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研究报告
中国和新西兰来源生胞梭菌的动物毒性比较及

脉冲场凝胶电泳分子分型研究

董银苹!李志刚!李凤琴
!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"分别采用中国和新西兰两国两种不同的试验方法!对我国从相关企业送检的新西兰召回批次浓缩
乳清蛋白粉#用问题浓缩乳清蛋白粉生产的婴幼儿配方粉和北京市市售婴幼儿配方粉样品中分离的生胞梭菌!以
及新西兰初级产业部从问题批次浓缩乳清蛋白粉分离的 !! 株生胞梭菌对实验动物的毒性作用差异及菌株同源性
进行研究" 方法"将菌株培养物离心过滤除菌后!分别腹腔注射和经口灌胃 Q=%小鼠!观察小鼠的中毒反应及死
亡情况!同时对菌株进行脉冲场凝胶电泳)](YR*分子分型" 结果"所有菌株培养物腹腔注射小鼠后!小鼠均出现
呼吸急促继而猝死的中毒表现!死亡时间多在染毒后 !# I>; 内!而经口灌胃小鼠无中毒和死亡$](YR结果显示!虽
然来源不同!但从问题批次浓缩乳清蛋白粉及其相关产品中分离的 !# 株生胞梭菌均为同一 ](YR型!而分离自北
京市市售婴幼儿配方粉的 ! 株生胞梭菌为另一 ](YR型" 结论"!# 株分离自问题批次浓缩乳清蛋白粉及以其为
原料生产的婴幼儿配方奶粉的生胞梭菌致动物中毒和死亡表现无差别!且 !# 株生胞梭菌均为同一 ](YR型!说明
菌株来自同一污染源"
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""$#!/ 年新西兰’毒奶粉(事件&引发了国内外研
究者对生胞梭菌的广泛关注&国家食品安全风险评估
中心#=(E,$在此次事件中依据我国肉毒梭菌及肉毒
毒素检测相关国家标准&对相关企业送检的新西兰召



中国和新西兰来源生胞梭菌的动物毒性比较及脉冲场凝胶电泳分子分型研究!!!董银苹&等 ! -!""" !

回批次问题浓缩乳清蛋白粉)用问题浓缩乳清蛋白粉
生产的乳制品#包括婴幼儿配方粉及含乳饮料$)以
及北京市售正常婴幼儿配方粉样品进行了检测&共分
离出生胞梭菌 + 株* 新西兰初级产业部在本次事件
中也对召回批次问题浓缩乳清蛋白粉进行了检测&共
分离出生胞梭菌 / 株* 鉴于生胞梭菌与人类健康的
关系缺乏研究数据&且前期试验显示将生胞梭菌污染
的食品样品增菌培养后腹腔注射小鼠&动物出现中毒
症状及死亡* 本研究为了解我国及新西兰两国分离
的生胞梭菌菌株间的致病差异&探究两国分离菌株的
同源性*

!"材料与方法
!’!"材料
!’!’!"菌株

生胞梭菌 #!*%20&#7#)+ 2,%&%91(12$ 试验株共
!! 株&其中 ) 株为国家食品安全风险评估中心
#=(E,$从新西兰问题批次浓缩乳清蛋白粉及用问
题批次浓缩乳清蛋白粉为原料生产的婴幼儿配方
粉样品中分离获得&! 株分离自北京市市售正常婴
幼儿配方粉样品"另外 / 株由新西兰初级产业部
# ]̂Q$分离自问题批次浓缩乳清蛋白粉样品*

生胞梭菌标准株 #=Q==!#/+&$购自中国工业
微生物菌种保藏中心*
!’!’$"实验动物

单一性别 #雌性$Q=%小鼠&体重分别为 !$ _

!& K#我国国标规定使用的动物体重范围$及 $# _
$- K#新西兰规定使用的动物体重范围$ &小鼠均
购自北京维通利华实验动物技术有限公司 -生产
许可证号%E=ek#京$$#!$.###!. * 动物饲养于室
温 $# _$/ h)相对湿度为 -#‘ _*#‘)昼夜交替
时间为 !# 1!- 6 的环境中&小鼠按体重随机分组&
/ 只1笼&自由进食饮水&实验室 E](许可号%EXek
#京$$#!$.##$!*
!’!’/"主要仪器与试剂

厌氧培养装置 #法国梅里埃$&恒温培养箱&生
物安全柜&冷冻离心机&凝胶电泳及成像系统#美国
伯乐$&庖肉培养基基础#=̂ $̂ )庖肉牛肉粒均购自
北京陆桥技术责任有限公司&=̂ YE 培养基 #美国
Z6BCI@$&哥伦比亚血琼脂平板#法国梅里埃$&溶菌
酶)变溶菌素)十二烷基肌氨钠)LB5<MA@4E=试剂均
购自美国 E>KI<&蛋白酶 k#法国 B̂CH$&JC>2&+ 试
剂)脱氧胆酸钠均购自美国 <ICBG4@&F"%Q)B+/ Q内
切酶均购自日本 Z<k<%<*
!’$"方法
!’$’!"不同来源生胞梭菌对动物毒性试验比较

根据中国和新西兰两国试验方法的规定&本研
究在分离菌株所用培养基及培养条件)培养物处理
方式)实验动物体重等不同试验条件下&进行生胞
梭菌对小鼠的致病性比较&观察小鼠染毒后 0* 6 内
的反应情况* 具体试验方案设计见表 !*

表 !"不同试验条件下小鼠致病性对比试验设计
Z<MAB!"WBG>K; @5I@:GBM>@<GG<F:G>;K?6BIB?6@DGCB4@IIB;DBD MF=(E,<;D ]̂Q

指标 =(E,方法 -!. ]̂Q方法<

菌株活化 菌株划线接种于哥伦比亚血琼脂平板&/& h厌氧培养 -+ 6 菌株划线接种于哥伦比亚血琼脂平板&/& h厌氧培
养 & D

培养物制备 接种于 =̂ ^培养基&/& h厌氧培养 & D 接种于 =̂ YE 培养基&/) h厌氧培养 ) D

培养物处理 培养物#+ IA$- h - ### g9 离心 !& I>;&上清液经 #’-& &I滤器
过滤后备用

培养物#+ IA$- h $) ### g9 离心 $# I>;&上清液经
#’-& &I滤器过滤后备用

实验动物 体重分别为 !$ _!& 和 $# _$- K的两组雌性 Q=%小鼠&每组 / 只 同 =(E,方法
动物分组 经口灌胃组和腹腔注射组&每组两个体重范围的小鼠各 / 只 同 =(E,方法

试验对照 =̂ ^和 =̂ YE 培养基为空白对照&生胞梭菌标准菌株培养物为阳
性对照

同 =(E,方法

染毒剂量 腹腔注射 #’& IA1只&经口灌胃 #’- IA1只 同 =(E,方法

注%<表示该方法由 ]̂Q提供

!’$’$"](YR分子分型
!’$’$’!"LA:K胶块制备 -$.

将待测 !! 株菌划线接种于哥伦比亚血琼脂平
板&/) h厌氧培养 -+ 6 后&挑取单菌落接种于 !# IA
=̂ ^培养基中&/) h厌氧培养 !* _!+ 6"取 !# IA
=̂ ^培养物于 !& IA离心管内&- h & ### g9 离心
!& I>;& 弃上清&加入 ! IA悬浮 #]Qj$ 缓冲液
-!# II@A1V三羟甲基氨基甲烷 #ZC>G$和 ! I@A1V

8<=A&L7q)’&.悬浮菌体&加入 !$# &A甲醛#/)‘ _
-#‘$&混匀后于冰中放置 /# I>;&- h & ### g9 离
心 !& I>; 后弃上清&加入 ]Qj缓冲液清洗两次&每
次 ! IA"加入 /## &A裂解缓冲液(-* II@A1VZC>G)
! I@A1V8<=A)!## II@A1V乙二胺四乙酸#RWZ,$)
#’&‘ JC>2&+)#’$‘脱氧胆酸钠)#’&‘十二烷基肌
氨钠)! IK1IA溶菌酶和 $# U1IA变溶菌素&L7q
)’*.悬浮底层菌体&/) h孵育 $# I>;"加入 /## &A
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!’$‘ EB<kBIY@AD 琼脂-内含 #’&‘十二烷基磺酸
钠# EWE $.&混匀后注入 LA:K模具内&室温静置
!& I>;"将制备好的 LA:K放入 & IA裂解缓冲液(
内&/) h摇床水浴中振摇 ! 6&弃去管内液体"加入
& IA裂解缓冲液’##’& I@A1VRWZ,和 !#‘十二
烷基肌氨钠&L7q+$&&# h水浴中振摇 ! 6"弃去管
内缓冲液&加入 & IALB5<MA@4H E=#! II@A1V$&/) h
水浴中振摇 ! 6"&# h条件下&用无菌蒸馏水清洗
LA:K两次&每次 !# IA"用 ZR# !# III@A1VZC>G)
! III@A1VRWZ,& L7q)’* $清洗 LA:K/ 次&每次
!# IA&清洗的时间间隔为 !# I>;"清洗后的 LA:K置
于 & IAZR内 - h保存*
!’$’$’$"酶切及电泳

每个 LA:K用 B+/ Q#/# U$酶切 $ 6 后电泳* 电
泳条件为%电泳凝胶 !‘ EB<kBIY@AD 琼脂)$’$ V
#’& gZJR电泳液&电泳温度 !- h&电场强度
* j14I&电场角度 !$#i&脉冲时间 - _/# G)电泳条
带 /# _&## HM)电泳时间 $# 6"电泳结束后&取出凝
胶放入 RJ中染色 /# I>;&清水冲洗脱色 $ 次&通过
凝胶成像系统拍照并保存图像*

$"结果
$’!"不同来源生胞梭菌对动物毒性试验结果比较

小鼠经口灌胃分离的 !! 株生胞梭菌培养物和
生胞梭菌标准菌株阳性对照培养物后&均无中毒和
死亡"培养基空白对照组无论是经口灌胃还是腹腔
注射&也均无小鼠中毒和死亡* 小鼠腹腔注射生胞
梭菌标准菌株培养物阳性对照组小鼠均出现中毒
继而死亡&主要表现为%小鼠初期出现行动迟缓或
烦躁不安)呼吸急促)被毛耸起)皮肤暗紫&继而猝
死&多在染毒后 !# I>; 内死亡* 尸解可见器官颜色
暗紫&显微镜下可见红细胞失去原有的圆润形态&
变形并可见细胞破损碎片* 按照中国和新西兰两
国提供的两种不同试验方法和条件制备生胞梭菌
培养物后&用培养物进行腹腔注射小鼠&结果显示&
所有试验菌株均导致小鼠死亡&且死亡表现与生胞
梭菌标准菌株一致&死亡时间也多集中在染毒
后!# I>; 以内*
$’$"](YR分子分型分析结果

!! 株生胞梭菌试验菌株产生了 $ 种不同的
](YR谱型&见图 !* 其中新西兰从问题批次浓缩乳
清蛋白粉中分离的 / 株生胞梭菌与中国从问题批次
浓缩乳清蛋白粉)用问题批次浓缩乳清蛋白粉为原
料生产的婴幼儿配方粉样品中分离的 ) 株生胞梭菌
具有相同的 ](YR型&被归为一类&提示这 !# 株菌
可能为相同的克隆菌株&或来自同一污染源"而 ! 株

从北京市市售正常婴儿配方粉样品中分离的生胞
梭菌菌株的 ](YR型有别于其他 !# 株菌&被单独归
为一类*

图 !"!! 株生胞梭菌 ](YR聚类图
(>K:CB!"](YR?FL>;K@5!! !52,%&%91(12G?C<>;G

/"讨论
生胞梭菌属于亚硫酸盐还原梭状芽胞杆菌

#E%=$&E%=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阳性梭状芽胞杆菌&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&代表性菌种除了生胞梭菌外&还
包括致黑梭状芽胞杆菌)产气荚膜梭菌)艰难梭菌
等* 因此目前将 E%=用于指示食品被粪便污染)加
工环境卫生状况控制)食品生产过程控制的指标
菌&调查产芽胞厌氧菌的潜在污染)生长和存活
力 -/. * $#!/ 年新西兰浓缩乳清蛋白粉梭状芽胞杆
菌污染事件&最终确定所污染的微生物为生胞梭
菌* 目前研究结果显示&该菌在食品中检出主要集
中于乳制品&如牛奶)羊奶)奶酪及婴幼儿配方粉
等 --.+. * 通常认为该菌不具有致病性&因此目前国
内外对生胞梭菌的研究主要集中于表型鉴定等方
面&而对于其致病性的研究甚少&文献报道其为’罕
见的临床致病菌( -0. * d:<??@446>-!#.曾报道生胞梭
菌继发感染引起的肝脓肿&另有两例关于生胞梭菌
引起脓肿感染的报道以及膝关节前部韧带置换后
生胞梭菌引起的继发性化脓性关节炎病例 -!!.!$. *

有报道从患出血性腹泻的兔子中分离到一株可产
生溶血素的生胞梭菌 -!/.!-. * 本实验室经过大量动
物实验&证实分离自新西兰浓缩乳清蛋白粉样品的
生胞梭菌可产生致 Q=%小鼠短时间内猝死的有毒
代谢产物 -!&. &这一结果与新西兰初级产业部从相同
批次问题浓缩乳清蛋白粉中分离到生胞梭菌的动
物毒性试验结果一致* 为进一步确定两国所用试
验方法对动物毒性的结果差别&本研究运用两种不
同检测方法将两国实验室分离的 !! 株菌进行交叉
试验&结果证实&无论采用何种检测条件&生胞梭菌
"""



中国和新西兰来源生胞梭菌的动物毒性比较及脉冲场凝胶电泳分子分型研究!!!董银苹&等 ! -/""" !

对动物毒性的结果是相同的* 有关该菌致动物死
亡有毒代谢产物成分及机理尚需进一步研究*

](YR分子溯源分析结果显示&来自中国和新
西兰两国不同实验室从问题批次浓缩乳清蛋白粉
及其制品中所分离的菌株具有相同的 ](YR型别&
说明我国从新西兰进口的问题浓缩乳清蛋白粉与
新西兰方面检测的浓缩乳清蛋白粉为同一厂家生
产的同一批次产品&该菌的污染说明浓缩乳清蛋白
粉生产过程未遵循良好生产规范&生产条件有利于
厌氧微生物的繁殖或有外源性污染&应对可能存在
的污染原因进行调查并采取必要的控制措施*
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- & ."%B>;DA,&W[>B4>@Â &7B>; Q&B?<A3R;:IBC<?>@; @54A@G?C>D><>;

K@<?I>AH :G>;K<; @L?>I>[BD IBIMC<;B5>A?C<?>@; ?B46;>\:B-9.39

W<>CFE4>&$#!-&0)#!#$ %*#/*.*#-&3

- * ."J@C46 R&VF4HB; V3Q;5A:B;4B@5A@;K.46<>; L@AFL6@GL6<?B<;D

6B<??CB<?IB;?@; !*%20&#7#)+ $%$"*1/&#)+ <;D !*%20&#7#)+

2,%&%91(12>G@A<?BD 5C@I LC@4BGGBD 46BBGBGLCB<D -9.39(@@D

]C@?&$##)&)##/$ %)--.)-)3

- ) ."VF4HB; V&J@C46 R3=6<C<4?BC>[<?>@; @5!*%20&#7#)+GLL3>G@A<?BD

5C@IGL@>ABD LC@4BGGBD 46BBGBLC@D:4?G-9.39(@@D ]C@?&$##*&*0

#+$ %!++).!+0!3

- + ."J<C<G6 9%& 7G><9k& ,C;@; E E3]CBGB;4B@5G@>A.DPBAA>;K

4A@G?C>D><>; 4@IIBC4><AL@PDBCBD >;5<;?5@CI:A<G-9.39]BD><?C&

$#!#&!&*#/$ %-#$.-#+3

- 0 ."Q;HG?BCZ&=@CD>;<=&E>BKIB?6 ,3EBL?>4<C?6C>?>G5@AA@P>;K<;?BC>@C

4C:4><?B A>K<IB;? CB4@;G?C:4?>@; GB4@;D<CF ?@ !*%20&#7#)+

2,%&%91(12%<C<CB4A>;>4<AL<?6@KB; -9.39=A>; ]<?6@A&$#!!&*-

#0$ %+$#.+$!3

-!#."d:<??C@446>Y3%<CB4<GB@5LF@K<GB@:G<MG4BGG@5?6BA>OBC4<:GBD

MF!*%20&#7#)+ 2,%&%91(12>G/$01&#)+ ,’%$’/(1)+- 9.3%>5@CI<

B̂D&!0*/&))%$++.$0!3

-!!."=@CMB??=R&b<AAJ &̂=@6B; ^3=<GBCBL@C?%BILFBI<P>?6

6FDC@L;B:I@?6@C<N;D M<4?BCBI>< 4<:GBD MF !*%20&#7#)+

2,%&%91(12-9.3,I9̂ BD E4>&!00*&/!$#&$ %$-$.$-&3

-!$."E7R8We&J<M<DF8R&=7R8%&B?<A3EBL?>4<BI><4<:GBD MF

!*%20&#7#)+2,%&%91(12%?P@4<GBCBL@C?G<;D <A>?BC<?:CBCBO>BP

-9.3%BO B̂D >̂4@M>@A&$#!/&$-#/$ %+!.+/3

-!/."7<C<.k:D@X&X<I<H<P<X&k:I<K<>E3]:C>5>4<?>@; <;D G@IB

LC@LBC?>BG@5!*%20&#7#)+ 2,%&%91(12 6BI@CC6<K>4?@N>; - 9.3

J>@46BIJ>@L6FG%BG=@II:;&!00*&$$)#$$ %-!/.-!+3

-!-."7<C<.k:D@X&TK:C<,&8@K:46>X&B?<A3R55B4?@56BI@CC6<K>4

?@N>; LC@D:4BD MF !*%20&#7#)+ 2,%&%91(12@; C<MM>?A>K<?BD

>;?BG?>;<AA@@L-9. 3̂ >4C@M ]<?6@K&!00)&$$#!$ %/!./+3

-!&."董银苹&韩春卉&江涛&等3生胞梭菌代谢产物对 Q=%小鼠的

毒性研究-9.3中国食品卫生杂志&$#!-&$*#&$ %-!-.-!)3

/%&’(/

食品药品监管总局办公厅关于食品添加剂
羟丙基甲基纤维素有关问题的复函

食药监办食监一函$$#!*%) 号

新疆维吾尔自治区食品药品监督管理局%

你局&关于食品添加剂羟丙基甲基纤维素有关问题的请示’ )新食药监办+$#!&,0! 号*收悉" 经研究!

现函复如下%

根据原卫生部办公厅&关于食品添加剂使用原料级别问题的复函’)卫办监督函+$#!!,/$! 号*!凡食品
添加剂产品标准中对原料级别作出规定的!食品添加剂生产企业必须使用相应级别或质量更高的原料$对
原料级别未作具体规定的!食品添加剂生产企业可自行选择原料级别!食品添加剂生产工艺和产品应当符
合食品安全国家标准"

)相关链接%6??L%11PPP3GD<3K@O34;1bE#!1=V!*#&1!-!$-#36?IA*

食品药品监管总局办公厅

二〇一六年一月五日


