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实验技术与方法
温州地区蜡样芽胞杆菌分型特征研究

李毅!章乐怡!洪程基!胡玉琴
!温州市疾病预防控制中心"浙江 温州#$")’’’$

摘#要!目的#了解温州地区不同来源蜡样芽胞杆菌毒力基因分布%生化分型和多位点序列分型#1M]/$特征"

方法#参照 NK%546*!%+"’!% 对 !"5 株蜡样芽胞杆菌进行鉴定和生化分型!同时采用 ‘.2方法检测 !’ 种毒力基

因!并进行 1M]/基因分型" 结果#!"5 株蜡样芽胞杆菌同时携带 @85$%@85,%@85’基因的菌株占 6%*)+

#!"’7!"5$!而同时携带 846$%846’%846:基因的占 6*%+#!"7!"5$!携带 /57基因的占 5*6+#!’7!"5$&!"5 株菌株除
!’ 株不能进行生化分型外!其余 !!5 株分为 " 型 #’*4+!!7!"5$%) 型 #$*6+!)7!"5$%4 型 #!*(+!"7!"5$%6 型
#($*4+!4!7!"5$和 !’ 型 #""*’+!"47!"5$&通过 1M]/分析!5" 株菌株共分为 "4 个 ]/序列型!]/"( #!4*!+!

!$75"$%]/!%%#!)*$+!!!75"$%]/6"#(*6+!)75"$和 ]/!(%#(*6+!)75"$为常见 ]/型别" "4 个 ]/型聚类分析显

示温州地区蜡样芽胞杆菌分为 % 个序列群和 !$ 个单态群" 结论#温州地区蜡样芽胞杆菌毒力基因携带率较高!

遗传关系具有多样性"
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##蜡样芽胞杆菌是一种产芽胞的革兰阳性杆
菌"广泛存在于环境和肉制品*汤*蔬菜及奶制
品*米饭和面食等多种食品中"可引起腹泻型和
呕吐型两种不同临床类型的食源性疾病 ’ !," ( ) 腹
泻型食源性疾病的食物来源包括肉制品*汤*蔬
菜及奶制品等"呕吐型食源性疾病的主要食物是

米饭和面食 ’ $ ( )
蜡样芽胞杆菌因其芽胞耐热在食品加工热处

理后部分残留"食物保存不当可促使残留的芽胞萌
发并大量繁殖产生多种毒素导致食源性疾病) 蜡
样芽胞杆菌引起食源性疾病的主要致病物质是其
产生的两种肠毒素%致呕吐型肠毒素和致腹泻型肠
毒素"与呕吐相关的毒力基因为呕吐毒素 #9GE$基
因"与腹泻相关的毒力基因主要为溶血致死性肠毒
素 KM#UCB$846$*846’和 846:以及非溶血性肠毒素
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#O;G$@85$*@85,*@85’*细胞毒素 =#.[H=$*肠毒
素 /#C9G/$和肠毒素 W1#GFHW1$基因) 蜡样芽胞
杆菌引起的食物中毒多有报道 ’$( "控制传染源是控
制和降低此类细菌性食物中毒的重要措施) 多位
点序列分型#1M]/$技术是基于微生物核苷酸序列
比对的一种基因分型方法"其原理是通过比较微生
物个体 5 个或更多管家基因的核苷酸序列的多态
性"确定其遗传特征 ’%( ) 对该菌进行 1M]/基因分
型"是研究该菌的分布特征和进行溯源的重要手
段) .32_3<<e等 ’)(对食源性疾病中分离的蜡样
芽胞杆菌进行了毒力基因携带率和基因分型的调
查研究"表明菌株携带毒力基因与该菌致病性存在
一定关联"1M]/分型显示携带毒力基因的优势克
隆为 ]/!%"* ]/$5’* ]/$5"* ]/$5() UeWW13]/>2

等 ’((从严重感染患者*胃肠道疾病患者以及相关食
物中分离的优势克隆为 ]/"(*]/54 和 ]/6%"其中
]/"( 与 % 次呕吐为主的食源性疾病暴发事件相关&
因此"本试验对温州地区分离的蜡样芽胞杆菌进行
毒力基因携带情况以及分型特征的研究"掌握不同
来源蜡样芽胞杆菌的分子流行病学特征为预防和
控制蜡样芽胞杆菌引起的食源性疾病事件提供理
论基础)

!#材料与方法
!*!#材料
!*!*!#菌株来源

"’’5!"’!% 年 温 州 地 区 不 同 来 源 分 离 的
!"5 株蜡样芽胞杆菌"其中分离自食源性致病菌监
测有 !!% 株"分别来自米饭*米粉*米线*凉皮*盒饭
!% 株"婴幼儿配方食品 46 株和其他食品 !! 株"另
有来自食物中毒 4 株*血液 ! 株和环境 % 株)
!*!*"#主要仪器与试剂

全自动微生物分析系统 iL/>=!",9R?c@9H*K.M
芽胞菌鉴定卡均购自法国梅里埃"1@EHGS9[9BGS!Gc
TS@\AGFH] 梯度 ‘.2仪#德国艾本德$"W2,64 生物电
泳图像分析系统#上海复日科技有限公司$) 胰酪
胨大豆多粘菌素肉汤*甘露醇卵黄多粘菌素琼脂
#1Q‘$*硫酸锰营养琼脂等蜡样芽胞杆菌培养基均
购自青岛海博生物技术有限公司"B&*‘.21@EHGS
1AI#" !$*琼脂糖等试剂均购自上海生工生物工程
有限公司)
!*"#方法
!*"*!#蜡样芽胞杆菌的鉴定和生化分型

将菌株划线于 1Q‘琼脂平板上"$’ h培养
"% ;"挑取典型菌落用全自动微生物生化鉴定仪进
行系统生化鉴定"补充动力试验*根状生长试验*蛋

白质毒素结晶试验进行确证"同时进行生化分型试
验 ’5( "根据对柠檬酸盐利用*硝酸盐还原*淀粉水
解*i,‘试验反应*明胶液化试验"将蜡样芽胞杆菌
分成 !) 个不同生化型别)
!*"*"#_O3模板提取

取适量的蜡样芽胞杆菌纯培养菌落于 ! ?B双
蒸水中制成菌悬液"!’’ h金属浴 "’ ?AF"!" ’’’
S7?AF 离心 ) ?AF"取上清液作为 ‘.2反应模板)
!*"*$#毒力基因检测

‘.2法检测蜡样芽胞杆菌 846$* 846’* 846:*
@85$*@85,*@85’*’"=T*4/5B*/57*5-=UV等 !’ 种毒
力基因 ’4( "‘.2引物委托上海生工生物工程有限公
司合成)
!*"*%#蜡样芽胞杆菌 1M]/基因扩增*测序和数据
特征分析

根据 ddd&?BEH&FGH网站 ’6(的 1M]/方法扩增
蜡样芽胞杆菌的 5 个管家基因 !6%U*!EP*96A:*%=&*
%;#*%"/$和 =%9"扩增产物测序后"与蜡样芽胞杆菌
1M]/标准数据 # ;HHc%77cJC?BEH&RST7C9GSGJE7$ ’!’(

进行比对获得该菌株的序列型别 # ]/$) 运用
KAROJ?GSA9E5*) 生物信息学软件对所得蜡样芽胞
杆菌 ]/型别进行聚类分析)

"#结果
"*!#温州地区不同来源菌株毒力基因检出情况

!"5 株蜡样芽胞杆菌中携带 @85$*@85,和
@85’基因的分别占 64*%+*65*(+和 6%*)+"其他
毒力基因的携带率为 5*6+ -$%*(+"其中 /57基因
携带率最低#5*6+$"具体结果见表 !) 按照 @85$*
@85,*@85’*846$*846’*846:*/57及其他毒力基因的
分布差异"所有菌株可分为 3-W共 ( 群"其中最常
见群为 3群#%5*"+$和 K群#"6*6+$"W群有 ! 株
蜡样芽胞杆菌未携带毒力基因#表 "$)
"*"#蜡样芽胞杆菌生化分型结果

!"5 株菌株除 !’ 株不能分型外"其余分为 )
型"其中 6 型占 ($*4+"!’ 型占 ""*’+#表 $$)
"*$#不同来源分离的蜡样芽胞杆菌 1M]/分型
结果

根据毒力基因*生化分型结果随机选取 5" 株菌
株#食品 )6 株*食物中毒 4 株*血液 ! 株*环境 % 株$

进行 1M]/基因分型"共分为 "4 个 ]/型"最常见的
]/型为 ]/"(#!$ 株"!4*!+$"见表 %)
"*%#聚类分析结果

KAROJ?GSA9E5*) 软件对不同来源菌的等位基
因编码进行聚类分析显示"本地区 "4 个 ]/型被分
为 % 个序列群和 !$ 个单态群#图 !$) 其中序列群
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#### 表 !#不同来源菌株毒力基因检出情况
/@CBG!#.@SSAGSS@HGER:HRIAF TGFGEAF AERB@HGE:SR?\A::GSGFHERJS9GE

来源#菌株数$
毒力基因检出菌株数#检出率7+$

846$ 846’ 846: @85$ @85, @85’ 4/5B ’"=T 5-=UV /57
米粉米线及盒饭#!%$ "#!%*$$ "#!%*$$ "#!%*$$ !%#!’’*’$ !%#!’’*’$ !%#!’’*’$ ’#’*’$ "#!%*$$ (#%"*6$ !#5*!$
婴幼儿配方食品#46$ !!#!"*%$ !$#!%*($ !’#!!*"$ 45#65*4$ 4(#6(*($ 4"#6"*!$ $"#$(*’$ "(#"6*"$ "’#""*)$ )#)*($
食物中毒#4$ "#")*’$ "#")*’$ "#")*’$ 4#!’’*’$ 4#!’’*’$ 4#!’’*’$ "#")*’$ $#$5*)$ $#$5*)$ !#!"*)$
其他食品#!!$ !’#6’*6$ ’#’*’$ ’#’*’$ !!#!’’*’$ !!#!’’*’$ !!#!’’*’$ !’#6’*6$ ’#’*’$ ’#’*’$ ’#’*’$
血#!$ ’#’*’$ ’#’*’$ ’#’*’$ !#!’’*’$ !#!’’*’$ !#!’’*’$ ’#’*’$ !#!’’*’$ ’#’*’$ ’#’*’$
环境#%$ ’#’*’$ ’#’*’$ ’#’*’$ %#!’’*’$ %#!’’*’$ %#!’’*’$ ’#’*’$ ’#’*’$ $#5)*’$ $#5)*’$
合计#!"5$ ")#!6*5$ !5#!$*%$ !%#!!*’$ !")#64*%$ !"%#65*($ !"’#6%*)$ %%#$%*($ $"#")*"$ $"#")*"$ !’#5*6$

表 "#携带 846$*846’*846:*@85$*@85,*@85’*’"=T*4/5B*/57*5-=UV基因在不同来源菌株的情况#- l!"5$
/@CBG"#_AEHSACJHARF R:846$"846’"846:"@85$"@85,"@85’"’"=T"4/5B"/57@F\ 5-=UVHRIAF TGFGEAF AERB@HGE:SR?\A::GSGFHERJS9GE

编
号

毒力基因群
菌株数

米粉米线及
盒饭#!%$

婴幼儿配
方食品#46$

食物中毒
#4$

其他食品
#!!$

血
#!$

环境
#%$

合计
#+$

3 同时携带 @85$*@85,*@85’p’"=Tp4/5Bp5-=UV % %" " !’ ! ! (’#%5*"$
K 同时携带 @85$*@85,*@85’ 5 "5 $ ! ’ ’ $4#"6*6$
. 同时携带 @85$*@85,*@85’p/57p’"=Tp4/5Bp5-=UV ! ) ! ’ ’ $ !’#5*6$
_ 同时携带 @85$*@85,*@85’*846$*846’*846:p’"=Tp4/5Bp5-=UV " 4 " ’ ’ ’ !"#6*%$
> 同时携带 @85$*@85, ’ ( ’ ’ ’ ’ (#%*5$
W 未检出毒力基因 ’ ! ’ ’ ’ ’ !#’*4$

注%846$*846’和 846:代表溶血致死性肠毒素 KM#UCB$ &@85$*@85,和 @85’代表非溶血性肠毒素#O;G$ &’"=T代表细胞毒素 =&4/5B代表肠毒
素 /&/57代表呕吐毒素&5-=UV代表肠毒素 W1)

表 $#!"5 株蜡样芽胞杆菌生化分型结果
/@CBG$#KAR9;G?A9@BH[cAFTR:!"5 ,&/966;7/5#5;7AERB@HGE

型别
生化试验

柠檬酸
盐利用

硝酸盐
还原

淀粉
水解

i,‘
反应

明胶
液化

菌株数
占比
7+

!’ g p p g p "4 ""*’
6 g p g g p 4! ($*4
4 g p g p p " !*(
) g g g p p ) $*6
" g p p p p ! ’*4
未能分型 ! ! ! ! ! !’ 5*6

注%!为不做生化试验)

! 包含 $ 种 ]/型 # ]/"(* ]/!%%* ]/!(% $ 占 %’*$+
#"675"$"分离自食品*食物中毒和环境"包括 3*K*
.毒力基因群&序列群 " 包含 % 种 ]/型#]/%*]/"%*
]/!%"*]/!4%$占 (*6+#)75"$"全部分离自食品"包
括 3*>毒力基因群&序列群 $ 包含 $ 种 ]/型
#]/"’)*]/$(4*]/! ’!5$占 4*$+#(75"$"分离自食
品和血液"包括 3*K*_毒力基因群&序列群 % 包含
) 种 ]/型 # ]/)* ]/$"* ]/6"* ]/!"’* ]/!"5 $ 占
!4*!+#!$75"$"全部分离自食品"包括3*K*>毒力
基因群&!$ 个单态群中最常见的为 ]/!$4 和 ]/!)("

均占 %*"+#$75"$"来自食物中毒的 $ 株菌株构成
两个单态群 ]/!%) 和 ]/!55) 在序列群中"]/% 和
]/!%"*]/6" 和 ]/!"5* ]/!%% 和 ]/!(% 之间仅有
! 个等位基因差别"]/"( 和 ]/!(%*]/!4% 和 ]/!%"*
]/"’) 和 ]/! ’!5 之间则有 " 个等位基因差异
#图 !$)

$#讨论
蜡样芽胞杆菌产生的肠毒素和活菌数量是引

起食源性疾病的重要因素) 活菌量越高产生肠毒
素越多"致病性越强) 目前国内外报道的蜡样芽胞
杆菌研究包括细菌计数和鉴定 ’5"!!,!"(以及该菌的致
病物质和分子分型特征 ’!$,!%( "如 .32_3<<e等 ’)(

对蜡样芽胞杆菌进行了毒力基因和基因分子分型
的研究报道以及 =L1等 ’!)(对产生呕吐毒素的蜡样
芽胞杆菌进行了基因多样性研究) 本试验结果显
示 66*"+#!"(7!"5$的蜡样芽胞杆菌存在毒力基
因"同时携带 @85$* @85,* @85’基因的菌株占
6%*)+#!"’7!"5$"高于秦丽云等 ’!%(报道的 "6*’+

携带率和 K3/.UeYO等 ’!((报道的 )!*6+携带率"

接近 M>>等 ’!5(!’’+的携带率"说明温州地区分离
株存在引起腹泻型食源性疾病的风险"而携带 /57
基因菌株虽然只占 5*6+"但由于呕吐型食源性疾
病比腹泻型更严重"呕吐毒素摄入 $’ ?AF 后就可出
现呕吐症状"因此更应关注携带呕吐毒素引起的食
源性疾病事件)

本试验研究的蜡样芽胞杆菌 4)+以上生化分
型结果集中在 6 和 !’ 型"但部分菌株生化结果难判
断"有少数菌株按照现有的国家标准无法进行分
型 ’5( "同时因生化分型操作方法复杂等因素"造成
分型不够精确 ’!$( "难于满足实际工作需求)

而 1M]/能够在鉴别病原的同时进行病原间遗
传相关性分析"如果 5 个管家基因的位点有 % 个或
者更多相同"则病原个体之间的遗传距离相近"属
于相同的克隆复合体 ’%( ) 本试验对 5" 株菌株进行
1M]/分型鉴定"结果显示 ]/"(* ]/6"* ]/!%% 和
]/!(% 为温州地区分离株中常见 ]/型"说明温州地



温州地区蜡样芽胞杆菌分型特征研究!!!李毅"等 !!5)## !

### 表 %#不同来源分离的蜡样芽胞杆菌 1M]/分型结果
/@CBG%#]GXJGF9GH[cGER:,&/966;7/5#5;7:SR?\A::GSGFHERJS9GE

来源 菌株编号 ]/ 分离年份
食品 K.4! % "’!%

食品 K.45 ) "’!%

食品 K."5 !) "’!"

食品 K.) "% "’’5

食品和食物中毒 K."*!5*"!*(’*!!$*!!( -!!4*!"$ -!"(*!"4 "( "’’5*"’’4*"’!!*"’!"*"’!%

食品 K.!’4*!"! $" "’!%

食品 K.!’6 6’ "’!%

食品 K.(*!"*!’!*!’)*!!% 6" "’’5*"’!!*"’!%

食品 K.!’" 65 "’!%

食品 K.4$*!’( !"’ "’!%

食品 K.5%*5)*!’% !"5 "’!%

食品 K.!*!!*64 !$4 "’’5*"’!!*"’!%

食品 K.!!’ -!!! !%" "’!%

食品和环境 K.))*5(*4(*44 -6!*65*!"6*!$’ -!$! !%% "’!%

食物中毒 K."% !%) "’!!

食品 K.6*K.!6 !)% "’’5*"’!!

食品 K.5$*4)*!$" !)( "’!%

食品 K."4*$’*%’*!!6*!"5 !(% "’!"*"’!%

食物中毒 K.6"*6$ !55 "’!$

食品 K.5! !4% "’!%

食品 K.!’5*!!"*!"’ "’) "’!%

食品 K.55 $(5 "’!%

血液 K.66 $(4 "’!%

食品 K.!!)*!"" $5! "’!%

食品 K.$! %$) "’!"

食品 K.!’$ %(! "’!%

食品 K.!% 55% "’!!

食品 K."( ! ’!5 "’!!

注%一个圆圈代表一个 ]/型"圆圈面积大小代表菌株数量"圆圈之间连线上的数字代表两个 ]/型之间不同等位基因个数"

相同阴影下的圆圈属于同一个 ]/序列群)

图 !#蜡样芽胞杆菌 1M]/聚类分析结果
WATJSG!#.BJEHGS@F@B[EAER:,&/966;7/5#5;71M]/SGEJBHE

区蜡样芽胞杆菌的遗传多样性) 特别是序列群 ! 包
含 $ 种 ]/型# ]/"(*]/!%%*]/!(%$占 %’*$+"为温
州地区主要的 ]/型"分离自食品*食物中毒和环
境"包括 3*K*.毒力基因群"说明食品和环境样品
中存在可能引起两种不同类型的食源性疾病的菌

株"UeWW13]/>2等 ’((认为 ]/"( 是最常见 ]/型"
与呕吐型食源性疾病暴发事件密切相关"因此更应
该关注 ]/"( 型携带毒力基因菌株引起的食源性疾
病&而序列群 $ 包含 $ 种 ]/型 # ]/"’)*]/$(4*]/!
’!5$占 4*$+"分离自食品和血液"包括 3*K*_毒
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力基因群"应该同时做好蜡样芽胞杆菌引起临床感
染的监测工作&!$ 个单态群中最常见的为 ]/!$4 和
]/!)("而来自食物中毒的 $ 株菌株构成两个单态群
]/!%) 和 ]/!55"说明这些 ]/型引起的食源性疾病
事件更应该加强关注)

本试验表明温州地区蜡样芽胞杆菌毒力基因携
带率较高"同时遗传关系具有多样性"说明应该深入
开展对食品和食源性疾病中分离到的蜡样芽胞杆菌
毒力基因携带情况以及基因分型特征等的研究)
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实验技术与方法
超高效液相色谱,串联质谱法测定禽蛋中 " 种色素残留

杨梅!张姮婕!陈红
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作者简介!杨梅#女#主管药师#研究方向为食品中农兽药残留检测#>,?@AB’"’5’)6"(DXX&9R?

摘#要!目的#建立测定禽蛋中斑蝥黄和 !,阿朴,4,,胡萝卜素酸乙酯残留的定性和定量方法" 方法#采用固相

萃取技术处理样品!通过超高效液相色谱,串联质谱法#Y‘M.,1]71]$对禽蛋中的斑蝥黄和 !,阿朴,4,,胡萝卜素酸
乙酯进行分离和检测!通过考察方法的检测限%精密度%回收率等指标对方法学进行验证" 结果#斑蝥黄和 !,阿
朴,4,,胡萝卜素酸乙酯的检测限分别为 !%!’ !T7̂T!回收率在 5"*"+ -6!*6+之间!D.:在 %*(+ -5*!+# - l)$

之间" 结论#本法准确%快速%灵敏度高!可对禽蛋中斑蝥黄和 !,阿朴,4,,胡萝卜素酸乙酯残留进行快速分析"
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