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摘   要：【背景】芽孢杆菌是用于动物微生态制剂的重要菌株之一。暹罗芽孢杆菌因具有较强的抑

菌活性，近年来受到广泛关注。【目的】对实验室前期分离的鸡源暹罗芽孢杆菌 CML548 的益生特

性进行评价，通过全基因组测序及生物信息学分析，探究其抑菌及潜在的益生机制。【方法】通过

牛津杯法、稀释涂布平板法分别对菌株 CML548 的抑菌和产酶特性、酸和胆盐的耐受性进行研究。

使用 Illumina HiSeq 2500 测序平台进行全基因组测序，并通过多种生物信息学工具和数据库对基

因组进行注释和分析。【结果】体外实验表明该菌株具有优良的益生性状：能够有效抑制致病性大

肠杆菌、鼠伤寒沙门氏菌、产气荚膜梭菌的生长；能够同时产生蛋白酶、淀粉酶和纤维素酶；具

有较高的酸和胆盐耐受性。全基因组测序分析表明菌株 CML548 的基因组大小为 4 061 741 bp，

GC 含量为 46.07%，预测到 3 961 个编码基因。分别有 1 693、2 704、3 413、186、67、1、5 个基

因被 GO、KEGG、COG、CAZy、DBAASP、CARD、VFDB 数据库注释；通过 antiSMASH 预测

到 16 个与次级代谢产物合成相关的基因簇。此外，还发现其含有抗菌活性蛋白编码基因 tasA。全

基因组序列存储于 NCBI 的 DNA 序列数据库(GenBank 登录号为 PRJNA836999)。【结论】本研究

所分离到的暹罗芽孢杆菌 CML548 是一株潜在的益生菌，有作为新型饲料添加剂的潜力。 

关键词：暹罗芽孢杆菌；生物学特性；基因组；抗菌活性 
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Probiotic characteristics and whole genome analysis of 
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Abstract: [Background] Bacillus is attractive for use as probiotic supplement in animal feed. 
With potent antimicrobial activity, Bacillus siamensis has drawn wide attention. [Objective] 
Whole-genome sequencing and bioinformatics analysis were applied to explore the probiotic 
characteristics of the chicken-derived B. siamensis CML548 and clarify the antibacterial and 
potential probiotic mechanisms of this strain. [Methods] The antimicrobial activity, enzyme 
production, and tolerance to acid and bile salt were tested with the Oxford cup and spread plate 
method, respectively. The whole genome was sequenced by Illumina HiSeq 2500, followed by 
functional annotation and bioinformatic analysis of the genome. [Results] In vitro experiment 
suggested that this strain had probiotic features: inhibiting the growth of pathogenic Escherichia 
coli, Salmonella Typhimurium, and Clostridium perfringens, highly tolerating acid and bile salt, 
and producing protease, amylase, and cellulase. The genome of CML548 was 4 061 741 bp, 
with 3 961 coding genes and GC content of 46.07%. A total of 1 693, 2 704, 3 413, 186, 67, 1, 
and 5 genes were respectively annotated to GO, KEGG, COG, CAZy, DBAASP, CARD, and 
VFDB. antiSMASH predicted multiple gene clusters involved in the synthesis of secondary 
metabolites. In addition, CML548 contained an antibacterial protein-encoding gene tasA. The 
genome information was submitted to NCBI and the GenBank accession number is 
PRJNA836999. [Conclusion] CML548 is a candidate probiotic, which has the potential to be 
used as a feed additive. 
Keywords: Bacillus siamensis; probjotic characteristics; genome; antimicrobial activity 
 

家禽养殖业是我国畜牧业的重要支柱产业

之一[1]。长期以来，抗生素作为饲料添加剂在

动物疫病防治、提高饲料转化率、促进畜禽生

长方面发挥了重要作用[2]。但其滥用所造成的

耐药基因和耐药细菌的传播对人类健康造成了

潜在威胁。我国自 2021 年 7 月 1 日开始，已经

全面禁止促生长类药物饲料添加剂的使用，给

畜牧业带来了新的挑战和机遇[3]。为了实现绿

色健康养殖，酶制剂、微生态制剂、酸化剂和

噬菌体等饲料添加剂正成为研究热点。其中，

芽孢杆菌由于具有产生多种消化酶、生长迅

速、耐酸、耐胆盐、耐高温和抑制病原微生物

生长等特性，被认为是益生菌的重要来源。多

种芽孢杆菌已被《饲料添加剂目录》所收录[3]。 

暹 罗 芽 孢 杆 菌 (Bacillus siamensis) 于   

2010 年被鉴定并正式命名[4]。研究表明，暹罗

芽孢杆菌对革兰氏阳性菌和革兰氏阴性菌具有

广谱的抑菌活性[5]，还具有分泌 α-淀粉酶、蛋

白酶、纤维素酶的能力，有望作为饲料发酵剂

和添加剂应用于畜禽生产当中[6]。近年来，研

究者从不同来源分离获得多株暹罗芽孢杆菌菌

株并开展了分离菌株的生物学特性研究。Xu

等[7]在带鱼胃肠道中分离得到一株暹罗芽孢杆

菌 JF15，其对多种耐药水生细菌病原体具有拮
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抗作用。Gorai 等[8]在鹰嘴豆的根瘤中分离得到

一株对真菌具有广谱抑菌活性且具有良好宿主

定殖潜力的 B. siamensis CEN6。Gao 等[9]从一株

分离自海洋的暹罗芽孢杆菌的次级代谢产物中

发现了 5 种新的大环内酰亚胺(macrolactin)，

其中 3 种对甘蔗黑穗病真菌具有显著的抑制作

用。一株分离自中国传统发酵食物的 B. siamensis 

CU-XJ-9 能够分泌伊枯草菌素(iturin)，对禾谷

镰刀菌的生长具有抑制作用[10]。分离自泰国泡

菜的 B. siamensis B44v 能够产生一种类似细菌

素的物质，对革兰氏阳性菌和革兰氏阴性菌具

有广谱抗菌活性，尤其是对鱼类病原体嗜水气

单胞菌 (Aeromonas hydrophila)和无乳链球菌

(Streptococcus agalactiae)具有抑制作用；并且

该菌能够在模拟肠道条件下存活并产生蛋白

酶和纤维素酶，作为饲料添加剂促进鲶鱼生

长 [5]。这些研究结果表明，不同环境来源暹罗

芽孢杆菌的益生特性具有一定差别，筛选具有

优良益生性状的分离株并开展其益生机制尤其

是抑菌机制的研究，将为暹罗芽孢杆菌的开发

利用奠定重要基础。 

本研究对 B. siamensis CML548 体外益生

特性进行评价，包括抑制病原菌能力、耐酸

能力、耐胆盐能力及产酶能力；同时对其进

行高通量测序和基因组学分析，进一步探究其

抑菌及潜在的益生机制，以期为 B. siamensis 

CML548 作为家禽益生菌的开发利用提供参考。 

1  材料与方法 

1.1  菌株 
菌株 CML548 分离于广东省云浮市矮项鸡

的盲肠食糜，由本实验室保存。禽致病性大肠

杆菌(Escherichia coli) CAU 0757、鼠伤寒沙门

氏菌(Salmonella Typhimurium) CMCC 50115 和

产气荚膜梭菌 (Clostridium perfringens) ATCC 

13124 为本实验室保存菌种。 

1.2  培养基、主要试剂和仪器 
LB 肉汤培养基，北京奥博星生物技术有限

责任公司；FTG 培养基，青岛高科技工业园海

博生物技术有限公司；TSC 培养基，青岛高科

技工业园海博生物技术有限公司。QIAamp DNA 

Mini 试剂盒，凯杰企业管理(上海)有限公司。

Illumina HiSeq 2500 测序平台，Illumina 公司。 

1.3  体外抑菌能力检测 
将沙门氏菌、大肠杆菌分别接种于LB肉汤

培养基中，37 °C、200 r/min 培养 12 h；将产气

荚膜梭菌接种于 FTG 培养基中，37 °C 厌氧箱

内培养 12 h。挑取鸡源暹罗芽孢杆菌 CML548

单菌落接种于 5 mL 无菌 LB 肉汤中，37 °C、

200 r/min 培养 12 h 后 8 000 r/min 离心 10 min。 

将 OD600 为 0.7 的沙门氏菌、大肠杆菌菌

液以 0.5%的体积含量加入含 0.7%琼脂的 LB

培养基中并充分混匀；将 OD600 为 0.7 的产气

荚膜梭菌菌液以 0.5%的体积含量加入含 0.7%

琼脂的 FTG 培养基中并充分混匀。适时将含

病原菌的软琼脂倾倒至放有牛津杯的 LB 固体

培养基上，制作双层板。待上层培养基冷却

后，移除牛津杯，向孔中添加 50 μL 芽孢杆菌

上清液。每组进行 4 个重复，并以无菌 LB 液

体培养基为阴性对照，氨苄西林为阳性对

照。37 °C 培养 24 h，观察抑菌结果，测量并

记录抑菌圈直径。 

1.4  产酶能力检测 
分别配制仅含 5%脱脂奶粉和 2%琼脂的固

体培养基、仅含 1%可溶性淀粉和 2%琼脂的固

体培养基、仅含 1%羧甲基纤维素钠和 2%琼脂

的固体培养基，1×105 Pa 高压灭菌 15 min，冷

却后，将培养基倾倒在放有牛津杯的培养皿

中，待培养基凝固后，取出牛津杯。挑取鸡源

暹罗芽孢杆菌 CML548 单菌落接种于 5 mL 无
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菌 LB 肉汤中，37 °C、200 r/min 培养 12 h 后  

8 000 r/min 离心 10 min，将 100 μL 芽孢杆菌发

酵上清液加入孔内，每组进行 5 个重复，并以

无菌 LB 液体培养基为空白对照，37 °C 培养 

24 h。检测产蛋白酶的培养基直接观察是否有

水解透明圈；向检测产淀粉酶的培养基中加入

2 mL 碘液染色，观察是否有水解透明圈；向

检测产纤维素酶的培养基中加入 2 mL 0.2%刚果

红溶液，显色 30 min，倒出刚果红溶液，加入

3 mL 1 mol/L NaCl 溶液，洗脱 15 min，观察是否

有水解透明圈。测量并记录水解透明圈直径。 

1.5  耐受性检测 
用 HCl 配制 pH 值为 3.0、5.0 的酸性 LB 液

体培养基，用猪胆盐配制胆盐浓度为 0.3% (质

量体积分数)和 0.5% (质量体积分数)的 LB 液体

培养基。将鸡源暹罗芽孢杆菌 CML548 培养液

按 1% (体积分数)的量分别接种于上述培养基

中，37 °C、200 r/min 培养 2 h。取培养前和培

养后的菌液涂板，并在 37 °C 培养 12 h 后计

数。通过处理前后活菌数的平均计数结果计算

菌株的存活率。每组设置 3 个重复。存活率公

式[11-13]为： 

存活率(%)=

2 h

[lg (CFU/ mL)]
100

0 h

[lg (CFU/ mL)]



添加胆盐 后的活菌数

添加胆盐 后的活菌数
。 

1.6  细菌培养及全基因组测序 
将在−80 °C 低温冰箱保存的芽孢杆菌

CML548 划线接种于固体 LB 培养基上，37 °C

培养 24 h，挑取单菌落接种于 15 mL LB 肉汤

培养基，37 °C 培养 24 h，取 2 mL 菌液于离心

管中送至中国科学院微生物研究所测序。使用

QIAamp DNA Mini 试剂盒提取基因组 DNA，

使用 Illumina HiSeq 2500 测序平台进行全基

因组测序。  

1.7  基因组组装及基因组注释 
利用 Unicycler[14] (V0.4.8)对 clean data进行

组装，得到基因组草图；然后使用 Prokka[15] 

(V1.14.6)对基因组中的编码序列、 tRNA、

rRNA 等进行注释。 

1.8  系统发育树分析 
根据菌株的种属信息在 NCBI 上查找并下

载同种菌株的基因组序列文件，利用 kSNP[16] 

(V3.1)根据核心单核苷酸多态性(single nucleotide 

polymorphism, SNP)构建系统发育树。 

1.9  基因功能分析 
利用 BLAST 将基因组序列在 gene ontology 

(GO)[17-19]、 Kyoto encyclopedia of genes and 

genomes (KEGG)[20] 、 cluster of orthologous 

groups of proteins (COG)[21]等数据库中进行功

能注释。预测所得蛋白质通过 dbCAN2 meta 

server[22] (https://bcb.unl.edu/dbCAN2/index.php)

在 carbohydrate-active enzymes (CAZy)数据库

中比对得到 B. siamensis CML548 中可能的碳

水化合物活性酶。从蛋白质序列注释文件中挑

选出氨基酸数量小于 100 的蛋白质序列，利用

抗菌肽数据库 database of antimicrobial activity 

and structure of peptides (DBAASP)[23] (https:// 

dbaasp.org/)预测基因组中潜在的抗菌肽编码

基因。通过 comprehensive antibiotic resistance 

database (CARD)数据库 [24]注释耐药性相关基

因；通过 virulence factors of pathogenic bacteria 

(VFDB)数据库[25]注释菌株的毒力基因。 

1.10  次级代谢产物预测 
利用 antiSMASH V6.0.1[26] [antiSMASH 

bacterial version (secondarymetabolites.org)]在

线软件，在细菌分析模块提交 CML548 菌株基

因组序列，选择 relaxed 预测模式对菌株的次

级代谢产物生物合成基因簇进行预测注释，参

数选用默认值。 
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1.11  数据统计及可视化 
采用描述性统计和单因素方差分析(ANOVA)

对数据进行统计；通过 GraphPad Prism 9 和

ChiPlot (https://www.chiplot.online/)对实验数据

和基因功能注释结果进行可视化处理；利用

iTOL[27] (https://itol.embl.de/)进行发育树可视

化；利用 CGView sever[28] (https://cgview.ca/)绘

制全基因组图谱。 

2  结果与分析 

2.1  抑菌及产酶能力 
采用双层板抑菌试验对 52 株鸡源芽孢杆

菌的体外抑菌能力进行了筛选。相较而言，菌

株 CML548 对沙门氏菌、大肠杆菌、产气荚膜

梭菌均有较好的抑菌活性(表 1，图 1)。平板产

酶实验结果表明，菌株 CML548 能够同时产生

蛋白酶、纤维素酶和淀粉酶，其产生淀粉酶的

能力最强(表 2，图 2)。 

2.2  酸及胆盐耐受能力 
菌株 CML548 在不同 pH 值 LB 肉汤培养

基中的生长情况如图 3 所示。菌株在 pH 3.0

和 pH 5.0 环境中的存活率均大于 90%，说明

菌株 CML548 在酸性条件下的生长几乎不受

影响。 

CML548 在不同胆盐浓度 LB 肉汤培养基

中的存活情况如图 4 所示。CML548 在 0.3%胆

盐浓度下存活率高达 95.25%，在 0.5%胆盐浓

度下存活率为 89.10%，表明其具有较高的胆盐

耐受能力。 

综上所述，CML548 综合能力较为优良，

在体外对于大肠杆菌、鼠伤寒沙门氏菌、产气

荚膜梭菌具有良好的抑制效果，对酸性、胆盐

有较高的耐受能力，并且能够产生蛋白酶、淀

粉酶和纤维素酶。 

2.3  鸡源暹罗芽孢杆菌 CML548 基因组的

一般特征 
在生物学特性研究的基础上，进一步对其

基因组进行了测序分析，以探究菌株 CML548

潜在的益生机制。 
 

表 1  鸡源暹罗芽孢杆菌 CML548 体外抑菌实验

结果 
Table 1  In vitro antibacterial test results of 
Bacillus siamensis strain CML548 isolated from 
chicken 
Item Inhibition zone (mm) 

E. coli S. Typhimurium C. perfringens

B. siamensis  

CML548 

++ ++ ++ 

LB (control) − − − 

AMP (control) +++ +++ +++ 

LB：LB 液体培养基；AMP：氨苄；+：抑菌圈直径<   

10 mm；++：15 mm>抑菌圈直径≥10 mm；+++：抑菌圈

直径≥15 mm；−：无抑菌圈 

LB: LB broth; AMP: Ampicillin; +: <10 mm of inhibition; ++: 

Between 10 and 15 mm of inhibition; +++: 15 mm of 

inhibition and above; –: No inhibition. 

 

 
 

图 1  鸡源暹罗芽孢杆菌 CML548 体外抑菌结果   A：大肠杆菌. B：鼠伤寒沙门氏菌. C：产气荚膜

梭菌. b：空白对照；CML：CML548 抑菌效果 

Figure 1  In vitro antibacterial test results of Bacillus siamensis strain CML548 isolated from chicken. A: 
Escherichia coli. B: Salmonella Typhimurium. C: Clostridium perfringens. b: Blank control; CML: The 
antibacterial effect of CML548. 
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表 2  鸡源暹罗芽孢杆菌 CML548 产酶能力结果 
Table 2  Capacity of producing enzyme of Bacillus 
siamensis strain CML548 isolated from chicken 
Type Diameter of hydrolyzing zone (mm) 

Protease 14.4±0.42 

Cellulase 12.0±0.1 

Amylase 19.4±0.2 

LB broth − 

−：无水解圈 

–: No hydrolyzing zone. 
 

对样品测序结果进行组装和注释，得到

CML548 的全基因组图谱(图 5)。CML548 菌株

的全基因组序列全长为 4 061 741 bp，GC 含量

为 46.07%，预测其编码基因个数为 3 961 个，

含有 rRNA 基因 4 个(23S rRNA 基因 1 个、16S 

rRNA 基因 1 个、5S rRNA 基因 2 个)，tRNA 基

因 82 个，tmRNA 基因 1 个。 

2.4  菌株 CML548 的系统发育分析 
根据基因组数据库分类法 GTDB 对菌株进行

分类，菌株 CML548 归属于厚壁菌门(Firmicutes)

暹罗芽孢杆菌(B. siamensis)。为明确其与已知

暹罗芽孢杆菌菌株的进化关系，对来自 NCBI

的 7 株暹罗芽孢杆菌和菌株 CML548 构建基于

核心 SNP 的系统发育树(图 6)。与 CML548 进

化关系最接近的菌株是分离自海底沉积物的 B. 

siamensis SCSIO 05746[28]。 

 

 
 

图 2  鸡源暹罗芽孢杆菌 CML548 产酶结果   A：蛋白酶. B：纤维素酶. C：淀粉酶. b：空白对照；

CML：CML548 产酶能力 

Figure 2  Capacity of producing enzyme of Bacillus siamensis strain CML548 isolated from chicken. A: 
Protease. B: Cellulase. C: Amylase. b: Blank control; CML: The enzyme production capacity of CML548. 

 

 
 

图 3  鸡源暹罗芽孢杆菌 CML548 耐酸性实验

结果 
Figure 3  Acid tolerance test results of Bacillus 
siamensis strain CML548 isolated from chicken. 

 
 

图 4  鸡源暹罗芽孢杆菌 CML548 耐胆盐实验

结果 
Figure 4  Bile salt tolerance test results of Bacillus 
siamensis strain CML548 isolated from chicken. 
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图 5  鸡源暹罗芽孢杆菌 CML548 的全基因组圈图   由内到外分别是基因组序列位置坐标、GC 含

量、GC skew 值、基因组、RNA(+)、RNA(−)、CDS(+)、CDS(−). 基因组 GC 含量：以窗口(染色体长

度/1 000) bp，步长(染色体长度/1 000) bp 来统计 GC 含量；向内的部分表示该区域 GC 含量低于全基因

组平均 GC 含量，向外的部分与之相反，而且峰值越高表示与平均 GC 含量差值越大的基因组. GC 

skew 值：窗口(染色体长度/1 000) bp，步长(染色体长度/1 000) bp，具体算法为(G−C)/(G+C)；向内的

粉色部分表示该区域 G 的含量低于 C 的含量，向外的绿色部分与之相反. 不同颜色的 CDS 即表示不同

的 COG 类别 

Figure 5  Whole genome map of Bacillus siamensis strain CML548 isolated from chicken. From the inside 
to the outside, the circles are position marker, GC content, GC skew value, genome, RNA(+), RNA(−), 
CDS(+), CDS(−). Genome GC content is calculated by window (chromosome length/1 000) bp and step size 
(chromosome length/1 000) bp; The inward part indicates that the GC content of the region is lower than the 
average GC content of the whole genome, while the outward part is the opposite, and the higher the peak 
value, the greater the difference from the average GC content. GC skew value: Window (chromosome 
length/1 000) bp, step-size (chromosome length/1 000) bp, the specific algorithm is (G−C)/(G+C); The 
inward pink part indicates that the content of G is lower than that of C in this region, and the outward green 
part is the opposite. Different color of CDSs represent different COG categories. 
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图 6  鸡源暹罗芽孢杆菌 CML548 基于核心 SNP 基因序列构建的系统发育树   括号内为各菌株在

GenBank 中的序列号；分支上数字表示进化自展支持率；比例尺显示水平线的长度，代表碱基替换数 

Figure 6  Phylogenetic tree of Bacillus siamensis strain CML548 isolated from chicken based on core SNP 
gene sequences. In brackets is the sequence number of each strain in GenBank; The number on the branch 
indicates bootstrap; The scale bar represents the horizontal branch lengths and the number of substitutions 
per nucleotide position. 

 

2.5  基因组功能基因注释 
菌株CML548基因组中分别有1 693、2 704、

3 413、186、67、1、5个基因被 GO、KEGG、

COG、CAZy、DBAASP、CARD、VFDB 数据

库注释；通过 antiSMASH 预测到 16 个与次级

代谢产物合成相关的基因簇；此外，基因比对

分析发现该菌株基因组中含有 tasA 基因。 

2.5.1  GO 数据库注释结果 

在 GO 功能分析中，分别有 1 464、1 440

和 1 112 个基因注释到生物过程 (biological 

process)、分子功能(molecular function)和细胞

组分 (cellular component)。其中，孢子形成

(GO：0030435，174 个基因)、碳水化合物代

谢(GO：0005975，128 个基因)、磷酸化作用

(GO：0016310，102 个基因)是生物过程中涉

及的主要功能。在分子功能上，最主要的生

物活性有 ATP 结合(GO：0005524；266 个基

因)、氧化还原酶活性(GO：0016491，187 个

基因 )、转移酶活性和转移含磷基团 (GO：

0016772，140 个基因 )、过渡金属离子结合

(GO： 0046914，103 个基因 )、裂解酶活性

(GO：0016829，102 个基因)。膜组分(GO：

0016021，319 个基因)是细胞组分中的主要功

能单元(图 7)。此外，在 CML548 基因组中还

注释到多个与酸 (34 个基因 )、胆盐 (3 个基

因)、压力(12 个基因)等应激耐受相关基因。 

2.5.2  KEGG 数据库注释结果 

菌株 CML548 在 KEGG 数据库中共有    

2 704 个基因分别在细胞过程、环境信息处

理、遗传信息处理、人类疾病和新陈代谢五

大功能的 21 条通路上得到注释(图 8)。其中

参与新陈代谢的基因最多，占全部基因的

92.79% (2 509 个)，12 条代谢通路中碳水化合

物代谢和氨基酸代谢的占比较高，分别占代谢

通路注释基因(2 509 个)的 12.28%和 10.88%。 

2.5.3  COG 数据库注释结果 

将菌株 CML548 基因组中的蛋白编码基因

进行 COG 注释，共有 3 413 个蛋白基因得到注

释 (图 9)。其中，未知功能基因 (S: function 

unknown)的占比最高，共有 867 个(25.40%)。

此外，含有基因数量较多的功能分类依次为：

306 个(8.97%)基因参与转录(K: transcription)，

265 个 (7.76%)基因与氨基酸转运与代谢 (E: 

amino acid transport and metabolism)相关，

233 个 (6.83%)基因参与能量生产和转换 (C: 

energy production and conversion) 、 227 个

(6.65%)基因涉及碳水化合物运输和代谢 (G: 

carbohydrate transport and metabolism)。 
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图 7  鸡源暹罗芽孢杆菌 CML548 基因组的 GO 功能分类 
Figure 7  GO functional classification of Bacillus siamensis strain CML548 isolated from chicken genome. 
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图 8  鸡源暹罗芽孢杆菌 CML548 基因组的 KEGG 代谢通路分类图 
Figure 8  KEGG metabolic pathway classification of Bacillus siamensis strain CML548 isolated from 
chicken genome. 

 

 
 

图 9  鸡源暹罗芽孢杆菌 CML548 基因组的 COG 功能分类 
Figure 9  COG functional classification of Bacillus siamensis strain CML548 isolated from chicken 
genome. 
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2.5.4  碳水化合物活性酶(CAZy)分析 

CAZy 数据库是碳水化合物酶相关的专业

数据库。通过 CAZy 数据库注释发现 CML548

菌株中共有 186 个基因能够编码碳水化合物酶

(表 3)，其中糖苷转移酶的基因最多(43.01%)，

糖苷水解酶次之(40.86%)。在糖苷水解酶中，

纤维素酶基因(GH5 家族)共有 2 个，淀粉酶基

因(GH13 家族)有 13 个。此外，有 38 个基因注

释到碳水化合物结合结构域，其中 28 个注释

到 CBM50 家族，该家族与降解肽聚糖和几丁

质有关。 

2.5.5  抗菌肽编码基因预测结果 

从蛋白质序列注释文件中挑选出氨基酸数

量小于 100 的蛋白质序列，利用抗菌肽数据库

(DBAASP)分析基因组中的抗菌肽编码基因，

共预测到 67 个抗菌肽相关编码基因，其中 37 个 
 

表 3  鸡源暹罗芽孢杆菌 CML548 的 CAZy 数据

库注释结果 
Table 3  CAZy database annotation results of 
Bacillus siamensis strain CML548 isolated from 
chicken 

Functional classification Number of genes

糖苷水解酶 Glycoside hydrolases (GHs) 76 

糖基转移酶 Glycosyl transferases (GTs) 80 

多糖裂解酶 Polysaccharide lyases (PLs) 3 

糖类酯解酶 Carbohydrate esterases (CEs) 20 

氧化还原酶 Auxiliary activities (AAs) 6 

碳水化合物结合结构域 

Carbohydrate-binding module (CBM) 

38 

基 因 的 预 测 值 (predictive value)≥85% ， 对     

E. coli、S. Typhimurium 和 C. perfringens 具

有潜在抑菌活性的抗菌肽基因分别有 22、

14 和 1 个。  

2.5.6  耐药基因分析 

使用 CARD 数据库，以 identity≥80%为条

件，发现菌株 CML548 基因组中仅含有 1 个耐

药基因 Cfr。Cfr隶属于 Cfr 23S核糖体 RNA甲基

转移酶(Cfr 23S ribosomal RNA methyltransferase) 

AMR 基因家族，对 5 类抗生素包括林可酰胺类

抗生素(lincosamide antibiotic)、链霉素类抗生

素 (streptogramin antibiotic)、恶唑烷类抗生素

(oxazolidinone antibiotic) 、 苯 酚 类 抗 生 素

(phenicol antibiotic) 、胸膜致病菌类抗生素

(pleuromutilin antibiotic)具有抗性。 

2.5.7  毒力基因注释结果 

将 CML548 菌株的基因的氨基酸序列与

VFDB 数据库进行比对，以 identity≥70%作为

筛选条件，在菌株 CML548 中共找到 5 个毒力

基 因 ( 表 4) ； 其 中 2 个 基 因 与 细 菌 黏 附

(adherence)相关，3 个分别与免疫调控(immune 

modulation)、营养代谢因子(nutritional/metabolic 

factor)和应激生存(stress survival)相关。 

2.5.8  次级代谢产物合成基因簇分析 

通过 a n t i S M A S H 预测分析，在菌株

CML548 基因组中共检测到 16 个与次级代谢产

物合成相关的基因簇(表 5)。这些基因簇可能编码

的代谢产物包括以非核糖体途径(non-ribosomal  
 

表 4  鸡源暹罗芽孢杆菌 CML548 的毒力基因预测结果 
Table 4  Virulence gene prediction results of Bacillus siamensis strain CML548 isolated from chicken 
Sequence Gene Description VF category E-value Identity (%) Length (bp)

VFG048830 gndA NADP-dependent phosphogluconate  

dehydrogenase 

Immune modulation 0 70 468 

VFG012095 groEL Chaperonin GroEL Adherence 0 73 542 

VFG050015 dhbE 2,3-dihydroxybenzoate adenylase DhbE Nutritional/Metabolic factor 0 72 538 

VFG000079 clpC Endopeptidase Clp ATP-binding chain C Stress survival 0 78 820 

VFG046465 tufA Elongation factor Tu Adherence 1.78×10−68 74 394 
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表 5  鸡源暹罗芽孢杆菌 CML548 次级代谢物基因簇 
Table 5  Secondary metabolite gene cluster of Bacillus siamensis strain CML548 isolated from chicken 
Region Gene cluster type Length (bp) Most similar known cluster Identity (%) 

1.1 Other 302 249−343 667 Bacilysin 100 

2.1 transAT-PKS 20 466−108 677 Macrolactin H 100 

2.2 Lanthipeptide-class-ii 272 631−301 520 − − 

2.3 Terpene 420 223−440 963 − − 

2.4 PKS-like 522 986−564 230 Butirosin A/Butirosin B 7 

3.1 transAT-PKS 530 939−564 796 Difficidin 46 

4.1 NRPS, betalactone, transAT-PKS 1−97 712 Fengycin 86 

4.2 transAT-PKS, NRPS, T3PKS 161 379−264 019 Bacillaene 100 

5.1 NRPS, transAT-PKS 23 264−100 950 Locillomycin 35 

5.2 NRPS 170 537−235 944 Surfactin 82 

6.1 Terpene 44 082−65 965 − − 

6.2 T3PKS 134 609−175 709 − − 

7.1 transAT-PKS-like 1−45 748 Difficidin 53 

9.1 NRPS, RiPP-like 73 637−125 430 Bacillibactin 100 

13.1 transAT-PKS-like 1−22 783 Difficidin 26 

15.1 NRPS 1−12 962 Fengycin 20 

−：未匹配到最相似的已知基因簇 

−: No similar known gene clusters are matched. 

 

peptide synthetase, NRPS) 合 成 的 丰 霉 素

(fengycin)、表面活性素(surfactin)、多肽类细菌

素儿茶酚型杆菌巴汀(bacillibactin)等；以 PKS

途径(polyketide biosynthase, PKS)合成的大环

内酯类化合物大环内酰亚胺 H (macrolactin 

H)、多烯类化合物杆菌烯(bacillaene)、丁酰苷

菌素 A/丁酰苷菌素 B (butirosin A/butirosin B)

及艰难菌素(difficidin)等；这些代谢产物与抗

菌和螯合铁离子等功能密切相关。其中，

bacilysin、macrolactin H、fengycin、bacillaene、

surfactin 和 bacillibactin 的预测合成基因簇与已

知基因簇的相似性分别为 100%、 100%、

86%、100%、82%和 100%。 

2.5.9  TasA 蛋白编码基因分析 

芽孢杆菌中普遍存在 TasA 蛋白，具有广

谱抑菌作用，是芽孢杆菌属微生物重要的抑菌

活性蛋白。通过基因比对分析，暹罗芽孢杆菌

CML548 基因组中含有 tasA 基因，位于基因组

起始位置 470 011 bp，终止位置 470 796 bp，

基因全长 786 bp，编码 261 个氨基酸。其编码

蛋白与来源于枯草芽孢杆菌(B. subtilis) strain 

168 TasA 蛋白的相似性为 83.9%。 

3  讨论与结论 

近年来，益生菌作为抗生素的替代品受到

广泛关注[29]。研究发现，芽孢杆菌具有良好的

抗逆特性[30]，便于在动物肠道中定殖；能够分

泌多种酶类，提高饲料利用率[31]；能减少肠道

中有害微生物的数量[32]，调节动物肠道菌群，

具有良好的益生潜力。 

本研究从广东省云浮市矮项鸡中分离获得

一株芽孢杆菌 CML548，经 16S rRNA 基因鉴

定为暹罗芽孢杆菌(B. siamensis)，后对其抑菌

能力和生物学特性进行研究，发现其对于大肠

杆菌、鼠伤寒沙门氏菌、产气荚膜梭菌均具有

良好的抑制效果。与我们的研究结果类似，从

牛角瓜中分离到的 B. siamensis AUC 的提取物

对大肠杆菌、伤寒沙门氏菌具有抗菌活性[33]；
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从韩国发酵泡菜分离得到的 B. siamensis B28体

外对大肠杆菌和沙门氏菌的生长有抑制作用[34]；

分离自泰国泡菜 B. siamensis B44v 对革兰氏阳

性菌和阴性菌具有广谱的抑菌活性[5]。益生菌

在动物体内发挥益生作用的重要前提是对胃酸

和胆盐具有一定的耐受能力 [35]。此前研究表

明，暹罗芽孢杆菌能够在 NaCl 浓度为 0%−14%、

pH 值范围为 4.5−9.0 的环境下正常生长[4]。我

们的结果同样显示菌株 CML548 对酸和胆盐均

具有较高的耐受性，并且能够产生多种胞外

酶，如蛋白酶、淀粉酶和纤维素酶，这些生物

学性质说明该菌株是一个潜在的具有重要应用

价值的新菌株。 

全基因组测序分析有助于了解菌株所具有

的潜在益生功能及相关分子机制[36]。本研究采

用二代测序技术对菌株 CML548 进行全基因组

测序，组装后获得基因组草图。Oliveira 等[37]

报道，ATP 合酶(ATP synthase)、GTP 焦磷酸激

酶和丙酮酸激酶 (GTP pyrophosphokinase and 

pyruvate kinase)、CTP 合酶(CTP synthase)、伴

侣蛋白(chaperone protein)等在细菌耐酸或耐碱

过程中发挥着重要作用。与益生菌 Bacillus 

coagulans HS243[38]和 Bacillus velezensis ZBG17[39]

相同，CML548 基因组中同样注释到相应蛋白

的编码基因。此外，在 GO 功能分析中 174 个

基因富集到孢子形成的生物过程中。这些结果

为菌株 CML548 的耐酸、耐胆盐和抵抗不利环

境的能力提供了依据。COGs 分类注释结果表

明该菌株基因组中参与代谢的基因(1 376 个，

39.06%)最多，另有很大一部分基因的功能未

知，有待进一步研究。B. siamensis CML548 分

离自鸡的盲肠食糜，食糜中含有包括蛋白和膳

食纤维在内的多种营养物质；而菌株 CML548

含有多个参与氨基酸的运输和代谢途径、碳水

化合物的运输和代谢途径相关的基因，可能为

其在肠道环境中对这些营养物质的利用提供了

生存优势。CAZy 数据库注释发现该菌株含有

13 个淀粉酶基因和 2 个纤维素酶基因，为菌株

CML548 降解淀粉和纤维素的表型提供了分子

基础。此外，发现其基因组中含有 28 个与降

解几丁质和肽聚糖有关的基因，可能与该菌株

破坏病原菌的细胞壁有关。值得注意的是，

DBAASP 数据库分析发现 CML548 基因组中携

带大量抗菌肽相关编码基因(67 个)。同时，菌

株 CML548 含有 TasA 蛋白编码基因 tasA。TasA

蛋白是芽孢杆菌属中普遍存在的一种蛋白质，

最早从 B. subtilis strain 168 中被分离鉴定；该

蛋白对于多种革兰氏阳性菌和革兰氏阴性菌具

有抑菌活性 [40]。众多抗菌肽编码基因及 TasA

蛋白编码基因的存在，可能是菌株 CML548 对

多种病原菌具有抑菌活性的重要原因。 

另外，CML548 具有抑制病原菌的能力也

可能是因为其基因组中多个与抗菌活性相关

的次级代谢产物(环肽类、多烯类等化合物)编

码基因簇的存在(16 个基因簇)。其中，3 个基

因簇与已报道的 B. velezensis FZB42[41]合成

bacilysin、macrolactin H、bacillaene 基因簇的

相似性完全一致；另有 2 个基因簇与该菌株合

成 surfactin、fengycin 基因簇具有 82%、86%

的相似性。此外，CML548 含有 bacillibactin

的合成基因簇，与 B. subtilis 168[42]所含基因

簇的相似性为 100%。已知环脂肽类化合物表

面活性素 (surfactin)、多烯类化合物杆菌烯

(bacillaene)、大环内酯类化合物大环内酰亚胺

(macrolactin)和艰难菌素(difficidin)，以及多肽

类细菌素儿茶酚型杆菌巴汀(bacillibactin)、二

肽类环状结构化合物杆菌溶素(bacilysin)、环状

肽结构广谱细菌素淀粉环霉素 (amylocyclicin)

和噁唑 /噻唑型窄谱抗线虫细菌素车前唑霉素

(plantazolicin)等物质均具有抗细菌活性[43]，因
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此可以推测菌株 CML548 可能通过合成上述化

合物从而发挥对多种病原菌的抑菌作用。 

耐药基因分析结果显示菌株 CML548 仅含

有耐药基因 Cfr，该基因编码甲基化酶，催化

23S rRNA 亚基位点 8 的腺嘌呤-2503 甲基化，

从而引起抗生素靶点改变。23S rRNA 在该位

点的甲基化使其对多种抗生素产生耐药性，包

括链霉素、氯霉素、氟苯尼醇、利奈唑类和克

林霉素[44]。未发现菌株 CML548 基因组中含有

可移动耐药基因，说明其传播耐药基因的可能

性较低。此外，虽然 VFDB 数据库注释结果显

示该菌含有 5 个潜在的毒力因子编码基因，但

这些基因与已知毒力基因的相似性均低于

80%，可能并非真正的毒力基因。上述结果说

明菌株 CML548 具有较高的安全性。 

综上所述，菌株 CML548 具有优良的益生

特性，其基因组中含有大量的酶基因、与抗菌

活性相关的基因和基因簇；该菌株有望成为饲

用益生菌制剂的重要候选菌株。 
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