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摘   要：蜡样芽孢杆菌(Bacillus cereus)是一种常见的食源性致病菌，误食被其污染的食品会引起

呕吐或者腹泻，严重者还会死亡。本研究利用划线培养法从腐败米饭中分离培养出一株蜡样芽孢

杆菌。通过药敏试验分析及毒力相关基因 PCR 扩增对其致病性及耐药性进行分析，并将细菌培养

物经过腹腔注射进行小鼠感染试验，检测其对小鼠肠黏膜免疫相关因子和肠道菌群的影响，从而

分析该病原菌的致病途径及防治手段。结果显示，本研究所分离的食源性蜡样芽孢杆菌，对诺氟

沙星、呋喃妥因、四环素、米诺环素、环丙沙星、大观霉素、克林霉素、红霉素、克拉霉素、氯

霉素、左氟沙星和万古霉素敏感，对复方新诺明、苯唑西林和青霉素 G 具有耐受性。该菌株携带

hblA、hblC、hblD、nheA、nheB、nheC 和 entFM 7 种毒力相关基因，可产生致腹泻型毒素。小鼠

感染后，出现腹泻，肠黏膜免疫球蛋白和炎性因子表达水平显著上调；肠道菌群检测结果表明，

经该蜡样芽孢杆菌感染后，小鼠肠道菌群组成发生变化，标志着机体健康的拟杆菌门(Bacteroidetes)
中的 uncultured_bacterium_f_Muribaculaceae 丰度显著下降，而标志着菌群失调的变形菌门

(Proteobacteria)条件致病菌 uncultured_bacterium_f_Enterobacteriaceae 丰度显著升高，且与 IgM 和

IgG 呈显著正相关(P<0.05)。这些研究结果表明，携带致腹泻型毒力相关基因的致病性蜡样芽孢杆

菌感染机体后，可以通过影响肠道菌群激活免疫系统。 
关键词：蜡样芽孢杆菌；耐药性；毒力相关基因；肠黏膜免疫；肠道菌群  
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Abstract: Bacillus cereus is a common foodborne pathogen. Accidently eating food 
contaminated by B. cereus will cause vomiting or diarrhea, and even death in severe cases. In 
the present study, a B. cereus strain was isolated from spoiled rice by streak culture. The 
pathogenicity and drug resistance of the isolated strain were analyzed by drug sensitivity test 
and PCR amplification of virulence-associated gene respectively. Cultures of the purified strain 
were injected intraperitoneally into mice to examine their effects on intestinal 
immunity-associated factors and gut microbial communities, to provide references for the 
pathogenic mechanism and medication guidance of these spoilage microorganisms. The results 
showed that the isolated B. cereus strain was sensitive to norfloxacin, nitrofurantoin, 
tetracycline, minocycline, ciprofloxacin, spectinomycin, clindamycin, erythrocin, 
clarithromycin, chloramphenicol, levofloxacin, and vancomycin, but resistant to bactrim, 
oxacillin and penicillin G. The strain carries seven virulence-associated genes including hblA, 
hblC, hblD, nheA, nheB, nheC and entFM, which are involved in diarrhea-causing toxins 
production. After infecting mice, the isolated B. cereus strain was found to cause diarrhea in 
mice, and the expression levels of immunoglobulins and inflammatory factors in the intestinal 
mucosae of the challenged mice were significantly up-regulated. Gut microbiome analysis 
showed that the composition of gut microbial community in mice changed after infection with 
B. cereus. The abundance of the uncultured_bacterium_f_Muribaculaceae in Bacteroidetes, 
which is a marker of body health, was significantly decreased. On the other hand, the abundance 
of uncultured_bacterium_f_Enterobacteriaceae, which is an opportunistic pathogen in 
Proteobacteria and a marker of dysbacteriosis, was significantly increased and was significantly 
positively correlated with the concentrations of IgM and IgG. These results showed that the 
pathogenic B. cereus carrying diarrhea type virulence-associated gene can activate the immune 
system by altering the composition of gut microbiota upon infection. 
Keywords: Bacillus cereus; drug resistance; virulence-associated genes; intestinal mucosal 
immunity; gut microbiota 

 
蜡样芽孢杆菌 (Bacillus cereus)是由病原

微生物导致的食物中毒暴发事件中的重要致

病因子。食品在生产、运输、销售、储存等环

节均易受该菌污染，高淀粉含量食物受该菌污

染尤为严重 [1-2]。致病性的蜡样芽孢杆菌可产

生多种耐高温高压，且在食品加工过程中不易
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分解的毒素，误食受这类微生物污染的食物可

导致急性食物中毒 [3-4]。产毒株按照食物中毒

症状分为呕吐型和腹泻型两种 [5-6]，严重中毒

者还会死亡 [7]。有研究表明，蜡样芽孢杆菌呕

吐毒素可剂量依赖性诱导小鼠胸腺细胞凋亡

和增殖抑制，降低小鼠的免疫功能 [8]，但另有

一些研究表明蜡样芽孢杆菌能够促进肉鸡的

免疫器官成熟，增强肉鸡的体液免疫功能 [9]，

增强 IgG 抗体反应，上调细胞因子 γ 干扰素

(interferon, IFN-γ)、白细胞介素-12 (interleukin-12, 
IL-12)和白细胞介素-10 (interleukin-10, IL-10) 
mRNA 水平 [10]。所以不同的蜡样芽孢杆菌菌

株对于机体免疫系统的作用具有一定的差异。 
肠道菌群是维持脊椎动物健康的重要参与

者[11]，为宿主的健康发挥了许多必要的保护作

用[12-14]，其群落结构的失调与许多人和动物的

疾病有关[15-18]。同时，有研究证实肠道菌群还

可以参与机体免疫调节功能，当食源性致病菌

进入肠道后，受其影响而失衡的肠道菌群可通

过信号因子激活机体免疫系统，并产生免疫应

答，从而抵御外源有害微生物入侵[19]。但是关

于致病性蜡样芽孢杆菌感染机体后对机体肠道

菌群的影响还未见报道。 
为进一步明确食源性蜡样芽孢杆菌进入

动物体后对机体免疫系统的作用及其是否会

通过调控肠道菌群变化影响免疫系统，本研究

以易受蜡样芽孢杆菌污染的高淀粉类主食为

实验材料，通过从腐败米饭中进行微生物分离

富集、形态学鉴定、生化鉴定、分子生物学鉴

定等方法分离鉴定出一株蜡样芽孢杆菌。对其

耐药性、毒力相关基因、对小鼠肠黏膜免疫相

关因子及肠道菌群的影响进行了检测，并对宿

主肠道菌群及其与免疫应答之间的关联性进

行了分析，为深入了解致病性蜡样芽孢杆菌的

致病机理提供依据，为防治食源性蜡样芽孢杆

菌感染提供策略。 

1  材料与方法 
1.1  实验动物 

实验所用小鼠为无特定病原体 (specific 
pathogen free, SPF)级昆明白小鼠，均为约 6 月

龄雄性小鼠，购自内蒙古大学实验动物研究中

心。试验小鼠共 10 只，5 只为对照组，5 只为

感染组。所有小鼠饲养在严格消毒的鼠笼内，

自由采食、饮水，每天定时更换垫料。所有动

物实验均由包头医学院伦理审查委员会批准

(批准号：包医伦审 2021 第(037)号)。光照/暗周

期为 12 h，室温保持在(25±1) °C，相对湿度为

70%±4%。 

1.2  蜡样芽孢杆菌的分离 
将焖熟的新鲜米饭置于无菌的铝制饭盒

中，室温条件下放置 3–5 d，待其腐败变质后，

称取 5 g 米饭于灭菌研钵中，加入 95 mL 无菌

生理盐水，研磨制成细菌悬液，通过梯度稀释

法制备成 10–1–10–7 的细菌悬液，并分别取各浓

度细菌悬液 100 μL 涂布于 LB 平板培养基上，

置于培养箱中 37 °C 下培养 12 h，同时培养未

涂抹细菌悬液的平板作空白对照。待有菌落长

出后，在超净工作台中挑取菌落于新 LB 平板

培养基上划线培养，直至获得单菌落。 

1.3  细菌的形态及生化鉴定 
对分离菌株单菌落通过 LB 液体培养基培

养 18 h，随后对获得的菌体进行革兰氏染色鉴

定并观察其形态，将获得的单菌落接种到乳糖、

葡萄糖、蔗糖、甘露醇生化反应管中进行发酵

实验，对其生化特性进行鉴定[20]。 

1.4  细菌 16S rRNA 基因分子生物学鉴定 
选取疑似蜡样芽孢杆菌的单菌落进行扩

培，提取细菌基因组 DNA，扩增其 16S rRNA
基因序列进行分子生物学鉴定，PCR 程序如下：
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95 °C 预变性 4 min；95 °C 变性 45 s，60 °C 退

火 50 s，72 °C 延伸 60 s，35 个循环；72 °C 延

伸 8 min。所用引物为：27F (5-AGAGTTTGAT 
CCTGGCTCAG-3)，1 492R (5-GGTTACCTTG 
TTACGACTT-3)。获得的 PCR 产物送至生工生

物工程(上海)股份有限公司进行测序。 

1.5  耐药性鉴定 
取 100 μL 分离所得细菌的培养液用涂菌棒

在 LB 平板中涂布均匀，将复方新诺明、诺氟

沙星等 15 种革兰氏阳性菌药敏纸片呈梅花形

均匀贴在已涂布分离菌的琼脂平板上，通过测

量抑菌圈直径来判定细菌对待测抗生素的敏感

程度，检测所分离细菌的耐药性。 

1.6  细菌毒力相关基因鉴定 
以分离菌株基因组 DNA 为模板，通过 PCR

方法鉴定所分离细菌株携带的毒力相关基因类

型，共检测 hblA、hblC、hblD、nheA、nheB、

nheC、entFM 和 Ces 8 个毒力相关基因，所用

引物见表 1。PCR 反应条件同 1.4。取 5 μL PCR  
 

表 1  用于扩增毒力相关基因的引物 
Table 1  Primers used for amplifying the virulence- 
associated genes 
Genes Primer sequence (5′→3′) Length 

(bp) 
nheA nheA-F TACGCTAAGGAGGGGA 480 

nheA-R GTTTTTATTGCTTCATCGGCT 
nheB nheB-F CTATCAGCACTTATGGCAG 754 

nheB-R ACTCCTAGCGGTGTTCC 
nheC nheC-F CGGTAGTGATTGCTGGG 564 

nheC-R CAGCATTCGTACTTGCCAA 
hblA hblA-F TGCAGATGTTGATGCCGAT 301 

hblA-R ATGCCACTGCGTGGACATAT 
hblC hblC-F AATGGTCATCGGAACTATAT 731 

hblC-R CTCGCTGTTCTGCTGTTAAT 
hblD hblD-F AATCAAGAGCTGTCACGAAT 411 

hblD-R CACCAATTGACCATGCTAAT 
entFM entFM-F ATGAAAAAAGTAATTTGCAGG 1 269 

entFM-R TTAGTATGCTTTTGTGTAACC 
Ces Ces-F GGTGACACATTATCATATAAGGTG 1 271 

Ces-R GTAAGCGAACCTGTCTGTAACAACA 

产物进行琼脂糖凝胶电泳，通过凝胶成像系统

捕获图片，并分析该菌株携带的毒力相关基

因。毒力相关基因检测实验重复 3 次。 
1.7  食源性蜡样芽孢杆菌在小鼠组织中的

定殖情况检测 
根据已报道蜡样芽孢杆菌的半致死量制备

1.44×1010 CFU/mL 攻毒菌液 [21]，感染组小鼠

(MA)每只小鼠通过腹腔注射 0.5 mL 攻毒菌液，

对照组小鼠(MB)注射相同体积的 LB 肉汤培养

液，期间观察小鼠状态并在攻毒 10 d 后通过颈

椎脱臼法处死小鼠。取小鼠肝、脾、胃、肺、

肠组织，提取 DNA，并通过 PCR 方法检测蜡

样芽孢杆菌在小鼠各组织中的定殖情况。所检

测基因为蜡样芽孢杆菌 16S rRNA 基因片段，

所用引物和 PCR 反应条件同 1.4。 

1.8  蜡样芽孢杆菌感染对小鼠肠黏膜免疫

相关因子的影响 
分别采集 5 只感染组和对照组小鼠肠黏

膜，具体步骤为：每只小鼠 1 cm 回肠样本，轻

轻挤去食糜，用 4 °C 去离子水冲洗。纵向剪开

肠壁，滤纸吸水后用载玻片轻轻刮取小肠黏

膜，称取 1 g 左右的黏膜，按 1 g:9 mL 比例加

入磷酸缓冲盐溶液 (phosphate buffered saline, 
PBS)，使用匀浆器将小鼠肠黏膜组织在冰浴上

进行匀浆，制成悬浮液，4 °C、3 000×g 离心

10 min 取上清。通过酶联免疫吸附试验(enzyme 
linked immunosorbent assay, ELISA)试剂盒(基
因美)测定小鼠免疫球蛋白 A (immunoglobulin 
A, IgA)、免疫球蛋白 G (immunoglobulin G, 
IgG)、免疫球蛋白 M (immunoglobulin M, IgM)
以及炎症因子白细胞介素 -1β (interleukin-1β, 
IL-1β)、白细胞介素-2 (interleukin-2, IL-2)、白

细胞介素-6 (interleukin-6, IL-6)和肿瘤坏死因

子 α (tumor necrosis factor α, TNF-α)的水平，详

细操作步骤见说明书。感染组与对照组肠黏膜
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免疫指标采用 t 检验进行统计学分析，以均数±
标准差( x s )表示。 

1.9  蜡样芽孢杆菌感染对小鼠肠道菌群的

影响 
感染后 10 d 的感染组和对照组小鼠，处死

前收集粪便于灭菌 1.5 mL 离心管中，按照粪便

样本 DNA 提取试剂盒(Qiagen)操作说明提取样

品总 DNA，并扩增细菌 16S rRNA 基因的

V3−V4 高变区，PCR 产物通过 2%琼脂糖凝胶

电泳检测，并纯化、定量、制备扩增子测序池，

通过 Illumina Novaseq 6 000 平台进行测序。测

序所得原始数据已上传至 SRA 数据库(http:// 
www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject/PRJNA881778)。
对测序数据进行质控过滤后，以 97%的序列

同一性聚类为可操作的分类单位 (operational 
taxonomic unit, OTU)，并分析样品在各分类学

水平上的群落组成。通过 ACE、Chao1、Shannon
及 Simpson 指数分析样品 alpha 多样性，并通过

独立样本 t 检验进行统计学分析，以均数±标准

差( x s )表示。通过 Weighted Unifrac NMDS 分

析不同样品微生物群落的 β 多样性，以 stress
值评估排序的解释意义。利用线性判别分析

[line discriminant analysis (LDA) effect size, 
LEfSe]分析组间显著差异的物种(LDA>2.0)，具

体方法为：首先采用非参数因子 Kruskal-Wallis
检验检测不同分组间丰度差异显著的物种，再

利用 Wilcoxon秩和检验检查显著差异物种中的

所有亚种是否趋于同一分类级别，最后使用线

性判别分析(LDA)对数据进行评估，识别差异

最显著的物种(LDA>2.0, P<0.05)。通过冗余判

别分析(redundancy discriminant analysis, RDA)
分析免疫相关因子对样本微生物群落组成的作

用，通过置换检验(permutation test)检测其作用

的显著性。通过 Pearson 相关性分析连接微生物

群落和免疫相关因子之间的标记物种，使用双

尾检验 (bivariate)法检测其相关性是否显著。

P<0.05 为差异有统计学意义。 

2  结果与分析 
2.1  蜡样芽孢杆菌的分离鉴定 

分离出的一株单菌落命名为 M9，对其进行

形态学观察，该菌落为白色扁平近似圆形，且表

面粗糙，符合蜡样芽孢杆菌形态特征(图 1A)。对

其进行革兰氏染色鉴定，结果显示，菌体呈现紫

色，表明该菌株为革兰氏阳性菌(图 1B)。生化鉴

定结果显示，该菌株可以发酵蔗糖和葡萄糖，而

无法发酵甘露醇和乳糖。通过对 M9 菌株的 16S 
rRNA 基因进行扩增测序，并通过 BLAST 比对，

确定 M9 与已知的蜡样芽孢杆菌序列同源性最

高，表明该分离的菌株为蜡样芽孢杆菌。 

2.2  蜡样芽孢杆菌抗药性分析 
通过药敏纸片 K-B 方法分析所分离株 M9

的耐药性，结果如表 2 所示，该蜡样芽孢杆菌

菌株对诺氟沙星、呋喃妥因、四环素、米诺环

素、环丙沙星、大观霉素、克林霉素、红霉素、

克拉霉素、氯霉素、左氟沙星和万古霉素等抗

生素敏感，对复方新诺明、苯唑西林和青霉素

G 具有耐药性。 
 

 
 

图 1  蜡样芽孢杆菌分离株M9的分离鉴定   A：

蜡样芽孢杆菌菌落形态. B：蜡样芽孢杆菌革兰氏

染色图(1 000×) 
Figure 1  Isolation and identification of Bacillus 
cereus strain M9. A: Colony morphology. B: Gram 
stain (1 000×).  
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2.3  细菌毒力相关基因鉴定 
通过 PCR 技术对所分离 M9 蜡样芽孢杆

菌的 8 个毒力相关基因进行检测，检测结果

如图 2 所示，该菌株携带 hblA、hblC、hblD、

nheA、nheB、nheC 和 entFM 7 种毒力相关基

因，不携带 Ces 基因。因此，该菌株可产生

致腹泻型毒素，且致病性强，容易造成食物

中毒。  
 

表 2  分离菌株的药物敏感性试验 
Table 2  Antimicrobial susceptibility test of the isolated strains 
Name of drugs Sensitivity standard for diameter of inhibition Diameter of inhibition zone (mm) Sensitivity 

Resistant (R) Intermediate (I) Sensitive (S) 
Bactrim ≤10 10–15 ≥16 0 R 
Norfloxacin ≤12 13−16 ≥17 20 S 
Nitrofurantoin ≤14 15–16 ≥17 20 S 
Oxacillin ≤10 11–12 ≥13 0 R 
Tetracycline ≤14 15–18 ≥19 30 S 
Minocycline ≤14 15–18 ≥19 32 S 
Ciprofloxacin ≤15 16–20 ≥21 31 S 
Spectinomycin ≤14 15–17 ≥18 23 S 
Penicillin G ≤28 – ≥29 10 R 
Clindamycin ≤14 15–20 ≥21 26 S 
Erythrocin ≤13 14–22 ≥23 31 S 
Clarithromycin ≤13 14–17 ≥18 35 S 
Chloramphenicol ≤12 13–17 ≥18 26 S 
Levofloxacin ≤13 14–16 ≥17 32 S 
Vancomycin ≤14 – ≥15 22 S 

 

 
 

图 2  蜡样芽孢杆菌分离株 M9 的毒力相关基因鉴定   A：hblA. B：hblC. C：hblD. D：entFM. E：nheA. 
F：nheB. G：nheC. H：Ces. M：DL2000 DNA marker；1–3：目的基因；4：阴性对照 
Figure 2  Identification of the virulence-associated genes in the isolated Bacillus cereus strain M9. A: hblA. 
B: hblC. C: hblD. D: entFM. E: nheA. F: nheB. G: nheC. H: Ces. M: DL2000 DNA marker; Lanes 1–3: Target 
gene; Lane 4: Negative control. 
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2.4  食源性蜡样芽孢杆菌在小鼠组织中的

定殖情况 
感染试验期间，感染小鼠并未出现死亡现

象，但在感染后 5 d 左右出现腹泻症状。结果

如图 3 所示，在小鼠各组织中均检测到了蜡样

芽孢杆菌 16S rRNA 基因片段，证明感染后蜡

样芽孢杆菌在小鼠各组织中都出现了定殖。 

2.5  食源性蜡样芽孢杆菌对小鼠肠黏膜免

疫相关因子的影响 
通过酶联免疫吸附试验(ELISA)测定蜡样

芽孢杆菌感染对小鼠肠黏膜分泌型免疫球蛋白

和炎性因子表达水平的影响。结果如图 4 所示，

与对照组相比，感染组小鼠肠黏膜免疫球蛋白

IgA [(30.94±3.24) vs. (18.76±3.36) ng/g]、IgG 
[(69.04±15.12) vs. (35.97±6.850 ng/g)]和 IgM 
[(18.84±2.94) vs. (9.68±2.45) ng/g]表达水平均

显著上调 ( P<0 .05 )，肠黏膜炎性因子 IL -2 
[(22.50±2.71) vs. (12.81±2.37) ng/g]、IL-6 
[(23.00±2.37) vs. (14.44±1.57) ng/g]和 TNF-ɑ 
[(27.17±2.50) vs. (14.40±2.16) ng/g]的表达水平 

 

 
 

图 3  蜡样芽孢杆菌分离株 M9 在小鼠各组织中的定殖   A：蜡样芽孢杆菌在感染小鼠各组织中的定

殖. M：DL5000 DNA marker；1：肝；2：脾；3：胃；4：肺；5：肠. B：蜡样芽孢杆菌在对照小鼠各

组织中的定殖. M：DL5000 DNA marker；0′：阳性对照；1′：肝；2′：脾；3′：胃；4′：肺；5′：肠 
Figure 3  Colonization of the isolated Bacillus cereus strain M9 in various tissues of the infected mice. A: B. 
cereus colonization in each tissue of mice in the infected group. M: DL5000 DNA marker; 1: Liver; 2: Spleen; 
3: Stomach; 4: Lung; 5: Intestinal. B: B. cereus colonization in each tissue of mice in the control group. M: 
DL5000 DNA marker; 0′: Positive control; 1′: Liver; 2′: Spleen; 3′: Stomach; 4′: Lung; 5′: Intestinal. 

 

 
 

图 4  蜡样芽孢杆菌分离株 M9 感染后对小鼠肠黏膜免疫相关因子的影响   *：P<0.05；**：P<0.01；
***：P<0.001. MB：对照组；MA：感染组 
Figure 4  Effect of the isolated Bacillus cereus strain M9 on intestinal mucosal immunity-associated factors 
in mice. *: P<0.05; **: P<0.01; ***: P<0.001. MB: Control; MA: Infected group. 
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显 著 上 调 (P<0.05) ， IL-1β [(19.24±6.30) vs. 
(13.64±0.54) ng/g]表达水平上调，但不显著

(P>0.05)。表明该蜡样芽孢杆菌感染会激活机体

免疫系统功能，并诱发炎症反应。 

2.6  食源性蜡样芽孢杆菌感染对小鼠肠道

菌群 ɑ多样性和 β多样性的影响 
采用 ɑ 多样性指数 Chao1、ACE、Shannon

和 Simpson 指数分析感染组和对照组细菌群落

分布的丰富度和多样性，结果显示，对照组(MB)
和 感 染 组 (MA) 样 本 中 细 菌 的 Chao1 指 数

(478.49.22±86.76 和 502.78±93.47，P=0.68)，
ACE 指 数 (473.67±87.86 和 502.39±90.06 ，

P=0.62)，Simpson 指数(0.97±0.01 和 0.88±0.11，
P=0.15)和 Shannon 指数 (5.99±0.37 和 5.19± 

1.56，P=0.32)均差异不显著(图 5A–5D)，表明

蜡样芽孢杆菌感染不会显著影响小鼠肠道菌群

的丰富度和多样性。采用 β 多样性分析来阐述

蜡样芽孢杆菌感染对小鼠肠道菌群组成的影

响，结果显示，除 MB5 外，感染组和对照组样

本均存在聚类趋势(图 5E、5F)，表明蜡样芽孢

杆菌感染会导致小鼠肠道菌群组成发生改变。 

2.7  食源性蜡样芽孢杆菌感染对小鼠肠道

菌群组成的影响 
为了分析蜡样芽孢杆菌感染对小鼠肠道

菌群组成的影响，统计了对照组和感染组小

鼠粪便样本中丰度大于 1%的细菌信息。基于

门水平的分析结果如图 6A，各样本共鉴定出

18 个细菌门，蜡样芽孢杆菌感染后，感染组小 
 

 
 

图 5  不同组小鼠肠道菌群的 α 多样性和 β 多样性分析   A：Chao1 指数. B：ACE 指数. C：Simpson
指数. D：Shannon 指数. E：NMDS 分析. F：UPGMA 树状图. MB：对照组；MA：感染组 
Figure 5  Alpha and beta diversity analysis of gut bacterial communities in different groups of mice. A: 
Chao1 index. B: ACE index. C: Simpson index. D: Shannon index. E: NMDS analysis. F: UPGMA 
dendrogram. MB: Control; MA: Infected group. 
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图 6  蜡样芽孢杆菌分离株 M9 处理对小鼠肠道菌群组成的影响   A：门水平上不同组小鼠肠道菌群

的丰富度. B：属水平上不同组小鼠肠道菌群的丰富度. C：门水平丰度具有显著差异的微生物. *: P<0.05. 
D：属水平丰度具有显著差异的微生物. *: P<0.05; **P<0.01. E：不同组小鼠肠道菌群组间 LEfSe 差异

分析. LDA>2.0, P<0.05 
Figure 6  Effect of the isolated Bacillus cereus strain M9 treatment on gut microbial composition in mice. A:  
Histogram of species abundances at the phylum level. B: Histogram of species abundances at the genus level. 
C: Bacteria with significant differences in abundance at the phylum level. *: P<0.05. D: Bacteria with 
significant differences in abundance at the genus level. *: P<0.05, **: P<0.01. E: Analysis of LEfSe 
differences among different groups of mouse gut microbial communities. LDA>2.0, P<0.05. 
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鼠肠道菌群中拟杆菌门 (Bacteroidetes)的丰度

显著下降(15.32%±8.87% vs. 34.46%±6.68%)，
Epsilonbacteraeota 丰度显著下调(0.79%±0.85% 
vs. 3.46%±2.21%)，变形菌门(Proteobacteria)丰
度显著升高(24.91%±22.51% vs. 6.92%±4.53%) 
(图 6C)。 

在属水平上的分析结果如图 6B，各样本

共鉴定出 257 个属，感染组中 uncultured_ 
bacterium_f_Muribaculaceae 丰度下降(13.44%± 
4.43% vs. 22.48%±12.22%)，uncultured_bacterium_ 
f_Enterobacteriaceae 丰 度 显 著 升高 (19.48%± 
25.81% vs. 0.39%±0.71%) (图 6D)，螺杆菌属

(Helicobacter)、双歧杆菌属(Bifidobacterium)、
丹毒荚膜菌属(Erysipelatoclostridium)和考拉杆

菌属(Phascolarctobacterium)在对照组小鼠肠道

菌群中丰度大于 1% (3.46%±4.21%, 2.77%± 
4.22%, 2.55%±3.86%, 1.41%±1.30%)，而在感染

组中其丰度小于 1% (0.79%±0.85%, 0.89%± 
1.88%, 0.54%±0.46%, 0.75%±0.68%)。 

使用 LEfSe 分析感染组和对照组样品之间

细菌组成的差异性，结果如图 6E 所示，在门水

平上感染组和对照组之间无差异显著的微生

物。在属水平上感染组和对照组之间差异显著

的微生物有 15 个(LDA>2.0, P<0.05)，对照组

(MB)中相对丰度较高的差异物种是奈瑟氏菌

属(Neisseria)、戈登氏杆菌属(Gordonibacter)、
肠杆菌属 (Enterorhabdus)、拟普雷沃氏菌

属 (Alloprevotella) 、 文 肯 菌 属 (Rikenella) 、

uncultured_bacterium_f_Clostridiales_vadinBB60_ 
group、Parvibacter 和粪杆菌属(Faecalibaculum)，
在感染组(MA)中相对丰度较高的差异物种是

不动杆菌属(Acinetobacter)、ASF356、直丝菌属

(Planifilum)、短波单胞菌属(Brevundimonas)、
Calditerricola、uncultured_bacterium_o_Bacillales
和 Prevotellaceae_UCG_003。 

2.8  小鼠肠道菌群与肠黏膜免疫相关因子

的相关性 
使用 RDA 分析了肠黏膜免疫相关因子与

感染组(MA)和对照组(MB)小鼠肠道菌群之间

的相关性。如图 7A 所示，肠黏膜免疫相关因

子对微生物群落的总解释量为 39.05%，对肠道

菌群结构影响最大的免疫相关因子依次为

TNF-α (R2=0.34)、IgA (R2=0.32)、IL-6 (R2=0.24)、
IgM (R2=0.24)和 IgG (R2=0.18)，但相关性并不

显著(P>0.05)。通过 Pearson 相关系数分别分析

两组小鼠肠道菌群在门和属水平上与肠黏膜免

疫相关因子指标的相关性，如图所示，在门水

平上(图 7B)，变形菌门(Proteobacteria)与 IgM 和

IgG 呈显著正相关(P<0.05)。在属水平上(图 7C)，
uncultured_bacterium_f_Enterobacteriaceae 与 IgM
和 IgG 呈显著正相关 (P<0.05) ，异杆菌属

(Allobaculum)与 IgG 呈显著负相关(P<0.05)。 

3  讨论 
蜡样芽孢杆菌由于能够导致多种疾病而

被广泛关注[22-24]，其能够引起全身性和局部感

染，在免疫功能缺陷个体中感染能够导致宿主

死亡[25]。蜡样芽孢杆菌最常引起的是以腹泻和

呕吐为主要症状的食源性疾病，分别由腹泻相关

毒素(HBL, NHE, CYTK)和呕吐毒素引起[26-27]。

毒力相关基因检测结果表明本研究所分离的蜡

样芽孢杆菌携带的毒力相关基因有 hblA、hblC、

hblD、nheA、nheB、nheC、entFM，未检测到

Ces 基因，表明该蜡样芽孢杆菌为腹泻型，且

具有强致病性。对小鼠进行感染试验，感染组

小鼠在腹腔注射后 5 d 左右开始出现腹泻症状，

与该菌株所携带的毒力相关基因类型相符合。

直到感染后 10 d，仍未出现死亡个体，由于本

研究分离细菌与易华山等[21]分离的乳源性蜡样

芽孢杆菌所携带的毒力相关基因一致，所以其 
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图 7  各组小鼠肠道菌群与肠黏膜免疫相关因子之间的相关性分析   A：RDA 分析. B：门水平丰度大

于 1%的细菌与肠黏膜免疫相关因子 Pearson 相关性分析. C：属水平丰度大于 1%的细菌与肠黏膜免疫

相关因子 Pearson 相关性分析. *：P<0.05，**：P<0.01，***：P<0.001 
Figure 7  Correlation analysis between mouse gut microbiota and intestinal mucosal immunity-associated  
factors. A: RDA analysis. B: Pearson′s correlation analysis of bacteria with the abundance higher than 1% in 
the phylum level and intestinal mucosal immunity-associated factors. C: Pearson′s correlation analysis of 
bacteria with the abundance higher than 1% in the genus level and intestinal mucosal immunity-associated 
factors. *: P<0.05, **: P<0.01, ***: P<0.001. 
 
对小鼠的致病性可能相似，本研究所用细菌浓

度为其研究中的次剂量组，在他们的研究中，

该浓度感染小鼠后，致死作用出现在 11 d 之后，

因此，感染菌液浓度低可能是本研究中小鼠未

出现死亡现象的原因。 
肠道是机体免疫防御的重要防线，人体免

疫系统有 2/3 都分布在肠道内[28]。细菌感染后

会激活机体免疫系统，作为肠道的第一层屏障，

肠道黏液层可在被激活后通过分泌 IgA 等免疫

球蛋白[29-30]保护机体，同时会通过激活炎性因

子引发炎症反应从而抵抗外界细菌感染，清除

细胞外的病原菌[31]。本研究在蜡样芽孢杆菌感

染 10 d 后采集了小鼠肠黏膜，检测其免疫相关

因子表达情况，从而探讨致病性蜡样芽孢杆菌

感染对小鼠免疫系统的影响。结果显示感染组

小鼠肠黏膜免疫相关因子 IgA、IgG、IgM 和肠

黏膜炎性因子 IL-2、IL-6、TNF-ɑ 的表达水平

均上调，表明该蜡样芽孢杆菌感染会激活肠道

免疫系统功能，并引发炎症反应，抵御外界细

菌感染。 
肠道菌群是一个极其复杂的群体，这些丰

富多样的微生物具有极其重要的生理功能。近

年来的研究表明，肠道菌群对于宿主免疫系统

的发育和维持起至关重要的作用[19]。在本研究
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中，检测了蜡样芽孢杆菌感染后小鼠肠道菌群

的变化，结果表明蜡样芽孢杆菌感染后，小鼠

肠道菌群 α 多样性没有显著变化，即蜡样芽

孢杆菌感染并未引起肠道菌群多样性的变化。

但是感染组小鼠和对照组小鼠相比，微生物

群落的组成发生了变化。感染组小鼠肠道菌

群中拟杆菌门 (Bacteroidetes)中的 uncultured_ 
bacterium_f_Muribaculaceae 细菌属丰度显著下

调，uncultured_bacterium_f_Muribaculaceae 是

一种在高脂小鼠模型中显著下调的细菌属，表

明其丰度下降与机体疾病发生具有一定关联

性 [32-33]，在本研究中，蜡样芽孢杆菌感染后其

丰度显著下调，表明蜡样芽孢杆菌感染后使机

体处于非健康状态。 
另外，肠道菌群分析结果显示，当蜡样

芽孢杆菌感染后，变形菌门 (Proteobacteria)
中 肠 杆 菌 科 细 菌 uncultured_bacterium_f_ 
Enterobacteriaceae 丰度显著升高。研究表明，

变形菌门是胃肠道中一类适应性强、具有潜在

致病性的常见菌[34]，其丰度变化可直接对宿主

健康产生影响，哺乳动物肠道菌群失调通常伴

随着变形菌门丰度的升高[35]，所以本研究结果

提示蜡样芽孢杆菌感染后，小鼠会出现肠道菌

群失调，并诱发肠道相关疾病，对机体健康产

生不利影响。通过免疫相关因子和肠道菌群的关

联性分析结果表明，变形菌门细菌 uncultured_ 
bacterium_f_Enterobacteriaceae 与 IgM 和 IgG 呈

显著正相关，表明机体菌群失调后会诱发机体

免疫反应，防御细菌感染。 

4  结论 
本研究成功从腐败米饭中分离出一株蜡样

芽孢杆菌，其对诺氟沙星、呋喃妥因、四环素、

米诺环素、环丙沙星、大观霉素、克林霉素、

红霉素、克拉霉素、氯霉素、左氟沙星和万古

霉素等抗生素敏感，对复方新诺明、苯唑西林

和青霉素 G 具有较强耐药性。该菌株携带致腹

泻型毒素，且致病性强，容易造成食物中毒。

攻毒结果显示，受该菌感染后，小鼠会出现明

显的腹泻症状，且肠道菌群组成发生变化，属

于拟杆菌门(Bacteroidetes)的标志机体健康的微

生物 uncultured_bacterium_f_Muribaculaceae 在

攻毒组小鼠肠道中丰度显著下降，而变形菌门

(Proteobacteria)中的标志着菌群失调的条件致

病菌 uncultured_bacterium_f_Enterobacteriaceae
丰度显著升高。此外机体菌群失调后会诱发免

疫反应，防御细菌感染。 
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