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摘要： 旨在分离鉴定疑似林氏棒状杆菌并分析其全基因组特征。 采集新疆奎屯某奶牛场疑似病患牛组织样本， 分离细菌， 进行培养特性、 生化

特性、 革兰染色、 电镜观察， 以及 １６Ｓ ｒＲＮＡ 及烯酰辅酶 Ａ 水合酶 Ａ８ （ ｅｃｈＡ８） 基因 ＰＣＲ 鉴定； 进一步对分离菌采用微量肉汤稀释法进行药物敏

感性试验， 以及 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＴｒｕＳｅｑ 测序并进行基因组组装与注释相关生物信息学分析。 结果： 成功分离到 １ 株棒状杆菌； 经 １６Ｓ ｒＲＮＡ 和 ｅｃｈＡ８ 基因

ＰＣＲ 鉴定为林氏棒状杆菌， １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因测序结果与 ＧｅｎＢａｎｋ 中株氏棒状杆菌相应序列的同源性达 ９８􀆰 ６４％～９９􀆰 ８６％； 系统进化树结果显示， 分

离菌与林氏棒状杆菌在同一个进化分支上， 亲缘关系最近， 命名为 ＬＳＫＴ０１； 药敏结果显示， 分离菌对万古霉素、 庆大霉素、 利奈唑胺、 四环素、
多西环素高度敏感， 对红霉素、 青霉素、 利福平表现中介， 对克林霉素、 莫西沙星、 环丙沙星、 头孢噻肟、 头孢曲松表现耐药； 测序结果表明，
分离株 ＬＳＫＴ０１ 的全基因组大小为 ２ ６０８ ５０９ ｂｐ， 平均 Ｇ＋Ｃ 含量为 ５８􀆰 ８１％； 预测到的编码基因有 ２ ４８２ 个， 含有 ５２ 个 ｔＲＮＡ， １ 个 ５Ｓ ｒＲＮＡ， １ 个

１６Ｓ ｒＲＮＡ， １ 个 ２３Ｓ ｒＲＮＡ， １ 个规律成簇间隔短回文重复序列相关蛋白 （ＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓ） 及 １５ 个前噬菌体。 运用同源蛋白质群 （ＣＯＧ）、 基因本

体论 （ＧＯ）、 京都基因和基因组百科全书 （ＫＥＧＧ）、 非冗余蛋白质 （ＮＲ）、 瑞士蛋白质序列 （Ｓｗｉｓｓ－Ｐｒｏｔ） 等数据库， 对编码基因进行基因功能

比对注释， 分别注释到 ２ ０３３、 ８４６、 １ ３５３、 ２ ４１９、 １ ５１３ 个基因。 综上， 本试验分离鉴定出 １ 株林氏棒状杆菌并揭示了其基因组特征。

关键词： 林氏棒状杆菌； 全基因组测序； 药物敏感性
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　 　 牛放线菌病又称大颌病， 呈地方性流行， 主要通

过接触传播， 是一种重要的家畜慢性传染病［１］。 该

病在全球范围内广泛分布， 主要病原菌为牛放线菌、
化脓性放线菌、 林氏棒状杆菌及金黄色葡萄球菌， 病

变部位多见于皮肤和皮下组织， 但也可能侵入深部组

织和器官［２－３］。 在家畜中， 动物皮肤受伤或换牙期

间， 易引发疾病， 表现为慢性化脓性肉芽肿疾病［４］。
棒状杆菌广泛存在于动物和环境中， 随着基因组

学技术的发展， 全基因组测序也已成为鉴定和分类棒

状杆菌的重要手段［５］。 在诊断中， 若放线菌除感染

患牛皮肤外还能感染软组织， 则考虑林氏棒状杆菌

（Ｃｏｒｙｎｅｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｈｉｎｄｌｅｒａｅ） ［６］。 林氏棒状杆菌是一种

革兰阳性球杆菌， 与分枝杆菌、 游动放线菌和嗜皮菌

同为棒状杆菌属， 是一种兼性细胞内寄生菌。 除了皮

肤， 该菌会引起胸腺、 肺、 软组织器官的软组织病，
感染后， 典型症状为牛的体表出现化脓性病变， 会导

致病牛消瘦、 精神不振、 动作迟缓、 生产性能下降

等［７］。 目前， 林氏棒状杆菌很少有系统分离鉴定的

研究报道， 且其分类地位、 基因组特征及潜在生物学

功能也未有相关研究。
本研究旨在从疑似患放线菌病的牛中采集渗出脓

液， 通过分离培养、 形态学观察、 分子生物学鉴定等

方法对可疑放线菌进行鉴定， 分析其药物敏感性， 并

对其进行全基因组测序分析， 以期为新疆牛放线菌病

防控提供一定理论依据。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 样品采集

样本采集自新疆奎屯某规模化奶牛场 ５ 头患牛，
每头牛选取鼻面部病变区域进行采样。 剔除病灶周围

５ ｃｍ×５ ｃｍ 区域毛发， 消毒， 待自然干燥后， 用无菌

手术刀片轻刮病灶表面去除表层污染物， 使用采集管

采集溃疡灶深处渗出脓液， 分类编号， 于 － ２０ ℃

保存。
１􀆰 ２　 主要试剂

２×Ｔａｑ Ｐｌｕｓ ＭａｓｔｅｒｍｉｘⅡ购自南京诺维赞生物科技

股份有限公司； ＤＮＡ Ｍａｋｅｒ 购自北京全式金生物技术

有限公司； 生化鉴定管由杭州滨和微生物试剂有限公

司提供； 肉汤培养基 （ＬＢ）、 哥伦比亚血琼脂培养

基、 脑心浸液培养基 （ＢＨＩ）、 脱纤维绵羊血、 脱纤

维马血均购自青岛高科园海博生物科技有限公司；
Ｓｕｐｅｒ Ｒｄｅ 核酸染液购自合肥兰杰柯科技有限公司；
抗生素药物购自北京索莱宝有限公司。
１􀆰 ３　 细菌分离鉴定

将脓液接于 ＢＨＩ 液体培养基中以制备菌悬液，
置于 ３７ ℃恒温摇床 １６０ ｒ ／ ｍｉｎ 培养 １２ ｈ。 将培养结束

的菌悬液分别划线接种于含 ５％裂解马血的哥伦比亚

血琼脂培养基、 ５％绵羊血的 ＴＳＡ 培养基、 ＢＨＩ 培养

基、 ＬＢ 培养基中， 并将培养至对数生长期的纯化菌

液稀释 １×１０４ ＣＦＵ ／ ｍＬ 后取 １００ μＬ 涂布至 ＢＨＩ 培养

基， 培养 ２４ ｈ 后观察菌落形态。 用接种环挑取纯化

菌液并涂片镜检。 依据 《伯杰氏细菌系统鉴定手册》
及商品化生化鉴定试剂盒说明书， 对菌株进行生化

鉴定。
１􀆰 ４　 透射电镜

对样本进行树脂包埋切片， 经过重金属铅、 铀染

色后于透射电镜观察并记录图像。
１􀆰 ５　 ＰＣＲ 鉴定

提取细菌 ＤＮＡ， 使用 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因通用引物

（表 １） 进行 ＰＣＲ 鉴定， 引物由北京睿博兴科生物技

术有限公司合成。 根据林氏棒状杆菌烯酰辅酶 Ａ 水

合酶 Ａ８ （ｅｃｈＡ８） 基因 （ＧｅｎＢａｎｋ： ＣＰ０５９８３３􀆰 １） 设

计特异性引物， 具体引物信息见表 １。 反应体系

２０ μＬ： ２ × ＴａｑＰｌｕｓ Ｍａｓｔｅｒｍｉｘ Ⅱ １０ μＬ， 双 蒸 水

６􀆰 ０ μＬ， 上下游引物各 １􀆰 ０ μＬ， ＤＮＡ 模板 ２ μＬ。

表 １　 ＰＣＲ 引物列表

基因 引物名称 引物序列 （５′→３′） 产物大小 ／ ｂｐ 退火温度 ／ ℃

１６Ｓ ｒＲＮＡ
２７Ｆ ＡＧＡＧＹＴＴＡＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ

１４９２Ｒ ＴＡＣＧＧＣＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ
１ ５４１ ５５

ｅｃｈＡ８
Ｆ１ ＴＣＣＡＧＴＡＡＡＧＧＧＣＧＧＧＴＡＧ

Ｒ１ ＴＧＡＴＧＴＣＧＣＡＧＧＣＡＡＧＡＧＣ
３３１ ６０
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　 　 ＰＣＲ 反应产物于 １％琼脂糖凝胶电泳 ３０ ｍｉｎ 后，
通过凝胶成像系统观察条带结果。 切下条带， 使用

ＰＣＲ 产物凝胶提取试剂盒对产物纯化并送测序。 将

获得的基因序列在 ＮＣＢＩ 数据库中进行 ＢＬＡＳＴ 比对。
使用 ＭＥＧＡ １１ 软件， 通过 Ｎｅｉｇｈｂｏｒ－Ｊｏｉｎｉｎｇ 法与其他

棒状杆菌属中同源性较高的 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因序列构建

系统发育树。
１􀆰 ６　 分离菌的药物敏感性试验

１􀆰 ６􀆰 １　 ＭＨ－Ｆ 肉汤与药物储备液制备

准备阳离子调节的 ＭＨＢ 培养基， 将培养基冷却

至 ４２～４５ ℃后， 每升培养基中加入 １００ ｍＬ ５０％的溶

解马血和 １ ｍＬ β－ＮＡＤ 储备液。 选取药物粉末， 按照

美国临床实验室标准化委员会 （ＣＬＳＩ） 选取溶剂进

行配制及稀释。 配制的药液用 ０􀆰 ２２ μｍ 滤膜过滤后，
分装， －２０ ℃冷冻保存备用。
１􀆰 ６􀆰 ２　 初始菌液制备

平板计数法计算细菌数量， 用无菌生理盐水将菌

液稀释至 １×１０６ ＣＦＵ ／ ｍＬ。
１􀆰 ６􀆰 ３　 最小抑菌浓度 （ＭＩＣ） 测定

用微量肉汤稀释法进行 ＭＩＣ 的测定， 每种抗菌

药物重复 ３ 个平行。 培养结束后观察并统计结果， 采

用分光光度计检测各组菌液培养前后 ＯＤ６００ ｎｍ值的变

化， 药物的 ＭＩＣ 值为孔内刚好澄清无针尖大小细菌

生长的浓度。 根据 ＥＵＣＡＳＴ 欧盟药敏试验标准与中华

人民共和国卫生行业标准中规定的敏感性折点值， 对

菌株不同抗菌药物的敏感性进行判定。
１􀆰 ７　 小鼠致病性试验

３０ 只昆明小鼠购自湖南莱克景达实验动物有限

公司。 将小鼠随机分为 １ 个空白对照组和 ５ 个试验

组， 每组 ６ 只。 ５ 个试验组小鼠分别腹腔注射 １×１０９、
１×１０８、 １×１０７、 １×１０６、 １×１０５ ＣＦＵ ／ ｍＬ 的菌液 １ ｍＬ，
空白对照组小鼠则注射生理盐水 １ ｍＬ。 攻毒后继续

观察， 记录存活率、 临床症状及死亡时间。 死亡小鼠

立即解剖， 观察肝、 脾、 肺等器官病理变化。 采集脏

器并对样品进行 ＰＣＲ 检测。
１􀆰 ８　 分离菌全基因组测序

将培养至对数生长期的菌液 １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心

５ ｍｉｎ， 收集菌体沉淀， 提取基因 组 ＤＮＡ。 采 用

Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＴｒｕＳｅｑＴＭ Ｎａｎｏ ＤＮＡ Ｓａｍｐｌｅ Ｐｒｅｐ Ｋｉｔ 方法构建

文库。 使用 Ｔｒｉｍｍｏｍａｔｉｃ 软件对原始测序数据进行质

控［８］。 使用 ＡＢｙＳＳ 拼接软件对优化序列进行多个

Ｋｍｅｒ 参数的拼接， 得到最优的组装结果［９］。 运用

ＧａｐＣｌｏｓｅｒ 软件对组装结果进行局部内洞填充和碱基

校正［１０］。
１􀆰 ９　 生物信息学分析

１􀆰 ９􀆰 １　 基因组组分分析

使用 ＧｅｎｅＭａｒｋＳ 软件预测编码基因［１１］。 利用

ＲＮＡｍｍｅｒ－１􀆰 ２［１２］ 和 ｔＲＮＡｓｃａｎ－ＳＥ２􀆰 ０􀆰 ４［１３］ 软件对基

因组中包含的 ｒＲＮＡ 和 ｔＲＮＡ 进行预测。 分别用

Ｉｓｌａｎｄ Ｖｉｅｗｅｒ［１４］、 Ｍｉｎｃｅｄ［１５］、 Ｐｈａｇｅ Ｆｉｎｄｅｒ［１６］， 对菌

株的基因组岛、 规律成簇间隔短回文重复序列

（ＣＲＩＳＰＲ） 数量和前噬菌体个数进行预测。
１􀆰 ９􀆰 ２　 基因组功能注释

利用同源蛋白质群 （ＣＯＧ） 数据库检测获得基因

所对应的 ＣＯＧ 注释结果， 并根据 ＣＯＧ 注释结果对蛋

白进行功能归类。 利用京都基因和基因组百科全书

（ＫＥＧＧ） 数据库检测基因参与的具体生物学通路。
利用基因本体论 （ＧＯ） 数据库对蛋白序列进行注

释， 然后提取 ｅｇｇＮＯＧ 注释结果内的 ＧＯ 信息［１７］。 利

用碳水化合物活性酶 （ＣＡＺｙ）、 联合利用非冗余蛋白

质 （ＮＲ）、 转运蛋白分类 （ＴＣＤＢ）、 瑞士蛋白质序

列 （Ｓｗｉｓｓ－Ｐｒｏｔ） 数据库对得到的序列进行比对与功

能注释［１８－１９］。
１􀆰 ９􀆰 ３　 菌株安全性分析

预测获得的所有基因蛋白质序列， 使用 ＢＬＡＳＴＰ
软件， 通过综合的抗生素抗性基因 （ ＣＡＲＤ） 数据

库［２０］， 鉴定其致病因子与抗性基因。 通过病原与宿

主互作 （ＰＨＩ）、 毒力因子 （ＶＦＤＢ） 数据库对其毒力

基因进行分析［２１］。
２　 结果与分析

２􀆰 １　 细菌分离

分离菌在有氧及 ５％ ＣＯ２环境中均生长良好， 在

含 ５％裂解马血哥伦比亚血琼脂上形成光滑湿润、 圆

形凸起的白色或淡黄色菌落， 接种环挑取菌落时， 可

观察到轻微黏丝现象， 如图 １ 所示。
在 ＢＨＩ 琼脂培养基 ３７ ℃培养 ２４ ｈ 后， 分离菌形

成光滑不透明的黄色菌落； 菌落呈扁平圆形， 表面光

滑湿润， 边缘整齐无扩散性， 如图 ２ 所示。
在含 ５％绵羊血的 ＴＳＡ 琼脂培养基中分离菌生长

良好， 形成细小的乳白色不透明菌落， 菌落呈圆形隆

起， 边缘整齐无扩散， 表面光滑湿润， 如图 ３ 所示。
在 ＬＢ 固体培养基 ３７ ℃培养， 分离菌株形成针

尖大小的白色菌落， 菌落呈圆形微隆起， 边缘整齐无

扩散， 表面光滑湿润， 如图 ４ 所示。
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图 １　 分离菌在含 ５％裂解马血哥伦比亚血琼脂上生长的菌落形态

图 ２　 分离菌在 ＢＨＩ 琼脂培养基上生长的菌落形态

图 ３　 分离菌在含 ５％绵羊血 ＴＳＡ 琼脂培养基上生长的菌落形态

图 ４　 分离菌在 ＬＢ 琼脂培养基上生长的菌落形态

　 　 镜检结果显示， 分离菌在革兰染色后呈阳性， 染

色不均匀， 且在老化的培养物中易褪色。 单个菌体形

态呈尖细畸形短杆状或球杆状， 多数呈单在、 Ｖ 形或

一排排平行的栅栏状排列， 如图 ５ 所示。 该形态特征

与 《伯杰氏细菌系统鉴定手册》 中棒状杆菌属放线

菌亚群的典型表型一致。
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图 ５　 分离菌培养 １２ ｈ （Ａ） 和 ２４ ｈ （Ｂ） 革兰染色镜检结果

　 　 分离菌的生化试验结果如表 ２ 所示。 分离菌株能

够发酵半乳糖、 蔗糖、 阿拉伯糖、 葡萄糖、 乳糖、 果

糖、 麦芽糖和甘露醇， 但不能发酵木糖和棉子糖。 在

酶活性方面， 硝酸盐还原、 淀粉水解、 甲基红和硫化

氢试验结果为阳性， 而过氧化氢酶、 七叶苷水解、
Ｖ－Ｐ、 尿素酶和木醇发酵试验均为阴性。

表 ２　 生理生化特性鉴定

项目 林氏棒状杆菌 项目 林氏棒状杆菌

半乳糖 ＋ 硫化氢 ＋

蔗糖 ＋ 淀粉水解 ＋

阿拉伯糖 ＋ 硝酸盐还原 ＋

葡萄糖 ＋ 甲基红 ＋

乳糖 ＋ 甘油 ＋

果糖 ＋ 七叶苷水解 －

甘露醇 ＋ Ｖ－Ｐ －

麦芽糖 ＋ 尿素酶 －

木糖 － 木醇发酵 －

棉子糖 － 过氧化氢酶 －

　 　 注： ＋为阳性， －为阴性。

２􀆰 ２　 细菌电镜观察

菌体呈球杆状， 平均长度约 ０􀆰 ９ ～ １􀆰 ５ μｍ， 直径

约为 ０􀆰 ５～０􀆰 ７ μｍ， 未见明显分枝。 高倍图像显示其

细胞壁结构致密， 厚度均匀， 约为 ２０ ～ ３０ ｎｍ， 未发

现异常增厚或破损。 表面无鞭毛或荚膜结构， 表面光

滑， 细胞膜紧贴细胞壁， 细胞内可见散在异染物质。
菌体以单个分散为主， 偶见成对排列， 未形成链状或

簇状聚集， 二分裂中期特征表明其处于活跃增殖状

态， 如图 ６ 所示。
２􀆰 ３　 分离菌的 ＰＣＲ 鉴定

对 ３ 株疑似菌进行 １６Ｓ ｒＲＮＡ 和 ｅｃｈＡ８ 基因的

ＰＣＲ 鉴定。 电泳结果显示， 分别在 １ ５４１ ｂｐ （１６Ｓ
ｒＲＮＡ） 及 ３３１ ｂｐ （ｅｃｈＡ８） 出现目的条带， 与预期大

小相符， 如图 ７ 所示。 测序结果在 ＮＣＢＩ 网站进行

ＢＬＡＳＴ 比对， 分析结果显示， 分离菌与林氏棒状杆

菌同源性最高， 同源性为 ９８􀆰 ６４％ ～ ９９􀆰 ８６％。 采用

Ｎｅｉｇｈｂｏｒ－ Ｊｏｉｎｉｎｇ 法构建 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因的系统进化

树， 系统进化树结果显示， 棒状杆菌在同一个进化分

支上， 亲缘关系最近 （图 ８）。 分离株与 ２ 株林氏棒

状杆菌聚为一簇， 从分子水平上证实该分离菌株为林

氏棒状杆菌， 命名为 ＬＳＫＴ０１。

图 ６　 分离菌透射电镜观察结果
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Ｍ． Ｍａｒｋｅｒ ＤＬ２０００； １～３􀆰 分离株 ｅｃｈＡ８ 基因； ４ ～ ５． 空白无样品；
６～８􀆰 分离株 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因。

图 ７　 ｅｃｈＡ８、 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因 ＰＣＲ 产物电泳结果

▲． 本试验分离菌株。

图 ８　 林氏棒状杆菌 ＬＳＫＴ０１ 的 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因系统进化树

２􀆰 ４　 分离菌的药物敏感性试验

如表 ３ 所示， 分离菌均对糖肽类的万古霉素、 氨

基糖苷类的庆大霉素、 恶唑烷酮类的利奈唑胺以及四

环素类药物高度敏感， 对大环内酯类的红霉素、 β－
内酰胺类的青霉素、 安沙霉素类的利福平表现中介，
对林可酰胺类的克林霉素以及喹诺酮类、 头孢菌素类

药物表现耐药。 代表分离菌的药敏试验结果如表 ３
所示。
２􀆰 ５　 小鼠致病性试验

空白对照组全部存活， 无异常症状； 接种 １×１０８

ＣＦＵ ／ ｍＬ 菌液的试验组 ３ 只小鼠于 ２４～２８ ｈ 死亡， 接

种 １×１０９ ＣＦＵ ／ ｍＬ 菌液的 ６ 只小鼠均于 １２ ｈ 内死亡。
死前小鼠无食欲， 弓背、 被毛凌乱、 活动显著减少，

排泄功能异常， 粪便干结并紧密黏附于肛周区域， 眼

部红肿睁开困难， 且伴有脓性分泌物。 低剂量组小鼠

全部存活， 被毛凌乱、 轻度嗜睡、 摄食量下降。 解剖

发现， 死亡小鼠肝脏显著变白， 表面可见针尖状坏死

灶； 肺部变白， 肺叶表面及切面呈弥漫性苍白色。 采

集死亡小鼠的各脏器， 可以从各脏器中分离鉴定出形

态特征相同的菌株， 表明分离菌株具有致病性及侵袭

能力。

表 ３　 分离菌的药敏试验结果

药物类型 药物名称
ＭＩＣ 折点 ／

（ｍｇ·Ｌ－１）
敏感性

糖肽类 万古霉素 ０􀆰 ５ Ｓ

大环内酯类 红霉素 １ Ｉ

氨基糖苷类 庆大霉素 ４ Ｓ

恶唑烷酮类 利奈唑胺 ２ Ｓ

林可酰胺类 克林霉素 ８ Ｒ

β－内酰胺类 青霉素 ０􀆰 ５ Ｉ

安沙霉素类 利福平 ２ Ｉ

四环素类 多西环素 １ Ｓ

四环素 １ Ｓ

喹诺酮类 莫西沙星 ２ Ｒ

环丙沙星 ４ Ｒ

头孢菌素类 头孢噻肟 ８ Ｒ

头孢曲松 ４ Ｒ

　 　 注： Ｓ 表现为敏感， Ｉ 表现为中介， Ｒ 表现为耐药。

２􀆰 ６　 ＬＳＫＴ０１ 菌株的基因组信息

ＬＳＫＴ０１ 菌株的基因组圈图如图 ９ 所示， 结果表

明分离株 ＬＳＫＴ０１ 的全基因组大小为 ２ ６０８ ５０９ ｂｐ，
平均 Ｇ＋Ｃ 含量为 ５８􀆰 ８１％。 共编码 ２ ４８２ 个编码基

因， 所有编码基因总长度为 ２ ３３２ ００２ ｂｐ， 编码基因

平均长度为 ９３９ ｂｐ， 编码基因在基因组上的密度为

０􀆰 ９５１ 个 ／ ｋｂ， 编码基因的 ＧＣ 含量为 ５９􀆰 ７％， 编码区

总长度占基因组总长度的 ８９􀆰 ４％； 正义链上基因数

量为 １ １８２， 负义链上基因数量为 １ ３００。 含有 ５２ 个

ｔＲＮＡ， １ 个 ５Ｓ ｒＲＮＡ， １ 个 １６Ｓ ｒＲＮＡ， １ 个 ２３Ｓ
ｒＲＮＡ， ２３Ｓ ｒＲＮＡ 序列总长度占基因组序列总长度为

０􀆰 １１％； １ 个 ＣＲＩＳＰＲ － Ｃａｓ， ＣＲＩＳＰＲ１ 所在区域为

１３ ０４１～１４ ２２９ ｂｐ， 含有 ２０ 个重复序列， 重复序列

平均长度为 ２８ ｂｐ， 间隔序列数为 １９， 间隔序列平均

长度 ３３ ｂｐ。 ＬＳＫＴ０１ 含有 １５ 个前噬菌体， 最长前噬

菌体长度为 ２１ １２３ ｂｐ。 菌株全基因组序列已上传至

ＮＣＢＩ 数据库 （登录号： ＰＲＪＮＡ１３１４９６６）。
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圈图的最外面一圈为基因组大小的标识； 第 ２ 圈和第 ３ 圈为正

链、 负链上的 ＣＤＳ， 不同的颜色表示 ＣＤＳ 不同的 ＣＯＧ 的功能分类；
第 ４ 圈为 ｒＲＮＡ 和 ｔＲＮＡ； 第 ５ 圈为 ＧＣ 含量； 最内一圈为 ＧＣ ｓｋｅｗ
（ＧＣ 含量偏移）。

图 ９　 ＬＳＫＴ０１ 菌株基因组圈图

２􀆰 ７　 ＬＳＫＴ０１ 菌株的基因注释

２􀆰 ７􀆰 １　 ＬＳＫＴ０１ 菌株功能注释

利用 ＣＯＧ、 ＧＯ、 ＫＥＧＧ、 ＮＲ、 Ｓｗｉｓｓ － Ｐｒｏｔ 数据

库， 对 ２ ４８２ 个编码基因进行基因功能比对注释， 结

果显示 （图 １０）， ＮＲ 数据库注释出了 ２ ４１９ 个基因，
覆盖率最高， 达 ９７􀆰 ４６％； 其次分别为 ＣＯＧ、 Ｓｗｉｓｓ－
Ｐｒｏｔ、 ＫＥＧＧ 数 据 库， 覆 盖 率 分 别 为 ８１􀆰 ９１％、
６０􀆰 ９６％、 ５４􀆰 ５１％； ＧＯ 数 据 库 注 释 覆 盖 率 最 低，
为 ３４􀆰 ０９％。
２􀆰 ７􀆰 ２　 ＧＯ 功能注释和分类

如图 １１ 所示， ＧＯ 注释包括细胞组分 （ ｃｅｌｌｕｌａｒ
ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ）、 分子功能 （ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎ） 和生物

过程 （ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｃｅｓｓ） ３ 个方面的内容。 在细胞组

成方面， 细胞外围 （ｃｅｌｌ ｐｅｒｉｐｈｅｒｙ） 相关基因占比最

高， 达 ４４􀆰 ３２％； 生物膜 （ｍｅｍｂｒａｎｅ） 相关基因占比

４８􀆰 ８１％。 在分子功能方面， 转移酶活性 （ ｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ
ａｃｔｉｖｉｔｙ） 和离子结合 （ ｉｏｎ ｂｉｎｄｉｎｇ） 是富集程度最高

的 ２ 个途径， 分别占比 ２０􀆰 ４４％与 ２０􀆰 ３３％。 生物过

程方面， 细胞代谢过程 （ ｃｅｌｌｕｌａｒ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｐｒｏｃｅｓｓ）
相关基因数量最多， 占比 ５７􀆰 ９１％； 其次为有机物质

代谢过程 （ｏｒｇａｎｉｃ ｓｕｂｓｔａｎｃｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｐｒｏｃｅｓｓ）， 占比

５６􀆰 ６１％； 此外， 氧化还原过程 （ ｏｘｉｄａｔｉｏｎ － ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ
ｐｒｏｃｅｓｓ） 相关基因占比 ９􀆰 ６９％。

图 １０　 基础数据库共有和特有注释分析韦恩图

２􀆰 ７􀆰 ３　 ＣＯＧ 功能注释和分类

ＣＯＧ 结果显示 （图 １２）， 除 １６􀆰 ９７％的基因未注

释到具体功能外， ＬＳＫＴ０１ 菌株的基因主要集中在氨

基酸转运与代谢（ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｔｒａｎｓｐｏｒｔ ａｎｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ）
（１０􀆰 １８％）、无机离子运输与代谢 （ ｉｎｏｒｇａｎｉｃ ｉｏｎ ｔｒａｎｓ⁃
ｐｏｒｔ ａｎｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ） （９􀆰 ５４％）、 转录 （ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ）
（８􀆰 ７６％） 等关键代谢和调控过程。 其次， 有 １５９ 个

基因与翻译、 核糖体结构和生物合成（ ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ， ｒｉ⁃
ｂｏｓｏｍａｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎｄ ｂｉｏｇｅｎｅｓｉｓ） （７􀆰 ８２％）相关， 如图

１２ 所示。
２􀆰 ７􀆰 ４　 ＫＥＧＧ 功能注释和分类

ＬＳＫＴ０１ 菌株的 ＫＥＧＧ 注释结果见图 １３。 结果表

明， 在 ＫＥＧＧ 功能注释中， 与代谢通路相关的基因

最多， 包括全局概览图谱 （ｇｌｏｂａｌ ａｎｄ ｏｖｅｒｖｉｅｗ ｍａｐｓ）
（８９􀆰 ５％）、 碳水化合物代谢（ｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ）
（１５􀆰 ４８％）、 氨 基 酸 代 谢 （ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ）
（１５􀆰 ０８％） 相关基因； 其次为遗传信息处理相关基

因， 最多为复制与修复（ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｒｅｐａｉｒ）（１􀆰 １７％）
相关基因。 此外还发现 １８ 个基因与萜类与聚酮类化

合物代谢（ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｏｆ ｏｔｈｅｒ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ）有关。
２􀆰 ７􀆰 ５　 ＣＡＺｙ 功能注释和分类

ＬＳＫＴ０１ 菌株编码基因在 ＣＡＺｙ 数据库注释结果

见图 １４。 结果显示共有 ６０ 个基因被注释到 ４ 类活性

酶中， 其中， ３０ 个基因被注释为糖基转移酶 （ｇｌｙｃｏ⁃
ｓｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅｓ）， 占 ５０％； ２５％的基因被注释为糖苷

水解酶 （ｇｌｙｃｏｓｉｄｅ ｈｙｄｒｏｌａｓｅｓ）； ２３􀆰 ３３％的基因被注释

为碳水化合物酯酶 （ ｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅ ｅｓｔｅｒａｓｅｓ）； 还有

１􀆰 ６７％的基因被注释为碳水化合物酶结合模块 （ｃａｒ⁃
ｂｏｈｙｄｒａｔｅ－ｂｉｎｄｉｎｇ ｍｏｄｕｌｅ）。
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图 １１　 ＧＯ 功能注释

图 １２　 ＣＯＧ 功能注释

２􀆰 ７􀆰 ６　 ＴＣＤＢ 功能注释和分类

ＬＳＫＴ０１ 菌株的 ＴＣＤＢ 分析结果显示 （图 １５），
共有 ４７４ 个基因被注释。 其中主要有 ２１２ 个基因编码

初级主动转运蛋白， 占比最高， 为 ４４􀆰 ７３％； 电化学

电位驱动转运蛋白次之， 占 ２６􀆰 ５８％； 此外， 有 ３１ 个

基因与通道蛋白相关。
２􀆰 ８　 ＬＳＫＴ０１ 菌株的安全性分析

经 ＣＡＲＤ 分析发现 （图 １６）， ＬＳＫＴ０１ 菌株含有

６０ 个与耐药性相关的基因， 这些基因与多种抗生素

类别有关， 如大环内酯类抗生素 （ ｃａｒＡ、 ｍａｃＢ）、 双

环霉素类抗生素 （ ｂｃｒ － １）、 头孢菌素类抗生素

（ ＩｒｅＫ）、 截短侧耳素类抗生素 （ＴａｅＡ） 相关基因等。
其中膦酸类抗生素与大环内酯类抗生素含有抗生素基

因占比最高， 达 １０􀆰 ０％； 其次为氟喹诺酮类抗生素，
占 ８􀆰 ３３％。

ＶＦＤＢ 分析结果显示 （表 ４）， ＬＳＫＴ０１ 菌株可能

含有的 ２６ 个毒力因子， 包括介导铁摄取、 黏附作用、
氨基酸和嘌呤代谢、 应激生存因子、 免疫逃逸等蛋

白。 其中铁摄取系统 （ ｉｒｏｎ ｕｐｔａｋｅ） 相关的基因占比

最高， 其次为调控系统 （ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｓｙｓｔｅｍ）， 分别为

４５􀆰 １６％和 １６􀆰 １３％。 ＰＨＩ 分析结果显示 （图 １７）， 分

离株 ＬＳＫＴ０１ 共注释到 １６ 个基因， 其中有 ４ 个基因
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突变后导致菌株毒力增强， 突变后导致菌株致病性丧

失或者毒力减弱的基因分别有 １ 个和 ７ 个， 突变不会

影响菌株致病性的基因有 ４ 个， 如图 １７ 所示。

Ａ． 代谢通路； Ｂ． 遗传信息处理； Ｃ． 环境信息处理； Ｄ． 细胞过程； Ｅ． 生物系统。

图 １３　 ＫＥＧＧ 功能注释

图 １４　 ＣＡＺｙ 功能注释

图 １５　 ＴＣＤＢ 功能注释图
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图 １６　 ＣＡＲＤ 结果注释

表 ４　 ＶＦＤＢ 注释结果

毒力因子类别 毒力因子名称 相关基因 毒力因子类别 毒力因子名称 相关基因

黏附 ＳｐａＡ 型菌毛 ｓｒｔＡ

ＳｐａＤ 型菌毛 ｓｒｔＢ、 ｓｒｔＣ

铁摄取 ＡＢＣ 转运蛋白 ｆａｇＡ

ｆａｇＢ

ｆａｇＣ

ｆａｇＤ

ＡＢＣ 型血红素转运蛋白 ｈｍｕＴ

ｈｍｕＵ

ｈｍｕＶ

调控系统 白喉毒素阻遏蛋白 ＤｔｘＲ ｄｔｘＲ

ＳｅｎＸ３ ｓｅｎＸ３

Ｓｉｇｍａ Ａ ｓｉｇＡ ／ ｒｐｏＶ

Ｓｉｇｍａ Ｄ ｓｉｇＤ

ＷｈｉＢ３ ｗｈｉＢ３

氨基酸和嘌呤代谢 赖氨酸合成 ｌｙｓＡ

细胞表面成分 ＧＰＬ 基因座 ｒｍｌＡ

海藻糖循环 ＡＢＣ 转运蛋白 ｓｕｇＣ

铜摄取 铜外排蛋白 ｃｔｐＶ

免疫逃逸 荚膜 ｒｍｌＢ

脂质与脂肪酸代谢 泛酸合成 ｐａｎＣ

其他 毒力相关蛋白 （巴尔通体属） ｖａｐＡ５

吞噬体滞留 酪氨酸磷酸酶 ｐｔｐＡ

蛋白酶 蛋白酶体相关蛋白 ｍｐａ
ｐａｆＡ

应激生存因子 过氧化氢酶 ｋａｔＡ
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图 １７　 ＰＨＩ 结果注释图

３　 讨论

林氏棒状杆菌引起的慢性皮肤传染病， 常导致放

线菌肿和慢性化脓［２２］。 本研究从新疆奎屯某规模化

牛场患有皮肤病变的肉牛中分离出目的菌株， 进行

１６Ｓ ｒＲＮＡ 测序分析、 菌落形态、 菌体形态观察及生

化试验， 成功分离鉴定出林氏棒状杆菌。 分离纯化与

鉴定结果显示， 分离菌在有氧及 ５％ ＣＯ２ 环境中均生

长良好， 在血琼脂培养基与通用培养基中均能良好生

长； 该结果与伪结核棒状杆菌相似， 菌落在血平板呈

黄白色、 不透明样［２３－２４］。 研究表明， 该菌虽然能在

改良 Ｔｉｎｓｄａｌｅ 培 养 基 （ ｍｏｄｉｆｉｅｄ Ｔｉｎｓｄａｌｅ ｍｅｄｉｕｍ，
ＭＴＭ） 上形成具有黑色晕圈的黑色菌落， 但是其与

白喉棒状杆菌没有密切的亲缘关系， 且不携带白喉毒

素基因［２５］。 生化结果与 Ｂｅｒｎａｒｄ 等［２５］研究基本相似，
本试验分离菌过氧化氢酶呈阴性， 且能够发酵甘露

醇， 系不同菌株之间存在生化特性差异。 本试验镜检

结果、 电镜结果与棒状杆菌属的典型形态一致， 未观

察到放线菌特征的分枝或分生孢子结构。 棒状杆菌可

根据其致病性形成明显聚类， 致病菌株与非致病菌株

在进化树上分属不同分支； １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因的系统进

化树结果显示， 卡利诺夫斯基棒状杆菌与表皮致病菌

对于林氏棒状杆菌具有较高的亲属关系， 在同一大分

支上， 显示 ＬＳＫＴ０１ 菌株的致病能力； 与工业菌株谷

氨酸棒状杆菌亲属关系较远。
本试验药敏结果显示分离菌对多种常用抗生素表

现出不同程度的耐药性， 尤其是林可酰胺类的克林霉

素以及喹诺酮类、 头孢菌素类药物； 与 Ｂｅｒｎａｒｄ 等［２５］

结果相比， 两菌株均对万古霉素、 庆大霉素、 利奈唑

胺和四环素类抗生素表现敏感， 均对环丙沙星耐药，
在其他抗菌药物敏感性上存在一定差异， 可能存在不

同地理位置差异。 研究表明， 棒状杆菌属细菌对多种

抗菌药物的敏感性存在差异， 且对头孢菌素有较高的

耐药性［２６］， 本研究结果与之相符。 氨基糖苷类药物

难以穿透脓肿， 因此不推荐使用［２７］。 Ｐｉｒｅｓ 等［２８］研究

发现， 牛棒状杆菌对 β－内酰胺类抗生素敏感， 使用

阿莫西林克拉维酸钾可以有效抑制牛棒状杆菌在小鼠

皮肤上的持续感染， 并且在停止治疗后， 小鼠皮肤微

生物组能够恢复。 白玉等［２９］ 研究结果表明， 使用碘

液对病变皮肤进行局部涂抹， 能够改善皮肤病变。 本

试验小鼠致病性试验结果表明， 林氏棒状杆菌具有一

定的致病性， 当攻毒剂量为 １×１０８ ＣＦＵ ／ ｍＬ 时， 能够

在短时间内导致小鼠死亡。
本试验 ＫＥＧＧ 注释结果表明， 与代谢通路相关

的基因最多， １８ 个基因与萜类和聚酮化合物的代谢

有关， 可能参与具有抗菌作用的次级代谢产物。 ＧＯ
注释结果中， 细胞组成方面的细胞外围、 生物膜相关

基因占比最高， 表明 ＬＳＫＴ０１ 菌株广泛参与细胞膜结

构与跨膜运输功能， 在与外界环境物质交换及细胞内

物质代谢方面较活跃； 在分子功能方面， 其在催化生

化反应、 信号传递的过程中功能丰富。 ＣＯＧ 结果与

上述注释结果相似， 表明其有显著的环境适应性， 能

够高效利用环境中的碳源和氮源来维持生存及生长，
能在微环境改变时切换代谢状态。 Ｐａｌ 等［３０］通过比较

基因组学分析发现， 致病性棒状杆菌的核心基因在代

谢、 宿主－病原互作相关通路中更为富集， ＬＳＫＴ０１
表现的这些功能与致病性相关密切。 ＣＡＺｙ 注释进一

步表明， ＬＳＫＴ０１ 菌株具有如糖基转移酶和糖苷水解

酶等的活性酶， 可能参与其在碳水化合物的降解和转

化。 ＴＣＤＢ 分析结果表明， ＬＳＫＴ０１ 菌株以直接能量

消耗进行初级主动运输为主， 次级主动运输为辅。
本试验 ＣＡＲＤ 注释结果表明， ＬＳＫＴ０１ 菌株拥有

多种抗生素类别和耐药机制， 可能对耐药基因关联的

抗生素具有抗性， 包括常见的氟喹诺酮类、 大环内酯

类、 氨基糖苷类、 头孢菌素类等。 ＭａｃＢ 属于Ⅶ型

ＡＢＣ 转运蛋白超家族， 其不直接跨内膜转运底物，
而是利用胞质 ＡＴＰ 水解的能量进行驱动周质的机械

运动， 最初因介导大环内酯耐药被发现［３１］。 ＩｒｅＫ 基

因编码一种跨膜激酶， 能够维持细胞壁完整性， 调控

肽聚糖合成与代谢， 携带该基因菌株对 β－内酰胺类，
尤其对三代头孢表现为固有耐药［３２］。 药敏试验结果

显示对氟喹诺酮类、 头孢菌素类抗生素表现耐药， 对

大环内酯类抗生素表现中介， 该菌株耐药基因预测结

果与药敏试验结果基本一致。 ＶＦＤＢ 分析的结果表

明， 与黏附、 铁摄取相关的毒力因子在许多棒状杆菌

属中普遍存在， 主要功能可能为适应特定生态环

境［３３］； 而荚膜 （ ｒｍｌＢ）、 酪氨酸磷酸酶 （ ｐｔｐＡ）、 过

氧化氢酶 （ｋａｔＡ） 等多种免疫逃避相关基因， 显示出

·０９· Ａｎｉｍａｌ Ｈｕｓｂａｎｄｒｙ ＆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ　 ２０２６　 Ｖｏｌ􀆰 ５８　 Ｎｏ􀆰 ２



ＬＳＫＴ０１ 菌株持久感染的能力。
综上， 本研究成功从新疆奎屯某牛场患皮肤病变

牛中分离并鉴定出 １ 株林氏棒状杆菌， 并揭示了该菌

株的遗传信息， 为进一步探究该菌生物学特性和致病

机制提供基础数据。
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