐发

展出对多种抗生素的耐药性。 
在动物体质衰弱、免疫力不健全等情况下，

肺炎克雷伯氏菌可能引发多种疾病。近年来，

国内外报道了多起家禽、家畜和野生动物感染

肺炎克雷伯氏菌的病例[3-12]，其发病率和死亡率
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均较高，对动物的危害不容忽视。在牛群中，

肺炎克雷伯氏菌能够引起奶牛乳房炎、牛脑膜

脑炎、犊牛呼吸道感染等疾病[13-15]。在羊群中，

肺炎克雷伯氏菌可引起羊患肺炎及上呼吸道感

染，表现为咳嗽、呼吸急促、发热和食欲下降

等症状；在泌乳期的母羊中，可能导致乳腺感

染，进而影响乳羊的产奶量和质量；也可以引

起羊的尿路感染，导致排尿困难、尿频和血尿

等症状；如果感染进入血液中，可能导致败血

症，表现为全身症状，如高热、脱水、低血压

等，这是一种非常严重的情况，很大几率会导

致死亡[16]。肺炎克雷伯氏菌的流行引起了人们

广泛关注，该菌严重威胁畜牧业的发展，造成

巨大的经济损失[17]。 
肺炎克雷伯氏菌的相关研究在不断发展，

包括新型抗菌药物的开发、感染控制措施的不

断改进、疫苗研发以及高效的检测技术，但目

前仍然面临诸多挑战，如：该菌抗药性机制复

杂且多样，现有的研究方法和数据难以覆盖不

同地区的菌株特征、基础研究与临床应用的转

化不畅以及感染监测和数据收集的不全面等，

都限制了对该菌株的全面理解和应对。随着高

通量测序技术和分析方法的持续发展，越来越

多的菌株已经完成基因测序。同时，比较基因

组学能够更深入地揭示不同菌株基因组之间的

差异，为多数临床菌株的分析比较提供了可行

的方法。 
本实验室前期从海南黑山羊患病羔羊中分

离得到一株肺炎克雷伯氏菌(KPHN001)[18]。为

更好地了解菌株 KPHN001 的遗传变异和序列

特征，本研究对该菌株进行全基因组测序并与

其他肺炎克雷伯氏菌进行比较基因组学分析，

探讨不同菌株之间的遗传特性，以期为肺炎克

雷伯氏菌的开发和应用奠定遗传学基础。 

1  材料与方法 
1.1  样品 

肺炎克雷伯氏菌 KPHN001 分离自海南黑

山羊的患病羔羊，由本实验室保存[18]。 
1.2  培养基、主要试剂和仪器 

蛋白胨大豆琼脂(tryptone soya agar, TSA)
培养基、蛋白胨大豆肉汤(tryptone soya broth, 
TSB)培养基、哥伦比亚血琼脂培养基和麦康凯

琼脂培养基，青岛海博生物技术有限公司[18]。 
phosphate buffered solution (PBS)，武汉赛维尔生

物科技有限公司；细菌基因组 DNA 提取试剂

盒、DL2000 DNA marker，天根生化科技(北京)
有限公司；琼脂糖，BioFroxx 公司；Taq PCR 
Master Mix，生工生物工程(上海)股份有限公

司；绿色荧光核酸染料，北京索莱宝科技有限

公司。 
PCR 仪，Bio-Rad 公司；离心机，Eppendorf

公司；微量电子天平，梅特勒-托利多仪器(上海)
有限公司；凝胶成像仪，北京赛智创业科技有

限公司；琼脂糖凝胶电泳槽，北京六一生物科

技有限公司。 
1.3  菌株培养与基因组 DNA 的提取 

在生物安全柜中取出菌液，经 500 μL 无菌

PBS 稀释后，分别取 100 μL 涂布于 TSA、哥伦

比亚血琼脂培养基和麦康凯琼脂培养基上，平

皿正置至表面干燥后，倒置放于 37 ℃培养箱中

培养 24 h，观察记录菌落形态。挑取单菌落接种

于 5 mL TSB 中，37 ℃、180 r/min 培养 16−20 h，
再将菌液划线接种于 TSA 中，37 ℃培养 20 h，
使用细菌基因组 DNA 提取试剂盒提取菌株基

因组 DNA。 
1.4  KPHN001 的基因组测序和拼接 

采用 Oxford Nanopore Technologies (ONT)
和 Illumina测序平台对菌株KPHN001进行全基因

组测序，由广州基迪奥生物科技有限公司完成。 
1.5  基因组组分分析 

分别使用 Prokka[19] 、RepeatMasker[20] 和

TRF[21]软件预测菌株 KPHN001 基因组中的编

码序列、重复序列和串联重复序列；使用

RNAmmer[22]和 tRNAscan[23]软件分别预测 rRNA
和 tRNA；使用 cmscan[24]比对 Rfam 数据库，预
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测 sRNA；使用CRISPRFinder[25]软件预测CRISPR
数量；使用在线工具 IslandViewer 4 预测基因岛；

使用 Phage_Finder[26]软件预测前噬菌体个数。 
1.6  基因组功能注释 

利用以下 4 个数据库进行基因组功能注释。 
GO 数据库：使用 Blast2GO 工具[27]得到基

因的 GO 注释信息，并对所有基因做 GO 功能

分类统计，从宏观上认识该物种的基因功能分

布特征。 
COG 数据库：通过使用 DIAMOND[28]工具

将基因组数据与 COG 数据库进行比对，获取基

因的注释信息，并根据这些信息对蛋白质进行

功能分类。 
KEGG 数据库：使用 DIAMOND[28]工具将

基因组数据与 KEGG 数据库进行比对，获得基

因所对应的注释结果。 
CAZy 数据库：使用 BLASTp 工具[29]将基

因序列与数据库比对注释。 
1.7  共线性分析 

使用 MUMmer[30]软件对目标基因组和参

考基因组进行比对，确定了基因组间的大范围

共线性关系。之后使用 SyRI[31]对区域间进行比

对，确认局部位置排列关系，并从中查找易位、

倒置和易位+倒置的区域。 
1.8  基因家族分析 

采用 DIAMOND[28]对所有参与分析的物种

氨 基 酸 ( 或 核 苷 酸 ) 序 列 进 行 比 对 ， 使 用

OrthoMCL[32]进行相似性聚类，获得聚类为

cluster 的同源基因列表，统计每一个蛋白聚类

cluster 的物种分布情况。 
1.9  系统发育树分析和平均核苷酸一

致性(average nucleotide identity, ANI)
分析 

本 研 究 利 用 最 大 似 然 法 构 建 了 菌 株

KPHN001 基因组与参考基因组的系统发育树。

使用测序物种与参考物种全基因组中均为单拷

贝的基因家族中的基因，利用 IQ-TREE[33]构建

系统发育树，研究物种间的进化关系。基于同

源基因家族聚类分析的结果，选取单一拷贝的

同源基因进行多序列比对和比对质量控制，利用

MUSCLE[34]软件进行序列比对，采用 Gblocks[35]

软件进行比对质量控制，然后基于单拷贝基因

法构建系统发育树。 
在共线性比对完成的基础上，采用 PyANI[36]

计算目标基因组与参考的近缘基因组的两两基

因组比对区域的 ANI。ANI 是在核苷酸水平比

较 2 个基因组亲缘关系的指标，ANI 值是 2 个微

生物基因组同源片段之间平均的碱基相似度，

其特点是在近缘物种之间有较高的区分度，通

常，ANI 值以 95%作为分类阈值区分不同物种。

ANI 常用于细菌基因组的鉴定，通过基因组序

列比对判断是否为同一种或者亚种。 
1.10  耐药基因的检测 

使用 CARD 数据库对菌株 KPHN001 的基

因组序列进行耐药基因检测，共检测出 24 种耐

药基因：SHV-11、Klebsiella pneumoniae KpnF、

Klebsiella pneumoniae KpnE、LptD、oqxA、MdtQ、

H-NS、marA、Klebsiella pneumoniae OmpK37、
OmpA、msbA、vanG、leuO、FosA6、eptB、ArnT、
CRP、adeF、rsmA、Klebsiella pneumoniae KpnH、

Klebsiella pneumoniae KpnG、emrR、adeF、adeF。

其中，前 6 种耐药基因属于 perfect 标准，其他

属于 strict 标准。 
利用 NCBI 网站对以上 24 种耐药基因进行

检索，获得 4 种耐药基因(SHV-11, MdtQ, H-NS, 
FosA6)的引物序列。最终，4 种耐药基因的引物

由 Primer Premier 6 软件进行设计(表 1)，并送

往生工生物工程(上海)股份有限公司合成。以肺

炎克雷伯氏菌基因组 DNA 为模板，通过 PCR
检测耐药基因。PCR 反应体系：2×Taq PCR 
Master Mix 5 μL，上、下游引物(100 μmol/L)各
0.6 μL，DNA 模板 0.8 μL，ddH2O 补足 10 μL。

PCR 反应条件：94 ℃ 4 min；94 ℃ 30 s，55 ℃ 
30 s，72 ℃ 90 s，30 个循环；72 ℃ 5 min。PCR
扩增完成后，采用 1%琼脂糖凝胶电泳来判断

结果。 
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2  结果与分析 
2.1  菌株 KPHN001 基因组的一般特征 

利用 ONT 和 Illumina 产生的序列数据进行

从头组装。经过适配接头的修剪和低质量读数

的过滤后，获得了 KP 的有效数据，并通过

Illumina 测序数据进行校正，最终得到了菌株

KPHN001 的完整基因组(图 1)。最后，本研究将

基因组序列及其注释信息进行了整合(表 2)。 
利用 ONT 和 Illumina 对数据进行组装、修

剪、过滤和校正，成功获得了菌株 KPHN001
的全基因组测序信息(图 1)。其中，全基因组圈

图的最外侧坐标表示基因组序列对应的位置，

向内圈层分别是正链基因、负链基因、ncRNA 
(黑色表示 tRNA，红色表示 rRNA)、G+C 含量(红
色表示大于均值，蓝色表示小于均值)和 G+C
偏移(紫色表示大于 0，橙色表示小于 0)。将全

基因组测序数据及其注释信息进行整合，详细

内容见表 2。 
 
表 1  本研究的引物信息 
Table 1  Primer information in this study 
抗生素种类 
Type of 
Antibiotic 

引物名称 
Primer name 

引物序列 
Primer sequence (5′→3′) 

退火温度

Annealing 
temperature (℃) 

产物大小 
Product 
size (bp) 

参考文献 
Reference 

头孢菌素 
Cephalosporin 

SHV-11 F: GCTGTTATCGCTCATGGTA 55 377 [37] 
R: TTCGCCTGTGTATTATCTCC 

多种抗生素 
Multi-antibiotics 

MdtQ F: CGAGGTCAGTTGAATGCTA 55 711 [38] 
R: GCGGAGAACGATATTAACG 

膦酸类 
Phosphonic acids 

FosA6 F: ATGCTGAGTGGACTGAATC 55 228 [37] 
R: ATCGGCTTCGCTAATACTAA 

多种抗生素 
Multi-antibiotics 

H-NS F: GCCCAGCCTTTGTTATTCA 55 279 [39] 
R: GCAGCAGTTTGAGTGGAT 

 

 
 
图 1  菌株 KPHN001 的全基因组圈图 
Figure 1  Whole genome circle map of strain KPHN001.  
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表 2  菌株 KPHN001 的注释信息  
Table 2  Annotation information of strain KPHN001 
项目  
Item 

数量 
Quantity 

基因大小 Gene size (bp) 2 668 660 601 
基因总长度 
Total gene length (bp) 

5 470 968 

G+C 含量 G+C content (%) 56.66 
编码基因 Coding gene  5 135 
基因岛 Gene island 14 
编码区总长度 
Total length of code area (%) 

4 764 579 

基因岛总长度 
Total length of gene island (bp) 

362 874 

串联重复序列 Tendam repeat 116 
rRNA 25 
tRNA 86 
sRNA 58 
SINEs 39 
LINEs 29 
CRISPR 2 
前噬菌体 Prophage 3 
前噬菌体总长度 
Total prophage length (pb) 

110 978 

 
2.2  基因功能分析 
2.2.1  KEGG 注释 

菌株 KPHN001 的 KEGG 注释结果显示，  
3 321 个基因被注释为具有功能信息，占基因组

的 64.67%，其中，与代谢、遗传信息处理、环

境信息处理、细胞过程、生物系统相关的基因

数量百分比结果见表 3。结果表明，在 KEGG
功能注释中，与代谢通路相关的基因最多，其

中包括碳水化合物代谢(12.57%)与氨基酸代谢

(8.37%)。此外，还发现 40 个基因与萜类及聚

酮化合物的代谢相关(图 2)。 
2.2.2  GO 注释  

菌株 KPHN001 的 GO 注释结果如图 3 所

示。在生物过程中，细胞过程(cellular process)、
单生物体过程(single-organism process)和代谢

过程(metabolic process)是基因富集程度最高的 

表 3  菌株 KPHN001 的 KEGG 注释结果 
Table 3  KEGG annotation results of strain KPHN001  
通路  
Pathway 

百分比 
Percentage (%) 

代谢 Metabolism  72.07 
遗传信息处理 
Genetic information processing  

6.14 

环境信息处理 
Environmental information processing  

14.96 

细胞过程 Cellular process  5.11 
生物系统 Organismal systems  0.30 

 
3 个途径，分别富集了 3 811、3 466 和 3 270 个

基因；在细胞组成中，细胞(cell)和细胞部分(cell 
part)是富集程度最高的 2 个途径，分别富集了  
3 110 个和 3 106 个基因；在分子功能中，结合

(binding)和催化活性(catalytic activity)是富集程度

最高的 2 个途径，分别富集了 2 645 个和 2 983 个

基因。 
2.2.3  COG 注释 

有 4 075 个蛋白质编码基因被注释到COG 数

据库中 25 个类别中(图 4)。在这 4 075 个基因中，

586 个与氨基酸运输和代谢相关的基因，536 个与

碳水化合物运输和代谢相关的基因，440 个转录

相关基因，386 个与无机离子转运和代谢相关

的基因。这一结果与 KEGG 代谢通路分析的结

果相似，大量基因参与细菌维持基本生命的新

陈代谢过程。 
2.2.4  CAZy 注释 

菌株KPHN001的CAZy注释结果显示(图5)，
772 个基因被注释到相关酶类中，包括 350 个

与糖苷水解酶 (glycoside hydrolases)相关的基

因，290 个与糖基转移酶(glycosyl transferases)
相关的基因，81 个与碳水化合物酶结合模块

(carbohydrate-binding modules)相关的基因，41 个

与碳水化合物酯酶(carbohydrate esterases)相关

的基因，6 个与辅助活性(auxiliary activities)相关

的基因，以及 4 个与多糖裂解酶(polysaccharide 
lyases)相关的基因。 
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图 2  KEGG 注释结果统计图   横轴表示基因数量，纵轴表示 KEGG 功能注释的分类。 
Figure 2  Statistical graph of KEGG annotation results. The horizontal axis represents the number of genes, 
and the vertical axis represents the functional classification of the KEGG database. 
 
2.3  比较基因组分析 
2.3.1  同源基因系统发育树  

为揭示不同来源的肺炎克雷伯氏菌的遗传

差异、进化关系和功能特性，从 NCBI 网站获

取 6 株肺炎克雷伯氏菌进行基因组级别的比较

(表 4)，构建同源基因系统发育树。 
菌株 KPHN001 的系统发育树显示，菌株

KPHN001 与菌株 HS11286 处在同一分支，进化

关系最近(图 6)。系统发育树还展示了菌株 DSM 
30104、ASM 159094v1、ATCC 13883 和 NCTC 
9633 这 4 个基因组形成了一个相对紧密的分支，

表明它们在基因组结构上具有高度的保守性。

此外，菌株 KPHN001 与 HS11286 在树中的分

支较为独立，提示这 2 个基因组可能经历了不 
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图 3  菌株 KPHN001 的 GO 功能注释 
Figure 3  GO function annotation of strain KPHN001.  
 
同的适应性进化。这一观察为推测各基因组的

遗传背景和适应性机制提供了重要线索。 
2.3.2  共线性分析 

对 5个肺炎克雷伯氏菌株的基因组进行了共

线性分析，结果显示出各基因组之间的遗传保守

性和变异(图 7)。通过比较菌株 KPHN001 与其

他 4 个基因组(DSM 30104、ATCC 13883、ASM 
159094v1 和 NCTC 9633)时，发现其相似度分

别为 87.22%、86.97%、87.34%和 86.45%。这

些结果表明，各基因组之间尽管存在一定程度

的遗传变异，整体上各基因组之间仍然表现出较

高的保守性。这些保守区域的存在可能指示它们

在功能上具有相似的特征。特别是菌株 HS11286

与菌株 KPHN001 之间的相似 度更是达 到

91.63%，突出显示了这 2 个基因组在结构上显著

的相似性和进化联系。 
2.3.3  基因家族分析  

菌株 KPHN001 的基因家族分析结果显示

(图 8)，6 个菌株具有 4 177 个共有的基因家族，

总计 19 247 个保守基因。其中，菌株 HS11286
包含 593 个特有基因、菌株 ATCC 13883 包含

14 个特有基因、菌株 ASM 159094v1 包含 32 个

特有基因、菌株 NCTC 9633 包含 17 个特有基

因、菌株 DSM 30104 包含 8 个特有基因，以及菌

株 KPHN001 包含 362 个特有基因。结果表明，

在这 6 个菌株之间多数是保守基因，仅有少数基 
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图 4  菌株 KPHN001 的 COG 功能注释   横轴表示功能分类，纵轴表示每种功能分类的基因数量。 
Figure 4  COG functional annotation of strain KPHN001. The horizontal axis represents functional 
classification, and the vertical axis represents the number of genes in each functional classification. 
 

 
 
图 5  菌株 KPHN001 的 CAZy 分类统计图   横轴表示酶的分类，纵轴表示该分类包含的基因数。 
Figure 5  CAZy classification of strain KPHN001. The horizontal axis represents the classification of 
enzymes, and the vertical axis represents the number of genes contained in that classification.  
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表 4  六株肺炎克雷伯氏菌的基本信息 
Table 4  Basic information of 6 strains of Klebsiella pneumoniae 
GenBank 登录号 
GenBank accession number   

毒株编号 
Strain code 

年份 
Year 

宿主 
Host 

来源 
Source 

PRJNA863221 KPHN001 2021 山羊 Capra hircus NCBI 
GCA_000240185.2 HS11286 2011 人类 Homo sapiens NCBI 
GCA_000281755.1 DSM 30104 2012 人类 Homo sapiens NCBI 
GCF_001590945.1 ASM 159094v1 2016 人类 Homo sapiens NCBI 
GCA_000240185.2 ATCC 13883 2011 人类 Homo sapiens NCBI 
GCF_900452045.1 NCTC 9633 2018 人类 Homo sapiens NCBI 
 

 
 
图 6  同源单拷贝基因系统发育树   最上方有一个标度条，标度为 0.01，表示进化距离的单位。100、
64、68 表示进化距离。 
Figure 6  Phylogenetic tree of homologous single copy genes. At the very top is a scale bar with a scale of 
0.01, representing a unit of evolutionary distance. 100, 64, and 68 are evolutionary distances. 
 
因是特有的。特别是，菌株 DSM 30104、ATCC 
13883 和NCTC 9633的特有基因最少，菌株 ASM 
159094v1 排在其次，表明这些菌株之间的遗传

分化程度相对较低。 
2.3.4  ANI 分析结果 

利用 ANI 分析对不同基因组之间的相似

性进行比对，结果如图 9 所示。热图显示了各

基因组之间的相似度，数值接近 1 的区域表示

高度相似。其中，菌株 DSM 30104、ASM 
159094v1、ATCC 13883 和 NCTC 9633 的相似

度均高于 0.999，显示出它们之间的密切关系。相

比之下，菌株 KPHN001 与 HS11286 的相似度较

低，这与它们在系统发育树中的独立分支位置

相一致，提示它们可能存在显著的遗传变异。

整体结果突显了各基因组间的保守性与变异性

的共存，为理解 Klebsiella pneumoniae 的遗传

多样性和进化历史提供了重大的数据支持。 
2.4  耐药基因及 PCR 结果 

对选取的相关耐药基因进行 PCR 检测，检

测结果如图 10 所示。本研究中总共筛选了 4 个

耐药基因，PCR 验证出了 SHV-11、H-NS、FosA、

MdtQ 这 4 个耐药基因。 

3  讨论 
针对肺炎克雷伯氏菌 KPHN001 进行基因

组测序，功能注释结果显示，菌株 KPHN001
的 3 321 个基因中，64.67%具备功能信息，并

且代谢过程相关基因占比达 72.07%。这一数据 
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图 7  菌株 KPHN001 与其他菌株的共线性分析结果   A：菌株 ASM 159094v1 vs. 菌株 KPHN001；B：

菌株 ATCC 13883 vs. 菌株 KPHN001；C：菌株 DSM 30104 vs. 菌株 KPHN001；D：菌株 HS11286 vs.
菌株 KPHN001；E：菌株 NCTC 9633 vs. 菌株 KPHN001。上轴为目标物种基因组，下轴为参考基因组。

红色线条与对应区域正向匹配；蓝色线条与对应区域反向匹配。 
Figure 7  Results of collinearity analysis between strain KPHN001 and other strains. A: Strain ASM 
159094v1 vs. KPHN001; B: Strain ATCC 13883 vs. KPHN001; C: Strain DSM 30104 vs. KPHN001; D: 
Strain HS11286 vs. KPHN001; E: Strain NCTC 9633 vs. KPHN001. The top axis is the target species 
genome, and the bottom axis is the reference genome. Red line is positively matched with the corresponding 
area; Blue line is reversed with the corresponding area.  
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图 8  同源基因家族韦恩图   每个椭圆表示一个基因组，每个区域上方的数字表示此区域内物种的基

因家族个数，括号中数字为此区域中基因家族的总基因个数。 
Figure 8  Venn Diagram of homologous gene families. Each oval represents a genome, the number above 
each region indicates the number of gene families in the species in that region, and the number in square 
brackets below indicates the total number of genes in the species in that region. 
 

 
 
图 9  ANI 分析的热图 
Figure 9  Heat map of ANI analysis.  
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图 10  菌株 KPHN001 耐药基因 PCR 结果 
Figure 10  PCR Results of Resistance Genes in 
KPHN001 Strain. M: DL2000 DNA marker; 1: 
SHV-11; 2: H-NS; 3: FosA; 4: MdtQ.  
 
突显了菌株 KPHN001 在碳水化合物和氨基酸

代谢方面的显著特征，反映其在营养获取和利

用方面的高度适应性，并提示宿主微环境是支

持细菌生长的营养物质的重要来源[40]。 
进一步的 CAZy 注释表明，菌株 KPHN001

中富集多种活性酶，尤其是糖苷水解酶和糖基

转移酶，提示其在碳水化合物的降解和转化中

可能发挥重要作用。同时，GO 分析强调该菌株

在细胞过程和生物过程中的多个基因的高富集

程度，突出其在细胞结构和生理功能中的重要

性。肺炎克雷伯氏菌的菌毛是细菌细胞的另一种

成分，通过介导病原体黏附到下尿路、呼吸道和

胃肠道的黏膜层或上皮细胞上来帮助致病性[41]。

这进一步支持了 KEGG 分析的结果，表明该菌

株在细胞功能和代谢功能方面具有显著的基因

组特征。 
通过 COG 数据库的分析，菌株 KPHN001

在氨基酸及碳水化合物运输和代谢、转录及无

机离子转运方面的基因数量较高，表明其在适

应环境变化方面具备优势。这与 KEGG 的代谢

通路分析结果一致，即菌株 KPHN001 在对环境

信息处理方面的基因富集达到 14.96%，这表明

其在适应不同环境刺激及外界变化的能力，也

为其在自然生态系统或临床感染中的潜在生存

策略提供了基础。这种适应能力与其致病性和

生态适应性密切相关，表明菌株 KPHN001 在进

化过程中可能获得了应对抗生素压力及宿主免

疫反应的调控机制。 
菌株 KPHN001 的系统发育树分析显示，它

与 HS11286 处于同一分支，表明二者的进化关

系接近。这一结果与 5 个 Klebsiella pneumoniae
基因组的共线性分析一致，尽管存在一定遗传

变异，整体展现出较高的保守性，反映出它们

在功能特性上的相似性。菌株 KPHN001 与其他

基因组的相似度较高，而菌株 KPHN001 与

HS11286 的相似度偏低，暗示二者之间可能存

在显著的遗传变异。热图分析显示，与其他基因

组之间的相似度高，表明它们的关系密切。3 个

分析结果共同揭示了 Klebsiella pneumoniae 各

个基因组之间保守性与变异性的共存，为理解

其遗传多样性与进化历史提供了重要的数据支

持。通过这两种分析，我们能够更全面地探讨

不同基因组之间的关系及其对适应性进化的潜

在影响。 
基因家族分析显示，菌株 KPHN001 与其他

5 个菌株在基因家族上的保守性较高，共有    
4 177 个基因家族在所有菌株中存在。菌株

KPHN001 与其他菌株相比具有较多的共享基

因，说明其在不同菌株中保守基因的数量较多，

遗传变异程度较低。这也反映了肺炎克雷伯氏

菌株之间遗传背景的相似性和稳定性。肺炎克

雷伯氏菌的遗传灵活性是它们能够获得抗菌素

耐药性的决定因素[42]。 
在本研究中，我们对选取的相关耐药基因

进行了 PCR 检测，并成功筛选出 4 个耐药基因，

包括 SHV-11、H-NS、FosA 和 MdtQ，这些基因

的存在表明该菌株具备一定的耐药性。同时，

相关研究表明菌株 KPHN001 对多黏菌素 B 和呋

喃唑酮敏感，对青霉素、头孢拉定、氧氟沙星、

庆大霉素等 28 种药物呈现不同程度耐药[18]，也

证明了菌株 KPHN001 是多重耐药菌。肺炎克雷

伯氏菌为机会致病菌，可感染动物，这一现象

在文献中已有较多报道[43-45]。随着养羊业的发

展，肺炎克雷伯氏菌在羊群中的感染病例逐渐
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增多，尤其是在饲养密集和管理不善的环境中

感染风险更高。这一问题在全球范围内的复杂

性因地区差异而有所不同，热带地区如海南由

于其特有的高温高湿气候，对肺炎克雷伯氏菌

的生存与传播具有特殊影响，这为相关研究带

来了挑战。 
本研究的结果显示菌株 KPHN001 在代谢

功能和环境适应能力上具备显著特征，其遗传

背景的相似性与差异性为后续研究提供了新视

角。这些重要发现不仅为进一步理解肺炎克雷

伯氏菌的生物学功能提供了基础，还为研究其

在临床和环境中的作用奠定了基础，期待未来

在不同环境和条件下对菌株 KPHN001 的表征

进行深入探究，揭示其在肺炎克雷伯氏菌群体

中的生态角色与进化意义。 

4  结论 
本 研究深入探讨了羊肺炎克雷伯氏菌

KPHN001 的基因组特征及其在代谢与耐药性方

面的重要性。基因组功能注释显示，菌株

KPHN001 在代谢过程中具有显著的优势，尤其

在碳水化合物和氨基酸代谢方面，反映出其对

环境的高度适应能力。此外，菌株 KPHN001
与 HS11286 的进化关系表明，二者可能共享相

似的遗传特征和生态适应性。通过 PCR 技术筛

选出 SHV-11、H-NS、FosA 和 MdtQ 这 4 个耐药

基因，强调了该菌株在机会致病菌中的作用。

这些发现为理解肺炎克雷伯氏菌的生物学功能

提供了重要的基础，也为制定有效的防控策略

提供了新的视角。未来的研究应进一步探究

KPHN001 在不同生态环境中的表征及其潜在

的临床危害，以便更好地应对肺炎克雷伯氏菌

带来的公共健康挑战。 
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