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摘　 要:蜡样芽孢杆菌是一种常见的食源性致病菌,可通过污染乳制品、米饭、散装熟肉制品和豆制品等食品引起

婴幼儿及成人食物中毒。 采用准确、高效的蜡样芽孢杆菌检测方法,是预防食源性蜡样芽孢杆菌病及食品安全质

量控制的关键。 蜡样芽孢杆菌检测方法主要包括细菌培养分离鉴定法、免疫学检测方法和核酸检测方法等。 本文

总结了各类检测方法的核心技术特征和应用实例,为食源性蜡样芽孢杆菌的快速检测方法的研发和使用提供

思路。
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Abstract:
 

Bacillus
 

cereus
 

is
 

a
 

common
 

foodborne
 

pathogen
 

that
 

can
 

cause
 

food
 

poisoning
 

in
 

infants,
 

students
 

and
 

adults
 

by
 

contaminating
 

foods
 

such
 

as
 

dairy
 

products,
 

rice,
 

cooked
 

meat
 

and
 

soybean
 

products.
 

The
 

use
 

of
 

accurate
 

and
 

efficient
 

Bacillus
 

cereus
 

detection
 

method
  

is
 

the
 

key
 

to
 

the
 

prevention
 

of
 

foodborne
 

Bacillus
 

cereus
 

disease
 

and
 

food
 

safety
 

quality
 

control.
 

Detection
 

method
  

of
 

Bacillus
 

cereus
 

mainly
 

including
 

bacterial
 

culture
 

isolation
 

and
 

identification,
 

immunological
 

detection
 

and
 

nucleic
 

acid
 

detection.
 

This
 

paper
 

summarizes
 

the
 

core
 

technical
 

features
 

and
 

application
 

examples
 

of
 

each
 

type
 

of
 

detection
 

method
 

,
 

and
 

provides
 

ideas
 

for
 

the
 

development
 

and
 

use
 

of
 

rapid
 

detection
 

method
  

for
 

foodborne
 

Bacillus
 

cereus.
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　 　 蜡样芽孢杆菌(Bacillus
 

cereus) ,是产芽孢革兰

阳性菌,可分为非致病型和致病型。 非致病型蜡样

芽孢杆菌可作为饲料添加剂改善畜禽肠道菌群。
致病型蜡样芽孢杆菌可通过分泌肠毒素 [ 1] 和催吐

毒素 [ 2] ,引起患者恶心、呕吐 [ 3] 、腹痛和腹泻 [ 4] 等疾

病 [ 5] ,是常见的食源性致病菌。 蜡样芽孢杆菌检测

方法的研究与应用对于保障食品安全具有重要

意义。
本文回顾了国内外蜡样芽孢杆菌引发的食品

安全事件及其流行特征,进而对现有蜡样芽孢杆菌

检测方法的技术特征进行了对比,以期为蜡样芽孢

杆菌检测方法的研发和应用提供参考。

1　 蜡样芽孢杆菌与食品安全

根据蜡样芽孢杆菌引起的食物中毒症状,可将

其分为呕吐型和腹泻型蜡样芽孢杆菌。 呕吐型蜡

样芽孢杆菌分泌呕吐毒素,该毒素对高温和酸碱环

境耐受性强,在食品加工过程中不易被分解,能引

起患者恶心、呕吐、甚至肝衰竭等病症。 腹泻型蜡

样芽孢杆菌可产生溶血素、非溶血肠毒素、肠毒素

和细胞毒素 K 等多种毒素,引起水样腹泻和腹痛等

症状。
最经典的食源性蜡样芽孢杆菌疾病称为 “ 炒
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图 1　 蜡样芽孢杆菌疾病的食物传播途径示意图

Figure
 

1　 The
 

food
 

spread
 

route
 

of
 

Bacillus
 

cereus
 

disease

饭综合征” ,是误食被蜡样芽孢杆菌污染的米饭引

起的食物中毒 [ 6] 。 涉及蜡样芽孢杆菌病的食品种

类较多,除米饭外,常见的问题食品主要为即食食

品,如乳制品 [ 7] 、熟肉 [ 8] 、豆制品 [ 9] 、奶茶 [ 7] 等,且问

题食品的外观、气味和口感很难被消费者察觉 ( 见

图 1) 。 1986—2007 年,我国发生了 299 起蜡样芽孢

杆菌食物中毒事件,中毒人数多达 12
 

952 人,其中

呕吐人数占比 75. 9%,腹泻人数占比 11. 4% [ 10] 。 根

据中国疾病预防控制中心卫生应急中心 2017 年发

布的中国食物中毒事件数据,由蜡样芽孢杆菌引起

的食 物 中 毒 人 数 占 2017 年 食 物 中 毒 总 人 数 的

3. 63%,高于致泻大肠埃希菌( 3. 36%) [ 11] 。 2019 年

食品调查研究报道显示,采集自我国 39 个城市的

860 份即食食品样品中,蜡样芽孢杆菌的检出率高

达 35% ( 302 / 860 ) , 其中米面样本检出率为 50%
(59 / 119) ,熟肉样本中检出率为 34% ( 224 / 656) ,且
该菌携带多种致病基因,耐药性较强,给食品带来

的安全隐患不容小觑 [ 12] 。 同年,中华人民共和国国

家卫生健康委员会将蜡样芽孢杆菌病列入《食源性

疾病监测报告工作规范》 。

2　 蜡样芽孢杆菌的检测方法

2. 1　 细菌培养分离鉴定方法

根据我国食品微生物检验标准 GB
 

4789. 14—
2014《食品安全国家标准 　 食品微生物学检验 　 蜡

样芽孢胞杆菌检验》 所述,蜡样芽孢杆菌的检验流

程为“采集样品→选择性增菌培养→表型鉴定→生

化鉴定” 。 经典的蜡样芽孢杆菌选择性培养基为甘

露醇卵黄多黏菌琼脂基础培养基( Mannitol
 

egg
 

yolk
 

polymyxin,MYP) ,其含有多黏菌素 B,可抑制大多数

杂菌的生长 [ 13] ;蜡样芽孢杆菌在该固体培养基中可

长出淡粉色菌落,菌落周围有白色沉淀环。 蜡样芽

孢杆菌的经典生化鉴定反应阳性指标约有 15 余种,
包括革兰染色 ( +) 、羊红细胞溶血 ( +) 、卵磷脂酶

( +) 、甘露醇产酸 ( +) 、卵黄反应 ( +) 、过氧化氢酶

( +)和硝酸盐还原( +)等。

我国现行食品安全标准尚未规定蜡样芽孢杆

菌的检出量,但在《食品安全国家标准
  

散装即食食

品中致病菌限量( 征求意见稿) 》 中建议以米、面为

主要原料制作的食品,其蜡样芽孢杆菌检出量应低

于 1. 0× 105
 

CFU / mL。 许姣等 [ 7] 在现制现售奶茶中

检出蜡样芽孢杆菌,其菌落数量达到 4. 56×104
 

CFU /
mL;杨高继等[ 14] 从糙米中分离鉴定了 5 株蜡样芽孢

杆菌,并对其产毒能力进行了分析评价。 尽管细菌培

养分离鉴定法应用十分广泛,但也存在检测过程繁

琐、耗时较长等不足。 因而在处理大批量食品样品时

检测效率偏低,不适于现场快速检测。
2. 2　 免疫学检测方法

2. 2. 1　 酶联免疫吸附试验

ZHU 等 [ 15] 以蜡样芽孢杆菌全菌作为抗原制备

兔多克隆抗体,基于双抗体夹心酶联免疫吸附试验

( Enzyme
 

linked
 

immunosorbent
 

assay,ELISA)技术研

发了可用于肉制品中蜡样芽孢杆菌的快速检测方

法,检测灵敏度为 900
 

CFU / mL。 SIELE 等 [ 16] 采用

BCET-RPLA 试剂盒和 BDE
 

VIATM 试剂盒,以蜡样

芽 孢 杆 菌 所 产 非 溶 血 肠 毒 素 ( Non-haemolytic
 

enterotoxin,NHE)和溶血素( Hemolysin
 

BL,HBL) 肠

毒素为靶标进行 ELISA 检测。 ELISA 检测一般在

96 孔板中进行,允许在一次实验中测定多个样品,
因而检测通量较高。 需要注意的是,样品底色接

近 ELISA 阳 性 反 应 颜 色 时, 会 干 扰 检 测 结 果 的

判读。
2. 2. 2　 胶体金

蜡样芽孢杆菌胶体金检测方法的建立,需要制

备和筛选稳定可靠的单克隆抗体,重组表达特异性

抗原作为阳性对照;此外,抗原抗体与氯金酸颗粒

结合不稳定时易脱落,检出率降低。 一般实验室难

以熟练制作胶体金试纸条,故鲜有蜡样芽孢杆菌胶

体金检测方法的研究报道。 德国默克密理博公司

研制了蜡样芽孢杆菌溶血素和非溶血肠毒素胶体

金检测试纸条 [ 17] ,检测前 1
 

d 需要采用 MYP 培养

基选择性增菌培养受试菌株,试纸条检测时间仅为



食源性蜡样芽孢杆菌的危害及其检测方法研究进展———王琼,等 —635　　 —

30
 

min。 由于不同株型的蜡样芽孢杆菌产毒能力不

同,以少数毒素作为检测靶标可能导致漏检。 但与

ELISA 相比胶体金的操作步骤简便,反应结果更加

直观,适用于现场检测。

表 1　 蜡样芽孢杆菌的常见分子标识物

Table
 

1　 Typical
 

molecular
 

markers
 

of
 

Bacillus
 

cereus
标识物类型 名称 毒素 基因名称

保守基因 — — 16S
 

rRNA[ 18] 、rpo
 

B [ 19] 、gyr
 

B [ 20]

毒力因子 溶血素 Hemolysin
 

BL,
 

HBL hblA[ 21] 、hblC [ 21] 和 hblD[ 21]

非溶血肠毒素 Non-haemolytic
 

enterotoxin,
 

NHE nheA[ 21] 、nheB [ 21] 和 nheC [ 21]

肠毒素 Enterotoxin
 

FM,
 

EntFM entfm[ 22]

细胞毒素 K Cytotoxin
 

K,
 

CytK cytk[ 23]

2. 3　 核酸检测方法

2. 3. 1　 聚合酶链反应

ROBERTO 等 [ 20] 针对蜡样芽孢杆菌的 gyrB 基因

建立了蜡样芽孢杆菌聚合酶链式反应 ( Polymerase
 

chain
 

reaction,PCR) 检测体系,并用细菌培养分离

鉴定方法进行验证, 两种方法结果符合率较高。
SADEK 等 [ 23] 采集 205 份市售婴幼儿辅食样品进行

生化检验,其中蜡样芽孢杆菌的检出率为 21. 95%
(45 / 205) ;进一步通过 PCR 技术对上述 45 份阳性

样品中的蜡样芽孢杆菌进行毒力基因分型,在 43 份

样品中检测到蜡样芽孢杆菌的细胞毒素编码基因

cytk,在 32 份样品中检测到非溶血肠毒素编码基因

nheC,在 5 份样品中检测到溶血素 BL 编码基因

hblA。 常规 PCR 方法检测成本低、操作简便,适用

于大量样本的快速筛查,但由于其灵敏度偏低,靶

基因单一,可能会出现漏检和假阳性的情况。
 

2. 3. 2　 多重 PCR
SOLEIMAIN 等[ 21] 采 集 了 80 份 不 同 含 肉 量

(30%、60%、90%)的汉堡,针对蜡样芽孢杆菌的 NHE
和 HBL 毒素的编码基因 ( nheA、 nheB、 nheC、 hblA、
hblD、hblC)建立了多重 PCR 检测方法,从 14 份样品

中检出 NHE 毒素编码基因(nheA、nheB、nheC),5 份

样品中检出 HBL 毒素编码基因(hblA、hblD、hblC)。
多 重 PCR ( Multiplex

 

polymerase
 

chain
 

reaction,
multiplex

 

PCR)的检测通量相比普通 PCR 要高,适用

于多种靶基因的并行检测。 然而,多重 PCR 反应需

要在扩增反应体系中加入 2 对以上引物,致使引物之

间存在竞争关系。 未经深度优化的多重 PCR 检测方

法,其检测结果往往不够稳定可靠。
2. 3. 3　 实时荧光定量 PCR

根据实时荧光定量 PCR ( Real
 

time
 

fluorescent
 

polymerase
 

chain
 

reaction,
 

qPCR)荧光发光原理的不

同可将其分为普通荧光染料法和荧光探针法。 普

通荧光染料法的染料可与扩增产物双链 DNA 结合。
FORGHANI 等 [ 24] 针对基因 gyrB、hly、nuc 设计特异

性引物建立的 SYBR
 

Green 检测方法,可在不增菌

的条件下鉴定出蜡样芽孢杆菌,检测限为 37
 

CFU /

mL。 需要注意的是,SYBR
 

Green 可与 PCR 反应中

产生的所有 DNA 双链分子结合,因此引物二聚体以

及非特异性产物等会干扰实验结果。 荧光探针法,
即带有荧光 / 猝灭基团的寡聚核苷酸,在扩增循环

反应中每合成一次新链,荧光猝灭基团就会分离释

放一次荧光信号。 FERNÁNDEZ-NO 等 [ 18] 以蜡样芽

孢杆菌 16S
 

rRNA 为目的基因设计了引物,同时采

用 TaqMan 探针法构建实时荧光定量 PCR 反应体

系;芽孢杆菌的扩增 C t 值在 14 ~ 15 之间,非芽孢杆

菌的扩增 C t 值在 28. 5 以上,临检结果表明该方法

特异性良好。 我国出入境检验检疫行业标准采用

TaqMan 探针法制定了 《 出口食品中蜡样芽孢杆菌

快速 检 测 方 法
  

实 时 荧 光 定 量 PCR 法 》 ( SN / T
 

3932—2014) ,规定一般检测样本 C t 值小于 35. 0 时

判读为蜡样芽孢杆菌阳性样品,需进一步采用 GB
 

4789. 14—2014 确证。 qPCR 可将荧光信号的检测

量与 PCR 产物的形成相统一。 与普通 PCR 相比,
实时荧光定量 PCR 在很大程度上避免了外部干扰

因素对 PCR 过程造成的污染问题,使检测的特异性

较高,但检测成本较高。
2. 3. 4　 环介导等温扩增技术

环介导等温扩增( Loop-mediated
 

isothermal
 

am-
plification,LAMP )技术扩增原理更加复杂,与 PCR
差别较大:通常需 4 ~ 6 条引物参与扩增,约 65

 

℃
恒温反应,扩增效率极高,灵敏度与荧光定量 PCR
相同。 贾雅菁等 [ 25] 根据蜡样芽孢杆菌 hblA 基因

建立了 LAMP 荧光快速检测方法,检测灵敏度为

8. 2
 

CFU / mL,反应时间仅 20
 

min。 由于 LAMP 检

测方法的灵敏度达到了荧光级别,并且检测过程

不需要借助贵重的精密仪器设备,具有良好的现

场检测应用前景。 为了保障 LAMP 检测结果的准

确性,还需解决 2 个问题:第一是设计 LAMP 引物

组时,建议利用 NCBI_ Primer
 

Blast 在细菌基因组

全库检索分析 LAMP 引物特异性,降低引物错配

导致的非特异性扩增;第二是 LAMP 检测反应结

束后避免开盖,防止高浓度核酸气溶胶污染环境

和样品,导致假阳性结果产生。
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表 2　 蜡样芽孢杆菌常见检测方法的优缺点

Table
 

2　 Advantages
 

and
 

disadvantages
 

of
 

detection
 

methods
 

for
 

Bacillus
 

cereus
检测方法 优点 缺点 灵敏度

细菌培养分离鉴定方法[26] 可信度高 操作过程繁琐,易漏检 20 ~ 20
 

020
 

CFU / mL[26]

酶联免疫吸附试验[15] 灵敏度高 特异性较差,耗资较大 9
 

009. 0×102
 

CFU / mL[15]

胶体金[17] 便携性强,检测时间短,灵敏度高 制作过程复杂,可能漏检 NHEB 毒素,6
 

ng / mL;HBL 毒素,20
 

ng / mL[17,27]

普通 PCR[20] 过程简单 灵敏度较低,易出现漏检和假阳性 3. 74×103
 

CFU / mL[28]

多重 PCR[21] 检验效率高 易出现假阳性 1. 91×103
 

CFU / mL[29]

实时荧光定量 PCR[24] 灵敏度高,特异性强 检测成本较高 37
 

CFU / mL[24]

LAMP 检测方法[25] 过程简单,耗时短 易出现假阳性 8. 2
 

CFU / mL[25]

3　 展望

蜡样芽孢杆菌的芽孢具有耐高温的特性,一般

食品企业、餐厅和居民采用的食品消毒方法不能满

足杀灭蜡样芽孢杆菌芽孢的要求。 建议尽量食用

新鲜的米饭、乳制品和熟肉等食物,避免摄入隔夜

冷藏食品,以降低感染蜡样芽孢杆菌的风险。
蜡样芽孢杆菌快速检测方法的研发与应用,是

做好食源性蜡样芽孢杆菌监测工作,切实保护百姓

“舌尖上的安全” 的技术保障。 熟知蜡样芽孢杆菌

各类检测方法的特征,立足实际检测需求,合理选

用检测方法,是开展蜡样芽孢杆菌快检工作和保障

食品安全的基本要求。
从流行病学调查结果分析发现,食源性蜡样芽

孢杆菌病多以呕吐型为主,但是大多数蜡样芽孢杆

菌检测方法受到传统食源性疾病观念的限制,仍将

腹泻型蜡样芽孢杆菌作为主要检测对象,可能造成

呕吐型蜡样芽孢杆菌的漏检。 建议重视对呕吐型

蜡样芽孢杆菌的检测,选用与呕吐相关的毒力基因

或毒力蛋白作为生物标志物,研发更加准确、可靠、
便携的蜡样芽孢杆菌快速检测方法。
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·资讯·

重金属和类金属污染物对中国商业猪场粪便
微生物群落结构的影响研究

由国家食品安全风险评估中心彭子欣等在 Science
 

of
 

the
 

Total
 

Environment 期刊发表的《重金属和类金属

污染物对中国商业猪场粪便微生物群落结构的影响研究》 ( Effects
 

of
 

metal
 

and
 

metalloid
 

pollutants
 

on
 

the
 

microbiota
 

composition
 

of
 

feces
 

obtained
 

from
 

twelve
 

commercial
 

pig
 

farms
 

across
 

China),详细分析了中国部分地

区商业饲养猪在育肥早期和晚期粪便内重金属和类金属污染及微生物群落结构情况。 猪育肥早期粪便中,

Zn、Cr 与 Fe 含量高于晚期,而 Cu、Mn、Al、Pb、As 和 Cd 含量在猪育肥早期与晚期相近。 16SrRNA 扩增子测

序发现猪育肥早期粪便中微生物在门水平多样性更为丰富,育肥早期和晚期粪便中细菌群落结构在种水平

上差异显著。 CCA 分析发现猪粪便中细菌群落结构变化与特定环境及金属污染情况有关,猪日龄和粪便中

Zn 含量对微生物群落组成影响最大。 与育肥早期粪便中微生物群落组成相比,晚期阶段猪粪中含有与人类

疾病相关的基因显著增高,提示育肥晚期猪粪便对人群健康影响更大。 本研究为我国猪粪便中重(类)金属

和致病菌的精准防控提供了科学依据。

详情请登录网址:

https: / / www. sciencedirect. com / science / article / abs / pii / S0048969718329954


