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摘 要：目的　对一起食源性疾病事件中食品分离蜡样芽胞杆菌（B.  cereus）进行溯源分析，为确定污染源、切断传

播途径提供技术支撑。方法　本研究建立脉冲场凝胶电泳（PFGE）方法，对 12 株 B.  cereus 进行分子分型，同时对

10 株 B.  cereus 进行全基因组测序（WGS），利用 BioNumerics 软件对测序数据进行拼接组装、多位点序列分型

（MLST）、毒力基因、核苷酸多态性（SNP）分析。结果　本起食源性疾病事件中分离自不同食品的 12 株 B.  cereus 的

PFGE 分型显示为 8 种带型，其中 3 株 ST1435 型  B.  cereus 带型相同，且 SNP 分析显示这 3 株 B.  cereus 只有 3 个碱

基差异；2 株 ST24 型 B.  cereus 的 PFGE 带型完全相同，且 SNP 分析显示只有 1 个碱基差异，提示 3 株 ST1435 和 2 株

ST24 菌株分别为克隆株。2 株 ST24 型 B.  cereus 携带溶血性肠毒素 hlbA、hlbC 和 hlbD，另有 4 株 B.  cereus 携带腹泻

毒力基因（hlbA、hlbC 和 hlbD）。结论　B.  cereus 引起的食源性疾病事件比较复杂，污染源也比较复杂，因此加强原辅

料监测、从业人员的卫生监测、环境和设备及环节的清洗消毒，对预防控制由其引起的食源性疾病事件非常重要。
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Abstract： Objective　 To trace Bacillus cereus （B.  cereus） from foodborne disease outbreaks toidentify pathogens and 
cut off transmission. Methods　 Pulsed-field gel electrophoresis （PFGE） was performed.  Furthermore， 12 isolates of B.  

cereus were subjected to PFGE.  Subsequently， whole-genome sequencing （WGS） analysis was conducted on ten of these 
isolates.  The WGS data were analyzed and assembled using BioNumerics software.  Multilocus sequence typing （MLST）， 
virulence gene profiles， and single nucleotide polymorphisms （SNPs） were analyzed using assembled sequences. Results　

PFGE analysis classified the 12 B.  cereus strains into nine pulsotypes.  The three B.  cereus isolates with the same PFGE 
pattern belonged to ST1435， and there were only three SNPs in the three ST1435 strains.  The two B.  cereus isolates with the 
same PFGE patterns were ST24 with one SNP between them， and the two ST24 isolates harbored hlbACD.  These results 
indicate that the B.  cereus isolates belonged to the same clone.  The remaining three B.  cereus strains also contained hlbACD.
Conclusion　Food-borne illness events caused by B.  cereus are complex and are sources of contamination.  Therefore， it will 
be necessary to strengthen the hygiene surveillance of food sources and workers and to pay more attention to cleaning and 
disinfecting environments and facilities， which will be important for preventing and controlling foodborne diseases.
Key words： Bacillus cereus； foodborne disease； virulence genes； whole-genome sequence； pulsed-field gel 
electrophoresis
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蜡样芽胞杆菌（Bacillus cereus）是一种革兰氏

阳性、能运动、产芽胞的重要食源性致病菌，是导

致细菌性食源性疾病事件的常见致病菌［1］。国家

食源性疾病监测数据显示，2011—2016 年期间，由

B.  cereus 引起的食源性疾病事件占细菌性疾病事

件的第 4 位［2］。在一些地区，B.  cereus 引起的食源

性疾病事件仅次于副溶血性弧菌［3-4］。目前对由其

引起的食源性疾病事件的诊断参考 WS/T 82—1996
《蜡样芽胞杆菌食物中毒诊断标准及处理原则》［5］，

诊断标准主要是依据流行病学特点，如分析其引起

中毒的食品种类及其存放的环境，临床表现是否符

合由其引起的食源性疾病的特征，如呕吐型以恶心、

呕吐为主，并有头晕、四肢无力等特征，腹泻型以腹

痛、腹泻为主；实验室诊断主要是对食品中 B.  cereus

进行定量检测，每克食品中一般均 ≥105 CFU/mL。

但是仅仅依靠这些信息是不够的，尤其是在处理一

些复杂的食源性疾病事件，例如若从多个无关联的

食品中检测出 B.  cereus，很难判断污染的源头。因

此对引起食源性疾病事件的 B.  cereus 进行深入的

分子生物学特征分析可为溯源提供重要的科学

依据。

PFGE 在食源性疾病事件的流行病学调查和溯

源中的得到广泛应用［6-7］。但是 PFGE 在蜡样芽胞

杆菌中的分子流行病学调查和溯源中应用相对较

少，主要是由于 B.  cereus 是革兰氏阳性菌，且能形

成芽胞，在 PFGE 检测时菌体裂解和内切酶酶切

DNA 上存在一定难度。本研究拟在前期研究的基

础上建立 Not I 为内切酶的 PFGE 方法，用于蜡样芽

胞杆菌的分型分析。随着测序技术的发展，全基因

组测序（Whole genome sequencing，WGS）技术能够

在全基因水平上全面分析病原菌的分子生物学特

征，在食源性疾病暴发事件的流行病学调查中发挥

了重要作用［8］，尤其为单增李斯特菌监测及由其引

起的食源性疾病暴发事件的分子流行病学调查提

供重要依据，不但能对致病菌进行菌种鉴定，还能

利用分子分型技术（如 MLST、SNP）对致病菌进行分

型，鉴定其毒力基因［9-11］。

2021 年 5 月份上海市某区发生一起食源性疾

病事件，现场流行病学调查确定有 9 例病例，均出

现呕吐症状，其中 5 例伴有腹泻症状，7 例伴有腹痛

症状，实验室检测结果显示共有 12 件食品样品检

出蜡样芽胞杆菌，其中有 4 件样品中蜡样芽胞杆菌

的检出量大于 105 CFU/g，病例中无检出，根据《蜡

样芽胞杆菌食物中毒诊断标准及处理原则》判断此

起食源性疾病事件由蜡样芽胞杆菌引起［5］。为进一

步确定污染源及污染途径，预防控制由蜡样芽胞杆

菌引起的食源性疾病事件的再次发生，对病原菌进

行溯源是非常有必要的。本研究拟采用 PFGE、WGS
对此起食源性疾病事件中食品来源的 B.  cereus 进行

分子生物学特征分析，为确定、切断传染源，控制

B.  cereus 传播提供科学依据。

1　材料与方法

1. 1　菌株来源

从上海市某区一起食源性疾病事件包括火腿

红薯、黄油面包、发糕、麻球、空心菜、鸭翅根、烟熏

鸡胸、烤麻球、大理石蛋糕、虾仁炒蛋、西兰花、西葫

芦在内的可疑食品样品中分离到 12 株 B.  cereus。

B.  cereus 标准菌株：ATCC11778；质谱鉴定用标准菌

株 ATCC8739 由上海市疾病预防控制中心提供。在

此次食源性疾病事件中，根据现场流行病学调查结

果，采集 25 件可疑食品、14 件环节样本、20 名从业人

员样本、18 件环境样本和 5 件饮用水样本开展诺如

病毒、沙门菌、志贺菌、副溶血性弧菌、金黄色葡萄球

菌、致泻大肠埃希氏菌和蜡样芽孢杆菌检验，检验方

法依据国标 GB 4789. 42—2016、GB 4789. 4—2016、
GB 4789. 5—2012、GB 4789. 6—2016、GB 4789. 7—
2013、GB 4789. 10—2016 和 GB 4789. 14—2014［12-18］。

1. 2　主要仪器与试剂

基质辅助激光解析电离飞行时间质谱（Matrix 
Assisted Laser Desorption/Ionization Time of Flight 
Mass Spectrometry， MALDI-TOF MS，法国生物梅里

埃公司）；CHEF MAPPER 脉冲场电泳仪和凝胶成像

系统（美国 BIO-RED 公司）。

甲酸（Formicacid，FA）、乙腈（Acetonitrile，ACN）、

无水乙醇（色谱纯）：美国 Sigma 公司。VITEK MS-

CHCA 基质液（法国梅里埃公司）。甘露醇卵黄多黏

菌素平板、哥伦比亚血平板（上海申启公司）；细菌

全基因组提取试剂盒（日本 Takara 公司）。

1. 3　MALDI-TOF MS 鉴定

参考文献［19］中的操作。挑取适量菌落样品于

EP 管中，加入 900 µL 无水乙醇，混匀；12 000 r/min
离心 2 min，弃上清；加入 40 µL 70% 甲酸，混匀，再加

入 40 µL 乙腈，混匀，12 000 r/min 离心 2 min，吸取

1 µL 上清液点在靶板上，自然晾干后再点 1 µL CHCA
基质覆盖，晾干后进行质谱分析，观察、记录结果。

菌种鉴定参考 VITEK MS 鉴定菌种表（V 3. 0）。

1. 4　脉冲场凝胶电泳（PFGE）
实验方法参考张慧娟等［20］，但略作改动，实验

步骤简述如下：

1. 4. 1　胶块制备

将蜡样芽胞杆菌接种于血平板，37 ℃培养 18 h。
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从培养皿上刮取适量菌落用 TE（10 mmol/L Tris-

HCl：1 mmol/L EDTA，pH 8. 0）重悬，调整菌悬液浓

度使 OD 值为 5. 8~6. 0 之间。取 300 µL 菌悬液于

EP 管中，加入 100 mg/mL 的溶菌酶 6 µL，轻轻混匀

后放入 37 ℃水浴中孵育 15 min。每管加入 20 µL
蛋白酶 K（20 mg/mL），轻轻混匀。制备好的 1% 
SeaKem Gold：1% SDS 琼脂糖保温于 56 ℃水浴箱

中。每管加入等量 1% Seakem Gold：1% SDS 琼脂

糖，用枪头轻轻吸吹几次混匀，避免气泡产生，加入

模具，4 ℃冰箱凝固 10 min 后制成胶块。

1. 4. 2　菌体裂解和蛋白消化

在 50 mL 聚丙烯螺帽管中加入 5 mL 细胞裂解

液（10 mmol/L Tris-HCl：1 mmol/L EDTA，pH8. 0）和

25 µL 溶菌酶（100 mg/mL），把胶块移入相应螺帽

管，37 ℃ 水浴摇床孵育 4 h，转速 150~170 r/min。
另取 50 mL 螺帽管加入 5 mL 细胞裂解液和 25 µL
蛋白酶 K（20 mg/mL），将胶块转移至其中，置 54 ℃
水浴摇床孵育 2 h，转速 150~170 r/min。
1. 4. 3　其他条件

用纯水洗 2 次，每次 15 min，再用 TE 洗 2 次，

每次 15 min；在每个 EP 管中加入 200 µL 酶切缓冲

液，用刀片切下 2 mm 宽的胶块，放入含酶切缓冲液

的 EP 管中，室温放置 10 min，用枪头吸出酶切缓冲

液，加入 200 µL 酶切液。蜡样芽胞杆菌用 Not Ⅰ酶

切，Marker 用 Xba I 酶切，40 U，在 37 ℃水浴中孵育

3 h。电泳条件设置为电压 6. 0 V/cm，120 ℃脉冲夹

角，起始脉冲 5 s，终止脉冲 80 s，电泳时间 19 h。胶

块用 GelRed 染色 30 min，纯水脱色 30 min，利用凝

胶成像仪成像。

1. 5　全基因组测序

取适量新鲜菌液，用细菌全基因组提取试剂盒

提取 DNA。全基因组测序由生工生物工程公司完

成，采用 IlluminaHiseaxten PE150 测序仪进行全基

因组分析。先将样本 DNA 随机打断，构建 350 bp 小

片段文库，然后分别进行平行测序，最终获数据量

Clean data 100 X。对测序获得的原始数据进行质控，

将合格的数据 Clean data 导入 BioNumerics 7. 6 软件

进行序列拼接。

1. 6　菌种鉴定

完成拼接的基因组序列，上传到网站 https：//
pubmlst. org/bigsdb？db=pubmlst_rmlst_seqdef_kiosk，进
行菌种鉴定。

1. 7　MLST 分析

MLST 分型参考蜡样芽胞杆菌分型的管家基

因，glp，gmk，ilv，pta，pur，pyc 和 tpi（https：//pubmlst.
org/databases/）。利用 BioNumerics 7. 6 软件，从上

述拼接好的序列中提取相应的管家基因，然后利用

BN 软件的功能模块分配 ST 型。

1. 8　毒力基因分析

将 BioNumerics 软件拼接后的序列在 VFDB 数

据库（http：//www. mgc. ac. cn）进行序列比对分析获

得毒力基因谱。

1. 9　SNP 分析

利用 B.  cereus 的全基因组测序的拼接数据绘

制 SNP 进化树。

2　结果

2. 1　鉴定结果

检验结果显示除 B.  cereus 外，无其他微生物检

出。检出的 12 株 B. cereus 分别来自火腿红薯、黄油

面包、发糕、麻球、空心菜、鸭翅根、烟熏鸡胸、烤麻

球、大理石蛋糕、虾仁炒蛋、西兰花、西葫芦。其中

10 株 B.  cereus 生化、MALDI-TOF MS 以及全基因组

测序鉴定结果一致，均为 B. cereus，MALDI-TOF MS
鉴定结果的可信度为 99. 9%，全基因组测序鉴定结

果的可信度为 100%（表 1）。

2. 2　PFGE 聚类结果

图 1 显示了 12 株 B.  cereus 经 Not Ⅰ酶切后的

表 1　12 株蜡样芽胞杆菌的鉴定结果

Table 1　Identification Result of 12 B. cereus

菌株信息

LY2120
LY2121
LY2122
LY2123
LY2124
LY2125
LY2126
LY2127
LY2128
LY2129
LY2130
LY2131

来源

火腿红薯

黄油面包

发糕

麻球

空心菜

鸭翅根

烟熏鸡胸烤

麻球

大理石蛋糕

虾仁炒蛋

西兰花

西葫芦

生化鉴定置信度 99.9%
蜡样芽胞杆菌

蜡样芽胞杆菌

蜡样芽胞杆菌

蜡样芽胞杆菌

蜡样芽胞杆菌

蜡样芽胞杆菌

蜡样芽胞杆菌

蜡样芽胞杆菌

蜡样芽胞杆菌

蜡样芽胞杆菌

蜡样芽胞杆菌

蜡样芽胞杆菌

MALDI-TOF MS 可信度 99.9%
蜡样芽胞杆菌

蜡样芽胞杆菌

蜡样芽胞杆菌

蜡样芽胞杆菌

蜡样芽胞杆菌

蜡样芽胞杆菌

蜡样芽胞杆菌

蜡样芽胞杆菌

蜡样芽胞杆菌

蜡样芽胞杆菌

蜡样芽胞杆菌

蜡样芽胞杆菌

全基因组测序可信度 100%
蜡样芽胞杆菌

蜡样芽胞杆菌

蜡样芽胞杆菌

蜡样芽胞杆菌

蜡样芽胞杆菌

蜡样芽胞杆菌

蜡样芽胞杆菌

蜡样芽胞杆菌

蜡样芽胞杆菌

蜡样芽胞杆菌

蜡样芽胞杆菌

蜡样芽胞杆菌
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PFGE 图谱，除了 LY2125（酶切失败），11 株 B.  cereus

产生了 10-13 条分布均匀的条带，可满足实验分析

要求。11 株菌分成 8 个 PFGE 带型，其中 LY2123、
LY2126 和 LY2128 的 PFGE 带型完全一致，这 3 株

菌 分 别 来 自 麻 球 、烟 熏 鸡 胸 烤 和 大 理 石 蛋 糕 。

LY2122 和 LY2130 的 PFGE 带型完全一致，这两株

菌分别来自发糕和西兰花。

2. 3　全基因组测序结果

本研究获得的 10 株 B.  cereus 全基因组测序的

原始数据经过分析，满足以下条件：平均测序读长

为 200～300 bp，原始数据量≥1. 5 G，且 Q20 高质量

数据量平均 1. 2 G（Clean data ≥1G）；基因组整体覆

盖 深 度 ≥100X；碱 基 数 据 质 量 值 Q20≥95%，Q30≥
85%，SCAFFOLD 数量<100 个，Contig 数量<200 个，

单碱基错误率低于十万分之一。

2. 4　10 株 B.  cereus的分子生物学特征及 SNP 分析

10 株 B.  cereus 均能分型，共分为 7 个 ST 型，

其中 1 株菌为新 ST 型，为 ST2749 型，3 株属于

ST1453，2 株属于 ST24，其他 ST 型只有一个菌株，

分别为 ST1431、ST1210、ST378、ST770。本研究中

10 株 B.  cereus 中毒力基因检测结果如图 2 所示，与

腹泻相关的溶血性肠毒素基因 hblA、hblC 和 hblD 的

携带率均为 60%（6/10）；本研究中的 10 株 B.  cereus

中均检出非溶血性肠毒素基因 nheC、nheB 和 nheA。

SNP 分析结果显示 3 个 ST1453 型 B.  cereus 
（LY2123、LY2126 和 LY2128）只 有 3 个 碱 基 差

异 ，提 示 这 三 株 菌 可 能 为 一 个 克 隆 株 ；LY2122
和 LY2130（均为 ST24）只有 1 个碱基差异，提示

这 两 株 菌 可 能 为 一 个 克 隆 株 。 其 他 的 5 株 菌

（均为不同的 ST 型）的碱基差异大于 200，提示

这些菌株的基因组水平差异较大 ，来自不同的

祖先。

3　讨论

分型溯源技术是分析食源性疾病事件暴发源

头的重要方法，在食品安全监管处置中发挥着重要

的作用。本研究比较了两种不同的分型方法在

B.  cereus 引起的食源性疾病事件中的应用。PFGE
是目前公认的溯源的有效方法之一，该方法通过在

基因组水平上的遗传差异进行分型，已被普遍应用

于细菌食源性疾病的分子流行病学调查中。但是

图 1　12 株蜡样芽胞杆菌的 PFGE 图谱

Figure 1　PFGE profile of 12 B. cereus

图 2　10 株蜡样芽胞杆菌 ST 型、毒力基因及 SNP 分析

Figure 2　STs, toxic genes and SNP of 10 B. cereus
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目前国内还没有使用该方法对 B.  cereus 进行分析，

主要是由于 B.  cereus 形成芽胞，细胞壁裂解相对比

较困难。在本研究中，通过对菌液浓度和裂解时间

的研究，发现这两个参数对 PFGE 图谱的质量影响

非常大。本研究结果显示利用新鲜 B.  cereus 菌液，

浓度调整为 5. 8~6. 0 McF，在溶菌酶中于 37 ℃裂解

4 h，随后又在含有蛋白 K 的裂解液中裂解 2 h；同时

参考国内外的文献报道［6-7］，选择 Not Ⅰ作为内切酶，

最终得到的 PFGE 条带在 10～13 条之间，且分布均

匀，能够满足分析的要求。最终 12 株 B.  cereus 得

到 8 种 PFGE 带型。其中三株菌（LY2123、LY2126
和 LY2128）的 PFGE 条带完全一致，提示这三株菌

同源性极高，可能来自同一克隆株，来自相同的污

染源。两株菌（LY2122 和 LY2130）的 PFGE 条带完

全一致，提示这两株菌的同源性极高，可能来自同

一克隆株，来自相同的污染源。其他的 B.  cereus 菌

株 PFGE 条带同源性比较低，提示可能来自不同的

污染源。

随着全基因组测序技术的发展，全基因组测序

已经广泛应用于食源性致病菌的鉴定和分型分析

中［21-23］。在本研究中，10 株菌分为 7 个 ST 型，其中

3 个 ST1435 型 B.  cereus（LY2123、LY2126 和 LY2128）
的 PFGE 带 型 完 全 相 同 ，2 个 ST24 型 B.  cereus

（LY2122 和 LY2130）的 PFGE 带型完全相同，而且

SNP 聚类分析显示三株 ST1435 只有 3 个差异碱基，

而两株 ST24 只有 1 个差异碱基，这些结果说明 3 株

ST1435、2 株 ST24 分别为克隆株，在加工环节中存

在克隆传播。2 株 ST24 携带 hblA、hblD 和  hblC 基

因 ，这 3 个基因编码与腹泻相关的溶血性肠毒

素［24］，提示 2 株 ST24 可能导致腹泻症状。目前已

有 ST24 引起腹泻疾病的报道［20］，但是没有 ST1435
引起食源性疾病的报道。2 株 ST24 分别来自发糕和

西兰花，1 株 ST1210 来自西葫芦，这些食品不是常

见的蜡样芽胞杆菌污染的食品。在我国，B.  cereus

的检出主要与受污染的米饭或淀粉类制品有关。

值得注意的是，本起事件中食品分离的菌株均

不携带呕吐毒素基因，其编码的呕吐毒素被人体摄

入后在胃中与特定受体结合，是导致呕吐的主要原

因［25］。流行病学调查显示 9 例病例均有呕吐症状，

而且病人的发病时间为 5 h 左右，符合呕吐毒素导

致的疾病特点［26］。造成流行病学调查中病人症状

与 B.  cereus 生物学特征不一致的原因可能是：食品

中存在携带呕吐毒素基因的 B.  cereus，但是并未分

离到；由于呕吐毒素非常耐热，只有呕吐毒素存在

食品中，B.  ceresu 已经失活，但是由于实验条件的限

制，并未检测食品中是否存在呕吐毒素。因此，进

一步研究建立针对不同种类食品中的 B.  cereus 产

呕吐毒素的检测方法，对于准确、及时追踪污染源

非常重要。

本研究结果显示 B.  cereus 引起的食源性疾病

事件比较复杂，污染源也比较复杂，可能是不同食

品之间的交叉污染、可能是环节和食品之间的交叉

污染、也可能是原辅料和食品之间的交叉污染所

致，因此清洗环境和设备、对环节彻底消毒、加强原

辅料监测、加强从业人员的卫生监测，对预防控制

由其引起的食源性疾病事件非常重要。
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