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柯乐猪源 Bacillus velezensis YY24 的鉴定及产酶
特性分析

王敏乐 1，王娅丽 1，吴诗卉 1，周桂仙 1，杨  颖 1,2*

（1. 贵州大学动物科学学院，贵州贵阳 550025；2. 贵州省动物生物制品工程技术研究中心，贵州贵阳 550025）

摘 要：为发掘柯乐猪肠道纤维素降解菌资源，本研究对其粪便源分离菌 YY24 进行鉴定及产酶特性分析。

通过刚果红染色法检测菌株纤维素酶活性，结合形态观察与分子生物学对菌株进行菌种鉴定；采用单因素试

验优化产酶条件；并开展全基因组测序与功能注释分析。刚果红染色结果显示，菌株在 CMC-Na 平板上形成

明显水解圈，透明圈直径 / 菌落直径（D/d）为 4.5。综合菌种鉴定结果，确定其为贝莱斯芽孢杆菌（Bacillus 
velezensis）。初步探究产酶条件发现：培养时间 48 h、pH 7.0、接种龄 3 d、接种量 5% 条件下酶活最高，

达（17.33±0.27 ）U/mL。进一步开展全基因组测序与注释分析，拼接获得 3.95 Mb 基因组草图，GC 含量为

46.45%。KEGG 注释共识别 1 896 个功能基因，其中碳水化合物代谢通路基因最丰富；CAZy 注释识别到 61
个碳水化合物活性酶基因，涵盖 GH、AA 等多个家族。综合注释结果发现候选基因 eglS，其编码蛋白属于

GH5 家族成员内切葡聚糖酶，是一类稳定且亲水的分泌蛋白，功能域明确、柔性良好、结构简单。本研究结

果为 YY24 的功能挖掘及在饲料微生态制剂领域的开发提供理论依据与候选菌株资源。
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纤维素广泛存在于植物细胞壁中，是由 β-1,4- 糖

苷键连接而成的多糖大分子，容易形成结晶和原纤维结

构，常规方法难以对其进行分解吸收 [1-2]。在畜禽养殖中，

植物源性饲料含有的纤维素成分通常会增加摄食动物消

化道食糜的粘度，降低动物肠道对营养物质的消化吸收，

甚至可能加重动物消化系统负担，增加胃肠相关疾病，

危害畜禽健康 [3-4]。目前有研究表明 [5-7]，在动物饲料中

添加纤维素酶可以催化降解纤维素及其衍生物，释放出

细胞内的蛋白质等易于机体消化吸收的营养成分，还能

降低食糜粘度，提高饲料中营养物质的吸收率，改善动

物生长性能。

柯乐猪是贵州省优良地方猪种之一，广泛分布于

黔西北地区。依托当地特有的自然环境和饲养条件，柯

乐猪具备良好的耐粗饲性能 [8]。研究发现，柯乐猪耐粗

饲性能与其肠道微生物出色的纤维素消化能力有着密切

联系 [9-10]，提示其肠道菌群可能蕴含高效的纤维素降解

菌资源。贝莱斯芽孢杆菌作为一种新型益生菌，具有丰

富的胞外酶系（包括纤维素酶等）[11]。已有研究从发酵

产物 [12]、野猪肠道 [13] 等多种来源中分离出高产纤维素

酶的贝莱斯芽孢杆菌，展现出良好的降解能力与应用前

景。本研究选取实验室前期自柯乐猪粪便分离得到的菌

株 YY24 作为研究对象，对其进行菌种鉴定及产纤维素

酶能力探究，为后续研究及应用奠定基础。

1 材料与方法

1.1 试验材料    菌株 YY24 由贵州大学动物科学学院预

防兽医学实验室从健康柯乐猪的新鲜粪便中分离并保

存。LB 液体培养基：由 10.0 g/L 胰蛋白胨，5.0 g/L 酵

母浸粉及 10.0 g/L NaCl 组成；LB 固体培养基：在 LB

液体培养基的组分上，额外添加 20.0 g/L 的琼脂粉以固

化培养基；CMC-Na 固体培养基：由 20.0 g/L 羧甲基纤

维素钠（CMC-Na，粘度 300~800 mPa.s），2.5 g/L 胰
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蛋白胨，0.5 g/L 酵母浸 粉，2.5 g/L NaH2PO4，1.5 g/L 

KH2PO4 及 20.0 g/L 琼脂粉组成；液体发酵培养基：

由 10.0 g/L 羧甲基纤维素钠（CMA-Na，粘度：300~

800 mPa.s），10.0 g/L 胰蛋白胨，5.0 g/L KH2PO4，1.5 g/L 

KCl，0.2 g/L MgSO4 及 5.0 g/L NaCl 组成。

1.2 试验方法

1.2.1 菌株 YY24 纤维素分解能力初步评估    取新鲜菌液

均匀涂布于 CMC-Na 固体培养基表面，37 ℃培养 48 h，

配制 1 mg/mL 浓度的刚果红溶液对培养基进行染色处

理，染色时间为 15 min。染色完成后，弃去染液，使

用 1 mol/L 的 NaCl 溶液清洗 2 次，每次 15 min。观察

平板上菌落周围是否形成透明圈，测量并计算透明圈直

径（D）与菌落直径（d）比值（D/d），以初步评估菌

株 YY24 的纤维素分解能力。

1.2.2 菌株 YY24 鉴定    形态学鉴定：将菌株 YY24 接

种于 LB 固体培养基表面，37℃培养 24 h 后观察其菌落

生长状况。挑取单菌落使用革兰氏染色试剂盒进行染色

处理，通过显微镜观察并记录细菌在染色后的形态及染

色特征。分子生物学鉴定：将 YY24 株接种至 LB 液体

培养基中，于 37℃培养 24 h。培养完成后采用通用基

因组提取试剂盒提取 YY24 株基因组。以提取产物为模

板，使用通用 16S rRNA 基因引物 27F（5'-AGAGTTTG

ATCCTGGCTCAG-3'）F 和 1492R（5'-AAGTCGTAACA

AGGTAACC-3'）进行 PCR 扩增，目标片段约 1 500 bp。

PCR 反应体系总量为 50 μL：2× SanTaq PCR Mix（含

蓝染料）25 μL，DNA 模板 1 μL，上游引物与下游引物

（10 μmol/L）各 2 μL，灭菌双蒸水（ddH2O）20 μL。

PCR 扩增程序如下：94℃ 预变性 5 min；随后进行 35 

个循环，包括 94℃ 变性 30 s、55℃ 退火 30 s、72℃ 

延伸 45 s；最后在 72℃ 进行 10 min 的终延伸。反应结

束后，取扩增产物进行 1% 琼脂糖凝胶电泳分析检测片

段大小，将符合预期的扩增产物送至上海生工测序。测

序结果在 NCBI 上用 BLAST 进行同源性分析，选取 15

条高同源性序列（Per. Ident > 95%）及 1 条亲缘关系远

的序列，使用 MEGA 12 进行序列比对并构建系统发育树。

1.2.3 纤维素酶活力测定    本研究使用苏州格锐思生

物科技有限公司生产的内切 -β-1,4- 葡聚糖酶 / 纤维素

酶试剂盒进行纤维素酶活力测定。具体操作步骤为：

取 5 mL 新鲜菌液，转移至离心管中，在 4℃条件下以

12 000 r/min 离心 10 min，收集上清液作为粗酶液备

用。随后，酶标仪预热 30 min，并将检测波长设置为

540 nm。测定管中加入 50 μL 样本和 150 μL 试剂二，

对照管中加入 50 μL 样本和 150 μL 试剂一。混匀后，

于 37℃下孵育 60 min。反应结束后，两组分别加入

150 μL 试剂三，并在 95℃水浴反应 5 min 混合，随后

用自来水冷却至室温。取 200 μL 澄清液体至 96 孔板中

测定吸光值 A，并计算吸光值差值 ΔA（A 测定管 - A

对照管）。同时制备 2 mg/mL 葡萄糖标准溶液，并用

ddH2O 配制为 0、0.2、0.6、1.0、1.4、1.8 mg/mL，依

照对照管加样操作，根据酶标仪测定结果绘制标准曲线。

酶活力定义：每毫升粗酶液每分钟催化产生 1 μg

还原糖定义为 1 个酶活力单位，以 U/mL 表示。

1.2.4 菌株 YY24 产酶条件初步探究    本试验通过分别

设置培养时间（12、24、36、48、60、72 h）、接种量（1%、

2%、3%、4%、5%、6%）、接 种 龄（1、2、3、4 d）

和初始 pH（3.0、5.0、7.0、9.0）4 种因素的变化，每

次实验仅改变 1 个因素，其余因素保持在最优或固定水

平。例如，当改变培养时间时，其余条件分别为接种量

1%，接种龄 2 d，初始 pH 7.0；当改变接种量时，培养

时间保持最优，接种龄为 2 d，初始 pH 为 7.0；以此类推。

在 37℃、170 r/min 条件下摇床培养后，对菌液进行离

心处理，收集上清使用纤维素酶试剂盒测定 CMC 酶活，

以研究上述因素变化对 YY24 株产酶能力的影响。每个

实验均进行 3 次重复。

1.2.5 菌株 YY24 全基因组测序与分析    菌株 YY24 接

种于 LB 液体培养基，在 37 ℃条件下培养过夜，取

1 mL 菌液密封冷藏，送至上海生工生物进行 Illumina

文库构建与高通量测序。原始数据经 Fastp 质控后，使

用 SPAdes 软 件 进 行 de novo 组 装，结 合 GapFiller 和

PrInSeS-G 进行缺口补全和错误校正，获得较高质量

的基因组序列。通过 PGAP 对基因组进行结构注释，

识别 CDS、rRNA、tRNA 等元件。将基因组预测得到

的蛋白序列提交至 KEGG Automatic Annotation Server

（KAAS）进行 KEGG 功能注释，分配相应的 KO（KEGG 

Orthology）编号。同时使用 HMMER3 比对 CAZy 数

据库，识别属于碳水化合物活性酶（Carbohydrate-Active 

enZymes，CAZymes）数据库的功能基因。

1.2.6 菌株 YY24 产酶基因的挖掘及预测分析    为系统

挖掘菌株 YY24 的产纤维素酶基因，本文对其全基因组

的 KEGG 与 CAZy 注释结果进行了联合分析。首先，
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基于 KEGG 注释结果筛选与碳水化合物代谢密切相关

的功能通路，重点关注 ko00500（淀粉和蔗糖代谢）等

可能参与纤维素降解的代谢路径；随后结合 CAZy 数据

库注释，关注 GH1、GH5、GH9 等在文献中常与纤维

素水解功能相关的优势家族。

通 过 将 代 谢 通 路 定 位（KEGG）与 结 构 功 能 注

释（CAZy）进行交叉比对，旨在精准筛选出具有明

确降解功能的关键纤维素酶基因。同时使用 UniProt 

BLAST、ProtParam 、SMART、DeepTMHMM、SOPMA 

与 SWISS-MODEL 对其进行预测分析，为后续功能表

达、菌株改良等提供理论依据。

2 结  果

2.1 菌株 YY24 纤维素分解能力初步评估    菌株 YY24 经

刚果红染色能产生明显水解圈（图 1）。通过 3 次重复

测得其透明圈直径（D）分别为 19.5、20.2、19.4 mm，

菌落直径（d）分别为 4.1、4.7、4.4 mm。计算得到 D/d 

值为 4.5±0.38。

 

2.2 菌株 YY24 的鉴定结果    形态学鉴定如图 2A 所示，

菌株 YY24 在 LB 固体培养基上形成白色的圆形菌落，

质地粘稠、湿润、表面带有褶皱；镜检观察到该菌为短

杆状，两端呈钝圆形，革兰氏染色阳性，可观察到芽孢（图 

2B）。1% 琼脂糖凝胶电泳结果显示，PCR 扩增产物大

小约 1 500 bp 的条带。从系统发育树（图 2C）可以看出，

YY24 株与贝莱斯芽孢杆菌（登录号：PQ813803.1）亲

缘关系最近。

2.3 标准曲线建立    根据 6 个稀释度葡萄糖溶液测定结

果，确定标准曲线方程（图 3）为 y=0.0128x–0.033，此

方程相关系数 R2=0.9978；根据标准曲线方程可得到纤

维素酶活力计算公式为 [（ΔA+0.033）÷0.0128]÷V÷T，

其中 V 为样本体积即 0.05 mL，T 为反应时间即 60 min，

经简化可得纤维素酶活力 =26.04×（ΔA+0.033）。

2.4 菌株 YY24 产酶条件初步探究    培养时间为 12 h 时，

纤维素酶活力最低，仅为（0.98±0.06）U/mL，说明此时

菌株几乎不产酶。随后纤维素酶活力逐渐升高，在 48 h

时 纤 维 素 酶 活 力 达 到 最 高 值（15.13±0.75）U/mL，

48 h 后，可能由于营养物质减少，代谢产物堆积等原因，

纤维素酶活力逐渐降低。

接种量为 1%~5% 时，纤维素酶活力呈逐渐升高趋

A 为菌落形态 , B 为革兰氏染色镜检结果 （×1 000）, C 为基于 16S rRNA 基因序列

的系统发育树。

图 2  菌株 YY24 菌种鉴定结果1~3 分别为 3 个重复。

图 1  菌株 YY24 刚果红染色结果
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势，在 5% 时达到最高值（15.39±0.03）U/mL，接种量为 6%

时纤维素酶活力降为最低值（10.82±0.28）U/mL。可能

由于接种量过低时，菌体增长缓慢；过高又会导致菌数

增长过快及产生过多代谢产物，不利于菌体产酶。

接 种 龄 为 1 d 时，纤 维 素 酶 活 力 为 最 低（9.88±

0.11） U/mL，之后逐渐升高，在 3 d 时达到峰值（16.05± 

0.13） U/mL。接种龄对菌株 YY24 产纤维素酶能力呈

现先升高后降低的趋势变化，可能是由于不同接种龄菌

体处于不同生长阶段。

当初始 pH 为 3.0 时，纤维素酶活力仅为（1.46± 

0.02）U/mL，可能由于菌株 YY24 在此 pH 条件下几乎

不生长或纤维素酶失活。当初始 pH 为 7.0 时，纤维素

酶活力达到最高值（17.33±0.27）U/mL。

2.5 菌株 YY24 全基因组测序与分析    菌株 YY24 的基因

A~D 分别为培养时间、接种量、接种龄和初始 pH 对菌株 YY24 产纤维素酶能力的影响。

图 4   菌株 YY24 产酶条件初步探究结果

图 3  标准曲线
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组经 Illumina 测序后，采用 SPAdes 等工具完成拼接，共

获得 20 条长度不等的 contigs，总长度为 3 945 102 bp，

GC 含量为 46.45%，N50 为 439 317 bp。PGAP 共预测

到 3 824 个 CDS、9 个 rRNA（包 含 7 个 5S，1 个 16S

及 1 个 23S）、81 个 tRNA 和 1 个 ncRNA，所获得的

基因组测序数据已成功上传至 NCBI 数据库中，登录号

为 PRJNA1263740。

KEGG 注释共识别到 1 896 个功能基因，涵盖碳

水化合物代谢、氨基酸代谢、能量代谢等 31 个二级通

路（图 5）。其中，碳水化合物代谢通路相关基因最

多，占比达 11.97%（227/1896），涉及糖酵解 / 糖异

生（ko00010）、磷酸戊糖（ko00030）、淀粉和蔗糖

代谢（ko00500）等核心代谢通路。共 26 个基因注释

到 ko00500 通路，包括内切葡聚糖酶（EC3.2.1.4）、α-

葡萄糖苷酶（EC 3.2.1.20）、葡萄糖 -6- 磷酸异构酶（EC 

5.3.1.9）等，表明菌株具备较强的多糖分解与糖代谢能力。

CAZy 数据库注释共识别到 61 个碳水化合物活性

酶相关基因，涵盖 GH（糖苷水解酶）、CE（碳水化

合物酯酶）、AA（辅助活性酶）、GT（糖基转移酶）

和 PL（多糖裂解酶）五大类（图 6）。其中 GH 类最

多，占比 26.2%（16/61）。与纤维素降解密切相关的 

GH1、GH5 和 AA10 家族成员共 5 个：GH1 主要编码 β-

葡萄糖苷酶，负责将纤维寡糖水解为葡萄糖；GH5 包

含典型的内切葡聚糖酶，是断裂纤维素主链 β-1,4 糖苷

键的关键酶；AA10 家族具有辅助裂解晶体纤维素的氧

化活性，能增强整体纤维素水解效率。

2.6 菌 株 YY24 产 酶 基 因 的 挖 掘 及 预 测 分 析    通 过 

KEGG 与 CAZy 联合注释分析，在菌株 YY24 的基因

组中发现一条既被归类为 GH5 家族成员，又在 KEGG 

中被注释为内切葡聚糖酶（Endoglucanase）的功能基因。

该基因在结构和功能层面均与纤维素水解密切相关，具

备明确的降解潜力，将其命名为 eglS，并选为后续研究

对象。

eglS 全长 1 500 bp，编码 499 个氨基酸，UniProt 

BLAST 结果显示其比对到 10 个已验证的内切葡聚糖

酶，氨基酸序列一致性为 53.2%~98.6%，与 Bacillus 

subtilis 来源的内切葡聚糖酶（UniProt ID: P07983）最

高。ProtParam 分析显示其分子量为 55.12 kDa，等电

点 8.11，不稳定系数为 30.19，GRAVY 值为 -0.564，

整体稳定且亲水，具有良好的异源表达潜力。SMART 

与 DeepTMHMM 预测其 N 端 1~29 aa 为信号肽，无跨

膜结构，推测其为分泌蛋白；Pfam 注释显示该蛋白包

含 Cellulase 催化结构域（50~297 aa）与 CBM_3 结合

模块（356~437 aa），具备纤维素底物识别和降解双重

功能（图 7A、7C）。SOPMA 分析显示该蛋白主要由

无规则卷曲（53.91%）和 α- 螺旋（23.45%）构成，结

图 5  KEGG 注释结果
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构柔性较强，可能适应于复杂纤维素基质（图 7B）。

SWISS-MODEL 建模显示，该蛋白与 Bacillus subtilis  

来源的内切 β-1,4- 葡聚糖酶（PDB: 3pzt.1.A）序列同

源性 61%，解析度 1.97 Å，建模可信度较高，预测结

构整体紧凑、简单明了（图 7D）。综合以上，eglS 编

码蛋白属于 GH5 家族成员内切葡聚糖酶，是一类稳定

且亲水的分泌蛋白，功能域明确、柔性良好、结构简单，

具备良好的应用价值。

3 讨  论

目前，从不同动物胃肠道内容物分离筛选到的高产

纤维素酶菌株受到越来越多的关注，布氏田鼠盲肠 [14]、

猪盲肠 [15]、牦牛粪便 [16] 及大熊猫粪便 [17] 等均被作为

产纤维素酶菌株的分离来源。本文研究对象 YY24，来

源于可能具有优质纤维素分解菌资源的柯乐猪肠道，经

鉴定为贝莱斯芽孢杆菌（Bacillus velezensis），其在刚

果红染色培养基上形成明显水解圈，D/d 值达 4.5，优

于已报道的 8 株布氏田鼠盲肠源 [14] 及 66 株马盲肠源纤

维素降解菌 [18]，表明其具备较强的纤维素分解能力。

贝莱斯芽孢杆菌因其能分泌纤维素酶等多种酶类，

具有解磷、产生物膜、产铁载体、次级代谢产物含多种

抑菌物质等特性，被广泛应用于生物防治 [19]，促进植

物生长 [20]，纤维素分解 [21]，改善动物肠道健康 [11] 等方向，

发展前景与应用潜力巨大。本研究分离自柯乐猪肠道的

Bacillus velezensis  YY24，通过产纤维素酶条件初步探

究发现，培养时间 48 h、初始 pH 7.0、接种龄 3 d、接

种量 5% 条件下酶活最高，达（17.33±0.27）U/mL，较

单因素试验初期的（15.13±0.75） U/mL 提升 14.5%。

该结果与田思齐等 [17] 从大熊猫粪便中筛选得到的高纤

维素酶活菌株优化结果相似，进一步验证了优化培养条

件对酶产量的提升作用。

当前，利用全基因组数据可以更全面地揭示细

菌功能基因组成，开展功能基因挖掘 [22]。本研究通

过 Illumina 测序组装获得 3.95 Mb 的高质量基因组草

图，仅包含 20 条 contigs，N50 达 439 317 bp，组装质

量优于部分同属研究报道 [23]。KEGG 功能注释结果显

示，与碳水化合物代谢相关的通路最为丰富，特别是

ko00500（淀粉与蔗糖代谢）通路中标注了多种糖苷酶

类基因。CAZy 数据库注释结果中，GH 类酶占比最高，

且 GH5、GH1、AA10 等与纤维素降解密切相关的家族 [24]

均有分布。马建飞等 [25] 指出 ko00500 代谢通路与 GH

家族在纤维素降解中有着重要地位，支持本研究菌株在

该功能上的遗传潜力。

纤维素的生物降解通常依赖多种酶的协同作用，其

中内切葡聚糖酶通过断裂纤维素主链、创造反应位点，

被视为关键酶类 [24]。本研究通过 KEGG 与 CAZy 联合

注释，识别出候选基因 eglS，其定位于 ko00500 通路下

的 K01179，同时隶属 GH5 家族内切葡聚糖酶。研究发
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A 为结构域预测结果，B 为二级结构预测结果，C 为跨膜结构预测结果，D 为三级结构预测结果。

图 7  eglS 预测分析结果

现，GH5 家族结构包括（β /α）8-TIM 桶状催化结构域

（CD），部分还具有碳水化合物结合模块（CBM）[26-27]。

结构域预测显示，eglS 蛋白同时具有 CD 与 CBM，符

合 GH5 多结构模块构型，在结合难溶性纤维素方面具

有天然优势。此外，UniProt 数据库 BLAST 结果显示，

本研究菌株的 eglS 蛋白与数据库中 10 个已验证的内切

葡聚糖酶具有高同源性，其中与 B.subtilis 来源的酶同

源性达到 98.6%，说明其结构保守，功能潜力可靠。已

有研究从不同来源微生物 [28-30] 中克隆高效内切葡聚糖

酶并用于表达与应用验证，eglS 蛋白展示出良好的稳定

性和亲水性，具备异源表达潜力，可为后续酶工程改造

与酶制剂开发提供有力靶标与理论依据。

4 结  论

本文以柯乐猪肠道分离菌株 YY24 为研究对象，证

实其为具纤维素降解能力的贝莱斯芽孢杆菌。菌株在优

化条件下产酶活性得到提升，展现出良好的应用潜力。

基因组注释发现其含多种与纤维素降解相关的功能基

因，其中 GH5 家族内切葡聚糖酶 eglS，经生物信息学

工具预测具良好的结构特征。该菌株有望作为纤维素酶

制剂研发的重要候选资源。
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