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摘要：本文从一份糙米样品中分离纯化出 5 株细菌，分别命名为 BR1、BR2、BR3、BR4 和 BR5，对其进行形态学观察、生理

生化鉴定、16S rRNA 及 gyrB 基因测序鉴定，并对其毒力基因及药物敏感性等生物学特征进行研究。结果表明，5 株分离菌株生化特

性符合蜡样芽孢杆菌（Bacillus cereus）的特性，结合 16S rRNA 及 gyrB 基因测序结果，菌株 BR1 和 BR4 鉴定为蜡样芽孢杆菌。毒力

基因的 PCR 检测结果表明，菌株 BR1 和 BR4 携带肠毒素基因（hbl、nhe、entFM 和 bceT）和细胞毒素 K 基因（cytK），未检测到呕

吐型毒力基因（cer 和 ces）。菌株 BR1 和 BR4 对青霉素、氨苄西林和头孢噻肟等药物耐药，对阿莫西林中度敏感，对诺氟沙星、环

丙沙星和庆大霉素等药物敏感。本研究通过分离鉴定糙米源蜡样芽孢杆菌，发现分离菌株携带多种毒力基因，并且对青霉素类、头孢

菌素类及磺胺类等药物耐药，表明糙米中的蜡样芽孢杆菌有引起食源性疾病的风险。 
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Abstract: In this study, five strains of bacteria were isolated and purified from one sample of brown rice, which were named BR1, BR2, 

BR3, BR4 and BR5, respectively. Morphology, biochemical tests, and 16S rRNA combined with gyrB gene sequencing were performed to 

identify the bacteria. Virulence genes detection and drug sensitivity testing were also performed on the bacteria. The results showed that the 

biochemical characteristics of the five isolates were consistent with Bacillus cereus, and the strains BR1 and BR4 were identified as B. cereus by 

sequence analysis of 16S rRNA gene and gyrB gene. The detection results of virulence gene PCR showed that the strains BR1 and BR4 harbor 

virulence-coding genes hbl, nhe, entFM, bceT and cytK. Drug sensitivity testing showed that the strains BR1 and BR4 were resistant to multiple 

drugs such as penicillin, ampicillin, cefotaxime, etc., moderately sensitive to amoxicillin, sensitive to multiple drugs such as norfloxacin, 

ciprofloxacin, gentamicin, etc. This study indicated that a variety of virulence genes in B. cereus brown rice isolates were detected, and the 

strains were resistant to penicillins, cephalosporins and sulfonamides, which had a potential threat to food safety. 
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糙米是稻谷脱壳后的产品，由米糠层、胚芽和胚

乳三大部分组成[1]。糙米具有许多营养保健功能性因

子，包括谷胱甘肽、γ-谷维醇、γ-氨基丁酸、米糠脂

多糖、米糠纤维等[2]。由于糙米中的米糠有令人不快 
米糠味，且因含较多纤维，糙米蒸煮性、口感和吸收

性较差，食用价值降低，限制了糙米在食品工业中的

应用。发芽糙米是糙米经发芽、干燥所得全谷物制品，

发芽显著提高了糙米中的 γ-氨基丁酸含量，并且可降

解部分纤维，改善糙米口感，使营养价值显著提高[3,4]。

然而，糙米在发芽过程中由于适宜的环境温度和湿度

条件为微生物的大量滋生提供了温床，而且糙米本身

含有丰富的营养物质更为微生物的生长繁殖提供了有

利条件。有研究表明，污染糙米和发芽糙米的优势菌

群是蜡样芽孢杆菌（Bacillus cereus）[5]。 
蜡样芽孢杆菌是一种广泛分布于水、空气、土壤、

饲料和各类食物中的革兰氏阳性、兼性需氧产芽孢杆

菌，是淀粉类食品中常见污染菌和条件致病菌之一[6]。

近年来各种食源性致病菌污染食品导致的中毒事件频

繁发生，其中报道最多的是蜡样芽孢杆菌引起的食物

中毒，居我国细菌性食物中毒第三位[7]。蜡样芽孢杆

菌引起的食物中毒主要症状为恶心、呕吐和腹痛、腹

泻等胃肠道疾病，严重时还会引起其他病原菌的机会

性感染从而引发败血症、肺炎和脑膜炎[8]。其引起的

食物中毒根据临床主要表现可分为呕吐型和腹泻型，

分别由蜡样芽孢杆菌产生的呕吐毒素和腹泻毒素所

致。腹泻型毒素是一种多元化毒素，目前鉴定出与其

相关的毒力因子主要包括溶血素 BL 基因（hbl）、非

溶血性肠毒素 Nhe 基因（nhe）、细胞毒素 K 基因

（cytK）、肠毒素 T 基因（bceT）和肠毒素 FM 基因

（entFM）等[9]。与这些毒素相关的毒力基因依次为：

溶血素 BL 基因（hblA、hblB、hblC、hblD，有的菌株

缺失 hblB 基因）、非溶血性肠毒素基因（nheA、nheB、
nheC）、细胞毒素 K 基因（cytK）、肠毒素 T 基因（becT）
和肠毒素 FM 基因（entFM）[10]。目前，针对呕吐型

蜡样芽孢杆菌毒力基因检测的目标基因有 ces 和

cer[11]。本试验从糙米中分离筛选病原菌，对其进行形

态观察、生理生化和分子鉴定，并对其携带的毒力基

因和耐药性进行研究，为蜡样芽孢杆菌的分子流行病

学特征的研究提供参考，为食源性疾病的预防和治疗

提供技术支持。 

1  材料与方法 

1.1  试验材料 

从当地超市采集一份糙米样品，产地黑龙江。PCR

试验阳性对照菌株Bacillus cereus ATCC 14579 和药敏

试验质控菌株Staphylococcus aureus ATCC 29213均购

于美国模式菌种收集中心（American Type Culture 
Collection，ATCC）。 

1.2  主要试剂及培养基 

蜡样芽孢杆菌 HBI 微生物生化鉴定条（GB 2014）
（3%过氧化氢酶试剂、西蒙氏柠檬酸盐、动力培养基、

硝酸盐肉汤培养基、VP 试验、明胶培养基、淀粉水

解、溶菌酶肉汤、甘露醇、葡萄糖）V-P 试剂、硝酸

盐还原试剂、0.5%碱性复红染液、无菌液体石蜡、硫

酸锰营养琼脂培养基、甘露醇卵黄多粘菌素琼脂培养

基（MYP）（50%卵黄乳液、多粘菌素 B 10000 IU）、

胰酪胨大豆羊血（TSSB）琼脂、芽孢染色剂（5%孔

雀石绿水溶液和 0.5%番红染色液）购于青岛海博生物

有限公司；胰酪大豆胨琼脂培养基（TSA）、胰蛋白胨

大豆肉汤培养基（TSB）、营养琼脂培养基（NA）等

购于北京陆桥技术股份有限公司；DNA marker、2×Taq 
PCR Master Mix 和 GelRed 核酸染料购于上海近岸蛋

白质科技有限公司；琼脂糖购于美国海普生物公司；

抗生素药敏试纸购于杭州微生物试剂有限公司。 

1.3  主要仪器设备 

AL204 电子天平购于梅特勒-托利多仪器（上海）

有限公司；YDS-10 PCR 仪购于乐山市东亚机电工贸

有限公司；1645050 基础电泳仪、552BR 垂直电泳槽

购于美国 BIO-RAD 公司；JS680B 凝胶成像分析系统

购于上海培清科技有限公司；GHX-9050B-2 生化培养

箱购于上海福玛实验设备有限公司；BX51+DP70 光

学显微镜购于奥林巴斯有限公司。 

1.4  试验方法 

1.4.1  菌株分离纯化 
采集样品均在无菌条件下进行处理。随机称取

100 g 糙米放入已灭菌烧杯内，按糙米与水质量比为

1:2 比例加入无菌水浸泡，并盖上 8 层无菌纱布，将

烧杯放入 30 ℃恒温箱中 24 h 取出。将浸泡液收集于

50 mL 离心管中离心（8000 r/min，5 min，4 ℃），弃

去上清液加入生理盐水重悬浮，吸取 100 μL 悬液于

900 μL 无菌生理盐水中混合均匀进行梯度稀释，得到

10-1~10-6稀释度的悬液。参照 GB4789.14-2014《食品

微生物学检验 蜡样芽胞杆菌检验》，吸取各稀释液

100 μL 涂布到 MYP 培养基上，置于 37 ℃培养 24 h
后，从 MYP 平板中挑取至少 5 个典型菌落，分别划

线接种于营养琼脂平板做纯培养，30 ℃培养 24 h。挑
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选的 5 个典型菌落均来源于一份糙米样品。 
1.4.2  形态学观察 

观察菌株在 MYP 培养基、营养琼脂上的菌落形

态；把菌株接种到 TSSB 平板上置于 37 ℃条件下培养

24 h 后观察溶血现象；对菌株进行芽孢染色和蛋白质

毒素结晶试验染色，用光学显微镜观察其菌体形态和

染色特点。 
1.4.3  分离菌株生化鉴定 

采用蜡样芽孢杆菌 HBI 微生物生化鉴定条（GB 
2014）对疑似菌株进行生化鉴定，包括 3%过氧化氢

酶试剂、西蒙氏柠檬酸盐、动力培养基、硝酸盐肉汤

培养基、VP 试验、明胶培养基、淀粉水解、溶菌酶

肉汤、甘露醇和葡萄糖 10 项生化反应。 
1.4.4  分离菌株分子生物学鉴定 

1.4.4.1  16S rRNA 基因序列分析 
挑取待检测菌株和Bacillus cereus ATCC 14579 标

准菌株单菌落于 500 μL 的双蒸水中制成菌悬液，

100 ℃水浴 10 min，立即冰浴 20 min，12000 r/min 离

心 10 min，取上清液作 PCR 扩增模板，-20 ℃保存备

用[12]。 
16S rRNA 基因 PCR 扩增引物分别为 27F：

5′-GAGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3′，反向引物为

1492R：5′-TACGGTTACCTTGTTACGACTT-3′。PCR
反应体系：2×Mix 取 10 μL；27F 引物为 0.4 μL；1492R
引物为 0.4 μL；5 株分离菌株 DNA 模板 1 μL，阳性对

照组加入 1 μL 标准菌株 DNA 模板，阴性对照组加入

1 μL 双蒸水，最后以双蒸水补足，进行 PCR 扩增。

PCR 扩增条件如下：95 ℃预变性 5 min；94 ℃变性 30 
s，56 ℃退火 30 s，72 ℃延伸 1 min 30 s，共 35 个循

环，之后 72 ℃延伸 10 min，扩增结束。PCR 产物经

1%的琼脂糖凝胶电泳，染料 GelRed 染色后在全自动

凝胶成像分析系统检测。PCR 产物的纯化与测序由杨

凌天润奥科生物科技有限公司完成。测得的序列通过

NCBI 和 EzBioCloud 核酸数据库上的 BLAST 方法与

数据库中已知的 16S rRNA 基因序列进行同源性比较

与分析。并从数据库获得相关属、相关种的 16S rRNA
基因序列，建立系统发育树，进行同源性分析鉴定。 
1.4.4.2  gyrB 基因序列分析 

由于 16S rDNA 分子较小，信息量具有局限性，

仅能区别属水平上的细菌，无法说明关系较近的种间

关系。很多细菌中存在的 gyrB 基因是一个蛋白编码基

因，呈单拷贝，在细菌系统发育分析和鉴别中常被用

到[13]。故结合 gyrB 基因序列对分离菌株进行进一步

确认。 gyrB 基因 PCR 扩增引物分别为 F ：

5′-ATTGGTGACACCGATCAAACA-3′ ， R ：

5′-TCATACGTATGGATGTTATTC-3′。PCR 反应体系

参考 1.4.1.1。PCR 反应条件：95 ℃、5 min；94 ℃、

20 s；52 ℃、20 s；72 ℃、1 min 30 s；35 个循环；72 ℃ 
10 min。4 ℃保存产物。使用 NCBI 数据库中的 Blastn
工具，在 GenBank 中进行同源性序列检索，挑选同源

性最近的基因序列，运用 MEGA 7.0 邻接法构建系统

发育进化树。 
1.4.5  分离菌株毒力基因的检测 

采用田万帆等[14]的方法合成 hblA、hblB、hblC、
hblD、nheA、nheB、nheC、entFM、cytK、bceT、ces
和 cer 等关于蜡样芽孢杆菌 12 对毒力基因的引物。引

物由杨凌天润奥科生物科技有限公司合成，引物信息

见表 1。PCR 反应体系及条件如 1.4.4.1 所述，PCR 产

物经 1%琼脂糖凝胶电泳和凝胶成像系统检测。其中

hblB 基因的 PCR 反应体系为：2×Mix 取 10 μL；上游

引物为 0.4 μL；下游引物为 0.4 μL；分离菌株 BR1 和

BR4 的 DNA 模板 1 μL，阳性对照组加入 1 μL 标准菌

株 DNA 模板，阴性对照组加入 1 μL 双蒸水；最后以

双蒸水补足 20 μL，进行 PCR 扩增。PCR 扩增条件如

下：95 ℃预变性 5 min；95 ℃变性 1 min，52 ℃退火

30 s，72 ℃延伸 1 min 30 s，共 35 个循环，72 ℃ 10 min。 
表1 蜡样芽孢杆菌的检测毒力基因引物 

Table 1 Primers used for detection of virulence genes in B. cereus 
基因名称 引物名称 引物序列（5'→3'） 退火温度/℃ 产物长度/bp 

hblA 
hblA-F AAGCAATGGAATACAATGGG 

52 1154 
hblA-R AGAATCTAAATCATGCCACTGC 

hblB 
hblB-F AAGCAATGGAATACAATGGG 

52 2684 
hblB-R AATATGTCCCAGTACACCCG 

hblC 
hblC-F GATACTCAATGTGGCAACTGC 

52 740 
hblC-R TTGAGACTGCTCGTCTAGTTG 

hblD 
hblD-F ACCGGTAACACTATTCATGC 

52 829 
hblD-R GAGTCCATATGCTTAGATGC 

    转下页 
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nheA 
nheA-F TACGCTAAGGAGGGGCA 

52 500 
nheA-R GTTTTTATTGCTTCATCGGCT 

nheB 
nheB-F CTATCAGCACTTATGGCAG 

52 770 
nheB-R ACTCCTAGCGGTGTTCC 

nheC 
nheC-F CGGTAGTGATTTGCTGGG 

52 582 
nheC-R CAGCATTCGTACTTGCCAA 

entFM 
entFM-F ATGAAAAAAGTAATTTGCAGG 

52 1269 
entFM-R TTAGTATGCTTTTGTGTAACC 

cytK 
cytK-F AACAGATATCGGTCAAAATGC 

56 812 
cytK-R CCAACCCAGTTACCAGTTCC 

bceT 
bceT-F TTACATTACCAGGACGTGCTT 

56 428 
bceT-R TGTTTGTGATTGTAATTCAGG 

ces 
ces-F GCATTTCGTGAAGCAGAGGT 

56 699 
ces-R CCCTTTATCCCCTTCGATGT 

cer 
cer-F CAAGTCAAGATAAGAGGCTTC 

56 370 
cer-R AAAGCTCTTGCCAAATAACC 

表2 蜡样芽孢杆菌抑菌圈直径解释标准 

Table 2 Interpretation criterion of inhibition zone diameter of B. cereus 

抗生素种类 抗生素浓度 
抑菌圈直径解释标准/mm 

敏感(S) 中介(I) 耐药(R) 

青霉素 10 U ≥29 - ≤28 

阿莫西林 25 μg ≥15 13~14 ≤12 

氨苄西林 10 μg ≥29 - ≤28 

头孢噻肟 30 μg ≥24 21~23 ≤20 

头孢他啶 30 μg ≥18 15~17 ≤14 

头孢克肟 5 μg ≥19 16~18 ≤15 

诺氟沙星 10 μg ≥17 13~16 ≤12 

环丙沙星 5 μg ≥21 16~20 ≤15 

萘啶酸 30 μg ≥19 14~18 ≤13 

庆大霉素 10 μg ≥15 13~14 ≤12 

链霉素 10 μg ≥15 13~14 ≤12 

四环素 30 μg ≥19 15~18 ≤14 

红霉素 15 μg ≥23 14~22 ≤13 

克林霉素 2 μg ≥21 15~20 ≤14 

万古霉素 30 μg ≥12 10~11 ≤9 

复方新诺明 23.75/1.25 μg ≥16 11~15 ≤10 

氯霉素 10 μg ≥18 13~17 ≤12 

利福平 5 μg ≥20 17~19 ≤16 

多粘菌素 B 300 IU ≥12 8~11 ≤7 

1.4.6  药物敏感性试验 
采用美国临床实验室标准化协会（CLSI）推荐的

K-B 纸片扩散法对蜡样芽孢杆菌临床常见的 19 种抗

生素进行抑菌圈直径的测定。19 种抗生素包括：青霉

素、阿莫西林、氨苄西林、头孢噻肟、头孢他啶、头

孢克肟、诺氟沙星、环丙沙星、萘啶酸、庆大霉素、

链霉素、四环素、红霉素、克林霉素、万古霉素、复

方新诺明、氯霉素、利福平和多粘菌素 B。药敏判定

标准参照 CLSI M100-S21 葡萄球菌属抑菌圈直径。蜡

样芽孢杆菌分离菌株的抑菌圈直径解释标准见表 2。



现代食品科技 Modern Food Science and Technology 2020, Vol.36, No.10 

294 

药敏试验质控菌株为金黄色葡萄球菌（ATCC 29213）。 
1.4.7  统计学分析 

药敏试验每株菌和每个药片平行重复 3 次，结果

以平均值±SD 表示，数据采用 SPSS 24.0 统计软件处

理。 

2  结果与讨论 

2.1  分离菌株形态特征 

  

  

 
图 1 分离菌株形态学特征：（a）营养琼脂；（b）甘露醇卵黄多

粘菌素琼脂培养基；（c）胰酪胨大豆羊血琼脂；（d）蛋白质毒

素结晶染色；（e）芽孢染色 

Fig.1 Morphological characteristics of isolated strains: (a) NA; 

(b) MYP; (c) TSSB; (d) Protein toxin crystal staining; (e) Spore 

staining 

如图 1 所示，在营养琼脂平板 37 ℃培养 24 h 后

分离菌株的菌落呈乳白色，表面粗糙，且不透明似融

蜡状，边缘不规整（图 1a）；在培养 12~18 h 后，分离

菌株在 MYP 琼脂平板上的典型菌落为微粉红色（表

示不发酵甘露醇），周围有白色至淡粉红色沉淀环（表

示产卵磷脂酶）（图 1b）；在 TSSB 培养基平板上菌落

呈不透明浅灰色，似白色毛玻璃状，周围有明显的草

绿色溶血环（图 1c）。蛋白质毒素结晶试验染色镜检

后，观察发现有游离芽孢（浅红色），但无染成深红色

的菱形蛋白结晶体形成，排除了苏云金芽孢杆菌的可

能性（图 1d）。菌株培养一段时间后，芽孢染色镜检

发现，部分被染成绿色，表明有芽孢形成（图 1e）。

分离菌株形态特征与蜡样芽孢杆菌符合，这与张明明

等[15]从即食米面制品中分离的蜡样芽孢杆菌形态特

征一致。 

2.2  分离菌株生理生化鉴定结果 

根据生化鉴定结果（表 3）可知，分离菌株能分

解淀粉、可利用葡萄糖，硝酸盐还原、西蒙氏柠檬酸

盐产碱、V-P 试验、溶菌酶、动力试验、明胶液化和

过氧化氢酶等测定结果均呈阳性，甘露醇产酸试验结

果则为阴性。5 株分离菌各项生化反应结果均与蜡样

芽孢杆菌特征完全一致，因此可初步判断该 5 株分离

菌为蜡样芽孢杆菌疑似菌株。 
表3 分离菌株生理生化鉴定结果 

Table 3 Biochemical test results of isolated strains 

试验项目 
菌株 

BR1 BR2 BR3 BR4 BR5

硝酸盐还原 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ 

淀粉水解 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ 

西蒙式柠檬酸盐 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ 

V-P 试验 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ 

葡萄糖利用（厌氧） ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ 

甘露醇 － － － － － 

溶菌酶肉汤 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ 

动力试验 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ 

明胶 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ 

过氧化氢酶 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ 

2.3  分离菌株分子生物学鉴定结果 

2.3.1  菌株 16S rRNA 基因 PCR 扩增结果及进

化树分析 

 
图2 分离菌株的16S rRNA基因PCR扩增产物的电泳结果 

Fig.2 PCR amplification of 16S rRNA gene of strains 

常用细菌的分类主要从菌落的形态特征及一系列

生理生化试验来确定[16]。然而传统的分类鉴别方法步

骤繁琐、鉴定周期较长，且大多性状由主观来判断，

易给试验结果判定带来误差。由于 16S rDNA 的信息

量足够大，序列大小适中（1.5 kb），在进化上速度慢，
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并且在本质上和功能上具有高度的保守性，因而被选

作生物进化过程中的标尺，常用于生物的系统分类
[17]。鉴定的 5 株分离菌 BR1、BR2、BR3、BR4 和 BR5 
16S rRNA 基因 PCR 扩增产物凝胶电泳结果如图 2 所

示。由图 2 可知，5 株分离菌在 1500 bp 位置都出现宽

亮条带，测序结果表明菌株 BR1、BR2、BR3、BR4
和BR5的16S rRNA基因序列长度均在 1500 bp左右。

将测得的 16S rRNA 基因序列提交到 NCBI 和

EzBioCloud 核酸数据库中行 BLAST 在线分析。运用

MEGA 7.0 软件，将测出的序列与 16S rRNA 基因序列

进行同源性对比。菌株 BR1、BR2、BR3、BR4 和 BR5
的 16S rRNA 基因序列系统发育树如图 3 所示。根据

图 3中 16S rRNA基因序列分析结果，菌株BR1、BR2、
BR3、BR4 和 BR5 16S rRNA 基因序列与多种芽孢杆

菌如蜡样芽孢杆菌（Bacillus cereus ATCC 14579）、蕈

状芽孢杆菌（Bacillus mycoides DSM 2048）及苏云金

芽孢杆菌（Bacillus thuringiensis ATCC 10792）等同源

性均很高，因此可初步将 5 株分离菌株归类为芽孢杆

菌属，然而无法确定 5 株分离菌株具体为哪一种菌。 

 
图3 分离菌株的16S rRNA基因序列系统发育树 

Fig.3 Phylogenetic tree of strains based on the 16S rRNA gene 

sequence 

2.3.2  gyrB 基因 PCR 扩增结果及进化树分析 

 
图4 分离菌株的gyrB基因PCR扩增产物的电泳结果 

Fig.4 PCR amplification of gyrB gene of strains 

鉴于 16S rRNA 基因序列间过高的相似度，此方

法难区别亲缘关系接近的菌种。本文在利用分离菌株

16S rRNA 基因序列进行同源性对比时发现 5 株分离

菌株与其他芽孢杆菌属同源性高度接近，无法确定其

具体种属。研究表明 gyrB 基因的分子进化速率大于

16S rRNA 基因，因而 gyrB 基因也非常适合近缘种属

的鉴定[18]。对 gyrB 基因进行 PCR 扩增，扩增产物的

电泳结果见图 4。由图 4 可看出，菌株 BR1 和 BR4
条带明显，测序结果表明其 gyrB 基因序列片段长度为

分别为 371 bp 和 374 bp，而菌株 BR2、BR3 和 BR5
均没有扩增出 gyrB 基因。将菌株 BR1 和 BR4 测得的

gyrB 基因序列提交到 NCBI 核酸数据库中行 BLAST
在线分析。运用MEGA 7.0 软件，将测出的序列与 gyrB
基因序列进行同源性对比。图 5 为根据 gyrB 基因序列

对比结果建立的系统发育树。本研究挑选了相似度达

95%以上的多个不同菌株 gyrB 基因序列进行分析，构

建系统发育树。由图 5 可知，菌株 BR1 和 BR4 与蜡

样芽孢杆菌 ATCC 14579 标准菌株同源性达到 100%。

因此，结合生理生化和分子生物学鉴定结果可确定菌

株 BR1 和 BR4 为蜡样芽孢杆菌。喻国辉等利用 16S 
rDNA 结合 gyrA 和 gyrB 基因对生防芽孢杆菌 R31 进

行快速鉴定[19]。卢佳琦等通过 16S rDNA 与 gyrB 基因

序列联合法从凝结芽孢杆菌活菌片中分离鉴定出一株

蜡样芽孢杆菌[13]。在鉴定区分蜡样芽孢杆菌与其亲缘

关系密切种属如苏云金芽孢杆菌、炭疽芽孢杆菌等过

程中，可以利用 gyrB 基因作为诊断标记进行快速检测
[20]。 

 
图5 分离菌株的gyrB基因系统发育树 

Fig.5 Phylogenetic tree of strains based on the gyrB gene 

sequence 

2.4  蜡样芽孢杆菌毒力因子扩增结果 

蜡样芽孢杆菌在自然界分布广泛，不同菌株之间

的致病性差异较大[21]。有些无毒菌株可作为益生菌，

通过影响肠道免疫细胞对细胞因子的分泌，并且可产

生脂肽类、肽类、磷脂类、细菌素等抗菌物质来增强

机体的免疫能力[22]。而有些菌株也是重要的食源性致

病菌，可造成人类患呕吐、腹泻等胃肠道疾病，严重

时还会引起其他病原菌的机会性感染从而引发败血
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症、肺炎和脑膜炎[8]。蜡样芽孢杆菌毒力基因和潜在

的致病性研究，国内外已有不少报道。目前已检测到

食源蜡样芽孢杆菌的主要毒力基因包括溶血素 BL、
非溶血性肠毒素 Nhe、细胞毒素 K、肠毒素 T 基因和

呕吐基因等[23]。 

 

 
图6 菌株BR1毒力基因PCR扩增结果 

Fig.6 Results of virulence gene PCR amplification of strain BR1 

注：1: hblA；2: hblC；3: hblD；4: nheA；5: nheB；6: nheC；

7: entFM；8: cytK；9: bceT；10: ces；11: cer；12: hblB。 

经 PCR 检测，试验结果表明分离菌株 BR1 的

DNA中除hblB、ces和 cer外，剩余9种毒力基因hblA、
hblC、hblD、nheA、nheB、nheC、entFM、cytK 和 bceT
均能检测到。并测得 9 种毒力基因片段大小分别为

1154、740、829、500、770、582、1269、812 和 428 bp
左右（图 6）。分离菌株 BR4 的 DNA 中除 ces 和 cer
外，剩余 10 种毒力基因均存在（图 7）。由此可知，

菌株 BR1 携带溶血性肠毒素毒力基因 hblA、hblC、
hblD，非溶血性肠毒素毒力基因 nheA、nheB、nheC
及肠毒素毒力基因 entFM、bceT，细胞毒素毒力基因

cytK，不携带呕吐型毒素毒力基因 ces、cer。菌株 BR4
还含有溶血性肠毒素毒力基因 hblB。蜡样芽孢杆菌的

致病性与其携带的毒力基因直接相关，溶血性肠毒素

BL（Hbl）和非溶血性肠毒素（Nhe）均为复合型毒素，

全部组分的共同参与能使其毒力达到最大，有研究显

示只有含有 Hbl 全部基因的菌株才会产生溶血效应
[12]。毒力基因检测结果表明，菌株 BR1 和 BR4 含有

Hbl 三个全部基因，说明这两株分离菌株能够产生溶

血毒素 Hbl，对消费者会产生危害。此外，非溶血性

肠毒素 nhe 基因（nheA、nheB、nheC）、肠毒素毒力

基因 entFM、bceT 和细胞毒素毒力基因 cytK 均在菌株

BR1 和 BR4 中被检出，这些毒素基因同样能引起消费

者腹泻等不良反应。本研究毒力基因携带结果与崔一

龙等[24]、宋丽丽等[25]结果基本一致，即 hbl、nhe、cytK、
entFM 和 bceT 基因的检出率偏高，这些毒力基因编码

的毒素也被认为是我国食源性蜡样芽孢杆菌的主要毒

力因子[12]。张明明等[15]针对餐饮服务场所即食米面制

品中蜡样芽孢杆菌的污染状况进行研究，检出蜡样芽

孢杆菌 49 株，结果发现所有分离菌株均检出两种或两

种以上的毒力基因，其中非溶血性肠毒素基因 nhe 和

entFM 检出率最高，同时携带 nhe 三个基因又携带

hblA、hblC 和 hblD 基因的强毒株有 7 株，占 4.29%。

本研究中菌株BR1 和BR4 都同时携带 3 种及以上BL
和 Nhe 毒力基因，表明其具有强致腹泻功能。综上所

述，溶血性肠毒素 BL 基因、非溶血性肠毒素 Nhe 基
因和细胞毒素基因是目前淀粉质食物糙米中蜡样芽孢

杆菌菌株携带的主要毒素基因，以引起消费者腹泻等

不良反应为主。 

 

 
图7 菌株BR4毒力基因PCR扩增结果 

Fig.7 Results of virulence gene PCR amplification of strain BR4 

注：1: hblA；2: hblC；3: hblD；4: nheA；5: nheB；6: nheC；

7: entFM；8: cytK；9: bceT；10: ces；11: cer；12: hblB。 

2.5  药敏试验结果 

分离菌株BR1和BR4对 19种抗生素的敏感性具

体结果如表 4 所示，菌株 BR1 对青霉素、氨苄西林、

头孢噻肟、头孢他啶、头孢克肟、复方新诺明和利福

平 7 种药物耐药，对阿莫西林中度敏感，对诺氟沙星、

环丙沙星、萘啶酸、庆大霉素、链霉素、四环素、红

霉素、克林霉素、万古霉素、氯霉素和多粘菌素 B 11
种药物敏感；而菌株 BR4 除对四环素中度敏感外，对

其余 18 种药物敏感性结果与菌株 BR1 一致。田万帆

等[14]研究表明生鲜食品来源的蜡样芽孢杆菌分离菌

株对多肽类、磺胺类及青霉素类药物耐药性较高。庄

子慧等[12]对我国不同地区 2011 年收集的 238 株蜡样

芽孢杆菌进行药敏试验，结果发现食源性蜡样芽孢杆

菌对庆大霉素、万古霉素、环丙沙星、复方新诺明等

药物敏感性较高，对氨苄西林和头孢噻肟的耐药性较

高。本研究中菌株 BR1 和 BR4 的药敏试验结果与王

琰等关于具有致病性蜡样芽孢杆菌的药物敏感性研究

结果基本一致[23,26-28]。而对阿莫西林、四环素、红霉
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素和多粘菌素 B 等抗生素药敏性存在一定差异，这可

能与不同地区分离来源的菌株差异有关。近年来，对

于食品中蜡样芽孢杆菌的耐药性研究主要集中于动物

制品，但蜡样芽孢杆菌淀粉质食物等来源分离菌株的

耐药性却不容忽视。 
 

表 4 分离菌 BR1 和 BR4 药敏试验结果 

Table 4 The results of antimicrobial susceptibility test for isolates BR1 and BR4 

分类 药物名称 
BR1 BR4 

抑菌圈直径/mm 敏感性 抑菌圈直径/mm 敏感性 

青霉素类 

青霉素 10.00±1.00 R 11.00±1.00 R 

阿莫西林 13.33±0.58 I 14.33±0.58 I 

氨苄西林 11.33±1.53 R 11.00±1.00 R 

头孢菌素类 

头孢噻肟 11.33±0.58 R 10.67±0.58 R 

头孢他啶 0.00±0.00 R 0.00±0.00 R 

头孢克肟 0.00±0.00 R 0.00±0.00 R 

喹诺酮类 

诺氟沙星 26.67±1.53 S 29.33±0.58 S 

环丙沙星 29.00±2.65 S 31.67±0.58 S 

萘啶酸 19.67±0.58 S 22.00±1.73 S 

氨基糖苷类 
庆大霉素 26.33±1.53 S 27.00±1.00 S 

链霉素 23.33±3.79 S 24.00±1.73 S 

四环素类 四环素 25.00±1.00 S 17.33±0.58 I 

大环内酯类 红霉素 29.33±0.58 S 28.67±0.58 S 

林可胺类 克林霉素 26.00±1.00 S 23.67±2.08 S 

糖肽类 万古霉素 16.67±0.58 S 18.00±1.00 S 

磺胺类 复方新诺明 0.00±0.00 R 0.00±0.00 R 

氯霉素类 氯霉素 23.33±1.53 S 21.67±0.58 S 

利福霉素类 利福平 14.33±0.58 R 12.00±0.00 R 

多肽类 多粘菌素 B 13.00±1.00 S 12.33±0.58 S 

3  结论 

3.1  本研究从一份糙米样品中分离获得菌株 BR1、
BR2、BR3、BR4 和 BR5，经过形态学观察及生理生

化试验鉴定表明 5 株分离菌株符合蜡样芽孢杆菌形态

特征。通过 16S rRNA 基因序列分析发现难以有效鉴

定出 5 株分离菌株具体属于哪一种菌，进一步通过

gyrB 基因序列分析对分离菌株的种属进行确认，结果

表明菌株 BR1 和 BR4 为蜡样芽孢杆菌。研究表明仅

通过 16S rRNA 基因序列分离鉴定糙米中蜡样芽孢杆

菌存在不足，还需要利用 gyrB 等特异性基因序列进一

步鉴定，并且结合有特异性的形态特征及生理生化鉴

定才比较可靠。菌株 BR1 和 BR4 携带溶血性肠毒素

毒力基因 hblA、hblC、hblD，非溶血性肠毒素毒力基

因 nheA、nheB、nheC，肠毒素毒力基因 entFM、bceT
及细胞毒素毒力基因 cytK，不携带呕吐型毒素毒力基

因 ces、cer；另外，菌株 BR4 还携带溶血性肠毒素毒

力基因 hblB，表明分离菌株 BR1 和 BR4 具有较强的

致病能力。药敏试验结果发现，分离菌株 BR1 和 BR4

对青霉素、氨苄西林、头孢噻肟、头孢他啶、头孢克

肟、复方新诺明和利福平 7 种药物耐药，对阿莫西林

中度敏感，对诺氟沙星、环丙沙星、萘啶酸、庆大霉

素、链霉素、红霉素、克林霉素、万古霉素、氯霉素

和多粘菌素 B 10 种药物敏感。综上所述，糙米源分离

获得的蜡样芽孢杆菌携带多种毒力基因，且对青霉素

类、头孢菌素类及磺胺类等药物耐药，存在引起食源

性疾病的风险。 
3.2  本次研究也表明谷物类食物中致病性蜡样芽孢

杆菌的潜在危害，相关管理部门应加强此类食品中的

蜡样芽孢杆菌的监测，从而为今后谷物类食品微生物

安全风险评估奠定基础。 
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