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我国市售婴儿配方乳粉中蜡样芽胞杆菌污染及其毒力基因调查
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（国家食品安全风险评估中心 卫生部食品安全风险评估重点实验室，北京　 １０００２１）

摘　 要：目的　 了解国内市售婴儿配方乳粉中蜡样芽胞杆菌污染及毒力基因分布情况。 方法　 采用 ＭＰＮ 法定量

检测婴儿配方乳粉中的蜡样芽胞杆菌，在对分离菌株正确鉴定的基础上，开展腹泻型和呕吐型毒素产生相关毒力

基因的分布研究。 结果　 １３５ 份婴儿配方乳粉中有 ５７ 份检出蜡样芽胞杆菌，检出率为 ４２􀆰 ２２％ 。 平均污染水平为

７􀆰 １４ ＭＰＮ ／ ｇ。 国产产品蜡样芽胞杆菌污染较进口产品重，网售产品较超市销售产品重，差异有统计学意义（Ｐ ＜
０􀆰 ０５）。 共发现 ２４ 种蜡样芽胞杆菌毒力基因携带模式，其中 ｎｈｅ 基因携带率最高，达 ９２􀆰 ９８％ （５３ ／ ５７），其次为

ｅｎｔＦＭ 基因（７１􀆰 ９３％ ），７０􀆰 １８％ （４０ ／ ５７）的菌株同时携带 ｎｈｅ 和 ｅｎｔＦＭ 基因。 亚型分型结果显示 ｎｈｅＡ、ｎｈｅＢ 和 ｎｈｅＣ
基因的携带率分别为 ８８􀆰 ７２％ 、８８􀆰 ７２％ 和 ４９􀆰 １２％ 。 溶血素 ＢＬ 基因携带率分别为 ｈｂｌＡ ２４􀆰 ５６％ 、ｈｂｌＣ ２２􀆰 ８１％ 和

ｈｂｌＤ １７􀆰 ５４％ ，ｃｙｔＫ 基因携带率为 ２２􀆰 ８１％ 。 有 ８ 株菌既携带 ｎｈｅ 的 ３ 个基因又携带 ｈｂｌ 的 ３ 个基因。 结论　 我国

市售婴儿配方乳粉蜡样芽胞杆菌污染较重，分离到的蜡样芽胞杆菌菌株普遍携带毒力基因，建议加强对婴儿配方

乳粉中蜡样芽胞杆菌污染的监管，并开展膳食暴露该菌对婴儿健康影响的风险评估，为制定婴儿配方乳粉中蜡样

芽胞杆菌的限量标准提供依据。
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　 　 蜡样芽胞杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｃｅｒｅｕｓ）是一种革兰阳性

产芽胞的杆菌，广泛分布于土壤、水、空气以及动物

肠道等，生长温度范围较宽（８ ～ ５５ ℃），最适生长温

度为 ２８ ～ ３５ ℃，因此室温条件下极易在食品生产、
运输和销售等环节繁殖而污染食品［１⁃２］。 该菌是条

件致病菌，主要通过产生腹泻毒素和呕吐毒素导致

人类中毒，其致病性取决于以下两个因素是否同时

存在：一是该菌携带并可表达的毒力基因，二是被

污染的食品中蜡样芽胞杆菌水平达到 １０５ ｃｆｕ ／ ｇ 以

上［３］。 最常见的中毒食品包括乳制品、肉制品、米
饭、豆制品、海鲜、焙烤食品、蔬菜调料等。

蜡样芽胞杆菌能够产生呕吐毒素（ＥＴＥ）和 ３ 种

肠毒素，包括溶血性肠毒素（ＨＢＬ）、非溶血性肠毒

素（ＮＨＥ）和肠毒素 Ｋ（ＥｎｔＫ），其中 ＨＢＬ 和 ＮＨＥ 是

引起以腹泻为主食物中毒的重要肠毒素，与这些肠

毒素产生相关的毒力基因有 ５ 个：溶血素 ＢＬ 基因

（ｈｂｌ）、非溶血性肠毒素基因（ｎｈｅ）、肠毒素 ＦＭ 基因

（ｅｎｔＦＭ）、肠毒素 Ｔ 基因（ ｂｅｃＴ）和细胞毒素 Ｋ 基因

（ｃｙｔＫ）。 其中 ｈｂｌ 与 ｎｈｅ 各有 ３ 个不同的基因亚型，
分别为 ｈｂｌＡ、ｈｂｌＣ、ｈｂｌＤ 与 ｎｈｅＡ、ｎｈｅＢ、ｎｈｅＣ。 ＨＢＬ
需要 ｈｂｌＡ、ｈｂｌＣ、ｈｂｌＤ ３ 个基因均为阳性时才具有毒

性；而当 ｎｈｅＡ、ｎｈｅＢ、ｎｈｅＣ ３ 个基因均为阳性时 ＮＨＥ
的毒性最强［４⁃５］。 表达呕吐毒素的毒力基因为 ｃｅｓ
基因，该基因编码的呕吐毒素为不易裂解的耐热性

毒素［６］。
除产生毒素引起食物中毒外，近年来蜡样芽

胞杆菌引起老人、婴儿免疫力低下以及危重症病

人肺炎、脑膜炎、胃炎和皮肤炎症等肠外感染的报

道越来越多［７］ 。 婴儿作为免疫力低下的特殊敏感

群体，摄入被蜡样芽胞杆菌污染的食品后更易导

致中毒。 为了解我国婴儿配方乳粉中蜡样芽胞杆

菌的污染状况，本研究对我国市售婴儿配方乳粉

中蜡样芽胞杆菌的定量污染水平进行检测，并对

分离的蜡样芽胞杆菌毒力基因分布进行研究，所
获数据可为制订婴儿配方乳粉中蜡样芽胞杆菌限

量标准提供技术支持。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 样品及标准菌株

从超市、网上商城以及网上母婴专卖店购买 ６６
个品牌共计 １３５ 份婴儿配方乳粉，其中进口样品 ２２
份、国产样品 １１３ 份（产自 １７ 个省）；羊配方乳粉 ３１
份，牛配方乳粉 １０４ 份。 产品均在有效期内。

蜡样芽胞杆菌标准菌株（ＡＴＣＣ １１７７８）与沙门

菌（Ｈ９８１２）均为本实验室保藏。

１􀆰 １􀆰 ２　 主要仪器与试剂

ＵＮＩＶＥＲＳＡＬ Ｈｏｏｄ ＩＩ 型凝胶电泳成像系统、
ＰＣＲ 仪、电泳仪均购自美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ，Ｖｉｔｅｋ２ 全自动

细菌鉴定仪（法国生物梅里埃），ＣＬＡＳＳ ＩＩ Ｂ２ 型生

物安全柜 （美国 ＬＡＢＣＯＮＣＯ），电子天平 （感量：
０􀆰 ０１ ｇ），高压蒸汽灭菌器，恒温培养箱，离心机，纯
水仪，涡旋混合器。

缓冲蛋白胨水（ＢＰＷ）、胰酪胨大豆肉汤培养基

（ＴＳＢ）、多粘菌素 Ｂ、脑心琼脂培养基（ＢＨＡ）、甘露醇

卵黄多粘菌素琼脂培养基（ＭＹＰ）均购自北京陆桥生

物技术有限公司，Ｖｉｔｅｋ２ ＢＣＬ ＴＥＳＴ ＫＩＴ 鉴定卡（法国

生物梅里埃），１００ ｂｐ ＤＮＡ Ｌａｄｄｅｒ（ＭＤ１０９）、２ × Ｔａｑ
ＰＣＲ ＭａｔｅｒＭｉｘ（ＫＴ２０１⁃０２）均购自北京天根生化有限

公司，所用 ＰＣＲ 引物均由英潍捷基公司合成。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 蜡样芽胞杆菌的分离

参照美国细菌学分析手册（ＢＡＭ）中蜡样芽胞

杆菌的最大可能数（ＭＰＮ）检测方法［８］ 对乳粉样品

进行检测。 即无菌称取 ５０ ｇ 乳粉于盛有 ４５０ ｍｌ
ＢＰＷ 均质袋中，快速拍打 １ ～ ２ ｍｉｎ 至乳粉完全溶解

后，用 ＢＰＷ 进行 １０ 倍系列稀释，取 １０ － １、１０ － ２、１０ － ３

３ 个稀释度的样品匀液各 １ ｍｌ，分别接种于 １０ ｍｌ 的
胰酪胨大豆多粘菌素肉汤中，每一稀释度接种 ３ 管，
共计 ９ 管。 （３０ ± １）℃培养 ４８ ｈ 后，自浑浊生长的

培养管中取一环培养液划线接种于 ＭＹＰ 平板，
（３０ ± １）℃培养 ２４ ｈ 后进行基因和生化确认鉴定。
１􀆰 ２􀆰 ２　 蜡样芽胞杆菌的鉴定

从每个 ＭＹＰ 平板上分别挑取 ５ 个蜡样芽胞杆

菌疑似菌落，转种到 ＢＨＡ 平板，（３０ ± １）℃条件下

培养 ２４ ｈ 后，挑取菌落于双蒸水中，煮沸 １０ ｍｉｎ 后，
进行细菌基因组 ＤＮＡ 模板提取，用 ＰＣＲ 方法对蜡

样芽胞杆菌菌群特异性基因 ｇｒｏＥＬ 进行鉴定。 ＰＣＲ
反应条件为：９５ ℃ 预变性 ３ ｍｉｎ，９５ ℃ 变性 ３０ ｓ，
５６ ℃退火 ３０ ｓ，７２ ℃延伸 ３０ ｓ，３０ 个循环后，７２ ℃
１０ ｍｉｎ。 ｇｒｏＥＬ 上下游引物序列分别为：ＡＧＣＴＡＴ
ＧＡＴＴＣＧＴＧＡＡＧＧＴ 和 ＡＡＧＴＡＡＴＡＡＣＧＣＣＧＴＣＧＴ，扩
增片段大小为 ２３６ ｂｐ［９］，蜡样芽胞杆菌 （ ＡＴＣＣ
１１７７８）与沙门菌（Ｈ９８１２）分别做为 ＰＣＲ 试验的阳

性和阴性对照菌株。
对所有 ｇｒｏＥＬ 基因阳性的菌株用 Ｖｉｔｅｋ ２ 全自动

细菌鉴定仪进行生化鉴定。 将生化鉴定为蜡样 ／蕈
状 ／苏云金芽胞杆菌组的菌株再进一步做根状生长试

验和蛋白质毒素结晶试验，将根状生长试验和蛋白质

毒素结晶试验均为阴性者判定为蜡样芽胞杆菌。
１􀆰 ２􀆰 ３　 蜡样芽胞杆菌毒力基因测定

对鉴定确认为蜡样芽胞杆菌的菌株采用多重



—２８８　　 —
中国食品卫生杂志

ＣＨＩＮＥＳＥ ＪＯＵＲＮＡＬ ＯＦ ＦＯＯＤ ＨＹＧＩＥＮＥ ２０１５ 年第 ２７ 卷第 ３ 期

ＰＣＲ 方法进行 １０ 个毒力基因的检测。 根据扩增片

段大小将 １０ 个毒力基因分为 ５ 组：包括 ｈｂｌＡ ／ ｈｂｌＣ ／
ｈｂｌＤ、ｎｈｅＡ ／ ｎｈｅＢ、ｎｈｅＣ ／ ｅｎｔＦＭ ／ ｂｃｅＴ、ｃｙｔＫ 以及 ｃｅｓ，引
物序列及扩增片段大小具体见表 １［４，９］。 ＰＣＲ 反应

条件为：９５ ℃预变性 ３ ｍｉｎ，９５ ℃变性 ３０ ｓ，６０ ℃退

火 ３０ ｓ，７２ ℃延伸 ４０ ｓ，３０ 个循环后，７２ ℃ １０ ｍｉｎ。
同时设蜡样芽胞杆菌（ＡＴＣＣ １１７７８）做为阳性对照、
沙门菌（Ｈ９８１２）为阴性对照。

表 １　 蜡样芽胞杆菌毒力基因检测用引物序列及扩增产物长度

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ａｎｄ ａｍｐｌｉｃｏｎｓ ｏｆ ｖｉｒｕｌｅｎｃｅ ｇｅｎｅｓ ｏｆ Ｂ． ｃｅｒｅｕｓ
引物 引物序列（５′⁃３′） 产物长度 ／ ｂｐ

ｈｂｌＡ⁃Ｆ
ｈｂｌＡ⁃Ｒ
ｈｂｌＣ⁃Ｆ
ｈｂｌＣ⁃Ｒ
ｈｂｌＤ⁃Ｆ
ｈｂｌＤ⁃Ｒ
ｎｈｅＡ⁃Ｆ
ｎｈｅＡ⁃Ｒ
ｎｈｅＢ⁃Ｆ
ｎｈｅＢ⁃Ｒ
ｎｈｅＣ⁃Ｆ
ｎｈｅＣ⁃Ｒ
ｅｎｔＦＭ⁃Ｆ
ｅｎｔＦＭ⁃Ｒ
ｂｃｅＴ⁃Ｆ
ｂｃｅＴ⁃Ｒ
ｃｙｔＫ⁃Ｆ
ｃｙｔＫ⁃Ｒ
ｃｅｓ⁃Ｆ
ｃｅｓ⁃Ｒ

ＡＴＴＡＡＴＡＣＡＧＧＧＧＡＴＧＧＡＧＡＡＡＣＴＴ
ＴＧＡＴＣＣＴＡＡＴＡＣＴＴＣＴＴＣＴＡＧＡＣＧＣＴＴ
ＣＣＴＡＴＣＡＡＴＡＣＴＣＴＣＧＣＡＡＣＡＣＣＡＡＴ
ＴＴＴＴＣＴＴＧＡＴＴＣＧＴＣＡＴＡＧＣＣＡＴＴＴＣＴ
ＡＧＡＴＧＣＴＡＣＡＡＧＡＣＴＴＣＡＡＡＧＧＧＡＡＡＣＴＡＴ
ＴＧＡＴＴＡＧＣＡＣＧＡＴＣＴＧＣＴＴＴＣＡＴＡＣＴＴ
ＡＴＴＡＣＡＧＧＧＴＴＡＴＴＧＧＴＴＡＣＡＧＣＡＧＴ
ＡＡＴＣＴＴＧＣＴＣＣＡＴＡＣＴＣＴＣＴＴＧＧＡＴＧＣＴ
ＧＴＧＣＡＧＣＡＧＣＴＧＴＡＧＧＣＧＧＴ
ＡＴＧＴＴＴＴＴＣＣＡＧＣＴＡＴＣＴＴＴＣＧＣＡＡＴ
ＧＣＧＧＡＴＡＴＴＧＴＡＡＡＧＡＡＴＣＡＡＡＡＴＧＡＧＧＴ
ＴＴＴＣＣＡＧＣＴＡＴＣＴＴＴＣＧＣＴＧＴＡＴＧＴＡＡＡＴ
ＣＡＡＡＧＡＣＴＴＣＧＴＡＡＣＡＡＡＡＧＧＴＧＧＴ
ＴＧＴＴＴＡＣＴＣＣＧＣＣＴＴＴＴＡＣＡＡＡＣＴＴ
ＡＧＣＴＴＧＧＡＧＣＧＧＡＧＣＡＧＡＣＴＡＴＧＴ
ＧＴＡＴＴＴＣＴＴＴＣＣＣＧＣＴＴＧＣＣＴＴＴＴ
ＣＧＡＣＧＴＣＡＣＡＡＧＴＴＧＴＡＡＣＡ
ＣＧＴＧＴＧＴＡＡＡＴＡＣＣＣＡＧＴＴ
ＧＣＡＴＴＴＣＧＴＧＡＡＧＣＡＧＡＧＧＴ
ＣＣＣＴＴＴＡＴＣＣＣＣＴＴＣＧＡＴＧＴ

２３７

３８６

４３６

４７５

３２８

５５７

２９０

７０１

５６５

６９９

２　 结果

２􀆰 １　 市售婴儿配方乳粉中蜡样芽胞杆菌污染状况

分布

本研究共检测分析了 ６６ 个品牌共计 １３５ 份婴儿

配方乳粉中蜡样芽胞杆菌的污染情况，所采样品基本

覆盖了国内销售的高、中、低端品牌婴儿配方乳粉，结
果有 ５７ 份检出蜡样芽胞杆菌，检出率为 ４２􀆰 ２２％，污染

水平 范 围 ３ ～ １ １００ ＭＰＮ／ ｇ， 污 染 水 平 均 值 为

７􀆰 １４ ＭＰＮ／ ｇ。 ５７ 份被蜡样芽胞杆菌污染的样品中

７８ 份污染水平 ＜ ３ ＭＰＮ／ ｇ，４５ 份污染水平在 ３ ～
１０ ＭＰＮ／ ｇ范围内，１１ 份介于 １１ ～１００ ＭＰＮ／ ｇ（７ 份介于

１１ ～５０ ＭＰＮ／ ｇ，４ 份介于 ５１ ～１００ ＭＰＮ／ ｇ），其中有 １ 份

的污染水平达 １ ０００ ＭＰＮ／ ｇ，需要引起关注。 在被调查

的３１ 份婴儿配方羊乳粉中，有２０ 份被蜡样芽胞杆菌污

染，污染率为 ６４􀆰 ５２％ （２０ ／ ３１）。 而 １０４ 份婴儿配方牛

乳粉的污染率为 ３５􀆰 ５８％（３７ ／ １０４），低于羊乳粉的污染

率，差异有统计学意义（Ｐ ＜０􀆰 ０５）。 羊乳粉中污染水平

高于 １０ ＭＰＮ／ ｇ 的有 ８ 份，牛乳粉有４ 份，见表 ２。
对国产和进口乳粉样品的检验结果统计分析

显示，国产婴儿配方乳粉中蜡样芽胞杆菌污染率

（４８􀆰 ６７％）远高于进口产品中该菌的污染率（９􀆰 ０９％），
差异有统计学意义（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 此外，对不同经销

商出售的样品检验结果统计分析显示，网上孕婴专

卖店出售的婴儿配方乳粉中蜡样芽胞杆菌污染率

及污染水平最高，分别为 ４７􀆰 ７３％和 ８􀆰 ０１ ＭＰＮ ／ ｇ，其
次为网上商城出售的样品（３８􀆰 ８９％，５􀆰 ３１ ＭＰＮ ／ ｇ），
　 　

表 ２　 市售婴儿配方乳粉中蜡样芽胞杆菌污染状况

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｐｒｅｖａｌｅｎｃｅ ａｎｄ ｃｏｎｔａｍｉｎａｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ Ｂ． ｃｅｒｅｕｓ ｉｎ ｒｅｔａｉｌ ｉｎｆａｎｔ ｆｏｒｍｕｌａｓ ｉｎ Ｃｈｉｎａ

分组 乳粉特点 检出率 ／ ％
蜡样芽胞杆菌污染水平分布 ／ （ＭＰＮ ／ ｇ）

＜ ３ ３ ～ １０ １１ ～ ５０ ５１ ～ １００ ＞ １ ０００
污染水平均值
／ （ＭＰＮ ／ ｇ）

污染水平范围
／ （ＭＰＮ ／ ｇ）

原料类别

样品产地

采样地点

适用年龄段

产地省份＊

牛奶 ３５􀆰 ５８（３７ ／ １０４） ６７ ３３ ２ １ １ ５􀆰 ９６ ３ ～ １ １００
羊奶 ６４􀆰 ５２（２０ ／ ３１） １１ １２ ５ ３ ０ ９􀆰 ９９ ３ ～ ９３
进口 ９􀆰 ０９（２ ／ ２２） ２０ ２ ０ ０ ０ ３􀆰 ６０ ３􀆰 ６０
国产 ４８􀆰 ６７（５５ ／ １１３） ５８ ４３ ７ ４ １ ７􀆰 ３２ ３ ～ １ １００
超市 ９􀆰 ０９（１ ／ １１） １０ １ ０ ０ ０ ３􀆰 ６０ ３􀆰 ６０

网上商城 ３８􀆰 ８９（１４ ／ ３６） ２２ １３ ０ １ ０ ５􀆰 ３１ ３ ～ ７５
网上孕婴专卖店 ４７􀆰 ７３（４２ ／ ８８） ４６ ３１ ７ ３ １ ８􀆰 ０１ ３ ～ １ １００

０ ～ １００ 天 ０ （０ ／ １） １ ０ ０ ０ ０ ０ ０
０ ～ ６ 个月 ４４􀆰 ８６（４８ ／ １０７） ５９ ３８ ５ ４ １ ７􀆰 ５７ ３ ～ １ １００
０ ～ １２ 个月 ２１􀆰 ４３（３ ／ １４） １１ ３ ０ ０ ０ ３􀆰 ３９ ３ ～ ３􀆰 ６０
６ ～ １２ 个月 ４６􀆰 １５（６ ／ １３） ７ ４ ２ ０ ０ ６􀆰 ５０ ３􀆰 ６０ ～ １５

陕西 ６６􀆰 ６７（２２ ／ ３３） １１ １３ ５ ３ １ １２􀆰 ５９ ３ ～ １ １００
黑龙江 ５１􀆰 ８５（１４ ／ ２７） １３ １１ ２ １ ０ ７􀆰 ０７ ３􀆰 ６０ ～ ７５
山东 ４１􀆰 ６７（５ ／ １２） ７ ５ ０ ０ ０ ３􀆰 ３５ ３ ～ ３􀆰 ６０
浙江 ４０􀆰 ００（２ ／ ５） ３ ２ ０ ０ ０ ５􀆰 １６ ３􀆰 ６０ ～ ７􀆰 ４０
广东 ３７􀆰 ５０（３ ／ ８） ５ ３ ０ ０ ０ ６􀆰 ７３ ３􀆰 ２０ ～ ９􀆰 ６０

注：∗为产地省份中仅显示采样量 ＞ ５ 份的省份，国内其他 １２ 个省份阳性样品的污染水平均低于 ３􀆰 ６０ ＭＰＮ ／ ｇ，因此表中产地省份项检出数少
于 ５７ 份，样品总数少于 １３５ 份

超市出售的婴儿配方乳粉中该菌的污染率和污染

水平最低，分别为 ９􀆰 ０９％和 ３􀆰 ６ ＭＰＮ ／ ｇ。 两种网店

出售的婴儿配方乳粉中蜡样芽胞杆菌污染率

（４７􀆰 ７３％和 ３８􀆰 ８９％ ）远高于超市（９􀆰 ０９％ ），差异有
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统计学意义（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），见表 ２。
根据采集样品中标签标示的适应年龄段，将本

研究所采婴儿配方乳粉样品的适宜人群分为 ４ 个不

同年龄段，分别为 ０ ～ １００ 天、０ ～ ６ 个月、６ ～ １２ 个月

和 ０ ～ １２ 个月。 其中以供 ０ ～ ６ 个月婴儿食用的配

方乳粉中蜡样芽胞杆菌污染率和污染水平最高，分
别为 ４４􀆰 ８６％和 ７􀆰 ５７ ＭＰＮ ／ ｇ，其次为供 ６ ～ １２ 个月

婴儿食用的配方乳粉（４６􀆰 １５％ ，６􀆰 ５ ＭＰＮ ／ ｇ），因此

供适宜消费人群的年龄段越低，蜡样芽胞杆菌的污

染率和污染水平越重，应引起生产厂家和政府监管

部门的关注，见表 ２。
不同产地婴儿配方乳粉中蜡样芽胞杆菌检出

率各异，在采样量为 ５ 份以上的省份中，陕西产婴儿

配方乳粉中该菌的污染率和污染水平最高，分别为

６６􀆰 ６７％和 １２􀆰 ５９ ＭＰＮ ／ ｇ，其次为黑龙江（５１􀆰 ８５％ ，
７􀆰 ０７ ＭＰＮ ／ ｇ），此外污染率较高的省份还有山东

（４１􀆰 ６７％ ，３􀆰 ３５ ＭＰＮ ／ ｇ）、浙江（４０％ ，５􀆰 １６ ＭＰＮ ／ ｇ）
和广东（３７􀆰 ５％ ，６􀆰 ３７ ＭＰＮ ／ ｇ）产婴儿配方乳粉。 其

他省份产样品该菌检出率较低，且阳性样品的污染

水平均低于 ３􀆰 ６ ＭＰＮ ／ ｇ，结果见表 ２。
２􀆰 ２　 蜡样芽胞杆菌婴儿配方乳粉分离株毒力基因

携带情况

经鉴定，从 １３５ 份婴儿配方乳粉样品中共分离

出 ５７ 株蜡样芽胞杆菌，在检测的 ５ 种腹泻型毒力基

因中，以 ｎｈｅＡ 和 ｎｈｅＢ 的携带率最高，均为 ８８􀆰 ７２％ ，
其次为 ｅｎｔＦＭ 和 ｎｈｅＣ，携带率分别为 ７１􀆰 ９３％ 和

４９􀆰 １２％ 。 ３ 个溶血素 ＢＬ 基因携带率分别为 ｈｂｌＡ
２４􀆰 ５６％ 、ｈｂｌＣ ２２􀆰 ８１％和 ｈｂｌＤ １７􀆰 ５４％ ，ｃｙｔＫ 的携带

率为 ２２􀆰 ８１％ 。 腹泻类毒素基因中携带率最低的为

ｂｃｅＴ（７􀆰 ０２％ ）。 仅有 ２ 株（３􀆰 ５１％ ）蜡样芽胞杆菌携

带表达呕吐毒素的毒力基因 ｃｅｓ，具体见表 ３。

表 ３　 婴儿配方奶粉中蜡样芽胞杆菌分离株毒力基因的

检出及携带情况

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｖｉｒｕｌｅｎｃｅ ｇｅｎｅｓ ｈａｒｂｏｒｅｄ ｂｙ Ｂ． ｃｅｒｅｕｓ ｉｓｏｌａｔｅｄ
ｆｒｏｍ ｉｎｆａｎｔ ｆｏｒｍｕｌａｓ

毒力基因 检出数 ／ 株 携带率 ／ ％
ｈｂｌＡ １４ ２４􀆰 ５６
ｈｂｌＣ １３ ２２􀆰 ８１
ｈｂｌＤ １０ １７􀆰 ５４
ｎｈｅＡ ５０ ８７􀆰 ７２
ｎｈｅＢ ５０ ８７􀆰 ７２
ｎｈｅＣ ２８ ４９􀆰 １２
ｅｎｔＦＭ ４１ ７１􀆰 ９３
ｂｃｅＴ ４ ７􀆰 ０２
ｃｙｔＫ １３ ２２􀆰 ８１
ｃｅｓ ２ ３􀆰 ５１
ｈｂｌＡ ＋ ｈｂｌＣ ＋ ｈｂｌＤ １０ １７􀆰 ５４
ｎｈｅＡ ＋ ｎｈｅＢ ＋ ｎｈｅＣ ２９ ５０􀆰 ８８
ｈｂｌＡ ／ Ｃ ／ Ｄ ＋ ｎｈｅＡ ／ Ｂ ／ Ｃ ８ １４􀆰 ０４

　 　 本研究共发现 ２４ 种蜡样芽胞杆菌毒力基因携带

模式。 其中 ９２􀆰 ９８％ （５３ ／ ５７）的蜡样芽胞杆菌携带

ｎｈｅ 基因，７０􀆰 １８％ （４０ ／ ５７）的蜡样芽胞杆菌同时携带

ｎｈｅ 和 ｅｎｔＦＭ 基因；５０􀆰 ８８％ （２９ ／ ５７）的蜡样芽胞杆菌

同时携带 ｎｈｅＡ、ｎｈｅＢ 和 ｎｈｅＣ；１７􀆰 ５４％（１０ ／ ５７）的蜡样

芽胞杆菌同时携带 ｈｂｌＡ、ｈｂｌＣ 和 ｈｂｌＤ。 既携带 ｎｈｅ ３
个基因同时又携带 ｈｂｌ ３ 个基因的有 ８ 株，占 １４􀆰 ０４％
（８ ／ ５７）。 除 ｃｅｓ 基因外，１ 株蜡样芽胞杆菌携带所有

类型的毒力基因，属强毒株。 ３ 株（５􀆰 ２６％）蜡样芽胞

杆菌不携带任何毒力基因，具体见表 ４。

表 ４　 婴儿配方乳粉中蜡样芽胞杆菌分离株不同基因模式在毒力基因中的分布

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｐａｔｔｅｒｎｓ ｏｆ ｖｉｒｕｌｅｎｃｅ ｇｅｎｅｓ ｏｆ Ｂ． ｃｅｒｅｕｓ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ ｉｎｆａｎｔ ｆｏｒｍｕｌａｓ
基因模式 ｈｂｌＡ ｈｂｌＣ ｈｂｌＤ ｎｈｅＡ ｎｈｅＢ ｎｈｅＣ ｅｎｔＦＭ ｂｃｅＴ ｃｙｔＫ ｃｅｓ 基因模式携带率 ／ ％
Ｉ － － － ＋ ＋ － ＋ － － － １９􀆰 ３０（１１ ／ ５７）
ＩＩ － － － ＋ ＋ ＋ ＋ － － － １７􀆰 ５４（１０ ／ ５７）
ＩＩＩ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ － － ＋ － ７􀆰 ０２（４ ／ ５７）
ＩＶ － － － ＋ ＋ － － － － － ５􀆰 ２６（３ ／ ５７）
Ｖ － － － ＋ ＋ ＋ － － － － ５􀆰 ２６（３ ／ ５７）
ＶＩ － － － ＋ ＋ ＋ ＋ － ＋ － ５􀆰 ２６（３ ／ ５７）
ＶＩＩ － － － － － － － － － － ５􀆰 ２６（３ ／ ５７）
ＶＩＩＩ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ － ＋ － ３􀆰 ５１（２ ／ ５７）
ＩＸ － － － － ＋ － － － － － ３􀆰 ５１（２ ／ ５７）
Ｘ － － － ＋ － － ＋ － － － ３􀆰 ５１（２ ／ ５７）
ＸＩ － － － ＋ ＋ － ＋ － － ＋ １􀆰 ７５（１ ／ ５７）
ＸＩＩ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ － － ＋ １􀆰 ７５（１ ／ ５７）
ＸＩＩＩ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ － － － １􀆰 ７５（１ ／ ５７）
ＸＩＶ ＋ ＋ － ＋ ＋ ＋ － － ＋ － １􀆰 ７５（１ ／ ５７）
ＸＶ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ － ＋ ＋ ＋ － １􀆰 ７５（１ ／ ５７）
ＸＶＩ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ － ＋ － ＋ － １􀆰 ７５（１ ／ ５７）
ＸＶＩＩ ＋ ＋ － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ － － １􀆰 ７５（１ ／ ５７）
ＸＶＩＩＩ ＋ ＋ － ＋ ＋ ＋ ＋ － － － １􀆰 ７５（１ ／ ５７）
ＸＩＸ ＋ － － ＋ ＋ － ＋ － － － １􀆰 ７５（１ ／ ５７）
ＸＸ － － － ＋ － ＋ ＋ － － － １􀆰 ７５（１ ／ ５７）
ＸＸＩ － － － － ＋ － ＋ － － － １􀆰 ７５（１ ／ ５７）
ＸＸＩＩ － － － － － － ＋ － － － １􀆰 ７５（１ ／ ５７）
ＸＸＩＩＩ － － － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ － － １􀆰 ７５（１ ／ ５７）
ＸＸＩＶ － － － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ － １􀆰 ７５（１ ／ ５７）
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３　 讨论

婴儿由于其免疫系统尚未发育成熟，即使摄入

少量的蜡样芽胞杆菌也能够对其健康造成危害。
文献报道［１０⁃１１］，婴儿在分别进食污染 ２ ５００ ｃｆｕ ／ ｇ 和

１６０ ｃｆｕ ／ ｇ 蜡样芽胞杆菌的婴儿配方乳粉后可引起

腹泻。 为此，澳大利亚和新西兰［ ｎ ＝ ５，ｃ ＝ ０，ｍ ＝
１００ ｃｆｕ ／ ｇ（ｍｌ）］、加拿大［ｎ ＝ １０，ｃ ＝ １，ｍ ＝ １００ ｃｆｕ ／ ｇ
（ｍｌ），Ｍ ＝ １０ ０００ ｃｆｕ ／ ｇ（ｍｌ）］分别制定了婴儿配方

乳粉中蜡样芽胞杆菌的限量标准。 而我国目前尚

无控制婴儿配方食品中蜡样芽胞杆菌污染的相关

标准。 虽然蜡样芽胞杆菌致病性相对较弱，且污染

水平达到 １０５ ｃｆｕ ／ ｇ 才会引起相应临床症状，但鉴于

本次调查中市售国产婴儿配方乳粉中该菌的整体

污染率较高（４８􀆰 ６７％ ），且婴儿免疫力较低、婴儿配

方乳粉又是婴儿的主要食品，因此为降低该菌对婴

儿可能造成的健康危害，有必要制订婴儿配方乳粉

中蜡样芽胞杆菌的限量标准。
本研究在对疑似蜡样芽胞杆菌阳性菌株的确认

过程中先用 ＰＣＲ 方法对蜡样芽胞杆菌菌群特异性基

因 ｇｒｏＥＬ 进行初筛，若 ｇｒｏＥＬ 基因阳性，即可确认待

检菌属于蜡样菌群，可以提高鉴定效率。 继而通过生

化试验进一步确认，并通过补充试验（根状菌落观察、
伴胞晶体染色）将蜡样芽胞杆菌和苏云金芽胞杆菌、
蕈状芽胞杆菌鉴别开来，最终对蜡样芽胞杆菌进行准

确鉴定。 而目前我国国标方法中并没有 ｇｒｏＥＬ 基因

鉴定这一步，为了提高鉴定效率，建议在以后国标方

法修订中增加对 ｇｒｏＥＬ 基因的检测。
本研究结果显示，婴儿配方牛乳粉与羊乳粉蜡

样芽胞杆菌的污染情况各异，羊乳粉的污染率比牛

乳粉 高 两 倍； 且 蜡 样 芽 胞 杆 菌 污 染 水 平 高 于

１０ ＭＰＮ ／ ｇ的样品数量后者也高于前者。 本次采集

婴儿配方羊乳粉的生产厂家多位于陕西地区，生产

者规模参差不齐，建议当地食品安全监管部门应加

强对婴儿配方羊乳粉生产过程的监管。 此外，国产

婴儿配方乳粉中蜡样芽胞杆菌污染较进口产品重、
网售产品较超市产品重。 鉴于网购已成为目前消

费者购物的重要渠道，应加强对网售产品的溯源监

测，避免假冒伪劣食品网上销售。
蜡样芽胞杆菌的致病性与其携带的毒力基因直

接相关，溶血素 ＢＬ、非溶血性肠毒素和细胞毒素 Ｋ 在

腹泻型蜡样芽胞杆菌中毒中发挥重要作用。 溶血素

ＢＬ 需要 ｈｂｌＡ、ｈｂｌＣ、ｈｂｌＤ ３ 个基因均携带并表达时才

具有毒性；而非溶血性肠毒素需要 ｎｈｅＡ、ｎｈｅＢ、ｎｈｅＣ
３ 个基因均携带并表达时毒性最大。 本次研究中分

离到的蜡样芽胞杆菌除了 ３ 株不携带任何毒力基因

外，其他均带有一种或多种毒力基因，其中以 ｎｈｅ 基

因携带率最高，达到 ９２􀆰 ９８％ （５３ ／ ５７），这与文献报道

的几乎所有蜡样芽胞杆菌均携带 ｎｈｅ 的结果一

致［１２］。 ５３ 株携带 ｎｈｅ 基因的菌株中有 ２９ 株同时携带

ｎｈｅＡ、ｎｈｅＢ 和 ｎｈｅＣ 这 ３ 个基因，表明分离到的所有蜡

样芽胞杆菌中有 ５０􀆰 ８８％（２９ ／ ５７）的菌株能够发挥非溶

血性肠毒素的强致腹泻功能。 既携带 ｎｈｅ ３ 个基因同

时又携带 ｈｂｌ ３ 个基因的有 ８ 株，提示如果进食这 ８ 株

蜡样芽胞杆菌污染的产品导致的中毒症状可能较重。
５７ 株蜡样芽胞杆菌中仅有 ２ 株（３􀆰 ５１％）携带 ｃｅｓ 基因，
这与荷兰（８􀆰 ２％）、比利时（０％）的结果基本一致［１３⁃１４］。
鉴于本研究中婴儿配方乳粉受蜡样芽胞杆菌的污染率

较高，而被污染的食品又是敏感群体的主食，建议我国

扩大对婴儿配方乳粉中蜡样芽胞杆菌的监测范围，以
此为基础开展婴儿配方乳粉中蜡样芽胞杆菌污染对人

群健康影响的暴露评估，为制订我国婴儿配方乳粉中

蜡样芽胞杆菌的限量标准提供依据。
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风险监测

２００９—２０１３ 年广州市市售粮油食品黄曲霉毒素 Ｂ１ 调查

张维蔚，何洁仪，李迎月，余超，林晓华，梁伯衡

（广州市疾病预防控制中心，广东 广州　 ５１０４４０）

摘　 要：目的　 了解 ２００９—２０１３ 年广州市市售食品中黄曲霉毒素 Ｂ１ 污染水平，为广州市开展居民膳食中黄曲霉

毒素 Ｂ１ 风险评估提供基础数据。 方法　 在广州市 １０ 个区的农贸市场、超市、批发市场、餐饮单位、加工场以及零

售店等随机采集米及米制品（大米及米粉）、面及面制品（小麦粉及面包）、植物油（花生油、玉米油）、花生（熟制及

生花生）、玉米粉（渣、碎）、油炸食品以及大豆共 ７ 类食品，采用国家标准测定方法（ＥＬＩＳＡ）进行黄曲霉毒素 Ｂ１ 的

含量测定。 结果 　 ８２０ 份样品中共 ２６０ 份被检出黄曲霉毒素 Ｂ１，检出率为 ３１􀆰 ７１％ ，检出值范围为 ０􀆰 ０１２ ～
３９􀆰 ３００ μｇ ／ ｋｇ，均值为 ２􀆰 ６７５ μｇ ／ ｋｇ，中位数为 ２􀆰 ５ μｇ ／ ｋｇ，食品总体合格率为 ９８􀆰 ６６％ 。 结论　 广州市市售粮油食品

黄曲霉毒素 Ｂ１ 总体污染水平不高，但植物油（花生、玉米）检出率较高。

关键词：黄曲霉毒素 Ｂ１； 污染； 花生； 玉米； 大米； 面； 植物油； 食品污染物； 食品安全
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与评估　 Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｊｉｅｙｉａａ＠ ２１ｃｎ． ｃｏｍ

　 　 黄曲霉毒素（ＡＦＴ）主要由黄曲霉和寄生曲霉

产生的次生代谢产生。 黄曲霉毒素目前已发现

２０ 余种，以黄曲霉毒素 Ｂ１ （ＡＦＢ１）毒性最强，污染

也最为广泛。 １９９３ 年黄曲霉毒素被世界卫生组织

的癌症研究机构划定为Ⅰ类致癌物。 黄曲霉毒素

的危害性在于对人及动物肝脏组织有破坏作用，
严重时可导致肝癌甚至死亡［１］ 。 黄曲霉毒素广泛

存在于坚果（如花生）、大豆、玉米、大米和食用油

等多种食品中，以花生和玉米中黄曲霉毒素污染

最为严重［２⁃６］ 。 已有 ７０ 多个国家和地区规定了食

品中黄曲霉毒素的限量，我国在 ＧＢ ２７６１—２０１１
《食品安全国家标准 食物中真菌毒素限量标

准》 ［７］中规定了黄曲霉毒素 Ｂ１ 的限量。 广州市地

处亚热带地区，高温潮湿，适于黄曲霉毒素生长，
为了解广州市市售粮油食品中黄曲霉毒素 Ｂ１ 污

染状况，２００９—２０１３ 年对广州市常见易受黄曲霉


