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摘 要：目的　对贵阳市某学校由产气荚膜梭菌引起发的食源性疾病暴发事件开展流行病学调查和病因食品和

病原的溯源分析，探讨全基因组测序新技术在食源性疾病暴发溯源中的应用。方法　采用现场流行病学分析，采

集可疑生物样本，食品样本和外环境样本进行常规的实验室病原分离及沙门菌、致泻大肠埃希菌、金黄色葡萄球

菌、蜡样芽胞杆菌和产气荚膜梭菌的病原鉴定。对分离的病原菌进行毒素基因检测和全基因组测序溯源分析。

结果　22 名病例症状以腹痛（95. 45%，21/22）、腹泻（95. 45%，21/22）为主；流行曲线为点源暴露模式，潜伏期为 6-

15 h。在 5 份肛拭子样本、3 份粪便样本和 1 份留样早餐肉末食品样本中分离出产气荚膜梭菌，且均检出肠毒素

cpe 基因，所有样本均未检出沙门菌、致泻大肠埃希菌、金黄色葡萄球菌和蜡样芽胞杆菌。其中早餐肉末食品样品

中经全基因组测序分析对比发现产气荚膜梭菌为 3. 5×105 CFU/g，经全基因组测序分析比对发现，来源于早餐肉末

食品和肛拭子样本的产气荚膜梭菌，其分子分型为 ST139 型，菌株均携带 cpe 毒力基因。结论　通过现场调查和溯

源分析，判定产气荚膜梭菌污染早餐肉末是导致此次食源性疾病暴发的原因。全基因组测序新技术在食源性疾病

暴发中可起到精准溯源作用。
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Abstract： Objective　 Epidemiological investigation of a foodborne disease outbreak triggered by Clostridium 

perfringens in a school in Guiyang， traceability analysis of etiologic foods and pathogens， and exploration of the application 
of the new technology of whole genome sequencing in the traceability of foodborne disease outbreaks. Methods　On-site 
epidemiological analysis was used to collect samples of suspected organisms， food samples and samples from the external 
environment for Salmonella， diarrhea-causing Escherichia coli， Staphylococcus aureus， Bacillus cereus， and Clostridium 

perfringens for routine laboratory pathogen isolation and identification， and isolates of pathogens for toxin gene detection 
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and whole-genome sequencing traceability analyses. Results　 Symptoms in 22 cases were dominated by abdominal pain 
（95. 45%， 21/22）， diarrhea （95. 45%， 21/22）； the epidemiological profile was point source exposure pattern with an 
incubation period of 6 h to 15 h.  Clostridium perfringens was isolated from 5 anal swabs， 3 stool specimens and 1 retained 
sample of breakfast meat froth food， and the enterotoxin cpe gene was detected in all of them； Salmonella， diarrhea-

causing Escherichia coli， Staphylococcus aureus， and Bacillus cereus were not detected in any of the samples.  Among 
them， Clostridium perfringens was 3. 5×105 CFU/g in the breakfast meat froth food， which was analyzed by whole genome 
sequencing to compare the molecular typing of Clostridium perfringens originating from the breakfast meat froth food and 
the anal swabs， which was ST139 type， and the strains all carried cpe virulence gene. Conclusion　 Through on-site 
investigation and traceability analysis， it was determined that Clostridium perfringens-contaminated breakfast meat froth 
was the cause of the foodborne illness outbreak， and that the new technology of whole genome sequencing could play an 
accurate traceability role in the foodborne illness outbreak.
Key words： Clostridium perfringens； foodborne disease； outbreaks； toxin genes； traceability； foodborne pathogens

产气荚膜梭菌（Clostridium perfringens）是世界

范围内引起食源性疾病的主要病原菌之一［1］。在美

国，产气荚膜梭菌是 1998—2010 年引起细菌性食

源性疾病暴发的病原菌中所引发的事件数排名第

二的致病菌（占比约 30. 00%），每年因该菌患病的

食源性疾病患者近百万人［2］。我国不同城市（郑州、

文山州、菏泽等）的焙烤类食品、肉与肉制品以及乳

类及其制品等食品中，通过进行不同食源性疾病致

病菌的检测，结果表明，产气荚膜梭菌检出率较高，

该菌在肉与肉制品类食品中检出率最高［3］；另有研

究指出该菌在我国猪肉、牛羊肉中的检出率比国外

高出 10. 00%［4］。但已明确由其引起的食源性疾病

暴发事件报告率明显低于其他食源性致病菌（副溶

血性弧菌、沙门菌和金黄色葡萄球菌）［5］。据我国

“食源性疾病暴发监测系统”监测结果显示，2021 年

全国报告由该菌引起的食源性疾病暴发事件仅 3 起，

本文中的事件亦是贵州省 2004—2022 年报告的首

起产气荚膜梭菌食源性疾病暴发事件。

在食品安全事故的流行病学调查、致病菌溯源

分析中，全基因组测序技术对事件的分析及判定很

有意义，可帮助减少不明原因食源性疾病的占比，

为食源性疾病暴发事件的处置判定和预防提供依

据。针对此次贵州发生的产气荚膜梭菌引发的学

校食源性疾病暴发事件，在传统现场流行病学调查

和常规实验室检测的基础上，通过全基因组测序技

术，探讨新技术在食源性疾病暴发溯源中的应用。

1　材料与方法

1. 1　病例定义

根据《食品安全事故  流行病学调查手册》制定

以下病例定义［6］：2022 年 2 月 28 日以来，贵阳市某

中学（下文中均以 HX 中学代替）所有在校学生和教

职工中，在学校食堂就餐后，发生腹泻（≥3 次/d），有

大便性状改变，腹泻伴腹痛、恶心、呕吐等症状之一

者或病例粪便或肛拭子样本检测产气荚膜梭菌阳

性者。

1. 2　主要仪器与试剂

VITEK 2 compact 全自动微生物鉴别及药敏分

析系统（法国生物梅里埃公司）；ABI QuantStudio 7 
Flex 实时荧光定量 PCR 系统（Thermon Fisher 美国

赛默飞世尔公司）；醋酸纤维膜电泳仪（北京卓诚惠

生公司）。

沙门菌诊断血清（丹麦 SSI 公司）；五种致泻大

肠埃希氏菌多重 PCR 检测试剂盒（北京卓诚惠生公

司）；产气荚膜梭菌六种毒素基因核酸检测试剂盒

（深圳生科源公司）；细菌 DNA 提取试剂盒（HiPure 
Bacterial DNA Kit，Magen）；甘露醇卵黄多黏菌素琼

脂（北京陆桥）；沙门菌显色培养基平板（法国科玛

嘉）；胰胨 -亚硫酸盐 -环丝氨酸培养基、含铁牛奶培

养基、麦康凯培养基、Baird-Parker 培养基（北京陆

桥）等。所有试剂均在有效期内使用。

1. 3　方法

1. 3. 1　现场流行病学调查

对食堂从业人员、教职工和医生等进行个案调

查，进行描述性流行病学分析。

（1）病例搜索：制定统一的病例一览表对所有

符合病例定义的就餐人员进行搜索，查看接诊医院

记录和诊疗资料了解病例情况。

（2）描述性分析：利用调查访谈资料、临床资料

等，绘制发病流行曲线，对事件的病例临床特征、罹

患率、三间分布等进行分析描述。

1. 3. 2　食品卫生学调查

访谈食堂工作人员及负责人、查阅相关记录

（包括可疑食品进货记录、可疑餐次的食谱或可疑

食品的配方、食品加工人员的出勤记录等）、现场勘

查和采样（包括食堂环境卫生、食堂制餐过程、工作

人员健康状况等），初步判断危害因素，采取控制

措施。
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1. 3. 3　样本采集

遵循及时性、针对性、适量和不污染的原则，采

集 2022 年 2 月 28 日以来贵州省贵阳市 HX 中学一

起疑似食源性疾病暴发事件的病例生物样本（肛拭

子或粪便）、外环境涂抹物（菜刀、砧板、餐桌等）、留

样食品、食堂工作人员手表面涂物等样品。

1. 3. 4　实验室检验

食源性致病菌的检测：根据此次事件病例的

潜伏期和临床症状等流行病学调查结果，初步判

断可疑致病菌为：沙门菌、致泻大肠埃希菌、金黄

色葡萄球菌、蜡样芽胞杆菌和产气荚膜梭菌。沙门

菌（GB 4789. 4—2016 食品安全国家标准  食品微生

物学检验  沙门氏菌检验）、致泻大肠埃希氏菌（GB 
4789. 6—2016 食品安全国家标准  食品微生物学检

验  致泻大肠埃希氏菌检验）、金黄色葡萄球菌（GB 
4789. 10—2016 食品安全国家标准  食品微生物学

检验  金黄色葡萄球菌检验）、蜡样芽胞杆菌（GB 
4789. 14—2014 食品安全国家标准  食品微生物学

检 验  蜡 样 芽 胞 杆 菌 检 验）和 产 气 荚 膜 梭 菌（GB 
4789. 13—2012 食品安全国家标准  食品微生物学

检验  产气荚膜梭菌检验）的检测按照现行食品安全

国家标准进行检测。

产气荚膜梭菌毒素基因检测：采用荧光 PCR 法

参照“产气荚膜梭菌六种毒素基因核酸检测试剂盒”

（深圳生科源公司）说明书进行产气荚膜梭菌 cpe、

plc（α）、CPB（β）、ETX、iap 和 CPB2 毒素基因检测。

全基因组测序：对产气荚膜梭菌毒素基因检测

结 果 为 阳 性 的 样 本 使 用 细 菌 DNA 提 取 试 剂 盒

（HiPure Bacterial DNA Kit，Magen）完成 DNA 提取，

并将 260/280 的值在 1. 75~2. 05，DNA 浓度至少达

到 10 ng/µL 的合格样品送至北京诺禾致源股份有

限公司进行全基因组测序，将 clean data 导入国家食

源性疾病分子溯源网络（TraNet）数据库中完成 denovo
拼接和全基因组单核苷酸多态性分析（wgSNP），选

取 017 号菌株拼接基因组序列为参考基因组，进行

SNP 差异位点识别，最后根据 SNP 差异位点矩阵生

成聚类树。基于 PubMLST、VFDB 和 Resfinder 数据

库获取菌株 ST 型、毒力基因和耐药基因，设定核苷

酸最小一致性为 80%。

1. 3. 5　质量控制

实验所用仪器均经过检定或校准，培养基及试

剂技术验收合格。质控菌株 ：鼠伤寒沙门氏菌

（ATCC14028）、致泻大肠埃希氏菌（ATCC25922）、

金 黄 色 葡 萄 球 菌（ATCC6538）、蜡 样 芽 胞 杆 菌

（ATCC11778）、产气荚膜梭菌（ATCC13124）。

2　结果

2. 1　搜索病例数及临床表现

HX 中学有学生 1 010 人（住校生 382 人、走读

生 628 人），教职工 59 人，共计 1 069 人。该校仅有

一个食堂，供应每日三餐，就餐方式为分餐制，师生

进餐菜谱相同。早餐与晚餐主供应住校生；午餐住校

生、走读生、教职工均可在校进食。本事件涉及病例

均为住校生，走读生和教职工无发病。根据病例定义

确认 22 名病例，临床症状主要以腹泻（95. 45%）、腹

痛（95. 45%）为主，少数伴有恶心（22. 73%）、呕吐

（13. 64%）等症状（表 1）。

2. 2　发病时间分布

首发病例（女，14 岁，七年级学生）于 3 月 2 日

13：00 出现不适，主要症状为腹泻 4 次，上腹阵痛。

当天于该区卫生院就诊，主要诊断为“急性肠胃炎”。

根据病例信息绘制发病流行曲线，22 名病例于 3 月

2 日 13：00~22：00 发病，最短潜伏期 6 h，最长潜伏期

15 h，潜伏期中位数为 12. 25 h（图 1）。

2. 3　病例人群空间分布

发病的 22 例学生年龄处于 13~15 岁：13 岁 9 例

（40. 91%）、14 岁 9 例（40. 91%）、15 岁 4 例（18. 18%）；

女性 6 例（27. 27%）、男性 16 例（72. 73%）；分布 9 个

班 级 ，其 中 七 年 级 18 例（81. 81%）、九 年 级 3 例

（13. 64%）、八年级 1 例（4. 55%）（表 2）。

2. 4　食品卫生学调查

2. 4. 1　食堂卫生调查

HX 中学有 1 个食堂，食品经营许可证有效（有

效期至 2023 年 10 月 11 日）。厨房、洗碗间地面潮

湿，油污较多，未进行明显的功能分区；货物、原材

料和半成品存储分类不规范；三防设施不完备，相

关标识不完善；盛熟菜所用盆仅在过道进行清洗，未

做消毒处理；炒菜蒸饭用水由自建蓄水池供应，水

源为市政供水，每学期由工作人员自行清洗 1 次。

学校食堂共计 16 名员工，现场查看食品加工

人员身体状况尚可，其中 2 人健康证过期且手上有

溃疡伤口（1 cm×1 cm）。调查日当天，无缺勤、无腹

泻腹痛等症状。

2. 4. 2　生活饮用水情况

食堂日常用水均为市政管网水，师生日常饮用

水为市政供水经净化处理烧开后饮用。

表 1　HX 中学 22 例食物中毒病例症状分布情况

Table 1　Symptom distribution of 22 cases in HX middle school
症状

腹泻

腹痛

恶心

呕吐

发病数/例

21
21

5
3

发生率/%
95.45
95.45
22.73
13.64
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2. 4. 3　危险因素调查

（1）供餐情况：3 月 2 日进食早餐的教职工有

17 人，住校生均在食堂就餐；住校生及部分教职工、

部分走读生在食堂进食中餐；进食晚餐的教职工有

28 人，住校生均在食堂进餐。

（2）危险因素调查：根据个案调查，病例及就餐

学生中有 5 名学生反映 3 月 2 日早餐肉末粉中的肉

末有异味；22 名病例均为住校生，在 3 月 2 日均进

食肉末粉；食品环境卫生学调查得知 3 月 2 日的肉

末为 3 月 1 日制备，常温室温保存 14 h，在 3 月 2 日

食用前未加热。故高度怀疑 3 月 2 日早餐的肉末

为可疑食品。

（3）可疑食品制备过程：3 月 1 日早上供货商送

生肉末（20 kg 左右）至学校食堂放置冷藏柜，约 17：00
加油炒干水分加盐和味精，盛于盆中加盖常温保存

至 3 月 2 日早餐食用（常温保存时间约 14 h），3 月

2 日食用前未加热。

3 月 2 日早餐共由 4 名食堂工作人员制作完

成，具体分工为煮粉、分装粉、放调料、端粉至窗口，

每个步骤各 1 人，期间工作人员均佩戴一次性薄膜

手套；其中两名工作人员见明显手外伤，二人分别

负责煮粉、分装粉。

2. 5　实验室检验结果

2. 5. 1　样本采集结果

根据现场流行病学调查情况，3 月 2~3 日合计采

样 57 份，其中留样食品 11 份、生物样本 26 份（21 份

肛拭子、5 份粪便样本）、外环境涂抹物 14 份（菜刀、

砧板、餐桌等）、人体表面涂物 6 份（食堂工作人员

手表面涂物）。

2. 5. 2　食源性致病菌检测结果

11 份留样食品均未检出蜡样芽孢杆菌、致泻大

肠埃希氏菌、金黄色葡萄球菌和沙门菌，其中 1 份

留样食品（肉末）检出产气荚膜梭菌，其余留样食

品未检出产气荚膜梭菌；26 份生物样本未检出致

泻大肠埃希氏菌、金黄色葡萄球菌和沙门菌，其中

5 份肛拭子和 3 份粪便样本检出产气荚膜梭菌

（表 3）；14 份外环境样本和 6 份人体表面涂物样本

均未检出致泻大肠埃希菌、产气荚膜梭菌、金黄色

葡萄球菌和沙门菌。共 9 份样本检出产气荚膜

梭菌。

2. 5. 3　产气荚膜梭菌毒素基因检测结果

在检出产气荚膜梭菌的 1 份留样食品（017 号）

（3 月 2 日早餐肉末）、5 份肛拭子（007-011 号）及 3 份

粪便（029、035 和 037 号）中，均检出 cpe 基因（图 2）。

2. 5. 4　全基因组测序结果

9 份阳性样本中有 7 份检出耐药基因和毒力基

因，017 号肉末样品及 010、035 和 037 号病人菌株

均为 ST139 型，014 号病人为 ST184 型，GZ006 号为

ST344 型，GZ007 号为新的 ST 型。除 014 号病人分

离菌株，其余均携带四环素类抗生素耐药基因，其

中除 006 号和 007 号菌株携带 tetA 基因外，其余菌

株携带 tetB 基因。ST139 型的菌株均携带 cpe 毒力

基因（表 4）。

wgSNP 进化分析结果显示，017 号肉末分离菌
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图 1　HX 中学所有病例发病时间分布（n=22）
Figure 1　Temporal distribution of all cases in HX middle school (n=22)

表 2　HX 中学 22 例病例空间分布情况

Table 2　Spatial distribution of 22 cases in HX middle school
班级

七年级 1 班

七年级 5 班

七年级 9 班

九年级 2 班

七年级 4 班

八年级 3 班

九年级 1 班

七年级 2 班

七年级 8 班

合计

发病数/例

5
5
4
2
2
1
1
1
1

22

占比/%
22.72
22.72
18.18

9.09
9.09
4.55
4.55
4.55
4.55

100.00
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株与 010、035 和 037 号病人分离菌株 SNP 差异位

点个数小于 6，为同源菌株，而与其他病人来源菌株

等位基因差异个数超过 200（图 3）。

3　讨论

本事件经最初流行病学调查呈现点源暴露模

式，无后发病例报告，可初步判断为一起疑似食源

性疾病暴发事件。事件中 22 名病例均为住宿生，

有统一就餐史（3 月 2 日的早餐肉末粉），其中 5 名

学生反映肉末有异味，临床症状以腹泻和腹痛为

图 2　产气荚膜梭菌荧光 PCR 扩增结果图

Figure 2　Fluorescent PCR amplification plot

表 3　HX 中学食源性疾病暴发事件食源性致病菌检测结果

Table 3　Detection results of foodborne pathogens in outbreak of foodborne diseases in HX school
菌株编号及范围

001~006
007~011
012~016、018~028
029、035 和 037
017
038~047
030~031
032~034、036、048~057

检测指标

样本类型

人体表面涂物样本

生物样本（肛拭子）

生物样本（肛拭子）

生物样本（粪便）

留样食品（肉末）

留样食品（其他）

生物样本（粪便）

外环境样本

蜡样芽胞杆菌

/

/

/

/

<10 CFU/g
<10 CFU/g

/

/

金黄色葡萄球菌

—

—

—

—

—

—

—

—

致泻大肠埃希菌

—

—

—

—

—

—

—

—

产气荚膜梭菌

—

检出

—

检出

检出

—

—

—

沙门菌

—

—

—

—

—

—

—

—

注：“/”未检测项目；“—”为未检出该菌

表 4　与食源性疾病暴发事件相关的九株菌株遗传特征

Table 4　Genetic characteristics of nine outbreak related isolates
菌株编号

010
014-1
014-2
017
035
037-1
037-2
GZ006
GZ007

样本类型

肛拭子

肛拭子

肛拭子

肉末

粪便

肉末

肉末

肛拭子

肛拭子

ST 型

ST139
ST184
ST184
ST139
ST139
ST139
ST139
ST344

New ST

耐药基因

tetB

—

—

tetB

tetB

tetB

tetB

tetA

tetA

毒力基因

cpe

—

—

cpe

cpe

cpe

cpe

—

—

图 3　与食源性疾病暴发相关的菌株基于 wgSNP 的系统发育树图

Figure 3　Outbreak-related strains are based on a phylogenetic tree map of wgSNP
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主，无发热，发病最短潜伏期为 6 h，潜伏期中位数

为 12. 25 h，符合产气荚膜梭菌及其毒素污染食物

引发食源性疾病的临床表现［7］；事件中生物样本、留

样食品（肉末）样本的检测结果显示其毒素基因均

为 cpe，与研究报道的不同类型产气荚膜梭菌可引

起特定疾病，产生不同症状，导致食物中毒的主要

是 cpe 毒素基因［8-11］一致；事件中可疑食品肉末在室

温下长期保存且食用前未经高温加热与研究报道

的当大量煮熟的肉类制品或汤汁在较高温度（12~
54 ℃）下长时间保存时，易产生大量产气荚膜梭菌，

并且食用前不再加热直接食用，极可能由于产气荚

膜梭菌污染该食品而引起食源性疾病［12-13］一致。综

上可判断是该校食堂早餐食品肉末在存储环节受

到产气荚膜梭菌及其毒素污染，继而导致了本起食

源性疾病暴发事件。

由于产气荚膜梭菌引发的食源性疾病暴发事

件在贵州省无相关历史报告，在国内也少有报告，

且该菌的食源性疾病诊断标准 WS/T 7—1996《产气

荚膜梭菌食物中毒诊断标准及处理原则》制定时间

过早，其中动物毒素 -抗毒素中和试验耗费物力、成

本高、耗时长、操作复杂，与现在各地不同实验室的

技术水平条件不相适宜，增加了本起食源性疾病暴

发事件的判定难度［14］。食源性疾病暴发事件采集

的现场样本是做出调查结论的关键证据，且第一现

场具有不可复制的特点，所以快速、简便、敏感、特

异的致病因子确定及分型诊断技术至关重要。本

研究中，采用实时荧光定量 PCR 快速锁定产气荚膜

梭菌为本起事件的可疑致病菌，并通过基于全基因

组测序的 SNP 分析发现肉末与 3 个病例来源的菌株

SNP 基因位点差异个数小于 6，为同一克隆，溯源分

析证明肉末为导致该起事件暴发的原因食品，为今

后处置类似食源性疾病暴发事件提供了参考意义。

通过本次事件的结案处置经验，建议地方相关

部门科学结合当地食源性疾病暴发事件发生特点

和实验室技术水平等因素，针对性制定符合本地的

食品微生物检验诊断方法和分类食源性疾病暴发

事件现场调查指南；其次要加强对学生的健康宣

教，提高个人卫生意识，做好手部卫生清洁，不要食

用自觉口感异常或存放时间过长、变质的食物；此

外应强化对食堂员工的食品安全培训，并做好生熟

分类、厨具消毒和食品保存等规范化管理。
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