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毕旺来!谈笑!陈程!程登陆!龙程钰!王宏勋!李睿
!武汉轻工大学生物与制药工程学院"湖北 武汉",&%%#&$

摘"要!目的"对武汉市部分菜场肉类食品中产志贺毒素大肠杆菌# >XGS$污染状况进行分析" 方法"#%!! 年
+ 月至 #%!# 年 !% 月期间!从武汉市汉口 &% 个菜场和超市共采集样品 !*’ 份!其中猪肉 !%# 份!牛肉 ’% 份!禽类
&, 份" 通过选择性增菌!提取 274!OS3扩增 (8<!’(8<#’#94_!(+ ’FG+_!(+基因!分析食品中产志贺毒素大肠杆菌的污染

状况" 结果"猪肉’牛肉’禽类食品中非 _!(+ 型 >XGS的阳性检出率分别为 !0-’.’,0-,.和 #-*.%_!(+ 型 >XGS

的阳性检出率分别为 !&-’.#猪肉$’’-+.#牛肉$和 #-*.#禽类$" 菜场样品 >XGS检出率#&(-0.$略高于超市

样品#&#-,.$" 结论"武汉市肉类食品中 >XGS检出率较高!应定期跟踪监测!了解菌株流行和毒力变化状况"
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""产志贺毒素大肠杆菌 $ >A<=CTN‘<:5ZRNPB[<:=
H(1*"#.1*.’ 1$/.">XGS%是引发食物中毒的致病菌"可
引起胃肠道以及全身的疾病"如出血性肠炎和溶血
性尿毒综合征"临床表现为溶血性贫血(急性肾衰
竭(凝血功能障碍(血小板减少等"严重者死亡 )!* ’
>XGS血清型很多"有 !+, 种 _抗原血清型和 (& 种
E抗原血清型"最主要的流行株是 _!(+&E+ )#* ’
>XGS最重要的致病因子是位于 >T‘噬菌体上的志

贺毒素$>T‘%"有 >T‘! 毒素和 >T‘# 毒素两种类型"分
别由 (8<! 和 (8<# 两种基因编码 )#* ’

近年来美国(日本(德国等国科研工作者发现"
>XGS流行株类型在一定时间范围内出现了变迁’
!*0’ 年以来"美国(日本等国报道的非 _!(+ 血清型
>XGS感染引起的病例数不断增加"#%%0 年美国由
_!!! 引起的食物中毒病例数为 &,! 例 )&* ’ 非 _!(+

型 >XGS引起的食物中毒并发症严重程度也在不断
增加"#%!! 德国 >XGS暴发的元凶亦为 ! 种少见的
血清型 _!%,&E, ),* ’ 美国农业部食品安全检验局
$D>d>%从 #%!# 年起对牛肉产品中的 ’ 种非_!(+ 大
肠杆菌进行检测"分别为 _#’(_,((_!%&(_!!!(
_!#!(_!,("它们被认定为生鲜牛肉中的,有害掺入
物-"对于含有该 ’ 种菌的生鲜碎牛肉及其组分(嫩
牛排被禁止流入市场 )(* ’
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据美国疾病预防控制中心报告"!*0#!#%%# 年
>XGS的传播途径中"(#.是食源性的"!,.是人与
人之间接触传播"#!.传播途径不明’ 牛肉(猪肉(
鸡肉(奶制品和蔬菜等是 >XGS通过食品传播的主
要渠道 )’* ’ 本项目对武汉市部分菜场的肉类食品
中 >XGS的污染状况进行研究"为国内 >XGS的流行
调查和防控措施制定提供观测数据’

!"材料与方法
!-!"材料
!-!-!"样品(菌株来源

样品采集&采样地点为武汉市汉口常青花园周
边的 &% 家大型农贸集市(连锁超市’ 其中超市
!% 家"大型菜场 #% 家’ #%!! 年 + 月!#%!# 年
!% 月"从这 &% 个菜场和超市分批购买样品 !*’ 份"

其中猪肉 !%# 份"牛肉 ’% 份"禽类 &, 份’ 食品样品
采集后放入无菌均质袋"冰袋冷藏运回’ 采样当天
进行富集培养’

阳性对照菌株&大肠杆菌 _!(+&E+ 质控菌株"

武汉市疾病预防与控制中心赠送’
!-!-#"主要仪器与试剂

台式冷冻高速离心机"X=RCP<9:TOS3仪 $德国
i<N\9TRC%"8iN‘5E35G51凝胶成像仪$英国 >K:=9:9%"
2HH50S电泳仪(2HSO5&!2型电泳槽$均购自北京市
六一仪器厂%’

8NVPg<9Q核酸染料$北京赛百盛基因技术有限
公司%"4‘KOR9Z 细菌基因组试剂盒$美国 4‘K=9:%"
274分子质量标准(?’@酶 $( ?/!V%均购自大连
XCfC3C公司’
!-#"方法
!-#-!"增菌培养

样品处理和检测参考 8i/X,+0*-&’!#%%0 和
>7/X!0’*!#%%+ 进行 )+ c0* ’ 无菌操作称取 #( =肉
样放入装有 ##( \VX>i增菌液的均质袋中"均质
’ \<:’ 将均质液转入无菌锥形瓶中"加 # 支新生霉
素$#-% \=/支%",! h"!0% R/\<:摇床培养 !0 )## A’
!-#-#"混合菌液 274提取

取 ! \V菌液于 !-( \V无菌GO管中"0 %%% R/\<:

离心 ( \<:"弃上清"加入 !-( \V! oXG缓冲液旋涡
振荡混匀’ 加入 #% !V$(% \=/\V%溶菌酶"&+ h保
温 # A’ 加入 (% !V$( \NV/J%7CSV"!%% !V!%.>2>"
& !V$#%\=/\V%蛋白酶 f"旋涡振荡混匀"(( h水浴
保温 (% \<:"直至混合液完全变为澄清透明液体"加
入 ( !V37CU94温和混匀"室温静置 &% \<:’ 将混
合液分装到 # 个无菌 GO管中"加入等体积的苯酚5

氯仿5异戊醇 $#( l#, l!":D:D:%"温和混匀后"

!# %%% R/\<:离心 !% \<:’ 取上清于新的 GO管中"
加入等体积的氯仿5异戊醇 $#, l!":D:%"温和混
匀"!# %%% R/\<: 离心 !% \<:’ 重复氯仿5异戊醇抽
提 ! 次’ 将上清合并到新的 GO管中"加入 %-’ 倍体
积的异丙醇$ c#% h预冷%"轻轻混匀"!# %%% R/\<:
离心 !% \<:’ 弃 上 清" +(. 乙 醇 洗 涤 沉 淀"
!# %%% R/\<:离心 ( \<:"弃上清后室温晾干’ 将提
取的总 274溶解于 (% !VXG缓冲液中"%-0.琼脂
糖凝胶电泳检查 274质量’ 274于 c#% h保存"
用于后续 OS3检测’
!-#-&"OS3检测 #94_!(+基因

参考文献 ) * * 合成引物’ 上游引物 $ (p5&p%&
S884S4XSS4X8X84X4XX88#下游引物 $ (p5&p%&
XX8SSXSX8X4S48SX44XSS’ 预 期 产 物 大 小 为
#(* YZ’ OS3扩增反应体系& !% oYBLL9R#-( !V"
#-( \\NV/JP7XO# !V"!% !\NV/J上下游引物各
%-( !V"?’@274聚合酶 %-!( !V"模板 274!-( !V"
如无菌双蒸水至总体积 #( !V’ OS3扩增反应条件&
*, h预变性 & \<:#*, h变性 ! \<:"(* h退火
! \<:"+# h 延伸 ! \<:" &% 个循环# +# h 延伸
!% \<:’ 以 _!(+ 质控菌株的 274模板作为阳性对
照"普通大肠杆菌 274模板作为阴性对照"无菌双
蒸水作为空白对照"每个样品做 # 个 OS3管’ 取
( !VOS3扩增产物用 !-(.琼脂糖凝胶电泳检查’
!-#-,"OS3检测 (8<基因

分别采用 GgX和 Gg>$XCfC3CSNP9&33!%(4%
引物对扩增 (8<! 和 (8<# 基因’ OS3扩增反应体系
为&!% oYBLL9R#-( !V" #-( \\NV/J P7XO# !V"
#% !\NV/J上下游引物各 %-#( !V"?’@酶 %-!( !V"模
板 274! !V"加无菌双蒸水至总体积 #( !V’ OS3
扩增反应条件为&*, h变性 ! \<:"(( h退火 ! \<:"
+# h延伸 ! \<:"&( 个循环#+# h延伸 !% \<:’ (8<!
的 OS3产物大小为 &,* YZ’ (8<# 的 OS3产物大小
为 ,%, YZ’ 后续操作同 !-#-&"所有 (8<阳性样品都
由不同操作者经过 OS3扩增重复验证无误后"方能
报告为阳性’
!-#-("OS3检测 FG+_!(+基因

自行设计 FG+_!(+基因引物’ 上游引物$(p5&p%&
SXXXXSX44SXSX88X8XS88# 下 游 引 物 $ (p5&p%&
XX88X48888XX8X4X8S’ 预期产物大小为 !0& YZ’
OS3扩增反应体系&!% oYBLL9R#-( !V"#-( \\NV/J
P7XO# !V"!% !\NV/J上下游引物各 %-( !V"?’@
274聚合酶 %-# !V"模板 274! !V"加无菌双蒸水
至总体积 #( !V’ OS3扩增反应条件&*, h变性
! \<:"(( h退火 ! \<:"+# h延伸 ! \<:"&( 个循环#
+# h延伸 !% \<:’ 后续操作同 !-#-&’
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#"结果与分析
#-!"OS3扩增

混合样品提取总 274后"用 OS3检测 (8<!(
(8<#(#94_!(+(FG+_!(+基因’ OS3扩增和电泳的部分结
果见图 ! ),’

注&1&2J#%%% 分子量标准#4&阴性对照#O&阳性对照#7&空白对照#

! ),&样品总 274的 (8<! 基因扩增结果$! 和 #(& 和 , 点样孔

分别为同一样品的平行管 OS3扩增产物%

图 !"样品 (8<! 基因 OS3产物电泳结果
D<=BR9!"XA9OS3ZRNPB[TUNL(8<! =9:9NLLNNP UC\ZV9U

注&1&2J#%%% 分子量标准#4&阴性对照#O&阳性对照#7&空白对照#

! )’&样品总 274的 (8<# 基因扩增结果$! 和 ,(# 和 ((& 和 ’ 点

样孔分别为同一样品的平行管 OS3扩增产物%

图 #"样品 (8<# 基因 OS3产物电泳结果
D<=BR9#"XA9OS3ZRNPB[TUNL(8<# =9:9NLLNNP UC\ZV9U

注&1&2J!%%% 分子量标准#4&阴性对照#O&阳性对照#7&空白对照#

! )’&样品总 274的 #94S!(+基因扩增结果$! 和 #(& 和 ,(( 和 ’ 点

样孔分别为同一样品的平行管 OS3扩增产物%

图 &"样品 #94_!(+基因 OS3产物电泳结果

D<=BR9&"XA9OS3ZRNPB[TUNL#94_!(+ =9:9NLLNNP UC\ZV9U

注&1&2J#%%% 分子量标准#4&阴性对照#O&阳性对照#7&空白对照#

! )’&样品总 274的 FG+_!(+基因扩增结果$! 和 #(& 和 ,(( 和 ’ 点

样孔分别为同一样品的平行管 OS3扩增产物%

图 ,"样品 FG+_!(+基因 OS3产物电泳结果

D<=BR9,"XA9OS3ZRNPB[TUNLFG+_!(+ =9:9NLLNNP UC\ZV9U

#-#"各肉类食品中非 _!(+ 型 >XGS分布状况
对采集的不同样品中的 >XGS污染状况进行分

析’ (8<基因 OS3扩增阳性(#94_!(+基因 OS3扩增阴
性样品的分析结果提示有非 _!(+ 型 >XGS的感染’
具体阳性样品检出率见表 !’

表 !"不同样品中的非 _!(+ 型 >XGS分布状况
XCYV9!"XA9P<UTR<YBT<N: NL:N:5_!(+ >XGS<: P9L9R9:TUC\ZV9U

种类
样品/
份

检出率/.
(8<! (8<# (8<! l(8<#

猪肉 !%# %-*0$! /!%#% !&-+%$!, /!%#% &-*%$, /!%#%

牛肉 ’% !%-%%$’ /’%% !’-+%$!% /’%% #!-+%$!& /’%%

禽类 &, %-%%$% /&,% #-*%$! /&,% %-%%$% /&,%

#-&"各肉类食品中 _!(+ 型 >XGS分布状况
FG+_!(+是大肠杆菌 _!(+ 的 _抗原聚合酶基因"

与其他非 _!(+ 血清型菌株的 FG+基因同源性极低"
和编码脂多糖的 #94_!(+基因一样可作为靶基因来区

分 _!(+ 菌株与非 _!(+ 菌株 )!% c!!* ’ 除了设定阴性
和空白两组对照外"将 #94_!(+基因 OS3扩增阳性的
样品"再通过 OS3扩增 FG+_!(+"可以很大程度上避
免 OS3出现假阳性的情况’ 两组 OS3扩增结果具
有 !%%.的一致性’

从表 # 可以看出"各肉类样品中携带 (8<基因的
_!(+ 检出率较低"多份猪肉(禽类样品均污染了不
携带 (8<基因的 _!(+’

&"讨论
国外一项调查显示"牛肉中 >XGS的检出率为

!#-!. ),%-0."猪肉检出率为 ,-%. )!0-%. )!#* "
另外一项调查显示"牛肉和猪肉的 >XGS流行率分
别是 &’-,.和 !%-’. )!&* ’ 最近由美国农业部农业
研究局$?>24543>%完成的一项调查发现了类似的
结果"测试的牛肉样本中 >XGS的阳性检出率为
#,-&. )&* ’ 本次研究 >XGS在猪肉和牛肉中的检出
""
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表 #"不同样品中的 _!(+ 型 >XGS分布状况
XCYV9#"XA9P<UTR<YBT<N: NL_!(+ TKZ9>XGS<: P9L9R9:TUC\ZV9U

种类 样品/份
检出率/.

(8<! l#94_!(+ (8<# l#94_!(+ (8<! l(8<# l#94_!(+ #94_!(+
猪肉 !%# !-*’$# /!%#% +-0%$0 /!%#% &-0%$, /!%#% !%-0%$!! /!%#%

牛肉 ’% (-%%$& /’%% !-+%$! /’%% %-%%$% /’%% !-+%$! /’%%

禽类 &, #-*%$! /&,% %-%%$% /&,% %-%%$% /&,% 0-0%$& /&,%

率高于国外的报道"可能和本地区 >XGS的流行状
况有关"或者是与选购的样品所在的超市(菜场环
境卫生不规范有关’ 此次研究表明菜场样品 >XGS
检出率$&(-0.%略高于超市样品$&#-,.%’

OS3方法灵敏"能检测出样本中数量极少的
>XGS或者难培养的 >XGS"而平板分离方法难以从
大量杂菌中将 >XGS筛选出来"因此一般认为采用
OS3方法 >XGS的检出率要远高于平板筛选得到的
检出率’ 本课题组随后采用免疫磁珠和平板分离
法从一些带菌的肉样中分离筛选 >XGS菌株"最终
得到 !# 株携带 (8<基因的菌株’ 用 3OJ4法测定这
些分离株的志贺毒素滴度"结果发现这些分离株志
贺毒素产量很低$数据本文未附%’ 已有报道指出
很多地区检出不产毒或不携带 (8<基因的大肠杆菌
_!(+ )!, c!(* "本次研究在猪肉(禽类制品中均检出此
类细菌"这或许是武汉地区食品中 >XGS检出率虽
高"但至今未有大的爆发流行的原因之一’

目前非 _!(+ 型 >XGS的检验方法并不完善"由
于 >XGS血清型的复杂多样"至今尚未找到某种特
定的生化特征能有效地从食品或临床样本中分离
非 _!(+ 型 >XGS)!’* ’ 定期对市售肉类食品 >XGS
的污染流行状况进行监测"很大程度上可提高对该
类食源性疾病的溯源及鉴定能力’
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