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摘   要：【背景】枯草芽孢杆菌 N2-10 是一株具有较强抑菌能力且能产纤维素酶等多种水解酶的

革兰氏阳性菌，在发酵饲料中具有较大的应用潜力。【目的】通过获得枯草芽孢杆菌 N2-10 的全基

因组序列信息，进一步解析菌株次级代谢产物合成基因信息，并通过比较基因组学分析菌株 N2-10

与模式菌株的差异性，为阐明 N2-10 抑菌和益生机制提供理论基础。【方法】通过二代 Illumina 

NovaSeq 联合三代 PacBio Sequel 测序平台，对菌株 N2-10 进行全基因组测序，将测序数据进行基

因组组装、基因预测与功能注释，并利用比较基因组学分析 N2-10 与其他菌株的差异。【结果】菌

株 N2-10 基因组大小为 4 036 899 bp，GC 含量为 43.88%；共编码 4 163 个编码基因，所有编码基

因总长度为 3 594 369 bp，编码区总长度占基因组总长度的 89.04%；含有 85 个 tRNA、10 个 5S 

rRNA、10 个 16S rRNA、10 个 23S rRNA，以及 2 个 CRISPR-Cas、1 个前噬菌体和 6 个基因岛；

在 GO (gene ontolog)、COG (clusters of orthologous groups of protein)、KEGG (Kyoto encyclopedia of 

genes and genome)、CAZy (carbohydrate-active enzyme)数据库中分别注释到 3 048、3 177、3 894、

145 个基因；此外，菌株 N2-10 共注释到 10 个次级代谢产物合成基因簇，包括根霉素 A、表面活

性素、bacillaene、丰原素、儿茶酸铁载体杆菌苷、芽孢杆菌素 A、溶杆菌素生物合成基因簇和

3 个未知基因簇；比较基因组分析结果表明，菌株 N2-10 与模式菌株枯草芽孢杆菌 168 具有较高



 
132 微生物学通报 Microbiol. China 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

相似性。【结论】通过全基因组测序技术揭示了菌株 N2-10 的遗传信息，为深入了解 N2-10 产生多

种次级代谢产物提供了参考，为进一步开发利用 N2-10 提供了坚实有力的依据。 

关键词：枯草芽孢杆菌；全基因组测序；基因组图谱；比较基因组分析 
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Abstract: [Background] With strong bacteriostatic activity, Gram-positive Bacillus subtilis 
N2-10 produces diverse hydrolases such as cellulase, thus showing huge potential in feed 
fermentation. [Objective] The whole genome of N2-10 was sequenced and the genes related to 
the synthesis of the secondary metabolites were analyzed. Based on comparative genomics, the 
difference between N2-10 and the model strain was dissected. The findings are expected to lay a 
theoretical basis for clarifying the bacteriostatic and probiotic mechanisms of this strain. 
[Methods] The genome of N2-10 was sequenced by Illumina NovaSeq and PacBioSequel, 
followed by genome assembly, gene prediction, and functional annotation. The differences 
between N2-10 and a model strain were analyzed by comparative genomics. [Results] The 
genome of N2-10 is 4 036 899 bp, with GC content of 43.88%. It has 4 163 coding genes with 
the total length of 3 594 369 bp, and the total length of the coding region accounts for 89.1% of 
the total genome length. In detail, it has 85 tRNA genes, 10 5S rRNA genes, 10 16S rRNA genes, 
10 23S rRNA genes, 2 CRISPR-Cas sequences, and 6 gene islands. Moreover, this strain was also 
found to have a prophage. In addition, 3 048, 3 177, 3 894, and 145 genes were annotated in GO 
(gene ontolog), COG (clusters of orthologous groups of proteins), KEGG (Kyoto encyclopedia of 
genes and genomes), and CAZy (carbohydrate-active enzymes) databases, respectively. At the 
same time, 10 gene clusters for the synthesis of secondary metabolites were predicted, including 
biosynthesis gene clusters rhizocticin A, bacillaene, fengycin, bacillibactin, subtilosin A, and 
bacilysin and 3 unknown gene clusters. Comparative genomics analysis showed that N2-10 had 
high homology with B. subtilis 168. [Conclusion] Through genome sequencing, we unveiled the 
genetic information of N2-10, providing a reference for further understanding the secondary 
metabolites of this stain and further development and utilization of it. 
Keywords: Bacillus subtilis; genome sequencing; genome maps; comparative genomics analysis 

 

枯草芽孢杆菌(Bacillus subtilis)作为发酵饲

料的常用菌株，在提高动物生产性能、增强动

物机体免疫能力、改善动物机体肠道环境等方

面效果显著[1]。枯草芽孢杆菌属于革兰氏阳性

菌[2]，是一种好氧化能异养型细菌，具有耐酸

碱、耐高温、耐盐等特性[3]，能够产生氨基酸、
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维生素、有机酸和生长因子等多种参与机体新

陈代谢的产物，而且分泌多种消化酶如蛋白酶、

淀粉酶等 [4]，有效促进蛋白质、淀粉、多糖等

有机物的分解[5]。 

研究表明，枯草芽孢杆菌可有效提高家禽

饲料能量转化率，促进家禽生长生产，提高肉、

蛋产量，改善肉、蛋品质，降低家禽疾病发生

率 [6]。李靖 [7]在奶牛日粮中加入枯草芽孢杆菌

BS041 可降低瘤胃中弯曲菌属和葡萄球菌属的

丰度水平；程连平[8]在湖羊日粮中添加枯草芽

孢杆菌制剂后发现，免疫球蛋白、白细胞介素

含量显著提高，瘤胃液氨态氮、有机酸含量显

著提高；陈志敏等[9]应用枯草芽孢杆菌发酵肉

鸡饲料，当发酵饲料替代 10%基础日粮饲喂肉

鸡后，可以显著提高生长性能，肉鸡肠道形态

得到明显改善；王震[10]应用枯草芽孢杆菌发酵

麸皮，当发酵饲料替代 10%基础日粮饲喂育肥

猪时，显著提高平均日增重，降低料重比。朱

燕丽 [11]将枯草芽孢杆菌发酵麸皮饲喂肉鸡发

现，发酵麸皮在提高肉鸡生长生产性能等方面

发挥巨大作用。 

本实验室前期筛选到一株枯草芽孢杆菌

N2-10，其具有较强的抑菌能力且还可以产木质

纤维素酶、淀粉酶、蛋白酶等多种消化酶[12]，

该菌株发酵秸秆后饲喂绵羊，可明显改善绵羊瘤

胃的微生物多样性[13]。此外，将其应用在家禽全

价配合饲料上，显著提高了蛋鸡生长性能、生产

性能，降低死淘率，有效抑制多种肠道病原菌[14]。

为了更好地研究该菌株的抑菌机制和发酵饲料

在畜禽养殖中的效果，通过二代联合三代测序对

枯草芽孢杆菌 N2-10 进行了全基因组测序、功能

注释和次级代谢产物分析，并将该菌株与 NCBI

数据库中下载得到的模式菌株枯草芽孢杆菌

168 进行比较基因组分析，以期为高效开发利用

枯草芽孢杆菌 N2-10 提供生物信息学基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  菌株 

枯草芽孢杆菌(Bacillus subtilis) N2-10，保

存于河北农业大学农牧微生物实验室。 

1.1.2  培养基 

NB 培养基 (g/L)：牛肉膏 3.00，蛋白胨

10.00，NaCl 5.00。NA 培养基(g/L)：牛肉膏 3.00，

蛋白胨 10.00，NaCl 5.00，琼脂 20.00。 

1.2  方法 
1.2.1  菌株基因组提取及测序 

将−80 ℃保存的枯草芽孢杆菌 N2-10 划线

接种于 NA 培养基上，37 ℃培养 24 h，挑取单

菌落接种于 100 mL NB 培养基中，37 ℃、   

220 r/min 培养 24 h，将菌液 12 000 r/min 离心   

5 min 收集菌体，送北京诺禾致源科技股份有限

公司测序，库检合格后进行 PacBio Sequel 和

Illumina NovaSeq PE150 测序。 

1.2.2  基因组组装及优化 

原始下机数据过滤质控后，利用 SMRT 

Link V5.0.1 软件(https://www.pacb.com/support/ 

software-downloads/)对原始下机数据进行初步

组装，将组装的数据校正后得到基因组组装数

据。将组装数据优化后与组装结果进行比对分

析，进行测序结果的矫正[15]。 

1.2.3  基因组组分分析 

利 用 Glimmer V3.02 (http://ccb.jhu.edu/ 

software/glimmer/index.shtml)和 GeneMarkS V4.3

软件 (http://topaz.gatech.edu/GeneMark) 预测枯

草芽孢杆菌 N2-10 基因组的编码基因[16-17]；利

用 tRNAscan-SE V2.0 软件(http://trna.ucsc.edu/ 

software/)预测 tRNA[18]；采用 rRNAmmer V1.2

软件 (http://www.cbs.dtu.dk/services/RNAmmer/)对

rRNA 进行分析[19]；使用 BLAST+V2.3.0 软件

(ftp://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/blast/executables/blast
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+/2.3.0/)对 SnRNA 进行预测[20]；利用 Minced 

V3.0 软件(https://github.com/ctSkennerton/minced)

预测 CRISPR-Cas 数量[21]。利用 PHAST V2.3

软 件 (https://sourceforge.net/projects/phage-finder/ 

files/)预测前噬菌体个数[22]；利用 IslandViewer 

V4.0 软 件 (https://www.pathogenomics.sfu.ca/ 

islandviewer/resources/)预测基因岛数量[23]。 

1.2.4  基因功能分析 

通过 Blast2go V2.5 软件(https://www.blast2go. 

com/)对 GO (gene ontolog)数据库进行注释[24]；

通过 eggNOG V4.5.1 软件(http://eggnogdb.embl. 

de/#/app/home)对 COG (clusters of orthologous 

groups of proteins)数据库进行注释 [25]；通过

KEGG (Kyoto encyclopedia of genes and genomes)
在线数据库(http://www.genome.jp/kegg/)对 KEGG

进行注释 [26]；通过 CAZy (carbohydrate-active 

enzymes) V6.0 软 件 (http://www.cazy.org/) 对

CAZy 数据库进行注释 [27]；通过 antiSMASH 

V4.0.2 软件 (https://dl.secondarymetabolites.org/ 

releases/4.0.2/)对次级代谢产物进行注释[28]。 

1.2.5  比较基因组分析 

利用 IQ-TREE V1.6.12 软件(http://www.iqtree. 

org/release/v1.6.12)构建同源单拷贝基因系统发

育树，建树方法为 maximum likelihood；使用

Mummer V4.0 分析软件(https://mummer4.github. 

io/)进行共线性分析，默认软件参数；基因组组分

比较分析同 1.2.3；基因组功能比较分析同 1.2.4。 

2  结果与分析 

2.1  基因组测序及分析 
枯草芽孢杆菌 N2-10 基因组中包含一条染

色体，大小为 4 036 899 bp，GC 含量为 43.88%；

共编码 4 163 个编码基因，所有编码基因总长度

为 3 594 369 bp，编码基因平均长度为 863 bp，

编码区总长度占基因组总长度的 89.04%；含有

85 个 tRNA，10 个 5S rRNA、10 个 16S rRNA、

10 个 23S rRNA；2 个 CRISPR-Cas，CRISPR1 所在

区域为 494 724−494 986，含有 5 个重复序列，重复

序列平均长度为 23 bp，间隔序列平均长度 37 bp，

CRISPR2 所在区域为 3 545 037−3 545 307，含

有 4 个重复序列，重复序列平均长度为 28 bp，

间隔序列平均长度 53 bp；1 个前噬菌体位于

1 313 578−1 348 279 处，序列总长 34 702 bp，

包含 46 个基因；含有基因岛 6 个，基因岛总长

度为 192 610 bp，平均长度为 19 261 bp。菌株

N2-10 的基因组圈图见图 1，其基因组序列已提

交至 GenBank 数据库，登录号为 CP098417。 

2.2  基因组功能分析 
2.2.1  GO 注释结果 

菌株 N2-10 的 GO 注释结果见图 2，共有   

3 048 个基因注释到 GO 功能，占基因组的

73.22%。其中与细胞组成(cellular component)

相关的基因数为 42.69%，与分子功能(molecular 

function)相关的基因数为 57.03%，与生物过程

(biological process)相关的基因数为 56.40%。在

生物过程方面，与氧化还原(oxidation reduction 

process)、转录调控(regulation of transcription)

等方面相关的基因占比 18.23%；在分子功能方

面，与 DNA 结合(DNA binding)、ATP 结合(ATP 

binding)、水解酶活性(hydrolase activity)等方面

相关的基因占比 20.20%；在细胞组成方面，与

生物膜组成(integral component of membrane)等

方面相关的基因占比 45.65%。 

2.2.2  COG 注释结果 

菌株 N2-10 的 COG 注释结果见图 3，共有

3 177 个基因注释到 4 类 COG 功能，20 种类型，

占基因组的 76.32%。除 19.96%的基因未注释到

具体功能，菌株 N2-10 的功能主要集中在氨基

酸 的 转 运 与 代 谢 (amino acid transport and 

metabolism) (7.30%)、转录(transcription) (6.27%)、

碳水化合物转运与代谢(carbohydrate transport 

and metabolism) (6.22%)、无机离子转运与代谢 
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图 1  枯草芽孢杆菌 N2-10 基因组圈图 
Figure 1  The circos of Bacillus subtilis N2-10.  
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图 2  枯草芽孢杆菌 N2-10 的 GO 功能分类图 
Figure 2  Gene ontology annotation functional classification chart of Bacillus subtilis N2-10. 

 
(inorganic ion transport and metabolism) (4.78%)

等方面。此外，有 1.37%的基因被注释到与次

级代谢产物转运和代谢 (secondary metabolites 

biosynthesis, transport and catabolism)相关。 

2.2.3  KEGG 注释结果 

N2-10 菌株的 KEGG 注释结果见图 4，共

有 3 894 个基因注释到功能信息，占基因组的

93.54%。与细胞过程(cellular process)具有相关

性的基因数为 3.89%，与代谢(metabolism)具有

相关性的基因数为 31.40%，与人类疾病(human 

diseases)具有相关性的基因数为 2.02%，与遗传

信息处理(genetic information processing)具有相

关性的基因数为 4.42%，与生物系统(organismal  

systems)具有相关性的基因数为 0.89%，与环境

信息处理(environmental information processing)

具有相关性的基因数为 7.76%。在 KEGG 功能

注释中，与代谢通路具有相关性的基因数最多，

其中碳水化合物代谢(carbohydrate metabolism)

占比 6.78%，其次是氨基酸代谢 (amino acid 

metabolism)占比 4.83%。另外，发现有 44 个

基因与萜类和聚酮化合物的代谢 (metabolism 

of terpenoids and polyketides)相关，其中，包

括 表 面 活 性 素 生 物 合 成 (surfactin family 

lipopeptide synthetase A, B, C)及丰原素生物

合成(fengycin family lipopeptide synthetase A, 

B, C, D, E)。  
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图 3  枯草芽孢杆菌 N2-10 的 COG 功能分类图 
Figure 3  COG annotation functional classification chart of Bacillus subtilis N2-10. 

 
2.2.4  CAZy 注释结果 

菌株 N2-10 的 CAZy 注释结果见图 5，共有

145 个基因注释到 6 类活性酶。其中，37.24%的

基因被注释为糖苷水解酶(glycoside hydrolases)，

30.34%的基因被注释为糖基转移酶(glycosyl 

transferases)，20.69%的基因被注释为碳水化合

物酯酶(carbohydrate esterases)，4.83%的基因被

注释为多糖裂解酶(polysaccharide lyases)，4.83%

的基因被注释为辅助活性(auxiliary activity)，还

有 2.07%的基因被注释为碳水化合物酶结合模 

块(carbohydrate-binding modules)。在糖苷水解

酶中，覆盖度最高的主要是 β-葡萄糖苷酶(EC 

3.2.1.21)、β-1,4-木聚糖内切酶(EC 3.2.1.8)、内

切 葡 聚 糖 酶 (EC 3.2.1.4) 、 几 丁 质 酶 (EC 

3.2.1.14)、半乳糖苷酶(EC 3.2.1.103)等。在糖基

转 移 酶 中 ， UDP- 葡 萄 糖 醛 酸 转 移 酶 (EC 

2.4.1.11)、纤维素合酶(EC 2.4.1.12)、蔗糖合酶

(EC 2.4.1.13)等具有较高的覆盖度。此外，乙酰

木聚糖酯酶(EC 3.1.1.72)在碳水化合物酯酶中

具有较高的覆盖度。 
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图 4  菌株 N2-10 的 KEGG 功能分类图 
Figure 4  KEGG annotation functional classification chart of the Bacillus subtilis N2-10. 



 
孙悦龙等: 枯草芽孢杆菌 N2-10 的基因组测序和比较基因组分析 139 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

 
 

图 5  菌株 N2-10 的 CAZy 功能分类图 
Figure 5  CAZy annotation functional classification chart of Bacillus subtilis N2-10. 

 

2.2.5  次级代谢产物注释结果 
N2-10 菌株的次级代谢产物注释结果见表 1，

共注释到 10 个次级代谢产物合成基因簇，分别

为 3 个非核糖体多肽合成酶(nrps)、2 个萜烯

(terpene)、2 个塞克肽类(sactipeptide-headtotail)、

1 个 nrps-transatpks-otherks、1 个第三类聚酮合

酶(t3pks)和 1 个尚不明确的代谢产物。在注释

的基因簇中，根霉素(rhizocticin A)、表面活性

素(surfactin)、bacillaene、丰原素(fengycin)、儿

茶酸铁载体杆菌苷(bacillibactin)、芽孢杆菌素

(subtilosin A)、溶杆菌素(bacilysin)生物合成基

因簇为已知基因簇。此外，还有 3 个基因簇未

注释到明确的代谢产物。 

2.3  比较基因组分析 
2.3.1  同源单拷贝基因进化树 

菌株N2-10基因组序列经与NCBI中GenBank

比对后，与枯草芽孢杆菌 168 (Bacillus subtilis 

AL009126.3)、杯状芽孢杆菌 5L6 (Cytobacillus 

ciccensis CP041305.1)、地衣芽孢杆菌 ATCC 

14580 (Bacillus licheniformis CP034569.1)、解淀

粉芽孢杆菌 DSM 7 (Bacillus amyloliquefaciens 

FN597644.1) 、 死 谷 芽 孢 杆 菌 DSM 11031 

(Bacillus vallismortis CP026362.1)具有较高

的相似性。如图 6 所示。N2-10 与 168 菌株

聚在一起，说明 N2-10 与 168 菌株进化距离

最近。  
 

表 1  枯草芽孢杆菌 N2-10 次级代谢产物合成基因簇分类图 
Table 1  antiSMASH annotation functional classification chart of Bacillus subtilis N2-10 
Cluster ID Type Start End Similar cluster Similarity (%) Gene No.

Cluster1 Sactipeptide-head_to_tail 204 809 226 299 Rhizocticin biosynthetic 32 21 

Cluster2 Nrps 357 110 422 501 Surfactin biosynthetic 82 49 

Cluster3 Terpene 1 149 006 1 169 812 Other 0 24 

Cluster4 Nrps-transatpks-otherks 1 768 961 1 878 789 Bacillaene biosynthetic 100 56 

Cluster5 Nrps 1 939 075 2 022 487 Fengycin biosynthetic 100 45 

Cluster6 Terpene 2 088 267 2 110 165 Other 0 23 

Cluster7 t3pks 2 158 621 2 199 716 Other 0 47 

Cluster8 Nrps 3 090 909 3 140 702 Bacillibactin biosynthetic 100 47 

Cluster9 Sactipeptide-head_to_tail 3 659 514 3 681 125 Subtilosin A biosynthetic 100 21 

Cluster10 Other 3 684 111 3 725 527 Bacilysin biosynthetic 100 43 
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图 6  同源单拷贝基因进化树   标尺代表序列差异表现的分支长度；分支点上的数字代表自展值 

Figure 6  Phylogenetic tree of homologous single copy genes.  The bar shows the branch length 
represented by sequence differences; Numbers at the node represent the bootstrap values. 

 
2.3.2  基因组共线性分析 

在上一步分析中，N2-10 与 168 菌株基因

组相似性最高，将 2 株菌全基因组序列进行比

对分析，通过共线性分析进一步识别了两基因

组的一致性及变异性。菌株 N2-10 的共线性分

析结果见图 7，N2-10 与 168 菌株基因组中存在

大量同源性基因，表明 N2-10 与 168 菌株具有

良好的共线性；而非同源性基因代表了菌株

N2-10 具有自身特异性。 

2.3.3  基因组组分比较分析 
为进一步探究两基因组的差异，对两基因

组特征进行了比较(表 2)。由表 2 可知，菌株

N2-10 基因组碱基数小于 168 菌株，GC 含量大

于 168 菌株。N2-10 菌株基因组的编码基因数、

基因岛数、前噬菌体数与 168 菌株存在差异。 

2.3.4  基因功能注释比较分析 
菌株 N2-10 与 168 在 GO 功能数据库中的

数值比较结果具有较高的相似性，均注释到三

类生物学功能，但菌株 N2-10 注释到的总基因

数少于 168 菌株，仅为 3 046 个基因。N2-10 基

因组中与细胞组成、分子功能、生物过程相关的

基因数均少于 168 菌株。菌株 N2-10 与 168 菌株

在 COG 功能数据库中的数值结果具有较高的相

似性，菌株 N2-10 注释到的基因数少于 168 菌

株基因组注释到的基因数，但在 COG 类型上无 

 
 

图 7  枯草芽孢杆菌 N2-10 和 168 共线性分析结果 
Figure 7  Alignment results of Bacillus subtilis 
N2-10 and 168. 

 
表 2  枯草芽孢杆菌 N2-10 和 168 基因组基本特

征比较 
Table 2  The general genomic characteristics of 
Bacillus subtilis N2-10 and 168 
Items Bacillus  

subtilis 168 

Bacillus  

subtilis N2-10 

Genome size (bp) 4 215 606 4 036 899 

Scaffold 1 1 

GC content (%) 43.51 43.88 

Coding sequences 4 417 4 153 

tRNA 85 85 

rRNA 30 30 

Gene islands 5 6 

Prophage 3 1 

CRISPR 2 2 
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差异。根据 KEGG 注释结果，在碳水化合物代

谢通路中，相比于 168 菌株，N2-10 菌株缺失

了 1 个 UTP-1-磷酸葡萄糖尿酸转移酶编码基因

(EC 2.7.7.9)、UDP-葡萄糖-4-异构酶编码基因

(EC 5.1.3.2)、N-乙酰氨基葡萄糖专用组件编码

基因(EC 2.7.1.193)；增加了 1 个果糖激酶编码

基因(EC 2.7.1.4)、β-果糖呋喃糖苷酶编码基因

(EC 3.2.1.26)。在氨基酸代谢通路中，相较于

168 菌株，菌株 N2-10 具有乙酰乙酸酯 CoA-转

移酶 α 亚基编码基因(EC 2.8.3.9)、缺失了单胺

氧化酶编码基因(EC 1.4.3.4)。在碳水化合物降

解酶注释方面，菌株 N2-10 注释的糖苷水解酶

编码基因数少于 168 菌株，糖基转移酶、碳水

化合物酯酶编码基因多于 168 菌株。在糖苷水

解酶编码基因中，菌株 N2-10 缺失了 1 个多聚

半乳糖醛酸内切酶编码基因(EC 3.2.1.15)；在糖

基转移酶编码基因中，相较于 168 菌株，菌株

N2-10 具有 4-氨基-4-脱氧-1-阿拉伯糖基转移酶

(EC 2.4.2.43)、脂质-A-二糖合酶编码基因(EC 

2.4.1.182)；在碳水化合物酯酶编码基因中，

N2-10 菌株相比 168 菌株增加了 3 个乙酰木聚

糖酯酶编码基因(EC 3.1.1.72)。 

如表 3 所示，168 菌株共注释到 11 个次

级代谢产物合成基因簇，其中包括 7 个已知

合成基因簇和 4 个未知合成基因簇。两个基

因组中 7 个次级代谢产物合成基因簇相似性

较高，每个代谢产物的编码基因数量和基因

所在位置具有差异性。在 N2-10 菌株基因组

中，根霉素(rhizocticin A)基因簇始末位置为

204 809−226 299、表面活性素(surfactin)基因簇的

始末位置为 357 100−422 501、bacillaene 基因簇的

始末位置为1 768 961−1 878 789、丰原素(fengycin)

基因簇的始末位置为 1 939 075−2 022 487、儿茶

酸铁载体杆菌苷(bacillibactin)基因簇的始末位

置 3 090 909−3 140 702、芽孢杆菌素(subtilosin  

表 3  枯草芽孢杆菌 N2-10 和 168 次级代谢产物

比较分析统计表 
Table 3  Comparative analysis of secondary 
metabolites for Bacillus subtilis N2-10 and 168 
Name Bacillus subtilis  

168 

Bacillus subtilis 

N2-10 

Rhizocticin A 23 21 

Surfactin 47 49 

Other 24 24 

Bacillaene 55 56 

Fengycin 46 45 

Other 23 23 

Other 47 47 

Bacillibactin 46 47 

Other 41 0 

SubtilosinA 21 21 

Bacilysin 43 43 

 
A)基因簇的始末位置为 3659 514−3 681 125、

溶 杆 菌 素 (bacilysin) 基 因 簇 的 始 末 位 置 为     

3 684 111−3 725 527；而在 168 菌株中，根霉素

A 基因簇始末位置为 205 404−226 894、表面活性

素基因簇的始末位置为 356 968−422 359、

bacillaene 基因簇的始末位置为 1 768 725−1 878 521、

丰原素基因簇的始末位置为 1 934 526−2 017 956、

儿茶酸铁载体杆菌苷基因簇的始末位置为    

3 260 520−3 310 259、芽孢杆菌素基因簇的始末

位置为 3 826 058−3 847 669、溶杆菌素基因簇

的始末位置为 3 850 669−3 892 085。 

3  讨论 
基因组测序技术广泛应用在基因高效、快

速的探寻中。王莎等[29]利用全基因组测序技术

对内生链霉菌(Streptomyces sp.) SAT1 进行了测

定，通过分析抗生素的合成途径解释了 SAT1

具有抗菌活性的原因。本试验利用 Illumina 和

PacBio 测序平台对菌株 N2-10 进行测序分析发

现，菌株 N2-10 基因组大小、GC 含量与模式菌

株具有高度相似性。 
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在 GO 功能注释结果中，较多的基因与分

子功能相关和生物过程相关，N2-10 菌株所携

带的基因参与了众多生物学过程。在 COG 功能

注释结果中，N2-10 菌株的基因功能主要集中

在氨基酸的转运及代谢、碳水化合物的转运及

代谢、无机离子的转运及代谢，这与 GO 功能

注释结果相一致。蛋白质作为构成细胞生命的

三大营养物质之一，是构成机体组织器官的基

本成分，参与多种重要的生理活动，因此，饲

料中必须提供足够的蛋白质才能供动物机体利

用[30]。无论是单胃动物还是反刍动物，对于蛋

白质的消化吸收都必须先将其分解为氨基酸，

才能供机体所利用[31-32]。在 KEGG 功能注释结

果中，与碳水化合物代谢相关的基因数最多，

其次是氨基酸代谢，这与上述注释结果相一致。

此外，还发现 44 个基因与萜类和聚酮化合物的

代谢相关，可能参与抗菌活性物质的生物合成。

例如，srfAA (Gene0413)、srfAB (Gene0414)、srfAC 

(Gene0415) 均 为 表 面 活 性 素 的 生 物 合 成 基   

因[33]；ppsA (Gene2052)、ppsB (Gene2051)、ppsC 

(Gene2050)、ppsD (Gene2049)等为丰原素的生

物合成基因[34]。 

碳水化合物在动物生长生产方面具有重要

作用。碳水化合物可分为营养性多糖和结构性

多糖[35]。结构性多糖主要分为纤维素、木质素

等[36]。碳水化合物功能注释结果中显示，菌株

N2-10 基因组中含有大量与 β-葡萄糖苷酶、

β-1,4-木聚糖内切酶、内切葡聚糖酶、乙酰木聚

糖酶等相关的基因。β-葡萄糖苷酶、内切葡聚

糖酶属于纤维素酶家族，在纤维素分解过程中

扮演着重要角色。β-1,4-木聚糖内切酶属于木聚

糖降解酶家族，是木聚糖水解最关键的酶，乙

酰木聚糖酶可协同木聚糖酶进行木聚糖的水

解 [37]。动物饲料中含有较高比例的纤维素等结

构性多糖，难以被动物机体消化利用，但可以

在微生物的分解作用下被机体吸收 [38]，菌株

N2-10 能够合成众多结构性多糖降解酶，将结

构性多糖转化为可供动物机体消化利用的营养

物质，进一步提高饲料转化率。 

通过利用 antiSMASH 数据库进行基因比

对，发现 7 个已经报道的抗菌活性物质合成基

因簇，分别为根霉素、表面活性素、bacillaene、

丰原素、儿茶酸铁载体杆菌苷、芽孢杆菌素和

溶杆菌素。根霉素 A 具有广谱抗真菌作用，在

致病菌的防治中具有较大的生物潜力 [39]，

bacillaene 是由芽孢杆菌属产生的一类多聚烯

类抑菌物质。有研究表明，bacillaene 可以介导

枯草芽孢杆菌影响空肠弯曲菌(Campylobacter 

jejuni)生物膜的形成，从而抑制此类致病菌[40]。

丰原素也是由芽孢杆菌属代谢产生的一种环状

脂质肽类物质，具有强大的抗真菌活性，在碱

性和酸性等条件下均能展现出较强的抗真菌特

性和化学稳定性[41]。儿茶酸铁载体杆菌苷对植

物病原菌具有潜在抗菌活性，可以在体内或体

外抑制丁香假单胞菌(Pseudomonas syringae)的

生长。另有研究发现，儿茶酸铁载体杆菌苷还

能够通过上调特定基因介导微生物间的竞     

争[42]。芽孢杆菌素 A 对某些革兰氏阳性菌具有

较强抗菌活性，研究表明，随着菌株发生突变，

代谢产生的芽孢杆菌素 A 相应出现突变，形成

芽孢杆菌素 A1，并展现出更强的抑菌能力[43]。

溶杆菌素是一类双肽抗菌物质，不同于其他抗

菌物质，此类物质可以在除地衣芽孢杆菌

(Bacillus licheniformis)外多个菌种中产生，对革

兰氏阴性菌具有较强抑菌活性，目前研究证明

溶杆菌素在抑制食源性病原菌中发挥主导作   

用[44]。表面活性素是由芽孢杆菌属产生的一种

环状脂肽类表明活性剂，是最有效的表明活性

剂之一，由于其具有良好的抗菌和抗病毒活性，

在病原菌防治等方面具有突出作用，值得注意
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的是，研究发现表面活性素有望成为治疗癌症

和治理环境的新武器[45]。以上也进一步证明了

菌株 N2-10 基因中含有的 7 个抗菌活性物质基

因簇能够为揭示菌株对多种致病菌具有抑菌作

用提供理论依据。 

微生物是复杂且多样的，比较基因组学的

研究能够帮助人们更清晰地了解微生物物种间

的差异，进一步探究菌株基因组基因在进化过

程中发生的变化，从而增强其对环境的适应能

力 [46]。Kwon 等[47]通过比较基因组学开发了用

于食品检测枯草芽孢杆菌的引物探针，基于此

技术研发的引物探针具有较高的灵敏性和选择

性。Abdelhamid 等[48]的研究表明，双歧杆菌属

是生命早期肠道微生物菌群中最丰富的物种之

一，与人类健康具有重要联系，通过比较基因

组 分 析 ， 挖 掘 了 双 歧 杆 菌 (Bifidobacterium 

dentium)基因组中存在的碳水化合物降解酶系

统，解密了不同部位分离的双歧杆菌的糖酵解

能力，强调了比较基因组在揭示双歧杆菌糖酵

解能力和糖酵解能力对人类肠道中碳水化合物

消化利用的影响。菌株在进化过程中，因环境

选择，易造成基因的缺失、获得和变异等[49]。

通过比较基因组学对菌株基因组进行比较分

析，更有助于加深对菌株进化能力的揭示。 

本实验以枯草芽孢杆菌 168 模式菌株为参

考，对比了 N2-10 与 168 菌株的基因组结构及

基因组功能。结果发现，N2-10 与 168 菌株两

基因组编码的氨基酸具有同源性[50]。在基因组

组成中，菌株 N2-10 基因组的编码基因数、基

因岛数、前噬菌体数与 168 菌株存在差异，

N2-10 菌株可能具有更强的环境适应能力。在

碳水化合物酶方面，N2-10 菌株较 168 菌株多

了 3 个乙酰木聚糖酯酶。乙酰木聚糖酯酶在  

20 世纪 80 年代被发现[51]，乙酰木聚糖酯酶分

为不同家族，具有不同的底物特异性[52]，其作

用位点为木糖残基的 O-乙酰基[53]，木聚糖是构

成半纤维素的主要成分，木聚糖主链骨架和侧

链的降解需多种酶完成降解，其中乙酰基是阻

碍木聚糖降解的限制因素之一，解除乙酰基的

限制，可帮助提高木聚糖的有效降解[54]。目前，

乙酰木聚糖酯酶的催化机制研究较为透彻。此

外，乙酰木聚糖酯酶的酶协同作用也被众多研

究者关注，乙酰木聚糖酯酶与阿拉伯呋喃糖苷

酶发挥协同作用，能够有效降解木聚糖。乙酰

木聚糖酯酶与纤维素酶协同作用能够促进

β-1,4 糖苷键的水解效率，进而大幅提高纤维素

降解率[55-56]。由此可见，菌株 N2-10 基因组中

较多的乙酰基木聚糖酯酶编码基因在提高饲料

碳水化合物消化率方面具有重要作用。此外，

菌株 N2-10 比 168 菌株增加了 β-果糖呋喃糖苷

酶编码基因和果糖激酶编码基因。β-果糖呋喃

糖苷酶又可称为蔗糖转化酶，能够催化蔗糖转

化为葡萄糖和果糖[57]。从本质上讲，β-果糖呋

喃糖苷酶是一种水解酶，在低聚乳果糖的生物

合成中至关重要，低聚乳果糖是一种功能性三

糖，具有低热量等特点，可有效促进肠道双歧

杆菌的生长繁殖，抑制肠道病原菌增殖和改善

肠道功能等[58]。在本研究中，与 168 菌株相比，

N2-10 菌株催化 D-葡萄糖转化 D-果糖的效率更

高。果糖激酶是果糖进一步转化分解过程中重

要的酶，可将果糖进一步磷酸化为果糖-6-磷酸。

研究表明，果糖激酶是一种双功能酶，不仅具

有催化活性，还具有调节功能[59]。目前已经证

实果糖激酶参糖代谢过程，特别是果糖必须经

过磷酸化后才可以进一步进行代谢；此外，

果糖激酶还参与糖感受和信号转导过程 [60]。 

在抗菌物质合成方面，N2-10 菌株含有 10 个

合成基因簇。168 菌株具有 11 个合成基因簇，

包括 7 个已知基因簇和 4 个未知基因簇。两株

菌基因组中，根霉素 A、表明活性素、bacillaene、
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丰原素、儿茶酸铁载体杆菌苷、芽孢杆菌素 A、

溶杆菌素合成基因簇和 3 个未知基因簇具有较

高相似性。尽管 N2-10 与 168 菌株合成抗菌物

质的基因簇具有相似性，但 N2-10 相对 168 菌

株的抑菌能力强弱还需进一步研究。 

4  结论 
本 文 通 过 Illumina NovaSeq PE150 和

PacBio Sequel 测序技术对枯草芽孢杆菌 N2-10

进行了全基因组测序，N2-10 基因组大小为    

4 036 899 bp，GC 含量为 43.88%；共编码        

4 163 个编码基因；通过分析发现，菌株 N2-10

基因组含有根霉素 A、表明活性素、bacillaene、

丰原素、儿茶酸铁载体杆菌苷、芽孢杆菌素 A、

溶杆菌素等多个次级代谢产物合成基因簇，以

及 β-葡萄糖苷酶、β-1,4-木聚糖内切酶、内切葡

聚糖酶、几丁质酶、半乳糖苷酶、乙酰木聚糖

酶等多种水解酶编码基因，这对进一步解释菌

株 N2-10 具有较强抑菌能力和能够产生多种水

解酶提供了宝贵的依据。此外，比较基因组学

分析表明，菌株 N2-10 与模式菌株枯草芽孢杆

菌 168 具有较高相似性，说明该菌在长期的进

化中仍然保持高度的水平基因转移。本研究为

进一步阐明菌株 N2-10 的作用机制和进一步开

发利用 N2-10 菌株提供了坚实有力的依据。 
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