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摘$要!目的$了解红河州食源性蜡样芽胞杆菌毒力基因的携带情况!为食源性食物中毒的防治提供参考依据"

方法$采用 .0<方法对 &)%% 年 % 月至 &)%! 年 > 月红河州收集到的 ’% 株食源性蜡样芽胞杆菌 %) 种毒力基因进行

检测" 结果$分离菌株普遍携带肠毒素毒力基因并且所有菌株均至少携带一种肠毒素基因!而呕吐型毒力基因只

有一株菌携带" 结论$红河州食源性蜡样芽胞杆菌基因携带以腹泻型为主!且携带率较高!对食品安全和公共健

康存在潜在威胁"
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$$蜡样芽胞杆菌为革兰阳性产芽胞的大杆菌"
是一种常见的食源性致病菌) 世界卫生组织之前
的一份报告显示 ’%( "蜡样芽胞杆菌是巴氏杀菌食
品中最常见的食源性细菌) 根据 &))" 年我国突
发公共卫生事件报告管理信息系统统计"我国细
菌性食物中毒中由蜡样芽胞杆菌引起的食物中毒
在发生起数和发病人数方面均居前三位 ’&( ) 蜡样
芽胞杆菌是条件致病菌"偶尔能导致人的眼部感
染"甚至心内膜炎*脑膜炎和菌血症等疾病"但常
见的是导致两种不同类型的食物中毒&腹泻型和
呕吐型 ’’( ) 蜡样芽胞杆菌产生 * 种不同的肠毒素
和一种呕吐毒素) * 种肠毒素包括 & 个三元毒素&
溶血素$ DIH%和非溶血肠毒素 $ LDM% #以及 ’ 个单
一基 因 产 物&细 胞 毒 素 Z$B[NZ% *肠 毒 素 W-
$MLNW-%和肠毒素 5$ IBM5% ’’/!( #呕吐毒素 BM]MPHĜM
是一种十二肽环状毒素对热和酸稳定"由非核糖

体多肽合成酶 $9.<;% 所合成 ’*( ) 本试验采用
.0<方法对 &)%% 年 % 月到 &)%! 年 > 月从红河州
分离 到 的 ’% 株 蜡 样 芽 胞 杆 菌 先 进 行 种 基 因
$ "#$,%的复核再进行各项毒力基因检测) 以便掌
握红河州蜡样芽胞杆菌的分子流行病学特征"为
其引起的食源性疾病的预防和治疗提供参考)

%$材料与方法
%=%$材料
%=%=%$菌株来源

从 %** 份米面制品和 *& 份奶粉中分离到 ’% 株
蜡样芽胞杆菌) 蜡样芽胞杆菌 $00500>’)’" %
’$,500%!*#> %类似株(* $W;00%%*))% % ’0-00
$Q%+’’)% 类似株(作为基因扩增阳性对照菌株)
$00500>’)’"%购于中国典型培养物菌种保藏中
心"$W;00%%*))%%购于广东省食品微生物安全工
程技术研究开发中心)
%=%=&$主要仪器与试剂

dMH/d\B凝 胶 成 像 系 统* .0< 扩 增 仪 $ -V
<8;8,<02.50/&))",Q4&#&) 5DM]EFHB[BHM]%*电
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泳仪 均 购 自 美 国 QG\/<F̂" 生 物 安 全 柜 $ 美 国
5DM]E\%"恒温培养箱"高速离心机"显微镜)

甘露醇多粘菌素培养基$-T.%等蜡样芽胞杆
菌生化试剂$北京陆桥技术有限责任公司%".0<反
应体系和 d9,分子量标准均购自宝生物工程 $大
连%有限公司".0<引物由上海生物工程技术服务
有限公司合成)
%=&$方法
%=&=%$蜡样芽胞杆菌分离鉴定

分离及鉴定方法参照 7Q@5!#">=%!!&))’
+食品卫生微生物学检验 蜡样芽孢杆菌检验 , ’ + (

进行)
%=&=&$蜡样芽胞杆菌 d9,提取

挑取 % f& 个菌落至装有 % EH)="*e灭菌生理
盐水的 8aaML^\]C管内"混匀) ! f" k"%& ))) ]@EGL
离心 %* EGL"弃上清液) 沉淀加入 %)) #H灭菌去离
子水"混匀) %)) k水浴加热 %& EGL"%& ))) ]@EGL
离心 *EGL"收集上清液作为 .0<扩增模板" l&) k
冻存备用)
%=&=’$.0<引物序列及产物片段大小

蜡样芽胞杆菌的种基因$d9,N\a\GK\EM]FKM$
的 "#$,%引物是参照 7MLQFL_ 序号为 ,Q%>)&&+=%
序列"利用 90Q4在线软件 a]GEM]/IHFKN设计"其他引
物序列参照相关参考文献"具体见表 %)

表 %$目标基因引物序列*浓度及产物片段大小
5FIHM%$.]GEM]KMYPMLBMC\]NDGKKNP^[

目的基因 引物序列$*h/’h%
产物片段
大小@Ia

"#$,

>26%’!(

>26(’!(

>264’!(

!>5%’!(

!>5,’!(

!>5(’!(

-#=W’!(

5!=L9’!(

2-57’#(

XNI3’*(

W&70,07575,705707,,,,,
<&55,,,0,,577077057570
W&70,,,,505,57,,57005,
<&70,505755075,,575555
W&005,50,,5,0505070,,
<&55500555755,5,070570
W&7,,,0,7775050,5,5555
<&0570,50555,57,,5,50,
W&5,,77,77770,,,0,7,,7
<&57,,5707,,7,70570550
W&0,,70500,7550,57077
<&7,5000,557575,00,557
W&,0,5,00555570,70,7,,0
<&00,00,70,,57,00,5,50
W&07,0750,0,,75575,,0,
<&0757575,,,5,000,755
W&75507550,775705775,0
<&,70577700575,075,055
W&55,0,55,00,77,0757055
<&57555757,5575,,550,77
W&7,0,,7,7,,,55505,07,70,,75,0,,5
<&70,7005500,,55,05005505700,0,75

!+!

""!

+>*

% )%"

#*>

>’*

+%"

*+*

!"+

!&#

+’*

%=&=!$.0<反应体系及反应温度$见表 &*’%

表 &$.0<反应体系

5FIHM&$.0<]MFBNG\L K[KNME

目的
基因

.0<
IPCCM]

^95.K
@$#E\H@3%

-X0H&
@$EE\H@3%

7’*酶
@S

引物浓度
@$#E\H@3%

模板
@#H

"#$, % m &)) %=* % )=* &
>26% % m &)) %=* % )=! &
>26( % m &)) %=* % )=! &
>264 % m &)) %=* % )=! &
!>5% % m &)) %=* % )=& &
!>5, % m &)) %=* % )=& &
!>5( % m &)) %=* % )=& &
-#=W % m &)) %=* % )=%* &
5!=L9 % m &)) %=* % )=)! &
2-57 % m &)) %=* % )=*) &
XNI3 % m &)) %=* % )=)* &

表 ’$.0<反应程序

5FIHM’$.0<]MFBNG\L a]\X]FE
目的基因 步骤 温度@k 时间@K 循环数

"#$,

>26%(4
!>5%,(
-#=W

2-57

XNI3

%
&
’
!
*
%
&
’
!
*
%
&
’
!
*
%
&
’
!
*

>* ’)) %
>* !*
+) +) ’)
#& +)
#& ’)) %
>* ’)) %
>* !*
*! +) ’)
#& %&)
#& ’)) %
>! %") %
>! !)
** !) ’)
#& +)
#& ’)) %
>* ’)) %
>* ’)
+) ’) ’)
#& +)
#& ’)) %

%=&=*$.0<产物分析
取 * #H.0<反应产物上样至 %=*e的琼脂糖凝

胶于 #) i电泳 &=* D"dMH/d\B凝胶成像系统观察并
拍照记录结果) 对模糊条带结果进行重复检测以
保证结果的可靠性)

&$结果
&=%$"#$,基因检出情况

’% 份样品中"&" 份检出 "#$,阳性"’ 份阴性)
其中 &% 份来源于米面制品"# 份来源于乳粉)
&=&$毒力基因检出情况

&" 份 "#$,阳性样品中 !>5(基因检出率最高为
%))e"XNI3 基因检出率最低为 ’=+e"具体见表 !)
根据每份样品的毒力基因携带情况可以将其分为
# 群"具体见表 *)
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表 !$毒力基因检出情况$! :&"%

5FIHM!$dMNMBNG\L \C‘G]PHMLBMXMLMK
目标基因 检出数@份 检出率@e
>26% %! *)=)
>26( %! *)=)
>264 %! *)=)
!>5% &+ >&=>
!>5, &# >+=!
!>5( &" %))=)
-#=W %> +#=>
5!=L9 &# >+=!
2-57 %" +!=’
XNI3 % ’=+

’$讨论
本次试验用 d9,N\a\GK\EM]FKM$的 "#$,基因

对用传统方法分离鉴定到的蜡样芽胞杆菌进行种
的符合鉴定"在 ’% 份样品中只有 &" 份呈阳性"蜡样
芽胞杆菌符合率为 >)=’e$&"@’%%) "#$,基因属于
信息通路中与 d9,复制*限制*修饰和修复有关的
蛋白编码基因"呈单拷贝"多数细菌都存在#一般位
于 $!&%0$:&O0S!’%0S!’X0$5-L0"#$,0$!&%基因簇中"
编码的是唯一一种能诱导 d9,负超螺旋的拓扑异
构酶!!!d9,促螺旋酶的 Q亚单位蛋白 "#$,"对细
$$$

表 *$毒力基因群分布
5FIHM*$dGKN]GIPNG\L \C‘G]PHMLBMXMLMK

来源 阳性数 群 % 群 & 群 ’ 群 ! 群 * 群 + 群 #

米面制品类 &% " % & " % ) %

乳粉类 # * ) ) % ) % )

合计
&"

$%))e%
%’

$!+=!e%
%

$’=+e%
&

$#=%e%
>

$’&=%e%
%

$’=+e%
%

$’=+e%
%

$’=+e%

注&群 %&携带有 >26%(4*!>5%,(基因及 -#=W*2-57*5!=L9基因#群 &&携带有 >26%(4*!>5%,(*5!=L9基因及 -#=W*2-57两者之一#群 ’&携带有
!>5%,(基因及 2-57*-#=W*5!=L9基因#群 !&携带有 !>5%,(基因以及 2-57*-#=W*5!=L9基因中的一个或两个#群 *&携带有 XNI3 以及 !>5%,(*
5!=L9基因#群 +&携带有 !>5,(基因及 5!=L9基因#群 #&只携带有 !>5(基因#括号内百分数为各群所占总数的百分率

菌 d9,的转录和复制很重要) 因不显现频繁的基
因横向转移并且基于该序列的分析与 d9,杂交同
源性分析有较好的一致性近年来常被选用于细菌
系统发育分析及细菌鉴定 ’"( ) 利用 .0<的方法对
"#$,基因进行扩增可以将形态与生化特性以及 %+;
]<9,都极其相近的蜡样芽胞杆菌和苏云金芽胞杆
菌快速地进行区分鉴定 ’>( ) 这相对于传统鉴定方
法缩短了检测时间并提高了检测效率)

仅从检出蜡样芽胞杆菌的样品检出情况来看"
米面制品的检出率为 %’=*e$&%@%**%"乳粉类的检
出率为 %’=*e$#@*&%"两者的检出率基本相同) 从
毒力基因的检出来看"腹泻型毒素基因普遍存在于
蜡样芽胞杆菌中"!>5%,(基因以及 5!=L9基因携带
率均超过了 >)e"并且其他肠毒素基因的携带率也
均超过了 *)e"而呕吐型毒素基因$XNI3%只有一
株菌携带"占 ’=+e$%@&"%"且同时携带有腹泻型毒
素基因 5!=L9和 !>5%,(这与 8DHGLX/;BDPHc等 ’%)(报
道的呕吐型基因 XNI3 和肠毒素基因 !>5*-#=W能够
同时携带结果相似) 当前的试验结果表明在红河
州食品监测中检出的蜡样芽胞杆菌主要为腹泻型)

由表 * 的结果可知"同时携带有完整的溶血性
肠毒素$>26%基因和非溶血性肠毒素$!>5%基因以及
其他肠毒素基因的菌株有 %! 株占 *)=)e$%!@&"%"
只携带有完整的非溶血性肠毒素$ !>5%基因和其他
肠毒素基因的菌株有 %& 株占 !&=>e$%&@&"%) >26
和 !>5都是由有 ’ 个基因编码的蛋白复合体"只有
在 ’ 种毒力组分同时存在才能表现出最大的毒
性 ’%%/%&( ) 提示红河州分离的这些蜡样芽胞杆菌毒

性和潜在的威胁都比较大)
本次试验检出有 %> 株菌携带有 -#=W基因"同

时还携带有其他毒力基因"在这几种肠毒素基因中
需要特别关注 -#=W基因"-#=W基因编码 ’! _d的细
胞毒素 Z蛋白"对人肠上皮细胞有较高的毒性 ’%’( "

且单独携带 -#=W基因的菌株非常少见"其可能具有
很高的毒力"3PL^ 等 ’%!(报道一起由只产生 B[NZ毒
素的蜡样芽胞杆菌引起的食物中毒事件导致
了 ’ 个人的死亡)

综上所述"了解食源性蜡样芽胞杆菌主要毒力
基因型"有助于红河州地区有关部门掌握分离株的
分子流行病学特征以及对强毒株的出现进行预警)
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