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)&*D=;:&$F为峰面积"D为偶氮甲酰胺的质量浓
度"!P@!L%"7h&:’’’ ;"偶氮甲酰胺在 &:&) e):&&
!P@!L范围内线性关系良好( 定量限为):& !P@RP
$#K)l)&%"可满足我国限量标准要求%. !P@RP的
检测范围(
;:.(面粉样品的检测

本次检测 ?. 份样品来自山东省 * 个地市农
贸市场及超市( 试验结果显示"本次检测的市售
小麦 粉 中 偶 氮 甲 酰 胺 含 量 均 小 于 检 出 限
$ 9):& !P@RP% "均合格(

<(小结
试验结果表明"本文建立的 6,81测定小麦粉

中的偶氮甲酰胺含量"前处理方法简单"缩短了分
(((

析时间"操作方便快捷"线性范围广"灵敏度及准确
度均达到检测要求( 应用本方法对山东地区面粉
样品进行检测"取得理想结果(
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实验技术与方法
金黄色葡萄球菌分型方法的建立及应用

冯震!杨燕!范一灵!鲍英!杨美成
!上海市食品药品检验所"上海(;&);&<#

摘(要!目的(建立食源性金黄色葡萄球菌的分型与溯源方法" 方法(以血浆凝固酶为目标基因!通过 ,1"方

法对食源性金黄色葡萄球菌进行鉴定!同时借助全自动微生物基因指纹鉴定系统%"K̂Q,UKO_NU&对其进行分型和类

聚状况分析" 结果(,1"方法可特异性鉴定金黄色葡萄球菌!"K̂Q,UKO_NU方法可将金黄色葡萄球菌分为 * 个亚型!

各亚型类聚状况平均分布" 结论(上述方法的建立可准确地将金黄色葡萄球菌进行鉴定和分型!分析类聚分布与

同源性关系!为食源性致病菌的快速鉴定与分型溯源提供技术手段"

关键词!金黄色葡萄球菌$ 血浆凝固酶$ 全自动微生物基因指纹鉴定系统$ 基因分型$ 食源性致病菌

中图分类号!")..:.#"<E?:) =)((文献标志码!$((文章编号!)&&%0?%.*$;&)%%&.0&%E.0&*
!"#&)&:)<.’&@A>BACD>;&)%:&.:&)E

收稿日期!;&)%0&%0)’

作者简介!冯震(男(主管药师(研究方向为食源性致病菌的鉴定与分型(I0!JKL’dCNOP’;’SbKOJ>BO

通讯作者!杨美成(女(主任药师 研究方向为药学(I0!JKL’WJOP!NKBDNOPSaK‘>bKOJ>BQ!

!&,&*)=8&-(+-/+==*.’+(.)-)%8)*&’4*+2(?=.-5 8&(3)/%)23%2+14"#0#00)$2)&-)$
-I#5oDNO" \$#5\JO" -$#\K0LKOP" c$2\KOP" \$#53NK0BDNOP

$+DJOPDJKGOb_K_M_NCQU-QQV JOV 4UMP1QO_UQL" +DJOPDJK;&);&<" 1DKOJ%



!%E*(( !
中国食品卫生杂志

16G#I+IY2X"#$82--2246\5GI#I ;&)% 年第 ;* 卷第 . 期

;60(2+’(& "67&’(.,&(/QVNaNLQ‘ JPNOQ_W‘KOPJOV _UJBKOP!N_DQV CQUCQQV^QUON‘J_DQPNOKB#1/;CF45050096/97=96
$#:/97=96%>3N_DQVb(-QQV^QUON#>/97=96KbQLJ_Nb[NUNKVNO_KCKNV _DUQMPD ,1"!N_DQV _JUPN_KOPBQJPMLJbNPNONJOV

bM^_W‘NV ^W"K̂Q,UKO_NU>9&04*(0(*; KbQLJ_Nb[NUNKVNO_KCKNV Jb#:/97=96JOV BLJbbKCKNV KO_QbKTbM^_W‘Nb" JOV NJBD

bM^_W‘N[JbDW‘QVKb‘NUbKQO>A)-’*40.)-(1QQ‘NUJ_KaNMbNQC,1"!N_DQV JOV "K̂Q,UKO_NU!N_DQV BQMLV ‘UNBKbNLWKVNO_KCW

JOV BLJbbKCW#:/97=96BQO_J!KOJ_KQO" JOJLWdN_DNVKb_UK̂M_KQO JOV BDJUJB_NUKb_KB" JOV _UJBN_DN‘QbbK̂LNCKOPNU‘UKO_>/DKb

UNbNJUBD !JW‘UQaKVNNT‘NUK!NO_JLVJ_JCQU‘J_DQPNOKB^JB_NUKJ_W‘KOP" JOV PKaN_NBDOKBJLbM‘‘QU_CQUCQQV bM‘NUaKbKQO JOV

JV!KOKb_UJ_KQO>

B&? C)2/0& #1/;CF45050096/97=96# BQJPMLJbN# "K̂Q,UKO_NU# PNON_W‘KOP# CQQV0̂QUON‘J_DQPNOKB^JB_NUKJ

((食品安全日益成为人民关注的焦点"食源性致
病微生物的检测和研究工作备受关注"特别在当前
国家机构改革的新形势下"食品药品监督管理部门
新的职能要求对食品生产’流通和餐饮环节的全过
程进行监控"食品安全的监管形势异常严峻( 上海
市食品药品检验所作为上海市食品药品监管部门
重要的技术支撑单位"每年承担食源性致病菌的风
险监测工作"其中金黄色葡萄球菌的阳性检出率
高"居所有致病菌之首"并呈现逐年上升的趋势(

金黄色葡萄球菌是典型的食源性致病性微生
物"其所含致病因子血浆凝固酶和 )& 余种肠毒素
对肠道破坏性极大"也可引起局部化脓感染和肺
炎’伪膜性肠炎’心包炎’败血症’脓毒症等全身感
染"对百姓生活和健康造成了不良影响 )) i;* ( 虽
然我国对于食源性金黄色葡萄球菌的监控工作由
来已久"但 5c%E?’:)&!;&)&+食品微生物学检验
金黄色葡萄球菌检验, )<*中对金黄色葡萄球菌检
验的判定方法却始终停留在生化鉴定的层面 )%* "
无法满足风险评估和产品监管的任务要求( 新的
监管形势不仅要求食品检测实验室具有阳性样品
筛查和鉴定的能力"而且需要完成阳性检出样品
的分子生物学鉴定’分型和溯源工作"将食源性致
病菌的鉴定层面推向0种1的水平"因此"完善食品
微生物检验技术"建立食源性致病菌分型和溯源
数据库的工作迫在眉睫(

本实验室参加 ;&); 年食源性致病菌风险监测
工作"餐饮和部分流通环节的食品检验样品中共收
集到金黄色葡萄球菌 *; 株"在参照 5c%E?’:)&!
;&)& 进行生化鉴定的基础上"本研究拟建立金黄色
葡萄球菌的分子生物学快速鉴定技术&设计特异性
引物扩增金黄色葡萄球菌血浆凝固酶基因 </非编
码区重复序列片段 ).* "根据扩增片段大小进行金黄
色葡萄球菌的鉴定 )* iE* #借助全自动微生物基因指
纹鉴 定 系 统 $ "K̂Q,UKO_NU% 对 其 进 行 分 型 和 溯
源 )? i’* "旨在完成分子生物学鉴定的基础上"建立食
源性金黄色葡萄球菌的分型和溯源数据库"为金黄
色葡萄球菌污染物的分类’各亚型的类聚状况和不
同污染源的判定提供技术依据和数据支持(

)(材料和方法
):)(材料
):):)(菌株来源

金黄色葡萄球菌 $ #:/97=96%标准菌株 $1311
;*&&<’$/11*.<?’1G11;<*.* %"表皮葡萄球菌
$#:=;28=7:2826%标准菌株$1G11)&;’%%均为实验室
保藏#食源性金黄色葡萄球菌 $共 *; 株 %来源于
;&); 年食源性致病菌风险监测任务中的阳性检出
样品"样品采集于熟肉制品’凉拌菜’水果沙拉’自
制饮料’豆制品等#木糖葡萄球菌$ #:DF45696%"沃氏
葡萄球菌$#:Q/73=72%"松鼠葡萄球菌$ #:602972%等对
照用菌株均收集于日常检验工作(
):):;(主要仪器与试剂

,1"扩增仪 $美国 8KCN/NBDOQLQPW%"琼脂糖凝
胶电泳仪和凝胶成像系统均购自美国 cKQ"JV"全自
动微生物基因指纹鉴定系统$美国 4M‘QO_%(

基因组 4#$提取试剂盒’,1",UN!KT4#$聚
合酶试剂盒均购自于宝生物工程大连有限公司(
4#$测序委托上海英俊生物科技有限公司完成(
):;(方法
):;:)(引物的设计与合成

从 #1cG官方网站上检索金黄色葡萄球菌血浆
凝固酶基因序列信息$#1/;CF45050096/97=96BQJPMLJbN
PNON!"#$#$Y<&*’&?:)%"选择读码框下游"即基因
<k非编码区域"设计 ,1"引物"其序列信息为&

-QU[JUV& .k0$11$1$$55/$1/5$$/1$$150<k
$^JbNb)%<; _Q)%.<%#

"NaNUbN& .k0/51///15$//5//15$/510<k$ ^JbNb
;<’’ _Q;%)?%"

引物设计完成后"委托上海英俊生物科技有限
公司进行引物合成(
):;:;(核酸的提取与 ,1"检测

基因组 4#$的提取参照试剂盒 $4m?)&$%说
明书进行(

4#$浓度和纯度的测定&采用核酸蛋白紫外分
光光度计测定基因组 4#$的 24;*&和 24;?&的光密度
值"确定核酸的浓度和纯度后"制备成 )&& OP@ML的



金黄色葡萄球菌分型方法的建立及应用!!!冯震"等 !%EE(( !

4#$溶液供后续试验用(
,1"反应体系&$/H4#$聚合酶 &:. %L#)& t

,1"^MCCNU. %L#V#/,!KT% %L#4#$模板$)&& OP@ML%
&:) %L#上下游引物$均 ;. ‘!QL@%L%各 &:. %L#加入
VV6;2补齐至 .& %L反应体系(

,1"程序设置&’% f ; !KO#’% f <& b#.? f <&
b#E; f ) !KO#E; f < !KO#<& 个反应循环( 取 ,1"
产物 < %L"经 ):.g琼脂糖凝胶电泳"于紫外凝胶成
像仪下观察 ,1"扩增结果(
):;:<(核糖体鉴定与分型

细菌的核糖体分型由 "K̂Q,UKO_NU系统自动完
成"限制性内切酶采用 B05"&"相关操作流程参照
仪器 标 准 化 操 作 规 程( 细 菌 分 型 图 谱 在
cKQOM!NUKBba*:* 软件中采用非加权组平均法
$X,53$%进行聚类分析 ))& i))* (

;(结果
;:)(血浆凝固酶基因的扩增与标准菌株的鉴定

编码金黄色葡萄球菌血浆凝固酶基因的 <k末
段存在一系列 ?) ^‘ 的 4#$重复序列"且在不同菌
株中重复数可能不同"通过 ,1"扩增此可变区域"
根据扩增片段的特异性和片段长度"可对金黄色葡
萄球菌进行鉴定 )%* ( 本研究首先选取葡萄球菌属
标准菌株进行引物特异性和灵敏度验证"如图 ) 所

示"< 株金黄色葡萄球菌标准菌株 $1311;*&&<"
$/11*.<?"1G11;<*.*%均可特异性地扩增血浆凝固
酶基因片段"其中 1311;*&&< 与 $/11*.<? 扩增片
段大小相同"亲缘关系较近"而 1G11;<*.* 扩增片段
较短"亲缘关系较远( 表皮葡萄球菌$1G11)&;’%%’
木糖葡萄球菌$’E%和沃氏葡萄球菌$c4))#;))%均未
见目标扩增片段( 分别制备浓度为 )&&’)&’) 和
&:) OP@ML的 4#$模板"在相同试验条件下进行 ,1"
反应"由图 ) 可知"模板浓度#) OP@ML时"目的基因
片段可得到有效扩增"提示该检测方法的灵敏度可达
到 )&& ‘P( 结果表明"可以通过血浆凝固酶基因片段
的扩增对金黄色葡萄球菌进行鉴定(
((为进一步验证葡萄球菌属各分离株之间的同源
性"本研究采用 "K̂Q,UKO_NU全自动微生物基因指纹鉴
定系统对上述 E 株葡萄球菌进行核糖体分型( 如图 ;
所示"金黄色葡萄球菌 1311;*&&< 和 $/11*.<? 的
相似度达到 ’E:%g"提示 ; 个菌株之间的亲缘关系较
近#而金黄色葡萄球菌 1G11;<*.* 与1311;*&&< 和
$/11*.<? 的亲缘关系较远"相似度仅为 %*:.g( 这
与核糖体 ,1"结果一致( 葡萄球菌属其它菌株的分
型条带各不相同"与金黄色葡萄球菌的相似度均小于
*&g"其中木糖葡萄球菌与金黄色葡萄球菌的相似度
为 .’:?g"沃式葡萄球菌和表皮葡萄球菌与金黄色葡
萄球菌的相似度均小于 %.g(

注&$>特异性试验#c>灵敏度试验

图 )(葡浆凝固酶基因片段凝胶电泳图谱
-KPMUN)($PJUQbNPNLNLNB_UQ‘DQUNbKbQCBQJPMLJbNPNONKO #1/;CF45050096/97=96

;:;(基于血浆凝固酶基因片段的扩增
本研究收集整理了 ;&); 年食源性致病菌风险

监测工作中分离的 *; 株金黄色葡萄球菌"以金黄色
葡萄球菌标准菌株为阳性对照’以松鼠葡萄球菌和
沃氏葡萄球菌为阴性对照"在相同的 ,1"体系和反
应条件下"扩增血浆凝固酶基因片段"对金黄色葡
萄球菌进行筛查和鉴定"如图 < 所示"*; 株金黄色

葡萄球菌均可产生特异性的扩增条带"而阴性对照
菌均未见扩增片段#不同金黄色葡萄球菌的扩增片段
大小略有差异"扩增片段的大小在 E.& e) &&& ^‘ 之间"

根据,1"扩增片段的大小"可将金黄色葡萄球菌分为
三类&血浆凝固酶亚型&扩增片段约 ) &&& ^‘"经统计共
有 )* 株"占所有阳性菌株的 ;.:?g#血浆凝固酶亚
型!扩增片段位于 E.& e) &&& ^‘ 之间"包含 ;* 株"
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图 ;("K̂Q,UKO_NU系统对葡萄球菌属菌株的分型图谱
-KPMUN; 4NOVUQPUJ!QC"K̂Q,UKO_NU‘J__NUObQC#1/;CF45050096b_UJKO

占所有阳性菌株的 %):’g#血浆凝固酶亚型*扩增
片段约 E.& ^‘"包含 ;& 株"占所有阳性菌株的
<;:<g( 由于扩增片段大小差异不明显"且琼脂糖
凝胶电泳的分辨率有限"该方法仅能对金黄色葡萄
球菌进行初步分类"但不同来源的菌株 ,1"扩增片
段大小有所差异"因此该方法在菌株溯源分析中仍
具有意义(

注&3为 48;&&& 3JURNU# #I5) 为 #:602972# #I5; 为 #:Q/73=72# ,2+)

为 #:/97=96$1311;*&&<% # ,2+; 为 #:/97=96$$/11*.<?% # ,2+< 为

#:/97=96$1G11;<*.*%

图 <(*;株食源性金黄色葡萄球菌血浆凝固酶基因片段扩增图
-KPMUN<($!‘LKCKBJ_KQO QCBQJPMLJbNPNONKO *;

CQQV^QUON#1/;CF45050096/97=96KbQLJ_Nb

;:<("K̂Q,UKO_NU系统的鉴定与分型
本研究采用 "K̂Q,UKO_NU系统"B05"& 限制性

酶切"将 *; 株金黄色葡萄球菌进行核糖体分型"
分别将试验结果导入 cKQOM!NUKBba*:* 软件"采用
X,53$类聚分析法"建立菌株之间的类聚分布树
状图"如图 % 显示&以相似度大于 E&g为分类依
据"所有金黄色葡萄球菌可分为 * 个亚型"每个亚
型中又可分为若干亚类"其中金黄色葡萄球菌亚
型&包含 )< 株"占所有菌株的 ;&:’Eg#亚型!包
含 )) 株"占所有菌株的 )E:E%g#亚型*包含 )%
株"占所有菌株的 ;;:.?g#亚型+包含 * 株"占所
有菌株的 ’:*?g#亚型,包含 ); 株"占所有菌株
的 )’:<.g#亚 型 - 包 含 * 株"占 所 有 菌 株 的
’:*?g"各亚型呈现均匀分布( 金黄色葡萄球菌

分型数据库的建立可为污染物的分类’各亚型的
类聚状况和不同污染源的判定提供实验依据(

血浆凝固酶基因片段的扩增与 "K̂Q,UKO_NU病
原微生物鉴定分型技术相结合"可以准确分析污
染物的分布与同源性关系"为污染物的追踪和溯
源提供数据支持"如图 . 所示&;&);&%&&; $干拌
鸡%与 ;&);&%&)& $蕨根粉%两个编号的菌株同源
关系近"相似度达到 ’E:)g"编号 ;&);&%&&* $泉
水牛腱%菌株与前两者相似度也达到 ’<:%g#,1"

扩增结果显示 < 个菌株的扩增片段大小完全相
同#结合采样信息"发现上述三个编号样品均采集
于 ;&); 年 ? 月上海某餐饮公司的凉拌菜食品"因
此可以判定&三份样品存在交叉污染的可能性较
大"提示应加强对食品生产和加工环境的清洁和
消毒"尽快改善卫生状况(
(( 如 图 * 所 示" ;&);&;<<* $ 西 瓜 汁 % 和
;&);&;<<?$青瓜汁%两个编号的菌株同源关系较
近"相似度为 ’;:Eg#,1"扩增结果显示 ; 个菌株
的扩增片段大小相同#结合采样信息发现"上述两
个编号样品均采集于 ;&); 年 * 月上海某餐饮公
司"因 此 同 源 性 污 染 可 能 较 大# 同 时 发 现
;&);&;*?% 号菌株与前两者的同源性也很高"但因
采样时间与地点不同"可排除交叉污染的可能(
另外";&);&;*E; $东江盐焗鸡 %和 ;&);&;*?% $碳
烧猪颈肉%两个编号的菌株来源于相同的采样时
间和地点"但 ,1"和 "K̂Q,UKO_NU分型结果均显示"

两者是不同来源的菌株"因此判定该生产环境中
可能存在不止一种来源的金黄色葡萄球菌"两份
样品为独立污染的可能性较大(

<(小结
金黄色葡萄球菌是反映食品生产和加工环境

优劣的常见食源性致病菌 )); i)<* "加强对金黄色葡萄
球菌的监控"可为食品生产和加工环境的改善’污
染物的控制和污染源的排查提供重要的试验依据(

为适应国家食品安全监管的最新要求"本文首先以
血浆凝固酶基因为研究对象"建立了金黄色葡萄球
菌的分子生物学鉴定方法"该方法的建立不仅可将
菌种鉴定由0属1的水平推向0种1的水平"而且可为
阳性菌株的快速鉴定奠定基础#由于 ,1"扩增片段
大小差异不明显"基于血浆凝固酶基因扩增的方法
仅能对金黄色葡萄球菌进行初步分类"为此本文借
助 "K̂Q,UKO_NU系统"完成了对 *; 株金黄色葡萄球菌
的核糖体分型"初步建立了食源性金黄色葡萄球菌
的分型与溯源数据库(

建立食源性致病菌的分型与溯源方法"是开



金黄色葡萄球菌分型方法的建立及应用!!!冯震"等 !%E’(( !

((((

注&@表示未确定样品来源

图 %(*; 株食源性金黄色葡萄球菌 "K̂Q,UKO_NU亚型类聚分布树状图
-KPMUN%(4NOVUQPUJ!QC"K̂K,UKO_NU‘J__NUObCUQ!*; CQQV^QUON#1/;CF45050096/97=96

展食品生产’流通’餐饮等环节监控"追溯污染源’
改善卫生状况’降低致病风险的必然要求( 本实
验室历年承担各类食源性致病菌风险监测工作"
累积了大量金黄色葡萄球菌阳性检出样品"借助
,1"和 "K̂Q,UKO_NU分型技术"初步建立了食源性

金黄色葡萄球菌的分型与溯源数据库"并希望能
够逐年积累数据"不断完成数据库的扩充和维护"
为食品污染物溯源’致病菌风险评估与应对食品
安全突发事件做好技术储备(
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图 .(金黄色葡萄球菌污染物同源性分析&
-KPMUN.(6Q!QLQPQMbJOJLWbKbQC#:/97=96KbQLJ_Nb&

图 *(金黄色葡萄球菌污染物同源性分析!
-KPMUN*(6Q!QLQPQMbJOJLWbKbQC#:/97=96KbQLJ_Nb!
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