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摘　要：蜡样芽孢杆菌是一种可引起食物中毒的常见 食 源 性 细 菌，属 于 革 兰 氏 阳 性 的 条 件 致 病 菌，广 泛 存 在 于 土

壤、空气、水及植物源、动物源加工的食品中。近年发现也能感染包括人在内的多种动物，是一种人兽共患性细菌，

特别是能够引起人畜肠道疾病，导致腹泻型或呕吐型食物中毒。快速准确检测蜡样芽孢杆菌是控制其污染和感染

后治疗的关键环节。作者对蜡样芽孢杆菌的检测方法进行了全面详细的总结，主要包括传统检测方法、普通ＰＣＲ、

多重ＰＣＲ（ｍＰＣＲ）、实时荧光定 量ＰＣＲ（Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ　ＰＣＲ）、叠 氮 溴 化 丙 锭—定 量ＰＣＲ（ＰＭＡ－ｑＰＣＲ）、微 滴 数 字ＰＣＲ
技术（ｄｄＰＣＲ）、环介导等温扩增（ＬＡＭＰ）及酶联免 疫 吸 附 测 定（ＥＬＩＳＡ）。从 传 统 方 法 到 新 兴 技 术，涉 及 传 统 检 测

技术、分子生物学检测和免疫学检测技术，作者主要 总 结 了 各 方 法 的 原 理、检 测 范 围，并 对 各 方 法 的 优 缺 点 进 行 了

比较。这些检测方法的灵敏度、精确度、样本要求等有所不同，可根据检测需要和条件限制进行选择。将分子生物

学方法和免疫学等方法有效地结合起来，多角度多 层 次 地 对 样 品 进 行 检 测，可 全 面 而 准 确 地 呈 现 检 测 结 果。蜡 样

芽孢杆菌能产生多种毒素，这些毒素决定了其致病 性，所 以 除 了 检 测 菌 体 外，还 可 以 对 毒 素 进 行 检 测，有 助 于 确 定

病原及其致病力。总的来说，蜡样芽孢杆菌对人畜的健 康 安 全 均 构 成 了 威 胁，快 速 准 确 地 检 测 能 有 效 辅 助 治 疗 和

提前预防，作者将主要检测方法进行了总结，希望能有助于全面准确地评估蜡样芽孢杆菌的风险，为主动监测和预

警提供科学依据。
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　　广义的蜡样芽孢杆菌指的是蜡样芽孢杆菌群，
主要包括：苏云金芽孢杆菌、炭疽芽孢杆菌、蕈状芽

孢杆菌、韦氏芽孢杆菌、假真菌样芽孢杆菌、蜡样芽

孢杆菌［１－４］。它们的形态特征、生理生化特征非常相

似，而且有着 极 高 的ＤＮＡ同 源 性。狭 义 的 蜡 样 芽

孢杆菌是一种革兰氏阳性菌，能形成芽孢的条件致

病菌，广泛存在于土壤、空气、水及植物源、动物源加

工的食品中［５］，误食后可引起人畜肠道疾病，出现腹

泻型或呕 吐 型 食 物 中 毒。奶 牛 乳 房 炎 和 子 宫 内 膜

炎［６］、仔猪的流 行 性 腹 泻［７］、刺 参 的 腐 皮 综 合 征［８］、
犬猫腹泻等都与蜡样芽孢杆菌的感染相关。人感染

蜡样芽孢杆菌可能会引发全眼球炎［９］、心内膜炎、脑
膜炎、肺炎、骨髓炎和败血症［１０－１１］等疾病，新生儿上

呼吸道感 染 和 脐 带 炎 也 与 蜡 样 芽 孢 杆 菌 相 关。快

速、准确地检测蜡样芽孢杆菌是控制其污染和感染

后治疗的关键环节，目前国内外对于蜡样芽孢杆菌

的检测主要是通过传统的检测方法、分子学检测方

法、免疫学检测方法进行直接检测或通过毒力基因

和毒素进行间接检测。近几年对于蜡样芽孢杆菌的

检测有了更深的研究，作者总结了国内外对于蜡样芽

孢杆菌的检测方法，并就它们的优缺点进行了阐述。

１　传统的检测方法

国标法（ＧＢ／Ｔ　４７８９．１４—２０１４）是 目 前 中 国 规

定的食品中蜡样芽孢杆菌的标准检测方法，根据蜡

样芽孢杆菌的生长特点和生化特性进行鉴定。主要

分为以下几步：增菌、分离培养、镜检、生化鉴定、生

化分型。
生化鉴定即通过生化特性进行鉴定。蜡样芽孢

杆菌具有不发酵甘露醇、木糖及阿拉伯糖，可以液化

明胶，还原硝酸盐、分解酪氨酸、在厌氧环境利用葡

萄糖，含有过氧化氢酶，Ｖ－Ｐ反应呈阳性，发 生 卵 黄

反应等特征。这些特征可以作为生化鉴定的指标。
传统的生化鉴定检测程序复杂繁琐、耗时费力。

除传统生化鉴定外，还可以通过自动细菌鉴定

仪鉴定菌种。自动细菌鉴定仪可以同时进行多种生

化反应，从而鉴定多种纯培养的细菌。目前常用的

有 两 种 全 自 动 细 菌 鉴 定 仪：ＰｈｏｅｎｉｘＴＭ－１００ 和

ＶＩＴＥＫ２。ＰｈｏｅｎｉｘＴＭ－１００可 以 对１００个 样 本 同 时

进行 鉴 定 和 药 敏 测 试，可 进 行５１项 生 化 反 应，而

ＶＩＴＥＫ２可进行３０多项生化反应，都多于普通生化

反应项 目，且 可 信 度 较 高。但 ＶＩＴＥＫ２有１４种 检

测卡，而ＰｈｏｅｎｉｘＴＭ－１００仅 有 两 种 即 革 兰 氏 阴 性 检

测卡和革兰氏阳性检测卡，仅需区别革兰氏染色即

可选板，更为简单方便。刘水等［１２］研究了ＶＩＴＥＫ２
全自动微生物鉴定系统对蜡样芽孢杆菌检测的可靠

性，分析了１６株蜡样芽孢杆菌，结果显示可信度为

９７％，阳 性 标 准 菌 株 可 信 度 为１００％。全 自 动 微 生

物鉴定仪用于鉴定蜡样芽孢杆菌可信度较高，简便、
准确，适合大批量的检测，节省人力，但仪器和试剂

的使用成本比较高，要求一定比浊度的纯菌液，存在

不能鉴定的细菌，一些菌不能均匀悬浮于０．４５％～
０．５％的盐水中及菌龄过老等问题。

２　分子生物学技术检测方法

分 子 生 物 学 技 术 检 测 蜡 样 芽 孢 杆 菌 的 方 法 较

多，作者针对普通ＰＣＲ、普通多重ＰＣＲ、实时荧光定

量ＰＣＲ、叠氮溴化丙锭—定量ＰＣＲ、微滴数字ＰＣＲ
技术、环介导等温扩增技术进行总结和评价。

２．１　普通ＰＣＲ检测

可通过通用基 因、管 家 基 因、毒 力 基 因 对 蜡 样

芽孢杆菌进行核酸检测。目前利用ＰＣＲ检测蜡样

芽孢杆 菌 特 异 性 靶 基 因 的 研 究 相 对 较 多，主 要 有

１６ＳｒＲＮＡ、ｇｙｒＢ、ｇｒｏＥＬ、ｒｐｏＢ、ｃｅｒｅｏｌｙｓｉｎ　ＡＢ、ｃｙｔＫ
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和ｈｂｌＡ等。

１６ＳｒＲＮＡ在细菌中普遍存在且具有种间多态

区，所以通常使用１６ＳｒＲＮＡ分析其序列可确定各

种细菌的进 化 距 离 和 相 互 关 系［１３］，从 而 鉴 定 细 菌。

１６ＳｒＲＮＡ基因在 基 因 序 列 分 析 中 应 用 最 多，是 一

种常 规 的 检 测 手 段［１４］。但 蜡 样 芽 孢 杆 菌 群 中 的

１６ＳｒＲＮＡ具有高 度 同 源 性，一 般 只 有 几 个 碱 基 有

差异，不能很好区分蜡样芽孢杆菌群。通常需要结

合其他方法进一步鉴定。
可 通 过 蜡 样 芽 孢 杆 菌 的 管 家 基 因，如ｒｐｏＢ、

ｇｙｒＢ和ｔｕｆ基因鉴定蜡样芽孢杆菌。ｇｙｒＢ基因编

码ＤＮＡ 旋 转 酶 的β亚 基，具 有 高 度 的 特 异 性。

ｒｐｏＢ基因编码ＲＮＡ聚合酶的β亚基，ｒｐｏＢ基因序

列虽绝大部分相同，但在各种之间存在一定的差别，
可以利用这些不同位点将群内的各种细菌区分开。

Ｃａｒｒｏｌｌ等［１５］使 用ｒｐｏＢ 基 因 为 目 标 基 因 设 计 引

物，快速 分 类 蜡 样 芽 孢 杆 菌 群。Ｔａｎｇ等［１６］使 用

１６ＳｒＲＮＡ、ｒｐｏＢ和ｔｕｆ 基因鉴定包括蜡 样 芽 孢 杆

菌在内的多 种 皮 肤 共 生 菌。Ｃａａｍａｎｏ－Ａｎｔｅｌｏ等［１４］

分析了ｒｐｏＢ、ｇｙｒＢ、ｔｕｆ管 家 基 因 鉴 别 芽 孢 杆 菌 的

效果，认为ｔｕｆ基因是鉴别芽孢杆菌很好的靶标，特
别是从相近物种中鉴别枯草芽孢杆菌和蜡样芽孢杆

菌。与其他单重ＰＣＲ相比，使用管家基因检测特异

性强、操作简单，能够成功实现与其他芽孢杆菌的区

分和鉴定。
对于致病性蜡样芽孢杆菌，也可以通过检测蜡

样芽孢杆菌的毒力基因进行检测。如对腹泻型蜡样

芽孢杆菌的溶血性毒素ｈｂｌ基因、非溶血性毒素ｎｈｅ
基因、细 胞 毒 素 Ｋ的 基 因ｃｙｔＫ、肠 毒 素 Ｔ的 基 因

ｂｃｅＴ和肠毒素ＦＭ 的基因ｅｎｔＦＭ［１７］及呕吐型蜡样

芽孢杆 菌 的ｃｅｓ基 因［１８］等 进 行 检 测。Ｒｅｉｓ等［１９］对

分离得到的蜡样芽孢杆菌ｈｂｌ基因和 ＨＢＬ毒 素 进

行了检测评估。蜡样芽孢杆菌的多种毒力基因受多

效性调控子（ＰｌｃＲ区）的调控［２０］，且ＰｌｃＲ区和启动

子序列 距 离 很 近。因 此，Ｏｌｔｕｓｚａｋｗａｌｃｚａｋ等［２１］针

对ＰｌｃＲ区和ｃｙｔＫ设计了两个正向引物和一个反向

引物用于检测蜡样芽孢杆菌，同时证明了其含有生成

细胞毒素Ｋ的潜力。但是使用毒力基因为目的基因

的单重ＰＣＲ检测方法存在很多问题，如苏云金芽孢

杆菌也产生 ＨＢＬ毒素、ＮＨＥ毒素［２２］等，因此，鉴定

时并不能准确区分种属。而且有的菌株中可能不含

有某种毒素，检测不到该基因，存在漏检的现象。
作者将检测蜡样芽孢杆菌的引物汇总并进行了

比较，见 表１。总 体 来 说，单 重ＰＣＲ技 术 操 作 较 为

简单，耗时短，但是检测结果的准确性较低，存在漏

检和误检，因此，需要多角度进行检测验证。

表１　检测蜡样芽孢杆菌的引物及比较

Ｔａｂｌｅ　１　Ｃｏｍｍｏｎ　ｐｒｉｍｅｒｓ　ｆｏｒ　ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｃｅｒｅｕｓ　ａｎｄ　ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ

基因类型

Ｔｙｐｅｓ　ｏｆ　ｇｅｎｅ
目的基因

Ｔａｒｇｅｔ　ｇｅｎｅｓ
鉴定范围

Ｓｃｏｐｅ
参考文献［１９，２１，２３－２５］

Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓ［１９，２１，２３－２５］

核糖体ＲＮＡ
ｒＲＮＡ

１６ＳｒＲＮＡ、２３ＳｒＤＮＡ 蜡样芽孢杆菌群 Ｎａｓｒａｂａｄｉ　ｅｔ　ａｌ．（２０１７）

管家基因

Ｈｏｕｓｅｋｅｅｐｉｎｇ　ｇｅｎｅｓ
ｇｙｒＢ、ｔｕｆ、ｒｐｏＢ 蜡样芽孢杆菌 Ｌｅｅ　ｅｔ　ａｌ．（２０１４）

毒力基因

Ｖｉｒｕｌｅｎｃｅ　ｇｅｎｅｓ
ｈｂｌＡ、ｈｂｌＣ、ｈｂｌＤ、ｎｈｅＡ、ｎｈｅＢ、

ｎｈｅＣ、ｂｃｅＴ、ｅｎｔＦＭ、ｃｙｔＫ、ｃｅｓ
毒力基因 Ｒｅｉｓ　ｅｔ　ａｌ．（２０１３）；

Ｏｌｔｕｓｚａｋ－Ｗａｌｃｚａｋ　ｅｔ　ａｌ．（２０１３）；

Ｌｅｅ　ｅｔ　ａｌ．（２０１４）；Ａｒｓｌａｎ　ｅｔ　ａｌ．（２０１４）

２．２　普通多重ＰＣＲ检测

多重ＰＣＲ是在同一个反应体 系 中 加 入 多 对 引

物，同时扩增出相对应的多个核酸片段的一种聚合

酶链式反应，其反应原理和操作过程与单重ＰＣＲ基

本一致。

蜡样芽 孢 杆 菌 群 中 的ＤＮＡ同 源 性 很 高，使 用

某一种引物不能准确判断。多重ＰＣＲ可 以 同 时 检

测同源性较高的蜡样芽孢杆菌群中的菌种。Ｋｕｍａｒ
等［２６］通 过 目 标 基 因ｈｂｌＡ、ｎｈｅＡ、ｃｙｔＫ、ｃｒｙＩＡ 和

ｐａｇ设计引物，可以同时检测鉴定蜡样芽孢杆菌群

中蜡状芽孢杆菌、苏云金芽孢杆菌和炭疽芽孢杆菌。

并且 设 计 了 扩 增 内 标（ｉｎｔｅｒｎａｌ　ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｃｏｎ－
ｔｒｏｌ，ＩＡＣ），ＩＡＣ的 引 物５′由ｎｈｅＡ 为 目 的 基 因 构

建，３′由ｐＵＣ１８质粒为目的基因构 建，避 免 假 阴 性

发生，同时增强了ｍＰＣＲ系统的灵敏度。

通过多重ＰＣＲ不仅可以鉴别蜡样芽孢杆菌群，

还可以同时 检 测 多 种 常 见 的 细 菌。Ｋｉｍ等［２７］通 过

目标基因ａｃｔＡ、ｆｌｉＣ、ｈｂｌ、ｉｎｖＡ、ｉｌｅＳ同 时 检 测 低 脂
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乳品 中 的 单 核 细 胞 增 多 性 李 斯 特 菌、大 肠 杆 菌

Ｏ１５７∶Ｈ７、蜡状芽孢杆菌、沙门氏菌属和金黄色葡

萄球菌。此 方 法 可 以 同 时 检 测 多 种 细 菌，比 普 通

ＰＣＲ更快速。
与普通ＰＣＲ相比，ｍＰＣＲ更加快速、准确和 灵

敏，可同时检测多种细菌，对于病原菌的检测更为实

用且便捷。但多重ＰＣＲ引物设计较为复杂，容易出

现非特异性的扩增，需要多重验证。

２．３　实时荧光定量ＰＣＲ（Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ　ＰＣＲ）检测

实时荧光定量ＰＣＲ技术是２０世纪９０年代发

展起来的一种准确、快速的核酸定量分析技术。根

据所使用的荧光化学制剂分为荧光探针法和荧光染

料法，主 要 有ＴａｑＭａｎＴＭ探 针 法 和ＳＹＢＲ　ＧｒｅｅｎⅠ
染料法。Ｃｒｅｍｏｎｅｓｉ等［２８］使用ＴａｑＭａｎＴＭ探针法针

对蜡样芽孢杆菌的ｃｅｓ基因及其他细菌的基因设计

探针，实现同时对２３种常见食物中毒的细菌进行鉴

定。定量的线性范围是１０４～１０８　ＣＦＵ／ｇ。Ｆｏｒｇｈａｎｉ
等［２９］使用ＳＹＢＲ　ＧｒｅｅｎⅠ染 料 法 和 高 分 辨 率 熔 解

曲线分析法针对ｇｙｒＢ、ｈｌｙ、ｎｕｃ基因同时 检 测 食 物

中的蜡状 芽 孢 杆 菌、单 核 细 胞 增 多 性 李 斯 特 氏 菌

和金黄色 葡 萄 球 菌，不 进 行 扩 菌 处 理 的 检 出 限 为

３．７×１０３　ＣＦＵ／ｇ。
近些年，将叠氮溴化丙锭染料（ＰＭＡ）和实时荧

光定量ＰＣＲ技 术 结 合，能 有 效 区 分 死 菌 和 活 菌。

ＰＭＡ可以穿过受损的细胞膜，在可见光作用下其分

解产物与ＤＮＡ发生交联，从而抑制ＤＮＡ的ＰＣＲ扩

增。Ｃａｔｔａｎｉ等［３０］使 用ＰＭＡ－ｑＰＣＲ检 测 定 量 蜡 样

芽孢杆菌的活细胞，检出限为７．５×１０２　ＣＦＵ／ｍＬ。

ＳＹＢＲ　ＧｒｅｅｎⅠ染料能与所有ＤＮＡ双链结合，
无法较好地区分ＰＣＲ产物和非特异性条带，因此无

法进行精确的定量，相比较而言，ＴａｑＭａｎＴＭ探针法

特异性好，能精确定量。与常 规ＰＣＲ相 比，实 时 荧

光定量ＰＣＲ特异性更强、灵敏度更高，既 可 以 定 性

也可以定量且特异性好、假阳性低、灵敏度高、通过

荧光信号的检测可以直接对产物进行定量，不需要

开盖，不易污染，扩增和检测一步完成，而且检测周

期短，能 更 有 效 解 决ＰＣＲ污 染 问 题。使 用ＰＭＡ－
ｑＰＣＲ对活细胞进行定量检测，能消除假阳性结果。

２．４　微滴数字ＰＣＲ技术（ｄｄＰＣＲ）检测

ｄｄＰＣＲ技 术 是 将 样 本 通 过 微 滴 发 生 器 进 行 微

滴化处理，制成微滴后进行ＰＣＲ反应，ＰＣＲ反应结

束后，使用微滴检测器对每个微滴逐个检测，最终经

分析 软 件 计 算 出 ＤＮＡ 分 子 的 浓 度。Ｐｏｒｃｅｌｌａｔｏ
等［３１］首 次 使 用ｄｄＰＣＲ检 测 牛 奶 中 的 蜡 样 芽 孢 杆

菌。实时荧光定量ＰＣＲ和ｄｄＰＣＲ比较，ｄｄＰＣＲ有

更低的检出限，检测期间不需要标准曲线，能够减小

误差，对于目标细菌少的样品来说有很大的优势，即
使在低浓度 样 本 检 测 中 也 有 更 高 的 灵 敏 度 和 稳 定

性。但其成本和花费时间比标准实时荧光定量ＰＣＲ
高一倍，定量的范围小，不适合高丰富度的检测。

２．５　环介导等温扩增技术（ＬＡＭＰ）检测

ＬＡＭＰ是一种恒温核酸扩增技术，不需要进行

变性、退火、延伸的循环，针对６个区域设计４个引

物［３２］，以一种链置换ＤＮＡ聚合酶在恒温 条 件 下 完

成扩增，耗时短，灵敏度比普通ＰＣＲ高很多，不需要

特殊仪器，适合现场、战时野外进行病原微生物的快

速检测。周巍等［３３］以ｈｂｌＡ基因为目的基因设计引

物，建立的ＬＡＭＰ检测方法能特异性地扩增蜡样芽

孢杆菌。ＬＡＭＰ方法灵敏度高、反应时间短、操作简

单，但是容易形成气溶胶污染，假阳性问题严重。
总体而言，分子生物学检测技术与传统方法相

比，特异性强且快速，但是不同的检测方法又有不同

的优势和缺陷。现场、战时野外进行病原微生物的

快速检测可选择ＬＡＭＰ方法检测，但是其假阳性问

题严重，在有条件的情况下一般不适用。在样品量

少的情况下可以选择ｄｄＰＣＲ技术，但其时间和成本

是ｑＰＣＲ的两倍。以上分子生物学检测蜡样芽孢杆

菌方法的优缺点汇总于表２。

表２　分子生物学检测方法的优缺点

Ｔａｂｌｅ　２　Ａｄｖａｎｔａｇｅｓ　ａｎｄ　ｄｉｓａｄｖａｎｔａｇｅｓ　ｏｆ　ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ｂｉｏｌｏｇｙ　ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　ｍｅｔｈｏｄｓ

检测方法 Ｍｅｔｈｏｄｓ 优点 Ａｄｖａｎｔａｇｅｓ 缺点 Ｄｉｓａｄｖａｎｔａｇｅｓ

普通ＰＣＲ　Ｓｔａｎｄａｒｄ　ＰＣＲ 简单，耗时短 检测结果的准确性较低

多重ＰＣＲ　Ｍｕｌｔｉｐｌｅｘ　ＰＣＲ 灵敏度高，可同时鉴定多种细菌 容易出现非特异性的扩增

实时荧光定量ＰＣＲ　Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ　ＰＣＲ 特异性好、假阳性低、灵敏度高、不易污染 成本高、无法检测扩增子大小

微滴式ＰＣＲ技术ｄｄＰＣＲ 适合低浓度样本检测，比实时荧光定量ＰＣＲ检出限低 成本和时间是实时荧光定量ＰＣＲ的两倍

环介导等温扩增技术 ＬＡＭＰ 时间短，成本低 假阳性问题严重
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３　免疫学方法检测

３．１　酶联免疫吸附测定试验（ＥＬＩＳＡ）检测

ＥＬＩＳＡ测定基于抗原抗体之间的反应，将待测

物与酶连接，然后通过酶与底物之间的颜色反应，用
于定量测定大分子质量的蛋白、多糖和细菌的方法。
可以通过ＥＬＩＳＡ直接检测蜡样芽孢杆菌细胞，也可

检测毒素。Ｚｈｕ等［３４］通 过 制 备 的 兔 的 多 克 隆 抗 体

和鼠的单克隆抗体，可以识别某些蜡样芽孢杆菌表

面的成分，从而开发了使用双抗体夹心法快速检测

食品中的蜡样芽孢杆菌。该方法的线性检测范围约

为１×１０４～２．８×１０６ 个细胞／ｍＬ，检测限为０．９×
１０３ 个 细 胞／ｍＬ。使 用 双 抗 体 夹 心ＥＬＩＳＡ可 实 现

对蜡样芽孢杆菌细胞的直接和特异性检测。已经有

商业 的 ＥＬＩＳＡ 试 剂 盒 用 于 检 测 毒 素，如 用 ＢＤＥ
ＶＩＡＴＭ试剂盒［３５］可检测蜡样芽孢杆菌的Ｎｈｅ－Ａ。

ＥＬＩＳＡ检测具有特异性，精确度及灵敏度较高

且成本低，不需要昂贵设备。

３．２　商业化毒素检测试剂盒检测

现在市面存在很多检验蜡样芽孢杆菌的肠毒素

的试剂盒，包 括 通 过 反 向 被 动 乳 胶 凝 集 检 测 ＨＢＬ－
Ｌ２组分的ＢＣＥＴ－ＲＰＬＡ试剂盒［１９，３５－３６］、胶体金检测

Ｎｈｅ－Ｂ和 Ｈｂｌ－Ｌ２的Ｄｕｏｐａｔｈ试 剂 盒［１，２，３５－３６］及 上

文提 到 的ＥＬＩＳＡ检 测 Ｎｈｅ－Ａ的ＢＤＥ　ＶＩＡＴＭ 试 剂

盒［３５］等。通过试 剂 盒 可 以 快 速 检 测 蜡 样 芽 孢 杆 菌

的毒素。但这些试剂盒也不是可以检测所有蜡样芽

孢杆菌的肠毒素，如蜡样芽孢杆菌ＮＶＨ　３９１／９８株

的Ｎｈｅ－Ｂ的 组 分 就 不 能 被 Ｄｕｏｐａｔｈ试 剂 盒 检 测

到［３７］。值得注意 的 是，不 同 细 菌 可 产 生 同 种 毒 素，
如蜡样芽孢杆菌群中的苏云金芽孢杆菌等、地衣芽

孢杆菌、短小芽孢杆菌。因此，检测到某种肠毒素，
不能确定为某种菌产生时需要进一步的鉴定。而且

由于检测的是毒素的某一组分，因此也不能判断其

是否具有生物学活性。
免疫检测可针对营养细胞、芽孢和毒素的蛋白

进行检测，包括鞭毛抗原、细胞表面抗原、芽孢外壁

的碳 水 化 合 物 及 Ｎｈｅ－Ａ、Ｎｈｅ－Ｂ、ＨＢＬ－Ｌ２等 蛋 白。
作者将上述 几 种 蜡 样 芽 孢 杆 菌 的 免 疫 学 检 测 方 法

（ＥＬＩＳＡ测定［３４－３５］、反 向 被 动 乳 胶 凝 集［３５－３６］及 胶 体

金检测［３５－３６］）进行汇总，见表３。值得注意的是，现在

还没有直接检测蜡样芽孢杆菌细胞的商业化试剂盒，
在蛋白水平直接检测菌体需要制备抗体，操作较为

复杂且耗时长。而使用针对毒素的商业化试剂盒也

存在漏检、误检等情况，因此蛋白水平菌体的检测亟

需进一步 得 到 发 展。如 同 时 进 行 菌 体 和 毒 素 的 检

测，可以更全面对蜡样芽孢杆菌进行风险评估分析。

表３　免疫学检测方法的比较

Ｔａｂｌｅ　３　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ　ｏｆ　ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃａｌ　ｍｅｔｈｏｄｓ

方法

Ｍｅｔｈｏｄｓ

酶联免疫吸附测定试验

ＥＬＩＳＡ

反向被动乳胶凝集

ＲＰＬＡ

胶体金方法

Ｃｏｌｌｏｉｄａｌ　ｇｏｌｄ　ｍｅｔｈｏｄ

试剂盒或技术 Ｋｉｔ　ｏｒ　ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ
双抗体夹心ＥＬＩＳＡ，

ＢＤＥ　ＶＩＡＴＭ试剂盒
ＢＣＥＴ－ＲＰＬＡ试剂盒 Ｄｕｏｐａｔｈ试剂盒

检测的靶标 Ｔａｒｇｅｔ
蜡样芽孢杆菌细胞，

毒素Ｎｈｅ－Ａ
毒素 Ｈｂｌ－Ｌ２ 毒素 Ｈｂｌ－Ｌ２，Ｎｈｅ－Ｂ

检出限 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　ｌｉｍｉｔ
０．９×１０３ 个细胞／ｍＬ，

１ｎｇ／ｍＬ
２ｎｇ／ｍＬ　 ２０ｎｇ／ｍＬ，６ｎｇ／ｍＬ

检测时间 Ｔｅｓｔ　ｔｉｍｅ
不确定，

５ｈ
２０ｈ ０．５ｈ

４　小　结

蜡样芽孢杆菌引起的中毒与其他一些细菌毒素

导致的 中 毒 症 状 很 相 似，如 金 黄 色 葡 萄 球 菌 肠 毒

素［３８］，两者都导致急性的恶心与呕吐症状，因此，蜡

样芽孢杆菌所导致的食物中毒事件常常被低估。虽

然腹泻型毒素并不会引起死亡，但呕吐型毒素会导

致肝细胞中线粒体肿大、肝功能衰竭［３９］，进而致死。
不同菌株的致病性有很大的差异，有些菌株是益生

菌，可添加到动物的饲料中。在中国，对蜡样芽孢杆

菌作为益生菌使用的安全性虽然有一定的评估和监

管程序，但这些规定中有很多已经过时，没有考虑到

９３６
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最新的毒力因子［４０］。因此，蜡样芽孢杆菌应该作为

常规的一项检测项目并引起重视，作为益生菌使用

前也应进行全面的检查，以确定菌株的安全性。
近 几 年 有 关 蜡 样 芽 孢 杆 菌 的 检 测 方 法 层 出 不

穷，作者仅总结了一些应用性比较强的技术，涉及传

统检测方法、分子学检测方法、免疫学检测方法。各

个检测方法有不同的优势，可根据检测需要和条件

限制进行选择，充分发挥各自优势。如仅需要对病

原菌进行常规检测，可直接使用多重ＰＣＲ或普通单

重ＰＣＲ检 测；需 要 定 量 时 可 采 用 实 时 荧 光 定 量

ＰＣＲ，能直接对产物进行定量；在样品量少的情况下

可以选择ｄｄＰＣＲ技术，对于低浓度样本也有较高的

灵敏度和稳定性；在检测条件较差的情况下，可采用

ＬＡＭＰ检测方法，不需要特殊的仪器和设备。值得

注意的是，对于致病菌的检测不应只停留在对菌体

的检测上，还需要对其产生的毒素进行检测，可将分

子生物学方法和免疫学等方法有效地结合起来，多

角度多层次地对样品进行检测，从而全面有力地呈

现检测结果。
目前蜡状芽孢杆菌仍是细菌性的食源性疾病的

重要病原，且食品中蜡样芽孢杆菌的含量比较低，很
多检测方法在检测前要经过增菌培养过程，会延长

检测周期。因此，迫切需要有快速、准确的检测方法

进行诊断，从而防止食物污染和食源性疫情。
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ｇｙ，２０１２，１６６（３）：７００－７１０．
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［２３］　ＮＡＳＲＡＢＡＤＩ　Ｚ，ＲＡＮＪＢＡＲ　Ｒ，ＰＯＯＲＡＬＩ　Ｆ，ｅｔ　ａｌ．
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