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论著
我国食源性蜡样芽孢杆菌毒力基因和药物敏感性研究
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摘$要!目的$了解我国不同地区食源性蜡样芽孢杆菌的毒力基因携带特点及其对抗生素的敏感性!为食源性食

物中毒的防治提供参考依据% 方法$采用 =%.方法对 56!! 年我国不同地区收集的 57E 株食源性蜡样芽孢杆菌
!6 种毒力基因进行检测&采用微量肉汤稀释法测定其抗生素敏感性% 结果$溶血素 X0基因"肠毒素 :基因和细

孢毒素 O基因是我国食源性蜡样芽孢杆菌的主要毒力基因!至少携带一个毒力基因的菌株达到检出菌总数的
Eb9#e&蜡样芽孢杆菌对庆大霉素"万古霉素"环丙沙星"复方新诺明的敏感率为 !66e!对红霉素"四环素"氯霉素"

克林霉素的敏感率分别为 EE9Ee""695e"""9De"Eb9!e!对氨苄西林和头孢噻肟的敏感率仅为 69#e和 89#e%

结论$我国食源性蜡样芽孢杆菌毒力基因携带率较高!对食品安全和公共健康构成潜在的威胁&蜡样芽孢杆菌对

氨苄西林"头孢噻肟的敏感性差!不应作为经验用药和预防用药%
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$$蜡样芽孢杆菌是一种常见的可引起食物中毒
的致病菌$根据 566E 年我国突发公共卫生事件报告
管理信息系统统计$我国细菌性食物中毒中由蜡样
芽孢杆菌引起的食物中毒在发生起数和发病人数
方面均居前三位 )!* ’

蜡样芽孢杆菌引起的食物中毒临床表现为
发病 急$来 势 猛$主 要 症 状 为 恶 心(呕 吐 和 腹

泻 ) 5 * ’ 根据蜡样芽孢杆菌产生呕吐毒素和腹泻
毒素$可分为呕吐型综合症和腹泻型综合症两
类 ) 7 * ’ 蜡样芽孢杆菌的主要毒力因子包括%与呕
吐毒素相关的非核糖体多肽合成酶系 "(.=*#基
因 ) # * &与腹泻毒素相关的溶血素 X0基因 " ,-(.(
,-(/和 ,-(0# ( 非 溶 血 性 的 肠 毒 素 (GM基 因
" 1,+.(1,+$和 1,+/# (肠毒素 1V基因 "+1234# (
肠毒素 :基因"-&+5#和细胞毒素 O基因 "&627# ’
本试验采用 =%.方法对 56!! 年我国不同地区收
集的 57E 株食源性蜡样芽孢杆菌分离株的 !6 种
毒力基因进行检测$同时进行药敏试验$对掌握
蜡样芽孢杆菌的流行病学特征$为食源性疾病的
预警(预防和治疗提供参考’
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!$材料与方法
!9!$材料
!9!9!$菌株来源

56!! 年通过食源性致病菌监测网收集的我国
不同地区蜡样芽孢杆菌 57E 株$菌株分离自米饭(米
粉(米线(凉皮等食品$食品样品采自餐饮服务行业
"包括餐饮店或集体食堂#’ 蜡样芽孢杆菌 "/:%%
!!bbE#和金黄色葡萄球菌"/:%%5"5!7#分别作为
基因测定的阳性对照菌株和药敏试验的质控菌株$

均为本实验室保存’
!9!95$主要仪器与试剂

恒温培养箱$生物安全柜$高速离心机$奥林巴
斯显微镜成像系统$=%.扩增仪(电泳仪(2MW<2KZ

凝胶成像系统"均为美国 XBK<.FS 公司#’
甘露醇卵黄多粘菌素培养基 "V3=#等蜡样芽

孢杆菌生化试剂 "北京陆桥技术有限责任公司#(
=%.反应体系 5 h:FN =%.VFTQM?AB\)天根生化科
技"北京#有限公司*(=%.引物"上海生工生物工程
技术服务有限公司合成#(2(/分子量标准)购于宝
生物工程 "大连 # 有限公司 *(V&肉汤 ",\KBS 公
司#(氨苄西林(头孢噻肟(庆大霉素(万古霉素(红
霉素(四环素(环丙沙星(甲氧苄定(磺胺甲恶唑(氯
霉素(克林霉素’
!95$方法
!959!$蜡样芽孢杆菌分离株鉴定

将本试验所用菌株接种营养肉汤复苏后接种
至血平板和甘露醇卵黄多粘菌素琼脂培养基
"V3=#$置于 "76 l!# c培养 "5# l5# G$挑选在
V3=琼脂平板上微粉红色"表示不发酵甘露醇#(周
围有白色至淡粉红色沉淀环"表示产卵磷脂酶#的
菌落作革兰染色镜检并同时接种营养琼脂平板$置
"76 l!# c培养"5# l5# G$获得纯培养物’ 参照
4X@:#bE"9!#!5667 )8*进行生化鉴定’
!9595$2(/模板的制备

刮取适量的纯培养菌落于 866 !W双蒸水中制
成菌悬液$!66 c水浴 !6 ABC$立即冰浴 56 ABC$
!5 666 ?@ABC离心 !6 ABC$取上清液作为 =%.反应
的模板$ g56 c冻存备用’
!9597$=%.引物

蜡样芽孢杆菌的种基因" 86#$#和 !6 个毒力基
因的特异引物序列及扩增片段大小见表 !’
!959#$=%.反应

=%.反应体系 " 58 !W# 包括% 5 h:FN =%.
VFTQM?AB\"其中含预混合的 =%.XHRRM?$:FN 酶$
2(:=$VJ5 m等#!598 !W$上(下游引物各 5 !W$2(/

模板 5 !W$用双蒸水调整终体积至 58 !W’ 基因测

$$ 表 !$试验所用 =%.引物
:FPWM!$=%.[?BAM?THTMS BC QGBTTQHSL

目的
基因

引物序列"8.<7. #
产物大
小" P[#

86#$)D* 86#$<1$ /::44:4/%/%%4/:%///%/
86#$<.$ :%/:/%4:/:44/:4::/::%

7D8

(.=*)b*

(.=*<1$4/%//4/4///:::%:/%4/4%
//4:/%//:

(.=*<.$4%/4%%::%%//::/%:%%::%:
4%%/%/4:

D78

,-(.)E*
,-(.<1$ 4%://:4:/4:::%/%%:4:/4%//%
,-(.<. //:%/:4%%/%:4%4:44/%/:/://

E7#

,-(/)D* ,-(/<1$ %%:/:%//:/%:%:%4%//
,-(/<. :::%%:::4::/:/%4%:4%

D"8

,-(0)D* ,-(0<1$ 4///%/444:%:%/:/::::
,-(0<.$ %:4%/:%:::/:4//:/:%/

! 6!E

1,+.)D*
1,+.<1$ ://44/4444%///%/4//4
1,+.<. :4//:4%4//4/4%:4%::%

b8"

1,+$)D* 1,+$<1$ %//4%:%%/4::%/:4%44
1,+$<. 4/:%%%/::4:4:/%%/::4

"78

1,+/)D* 1,+/<1$ /%/:/%%::::4%/4%/4//%
1,+/<. %%/%%/4%//:4/%%/:/:%

D!E

+1234)E* +1234<1$/:4//////4://:::4%/44
+1234<.$::/4:/:4%::::4:4://%%

! 766

-&+5)"*
-&+5<1$$::/%/::/%%/44/%4:4%::
-&+5<. :4:::4:4/::4://::%/44

#5b

&627)D* &627<1$$%4/%4:%/%//4::4://%/
&627<. %4:4:4:///:/%%%/4::

8D8

定的阳性对照为蜡样芽孢杆菌$阴性对照为灭菌纯
水’ =%.反应后立即取 !6 !W产物上样至 !9Ee的
琼脂糖凝胶于 !56 n电压下电泳 D6 ABC$2MW<2KZ凝
胶成像系统观察(拍照记录结果’ 毒力基因测定每
个反应重复试验 7 次$对于结果不一致的反应$均再
重复 7 次$确保试验结果真实可靠’
!9598$药物敏感性试验

采用美国临床实验室标准化协会 "%0*’#推荐
的微量肉汤稀释法进行药物敏感性试验’ 药敏试
验质控菌株为金黄色葡萄球菌"/:%%5"5!7#’
!97$统计学方法

采用 Xh%列联表 !5 检验’

5$结果
59!$毒力基因检出情况

溶血素 X0基因(肠毒素 :基因和细胞毒素 O
基因在我国分布广泛$分布差异无统计学意义$是
我国食源性蜡样芽胞杆菌的主要毒力基因’ Eb9#e
的菌株携带至少一个毒力基因$#697e的菌株携带
复合型溶血素 X0基因’ 可见$我国食源性蜡样芽
孢杆菌的毒力基因携带率较高$是潜在病源’ 呕吐
毒素 (.=* 基因(非溶血性的肠毒素 (GM基因和肠
毒素 1V基因的地区分布差异有统计学意义’ 进一
步分析发现呕吐毒素 (.=* 基因的地域差异出现在
华北与华东(华北与中南地区之间&非溶血性的肠
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毒素 (GM基因的地域差异出现在华北与华东(华北
与中南(华北与西南地区之间&肠毒素 1V基因的地

域差异出现在华北与西南地区之间’ 检测结果统
计如表 5’

表 5$我国食源性蜡样芽孢杆菌毒力基因在不同地区的检出情况
:FPWM5$2BTQ?BPHQBKC KR̂B?HWMCZMJMCMKR$%&’(()*&+#+)*TQ?FBCTBTKWFQMS R?KASBRRM?MCQF?MFTBC %GBCF

毒力基因
毒力基因检出菌株数"地区百分率e#

全国 华北 华东 中南 西南 西北
(.=* !b"b9!e# D"5#e# !"5e# 8"89!e# 5"#9Ee# 7"!79De#
,-(. !!D"#E9be# !!"##e# 5""8Ee# #E"#E98e# !E"#59"e# !6"#898e#
,-(/ !56"869#e# !!"##e# 5E"8De# 8!"8!98e# !""#895e# !!"8696e#
,-(0 """#!9De# ""7De# 5#"#Ee# #5"#59#e# !8"789be# ""#69"e#

同时携带 ,-(.(,-(/(,-(0 "D"#697e# ""7De# 5#"#Ee# 7""7"9#e# !8"789be# ""#69"e#

至少携带 ,-(.(,-(/(,-(0中的一个 !5#"859!e# !5"#Ee# 5""8Ee# 87"8798e# !""#895e# !!"8896e#
1,+. 75"!79#e# !6"#6e# 8"!6e# !5"!59!e# 7"b9!e# 5""96e#
1,+$ 8""5#9Ee# !D"D#e# !5"5#e# 55"5595e# 8"!!9"e# #"!E95e#
1,+/ !85"D79"e# !E"b5e# 7E"bDe# 8!"8!98e# 76"b!9#e# !8"DE95e#

同时携带 1,+.(1,+$(1,+/ 7!"!796e# !6"#6e# #"Ee# !5"!59!e# !"59#e# 5""9!e#

至少携带 1,+.(1,+$(1,+/中的一个 !8#"D#9be# !E"b5e# 7""bEe# 85"8598e# 76"b!9#e# !8"DE95e#
+1234 88"579!e# !!"##e# !8"76e# 56"5695e# #""98e# 8"559be#
-&+5 "D"#697e# !#"8De# 5#"#Ee# 7D"7D9#e# 55"859#e# !6"#898e#
&627 !56"869#e# !8"D6e# 5!"#5e# 8!"8!98e# 56"#b9De# !7"8"9!e#

至少携带所检测十个毒力基因中的一个 56E"Eb9#e# 57""5e# #E""De# E5"E59Ee# 78"E797e# 56""69"e#

595$食源性蜡样芽孢杆菌药物敏感性分析
食源性蜡样芽孢杆菌对庆大霉素(万古霉素(

环丙沙星(复方新诺明(红霉素(四环素(氯霉素(克
林霉素敏感$而对氨苄西林(头孢噻肟的敏感率低$

仅为 69#e(89#e’ 不同地区食源性蜡样芽孢杆菌
对抗生素药物的敏感性差异无统计学意义’ 药敏
试验结果见表 7’

表 7$我国食源性蜡样芽孢杆菌在不同地区药物敏感情况
:FPWM7$/CQBPBKQBZTHTZM[QBPBWBQLKR$%&’(()*&+#+)*TQ?FBCTBTKWFQMS R?KASBRRM?MCQF?MFTBC %GBCF

药名称物$$
敏感菌株数"地区百分率e#

全国 华北 华东 中南 西南 西北
氨苄西林 E"69#e# !"#96e# 5"#9#e# 7"795e# 5"#9"e# 6"6#

头孢噻肟 !5"89#e# 5"E96e# 5"#9#e# #"#97e# 7"b97e# !"896e#

庆大霉素 55#"!66e# 58"!66e# #8"!66e# "7"!66e# #!"!66e# 56"!66e#

万古霉素 55#"!66e# 58"!66e# #8"!66e# "7"!66e# #!"!66e# 56"!66e#

红霉素 !"""EE9Ee# 57""5e# #6"EE9"e# E8""!9#e# 7b""695e# !#"b6e#

四环素 565""695e# 5#""De# #6"EE9"e# E8""!9#e# 7D"Eb9Ee# !b"E8e#

环丙沙星 55#"!66e# 58"!66e# #8"!66e# "7"!66e# #!"!66e# 56"!66e#

复方新诺明 55#"!66e# 58"!66e# #8"!66e# "7"!66e# #!"!66e# 56"!66e#

氯霉素 557"""9De# 58"!66e# #8"!66e# "5""E9"e# #!"!66e# 56"!66e#

克林霉素 !"8"Eb9!e# 57""5e# 7b"E595e# b""E#9"e# #6""b9De# !D"E6e#

7$讨论
本研究报告了我国食源性蜡样芽孢杆菌潜在

的毒性威胁’ 结果显示$溶血素 X0基因(肠毒素 :
基因和细胞毒素 O基因是我国食源性蜡样芽孢杆
菌的主要毒力基因’ 蜡样芽孢杆菌的致病性强弱
取决于其毒力因子$复合型毒素全部组分的共同参
与能使其毒力达到最大$有研究显示只有含有溶血
素 X0全部基因的菌株才会产生溶血素 )!6* $而我国
食源性蜡样芽孢杆菌 #697e携带复合型溶血素 X0
基因$表明我国食源性蜡样芽孢杆菌有可能对进食
者产生严重的危险性’ 国内食源性蜡样芽孢杆菌
的各毒力基因的阳性率均低于印度(韩国和巴
西 )D$!! g!5* $这可能与菌株的基因型别(食品种类和

地理位置差别有关’ 食源性蜡样芽孢杆菌溶血素
X0基因(肠毒素 :基因和细胞毒素 O基因在我国
分布较为广泛$且地域分布差异无统计学意义&而
呕吐毒素 (.=* 基因(非溶血性的肠毒素 (GM基因
和肠毒素 1V基因地域分布差异有统计学意义’ 本
试验所研究的食源性蜡样芽孢杆菌抗生素敏感情
况与昆明等地的食源性蜡样芽孢杆菌情况相近 )!7* $
与国外 V_/_.FQGM?等 )D*的报道亦相近’

总而言之$了解食源性蜡样芽孢杆菌主要毒力
基因型$有助于掌握我国食源性蜡样芽孢杆菌的流
行病学特征$同时通过对不同地区来源的食源性蜡
样芽孢杆菌进行药敏试验$可为合理应用抗生素$
选择高敏药物治疗食源性蜡样芽孢杆菌引起的疾


