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!"#!!!"#$ 年江西省市售婴幼儿配方食品中蜡样芽胞杆菌调查及呕吐毒素基因分析!!!游兴勇"等 !%"&’’ !

论著
!"#!!!"#$ 年江西省市售婴幼儿配方食品中
蜡样芽胞杆菌调查及呕吐毒素基因分析

游兴勇!卢凌!周厚德!刘洋!刘成伟
!江西省疾病预防控制中心"江西 南昌’((""!)#

摘’要!目的’了解 !"#!"!"#$ 年江西省市售婴幼儿配方食品中蜡样芽胞杆菌的污染情况并对呕吐毒素基因进
行分析# 方法’在全省市县中选取 #( 个采样点!包括超市$百货商场$便利店$农贸市场$网店$批发市场!随机抽

取婴幼儿配方食品 ()& 份!对蜡样芽胞杆菌进行检测和鉴定!同时应用叠氮溴化丙锭内参多重 *+,方法检测分离

株的呕吐毒素基因# 结果’()& 份食品中蜡样芽胞杆菌阳性率为 #(-#".%/!0()&&!其中 !"#( 年阳性率最高# 不

同采样点的阳性率差异有统计学意义%!1"-"/&!不同产地$不同流通环节和不同年龄段的阳性率差异无统计学意

义%!2"-"/&!/! 份阳性食品中检出呕吐型蜡样芽胞杆菌 ! 份!呕吐毒素阳性率为 (-3/.# 结论’江西省市售婴

幼儿配方食品中存在蜡样芽胞杆菌及呕吐型蜡样芽胞杆菌的污染!存在一定的安全隐患!相关监管部门应继续加

强监管!预防食源性疾病的发生#
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’’婴幼儿食品是婴幼儿的主要能量营养来源"世
界上每天有数以百万计的儿童消耗这类食品"婴幼
儿配方食品以其蛋白’脂肪’维生素等必须营养成
分的高含量而成为婴幼儿食品中的首选产品 (#) *
这类食品的主要的疾病影响因素是微生物"由于婴

幼儿的免疫系统不够完善"任何轻微感染都可能引
起严重的疾病"因此对这类食品中致病菌的研究调
查一直是监控食品安全的重点 (!) *

蜡样芽胞杆菌广泛存在于空气’土壤中"是一
种常见的条件致病菌"可以引起腹泻’呕吐等症
状 (() * 该 细 菌 导 致 的 腹 泻 主 要 由 溶 血 素 aF
$<KYEVDUAB aF"HaF%等多种肠毒素引起#同时"能产
生高度稳定呕吐毒素$:KQKIVAJK%的呕吐型菌株可引
起呕吐"严重时能导致死亡"该菌引起的食物中毒
事件时有发生 ($7/) * 目前针对肠毒素已经有比较成
熟的检测方法"而呕吐毒素的快速检测仍处于研究
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阶段"聚合酶链式反应 $*+,%方法以其快速’灵敏
度高等优势而成为快速检测方法开发的热点* 针
对呕吐毒素 $)("和旋转酶 a亚基基因 ,-*"的多重
*+,方法$YIVSAZVK*+,"Y*+,%结合能特异性结合
死亡 细 胞 核 苷 酸 的 叠 氮 溴 化 丙 锭 $ ZQEZAJAIY
YEBEM]AJK"*d6%"同时添加内参 $ABSKQBMVMYZVA;A:7
MSAEB :EBSQEV"./0%消除阴性扩增 *+,聚合产物"可
快速准确区分产和不产呕吐毒素活性蜡样芽胞杆
菌"该方法具有特异性好’灵敏度高’重复性好等优
点"具有呕吐毒素快速检测的良好应用前景 (%) * 蜡
样芽胞杆菌产生的芽胞在低温’高温环境都能够生
存"因此在婴幼儿配方食品生产的传输’巴士消毒’
热处理等环节都有可能受到污染"使得奶粉’混合
食品等配方食品成为蜡样芽胞杆菌的重灾区 (&) *

一般认为在食品中检出的蜡样芽胞杆菌量在 #"/ 以
上即能引起中毒症状*

国内外对婴幼儿配方食品中致病菌的食品安
全一直都非常重视"早在 !""$ 年国际食品卫生法典
委员会$++bH%就制定了婴幼儿食品相关病原菌的
微生物标准 (3) * 我国在安徽阜阳劣质奶粉’三鹿奶
粉等事件后"对婴幼儿配方食品的监管得到了较大
提升"为掌握江西省婴幼儿配方食品中蜡样芽胞杆
菌的污染情况"!"#!!!"#$ 年本课题组对江西省婴
幼儿配方食品中蜡样芽胞杆菌的污染情况进行了
调查"同时采用 *d67Y*+,7./0方法对分离的蜡样
芽胞杆菌开展了呕吐毒素的检测*

#’材料与方法
#-#’材料
#-#-#’采样地点选择

尽可能覆盖江西省重点消费区域"共选择 #( 个
调查区"包括南昌市’景德镇市’九江市’萍乡市’宜
春市’赣州市兴国县’吉安市吉州区’上饶市铅山
县’上饶市上饶县’南昌市青云谱区’九江市德安
县’九江市彭泽县’宜春市奉新县* 采样点包括超
市’百货商场’便利店’农贸市场’网店和批发市场*
#-#-!’样品及菌株来源

共采集 ()& 份婴幼儿配方食品"以低龄婴幼儿
奶粉为主* 采样时包装完整’均在保质期内并且避
免污染* 共分离蜡样芽胞杆菌 /! 株"蜡样芽胞杆菌
呕吐型标准株$W+&$"#0!$//"武汉轻工大学提供%
作为基因测定的阳性对照菌株*
#-#-(’主要仪器与试剂

*+,仪$美国 aAE7,MJ%"?e检测仪 $美国 aAE7
,MJ%"生物安全柜"恒温培养箱">*XL*H>X荧光显
微镜"高速离心机* 甘露醇卵黄多粘菌素琼脂

$YMBBASEV7KCC7DEV[7ZEVDYDPAB MCMQ̂ MUK"d=*%’营养
琼脂平板均购自青岛海博公司"*a4’! f1#2dAP均
购自日本 XM[MQM"*d6$美国 aAESAIY%"cKV7QKJ"琼脂
糖* 引物设计引自文献(%)"由上海 LBRASQECKB 公司
合成"见表 #*

表 #’引物序列及扩增产物长度

XM̂VK# 4KgIKB:KE;ZQAYKQUMBJ S<KVKBCS< E;MYZVA;AKJ ZQEJI:SU

目的基因 引物序列$/\7(\% 扩增产物长度 0̂Z

$)("

#%4 Q,W6

./0

b&6+++6X+XXc+cX+6XX
,&+6c++66cXc66c66X6++
b&c+cc+cXc++X66X6+6Xc+
,&+X+6ccX+cc+X6+c+6X+c
b&++X6+ccc6cc+6c+6cX
,&+cXXX6+cc+cXcc6+X6+

#/$

!%&

$&/

#-!’方法
#-!-#’蜡样芽胞杆菌检测

将样品稀释液均匀涂布于 d=*"倒置于培养箱
("-/ h 培养 !$ <"从平板中至少挑取 ( 个典型菌落
$微粉红色"周围有白色至淡粉红色沉淀环%"分别
划线接种于营养琼脂平板做纯培养"("-/ h 培养
!$ <"最后进行确证试验 ()) *
#-!-!’*d67Y*+,7./0方法检测呕吐型蜡样芽胞
杆菌

挑取 (& h过夜培养的蜡样芽胞杆菌分离株
用 *a4 溶解制备菌悬液"使终浓度为 "-/ 个麦氏
单位"添加 # YC0YV二甲亚砜 *d6储备液按照
#i!"" 的比例室温暗处孵育 / YAB 后用 /"" j 灯
光照射冰浴 / YAB"光照后用灭菌纯水冲洗两遍"

把残余的 *d6洗掉"之后沸水浴 #" YAB"随后迅速
冷却至室温"#! """ f, 离心 / YAB"上清转移至
#-/ YV离心管即提取的总 TW6* 构建 !" !V*+,

体系为&#" !V! f1#2YAP"( !V模板"$)("上下游
引物各 "-$ !V"#%4 Q,W6上下游引物各 "-# !V"
./0上下游引物各 "-!/ !V" /-/ !V去离子水*
*+,条件为&)/ h预变性 #" YAB#)/ h变性 (" U"
/" h退火 (" U"&! h延伸 (" U"$" 个循环后 &! h

延伸 #" YAB"采用含 cKV7QKJ 的 !.琼脂糖凝胶电
泳检测 *+,产物* 基因测定的阳性对照为呕吐型
蜡样芽胞杆菌 $W+&$"# 0!$// % "阴性对照为灭菌
纯水* 毒力基因测定每个反应重复试验 ( 次"对
于结果不一致的反应"均再重复( 次"确保试验结
果真实可靠*
#-(’统计学分析

采用 _P:KV和 4*44 软件进行统计和分析"以
!k"-"/ 为检验水准"!1"-"/ 为差异有统计学
意义*
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!’结果
!-#’不同年份婴幼儿配方食品中蜡样芽胞杆菌检
出情况

!"#!!!"#$ 年共检测食品 ()& 份"其中 /! 份
食品检出蜡样芽胞杆菌"阳性率为 #(-#".* 其中
!"#!’!"#(’!"#$ 年阳性率分别为 )-#&.$##0#!"%"
!(-%$.$()0#%/%"#-&).$!0##!%*
!-!’不同调查区婴幼儿配方食品中蜡样芽胞杆菌

检出情况
!"#! 年南昌市’吉安市吉州区的蜡样芽胞杆菌

污染较为严重"阳性率分别为 !)-$#.和 !"-"".#
!"#( 年南昌市’萍乡市的蜡样芽胞杆菌污染较为严
重"阳性率分别为 %(-#%.和 /$-//.#!"#$ 年南昌
市青云谱区’上饶铅山县的蜡样芽胞杆菌也有检
出"阳性率均为 %-%&.* 不同调查区蜡样芽胞杆菌
阳性率差异有统计学意义$!1"-"/%"见表 !*

表 !’!"#!!!"#$ 年不同调查区婴幼儿配方食品蜡样芽胞杆菌检出情况
XM̂VK!’,KUIVSUE;"#$%&&’($)*)’(AB AB;MBS;EQYIVM;EEJ AB JA;;KQKBSVE:MSAEBU;QEY!"#! SE!"#$

年份
南昌市 景德镇市 九江市 九江市德安县 九江市彭泽县 赣州市兴国县 吉安市吉州区

检出
数0份

阳性率
0.

检出
数0份

阳性率
0.

检出
数0份

阳性率0
.

检出
数0份

阳性率
0.

检出
数0份

阳性率
0.

检出
数0份

阳性率
0.

检出
数0份

阳性率
0.

!"#! / !)-$#$/ 0#&% " "-""$" 0#"% ! ! " "-""$" 0&% " "-""$" 0(% " "-""$" 0%% $ !"-""$$ 0!"%

!"#( #! %(-#%$#! 0#)% # )-")$# 0##% " "-""$" 0$% $ !3-/&$$ 0#$% / !%-(!$/ 0#)% " "-""$" 0&% " "-""$" 0#!%

!"#$ " "-""$" 0#/% " "-""$" 0#/% " "-""$" 0#"% ! ! ! ! ! ! " "-""$" 0#!%

年份
南昌市青云谱区 萍乡市 上饶市铅山县 上饶市上饶县 宜春市奉新县 宜春市

检出
数0份

阳性率
0.

检出
数0份

阳性率
0.

检出
数0份

阳性率0
.

检出
数0份

阳性率
0.

检出
数0份

阳性率
0.

检出
数0份

阳性率
0.

!"#! # %-!/$# 0#%% ! ! " "-""$" 0$% " "-""$" 0&% # &-%)$# 0#(% " "-""$" 0#&%

!"#( ! !!-!!$! 0)% #! /$-//$#! 0!!% # 3-(($# 0#!% # %-!/$# 0#%% # #$-!)$# 0&% " "-""$" 0#(%

!"#$ # %-%&$# 0#/% " "-""$" 0#"% # %-%&$# 0#/% ! ! ! ! " "-""$" 0!"%

注&!表示本年度没有开展本项检测

!-(’不同流通环节婴幼儿配方食品蜡样芽胞杆菌
检出情况

对不同流通环节的婴幼儿配方食品进行了调
查"其中便利店的蜡样芽胞杆菌阳性率为 !"-#%.
$!%0#!)%"远高于超市’商场等其他流通环节"各流
通环节蜡样芽胞杆菌的阳性率差异无统计学意义
$!2"-"/%"详见表 (*

表 (’不同流通环节婴幼儿配方食品蜡样芽胞

杆菌的检出情况
XM̂VK(’,KUIVSUE;"#$%&&’($)*)’(AB AB;MBS;EQYIVM

;EEJ AB JA;;KQKBS:AQ:IVMSAEB
地点 食品数0份 检测数0份 阳性率0.

百货商场 (& ( 3-##

便利店 #!) !% !"-#%

超市 #3% #) #"-!!

农贸市场 #" " "-""

网店 ! " "-""

批发市场 (( $ #!-#!

合计 ()& /! #(-#"

!-$’不同产地婴幼儿配方食品蜡样芽胞杆菌检出
情况

()& 份食品中包括江西省内自产和省外多个产
地的产品"其中江西省内产品 /( 份"外省份产品
((& 份"国外产品 & 份"不同产地的蜡样芽胞杆菌阳
性率差异无统计学意义$!2"-"/%"详见表 $*

表 $’不同产地婴幼儿配方食品蜡样芽胞杆菌检出情况
XM̂VK$’,KUIVSUE;"#$%&&’($)*)’(AB AB;MBS

;EQYIVM;EEJ AB JA;;KQKBSEQACABU
产地 食品数0份 检测数0份 阳性率0.

江西省内 /( ( /-%%

国内其他省份 ((& $) #$-/$

国外 & " "-""

!-/’含呕吐基因蜡样芽胞杆菌的检出情况
/! 株蜡样芽胞杆菌 *+,结果均含有 !%& ^Z 的

#%4 Q,W6蜡样特异性扩增片段* ! 株蜡样芽胞杆
菌 OTG#"!=和 *G""%(F含 #/$ ^Z 呕吐基因特异性
扩增片段"具有与标准株一致的典型图谱"可以确
定为呕吐型蜡样芽胞杆菌 $见图 # %"阳性率为
(-3/."详见表 /*

注&从左至右泳道依次为&#9dMQ[KQ# !9阳性对照 W+&$"# 0!$//#

(9OTG#"!=# $9*G""%(F# /9空白对照

图 #’*d67Y*+,7./0方法测定结果
bACIQK#’,KUIVSUMBMVDUAUE;*d67Y*+,7./0
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表 /’呕吐型蜡样芽胞杆菌鉴定
XM̂VK/’TAUSABCIAU< E;KYKSA:"#$%&&’($)*)’(

试验毒株
数目
0株

*+,产物
$)(" #%4 Q,W6

产呕吐毒素蜡样芽胞杆菌 ! 5 5

不产呕吐毒素蜡样芽胞杆菌 /" l 5

(’讨论
婴幼儿因其免疫系统尚未构建完全"少量细

菌的引入可能引发大的感染甚至暴发性食物中
毒* 蜡样芽胞杆菌能产生肠毒素’呕吐毒素"同时
其产生的大量生命力强的孢子能够污染婴幼儿配
方食品生产的多个环节 (() "因此调查研究婴幼儿
配方食品中蜡样芽胞杆菌的污染情况具有重要
意义*

!"#!!!"#$ 年江西省婴幼儿配方食品的蜡样
芽胞杆菌阳性率为 #(-#"."具有一定的安全隐患*
( 年的检测结果中"!"#( 年的阳性率偏高"!"#$ 年
有所降低* 统计学分析显示"不同地点采集的食品
中蜡样芽胞杆菌阳性率差异有统计学意义"其中南
昌地区 ( 年间检测的婴幼儿配方食品中具有较高的
蜡样芽胞杆菌检出"这可能与该地区市场流通量较
大有关"提示相关监管部门应将该类食品作为重点
监控对象* 不同食品产地的阳性率差异无统计学
意义"可能与江西省内自助生产和国外生产的产品
采样量较少有关"今后可以适度增加相关产品的检
测以得到更加明确的结果*

相比不产呕吐毒素蜡样芽胞杆菌"呕吐型蜡样
芽胞杆菌的危害程度更大"使用快捷高效的检测方
法鉴定该类细菌意义重大* *d67Y*+,7./0方法以
多重 *+,为基础"特异性设计了针对蜡样芽胞杆菌
的呕吐基因’#%4 Q,W6基因’./0内参基因"具备了
*+,方法的特异和高效性"可快速’特异’准确的鉴
定活性呕吐型蜡样芽胞杆菌"相比传统方法"该方
法可大大提高工作效率 (%) * 本文采用 *d67Y*+,7
./0方法在 /! 株菌中筛选出 ! 株呕吐型蜡样芽胞
杆菌"提示江西省市售婴幼儿配方食品中存在该类
菌株的污染"/! 株阳性菌株均含有 #%4 Q,W6基因
进一步验证了该方法有望取代传统方法鉴定活性
蜡样芽胞杆菌和呕吐型蜡样芽胞杆菌*

江西省市售婴幼儿配方食品中蜡样芽胞杆菌
的阳性率低于 mAY等 (#")报道的韩国婴幼儿食品中
蜡样芽胞杆菌的阳性率$!"-).%"但高于李莹等 (##)

对中国 3 省婴幼儿食品中蜡样芽胞杆菌污染的调查
$阳性率 )-3.%"也高于姚雪婷等 (#!)对广西市售婴
幼儿 食 品 中 报 道 的 蜡 样 芽 胞 杆 菌 的 阳 性 率

$#"-(&.%* 由此可见江西省市售婴幼儿配方食品
中蜡样芽胞杆菌的污染状况尽管低于某些国外的
检出阳性率"但仍高于国内其他地区"同时有检出
危害较大的呕吐型蜡样芽胞杆菌"因此仍然需要重
点加强这方面的监督管理*

市售婴幼儿配方奶粉作为婴幼儿的主要营养
来源"虽然经过加工处理"但是在江西地区仍然存
在较高的蜡样芽胞杆菌污染风险"同时有检出呕吐
型蜡样芽胞杆菌"这表明婴幼儿配方食品的食品安
全问题不容忽视* 尽管 !"#$ 年各调查区的情况有
所好转"但是仍应从原料’生产环节’环境等多个方
面严格把关"多部门共同携手努力"进一步提高监
管水平"为提高产品质量"提升消费者健康提供强
有力的保障*
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