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摘  要：【背景】近年来，弯曲广布乳杆菌的健康益处受到广泛关注；基因组分析结合表型实验的

方法为益生菌开发提供了新思路。【目的】探索分离自健康人粪便的弯曲广布乳杆菌 HFS9 基因组

特征及益生潜力。【方法】通过泛基因组分析对弯曲广布乳杆菌基因组特征进行描述，基于功能数

据库注释并分析 HFS9 益生相关基因；通过耐酸耐胆盐实验、自聚集、疏水性和细胞黏附实验、

抗生素敏感性试验、自由基清除实验及抑菌试验等对 HFS9 的体外益生特性进行评估；构建小鼠

结肠炎模型初步评估 HFS9 的体内抗炎作用。【结果】弯曲广布乳杆菌具有开放的泛基因组和保守

的核心基因组。HFS9 基因组大小为 1.97 Mb，GC 含量为 41.86%，蛋白质编码区数目为 2 050 个；

含乳杆菌噬菌体 PLE3 编码基因及与细胞黏附、酸耐受、胆盐耐受和抗氧化等相关的益生基因。

HFS9 在酸和胆盐环境中的存活率分别为 62.42%和 92.92%；自聚集能力和疏水性分别为 63.33%和

75.00%，对人结肠癌细胞(HT-29 细胞)的黏附率为 12.97%；对选用的大多数抗生素敏感；对 6 种

常见人体致病菌均具有抑制作用；具有清除 1,1-二苯基-2-三硝基苯肼[1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl 
radical 2,2-diphenyl-1-(2,4,6-trinitrophenyl) hydrazyl, DPPH]自由基和羟自由基的能力。此外，HFS9
可缓解实验性小鼠结肠炎症状，改善结肠缩短和组织病理学变化。【结论】弯曲广布乳杆菌 HFS9
含有益生相关基因且具有体内外益生特性，可作为益生菌候选菌株进一步开发利用。 
关键词：弯曲广布乳杆菌；泛基因组；核心基因组；益生基因；益生菌  
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Abstract: [Background] In recent years, the health benefits of Latilactobacillus curvatus have 
received much attention and genome analysis combined with phenotypic test provides a new 
approach for the development of probiotics. [Objective] To explore the genomic characteristics 
and probiotic properties of L. curvatus HFS9 isolated from healthy human feces. [Methods] The 
genome of L. curvatus HFS9 was characterized by pan-genome analysis and genomic annotation 
was performed to identify the probiotic genes. The probiotic properties of L. curvatus HFS9 in 
vitro were assessed based on survivability in low pH and 0.3% bile salt, self-aggregation 
capacity, hydrophobicity and cell adhesion, susceptibility tests, radical scavenging activities, 
and antibacterial experiments. The mouse model of colitis was established to evaluate the 
anti-inflammatory effect of HFS9 in vivo. [Results] L. curvatus had an open pan-genome and a 
conserved core genome. The genome of L. curvatus HFS9 was 1.97 Mb, with the GC content of 
41.86% and 2 050 coding sequences. It carried Lactobacillus phage PLE3 genes and possessed 
the probiotic genes related to cell adhesion, acid tolerance, bile salt tolerance, and antioxidation. 
The survival rates of L. curvatus HFS9 in acid and bile salt environments were 62.42% and 
92.92%, respectively. The self-aggregation capacity and hydrophobicity of L. curvatus HFS9 
were 63.33% and 75.00%, respectively. L. curvatus HFS9 showed the adhesion rate of 12.97% 
to human colon cancer cells (HT-29 cells), was sensitive to most of the antibiotics tested, had 
inhibitory effects on six common human pathogens, and possessed the abilities to scavenge 
1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl radical 2,2-diphenyl-1-(2,4,6-trinitrophenyl) hydrazyl (DPPH) 
and hydroxyl radicals. In addition, L. curvatus HFS9 relieved the symptoms and ameliorated 
colon shortening and histopathological changes in the mouse model of colitis. [Conclusion]   
L. curvatus HFS9 contains probiotic genes and has probiotic properties in vitro and in vivo, 
which can be further developed and utilized as a candidate probiotic strain. 
Keywords: Latilactobacillus curvatus; pan-genome; core genome; probiotic genes; probiotics 
 

弯曲广布乳杆菌(Latilactobacillus curvatus)
是革兰氏阳性，无芽孢，兼性厌氧的弯曲豆形棒

状菌，多成对或成短链出现，菌落凸起，不透明，

呈乳白色，主要分离自食品和动物组织样本[1]。

该菌种曾隶属于乳杆菌属，2020 年由 Zheng 等[2]

更名，因具发酵特性[3]而备受关注，并于 2019 年

被批准为发酵肉制品、发酵乳及乳制品的新食品

原料。除在食品工业的应用外，L. curvatus 还具
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有调节机体免疫的功能。L. curvatus 可通过下

调白细胞介素-6 和肿瘤坏死性因子-α 等细胞因

子的分泌发挥抗炎功效，缓解小鼠结肠炎及大

鼠牙周炎症状[4-5]；部分 L. curvatus 分泌的细菌

素 curvacin A 具有较强的抗菌活性，模拟分析

显示 curvacin A 能够竞争性抑制 SARS-CoV-2
与宿主上皮细胞互作，进而增强机体免疫防御能

力[6]。此外，L. curvatus HY7601 和 L. plantarum 
KY1032 的混合制剂可通过抑制脂肪细胞分化和

减少脂肪堆积改善肥胖所导致的代谢紊乱[7]。 
高通量测序技术的发展促进了多基因组分

析研究的普及，特别是泛基因组分析。泛基因组

是一个物种所有基因的总称，包括核心基因组(这
个物种的全部同源基因)、非必需基因组(存在于

两个或多个菌株中的辅助基因)以及菌株特异性

基因组(单个菌株的特有基因)[8]。泛基因组可用于

不同菌株之间基因组的比较分析，有助于对菌株

在遗传水平上的代谢能力和功能作用进行更深

入的分析[9]。许多乳杆菌的比较基因组学分析已

见报道[10]。研究表明，通过基因组注释分析可

快速识别细菌素编码基因，发现部分 L. curvatus
菌株可产生细菌素，细菌素的产生是 L. curvatus
菌株作为肉制品发酵过程潜在生物保护剂的原

因之一[11-13]。同时，基因组分析发现，已报道

的 L. curvatus 均编码丝氨酸脱氨酶和鸟嘌呤脱

氨酶，可将肉制品中的丝氨酸和鸟嘌呤转化为

NH3，使环境 pH 值升高，从而增强该菌耐受酸

性环境的能力，这一特性也是 L. curvatus 在肉制

品中存活的关键因素之一，还是与邻近菌种进行

鉴别的重要依据[14]。自 Hebert 等[15]于 2012 年首

次对 L. curvatus 全基因组进行测序以来，目前

已有超过 20条 L. curvatus菌株基因组序列上传

至美国国家生物技术信息中心(NCBI)汇编数

据库。因此，基于现有 L. curvatus 菌株的研究

基础结合基因组比较分析，探究种内菌株特定

性状的遗传基础以及潜在益生功能变得可行。

益生菌作为适量摄取对宿主健康有益的活微生

物[16]，其在宿主体内发挥积极作用主要依赖两

类因素，编码这两类因素的基因统称为益生相

关基因：一类是适应因素，帮助菌株适应新生

态位，即在宿主的胃肠道中存活并定殖；另一

类是益生因素，与促进宿主健康直接相关[17]。 
本研究旨在利用基因组比较分析了解分离

自健康人粪便样本 L. curvatus HFS9 的基因组

特性，通过基因组注释锚定益生相关基因，结

合体外实验探索其生物学特性和益生潜力，并

初步评估其体内益生功效，为 L. curvatus HFS9
的进一步研究提供参考依据。 

1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  样品 

L. curvatus HFS9 分离自健康人粪便样本；

以与 L. curvatus 模式株 DSM 20019 基因组序列

的平均核苷酸一致性(average nucleotide identity, 
ANI) 值 >96%[18] 为 依 据 ， 自 NCBI 数 据 库

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov)下载 25 株符合该

条件的 L. curvatus 菌株基因组纳入本研究，菌

株基本信息如表 1 所示。6 种常见人体致病菌：

大肠杆菌(Escherichia coli) ATCC 43895、单核

细胞增多性李斯特菌 (Listeria monocytogenes) 
ATCC BAA-679、鼠伤寒沙门氏菌(Salmonella 
typhimurium) ATCC 14028、金黄色葡萄球菌

(Staphylococcus aureus) ATCC 25923、猪链球菌

(Streptococcus suis) ATCC 43765 和福氏志贺菌

(Shigella flexneri) 301 作为指示菌用于抑菌试

验，商业菌株鼠李糖乳杆菌(Lacticaseibacillus 
rhamnosus GG) ATCC 53103 作为阳性对照菌用于

抑菌试验；肺炎链球菌(Streptococcus pneumoniae) 
ATCC 49619 作为质控菌用于抗生素敏感性试
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验；L. curvatus HFS9 和 S. flexneri 301 保存于

传染病国家重点实验室，其余参考菌株均购自

美国模式菌种保藏中心(ATCC)。 
六周龄雌性 C57BL/6N 小鼠[(16±2) g]，北

京维通利华实验动物技术有限公司；在特定的

无病原体(specific-pathogen free, SPF)环境下开

展实验。已通过中国疾病预防控制中心实验动

物福利伦理委员会批准(批准号为 2022-017)。 
1.1.2  培养基 

De man rogosa sharpe (MRS)+5% (体积分

数)脱纤维羊血培养基(g/L)：蛋白胨 10.0，牛肉

浸取物 10.0，酵母提取液 5.0，葡萄糖 20.0，乙

酸钠 5.0，柠檬酸二胺 2.0，吐温-80 1.0，磷酸

氢二钾 0.4，硫酸镁 0.58，硫酸锰 0.29，碳酸钙

20.0，琼脂 15.0，脱纤维羊血 50.0 mL，pH 
6.3±0.2；脑心浸液(brain heart infusion, BHI)培
养基(g/L)：蛋白胨 10.0，脱水小牛脑浸粉 12.5，
脱水牛心浸粉 5.0，氯化钠 5.0，葡萄糖 2.0，磷

酸氢二钠 2.5，pH 7.4±0.2。 
1.1.3  主要试剂和仪器 

金牌 Mix (Green)，北京擎科生物科技有限公

司；Wizard® Genomic DNA Purification 试剂盒，

Promega 公司；MRS 培养基、BHI 培养基、E-test
条，Oxoid 公司；胃蛋白酶，上海信帆生物科技

有限公司；胆盐、磷酸盐缓冲液 (phosphate 
buffered saline, PBS)，北京索莱宝科技有限公

司；Opti-minimal essential medium (Opti-MEM)，
Gibco 公司；Triton-X100、1,1-二苯基-2-三硝基

苯肼 [1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl radical 2,2- 
diphenyl-1-(2,4,6-trinitrophenyl) hydrazyl, DPPH]，
Sigma-Aldrich 公司；葡聚糖硫酸钠盐(dextran 
sulfate sodium salt, DSS)，MP Biomedicals 公司。 

超微量紫外分光光度计，NanoDrop 公司；

麦氏浊度仪，生物梅里埃公司；二氧化碳培养

箱，易思高科技有限公司。 

1.2  菌株的分离、纯化及初步鉴定 
取适量冻存于−80 ℃冰箱中的健康人粪便

样本置于冰上缓慢解冻，用 PBS 梯度稀释后，

移取适量悬浮液至 BHI+5% (体积分数)脱纤维

羊血培养基，均匀涂布，置于 37 ℃、5% CO2

条件下培养 3 d，挑取乳白色不透明单菌落进行

传代纯化后，100 ℃金属浴 10 min 获得基因组

DNA 模板，以 27F (5′-AGAGTTTGATCCTGGC 
TCAG-3′)和 1492R (5′-AAGTCGTAACAAGGT 
AGCCGT-3′)为引物进行 PCR。PCR 反应体系

(30 μL)：金牌 Mix (Green) 15 μL，ddH2O 12 μL，

27F 和 1492R (10 μmol/L)各 1 μL，基因组 DNA 
1 μL。PCR 反应条件：94  5 min℃ ；94 ℃     
0.5 min，55  0.5 min℃ ，72  0.5 min℃ ，30 个循

环；72  1 min℃ 。将 16S rRNA 基因 PCR 扩增

产物送至睿博兴科生物技术有限公司进行测

序，所得序列提交至 NCBI 数据库并进行同源

性比对，初步确定所分离菌株为 L. curvatus，
GenBank 登录号为 OP223417。 

1.3  基因组 DNA 的提取、测序和组装 
依照 Wizard® Genomic DNA Purification 试

剂盒说明书提取 L. curvatus HFS9 基因组 DNA，

使用超微量紫外分光光度计测量 DNA 样品的浓

度和质量，委托上海美吉生物医药科技有限公司

基于 Illumina HiSeq 4000 测序平台进行全基因组

框架图测序。对获取的原始数据进行质量评估

后，过滤低质量 Reads 并去除接头和引物，获得

高质量的 Reads 序列，使用 SOAP denovo V1.06[19]

软件进行序列拼接，Gap Closer[20]软件填充内部

Gap、矫正单个碱基，最终完成基因组的组装。 

1.4  比较基因组分析 
首先，使用CheckM V0.9.7[21]软件对L. curvatus

基因组质量进行评估，进而使用 Prokka V1.14.6[22]

对基因组序列进行基因预测，提取各基因组 16S 
rRNA 基因进行本地 BLASTn 序列一致性比对，
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明确 L. curvatus HFS9 菌株的分类学位置，最后

使用 pyani[23]计算基因组间 ANI 值并对生成的

矩阵进行聚类和热图绘制。将 Prokka 注释结果

输入到 Roary V3.13.0[24]，基于默认参数进行泛

基因和核心基因分析，通过 ggplot2 可视化分析

结果。利用 eggNOG-mapper[25]结合直系同源蛋

白组(cluster of orthologous groups of proteins, 
COG)数据库对 26 株 L. curvatus 进行核心基因

和菌株特异性基因功能类别注释。使用在线分

析工具 Prophage Hunter[26] (https://pro-hunter.bgi. 
com/)预测 L. curvatus HFS9 所携噬菌体。基于

BAGEL3[27]挖掘产细菌素的基因簇。 

1.5  体外益生功能评价 
1.5.1  溶血实验[28] 

在 MRS+5% (体积分数)脱纤维羊血培养基

表面接种 L. curvatus HFS9，37 ℃培养 24 h 后，

观察培养基是否出现溶血现象。α 溶血：菌落

周围出现绿色区域；β 溶血：菌落周围出现透

明区域；γ 溶血：不会引起溶血。 
1.5.2  耐酸、耐胆盐实验[29] 

将 MRS+5% (体积分数)脱纤维羊血平板

37 ℃培养过夜的 L. curvatus HFS9 悬浮于 PBS
中(108 CFU/mL)并分别置于含 3 g/L 胃蛋白酶

的 MRS 液体培养基(pH 3.0)和含 0.3% (质量体

积分数)胆盐的 MRS 液体培养基，以 MRS 液体

培养基为空白对照，于 37 ℃分别静置培养 3 h
和 4 h，将菌悬液梯度稀释后接种于 MRS 平板

表面并计数其存活细菌量。 
存活率(%)=(lg CFU N1/lg CFU N0)×100 
式中：N1 为培养后计数所得菌量；N0 为初始菌量。 
1.5.3  自聚集、疏水性和细胞黏附实验 

自聚集能力通过测定麦氏浊度为 1.0 (A0，

约 1×106 CFU)的菌悬液在 37 ℃培养 24 h 后浊

度(A1)的变化程度进行评价。疏水性实验则需在

A0 的菌悬液中加入等体积的二甲苯，涡旋混匀

2 min 后于 37 ℃中放置 1 h，弃去有机溶剂层，

测定其水相浊度(A1)。自聚集能力/细胞表面疏

水性(%)=(1−A1/A0)×100%。选取人结肠癌细胞

系 HT-29 细胞进行黏附实验，以 1×105 cell/mL
的量接种于 24 孔细胞培养板 37 ℃孵育过夜后，    
L. curvatus HFS9 以 1×107 CFU/mL 的量混入

Opti-MEM，并设置阴性对照孔，在 37 ℃、5% CO2

的培养箱中孵育 3 h。洗细胞 3 次后，加入 0.5% 
Triton-X 100 裂解细胞，通过平板计数法评估其黏

附率[30]。黏附率(%)=3 h 细菌数/0 h 细菌数×100。 
1.5.4  抗生素敏感性试验 

综合临床和实验室标准协会(CLSI) M45 和

M100 标准[31]，选用乳杆菌推荐测试抗生素，

即青霉素、氨苄西林、亚胺培南、美罗培南、

万古霉素、达托霉素、红霉素、克林霉素和利

奈 唑 胺 进 行 抗 生 素 敏 感 性 试 验 ； 并 根 据       
L. curvatus HFS9 基因组抗生素耐药性综合数

据 库 (the comprehensive antibiotic resistance 
database, CARD)注释结果选取氟喹诺酮类抗生

素莫西沙星进行测试，结果依据标准中对厌氧

菌的标准进行判定。S. pneumoniae ATCC 49619
作为质量控制菌株，采用抗生素浓度梯度法

(E-test 法)，读取其最小抑制浓度(MIC)值。 
1.5.5  抑菌试验 

选择 6 种常见人体致病菌进行本实验：   
E. coli ATCC 43895、L. monocytogenes ATCC 
BAA-679、S. typhimurium ATCC 14028、S. aureus 
ATCC 25923、S. suis ATCC 43765 和 S. flexneri 
301。将对数生长期(108 CFU/mL)的 L. curvatus 
HFS9和致病菌调至相同麦氏浊度(1×108 CFU)，
涂布致病菌于 MRS 平板表面，晾干后接种 15 μL 
L. curvatus HFS9 菌悬液于平板表面，37 ℃孵育

24 h 后观察其抑菌圈大小[32]。以 LGG 作为阳性

对照[33]，PBS 作为阴性对照。  
1.5.6  抗氧化试验 

通过对 DPPH 和羟自由基的清除活性评价菌

株抗氧化能力。将菌株 HFS9 在 MRS 液体培养基
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中 37 ℃、220 r/min 培养 24 h 后，4 000 r/min 离心

10 min 获得发酵上清液，与等体积 0.4 mmol/L 
DPPH 无水乙醇溶液混匀(As)，设置对照组(Ac，以

MRS 液体培养基替换发酵上清液)和空白组(Ab，

以无水乙醇溶液替换 0.4 mmol/L DPPH 无水乙醇

溶液)，避光孵育 30 min，测定其在 517 nm 处的

吸光度。DPPH 自由基清除活性 (%)=[1−(As− 
Ab)/Ac]×100。羟自由基清除活性根据 Zhang[34]

描述的方法进行，将反应时间调整为 0.5 h，选

用亮绿作为染料并在 624 nm 处测量其吸光度。 

1.6  DSS 诱导小鼠结肠炎试验 
实验小鼠在 25 ℃、12 h 光/暗循环的 SPF

环境适应 3 d 后，随机分成 3 组(n=5)，即对照

组(CT 组)、模型组(DSS 组)和 L. curvatus HFS9
干预组(DSS/HFS9 组)。DSS 组和 DSS/HFS9 组

分别以 200 μL PBS 和 L. curvatus HFS9 菌悬液

(1×108 CFU)预灌胃 7 d 后，于两组小鼠的饮用

水中添加 3% (质量体积分数) DSS，并继续灌胃

7 d。每日记录小鼠的体重、粪便性状和潜血状况，

据此计算疾病活动指数 (disease activity index, 
DAI)[35]。实验结束后，测量小鼠结肠长度，取

远端结肠浸泡于 4%多聚甲醛供后续组织病理

学分析，评分标准参照 Wang 等[36]研究。 

1.7  统计学分析 
使用 GraphPad Prism 8.4.2 软件分析数据，

结果以均值±标准差或均值±标准误的形式表

现。使用单因素方差分析和 Dunnett-t 检验进行

多组比较和组间两两比较，以 P<0.05 作为统计

学差异的标准。 

2  结果与分析 
2.1  弯曲广布乳杆菌基因组一般特征 

为了解 L. curvatus 遗传多样性和基因组一般

特征，使用实验菌株 L. curvatus HFS9 及 25 株下

载自 NCBI 数据库的 L. curvatus 基因序列进行

比较分析。结果显示，L. curvatus HFS9 与所下

载菌株的 16S rRNA 基因序列的相似性为

99.68%−100.00%，高于种间阈值 98.75%[37]，进

一步明确了该实验菌株分类学位置；各菌株间

ANI 值为 98.01%−99.99%，充分证实所选菌株

均为 L. curvatus (图 1)。26 株 L. curvatus 分离

自不同生态位，包括发酵食品、牛奶、动物组

织及人类肠道等；基因组大小为 1.80−2.18 Mb，
平均基因组大小为 1.97 Mb ； GC 含量在

41.68%−42.10%之间，平均为 41.89%；蛋白质

编码区数量为 1 742−3 766 个(表 1)。L. curvatus 
HFS9 基因组框架图大小为 1.97 Mb，GC 含量为

41.86%，含 66 个 scafford、56 个 tRNA 和 2 050 个

蛋白质编码区。于 scafford2 中预测到一个质粒，

其长度为 39 672 bp，与乳杆菌噬菌体 PLE3 序

列一致性(97%)最高；经注释发现，该质粒所携

基因多编码噬菌体组装、结构、裂解、免疫和

复制相关蛋白，未发现耐药基因。 

2.2  弯曲广布乳杆菌比较基因组分析 
对 26 株 L. curvatus 基因组进行泛基因组和

核心基因组分析，从基因层面探索 L. curvatus 潜

在的生物学功能及表型。结果表明，L. curvatus
泛基因组由 7 043 个基因组成，整体呈上升趋

势，即物种泛基因组大小随着基因组数量的增

加而增加 (图 2A)；新基因增加数从初始的     
1 914.7 个逐渐减少至最后一组的 187.5 个，表

明 L. curvatus 泛基因组处于一个相对开放的状

态。相比之下，核心基因组的拟合曲线则趋于

平稳，共有 1 054 个核心基因，占基因总数的

14.97% (图 2B)；每个 L. curvatus 的菌株特异性

基因数量由 5−887 个不等，其中 L. curvatus 
HFS9 含 96 个菌株特异性基因(图 2C)。 

核心基因组 COG 功能注释结果显示，多

数核心基因涉及细菌基本生命活动，参与新

陈代谢，遗传信息和环境信息处理等，如 J
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类(翻译、核糖体结构和生物发生)、F 类(核苷

酸运输和代谢)和 M 类(细胞壁 /膜 /包膜的生

物发生)等(图 2D)。L. curvatus HFS9 菌株特

异性基因主要编码涉及碳水化合物转运和能

量代谢、防御机制以及复制、重组和修复功能

(图 2E)。据表 2 所示，核心基因组中存在大量

益生相关基因，主要包括与细胞黏附性、酸耐

受和胆盐耐受等适应因素相关基因，以及与抗

氧化功能等益生因素相关基因。L. curvatus 
HFS9 的菌株特异性基因中含有 ATP 驱动的

钾转运系统(kdp)相关基因(kdpA、kdpB、kdpC、

kdpD、kdpE、kup 等)，大量噬菌体相关基因，

以及抗氧化相关益生基因(ytpP、 frnE、 trxB、

trxA 等)。 
 

 
 

图 1  26 株弯曲广布乳杆菌的平均核苷酸一致性比对聚类热图 
Figure 1  Average nucleotide identity alignment of 26 Latilactobacillus curvatus strains. 
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表 1  26 株弯曲广布乳杆菌基因组一般特征 
Table 1  General genome features of 26 Latilactobacillus curvatus strains 
菌株 
Strain 

来源 
Source 

基因组 
大小 
Genome 
size (Mb) 

GC 含量 
GC content 
(%) 

蛋白质编

码区数 
Number  
of CDS 

完整性 
Completeness 
(%) 

污染度 
Contamination 
(%) 

登录号 
Accession No. 

HFS9 Human feces 1.97 41.86 2 050 99.46 0 JAMOHH000000000 

CRL705 Argentinian dry 
fermented sausage 

1.84 41.90 1 890 98.91 0 AGBU00000000.1 

NRIC0822 Kabura-zushi 1.94 41.80 2 016 97.46 0 JAFJMA000000000.1  

JCM1096 NA 1.81 41.90 2 922 90.29 0.27 BBBQ00000000.1  

DSM20019 Milk 1.82 42.00 2 023 99.46 0 AZDL00000000.1  

FBA2 Radish and carrot 
Pickled with rice 
Bran and salt 

1.85 42.10 1 941 99.46 0 CP016028.1 

WiKim52 Kimchi 1.99 42.00 2 085 99.46 0 CP016602.1 

WiKim38 Baechu-kimchi 1.94 41.90 2 034 99.46 0 CP017124.1 

RI-406 Meat 2.00 41.70 2 061 99.46 0 MKDG00000000.1 

RI-198 Meat 1.80 42.00 1 862 98.91 0 MKGC00000000.1 

RI-124 Meat 1.81 42.00 1 850 99.46 0 MKDR00000000.1 

RI-193 Meat 1.81 42.00 1 868 98.91 0 MKGD00000000.1  

FLEC03 Beef carpaccio 1.90 41.70 1 950 98.91 0 LT841333.1 

MRS6 Fermented sausage 
Salsiz 

2.11 41.70 2 114 99.46 0 CP022474.1 

KG6 Salami 2.00 42.03 2 106 99.46 0.54 CP022475.1 

NFH-Km12 Kabura-zushi 1.99 41.81 2 091 99.46 0 AP018699.1 

ZJUNIT8 Chinese pickle 1.95 42.08 2 069 99.46 0 CP029966.1 

TMW1.1928 Raw fermented 
sausage 

2.18 41.70 2 321 99.46 0 CP031003.1 

IRG2 Adult feces 1.99 41.88 2 109 99.46 0 CP025476.1 

SRCM103465 Food 2.04 41.80 2 048 99.46 0 CP035110.1 

S46 Nasopharynx 1.87 41.90 1 915 99.46 0 SUMW00000000.1  

NBRC15884 Milk 1.81 42.00 1 854 98.91 0 BJOQ00000000.1  

CBA3617 Kimchi 1.92 42.00 2 042 99.46 0 CP042389.1 

MGYG- 
HGUT-00020 

Human gut 1.93 41.80 1 965 99.18 0 CABIVZ000000000.1  

WDN19 Pickled cabbage 
food product 

2.03 41.68 2 188 99.46 0.54 AP024685.1 

FAM25164 Cheese 1.97 41.80 2 046 99.46 0 JAFJMA000000000.1 

NA：未报道 
NA: Not reported. 
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图 2  26 株弯曲广布乳杆菌的比较基因组学分析   A：泛基因和核心基因曲线. B：基因数量的饼图. C：

韦恩图. D：核心基因组蛋白质功能的分类. E：菌株特异性基因组蛋白质功能的分类 
Figure 2  Comparative genomic analysis of 26 Latilactobacillus curvatus strains. A: Pan-genome and 
core-genome curve. B: Pie chart of the number of genes belonging to the core, the soft core, the shell, or the 
cloud. C: Venn diagram representing the core and unique gene families. D: Classification of protein functions 
of core genome. E: Classification of protein functions of unique genome. 
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表 2  弯曲广布乳杆菌 HFS9 的益生相关基因 
Table 2  Probiotic genes of Latilactobacillus curvatus HFS9 
功能 
Function 

基因 
Genes 

基因产物 
Gene products 

位置 
Locus 

黏附 
Adhesion 

srtA Class A sortase Core genome 
fbpA Fur-regulated basic FbpA Core genome 
dltD Methionine sulfoxide reductase-alanylation of LTA Core genome 
dltA D-alanylation of LTA Core genome 

酸胁迫 
Acid stress 

recA Recombinase RecA Core genome 
sodA Speroxide dismutase [Mn] Core genome 
relA GTP diphosphokinase Core genome 
groES Co-chaperone GroES Core genome 
atpC ATP synthase F1 complex subunit epsilon Core genome 
atpD F-type H+-transporting ATPase subunit delta  Core genome 
atpG ATP synthase F1 complex subunit gamma Core genome 
atpH ATP synthase CF0 C subunit  Core genome 
atpF ATP synthase CF0 B subunit Core genome 
atpB ATP synthase CF1 beta subunit  Core genome 
atpE ATP synthase CF1 epsilon subunit  Core genome 

胆汁酸 
耐受 
Bile acid 
resistance 

gpmA 2,3-diphosphoglycerate-dependent phosphoglycerate mutase Core genome 
dnaJ Chaperone protein DnaJ Core genome 
glmU Bifunctional UDP-N-acetylglucosamine diphosphorylase/glucosamine phosphate Core genome 
rpsC 30S ribosomal protein S3 Core genome 
rpsE 30S ribosomal protein S5 Core genome 
rplD 50S ribosomal protein L4 Core genome 
rplE 50S ribosomal protein L5 Core genome 
rplF 50S ribosomal protein L6 Core genome 

氧化 
Oxidant 

tpx Thiol-specific peroxidase Core genome 
ytpP Thioredoxin Core/Unique genome 
frnE  Dithiol-disulfide isomerase involved in polyketide biosynthesis  Unique genome  
trxB Thioredoxin reductase Unique genome 
trxA Belongs to the thioredoxin family Unique genome 

其他 
Others 

dps DNA protection during starvation and other stresses Core genome 

 
2.3  弯曲广布乳杆菌 HFS9 具有潜在益生

特性 
为验证基因组分析结果，本研究对 L. curvatus 

HFS9 益生特性进行了系列体外实验。如表 3 所

示，L. curvatus HFS9 在低 pH (pH 3.0)环境中的

存活率为 62.42%，在 0.3%胆盐环境中的存活率

为 92.92%，均保持较高的存活能力。自聚集能力

和疏水性分别为 63.33%和 75%，对 HT-29 细胞

的黏附率达 12.97%。研究发现，作为抗氧化剂的

抗坏血酸 DPPH 自由基清除活性为 94.31%[38]，

而本研究中 L. curvatus HFS9的 DPPH自由基清

除活性为 92.34%，与抗坏血酸活性相当。同时，

L. curvatus HFS9的羟自由基清除活性为54.41%，

与其他 L. curvatus 菌株相近[38]。 
此外，L. curvatus HFS9 在 MRS+5% (体积

分数)脱纤维羊血培养基上无溶血现象；对本研 
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表 3  弯曲广布乳杆菌 HFS9 的体外益生特性 
Table 3  Probiotic properties of Latilactobacillus 
curvatus HFS9 in vitro 
体外益生特性 Prebiotic properties in vitro HFS9 (%) 
低 pH 耐受性 Low pH resistance 62.42±12.33 
0.3%胆盐耐受性 
0.3% bile salt resistance 

92.92±3.75 

自聚集 Auto-aggregation 63.33±5.77 
疏水性 Hydrophobicity 63.33±5.77 
黏附率 Adhesion rate 12.97±1.63 
DPPH 自由基清除率 
DPPH radical scavenging activity 

92.34±4.03 

羟自由基清除率 
Hydroxyl radical scavenging activity 

54.41±9.27 

 
究选取的 8 种抗生素敏感，仅对万古霉素表现

出耐药现象，CARD 注释结果显示基因组中存

在氟喹诺酮类药物的耐药基因，但表型结果表

明 L. curvatus HFS9 对莫西沙星敏感。图 3 表明，

L. curvatus HFS9 能抑制 6 种常见人体病原菌，而

且对革兰氏阳性菌和革兰氏阴性菌均有一定的

抑制作用。其中，对 S. aureus 的抑制效果最佳

[(22.07±2.66) mm]，且抑制效果优于阳性对照菌

株 LGG [(16.13±0.42) mm]，其次为 S. dysenteriae 

[(20.80±0.50) mm]、E. coli [(20.23±1.70) mm]和

S. suis [(19.73±1.76) mm]，对 S. typhimurium 

[(16.03±1.62) mm]的抑制效果与 S. suis 相近，

对 L. monocytogenes [(12.53±1.70) mm]的抑制效

果较弱。值得注意的是，虽对 L. monocytogenes

的抑制作用为 6 种致病菌最弱，但与 LGG 

[(11.13±1.70) mm]的抑制效果相当。 

2.4  弯曲广布乳杆菌 HFS9 有效缓解小鼠

急性结肠炎症状 
通过构建小鼠急性结肠炎模型，初步评估

L. curvatus HFS9 的体内安全性并进一步验证其

益生功能。结果表明，L. curvatus HFS9 预灌胃   
7 d 未发现动物死亡情况，小鼠活动性及精神状

态良好，实验组与对照组体重变化无差异(图 4A)。 

 
 
图 3  弯曲广布乳杆菌 HFS9 对 6 种常见人体致

病菌的抑制作用   #：革兰氏阳性菌；不同小写

字母表示差异显著. 下同 
Figure 3  The antimicrobial effects of Latilactobacillus 
curvatus HFS9 against six common human 
pathogens. #: Gram-stain-positive bacteria; Different 
lowercase letters indicate significant differences. 
The same below. 
 
喂食 DSS 后小鼠体重明显下降，DSS/HFS9 组小

鼠体重下降较 DSS 组缓慢，从第 5 天开始

DSS/HFS9 组体重高于 DSS 组(P<0.05)，且与

CT 组无明显差异；与 CT 组相比，DSS 组小鼠

DAI 评分第 5 天起明显升高，灌服 L. curvatus 
HFS9 6 d 后，急性结肠炎小鼠 DAI 评分显著降

低(P<0.05) (图 4B)。 
结肠表型结果表明(图 4C)，在 DSS/HFS9

组，HFS9 可以恢复由 DSS 造成的结肠炎症性状

的改变。结肠长度是 DSS 诱导急性结肠炎重要的

定量指标[39]，如图 4D 所示，DSS 组和 DSS/HFS9
组结肠长度与 CT 组相比明显缩短，且 DSS/HFS9
组结肠显著长于 DSS 组(P<0.01)。组织病理学

评分结果显示(图 4E)，DSS 组 3−4 分评分占比

高于 DSS/HFS9 组，0−2 分评分占比低于

DSS/HFS9 组(P<0.05)；结肠组织镜观察表明， 
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图 4  弯曲广布乳杆菌 HFS9 有效缓解 DSS 诱导小鼠结肠炎症状   A：14 d 的体重变化. B：7 d 的 DAI
评分. C：结肠性状. D：结肠长度. E：组织病理学评分. F：结肠 HE 染色切片图. CT：正常对照组，无

病理；DSS：DSS 诱导的结肠炎组，中度至重度组织病理学损伤；DSS/HFS9：HFS9 干预组，轻微的

组织病理学损伤. 黑色箭头：结缔组织增生；红色和黄色箭头：分散的淋巴细胞浸润；棕色箭头：嗜

碱性絮状物；蓝色箭头：黏膜下水肿，结缔组织排列松弛；Bar=50 μm. n=5 
Figure 4  Administration of Latilactobacillus curvatus HFS9 alleviated the symptoms of DSS-induced 
colitis. A: Weight change for 14 days. B: DAI scores for 7 days. C: Representative images of colons. D: 
Quantification of the colon length. E: Histopathological score. F: Representative images of H&E stained 
sections of ascending colons from indicated groups. Control: Normal control group, no pathology; DSS: 
DSS-induced colitis group, moderate to severe histopathological damage; DSS/HFS9: DSS-induced colitis 
mice dosed with Latilactobacillus curvatus HFS9 group, slight histopathological damage. Black arrows: 
Proliferative connective tissue; Red & Yellow arrows: Scattered lymphocytic infiltration; Brown arrows: 
Basophilic flocs; Blue arrow: Submucosa edema, loose connective tissue arrangement; Bar=50 μm. n=5. 
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DSS 组结肠组织大面积溃疡，黏膜上皮脱落，

伴不同程度淋巴细胞浸润，炎症多侵及黏膜下

层；而 DSS/HFS9 组结肠组织显示出较轻的病

理症状，可见局灶性溃疡，伴散在淋巴细胞浸

润，偶见黏膜下层水肿(图 4F)。 

3  讨论与结论 
分布较广的物种通常具有开放的泛基因

组，不断从环境中获取遗传物质以适应恶劣的

周围环境[40]。同时，开放的泛基因组也意味着物

种内的基因交换频率更高[41]。本研究基因组分析

结果显示，L. curvatus 具有开放的泛基因组和保守

的核心基因组，其中核心基因约占 15%，大部分

的基因是可变的，约占总基因含量的 85%，这表

明 L. curvatus 具有丰富的种内多样性。L. curvatus
核心基因多与细菌的基本生理功能相关，反映

了其对细菌生命活动调控的必要性。在此基础

上，L. curvatus HFS9 的菌株特异性基因(kdp 系

统)所富集代谢途径与环境适应性密切相关。

kdp 系统能催化 ATP 的水解和 K+进入细胞质的

电转运，保障各种生命活动的有序进行[42]，该

系统相关基因 kdpA、kdpB、kdpC、kdpD、kdpE、

kup 等与钾离子的结合、能量耦合、催化、转录

调节及跨膜转运等功能相关 [43-45]。L. curvatus
核心基因组仅注释到 kup 基因，而 L. curvatus 
HFS9 菌株特异性基因中则注释到较为完整的

kdp 系统相关基因，因此有助于 kdp 系统功能的

发挥，使 L. curvatus HFS9 更好地适应各类生境。 
益生功能普遍存在菌株特异性，基因组分析

有助于发现特定菌株的益生相关基因与功能[17]。

研究表明，atp 基因有助于维持细菌细胞质的中

性环境[46]，relA 基因与不同压力所诱导的耐受

性建立相关[47]；而热休克蛋白 groES 和 dnaJ 则

对长期抗酸胁迫起较大作用 [48]。同样地，srtA
基因在宿主表面的黏附机制中起作用[49]，fbpA

的缺失突变会导致菌株的体外黏附率降低

76%[50]。L. curvatus HFS9 核心基因组中存在

atp、relA、groES 和 dnaJ 等耐受性相关基因，

以及 srtA 和 fbpA 等黏附相关基因，表明该菌株

可能具有在胃肠道恶劣环境中的存活能力和黏

附于宿主肠道的能力[51]。体外实验结果进一步

证明 L. curvatus HFS9 对酸和胆盐的耐受性较

强，具有较高的自聚集能力和疏水性，且对肠

上皮细胞的黏附率也处于较高水平，与相关研

究报道的结果[52-53]一致。因此可认为 L. curvatus 
HFS9 具有在肠道定殖的潜力，这是益生菌株发

挥相应功能的前提。 
由于内源性抗氧化系统的抗氧化能力有

限，机体需要外源性调节剂或补充剂来减少氧

化应激反应[17]。微生物具有抗氧化系统来维持

自由基水平的稳定，因此被认为是调节氧化应

激的重要工具[54]。L. curvatus HFS9 核心基因组

中存在抗氧化相关基因 tpx 和 ytpP，分别编码

硫醇特异性过氧化物酶和硫氧还蛋白，可通过

半胱氨酸硫醇-二硫键交换促进其他蛋白还原

而起抗氧化剂作用[55]。同时，L. curvatus HFS9
的菌株特异性基因中还存在 ytpP、frnE、trxB
和 trxA 等抗氧化相关益生基因。其中，trxB 基

因编码硫氧还蛋白还原酶，在氧气或二硫化物

环境中起保护作用[56]；trxA 则编码硫氧还蛋白

1，参与抵抗二酰胺或 H2O2 引起的氧化应激反

应[57]。L. curvatus HFS9 在体外实验中也表现出

较强的 DPPH 和羟自由基清除活性，因此可认

为具备一定的抗氧化能力。 
研究表明，益生菌可以通过竞争性结合受

体、产生抗菌物质如细菌素和有机酸、加强肠

道黏膜屏障作用和调节免疫系统等方式，阻遏

致病菌破坏肠道上皮屏障而抑制致病作用[58]。

作为抵御微生物入侵的第一道防线，肠道上皮

屏障损伤可导致肠道微生物紊乱，也是炎症性
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肠病发病的关键因素[59]。目前，从 L. curvatus
分离得到的细菌素 curvacin A、sakacin G 和

curvaticin DN317 等，能抑制广泛的致病菌和

腐败细菌，如单核细胞增多性李斯特菌，金黄

色葡萄球菌和屎肠球菌等 [60-62]。乳杆菌能通

过发酵胃肠道中的碳水化合物，产生甲酸、乙

酸、琥珀酸和乳酸等有机酸，降低肠道 pH 值

从而抑制致病菌的生长 [58]。体外实验结果显

示，L. curvatus HFS9 对选取的 6 种常见人体致

病菌具有一定的抑菌活性，但其基因组中并未

发现产细菌素基因的存在；鉴于该菌株在 MRS
液体培养基中培养 24 h 后上清液 pH 值明显降

低(由 6.18 降至 4.49)，推测 L. curvatus HFS9 可

能通过产生酸性物质发挥抑菌作用，但具体机

制仍有待进一步研究。 
候选益生菌菌株应当是安全且表现出很少

或无抗生素耐药性[63]。L. curvatus HFS9 对羊血

红细胞无裂解活性，且对本研究选用的大多数

抗生素敏感，仅对万古霉素表现出抗性，此结

果与 Zhang 等[64]对 L. curvatus Z12 的研究一致；

分析 L. curvatus HFS9 基因组发现其可移动元

件噬菌体中并未注释到耐药基因，表明对万古

霉素耐药性的转移风险较低；同时，灌服      
L. curvatus HFS9 一周后的结果也表明该菌株

在 1×108 CFU 剂量下对小鼠无明显毒副作用，

但高剂量是否具有毒性作用还需证实。 
基因组分析结合体外表型实验验证提示  

L. curvatus HFS9 是一株较有潜力的益生菌，参

照 Jo 等[65]对 L. curvatus Wikim38 的研究，该菌

株在小鼠体内发挥一定的抗炎作用，因此本研究

选择 DSS 诱导小鼠急性结肠炎模型对 L. curvatus 
HFS9 体内益生作用进行初步评估。结果表明，

L. curvatus HFS9 在 1×108 CFU 剂量下，缓解了

DSS 诱导结肠炎所导致的小鼠体重减轻和粪便

性状改变，也对结肠组织病理学变化有所改善。

因此，L. curvatus HFS9 在体内具有一定的抗炎

作用，其作用机制还需进一步探索研究。 
综上所述，本研究采用基因组分析和表型

实验相结合的方法明确了 L. curvatus HFS9 作

为潜在益生菌的作用，并利用 DSS 诱导的小鼠

结肠炎模型初步证实了该菌株的体内抗炎功

效，为 L. curvatus HFS9 进一步的研究与开发提

供了理论依据。 
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