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昆明市首起由疑似肉毒梭菌引起食物中毒的 
实验室快速检测 

李桂满, 张  艳, 王慧雯, 颜  军, 侯  敏* 
(昆明市疾病预防控制中心, 昆明  650228) 

摘  要: 目的  快速查明昆明市一起疑似由肉毒梭菌引起食物中毒事件的病原菌的具体类别。方法  根据 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》, 样品在庖肉培养基中 35 ℃

厌氧增菌 5 d 后镜检, 用 2 个不同生产厂家的肉毒梭菌实时荧光定量 PCR(Real-time PCR)检测试剂进行检测并

进行肉毒毒素分型。结果  镜检符合典型的肉毒梭菌的特征, 2 个不同生产厂家的肉毒梭菌 Real-time PCR 检

测结果均为阳性, 且均检测出 E 型肉毒毒素。Real-time PCR 检测只需在增菌后 4～6 h 的检测时间, 即可得到

结果, 且无需进行菌体的纯化培养, 鉴定时间节约至少 96 h。结论  此次事件为食用被 E 型肉毒梭菌及其毒

素污染食品而引起的细菌性食物中毒事件, 用 Real-time PCR 检测方法可对肉毒梭菌食物中毒事件作出快速

判定。 

关键词: E 型肉毒梭菌; 食物中毒; 实时荧光定量 PCR 

First rapid laboratory test for food poisoning caused by suspected 
Clostridium botulinum in Kunming 

LI Gui-Man, ZHANG Yan, WANG Hui-Wen, YAN Jun, HOU Min* 
(Kunming Center for Disease Control and Prevention, Kunming 650228, China) 

ABSTRACT: Objective  To quickly identify the specific types of pathogen suspected to be caused by Clostridium 

botulinum in a food poisoning incident in Kunming city. Methods  According to GB4789.12-2016 National food 

safety standard food microbiology examination of Clostridium botulinum and botulinum toxin , the samples were 

microscopically examined after anaerobic enrichment at 35 ℃ for 5 days in cooked meat medium base, Real-time 

PCR detection reagents of Clostridium botulinum from two different manufacturers were used for detection and 

botulinum toxin typing. Results  Microscopic examination was consistent with the characteristics of typical 

Clostridium botulinum. The real-time PCR results of Clostridium botulinum from two different manufacturers were 

all positive, and all of the Clostridium botulinum E-type toxin were detected. Real-time PCR detection only needed 4 

to 6 hours after enrichment to get the results, and did not need to carry out purification culture of bacteria, so the 

identification time was saved at least 96 hours. Conclusion  This food poisoning event was caused by eating food 

contaminated by Clostridium botulinum type E and its toxins. Real-time PCR can be used to identify food poisoning 
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events of Clostridium botulinum quickly. 
KEY WORDS: Clostridium botulinum type E; food poisoning; real-time PCR 
 
 

1  引  言 

肉毒梭菌(Clostridium botulinum,  C. botulinum)食物

中毒的病原体为肉毒梭状芽胞杆菌, 简称肉毒梭菌, 为革

兰氏阳性厌氧菌。广泛存在于土壤、尘土和动物的粪便中
[1]。引起人类食物中毒的肉毒梭菌主要携带 A 型、B 型、

E 型或 F 型等毒素基因[2,3]。我国报道的肉毒梭菌中毒主要

发生在新疆、青海, 西藏地区[4,5], 多为 A 型, 其次为 B、E
型, 新疆察布查尔地区为多发地区[6]。 

肉毒毒素是肉毒梭菌产生的外毒素, 是一种强烈的

神经毒素, 可抑制突触前膜释放神经递质乙酰胆碱, 引起

眼肌、呼吸肌等主要肌肉麻痹, 毒性比氢化钾强 1 万倍, 对
人致死量约为 0.1 g, 肉毒梭菌食物中毒发病的潜伏期多

为 12～36 h, 长者可达 8～10 d, 临床症状以运动神经麻痹

为主, 且潜伏期越短, 病死率越高[6,7]。据文献报道, 云贵

高原(云南、贵州、广西)的土壤能检出 E 型肉毒梭菌[8], 但
云南近些年却很少发生 E 型肉毒梭菌食物中毒事件, 本研

究对昆明市首起由疑似肉毒梭菌引起食物中毒事件进行实

验室快速检测鉴定, 在一定程度上对处理肉毒梭菌食物中

毒事件以及实验室检测提供参考。 

2  材料和方法 

2.1  标本来源 

2019年某日, 昆明市东川区 3人在食用同一批储存于

冰箱一周左右自行加工的卤猪肝后, 24 h 内相继出现头昏, 
无力, 口舌发麻, 口齿不清, 眼花出现重影, 呕吐等症状, 
后在医院就诊时均出现相似的咽部肌肉麻痹、呼吸肌麻痹

的临床症状, 治疗时均使用呼吸机维持呼吸, 其中一人情

况较为严重, 治疗无效后死亡。昆明市疾病预防控制中心

在调查时对采集到的 3 份标本进行微生物检测, 分别为剩

余的自制卤猪肝 1 份, 患者家庭垃圾 1 份(混合有患者呕吐

物), 患者医院呕吐物 1 份, 其中后 2 份样品均来自制作卤

猪肝的同一患者。 

2.2  仪器与试剂 

QuantStudio 7 Flex 实时荧光定量 PCR 扩增仪(美国

ABI 公司)。 
庖肉培养基(北京陆桥技术有限责任公司); 肉毒梭

菌核酸检测试剂盒、肉毒梭菌 A 型核酸检测试剂盒、肉

毒梭菌 B 型核酸检测试剂盒、肉毒梭菌 E 型核酸检测试

剂盒、肉毒梭菌 F 型核酸检测试剂盒(荧光 PCR 法, 分
别购自深圳生科原股份有限公司和江苏硕世生物科技

股份有限公司)。 

2.3  检测方法 

根据流行病学调查及临床表现, 检测肉毒梭菌。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]方法进行增菌后进行镜检和

Real-time PCR 检测。 
2.3.1  增  菌  

以无菌操作分别称取 3 份采集的样品各 25 g 于无菌

均质袋, 加入 225 mL 生理盐水, 并用拍击式均质器拍打  
2 min。分别吸取样品匀液 2 mL 接种至 10 mL 庖肉培养基

中, 35 ℃厌氧培养 5 d。 
2.3.2  染色镜检  

分别吸取适量 2.3.1 增菌液样本进行涂片、革兰氏染

色和镜检。 
2.3.3  实时荧光定量 PCR 检测  

(1)模板 DNA 的制备:  
分别吸取 2.3.1 增菌液样本 1 mL, 12000 r/min 离心   

5 min后弃上清, 保留沉淀, 加入 50 μL DNA提取液悬浮沉

淀, 100 ℃加热处理 5 min, 12000 r/min 离心 2 min, 取上清

液, 上清液即为核酸模板。 
(2)肉毒梭菌 Real-time PCR 检测及肉毒毒素分型检测   
吸取上清液 5 μL 作为 DNA 模板, 分别用深圳生科

原股份有限公司和江苏硕世生物科技股份有限公司的

肉毒梭菌核酸检测试剂盒(荧光 PCR 法)进行检测, 依据

检测结果进行 A 型、B 型、E 型和 F 型肉毒毒素检测。

荧光 PCR 反应体系均为 20 μL, 待测标本 DNA 5 μL, 深
圳生科原股份有限公司的试剂反应条件为: 2 min UNG
处理, 50 ℃; 3 min 预变性, 95 ℃; 5 sec 变性, 95 ℃; 55 ℃, 
60 sec 退火、延伸及检测荧光, 共 40 个循环。江苏硕世

生物科技股份有限公司的试剂反应条件为: 5 min 预变

性, 95 ℃; 10 sec 变性, 95 ℃; 55 ℃, 40 sec 退火、延伸及

检测荧光, 共 40 个循环。    

3  结果与分析 

3.1  增菌结果  

培养后 3 份样品的庖肉培养基中肉渣和肉汤均变黑、

产气, 并有明显异臭味, 表明有可疑菌落生长。 

3.2  镜检结果  

3 份样品中的庖肉培养基增菌肉汤均含有革兰氏阳性

粗大杆菌, 且有卵圆状芽胞, 大于菌体、位于次端, 菌体呈

网球拍状(见图 1), 符合典型的肉毒梭菌的镜检特征。 
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图 1  镜检结果 
Fig.1  Microscopy results 

 
3.3  肉毒梭菌 Real-time PCR 检测及肉毒毒素分型

检测结果  

3 份样品的 2 个不同生产厂家 Real-time PCR 方法检测

结果均为肉毒梭菌阳性和 E 型肉毒毒素基因阳性, 结果见

表 1, 实时荧光定量 PCR 扩增曲线图见图 2~图 5(图 2~图 5
中, 1为剩余的卤猪肝; 2为患者家庭垃圾; 3为患者医院呕吐

物; 4 为阳性对照; 5 为阴性对照)。从结果可看出, 3 份样品

均检出 E 型肉毒梭菌, Ct 值均在阳性结果的判定范围内, 且

2 个不同生产厂家的检测结果具有高度的一致性。 

4  结论与讨论  

现场采集的 3 份样品用庖肉培养基增菌后均混浊、产

气, 并有明显异臭味, 镜检结果符合典型的肉毒梭菌的特

征, 用 2 个不同生产厂家的试剂进行 Real-time PCR方法检

测均检出 E 型肉毒梭菌及 E 型肉毒毒素, 按照《食物中毒

诊断及技术处理原则》[10]和《肉毒梭菌食物中毒诊断标准

及处理原则》[11], 结合流行病学调查、临床表现及实验室

检测结果, 很快对此次事件作出判定, 确定此次事件为食

用被 E 型肉毒梭菌及其毒素污染自制卤猪肝而引起的细菌

性食物中毒事件。 
肉毒梭菌只在厌氧及有适宜的营养、温度、时间等条

件下才能大量繁殖和产毒。其生长最适温度为 25～37 ℃, 
最适 pH 为 6.0～8.2, 其产毒最适温度为 20～35 ℃[12]。污

染的食品原料, 在厌氧环境中发酵, 为肉毒梭菌芽胞成为

繁殖体并产生毒素提供了条件, 食品制成后, 一般不经加

热而食用, 可引起中毒的发生[6]。引起本次中毒的自制卤

猪肝、在其加工制作和存放过程中污染的肉毒梭菌具备了

产毒所需的厌氧环境、温度和时间, 在食用时又未能加热

处理, 从而造成了本次中毒的发生。 
 

表 1  Real-time PCR 检测结果 
Table 1  Testing results of Real-time PCR 

样品名称 结果 
肉毒梭菌 Ct 值 肉毒梭菌 E 型 Ct 值 

生科原 硕世 生科原 硕世 

剩余的卤猪肝 + 30.2 30.4 35.4 30.9 

患者家庭垃圾 + 29.9 30.5 33.4 31.9 

患者医院呕吐物 + 25.9 23.9 26.6 25.7 

阳性对照 + 23.6 30.9 17.4 26.2 

阴性对照 - >37.5 >38 >37.5 >38 

注: 表中“+”代表阳性结果, “-”代表阴性结果。 
 

 
 

图 2  肉毒梭菌实时荧光定量 PCR 扩增曲线图(生科原) 
Fig.2  Real-time PCR curve of C. botulinum(shengkeyuan) 
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图 3  肉毒梭菌实时荧光定量 PCR 扩增曲线图(硕世) 
Fig.3  Real-time PCR curve of C. botulinum(shuoshi) 

 

 
 

图 4  肉毒梭菌 E 型实时荧光定量 PCR 扩增曲线图(生科原) 
Fig.4  Real-time PCR curve of C. botulinum type E(shengkeyuan) 

 

 
 

图 5  肉毒梭菌 E 型实时荧光定量 PCR 扩增曲线图(硕世) 
Fig.5  Real-time PCR curve of C. botulinum type E(shuoshi) 

 
肉毒毒素中毒的临床表现与其他食物中毒不同, 除 E

型外, 一般无胃肠道症状, 主要为运动神经末梢麻痹。针对

肉毒毒素中毒症状的特殊性, 其临床表现可作为确定食物

中毒事件中实验室进行肉毒梭菌项目检测的重要指征。这次

食物中毒事件中, 患者同时存在胃肠道症状和运动神经末

梢麻痹, 症状与实验室检测为 E 型肉毒毒素的结果符合。肉

毒毒素须在 80 ℃加热 30 min 或 100℃加热 10～20 min 方可

完全被破坏[13,14], 建议食用前充分加热以杀灭毒素。 

肉毒梭菌和其他种类的梭菌如: 生孢梭菌、巴氏梭

菌、丁酸梭菌在分离平板上的形态相近, 难以区分, 通过

经典的细菌学方法难以鉴定分型[15]。且 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]方法规定用于分离培养的卵黄琼脂培养基

并无选择性, 挑取目标菌相当困难。且需培养 48 h,后续纯

化培养也需 48 h, 耗时较长。小鼠毒素中和试验能灵敏的

检测肉毒毒素并分型, 但在食物中毒事件的检测中, 需要
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更加快速准确的方法对事件进行判定。肉毒毒素为肉毒毒

素基因编码的蛋白质, 所有产肉毒毒素的菌株都携带有肉

毒毒素基因, 菌株中肉毒毒素基因的型别直接决定了菌株

毒素的型别, 因此肉毒毒素基因分型与毒素分型有高度的

一致性。在本次食物中毒事件的样品检测中, 采用了庖肉

培养基增菌后进行镜检和 Real-time PCR 检测, 在未获得

肉毒梭菌纯培养物的情况下, 增菌后 4～6 h 就得到准确的

实验结果, 充分证明 Real-time PCR 检测灵敏度高、特异性

强、速度快[16], 可在混合样本中快速准确地特异检测目标

菌体 DNA。并且使用 2 个不同生产厂家的试剂进行对比, 
结果一致。对于肉毒梭菌等难分离的此类厌氧菌, 检测时

使用不同生产厂家的试剂进行对比, 可使检测结果的正确

性得到可靠的保障。使用 Real-time PCR 方法进行检测, 很
快对事件作出了判定, 充分体现了此方法在此次食物中毒

检测中的明显优势。 
Real-time PCR 具有灵敏度高、特异性强、重复性好、

定量准确、速度快、全封闭反应、无污染、不需后期处理等

特点[16], 肉毒梭菌 Real-time PCR 分型鉴定方法, 避免了动

物试验, 无需采购昂贵且难以获得的各种抗血清。在检测周

期上与动物试验比较, Real-time PCR 检测只需在增菌后 4～
6 h 的检测时间, 即可得到结果, 比纯化培养鉴定节约至少

96 h, 更加适合肉毒梭菌食物中毒事件的快速检测。 
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