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摘  要：【背景】以常规可培养方法从驼乳和驼粪中分离出 3 株枯草芽孢杆菌，对体外益生效果较

突出的菌株 F10431 进行全基因组测序。【目的】探究分离菌株的益生潜力，了解其功能基因和遗

传基础，为该菌的应用和研究打下理论基础。【方法】采用体外法对枯草芽孢杆菌 F10431、2N2N
和 2N13N 的产酶能力、耐受能力、抑菌效果和饲用安全性进行益生评价，利用二代+三代测序技

术对其进行全基因组预测和功能注释。【结果】三株枯草芽孢杆菌有一定的耐酸、耐胆盐能力，其

中，F10431 耐肠液、胃液能力最强；都有较好的产蛋白酶、淀粉酶、纤维素酶和抗氧化酶的能力，

菌株 F10431 蛋白酶活性为(3.17±0.26) nmol/(min⋅mL)、淀粉酶活性为(0.48±0.04) nmol/(min⋅mL)、
纤维素酶活性为(151.02±8.05) μg/(min⋅mL)、超氧化物歧化酶活性为(1.81±0.31) μmol/(min⋅mL)；菌

株 F10431 对金黄色葡萄球菌和大肠杆菌抑制效果明显，但对沙门氏菌抑制较弱；溶血性测试均不

产生溶血环，饲用安全。【结论】本研究分离出 3 株益生性能优良的驼源枯草芽孢杆菌，对体外益

生效果较突出的菌株 F10431 进行全基因组测序，将测序数据提交至 NCBI 获得 GenBank 登录号为

MW721260。从基因层面阐明了其益生菌特性的功能机制和基因组特征，为相关益生菌制剂的应

用提供了理论支持。 
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Abstract: [Background] Three strains of Bacillus subtilis were isolated from camel milk and 
feces by the conventional culture method, and genome sequencing was performed for strain 
F10431 with strong probiotic effects in vitro. [Objective] To explore the probiotic potential, 
functional genes, and genetic basis of the isolates, so as to lay a theoretical foundation for the 
application and research of B. subtilis. [Methods] The enzyme production, stress tolerance, 
antimicrobial effect, and feeding safety of B. subtilis F10431, 2N2N, and 2N13N were evaluated 
in vitro. The second- and third-generation sequencing was performed for the whole genome and 
functional gene annotation of the isolates. [Results] The three strains of B. subtilis had tolerance 
to acids and bile salt, and strain F10431 had the strongest tolerance to intestinal and gastric fluids. 
All of the strains were capable of producing protease, amylase, cellulase, and antioxidant enzymes. 
Particularly, strain F10431 showed the protease activity of (3.17±0.26) nmol/(min⋅mL), the amylase 
activity of (0.48±0.04) nmol/(min⋅mL), the cellulase activity of (151.02±8.05) μg/(min⋅mL), and 
the superoxide dismutase activity of (1.81±0.31) μmol/(min⋅mL). The strains exerted strong 
inhibitory effects on Staphylococcus aureus and Escherichia coli and weak inhibitory effects on 
Salmonella. None of the strains produced hemolysis ring, thus being safe for feeding. 
[Conclusion] In this study, three camel-derived B. subtilis strains with excellent probiotic 
properties were isolated. F10431 with outstanding probiotic effects in vitro was sequenced, and 
the sequencing data were submitted to NCBI to obtain the GenBank accession number of 
MW721260. This study elucidated the functional mechanism and genomic characterization of 
F10431, providing theoretical support for the application of relevant probiotic preparations. 
Keywords: isolates derived from Bactrian camel in Xinjiang; Bacillus subtilis; probiotics; 
whole genome 
 

益生菌作为一种对宿主健康有益的天然治

疗剂，具有安全、无污染和不含残留化合物等特

点[1]，其通过平衡宿主的肠道微生态系统，丰富

肠道菌群，进而提高免疫力并缓解疾病症状[2-3]。

枯草芽孢杆菌是一种代表性益生菌，广泛分布在

土壤及腐败的有机物中[4]，具有生长速度快、营

养丰富等特点，由于其产生的孢子对外界环境有

极强的耐受力，并能产生对多种革兰氏阳性和阴

性细菌具有抗菌活性的多肽，因此芽孢杆菌拥有

广阔的应用前景[5-8]。此外，枯草芽孢杆菌可以提

高机体免疫力[9]、调节肠道微生态平衡[10]、提高

机体抗氧化能力[11]和饲料转化率[12]等。 
骆驼是新疆重要的畜种资源，这些反刍动

物在寒冷、干旱的环境中生活繁衍，自然选择
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造就了骆驼耐寒、耐旱、耐粗饲和适应性强的

特性[13]，它特有的肠道微生物菌系也促进了其

适应恶劣环境的能力，是极好的抗逆材料和益

生菌来源[14]。根据前人的研究发现骆驼乳能够

辅助治疗糖尿病、肝炎等[15]，因此，挖掘驼源

微生物资源，了解其生理特征和基因组信息，

对骆驼奶的开发以及应用驼源益生菌作为饲料

添加剂有重要意义。 
在此之前，枯草芽孢杆菌的基因组分析主

要来自土壤、植物等，从骆驼身上研究较少，

本试验拟通过形态学观察、16S rRNA 基因测

序等方法，从骆驼乳和粪便中分离出可培养菌

株，通过其耐酸能力、耐胆盐能力、耐肠胃液

能力、产酶能力、抑菌性和是否溶血等指标进

行体外益生特性评价。此外，本研究基于

Illumina 平台和 Nanopore 平台对益生效果较突

出的 Bacillus subtilis F10431 进行了全基因组

二代+三代测序，通过分析其基因组组成成分、

系统进化关系和基因功能注释等，为作为益生

菌的潜力提供进一步的研究和参考。 

1  材料与方法 
1.1  样品 

采自新疆阿勒泰地区吉木乃县万驼园

(10±2)岁健康双峰泌乳骆驼直肠粪便、驼乳，

通过传统可培养方式，共分离出63株驼源细菌，

根据参考文献[16]中的规定进行同源性比对，通

过 MEGA 7.0 软件中的 Neighbor-Joining (NJ)法
构建系统发育树，筛选出 3 株与枯草芽孢杆菌

具有高度亲缘性的菌株 F10431、 2N2N 和

2N13N 进 行 后 续 试 验 ， 登 录 号 分 别 为

MW721260 (F10431) 、 OL989244 (2N2N) 和
MW721308 (2N13N)[17]。 

活化指示菌(金黄色葡萄球菌、大肠杆菌

和沙门氏菌)和芽孢杆菌由新疆农业科学院微

生物应用研究所提供。 

1.2  培养基和主要试剂、仪器 
血琼脂培养基，广东环凯微生物科技有限

公司；LB 培养基，赛默飞世尔科技公司。细菌

基因组 DNA 提取试剂盒，天根生化科技(北京)
有限公司；胃蛋白酶、胰蛋白酶和牛胆碱，国

药集团化学试剂有限公司。恒温培养箱，上海

福玛实验设备有限公司；摇床和离心机，上海

博迅医疗生物仪器公司；酶标仪和 PCR 扩增仪，

杭州博日科技有限公司。 
模拟胃液：生理盐水 100 mL，pH 3.0，胃

蛋白酶 0.3 g，0.22 μm 无菌滤膜过滤。 
模拟肠液：生理盐水 100 mL，pH 8.0，胰蛋

白酶 0.1 g，牛胆碱 0.9 g，0.22 μm 无菌滤膜过滤。 

1.3  枯草芽孢杆菌的分离鉴定 
1.3.1  菌株的分离培养 

取 10 g 新鲜粪便和 10 mL 驼乳分别置于

100 mL 和 90 mL 无菌水中，混合均匀后取上层

悬浮液 1 mL 置于 9 mL 无菌水中混匀，重复以上

步骤，稀释至 10‒3、10‒4 和 10‒5 后分别取 100 μL
涂布于 LB 固体培养基表面，37 ℃恒温培养箱

中培养 24 h，挑取疑似枯草芽孢杆菌的单个菌

落，多次接种于 LB 培养基上划线分离纯化，

并进行甘油保藏。 
1.3.2  16S rRNA 基因序列分析鉴定 

细菌基因组的提取按照细菌基因组 DNA
提取试剂盒的说明进行。采用通用引物 27F 
(5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3')和 1492R 
(5'-TACGGCTACCTTGTTACGACTT-3')来扩增

16S rRNA 基因序列，PCR 反应体系：1×Taq PCR 
Green Mix 预混液 25 μL，引物 27F 和 1492R  
(10 μmol/L)各 1 μL，ddH2O 23 μL。PCR 反应条

件：94 °C 5 min；94 °C 30 s，54 °C 30 s，72 °C 
1 min 30 s，35 个循环；72 °C 10 min[18]。反应

结束后用 2.0%琼脂糖电泳检测 PCR 扩增产物，
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将产物送至生工生物工程(上海)股份有限公司

检测，扩增产物测序结果在 EzBioCloud 中与典

型菌种进行比对，选取与分离菌株相似度最高

的标准株，并通过 MEGA 7.0 构建系统发育树。 

1.4  菌株的生物学特性测定 
1.4.1  产酶活性测定 

将所筛的 3 株芽孢杆菌从 LB 培养平板上

挑取下来，分别接种至装有 50 mL 的液体 LB 培

养基锥形瓶中，于 37 ℃、180 r/min 培养 24 h，
制成培养液；按照 5%的接种量接种至 LB 液体

培养基中，37 ℃、180 r/min 培养 24 h，于   
4 000 r/min、4 ℃离心 10 min，上清液即为粗

酶液，测粗酶液蛋白酶、淀粉酶、纤维素酶、

超氧化物歧化酶、过氧化氢酶、α-葡萄糖苷

酶、氨基比林-N-脱甲基酶活性和细胞色素 b5
含量，操作步骤按照试剂盒说明书进行。 
1.4.2  耐受性测定 

1) 耐酸性试验 
将枯草芽孢杆菌点接到 LB 液体培养基中，

37 ℃、180 r/min 条件下培养 24 h，制成菌悬

液。将菌悬液按2%的接种量分别接种到pH 2.0、
pH 3.0 的 LB 液体培养基中，37 ℃、180 r/min 培

养，分别在 0、2、4 和 6 h 测其 OD600 值。 
2) 耐胆盐试验 
将菌悬液按 2%的接种量分别接种到胆盐

含量为 0.5%、1.0% (质量体积分数)的 LB 液体

培养基中，37 ℃、180 r/min 培养，分别在 0、
2、4 和 6 h 测其 OD600 值

[19]。 
3) 人工胃液耐受 
将菌悬液按 2%的接种量接入人工胃液

中，37 ℃、180 r/min 培养，在 0、2、4 和 6 h
进行活菌平板菌落计数。 

4) 人工肠液耐受 
将菌悬液按 2%的接种量接入人工肠液

中，37 ℃、180 r/min 培养，在 0、2、4 和 6 h

进行活菌平板菌落计数。 
1.4.3  体外抑菌试验 

采用打孔法测定 F10431、2N2N 和 2N13N
菌株的抑菌活性。调整活化指示菌(金黄色葡萄

球菌、大肠杆菌和沙门氏菌)和芽孢杆菌的菌浓

度为 1×106 CFU/mL，取指示菌 100 μL 用涂布棒

均匀涂布于 NA 平板，用无菌打孔器在平板上打

孔后往孔中加入 100 μL 枯草芽孢杆菌菌液，将平

板置于37 ℃恒温箱培养24 h后测抑菌圈直径[20]。 

1.5  溶血性试验 
将活化好的枯草芽孢杆菌点接在血琼脂培

养基上，37 ℃静置培养 16 h，观察是否有溶血

圈出现，判断其是否具有溶血性。 

1.6  全基因组分析 
1.6.1  DNA 的提取 

按照细菌基因组 DNA 提取试剂盒的说明

书提取样本的基因组 DNA，利用琼脂糖凝胶

电泳检测 DNA 的纯度和完整性，DNA 样品检

测合格后送北京诺禾致源生物科技有限公司采

用 Illumina NovaSeq 6000 测序系统进行全基因

组测序[21]。 
1.6.2  基因组的测序与组装 

使用 Qubit 2.0 进行初步定量，稀释文库至

2 ng/μL，随后使用 Agilent 2100 对文库的插入

片段进行检测，插入片段符合预期后，使用

q-PCR 方法对文库的有效浓度进行准确定量，

库检合格后将不同文库按照有效浓度及目标下

机数据量进行 Nanopore PromethION 和 Illumina 
NovaSeq PE150 测序。原始下机数据经 fastp[22]

软件进行数据过滤和质控，利用 SPAdes[23]软

件对质控生成的有效数据进行组装和拼接，通

过 GapFiller[24]软件对 scaffords 进行补洞。采用

QUAST 软件 [25]对基因组的基本信息进行统

计；使用 CheckM 软件[26]评估基因组的完整度

和污染率；利用 GCView 软件[27]绘制分离菌株
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的基因组环形图谱。 
1.6.3  基因组功能注释与预测 

用 Prokka 软件对细菌基因组草图进行注

释，并与 carbohydrate-active enzymes (CAZy)、
Koyto encyclopedia of genes and genomes 
(KEGG)、clusters of orthologous genes (COG)、
gene ontology (GO) 、 non-redundant protein 
database (NR)和 transporter classification database 
(TCDB)等数据库比对进行细菌基因组的快速

注 释 。 使 用 BLAST Ring Image Generator 
(BRIG)软件绘制菌株基因组环形图谱。最后使

用 PhyloPhlAn 对菌株的遗传进化关系进行分

析，通过系统发育树可视化工具 Interactive 
Tree of Life (iTOL)进行编辑。 

2  结果与分析 
2.1  分离鉴定结果 

通过稀释涂布平板法和划线法从驼粪中得

到一株枯草芽孢杆菌 F10431，驼乳中得到 2 株

枯草芽孢杆菌 2N2N 和 2N13N。菌落形态呈圆

形、表面平整、不光滑、无光泽、边缘不整

齐。分子鉴定方面，通过将扩增片段的测序结

果与 EzBioCloud标准株进行比对，其与枯草芽

孢杆菌具有极高的相似性(图 1)，由此确定该  
3 株菌为枯草芽孢杆菌，并将其序列上传至

GenBank，分别获得登录号MW721260 (F10431)、
OL989244 (2N2N)和 MW721308 (2N13N)。 

2.2  菌株的生物学特性 
2.2.1  耐受性试验结果 

动物胃中的 pH 值为 2.0−4.0，食物在胃中

的排空时间为 2−3 h。益生菌需在 pH 3.0 的条

件下存活 1.5−2.0 h，因此筛选具有耐酸潜力的

益生菌至关重要[28]。进一步考察 3 株枯草芽孢

杆菌在 pH 2.0、3.0 条件下处理 6 h 后的 OD600

值。耐酸试验表明(图 2A、图 2B)，3 株枯草芽

孢杆菌在 pH 2.0 和 pH 3.0 的环境中，随着时间

的增长 OD600 检测值有不同程度的减小，其中 
2 h 时下降最明显，随后比较平缓，综合表现出 

 

 
 

图 1  三株驼源菌株的系统发育树 
Figure 1  Phylogenetic tree of 3 camel-derived strains. 
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图 2  不同条件下细菌生长变化情况   A：pH 2.0. B：pH 3.0. C：胆盐浓度 0.5% (质量体积分数). D：

胆盐浓度 1.0% (质量体积分数) 
Figure 2  Bacterial growth under different conditions. A: pH 2.0. B: pH 3.0. C: Bile salt concentration 0.5% 
(mass volume fraction). D: Bile salt concentration 1.0% (mass volume fraction). 
 
一定的耐受性，同比，菌株 F10431 的耐酸性

更佳。 
高浓度的胆盐可以改变细胞膜的通透性，

分解膜蛋白，从而导致细胞破裂和死亡，拮抗

益生菌的生长 [29]。从耐胆盐试验看出(图2C、

2D)，3 株菌株的耐盐性差别不大，其 OD600 值

在 0.5%和 1.0% (质量体积分数)的胆盐浓度中随

着时间的增长逐渐增大，在 4 h 时增长最明显，

表明菌仍能生长，只是相对于 0.5%胆盐浓度环

境，1.0%的胆盐浓度环境延缓了菌的生长。这

些表明这 3 株枯草芽孢杆菌具有较强的耐胆盐

能力。 
低 pH 的胃液是益生菌进入肠道的首要关

口，通常胃酸的 pH 值为 2.0−3.0[30]。由表 1 可

知，3 株菌在模拟胃液中的差异性较大，且存活

率随着时间的增长逐渐降低。其中菌株 F10431
初始活菌数为 1.21×107 CFU/mL，胃液处理 6 h
后为 1.19×107 CFU/mL，存活率为 98.35%，菌株

2N2N 处理 6 h 的存活率为 88.06%，菌株 2N13N
的存活率下降最明显，胃液处理 6 h 后存活率

仅为 4.67%。因此，在胃液耐受能力方面菌株

F10431>菌株 2N2N>菌株 2N13N，表明菌株

F10431和菌株 2N2N在与食糜混合后能够在胃环

境存活并到达肠道发挥作用。 
由表 2 可知，在肠液耐受试验中，菌株

F10431、2N2N 和 2N13N 都表现出很好的肠液

耐受性，模拟肠液处理 6 h 后存活率均大于

70%，其中菌株 F10431 表现强势，初始的活菌

数为 1.35×107 CFU/mL，经过人工肠液 6 h 处理

后活菌数为 1.46×107 CFU/mL，增长 8.15%。
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菌株 2N2N 和菌株 2N13N 在肠液中处理 6 h 后

存活率分别为 71.33%和 92.41%。因此，在肠液

耐受能力方面菌株 F10431>菌株 2N13N>菌株

2N2N，3 株菌均能在动物肠道中存活，足以保

证有足够数量的菌株在宿主肠道发挥潜在作用。 
耐受性试验表明，菌株 F10431、2N2N 和

2N13N 都具有一定的耐酸、耐胆盐和耐肠胃液

能力，而菌株 F10431 的综合耐受能力更强，

具备开发成为益生菌的潜力。 

2.2.2  产酶活性测定结果 
从表 3 可知，3 株枯草芽孢杆菌具有较好

的产酶能力，其中菌株 2N2N 表现出较高的蛋白

酶活性、α-葡萄糖苷酶活性和细胞色素 b5 含量，

分别为 3.59 nmol/(min⋅mL)，1.75 nmol/(min⋅mL)
和 1.02 nmol/mL；菌株 2N13N 有较高的纤维素

酶活性，为 151.95 μg/(min⋅mL)；菌株 F10431
的淀粉酶、超氧化物歧化酶、过氧化氢酶和氨

基比林-N-脱甲基酶活性最高。综合来看，菌 
 

 
表 1  菌株在胃液中的活菌数 
Table 1  Viable bacterial counts of strains in gastric fluid (CFU/mL) 
Time (h) F10431 2N2N 2N13N 

0  (1.21±0.02)×107 (1.34±0.05)×107 (1.05±0.01)×107 

2  (1.22±0.11)×107 (1.27±0.14)×107 (1.41±0.05)×107 

4  (1.20±0.04)×107 (1.27±0.01)×107 (3.63±0.08)×106 

6  (1.19±0.03)×107 (1.18±0.07)×107 (4.90±0.12)×105 

 
表 2  菌株在肠液中的活菌数 
Table 2  Viable bacterial counts of the strains in the intestinal fluid (CFU/mL) 
Time (h) F10431 2N2N 2N13N 

0  (1.35±0.08)×107 (1.43±0.02)×107 (1.45±0.02)×107 

2  (1.29±0.03)×107 (1.38±0.05)×107 (1.41±0.06)×107 

4  (1.17±0.03×107 (1.16±0.05)×107 (1.38±0.10)×107 

6  (1.46±0.06)×107 (1.02±0.04)×107 (1.34±0.08)×107 

 
表 3  三株驼源菌产酶能力测定 
Table 3  Determination of enzyme-producing ability of 3 camelidogenic bacteria strains 
Item F10431 2N2N 2N13N 

蛋白酶活性 Protease activity (nmol/(min⋅mL)) 3.17±0.26 3.59±0.18 2.73±0.31 

淀粉酶活性 Amylase activity (mg/(min⋅mL)) 0.48±0.04 0.44±0.05 0.39±0.05 

纤维素酶活性 Cellulase activity (μg/(min⋅mL)) 151.02±8.05 143.87±9.89 151.95±10.32 

超氧化物歧化酶活性 Superoxide dismutase activity (μmol/(min⋅mL)) 1.81±0.31 1.09±0.26 0.86±0.11 

过氧化氢酶活性 Catalase activity (nmol/(min⋅mL)) 1.37±0.22 1.10±0.08 0.73±0.06 

α-葡萄糖苷酶活性 α-glucosidase activity (nmol/(min⋅mL)) 1.56±0.17 1.75±0.13 1.36±0.09 

氨基比林-N-脱甲基酶活性 
Aminopyrine-N-demethylase activity (nmol/(min⋅mL)) 

9.36±0.29 4.14±0.18 5.85±0.10 

细胞色素 b5 含量 Cytochrome b5 content (nmol/mL) 0.67±0.18 1.02±0.20 0.63±0.11 
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株 F10431 的综合产酶能力较突出，且具有优

良的消化和抗氧化能力，有成为饲用益生菌的

潜力。 
2.2.3  体外抑菌试验结果 

以金黄色葡萄球菌、大肠杆菌和沙门氏菌

为指示菌进行抑菌性分析，如图 3A−3C 所示，

菌株 F10431、2N2N 和 2N13N 在金黄色葡萄

球菌和大肠杆菌平板上能形成鲜明的透明

圈，具有明显的抑菌效果，对沙门氏菌抑制

效果不明显。 
2.2.4  溶血性试验结果 

一些菌株在血平板上培养时菌落周围会形

成明显的透明溶血环，大多数溶血性菌株是致

病性的。供试菌的溶血性试验结果见图 3D，3 株

菌落呈灰白色，不透明，似白色毛玻璃状，菌

落周围未出现溶血环，说明其是安全的，缺乏

溶血素，不会产生机会性毒力[31]。 

2.3  全基因组分析结果 
2.3.1  测序与组装分析 

采用二代+三代技术对菌株 F10431 进行全

基因组测序，绘制了菌株 F10431 的基因组环形

图谱，如图 4 所示。菌株 F10431 染色体全基因

组序列全长为 4 377 942 bp，N50 的长度为   
21 827 bp，G+C 含量为 43.51%。预测到编码基

因个数为 4 642 个，长度 3 895 227 bp，平均长

度为 839 bp，占整个基因组序列的 88.97%。其

中预测到 8 个基因岛(genomics islands, GIs)， 
10 个前噬菌体(prophage)和 1 条 CRISPR 结构。

重复序列在基因组中共观察到 270 个散在重复

序列，130 个串联重复序列。非编码 RNA 中

tRNA 有 99 个、rRNA 有 30 个、sRNA 有 16 个

被注释，菌株 F10431 的登录号为 MW721260。 
 

 
 
图 3  菌株的抑菌效果及溶血性试验   A：金黄色葡萄球菌. B：大肠杆菌. C：沙门氏菌. D：溶血试验 
Figure 3  Bacteriostatic effect and hemolytic test of strain. A: Staphylococcus aureus. B: Escherichia coli. C: 
Salmonella. D: Hemolytic test. 
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图 4  F10431 基因组环形图谱 
Figure 4  Bacillus subtilis F10431 genomic ring map. 
 
2.3.2  基因组的功能注释及预测 

1) CAZy 功能预测 

使用 CAZy 数据库对菌株 F10431 内具有的

合成或者分解复杂碳水化合物和催化碳水化合

物降解、修饰的相关酶系家族进行分析对比。结

果如图 5 所示，菌株 F10431 成功注释到 201 个

碳水化合物酶类家族基因。其中包括 71 个糖苷

水解酶(glycoside hydrolase)基因，占总注释结果

的 35.3%，58 个糖基转移酶(glycosyl transferase)

基因，占总注释结果的 28.9%，51 个碳水化合

物结合模块(carbohydrate binding module)基因，

占总注释结果的 25.4%， 14 个糖类酯解酶

(carbohydrate esterase)基因和 7 个多糖裂解酶

(polysaccharide lyase)基因。以上结果表明，菌

株 F10431 可通过产糖苷水解酶、糖基转移酶等

途径起作用。 
2) KEGG 功能注释 
利用 KEGG 数据库对菌株 F10431 产物和 
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图 5  枯草芽孢杆菌 F10431 基因组 CAZy 功能分类   
AA：氧化还原酶；CBM：碳水化合物结合模块；

CE：糖类酯解酶；GH：糖苷水解酶；GT：糖基

转移酶；PL：多糖裂解酶 
Figure 5  CAZy functional classification of Bacillus 
subtilis F10431 genome. AA: Auxiliary activity; CBM: 
Carbohydrate-binding module; CE: Carbohydrate 
esterase; GH: Glycoside hydrolase; GT: Glycosyl 
transferase; PL: Polysaccharide lyase. 
 
化合物在细胞中的代谢途径和这些基因产物

的功能进行比对，结果如图 6 所示，共注释到

4 464 个参与 KEGG 通路的编码基因。其中，

参与新陈代谢通路的基因最多(1 805 个)，主要

富集于全局总览图(674 个)、碳水化合物代谢

(263 个)、氨基酸代谢(204 个)等通路；其次是

参与环境信息处理类通路的基因(321 个)，主要

富集在膜转运(184 个)和信号转导(136 个)通路

中；此外，还有部分编码基因参与遗传信息处

理类通路(192 个)、细胞进程类通路(166 个)、人类

疾病类通路(94 个)和有机系统类通路(47 个)。新

陈代谢通路中包含与萜类和多酮类的代谢通路

有关的基因(41 个)和聚糖生物合成与代谢通路

有关的基因(34 个)，与菌株抑菌活性物质产生以

及蛋白质聚糖过程密切相关。 

3) COG 功能注释 

将基因组注释后的蛋白质序列与 COG 数

据库进行比对分析，预测菌株中相关蛋白的主

要功能。注释结果如图 7 所示，共注释到 3 720 个

COG 功能基因，参与转录(K)的有 327 个，占

8.8%；氨基酸转运和代谢(E)的相关功能基团有

326 个，碳水化合物转运和代谢(G)有 320 个，

分别占注释总数的 8.8%和 8.6%。其他功能注释

分布在翻译、核糖体结构和生物合成(J, 6.3%)、

细胞壁/膜/包膜生物合成(M, 6.0%)、信号转导

机制(T, 5.3%)、辅酶的运输和代谢(H, 5.3%)和

无机离子运输和代谢(P, 5.2%)等方面。 

4) GO 富集分析 

经 GO 数据库注释分析，菌株 F10431 全基

因组共有 14 243 个基因得到注释(图 8)。其中生

物学过程注释条目为 7 055 个，占总功能注释

的 49.5%，主要与代谢过程、细胞过程和定位

等有关；在细胞组分分类中注释到 3 190 个基

因，占总功能注释的 22.4%，主要与细胞、细

胞成分等有关；在分子功能分类中注释到     

3 998 个基因，占总功能注释的 28.1%，与催化

活性、结合相关的注释最多。细胞组分注释结

果表明，枯草芽孢杆菌 F10431 具有较强的生物

膜形成能力，生物膜能够保护菌体抵抗外界环

境。定位和建立定位的基因主要参与细菌黏附，

有利于该菌株定殖在宿主细胞表面，并降低病

原菌对宿主细胞的侵袭。 

5) TCDB 功能注释 

利用TCDB数据库对菌株 F10431膜转运蛋

白进行分类。菌株 F10431 注释结果显示(图 9)，

一级分类共注释到 531 个基因，其中以电化学

潜在驱动的转运蛋白和主要活性转运蛋白为

主，分别占注释总基因的 39.0%和 36.5%。由

此推测该菌的运输方式以离子通道运输为主，

主动转运为辅。 
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图 6  枯草芽孢杆菌 F10431 基因组 KEGG 功能分类 
Figure 6  KEGG functional classification of Bacillus subtilis F10431 genome. 
 
 
 
 

2.3.3  次级代谢基因簇分析 
采用 antiSMASH-4.0.2 程序[32]对基因组进行

预测，结果统计如图 10 所示。共预测出 9 个次

级 代 谢 基 因 簇 ， 其 中 以 非 核 糖 体 肽 合 酶

(nonribosomal peptide synthetase, NRPS)、萜稀类

(terpene)和聚酮化合物(T3 polyketides, T3PKS)为
主，都测出2个基因簇。非核糖体肽合酶(NRPS)

基因数最多(90 个)。 
2.3.4  毒力或致病性分析 

使用 Diamond 软件把目标物种的氨基酸序

列在 PHI 数据库进行比对，再将目标物种的基

因和其相对应的功能注释信息结合起来，得到

注释结果。如图 11 所示，菌株 F10431 注释结

果展示不同 PHI 表型突变类型基因数目，其中 
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图 7  枯草芽孢杆菌 F10431 基因组 COG 功能分类 
Figure 7  COG functional classification of Bacillus subtilis F10431 genome. 
 
以毒力减少(reduced virulence)突变类型最多，致

病性无影响(unaffected pathogenicity)突变类型

数量次之。 

3  讨论与结论 
驼乳和驼粪作为一种具有特殊地域性的筛

菌来源研究得较少。本研究从新疆双峰驼乳中

分离出 2 株芽孢杆菌 2N2N 和 2N13N，驼粪中

分离出一株芽孢杆菌 F10431。通过形态学观察

进行初步确定后通过 16S rRNA 基因序列分析

发现，这 3 株菌与 EzBioCloud 中枯草芽孢杆菌

典型菌种的相似度>99%，将其鉴定为 Bacillus 

subtilis。为探究其益生特性，本研究首先对菌

株基本生物学进行研究。益生菌在机体内发挥

益生性的前提是必须具备良好的酸、胆盐和胃

肠液耐受性。通常，胃环境的 pH 值为 2.0−4.0[33]。

在本试验中，3 株菌在强酸环境中进行耐受性

试验，6 h 后菌株 F10431、2N2N 和 2N13N 在

pH 2.0 的环境中 OD600 与 0 h 差值分别是 0.082、
0.087 和 0.100；在 pH 3.0 的环境中 OD600 差值

分别是 0.072、0.078 和 0.083，表现出一定的酸

耐受能力。在胆盐耐受试验中，小肠的胆汁盐

浓度平均水平在 0.3%[34]，所分离的 3 株菌在

0.5%和 1.0% (质量体积分数)的条件下均能都

良好地生长，其 OD600 值在 6 h 内都随着时间的

延长而增加，表明出较强的胆盐耐受能力。菌

株 F10431、2N2N 和 2N13N 在模拟胃液中处理

6 h 后其活菌存活率分别为 98.35%、88.06%和

4.67%，在模拟肠液中处理 6 h 后其活菌存活率

分别为 108.15%、71.33%和 92.41%，菌存活率

均超过 70%，证明其有在肠胃道中存活并定殖

的能力，其中，菌株 F10431 的综合耐受性表现

突出。胃液中的胃蛋白酶与肠液中的胰蛋白酶是

益生菌通过宿主消化道的一道重要的屏障[35]，

因此菌株对人工胃肠液的耐受性试验对于益生

效果评价必不可少。 
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图 8  枯草芽孢杆菌 F10431 基因组 GO 功能分类 
Figure 8  GO functional classification of Bacillus subtilis F10431 genome. 
 

 

 
 
图 9  枯草芽孢杆菌 F10431 基因组 TCDB 功能分类 
Figure 9  TCDB functional classification of Bacillus subtilis F10431 genome. 
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图 10  次级代谢基因簇及基因数量统计 
Figure 10  Statistics of secondary metabolic gene 
clusters and number of genes. 

菌株具有产酶性能是筛选益生菌的重要因

素，此类菌株在动物肠道内产酶协同动物内源

性消化酶，促进营养物质的消化与吸收提高饲

料利用率，达到促进机体生长的效果[36-37]。张

庆芳等[38]从西藏黄牛瘤胃液中筛选一株高产纤

维素酶的菌株，将该菌株作为益生菌制剂的候

选菌，在当地应用会有较强适应性；韩旭凯[39]

从土壤中筛选获得枯草芽孢杆菌 K12 株具有较

好的淀粉酶活性、纤维素酶活性和蛋白酶活性。

本研究分离出的 3 株菌与上述结果相同，具有

优良的产淀粉酶、纤维素酶和蛋白酶能力，可

促进机体对饲料的消化和吸收，提高饲料的转

换率[40]。同时，Bacillus subtilis F10431 在 SOD
和 CAT 活性上表现出较强的能力，具有抑制氧

自由基的产生、平衡机体的代谢、提高免疫力和

预防疾病的功效。同时研究结果表明，枯草芽孢

杆菌具有抑菌作用，如刘晓燕等[41]发现枯草芽孢

杆菌 WH1 株对金黄色葡萄球菌(Staphylococcus 
aureus)抑菌效果极显著(P<0.01)。作为益生菌， 
 

 

 
 
图 11  F10431 基因组不同 PHI 表型突变类型基因数目的统计情况 
Figure 11  Statistics on the number of genes with different PHI phenotype mutation types in genome 
F10431. 
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其抑制病原菌的效果也是一个重要指标，抑菌

试验表明，分离的 3 株菌对金黄色葡萄球菌和

大肠杆菌有较好的抑制作用，对沙门氏菌的抑

制能力较弱。王银龙[42]发现了一株骆驼源龙舌

兰芽孢杆菌 LTF7，菌株可以降低大肠杆菌感染

小鼠血清中 IL-6、C-反应蛋白(C-reactive protein, 
CRP)和血清淀粉样蛋白 A (serum amyloid A, 
SAA)的含量，改善大肠杆菌诱导的肠炎，维持

肠道的完整性，同时也降低大肠杆菌对肠道的

损伤。在饲用微生物的安全方面，通过血溶性

试验检测，3 株菌并无溶血性，一般认为枯草

芽孢杆菌是安全的，缺乏溶血素，不会产生机

会性毒力，符合食品安全的要求。以上结果表

明，菌株 F10431、2N2N 和 2N13N 在益生菌的

体外有效性评价中有着不错的益生效果，其中，

菌株 F10431 在产酶能力、耐受能力和抑菌能力

综合表现较突出，因此，需进一步在分子水平

探究其机理。 
本研究采用二代+三代的测序技术对 Bacillus 

subtilis F10431 进行全基因组测序，将全基因组

测序数据提交至 NCBI 获得 GenBank 登录号为

MW721260。菌株全长 4 377 942 bp，重复序列在

基因组中共观察到 270 个散在重复序列，130 个

串联重复序列，具有高度的冗余性，这可能会

促进细菌在复杂微生物环境中繁殖能力 [43]。

CAZy 酶类基因注释显示，有 71 (35.3%)个糖苷

水解酶、58 (28.9%)个糖基转移酶、51 (25.4%)个
碳水化合物结合模块、14 (7.0%)个糖类酯解酶

和 7 (3.5%)个多糖裂解酶基因被注释，糖苷水

解酶作用于含有 2 个及以上 1,4-α-D-葡萄糖基

的多糖中的 1,4-α-D-葡萄糖苷键，有研究表明骆

驼奶联合降糖药物治疗 2 型糖尿病可有效改善

患者的症状[44]，这与驼源 F10431 菌中的糖苷水解

酶、转移酶类基因占比较多密切相关。KEGG 通

路注释结果显示，基因主要富集于 674 (15.1%)个

全局总览图、263 (5.9%)个碳水化合物代谢、

204 (4.6%)个氨基酸代谢、184 (4.1%)个膜转运

和 157 (3.5%)个辅助因子和维生素代谢通路中，

这表明该菌株具有强大的能量代谢能力和适应

不同环境的能力。基于 COG 分类的功能注释显

示其在转录和氨基酸转运代谢较高，意味着该

菌有强大的碳水化合物代谢能力，同时在胞壁/
膜/包膜生物合成中占有 6.0%比例，可以辅证该

菌有较强的生物膜形成能力，为适应环境和生

长繁殖创造条件。基于 GO 数据库功能注释结

果显示，基因主要富集在代谢过程、分子结合、

细胞过程和细胞组分方面，表现了该菌具有良

好的代谢生长能力和细胞再生能力，能抵御一

定的恶劣环境。在 TCDB 注释结果中，以电化

学潜在驱动的转运蛋白和主要活性转运蛋白为

主，推测该菌的运输方式以离子通道运输和主

动转运为主。次级代谢基因簇分析表明，F10431
的主要次级代谢产物有非核糖体肽合酶、聚酮

化合物和萜稀类，有研究证明，许多具有重要

经济价值的次级代谢产物都是由共同含有聚酮

化合物和非核糖体肽合酶基因的次级代谢基因

簇合成的[45]，其不仅丰富了次级代谢产物结构

库的多样性，也在解释已知代谢产物的代谢途

径和发现新的次级代谢产物上提供了丰富的信

息资源[46]。与 PHI 数据库比对显示，表型突变

类型基因数目最多的为毒力减少以及致病性无

影响，进一步说明了其作为饲用益生菌的安全

可靠性。以上结果表明了本试验分离的 Bacillus 
subtilis F10431 在基因水平具有一定的益生功

能潜力。当然，该菌在动物体内具体的益生效

果还需要动物试验来验证。 
综上所述，本研究从驼源中分离得到 3 株

枯草芽孢杆菌，具有良好的耐酸、耐胆盐和耐

肠胃液特性，并拥有优秀的产酶能力和一定的

抑菌性，不产生溶血素，其中菌株 F10431 各项
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表现突出，有成为饲用益生菌的潜力，同时全

基因组序列分析也为其益生菌特性及功能机制

提供了数据支撑，为今后相关菌株的研究和应

用奠定了理论基础。 
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