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摘要:【目的】枯草芽孢杆菌 ATCC 13952 是一株肌苷工业生产菌株。为深入研究 ATCC 13952 菌株积累肌
苷的分子机制以及为进一步分子育种研究提供序列背景信息，有必要解析 ATCC 13952 菌株的基因组序列
信息。【方法】本研究采用高通量测序和 Sanger 测序相结合对 ATCC 13952 菌株进行全基因组测序，然后使
用相关软件对测序数据进行基因组组装、基因预测与功能注释、GO /COG 聚类分析、共线性分析等。【结果】
枯草芽孢杆菌 ATCC 13952 整个基因组大小为 3876276 bp，GC 含量为 45. 8%，序列已提交至 GenBank 数据
库，登录号为 CP009748。比较基因组及嘌呤代谢相关基因分析结果显示:枯草芽孢杆菌 ATCC 13952 与其他
几株芽孢杆菌具有较好的基因组共线性关系，嘌呤代谢相关基因编码的蛋白与标准菌株比较发生了一些缺
失和突变。【结论】本研究首次报道了一株肌苷生产菌枯草芽孢杆菌 ATCC 13952 的全基因组序列，分析了
基因组基本特征，初步探讨了该菌株积累肌苷的分子机制，为后续的进一步分子育种提供了理论基础。
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肌苷 ( Inosine)学名为 9-β-D-呋喃核糖基次黄
嘌呤，分子结构由次黄嘌呤和核糖两部分组成。肌
苷的用途十分广泛:在食品工业中，肌苷主要用于生
产食品增鲜剂肌苷酸二钠［1］;在医药工业中，肌苷
适用于各种原因引起的白细胞减少症、血小板减少
症、各种心脏疾患、急性及慢性肝炎、肝硬化等各种
疾病［2］。

目前，肌苷主要是通过微生物发酵法生产，该法
具有产率高、产量大、周期短、易控制等优点［3］。肌
苷生产菌主要是革兰氏阳性细菌，包括解淀粉芽孢

杆菌 ( Bacillus amyloliquefaciens )、枯草 芽孢 杆菌
(Bacillus subtilis) 和短小芽孢杆菌( Bacillus brevis)
等［4］，这 些 菌 株 的 共 同 特 点 是 磷 酸 戊 糖 途 径
(Pentose phosphate pathway，PPP)比较活跃，有利于
葡萄糖合成嘌呤合成途径的直接前体物磷酸核糖焦
磷酸(PＲPP)。

枯草芽孢杆菌 ATCC 13952 是一株用于生产肌
苷的专利菌株［5］，最初肌苷产量并不是很高，随后
经多轮常规育种和分子育种，肌苷的生产水平逐步
提高［6 － 11］。然而，要想进一步提高菌株积累肌苷的
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产量，必须对菌株的遗传背景有更加深入的了解。
杨慧林［12］和陈宁［13］等分别发表鸟苷生产菌解淀粉
芽孢杆菌 XH7 和 TA208 株全基因组测序简报，但是
肌苷生产菌全基因组测序仍未见报道。本研究首次
报道了肌苷生产菌枯草芽孢杆菌 ATCC 13952 的全
基因组序列，分析了基因组基本特征，初步探讨了该
菌株积累肌苷的分子机制，为后续的进一步分子育
种提供了理论基础。

1 材料和方法

1. 1 菌株培养与基因组 DNA 的提取
枯草芽孢杆菌 ATCC 13952 ( Bacillus subtilis

ATCC 13952)购自中国工业微生物菌种保藏管理中
心 ( China Center of Industrial Culture Collection，
CICC)。菌种冻干粉复苏后，于 LB 培养基中 28 ℃
培养 24 h，采用 OMEGA 基因组 DNA 提取试剂盒提
取基因组 DNA，操作步骤按照试剂盒说明书进行。
1. 2 基因组测序、组装与注释

基因组 DNA 提取后采用 Illumina Hiseq 2000 测
序平台完成全基因组测序，采用拼接软件 velvet
1. 2. 10 完成序列拼接。采用序列对比软件 Mummer
将 contig 序列( ＞ 1 kb)比对到解淀粉芽孢杆菌 LL3
株［14］的基因组序列上，确定 contig 序列间的相互位
置关系，设计引物进行 PCＲ，对 PCＲ 产物进行测序
完成补洞。采用 Glimmer 3. 02［15］软件进行开放阅
读框(OＲF)预测，将所有预测蛋白序列与 NＲ(非冗
余蛋白数据库)、Swiss-Prot 数据库［16］、COG(Clusters
of orthologous groups，直系同源基因簇数据库 )、
KEGG(Kyoto encyclopedia of genes and genomes，京
都基因组和基因组百科全书数据库)［17］、Interpro 数
据库［18］ 和 Gene ontology ( GO ) 数 据 库［19］ 进 行
BLASTp(E-value ＜ 1e － 10)比对，完成蛋白序列功能
注释。采用 ＲNAmmer［20］和 tＲNAscan-SE［21］软件分
别进行 rＲNA 和 tＲNA 的预测。
1. 3 比较基因组学分析

将枯草芽孢杆菌 ATCC 13952 株的基因组序列
与其他已经测序完成的芽孢杆菌基因组序列进行比
较分析，包括鸟苷工业生产菌株解淀粉芽孢杆菌
XH7 株 ( GenBank: CP002927 ) 和 TA208 株
(GenBank: CP002627 )、不积累核苷的标准菌株
DSM 7(GenBank: FN597644)、枯草芽孢杆菌 168 株

(GenBank: AL009126)，4 株菌的基因组序列及注释
信息下载自 GenBank 数据库。统计 5 株菌基因组的
基本特征，采用 BLASTp 对 5 株菌进行共有基因和
特异基因的分析，采用 Mauve［22］软件进行基因组共
线性分析，程序采用默认参数运行。
1. 4 嘌呤代谢相关基因分析

根据预测蛋白序列与 KEEG 数据库比对后的结
果及 KEGG PATHWAY 数据库，重建菌株的嘌呤代
谢通路(Purine metabolism，PATH:ko00230)图，并对
定位属于嘌呤代谢通路的 65 个基因及 COG 功能分
类中归入核苷酸转运与代谢( F，Nucleotide transport
and metabolism)类别的其他嘌呤代谢相关基因进行
分析，研究菌株积累肌苷的分子机制。

2 结果和分析

2. 1 基因组组装与注释
使用 Velvet 1. 2. 10 软件完成序列拼接(原始序

列 7655714 个 paired-end reads，读长 90 bp，插入片
段大小 500 bp，测序深度 170 × )，拼接获得 48 个
contigs (其中 25 个大于 1000 bp )，N50 大小为
412061 bp。补洞完成后，获得完整的枯草芽孢杆菌
ATCC 13952 基因组序列，序列全长 3876276 bp，其
GC 含量为 45. 8%，编码 4005 个基因，正链上 1932
个，负链上 2073 个，编码序列占整个基因组序列的
89. 3%，平均长度为 864 bp，其中包含 7 个 16S-23S-
5S 核糖体 rＲNA 操纵子和 72 个 tＲNA。基因组圈图
见图 1。

枯草芽孢杆菌 ATCC 13952 基因组包含 3852 个
CDS，将其编码对应蛋白序列与 COG 数据库比对完
成同源基因注释分类，得到包括信息储存及处理、细
胞生物学过程及信号传导、基本代谢、未知功能的编
码基因(图 2)。如图 2 所示，共有 2609 个蛋白获得
COG 功能注释，其中参与能量产生及传递 ( C，
Energy production and conversion)、氨基酸代谢及转
运(E，Amino acid transport and metabolism)、糖类转
运 及 代 谢 ( G， Carbohydrate transport and
metabolism)、翻 译，核 糖 体 结 构 及 合 成 ( J，
Translation，ribosomal structure and biogenesis)、转录
(K，Transcription)、细胞壁 /细胞膜 /包膜合成 (M，
Cell wall /membrane / envelope biogenesis)的蛋白占据
较大比例，分别为 7%、13%、6%、6%、10%和 6%。
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图 1． 枯草芽孢杆菌 ATCC 13952 基因组圈图
Figure 1． Circle map of the genome of B． subtilis ATCC 13952． Key for circular diagrams ( outside to inside) : 1: scale ( in Mb) ; 2: gene in the

positive strand; 3: gene in the negative strand，CDSs are colored according to predicted functions; 4: G + C content; 5: GC skew ［(G － C) /(G

+ C)］( green indicates values ＞ 0，and purple indicates values ＜ 0) ．

图 2． B． subtilis ATCC 13952 的 COG 功能分类
Figure 2． Gene distribution based on COG classification of B． subtilis

ATCC 13952．

将 CDS 编码蛋白序列与 Interpro 数据库和
Gene ontology(GO)数据库比对，获得 GO 注释信息，

使用 WEGO( http: / /wego． genomics． org． cn / cgi-bin /
wego / index． pl)在线工具进行 GO 功能聚类分析(图

3)。如图 3 所示，GO 功能分类主要对细胞组分
( Cellular component )、分 子 功 能 ( Molecular
function)、生物学过程(Biological process)进行分类，
其中归类为细胞(Cell)、细胞部位(Cell part)、结合
(Binding)、催化 ( Catalytic)、细胞内过程 ( Cellular
process)、代谢过程 (Metabolic process)的基因数量
占据优势，表明菌株活性多集中于分化、酶催化及代
谢等。
2. 2 比较基因组学分析
2. 2. 1 5 株芽孢杆菌基因组的基本特征: 5 株芽
孢杆菌基因组的基本特征如表 1 所示，菌株在基
因组大小、GC 含量、基因编码密度等方面非常相
似，表明 B． subtilis ATCC 13952 具有芽孢杆菌的
典型特征。菌株在 CDS 数目、CDS 平均长度和
ＲNA 基因数目方面存在一些差异，表明菌株处在
不同进化阶段，进化过程中丢失或新获得了一些
不同的基因。采用 BLASTp 将 B． subtilis ATCC
13952 编码的所有基因与其他 4 株菌比对发现，
2249 个基因为 5 株菌所共有，223 个基因为 B．
subtilis ATCC 13952 所特有。对这些特有基因编码
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的蛋白进行分析发现，其中包括一些 tＲNA 和
rＲNA 相关蛋白 (主要是甲硫氨酰 tＲNA 合成酶、
rＲNA 小亚基甲基转移酶、tＲNA-二氢尿嘧啶核苷

合成酶等一些蛋白)、转录调控蛋白、酶、未知蛋白
等，这些特有基因导致了 B． subtilis ATCC 13952
特有的遗传性状。

图 3． B． subtilis ATCC 13952 的 GO 功能分类
Figure 3． Gene distribution based on Gene Ontology of B． subtilis ATCC 13952．

表 1． 5 株芽孢杆菌基因组的基本特征
Table 1． General featrues of genomes of five Bacillus spp． strains

B． subtilis
ATCC 13952

B． amyloliquefaciens
XH7

B． amyloliquefaciens
TA208

B． amyloliquefaciens
DSM 7

B． subtilis
168

Genome size / bp 3876276 3939203 3937511 3980199 4215606
G + C content /% 45. 8 45. 8 45. 8 46. 1 43. 5
Protein-coding sequences 3852 4190 4089 3922 4255
Average CDS size / bp 877 824 844 885 872
Percent of coding region 89. 3 88. 6 88. 5 88. 6 89. 7
Ｒibosomal ＲNA operons 7 7 6 10 10
Number of tＲNA 72 72 70 94 86

2. 2. 2 基因组共线性分析:采用 Mauve 软件对 5 株
芽孢杆菌的全基因组进行比对分析，比对结果见图
4。如图 4 所示，5 株芽孢杆菌基因组间的共线性关
系较好，有 38 个 LCBs( Locally collinear blocks)。5
株菌基因组之间存在着一些插入和缺失，以及少量
的倒位、易位等基因组重排事件。其中，解淀粉芽孢
杆菌 XH7 和 TA208 株相对于其他基因组存在 1 个
较大的 DNA 片段(1. 26 Mb)倒位，Bose 等发现的两
个新的潜在的原噬菌体正好位于该 DNA 片段的侧
翼［23］，推断此倒位很可能是由于感染噬菌体，从而

介导水平基因转移造成的［13］。
2. 3 嘌呤代谢相关基因分析

将通过 KEGG 定位属于嘌呤代谢通路的基因
所编码的蛋白序列分别取出来与不积累核苷的标准
株解淀粉芽孢杆菌 DSM 7 的相应蛋白进行 BLASTp
比对分析，比对结果见表 2。表 2 分析结果表明，枯
草芽孢杆菌 ATCC 13952 株中发生了一些非常明显
地有利于肌苷生成的突变，如 purA 基因发生终止密
码子突变，合成的腺苷酰琥珀酸合成酶失去活性，导
致 IMP 生成 AMP 的支路途径中断，从而使 IMP 生
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成肌苷或 GMP 的代谢流量增加;缺失 drm 基因，无
法合成磷酸核糖变位酶，5-磷酸核糖不再向 1-磷酸
核糖转化，转而参与到嘌呤合成途径中;缺失 pbuX
基因的大部分片段，合成的黄嘌呤通透酶失去活性，
IMP 生成 GMP 支路途径的中间产物 XMP 不能被及
时转运到胞外，引起产物反馈抑制，有利于 IMP 生

成肌苷。另外，发现了一些潜在的可能促进菌株生
成肌苷的突变，如 purF、guaA、pgi、purM、purL、purC
等，其编码的蛋白均发生了 1 个或多个氨基酸突变，
可能会改变相应酶的活性，对代谢造成影响。然而，
多数蛋白并未发生突变，表明菌株有进一步菌种改
良的潜力。

图 4． 芽孢杆菌基因组共线性分析
Figure 4． Synteny block of Bacillus spp． Genomes． The same color modules joined by linear indicate collinear region，and the white color

modules indicate the low-similarity region． The above is forward strand，and the below is reverse strand．

表 2． 嘌呤代谢途径相关基因分析
Table 2． Analysis of genes relate to purine metabolism

Mutant forms Genes Proteins Functions

No amino acid
mutation

prs Ｒibose-phosphate pyrophosphokinase Converts ribose 5-phosphate into phosphoribosyl pyrophosphate
guaB Inosine-monophosphate dehydrogenase Converts inosine monophosphate to xanthosine monophosphate

guaC GMP reductase
Catalyses the irreversible and NADPH-dependent reductive deamination of
GMP into IMP

yunD Nucleotidase Nucleotidase

pupG Purine nucleoside phosphorylase
Metabolizes adenosine into adenine， inosine into hypoxanthine， and
guanosine into guanine

purＲ Purine operon repressor Ｒepress purine operon transcription
deoD Purine nucleoside phosphorylase Metabolizes adenosine into adenine
pbuE Hypoxanthine efflux transporter Inosine specific transporter

One or more
amino acid
mutations

purF Glutamine-PＲPP amidotransferase Converts PＲPP into 5-phospho-β-D-ribosylamine
guaA GMP synthetase Converts XMP into GMP

pgi Glucose-6-phosphate isomerase Catalyzes the conversion of glucose-6-phosphate into fructose 6-phosphate

purM Phosphoribosylaminoimidazole synthetase Converts FGAM into AIＲ

purL
Phosphoribosylformylglycinamidine
synthetase II

Converts FGAＲ into FGAM

purC
Phosphoribosylaminoimidazole
succinocarboxamide synthetase

Converts CAIＲ into SAICAＲ

Insertion or
deletion mutation
(Loss of function)

purA Adenylosuccinate synthetase Converts IMP into SAMP

drm Phosphopentomutase
Catalyzes the conversion of alpha-D-ribose 1-phosphate into D-ribose 5-
phosphate

pbuX Xanthine permease Transport xanthine through membrane
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3 讨论

本研究通过全基因组测序方法，获得枯草芽

孢杆菌 ATCC 13952 的基因组序列，基因组的基本

特征与其他芽孢杆菌属菌株非常相似，比较基因

组分析显示几株芽孢杆菌间的共线性关系较好，

枯草芽孢杆菌 ATCC 13952 具有保守的基因组结

构。枯草芽孢杆菌 ATCC 13952 作为肌苷工业生

产菌，通过嘌呤代谢相关基因的分析，发现了一些

非常关键的突变，这些突变导致了嘌呤代谢途径

的改变，最明显的改变是由于缺失了 purA 基因导

致了 IMP→AMP 支路途径的中断，这也与菌株的

腺苷酸缺陷型特征相符合。另外，还发现了一些

潜在的有利于菌株积累肌苷的突变，这些突变究

竟起到了多大的作用，还需要后续的实验进行验

证。然而，多数的相关基因并未发生突变，其中一

些基因对于肌苷合成也起到了非常重要的作用，

菌株仍然具有较大进一步改良的潜力。对菌株进

行改良大致可以从以下几个方面进行:增加前体

物质;阻断支路途径;解除反馈阻遏及反馈抑制等

不利调控机制。对菌株进行改造，目前主要地操

作就是根据需要对相应的基因进行突变、敲除或

其他修饰等，以达到改变菌株代谢特性的目的。

然而，在一株菌中引入如此多的突变势必会极大

地增加菌株的负担，产生不良的影响，结果就会适

得其反［24］。采用新的遗传操作技术，可以避免这

些不利因素，达到预期的目的。Harris H． Wang

等［25］ 采 用 MAGE ( multiplex automated genome

engineering)技术成功地同时对 24 个目的基因进

行了修饰，提高了番茄红素在大肠杆菌中产量。

随着对工业核苷生产菌的遗传背景有了足够深入

的研究，MAGE 也能够用于枯草芽孢杆菌生产肌

苷的改造工程中。
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Whole-genome sequencing and analysis of inosine-
producing strain Bacillus subtilis ATCC 13952

Erhan Li1， Huilin Yang1，2 * ， Xiaolan Wang1， Lingfei Wan1， Hongmei Pan1，
Du Zhu1，2

1 Key Laboratory of Protection and Utilization of Subtropic Plant Ｒesources，Jiangxi Normal University，Nanchang 330022，
Jiangxi Province，China
2 Jiangxi Key Laboratory of Bioprocess，Jiangxi Science ＆ Technology Normal University，Nanchang 330013，Jiangxi
Province，China

Abstract:［Objective］Bacillus subtilis ATCC 13952 is an inosine-producing strain． In order to study the mechanisms of
inosine accumulation and offer help for molecular breeding，it is necessary to uncover the genome sequence of ATCC
13952． ［Methods］Whole-genome sequencing of ATCC 13952 is carried out by Solexa and Sanger sequencing． Genome
assembly，gene prediction and functional annotation，GO /COG cluster analysis and synteny analysis are done using
relevant software． ［Ｒesults］ The complete genomic information of Bacillus subtilis ATCC 13952 is contained on a single
circular chromosome of 3876276 bp with an average GC content of 45. 8% ． The genome sequence is deposited in the
GenBank under the accession number CP009748． Comparative genomic analysis shows that ATCC 13952 should have
significant genomic synteny with other Bacillus subtilis strains． On the other hand，some point mutation and deletions
occurred in purine metabolism-related genes between ATCC 13952 and the standard strain． ［Conclusion］ The results of
this study will provide a theoretical basis for subsequent further molecular breeding．
Keywords: inosine，Bacillus subtilis，whole-genome sequencing，molecular mechanism，comparative genomic analysis
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