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研究报告
K型婴儿肉毒中毒的实验室诊断

董银苹$!李颖&!徐进$!王伟$!江涛$!韩春卉$!闫韶飞$!张迪&!李凤琴$

!$2国家食品安全风险评估中心 卫生部食品安全风险评估重点实验室"北京#$%%%&$$
&2首都儿科研究所附属儿童医院"北京#$%%%&%#

摘#要!目的#对 $ 例疑似肉毒毒素中毒的婴儿病例灌肠液样品进行实验室检测并确证" 方法#对患儿的灌肠

液样品进行肉毒梭状芽胞杆菌分离及肉毒毒素检测" 结果#患儿灌肠液样品 Pd8[培养物腹腔注射小鼠后可致

小鼠出现类似肉毒毒素中毒表现%竖毛’呼吸困难并出现典型的蜂腰’四肢麻痹&继而死亡" 培养物经胰酶处理后

小鼠仍出现中毒并死亡!但培养物经 $%% a加热处理后再次染毒动物!小鼠不出现中毒和死亡" (’K’<’Z’S’D六

种混合型肉毒毒素诊断血清及 K型单价肉毒毒素诊断血清可对小鼠起到保护作用" 患儿灌肠液样品中分离到梭

状芽胞杆菌!该菌经表型’生化’d<’肉毒毒素产毒基因鉴定!结果为产 K型肉毒毒素的肉毒梭状芽胞杆

菌" 结论#患儿疾病与 K型肉毒毒素中毒相关"

关键词!肉毒毒素# 肉毒梭状芽胞杆菌# 婴儿肉毒中毒# 食源性致病菌# 食源性疾病# 食物中毒# 基因检测# 毒素
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##肉毒梭状芽胞杆菌",&E$!CGKG%?8E!%&GF%?#广泛分
布于自然界%并可产生毒性较强+主要影响神经冲动传
递导致肌肉麻痹的肉毒毒素 " R@?:A=;:J ;B:C@?@\=;%

K@7P#. K@7P是目前自然界中毒性最强的生物毒素%
%-$ %L即可致人死亡,$- . 依 K@7P抗原性不同%肉毒
梭状芽胞杆菌可被分为(+K+<+Z+S+D+8共 " 个型%能
引起人类中毒的有(+K+S+D四型%其中以(+K型最为
常见,&*.- . 除肉毒梭状芽胞杆菌外%携带 S型肉毒毒素
产毒基因的丁酸梭菌",&E$!CGKG%?8%!BCG>%?#和携带 D
型肉毒毒素产毒基因的巴氏梭菌",&E$!CGKG%?85C5!GG#
也可引起肉毒中毒,)*!- .

婴儿摄入产 K@7P的梭菌孢子后%孢子可在其
胃肠道中生长繁殖并产毒导致婴儿肉毒中毒"=;4>;?
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R@?:A=HJ%VK#%婴儿出生后 , 天至 $ 岁均可发生 VK%
且 /!^的 VK发生在 $-! i, 月龄%& i) 月龄为中毒
高发期 ,,*+- . 引起中毒的原因包括摄入含有携带
K@7P产毒基因的梭菌孢子的食品+接触土壤+与卫
生习惯不良的保婴人员密切接触+宠物接触等 ,$%/- .

美国每年约有 $%% 例 VK%几乎所有病例均由 (或 K

型肉毒毒素所致 ,$%- %欧盟各国 VK的病例报道较
少 ,$$- %我国 VK的报道更为罕见. 由于 VK多为散
发%且临床表现不典型%加之实验室检测周期长+过
程繁琐+需要动物试验进行毒力确认和毒素分型%
因此目前具备肉毒梭状芽胞杆菌和肉毒毒素检测
能力的临床实验室寥寥无几%由此导致 VK的误诊和
漏诊率极高. 本研究对一例疑似 VK病例的生物样
品进行实验室确诊.

$#材料与方法
$-$#材料
$-$-$#实验动物

FdD级单一性别"雄性#V<’小鼠%体质量 $& i
$! L. 购自北京维通利华实验动物技术有限公司%

生产许可证号$F<ck"京# &%$&*%%%$. 动物饲养于
&% i&. a+相对湿度 )%^ i,%^的环境中%昼夜交
替时间为 $%0$) " 5#. 动物按体质量随机分组%
. 只0笼%自由进食饮水%并在试验的前一夜禁食但
自由进水.
$-$-&#主要仪器与试剂

eVPSk& <@JN>3?全自动微生物鉴定0药敏分析系
统+厌氧培养装置均购自法国梅里埃%d<’仪"美国
KVW*’(Z#%恒温培养箱%生物安全柜%冷冻离心机.

庖肉肉汤"3@@IBE JB>?JBE=:J%<bb#培养基+
Pd8["?CGN?=3>HB*NBN?@;B*LA:3@HB*GB>H?B\?C>3?# 肉汤
培养基均购自北京陆桥技术责任有限公司%哥伦比
亚血琼脂平板+革兰染液+(dV&%(厌氧菌鉴定系
统+eVPSk& (7<PSFPkVP均购自法国梅里埃%Z7(

提取试剂盒+& _d4: d<’b>H?BCb=\均购自天根生
化科技有限公司%%-)! %J滤器 "美国 d>AA#%胰酶
"活力 $r&!%%批号$$!%+%.&%美国 8=R3@#%(*D多价
及单价抗肉毒毒素诊断血清"批号$&%$.%!%$%兰州
生物制品研究所#%明胶"美国 F=LJ>#%无水乙醇+磷
酸氢二钠均购自北京化工厂.

明胶磷酸盐缓冲液"8KF#$明胶 & L%磷酸氢二
钠 ) L%蒸馏水 $ %%% JA%NUs,-&. 上述成分加热溶
解后%校正 NU%$&$ a高压灭菌 $! J=; 备用.
$-&#方法
$-&-$#病例资料

&%$, 年 & 月 $ 日%北京市某医院报告 $ 例疑似

肉毒毒素中毒的婴儿病例. 患儿 &%$! 年 / 月 &. 日
出生%足月剖宫产%出生后至发病前身体发育正常%

一般状况良好%于 &%$, 年 $ 月 + 日首次出现纳差情
况%$ 月 $% 日出现精神状况不良+呛奶%继而眼睑下
垂等症状. $ 月 $& 日到北京市某医院就诊. 临床
检查可见眼睑下垂+新斯的明试验可疑阳性+怀疑
重症肌无力"全身型#. 医院经反复鉴别诊断%排除
常见化学毒物中毒及其他神经系统疾病%高度怀疑
为肉毒毒素中毒.

流行病学调查结果显示%患儿居住在山西省朔
州市某县平房%出生后一直纯母乳喂养%未曾添加
任何辅食.
$-&-&#待检患儿生物样品

采集患者灌肠液样品 $ 份%约 ! JA.
$-&-.#实验室检测
$-&-.-$#样品处理

取 $ JA灌肠液样品于 ! JA离心管内%加入等体
积无水乙醇%混匀后室温静置 $ 5%用于进行样品中
梭菌的分离.

参照 8K0P)"+/-$&!&%%.’食品卫生微生物学
检验 肉毒梭菌及肉毒毒素检验( ,$&-及美国食品药
品监 督 管 理 局 "DZ(# ’K>3?BC=@A@L=3>A(;>AG?=3>A
b>;:>A"K(b#$<5>N?BC$" ,&E$!CGKG%? 8E!%&GF%?(
"&%%$# ,$.-方法对样品进行增菌培养及毒素检测. 具
体为$用等体积 8KF 稀释灌肠液样品后%取 & JA样品
稀释液分别接种于 $% JA<bb及 $% JAPd8[肉汤培
养基内%每种培养基接种两个平行管. 接种后的
<bb和 Pd8[肉汤培养基分别于 ".! l$# a和
"&+ l$# a厌氧培养 ! E.
$-&-.-&#肉毒毒素检测

将 $-&-.-$ 中培养 ! E 后的 <bb和 Pd8[培养
液分别经 ) %%% _A 离心 $! J=;%上清液经 %-)! %J

滤膜过滤后%每种培养液均分成三组$组一经 $%% a

煮沸 $% J=;&组二加入 $%^胰酶 ." a作用 $ 5&组三
不做任何处理. 将三组培养液分别以 %-! JA0只的剂
量腹腔注射小鼠%每组注射 . 只%观察 /, 5 内小鼠的
中毒反应及死亡情况%同时分别设肉毒毒素阳性对照
组及 8KF+<bb+Pd8[阴性对照组.
$-&-.-.#肉毒毒素分型

取 $-&-.-& 中过滤后未经任何处理的灌肠液
Pd8[培养液%用 8KF 稀释成 $r$%+$r$%%+$r$ %%%+
$r$% %%% 的系列稀释液%分别与 (+K+S+D单价肉毒
毒素诊断血清及 (*D多价肉毒毒素诊断血清等体
积混合%." a作用 )! J=; 后%分别以 %-! JA0只的剂
量腹腔注射小鼠%每个稀释度每种肉毒毒素诊断血
清注射 . 只%观察 /, 5 内小鼠的中毒反应及死亡情
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况%同时设肉毒毒素阳性对照组和 8KF+Pd8[阴性
对照组.
$-&-.-)#肉毒梭状芽胞杆菌的分离及鉴定

用接种环取 $-&-.-$ 中灌肠液样品与无水乙醇
直接混合室温静置 $ 5 后的混合液一环%分别划线
接种于哥伦比亚血琼脂平板及卵黄琼脂平板培养
基&另取经 ! E 厌氧培养后的灌肠液 <bb和 Pd8[
培养液各 $ JA%加入等体积无水乙醇%充分混匀并室
温静置 $ 5 后用接种环取一环%分别划线接种于哥
伦比亚血琼脂平板及卵黄琼脂平板培养基. 上述
接种后的哥伦比亚血琼脂平板及卵黄琼脂平板培
养基均分别置于".! l$# a厌氧培养 )+ 5%挑取可
疑菌落分别进行革兰染色镜检+(dV&%(和 eVPSk&
生化试验.
$-&-.-!#肉毒毒素毒力基因检测

取 $-&-.-) 中分离到的单克隆可疑菌落%提取
Z7(% 按 照 美 国 DZ( ’ K>3?BC=@A@L=3>A(;>AG?=3>A
b>;:>A"K(b#$<5>N?BC$" ,&E$!CGKG%? 8E!%&GF%?(
"&%%$# ,$.-方法进行 (+K+S+D型肉毒毒素毒力基因
检测.

&#结果
&-$#毒素检测结果

患者灌肠液样品经 Pd8[培养后%其培养物腹
腔注射小鼠%& 5 后动物出现竖毛+呼吸困难并呈现
典型的蜂腰+四肢麻痹继而死亡&但将上述培养物
加热煮沸 $% J=; 后再次腹腔注射小鼠%动物未出现
中毒表现和死亡&若将上述培养物经胰酶处理后再
次腹腔注射小鼠%小鼠仍出现中毒表现并死亡. 上
述小鼠中毒和死亡表现与腹腔注射 (型肉毒毒素
阳性对照小鼠的中毒表现一致%具体结果见表 $.

表 $#实验小鼠毒性反应情况
P>RAB$#FGJN?@JH>;E EB>?5 3>:HBE RG?5B3:A?:CBH:NBC;>?>;?

样品 培养基 分组及处理
动物数
0只

死亡动物
数0只

灌肠液

肉毒毒素
阳性对照

阴性对照

培养物原液组 . .
Pd8[ 培养物加热处理组> . %

培养物胰酶处理组 R . .

培养物原液组 . .
<bb 培养物加热处理组> . %

培养物胰酶处理组 R . .
<bb 对照组 . %
Pd8[ 对照组 . %
8KF 对照组 . %

注$>为培养液原液经 $%% a加热 $% J=;&R 为每 / 份培养液原液中
加入 $ 份胰酶溶液

&-&#肉毒毒素血清分型
将患者灌肠液样品的 Pd8[培养物原液及经

%+$r$%+$r$%%+$r$ %%% 和 $r$% %%% 稀释后%分别与

(+K+S+D型单价肉毒毒素诊断血清以及混合型"包
括 (+K+<+Z+S+D六型#肉毒毒素诊断血清等体积
混合%." a培养 )! J=; 后再次腹腔注射小鼠%结果
除 $ r$% %%% 稀释度外%未添加任何诊断血清的
Pd8[培养液各稀释度组及添加 (+S+D单价肉毒毒
素诊断血清的 Pd8[培养物各稀释度组的小鼠均死
亡&而添加 K型单价肉毒毒素诊断血清和多价混合
型肉毒毒素诊断血清的各稀释度组小鼠均无死亡%

提示 Pd8[培养物中可能含有 K型肉毒毒素. 具体
结果见表 &.

表 &#毒素分型试验结果

P>RAB&#K@7PHBC@?GN=;LCBH:A?H

样品
血清
型别

动物数
0只

动物死亡数0只
原液 $r$% $r$%% $r$ %%% $r$% %%%

灌肠液

肉毒毒素
阳性对照

8KF 对照
Pd8[对照

( . . . . . %
K . % % % % %
S . . . . . %
D . . . . . %

混合 . % % % % %

) . . . . . %
( . ! ! % ! !

混合 . ! ! % ! !

) . ! ! . ! !

) . % ! ! ! !

) . % ! ! ! !

注$)为此项未与诊断血清混合&!为未做此项

&-.#梭状芽胞杆菌的分离鉴定
患者灌肠液样品增菌前后%均从中分离出了梭状

芽胞杆菌. 该菌在血平板上呈圆形半透明扁平菌落%

中间稍突起%菌落由内到外成迁延性生长%边缘整齐
"见图 $#&在卵黄琼脂平板上%菌落及周围培养基表
面可见虹彩环样薄层"见图 &#. 该菌为革兰染色阳
性杆菌%显微镜下可见有芽胞形成%芽胞位于菌体次
极端%大于菌体宽度%使整个菌体呈梭状或网球拍状
"见图 .#. d<’结果显示%该梭状芽胞杆菌分离株携
带产 K型肉毒毒素的基因. 结合 (dV&%(及eVPSk&
生化结果%鉴定其为肉毒梭状芽胞杆菌.

图 $#肉毒梭状芽胞杆菌在哥伦比亚血平板上的菌落形态
D=L:CB$#b@CN5@A@LG@4,&E$!CGKG%?8E!%&GF%?@; <@A:JR=>

RA@@E >L>C
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图 &#肉毒梭状芽胞杆菌在卵黄琼脂平板上的菌落形态
D=L:CB&#b@CN5@A@LG@4,&E$!CGKG%?8E!%&GF%?@; BLLG@AI >L>C

图 .#肉毒梭状芽胞杆菌革兰染色镜下图
D=L:CB.#8C>JH?>=;=;L>HO=BQBE :;EBC?5BJ=3C@H3@NB

.#讨论
肉毒毒素中毒在我国近 &% 省区内均有发生%由

于受民族+地域和饮食习惯等影响%其中 !%^以上
的肉毒中毒发生在新疆和青藏高原等地区 ,$)- . 自
从 d=3IB??等 ,$!-$/", 年首次报道了第一例 VK后%许
多国家相继有病例报道. 到目前为止%除非洲外%
世界各大洲均有病例报道 ,,- . 据美国疾病预防控
制中心统计%美国每年报道的肉毒中毒病例中约
"%^为 VK,$,- . VK高发原因在于婴儿本身肠道的特
殊环境及缺乏正常菌群的拮抗作用+肠道蠕动能力
较低及肠道菌群等因素改变%使婴儿感染肉毒梭状
芽胞杆菌芽胞后%芽胞在婴儿肠道内生长繁殖并产
生肉毒毒素%造成 VK. 流行病学研究显示%VK在季
节上无明显分布%但在冬季病例明显减少%可能与
温湿度改变相关. VK的高危因素包括食品 "如蜂
蜜+婴儿配方粉等#+婴儿居住的环境 "如在工地周
边+农村及扬尘等较差环境居住#&其他危险因素还
包括$当地风力较大+父母从事密切接触土壤的工
作+不卫生的母乳喂养习惯+断奶阶段肠道菌群的
改变及喂养方式等 ,$"*$+- . 目前公认的能引起 VK的
食品为蜂蜜%随着认知水平的提高%近年来由蜂蜜

引起的中毒病例呈逐年下降趋势. 部分研究结果
显示%婴儿配方粉和植物浸液引起 VK的比例升
高 ,"%$)*$!- . 本研究由于患儿一直未添加辅食%因此
考虑其感染的肉毒梭状芽胞杆菌孢子可能与不卫
生的喂养习惯有关%但也不排除环境污染因素.

多数 VK由 (型及 K型肉毒毒素引起%常见临床
表现为腹胀便秘+纳奶量减少+哭声弱+反应迟钝+肌
无力+麻痹等. 其中腹胀便秘常为最初症状%且个体
临床表现差异较大%多数不典型%与重症肌无力+吉兰
巴雷综合征+脊髓灰质炎+代谢性疾病等易混淆%因此
VK常被误诊漏诊%其病死率可达 .^ i!^,$+*$/- .

肉毒梭状芽胞杆菌广泛存在于自然界中%在土
壤+家庭居住环境的尘土+农产品等基质中都有该
菌的孢子存在%给 VK的预防带来困难. 建议婴儿在
保育过程中应严禁食用易被梭菌污染的食品%保持
环境清洁%密切接触人员养成良好的卫生习惯%如
接触婴儿或哺乳前用肥皂洗手并清洁乳头等%以减
少婴儿对肉毒梭状芽胞杆菌孢子的暴露水平%预防
婴儿肉毒中毒发生%保护婴儿健康.
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研究报告
&%%)!&%$. 年全国植物性食物中毒事件流行病学分析

王锐!丁凡!高永军!王霄晔!李群
!中国疾病预防控制中心卫生应急中心"北京#$%&&%,#

摘#要!目的#了解我国植物性食物中毒事件的发生规律及流行病学特征!为植物性食物中毒的预警及预防控制

提供科学依据" 方法#对 &%%)(&%$. 年突发公共卫生事件报告管理信息系统中报告的全国植物性食物中毒事件

的流行病学特征进行描述性分析" 结果#&%%)(&%$. 年全国共报告植物性食物中毒事件 ,,% 起!累计报告中毒
$" /!! 人!死亡 $/, 人" 第四季度是植物性食物中毒事件的高发季节" 云南’广西’四川’广东’贵州是植物性食物

中毒的高发省%自治区&#菜豆中毒事件占事件总数的 !.-.^%.!&0,,%&!乌头’油桐’蓖麻子’发芽马铃薯和钩吻引

起的中毒事件占事件总起数的 &)-!^%$,&0,,%&" 集体食堂是植物性食物中毒事件的主要发生场所!加工处理方

式不当和误认误食是引发中毒的主要原因" 结论#做好集体食堂加工’储存’销售等环节的管理和监督工作!严格

规范食品标签和食品宣传!及时预警’监测’报告和处置食物中毒事件!开展公众的健康教育工作!是预防控制植物

性食物中毒事件的主要措施"
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