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宏基因组测序法对林可霉素利多卡因凝胶中

污染细菌的鉴定与溯源研究

严卓彦１，谭宇翔２，夏瑛瑛１

（１．舟山市食品药品检验检测研究院 国家海洋食品质量检验检测中心，舟山 ３１６０１２；
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摘要　目的：评价宏基因组测序法在药品污染细菌鉴定和溯源中的应用。方法：分别通过培养法、扩增子测
序法和宏基因组测序法，对２批微生物限度控制菌检查中检出未知微生物的林可霉素利多卡因凝胶药剂进
行菌种鉴定和溯源。培养法分离得到的细菌，通过革兰氏染色、生化反应、生物质谱法、１６ｓｒＤＮＡ测序及芽
孢杆菌特异性ＰＣＲ方法进行菌种鉴定，并通过多位点序列分型（ＭＬＳＴ）法对药品和环境中均检出的蜡样芽
孢杆菌进行菌株分型。宏基因组测序结果通过ＭｅｔａＰｈｌａｎ软件进行菌株水平的分析。结果：ＭＬＳＴ与Ｍｅｔａ
Ｐｈｌａｎ结果均显示药品与检测环境中存在同一组蜡样芽孢杆菌，显示药品中的蜡样芽孢杆菌极有可能来自
检测环境的污染。培养法与宏基因组测序法均在药品中检出污染微生物土壤短芽孢杆菌、类芽孢杆菌及新

芽孢杆菌，但扩增子测序还在环境样本中检出上述细菌，因此不能排除药品中此类污染菌来自检测环境的

可能性。结论：宏基因组测序技术相比培养法，能够更全面发现具有潜在风险的微生物，同时也能准确地进

行菌株水平的溯源分析，在药品污染菌鉴定与溯源中具有重要的应用价值。

关键词：宏基因组测序；扩增子测序；多位点序列分型；ＭｅｔａＰｈｌａｎ分析；药品污染菌的鉴定与溯源
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　　林可霉素利多卡因凝胶为非处方类皮肤科用
药，是非无菌外用制剂，用于轻度烧伤、创伤及蚊虫

叮咬引起的各种皮肤感染。马帅等［１］对全国５个生
产企业１１批次的林可霉素利多卡因凝胶进行质量
考察和评价，按现行标准检验微生物限度控制菌，结

果均符合规定；按非标准检验，有１批检出洋葱伯克
霍尔德菌，３批检出其他微生物，说明该产品在微生
物方面尚存在质量风险。舟山市食品药品检验检测

研究院对全国１０个生产企业４０批次的林可霉素利
多卡因凝胶进行质量考核，虽未检出控制菌金黄色

葡萄球菌和铜绿假单胞菌，也未检出不可接受微生

物洋葱伯克霍尔德菌，但在一家生产企业２个批号
的药品培养液中均发现有未知微生物生长。通过传

统培养法在１批药品中分离得到蜡样芽孢杆菌，另１
批药品中分离得到伪芽孢杆菌。考虑到药品中可能

存在其他未分离得到的污染微生物，因此，采用宏基

因组测序法结合传统培养法对这２批药品进行菌种
鉴定和菌株分型，旨在全面分析该批药品的污染情

况，并尝试对污染微生物进行溯源分析。

宏基因组学（或元基因组学，ｍｅｔａｇｅｎｏｍｉｃｓ）是一
种以环境样品中的微生物群体基因组为研究对象，

以功能基因筛选和／或测序分析为研究手段，以微生
物多样性、种群结构、进化关系、功能活性、相互协作

关系及与环境之间的关系为研究目的的新的微生物

研究方法［２］。目前，宏基因组研究紧密依赖高通量

测序技术，包括扩增子测序（ａｍｐｌｉｃｏｎｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ）与
宏基因组测序（ｍｅｔａｇｅｎｏｍｅｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ）。扩增子测
序主要针对核糖体 ＲＮＡ基因和功能基因，比如细菌
１６ｓｒＤＮＡ、真菌ＩＴＳ可变区等分子标记进行ＰＣＲ扩增
后再测序；宏基因组测序指对环境样品中所有微生

物基因组ＤＮＡ进行高通量测序，其优点在于能够得

到微生物的全部基因组信息，进行菌株水平的溯源

分析［４］。目前已有宏基因组测序法用于中药饮片表

面污染微生物的研究报道，如李琼琼等［５］利用

１６ｓｒＤＮＡ扩增子测序技术研究中药饮片中污染微生
物的群落特征，车阳等［６］利用宏基因组测序技术检

测胎菊饮片表面微生物污染。宏基因组菌株水平分

析已经应用到食品污染［７］和院内感染爆发［８］的溯源

分析中，但是尚未有药品中污染菌溯源分析的相关

研究报道。

本研究对有污染菌检出的２批林可霉素利多卡
因凝胶及检测环境进行扩增子测序和宏全基因组测

序分析，并基于宏全基因组测序数据，通过ＭｅｔａＰｈｌａｎ
算法［９］比较各样本间的菌株相似度，与培养法分离

得到的污染菌进行鉴定和溯源分析的比较。

１　实验材料、仪器试药与标准菌株
１１　实验材料

实验材料为来自同一生产厂家的２批林可霉素
利多卡因凝胶，分别为批号 Ｄ２３００３的３个样品（编
号９１－１、９１－２、４０）和批号 Ｄ２２０１３的１个样品（编
号３２）。环境样本２次取样（分别编号 ＨＪ４和 ＨＪ５）
均采集自舟山市食品药品检验检测研究院药品微生

物限度检查室，包括洁净工作台面、集菌仪、操作人

员的无菌手套和无菌服、实验用胰酪胨大豆液体培

养基（ＴＳＢ）和ｐＨ７０氯化钠蛋白胨缓冲液。
１２　仪器和试药

ＨＴＹ－６０１集菌仪，杭州泰林生物技术设备有限
公司；ＳＰＸ－２５０Ｂ－Ｚ生化培养箱，上海博讯实业有
限公司医疗设备厂；ＭＬＳ－３７８０高压蒸汽灭菌器，三
洋工业株式会社；ＤＫ－Ｓ２４电热恒温水浴锅，上海精
宏实验设备有限公司；ＫＢ２４０恒温培养箱，ＢＲＡＮＤ
公司；ＭｙＣｙｃｌｅｒＰＣＲ扩增仪、Ｍｉｎｉ－ＰＲＯＴＥＡＮＴｅｔｒａ
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水平电泳仪、ＧｅｌＤｏｃＸＲ凝胶成像系统，ＢＩＯ－ＲＡＤ
公司；ＶＩＴＥＫＭＳ全自动快速微生物质谱系统，梅里
埃生物公司；ＩｌｌｕｍｉｎａＭｉｓｅｑ测序仪，Ｉｌｌｕｍｉｎａ公司；
ＤＮＢＳＥＱ－Ｔ７测序仪，深圳华大智造科技股份有限
公司。

胰酪 大 豆 胨 琼 脂 培 养 基 （ＴＳＡ） （批 号
２０２２０５０５）、ｐＨ７０氯化钠蛋白胨缓冲液（批号
２０２２０９０９）、胰酪大豆胨液体培养基（ＴＳＢ）（批号
２０２１０６０８）、沙氏葡萄糖琼脂培养基（ＳＤＡ）（批号
２０２２０４２４）、甘露醇氯化钠琼脂培养基（ＭＳＡ）（批号
２０２２１２１３）、溴化十六烷基三甲铵琼脂（ＣＴＡＢ）（批号
２０２３０３０７）、洋葱伯克霍尔德菌群选择性琼脂培养基
（ＢＣＣＳＡ）（批号２０２３０５２５），均购自青岛高科园海博
生物技术有限公司。氯化镁（批号２０２２０１０５），国药
集团化学试剂有限公司生产。革兰氏染色液试剂盒

（批号２３０３０８）、蜡样芽孢杆菌干制生化鉴定试剂盒
（ＤＢＩ－０７，批号２３１１２１），均购自北京陆桥技术股份
有限公司。

１３　标准菌株
金黄色葡萄球菌（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓ）［ＣＭＣＣ

（Ｂ）２６００３］、铜绿假单胞菌（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓａｅｒｕｇｉｎｏ
ｓａ）［ＣＭＣＣ（Ｂ）１０１０４］，中国食品药品检验研究院；
洋葱伯克霍尔德菌（Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａｃｅｐａｃｉａ）［ＡＴＣＣ
ＢＡＡ－２４５］，美国菌种保藏管理中心。
２　实验方法
２１　控制菌检查和未知污染微生物分离培养
２１１　供试液制备及检查方法　取供试品１０ｇ，加
入中和剂１０％氯化镁溶液２０ｍＬ，摇匀后，加入 ｐＨ
７０无菌氯化钠蛋白胨缓冲液至１００ｍＬ，充分振摇
使混匀，作为１∶１０的供试液。取１０ｍＬ供试液进行
薄膜过滤，用 ｐＨ７０无菌氯化钠蛋白胨缓冲液进行
冲洗，冲洗量为每膜５００ｍＬ，冲洗后将薄膜无菌转移
至１００ｍＬＴＳＢ中。同时按照以上方法制备３份阳性
对照，分别加入不大于１００ｃｆｕ的金黄色葡萄球菌、
铜绿假单胞菌和洋葱伯克霍尔德菌，混匀，３０～３５℃
培养２４～４８ｈ，然后划线接种于 ＭＳＡ、ＣＴＡＢ、ＢＣＣＳＡ
等选择性培养琼脂和 ＴＳＡ平板上，３０～３５℃培养
２４～７２ｈ，观察平板上菌落生长情况。ＴＳＢ培养液划
线后立即寄往上海生工生物工程有限公司（简称上

海生工）进行基因组提取和高通量测序。

２１２　环境微生物采集　在样品处理完毕后立即
对实验室环境进行取样，用灭菌后的棉签分别收集

操作者无菌手套及无菌服、集菌仪表面、ＴＳＢ培养液、
ｐＨ７０蛋白胨缓冲液等可能污染源，于装有１００ｍＬ
ＴＳＢ的无菌袋中３２５℃培养１８～２４ｈ，用接种环取
培养液划线于ＴＳＡ平板上，３２５℃培养５ｄ，划线于
ＳＤＡ平板上，２３℃培养７ｄ。划线后立即将 ＴＳＢ培
养液寄往上海生工进行宏基因组提取和测序。另

外，检测环境的常规监控（浮游菌／沉降菌）在每次实
验过程中都会进行，以排除可能的空气污染。

２１３　菌种鉴定方法　将选择性平板和 ＴＳＡ平板
上的单菌落划线到营养琼脂上进行纯化培养，纯化

的菌落通过革兰氏染色、生物质谱法及１６ｓｒＤＮＡ基
因测序法进行初步鉴定，对前几种方法无法确认的

芽孢杆菌采用生化反应及芽孢杆菌特异性 ＰＣＲ方
法（具体条件见表 １）进行鉴定。针对某种芽孢杆
菌的特异性 ＰＣＲ方法能较好地鉴别枯草芽孢杆菌
群的某些近缘菌种与蜡样芽孢杆菌群，比如基于

ｇｙｒＡ基因［１０］、ｒｐｏＢ基因和 ｐａｎＣ基因［１１］的特异性

ＰＣＲ能较好地鉴别枯草芽孢杆菌、解淀粉芽孢杆菌
和蜡样芽孢杆菌群，但蜡样芽孢杆菌和苏云金芽孢

杆菌基因组几乎完全相同，唯一的区别是苏云金芽

孢杆菌在质粒上有编码蛋白毒素结晶体的 ｃｒｙ基
因［１２］，因此，还需要增加基于 ｃｒｙ基因的特异性
ＰＣＲ反应。
２１４　菌株分型方法　应用国际通用的多位点序
列分型（ＭＬＳＴ）法，对样品和环境中均检出的蜡样芽
孢杆菌进行菌株分型。蜡样芽孢杆菌采用 ｐｕｂＭＬＳＴ
网站（ｈｔｔｐ：／／ｐｕｂｍｌｓｔｏｒｇ）上公布的 ＰＣＲ引物。ＰＣＲ
扩增产物送往上海生工进行双向测序，将７个管家
基因的正反双向引物扩增产物的测序结果进行拼

接，并在ＰｕｂＭＬＳＴ数据库进行序列比对，得到相应的
序列号，将等位基因序列号在数据库上传后得到相

应的序列型（ＳＴ）。对于有基因变异和多态性位点变
异的序列，向数据库提交新序列的信息并申请新的

分离株号（ｉｓｏｌａｔｅ）和ＳＴ，将得到的分离株 ＳＴ采用在
线ＢＵＲＳＴ软件进行聚类分析。
２２　宏基因组测序法
２２１　扩增子测序法　委托上海生工进行基因组
提取、文库构建和测序，测序平台为Ｍｉｓｅｑ。１６ｓｒＲＮＡ
测序引物为 ３４１Ｆ（ＣＣＴＡＣＧＧＧＮＧＧＣＷＧＣＡＧ）和
８０５Ｒ（ＧＡＣＴＡＣＨＶＧＧＧＴＡＴＣＴＡＡＴＣＣ），ＩＴＳ测序引物
为ＩＴＳ１Ｆ（ＣＴＴＧＧＴＣＡＴＴＴＡＧＡＧＧＡＡＧＴＡＡ）和 ＩＴＳ２Ｒ
（ＧＣＴＧＣＧＴＴＣＴＴＣＡＴＣＧＡＴＧＣ），测序平台为 Ｉｌｌｕｍｉｎａ
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　　　　 表１　芽孢杆菌特异性ＰＣＲ引物
Ｔａｂ１　ＳｐｅｃｉｆｉｃＰＣＲｐｒｉｍｅｒｐａｉｒｓｆｏｒＢａｃｉｌｌｕｓ

细菌种类　　　　

（ｂａｃｔｅｒｉａｓｐｅｃｉｅｓ）　　　　

ＰＣＲ引物　

（ＰＣＲｐｒｉｍｅｒ）　

基因

（ｇｅｎｅ）

ＰＣＲ产物

（ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔ）／ｂｐ

参考文献

（ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ）

枯草芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ） Ｆ：ＡＡＧＣＣＧＴＧＡＡＡＴＴＡＴＣＧＣＡＧＡＣＴＣ ｉｌｖＤ ６４０ 自行设计（ｄｅｓｉｇｎｅｄｂｙｔｈｉｓｒｅｓｅａｒｃｈ）

Ｒ：ＣＧＣＣＧＣＣＣＧＣＴＴＣＧＴＧＡ

４２Ｆ：ＣＡＧＴＣＡＧＧＡＡＡＴＧＣＧＴＡＣＧＴＣＣＴＴ ｇｙｒＡ １０００ ［１０］

１０６６Ｒ：ＣＡＡＧＧＴＡＡＴＧＣＴＣＣＡＧＧＣＡＴＴＧＣＴ

解淀粉芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ） ４２Ｆ：ＣＡＧＴＣＡＧＧＡＡＡＴＧＣＧＴＡＣＧＴＣＣＴＴ ｇｙｒＡ １０００ ［１０］

１０６６Ｒ：ＣＡＡＧＧＴＡＡＴＧＣＴＣＣＡＧＧＣＡＴＴＧＣＴ

蜡样芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｃｅｒｅｕｓ） Ｆ：ＧＣＧＴＣＴＧＣＡＡＣＧＴＴＴＡＡＣＴＧＧ ｇｙｒＡ １０８４ ［１３］

Ｒ：ＴＧＴＣＧＣＴＡＣＣＴＣＴＴＧＣＴＣＡＴＣ

Ｆ：ＴＧＧＣＣＣＡＡＡＴＧＡＡＧＡＴ ｐａｎＣ ６００ 自行设计（ｄｅｓｉｇｎｅｄｂｙｔｈｉｓｒｅｓｅａｒｃｈ）

Ｒ：ＴＡＡＣＴＧＣＡＡＴＡＧＣＴＡＡＡＡＴＧＡＴ

Ｆ：ＣＧＧＧＧＣＡＡＡＣＡＴＴＡＡＧＡＧＡＡ ｉｌｖＤ ６００ ［１４］

Ｒ：ＧＧＴＴＣＴＧＧＴＣＧＴＴＴＣＣＡＴＴＣ

苏云金芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｔｈｕｒｉｎｇｉｅｎｓｉｓ） Ｆ：ＧＣＴＧＴＧＡＣＡＣＧＡＡＧＧＡＴＡＴＡＧＣＣＡＣ ｃｒｙ １６００ ［１５］

Ｒ：ＡＧＧＡＣＣＡＧＧＡＴＴＴＡＣＡＧＧＡＧＧ

ＭｉＳｅｑ。二代测序得到的 ｒｅａｄｓ首先根据重叠关系进
行拼接，区分样本后用 Ｃｕｔａｄａｐｔ和 ＰＲＩＮＳＥＱ软件对
序列质量进行质控和过滤，然后用 Ｕｓｅａｒｃｈ软件进行
ＯＴＵ聚类（９７％以上的序列相似度），用 ＢＬＡＳＴ软件
参考 ＮＣＢＩ数据库进行物种分类学分析（大于９７％
相似率，大于９０％覆盖率）。
２２２　宏基因组测序及ＭｅｔａＰｈｌａｎ分析　宏基因组测
序法采用二代高通量测序法，测序平台为 ＤＮＢＳＥＱ－
Ｔ７。具体步骤包括基因组ＤＮＡ片段化、文库构建、文
库质控和测序。测序数据分析包括数据评估及质

控、拼接组装、基因集构建和功能注释、基因集丰度

及丰度分析。首先对原始数据通过 Ｆａｓｔｐ进行质量
评估和数据过滤，测序数据分析应用 ＭｅｔａＰｈｌａｎ
（４０２），使用默认参数利用快速比对工具 ｂｏｗｔｉｅ２
与参比基因集（ｍａｒｋｅｒ）数据库（ｍｐａ＿ｖＯｃｔ２２＿
ＣＨＯＣＯＰｈｌＡｎＳＧＢ＿２０２２１２）进行比对，对宏基因组测
序数据进行每个样品菌群定性和定量分析，具体步

骤为参比基因组的确定、ｒｅａｄｓ与 ｍａｒｋｅｒ的比对和含
量的计算。

３　实验结果
３１　传统培养法分离得到的菌株鉴定及溯源

经过培养，阳性对照样品均在选择性平板上分

离得到目的菌金黄色葡萄球菌、铜绿假单胞菌及洋

葱伯克霍尔德菌，证明该药品微生物检查方法的可

行性。２批样品均未在选择性平板上分离得到目的
控制菌，而在ＴＳＡ平板上分离得到４株细菌，ＳＤＡ平
板上无真菌生长。环境样本在ＴＳＡ平板上分离得到
４株细菌，在ＳＤＡ平板上得到１株霉菌。

８株细菌染色结果除了菌株３２为革兰氏阳性
长杆菌外，其余均为革兰氏阳性有芽孢短杆菌。其

中，编号为９１－１、ＨＪ－１、ＨＪ－３的菌株符合蜡样芽
孢杆菌生化特征。通过生物质谱法、１６ｓｒＤＮＡ测序
法对检出细菌进行鉴定，并通过芽孢杆菌特异性

ＰＣＲ方法对检出芽孢杆菌进行鉴别（见表 ２）。批
号为 Ｄ２３００３的 ３个样品中分别检出蜡样芽孢杆
菌、土壤短芽孢杆菌（Ｂｒｅｖｉｂａｃｉｌｌｕｓａｇｒｉ）和类芽孢杆
菌（Ｐａｅｎｉｂａｃｉｌｌｕｓａｌｂｉｃｅｒｅｕｓ），批号为 Ｄ２２０１３的１个
样品（编号３２）中检出巴达维亚新芽孢杆菌（Ｎｅｏｂａ
ｃｉｌｌｕｓｂａｔａｖｉｅｎｓｉｓ）。检测环境中分离得到４株菌，经
鉴定２株为蜡样芽孢杆菌，１株为枯草芽孢杆菌，１
株为解淀粉芽孢杆菌。

对药品与环境中都检出的 ３株蜡样芽孢杆菌
（９１－１、ＨＪ－１、ＨＪ－３）及１株曾经在实验室环境中
检出并保存的蜡样芽孢杆菌（编号ＨＪ）进行ＭＬＳＴ分
型。参照ｐｕｂＭＬＳＴ网站上蜡样芽孢杆菌的 ＰＣＲ引
物序列对蜡样芽孢杆菌的７个管家基因进行ＰＣＲ扩
增，扩增产物测序结果在 ｐｕｂＭＬＳＴ网站上搜索得到
特异性等位基因编号，根据等位基因编号组合得到
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　　　　 表２　药品及检测环境中分离得到８株细菌的鉴定结果
Ｔａｂ２　Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆ８ｂａｃｔｅｒｉａｓｔｒａｉｎｓｉｓｏｌａｔｅｄｆｒｏｍｇｅｌｍｅｄｉｃｉｎｅｓａｎｄｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ

批号

（ｂａｔｃｈ
Ｎｏ．）

菌株

（ｓｔｒａｉｎ）

比对结果（百分比）［ｒｅｓｕｌｔｓ（ｐｅｒｉｄｅｎｔｉｔｙ）］

质谱结果

（ＭＡＬＩＤＩ－ＴＯＦ－ＭＳ）

１６ｓｒＤＮＡ比对结果
（ＴｈｅＢＬＡＳＴｒｅｓｕｌｔ
ｏｆ１６ｓｒＤＮＡ）

特异性ＰＣＲ产物比对结果（ｔｈｅＢＬＡＳＴｒｅｓｕｌｔｏｆｓｐｅｃｉｆｉｃＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔ）

ｇｙｒＡ ｐａｎＣ ｉｌｖＤ ＣＲＹ

Ｄ２３００３ ９１－１ 蜡样芽孢杆菌群

（Ｂａｃｉｌｌｕｓｃｅｒｅｕｓ
ｇｒｏｕｐ）（９９９％）

蜡样芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ
ｃｅｒｅｕｓ）（９９７９％）

蜡样芽孢杆菌／苏云
金芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ
ｃｅｒｅｕｓ／ｔｈｕｒｉｎｇｉｅｎｓｉｓ）
（９８８６％）

蜡样芽孢杆菌／苏云
金芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ
ｃｅｒｅｕｓ／ｔｈｕｒｉｎｇｉｅｎｓｉｓ）
（９９１８％）

蜡样芽孢杆菌

（Ｂａｃｉｌｌｕｓｃｅｒｅｕｓ）
（９９２７％）

无ＰＣＲ产物（ｎｏ
ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔ）

９１－２ 短芽孢杆菌属

（Ｂｒｅｖｉｂａｃｉｌｌｕｓｓｐｐ）
（９９９％）

土壤短芽孢杆菌（Ｂｒｅｖｉ
ｂａｃｉｌｌｕｓａｇｒｉ）（９９５８％）

／ ／ ／ ／

４０ 无对应数据（ｎｏ
ｒｅｃｏｒｄｉｎｄａｔａｂａｓｅ）

类芽孢杆菌（Ｐａｅｎｉｂａｃｉｌ
ｌｕｓａｌｂｉｃｅｒｅｕｓ）（９９０３％）

／ ／ ／ ／

Ｄ２２０１３ ３２ 无对应数据（ｎｏ
ｒｅｃｏｒｄｉｎｄａｔａｂａｓｅ）

巴达维亚新芽孢杆菌

（Ｎｅｏｂａｃｉｌｌｕｓｂａｔａｖｉｅｎｓｉｓ）
（９９５３％）

／ ／ ／ ／

ＨＪ４ ＨＪ－１ 蜡样芽孢杆菌群

（Ｂａｃｉｌｌｕｓｃｅｒｅｕｓ
ｇｒｏｕｐ）

热带／副覃状／蜡样／淤
泥／白色芽孢杆菌
（Ｂａｃｉｌｌｕｓｔｒｏｐｉｃｓ／ｐａｒａｍｙ
ｃｏｉｄｅｓ／ｃｅｒｅｕｓ／ｌｕｔｉ／ａｌｂｕｓ）
（９９５８％）

副炭疽／蜡样芽孢杆
菌 （Ｂａｃｉｌｌｕｓｐａｒａｎ
ｔｈｒａｃｉｓ／ｃｅｒｅｕｓ）
（９９５２％）

副炭疽／蜡样芽孢
杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｐａｒ
ａｎｔｈｒａｃｉｓ／ｃｅｒｅｕｓ）
（９９３４％）

副炭疽芽孢杆菌

（Ｂａｃｉｌｌｕｓｐａｒａｎｔｈ
ｒａｃｉｓ）（９９８０％）

无ＰＣＲ产物（ｎｏ
ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔ）

ＨＪ－２ 枯草／解淀粉／死谷
芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ
ｓｕｂｔｉｌｉｉｓ／ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａ
ｃｉｅｎｓ／ｖａｌｌｉｓｍｏｒｔｉｓ）

卢戈斯芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌ
ｌｕｓｒｕｇｏｓｕｓ）（９９５３％）

斯皮宰曾氏芽孢杆

菌 （Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｐｉｚｉｚｅ
ｎｉｉ）（９９２８％）

／ 枯草芽孢杆菌

（Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ）
（９９８５％）

／

ＨＪ５ ＨＪ－３ 蜡样芽孢杆菌群

（Ｂａｃｉｌｌｕｓｃｅｒｅｕｓ
ｇｒｏｕｐ）

蜡样芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ
ｃｅｒｅｕｓ）（９９９３％）

／ 蜡样芽孢杆菌

（Ｂａｃｉｌｌｕｓｃｅｒｅｕｓ）
（９９１７％）

蜡样芽孢杆菌／
苏云金芽孢杆菌

（Ｂａｃｉｌｌｕｓｃｅｒｅｕｓ／
ｔｈｕｒｉｎｇｉｅｎｓｉｓ）
（９９４５％）

无ＰＣＲ产物（ｎｏ
ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔ）

ＨＪ－４ 枯草／解淀粉／死谷
芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ
ｓｕｂｔｉｌｉｉｓ／ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａ
ｃｉｅｎｓ／ｖａｌｌｉｓｍｏｒｔｉｓ）

死谷芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ
ｖａｌｌｉｓｍｏｒｔｉｓ）（９９７１％）

解淀粉芽孢杆菌

（Ｂａｃｉｌｌｕｓａｍｙｌｏｌｉｑｕｅ
ｆａｃｉｅｎｓ）（９９８９％）

／ ／ ／

每个菌株的ＳＴ。其中２株蜡样芽孢杆菌无对应的ＳＴ，
将相关序列上传至ｐｕｂＭＬＳＴ网站，得到新的分离株号
和ＳＴ。将得到的分离株ＳＴ采用在线ＢＵＲＳＴ算法（参
数ｎ－４）进行聚类分析，结果显示药品中的蜡样芽孢

杆菌与环境中的２株蜡样芽孢杆菌聚为同一组（Ｇｒｏｕｐ
１），且与保存的原实验室环境菌ＨＪ最接近（７个位点
中有５个位点相同），说明药品中的蜡样芽孢杆菌极有
可能来源于检测环境的污染。见表３。

表３　蜡样芽孢杆菌菌株的ＭＬＳＴ分型结果
Ｔａｂ３　ＭＬＳＴｒｅｓｕｌｔｓｏｆ４Ｂａｃｉｌｌｕｓｃｅｒｅｕｓｓｔｒａｉｎｓ

菌株

（ｓｔｒａｉｎ）

等位基因（ａｌｌｅｌｅ）

ｇｌｐＦ ｇｍｋ ｉｌｖＤ ｐｔａ ｐｙｃＡ ｐｕｒＨ ｔｐｉＡ

等位基因编号

（ａｌｌｅｌｉｃｐｒｏｆｉｌｅ）

ＢＵＲＳＴ聚类结果

（ｃｌｕｓｔｅｒｒｅｓｕｌｔｏｆＢＵＲＳＴ）

９１－１ １３ ８ ９ １１ １２ ４ ２９ ３２５７ Ｇｒｏｕｐ１

ＨＪ－１ ３ ２ ３１ ５ ３ １６ ４ ２６ ｓｉｎｇｌｅｔｏｎ

ＨＪ－３ １２２ ８ ８ ５８ １２ ９ １０ ３２５８ Ｇｒｏｕｐ１

ＨＪ １３ ８ ９ １１ １２ ９ ５３ ２５７３ Ｇｒｏｕｐ１

３２　宏基因组测序结果分析
对培养法分离得到的细菌菌种与扩增子测序、

宏基因组测序得到的细菌菌种进行比较，结果见表

４。培养法得到的细菌基本上都能体现在扩增子测
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序和宏基因组测序结果中，且宏基因组测序比扩增

子测序所得细菌在种水平上与培养法更一致。比

如，扩增子测序将样本中普遍存在的蜡样芽孢杆菌

鉴定为魏德曼芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｗｉｅｄｍａｎｎｉｉ），其他
细菌也基本只鉴定到属水平；宏基因组测序Ｍｅｔａｐｈｌａｎ
分析虽然在新芽孢杆菌（Ｎｅｏｂａｃｉｌｌｕｓ）种的鉴定上与培
养法不一致，但在其他菌种上完全一致，尤其是在环境

样本ＨＪ４和ＨＪ５中检出含量极低的枯草芽孢杆菌Ｂａ
ｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓＳＧＢ７７８８（０００６％）和解淀粉芽孢杆菌
ＢａｃｉｌｌｕｓｖｅｌｅｚｅｎｓｉｓＳＧＢ７７８５（００２％），与培养法在环境
中分离得到的２株细菌ＨＪ－２和ＨＪ－４完全一致。

扩增子测序和宏基因组测序得到菌种信息都多

于培养法，且扩增子测序菌种信息多于宏基因组测

序的 ＭｅｔａＰｈｌａｎ分析结果。比如扩增子测序在药品
４０和９１－１及环境样本ＨＪ４中检出其他方法都未检
出的新芽孢杆菌，在药品９１－１和环境样本 ＨＪ５中
检出其他方法都未检出的土壤短芽孢杆菌（Ｂｒｅｖｉ
ｂａｃｉｌｌｕｓａｇｒｉ），在环境样本 ＨＪ４中检出其他方法都未
检出的类芽孢杆菌。原因可能是环境中这些细菌的

含量极低，培养法和宏基因组测序法都未能检测到，

但是扩增子测序通过ＰＣＲ扩增得到这几种细菌的信
息，说明扩增子测序在检测痕量菌种时优势。

扩增子测序与宏基因组测序结果均显示药品和

环境样本中普遍存在蜡样芽孢杆菌菌群，采用培养

法只在１个样品中分离得到蜡样芽孢杆菌，ＭｅｔａＰｈ
ｌａｎ分析结果显示药品３２、９１－１、９１－２中的蜡样芽
孢杆菌与环境样本ＨＪ４和ＨＪ５中的蜡样芽孢杆菌属
于同一组ＢａｃｉｌｌｕｓｃｅｒｅｕｓＳＧＢ７６９７，与培养法所得菌株
ＭＬＳＴ分型结果一致，显示药品中的蜡样芽孢杆菌极
有可能来自检测环境的污染。Ｍｅｔａｐｈｌａｎ分析结果还
发现，环境样本 ＨＪ４中含有另外１组蜡样芽孢杆菌
ＢａｃｉｌｌｕｓｃｅｒｅｕｓＳＧＢ７７０３，在其他样本中均未发现该菌
组，该结果也与培养法得到环境菌株ＨＪ－１在 ＭＬＳＴ
分型中单独归为一类相符合。

４　讨论
本研究采用传统培养法、扩增子测序法和宏全

基因组测序法，对２批药品及检测环境中的污染微
生物进行鉴定，３种方法均在药品样本中检出土壤短
芽孢杆菌、类芽孢杆菌和新芽孢杆菌，并在药品和环

境样本中都检出蜡样芽孢杆菌。宏基因组测序

ＭｅｔａＰｈｌａｎ分析结果显示环境样本ＨＪ４中含有２组不
同的蜡样芽孢杆菌菌株，其中含量较高的 １组

（ＳＧＢ７６９７）在药品样本及环境样本 ＨＪ５中均有检
出，该结果与培养法的溯源结果一致，都显示药品中

的蜡样芽孢杆菌来源于检测环境；另外１组含量较
低的蜡样芽孢杆菌（ＳＧＢ７７０３）与培养法得到菌株
ＨＪ－１在ＭＬＳＴ分型中单独归为一类相符合。与培养
法和宏基因组测序结果不同，扩增子测序还在环境

样本中检出少量的土壤短芽孢杆菌、类芽孢杆菌和

新芽孢杆菌，因此不能排除药品中的这３种污染菌
也可能来源于检测环境的假设。另外，鉴于蜡样芽

孢杆菌等芽孢杆菌属为环境中普遍存在的污染菌，

并不能完全排除药品在生产环境中就已经被污染这

一可能性，建议生产厂家进一步分析生产环境。

３种检测方法各有优缺点：传统培养法可以在菌
株水平上分析微生物的生理代谢，但这种方法无法

掌握样品中绝大部分菌种信息［１６］；基于二代测序的

扩增子测序技术可免培养且进行群落分析，具有通

量高、准确率高、可定性及价格低廉等优点［１７－１８］，可

以全面、快速地对污染微生物多样性进行分析，但由

于只可识别部分高变区扩增和测序靶点，导致对微

生物的鉴定仅精确到属水平［３］，且无法从全基因组

水平上进行菌株水平的溯源；宏全基因组测序对环

境样品中所有微生物基因组 ＤＮＡ进行高通量测序，
然后进行序列组装和基因注释，获得可培养和不可

纯培养微生物的基因组序列，分析该环境下所有微

生物的物种分类、基因功能等信息，但也存在成本较

高、检测时间较长、对痕量菌种无法鉴别等劣势。基

于宏全基因组测序的菌株水平分析分为无参考基因

组 （无参）的组装分析和有参考基因组 （有参）的

比对分析两大类。有参比对的菌株分析方法又分为

基于ＳＮＰ进行识别和基于基因组成（ｇｅｎｅｔｉｃｃｏｎｓｔｉｔｕ
ｔｉｏｎ）差异进行识别。基于 ＳＮＰ的分析方法是菌株
分析算法的主流，利用的是宏基因组数据中单碱基

水平的信息，通过使用宏基因组片段序列和参考序

列 （全基因组或标记基因）的比对结果进行 ＳＮＰ位
点的等位基因相对比例分析，最后根据这些比例信

息，推算菌株的组成［１９］。其中，ＭｅｔａＰｈｌａｎ可以标记
基因定位到亚种级别，进一步实现菌株级别溯源。

基于株水平的宏基因组学方法不仅能准确识别菌株

间亲缘关系，还能节省样本分离纯培养时间，同时有

助于更全面发现具有潜在风险的细菌物种，在药品

微生物鉴定与溯源分析中具有重要的应用价值。但

无论是扩增子测序还是宏全基因组测序，都存在
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　　　　 表４　扩增子测序、宏全基因组测序优势细菌与培养法得到菌种比较
Ｔａｂ４　Ｂａｃｔｒｉａｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｃｕｌｔｕｒｉｎｇｍｅｔｈｏｄａｎｄｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｍｅｔｈｏｄｓ

样本号　
（ｓａｍｐｌｅ　
Ｎｏ）　

培养法分离得到细菌

（ｂａｃｔｒｉａｉｓｏｌａｔｅｄｂｙ
ｃｕｌｔｕｒｉｎｇｍｅｔｈｏｄ）

扩增子测序优势细菌

（ｄｏｍｉｎａｎｔｂａｃｔｒｉａｉｎＡｍｐｌｉｃｏｎ
ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｒｅｓｕｌｔ）

宏基因组测序结果ＭｅｔａＰｈｌａｎ分析
（ＭｅｔａＰｈｌａｎａｎａｌｙｓｉｓｏｆｍｅｔａｇｅｎｏｍｉｃｓ

ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｒｅｓｕｌｔ）

３２ 巴达维亚新芽孢杆菌（Ｎｅｏｂａｃｉｌｌｕｓｂａｔａｖｉ
ｅｎｓｉｓ）

内生新芽孢杆菌（Ｎｅｏｂａｃｉｌｌｕｓｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃｕｓ）
（９９９９％）

吉达新芽孢杆菌（ＮｅｏｂａｃｉｌｌｕｓｊｅｄｄａｈｅｎｓｉｓＳＧＢ３０２４１）
（９９６４％）

魏德曼氏芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｗｉｅｄｍａｎｎｉｉ）
（０００７％）

蜡样芽孢杆菌（ＢａｃｉｌｌｕｓｃｅｒｅｕｓＳＧＢ７６９７）（０３６％）

４０ 类芽孢杆菌（Ｐａｅｎｉｂａｃｉｌｌｕｓａｌｂｉｃｅｒｅｕｓ） 类芽孢杆菌（Ｐａｅｎｉｂａｃｉｌｌｕｓｓｐ．ＵｎｉＢ２）
（８９６％）

类芽孢杆菌（ＰａｅｎｉｂａｃｉｌｌｕｓａｌｂｉｃｅｒｅｕｓＳＧＢ８２３５７）
（１００％）

魏德曼氏芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｗｉｅｄｍａｎｎｉｉ）
（２０％）
玛斯格雷芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｍａｓｓｉｌｉｇｌａｃｉｅｉ）
（１９％）
内生新芽孢杆菌（Ｎｅｏｂａｃｉｌｌｕｓｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃｕｓ）
（００３％）

９１－１ 蜡样芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｃｅｒｅｕｓ） 魏德曼氏芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｗｉｅｄｍａｎｎｉｉ）
（９９９９％）

蜡样芽孢杆菌（ＢａｃｉｌｌｕｓｃｅｒｅｕｓＳＧＢ７６９７）（１００％）

内生新芽孢杆菌（Ｎｅｏｂａｃｉｌｌｕｓｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃｕｓ）
（０００３％）
土壤短芽孢杆菌（Ｂｒｅｖｉｂａｃｉｌｌｕｓａｇｒｉ）
（０００２％）

９１－２ 土壤短芽孢杆菌（Ｂｒｅｖｉｂａｃｉｌｌｕｓａｇｒｉ） 土壤短芽孢杆菌（Ｂｒｅｖｉｂａｃｉｌｌｕｓａｇｒｉ）
（９９９７％）

土壤短芽孢杆菌（ＢｒｅｖｉｂａｃｉｌｌｕｓａｇｒｉＳＧＢ７３３０）
（９９９９％）

魏德曼氏芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｗｉｅｄｍａｎｎｉｉ）
（００３％）

蜡样芽孢杆菌（ＢａｃｉｌｌｕｓｃｅｒｅｕｓＳＧＢ７６９７）（００１％）

ＨＪ４ 蜡样芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｃｅｒｕｓ） 魏德曼氏芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｗｉｅｄｍａｎｎｉｉ）
（９５２％）

蜡样芽孢杆菌（ＢａｃｉｌｌｕｓｃｅｒｅｕｓＳＧＢ７６９７）（９８３４％）

类芽孢杆菌（Ｐａｅｎｉｂａｃｉｌｌｕｓｓｐ．ＵｎｉＢ２）
（２１％）

蜡样芽孢杆菌（ＢａｃｉｌｌｕｓｃｅｒｅｕｓＳＧＢ７７０３）（１２６％）

玛斯格雷芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｍａｓｓｉｌｉｇｌａｃｉｅｉ）
（００３％）

地衣芽孢杆菌（ＢａｃｉｌｌｕｓｌｉｃｈｅｎｉｆｏｒｍｉｓＳＧＢ７７８０）
（０３４％）

枯草芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ） 内生新芽孢杆菌（Ｎｅｏｂａｃｉｌｌｕｓｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃｕｓ）
（００３％）

溶血葡萄球菌（ＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓＳＧＢ７８６１）
（００６％）
枯草芽孢杆菌（ＢａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓＳＧＢ７７８８）（００００６％）

ＨＪ５ 蜡样芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｃｅｒｅｕｓ） 魏德曼氏芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｗｉｅｄｍａｎｎｉｉ）
（９９９９８％）

蜡样芽孢杆菌（ＢａｃｉｌｌｕｓｃｅｒｅｕｓＳＧＢ７６９７）（９９９８％）

解淀粉芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａ
ｃｉｅｎｓ）

土壤短芽孢杆菌（Ｂｒｅｖｉｂａｃｉｌｌｕｓａｇｒｉ）
（０００２％）

解淀粉芽孢杆菌（ＢａｃｉｌｌｕｓｖｅｌｅｚｅｎｓｉｓＳＧＢ７７８５）
（００２％）

一定的测序偏差，参比数据库不够全面，无法区分死

活菌等缺陷，因此，还需与培养法相结合，才能更加

全面准确地进行药品污染菌的分析及溯源。
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