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调查研究
石家庄市零售鸡肉样品中弓形杆菌污染调查
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摘"要!目的"调查石家庄市零售鸡肉中弓形杆菌的污染情况!为石家庄市弓形杆菌分布特征和防控提供基础数

据支持" 方法"从石家庄市市内四区的菜市场#超市#连锁肉店随机购买零售鸡肉样品 !& 份!应用驱动增强动力

双孔滤膜法从样品中分离培养弓形杆菌!利用弓形杆菌多重聚合酶链式反应$*:<%检测及测序的方法对分离菌株

进行种属鉴定!利用 #() ‘;S=#/(’I基因测序的方法验证菌种鉴定结果" 结果"!& 份鸡肉样品中!(& 份样品检出

弓形杆菌 ,( 株!其中嗜低温弓形杆菌 -! 株#布氏弓形杆菌 >’ 株!弓形杆菌检出率为 ((7(’f$(&0!&%" (& 份阳性

样品中!嗜低温弓形杆菌阳性样品 -4 份$’47&&f%!布氏弓形杆菌阳性样品 >4 份$4,7>>f%" 嗜低温弓形杆菌和

布氏弓形杆菌混合感染阳性样品 $& 份!占比为 $$7$$f$ $&0!&%" 不同采样点弓形杆菌检出率有较大差异"

结论"石家庄市零售鸡肉中弓形杆菌污染较重!嗜低温弓形杆菌污染率高于布氏弓形杆菌!两种弓形杆菌混合污

染样品率较高"
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""弓形杆菌属#&/3’.+381/G]]%$归于 $9变形菌纲
弯曲杆菌科"曾被称为类弯曲菌"是一种与弯曲杆

菌#>+*(4)’.+381/$形态相似*亲缘关系很近的新型
革兰阴性致病菌’ 弓形杆菌最初被划为弯曲菌属"

直到 #!!# 年才从弯曲菌属中划分出来"纳入弯曲菌
科弓形杆菌属 ( #) ’ 弓形杆菌菌体大小为 # &7$ d
&7!$!.i#&74d>7&$!."无芽胞*无荚膜"弯曲短杆
状"通常呈 ) 形或螺旋形"长时间培养后可出现球
形*近似球形或疏松螺旋的丝状"一端或两端具有
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单鞭毛"运动活泼’ 该菌能够在正常氧气浓度和厌
氧环境下生长"最适生长于微需氧环境 # >fd#&f
Q$$"不需要 W$"最适生长温度为 $4 d>& e"在 >’

和 -$ e生长不定"- e条件下不能生长’ 弓形杆菌
具有氧化酶和过氧化氢酶活性 ( #) ’ 目前"弓形杆菌
已发现 $’ 个种 ( $) "其中"布氏弓形杆菌 #&/3’.+381/
.58C)1/-$*嗜低温弓形杆菌#&/3’.+381/3/4+1/’(:-)5$$*
斯氏弓形杆菌 #&/3’.+381/$B-//’;--$可导致动物流
产*乳腺炎*胃肠功能紊乱和人类菌血症*心内膜
炎*腹膜炎和腹泻 ( >94) "因此"弓形杆菌被认为是新
发肠道病原菌和人畜共患菌"近年来逐渐引起
重视 ( () ’

弓形杆菌在自然界分布广泛"其最重要的人类
感染源是食品"在牛肉*猪肉*鸡肉*鹅*牛奶等食品
中均曾检出弓形杆菌 ( ’9!) ’ 其中"禽类的检出率要
高于牛肉*猪肉等畜肉 ( #&9##) "鸡肉中检出率可高达
’>f( #$) ’ 此外"弓形杆菌还大量存在于各种水体
中"包括饮用水*湖泊水*地表水*地下水*污水
等 ( ’"##) "可通过水体媒介进入肠道"引发一系列疾
病"危害人类和动物的身体健康’ 关于弓形杆菌的
研究"主要集中在比利时*波兰*德国*日本*巴西等
国家’ 我国弓形杆菌的研究报道较少"$&#( 年以前
仅有使用聚合酶链反应#*:<$法检测禽肉样品中
弓形杆菌污染的报道 ( #>) ’ $&#( 年后"一种新的弯
曲菌分离技术!!!驱动增强动力双孔滤膜法开始
应用于弓形杆菌的分离培养"采用此方法从北京市
( 个农贸市场的 (& 份零售鸡肉样品中分离出 #$4

株弓形杆菌 ( #-) ’

本研究对从石家庄市市内四区的 #- 家菜市场*

超市*肉店中随机购买的 !& 份零售鸡肉样品进行弓
形杆菌的分离培养和鉴定工作"对石家庄市市售鸡
肉中弓形杆菌的污染状况进行了分析’

#"材料与方法
#7#"材料
#7#7#"样品来源

石家庄市市内四区随机选取 #- 个菜市场*超市
或肉店进行采样"每个摊位随机采集新鲜鸡肉样品
不超过 $ 份"共采集 !& 份样品’ 采集的样品装入无
菌袋中冷藏运输至实验室’
#7#7$"主要仪器与试剂

*:<仪#美国 2AF9<@Z$"毛细管电泳系统#德国
nA@/KH$"生物安全柜"三气培养箱"振荡器’

弯曲菌培养检测试剂盒*哥伦比亚血平板均购
自青岛中创生物科技有限公司"TF5@D%:FBF‘BKGG
X@GLK‘XÂ#美国 *‘F.K/@$"引物合成和测序由上海

生工生物技术有限公司完成’
#7$"方法
#7$7#"样品处理

鸡肉样品称重"将弯曲菌检测试剂盒中的 #&i

缓冲蛋白胨水 #2*3$稀释至工作浓度后加至装有
鸡肉样品的自封袋中#每 # 1/鸡肉样品加入 >&& .B
2*3 工作液 $’ 自封袋封口后置于振荡器上"
#&& ‘0.AH振荡 #4 .AH"然后反复揉搓样品 4 .AH’
#7$7$"弓形杆菌的分离培养

吸取新鲜的淋洗液 >&& !B"分成 ( d’ 点#每点
-4 !B左右$"均匀地滴加在贴有滤膜的双孔板上"

静置 -4d(& .AH"待平板干燥后"用无菌镊子轻轻揭
去滤膜"于 >’ e微需氧环境 # 4fQ$*#&f:Q$ 和
,4fS$$中倒置培养 -, N&从双孔板上各挑取 $ d
> 个直径为 #d$ .."边缘整齐*光滑湿润*有光泽的
可疑菌落"划线接种于哥伦比亚血平板"置于 >’ e
微需氧环境下纯培养 -, N’
#7$7>"核酸提取

取一环新鲜培养的弓形杆菌分离菌株培养物
##& !B$"加入 $&& !B无菌生理盐水中"振荡混匀"
#> &&& ‘0.AH 离心 $ .AH#离心半径为 , E.$"弃去上
清液&加入 #&& !B超纯水"振荡混匀"在沸水中煮
#& .AH"立刻放在冰上冷却"#> &&& ‘0.AH 离心 $ .AH
#离心半径为 , E.$"吸取上清"l$& e保存"备用’
#7$7-"弓形杆菌多重 *:<检测及序列测定

采用嗜低温弓形杆菌*布氏弓形杆菌*斯氏弓
形杆菌三重 *:<对弓形杆菌进行鉴定 ( #-) ’ 引物序
列及扩增片段长度见表 #’ 布氏弓形杆菌和斯氏弓
形杆菌扩增引物分别扩增 #() ‘<S=基因 -&# 和
(-# _] 的部分序列"嗜低温弓形杆菌扩增引物扩增
$>) ‘<S=基因 $4’ _] 的部分序列’ 随机选取部分
菌株的 *:<扩增产物进行序列测定"序列结果与美
国国家生物技术信息中心 #S:2P$ 数据库进行
2R=)5比对"确定菌株的菌种结果’ *:<产物电泳
采用毛细管电泳仪进行分析’
#7$74"#() ‘;S=和 /(’I基因扩增及序列分析

#() ‘;S=和 /(’I基因扩增方法参照文献
(#-)’ 引物序列及扩增片段长度见表 #’ *:<产物
电泳采用毛细管电泳仪进行分析’ 对 *:<扩增产
物进行序列测定"序列结果与 S:2P数据库进行
2R=)5比对"确定菌株的菌种结果并对 #7$7- 结果
进行核实’

$"结果
$7#"弓形杆菌分离鉴定结果

!& 份鸡肉样品中"(& 份样品分离出 ,( 株弓
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"""" 表 #"弓形杆菌多重 *:<*#() ‘;S=及 /(’I基因扩增引物及扩增片段长度
5@_BK#"*‘A.K‘GUGKZ AH .UBLA]BK̂ *:<" #() ‘;S=@HZ /(’I/KHK*:<@HZ LNKBKH/LN FJL@‘/KLJ‘@/.KHLG

鉴定菌种及靶基因 引物名称 引物序列#4m9>m$ 扩增片段0_]

布氏弓形杆菌

嗜低温弓形杆菌

斯氏弓形杆菌

#() ‘;S=

/(’I

2[5\9+ ::5TT=:55T=:=5=T5==T==5T=
=<:Q9< :T5=55:=::T5=T:=5=T:
:<V9+ 5T:5TT=T:TT=5=T==T5=
:<V9< ==:==::5=:T5::55:T=:
)bP<9+ TT:T=555=:5TT==:=:=
=<:Q9< :T5=55:=::T5=T:=5=T:
#()9$’9+ =T=T555T=5::5TT:5:=T
#()9#-!$9< TT55=::55T55=:T=:55
=<]F_9+ ::==555=5TT=5:===:
=<]F_9< T55T:=5T55STS=:::=5

-&#

$4’

(-#

# -(4

4$’

形杆菌"检出率为 ((7(’f#(&0!&$’ 经弓形杆菌多
重 *:<鉴定"嗜低温弓形杆菌 -! 株#扩增出 $4’ _]
的特异性条带$"占 4(7!,f#-!0,($"布氏弓形杆菌
>’ 株#扩增出 -&# _] 的特异性条带$"占 ->7&$f
#>’0,($’ 部分菌株 *:<产物电泳结果见图 #’ 随
机选取部分多重 *:<产物进行测序"序列与 S:2P
数据库进行 2R=)5比对"所得序列均与数据库中已
有弓形杆菌相似度达 !!f及以上’ 部分布氏弓形
杆菌菌株 -&# _] *:<产物序列与 S:2P数据库布
氏弓形杆菌 S:5:#$-,# 菌株比对结果见图 $’ 对
,( 株弓形杆菌分离菌株的 #() ‘<S=和 /(’I基因
进行扩增和测序"基因序列与 S:2P数据库进行
2R=)5序列比对"序列与数据库弓形杆菌 #() ‘<S=
和 /(’I序列相似度均高于 !!f"比对结果与多重
*:<产物扩增和序列比对结果一致’

注%X为 nY;S=)AoK.@‘1K‘4&d,&& _]&

# 为嗜低温弓形杆菌&$ 为布氏弓形杆菌&> 为空白对照

图 #"弓形杆菌多重 *:<鉴定电泳图
+A/U‘K#"?BKEL‘F]NF‘KGAG‘KGUBLGFJ.UBLA]BK̂ *:<FJ&/3’.+381/

$7$"不同型别弓形杆菌阳性样品分布特征
(& 份弓形杆菌阳性样品中"嗜低温弓形杆菌阳

性样品 -4 份 # ’47&&f$"布氏弓形杆菌阳性样品
>4 份#4,7>>f$"见表 $’ $& 份阳性样品为布氏弓
形杆菌和嗜低温弓形杆菌混合污染样品"占比为
$$7$$f#$&0!&$’ 不同采样点的样品弓形杆菌分离
情况存在较明显差异"某连锁肉店和菜市场 ## 的

"""

图 $"布氏弓形杆菌 #() ‘<S=基因序列比对图
+A/U‘K$")KDUKHEK@BA/H.KHL‘KGUBLFJ#() ‘<S=

/KHKGFJ&/3’.+381/.58C)1/-

表 $"鸡肉样品中弓形杆菌的分离情况和菌种鉴定结果
5@_BK$"PGFB@LAFH FJ&/3’.+381/J‘F.ENAE1KH .K@LG@.]BKG

采样点
样品
份数

阳性样品份数#f$

弓形杆菌属 嗜低温弓形杆菌 布氏弓形杆菌
菜市场 # , ( #’47&&$ 4 #($74&$ > #>’74&$

菜市场 $ - - ##&&7&&$ - ##&&7&&$ > #’47&&$

菜市场 > ## - #>(7>($ > #$’7$’$ # #!7&!$

菜市场 - $# #! #!&7-,$ #’ #,&7!4$ #> #(#7!&$

菜市场 4 #- #$ #,47’#$ 4 #>47’#$ ’ #4&7&&$

菜市场 ( $ $ ##&&7&&$ $ ##&&7&&$ $ ##&&7&&$

菜市场 ’ $ $ ##&&7&&$ $ ##&&7&&$ # #4&7&&$

菜市场 , - # #$47&&$ # #$47&&$ & #&7&&$

菜市场 ! - - ##&&7&&$ # #$47&&$ > #’47&&$

菜市场 #& - > #’47&&$ $ #4&7&&$ $ #4&7&&$

菜市场 ## # & #&7&&$ & #&7&&$ & #&7&&$

超市 # > # #>>7>>$ # #>>7>>$ & #&7&&$

超市 $ - $ #4&7&&$ $ #4&7&&$ & #&7&&$

连锁肉店 , & #&&7&&$ & #&7&&$ & #&7&&$

合计 !& (& #((7(’$ -4 #4&7&&$ >4 #>,7,!$

检出 率 均 为 &7&&f" 有 四 个 菜 市 场 检 出 率
为 #&&7&&f’

>"讨论
弓形杆菌作为新发肠道病原菌和人畜共患菌"

在世界各国逐渐引起重视 ( () ’ $&#( 年"王敏等 ( #-)

采用驱动增强过滤法对北京市 ( 个农贸市场的
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(& 份鸡肉样品进行了弓形杆菌的分离鉴定"阳性率
为 ’>7>>f’ 除此以外"还未见在中国进行市售鸡
肉样品中弓形杆菌分离和鉴定的报道’ 本研究对
石家庄市 !& 份市售鸡肉样品进行弓形杆菌的分离
和鉴定"检出率为 ((7(’f"高于日本 # $>7&&f*
-,7&&f$ ( #&9##) * 伊 朗 # $,7&&f$ ( #4) * 尼 日 利 亚
#>$7&&f$ ( #() *北爱尔兰 # ($7&&f$ ( #’) 和西班牙
#(-7>&f$ ( #,) "低于北京市 # ’>7>>f$ ( #-) 和泰国
##&&f$ ( ##) ’

国外研究中"鸡肉中分离的弓形杆菌以布氏弓
形杆菌为主"在泰国和日本的研究中"分离的弓形
杆菌均为布氏弓形杆菌 ( ##"#("#,) ’ 本研究中嗜低温
弓形杆菌阳性样品占总阳性样品的 ’47&&f"布氏
弓形杆菌阳性样品占总阳性样品的 4,7>>f&而北
京市市售鸡肉样品中嗜低温弓形杆菌所占比例高
达 !’7’>f"布氏弓形杆菌所占比例为 $&7-4f( #-) "

由此可见"石家庄市和北京市市售鸡肉中弓形杆菌
的污染虽然存在地区差异"但均以嗜低温弓形杆菌
居多"这与国外报道 ( ##"#("#,)的布氏弓形杆菌检出率
明显高于嗜低温弓形杆菌的结果存在明显差异’
本研究未能从石家庄市市售鸡肉样品中分离出斯
氏弓形杆菌"在北京市和国外等相关研究 ( #-"#!9$&)中"

鸡肉样品中斯氏弓形杆菌的检出率也较低"这可能
是由于鸡肉样品中斯氏弓形杆菌污染率较低"也可
能是已有文献中选用的弓形杆菌分离培养方法并
不适合斯氏弓形杆菌"导致分离培养出斯氏弓形杆
菌机会大大降低’ 本研究中采用淋洗液直接过滤
培养的方法"未经过增菌过程"后续研究中将在弓
形杆菌分离中增加增菌过程并用增菌液进行多重
*:<鉴定"希望能够增强斯氏弓形杆菌的检出
能力’

本研究中"布氏弓形杆菌和嗜低温弓形杆菌混
合污染的样品占 $$7$$f"低于北京市布氏弓形杆
菌和嗜低温弓形杆菌*斯氏弓形杆菌和嗜低温弓形
杆菌的总混合污染率##4f$ ( #-) ’

本研究的 !& 份鸡肉样品分别购自石家庄市市
内四区的 #- 个菜市场*超市和连锁肉店"#- 个采样
点的弓形杆菌检出率也存在差异’ 菜市场 ## 可能
因为采样量太少"未能检出弓形杆菌"但总体来说
菜市场采集的鸡肉样品中弓形杆菌检出率较高’
在连锁肉店采集的 , 份样品中均未检出弓形杆菌"
该采样点采集样品的采样人员*样品种类*样品重
量*采样方法与其他采样点无明显区别"可能该连
锁企业内对鸡肉屠宰*加工过程中质量控制更为严
谨"并在生产*配送*销售过程中实行冷链模式"使
鸡肉样品受弓形杆菌污染的概率大大降低’

本研究分析了石家庄市鸡肉样品中弓形杆菌
的污染情况"为石家庄市弓形杆菌的分布特征和
石家庄市食品安全评估提供了强有力的基础数据
支持"对石家庄市提前做好弓形杆菌防控以及控
制弓形杆菌引起的食源性疾病等具有重要的指导
意义’
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""阴性对照’不含相应物种的 ;S="
*:<空白对照’以灭菌去离子水替代 ;S=加入实时荧光 *:<反应体系"
空白提取对照’以灭菌去离子水替代样品进行 ;S=提取"

("结果判断与表述
(7#"质量控制

若以下条件的其中一条不满足要求时!结果视为无效’
阳性对照’荧光通道出现典型的扩增曲线!相应的 :L值8>&7&&
阴性对照’:L值">47&&
*:<空白对照’:L值">47&&
空白提取对照’:L值">47&&
内参照反应’荧光通道出现典型的扩增曲线!相应的 :L值8>&7&&
样品平行反应’:L值经 (7$ 结果判定后应一致"

(7$"结果判定
$#%如 :L值8>&7&!且质量控制符合要求!则判定为检出相应物种源性成分"
$$%如 :L值">&7&!且质量控制符合要求!则判定为未检出相应物种源性成分"

(7>"结果表述
检出 YYY源性成分"
未检出 YYY源性成分"

’"防污染措施
检测过程中放置交叉污染的措施按照 T205$’-&> 中的规定执行"

,"方法检出限
裸盖鱼引物探针检出限范围为 &7#fd4f!油鱼引物探针检出限范围为 #fd#&f!南极犬牙鱼引物探针

检出限范围为 #fd$f"
注’因使用的设备#试剂盒不同!其检出限有所差异"

本方法负责起草单位’深圳市计量质量检测研究院"
验证单位’河南省产品质量监督检验院#天津市食品安全检测技术研究院#重庆市食品药品检验检测研

究院#福建省食品药品质量检验研究院#广东省食品检验所"
主要起草人’林霖#张世伟#吴佳辉#王坤#杨国武#杨俊"

$相关链接’NLL]’00/1.B%G@.‘%/Fa%EH0HGM/0G]EMG0$&#!&>0L$&#!&>&(y$!#’$’%NL.B%


