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摘"要!目的"分析云南省文山州广南县一起吊浆粑食物中毒事件!鉴定引起中毒的致病因素" 方法"在流行病
学调查的基础上!对采集的 1 份食物样品参照 Be6R1435)#5(#&&- 进行微生物常规培养!对其中分离的疑似目标
菌株进行 j;RGg# HDZa0HR生化鉴定和 !%V U/K0序列比对!并对样品进行动物中毒试验!采用液相色谱2质谱联
用方法对样品中的米酵菌酸进行定量分析" 结果"分离的 - 株食源性致病菌的 !%V U/K0序列比对和 j;RGg#
HDZa0HR生化鉴定结果均为唐菖蒲伯克霍尔德菌#1+-R&)(8.-2$ 6($82)(2$!均可产毒使小鼠死亡!且样品中米酵菌
酸含量超标!产毒量最高达 5)%4 WA6XA" 结论"该食物中毒事件是由唐菖蒲伯克霍尔德菌污染吊浆粑!产生大量
米酵菌酸所致" 从试验过程和结果分析!该菌株应为我国命名的椰毒假单胞菌酵米面亚种 #!,.+8)4)3$,
*)*)C.3.3$3,PMYP]$/$-23)/.-4.3#$3,$"
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""酵米面类食物中毒是迄今为止在我国发现的
一种病死率极高的微生物类食物中毒+ 该中毒多
发生于边远贫困地区"具有地域性特点"由于其中

毒发病急(难治愈(死亡率高"给消费者生命健康造
成了严重危害+ 因此"开展酵米面类食物中毒的病
原学分析"特别是明确该病原菌的分类地位和命
名"对于预防此类公共卫生事件具有重要意义 )!* +

#&!1 年 % 月 #! 日云南省文山州广南县某居民
户自制吊浆粑"当天食用后无不适"剩余吊浆粑在
室内存放"分别在 #4 日加工成汤圆油炸和煮食后供
#- 名村民用餐+ 进食者为 #& 人"其中一人食用
’ 个汤圆"于 #& W=@ 后出现了恶心和呕吐症状"潜伏
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期最长者食用了半个汤圆"于 -3 . 后感觉恶心+ 食
用者均中毒"无性别(年龄差异"主要临床表现为恶
心 # 16#& $( 呕 吐 # !!6#& $( 头 晕 # ’6#& $( 腹 痛
#%6#& $( 腹泻 # !6#& $( 乏力 # 16#& $( 意 识 模 糊
#!6#&$(昏迷#%6#&$"重症病例表现出头晕(意识模
糊(昏迷"伴全身多器官损伤"而未进食吊浆粑者和
仅喝汤者无临床症状+ 给予催吐(保肝(解毒等治
疗后"重症患者转入 ;HC"并给予血浆置换(重要器
官保护(抗感染等治疗+ 此次食物中毒事件死亡
% 人"死者分别为 ’(1-(31 岁男性和 !3(1-(’& 岁女
性"死亡诊断为多脏器功能衰竭+ 其他患者陆续出
院"预后良好+ 引起食物中毒的吊浆粑制作流程
为%玉米浸泡 !’ Q"期间 - f’ Q 换一次水"之后进行
碾碎(磨浆(吊滤"在太阳下晒干后常温存放+ 食用
前揉捻成汤圆状"每个约重 !& A"油炸或水煮食用+

事件发生后"云南省文山州疾病预防控制中心将从
食用户家中采集的剩余吊浆粑#干粉$(生汤圆(熟
汤圆以及制作户剩余的吊浆粑"共 1 份样品送至云
南 省 疾 病 预 防 控 制 中 心" 实 验 室 参 照
Be6R1435)#5!#&&-,食品卫生微生物学检验 椰毒
假单胞菌酵米面亚种检验- )#*针对食源性致病菌进
行菌株分离鉴定(毒素和米酵菌酸分析+

!"材料与方法
!)!"材料
!)!)!"实验动物及样品

雄性小鼠"VaL级"体质量 !3 f#& A"由昆明医
学院实验动物中心提供)动物合格证号%VH<g#滇$
#&!!2&&&1*"饲料由昆明医学院实验动物中心提供
)合格证号%VH<g#滇$ #&!!2&&&’ *+ 环境条件%温
度 #& f#’ ("相对湿度 1&* f4&*+

在食用户和制作户家中共采集 1 份样品"吊浆
粑干粉(生吊浆粑(生汤圆和煮熟的汤圆各一份"每
份约 !&& A"采集后 # f3 (冷藏储运"- . 内运送到
实验室开展检验+
!)!)#"主要仪器与试剂

j;RGg# HDZa0HR全自动细菌鉴定和药敏分
析仪#法国梅里埃$(HO8NSUaH/仪#美国 e=?2/>Q$(
凝胶图像分析系统 #英国 VdKBGKG$(0A=NS@T!#5&

超高效液相色谱仪 #美国安捷伦 $(液质联用仪
0e-#&& hR/0a#美国 0eVH;G<$(K>@?]MUS纯水
机(匀浆机(大容量高速离心机(旋转蒸发仪+

BjH增菌液 #椰毒假单胞菌酵米面亚种增菌
用$(沙门菌志贺菌 VV 琼脂(卵黄琼脂平板(微量生
化管均购自北京陆桥技术有限责任公司&进口 a:0
#马铃薯葡萄糖琼脂"英国D<D;:$"改良a:0#进口

a:0使用时加入 !6!&& &&& 龙胆紫(#& !A6WN氯霉
素$&aUSW=̂=$>(:E#&&& :K0Z>UXSU和核酸染料
B?NQ[=S\均购自日本 R>g>/>&j;RGg# HDZa0HR
BK鉴 定 卡 #法 国 梅 里 埃 $& 琼 脂 糖 # 西 班 牙
e=?\SPT$&酵米面黄杆菌毒素标准品 #e%!45"美国
V=AW>$&aH/引物合成和产物测序均由苏州金唯智
科技有限公司完成+
!)#"方法
!)#)!"样品中食源性致病菌的检测

样品用 &)3’*生理盐水按 !m#的比例稀释成浓悬
液"用无菌接种环取一环悬液在 a:0平板和改良 a:0

平板直接分离纯化"同时参照 Be6R1435)#5!#&&-)#*

将样品用 BjH增菌液增菌后"a:0平板和改良
a:0平板分离纯化和革兰染色+ 用微量生化管结
合 j;RGg# HDZa0HR对分离株进行生化鉴定+
!)#)#"分离株的 !%V U/K0序列分析

Ee平板划线培养分离株"-& (培养 #1 .+ 挑
取单菌落"加入装有 ’& !N无菌去离子水的 aH/管
中"混匀" 53 ( 裂解 !& W=@" !# &&& U6W=@ 离心
’ W=@"收集上清液即细菌 :K0"1 (保存备用+ 用
!%V U/K0通 用引 物 #42L#0B0BRRRB0RHHRBB
HRH0B$和 !15#2/#BBRR0HHRRBRR0HB0HRR$进
行 aH/扩增+ ’& !NaH/体系%aUSW=̂=$>酶 #’ !N"
引物各 # !N":K0模板 ’ !N"无菌 Z=N=h水 !% !N+
aH/条件为%51 (裂解 ’ W=@&51 (变性 ’& P"’1 (
退火 ’& P"4# (延伸 5& P"循环 -& 次&4# ( 延伸
’ W=@+ aH/产物用 !*的琼脂糖凝胶电泳分离"
B?NQ[=S\染色"凝胶成像分析仪观察 aH/扩增结
果+ aH/产物由苏州金唯智科技有限公司测序"结
果 经 修 正 后 提 交 BS@e>@X 并 获 得 编 号+ 用
ZGB0%)& 软件采用邻近法基于 !%V U/K0序列进行
聚类分析"构建进化树"经过 ! &&& 次数值分析
e??TPTU>] 为 ! &&&+
!)#)-"小鼠毒性试验

小鼠毒性试验参照 Be6R1435)#5!#&&- 方法
进行)#* + 每份样品采用 - 只小鼠"每只取 &)’ WN粗毒
素进行灌胃"4 Q 内观察受试动物反应和死亡情况+
!)#)1"米酵菌酸的定量分析

采用液相色谱2质谱联用快速检测技术"按照
Be6R’&&5)!35!#&&-,银耳中米酵菌酸的测定- )-*

进行 米 酵菌酸 定 量 分析检 测" 检测 数 值 参 照
Be!!%4’!#&&-,银耳卫生标准- )1*中理化指标判
断结果+

#"结果
#)!"分离株形态特征
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1 份样品除生汤圆外均分离出椰毒假单胞菌疑
似菌株#d:2!(d:2#(d:21$" l4& (保藏并进行后
续分析+ - 株菌均为革兰阴性短杆菌并具有一致的
菌落特征%在 a:0平板上#-% r!$ (培养 #1 ."菌
落直径为 ! f!)’ WW"灰白色"表面光滑(湿润"菌落
边缘整齐"13 . 时菌落中心凸起"周围产黄绿色色
素&在改良 a:0平板上菌落为圆形"直径 ! f# WW"
深紫色"微凸"表面光滑(湿润"菌落边缘整齐"易于
挑取&在卵黄琼脂平板上的菌落表面光滑(湿润"
#-% r!$ (培养 13 . 后周围形成乳白色混浊环"斜
射呈虹彩现象&在 VV 琼脂平板上不生长+
#)#"生化鉴定

挑取a:0上 -% (培养 #1 . 的少量纯菌"用微量
生化管和 BK鉴定卡进行生化鉴定"结果为动力 k"
氧化酶2"靛基质2"j)a2"D6L试验 #D型$ k"葡萄
糖2"果糖2"半乳糖2"阿拉伯糖2"甘露醇 k"硝酸盐还
原 k"尿素2"侧金盏花醇2"柠檬酸盐利用 k"精氨
酸 k"’ (和 1! (均不生长+ 用 j;RGg# HDZa0HR

对 - 株菌进行系统生化鉴定"结果均为唐菖蒲伯克霍
尔德菌#1)6($82)(2$+
#)-"!%V U/K0序列分析结果

对伯克霍尔德属内 5& 个种 )’*在 BS@Y>@X 数据
库中进行 !%V U/K0序列比对"eE0VRK的结果参
见表 !"分离的 - 株菌在 ! -5% Y] 长度范围内互相
之间仅有一个 Y] 的差异"在整个数据库中互相比
对"其结果最为近似+ 用邻近法构建伯克霍尔德
属进化树"虽然某些种的不同菌株在该进化树上
位置有变动"但是 d:2!(d:2#(d:21 的 !%V U/K0
序列与唐菖蒲伯克霍尔德菌 0RHH--%%1(DZ! 和
a0!!)! 以及 BS@e>@X 数据库中唯一登记为椰毒
伯克霍尔德菌 #1)*)*)C.3.3$3,$的 EZB!!%#%R在
同一个进化分支上 #见图 !$ "该种与植物伯克霍
尔德 菌 # 1)%($3#$-22$ 和 范 式 伯 克 霍 尔 德 菌
#1)C$3822$在进化上有明显差异+ !%V U/K0序列
分 析 该 - 株 菌 均 属 于 伯 克 霍 尔 德 属" 且 与
1)6($82)(2同源性最高+

表 !"- 株分离株的 !%V U/K0序列分析
R>YNS!"!%V U/K0PS‘MS@8S>@>NOP=P?9- PTU>=@P=P?N>TSQ 9U?WT.S8>PS

菌株名称 基因登录号 长度6Y] 最高相似菌株 最高相似菌株的登录号 同源性 最相似菌株来源#

d:2! gR511&-&)! ! -5% d:2# gR511&-!)! 55*#! -5’ 6! -5%$ 同一案例分离株
d:2# gR511&-!)! ! -54 d:2! gR511&-&)! 55*#! -5’ 6! -5%$ 同一案例分离株
d:21 gR511&-#)! ! -55 d:2! gR511&-&)! 55*#! -5’ 6! -5%$ 同一案例分离株

注%#表示本案例中 - 个菌株 !%V U/K0除了互相匹配之外"都和 1)6($82)(2DZ!#GC%43-%!$最为一致"该菌株由韩国研究者从平菇软腐病处
分离到"并被命名为 1)6($82)(2][$$6$-2*2*2($)%*

#)1"小鼠毒性试验结果
1 份样品均进行毒性试验"试验组小鼠 #& W=@

后出现竖毛"躁动不安(行步蹒跚(瘫软(抽搐(呈角
弓反张(呼吸急促等症状"# . 之内全部死亡&对照
组小鼠 4 Q 后仍然存活+
#)’"米酵菌酸定量分析结果

采用液相色谱2质谱联用快速检测技术对样品进
行检测"1 份样品中均检出米酵菌酸"其中吊浆粑干
粉样品中含量为 !)4- WA6XA"已煮熟的汤圆样品中含
量为 -)&3 WA6XA"生汤圆样品中含量为 ’)&4 WA6XA"

生吊浆粑样品中含量最高为 5)%4 WA6XA+ 参考
Be!!%4’!#&&-)1* "米酵菌酸含量必须$&)#’ WA6XA"

而 1 份样品中米酵菌酸含量均远高于此标准+

-"讨论
此次食物中毒事件中生汤圆样品未检出疑似

菌株"但该样品的毒性试验符合米酵菌酸典型中毒
症状"且米酵菌酸检出含量为 ’)&4 WA6XA"高于吊
浆粑干粉和熟汤圆中米酵菌酸的含量"由于吊浆粑
干粉(生吊浆粑和煮熟的汤圆中均检出 1)6($82)(2"

因此推测生汤圆中应存在疑似菌株"未检出的原因

主要可能是由于生汤圆样品中存有大量杂菌#初步
判断为酵母菌$"BjH增菌液对酵母菌的抑制作用
较弱"干扰了目标菌的生长+

实验室分离到的 - 株菌生化结果与椰毒假单胞
菌酵米面亚种在葡萄糖(果糖(半乳糖(阿拉伯糖和侧
金盏花醇不同"可能与不同中毒事件菌株的特异性有
关+ 经 j;RGg# HDZa0HR鉴定均为 1)6($82)(2"且
!%V U/K0序列分析该 - 株菌与 1)6($82)(2同源性最
高+ #&!- 年云南省红河州曾发生过吊浆粑引起的食
物中毒事件)4* "也是由 1)6($82)(2引起"这两起事件
共造成 !! 人死亡"均给社会带来了极大影响"在经济
上造成了重大损失"所以 1)6($82)(2引起的食物中毒
应引起有关部门的高度关注+

酵米面食物中毒事件在我国时有发生"国内文
献曾多次报道其病原菌为椰毒假单胞菌酵米面亚
种 )325* "但在国外文献资料及目前进口微生物鉴定
设备数据库中均查不到此菌种名称+ 关于该菌的
命名"很多学者认为应将其归类到伯克霍尔德菌
属+ 焦振泉等 )!&2!#*对我国椰毒假单胞菌酵米面亚
种分离株与伯克霍尔德菌属进行同源性研究"认为
/椰毒假单胞菌应该属于伯克霍尔德菌属"且与
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注%图下标尺表示遗传距离&箭头表示分离株所在位置

图 !"伯克霍尔德菌属的 !%V U/K0基因序列系统进化树
L=AMUS!"a.ON?AS@ST=8TUSS?9T.S!%V U/K0AS@SPS‘MS@8S?91+-R&)(8.-2$



云南省文山州广南县吊浆粑食物中毒事件的病原学分析!!!周帼萍"等 ! 4’""" !

1)6($82)(2和 1)*)*)C.3.3$3,特别近源0"建议依据
国际细菌系统发育委员会的原则"将引起食物中毒
的椰毒假单胞菌酵米面亚种归入 1)6($82)(2"命名为
1)6($82)(2][$*)*)C.3.3$3,"以便和其他植物病原菌
株区分 )!-* + #&!# 年德国研究者 K>Q=@S等 )!1*对印
尼食物中毒事件中的 1)6($82)(2分离株进行了全基
因组测序#草图$分析"德国菌种保藏中心已将分离
自 印 尼 有 毒 椰 子 发 酵 食 品 的 1)*)*)C.3.3$3,
:VZ!!-!3 标准株"更名为 1)6($82)(2)!’* + 云南近几
年发生的两次酵米面中毒事件"从流行病学调查和
实验室检测结果来看"与国内其他椰毒假单胞菌酵
米面亚种引起的食物中毒比较符合"可能是国内与
国际上命名不一致"用 j;RGg微生物鉴定仪鉴定结
果为 1)6($82)(2+ 因此"发生酵米面类食物中毒事件
的检验过程中"检测人员应特别重视"以免造成漏
检(误检+ 同时"我国学者也应尽快明确其分类地
位"及时对国家标准进行修订"在命名上与国际
接轨+
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阿根廷发布葡萄酒中禁用着色物质及检测方法
""#&!4 年 ! 月 #& 日!阿根廷发布 B6ReR6K60/B6-!’ 通报!发布葡萄酒中禁用着色物质及检测方法!采
用高效液相色谱#JaEH$和紫外分光光度法检测方法!判定葡萄酒是否使用禁用着色物质" 当葡萄酒中检
出禁用色素后!将被判定为掺假食品"
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