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摘　要:目的　研究蜡样芽胞杆菌毒力基因在不同标本中的分布特征.方法　分离自环境监测标本(米粉、奶粉、土壤)

和疾病相关标本(米饭、凉皮、眼内炎和肿瘤患者)的蜡样杆菌３３３株,PCR扩增蜡样杆菌１１个毒力基因,包括溶血性BL基因

(hblC、hblD、hblA、hblB)、非溶血性基因(nheA、nheB、nheC)、肠毒素 FM 基因和 T 基因(entFM、bceT)、细胞毒素 K 基因

(cytK)和呕吐毒素相关基因(ces),统计不同标本菌株中毒力基因的携带数目和各毒力基因的携带率,方差分析和卡方检验比

较毒力基因在不同标本中,尤其是在疾病相关标本与环境监测标本中的携带差异.结果　研究菌株携带毒力基因平均数目

为５．９７个,８８．２９％的菌株携带至少３个毒力基因,１２．３１％的菌株携带除ces外的所有基因.标本携带毒力基因数目从高到低

依次为患者(８．７５)、凉皮(８．２０)、米饭(７．１３)、土壤(６．２２)、米粉(５．７８)和奶粉(５．７１).患者、凉皮分别与奶粉的基因数目两两比

较有统计学差异显著性.菌株各毒力基因的携带率从高到低依次为非溶血性基因(８９．１９％)、entFM 基因(７９．８８％)、bceT 基

因(４９．８５％)、溶血性BL基因(４８．３５％)、ctyK 基因(４７．７５％)和ces基因(１．５０％).溶血性基因在疾病相关标本中的携带率比

环境监测标本高(χ２＝８．２３０,P＜０．０１),其余基因携带率则在两类标本中无统计学差异.环境监测标本中,土壤的溶血性基因

携带率高于米粉和奶粉(χ２＝１５．０７１,P＜０．０１),非溶血性基因和entFM 基因的携带率则低于后两者,检验值分别为(χ２＝
９６０３,P＜０．０５)和(χ２＝２１．６３４,P＜０．０１).结论　蜡样杆菌毒力基因在不同标本中的分布,尤其是毒力基因数目和溶血性基

因在疾病相关标本中较高的携带特点,为研究蜡样杆菌的致病性提供了一定的参考依据,具有一定的临床意义.

关键词:蜡样芽胞杆菌;毒力基因;疾病相关标本;分布特征

中图分类号:R３７８．８　　　文献标识码:A　　　文章编号:１００２－２６９４(２０１９)０８－０６８３－０５
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Abstract:InordertoinvestigatethedistributionofvirulencegenesofBacilluscereusindifferenttypesofspecimensandeＧ
valuatethepotentialrisk,wedetected１１virulencegenesincludinggenesencodingenterotoxin(hblC,hblD,hblA,hblB,

nheA,nheB,nheC,entFM,bceTandcytK)andvoitoxin(geneces)withPCRmethodin３３３Bacilluscereusstrainscollected
fromfood(packagedriceflouranddriedmilk),soilandclinicalspecimens(riceandcoldnoodlesassociatedwithfoodpoisoning
andpatients)．AnalysisofvarianceandChisquaretestwereperformed．Resultsshowedthattheaveragegenenumbersoftested
strainswere５．９７,therewere８．７５genesfrompatients,８．２０fromcoldnoodles,７．１３fromrice,６．２２fromsoil,５．７８from

packagedriceflourand５．７１fromdriedmilk,respectively．Boththenumbersofvirulencegenefrompatientsandcoldnoodles
werehigherthanthatfromdriedmilkandthedifferencesweresignificant．Thetotalcarryingratesofgenesfornhe,entFM,

bceT,hbl,cytK andceswere８９．１９％,７９．８８％,４９．８５％,４８．３５％,４７．７５％ and１．５０％,respectively,inthe３３３studied
strains．Thecarryingratesofgenehblfromclinicalspecimenswashigherthanthatfromotherspecimens(χ２＝８．２３０,P＜
００１)．However,thedifferencesforothergeneswerenotsignificantbetweenthetwokindsofspecimens．ComparisonofintraＧ

groupdifferencesshowedthattherateforgenehblfromsoilwashigherthanthatfromdriedmilkandriceflour．Theratesfor

genesnheandentFMfromsoilwerelowerthanthelatter．ThisstudyshowedusthedistributionofvirulencegenesofBacillus
cereusinseveralkindsofspecimens．Thehighervirulencegene
numbersandcarryingratesofthegenehblinclinicalspeciＧ
menssuggestedthatthehaemolyticenterotoxinmightplaya
roleindiseaseprogression．
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　　蜡样芽胞杆菌(简称蜡样杆菌)在自然界广泛分

布,常存在于土壤、灰尘和昆虫中,植物和许多生熟

食品中也常见,临床上该菌被认为是一种机会致病

菌常引起食源性疾病,也被认为是一种污染菌引发

外伤性眼内炎、骨科创面感染以及在肿瘤等免疫低

下人群中引起院内感染等肠道外感染疾病[１].
研究表明,无论是肠道内还是肠道外感染,发病

均与该菌分泌的毒素导致组织破坏或胞外酶活性产

物有关,编码这些毒素的毒力基因主要包括溶血性

BL基因(hblC、hblD、hblA、hblB)、非溶血性基因

(nheA、nheB、nheC)、肠毒素 FM 基因和 T 基因

(entFM、bceT)、细胞毒素 K 基因(cytK)和呕吐毒

素相关基因(ces)[２].但并不是所有蜡样杆菌都含

有全部毒力基因,而是存在菌株间的差异,不同的毒

力基因分布与疾病的严重程度呈相关性[３].我国部

分地区已在食品的常规监测中开展了蜡样杆菌的污

染与毒力基因的检测工作,本研究中采集了我国１２
个省的不同分离来源的标本进行了毒力基因的检

测,以期深入了解临床相关蜡样杆菌的遗传分布特

征,为相关疾病的诊断处置提供科学的参考依据.

１　材料与方法

１．１　菌株　菌株包括分离自中国河北、海南、云南、
内蒙、四川、陕西、福建等１２个省的蜡样杆菌３３０株

和购买的模式菌株３株(ATCC１０８７６、ATCC１３０６１
和 CMCC６３３０１),分离来源分为环境监测标本(常
规食品微生物监测及土壤)和疾病相关标本(食物中

毒食品及肠道外感染)２大类,具体包括米粉(９６
株)、奶粉(１２５株)、土壤(９２株)、米饭(８株)、凉皮

(５株)、眼内炎(２株)或肿瘤患者(２株)等６种标

本,所有菌株均由本室保存.

１．２　毒力基因检测

１．２．１　合成引物　针对上述的１１个蜡样杆菌可能

含有的毒力基因,参考文献检索引物序列[４Ｇ５],每对

引物经 NCBIBlast比对验证,确为相应毒力基因片

段,引物合成由北京天一辉远生物科技有限公司完

成,引物序列及扩增片段长度见表１.

１．２．２　PCR 扩增　常规煮沸法制备菌株 DNA 模

板,普通酶链聚合反应(PCR)方法扩增所有毒力基

因片段,同时设立阳性和阴性对照.PCR反应体系

表１　本研究检测毒力基因所用引物

Tab．１　PrimersforvirulencegenesofB．cereus

基因 引物 引物序列(５′Ｇ３′) 长度/bp

hblA HAＧF
TTACCTGGTAGAATCGTAＧ

CAAGATC
１６４

HAＧR
CCTGTATTAATCGCTTCTACＧ

CATTG

hblB HBＧF AAGCAATGGAATACAATGGG ２６８５

HBＧR AATATGTCCCAGTACACCCG

hblC HCＧF CCTATCAATACTCTCGCAA ６９５

HCＧR TTTCCTTTGTTATACGCTGC

hblD HDＧF ACCGGTAACACTATTCATGC ８３０

HDＧR GAGTCCATATGCTTAGATGC

nheA NAＧF GTTAGGATCACAATCACCGC ７５６

NAＧR ACGAATGTAATTTGAGTCGC

nheB NBＧF GTGCAGCAGCTGTAGGCGGT ３２８

NBＧR
ATGTTTTTCCAGCＧ

TATCTTTCGCAAT

nheC NCＧF TGGATTCCAAGATGTAATG ６８４

NCＧR ATTACGACTTCTGCTTGTGC

ces NrpsＧF
GACAAGAGAAATTTCＧ

TACGAGCAAGTACAAT
６３５

NrpsＧR
GCAGCCTTCCAATTACTCCTＧ

TCTGCCACAGT

bceT BceTＧF
GACTACATTCACGATTACGＧ

CAGAA
３０４

BceTＧR
CTATGCTGACGAGCTACATCＧ

CATA

entFM entFMＧF GTTCGTTCAGGTGCTGGTAC ４８６

entFMＧR AGCTGGGCCTGTACGTACTT

cytK cytKＧF CGACGTCACAAGTTGTAACA ５６５

cytKＧR CGTGTGTAAATACCCAGTT

为２５μL,包括２×EasyTaqTM PCRSuperMix(购自

北京全式金生物技术有限公司)１２．５μL,上下游引

物各１μL(浓度１０μM),DNA 模板１μL(浓度为

１００ng/μL左右),加无菌超纯水补足至 ２５μL.

PCR反应条件为９５ ℃预变性５min;９５ ℃变性１
min,５５ ℃退火１min,７２℃延伸１min,共３０循

环;７２℃最后延伸５min,产物经１％琼脂糖凝胶电
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泳检测.

１．３　结果分析　采用SPSS２１．０软件,检验水准为

α＝０．０５统计菌株检测阳性毒力基因的数量,单因

素方差分析不同标本毒力基因数的差异;计算菌株

不同毒力基因的携带率,行×列资料卡方检验分析

不同标本毒力基因携带率的统计学差异.

２　结　果

２．１　菌株毒力基因携带情况　３３３株蜡样杆菌１１
种毒力基因的检测结果显示,菌株所含毒力基因数

量最少０个(３０株,占９．０１％),最多１０个(４１株,占

１２．３１％),含 ４ 个 毒 力 基 因 的 菌 株 数 量 最 多,占

１９２２％,其次是５个(１６．８２％)和９个(１６．２２％),菌
株平均携带毒力基因数 ５．９７ 个.９０．９９％ (３０３/

３３３)的菌株检出至少含有１个毒力基因,毒力基因

在３个以上的菌株占到８８．２９％(２２５/３３３),含有５
个毒力基因以上的菌株占６７．５７％(２９４/３３３),除呕

吐毒素基因外,全部１０个毒力基因均检出的菌株占

１２３１％(４１/３３３)(图１).

图１　菌株携带毒力基因个数

Fig．１　Distributionofgenenumbersofstudiedstrains

２．２　不同类型标本毒力基因数量比较　常规食品

监测的米粉和奶粉中毒力基因个数分别为５．７８和

５．７１个,而在病例相关采集标本的米饭、凉皮和患

者中基因个数分别达到了７．１３,８．２和８．７５个,均高

于平均值,方差分析显示,６种样品的毒力基因携带

数量之间无统计学显著差异(F＝１．９１７,P＞００５),
但两两比较显示,患者与奶粉的基因个数统计学差

异有显著性(F＝５．４８２,P＜０．０５),凉皮与奶粉间有

统计学差异显著性(F＝４．４７９,P＜０．０５),其他类型

样品两两间无统计学差异(表２).

２．３　不同类型标本毒力基因携带率比较　毒力基

因中非溶血性基因携带率最高,同时含有３种非溶

血性基因(nheA、nheB、nheC)的菌株占６１．８６％,至
少含有一种此基因的菌株则达８９．１９％;其余基因携

带率从高到低依次为entFM 基因(７９．８８％)、bceT

表２　不同样本类型蜡样杆菌毒力基因携带情况

Tab．２　DistributionofvirulencegenenumbersofB．cereus
indifferentspecimens

样品类型 样品数 毒力基因平均数

米粉 ９６ ５．７８

奶粉 １２５ ５．７１

土壤 ９２ ６．２２

米饭 ８ ７．１３

凉皮 ５ ８．２

患者 ４ ８．７５

合计 ３３０ ５．９７

基因(４９．８５％)、溶血性BL基因(４８．３５％)、ctyK 基

因(４７．７５％)和ces基因(１．５０％).其中,溶血性基

因中hblB 携带率较低(３８．１４％),其他３种(hblA、

hblC 和hblD)携带率较高.
不同类型标本毒力基因的携带率之间有差异,

将样本数较低(凉皮、眼内炎和肿瘤患者)的标本除

外,其余标本的各基因携带率比较显示,米饭、米粉、
奶粉和土壤的溶血性基因携带率有统计学差异显著

性(χ２＝１５．０７１,P＜０．０１),米粉和奶粉的携带率较

低,土壤携带较高;而非溶血性基因则在土壤中携带

较低,其它标本中较高(χ２＝９．６０３,P＜０．０５);enＧ
tFM 基因也在土壤中较低,其它标本中较高(χ２＝
２１．６３４,P＜０．０１);cytK、bceT 和ces基因在不同标

本中的携带率均无统计学差异显著性(表３).
将样本数较少的标本合并,比较疾病相关与环

境监测两类标本的毒力基因携带情况,表４显示溶

血性基因在疾病标本中携带较高,有统计学差异(χ２

＝８．２３,P＜０．０１),其余基因在两类标本中的携带率

无统计学差异.

３　讨　论

蜡样杆菌作为一种重要的食源性疾病病原菌,
在食品中的污染状况和毒力基因分布近年来被广泛

关注.研究数据显示,食品中的蜡样检出率多在

１０％以上,婴幼儿食品和奶粉中在１０％~３０％,熟
制米面制品中在２０％~３０％左右,在快餐盒饭、铁
路食品及市场摊点中污染更重,有的可达５０％[６Ｇ１０],
腐乳 类 食 品 和 大 米 中 的 蜡 样 检 出 率 可 高 达

８０％[１１Ｇ１２].同时,医院内感染中,在开放性创伤的患

者伴免疫力低下人群中蜡样杆菌的分离率较高,眼
内炎也较多见,外伤所致的细菌性眼内炎中蜡样芽

胞杆菌感染率仅次于金黄色葡萄球菌,位居第２,

５８６８期 张慧娟等:蜡样芽胞杆菌在不同标本中的毒力基因分布特征



表３　各毒力基因在不同类型标本中的分布

Tab．３　DistributionofvirulencegenesofB．cereusindifferentspecimens

基因
总携带率

(n＝３３３)

不同类型标本的基因携带率(％)

凉皮

(n＝５)
米饭

(n＝８)
米粉

(n＝９６)
奶粉

(n＝１２５)
土壤

(n＝９２)
眼内炎

(n＝２)
肿瘤患者

(n＝２)
其他

(n＝３)

hblC ４８．３５(１６１) ８０(４) ６２．５(５) ３８．５４(３７) ３８．４(４８) ６７．３９(６２) １００(２) １００(２) ３３．３３(１)

hblD ４６．８５(１５６) ８０(４) ７５(６) ３８．５４(３７) ３８．４(４８) ６０．８７(５６) １００(２) １００(２) ３３．３３(１)

hblA ４５．６５(１５２) ８０(４) ６２．５(５) ３８．５４(３７) ３６(４５) ６０．８７(５６) １００(２) １００(２) ３３．３３(１)

hblB ３８．１４(１２７) ８０(４) ３７．５(３) ３２．２９(３１) ３１．２(３９) ５０(４６) １００(２) ５０(１) ３３．３３(１)

同时含４个hbl ３７．２４(１２４) ８０(４) ３７．５(３) ３２．２９(３１) ２９．６(３７) ４８．９１(４５) １００(２) ５０(１) ３３．３３(１)

含任一hbl ４８．３５(１６１) ８０(４) ７５(６) ３８．５４(３７) ３６．８(４６) ６８．４８(６３) １００(２) １００(２) ３３．３３(１)

nheA ８４．３８(２８１) １００(５) １００(８) ８３．３３(８０)８７．２(１０９)８０．４３(７４) ５０(１) １００(２) ６６．６７(２)

nheB ７２．３７(２４１) ８０(４) ８７．５(７) ７８．１３(７５)８１．６(１０２)５２．１７(４８) １００(２) １００(２) ３３．３３(１)

nheC ８２．２８(２７４) １００(５) １００(８) ８６．４６(８３)８６．４(１０８)６９．５７(６４) １００(２) １００(２) ６６．６７(２)

同时含３个nhe ６１．８６(２０６) ８０(４) ８７．５(７) ６７．７１(６５) ６８(８５) ４４．５７(４１) ５０(１) １００(２) ３３．３３(１)

含任一nhe ８９．１９(２９７) １００(５) １００(８) ９０．６２(８７)９３．６(１１７)８０．４３(７４) １００(２) １００(２) ６６．６７(２)

ctyK ４７．７５(１５９) ６０(３) ５０(４) ４８．９６(４７) ３６．８(４６) ６０．８７(５６) ５０(１) ５０(１) ３３．３３(１)

ces １．５０(５) ０ ０(０) １．０４(１) ３．２(４) ０(０) ０(０) ０(０) ０．００

entFM ７９．８８(２６６) １００(５) ８７．５(７) ８７．５(８４) ８７．２(１０９)５９．７８(５５) １００(２) １００(２) ６６．６７(２)

bceT ４９．８５(１６６) ６０(３) ５０(４) ４４．７９(４３) ４４．８(５６) ５９．７８(５５) ５０(１) １００(２) ６６．６７(２)

　　注:n表示样本总数,括号内数字表示相应基因扩增阳性数.

表４　疾病相关标本与环境监测标本中毒力基因携带差异

Tab．４　Differentcarryingratebetweenclinicalandenviromentalmonitoringspecimens

基因类型
疾病相关标本 环境监测标本

阳性数 阳性率(％) 阳性数 阳性率(％)
χ２ 值 P 值

hbl １４ ８２．３５ １４６ ４６．６５ ８．２３ ０．００

nhe １７ １００ ２７８ ８８．８２ １．１１ ０．１４

ctyK ９ ５２．９４ １４９ ４７．６ ０．１８ ０．１８

ces ０ ０ ５ １．６ ０．２４ ０．７７

entFM １６ ９４．１２ ２４８ ７９．２３ １．４０ ０．０９

bceT １０ ５８．８２ １５４ ４９．２ ０．６０ ０．１５

并且进展迅速,急骤恶化,可造成视网膜毁灭性损

害[１３],是医院感染中不可忽视的一种重要病原菌.
蜡样杆菌携带的毒力基因与致病性密切相关,

食品中蜡样杆菌毒力基因的调查显示非溶血性基因

和肠毒素FM 基因的携带率均达９０％左右,少数报

道显示肠毒素FM 基因和 T基因的携带率较低,约
为２０％~３０％;溶血性基因和细胞毒素 K基因的携

带率不到５０％,尤其是hblC 和hblD 的携带率有

２０％[６Ｇ７];呕吐毒素基因的检出率最低,多在５％以

下,但大米中含量较高,可达１３．８％[１２].

本研究中菌株来源除了常规食品监测样本外,
还包含了土壤分离菌株,食物中毒、眼内炎、肿瘤患

者等疾病相关标本分离菌株,重点分析了已知的蜡

样杆菌１１个毒力基因的分布特征,尤其是在疾病相

关标本中的特点,可为探索毒力基因的致病性提供

参考.研究显示,约９０％的蜡样菌株携带至少３个

毒力基因,且约１０％的菌株携带除呕吐毒素基因外

的所有毒力基因,菌株携带的平均毒力基因数目为

５．９７个,疾病相关标本所携带的毒力基因数目高于

环境监测标本.各个基因的分布特点显示,与大多

６８６ 中 国 人 兽 共 患 病 学 报 ２０１９,３５(８)



数报道一致[１,６Ｇ７],非溶血性基因和肠毒素FM 基因

在菌株 中 的 携 带 率 均 较 高,分 别 为 ８９．１９％ 和

７９８８％,溶血性基因和细胞毒素cytK 和肠毒素 T
基因的携带率均在５０％左右,呕吐毒素携带率最低

１．５０％.各毒力基因在米饭、米粉、奶粉和土壤这４
类标本中的携带率比较显示,溶血性基因、非溶血性

基因和肠毒素FM 基因在这些标本中的分布有统计

学显著差异,溶血性基因在土壤中的携带率较高,而
后两者则较低.其他毒力基因在这些标本中的携带

无差异.同时,溶血性基因在疾病相关标本中的携

带率相比环境监测标本较高,而其余基因携带率则

在两类标本中无统计学差异.由此可见,毒力基因

的数目和溶血性基因对蜡样杆菌的致病性具有一定

的临床意义.研究表明,溶血素 HBL通过溶血亚

基L２,溶血亚基L１和结合亚基B蛋白共同作用形

成 HBL成孔毒素或肠毒素.这３个 HBL蛋白分

别由hblC,hblD 和hblA 编码,从一个操纵子共同

转录,之后发现了 B′蛋白,由hblB 编码,该蛋白与

B蛋白有７３％的同源性,位于起始的１５８个氨基酸

上,且并不是所有含有hbl 操纵子的菌株都含有

hblB[１],本研究显示较低的携带率(３８．１４％)也验证

了这一结果.
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