
中国食品卫生杂志

CHINESE JOURNAL OF FOOD HYGIENE 2024 年第  36 卷第  4 期

生食蔬菜模拟污染米饭样本中蜡样芽胞杆菌和呕吐毒素基因

分布状况研究

李颖 1，2，全菲 1，2，崔涓涓 3，王园园 1，2，王苗 1，2，荆红波 1，2，刘盛田 1，2，彭涛 1，逄波 2，4

（1. 北京市顺义区疾病预防控制中心，北京  101300；2. 北京市顺义区疾病预防控制中心微生物感染性疾病

检测工作站，北京  101300；3. 包头医学院，内蒙古  包头  010040；4. 中国疾病预防控制中心

传染病预防控制所，北京  102206）

摘 要：目的　分析被生食蔬菜模拟污染的米饭样本中蜡样芽胞杆菌（Bc）和呕吐毒素基因（ces）的分布状况，为

Bc 食物中毒科学防控提供基础数据。方法　采集生食蔬菜样本 50 件，每件样本用 0. 85% 生理盐水盥洗后污染

“新煮熟米饭”，置于 30 ℃、70% RH 培养箱中放置 24 h。对生食蔬菜和“污染米饭”进行 Bc 的定量计数、荧光 PCR
检测和数字 PCR 检测。对基于不同采集地点、不同蔬菜类型分组的生食蔬菜样本和及被其污染的“污染米饭”的各

项检出率指标进行统计学分析。结果　生食蔬菜样本中 Bc 检出率为 80. 00%（40/50），ces 基因和 Bac16s RNA 基因

检出率分别为 0（0/50）和 10. 00%（5/50）；“污染米饭”样本 Bc 检出率为 94. 00%（47/50），ces 基因和 Bac16s RNA 基

因检出率分别为 14. 00%（7/50）和 90. 00%（45/50）。采集自农贸市场和农户土地的 2 组生食蔬菜中 Bc 检出率差异

有统计学意义（χ2=11. 063，P=0. 000 88 校正），被上述 2 组生食蔬菜类污染的“污染米饭”Bac16s RNA 基因检出率和

ces 基因检出率差异均有统计学意义（χ2=3. 926，P=0. 047 5 校正；χ2=5. 444，P=0. 019 6 校正）。7 件“污染米饭”基于

荧光 PCR 检测 ces 基因阳性，Ct 值介于 24. 12~37. 73，数字 PCR 结果介于 6. 8 copes/μL~6. 2×106 copes/μL。结论　

被生食蔬菜模拟污染的米饭样本可具有导致 Bc 食物中毒风险的病原学特征。
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Abstract： Objective　 To analyze the distribution of Bacillus cereus （B.  cereus） and vomiting toxin gene （ces） in 
cooked rice samples which simulated contaminated by raw vegetables， and provide basic data for prevention of food 
poisoning caused by B. cereus. Methods　Fifty raw vegetable samples were collected in this study.  Simulate method was 
as contaminated “freshly cooked rice” with 0. 85% physiological saline solution from washing raw vegetables， and then 
place it in a 30 ℃ 70% RH environment for 24 h to prepare a sample of “contaminated rice”.  Plate counting， real time 
PCR and digital PCR were performed for raw vegetable and “contaminated rice” samples.  Statistical analysis was 
performed on the detection rates grouped by different vegetable types for raw vegetable samples and “contaminated rice” 
contaminated with them. Results　The detection ratios of B. cereus， ces gene and Bac16s RNA gene in raw vegetables was 
80. 00% （40/50）， 0（0/50） and 10. 00%（5/50）.  The detection ratios of B. cereus， ces gene and Bac16s RNA gene in 
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“contaminated rice” was 94. 00% （47/50）， 14. 00% （7/50） and 90. 00% （45/50）.  There was significant difference in the 
detection ratio of B. cereus between raw vegetables collected from agricultural markets and farmland（χ2=11. 063， P=0. 000 88 
correction）， and the difference in the detection rates of Bac16s RNA gene and ces genes in “contaminated rice” contaminated 
with the two groups of raw vegetables mentioned above is statistically significant（χ2=3. 926， P=0. 047 5 correction； χ2=
5. 444， P=0. 019 6 correction）.  Seven “contaminated rice” were tested positive for the ces gene using real time PCR， with 
Ct values ranging from 24. 12 to 37. 73， and digital PCR results ranging from 6. 8 copes/μL-6. 2×106 copes/μL.
Conclusion　Cooked rice samples which simulated contaminated by raw vegetables might be has the etiology characteristics 
that lead to a risk of food poisoning caused by B. cereus.
Key words： Bacillus cereus； rice； raw vegetables； vomiting toxin

蜡样芽胞杆菌（Bacillus cereus，Bc）广泛存在于土

壤、空气、水及植物源、动物源加工的食品中，是重要

的食源性条件致病菌［1］。Bc 可导致呕吐型、腹泻型以

及呕吐腹泻混合型食物中毒［2-3］，其中呕吐型食物中

毒的致病因子为呕吐毒素基因（ces）编码的呕吐毒素

（Cereulide），呕吐型食物中毒占 Bc 导致食物中毒事

件的 80% 以上［4］。呕吐型 Bc 食物中毒潜伏期短

（0. 5~3 h），症状严重，甚至有死亡病例相关报告［5］，

ces 基因是 Cereulide 重要的分子生物学检测靶标［6］。

呕吐型 Bc 食物中毒多与米、面等高淀粉主食

相关［5，7-9］，此类食物中毒多因“剩米饭”被长时间放

置产生 Cereulide。该毒素具有高度亲脂性和极强的

耐热性，在 pH=2~11 时稳定，在 121 ℃下持续 2 h 后

也不会失去活性，对胃蛋白酶和胰蛋白酶具有抵抗

力，即使食物在加热烹饪中高温可杀灭 Bc，Cereulide
也几乎不能被食品加工手段去除或灭活［10-12］，继而

导致食物中毒。Bc 中毒极少有由“新煮熟米饭”导

致［5］，多由“剩米饭”所导致，说明 Bc 污染极有可能

发生在“剩米饭”的“放置”过程中，并在“放置”中发

生 Bc 增殖并产生 Cereulide。米饭可能并不是 Bc 最

初污染源，而是为 Bc 增殖和 Cereulide 的产生提供

营养环境。文献报道携带 ces 的 Bc 广泛分布于一

些植物的根/茎中［13-14］，这提示生食蔬菜也有可能作

为 Bc 中毒的污染来源。本研究采集 50 份北京市

某区生食蔬菜样本，并在实验室中模拟生食蔬菜污

染米饭的实验，对生食蔬菜和被生食蔬菜污染的米

饭进行 Bc 和 ces 基因等定性和定量检测，探索被生

食蔬菜污染的米饭在一定环境中放置后是否具有

导致 Bc 中毒的风险病原学特征，为科学防控 Bc 食

物中毒提供基础数据。

1　材料与方法

1. 1　样本采集

采集生食蔬菜样本 50 件，样本具体分布情况

为：来源于北京市某区不同农贸市场和不同农户土

地中样本分别为 24 件和 26 件；叶菜类（包含菠菜、

油菜、韭菜、小葱、蒜苗、茴香、乌塌菜、养心菜）和根

茎类（包含萝卜和莲藕）分别为 29 件和 21 件。样本

采集后保存于无菌塑封袋，4 ℃环境下运送至地区疾

病预防控制中心（District Center for Disease Control 
and Prevention）进行实验室检测。用于开展污染实

验的米饭为购买自市场的袋装生米，并在实验室中

用高压锅制熟。

1. 2　试剂和仪器

主 要 试 剂 ：甘 露 醇 卵 黄 多 黏 菌 素 培 养 基

（Mannitol yolk polymyxin agar base，MYP）、胰酪大豆

琼脂（Casein soya bean digest agar，TSA）为北京陆桥

生物科技有限公司产品；蜡样芽胞杆菌和毒素基因

（Bac16sRNA 和 ces）双重荧光检测试剂盒为北京卓

成惠生生物科技有限公司产品；全自动核酸提取试

剂盒为江苏硕世生物科技股份有限公司产品。

主要仪器：恒温恒湿培养箱（Thermo 公司）；全

自动核酸提取仪（SSNP-9600A，硕世生物科技股份

有限公司）；实时荧光 PCR 仪（CFX96Tough，美国伯

乐公司）；数字 PCR 仪（美国伯乐公司）；飞行时间质

谱（Auto Flex Speed，美国布鲁克公司）。

1. 3　检测方法

1. 3. 1　生食蔬菜污染米饭实验

每件生食蔬菜样本均取 200 g 左右放置于无菌

均质袋中，每件生食蔬菜均用 1 L 0. 85% 生理盐水

盥洗，每份盥洗液均取 1 mL 分别污染一份 100 g 的

“新煮熟米饭”（已冷却至室温 26 ℃）样本，置于

30 ℃ 70% RH 培养箱中放置 24 h。完成上述操作

的样本简称“污染米饭”。

1. 3. 2　生食蔬菜和“污染米饭”中 Bc 定量计数、荧

光 PCR 检测和数字 PCR 检测

生食蔬菜和“污染米饭”均进行 Bc 的定量计数、

荧光 PCR 检测和数字 PCR 检测。Bc 定量计数方法

参照 GB 4789. 14—2014 平板计数法［15］，菌株鉴定使

用荧光 PCR 方法检测分离菌株的 Bac16s RNA 基因

和 ces 基因，并对分离株进行飞行时间质谱鉴定，未

进行污染实验的米饭样本作为空白对照。生食蔬
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菜和“污染米饭”样本的核酸提取均使用全自动核

酸提取仪，生食蔬菜直接用灌洗液 200 μL 加入全

自动核酸提取试剂盒提取 DNA；“污染米饭”样本搅

拌混匀后取 1 g 溶解于 1 mL 0. 85% 生理盐水中瞬

时离心，取 200 μL 混悬液加入全自动核酸提取试

剂盒提取 DNA。每份核酸样本都进行荧光 PCR 检

测；全部基于荧光 PCR 检测 ces 基因阳性样本进行

数字 PCR 检测，选择相同数量 ces 基因阴性样本同

步开展数字 PCR 检测；未进行污染实验的米饭样本

作为空白对照。荧光 PCR 和数字 PCR 的体系构建

和扩增方法均参照试剂盒说明书。

1. 4　统计学分析

使用 Excel 2010 记录样本信息及检测结果，使

用 SPSS22. 0 进行统计学分析。率比较使用 χ2 检

验，P<0. 05 为差异有统计学意义。

2　结果

2. 1　样本中 Bc、Bac16sRNA 基因和 ces 基因整体检

出情况分布

本研究中共采集生食蔬菜样本 50 件，Bc 检出

率为 80. 00%（40/50），MYP 平板计数定量值中位数

值为 5. 0×103 CFU/g，MYP 平板计数均值为 1. 8×
104 CFU/g；荧光 PCR 检测 ces 基因和 Bac16s RNA

基因检出率分别为 0（0/50）和 10. 00%（5/50）。“污

染米饭”样本 Bc 检出率为 94. 00%（47/50），MYP 平

板计数定量值中位数值为 5. 2×106 CFU/g，MYP 平

板计数均值为 1. 1×107 CFU/g；荧光 PCR 检测 ces

基因和 Bac16s RNA 基因检出率分别为 14. 00%（7/
50）和 90. 00%（45/50）。

本次采集的 50 件生食蔬菜样本按种类分成 2 组，

其中叶菜类 29 件，根茎类 21 件；2 组生食蔬菜 Bc
检出率分别为 86. 21% 和 71. 43%，差异无统计学意

义（χ2=0. 867，P=0. 352 校正）；Bac16s RNA 基因检出

率分别为 3. 45% 和 19. 05%，差异无统计学意义（χ2=
1. 788，P=0. 181 校正）；2 组生食蔬菜均未检出 ces

基因。被叶菜类和根茎类生食蔬菜污染的“污染米

饭”的 Bc 检出率分别为 93. 10% 和 95. 24%，差异

无统计学意义（χ2=0. 083 8，P=0. 772 校正）；Bac16s 

RNA 基因检出率为 93. 10% 和 85. 71%，差异无统

计学意义（χ2=0. 146，P=0. 702 校正）；ces 基因检出

率 为 17. 24% 和 9. 52%，差 异 无 统 计 学 意 义（χ2=
0. 132，P=0. 716 校正）。见表 1。

按照样本采集地点生食蔬菜分为农贸市场和农

户土地 2 组，2 组生食蔬菜 Bc 检出率分别为 58. 33%
和 100. 00%，差 异 有 统 计 学 意 义（χ2=11. 063，P=
0. 000 88 校 正）；Bac16s RNA 基 因 检 出 率 分 别 为

12. 50% 和 7. 69%，差异无统计学意义（χ2=0. 008 9，P=
0. 925 校正）；2 组生食蔬菜均未检出 ces 基因。被采

集自农贸市场和农户土地生食蔬菜污染的“污染米

饭”的 Bc 检出率分别为 87. 50% 和 100. 00%，差异无

统计学意义（χ2=1. 596，P=0. 206 校正）；Bac16s RNA 基

因检出率分别为 79. 17% 和 100. 00%，差异有统计学

意义（χ2=3. 926，P=0. 047 5 校正）；ces 基因检出率分别

为 0 和 26. 92%，差异均有统计学意义（χ2=，3. 926，P=
0. 047 5 校正；χ2=5. 444，P=0. 019 6 校正）。见表 1。

2. 2　荧光 PCR 检测 ces基因阳性“污染米饭”样本的

数字 PCR 检测结果分布

50 件“污染米饭”样本中 7 件基于荧光 PCR 检测

ces 基因阳性，Ct 值介于 24. 12~37. 73；ces 基因数字

PCR 结果介于 6. 8~6. 2×106 copies/μL；上述 7 件样本

Bac16s RNA 基因也均为阳性，Ct 介于 16. 52~20. 38；
Bac16sRNA 基因数字 PCR 结果介于 1. 1×104~5. 3×
106 copies/μL；上述 7 件样本 ces 和 Bac16s RNA 基因

Ct 值的差值介于 7. 31~20. 26。另选 7 件 Bac16s RNA

基因 Ct 值介于 16~21，但 ces 基因阴性的“污染米饭”

同步开展数字 PCR 检测，其 ces 基因数字 PCR 结果介

于 3. 3~6. 4 copies/μL，其 Bac16sRNA 基因数字 PCR
结果介于 6. 0×104~4. 1×106 copies/μL。见表 2。

表 1　不同分组样本 Bc、Bac16sRNA 基因和 ces基因检出率分布

Table 1　Distribution of detection rates of Bc, Bac16sRNA genes, and ces genes in samples of different groups

分类

生食蔬菜分类

根茎类

叶菜类

采集地点分类

农贸市场

农户土地

生食蔬菜样本

Bc检出率/
（%，P/T）
71.43(15/21)
86.21(25/29)

χ2=0.867, P=0.352
校正

58.33(14/24)
100.00(26/26)

χ2=11.063, P=0.000 88
校正

Bac16sRNA 基因检

出率/（%，P/T）
19.05(4/21)

3.45(1/29)
χ2=1.788, P=0.181

校正

12.50(3/24)
7.69(2/26)

χ2=0.008 9, P=0.925
校正

ces基因检出

率/（%，P/T）
0(0/21)
0(0/29)

—

0(0/24)
0(0/26)

—

“污染米饭”样本

Bc检出率/
（%，P/T）
95.24(20/21)
93.10(27/29)

χ2=0.083 8, P=0.772
校正

87.50(21/24)
100.00(26/26)

χ2=1.596, P=0.206
校正

Bac16sRNA 基因检出率/
（%，P/T）
85.71(18/21)
93.10(27/29)

χ2=0.146, P=0.702
校正

79.17(19/24)
100.00(26/26)

χ2=3.926, P=0.047 5
校正

ces基因检出率/
（%，P/T）
9.52(2/21)

17.24(5/29)
χ2=0.132, P=0.716

校正

0(0/24)
26.92(7/26)

χ2=5.444, P=0.019 6
校正
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3　讨论

米、面等高淀粉食品被认为是导致 Bc 中毒的

高风险食品，也是许多 Bc 食物中毒事件中最终溯

源到的导致中毒食品，食品中 Bc 定量值≥105 CFU/g
是目前此类事件判定的病原学诊断标准［15］。全菲

等［16］的研究中发现生食蔬菜中广泛分布 Bc 并可检

测到 ces 基因（基于对生食蔬菜进行特异性增菌后，

Bc 检出率 84. 17%，ces 基因检出率为 10. 00%）。本

研究中同样证明生食蔬菜样本中广泛分布 Bc，生食

蔬菜 Bc 定量值的中位数值仅为 5×103 CFU/g，但生

食蔬菜污染米饭后 Bc 定量值的中位数值为 5. 2×
106 CFU/g，远超过 Bc 食物中毒事件判定的定量值；

生食蔬菜和其污染米饭后呕吐毒素 ces 基因检出率

也从 0 上升至 14. 00%。可见生食蔬菜污染米饭

后，Bc 迅速增殖，部分未达到 ces 基因检出限的生食

蔬菜样本也在污染米饭后达到了检出限以上，因此

ces 基因检出率提升。被生食蔬菜模拟污染的米饭

样本可具有导致 Bc 食物中毒风险的病原学特征。

本研究采取用生食蔬菜盥洗液污染米饭的方法，并

在与北京 8、9 月（Bc 中毒高发季节［5，15］）类似温湿度

条件下进行放置的方法模拟污染和增殖，此模拟过

程和现实中米饭被污染的实际过程可能存在差异，

这也是本研究存在的局限性。

采集自农户土地生食蔬菜中 Bc 检出率显著高

于采集自农贸市场生食蔬菜，被农户土地生食蔬菜

污染的“污染米饭”中 ces 基因检出率显著高于被农

贸市场生食蔬菜污染的“污染米饭”，可见被农户土

地生食蔬菜污染的“污染米饭”导致 Bc 中毒的风险

更高。Bc 广泛分布在土壤中［1］，采集自农户土地中

的生食蔬菜相较农贸市场中的生食蔬菜可能更容

易携带泥土或携带泥土的量更大，这可能是导致其

更易携带 Bc 以及 ces 基因的原因。

生食蔬菜样本 Bc 检出率和 Bac16sRNA 基因检

出率分别为 80. 00%（40/50）和 10. 00%（5/50），可见

在 Bc 载量较低的生食蔬菜中，基于 MYP 培养法的

检测敏感性高于基于 Bac16s RNA 基因为靶标的荧

光 PCR 方法。被上述生食蔬菜污染的“污染米饭”样

本中 Bc 检出率和 Bac16s RNA 基因检出率分别为

94. 00%（47/50）和 90. 00%（45/50），检出率较为接

近，这也证明在 Bc 载量较高时，荧光 PCR 结果和培

养法结果较为接近。生食蔬菜中 Bc 特征基因荧光

PCR 方法还有待进一步优化，提升检测敏感性。

全菲等［16］基于胰酪大豆多黏菌素肉汤对生食

蔬菜增菌后进行荧光 PCR 检测发现 ces 基因在生食

蔬菜样本中广泛分布，但 ces+Bc 菌株在同一份样本

中的构成比远低于 ces-Bc 菌株［16］。本研究基于用生

食蔬菜样本污染米饭后进行 ces 基因检测，其中 7 件

携带 ces 基因的“污染米饭”荧光 PCR ces 基因 Ct 值
均高于同样本 Bac16s RNA 基因 Ct 值（Ct 值差值介

于 7. 31-20. 26），可见每一份样本中 ces+Bc 菌株构

成比远低于 ces-Bc 菌株，与全菲等［16］的研究结果一

致。说明与胰酪大豆多黏菌素肉汤类似，本研究中

具有“增殖”Bc 作用的米饭可能不具备使 ces+Bc 菌

株优势生长的作用。既往 Bc 食物中毒中曾报道在

导致中毒食品增菌液中检测到 ces 基因［17］，并发现

ces+Bc 在中毒食品中并非优势构成。可见 ces+Bc
菌株在菌群中的“低比例构成现象”在生食蔬菜、

“污染米饭”以及其他导致中毒食品中都存在。基于

表 2　不同蔬菜的 MYP 平板计数、荧光 PCR 结果和数字 PCR 结果

Table 2　Result of MYP plate counting, qPCR and digital PCR in samples of different vegetable

分组 a

ces基因

阳性组

ces基因

阴性组

阴性对照组

样本编号

32
31

2
3

50
47
49
48
29
36
23
20
38
25
—

—

生食蔬菜

名称

萝卜

蒜苗

养心菜

乌塌菜

萝卜

养心菜

韭菜

萝卜

菠菜

小葱

萝卜

茴香

茴香

油菜

未污染米饭 1
未污染米饭 2

种类

根茎类

叶菜类

叶菜类

叶菜类

根茎类

叶菜类

叶菜类

根茎类

叶菜类

叶菜类

根茎类

叶菜类

叶菜类

叶菜类

—

—

生食蔬菜样本检测结果

MYP 平板计

数/（CFU/g）
1.0×103

1.1×105

2.9×104

2.0×103

4.5×104

4.0×103

1.2×104

1.5×103

4.5×103

4.8×105

3.1×104

1.5×104

2.0×105

5.0×103

<10
<10

荧光 PCR（Ct值）

Bac16s 

RNA
—

—

—

—

—

32.7
—

—

—

—

—

—

—

—

—

—

ces

—

—

—

—

—

—

—

—

—

—

—

—

—

—

—

—

“污染米饭”检测结果

MYP 平板计

数/（CFU/g）
7.0×106

1.1×107

3.5×107

4.1×107

2.3×107

4.6×107

1.9×107

1.6×107

4.5×107

4.0×105

4.2×107

9.3×106

1.2×107

2.9×107

<10
<10

荧光 PCR（Ct值）

Bac16s 

RNA
16.81
16.65
19.12
20.23
17.71
16.52
20.38
16.59
16.84
17.62
18.26
19.47
20.27
20.23
—

—

ces

24.12
26.43
33.66
33.80
35.39
36.78
37.73
—

—

—

—

—

—

—

—

—

差值 b

7.31
9.78

14.54
13.57
17.68
20.26
17.35
—

—

—

—

—

—

—

—

—

数字 PCR/（copies/μL）
Bac16s RNA

8.0×105

1.6×106

3.2×105

8.1×104

6.7×105

5.3×106

1.1×104

4.1×106

7.7×105

6.1×105

4.1×105

1.5×105

1.5×105

6.0×104

3.8
4.7

ces

6.2×104

2.0×102

60
33
11
12
6.8
4.2
4.1
5.6
3.3
6.4
5.4
3.8
3.6
4.3

注：a：基于荧光 PCR 检测 ces基因阴性或阳性进行分组；b：差值指同一份样本荧光 PCR 检测 ces基因 Ct值-Bac16sRNA 基因 Ct值
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Bc 平板计数>105 CFU/g 进行 Bc 中毒事件的诊断依

据可能存在一定的不科学性，ces 基因、Cereulide 的

定性，甚至定量检测是呕吐型 Bc 食物中毒事件判定

迫切需要检测指标，应关注其相关检测技术的开发。

本研究对使用荧光 PCR 检测 ces+的 7 件“污染

米饭”样本同步开展了数字 PCR 检测，可见这些样本

中每件样本的 ces 基因绝对定量值都远低于 Bac16s 

RNA 基因，ces+定量值最高 32 号样本 ces 基因定量

值（6. 2×104 copies/μL）比 31 号样本 ces 基因定量值

（2. 0×102 copies/μL）高 2 个数量级，但 Bac16s RNA

基因却是 31 号样本（1. 6×106 copies/μL）大于 32 号

样本（8. 0×105 copies/μL），Bc 平板计数值也是 31 号样

本（1. 1×107 CFU/g）大于 32 号样本（7. 0×106 CFU/g）。

可见无论 Bc 的平板定量计数值还是 Bac16s RNA

基因的绝对定量值，与 ces 基因定量值可能并不具

备较好的相关性。这也反映目前基于 Bc 平板计数

值进行食物中毒事件判定存在较为严重的缺陷。

本研究中仅获得 7 件 ces+样本，未来应进行更大样

本量研究，基于统计学分析深入研究上述检测指标

之间的相关性，深入剖析目前该病原检测方法和疾

病诊断之间可能存在的问题。

综上，被生食蔬菜模拟污染的米饭样本可具有

导致 Bc 食物中毒风险的病原学特征，应关注 ces 基

因及 Cereulide 相关定性和定量检测技术的建立和

优化，提升 Bc 食物中毒应对能力。
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