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摘  要: 目的  了解流通环节市售婴幼儿配方乳粉和婴幼儿米粉中的蜡样芽胞杆菌流行情况、抗生素耐药性和毒

力基因等分子特征。方法  采用 GB 4789.14—2014《食品安全国家标准 食品微生物学检验 蜡样芽胞杆菌检验》

对样品中的蜡样芽胞杆菌进行检测与生化鉴定。进一步通过抗生素敏感实验和全基因组测序对 11 株代表性分离株

进行研究, 获得耐药表型及耐药、毒力基因等分子特征信息。结果  婴幼儿配方乳粉和婴幼儿米粉中蜡样芽胞杆

菌的检出率分别为 11.97% (56/468)和 20.74% (28/135)。11 株代表性蜡样芽胞杆菌均为多重耐药菌株, 全基因组测

序结果发现 11 株分离株共携带 8 个耐药基因和 14 个毒力基因, 其中主要携带磷霉素、β-内酰胺类抗生素抗性基因, 

以及肠毒素基因(hbl 和 nhe), 另发现 1 株携带 ces 基因簇蜡样芽胞杆菌菌株。多位点序列分型表明, 11 株分离株具

有遗传多样性, 分属 10 个 ST 型。结论  婴幼儿配方乳粉和婴幼儿米粉中的蜡样芽胞杆菌检出率较低, 但代表菌株

的耐药谱和遗传特征具有多样性, 应进一步加强监测及采取有效措施进行控制, 以保障相关食品的安全性。 
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ABSTRACT: Objective  To comprehensively investigate the prevalence and the molecular characteristics of 

Bacillus cereus in commercially available infant formula milk powder and infant rice cereal, including antibiotic 

resistance and virulence. Methods  The Bacillus cereus in the samples was detected and biochemical identified by 

GB 4789.14—2014 Food safety national standard-food microbiological test-Bacillus cereus test. Further research 

was conducted on 11 representative isolates through antibiotic sensitivity experiments and whole-genome sequencing 

to obtain molecular characteristic information such as resistance phenotype and resistance and virulence genes. 

Results  The detection rates of Bacillus cereus in both infant formula milk powder and infant rice cereal were 

11.97% (56/468) and 20.74% (28/135), respectively. Furthermore, multi-drug resistance was observed in the 11 

typical strains of Bacillus cereus identified in this study. The results of whole-genome sequencing revealed that these 

strains totally carried 8 antibiotic resistance genes and 14 virulence genes. Fosfomycin and β-lactam were identified 

as major resistance genes, while the enterotoxin gene of hbl and nhe were found to be the predominant virulence 

factors among the isolated strains; additionally, one strain carried the ces gene cluster as well. Multilocus sequence 

typing indicated genetic diversity among the 11 isolates which could be classified into 10 different ST types. 

Conclusion  The detection rate of Bacillus cereus in infant formula powder and infant rice powder is low, but the 

resistance spectrum and genetic characteristics of the representative strains are diverse, so it is necessary to further 

strengthen monitoring and take effective measures to control, so as to ensure the safety of related food. 

KEY WORDS: Bacillus cereus; whole-genome sequencing; antibiotic resistance; multi-drug resistant; virulence factor 
 

 
0  引  言 

致病微生物引起的食源性疾病是世界各国重点防控

的食品安全问题[1]。其中, 蜡样芽胞杆菌(Bacillus cereus)

是一种革兰氏阳性、能运动且产芽孢的食源性致病菌。根

据欧洲食品安全局(European Food Safety Authority, EFSA) 

2016 年的年度报告, 16%~20%由细菌毒素引起的食物中毒

事件可归因于蜡样芽胞杆菌的感染[2]。我国食源性疾病暴

发监测系统收集的 2021 年食源性疾病暴发数据显示, 在

导致食源性疾病暴发的微生物致病因子中, 蜡样芽胞杆

菌引起的暴发事件数位居第 5 位[3]。蜡样芽胞杆菌主要引

起两类食源性疾病, 包括由催吐毒素 Cereulide 引起的呕

吐型食源性疾病和溶血性溶血素(hemolysin BL, Hbl)、非

溶血性肠毒素(nonhemolytic enterotoxin, Nhe)和细胞毒素

K (cytotoxin K, CytK)等腹泻型毒素引起的腹泻型食源性

疾病[4‒5]。 

蜡样芽胞杆菌广泛存在于土壤、灰尘和水体中, 生长

繁殖的条件较宽松, 且在严苛条件下可产生防御性芽胞, 

因此在多种预包装食品中发现蜡样芽胞杆菌的污染, 如米

面制品、乳制品和肉制品等。近年来, 食品安全风险监测

和相关研究发现, 婴幼儿配方乳粉亦受蜡样芽胞杆菌的污

染[6‒9], 提示应关注由此而引起的食源性疾病暴发风险。此

外, 国内外文献报道[10‒13], 自婴幼儿配方乳粉和婴幼儿谷

类辅助食品中分离的蜡样芽胞杆菌, 经全基因组测序发现

其携带的耐药基因逐渐增多, 且普遍携带多种毒力基因, 

增加造成婴幼儿食源性疾病的风险。因此, 亟需对婴幼儿

配方乳粉和婴幼儿米粉中蜡样芽胞杆菌污染进行监测, 并

明晰其中的耐药特性和分子特征, 为保障婴幼儿配方乳粉

和婴幼儿米粉的安全提供技术支撑。 

为此, 本研究根据 GB 4789.14—2014《食品安全国家

标准 食品微生物学检验 蜡样芽胞杆菌检验》对流通环节

市售婴幼儿配方乳粉和婴幼儿米粉中的蜡样芽胞杆菌流行

情况进行监测, 并基于全基因组测序对其中分离到的典型

蜡样芽胞杆菌进行序列分析, 系统研究蜡样芽胞杆菌的耐

药基因、毒力基因以及分子进化特征。本研究通过明晰国

产及进口婴幼儿配方乳粉与婴幼儿米粉中的蜡样芽胞杆菌

流行情况, 并对其中典型的蜡样芽胞杆菌进行全基因组分

析及耐药检测, 旨在为婴幼儿食品中的食源性致病微生物

防控提供科学数据。 

1  材料与方法 

1.1  样品采集 

2021 年至 2023 年期间, 于流通环节采集市售婴幼儿

配方乳粉及婴幼儿米粉共 603 份。其中, 婴幼儿配方乳粉

468 份(国产: 443 份; 进口: 25 份), 幼儿米粉 135 份(国产: 

122 份; 进口: 13 份)。进口婴幼儿配方乳粉和婴幼儿米粉
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均标称原装进口。 

1.2  材料与试剂 

蜡样芽胞杆菌(ATCC 14579, 广东省微生物菌种保

藏 中 心 ); 甘 露 醇 卵 黄 多 粘 菌 素 平 板 (mannitol yolk 

polymyxin, MYP)、胰酪胨大豆羊血琼脂平板(trypticase soy 

sheep blood, TSSB)、蜡样芽胞杆菌生化试剂盒(广东环凯微

生物科技有限公司); 细菌 DNA 提取试剂盒(广州迈宝生物

科技有限公司); 革兰氏阳性菌药敏板条[复星诊断科技(上

海)有限公司]。 

1.3  仪器与设备 

XPR4001S/AC 电子天平(精度 0.1 g, 瑞士梅特勒-托

利多有限公司); BKQ-B50II 高压蒸汽灭菌锅(山东博科消

毒设备有限公司); BHCⅡ型 A2 生物安全柜(苏州市金净净

化设备科技有限公司); GZP-450Y 生化培养箱(上海精宏实

验设备有限公司); WMS-1037显微镜(上海无陌光学仪器有

限公司); SY-2230 恒温振荡水浴锅(苏州捷美电子有限公司); 

VITEK 2 电子比浊仪[梅里埃诊断产品(上海)有限公司]; 

MD-86L458 超低温冰箱 (合肥美的生物医疗有限公司 ); 

Illumina NovaSeq 6000 基因测序仪(美国 Illumina 公司)。 

1.4  实验方法 

1.4.1  蜡样芽胞杆菌检测及鉴定 

婴幼儿配方乳粉及婴幼儿米粉中的蜡样芽胞杆菌定

量方法依据 GB 4789.14—2014《食品安全国家标准 食品

微生物学检验 蜡样芽胞杆菌检验》第一法蜡样芽胞杆菌

平板计数法进行检测。由于我国尚未制定婴幼儿配方乳粉

及婴幼儿米粉的蜡样芽胞杆菌限量值, 因此参考澳大利亚

新西兰食品标准局制定的婴儿配方食品中蜡样芽胞杆菌限

量值(n=5、c=0、m=100 CFU/g)进行判定[14]。从阳性样品

中分离获得的蜡样芽胞杆菌疑似株根据GB 4789.14—2014

进行生化鉴定, 并以蜡样芽胞杆菌(ATCC 14579)作为参考

菌株。生化结果鉴定为蜡样芽胞杆菌的分离株纯化后用

20%甘油水于超低温冰箱保存, 用于后续实验。 

1.4.2  抗生素敏感实验 

采用微量肉汤法对从婴幼儿配方乳粉及婴幼儿米粉

中分离获得的 11 株生化特征典型的蜡样芽胞杆菌分离株

进行抗生素敏感实验。于革兰氏阳性菌药敏板条中设置各

种抗生素的系列倍比稀释浓度, 并根据说明书加入麦氏浊

度为 0.5 的蜡样芽胞杆菌分离株菌悬液, 于 35℃生化培养

箱中孵育 16~20 h 后, 对药敏板条进行判读, 得其最小抑

菌浓度(minimum inhibitory concentration, MIC)值, 并参

考 2016 年美国临床实验室标准化委员会的标准及相关文

献[15‒16]得到分离株对抗生素的耐药性结果, 包括敏感(S)、

中介(I)和耐药(R)。观察分离株对 27 种抗生素的敏感性, 抗

生素种类、名称及浓度见表 1。 

表 1  抗生素敏感实验所用抗生素种类、名称及浓度范围 
Table 1  Group, name and concentration range of antibiotics used 

in antibiotic susceptibility tests 

抗生素种类 抗生素名称 质量浓度范围/(μg/mL)

β-内酰胺类 

氨苄西林 0.25~8 

青霉素 0.06~4 

亚胺培南 1~32 

美罗培南 1~32 

阿莫西林-克拉维酸 2/1~64/32 

头孢唑林 1~32 

头孢替坦 2~64 

头孢曲松 0.25~32 

头孢吡肟 2~64 

头孢西丁 0.5~32 

氨基糖苷类

庆大霉素 1~32 

卡那霉素 2~64 

阿米卡星 4~128 

链霉素 4~32 

喹诺酮类 
环丙沙星 0.016~32 

左氟氧沙星 0.5~16 

多肽类 
万古霉素 0.5~32 

替考拉宁 0.5~32 

大环内酯类
红霉素 0.25~16 

泰利霉素 0.25~4 

链阳霉素类 奎奴普丁 1~16 

硝基呋喃类 呋喃妥因 4~128 

林可酰胺类 克林霉素 0.25~16 

酰胺醇类 氯霉素 2~64 

磺胺类 复方磺胺 0.25/4.75~16/304 

四环素类 四环素 0.5~32 

利福霉素类 利福平 0.5~32 
 

1.4.3  全基因组测序 

根据细菌全基因组提取试剂盒说明书对婴幼儿配方

乳粉及婴幼儿米粉的蜡样芽胞杆菌分离株 DNA 进行提取。

全基因组测序由广东美格基因科技有限公司使用 Illumina 

NovaSeq 6000 测序仪完成。测序流程为: 将 DNA 打断为

350 bp 大小的 DNA 片段, 连接接头后通过聚合酶链反应

(polymerase chain reaction, PCR)扩增技术扩增, 最后将构

建好的文库进行 cluster 制备和上机测序。 

1.4.4  基因组组装与注释及聚类分析 

过滤原始数据中质量值低的 reads, 得到 Clean Data, 

而后利用工具 SPAdes v3.13.0 进行 de novo 拼接。最后

将组装好的序列在对应基因库中进行毒力基因(virulence 

factors of pathogenic bacteria, VFDB)和耐药基因(antibiotic 

resistance genes database, ARDB)功能预测并注释。获得序

列后, 采用 mafft(v7.471)进行多序列比对后, 使用 FastTree 

(v2.1.10)最大似然法做树, MEGAN 11 作图。 

1.4.5  蜡样芽胞杆菌多位点序列分型 

将 11 株菌中的对应 7 个管家基因 (glp、gmk、ilv、

pta、pur、pyc、tpi)序列上传至 PubMLST 进行比对(https:// 

pubmlst.org/)获得ST型: 将管家基因序列提交至PubMLST

后, 获得等位基因序列号, 如果提交的序列无精确的等位
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基因序列, 则分配新的等位基因序列号。每个分离株的多

位点序列类型为 7 个管家基因等位基因号排列。如果提交

的 ST 的等位基因序号排列未匹配到现有的 STs, 亦分配新

的 ST 型编号。本研究中检测得到的所有新等位基因序列

和 ST 型均已提交到 PubMLST 数据库, 并获得新编号。 

1.5  数据处理 

采用 SPSS 22.0 统计软件进行统计分析。检出率两两

比较, 采用 X2 检验, 当 P<0.05 时, 差异具有统计学意义。 

2  结果与分析 

2.1  婴幼儿配方乳粉及婴幼儿米粉中蜡样芽胞杆菌

的流行情况 

如表 2 所示, 于 56 份婴幼儿配方乳粉中检出蜡样芽

胞杆菌, 检出率为 11.97% (56/468), 而于 28 份婴幼儿米粉

中检出蜡样芽胞杆菌, 检出率为 20.74% (28/135), 婴幼儿

米粉的蜡样芽胞杆菌检出率显著高于婴幼儿配方乳粉的蜡

样芽胞杆菌检出率(P<0.05)。对于产地而言, 进口婴幼儿配

方乳粉的蜡样芽胞杆菌检出率高于国产婴幼儿配方乳粉的

蜡样芽胞杆菌检出率, 但差异无统计学意义(P>0.05); 国

产婴幼儿米粉产品的蜡样芽胞杆菌检出率高于进口产品的

蜡样芽胞杆菌检出率, 但差异亦无统计学意义(P>0.05)。参

考澳大利亚新西兰食品标准局制定的蜡样芽胞杆菌限量值

进行判定, 国产婴幼儿配方乳粉和婴幼儿米粉分别有 3 份

和 12 份样品超过参考限量。 

从表 2所示的结果及以往的研究[17‒19]可知, 流通环节

市售婴幼儿配方乳粉和婴幼儿米粉中的蜡样芽胞杆菌污染

水平较低, 但存在一定的检出, 提示仍需进一步加强婴幼

儿配方乳粉和婴幼儿米粉生产过程中蜡样芽胞杆菌的防

控。此外, “婴幼儿米粉中的蜡样芽胞杆菌检出率高于婴幼

儿配方乳粉中蜡样芽胞杆菌的检出率”这一结果, 与汤晓

召等[20]和李莹等 [21]的报道相异, 可能与婴幼儿米粉所使

用的原料大米以及相关辅料蔬菜、水果等易受蜡样芽胞杆

菌污染相关。对于婴幼儿配方乳粉而言, 本研究中发现进

口婴幼儿配方乳粉的检出率较国产配方乳粉高, 虽然进口

产品的监测份数较少, 但亦在一定程度上表明我国对于婴

幼儿配方乳粉的监管措施产生成效。 

2.2  蜡样芽胞杆菌的抗生素耐药谱 

根据生化鉴定结果, 筛选 11 株代表性的蜡样芽胞杆

菌分离株进行抗生素耐药谱和全基因组测序研究。分离株

编号为 A01 至 A11, 其中 A01 至 A06 为从婴幼儿米粉中分

离的蜡样芽胞杆菌分离株, A07 至 A11 为从婴幼儿配方乳

粉中分离的蜡样芽胞杆菌分离株。抗生素药物敏感实验结

果如图 1 所示, 11 株分离株均对青霉素和氨苄西林 2 种抗

生素耐药, 其次大部分菌株对头孢吡肟(90.91%, 10/11)、复

方磺胺(81.82%, 9/11)、头孢唑林(63.64%, 7/11)和头孢曲松

(54.55%, 6/11)耐药, 提示蜡样芽胞杆菌对第一代、第三代

和第四代头孢类抗生素的代表抗生素具有较高的耐药性, 

结果与之前的研究报道相似[22]。此外, 个别菌株对某种抗

生素耐药, 如 A02 对链霉素耐药, A09 对氯霉素耐药。11

株蜡样芽胞杆菌分离株对利福平、万古霉素、替考拉宁、

红霉素、泰利霉素、左氟氧沙星、奎奴普丁、环丙沙星、

阿莫西林克拉维酸、美罗培南、亚胺培南、庆大霉素、阿

米卡星、呋喃妥因、卡那霉素 15 种抗生素敏感。其中, 11

株分离株均对利福平敏感的结果, 与 GAO 等[23]、ZHANG

等[24]和 KONG 等[25]报道的结果存在差异, 可能是与蜡样

芽胞杆菌的来源不同有关。 

2.3  蜡样芽胞杆菌的多重耐药特征 

11 株蜡样芽胞杆菌分离株均为多重耐药菌株, 且多

重耐药表型多样, 不同多重耐药的菌株, 具有多种耐药谱

表型。如表 3 所示, 由婴幼儿米粉分离的蜡样芽胞杆菌菌

株以五重耐药为主, 占比为 27.27% (3/11); 在婴幼儿配方

乳粉分离的蜡样芽胞杆菌菌株中发现 2 株四重耐药菌株, 

占比为 18.18% (2/11), 其次为 1 株六重耐药菌株, 1 株七重

耐药菌株以及 1 株八重耐药菌株。其中, 八重耐药菌株的

耐药谱为青霉素-复方磺胺-头孢曲松-氨苄西林-头孢唑林-

头孢替坦-头孢吡肟-氯霉素。婴幼儿配方乳粉分离的 1 株

七重耐药菌株, 1 株六重耐药菌株和婴幼儿米粉分离的 1 株

七重耐药菌株具有相似的耐药谱, 均对青霉素-复方磺胺-

头孢曲松-氨苄西林-头孢唑林-头孢吡肟耐药。3 株五重耐

药菌株的耐药表型均不相同, 表现出多重耐药表型多样

性。相关结果表明, 婴幼儿配方乳粉和婴幼儿米粉受多重

耐药的蜡样芽胞杆菌污染较为严重。 

 
表 2  婴幼儿配方乳粉及婴幼儿米粉中蜡样芽胞杆菌的流行情况和检出率 

Table 2  Prevalence and detection rate of Bacillus cereus in infant formula milk powder and rice cereal 

类别 检出率/% 
污染情况 >100 CFU/g 样品百分

比/% ≤100 CFU/g >100 CFU/g 

婴幼儿配方乳粉 11.97 (56/468) 53 3 0.64 

国产 11.29 (50/443) 47 3 0.68 

进口 24.00 (6/25) 6 0 0 

婴幼儿米粉 20.74 (28/135) 16 12 5.92 

国产 22.12 (27/122) 15 12 6.56 

进口 7.69 (1/13) 1 0 0 
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图 1  11 株蜡样芽胞杆菌分离株的耐药情况 

Fig.1  Antimicrobial resistance of 11 strains of Bacillus cereus 
 

表 3  蜡样芽胞杆菌的多重耐药谱分布 
Table 3  Distribution of multi-drug resistance profiles in Bacillus cereus 

菌株编号 青霉素 头孢西丁 复方磺胺 头孢曲松 氨苄西林 头孢唑林 头孢替坦 头孢吡肟 氯霉素 链霉素

A01 + ‒ + + + ‒ ‒ + ‒ ‒ 

A02 + ‒ ‒ + + + ‒ + ‒ + 

A03 + ‒ + + + + + + ‒ ‒ 

A04 + ‒ + ‒ + ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ 

A05 + ‒ + ‒ + + ‒ + ‒ ‒ 

A06 + ‒ ‒ + + + ‒ + ‒ ‒ 

A07 + ‒ + ‒ + ‒ ‒ + ‒ ‒ 

A08 + ‒ + ‒ + ‒ ‒ + ‒ ‒ 

A09 + ‒ + + + + + + + ‒ 

A10 + + + + + + ‒ + ‒ ‒ 

A11 + ‒ + + + + ‒ + ‒ ‒ 

注: +代表菌株对该种抗生素耐药, ‒代表菌株对该种抗生素敏感。    
 

2.4  蜡样芽胞杆菌的抗生素耐药基因分子特征 

如表 4 所示, 全基因组测序结果表明, 11 株蜡样芽胞

杆菌分离株共携带 8 种抗生素耐药基因。其中, BcI 和 Bla1

编码 β-内酰胺类抗生素分解酶基因, 而 BcII 则编码青霉素

和头孢类抗生素水解酶基因, 提示蜡样芽胞杆菌可能对这

些抗生素产生抗性; FosB 为微生物对磷霉素等抗生素产生

耐药性的基因之一; Bacillus Cluster A intrinsic macrolide 

phosphotransferase (Bacillus Cluster A intrinsic mph)为大环

内酯磷酸转移酶的编码基因; mcr-4 基因编码一种磷酸乙

醇胺转移酶, 通过磷酸乙醇胺转移到脂质 A 中, 改变脂质

A 的结构, 使细菌对多黏菌素产生耐药, 其与 vanRA 相似, 

可使细菌对万古霉素等糖肽类抗生素产生抗性。此外, 全

基因组测序还发现个别蜡样芽胞杆菌分离株携带编码抗生

素外排泵基因 fexA。 

由表 4 和图 2 所示, 11 株蜡样芽胞杆菌分离株均携带

FosB 基因, 而 9 株分离株携带 BcII 基因, 携带率为 81.82% 

(9/11)。除 A01 仅携带 FosB 一种耐药基因外, 其他菌株均

携带两种及以上耐药基因。值得注意的是, A09 携带了 5

种耐药基因, 分别是 FosB、BcII、Bacillus ClusterA intrinsic 

mph、fexA 和 mcr-4。 

结合耐药表型和基因型进行分析, 蜡样芽胞杆菌分

离株 A01 在全基因组测序中未发现携带编码青霉素、头孢

曲松和复方磺胺等抗生素抗性的基因, 但也表现出了对 β-

内酰胺类等抗生素的耐药性, 这可能与分离株复杂的耐药

机制有关。蜡样芽胞杆菌分离株 A09 和 A11 携带了 Bacillus 

Cluster A intrinsic mph 耐药基因, 虽未表现出对红霉素的 



82 食品安全质量检测学报 第 15 卷 
 
 
 
 
 

 

表 4  11 株蜡样芽胞杆菌分离株的耐药基因分子特征 
Table 4  Molecular characteristics of drug resistance genes in 11 Bacillus cereus strains 

菌株编号 FosB BcII BcI vanRA Bla1 Bacillus Cluster A intrinsic mph fexA mcr-4 

A01 + ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ 

A02 + + ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ 

A03 + ‒ + ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ 

A04 + + ‒ + + ‒ ‒ ‒ 

A05 + + ‒ ‒ + ‒ ‒ ‒ 

A06 + + ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ 

A07 + + ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ 

A08 + + ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ 

A09 + + ‒ ‒ ‒ + + + 

A10 + + ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ 

A11 + + ‒ ‒ ‒ + ‒ ‒ 

注: +代表携带相应的抗生素抗性基因, -代表未携带相应的抗生素抗性基因。 

 

 
 

注: *为 Bacillus Cluster A intrinsic mph。 

图 2  11 株蜡样芽胞杆菌分离株的耐药基因携带率 

Fig.2  Prevalence of drug resistance genes in 11 strains of  
Bacillus cereus 

 
耐药, 但是对比抗生素药物敏感实验结果发现, 2 株菌株的

MIC 值高于其他菌株, 表明基因型与表型具有一致性。携

带 5种耐药基因的A09分离株确实显示出了多重耐药表型, 

其耐药谱为青霉素-复方磺胺-头孢曲松-氨苄西林-头孢唑

林-头孢替坦-头孢吡肟-氯霉素。 

2.5  蜡样芽胞杆菌的毒力基因分子特征 

如表 5 所示, 全基因组测序结果表明, 11 株蜡样芽胞杆

菌分离株中共发现 14 种毒力基因, 分别为 ces 基因簇(cesA、

cesB、cesC、cesD、cesH、cesP、cesT)、hblA、hblC、hblD、

nheA、nheB、nheC 和 cytK。其中, 11 株分离株中仅有 A05

分离株携带编码呕吐毒素的 ces 基因簇; A01、A03 和 A11

分离株携带编码腹泻毒素基因簇(hblA、hblC、hblD); 除 A11

外, 其他 10 株分离株均携带 nhe 基因簇(nheA、nheB、nheC)。

此外, 6 株蜡样芽胞杆菌分离株携带编码产细胞毒素的基因

cytK, 提示这 6 株分离株的侵袭力增加, 可使微生物穿过宿

主细胞的防御屏障而感染宿主。 

据文献报道, 携带呕吐毒素编码基因簇 ces 的蜡样芽

胞杆菌分离株相对少见[26], 本次发现的分离株来源于进口

婴幼儿米粉。3 株携带 hbl 腹泻毒素基因簇的蜡样芽胞杆

菌分离株中, A01 和 A03 分离自国产婴幼儿米粉, 而 A11

来源于国产婴幼儿乳粉。其中 A01 和 A03 同时携带编码溶

血性肠毒素 hblA、hblC、hblD 基因和非溶血性肠毒素的

nheA、nheB、nheC 基因。根据相关研究[27], 由于 A03 分

离株同时携带编码细胞毒素基因 cytK, 其引起腹泻型食源

性疾病的潜在风险更高。 
 

表 5  11 株蜡样芽胞杆菌分离株的毒力基因分子特征 

Table 5  Molecular features of virulence genes in 11 strains of Bacillus cereus 

菌株编号 ces 基因簇 hblA hblC hblD nheA nheB nheC cytK 

A01 ‒ + + + + + + ‒ 

A02 ‒ ‒ ‒ ‒ + + + ‒ 

A03 ‒ + + + + + + + 

A04 ‒ ‒ ‒ ‒ + + + + 

A05 + ‒ ‒ ‒ + + + ‒ 

A06 ‒ ‒ ‒ ‒ + + + ‒ 

A07 ‒ ‒ ‒ ‒ + + + + 

A08 ‒ ‒ ‒ ‒ + + + ‒ 

A09 ‒ ‒ ‒ ‒ + + + + 

A10 ‒ ‒ ‒ ‒ + + + + 

A11 ‒ + + + ‒ ‒ ‒ + 

注: +代表携带相应的毒力基因, -代表未携带相应的毒力基因。 
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2.6  蜡样芽胞杆菌的多位点序列分型及聚类分析 

11 株蜡样芽胞杆菌共获得 10个序列型, 可见研究中的

蜡样芽胞杆菌分离株 ST 型具有高度多样性, 与先前的研究

结果一致[28]。其中, A03 为 ST4、A05 为 ST26、A02 和 A06

为 ST92、A04 为 ST371、A11 为 ST378, A08 为 ST611, A09

为 ST1421、A01 为 ST2196、A07 为 ST2622, A10 为新发现

的序列型, 赋予的 ST 型编号为 3277。通过多位点序列分型

(multilocus sequence typing, MLST)分型后发现, A05 为有引

起呕吐型食源性疾病潜在危害的 ST26 型菌株, 有研究表明

ST26 型与蜡样芽胞杆菌引起呕吐型食源性疾病暴发事件密

切相关[29]。BIANCO 等[30]的研究表明, ST4 也为潜在呕吐毒

株的分型, 但在本研究中 A03 的毒力基因型中并未检测到

ces 基因簇, 具体原因还有待研究与分析。PubMLST 数据分

析结果显示, 在引起食源性疾病事件的蜡样芽胞杆菌分离

株和病人分离株中, 以呕吐型症状为主, 占 55.3%, 腹泻型

占 31.2%, 呕吐和腹泻复合型占 12.7%[31]。 

2.7  蜡样芽胞杆菌的系统发育进化分析 

如图 3所示, 11 株蜡样芽胞杆菌与标准菌株ATCC14579

构成的系统发育进化树, 主要由 3 个进化分支组成, 其中

A07 与 A08 聚为一类, A02 与 A06 聚为一类, A01 与 A11

聚为一类, A03 与标准菌株 ATCC14579 聚为一类。结合毒力

基因分析发现, 聚类至同一簇的菌株携带的毒力基因存在

差别, 可见菌株具有高度多样的遗传性[32]。其余菌株间的亲

缘关系都较为疏远, 表明从各样品中分离的蜡样芽胞杆菌

具有较高的遗传进化多样性, 这与之前的研究相符[33‒35]。 
 

 
 

注: GCF 006094295.1 为标准菌株 ATCC14579。 

图 3  11 株蜡样芽胞杆菌系统发育树 

Fig.3  Phylogenetic tree of 11 strains of Bacillus cereus 

3  结  论 

控制婴幼儿配方乳粉和婴幼儿米粉中的蜡样芽胞杆菌

污染对于保障产品的安全至关重要。虽然近年来关于蜡样芽

胞杆菌在各种食品中的流行情况等数据在不断增加[36], 然

而, 目前对婴幼儿配方乳粉和婴幼儿米粉中的蜡样芽胞杆

菌流行情况、分子特征尚未系统明晰。本研究通过采集流通

环节市售的婴幼儿配方乳粉和婴幼儿米粉, 对其中的蜡样

芽胞杆菌污染情况进行监测, 并基于全基因组测序, 明晰其

中代表性蜡样芽胞杆菌的分子特征。研究结果表明, 婴幼儿

配方乳粉和婴幼儿米粉均有一定比例的蜡样芽胞杆菌检出, 

其中少量样品的污染水平大于 100 CFU/g。抗生素敏感实验

和全基因组测序结果表明, 11 株代表性蜡样芽胞杆菌分离株

均为多重耐药菌株, 具有耐药谱多样性, 且耐药表型和耐药

基因型具有较好的一致性。对于毒力基因而言, 蜡样芽胞杆

菌毒力基因的携带具有多样性, 且发现了携带编码呕吐毒素

基因的分离株。MLST 分型结果表明, 蜡样芽胞杆菌遗传具

有多样性, 表现为多种 ST 型。综上所述, 婴幼儿配方乳粉和

婴幼儿米粉生产企业应采取有效控制措施防控蜡样芽胞杆

菌的污染, 食品安全监管部门需进一步加强相关产品蜡样

芽胞杆菌的监测, 必要时制定相应的限量标准控制其污染。 
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