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摘$要!目的$比较分析 * 种肉毒毒素(OA@PB;=PJ=:PCA@Aa;=H!KA?S)基因分型方法!为四川省监测和食物中毒中

肉毒梭菌(A6&)#%+?+(02&#(6+"(0)分型鉴定提供可靠的方法" 方法$使用本实验室保存的 , 株肉毒梭菌(包括 )’K’

T型)验证 * 种肉毒梭菌 ‘<(基因分型鉴定方法,,,美国食品药品监督管理局(DY))多重 ‘<(分型方法’国际标

准化组织(QFX)的两种多重 ‘<(分型方法和一种实时荧光 ‘<(分型方法!比较方法间的差异!并初步分析差异原

因" 结果$! 种多重 ‘<(方法均可在一个反应中同时检测 )’K’T! 种型别肉毒梭菌" QFX多重 ‘<(方法 % 中 )

型检测虽能获得预期条带!但结果条带不清晰" 其余两种多重 ‘<(方法在分型检测肉毒梭菌时!可获得清晰的预

期条带" 实时荧光 ‘<(分型方法能在多重反应体系中同时检测到不同型的肉毒梭菌!但由于荧光标记相同!要获

得分型结果需要分别检测各毒素型别" 结论$美国 DY)多重 ‘<(方法和 QFX多重 ‘<(方法 ’ 操作较简单易行!

可在四川省肉毒梭菌监测中推荐使用"
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J:@5AE 4ACE:@:3@;A= >=E ;E:=@;4;3>@;A= A4A6&)#%+?+(0 2&#(6+"(0 4CAJ HPĈ:;BB>=3:>=E 4AAEOAC= MA;HA=;=L;= F;35P>=
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$$肉毒梭菌 "A6&)#%+?+(0 2&#(6+"(0%以下简写为
A-2&#(6+"(0#是一类能够产生肉毒毒素 " OA@PB;=PJ
=:PCA@Aa;=H%KA?SH#的革兰阳性厌氧梭菌, 肉毒毒
素是最强的神经麻痹毒素之一%误食会导致肌肉迟
缓型麻痹即肉毒中毒%致死率高, 至今已证实肉毒

毒素有 - 种血清型")fV#%其中 )+K+T和 D为引
起人肉毒中毒的主要型别%<和 Y引起动物肉毒中
毒%目前还没有充分证据表明 V型能够引起中毒暴
发 )%* , 根据肉毒毒素蛋白序列分析将同一血清型
肉毒毒素中序列差异超过 ’.,e的分为不同亚型%
已报道肉毒毒素 )型和 K型各有 " 个亚型"KA?S0
)% f)"%KA?S0K% fK"#%T型有 %’ 个亚型"KA?S0
T% fT%’#%D型有 - 个亚型"KA?S0D% fD-# )’* ,

肉毒梭菌分型鉴定的标准方法是通过发酵产
毒后再用小鼠毒素中和试验检测, 但该方法检测
时间长+对实验室和耗材都有较高的要求%难以在
肉毒梭菌的检验与监测中广泛使用, ’&%! 年的梭
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菌奶粉污染事件中%由于检测机构未能采用适当的
鉴定方法而误把生孢梭菌鉴定为肉毒梭菌%造成了
巨大的经济损失和社会影响%让人们重新关注食品
中肉毒梭菌的鉴定, 随着分子生物学技术的发展%
美国食品药品监督管理局"DY)# )!*及国际标准化
组织"QFX# )**在肉毒梭菌检测中引入了酶联免疫吸
附测定"T9QF)#+‘<(分型检测的方法, 基于肉毒
毒素基因的 ‘<(分型方法降低了实验室要求和试
验成本+提高了检测速度%使得肉毒梭菌的分型鉴
定更加简单易行,

近年来我国每年都有肉毒中毒事件发生%主要
发生在新疆+青海%西藏地区 )#+,* , )型和 K型肉毒
中毒在我国各地均有发生%而 T型主要发生在青藏
高原地区%在我国未见 D型肉毒中毒的报道, 四川
省西部位于青藏高原边缘%生食自制发酵和风干食
品发生过多次肉毒梭菌食物中毒, 四川省自 %//&
年甘孜州报告第一起肉毒梭菌食物中毒以来 )-* %已
经确诊 , 起肉毒梭菌食物中毒%其中 ’&%, 年就报告
了 ’ 起肉毒梭菌食物中毒事件%这 , 起事件中所分
离的肉毒梭菌血清型包括 )+K和 T! 种血清型,
对分离得到的肉毒梭菌进行鉴定时%本实验室曾采
用一对简并引物检测 * 种不同型别肉毒梭菌的方
法 )-* , 虽然该方法能鉴定肉毒梭菌%但不具备分型
的能力, 肉毒梭菌 ‘<(分型鉴定方法的运用能有
效提升食品风险监测和食物中毒调查中肉毒梭菌
实验室检测的准确性,

肉毒毒素基因多样性高%现已有的 ‘<(分型鉴
定方法均依据国外报道的肉毒毒素基因序列设计,
本试验通过比较国外 * 种肉毒梭菌 ‘<(基因分型方
法"美国 DY)多重 ‘<(分型方法+QFX的两种多重
‘<(分型方法和一种实时荧光 ‘<(分型方法#对本
实验室保存的 , 株肉毒梭菌进行分型检测的有效性
分析%并筛选出适合四川省的肉毒梭菌分型鉴定方
法%为四川省肉毒梭菌监测提供可靠的检验方法,

%$材料与方法
%.%$材料
%.%.%$菌株来源

试验中所用 , 株肉毒梭菌%# 株分离自肉毒中
毒事件%% 株由中科院食监所提供",*&&##%其中 )+
K和 T型肉毒梭菌各 ’ 株%见表 %, 各肉毒梭菌血
清型均通过小鼠毒素中和试验确认,

%.%.’$)型肉毒毒素基因不同亚型序列

试验中所用 )% f)" 各亚型基因序列由美国国
家生物技术信息中心"?<KQ#上获得%本试验所用各
亚型肉毒梭菌序列 ?<KQ编号如下$KA?S0)%$

$$$$ 表 %$试验所用肉毒梭菌菌株

S>OB:%$A-2&#(6+"(0H@C>;=HPH:E ;= @5;HH@PEG

菌株编号 分离地区 分离来源 血清型 分离年份

ZWT 甘孜州 食物中毒 T %//&

FhT 甘孜州 食物中毒 T ’&&#

c<) 凉山州 食物中毒 ) ’&&"

96) 泸州市 食物中毒 ) ’&%,

W<K 阿坝州 食物中毒 K ’&%*

K 中科院食监所 ! K !

注$!表示无相关信息

Vh%"&&,# " <Y<*’/,% #+ KA?S0)’$ ?<g &%’#,!
"]GA@A#+KA?S0)!$Vh’*%/*& "<Y<*&’!* #+KA?S0
)*$ Yh%"#/&% " ,#-K>#+ KA?S0)#$ 7[%#!-&#
" ),,%’’’ #+ KA?S0),$ DW/"%,/, " <Y<*%!-& #+
KA?S0)-$ Wh/#*/,/ " ’&&"+%*" #+ KA?S0)"$
]D,,-!"#"’%-+%’#,
%.%.!$主要仪器与试剂

dC;@;/, ‘<(仪+-#&& 实时荧光 ‘<(仪均购自
美国 9;4:S:35=ABALG%hQ)<T9毛细管电泳仪 "德国
h;>L:=#,

胰蛋白胨葡萄糖酵母浸膏肉汤"S‘VZ#培养基
"青岛海博生物#%[;=;KTFSK>3@:C;>V:=AJ;3Y?)
Ta@C>3@;A= ];@试剂盒+[;L5@GS)+3BA=;=L];@试剂盒
均购自日本 S>]>(>%’ j VAB,CVC::= [>H@:C[;a
"美 国 ‘CAJ:L>#% ’ j B,CJ>= 8=;̂:CH>B‘<(
[>H@:C[;a"美国 9;4:S:35=ABALG#, 引物和 B,CJ>=
探针由成都擎科梓熙生物技术有限公司合成 )!+** ,
%.’$方法
%.’.%$肉毒梭菌基因组提取

将肉毒梭菌接种于 S‘VZ培养基%!& \厌氧培
养 ’* f*" 5%用 [;=;KTFSK>3@:C;>V:=AJ;3Y?)
Ta@C>3@;A= ];@提取全基因组 Y?)%并测定 Y?)浓
度%稀释至 %& =L0"B,

%.’.’$肉毒梭菌多重 ‘<(检测

肉毒梭菌多重 ‘<(检测参考美国 DY))!%"*及
QFX)*%/+%&*方法进行, 试验中多重 ‘<(使用 dC;@;/,
‘<(仪, 多重 ‘<(反应体系中同时加入 * 对引物%
分别检测 )+K+T+D* 型肉毒毒素基因%所用引物见
表 ’, QFX提供了两种多重 ‘<(方法%其区别在 )
型肉毒梭菌检测引物有变化%而其他 ! 型所用引物
相同, 混合检测时等量混合 , 株肉毒梭菌基因组
Y?)作为 Y?)模版, 反应体系"#& "B#$’ jVAB,C
VC::= [>H@:C[;a’# "B+引物各 &.! "JAB09+Y?)模
版 #& =L+去离子水补足 #& "B, 反应条件为$/# \
预变性 %# J;=&/# \变性 !& H+#, \退火 !& H+-’ \
延伸 /& H循环 !# 次&最后 -’ \延伸 %& J;=, ‘<(
结果通过毛细管电泳仪检测,
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表 ’$多重 ‘<(检测引物
S>OB:’$‘C;J:CHPH:E 4ACJPB@;MB:a‘<(>HH>G

来源 型别 引物 序列"#s+!s# 引物位置 扩增片段大小0OM

DY)

QFX

)

K

T

D

)>

)3

K

T

D

DY)+)

DY)+K

DY)+T

DY)+D

QFX+)%

QFX+)’

QFX+K

QFX+T

QFX+D

D$VSV)S)<))<<)V)SVVS)VSS)S)V *&/ f*!*
($))))))<))VS<<<))SS)SS))<SSS % !,, f% !/’
D$V)V)SVSSSVSV))S)SS)SV)S<<)V ’&! f’’/
($VSS<)SV<)SS))S)S<))VV<SVV ,-& f,/*
D$<<)VV<VVSSVS<))V))SSSS)S ,- f/&
($S<)))S)))S<)VV<S<SV<S<<< *#! f*-,
D$V<SS<)SS)))V))<VV))V<)VSV<S %"- f’%!
($VSVV<V<<SSSVS)<<SSSS<S)VV % !&& f% !’*

D$VVV<<S)V)VVS)V<VS)(OSV ! *%’ f! *!’

($S<SSZO)SSS<<)V))V<)S)SSSS ! *", f! #%’
D$)SS<)VV)SVV)))VS)S<)<SS))S ’ /%’ f’ /!-
($SS<S)<V<<SV<<SVSV)SV ! #/& f! ,&/
D$<)VV)V))VSVV)V<V)))) *!* f*#!
($<SSV<V<<SSSVSSSS<SSV ,%/ f,!"
D$<<))V)SSSS<)S<<V<<S) %#- f%-#
($V<S)SSV)S<<))))<VVSV) #’# f#*#
D$<VV<SS<)SS)V)V))<VV) %"# f’&*
($S))<S<<<<S)V<<<<VS)S -&" f-’-

/"!

*/’

*%&

% %!-

%&%

,/"

’&#

!"/

#*!

注$>$QFX方法 % 所用引物&O $核酸序列中 (k)0V%Zk<0S&3$QFX方法 ’ 所用引物

%.’.!$肉毒梭菌实时荧光 ‘<(检测
肉毒梭菌实时荧光 ‘<(检测参考 QFX)*%%%*方法

进行%方法中 * 种毒素基因探针均选用 ,+羧基荧光
素"D)[#荧光标记%引物见表 !, 单重实时荧光
‘<(反应时一个反应体系里只加入一套引物和探
针%多重实时荧光 ‘<(反应时同时将四套引物和探
针加至同一反应体系中进行 ‘<(, 反应体系
" ’# "B#$ ’ j B,CJ>= 8=;̂:CH>B‘<( [>H@:C[;a
%’.# "B+引物各 &.! "JAB09+相应 B,CJ>= 探针各
&.’ "JAB09+Y?)模版 #& =L%加水至 ’# "B, 反应条
件为 /# \预变性 %& J;=&/# \变性 %# H+,& \恒温
,& H%循环 !# 次,

表 !$QFX中实时荧光 ‘<(引物
S>OB:!$‘C;J:CHPH:E 4ACC:>B+@;J:‘<(>HH>G4CAJQFX

型别 引物 序列"#s+!s#

)

K

T

D

(S+)% 4$VV)VS<)<SSV))VSSV)S)<)))S<
(S+)% C$V<S))SVSS)<SV<SVV)S<SVS)V
(S+)% F$D)[+S<SSSS)VVSV<)VV<)))SSS+K7h%
(S+K% 4$V)SV))<)V<<))<)S)S)VSSVS<)
(S+K% C$VSSS<<SSSSS)<<S<SSSS))VS)<<)SS
(S+K% F$D)[+SV)SV)]>)S)VV)SSV)SSVVS)SS<)+K7h%
(S+T% 4$<S)S<<))))SV)SV<SS)S)S)<<)))
(S+T% C$VV<)<SSS<SVSV<)S<S)))S)

(S+T% F$D)[+)SV)SS<S))SVV))<))VSV)S)S)V))<))
<)SV)SVS+K7h%

(S+D% 4$V<))S)S)VV)SS)<S)VVSSSS<)SS<
(S+D% C$V)))S))))<S<<))))V<)S<<)SS
(S+D% F$D)[+SSVVSSV<S)VS)VSSVVS)SS)S))<))+K7h%

注$>$核酸序列中 ]kS0V

%.’.*$)型肉毒基因不同亚型引物区域序列比对
以 QFX+)’D0(扩增 96)和 c<)的 )型肉毒毒

素基因获得包含 QFX+)%D0(区域的 ‘<(片段%进行
S+)克隆测序%将所获序列与 )% f)" 基因序列采

用 [TV),.& 软件进行序列比对,

’$结果
多重 ‘<(结果见图 %%DY)+QFX方法 %+QFX方

法 ’ 均能检出相应的肉毒毒素基因, 除 QFX方法 %

中检测 )型时所获条带较不清晰外"见图 %>中第
三+第四泳道#%其他检测方法条带清晰, 多重混合
检测时%QFX的两个方法三个条带相距较远易辨认%
DY)方法中 K和 T型的产物大小仅相差 "’ OM%在
无适合对照的情况下难以准确判断,

单重实时荧光 ‘<(和多重实时荧光 ‘<(检测
均得到相应阳性结果%见图 ’, 与单重检测比较%多
重检测仅偏大 % f’ 个 ‘<(循环数"<@#值,

含有 QFX+)%D0(区域的 )型肉毒毒素基因片
段与已知 )% f)" 亚型的序列比对结果见图 !, 对
QFX+)%D0(引物设计区域分析可以发现%QFX+)%D

区碱基保守度不高%’% 个碱基中有 / 个位置存在可
变碱基, QFX+)%D引物序列在近 !s端除使用简并碱
基的第三位外%在第二位上与 KA?S0)- 有 S+<不匹
配%在第六位上与本试验的 c<)和 KA?S0)# 有 )+
V不匹配%与 KA?S0), 在第六到第八位上出现了连
续不匹配的情况, QFX+)%(区域中碱基保守度较
高%但在近 !s端的第五位上与 KA?S0)- 仍有 )+V

不匹配,

!$讨论
肉毒梭菌和其他种类的梭菌如$生孢梭菌+巴

氏梭菌+丁酸梭菌十分相似%通过经典的细菌学方
法难以鉴定分型 )%’* , 小鼠毒素中和试验能灵敏的
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$$$$

注$DY)$美国 DY)方法&QFX+%$QFX方法 %&QFX+’$QFX方法 ’&c<)+96)+K+W<K+ZWT+FhT为菌株编号&[为 [>CI:C&>为 )型肉毒梭菌

! 种多重 ‘<(方法检测结果&O 为 K型肉毒梭菌 ! 种多重 ‘<(方法检测结果&3为 T型肉毒梭菌 ! 种多重 ‘<(方法检测结果&

E 为混合样品 ! 种多重 ‘<(方法检测结果

图 %$! 种多重 ‘<(方法对 )+K+T型肉毒梭菌检测结果
D;LPC:%$Y:@:3@;A= A4A-2&#(6+"(0@GM:H)% K>=E TN;@5 @5C::JPB@;MB:‘<(J:@5AEH

注$实线为单重实时荧光 ‘<(结果%虚线为多重实时

荧光 ‘<(结果&菌株编

号$c<)+96)+K+W<K+ZWT+FhT

图 ’$实时荧光 ‘<(对 )+K+T型肉毒梭菌检测结果
D;LPC:’$Y:@:3@;A= A4A-2&#(6+"(0@GM:H)% K>=E

TN;@5 C:>B+@;J:‘<(J:@5AE

注$96)和 c<)为菌株编号&MC;J:C为引物序列&粗体

标识为引物序列中简并碱基&灰色底色为保守碱基%

黑色底色为相似度碱基

图 !$QFX方法 % 中 )型引物区域序列比对
D;LPC:!$F:bP:=3:>B;L=J:=@A4@GM:)MC;J:C

C:L;A= 4CAJQFXJ:@5AE %

检测肉毒毒素并分型%但在肉毒梭菌监测中需要更
加快速+高通量+准确的方法来对检出的梭菌进行
分型鉴定, 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, 肉毒梭菌 ‘<(分型检测避免了动物
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%‘<(检测只需要 ’ E
的增菌培养和 * f, 5 的检测时间, 在肉毒梭菌的
分离平板上%肉毒梭菌与其他梭菌形态相近难以区
分%导致需鉴定菌株数量较大%而 ‘<(检测由于高
通量在大量样品的检测中优势更加明显, 肉毒梭
菌 ‘<(分型鉴定方法更加适合食品质量控制和环
境监测中的肉毒梭菌检测, 该方法已经被美国
DY)和 QFX用于肉毒中毒的调查和监测工作,

肉毒毒素型别多样%与人相关的 * 种肉毒血清
型多达 !# 个亚型%不同血清型间氨基酸差异能达到
,&e以上 )’* , 同一血清型中%)型和 D型的型别内
的差异性较大%)% f), 内氨基酸水平差异为 %,e%
D% fD- 内差异为 !,e%而 K型和 T型的型别内差
异较小%各自为 -e和 ,e )%* , 不同肉毒毒素基因核
酸水平相似性低%设计通用引物检测肉毒毒素基因
难度大%而简并碱基的使用易造成扩增效率降低或
误扩增 )#* , 多重 ‘<(避免了检测时不同血清型间
差异较大难以兼顾的问题%在完成检出的同时也进
行分型, 美国 DY)和 QFX提供的 ‘<(方法中均采
用了多重反应的方案, 但美国 DY)方法在检测携
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带多个毒素基因的肉毒梭菌时%可能不能同时检出
全部的毒素基因%因此推荐采用单重检测的方
法 )"* , 由于荧光标记种类和引物设计的限制%实时
荧光 ‘<(的多重检测难度较高, QFX发布的实时
荧光多重 ‘<(检测肉毒梭菌的方法%在一个反应中
能同时检测不同型别肉毒梭菌%与 QFX实时荧光单
重 ‘<(检测比较 A#值也相近%表明该实时荧光多
重 ‘<(检测效果稳定, 但该方法各型的探针荧光
标记均为 D)[%多重反应时不能区分型别%如要分
型则需各型分开单独反应 )%%* %增加了 ‘<(反应次
数和检测时间, 随着 ‘<(反应技术和电泳技术的
改进%普通 ‘<(检测时间缩短%因而普通多重 ‘<(
方法更适合于肉毒梭菌的检测和分型,

肉毒梭菌多重 ‘<(检测的 ! 种方法中%QFX方
法相比 DY)方法优化了扩增片段大小%使得扩增
片段差异更大%方便结果的判读, QFX方法 % 中虽
然扩增片段大小按 )+K+T+D依次递增%方便读
取 )/+%&* %但 )型扩增的所得条带不清晰, 与其他
引物比较%QFX+)%D0(在两个位置上使用了简并
碱基%并且 QFX+)%(近 !s端六个碱基中使用了 #
个 S和 % 个 ), QFX+)%D0(在 !s端不稳定的设计
降低了引物结合效率%不利于 ‘<(扩增, QFX+)%D
引物序列与 c<)除在简并碱基位置外%在近 !s端
第六位上也出现了 V+)不匹配 "图 ! # %使其扩增
效率进一步降低"图 %># , 试验表明 QFX方法 % 不
适合四川省肉毒梭菌的分型检测, 在我国的肉毒
梭菌检验中%少有分离肉毒梭菌和检测肉毒毒素
基因%缺乏肉毒毒素基因序列相关数据%亚型种类
状况不清楚, 由于肉毒毒素型别多样%国外报道
的肉毒梭菌分型检测方法在应用时存在不确定
性, 通过本试验比较%DY)及 QFX方法 ’ 均能有
效的检测四川省 )+K和 T型肉毒毒素基因%可用
于四川省肉毒梭菌的监测,

在我国%虽然肉毒中毒事件时有发生%但对环
境和食品中肉毒梭菌污染状况未有全面的调查和
分析报告, 肉毒梭菌食物中毒受到地域和饮食习
惯的影响%中毒食品多为生食发酵食品, 为有效预
防肉毒中毒事件的发生%肉毒中毒高发地区需要开
展高危食品的风险评估, ‘<(分型方法有利于肉
毒中毒高发地区自主开展食品和环境中肉毒梭菌

监测工作%获得当地肉毒梭菌污染状况及毒素型
别%对预防当地肉毒中毒事件的发生和中毒人员的
治疗具有指导意义,
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