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摘要　 目的　 分析由健康人粪便中新分离出的一株动物双歧杆菌 Ｂ４ 株的全基因组信息，并探究其益生特性。 方法　 采用体

外实验方法对动物双歧杆菌 Ｂ４ 的耐药性、溶血性、耐胃酸特性以及生化特性进行评估，并利用二代 ＋ 三代测序技术对该菌进

行全基因组测序以及基因功能注释。 结果　 经全基因组测序后显示该动物双歧杆菌 Ｂ４ 株基因组大小为 １ ９４４ １４６ ｂｐ，ＧＣ 含

量为 ６０. ４９％ ，不含质粒，总基因数为 １ ６４２ 个。 体外实验分析结果显示，该动物双歧杆菌 Ｂ４ 株具有良好的益生特性，包括非

溶血性和耐胃酸的特性。 同时基因组结果显示，该动物双歧杆菌 Ｂ４ 株不具有毒素、致病相关基因，耐药基因少且传播能力不

高，具有很高的安全性。 通过 ＫＥＧＧ、ＣＯＧ、ＧＯ 等基因注释显示其含有很多生物活性酶，如 β⁃半乳糖苷酶、Ｌ⁃乳酸脱氢酶等益

生基因。 结论　 该动物双歧杆菌 Ｂ４ 株具有良好的益生特性，在基因层面上展示了优良的安全性，具有益生特性的基因序列。
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　 　 益生菌是一类主要在胃肠道中用于改善微生物

平衡的活的非致病性微生物，已被证明在预防和治

疗多种疾病（特别是涉及胃肠道）方面有功效［１ － ２］。
双歧杆菌作为一种益生菌，最初是从母乳喂养的婴

儿粪便中分离出来的，是一类具有高 ＧＣ 含量 ＤＮＡ
的革兰阳性严格厌氧菌，常呈弯曲杆状、Ｌ 状、Ｖ 状

或 Ｙ 状等多种形态［３］。 动物双歧杆菌乳亚种是动

物双歧杆菌的一种，能够增强肠道屏障功能［４］，提
高机体免疫力［５］，抑制病原体的生长［６］，显著改善

肠道功能，尤其对腹泻具有良好的缓解作用［７］。 近

年来出现不少关于动物双歧杆菌治疗肥胖症［８ － ９］以

及糖尿病［６，１０］的报道，动物双歧杆菌在临床的应用

越来越密切。 同时，很多具有强大益生特性的动物

双歧杆菌乳亚种被发现，例如 ＢＢ⁃１２［６］、ＨＮ０１９［１１］

等。 该研究利用形态学观察、１６Ｓ ｒＲＮＡ 基因检测等

方法在健康人粪便中分离筛选出一株动物双歧杆菌

乳亚种，并进行了药敏试验、溶血实验、生化实验和

耐胃酸实验等体外实验。 基于 ｉｌｌｕｍｉｎａ 和 ＰａｃＢｉｏ
Ｓｅｑｕｅｌ 平台对该动物双歧杆菌 Ｂ４ 株进行全基因组

二代 ＋三代测序，包括基因功能注释、系统发育关系

和基因组分结构等方面做出分析，在基因水平上为

发掘其益生特性提供理论依据和研究支持。

１　 材料与方法

１． １　 材料

１． １． １　 菌种来源 　 本实验的动物双歧杆菌 Ｂ４ 株

是从健康人粪便中分离筛选出来的，在 ＭＲＳ 培养基

中 ３７ ℃厌氧静置培养 ２４ ～ ４８ ｈ，并经 １０ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ
离心 １ ｍｉｎ 后弃上清液，磷酸盐缓冲液（ ｐｈｏｓｐｈａｔｅ
ｂｕｆｆｅｒ ｓａｌｉｎｅ， ＰＢＳ） 洗 ２ 次后弃上清液，用 ２５％丙三

醇溶液混匀保存在 － ８０ ℃冰箱。
１． １． ２　 培养基　 改良 ＭＲＳ 培养基制备：１０ ｇ 蛋白

胨、５ ｇ 牛肉粉、４ ｇ 酵母粉、２０ ｇ 葡萄糖、１ ｇ 吐温 －
８０、２ ｇ 磷酸氢二钾、５ ｇ 乙酸钠、２ ｇ 柠檬酸三铵、５ ｇ
醋酸钠、０. ２ ｇ 硫酸镁、０. ０５ ｇ 硫酸锰、１５ ｇ 琼脂粉、
１ ０００ ｍｌ 蒸馏水。 将上述成分混合，加热溶解，校正

ｐＨ ６. ２，分装，１２１ ℃高压灭菌 １５ ～ ２０ ｍｉｎ 备用。
１． １． ３　 试剂与仪器 　 ＭＲＳ 培养基、哥伦比亚血琼

脂基础、乳酸菌成套生化鉴定管、脱纤维羊血（青岛
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海博生物技术有限公司）、细菌基因组 ＤＮＡ 提取试

剂盒［天根生化科技（北京）有限公司］；改良 Ｇｒａｍ⁃
Ｗｅｉｇｅｒｔ 革兰染色试剂盒、胃蛋白酶（北京索莱宝科

技有限公司）；盐酸（安徽医科大学基础医学院病原

微生物教研室）；抗菌药物药敏纸片（常德比克曼生

物科技有限公司）；２ × Ｔａｑ Ｐｌｕｓ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ２ （Ｄｙｅ
Ｐｌｕｓ）、ＤＬ５０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ、溶菌酶（北京宝日医生

物技术有限公司）；恒温培养箱（上海一恒科学仪器

有限公司）；超净工作台（苏州净化设备有限公司）；
离心机 ［大龙兴创实验仪器 （北京） 有限公司］；
Ｔｈｅｒｍｏ ＮａｎｏＤｒｏｐ ＯＮＥ 超微量紫外分光光度计［科
至达（北京）信息技术有限公司］；Ｔ１００ ＰＣＲ 仪（上
海艾研生物科技有限公司）。
１． ２　 方法

１． ２． １　 菌种的分离与鉴定　 挑选平板上的菌落制

备细菌涂片，进行革兰染色镜检作为辅助鉴定。 同

时 使 用 细 菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ 通 用 引 物 （ ２７Ｆ： ５′⁃
ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ⁃３′， １４９２Ｒ： ５′⁃ＧＧＴ⁃
ＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ⁃３′）通过 ＰＣＲ 扩增细菌 １６Ｓ
ｒＲＮＡ 基因。 扩增结果进行 １％琼脂糖凝胶电泳，再
将 ＰＣＲ 产物进行测序（擎科生物技术有限公司）。
测序结果利用 ＮＣＢＩ 数据库和 ＢＬＡＳＴ 算法与数据库

进行对比，并根据 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因序列的相似性进

行初步物种鉴定。
１． ２． ２　 全基因组测序

１． ２． ２． １　 ＤＮＡ 提取与测序　 为了进行全基因组测

序，从纯化后的平板中挑取单个菌落混于 ５ ｍｌ ＭＲＳ
肉汤中，并在 ３７ ℃的厌氧条件下静置培养 ２４ ｈ，然
后将菌液在 ４ ℃ 低温离心机，１０ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １
ｍｉｎ 后弃上清液，用无菌 ＰＢＳ 洗涤后收集在同一个

离心管里。 根据细菌基因组 ＤＮＡ 提取试剂盒的说

明书提取后得到的 ＤＮＡ 需要满足质量浓度 ＞ ８０
μｇ ／ μｌ，取 １ μｌ ＤＮＡ 提取液在 ＮａｎｏＤｒｏｐ ＯＮＥ 测定

其 ２６０ ｎｍ 和 ２８０ ｎｍ 波长下吸光度比值在 １. ８ ～
２. ０，另取 １０ μｌ ＤＮＡ 提取液加入 １ μｌ １０ × ｌｏａｄｉｎｇ
ｂｕｆｆｅｒ 后琼脂糖凝胶电泳跑胶条带清晰且无降解。
符合条件的 ＤＮＡ 提取液送苏州金唯智生物科技有

限公司在 ｉｌｌｕｍｉｎｅ ＰＥ１５０ 平台上采用 ＰａｃＢｉｏ 系统进

行全基因组测序［１２ － １３］。
１． ２． ２． ２　 基因组的测序及组装　 使用 Ｑｕｂｉｔ ３. ０ 荧

光仪（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ， Ｃａｒｌｓｂａｄ， ＣＡ）对文库进行定量，并
使用 Ａｇｉｌｅｎｔ ２１００ 生物分析仪（Ａｇｉｌｅｎｔ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ，
Ｐａｌｏ Ａｌｔｏ， ＣＡ， ＵＳＡ）系统检查文库的大小和质量，
检验合格的文库进行 ｃｌｕｓｔｅｒ 制备和测序。 随后用

ＤＮＡ Ｔｅｍｐｌａｔｅ Ｐｒｅｐ 试剂盒构建 ＳＭＲＴｂｅｌｌ 文库，然
后使用 ＰａｃＢｉｏ Ｓｅｑｕｅｌ 平台对文库进行测序。 基于

三代测序数据，使用软件 Ｈｉｆｉａｓｍ （ ｖｅｒｓｉｏｎ ０. １３ －
ｒ３０８） ［１４ － １５］、Ｈｉｃａｎｕ（ｖｅｒｓｉｏｎ １. ７） ［１６］等进行组装，得
到初步组装结果。 使用二代测序数据质量统计软件

ｆａｓｔｐ（ｖ０. ２３. ０） ［１７］对测序原始数据去除接头以及低

质量序列等，得到后续信息分析用的纯净数据。 然

后用 Ｐｉｌｏｎ 软件［１８］对 ｉｌｌｕｍｉｎａ 的原始基因组数据进

行校正，得到最终的组装结果。 使用工具 ｉＴＯＬ （ｈｔ⁃
ｔｐｓ： ／ ／ ｉｔｏｌ． ｅｍｂｌ． ｄｅ ／ ）构建全基因组系统发育树。
１． ２． ２． ３ 　 基因组的功能注释及预测 　 利用软件

Ｐｒｏｄｉｇａｌ（ｖｅｒｓｉｏｎ ２. ６. ３） ［１９］对编码基因进行预测；分
别利用 ｔＲＮＡｓｃａｎ 及 ｂａｒｒｎａｐ 软件预测 ｔＲＮＡ 及

ｒＲＮＡ 区域，通过与 Ｒｆａｍ（ｖｅｒｓｉｏｎ １２. ０）数据库进行

序列比对获得其他非编码 ＲＮＡ。 基于预测得到的

编码基因的蛋白序列，使用 ＢＬＡＳＴ（ ｖｅｒｓｉｏｎ １. ７. ３１
＋ ）等比对软件与数据库中的蛋白序列进行比对，
选取最优的匹配结果作为该基因的注释结果。 然后

用 ＮＲ 数据库注释物种信息，用 ＧＯ 数据库注释基

因的功能，用 ＫＥＧＧ 数据库对通路进行注释，利用

ＣＯＧ 数据库对基因编码的蛋白进行系统发育分类，
在 ＣＡＺｙ 数据库、Ｓｗｉｓｓ＿Ｐｒｏｔ 数据库、Ｐｆａｍ 数据库、
ＣＡＲＤ 数据库、ＶＦＤＢ 数据库或 ＤＦＶＦ 数据库中搜索

蛋白质序列。 使用工具 Ｐｒｏｋｓｅｅ （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｐｒｏｋｓｅｅ．
ｃａ ／ ）构建全基因组序列基因圈图。
１． ２． ３　 动物双歧杆菌体外实验

１． ２． ３． １　 动物双歧杆菌 Ｂ４ 的耐药性　 使用 ３０ 种

抗生素（包括克林霉素、氯霉素、米诺环素、头孢唑

啉、亚胺培南、左氧氟沙星、红霉素、阿奇霉素、头孢

呋辛钠、头孢曲松、头孢他啶、诺氟沙星、氟苯尼考、
环丙沙星、头孢哌酮、多西环素、氨苄西林、万古霉

素、苯唑西林、哌拉西林、四环素、复方新诺明、头孢

氨苄、链霉素、庆大霉素、青霉素、林可霉素、阿米卡

星、多粘菌素 Ｂ、卡那霉素）制成的药敏纸片（常德

比克曼生物科技有限公司），采用药敏纸片扩散法

对 Ｂ４ 菌进行药敏试验［２０］。 在厌氧培养 ２４ ｈ 的菌

液重悬混匀后，取 ２００ μｌ 菌液涂布至 ＭＲＳ 固体培

养基，然后立即取药敏纸片置于平板上约 ３０ ｓ 后倒

置并贴封口膜（每个平板上可贴 ２ ～ ５ 个药敏纸

片），置于 ３７ ℃保温箱厌氧静置培养 ２４ ｈ 后观察是

否有抑菌圈形成，并记录抑菌圈直径。 判定标准参

照美国实验标准委员会药敏纸片扩散法规则标准。
１． ２． ３． ２　 动物双歧杆菌 Ｂ４ 的溶血性 　 使用哥伦

比亚血琼脂基础、脱纤维羊血、维生素 Ｋ 配制血琼
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脂平板，将新鲜培养 ２４ ｈ 的动物双歧杆 Ｂ４ 菌的菌

液分离划线至现配制的血琼脂平板，３７ ℃保温箱厌

氧静置培养 ２４ ｈ。 若菌落周围形成透明的溶血圈，
则证明动物双歧杆菌 Ｂ４ 具有溶血性；若未形成透

明溶血圈，而长成单个正常菌落，则证明其不具有溶

血性。 实验重复 ３ 次以上，以保证实验的可靠性。
１． ２． ３． ３　 动物双歧杆菌 Ｂ４ 的生化特性 　 使用细

菌生化反应管对动物双歧杆菌 Ｂ４ 株的生化特性进

行研究。 包括对动物双歧杆菌 Ｂ４ 株分解七叶苷、
纤维二糖、麦芽糖、甘露醇、水杨苷、山梨醇、蔗糖、棉
子糖、菊糖、乳糖的能力，可以初步判断该菌分解各

类糖类的能力。 新鲜培养 ２４ ｈ 的菌液进行重悬混

匀后，取 ３ 滴菌液加入装有各糖类的安瓿瓶中，并加

入 １ 滴丙三醇进行封液，用封口膜密封好后在 ３７ ℃
保温箱厌氧静置培养 ２４ ｈ 后，观察各生化管的颜色

变化。 生化反应管溶液蓝色为阴性，黄色为阳性

（七叶苷溶液黄色或黑色均为阳性）。
１． ２． ３． ４　 动物双歧杆菌 Ｂ４ 的耐胃酸性 　 对动物

双歧杆菌 Ｂ４ 株进行耐胃酸实验，配制人工胃液：
１００ ｍｌ 灭菌处理的 ＰＢＳ 中加入 ０. ３５ ｇ 胃蛋白酶，用

０. １ ｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＨＣｌ 调整溶液 ｐＨ 为 ２. ５，然后经 ０. ２２
μｍ 无菌滤过膜过滤除菌备用。 将培养的菌液按

１％的接种量加入人工胃液中（１ ｍｌ 菌液加入 ９９ ｍｌ
人工胃液），３７ ℃保温箱厌氧静置培养 ３ ｈ，利用平

板计数法分别测相同稀释梯度下 ０、１、２、３ ｈ 的活菌

数。 重复实验操作 ３ 次以上。

２　 结果

２． １　 １６Ｓ ｒＲＮＡ 鉴定及系统发育树构建 　 通过革

兰染色，在光镜下观察，细菌呈蓝紫色，有杆状、Ｖ
状、Ｙ 状等多种形态，是典型的革兰阳性菌（图 １Ａ）。
在 ＭＲＳ 琼脂上菌落大小不一，常呈光亮、圆滑、凸面

的白色或乳白色（图 １Ｂ）。
　 　 动物双歧杆菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因跑胶结果 （图

１Ｃ） 确定条带大小正确后，根据测序后拼接 １６Ｓ
ｒＲＮＡ 基因的完整序列，与 ＮＣＢＩ 官网数据库 ＢＬＡＳＴ
序列对比，并构建系统发育树进行物种鉴定 （图

１Ｄ），在数据库中比对的最相似的菌种为 Ｂｉｆｉｄｏｂａｃ⁃
ｔｅｒｉｕｍ ａｎｉｍａｌｉｓ ｓｕｂｓｐ． Ｌａｃｔｉｃ ｓｔｒａｉｎ ＹＩＴ ４１２１（ｈｔｔｐｓ： ／ ／
ｂｌａｓｔ． ｎｃｂｉ． ｎｌｍ． ｎｉｈ． ｇｏｖ ／ Ｂｌａｓｔ． ｃｇｉ）。

图 １　 Ｂ４ 菌的分离培养与鉴定

Ｆｉｇ． １　 Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ， ｃｕｌｔｕｒｅ ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ Ｂｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ａｎｉｍａｌｉｓ Ｂ４
　 　 Ａ： Ｇｒａｍ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ Ｂ４ × １００； Ｂ： Ｂ４ ｇｒｏｗｎ ｉｎ ＭＲＳ ｍｅｄｉｕｍ； Ｃ： Ａｇａｒｏｓｅ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｒｅｓｕｌｔｓ ｗｉｔｈ ｕｎｉｖｅｒｓａｌ ｐｒｉｍｅｒｓ ｆｏｒ Ｂ４； Ｄ： Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ
ｔｒｅｅ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ｂａｓｅｄ ｏｎ １６Ｓ ｒＲＮＡ ｇｅｎｅ．
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２． ２　 动物双歧杆菌 Ｂ４ 全基因组分析

２． ２． １　 测序与组装　 经过二代和三代技术对动物

双歧杆菌 Ｂ４ 进行全基因组测序，绘制了 Ｂ４ 的全基

因组圈图（图 ２）。 动物双歧杆菌 Ｂ４ 全基因组序列

总碱基长度为 １ ９４４ １４６ ｂｐ，ＧＣ 含量为 ６０. ４９％ 。
预测到编码基因数目有 １ ５６８ 个，编码基因的总长

度为 １ ６８７ ８１８ ｂｐ， 占 序 列 总 碱 基 序 列 长 度

８６. ８２％ 。 全部非编码 ＲＮＡ 的数目为 ７４ 个，ｒＲＮＡ
有 １２ 个，ｔＲＮＡ 有 ５２ 个，其他非编码 ＲＮＡ 有 １０ 个。
重复序列中未观察到散在重复序列和串联重复序

列。 特殊结构的预测包括有 ２５ 个分泌蛋白，２ 条前

噬菌体和 ２ 条 ＣＲＩＳＰＲ 结构。
２． ２． ２　 全基因组的功能注释

２． ２． ２． １ 　 ＮＲ 数据库比对结果及全基因组系统发

育树的构建　 ＮＲ 数据库是一个非冗余的蛋白数据

库，注释结果中会包含物种信息，可作物种分类用。
注释到 ＮＲ 数据库的编码基因数目为 １ ５６３ 个，将注

释到的物种进行统计，描绘出 ＮＲ 物种分布图（图
３Ａ），结果显示该菌为动物双歧杆菌，相似度高达

９７. ４４％ 。 确定该菌为动物双歧杆菌后，根据全基因

组测序结果，基于已经公开的动物双歧杆菌全基因

组序列信息构建全基因组系统发育树（图 ３Ｂ）及泛

基因组分析（图 ３Ｃ、表 １），从结果中可以看出动物

双歧杆菌 Ｂ４ 与动物双歧杆菌 ＢＢ⁃１２ 的亲缘程度最

高。

图 ２　 动物双歧杆菌 Ｂ４ 株的基因组圈图

Ｆｉｇ． ２　 Ｃｉｒｃｕｌａｒ ｇｅｎｏｍｅ ｍａｐｓ ｏｆ Ｂ４
　 　 Ｂ４：Ｂｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ａｎｉｍａｌｉｓ Ｂ４； Ｔｈｅ ｆｏｕｒ ｃｉｒｃｌｅｓ （ ｏｕｔｅｒ ｔｏ ｉｎｎｅｒ）
ｓｈｏｗｅｄ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ： Ｃｉｒｃｌｅ １ ａｎｄ ２ ｅｘｈｉｂｉｔｅｄ ＣＤＳ ｏｎ ｔｈｅ ｆｏｒｗａｒｄ ａｎｄ
ｒｅｖｅｒｓｅ ｓｔｒａｎｄｓ， ａｓ ｗｅｌｌ ａｓ ｒＲＮＡ， ｔＲＮＡ， ａｎｄ ａｓｓｅｍｂｌｙ ｇａｐ； Ｃｉｒｃｌｅ ３ ｒｅ⁃
ｐｒｅｓｅｎｔｅｄ ｔｈｅ ＧＣ ｃｏｎｔｅｎｔ； Ｃｉｒｃｌｅ ４ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈｅ ＧＣ ｓｋｅｗ．

图 ３　 物种注释及泛基因组分析

Ｆｉｇ． ３　 Ｔｈｅ ｓｐｅｃｉｅｓ ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ ａｎｄ ｐａｎ⁃ｇｅｎｏｍｅ ａｎａｌｙｓｉｓ
Ａ： Ｔｈｅ ｓｐｅｃｉｅｓ ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ ｏｆ Ｂ４ ａｇａｉｎｓｔ ＮＲ ｄａｔａｂａｓｅ； Ｂ： Ｔｈｅ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｃｏｒｅ⁃ｇｅｎｏｍｅ ｏｆ Ｂ４ ａｎｄ ｏｔｈｅｒｓ Ｂ． ａｎｉｍａｌｉｓ；

Ｃ： Ｆｌｏｗｅｒ ｐｌｏｔ ｄｉａｇｒａｍ ｓｈｏｗｉｎｇ ｔｈｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｓ ｏｆ ｃｏｒｅ ｇｅｎｅｓ， ａｃｃｅｓｓｏｒｙ ｇｅｎｅｓ， ａｎｄ ｕｎｉｑｕｅ ｇｅｎｅｓ ａｃｒｏｓｓ ａｌｌ ｓｔｒａｉｎｓ．
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表 １　 Ｂ４ 菌泛基因组分析信息表

Ｔａｂ． １　 Ｔｈｅ ｓｔｒａｉｎｓ ｏｆ Ｂ． ａｎｉｍａｌｉｓ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｐａｎ⁃ｇｅｎｏｍｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ

Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ ｓｔｒａｉｎ Ｇｅｎｏｍｅ ｓｉｚｅ （ｂｐ） ＧＣ ｃｏｎｔｅｎｔ （％ ） Ｎｏ． ｏｆ ＣＤＳｓ Ｎｏ． ｏｆ ｒＲＮＡ Ｎｏ． ｏｆ ｔＲＮＡｓ Ｎｏ． ｏｆ ｔｍＲＮＡ
Ｂ． ａｎｉｍａｌｉｓ ０１ １ ９３１ ６３２ ６０． ４９ １ ５５３ ９ ５３ １
Ｂ． ａｎｉｍａｌｉｓ １９⁃Ｄ⁃１ １ ９６３ ０５７ ６０． ６４ １ ５８７ １２ ５３ １
Ｂ． ａｎｉｍａｌｉｓ Ａ６ １ ９５８ ６５１ ６０． ４９ １ ５７０ １６ ５３ １
Ｂ． ａｎｉｍａｌｉｓ ＡＤ０１１ １ ９３３ ６９５ ６０． ４９ １ ５７５ ７ ５３ １
Ｂ． ａｎｉｍａｌｉｓ Ｂ４ １ ９４４ １４６ ６０． ４９ １ ５５９ １２ ５３ １
Ｂ． ａｎｉｍａｌｉｓ Ｂ０６ １ ９４４ １４５ ６０． ４９ １ ５５９ １２ ５３ １
Ｂ． ａｎｉｍａｌｉｓ Ｂ４２０ １ ９４４ １４５ ６０． ４８ １ ５５９ １２ ５３ １
Ｂ． ａｎｉｍａｌｉｓ ＢＢ⁃１２ １ ９４４ １５２ ６０． ４９ １ ５６１ １２ ５３ １
Ｂ． ａｎｉｍａｌｉｓ ＢＦ０５２ １ ９４４ １５２ ６０． ４８ １ ５５８ １２ ５３ １
Ｂ． ａｎｉｍａｌｉｓ Ｂｉ⁃０７ １ ９３８ ８２２ ６０． ４８ １ ５５７ １２ ５３ １
Ｂ． ａｎｉｍａｌｉｓ ＢＬ３ １ ９４４ ３２３ ６０． ４８ １ ５６５ １２ ５３ １
Ｂ． ａｎｉｍａｌｉｓ ＢＩ⁃０４ １ ９３８ ７０９ ６０． ４８ １ ５５９ １２ ５３ １
Ｂ． ａｎｉｍａｌｉｓ ＢＩ１２ １ ９３８ ６０６ ６０． ４８ １ ５６０ １２ ５３ １
Ｂ． ａｎｉｍａｌｉｓ ＢＬａ８０ １ ９３５ ４３４ ６０． ４９ １ ５５７ ８ ５３ １
Ｂ． ａｎｉｍａｌｉｓ ＢＬＣ１ １ ９３８ ５８３ ６０． ４９ １ ５５７ １２ ５３ １
Ｂ． ａｎｉｍａｌｉｓ ＢＰ０２６ １ ９３５ ２１４ ６０． ４９ １ ５６０ ９ ５３ １
Ｂ． ａｎｉｍａｌｉｓ Ｈ１ １ ９４４ ３５２ ６０． ４９ １ ５６０ １２ ５３ １
Ｂ． ａｎｉｍａｌｉｓ Ｈ３ １ ９４４ ３５１ ６０． ４９ １ ５６０ １２ ５３ １
Ｂ． ａｎｉｍａｌｉｓ ＨＭ０１９ １ ９３５ ４２３ ６０． ４９ １ ５６０ ９ ５３ １
Ｂ． ａｎｉｍａｌｉｓ ＨＹ８００２ １ ９４４ １４０ ６０． ４９ １ ５６１ １２ ５３ １
Ｂ． ａｎｉｍａｌｉｓ ｉ７９７ １ ９４３ ５３８ ６０． ４９ １ ５６４ １２ ５３ １
Ｂ． ａｎｉｍａｌｉｓ ＩＤＣＣ４３０１ １ ９４４ １４１ ６０． ４９ １ ５５９ １２ ５３ １
Ｂ． ａｎｉｍａｌｉｓ ＫＬＤＳ １ ９４６ ８９９ ６０． ４８ １ ５６４ １４ ５３ １
Ｂ． ａｎｉｍａｌｉｓ ＭＧＹＧ⁃ＨＧＵＴ⁃０２４５９ １ ９５８ ６５１ ６０． ４９ １ ５７０ １６ ５３ １
Ｂ． ａｎｉｍａｌｉｓ ＭＨ⁃０２ １ ９４４ ２９０ ６０． ４９ １ ５６２ １２ ５３ １
Ｂ． ａｎｉｍａｌｉｓ Ｐｒｏｂｉｏ⁃Ｍ８ １ ９３７ １９７ ６０． ４９ １ ５５９ ９ ５３ １
Ｂ． ａｎｉｍａｌｉｓ ＲＨ １ ９３１ ０５７ ６０． ４８ １ ５６２ ７ ５３ １
Ｂ． ａｎｉｍａｌｉｓ Ｓ７ １ ９４４ ０７２ ６０． ４９ １ ５８６ １２ ５３ １
Ｂ． ａｎｉｍａｌｉｓ ＳＦ １ ９４４ ３７４ ６０． ４９ １ ５６４ １２ ５３ １
Ｂ． ａｎｉｍａｌｉｓ ＴＫ⁃Ｊ６Ａ １ ９４４ ２８３ ６０． ４９ １ ５６４ １２ ５３ １
Ｂ． ａｎｉｍａｌｉｓ Ｖ９ １ ９４４ ０５０ ６０． ４９ １ ５５９ １２ ５３ １
Ｂ． ａｎｉｍａｌｉｓ ＹＬ２ ２ ０２７ ３６９ ６０． ２１ １ ５３１ １２ ５３ １

２． ２． ２． ２ 　 ＫＥＧＧ 数据库注释 　 ＫＥＧＧ 数据库是系

统分析基因功能、基因组信息的数据库，按照不同类

型的生物过程进行绘制相应的生物通路图。 注释到

ＫＥＧＧ 数据库的编码基因数目为 １ １４０ 个，将生物

代谢通路划分为 ６ 类，分别为：细胞过程、环境信息

处理、遗传信息处理、人类疾病、新陈代谢、生物体系

统，每一类又被系统分为二级分类，统计二级分类中

各生物代谢通路上的基因数目绘制成图形（图 ４）。
在 ＫＥＧＧ 注释的分类中，注释到新陈代谢通路的基

因最多（９４９ 个），其中又以碳水化合物代谢（１９５
个）、全局总览图（１９２ 个）和氨基酸代谢（１６９ 个）为
主要代表；然后是遗传信息处理（１７８ 个），主要包括

翻译（８１ 个）、复制与修复（６９ 个）；剩下的还包括环

境信息处理（９５ 个），细胞过程（８７ 个），人类疾病

（５１ 个）和生物体系统（３２ 个）。 在新陈代谢通路中

有能量代谢（７０ 个）和聚糖的生物合成和代谢（３７
个 ）有关基因，这与菌株的能量代谢和蛋白质聚糖

图 ４　 Ｂ４ 菌的 ＫＥＧＧ 功能注释分布图

Ｆｉｇ． ４　 ＫＥＧＧ ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ ｏｆ Ｂ． ａｎｉｍａｌｉｓ Ｂ４
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过程关系密切。
２． ２． ２． ３ 　 ＣＯＧ 数据库注释 　 通过 ＣＯＧ 数据库比

对可以将某个蛋白序列注释到某一个 ＣＯＧ 中，每一

簇 ＣＯＧ 由直系同源序列构成，从而推测该序列的功

能并绘制分布图（图 ５）。 注释到 ＣＯＧ 数据库的编

码基因数目为 １ ２４３ 个，注释到氨基酸运输和代谢

（Ｅ）的基因有 １６２ 个；在翻译、核糖体结构和生物合

成（Ｊ）的基因数为 １３５ 个，碳水化合物的运输和代谢

（Ｇ）的基因有 １３３ 个；剩下还包括复制、重组和修复

（Ｌ，９９ 个），转录（Ｋ，９１ 个），细胞壁 ／膜 ／包膜生物

合成（Ｍ，７４ 个），无机离子运输和代谢（Ｐ，６５ 个），
核苷酸运输和代谢（Ｆ，６１ 个）等方面。

图 ５　 Ｂ４ 菌的 ＣＯＧ 功能注释分布图

Ｆｉｇ． ５　 Ｔｈｅ ｈｉｓｔｏｇｒａｍ ｄｉｓｐｌａｙｉｎｇ ｔｈｅ ＣＯＧ ｃａｔｅｇｏｒｉｅｓ ａｎｄ
ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｇｅｎｅｓ

　 　 Ａ： ＲＮＡ ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ ａｎｄ ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ； Ｃ： Ｅｎｅｒｇｙ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ａｎｄ
ｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎ； Ｄ： Ｃｅｌｌ ｃｙｃｌｅ ｃｏｎｔｒｏｌ， ｃｅｌｌ ｄｉｖｉｓｉｏｎ， ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ ｐａｒｔｉｔｉｏ⁃
ｎｉｎｇ； Ｅ： Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｔｒａｎｓｐｏｒｔ ａｎｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ； Ｆ： Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｔｒａｎｓｐｏｒｔ
ａｎｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ； Ｇ： Ｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅ ｔｒａｎｓｐｏｒｔ ａｎｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ； Ｈ： Ｃｏｅｎ⁃
ｚｙｍｅ ｔｒａｎｓｐｏｒｔ ａｎｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ； Ｉ： Ｌｉｐｉｄ ｔｒａｎｓｐｏｒｔ ａｎｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ； Ｊ：
Ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ， ｒｉｂｏｓｏｍａｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎｄ ｂｉｏｇｅｎｅｓｉｓ； Ｋ： Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ； Ｌ：
Ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ， ｒｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ａｎｄ ｒｅｐａｉｒ； Ｍ： Ｃｅｌｌ ｗａｌｌ ／ ｍｅｍｂｒａｎｅ ／ ｅｎｖｅ⁃
ｌｏｐｅ ｂｉｏｇｅｎｅｓｉｓ； Ｏ： Ｐｏｓｔｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎａｌ ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ， ｐｒｏｔｅｉｎ ｔｕｒｎｏｖｅｒ，
ｃｈａｐｅｒｏｎｅｓ； Ｐ： Ｉｎｏｒｇａｎｉｃ ｉｏｎ ｔｒａｎｓｐｏｒｔ ａｎｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ； Ｑ： Ｓｅｃｏｎｄａｒｙ
ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ， ｔｒａｎｓｐｏｒｔ ａｎｄ ｃａｔａｂｏｌｉｓｍ； Ｒ： Ｇｅｎｅｒａｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎ
ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｎｌｙ； Ｓ： Ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｕｎｋｎｏｗｎ； Ｔ： Ｓｉｇｎａｌ ｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎ ｍｅｃｈａ⁃
ｎｉｓｍｓ； Ｕ： Ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｔｒａｆｆｉｃｋｉｎｇ， ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ， ａｎｄ ｖｅｓｉｃｕｌａｒ ｔｒａｎｓｐｏｒｔ；
Ｖ： Ｄｅｆｅｎｓｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ．

２． ２． ２． ４　 ＧＯ 数据库注释　 通过 ＧＯ 数据库对基因

和蛋白质功能进行限定和描述，结果包括基因产物

的分子功能、生物途径、细胞组分这三个部分绘制成

分布图（图 ６）。 注释到 ＧＯ 数据库的条目共有３ ０５３
个，其中生物学过程注释条目有 １ ０３５ 个，占总功能

注释的 ３３. ９０％ ，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 ３７４ 个基因，占总

功能注释的 １２. ２５％ ，主要与细胞组分等有关；在分

子功能分类中注释到 １ ６４４ 个基因，占总功能注释

的 ５３. ８５％ ，与催化活性、结合相关的注释最多。 ＧＯ
数据库功能注释显示动物双歧杆菌 Ｂ４ 在催化活动

的分子功能方面的基因最丰富。
２． ２． ２． ５　 ＣＡＺｙ 数据库注释　 ＣＡＺｙ 数据库将相关

酶分类为糖苷水解酶、糖基转移酶、多糖裂合酶、糖
脂酶及起辅助功能的酶等。 动物双歧杆菌 Ｂ４ 注释

到 ＣＡＺｙ 数据库的基因共 １９５ 个，其中包括 ２３ 个

Ｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅ⁃Ｂｉｎｄｉｎｇ 模块，９ 个糖脂酶，６８ 个糖苷水

解酶和 ９５ 个糖基转移酶（图 ７）。 此结果显示动物

双歧杆菌 Ｂ４ 可以通过糖苷水解酶、糖基转移酶等

途径起作用。 在 ＣＡＺｙ 的注释结果中还可以得到有

关 β⁃半乳糖苷酶、Ｌ⁃乳酸脱氢酶、乙醇脱氢酶等的

基因，它们作为动物双歧杆菌 Ｂ４ 重要的和极具特

色的酶类，同时对食品生产和医药开发具有重要意

义和潜在价值。 见表 ２。

表 ２　 ＣＡＺｙ 注释到 Ｂ４ 菌的相关基因信息表

Ｔａｂ． ２　 Ｔｈｅ ｔａｂｌｅ ｏｆ ＣＡＺｙ′ｓ ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ ｔｏ ｔｈｅ Ｂ． ａｎｉｍａｌｉｓ
Ｂ４ ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ

Ｇｅｎｅ＿ＩＤ Ｓｔａｒｔ Ｅｎｄ ＣＡＺｙ＿ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ

１＿１５５ １７８８６０ １８２３１８

β⁃ｇａｌａｃｔｏｓｉｄａｓｅ （ ＥＣ ３． ２． １． ２３）； β⁃
ｍａｎｎｏｓｉｄａｓｅ （ＥＣ ３． ２． １． ２５）；
β⁃ｇｌｕｃｕｒｏｎｉｄａｓｅ （ＥＣ ３． ２． １． ３１）；
ｍａｎｎｏｓｙｌｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎ ｅｎｄｏ⁃β⁃ｍａｎｎ⁃
ｏｓｉｄａｓｅ（ＥＣ ３． ２． １． １５２）； ｅｘｏ⁃β⁃
ｇｌｕｃｏｓａｍｉｎｉｄａｓｅ （ＥＣ ３． ２． １． １６５）

１＿４１ ３７０９０４ ３７１９６４ ｅｔｈａｎｏｌ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ （ＥＣ １． １． １． １）
１＿１０２ １０４９７０２ １０６０６６４ Ｌ⁃ｌａｃｔｉｃ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ （ＥＣ １． １． １． ２７）

２． ２． ２． ６ 　 ＣＡＲＤ 数据库注释 　 ＣＡＲＤ 数据库通过

抗生素耐药性的本体得到的 ＳＮＰ 信息，基于这些数

据和模型，对 Ｂ４ 进行抗生素抗性基因的预测。 最

终注释到 ＣＡＲＤ 数据库的编码基因数目为 １００ 个，
结果绘制成分布图（图 ８）。 其中含有抗生素排出泵

的基因 ５０ 个，占比 ４９. ５０％ ；含抗生素靶点改变的

基因 ３２ 个 （３１. ６８％ ），抗生素靶保护基因 １４ 个

（１３. ８６％ ），抗生素靶点替代基因 ３ 个（２. ９７％ ），抗
生素失活基因 ２ 个（１. ９８％ ）。 ＣＡＲＤ 数据库注释结

果显示动物双歧杆菌 Ｂ４ 中最为主要的基因有 ｍｓ⁃
ｂＡ、ｍａｃＢ 和 ＴｅｔＡ 等，它们分别与多重耐药、抗大环

内酯类药物和抗四环素类药物相关。 见表 ３。

·０６２· 安徽医科大学学报　 Ａｃｔａ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓ Ｍｅｄｉｃｉｎａｌｉｓ Ａｎｈｕｉ　 ２０２５ Ｆｅｂ；６０（２）



图 ６　 Ｂ４ 菌的 ＧＯ 功能注释分布图

Ｆｉｇ． ６　 Ｔｈｅ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｏｎ ｏｆ ＧＯ ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ

图 ７　 Ｂ４ 菌的 ＣＡＺｙ 数据库注释分布图

Ｆｉｇ． ７　 Ｂａｒ ｐｌｏｔ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ
ＣＡＺｙ ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ ｃａｔｅｇｏｒｉｅｓ

　 　 ＣＢＭ： Ｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅ⁃ｂｉｎｄｉｎｇ ｍｏｄｕｌｅｓ；ＣＥ：Ｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅ ｅｓｔｅｒａｓｅｓ；
ＧＨ：Ｇｌｙｃｏｓｉｄｅ ｈｙｄｒｏｌａｓｅｓ； ＧＴ： Ｇｌｙｃｏｓｙｌ ｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅｓ．

２． ２． ３　 毒力与致病性分析　 在 ＶＦＤＢ 数据库注释

分析显示动物双歧杆菌 Ｂ４ 不含相应的毒力基因，
说明动物双歧杆菌 Ｂ４ 不会对机体产生致病性。 同

时全基因组结果显示其不含有质粒，故其所含有的

耐药基因并不会因质粒的作用而转移，具有良好的

益生菌的安全性。

图 ８　 Ｂ４ 菌的 ＣＡＲＤ 抗生素注释分布图

Ｆｉｇ． ８　 Ｔｈｅ ＣＡＲＤ ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ ｏｆ Ｂ４ ｓｔｒａｉｎ

２． ３　 动物双歧杆菌体外实验结果

２． ３． １　 药敏试验　 Ｂ４ 菌的药敏试验结果及对各药

物敏感程度用抑菌圈直径表示（图 ９），其中对诺氟

沙星、万古霉素、苯唑西林、复方新诺明、链霉素、庆
大霉素、阿米卡星、多粘菌素 Ｂ、卡那霉素等具有较

强的耐药，这说明 Ｂ４ 菌具有一定的耐药性。 但在

基因组分析中发现动物双歧杆菌 Ｂ４ 无质粒，这说

明其菌体内的耐药基因均在染色体上，并不会随着

质粒的转移而出现耐药性转移的现象。 综上所述，
动物双歧杆菌 Ｂ４ 的耐药基因少且传播能力不高。
２ ． ３ ． ２　 溶血实验和生化反应管试验　 通过将动物

·１６２·安徽医科大学学报　 Ａｃｔａ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓ Ｍｅｄｉｃｉｎａｌｉｓ Ａｎｈｕｉ　 ２０２５ Ｆｅｂ；６０（２）



表 ３　 ＣＡＲＤ 数据库注释到 Ｂ４ 菌相关基因信息表

Ｔａｂ． ３　 Ｔｈｅ ｔａｂｌｅ ｏｆ ＣＡＲＤ ｄａｔａｂａｓｅ′ｓ ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ ｔｏ ｔｈｅ Ｂ４ ｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ

Ｇｅｎｅ＿ＩＤ Ｓｔａｒｔ Ｅｎｄ ＣＡＲＤ＿ＩＤ ＣＡＲＤ＿Ｄｒｕｇ＿ｃｌａｓｓ ＣＡＲＤ＿Ｄｅｓｃｒｉｐｔｉｏｎ
１＿８１ ７９８８１ ８０６６０ ｇｂ ｜ ＮＰ＿４１５４３４. １ ｜ ＡＲＯ：

３００３９５０ ｜ ｍｓｂＡ
ｎｉｔｒｏｉｍｉｄａｚｏｌｅ
ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃ

ＭｓｂＡ ｉｓ ａ ｍｕｌｔｉｄｒｕｇ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ ｈｏｍｏｌｏｇ ｆｒｏｍ Ｅ． ｃｏｌｉ ａｎｄ ｂｅ⁃
ｌｏｎｇｓ ｔｏ ａ ｓｕｐｅｒｆａｍｉｌｙ ｏｆ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒｓ ｔｈａｔ ｃｏｎｔａｉｎ ａｎ ａｄｅｎｏｓｉｎｅ ｔｒｉｐｈｏｓ⁃
ｐｈａｔｅ （ＡＴＰ） ｂｉｎｄｉｎｇ ｃａｓｓｅｔｔｅ （ＡＢＣ） ｗｈｉｃｈ ｉｓ ａｌｓｏ ｃａｌｌｅｄ ａ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ⁃
ｂｉｎｄｉｎｇ ｄｏｍａｉｎ （ＮＢＤ）． ＭｓｂＡ ｉｓ ａ ｍｅｍｂｅｒ ｏｆ ｔｈｅ ＭＤＲ⁃ＡＢＣ ｔｒａｎｓｐｏｒｔ⁃
ｅｒ ｇｒｏｕｐ ｂｙ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｈｏｍｏｌｏｇｙ． ＭｓｂＡ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｓ ｌｉｐｉｄ Ａ， ａ ｍａｊｏｒ ｃｏｍ⁃
ｐｏｎｅｎｔ ｏｆ ｔｈｅ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｏｕｔｅｒ ｃｅｌｌ ｍｅｍｂｒａｎｅ， ａｎｄ ｉｓ ｔｈｅ ｏｎｌｙ ｂａｃｔｅｒｉａｌ
ＡＢＣ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ ｔｈａｔ ｉｓ ｅｓｓｅｎｔｉａｌ ｆｏｒ ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ

１＿１２８ １４６８１３ １４７７９０ ｇｂ ｜ ＡＡＶ８５９８２． １ ｜ ＡＲＯ：
３０００５３５ ｜ ｍａｃＢ

ｍａｃｒｏｌｉｄｅ ａｎ⁃
ｔｉｂｉｏｔｉｃ

ＭａｃＢ ｉｓ ａｎ ＡＴＰ⁃ｂｉｎｄｉｎｇ ｃａｓｓｅｔｔｅ （ＡＢＣ） ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ ｔｈａｔ ｅｘｐｏｒｔｓ ｍａｃｒｏｌ⁃
ｉｄｅｓ ｗｉｔｈ １４⁃ ｏｒ １５⁃ ｍｅｍｂｅｒｅｄ ｌａｃｔｏｎｅｓ． Ｉｔ ｆｏｒｍｓ ａｎ ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃ ｅｆｆｌｕｘ
ｃｏｍｐｌｅｘ ｗｉｔｈ ＭａｃＡ ａｎｄ ＴｏｌＣ． ｍａｃＢ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｓ ｔｏ １ ｌｏｃｕｓ ｉｎ Ｐｓｅｕｄｏ⁃
ｍｏｎａｓ ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ ＰＡＯ１ ａｎｄ １ ｌｏｃｕｓ ｉｎ Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ ＬＥＳＢ５８

１＿７４４ ９６９７１３ ９７１７１６ ｇｂ ｜ ＡＡＡ２０１１７． １ ｜ ＡＲＯ：
３０００１９５ ｜ ｔｅｔＢ（Ｐ）

ｔｅｔｒａｃｙｃｌｉｎｅ
ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃ

ＴｅｔＢ （Ｐ） ｉｓ ａ ｔｅｔｒａｃｙｃｌｉｎｅ ｒｉｂｏｓｏｍａｌ ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ｆｏｕｎｄ ｏｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ
ｏｐｅｒｏｎ ａｓ ｔｅｔＡ （Ｐ）， ａ ｔｅｔｒａｃｙｃｌｉｎｅ ｅｆｆｌｕｘ ｐｒｏｔｅｉｎ

图 ９　 药敏实验

Ｆｉｇ． ９　 Ｄｒｕｇ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ
Ａ： Ｄｒｕｇ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｔｅｓｔ ｏｆ Ｂ４ （Ｄｒｕｇ ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ ｐａｐｅｒ ｄｉａｍｅｔｅｒ ＝ ６ ｍｍ）； Ｂ： Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｇｒａｐｈ ｏｆ ｄｉａｍｅｔｅｒ ｏｆ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｚｏｎｅ ｐｒｏｄｕｃｅｄ ｂｙ Ｂ４ ａｇａｉｎｓｔ

ｖａｒｉｏｕｓ ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓ．

双歧杆菌 Ｂ４ 菌液涂布在哥伦比亚血琼脂平板上，
２４ ｈ 培养后可以长出圆润完整的菌落（图 １０Ａ）。
同时在菌落周围并未见明显的透明溶血圈，这说明

动物双歧杆菌 Ｂ４ 无溶血性。 Ｂ４ 菌的生化反应管实

验结果显示（图 １０Ｂ），除七叶苷外所有生化反应管

均由蓝色变为黄色，这说明动物双歧杆菌 Ｂ４ 菌对

纤维二糖、麦芽糖、甘露醇、水杨苷、山梨醇、蔗糖、棉
子糖、菊糖、乳糖均产生较好的分解能力，而在七叶

苷反应管的实验中结果由蓝色变为黑色，结果也属

于阳性。 符合动物双歧杆菌生化反应的研究结果。
２． ３． ３ 　 耐胃酸实验 　 通常胃酸的 ｐＨ 值在 ２. ０ ～
３. ０ 之间，耐胃酸是益生菌经过胃到达肠道的第一

步，因此作为益生菌来说耐胃酸是一个重要的特性。

动物双歧杆菌 Ｂ４ 的模拟人胃液实验（图 １１）显示在

耐胃酸 ０、１、２、３ ｈ 后采用稀释涂布平板法，在 １ ×
１０ － ４稀释梯度中多次重复取平均值分别为 ２４７、
２２４、１９８、１８８ 个菌落，随时间的增加，模拟胃液中活

菌数有少量减少；经过胃酸 ３ ｈ 处理后的动物双歧

杆菌 Ｂ４ 的活菌存活率取平均数后为 ７６. １１％ ，说明

其具有良好的耐胃酸性，满足益生菌的特性。

３　 讨论

　 　 本研究从健康人粪便中分离一株动物双歧杆菌

Ｂ４ 株，经全基因组鉴定该菌与动物双歧杆菌相似度

高达 ９７. ４４％ ，确定为 Ｂｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ａｎｉｍａｌｉｓ ｓｕｂ⁃
ｓｐ. ｌａｃｔｉｃ。 基于全基因系统发育树的建立和泛基因
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图 １０　 溶血和生化反应实验

Ｆｉｇ． １０　 Ｈｅｍｏｌｙｓｉｓ ａｎｄ ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ
Ａ： Ｈｅｍｏｌｙｔｉｃ ｔｅｓｔ ｏｆ Ｂ４ ｉｎ ｂｌｏｏｄ ａｇａｒ； Ｂ： Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｔｅｓｔ ｏｆ Ｂ４ ｉｎ ｖａｒｉｏｕｓ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｔｕｂｅｓ．

图 １１　 Ｂ４ 菌耐胃酸实验

Ｆｉｇ． １１　 Ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｔｏ ｓｔｏｍａｃｈ ａｃｉｄ ｔｅｓｔ
　 　 Ａ： Ｃｕｒｖｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａ ｓｕｒｖｉｖｉｎｇ ａｆｔｅｒ ０， １， ２ ａｎｄ ３
ｈｏｕｒｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓｔｏｍａｃｈ ａｃｉｄ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｔｅｓｔ ｏｆ Ｂ４； Ｂ： Ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ
ｃｕｒｖｅ ｏｆ Ｂ４ ａｆｔｅｒ １， ２ ａｎｄ ３ ｈｏｕｒｓ ｏｆ ｓｔｏｍａｃｈ ａｃｉｄ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｔｅｓｔ．

组分析，Ｂ４ 菌与动物双歧杆菌 ＢＢ⁃１２ 的亲缘程度最

高，并与其他多种已经发现的具有益生作用的动物

双歧杆菌有一定的亲缘关系，这表明 Ｂ４ 菌很可能

具有益生潜力。
　 　 使用三代测序技术进行全基因组测序，动物双

歧杆菌 Ｂ４ 全基因组长度为 １ ９４４ １４６ ｂｐ，ＧＣ 含量

为 ６０. ４９％ 。 重复序列中未观察到散在重复序列和

串联重复序列，对于基因组内部重复序列也仅收集

到 ２４ 个，特殊结构的预测显示其包含 ２ 个前噬菌体

和 ２ 条 ＣＲＩＳＰＲ 结构，研究［２１］ 表明一些简单的重复

序列与某些疾病有关，而 Ｂ４ 菌的这种低冗余性反

映其安全无毒的特性，但对外的抵抗作用可能存在

不足。 各数据库注释结果显示 Ｂ４ 菌在新陈代谢通

路的基因最多，其中包括能量代谢和聚糖的生物合

成和代谢有关基因，这表明该菌具有强大的能量代

谢能力，可以适应环境变化。 Ｂ４ 菌还有与氨基酸运

输和代谢、碳水化合物的运输和代谢等相关的基因，
在参与维生素 Ｂ６ 代谢、糖代谢、次生胆汁酸生物合

成、组氨酸代谢、脂肪细胞因子信号通路、胰岛素信

号通路、阿卡波糖和缬霉素的生物合成、脂肪酸代

谢、胰高血糖素信号通路、半乳糖代谢、胰岛素抵抗、
ＰＰＡＲ 信号通路等方面具有重要作用，这在治疗糖

尿病、肥胖症、脂肪肝等疾病中可能存在较大的潜

力。 Ｂ４ 菌的基因主要富集在生物学过程和分子功

能分类这两个注释条目，说明其在代谢过程、细胞过

程和与催化活性、结合相关过程中具有良好的能力。
除此之外结果中还提到了 Ｂ４ 菌基因中包括 β⁃半乳

糖苷酶、Ｌ⁃乳酸脱氢酶、乙醇脱氢酶等，它们对食品

生产和医药开发具有重要意义和潜在价值。
　 　 优良的益生菌在拥有益生作用潜力的同时，还
要有适合临床应用的安全性。 在 Ｂ４ 菌抗生素抗性

基因中，含有抗生素排出泵的基因数最多，其次为抗

生素靶点改变的基因，抗生素靶保护基因，抗生素靶

点替代基因，抗生素失活基因。 其中最为主要的基

因有 ｍｓｂＡ、ｍａｃＢ 和 ＴｅｔＡ 等，它们分别与多重耐药、
抗大环内酯类药物和抗四环素类药物相关。 同时，
动物双歧杆菌 Ｂ４ 不含有致病细菌、衣原体和支原

体致病因子，也不含相应的毒力基因，安全性很高。
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　 　 除此之外，本研究对动物双歧杆菌 Ｂ４ 株分别

进行了药敏试验、溶血实验、生化反应试验和耐胃酸

实验。 Ｂ４ 菌虽然对万古霉素、阿米卡星、卡那霉素

等具有很强的耐药，但该菌无质粒，这说明其菌体内

的耐药基因仅在染色体上，并不会随着质粒的转移

而出现耐药性转移的现象，所以对宿主来说是安全

可靠的。 Ｂ４ 菌的溶血实验结果显示菌落周围并未

见明显的透明溶血圈，这说明动物双歧杆菌 Ｂ４ 不

含有溶血素，对人体是安全的。 Ｂ４ 菌对纤维二糖、
麦芽糖、甘露醇、山梨醇、蔗糖、菊糖、乳糖等均具有

较好的分解能力，这与 Ｂ４ 菌具有丰富的糖苷水解

酶有关，这一特点为动物双歧杆菌 Ｂ４ 株日后在治

疗人的乳糖不耐受症、糖尿病、肥胖症等疾病提供新

思路。 耐胃酸是动物双歧杆菌通过胃到达十二指肠

和小肠上段定殖的必要条件。 动物双歧杆菌 Ｂ４ 的

模拟人胃液实验结果显示在耐胃酸 ３ ｈ 后 Ｂ４ 的活

菌存活率达到 ７６. １１％ ，说明其具有良好的耐胃酸

性，为后续定殖到肠道中作用提供必要的条件。
　 　 综上所述，从健康人粪便中获得的动物双歧杆

菌 Ｂ４ 经全基因组分析显示具有多种益生基因，体
外实验显示具有优良的益生特性。 Ｂ４ 菌具有多种

糖苷分解能力和无耐药、无溶血、耐胃酸的特性，有
望在临床上为乳糖不耐受症的患者提供解决策略，
也为日后该类菌株的研究和应用提供理论基础。
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ａｎｄ Ｂｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ａｎｉｍａｌｉｓ ｓｕｂｓｐ． ｌａｃｔｉｓ ＣＰ⁃９ ａｔｔｅｎｕａｔｅ ｇｌｙｃｅ⁃

ｍｉｃ ｌｅｖｅｌｓ ａｎｄ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ ｉｎ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ｔｙｐｅ １ ｄｉａ⁃

ｂｅｔｅｓ ｍｅｌｌｉｔｕｓ［ Ｊ］ ． Ｆｒｏｎｔ Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌ， ２０２２， １３： ７５４４０１． ｄｏｉ：

１０． ３３８９ ／ ｆｅｎｄｏ． ２０２２． ７５４４０１．

［１０］ Ｔｏｎｕｃｃｉ Ｌ Ｂ， Ｏｌｂｒｉｃｈ Ｄｏｓ Ｓａｎｔｏｓ Ｋ Ｍ， Ｌｉｃｕｒｓｉ Ｄｅ Ｏｌｉｖｅｉｒａ Ｌ， ｅｔ

ａｌ． Ｃｌｉｎｉｃａｌ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏｂｉｏｔｉｃｓ ｉｎ ｔｙｐｅ ２ ｄｉａｂｅｔｅｓ ｍｅｌｌｉｔｕｓ： ａ

ｒａｎｄｏｍｉｚｅｄ， ｄｏｕｂｌｅ⁃ｂｌｉｎｄ， ｐｌａｃｅｂｏ⁃ｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄ ｓｔｕｄｙ［Ｊ］ ． Ｃｌｉｎ Ｎｕ⁃

ｔｒ， ２０１７， ３６（１）： ８５ － ９２． ｄｏｉ：１０． １０１６ ／ ｊ． ｃｌｎｕ． ２０１５． １１． ０１１．

［１１］ Ｃｈｅｎｇ Ｊ， Ｌａｉｔｉｌａ Ａ， Ｏｕｗｅｈａｎｄ Ａ Ｃ． Ｂｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ａｎｉｍａｌｉｓ

ｓｕｂｓｐ． ｌａｃｔｉｓ ＨＮ０１９ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｎ ｇｕｔ ｈｅａｌｔｈ： ａ ｒｅｖｉｅｗ ［ Ｊ］ ． Ｆｒｏｎｔ

Ｎｕｔｒ， ２０２１， ８： ７９０５６１． ｄｏｉ：１０． ３３８９ ／ ｆｎｕｔ． ２０２１． ７９０５６１．

［１２］ Ｍｃ Ｃａｒｔｈｙ Ａ． Ｔｈｉｒｄ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ＤＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ： ｐａｃｉｆｉｃ ｂｉｏｓｃｉ⁃

ｅｎｃｅｓ′ ｓｉｎｇｌｅ ｍｏｌｅｃｕｌｅ ｒｅａｌ ｔｉｍｅ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ［ Ｊ ］ ． Ｃｈｅｍ Ｂｉｏｌ，

２０１０， １７（７）： ６７５ － ６． ｄｏｉ：１０． １０１６ ／ ｊ． ｃｈｅｍｂｉｏｌ． ２０１０． ０７． ００４．

［１３］ Ｒｈｏａｄｓ Ａ， Ａｕ Ｋ Ｆ． ＰａｃＢｉｏ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ａｎｄ ｉｔｓ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ［ Ｊ］ ．

Ｇｅｎｏｍｉｃｓ Ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ， ２０１５， １３ （５）： ２７８ － ８９．

ｄｏｉ：１０． １０１６ ／ ｊ． ｇｐｂ． ２０１５． ０８． ００２．

［１４］ Ｎｕｒｋ Ｓ， Ｗａｌｅｎｚ Ｂ Ｐ， Ｒｈｉｅ Ａ， ｅｔ ａｌ． ＨｉＣａｎｕ： ａｃｃｕｒａｔｅ ａｓｓｅｍｂｌｙ

ｏｆ ｓｅｇｍｅｎｔａｌ ｄｕｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ， ｓａｔｅｌｌｉｔｅｓ， ａｎｄ ａｌｌｅｌｉｃ ｖａｒｉａｎｔｓ ｆｒｏｍ

ｈｉｇｈ⁃ｆｉｄｅｌｉｔｙ ｌｏｎｇ ｒｅａｄｓ［Ｊ］ ． Ｇｅｎｏｍｅ Ｒｅｓ， ２０２０， ３０（９）： １２９１ －

３０５． ｄｏｉ：１０． １１０１ ／ ｇｒ． ２６３５６６． １２０．

［１５］ Ｃｈｅｎｇ Ｈ， Ｃｏｎｃｅｐｃｉｏｎ Ｇ Ｔ， Ｆｅｎｇ Ｘ， ｅｔ ａｌ． Ｈａｐｌｏｔｙｐｅ⁃ｒｅｓｏｌｖｅｄ ｄｅ

ｎｏｖｏ ａｓｓｅｍｂｌｙ ｕｓｉｎｇ ｐｈａｓｅｄ ａｓｓｅｍｂｌｙ ｇｒａｐｈｓ ｗｉｔｈ ｈｉｆｉａｓｍ［Ｊ］ ． Ｎａｔ

Ｍｅｔｈｏｄｓ， ２０２１， １８（２）： １７０ － ５． ｄｏｉ：１０． １０３８ ／ ｓ４１５９２ － ０２０ －

０１０５６ － ５．

［１６］ Ａｎｄｒｅｗｓ Ｊ Ｍ， Ｈｏｗｅ Ｒ Ａ． ＢＳＡＣ ｓｔａｎｄａｒｄｉｚｅｄ ｄｉｓｃ ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙ

ｔｅｓｔｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄ （ｖｅｒｓｉｏｎ １０）［Ｊ］ ． Ｊ Ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂ Ｃｈｅｍｏｔｈｅｒ， ２０１１，

６６（１２）： ２７２６ － ５７． ｄｏｉ：１０． １０９３ ／ ｊａｃ ／ ｄｋｒ３５９．

［１７］ Ｃｈｅｎ Ｓ， Ｚｈｏｕ Ｙ， Ｃｈｅｎ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｆａｓｔｐ： ａｎ ｕｌｔｒａ⁃ｆａｓｔ ａｌｌ⁃ｉｎ⁃ｏｎｅ

ＦＡＳＴＱ ｐｒｅｐｒｏｃｅｓｓｏｒ［Ｊ］ ． Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ， ２０１８， ３４（１７）： ｉ８８４ －

ｉ８９０． ｄｏｉ：１０． １０９３ ／ ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ ／ ｂｔｙ５６０．

［１８］ Ｗａｌｋｅｒ Ｂ Ｊ， Ａｂｅｅｌ Ｔ， Ｓｈｅａ Ｔ， ｅｔ ａｌ． Ｐｉｌｏｎ： ａｎ ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ ｔｏｏｌ ｆｏｒ

ｃｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｖａｒｉａｎｔ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｇｅｎｏｍｅ ａｓｓｅｍｂｌｙ

ｉｍｐｒｏｖｅｍｅｎｔ［Ｊ］ ． ＰＬｏＳ Ｏｎｅ， ２０１４， ９（１１）： ｅ１１２９６３． ｄｏｉ：１０．

·４６２· 安徽医科大学学报　 Ａｃｔａ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓ Ｍｅｄｉｃｉｎａｌｉｓ Ａｎｈｕｉ　 ２０２５ Ｆｅｂ；６０（２）



１３７１ ／ ｊｏｕｒｎａｌ． ｐｏｎｅ． ０１１２９６３．

［１９］ Ｈｙａｔｔ Ｄ， Ｃｈｅｎ Ｇ Ｌ， Ｌｏｃａｓｃｉｏ Ｐ Ｆ， ｅｔ ａｌ． Ｐｒｏｄｉｇａｌ： ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ

ｇｅｎｅ ｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎ ａｎｄ ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ ｉｎｉｔｉａｔｉｏｎ ｓｉｔｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ［ Ｊ］ ．

ＢＭＣ Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ， ２０１０， １１： １１９． ｄｏｉ：１０． １１８６ ／ １４７１ － ２１０５

－ １１ － １１９．

［２０］ 钟伟萍． 纸片扩散法抗菌药物敏感试验的质量控制［Ｊ］ ． 中国

卫生产业， ２０１７， １４（２６）： ３８ － ９． ｄｏｉ：１０． １６６５９ ／ ｊ． ｃｎｋｉ． １６７２

－ ５６５４． ２０１７． ２６． ０３８．

［２０］ Ｚｈｏｎｇ Ｗ Ｐ． Ｑｕａｌｉｔｙ ｃｏｎｔｒｏｌ ｏｆ ａｎｔｉ⁃ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｄｒｕｇ ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ ｔｅｓｔ ｏｆ

ｐａｐｅｒ ｄｉｆｆｕｓｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ［ Ｊ］ ． Ｃｈｉｎａ Ｈｅａｌｔｈ Ｉｎｄ， ２０１７， １４ （２６）：

３８ － ９． ｄｏｉ：１０． １６６５９ ／ ｊ． ｃｎｋｉ． １６７２ － ５６５４． ２０１７． ２６． ０３８．

［２１］ Ａｌｓｅｔｈ Ｅ Ｏ， Ｐｕｒｓｅｙ Ｅ， Ｌｕｊáｎ Ａ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｂｉｏｄｉｖｅｒｓｉｔｙ

ｄｒｉｖｅｓ ｔｈｅ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ ｏｆ ＣＲＩＳＰＲ⁃ｂａｓｅｄ ｐｈａｇｅ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ［ Ｊ］ ． Ｎａ⁃

ｔｕｒｅ， ２０１９， ５７４（７７７９）： ５４９ － ５２． ｄｏｉ：１０． １０３８ ／ ｓ４１５８６ － ０１９

－ １６６２ － ９．

Ｗｈｏｌｅ ｇｅｎｏｍｅ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｏｆ Ｂｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ａｎｉｍａｌｉｓ ｓｕｂｓｐ． ｌａｃｔｉｃ
Ｂ４ ａｎｄ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｉｔｓ ｐｒｏｂｉｏｔｉｃ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ

Ｄｉｎｇ Ｒｕｉｐｅｉ１， Ｌｉｕ Ｃｈｅｎｇｚｈｏｎｇ２， Ｓｈｉ Ｃａｎｃａｎ２， Ｚｈａｎｇ Ｈｕｉｙｕ１， Ｄａｉ Ｙｉｐｉｎｇ２， Ｍｕ Ｒｕｘｕｅ２， Ｌｉ Ｚｉｌｏｎｇ２，
Ｈｅ Ｍａｏｚｈａｎｇ２， Ｌｉ Ｚｈｕｏｊｕｎ３

（ １Ｔｈｅ Ｆｉｒｓｔ Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｓｃｈｏｏｌ ｏｆ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ，２Ｄｅｐｔ ｏｆ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ， Ａｎｈｕｉ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｈｅｆｅｉ　 ２３００３２；
３Ｄｅｐｔ ｏｆ Ｂａｓｉｃ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， Ｆｕｚｈｏｕ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｎａｎｃｈａｎｇ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｆｕｚｈｏｕ　 ３４４０００）

Ａｂｓｔｒａｃｔ　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｗｈｏｌｅ ｇｅｎｏｍｅ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ａ ｎｅｗｌｙ ｉｓｏｌａｔｅｄ Ｂｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ａｎｉｍａｌｉｓ ｓｕｂｓｐ．
ｌａｃｔｉｃ Ｂ４ ｓｔｒａｉｎ ｆｒｏｍ ｈｅａｌｔｈｙ ｈｕｍａｎ ｆｅｃｅｓ ｗａｓ ａｎａｌｙｚｅｄ ａｎｄ ｉｔｓ ｐｒｏｂｉｏｔｉｃ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ． Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｔｈｅ ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌ
ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ， ｈｅｍｏｌｙｔｉｃ， ｇａｓｔｒｉｃ ａｃｉｄ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ａｎｄ ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ Ｂ． ａｎｉｍａｌｉｓ Ｂ４ ｗｅｒｅ ｅｖａｌｕａｔｅｄ ｂｙ ｉｎ
ｖｉｔｒｏ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ， ａｎｄ ｉｔｓ ｗｈｏｌｅ ｇｅｎｏｍｅ ｗａｓ ｓｅｑｕｅｎｔｉａｌｌｙ ｓｅｑｕｅｎｃｅｄ ａｎｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ ｗａｓ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｂｙ
ｎｅｘｔ ａｎｄ ｔｈｒｅｅ⁃ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｗｈｏｌｅ ｇｅｎｏｍｅ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｏｆ Ｂ． ａｎｉｍａｌｉｓ Ｂ４ ｓｈｏｗｅｄ
ｔｈａｔ ｉｔｓ ｇｅｎｏｍｅ ｓｉｚｅ ｗａｓ １ ９４４ １４６ ｂｐ， ｗｉｔｈ ＧＣ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ６０. ４９％ ， ｎｏ ｐｌａｓｍｉｄ， ａｎｄ ａ ｔｏｔａｌ ｏｆ １ ６４２ ｇｅｎｅｓ． Ｔｈｅ
ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ Ｂ． ａｎｉｍａｌｉｓ Ｂ４ ｈａｄ ｇｏｏｄ ｐｒｏｂｉｏｔｉｃ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ， ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ ｎｏｎ⁃ｈｅｍｏｌｙｔｉｃ
ａｎｄ ｓｔｏｍａｃｈ ａｃｉｄ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ． Ａｔ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｔｉｍｅ， ｔｈｅ ｇｅｎｏｍｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ Ｂ． ａｎｉｍａｌｉｓ Ｂ４ ｓｔｒａｉｎ ｄｉｄ ｎｏｔ
ｈａｖｅ ｔｏｘｉｎ ａｎｄ ｄｉｓｅａｓｅ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ， ｄｒｕｇ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｇｅｎｅｓ ｗｅｒｅ ｆｅｗ ａｎｄ ｔｈｅ ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｙ ｗａｓ ｎｏｔ ｈｉｇｈ， ｓｏ
ｉｔ ｈａｄ ｈｉｇｈ ｓａｆｅｔｙ． Ｇｅｎｅ ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ ｏｆ ＫＥＧＧ， ＣＯＧ ａｎｄ ＧＯ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｉｔ ｃｏｎｔａｉｎｅｄ ｍａｎｙ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ａｃｔｉｖｅ ｅｎ⁃
ｚｙｍｅｓ， ｓｕｃｈ ａｓ β⁃ｇａｌａｃｔｏｓｉｄａｓｅ， Ｌ⁃ｌａｃｔａｔｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｐｒｏｂｉｏｔｉｃ ｇｅｎｅｓ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 Ｔｈｅ Ｂ． ａｎｉｍａｌｉｓ
Ｂ４ ｈａｓ ｇｏｏｄ ｐｒｏｂｉｏｔｉｃ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ， ｓｈｏｗｉｎｇ ｅｘｃｅｌｌｅｎｔ ｓａｆｅｔｙ ａｔ ｔｈｅ ｇｅｎｅｔｉｃ ｌｅｖｅｌ， ｗｉｔｈ ａ ｐｒｏｂｉｏｔｉｃ ｇｅｎｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ　 Ｂｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ａｎｉｍａｌｉｓ； ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｕｌｔｕｒｅ； ｗｈｏｌｅ ｇｅｎｏｍｅ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ； ｇｅｎｏｍｅ ａｎａｌｙｓｉｓ； ｐｒｏｂｉｏｔ⁃
ｉｃｓ； ｐｒｏｂｉｏｔｉｃ ｇｅｎｅ
Ｆｕｎｄ ｐｒｏｇｒａｍｓ　 Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｈｉｎａ （Ｎｏ． ８２３０２５６８）； Ｊｉａｎｇｘｉ Ｐｒｏｖｉｎｃｉａｌ Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ
ｏｆ Ｅｄｕｃａｔｉｏｎ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｐｒｏｊｅｃｔ Ｉｔｅｍ———Ｇｅｎｅｒａｌ Ｉｔｅｍ （Ｎｏ． ＧＪＪ２２０３４１４）；Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ
Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ａｎｈｕｉ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ （Ｎｏ． ２３０８０８５ＱＨ２８３）； Ｙｏｕｎｇ Ｃｏｒｅ Ｔｅａｃｈｅｒｓ Ｄｏｍｅｓｔｉｃ Ｖｉｓｉｔｉｎｇ Ｐｒｏｊｅｃｔ ｆｒｏｍ Ｅｄｕｃａ⁃
ｔｉｏｎ Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ａｎｈｕｉ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ （Ｎｏ． ｇｘｊｎｆｘ２０２３００３）； Ｃｏｌｌｅｇｅ Ｓｔｕｄｅｎｔ Ｉｎｎｏｖａｔｉｏｎ ａｎｄ Ｅｎｔｒｅｐｒｅｎｅｕｒｓｈｉｐ Ｔｒａｉｎ⁃
ｉｎｇ Ｐｒｏｊｅｃｔ ｉｎ Ａｎｈｕｉ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ （Ｎｏ． ２０２３１０３６６０５４）
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