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研究报告
广州市白云口岸航空食品中金黄色葡萄球菌凝固酶基因分型及

肠毒素基因研究

何淑华!邓艳!戴金!黄燕琼!赵尚志!柏建山
!广州海关"广东 广州$)#%"U%#

摘$要!目的$对 &%#!(&%#) 年从广州市白云口岸航空食品中分离的金黄色葡萄球菌进行基因分型研究!为食源

性金黄色葡萄球菌分子溯源提供基础数据# 方法$以血浆凝固酶和肠毒素为目标基因!采用聚合酶链式反应&_?(’

方法对 ’ 株金黄色葡萄球菌进行基因分型!其中 - 株为航空食品分离株!# 株为配餐车间大门手拭分离株!& 株为标准

菌株# 肠毒素基因检测包括 ) 种传统肠毒素基因&1’%"1’4"1’6"1’#"1’’’和 - 种新型肠毒素基因&1’:"1’R"1’,"1’5"1’S"

1’.’# 结果$- 株航空食品分离株的血浆凝固酶基因扩增分型结果为 & 个 _?(型!酶切后得 ! 种亚型$肠毒素基因检

测结果显示有 & 株航空食品分离株含有肠毒素基因!检出率为 !!.!q&&/-’!检出的基因为 & 种传统肠毒素基因&1’6"

1’#’和 " 种新型肠毒素基因&1’:"1’R"1’5"1’S’!均同时携带 & 种以上肠毒素基因# 结论$血浆凝固酶基因扩增分型结

果显示!不同时间"不同采集地点存在相同的基因型!提示金黄色葡萄球菌存在交叉污染的可能性$航空食品分离株

共检出 - 种肠毒素基因!提示金黄色葡萄球菌基因型多样性!应加强其他新型肠毒素基因检测#
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$$航空食品作为旅客及机组人员在飞行途中的 用餐需要%质量安全至关重要%若突发食品安全事
件%空中应急措施有限%将严重影响飞行安全,
&%#!!&%#) 年广州市白云机场航空食品微生物污
染情况研究结果 *#+显示%白云机场口岸航空食品存
在食源性致病菌金黄色葡萄球菌污染, 金黄色葡
萄球菌是人类的一种重要病原菌%可引起多种严重
感染%其中%致病因子血浆凝固酶和肠毒素对肠道
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破坏性极大%可引起局部化脓感染和肺炎-伪膜性
肠炎-心包炎等全身感染%给公众生活和健康造成
不良影响 *&+ ,

为了解广州市白云口岸航空食品中分离的金
黄色葡萄球菌主要致病因子血浆凝固酶和肠毒素
基因分布及分型情况%本研究通过聚合酶链式反应
"_?(#方法检测血浆凝固酶基因-传统肠毒素基因
以及常见的 - 种新型肠毒素基因%旨在为金黄色葡
萄球菌的监控以及追踪污染源提供参考依据,

#$材料与方法
#.#$材料
#.#.#$菌株

本研究共 ’ 株金黄色葡萄球菌%其中 - 株为
&%#! 年 # 月― &%#) 年 #& 月广州市白云机场航空食
品分离株%# 株为航空食品配餐车间大门手拭分离
株%以及 & 株标准菌株"*Q??-)!,-*Q??&)’&!%广
东环凯微生物科技有限公司 #, ’ 株菌株信息见
表 #,

表 #$金黄色葡萄球菌菌株信息

Q9MBC#$$(%.,)/"6"6631%3:’31IAD9<= <=3:DK9A<:=
菌株编号 来源 分离时间
# 生食果蔬 &%#!.%).&#
& 热食食品 &%#!.%U.#U
! 大门手拭子 &%#!.##.%"
" 冷加工糕点-面包 &%#".%#.#)
) 热食食品 &%#".%’.#U
- 冷加工糕点-面包 &%#".##.%)
U 凉拌菜 &%#!.#%.&!
, 标准菌株"*Q??&)’&!# &%#).%".#,
’ 标准菌株"*Q??-)!,# &%#).%".#,

#.#.&$主要仪器与试剂
_?(扩增仪 "德国 L<:KCAD9#%凝胶成像系统

"法国 a<BMCD5:PDK9A#% Q4CDK:*& 生物 安全柜%
\9K9A:培养箱%675标准稀释仪%基本型均质器%电
泳槽%台式高速离心机,

微生物试剂和干粉培养基均购自广东环凯微
生物科技有限公司%T%’&内切酶"美国赛默飞#%
[@*聚合酶-基因组 [@*提取试剂盒-质粒小提试
剂盒-琼脂糖凝胶均购自宝生物工程"大连#有限公
司%引物由英潍捷基"上海#贸易有限公司合成%其
他分子生物试剂均购自上海生工生物工程有限
公司,
#.&$方法
#.&.#$菌株的制备

将保存于 nU% m金黄色葡萄球菌分离株接种
于脑心浸液肉汤"LX6#!U m培养 &" 4%取增菌肉汤
划线接种于L_平板 !U m培养 &" 4%连续活化 ! 次%

经过继代培养后观察菌株的溶血状态%选取 ! 溶血
明显血浆凝固酶阳性菌落进行试验,
#.&.&$[@*模板的提取

将所有金黄色葡萄菌菌株接种于 LX6肉汤置
于 !U m培养 &" 4, 培养物按试剂盒说明书进行操
作%[@*模板置于 n&% m冰箱备用,
#.&.!$_?(扩增
#.&.!.#$血浆凝固酶基因多态性

血浆凝固酶基因检测使用 ]ZX等 *!+使用的引
物%引物序列见表 &,

表 &$凝固酶基因多态性分型引物序列

Q9MBC&$_D<KCDIICRPC=2C:32:9>PB9IC>C=:AH;<=>;:BHK:D;4<2
_?(反应 引物 引物序列
第一次 _?(反应 上游 ?Z*]# )h+*Q*?Q?**??]*?]*?*??]+!h

下游 ?Z*]" )h+]*QQQQ]]*Q]**]?]]*QQ+!h

第二次 _?(反应 上游 ?Z*]& )h+?]*]*??**]*QQ?**?**]+!h

下游 ?Z*]! )h+***]****??*?Q?*?*Q?*+!h

$$第一次 _?(反应体系 " &) $B#$[@*模板
&.% $B%上-下游引物各 #.% $B% #% k_?( LP33CD
&.) $B%‘>?B& &.) $B%F@Q_‘<cAPDC#.% $B%A%B;BPI

酶 %.&) $B%不足部分由 FFX&Z补足, 反应条件$
’" m预变性 ! K<=’’" m变性 !% I%)) m退火 !% I%
U& m延伸 # K<=%循环 !% 次’U& m延伸 #% K<=,

第二次 _?(反应体系"&) $B#$取一次 _?(产
物 #.% $B%上-下游引物各 #.% $B%#% k_?(LP33CD
&.) $B%‘>?B& #.) $B%F@Q_‘<cAPDC#.% $B%A%B;BPI
酶 %.&) $B%不足部分由 FFX&Z补足, 反应条件$
’" m预变性 ! K<=’’" m变性 !% I%), m退火 !% I%
U& m延伸 # K<=%循环 !% 次’U& m延伸 #% K<=,

_?(产物采用T%’&酶切, 反应体系"&% $B#$
[@*模板 #%.% $B%#% kLP33CD&.% $B%X&Z- $B%
LIP(6& $B%轻弹混匀%点离后放 _?(仪上 !U m培
养 #- 4,
#.&.!.&$金黄色葡萄球菌肠毒素基因

金黄色葡萄球菌肠毒素 " GV#基因采用文献
*"+U+使用的引物%引物序列见表 !,

1’%-1’4-1’’-1’5-1’S-1’R-1’,-1’.基因反应体系
"&) $B#$[@*模板 &.% $B%上-下游引物各 %.) $B%
#% k_?(LP33CD&.) $B%‘>?B& &.% $B%F@Q_‘<cAPDC
&.% $B%A%B;BPI酶 %.&) $B%不足部分由 FFX&Z补
足, 1’#-1’:基因反应体系 " &) $B#$ [@*模板
&.% $B%上-下游引物各 #.% $B% #% k_?( LP33CD
&.) $B%‘>?B& &.) $B%F@Q_‘<cAPDC&.% $B%A%B;BPI
酶 %.&) $B%不足部分由 FFX&Z补足, 1’6基因反应
体系"&) $B#$[@*模板 &.% $B%相应的上-下游引
物各 #.% $B%#% k_?(LP33CD&.) $B%‘>?B& &.% $B%
F@Q_‘<cAPDC&.% $B%A%B;BPI酶 %.&) $B%不足部



!!-"$$ !
中国食品卫生杂志

?X6@VGVYZ7(@*5ZEEZZ[X\]6V@V &%#, 年第 !% 卷第 " 期

$$$表 !$金黄色葡萄球菌肠毒素基因引物序列
Q9MBC!$_D<KCDIICRPC=2C:3$(%.,)/"6"6631%3:’31

C=ACD:A:c<= >C=C

基因型 引物 引物序列")h+!h#
产物长
度/M;

1’%

1’4

1’6

1’#

1’’

1’:

1’R

1’,

1’5

1’S

1’.

]GV*(+# ]]QQ*Q?**Q]Q]?]]]Q]]
]GV*(+& ?]]?*?QQQQQQ?Q?QQ?]]
]GVL(+# ]Q*Q]]Q]]Q]Q**?Q]*]?
]GVL(+& ??***Q*]Q]*?]*]QQ*]]
]GV2(+# *]*Q]**]Q*]QQ]*Q]Q]Q*Q]]
]GV2(+& ?*?*?QQQQ*]**Q?**??]
]GVF(+# ??**Q**Q*]]*]****Q****]
]GVF(+& *QQ]]Q*QQQQQQQQ?]QQ?
G*+7"&%# Q]Q*Q]Q*Q]]*]]Q]Q**?
G*+V"#-# ]??***]?Q]Q?Q]*]
GV(# *]*Q]Q]QQQ]]**Q*???Q*Q
GV(& ?Q*Q?*]?Q]Q]]*]Q]?*Q
GV]+3:D ]QQ*]*]]*]]QQQQ*Q]
GV]+DCN QQ??QQ?**?*]]Q]]*]*
GVX+3:D ?**?Q]?Q]*QQQ*]?Q?*]
GVX+DCN ???***?*QQ*]?*??*
GV6+3:D ]]??*?QQQ*Q?*]]*?*
GV6+DCN **?QQ*?*]]?*]Q??*
GVY+3:D ]QQ?Q]]Q]]Q***??*
GVY+DCN ]?]]**?**?*]QQ?Q]*
GV_+3:D Q?****]*?*??]??**
GV_+DCN *QQ]Q??QQ]*]?*??*

#%&

#-"

")#

&U,

&#!

#&!

#’,

#U!

!&,

#!#

!’-

分由 FFX&Z补足,
1’%-1’4-1’’-1’#-1’:-1’6基因反应条件$’" m预

变性 ! K<=’’" m变性 !% I%), m退火 !% I%U& m延
伸 !% I%循环 !) 次’U& m延伸 U K<=, 1’5-1’S-1’R-
1’,-1’.基因反应条件$’" m预变性 ! K<=’’" m变
性 !% I%)! m退火 "% I%U& m延伸 !% I%循环 !% 次’
U& m延伸 U K<=,
#.&.!.!$扩增结果观察

取 ) $B扩增产物与 - k5:9F<=>LP33CD混匀后点
样于含 %.) $>/KB溴化乙锭的 &q琼脂糖凝胶中%于
紫外凝胶成像仪下观察 _?(扩增结果,

&$结果
&.#$血浆凝固酶基因扩增多态性分型结果
&.#.#$_?(扩增结果

第一次 _?(扩增见图 #*%根据扩增片段大小%
除泳道 U p’ 不同外%其余菌株扩增片段大小约 !%% p
)%% M;%差异不明显, 第二次_?(扩增见图 #L%根据
产物片段大小%可分为 ! 种 _?(型, 其中%_?(# 型
片段大小为 U)% p,)% M;%_?(& 型片段大小为
# %%% M;%_?(! 型为 # #%% M;,

注$*为第一次 _?(电泳图’L为第二次 _?(电泳图’‘为 [5&%%% [@*‘9DJCD’泳道 # pU 与表 # 样品编号对应%

泳道 ,-’ 分别为标准菌株 *Q??&)’&!-*Q??-)!,%泳道 #% 为空白对照

图 #$血浆凝固酶基因 _?(电泳图
E<>PDC#$6FC=A<><2A<=>DCIPBAI:32:9>PB9IC>C=:AH;CMH_?(

&.#.&$_?(产物酶切
血浆凝固酶基因产物用限制性内切酶 T%’&

消化后%显示了 " 种血浆凝固酶亚型"图 &#%亚型’
包括热食食品-冷加工糕点和面包-大门手拭子以
及标准菌株"*Q??-)!,#%亚型(为生食果蔬和凉
拌菜%亚型 & 为热食食品%亚型 ) 为标准菌株
"*Q??&)’&!#,
&.&$金黄色葡萄球菌肠毒素基因检测结果

本研究共检测 ## 种金黄色葡萄球菌肠毒素基
因%包括 ) 种传统肠毒素基因"1’%-1’4-1’6-1’#-1’’#
和 - 种新型肠毒素基因"1’:-1’R-1’,-1’5-1’S-1’.#%共
! 株金黄色葡萄球菌检出肠毒素基因%详细结果见
表 ",

注$‘为 [5&%%% [@*‘9DJCD’泳道 # pU 与表 # 样品编号对应%泳道

,-’ 分别为标准菌株 *Q??&)’&!-*Q??-)!,%泳道 #% 为空白对照

图 &$血浆凝固酶基因 T%’&酶切
E<>PDC&$T%’& DCIAD<2A<:= C=THKCF<>CIA:3A4C_?(

1’%-1’4-1’’-1’,-1’.基因的 _?(鉴定结果显示%
_?(扩增产物均没有预期大小的目的 [@*片段%
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$$$ 表 "$金黄色葡萄球菌肠毒素基因鉴定结果
Q9MBC"$6FC=A<3<29A<:= :3$(%.,)/"6"6631%3:’31C=ACD:A:c<= >C=C

菌株
传统肠毒素基因 新型肠毒素基因

1’% 1’4 1’6 1’# 1’’ 1’: 1’R 1’, 1’5 1’S 1’.

样品 # n n n n n n n n n n n

样品 & n n n n n n n n n n n

样品 ! n n n n n n n n n n n

样品 " n n i n n n i n i n n

样品 ) n n n i n i i n i i n

样品 - n n n n n n n n n n n

样品 U n n n n n n n n n n n
*Q??&)’&! n n n n n n i n i n n
*Q??-)!, n n n n n n n n n n n

空白对照 n n n n n n n n n n n

注$ i表示检出’ n表示未检出

预期片段位置分别为 #%&-#-"-&#!-#U!-!’- M;%见
图 !, 1’6基因的 _?(鉴定结果显示%泳道 " 的 _?(

扩增产物有预期大小"")# M;#的目的 [@*片段%其
余扩增产物均没有预期大小的目的 [@*片段, 1’#

基因的 _?(鉴定结果显示%泳道 ) 的_?(扩增产物
有预期大小"&U, M;#的目的 [@*片段%其余扩增产
物均没有预期大小的目的 [@*片段, 1’:基因的
_?(鉴定结果显示%泳道 ) 的 _?(扩增产物有预期
大小"#&! M;#的目的 [@*片段%其余扩增产物均没
有预期大小的目的 [@*片段, 1’R 基因的 _?(鉴
定结果显示%泳道 "-)-, 的 _?(扩增产物有预期大
小"#’, M;#的目的 [@*片段%其余扩增产物均没有
预期大小的目的 [@*片段, 1’5基因的 _?(鉴定结
果显示%泳道 "-)-, 的 _?(扩增产物有预期大小
"!&, M;#的目的 [@*片段%其余扩增产物均没有预
期大小的目的 [@*片段, 1’S基因的 _?(鉴定结果
显示%泳道 ) 的 _?(扩增产物有预期大小"#!# M;#

的目的 [@*片段%其余扩增产物均没有预期大小的
目的 [@*片段,

!$讨论
金黄色葡萄球菌是一种重要的致病菌%依赖于

不同的毒力因子%可引起医院各种感染%也可引起
食物中毒%金黄色葡萄球菌引起的中毒性食源性疾
病被命名为金黄色葡萄球菌食物中毒, 金黄色葡
萄球菌可产生多种毒素%致病性强%其毒力因子主
要包括肠毒素-溶血素-杀白细胞素以及一系列与
毒力相关的成分%如荚膜多糖-黏附素-血浆凝固
酶-耐热核酸酶等, 这些毒力因子在金黄色葡萄球
菌感染及致病的过程中具有重要的作用 *,+ , 血浆
凝固酶是金黄色葡萄球菌重要的致病因子%具有保
护病原菌不被吞噬或免受抗体结合等作用%随着分
子生物学技术在病原菌鉴定方面的广泛应用%凝固
酶基因越来越多应用于致病性金黄色葡萄球菌的

鉴定 *&+ , (*6‘7@[Z等 *’+ -]w5V(等 *#%+研究报道
由于凝固酶基因 !h末端重复序列可变区具有多态
性%酶切位点各有差异%所以根据酶切后片段长度
多态性对凝固酶基因进行二次分型%可弥补 _?(分
型后区分力不足的缺点, 本研究结合标准菌株
"*Q??&)’&!-*Q??-)!,#以及分离自航空食品和
航空配餐车间共 ’ 株金黄色葡萄球菌进行了凝固酶
基因扩增分型%结果显示航空食品分离株共 ! 种酶
切亚型%亚型’包括 &%#! 年的热食食品-&%#" 年的
冷加工糕点和面包%亚型(包括 &%#! 年的生食果蔬
和凉拌菜%亚型&为 &%#" 年热食食品%说明采集时
间-地点不相同也可存在相同的基因型%大门手拭
子分离株酶切类型为’型%根据监管部门提供资料
显示%大门手拭子采自热食配餐间外侧门%进一步
说明存在样品-人员交叉污染的可能性%应注意加
强食品安全操作规范,

肠毒素是金黄色葡萄球菌产生的一种耐热外
毒素%它的热稳定性非常高%经 #%% m煮沸 !% K<=

而不被破坏 *##+ , 本研究对 ’ 株金黄色葡萄球菌进
行 ## 种金黄色葡萄球菌肠毒素的检测发现%& 株航
空食品分离株共含有 - 种肠毒素基因%均为同时携
带 & 种以上肠毒素基因%与研究报道 *#&+#!+检出肠毒
素的金黄色葡萄球菌菌株中有 U%q以上能同时检
出 & 种或以上的肠毒素基因结果相同%提示金黄色
葡萄球菌肠毒素基因型的多样性, 本研究中 & 株航
空食品分离株中检出的 & 种传统肠毒素基因"1’6-
1’##和 " 种新型肠毒素基因"1’:-1’R-1’5-1’S#占已被
证实能够诱发胃肠炎综合症肠毒素基因 "1’%-1’4-
1’6-1’#-1’’-1’,-1’5-1’R# *#&+的 )%q""/,#%因菌株数
量较少%肠毒素检出率不能与其他报道作比较%_?(

方法检测不能证明肠毒素的产生%但 ## 种金黄色葡
萄球菌肠毒素基因检出 - 种%检出率达 )".)q
"-/###%提示有必要进行其他类型肠毒素基因的检
测分析%更好地掌握金黄色葡萄球菌肠毒素的分布
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注$*pb分别为 1’%-1’4-1’6-1’#-1’’-1’:-1’R-1’,-1’5-1’S-1’.基因的 _?(电泳图’‘为 [5&%%% [@*‘9DJCD’泳道 # pU 与表 # 样品编号对应%

泳道 ,-’ 分别为标准菌株 *Q??&)’&!-*Q??-)!,%泳道 #% 为空白对照

图 !$金黄色葡萄球菌肠毒素基因 _?(结果
E<>PDC!$6FC=A<><2A<=>DCIPBAI:3$(%.,)/"6"6631%3:’31C=ACD:A:c<= >C=CMH_?(

规律,
综上所述%血浆凝固酶基因扩增多态性结果提

示了金黄色葡萄球菌存在交叉污染的可能性%应规

范食品加工过程%提高相关工作人员卫生安全意
识%从源头控制污染%从而降低食源性疾病暴发和
传播, 从金黄色葡萄球菌肠毒素基因分型结果得



广州市白云口岸航空食品中金黄色葡萄球菌凝固酶基因分型及肠毒素基因研究!!!何淑华%等 !!-U$$ !

出%传统肠毒素检出率为 "%.%q"&/)#%新型肠毒素
检出率为 --.Uq""/-#%新型毒素较高的检出率不
容忽视%有研究 *#"+表明新型肠毒素与金黄色葡萄球
菌的致病性有着一定的相关性%它们不仅有可能引
起食物中毒%还可能造成一些非感染性过敏反应及
其他一些免疫系统疾病%进行其他类型肠毒素基因
的检测分析%从整体上把握金黄色葡萄球菌肠毒素
的分布特点%探明不同毒素基因型的金黄色葡萄球
菌规律性%为预防和制定食品安全监管提供参考依
据%为保障航空食品质量提供有力支持,
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市场监管总局关于发布(畜肉中卡拉胶的测定)食品补充检验方法的公告
%&%#, 年第 #% 号&

$$按照)食品补充检验方法工作规定*有关规定!)畜肉中卡拉胶的测定*食品补充检验方法已经国家市场
监督管理总局批准!现予发布#

特此公告#
附件%畜肉中卡拉胶的测定&LYG &%#,%"’

市场监管总局

二〇一八年六月十一日

&相关链接%4AA;%//I9KD1I9<21>:N12=/>>/&%#,%-/A&%#,%-#"d&U"-&-14AKB’


