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摘 　 要:目的 　 对 1 株引起聚集性米酵菌酸中毒的生吊面浆食品样品分离株唐菖蒲伯克霍尔德菌椰毒致病变种

(Burkholderia
 

gladioli
 

pv.
 

cocovenenans)DBJ 进行全基因组测序并分析,解析菌株产毒及致病的基因特征。 方法 　
提取唐菖蒲伯克霍尔德菌椰毒致病变种 DBJ 基因组 DNA,对菌株进行测序获得全基因组完成图,利用生物信息学

分析手段对序列进行挖掘分析。 结果 　 菌株 DBJ 基因组由两个染色体(G1 和 G2)和一个质粒( P)组成,其中两个

染色体大小均为 4
 

Mb 左右,质粒大小约为 300
 

kb。 两个染色体的 GC 含量也相仿,约为 68. 0%,质粒则稍低为

63. 0%。 进一步分析发现,G2 染色体上存在产米酵菌酸的 bon 基因簇。 遗传进化分析后发现,菌株 DBJ 在亲缘关

系上与加拿大玉米分离株 UCD-UG_CHAPALOTE 最为接近,两株菌处在同一进化分支。 且 255 株菌种中有 31 株

携带 bon 基因簇的菌株,较不携带该基因的唐菖蒲伯克霍尔德菌有明显遗传进化倾向。 结论 　 唐菖蒲伯克霍尔德

菌椰毒致病变种 DBJ 分离株基因组中携带产米酵菌酸的 bon 基因簇,是引起食物中毒的主要原因。
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Abstract:
  

Objective 　 Whole
 

genome
 

sequencing
 

and
 

analysis
 

was
 

conducted
 

on
 

a
 

Burkholderia
 

gladiolus
 

pv.
 

cocovenenans
 

strain,
 

isolated
 

from
 

raw
 

corn
 

flour
 

sample
 

which
 

caused
 

family
 

agglutinative
 

bongkrekic
 

acid
 

poisoning.
 

The
 

genetic
 

characteristics
 

of
 

its
 

virulence
 

and
 

pathogenicity
 

were
 

analyzed
 

as
 

well.
 

Methods 　 Genomic
 

DNA
 

was
 

extracted
 

from
 

DBJ
 

isolate,
 

the
 

whole
 

genome
 

sequencing
 

was
 

carried
 

out.
 

Bioinformatics
 

method
  

were
 

used
 

to
 

mine
 

and
 

analyze
 

the
 

data
 

obtained
 

from
 

sequencing.
 

Results　 Two
 

independent
 

chromosomes
 

( G1
 

and
 

G2)
 

and
 

one
 

plasmid
 

( P)
 

were
 

found
 

in
 

DBJ
 

isolate.
 

The
 

lengths
 

of
 

the
 

chromosomes
 

and
 

plasmid
 

were
 

about
 

4
 

Mb
 

and
 

300
 

kb
 

respectively.
 

The
 

GC
 

content
 

of
 

the
 

two
 

chromosomes
 

was
 

both
 

around
 

68. 0% ,
 

and
 

that
 

of
 

the
 

plasmid
 

was
 

slightly
 

lower
 

at
 

63. 0% .
 

The
 

bon
 

gene
 

cluster
 

was
 

found
 

on
 

chromosome
 

G2.
 

The
 

phylogenetic
 

analysis
 

showed
 

that
 

DBJ
 

isolate
 

and
 

UCD-UG_ CHAPALOTE
 

stain
 

which
 

was
 

isolated
 

from
 

corn
 

sample
 

in
 

Canada
 

were
 

in
 

the
 

same
 

clade.
 

Among
 

255
 

strains,
 

31
 

carrying
 

bon
 

gene
 

cluster
 

and
 

they
 

had
 

obvious
 

genetic
 

evolutionary
 

tendency.
 

Conclusion　 The
 

bon
 

gene
 

cluster
 

was
 

located
 

on
 

the
 

chromosome
 

of
 

Burkholderia
 

gladiolus
 

pv.
 

cocovenenans
 

DBJ,
 

and
 

it
 

was
 

the
 

main
 

pathogenic
 

gene
 

causing
 

food
 

poisoning
 

in
 

human.
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　 　 唐 菖 蒲 伯 克 霍 尔 德 菌 椰 毒 致 病 变 种

(Burkholderia
 

gladioli
 

pv.
 

cocovenenans) 是由我国科

学家首次发现并命名的食源性致病菌。 1953 年我

国黑龙江省首次报道因进食酵米面引起的食物中

毒事件,并于 1961 年从中毒的酵米面样品中分离到

产毒病原菌,将其命名为“黄色菌” [ 1] 。 1980 年,基

于对其表型特性的研究,又将该菌更名为酵米面黄

杆菌(Flavobacterium
 

farinofermentans) ,并于 1984 年

首次从酵米面黄杆菌的代谢产物中检测到与米酵

菌酸结构一致、当时被命名为“黄杆菌毒素 A” 的化

学物质 [ 2-3] 。 随着对该菌研究的深入,1987 年孟昭

赫教授又将酵米面黄杆菌再次更名为椰毒假单胞

菌酵 米 面 亚 种 ( Pseudomonas
 

cocovenenans
 

subsp.
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farinofermentans) [ 4] 。 随着分子生物学技术的发展

及其在微生物领域的应用,我国学者 1995 年又一次

修改了该菌的分类学地位,将其定为伯克霍尔德菌

属下的一个种,命名为唐菖蒲伯克霍尔德菌椰毒致

病变种并一直沿用至今 [ 5] 。
唐菖蒲伯克霍尔德菌椰毒致病变种隶属于伯

克霍尔德菌属(Burkholderia) ,该属现有 25 个种,对
人类致病的主要有洋葱伯克霍尔德菌(B. cepacia) 、
类鼻疽伯克霍尔德菌 (B. pseudomallei) 和唐菖蒲伯

克霍尔德菌(B. gladioli) ,其中唐菖蒲伯克霍尔德菌

椰毒致病变种可引起人类食物中毒 [ 6] 。 该菌污染

食品后在适宜的环境条件下可迅速繁殖并产生有

毒代谢产物米酵菌酸( Bongkrekic
 

acid,BA) 。 米酵

菌酸是一种高度不饱和、带有特殊分支结构的三羧

基脂肪酸,耐热性强,120
 

℃ 处理 1
 

h 仍不能被破坏,
因此食物一旦被其污染,正常的家庭烹饪方法难以

祛除, 进食后即可引发中毒, 病死率高达 68% ~
100%。 据不完全统计,近十年来我国由米酵菌酸导

致的食物中毒死亡人数占细菌性食物中毒死亡总

数的 38% 以上,居我国细菌性食物中毒死亡人数

之首。
本研究就 1 株引起我国云南省聚集性米酵菌

酸中毒,从生吊面浆样品中分离的唐菖蒲伯克霍

尔德菌椰毒致病变种菌株 DBJ 进行全基因组测

序,并对菌株序列信息展开深入分析,以阐明该菌

株产毒致病的机理,为食物中毒预防和溯源提供

依据。

1　 材料与方法

1. 1　 主要仪器与试剂

生物安全柜 (美国 Labconco) ,冷冻离心机(日

本日立) ,普通 PCR 仪( BIO-RAD) 。
PDA 培养基、脑心浸液培养基( 北京陆桥技术

责任有限公司) ,DNA 提取试剂盒(美国 Omega) 。
1. 2　 菌株

分离株:唐菖蒲伯克霍尔德菌椰毒致病变种

(编号 DBJ) 由国家食品安全风险评估中心微生物

实验室保藏。
2014 年 7 月,云南省文山州广南县八宝镇发生

一起食物中毒聚集性事件,中毒人数 20 人,造成

6 人中毒死亡。 中毒发病急,有上腹不适、恶心、呕
吐、头疼、全身无力、意识不清、抽搐、昏迷等临床表

现,结合流行病学调查,怀疑由米酵菌酸中毒引起。
检验人员从中毒者家中用来制作吊浆靶汤圆的生

吊面浆中分离出唐菖蒲伯克霍尔德菌椰毒致病变

种,命名为 DBJ,并于保菌管中-80
 

℃ 保藏。

参考菌株序列:从 PATRIC 数据库中下载唐菖

蒲伯克霍尔德菌基因序列共 254 个。 分别来自中

国、韩国、印度、澳大利亚、印度尼西亚、美国、英国、
意大利、加拿大、巴西、津巴布韦等地,包含了临床、
食品、环境、植物等多种分离基质。
1. 3　 全基因组测序

从保菌管中用无菌接种环取一环冻存液,划线

接种于 PDA 培养基内,接种后的培养基于 37
 

℃ 培

养箱内培养 24
 

h。 将复苏后的菌落纯培养后,取单

菌落接种于脑心浸液培养基内,并于 37
 

℃ 培养箱内

培养 36
 

h。 用 DNA 提取试剂盒提取培养物中的

DNA。 提取后的 DNA 经质控合格后送往天津生物

芯片公司,用 Pacific
 

Biosciences
 

sequel
 

II 平台进行

三代测序,获得菌株的全基因组序列完成图。
1. 4　 序列分析

测 序 后 的 数 据 经 过 Hierarchical
 

Genome
 

Assembly
 

Process( HGAP ) 分析流程进行基因组 De
 

novo 组 装 并 注 释。 用 SpeciesFinde[ 7] 和

KmerFinder[ 8] 对组装并注释后的 DBJ 分离株序列进

行鉴定。 用 Virulence
 

factor
 

database( VFDB)数据库

预测序列内携带的毒力基因 [ 9] ,检测参数设置为

90%匹配度和 95% 覆盖度。 将 DBJ 基因组氨基酸

序列与 COG 数据库进行序列同源性分析,获得菌株

基因组编码功能信息。 通过 BLAST 比对,找出分离

株和参考序列中携带的 bon 基因簇,并分析基因簇

的结构组成。 以参考菌株唐菖蒲伯克霍尔德菌

ATCC
 

25417 为标准序列,构建 255 株唐菖蒲伯克霍

尔德菌核心基因组系统发育进化树,并用 iTOL
 

V6
( https: / / itol. embl. de / ) 对构建的树文件进行可视

化分析 [ 10-11] 。

2　 结果

2. 1　 分离株 DBJ 基因组特征

分离株 DBJ 的全基因组序列经 SpeciesFinder 和

KmerFinder 鉴定,均为唐菖蒲伯克霍尔德菌。 测序结

果显示,DBJ 菌株的基因组主要由三部分组成,包括

两个染色体( G1 和 G2)和一个质粒( P )。 两个染色

体均为环状结构,大小相仿,分别为 4
 

004
 

752
 

bp 和

4
 

048
 

755
 

bp。 环状质粒为 300
 

175
 

bp。 从 GC 含量

数据可见,除质粒的 GC 含量稍低,为 63. 0% 外,两
个染色体的 GC 含量也极为接近,分别为 68. 0% 和

67. 9%。 详细基因组数据信息见表 1。
2. 2　 功能基因注释

将唐菖蒲伯克霍尔德菌椰毒致病变种 DBJ 分

离株的基因组编码区氨基酸序列与 COG 数据库进

行序列同源性比对,在两个染色体基因组中共注释
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　 　 　表 1　 唐菖蒲伯克霍尔德菌椰毒致病变种 DBJ 分离株

基因组信息

Table
 

1　 Genomic
 

information
 

of
 

Burkholderia
 

gladiolus
 

pv.
 

cocovenenans
 

DBJ
 

isolate
参数 染色体 G1 染色体 G2 质粒 P
大小 / bp 4

 

004
 

752 4
 

048
 

755 300
 

175
GC 含量 / % 68. 0 67. 9 63. 0
CDS 数量 3

 

347 3
 

561 292
rRNA 数量 6 9 0
tRNA 数量 8 57 0
CRISPR 数量 0 0 0

得到 6
 

730 个蛋白。 其中 G1 染色体中含有 3
 

219 个

蛋白,其功能主要与氨基酸转运与代谢、转录、碳水

化合物转运与代谢、无机离子转运与代谢、能量合

成及转化、细胞壁 / 细胞膜 / 包膜的合成、信号转导

等相关。 G2 染色体有 3
 

511 个蛋白,其功能主要与

氨基酸转运与代谢、转录、碳水化合物转运与代谢、
细胞壁 / 细胞膜 / 包膜的合成、能量合成及转化、无

机离子转运与代谢、翻译 / 核糖体结构 / 生物合成等

相关。
2. 3　 系统发育进化分析

将唐菖蒲伯克霍尔德菌椰毒致病变种 DBJ 分

离株的基因组与 254 株唐菖蒲伯克霍尔德菌参考

序列进行基于核心基因组的系统发育进化分析。
核心基因组是指同一菌种内绝大多数菌株中都存

在的所有基因,多为功能基因和管家基因。 本研

究从 255 个唐菖蒲伯克霍尔德菌的基因组中共计

获得了 4
 

131 个核心基因,基于此构建了系统发育

进化树。 图 1 进化树结果显示,分离株 DBJ 与参

考序列 UCD-UG _ CHAPALOTE 最为接近,处在同

一个进化分支,参考株信息显示,该参考菌株分离

自加拿大的玉米样品。 DBJ 与 3 株美国临床样品

分离株 BCC1661、BCC1665 和 BCC1686 及本实验

室保藏的 1 株酵米面样品分离株 Co14 也较为接

近。 结合 bon 基因簇分析结果发现,上述进化关系

接近的 6 株菌均携带米酵菌酸合成 bon 基因簇。
值得注意的是,本研究使用的 255 株菌的基因组

序列中有 31 株序列携带 bon 基因簇,其他 224 株

菌不携带。 在系统进化分析中,所有携带 bon 基因

簇的菌株均聚集在一起,形成进化关系较紧密的

三个分支(图 1 红色框内) ,有明显的同源进化倾

向。 因 DBJ 分离株携带产米酵菌酸 bon 基因簇,
该分离株也可从基因进化上鉴定为唐菖蒲伯克霍

尔德菌椰毒致病变种。

图 1　 255 株唐菖蒲伯克霍尔德菌基于核心基因组构建的亲缘关系进化树

Figure
 

1　 Phylogenetic
 

tree
 

of
 

255
 

strains
 

of
 

Burkholderia
 

gladiolus
 

based
 

on
 

core
 

genome

2. 4　 bon 基因簇分析

将 31 株携带米酵菌酸合成 bon 基因簇的唐菖

蒲伯克霍尔德菌与标准 bon 基因簇进行比对,结果

发现在 DBJ 分离株的 G2 染色体上存在典型的 bon
基因簇,其他 30 个参考序列中也发现不同组合的该

基因簇。 唐菖蒲伯克霍尔德菌携带的 bon 基因簇主

要由 13 个基因组成,分别为 bonL、bonJ、bonK、bonF、

bonG、 bonA、 bonB、 bonC、 bonD、 bonE、 bonH、 bonI、
bonM。 除 bonA 和 bonB 外,其余 11 个基因在 31 株

菌中均普遍携带。 本研究的分离株 DBJ 和参考序

列 UCD-UG _ CHAPALOTE、 BCC1821、 BCC1675、
BCC1766 等携带全部的 13 个基因。 而有 22 个参考

序列缺少 bonA, 4 个参考序列缺少 bonB, 具体见

图 2。
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图 2　 31 株唐菖蒲伯克霍尔德菌 bon 基因簇携带热图

Figure
 

2　 Heat
 

map
 

of
 

bon
 

gene
 

cluster
 

of
 

31
 

strains
 

of
 

Burkholderia
 

gladiolus

3　 讨论

目前,由唐菖蒲伯克霍尔德菌椰毒致病变种引起

的食物中毒主要发生在我国、印度尼西亚和非洲的莫

桑比克[ 12-13] ,其中绝大多数病例报道出自我国。 现有

数据显示,1953—1994 年间,我国共发生米酵菌酸引起

的食物中毒 545 起,中毒人数 3
 

352 人,死亡 1
 

401 人,
平均病死率为 41. 8%,病例主要分布在黑龙江、吉林、
辽宁、广西、四川、河北、内蒙古、山西、云南等省份。
随着防控措施的加强和消费者防范意识的提高,该病

的发病率自 1994 年后较前期明显下降,但病死率仍

居高不下。 自 1995 年至今,我国米酵菌酸中毒人数

共 250 人,死亡 133 人,平均病死率为 53. 2%,主要发

生地为云南、四川、广西和东北三省,引起中毒的食品

仍以家 庭 自 制 谷 类 发 酵 制 品 为 主[ 14-18] 。 尤 其 在

2020 年,黑龙江鸡西一家庭聚餐中 9 人食用了被米酵

菌酸污染的自制“酸汤子” 中毒并全部死亡,这也是

近期由该菌引起的最严重的一次中毒事件。
唐菖蒲伯克霍尔德菌椰毒致病变种引起的食

物中毒主要是由菌株产生的米酵菌酸引起的。 米

酵菌酸是一种无色无味的多不饱和聚酮化合物,无
色无味,进入机体后主要抑制细胞内腺嘌呤核苷酸

转运体( Adenine
 

nucleotide
 

translocator,ANT) 。 ANT
又称 ADP / ATP 转运酶和载体,位于线粒体内膜上,
主要功能是从线粒体向细胞质提供 ATP,以交换细

胞质中的 ADP,从而维持细胞正常功能所必需的能

量。 ANT 一旦被米酵菌酸结合, 结构随之改变,
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ADP 与 ATP 在线粒体内膜上的交换被阻断,致使

ATP 生成减少或不产生,继而影响整个细胞内依赖

ATP 的生理功能,最终导致细胞死亡。 由于米酵菌

酸结合的 ANT 表达主要在心脏、肺、大脑、肝脏等重

要组织和器官中,因此一旦引起中毒,患者多死于

重要器官的衰竭。
目前国内外对唐菖蒲伯克霍尔德菌椰毒致病变

种的致病机理研究较少,本实验室前期对米酵菌酸中

毒食品分离株 Co14 的研究显示,该菌由两个染色体

及一个质粒组成,编码米酵菌酸的基因是以 bon 基因

簇的形式存在于菌株 Co14 主染色体上。 由大小相似

的两个染色体组成的基因组在食源性致病菌中较为

罕见,有研究认为,其中一条为主染色体,包含了与细

菌基本生命活动相关的关键基因,而与环境适应性等

其他活动相关的基因则位于其他染色体(或称其为次

级染色体)或质粒上。 除主染色体以外的其他染色体

进化较快,可提高菌株的环境适应性,也有报道认为

次级染色体是由质粒进化而来[ 19-20] 。 本研究的 DBJ
菌株基因组成也和 Co14 菌株类似,有两个染色体和

一个质粒,米酵菌酸产毒基因簇位于 G2 染色体内,且
基因簇包含了全部 13 个基因。

系统发育进化分析发现,携带 bon 基因簇的 31
株唐菖蒲伯克霍尔德菌在进化关系上有明显的同源

进化倾向,表明产毒株在遗传学上可能具有相同祖先

株。 值得注意的是,在世界范围内仅中国、印度尼西

亚和非洲的莫桑比克有该菌引起的中毒报道,而 30
株公开发表的携带 bon 基因簇的唐菖蒲伯克霍尔德

菌中有 24 株源于美国临床分离株、1 株源于加拿大

玉米样品分离株(也是本研究 DBJ 菌株在进化关系

上最相近菌株 UCD-UG_CHAPALOTE),但却未见人

类中毒相关报道。 究其原因,一是可能与各国的食物

制作方式和饮食习惯不同有关,导致菌株虽携带产毒

基因但未表达。 唐菖蒲伯克霍尔德菌主要在玉米及

椰子发酵类食品中最宜生长并产毒。 二是与各国对

中毒病例的临床表现认知和诊断能力各异,由此导致

对中毒疾病的误报和漏报。 三是从遗传学角度分析,
菌株的产毒基因簇是否存在突变及缺失、基因簇所处

的不同基因环境等是否会影响菌株的产毒等还需要

进一步挖掘和分析,并经产毒实验佐证。 鉴于我国民

间的饮食习惯以及该菌的危害,建议加强监测,及时

发现危险因素,预防食物中毒的发生。
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