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论著
生孢梭菌代谢产物对 G1"小鼠的毒性研究

董银苹!韩春卉!江涛!张宏元!王佳慧!韩小敏!甘辛!白莉!王伟!胡豫杰!李凤琴!徐进
!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()&&&;)#

摘(要!目的(研究生孢梭菌代谢产物对 G1"小鼠的毒性作用" 方法(将分离自浓缩乳清蛋白粉及其制品样品

中的生孢梭菌分别培养在庖肉肉汤及 /,5\肉汤培养基中!将过滤除菌及处理后的培养液分别经灌胃和腹腔注射

给予 G1"小鼠!观察其中毒及死亡情况" 结果(生孢梭菌培养液及处理后的培养液经腹腔注射 G1"小鼠后均对其

有毒性作用!中毒症状表现为小鼠急促呼吸后猝死!死亡时间多集中在 )& !KO 内!平均为 . eE !KO!$0-多价抗肉

毒毒素诊断血清对小鼠无保护作用" 结论(生孢梭菌代谢产物中含有不同于肉毒毒素的有毒代谢产物!腹腔注射

可导致 G1"小鼠猝死"
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((;&)< 年 ? 月 < 日"国际食品安全当局网络通报
了0新西兰乳制品企业在浓缩乳清蛋白粉中检出肉
毒梭菌1的消息"新西兰某企业在接受客户请求检
测肉毒毒素的过程中"从其生产的浓缩乳清蛋白粉
中检出产芽孢微生物"其代谢产物显示了对实验动
物毒性"由此怀疑乳清蛋白粉产品中可能受到肉毒
梭菌污染"并上报新西兰政府部门"由此引发全球

范围内该企业生产的问题乳清蛋白粉及用问题乳
清蛋白粉生产的乳制品大批量召回"受污染的芽孢
微生 物 后 经 鉴 定 为 生 孢 梭 菌 $ %456172829:
6;575<=3=6%( 生 孢 梭 菌 和 肉 毒 梭 菌 $%456172829:
?5194239:%在生化特征’遗传学特性方面非常相似"

二者的区别在于生孢梭菌不会产生肉毒毒素( 有

报道 )) i<*生孢梭菌也可以产生不同于肉毒毒素的其

他有毒代谢产物( 目前国内对生孢梭菌的研究很
少"其致病性罕见报道"本文对从浓缩乳清蛋白粉
及其制品样品中分离到的生孢梭菌开展了对 G1"

小鼠的毒力研究"为评估乳制品中污染生孢梭菌风
险性提供技术支持(
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)(材料与方法
):)(材料
):):)(试验菌株

生孢梭菌$%456172829:6;575<=3=6%试验株来源&
由国家食品安全风险评估中心分离自 E? 份浓缩乳
清蛋白粉及其制品样品"其中包括 ; 份浓缩乳清蛋
白粉样品’<% 份婴幼儿配方粉样品’%; 份含乳饮品(
菌株通过表型特征’生化特性’分子生物学和蛋白
质谱特征等综合分析"鉴定为生孢梭菌(

生孢梭菌标准株 $1G11)&<?.%购自中国工业
微生物菌种保藏中心(
):):;(主要仪器与试剂

庖 肉 肉 汤 $BQQRNV !NJ_!NVKM!% 及 /,5\
$_UW‘_KBJbN0‘N‘_QON0PLMBQbN0WNJb_NT_UJB_%肉汤购自北
京陆桥技术责任有限公司"哥伦比亚血琼脂平板$上
海梅里埃生物工程有限公司%"&:%. %!滤器$美国
‘JLL%"胰酶$活力 )p;.&"批号&);;E<?."美国 5K̂BQ%"
$0-多价抗肉毒毒素诊断血清$军事医学科学院%"恒
温培养箱$型号&;;;8"德国 333GOBMBNLL%"生物安
全柜$型号&LQPKB* c;"美国 8ĴBQOBQ%"冷冻离心机
$型号&1";;I"日本日立%"厌氧培养装置 $5I#̂QT
E:&8"5I#̂QTJOJNU’*);%"法国 cKQ!NUKNMT%(
):):<(实验动物

+,-级 G1"小鼠"雌性"体重 ); e). P)北京维
通利华实验动物技术有限公司"生产许可证号&
+1]F$京%;&);0&&&)*"于中国医学科学院医药生物
技术研究所饲养 )合格证号& +\]F$京 % ;&);0
&&;)*( 动物饲养条件&室温 ;& e;< f"相对湿度
为 %&g e*&g"昼夜交替时间为 )&@)% $ D%的条件
下"给予常规饲料适应 < V 后"按体重随机分组"
< 只@笼"自由进食饮水(
):):%(生孢梭菌培养液的制备

生孢梭菌分离株接种哥伦比亚血琼脂平板"置于
$<. q)% f厌氧培养 E; D"挑取哥伦比亚血琼脂平板
上生长的单菌落分别接种到庖肉肉汤及 /,5\肉汤
培养基内( 庖肉肉汤培养基置于$<. q)% f厌氧培
养"/,5\肉汤培养基置于$;? q)% f厌氧培养"均培
养 . V 后取培养液离心"取上清液"经&:%. %!滤膜过
滤"过滤好的庖肉肉汤培养液和 /,5\肉汤培养液作
为生孢梭菌原液组备用( 取部分上述制备好的庖肉
肉汤和 /,5\肉汤培养液滤液 )&& f加热 )& !KO"冷
却后作为生孢梭菌加热处理组备用"同样取部分上述
制备好的庖肉肉汤和 /,5\肉汤培养液滤液经 )&g

胰酶处理后作为胰酶处理组备用)% i.* (

生孢梭菌 $1G11)&<?.%培养液的制备同上处
理( 肉毒梭菌庖肉肉汤培养液$含肉毒毒素%同上

述处理"作为肉毒毒素阳性对照组备用(
):;(方法

根据培养基及培养物处理方式不同"本试验设置
生孢梭菌分离株试验组’生孢梭菌标准菌株$1G11
)&<?.%对照组’肉毒梭菌阳性对照组’培养基空白对
照组( 分别经灌胃和腹腔注射给予 G1"小鼠( 腹腔
注射组的处理&每只小鼠经腹腔注射给予步骤 ):):%
制备好的相应培养液 &:. !L"观察% V#经口灌胃组处
理&每只小鼠经口灌胃给予步骤 ):):% 制备好的相应
培养液 &:. !L"观察 % V#上述试验重复 ; 次(

;(结果
庖肉肉汤和 /,5\肉汤是肉毒梭菌产生肉毒毒

素的培养基"由表 ) 可知"庖肉肉汤和 /,5\肉汤空
白对照组均不会导致小鼠中毒和死亡"即腹腔注射和
经口灌胃给予庖肉肉汤或 /,5\肉汤均不会导致小
鼠非特异性死亡"试验所使用的庖肉肉汤和 /,5\肉
汤培养基对 G1"小鼠无毒性( 分离自浓缩乳清蛋白
粉及其制品的生孢梭菌和生孢梭菌标准株 $1G11
)&<?.%在庖肉肉汤培养基培养后"其代谢产物经口灌
胃给予小鼠后可引起小鼠轻微的中毒表现"主要表现
((
表 )(生孢梭菌及肉毒梭菌培养液经不同途径给予 G1"

小鼠后反应情况

/ĴLN)(3KBN_Nb_NV KO _DN_QTKBNCCNB_QC_DNBML_MUNbM‘NUOJ_JO_

‘UQVMBNV ^W%456172829:6;575<=3=6JOV %456172829:?5194239:

试验分组 培养基
培养物的
处理

腹腔注射 经口灌胃

动物数
@只

死亡数
@只

动物数
@只

死亡数
@只

生孢梭菌
分离株组

生孢梭菌
标准株组
$1G11)&<?.%

肉毒毒素
阳性对照组

培养基空
白对照组

庖肉肉汤

/,5\肉汤

庖肉肉汤

/,5\肉汤

庖肉肉汤

庖肉肉汤
/,5\肉汤

原液 < < < & V

抗诊断血清J < < ! !

加热处理 ^ < < ! !

胰酶处理B < < ! !

原液 < & < &

加热处理 ^ < & ! !

胰酶处理B < & ! !

原液组 < < < & V

抗诊断血清J < < ! !

加热处理 ^ < < ! !

胰酶处理B < < ! !

原液 < & < &

加热处理 ^ < & ! !

胰酶处理B < & ! !

原液 < < ! !

抗诊断血清J < & ! !

加热处理 ^ < & ! !

胰酶处理B < < ! !

空白对照 < & & &

空白对照 < & & &

注&J为培养液原液与 $0-多价抗肉毒毒素诊断血清等量混合"<E f作用
<& !KO后腹腔注射小鼠"每只 &:. !L"观察 ’* D#^ 为培养液原液经 )&& f加热
)& !KO#B为每 ’ 份培养液原液中加 )&g胰酶水溶液 ) 份#V 为小鼠中毒症状
较轻微"主要表现为精神不振"; D 后恢复#!为小鼠不进行此项试验
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为精神不振"但 ; D 后可恢复( 该代谢产物经加热处
理及 )&g胰酶处理后经腹腔注射途经给予小鼠"均
可导致小鼠短时间内死亡"并且腹腔注射 $0-多价抗
肉毒毒素诊断血清后仍可导致小鼠死亡"即 $0-多价
抗肉毒毒素诊断血清对小鼠的死亡无保护作用"
/,5\肉汤培养基培养后"其代谢产物经上述步骤后
未出现小鼠中毒及死亡表现(
((由表 ; 可知"生孢梭菌分离株和生孢梭菌标准
株$1G11)&<?.%在庖肉肉汤培养基中培养产生的
代谢产物中存在不同于肉毒毒素"且对热处理稳定
的毒性代谢产物"G1"小鼠腹腔注射该毒性代谢产
物对其有致死作用( 生孢梭菌代谢产物对小鼠致
死前症状主要表现为&小鼠行动迟缓或烦躁不安’
呼吸急促及被毛耸起"呈现中毒症状"急促呼吸后
猝死"多在 )& !KO 内死亡"平均 . eE !KO"中毒特点
与肉毒毒素中毒有明显区别( 重复试验可获得一
致的试验结果(

表 ;(生孢梭菌和肉毒梭菌培养液对 G1"小鼠
中毒症状及死亡结果对比

/ĴLN;(,QKbQOKOPbW!‘_Q!bQC!KBN_Nb_NV KO _DN_QTKBNCCNB_
QC_DNBML_MUNbM‘NUOJ_JO_‘UQVMBNV ^W%456172829:6;575<=3=6

JOV %456172829:?5194239:

比较项目
生孢梭菌培养物腹腔
注射给予小鼠

肉毒梭菌培养物
阳性对照

死亡时间 )& !KO 内死亡"多数平均
. eE !KO

;% D 内 死 亡" 平 均
; e* D

中毒表现 竖毛’不活动’呼吸困难’
肢无力’皮肤发紫’猝死

竖毛’四肢瘫痪’呼
吸呈风箱式"腰部凹
陷$蜂腰% ’死于呼吸
麻痹

培养液加热
处理

)& !KO 内死亡"平均多数
. eE !KO

不出现中毒症状和
死亡

培养液胰酶
处理

)& !KO 内死亡"平均多数
. eE !KO

部分毒性可增强

$0-多价抗肉
毒毒素诊断
血清

小鼠死亡"$0-多价抗肉
毒毒素诊断血清无保护
作用

动物不死亡"$0-多
价抗肉毒毒素诊断
血清有保护作用

死亡动物皮肤
及内脏肉眼
观察

注射后皮肤发紫"解剖见
内脏颜色暗紫’无溶血#但
注射液与血液作用 )& !KO
可见红细胞皱缩’破裂’细
胞碎片及红细胞凝集等

无异常

<(讨论
生孢梭菌属于亚硫酸盐还原梭状芽胞杆菌

$#94@21=.7=89023< 045617282/"+"1%"为一群厌氧’过氧
化氢酶阴性’能将亚硫酸盐还原为硫化物的革兰氏
阳性梭状芽孢杆菌"其孢子广泛分布于自然界"通
常存在于人和动物的粪便’废水和土壤中"代表性
菌种除了生孢梭菌外"还包括致黑梭状芽胞杆菌’
产气荚膜梭菌’艰难梭菌等( 因此"生孢梭菌通常

以 +"1的形式作为评估食品’食品加工设备及食
品生产环境等微生物污染指示菌"不认为其有致
病性 )* iE* (

+"1孢子对物理和化学因子抵抗力较强"因
此在水体微生物检测中常被作为受动物排泄物污
染和过程控制指标( +"1最初被作为致病性梭状
芽孢杆菌污染的指标菌提出来"目的是判断食品"
尤其是罐头食品和婴幼儿配方食品是否被不同来
源的梭状芽孢杆菌 $如粪便来源的产气荚膜梭菌
和土壤来源的肉毒梭菌 %污染( 由于此类细菌芽
孢抵抗力强"可在加工不当的食品中存活"适宜条
件下又可生长繁殖而造成食品品质降低或腐败"
甚至引起食物中毒"因此目前越来越多地将 +"1
用于指示食品被粪便污染’加工环境卫生状况控
制’食品生产过程控制指标"以监测产芽孢厌氧菌
的潜在生长和存活力 )E* (

但到目前为止"绝大多数国家和国际组织未
将 +"1作为常规检测项目列入乳与乳制品的安全
控制( 根据已有资料 )? i’* "在乳制品中设置 +"1

强制性限量标准的国家仅有俄罗斯和阿尔及利
亚( 美国乳品出口协会提出 )& e;. BCM@P)E*的建
议限量值(

尽管目前尚未见报道称生孢梭菌可引起婴幼
儿和成人的食物中毒"但 ;&)& 年 cJUJbD 等 ))&*从 ’

份市售的婴幼儿配方粉中的 E 份检测到梭菌的孢
子"经鉴定主要为生孢梭菌( 针对此次国际食品安
全当局网络通报的0新西兰乳制品企业在浓缩乳清
蛋白粉中检出肉毒梭菌1的情况";&)< 年 ? 月 ;<

日"国际食品微生物标准委员会与国际微生物学联
合会就婴幼儿配方粉和婴幼儿配方粉用基粉中检
测肉毒梭菌的科学性进行评估时"提出不建议将肉
毒梭菌列入婴幼儿配方粉和婴幼儿配方粉用基粉
的常规检测项目"但当产品存在受肉毒梭菌孢子污
染的风险时"可检测 +"1( 鉴于 +"1污染水平可用
于判断浓缩乳制品或产品$如婴幼儿配方粉%生产
过程是否遵循良好卫生和生产操作( 如果 +"1超
过 )&& BCM@P"说明生产条件可能有利于厌氧微生物
的繁殖"或指示有外源性污染"应对可能存在的污
染原因进行调查并采取必要的措施降低污染 )E* (

通常认为生孢梭菌不具有致病性"但有研究报
道"从出血性腹泻的兔中分离到一株可产生出血毒
素的生孢梭菌"提纯的毒素可以水解 GGG型和 Gm型
胶原"也能水解由 G型’GG型’GGG型和 Gm型胶原生产
的明胶( 表明生孢梭菌产生的毒素具有胶原酶的
活性"可以水解 GGG型和 Gm型胶原"而 GGG型和 Gm型
胶原是血管壁内膜的组成成分"从而破坏血管壁的
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结构"引起出血"进一步的研究表明 )) i<*该毒素直接
作用在兔肠道血管壁的内皮细胞"但对小鼠’大鼠
和豚鼠则不显示毒性作用(

本研究初步结果显示"分离自浓缩乳清蛋白粉
及其制品中的生孢梭菌"其代谢产物显示出对 G1"
小鼠致死的毒性作用"死亡时间多在 )& !KO 内"平
均 . eE !KO( 且含毒素的培养液加热处理后仍保留
毒性"且 $0-多价抗肉毒毒素诊断血清对小鼠的死
亡无保护作用"说明分离自浓缩乳清蛋白粉及其制
品的生孢梭菌其代谢产物含有不同于肉毒毒素的
有毒代谢产物( 腹腔注射后中毒死亡的小鼠经解
剖肉眼见小鼠内脏颜色暗紫"培养液与小鼠血液作
用 )& !KO 后"显微镜下可见红细胞皱缩’破裂’细胞
碎片及红细胞凝集等现象(

本文对初步探讨了生孢梭菌毒性代谢产物对
G1"小鼠的毒性作用"尚需进一步深入研究生孢梭
菌是否对人"尤其是对婴幼儿的健康危害作用"需
要开展我国乳制品食品中"尤其是婴幼儿配方食品
中包括生孢梭菌在内的 +"1监测"以便更好地开展
生孢梭菌风险评估工作(
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摘(要!目的(评价 < 种芒果致敏原提取方法!分析与血清特异性 GPI结合的芒果蛋白成分!为临床检测 bGPI提

供最佳抗原制备方法" 方法(分别用三氯乙酸沉淀法#三氯乙酸@丙酮沉淀法#裂解液提取法粗提芒果蛋白!并通

过 +4+0,$5I和二维电泳技术分析不同提取方法提取的芒果蛋白组分!用免疫印迹和二维免疫印迹的方法鉴定粗

提液中与患者特异性 GPI结合的蛋白成分" 结果(< 种方法提取的蛋白组分不同!单例病人血清与 < 种不同方法
提取的蛋白结合的强度和所识别的蛋白组分存在一定差异!三氯乙酸沉淀法和三氯乙酸@丙酮法提取的蛋白反应

条带主要是 <&#%&#%%#%E 和 ’& R4!而裂解液提取的蛋白反应条带主要是 ;<#<;#%&#%*#E<#’& R4" 结论(< 种提取

方法各有特点!三氯乙酸沉淀法提取的芒果蛋白粗提液致敏原组分较完整!重复性好!操作简便!能够满足检测芒

果 bGPI所需已知抗原的要求"
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