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摘要：【目的】为挖掘优良促生菌(PGPR)菌株，分析和定位功能基因，发现其科学价值和工业化开发，

为农业生产服务。【方法】以 Bacillus mycoides Gnyt1 菌株为材料，采用二代和三代测序技术相结合的研

究体系，对菌株进行全基因组测序研究，分析菌株核基因组可能存在的功能基因和菌株分泌铁载体相关

的基因。【结果】本研究基因组序列拼接后总长度为 5597907 bp，GC 百分含量为 35.57%，该菌株中与

铁载体分泌相关的基因共 9 条，其中 2 条基因主要存在于 Porphyrin metabolism 途径，与细胞内铁的运

输代谢有关。【结论】通过全基因组测序，最终确定了与铁载体分泌相关的功能基因为 GYT1 和 GYT2，

为下一步基因功能验证奠定了基础。 
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植物根际促生菌(plant growth promoting 

rhizobacteria，PGPR)是定殖于植物根际的一大类

细菌，具有促进植物生长、抑制植物病原菌和改

善植物根际环境等作用。近几十年来，我国农业

生产中，由于化肥和农药的过量使用，造成空气、

土壤和地下水污染等问题较为突出并已成为急需

解决的重要环境问题之一。促生菌中一些菌株具

有较强的溶磷、固氮等特性，常被用来研制微生 

物肥料(菌剂)，替代或部分替代化肥使用[1]。目前，

国内外大多数研究主要集中在 PGPR 的特性研究，

而对特定菌株的促生机理和代谢调控机理研究甚

少，对功能基因的研究鲜有报道。 

铁载体(Siderophore)是微生物在低铁应激条

件下产生的一种能够高效率结合三价铁离子的低

分子量(500–1000 Da)有机化合物，其生物合成过

程受环境中铁离子浓度的严格控制[2]，当分泌到微
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生物细胞外或细胞表面时，能结合三价铁离子使

难溶性的铁转化为有益于微生物利用的可溶性

铁，来提供微生物代谢所需的铁元素。龙云川等[3]

从玉米根际土壤中筛选出可增强土壤硒活化能力

的产铁载体菌株，其中产铁载体活性高的植物根

际促生细菌对花生有促生作用，能降低农耕土壤

的镍污染[4]，具有较好的应用价值。铁载体不仅具

有很多代谢功能还具有生物学功能，在很多生命

过程中起着非常重要的作用，如血红素在人体内

有运送氧的功能，是一种含铁的螯合物。Laulhere

等 [2]研究得出螯合态的铁控制铁结合蛋白对铁

的吸收，从而控制细胞中铁的含量，间接控制铁

载体的合成量。在植物生长的任何阶段，籽粒、

根和叶中都存在内生铁载体产生的细菌[5]，故铁

载体在植物动物或微生物中均具有促进作用，并

对探究促生机理有着重要的研究意义，而国内外

对铁载体发挥作用的基因研究较少，因此，挖掘

功能基因将是目前研究 PGPR 分子机理的方向

之一。 

Bacillus mycoides Gnyt1 是本课题组在 2014 

年 分 离 自 天 祝 高 寒 草 地 优 势 植 物 珠 芽 蓼

(Polygonum viviparum)根际的一株优良根际促生

菌[6]，具有突出的固氮、溶磷和分泌植物激素等功

能和很好的开发利用潜力，有进一步研究的价值。

本研究拟采用二代和三代测序技术，对该菌株进

行全基因组测序，挖掘与其促生功能相关的基因，

分析和预测菌株核基因组存在的功能基因以及与

菌株分泌铁载体相关的基因，为精准定位优良基

因，从分子水平上解读其促生机理奠定基础。 

1  材料和方法 

1.1  材料 

菌株 Bacillus mycoides Gnyt1 是甘肃农业大学

草业学院草地微生物多样性课题组在 2014 年分离

自 天 祝 高 寒 草 地 优 势 植 物 珠 芽 蓼 (Polygonum 

viviparum)根际的一株优良根际促生菌，具有较强

的 固 氮 、 溶 磷 等 功 能 (表 1)[6] ， 专 利 保 藏 号 为

CCTCC M 2017177(中国典型培养物保藏中心)[7]。 

1.2  铁载体的检测 

采用 CAS 平板检测的方法对供试菌株进行铁

载体检测，CAS 平板参照赵翔[8]方法配制。 

1.3  DNA 的提取与检测 

采用 CTAB 法提取总 DNA，参照 Michael 方

法[9]提取。 

1.4  测序文库的构建 

采用基于 Illumina MiSeq 测序平台的第二代

测序技术(Next-Generation Sequencing，NGS)[10]和

基于 PacBio RS II 测序平台测序平台的第三代单

分子测序技术[11]相结合的方法，分别构建测序文

库。二代测序插入库大小为 400 bp，排序模式为

配对末 2×251 bp，三代测序插入库大小为 10 kb，

为标准排序模式(表 2)。 

 

表 1.  供试菌株的功能特性 

Table 1.  The functional characteristics of the test strain Gnyt1(CCTCC M 2017177) 
Nitrogenase activity/ 
[nmol(C2H4)/(h·mL)] 

Dissolved inorganic 
phosphorus/(μg/mL) 

Dissolved 
organic phosphorus/(μg/mL) 

IAA/ 
(mg/mL) 

GA3/ 
(mg/mL) 

t-Z/ 
(μg/mL) 

3193.07 564.21 67.15 66.21 65.52 32.59 
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表 2.  测序文库的基本信息 

Table 2.  Basic information of the sequenced library  

Sample 
Sequencing 
platform 

Lib. insert size Sequencing mode 

Gnyt1 
Pacbio RS II 10 kb Standard 
Illumina Miseq 400 bp Paired-end, 2×251 bp

 

1.5  全基因组测序 

以 Bacillus mycoides Gnyt1 菌株为材料，运用

第二代测序技术和第三代单分子测序技术相结合

的方法对菌株进行全基因组测序，定位优良基因，

掌握其促生机理。全基因组测序主要采用 WGS 

(Whole Genome Shotgun，全基因组鸟枪法)技术[12]，

测序工作均委托上海派森诺生物科技股份有限公

司完成。 

1.6  序列处理 

二代测序结果采用 FastQC 工具对测得的数据

质量进行控制，测序结果用 Kmer 软件校正，校正

后的序列使用 Newbler (version 2.8, 20110517-1502)

软件拼装，三代测序结果序列运用 HGAP 软件拼接，

二代与三代的拼接用 mummer 软件进行结果整合。 

1.7  功能基因的注释 

GO 分析运用 BLAST2GO 软件(2008 版)，

map2slim 软件完成 GOSlim 的分析结果。 

1.8  与铁载体相关基因的代谢途径 

运用 KEGG 的 KASS 自动化注释系统完成

Pathway 注释和 KO 注释[13]，完成 KO 注释后，对

应结果到 KEGG Pathway，形成代谢通路图。 

2  结果和分析 

2.1  产铁载体测定 

通过四点接种至天蓝色固体 CAS 培养基培养

得到菌落，当菌株分泌铁载体时会在菌落周围形

成黄色晕圈(图 1)，和蓝色形成对比，该菌株产生

的黄色晕圈较大，说明其产铁载体且能力较强。 

2.2  DNA 的检测 

菌株 Gnyt1DNA 样品的琼脂糖凝胶电泳检测

条带清晰且单一，无降解，无蛋白质和 RNA 污染，

经超微量紫外分光光度计检测 CTAB 法提取的

DNA，OD260/OD280 为 1.9–2.5，OD260/OD230 的值

在 1.5 左右，浓度是 27.29 ng/μL。结果表明，所

提取的 DNA 纯度高，质量和浓度均较高，可进行

下一步文库构建，符合测序要求。 

 

 
 

图 1.  Gnyt1 菌株产铁载体的测定 

Figure 1.  Determination of siderophore of Gnyt1 strain. A: the yellow halo produced by the strain secreting iron 
carrier on the CAS medium; B: an enlarged view of the yellow halo of the A map. 
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2.3  序列信息统计 

2.3.1  二代测序结果的整理：二代测序结果的数

据统计表明(表 3)，Reads 总数为 3025470 条，模

糊碱基的比例低，单碱基质量很高，总碱基的 GC

百分含量为 38.8%，二代测序共获得高质量 reads 

2217564 条，高质量 reads 碱基数高达 471926886 bp，

高质量 reads 占下机 reads 百分比为 73.3%，高质

量序列碱基占下机碱基百分比为 63.53%，保证了

后续分析的准确性。 

2.3.2  三代测序结果的整理：三代测序结果序列长

度大，无不确定碱基，全部序列长度较大，GC 含

量为 34.7%，不同长度序列占全部序列的百分比均

较高(表 4)，所有序列相加长度到达序列总长度

20%的最后一条序列碱基数最大，而到达序列总长

度 90%的最后一条序列碱基数最小，与二代测序结

果相比，三代测序数据统计的菌株优势更加明显。 

 

表 3.  二代测序结果数据统计 

Table 3.  Sequencing results data statistics 
Sample  Gnyt1 

Reads Num. reads  3025470 

Total bases/bp 742832445 

N/% 0.001 

GC/% 38.8 

Q20/% 76.2 

Q30/% 64.4 

HQ reads 2217564 

HQ reads/% 73.30 

HQ data/bp 471926886 

HQ data/% 63.53 

Coverage (×) 72 

Q20 (%): the percentage of bases whose base recognition 
accuracy is above 99%; Q30 (%): the percentage of bases whose 
base recognition accuracy is above 99.9%. HQ Reads (%): the 
percentage of high quality reads that are read by the reader; HQ 
data (bp): high quality reads bases; HQ data (%): the percentage 
of bases with high quality sequences in the lower base; 
Coverage (×): sequencing Depth, genome size refers to the 
length of the genomic sequence obtained by splicing. 

表 4.  三代测序结果数据统计 

Table 4.  Sequencing results data statistics 
Sample Gnyt1 

Min sequence length/bp 200 

Max sequence length/bp 65295 

Total sequence number/bp 149761 

N20/bp 16277 

N20 Number (slip) 11941 

N50/bp 10954 

N50 Number (slip) 41500 

N90/bp 5211 

N90 Number (slip) 104598 

N number (slip) 0 

N rate/% 0 

Total sequence length/bp 1296051657 

GC content/% 34.70 

N20 (bp), N50 (bp), and N90 (bp) indicate that all sequences are 
arranged in order of length from long to short, and the lengths of 
the sequences are added in that order, when the added length 
reaches 20% of the total length of the sequence. 50%, 90%, the 
length of the last sequence. 
 

2.3.3  基因组序列的拼接：对二代测序和三代测

序基因组序列进行拼接，结果显示拼接后序列的

总长度为 5597907 bp, GC 百分含量为 35.57%。 

2.3.4  ORF 预测：基因功能和结构预测的必要步

骤是 ORF (开放阅读框)预测，从菌株 Gnyt1 ORF

预测统计结果可得，该菌株核基因组开放阅读框

共有 5876 个，最长开放阅读框长度为 15033 bp，

开放阅读框的平均长度为 792.17 bp，开放阅读框

平均 GC 含量为 36.13%，开放阅读框总长度为

4654818 bp，占基因组长度的比例为 83.15%。 

2.4  基因组圈图绘制 

从 Bacillus mycoides Gnyt1 菌株基因组圈图

(图 2)可知，菌株基因组大小为 5597907 bp。从内

到外，第一圈代表刻度；第二圈代表 GC Skew；

第三圈代表 GC 含量；第四圈和第七圈代表每一

个 CDS 所属的 COG；第五圈和第六圈代表 CDS、

tRNA 及 rRNA 在基因组上的位置。将其提交至

NCBI，获得登录号为 CP020743。 
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图 2.  Bacillus mycoides Gnyt1 菌株基因组圈图 

Figure 2.  Bacillus mycoides Gnyt1 genome circle. 
 

2.5 蛋白编码基因功能注释 

蛋白编码基因功能注释是微生物全基因组分

析的核心内容，能从分子水平上认识该物种的生

命活动。从 Bacillus mycoides Gnyt1 菌株核基因组

蛋白编码基因功能注释结果(表 5)可知，NR 数据

库中比对有 5818 条蛋白编码基因，而在 KEGG 数

据库中比对有 1309 条蛋白编码基因，不同的数据

库比对结果有异，主要与数据库的收录量和侧重

点有关。 

2.6  菌株 Gnyt1 基因组的组成 

Bacillus mycoides Gnyt1 菌株通过全基因组测

序结果表明，Reads 总数为 3025470 条；碱基总数

高达 742832445 bp；总碱基的 GC 百分含量为

38.8%；开放阅读框的平均长度为 792.17 bp，开

放阅读框平均 GC 含量为 36.13%，开放阅读框的

总长度为 4654818 bp。有 9 个原噬菌体，23 个基

因岛。 
 

表 5.  Bacillus mycoides Gnyt1菌株核基因组中蛋白编

码基因功能注释概况 

Table 5.  The function of the protein encoding gene 

Sequence
Annotation in  
database 

No. Genes  
Percentage 
of total/% 

chr NR  5818  99.01 
eggNOG  3593  61.15 
KEGG  1309  22.28 
Swiss-Prot  4157  70.75 
GO  3140  53.44 

Protein coding genes can be found in the database Hits; No. 
Genes: in the database can search Hits protein encoding gene 
number; %: in the database can be found Hits protein encoding 
gene accounts for the number of total number; At least one 
database: The number of protein genes encoded by Hits in at 
least one database. 
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Gnyt1 菌株具有固氮、溶磷和分泌植物激素等

多种突出功能，基因组序列总长度为 5597907 bp，

GC 百分含量为 35.57%，ORF 预测发现阅读框共有

5876 个，与抗生素耐药性相关基因有 51 条，有 4 条

和抗生素合成相关的基因，有 36 条糖基转移酶类，

38 条碳水化合物酯酶类，6 条辅助活性酶类基因，

19 条碳水化合物结合相关的酶类基因，该菌株中 8 个

质粒，有较多溶磷固氮性能相关的基因。 

2.7  与铁载体基因的注释 

研究菌株 Gnyt1 发现与铁载体相关 Porphyrin 

metabolism (卟啉代谢)的基因主要有 2 条(表 6)，

基因 ID 为 orf01244 和 orf06395，基因编译的氨基

酸序列长度分别为 311 bp 和 247 bp，其功能均与

细胞内铁的运输有关，基因的产物均与铁的螯合、

转运有关。 

2.8  功能基因代谢途径 

菌株 Gnyt1 中 2 条与铁载体相关的基因存在

于 Porphyrin metabolism (卟啉代谢)途径中，具有

protoporphyrin/coproporphyrin ferrochelatase (原卟

啉/粪卟啉亚铁螯合酶)和 Fe-coproporphyrin III 

decarboxylase (Fe-粪卟啉 III 脱羧酶)的功能。卟啉

代谢途径与铁载体密切相关，铁载体通过调控 Fe

离子转运为含铁蛋白来影响代谢途径，发现与铁

载体分泌相关的 2 条基因 ID 为 orf01244 和

orf06395，分别命名为 GYT1 和 GYT2，菌株基因

序列登录号均为 CP020743.1，Blast 比对结果可知

GYT1 基因序列更接近于 Bacillus weihenstephanensis 

KBAB4 菌株(图 3)，GYT2 基因序列和分泌铁载体

Bacillus mycoides strain ATCC6462 基因序列的同

源性高(图 4)，并且进化一致。通过基因的调控，

在卟啉代谢通路中决定了过氧化物酶、肌红蛋白、

细胞色素、过氧化氢酶和血红蛋白的生成(图 5)，

铁载体相关的 2 条基因在代谢途径中能降低 Fe2+

浓度，在还原酶的作用下，还原形成铁的络合物

产生 Fe3+，供给微生物细胞低分子量物质。其代 

 

表 6.  与铁载体相关基因的统计 

Table 6.  Statistics of genes related to iron carriers 
ID Function KEGG ID Class 

orf01244 Protoporphyrin/coproporphyrin ferrochelatase 4.99.1.1 Porphyrin and chlorophyll metabolism 

orf06395 Fe-coproporphyrin III decarboxylase 1.11.1.- Porphyrin and chlorophyll metabolism 

 

 
 

图 3.  基因 GYT1 进化树 

Figure 3.  Gene GYT1 phylogenetic tree. 
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图 4.  基因 GYT2 进化树 

Figure 4.  Gene GYT2 phylogenetic tree. 

 

 
 

图 5.  基因 GYT1 和基因 GYT2 的 KEGG 通路(卟啉代谢) 

Figure 5.  The KEGG pathway of gene GYT1 and GYT2 gene (porphyrin metabolism). 
 

谢产物过氧化物酶和过氧化氢酶催化后续氧化还

原反应，肌红蛋白、细胞色素和血红蛋白增加细

胞的能量转移，五种代谢产物在微生物生命过程

中均有必不可少的作用，且对铁离子的循环路径

结合有直接影响，其中基因 GYT1 为基因 GYT2 

的上游，均与细胞内铁的运输代谢有关。 

3  讨论 

全基因组测序对于关键基因的筛选具有重要

意义，可以直接探究其优良菌株基因的调控机理 
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和表达情况。通过全基因组测序所得的数据，分

析其调控的分子机理[14]。本研究对 Gnyt1 菌株进

行全基因组测序，从分子水平上解读二代测序和

三代测序结果数据，并明晰基因的代谢途径及功

能，以此为 PGPR 固氮溶磷基因定位和功能验证

提供有效参考数据。 

在缺铁环境下，铁载体能结合三价铁形成可

溶复合物，细菌通常产生多种铁载体，以增加在

铁缺乏环境中获得铁元素的能力，已有众多研究

表明，铁载体在微生物中有必不可少的作用。目

前，对植物的有益菌固氮菌的铁载体运输系统研

究较为广泛，具有铁载体的固氮能力明显高于不

含铁载体的微生物[15]。在本研究中，测定出 Gnyt1

菌株有较强分泌铁载体的能力，铁载体一般有儿

茶酚型和异羟肟酸型等，该菌株分泌铁载体类型

在后期继续研究中。本研究通过分析对比测序统

计的数据，预测出与分泌铁载体相关的功能基因，

发现在该菌株基因组中共有 9 条基因铁载体与分

泌有关，其中 2 条基因存在于卟啉代谢运输系统，

这将为下一步最终确定基因功能的研究提供了理

论依据。 

细菌中铁载体能有效促进抗生素的进入，铁

载体吸收 Fe3+形成复合物被特定的细菌膜受体识

别，然后在能量依赖的活性转运体存在的情况下

穿过细胞膜，进入细菌的细胞中[16–20]。Byron 等[21]

研究了铁载体的化学性质，并提出了分子水平铁

载体具体运输途径的观点。目前报道研究的铁载

体主要有 2 种生物合成途径，一是直接由非核糖

体 肽 合 成 酶 (nonribosomal peptide synthetases ，

NRPSs)家族的多酶复合体合成，另一种是以不依

赖于 NRPS(NRPS-independent, NIS)的方式，由一

类特殊合成酶家族参与合成[22]。本研究运用分子

水平成功挖掘了与铁载体相关的功能基因，确定

了 Gnyt1 菌株中铁载体的代谢途径，其对高价铁

的吸收运输系统依靠温度和能量的介导，为进一

步对相关功能基因克隆及功能分析等研究奠定坚

实的基础，也为后续开展 PGPR 分子生物学研究

提供宝贵的基因数据来源。本试验对菌株全基因

组测序数据的解读只能依据数据库中有限的参照

信息，从全基因组数据的角度预测分泌铁载体相

关的功能基因，对于某些基因还需进行下一步的

验证。 

4  结论 

对 Bacillus mycoides Gnyt1 菌株用二代测序和

三代测序相结合的方法进行全基因组测序，构建

测序文库，基因组序列拼接后序列的总长度为

5597907 bp，GC 百分含量为 35.57%，重点研究了

该菌株的全基因组信息和与铁载体相关的功能基

因，发现与铁载体分泌相关的基因 GYT1 和基因

GYT2 主要存在于 Porphyrin metabolism (卟啉代谢)

途径，主要与细胞内铁的运输代谢有关，基因的

产物均与铁的螯合、转运有关，具有进一步研究

的意义。 
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Exploration of functional genes related to iron carrier secretion 
in the plant growth-promoting rhizobacteria Bacillus mycoides 
Gnyt1 
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Abstract: [Objective] For the excavation of plant growth promoting rhizobacteria (PGPR) strains, the functional 

genes were analyzed and mapped in order to find out their scientific value and industrialization development and 

serve agricultural production. [Methods] Bacillus mycoides Gnyt1 strain was used as the material, and the second 

and third generation sequencing technology were combined to carry out the whole genome sequencing of the strain. 

The possible functional genes of the nuclear genome of the strain were analyzed, and genes secreting iron 

carrier-related strain were analyzed. [Results] The total length of the genomic sequence after splicing was 5597907 bp. 

The percentage of GC was 35.57%. There were 9 genes involved in the secretion of siderophore in this strain, of 

which 2 genes mainly existed in the Porphyrin metabolism pathway and were associated with intracellular iron 

transport metabolism related. [Conclusion] Through whole genome sequencing, the functional genes related to the 

secretion of siderophores were identified as GYT1 and GYT2, which makes it possible for verifying the gene 

functions. 
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