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调查研究
郑州市熟肉制品中产气荚膜梭菌污染状况调查

王小慧!!魏法山"!赵莉君!!牛会敏"!李苗云!!柳艳霞!!赵改名!
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摘#要!目的#了解郑州市熟肉制品中产气荚膜梭菌#’6)7=#9F9;E%5#G#9-!5-7$的污染状况!为熟肉制品储存过程中

产气荚膜梭菌的安全控制提供技术支撑" 方法#按照 NK%546*!$+"’!")食品安全国家标准 食品微生物学检验

产气荚膜梭菌检验*中的方法分别对 !! 种不同样品进行检测分析!结合 iL/>=鉴定法和分子生物学鉴定法进一步

验证" 结果#")6 份样品中!产气荚膜梭菌检出份数为 $4 份!总检出率 !%*5+!不同样品的检出率范围为 ’*’+ -

$$*$+!其中盐焗鸡样品检出率最高为 $$*$+#57"!$!卤半片鸭和卤鸡肝样品未检出" 烧鸡%烤鸡和卤鸡腿样品的

产气荚膜梭菌菌落总数均超过 )*’BRT!’ .WY7T!其他样品的菌落总数均在 %BRT!’ -)BRT!’ .WY7T之间" 结论#郑州

市熟肉制品中的产气荚膜梭菌污染现象较严重!烧鸡%烤鸡和卤鸡腿的菌落总数较高!有引起食物中毒的可能"
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##产气荚膜梭菌#’6)7=#9F9;E%5#G#9-!5-7$"革兰阳
性直杆菌"在空气*土壤*水*人和动物的肠道中都可

以发现此菌’!( ) 产气荚膜梭菌可于 "’ -)’ h范围内
生长"最适生长温度为 %) h’"( ) 由产气荚膜梭菌导
致的食物中毒多与肉制品相关’$( ) 产气荚膜梭菌是
美国食物中毒最常见的致病菌之一"调查结果’%(显示
美国 !664!"’!’ 年由产气荚膜梭菌引起的食物中毒
事件中"肉类食品占食品源的 6"+"其中牛肉制品占
%(+"禽肉制品占 $’+"猪肉制品占 !(+) 我国学者
近年来也对食品中产气荚膜梭菌污染情况进行调查"
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冉陆等’)(对 !%’ 份市售食品样品进行产气荚膜梭菌
污染情况调查"其中有 $" 份样品为阳性"在阳性样品
中"肉*禽类及其制品占 6$*5)+"夏季肉类食品的阳
性率高于冬季"一些熟肉食品产气荚膜梭菌的污染量
甚至超过 )*’BRT!’ .WY7T) 当食入产气荚膜梭菌含菌
量 )*’BRT!’ .WY7T以上的污染食品时"即可引起食物

中毒’(( ) 王艳红等’5(对 "$! 份肉类熟食进行产气荚
膜梭菌检测"总检出率为 $4*6(+"不同样品的检出率
范围为 !$*$$+ -)$*$$+"其中猪肉制品最高"鱼类
制品最低) 王捷’4(从变质罐头中检测出有产气荚膜
梭菌"李爱军’6(分析了一起产气荚膜梭菌引起的食物
中毒"其含菌量达到 (*5"BRT!’ .WY7T) 基于国内外的
研究现状"产气荚膜梭菌仍然是引起食物中毒的重
要食源性致病菌"河南省作为我国肉制品生产和加
工的主要省份之一"急需对熟肉制品中产气荚膜梭
菌的污染状况进行评估"以确保熟肉制品的质量安
全) 为了解河南省郑州市熟肉制品中产气荚膜梭
菌的污染状况"本研究对 !! 种 ")6 份样品进行检
测"并使用 iL/>=" .R?c@9H全自动微生物鉴定系
统和 ‘.2分子生物学方法进一步鉴定"为预防产气
荚膜梭菌食物中毒提供有益的参考)

!#材料与方法
!*!#材料
!*!*!#样品与菌株来源

"’!( 年 ) -( 月自河南省郑州市的 ) 个超市中
采集 !! 种共 ")6 份样品"其中盐焗鸡 "! 份*盐焗鸭
!! 份*麻辣鸡上腿 "’ 份*卤猪脸 $$ 份*烧鸡5! 份*
烤鸡 !4 份*卤鸡腿 $" 份*卤琵琶腿 "" 份*可乐鸡腿
!! 份*卤半片鸭 !’ 份和卤鸡肝 !’ 份"所有样品均
为超市当天生产*在 % h下储存的散装熟肉制品)

产气荚膜梭菌标准阳性菌株#3/..!$!"%$"购
自美国模式培养物保藏所)
!*!*"#主要仪器与试剂

$5$’0M型测序仪*"5"’ H;GS?@B9[9BGS型 ‘.2

仪均购自美国 3ccBAG\ KARE[EHG?E"iL/>=" .R?c@9H
全自动细菌鉴定系统#法国梅里埃$"W264’ 型凝胶
成像仪#上海复日科技仪器有限公司$"_QQ,) 型稳
压电泳仪 #北京六一仪器厂$"蒸汽压力灭菌锅"
]/7$)型真空包装机"恒温水浴锅"生化培养箱"洁
净工作台"厌氧培养罐"均质器"_O3电泳槽"电热
恒温水槽"冷冻高速离心机"]‘!’,!’’’ 型 ]JS:系列
精密单道可调移液器)

胰胨,亚硫酸盐,环丝氨酸 #/].$琼脂*液体硫
乙醇酸盐培养基#W/N$*缓冲动力,硝酸盐培养基*
乳糖,明胶培养基*含铁牛乳培养基均购自北京陆桥

技术股份有限公司"胰酪大豆胨琼脂培养基 #/]3"
北京奥博星生物技术有限责任公司$"厌氧菌及棒
状杆菌鉴定卡 3O./>]/=L/#美国 CAR1GSAGJI&LF9
公司$">bJc 柱式细菌基因组 _O3抽提试剂盒’生
物工程#上海$股份有限公司()
!*"#方法
!*"*!#样品采集及处理

将购买的 !! 种散装熟食样品在无菌操作台中
装袋"然后进行真空包装"贴好标签"置于 %( h培养
箱中 %4 -5" ;"直至有胀袋现象出现"进行检测)
!*"*"#样品检测

国标鉴定法%参考 NK%546*!$!"’!" ,食品安
全国家标准 食品微生物学检验 产气荚膜梭菌检
验- ’!’(中的方法"从每个胀袋样品中取 ") T样品放
入含有 "") ?B’*!+蛋白胨水的均质袋中"均质
!’’ E制成 !w!’ 稀释液"梯度稀释制备 !’ g" -!’ g)

的系列稀释液"吸取各稀释液 ! ?B加入无菌平皿
内"每个稀释度做 " 个平行"每个胀袋样品做 $ 个平
行) 每个平皿倾注 !) ?B/].琼脂"充分混匀"凝固
后再加 !’ ?B/].琼脂均匀覆盖平板表层"待琼脂
凝固后"$5 h条件下厌氧培养 "’ -"% ;) 典型的产
气荚膜梭菌在 /].琼脂平板上为黑色菌落"从单个
平板上任选 ) 个#小于 ) 个全选$黑色菌落做确证
试验"标准菌株#3/..!$!"%$作阳性对照)

iL/>=鉴定法%选取 " 株经国标法鉴定为产气
荚膜梭菌的菌株#标号为 ]%!$,! 和 ]%!$,""分别来
自不同的样品 $ 进一步验证"标准菌株 #3/..
!$!"%$作对照) 按照 iL/>=" .R?c@9H全自动细菌
鉴定系统规定的操作配成菌悬液"填充鉴定卡并上
机检测)

分子生物学鉴定法%将选取的可疑菌 ]%!$,! 和
]%!$," 按照 >bJc 柱式细菌基因组 _O3抽提试剂盒
的操作步骤进行检测"细菌 !(] S_O3菌种鉴定"提
取 _O3"用特定引物 "5,W#3N///N3/.1/NN./
.3N$和 !%6",2#NN//3..//N//3.N3.//$进行
‘.2扩增#约 ! )’’ Cc$"‘.2产物纯化测序"将得
到的 !(] S_O3序列在核糖体数据库 # ;HHc%77S\c&
9?G&?EJ&G\J7AF\GI&8Ec$上比对 ’在生物工程 #上
海$股份有限公司完成()
!*"*$#典型菌落计数

按照 NK%546*!$!"’!" ’!’(选取典型菌落数在
"’ -"’’ .WY之间的平板"计算典型菌落数) 计算
公式为%

BI& $( ),’ #-! O’*!-"$F

##其中%B为样品中产气荚膜梭菌的菌落数"
.WY7T&$为单个平板上典型菌落 #黑色菌落$数"
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’UN&,为单个平板上经确证试验为产气荚膜梭菌
的菌落数".WY&’为单个平板上用于确证试验的
菌落数".WY&-! 为第一稀释度#低稀释倍数$经确
证试验有产气荚膜梭菌的平板个数&-" 为第二稀
释度#高稀释倍数$经确证试验有产气荚膜梭菌的
平板个数& ’*! 为稀释系数&F 为稀释因子 #第一
稀释度$ )
!*$#统计学分析

采用 >I9GB分别计算每份样品中产气荚膜梭菌
的菌落数) 计算公式为%

$IHpBRT-!’#.:
" 7"$

##其中"$为每份样品产气荚膜梭菌平均值的估
计值".WY7T&H为每份样品产气荚膜梭菌菌落计数
结果取对数值后的平均值".WY7T&- 为每份样品中
产气荚膜梭菌菌落计数取平均值后的对数值"
.WY7T&.:为标准差)

各指标数据采用 eSATAF 4*’ 软件分析作图)

"#结果与分析
"*!#鉴定结果
"*!*!#生化鉴定结果

可疑菌在 /].平板上有黑色较大圆形菌落生
成"从单个平板上任选 ) 个#小于 ) 个全选$黑色菌
落"分别接种到W/N培养基"$5 h厌氧培养 "% ;"在
W/N液体培养基中有絮状物和气泡产生"取生长旺
盛的 W/N培养液 ! ?B接种于含铁牛乳培养基"
%( h水浴培养 " ; 后呈现3暴烈发酵4现象"但培养
基不变黑&用接种环取 W/N培养液穿刺接种缓冲动
力,硝酸盐培养基"$5 h厌氧培养 "% ;"菌株无动
力"只沿穿刺线生长"滴加 ’*) ?B硝酸盐还原试剂
甲和 ’*" ?B试剂乙立即出现红色"表明菌株能将硝
酸盐还原为亚硝酸盐&用接种环取 W/N培养液穿刺
接种乳糖,明胶培养基"$5 h厌氧培养 "% ;"培养基
由红变黄"表明乳糖被发酵并产酸"且明胶液化"这
与标准菌株#3/..!$!"%$的试验现象一致)

"*!*"#iL/>=鉴定结果

标准菌株 #3/.. !$!"% $ 的 iL/>=鉴定率
66*6+"菌株 ]%!$,! 和 ]%!$," 的 iL/>=鉴定率分
别为 64+和 6(+"鉴定结果是产气荚膜梭菌)

"*!*$#分子生物学鉴定结果

菌株 ]%!$,! 和 ]%!$," 的分子生物学鉴定结果
见图 !) 将得到的 !(] S_O3序列在核糖体数据库
上比对"结果表明是产气荚膜梭菌)
"*"#不同食品检出率

")6 份样品中有 $4 份样品检出产气荚膜梭菌"
总检出率为 !%*5+"其中盐焗鸡和可乐鸡腿样品的

注%1=为 1@̂GS)

图 !#产气荚膜梭菌 ]%!$,! 和 ]%!$," 的 ‘.2结果
WATJSG!#‘.2SGEJBHER:’6)7=#9F9;E%5#G#9-!5-7

EHS@AFE#]%!$,!@F\ ]%!$,"$

污染 情 况 比 较 严 重" 检 出 率 分 别 为 $$*$+ 和
"5*$+"见表 !)

表 !#不同样品产气荚膜梭菌的检出率
/@CBG!#_GHG9HARF S@HGR:’6)7=#9F9;E%5#G#9-!5-7AF

\A::GSGFHE@?cBGE

食品种类 检出率7+

盐焗鸡 $$*$#5 7"!$

盐焗鸭 !4*"#" 7!!$

麻辣鸡上腿 "’*’#% 7"’$

卤猪脸 !"*!#% 7$$$

烧鸡 !"*5#6 75!$

烤鸡 !!*!#" 7!4$

卤半片鸭 ’*’#’ 7!’$

卤鸡腿 !)*(#) 7$"$

卤琵琶腿 6*!#" 7""$

卤鸡肝 ’*’#’ 7!’$

可乐鸡腿 "5*$#$ 7!!$

合计 !%*5#$4 7")6$

"*$#不同食品中产气荚膜梭菌菌落总数

检测的 ")6 份样品中"大部分样品菌落总数检
测值较高"当食入产气荚膜梭菌含菌量达 )*’BRT!’
.WY7T以上的污染食品时"即可引起食物中毒 ’(( "
烧鸡*烤鸡和卤鸡腿样品的菌落总数分别达到
)*"BRT!’*)*)BRT!’和 )*"BRT!’ .WY7T"有引起食物中
毒的可能"其他样品的菌落总数均在 %*’BRT!’ -
)*’BRT!’ .WY7T之间"见图 ")

$#讨论
本研究了解了河南省郑州市熟肉制品中产气

荚膜梭菌的污染状况"为熟肉制品中产气荚膜梭菌
的控制提供一定的依据) 所检测的 ")6 份熟肉样品
中"盐焗鸡和可乐鸡腿样品的污染情况较为严重"
烤鸡样品的菌落总数检测值较高#)*)BRT!’ .WY7T$"
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图 "#不同样品中产气荚膜梭菌菌落总数
WATJSG"#.RJFHR:’6)7=#9F9;E%5#G#9-!5-7AF

\A::GSGFHE@?cBGE

卤琵琶腿样品的菌落总数检测值较低 # %*!BRT!’
.WY7T$) 烧 鸡* 烤 鸡 和 卤 鸡 腿 含 菌 量 均 达 到
)*’BRT!’ .WY7T以上"有可能引起食物中毒"应当引

起重视) 多数调查结果 ’%,)"5(表明"肉类及其制品是
产气荚膜梭菌的高危食品"应加强食品生产及销售
的卫生监督管理"预防和控制食源性疾病的暴发)
我国石家庄市疾病预防控制中心证实的一起产气
荚膜梭菌食物中毒是由熏肘花引起的 ’(( "而产气荚
膜梭菌引起的疾病主要是食品烹饪后处理不恰当
导致的 ’!!( ) OL>/e,Me<3Oe等 ’!"(发现"真空包装
的煮制火鸡样品在贮藏过程中"从 % h移至 "4 h的
环境温度中贮藏 !" ; 后"样品中产气荚膜梭菌的量
从 "*’BRT!’ -"*)BRT!’ .WY7T增至 (*’BRT!’ .WY7T&因
此"熟食熟制后的储藏及快速冷却过程是控制产气
荚膜梭菌增长的重要阶段"但熟制后的肉制品缺乏
合适的冷却处理策略"不恰当的冷却处理可能激活
产气荚膜梭菌芽胞"在食品贮存的过程中可能萌发
成繁殖体) 如果原料肉中存在产气荚膜梭菌的孢
子"肉类行业所采用的传统热处理措施不能将其杀
死"在后续的冷却过程中"特别是没有遵循适当的
冷却速率或当产品未妥善冷藏时"热激活的孢子会
生长和繁殖"形成潜在的公共健康风险&另外"一些
门店在销售过程中并没有将熟肉制品放入冰柜中
冷藏"失去了低温的保存环境"这些不规范的操作
都会对产品卫生状况产生影响 ’!$( )

目前"鲜有关于熟肉制品较为完善*具体的卫
####

生检验标准) 构建熟肉制品中产气荚膜梭菌动态
预测模型"基于动态预测模型计算出其相对生长量
的概率"研究合适的冷却控制策略"对于保障消费
者的健康和利益"改善我国的食品安全状况具有重
要的意义)
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