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论著
一蜡样芽胞杆菌食物中毒分离株的表型与基因型

周帼萍!!MO’DA]E4A’:’(0CObA’()! T̂O]’AB’C)!刘勇!!杨祖顺,

!!1武汉轻工大学生物与制药工程学院"湖北 武汉"2,##),$ )1丹麦奥胡斯大学环境科学系"
丹麦 罗斯基勒"V̂ 2###$ ,1云南省疾病预防控制中心"云南 昆明"$*##))#

摘"要!目的"对 )##, 年发生在云南的一起蜡样芽胞杆菌呕吐型食物中毒案例中的分离株 RM#,#, 进行表型和

基因型分析研究$ 方法"采用 !$8 CVM-序列分析和 !$8I),8 CVM-7>8 特征图谱分析结合形态%生理生化和基因

型进行菌种鉴定&;?=检测呕吐毒素和肠毒素合成相关基因!高效液相和质谱联用":;6?+Z8#化学定量分析呕吐

毒素合成情况!测试部分生理生化特性和生长温度范围!进行了 /&-B分型和多位点序列分型"XSDBODEKSAA’qS’(K’

B\YO(P!Z68>#$ 结果"确认了该菌株确为蜡样芽胞杆菌 !&",##7."0807.!虽然该食物中毒是典型的呕吐型案例!但是

发现该分离株呕吐毒素相关合成基因 "0.呈阴性!呕吐毒素化学定量分析结果为阴性&其生理生化特性"水杨苷发

酵%淀粉水解和溶血特性#与典型呕吐型菌株也不相同$ /&-B分型并非呕吐型蜡样芽胞杆菌所属的#型!而是属

于细胞毒性强的 7f型!而且其肠毒素基因 =:#%-=0和 "<+I% 也均呈阳性&多位点序列分析显示该菌是一个新型别
8>c*,!是区域性相对独立进化菌株$ 结论"在该呕吐型食物中毒案例中可能有多个蜡样芽胞杆菌参与!该分离株
RM#,#, 并非主要致病株(呕吐型菌株!但可能作为细胞毒性强的菌株参与了共感染$
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""蜡样芽胞杆菌$!&",##7."0807."简称 ]K%在自然
界分布很广"常见于土壤中"因此谷物粮食类分离率
较高"是常见的食源性致病菌之一* 但如果食物中的

污染达到 !#* KLSIP"细菌会代谢产生毒素"人食用含
毒素的食物后会产生呕吐’腹泻等不良症状* 因此"
由蜡样芽胞杆菌引起的食物中毒分为呕吐型和腹泻
型两种"前者因摄入热稳定环状毒素K’C’SDO0’而引发
恶心和呕吐为主的症状"潜伏期短#后者是摄入受污
染食品中该菌产生多种肠毒素导致腹痛和腹泻为主
的症状"潜伏期长* 呕吐毒素相关基因 "0.位于大质
粒上也有少数位于染色体上(!) #而:]6"M:/和 ?\B̂
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这 , 种桶孔形成类的细胞毒素则是腹泻型食物中毒
中的主要致病因子"其相应基因 $ =:#" -=0""<+IKE
"<+I%%均位于染色体上() h,) *

)##, 年 , 月 !% 日"云南某小学发生食用豆豉
而导致 !!) 名学生集体食物中毒事件"中毒症状为
恶心’呕吐和腹痛"云南省疾病预防控制中心通过
流行病学调查情况和微生物检测分析"判断为蜡样
芽胞 杆 菌 食 物 中 毒 (2) " 并 保 留 了 一 株 分 离 株

RM#,#,* 因为 ]K在食品中检出率很高"但是其食
物中毒却罕见"所以对该菌株进行的表型和基因型
分析研究"以了解食物中毒分离株的特性*

!"材料与方法
!G!"材料
!G!G!"标准菌株来源及特性

标准菌株来源及特性"见表 !*

表 !"标准株来源及特性
>T.D’!"8ESCK’AT(0 K4TCTKB’COABOKAELB\Y’ABCTO(A

菌株 特性及用途 来源
!G"<+9+9’,"7.Mf:,%!+%3 "<+IK 和 23 i及 *# i生长阳性对照株 丹麦奥胡斯大学
!G"0807.->??!2*c% 7>8 和生理生化试验对照株 丹麦奥胡斯大学
!G"0807.‘23!# Ic) "0.和呕吐毒素 :;6?+Z8 检测阳性对照 丹麦奥胡斯大学
!G+=78,-?,0-.,.G78.+&G,:V! =:#"-=0和 "<+I% 阳性对照株 丹麦奥胡斯大学
!GL0,=0-.+0/=&-0-.,.V8ZU!!3)!= 嗜冷型"用于低温 $ j!* i生长对照 丹麦奥胡斯大学
!G&-+=8&",.$E(D\VM-’<BCTKB% 80/M阳性对照株 丹麦奥胡斯大学

!G!G)"主要仪器与试剂
WDBOXTB’,### 高效液相色谱仪$美国 VOE(’<%’

-;72###$美国 -]8KO’<‘CTXO(P4TX%’>?+,!) ;?=
仪$英国 >’K4(’%’8RM&/M/凝胶图像分析系统$英
国 8\(P’(’%’荧光显微镜’酶标仪’培养箱*

;?=扩增试剂$北京 -O0DT. 公司%"VM-XTCb’C
V6)###’&ED0[O’_荧光染料均购自日本 >T>T=T"缬
氨 霉 素 标 准 品 $ )##!+%*+3 87&Z-+%2$c*" 美 国
8OPXT%"!$8 CVM-采用通用引物 )c‘和 !2%)="引
物和测序由苏州金唯智公司完成"其他引物见表 )*

表 )"本研究中所用 ;?=引物
>T.D’)";COX’CASA’0 O( B4’ABS0\

基因 引物 引物序列$*l+,l% 退火温度Is? 产物长度I.Y

!$8I),8
CVM-7>8

"0.

"0.!

80/M

=:#N

=:#B

=:#O

-=0N

-=0!

-=0B

"<+̂K

"<+̂%

7>8+!$8+!,%)+8+!* &M-?-?-??&???&>
7>8+),8+)#$+-+)! M?>>-&->&>>>?-&>>?f?R
PCK‘ &-?--&-&--->>>?>-?&-&?--&>-?-->
PCK= &?-&??>>??-->>-?>??>>?>&??-?-&>
B0.‘! &&>&-?-?->>->?->->--&&>&
B0.=) &>--&?&--??>&>?>&>--?--?-
80/M+‘2 ?-?&>&->&?@&-&&?>>>-
80/M+=) &->-->>>?>>?>>>&R>&&>>&>&-
;!4N! &>&?-&->&>>&->&??&->
;!4N) ->&??-?>&?&>&&-?->->
4%- -->&&>?->?&&--?>?>->
4%] ?>?&?>&>>?>&?>&>>-->
4K- -->?--&-&?>&>?-?&-->
4K] ?-??-->>&-??->&?>-->
-=0N,22 8 >-?&?>--&&-&&&&?-
-=0N32, - &>>>>>->>&?>>?->?&&?>
-=0!!*## 8 ?>->?-&?-?>>->&&?-&
-=0!))$% - -?>??>-&?&&>&>>??
-=0B)3)# 8 ?&&>-&>&->>&?>&&&
-=0B,2#! - ?-&?->>?&>-?>>&??--
BI!‘ ?-->>??-&&&&?--&>&>?
BI!= ??>?&>&?->?>&>>>?->&-&
BI)‘ ?-->???>&&?&?>-&>&?-
BI)= &>&M-&??>&&-?&--&>>&&

**
c*# 和 *##
) 条带 (*)

$# $,$ ($)

*3 ! )c# (c)

2% 3*# (3)

** ,)# (%)

** c*# (%)

** 2,# (%)

** *## (%)

** cc# (%)

** *3) (%)

*c 2)$ (!#)

*c *3* (!#)

!G)"方法
!G)G!"RM#,#, 生理生化特性检测

水杨苷水解’淀粉水解和溶血活力检测方法参
见文献(!!)* 生长温度范围检测&与 ) 株对照株同

时接种 >, 平板 (!)) "$’23 和 *# i培养箱中培养"分
别于 , j* 0 和 )! 0 记录生长情况*
!G)G)"多位点序列分型$Z68>%和 /&-B分型

/&-B基因的扩增’测序’分型和危害性评价见
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文献 (!,)和 -LLODOTBOE( BEY4\DEP’(’BOKPCESYA$7BE
f77% O(BEB4’!&",##7."0807.PCESY (!2) *

Z68>分型依据!&",##7."0807.Z68>VTBT.TA’A数据
库(!*)要求完成"苏州金唯智公司测序"结果提交 Z68>
数据库"以PE’]W=8>!G)G!版软件进行聚类分析*
!G)G,"样品处理

RM#,#, 和标准株 !G"0807.‘23!#Ic) 接种心脑
浸液琼脂培养平板",# i培养 , 0"半皿菌苔$#G, j
#G* XP%收集 ) XD/;管中"用 %$g的无水乙醇提取
呕吐型毒素"!) ### CIXO( 离心 !* XO("取上清进行
高效液相色谱+质谱$:;6?+Z8%分析*
!G)G2"仪器条件

色谱条件&色谱柱&协同极性反相柱$!*# XXn
) XX"2 !X%* 流动相&水’甲醇和乙腈的三元梯度分离
液"流速 #G)* XD"进样量 ! !D"WDBOXTB’,###双梯度低压
混合:;6?系统"水’甲醇和乙腈的三元梯度分离液在
协同极性反相柱上进行分离"-;72###质谱仪检测*

质谱条件&质谱采用正离子模式的电离子喷

雾"从 *## j! ,## TXS 全扫描记录* 离子丰度
! !c# $! !$%G* j! !c#G*% TXS"滞留时间 3G*# XO(
的波峰为呕吐毒素"离子丰度 ! !!) $ ! !!!G* j
! !!!)G*% TXS"滞留时间 3G2# XO( 的波峰记为缬氨
霉素* 呕吐毒素无标准品"故以缬氨霉素为内标校
准"!G"0807.‘23!#Ic) 提取液为参照"通过校准使数
据获得部分补偿纠偏 (!$) *

)"结果与分析
)G!"RM#,#, 的表型特征与菌种鉴定

!$8 CVM-序列 $&’(]T(b 编号& ‘̂#**,c)G! %
分析显示与 !G+=78,-?,0-.,.@8)$), $R!32c,G!%的
XT<O0’(BOB\达到 !##g"与其他 !G"0807.群细菌多
个菌株的 XT<O0’(BOB\达 %%g* !$8I),8 CVM-7>8
分析 !G"0807.群细菌会产生 ) 个扩增产物位于 c*#
和 *## .Y"是识别 !G"0807.群细菌的常见方法 (*) "
RM#,#, 具有与标准株一致的典型图谱"可以确定
为蜡样芽胞杆菌群细菌$!G"0807.PCESY%"见图 !*

注&图 !$-%从左至右泳道依次为&!1空白对照")1阳性对照 !G"0807.->??!2*c%",J!G"0807.‘23!# Ic)"21RM#,#,"

*1ZTCb’C#图 !$]%从左至右泳道依次为&!1ZTCb’C")1空白对照",1阳性对照 !G"0807.‘23!# Ic)"21RM#,#,#图 !$?%从左

至右泳道依次为&!1ZTCb’C")1空白对照",1"<+IK 基因的阳性对照 !G"<+9+9’,"7.Mf:,%!+%3"21"<+I% 基因的阳性对照

!G+=78,-?,0-.,.G78.+&G,:V!"*1RM#,#,

图 !";?=测定结果
‘OPSC’!"=’ASDBAT(TD\AOAEL;?=

""该群细菌包括至少 c 个种"因为基因组的高度近
似性"只能用特定的表型和基因来区分* 显微观察不
含伴胞晶体"排除苏云金芽胞杆菌!G+=78,-?,0-.,."见
图 )* 没有蕈状生长特性"排除蕈状芽胞杆菌
!G><"9,30.和假蕈状芽胞杆菌!G/.0739><"9,30.#低于
!# i 不 生 长* 排 除 韦 氏 芽 胞 杆 菌
!GL0,=0-.+0/=&-0-.,.#能运动且 !$溶血"排除炭疽芽胞
杆菌 !G&-+=8&",.#*# i不生长且 "<+IK 基因为阴性"
排除细胞毒性芽胞杆菌 !G"<+9+9’,"7."根据此可初步
判定该菌株确为蜡样芽胞杆菌 !G"0807.*

绝大多数呕吐型菌株有独特的生理生化特性&
不水解淀粉’不发酵水杨苷’不溶血或微弱溶血"多
为中温菌$$$ i 和 *# i 不生长%* RM#,#, 是中

图 )"RM#,#, 显微形态
‘OPSC’)"ZOKCEAKEYOKXECY4EDEP\ELRM#,#,
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温菌但淀粉和水杨苷发酵试验均为阳性"! 溶血不
同于典型的呕吐型菌株 (c) "具体试验结果为水杨
苷&5#淀粉& 5#溶血&!#*# i& h#23 i& o#!* i&
55#!# i& o#3 i& h#$ i& h*
)G)":;6?+Z8 和 ;?=结果

;?=检测结果表明"RM#,#, 呕吐型毒素合成
基因 "0.为阴性"呕吐毒素合成基因所在大质粒的
特征性 80/基因也为阴性* 基因型检测结果和化学
定量分析结果一致"该菌株既未携带呕吐毒素
K’C’SDO0’合成相关基因 (见图 ! $]%)"同时 :;6?+
Z8 也未检出呕吐毒素"说明该菌株并非呕吐型致
病菌株* 但是 RM#,#, 的 , 种主要肠毒素基因&=:#
$编码 , 个亚基的 =:#N’=:#B和 =:#O%’-=0$编码 ,
个亚基的 -=0N’-=0!和 -=0B%’"<+I% 均为阳性"具
备感染型腹泻型致病株的基因特征* 细胞毒性芽
胞杆菌 !G"<+9+9’,"7.所特有的细胞毒素 K\B̂! 为阴
性"具体结果为&K’A& h#K’A]& h#C’YQ& h#K\B̂!&
h#K\B̂)& 5#4.D-& 5#4.D?& 5#4.DV& 5#(4’-& 5#
(4’]& 5#(4’?& 5*
)G,"/&-B分析结果

/&-B分析能将 ]K群细菌分为 c 个系统发育
组"能反映细胞毒性和致病力* 呕吐型 ]K菌株属
于其中#型"RM#,#, 属于 7f型"7f型菌株绝大多
数都携带有 =:#’-=0和 "<+I% 三种肠毒素基因"有细
胞毒性"部分菌株有很高的细胞毒性* RM#,#, 的
生长温度范围和毒素基因携带情况与 /&-B分析的
7f型菌株的特征完全吻合"而不同于#型 (!)"!c) *
)G2"Z68>与 ’]W=8>聚类分析

结果提交 Z68>数据库 7V!,3)"并确认属于一
个新型别 8>c*,* Z68>!&",##7."0807.数据库目前
含有全球提交的 ! 2*! 分离株的有效信息"共分为
3!* 个不同的型别$ 8>A%* 设定群所需最小相同等
位基因数为 $"取样自展值设置为 ! ###"运行
PE’]W=8>f!G)G! 版软件 Z68>数据库中数据进行
聚类分析&86f水平$单位点差异I最小相同等位基
因数为 $ %" 8>c*, 独自构成了一个序列群 &CESY
2)$#V6f水平$双位点差异I最小相同等位基因数
*%独自构成 &CESY )!2#只有 >6f水平 $三位点差
异I最小相同等位基因数为 2 % 属于 &CESY # $含
)#28>A"2#% 个菌株"%* &CESY # 中与 8>c*, 在系统
进化上最为接近的是 8>2$$ $中国台湾食品分离
株%#8>2c,$中国台湾大米分离株%#8>!*% $日本健
康食品操作人员粪便分离株%#8>!*c $日本河流中
分离%#8>),3$美国%* 这些 8>A都是仅含单一菌株
的 8>"而且除 8>),3 外都是亚洲分离株* 显示
8>c*, 可能是具有地区性相对独立进化的菌株*

而呕吐型 ]K菌株在进化上比较保守"目前发
现的 2 个型别& 8>)$" 8>!$2" 8>!$* 和 8>!22 (!!) "
86f水平均属于 &CESY %"V6f水平属于 &CESY !)"
>6f水平属于 &CESY ,"都与 RM#,#, 构成的 8>c*,
相距甚远"见图 ,*

图 ,"采用 PE’]W=8>算法分析 Z68>数据库"选取三位点

差异I最小相同等位基因数为 2"新型别 8>c*, 所属
&CESY # 的局部示意图

‘OPSC’,";TCBOTDA(TYA4EBELB4’!&",##7."0807.Z68>0TBT.TA’

&CESY # P’(’CTB’0 SAO(PB4’PE’]W=8>TDPECOB4X"

O(0OKTBO(P(’_8>c*,

,"讨论
目前标准主要依据形态和生理生化法对病原

菌进行鉴定和分类 (!3) "这些传统方法具有很高的
实用性和可行性"尤其在基层和初步分析工作中
必不可少"但是先进的分子生物学技术因其快速’

灵敏’可以更全面的展现微生物的生物学特性而
日益突显出其优越性* 常见污染菌如 ]K"在同一
个样品中存在多种菌株"其中毒或感染可能有表型
非常接近的多种基因型菌株参与* 比如 )##, 年比
利时 ]K呕吐型食物中毒死亡案例"共分离 )) 个菌
株"通过后续分析"发现至少有 * 种不同基因型的
]K菌株"$ 株为非呕吐型"!$ 株为呕吐型$;‘&/有
) 种不同类型%"充分显示了 ]K食物中毒的复杂性&
多种菌株参与"菌株之间存在复杂的协同或竞争关
系 (!%) * 今后的食物中毒分析需尽可能多收集来源’

菌落和显微形态不同的菌株"结合分子生物学技术
才能保证分析的可靠性和完整性*

本案例仅保留了一个分离株"通过深入的表型
和基因型分析却发现并非呕吐型致病株"非此案例
的主要罪魁祸首"但作为一个细胞毒性菌株可能参与
了感染过程* 但也显示现行蜡样芽胞杆菌分析鉴定
方法的缺陷&不能区分呕吐型和腹泻型 ]K菌株"落后
于微生物分类体系的发展"不能将 ]K群中另外 ) 个
与食品安全有重要关联的新种!韦氏芽胞杆菌’细胞
毒性芽胞杆菌和蜡样芽胞杆菌区分开来* 这几点对
于分析调查我国高致病力食源性致病菌来说是个重
大问题"国际上公认呕吐型 ]K在系统进化上同源性
"""""
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很高"生理生化特性较为保守而独特(c) * 但我国 )!
个呕吐案例分离株有 % 个生化型"显示出高度的分化
特征()#) "这可能是因为国标中生理生化试验的设计
没有很好区别呕吐型和其他 ]K菌株"也可能是如本
案例一样"未区分同种不同菌株的共感染"从侧面证
实了呕吐型 ]K食物中毒案例中分离株不等于是呕吐
型 ]K菌株"存在误判*
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检测有关问题的复函
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中国烹饪协会’
你协会)关于餐饮环节生肉类食材微生物检测事项适用标准的函*收悉$ 经研究!现答复如下’
)食品中致病菌限量*"&])%%)!()#!,#规定了即食生肉制品和熟肉制品中沙门氏菌%单核细胞增生李

斯特氏菌等致病微生物限量要求!不适用于餐饮环节非即食生肉&)速冻面米制品* "&]!%)%*()#!!#适用
于预包装速冻面米制品的管理!不适用于生肉类食品$
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