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摘 要：【目的】以新疆不同地域、不同人群来源的长双歧杆菌长亚种(Bifidobacterium longum 

subsp. longum)为研究对象，解析肠道专性共栖细菌在宿主人群中的系统发育和基因组多样性，为

针对不同人群开发个性化功能益生菌提供理论依据。【方法】从地理跨度较大的新疆喀什、伊犁

的维吾尔族和哈萨克族母婴人群中分离出 136 株 B. longum subsp. longum，并通过公共数据库整合

来自国内其他地域人群的菌株进行比较基因组分析。【结果】B. longum subsp. longum 基因组的平

均大小、G+C 含量、编码序列数量分别为 2.38 Mb、59.91%、2 160 个。基于核心基因构建的系

统发育树显示，来自新疆的所有菌株在系统发育树上属于 4 个进化支(clade)，来自同一民族、不

同地域人群的菌株其系统发育呈现不同的进化支，地理上更相近、不同人群来源的菌株存在一定

程度的重叠。对更大地理范围(全中国)的分析显示，B. longum subsp. longum 菌株呈现明显的东西

部地理来源聚集特征和协同进化现象。基于附属基因和碳水化合物代谢功能基因的分析显示，来

源于同一系统发育进化支的同一民族、不同地域人群菌株的功能基因谱丰度也差异较大；碳水化

合物水解酶家族 GH13 (α-淀粉酶)和 GH43 (β-木糖苷酶)等在喀什地区菌株基因组中更为丰富；相

反，地理上相近、即使来自不同民族人群的菌株，其基因组中蛋白质直系同源簇 (cluster of 

orthologous groups of proteins, COG)功能基因谱、碳水化合物水解酶关联基因家族谱更相似。【结

论】新疆不同地域人群来源的 B. longum subsp. longum 菌株系统发育呈现明显的地理和民族分布

特征以及功能基因分布特征，地理尺度范围越大，菌株的地理分布特征越明显。需要基于更大范
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围菌株基因组的大数据进一步验证人群的地理分布尺度与菌株协同进化和特异性的关系。

关键词：长双歧杆菌长亚种；比较基因组学；碳水化合物活性酶

Comparative genomics reveals the genetic differences of human-
derived Bifidobacterium longum subsp. longum in different 
regions of Xinjiang
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Abstract: [Objective] To study the phylogenetic relationship and genomic diversity of intestinal 
obligate commensal bacteria in different populations from various regions of Xinjiang and provide 
a theoretical basis for developing personalized functional probiotics for different populations.
[Methods] A total of 136 strains of Bifidobacterium longum subsp. longum were isolated from 
mother-infant populations of Uygur and Kazak ethnic groups in Kashgar and Yili regions of 
Xinjiang. Comparative genomic analysis was conducted with data of the strains from other regions 
in China that were available in public databases.[Results] The average genome size, G+C content, 
and the number of coding sequences of B. longum subsp. longum were 2.38 Mb, 59.91%, and 
2 160, respectively. The phylogenetic tree constructed based on core genes showed that all strains 
from Xinjiang belonged to four clades in the phylogenetic tree. Strains from the same ethnic group 
but from different geographical regions were in different clades, and there was a certain degree of 
overlap between geographically closer and different population-derived strains. The analysis of a 
larger geographical range (China) showed that B. longum subsp. longum strains and their functional 
genes presented obvious geographical and ethnic distribution characteristics. The analysis of COG 
functional genes and carbohydrate hydrolyase-related genes showed that the functional gene 
spectra varied greatly among strains from the same ethnic group but in different regions. The 
carbohydrate hydrolyase-related gene families GH13 (α -amylases) and GH43 (β -amylases) were 
more abundant in the strains from Kashgar region. Conversely, even strains from different ethnic 
groups but from geographically close regions had similar spectra of COG functional genes and 
carbohydrate hydrolyase-related gene families.[Conclusion] The B. longum subsp. longum strains 
and their functional genes from different geographical regions and ethnic groups in Xinjiang 
showed obvious geographical and ethnic distribution characteristics. As the geographical scale 
becomes large, the geographical distribution characteristics of the strains become more obvious. 
The relationship between the geographical distribution scale of populations and the co-evolution 
and specificity of strains should be verified based on larger-scale genomic data of strains.
Keywords: Bifidobacterium longum subsp. longum; comparative genomics; carbohydrate-active 
enzymes
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人体肠道是由数以万计的微生物构成的复

杂动态生态体系，成百上千种微生物共同维持

着肠道微生态平衡。与人类肠道特异性共栖的

物种被称为人类关联微生物 (human-associated 

mutualists and commensals)，在人类专性共生、

相互适应过程中形成协同进化关系的肠道细菌

被称为共生体[1-2]。宿主为肠道共生体提供了营

养和稳定的栖息环境，这对宿主的健康和发育

具有重要意义[3-5]。双歧杆菌(Bifidobacterium)是

肠道共生体的典型代表，作为人体肠道核心菌

群的重要组成部分，其定殖始于新生儿出生阶

段，并伴随宿主终生[6]。尽管这种分类方式缺乏

严格的科学依据，但根据人类生活史以及双歧

杆菌在肠道中的优势度和流行率，人源双歧杆

菌 (human-residential bifidobacteria, HRB)可分为

婴 儿 型 (infant-type HRB) 和 成 人 型 (adult-type 

HRB)，前者包括两歧双歧杆菌(Bifidobacterium 

bifidum)、长双歧杆菌长亚种 (Bifidobacterium 

longum subsp. longum)、长双歧杆菌婴儿亚种

(Bifidobacterium longum subsp. infantis)和短双歧

杆菌(Bifidobacterium breve)，其特点是能够代谢

各种人源聚糖(包括母乳寡糖和肠道黏膜多糖)；

后者包括 Bifidobacterium longum subsp. longum、

青春双歧杆菌(Bifidobacterium adolescentis)、假小

链双歧杆菌(Bifidobacterium pseudocatenulatum)和

链状双歧杆菌 (Bifidobacterium catenulatum)等，

这些菌种普遍以代谢宿主饮食来源的各种植物

源聚糖来获取能源[7]。其中，B. longum subsp. 

longum 具有最广泛的生态位分布，在婴幼儿、

成人以及百岁老人肠道中均普遍存在，这与其

丰富的遗传多样性和多变的聚糖代谢能力密切

相关，少部分菌株甚至可以代谢人源寡糖，大

部分菌株代谢植物源聚糖，有的甚至兼具代谢

两类聚糖的功能，这使得它们在不同人群肠道

中具有很强的适应性和竞争力[8-10]。

研究发现动物宿主肠道的严格共栖细菌与

宿主存在协同进化关系，即种群的遗传分化呈

现明显的宿主特异性[11-12]。近十几年，作为研

究哺乳动物肠道共栖细菌共生体进化的范式物

种，罗伊氏乳杆菌(Limosilactobacillus reuteri)呈

现出明显的宿主特异的系统发育谱系结构[13-14]。

对于更加严格厌氧的肠道共生菌，目前针对类

人猿的肠道微生物群研究证实，部分拟杆菌和

双歧杆菌谱系与宿主存在协同进化，菌群的系

统进化与来源宿主具有明显的对应关系[4,15-16]。

针对不同人群的宏基因组装基因组(metagenome 

assembled genomes, MAGs)研究发现，一些双歧

杆菌种群也体现出这种协同进化的趋势，但尚

未开展基于分离菌株基因组学的深入研究[17-18]。

B. longum subsp. longum 作为专性共生细菌的典

型代表，受宿主遗传因素(如基因型、免疫特征)

和环境因素(如饮食结构、地理区域)的共同影

响，其生理和遗传均呈现出最丰富的多样

性[19-21]。母乳喂养婴儿体内的 B. longum subsp. 

longum 菌株携带更多母乳低聚糖 (human milk 

oligosaccharides, HMOs)利用基因，而配方奶喂

养婴儿的菌株则显著富集代谢乳糖和淀粉类基

因，老年人肠道中的菌株富集降解膳食纤维类

基因，如阿拉伯木聚糖酶系统[9-10,20,22]。此外，

宿主的免疫系统通过调控肠道黏膜环境影响

B. longum subsp. longum 的定殖[23-24]。B. longum 

subsp. longum 在维持人类肠道健康、预防和治

疗肠道相关疾病方面具有巨大的应用潜力[25-26]。

因此通过开展比较基因组学研究和功能基因组

学分析，揭示人类肠道微生物组中 B. longum 

subsp. longum 菌株的遗传多样性至关重要。

我国新疆地域广袤、多民族聚集，但各民

族聚集地空间距离较远、相对隔离，民族群体

之间通婚率低，饮食多样。本研究从新疆喀什、

伊宁的维吾尔族和尼勒克县的哈萨克族母婴人

群中获取了 136 株 B. longum subsp. longum 菌

株，采用比较基因组的方法从全基因组水平揭

示不同来源菌株的基因组特征和关键功能基因

的差异。同时，从公共数据库下载 114 株来源

于中国其他地区人群菌株的基因组数据，进行

了基于核心基因的系统进化关系分析，以期为
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以长双歧杆菌为代表的人体肠道共生菌的协同

进化理论提供证据，并为开发针对特定地域人

群的个性化益生菌菌株干预策略奠定理论基础。

1　材料与方法　材料与方法

1.1　材料

1.1.1　参与者和样本采集

本研究采集长期居住于新疆喀什市、伊宁

市和尼勒克县的人源粪便样品。采样前已向志

愿者告知采样目的，志愿者同意并签署家属告

知页及知情同意书。采样时取样者佩戴无菌手

套，用取样勺挖取 2−5 g 粪便放入取样管中，注

意避免粪尿混合。采集到的样品置于车载冰箱

并立即运输至实验室，处理前保存于−80 ℃。本

研究通过石河子大学医学院第一附属医院医学

伦理委员会批准，编号为 KJ2021-088-01。

1.1.2　培养基

改良 MRS 固体培养基(g/L)：蛋白胨 10.00，

牛 肉 膏 10.00， 酵 母 提 取 物 5.00， 葡 萄 糖

20.00，吐温 -80 1.00 mL，K2HPO4 2.00，乙酸

钠 5.00，柠檬酸二铵 2.00，MgSO4·7H2O 0.58，

MnSO4·7H2O 0.25，琼脂 20.00，L-半胱氨酸盐

酸盐 0.50，莫匹罗星 0.05，pH 6.0，115 ℃灭菌

20 min。

改良 Wilkins-chalgren 培养基 (g/L)：改良

Wilkins-chalgren 琼脂 48.00，大豆蛋白胨 5.00，

吐温-80 1.00 mL，冰醋酸 1.00 mL，L-半胱氨酸

盐酸盐 0.50，莫匹罗星 0.05，诺氟沙星 0.20，

115 ℃灭菌 20 min。

1.2　主要试剂和仪器

TE 缓 冲 液 [10 mmol/L Tris (pH 8.0)，

10 mmol/L 乙 二 胺 四 乙 酸 (ethylene diamine 

tetraacetic acid, EDTA)]、 Taq Plus Master Mix 

(2×)和 100 bp Plus Marker，南京诺唯赞生物科技

股份有限公司；琼脂糖、GoldView，北京全式

金生物技术股份有限公司。

PCR 扩增仪，SensoQuest 公司；Power Pac 

Universal水平电泳仪，Bio-Rad公司；BioNumerics 

v8.0，Applied Maths 公司；引物合成和菌株

Sanger 测序均由苏州金唯智生物科技有限公司

完成。

1.3　双歧杆菌菌株的分离和鉴定

将 1 g 新鲜粪便样品用 9 mL MRS 液体培养

基进行梯度稀释，吸取 100 μL 稀释度为 10−3、

10−4、10−5 的稀释液分别涂布于改良 MRS 培养

基(MRS、0.5% L-半胱氨酸盐酸盐、莫匹罗星

25 mg/L)和改良 Wilkins-chalgren 培养基，每个

稀释度设置 2 个平行，37 ℃厌氧培养 48−72 h

后，从每个平板选取 10−20 个凸起、光滑、边

缘水润的白色或乳白色菌落，经富集后进行镜

检，丢弃球菌，将呈 V 型、Y 型、棍棒型的菌

株在上述培养基上连续划线 2−3 次，直至镜检

出现纯菌株为止。挑选纯化后的单菌落于含有

1 mL 液体 MRS 培养基(补充添加 0.5% L-半胱氨

酸盐酸盐)的 2 mL 菌种保藏管中，厌氧富集

48 h 后，向纯培养物中加入 0.5 mL 已灭菌的

75% 甘油，将菌液与甘油混合均匀后置于−80 ℃

保藏。

菌株 DNA 的提取采用苯酚-氯仿-玻璃珠击

打 的 方 法 。 采 用 引 物 Bif-groEL-F (5′-TCCG 

ATTACGAYCGYGAGAAGCT-3′)和 Bif-groEL-R 

(5′-CSGCYTCGGTSGTCAGGAACAG-3′)对分离

菌株的 DNA 进行 PCR 扩增。PCR 反应体系

(25 μL)：2×Taq Plus Master Mix (p213) 12.5 µL，

上、下游引物(20 µmol/L)各 0.5 µL，DNA 模板

3 µL，ddH2O 8.5 µL。PCR 反应条件：95 ℃预

变性 8 min；95 ℃变性 40 s，60 ℃退火 40 s，

72 ℃延伸 40 s，共 30 个循环；72 ℃终延伸

8 min。PCR 产物经 1.2% 琼脂糖凝胶电泳检测

后，在 500 bp 左右的位置得到清晰单一条带，

将扩增产物送往苏州金唯智生物科技有限公司

进行测序。
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1.4　B. longum subsp. longum 基因组 de 

novo 测序

将保藏在 − 80 ℃ 超低温冰箱中鉴定为

B. longum subsp. longum 的菌株取出，接种于改

良 MRS 肉汤培养基中，37 ℃厌氧培养 48 h，传

代培养至菌株恢复活力。在无菌条件下 4 ℃、

8 000 r/min 离 心 5 min 收 集 菌 体 。 使 用

FastPure® Bacteria DNA Isolation Mini Kit 提取菌

株总 DNA，采用革兰氏阳性菌的提取方法并在

试剂盒说明书的基础上对部分提取方法稍作修

改，包括将溶菌酶的孵育时间延长至 30 min，

蛋 白 酶 K 孵 育 时 间 延 长 至 40 min。 采 用

NanoDrop 2000 检测提取 DNA 的纯度和浓度，

使用琼脂糖凝胶电泳法检测 DNA 的完整度。

将浓度≥20 ng/μL，总量≥4 μg，OD260/OD280=

1.8−2.0 的菌株 DNA 寄送至上海派森诺生物科

技股份有限公司。采用 Illumina NovaSeq 测序平

台，每个样品提供不低于基因组 100×的 PE150

测序数据量。

1.5　B. longum subsp. longum 比较基因

组分析

本 研 究 使 用 了 250 株 B. longum subsp. 

longum 菌株，包括 136 株新测序菌株和 114 株

从 NCBI 数据库中获取的公开 B. longum subsp. 

longum 菌株基因组数据。此外，NCBI 数据库中

有关 B. longum 4 个亚种标准菌株的参考基因组

序列，即 B. longum subsp. longum JCM 1217、

B. longum subsp. infantis ATCC 15697、B. longum 

subsp. suis LMG 21814 和 B. longum subsp. 

suillum JCM 19995 也纳入后续分析。所有菌株

序列经过低质量 reads 过滤、去除接头和引物

后，获得高质量的 reads 序列。利用短序列组装

软件 SOAPdenovo2 (http://soap.genomics.org.cn/)

对二代测序后的优化序列进行多个 Kmer 参数的

拼接，得到最优的 contigs 组装结果，然后把

reads 比对到 contig 上，根据 reads 的 paired-end

和 overlap 关系对组装结果进行局部组装和优

化，形成 scaffolds。另外， NCBI 数据库中

B. longum subsp. longum JCM 1217 参考基因组序

列也纳入后续分析。

采用 Roary 软件对其核心基因(core gene)进

行统计，以氨基酸序列一致性>90% 为标准划分

基因家族，构建 B. longum subsp. longum 的核心

基因集和附属基因集 (accessory gene)。利用

Roary 得到的核心基因序列使用 fasttree v2.1.10

软件中的 GTR 模型，基于最大似然(maximum 

likelihood, ML)法构建 B. longum subsp. longum

的核心基因系统发育树。使用在线工具 iTOL 

(https://itol.embl.de/)美化系统发育树图。平均核

苷酸一致性(average nucleotide identity, ANI)是通

过比对基因组的同源序列以鉴定菌株亲缘关系。

利用 FastANI 计算菌株两两之间的 ANI 值，将

整理后的 ANI 值使用 R 语言中 pheatmap 包绘制

聚类热图。将预测得到的基因组相应的氨基酸

序列文件，通过碳水化合物活性酶数据库

(carbohydrate active enzymes, CAZy)对所有菌株

基因组序列进行碳水化合物活性酶的注释。使

用 eggnog-mapper v2.1.10 工具将编码区序列

(coding sequences, CDS) 与 蛋 白 质 直 系 同 源

(cluster of orthologous groups of proteins, COG)数

据库进行比对，得到基因功能注释信息。

2　结果与分析　结果与分析

2.1　双歧杆菌的分离和鉴定

本研究的志愿者主要来自新疆喀什市、伊

宁市和尼勒克县，其年龄主要分布在 0−2 岁和

25−32 岁之间。经 groEL 基因测序，从 72 份

新疆喀什市、伊犁地区、伊宁市和尼勒克县

人群粪便样本中共分离得到隶属于 9 个种的

749 株双歧杆菌，其中 B. longum subsp. longum 

271 株(占比 36.18%)、B. adolescentis 149 株(占

比 19.89%)、 B. breve 145 株 ( 占 比 19.36%)、

B. bifidum 65 株(占比 8.68%)、B. animalis 35 株

(占比 4.67%)、B. catenulatum 35 株(占比 4.67%)、

305



 actamicro@im.ac.cn,  010-64807516

ZHANG Huimin et al. || Acta Microbiologica Sinica, 2026, 66(1)

B. pseudocatenulatum 30 株 ( 占 比 4.01%)、

B. angulatum 18 株 (占比 2.40%)、B. merycicum 

1 株(占比 0.13%) (图 1)。菌株分离鉴定结果表

明，B. longum 在本研究的志愿者队列中普遍

存在且为优势物种，其次是 B. adolescentis 和

B. breve。

2.2　B. longum subsp. longum 基因组特

征分析

本研究基于 Illumina NovaSeq 测序平台，对

分 离 自 新 疆 3 个 不 同 地 区 的 136 株 人 源

B. longum subsp. longum 进行了全基因组测序，

包括伊宁市维吾尔族 31 株、喀什市维吾尔族

51 株和尼勒克县哈萨克族 54 株。对所有测序的

B. longum subsp. longum 基因组序列进行 de novo

组装，并系统评估了菌株基因组的拼接质量和基

因组组装信息。136 株 B. longum subsp. longum 组

装结果显示，基因组大小平均为(2.38±0.12) Mb，平

均 G+C 含量为(59.91±0.31)%，Scaffolds 数量平均

为 80 个，N50 的平均长度为 298 557 bp，编码序列

(coding sequence, CDS)数量为 1 755− 2 565 个。

CheckM 质控结果表明，所有纳入分析的基因组

序列完整度(completeness)均在 99% 以上，且污

染度(contamination)在 5% 以下。

2.3　B. longum subsp. longum 核心基因和

泛基因集的构建

在微生物领域，一个物种的全部基因被定

义为泛基因组(pan-genome)，包括核心基因组和

非核心基因组，非核心基因组可进一步分为

3 类，即软核基因组、云基因组和壳基因组。核

心基因组是指存在于所有基因组序列中的基因

家族，具有高度保守性和稳定性。软核基因组

指存在于 95% 的基因组的基因家族；云基因组

被定义为只存在于少数基因组序列中的基因家

族(0<基因在菌株中的出现率<15%)；壳基因组

包括除软核基因组和云基因组之外，在大多数

基因组序列中存在的基因家族(15%<基因在菌株

中的出现率<95%)。以氨基酸序列一致性>90%

的标准划分基因家族的结果表明， 136 株

图1　新疆尼勒克县、伊宁市和喀什市人源双歧杆菌种水平的分布

Figure 1　Distribution of human-derived Bifidobacterium species in Nileke County, Yining City, and Kashgar 

City, Xinjiang.
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B. longum subsp. longum的泛基因集共包含 7 064个

基因，其中包括 1 286 个核心基因、91 个软核

基因、1 089 个云基因和 4 598 个壳基因(图 2A)。

本研究通过绘制核心基因-泛基因集曲线发现，

随着菌株数目的增加，泛基因数量呈现上升趋

势；相比之下，核心基因数量逐渐趋于稳定

(图 2B)。

2.4　B. longum subsp. longum 核心基因

系统发育树分析

基于 250 株 B. longum subsp. longum，以及

B. longum subsp. longum JCM 1217、 B. longum 

subsp. infantis ATCC 15697、 B. longum subsp. 

suis LMG 21814 及 B. longum subsp. suillum JCM 

19995，利用核心基因通过 1 000 次引导迭代构

建 B. longum 核心基因的最大似然树。核心基因

系 统 发 育 树 显 示 ， 250 株 B. longum subsp. 

longum 和 B. longum subsp. longum JCM 1217 聚

集在同一个进化分支上，与 B. longum subsp. 

infantis ATCC 15697、B. longum subsp. suis LMG 

21814 和 B. longum subsp. suillum JCM 19995 明

显分离(图 3A)。根据菌株来源信息注释的结果

表明，来自我国不同地理区域人源的 B. longum 

subsp. longum 呈现地域分布特征，按照进化支

可分为 10 个 clades。其中，clade1 和 clade5 主

要以中国西部(新疆、西藏和广西等)人群分离

株为主，clade2−4 以中国东部 (包括江苏、浙

江、四川、广东和北京等地区)的分离株为主；

clade6−8 以中国中部地区(河南、山东和安徽等)

的人源分离株为主；clade9 和 clade10 的分离株

来源于中国西北地区和中部地区人群。

系统发育树可直观反映菌株间的群体结构

和遗传进化关系。为研究 B. longum subsp. 

longum 种内遗传进化关系，本研究基于 136 株

B. longum subsp. longum，采用最大似然法，利

用 1 286 个核心基因通过 1 000 次引导迭代构建

核心基因系统发育树。核心基因系统发育树显

示，本研究中分离的 136 株新疆地区人源

B. longum subsp. longum 分为 4 个不同的进化分

支(图 3B)。根据菌株来源的民族信息注释结果

表明，进化支 A、B3、C1 及 D1 中维吾尔族人

图2　Bifidobacterium longum subsp. longum菌株的核-泛基因组。A：Bifidobacterium longum subsp. longum

菌株泛基因集[包括核心基因(core genes)、软核基因(soft core genes)、云基因(cloud genes)和壳基因(shell 

genes)]；B：核心基因-泛基因集曲线(绿色代表核心基因，蓝色代表泛基因)。

Figure 2　Core genes and pan-genome of Bifidobacterium longum subsp. longum strains. A: B. longum subsp. 

longum strain pan-genome [Including core genes, soft core genes, cloud genes, and shell genes]; B: Core gene-

pan-genome curves (Green represents core genes, and blue represents pan-genes).
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群 分 离 株 的 占 比 分 别 为 96.55%、 94.44%、

100.00% 和 88.89%，其中进化支 A 和 B3 菌株

几乎全部来自喀什的维吾尔族母婴人群；B1、

B2、C2 及 D2 进化分支中哈萨克族人群分离株

占 比 分 别 为 77.78%、 83.33%、 100.00% 和

64.00%。值得注意的是，根据地理来源进行分

类时，D 进化分支表现为同一地域不同民族的

分离株呈分簇聚集的特征，即来自新疆伊犁哈

萨克自治州 2 个地区的维吾尔族和哈萨克族人

源分离株聚集。

2.5　B. longum subsp. longum 附属基因

集分析

研究发现细菌附属基因的分布模式在一定

程度上反映了菌株基因组的特异性。本研究将

泛基因集中的核心基因(存在频率≥95%)剔除后，

基于 5 778 个附属基因的存在与缺失分布结果，

根据 Jaccard 距离矩阵，基于菌株附属基因存在

与否的“1/0”矩阵进行主成分分析。当分离株按

照民族来源进行分类时，维吾尔族和哈萨克族

菌株的重叠性较高(图 4A)。进化支 A 和 B3 均

为喀什地区维吾尔族人源分离株，B1、B2 和

C2 均为尼勒克哈萨克族人源分离株。NMDS 分

析图的结果表明，进化支根据地理和民族来源

聚集。相较于新疆尼勒克县，来自新疆喀什市

和伊宁市 2 个不同地区的分离株分簇聚集，而

来自相近地理区域的新疆伊宁市和尼勒克县的

分离株呈现聚集趋势。本研究中的哈萨克族菌

株均分离自新疆尼勒克县，维吾尔族源菌株分

离自新疆喀什和伊宁两地。综上所述，附属基

因的聚类模式表明，虽然维吾尔族和哈萨克族

的遗传背景不同，但由于新疆伊宁市和尼勒克

县的地理位置较为接近，相近地理区域的不同

族群可能因相似的生活习惯和饮食结构导致菌

株进化模式趋同。新疆喀什和伊宁不同地区的

维吾尔族之间由于生活环境和饮食习惯的差异，

导致它们具有分离源特异性。

2.6　ANI 分析

ANI 是通过比对基因组的同源序列来鉴定

菌株亲缘关系。在比较基因组学分析过程中通

常认为 ANI 值>95% 为同一物种，ANI 可用于

判断基因组间的相似性及评估基因组间多态性

程 度[27]。 本 研 究 对 136 株 B. longum subsp. 

longum 菌株进行 ANI 计算，聚类热图的结果

表明，ANI 值均在 0.985 以上，均为同一物种

(图 5)。维吾尔族菌株组间的 ANI 值显著高于

哈萨克族源菌株(Padj=8×10−8)，组内不同地理区

域组间 ANI 值的统计结果表明，新疆尼勒克县

哈萨克族菌株间的 ANI 值为 0.989±0.003，低于

新疆伊宁市维吾尔族(0.991±0.003)和新疆喀什市

维吾尔族(0.991±0.004)菌株间的 ANI 值。显著

图3　Bifidobacterium longum subsp. longum核心基因系统发育树。A：基于250株B. longum subsp. longum

的核心基因构建的系统发育树(最外圈为样本来源的地理信息；内圈为进化分支谱系，不同的颜色代表不

同的谱系)；B：基于分离的136株菌的核心基因序列使用ML法构建系统发育树(系统发育树最外圈为样本

来源的地理信息，内圈为民族信息)。

Figure 3　Phylogenetic tree of core genes of Bifidobacterium longum subsp. longum. A: A phylogenetic tree 

constructed based on the core genes of 250 strains of B. longum subsp. longum (The outermost circle represents 

the geographical information of the sample sources; The inner circle represents the evolutionary branching 

lineages, with different colors representing different lineages); B: Phylogenetic tree constructed using the core 

gene sequences of 136 isolated strains by the ML method (The outermost circle of the phylogenetic tree 

represents the geographical information of the sample sources, and the inner circle represents the ethnic 

information).
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性检验结果表明，新疆喀什市和伊宁市不同地

理区域来源的维吾尔族组间 ANI 值无显著差异

(Padj=0.054)，新疆尼勒克县哈萨克族和 2 个

不同地理区域来源的维吾尔族菌株间 ANI

值均差异显著(Padj<0.05) (图 6)。

2.7　B. longum subsp. longum 的碳水化

合物活性酶表征

136 株 B. longum subsp. longum 共注释到

55 种碳水化合物活性酶，其中包括 32 种糖基水

解酶家族(glycoside hydrolases, GHs)、12 种糖基

转移酶家族(glycosyl transferases, GTs)、7 种碳水

化合物结合模块 (carbohydrate-binding modules, 

CBMs)、3 种碳水化合物酯酶家族(carbohydrate 

esterases, CEs)和 1 种多糖裂解酶(polysaccharide 

lyases, PLs)，体现了其丰富的碳水化合物代谢能

力(图 7)。在所有碳水化合物活性酶家族中存在

23 个检出率为 100.00% 的碳水化合物活性酶，

包括 14 个 GHs、6 个 GTs、CBM48 及 CE9。在

本研究的 B. longum subsp. longum 基因集中，

GT2 家族、GH13 家族和 GH43 家族占据主导地

位 ， 分 别 占 全 部 碳 水 化 合 物 酶 的 13.80%、

13.06% 和 8.86%。B. longum subsp. longum 丰富

的碳水化合物活性酶有助于其在多种碳源环境

下生长。

Kruskal-Wallis 显著性检验结果表明，新疆

3 个不同地区分离株携带的碳水化合物活性酶在

涉及 18 个 CAZyme 家族基因数量上存在显著差

异 (Padj<0.05， Benjamini-Hochberg 方法校正 P

值)。全基因组比较分析显示，新疆喀什市维吾

尔族分离株显著富集 GH13 (α-淀粉酶)、GH43 

图4　Bifidobacterium longum subsp. longum菌株附属基因聚类分析。A：不同民族来源长双歧杆菌长亚种

附属基因的NMDS分析。不同颜色的点代表不同进化支谱系，椭圆表示按照分离菌株的民族信息圈出的

90%的置信区间；B：不同地域来源长双歧杆菌长亚种附属基因的NMDS分析。不同颜色的椭圆代表根据

分离菌株的分离地信息圈出的90%的置信区间。

Figure 4　Cluster analysis of accessory genes of Bifidobacterium longum subsp. longum strains. A: Analysis of 

accessory genes of B. longum subsp. longum strains from different ethnic origins using NMDS method. Different 

colored dots represent different evolutionary lineage branches, and the ellipses indicate the 90% confidence 

intervals circled based on the ethnic information of isolated strains; B: Analysis of accessory genes of B. longum 

subsp. longum strains from different geographical origins using NMDS method. Different colored ellipses 

represent the 90% confidence intervals circled based on the information of strain isolation locations.
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( 木聚糖酶)、 GH51 (L- 阿拉伯呋喃糖苷酶)、

GH127、GH27、GH136、GT111、GT32 和 CE8

家族，这些酶类主要参与膳食纤维和谷物细胞

壁多糖的降解；其中，新疆喀什市维吾尔族分

离株携带 GH13 家族基因 11 个和 GH51 家族基

因 4 个，均显著高于新疆伊宁市维吾尔族分离

株。新疆伊宁市维吾尔族分离株携带 GH120 (木

糖苷酶)、GH121 (β -1, 2-葡聚糖酶)、GH129、

GT2、CE9 和 CBM13 (β-葡聚糖结合模块)的数

量较多，其中伊宁市维吾尔族分离株 GT2 的基

图5　Bifidobacterium longum subsp. longum的平均核苷酸一致性。热图左侧和顶部的条状注释分别表示

菌株的民族和分离地信息。

Figure 5　 Average nucleotide identity of Bifidobacterium longum subsp. longum strains. The horizontal and 

vertical bars on the left and top of the heatmap respectively represent the strain’s origin and the location of 

isolation.
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因数量显著高于喀什市维吾尔族分离株，分别

为 12 个和 10 个。新疆尼勒克县哈萨克族分离

株在参与分解乳制品来源多糖的 GH42 (β-半乳

糖苷酶)、GH53 (β-1,4-半乳聚糖酶)和 CBM61 

(昆布多糖结合模块)的基因数量显著高于新疆喀

什维吾尔族分离株，但与新疆伊宁县维吾尔族

分离株间无显著差异。除此之外， GH27、

GH51、GH129、GH136、GT2、GT32、GT111

和 CE9 家族基因数量在来自相似地理环境和饮

食环境的新疆伊宁市维吾尔族和尼勒克县哈萨

克族分离株间均无显著差异(图 8)。

2.8　B. longum subsp. longum 菌株基于

COG 数据库功能基因分析

为探究不同地理区域分离源菌株在功能基

因上的差异，基于 COG 数据库对 136 个菌株基

因组进行注释。被注释到最多的 6 个功能单元

为碳水化合物转运和代谢(20 384, 9.38%)、翻译

(19 247, 8.86%)、复制和修复(18 616, 8.57%)、氨基

酸代谢(18 292, 8.42%)、转录(17 906, 8.24%)和

细胞壁/膜/生物合成 (10 747, 4.95%) ( 图 9A)。

COG 数据库注释结果表明，3 个不同地区分离

株在参与染色质结构(B)、碳水化合物代谢(G)、

辅酶代谢(H)、次级代谢产物的合成和转运(Q)、

信号转导机制(T)、细胞内运输(U)和细胞骨架(Z)

的基因数量间无显著差异(P>0.05)。新疆尼勒克

县哈萨克族源分离株无机离子转运(P)和防御机

制(V)相关的基因数量高于其他分离源(P<0.05)；

新疆伊宁市维吾尔族分离株能量产生与转化(C)、

氨基酸代谢(E)、脂质代谢(I)、复制和修复(L)相

关的基因数量高于其他分离源；新疆喀什维吾

尔族分离株携带的 RNA 加工(A)、细胞周期调

控(D)、核苷酸代谢(F)、翻译(J)、转录(K)、细

胞壁/膜生物合成(M)、细胞运动(N)、翻译后修

饰(O)的基因数量高于其他分离源(图 9B)。

图6　不同人群Bifidobacterium longum subsp. longum分离株的ANI相似性比较。A：不同民族组间ANI比

较；B：不同地理区域组间ANI相似性比较。显著性分析结果由Benjamini-Hochberg方法校正[Padj>0.05为

不显著(ns)；***：Padj<0.001]。

Figure 6　Comparison of ANI similarity among Bifidobacterium longum subsp. longum isolates from different 

populations. A: Comparison of ANI among different ethnic groups; B: Comparison of ANI similarity among 

different geographical regions. The significance analysis results were corrected using the Benjamini-Hochberg 

method [Padj>0.05 indicates non-significant (ns); ***: Padj<0.001].
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3　讨论与结论　讨论与结论

双歧杆菌(Bifidobacterium)作为人类肠道关

键专性共栖菌，其定殖过程起始于新生儿分娩

时期，并在宿主的整个生命周期中持续存在，

但不同种在宿主不同年龄阶段的流行率和相

对丰度差异很大[28-32]。本研究基于培养法从新

疆喀什和伊犁地区的维吾尔族和哈萨克族母

婴人群中分离到隶属于双歧杆菌的 9 个种，包

括 B. longum subsp. longum、 B. adolescentis、

B. breve、B. bifidum、B. animalis、B. catenulatum、

B. pseudocatenulatum、 B. angulatum 和

B. merycicum。其中，B. longum subsp. longum 是

分离频率最高的种，在母亲和婴幼儿队列中的

图7　不同人群Bifidobacterium longum subsp. longum分离株携带碳水化合物活性酶数量差异

Figure 7　The differences in the number of carbohydrate active enzymes carried by Bifidobacterium longum 

subsp. longum isolates from different populations.
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图8　不同人群Bifidobacterium longum subsp. longum分离株携带碳水化合物活性酶数量差异箱线图。显

著性分析结果由Benjamini-Hochberg方法校正[Padj>0.05为不显著(ns)；*：0.01<Padj<0.05；**：0.001<Padj<0.01；

***：Padj<0.001]。

Figure 8　Box plots of the number of carbohydrate active enzymes carried by Bifidobacterium longum subsp. 

longum isolates from different populations. The significance analysis results were corrected using the Benjamini-

Hochberg method [Padj>0.05 indicates non-significant (ns); *: 0.01<Padj<0.05; **: 0.001<Padj<0.01; ***: 

Padj<0.001].
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图9　不同人群Bifidobacterium longum subsp. longum分离株COG数据库注释结果。A：COG注释结果统

计；B：人群间差异COG箱线图。显著性分析结果由Benjamini-Hochberg方法校正[Padj>0.05为不显著(ns)；

*：0.01<Padj<0.05；**：0.001<Padj<0.01；***：Padj<0.001]。

Figure 9　COG database annotation results of Bifidobacterium longum subsp. longum isolates from different 

populations. A: Statistical results of COG annotations; B: Box plot of inter-group differences in the population. 

The significance analysis results were corrected using the Benjamini-Hochberg method [Padj>0.05 indicates non-

significant (ns); *: 0.01<Padj<0.05; **: 0.001<Padj<0.01; ***: Padj<0.001].
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流 行 率 分 别 为 80.65% 和 63.64%， 其 次 是

B. adolescentis 和 B. breve。B. adolescentis 是成

人型双歧杆菌的代表，在成人组中的分离率为

35.48%，但在 12.12% 的婴幼儿中也分离到；相

反，婴儿型双歧杆菌 B. breve 在婴幼儿中的分离

率高达 48.48%，在成人中也有 19.35% 的个体

分离到。这些结果与其他一些人群的研究结

果类似，例如荷兰 2 岁前婴幼儿队列和爱尔

兰母婴队列的研究均报道了 B. longum subsp. 

longum 很高的流行率，其次是 B. adolescentis 和

B. breve[30,33]。因此，根据人类年龄划分的人源

双歧杆菌不同种的生态位尚无严格的界限，但

一个普遍共识是 B. longum subsp. longum 是流行

率最高、遗传多样性最复杂的物种[34]。

研究发现，动物宿主肠道共栖细菌与宿主

是否存在协同进化关系，与细菌的生态位、生

理 特 征 有 关[35-36]。 例 如 ， 罗 伊 氏 乳 杆 菌

(Limosilactobacillus reuteri)作为典型的宿主关联

型细菌，主要分布于哺乳动物的肠道，多个研

究发现不同哺乳动物来源菌株群的系统发育谱

系结构呈现出明显的宿主特异性[13,37-39]；相反，

Lactiplantibacillus plantarum 具有更广泛的生态

位，在发酵蔬菜、肉乳制品、动物肠道、污水

和植物表面等均有分布，其菌株的系统发育结

构与来源并不严格对应[40-41]。普遍认为，以

Bifidobacterium、拟杆菌(Bacteroides)和嗜黏蛋白

阿克曼菌(Akkermansia muciniphila)等为代表的宿

主关联型共栖细菌，其种群会逐渐形成具有地

域或者宿主特异的遗传多样性格局[41-42]。本研

究基于平均核苷酸一致性(ANI)和核心基因构建

的系统发育树结果显示，在更大的地理范围(全

中国)，以西部、中部及东部沿海的地理跨度，

B. longum subsp. longum 菌株呈现明显的地理来

源聚集特征。最近，有人针对横跨欧洲、非洲

及亚洲更大地理尺度人群的研究显示(跨洲尺

度)，基于肠道宏基因组 MAG 数据分析显示

解 纤维素拟杆菌 (Bacteroides cellulosilyticus)、

B. longum subsp. longum 和 B. bifidum 等专性共

栖细菌存在明显的地理聚集特征，但该研究尚

无来自分离菌株的证据[18]。在本研究中，新疆

喀什和伊宁 2 个相距 800 km、来自同一民族(维

吾尔族)不同人群的分离菌株，其系统发育呈现

各自的进化支(图 3)，进化支 A 和 B3 菌株几乎

全部来自喀什的维吾尔族母婴人群，而来自伊

犁维吾尔族人群的菌株绝大部分隶属于进化支

D，来自伊犁尼勒克的哈萨克族菌株隶属于进化

支 B1 和 B2。特别值得注意的是，来自地理上

更相近、不同人群来源的菌株在进化支内存在

一定程度的重叠，例如进化支 D 中绝大部分菌

株来自伊犁的哈萨克族和维吾尔族母婴人群(除

了 D1 中 3 株菌来自喀什地区)。此外，也存在

喀什、伊犁 2 个不同地域人群菌株的重叠(进化

支 C)。总体上，上述结果倾向于支持一个假设，

即地理上更近的人群其肠道宿主关联型细菌

(human-associated)在遗传上更相近。这个结果可

通过微生物种群遗传结构形成过程来解释，即

同一地理区域的人群(相当于局域尺度)具有更相

近的饮食习惯，饮食来源的植物性聚糖对

B. longum subsp. longum 菌株的多样性具有选择

作用[31,43]。尽管 B. longum subsp. longum 作为专

性共栖细菌只在人体肠道、母乳、口腔有检测

报道，但目前也不能排除另一种机制，即共栖

细菌可以通过人群的亲密接触发生随机的横向

传递，驱动种群内菌株的基因重组或者更替

(turnover)，在一定地理范围的人群中形成更相

近的谱系 (lineage)，从而隶属于同一个进化

支[44]；反之，则存在地理上的隔离，造成共栖

细菌的地理人群特化趋势，但目前并不清楚整

个过程，需要更大范围、更多菌株的基因组大

数据验证。由于公共数据库中来源于中国其他

地区的菌株数量有限且缺乏分离源的详细信息，

因此本研究未能将宿主年龄等因素纳入分析考

量。然而，大量研究已证实，双歧杆菌的分布

格局和功能特性与宿主年龄、饮食习惯以及健

康状况之间存在着紧密且复杂的关联[5-6]。双歧

杆菌在健康母乳喂养的婴儿肠道中占主导地位，
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而在成年时期其含量较低但相对稳定[7]。不同的

食物成分会为肠道内的微生物提供各异的营养

底物，进而塑造出不同的肠道菌群结构[45]。研

究表明与仅食用大米的人群相比，食用小麦和

小麦/米混合饮食的个体中双歧杆菌的含量显著

增加[31,43]。因此，人体肠道共栖细菌的系统发育

在当地(local)还是区域(region)的精细地理尺度上

呈现明显的人群地理特征需要更多的研究，包

括针对不同生活史的细菌、不同生活习俗的

人群[46-47]。

双歧杆菌凭借其独特的糖分解特性，尤其

是对人乳低聚糖及植物源聚糖的高效代谢能力，

在婴儿肠道菌群定殖及宿主健康调控方面产生

重要影响[48]。肠道定殖是益生菌在人体内发挥

有益作用的重要基础，B. longum subsp. longum

作为肠道内常见的微生物，在体内和体外试验

中已被证明具有较强的肠道定殖能力[49]。本研

究中，新疆不同地理区域、不同民族人源

B. longum subsp. longum 菌株的基因组共注释到

55 种碳水化合物活性酶基因家族，其中包括与

乳糖和 HMO 分解相关的 GH2、GH20、GH42、

GH112 和 GH129 家族[50-51]。差异分析的结果表

明，新疆喀什市维吾尔族分离株显著富集

GH13、GH43 和 GH51 等家族，新疆伊宁市维

吾尔族分离株携带 GH120、GH121 和 GH129 等

的数量较多。值得注意的是，B. longum subsp. 

longum 作为专性共栖细菌只生存于肠道，与肠

道黏膜层紧密互作，这种严格的生态位依赖性

使其与宿主形成协同进化关系[52-53]。与自由生

活型、游牧生活型和严格共生式生活的乳酸菌

一样，B. longum subsp. longum 菌株表现出不同

的基因组特征，反映了它们在生态适应性方面

的差异，是长期协同进化的结果[54-55]。诸多研

究已证实，B. longum subsp. longum 菌株具备编

码 GH43、GH120 等糖苷水解酶家族成员的能

力，可有效降解植物细胞壁多糖，如阿拉伯木

聚糖、半纤维素等，从而促进全谷物、坚果等

食物中膳食纤维的分解[10]。此外，GH42 (β-半

乳糖苷酶)和 GH53 (半乳聚糖酶)通过特异性切割

β-1,4-半乳糖苷键，不仅能高效分解乳制品中的

乳糖，还可靶向水解 HMOs 核心结构中的乳

糖-N-二糖单元，从而在母婴菌群及婴儿肠道微

生态构建中发挥双重作用[56]。地理环境由遗传、

人文环境等多种因素共同构成，在宿主和微生

物长期协同进化的过程中相同、相近人群来源

的 B. longum subsp. longum 谱系与宿主形成营养

共生关系，环境和饮食等选择压促使共生细菌

种 群 逐 渐 形 成 具 有 地 域 人 群 特 异 性 的 聚

集[45,57-58]。研究表明代谢不同碳水化合物和抵抗

宿主施加的选择压的能力，有助于 B. longum 

subsp. longum、脆弱拟杆菌(Bacteroides fragilis)

等专性共栖细菌在结肠中的定殖和持续存在[59]。

因此，在 B. longum subsp. longum 益生菌株的开

发中应根据不同地区的宿主人群进行菌株的筛

选与功能优化以实现精准营养的开发趋势。
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