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aPHKM̂/CGMĤ XMHMHMBN]\aD\]MKGKaFNNM]LKGL C\\̂I\]LM ^GKMFKM

GL‘MKNGXFNG\LKFL^ KP]‘MGHHFLBM’V((W\\̂I\P]LM.FND\XMLKFL^

dGKMFKM"&))+"’$%% &&)/’%(

论著
浓缩乳清蛋白粉及其制品中梭状芽胞杆菌的分离及鉴定
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摘$要!目的$采用多种方法对新西兰进口浓缩乳清蛋白粉及其制品#市售婴幼儿配方粉样品中分离的梭状芽胞

杆菌进行鉴定" 方法$根据分离菌株的生长特性#革兰氏染色#生化反应#普通显微镜和电子显微镜下形态特征等

表型特征!结合 %+; ]<9,基因克隆测序及基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱等结果!对分离菌株进行综合鉴

定" 结果$#" 份样品中有 %+ 份$&)=*e%被梭状芽胞杆菌污染!其中 & 份为浓缩乳清蛋白粉及其制品!%! 份为婴

幼儿配方粉样品" 共分离到梭状芽胞杆菌 %# 株!包括生胞梭菌 %& 株#拜氏梭菌 & 株!丁酸梭菌 & 株和第三梭菌 %

株" 结论$新西兰进口浓缩乳清蛋白粉及其制品中厌氧微生物污染严重!经鉴定污染的主要微生物为生胞梭菌"

关键词!浓缩乳清蛋白粉& 生胞梭菌& 鉴定& %+; ]<9,& 基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱& 婴幼儿配方乳粉&

食源性致病菌& 食品安全
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$$&)%’ 年 " 月 ’ 日"新西兰某企业从其生产的浓
缩乳清蛋白粉产品中分离到产芽胞的厌氧微生物"
其代谢产物对实验动物显示出类似肉毒毒素的毒
性"随之怀疑该批浓缩乳清蛋白粉产品可能受到肉
毒梭菌$(6)Q=$?S?@:2)=@6?!@:%污染"国际食品安全
当局网络$49WU;,9%随即向各国通报了-新西兰乳
制品企业在浓缩乳清蛋白粉中检出肉毒梭菌.的消
息"由此引发全球范围内该企业生产的浓缩乳清蛋
白粉及用该浓缩乳清蛋白粉生产的乳制品大批量
召回) 根据国家食品药品监督管理总局的部署"本
课题组对相关企业送检的新西兰召回批次问题浓
缩乳清蛋白粉*用问题浓缩乳清蛋白粉生产的婴幼
儿配方粉及含乳饮品样品*北京市场抽检与问题浓
缩乳清蛋白粉无关的婴幼儿配方粉样品进行了应
急检测"并对检出的主要微生物进行了鉴定)

%$材料与方法
%=%$材料
%=%=%$菌株

生胞梭菌$(;Q&)$)"5!5Q%标准株$0400%)’"*%
购自中国工业微生物菌种保藏中心$0400%)
%=%=&$样品

本试验样品共 #" 份"其中包括相关企业送检
的新西兰召回问题批次浓缩乳清蛋白粉样品
$R.0%& 份*用问题浓缩乳清蛋白粉生产的婴幼
儿配方粉样品 $.4W%%! 份和含乳饮品样品 !& 份*
北京市场抽检与问题浓缩乳清蛋白粉无关的婴幼
儿配方粉样品 &) 份)
%=%=’$主要仪器与试剂

i458Z& 0\EaFBN全自动微生物鉴定@药敏分析
系统*厌氧培养装置均购自法国 QG\EM]GMPO"普通
.0<仪$美国 Q4U/<,d%"基质辅助激光解吸电离飞
行时间质谱仪$-,3d4/5UW/-;"德国 Q]P_M]%"恒温
培养箱"生物安全柜$美国 3FIB\LB\%"冷冻离心机)

庖肉肉汤培养基$B\\_M̂ EMFNEM̂GPE%*胰蛋白
胨葡萄糖酵母浸膏肉汤培养基 $5.7T%*含铁牛乳
培养基均购自北京陆桥技术责任有限公司"哥伦比
亚血琼脂平板*革兰氏染液*,.4&),厌氧菌鉴定系
统*i458Z& ,9058;5Z45均购自法国梅里埃生物
制品有限公司"&94CD07iMBN\]0H\LGLXZGN*V-%)>

感受态细胞*d3&))) EF]_M]均购自日本 5FZF<F"
d9,提 取 试 剂 盒 $德 国 gGFXML %" & m.CP .0<
-FKNM]-GO购自天根生化科技 $北京%有限公司"乙
腈*三氟乙酸*"/氰基/!/羟基肉桂酸 $"/00,%均购
自美国 ;GXEF)
%=&$方法
%=&=%$菌株分离

参照 7Q@5!#">=%&!&))’ +食品卫生微生物检
验方法 肉毒梭菌及肉毒毒素检验 , 及美国 Wd,
+QFBNM]G\H\XGBFHFLFH[NGBFHEFLPFH$Q,-%&BDFaNM]%#
(6)Q=$?S?@:2)=@6?!@:&))%,方法"进行所有样品中肉
毒梭菌的分离 ’%/&( )
%=&=&$分离菌株鉴定

表型鉴定&分离菌株经纯化后"接种于哥伦比
亚血琼脂平板"’* k厌氧培养 !" D"进行菌落形态*
生长特性及溶血现象观察#另取单菌落革兰氏染色
后进行显微镜下特征观察"同时进行电子显微镜微
观镜像观察)

生化鉴定&分离菌株经纯化后"接种于哥伦比
亚血琼脂平板"’* k厌氧培养 &! D#一部分菌落按
照 ,.4&),操作说明进行生化鉴定"另一部分用
i458Z& 0\EaFBN全自动微生物鉴定系统进行生化
鉴定) 同时按照仪器操作要求将纯菌种接种于哥
伦比亚血琼脂平板"分别在厌氧及有氧条件下培
养"观察分离菌株的纯度及活性)

待用 ,.4&),完成鉴定后"另取该菌单菌落接
种于庖肉肉汤培养基中"’* k厌氧培养 !" D"取
% EH培养液接种于 %) EH含铁牛乳培养基内"$!+ s
)=*% k水浴中培养 & D"每小时观察培养液的-暴裂
发酵.现象"进行牛奶发酵补充试验)
%=&=’$%+; ]<9,基因克隆测序

d9,提取&挑取分纯后的菌种接种于哥伦比亚
血琼脂平板"’* k厌氧培养 &! D 后"按照 d9,提取
试剂盒操作说明书进行 d9,提取"提取后的 d9,
于 l&) k保存用于基因扩增)

基因扩增及扩增产物纯化&.0<反应体系
$*) #H%&& maCP .0<-FKNM]-GO&* #H"上下游引物
$上游引物 L4C&*h/,7,75557,500577050,7/’h"
下 游 引 物 INE& *h/,07705,0055755,07,055/
’h% ’’(各 )=* #H"d9,模板 & #H"用无菌蒸馏水补足
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至 *) #H)
.0<反应条件&>! k预变性 ’ EGL" >! k变性

’) K"** k退火 ’) K"#& k延伸 & EGL 进行 ’) 个循
环"最后 #& k延伸 * EGL"产物 ! k保存备用)

.0<产物检测及纯化&取扩增后的 .0<产物
* #H"%e琼脂糖凝胶中电泳"以分子量 %)) f& )))
Ia 的 -F]_M]作为参照"凝胶成像系统中成像) 确
定为阳性结果后".0<剩余产物经试剂盒纯化
后 l&) k保存)
%=&=!$.0<产物克隆及基因测序

.0<产物克隆按照 &94CD07iMBN\]0H\LGLX
ZGN操作说明书进行) 菌株克隆成功后"按照上述
.0<反应体系及条件"以 9CG 为引物进行 .0<确
认"结果为阳性的菌株送潍捷基 $上海%贸易有限
公司测序)
%=&=*$基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱仪
鉴定

分离菌株纯化后接种于哥伦比亚血琼脂平板"
’* k厌氧培养 &! D 后"取单菌落适量"加入 ’)) #H
无菌水混匀"再加入 >)) #H无水乙醇"%& ))) ]@EGL
离心 & EGL 后弃上清#加入 *) #H#)e甲酸"混匀后
加入 *) #H乙腈"%& ))) ]@EGL 离心 & EGL#取 % #H上
清置于样品靶上"室温晾干后用 % #H"/00,覆盖"
室温自然挥干后进行 -,3d4/5UW/-; 检测) 用
-,3d4QG\N[aM]&=) 软件进行数据处理"若得分在
&=’)) f’=))) 表示对所鉴定的细菌在种水平高度
可信"得分在 &=))) f&=&>> 表示在种水平鉴定可
信"得分在 %=#)) f%=>>> 表示在属水平鉴定可信"
得分在 )=))) f%=+>> 表示鉴定结果不可信)

&$结果
&=%$菌株分离结果

检测结果显示"#" 份样品中有 %+ 份 $&)=*e%
样品厌氧微生物检测结果阳性"其中包括 & 份问题
批次浓缩乳清蛋白粉样品及 %! 份婴幼儿配方粉样
品"共分离出 %> 株菌)
&=&$鉴定结果
&=&=%$菌落表型特性及显微镜下特征

%> 株菌在哥伦比亚血琼脂平板上的菌落形态
主要有 & 种&一种菌落呈白色"边缘不规则"根状生
长"不溶血"严格厌氧菌"菌落紧紧附着于培养基表
面生长"不易刮取#第二种菌落呈白色"边缘略不规
则"呈蜡状"溶血"兼性厌氧菌) 革兰氏染色后显微
镜下结果显示"%> 株分离菌均为革兰阳性杆菌"显
微镜下菌体形态可分为 & 类&%# 株 ,类杆菌有芽
胞"芽胞为卵圆形"大于菌体宽度"位于菌体的次极

端"使菌体呈匙形或网球拍状#& 株 Q类杆菌菌体成
短或长链"芽胞圆形或柱形"中生或近中生) 分离
菌株在哥伦比亚血琼脂平板 !" D 培养后电镜下可
见",类杆菌在菌体的次极端可见芽胞产生#Q类杆
菌未见芽胞产生) ,*Q两种杆菌经革兰氏染色后
显微镜和电镜下结果分别见图 %*&)

图 %$革兰氏染色结果$% ))) m%

WGXP]M%$7]FEKNFGLGLX\C,’-?66@Q,FL^ ,’-?66@QQ

图 &$电镜观察结果$%) ))) m%

WGXP]M&$8HMBN]\L EGB]\KB\a[\C,’-?66@Q,FL^ ,’-?66@QQ

&=&=&$%+; ]<9,基因克隆测序结果
%+; ]<9,基因克隆测序结果显示"%> 株杆菌

中有 %# 株被鉴定为梭状芽胞杆菌"其中 %& 株被鉴
定为生胞@肉毒梭菌$(=Q&)$)"5!5QM2)=@6?!@:%"& 株
为拜 氏 梭 菌 $ (=2?V5$:5!=Q%" & 株 为 丁 酸 梭 菌
$(=2@=#$?-@:%"% 株为第三梭菌 $(==5$=?@:%) 另外
& 株被鉴定为蜡样芽胞杆菌 $,’-?66@Q-5$5@Q%"因此
仅凭 %+; ]<9,基因克隆测序方法不能将生胞梭菌
和肉毒梭菌完全区分)
&=&=’$生化鉴定结果

,.4&),和 i458Z& 两种生化方法对 %# 株梭状
芽胞杆菌分离株的鉴定结果显示",.4&),将其中
的 %) 株鉴定为生胞@肉毒梭菌$这些菌株中的 > 株
也被 i458Z& 鉴定为生胞梭菌%"& 株被鉴定为梭状
芽胞杆菌属$而 i458Z& 将其中的 % 株鉴定为生胞
梭菌%#剩余 * 株菌均被鉴定为拜氏@丁酸梭菌$而
i458Z& 鉴定结果为 & 株双酶梭菌*& 株丁酸梭菌和
% 株第三梭菌%) 因此单凭 ,.4&),生化鉴定方法
不能将生胞梭菌和肉毒梭菌完全分开) 进一步的
牛奶发酵补充生化鉴定结果显示"%) 株被 ,.4&),

鉴定为生胞@肉毒梭菌的菌株"牛奶发酵试验结果
$$$



浓缩乳清蛋白粉及其制品中梭状芽胞杆菌的分离及鉴定!!!董银苹"等 !!>#$$ !

均为阴性$而肉毒梭菌在本项补充试验的结果应为
阳性%"所以生化鉴定方法最终将此 %) 株菌鉴定为
生胞梭菌)
&=&=!$-,3d4/5UW/-; 鉴定结果

%# 株梭状芽胞杆菌分离株的 -,3d4/5UW/-;
鉴定结果显示"%& 株被鉴定为生胞梭菌"& 株为拜氏

梭菌"& 株为丁酸梭菌"% 株为第三梭菌)
综合上述表型*生化*基因型和蛋白质谱等 ! 种

方法的鉴定结果"从浓缩乳清蛋白粉及其制品中分
离出的 %! 株梭状芽胞杆菌中的 %& 株被鉴定为生胞
梭菌"& 株为拜氏梭菌"& 株为丁酸梭菌"% 株为第三
梭菌) 具体结果见表 %)

表 %$浓缩乳清蛋白粉及婴幼儿配方粉中梭状芽胞杆菌分离株鉴定结果
5FIHM%$4̂MLNGCGBFNG\L \C(6)Q=$?S?@:GK\HFNM̂ C]\ER.0FL^ .4WKFEaHMK

菌株
编号

样品
编号

样品
是否问
题批次

培
养

溶血
鉴定结果

%+; ]<9,克隆
测序

,.4&),及补充
生化试验

i458Z&
-,3d4/5UW/

-;

综合鉴
定结果

% " .4W 否 , ! 第三梭菌 拜氏@丁酸梭菌 第三梭菌 第三梭菌 第三梭菌
& " .4W 否 , ! 拜氏梭菌 拜氏@丁酸梭菌 拜氏梭菌 拜氏梭菌 拜氏梭菌
’ %’ .4W 否 , ! 拜氏梭菌 拜氏@丁酸梭菌 拜氏梭菌 拜氏梭菌 拜氏梭菌
! %! .4W 否 , ! 生胞@肉毒梭菌 生胞梭菌 生胞梭菌 生胞梭菌 生胞梭菌
* %* .4W 否 , ! 生胞@肉毒梭菌 梭菌属 生胞@拜氏梭菌@难辨羧状芽胞杆菌 生胞梭菌 生胞梭菌
+ %> R.0 是 , ! 生胞@肉毒梭菌 生胞梭菌 生胞梭菌 生胞梭菌 生胞梭菌
# +’ .4W 否 , ! 生胞@肉毒梭菌 生胞梭菌 生胞梭菌 生胞梭菌 生胞梭菌
" +# .4W 否 , ! 丁酸梭菌 拜氏@丁酸梭菌 丁酸梭菌 丁酸梭菌 丁酸梭菌
> +> .4W 是 , ! 生胞@肉毒梭菌 梭菌属 生胞梭菌 生胞梭菌 生胞梭菌
%) #) .4W 是 , ! 生胞@肉毒梭菌 生胞梭菌 生胞梭菌 生胞梭菌 生胞梭菌
%% #& .4W 否 , ! 生胞@肉毒梭菌 生胞梭菌 生胞梭菌 生胞梭菌 生胞梭菌
%& #’ .4W 是 , ! 生胞@肉毒梭菌 生胞梭菌 生胞梭菌 生胞梭菌 生胞梭菌
%’ #! .4W 否 , ! 生胞@肉毒梭菌 生胞梭菌 生胞梭菌 生胞梭菌 生胞梭菌
%! #* .4W 是 , ! 生胞@肉毒梭菌 生胞梭菌 生胞梭菌 生胞梭菌 生胞梭菌
%* #+ .4W 是 , ! 生胞@肉毒梭菌 生胞梭菌 生胞@拜氏梭菌@难辨羧状芽胞杆菌 生胞梭菌 生胞梭菌
%+ ## .4W 是 , ! 丁酸梭菌 拜氏@丁酸梭菌 丁酸梭菌 丁酸梭菌 丁酸梭菌
%# #" R.0 是 , ! 生胞@肉毒梭菌 生胞梭菌 生胞梭菌 生胞梭菌 生胞梭菌

注& ,表示厌氧环境下培养#!表示不溶血#生胞@肉毒梭菌表示既可能是生胞梭菌"又可能是肉毒梭菌"以此类推

&=’$样品中菌相分布结果
本次检测的 #" 份样品中"& 份问题批次浓缩乳

清蛋白粉样品中均检出了生胞梭菌#用问题浓缩乳
清蛋白粉生产的同一品牌 %! 份婴幼儿配方粉样品
中 > 份检出了梭状芽胞杆菌"包括 # 株生胞梭菌和
& 株丁酸梭菌"其中 & 份样品还同时被生胞梭菌及
蜡样芽胞杆菌污染#市场抽检 &) 份与问题批次浓缩
乳清蛋白粉样品无关的婴幼儿配方粉中有 * 份检出
梭状芽胞杆菌"包括 ’ 株生胞梭菌*& 株拜氏梭菌和
% 株第三梭菌"其中从一个样品中同时检出拜氏梭
菌和第三梭菌#因此用问题批次乳清蛋白粉生产的
婴幼儿配方粉中生胞梭菌污染率高于市场抽检样
品"差异有统计学意义$Nt)=)*%) 此外"用问题批
次浓缩乳清蛋白粉生产的 !& 份含乳饮品样品均未
检出梭状芽胞杆菌"可能与含乳饮品中浓缩乳清蛋
白粉使用量较低有关)

’$讨论
虽然 %+; ]<9,测序广泛用于细菌的鉴定"但

生物的系统发育学和生理学并非总是相关) 本研
究结果显示"%+; ]<9,克隆测序结果并不能将生
胞梭菌和肉毒梭菌进行准确区分"这是因为生胞

梭菌和 ,型*Q型肉毒梭菌的 %+; ]<9,序列有
>>e以上同源"因此仅凭 %+; ]<9,测序结果难以
将生 胞 梭 菌 和 肉 毒 梭 菌 鉴 别 开) ,.4&),和
i458Z& 两种生化鉴定方法在鉴定过程中出现部
分菌株只鉴定到属水平"或某些项目下的鉴定结
果不一致的情况"这与两种生化鉴定方法所用试
剂不完全相同*以及菌株本身生化反应典型性等
有关) -,3d4/5UW/-; 是近年发展起来的一种全
新用于微生物鉴定和分型的技术"原理是细菌成
分解吸附并电离后"样品离子在加速电场作用下
通过飞行时间确定离子的质荷比"产生 -,3d4/
5UW/-; 特征峰"从而对样品进行定性和定量分
析 ’!( "具有鉴别同基因型菌株表面特异的解离物
质间微小差异的能力"可完成细菌种水平的鉴定
和分型"-,3d4/5UW/-; 方法在本研究中有着较好
的鉴定结果) 由此可见"单纯的一种细菌表型*基
因型或蛋白型的鉴定方法均不能对本研究分离菌
株进行准确鉴定"而将多种鉴定方法相结合进行
综合判断"可获得准确可靠的鉴定结果)

%+ 份梭状芽胞杆菌阳性样品均为婴幼儿配方
粉样品或浓缩乳清蛋白粉样品"而 !& 份用问题浓缩
乳清蛋白粉生产的含乳饮品样品均为阴性"与含乳
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饮品中浓缩乳清蛋白粉成分较少有关) 生胞梭菌
在本次检测样品中分离率最高"占所分离梭状芽胞
杆菌总数的 #)=+e$%&@%#%) 经统计学分析"与问
题浓缩乳清蛋白粉样品无关的婴幼儿配方粉样品
和问题浓缩乳清蛋白粉成产的婴幼儿配方粉样品
梭状芽胞杆菌检出率差异均有统计学意义 $Nt
)=)*%"由此可见"问题浓缩乳清蛋白粉生产的婴幼
儿配方粉样品梭状芽胞杆菌污染严重)

生胞梭菌与肉毒梭菌在生化及遗传学特性等
方面都非常相似"二者的区别在于生胞梭菌本身不
产生肉毒毒素"由于二者有相似的生物学特性"所
以生胞梭菌的检出可提示样品有被厌氧微生物污
染甚至肉毒梭菌污染的可能 ’*( ) 有报道称生胞梭
菌也可产生不同于肉毒毒素的其他有毒代谢产物
如溶血毒素等 ’+/"( ) QF]FKD 等 ’*(从婴儿型肉毒中毒
病例食用的配方粉中"分离到十几种梭状芽胞杆
菌"其中生胞梭菌分离率最高) 此外本研究还分离
到了第三梭菌*拜氏梭菌和丁酸梭菌 ’ 种梭状芽胞
杆菌) 目前国内外对生胞梭菌*第三梭菌*拜氏梭
菌和丁酸梭菌研究较少"其致病性及其致病机制亦
不清楚) 2FPKM]等 ’>(发现"肉毒梭菌中产肉毒毒素
的毒力基因能在菌株间不稳定地平行转移"从而既
可产生不产毒的变种"又可使梭菌属中的丁酸梭菌
和巴氏梭菌等获得产毒基因而产生毒素) 关于食
品尤其是婴幼儿配方食品中生胞梭菌*丁酸梭菌等
厌氧微生物污染与消费者健康的关系"有待在未来
的研究进一步探讨)

此外"生胞梭菌*丁酸梭菌*第三梭菌*拜氏梭
菌均属亚硫酸盐还原梭状芽胞杆菌$ 3@6V?=50$5S@-?!"
-6)Q=$?S?’";<0%";<0为一群厌氧*过氧化氢酶阴性*
能将亚硫酸盐还原为硫化物的革兰阳性梭状芽胞
杆菌"最初被作为梭状芽胞杆菌污染的指标菌提出
来"目的是判断食品"尤其是罐头食品和婴幼儿配
方食品是否被不同来源的梭状芽胞杆菌$如粪便来
源的产气荚膜梭菌和土壤来源的肉毒梭菌%污染)
由于此类细菌芽胞抵抗力强"可在加工不当的食品
中存活"适宜条件下又可生长繁殖而造成食品品质
降低或腐败"甚至引起食物中毒"因此目前越来越
多地将 ;<0用于指示食品被粪便污染*加工环境卫
生状况控制*食品生产过程控制指标"以监测产芽
胞厌氧菌的潜在生长和存活力"评估食品*食品加
工设备及食品生产环境等微生物污染指示菌 ’%)/%%( )

但到目前为止"绝大多数国家和国际组织未将 ;<0
作为常规检测项目列入乳与乳制品的安全控制)
根据已有资料"在乳制品中设置 ;<0强制性限量标
准的国家仅有俄罗斯和阿尔及利亚 ’%%( ) 美国乳品
出口协会也提出乳制品中 ;<0建议限量值为 %) f
&* BCP@X) &)%’ 年"国际微生物学会提出乳制品中
;<0的建议值为 %)) BCP@X’%%( )

我国尚无 ;<0的官方检测方法和限量要求"建
立食品中梭状芽胞杆菌的分离鉴定方法"了解从乳
品原料到成品全过程 ;<0污染动态变化规律"提出
适宜的防控措施"是保障乳制品质量*确保消费者
安全亟待解决的问题)
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