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摘要：为建立简单快速的蜡状芽孢杆菌(Bacillus cereus)基因间重复共有序列 PCR(ERIC-PCR)的分子分型方法，该研究以 B. cereus 

CMCC 63303 的基因组DNA 为模板，并采用正交设计 L16(4
5)对影响 ERIC-PCR 反应体系的五个因素（模板DNA、Mg2+、dNTP、Taq 

DNA 聚合酶、引物）在四个浓度水平上进行优化，并通过单因素试验确定最佳退火温度，最后以优化后的反应体系对 50 株 B. cereus 

分离株进行 ERIC-PCR 分子分型和聚类分析验证其稳定性和分型效果。结果显示应用建立的 ERIC-PCR反应体系对 50株分离株扩增

均得到了 9~17 条、大小在 200~4000 bp 之间的条带，并可将其分为 47 个型，且分辨力达到 0.996，具有较高稳定性和分辨能力。表

明 ERIC-PCR 技术对 B. cereus 分型，具有简便和分辨力高等优点，可用于食源性 B. cereus 分离株的多样性研究。 
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Abstract: An efficient enterobacterial repetitive intergenic consensus sequence (ERIC-PCR) molecular typing method was established for 

Bacillus cereus. Based on the template of B. cereus CMCC 63303 genomic DNA, the ERIC-PCR amplification system in four levels of five 

factors (DNA template, Mg2+, dNTP, Taq DNA polymerase and primer) was optimized by orthogonal design L16(4
5) .Then the effects of 

annealing temperature on the amplification system was discussed through single factor experiment and the optimal reaction condition were 

determined. Fifty B. cereus strains were typed using the optimal reaction system and cluster analysis. The ERIC-PCR results exhibited better 

discriminative results in molecular typing with discrimination index of 0.996. B. cereus strains were grouped into 47 types. The ERIC-PCR 

system was an efficient method for typing and tracking analyses. It was suitable for genetic diversity analysis of foodborne B. cereus strains.  
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蜡状芽孢杆菌(Bacillus cereus)是一种分布广泛的

兼性好氧、中温、产芽孢的条件致病菌。几乎所有种

类的食品都曾被报道与B. cereus引发的食物中毒有关
[1~2]。本实验室近两年开展了全国零售食品中 B. cereus

污染调查，为进一步了解其在食品中的遗传多样性，

研究其分布规律，找出食源性优势菌株，需要建立一 
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种简单、稳定、多态性丰富、成本低、适用于 B. cereus

的分型方法。过去对B. cereus 分型多采用噬菌体[3]、

血清[4]等分型方法，但这些方法操作复杂、成本高且

分型粗糙。目前，B. cereus 仍以传统生化分型为主，

但它耗时费力、结果重现性差，且有些菌株不能分型，

很难用于大批量菌株的遗传多样性研究。随着分子生

物学技术的发展，分子分型方法越来越多，其中

PFGE[5~6]、RFLP[7~8]、MLST[9]、AFLP[10]、生物芯片[11]

等许多分子技术已成功用于蜡样芽孢杆菌群亲缘关系

的分型及鉴定。与以上方法相比，ERIC-PCR[12]分型

具有成本较低，操作技术简单等优点。近年来我国的

廖永红[13]等人首先对B. cereus的 ERIC-PCR体系进行

了单因素优化，并且建立起了适合 B. cereus 的
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ERIC-PCR 的反应体系，但其反应条件得到的条带多

态性不够丰富，导致分辨力不高，难以对大量菌株进

行遗传多样性分析。因此，进一步系统优化反应条件

则有可能得到更加丰富的电泳条带用于大量B. cereus

分离株的分子分型。本研究以B. cereus为研究对象，

通过系统优化条件建立起一套 ERIC-PCR 分型技术，

并对本实验室在广东省食源性致病菌污染调查中分离

得到的 50 株 B. cereus 分离株进行分子分型，获得了

良好的结果。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

B. cereus标准菌株 CMCC 63301 和 CMCC63303

均由本实验室保藏，其中 CMCC63303 用于 ERIC-PCR

反应体系的优化，50 株蜡样芽孢杆菌分离菌株由本实

验室在广东省食源性致病菌污染调查分离所得，均由

甘油保藏于-20 ℃冰箱备用。 

1.2  主要仪器设备 

Taq DNA 酶(2.5 U/μL)、Mg2+（25 mmol/L）、

10×PCR buffer、三磷酸脱氧核糖核苷 dNTPs (2.5 

mmol/L)均购于天根生化科技有限公司，DL 5000 DNA 

Marker 购于大连 Takara 公司；Ezup 柱式细菌基因组

DNA 抽提试剂盒购自上海生工生物工程；ERIC-PCR

通用引物 [13]ERIC-F(ATGTAAGCTCCTGGGGATTCA 

C)和 ERIC-R(AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG)由

华 大基 因公 司合 成； 紫外 可见 分光 光度 计

BioSpec-nano，日本岛津；梯度 PCR 仪 Tprofessional 

Standard Gradient，德国 Biometra；电泳仪 EPS 300，

上海天能；凝胶成像系统 GE Image Quant 350，美国

GE Healthcare。 

1.3  方法 

1.3.1  模板 DNA 的制备 
采用 Ezup 柱式基因组 DNA抽提试剂盒（细菌）

提取 B. cereus 63303 基因组 DNA，用 1%的琼脂糖凝

胶电泳测定其质量，紫外分光光度计测定 DNA 的纯

度和浓度，并将其稀释至 50 ng/μL，置于-20 ℃保存。 

1.3.2  ERIC-PCR反应体系与 PCR扩增程序的

初步设定 

初步设定 PCR 扩增反应各组分参数为[13]：25 μL

反应体系中含 100.00 ng DNA 模板、2.50 mmol/L 

Mg2+、0.20 mmol/L dNTPs、0.80 μmol/L引物、Taq DNA

聚合酶 1.00 U。 

基本扩增程序为[13]：94 ℃预变性 3 min，94 ℃变

性 30 s，55 ℃退火40 s，72 ℃延伸3 min；35 个循环；

72 ℃再延伸 10 min。PCR 产物 4 ℃保存。 

1.3.3  ERIC-PCR 正交实验设计 

表 1 B. cereus ERIC-PCR 反应因素正交试验水平表 

Table 1 Factors and levels of L16(45) orthogonal design for 

ERIC-PCR amplification system for B. cereus 

水平 

因素 

模板 DNA/ 

(ng/25 μL) 

Mg2+/ 

(mmol/L) 

Primer/ 

(µmol/L) 

Taq/ 

(U/25 μL) 

dNTPs/ 

(mmol/L) 

1 25.00 3.00 0.20 0.75 0.10 

2 50.00 4.00 0.40 1.00 0.20 

3 75.00 5.00 0.60 1.25 0.30 

4 100.00 6.00 0.80 1.50 0.40 

选用 L16(45)正交表，对影响 ERIC-PCR 扩增结果

的主要影响因子进行正交设计，正交试验水平表见表

1。根据正交设计进行 PCR 扩增和琼脂糖凝胶电泳。

为了提高试验的稳定性，每个处理的试验重复三次，

依据条带的强弱和条带的数量对扩增产物电泳结果依

次打分，条带数量丰富清晰稳定的最佳产物记 16 分，

最差的计 1 分，对试验结果进行评分。最后对正交试

验进行方差分析，确定ERIC-PCR 最佳反应体系。 

1.3.4  退火温度的优化 

为了确立合适的B. cereus ERIC-PCR 退火温度，

共设置了 10 个温度梯度，即 39 ℃、41 ℃、43 ℃、

45 ℃、47 ℃、49 ℃、51 ℃、53 ℃、55 ℃、56 ℃。

运用初步设定的反应体系和基本反应程序，根据扩增

结果筛选优化体系的退火温度。 

1.3.5  B. cereus 分离菌株 ERIC-PCR 指纹图谱

构建与分析 

以 ERIC-PCR 最优反应体系对广东省食源性致病

菌污染调查中从肉与肉制品、速冻食品、熟食、水产

品、蔬菜、速冻食品、食用菌和奶制品七类食品中分

离得到的 50 株 B. cereus 分离株和两株标准菌株进行

PCR 扩增，扩增产物经 2%琼脂糖凝胶电泳后检测，

得到 ERIC-PCR 指纹图谱，应用 Gel-Pro Analyzer 4.0

软件对以上 ERIC-PCR 指纹图谱进行凝胶定量分析，

得到各条带的分子量大小，把同样分子量大小的排为

同行，得到一个矩阵，按照“有条带的位置记为 1，

无条带的位置记为 0”的方法把矩阵转换成 0，1矩阵，

再将其导入聚类软件 NTSYS-pc 进行 UPGMA聚类，

构建聚类树。 

使用 Simpson 差异指数（DI）来评价不同的分型

方法的分辨力。Simpson 差异指数的计算公式为： 





s

j

jj nNNDI
1

)1(n)1(/11  

注：N 为样本全部菌株数，nj为被归入 j 组的菌株数[14]。

DI 值的大小可以直接用来比较不同分型方法的分辨力。如果 DI

http://www.instrument.com.cn/netshow/SH100954/C122912.htm
http://www.instrument.com.cn/netshow/SH100954/C122912.htm
http://www.testmart.cn/instrument.aspx?id=6ab49a7c88e84cfe8acac1aedf68dea9&dn=21
http://www.testmart.cn/instrument.aspx?id=6ab49a7c88e84cfe8acac1aedf68dea9&dn=21
http://www.lw23.com/keywords_630466656/
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值大于 0.90，则可认为这种方法可以很好的区分能力。 

2  结果分析 

2.1  ERIC-PCR 反应体系的正交试验优化 

正交试验方案和试验结果见表 2。表中 I、II、III

三列表示三次重复试验的打分结果。根据打分求出每

一因素水平下的数据 Ki 值、ki 值和 R 值。Ki 值为每

个因素同一水平下的试验值之和（包括三次重复），ki 

=Ki/4，R 为同一因素不同水平间平均值的极差。图 1

为一次正交试验的PCR 产物电泳图。 

 

图 1 正交试验 ERIC-PCR 产物电泳结果 

Fig.1 Electrophoregrams of ERIC-PCR products obtains from 

orthogonal experiment 

注：M：DL 5000 Marker；0：空白对照；1~16：正交试

验 1~16。 

从表 2 的极差分析和表 3 的方差分析结果可以看

出，模板 DNA、Mg2+、primer、Taq DNA 聚合酶和

dNTP 对 ERIC-PCR 反应体系都存在极显著影响；同

时极差 R 反映了每个因素对 ERIC-PCR反应的影响程

度，R 值越大，表明该因素对试验结果的影响越显著，

5 个因素对反应体系影响从大到小的顺序依次为

dNTPs>Taq DNA聚合酶>primer>Mg2+>模板 DNA。 

k 值反应了各因素水平对反应体系的影响情况，k

值越大反应水平越好。通过比较各水平的 k值得出的

ERIC -PCR 反应中 5因素的最优水平为 A3、B3、C1、

D1、E4，得出最优组合为 A3B3C1D1E4。 

最终确定 B. cereus ERIC-PCR 的最优反应体系

为：25 μL 反应体系中含 75.00 ng DNA 模板、5.00 

mmol/L Mg2+、0.20 μmol/L引物、Taq DNA聚合酶 0.75 

U、0.40 mmol/L dNTPs。 

2.2  退火温度对 ERIC-PCR 扩增的影响 

退火温度是影响扩增特异性的主要因素之一，较

低的退火温度会使引物与模板错配，产生非特异性条

带；而过高则会抑制引物和模板结合。从图 2 可以看

出，当退火温度高于47 ℃和低于 41 ℃时条带有些模

糊，部分条带缺失。当退火温度为43~45 ℃时，扩增

的条带数目多、带型清晰、亮度适当，尤其是45 ℃时

效果最佳。最后确定体系的最佳退火温度为 45 ℃。 

表 2 ERIC-PCR 反应体系正交试验设计表 L16(4
5
)及结果分析 

Table 2 L16(45) orthogonal design and analysis of the results for 

ERIC-PCR system for B. cereus 

试验号 A B C D E 
结果 

I II III 

1 1 1 1 1 1 4 5 5 

2 1 2 2 2 2 6 4 4 

3 1 3 3 3 3 12 10 10 

4 1 4 4 4 4 11 9 9 

5 2 1 4 3 2 9 6 7 

6 2 2 3 4 1 3 3 1 

7 2 3 2 2 4 16 16 16 

8 2 4 1 1 3 5 14 12 

9 3 1 2 4 3 7 15 14 

10 3 2 1 3 4 15 12 15 

11 3 3 4 1 1 2 2 2 

12 3 4 3 2 2 13 11 11 

13 4 1 3 1 4 8 7 6 

14 4 2 4 2 3 10 8 8 

15 4 3 1 4 2 14 13 13 

16 4 4 2 3 1 1 1 3 

K1 89.00 93.00 127.00 123.00 32.00    

K2 108.00 89.00 103.00 72.00 111.00    

K3 119.00 126.00 95.00 101.00 125.00    

K4 92.00 100.00 83.00 112.00 140.00    

k1 22.25 23.25 31.75 30.75 8.00    

k2 27.00 22.25 25.75 18.00 27.75    

k3 29.75 31.50 23.75 25.25 31.25    

k4 23.00 25.00 20.75 28.00 35.00    

R 7.50 9.25 11.00 12.75 27.00    

注：A：模板 DNA/(0.04 ng/μL)；B：Mg2+/(mmol/L)；C：

Primer/(µmol/L)；D：Taq 酶/(U/25 μL)；E：dNTPs/(mmol/L)。 

表 3 正交试验各因素间方差分析表 

Table 3 The variance analysis for the factors of orthogonal 

experiment 

因素 
偏差平 

方和 

自由 

度 
均方 F 值 

F 临 

界值 

显著 

水平 

A 49.50 3.00 16.50 4.58 

F0.1(3,32)=2.27 

F0.05(3,32)=2.90 

F0.01(3,32)=4.47 

** 

B 69.17 3.00 23.06 6.40 ** 

C 86.33 3.00 28.78 7.98 ** 

D 120.17 3.00 40.06 11.11 ** 

E 579.50 3.00 193.17 53.60 ** 

误差 115.33 32.00 3.60    

总和 1020.00 47.00     
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图 2 不同退火温度下的扩增结果 

Fig.2 Electrophoregram of ERIC-PCR products under 

different annealing temperatures 

注：M：DL 5000 Marker；1~10对应的退火温度依次为

39、41、43、45、47、49、51、53、55、56 ℃ 

2.3  B. cereus分离株的 ERIC-PCR指纹图谱分

析 

 
图 3 B. cereus ERIC-PCR 指纹图谱聚类分析 

Fig.3 luster analysis of ERIC-PCR DNA fingerprints of B. 

cereus strains 

注：C1-C47，C50-C52 分别为 50 株 B. cereus 分离株，

C48-C49 为两株 B. cereus 标准菌株。 

应用最佳反应体系浓度和最佳退火温度，对广东

省食源性致病菌污染调查中分离得到的 50 株 B. 

cereus分离株和本实验室保藏的 2 株B. cereus标准菌

株进行 ERIC-PCR 分型，结果如图 3所示。ERIC-PCR

指纹图谱显示每株菌能产生9~17条、大小在200~4000 

bp 之间的条带，比廖永红[13]等人的条带更加丰富，经

三次重复试验结果基本一致，证明优化的 B. cereus 

ERIC-PCR 反应体系比较稳定可靠，可应用于食源性

B. cereus分型研究。 

从聚类分析结果（图 3）可以看出，50 株分离株

可分为 47 个不同的型别，分辨率系数 DI 为 0.996，

相似系数处于 0.50~1.00 之间，反映出具有较高的遗

传差异性和高度的分辨能力。其中 C37 和 C41，C20

和 C32，C10 和 C39，C43 和 C44，C48 和 C52 菌株

两两之间相似系数分别达到 1.00，可认为是同一型别。

当相似系数为 0.64 时，可分为 7个聚类簇，A簇包括

10 个型别，相似度在 0.64~1.00之间；B簇包括 10 个

型别，相似性在 0.66~1.00之间；C 簇包括 6个型别，

相似性在 0.70~0.85 之间，D 簇包括 9 个型别，相似系

数在 0.65~0.90 之间，E簇包括 8个型别，相似性均为

0.68~1.00之间。F 和 G 簇均包括 2个型别，相似系数

分别为 0.65 和 0.70。 

表 4 不同食品来源的菌株在各簇中的分布 

Table 4 The distribution of strains from different types of foods 

in each cluster   

簇 
肉与肉 

制品 

水产 

品 

速冻 

食品 
熟食 

食用

菌 
蔬菜 

奶制 

品 

合计 

(菌株数) 

A 2 2 0 3 2 2 1 12 

B 3 2 0 2 3 1 1 12 

C 0 0 1 1 2 2 0 6 

D 0 2 3 2 1 1 0 9 

E 2 1 1 1 2 0 0 7 

F 0 0 0 2 0 0 0 2 

G 0 1 1 0 0 0 0 2 

合计 

(菌株数) 
7 8 6 11 10 6 2 50 

从食品来源的角度看，来源于肉与肉制品中的B. 

cereus分布在 A、B、E三个簇，来源于水产品中的分

布在 A、B、D、E、G 五个簇，来源于速冻食品中的

分布在 C、D、E、G 四个簇，来源于熟食食品中的在

A、B、C、D、E、F 六个簇，来源于食用菌样品中的

分布在 A、B、C、D、E 五个簇，来源于蔬菜样品中

的分布在 A、B、C、D 四个簇，来源于奶制品的分布

在 A、B两个簇。从表 4中可以发现，A和 B簇是优

势菌群，而且不同食品来源的菌株分散在不同的聚类

簇中，显示了B. cereus 在食品分布中具有高度的遗传

多样性。 

从来源地域的角度看，来源于深圳的 B. cereus分

布在 A、B、C、D、E、F五个簇，来源于湛江的分布
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在 A、C、E、F 四个簇，来源于韶关的分布在 A、B、

C、D、E五个簇，来源于汕头的分布在 A、B、C、D、

E、G 六个簇，来源于河源的分布在 A、B、C、D、G

五个簇。从表 5 可以直观的看到不同地域来源的菌株

在不同簇中均有分布，显示了广东省内食源性 B. 

cereus具有高度的遗传多样性。 

表 5 不同地域来源的菌株在各簇中的分布 

Table 5 The distribution of strains of different geographical 

sources in each cluster 

簇 深圳 湛江 韶关 汕头 河源 
合计 

(菌株数) 

A 3 2 3 3 1 12 

B 3 0 3 2 4 12 

C 1 1 1 2 1 6 

D 2 0 4 2 1 9 

E 2 1 2 2 0 7 

F 1 1 0 0 0 2 

G 0 0 0 1 1 2 

合计(菌株数) 12 5 13 12 8 50 

3  结论 

3.1  与 PFGE、MLST、AFLP 等方法相比，ERIC-PCR

操作简单、成本低、多态性好，可用于B. cereus 的分

型和遗传多样性研究。但 ERIC-PCR 扩增易受 Mg2+

浓度、引物、模板、Taq DNA聚合酶和 dNTPs 浓度的

影响，扩增反应条件的变化对 ERIC-PCR 图谱产生较

大的影响，影响分析的准确性和稳定性。同时对于不

同的菌种、不同公司的试剂，体系中要求各组分的浓

度也有所不同，廖永红 [13]等人首先对 B. cereus 的

ERIC-PCR 体系进行了单因素优化，并且建立起了适

合 B. cereus的 ERIC-PCR 的反应体系，但其反应条件

得到的条带多态性不够丰富，导致分辨力不高，还需

要对反应体系进一步优化。 

3.2  为了解全国食品中常见食源性致病菌的污染情

况及分布规律和遗传多样性，本实验室对全国各类食

品展开污染调查，收集了大量菌株，并先后建立起一

些食源性致病菌的 ERIC-PCR 分型技术，叶应旺[15]等

首先成功建立起了阪崎肠杆菌的 ERIC-PCR 优化体

系，之后单增李斯特菌、空肠弯曲杆菌、沙门氏菌

ERIC-PCR 分型优化体系也逐渐建成，并都取得了良

好效果。参照前人的经验，本研究首先选取 ERIC-PCR

反应体系的五个主要影响因素的 4 个浓度水平对 B. 

cereus 进行正交优化，从而确定各因素的主次，各水

平的优劣。在退火温度的选择上，本研究通过设定温

度梯度对体系进行优化，发现 45 ℃时条带清晰而且

丰富，这有别于文献中[13]报道的 55 ℃，本实验中 55 ℃

时条带虽然清晰，但条带不够丰富。 

3.3  采用优化的 ERIC-PCR 分型体系，对本实验室广

东省食源性致病菌污染调查中采集的肉与肉制品、速

冻食品、熟食、水产品、蔬菜、速冻食品、食用菌和

奶制品七类食品中分离的 50 个 B. cereus 分离株进行

分子分型，得到了条带清晰且丰富的 DNA指纹图谱，

且三次重复结果一致，证明优化的 B. cereus 

ERIC-PCR 反应体系比较稳定可靠，可用于 B. cereus

分子分型。从聚类分析结果来看，50 个分离株可分为

47 个型，分辨力 DI 为 0.996，相似系数在 0.50-1.00

之间，反映出具有较高的遗传多样性和良好的分型效

果。相似系数在0.64 时可将50 个分离株分为 7个簇。

从不同食品和不同地域来源的聚类分布来看，每个簇

中食品种类和地域多样，从另一个侧面反应了 B. 

cereus 的遗传多样性。该方法具有该方法操作简单，

成本较低，分型效果好，克服了传统分型方法的不足，

因此本研究建立的 ERIC-PCR 分型方法适用于大量的

食源性蜡样芽孢杆菌的分型研究，为研究食源性蜡样

芽孢杆菌的遗传多样性及其分布规律打下良好的基

础。 
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