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枯草芽孢杆菌二联活菌的生物学特性及其基因组分析 *
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摘要 目的：枯草芽孢杆菌二联活菌是我国临床上应用比较广泛的微生态制剂。为了评估该种微生态制剂对肠道健康的影响，对

其含有的两种细菌枯草芽孢杆菌 R-179和屎肠球菌 R-026的生物学特性和耐药性展开研究。方法：通过细菌生长曲线的测定，分

析了两种细菌在好氧和厌氧条件下生长状况和氧化还原电位，并对两种菌的抗生素耐药特性进行了检测；同时采用三代测序技

术对两株细菌进行了基因组测序和生物信息学分析。结果：枯草芽孢杆菌 R-179在好氧条件下生长，厌氧情况下并不生长，其在

肠道环境中可以有效的消耗氧气；两种菌混合培养可以有效降低氧化还原电位，耐药性分析表明该两种菌对青霉素、万古霉素敏

感，基因组分析表明该两种菌并不含有耐药转移元件，而且枯草芽孢杆菌还分泌多种抗菌活性物质。结论：利用现代研究手段，结

合最新测序技术，挖掘和探讨了枯草芽孢杆菌二联活菌在肠道中的作用机制，为枯草杆菌二联活菌用于临床消化道疾病治疗的

机理研究和安全应用评价提供了重要的临床参考。
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Characterization and Genome Analysis of
and *

Live Combined and probiotics is widely used in clinical treatment in

China. In order to evaluate the effects of the probiotics on intestinal health, the biological characteristics and drug resistance of

R-179 and R-026 were investigated. In this study, the growth curve and redox potential of the two strains were mea-

sured under aerobic and anaerobic condition. Moreover, the drug resistance of the strains was investigated by automatic microbial identi-

fication instrument; Furthermore, the genomes were sequencing by Pacbio sequel and bioinformation analyses was done. The

results showed that B. subtilis could grow under aerobic conditions, but does not grow under anaerobic conditions. It can effectively con-

sume oxygen in the intestinal environment; the mixed co-culture of the two strains effectively reduced the oxidation-reduction potential,

and the drug resistance analysis indicated the two strains were sensitive to penicillin and vancomycin. Genomic analysis suggested that

the two strains did not contain resistance transfer elements, and B. subtilis also secretes a variety of antibacterial active substances.

Using modern research methods and the latest sequencing technology, the mechanism of live Combined and

Granules in gut was explored and discussed, which is of important clinical reference for the mechanism research and safety application

evaluation of live combined bacteria in the treatment for digestive tract diseases.
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前言

益生菌是一种能改善肠道菌群的活微生物，已成功地用于

治疗各种疾病。枯草芽孢二联活菌是我国临床应用比较广泛的

二联活菌微生态药品，主要含有枯草芽孢杆菌 R-179和屎肠球

菌 R-026，主要用于消化不良、食欲不振、营养不良、肠道菌群

紊乱引起的腹泻、便秘、腹胀、肠道内异常发酵、肠炎，使用抗生

素引起的肠黏膜损伤等症。然而，含有屎肠球菌和枯草芽孢杆

菌的市售复合益生菌产品对人体肠道调节机制目前仍然是未

知的。因此，进一步评价这些益生菌的安全性和有效作用机制

就显得尤为重要。

本文通过对单个益生菌和混菌的生长状况和理化指标的
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研究，结合基因组测序技术对两种益生菌进行全基因组测序，

以期能够阐明两种益生菌对人体肠道健康的机制，为该制剂在

临床用药的安全性上提供理论基础，同时，为一些新的活性代

谢产物的挖掘和研究提供技术支撑。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 菌株 枯草芽孢杆菌 R-179，屎肠球菌 R-026，由北京韩

美药品有限公司提供。

1.1.2 培养基 LB培养基，BHI培养就和 RCM培养基购自于

杭州微生物试剂有限公司。

1.1.3 主要试剂与仪器 药敏检测试剂盒，上海星佰生物技术

有限公司；生长曲线采用天津杰灵Microscreen16生长曲线测

定仪测定；氧化还原电位采用丹麦 Unisense公司的微电极；耐

药性评估由法国生物梅里埃公司的 VITEK 2 Compact全自动

细菌鉴定药敏分析仪测定。

1.2 方法

1.2.1 细菌的培养和生长 将枯草芽孢杆菌 R-179和屎肠球

菌 R-026分别接种到 LB和 BHI培养基中培养，次日将过夜培

养菌液进行划线培养，部分再继续接种到 RCM厌氧培养基培

养进行后续检测。

1.2.2 耐药性检测 细菌耐药性使用梅里埃 VITEK 2 Com-

pact全自动微生物鉴定药敏仪，严格按照仪器操作规程执行。

将平板上的单菌落用棉棒刮下，用 0.45%生理盐水溶液中稀释

到菌悬液浓度为 0.50-0.63 McF麦氏单位，上机进行检测。其

中，肠杆菌采用 GP67药敏测试卡。结果由 VITEK 2 Compact

分析系统自动读取数据，标准菌株为金黄色葡萄球菌

ATCC25923（American type culture collection, Manassas, VA）作

质控监测。采用药敏试剂盒测定抗菌药物对枯草芽孢杆菌的最

小抑菌浓度（Minimal inhibition concentation，MIC），将稀释好

的枯草芽孢杆菌分别加入到 96孔板，过夜培养后进行 OD值

的检测。

1.2.3 氧化电位的测定 过夜培养好的菌液按着 1%的接种量

分别接种到新鲜的 RCM培养基中进行培养，3个小时后检测

溶液中的氧化还原电位。

1.2.4 基因组的测序及组成分析 将两株菌株以 2%（v/v）的

接种量接种至 100 mL LB和 BHI液体培养基中于 37℃恒温摇

床培养 4 h。之后将菌液以 6000× g离心 10 min得到菌泥，送

至上海欧易生物有限公司进行基因组测序。建库测序及数据分

析部分由上海欧易生物医学科技有限公司完成。采用 PacBio

Sequel 测序平台进行测序。测序获得的三代测序数据(Sub-

reads)首先使用 Falcon进行原始数据的自我矫正及基因组初步

组装，基于 Overlap-Layout-Consensus算法初步组装得到一致

性序列(Consensus)，之后采用 GenomicConsensus 软件基于其

中的 arrow算法以原始数据(Subreads)为辅助再次对一致性序

列进行矫正，再使用 Sprai（Single pass read accuracy improver）

矫正过的原始序列(Corrected Subreads)作为辅助数据将组装出

来的一致性序列 (Corrected Consensus) 进行 Circulator环化处

理，最终得到环化的细菌基因组(Genome)。

1.2.5 antiSMASH寻找次级代谢基因簇 在 antiSMASH 5.0软

件中输入菌株基因组核苷酸序列，选择物种（革兰氏阳性菌或

革兰氏阴性菌）后，系统将对其进行查找。结果以图表形式呈现。

1.2.6 数据分析 实验中 OD600、氧化还原电位值的测定均为

三次平行，结果以平均值± 标准差表示，采用 GraphPad Prism

作图，每组数据采用单因素方差分析（One way ANOVA）。检验

水准琢=0.05。

2 结果

2.1 两株细菌在不同条件的生长状况

为了研究两株菌在肠道极端厌氧条件下的生长情况，分别

在有氧和无氧条件下对屎肠球菌 R-026 和枯草芽孢杆菌

R-179进行生长性能的研究。各菌株以相同的接种量、相同的

培养条件进行生长，呈现出不同的生长情况（图 1）。从生长曲

线可以看出，同一种菌株在不同的条件的生长情况不同，尤其

枯草芽孢杆菌在厌氧下几乎不生长。

A．屎肠球菌 R-026；B．枯草芽孢杆菌 R-179

A. R-026; B. R-179

图 1 菌株在好氧和无氧条件培养下的生长曲线

Fig.1 The growth curve of the two strains under aerobic and anaerobic condition

2.2 细菌氧化还原电位

为了考察两株菌单独培养和联合培养过程中的氧化还原

电位的差异，接种后培养 3个小时后，对溶液进行了氧化还原

电位的检测，结果如图 2。由图可以看出，与对照相比，两株菌
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Note: -: Not detected.

在生长过程中，氧化还原电位降低（枯草芽孢 vs对照，P=0.
0003；屎肠球菌 vs对照，P=0.0002），枯草芽孢与屎肠球菌两者
并没有显著差异（P=0.5820）。两种细菌混合培养比单独培养氧
还电位更低（P=0.0007），具有显著性差异。

2.3 两株菌的耐药性

屎肠球菌 R-026和枯草芽孢杆菌 R-179的耐药情况如表

1所示。选用了青霉素（PEN）、氨苄青霉素（AMP）、环丙沙星

（CIP）、左氧氟沙星（LEV）、莫西沙星（MOX）、红霉素（ERY）、

克林霉素（CLI）、喹奴普汀（QUI）、利奈唑琳（LIN）、万古霉素

（VAN）、四环素（TET）、替米考星（TIL）、头孢噻呋（CEF）、氧氟

沙星（OFL）、多西环素（DOX）抗生素进行测试。由表 1可知，屎

肠球菌 R-206和枯草芽孢杆菌 R-179对青霉素、万古霉素敏

感。除了屎肠球菌 R-026对红霉素、克林霉素表现有一定的耐

药性以外，对其他抗生素都比较敏感。枯草芽孢杆菌 R-179对

抗生素也比较敏感，都低于 1 滋g/mL以下。
2.4 基因组组装及分析

对枯草芽孢杆菌 R-179和屎肠球菌 R-026两株菌进行了

全基因组测序，最终得到环化的细菌基因组（图 3）。使用软件

prodigal (v2.6.3)来进行编码基因预测，获得了两株细菌的基因

组组成。如表 2所示，枯草芽孢杆菌 R-179和屎肠球菌 R-026

各含有一个质粒。枯草芽孢杆菌 R-179 基因组大小为

4,080,637bp，基因个数为 4007个，GC含量为 44.53%；其携带

的质粒大小为 60,686bp，有 83 个基因组成，GC 含量为

38.74%。屎肠球菌 R-026基因组大小为 2,764,493bp，基因个数

为 2627个，GC含量为 39.16%；其携带的质粒大小 78,860bp，

有 90个基因组成，GC含量为 36.14%。

图 2 菌株在无氧条件培养下氧化还原电位

Fig. 2 The redox potential of the strains under anaerobic condition

MIC（滋g/mL）

PEN AMP CIP LEV MOX ERY CLI QUI LIN VAN TET TIL CEF OFL DOX

R-026 1 ≤ 2 1 2 1 ≥ 8 ≥ 8 1 2 ≤ 0.5 ≤ 1 - - - -

and

R-179
≤ 0.12 - - - - ≤ 0.12 0.5 - - ≤ 0.25 - 1 ≤ 0.12 ≤ 0.12 ≤ 0.25

表 1 屎肠球菌 R-026和枯草芽孢杆菌 R-179的MIC值

Table 1 The MIC of R-026 and R-179

表 2 屎肠球菌 R-026和枯草芽孢杆菌 R-179的基因组组成

Table 2 The genomics profiles of R-026 and R-179

Genomic type Genomic size (bp) Number Average length GC content

B. subtilis R-179 chromosome 4080637 4007 895.78 44.53%

B. subtilis R-179 plasmid 60686 83 557.96 38.74%

E. faecium R-026 chromosome 2764493 2627 910.66 39.16%

E. faecium R-026 plasmid 78860 90 709.37 36.14%

2.5 次级代谢产物的预测

为了研究两种益生菌次级代谢产物和深入挖掘功能活性

物质，将测序的基因组提交到 antiSMASH平台，进行代谢产物

编码基因的同源性比对。从表 3 可以看出，枯草芽孢杆菌

R-179分泌很多次级代谢产物，包括丰原素（fengycin）、表面活

性素（surfactin）等脂肽类物质，他们都由非核糖体多肽类化合

物（nonribosomal peptide，NRP）和聚酮类化合物（polyketide，

PK）基因编码合成的。除此之外，其他肽类如环肽、硫肽也具有

抗菌作用。在屎肠球菌 R-206基因组中比对分析中，只发现一

种活性物质肠球菌素。

3 讨论

3.1 实验结果分析

益生菌的科学共识指南中指出，益生菌要有安全性评价和

功能性研究[1]。本文评估了二联活菌中两株益生菌枯草芽孢杆

菌 R-179和屎肠球菌 R-026在不同氧气条件下的生长状况及

对氧化还原电位的影响，结果显示两种菌株在有氧条件下均能

快速生长，且两菌株联合培养能显著降低氧化还原电位。在肠

道菌群紊乱时，肠道内环境改变，这时能够降低肠道微生态失

衡造成的氧分压升高，促进肠道丁酸含量增加，恢复肠上皮细
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A.枯草芽孢杆菌 R-179基因组图；B.枯草芽孢杆菌 R-179质粒图；C.屎肠球菌 R-026基因组图；D.屎肠球 R-206菌质粒图注：从内到外依次为

GC skew、GC含量、非编码 RNA（rRNA红色，tRNA蓝色，sRNA绿色）、滞后链 COG注释、前导链 COG注释

A. Chromosome map of B. subtilis R-179; B. Plasmid map of B. subtilis R-179; C. Chromosome map of E. feacium R-026; D. Plasmid map of E. feacium

R-026

图 3 两种细菌的基因组完成图

Fig. 3 The genomics maps of R-026 and R-179

Note: The circle shows predicted coding regions color-coded by role categories. From inside to outside, the sequence was GC skew, GC content, non

coding RNA (red, rRNA; blue,tRNA;green, sRNA), COG annotation of lagging strand, COG annotation of leading strand.

胞正常能量供应，改善肠道内环境的益生菌，可以称作先锋益

生菌。研究提示，在肠道菌群紊乱，肠腔内氧分压升高时，枯草

杆菌二联活菌能够作为先锋益生菌可通过消耗氧气制造厌氧

环境，促进双歧杆菌、乳酸杆菌等肠道厌氧菌的生长。我们对枯

草芽孢杆菌 R-179和屎肠球菌 R-026的耐药性测试结果显示，

两株菌对常见抗生素敏感，尤其是万古霉素，两株菌 MIC值

均≤ 0.5 滋g/mL，对万古霉素敏感。此外，基于全基因组测序生
物信息分析，我们发现了两种益生菌均能分泌一些活性物质，

其中枯草芽孢杆菌中代谢产生很多抗菌肽，这些活性分子有助

于枯草芽孢杆菌的机理研究与功能产品开发。

3.2 研究意义

益生菌在调节肠道菌群的健康获益不断被认可，但机制研

究仍在不断探索当中[2]。有报道提出，婴儿肠道菌群的建立类似

于生态演替的过程，菌群组成不断重构，最终形成复杂而完善

的肠道微生态[3]。当肠道菌群紊乱时，肠道菌群多样性降低，极

端厌氧的优势菌群减少，兼性厌氧菌增加，肠道微生态恢复的

过程与健康婴儿肠道微生态建立过程类似，就如同 "次生演替 "，

这种次生演替的过程为：肠道稳态被破坏后，pioneer species（先

锋菌种）的加入，消耗肠腔内多余的氧气，促进肠道丁酸增加，

结肠细胞利用丁酸供能的同时消耗肠腔外的氧，恢复无氧肠腔

内环境，进而促进专性厌氧菌的定植，逐渐恢复肠道稳态。其中

先锋菌种在肠道微生态建立及恢复过程中发挥关键作用[4]。因

此，肠腔内氧的含量与肠道微生态能否保持平衡密切相关[5, 6]。

另外，益生菌的安全性在临床应用中备受关注，尤其是屎

肠球菌。2002年 FAO/WHO报告特别指出：肠球菌作为一个院

内感染的重要病原菌，对万古霉素耐药性增加，但一些肠球菌

表现出益生菌特性，生产者有义务证明这些益生菌菌株不存在

转移性耐药性或其他潜在毒性[7]。早在 2008年，加拿大 Rosell

研究所就对枯草芽孢杆菌 R-179和屎肠球菌 R-026的安全性

进行评估，结果显示枯草芽孢杆菌 R-179不存在腹泻和催吐毒

素，屎肠球菌 R-026未观察到毒力因子，且两个菌株对受试抗

生素均敏感，大鼠高剂量口服 28天未观察到毒性或不耐受现象，

因此作者认为枯草杆菌二联活菌作为益生菌使用是安全的[8]。

抗生素药物加剧了细菌耐药菌株的产生[9]。而耐药菌株的

发展则会增加疾病治疗的难度和成本，因此细菌的耐药性研究

则显得尤为重要。通过对耐药基因的鉴定挖掘能够一定程度上

帮助我们揭开耐药机制，为疾病的治疗、药物研发提供参考。随

着基因组测序技术的发展，通过全基因组测序分析益生菌潜在

作用及安全性成为可能[10]。利用抗生素抗性基因（CARD）数据

库[11]，分析枯草杆菌二联活菌全基因组序列，结果发现屎肠球

菌R-026不含万古霉素耐药基因，且不含有耐药转移元件。自

上市原来，枯草杆菌二联活菌在多项临床研究中均显示出良好

Strain Coding region Metabolite Type Similarity

B. subtilis R-179 529939-612173 fengycin NRP 100%

670168-784932 bacillaene Polyketide+NRP 100%

2108021-2171456 surfactin NRP 82%

2301312-2323221 sporulation killing factor Head-to-tailcyclized peptide 100%

2853860-2895278 bacilysin Other 100%

2898576-2920187 subtilosin A Thiopeptide 100%

3436856-3486597 bacillibactin NRP 100%

E. faecium R-026 2330708-2350840 enterocin A Bacteriocin 100%

表 3 通过 antiSMASH挖掘到的次级代谢产物及其相似性分析

Table 3 The analysis of secondary metabolite and similarity by antiSMASH
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的安全性[12-15]。2018年 Nature发表的一项研究显示，枯草芽孢

杆菌能够分泌丰原素（fengycin）直接抑制金黄色葡萄球菌在肠

道的定植[16]。对妈咪爱中枯草芽孢杆菌 R-179的全基因组测序

代谢产物预测结果也显示，枯草芽孢杆菌 R-179可以分泌包括

丰原素（fengycin）在内的多种抗菌、抑菌物质，这与既往枯草芽

孢杆菌代谢产物的研究结果一致[17]，同时屎肠球菌 R-026也可

以分泌肠球菌素，因此枯草杆菌二联活菌具有很好的抗菌、抑

菌效果。临床研究结果显示：H7N9高致病性禽流感患者，补充

枯草杆菌二联活菌可以减少继发细菌感染[18]。另外，枯草杆菌

二联活菌用于重症患者，能够减少呼吸机相关性肺炎的发生，

这可能与加入益生菌后减少潜在致病微生物胃部定植相关[19]。

除了对细菌致病菌的抑制作用外，也有研究显示，枯草芽孢杆

菌 R-179对白色念珠菌也有很好的抑制作用[20]。

3.3 研究的创新性

近年来肠道微生态与人体健康的关系成为国际研究的热

点[21,22]。在中国，许多微生态制剂在临床使用上都取得了较好的

干预效果，但其机理研究较少，特别是对二联活菌或者多联活

菌制剂内在干预机制尚无研究。本研究评估了屎肠球菌和枯草

芽孢的联合用药机制和安全性评价，证明枯草杆菌二联活菌可

以有效降低氧化还原电位；而枯草杆菌二联活菌全基因组测序

的完成，为新一代微生态制剂的研制和代谢活性物质的挖掘提

供了一种策略。

3.4 研究的不足与展望

体外研究表明，二联活菌制剂具有潜在的有益功能。然而，

体外实验与实际人体消化系统存在较大差异，所以还需要结合

动物模型和人体试验来开展功效的探索和评价。此外，枯草芽

孢二联活菌虽然可以降低氧化还原电位，但该因子与代谢产物

两者之间在发挥益生功效中孰轻孰重以及两者之间的关联性

也不得而知，需要后续进一步研究。在此基础上开展二联活菌

及基因突变工程菌对肠道菌群和代谢产物的影响，才能更客观

更科学地阐明该种微生态制剂在预防或者治疗消化性疾病的

作用机制。
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