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论著
唐菖蒲伯克霍尔德菌椰毒致病型菌株 C?"( 毒力相关基因解析
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摘#要!目的#了解 " 株引起致死性食物中毒事件的唐菖蒲伯克霍尔德菌椰毒致病型菌株 C?"( 的全基因组序列

特征!对其基因组中米酵菌酸(O’)和毒黄素(UI)的生物合成相关基因进行了预测和分析# 方法#通过第三代高

通量测序技术(]:3O;?)对 C?"( 进行全基因组测序!使用 O=’6U软件预测 O’和 UI的生物合成相关基因# 结果#

C?"( 基因组中含有 % 个闭合的环状染色体!大小分别为 (-" 和 (-$ RQ!鸟嘌呤和胞嘧啶所占比例(\C含量)分别

为 +,-*%‘和 +*-.%‘# C?"( 基因组中还携带有一个 "(+ MQ 的闭合环状质粒!\C含量为 +.-%!‘!编码 "(/ 个基

因# 通过同源序列比对!在 C?"( 染色体 " 上发现了 O’和 UI的生物合成相关基因簇 $%&’"’%()*+,-./0123和
4%5’-.6/0# 结论#C?"( 全基因组数据为研究唐菖蒲伯克霍尔德菌食物中毒菌株的致病性和毒力因子产生机制

奠定了遗传学基础#
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BGA?NGLĜPGA3G?4C?"(2U5GFGABE5L?4E5GET?35H?N?L?NGLTGHG(-" :AJ (-$ RQ :AJ E5G;H\C3?AEGAELTGHG+,-*%‘
:AJ +*-.%‘" HGL@G3E;SGFK2’"(+ MQ 3?N@FGEGJ @F:LN;J T:L4?PAJ ;A E5GBGA?NG" T5;35 \C3?AEGAET:L+.-%!‘ :AJ ;E
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##唐菖蒲伯克霍尔德菌椰毒致病型#.789:%;<=8>?
@;?<>%;>@S2A%A%B=&=&?&C$是流行于我国及东南亚部
分地区的食源性致病菌"在我国又被称为椰毒假单
胞菌酵米面亚种 #EC=7<%F%&?CA%A%B=&=&?&CLPQL@2
G?8>&%G=8F=&4?&C$ (") * 唐菖蒲伯克霍尔德菌椰毒致
病型菌株是革兰阴性专性需氧菌"短杆状"大小为
$-( !Nl" m%-! !N"两端钝圆"在马铃薯葡萄糖琼
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脂#]Z’$培养基上易生长"菌落直径 " m% NN"菌落
灰白或乳白色"表面光滑’湿润’边缘整齐"可固氮"

触酶阳性"氧化酶试验阴性 (%) * 该菌可利用大气中
的氮源生长"对碳源要求也不严格"在任一可利用
的有机化合物存在下即可生长繁殖"因此一旦污染
食品"如米粉’凉粉’湿米面’新鲜或水泡几天后的
木耳和银耳等"在温度和湿度适宜条件下"短时间
内即可产生大量毒素"人类食用后即可造成食物中
毒 (.) * 在我国由唐菖蒲伯克霍尔德菌椰毒致病型
菌株引起的食物中毒平均死亡率为 +*‘ m*/‘"个
别中毒事件死亡率高达 "$$‘"是迄今为止我国发
现的引起发病率和病死率最高的食源性致病菌*
而且其引起的食物中毒目前尚无特效解毒措施"对
消费者健康造成了严重危害 (() *

唐菖蒲伯克霍尔德菌椰毒致病型菌株可产生
米 酵 菌 酸 # Q?ABMHGM;3 :3;J" O’$ 和 毒 黄 素
#E?<?4F:S;A" UI$% 种小分子脂肪酸类毒素* 这 % 种
毒素主要通过消化道黏膜吸收"经血液分布到全
身"其主要毒作用靶器官是肝’脑’肾等实质性脏
器* 毒素重症患者多因肝昏迷’中枢神经麻痹’呼
吸衰竭而死亡 (!)+) * 研究 (")发现"O’毒性比 UI强"

且在相同条件下"细菌产生 O’的量远大于 UI"因
此 O’是唐菖蒲伯克霍尔德菌椰毒致病型菌株引起
食物中毒的主要原因* 对唐菖蒲伯克霍尔德菌椰
毒致病型菌株 Z6R>""."* 的全基因组序列研究发
现"O’的生物合成基因簇是 $%&()*+,-.6/0123"
这个基因簇上游存在 % 个可能的调控基因 $%&’" 和
$%&’%"调控 $%& 基因簇的表达和 O’的生物合
成 (,) * 对 水 稻 致 病 菌 荚 壳 伯 克 霍 尔 德 菌
#.789:%;<=8>? @;7F?=$O\&" 中 UI生物合成途径和
调控机制开展研究发现"调控蛋白 U?<&和 UI共同
作为诱导物激活 UI生物合成基因簇 4%5-.6/0的
表达"另一个由群体效应调控的蛋白 U?<X也可能参
与了 4%5基因簇的表达 (*) *

"/,, 年在黑龙江省通河县发生一起造成 ( 人
死亡的食物中毒事件"从死者生前食用过的酵米面
样品中分离出唐菖蒲伯克霍尔德菌椰毒致病型菌
株 C?"(#前期文献称为椰毒假单胞菌 C?"($* 该菌
株是我国分离出的第一个唐菖蒲伯克霍尔德菌椰
毒致病型菌株"采用荧光分光光度法及微生物测毒
法测定 C?"( 的产毒能力高达 %"+-, !B0NF(/) * 然
而目前我国尚未开展对唐菖蒲伯克霍尔德菌椰毒
致病型菌株的基因组特征及毒力因子合成基因的
研究"因此本研究采用第三代高通量测序平台
]:3O;?获得了 C?"( 基因组的完成图"分析了其基因
组的基本特征"发现了 O’和 UI生物合成相关基因

及其在基因组中的定位* C?"( 基因组信息的获得
填补了我国唐菖蒲伯克霍尔德菌椰毒致病型菌株
的基因资源空白"为研究其毒力基因获得和毒力因
子合成机制奠定了遗传学基础*

"#材料与方法
"-"#材料
"-"-"#菌株来源

C?"( 由国家食品安全风险评估中心保藏*
"-"-%#主要仪器与试剂

]Z’培养基 #北京陆桥技术股份有限公司$"
YRV\’细菌基因组提取试剂盒#美国 YRV\’O;?)
EGM$*
"-%#方法
"-%-"#全基因组测序’组装与注释

将 C?"( 从甘油管中接种到 ]Z’培养基上"
#.+ n"$k培养 %( m.+ 5 活化* 取连续活化 % 次后
的菌落接种 !$$ NF脑心浸液培养基"#.+ n"$k培
养 .+ 5 后"离心收集菌体* 用无菌超纯水清洗 % 遍
菌体后"采用 YRV\’细菌基因组提取试剂盒提取
C?"( 的基因组 ZD’* 采用]:3;4;3O;?L3;GA3GL&6 "
平台对 C?"( 开展全基因组完成图测序* 通过
6R&U! ’A:FKL;LS%-. 软件中的层级基因组组装过
程# 5;GH:H35;3:FBGA?NG:LLGNQFK@H?3GLL"9\’]$模
块对测序结果进行组装 ("$) * 通过 6T;LL]H?E# 5EE@%00
TTT2PA;@H?E2?HB0PA;@H?E0$’蛋白质直系同源簇数据
库#CY\"5EE@%00TTT2A3Q;2AFN2A;52B?S0CY\0$’美
国国家生物技术信息中心#DCO8$的原核基因组注
释 通 道 # @H?M:HK?E;3BGA?NG:AA?E:E;?A @;@GF;AG"
]\’]$数据库对 C?"( 基因组的编码序列进行注释"

对同源蛋白功能进行分类 ("") * 使用 6@G3;GLI;AJGH
"-% # 5EE@L%003BG23QL2JEP2JM0LGHS;3GL06@G3;GL)
I;AJGH0$ ("%) 和 aNGHI;AJGH.-$ # 5EE@L%003BG23QL2
JEP2JM0LGHS;3GL0aNGHI;AJGH0$ (".)对 C?"( 进行种属
鉴定* 将测序获得的 % 条染色体基因组序列和 " 个
质粒序列上传到 \GAO:AM 中"获得基因序列号
C]$..(%/’C]$..(.$ 和 C]$..(."*
"-%-%#O’和 UI生物合成基因的预测和分析

根 据 ZR6>""."* 的 O’ 合 成 基 因 簇
$%&’"’%()*+,-.6/0123#欧洲生物信息研究所"
VRO=数据库序列号 Xj",.+.%$ (,)和水稻致病菌荚
壳伯克霍尔德菌#R’II.%,"/!$的 UI合成基因簇
4%5’-.6/0#日本 ZD’数据银行"ZZOX数据库序列
号 ’O$($($.$的序列 (*) "通过 DCO8的 O=’6U软件
#5EE@L%00QF:LE2A3Q;2AFN2A;52B?S0OF:LE23B;$ ("() 在
C?"( 基因组中比对 O’和 UI毒力基因的同源序列
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并分析同源序列的特征*

%#结果与分析
%-"#C?"( 的基因组特征

C?"( 基因组含有 % 个闭合的环状染色体"大小
分别为 (-" 和 (-$ RQ"鸟嘌呤和胞嘧啶所占比例
#\C含量$分别为 +,-*%‘和 +*-.%‘ #图 " ’和
O$* % 个染色体在其复制起始位点均未出现 \C偏

移分界线* C?"( 基因组中还含有一个 "(+ MQ 的闭
合环状质粒"\C含量为 +.-%!‘* C?"( 的 % 个染色
体和质粒的基因个数’编码区比例等信息见表 "*
染色体 " 携带 !* 个 E&D’编码基因"远高于染色体
% 的 * 个 E&D’编码基因* 通过 6@G3;GLI;AJGH"-%
和 aNGHI;AJGH.-$ 分别对 C?"( 的 "+6 H&D’序列和
全基因组 M)NGH值开展分析"鉴定 C?"( 为唐菖蒲伯
克霍尔德菌*

图 "#C?"( 染色体 "#’$和染色体 %#O$的圈图
I;BPHG"#C;H3PF:HN:@ ?4E5GLEH:;A C?"( 35H?N?L?NG" #’$ :AJ 35H?N?L?NG% #O$

表 "#C?"( 的基因组特征
U:QFG"#\GA?N;335:H:3EGH;LE;3L?4E5GLEH:;A C?"(

分类 大小
\C

含量0‘
基因个数

编码区
比例0‘

平均基因
长度0Q@

基因密度
H&D’
个数

E&D’
个数

染色体 " (-" RQ +,-*% . +/* *,-. /*!-$ $-**+ 基因0MQ / !*

染色体 % (-$ RQ +*-.% . .$( *,-. " $!,-$ $-*%! 基因0MQ + *

质粒 "(+ MQ +.-%! "(/ *"-" ,/(-" "-$%" 基因0MQ ! !

注%!表示质粒无 H&D’或 E&D’

%-%#基因组功能注释
将预测得到的C?"( 基因组编码区氨基酸序列"

与 CY\数据库进行同源序列比对"获得相对应的
CY\功能注释结果"根据注释结果对预测蛋白进行
功能分类* 在染色体 " 中共有 % /.. 个蛋白获得了
CY\功能注释结果"其中参与氨基酸转运与代谢’
转录’碳水化合物转录和代谢以及细胞壁0细胞膜0
包膜合成的蛋白占据较大比例* 在染色体 % 中共有
% (/% 个蛋白获得了 CY\功能注释结果"参与基因
转录’氨基酸转运与代谢’碳水化合物转录和代谢
以及无机离子转运和代谢的蛋白占据较大比例*
质粒上共有 (! 个基因在 CY\数据库中获得了功能
注释结果"参与细菌复制’重组和修复’基因转录’
信号转导机制的蛋白占有较大比例*
%-.#O’和 UI生物合成相关基因的预测和分析

使用 O=’6U软件将 ZR6>""."* 的 O’生物合
成基因簇 $%&’"’%()*+,-.6/0123#+, !(+ Q@$和
R’II.%,"/! 的 UI生物合成基因簇 4%5’-.6/0

#* %(" Q@$分别与 C?"( 的染色体 "’染色体 % 和质
粒进行比对"在 C?"( 的染色体 " 上发现了和 $%&’
4%5基因簇高度相似的基因序列" 长度分别为
+, !/! 和+ /%/ Q@* 预测 O’和 UI生物合成基因在
C?"( 染色体 " 上的编码基因起始位点’终止位点’
编码氨基酸大小和预测基因功能见表 % 和 .* 将
C?"(’ZR6>""."* 和唐菖蒲伯克霍尔德菌 O6&. 的
O’合成基因的编码序列相比较"发现 C?"( 的 O’
合成基因的排布和 O6&. 的 $%& 基因簇更为相似"
其 $%&.基因没有分成 $%&.和 $%&6两个基因#图 %
’$* C?"( 和 R’II.%,"/! 的 UI合成基因的编码
序列排布方式相似#图 %O$*

.#讨论
我国分离的唐菖蒲伯克霍尔德菌椰毒致病型

菌株的命名曾经历了多次变更"此菌在我国最初被
称为酵米面假单胞菌"后又改为椰毒假单胞菌酵米
面亚种 ("!) * 近二十年来"研究人员通过细胞蛋白
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### 表 %#C?"( 基因组中预测的 O’生物合成基因
U:QFG%#O’Q;?LKAE5GL;LBGAGL?4E5GLEH:;A C?"(

基因起始位点 基因终止位点 氨基酸个数 基因功能 预测编码蛋白
%/+$%$* %/+"$", %+/ 聚酮生物合成酰基载体蛋白 ’3@a O?AR
%/+"./" %/+%"($ %(/ 假设的聚酮生物合成烯酰辅酶 ’异构酶 ]a68 O?A8
%/+%"(% %/+%/,% %,+ 假设的聚酮生物合成烯酰辅酶 ’水合酶 ]a69 O?A9
%/+%/!, %/+((.% (/" 聚酮生物合成蛋白 ]a6V O?AV
%/+((%/ %/,+.%+ . /+! 聚酮生物合成酶 ]a6= O?AZ
%/,+./( %//%"*% ! %+% 聚酮生物合成酶 ]a6D O?AO
%//%%(, .$",(+( * ($! 聚酮生物合成酶 ]a6= O?A’
.$",!!* .$"**", ("/ 聚酮生物合成 .)羟基).)甲基戊二酰)’C]合成酶 ]a6\ O?A\
.$"**., .$%$$*, ("+ 聚酮生物合成丙二酰)’C]脱羧酶 ]a6I O?AI
.$%$"!! .$%"%** .,, 聚酮生物合成丙二酰辅酶 ’酰基载体蛋白转酰基酶 ]a6C O?Aa
.$%",,% .$%%,*! .., 聚酮生物合成酰基转移酶类似物 O:GZ O?AX
.$%%/$( .$%(".+ ("$ 生物素生物合成细胞色素 ](!$ O?A=
.$%!.+( .$%!/.. "*/ 假设的调控蛋白 O?A&%
.$%+*,. .$%,*$% .$/ 假设的调控蛋白 O?A&"

注%’C]为酰基载体蛋白

表 .#C?"( 基因组中预测的 UI生物合成基因
U:QFG.#UIQ;?LKAE5GL;LBGAGL?4E5GLEH:;A C?"(

基因起始位点 基因终止位点 氨基酸个数 基因功能 预测编码蛋白
"../%/" ".($"/+ .$" 9U9型转录激活子 D:5& U?<&
".($,*$ ".("!", %(! 未知蛋白 98f$/"% U?<’
".("+./ ".(%%,, %"% \U]环水解酶)% U?<O
".(%%,( ".(./+! !+. 未鉴定的 bZ重复蛋白 :FF%" %( U?<C
".(($*! ".(!$+* .%, 丝氨酸0苏氨酸)蛋白激酶 @MA" U?<Z
".(!$+! ".(+%"/ .*( 核黄素生物合成蛋白 &;QZ U?<V

注%9U9为螺旋)转折)螺旋&\U]为三磷酸鸟苷

注%’为 C?"(’ZR6>""."* 和 O6&. 中 $%& 基因簇的排布&O为 C?"( 和 R’II.%,"/! 中 4%5基因簇的排布

图 %#不同菌株中 $%& 和 4%5基因簇的排布
I;BPHG%#’H35;EG3EPHG?4E5G$%& BGAG3FPLEGHL:AJ E5G4%5BGAG3FPLEGHL;A LEH:;AL

凝胶电泳’ZD’)ZD’杂交’表型特征等菌株同源性
比较"多次证明椰毒假单胞菌酵米面亚种属于伯克
霍尔德菌属"且与唐菖蒲伯克霍尔德菌和椰毒伯克
霍尔德菌亲缘关系最近"因此建议依据国际细菌系
统发育委员会的原则"将引起食物中毒的椰毒假单
胞菌酵米面亚种归入唐菖蒲伯克霍尔德菌"并命名
为唐菖蒲伯克霍尔德菌椰毒致病型"以便和其他引
起植物病害的伯克霍尔德菌致病型进行区分 ("+) *

本研究通过 "+6 H&D’和全基因组 M)NGH分析也证

明了C?"( 是唐菖蒲伯克霍尔德菌椰毒致病型菌株*

伯克霍尔德菌属菌株的基因组不同于其他细
菌之处是其基因组一般由多染色体组成"其染色体
复制起始位点未出现明显的 \C偏移分界线* 伯克
霍尔德菌属中不同菌种基因组中含有的染色体数
不等"如洋葱伯克霍尔德菌基因组中有 . 个染色体"

类鼻疽伯克霍尔德菌基因组中有 % 个染色体 (",) *

伯克霍尔德菌属菌株的染色体中"与生命基本活动
相关的基因主要定位于染色体 " 上"与细菌环境适
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应性相关的基因主要定位在染色体 %’. 和质粒
上 ("*) * 在本研究中"C?"( 的 O’和 UI生物合成基
因簇 $%& 和 4%5都定位在染色体 " 上*

O’的生物合成基因簇 $%& 的编码蛋白"是以模
块化 形 式 存 在 的 8型 聚 酮 合 成 酶 # @?FKMGE;JG
LKAE5:LG"]a6$* ]a6 在细胞内经过复杂的聚酮组
装过程合成 O’"其转录表达受调控基因 $%&’" 和
$%&’% 的调控 ("/) * O’主要作用于细胞线粒体膜"
可阻碍腺嘌呤核苷三磷酸0二磷酸腺苷#’U]0’Z]$
的转化"使人体细胞内 ’U]浓度迅速下降"直接影
响细胞的功能而造成细胞和人体死亡 (+) * U?<&是
=KL&家族调控蛋白"可激活 4%5基因簇的表达而合
成 UI(%$) * 目前 UI的中毒机制还不清楚"有研
究 (%")表明"UI可以通过产生高于正常代谢水平的
9%Y%’降低乳酸脱氢酶的活力’致突变和致癌等途
径危害人体健康*

近年来发现"唐菖蒲伯克霍尔德菌不仅是植物
致病菌’引起人类食物中毒"还可引起人类呼吸道
疾病" 如 慢 性 肉 芽 肿 病 # 35H?A;3BH:APF?N:E?PL
J;LG:LG$和囊肿性纤维化#3KLE;34;QH?L;L$* 对我国福
建省莆田市重症监护室的 % +,+ 名新生儿监测发
现".-%!‘的新生儿唐菖蒲伯克霍尔德菌血培养阳
性 (%%) &因此"需加强对唐菖蒲伯克霍尔德菌基因组
的研究"从基因组学层面深入认识其致病性和致病
机制"更好地控制其对人类的危害*
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