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摘 要：目的　研究株蜡样芽胞杆菌 SCY 分离株的毒力和耐药性。方法　使用选择性培养基从银川市某餐厅鱼

肉菜肴中培养分离获得蜡样芽胞杆菌 SCY 分离株，经 23S rRNA 基因 PCR 测序鉴定后，通过二代全基因组测序技

术分析 SCY 分离株的基因组特征，进而分别采用免疫组化技术和药敏纸片实验研究 SCY 分离株的毒性和耐药性。

结果　SCY 分离株的基因组大小为 5. 82 Mb，编码基因个数为 5 767，编码区总长度占全基因组的 85. 50%。SCY
分离株基因组中共含有 11 个基因岛、16 个 CRISPR 和 5 个前噬菌体；其中，SCY 编码基因分别在 PHI 和 VFDB
毒力因子数据库中注释到了 14 个和 62 个毒力基因（Identiy>80，Evalue<0. 05），在 CARD 耐药数据库中注释到了

215 个耐药基因（Best Hit evalue<0. 05）。小鼠肠道组织切片免疫组化结果表明，炎性因子 IL-1β、CASP1 和 Nlrp3 的

表达水平发生差异显著性上调。22 种细菌抗生素药敏纸片试验结果显示，SCY 分离株对氯霉素、克林霉素等高度

敏感，对四环素、头孢唑啉、头孢哌酮、氨苄青霉素表现为中介，对青霉素、苯唑西林、哌拉西林、杆菌肽、头孢他啶等

10 种抗生素表现为耐药，SCY 分离株多重耐药情况较为严重。结论　本研究发现的 SCY 分离株属于肠毒株，携带

多种肠毒素毒力基因，且具有典型的多重耐药特征。研究结果为揭示蜡样芽胞杆菌分离株的致病机制提供参考

依据。
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Abstract： Objective　 The aim of this study was to investigate the virulence and resistance of Bacillus cereus SCY 
isolates. Methods　B.  cereus was isolated from fish dishes in a restaurant in Yinchuan using a selective medium and was 
named the SCY strain.  After identification using PCR sequencing of the 23S rRNA gene， the genetic characteristics were 
analyzed by adopting second-generation whole genome sequencing technology.  Next， the toxicity and drug resistance of the 
SCY isolate were studied using mouse studies and drug-sensitive paper experiments， respectively. Results　 The genome 
size of the SCY isolate was 5. 82 Mb， the number of coding genes was 5 767， and the total length of the coding region 
accounted for 85. 50% of the whole genome.  The genome of the SCY isolates contained 11 gene islands， 16 CRISPR， and 
five prephages； among them， 14 and 62 virulence genes were annotated in the PHI and VFDB virulence factor databases 
（Identity>80， Evalue<0. 05）， respectively， and 215 resistance genes were annotated in the CARD resistance databases 
for SCY-encoded genes （Best Hit evalue<0. 05）.  The immunohistochemical results of the mouse intestinal tissue sections 
showed that the expression levels of the inflammatory factors IL-1β， CASP1， and Nlrp3 were differentially and 
significantly upregulated.  The results of 22 bacteria antibiotic sensitivity paper tests showed that the SCY isolate was 
highly sensitive to chloramphenicol and clindamycin， showed an intermediary to tetracycline， cephalexin， and ampicillin， 
and showed resistance to 10 antibiotics， including penicillin， benzocillin， piperacillin， bacitracin， and cephalexin， and 
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its multidrug resistance was more serious. Conclusion　 SCY isolates are enterotoxigenic strains， yet they carry multiple 
enterotoxin virulence genes and have typical multiple drug resistance characteristics.  These findings provide clues for 
revealing the pathogenic mechanism of B.  cereus isolates.
Key words： Bacillus cereus； isolate； toxicity； virulence gene； drug resistance

蜡样芽胞杆菌（Bacillus cereus）是重要的食源

性致病菌。该菌能产生抗逆性很强的孢子，需在

0. 1 MPa 121 ℃湿热高压 15 min 方可被杀灭，普通

的食品加工条件无法将其消除［1-2］。据统计，世界上

1. 4%~12% 的食源性疾病的暴发由蜡样芽胞杆菌

引起［3］。因此，蜡样芽胞杆菌病及其病原体毒力、耐

药表型的调查研究受到了世界各国的广泛关注［4-6］。

食源性蜡样芽胞杆菌病患者大多会出现恶心、

呕吐、腹痛、腹泻等症状，其病症种类及轻重程度

与该菌的毒力因子密不可分［7-8］。已知蜡样芽胞杆

菌的毒力因子主要包括溶血素 BL（Hemolysin BL，
HBL）［9］、溶血素（Hemolysin Ⅱ）［10］、非溶血性肠毒素

（Nonhemolytic enterotoxin， NHE）［11］、细 胞 毒 素 K
（Cytotoxin K，cytK）［12］以及呕吐毒素（Cereulide）［13］

等。抗生素是治疗蜡样芽胞杆菌病的主要手段。

然而，研究表明多数蜡样芽胞杆菌分离株对 β-酰胺

类抗生素具有较强的抗药性［14-15］。因此，调查研究

蜡样芽胞杆菌分离株对细菌抗生素的耐受性及敏

感性，对蜡样芽胞杆菌病的治疗具有现实意义。

蜡样芽胞杆菌携带可移动基因元件（Mobile 
genetic elements，MGEs）［16-17］，包括转座子、质粒和噬

菌体等多种形式，是抗性基因（Antibiotic resistance 
genes，ARG）［18-19］和毒力基因（Virulence factors，VF）［20-22］

的重要存储和交换载体，对 ARG 和 VF 在微生物群

落中的水平转移具有重要意义［16-17］。采用二代测序

技术高通量测序技术解析蜡样芽胞杆菌分离株的

基因组特征，通过生物信息学注释和预测分离株毒

力因子和耐药机制，是发掘该菌潜在流行病学和用

药方案的重要手段。

本研究从银川市某餐厅酸菜鱼菜品中分离获

得蜡样芽胞杆菌 SCY 分离株，并采用二代全基因组

测序技术分析该菌的基因分子特征，进而结合小鼠

实验和药敏纸片试验研究了 SCY 分离株的毒力及

耐药情况。实验结果将为深入调查研究食源性蜡

样芽胞杆菌的危害提供线索和依据。

1　材料与方法

1. 1　主要仪器与材料

E2370 液晶程控全温振荡培养箱（上海碧云

天）；5425 R 离心机（德国艾本德）；TOne PCR 仪（德

国耶拿）；PE150 测序仪（美国因美纳）；RM2016 冰

冻切片机（德国徕卡）；HY-5 脱色摇床（上海程捷）。

SPF 级雌鼠 C57/BL6 购自宁夏医科大学实验

动物中心（SCXK（宁）-2015-0001），动物实验已通过

宁夏大学实验动物伦理委员会审批（NXU-2021-

008）；HB0248 甘露醇卵黄多黏菌素琼脂培养基（青

岛海博生物）；HB0109-7 营养琼脂培养基（青岛海博

生物）；ZP ZP303 G+细菌基因组 DNA 小量提取试剂

盒（北京庄盟生物），E7370L NEBNext®Ultra™ DNA 
Library Prep Kitfor Illumina（美 国 NEB），AS112-11 
2×EasyTaq® PCR SuperMix for PAGE（北京全式金），

LM10N13 苏木素染液（北京百灵威），ZLI-9018 DAB
试剂盒（北京中杉金桥）、66737-1-Ig IL-1β 抗体（美

国 Proteinteach），22915-1-AP CASP1 抗 体（美 国

Proteinteach），19771-1-AP NLRP3 抗 体（ 美 国

Proteinteach），110705001 22 种药敏纸片（湖南比

克曼）。

1. 2　蜡样芽胞杆菌分离株的分离培养及鉴定

参 照 食 源 性 蜡 样 芽 胞 杆 菌 检 验 标 准

（GB 4789. 14—2014）所述方法，使用一次性无菌接

种环从宁夏银川市某餐厅酸菜鱼中充分挑取少量

鱼糜至无菌采样袋中。随后，在超净工作台中将

25 g 鱼糜样品与 225 mL 无菌水涡旋混匀，经 10 倍

系列稀释，划线接种于甘露醇卵黄多黏菌素琼脂培

养基，30 ℃静置培养 24 h。根据菌落周围是否形成

粉色沉淀环，初步筛选鉴定获得蜡样芽胞杆菌分

离株。

进而利用蜡样芽胞杆菌 23S rRNA 基因 PCR 测

序方法鉴定分离株。挑取具有典型蜡样芽胞杆菌

形态特征的单菌落重悬至 100 μL 无菌水中，经沸

水浴加热 2 min 裂解菌体，作为 PCR 模板溶液备

用 。 PCR 扩 增 体 系 为 2×Easy Taq PCR SuperMix 
12. 5 μL，上游和下游引物各 10 μmol/L 1 μL，模板

DNA 1 μL，无菌水补足至 25 μL。反应条件为 94 ℃
预变性 5 min，94 ℃变性 30 s，60 ℃退火 30 s，72 ℃延

伸 15 s，扩增 30 个循环，72 ℃延伸 10 min。采用 1%
琼脂糖电泳检测 PCR 扩增产物，每个泳道上样量为

5 μL。上述 PCR 扩增产物送至上海生工公司测序

后，通过 BLAST 工具（https：//blast. ncbi. nlm. nih.
gov/Blast. cgi）比对分析该扩增产物序列是否为蜡

样芽胞杆菌基因序列。最后，将该蜡样芽胞杆菌分

离株命名为 SCY 分离株。
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1. 3　SCY 分离株的二代全基因组测序技术分析

挑取 SCY 分离株单菌落接种于营养肉汤培养

基，37 ℃震荡培养过夜，提取基因组 DNA 备用。采用

NEBNext®Ultra™ DNA Library Prep Kitfor Illumina 试剂

盒构建 DNA 文库，在 Illumina PE150 平台完成二代

全基因组测序（Whole genome sequencing，WGS），样品

测序深度>0. 99。在 NCBI 创建的非冗余蛋白质数据

库（Non-redundant protein database，NR）中，通过注

释和检索 SCY 分离株基因对应的物种信息鉴定

SCY 分离株。基于软件 readfq（version 10）过滤下机数

据 获 得 有 效 数 据（Clean Data），通 过 SOAP denovo
（version 2. 04）等软件完成基因组的组装，分别利用

IslandPath-DIOMB（Version 0. 2）、phiSpy（Version 2. 3）
和 CRISPRdigger（Version 1. 0）预测 SCY 基因组中的

基因岛、前噬菌体序列及 CRSIPR 序列。随后，通过

病 原 宿 主 互 作 数 据 库（Pathogen Host Interactions 
Database，PHI）（http：//www. phi-base. org/）和致病菌毒

力因子数据库（Virulence Factors of Pathogenic Bacteria，
VFDB）（http：//www. mgc. ac. cn/VFs/）注释分析毒力基

因，综合抗生素研究数据库（Comprehensive Antibiotic 
Research Database，CARD）［23-24］（https：//card. mcmaster.
ca/）注释分析耐药基因。

1. 4　基于 SNP 构建系统进化树

在 NCBI 数据库中搜集 9 株不同来源的蜡样芽

孢杆菌分离株，以菌株 ATCC14579 为参考进行单核

苷酸多态性（Single nucleotide polymorphism，SNP）分

析（见表 2）。基于样品和参考菌株群体的 SNP 矩阵

利用 TreeBeST 软件邻接法构建系统进化树。

1. 5　SCY 分离株毒性分析

试验小鼠在试验前禁食不禁水 8 h。采用营养

肉汤培养基对 SCY 分离株增菌培养，采用生理盐水

将其稀释至 1×109 CFU/mL。将 20 只 BALB/c 鼠随

机均分为 2 组，分别灌喂 0. 2 mL PBS 和 0. 2 mL 菌

液，24 h 后解剖小鼠，并采集小鼠肠道组织浸泡于

4% 多聚甲醛溶液中，4 ℃冷藏备用。免疫组化用石

蜡包埋技术处理小肠样品，在冰冻切片机制片后，

经过脱水、抗原修复、血清封闭后，4 ℃过夜孵育 IL-

1β、CASP1 及 NLRP3 一抗抗体。次日用 PBS 洗片，

37 ℃孵育二抗 30 min，滴加新鲜配制的 DAB 显色液

使二抗显色（棕色）。利用苏木素复染细胞核 3 min，
冲洗掉多余染料，切片依次浸泡于无水乙醇和二甲

苯中脱水封片，显微镜镜检采集图像。

根据数据库 VFDB 和 PHI 注释结果，梳理 SCY
分离株携带的已知蜡样芽胞杆菌毒力基因，并分析

其潜在的毒力基因。

1. 6　SCY 分离株的耐药性分析

参考《抗菌药物敏感性试验的技术要求》WS/T 
639—2018 中需氧蜡样芽胞杆菌属药敏试验方法检

测分析 SCY 分离株的耐药性。SCY 分离株菌液涂

布于营养琼脂培养基平板，将 3 片药敏纸片均匀贴

附于培养基平板中，置于 37 ℃培养箱中静置培养

20 h。测量药敏纸片周围透明圈的直径，对照我国

卫生行业标准《抗菌药物敏感性试验的技术要求》

WS/T 639—2018，判断该菌对 9 类 22 种细菌抗生

素的敏感性；根据微生物耐药数据库 CARD 的基因

注释分析结果，挖掘 SCY 分离株耐药表型与耐药基

因潜在的关联性。

1. 7　统计学分析

本文所有柱状图均采用 Graphpad 9. 0. 2 绘制，

动物实验及药敏试验均采用 3 次以上生物学重复。

2　结果

2. 1　蜡样芽胞杆菌分离株的分离培养及复筛

如图 1A 所示，SCY 分离株在甘露醇卵黄多黏

菌素琼脂选择性培养上生长，其表观形态为蜡白色

菌落，且菌落周围有粉色沉淀环。挑取上述典型特

征的 SCY 分离株单菌落进行 PCR 检测，如图 1B 所

示，1% 琼脂糖凝胶电泳结果表明 PCR 扩增产物大

小约为 167 bp，符合预期大小。如图 1C 所示，PCR
扩增产物测序结果表明，SCY 分离株的 23S rRNA
编码基因与蜡样芽胞杆菌同源性较高。为了准确

鉴定 SCY 分离株，仍需采用基因组测序对其进一步

鉴定。

2. 2　SCY 分离株的二代全基因组测序技术分析

在 NR 数据库中，注释分析了 SCY 分离株基因

对应的物种，根据注释基因的个数由高到低排序，列

出了前 10 个注释物种名称及注释基因数量（图 2）。

表 1　蜡样芽胞杆菌 23S rRNA 基因 PCR 引物信息

Table 1　PCR primers for Bacillus cereus 23S rRNA gene
引物名称

F1
R1

引物序列

GCGAGCGAAACGGAACATAG
AGGATACATTCAAGAGAGAACGAGA

产物大小

167 bp

表 2　9 株蜡样芽孢杆菌参考菌株信息

Table 2　The general information of 9 reference strains of 
Bacillus cereus

菌株编号

ATCC14579
NC7401
S.601
CDHWZ7
AFA01
CPT56D-587-MTF
H2
FORC.021
MRY14-0075

GenBank 编号

GenBank: AE016877.1
GenBank: AP007209.1

GenBank: JAFLOK010000001.1
GenBank: CP095767.1
GenBank: CP068724.1
GenBank: CP090081.1
GenBank: CP043966.1
GenBank: CP014486.1
GenBank: AP022894.1
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由图 2 可知，SCY 分离株有 3 736 个基因被注释为

蜡样芽胞杆菌基因，注释基因数量远高于其他物

种，因此判定 SCY 分离株为蜡样芽胞杆菌。

SCY 分离株基因组大小为 5. 82 Mb，编码基因

个数为 5 767，编码区总长度占全基因组的 85. 50%。

此外，SCY 含有 11 个基因岛、16 个 CRIPRSE、5 个

前噬菌体。如图 3 所示，病原细菌致病性数据库

VFDB 和 PHI 中分别注释到 282 个和 425 个毒力基

因（Evalue<0. 05）；按照 Identiy>80 条件过滤保留了

可信度较高的注释结果，在 VFDB 和 PHI 中分别注

释到 62 个和 14 个毒力基因。在微生物耐药基因数

据库 CARD 注释到 215 个耐药基因（Best Hit evalue<
0. 05），按照 Best_Identities 降序排列得到 TOP20 的

耐药基因（Best hit ARO）为 BcII、BLA1、FosB、dfrE、

vanRM、blt、rphB、vanZF、vanSM、vatH、dfrG、bcrC、

bacA、vanYA、CatU、sav1866、aadK、msrB 和 oleC。

以蜡样芽孢杆菌标准株 ATCC14579 作为参考

菌株进行 SNPs 分析，结果如表 3 所示，SCY 及其他

8 株蜡样芽孢杆菌的 SNPs 数量不尽相同，其中，

SCY 分离株总 SNPs 数量最多，为 319 990 个，分布

在编码区的数量占比为 87. 4%。

基于 SCY 菌株和参考菌株群体的 SNP 矩阵

数据，利用 TreeBeST 软件邻接法构建系统进化树

（图 4），分支长度表示进化距离的大小。根据进化

距离可将 10 株据进化距离分为 Group1 和 Group2
两组，SCY 菌株与 MRY14-0075 和 NC7401 菌株的

亲缘关系较近。

2. 3　SCY 分离株毒性分析

免疫组化分析结果如图 5 所示，SCY 分离株感

染能够引起肠道组织中焦亡信号通路关键调控因

子 NLRP3、CASP1 及 IL-1β 的差异性表达。

在 PIH 数据库和 VFDB 数据库注释分析结果

中排名前 20 的毒力基因中，可见已知蜡样芽胞杆

菌毒力基因共 12 个，包括呕吐基因 cesB［13］，腹泻基

因 NHE［25］和 CodY［26］，产芽孢基因 sodA1、sodA2 和

sodC［27］；还有其他已知蜡样芽胞杆菌毒力基因 plcr、

entA、hly-Ⅲ、cytk、Mfd、pagA1 和 pagA2。此外，SCY
分离株携带多种其他致病菌毒力基因，如 HtrA、

yceH、yceG、SpoVG、CspB 和 nfu。

2. 4　SCY 分离株的耐药性试验

如表 4 所示，SCY 分离株药敏纸片试验结果表

明，该菌对 5 类 10 种细菌抗生素表现出抗药特性，

包括 β-内酰胺类抗生素青霉素、苯唑西林、哌拉西

林、多肽类抗生素杆菌肽，阿莫西林、头孢他啶和头

孢曲松，氨基糖苷类抗生素链霉素，磺胺类抗生素

复方新诺明，以及甲硝唑。

注：A: 甘露醇卵黄多黏菌素琼脂培养基的观测；B: 分离株 23S rRNA
基因 PCR 检测；C: 分离株 23S rRNA 基因 PCR 测序分析；M: Marker、

Trans2K DNA marker；1: 分离株菌落 PCR；2: 阴性对照

图 1　SCY 分离株的分离、培养及鉴定

Figure 1　Isolation, cultivation, and identification of SCY 
isolates

图 2　SCY 分离株在 NCBI-NR 数据库中的物种注释分析

Figure 2　Species annotation analysis of SCY isolates in the 
NCBI-NR database

图 3　SCY 分离株的毒力基因和耐药基因注释统计

Figure 3　Annotated statistics of virulence genes and drug 
resistance genes of SCY isolates

表 3　样本菌株基因组 SNPs分析

Table 3　SNPs analysis in the genomes of sample strains
菌株编号

SCY
NC.7401
S.601
CD.7
AFA.01
CP.56
H.2
FORC.021
MR.14

总 SNPs数量

319 990
316 728

40 547
167 783

42 145
44 199
41 701
41 721

319 823

编码区 SNPs数量

同义 SNPs
204 489
203 265

22 006
99 668
23 231
24 382
22 628
22 969

205 423

非同义 SNPs
75 228
74 052
11 611
41 927
12 007
12 754
12 083
22 969
74 832
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基于 CARD 数据库对抗性基因类型 ARO 进行

预测，分析结果表明，SCY 分离株携带 β-内酰胺类

抗生素耐药基因：BcII、BLA1；携带多肽类抗生素耐

药基因：mprF、bcrC、bacA；携带糖肽类抗生素耐药基

因：vanR、vanRF、vanRG、vanZF、vanSM、vanYA；携带

苯尼考耐药基因：vatH、catB2；携带氨基糖苷耐药基

因 ：aadK、vanRF、vanRG；携 带 链 霉 素 耐 药 基 因 ：

catB2；携带磷霉素耐药基因：FosB；携带四环素耐药

基因：otr（A）；携带抗二氨基嘧啶决定簇：dfrG、dfrE；

携带福霉素耐药基因：rphB；携带抗霉素抗性的决定

因素：CatU。同时一些耐药基因具有药物外排泵复

合物或抗生素耐药亚基功能，例如 blt、sav1866、

msrB、oleC、TaeA、lmrB、tetA（60）、tetB（60）。 SCY 分

离株耐药表型对应的耐药基因如表 5 所示。

3　讨论

蜡样芽胞杆菌是引起食物中毒和肠道外疾病

的重要致病菌。该菌分布广泛且抗逆性强，易于通

过农业作物和牲畜污染种类丰富的食物，给食品加

工卫生工作带来了重大挑战。在我国一项关于 39 个

地区 860 份即食食品（熟肉、炒饭、凉面、凉菜等）中

蜡样芽胞杆菌的流行情况调查研究中发现，蜡样芽

胞杆菌抽检阳性率高达 35%［28］。

蜡样芽胞杆菌毒力因子种类丰富，可通过芽孢、

生物被膜及分泌可溶性毒素蛋白，引起患者腹泻、呕

吐等临床病症，其感染剂量可低至 103 CFU/g［29］。引

起蜡样芽胞杆菌病腹泻症状的毒力因子编码基因

主要包括，溶血型肠毒素基因 hbl、非溶血型肠毒素

基因 nhe、细胞毒素 K 基因 cytK、肠毒素 FM 基因

entFM 和肠毒素 T 基因 bceT，引发患者呕吐症状的

毒力因子编码基因主要为 CesB 基因。

本文在鉴定 SCY 分离株的过程中，采用了 PCR
技术对其 23S rRNA 基因扩增测序。由于蜡样芽胞

杆菌菌群包含了蜡样芽胞杆菌、炭疽杆菌（Bacillus 

图 4　基于 SNP 分析的系统进化树

Figure 4　Phylogenetic tree based on the analysis of SNP

图 5　小鼠肠道组织的免疫组化分析

Figure 5　Immunohistochemical analysis of mouse intestinal tissues
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anthracis）和苏云金芽孢杆菌（Bacillus thuringiensis）

等亲缘关系较近的菌种，使得 23S rRNA 基因的分

辨率不足以有效区分上述 3 种细菌［30-31］。为了避免

菌种鉴定假阳性，本文通过在 NR 数据库中对比分

析 SCY 分离株的测序信息，获得菌种注释结果排序

表，其中蜡样芽胞杆菌的排序第一，评分远高于其

他菌株，证实了该菌为蜡样芽胞杆菌。

基于 SNP 分析构建的系统进化树显示 SCY 与

MRY14-0075 和 NC7401 菌 株 的 亲 缘 关 系 较 近 。

MRY14-0075 和 NC7401 均为临床分离株，其中，

NC7401 属于呕吐型蜡样芽孢杆菌强毒株［32］。据此

推测，SCY 具有潜在的致病性，需要进一步实验

验证。

本文发现的 SCY 分离株，携带了多种已知蜡样

芽胞杆菌毒力基因。其中，nhe 基因可编码 NHE，

NHE 毒素可通过诱导钾外排并激活 NLRP3 炎症小

体引发肠上皮细胞焦亡导致腹泻［25］。CodY 参与调

控蜡样芽胞杆菌生物膜的形成及肠毒素的产生［26］。

PlcR 与信号肽 PapR 形成复合物，调控蜡样芽胞杆

菌的毒力［33］。sodA1 基因是蜡样芽胞杆菌重要的抗

逆性基因 ，可能对芽孢的形成具有重要调控作

用［27］。 sodA1 基因和 sodC 基因与蜡样芽胞杆菌的

致病性密切相关［27］。pagA1 和 pagA2 基因，在蜡样

芽胞杆菌致人炭疽样肺部感染中起着关键作用［34］。

此外，基于 WGS 细菌毒力因子注释分析，发现 SCY
分离株携带 6 个其他细节来源的毒力基因，包括

HtrA、yceH、yceG、SpoVG、CspB 和 nfu。其中，HtrA 是

炭疽杆菌重要的抗逆性基因和毒力蛋白分泌调控

基因［35］。yceH 和 yceG 基因的缺失导致炭疽杆菌对

活性氧物质和杀菌肽的敏感性增加［36］。SpoVG 是

RNA 结合蛋白编码基因，调节李斯特菌的对溶菌酶

的抗性［37］。CspB 基因参与菌体生物膜的形成，促进

李斯特菌在低温环境下的增殖［38］。nfu 可通过促进

铁硫蛋白的成熟调节金黄色葡萄球菌的毒力［39］。

表 4　SCY 分离株的药敏纸片试验结果

Table 4　Results of drug-sensitive paper test of SCY isolates
药品纸片抗生素种类

青霉素(PEN)
苯唑西林(OXA)
哌拉西林(PRL)
杆菌肽(BAT)
头孢他啶(CTZ)
头孢曲松(CTR)
链霉素(S)
复方新诺明(T/S)
阿莫西林(AMO)
甲硝唑(MTZ)
四环素(TET)
头孢唑林(CEZ)
头孢哌酮(CPZ)
氨苄青霉素(AM)
氯霉素(CLM)
克林霉素(CLN)
头孢氨苄(CHA)
米诺环素(MIN)
克拉霉素(CLR)
环丙沙星(CIP)
庆大霉素(GM)
氧氟沙星(OFX)

含量/(μg/片)
10

1
100

0.04 U/片

30
30
10
25
25

5
30
30
75
10
30

2
30
30
15

5
120

15

判断是否耐药的抑菌圈直径标准/mm
耐药 R

≤28
≤17
≤28
≤8
≤14
≤13
≤11
≤10
≤19
≤14
≤14
≤15
≤11
≤12
≤14
≤14
≤14
≤13
≤15
≤12
≤12

中介 I
18~24

9~12
15~17
14~20
12~14
11~15

15~18
15~17
16~20
12~14
13~17
15~20
15~17
15~18
14~17
16~20
13~14
13~15

敏感 S
≥29
≥25
≥29
≥13
≥18
≥21
≥15
≥16
≥20
≥16
≥19
≥18
≥21
≥15
≥18
≥21
≥18
≥19
≥18
≥21
≥15
≥16

抑菌圈直径/mm
16.2

9
14

0
9

10.8
7.5
0

13
0

16
16
17.5
13.5
23
22.5
19.5
19
22
23
28.5
25

敏感性

R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
I
I
I
I
S
S
S
S
S
S
S
S

表 5　SCY 分离株的耐药基因和耐药表型的关联分析

Table 5　Correlation analysis of genotype resistance and phenotype resistance of SCY isolates
抗生素类型

β-内酰胺类抗生素

多肽类抗生素

氨基糖苷类抗生素

药品名称

青霉素(PEN)
苯唑西林(OXA)
哌拉西林(PRL)
头孢他啶(CTZ)
头孢曲松(CTR)
阿莫西林(AMO)
杆菌肽(BAT)
链霉素（S）

耐药基因

BcII、BLA1

mprF、bcrC、bacA
vanR、vatH、aadK、vanRF、catB2、vanRG
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蜡样芽胞杆菌不仅分布广泛［40-41］，而且具有丰富的

亚种多样性［42］，通过 MGEs 与环境微生物发生核酸

信息交换［16］，增强了蜡样芽胞杆菌毒力基因的可

塑性［42-43］。

抗生素是治疗细菌感染的重要药物。然而，临

床过度依赖抗生素导致病原菌普遍存在多重耐药

能力［44］。本研究发现 SCY 分离株对青霉素、苯唑西

林、哌拉西林、杆菌肽、头孢他啶等抗生素耐药，对

四环素、头孢唑啉、头孢哌酮和氨苄青霉素敏感。

这与之前的研究结果相似，蜡样芽胞杆菌对大部分

β-酰胺类药物均有耐性［40］。在 SCY 分离株耐药表

型和耐药基因的联动分析结果中，10 种耐药表型中

有 8 种可找到其对应的耐药基因。但甲硝唑和复

方新诺明并未找到相对应的基因，可能存在新的耐

药机制和耐药基因。另外，SCY 分离株虽然携带了

四环素耐药基因 otr（A），但其耐药表型仅为中介。

四环素是广谱抗生素，其耐药机制比较复杂。迄

今，临床研究中已经发现的四环素耐药基因除 otr

（A）之外，还有 tetW、tetM 及 tetO 等，但是决定四环

素耐药表型的关键因素尚未确定［45］。研究表明，多

重耐药性增加了大肠杆菌［46］、铜绿假单胞菌［47］和鲍

曼不动杆菌［48］的毒力基因携带数量。但也有研究

指出，幽门螺杆菌［49］、副溶血弧菌［50］和白念珠菌［51］

的耐药表型与毒力基因型无关。尚未见蜡样芽孢

杆菌的多重耐药性与毒性相关性的研究。

本研究从银川市某酸菜鱼中获得的蜡样芽胞

杆菌 SCY 分离株。研究结果显示，SCY 分离株呈现

典型的肠毒性分子特征和多重耐药表型。深入研

究蜡样芽胞杆菌分离株的多样性特征，将为预测评

估食源性蜡样芽孢杆菌病风险，合理制定食源性蜡

样芽胞杆菌疾病的治疗方案提供参考依据。
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