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摘 要：目的　对 1 例疑似肉毒中毒病例的相关样品进行实验室检测。方法　参照 GB 4789. 12—2016 对病例暴

露食品样品（自制辣椒酱、咸菜、芝麻酱、卤猪蹄）和粪便标本进行前处理，应用实时荧光定量聚合酶链式反应（PCR）

检测样品/标本中肉毒毒素基因，通过动物试验进行毒素检测和型别确认，经接种疱肉培养基和 TPGYT 培养基增菌

培养，采用血琼脂平板进行分离、纯化，并做菌种鉴定。结果　5 份样品/标本经实时荧光定量 PCR 法检测，仅在自

制辣椒酱样品中检测到 A 型肉毒毒素基因；通过动物试验进行毒素检测，在自制辣椒酱样品中检测到 A 型肉毒毒

素，其他样品/标本中未检测到肉毒毒素；5 份样品/标本中，从自制辣椒酱和卤猪蹄样品中均分离到 A 型肉毒梭菌。

结论　该起中毒事件是由食用肉毒梭菌污染的家庭自制辣椒酱引起。
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Laboratory diagnosis of food poisoning due to Clostridium botulinum contamination of 
home-made food

MENG Weiwei， LI Fang， YUAN Yonghe， TIAN Tian， LIN Yujia， SU Jing， MA Xin
（Center for Disease Prevention and Control of Xinjiang Uygur Autonomous Region, 

Xinjiang Urumqi 830002, China）

Abstract： Objective　Laboratory analyses were performed for a case of food poisoning. Methods　The potential foods 
involved （homemade chili sauce， pickles， sesame sauce， and marinated pig feet） and fecal samples were prepared 
according to GB 4789. 12—2016.  Clostridium botulinum neurotoxin gene was detected by real-time polymerase chain 
reaction （PCR）.  The detection and confirmation of the toxin were performed by animal experiments.  After inoculation on 
blister meat and TPGYT media， bacteria were cultured， isolated， purified， and identified using blood agar medium.
Results　 The chili sauce tested positive for gene producing type A botulinum toxin in five samples by real-time PCR.  
Type A botulinum toxin was detected only in chili sauce in animal experiments.  Clostridium botulinum type A was isolated 
from chili sauce and marinated pig feet. Conclusion　The food poisoning was attributed to the consumption of home-made 
chili sauce contaminated with Clostridium botulinum．

Key words： Clostridium botulinum； botulinum neurotoxin； food poisoning； laboratory testing

肉 毒 中 毒 是 一 种 由 肉 毒 毒 素（Botulinum 
neurotoxin）引起的潜在危及生命的疾病［1］。肉毒毒

素毒性强，可由肉毒梭菌（Clostirdium botulinum）产

生，或由携带有肉毒毒素基因的巴氏梭菌（Clostridium 

baratii）和丁酸梭菌（Clostridium butyricum）产生［2-3］。

肉毒毒素根据抗原性的差别可分为 A、B、C、D、E、F
和 G 7 个型，其中 A、B、E、F 4 个型可引起人类中

毒［4］。肉毒中毒有食源性肉毒中毒、创伤性肉毒中

毒、婴儿肉毒中毒等多种形式，其中以食源性肉毒

中毒最为常见［5］。国外中毒食品多为自制或市售蔬

菜、水果、鱼、肉类罐头等，我国主要是家庭自制发

酵豆制品和面制品，其次为动物性食品［6-7］，其他类

食品引起的中毒事件比较少。肉毒中毒发病急，进

展快，及时给予相应型别的抗毒素血清治疗是关

键［8］。由于肉毒中毒早期临床症状多样且不典型，

易造成误诊、漏诊，因此快速、准确的实验室诊断对

临床治疗肉毒中毒有重要参考价值。2021 年 8 月

乌鲁木齐市某医院报告 1 例疑似肉毒中毒病例，为

明确诊断，对该病例暴露食品样品和粪便标本开展

食源性疾病
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实验室检测。

1　材料与方法

1. 1　材料

1. 1. 1　病例资料

2021 年 8 月 14 日，乌鲁木齐市某医院报告 1 例

疑似肉毒中毒的病例，该病例 8 月 3 日发病，8 月 7 日

就诊，临床症状表现为胸闷、胸痛、呼吸短促、视力

模糊、眼睑下垂等。经医院鉴别诊断，高度怀疑为

肉毒毒素中毒。流行病学调查显示，该病例发病前

曾食用自制辣椒酱、咸菜、芝麻酱、卤猪蹄等食品。

1. 1. 2　待检样品

病例暴露食品：自制辣椒酱、咸菜、芝麻酱、卤

猪蹄，各 1 份，病例粪便 1 份。

1. 1. 3　主要仪器与试剂

BD MAX 全自动核酸提取及荧光 PCR 分析系

统（美国 BD），罗氏 480 实时荧光 PCR 仪（瑞士罗

氏），厌氧培养盒，恒温培养箱，低温生化培养箱，高

速冷冻离心机，生物安全柜，基质辅助激光解吸电

离飞行时间质谱仪（Matrix-assisted laser desorption/
ionization time of flight mass spectrometer，MALDI-
TOF-MS，法国 Biomerieux）。

疱肉基础培养基、TPGYT 基础培养基、疱肉牛

肉粒、革兰染液均购自北京陆桥技术股份有限公

司，血琼脂平板（郑州安图生物工程有限公司），胰

蛋白酶（北京索莱宝科技有限公司），肉毒毒素诊断

血清（兰州生物制品研究所），明胶磷酸盐缓冲液

（海博生物），BD MAXTM ExKTM TNA-3 核酸提取试剂

盒（美国 BD），SuperReal PreMix（Probe）（北京天根

生化科技有限公司），厌氧产气袋（日本三菱），液体

石蜡（天津鑫铂特化工有限公司），肉毒毒素基因

（A、B、E、F 型）检测用引物和探针试剂由国家食品

安全风险评估中心支持，所有试剂与耗材均在有效

期内。

1. 1. 4　实验动物

无特定病原体（SPF）级健康雄性昆明小鼠，15~
20 g，购自新疆医科大学实验动物中心，生产许可证

号：SCXK（新）2018-002。动物试验通过新疆维吾尔

自治区疾病预防控制中心实验动物福利和伦理委

员会审查。

1. 2　方法

1. 2. 1　样品/标本制备

参照 GB 4789. 12—2016《食品安全国家标准  
食品微生物学检验  肉毒梭菌及肉毒毒素检验》［9］方

法对样品/标本进行处理及肉毒毒素检测、增菌培

养、菌株分离和鉴定。自制辣椒酱、咸菜、芝麻酱、

卤猪蹄和粪便 5 份样品/标本分别与明胶磷酸盐缓

冲液按 1∶1（m∶m）进行稀释，充分混匀后备用。

1. 2. 2　肉毒毒素基因检测

吸取 1. 2. 1 中样品/标本匀液 750 μL，经 BD 
MAX 全自动核酸提取及荧光 PCR 分析系统，同时

进行 A、B、E、F 型肉毒毒素基因检测。

扩 增 反 应 体 系 ：2×Super Real PreMix（Probe）
12. 5 μL，引物各 0. 6 μL，探针 0. 4 μL，ddH2O 5. 9 μL，
DNA 模板 5 μL，总体积 25 μL。反应条件：95 ℃预变

性 15 min；95 ℃变性 20 s，60 ℃退火 1 min，72 ℃延

伸 30 s，循环 40 次；Ct 值 ≤35 的扩增结果判定为

阳性。

1. 2. 3　肉毒毒素检出试验

将 1. 2. 1 中样品/标本匀液经 3 000 r/min 离心

10 min（离心半径 13. 5 cm），收集上清。上清液分为

两组：A 组取上清液直接用于毒素检测；B 组加入

10% 胰酶 37 ℃孵育 60 min。每组腹腔注射小鼠

3 只，每只 0. 5 mL，观察和记录 48 h 内的中毒表现。

同时设置肉毒毒素阳性对照组和明胶磷酸盐缓冲

液阴性对照组。

1. 2. 4　肉毒毒素确证和定型试验

取经 1. 2. 3 中肉毒毒素检出试验检测为阳性

的样品上清液，分为 7 组：1 组加入等量明胶磷酸盐

缓冲液混匀，煮沸 10 min；2 组加入等量明胶磷酸盐

缓冲液混匀；3~7 组分别与 A、B、E、F 各单型肉毒毒

素诊断血清及混合型肉毒毒素诊断血清等量混匀，

37 ℃孵育 45 min。每组分别腹腔注射小鼠两只各

0. 5 mL，观察 96 h 内小鼠中毒表现和死亡情况。同

时设置肉毒毒素阳性对照组和明胶磷酸盐缓冲液

阴性对照组。

1. 2. 5　增菌培养

取 1. 2. 1 中样品/标本匀液 2 mL 分别接种于

10 mL 经煮沸后的疱肉培养基和 TPGYT 培养基中，

每种培养基分别接种两支。接种后的疱肉培养基

和 TPGYT 培养基分别在 35 ℃和 28 ℃厌氧培养 5~
10 d。
1. 2. 6　菌株分离与鉴定

用接种环直接挑取 1. 2. 1 中样品/标本匀液

1 环在血琼脂平板上划线接种，每个样品平行培养

两个平板，35 ℃厌氧培养 24 h；另将 1. 2. 5 中厌氧

培养后的疱肉培养基和 TPGYT 培养基用接种环分

别取 1 环在血琼脂平板上划线接种，35 ℃厌氧培养

24 h。观察血平板上菌落形态，挑取可疑菌落传代

培养后进行革兰染色镜检、MALDI-TOF-MS 鉴定。

1. 2. 7　增菌培养液和分离株的肉毒毒素基因检测

1. 2. 5 中的样品增菌培养液参照 1. 2. 2 方法，
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经 BD MAX 同时进行 A、B、E、F 型肉毒毒素基因检

测。1. 2. 6 分离到的可疑菌落传代培养后，通过热

裂解法提取 DNA，采用实时荧光定量 PCR 进行 A、

B、E、F 型肉毒毒素基因检测。

1. 2. 8　分离株产毒试验

将 1. 2. 7 中肉毒毒素基因检测为阳性的分离

菌株分别接种于 10 mL 经煮沸后的疱肉培养基和

TPGYT 培养基中，按 1. 2. 5 方法厌氧培养 5 d。培

养物按 1. 2. 3 和 1. 2. 4 方法进行肉毒毒素检出、确

证和定型试验。

2　结果

2. 1　肉毒毒素基因检测结果

自制辣椒酱、咸菜、芝麻酱、卤猪蹄和患者粪便

5 份样品/标本经明胶磷酸盐缓冲液对比稀释，通过

BD MAX 全自动核酸提取及荧光 PCR 分析系统同

时进行 A、B、E、F 型 4 种肉毒毒素基因检测，发现

5 份样品/标本中仅自制辣椒酱样品中 A 型肉毒毒

素基因有典型 S 型扩增曲线，且 Ct 值为 24. 9。可

判定在自制辣椒酱样品中检测到肉毒毒素基因，型

别为 A 型，其他 4 份样品/标本中均未检测到肉毒

毒素基因。

2. 2　肉毒毒素检测结果

自制辣椒酱样品经明胶磷酸盐缓冲液稀释，取

上清液直接腹腔注射小鼠，小鼠 1 h 后出现竖毛、四

肢瘫软，呼吸困难并呈现蜂腰、风箱式呼吸等肉毒

毒素中毒症状，24 h 内小鼠全部死亡；上述样品上

清液经胰酶处理后腹腔注射小鼠，小鼠同样出现肉

毒中毒症状并死亡。其他 4 份样品/标本上清液经

腹腔注射小鼠后，小鼠未出现肉毒毒素中毒症状。

自制辣椒酱样品再经毒素确证和定型试验，确认从

该样品中检出肉毒毒素，且型别为 A 型。

2. 3　菌株分离和鉴定结果

5 份样品/标本中，自制辣椒酱样品在增菌培

养前后均分离到疑似菌落，卤猪蹄样品在增菌培养

后分离到疑似菌落。分离到的疑似菌落在血琼脂

平板上呈扁平半透明状，由内到外迁延生长，外围

常呈现有一圈圈的纹路；经革兰氏染色镜检，有芽

孢，位于菌体次极端，整体呈梭状；经 MALDI-TOF-

MS 检测，结果为生孢/肉毒梭菌（既可能是生孢梭

菌，也可能是肉毒梭菌）；应用实时荧光定量 PCR
进行 A、B、E、F 型肉毒毒素基因检测，A 型肉毒毒

素基因检测结果为阳性；经产毒试验确认，分离株

可产 A 型肉毒毒素。综上所述，判定分离到的菌

株为 A 型肉毒梭菌。其余样品/标本在增菌前后

均未分离到疑似菌落，增菌液经肉毒毒素基因检测

也均为阴性。样品/标本中菌株分离和鉴定结果

见表 1。

3　讨论

在本次疑似肉毒毒素中毒的实验室检测中，首

先对暴露食品、病例粪便等 5 份样品/标本直接进

行肉毒毒素基因检测，在收到样品/标本后 3 h 内得

到检测结果，结果显示自制辣椒酱中 A 型肉毒毒素

基因检测结果为阳性，鉴于肉毒毒素基因和肉毒毒

素的高度一致性［10］，初步判定这是一起由 A 型肉毒

毒素引起的食物中毒事件。继续开展肉毒毒素检

出、确证和定型试验以及肉毒梭菌的分离鉴定试验

进行确认。5 份样品/标本中，从自制辣椒酱和卤猪

蹄中均分离到肉毒梭菌，经鉴定为 A 型。肉毒毒素

检出试验结果则显示仅在自制辣椒酱中检出肉毒

毒素，卤猪蹄中并未检出，卤猪蹄中的肉毒梭菌可

能是在食用过程中被自制辣椒酱中肉毒梭菌污染

所致，其中的肉毒梭菌因无厌氧等环境条件，并未

产生肉毒毒素。根据 WS/T 83—1996《肉毒梭菌食

物中毒诊断标准及处理原则》中实验室诊断需从中

毒食品中检出肉毒毒素，并确定其型别（如中毒食

品未能采到，可采取患者粪便或血液进行检测）这

一原则［11］，结合临床表现和流行病学调查，判定此

次中毒事件为一起肉毒梭菌污染家庭自制辣椒酱

引起的肉毒中毒。

肉毒中毒的实验室诊断中，主要依据肉毒毒素

的检出和肉毒梭菌的分离鉴定，在诊断过程中，通

表  1　样品中菌株分离和鉴定结果

Table 1　Isolation and identification of strains from samples
样品/标本

自制辣椒酱

卤猪蹄

芝麻酱

咸菜

粪便

疑似菌落

增菌前

+
-
-
-
-

增菌后

+
+
-
-
-

分离株鉴定

革兰染色镜检

梭状芽胞杆菌

梭状芽胞杆菌

—

—

—

MALDI-TOF-MS
生孢/肉毒梭菌

生孢/肉毒梭菌

—

—

—

肉毒毒素基因

A 型

A 型

—

—

—

产毒试验

A 型肉毒毒素

A 型肉毒毒素

—

—

—

综合鉴定结果

A 型肉毒梭菌

A 型肉毒梭菌

—

—

—

注：—表示为未分离到疑似菌落，未做鉴定；+表示检出  -表示未检出  ；生孢/肉毒梭菌表示既可能是生孢梭菌，也可能是肉毒梭菌
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常需要结合多种鉴定方法进行综合判断，才可获得

准确可靠的鉴定结果。其鉴定过程繁琐、耗时长，

往往不能及时得到鉴定结果。本研究在对样品进

行肉毒毒素检测和增菌培养之前，对样品直接开展

肉毒毒素基因检测，可在 3 h 内得到试验结果，为此

次肉毒中毒事件的快速判定提供了首要参考依据。

在肉毒梭菌的分离鉴定过程中，经常会分离到相似

的其他种类的梭菌如生孢梭菌、索氏梭菌、丁酸梭

菌等，其中肉毒梭菌与生孢梭菌在生化特征和遗传

学特性方面非常相似［12］，常用的细菌学鉴定方法如

革兰氏染色法、VITEK2、MALDI-TOF-MS、16S rRNA
测序等都很难将二者区分［13］，因此需要结合肉毒毒

素基因检测、产毒试验、菌落形态等多种鉴定方法

进行综合判断。MALDI-TOF-MS 常用于细菌种水

平的鉴定，尽管该鉴定方法目前无法区分肉毒梭菌

和生孢梭菌，但可将二者与其他梭菌如索氏梭菌、

丁酸梭菌等相区分，该方法操作简单、快速，结果可

靠，因此可用于分离平板上疑似菌落的快速鉴定。

肉毒毒素的检测目前主要还是要通过小鼠试验，实

验条件要求高，耗时长，且样品中所含成分复杂，可

能会出现非特异性的反应等，但该方法敏感、特异

性强，其检测结果依然是肉毒中毒实验室诊断的判

定标准。在本研究中，从自制辣椒酱和卤猪蹄中均

分离到 A 型肉毒梭菌，此结果无法确定此次中毒事

件是由何种食品引起，但毒素检出试验结果显示仅

在自制辣椒酱中检测到肉毒毒素，从而明确了自制

辣椒酱是此次肉毒中毒事件中的中毒食品，可见肉

毒毒素检出试验在中毒事件判定及溯源方面依然

具有决定性的参考价值。

本次肉毒中毒事件的中毒食品为家庭自制辣

椒酱，与我国肉毒中毒食品则多为家庭自制发酵豆

制品和面制品有所不同，罗建忠与徐文英［14］曾报道

有豇豆蔬菜罐头、自制西瓜水、自制啤酒等食品引

起的肉毒中毒。国外肉毒中毒食品中自制或市售

罐装蔬菜、水果等比较常见，AUSTIN 等［15］的研究结

果表明，多种型别的肉毒梭菌在适宜条件下的多种

蔬菜中可以生长繁殖并产生毒素。因此，除发酵豆

制品、面制品之外，还应对自制罐装蔬菜等食品可

能发生肉毒中毒予以重视。
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