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枯草芽孢杆菌SNBS-3全基因组测序及其 
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摘  要：为了详细解析枯草芽孢杆菌SNBS-3的基因组特征，本研究在前期研究基础上，采用Illumina二代测序技术

和第三代高通量Pacbio测序平台，对从传统豆酱中筛选得到的枯草芽孢杆菌SNBS-3进行全基因组测序，获得菌株

基因组特征信息、基因功能注释及分类、系统发育进化和次级代谢产物等关键信息。结果表明：SNBS-3的基因组

为一条环状闭合DNA，大小为4 076 387 bp，共有4 000 个蛋白质编码基因，在直系同源集、基因本体论、京都基

因与基因组百科全书、碳水化合物活性酶、抗生素耐药性数据库和致病毒力因子数据库分别注释到3 209、2 824、

2 560、147、12 个和4 个功能基因。应用在线软件AntiSMASH和Bagel4发现其除具有合成Surfactin、Mycosubtilin、

Plipastatin、Bacilysin和Bacillaene等多种抑菌物质的相关基因外，还具有一条完整的细菌素Subtilosin A合成基因

簇，结合抑菌实验和蛋白酶K实验结果推测枯草芽孢杆菌SNBS-3具有合成细菌素Subtilosin A的能力。综上，枯草芽

孢杆菌SNBS-3全基因组测序结果表明其本身可产生多种抑菌物质，是1 株具有生防潜力的微生物，相关分析结果

可为包括细菌素Subtilosin A在内的多种抑菌物质的进一步开发应用提供理论基础。
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Abstract: As an extension of the previous research, this study aimed to comprehensively characterize the genome of 

Bacillus subtilis SNBS-3. Illumina second-generation sequencing technology and the third-generation high-throughput 

Pacbio sequencing platform were used for whole-genome sequencing of B. subtilis SNBS-3 isolated from traditional bean 

paste to obtain the key information of genome characteristics, gene function annotation and classification, phylogenetic 

evolution, and secondary metabolites. The results showed that the genome of SNBS-3 was a closed circular DNA of  

4 076 387 bp in length containing 4 000 protein-coding genes. A total of 3 209, 2 824, 2 560, 147, 12 and 4 functional genes 

were annotated in the Clusters of Orthologous Groups (COG), Gene Ontology (GO), Kyoto Encyclopedia of Genes and 

Genomes (KEGG), Carbohydrate-Active Enzymes (CAZyme), Comprehensive Antibiotic Resistance Database (CARD) 

and Virulence Factor Database (VFDB), respectively. Using the online software AntiSMASH and Bagel4, we found that it 

contained genes related to the synthesis of surfactin, mycosubtilin, plipastatin, bacilysin and bacillaene, as well as a complete 

gene cluster for the synthesis of the bacteriocin subtilosin A. Based on the results of antimicrobial test and proteinase 

K test, it was hypothesized that B. subtilis SNBS-3 had the ability to synthesize subtilosin A. In conclusion, the whole 

genome sequencing results of B. subtilis SNBS-3 show that it can produce a variety of bacteriostatic substances and thus 
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have biocontrol potential. The results from this study provide a theoretical basis for further development and application of 

various bacteriostatic substances including the bacteriocin subtilosin A.
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枯草芽孢杆菌（Bacillus subtilis）是一类细长杆状、

内生孢子的革兰氏阳性细菌，本身可产生多种具有良好

广谱抑菌性、稳定性和安全性的抑菌物质，例如，对金

黄色葡萄球菌和单核细胞增生李斯特菌等多种食源性致

病菌有良好抑制作用的细菌素Subtilosin A，其已被认为

是未来可替代传统抗生素的重要物质[1-3]。此外，由于枯

草芽孢杆菌可产生多种抑菌物质，在发酵黄豆酱中能够

抑制有害菌的生长，提高发酵豆酱的品质，因此，枯草

芽孢杆菌在食品防腐保鲜方面发挥着重要作用[4]。

随着计算机技术和生物信息学技术的飞速发展，高

通量测序技术在微生物基因组中得到广泛应用，使人们

能准确、高效解析微生物基因组信息，进而更好挖掘微

生物功能及其作用机制[5-8]。近年来，研究者利用全基因

组测序技术对不同芽孢杆菌开展菌株生物学特性研究，

挖掘菌株基因组信息，预测菌株功能，这对深入挖掘细

菌素合成基因簇、鉴定细菌素特定基因以及细菌素功能

基因组学等方面具有重要的意义[9-13]。

为了详细解析枯草芽孢杆菌基因组信息，本研究

对从豆酱中分离的1 株具有优良抑菌特性的枯草芽孢

杆菌SNBS-3进行全基因组测序，获得基因组信息的同

时，结合直系同源集（Clusters of Orthologous Groups，
COG）、基因本体论（Gene Ontology，GO）、京都基

因与基因组百科全书（Kyoto Encyclopedia of Genes and 
Genomes，KEGG）、碳水化合物活性酶（Carbohydrate-
Active Enzymes，CAZyme）、抗生素耐药性数据库

（Comprehensive Antibiotic Resistance Database，CARD）

和致病毒力因子数据库（Virulence Factor Database，
VFDB）等，详细地解析基因组和菌株次级产物信息，应

用AntiSMASH和Bagel4软件发现枯草芽孢杆菌SNBS-3具
有完整合成细菌素的基因簇，结合抑菌实验和蛋白酶实

验结果验证该菌具有合成细菌素的能力。旨在更好地为

开发枯草芽孢杆菌SNBS-3提供生物信息基础。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

枯草芽孢杆菌SNBS-3分离于辽宁省沈阳市传统发

酵豆酱，保存于沈阳农业大学食品学院菌库，沙门氏

菌（Salmonella）、大肠杆菌（Escherichia coli）、金

黄色葡萄球菌（Staphylococcus aureus）、单核细胞增

生李斯特菌（Listeria monocytogenes）、痢疾志贺氏菌

（Shigella dysenteriae）、铜绿假单胞菌（Pseudomonas 
aeruginosa）同为本实验室保存菌种。

LB培养基 上海源叶生物科技有限公司；细菌基

因组DNA提取试剂盒 中科瑞泰（北京）生物科技有限

公司。

1.2 仪器与设备

聚合酶链式反应（polymerase chain reaction，PCR）仪、

TDE超低温冰箱 美国赛默飞世尔科技公司；TGL-168 
高速台式离心机 德国艾本德公司。

1.3 方法

1.3.1 体外抑菌实验

枯草芽孢杆菌SNBS-3培养24 h收集上清液。指示菌

制成活菌数为106 CFU/mL的菌悬液，采用打孔法测定上

清液抑菌特性，菌悬液涂布后在孔内滴加50 μL上清液，

培养24 h后测量抑菌圈直径[14]。

1.3.2 蛋白酶实验

蛋白酶K酶液（20 mg/mL）与离心后的上清液按

1∶20比例混合，45 ℃水浴30 min后取出，对照组为不加

蛋白酶K、45 ℃水浴30 min的上清液，进行抑菌实验，

测量抑菌圈直径[15]。

1.3.3 菌株DNA提取

将枯草芽孢杆菌SNBS-3培养24 h，离心收集菌体，

采用细菌基因组DNA提取试剂盒提取菌株DNA，用1%琼

脂糖凝胶电泳检测提取后的DNA纯度和浓度[16-17]。

1.3.4 全基因组测序

本次测序委托上海美吉生物科技有限公司完成。样
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本质检合格后，采用二代测序技术和第三代高通量测序

平台完成测序分析，原始数据的接头去除及低质量序列

等工作使用质量统计软件来进行优化。

1.3.5 基因组组装

基于三代测序数据，使用软件Unicycler v 0.4.8进行

组装，组装过程中会借助Pilonjin v1.22软件进行序列校

正，得到初步组装结果，使用SOAPdenovo 2软件对组装

结果进一步校正，得最终组装结果[18-19]。

1.3.6 基因预测

通过GeneMarkS软件对基因组中的编码序列进行预

测。利用tRNAscan-SE v2.0和Barrnap软件分别对基因组

中tRNA和rRNA进行预测，获得基因组中tRNA和rRNA序

列信息[20-22]。

1.3.7 基因组圈图绘制

将测序得到的基因组序列、编码基因预测及非编码

RNA等信息文件组装成GBK文件，通过CGView软件绘制

单个样本基因组圈图，全面展示测序基因组特征[23]。

1.3.8 基因功能分析

预测的编码蛋白序列分别与COG、GO、KEGG、

CAZyme数据库中的蛋白序列进行BLAST比对和注释。

预测的基因组序列分别与CARD进行序列比对，完成耐

药基因分析。预测的氨基酸序列与VFDB进行比对，完成

毒力基因注释结果[24-29]。

1.3.9 抑菌物质预测分析

应用在线软件AntiSMASH和Bagel4对菌株SNBS-3全
基因组中抑菌物质合成基因簇进行挖掘，参数均设置为

默认参数[30-31]。

2 结果与分析

2.1 枯草芽孢杆菌的体外抑菌效果

由图1可知，枯草芽孢杆菌上清液中的抑菌物质对 

6 种指示菌均有影响，其中对革兰氏阳性菌的抑制效果比革

兰氏阴性菌效果更好，对金黄色葡萄球菌抑制效果最好。
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图 1 枯草芽孢杆菌SNBS-3体外抑菌实验

Fig. 1 In vitro antimicrobial activity of B. subtilis SNBS-3

2.2 蛋白酶对枯草芽孢杆菌上清液抑菌能力的影响

由表1可知，枯草芽孢杆菌SNBS-3上清液经过蛋

白酶K处理前后对6 种指示菌的抑制能力下降较大，

均超过50%，说明上清液含有的抑菌物质为蛋白质或

肽类。

表 1 蛋白酶对上清液抑菌能力的影响

Table 1 Effect of protease on the antibacterial activity of the 

fermentation supernatant of B. subtilis SNBS-3

指标
金黄色葡萄

球菌
单核细胞增生
李斯特菌

沙门氏菌 大肠杆菌
痢疾志
贺氏菌

铜绿
假单胞菌

未加蛋白酶K抑菌
圈直径/mm 13.65 11.62 7.57 9.51 10.24 8.24

加入蛋白酶K抑菌
圈直径/mm 6.61 5.27 3.24 4.37 4.29 4.09

抑菌能力下降率/% 51.58 54.65 57.12 54.05 58.1 50.4

2.3 基因组组成与信息

由图2可知，枯草芽孢杆菌S N B S - 3的基因组为

一条环状闭合DNA，大小为4 076 387 bp，共预测到

4  000 个蛋白质编码基因、86 个 tRNA基因、30 个
rRNA基因、91 个sRNA。由图3可知，基因平均长度

为897.02 bp，最短基因长度为90 bp，最长基因长度为

16 545 bp，长度大于等于500 bp的基因有2 815 个，长

度大于等于1 000 bp的基因有1 328 个；串联重复序列

为34 个，重复比例为0.8%；散在重复序列为35 个，重

复比例为0.07%。
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图 2 枯草芽孢杆菌SNBS-3基因组图

Fig. 2 Genome map of B. subtilis SNBS-3
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图 3 枯草芽孢杆菌SNBS-3基因长度图

Fig. 3 Lengths of genes from B. subtilis SNBS-3 

2.4 基因功能注释

2.4.1 COG数据库注释

将菌株SNBS-3基因组中的蛋白编码基因在COG数据

库注释，共有3 209 个蛋白质编码基因得到注释，结果如

图4所示。
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核糖体结构和生物合成；K.转录；L.复制、重组和修复；M.细胞壁/膜/包

膜的生物合成；N.细胞运动；O.翻译后修饰，蛋白质折叠和伴侣蛋白；
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功能；T.信号转导机制；U.细胞内运输、分泌和囊泡运输；V.防御机制。

图 4 枯草芽孢杆菌SNBS-3 COG注释分类

Fig. 4 Classification of COG annotations of B. subtilis SNBS-3 

由图4可知，注释结果共有20 类，分别有1、172、

34、302、80、255、103、97、159、260、124、196、

39、103、196、67、859、127、32、54 个基因注释分类

到B～V。其中未知功能基因最多，共859 个，占注释基

因总数的26.77%，接下来注释基因数量较多的功能分类依

次：氨基酸转运与代谢（E）302 个（占比9.41%）、转录

（K）260 个（占比8.1%）、碳水化合物运输和代谢（G）

255 个（占比7.95%）、细胞壁/细胞膜/细胞被膜（M）和

无机离子的转运与代谢（P）各占196 个（占比6.11%）。

2.4.2 GO数据库注释

将菌株SNBS-3基因组中的氨基酸序列与GO数据库

进行比对分析，共有2 824 个功能基因得到注释，结果如

图5所示。
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图 5 枯草芽孢杆菌SNBS-3 GO注释分类

Fig. 5 Classification of GO annotations of B. subtilis SNBS-3 

由图5可知，2 258、1 645 个和1 638 个功能基因分

别注释到分子功能、生物过程和细胞组分。在分子功能

中，分类到ATP结合和DNA结合功能基因占比最多，分

别为324 个（占比8.1%）和283 个（占比7.08%）。在生

物过程中，分类到细胞孢子的产生与形成和转录调控、

DNA模板化功能基因占比最多，分别为172 个（占比

4.3%）和108 个（占比2.7%）。在细胞组分中，分类到

膜整体组件和质膜功能基因占比最多，分别为809 个（占

比20.73%）和587 个（占比14.68%）。

2.4.3 KEGG数据库注释

由图6可知，注释结果显示共有2  560 个基因在

KEGG途径中富集到细胞过程、新陈代谢、人类疾病、

遗传信息处理、有机系统和环境信息处理五大功能中，

共计42 条代谢通路。其中注释到新陈代谢的相关基因最

多，共计1 780 个，其次依次为环境信息处理、遗传信息

处理、细胞过程、人类疾病和有机系统，相关基因依次

为300、191、150、93 个和46 个。
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图 6 枯草芽孢杆菌SNBS-3 KEGG注释分类

Fig. 6 Classification of KEGG annotations of B. subtilis SNBS-3
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2.4.4 CAZyme数据库注释

将菌株SNBS-3中基因组数据与CAZyme数据库进行

比对分析，发现基因组中共有147 个基因编码的蛋白质结

构域属于CAZyme家族，注释结果如表2所示。

由表2可知，糖苷水解酶最多，其次分别为糖基转移

酶、碳水化合物酯酶、多糖裂解酶、氧化还原酶和碳水

化合物结合域。在糖苷水解酶中，纤维素酶基因（GH5

家族基因）共有1 个，淀粉酶基因（GH13家族基因） 

有8 个。

表 2 枯草芽孢杆菌SNBS-3 CAZyme注释结果

Table 2 Results of CAZyme annotations of B. subtilis SNBS-3 

种类 基因数量 占比/%

氧化还原酶 7 4.76
碳水化合物结合域 3 2.04
碳水化合物酯酶 29 19.73
糖苷水解酶 53 36.05
糖基转移酶 47 31.97
多糖裂解酶 8 5.44

2.4.5 CARD注释

C A R D是目前使用最为广泛、包含最为全面的

细菌耐药基因数据库，通过C A R D数据库注释，以

identity≥80%为条件，CARD注释结果如表3所示。菌

株SNBS-3的基因组有耐药基因12 个，其中ykkC、blt、

bmr、ykkD、vmlR基因具有多重耐药性，含有多个耐药受

体，推测SNBS-3可能具有一定耐药性。

表 3 枯草芽孢杆菌SNBS-3 CARD注释结果

Table 3 Results of CARD annotations of B. subtilis SNBS-3 

基因编号 耐药基因 抗生素耐药性 耐药机制

gene1436 ykkC 氨基糖苷；苯酚；四环素 抗生素外流

gene2604 blt 多柔比星；氟喹诺酮 抗生素外流

gene0931 mprF 肽类抗生素 抗生素靶标改变

gene2408 bmr 吖啶染料；氟喹诺酮；核苷；苯酚 抗生素外流

gene0333 lmrB 林可酰胺 抗生素外流

gene1437 ykkD 氨基糖苷；苯酚；四环素 抗生素外流

gene0380 tmrB 核苷类 抗生素渗透性降低

gene0659 vmlR 林可酰胺；大环内酯；恶唑烷酮；
苯酚；截短侧耳素；链霉素；四环素

标靶失活

gene2624 aadK 氨基糖苷类 抗生素失活

gene0317 mphK 大环内酯类 抗生素失活

gene0318 mphK 大环内酯类 抗生素失活

gene4089 tet(L) 四环素 抗生素外流

2.4.6 VFDB注释

将菌株SNBS-3中基因组数据与VFDB进行比对分

析，以identity≥70%作为筛选条件，结果如表4所示。

基因组中共发现有4 个毒力因子。其中clpC毒力基因

与细菌黏附相关 [32]，clpP毒力基因与菌株生长代谢相 

关[33]，bslA和capsule两个毒力基因的功能注释未知，还

有待研究。

表 4 枯草芽孢杆菌SNBS-3 VFDB注释结果

Table 4 Results of VFDB annotations of B. subtilis SNBS-3 

基因编号 VFDB编号 基因 概述 相似性 得分

gene3087 VFG045350
（gb|NP_390986）

bslA
（VF0411） 100 6.5×10－95

gene0114 VFG000079 
（gb|NP_463763）

clpC
（VF0072）

一种ATP酶，可促进巨噬细胞早期逃离吞
噬体；clpC也是黏附和入侵所必需，可能
是通过调节inlA、inlB和actA的表达实现

78.9 0

gene3581 VFG000681
（gb|AAF13662）

capsule
（VF0141） 78.4 1.6×10－59

gene3438 VFG000077
（gb|NP_465991）

clpP
（VF0074）

丝氨酸蛋白酶参与蛋白水解，是高压环
境下生长所必需的蛋白酶

76.1 8.1×10－83

2.5 抑菌物质预测分析

通过在线软件AntiSMASH和Bagel4挖掘发现SNBS-3
产生的抑菌物质信息如表5所示，其细菌素合成基因

簇如图7所示。由表5可看出，枯草芽孢杆菌SNBS-3可
能产生抑菌物质Subtilosin A、Surfactin、Plipastatin、
Mycosubtilosin、Bacilysin、Bacillaene。由图7可知，

SNBS-3具有完整合成Subtilosin A基因簇。其中sboA是编

码细菌素Subtilosin A结构基因，翻译后的前体结构没有

抑菌活性，需经切割加工为成熟蛋白才有活性[34]。albA
对Subtilosin A前体翻译后进行修饰，起到结合金属离子

和酶辅因子的作用。albB、albC和albD对菌株起到保护

作用，抵御自身分泌的细菌素和环境中的抗菌剂的作 

用 [35-36]。albE、albF和albG负责调控Subtilosin A的合

成，与Subtilosin A产量有关[37]。通过前期抑菌实验和蛋

白酶K实验结果可知，上清液抑菌能力下降原因可能是

Subtilosin A或其他多肽类抑菌物质被蛋白酶K分解失去活

性，而剩下的抑菌活性为不受蛋白酶K影响的其他抑菌物

质保留的，因此枯草芽孢杆菌SNBS-3具有合成包括细菌

素在内的多种抑菌物质的能力，具有生防菌的潜力。

表 5 抑菌物质相关基因及其功能注释汇总

Table 5 Summary of genes related to bacteriostatic substances and 

their function annotations

抑菌物质 基因 功能注释汇总

Subtilosin A albA、albB、albC、albD、
albE、albF、albG等

细菌素Subtilosin A合成；细胞溶解；抑菌；胞外；细菌素免疫；肽酶
活性；金属离子结合；4Fe-4S簇结合；膜的组成；ABC转运蛋白；细
菌素转运；ATP酶活性；锌蛋白酶；抗李斯特细菌素Subtilosin成熟酶

AlbA、AlbB、AlbC、AlbD、AlbE、AlbF、AlbG

Surfactin iscA、sufB、iscU（sufU）、
sufC、sufD、sufS等

Fe-S簇结合；细胞铁离子稳态；Cys/Met代谢PLP依赖酶；β-消除裂解
酶；半胱氨酸代谢；磷酸吡哆醛结合；ATP酶活性；ABC转运蛋白；
Fe-S簇组装蛋白SufB、SufD；Fe-S簇组装ATP酶SufC；锌依赖性硫转

移酶SufU；半胱氨酸脱硫酶SufS

Mycosubtilin ituB等 Iturin家族脂肽合成；非核糖体肽合成/聚酮合成；AMP依赖合成酶 
连接酶；Mycosubtilosin合成亚单位B、C

Plipastatin ppsA、ppsB、ppsC、
ppsD、ppsE等

Fengycin家族脂肽合成；非核糖体合成；AMP结合酶；磷酸泛乙烯结合； 
非核糖体plipastatin合成酶PpsA、PpsB、PpsC、PpsD、PpsE

Bacilysin bacA、bacB、bacC、bacD、
bacE、bacF、bacG等

抗生素生物合成；抗夹膜素连接酶；铁离子、钴离子结合；转换C＝C键； 
羧基裂解酶活性；跨膜转运蛋白；乙酰辅酶A羧化酶生物素羧化酶；
二氢抗荚膜素7-脱氢酶；Bacilysin合成蛋白BacB、外向转运蛋白

BacE、转氨酶BacF；NADPH依赖还原酶BacG

Bacillaene
pksC、pksE、acpK、pksF、pksG、
pksH、pksI、pksJ、pksL、pksM、

pksR等

非核糖体肽合成；抗生素/聚酮生物合成；类异戊二烯生物合成；甲基化； 
转移除氨基酰基以外的酰基；酰基载体蛋白；聚酮生物合成丙二酰

ACP脱羧酶PksF、烯酰辅酶A水合酶PksH、合成酶PksL、PksM
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图 7 细菌素合成基因簇

Fig. 7 Gene cluster for bacteriocin synthesis

3 讨论与结论

目前，作为一项高效检测技术，全基因组测序已广

泛应用于芽孢杆菌抑菌物质预测与挖掘。Johny等[38]对从

海洋中分离的贝莱斯芽孢杆菌FTL7进行全基因组测序，

证明了其具有产生细菌素的能力并阐明了其抑菌机制。

Dindhoria等[39]对地衣芽孢杆菌MCC 2514进行全基因组测

序，发现该菌株具有多种脂肽和细菌素的基因簇，具有

一定防腐的能力。Iqbal等[40]对从土壤中分离得到具有抗

菌活性的矮芽孢杆菌SF-4进行测序和分析，获得与功能

多样性、进化和生物合成潜力相关基因组的同时，准确

预测到菌株基因组内多种抑菌物质合成基因簇。

本研究通过全基因组测序发现 S N B S - 3 含有

Surfactin、Mycosubtilosin、Plipastatin、Bacilysin、
Bacillaene和Subtilosin A等多种抑菌物质的基因簇。这

些抑菌物质在芽孢杆菌或其他菌株均有相关报道，其中

Surfactin是目前已知的表面活性最强的生物表面活性剂

之一，可有效破坏细菌的生物膜[41]；Mycosubtilin是一种

由非核糖体合成的Iturin家族脂肽，Yu Chenjie等[42]发现

枯草芽孢杆菌ATCC6633中产生的Mycosubtilin对引起谷

物作物疾病的稻谷镰刀菌和黄萎病镰刀菌具有良好抑制

作用。Plipastatin是Fengycin家族脂肽，参与抑制磷脂酶

A2和生物膜的形成，可有效抑制常见食源性致病菌[43]。

Bacilysin是一种由芽孢杆菌产生的二肽抑菌物质，其可

通过抑制葡萄糖胺6-磷酸合酶而发挥对革兰氏阴性食源

性致病菌的抑制效果[44]。Bacillaene是一种多烯抗生素，

通过抑制蛋白合成发挥作用，本身对光、温度、氧气等

因素十分敏感[45]。细菌素Subtilosin A是一种由核糖体合

成的抑菌物质，Guo Yaoqi等[46]发现Subtilosin A对多种

细菌具有杀菌活性，在食品保鲜方面具有潜在的应用价

值。以上结果表明，通过全基因组测序推测SNBS-3产生

的抑菌物质较多，种类广泛，具有良好的生防潜力。

综上，本研究对具有良好抑菌能力的枯草芽孢杆菌

SNBS-3进行全基因组测序，通过与多种数据库比对，发

现其基因组为一条环状闭合DNA，大小为4 076 387 bp，
GC含量为43.82%，预测共有4 000 个蛋白质编码基因、

86 个tRNA基因、30 个rRNA基因和91 个sRNA基因。应

用AntiSMASH和Bagel4在线分析软件，快速且准确地从

基因层面预测枯草芽孢杆菌SNBS-3产抑菌物质及其细菌

素Subtilosin A的合成基因簇。解析SNBS-3基因组的同时

也有助于未来实现Subtilosin A的异源表达，降低细菌素

的生产成本，提高菌株在食品防腐和生物防治方面的应

用价值。
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