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石家庄市 $%$ 株食源性蜡样芽胞杆菌毒力基因的分布
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摘(要!目的(研究石家庄市食源性蜡样芽胞杆菌毒力基因的分布及毒力活性!了解蜡样芽胞杆菌的潜在威胁$

方法(采用 )*+方法!对食品风险监测中分离到的 $%$ 株蜡样芽胞杆菌进行肠毒素&呕吐毒素 ’ 种毒力基因扩增

检测!用血平板检测的方法分析蜡样芽胞杆菌的毒力$ 结果(毒力基因携带率较高!至少携带一个毒力基因的菌

株达到检出菌总数的 ’’0!2"$%"4$%$#!溶血素 )< 基因"1,3(*+#和肠毒素 KL基因"&M/KL#是石家庄市食源性蜡

样芽胞杆菌的主要毒力基因’检出的蜡样芽胞杆菌均产生溶血素 ‘-!检出率为 $""2$ 结论(腹泻型肠毒素在食

品中的分布比较广泛!检出的蜡样芽胞杆菌均具有溶血素!对进食者存在潜在的危险性!今后应加强监控蜡样芽胞

杆菌的污染!预防和控制蜡样芽胞杆菌食源性疾病的发生$
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((蜡样芽胞杆菌是一种常见的食品污染菌和食源
性条件致病菌"广泛存在于土壤’空气’水和尘埃中"
污染食品的机会很多"几乎所有种类的食品$乳品’淀
粉类’肉制品等%都曾被报道与蜡样芽胞杆菌引发的
食物中毒有关)$* ( 该菌引起的食物中毒包括腹泻型
和呕吐型两种)!8%* "其中腹泻主要与某些菌株分泌肠
毒素相关"而呕吐主要是因某些菌株产生呕吐毒素引
起)&* ( 蜡样芽胞杆菌的主要毒力因子包括&与呕吐毒
素相关的-&’基因#与腹泻毒素相关的溶血素)< 基因
$1,3(’1,3*和 1,3+%’非溶血性肠毒素 N1&基因
$M1&(’M1&)和 M1&*% )#* ’肠毒素KL基因$&M/KL%等(

基于食品安全的考虑"本课题组对食品中蜡样芽胞杆
菌相关毒力基因的分布情况进行了研究"同时进行毒
力活性检测( 本研究对本实验室在石家庄市食源性
致病菌监测中"分离到的 $%$ 株蜡样芽胞杆菌中的
1,3(’1,3*’1,3+’M1&(’M1&)’M1&*’&M/KL 3 个肠毒素
基因"两个呕吐毒素基因 -&’(’-&’)"进行了 )*+检测
以及毒力活性检测(

$(材料与方法
$0$(材料
$0$0$(菌株来源

!"$!!!"$% 年来自食源性致病菌监测中分离
的 $%$ 株蜡样芽胞杆菌"菌株分离自婴幼儿谷基辅
助食品’婴幼儿配方粉’凉皮’米饭等食品"各类食
品中试验菌株的数量见表 $( 所有菌株均于本实验
室保存"由菌株保存液保藏于 n!" g冰箱备用(
$0$0!(主要仪器与试剂

*=NZF>NBFPU!型凝胶成像系统$美国 .OD>IDI%"
)/*!"" )*+扩增仪$美国 ,J:+NUNGT;=%"恒温培养
箱"I*$"# 型电泳仪( 血平板’甘露醇卵黄多粘菌素

((( 表 $($%$ 株蜡样芽胞杆菌的来源

/GQVN$(RFUSTFQPSFAB A<)#-:33$’-&%&$’USTGFBUFB <AAWU
食品种类 蜡样芽胞杆菌菌株数4株
婴幼儿谷基辅助食品 5&

婴幼儿配方粉 %’

凉皮 $!

米饭 $5

合计 $%$

培养基$,O)%等蜡样芽胞杆菌生化试剂均购自北
京陆桥技术有限责任公司"T5#6聚合酶$大连宝生
物公司% ")*+引物由宝生物工程$大连%有限公司
合成(
$0!(方法
$0!0$(RD7模板的制备

从菌株保存液中取一接种环菌液划线接种于营
养琼脂平板"%" g培养 !& = 后获得纯培养物( 刮取
适量的纯培养菌落于 #"" !V双蒸水中制成菌悬液"
$"" g水浴 $" ZFB"取出后立即冰浴 !" ZFB"$! """
T4ZFB离心 $" ZFB"取上清液作为 )*+反应的模板"
n!" g冻存备用(
$0!0!()*+引物

蜡样芽胞杆菌 ’ 个毒力基因的特异引物序列及
扩增片段大小见表 !( 所有文献中的参考引物均用
RD7./7+-GUNTCNBN软件进行验证(
$0!0%(毒力基因的检测

以检测菌株的基因组 RD7为模板"利用合成好
的溶血素 )< 基因$1,3(’1,3*和 1,3+%’非溶血性肠
毒素 N1&基因$ M1&(’M1&)和 M1&*%’肠毒素 KL基
因$&M/KL%’呕吐毒素基因 $-&’(’-&’)%的特异引物
进行 )*+扩增"检测石家庄市分离的 $%$ 株蜡样芽
胞杆菌的毒力基因的分布( )*+反应体系$#" !V%&
T5#6)*+ 反 应 试 剂 $ 其 中 含 预 混 合 的 )*+
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((((( 表 !(’ 个毒力基因的特异引物序列及扩增片段大小
/GQVN!()*+\TFZNTUGBW GZ\VF;GSFAB \TAWP;SVNBCS=UA<’ XFTPVNB;NCNBNU

基因 引物名称 序列$#f8%f% 片段大小4Q\

1,3()5*

1,3*)3*

1,3+)1*

M1&()1*

M1&))’*

M1&*)1*

&M/KL)5*

-&’()$"*

-&’))1*

1,3(8_ 7//77/7*7>>>>7/>>7>777*//
1,3(8+ />7/**/77/7*//*//*/7>7*>*//
1,3*8_ **/7/*77/7*/*/*>*77
1,3*8+ ///**///>//7/7*>*/>*
1,3+8_ >777*7>>>/*/*7/7//*/
1,3+8+ */>*7/*///7/>77/7/*7
M1&(8_ 7//7*7>>>//7//>>//7*7>*7>/
M1&(8+ 77/*//>*/**7/7*/*/*//>>7/>*/
M1&)8_ *77>*/**7>//*7/>*>>
M1&)8+ >7/***7//>/>/7**7//>
M1&*8_ >*>>7/7//>/777>77/*7777/>7>>/
M1&*8+ ///**7>*/7/*///*>*/>/7/>/777/
&M/KL8_ *777>7*//*>/77*7777>>/>>/
&M/KL8+ />///7*/**>**////7*777*//
-&’(8_ *7*>**>777>/>7//7/7**77
-&’(8+ *7*>7/7777**7*/>7>7/7>/>
-&’)8_ //>//>>77//>/*>*7>7>
-&’)8+ >/77>*>77**/>/*/>/77*77*7

!%3

5’#

’’3

&3#

$ "$"

##3

!’"

$35

&"#

‘P<<NT"5#6酶"WD/)",C! 6等%$&0% !V"上’下游引物
各 $ !V"RD7模板 # !V"用双蒸水调整终体积至
#" !V( 扩增参数&’& g预变性 & ZFB#’& g变性
%" U’#5 g退火 %" U’3! g延伸 $ ZFB’%" 个循环#最
后 3! g 1 ZFB( 同时以蜡样芽胞杆菌作为阳性对
照"以灭菌水作为阴性对照( )*+反应后立即取
$" !V产物上样至 $012的琼脂糖凝胶于 1" d电压
下电泳 !" ZFB"凝胶成像系统观察’拍照记录结果(
$0!0&(溶血活性的检测

将活化的待测菌株接种于胰酪胨大豆羊血琼
脂$/..‘%平板"%" g培养 !& ="观察溶血现象并记
录结果(

$0%(统计学分析
采用 ‘o*列联表卡方 !! 检验"Jp"0"# 为差

异有统计学意义"Jq"0"# 为差异无统计学意义(

!(结果
!0$(毒力基因的检出情况

采用 % 个溶血素 )< 基因’% 个非溶血肠毒素
N1&基因’$ 个肠毒素 KL基因和 ! 个呕吐毒素基因
共 ’ 个基因的特异性引物"进行 )*+扩增"可分别
扩增出 !%3’5’#’’’3’&3#’$ "$"’##3’!’"’$35 和
&"# Q\ 大小的扩增片段")*+产物电泳图如图 $ 所
示( 因菌株太多"图中仅列了一部分菌株的电泳图(

注&,$’,! 为 RD7ZĜNT#从上到下依次为 $&1,3(’&M/KL’M1&(’1,3*’1,3+#!&1,3(’&M/KL’1,3*’1,3+#%&1,3(’&M/KL’M1&*’1,3+#&’#&-&’(’1,3(’

&M/KL#5&1,3(’&M/KL’1,3*’1,3+#3&1,3(’&M/KL’M1&)#1&1,3(’&M/KL#’&-&’)’1,3*#$"’$!&&M/KL’M1&(’1,3*#$$’$%’$&&M1&(’1,3*的扩增产物

图 $(部分检测菌株各毒力基因 )*+扩增电泳图
_FCPTN$(RNSN;SFAB A<XFTPVNB;NCNBNUPUFBC)*+ZNS=AW

(($%$ 株蜡样芽胞杆菌中有 $%" 株携带至少 $ 个
毒力基因"毒力基因携带率为 ’’0!2"在各类样品
中分布广泛"分布差异无统计学意义$Jq"0"#%#其
中有 ##032的菌株携带复合型溶血性肠毒素基因
$1,3(*+%# 1&0"2 的菌株携带肠毒素 KL 基因
$&M/KL%#!’0"2的菌株携带复合型非溶血性肠毒
素 N1&基因$M1&()*%#50’2和 &052的菌株分别携
带呕吐毒素基因 -&’(和 -&’)""012的菌株同时 -&’(

和 -&’)( 溶血性肠毒素基因 $ 1,3(*+%在各类样品
中的分布差异无统计学意义$Jq"0"#%"而非溶血
性肠毒素$ M1&()*%在各类样品中分布差异有统计
学意义$Jp"0"#%#肠毒素 KL基因在各类样品中
分布差异有统计学意义$Jp"0"#%#呕吐毒素基因
-&’(和 -&’)的样品分布差异无统计学意义 $Jq
"0"#%( 相关毒力基因在 $%$ 株食源性蜡样芽胞杆
菌中的分布情况见表 %(
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表 %(相关毒力基因在食源性蜡样芽胞杆菌中的分布$2%

/GQVN%(RFUSTFQPSFAB A<XFTPVNB;NCNBNUFB <AAW8QATBN)#-:33$’-&%&$’

毒力基因
总检出菌株
携带率

各类样品中检出菌株的携带率

婴幼儿谷
基辅助食品

婴幼儿
配方食品

凉皮 米饭

1,3( 1!0&$$"1 4$%$% 130#$#5 45&% 3’0#$%$ 4%’% 3#0"$’ 4$!% 3#0"$$! 4$5%
1,3* 5&0’$1# 4$%$% #"0"$%! 45&% 5&0$$!# 4%’% $""0"$$! 4$!% $""0"$$5 4$5%
1,3+ 550&$13 4$%$% 3#0"$&1 45&% 1!0$$%! 4%’% !#0"$% 4$!% !#0"$& 4$5%

同时携带 1,3(’1,3*’1,3+ ##03$3% 4$%$% #$05$%% 45&% 5’0!$!3 4%’% &$03$# 4$!% #"0"$1 4$5%

至少携带 1,3(’1,3*’1,3+中的一个 ’303$$!1 4$%$% $""0"$5& 45&% ’!0%$%5 4%’% $""0"$$! 4$!% $""0"$$5 4$5%
M1&( 530’$1’ 4$%$% 3’03$#$ 45&% 350’$%" 4%’% $503$! 4$!% %30#$5 4$5%
M1&) %10!$#" 4$%$% &!0!$!3 45&% #’0"$!% 4%’% "0"$" 4$!% "0"$" 4$5%
M1&* #!03$5’ 4$%$% 5#05$&! 45&% #$0%$!" 4%’% $503$! 4$!% %$0%$# 4$5%

同时携带 M1&(’M1&)’M1&* !’0"$%1 4$%$% %&0&$!! 45&% &$0"$$5 4%’% "0"$" 4$!% "0"$" 4$5%

至少携带 M1&(’M1&)’M1&*中的一个 1"0’$$"5 4$%$% ’"05$#1 45&% ’30&$%1 4%’% $503$! 4$!% #"0"$1 4$5%
&M/KL 1&0"$$$" 4$%$% ’%01$5" 45&% $""0"$%’ 4%’% #"0"$5 4$!% %$0%$# 4$5%
-&’( 50’$’ 4$%$% 50%$& 45&% $!01$# 4%’% "0"$" 4$!% "0"$" 4$5%
-&’) &05$5 4$%$% &03$% 45&% !05$$ 4%’% "0"$" 4$!% $!0#$! 4$5%

同时携带 -&’(’-&’) "01$$ 4$%$% "0"$" 45&% !05$$ 4%’% "0"$" 4$!% "0"$" 4$5%

至少携带 -&’(’-&’)中的一个 $"03$$& 4$%$% $!0#$1 45&% $"0%$& 4%’% "0"$" 4$!% $!0#$! 4$5%

至少携带以上 ’ 个基因中的一个 ’’0!$$%" 4$%$% ’10&$5% 45&% $""0"$%’ 4%’% $""0"$$! 4$!% $""0"$$5 4$5%

!0!(血平板溶血结果
在所检测的 $%$ 株蜡样芽胞杆菌中"菌株均呈

现较强的完全透明溶血环( 可见蜡样芽胞杆菌都
具有溶血特性"由于溶血性与许多毒素因子或其他
病原性有一定的关联"这些蜡样芽胞杆菌中肯定有
一些潜在的与病原性相关的因子存在( 蜡样芽胞
杆菌的溶血现象见图 !(

图 !(蜡样芽胞杆菌的溶血特征
_FCPTN!(@NZAVMSF;;=GTG;SNTFUSF;UA<)#-:33$’-&%&$’

%(讨论
蜡样芽胞杆菌的致病性强弱取决于其毒力因

子"复合型毒素全部组分的共同参与能使其毒力达
到最大 )$$* "目前国内外对蜡样芽胞杆菌的研究"不
仅仅止步该菌在食品中的污染情况上"同时也关注
着蜡样芽胞杆菌的毒力对人类的危害( 本研究报
告了石家庄市食源性蜡样芽胞杆菌潜在的毒性威
胁"结果显示蜡样芽胞杆菌分离株中广泛存在着毒
力基因"有 ’’0!2的菌株携带至少 $ 个毒力基因"
##032的菌株携带复合型溶血素)< 基因"1&0"2的
菌株携带肠毒素 KL基因"高于庄子慧等 )$!*报道的
我国食源性蜡样芽胞杆菌 130&2的菌株携带至少

$ 个毒力基因"&"0%2的菌株携带复合型溶血素 )<
基因"!%0$2的菌株携带肠毒素 KL基因#接近于
7B^AVN̂GT等 )$%*报道的 $31 份大米中 #5052的分离
株携带复合型溶血素 )< 基因#原因可能是菌株的
基因型别’食品种类和地理位置差异性"造成的蜡
样芽胞杆菌毒力基因多样性分布(

本次研究的菌株中有 $"032携带呕吐毒素基
因"接近于文献报道 )$&8$5* "只有 $ 菌株同时携带呕
吐毒素基因 -&’(和 -&’)"该毒素比较危险且非常稳
定 )$3* "食用前的重新加热’胃酸和肠道中的蛋白酶
都不能破坏该毒素"一旦摄入被呕吐毒素污染的食
物"则毒素可以保持完整并可能变成活性毒素的形
式吸附于内脏"进食 "0# b# = 后"食品中的毒素就
会引起恶心并呕吐的症状 )$1* (

本研究还显示"本次 $%$ 株蜡样芽胞杆菌分离
株全部产生溶血素"在血平板上形成透明溶血环"
而基因检测发现"只有 ##032的菌株含有溶血素
‘-的全部基因"而同时含有 1,3(与 1,3+两个基因
和同时含有 1,3*与 1,3+两个基因的菌株也都产生
了溶血素现象"建议分离纯化各型别的溶血素蛋
白"研究其溶血作用(

蜡样芽胞杆菌作为一种常见的条件致病菌"一
旦食品被含有毒素的菌株污染"可通过食物链传播
并引起人类疾病"因此很有必要对食源性蜡样芽胞
杆菌的毒力基因以及毒力进行监测"以了解毒力基
因在分离株中的分布情况"对预防和控制蜡样芽胞
杆菌食源性疾病的发生有重要的意义( 此次监测
结果反映出目前石家庄市食源性蜡样芽胞杆菌存
在的潜在威胁是不容忽视的"腹泻型肠毒素在食品
中分布比较广泛"这意味着食物中的蜡样芽胞杆菌
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对进食者产生很严重的危险"今后应加强监控蜡样
芽胞杆菌的污染"保障食品安全(
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食品药品监管总局办公厅关于对成份有川贝等中药材的-川贝枇杷汤.
定性有关问题的复函
食药监办法函%!"$#&!13 号

江苏省食品药品监督管理局(
你局+关于对成份有川贝等中药材的,川贝枇杷汤-如何定性的请示. "苏食药监法科/!"$#0$# 号#收

悉$ 经研究!现函复如下(
根据原卫生部+关于,黄芪-等物品不得作为普通食品原料使用的批复."卫监督函/!""30!3& 号#!参照

!"$& 年国家卫生计生委政务公开办+关于新食品原料&普通食品和保健食品有关问题的说明.!可用于保健
食品的物品名单中所列物品仅限用于保健食品$ 除已公布可用于普通食品的物品外!可用于保健食品的物
品名单中的物品不得作为普通食品原料生产经营$ 如需将可用于保健食品的物品名单中的物品用于普通
食品生产!应当按照+新食品原料安全性审查管理办法."国家卫生和计划生育委员会令第 $ 号#规定的程序
申报批准$ 对不按上述规定使用可用于保健食品的物品名单中所列物品的!应当按照+中华人民共和国食
品安全法.有关利用新的食品原料从事食品生产未经过安全性评估的规定进行处理$

"相关链接(=SS\(44[[[:;<WG:CAX:;B4j."$4*-"1#!4$!"51’:=SZV#

食品药品监管总局办公厅

二〇一五年六月一日


