
—６００　　 —
中国食品卫生杂志

ＣＨＩＮＥＳＥ ＪＯＵＲＮＡＬ ＯＦ ＦＯＯＤ ＨＹＧＩＥＮＥ ２０１４ 年第 ２６ 卷第 ６ 期

调查研究

婴幼儿奶粉和米粉中蜡样芽胞杆菌及其毒素、毒力基因的调查研究

章乐怡，张秀尧，李毅，蔡欣欣，王欣

（温州市疾病预防控制中心，浙江 温州　 ３２５０００）

收稿日期：２０１４⁃０９⁃２８
基金项目：温州市 ２０１３ 年科技项目（Ｙ２０１３０２０９）
作者简介：章乐怡　 女　 主任技师　 研究方向为微生物检验技术

Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｚｈｌｅｙｉ＠ １２６． ｃｏｍ

摘　 要：目的　 了解婴幼儿奶粉及米粉中蜡样芽胞杆菌污染状况及其毒素、毒力基因的携带特点。 方法　 采用稀

释培养计数（ＭＰＮ 计数）法分离蜡样芽胞杆菌，采用 ＰＣＲ 技术检测 １０ 种蜡样芽胞杆菌的腹泻毒素及呕吐毒素基

因，在流动相 Ａ 为 ０􀆰 １％甲酸⁃乙腈溶液，流动相 Ｂ 为 ０􀆰 １％甲酸⁃０􀆰 ２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 乙酸铵溶液条件下，用 Ａｃｑｕｉｔｙ ＢＥＨ３００
Ｃ１８色谱柱（１００ ｍｍ ×２􀆰 １ ｍｍ，１􀆰 ７ μｍ）对样品进行分离，采用超高效液相色谱⁃串联质谱法检测样品中的呕吐毒素

（ｃｅｒｅｕｌｉｄｅ）。 结果　 本研究共监测 ３９ 份样品，２８ 份检出蜡样芽胞杆菌，检出率为 ７１􀆰 ７９％ （２８ ／ ３９）；２ 份检出呕吐

毒素，检出率为 ５􀆰 １３％ （２ ／ ３９）。 检出的蜡样芽胞杆菌菌株大多属于携带复合型毒素的菌株，均携带３ 种以上的腹

泻毒素基因，非溶血性的肠毒素 ｎｈｅ 基因（ｎｈｅＡ、ｎｈｅＢ 和 ｎｈｅＣ）和肠毒素 ＦＭ 基因（ｅｎｔＦＭ）为主要的毒力基因，其中

ｎｈｅＡＢＣ 基因携带率为 １００％ ，ｅｎｔＦＭ 基因携带率为 ３５􀆰 ７１％ （１０ ／ ２８），ｃｙｔＫ 基因是检测到的最少的一种毒力基因。
结论　 应加强婴幼儿奶粉及米粉中的蜡样芽胞杆菌污染监测及其毒力基因致病性研究，以科学评估蜡样芽胞杆菌

对婴幼儿食品可能构成的食品安全风险。
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　 　 蜡样芽胞杆菌是革兰氏阳性、兼性需氧的芽胞

杆菌， 属于条件致病菌。 根据国家食源性疾病监测

网对中国食源性疾病暴发的监测资料分析，由蜡样

芽胞杆菌引起的疾病占所有微生物食源性病例的

８􀆰 ６％ ，排在第四位［１］。 蜡样芽胞杆菌能引起不同

类型的食物中毒。 一类是腹泻类型综合症，主要由

腹泻毒素引起。 腹泻毒素是一种蛋白质，５６ ℃
５ｍｉｎ 失活，遇到胰蛋白酶或胃蛋白酶失活，有抗原

性［２］。 与腹泻毒素相关的毒力基因主要为溶血素

ＢＬ 基因（ ｈｂｌＡ、ｈｂｌＣ 和 ｈｂｌＤ）、非溶血性的肠毒素

ｎｈｅ 基因 （ ｎｈｅＡ、 ｎｈｅＢ 和 ｎｈｅＣ）、肠毒素 ＦＭ 基因

（ｅｎｔＦＭ）、肠毒素 Ｔ 基因（ｂｃｅＴ） 和细胞毒素 Ｋ 基因

（ｃｙｔＫ）；另一类是呕吐类型综合症，主要由呕吐毒素

引起。 呕吐毒素的主要成分十二环肽（ ｃｅｒｅｕｌｉｄｅ），
对酸、碱、热稳定，高温１２１ ℃ 持续 ３０ ｍｉｎ 稳定，一
般食品加工不被破坏，活性不受胃蛋白酶的干扰，
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在活菌被消除的情况下仍能引起食物中毒［３］。 与

呕吐毒素相关的基因为 ｃｅｓ 基因。
本文通过对市场上不同品牌的婴幼儿奶粉、米

粉进行蜡样芽胞杆菌的定量监测，采用 ＰＣＲ 技术检

测蜡样芽胞杆菌的腹泻毒素基因及呕吐毒素基因，
并用超高效液相色谱⁃串联质谱法检测样品中的呕

吐毒素（ｃｅｒｅｕｌｉｄｅ），从而掌握婴幼儿奶粉、米粉中蜡

样芽胞杆菌及其毒素携带的情况，为食源性疾病的

预警提供参考。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 样品

２０１２ 年以随机抽样方法采集市场上销售的

３４ 份１８ 个品牌不同阶段的婴幼儿奶粉（包括进口

奶粉 １２ 份，国产奶粉 ２２ 份）和 ５ 份不同品牌的国产

婴幼儿米粉。
１􀆰 １􀆰 ２　 主要仪器与试剂

恒温培养箱、ＰＣＲ 扩增仪（艾本德中国有限公

司）、凝胶成像系统 （上海复日科技有限公司）、
Ａｃｑｕｉｔｙ ＵＰＬＣ⁃Ｑｕａｔｔｒｏ Ｐｒｅｍｉｅｒ ＸＥ 超高效液相色谱⁃串
联质谱仪（配备 Ｍａｓｓｌｙｎｘ ４􀆰 １ 工作站，美国 Ｗａｔｅｒｓ）、
ＡＳＰＥＣ ＸＬ４ 四通道全自动固相萃取仪（法国 Ｇｉｌｓｏｎ）。

呕吐 毒 素 ｃｅｒｅｕｌｉｄｅ 和 其 同 位 素 内 标１３ Ｃ６ ⁃
ｃｅｒｅｕｌｉｄｅ 由本实验室自行制备［４］；甘露醇卵黄多粘

茵素培养基（ＭＹＰ）等蜡样芽胞杆菌生化试剂均购

自北京陆桥技术有限责任公司、ＡＰＩ５０ＣＨＢ 试剂条

　 　 　

（法国梅里埃）ＰＣＲ 引物及 ＰＣＲ 反应体系 Ｔａｑ ＰＣＲ
Ｍａｓｔｅｒｍｉｘ 由上海生物工程有限公司合成。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 蜡样芽胞杆菌的分离和鉴定

样品中蜡样芽胞杆菌的测定方法采用稀释培

养计数（ＭＰＮ 计数）法，所有分离的蜡样芽胞杆菌菌

株都 经 过 鉴 定。 分 离 鉴 定 的 的 方 法 按 ＧＢ ／ Ｔ
４７８９􀆰 １４—２００３《食品卫生微生物数字检验 蜡样芽

肥杆菌检验》 ［５］ 及《２０１２ 浙江省食源性致病菌监测

工作手册》 ［６］进行鉴定。
１􀆰 ２􀆰 ２　 蜡样芽胞杆菌毒力基因的 ＰＣＲ 检测法

１􀆰 ２􀆰 ２􀆰 １　 ＤＮＡ 模板的制备

细菌模版 ＤＮＡ 的提取参照文献［７］，采用直接提

取法。 将上述鉴定证实为蜡样芽胞杆菌的菌株接种营

养肉汤复苏后再接种营养琼脂平板，置（３０ ±１） ℃培养

（２４ ±２） ｈ，获得纯培养物。 刮取培养基上一定量的菌

苔，研磨后加入 １ ｍｌ 灭菌蒸馏水，混匀，８ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离

心 ５ ｍｉｎ；吸弃上清，沉淀用双蒸水反复洗涤 ２ ～３ 次，
８ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ；弃上清，加入 １００ μｌ 双蒸

水，１００ ℃煮沸 ２０ ｍｉｎ，１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ，取
上清即为模板，用于 ＰＣＲ 扩增。
１􀆰 ２􀆰 ２􀆰 ２　 ＰＣＲ 引物

蜡样芽胞杆菌的 １０ 个毒力基因的特异引物设

计参照文献［８］，序列及扩增片段大小见表 １。
１􀆰 ２􀆰 ２􀆰 ３　 ＰＣＲ 反应

ＰＣＲ 反 应 体 系 为 ５０ μｌ。 包 括： Ｔａｑ ＰＣＲ
Ｍａｓｔｅｒｍｉｘ （其中含预混合的 ＰＣＲ Ｂｕｆｆｅｒ，Ｔａｑ 酶，
　 　 　表 １　 蜡样芽胞杆菌 １０ 种毒力基因检测引物和扩增产物大小

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｓｔｕｄｙ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｍｐｌｉｃｏｎｓ􀆳 ｌｅｎｇｔｈ
目的基因 引物 引物序列（５′⁃３′） 产物大小 ／ ｂｐ
ｈｂｌＡ ｈｂｌＡ⁃Ｆ ＧＣＡ ＡＡＡ ＴＣＴ ＡＴＧ ＡＡＴ ＧＣＣ ＴＡ ８８４

ｈｂｌＡ⁃Ｒ ＧＣＡ ＴＣＴ ＧＴＴ ＣＧＴ ＡＡＴ ＧＴＴ ＴＴ
ｈｂｌＣ ｈｂｌＣ⁃ Ｆ ＣＣＴ ＡＴＣ ＡＡＴ ＡＣＴ ＣＴＣ ＧＣＡ Ａ ６９５

ｈｂｌＣ⁃ Ｒ ＴＴＴ ＣＣＴ ＴＴＧ ＴＴＡ ＴＡＣ ＧＣＴ ＧＣ
ｈｂｌＤ ｈｂｌＤ⁃ Ｆ ＧＡＡ ＡＣＡ ＧＧＧ ＴＣＴ ＣＡＴ ＡＴＴ ＣＴ １ ０１８

ｈｂｌＤ⁃ Ｒ ＣＴＧ ＣＡＴ ＣＴＴ ＴＡＴ ＧＡＡ ＴＡＴ ＣＡ
ｎｈｅＡ ｎｈｅＡ⁃ Ｆ ＡＴＴ ＡＣＡ ＧＧＧ ＴＴＡ ＴＴＧ ＧＴＴ ＡＣＡ ＧＣＡ ＧＴ ４７５

ｎｈｅＡ⁃ Ｒ ＡＡＴ ＣＴＴ ＧＣＴ ＣＣＡ ＴＡＣＴ ＣＴ ＣＴＴ ＧＧＡ ＴＧＣ Ｔ
ｎｈｅＢ ｎｈｅＢ⁃ Ｆ ＧＴＧ ＣＡＧ ＣＡＧ ＣＴＧ ＴＡＧ ＧＣＧ ＧＴ ３２８

ｎｈｅＢ⁃ Ｒ ＡＴＧ ＴＴＴ ＴＴＣ ＣＡＧ ＣＴＡ ＴＣＴ ＴＴＣ ＧＣＡ ＡＴ
ｎｈｅＣ ｎｈｅＣ⁃ Ｆ ＧＣＧ ＧＡＴ ＡＴＴ ＧＴＡ ＡＡＧ ＡＡＴ ＣＡＡ ＡＡＴ ＧＡＧ ＧＴ ５５７

ｎｈｅＣ⁃ Ｒ ＴＴＴ ＣＣＡ ＧＣＴ ＡＴＣ ＴＴＴ ＣＧＣ ＴＧＴ ＡＴＧ ＴＡＡ ＡＴ
ｅｎｔＦＭ ｅｎｔＦＭ⁃ Ｆ ＡＡＡ ＧＡＡ ＡＴＴ ＡＡＴ ＧＧＡ ＣＡＡ ＡＣＴ ＣＡＡ ＡＣＴ ＣＡ ５９６

ｅｎｔＦＭ⁃ Ｒ ＧＴＡ ＴＧＴ ＡＧＣ ＴＧＧ ＧＣＣ ＴＧＴ ＡＣＧ Ｔ
ｂｃｅＴ ｂｃｅＴ⁃ Ｆ ＧＡＣ ＴＡＣ ＡＴＴ ＣＡＣ ＧＡＴ ＴＡＣ ＧＣＡ ＧＡＡ ３０３

ｂｃｅＴ⁃ Ｒ ＣＴＡ ＴＧＣ ＴＧＡ ＣＧＡ ＧＣＴ ＡＣＡ ＴＣＣ ＡＴＡ
ｃｙｔＫ ｃｙｔＫ⁃ Ｆ ＡＴＣ ＧＧＫ ＣＡＡ ＡＡＴ ＧＣＡ ＡＡＡ ＡＣＡ ＣＡＴ ８００

ｃｙｔＫ⁃ Ｒ ＡＣＣ ＣＡＧ ＴＴＷ ＳＣＡ ＧＴＴ ＣＣＧ ＡＡＴ ＧＴ
ｃｅｓ ｃｅｓ⁃ Ｆ ＴＴＧ ＴＴＧ ＧＡＡ ＴＴＧ ＴＣＧ ＣＡＧ ＡＧ ４０５

ｃｅｓ⁃ Ｒ ＧＴＡ ＡＧＣ ＧＡＡ ＣＣＴ ＧＴＣ ＴＧＴ ＡＡＣ ＡＡＣ Ａ
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ＤＮＴＰ，Ｍｇ２ ＋ 等）２５ μｌ，上、下游引物各 ２ μｌ，ＤＮＡ 模

板 ２ μｌ，用双蒸水调整终体积至 ５０ μｌ。 ＰＣＲ 反应程

序为：９５ ℃ ３０ ｓ、６０ ℃ ３０ ｓ、７２ ℃ １ ｍｉｎ、７２ ℃ ５ ｍｉｎ
循环 ３５ 次。 １０ 个毒力基因的 ＰＣＲ 反应条件均一

致。 结果判断：ＰＣＲ 产物 １􀆰 ５％ 琼脂糖凝胶电泳，
电泳后在凝胶成像系统中成像。 阳性对照为蜡样

芽胞杆菌 ＡＴＣＣ １１７７８、ＡＴＣＣ １４５７９ 及本实验室食

物中毒标本蜡样芽胞杆菌呕吐株（因购买不到带呕

吐毒素基因的 ＡＴＣＣ 标准菌株），阴性对照为灭菌纯

水。 ＰＣＲ 毒力基因测定每个反应重复试验 ３ 次，对
于结果不一致的反应，均再重复 ２ 次，确保试验结果

真实可靠。
１􀆰 ２􀆰 ３　 超高效液相色谱⁃串联质谱法（ＵＰＬＣ⁃ＭＳ ／
ＭＳ）检测样品中的呕吐毒素

１􀆰 ２􀆰 ３􀆰 １　 标准溶液配制

取标准贮备液用 ８０％甲醇稀释， 准确配制成浓

度分别为 ０􀆰 ０１０，０􀆰 １０，０􀆰 ５０，１􀆰 ０，５􀆰 ０ 和 ３０ μｇ ／ Ｌ
ｃｅｒｅｕｌｉｄｅ 的标准系列，再加入适量内标物，使内标物

的浓度为 ０􀆰 ４ μｇ ／ Ｌ。
１􀆰 ２􀆰 ３􀆰 ２　 样品处理

取 １􀆰 ００ ｇ 奶制品（奶粉和米粉等），溶于 ２ ｍｌ
４５ ℃的温水中， 加入 ４０ μｌ １０ μｇ ／ Ｌ 内标液，混匀，

加入甲醇至 １０ ｍｌ， 旋涡 １ ｍｉｎ，超声提取 １０ ｍｉｎ，
１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ，吸取 ５ ｍｌ 上清液，６０ ℃氮

气吹至 １ ｍｌ，各用 ５ ｍｌ 正己烷萃取 ２ 次，合并萃取

液，氮吹至干，加入 １ ｍｌ 正己烷溶解残渣。 上硅胶

和 Ｃａｒｂ 固相萃取柱净化。 对每份样品进行平行测

定，每１０ 份样品做一个质控加标样。
１􀆰 ２􀆰 ３􀆰 ３　 仪器条件

色 谱 条 件： 色 谱 柱 采 用 Ｗａｔｅｒｓ Ａｃｑｕｉｔｙ
ＢＥＨ３００Ｃ１８色谱柱 （１００ ｍｍ ×２􀆰 １ ｍｍ，１􀆰 ７ μｍ）， 配

在线过滤器； 流动相 Ａ 为 ０􀆰 １％甲酸⁃乙腈溶液； 流

动相 Ｂ 为 ０􀆰 １％ 甲酸⁃０􀆰 ２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 乙酸铵溶液， 梯

度洗脱程序： ０ ～ ３􀆰 ５ ｍｉｎ， ８８％ ～ ９５％ Ａ；３􀆰 ５ ～
５􀆰 ０ ｍｉｎ，９５％ Ａ； ５􀆰 ０ ～ ５􀆰 １ ｍｉｎ， ９５％ ～ ８８％ Ａ；
５􀆰 １ ～ ７􀆰 ０ ｍｉｎ， ８８％ Ａ。 流速 ０􀆰 ３０ ｍｌ ／ ｍｉｎ； 柱温

４０ ℃；进样体积 １０ μｌ。 乙腈⁃丙酮（１∶ ｌ，Ｖ ／ Ｖ） 作为

强洗针液，洗针体积 １􀆰 ０ ｍｌ；５０％甲醇为弱洗针液，
洗针体积 ０􀆰 ５ ｍｌ。

质谱条件：电喷雾离子源正离子多反应监测

（ＭＲＭ）模式。 ＥＳＩ ＋ 毛细管电压 ３􀆰 ５ ｋＶ；离子源温

度 １２０ ℃；锥孔反吹气流量 ５０ Ｌ ／ ｈ，脱溶剂温度

３５０ ℃；脱溶剂气流量 ４００ Ｌ ／ ｈ；碰撞室氩气压力

０􀆰 ３５２ Ｐａ。 其他质谱参数见表 ２。

表 ２　 质谱的 ＭＲＭ 参数

Ｔａｂｌｅ ２　 ＭＳ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｆｏｒ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ
化合物 保留时间 ／ ｍｉｎ 监测离子对 ／ （ｍ ／ ｚ） 锥孔电压 ／ Ｖ 碰撞电能 ／ ｅＶ

蜡样芽胞杆菌呕吐毒素

１３Ｃ⁃蜡样芽胞杆菌呕吐毒素

缬氨霉素

３􀆰 ２ １ １７０􀆰 ９ ／ １ １２５􀆰 ９
１ １７０􀆰 ９ ／ ３５７􀆰 ０ ６７ ４０

６５
３􀆰 ２ １ １７７􀆰 ０ ／ １ １３１􀆰 ８ ６７ ４０
２􀆰 ９９ １ １２９􀆰 １ ／ １ ０８４􀆰 １ ６０ ３７

２　 结果

２􀆰 １　 ３９ 份婴幼儿奶粉、米粉的蜡样芽胞杆菌的定

量监测结果

在受检的 ３９ 份婴幼儿奶粉、米粉中，２８ 份检出

蜡样芽胞杆菌，检出率达 ７１􀆰 ７９％ （２８ ／ ３９），其中定

量值≥１１０ ＭＰＮ ／ ｇ 的样品有 ６ 份，以国产婴幼儿奶

粉的 蜡 样 芽 胞 杆 菌 检 出 率 最 高， 为 ８６􀆰 ３６％
（１９ ／ ２２）。 具体结果见表 ３。
２􀆰 ２　 对照菌株的毒力基因的测定结果

本试验中对蜡样芽胞杆菌 ＡＴＣＣ １４５７９、ＡＴＣＣ
１１７７８ 的 １０ 种毒力基因的检测结果，除未检出 ｃｅｓ
基因外，其余 ９ 种毒力基因均检出。 对本试验室呕

　 　

表 ３　 ３９ 份婴幼儿奶粉、米粉的蜡样芽胞杆菌的定量监测结果

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｃｅｒｅｕｓ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｆｒｏｍ ３９ ｓａｍｐｌｅｓ ｂｙ ＭＰＮ

类别
样品
数 ／份

ＭＰＮ 值 ／ （ＭＰＮ ／ ｇ）
＜ ０􀆰 ３ ０􀆰 ３ ～ １０ １１ ～ １００ ＞ １００

检出率 ／ ％

进口婴幼儿奶粉 １２ ５ ７ ０ ０ ５８􀆰 ３３（７ ／ １２）
国产婴幼儿奶粉 ２２ ３ １０ ４ ５ ８６􀆰 ３６（１９ ／ ２２）
国产婴幼儿米粉 ５ ３ １ ０ １ ４０􀆰 ００（２ ／ ５）
合计 ３９ １１ １８ ４ ６ ７１􀆰 ７９（２８ ／ ３９）

吐株毒力基因的检测结果见表 ４。
２􀆰 ３　 ２８ 株婴幼儿奶粉、米粉中蜡样芽胞杆菌的毒

力基因携带情况

２８ 株蜡样芽胞杆菌的非溶血性的肠毒素 ｎｈｅ
基因携带率为 １００％ ，肠毒素 ＦＭ 基因携带率为

３５􀆰 ７１％ （１０ ／ ２８）。 蜡样芽胞杆菌不同毒力基因模

　 　 　 　
表 ４　 蜡样芽胞杆菌对照菌株的毒力基因的 ＰＣＲ 测定结果

Ｔａｂｌｅ ４　 ＰＣＲ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｖｉｒｕｌｅｎｃｅ ｇｅｎｅ ｏｆ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｃｅｒｅｕｓ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｔｒａｉｎｓ
对照菌株 ｈｂｌＡ ｈｂｌＣ ｈｂｌＤ ｎｈｅＡ ｎｈｅＢ ｎｈｅＣ ｂｃｅＴ ｃｙｔＫ ｅｎｔＦＭ ｃｅｓ
ＡＴＣＣ１４５７９ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ －
ＡＴＣＣ１１７７８ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ －
本实验室呕吐株 － － － ＋ ＋ ＋ － － － ＋
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式中以携带肠毒素 ｎｈｅ 基因和 ＦＭ 基因的菌株最

多，占 ２８􀆰 ５７％ （８ ／ ２８），有 ５ 株菌株仅携带 Ｎｈｅ 基

因，占 １７􀆰 ８６％ 。 １ 株细菌携带所有的腹泻型毒素基

因，但不带呕吐毒素基因；带呕吐毒素基因的菌株

均携带 Ｎｈｅ 基因。 详见表 ５、６。
２􀆰 ４　 婴幼儿奶粉及米粉中蜡样芽胞杆菌的呕吐毒

素（ｃｅｒｅｕｌｉｄｅ）定量分析

对 ３９ 份婴幼儿奶粉、米粉进行呕吐毒素检测，
两份检出呕吐毒素，检出率为 ５􀆰 １３％ （２ ／ ３９）。 分别

在 １ 份奶粉和 １ 份米粉中检测到呕吐毒素，含量分

　 　 　

表 ５　 婴幼儿奶粉、米粉中蜡样芽胞杆菌各毒力基因携带情况

Ｔａｂｌｅ ５　 Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｖｉｒｕｌｅｎｃｅ ｇｅｎｅ ｏｆ ｉｓｏｌａｔｅｄ
Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｃｅｒｅｕｓ

毒力基因 检出数 ／ 株 携带率 ／ ％
ｈｂｌＡ ６ ２１􀆰 ４３（６ ／ ２８）
ｈｂｌＤ ７ ２５􀆰 ００（７ ／ ２８）
ｈｂｌＣ ６ ２１􀆰 ４３（６ ／ ２８）
ｎｈｅＡＢＣ ２８ １００􀆰 ００（２８ ／ ２８）
ｂｃｅＴ ６ ２１􀆰 ４３（６ ／ ２８）
ｃｙｔＫ １ ３􀆰 ５７（１ ／ ２８）
ｅｎｔＦＭ １０ ３５􀆰 ７１（１０ ／ ２８）
ｃｅｓ ５ １７􀆰 ８６（５ ／ ２８）

表 ６　 本研究中蜡样芽胞杆菌不同毒力基因模式

Ｔａｂｌｅ ６　 Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｏｘｉｇｅｎｉｃ ｐａｔｔｅｒｎｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓｔｕｄｙ
基因模式 ｈｂｌＡ ｈｂｌＣ ｈｂｌＤ ｎｈｅＡ ｎｈｅＢ ｎｈｅＣ ｂｃｅＴ ｃｙｔＫ ｅｎｔＦＭ ｃｅｓ 目的基因携带率 ／ ％
Ｉ － － － ＋ ＋ ＋ － － ＋ － ２８􀆰 ５７（８ ／ ２８）
ＩＩ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ － ＋ － １４􀆰 ２９（４ ／ ２８）
ＩＩＩ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ － ３􀆰 ５８（１ ／ ２８）
ＩＶ － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ － － － ３􀆰 ５８（１ ／ ２８）
Ｖ － － － ＋ ＋ ＋ － － ＋ ＋ ７􀆰 １４（２ ／ ２８）
ＶＩ ＋ ＋ － ＋ ＋ ＋ ＋ － ＋ － ３􀆰 ５８（１ ／ ２８）
ＶＩＩ － － － ＋ ＋ ＋ ＋ － ＋ － ７􀆰 １４（２ ／ ２８）
ＶＩＩＩ － － － ＋ ＋ ＋ － － － － １７􀆰 ８６（５ ／ ２８）
Ⅸ － － － ＋ ＋ ＋ － － － ＋ １０􀆰 ７１（３ ／ ２８）
Ⅹ － － － ＋ ＋ ＋ ＋ － － － ３􀆰 ５７（１ ／ ２８）

别为 ０􀆰 ０１、０􀆰 ０３ μｇ ／ ｋｇ。 ２ 份阳性样品平行样相对

偏差分别为 ９􀆰 ８％ 、１２􀆰 ０％ 。 米粉样品中呕吐毒素

的 ＭＲＭ 色谱图见图 １。

图 １　 米粉样品中的 ＭＲＭ 色谱图

Ｆｉｇｕｒｅ １　 ＵＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｒｉｃｅ ｆｌｏｕｒ ｓａｍｐｌｅ

３　 讨论

我国相关食品的标准中没有明确蜡样芽胞杆

菌的残留限量规定值，对该菌的要求大多是按照

进食污染菌量 ＞ １０５ ｃｆｕ ／ ｇ 的食物时就可能发生食

物中毒［９］的标准进行检验控制。 ＧＢ １０７６５—２０１０
《食品安全国家标准 婴儿配方食品》 ［１０］中规定，微
生物的限量指标为菌落总数、大肠菌群、金黄色葡

萄球菌、阪崎肠杆菌、沙门菌，对蜡样芽胞杆菌无

明确的规定。 但由于婴幼儿奶粉、米粉的食用方

法特殊，５０ ℃左右的水温不能杀灭蜡样芽胞杆菌

及其毒素。 曾有母乳化奶粉蜡样芽胞杆菌计数为

２ ５００ 个 ／ ｇ 引起的婴儿腹泻案例［１１］ 及从病儿喂服过

的奶粉中检出蜡样芽胞杆菌菌量为 ６􀆰 ０ × １０２ 个 ／ ｇ 引

起的婴儿腹泻的案例［１２］。 因此基于婴幼儿食品特殊

性及其安全性的需要很有必要对婴幼儿食品中的蜡

样芽胞杆菌进行监测。
本文结果报告了在婴幼儿食品中蜡样芽胞杆

菌的潜在威胁。 受检的 ３９ 份婴幼儿奶粉、米粉中，
２８ 份检出蜡样芽胞杆菌，检出率达 ７１􀆰 ７９％ ，国内品

牌的奶粉蜡样芽胞杆菌检出率高于进口奶粉。 蜡

样芽胞杆菌 ＭＰＮ 定量值为 ０􀆰 ３ 至≥１１０ ＭＰＮ ／ ｇ。
本文对检出的蜡样芽胞杆菌进行 ｎｈｅＡＢＣ、

ｃｙｔＫ、ｂｃｅＴ、ｈｂｌＣＤＡ， ｅｎｔＦＭ、 ｃｅｓ 基因等毒力基因分

析，显示这些菌株大多属于携带复合型毒素的菌

株，均携带 ３ 种以上的腹泻毒素基因。 以携带非溶

血性肠毒素 ｎｈｅ 基因和肠毒素 ＦＭ 基因模式的菌株

最多，占 ２８􀆰 ５７％ （８ ／ ２８）。 其中非溶血性的肠毒素

ｎｈｅ 基因携带率为 １００％ ，这与韩国文献报道［８］ 相

似，高于国内其他地区食源性疾病调查样品中蜡样

芽胞杆菌 ｎｈｅＡＢＣ 基因的携带率［１３］。 文献显示［１４］，
溶血素 ＢＬ 基因、非溶血性的肠毒素 ｎｈｅ 基因、细胞

毒素 Ｋ 基因（ｃｙｔＫ）是引起腹泻的主要毒力基因，而
肠毒素 ＦＭ 基因（ ｅｎｔＦＭ）、肠毒素 Ｔ 基因（ ｂｃｅＴ）则
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为潜在的腹泻性毒力基因，目前没有数据显示可引

起食物中毒。 另我们分离出的菌株中，ｃｙｔＫ 基因携

带率最低，仅为 ３􀆰 ５７％ （１ ／ ２８）。 近年来的研究把

ｃｙｔＫ 基因分为两种形式，即 ｃｙｔＫ⁃１ 和 ｃｙｔＫ⁃２ 基因，
其中对人类具有高毒性的主要是 ｃｙｔＫ⁃１ 基因［１５］。
由于对于检测 ｃｙｔＫ⁃１ 和 ｃｙｔＫ⁃２ 基因的方法没有深入

研究，本文中检测的 ｃｙｔＫ 并没有区分开这两种基

因，有待在今后的工作中更深入的 研究。 本文菌株

呕吐毒素基因 ｃｅｓ 的携带率为 １７􀆰 ８６％ ，高于其他文

献报道［８，１６ － １７］，这 ５ 株带呕吐毒素基因的菌株同时

携带腹泻毒素基因，也表明了在食物中毒中往往腹

泻呕吐症状同时存在。
对于呕吐毒素， 曾被认为是食品中唯一的热稳

定蜡样芽胞杆菌毒素。 运用 ＵＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 法测呕

吐毒素， 该方法灵敏、准确，定量限为 １０ ｎｇ ／ ｋｇ，检
出限为 ３ ｎｇ ／ ｋｇ。 ３９ 份样品中有 ２ 份检出呕吐毒

素，这 ２ 份样品的蜡样芽胞杆菌定 量 值 均 ＞
１１０ ＭＰＮ ／ ｇ，并携带 ｃｅｓ 及 ｎｈｅＡＢＣ 基因，有 １ 份还携

带 ｈｂｌＣＤ、ｂｃｅＴ 基因，虽然检出的呕吐毒素量并不

高，但据文献报道［１８］，由谷物和营养补充剂组方的

婴儿食品不仅适合于呕吐毒素的产生，而且被水稀

释后产生的呕吐毒素量更高［１８］。 由于国家对呕吐

毒素没有限值而无法对该样品进行判断，也无相关

文献报道可能导致婴幼儿患病的最低剂量。 而我

们对呕吐毒素的检测方法的检出限比相关文献报

道要灵敏 ２ 个数量级［１９］，故无相关报道显示相似的

ｃｅｒｅｕｌｉｄｅ 的检出值。 但 ２０１０ 年在温州市一起蜡样

芽胞杆菌食物中毒中，几份食物中毒标本检出的呕

吐毒素的含量最低的仅 ０􀆰 ０１ μｇ ／ ｋｇ，最高的含量达

９􀆰 ３ μｇ ／ ｋｇ［４］。 由于婴幼儿抵抗力较弱，且以这种食

品为主要食物，这些产呕吐毒素的婴幼儿食品对婴

幼儿健康应存在一定的威胁。
对于呕吐毒素与呕吐毒素基因检测结果的比

较，５ 份检出呕吐毒素基因的标本有 ２ 份检出呕吐

毒素，有 ３ 份未检出呕吐毒素，这种结果表明菌株携

带毒力基因可能未被表达， 另两种方法的前处理方

法不同可能造成上述两种结果的不一致，由于检测

呕吐毒素取样量少（１ ｇ）， 而呕吐毒素基因测得是

样品中分离到的蜡样芽胞杆菌的毒素基因，样品取

样部位和量与前者不同。
本调查研究结果表明，目前我国婴幼儿食品中

蜡样芽胞杆菌污染状况不容忽视， 建议国家标准有

必要对婴幼儿食品增加蜡样芽胞杆菌及毒素的检

测项目，以保证婴幼儿食品的安全。
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