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摘 要：目的　调查成都市售菌菇类食品中唐菖蒲伯克霍尔德菌的污染情况，分析其病原特征，为食品安全风险

监测提供支持。方法　参照 GB 4789. 29—2020，增加了可疑菌落微生物质谱鉴定，对 121 份菌菇类食品进行检测，

并对分离到的菌株进行全基因组测序，分析其遗传特性及与米酵菌酸生物合成相关 bon 基因的携带情况。结果　

121 份样品唐菖蒲伯克霍尔德菌的阳性率为 50. 41%（61/121），其中银耳的阳性率达到 67. 14%（47/70）。4 份样品中

分离的 10 株唐菖蒲伯克霍尔德菌携带 bon 基因簇；存在主要污染银耳的优势克隆群，但未携带 bon 基因簇。

结论　银耳易被唐菖蒲伯克霍尔德菌污染，需加强对重点食品中该致病菌的风险监测，尤其是携带 bon 基因簇菌

株的检测。
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Contamination investigation and pathogenic characteristics analysis of Burkholderia gladioli in 
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Abstract： Objective　 To investigate the contamination status of Burkholderia gladioli in commercially available 
mushroom products in Chengdu， analyze its pathogenic characteristics， and provide support for food safety risk monitoring.
Methods　According to GB 4789. 29—2020， the identification of suspected colony by microbial mass spectrometry was 
added.  One hundred and twenty-one mushroom foods were detected， and the whole genome of the isolated strains was 
sequenced to analyze their genetic characteristics and the carrying status of bon genes related to the biosynthesis of 
Bongkrekic acid. Results　 The positive rate of Burkholderia gladioli in 121 samples was 50. 41% （61/121）， with a 
positive rate of 67. 14% （47/70） for Tremella； 10 strains of Burkholderia gladioli isolated from 4 food samples carried bon 
genes clusters； There was a dominant clone group that could mainly contaminated Tremella， without carrying the bon gene 
clusters. Conclusion　Tremella could be easily contaminated by Burkholderia gladioli， so it is necessary to strengthen the 
risk monitoring for the detection of this pathogen in key foods， especially for the strains carrying the bon gene clusters.
Key words： Edible mushroom； Burkholderia gladioli； mass spectrometry； bongkrekic acid

唐菖蒲伯克霍尔德菌（Burkholderia gladioli）又叫

椰毒假单胞菌酵米面亚种（Pseudomonas cocovenenans 

subsp.  Farinofermentans），是发酵米面食品［1］、变质

木耳［2］、银耳［3］及薯类制品引起食源性疾病的一种

重要病原菌。椰毒假单胞菌酵米面亚种在 1999 年

被划为唐菖蒲伯克霍尔德菌的一个病原型［4］。该菌

引起食源性疾病病死率可高达 68%~89%，在个别

中毒事件中死亡率甚至达 100%［5］，是导致细菌性食

源性疾病病死率极高的一种病原菌［6］。近年来黑龙

江［7］、广东［8］、浙江［9］等多地时有其引起食源性疾病

事件的报告。该菌引起食源性疾病和死亡的主要

原因是其产生的毒性代谢产物米酵菌酸（Bongkrekic 
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acid，BA）［10］ 。 BA 生 物 合 成 基 因 簇 bonR1R2

LJKFGABCDEHIM 位于染色体 1 上，其编码蛋白是

以模块化形式存在的Ⅰ型聚酮合成酶［11］，在细胞内

经过复杂的聚酮组装过程合成 BA，其转录表达受

调控基因 bonR1 和 bonR2 的调控［12］。本研究首次

对成都地区的菌菇类食品进行唐菖蒲伯克霍尔德

菌污染情况的连续监测，并对分离菌株进行分子特

征分析，为食品安全风险监测提供依据。

1　材料与方法

1. 1　材料

1. 1. 1　样品来源

本研究 2020—2021 年共采集 121 份菌菇类食

品样品，包括鲜银耳 70 份、鲜木耳 28 份和其他菌菇

类 23 份（包括口蘑、茶树菇、姬松茸、金针菇、香菇、

牛肝菌等），均来源于市区农贸市场和大型超市。

1. 1. 2　菌株来源

标准菌株：CICC 10574、CICC 25088、CICC 25089
（本实验室保存）；参比菌株：2 株唐菖蒲伯克霍尔德

菌食源性疾病病例分离株（云南省疾控中心惠赠）；

分离菌株：88 株唐菖蒲伯克霍尔德菌，22 株伯克霍

尔德菌属的非唐菖蒲伯克霍尔德菌，分离自上述部

分样品；质控菌株：大肠埃希氏菌 ATCC 25922 为质

谱鉴定的质控菌株（本实验室保存）。

1. 1. 3　主要仪器与试剂

VITEK Ⅱ Compact 全自动微生物生化鉴定仪

（法国 Biomerieux）；EXS 3000 全自动微生物质谱检

测系统 MALDI-TOF MS（重庆中元）；恒温培养箱（德

国 BINDER）；生物安全柜（美国 Thermo Fisher）等。

血琼脂平板（郑州安图）；VITEK Ⅱ Compact GN
鉴定卡（法国 Biomerieux）；GVC 增菌液、改良马铃薯

葡萄糖琼脂（mPDA）（青岛海博）、PCFA 培养基、脑

心浸液（BHI）培养基；细菌基因组提取试剂盒（南京

诺唯赞）等。

1. 2　实验方法

1. 2. 1　菌株分离鉴定

菌株分离鉴定参照 GB 4789. 29—2020《食品安

全国家标准  食品微生物学检验  唐菖蒲伯克霍尔德

氏菌（椰毒假单胞菌酵米面亚种）检验》［13］中规定的

方法，增加用微生物质谱初步鉴定选择性平板上的

可疑菌落，分离纯化后用全自动微生物生化鉴定仪

进行鉴定。

1. 2. 2　微生物质谱鉴定

挑取选择性平板上的可疑菌落均匀涂抹在样

本靶点上；吸取 1 μL 甲酸溶液覆盖靶点，干燥后覆

盖 1 μL 基质溶液，干燥后上机检测。根据质谱仪

操作说明书，以大肠埃希氏菌 ATCC 25922 作为质

控菌株对质谱仪进行校准，满足校准结果后进行实

验菌株测定。

1. 2. 3　全基因组测序及生物信息学分析

将菌株纯培养后，取单菌落接种于 BHI 培养基

内，并于 37 ℃培养箱内培养 24 h。用 DNA 提取试

剂盒提取基因组，采用华大 MGISEQ-2000 平台的

PE150 策略对细菌基因组进行测序。

使用 Trimmomatic v0. 39 对下机的原始数据进

行测序接头去除及低质量数据过滤；使用 SPAdes 
v3. 15. 5 对过滤后的数据进行拼接；以 DSM 11318
菌株为 bon 基因簇阳性参考菌株［14］，通过 BLAST 比

对，找出分离株中携带的 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

NCTC 12378（ATCC 10248）为标准序列，利用 Snippy 
v4. 4. 5 软件获得 SNPs，利用 iq-tree v2. 0. 6 构建基

于 SNPs 系统发育进化树。

2　结果与分析

2. 1　不同类型样品中唐菖蒲伯克霍尔德菌检出

结果

经鉴定，121 份样品中有 61 份检出唐菖蒲伯克

霍尔德菌，检出率为 50. 41%。其中鲜银耳中有 47 份

检出，检出率为 67. 14%（47/70）；鲜木耳中有 8 份检

出，检出率为 28. 57%（8/28）；其他菌菇中有 6 份检出，

检出率为 26. 07%（6/23），见表 1。鲜银耳中唐菖蒲伯

克霍尔德菌检出率显著高于鲜木耳样品（χ2=12. 083，
P<0. 05）和其他菌菇样品（χ2=11. 905，P<0. 05）。

2. 2　微生物质谱初筛与生化鉴定结果

随机选取上述部分食品样品中分离得到的 64 株

微生物质谱初筛为伯克霍尔德菌属的菌株纯化后

进行 VITEK 生化鉴定，与微生物质谱初筛结果对比

见表 2。微生物质谱初筛的 42 株唐菖蒲伯克霍尔

德菌（均来源于上述 88 株分离菌株），与 VITEK 生

化鉴定结果一致，符合率为 100%；微生物质谱初筛

的 10 株新洋葱伯克霍尔德菌、8 株洋葱伯克霍尔德

菌、4 株越南伯克霍尔德菌、2 株多噬伯克霍尔德

菌 ，VITEK 生 化 鉴 定 结 果 均 为 洋 葱 伯 克 霍 尔 德

菌群。

表 1　不同类型样品中唐菖蒲伯克霍尔德菌检出情况

Table 1　Detection of Burkholderia gladioli in different types 
of samples

样品名称

鲜银耳

鲜木耳

其他菌菇

总计

样品数量/份

70
28
23

121

阳性数量/份

47
8
6

61

检出率/%
67.14
28.57
26.09
50.41
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2. 3　唐菖蒲伯克霍尔德菌产米酵菌酸相关基因携

带情况

对所有唐菖蒲伯克霍尔德菌株进行全基因组

测序，分析其携带负责合成 BA 的 bon 基因情况，见

图 1。结果显示，所有 94 株菌株（包含 3 株标准菌

株、88 株食品分离菌株、2 株食源性疾病分离菌株

及 1 株参考菌株）均携带 bonR1 基因。其中 2 株食

源性疾病分离株携带完整的 bon 基因簇；88 株食品样

品分离株中有 5 株菌株（分离自 3 份样品 20210820、
20210809 和 20210702）携带完整 bon 基因簇，5 株

菌株（分离自样品 2022SCS037）含有除 bonR2 基因

以外的 bon 基因，其余 78 株食品分离株及 3 株标准

菌株只携带 bonR1 基因，不携带其他 bon 基因。

2. 4　唐菖蒲伯克霍尔德菌聚类分析

对全基因组测序数据进行进化树分析，94 株唐

菖蒲伯克霍尔德菌可分为多个分支，见图 1。最大

一个分支由亲缘关系非常近的 55 个菌株组成，主

要来源于鲜银耳，少量来源于鲜木耳、鲜香菇和口

蘑，且采样于不同时间、不同地点，但未携带 bon 基

因簇。其他分支中，也有部分不同样品的分离株，

可能来源于同一克隆株，主要分离自银耳样品，如：

TCP20210824-1 和 TCP20210805-1、TCP2022SCS00
8-3 和 TCP2022SCS014-3。来源于同一份样品的不

同分离株间的同源性非常近，如样品 TCP20210820
两 个 分 离 株 、TCP2022SCS010 两 个 分 离 株 、

TCP2022SCS010 两个分离株等，都达到了 100%。携

带完整的 bon 基因簇的食品分离株 TCP20210820-1、
TCP20210820-2、TCP20210809-1、TCP20210809-2 与

2 株食源性疾病分离株 TCP201201、TCP201402 处于

同一分支上，亲缘关系均较近，与菌株 TCP20210702-

3 的亲缘关系较远。来源于同一份样品 2022SCS03
7 的 5 株不同分离株亲缘关系与上述携带完整的

bon 基 因 簇 的 7 个 菌 株 稍 远 ，与 TCP20210616、
TCP20210719-3 不携带 bon 基因的 2 个菌株稍近。

3　讨论

我国东北地区、云贵地区发生唐菖蒲伯克霍尔

德菌引起的食源性疾病，多因食用发酵玉米面制品

而引发的，山东、河南发生过因食用变质鲜银耳、木

耳导致中毒。有文献报道，我国食品中唐菖蒲伯克

霍尔德菌污染程度依次为鲜银耳、其他谷类、酵米

面、干银耳，鲜银耳中的检出率为 4. 04%~8. 41%［15］。

本研究结果显示成都地区 121 份样品中唐菖蒲伯

克霍尔德菌的检出率为 50. 41%，其中鲜银耳的检

图 1　唐菖蒲伯克霍尔德菌聚类分析情况

Figure 1　Cluster analysis of Burkholderia gladioli

表 2　微生物质谱初筛与生化鉴定结果比较

Table 2　Comparison of preliminary screening results of microbial mass spectrometry and biochemical identification results
鉴定方法

质谱初筛

生化鉴定

鉴定结果

菌种

数量/株

菌种

数量/株

唐菖蒲伯克霍尔德菌

42
唐菖蒲伯克霍尔德菌

42

新洋葱伯克霍尔德菌

10
洋葱伯克霍尔德菌群

10

洋葱伯克霍尔德菌

6
洋葱伯克霍尔德菌群

6

越南伯克霍尔德菌

4
洋葱伯克霍尔德菌群

4

多噬伯克霍尔德菌

2
洋葱伯克霍尔德菌群

2
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出率达到 67. 14%，显著高于鲜木耳和其他菌菇类

样品，也明显高于文献报道鲜银耳中的检出率［15］，

可能由两个原因导致：一是样品来源不同，不同地

方鲜银耳生产和运输的环境不同，污染情况也不

同；二是检验方法不同，之前的检验方法选用 PDA
作为分离培养基，培养基选择性较差，菌落形态不

易与干扰菌区分；本研究采用 GB 4789. 29—2020
检验方法，选取 mPDA 和 PCFA 作为选择性培养

基，能抑制大多数干扰菌生长，容易挑取目的菌落，

并且增加了直接从选择性培养基上挑取可疑菌落

进行微生物质谱初筛方法，能尽可能多地挑取可疑

菌落，提高鉴定效率，很大程度上提高了唐菖蒲伯

克霍尔德菌的检出率。本研究中，微生物质谱对唐

菖蒲伯克霍尔德菌鉴定结果与 VITEK 生化鉴定结

果一致，因此在唐菖蒲伯克霍尔德菌的检验中，可

推荐使用微生物质谱方法初筛选择性培养基上可

疑菌落，初筛阳性菌落再分离纯化进行下一步实

验，这样可以缩短检测时间，提高检测效率。

目前 BA 的检测主要参照 GB 4789. 29—2020
和 GB 5009. 189—2016［16］用动物实验和高效液相色

谱法［17］，其产毒培养操作比较烦琐，且耗时长，至少

需要 6 天时间，导致检测结果的报告时限较长。

张小波等［18］开发了一种包被 BA 单克隆抗体的检测

卡，基于荧光层析技术，通过比较荧光显色强弱实

现对 BA 的快速定量检测，该方法适用于相应的现

场调查检测，并可以辅助 BA 相关食源性疾病的诊

断，但目前还未上市。此外，王晓雯等［19］根据唐菖

蒲伯克霍尔德菌椰毒致病型菌株 Co14 的 BA 生物

合成基因 bonM 序列，设计一对特异性引物和一个

TaqMan 探针，通过实时荧光 PCR，能更快速检测分

离菌株产 BA 的能力，可应用于产毒菌株的快速检

测中。BA 生物合成是多个相关基因簇共同作用

的，容易存在突变及缺失导致某些菌株可能只携带

部分产毒基因，单独检测某一个产毒基因不能准确

预测其产毒能力。如本研究中样品 2022SCS037 的

5 株食品样品分离株缺失 bonR2 基因，是参与合成

bon 的相关调控基因，可能影响 BA 的合成，缺失

bon 相关基因菌株的产毒能力还需要产毒实验验

证。本研究通过全基因组测序，分析其携带整个

BA 的 bon 基因簇的情况，相比 PCR 检测，本方法能

更准确判定其是否具备合成 BA 的能力。

本研究在不同月份、不同地点采购的银耳、木

耳等菌菇类食品中均有检出唐菖蒲伯克霍尔德菌，

对其进行全基因组测序发现这些菌株有多个进化

分支，说明污染途径和污染菌株也是多样的，存在

优势克隆群菌株污染不同种类菌菇食品，未发现同

一样品中污染不同类型的唐菖蒲伯克霍尔德菌。

唐菖蒲伯克霍尔德菌株耐药性很强［20］，又极易在定

殖基质的表面形成难以清除的生物膜，导致对其进

行有效防控面临很大困难。本研究 121 份样品中

的 4 份有携带完整的 bon 基因的唐菖蒲伯克霍尔德

菌，在合适的环境条件下可能会产生 BA，说明食用

此类食品有一定的风险会引起食源性疾病。因此，

需要加强携带 bon 基因簇唐菖蒲伯克霍尔德菌的监

测，以及相关食源性疾病防治知识的宣传，从食物

源头进行预防，减少食源性疾病事件的发生。
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