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地芽孢杆菌（Ｇｅｏｂａｃｉｌｌｕｓ）ＹＨＬ 的
全基因组测序及序列分析

陆紫云，查双龙，刘江崟，马羊帅，肖力婷，杨慧林∗

（江西师范大学生命科学学院，江西省亚热带植物资源保护与利用重点实验室，江西 南昌　 ３３００２２）

摘要：该文采用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ 高通量测序技术对地芽孢杆菌（Ｇｅｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｐ． ＹＨＬ）进行全基因组测序，使用 Ｖｅｌｅｔ
软件进行组装，利用 Ｇｌｉｍｍｅｒ 软件对菌株进行基因预测，得到的蛋白质通过与 ＣＯＧ、ＫＥＧＧ 等数据库进行比

对来获得相应的注释信息． 利用多种绘图工具对注释信息进行汇总及分析，获得了 ＣＯＧ、ＫＥＧＧ 等多种基础

注释信息，对这些信息进行挖掘分析，研究结果发现：该菌株具有多种编码酶基因，包括糖苷水解酶、葡糖苷

酶、木聚糖酶、淀粉酶、新普鲁兰酶、支链淀粉酶和脂肪酶，是一种嗜热的多酶编码菌，有一定的应用潜力． 重点

关注了在基因组中编码热应激蛋白基因，这些基因信息最终可以提供关于细菌的热适应机制的初步解释．
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０　 引言

嗜热微生物是指可在温度较高的环境中生存并

繁殖的一类微生物群体，它们在火山、温泉等自然栖

息地和堆肥、工业生产等人为环境中都有一定的分

布． 许多嗜热微生物具有适于生物技术和商业应用

的特性［１］（如具有多种热稳定酶［２］ ），可用于工业应

用，对某些矿物具有特殊的浸溶能力［３］ 及生物修复

能力［４］ ．
Ｇｅｏｂａｃｉｌｌｕｓ 菌属是在 ２００１ 年被 Ｔ． Ｎ． Ｎａｚｉｎａ 等［５］

提出从 Ｂａｃｉｌｌｕｓ 菌属中分离出来作为一个新的菌

属，该菌属内成员专性嗜热，是典型的嗜热微生物组

群． 迄今为止，该菌属在油田、火山口、温泉等自然环

境和人为高温环境中都有发现，且该菌属物种在许

多中温或低温地区也被分离得到［６］ ． 该菌属在生物

技术和工业领域中具有重要应用． 近年来，Ｇｅｏｂａｃｉｌ⁃
ｌｕｓ 菌属受到研究者的广泛研究． Ｒ． Ｅ． Ｃｒｉｐｐｓ 等［７］

利用代谢工程方法对 ２ 株 Ｇｅｏｂａｃｉｌｌｕｓ 嗜热菌进行改

造，最后得到高效生产乙醇的菌株；Ａ． Ｖｅｒｍａ 等［８］

纯化和表征菌种 Ｇｅｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｔｈｅｒｍｏｃａｔｅｎｕｌａｔｕｓ ＭＳ５
中的漆酶，能够在纺织工业中广泛有效地去除对环

境造成污染的染料，在合成染料的生物修复中发挥

着重要作用；唐赟等［９］ 发现可使苯酚降解的菌株；
Ｓ． Ｂｉｌｇｅ等［１０］从嗜热菌中纯化和表征出耐高温淀粉

酶等多种热稳定酶．
自从 ２００４ 年 Ｔ． Ｈｉｄｅｔｏ 等［１１］ 提出第 １ 个完整

的嗜热杆菌相关物种 Ｇｅｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｋａｕｓｔｏｐｈｉｌｕｓ ＨＴＡ４２６
的基因组序列至今，已经有大约 ２００ 个该菌属物种

的基因组序列被进行高通量测序． 目前，基于生物信

息学技术对基因组序列进行分析已成为人们广泛认

可的分析方式． 依托计算机学科和数学学科对基因

组序列进行分析已成为普遍的分析方式［１２］，生物信

息学研究从发展至今已为许多科学研究提供了一个

探索方向［１３］ ． 在利用生物信息数据研究生物的遗传

密码以及物种进化的内容中［１４］，对基因组的分析是
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提供关于细菌如何应对高温的信息的重要一步，通
过对基因组分析确定在其基因组中是否存在热相关

蛋白，为微生物适应高温提供相关见解［１５］ ． 有研究

者将 Ｇｅｏｂａｃｉｌｌｕｓ 菌属物种与其他嗜中温细菌基因组

进行对比分析发现其部分特有基因塑造了其对温度

的某种耐受性［１１］，这也说明对于全基因组的测定并

在进行比较基因分析中挖掘出有用的信息是非常必

要的，这些独特基因对微生物适应极端环境至关重要．
本文研究的 Ｇｅｏｂａｃｉｌｌｕｓ 菌株是在工业管道中发

现的 １ 株嗜热菌，它能够在 ５５ ℃下生长繁殖． 为了

获得该嗜热菌的分子信息，初步了解其嗜热机制，本
文利用 ＮＧＳ 技术测定该菌株的全基因组序列，同时

利用生物信息学软件预测菌株的功能基因，对其基

因功能进行进一步分析，为挖掘其潜在的生物学意

义提供基础．

１　 材料与方法

１． １　 菌株 ＹＨＬ１ 的培养与基因组 ＤＮＡ 提取

将菌株 ＹＨＬ 接至 ＬＢ 培养基中于 ５５ ℃条件下

培养 ２ ｄ，然后在超净工作台中取出样品，在低温

（４ ℃）条件下离心后弃上清、收集菌体，基因组提取

参照文献［１６］的方法，在获得高质量基因组后送至

测序公司进行高通量测序．

１． ２　 基因组测序、组装及注释

在提取基因组 ＤＮＡ 后，对其进行质量鉴定，利
用 Ｑｕｂｉｔ ３． ０ 对提取的 ＤＮＡ 浓度进行测定，当质量

达标后测定菌株的全基因组，测序平台为 Ｉｌｌｕｍｉｎａ
Ｈｉｓｅｑ ２０００． 在测序完成后，利用拼接软件 Ｖｅｌｅｖｔ
１． ２． １０［１７］优化 Ｋｍｅｒ 值，将测定的序列进行组装． 然
后利用软件 Ｇｌｉｍｍｅｒ ３． ０２［１８］对菌株进行基因预测，
得到的蛋白质通过与 ＣＯＧ 数据库、 ＮＲ 数据库、
Ｓｗｉｓｓ⁃ｐｒｏｔ 数据库、Ｉｎｔｅｒｐｒｏ 数据库、ＫＥＧＧ 和 ＧＯ 数

据库进行比对来获得相应的注释信息． 最后利用多

种绘图工具对注释信息进行汇总． 全基因组序列数

据已提交到 ＮＣＢＩ，登录号为 ＪＡＥＩＧＢ０００００００００．

１． ３　 系统发育进化树构建

将 １６ｓ ｒＲＮＡ 序列的 ｃｏｎｔｉｇｓ 进行拼接，基于 １６ｓ
ｒＲＮＡ 的同源序列在 ＥＺｂｉｏ 上比对其同源序列，选取

其亲缘关系较近的 １８ 株菌，使用 ＭＡＧＥＸ 软件对共

１９ 株菌的 １６ｓ ｒＤＮＡ 序列构建 Ｎｅｉｇｈｂｏｒ⁃ｊｏｉｎｉｎｇ（ＮＪ）
系统进化树．

１． ４　 次级代谢产物合成基因簇分析

采用次级代谢产物合成基因簇在线预测软件

ａｎｔｉＳＭＡＳＨ（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ａｎｔｉｓｍａｓｈ． ｓｅｃｏｎｄａｒｙｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ．
ｏｒｇ） ［１９］对菌株次级代谢产物进行预测，获得代谢产
物的预测结果．

２　 结果与分析

２． １　 基因组组装

在通过高通量测序对菌株基因组进行测序后，
使用 Ｖｅｌｖｅｔ １． ２． １０ 软件对测序的片段进行拼接，最
终得到 ４７ 个 ｃｏｎｔｉｇｓ，Ｎ５０ 的长度为 １４５ ８１０ ｂｐ，Ｎ９０
长度为 ４２ ６８０ ｂｐ． 基因序列全长为 ３ ４２６ ４８４ ｂｐ，ＧＣ
含量为 ５２． ３５％ ，包含了 ９ 个 ｒＲＮＡ 和 ８５ 个 ｔＲＮＡ．
利用 Ｇｌｉｍｍｅｒ 预测软件对编码基因预测，预测得到

编码基因 ３ ６０９ 个，占总基因组的 ８６． １９％ ，总长度

为２ ９５３ ２８４ ｂｐ，平均总长度为 ８１８． ３１ ｂｐ． 基因组圈

图如图 １ 所示．
２． ２　 系统发育树

基于 １６ｓ ｒＲＮＡ 基因序列信息，使用ＭＡＧＥ Ｘ 软

件构建邻接（ＮＪ）系统进化树（见图 ２），以证明该菌

株在谱系中的地位． 根据进化树的分支距离可以发

现：实验菌株和高温烷烃地芽孢杆菌 Ｇｅｏｂａｃｉｌｌｕｓ
ｔｈｅｒｍｏｌｅｏｖｏｒａｎｓ ＫＣＴＣ ３５７０（Ｔ）具有较高的同源性，
分布在同一个系统分支上．

目前在 ＮＣＢＩ 上可查询到的属于 Ｇｅｏｂａｃｉｌｌｕｓ 属
的全基因组测序的菌株有 １００ 多株，对目前已完成

全基因组序列的属于 Ｇｅｏｂａｃｉｌｌｕｓ 属的 ３１ 株菌进行

统计分析，结果如表 １ 所示． 从表 １ 可以看出它们的

基本信息大致相似． 菌株全基因序列大小相似，ＧＣ
含量均在 ５２％ 左右． 本文研究的菌株 ＧＣ 含量为

５２． ３５％ ． 同时，基于 １６ｓ ｒＲＮＡ 基因构建系统发育树

可以初步确定菌株 ＹＨＬ 归类为 Ｇｅｏｂａｃｉｌｌｕｓ 属． 本文

研究菌株命名为 Ｇｅｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｐ． ＹＨＬ．
２． ３　 基因注释

利用 Ｇｌｉｍｍｅｒ 软件对 ＹＨＬ 菌株的蛋白基因数

进行预测，共获得 ３ ６０９ 个；接着对上述的蛋白序列

进行 ＣＯＧ 注释，将注释结果与 ＣＯＧ 数据库进行比

对，设定其 Ｅｖａｌｕｅ≤１ × １０ － ５，最终得到 ３ ０５１ 个蛋白

注释（见图 ３）． 从图 ３ 可以看出：在 ＹＨＬ 菌株的

ＣＯＧ 聚类中所有的假设基因和部分编码功能未知

蛋白的基因对于基因组预测基因总数的占比最大．
此外，预测得到的基因集中在氨基酸转运和代谢，碳
水化合物转运和代谢，能量生产和转换，转录、复制、
重组以及修复 ５ 个方面，它们分别对应图 ３ 中的 Ｅ、
Ｇ、Ｃ、Ｋ、Ｌ． 这也反映出菌株需要不断修复 ＤＮＡ 和蛋

白质来应对极端环境以确保自身的生存．
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　 　 注：在 ＹＨＬ 菌株基因组圈图中，最外圈为基因大小； 第 ２、第 ３ 圈分别为正、负链上的 ＣＤＳ；第 ４ 圈为 ｒＲＮＡ 和 ｔＲＮＡ；第 ５ 圈

为 ＧＣ 含量，指向外圈表示其 ＧＣ 含量高于平均水平；第 ６ 圈为 ＧＣ⁃ｓｋｅｗ 值．
图 １　 Ｇｅｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｐ． ＹＨＬ 基因组圈图

图 ２　 Ｇｅｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｐ． ＹＨＬ 邻接系统进化树

表 １　 部分已完成全基因组测序的地芽孢菌属基本特征比较分析

菌株名称 大小 ／ Ｍｂ ＧＣ 含量 ／ ％ ＧｅｎＢａｎｋ 登录号 框架 基因数量 蛋白数量

ＹＨＬ ３． ４２６ ４８ ５２． ３５ ＪＡＥＩＧＢ０００００００００ １３６ ３ ６０９
ｃＪＳ１２ ３． ７２１ ４９ ５２． ００ ＮＺ＿ＣＰ０１４７４９． １ ／ ＣＰ０１４７４９． １ 　 １ ３ ８４６ ３ ０９５
Ｃ５６⁃Ｔ３ ３． ６５０ ８１ ５２． ５０ ＮＣ＿０１４２０６． １ ／ ＣＰ００２０５０． １ 　 １ ３ ７５０ ３ ４３９
Ｙ４１２ＭＣ５２ ３． ６７３ ９４ ５２． ３１ ＮＣ＿０１４９１５． １ ／ ＣＰ００２４４２． １ 　 ２ ３ ７６０ ３ ４２１
Ｙ４１２ＭＣ６１ ３． ６６７ ９０ ５２． ３１ ＮＣ＿０１３４１１． １ ／ ＣＰ００１７９４． １ 　 ２ ３ ７５０ ３ ４５８
ＧＨＨ０１ ３． ５８３ １３ ５２． ３０ ＮＣ＿０２０２１０． １ ／ ＣＰ００４００８． １ 　 １ ３ ６８２ ３ ３１３
Ｃ５６⁃Ｔ２ ３． ５４５ ９４ ５２． ４０ ＮＺ＿ＶＪＷＢ００００００００ 　 ３ ３ ５３４ ３ １６９
ＦＪＡＴ⁃４６０４０ ３． ３６１ １５ ５２． ３０ ＮＺ＿ＮＩＳＳ００００００００ 　 ５ ３ ６０８ ３ ０４８
４６Ｃ⁃ＩＩａ ３． ４７４ ９１ ５２． １０ ＮＺ＿ＮＡＤＲ００００００００ ５１ ３ ５４４ ３ ２７６
ＬＥＭＭＪ０２ ３． ４３６ ２７ ５２． ６０ ＮＺ＿ＶＫＪＯ００００００００ ４３３ ３ ５８１ ３ ３２２
ＣＡＭＲ５４２０ ３． ４９９ ８２ ５１． ９０ ＮＺ＿ＪＨＵＳ００００００００ ９６ ３ ６４６ ３ ３０６
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表 １（续）

菌株名称 大小 ／ Ｍｂ ＧＣ 含量 ／ ％ ＧｅｎＢａｎｋ 登录号 框架 基因数量 蛋白数量

Ｓａｈ６９ ２． ９９１ ５０ ５２． ６０ ＮＺ＿ＬＬＫＳ００００００００ ７３ ３ ３１３ ２ ７８７
ＰＫ１２ ３． ６３１ ６１ ５１． ６０ ＮＺ＿ＳＤＫＬ００００００００ １８９ ３ ７０３ ３ ３６３
ＬＥＭＭＹ０１ ３． ５８６ ０７ ５１． ９０ ＮＺ＿ＭＶＫＡ００００００００ ７６ ３ ８４９ ３ ３８７
Ａ８ ３． ３４８ ３１ ５２． ４０ ＮＺ＿ＡＵＸＰ００００００００ １７３ ３ ５０２ ３ １２６
ＭＡＳ１ ３． ４９７ ４１ ５２． ２０ ＮＺ＿ＡＹＳＦ００００００００ １２１ ３ ７５４ ３ ２６３
４７Ｃ⁃ＩＩｂ ３． ３４７ ４９ ４９． ６０ ＮＺ＿ＮＡＤＳ００００００００ １６７ ３ ４１１ ３ １８５
Ａ８ ２． ４５１ ９６ ５３． ００ ＮＺ＿ＪＺＩＴ００００００００ １７３ ３ ５０２ ３ １２６
Ｂ４１１３＿２０１６０１ ３． ６５１ １３ ５１． ３０ ＮＺ＿ＬＱＹＸ００００００００ １２２ ３ ７４３ ３ ３２６
１０１７ ３． ５７４ ９５ ５１． ８０ ＮＺ＿ＭＱＭＧ００００００００ １８６ ３ ７８２ ３ ３７９
Ｍａｎｉｋａｒａｎ⁃１０５ ３． １９１ ３５ ５２． ５０ ＮＺ＿ＰＩＪＧ００００００００ １４０ ３ ３６３ ３ ０１６
ＷＳＵＣＦ⁃０１８Ｂ ３． ２２９ １８ ５２． ５０ ＮＺ＿ＰＩＪＦ００００００００ １４５ ３ ３８６ ３ ０５３
ＦＷ２３ ３． ４８６ ８３ ５２． ２０ ＮＺ＿ＪＧＣＪ００００００００ ２４５ ３ ６４８ ３ ２２４
Ｔ６ ３． ６６１ ３６ ５１． ９０ ＮＺ＿ＬＤＮＺ００００００００ ２９４ ３ ８２９ ３ ４０３
ＷＳＵＣＦ１ ３． ４０２ ３８ ５２． ２０ ＮＺ＿ＡＴＣＯ００００００００ ３４６ ３ ４８３ ２ ８６６
ＺＧｔ⁃１ ３． ４８３ １１ ５２． １０ ＮＺ＿ＬＤＰＤ００００００００ ２４１ ３ ４０７ ２ ９７７
ＬＣ３００ ３． ５３２ ５８ ５２． １４ ＣＰ００８９０３． １ 　 ２ ３ ３３０ ２ ８４７
１２ＡＭＯＲ１ ３． ４４２ ７２ ５２． ０５ ＣＰ０１１８３２． １ 　 ２ ３ ５１１ ３ ３５７
ＣＡＭＲ１２７３９ ３． ４１４ ７４ ５２． ２０ ＪＨＵＲ００００００００ ７４ ３ ５１１ １ ７０３
ＢＣＯ２ ３． ４１７ ０３ ５２． ２０ ＬＪＡＪ００００００００ １５４ ４ ７００ ４ ６４９
１５ ３． ３６３ ００ ５２． ４０ ＬＶＨＺ００００００００ ２５４ ３ ４１４ ３ １００

图 ３　 Ｇｅｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｐ． ＹＨＬ 蛋白质 ＣＯＧ 聚类分析

　 　 基于上述预测结果，利用 ＧＯ 注释对预测结果

进行注释，同时通过在线工具 ＷＥＧＯ（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｅｇｏ．
ｇｅｎｏｍｉｃｓ． ｏｒｇ． ｃｎ ／ ｃｇｉ⁃ｂｉｎ ／ ｗｅｇｏ ／ ｉｎｄｅｘ． ｐｌ）对预测的蛋

白结果进行 ＧＯ 功能分类图的绘制（见图 ４（ ａ）），
ＧＯ 功能分类（细胞组分、生物过程、分子功能）占据

优势的基因数量主要是氧化还原过程（ｏｘｉｄａｔｉｏｎ⁃ｒｅ⁃
ｄｕｃｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｓｓ）、膜的整体组成部分（ｉｎｔｅｇｒａｌ ｃｏｍｐｏ⁃
ｎｅｎｔ ｏｆ ｍｅｍｂｒａｎｅ）、细胞质 （ ｃｙｔｏｐｌａｓｍ）、细胞质膜

（ｐｌａｓｍａ ｍｅｍｂｒａｎｅ）、ＡＴＰ 结合（ＡＴＰ ｂｉｎｄｉｎｇ）、ＤＮＡ
结合（ＤＮＡ ｂｉｎｄｉｎｇ）． 数量众多的基因注释到细胞膜

和 ＤＮＡ 方面． 同 ＧＯ 注释一样，将预测蛋白与 ＫＥＧＧ
数据库进行比对（见图 ４（ｂ）），ＫＥＧＧ 生物通路主要

分布在代谢（ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ）、基因信息加工（ｇｅｎｅｔｉｃ ｉｎ⁃
ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ）和环境信息过程（ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ
ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ）中． 在代谢途径通路中基因显

著富集的有糖代谢（ｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ）、ｇｌｏｂａｌ
ａｎｄ ｏｖｅｒｖｉｅｗ ｍａｐｓ、氨基酸代谢（ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｍｅｔａｂｏ⁃
ｌｉｓｍ）、辅助因子和维生素的代谢（ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｏｆ ｃｏ⁃
ｆａｃｔｏｒｓ ａｎｄ ｖｉｔａｍｉｎｓ）、能量代谢（ｅｎｅｒｇｙ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ）．
而在环境信息过程中基因富集的有膜转运（ｍｅｍ⁃
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ｂｒａｎｅ ｔｒａｎｓｐｏｒｔ） ． 在基因信息加工途径中基因富集 的有翻译（ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ）．

（ａ）蛋白质 ＧＯ 聚类分析　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 （ｂ）ＫＥＧＧ 生物通路分析

注：为简化图示，图（ａ）中立柱从左至右分别以 １ ～ ４２ 表示，其含义如下：１ 为氧化还原过程；２ 为转录调控，ＤＮＡ 模板；３ 为转

运；４ 为蛋白质水解；５ 为磷脂酶信号转导系统；６ 为代谢过程；７ 为磷酸化；８ 为翻译；９ 为跨膜转运；１０ 为碳水化合物代谢过

程；１１ 为核酸磷酸二酯键水解；１２ 为甲基化；１３ 为细胞分裂；１４ 为蛋白质磷酸化的信号转导；１５ 为细胞质膜组成成分；１６ 为细

胞质；１７ 为细胞质膜；１８ 为胞内；１９ 为核糖体；２０ 为细胞膜组成成分；２１ 为细胞；２２ 为膜；２３ 为病毒衣壳；２４ 为 ＡＢＣ 结合盒转

运体复合物；２５ 为胞外区域；２６ 为细菌型鞭毛基体；２７ 为染色体；２８ 为核糖体大亚基；２９ 为 ＡＴＰ 结合；３０ 为 ＤＮＡ 结合；３１ 为

金属离子结合；３２ 为水解酶活性；３３ 为转录因子活性，序列特异性 ＤＮＡ 结合；３４ 为镁离子结合；３５ 为转运活性；３６ 为 ＡＴＰ 酶

活性；３７ 为锌离子结合；３８ 为氧化还原酶；３９ 为转移酶活性；４０ 为核糖体结构成分；４１ 为 ＲＮＡ 结合；４２ 为黄素腺嘌呤二核苷

酸结合．
图 ４　 Ｇｅｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｐ． ＹＨＬ 蛋白质 ＧＯ 聚类分析和 ＫＥＧＧ 生物通路分析

２． ４　 次级代谢产物分析

次级代谢产物是指微生物培养到生长后期通过

代谢产生的物质，它往往具有一定的应用价值，对人

类的生产、生活具有一定意义． 因此通过 ａｎｔｉＳＭＡＳＨ

软件对 ＹＨＬ 菌株进行预测，获得该菌株在基因组中

基因簇分布情况，共预测到 ５ 个次级代谢产物合成

相关的基因簇（见表 ２），包括聚酮（ＰＫＳ）、萜类（ｔｅｒ⁃
ｐｅｎｅ）、铁载体类（ｓｉｄｅｒｏｐｈｏｒｅ）、细菌素类（ｂａｃｔｅｒｉｏｃｉｎ）．

表 ２　 ＹＨＬ 次级代谢产物合成基因簇预测

序号 重叠群 位置 基因数量 基因簇类型

１ ｃｏｎｔｉｇｓ２ １⁃２１３５３ ３６ Ｔ３ＰＫＳ
２ ｃｏｎｔｉｇｓ３ １４４６３１⁃１５４８６１ ９ ｂａｃｔｅｒｉｏｃｉｎ
３ ｃｏｎｔｉｇｓ９ ８１７⁃１４７５０ １２ ｓｉｄｅｒｏｐｈｏｒｅ
４ ｃｏｎｔｉｇｓ１８ １４４２５⁃２５２７８ １３ ｂａｃｔｅｒｉｏｃｉｎ
５ ｃｏｎｔｉｇｓ３５ １⁃１６３１１ １８ ｔｅｒｐｅｎｅ

２． ５　 热相关候选基因

在菌株 ＹＨＬ 基因组中发现了与温度应激相关

的基因，包括热休克蛋白、冷休克蛋白和相关分子伴

侣的基因，结果如表 ３ 所示． 从表 ３ 可以发现：其中

热休克蛋白 Ｈｓｐ２０ 有较多基因数量． 该蛋白属于一

种小的热休克蛋白，也有研究发现 Ｈｓｐ２０ 蛋白可能

参与了低温和高温保护蛋白质的伴随过程，Ｈｓｐ２０

是一个重要的氧化应激和温度应激反应基因［２０］，这
或许帮助菌株 ＹＨＬ 细胞在高温中维持蛋白的稳定．
Ｈｓｐ１００ 家族对于蛋白质聚集物有清除功能． 最新研

究发现在 Ｈｓｐ１００ 家族中的成员之一的依赖 ＡＴＰ 酶

活性的分子伴侣 ＣｌｐＢ 可通过拉动作用将蛋白链从

蛋白聚集物中单个拉出． 而当分子伴侣 ＣｌｂＢ 被去除

以后，之前被拉出的蛋白链又可以重新进行折叠，同
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时恢复原有的功能［２１］ ． 这对于由在高温影响下菌株

ＹＨＬ 的蛋白质的错误折叠所产生的异常蛋白质的

清除起到重要作用． 在高温刺激后的蛋白质聚集物

的再活化对于修复菌体自身机能有着重要的意义，
这可以节省再翻译的时间以及避免消耗众多的能

量． 蛋白质聚集物的再活化需要 １ ～ ２ 个协同作用的

伴侣系统． 在原核生物中，由伴侣蛋白 ＤｎａＫ、共伴侣

ＤｎａＪ、ＧｒｐＥ 和 Ｈｓｐ１００ 伴侣蛋白 ＣｌｐＢ 组成． 伴侣间

的协同工作是细菌应对环境的重要功能． 这或许是

菌株 ＹＨＬ 应对高温的重要策略之一． 在冷相关蛋白

（如冷休克蛋白 Ｃｓｐ 家族）中的冷休克蛋白 ＣｓｐＢ 富

含 ｐｏｌｙＵ 的５′ＵＴＲ以高亲和力结合富含 Ｔ 的单链

ＤＮＡ（ｓｓＤＮＡ），这可防止在温度下降时 ｍＲＮＡ ２ 级

结构的形成，从而稳定 ｍＲＮＡ 结构，有助于翻译的

启动［２２⁃２３］ ． 这些基因对于菌株 ＹＨＬ 应对温度波动以

维持细胞活力有重要作用．

２． ６　 菌株 ＹＨＬ 的生物技术潜力

在工业上，通过微生物优化发酵或重组 ＤＮＡ 技

术来克隆嗜热菌酶基因异源表达是获得工业酶的重

要手段［２４］ ． 在菌株 ＹＨＬ 中预测到多种编码酶基因，
这表明 ＹＨＬ 是个多酶编码菌． ＹＨＬ 能够编码糖苷

水解酶、葡糖苷酶、木聚糖酶、淀粉酶、新型普鲁兰酶

和脂肪酶． 此外，编码多铜多酚氧化酶（漆酶）和抗

癌酶谷氨酰胺酶（见表 ４），这些酶可用于食品、化
学、制药和环境生物技术行业． α⁃淀粉酶和支链淀粉

酶的组合在淀粉加工产业中扮演重要角色，淀粉酶

的热稳定性对伴随高温的糖化过程非常重要 ． 脂

肪酶广泛应用于皮革、乳制品和生物柴油生产工业

中［２５］ ． 来自嗜热细菌 Ｇｅｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｔｈｅｒｍｏｃａｔｅｎｕｌａｔｕｓ
ＫＣＴＣ ３９２１ 的脂解酶基因在大肠杆菌中异源表达出

具有对长链脂肪酸有强脂解活性的热稳定脂肪

酶［２６］ ． Ｌ⁃谷氨酰胺酶可以对抗肿瘤细胞，它可将 Ｌ⁃
谷氨酰胺水解为 Ｌ⁃谷氨酸和氨，通过阻断从头蛋白

质合成和通过促进癌细胞死亡的氧化应激增加超氧

化物水平来选择性地抑制肿瘤生长，是治疗癌症的

有效药物［２７⁃２８］ ．
表 ３　 菌株 ＹＨＬ 温度应激相关蛋白基因

　 　 　 　 　 温度应激相关蛋白 基因数

３３ ｋＤａ 分子伴侣 １
伴蛋白热休克蛋白 ＨＳＰ⁃７０ 辅助因子 １
分子伴侣（热休克蛋白 ３３） １
冷休克蛋白 １
冷休克蛋白 ＣｓｐＢ ２
热休克蛋白 ３３ １
热休克蛋白 Ｈｓｐ３３ １
热诱导转录抑制因子 ｈｒｃＡ １
热休克蛋白 Ｈｓｐ２０ １３
热休克蛋白 ＨｔｐＸ ２
分子伴侣 ＤｎａＪ ５
分子伴侣 ＤｎａＫ ３
ＰＢＳ 裂解酶类热重复蛋白 １
小分子热休克蛋白 ２
ＡＴＰ 依赖性伴侣 ＣｌｐＢ ５
ＡＴＰ 依赖性 Ｃｌｐ 蛋白酶 ＡＴＰ 结合亚基 ６
ＡＴＰ 依赖性 Ｃｌｐ 蛋白酶 ＡＴＰ 结合亚基 ＣｌｐＸ ５
Ａｔｐ 依赖性 ｃｌｐ 蛋白酶蛋白水解亚基 ４

表 ４　 菌株 ＹＨＬ 编码酶基因

基因功能描述 基因 ＩＤ 比对到的参考基因 基因长度

糖苷水解酶
ｇｅｎｅ１７８２ ｇｉ ５０５１８８１４２ ｒｅｆ ＷＰ＿０１５３７５２４４． １ 　 ８３
ｇｅｎｅ２２４３ ｇｉ ５０２９１０６１５ ｒｅｆ ＷＰ＿０１３１４５５９１． １ 　 ７４

糖苷水解酶 ４３ 家族蛋白 ｇｅｎｅ０８９０ ｇｉ ９８５４８９３２７ ｒｅｆ ＷＰ＿０６０７８７９１９． １ 　 ５３５

β⁃葡糖苷酶

ｇｅｎｅ０８６７ ｇｉ ５１９６６３２３１ ｒｅｆ ＷＰ＿０２０２７９３１９． １ 　 ４７０
ｇｅｎｅ１３５８ ｇｉ １００４９２３７６４ ｇｂ ＫＹＤ３２６４０． １ 　 ５７
ｇｅｎｅ３５３０ ｇｉ ５０２９０９８４１ ｒｅｆ ＷＰ＿０１３１４４８１７． １ 　 ４５５

耐热性的类 β⁃葡糖苷酶蛋白 ｇｅｎｅ０８６７ ｇｉ １９０３６６２４７ ｇｂ ＡＣＥ７７０６８． １ 　 ４７０
蛋白酶 ｇｅｎｅ０３８２ ｇｉ ４９９５５１２４４ ｒｅｆ ＷＰ＿０１１２３２０２７． １ 　 ４２２
α⁃葡糖苷酶 ｇｅｎｅ０８６７ ｇｉ ５０５１８６９０５ ｒｅｆ ＷＰ＿０１５３７４００７． １ 　 ５６２
木聚糖酶 ｇｅｎｅ０９１２ ｇｉ ７３３３２１０７ ｇｂ ＡＡＺ７４７８３． １ 　 ３３１
麦芽糖淀粉酶 ｇｅｎｅ１０９８ ｇｉ ３０６４１６１０６ ｇｂ ＡＤＭ８６９３１． １ 　 ５８８

α⁃淀粉酶
ｇｅｎｅ１１０２ ｇｉ ２９５８５４５５９ ｇｂ ＡＤＧ４５８１７． １ 　 ５１３
ｇｅｎｅ１３９８ ｇｉ ２６４２３２６ ｇｂ ＡＡＢ８６９６１． １ 　 ５３７

Ｉ 型普鲁兰酶 ｇｅｎｅ００８５ ｇｉ ６９６４８７０７８ ｒｅｆ ＷＰ＿０３３０２６０２３． １ 　 ７１８
支链淀粉酶 ｇｅｎｅ１４００ ｇｉ ６９６４８７４４８ ｒｅｆ ＷＰ＿０３３０２６３８４． １ １ ５８３
ＧＤＳＬ 家族脂肪酶 ｇｅｎｅ０７７１ ｇｉ ５３０７０００９１ ｇｂ ＥＱＢ９４５２９． １ 　 ２５３
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表 ４（续）

基因功能描述 基因 ＩＤ 比对到的参考基因 基因长度

脂肪酶

ｇｅｎｅ０６２７ ｇｉ ４９９５５０３５４ ｒｅｆ ＷＰ＿０１１２３１１３７． １ 　 ２４８
ｇｅｎｅ０７７１ ｇｉ ４９９５５０４７８ ｒｅｆ ＷＰ＿０１１２３１２６１． １ 　 ２５３
ｇｅｎｅ０８２７ ｇｉ ９２３０２０７８１ ｒｅｆ ＷＰ＿０５３４１４８６３． １ 　 ２５０
ｇｅｎｅ０８９６ ｇｉ ５０２９１０２２４ ｒｅｆ ＷＰ＿０１３１４５２００． １ 　 ２２３
ｇｅｎｅ３６２３ ｇｉ ５０３９６２０５５ ｒｅｆ ＷＰ＿０１４１９６０４９． １ 　 ３６５

酰基甘油酯酶 ｇｅｎｅ０８２７ ｇｉ ５０５１８７８１４ ｒｅｆ ＷＰ＿０１５３７４９１６． １ 　 ２５０
漆酶 ｇｅｎｅ１９９２ ｇｉ ４９９５４９８４７ ｒｅｆ ＷＰ＿０１１２３０６３０． １ 　 ２７４
谷氨酰胺酶 Ａ ｇｅｎｅ３２７３ ｇｉ ７６５５３６７５６ ｒｅｆ ＷＰ＿０４４７４３７３４． １ 　 ３００
转谷氨酰胺酶 ｇｅｎｅ３４５９ ｇｉ ６１８７５５０２０ ｄｂｊ ＧＡＪ５７６８８． １ 　 ２３８
γ⁃谷氨酰胺转移酶 ｇｅｎｅ３４５９ ｇｉ ４９９５５１６０２ ｒｅｆ ＷＰ＿０１１２３２３８５． １ 　 ２３８

３　 讨论

本文对 １ 株嗜热菌进行全基因组测序，获得 ４７
个 ｃｏｎｔｉｇｓ，基于 １６ｓ ｒＲＮＡ，将其归类为 Ｇｅｏｂａｃｉｌｌｕｓ
属，对于确定到种，还需结合生理生化实验来确定．
ＣＯＧ 聚类分析结果表明其主要代谢途径为氨基酸

转运和代谢（Ｅ）、碳水化合物转运和代谢（Ｇ）２ 个方

面． 这表明其在高温环境中的基础生理活动代谢旺

盛． 在 ＫＥＧＧ 分析中菌株 ＹＨＬ 主要集中在代谢方

面，在代谢条目下的子条目和数量都是最多的，这说

明 ＹＨＬ 具有旺盛的初级代谢过程，其中主要包括与

机体提供能量和能源的糖代谢、为生命提供物质基

础的氨基酸代谢、维持机体健康和促进生长的维生

素的代谢以及辅助因子．菌株ＹＨＬ 与Ｄ． Ｎ． Ｓｉｎｇｈ 等［２］

研究的菌株 ＲＬ 有高相似的 ＣＯＧ 聚类情况；菌株 ＲＬ
是一种嗜热多酶编码细菌，在降解木质纤维素和废

水脱色等方面有广泛作用；在 ＹＨＬ 中也被证实含有

多种碳水化合物酶基因，菌株 ＹＨＬ 具有基因工程的

可操作性和工业应用潜能． 菌株 ＹＨＬ 在 ＣＯＧ 聚类

分析中发现有高达 ９９９ 个蛋白未能进行归类，由此

可推测因其中含有某些独特的基因而塑造了 ＹＨＬ
耐高温的特点，菌株 ＹＨＬ 的功能仍有待挖掘．

铁载体是微生物摄取在环境中的铁元素而形成

的对铁离子高亲和的化合物． 目前关于铁载体生物

合成的方式主要包括 ２ 种：（ｉ）由非核糖体肽合成酶

（ｎｏｎ⁃ｒｉｂｏｓｏｍａｌ ｐｅｐｔｉｄｅ ｓｙｎｔｈｅｔａｓｅｓ，ＮＲＰＳｓ）的模块化

多酶家族指导合成；（ ｉｉ）不依赖于 ＮＲＰＳ（ＮＲＰＳ⁃ｉｎ⁃
ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ，ＮＩＳ）指导合成． 以 ＮＩＳ 合成途径合成的

铁载体涉及一个由 Ｉｕｃ 酶为主导的新合成酶家族，
主要由 ２ 种铁载体合成酶 ＩｕｃＡ 和 ＩｕｃＣ 来催化形成

关键酰胺键，而 ＩｕｃＡ 和 ＩｕｃＣ 这 ２ 个合成酶也成为

ＮＩＳ 生物合成途径的重要标志［２９⁃３２］ ． 目前，有关 ＮＩＳ

的铁载体生物合成途径的研究仍处于起步阶段，需
要进一步研究来了解 ＮＩＳ 合成酶的底物特异性和产

物控制的分子机制． 在 ＹＨＬ 基因组中预测到的铁载

体基因簇中发现了铁载体生物合成蛋白ＩｕｃＡ，这说

明菌株 ＹＨＬ 对在环境中铁元素的摄取是通过 ＮＩＳ
合成途径来完成的． 众多研究表明：由 ＮＩＳ 途径产生

的铁载体是病原菌的毒力因子，可增强菌株致病性．
徐水宝等［３３］研究发现由 ＮＩＳ 途径合成的 Ａｅｒｏｂａｃｔｉｎ
可增强高毒力肺炎克雷伯菌的毒力． 联系到 ＹＨＬ 菌

株是在工业生产中发现的 １ 株菌，可尝试以开发途

径所涉及的通路蛋白抑制剂的方法来抑制该菌株，
以达到在工业上有效清除杂菌的目的．

微生物基因组分析为人们提供由生活在热环境

中的嗜热细菌遗传组成的信息． 菌株 ＹＨＬ 含有许多

编码热应激相关蛋白质基因，这些蛋白质可能对细

菌适应高温具有重要意义． 基因组数据分析对确定

微生物与温度适应相关的基因功能很重要． 研究表

明：细菌通过上调热休克蛋白、增强蛋白质合成和降

低碳分解代谢来抵抗高温［３４］ ． 在 ＹＨＬ 中发现了许

多热休克蛋白基因和蛋白质分子伴侣，并且发现了

和其他菌株的热应激不同基因，在菌株 ＹＨＬ 中存在

ＣｓｐＢ，而在其他的菌株（如 Ｇｅｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｐ． ＴＦＶ３）中
存在 ＣｓｐＤ，它们同为 Ｃｓｐ 蛋白家族的一员，但 ＣｓｐＢ
是冷激诱导的［３５］，而 ＣｓｐＤ 则由其他条件诱导产生

（如出现在大肠杆菌营养缺乏时期） ［３６］ ． 这说明不

同的菌株对抗外界环境的作用模式不完全相似．
菌株 ＹＨＬ 编码白色生物技术需要水解酶糖苷

水解酶、葡糖苷酶、木聚糖酶、淀粉酶、新普鲁兰酶、
支链淀粉酶和脂肪酶的混合物． 此外，编码绿色生物

催化剂多铜多酚氧化酶（漆酶）和抗癌酶谷氨酰胺

酶的基因的存在分别反映了菌株 ＹＨＬ 对于灰色和

红色生物技术的潜力． 克隆重组第 １ 步要获得编码

酶基因，而基因来源宿主的特性是选择的重要指标．

３５１第 ２ 期 陆紫云，等：地芽孢杆菌（Ｇｅｏｂａｃｉｌｌｕｓ）ＹＨＬ 的全基因组测序及序列分析



通过对嗜热菌来源的遗传操作来获得具有热稳定性

的酶，这是常用的手段． 随着嗜热菌等极端微生物的

特性越来越被重视，越来越需要研究和遗传改造这

些物种，并在各种生物技术和工业应用中利用它们

的特性．
对菌株 ＹＨＬ 进行全基因组测序而获得其相关

信息是有必要的，完整的基因组研究可能带来新的

见解（如此类细菌代谢的差异以及各种蛋白质和酶

在分子水平上的功能和热稳定性），并将提供许多

与嗜热细菌细胞各方面相关的信息，同时也可丰富

Ｇｅｏｂａｃｉｌｌｕｓ 属的物种遗传信息，为后续遗传操作提

供基础．
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