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一起非典型肉毒毒素中毒事件实验室检测分析
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【摘    要】目的   对一起疑似肉毒毒素中毒事件进行实验室检测，为预防和快速鉴别肉毒毒素中毒提供实验

依据。方法  按照国家标准 GB4789.12—2016、GB 15193.2—2014《食品安全国家标准 食品毒理学实验室操作

规范》和肉毒毒素诊断血清说明书进行样品处理和检测，采用小鼠生物试验法、诊断血清进行肉毒毒素检测

和确证定型试验。结果   将 114只 SPF级雌性 KM小鼠，分组后分别进行检出试验和确证分型试验，采用腹

腔注射方式染毒。检出试验结果显示，除对照组外各样品受试组小鼠均呈现典型的肉毒毒素中毒症状，腌制

生鱼–胰酶组、胃内容物组和胃内容物–胰酶组小鼠 1～36 h内全部死亡；腌制生鱼组和血液组小鼠未见死

亡。确证分型试验结果显示，腌制生鱼–胰酶液分别加 A、B、C、D、E、F和 A～F混合型诊断血清小鼠均出

现死亡，而使用灭菌生理盐水（NS）稀释的 1:1、1:2和 1:3稀释液再作用于 A、B、C、D、E、F和 A～F混合型

诊断血清，小鼠均未出现死亡，但各毒素对照组小鼠均出现死亡，各毒素灭活对照组均无死亡；胃内容物–
胰酶液使用 NS1:1稀释后分别加 A、B、C、D、E、F和 A～F混合型诊断血清小鼠均无死亡，但毒素对照组小

鼠出现死亡，毒素灭活对照组无死亡。根据肉毒毒素诊断血清说明书，判定中毒不是由典型的 A、B、C、D、

E、F血清型肉毒毒素引起，初步判断腌制生鱼和胃内容物中含有其他异型或异种肉毒毒素。结论  此次食物

中毒事件是由非 A、B、C、D、E、F型肉毒毒素引起。
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Laboratory detection and analysis of an atypical botulism outbreak
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【Abstract】  Objective  To  conduct  laboratory  detection  on  a  suspected  botulism  incident  and  provide  experimental
evidence  for  the  prevention and rapid  identification  of  botulism. Methods  Sample  processing and testing  were  carried
out  according  to  the  national  standards  GB4789.12–2016,  GB  15193.2–2014  "National  Food  Safety  Standard  -
Laboratory Operation Standards for Food Toxicology," and the instructions for botulinum toxin diagnostic serum. Mouse
bioassay and diagnostic serum were used for botulinum toxin detection and confirmatory typing tests. Results  A total of
114 SPF-grade female KM mice were used and divided into groups for detection and confirmatory typing tests. The mice
were intoxicated via intraperitoneal injection. The detection test results showed that, except for the control group, animals
in all  sample groups exhibited typical  botulism symptoms.  All  animals  in the marinated raw fish-trypsin group,  gastric
contents group, and gastric contents-trypsin group died within 1–36 h. No deaths were observed in the marinated raw fish
group or the blood group. The confirmatory typing test results showed that all animals in the marinated raw fish-trypsin
group injected with type A, B, C, D, E, F, and A–F mixed diagnostic sera died. However, when the marinated raw fish-
trypsin solution was diluted with sterile normal saline (NS) at ratios of 1:1, 1:2, and 1:3 and then reacted with type A, B,
C, D, E, F, and A–F mixed diagnostic sera, no deaths occurred in the animals. Deaths were observed in all toxin control
groups,  but  no deaths occurred in the toxin inactivation control  groups.  When the gastric  contents-trypsin solution was
diluted with NS at  a  1:1 ratio  and then reacted with type A,  B,  C,  D,  E,  F,  and A–F mixed diagnostic  sera,  no animal
deaths  occurred.  However,  deaths  were  observed  in  the  toxin  control  group,  while  no  deaths  occurred  in  the  toxin
inactivation control group. According to the instructions for the botulinum toxin diagnostic serum, the poisoning was not
caused by typical type A, B, C, D, E, or F botulinum toxin. It was preliminarily determined that the marinated raw fish
and gastric contents contained other atypical or non-typical botulinum toxins. Conclusions  This food poisoning incident
was caused by non-A, -B, -C, -D, -E, or -F botulinum toxin.
【Keywords】 botulinum toxin; marinated raw fish; food poisoning; atypical; laboratory detection
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肉毒毒素中毒是由肉毒毒素引起以神经系统

症状为主要表现的一种严重中毒反应，可由摄入

被肉毒毒素污染的食品引起。肉毒毒素是由肉毒

梭菌，有时还有丁酸梭菌和巴氏梭菌产生的一种

神经毒素，其毒性极强，静脉注射 1～3 ng/kg体
重剂量、口服 1 μg/kg体重剂量即可致人死亡 [1]。

根据抗原性的不同，肉毒毒素可分为 A、B、C、D、
E、F、G 7个血清型，2014年，Barash J R等[2] 从一

例肉毒毒素中毒的患儿粪便中分离出一种称为

H血清型的新型肉毒毒素。肉毒毒素毒作用机制

主要是通过抑制神经末梢乙酰胆碱的释放，导致

肌肉麻痹和神经功能障碍，其中呼吸肌麻痹是其

致死的主要原因[3]。

天然发生的食源性肉毒中毒主要是由于腌制

的豆制品、腌肉等食品加工生产不当引起的，候

荣丹 [4] 报道 6例患者因食用自制豆腐乳而发生

A型肉毒毒素中毒，常文广等 [5] 报道 5例患者因

食用自制臭豆腐和自腌的豆制品造成 B型肉毒

毒素中毒。此外，食用加工不当的腌制牛肉可致

B、E型肉毒毒素中毒[6]。在婴儿肉毒毒素中毒中

除可见 B型[7] 外，还可见由丁酸梭菌引起的 E型[8]

和巴氏梭菌引起的 F型 [9] 肉毒毒素中毒。目前，

国内外食源性肉毒毒素中毒由 A、B、E型引起的

报道较多，F型偶见，但其他型的报道较少。本研

究对一起 2024年 2月 19日广西某医院报告的疑

似食用自制腌制生鱼引起的肉毒毒素中毒事件

进行实验室检测，以确认是否为腌制食品细菌肉

毒毒素中毒及毒素分型，结果报告如下。 

1   材料与方法
 

1.1    样本来源　2024年 2月 19日广西某医院报

告了 2例疑似食物中毒患者，患者主要以呕吐、

腹胀、头晕乏力、视物模糊、呼吸困难等症状为

主。经调查核实，2月 15日 14时患者家庭 7人聚

餐 ，其中 5人食用了自制的腌制生鱼 ，从 2月
16日 05时起，陆续有 3人出现上述症状，其中重

症 1例，无死亡病例。2月 20日采样送检了同批

次自制的腌制生鱼 1罐（未曾食用），2名患者血

液样品各 2管，胃内容物 1管。 

1.2    实验动物及环境　 SPF级雌性 KM小鼠

114只，体质量 15～20 g，由广西医科大学医学实

验动物中心提供 [SCXK（桂）2020-0003]，实验动

物质量合格证号为 2 024 026。动物饲料由广西医

科大学医学实验动物中心提供 [SCXK（桂）2020–
0003] ，动物实验室为屏障系统 [SYXK（桂）2021–
0002]。实验动物室温度 22～25 ℃，相对湿度 55%～

70%。动物试验方案经过广西壮族自治区疾病预

防控制中心实验动物管理与伦理委员会审查批

准（审查批号：20240001）。 

1.3    主要仪器与试剂　数显三用恒温水浴箱（金

坛亿通电子公司）；生物安全柜（德国 Thermo公司）；

Sigma 4-16K高速冷冻离心机（德国 SIGMA公司）。

肉毒毒素诊断血清（兰州生物制品研究所有限责

任公司）；生理盐水（normal saline，NS）。 

1.4    实验室检测　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》 [10] 、GB 15193.2—2014《食品安全国

家标准  食品毒理学实验室操作规范》 [11] 和肉毒

毒素诊断血清说明书[12] 方法进行样品处理和检测。 

1.4.1   样品处理　无菌操作称取腌制生鱼样品 25 g，
放入无菌乳钵，研杵研碎，加入 50 mL明胶磷酸

盐缓冲液，混匀，浸泡 30 min，取样品匀液放入离

心管，3 000 r/min离心 20 min，收集上清液，取部

分上清液加 10%胰酶（v:v，9:1）处理，胰酶活力

1:250；胃内容物离心后取上清液，部分上清液加

10%胰酶（v:v，9:1）处理；血液样品离心后取血

清；供试验用。另取明胶磷酸盐缓冲液加 10%胰

酶（v:v，9:1）处理，供试验对照使用。 

1.4.2   检出试验　将雌性 KM小鼠 24只分为腌

制生鱼组、腌制生鱼–胰酶组、胃内容物组、胃内

容物–胰酶组、血液 1组、血液 2组、明胶磷酸盐

缓冲液对照组和明胶磷酸盐缓冲液–胰酶对照组

共 8组，每组 3只。分别取腌制生鱼处理液和腌

制生鱼–胰酶处理液、胃内容物上清液和胃内容

物–胰酶处理液、病例血清（1号和 2号）、明胶磷

酸盐缓冲液、明胶磷酸盐缓冲液–胰酶处理液给

予相应组别小鼠腹腔注射，每只 0.5 mL，观察和

记录小鼠 48 h内的中毒表现。 

1.4.3   确证分型试验　根据检出试验结果，将雌

性 KM小鼠 90只分为 5个大组，分别为腌制生鱼–
胰酶液（原液）组、腌制生鱼–胰酶与 NS1:1稀释

液组、腌制生鱼–胰酶与 NS1:2稀释液组、腌制生

鱼–胰酶与 NS1:3稀释液组和胃内容物–胰酶与

NS1:1稀释液组，每个大组 18只小鼠。每个大组

再分别分为 9个小组，分别为 A、B、C、D、E、F、
A～F混合、毒素对照和毒素灭活对照组，每组

2只小鼠。将腌制生鱼–胰酶液使用灭菌 NS分别

稀释成 1:1、1:2、1:3稀释液，将胃内容物–胰酶液

使用灭菌 NS稀释成 1:1稀释液，将腌制生鱼–胰
酶液和上述稀释液分别与 A、B、C、D、E、F血清

和 A～F 6型混合血清等量混合，37℃ 孵育 45 min，
分别给予相应组别小鼠腹腔注射，每只 0.5 mL，
观察和记录 96 h内小鼠发病与死亡情况。同时

各毒素对照组分别腹腔注射各受试液与灭菌 NS
等量混合液，各毒素灭活对照组分别腹腔注射煮

沸 20 min灭活的各受试液与灭菌NS等量混合液[12]。
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此次试验步骤主要参照肉毒毒素诊断血清说明

书，与国家标准 GB 4789.12—2016[10] 在孵育时

间、灭活时间和稀释液上稍有差别，本实验室之

前一直使用此品牌试剂盒，根据之前的试剂盒验

证试验结果和同类检验的经验，本试验采用了试

剂盒标示的方法进行了本次检测。 

2   结　果
 

2.1    检出试验（表 1）　腌制生鱼组和腌制生鱼–
胰酶组、胃内容物组和胃内容物–胰酶组腹腔注

射小鼠 5 min后陆续可见受试小鼠出现腹部凹陷

宛如蜂腰、竖毛、呼吸急促、活动减少等中毒症

状，腌制生鱼–胰酶组小鼠在给受试物后 1～2 h
内死亡，胃内容物组和胃内容物–胰酶组小鼠在

给受试物后 1～36 h内死亡。腌制生鱼组小鼠 24 h
后陆续恢复正常，无死亡。血液组腹腔注射小鼠

20 min后，受试小鼠陆续出现竖毛、活动减少、呼

吸急促中毒症状，症状较轻，6 h后恢复正常，未

见动物死亡。明胶磷酸盐缓冲液对照组和明胶磷

酸盐缓冲液–胰酶对照组受试小鼠均未见中毒症

状和死亡。
 
 

表 1   检出试验结果
Table 1   Test results

 

组别
小鼠

数/只
出现中毒

症状
死亡

腌制生鱼组 3 3 0

腌制生鱼–胰酶组 3 3 3

胃内容物组 3 3 3

胃内容物–胰酶组 3 3 3

血液1组 3 3 0

血液2组 3 3 0

明胶磷酸盐缓冲液对照组 3 0 0

明胶磷酸盐缓冲液–胰酶对照组 3 0 0

  

2.2    确证分型试验　腹腔注射各受试液 10 min
后，除各毒素灭活对照组外各组受试小鼠陆续出

现竖毛、腰腹部凹陷、呼吸急促、活动减少等中

毒症状，各稀释液组症状较轻。腌制生鱼–胰酶

液（原液）A、B、D、E、F、A～F混合型组和毒素

对照组全部小鼠和 C组半数小鼠 2 h后陆续死

亡，毒素灭活对照组未见小鼠死亡；腌制生鱼–胰
酶与 NS 1:1、1:2和 1:3稀释液 A、B、C、D、E、F、
A～F混合型组和毒素灭活对照组均未见小鼠死

亡，而腌制生鱼–胰酶与 NS1:1稀释液毒素对照

组全部小鼠和腌制生鱼–胰酶与 NS 1:2和 1:3稀
释液毒素对照组半数小鼠 20 h后陆续死亡；胃内

容物 –胰酶与 NS 1:1稀释液 A、B、C、D、E、 F、
A～F混合型组和毒素灭活对照组均未见小鼠死

亡，而毒素对照组全部小鼠 20 h后陆续死亡。 

3   讨　论

目前，肉毒毒素的检测方法有小鼠生物试验

法、ELISA、免疫色谱法、免疫 PCR法和细胞学检

测法等多种方法[13]，小鼠生物试验法仍是公认的

肉毒毒素检测“金标准”，该方法能评估活性毒素

的整体功能，且灵敏度高，可达 10 pg/mL[14]。本

研究采用小鼠生物试验法对患者自制的腌制生

鱼、胃内容物、血液样品进行肉毒毒素检测，从毒

素的来源（腌制生鱼）、消化（胃内容物）、吸收

（血液）多个层面探讨此次食物中毒。

检出试验结果显示，除对照组外，各样品受

试组小鼠均呈现典型的肉毒毒素中毒症状，腌制

生鱼加胰酶处理后可致小鼠死亡，未加胰酶处理

未见小鼠死亡，表明该毒素本身毒性较低，可被

胰酶激活，致毒性增强。胃内容物不论是否加胰

酶处理均可致小鼠死亡，表明该毒素已在体内被

激活，故可引起患者中毒症状。两份血液样品虽

可致小鼠呈现肉毒毒素中毒症状，但未致小鼠死

亡，表明血液中的毒素含量较低，原因可能为该

毒素在体内被激活后不能 100%吸收进入血液循

环，且血液样品为患者中毒 5天后采集，血液中

的毒素已经过机体一定的代谢分解和排泄，故含

量较低。此外，从上述检出试验结果可以看出，

患者中毒症状轻重除与进食中毒食物数量有关

外，也与机体胰酶的活性和吸收代谢排泄相关。

进一步的确证分型试验采用肉毒毒素诊断血

清，其原理为抗原与抗体特异性结合使得特异型

肉毒毒素在小鼠体内呈无毒性症状。结果显示：

（1）各毒素组受试小鼠均出现死亡，而各毒素灭

活组均无死亡，除原液混合型组小鼠出现死亡

外，其余各稀释液混合型组均无死亡，表明该毒

素可被热灭活，浓度不高时可被肉毒毒素混合血

清中和，表明腌制生鱼样品和胃内容物中含有肉

毒毒素。（2）腌制生鱼–胰酶液（原液）A、B、C、
D、E、F和混合型组小鼠均出现死亡，而 1:1、1:2
和 1:3稀释液 A、B、C、D、E、F和混合型组小鼠

均未出现死亡，表明各型血清均可中和样品中一

定量的毒素，但如样品毒素量较高，则各型血清

和混合血清均无法中和。根据肉毒毒素诊断血清

说明书，单一型血清每 mL可中和相应型毒素至

少 10 000 LD50，混合型血清每 mL可中和各型毒

素至少 10 000 LD50，表明各型血清和混合型血清

可中和其相应型的毒素能力很强，达到半数致死

量的 10 000倍。样品 1:3稀释（4倍稀释）后，只能

引起小鼠半数致死，表明受试样品原液的毒素含

量远远低于 10 000倍的半数致死量，但各型血清

和混合型血清均未能中和样品原液中的毒素，均

引起小鼠死亡，表明样品中的毒素不是 A、B、C、
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D、E和 F型；另根据诊断血清说明书，单一型血清

每 mL可中和异型或异种毒素不高于 5 LD50，混

合型血清每 mL可中和异种毒素不高于 5 LD50，表

明各型血清和混合血清均可中和一定量的异型

或异种毒素（不高于半数致死量的 5倍）。试验中

当样品进行稀释后，各型血清和混合血清均可中

和样品稀释液中的毒素，未引起小鼠死亡，表明

各稀释液可能含有不高于 5 LD50 的异型或异种

毒素；如使用样品原液则各型血清和混合血清均

无法中和样本原液中的毒素而引起小鼠死亡，表

明样品原液可能含有的异型或异种毒素高于半

数致死量的 5倍。因此，初步判断腌制生鱼样品

中含有其他异型或异种肉毒毒素。同理，胃内容

物–胰酶与 NS1:1稀释液毒素组受试小鼠全部死

亡，而 A、B、C、D、E、F和混合型组小鼠均无死

亡，表明各型血清均可中和样品中的毒素，根据

肉毒毒素诊断血清说明书，初步判断胃内容物中

含有其他异型或异种肉毒毒素。

本次试验结果显示，此次中毒事件不是由典

型的 A、B、C、D、E、F血清型肉毒毒素引起，初

步判断腌制生鱼和胃内容物中含有其他异型或

异种肉毒毒素。目前关于其他型肉毒毒素的研究

报道较少，Sonnabend O等 [15] 报道从 5例食物中

毒骤死病人分离到 G型肉毒杆菌及其毒素，G型

肉毒毒素亦具有不耐热，可被胰酶激活的特性。

Terilli R R等 [16] 亦报道 G型生物的毒性相对较

低，在培养中仅产生少量毒素，这一特性使其很难

被识别，需要胰酶激活才能被成功检测到。并且

产毒菌株在几次培养传代后会丧失产生 G型肉

毒毒素的能力，较难检测到 [17]。Barash J R等 [2]

从一例婴儿肉毒毒素中毒患者粪便中分离出的新

型 H型肉毒毒素可被热灭活，未见是否可被胰酶

激活的报道。本研究检测到的肉毒毒素与 G型

一样有不耐热和可被胰酶激活的特性，但因目前

市面上没有G型和H型肉毒毒素的诊断血清，本研

究无法进一步检测探讨该肉毒毒素是否为 G型

或 H型，或是其他异型肉毒毒素。新型毒素的鉴

定有赖于菌株分离和型别鉴定，因此在突发事件

早期处置过程中应尽可能多地保存中毒样品和

污染样品，并严格按照病原微生物的保存要求做

好保存，以便在日后的毒素检测过程中如果发现

为疑似新型毒素，可以进一步做好菌株分离和型

别鉴定，为新型毒素确认提供更明确依据的同

时，也为下一步开发新型别的毒素鉴定试剂盒提

供实物条件。

本研究采用小鼠生物试验法对此次疑似肉毒

毒素食物中毒进行检测，患者胃内容物和同批次

自制腌制生鱼均检出非 A、B、C、D、E、F型肉毒

毒素，血液样品毒素含量低，无法检出。此次样

品均为患者进食自制的腌制生鱼 5天后所采集，

在中毒中后期采集剩余食物样品和患者胃内容

物等胃肠道样品，比血液样品更具检测价值。对

于所进食的有毒食物，如无法采集吃剩样品，同

批次制作样品亦具有检测价值。另小鼠生物试验

法虽是肉毒毒素检测“金标准”，但在本研究中也

发现了该方法一定的局限性，即需要的样品量较

大；阳性结果能在 24 h内得出，但需要 96 h确证

阴性样品或低浓度样品；受诊断血清限制，无法

判定更多的相应型别的肉毒毒素。
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