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89株蜡样芽孢杆菌食品分离株携带毒力基因情况及PFGE分型研究*
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  摘 要:目的 了解上海市青浦区食品中蜡样芽孢杆菌污染情况、蜡样芽孢杆菌毒力基因的携带情况及脉

冲场凝胶电泳(PFGE)分型。方法 参照GB4789.14-2014对729份食品样品(包含熟制米面制品、熟肉制品、
学生午餐、酱料、蔬菜)进行蜡样芽孢杆菌的分离鉴定、生化分型;应用PCR对检出的蜡样芽孢杆菌进行9种腹

泻毒素毒力基因和1种呕吐毒素毒力基因检测;使用PFGE分型方法及BioNumerics5.10软件进行聚类分析。
结果 该研究729份食品样品中检出89株蜡样芽孢杆菌,检出率为12.21%,其中熟制米面制品中蜡样芽孢杆

菌检出数最多、检出率最高(35株,16.83%),生化分型以2型为主。9株菌株携带所有腹泻毒素毒力基因,14
株携带呕吐毒素基因ces。PFGE结果显示,89株菌株可分为85个带型,NotⅠ酶切可得5~12条DNA片段,
存在带型完全一致菌株。结论 上海市青浦区熟制米面制品、熟肉制品、学生午餐等食品中均能检出蜡样芽孢

杆菌且毒力基因携带率较高,存在同地点采样不同样品受相同菌株污染的情况,需加强食品的常规监测,预防

食品受污染后引起的食源性疾病,保障公众食品安全,排除潜在食源性风险。
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Abstract:Objective To

 

understand
 

the
 

contamination,virulence
 

genes
 

carrying
 

and
 

typing
 

of
 

pulsed
 

field
 

gel
 

electrophoresis
 

(PFGE)
 

in
 

Bacillus
 

cereus
 

(B.cereus)
 

isolated
 

from
 

foods
 

in
 

Qingpu
 

District
 

of
 

Shanghai
 

City.Methods Referring
 

to
 

GB4789.14-2014,729
 

food
 

samples
 

(including
 

cooked
 

rice
 

and
 

noodle
 

products,
cooked

 

meat
 

products,school
 

lunches,sauces,vegetables)
 

conducted
 

the
 

isolation,identification
 

and
 

biochemi-
cal

 

typing
 

of
 

B.cereus.A
 

total
 

of
 

9
 

kinds
 

of
 

diarrhea
 

toxin
 

virulence
 

genes
 

and
 

1
 

vomiting
 

toxin
 

virulence
 

gene
 

in
 

detected
 

B.cereus
 

were
 

detected
 

by
 

PCR;the
 

clustering
 

analysis
 

was
 

performed
 

by
 

using
 

the
 

PFGE
 

typing
 

method
 

and
 

BioNumerics
 

5.10
 

software.Results Among
 

729
 

food
 

samples
 

in
 

this
 

study,89
 

strains
 

of
 

B.cere-
us

 

were
 

detected
 

with
 

a
 

detection
 

rate
 

of
 

12.21%,in
 

which
 

the
 

number
 

of
 

B.cereus
 

detected
 

in
 

cooked
 

rice
 

and
 

noodle
 

products,and
 

the
 

detection
 

rate
 

were
 

the
 

highest
 

(35
 

strains,16.83%
 

),and
 

the
 

biochemical
 

type
 

was
 

dominated
 

by
 

the
 

type
 

Ⅱ.A
 

total
 

of
 

9
 

strains
 

carried
 

all
 

diarrhea
 

related
 

virulence
 

genes,and
 

14
 

strains
 

carried
 

the
 

vomiting
 

virulence
 

gene
 

(ces).The
 

PFGE
 

results
 

showed
 

that
 

85
 

strains
 

could
 

be
 

classified
 

into
 

85
 

band
 

patterns,NotⅠ
 

digestion
 

could
 

obtain
 

5-12
 

DNA
 

fragments,and
 

the
 

strains
 

with
 

completely
 

identical
 

band
 

patterns
 

existed.Conclusion B.cereus
 

could
 

be
 

detected
 

in
 

the
 

foods
 

of
 

cooked
 

rice
 

and
 

noodle
 

products,
cooked

 

meat
 

products,school
 

lunches
 

in
 

Qingpu
 

District,moreover
 

the
 

virulent
 

gene
 

carrying
 

rate
 

is
 

higher,
the

 

condition
 

of
 

same
 

strain
 

of
 

bacterium
 

contaminating
 

different
 

samples
 

taken
 

from
 

the
 

same
 

location
 

exists.
It

 

is
 

needed
 

to
 

strengthen
 

the
 

routine
 

monitoring
 

of
 

foods,prevent
 

the
 

food-borne
 

diseases
 

caused
 

by
 

food
 

con-
tamination

 

to
 

safeguard
 

the
 

public
 

food
 

safety
 

and
 

eliminate
 

the
 

potential
 

food-borne
 

risks.
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  蜡样芽孢杆菌为兼性厌氧的革兰阳性芽孢杆菌, 是重要的食源性条件致病菌[1-3],能引起腹泻、呕吐、
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眼部疾病、败血症等疾病,甚至导致患者死亡[4-5]。其

常污染米面制品、肉制品、蔬菜等,尤其是富含蛋白

质、碳水化合物的食物。国家食源性疾病监测数据显

示,该菌引起的相关食源性疾病仍存在未被报告或被

误诊的情况(蜡样芽孢杆菌呕吐型和腹泻型的症状类

似于金黄色葡萄球菌或产气荚膜梭菌引起的食物中

毒)[6],导致其相关食源性疾病事件统计数低于实际

事件数。毒力基因和脉冲场凝胶电泳(PFGE)技术能

在食源性疾病暴发调查中对致病菌进行分子分型和

毒力基因鉴定。
本研究建立上海市青浦区蜡样芽孢杆菌毒力基

因检测方法和PFGE分型检测方法,并对2016-2020
年729份样品进行检测,了解青浦区蜡样芽孢杆菌毒

力基因和PFGE分型,结合污染情况对蜡样芽孢杆菌

引起的食物中毒风险进行评估,减少因蜡样芽孢杆菌

引起的食品安全问题。
1 材料与方法

1.1 菌株和样品来源 对2016-2020年729份样

品(包含熟制米面制品208份、学生午餐260份、熟肉

制品84份、酱料78份、蔬菜99份)进行蜡样芽孢杆

菌检测,分离得到89株蜡样芽孢杆菌。样品采样分

别涉及餐饮服务环节(70份)、学生餐配送公司环节

(260份)、流通环节(399份)3个环节。本研究使用蜡

样芽孢杆菌标准菌株CICC23828作为阳性对照菌株

和PFGE实验条件优化的质控菌株。
1.2 仪器与试剂 主要仪器包括PCR扩增仪(ABI,
美国),以及普通电泳仪、PFGE仪、凝胶成像系统等

(Bio-Rad,美国)。主要试剂包括甘露醇卵黄多黏菌

素(MYP)琼脂、血平板等(上海科玛嘉生物科技有限

公司,中国)。PCR 反应体系2×Taq
 

PCR
 

Master
 

mix(BBI,美国)、PCR引物及DNA相对分子质量标

准(50~1
 

200
 

kb,上海生工生物,中国)。限制性内切

酶XbaⅠ和NotⅠ、蛋白酶K(Takara,日本)、Seakem
 

Gold琼脂糖(Lonza,瑞士)。
1.3 方法

1.3.1 检定 按照国家食品安全标准(GB4789.14-
2014现行有效标准),使用 MYP琼脂分离样品中的

可疑菌落,使用血平板划线分离单个纯菌落,进行常

规生化试验和确证试验,同时使用全自动微生物生化

系统进行鉴定。对菌株进行生化分型试验[过氧化氢

酶试验、动力试验、硝酸盐还原试验、酪蛋白分解试

验、溶菌酶耐性试验、V-P试验、葡萄糖利用(厌氧)试
验、根状生长试验、溶血试验、蛋白质毒素结晶试验]。
1.3.2 毒力基因检测 普通PCR电泳法检测蜡样

芽孢杆菌腹泻毒素毒力基因片段、呕吐毒素毒力基因

片段(溶血性基因hblA、hblC、hblD,非溶血性基因

nheA、nheB、nheC,肠毒素基因entFM、bceT,细胞毒

素基因cytK,呕吐毒素基因ces)[3]。PCR条件:预变

性94
 

℃
 

4
 

min,变性94
 

℃
 

30
 

s,退火54
 

℃
 

30
 

s,延伸

72
 

℃
 

1
 

min,40个循环;最后延伸72
 

℃
 

10
 

min[7]。
PCR扩增产物电泳:产物5

 

μL,120
 

V电泳30
 

min。
同时设蜡样芽孢杆菌标准菌株CICC23828作为阳性

对照菌株。所用引物序列及PCR产物大小[1,8-9]见

表1。
表1  蜡样芽孢杆菌毒力基因引物序列和产物大小

基因 引物序列(5'-3')
产物大小

(bp)

hblA F:ATTAATACAGGGGATGGAGAAACTT 237

R:TGATCCTAATACTTCTTCTAGACGCTT

hblC F:CCTATCAATACTCTCGCAACACCAAT 386

R:TTTTCTTGATTCGTCATAGCCATTTCT

hblD F:AGATGCTACAAGACTTCAAAGGGAAACTAT 436

R:TGATTAGCACGATCTGCTTTCATACTT

nheA F:ATTACAGGGTTATTGGTTACAGCAGT 475

R:AATCTTGCTCCATACTCTCTTGGATGCT

nheB F:CTGCAGCAGCTGTAGGCGGT 328

R:ATGTTTTTCCAGCTATCTTTCGCAAT

nheC F:GCGGATATTGTAAAGAATCAAAATGAGGT 557

R:TTTCCAGCTATCTTTCGCTGTATGTAAAT

entFM F:CAAAGACTTCGTAACAAAAGGTGGT 290

R:TGTTTACTCCGCCTTTTACAAACTT

bceT F:GACTACATTCACGATTACGCAGAA 701

R:CTATGCTGACGAGCTACATCCATA

cytK F:CGACGTCACAAGTTGTAACA 565

R:CGTGTGTAAATACCCAGTT

ces F:GCATTTCGTGAAGCAGAGGT 699

R:CCCTTTATCCCCTTCGATGT

  注:F为正向引物,R为反向引物。

1.3.3 PFGE分型试验 参考黄铭珊[1]及张慧娟

等[10]的研究,PFGE方案如下:(1)小胶块。取新鲜菌

落用TE制备5.0麦氏浊度的菌悬液。取400
 

μL菌

悬液加入8
 

μL溶菌酶(100
 

μg/μL,下文水平相同),
37

 

℃水浴20
 

min。加入20
 

μL蛋白酶K(20
 

μg/μL)
和400

 

μL
 

1%
 

Seakem
 

Gold琼脂糖(TE和SeaKem
 

Gold
 

agarose制备,54
 

℃水浴30
 

min以上)轻柔混匀

后,加入模具,4
 

℃凝固5
 

min。(2)裂解细胞。使用

TE和溶菌酶处理小胶块(每管5
 

mL
 

TE和25
 

μL
 

溶

菌酶,37
 

℃水浴,170
 

r/min振荡摇晃4~6
 

h)。(3)
消化蛋白。取出充分裂解的小胶块,使用细胞裂解液

CLB和蛋白酶K处理小胶块(每管5
 

mL
 

CLB和25
 

μL蛋白酶K,54
 

℃水浴,170
 

r/min振荡摇晃18
 

h)。
(4)洗胶块。使用纯水和 TE分别54

 

℃水浴后170
 

r/min振荡摇晃洗涤15
 

min(先纯水洗2次,后TE洗

4次)。(5)酶切。选择 NotⅠ酶切实验菌株小胶条,
20

 

U
 

NotⅠ在37
 

℃酶切4
 

h。沙门菌 H9812小胶块

用50
 

U
 

XbaⅠ在37
 

℃酶切2
 

h。(6)电泳。0.5×
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TBE电泳液2
 

000
 

mL,初始转换时间5
 

s,最终转换

时间80
 

s,电压为6.0
 

V/cm,脉冲夹角为120°,电泳

时间为18
 

h。(7)图像获取。电泳完成后将凝胶用

GelRed溶液染色30
 

min,纯水脱色20
 

min,使用Bio-
Rad成像系统成像。图谱使用BioNumerics5.10软

件处理。聚类图结果根据非加权配对算术平均法

(UPGMA)构 建,条 带 的 位 置 差 异 容 许 度 设 置 为

1.0%,电泳条带相似性系数以Dice系数表示。
2 结  果

2.1 蜡样芽孢杆菌的来源分析 89株蜡样芽孢杆菌

检出情况:熟制米面制品中检出35株,学生午餐中检

出29株,熟肉制品中检出13株,酱料中检出5株,蔬

菜中检 出7株,检 出 率 分 别 为16.83%(35/208)、
11.15%(29/260)、15.48%(13/84)、6.41%(5/78)、
7.07%(7/99)。各类型食品检出率差异有统计学意

义(χ2=10.13,P=0.038)。样品采样涉及餐饮服务

环节、学生餐配送公司环节、流通环节,各环节检出率

分别为35.71%(25/70)、11.15%(29/260)、8.77%
(35/399),差异有统计学意义(χ2=40.75,P<0.01)。
2.2 蜡样芽孢杆菌的鉴定结果 89株菌株确证试验

均符合蜡样芽孢杆菌生化特征,定量结果均小于105
 

CFU/g,后续进行生化分型试验(以2型为主),结果

见表2。确证试验和生化分型试验全部完成所需时长

为6
 

d。

表2  89株蜡样芽孢杆菌的生化分型结果(n)

样品来源 1型 2型 4型 5型 8型 9型 10型 11型 12型 13型 14型

熟制米面制品* 3 14 0 1 4 5 2 2 1 0 1

学生午餐 1 19 1 0 6 1 1 0 0 0 0

熟肉制品* 0 3 1 0 3 3 0 0 0 2 0

酱料 0 3 0 1 1 0 0 0 0 0 0

蔬菜 0 3 0 0 2 2 0 0 0 0 0

合计 4 42 2 2 16 11 3 2 1 2 1

  注:*指2份熟制米面制品和1份熟肉制品不能依据GB4789.14-2014分型。

2.3 蜡样芽孢杆菌的毒力基因检测结果 89株蜡样

芽孢杆菌中,hblA、hblC、hblD基因都携带的蜡样芽

孢 杆 菌 有 38 株 (42.70%),均 不 携 带 27 株

(30.34%),剩余24株菌株(26.96%)均携带hblA、

hblC、hblD中的1~2种,携带hblC基因的菌株最多

(60.67%)。nheA、nheB、nheC基因都携带的菌株有

50株(56.18%),39株均携带nheA、nheB、nheC基因

中至少一种(43.82%),携带nheB基因的菌株最多

(88.76%)。entFM、bceT、cytK、ces这4种基因携带

情况分别为71.91%、38.20%、41.57%、15.73%。各

类型毒力基因(hblA、hblC、hblD、nheA、nheB、nheC、

entFM、bceT、cytK、ces)携带情况不同。有9株菌株

为腹泻强毒株(仅不携带ces基因),15株同时携带肠

毒素基因entFM、bceT和细胞毒素基因cytK,有14
株携带呕吐毒素基因ces,该38株菌株均来自熟制米

面制品、学生午餐、熟肉制品。
 

2.4 蜡样芽孢杆菌的PFGE分型结果 对89株蜡

样芽孢杆菌进行PFGE和聚类分析,可分为85个带型,
见图1。NotⅠ酶切可得5~12条DNA片段。编号为

QPBC16005和QPBC16006的菌株、QPBC17028和QP-
BC17029的菌株,图谱相似度为100%,QPBC18002、
QPBC18003和QPBC18004

 

3株菌株图谱相似度为

100%,为3种带型,且均分别源自同时间同一采样地

点的不同样本,其余82株带型之间均存在不同程度

差异。

  注:A 为 QPBC17028和 QPBC17029的 PFGE 图 谱;B为 QP-
BC16005和QPBC16006的PFGE图谱;C为QPBC18002、QPBC18003
和QPBC18004的PFGE图谱。

图1  89株蜡样芽孢杆菌中用NotⅠ酶切的相似度为

100%的菌株PFGE图谱

3 讨  论

  本研究对上海市青浦区2016-2020年5类729
份食品进行检测,共检出蜡样芽孢杆菌89株,检出率

为12.21%,且 菌 含 量 低 于 国 家 致 病 菌 限 量(105
 

CFU/g),低于我国39个城市的蜡样芽孢杆菌的总检

出率(35.00%[11]),以及吉林市的32.90%[12]、宝鸡市

的17.65%[13],提示本地区蜡样芽孢杆菌污染具有地

区和食品种类特色。受污染样品来源以餐饮服务环

节为主,提示应加强餐饮服务环节的菌株污染监测。
本地区食品检出蜡样芽孢杆菌以熟制米面制品、学生

午餐、熟肉制品为主,与王炜等[14]、HUSSEIN等[15]研

究蜡样芽孢杆菌主要污染对象的结论一致,这些食品

类别作为即食性食品引起食源性疾病风险较高,提示
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青浦区需要关注即食性食品在餐饮服务环节被污染。
本研究确证试验和生化分型试验结果证明,青浦

区流行生化株为蜡样芽孢杆菌2型,提示应对该流行

生化分型多加关注。本研究发现生化分型数据有助

于菌株来源分析,但操作复杂、试剂繁多、所需时间

长,且存在不能分型的菌株,后续通过毒力基因PCR
(小于24

 

h)和PFGE(小于60
 

h)对此加以补充,探讨

快速确定菌株型别、加快事件分析速度的试验选择,
提升检测效率。

本地区毒力基因携带情况呈多样化:89株蜡样芽

孢杆菌中nheA、nheB、nheC任意一种基因携带率高

达100.00%,与 KONG等[16]、YU 等[17]研究中nhe
基因 的 携 带 情 况 高 度 一 致;腹 泻 相 关 基 因 hblA、
hblC、hblD

 

3种基因均携带率和nheA、nheB、nheC
 

3
种基因均携带率分别为42.70%、56.18%,其产生的

溶血素和非溶血素会导致强烈腹泻;张红芝等[4]的研

究提示携带ces呕吐毒素基因簇的菌株是引起呕吐型

食源性疾病的潜在因子,而本研究中蜡样芽孢杆菌携

带呕吐毒素基因ces高达14株且均污染即食性食品

(熟制米面制品、学生午餐、熟肉制品),增加了发生食

源性疾病的风险。以上提示本区域应加强食品风险

监测和食品安全管理,并应对区域内腹泻和呕吐事件

多加关注。
PFGE结果显示,青浦区蜡样芽孢杆菌分子分型

呈现多态性。同时,蜡样芽孢杆菌菌株编号为 QP-
BC16005和 QPBC16006两 株、QPBC17028和 QP-
BC17029 两 株、QPBC18002、QPBC18003 和 QP-
BC18004

 

3株的PFGE图谱相似度为100%,分别为3
种带型,均分别源自同时间同一采样地点不同样本,
均污染即食性食品,是食品操作环节不当导致的交叉

污染(受到相同菌株污染),提示PFGE分型可以实现

食品污染的有效溯源,且本区域需提高食品操作环节

卫生要求。剩余82株蜡样芽孢杆菌的条带类型分布

表明菌株之间无明显聚集性,说明青浦区蜡样芽孢杆

菌在遗传特征上目前仍呈高度多样性。
综上所述,本研究分析了蜡样芽孢杆菌在青浦区

的污染情况、生化分型、呕吐和腹泻相关的毒力基因

携带情况、PFGE分型结果,分析污染食品的潜在风

险,探讨快速确定菌株型别检测方法的选择,为评估

青浦区食品中蜡样芽孢杆菌污染危害提供重要数据

支持。
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