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利用 :5#6基因序列分析鉴定云南酵米面中伯克霍尔德菌属分离株

黄庭轩’!赵梦馨’!周帼萍’!许燕+!杨祖顺+

!’B武汉轻工大学生物与制药工程学院"湖北 武汉)87**+7$
+B云南省疾病预防控制中心 食品安全与营养研究中心"云南 昆明)?&**++#

摘)要!目的)利用 :5#6基因序列分析对云南省两起酵米面食物中毒案例中伯克霍尔德菌属病原菌进行分类鉴

定$ 方法)对基于 ’?- _2S=序列分析鉴定为伯克霍尔德菌属的 8 株分离菌株和 ’ 株唐菖蒲伯克霍尔德菌标准株
"!;!!’*&:8#!通过聚合酶链式反应"1!2#扩增 :5#6基因片段%测序!将测序结果与 TNL.HLa 中伯克霍尔德菌属中
:7 个种的对应片段序列比对!并构建系统发育树$ 结果)比较分析伯克霍尔德菌属中 :7 个种的 :5#6基因的亲缘

关系!:5#6基因可以准确地区分鉴定伯克霍尔德菌属中包括食物中毒案例中 8 个分离株的不同的种!特别是在区

分唐菖蒲伯克霍尔德种内不同致病亚种时有参考价值$ 结论):5#6基因序列分析将酵米面食物中毒分离株鉴定

为唐菖蒲伯克霍尔德菌!而且食物中毒案例中的 8 个分离株和植物病原菌及环境分离株的唐菖蒲伯克霍尔德菌的

基因序列不同!具有独特的单核苷酸多态性 " -S1#!建议鉴定结果采用唐菖蒲伯克霍尔德菌椰毒致病变种
"71:P<)*85:G/ C*/8G)*G[bB#)#)Q5"5"/"0#$
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))变质银耳及自制淀粉类发酵食品引起的食物 中毒曾是我国病死率最高的细菌性食物中毒之一"
国标称其病原菌为椰毒假单胞菌 #I0518)?)"/0
#)#)Q5"5"/"0$ 或 椰 毒 假 单 胞 菌 酵 米 面 亚 种
# I0518)?)"/0 #)#)Q5"5"/"0 0V^0[B 9/:G")95:?5">
4/"0$ )’$+* ( +*’+ 和 +*’8 年在云南省红河州和文山
州发生的两起酵米面#吊浆粑$食物中毒死亡案例
的流行病学特征和毒素分析均和椰毒假单胞菌食
物中毒一致"但 e;",\全自动微生物分析系统鉴定
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其分离株为唐菖蒲伯克霍尔德菌 #71:P<)*85:G/
C*/8G)*G$" 并 有 & 个 生 理 生 化 指 标 与 T.>"
8:6(@+(!+**7,食品卫生微生物学检验 椰毒假单
胞菌酵米面亚种检验-不同 )7$8* ( 经典生理生化鉴
定法有其局限性"故采用分子生物学方法对分离株
进行 ’?- _2S=序列分析"将其鉴定到伯克霍尔德
菌属#71:P<)*85:G/ 0[[B$并与唐菖蒲伯克霍尔德菌
最近源"但因该序列保守性鉴定到种存在争议 )7$&* (

目前伯克霍尔德菌属有 (* 个种"具有复杂多样
性"既有人畜共患病原菌"也有植物病原菌及环境
分离株( 该属绝大多数种无致病力"其生态位与植
物密切相关"属于根圈细菌或植物内生菌"甚至能
促进植物生长或抗逆性( 某些种能降解原油’除草
剂和合成污染物等难降解化合物"但也包括部分重
要植物致病菌"能感染多种植物宿主"造成重要农
作 物 大 幅 减 产" 如 水 稻 细 菌 性 谷 枯 病 菌
#71:P<)*85:G/ C*1?/5$能感染水稻’番茄’芝麻’辣
椒’茄子’紫苏等 +* 多种植物导致枯萎病( 该属中
少数种是著名的人畜病原菌"如在澳大利亚和东南
亚部分地区类鼻疽伯克霍尔德菌 #71:P<)*85:G/
;0518)?/**5G$通过土壤或水接触伤口’消化系统或
呼吸系统引发人畜的类鼻疽病急性或慢性感染(

而与其近源的鼻疽伯克霍尔德菌 #71:P<)*85:G/
?/**5G$则可以导致马’驴或骡子的鼻疽病"偶尔也能
通过这些动物传染给人类( 两者都曾在战争中用
做生物武器( 而洋葱伯克霍尔德菌群#71:P<)*85:G/
#5;/#G/ CZG[JNY$ 对囊肿性纤维化 #C]0PICDÎ_Z0I0"
!F$患者可引起严重危及生命的肺部感染 )?* (

唐菖蒲伯克霍尔德菌种内多样性也非常复杂"

国外研究 )?*显示其在自然界广泛分布于土壤’水
体’根圈和多种动物等生态位"常常与植物和真菌
共生( 该种也是著名的植物病原菌"根据侵染宿主
被分为 7 个病原变种>型#[HPEZbH_0$%唐菖蒲伯克霍
尔德菌唐菖蒲致病变种 #71:P<)*85:G/ C*/8G)*G[bB
C*/8G)*G$’唐菖蒲伯克霍尔德菌洋葱致病变种
#71:P<)*85:G/ C*/8G)*G[bB/**GG#)*/$和唐菖蒲伯克霍
尔德菌蘑菇致病变种 #71:P<)*85:G/ C*/8G)*G[bB
/C/:G#G#)*/$分别导致唐菖蒲’洋葱和蘑菇的腐烂病(

近年来"有研究 ):*发现其与医院感染’囊性纤维化’

角膜炎’骨髓炎肺部感染有关"尤其是在免疫力缺
陷>受抑制人群中&+*’+ 年又有研究 )6*发现它与新
生儿的败血症和幼儿在医院感染的败血症有关&同
时原椰毒假单胞菌也已并入唐菖蒲伯克霍尔德菌"

有建议命名为唐菖蒲伯克霍尔德菌椰毒致病变种
#71:P<)*85:G/ C*/8G)*G[bB#)#)Q5"5"/"0$ )(* "所以该种
内也包括人类食源性致病菌(

随着分子生物学鉴定手段的普及"研究者也曾
试图用分子生物学方式鉴定’区分该食源性致病
菌"但是唐菖蒲伯克霍尔德菌椰毒致病变种不仅和
唐菖蒲伯克霍尔德菌的 7 个植物致病变种在 ’?-
_2S=全长序列上差异很小"就连临近的植物伯克
霍尔德菌和水稻细菌性谷枯病菌也很难区分 )’** (

所以本研究采用另一个管家基因 :5#6序列分析对
云南省酵米面食物中毒致死案例中 8 株分离株在伯
克霍尔德菌属中的分类鉴定进行研究( :5#6是原核
生物同源重组的中心分子"在 9S=重组和 9S=损
伤应急修复# -3-$过程中是一个关键的基因"常用
于做细菌分型"经研究 )’’$’+*表明":5#6基因可用于包
括根癌农杆菌属’紫色色杆菌属等多种细菌的分
型"已经有两项研究 )’7$’8*证实其在整个伯克霍尔德
属内以及在洋葱伯克霍尔德菌群的分型鉴定中有
效( 本研究试图采用 :5#6序列分析来明确我国云
南省近五年内两起酵米面食物中毒案例中分离株
在目前微生物分类系统中的地位并探索该类食源
性致病菌的新鉴定方法(

’)材料与方法
’@’)材料
’@’@’)菌株和序列来源

8 株酵米面食物中毒事件分离株由云南省疾病
预防控制中心保存 )7$8* "唐菖蒲伯克霍尔德菌标准
株#!;!!’*&:8$购自中国工业微生物菌种保藏管
理中心"其他参比序列下载于 TNL.HLa 数据库"详
见表 ’( 其中 8 个分离株经 ’?- _2S=序列分析鉴
定为伯克霍尔德菌属 )7* (
’@’@+)主要仪器与试剂

!]CJN_1!2仪 #美国 .IZ$2H‘$’凝胶图像分析
系统#英国 -<ST,S,$’9<<6.型稳压电泳仪’离
心机’SHLZ[V_N纯水机(

马铃 薯 葡 萄 糖 琼 脂 #19=$ 培 养 基 #英 国
3#3;9$"1_NGIYR/A’9/+*** 9S=%H_aN_和核酸染
料 TZJ‘bINK均购自日本 "H\H2H"琼脂糖 #西班牙
.IZKN0P$"聚合酶链式反应 #1!2$引物合成以及产
物测序由金唯智科技有限公司完成(
’@+)方法
’@+@’)分离株的 :5#6基因 1!2扩增及测序

用 19=平板划线分离菌株"于 7* h培养 +8 E"
选取单菌落至装有 &* !J无菌 %IJId水的 1!2管
中"轻振管壁使菌体在水中混匀"于 (6 h下高温裂
解 ’* GIL"’+ *** _>GIL 离心 & GIL"所得上清液即
为细菌 9S="转移至无菌 ,1管中"8 h保存备用(
以 :5#6为引物进行 1!2扩增"1!2扩增体系%
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))) 表 ’)选用菌株和序列的信息
"ĤJN’);LDZ_GHPIZL ZD0NJNCPN‘ 0P_HIL0HL‘ 0NQVNLCN0

菌株名称 菌株来源 菌株特性 TNL.HLa 登录号
7HC*/8G)*G<9$’ +*’8 年 ? 月文山州酵米面食物中毒事件 人类致病株&产米酵菌酸毒素 \<7’+6&?
7HC*/8G)*G<9$+ +*’8 年 ? 月文山州酵米面食物中毒事件 人类致病株&产米酵菌酸毒素 \<7’+6&:
7HC*/8G)*G<9$8 +*’8 年 ? 月文山州酵米面食物中毒事件 人类致病株&产米酵菌酸毒素 \<7’+6&6
7HC*/8G)*G<9$55 +*’+ 年 : 月红河州酵米面食物中毒事件 人类致病株&产米酵菌酸毒素 \<7’+6&(
7HC*/8G)*G!;!!’*&:8 中国$野生诺尼果内 环境分离株 \<7’+6?*

7HC*/8G)*G[bB#)#)Q5"5"/"0/%T’’?+? q 印尼爪哇食物中毒事件$
原椰毒假单胞菌典型株

产米酵菌酸和
黄丝菌素#YHLPEZPE_ICIL$

5d68(’7(@’

7HC*/8G)*G[bBC*/8G)*G/%T++’? q 美国$唐菖蒲 植物致病株 =<?’(??&@’

7HC*/8G)*G.-27S 韩国$水稻病原菌 植物致病株 S!c*’&76’@’
7HC*/8G)*GU=1- *:*:* 墨西哥$菠萝 环境分离株#生物防治菌株$ WS’*876:@’
7HC*/8G)*G[bB/**GG#)*/ &’8 波兰$洋葱球茎软腐病 植物致病株 \F6&:&7&@’
7HC*/8G)*G[bB/**GG#)*/ &** 波兰$洋葱球茎软腐病 植物致病株 \F6&:&78@’
7HC*/8G)*G[bB/**GG#)*/ 8(( 波兰$洋葱球茎软腐病 植物致病株 \F6&:&77@’
7HC*/8G)*G[bB/**GG#)*/ 8?: 波兰$洋葱球茎软腐病 植物致病株 \F6&:&7+@’
7HC*/8G)*G[bB/**GG#)*/ 8?( 波兰$洋葱球茎软腐病 植物致病株 \F6&:&7’@’
7HC*/8G)*G[bB/**GG#)*/ 87& 波兰$洋葱球茎软腐病 植物致病株 \F6&:&7*@’
7HC*/8G)*G[bB/**GG#)*/ +(& 波兰$洋葱球茎软腐病 植物致病株 \F6&:&+(@’
7HC*/8G)*G[bB/**GG#)*/ +(8 波兰$洋葱球茎软腐病 植物致病株 \F6&:&+6@’
7HC*/8G)*G[bB/**GG#)*/ +?’ 波兰$洋葱球茎软腐病 植物致病株 \F6&:&+:@’
7HC*/8G)*G[bB/**GG#)*/ +?* 波兰$洋葱球茎软腐病 植物致病株 \F6&:&+?@’
7HC*/8G)*G[bB/**GG#)*/ +&( 波兰$洋葱球茎软腐病 植物致病株 \F6&:&+&@’
7HC*/8G)*G[bB/**GG#)*/ /%T?(:( 波兰$洋葱球茎软腐病 植物致病株 \F6&:&+8@’

7H/#G8G;/*18G0S.2!’*’6’?rq 越南$荸荠 环境分离株#铝耐受$ SXc.=#X*’*****&@’
7H/?.G9/:G/ ="!!&’?:’ 田菁# -N0̂HLIHNYHJPHPH$叶子 环境分离株#生物防治菌株$ =F8&?**?@’
7H/"4<G"/ <d1+: 中国$桑树根圈 环境分离株 WF6*?8++@’
7H/:.):G0F!’* 囊性纤维化患者 条件致病菌 FW&&&*+&@’

7H/0;/*/4<GeT’!q 南非$豆类植物根瘤 环境分离株 \F7&?’(:@’

IH./""5"0G0S.2!’*76:’rq 泰国$铺地黍#1HLICVG_N[NL0$ 环境分离株#耐酸"产氨$ SXc.=<=*’****’+@’

7H.:D);<G*/ /%T+7?88 q 德国$红色泥炭苔藓# -[EHMLVG_V^NJJVG$ 环境分离株#促进植物生长$ 5d7(6&:8@’

IH#/./**5:)"G0/%T+?8’?rq 墨西哥$土豆根际 环境分离株 F3=W*’*****:@’

7H#/*58)"G#/ /%T’(*:? q 英国$土壤根际 环境分离株 5d7(6&:&@’

7H#/:G.5"0G0/%T’6&7’ q 法国$砂姜黑土 环境分离株 =<?88?7(@’
7H#/:D);<D**G/%T+’&& 香石竹枯萎病 植物致病株 =<?’(??7@’
7H#5")#5;/#G/ 9&68 美国$临床标本 人类致病株 ,F8+::(?@’
7H#5;/#G/ /%T’8+(’ 比利时$囊性纤维化患者 人类致病株 =F’87:(*@’

7H#<)G#/ /%T++(8*rq 荷兰$草地根际土壤 环境分离株 F!3S*+*****&@’

7H#)"4/?G"/"0/%T+77?’r 乳腺发炎的绵羊所产的奶 动物致病株 SXc/=-9*’*****+@’

7H#):8).5"0G0/%T+:?+*r 阿根廷$土壤 环境分离株#生物防治菌株$ SXc/T2!*’*****’@’
7H8G/T)4:);<G#/ 91U$7 含羞草属固氮根瘤中分离 环境分离株 ,U+(87(&@’
7H8G9910/ <d16 土壤 环境分离株 WF6*?8+8@’

IH8G*U):4<GGR-%7&&?r 南非$植物#/N̂NCaIHHĜ IMVH$根瘤 环境分离株 SXc=RX"*’****’’@’
7H8)*)0/ /%T+’887 塞内加尔$颖状链荚豆#=J]0ICH_[V0MJVGHCNV0$根瘤 环境分离株 =<7+86*6@’

7H95::/:G/5FNTJ*’q 巴西$铁矿 环境分离株 5d7(6&::@’

7H91"C):1?/%T’?++&rq 法国$白腐菌#I</"5:)#</545#<:D0)0;):G1?$ 环境分离株 =<?’(??8@’

7HCG"05"CG0)*G/%T+8*88 q 韩国$土壤 环境分离株 5d7(6&:(@’

7HC*/4<5G/%T’8’(* q 德国$红土 环境分离株 =<?’(???@’

7HC*1?/5/%T+’(? q 日本$水稻#):DT/ 0/4GQ/$ 植物致病株 =W&&’7+8@’

7HC:/?G"G0/%T’6(+8 q 法国$玉米衰老的根系 环境分离株 =<?’(?&7@’

IHC:G??G/52+:r 中国$旱生苔藓 环境分离株 SXcWF5,*’*****8@’

IH<5*5G/ S.2!’*’6’:rq 越南$荸荠 环境分离株 SXc..W5*’****+’@’

7H<)0;G4/%T+*&(6 q 比利时$7* j?* CG深度的土壤中分离 环境分离株#降解二氯苯氧基乙酸$ FW(&6’(+@’

7H<1?/%T++(78 q 荷兰$草地根际土壤 环境分离株 F!SR*+****+?@’

7HP1:1:G5"0G0/%T’(88: q 日本$三氯乙烯污染的含水层 环境分离株#降解三氯乙烯$ =<?’(?&8@’
7H*/4/ FF;$+* 阿根廷$地板清洁剂 环境分离株 TU(76?&&@’

7H*/45"0/%T+8*?8rq 意大利$囊性纤维化患者 人类致病株 5d7(6&??@’

7H?/**5G’’r 土耳其$人体 人类致病株 SXc!1**(&6:@’

7H?/**5G+**+:78+((r 匈牙利$豚鼠 动物致病株 SXc!1**(77:@’
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续表 ’

菌株名称 菌株来源 菌株特性 TNL.HLa 登录号

7H?/*G5G+7788r 缅甸$膝关节液 人类致病株 SXc!1**6:*8@’
7H?5C/*)#<:)?)0)?/4/ W!+(8( 韩国$草地土壤 环境分离株 /2.F*’***++?@’

7H?5C/;)*G4/"/ /%T+7?&*rq 德国$苔藓#=VJHCZGLIVG[HJV0P_N$ 环境分离株 5d7(6&67@’

7H?54/**G#/ +8*?6"q 美国$囊性纤维化患者 人类致病株 5,(6’:77@’

7H?G?)0/:1?1=-88q 中国$含羞草属#OG?)0/ ;GC:/$的根瘤 环境分离株 5d7(6&68@’

7H?)"4G#)*/ W!+(86r 韩国$山上土壤 环境分离株 /2.T*’*****7@’

7H?1*4GQ):/"0-7&7 q 比利时$囊性纤维化患者 人类致病株 ,F8+:676@’
7H")8)0/ -"%:7&7 巴西$南美豆 环境分离株 5,(67:+6@’

7H)P*/<)?5"0G0!?:6?r 美国$盆腔的伤口 人类致病株 !1**(&&&@’

IH)BD;<G*/ S.2!’*&:(:rq 日本$森林土壤 环境分离株 SXc.=<9*’****’8@’

7H;<5"/TG"G1?/%T++8: q 苏氨酸富集的土壤 环境分离株 5d7(6&66@’

7H;<5")*G:1;4:GB=!’’**rq +"8"&$三氯苯氧乙酸唯一碳源的混合培养物 环境分离株 5d7(6&6(@’

7H;<D?/41?/%T+’88& q 法国$根瘤 环境分离株 =<?88?8*@’

7H;<D4)9G:?/"010WSrq 植物内生菌 环境分离株#促进植物生长$ !1**’*&+@’

7H;*/"4/:GG/%T(*7& q 日本$枯萎病和黄化病的水稻幼苗 植物致病株 =<?’(?&&@’

7H;0518)?/**5G’*+?^r 泰国$败血症患者的血液 人类致病株 !1**+677@’

7H;0518)?/**5G\(?+87r 泰国$临床 人类及动物致病株 =<?(:(:&@’
7H;0518)?1*4GQ):/"0/%T’???( 英国$树兰#,[I‘NL‘_VGẐ_INLIHLVG$根圈 环境分离株 5,(?7:8&@’
7H;D::)#G"G/ ="!!7(+:: 美国$麦田土壤 环境分离株 =F8&?*7+@’

7H0/.G/5/%T+8+7& q 巴西$豆科#%IGZ0HCHN0HJ[ILIIDZJIH$根瘤 环境分离株 5d7(6&(’@’

7H0/##</:G/%T’(8&*rq 巴西$甘蔗种植园的土壤 环境分离株 =<?88?8’@’

7H0/:4G0)*G/%T+8***rq 新西兰$多环芳香烃#1=5$污染的土壤 环境分离株#降解菲$ 5d7(6&(7@’

7H058G?G"G#)*/ /%T+8+76rq 韩国$淡水沉渣 环境分离株 5d7(6&(8@’
7H05?G"/*G0.!!U’ 美国$囊性纤维化患者 人类致病株 ,F8*6??&@’

7H0G*Q/4*/"4G#/ 11!2$+q 玉米根际 环境分离株 5d7(6&(?@’

7H0)*G/%T+8*:? q 韩国$人参#MIL0NLM$土壤 环境分离株 5d7(6&(:@’

7H0):8G8G#)*/ /%T++*+(rq 韩国$麻栎#1EHLN_ZCEHNPN0Z_‘I‘H$ 环境分离株 5d7(6&:*@’

IH0;:5"4G/5R-%&**&rq 南非$植物#/N̂NCaIHHĜ IMVH$根瘤 环境分离株 SXc\;8+’&78@’

7H04/.G*G0/%T’8+(8 q 比利时$囊性纤维化患者 人类致病株 =F8&?*7’@’

7H45**1:G0/%T++(7?rq 荷兰$玉米单作区的土壤 环境分离株 F!SX*+****’7@’

7H45::/5/%T+77?6 q 韩国$阔叶林土壤 环境分离株 5d7(6&(6@’

7H45::504:G0/%T++(7:rq 荷兰$玉米单作区的土壤 环境分离株 F!3/*+*****+@’

7H45::G#)*/ /%T+*&(8rq 比利时$7* j?* CG深度土壤 环境分离株#降解农药$ 5d7(6&((@’

7H4</G*/"85"0G0/%T+*+’( q 泰国$稻田土壤 环境分离株 =<?’(?&?@’

IH4:);G#/ /%T+++:8rq 巴西$甘蔗根 环境分离株 FSX%*’****+*@’

7H41.5:1?/%T+’888 q 南非$球兰#=0[HJHPEV0CH_LZ0H$的根瘤 环境分离株 =<?’(?:8@’

7H1.)"5"0G0/%T+*7&6 q 泰国$表层土壤 环境分离株 =<:6*&’’@’

7H185G0/%T+:’78rq 美国$萘污染的土壤 环境分离株 F!3\*+*****’@’
7H1"/?/5.2U,-!+*+ 巴西$野生结节 环境分离株 \F*7’8(8@’
7HQG54"/?G5"0G0="!!&7?’: 美国$废水 环境分离株#生物防治菌株$ =F8&?*+6@’

注%q表示该菌株为典型株#P][N0P_HIL$ &r表示全基因组测序完整图>草图&表中 7H为 71:P<)*85:G/ 属名缩写"IH为 I/:/.1:P<)*85:G/ 属名缩写

+ sR/A1!2%H0PN_%IY+& !J"正反引物各 + !J"
9S=模板 & !J"加水至 &* !J( 利用 1_IGN_7 1JV0根
据美国国家生物技术信息中心#S!.;$基因数据库
:5#6序列 #9d(6(&*8@’ j9d(6(&’6@’ $ 自行设计
:5#6引物":5#6$F%T="=T!==T==TTT!"!!":5#6$
2% !"!""!""!T"!!="!T!!"!( 扩 增 条 件 为%
(8 h预变性 & GIL&(8 h变性 7* 0"&( h退火 7* 0"
:+ h延伸 8& 0"循环 7* 次&:+ h延伸 & GIL( 1!2

产物长度为 &’+ ^["用 ’f的琼脂糖凝胶电泳分离"
TZJ‘bINK染色"凝胶成像分析仪观察 1!2扩增结
果"并进行双向测序(
’@+@+):5#6序列分析

所得序列提交至 TNL.HLa 数据库获得序列编

号"并从数据库中提取伯克霍尔德菌属 #包括伯克
霍尔德菌属和副伯克霍尔德属 I/:/.1:P<)*85:G/ $
:+ 个种的代表菌株 :5#6序列和 +’ 个唐菖蒲伯克霍
尔德菌种内菌株 :5#6序列"用 %,T=?@* 软件对
:5#6基因进行分析(
’@+@7)单核苷酸的多态性#-S1$分析

:5#6 序 列% 以 7@C*/8G)*G [bB#)#)Q5"5"/"0
/%T’’?+? 为参比序列"利用 !JV0PHJK软件对 +’ 个
唐菖蒲伯克霍尔德菌种内菌株和最近源 + 个种的菌
株进行 :5#6序列比对"完成 -S1分析(

’?- _2S=序列%从 TNL.HLa 网站下载唐菖蒲伯
克霍尔德菌以及邻近菌株的 ’?- _2S=序列"并利
用 9S=0PH_组件 %NMHJIML 计算序列间的差异性(
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+)结果
+@’)1!2扩增结果

以自行设计的引物:5#6$F和:5#6$2对 8 株食物
中毒分离株和标准菌株 #!;!!’*&:8 $ 同时进行
1!2扩增"扩增效果良好"阴性对照未出现条带"
& 株菌株都有单一清晰条带"产物大小符合预期
&’+ ^["见图 ’( 1!2产物进行双向测序"测序结果
提交 TNL.HLa 获得编号#\<7’+6&? j\<7’+6?*$(

注%’ 为 %H_aN_9/+***&+ 为空白对照&7 为食物中毒分离株 <9$’&

8 为食物中毒分离株 <9$+&& 为食物中毒分离株 <9$8&? 为食物

中毒分离株 <9$55&: 为标准菌株#!;!!’*&:8$

图 ’)分离株的 :5#6基因扩增产物电泳图
FIMV_N’),JNCP_Z[EN_ZM_HGZD1!2HG[JIDICHPIZL [_Z‘VCP0

ZDPEN:5#6MNLN

+@+):5#6序列分析构建进化树
在 TNL.HLa 数据库中选取唐菖蒲伯克霍尔德

菌种内所有菌株及伯克霍尔德菌属其他 :+ 个种的
菌株 :5#6序列信息"详见表 ’"以这些 :5#6序列比对
构建的伯克霍尔德菌属进化树"见图 +"其中唐菖蒲
伯克霍尔德菌种内进化树见图 7(

从表 ’ 可以看出 TNL.HLa 数据库中伯克霍尔
德菌属内菌株主要有环境分离株’植物致病菌和
人>动物致病株"而单就唐菖蒲伯克霍尔德菌这一
个种 内 就 有 环 境 分 离 株 如 !;!! ’*&:8 和
U=1-*:*:*"植物病原菌唐菖蒲伯克霍尔德菌唐菖
蒲致病变种’唐菖蒲伯克霍尔德菌洋葱致病变种’
唐菖蒲伯克霍尔德菌蘑菇致病变种#数据库中目前
没有该变种的 :5#6序列$以及人类的食源性致病菌
唐菖蒲伯克霍尔德菌椰毒致病变种(

由图 + 可见"目前 TNL.HLa 数据库中所有唐
菖蒲伯克霍尔德菌种菌株在 :5#6序列分析构建的
进化树上都位于同一个进化分支上"与该种最近
源的都是植物病原菌"如伯克霍尔德菌属细菌中
水稻细菌性谷枯病菌和水稻幼苗枯萎的病原菌植
物伯克霍尔德菌( 同时该种与伯克霍尔德菌属中
人类条件致病菌洋葱伯克霍尔德菌群和人畜共患
病原菌类鼻疽伯克霍尔德菌群 #7@;0518)?/**5G
M_ZV[$也近源( 图 + 中所有命名为副伯克霍尔德
属#I/:/.1P<)*85:G/$的菌株和多数环境分离株都
在分支 ;;"而所有病原菌"不论是植物病原菌还是
人类’动物致病株都集中于上部的分支 ;(

由图 7 可见"唐菖蒲伯克霍尔德菌种内以 :5#6

序列分析所构建的进化树中"来自云南不同地区的
两起不同年份的食物中毒案例中的分离株 <9$55’
<9$’’<9$+ 和 <9$8 在同一个进化分支上"它们与
原椰毒假单胞菌典型株 7@C*/8G)*G[bB#)#)Q5"5"/"0
/%T’’?+? 近源&唐菖蒲伯克霍尔德菌种中另外
+ 个植物病原菌变种唐菖蒲伯克霍尔德菌唐菖蒲致
病变种’唐菖蒲伯克霍尔德菌洋葱致病变种都单独
构成一个进化分支"分离自水果的两个环境分离株
!;!!’*&:8 和 U=1-*:*:* 在同一进化分支上"只有
韩国分离的水稻病原菌 7@C*/8G)*G.-27 较为独特
单独成为一只分支(
+@7)唐菖蒲伯克霍尔德菌种内及植物伯克霍尔德
菌 :5#6序列的 -S1比较

将唐菖蒲伯克霍尔德菌种内 +’ 株菌株的 :5#6
序列进行 -S1比较"结果见图 8(

对 :5#6的 8’? ^[ 长度序列的比较发现"来自
云南不同地区的两起食物中毒案例中的分离株
<9$55’<9$’’<9$+ 和 <9$8 的序列完全一致 #故
图 8 中仅列出 <9$55$ "但是它们和分离自印尼爪
哇由椰子发酵制备的天培而导致食物中毒案例的
原椰毒假单胞菌的典型株 7@C*/8G)*G[bB#)#)Q5">
5"/"0/%T’’?+? 之间有 + ^[ 的差异( 而 TNL.HLa

数据库中所有的 ’+ 个唐菖蒲伯克霍尔德菌洋葱致病
变种菌株的序列也是完全一致的"所以仅以 /%T
?(:( 序列为代表( 分离自植物的 !;!!’*&:8 和
U=1-*:*:* 序列一致"以 !;!!’*&:8 为代表( 唐菖
蒲伯克霍 尔 德 菌变种的 典型 株 7@C*/8G)*G[bB
C*/8G)*G/%T++’? 和韩国分离的水稻病原菌 7H
C*/8G)*G.-27 序列独特则单独列出( 图 8 可见"凡
是唐菖蒲伯克霍尔德菌种内所有的菌株在 :5#6基
因 8’? ^[ 的序列中仅有 ’ j7 ^[ 的微小差别"序列
之间相似度高达 ((@+6f j((@:?f&但是它们和与
其序列最相似的 7@C*1?/5/%T+’(? 之间差异达
+* ^["相似度 (&@’?f&与植物伯克霍尔德菌种标准
株 7H;*/"4/:GG/%T(*7& 之间差异达 +6 ^["相似
度 (7@+:f(

同样比较这几个标准株 ’ ’+8 ^[ 的 ’?- _2S=
序列"唐菖蒲伯克霍尔德菌种内菌株相似度为
((@8f j’**@*f" 而与 7@C*1?/5/%T +’(? 和
7@;*/"4/:GG/%T (*7& 相 似 度 也 高 达 (6@6f 和
(6@(f( 可见 :5#6序列比较能够准确充分地将唐
菖蒲伯克霍尔德菌种和伯克霍尔德菌属的近源种
区分开"甚至在唐菖蒲伯克霍尔德菌种内各变种区
分上有参考价值( 而 ’?- _2S=序列则过于保守"

很难将唐菖蒲伯克霍尔德菌种与近源的其他种明
确地区分开(
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注%图中 7H为 71:P<)*85:G/ 属名缩写&IH为 I/:/.1:P<)*85:G/ 属名缩写&#为人’畜病原菌& $为植物致病菌&灰色底色部分为

唐菖蒲伯克霍尔德菌属内进化树

图 +):5#6序列分析构建的伯克霍尔德菌属进化树
FIMV_N+)1E]JZMNLNPICP_NNZD71:P<)*85:G/ MNLV0̂ ]:5#6[H_PIHJ0NQVNLCNHLHJ]0I0
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图 7):5#6序列分析构建的唐菖蒲伯克霍尔德菌种

内进化树
FIMV_N7)1E]JZMNLNPICP_NNZD71:P<)*85:G/ C*/8G)*G0[NCIN0

^]:5#6[H_PIHJ0NQVNLCNHLHJ]0I0

7)讨论
椰毒假单胞菌食物中毒曾是我国死亡率最高

的细菌性食物中毒之一"遍及我国 +* 多个省份 )’* "
后经过卫生部门的大力宣传和消费者生活水平的
提高"食用酵米面情况减少"这类食物中毒事件目
前已经较为罕见"相关研究日见稀少( 但 +*’+!
+*’8 年云南省红河州和文山州 + 起唐菖蒲伯克霍
尔德菌食物中毒事件病死率高达 7*@*f和 &&@?f"
在社会上造成恶劣影响"经济损失巨大 )7$8* "所以食
品安全监管部门不应放松对该类食源性致病菌的
监控和研究( 椰毒假单胞菌在国际分类系统中已
经并入唐菖蒲伯克霍尔德菌"我国目前尚未修订该
项食品安全国家标准"细菌名称与国际不接轨"导
致很多困扰( 如云南省这两起食物中毒事件从流
行病调查特征’毒素检测结果与 T.>"8:6(@+(!
))))

注%黑底色为与标准菌株 /%T’’?+? 序列差异位点

图 8)唐菖蒲伯克霍尔德菌种内不同菌株之间 :5#6序列的 -S1比较
FIMV_N8)-S1HLHJ]0I0ZD:5#60NQVNLCN0IL 71:P<)*85:G/ C*/8G)*G0[NCIN0

+**7 椰毒假单胞菌食物中毒一致"生理生化鉴定和
分子生物学鉴定都与唐菖蒲伯克霍尔德菌一致"建
议在标准修订时对其名称进行更新(

+*’8 年加拿大学者 )’&*通过表型和比较基因组
分析"将原伯克霍尔德菌属分为包含各种动物’人
类’植物致病菌的伯克霍尔德菌属和一个含多种环
境细菌的副伯克霍尔德菌新属"该结论已被一些机
构所接受"所以表 ’ 中所选用的伯克霍尔德菌菌株
中已有一些细菌属名改为副伯克霍尔德菌( 该文
献中采用 +’ 个保守蛋白质截短序列分析做出的进
化树将伯克霍尔德菌属分为分支 ;和分支 ;;两大
类"而本研究采用的 :5#6构建的进化树与其组成基
本一致"说明 :5#6序列分析对该属内各种鉴定非常
有效"接近全基因组分析的结果(

在采用 ’?- _2S=序列分析将两个案例中的
8 株分离株鉴定到伯克霍尔德菌属之后"本研究采

用 :5#6序列分析比较了伯克霍尔德菌属中 :+ 种不
同种标准株的序列"以及唐菖蒲伯克霍尔德菌种内
8 个致病变种及环境分离株的 :5#6序列分析"发现
:5#6序列分析不仅能很好鉴别伯克霍尔德菌属内不
同的种"对唐菖蒲伯克霍尔德菌种内变种的区分也
有参考价值(
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