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摘要： 旨在更好地研究贵州威宁黄牛源唾液乳杆菌的特征和益生特性， 开发益生菌产品。 采用传统微生物学方法， 对该菌株的生物学特性和益

生性能进行深入分析后， 通过纳米孔测序技术完成了对其全基因组测序和比较基因组分析。 结果： 分离得到 ５ 株唾液乳杆菌 （ Ｔ１ ～ Ｔ５）， 与

ＯＲ４３０８７３􀆰 １ 的同源性高达 ９９􀆰 ８６％～１００％； Ｔ１～Ｔ５ 菌株均有良好的耐酸和耐胆盐能力， Ｔ４ 株对大肠杆菌和沙门菌有良好的抑制效果； Ｔ４ 株的基

因组序列总长度为 １ ９１８ ６７５ ｂｐ， ＧＣ 含量为 ３３􀆰 ０１％； 唾液乳杆菌基因组中预测到 １ ８６１ 个编码基因， ２２ 个 ｒＲＮＡ 操纵子和 ７９ 个 ｔＲＮＡ； 通过基因

本体论 （ＧＯ）、 直系同源簇 （ＣＯＧ） 和京都基因与基因组百科全书 （ＫＥＧＧ） 数据库对编码基因进行对比分析， 发现参与细胞翻译、 核糖体结

构、 生物合成、 新陈代谢和细胞过程的基因数较多。 结论： 获得了有良好耐酸和耐胆盐能力的唾液乳杆菌， 具有良好的抗菌效果， 有望进一步开

发为益生菌产品。
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　 　 唾液乳杆菌 （ Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｓａｌｉｖａｒｉｕｓ） 是一种具

有益生菌活性的重要革兰阳性杆菌， 有良好的耐酸、
耐胆盐和产酸特性， 广泛地存在于人和动物的胃肠道

中［１］。 此外， 它还常分布于口腔中， 作为口腔正常

菌群， 能够抑制龋病的病原菌生长， 从而抑制龋病的

发生发展等［２］。 唾液乳杆菌能够调节肠道菌群， 抑

制致病菌和刺激免疫应答［１］。 该菌大小为 ０􀆰 ６ ～
０􀆰 ９ μｍ × １􀆰 ５ ～ ５ μｍ， 其两端钝圆、 呈短杆状或圆

形， 无鞭毛、 不产芽胞， 不具触酶、 氧化酶和运动

性。 在厌氧环境下产生乳酸， 具有耐酸性， 可耐酸至

ｐＨ 值为 ２􀆰 ５ 以及耐胆盐至 ０􀆰 ４％。 适宜生长温度在

３５～４０ ℃， 最适 ｐＨ 值为 ５􀆰 ０～ ５􀆰 ５［２］。 由于唾液乳杆

菌具有很多重要的生理功能和作用， 因此被批准为可

以使用的食品生产加工菌种之一［３］。
全基因测序 （ＷＧＳ） 技术是一种用于确定生物

体细胞核 ＤＮＡ 或细胞质 ＤＮＡ （例如线粒体 ＤＮＡ） 完

整基因组序列的方法。 通过此种方法， 能够获得生物

体的完整基因组序列， 对其序列进行分析和功能注

释， 能够更好地了解生物体的结构及功能。 嗜血流感

杆菌 （Ｈａｅｍｏｐｈｉｌｕｓ ｉｎｆｌｕｅｎｚａｅ） 是世界上第 １ 个测序

完成全基因组序列的细菌［４］。
威宁黄牛是贵州威宁区地的牛种， 具有抗病能力

强的特点， 特别是腹泻发病率低。 本课题组前期测序

发现威宁黄牛肠道的益生菌相对丰度较高［５］。 本研

究通过对贵州威宁黄牛的唾液乳杆菌进行分离鉴定和

益生特性研究， 并通过纳米孔测序技术进行全基因测

序以探究其潜在的益生功能， 这对唾液乳杆菌的开发

具有重要意义， 并为后续唾液乳杆菌的研究提供

参考。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 主要试剂

溶菌肉汤 （ＬＢ）、 德氏乳杆菌培养基 （ＭＲＳ） 购

自杭州滨和微生物试剂有限公司； 盐酸、 牛胆盐购自

上海麦克林生化科技股份有限公司； 建库试剂盒购自

北京百奥莱博科技有限公司； 蛋白酶 Ｋ 溶液、 ＤＮＡ
提取试剂盒等分别购自白鲨生物科技公司和德国凯杰

公司。
１􀆰 ２　 样品来源

威宁黄牛肠道内容物 （３５ 份） 采自毕节某黄牛

养殖场。
１􀆰 ３　 菌株

多重耐药大肠杆菌 （Ｔ１ ～ Ｔ５） 和沙门菌 （Ｔ１ ～
Ｔ５） 为南京农业大学中兽医实验室从腹泻犊牛粪便

分离所得。

１􀆰 ４　 菌株的分离鉴定

肠道内容物样品使用无菌 ＭＲＳ 肉汤进行稀释，
并在 ３７ ℃条件下培养 ２ ｈ， 然后用 ＭＲＳ 琼脂平板进

行培养过夜。 纯化培养获得单菌落后， 通过革兰染色

镜检进行连续 ３ 代鉴定。 参照张倪铭等［５］的方法进行

１６Ｓ ｒＲＮＡ 基因扩增和测序鉴定。
１􀆰 ５　 唾液乳杆菌的生长曲线及耐酸和耐胆盐测定

将鉴定后的唾液乳杆菌摇菌过夜， 取 ２５ μＬ 菌液

加入含有 ２􀆰 ９７５ ｍＬ ＭＲＳ 培养基的 １０ ｍＬ 离心管中，
３７ ℃ 恒温摇床 （１８０ ｒ ／ ｍｉｎ） 培养， 在 ０、 １􀆰 ５、 ４、
４􀆰 ５、 ５、 ６、 ７、 ８、 ９􀆰 ５、 １１ 和 １２ ｈ 分别取出 ３ 支离

心管， 摇匀后测 ＯＤ６００ ｎｍ值， 每个时间点设置 ３ 个独

立重复， 然后绘制生长曲线。
参照农庭镔等［６］报道的方法， 配制 ０􀆰 １％、 ０􀆰 ２％

和 ０􀆰 ３％的猪胆盐 ＭＲＳ 培养基， 配制 ｐＨ 值分别为

３􀆰 ０、 ４􀆰 ０、 ５􀆰 ０ 和 ６􀆰 ０ 的 ＭＲＳ 液体培养基， 均高压灭

菌后备用。 在 １０ ｍＬ 离心管中分别加入 ２５ μＬ 摇菌

１２ ｈ 的唾液乳杆菌菌液和 ２􀆰 ９７５ ｍＬ 不同胆盐或盐酸

浓度的 ＭＲＳ 培养基， ３７ ℃ 恒温摇床培养 １２ ｈ， 测

ＯＤ６００ ｎｍ值计算细菌存活率。 每个浓度设置 ３ 个独立

重复。
１􀆰 ６　 抗菌试验

参照王雪艳等［７］ 报道的牛津杯法进行唾液乳杆

菌上清液的抑制效果评估。 在 ＬＢ 固体培养基上涂布

大肠杆菌或沙门菌， 然后放置牛津杯并加入 １００
μＬ ／孔过夜培养的唾液乳杆菌上清液， ３７ ℃恒温培养

１２～１６ ｈ， 进行抑菌圈测定， 用以分析抑菌效果。 设

置空白对照， 每个上清液设置 ３ 个独立重复。
取若干支灭菌后的试管分别装入 ３ ｍＬ ＬＢ 液体培

养基， 每管加入 ２５ μＬ 过夜培养的大肠杆菌菌液或沙

门菌菌液， 对照组加入 ２５ μＬ ＬＢ 培养基， 试验组每

管加入 ５０ μＬ 过夜培养的唾液乳杆菌上清 液，
３７ ℃恒温摇床培养， 在 ０、 ２、 ４、 ６、 ８、 １０ 和 １２ ｈ
取出 ３ 支试管， 摇匀后测 ＯＤ６００ ｎｍ值， 每个时间点设

置 ３ 个独立重复， 然后绘制抑菌曲线。
１􀆰 ７　 唾液乳杆菌的基因组测序分析

通过德国凯杰公司的 ＤＮＡ 提取试剂盒进行细菌

总 ＤＮＡ 提取， Ｎａｎｏｄｒｏｐ 检测 ＤＮＡ 纯度、 Ｑｂｕｉｔ 对

ＤＮＡ 进行精确定量及电泳质检［８］。 然后通过北京百

奥莱博科技有限公司建库试剂盒购置进行文库构建，
最后在武汉百亿汇能公司的 ＰｒｏｍｅｔｈＩＯＮ Ｓｅｑｕｅｎｃｅｒ 平
台进行实时单分子测序。 测序结果经过质控、 拼接组

装后进行功能分析。 包括基因本体论 （ＧＯ）、 直系

同源簇 （ ＣＯＧ） 和京都基因与基因组百科全书

（ＫＥＧＧ） 等对细菌基因组进行快速注释， 分析并得

到相应的注释信息［９］； 采用 Ｐｒｏｄｉｇａｌ、 ＲＮＡｍｍｅｒ 等
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工具对编码基因、 非编码基因、 ＣＲＩＳＰＲ （原基因组

内的一段重复序列）、 基因岛和重复序列进行注释与

预测， 并绘制唾液乳杆菌的基因组环形图谱［１０］。
１􀆰 ８　 数据统计与分析

通过 ＳＰＳＳ （２６􀆰 ０） 软件进行单因素方差分析，
用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ （７􀆰 ０） 软件进行绘图。 试验数据

用 “平均值±标准差” 表示。

２　 结果与分析

２􀆰 １　 分离菌鉴定

５ 份威宁黄牛肠道样品在 ＭＲＳ 培养基上长有

０􀆰 ５～２􀆰 ０ ｍｍ 的乳白色圆形菌落， 主要特点是表面凸

起， 边缘光滑、 整齐。 革兰染色镜检后结果为紫色的

短小杆菌。 对这 ５ 株菌的 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因扩增和测序，
然后将得到的序列分别与 ＮＣＢＩ 数据库（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｂｌａｓｔ．
ｎｃｂｉ．ｎｌｍ． ｎｉｈ． ｇｏｖ ／ Ｂｌａｓｔ． ｃｇｉ）进行比对。 结果发现这 ５
株菌的 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因与唾液乳杆菌 （ＯＲ４３０８７３􀆰 １）
的同源性高达 ９９􀆰 ８６％～１００％， 将这 ５ 株唾液乳杆菌

命名为 Ｔ１～ Ｔ５。 遗传进化分析发现这 ５ 株菌与唾液

乳杆菌位于同一个进化分支 （图 １）。

◆本研究分离菌。

图 １　 细菌分离株的遗传进化树

２􀆰 ２　 唾液乳杆菌的生长曲线和耐酸、 耐胆盐情况

５ 株唾液乳杆菌在 ４～７ ｈ 为对数生长期， １０ ｈ 以

后进入稳定期 （图 ２ａ）； Ｔ１～ Ｔ５ 在低 ｐＨ 条件下均能

存活， 有良好的抗酸能力 （图 ２ｂ）； 耐胆盐试验结果

发现这 ５ 株菌对不同浓度的胆盐都有一定的耐性

（图 ２ｃ）。

图 ２　 唾液乳杆菌的生长曲线 （ａ）、 耐酸 （ｂ） 和耐胆盐 （ｃ） 比较

２􀆰 ３　 体外抑菌效果

牛津杯法发现唾液乳杆菌 Ｔ４ 能够显著抑制多重

耐药大肠杆菌 （３ａ） 和沙门菌 （３ｂ） 的增殖。 生长

曲线抑制法同样发现唾液乳杆菌 Ｔ４ 能够显著抑制多

重耐药大肠杆菌 （３ｃ） 和沙门菌 （３ｄ） 的增殖。 因

此， 选择唾液乳杆菌 Ｔ４ 进行后续的全基因组分析。

ａ． 大肠杆菌 （牛津杯法）； ｂ． 沙门菌 （牛津杯法）； ｃ． 大肠杆菌 （生长曲线抑制法）； ｄ． 沙门菌 （生长曲线抑制法）； ∗∗∗∗表示 Ｐ＜
０􀆰 ０００ １。

图 ３　 唾液乳杆菌的体外抗菌效果
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２􀆰 ４　 唾液乳杆菌的基因组测序

由表 １、 表 ２ 可知， 原始测序共检测出碱基数为

１ ３３９ ６０６ ７０８ ｂｐ， 而过滤测序获得的质控碱基数为

１ ３０２ １７４ ４２５ ｂｐ， ＧＣ 含量为 ３３􀆰 ０１％。 组装结果：

得到最终的基因组大小为 １ ９１８ ６７５ ｂｐ， 该菌株组装

后有 ２ 个片段重叠群 （ ｃｏｎｔｉｇ）， ｃｏｎｔｉｇ Ｎ５０ 长度为

１ ７４０ ７６０， 最长 ｃｏｎｔｉｇ 长度为 １ ７４０ ７６０ ｂｐ， 最短

ｃｏｎｔｉｇ 长度为 １７７ ９１５ ｂｐ。

表 １　 数据统计与质控结果分析

数据类型 总碱基数 ／ ｂｐ
测序数据序列 （ｒｅａｄｓ）

数量 平均长度 ／ ｂｐ Ｎ５０ 长度 ／ ｂｐ 最长长度 ／ ｂｐ 平均质量

原始测序 １ ３３９ ６０６ ７０８ ２２９ ５０８ ５ ８３６􀆰 ８６ １４ ２３２ １２６ ９４９ １２􀆰 ３９

过滤测序 １ ３０２ １７４ ４２５ ２２１ ９４９ ５ ８６７􀆰 ００ １４ ２９６ １２６ ９４９ １２􀆰 ６１

　 　 注： 过滤测序为通过质控的数据量。

表 ２　 基因组碱基分布统计

碱基 数量 ／ ｂｐ 基因组 ／ ％

Ａ ６４６ ６３１ ３３􀆰 ７０

Ｔ ６３８ ５９９ ３３􀆰 ２８

Ｇ ３１９ ３２３ １６􀆰 ６４

Ｃ ３１４ １２２ １６􀆰 ３７

Ｎ ０ ０

ＧＣ ６３３ ４４５ ３３􀆰 ０１

合计 １ ９１８ ６７５ １００

对唾液乳杆菌 Ｔ４ 菌株的编码区进行预测， 总共

得到 １ ８６１ 个完整的 ＣＤＳ， 其编码的蛋白质长度图分

布如图 ４。 蛋白质长度主要为 ２５０～５００ ａａ。

图 ４　 编码蛋白长度分布

根据 ＣＯＧ 对唾液乳杆菌 Ｔ４ 基因组的注释结果

（图 ５） 进行分析可知， 共有 １ ４７８ 个基因得到了注

释， 占比 ７９􀆰 ４２％， 共分成 ２６ 个组， 其中有 ６７ 个基

因功能还未明确， 占总数的 ４􀆰 ５３３％。 基因注释数量

最多的为翻译、 核糖体结构和生物合成 （ ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ，
ｒｉｂｏｓｏｍａｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎｄ ｂｉｏｇｅｎｅｓｉｓ）， 涉及 １９９ 个基因，
占总数的 １３􀆰 ４６％； 几项功能分类占比较高的是， 氨

基 酸 运 输 及 代 谢 （ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｔｒａｎｓｐｏｒｔ ａｎｄ
ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ） 占 ９􀆰 ２０２％， 碳水化合物运输及代谢

（ ｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅ ｔｒａｎｓｐｏｒｔ ａｎｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ） 占 ８􀆰 ９３１％，
仅预测通用功能 （ｇｅｎｅｒａｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｎｌｙ） 占

８􀆰 ３９０％， 细胞壁 ／膜 ／胞外被膜的生物合成 （ ｃｅｌｌ
ｗａｌｌ ／ ｍｅｍｂｒａｎｅ ／ ｅｎｖｅｌｏｐｅ ｂｉｏｇｅｎｅｓｉｓ ） 占 ８􀆰 １１９％， 转

录 （ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ） 占 ７􀆰 ９１６％， 复制、 重组和修复

（ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ， ｒｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ａｎｄ ｒｅｐａｉｒ） 占 ６􀆰 ９６９％； 基

因注释数量最少的是， 细胞骨架 （ ｃｙｔｏｓｋｅｌｅｔｏｎ）、 细

胞外结构 （ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ）， 分别占总数的

０􀆰 ２０３％和 ０􀆰 １３５ ３％； ＲＮＡ 加工与修饰 （ＲＮＡ ｐｒｏ⁃
ｃｅｓｓｉｎｇ ａｎｄ ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ ）、 染 色 质 结 构 与 动 力 学

（ｃｈｒｏｍａｔｉｎ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎｄ ｄｙｎａｍｉｃｓ） 和核结构 （ｎｕｃｌｅａｒ
ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ） 的基因注释数量为零。

将唾液乳杆菌 Ｔ４ 的基因组与 ＫＥＧＧ 进行对比，
其中 ９４１ 个基因得到注释， 占比 ５０􀆰 ５６％。 根据注释

结果 （图 ６） 可知， 有 ２９９ 个基因参与新陈代谢

（ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ）， 占比 ３１􀆰 ７７％， 其中， 参与碳水化合

物代谢 （ ｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ） 的基因最多， 有

１１７ 个， 占 比 达 １２􀆰 ４３％； 参 与 遗 传 信 息 处 理

（ｇｅｎｅｔｉｃ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ） 的基因数量次之， 有

１４０ 个， 占 比 １４􀆰 ８８％； 参 与 细 胞 过 程 （ ｃｅｌｌｕｌａｒ
ｐｒｏｃｅｓｓ） 的基因数量有 ３５ 个， 占比 ３􀆰 ７１９％。
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图 ５　 唾液乳杆菌 Ｔ４ 基因组编码蛋白 ＣＯＧ 功能分类统计

　 　 将唾液乳杆菌 Ｔ４ 基因组与 ＧＯ 进行对比注释，
有 １ １３８ 个基因得到了注释， 占比 ６１􀆰 １５％。 根据 ＧＯ
注释结果 （图 ７） 可知， 参与生物过程 （ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ
ｐｒｏｃｅｓｓ） 的基因数量最多， 其中有 ６３３ 个基因参与代

谢过程 （ｍｅｔａｂｏｔｉｃ ｐｒｏｃｅｓｓ）， 占比 ５５􀆰 ６２％， 有 ６２０
个基 因 参 与 细 胞 过 程 （ ｃｅｌｌｕｌａｒ ｐｒｏｃｅｓｓ ）， 占 比

５４􀆰 ４８％； 参与分子功能 （ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎ） 的基因

数量 次 之， 其 中 有 ５６３ 个 基 因 参 与 催 化 活 性

（ｃａｔａｌｕｔｉｃ ａｃｔｉｖｉｔｙ）， 占比 ４９􀆰 ４７％， 有 ４１９ 个基因参

与结合 （ｂｉｎｄｉｎｇ）， 占比 ３６􀆰 ８２％； 而参与细胞成分

（ｃｅｌｌｕｌａｒ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ） 的基因数量较少， 其中有 ２２２
个基因参与细胞组分 （ｃｅｌｌ ｐａｒｔ）， 占比 １９􀆰 ５１％。

根据唾液乳杆菌 Ｔ４ 基因组的圈图 （图 ８） 可知，
唾液乳杆菌基因总长度为 １ ９１８ ６７５ ｂｐ。 由外到内，
第 １ 圈和第 ２ 圈分为编码基因 （正义链） 和编码基

因 （负义链）， 该菌株编码基因的数量为 １ ８６１ 个。
第 ３ 圈为 ｔＲＮＡ （橙色） 和 ｒＲＮＡ （紫色）， 唾液乳杆

菌基因组中共含有 ２２ 个 ｒＲＮＡ， ７９ 个 ｔＲＮＡ。 第 ５ 圈

为 ＧＣ 含量， 绿色的部分表示该区域 ＧＣ 含量高于全

基因组平均 ＧＣ 含量， 紫色部分则表示低于平均 ＧＣ
含量， 该唾液乳杆菌基因 组 的 平 均 ＧＣ 含 量 为

３３􀆰 ０１％。 第 ６ 圈展示的是描述 ＤＮＡ 序列中 ＧＣ 碱基

分布的统计指标 ＧＣ－ｓｋｅｗ， 其值等于 （Ｇ－Ｃ） ／ （Ｇ＋
Ｃ）。 最内一圈表示为基因组的测序深度。
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图 ６　 唾液乳杆菌 Ｔ４ 基因组编码蛋白 ＫＥＧＧ 功能分类统计

图 ７　 唾液乳杆菌 Ｔ４ 基因组编码蛋白 ＧＯ 功能分类统计
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图 ８　 唾液乳杆菌 Ｔ４ 基因组圈图

　 　 碳水化合物活性酶数据库 （ＣＡＺｙ） 的注释结果

显示 （图 ９）， 唾液乳杆菌具有 １５８ 个与糖苷水解酶

（ＧＨ） 相关的基因； 与糖基转移酶 （ＧＴ） 相关的基

因数量次之， 为 １３９ 个； 碳水化合物酯酶 （ＣＥ） 和

碳水化合物结合模块 （ＣＢＭ） 的数量分别为 １９ 个和

３３ 个； 而辅助氧化还原酶 （ ＡＡ）、 多糖裂解酶

（ＰＬ） 和锚定蛋白 （Ｄｏｃｋｅｒｉｎ） 的数量较少， 分别为

３ 个、 ２ 个和 １ 个； 此外， 在注释结果中未发现与 Ｓ
层同源结构域 （ＳＬＨ） 和黏连蛋白 （Ｃｏｈｅｓｉｎ） 相关

的基因注释。
将唾液乳杆菌基因组与病原与宿主互作数据库

（ＰＨＩ） 进行对比注释 （图 １０）， 共有 ３７４ 个基因得

到了注释， 占比 ２０􀆰 １０％。 根据 ＰＨＩ 数据注释结果可

知， 毒力降低 （ ｒｅｄｕｃｅｄ ｖｉｒｕｌｅｎｃｅ） 的占比最大， 为

５３􀆰 １４％； 未 受 影 响 的 致 病 性 （ ｕｎａｆｆｅｃｔｅｄ
ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃｉｔｙ） 次之， 占比 ２６􀆰 ６７％； 化学目标， 耐化

学 性 和 对 化 学 品 的 敏 感 性 （ ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ ｔａｒｇｅｔ，

ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｔｏ ｃｈｅｍｉｃａｌ ａｎｄ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｔｏ ｃｈｅｍｉｃａｌ） 占比

最低， 都为 ０􀆰 ３８０％。

图 ９　 基因组编码蛋白 ＣＡＺｙ 功能分类统计
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图 １０　 基因组编码蛋白 ＰＨＩ 功能分类统计

３　 讨论

唾液乳杆菌是一种乳酸菌， 也是一种益生菌。 益

生菌是对人体有益的微生物［１０］， 可以利用肠道中的

营养来定植和代谢更多的消化酶， 从而在宿主中发挥

相互作用［１１］， 进而促进肠道和口腔健康。 此外， 高

附着能力也可以增强益生菌的作用［１２］。 唾液乳杆菌

具有多种潜在应用， 尤其在口腔卫生和免疫支持方

面。 首先， 唾液乳杆菌是口腔内的一种正常菌群， 有

助于维护口腔健康， 它可以竞争其他有害细菌， 从而

有助于预防龋齿和口腔感染， 还与其他口腔内细菌共

生， 形成复杂的微生物群落。 它还可以与其他细菌协

同作用， 有助于防止病原菌的滋生， 并促进口腔健

康［２］。 一些口腔护理产品和口腔卫生制剂中含有唾

液乳杆菌， 以帮助维持口腔内微生态平衡［１３］。 其次，
唾液乳杆菌还可能有助于加强免疫系统。 由于其具有

较强的黏附能力， 唾液乳杆菌可以通过调节相关炎性

分子的表达水平， 从而改善胃肠道免疫微环境， 对于

预防和治疗胃肠道炎症具有积极作用［１４－１５］。 最后，
唾液乳杆菌也可以在初生婴儿中起到积极作用， 维持

肠道健康。 母乳中含有益生菌， 传递给婴儿有助于建

立健康的肠道微生物群落， 利用生长发育［２－１６］。
纳米孔测序技术是第三代测序技术的一种， 也是

一种现代 ＤＮＡ 测序技术， 它利用微孔 （通常是纳米

级别的孔） 来逐个测序 ＤＮＡ 分子的碱基序列； 它的

测序速度更快， 准确性更高［１７］。 本研究结合纳米孔

测序对唾液乳杆菌菌株进行全基因组测序， 并对该基

因组的基本特征 （序列长度、 ＧＣ 含量、 基因数量和

功能注释等） 进行了分析， 以此来了解唾液乳杆菌

基因组的基本结构和功能信息［１８］。
各种细菌在遗传组成、 ＧＣ 含量和功能方面都不

一样， 具有特殊性［１９］。 根据本试验得出以下结论：
基因组序列组装完成后， 唾液乳杆菌 Ｔ４ 基因组的大

小为 １ ９１８ ６７５ ｂｐ。 在基因组中有 １ ８６１ 个 ＣＤＳ， ７９
个 ｔＲＮＡ， ２２ 个 ｒＲＮＡ （分别转运 Ｇｌｙ、 Ｇｌｕ、 Ａｓｐ、
Ｓｅｒ 等多种不同的生物体所必需的氨基酸）， ２ 个基因

组岛， １ 个原噬菌体区域， ＧＣ 含量为 ３３􀆰 ０１％。 ＣＯＧ
是 ＮＣＢＩ 建立的一个注释蛋白质的数据库， 通过基因

之间的同源关系对蛋白进行注释并推断其功能， 常用

于原核生物的蛋白功能分析［２０］。 通过 ＣＯＧ 对唾液乳

杆菌 Ｔ４ 基因组进行对比注释， 结果显示， 唾液乳杆

菌 Ｔ４ 菌株的 １ ４７８ 个编码蛋白基因被划分为 ２６ 个

ＣＯＧ 亚类， 占所有编码蛋白基因的 ７９􀆰 ４２％， 其中，
基因注释数量最多的为翻译、 核糖体结构和生物合

成， 共涉及 １９９ 个基因， 占总数的 １３􀆰 ４６％， 表明唾

液乳杆菌 Ｔ４ 参与翻译、 核糖体合成生物合成的基因

所占比例最高， 参与物质运输和代谢的基因也较多，
说明该菌株具有较强的生物合成和物质代谢的能力。
ＫＥＧＧ 是一个有关生物系统较完善的数据库， 整合了

基因组、 化学物质和系统功能信息［８］。 通过 ＫＥＧＧ
数据库的注释， 可以便捷地寻找与某一类功能相关的

所有已注释基因， 对于基础生物学研究、 医学研究、
生物工程和药物研发等领域都具有重要意义。 通过

ＫＥＧＧ 对唾液乳杆菌 Ｔ４ 基因组进行对比注释， 结果

显示， 唾液乳杆菌 Ｔ４ 菌株 ９４１ 个编码蛋白基因分配

到已知的 ＫＥＧＧ 通路中， 占所有编码蛋白基因的

５０􀆰 １５％， 表明唾液乳杆菌 Ｔ４ 参与新陈代谢的基因所

占比例最高， 其中， 注释到碳水化合物、 氨基酸、 核

苷酸代谢通路的基因数量比较多， 说明该菌株具有较

强的物质代谢能力， 能提供足够的能量促进自身的生

长发育［１０］。 ＧＯ 注释是在生物学研究中非常重要的工

具， 有助于更好地理解基因和蛋白质的功能以及它们

·９６·畜牧与兽医　 ２０２５ 年　 第 ５７ 卷　 第 ２ 期



在生物学过程中的作用［１２］。 通过对比注释， 结果显

示， 共有 １ １３８ 个编码蛋白基因被注释， 其中与生物

学过程相关的基因数量最多。 根据唾液乳杆菌 Ｔ４ 基

因组的圈图分析可知， 该菌基因组的平均 ＧＣ 含量为

３３􀆰 ０１％， 每个 ＧＣ 峰值越高说明与平均 ＧＣ 含量之间

的差距越大［４］。 ＧＣ 碱基分布的统计指标 ＧＣ－ｓｋｅｗ 生

物学意义为， 当 ＧＣ－ｓｋｅｗ＞０ 时， 正链转录 ＣＤＳ； 当

ＧＣ－ｓｋｅｗ＜０ 时， 负链转录 ＣＤＳ［４］。 基因组圈图是一

种数据可视化工具， 可以更直观地理解复杂的基因组

信息， 发现潜在的模式和关联， 并加深对基因组的认

识。 ＣＡＺｙ 是一个专注于研究碳水化合物相关酶的数

据库［７］， 通过对生物体内酶的分类来帮助解释和理

解这些酶在碳水化合物降解、 合成和利用中的作用，
对于生物学、 生物技术应用以及生态系统中碳循环等

方面研究都具有重要意义。 通过 ＣＡＺｙ 功能分类统计

结果显示， 唾液乳杆菌 Ｔ４ 中具有大量的糖苷水解酶

和糖基转移酶， 说明该菌株对于碳水化合物的利用能

力较强， 能为该菌体的生命活动提供能量［２１］。
综上所述， 唾液乳杆菌 Ｔ４ 有较多新陈代谢过程

相关的酶和蛋白质， 具有较强的糖类、 脂类、 氨基

酸、 碳水化合物分解和代谢功能， 推测该菌株在宿主

体内具有较强的生存能力； 还具有较多的糖苷水解

酶， 糖苷水解酶主要水解或降解糖苷键， 帮助生物体

分解利用碳水化合物， 以供能量来维持生物体生命活

动； 与附着相关的基因也比较多， 可增强唾液乳杆菌

的在宿主体内发挥作用。 此外， 有研究证明， 唾液乳

杆菌还可以提高免疫和消化系统的健康等， 进而促进

断奶仔猪的生长和健康［２２］。 唾液乳杆菌作为益生菌，
可以抵抗病原体的入侵， 从而维持宿主健康［２３］。 本

研究获得了有良好耐酸和耐胆盐能力的唾液乳杆菌，
且有良好的抗菌效果， 有望进一步开发为益生菌

产品。
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