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摘  要：【背景】植物乳植杆菌(Lactiplantibacillus plantarum) P-8 是一株具有优良益生特性的乳酸

菌，探究其短期连续传代过程中的遗传稳定性对评估其加工生产的稳定性有着重要的指导作用。

【目的】研究植物乳植杆菌 P-8 在 37 ℃恒温环境下、MRS 培养基中连续传代 100 代过程中的遗传

稳定性。【方法】在 MRS 培养基、37 ℃恒温环境下将植物乳植杆菌 P-8 连续传代 100 代，测定不

同代菌株(第 0、25、50、75 和 100 代)的菌体形态和碳水化合物利用能力，并利用二代、三代测序

相结合的技术完成不同代菌株全基因组测序，通过比较基因组学综合分析其在连续传代 100 代过

程中的遗传稳定性。【结果】植物乳植杆菌 P-8 在连续培养 100 代过程中，其菌体形态和碳水化合

物利用能力均无明显变化。以植物乳植杆菌 P-8 的原始菌株基因组作为参考，比较分析了不同代

菌株的基因组稳定性，发现菌株均有单核苷酸多态性(single nucleotide polymorphism, SNP)位点存

在，但数量较少(SNP 位点<21 个)。不同代菌株基因组共线性良好，具有极高的相似性，且不同代

菌株碳水化合物活性酶注释结果无显著差异(P>0.05)。【结论】植物乳植杆菌 P-8 在 MRS 培养基中、

37 ℃恒温环境下连续传代 100 代期间具有良好的遗传稳定性，为该菌株的产业化应用奠定了遗传

学基础。 
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Abstract: [Background] Lactiplantibacillus plantarum P-8 is a lactic acid bacterium with 
excellent prebiotic properties. Exploring its genetic stability during short-term continuous 
subculturing helps to evaluate the stability of the cells in production. [Objective] To study the 
genetic stability of L. plantarum P-8 subcultured in MRS medium at 37 ℃ for 100 generations. 
[Methods] We observed the cell morphology and measured the carbohydrate utilization ability 
of L. plantarum P-8 subcultured for 0, 25, 50, 75, and 100 generations in MRS medium at 37 ℃. 
The whole genomes of cells subcultured for different generations were sequenced by the 
second- and third-generation sequencing. Comparative genomics was employed to 
comprehensively analyze the genetic stability of the cells during the 100 generations. [Results] 
The cell morphology and carbohydrate utilization ability of L. plantarum P-8 showed no 
significant changes during continuous subculturing for 100 generations. With the genome of the 
original cells as a reference, the genomic stability of different generations was compared. The 
cells of all the generations had single nucleotide polymorphism (SNP) sites, while the number 
of SNP sites was <21. The genomes of the cells at different generations had good collinearity 
and high similarity. The results of carbohydrate activity enzyme annotation showed no 
significant differences among different generations (P>0.05). [Conclusion] L. plantarum P-8 
has good genetic stability during continuous subculturing for 100 generations in MRS medium 
at 37 ℃. This study laid a genetic foundation for the industrial application of this strain. 
Keywords: Lactiplantibacillus plantarum P-8; continuous subculturing; comparative genomics; 
genetic stability 

植物乳植杆菌(Lactiplantibacillus plantarum) 
P-8 是一株分离自草原传统发酵酸牛奶的乳酸 
菌[1]，其益生特性主要有抗炎[2]、降血脂[3]及提

高免疫力 [4]等。本团队前期在人群试验中已经

发现，持续服用 12 周植物乳植杆菌 P-8 可以有

效缓解受试者的压力和焦虑情绪 [5]。在辅助治

疗疾病方面，研究发现肠易激综合征(irritable 
bowel syndrome, IBS)和溃疡性结肠炎(ulcerative 
colitis, UC)患者在服用含有植物乳植杆菌 P-8 的

益生菌混合制剂后，其症状相较于安慰剂组患

者明显减轻[6-7]。由此可见，植物乳植杆菌 P-8
是一株益生特性良好的乳酸菌。 
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研究传代过程中益生菌的基因组稳定性具

有重要意义。鼠李糖乳酪杆菌 GG 是全球研究最

多的益生菌之一，有研究发现从液态乳中分离出

的鼠李糖乳酪杆菌 GG 出现较长片段的基因组

缺失，导致 spaCBA-srtC1 基因簇的丢失[8]；而

spaCBA-srtC1 基因簇编码的菌毛参与其在人体

胃肠道中的定殖，是该菌株的重要特征之一[9]。

Stage 等检验了鼠李糖乳酪杆菌 GG 在液态乳生

产过程中的基因组和表型稳定性，结果表明，鼠

李糖乳酪杆菌 GG 在该工业生产过程中高度稳

定[10]。为了保证植物乳植杆菌 P-8 在工业流通中

同样保持原有特性，有必要对其基因组稳定性

在内的遗传稳定性进行深入探究。 
菌株的遗传稳定性分析包括评价其表型特

征、生理特性和基因层面的差异。孔亚楠曾对植

物乳植杆菌 P-8 连续传代 4 000 代，并对菌株的

表型和益生特性的变化进行了探究，结果表

明，植物乳植杆菌 P-8 在长期传代过程中十分

稳定[11]。本团队前期使用 454和 Illumina双端测

序技术完成植物乳植杆菌 P-8 原始基因组全长

的测序[12]，发现植物乳植杆菌 P-8 的全基因组由

一个长度为 3.03 Mb 的圆形染色体和 7 个质粒组

成，并将质粒依次命名为 LBPp1−LBPp7[13]。乌

云以植物乳植杆菌 P-8 原始基因组作为参考，对

植物乳植杆菌 P-8连续传代 1 000代期间基因组

的变化进行研究，共发现了 24 个基因突变位

点[14]。先前关于植物乳植杆菌 P-8 遗传稳定性

的研究多集中于长期传代过程，而短期传代在工

业流通稳定性的探究中同样具有重要意义。 
本研究在 37 ℃恒温环境下、MRS 培养基中

对植物乳植杆菌 P-8 连续培养了 100 代，评价不

同代菌株的表型差异，并通过 Illumina 二代测序

平台和 Nanopore 三代测序平台对其全基因组进

行测序。将植物乳植杆菌 P-8 原始基因组作为参

考序列，利用比较基因组学对菌株传代过程中基

因组的稳定性进行分析。本研究旨在探究植物乳

植杆菌 P-8 在短期传代过程中的稳定性，为其进

一步开发研究及产业化提供遗传背景和基因组

特征。 

1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  菌种 

植物乳植杆菌(Lactiplantibacillus plantarum) 
P-8 由内蒙古农业大学乳酸菌菌种资源库(lactic 
acid bacteria collection center, LABCC)提供。 
1.1.2  主要试剂和仪器 

API 50 CHL 试剂盒，生物梅里埃中国有限

公司；基因组 DNA 提取试剂盒，Promega 公司。

pH 计，梅特勒-托利多国际有限公司；恒温培养

箱，上海一恒科技仪器有限公司；分光光度计和

Qubit 荧光定量仪，赛默飞世尔科技(中国)有限

公司；光学显微镜，奥林巴斯(中国)有限公司；电

泳仪，北京六一生物科技有限公司；PromethION
测序仪，牛津纳米孔有限公司；Illumina 测序仪，

因美纳(中国)科学器材有限公司。 
1.1.3  培养基 

MRS 液体培养基(g/L)：蛋白胨 10.0，牛肉

浸粉 8.0，酵母浸粉 4.0，葡萄糖 20.0，吐温-80 1.0，

磷酸氢二钾 2.0，乙酸钠 5.0，柠檬酸三铵 2.0，

硫酸镁 0.2，硫酸锰 0.05，pH 6.2。 

MRS 固体培养基：在 MRS 液体培养基配方

的基础上加入琼脂 15.0 g/L。 

1.2  方法 
1.2.1  菌株活化及生长曲线的绘制 

将‒80 ℃保藏的植物乳植杆菌 P-8 原始菌株

解冻，接入 MRS 液体培养基中，37 ℃恒温静置

培养 24 h 以活化菌株。按 1% (体积分数)接种量

取活化后的菌液接种于 MRS 液体培养基中(设
置 3 组平行)，37 ℃恒温静置培养 24 h。培养期
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间每隔 2 h 取样，于 600 nm 处测定菌液吸光值

(OD600)，以绘制菌株生长曲线。 
1.2.2  菌株传代培养及培养代数计算 

将已活化的菌液划线于 MRS 固体培养基

上，37 ℃恒温培养 72 h。随机挑取 3 个单菌落，

分别接种于 MRS 液体培养基中，37 ℃恒温静置

培养 24 h，作为传代培养过程中的 0 代菌株。植

物乳植杆菌 P-8 在 24 h 时已进入稳定期，因此

选择 24 h 作为一个传代周期[14]。 
植物乳植杆菌 P-8 以二分裂的方式增殖，经

过 n 次分裂后细菌个数增殖为 2n 个[15]。将菌株

接入新鲜液体培养基时的活菌数记为 N0，刚进

入 稳 定 期时 的 活 菌数 记 为 Nf ， 通 过 公式     
log2 (Nf/N0)计算出一个传代周期内菌株的生长

代数(细菌分裂次数)。 
将 0 代菌株按 1% (体积分数)接种量接种到

新鲜的 MRS 液体培养基中，37 ℃恒温静置培养

24 h 进行传代。重复以上传代操作直至第 100
代，保留第 0、25、50、75 和 100 代菌株并标记

为 A0、A25、A50、A75 和 A100。 
1.2.3  菌体细胞形态观察 

对不同代菌株进行革兰氏染色，然后在显微

镜下检查。观察菌体细胞形态，初步检验菌株纯

度，并保留第 0、25、50、75 和 100 代菌株镜检

照片。 
1.2.4  碳水化合物利用能力检测 

采用梅里埃 API 50 CHL 试剂盒检测不同代

菌株(第 0、25、50、75 和 100 代)利用各种碳水

化合物的能力，具体步骤为：(1) 吸取不同代菌

株的菌悬液，分别滴至含有不同碳水化合物的

API 50 CH试验条上；(2) 将试验条放入装有API 
50 CHL 培养基的安瓿中，用无菌石蜡将安瓿封

口；(3) 37 ℃培养 48 h。结果判定：若培养基由

紫色变为黄色则为阳性反应，表明该菌株可利用

对应的碳水化合物；培养基不变色则为阴性反

应，表明该菌株不可利用对应碳水化合物。 
1.2.5  基因组 DNA 提取及测序 

采用 Promega 基因组 DNA 提取试剂盒分别

提取第 0、25、50、75 和 100 代菌株的基因组

DNA，通过分光光度计测定 DNA 的浓度及纯度

(A260/A280, A260/A230)，并使用琼脂糖凝胶电泳对

DNA 条带的完整度及纯度进行检测。 
对于提取后的 DNA 具体操作如下：(1) 利

用磁珠纯化符合要求的基因组 DNA，使用 Qubit
对纯化后的 DNA 浓度进行测定；(2) 当 DNA 质

量大于 3 μg 时，依据 Nanopore 平台全基因组建

库 Protocol 对基因组 DNA 进行处理；(3) 利用

PromethION 测序仪完成菌株 DNA 全基因测序，

平均可测得高于基因组大小 250 倍的原始数据；

(4) 利用 Illumina Novaseq 测序平台完成基因组

重测序，每株菌测序量均为 1 Gb。 

1.3  比较基因组分析方法 
1.3.1  原始菌株参考序列 

从 NCBI 下载植物乳植杆菌 P-8 的全基因组

序列作为参考序列。 
1.3.2  基因组组装及信息提取 

对于三代测序后得到的原始 reads，首先通

过 NanoPack 软件[16]进行质量控制，去除 Q 值低

于 7 的 reads 以获得高质量序列。利用 NextDenovo
软 件 (https://github.com/Nextomics/NextDenovo)
和 NextPolish 软件 [17]对质控后的序列进行组

装，然后通过 Circlator 软件[18]环化组装结果，

之后基于二代数据使用 pilon 软件[19]矫正三代数

据，最终得到 15 株不同代植物乳植杆菌 P-8 的

全基因组完成图。基因组信息则利用自制 Perl
脚本进行统计。 
1.3.3  平均核苷酸一致性计算和共线性分析 

取植物乳植杆菌 P-8 原始基因组和 15 株不

同代菌株基因组，利用 Perl 脚本[20]计算两两菌

株间的平均核苷酸一致性，采用 Mauve 软件[21]



 
4158 微生物学通报 Microbiol. China 

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

分析 16 株菌之间的共线性关系。 
1.3.4  单核苷酸多态性位点及系统发育分析 

以植物乳植杆菌 P-8 原始基因组作为参考

序列，通过 MUMmer 软件[22]对全基因组序列的

SNP 位点进行识别，采用 SAMtools 软件[23]对

SNP 位点的准确性进行验证。基于上述 SNP 位

点生成的序列，使用邻接法(neighbor-joining, NJ)

重复 200 次构建系统发育树。 
1.3.5  数据可视化 

利用 iTol 在线软件(https://itol.embl.de/itol.cgi)
对系统发育树进行可视化，使用 TBtools 软件[24]

绘制 ANI 聚类热图和碳水化合物活性酶注释  

热图。 

2  结果与讨论 
2.1  表型稳定性 
2.1.1  菌株生长曲线及培养代数 

测定植物乳植杆菌P-8原始菌株在培养 24 h

过程中的吸光值，图 1 显示 OD600 的变化趋势。

结果表明，植物乳植杆菌 P-8 在最开始的 2 h 处

于延滞期，培养 4 h 左右进入对数生长期，在 

 

 
 

图 1  植物乳植杆菌 P-8 原始菌株生长曲线 
Figure 1  Growth curve of original strain of 
Lactiplantibacillus plantarum P-8. 

10 h 时进入对数生长末期，培养 14 h 后则一直

处于稳定期。初始接入培养基时菌株的活菌数为

1.40×106 CFU/mL，即将进入稳定期时活菌数增

加至 1.54×108 CFU/mL，依据 1.2.2 菌株培养代

数计算方法，在每个传代周期内植物乳植杆菌

P-8 的生长代数约为 6.78 代。植物乳植杆菌 P-8
连续传代 1 000 代试验[14]中菌株的生长代数为

6.64 代，而生长曲线趋势与本研究基本一致，说

明该菌在保藏过程中生长特性未发生明显改变。 
2.1.2  菌体细胞形态观察 

在显微镜 100 倍视野下观察第 0、25、50、
75 和 100 代(A0、A25、A50、A75 和 A100)植物

乳植杆菌 P-8 的细胞形态，结果如图 2 所示。观

察发现不同代菌体均呈现直杆状，两端偏圆较

为规则，一般成对或成链状聚集在一起，属于植

物乳植杆菌的典型特征[25]，且在连续传代 100
代过程中菌体细胞形态未产生变化。先前的研

究结果显示，植物乳植杆菌 P-8 在连续培养    
4 000 代[11]期间的菌体细胞形态与其原始菌株相

同，均具有该种属的一般特征，表明该菌的细胞

形态在短期和长期传代中都具有稳定性。 
2.1.3  碳水化合物利用能力 

检测 5 个不同代菌株(A0、A25、A50、A75
和 A100)对 49 种碳水化合物的利用能力，利用

情况见表 1。结果显示，植物乳植杆菌 P-8 可利

用 24种碳水化合物，在连续传代 100代过程中，

第 0、25、50、75 和 100 代 5 个时间点菌株对碳

水化合物的利用能力相同。孔亚楠曾比较了植

物乳植杆菌 P-8 原始菌株及连续培养至 1 000、  
2 000、3 000 和 4 000 代菌株的碳水化合物代谢

能力[11]，发现其能力在连续培养 4 000 代期间未

发生变化，并且菌株在普通 MRS 培养基中的碳

水化合物利用情况与本研究结果基本一致，表明

植物乳植杆菌 P-8 的碳水化合物利用能力在短

期和长期传代中都具有稳定性。 
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图 2  不同代植物乳植杆菌 P-8 菌体细胞形态(100×) 
Figure 2  Morphology of Lactiplantibacillus plantarum P-8 in different generations (100×). 

 
表 1  不同代植物乳植杆菌 P-8 对碳水化合物的利用情况 
Table 1  Utilization of carbohydrates of Lactiplantibacillus plantarum P-8 in different generations 
Code ID Carbohydrate A0 A25 A50 A75 A100 
0 − Negative control − − − − − 
1 GLY Glycerol − − − − − 
2 ERY Erythritol − − − − − 
3 DARA D-arabinose − − − − − 
4 LARA L-arabinose − − − − − 
5 RIB D-ribose + + + + + 
6 DXYL D-xylose − − − − − 
7 LXYL L-xylose − − − − − 
8 ADO D-ribitol − − − − − 
9 MDX Methyl-β-D-pyranoside − − − − − 
10 GAL D-galactose + + + + + 
11 GLU D-glucose + + + + + 
12 FRU D-fructose + + + + + 
13 MNE D-mannose + + + + + 
14 SBE L-sorbose − − − − − 
15 RHA L-rhamnose − − − − − 
16 DUL Dulcite − − − − − 
17 INO Inositol − − − − − 
18 MAN Mannitol + + + + + 
19 SOB Sorbitol + + + + + 
20 MDM Methyl-α-D-pyranomannan glycoside + + + + + 
21 MDG Methyl-α-D-glucopyranoside − − − − − 
       (待续) 
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       (续表 1) 
Code ID Carbohydrate A0 A25 A50 A75 A100 
22 NAG N-acetylglucosamine + + + + + 
23 AMY Amygdalin + + + + + 
24 ARB Arbutin + + + + + 
25 ESC Aesculin-iron citrate + + + + + 
26 SAL Saligenin + + + + + 
27 CEL D-cellobiose + + + + + 
28 MAL D-maltobiose + + + + + 
29 LAC D-lactose + + + + + 
30 MEL D-melibiose + + + + + 
31 SAC D-sucrose + + + + + 
32 TRE D-trehalose + + + + + 
33 INU Inulin − − − − − 
34 MLZ D-melizitose + + + + + 
35 RAF D-raffinose + + + + + 
36 AMD Starch − − − − − 
37 GLYG Glycogen − − − − − 
38 XLT Xylitol − − − − − 
39 GEN D-gentiobiose + + + + + 
40 TUR D-toulon sugar − − − − − 
41 LYX D-lyxose − − − − − 
42 TAG D-tagatose − − − − − 
43 DFUC D-fucose − − − − − 
44 LFUC L-fucose − − − − − 
45 DARL D-arabitol + + + + + 
46 LARL L-arabitol − − − − − 
47 GNT Potassium gluconate + + + + + 
48 2KG 2-potassium ketol gluconate − − − − − 
49 5KG 5-potassium ketol gluconate − − − − − 
+：可以利用；−：不利用 
+: Available; −: No use. 
 

2.2  基因组稳定性 
2.2.1  基因组信息 

统计原始菌株和 15株来自 5个不同代菌株

的基因组信息，结果见表 2。植物乳植杆菌 P-8
原始菌株基因组大小为 3.24 Mb，GC 含量为

44.55%，包含 7 个质粒；15 株菌的基因组大小

为(3.20±0.02) Mb，GC 含量为 44.66%±0.03%，

每株菌的质粒数目为 3−5 个不等。15 株菌的基

因组大小和 GC 含量与原始菌株相差较小，在

菌株之间无显著差异(P>0.05)，但 15 株菌的质 

粒数量分布不规律且均小于 7 个。Li 等的研究

结果显示连续传代 800 代过程中的植物乳植杆

菌 P-8 各菌株基因组大小和 GC 含量同样无显

著差异[26]。然而质粒基因由于长度较短，可能

在 DNA 提取时断裂为更短的基因片段，在主

要针对长读长基因片段的三代测序 [27]和质控

过程中易被过滤掉。此外，NextDenovo 软件在

组装质粒方面效果不佳[28]，可能导致某些质粒

未被统计到，传代过程中菌株质粒自然丢失的

概率较低。 



 
王可欣等: 植物乳植杆菌 P-8 连续传代过程中遗传稳定性分析 4161 

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

 

表 2  不同代菌株的基因组信息 
Table 2  Genome information of strains in different generations 
Strain Scaffold quantity Size (Mb) GC content (%) N50 (bp) N90 (bp) 
L. plantarum P-8 8 3.24 44.55 3 035 719 3 035 719 
A0-1 5 3.22 44.63 3 045 299 3 045 299 
A0-2 5 3.21 44.66 3 044 914 3 044 914 
A0-3 6 3.22 44.63 3 044 560 3 044 560 
A25-1 5 3.22 44.61 3 043 986 3 043 986 
A25-2 5 3.22 44.65 3 045 739 3 045 739 
A25-3 5 3.22 44.65 3 046 155 3 046 155 
A50-1 4 3.18 44.71 3 045 099 3 045 099 
A50-2 5 3.22 44.65 3 044 664 3 044 664 
A50-3 4 3.16 44.67 3 046 336 3 046 336 
A75-1 4 3.18 44.68 3 038 329 3 038 329 
A75-2 5 3.21 44.64 3 044 385 3 044 385 
A75-3 4 3.18 44.71 3 044 697 3 044 697 
A100-1 5 3.22 44.66 3 045 682 3 045 682 
A100-2 4 3.20 44.65 3 044 637 3 044 637 
A100-3 5 3.21 44.66 3 045 539 3 045 539 

 
2.2.2  平均核苷酸一致性分析 

平 均 核 苷 酸 一 致 性 (average nucleotide 
identity, ANI)是在核苷酸水平上用来比较 2 个微

生物亲缘关系远近的常用指标，具体方法为对比

两两基因组之间所有直系同源蛋白编码基因的

平均碱基相似度。当两株菌之间的 ANI 值大于

95%时，认为其属于同一个种或亚种[29]。计算

植物乳植杆菌 P-8 原始菌株及 15 株不同代菌株

间的 ANI 值并对结果进行聚类热图的绘制。由

图 3 可知，每两两菌株之间的 ANI 值均大于

99.96%，远远高于种间鉴定标准，表明传代 100 代

过程中所有菌株与原始菌株的亲缘关系极近。 
 

 
图 3  基于不同代菌株基因组绘制的 ANI 热图 
Figure 3  Heatmap of ANI based on the genome sequences of different generation strains. 
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2.2.3  单核苷酸多态性和系统发育分析结果 
单 核 苷 酸 多 态 性 (single nucleotide 

polymorphism, SNP)是指由于单个核苷酸改变而

导致的核酸序列多态性，是最常用的分子突变标

记之一[30]。以 L. plantarum P-8 原始序列作为参

考基因组，识别 15 株不同代菌株的 SNP 位点，

结合基因组注释 gff 文件进行分析，结果见表 3。 
本研究共发现了 13 个 SNP 位点，包括 5 个

同义突变和 3 个非同义突变，其余 5 个位于基因

间隔区。非同义突变分别位于 D-丙氨酰-脂磷壁

酸生物合成蛋白 dltD (D-alanyl-lipoteichoic acid 
biosynthesis protein dltD)和 IS3 家族转座酶(IS3 
family transposase)基因上。前者是构成 dlt 操纵

子的基因之一，dlt 操纵子主要与细胞壁的合成

有关，其编码细胞壁中磷壁酸发生 D-丙氨酰化

修饰所必需的酶[31]。该突变首次均发生在第 0 代

菌株与参考基因组之间，且一直稳定遗传到   
第 100 代，并不影响传代过程中基因组的稳定

性，推测是菌株在长期保藏环境中其细胞壁相关

酶发生改变。后者指导合成的转座酶参与催化

IS3 转座因子插入序列，从而影响其他基因的表

达。而 IS3 家族转座酶基因仅在 A50-3 中出现   
1 个 SNP 位点，不能代表整体突变情况。除此

之外，在每两代菌株之间均未发现稳定遗传的

SNP 突变位点。与原始菌株相比，传代过程中

的菌株内存在 3 个稳定的 SNP 位点，即这些突

变从第 0 代开始稳定遗传到第 100 代。对于随机

出现的 SNP 位点，A50-3 存在 6 个，A100-3 存

在 2 个，A25-3 和 A75-3 各存在 1 个。He 等在

植物乳植杆菌 P-8 的葡萄糖限制性连续传代培

养试验中也发现了类似的突变，这些突变不是稳

定遗传的，也有可能因基因漂移而丢失[32]。乌

云在连续培养至 1 000 代的植物乳植杆菌 P-8 中

发现了 14 个 SNP 突变位点，其中 2 个位于非编

码区、5 个为同义突变、7 个为非同义突变，非

同义突变数量相对较多，但基因编码区与本研究

相比有所不同，分别位于 murA、hprT、trxB1、
gph2、nox4、dnaG 和一个未命名基因编码区[14]。

对比短期传代结果，长期传代过程中发生的 SNP
突变数量更多。由于该试验只检测了 1 000 代菌

株的 SNP 位点，并未检测连续培养 1 000 代期

间菌株的 SNP 情况，且所检测出的突变基因编

码区与本研究不同，无法表明可稳定遗传的 SNP
位点数量与传代时间有关。 

通过系统发育树来描述菌株传代 100 代过

程中的进化关系，进而判断菌株在连续培养过

程中的稳定性。以 L. plantarum P-8 原始序列作

为参考基因组，基于不同代菌株 SNP 位点所形

成的序列构建系统发育树(图 4)。不同代的植物

乳植杆菌 P-8 以及原始菌株属于同一主干，表 
 

表 3  SNP 位点及注释信息 
Table 3  SNP sites and annotation information 
Location Number Gene Mut-type Product 
398 285‒399 226 2 LBP_RS15570 Nonsyn IS3 family transposase 
398 285‒399 226 1 LBP_RS15570 Syn IS3 family transposase 
1 575 478‒1 576 419 1 LBP_RS15850 Syn IS3 family transposase 
1 637 524‒1 638 801 1 LBP_RS07645 Nonsyn D-alanyl-lipoteichoic acid biosynthesis protein DltD 
1 851 420‒1 852 361 1 LBP_RS15925 Syn IS3 family transposase 
2 606 678‒2 607 619 1 LBP_RS16180 Syn IS3 family transposase 
2 982 482‒2 983 078 1 LBP_RS14100 Syn Accessory gene regulator AgrB 
Syn：同义突变；Nonsyn：非同义突变 
Syn: A synonymous mutation; Nonsyn: A non-synonymous mutation. 
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图 4  基于 SNP 位点构建的系统发育树   各菌株 SNP 位点数目：A50-3 存在 9 个；A100-3 存在 5 个；

A25-3 和 A75-3 各存在 4 个；其余菌株均存在 3 个 
Figure 4  Phylogenetic tree constructed based on SNP locus. Number of SNP sites of each strain: 9 in A50-3; 5 
in A100-3; 4 in A25-3; 4 in A75-3; 3 in any other strain. 
 
明其亲缘关系极近，且 SNP 位点数目均小于 21，
因此认定 15 株菌为同一菌株[33]。结果显示，植物

乳植杆菌P-8在传代过程中具有良好的基因组稳定

性，推测其发挥益生作用的基因组基本可以稳定存

在，能够在工业生产中稳定表现其益生特性。 
2.2.4  共线性分析 

共线性主要用于描述同一染色体上基因的

位置关系，不同菌株间的共线性越好则其基因

组相似性越高[34]。以 L. plantarum P-8 原始基因

组作为参考序列，使用 Mauve 软件对 15 株连续

传代菌株基因组进行共线性分析，该软件可以

识别保守基因组区域以及保守区域中的重排和

倒位，还可以识别核苷酸的插入和缺失[21]。基

因重排和倒位在基因组比对结果图中表现为颜

色区块的平移和翻转，插入和缺失则表现为一段

空白缺口，每个缺口都意味着该处至少发生了 
一次核苷酸的插入或缺失[35]。 

结果如图 5 所示，与植物乳植杆菌 P-8 原始

菌株基因组相比，15 株不同代菌株基因组均无

基因重排和倒位事件发生。除 A50-1、A50-2、

A75-1 和 A75-2 这 4 株菌外，其余 11 株菌均出

现核苷酸的插入或缺失，但位置随机，未形成稳

定遗传。上述结果表明，植物乳植杆菌 P-8 在连

续传代过程中基因组的共线性较好，具有较高

的相似性，在工业流通中不易变异。 
2.2.5  碳水化合物活性酶注释 

碳水化合物活性酶数据库(carbohydrate-active 
enZYmes database, CAZy)主要用于在基因组水

平上预测与糖苷键的断裂、形成和修饰有关酶的

功能域家族[36]。利用 CAZy 对 15 株不同代植物

乳植杆菌 P-8 的基因组进行注释，结果绘制成热

图(图 6)。 
本研究共注释到 5 大类碳水化合物活性酶

的 56 个小家族，以糖苷水解酶(GHs)的含量最为

丰富，推测植物乳植杆菌 P-8 中碳水化合物的水

解活动十分活跃。刘超楠在 L. plantarum A8 和

L. plantarum P9 中都发现了含量丰富的 GH 酶家

族，而 GHs 中的 β-葡萄糖苷酶可将纤维二糖在

内的纤维寡糖分解为单糖，因此推测 2 株菌均具

有良好的降解纤维素的能力[37]。不同代菌株注 
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图 5  基于不同代菌株基因组绘制的共线性结果图 
Figure 5  Collinearity result chart based on the genome sequences of different generation strains. 
 

 

 
 

图 6  碳水化合物活性酶注释热图 
Figure 6  Heatmap of active enzyme annotation of carbohydrate. 
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释到的碳水化合物活性酶类相同，其中 5 个酶

类小家族在菌株间存在注释数目不一致的情

况，但不形成稳定遗传。总体碳水化合物活性

酶注释情况无显著差异(P>0.05)，推测植物乳植

杆菌 P-8 在实际生产应用中其碳水化合物相关

能力能够稳定表达。 

3  结论 
本研究在 37 ℃恒温环境下、MRS 培养基中

对植物乳植杆菌 P-8 连续培养 100 代，在此期间

其菌体形态和碳水化合物利用能力无明显变化。

通过 Illumina 和 Nanopore 测序并组装得到 15 株

不同代植物乳植杆菌 P-8 的基因组完成图，结合

比较基因组学方法发现 15 株菌的基因组大小和

GC 含量与原始菌株基因组无明显差异。与参考

菌株 L. plantarum P-8 相比，15 株菌均有 SNP
位点存在但数量较少(<21 SNP)。在连续传代过

程中不同代菌株基因组的共线性较好，具有极

高的相似性。碳水化合物活性酶注释结果无显

著差异(P>0.05)。综上所述，植物乳植杆菌 P-8
在连续传代 100 代过程中具有良好的遗传稳定

性，为植物乳植杆菌 P-8 的产业化应用奠定了

遗传学基础。  
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