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摘要!为了了解屠宰场大肠杆菌
<4'

污染情况!参考美国

农业部"
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XYPC

$

的检测方法!对样品进行选择性增菌!经免疫磁珠富集#

选择性显色培养基
*T+,1I7GC

2

+B

分离纯化后!挑选可

疑菌株采用
VRT

方法鉴定
<

抗原!进一步采用血清凝集

试验进行验证!并对确认的阳性菌株采用多重
VRT

方法

进行毒力基因"
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#

646
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<

$检测%结果表明!采

集的
"48

份样品中共分离到
"

株大肠杆菌
<4'

!但上述
D

种毒力基因均为阴性%该屠宰场存在大肠杆菌
<4'

的污

染!但分离出的大肠杆菌
<4'

没有携带毒力基因%

关键词!大肠杆菌
<4'

'屠宰场'污染'毒力基因
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与人类疾病相关的产志贺毒素大肠杆菌!
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YL(R

#最主要的血清型是大肠杆菌

<"#$

"

M$

)

"[4

*

%然而$近年来$关于非
<"#$YL(R

$尤其

是-

I,

2

.,:

.

YL(R

!

<4'

(

<D#

(

<"8!

(

<"""

(

<"4"

(

<"D#

#

暴发事件的报道逐渐增多$国外尤其是发达国家对-

I,

2

.,:

.

YL(R

的关注度越来越高%由于其传染剂量低$且相

关的疾病暴发病例数量多$自
48"4

年美国农业部食品安

全检验局!

XYPC)OYFY

#宣布这
'

个主要血清型为生肉(

绞碎牛肉和牛肉产品的必检病原体)

!

*

%向美国出口牛肉

的设施必须符合
OYFY

制定的标准$以防止产品掺入

YL(R

细菌)

"

$

D['

*

%因此$了解非
<"#$

大肠杆菌的污染

情况(采取有效防控措施是当下迫切需要解决的问题%

国外相关报道)

'[%

*表明
<4'

是非
<"#$

大肠杆菌中

最主要的血清型$已成为美国(亚洲(欧洲等
YL(R

食源

性感染的第二大常见原因%据美国疾病预防控制中心

48"8

年报告)

&

*

$在非
<"#$YL(R

感染事件中$患病率从

高到低依次为
44E<4'

(

"'E<"""

(

"4E<"8!

(

%E<"4"

(

$E<D#

和
#E<"D#

%

<4'YL(R

可导致人类的广泛感

染$从轻度腹泻到出血性结肠炎!

MR

#$在某些情况下导

致溶血性尿毒症综合征!

MXY

#

)
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*

%

<4'

感染暴发可发

生在牛肉(与牛接触的农产品和人对人传播)

""["4

*

%反刍

动物$尤其是牛$是
<"#$

和非
<"#$YL(R

的主要污染

源)

"!

*

$通过粪便排泄到环境$进而可污染水(新鲜农产品(

牛肉及其制品%牛的屠宰加工与分割是牛肉质量最初的

保证环节$决定着储藏前分割牛肉的产品质量$也是后续

加工的基础%然而牛肉在屠宰加工中会受到来自于空

气(水(粪便(皮毛(内脏(淋巴结(工具(容器和屠宰操作

者等各个方面带来的微生物的污染$污染的方式和程度

主要取决于加工和处理方法的卫生控制措施及储藏和配

给环境等%目前中国对非
<"#$

的研究尚较少)

"D

*

%本试

验拟以非
<"#$

大肠杆菌中最主要的血清型
<4'

为对

象$选择某规范化牛屠宰场$对屠宰过程中牛胴体及环境
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样品进行大肠杆菌
<4'

的分离与鉴定$以了解其污染状

况$以期为非
<"#$

大肠杆菌的食品安全和风险评估提供

科学依据%
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!

材料与方法
"5"

!

材料与仪器

"5"5"

!

材料与试剂

大肠杆菌
<"#$

"

M$

!编号
RFRR4"#!8

#"中国工业微

生物菌种保藏管理中心+

大肠杆菌
PM#

&

(

"

株大肠杆菌
<4'

阳性菌
PSC

全

基因组"江苏省疾病预防控制中心+

改良胰蛋白胨大豆肉汤!

*7@,H,=@>B

9A

>,6.7

9

IB7>/

$

*LY]

#(胰蛋白胨大豆琼脂!

>B

9A

>71=.7

9
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+B

$

LYC

#(

酵母浸粉!

9

=+.>=:>B+6>

#(亚碲酸钾(头孢克肟(

V)"8C

新

生霉素(

V)"8]

新生霉素"北京路桥技术有限公司+

L+

h

L?

!

G,>/ ?

2

4̀

HB== I0HH=B

#(

"88 I

A

PSC

?+BJ=B

"大连宝生物!

L+d+T+

#工程有限公司+

a,+

2

=1*0->,

A

-=:VRTJ,>

"德国
a,+

2

=1

公司+

琼脂糖"北京天根生化科技有限公司+

细菌基因组
PSC

提取试剂盒(

DYT=@

染料"上海生

工生物科技有限公司+

T+,1I7G+

2

+B

培养基"美国
]F<W<;

公司+

免疫磁珠试剂盒"美国
T7*=B-+I.

/公司+

<4'

抗原血清"日本生研公司+

所有引物均由上海生工生物科技有限公司合成%

"5"54

!

主要仪器设备

VRT

仪"

?+.>=B6

9

6-=B

A

=B.71+-

型$德国
(

AA

=1@7BH

公司+

凝胶成像仪"

;=-P764888.

9

.>=*

型$美国
],7T+@

公司+

高速离心机"

LRW)"';

型$上海安亭仪器厂+

琼脂糖凝胶电泳仪"

PUU)4R

型$上海天能科技有限

公司+

生物安全柜"

Y;D8!CY>=B,-=;PTP

型$美国
]+J=B

公司+

生化培养箱"

YMV)"#8

型$上海新苗医疗器械制造有

限公司%
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!

方法

"545"

!

采样方法
!

选择安徽省某规范化牛屠宰场$对屠

宰过程中牛胴体及环境样品进行大肠杆菌
<4'

的分离与

鉴定$不同部位采样均采用无菌棉签涂抹方法%

!

"

#牛胴体表面采样"本次共屠宰
"#

头牛$试验随机

选择其中
#

头牛胴体进行表面采样%对胴体内外表面分

散在
%

"

"8

个不同部位采样$均匀揩抹
!

次$迅速剪断棉

签头落入装有
4#*W

已灭菌生理盐水的采样管中$每个

部位用
!

"

#

支棉签%

!

4

#刀具采样"用灭菌棉签蘸灭菌生理盐水后在刀的

两面从刀尖涂抹到刀把$分别用
'

只棉签涂抹到整个刀

片$迅速剪断棉签头$使之落入装有
4#*W

生理盐水的采

样管中%

!

!

#工人手采样"工人五指并拢$用
!

支蘸湿灭菌生

理盐水的棉签在左右手$往返涂擦$剪去棉签头$装入含

4#*W

灭菌生理盐水的采样管内%

!

D

#污水及血水采样"用一次性无菌吸管吸取
!8*W

污水!血水#样品放入灭菌
#8*W

采样管中%

"5454

!

样品前增菌
!

采集的样品在
4D/

内进行增菌处

理$参考美国农业部方法及
Y37I7@+

等)

"#["'

*的方法$稍作

调整$进行增菌培养"将采集的样品及生理盐水放入均质

袋中$均质
4

"

!*,1

$取
"8*W

均质液加入到含有
D8*W

*LY]

的均质袋中$于
!$\

$

448B

'

*,1

摇床中培养
44/

%

"545!

!

免疫磁珠法分离大肠杆菌
<4'

!

增菌后取
"*W

的样品于
"5#*W

离心管中$同时加入
#8

#

W

免疫磁珠%

短暂涡旋混合$在室温下摇动样品
"#*,1

后$将样品管放

置在磁分离架上
#*,1

$使得磁珠吸在管壁上$弃去悬浮

液+加入已灭菌的
858#E LG==148V]Y

溶液
"*W

重悬$

重复上述步骤
!

次+最后用
"*W

洗涤缓冲液重建样品$

涡旋混合%处理后的样品取
"88

#

W

涂布于改良
T+,1I7G

+

2

+B

培 养 基 !

*7@,H,=@ B+,1I7G +

2

+B

$

*T]C

$添 加

858#*

2

'

W

头孢克肟$

85"#*

2

'

W

亚碲酸钾$

#58*

2

'

W

新

生霉素#$在
!$\

培养
4D

"

!'/

$按照
*T]C

说明书及美

国农业部指导说明$挑取特征颜色的菌落$在
*T]C

培养

基上继续划线$经
!

次分离纯化$挑取单菌落划线于非选

择性培养基
LYC)U(

上保存$以待进一步鉴定%

"545D

!

细菌基因组
PSC

提取
!

采用煮沸法提取细菌基

因组
PSC

)

"$

*

%将可疑菌株挑一环于
"#8

#

W

灭菌双蒸水

中$涡旋$充分混匀%

&&\

水浴处理
"8*,1

$冰浴
4*,1

$

"4888Z

&

离心
4*,1

$吸取上清即为细菌基因组
PSC

$

[48\

冻存备用%

"545#

!

VRT

检测
<4'

及血清凝集试验
!

<4'

血清型鉴

定用引物参考
?+6/+@7

等)

"%

*

!表
"

#%

VRT

反应体系为

4#

#

W

$包括
"

#

W

模板$

VRT ?+.>=B?,:"45#

#

W

$

<4'

上(下游引物!浓度均为
"8

#

*7-

'

W

#各
85%

#

W

$不足部分

用水补齐%

VRT

反应条件"

&#\

预变性
"#*,1

+

&D\

变

性
!8.

$

'"\

退火
"5#*,1

$

$4\

延伸
"5#*,1

$

!8

个循环+

$4\

延伸
"8*,1

%扩增后的
VRT

产物用
"54E

琼脂糖凝

胶电泳检测%对
VRT

阳性的菌株$采用
<

血清凝集试验

进行验证%

"545'

!

多重
VRT

毒力基因检测
!

大肠杆菌
<4'

血清型

阳性的菌株采用多重
VRT

进行
1;?"

(

1;?4

(

646

(

2(

<

D

种

毒力基因携带情况检测%引物序列如表
"

所示%

VRT

反

应体系为
4#

#

W

"

"8ZVRTI0HH=B#

#

W

$

@SLVD

#

W

$

?

2

R-

#

#

W

$

D

对引物!

"8

#

*7-

'

W

#

*,:&5D

#

W

$

L+

h

酶
854#

#

W

$

#)

"

_7-5!#

"

S754

付文静等!某屠宰场大肠杆菌
<4'

的分离与鉴定



表
"

!

VRT

引物序列及扩增长度

L+I-="

!

L/=VRT

A

B,*=B.=

h

0=16=+1@+*

A

-,H,6+>,71-=1

2

>/

引物名称 引物序列!

#l)!l

# 扩增片段长度'
I

A

参考文献
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48
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/-

9

)O

/-

9

)T

RCRCR;;C;RLLCLCCLCLLRL;LRC

CCL;LLCLRRRCLL;CRCLRCLLL;CRL

!D8

)

48

*

PSC

模板
"

#

W

$不足部分用水补齐%

VRT

反应程序"

&D\

预变性
$*,1

+

&D\

变性
D8.

$

#'\

退火
D8.

$

$4\

退火
D8.

$

4#

个循环+

$4 \

延伸
# *,1

%

VRT

产物经

"5DE

琼脂糖凝胶电泳检测%

"5!

!

数据处理

采用
(:6=-

进行数据处理$进一步计算污染率%

4

!

结果与分析

45"

!

大肠杆菌
<4'

的检出率

共收集了该屠宰场
"48

份样品$包括地面样品
!

份(

血水样品
D

份(污水样品
%

份(工具样品
"$

份(工人手样

品
$

份(红内脏样品
"'

份(白内脏样品
"'

份(胃内容物样

品
4

份(胴体样品
D#

份(肉品残渣样品中
4

份!表
4

#%各

样品经前增菌(免疫磁珠富集(选择性培养基
*T]C

分离

纯化后$挑取可疑菌落采用煮沸法提取
PSC

$进行
<4'

血清型的
VRT

检测!图
"

#$结果仅扩增到
"

株阳性菌株%

进一步对该菌株进行
<

血清凝集试验$结果如图
4

所示$

阳性对照菌与标准
<4'

抗原血清发生了显著凝集$阴性

对照菌未发生凝集$而待测菌株发生了显著凝集$表明该

菌株确证为
<4'

%结果显示$屠宰场
"48

份样品中仅鉴

定出
"

株
<4'

$该菌株分离自胴体样品$其他样品均未检

测到
<4'

%进一步计算胴体中污染率为
4544E

!

"

'

D#

#$总

污染率为
85%!E

!

"

'

"48

#!表
4

#%

目前国际上关于非
<"#$

污染调查已有较多报道%

]7.,-=3+6

等)

4"

*调查发现
#

个牛肉加工厂
<4'YL(R

的检

出率为
4!5DE

%

?7-,1,

等)

44

*对纳米比亚屠宰场调查结果

显示$

<4'YL(R

的检出率为
"85D!E

%

Y37I7@+

等)

"'

*调

查美国
$

个小型和超小型牛肉加工厂$在胴体样本中的

大肠杆菌
<4'

的检出率为
D5&E

%在伊朗$

!D8

份零售牛

肉中
<4'YL(R

的检出率为
!54!E

)

4!

*

%然而$

CB>/0B

等)

4D

*调查了美国牛肉加工厂$发现从牛胴体没有分离到

大肠杆菌
<4'

%

L/7*+.

等)

4#

*关于爱尔兰牛中非
<"#$

调查$亦未从胴体样品中检出大肠杆菌
<4'

%近期$本课

题组)

4'

*还从
D&

份零售牛肉中分离出
4

株大肠杆菌
<4'

$

阳性率为
D5"E

%上述报道结果并不完全一致$本试验阳

性检出率亦较低$这可能与环境(饲养(管理(屠宰工艺等

多种因素有关%

454

!

多重
VRT

检测毒力基因

大肠杆菌导致人类疾病与其携带的毒力基因密切相

关$如
1;?

(

646

(

2(

<

等)

4$

*

$其致病机理往往是多种毒力因

子共同作用的结果%其中最主要的毒力因子是志贺毒素

"5"88I

A

-+@@=B?+BJ=B

!

45

阳性对照
!

!5

阳性分离株
!

D5

空白

对照

图
"

!

阳性分离株
<4'

血清型的
VRT

鉴定结果

O,

2

0B="

!

VRT+*

A

-,H,6+>,71H7B>FG$()<4'+1>,

2

=17H

71=

A

7.,>,3=,.7-+>=

"5

阴性对照
!

45

阳性分离株
!

!5

阳性对照

图
4

!

阳性分离株
<4'

型的血清凝集试验

O,

2

0B=4

!

Y=B0*+

22

-0>,1+>,71>=.>7H<4').=B7>

9A

=7H

71=

A

7.,>,3=,.7-+>=

$)

安全与检测
YCO(LU QFSYV(RLF<S

总第
48%

期
"

48"&

年
4

月
"



表
4

!

大肠杆菌
<4'

在各个取样点的污染情况

L+I-=4

!

VB=3+-=16=7H>FG$()<4',1+--

.+*

A

-,1

2A

7,1>.

采样点 阳性样品'总样本 污染率'
E

地面
!!

8

'

! 8588

血水
!!

8

'

D 8588

污水
!!

8

'

% 8588

工具
!!

8

'

"$ 8588

工人手
!

8

'

$ 8588

红内脏
!

8

'

"' 8588

白内脏
!

8

'

"' 8588

胃内容物
8

'

4 8588

胴体
!!

"

'

D# 4544

肉品残渣
8

'

4 8588

总计
!!

"

'

"48 85%!

....................

Y>:

$包括
Y>:"

和
Y>:4

$研究)

4%

*发现只产
Y>:4

的菌株相

对于只产
Y>:"

和既产
Y>:4

又产
Y>:"

的菌株具有更强的

致病性%由
646

基因编码的紧密素$可引起肠粘膜的-粘

附和消除.!

+>>+6/,1

2

+1@=HH+6,1

2

#损伤)

4&

*

%

2(

<

基因编

码的肠溶血素能够在宿主靶细胞膜上形成孔道$进而杀

死宿主靶细胞%由
646

编码的紧密素和
2(

<

编码的肠溶

血素 已 被 用 作 致 病 性
YL(R

的 可 能 流 行 病 学 标

志物)

!8[!"

*

%

本试验采用多重
VRT

方法对上述大肠杆菌
<4'

阳

性分离株检测其毒力基因!

1;?"

(

1;?4

(

646

(

2(

<

#$其中以

大肠杆菌
<"#$

"

M$RFRR4"#!8

为阳性对照$以大肠杆菌

PM#

%

为 阴 性 对 照$结 果 如 图
!

所 示%阳 性 菌 株

RFRR4"#!8

成功扩增出了
D

条阳性条带$而该阳性分离

株未扩增出阳性条带$即它不携带上述
D

种毒力基因%

"5"88I

A

-+@@=B?+BJ=B

!

45

阳性对照
!

!5

阴性对照
!

D5

阳性分

离株
!

#5

空白对照

图
!

!

大肠杆菌
<4'

阳性菌株
D

种毒力基因多重

VRT

电泳图

O,

2

0B=!

!

?0->,

A

-=:VRT+*

A

-,H,6+>,717HH70B3,B0-=16=

2

=1=.7H>/=

A

7.,>,3=>FG$()<4',.7-+>=

!

!

结论
本试验调查了某牛屠宰场大肠杆菌

<4'

的污染情

况$采集的
"48

份样品仅从牛胴体样品中分离到
"

株大

肠杆菌
<4'

$阳性率为
85%!E

$其中胴体检出率为
4544E

%

毒力基因的多重
VRT

结果显示该株大肠杆菌
<4'

不携

带
1;?"

(

1;?4

(

646

(

2(

<

基因%本试验表明该牛屠宰场大

肠杆菌
<4'

的污染水平较低%本次调查检出率低且未分

离到有毒菌株$可能与调查样本小有较大关系$为了更全

面反映中国
<4'

等非
<"#$

大肠杆菌污染情况$应加强

和加大对该类致病菌的调查研究$进而为中国今后相关

标准的制订和非
<"#$

大肠杆菌的有效监控提供科学

依据%
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