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一起由产气荚膜梭菌引起的聚集性腹泻事件的实验室
检测方法及结果分析

苏东霞，崔玉娟 *，陈 艳，陈 静，赵 辉，赵 璐，张 莹

（北京市延庆区疾病预防控制中心，北京 102100）

摘 要：目的 通过实验室病原学检测，分析一起由产气荚膜梭菌引起的聚集性腹泻事件。方法 采集此次事件涉

及的环境、食品、粪便及肛拭子标本 132 件，运用多重 PCR 检测方法筛选出目标菌，针对目标菌进行针对性分离培

养，对分离培养出的菌株进行毒素测定及耐药基因检测。结果 在 132 件样本中 24 件食品样本和 39 件环境样本均

未检出致病菌，61 件肛拭子中 22 件样本检出产气荚膜梭菌，阳性率为 36.1%，8 件粪便标本均检出产气荚膜梭菌，

阳性率 100%。对 30 株产气荚膜梭菌进行毒素测定，除 2 株为 C 型，其余全部为 A 型。对 30 株菌株进行测序，其

耐药基因以肽类及四环素类耐药基因为主。结论 此次事件是由 A 型产气荚膜梭菌引起的细菌性聚集性腹泻事件，

综合使用各种检测方法，可以尽快检出产气荚膜梭菌，为爆发事件的分析处理提供参考依据。

关键词：产气荚膜梭菌 腹泻 多重 PCR 检测 毒素基因 耐药基因

0  引  言

气荚膜梭菌（Clostridium perfringens，CP）是革兰阳性产芽

孢专性厌氧杆菌，该菌广泛存在于土壤、空气、食品、人及动

物的肠道中 [1]，是一种条件致病菌，一般不发病 [2]。由于外在

原因，当它在肠道过度繁殖时，就会导致腹泻等症状，能够

引起人畜共患的食源性疾病 [3]。产气荚膜梭菌含有 6 种毒素基

因（cpa、cpb、etx、iA、cpe 和 cpb2），根据毒素基因不同分为

A、B、C、D、E 5 个菌型 [4]，其中 A 型是产气荚膜梭菌引起

的食物中毒的主要型别。据报道，产气荚膜梭菌已成为法国和

英国食源性疾病暴发的第三常见病因，在美国高居第二位 [5]。

近年来，我国陆续有产气荚膜梭菌引起的聚集性腹泻的研究报 

道 [6-8]，本地区未有相关报道。由于产气荚膜梭菌受厌氧培养条

件的限制，在常规检测过程中容易被漏检，多重 PCR 分子检测

技术具有灵敏度高、特异性强、时间短的特点，可以在检测初

期使用，能够迅速锁定目标菌，为后续检测工作提供依据。本

文通过对样本进行多重 PCR 检测筛查、细菌分离培养、毒素测

定及分型、耐药基因检测几个方面的综合研究，不仅为今后处

理类似突发公共事件应急检测提供参考，而且为防控提供技术

依据。

1  材料与方法

1.1  流行病学调查资料

2022 年 4 月 19 日接到报告，延庆区两个学校共 52 名学生

从 4 月 18 日到 4 月 19 日先后出现腹痛、腹泻、恶心等症状。

据调查，首发病例于 4 月 18 日 12 时 30 分发病，出现腹痛、腹

泻（≥ 3 次 /24 h）症状，末例疑似病例 4 月 19 日 14 时发病，最

短潜伏期 0.5 h，最长潜伏期 26 h，这两个学校由同一供餐公司

提供午餐。

1.2  样本类型

此次事件共采集 132 件标本，其中配餐公司及学校环境涂

抹 39 件，病例及厨师肛拭子 61 件，病例便标本 8 件，食品样

本 24 件。

1.3  主要试剂及仪器

主要仪器：全自动核酸提取仪（江苏硕世生物科技股份有限

公司）、实时荧光定量 PCR 仪（美国赛默飞世尔科技公司）、全

自动微生物质谱检测系统（郑州安图生物工程股份有限公司）、

全自动微生物鉴定和药敏分析系统（美国 BD 公司 Phoenix™ 

M50）。

主要试剂：核酸提取或纯化试剂（江苏硕世生物科技股份有

基金项目：北京市延庆区金桥工程种子资金 A 类项目，项目编号 NO.24001
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限公司）、食源性致病菌核酸多重实时荧光 PCR 检测试剂盒（14

种）、5 种常见致腹泻病毒实时荧光 PCR 检测试剂盒、CP 核酸

实时荧光 PCR 检测试剂盒、CP 肠毒素（cpe、β2）基因实时荧光

PCR 检测试剂盒、CP 毒素（α、β、ε、ι）基因实时荧光 PCR 检

测试剂盒（北京卓诚惠生生物科技股份有限公司）、胰胨 – 亚硫

酸盐 – 环丝氨酸（TSC）琼脂、液体硫乙醇酸盐培养基（FTG）、含

铁牛乳培养基（北京陆桥技术股份有限公司）、血平板（广东环凯

技术股份有限公司）、质谱样本预处理试剂（郑州安图生物工程

股份有限公司）。

1.4  方法

1.4.1 病原体初筛

粪便及肛拭子样本使用全自动核酸提取仪提取细菌及病毒

DNA/RNA 核酸，使用食源性致病菌（沙门菌、志贺菌、致泻

大肠埃希菌、副溶血弧菌、霍乱弧菌、空肠弯曲菌、结肠弯曲

菌、蜡样芽孢杆菌、金黄色葡萄球菌、克罗诺杆菌属、小肠结

肠炎耶尔森菌、气单胞菌属、产气荚膜梭菌、单增李斯特氏菌）

和 5 种常见致腹泻病毒（诺如病毒、轮状病毒、札如病毒、腺病

毒、星状病毒）核酸多重实时荧光定量 PCR 检测试剂按照试剂

盒说明书要求对肠道样本核酸进行扩增及结果判读。

1.4.2 细菌分离培养及鉴定

挑取 1 g（黄豆粒）大小粪便标本（水样便 300~500 μL）加入

1 mL 无菌生理盐水稀释后直接接种血平板，环境涂抹及肛拭子

样本直接接种血平板，放入（36±1）℃ 厌氧培养 20~24 h，血平

板上产气荚膜梭菌菌落呈乳白色，较扁平，呈现 α 溶血环，典

型的产气荚膜梭菌在菌落和 α 溶血环之间形成透明的 β 溶血环

组成典型的双层溶血环。挑取可疑菌落用全自动微生物质谱检

测系统进行快速鉴定，并进行镜检及牛乳“爆裂发酵”实验。

食品及粪便标本制备成 10-1~10-6 6 个系列的稀释液，每个稀释

度各取 1 mL，倾倒入冷却至 50℃ 的 TSC 琼脂混匀，凝固后进

行厌氧培养，进行定量检测。

1.4.3 毒力基因检测及分型

将 CP 核酸阳性样本使用全自动核酸提取仪提取细菌 DNA

基因，使用 CP 肠毒素（cpe、β2）及 CP 毒素（α、β、ε、ι）基因实

时荧光 PCR 检测试剂盒进行检测，分离出阳性菌株后，对其再

次进行毒素测定，通过 α、β、ε、ι 毒素基因进行型别判断。

1.4.4 基因测序

将分离到的 CP 阳性菌株按照细菌 DNA 基因组试剂盒说

明书要求进行菌株基因组的提取和分离，经美国 Illu-mina 公司

Hiseq 平台进行测序。将原始数据通过 fastqc[9] 和 fastp[10] 进行质

控和数据清洗，获得高质量的数据。再使用 Spades[11] 对质控后

的数据进行拼接和序列矫正得到基因组序列。将拼接好的序列

与数据库进行比对，得到耐药基因的结果。

2  结果与分析

2.1  肠道样本初筛 PCR 检测结果

69 件肠道标本，5 种致腹泻病毒均未检出，病例肛拭子标

本 48 件，检出 CP 阳性 35 件；病例便标本 8 件，检出 CP 阳性

8 件；厨师肛拭子标本 13 件，检出 CP 阳性 11 件。对检出的

54 件 CP 核酸阳性样本进行了 CP 肠毒素检测，检出阳性样本

35 件。具体检出情况见表 1。 

表 1 肠道样本初筛 PCR检测结果

样本分类 样本数量 （件） CP核酸阳性数（件）阳性率（100%） cpe 阳性数（件） cpe 阳性率（100%）β2 阳性数（件） β2 阳性率（100%）

病例
肛拭子 48 35 72.9 26 54.2 0 0

粪便 8 8 100 8 100 0 0

厨师 肛拭子 13 11 84.6 1 7.7 0 0

合计 — 69 54 78.3 35 50.7 0 0

2.2  细菌分离培养鉴定及定性结果

用全自动微生物质谱检测系统对可疑菌落进行快速分析鉴

定。镜检可见革兰氏阳性短粗的杆菌，部分有芽孢。含铁牛

乳“爆裂发酵”实验阳性。环境及食品样本共 63 件，未检出

CP；采集厨师肛拭子 13 件，检出 CP5 件，未检出 cpe；病例样

本 56 件，肛拭子 48 件，检出 CP17 件，其中 1 件检出 cpe，其

中 8 件便标本检出 8 件 CP，其中 2 件检出 cpe。其中 3 件便标

本的 CP 计数结果大于 1.0×106 CFU/g。详细结果见表 2。

2.3  毒力基因的检测

将分离到的 30 株 CP 菌株进行毒力基因 PCR 检测，结果

厨师肛拭子样本 5 件 α 毒素阳性 2 件 β 毒素阳性，病例肛拭子

及粪便样本全部 α 毒素阳性，其中 3 株 cpe 基因阳性。通过 CP

毒素 α、β、ε、ι 基因检测结果判定分离到的 30 株产气荚膜梭

菌除 2 株为 C 型，其余全部为 A 型 。详细结果见表 3。

表 2 细菌分离培养及鉴定结果

样本类型 环境 食品
厨师

（肛拭子）

病例
合计

肛拭子 便

件数（件） 39 24 13 48 8 132

CP 阳性数 0 0 5 17 8 30

阳性率（%） 0 0 38.5 35.4 100 22.7

cpe 阳性数 0 0 1 0 2 3

2.4  耐药性检测

采用二代测序技术对 30 株 CP 进行耐药基因检测分析，

30 株产气荚膜梭菌均携带多重耐药基因，其中主要有 25 株
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携带肽类抗生素耐药基因 Clostridium perfringens mprF，占全

部的 83.3%，23 株携带四环素类抗生素耐药基因 tetA（P）占全

部 76.7%，20 株携带四环素类抗生素耐药基因 tetB（P）占全部

66.7%，12 株携带大环内脂类抗生素耐药基因 ErmQ 占全部

25.0%。其中有 4 株 PE，耐药性高达 6 类抗生素 10 个基因以

上。详细结果见图 1。

表 3 毒力基因检测及分型

菌株编号 菌株来源
毒素基因

型别
α 毒素 β 毒素 ε 毒素 ι 毒素 肠毒素 cpe 肠毒素 β2

YQC001 厨师肛拭子 + + - - - - C

YQC002-004 厨师肛拭子 + - - - - - A

YQC005 厨师肛拭子 + + - - - - C

YQC006-011 病例肛拭子 + - - - - - A

YQC012 病例肛拭子 + - - - + - A

YQC013-022 病例肛拭子 + - - - - - A

YQC023-024 病例便标本 + - - - + - A

YQC025-030 病例便标本 + - - - - - A

图 1 菌株耐药基因检测情况

3  讨论与结论

此次事件共采集食品、环境涂抹、厨师肛拭子和病例肛拭

子及粪便标本 132 件，其中 24 件食品标本和 39 件环境标本均

未检出致病菌，厨师肛拭子和病例标本 69 件标本中 30 件检出

CP，剩余食品与环境样本中未检出 CP，可能与未采集到中毒

食品和食堂后续环境消毒有关，此次检测未能成功溯源存在遗

憾。但是通过患者临床表现、实验室检测结果以及流行病学调

查综合分析，可以判定此次事件为一起由产气荚膜梭菌引起的

聚集性腹泻事件。此次事件在检测初期应用多重 PCR 分子检测

技术进行初筛 [12-14]，尽快找到目标菌进行针对性的细菌分离培

养，最终培养结果与初筛结果一致。多重 PCR 分子检测技术的

应用与传统方法 [2] 相比不仅有效地提高了检测时限，降低了工

作量，同时避免了漏检现象的发生 [15]。近年来食物中毒的主要

致病因子为沙门氏菌、副溶血性弧菌、蜡样芽孢杆菌、金黄色

葡萄球菌及肠毒素、致泄大肠埃希氏菌等，此类致病菌均为常

规检测，CP 由于其生长需要厌氧条件培养，常规条件无法生

长，因此容易被漏检。

本次事件检测过程中，对原始肛拭子及粪便样本直接进行分

子生物学检测结果与培养后检测的结果相比，PC 阳性率及携带

cpe 毒素基因的 PC 阳性率均有所下降，尤其是 cpe 毒素基因的

检出率大幅下降，在细菌分离培养后阳性率及携带 cpe 毒素基因

的阳性率大幅降低的原因有待商榷 [16]。对分离到的 30 株 CP 阳

性菌株进行分型，除 2 株菌为 C 型，其余全部为 A 型。这与 A

型和 C 型产气荚膜梭菌与人致病性相关的文献报道相符合 [17-19]。

本次事件检出的菌株进行耐药基因检测后发现大多数菌株

含有肽类、四环素类抗生素耐药基因，少数菌株含有大环内脂

类、氨基糖苷类、氟喹诺酮类等抗生素的耐药基因，与闫爱霞

等 [20] 研究相似。近年来，由于牲畜中抗生素的不受控制使用，

产气荚膜梭菌耐药性问题逐渐显露出来并且日趋严重，已成为
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潜在的公共卫生问题 [21-23]，CP 耐药基因的研究对于临床用药具

有重要意义。

本次检测从采用多重 PCR 检测技术进行致病菌快速初筛找

到目标菌，到细菌分离培养鉴定、毒素基因测定及分型，再到耐

药基因测序一系列实验，将分子生物学与细菌培养方法相结合，

能够增大致病菌覆盖面避免漏检现象的发生，尽快发现致病因子

进行针对性培养，节约人力物力，为今后处理同类事件提供新的

思路和方向。同时耐药基因的检测为临床用药提供参考。
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