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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　利用宏基因组测序法和分离培养法同时对
两批中成药及检测实验室环境取样中的细菌进行鉴定和分型。宏基因组测序结果通过ＭｅｔａＰｈｌａｎ和ＳｔｒａｉｎＳｉｆｔｅｒ软件进行菌株
水平的分析。结果　经宏基因测序发现，药品与环境中均有大量的蜡样芽孢杆菌污染，且药品Ｂ１８与环境样本ＨＪ２中含有相
同的蜡样芽孢杆菌菌组。培养法从药品和环境中共分离得到的５株蜡样芽孢杆菌，通过蜡样芽孢杆菌特异性聚合酶链式反应
（ＰＣＲ）扩增基因ｇｙｒＡ和ｐａｎＣ序列构建ＮＪ进化树，以及多位点序列分型（ＭＬＳＴ），结果均显示药品Ｂ１８中的蜡样芽孢杆菌菌
株与环境样本ＨＪ２的菌株同组。结论　宏基因组测序技术是可靠的，且相比培养法，能够更全面发现具有潜在风险的细菌物
种，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。
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　　药品微生物控制是药品质量保证的重要组成部
分，药品污染微生物不仅直接影响药品的有效性，更

有可能危及用药患者的生命安全。虽然有 ＧＭＰ标
准和药品召回制度对药品安全进行监管，药品微生

物污染事件仍然时有发生。２０１３—２０１９年统计的
中国、美国、澳大利亚、日本和新加坡药品召回事件

中，４２８次召回涉及微生物污染，占药品召回总数的
３８６％［１］。传统的微生物限度检查法只能对可以培

养的微生物进行检测，而生态环境中可培养的微生

物仅占所有微生物种类的约１％［２］，因此非培养依

赖技术如宏基因组技术在分析微生物多样性及其群

落结构的研究中得到了广泛应用。
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目前宏基因组研究主要集中在细菌的属、种水

平，具体包括研究样本中细菌群落组成、物种丰度以

及新物种的发现［３４］、基因功能多样性［５］、细菌与宿

主之间的相互作用［６］等。随着测序技术和分析软

件的发展，将宏基因组测序技术应用在细菌的株水

平已成为可能［７］。对样本和环境中相同菌种不同

菌株的分析，有助于识别菌株间的亲缘关系及可能

的污染途径。宏基因组菌株水平分析已经应用到食

品污染［８］和院内感染爆发［９］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。

宏基因组菌株水平分析，主要可分为无参考基

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

为基于单核苷酸多态性（ＳＮＰ）进行识别和基于基因
组成 （ｇｅｎｅｔｉｃｃｏｎｓｔｉｔｕｔｉｏｎ）差异进行识别两种分析
方法。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［１０］。其中 ＭｅｔａＰｈｌＡｎ［１１］可以标记基因定位到
亚种级别。如果样品量足够，可通过 ＳｔｒａｉｎＰｈｌＡｎ［１２］

进一步实现菌株级别溯源。而以 ＳｔｒａｉｎＳｉｆｔｅｒ［１３］为
代表的基于全基因组信息进行深度的宏基因组菌株

分析，虽然它１次只能针对１个参考基因组，但它能
更全面利用测序数据，主要用于快速并准确地检测

样品中是否存在特定菌株及其旁系。利用基因谱组

成的判定方法有 ＳｔｒａｉｎＰａｎＤａ［１４］和 ＰａｎＰｈｌＡｎ［１５］，其
中ＰａｎＰｈｌＡｎ只能反映每个样品的基因谱以用于判
定样品间的相似程度，无法定量和识别共存菌株，而

ＳｔｒａｉｎＰａｎＤａ在其基础上进行了谱系解析，能反馈具
体菌株的构成比例和对应基因谱。但这两个方法对

具有同类菌株的样品数量要求较高。

本研究对两批中成药样本及两次环境取样进行

分析，基于宏基因组测序数据，通过 ＭｅｔａＰｈｌＡｎ比较
了样本和环境的相似菌种，并再利用ＳｔｒａｉｎＳｉｆｔｅｒ确定
潜在污染。然后通过传统培养法作为参照进一步确

定中成药及环境中的污染细菌高度同源。为药品中

污染细菌的鉴定和分型提供新的方法和技术参考。

１　实验材料、主要仪器与试剂
１１　实验材料

实验选取的两批中成药，分别为乳癖消片（编

号Ｂ１８）和胚宝胶囊（编号 Ｂ２０）。环境样本两次取

样（分别编号 ＨＪ１和 ＨＪ２）均采集自本院药品微生
物限度检查室，包括洁净工作台面、水浴锅、匀浆器、

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　仪器和试剂

水浴锅（ＤＫＳ２４，上海精宏实验设备有限公
司）；匀浆器（ＨＴＹ７６１，浙江泰林生命科学有限公
司）；恒温培养箱（ＫＢ２４０）（德国 ＢＲＡＮＤ公司）；
ＰＣＲ扩增仪（ＭｙＣｙｃｌｅｒ）、水平电泳仪（ＭｉｎｉＰＲＯＴＥ
ＡＮＴｅｔｒａ）、凝胶成像系统（ＧｅｌＤｏｃＸＲ）（美国 ＢＩＯ
ＲＡＤ公司）；全自动快速微生物质谱系统（ＶＩＴＥＫ
ＭＳ）、全自动微生物鉴定及药敏分析系统（ＶＩＴＥＫ２
Ｃｏｍｐａｃｔ）、测序仪（ＮｏｖａＳｅｑ６０００ｓｅｑｕｅｎｃｅｒｓ）（美国
Ｉｌｌｕｍｉｎａ公司）；Ｅｚｕｐ柱式细菌基因组 ＤＮＡ抽提试
剂盒（Ｂ５１８２５５０１００）（上海生工）；胰酪胨大豆液体
培养基（ＴＳＢ，批号 ２０２１０６０８）、胰酪胨大豆琼脂培
养基（ＴＳＡ，批号 ２０２２０５０５）、ｐＨ７０氯化钠蛋白胨
缓冲液（批号２０２３０８０７）（青岛海博生物科技股份有
限公司）；营养琼脂（批号 ２３０９０８，北京陆桥技术股
份有限公司）。

２　实验方法
２１　样本采集

参照２０２０年版《中国药典》四部１１０５非无菌产
品微生物限度检查法，在洁净区域无菌条件下称取

样品１０ｇ于封口无菌袋中，加入 ＴＳＢ制成１００ｍＬ
供试液，然后按照以下方法混匀样品：胶囊类样品在

４５℃水浴锅中进行溶解，片剂类样品置于匀浆器中
９０００ｒ·ｍｉｎ－１混匀１ｍｉｎ。取１ｍＬ供试液用 ｐＨ
７０氯化钠蛋白胨缓冲液进行１０倍稀释，取原液和
稀释液１ｍＬ分别加入到无菌培养皿中，倾注胰酪胨
大豆琼脂培养基（ＴＳＡ）在（３２５±０５）℃进行５ｄ
需氧菌培养。剩下的供试液（编号 Ｂ１８和 Ｂ２０）在
３２５℃培养箱中培养１８～２４ｈ，然后送往上海生工
生物工程有限公司进行基因组抽提和宏基因组测序

分析。同时用无菌棉签擦拭检测人员无菌手套、无菌

服、水浴锅、匀浆器、ＴＳＢ培养基、ｐＨ７０氯化钠蛋白
胨缓冲液等检测环境样本到不同的ＴＳＡ平板上进行
传统培养，然后将所有采样过的无菌棉签放入同一袋

ＴＳＢ培养液（编号ＨＪ１和ＨＪ２），在３２５℃培养１８～
２４ｈ后送往上海生工进行宏基因组测序。
２２　宏基因组测序及菌株水平分析

宏基因组测序法采用二代高通量测序法

（ＮｏｖａＳｅｑ６０００，Ｉｌｌｕｍｉｎａ），具体步骤包括基因组
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ＤＮＡ片段化、文库构建、文库质控和测序。测序数据
分析应用 ＭｅｔａＰｈｌａｎ（ＭｅｔａＰｈｌａｎ４０２）和 ＳｔｒａｉｎＳｉｆｔｅｒ
软件。ＭｅｔａＰｈｌａｎ（使用默认参数）是利用快速比对工
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。 ＳｔｒａｉｎＳｉｆｔｅｒ（ｈｔｔｐｓ：／／
ｇｉｔｈｕｂｃｏｍ／ｂｈａｔｔｌａｂ／ｓｔｒａｉｎｓｉｆｔｅｒ）使用其 ｓｎａｋｅｍａｋｅ
流程（ｄｅｆａｕｌｔ参数），用 ＧＣＦ００２２２０２８５作为参考基
因组进行全基因组的ＳＮＰ分析。
２３　单菌落分离、纯化和鉴定

按２０２０年版《中国药典》四部非无菌产品微生
物限度检查法，需氧菌用 ＴＳＡ培养基在３２５℃培
养５ｄ。每天观察平板并挑取单菌落到营养琼脂上
进行分离纯化。将纯化的细菌单菌落通过生物质谱

（ＶＩＴＥＫＭＳ）和微生物自动鉴定系统（ＶＩＴＥＫ２
Ｃｏｍｐａｃｔ）进行鉴定，同时用上海生工的柱式细菌基
因组抽提试剂盒提取基因组，通过１６ｓｒＲＮＡ全长ＰＣＲ
扩增测序、蜡样芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｃｅｒｅｕｓ）特异性ＰＣＲ
反应进行分子鉴定。蜡样芽孢杆菌特异性ＰＣＲ采用
扩增基因和引物见表１。ＰＣＲ扩增产物送上海生工
生物工程有限公司进行双向测序，将双向测序拼接结

果序列通过ＮＣＢＩ的ＢＬＡＳＴ比对算法得到相似度最
高的菌种，并利用 ＭＥＧＡ１１软件采用 Ｋ２Ｐ算法和
Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ＝１０００参数构建ＮｅｉｇｈｂｏｒＪｏｉｎｉｎｇ进化树。

表１　蜡样芽孢杆菌群特异性ＰＣＲ扩增基因及引物

Ｔａｂ１　ＳｐｅｃｉｆｉｃＰＣＲｐｒｉｍｅｒｐａｉｒｓｆｏｒＢａｃｉｌｌｕｓｃｅｒｅｕｓ

Ｇｅｎｅ　
Ｐｒｉｍｅｒ　　　　
ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　　　　

ＰＣＲ
ｐｒｏｄｕｃｔｓ／ｂｐ

Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ

ｇｙｒＡ Ｆ：ＧＣＧＴＣＴＧＣＡＡＣＧＴＴＴＡＡＣＴＧＧ
Ｒ：ＴＧＴＣＧＣＴＡＣＣＴＣＴＴＧＣＴＣＡＴＣ

１０８４ ［１４］

ｐａｎＣ Ｆ：ＴＧＧＣＣＣＡＡＡＴＧＡＡＧＡＴ
Ｒ：ＴＡＡＣＴＧＣＡＡＴＡＧＣＴＡＡＡＡＴＧＡＴ

６００ Ｄｅｓｉｇｎｅｄｂｙ
ｔｈｉｓｒｅｓｅａｒｃｈ

ｃｒｙ Ｆ：ＡＧＧＡＣＣＡＧＧＡＴＴＴＡＣＡＧＧＡＧＧ
Ｒ：ＧＣＴＧＴＧＡＣＡＣＧＡＡＧＧＡＴＡＴＡＧＣＣＡＣ

１６００～１７００ ［１５］

２４　蜡样芽孢杆菌菌株分型
根据ＰｕｂＭＬＳＴＤａｔａｂａｓｅｓ中蜡样芽孢杆菌多位

点序列分型（ＭＬＳＴ）方案（ｈｔｔｐ：／／ｐｕｂｍｌｓｔｏｒｇ／ｏｒｇａｎ
ｉｓｍｓ／ｂａｃｉｌｌｕｓｃｅｒｅｕｓ／ｐｒｉｍｅｒｓ）选择７个管家基因（表
２）进行ＰＣＲ扩增，将正反双向引物扩增产物的测序
结果进行拼接并上传至 ＰｕｂＭＬＳＴＤａｔａｂａｓｅ进行基
因序列比对，得到相应的 ＡｅｌｌｅＩＤ，将比对过的７个
等位基因序列号上传后得到相应的序列类型 ＭＬＳＴ

ｐｒｏｆｉｌｅｓ。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分离株的信息并申请新的

分离株号（ＩＤ）和序列类型（ＳＴ）。采用在线 ＢＵＲＳＴ
（ｎ４）算法进行分离株聚类分析。

表２　蜡样芽孢杆菌７个管家基因ＰＣＲ扩增引物及条件
Ｔａｂ２　ＰｒｉｍｅｒｐａｉｒｓａｎｄＰＣＲｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓｆｏｒｓｅｖｅｎａｌｌｅｌｅｓｏｆ
ｂａｃｉｌｌｕｓｃｅｒｅｕｓ

Ｇｅｎｅ　 Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　　 Ａｎｎｅａｌｉｎｇｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ／℃

ｇｌｐＦ Ｆ：ＧＣＧＴＴＴＧＴＧＣＴＧＧＴＧＴＡＡＧＴ
Ｒ：ＣＴＧＣＡＡＴＣＧＧＡＡＧＧＡＡＧＡＡＧ

５９

ｇｍｋ Ｆ：ＡＴＴＴＡＡＧＴＧＡＧＧＡＡＧＧＧＴＡＧＧ
Ｒ：ＧＣＡＡＴＧＴＴＣＡＣＣＡＡＣＣＡＣＡＡ

５６

ｉｌｖＤ Ｆ：ＣＧＧＧＧＣＡＡＡＣＡＴＴＡＡＧＡＧＡＡ
Ｒ：ＧＧＴＴＣＴＧＧＴＣＧＴＴＴＣＣＡＴＴＣ

５８

ｐｔａ Ｆ：ＧＣＡＧＡＧＣＧＴＴＴＡＧＣＡＡＡＡＧＡＡ
Ｒ：ＴＧＣＡＡＴＧＣＧＡＧＴＴＧＣＴＴＣＴＡ

５６

ｐｙｃＡ Ｆ：ＧＣＧＴＴＡＧＧＴＧＧＡＡＡＣＧＡＡＡＧ
Ｒ：ＣＧＣＧＴＣＣＡＡＧＴＴＴＡＴＧＧＡＡＴ

５７

ｔｐｉ Ｆ：ＧＣＣＣＡＧＴＡＧＣＡＣＴＴＡＧＣＧＡＣ
Ｒ：ＣＣＧＡＡＡＣＣＧＴＣＡＡＧＡＡＴＧＡＴ

５８

ｐｕｒ Ｆ：ＣＴＧＣＴＧＣＧＡＡＡＡＡＴＣＡＣＡＡＡ
Ｒ：ＣＴＣＡＣＧＡＴＴＣＧＣＴＧＣＡＡＴＡＡ

５６

３　结　果
３１　宏基因组测序菌株水平分析结果

经过测序数据质控、拼接及聚类分析得到物

种信息见表 ３，芽孢杆菌属（Ｂａｃｉｌｌｕｓ）蜡样芽孢杆
菌种在两个药品样本和环境样本 ＨＪ２中都是含量
最高的属种，也是唯一在样品和检测环境中都出

现的菌种。不动杆菌属（Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ）在检测环境
样本 ＨＪ１和 ＨＪ２中的含量分别占第一和第二，但
是在样品中没有出现，排除了其污染的可能性。

ＭｅｔａＰｈｌａｎ结果（表３）显示Ｂ１８和ＨＪ２中含有相同
的蜡样芽孢杆菌组 ＳＧＢ７６９７，可推测存在检测环
境对样品的污染。而使用信息更全面的 ＳｔｒａｉｎＳｉｆｔ
ｅｒ方法验证结果（表４），显示 Ｂ１８与 ＨＪ２的基因
组 ＳＮＰ差异在３个样本的两两比较中最小，进一
步佐证了 ＭｅｔａＰｈｌａｎ结果的推测。综上所述，两种
宏基因组分析方法的结果均证明 Ｂ１８与 ＨＪ２最接
近，暗示了样品的污染源。

３２　培养法菌株鉴定及分型
基于宏基因组测序结果，我们重点关注在样品

和检测环境中存在的蜡样芽孢杆菌群。从样品

Ｂ１８、Ｂ２０中各分离得到１株细菌（分别编号为 Ｂ１８
和Ｂ２０），从检测环境样本中分离得到３株细菌（分
别编号为 ＨＪ１、ＨＪ２、ＨＪ３）。以上 ５株菌的
１６ｓｒＲＮＡ测序、生物质谱与 ＶＩＴＥＫ２ｃｏｍｐａｃｔ鉴定系
统的结果均为蜡样芽孢杆菌群，无法鉴定到种。结

合ｇｙｒＡ、ｐａｎＣ和ｃｒｙ基因的 ＰＣＲ扩增结果，特异性
·３４０１·

中国药学杂志２０２４年６月第５９卷第１１期　　　　　　　　　　 ＣｈｉｎＰｈａｒｍＪ，２０２４Ｊｕｎｅ，Ｖｏｌ５９Ｎｏ１１



　　　　表３　４个样本宏基因组测序菌株水平分析的ＭｅｔａＰｈｌＡｎ结果
Ｔａｂ３　ＴｈｅｓｔｒａｉｎｌｅｖｅｌａｎａｌｙｓｉｓｒｅｓｕｌｔｓｏｆｆｏｕｒｓａｍｐｌｅｓｂｙＭｅｔａＰｈｌａｎ

Ｓａｍｐｌｅ　　 Ｇｅｎｕｓ（％）　　　　　　 Ｓｐｅｃｉｅｓ（％）　　　　　　　　　　 ＳＧＢ（％）　　　　　　

Ｂ１８ Ｂａｃｉｌｌｕｓ（９８９ Ｂａｃｉｌｌｕｓｃｅｒｅｕｓ（９８５） ＢａｃｉｌｌｕｓｃｅｒｅｕｓＳＧＢ７６９７（９８３）

Ｐｒｉｅｓｔｉａ（１０） Ｐｒｉｅｓｔｉａｍｅｇａｔｅｒｉｕｍ（１０） ＰｒｉｅｓｔｉａｍｅｇａｔｅｒｉｕｍＳＧＢ７６７８（１０）

Ｂ２０ Ｂａｃｉｌｌｕｓ（９９４） Ｂａｃｉｌｌｕｓｃｅｒｅｕｓ（９９４） ＢａｃｉｌｌｕｓｃｅｒｅｕｓＳＧＢ７７０３（９４４）

ＢａｃｉｌｌｕｓｃｅｒｅｕｓＳＧＢ７６９７（４９）

ＨＪ１ Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ（１００） Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒｒａｄｉｏｒｅｓｉｓｔｅｎｓ（１００） ＡｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒｒａｄｉｏｒｅｓｉｓｔｅｎｓＳＧＢ１０３７５（１００）

ＨＪ２ Ｂａｃｉｌｌｕｓ（５６９） Ｂａｃｉｌｌｕｓｃｅｒｅｕｓ（５６９） ＢａｃｉｌｌｕｓｃｅｒｅｕｓＳＧＢ７６９７（５６９）

Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ（３８６） Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒｊｏｈｎｓｏｎｉｉ（３８６） ＡｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒｊｏｈｎｓｏｎｉｉＳＧＢ１０３９８（３８６）

Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ（２９） Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｏｒｙｚｉｈａｂｉｔａｎｓ（２９） ＰｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｏｒｙｚｉｈａｂｉｔａｎｓＳＧＢ１２３０９（２９）

Ｎｉａｌｌｉａ（１６） Ｎｉａｌｌｉａｔａｘｉ（１６） ＮｉａｌｌｉａｔａｘｉＳＧＢ３０２７７（１６）

表４　４个样本宏基因组测序菌株水平分析的ＳｔｒａｎｉＳｉｆｔｅｒ结果
Ｔａｂ４　Ｔｈｅｓｔｒａｉｎｌｅｖｅｌａｎａｌｙｓｉｓｒｅｓｕｌｔｓｏｆｆｏｕｒｓａｍｐｌｅｓｂｙ
ＳｔｒａｉｎＳｉｆｔｅｒ

Ｓａｍｐｌｅｓ

ｃｏｍｐａｒｅｄ
ＳＮＶｓ

Ｂａｓｅｓ

ｃｏｍｐａｒｅｄ

Ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ

ｒａｔｉｏ／％

Ｂ１８ｔｏＨＪ２ ４８７７２ ４５４６１３２ １０７

Ｂ２０ｔｏＨＪ２ ６５１３９ ４０６６５７９ １６０

Ｂ１８ｔｏＢ２０ ７７７５４ ４１４１０６３ １８８

ＰＣＲ鉴定结果为蜡样芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｃｅｒｅｕｓ）或太
平洋芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｐａｃｉｆｉｃｕｓ）（仅 Ｂ２０）（表５）。

将５株菌的 ｐａｎＣ和 ｇｙｒＡ基因序列（已上传至 ＮＣ
ＢＩ数据库并得到Ｇｅｎｂａｎｋ序列号）与ＮＣＢＩ下载的
蜡样芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｃｅｒｅｕｓ）、苏云金芽孢杆菌
（Ｂａｃｉｌｌｕｓｔｈｕｒｉｎｇｉｅｎｓｉｓ）、蕈状芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｕｓ
ｍｙｃｏｉｄｅｓ）、太平洋芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｐａｃｉｆｉｃｕｓ）、魏
德曼芽孢杆菌 （Ｂａｃｉｌｌｕｓｗｉｅｄｍａｎｎｉ）的 ｐａｎＣ和ｇｙｒＡ
基因序列一起构建ＮＪ进化树（见图１～２），结果均
显示 ＨＪ３与蜡样芽孢杆菌最接近，Ｂ２０与太平洋
芽孢杆菌最接近，Ｂ１８与 ＨＪ２最接近，其次
为 ＨＪ１。

表５　培养法分离得到５株细菌的１６ｓｒＲＮＡ全长测序、芽孢杆菌特异性ＰＣＲ鉴定结果
Ｔａｂ５　Ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓｏｆ１６ｓｒＲＮＡａｎｄｓｐｅｃｉｆｉｃＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓｆｏｒｔｈｅｆｉｖｅｃｕｌｔｕｒｅｄｓｔｒａｉｎｓ

Ｓａｍｐｌｅ
ＴｈｅＢＬＡＳＴｒｅｓｕｌｔｏｆ　　　　

１６ｓｒＤＮＡ（ｉｄｅｎｔｉｔｙ／％）　　　　

ＴｈｅＢＬＡＳＴｒｅｓｕｌｔｏｆｓｐｅｃｉｆｉｃＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔ（ｉｄｅｎｔｉｔｙ／％）

ｇｙｒＡ　　 ＰａｎＣ　　　 ｃｒｙ

Ｂ１８ Ｂａｃｉｌｌｕｓｐｒｏｔｅｏｌｙｔｉｃｕｓ／ｓａｎｇｕｉｎｉｓ（９９９３） Ｂａｃｉｌｌｕｓｃｅｒｅｕｓ／ｔｈｕｒｉｎｇｉｅｎｓｉｓ（＞９９５） Ｂａｃｉｌｌｕｓｃｅｒｅｕｓ（＞９９５） ＮｏＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔ

Ｂ２０ Ｂａｃｉｌｌｕｓｔｒｏｐｉｃｕｓ／ｎｉｔｒａｔｉｒｅｄｕｃｅｎｓ／ｌｕｔｉ／ａｌｂｕｓ／ｐａｒａｍｙｃｏｉｄｅｓ（９９６６） Ｂａｃｉｌｌｕｓｃｅｒｅｕｓ（９９８１） Ｂａｃｉｌｌｕｓｃｅｒｅｕｓ／ｐａｃｉｆｉｃｕｓ（＞９９） ＮｏＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔ

ＨＪ１Ｂａｃｉｌｌｕｓｃｅｒｅｕｓ（９９８６） Ｂａｃｉｌｌｕｓｃｅｒｅｕｓ／ｔｈｕｒｉｎｇｉｅｎｓｉｓ（＞９９５） Ｂａｃｉｌｌｕｓｃｅｒｅｕｓ／ｔｈｕｒｉｎｇｉｅｎｓｉｓ（＞９９） ＮｏＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔ

ＨＪ２Ｂａｃｉｌｌｕｓｐｒｏｔｅｏｌｙｔｉｃｕｓ／ｓａｎｇｕｉｎｉｓ／ｗｉｅｄｍａｎｎｉｉ／ｃｅｒｅｕｓ（＞９９７） Ｂａｃｉｌｌｕｓｃｅｒｅｕｓ／ｔｈｕｒｉｎｇｉｅｎｓｉｓ（＞９９５） Ｂａｃｉｌｌｕｓｃｅｒｅｕｓ／ｔｈｕｒｉｎｇｉｅｎｓｉｓ（＞９９５） ＮｏＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔ

ＨＪ３Ｂａｃｉｌｌｕｓｔｏｙｏｎｅｎｓｉｓ／ｔｈｕｒｉｎｇｉｅｎｓｉｓ（９９４７） Ｂａｃｉｌｌｕｓｃｅｒｅｕｓ／ｔｈｕｒｉｎｇｉｅｎｓｉｓ（＞９９５） Ｂａｃｉｌｌｕｓｃｅｒｅｕｓ／ｔｈｕｒｉｎｇｉｅｎｓｉｓ（＞９９５） ＮｏＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔ

图１　基于５个菌株和ＮＣＢＩ的蜡样芽孢杆菌、苏云金芽孢杆菌、蕈状芽孢杆菌、太平洋芽孢杆菌、魏德曼芽孢杆菌的 ｐａｎＣ基
因序列的ＮＪ进化树
Ｆｉｇ１　ＮＪｔｒｅｅｓｂａｓｅｄｏｎｐａｎＣｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆｆｉｖｅｓｔｒａｉｎｓａｎｄＢａｃｉｌｌｕｓｃｅｒｅｕｓ，Ｂａｃｉｌｌｕｓｔｈｕｒｉｎｇｉｅｎｓｉｓ，Ｂａｃｉｌｌｕｓｍｙｃｏｉｄｅｓ，Ｂａｃｉｌｌｕｓｐａｃｉｆｉ
ｃｕｓ，ＢａｃｉｌｌｕｓｗｉｅｄｍａｎｎｉｉｆｒｏｍＮＣＢＩ
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图２　基于５个菌株和ＮＣＢＩ的蜡样芽孢杆菌、苏云金芽孢杆菌、蕈状芽孢杆菌、太平洋芽孢杆菌、魏德曼芽孢杆菌的 ｇｙｒＡ基
因序列的ＮＪ进化树
Ｆｉｇ２　ＮＪｔｒｅｅｓｂａｓｅｄｏｎｇｙｒＡｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆｆｉｖｅｓｔｒａｉｎｓａｎｄＢａｃｉｌｌｕｓｃｅｒｅｕｓ，Ｂａｃｉｌｌｕｓｔｈｕｒｉｎｇｉｅｎｓｉｓ，Ｂａｃｉｌｌｕｓｍｙｃｏｉｄｅｓ，Ｂａｃｉｌｌｕｓｐａｃｉｆｉ
ｃｕｓ，ＢａｃｉｌｌｕｓｗｉｅｄｍａｎｎｉｉｆｒｏｍＮＣＢＩ

　　将 ５株菌的 ７个管家基因序列在 ｐｕｂＭＬＳＴ
网站上进行在线比对，结果显示 ３个菌株 Ｂ１８、
ＨＪ２、ＨＪ３无对应的 ＭＬＳＴｐｒｏｆｉｌｅ，上传相关信息
到 ｐｕｂＭＬＳＴ数据库得到新的 ＳＴ型号和分离株

号。ａｌｌｅｌｅ结果显示 ７个管家基因中有 ３个 Ｂ１８
与 ＨＪ２序列相同，ＢＵＲＳＴ聚类结果显示 Ｂ１８和
ＨＪ２为 同 一 组，其 余 皆 为 独 立 基 因 型 的
菌株（表６）。

表６　５个分离菌株的多位点序列分型（ＭＬＳＴ）法分型结果
Ｔａｂ６　Ｍｕｌｔｉｌｏｃｕｓｓｅｑｕｅｎｃｅｔｙｐｉｎｇ（ＭＬＳＴ）ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｆｉｖｅｃｕｌｔｕｒｅｄｓｔｒａｉｎｓ

Ｓｔｒａｉｎ
Ａｌｌｅｌｅ

ｇｌｐＦ ｉｌｖＤ ｐｔａ ｐｕｒＨ ｐｙｃＡ ｇｍｋ ｔｐｉＡ

Ａｌｌｅｌｉｃ

ｐｒｏｆｉｌｅ
ＢＵＲＳＴ

Ｂ１８ １４ ３６ １０ ２ １７ ８ １０ ３１７８ Ｇｒｏｕｐ１

Ｂ２０ ６ ４１ ５ ４３ ４６ ４ ３ ９０ ｓｉｎｇｌｅｔｏｎ

ＨＪ１ １３ ９ １１ ９ １２ ８ ５３ ２５７３ ｓｉｎｇｌｅｔｏｎ

ＨＪ２ ３３ ３６ ３０ ２１９ １７ ８ ５３ ３１７９ Ｇｒｏｕｐ１

ＨＪ３ ９３ １７０ ８ ４ ３９ ６７ ２１ ３１８０ ｓｉｎｇｌｅｔｏｎ

４　讨　论
蜡样芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｃｅｒｅｕｓ）是一种兼性厌氧

的杆状革兰阳性细菌，在土壤、水、植物、饲料以及各

种食品中大量存在；该菌可以产生内生孢子，对环境

具有很强的适应性，能够抵抗高温、紫外线、电磁辐

射和有害化学物质等不利条件［１６］。它与苏云金芽

孢杆菌、蕈状芽孢杆菌、炭疽芽孢杆菌等同属蜡样芽

孢杆菌群。蜡样芽孢杆菌群的１６ＳｒＲＮＡ基因相似
性非常高，只能将他们鉴定为同一个物种，并不能很

好地区分蜡样芽孢杆菌群［１７］，需要结合芽孢杆菌特

异性 ＰＣＲ如 ｇｙｒＡ基因［１４］、ｇｙｒＢ基因［１８］、ｐａｎＣ基
因［１９］等信息进行区分。且蜡样芽孢杆菌群的蛋白

肽谱也高度相似，生物质谱和 ＶＩＴＥＫ２ｃｏｍｐａｃｔ鉴
定系统都无法将它们进行区分。蜡样芽孢杆菌与苏

云金芽孢杆菌的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［２０］。因此，本研究对蜡样芽孢杆菌的鉴

定基于ｇｙｒＡ、ｐａｎＣ和ｃｒｙ基因的特异性ＰＣＲ反应结
果。基于 ｇｙｒＡ和 ｐａｎＣ基因的 ＮＪ进化树显示药品
Ｂ１８中分离的菌株与环境中分离的菌株 ＨＪ２最接
近，其次是ＨＪ１，药品Ｂ２０与另外４株菌距离较远，
而与蜡样芽孢杆菌群的另一个种太平洋芽孢杆菌

（Ｂａｃｉｌｌｕｓｐａｃｉｆｉｃｕｓ）比较接近。对５株蜡样芽孢杆菌
菌株的分型溯源采用国际通用的 ＭＬＳＴ法，得到蜡
样芽孢杆菌 ７个管家基因序列，采用在线 ＢＵＲＳＴ
（ｎ４）算法进行聚类分析，得到 Ｂ１８与 ＨＪ２属于同
一组的结果。因此高度怀疑 Ｂ１８中的蜡样芽孢杆
菌可能来源于检测环境中的污染。

宏基因组测序法对样品中的全部基因组进行测

序、拼接和比对，因此可以检测到无法通过培养法分

离得到的细菌，比如环境中含量较高的不动杆菌

（Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ，相对丰度大于３８％）及含量较低的假
·５４０１·
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单胞菌（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ，相对丰度 ３％）和尼尔菌
（Ｎｉａｌｌｉａ，相对丰度２％），以及药品 Ｂ１８中少量的巨
大芽孢杆菌（Ｐｒｉｅｓｔｉａｍｅｇａｔｅｒｉｕｍ，相对丰度 １％）。
对宏基因组测序结果进行菌株水平的分析可以预测

样本之间可能的污染途径，比如 ＭｅｔａＰｈｌａｎ的分析
结果显示 Ｂ１８和环境样本中含有相同的蜡样芽孢
杆菌群组 ＳＧＢ７６９７，而 Ｂ２０以蜡样芽孢杆菌群组
ＳＧＢ７７０３为主，该结果与培养法的溯源结果一致，都
显示样本 Ｂ１８中的蜡样芽孢杆菌可能来源于检测
环境。Ｂ２０还含有少量的蜡样芽孢杆菌群组
ＳＧＢ７６９７（相对丰度５％），但是丰度太低，未能通过
培养法进行验证，也说明了宏基因组测序法能够得

到比培养法更多的菌株信息。

药品Ｂ２０中较高含量的蜡样芽孢杆菌与检测环
境中的蜡样芽孢杆菌不属于同一型，可能是药品自身

携带的，Ｂ１８中还检出少量的巨大芽孢杆菌。芽孢杆
菌会在人体基础病变引起机体防卫功能降低时导致

各种机会感染［２３］。所以，虽然上述污染菌株多为环

境常见菌，没有危害性较大的致病菌，但也属于条件

致病菌，其用药对象若是婴幼儿及衰弱患者，就会导

致使用该药品的患者受到感染，属于药品中的不可接

受微生物［２４２５］，因此应该引起生产厂家的高度重视。

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。
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