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余萌，王似锦，马仕洪*（中国食品药品检定研究院，国家药品监督管理局化学药品质量研究与评

价重点实验室，北京 100050）

摘要 目的：探讨适用于药品微生物控制中的洋葱伯克霍尔德菌群（Bcc）的鉴定策略。方法：结合药

品微生物控制中对Bcc的鉴定和分型需求，对目前应用较为广泛的微生物鉴定技术的特点和鉴定或分型

能力进行阐述和讨论，提供满足不同鉴定水平要求的鉴定策略。结果：对于Bcc，不同的鉴定方法能达

到的鉴定水平存在差异。手动/自动化的生化鉴定系统可达到属/菌群水平的准确鉴定；基质辅助激光解

析电离飞行质谱（MALDI-TOF MS）以及16S rRNA序列分析技术可达到菌群的准确鉴定；看家基因如

recA或hisA等的序列分析，基本可达到菌种水平的鉴定，必要时，可补充多位点序列分型（MLST）进行

确认。MLST、核糖体分型（Ribotyping）或全基因组测序（WGS）技术则适用于菌株水平的分型和溯

源。结论：明确不同的鉴定技术对于Bcc的鉴定能力和应用特点，针对不同的鉴定需求给出相应鉴定方法

的建议，为在实际应用中涉及Bcc检验、鉴定和溯源分析的生产企业、检验人员提供参考和借鉴。
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Advances in Taxonomy and Identifi cation of Burkholderia cepacia Complex
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Laboratory for Quality Research and Evaluation of Chemical Drugs, Beijing 100050, China)

Abstract   Objective:   To explore the identifi cation strategy of suitability for Burkholderia cepacia Complex (Bcc) 
in the control of pharmaceutical microorganisms. Methods: Considering the requirements of Bcc identifi cation 
and typing in pharmaceutical microbial control, the characteristics and capabilities of identification or typing 
of microbial identification techniques widely used at present were described and discussed, and identification 
strategies to meet the requirements of diff erent identifi cation levels were provided. Results: For Bcc, diff erent 
kinds of identifi cation methods are able to achieve diff erent identifi cation levels. Manual/Automated biochemical 
identifi cation systems  are able to achieve accurate identifi cation at the genus/complex level; matrix-assisted laser 
desorption ionization fl ight mass spectrometry (MALDI-TOF MS) and 16S rRNA sequence analysis technology 
are able to achieve accurate identification of "Complex" level; housekeeping genes sequence analysis such as 
recA or hisA, etc., are able to basically reach the species level. If necessary, multilocus sequence typing (MLST) 
should be supplemented for confi rmation. MLST, Ribotyping and Whole Genome Sequencing (WGS) technology 
are suitable for strain-level typing and traceability. Conclusion: The identification ability and application 
characteristics of different identification technologies for Bcc are clarified, and corresponding identification 
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methods are recommendated for diff erent identifi cation requirements, so as to provide references for manufacturers 
and inspectors involved in Bcc inspection, identification and traceability analysis in practical application.
Keywords:   Burkholderia cepacia Complex; identifi cation catergory; 16S rRNA; housekeeping gene; genotyping

洋 葱 伯 克 霍 尔 德 菌 群 （ B u r k h o l d e r i a 
cepacia Complex，Bcc）隶属于伯克霍尔德菌属

（Burkholderia），由若干种表型近似但基因型

存在差异的菌种组成，代表菌种为洋葱伯克霍尔

德菌（Burkholderia cepacia，B.c）。1980年，美

国某吸入剂生产企业由于去离子水制备系统控制

失败，致使产品污染B.c，导致数名囊性纤维化

（Cysticfibrosis，CF）患者死亡，该菌由此引起

FDA的关注。Bcc广泛分布在水、土壤等生态环境

中，能够利用多种有机物作为其单一代谢能源，对

营养需求较低，有研究表明B.c可在蒸馏水中存活

数月。Bcc通常能够耐受常见的抗生素、消毒剂、

抑菌剂，在没有有效检测方法时，低数量的Bcc污

染制药行业水系统，无法被药典中目前使用的微生

物限度检查方法有效检出，而一旦Bcc经过积累形

成生物膜，基于其上述特性，将难以被彻底清除，

并最终被引入终产品。近年来，不断有产品由于污

染Bcc，或在其生产过程中出现Bcc，且有引入终产

品的风险而被召回。无论是监管方还是整个制药行

业对于Bcc的关注日益增加，对终产品或其生产过

程中的Bcc进行准确有效的识别成为Bcc污染风险控

制的关键点，同时也是难点之一。

1   Bcc分类概述
B.c由康奈尔大学植物病理学家Burkholder于

1950年首次在腐烂的洋葱根茎发现，最初被命名

为洋葱假单胞菌（P.cepacia）[1]，Palleroni 等[2]依

据rRNA-DNA杂交结果将假单胞菌属的菌株分为

5个大的类别（Group），分别为以铜绿假单胞菌

为代表的I组；以洋葱假单胞菌为代表的II组；以

P.acidovoran为代表的III组；以P.paucimobilis为代

表的IV组；以P.maltophili为代表的V组。1992年

Yabuuchi等[3]通过多相分类学，依据16S rRNA序

列、DNA-DNA杂交同源性、表型特征和脂肪酸组

成等，将II组重新分类至一个新的属，并以最初发

现该菌的科学家姓氏命名，即Burkholderia。

1997年，Vandamme等[4]将128株Burkholderia
的菌株进行包括表型和基因型的系统分析，结果

表明，通过生化或细胞脂肪酸组成分析被鉴定为

“B.c”的若干菌株，在DNA-DNA杂交中可进一

步被划分为至少5个不同的基因型亚群（Genotypic 

Subgroups）。在同年5月召开的洋葱伯克霍尔德

菌国际工作组第三次会议（Third Meeting of the 

International Burkholderia cepacia Working Group，

May 10 to 11，1997，Victoria，British Columbia, 

Canada）上，提议将上述表型特征近似的基因

型 亚 群 命 名 为 B c c ， 并 针 对 这 一 表 型 近 似 ， 但

基因型存在差异的分类学特点，采用“基因型

（Genomovar）”这一名称对不同亚群进行命名，

至此，Bcc产生了5个基因型，分别是基因型Ⅰ（对

应种名：B.c）、基因型Ⅱ（B.multivorans）、基

因型Ⅲ（B.cenocepacia）、基因型Ⅳ（B.stabilis）

和基因型Ⅴ（B.vietnamiensis）。在此后二十余

年中，随着分子生物学的飞速发展，基因水平的

信息为Bcc的准确分类提供了新的角度和依据，

多位点序列分型、全基因组测序等技术在Bcc分

类学研究中发挥了重要的作用，不断有新的Bcc

成员被命名，截至2021年，已被分类命名的Bcc

成员达到了24个种，分别是B.c、B.multivorans、

B.cenocepacia、B.stabilis、B.vietnamiensis、B.dolosa
（genomovar Ⅵ）、B.ambifaria（genomovar 

Ⅶ）、B.anthina（genomovar Ⅷ）、B.pyrrocinia
（ g e n o m o v a r  Ⅸ ） 、 B . l a t e n s 、 B . d i f f u s a 、

B.arboris、B.seminalis、B.metallica、B.ubonensis、

B.contaminans、B.lata、B.stagnalis、B.territorri、
B.pseudomultivorans、B.catarinensis、B.puraquae、

B.paludis和B.aenigmatica（表1）[3-20]。



中国药事  2022 年 7 月  第 36 卷  第 7 期760

CHINESE PHARMACEUTICAL AFFAIRS zhgysh

表 1   Bcc 已分类命名种

  序号 名称 中文名称 参考文献

1 B.cepacia 洋葱伯克霍尔德菌 [3]

2 B.multivorans 多噬（食）伯克霍尔德菌 [4]

3 B.cenocepacia 新洋葱伯克霍尔德菌 [11]

4 B.  stabilis 稳定伯克霍尔德菌 [7]

5 B.vietnamiensis 越南伯克霍尔德菌 [5]

6 B.dolosa 狡猾伯克霍尔德菌 [12]

7 B.ambifaria 双向伯克霍尔德菌 [9]

8 B.anthina 花园伯克霍尔德菌 [10]

9 B.  pyrrocinia 吡咯菌素伯克霍尔德菌 [4]

10 B.latens 隐蔽伯克霍尔德菌 [13]

11 B.diff usa 广布伯克霍尔德菌 [13]

12 B.arboris 森林伯克霍尔德菌 [13]

13 B.seminalis 种子伯克霍尔德菌 [13]

14 B.metallica 金属伯克霍尔德菌 [13]

15 B.ubonensis 乌汶伯克霍尔德菌 [6]

16 B.contaminans 污染伯克霍尔德菌 [14]

17 B.lata 普通伯克霍尔德菌 [14]

18 B.stagnalis 湖水伯克霍尔德菌 [16]

19 B.territorri 领土伯克霍尔德菌 [16]

20 B.pseudomultivorans 假多噬伯克霍尔德菌  [15]

21 B. catarinensis 圣卡塔琳娜伯克霍尔德菌 [18]

22 B.puraquae 纯水伯克霍尔德菌 [20]

23 B.paludis 沼泽伯克霍尔德菌 [17]

24 B.aenigmatica 神秘伯克霍尔德菌 [19]

2   Bcc的鉴定
对于Bcc的鉴定需求最初源于临床，针对从CF

患者或某些免疫缺陷人群的肺部感染样品中分离获

得的微生物进行分类学的确认，用以确定病原菌并

采取相应的抗菌治疗。临床实验室通常会使用选择

性培养基与传统或商业化生化鉴定结合的方式，

判断分离物是否为Bcc。在基于临床需求开发的一

些商业化鉴定系统中，Bcc中的成员可能会被误识
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别为其他种属的微生物，而与其近似的一些微生

物也会被误识别为Bcc，而对Bcc进行种水平的鉴别

则更加困难。随着对Bcc认识的深入，基于其生长

特性，医药行业对Bcc的关注逐渐从患者（流行病

学）向前端转移，在药品生命周期中控制Bcc污染

风险的重要性日益凸显。一方面，Bcc能够代谢大

多数的碳源，因此利用生理生化反应进行种水平鉴

别本身就存在较大的困难。另一方面，与临床样本

不同，药品及其生产环境中的微生物多处于寡养、

低温、消毒剂、抑菌剂等不利于生长的条件下，这

使得分离自其中的微生物无法表现出典型的表型特

征，给依赖于传统生化鉴定的实验者造成困扰。与

传统的生理生化鉴定方法相比，基于基因型的鉴定

方法优势显著，可满足分离菌株属、种甚至菌株水

平的不同鉴定需求。本研究将针对不同的Bcc鉴定

方法从原理和应用方面进行阐述和讨论。

2.1   表型鉴定

2.1.1   选择性培养基

选择性培养基是那些通过添加某些成分，抑

制除目标微生物以外的其他微生物生长的培养体

系。目前针对Bcc的法定标准检测方法，包括SN/T 

4485-2016 进出口口腔清洁类产品中洋葱伯克霍尔

德菌检验方法[21]；SN/T 4684-2016进出口化妆品中

洋葱伯克霍尔德菌检验方法[22]；美国药典USP43-

NF38 <60>非无菌产品的洋葱伯克霍尔德菌群检查

（Microbiological Examination of Nonsterile Products—

Tests for Burkholderia cepacia Complex）[23]。上述方

法的检测流程均按照样液制备、增菌培养、选择和

分离培养及结果判断几个环节展开（表2）。即目

前的标准方法都是利用选择性培养基对样品中复苏

的微生物进行筛选培养，使得Bcc获得优势生长，

同时抑制其他种类的微生物。对选择和分离培养中

生长且被认为高度疑似Bcc的菌落，仍需通过进一

步的鉴定判定，但选择性培养基无疑通过利用Bcc

与其他微生物生长代谢特性的差异，将表型鉴定的

原理实践至一种个性化的培养体系，在对样品中是

否含有Bcc的初步筛查中起到重要的作用。

上世纪80年代初，研究者用麦康凯琼脂、添

加5%绵羊血和木糖赖氨酸的哥伦比亚琼脂和添加

5%绵羊血、多粘菌素B及杆菌肽的TSA对B.c进行

选择性培养。1985年，Gilligan等[24]研发了针对B.c

的选择性培养基PCA，后续在此基础上对其配方进

行了进一步改良，调整了碳源、氮源抑菌物质的

含量，并通过pH缓冲剂降低培养基的初始pH值，

形成商品化的Bcc选择性培养基Mast BCA和Oxiod 

BCA，后者被进出口检验检疫标准SN/T 4485-2016

收载。1987年，David 等[25]在乳糖氧化发酵培养基

的基础上，添加了用于筛选的抗生素，形成针对

B.c的另一种选择性培养基OFPBL，1997年Henry

等[26]在此培养基基础上进行改良，添加了蔗糖、酵

母浸粉，增加了胰蛋白胨的含量，调整了抗生素的

种类及浓度，最终形成了另一种目前主要应用的，

也是USP<60>和进出口检验检疫标准SN/T 4684-

2016中收载的选择性培养基配方（BCSA）。Henry

等[27]对当时主要的3种Bcc选择性培养基（分别是

BCSA、PCA及OFPBL）进行了Bcc促生长能力以及

非Bcc抑制能力的讨论。该研究对来自儿童和成人

的656份临床样本进行了Bcc的筛查，对其中筛选

确认的81株Bcc菌株进行了进一步选择性培养基的

比较。研究结果表明，培养至72小时，BCSA对Bcc

菌株的复苏比例达100%（81/81），OFPBL和PCA

则分别是96%（78/81）和84%（68/81）；从菌株

生长状态看，培养至72小时，相同接种量的Bcc菌

株，能够达到良好生长状态的菌株数量：BCSA达

到 69%，OFPBL和PCA则分别为30%和18%。在抑

制能力方面，40株非Bcc菌株在BCSA上能够生长，

分别有263和116株非Bcc菌株在OFPBL和PCA上生

长。基于此结果，BCSA作为Bcc选择性培养基优

势显著。2003年Vermis等[28]用分离自临床和环境的

隶属于Bcc 9个基因型的142株菌株对6种选择性培

养基的促生长能力进行了考察，其中包括BCSA、

Mast BCA和Oxiod BCA等6种培养基，它们对于Bcc

的促生长能力在71.1%~99.3%。BCSA上仅有1株

B.stabilis分离株无法生长，促生长能力达99.3%，

Mast BCA和Oxoid BCA分别为98.6%和91.5%，其他

3种培养基的促生长能力均在85%以下。这项研究

将Bcc的考察范围扩充到了9个基因型，菌株来源

也由临床扩大到环境，而Bcc成员目前已增加至24

种，它们在表型上虽然近似，但在能源物质的利用

上仍存在着差异，选择性培养基对这些新增成员的

促生长能力还有待进一步的研究探讨。
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表 2   各标准进行 Bcc 检验的流程

标准名称
检验流程

供试液制备 增菌培养 选择性和分离培养 结果判断

USP<60> 参照USP<61>非无

菌产品微生物限度

检查法-微生物计数

制备

TSB或者稀释的TSB（经

方 法 适 用 性 确 认 ） ，

30℃~35℃，48 h~72 h

BCSA，30℃~35℃，

48 h~72 h

菌落形态，适宜的鉴

定方法

SN/T 4485-2016 SCDLP液体培养基 

1 ：10

改 良 L E T H E E N 肉 汤 ，

35℃±1℃，48 h±2 h

BCA，35℃±1℃，

48 h±2 h

1步-染色镜检、过氧

化氢酶阳性、氧化分

解葡萄糖、赖氨酸脱

羧酶阳性；2步-生化

鉴定

SN/T 4684-2016 参照GB7918.1制备

1 ：10稀释液

1步-添加250000 U·L-1

多 粘 菌 素 B 的 S C D L P

液 体 培 养 基 ； 2 步 -

添 加 1 0 m g · L - 1 庆 大

霉 素 的 B C S A 液 体 ，

36℃±1℃，各24 h

添加多粘菌素B及庆

大霉素的BCSA和添

加多粘菌素B及庆大

霉素的麦康凯琼脂，

32℃±1℃，48 h

生化试验、生化鉴定

试剂盒或全自动微生

物生化鉴定系统

2.1.2   生化鉴定

选择性培养基可对样品中可能存在的Bcc进

行筛选，但其“选择性”是相对的，某些非Bcc菌

株可在各种选择性培养基上获得生长，这其中包

括非Bcc的伯克霍尔德菌[如唐菖蒲伯克霍尔德菌

（B. gladioli）]、一些与Bcc生长特性近似的革兰

氏阴性菌，以及一些真菌。因此，选择性培养基

上生长的微生物，仍需进一步通过其他鉴定方法

进行Bcc的确认。基于微生物生长代谢的生化鉴定

方法，在分子生物学应用于微生物分类学之前一

直被视为微生物鉴定的权威方法，直至今日仍在

广泛应用。随着科学技术的发展，检测实验室多

数已无需进行复杂繁琐的手动生化鉴定试验，商

品化的成熟生化鉴定系统即可满足大多数分离细

菌的鉴定需求。但生化鉴定方法对于Bcc的鉴定能

力有限。根据《伯杰氏系统细菌学手册》[29]，B.c
可利用多种糖苷类、醇类、酸类、氨基酸、胺类

及芳香族化合物作为其碳源，代谢谱极为广泛，

这不同于非Bcc的其他Burkholderia以及不同属微生

物。由于Bcc成员间的代谢差异较小，以致生化鉴

定可对部分未知菌株是否为Burkholderia，乃至是

否为Bcc进行较为准确的判断，但很难对Bcc成员

之间进行区分。Kiska等[30]在1996年对4种商业化鉴

定方法进行了比较，结果表明，这些生化鉴定系

统对于B.c鉴定的准确率为43%~86%，某些非Bcc

菌株会被错误鉴定为B.c，且当采用这些生化鉴定

系统进行Bcc的鉴定时，需补充必要的传统手动生

化反应测试。Shelly等[31]则进一步对7种商业化生化

鉴定系统开展Bcc鉴定分析，得出了近似的研究结

论。Henry等[32-33]对传统生化鉴定、商业生化鉴定

系统以及分子生物学方法进行比较，建议通过分

子生物学鉴定方法对生化鉴定进行补充，以实现

Bcc菌群水平和种水平的准确鉴定。

2.1.3   基质辅助激光解析电离飞行时间质谱技术

基 质 辅 助 激 光 解 析 电 离 飞 行 时 间 质 谱

（Matrix-Assisted Laser Desorption / Ionization Time 

of Flight Mass Spectrometry，MALDI-TOF MS）技术

是利用微生物核糖体组成部分，即几十种相对保

守的核糖体蛋白作为分析对象，不同种属微生物

的核糖体蛋白组成存在差异，MALDI-TOF MS针对

分离纯化的单一菌株进行核糖体蛋白荷质比的获

取，形成特异性的核糖体蛋白图谱，以此作为微

生物鉴定的依据。MALDI-TOF MS技术应用于细菌

鉴定已近30年，近年来逐渐被研究者用于Bcc复合
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群乃至群内成员间的鉴别。Fernandez-Olmos等[34]

在2012年的一项针对临床CF患者分离菌株的鉴定

研究中指出，对于Bcc，MALDI-TOF MS鉴定结果

的准确性显著优于传统的生化方法，某些使用生

化方法鉴定为Bcc的菌株，经MALDI-TOF MS和

16S rRNA序列分析比对确认后鉴定为B.gladioli、
Pandoraea spp.、Achromobacter xylosoxidans，以及

Pseudomonas huttiensis。Vanlaere等[35]对75株Bcc及

Bcc近缘菌株进行鉴定分析，MALDI-TOF MS对9个

Bcc种表现出良好的属水平鉴定效果，对7个种可达

到种水平的准确鉴定。Lambiase等[36]使用MALDI-

TOF MS对57株临床分离Bcc菌株进行鉴定，并

与recA基因的PCR-RFLP结果进行比对，结果表

明，57株菌株分别隶属于B.c、B.cenocepacia、

B.stabilis、B.vietnamiensis 4个种，MALDI-TOF MS 

方法结果与PCR-RFLP结果能够良好对应。Wong

等[37]对Bcc 22个种的95株菌株进行2种MALDI-TOF 

MS方法的鉴定准确性研究，以recA基因序列的鉴

定结果为判断标准，结果表明，不同质谱鉴定平

台对不同Bcc种水平成员的鉴定准确性存在差异，

主要表现在2种平台数据库中收载的Bcc种水平成员

的蛋白质图谱数量不同，Biotyper System（Bruker 

Daltonics）收载了14个Bcc种水平成员的核糖体蛋

白图谱，VITEK MS System （bioMérieux）则收载

了16个，未收载的菌种不可能在该项鉴定中获得种

水平的可靠结果；Biotyper System对Bcc属水平的鉴

定结果准确性是100%，VITEK MS System为97%，

其中B.cenocepacia III B和B.pseudomultivorans两个

种的部分分离株无法获得正确的属水平鉴定结果；

在种水平上，若将数据库未收载的菌株排除后计

算，Biotyper System对Bcc菌株鉴定结果与recA序列

分析的匹配率为23%，VITEK MS System为80%。综

上，MALDI-TOF MS对于Bcc属水平上的鉴定准确

性较高，多数情况下可鉴定至菌群水平，但种水平

的鉴定可信度较低，不同平台的鉴定效果存在差

异。一方面是由其原理本身决定，另一方面是由

于Bcc种水平成员在各质谱鉴定平台收载不足，未

知菌株无法与对应种的标准菌株图谱进行比对。

MALDI-TOF MS技术因其通量高、鉴定耗材成本低

且耗时短被临床检验所青睐，但在用其对Bcc进行

菌群、菌种及菌株水平的鉴定时，应谨慎看待其鉴

定结果的准确性。

2.2   基因型鉴定

2.2.1   16S rRNA序列分析

前期研究表明，Bcc在基因型上与非Bcc的其

他伯克霍尔德种存在着显著差异，DNA-DNA杂

交结果显示，Bcc种水平成员之间的杂交结合值

为30%～50%，Bcc种内的杂交结合值大于70%，

Bcc与非Bcc菌种之间的杂交结合值则小于30%[4]。

PCR技术的发展令分类学家们能够更加便捷地获

得待测微生物的核酸序列，直接从碱基水平对它

们的亲缘关系进行分析。16S rRNA被广泛用于细

菌的分类鉴定，被誉为序列水平的细菌鉴定“金

标准”。Coenye等[8]对Bcc及Burkholderia其他菌种

的16S rRNA序列进行了进化分析，结果表明，Bcc

成员之间的16S rRNA相似值为98.3%～99.3%，与

非Bcc的伯克霍尔德菌种的16S rRNA相似值则小于

98.1%。Vanlaere等[13]的研究结果表明，Bcc种水平

成员之间的16S rRNA相似值大于98%，与非Bcc的

伯克霍尔德菌种的16S rRNA相似值则小于97.5%。

图1为目前已命名的Bcc种水平成员、非Bcc的

Burkholderia以及Paraburkholderia部分菌株的系统

发育邻间树，序列均来源于美国国家生物技术信息

中心（National Center for Biotechnology Information，

NCBI）。序列分析结果表明，Bcc成员之间的16S 

rRNA相似值大于97.8%，与前述Bcc与非Bcc的伯

克霍尔德菌之间的16S rRNA相似值小于98%结果

不同，B.pseudomultivorans与非Bcc的伯克霍尔德

菌之间的16S rRNA相似值为97.4%～99.9%，在系

统发育分析中，B.pseudomultivorans也被聚类至

Burkholderia spp.分支中。综上，在使用16S rRNA序

列分析对菌株进行Bcc鉴定时，对绝大多数的菌株

可达到菌群水平的鉴定，而对B.pseudomultivorans
可能出现鉴定不准确的情况；由于Bcc成员间的16S 

rRNA序列相似性较高，不足以进行种间区分，因

此在对Bcc进行鉴定时，该方法存在种间区分能力

较差的问题。序列分析具有低成本、高准确性的优

点，目前已有商品化的序列测定仪供试验人员自行

进行测序分析，也可根据实际情况对测序试验进行

委托。但其方法操作较为繁琐，对人员数据分析能

力要求较高，且需配备相应的分子生物学实验室，

因此在我国制药行业，具备该鉴定方法能力的生产

企业仍占少数，多在检验机构得以应用。
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图 1   基于 16S rRNA 序列的 Burkholderia及 Paraburkholderia邻间树

（bootstrap 1000，仅显示 bootstrap value ＞ 50%的值）
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2.2.2   看家基因序列分析

为了对Bcc进行种水平的准确鉴定，需要增加

其他在物种进化过程中的重要基因作为研究对照。

recA基因就是这样一个潜在的分子靶标。recA基因

编码约350个氨基酸的蛋白，已知参与细菌多项关

键生命活动过程，包括同源DNA重组、SOS诱导和

DNA损伤修复。此前recA基因已被应用于近缘物种

间的系统发育分析，Bcc成员间的recA基因相似值

为94.2%～95.6%，而种内相似值为98%~99%[9]。

2000年，Mahenthiralingam等[38]针对Bcc recA基因进

行系统发育和限制性片段长度多态性（Restriction 

Fragment Length Polymorphism，RFLP）序列分析，

结果表明，recA的RFLP能将已命名的Bcc菌株明确

区分为5个对应Bcc的基因型，而其全序列的系统

进化分析则将所有菌株聚类至6簇（Clusters），除

了对应的5个基因型，还将基因型III划分为IIIA和

IIIB；2003年，Vandamme等[11]将分离自植物根系和

临床的Bcc环境菌株进行DNA-DNA杂交分析，发

现它们仍隶属于B.cenocepacia，但在recA基因序列

的系统发育分析中，则分别聚类至不同的簇，将

它们命名为Genomovar IIIC和Genomovar IIID，这些

研究结果表明recA可作为Bcc种间区分的良好分子

靶标。基于此，recA序列分析被广泛应用至Bcc的

种水平鉴定；在考察其他鉴定方法的准确性时，

recA序列的鉴定结果也被作为参照。于晓庆等[39]利

用recA基因序列分析鉴定自烟草土壤分离的Bcc株

为B.pyrrocinia。本课题组此前也报道过由于临床

药品污染了Bcc导致患者感染的案例，利用recA序

列比对及系统发育分析，结合16S rRNA序列分析

和生化鉴定，将污染的Bcc菌株分别鉴定为B.c、

B.cenocepacia（Genomovar IIIB）、B.stabilis[40-42]。

周江林等 [43]利用recA全长序列和7个看家基因

（Housekeeping Gene）片段串联构建的系统发育

树，对临床分离菌株进行鉴定，纠正了5株种水平

鉴定有误的菌株。

hisA基因是近年来报道的另一个应用于Bcc种

间区分的分子靶标。hisA编码的基因产物是1-（5-

磷酸核糖基）-5-[（5-磷酸核糖基氨基）亚甲基氨

基] 咪唑-4-甲酰胺异构酶，参与组氨酸的生物合

成[44]。研究表明，Bcc hisA基因中442bp大小的片段

可对Bcc的17个已知种达到良好的区分效果，且可

将基因型III进一步划分为IIIA、IIIB、IIIC和IIID，

与recA基因的系统发育分析结果吻合，此外，研

究还对17个种的hisA基因进行了单核苷酸多态性分

析，发现了种水平特异的11个碱基识别密码[45]，给

Bcc的种间快速识别提供了便利。

尽管单个看家基因的序列同源性分析已广

泛应用于细菌鉴定，但对于Bcc，单个看家基因

在种水平的鉴定准确性方面存在局限。以recA基

因为例，基于recA-RFLP及序列分析在Bcc的分

类学中发挥了重要的作用，但recA序列全长只有

1050bp左右，大量试验虽已验证其对Bcc最初发现

的种成员区分效果良好，但随着多位点序列分型

（Multilocus Sequence Typing，MLST）、全基因组

测序（Whole Genome Sequencing, WGS）技术的发

展，更多的Bcc种成员被发现并命名，说明recA对

这些种的区分能力有限。Cesarini等[46]对26株Bcc菌

株进行分析，发现部分菌株在recA序列分析时种水

平的指向是B.cenocepacia，但在MLST分析时则聚

类至独立的簇；recA序列分析指向B.lata的菌株在

MLST分析时则表现出与B.contaminans有更高的亲

缘关系。这些结果说明recA在对某些近缘的Bcc种

水平上的区分能力不足。本实验室在对Bcc进行多

相分类鉴定分析时发现，对于Bcc某些种的菌株，

如B.c和B.contaminans以及recA和hisA序列分析得到

不同的种水平鉴定结果；而对另一些种，如B.lata
和B.aenigmatica，无法通过单个看家基因的序列分

析进行区分，均需进一步通过MLST或WGS对这些

菌株的种水平进行准确鉴定。

2.3   基因分型

2.3.1   核糖体分型技术

从原理上，核糖体分型（Ribotyping）是对

RFLP方法的进一步改良应用。通过计算机预测适

用于特定菌种的限制性内切酶，用其对细菌基因

组进行酶切，酶切后的片段通过琼脂糖凝胶电泳

区分，然后通过Southern Blot转移到尼龙膜上，至

此，待测菌被消化后的基因组在膜上得到固定。进

一步通过计算机对菌种的核糖体操纵子设计特异性

引物，用以合成作为杂交探针的核糖体操纵子，

并进行放射性标记。用探针与膜上DNA片段进行杂

交，通过放射自显影对杂交后的条带进行显色，最

终形成菌株特异性的核糖体基因指纹图谱，用以进

一步的鉴定或分型分析[47]。从原理可知，核糖体分

型的研究对象并不局限于核糖体基因本身，限制性
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酶切位点可能出现在核糖体基因之外的位点，这将

导致最终的核糖体带型中的特异性条带大小分布在

1kb~50kb之间。研究者用计算机对细菌基因组进

行分析，发现细菌基因组中的某些中性进化（看

家）基因，分布在核糖体基因的侧翼，因此核糖体

分型反映的DNA限制性酶切多态性，不仅仅针对核

糖体，也包括了上述的这些基因[48]。因此，核糖体

分型技术既可以用于系统进化分析，又能够简单针

对两个菌株的核糖体带型进行鉴别分型，已被应用

于分类学[49]、流行病学溯源[50]、地理分布[51]、系统

发育等方面的研究[51-52]。但传统的核糖体分型技术

操作复杂、耗时较长，对实验人员的操作要求高，

很难满足实际应用需求。自动化的核糖体分型系

统基于此诞生，克服了时间长、人员操作标准化

等问题，并且其内置数据库，在获得核糖体带型

的同时，可对待测菌株进行分类学的鉴定。Brisse

等[53]利用自动化核糖体分型系统Riboprinter对分离

自临床和环境的Bcc菌株进行双酶切分析，发现该

方法能对B.multivorans、B.stabilis及B.vietnamiensis
进行有效区分，不同菌种菌株的带型聚类为同一

分支，结果与16S-RFLP吻合，且同一菌种的不同

菌株表现不同的核糖体带型，表明该方法对Bcc有

良好的分型能力。Cunha等[54]对CF患者体内分离的

Bcc菌株进行了长达7年的调查研究，结合核糖体

分型和多种分子生物学方法开展流行病学分析，

Brisse等[55]也对法国的CF患者开展了类似的研究，

这些研究发现B.cenocepacia、B.multivorans是临床

分离种中出现频率较高的Bcc成员，不同种的Bcc呈

现出不同的核糖体带型，表明这一方法对Bcc种间

的鉴定效果良好，同时，从同一菌种菌株间的带型

差异得出与前述文献一致的结论，为流行病学调查

提供了重要依据。由于自动化核糖体分型系统中

收载的Bcc种成员有限，目前仅有B.c、B.stabilis和

B.vietanamiensis三种，因此其对Bcc的种水平鉴定

能力还有待数据库进一步的扩充，但若仅关注分离

菌株系统进化关系和其带型差异，则自动化核糖体

分型系统不失为一种便捷、快速、良好的污染溯源

工具[40]。

2.3.2   多位点序列分型技术

MLST技术是上世纪末分型技术的一项重大革

新。虽然用于微生物基因分型的方法不胜枚举，

但不论是RFLP、AFLP、RADP、Ribotyping还是

PFGE，都不可避免地面临着共同的问题，这些基

于DNA条带进行分型的技术，带型数据难以在实验

室间进行相互验证[56]，而MLST的分析对象则是基

因序列的碱基组成，通过对某一菌属/菌群/菌种的

若干个（通常是6~11个）中性进化（看家）基因

进行多基因位点的序列分析，每一序列都会被随机

分配一个数字，每个菌株最终都会获得一串代表

其MLST的数字，即该菌株的ST型，不同菌株间的

系统发育关系则通过若干个基因的串联序列分析

（Multilocus Sequence Analysis，MLSA）实现[57-58]。

MLST的最大优势是序列信息更加便携，不同实验

室对相同的一类微生物按照同样的MLST方案进行

分型研究，试验数据可互相验证，且目前已有面

向全球开放的MLST数据库（https://pubmlst.org/），

并在不断地进行数据的扩充与纠正，自1998年

Maiden等[59]首次针对脑膜炎奈瑟氏菌（Neisseria 
meningitidis）设计MLST方案以来， pub-MLST数据

库已收载了129个属/种的微生物MLST方案，等位

基因数达到2581万条，分离菌达87万株。

2005年，Baldwin等[60]设计了针对Bcc的MLST

方案，通过7个看家基因atpD、gltB、gyrB、recA、

lepA、phaC和trpB的序列分析，将119株已分属于

9个种的Bcc菌株分为114个ST型，菌种水平的分

类学结果与recA-RFLP对应良好，且发现了4组

Bcc未命名的种成员，将基因型I即B.c划分为两

个亚系（Sublineages），其中一簇是此前命名的

TaxonK[61]。 基因型III即B.cenocepacia进一步从原

有的4个亚组（Subgroups）IIIA、IIIB、IIIC、IIID

扩增至IIIE。自Bcc-MLST方法建立以来，Bcc新

成员的发现基本都是将MLST分析作为一种可靠

的鉴定分型手段[13-20, 62]，且认为当串联等位基因

平均分异度（Average Concatenated Allele Sequence 

Divergence）小于3%时，可进行种水平的判定，与

DNA-DNA杂交中种水平判断阈值70%等效[14-15]。

2.3.3   全基因组测序技术

随着下一代测序技术的飞速发展，研究者们

能够便捷地获得微生物整个基因组的信息，不再局

限于某一个或若干个基因，这必然将给分类学带

来全新的视角。通过NCBI基因组数据库的检索，

已上传测序完成图的Burkholderia菌株有341株，其

中包含了目前已命名的所有Bcc种水平成员。在测

序技术普及之前，进行原核生物种水平判断的重
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要依据是DNA-DNA杂交的结合值，70%是种水平

鉴定的阈值。现在，基于全基因组序列的平均核

苷酸一致性（Average Nucleotide Identity，ANI）成

为另一个评价两个基因组之间相似性的指标，70%

的DNA-DNA杂交值对应的ANI为95%～96%[63]。

多项研究表明，DNA-DNA杂交和ANI已成为原

核生物种水平鉴定的金标准 [64-65]。此外，由于

传统的DNA-DNA杂交试验操作复杂、耗时长，

基于计算机的数字DNA杂交（digital DNA-DNA 

Hybirdization，dDDH）能够直接使用基因组信息

进行DNA-DNA杂交值的计算[66]。Yuan Jin等[67]选取

了116株Bcc菌株的全基因组中1005个单拷贝同源

基因，构建系统发育树，比对经典的16S rRNA、

recA、hisA和MLST/MLSA分析，纠正了NCBI数据

库中鉴定有误的菌株，并依据种水平区分的阈值区

间ANI的上限值96%，将待分析的Bcc菌株聚类为36

簇，其中24簇与目前已知的24个Bcc种水平成员能

够良好对应，但按照该鉴定标准，此前的基因型

IIIA、IIIB应分别隶属于两个独立的种，而基因型

I，即B.c也应有更细化的种水平分类。不同鉴定方

法对Bcc的鉴定水平及方法特点见表3。

表 3   不同鉴定方法对 Bcc 的鉴定水平

分类 鉴定方法 原理/靶标 鉴定水平 特点

表型 生化鉴定（API） 碳源/氮源利用，酶促（手

动）

属 鉴定结果不稳定，与待测菌株有关。无

法区分Bcc近缘菌属/种

生化鉴定（VITEK II） 碳源/氮源利用，酶促（自

动）

属/菌群 数据库有限，鉴定结果不稳定，无法区

分Bcc近缘属/种

生化鉴定（BIOLOG） 碳源/氮源利用，pH，盐浓

度，抑菌成分（半自动）

属/菌群 数据库有限，无法区分Bcc近缘属/种

MALDI-TOF MS 核糖体蛋白图谱 菌群/种 鉴定结果准确性与数据库收录情况相

关，对部分Bcc可达到种水平鉴定

基因型 16S rRNA 细菌核糖体小亚基 菌群 对B.pseudomultivorans鉴定时需注意

recA DNA重组酶 种 大多数的Bcc成员可达到种水平

hisA 产物参与组氨酸合成 种 大多数的Bcc成员可达到种水平

Riboprinter 核糖体rRNA-RFLP（自动） 菌株 分型效果良好，但种水平鉴定效果受限

于数据库

MLST/MLSA 多位点序列分型/多位点序列

分析

种/菌株 对实验人员要求较高，操作较复杂

WGS 全基因组水平 种/菌株 成本较高

3   展望
人们对微生物的认识从宏观/微观形态，到代

谢特征，再到遗传物质，层层深入，逐渐揭开微生

物在漫长进化历史中的角色及彼此之间的关系。鉴

定方法也相应经历表型到基因型的递进发展。表型

鉴定中的生化鉴定方法是目前制药行业接受度较

高、应用也较为广泛的方法之一，传统的生化鉴定

不需要复杂的仪器设备，成本低廉，对于鉴定水平

要求不高、鉴定数量较少的使用者而言，性价比较

高；自动化的生化鉴定仪的接种、结果读取环节不

再依赖手动完成，简化了人员操作，并减少了由此

产生的污染和误差，但其成本也相应增加。随着近

年来行业对药品微生物相关质量控制认识的深入，

无论是鉴定量还是鉴定水平的需求均大大增长，不

少制药企业开始建设环境菌库。MALDI-TOF MS作

为近年来新兴的微生物鉴定方法以其高通量、快
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速以及较高的准确度受到青睐，在临床和制药行业

得到应用，但对于某些微生物，其能够达到的鉴定

水平有限。基因型鉴定的准确性被公认为优于表型

鉴定，特别是当需要进行污染调查或菌株溯源时，

根据鉴定水平的需求差异，可选择单一基因序列分

析、基因分型或全基因组测序等方法，以达到相应

的鉴定目的。不同鉴定方法对Bcc的鉴定水平及方

法特点见表3。

Bcc是一类能够引起CF患者和免疫低下人群感

染的条件致病菌，对其鉴定/分型需求最初来源于

临床流行病学研究。随着对Bcc认识的深入，由于

其来源（广泛）、生长特性（能够利用多种单一营

养物质、寡养等）、天然多重耐药（某些消毒剂、

防腐剂）的特征，使得其易驻留于制药用水系统，

且不易被清除，存在着引入终产品的风险，给患者

的用药安全带来隐患。Bcc已成为制药行业重点关

注的不可接受微生物代表，每年都有产品由于Bcc

污染而被召回[68-69]。值得一提的是，临床和制药

行业对于Bcc的鉴定/分型应用需求存在着一定的差

异，制药企业通常面对的分离微生物多来自生产环

境和人员，种类复杂，但大部分的分离微生物并非

致病菌；药品分离微生物的鉴定水平需求与其分离

来源相关，有时需要进行分型溯源；药品分离微生

物通常处于压力或受损状态，表型特征不典型；制

药行业从业人员对于微生物分类学知识的储备仍较

为欠缺。因此本研究并未将用于微生物分类学研究

的某些常用方法如全细胞蛋白组分分析、脂肪酸分

析、AFLP和RFLP等方法对Bcc的鉴定应用进行阐

述，而是充分考量药品生产企业在微生物鉴定中的

技术需求特点，在保证能够达到相应鉴定水平的前

提下，选择了商业化、自动化程度较高的常用表型

鉴定、基因型鉴定以及分型溯源分析方法，针对不

同的鉴定需求做出相应的鉴定方法建议，为在实际

应用中涉及Bcc检验、鉴定及溯源分析的生产企业

和检验人员提供参考和借鉴。
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