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摘 要:蜡样芽孢杆菌(Bacillus cereus)是一种普遍存在的食源性病原菌,可造成腹泻和呕吐两种类型的食物中
毒和其他类型的疾病。根据蜡样芽孢杆菌引起食物中毒的症状,其毒素可分为致腹泻型肠毒素和致呕吐型肠
毒素,其中溶血性肠毒素 BL、非溶血性肠毒素和细胞毒素 K是引起腹泻型食物中毒的 3种主要毒素, cereulide

为致呕吐型肠毒素。当前,蜡样芽孢杆菌污染导致的食物中毒事件时有发生,并严重危害人类健康。因此,了解
蜡样芽孢杆菌及其毒素在细胞水平上的作用将有助于预防芽孢杆菌感染;与此同时,快速、准确地检测蜡样芽
孢杆菌对有效控制食品污染和感染后治疗至关重要。本文综述了蜡样芽孢杆菌主要毒素的基本情况及检测方

法的研究进展,旨在为研究人员开展相关工作提供一定的借鉴和参考。
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Research Progress on Main Toxins and Detection Methods of
Bacillus cereus

YANG Yan-hua*, L譈 Peng, CHEN Ke-ping
(School of Life Sciences, Jiangsu University, Zhenjiang 212013, Jiangsu, China)

Abstract: Bacillus cereus is a ubiquitous foodborne pathogen that can cause two types of food poisoning (the
diarrhoeal type and the emetic type) and other illnesses. According to the symptoms of food poisoning, its
toxins can be divided into diarrheal enterotoxin and emetic enterotoxin. Hemolysin BL, non-haemolytic en-
terotoxin and cytotoxin K are the three main diarrheal enterotoxins, and cereulide is an emetic enterotoxin.
At present, food poisoning caused by B. cereus contamination occurs frequently and seriously endangers hu-
man health. Therefore, food safety problems caused by B. cereus have attracted extensive attention. Under-
standing the role of B. cereus and its toxins at the cellular level would be conducive to preventing the bacte-
rial infection. Meanwhile, rapid and accurate detection of B. cereus is extremely important for effective con-
trol of food contamination and post-infection treatment. Herein, the research progress of major toxins and
detection methods of B. cereus was reviewed. It may provide useful reference for researchers to carry out re-
lated work.

第 25卷 第 6期 生命科学研究 灾燥造援25 晕燥援6
圆园21年 12月 蕴蚤枣藻 杂糟蚤藻灶糟藻 砸藻泽藻葬则糟澡 Dec. 圆园21

窑专家论坛窑

mailto:yanhuayang@126.com


生 命 科 学 研 究 圆园21年

蜡样芽孢杆菌(Bacillus cereus)是一种在自然
界中广泛分布的 茁溶血性杆状细菌, 属于芽孢杆
菌属、革兰氏阳性菌,经常在土壤和食物中被发现,
在灰尘和污水中也可被分离鉴定。该菌大小为

(1.0~1.2) 滋m 伊 (3.0~5.0) 滋m,菌体杆状, 表面粗糙、
扁平、不规则, 能够在 8~50 益的环境条件下生存,
但在低温条件下生长较为缓慢。蜡样芽孢杆菌属

于好氧型细菌, 在特殊的环境条件下也能兼性厌
氧生存, 能形成热稳定的内生孢子[1]。芽孢具有高
度耐热、耐有毒化学物质、耐 UV射线、耐 酌射线
以及其他不利环境因素的特性, 内生孢子的这些
特点决定了它能够广泛存在于米饭、牛奶、肉类、

新鲜蔬菜、海鲜等食物中[2]。蜡样芽孢杆菌是引发
食源性肠道类疾病的一个主要病原微生物, 对人
类和动物的健康构成威胁, 包括家畜和野生动
物[3~7]。蜡样芽孢杆菌引起食物中毒的主要症状分
为腹泻或呕吐[8]。此外, 该菌还涉及许多严重并且
可能致命的非胃肠道感染, 例如严重的眼部感
染、骨髓炎、肝炎和炎症反应[9~10], 甚至导致死亡[11]。
因此,快速、准确地检测蜡样芽孢杆菌是控制食品
污染和感染后治疗的关键环节。本文概述了蜡样

芽孢杆菌主要毒素的基本情况及检测方法的研究

进展, 旨在为研究人员开展相关工作提供一定的
借鉴和参考。

1 蜡样芽孢杆菌的主要毒素

蜡样芽孢杆菌能产生多种毒素, 根据其引起
食物中毒的症状可分为致呕吐型肠毒素和致腹泻

型肠毒素。污染食品的蜡样芽孢杆菌可以通过产

生这些毒素造成食物中毒。因此, 蜡样芽孢杆菌
产生的毒素引起广泛的关注。

1.1 致呕吐型肠毒素

致呕吐型肠毒素(cereulide)主要引起恶心、呕
吐的症状, 其中毒可在儿童和老年人中表现出严
重或致命的症状[12~13]。17岁瑞士男孩和 7岁比利
时女孩致死性的食物中毒均被鉴定由 cereulide
毒素引起, 这种毒素会引起儿童恶心、呕吐和肝功
能衰竭[14]。Cereulide可在各器官中聚集[15], 导致线
粒体毒性, 并伴有肝毒性、脑病和 茁细胞功能异常
等临床并发症[14, 16]。

Cereulide的结构为[D-O-Leu-D-Ala-D-O-

Val-D-Val]3, 是一种通过非核糖体途径合成的十
二环形多肽, 其环形结构使 cereulide能够抵抗各
种恶劣环境, 表现出热稳定性(150 益, 60 min,
pH<9.5)、酸碱稳定性(pH 2~11)以及对蛋白酶(如
胰蛋白酶)的稳定性等[17~18]。Cereulide由 pBCE质
粒上的 ces基因簇合成, ces 基因簇由 cesA、cesB、
cesC、cesD、cesH、cesP和 cesT构成[19~20]。其中, cesA /
cesB的 NADPH亲和性对多肽的形成具有重要作
用[21]; cesC/cesD编码 ABC转移体, 对 cereulide毒
素的合成和运输起到一定的促进作用[22]; cesH 编
码 31 kD的水解酶, 该水解酶属于 琢/茁水解酶家
族, 可用自身的启动子启动表达; cesP编码磷酸
泛酰巯基乙胺基转移酶(phosphopantetheinyl trans-
ferase, PPTase), 主要参与非核糖体合成途径的起
始。研究表明, pBCE质粒编码的 cesH水解酶可
能负调节 ces 基因簇的合成; 染色体基因 Ppt chr
和 pBCE质粒基因 cesP合成的 PPTase 均对 ce-
reulide的起始合成起促进作用[23]。

Cereulide 引发呕吐的机制目前尚不完全清
楚, 已有动物实验证实 cereulide为缬氨霉素类似
物, 具有与缬氨霉素一样强的钾离子载体特性[17]。
Cereulide具有较高的疏水性, 能够通过细胞膜进
行扩散, 并且对钾离子具有很高的亲和力, 这两
个特点使其成为最佳的离子载体, 可破坏细胞膜
的电化学梯度。研究证实, cereulide的毒性作用正
是由于它是一种钾离子载体, 它是第一个被证明
与食物中毒有关的非蛋白质离子载体[24]。进一步
研究发现, 2 nmol/L的 cereulide可以阻止 HepG2
细胞的增殖[25], cereulide也可以引起 HEp-2细胞
的空泡化[26]。当前, 一般利用 HEp-2细胞、鼠肝细
胞和野猪精子运动性分析等方法检测 cereulide
毒素的生物活性[27~28]。有文献指出, 可利用基质辅
助激光解吸电离飞行时间(matrix-assisted laser de-
sorption/ionization -time of flight, MALDI -TOF)质
谱技术进行蜡样芽胞杆菌 cereulide 毒素的快速
检测[29]。随着科学技术的进步, cereulide的检测将
会更为快捷、方便。

1.2 致腹泻型肠毒素

腹泻与一系列肠毒素有关, 包括溶血性肠毒
素 BL (hemolysin BL, Hbl)、非溶血性肠毒素(non-
haemolytic enterotoxin, Nhe)、细胞毒素 K (cytotoxin

Key words: Bacillus cereus; toxin gene; detection method
（Life Science Research，2021，25（6）：471耀478）
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K, CytK)和肠毒素 FM (enterotoxin FM, EntFM)[20, 30],
以及潜在的肠毒素溶血素域 (enterotoxin hemoly-
sin 域, Hly域)和肠毒素 T (enterotoxin T, BceT)[31]。
其中, Hbl、Nhe和 CytK是引起腹泻型食物中毒的
3种主要毒素 [32~33]。Hbl和 Nhe 均由 3个亚基组
成[32], 而细胞毒素 CytK由单一蛋白质组件构成,
能够引起细胞毒性[34]。上述 3种毒素的致病机制
目前尚不完全清楚, 一般认为是由于毒素可在细
胞膜上形成孔洞, 细胞膜上的孔洞造成细胞内的
钠离子和氯离子流失, 使细胞电位失去平衡。腹
痛、腹泻的症状多在摄入污染的食物 8~16 h后发
生, 持续时间为 12~24 h[35]。这种食物中毒主要由
污染的牛奶、奶制品、蔬菜引起。不同蜡样芽孢杆

菌菌株含有不同的毒素基因, 其致病性也不相
同[36~37]。
1.2.1 溶血性肠毒素(Hbl)

Hbl最初从术后病人伤口分离出的蜡样芽孢
杆菌菌株 F837/76中分离得到, 其由 HblB、L1 和
L2三个蛋白质亚基构成, 它们的产生和分泌独立
进行, 相对分子质量分别为 37.5 kD、38.2 kD 和
43.5 kD, 只有 3种亚基同时存在时, Hbl 才能产
生最大的细胞毒性[38]。HblB、L1和 L2亚基分别由
hblA、hblD和 hblC基因编码, 它们的操纵子相同,
编码顺序依次为 hblC、hblD和 hblA [39]。三种蛋白
质亚基按一定的顺序结合到细胞膜上, 依次为
HblB、L1和 L2。当用对应的单克隆抗体进行检测
时, 通常会出现相对分子质量相差不大的两条带,
这可能是由于各组件产生了同源异型的变构。Hbl
复合体中的 HblB组件包含一个长的 琢-螺旋束和
琢/茁头部的结构域, 该结构同大肠杆菌毒素蛋白
细胞溶血素 A (cytolysin A, ClyA)的结构极其相似,
说明它们可能具有相似的作用机制, 可使细胞膜
形成孔洞[40]。

hbl基因的表达由 PlcR蛋白调节, 该蛋白质
通过与特定序列的结合调节 hbl操纵子的表达。
plcR基因的转录发生在稳定期, 而在孢子形成期
可被孢子形成因子 Spo0A抑制[41]。三种蛋白质亚
基的氨基酸序列分析结果表明, 它们的末端氨基
酸均含有信号肽序列, 说明其通过一般分泌(Sec)
途径进行分泌[33]。在细胞实验中, Hbl能引起细胞
膜的裂解, 使血脂平板产生溶血现象[35]。Hbl溶血
活性的强弱与 3种亚基的分子数目相关, 只有当
HblB亚基的相对分子质量高于 HblL1和 HblL2的
相对分子质量时, Hbl才具有最强的溶血活性。此

外, Hbl对不同细胞系呈现不同的细胞毒性, 并且
其毒性可以通过 HblB亚基的抗体中和而降低[42]。
已有研究证实, 3种蛋白质亚基构建成的无毒性
融合蛋白所制备的抗体可用于 Hbl毒素的检测[43]。
1.2.2 非溶血性肠毒素(Nhe)

Nhe是蜡样芽孢杆菌的另外一种毒素, 最早
在 1995年挪威发生的一场严重的食物中毒事件
中被分离鉴定, 引起该食物中毒事件的蜡样芽孢
杆菌为 NVH0075/95菌株[44]。Nhe由 NheA、NheB、
NheC 3种蛋白质亚基组成, 其相对分子质量依次
为 41 kD、39.8 kD和 36.5 kD; 它们分别由 nheA、
nheB、nheC基因编码, 并且由相同的操纵子调控。
氨基酸序列分析发现, NheA、NheB和 NheC的末
端氨基酸均含有信号肽序列, 说明它们通过 Sec
途径进行分泌, 但 3种蛋白质亚基以独立的方式
分泌到细胞外[33]。Nhe和 Hbl具有序列同源性, 而
HblB与 ClyA具有较高的结构相似性, 因此 Nhe
对来自不同物种的红细胞也具有溶血活性; 由于
共同的结构和功能特性, Hbl/Nhe和 ClyA家族的
毒素可能构成一个成孔细胞毒素的超家族[45]。

细胞实验表明, Nhe对多种细胞存在细胞毒
性, 但对不同细胞系的细胞毒性不同。Nhe可在细
胞质膜表面形成孔洞, 导致上皮细胞和红细胞的
裂解, 进而造成食物中毒。Nhe通过其单一组分
NheA、NheB和 NheC的有序结合对 Vero和 CaCo-
2 细胞产生细胞毒性 , 它们的结合顺序依次为
NheC、NheB和 NheA[46]。研究发现,当 NheA、NheB、
NheC 3种蛋白质亚基的摩尔浓度比为 10︰10︰1
时, 其对 Vero细胞的毒性最强; 增加 NheC蛋白
组分的浓度, 则降低其细胞毒性; 如果将等摩尔
浓度的 NheC添加到含有 NheA 和 NheB的溶液
中,则会完全抑制其细胞毒性[38]。当用NheB蛋白的
单克隆抗体去除 NheB蛋白或通过加入与 NheB
相互作用的化合物时, Nhe的细胞毒性几乎完全
丧失[42]。上述结果表明, NheB蛋白组件在Nhe引起
的细胞毒性中发挥着至关重要的作用 , 过高的
NheC蛋白组件浓度则降低细胞毒性, 其具体的机
制有待进一步研究。

1.2.3 细胞毒素 K (CytK)
CytK最初从蜡样芽孢杆菌菌株 391-98中分

离出来, 该菌株引起严重的食物中毒, 并造成 3
人死亡[34]。CytK由单一蛋白质组件构成, 其相对
分子质量为 34 kD, 具有高度细胞毒性, 同时也具
有坏死性和溶血性, 能够在脂质双层中形成孔
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洞。CytK蛋白由 cytK基因编码, 该基因启动子区
存在 PlcR 的识别位点, PlcR 通过结合到 PlcR-
box调节 cytK基因的表达[34]。序列比对发现, CytK
与金黄色葡萄球菌的白血球素、酌-溶血素和 琢-溶
血素, 产气荚膜梭菌的 茁-毒素, 以及蜡样芽孢杆
菌的溶血素域相似, 均属于 茁-桶成孔毒素家族;
此外, CytK对人肠上皮细胞具有高毒性, 并可能
导致坏死性肠炎[47]。

Fagerlund 等 [30]研究发现, CytK-1 与其变体
CytK-2具有很高的序列同源性, CytK-1和 CytK-
2蛋白之间的差异主要集中在某些区域; 在细胞
水平上, CytK-1对 Vero和 Caco-2细胞具有较高
的细胞毒性; CytK-2具有溶血性, 并且对人肠道
Caco-2细胞和 Vero 细胞具有毒性, 但其毒性约
为 CytK-1的 20%; CytK蛋白的细胞毒性是由于
其能在上皮细胞形成孔洞, 使细胞外液流入细胞,
进而导致细胞的死亡。进一步研究发现, CytK蛋
白的末端氨基酸含有信号肽序列, 说明它也通过
Sec途径进行分泌[33]。
1.2.4 其他腹泻型肠毒素

与 3种主要致腹泻型肠毒素 Hbl、Nhe和CytK
相比, 肠毒素 EntFM、Hly域和 BceT为潜在的腹泻
型毒力因子[48]。EntFM含有 1个 NlpC/P60结构域,
具有细胞壁肽酶的特征。该蛋白质涉及细菌的形

状、运动性以及上皮细胞的黏附、生物膜的形成、

巨噬细胞的空泡化和毒力等, 但是关于其毒性的
研究相对较少[49]。Hly域为寡聚 茁-桶成孔毒素, 不
耐热, 对蛋白水解酶比较敏感, 与金黄色葡萄球
菌的 琢-毒素或产气荚膜梭菌的 茁-毒素有关[2]。毒
素基因 bceT含有 1个开放阅读框, 其编码的多肽
由 336个氨基酸组成。该基因在大肠杆菌中的表
达产物表现出 Vero细胞毒性, 并且在血管通透性
实验中呈阳性; 同时, 其在结扎的小鼠回肠环中
可引起液体积聚, 注射后对小鼠具有致死性[50]。
总的来说, 腹泻型肠毒素复合物的细胞毒性

占蜡样芽孢杆菌总毒性的 90%以上。细胞实验表
明, Vero和原代人脐静脉内皮细胞(human umbili-
cal vein endothelial cell, HUVEC)对 Nhe 最敏感,
HepG2、Vero 和 A549 细胞系对 Nhe 和 Hbl 高度
敏感; 在大多数细胞系中, Nhe和 Hbl对细胞毒性
的贡献大致相同(40%~60%), 但是, 在 HUVEC细
胞中 Nhe的相对活性约为 90%, 在 A549细胞中
Hbl的相对活性约为 75%; CytK对 CaCo-2表现
出最高的细胞毒性[51]。

2 蜡样芽孢杆菌的流行情况

在中国, 涉及蜡样芽孢杆菌的食源性疾病通
常通过乳制品或乳制品来源的食物发生[7, 52~57]。中
国是人口大国, 液态奶和奶粉的消费量较大, 特
定的市场需求和生理差异造成了蜡样芽孢杆菌在

中国的流行。2011—2016年在中国主要城市进行
的调查结果显示, 蜡样芽孢杆菌广泛存在于巴氏
消毒奶中, 大约 27%的巴氏消毒奶含有蜡样芽孢
杆菌[53]。报告显示, 分离出的 100个蜡样芽孢杆菌
菌株分布于香港、广州、深圳、哈尔滨、宁夏、北海、

海口等城市或省份。总的来说, 中国南方乳制品
中蜡样芽孢杆菌的污染率相对低于北方地区, 其
在中国北方的污染率为 31%, 在南方的污染率为
25%。例如, 辽宁省婴儿配方奶粉中蜡样芽孢杆菌
的污染率为 42%, 而云南省婴儿配方奶粉中蜡样
芽孢杆菌的污染率仅为 12%[53]。其他省份或地区,
如北京、辽宁、甘肃、云南和东北地区, 蜡样芽孢
杆菌的污染率分别为 30%、27%、19%、10%和
16%[54, 58~59]。2012—2013年和 2015年发布的两份
关于中国市场婴儿配方奶粉的调查报告表明, 蜡
样芽孢杆菌的阳性率分别为 14%和 42% [7, 60]。
Zhuang等[61]调查发现,中国婴儿配方奶粉样品中蜡
样芽孢杆菌的污染率为 8.2%。我国乳制品中蜡样
芽孢杆菌毒素基因的种类及其检测情况详见表1。
其他国家或地区同样也存在蜡样芽孢杆菌的流行

情况。美国的一项全国性调查表明, 202份生鲜混
合牛奶样本中蜡样芽孢杆菌的阳性率为 8.9%[62], 德
国巴伐利亚测试的冰淇淋中蜡样芽孢杆菌的检出

率高达 62.7%, 而墨西哥销售的手工奶酪中蜡样
芽孢杆菌的检出率为 28.4%[63]。比较而言, 非洲国
家由于卫生条件较差, 其乳制品更易受到蜡样芽
孢杆菌的污染。此外, 米饭、凉皮、肉类及肉制品、
即食蔬菜等其他食品中蜡样芽孢杆菌的污染也

不容乐观,并对人类健康造成严重威胁[64~67]。因此,
世界各国均迫切需要解决其境内蜡样芽孢杆菌的

污染问题。

3 蜡样芽孢杆菌的主要检测方法

3.1 传统方法

传统的蜡样芽孢杆菌孢子或细胞检测方法包

括: 平板计数法、免疫学方法和液质联用法(liquid
chromatography-mass spectrometry, LC -MS; LC -
MS/MALDI-TOF)。平板计数法使用 ISO7932标准
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表 1 我国乳制品中芽孢杆菌毒素基因的种类及检测情况

Table 1 The positive rate of toxin genes in Bacillus samples from dairy products in China

注: a, 同时携带 hblA、hblC和 hblD; b, 同时携带 nheA、nheB和 nheC; ND, 未检测; c, 无具体数字。
Notes: a, hblA , hblC and hblD genes simultaneously positive; b, nheA , nheB and nheC genes simultaneously positive; ND, not
detected; c, no data.

方法进行蜡样芽孢杆菌的计数和检测, 但该方法
无法说明细菌产生毒素的能力, 也不能将蜡样芽
孢杆菌与芽孢杆菌菌群中的其他细菌真正区分开

来, 因而具有一定的局限性[68]。免疫学方法可针对
营养细胞、芽孢和毒素的蛋白质进行检测, 包括鞭
毛、细胞表面抗原及 NheA、NheB、NheC、HblL1和
HblL2等蛋白质[69~70]。酶联免疫吸附分析法(enzyme-
linked immunosorbent assay, ELISA)通过靶向特异
性单克隆抗体, 直接从蛋白质水平上检测蜡样芽
孢杆菌的毒性成分。这种单克隆抗体能够纯化

NheB和 NheB/C复合物等毒素, 并中和细胞毒性,
如抗 NheB组分的单克隆抗体能够中和 Nhe的细
胞毒性(高达 98%)[70~71]。液相色谱-质谱分析(LC-
MS/MALDI-TOF) 通常用于快速检测呕吐食品中
的芽孢杆菌分离物[7, 72~73]。质谱技术主要是通过细
菌组分所拥有的特异峰图进行菌种鉴定, 该方法
可用于菌种特异性的鉴定[74]。随着细菌质谱鉴定
数据库的进一步完善, 质谱技术的应用也变的越
来越简便、快捷、准确。相关报告显示,从细菌提取
物中鉴定出的 cereulide在 m/z 1 191处达到峰值,
检测限(limit of detection, LOD)为 30 ng/mL[29]。
3.2 PCR和 LAMP法

PCR基因序列分析法包括普通 PCR、实时荧
光定量 PCR (real-time PCR, RT-PCR)、多重 PCR

(multiplex PCR, mPCR)、微滴数字 PCR 技术(dro-
plet digital PCR, ddPCR)和交叉引物扩增法(cross-
priming amplification, CPA)[75]等, 该方法主要通过
靶向 16S rRNA [76]、groEL/gyrB[77]和 panC[78]等基因的
实时荧光定量 PCR或交叉引物扩增法等, 对蜡样
芽孢杆菌菌株进行鉴定或分析。其中,普通 PCR、
RT-PCR、mPCR是通过检测毒素基因来鉴定蜡样
芽孢杆菌的主要分析技术[7]。普通 PCR操作简单、
耗时短, 但是检测结果的准确性较低, 需要进一
步验证。与普通 PCR 相比, mPCR 更加灵敏、快
速、准确, mPCR可以同时检测同源性较高的芽孢
杆菌菌群中的菌株, 对于病原菌的检测也更为便
捷[79~80]。RT-PCR的扩增和检测一步完成, 检测周
期短,且特异性强、灵敏度高、假阳性低。同时, RT-
PCR既可以定性也可以定量, 能更有效解决 PCR
的污染问题, 因而应用更为广泛[80]。研究人员将叠
氮溴化丙锭染料和 RT-PCR技术结合, 该方法能
有效区分死菌和活菌。与 RT-PCR相比, ddPCR
检测不需要标准曲线, 可以有效减小误差, 该方
法适用于低浓度样本的检测, 灵敏度和稳定性更
高。美中不足的是, ddPCR定量的范围小, 不适合
高丰度样本的检测, 并且价格昂贵、耗时 [80~81]。事
实上, 牛奶中通常含有较低浓度的孢子, 在进行
PCR分析检测之前需要进行耗时的微生物富集

hblA

79.0
55.6

24.6
47.0
35.5
0

36.0
57.4

Detection of toxin gene/(%)
hblC

79.0
(55.0)a

77.8

22.8
68.0

(45.0)a

29.0
(21.1)a

59.1
38.4
68.5

(11.1)a

hblD

79.0
0

17.5
68.0
21.1
54.5
38.4
16.7

nheA

100.0
74.1

87.7
99.0
75.0
90.9
87.2
94.4

nheB

100.0
(100.0)b

88.9
(74.1)b

87.7
99.0
(93.0)b

100.0
(75.0)b

72.7
(72.7)b

81.6
94.4

(94.4)b

nheC

100.0
100.0

49.1
94.0
90.8

100.0
86.4

100.0

cytK

ND
33.3

22.8
73.0
44.7
68.2
36.8
75.9

cesB

5.0
48.2

3.5
5.0
2.6
ND
3.2

11.1

hly域
ND
ND

ND
54.0
ND
ND
ND
53.7

entFM

ND
40.7

71.9
96.0
97.4
ND
87.2
85.2

bceT

ND
73.4

7.0
75.0
52.6
54.5
44.8
77.8

Region
Beijing
China

Chinese markets
Major cities
in China
Wenzhou
Liaoning
12 provinces
of China
Heilongjiang,
Jilin, Hebei,
Henan, Guizhou

No. of B. cereus
isolate/No.
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步骤。此外, 牛奶中含有的高浓度离子和脂肪已
被证实能抑制 RT-PCR。另一种核酸扩增技术是
环介导等温扩增(loop-mediated isothermal ampli-
fication, LAMP), 该方法在等温环境下工作, 可用
于蜡样芽孢杆菌的快速、定点和便携式检测[82~83]。
旋转反应芯片(rotate and react SlipChip, RnR-Slip-
Chip) 借助 LAMP技术被开发用于同时检测包括
蜡样芽孢杆菌在内的多种细菌病原体[84],该方法进
样后通过一步旋转使靶菌与芯片上的 3种试剂立
即混合并反应, 60 min内可直接观察识别, 成功
率达 100%。但是, 这项技术能否同时适用于蜡样
芽孢杆菌孢子的检测尚有待进一步研究。

3.3 生物传感器

近年来, 基于生物传感器和纳米技术的新方
法因其简单、灵敏和快速而受到广泛关注。当前,
能够有效并且特异性地靶向细菌孢子的识别元件

(例如抗体、适体)数量相对较少, 因此生物传感器
的开发尚处于起步阶段[68]。与其他方法相比, 电化
学生物传感器因成本低、灵敏度高并且易于小型

化而发展较为迅速[85~87]。Mazzaracchio等[88]开发了
一种无标记的阻抗式 DNA适体传感器, 其蜡样
芽孢杆菌的检出限为 3伊103 CFU (colony-forming

unit)/mL, 线性范围为 104~5伊106 CFU/mL, 该传感
器的选择性好, 被证实具备检测蜡样芽孢杆菌的
能力。表面等离子体共振(surface plasmon reso-
nance, SPR)是一种灵敏的无标记微生物检测方法。
Kong等[89]利用噬菌体内溶素修饰的 SPR芯片检
测了蜡样芽孢杆菌的营养细胞 , 其检测限为
102 CFU/mL, 该方法采用消减抑制试验提高了
SPR传感器检测蜡样芽孢杆菌孢子的敏感性。当
前, 研究人员需要加速开发更加灵敏、快速和高特
异性的蜡样芽孢杆菌检测新技术、新方法,以提高
蜡样芽孢杆菌的检测能力和准确性。

另外, 还有其他方法可用于蜡样芽孢杆菌及
其毒素基因的检测, 由于篇幅限制这里不再一一
阐述。为便于理解, 表 2列出了蜡样芽孢杆菌及
其毒素基因检测的主要方法及相应的优缺点。

4 结论和展望

随着生活水平的提高, 人们的食品安全意识
和对优质食品的需求显著提高。然而, 蜡样芽孢
杆菌引起的食物中毒事件仍时有发生[7, 68]。蜡样芽
孢杆菌是一种产生内生孢子的病原体, 可引起食
物中毒, 症状为呕吐和腹泻, 其排出的毒素也是

表 2 蜡样芽孢杆菌及其毒素基因的检测方法
Table 2 Detection methods of B. cereus and its toxin genes

Detection method
Plate count
method
LC-MS/MALDI-TOF
Enzyme-linked
immunosorbent assay, ELISA
Standard PCR
Real-time PCR,
RT-PCR
Multiplex
PCR, mPCR
Droplet digital
PCR, ddPCR
Cross-priming
amplification, CPA
Loop-mediated isothermal
amplification, LAMP
Surface plasmon
resonance, SPR
Rotate and react
SlipChip, RnR-SlipChip
Electrochemical
biosensors

Detected target
B. cereus and
its spores
Cereulide
B. cereus and its toxin
proteins, polysaccharides
Universal, housekeeping
and toxin genes
Toxin genes

Toxin genes

Toxin genes
B. cereus

B. cereus

B. cereus and
its spores
B. cereus

B. cereus
spores

Advantage
Early official
method
High accuracy
High specificity, sensitivity,
and precision; low-cost
Rapid and simple
Rapid, high sensitivity and
specificity; low false positive,
and not easy to be polluted
Rapid, accurate, sensitive;
multiple bacteria can be
identified simultaneously
High sensitivity, accuracy, and
stability; lower detection limit
High sensitivity and specificity,
easy to perform, and requires
simple equipment
High sensitivity, specificity
and rapidity, low-cost
Rapid, specific, sensitive,
and label-free
Rapid, accurate, simple,
economical and visual
Low-cost, high sensitivity,
and easy to miniaturize

Disadvantage
Give no indication of the ability of
the bacteria to produce toxins
Narrow application scope
Complicated steps
Low accuracy
Unable to detect the
size of amplified gene
Nonspecific amplification
is easy to occur
Quantitative range is small,
expensive and time-consuming
-

Less versatile, easy to
give false positive
In early phase
-
The application is restricted because of low
number of recognition antibodies and aptamers
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损害肝组织和炎症性疾病(如胃肠炎和脑膜炎)的
主要元凶[8, 90]。蜡样芽孢杆菌的毒力因子在细胞毒
性中发挥着至关重要的作用, 了解蜡样芽孢杆菌
及其毒素在细胞水平上的作用将有助于预防芽孢

杆菌感染。在过去的几十年里, 虽然科研人员为
确保食品安全付出了艰辛的努力, 但我国乳制品
中蜡样芽孢杆菌的污染仍然是一个不容忽视的问

题。另一方面,无毒性的蜡样芽孢杆菌可作为药物
用于改善肠道微环境, 因而作为人类的益生菌被
利用, 并且这一领域正受到越来越多的关注[91~93]。
但是, 有毒性的蜡样芽孢杆菌因携带各种毒素或
抗生素耐药性的基因而可能给人类带来严重的健

康风险。与其他致病菌相比, 蜡样芽孢杆菌因其
内生孢子的高传递性、高活力和高耐受性而具有

更高的风险[7, 93~95]。此外, 蜡样芽孢杆菌因可与其
宿主细胞持续相互作用而难以控制。传统的微生

物检测方法耗时、效率低、灵敏度偏低。近年来,
研究人员开发了基于分子生物学和生物传感器的

新方法, 如 LAMP、电化学生物传感器和表面离子
共振等。尽管新的便携式检测方法相比目前使用

的方法更具优势, 但该方法不易实现, 因而只有
少数几种方法可商业化。总的来讲, 我们要充分
认识蜡样芽孢杆菌的危害, 了解其毒性因子的致
病机制, 尽快开发高效、快速、准确的蜡样芽孢杆
菌检测的新方法、新技术, 尽量将其危害降低到最
低水平, 以保障人们的生命安全。
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