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2014—2019 年岳阳市食源性蜡样芽胞杆菌溶血素 hblA 与

磷脂酶 C plc基因特征分析
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摘 要：目的　了解湖南省岳阳市 2014－2019 年食源性蜡样芽胞杆菌菌株病原学特征，并为蜡样芽胞杆菌引起

的食物中毒事件的科学防控提供依据。方法　对 2014—2019 年分离自湖南省岳阳市城区餐饮门店的 26 株蜡样

芽胞杆菌菌株的致病毒力因子溶血素 BL 的 hblA 基因和磷脂酶 C 的 plc 基因进行序列扩增和测序，并使用 Seqman
和 MEGA X 软件对蜡样芽胞杆菌的 hblA 和 plc 基因进行遗传进化分析。结果　从岳阳市分离到的蜡样芽胞杆菌

hblA、plc 毒力基因的同源性与 GenBank 中的蜡样芽胞杆菌群相比均大于 93. 0%。结论　岳阳市分离的蜡样芽胞

杆菌的 hblA 和 plc 基因与 GenBank 中的蜡样芽胞杆菌群的同源性高，具有一定的亲缘关系。本研究为进一步了解

和科学防控蜡样芽胞杆菌引起的食物中毒事件奠定了研究基础。
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Genetic characterization analysis of hblA and plc genes of foodborne Bacillus cereus in 
Yueyang City from 2014 to 2019
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Abstract： Objective　 To provide a genetic basis for scientific prevention and control of food poisoning caused by 
Bacillus cereus， the pathogenic characteristics of foodborne Bacillus cereus strains isolated in Yueyang City Hu’nan Province 
from 2014 to 2019 were understood. Methods　The virulence genes hemolysin A （hblA） and phospholipase C （plc） were 
sequenced and amplified from 26 Bacillus cereus strains isolated from catering stores in Yueyang City from 2014 to 2019.  
Seqman and MEGA X software were used to analyze the nucleotide sequences of hblA and plc genes of Bacillus cereus.
Results　 The homology between the coding product of genes hblA and plc of Bacillus cereus isolated from Yueyang City 
and corresponding Bacillus cereus protein sequences in GenBank were greater than 93. 0%. Conclusion　The hblA and plc 
genes of Bacillus cereus isolated from Yueyang City have high homology with Bacillus cereus gene sequences in GenBank， 
indicating relatively closer genetic relationship.  This study lays the research foundation for further understanding and 
scientific prevention and control of food poisoning events caused by Bacillus cereus.
Key words： Bacillus cereus； hemolysin hblA； phospholipase C； genetic characteristics； foodborne pathogenic bacteria； 
Hunan province； Yueyang City

蜡样芽胞杆菌（Bacillus cereus）是一类需氧、能

形成芽胞的革兰阳性杆菌。在自然界中，蜡样芽胞

杆菌是引起人类食物中毒的常见致病菌［1-3］。蜡样

芽胞杆菌引起人类食物中毒的类型有两类：一类是

呕吐型，以恶心和呕吐为特征；另一类是腹泻型，以

痢疾和腹痛为特征［4-5］。土壤、水和食品如米粉、米

饭、肉类和蔬菜等，都是蜡样芽胞杆菌的储藏场所。

在一些免疫缺陷的病人中，蜡样芽胞杆菌可以引起

菌血症、心内膜炎和脑膜炎的感染，外科手术后的

病人，还可以引起眼部感染，引起全眼球炎［6］，此外，

与蜡样芽胞杆菌相关的新生儿败血症尤其严重，可

导致新生儿的死亡［7-8］。因此，蜡样芽胞杆菌也会被

食源性疾病
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认为是条件致病菌。

蜡样芽胞杆菌、苏云金芽胞杆菌、炭疽芽胞杆

菌三者都属于蜡样芽胞菌群［9-10］。有研究表明，三

者的形态特征、生理生化特征、16S rRNA 等有高度

的相似性，并有极高的 DNA 同源性，因其携带质粒

的大小和数量不同，在宿主特异性和致病性方面表

现出很大差异［11-13］。 IVANOVA 等［13］发现毒力在三

种芽胞杆菌之间传递和交叉，提出三种细菌很可能就

是一个种的不同变种或突变株。目前，蜡样芽胞杆

菌作为一种条件致病菌和常见的食品污染菌正在引

起国际社会的广泛关注，特别是近年来国内外出现了

蜡样芽胞杆菌引起类似炭疽样感染的临床报道［14-15］。

因此，研究蜡样芽胞杆菌具有重要的现实意义。

目前报道较多的蜡样芽胞杆菌的毒素有几种

类型：呕吐毒素（cereulide）；肠毒素类，包括溶血素

BL（Hemolysin BL，Hbl）、非溶血性的肠毒素 Nhe、细胞

毒素 K（cytK）、肠毒素 T（bceT）、肠毒素 II（HlyII）和肠

毒素 FM（entFM）；酶类，如磷脂酶 C（phospholipase 
C，PLC）。Hbl 为引起腹泻的主要毒素，由 4 个不同

的结构基因 hblA、hblB、hblC、hblD 编码的蛋白组成，

其中 hblA 基因在蜡样芽胞杆菌中广泛分布，具有基

因型和表型间的异质性，可以作为分子检测的基

础［16-17］。而 PLC 是磷脂酰肌醇信号通路的关键酶，

催化磷脂 C 的磷脂酰键水解断裂，可将神经鞘磷脂

水解，导致膜磷脂水解，损伤细胞膜引起溶血、组织

坏死、血管内皮损伤［18-19］。因此，本研究选择 hblA

和 plc 这两个毒力基因作为蜡样芽胞杆菌的主要研

究对象。

蜡状芽胞杆菌的致病性与其携带的毒力基因

密切相关，并不是所有的蜡状芽胞杆菌都含有全部

毒力基因，而是存在菌株间的差异［20-21］。为了分析

从湖南省岳阳市米饭与米粉样品中获取的 26 株蜡

样芽胞杆菌菌株样本的病原学特征及致病机理，本

研究首先在 GenBank 中获悉了三大类蜡样芽胞杆

菌的 8 株菌株及其登录号，然后，以蜡样芽胞杆菌

ATCC 10987 株（NC 003909）的 plc、hblA 基因为模板

设计引物，对 26 株蜡样芽胞杆菌菌株样本的毒力

基因 plc、hblA 进行扩增，对其基因进行测序后与上

述 8 株菌株的同源基因的核酸序列以及蛋白质序

列分别进行了比对，从基因水平上对其进行研究和

探讨，为进一步了解和防控岳阳市蜡样芽胞杆菌引

起的食物中毒事件提供科学依据。

1　材料与方法

1. 1　菌株来源

本研究所用蜡样芽胞杆菌为湖南省岳阳市疾

病预防控制中心 2014－2019 年分离的菌株，样品

为岳阳市城区范围内各餐饮门店的大米制品（含米

饭、米粉等）。

1. 2　主要仪器与试剂

主要仪器：低温冷冻离心机（美国 Thermo 公

司）；2331PCR 仪（Mastercycler Personal，Eppendorf）；

HICLAVE HVE-50 全自动高压灭菌锅（日本 Hirayama
公司）；CenceL530 台式离心机、TGL-16M 冷冻离心

机（长沙湘仪离心机仪器有限公司）；Hoefer PS300-B
型电泳仪（美国 Hoefer 公司）；GIS-1000 数码凝胶图

像分析系统（上海天能科技有限公司）；生物安全柜

（哈尔滨市东联电子技术开发有限公司）；LabTower 
EDI 超纯水仪（美国 Thenrmo Scientific 公司）；VITEK-

2 全自动细菌鉴定仪（法国梅里埃公司）。

主要试剂：DNA Marker、PCR 扩增试剂盒（上海

生工生物工程技术服务有限公司）；引物由英韦创

津生物工程技术服务有限公司合成；细菌 DNA 提

取试剂盒（北京天根生化科技有限公司）；Cycle 
Pure Kit（Omega，广州飞扬生物工程有限公司）；Pfu
酶以及限制性内切酶 HinfI 和 RsaI（大连宝生物工

程有限公司）；琼脂糖、营养琼脂培养基、LB 琼脂

培养基（索莱宝科技公司）；无菌脱纤维羊血（杭州

四 季 清 生 物 有 限 公 司）；其 他 药 品 均 为 国 产 分

析纯。

1. 3　菌株鉴定

按照国家标准《食品安全国家标准  食品微生物

学检验  蜡样芽胞杆菌检验》（GB 4789. 14—2014）［22］

所述方法，同时结合 VITEK-2 全自动细菌鉴定仪进

行菌株鉴定。

1. 4　菌株基因组 DNA 提取

使用细菌 DNA 提取试剂盒进行蜡状芽胞杆菌

菌株的核酸提取。先将提取的蜡状芽胞杆菌的单

菌落接种于 5 mL LB 液体培养基中，于 35 ℃培养

24 h 至对数期。取 1 mL 菌液于 1. 5 mL 无菌离心

管中，10 000 r/min 离心 5 min，弃上清液，再用 1×
PBS 洗涤 2 次，最后用等体积 1×PBS 重悬，制得菌

悬液备用。细菌 DNA 的提取按照试剂盒说明操

作，提取的细菌基因组 DNA 作为 PCR 扩增模板，置

于-20 ℃保存备用。

1. 5　核酸扩增

使用 PCR 扩增试剂盒进行蜡样芽胞杆菌 plc 和

hblA 基因扩增，操作按照试剂盒说明书进行。引物

由广州英韦创津生物工程技术服务有限公司合成。

引物序列及 PCR 扩增条件详见表 1。PCR 产物经

Cycle Pure Kit 纯化后，送至上海生物工程技术服务

有限公司进行测序。
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1. 6　序列分析

hblA 和 plc 基因的测序结果使用 EditSeq、Seqman
软件（Lasergene 7. 1. 0）编辑和处理。从 GenBank 下

载芽胞杆菌属代表性的菌株序列，包括苏云金芽胞

杆 菌 97-27 株（NC 005957）、苏 云 金 芽 胞杆 菌 AI 
Hakam 株（NC 008600）、炭疽芽胞杆菌 Ames 株（NC 
003997）、炭疽芽胞杆菌 Sterne 株（AE 017225）、蜡

样芽胞杆菌 E33L 株（NC 006274）蜡样芽胞杆菌

ATCC 10987 株（NC 003909）、蜡样芽胞杆菌 ATCC 
Q1 株（NC 011969）、蜡样芽胞杆菌 ATCC 14579 株

（NC 004722）。使用 MEGA X 软件（MEGA 10. 1. 8）解

析 plc 和 hblA 基因，并选择邻接（Neighbour-joining，
NJ）法构建分子遗传进化树，bootstrap 重复值设置为

1 500。

2　结果

2. 1　大米制品蜡样芽胞杆菌污染情况

通过分离鉴定，从 1 000 份检测样品中共检出

蜡样芽胞杆菌 26 株，检出率为 2. 6%。对 26 株蜡

样芽胞杆菌在羊血平板经溶血性检测有 21 株表现

有溶血环，溶血率为 80. 77%。

2. 2　两种毒素基因在被检测菌株中的分布

以蜡样芽胞杆菌 ATCC 10987 株（NC 003909）
的 plc、hblA 基因为模板设计两个基因的正反向引

物，以分离得到的 26 株蜡样芽胞杆菌基因组 DNA
为模板，进行两个基因的 PCR 扩增。PCR 反应结束

后，PCR 扩增产物采用 EB 染色的 1% 凝胶电泳进

行分离，并用紫外凝胶成像系统拍照，凝胶成像仪

观察结果如图 1 所示。有 15 株菌获得了 plc 基因

片段，有 9 株获得了 hblA 基因片段。其中，最左侧

的条带为 DL2000 DNA Marker，右侧的条带为分离

到的蜡样芽胞杆菌基因片段。经测序表明，plc 基因

大小为 852 bp，hblA 基因大小为 840 bp。
2. 3　plc基因及其进化

将扩增得到的各蜡样芽胞杆菌 plc 基因扩增产

物送英韦创津生物公司测序，其中 12 株菌测序成

功并获得了 plc 基因序列。将蜡样芽胞杆菌的 plc

核酸序列与参考性菌株的核酸序列进行比对。核

酸序列比对分析如表 2 所示。从岳阳米粉中分离到

的蜡样芽胞杆菌的基因序列与 GenBank 中的参考

性菌株的基因序列同源性很高，为 93. 2%~100. 0%，

只有极少数碱基发生了变异；从岳阳米粉样品中分

离 到 的 蜡 样 芽 胞 杆 菌 群 的 基 因 序 列 同 源 性 为

93. 4%~100. 0%；其中，Yueyang-12 菌株与苏云金芽

胞杆菌 97-27（NC 005957）致病株同源性达 100%，

与炭疽芽胞杆菌 Ames 株（NC 003997）、炭疽芽胞杆

菌 Sterne 株的同源性均为 98. 1%；Yueyang-6 与上述

二株炭疽杆菌毒力基因的同源性均为 97. 4%。氨基

酸序列比对结果如图 2 和表 2 所示，与参考性菌株

相比，从岳阳分离到的蜡样芽胞杆菌只有个别氨基

酸发生了突变，氨基酸同源性为 95. 1%~100. 0%。

plc 基因进化树分析发现（图 3）：蜡样芽胞杆菌

ATCC 14579（NC 004722）无毒株占据了进化树的最

高 端 ，同 时 本 文 分 离 到 的 Yueyang-4、Yueyang-3、
Yueyang-2、Yueyang-1、Yueyang-6 也占据了进化树

的较高端；Yueyang-12 与苏云金芽胞杆菌 97-27（NC 
005957）进入了同一个进化支的分支，亲缘关系较

近，同时，它与蜡样芽胞杆菌 E33L（NC 006274）、炭

疽芽胞杆菌 Sterne 株（AE017225）、苏云金芽胞杆菌

AI Hakam（NC008600）、炭疽芽胞杆菌 Ames 株（NC 
003997）等致病菌株进入同一个大进化分支的不同

小分支，表明有较近的亲缘关系。

图 1　plc、hblA 基因的 PCR 扩增结果的 DNA 鉴定

Figure 1　DNA identification of PCR amplification results of plc and hblA genes

表 1　PCR 引物序列和反应条件

Table 1　PCR primers and reaction conditions
引物名称

plc-F
plc-R
hblA-F
hblA-R

引物序列（5′→3′）

CCCGTCCAGTTCTCCGCC
CTCCCGTGTCTCCCCATC
CGTGTACTACGTGTACCT
GGACCTGATGAAAAACCT

PCR 反应条件

94 ℃ 5 min；94 ℃ 40 s，50 ℃ 1 min，72 ℃ 1 min，30 个循环；72 ℃延伸 10 min
94 ℃ 5 min；94 ℃ 40 s，50 ℃ 1 min，72 ℃ 1 min，30 个循环；72 ℃延伸 10 min
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2. 4　hblA 基因及其进化

将扩增得到的各蜡样芽胞杆菌的 hblA 基因扩

增产物送英韦创津生物公司测序，其中 8 株测序成

功并获得了 hblA 基因序列。将测序后的蜡样芽胞

杆菌的 hblA 核酸序列与参考菌株的核酸序列进行

比对。核酸序列比对分析发现（表 2），从岳阳米粉

中分离到的蜡样芽胞杆菌的基因与参考菌株的基

因同源性很高，为 93. 0%~99. 9%；岳阳米粉中分离

出来的蜡样芽胞杆菌群的基因的同源性为 93. 1%~
100. 0%。氨基酸序列比对分析发现（表 2、图 4），从

岳阳米粉中分离到的蜡样芽胞杆菌只有极少数氨

基酸发生了变异，与代表性菌株相比，氨基酸同源

性为 97. 5%~100%。hblA 进化树分析发现（图 5）：

蜡样芽胞杆菌 ATCC Q1 株（NC 011969）处于进化树

的最高端，与分离到的 Yueyang-10 处于一个小分

支，亲缘关系较近；Yueyang-5、Yueyang-7 处于同一

个进化树分支中的小分支，Yueyang-3 和 Yueyang-4
处于同一个进化树分支中的小分支；Yueyang-1、
Yueyang-2、Yueyang-3、Yueyang-4 与蜡样芽胞杆菌

ATCC 14579 位于一个大进化分支的不同小分支。

表 2　蜡样芽胞杆菌 plc和 hblA 基因核酸、氨基酸同源性分析

Table 2　Homology analysis of nucleic acid and amino acid of 
plc and hblA gene of Bacillus cereus

基因

plc
hlbA

分离菌株内部同源性比较/%
核酸

93.4~100.0
93.1~100.0

氨基酸

95.4~100.0
97.5~100.0

分离菌株与参考株比较/%a

核酸

93.2~100
93.0~99.9

氨基酸

95.1~100.0
97.5~100.0

注：a：参考株为苏云金芽胞杆菌 97-27 株（NC 005957）和 AI Hakam 株

（NC 008600）；炭 疽 芽 胞 杆 菌 Ames 株（NC 003997）和 Sterne 株

（AE017225）；蜡样芽胞杆菌 ATCC Q1株（NC 011969）、ATCC 10987株

（NC 003909）、E33L 株（NC 006274）和 ATCC 14579 株（NC 004722）

图 2　plc基因的氨基酸序列对比分析

Figure 2　Comparative analysis of amino acid sequence of plc gene
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3　讨论

蜡样芽胞杆菌、炭疽芽胞杆菌和苏云金芽胞杆

菌在表型性状和基因组上具有较高的相似性。系

统发育分析表明，它们属于“近亲”，是由共同的祖

先进化而来的，传统及现代的细菌分类方法均难对

其进行区分与鉴定［23-25］。然而，三者在致病性上有

着明显的差别：蜡样芽胞杆菌作为一种条件致病

菌，基因组上常含有呕吐毒素、肠毒素等相关基因；

炭疽芽胞杆菌是炭疽病的“罪魁祸首”，对人和家畜

有强致病性；苏云金芽胞杆菌产生伴胞晶体而作为

一种微生物源的低毒杀虫剂［26-28］。

与 GenBank 中的参考性菌株相比，从岳阳米粉

图 3　plc基因进化树分析

Figure 3　plc gene evolution tree analysis

图 4　hblA 基因的氨基酸对比分析

Figure 4　Comparative analysis of amino acid sequence of hblA gene
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中分离出来的蜡样芽胞杆菌群的 plc 基因的同源性为

93. 2%~100. 0%，氨基酸同源性为 95. 1%~100. 0%；

hblA 基因与参考性菌株相比基因同源性为 93. 0%~
99. 9%，氨基酸同源性为 97. 5%~100. 0%；GenBank
中的这 8 例代表性菌株的这两个基因的同源性均

在 93. 6%~100. 0%。这表明本文分离到的蜡样芽

胞杆菌和苏云金芽胞杆菌、炭疽芽胞杆菌的 plc、

hblA 这两个基因的同源性很高，这与前人的研究结

果基本一致［23-24］。

plc 基因的进化树分析结果与其核酸序列同源

性分析比较的结果也相一致。非致病蜡样芽胞杆

菌 ATCC 14579（NC 004722）很早就开始分离，占据

了进化树的最高端，而本文分离到的 Yueyang-4、
Yueyang-3、Yueyang-2、Yueyang-1 等 4 株样品同时

也占据了进化树的最高端，表明它们之间亲缘关系

较近，这和它们与蜡样芽胞杆菌 ATCC 14579（NC 
004722）的基因同源性高达 99. 6% 的结果相一致。

Yueyang-12 菌株与苏云金芽胞杆菌 97-27（NC 005957）
株进入了同一个进化分支，亲缘关系很近，两者之

间的基因同源性达到了 100%，同时它与炭疽芽胞

杆菌 Sterne 株（AE017225）、炭疽芽胞杆菌 Ames 株

（NC 003997）等致病菌株进入同一进化分支的不同

小支，也有较近的亲缘关系，这可能是因为 Yueyang-

12 的 PLC 在氨基酸的 222 位置发生了有义突变

V222A，这个突变使得 Yueyang-12 的 PLC 与上述致

病菌株亲缘关系较近，反而与自己的同类尤其是无

毒菌株蜡样芽胞杆菌 ATCC 14579（NC 004722）、蜡

样芽胞杆菌 ATCC Q1（NC 011969）、蜡样芽胞杆菌

ATCC 10987（NC 003909）在姐妹进化分支血缘关系

相对较远。

hblA 基因的进化树分析结果表明，蜡样芽胞杆

菌 ATCC Q1 株（NC 011969）处于进化树的最高端，

Yueyang-10 菌株处于同一个进化小分支，与其亲缘

关系较近，这与其基因同源性高达 100% 相一致。

蜡样芽胞杆菌 ATCC10987（NC 003909）处于进化树

的次高端，与蜡样芽胞杆菌 ATCC Q1、Yueyang-10、
Yueyang-5、Yueyang-7 处于同一个大的进化分支，亲

缘关系相对较近，其基因同源性高达 98. 8% 以上。

而蜡样芽胞杆菌 ATCC 14579（NC 004722）很早就

开始分离，属于非致病蜡样芽胞杆菌的另外一分支，

与本文分离到的 Yueyang-1、Yueyang-2、Yueyang-3、
Yueyang-4 处于同一个大分支的不同小分支，亲缘

关系较近，它们之间的基因同源性也高达 99. 4% 以

上。而强致病株炭疽芽胞杆菌 Sterne 株（AE017225）、

炭疽芽胞杆菌 Ames 株（NC 003997）、苏云金芽胞杆

菌  AI Hakam（NC 008600）、蜡样芽胞杆菌 E33L（NC 
006274）、苏云金芽胞杆菌 97-27（NC 005957）则处

于进化树的最低端，但其基因同源性与本文分离到

的样品之间也高于 93. 0%。

有研究发现，许多蜡样芽胞杆菌的污染能导致

病人产生类似炭疽样感染［14-15］。研究者发现，毒力

在蜡样芽胞杆菌、炭疽芽胞杆菌、苏云金芽胞杆菌

三种芽胞杆菌之间传递和交叉，这群细菌所致的疾

病以及宿主特异性多由其携带的质粒引起，而和染

色体没有必然联系［12-13］。RASKO 等［12］认为蜡样芽

胞杆菌细菌中，染色体上的基因组成对致病的影响

已有所降低，不同菌株的致病力也许源于各自不同

的调节网络的一些细微改变。随着对三者细菌遗

传多态性的关注和研究，以及对代表菌株基因库数

量的不断补充，人们对蜡样芽胞杆菌群的认识会更

清晰。

本文对从湖南省岳阳米粉中分离到的蜡样芽

胞杆菌的 plc 和 hblA 基因与 GenBank 中的蜡样芽

胞杆菌、炭疽芽胞杆菌、苏云金芽胞杆菌菌株进行

了基因进化比较研究，结果表明，从岳阳米粉中分

离到的蜡样芽胞杆菌与炭疽芽胞杆菌和苏云金芽

胞杆菌无论从基因水平还是进化分析上都没有明

显的界线，有个别分离到的菌株如 Yueyang-12 与苏

云金芽胞杆菌 97-27（NC 005957）基因同源性达到

100%，同 时 也 与 致 病 的 炭 疽 芽 胞 杆 菌 Sterne 株

图  5　hblA 基因进化树分析

Figure 5　hblA gene evolution tree analysis
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（AE017225）、炭疽芽胞杆菌 Ames 株有较近的亲缘

关系。本文对蜡样芽胞杆菌毒力因子进行比较和

分析，使公共卫生群体性食品中毒的预测成为可

能，为科学防控蜡样芽胞杆菌引起的食物中毒事件

奠定了研究基础。
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