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调查研究
海口市 ’类食品中蜡样芽胞杆菌药敏和

毒力基因检测及分子分型研究

王艳燕 !!张慧娟 %!冯桃 !!陈聪 !!庞燕 !

!!1海口市疾病预防控制中心"海南 海口#’Z$"!!$
%1中国疾病预防控制中心传染病预防控制所"北京#!$%%$,#

摘#要!目的#了解海口市 ’ 类食品中蜡样芽胞杆菌污染状况#毒力基因携带类型#药物敏感特点和分子分型特

征" 方法#参照 YJ)Z+.-!)*%$!)+食品安全国家标准 食品微生物学检验 蜡样芽胞杆菌检验,对海南粉#海南粉

配料#奶粉类#快餐类和糕点类 ’ 类食品进行分离鉴定蜡样芽胞杆菌!并应用普通聚合酶链式反应&K<&’方法进行

菌群特异性基因 F,&CA 和 !$ 种毒力基因检测$采用微量肉汤稀释&‘U<’法检测菌株对抗生素的敏感性$应用脉冲

场凝胶电泳&KCYR’技术对菌株进行分子分型" 结果#,%, 份不同食品样品中有 !.Z 份检出蜡样芽胞杆菌!检出率

为 "!-’[!其中海南粉检出率最高!为 ,"-![&!)$/%%%’" 所有菌株均至少携带 ! 种毒力基因!(’+:=基因携带率最

高!为 ..-$[&!.’/!.Z’!B(0基因携带率最低!为 %-’[&’/!.Z’$同时携带 ’L(M#’L(@和 ’L(5基因的菌株占 ++-+[

&!Z’/!.Z’!同时携带 L>$M#L>$5和 L>$D基因的菌株占 !"-Z[&%Z/!.Z’" 所有菌株对庆大霉素和氯霉素的敏感率

均为 !$$-$[&!.Z/!.Z’!对万古霉素和环丙沙星敏感率分别为 ..-’[&!.,/!.Z’和 .%-.[&!+"/!.Z’!对青霉素和

复方新诺明的耐药率分别为 !$$-$[&!.Z/!.Z’和 .$-.[&!Z./!.Z’" KCYR分型结果显示!所有菌株可分为 "$ 个

簇!!!Z 种带型" 结论#海口市 ’ 类食品均存在蜡样芽胞杆菌污染!其中海南粉污染较重!对食品安全构成潜在的

威胁$可依据菌株的毒力基因#分子分型和抗生素敏感性特点进行针对性防控和重点监管"

关键词!蜡样芽胞杆菌$毒力基因$药物敏感$脉冲场凝胶电泳$分子分型
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##蜡样芽胞杆菌是一种革兰阳性芽胞杆菌%其芽
胞具有良好的环境抗性%能在食品的杀菌工艺和脱
水干燥过程存活下来%是常见的食品污染菌和食源
性致病菌%可导致腹泻型和呕吐型两种食物中
毒 ( !) * 蜡样芽胞杆菌的致病性主要与其携带的毒
力基因相关%包括腹泻相关基因如溶血素 J5基因
" L>$5’ L>$D’ L>$M’ L>$@#’非溶血性肠毒素基因
"’L(M’ ’L(@’ ’L(5#’肠毒素 C‘ 基因和 Q基因
"(’+:=’>B(4#’细胞毒素 e基因"B8+N#以及呕吐毒
素相关基因"B(0# ( %) * 近年来随着有关蜡样芽胞杆
菌引起食物中毒的报道越来越多 ( ") %对蜡样芽胞杆
菌潜在危害的研究已成为食品安全领域的热
点 ( )*!$) %因此蜡样芽胞杆菌的分离培养’生化鉴定及
蜡样芽胞杆菌菌群特异性基因 ( %) " F,&CA#检测%同
时对菌株的毒力基因携带类型’药物敏感特点及脉
冲场凝胶电泳 "KCYR#分子分型特征进行相关研
究%是食品污染控制和食源性疾病溯源的需要*

!#材料与方法
!-!#材料
!-!-!#样品及菌株来源

%$!$!%$!, 年食源性致病菌监测中% 共对

,%, 份不同食品样品进行蜡样芽胞杆菌检测%包括
海南粉 %%% 份’奶粉类 !’Z 份’海南粉配料 !$) 份’
快餐类 .’ 份和糕点类 )+ 份* 食品来自海口市四个
区域的超市’流动餐车’餐饮服务行业及网购店*
试验对照菌株蜡样芽胞杆菌"(Q<<!!ZZ+#购自青
岛海博生物科技有限公司%金黄色葡萄球菌"(Q<<
%.%!"#和粪肠球菌"(Q<<%.%!%#均购自广东环凯
微生物科技有限公司%沙门菌"T.+!%#由中国疾病
预防控制中心传染病预防控制所提供*
!-!-%#主要仪器与试剂

JWO4?A:8̂Q‘*!$$ 细菌鉴定/药敏系统’革兰阳
性鉴定卡均购自美国 JW%聚合酶链式反应 "K<&#
仪’电泳仪’<TRC‘(KKR&KCYR系统和 YA@W?2
c&EFG>AI自动凝胶成像仪均购自美国 J8?*&9D*

胰酪胨大豆多粘菌素肉汤"QEJ#’甘露醇卵黄
多粘菌素"‘XK#琼脂’硫酸锰营养琼脂’血琼脂平
板等均购自青岛海博生物科技有限公司%W%$$$
59DDAB‘9BHAB"‘W!!) #’ % k4#OK<& ‘9G>AB‘8̂
"eQ%$!*$%#’核酸染料’琼脂糖’溶菌酶等试剂均购
自北京天根生化科技有限公司%所用 K<&引物均由
美国Q4ABI?C8G4AB合成%限制性内切酶;># U和2&+U
均购自美国 =RJ%蛋白酶 e"德国默克#%金胶"瑞士



!!Z%## !
中国食品卫生杂志

<TU=RER7V6&=(5VCCVVWTXYUR=R %$%$ 年第 "% 卷第 % 期

龙沙#%革兰阳性需氧菌药敏检测板"上海星佰生物
技术有限公司#%所用试剂均在有效期内*
!-%#方法
!-%-!#蜡样芽胞杆菌的分离鉴定

参照 YJ)Z+.-!)!%$!) +食品安全国家标准
食品微生物学检验 蜡样芽胞杆菌检验, ( !!)将样品
分离于 ‘XK琼脂平板上%"$ g培养 %) 4%挑取典型
菌落用 JW全自动微生物生化鉴定仪进行系统生化
鉴定%补充溶血试验’动力试验’根状生长试验’蛋
白质毒素结晶试验进行确证%并用 K<&法检测蜡样
芽胞杆菌菌群特异性基因 F,&CA*
!-%-%#W=(模板提取

取适量的蜡样芽胞杆菌纯培养菌落于 ! I@双
蒸水中制成菌悬液%!$$ g金属浴 !$ I8:%!% $$$ B/I8:
离心 ’ I8:"离心半径为 + 2I#%取上清液作为 K<&
反应模板*
!-%-"#蜡样芽胞杆菌菌群特异性基因和毒力基因
检测

普通 K<&法检测蜡样芽胞杆菌群特异性基因
F,&CA 和 L>$M’ L>$5’ L>$D’ ’L(M’ ’L(@’ ’L(5’B8+N’
>B(4’B(0’(’+:=等 !$ 种毒力基因* K<&反应条件$
.’ g预变性 ’ I8:% .’ g变性 ! I8:% ’’ g退火
! I8:%Z% g延伸 ! I8:% "$ 个循环后 Z% g延伸
’ I8:* K<&扩增产物电泳$产物和 ‘9BHAB分别上
样 ’ !@%!%$ p电泳 )’ I8:* 同时分别设蜡样芽胞杆
菌"(Q<<!!ZZ+#和沙门菌"T.+!%#作为阳性和阴性
对照菌株* 所用引物序列及扩增产物长度(,)见表 !*

表 !#蜡样芽胞杆菌菌群特异性基因和

!$ 种毒力基因引物信息

Q9N@A!#KB8IAB?3GOA28382;A:A9:D M8BL@A:2A;A:AG?3@IB(,(70

基因 引物序列"’q*"q# 产物长度/NO

F,&CA

L>$M

L>$5

L>$D

’L(M

’L(@

’L(5

(’+:=

>B(4

B8+N

B(0

C$(Y<Q(QY(QQ<YQY((YYQ
&$((YQ((Q((<Y<<YQ<YQ
C$(QQ((Q(<(YYYY(QYY(Y(((<QQ
&$QY(Q<<Q((Q(<QQ<QQ<Q(Y(<Y<QQ
C$<<Q(Q<((Q(<Q<Q<Y<((<(<<((Q
&$QQQQ<QQY(QQ<YQ<(Q(Y<<(QQQ<Q
C$(Y(QY<Q(<((Y(<QQ<(((YYY(((<Q(Q
&$QY(QQ(Y<(<Y(Q<QY<QQQ<(Q(<QQ
C$(QQ(<(YYYQQ(QQYYQQ(<(Y<(YQ
&$((Q<QQY<Q<<(Q(<Q<Q<QQYY(QY<Q
C$<QY<(Y<(Y<QYQ(YY<YYQ
&$(QYQQQQQ<<(Y<Q(Q<QQQ<Y<((Q
C$Y<YY(Q(QQYQ(((Y((Q<((((QY(YYQ
&$QQQ<<(Y<Q(Q<QQQ<Y<QYQ(QYQ(((Q
C$<(((Y(<QQ<YQ((<((((YYQYYQ
&$QYQQQ(<Q<<Y<<QQQQ(<(((<QQ
C$Y(<Q(<(QQ<(<Y(QQ(<Y<(Y((
&$<Q(QY<QY(<Y(Y<Q(<(Q<<(Q(
C$<Y(<YQ<(<((YQQYQ((<(
&$<YQYQYQ(((Q(<<<(YQQ
C$Y<(QQQ<YQY((Y<(Y(YYQ
&$<<<QQQ(Q<<<<QQ<Y(QYQ

%",

%"Z

"+,

)",

)Z’

"%+

’’Z

%.$

Z$!

’,’

,..

!-%-)#蜡样芽胞杆菌抗生素敏感性检测
采用美国临床实验室标准化协会 "<5EU#推荐

的微量肉汤稀释"‘U<#法%根据国家食品污染和有
害因素风险监测工作手册 ( !%)选择抗生素种类"庆大
霉素’氯霉素’万古霉素’环丙沙星’四环素’红霉
素’青霉素’复方新诺明’克林霉素#%对蜡样芽胞杆
菌进行抗生素敏感性试验%并根据 %$!, 年 <5EU指
南"‘)’*("%‘!$$*E%,# ( !"*!)) 标准判定药敏结果*
质控菌株为金黄色葡萄球菌"(Q<<%.%!"#和粪肠
球菌"(Q<<%.%!%#*
!-%-’#蜡样芽胞杆菌 KCYR试验及分析

按照中国疾病预防控制中心推荐的蜡样芽胞
杆菌 KCYR标准方法 ( !’)对菌株进行胶块制备’裂解
菌体细胞’蛋白消化’胶块洗涤’染色体酶切和电泳
及成像%应用 J8?=LIAB82G软件分析聚类*

%#结果
%-!#蜡样芽胞杆菌污染情况

共检测样品 ,%, 份%从其中的 !.Z 份样品中分
离鉴定出 !.Z 株蜡样芽胞杆菌菌株%菌群特异性基
因 F,&CA 检测均为阳性%总检出率为 "!-’[%其中海
南粉’糕点类’快餐类’海南粉配料和奶粉类检出率
分别为 ,"-![" !)$/%%% #’ !+-+[" ./)+ #’ !Z-.[
"!Z/.’#’!’-)["!,/!$)#和 .-,["!’/!’Z#*
%-%#蜡样芽胞杆菌 !$ 种毒力基因检出情况

!.Z 株蜡样芽胞杆菌至少携带 ! 种毒力基因%最
多携带 !$ 种* (’+:=和 ’L(M基因存在于大多数蜡样
芽胞杆菌中%携带率分别为 ..-$[" !.’/!.Z# 和
.+-’["!.)/!.Z#&细胞毒素 B8+N基因在菌株中占
’%-"["!$"/!.Z#&而呕吐毒素基因 B(0则只在少数蜡
样芽胞杆菌菌株中存在%占 %-’["’/!.Z#* 溶血素
J5基因携带率在 %%-"[f)%-,[之间%同时携带三种
溶血素 J5基因的菌株占 !"-Z["%Z/!.Z#%见表 %*

表 %#!.Z 株蜡样芽胞杆菌 !$ 种毒力基因携带情况
Q9N@A%#<9BBF8:;B9>A?3!$ M8BL@A:2A;A:AG8: !.Z

@IB(,(708G?@9>AG
毒力基因 菌株数 携带率/[
L>$M +) )%-,
L>$5 )) %%-"
L>$D Z" "Z-!
’L(M !.) .+-’
’L(@ !.$ .,-)
’L(5 !+" .%-.
(’+:= !.’ ..-$
>B(4 !$, ’"-+
B8+N !$" ’%-"
B(0 ’ %-’
L>$MjL>$5jL>$D %Z !"-Z
’L(Mj’L(@j’L(5 !Z’ ++-+
L>$MjL>$5jL>$Dj’L(Mj’L(@j’L(5 ’ %-’
L>$MjL>$5jL>$Dj’L(Mj’L(@j’L(5j(’+:=j
>B(4jB8+NjB(0

% !-$
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%-"#蜡样芽胞杆菌药物敏感性检测结果
!.Z 株蜡样芽胞杆菌均对庆大霉素和氯霉素敏

感%对万古霉素’环丙沙星’四环素和红霉素的敏感
率分别为 ..-’[ " !.,/!.Z #’ .%-.[ " !+"/!.Z #’
+"-%["!,)/!.Z#和 Z"-!["!))/!.Z#&对青霉素和
复方新诺明的耐药率分别为 !$$-$[" !.Z/!.Z#和
.$-.[" !Z./!.Z #&对克林霉素敏感率为 ’%-"[
"!$"/!.Z#*
%-)#蜡样芽胞杆菌 KCYR分子分型结果

!.Z株蜡样芽胞杆菌使用 2&+U酶切%KCYR分型
后经J8?=LIAB82G软件分析聚类%共呈现出 !!Z 种不同
的条带* 使用 !$$[相似度进行比较分析%可分为 "$
个簇%其中有 %)个簇的菌株来源于海南粉样品%有 %个
簇的菌株来源于海南粉配料%有 % 个簇的菌株来源于
快餐类样品%有 ! 个簇的菌株来源于奶粉类样品%有 !

个簇的菌株来源于糕点类和奶粉类样品%见图 !*

"#讨论
蜡样芽胞杆菌广泛存在于土壤’空气’水’尘埃

和植物中%也适合在昆虫和哺乳动物等多种动物的
肠道中繁殖* 污染源主要为泥土和灰尘%通过昆
虫’不洁用具和从业人员的手而传播* 蜡样芽胞杆
菌食物中毒所涉及的食品种类繁多%包括奶类食
品’米饭’禽畜肉类制品及各种甜点等* 在美国%炒
米饭是引起蜡样芽胞杆菌呕吐型食物中毒的主要
食品%在欧洲主要由甜点’色拉’奶和肉类制品引
起 ( !,*!Z) * 我国主要与受污染的米饭和淀粉类制品
有关 ( +*!$) * 本研究结果显示%采集的 ,%, 份食品样
品中共 !.Z 份样品分离出蜡样芽胞杆菌 !.Z 株%蜡
样芽胞杆菌的污染比例达到 "!-’[%其中海南粉污
染较重%其次是糕点类’快餐类’海南粉配料和奶粉
类* 研究报道 ( )*Z)食品中蜡样芽胞杆菌的污染率在
!$[以上%在熟制米面制品中达到 %$[f"$[%而在
快餐盒饭及市场摊点中可达 ’$[%本研究中的海南
粉是即食凉拌食品%长时间暴露在空气中和凉拌即
食的销售方式可能是造成大量蜡样芽胞杆菌污染
海南粉的主要原因&糕点类’快餐类和海南粉配料
食品虽然也是暴露空气中的销售方式%但属于食用
前加热加工食品%所以污染程度较轻* 奶粉类可能
是生产原料受污染所致*

蜡样芽胞杆菌致病力的强弱与携带的毒力因
子及表达有关* 本研究显示 !.Z 株菌株均至少携带
! 种毒力基因%最多携带 !$ 种* (’+:=基因和 ’L(

基因携带率较高%这与一些文献报道 ( ’*Z%+*!$)相同%提
示肠毒素 C‘和非溶血性肠毒素是海口市食品中蜡
样芽胞杆菌的主要毒力因子* 非溶血性肠毒素在

##

图 !#!.Z 株蜡样芽胞杆菌聚类分析结果
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三个亚型基因 " ’L(M’’L(@’’L(5#均呈现阳性时毒
性最强&溶血素 J5需要三个亚型基因" L>$M’L>$5’
L>$D#均为阳性时才具有毒性&复合型毒素全部组分
的共同参与能使该菌毒力达到最大 ( ,%!’) * 本研究显
示 ++-+[的菌株同时携带三个非溶血性肠毒素基
因亚型%!"-Z[的菌株同时携带三个溶血素 J5基因
亚型%同时携带溶血素 J5基因和非溶血性肠毒素
基因的菌株占 %-’[%同时携带 !$ 个毒力基因的强
毒株有 % 株%提示海口市 ’ 类食品中蜡样芽胞杆菌
具有毒性的毒株值得关注*

本次药敏检测结果提示青霉素和复方新诺明
这两种抗生素不适用于蜡样芽胞杆菌引起的食源
性疾病%而大部分菌株对其他抗生素敏感%与其他
研究 ( +)相符%本研究显示蜡样芽胞杆菌对庆大霉
素’氯霉素’万古霉素和环丙沙星有较好的敏感性%
可作为临床合理用药的重要依据*

KCYR分型技术是目前公认的分子分型金标
准%可从分子水平追溯菌株同源性%判明传播途径%
确定污染源* 国外已有将蜡样芽胞杆菌 KCYR方法
应用于食物中毒暴发疫情调查的报道 ( !+) %国内也陆
续出现应用 KCYR方法对食源性蜡样芽胞杆菌进行
分型研究的报道 ( !’%!.) * 本研究中 ’ 类食品来源的
!.Z 株蜡样芽胞杆菌 KCYR分析共呈现出 !!Z 种不
同的带型%聚类分析显示可分为 "$ 个基因簇%说明
菌株之间没有聚集性%呈现多态性分布%这可能与
蜡样芽胞杆菌在遗传特征上的多样性有关* 蜡样
芽胞杆菌多样性的遗传特点需要更多的调查数据
支持%可通过对不同菌株 KCYR分型比较%对食品污
染进行溯源*
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