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一起疑似产气荚膜梭菌食物中毒事件的 

病原学分析 
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北京市重点实验室, 北京  100013; 2. 北京市西城区疾病预防控制中心, 北京  100053) 

摘  要: 目的  分析一起疑似产气荚膜梭菌食物中毒事件的病原学。方法  利用荧光定量 PCR 方法对一起食

物中毒患者的粪便进行产气荚膜梭菌基因的初筛, 根据荧光定量 PCR 初筛的提示结果进行细菌的分离培养, 

对分离到的菌株进行质谱和生化鉴定、毒力基因检测和 PFGE 分析。结果  从 5 份食物中毒患者粪便中分离

到 5 株携带肠毒素基因 cpe 的 A 型产气荚膜梭菌, 并且这 5 株菌的 PFGE 带型完全一致。结论  此次食物中

毒致病因子为携带肠毒素基因 cpe 的 A 型产气荚膜梭菌, PFGE 结果提示 5 株菌可能有同一来源。 
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Etiological analysis of a suspected food poisoning incidents of 
Clostridium perfringens 
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ABSTRACT: Objective  To analyze the etiology of a suspected food poisoning case of Clostridium perfringens. 

Methods  The feces of patients with food poisoning were screened for Clostridium perfringens genes by fluorescence 

quantitative PCR method. The bacteria were isolated and cultured according to the results of the initial screening by 

fluorescence quantitative PCR, and the isolated strains were identified by mass spectrometry, biochemical identification, 

virulence gene detection and PFGE analysis. Results  Totally 5 strains of Clostridium perfringens carrying enterotoxin 

gene cpe were isolated from the feces of 5 food poisoning patients, and the PFGE bands of the 5 strains were identical. 

Conclusion  The pathogenic factor of this food poisoning was Clostridium perfringens type A, which carried the 

enterotoxin gene cpe. PFGE results suggested that 5 strains might have the same source. 
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1  引  言 

产气荚膜梭菌是一种革兰氏阳性产芽孢专性厌氧杆

菌, 广泛存在于自然界的土壤、水源及人和动物肠道中, 

能够引起食物中毒。在美国, 2011 年的监测数据显示 10%

的食源性疾病病例是由产气荚膜梭菌引起的, 占第 3 位[1]。

在英国, 2001~2011 十年间共报道了 81 起产气荚膜梭菌的

食物中毒暴发事件, 波及到约 3000 人[2]。在我国, 随着检

测技术的提高, 近年来也不断出现产气荚膜梭菌食物中毒

的报道[35]。 

产气荚膜梭菌可产生很多毒素, 至少有 15 种, 主要

研究的有 6 种, 即： α、β、ε、ι毒素和 CPE、β2 肠毒素。

根据 α、β、ε、ι 4 种毒素的有无, 可以将产气荚膜梭菌分

为 A、B、C、D、E 5 种类型[6]。其中产肠毒素 CPE 的 A

型产气荚膜梭菌是全世界范围内引起食物中毒最多的一种

产气荚膜梭菌[7]。 

脉 冲 场 凝 胶 电 泳 (pulsed-field gel electrophoresis, 

PFGE)被认为是食源性病原细菌分型的金标准, PFGE 具有

重复性好、分辨率高的优点, 被广泛用于多种致病菌的分

型和食物中毒的溯源调查中。本研究通过荧光定量 PCR 初

筛发现一起食物中毒事件的病人粪便中存在产气荚膜梭菌

的特异基因, 通过细菌的分离、培养和鉴定获得 5 株产气

荚膜梭菌, 对这 5 株菌进行了毒力基因检测和 PFGE 分析, 

为食物中毒的判定提供了病原学基础。 

2  材料与方法 

2.1  仪器与试剂 

CFX96 荧光定量 PCR 仪、CHEF-DRш system 脉冲场

凝胶电泳仪及配套设备、Gel Doc 凝胶成像系统 (美国

Bio-Rad 公司 ); 609824 显微镜 (日本 Olympus 公司 ); 

VITEK2-compact 全自动细菌生化鉴定系统、DensiChek 浊

度仪(法国 BioMérieux 公司); Microflex LT 基质辅助激光解

析飞行时间质谱仪 (德国 Bruker 公司 ); Veriti 96 well 

Thermal cycler 普通 PCR 仪(美国 Life 公司); Cabinet 10 实

验用去离子水系统(美国 Millipore 公司); SW22 水浴摇床

(德国 Julabo 公司 ); 5417R 型台式高速离心机 (德国

Eppendorf 公司); MIR-254 恒温培养箱(36 ℃±1 ℃, 日本

SANYO 公司)。 

产气荚膜杆菌核酸检测试剂盒(深圳生科原生物股份

有限公司); 哥伦比亚血平板(英国 Oxoid 公司); ANC 鉴定

卡(法国 BioMérieux 公司); Premix Taq™试剂、限制性内切

酶 XbaI 和 SmaI、分子量标准 DL2000(北京宝生物生物技

术有限公司 ); Seakem Gold 琼脂糖 (美国 Cambrex Bio 

Science Rockland 公司); 蛋白酶 K(德国 Merck 公司); 所有

试剂均在有效期内使用。 

2.2  实验方法 

2.2.1  病例基本信息 

2017 年 9 月 24~25 日, 某建筑工地 16 人出现不同程

度的上腹阵痛、恶心、腹泻的症状, 腹泻次数 3~10 次不等, 

均为稀便。16 个病例均未出现发烧, 用药后症状缓解, 无

住院病例。发病前 3 d 内, 这 16 人同在工地食堂就餐。 

2.2.2  标本采集 

采集到 5 例就诊病例的粪便标本 , 编号为 XC01~ 

XC05。因现场调查时无剩余食品和储存食品, 所以没有获

得可疑食品样品。 

2.2.3  主要方法流程图 

主要方法流程图见图 1, 具体方法如下。 

 

 
 

图 1  主要方法流程图 

Fig.1  Flow chart of the main methods 
 

(1) 粪便标本的产气荚膜梭菌荧光定量 PCR 初筛实验 

直接用粪便标本进行荧光定量 PCR 检测产气荚膜梭

菌特异基因。参照产气荚膜梭菌荧光定量 PCR 的说明书进

行操作, 具体如下; 挑取一接种环粪便在 1 mL灭菌生理盐

水中悬浮, 取上清离心后保留沉淀, 在沉淀中加入 DNA提

取液 100 ℃加热 5 min, 离心后取上清用作扩增模板。配置

PCR 反应液和混合酶液, 加入模板、阳性对照和阴性对照

进行扩增。PCR 反应参数为; 50 ℃, 2 min; 95 ℃, 3 min; 

95 ℃, 5 s; 55 ℃, 1 min。40 个循环检测荧光值, FAM 通道

检测。阳性对照, 阴性对照为试剂盒提供。Ct 值≤36, 有

明显指数增长被认为扩增阳性, Ct 值在 36~39 之间需要对

样品进行重复检测, Ct 值>39 或无 Ct 值被认为扩增阴性。 

(2) 粪便直接涂片镜检 

在玻片上滴一滴生理盐水, 挑取少量粪便到其中混

匀, 酒精灯加热固定后进行革兰染色镜检, 检查粪便中细

菌的颜色、形态, 是否有芽孢的杆菌或者游离芽孢。 

(3) 产气荚膜梭菌的分离与鉴定 

将 5 份粪便样品直接在哥伦比亚血琼脂平板上划线

接种, 37 ℃厌氧过夜培养。挑取典型菌落于血平板传代培

养用于菌株的鉴定。 
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1) 表型鉴定; 进行菌落形态、生长特性及溶血现象观察。 

2) 生化鉴定; 使用 Vitek2 全自动生化鉴定系统对菌

株进行鉴定, 使用 ANC 卡, 菌液浓度调至 2.7~3.3 OD。 

3) 基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱仪鉴定; 挑

取菌落置于样品靶上, 加入 1 μL 基质溶液, 室温晾干后进

行检测用 MALDI Biotyper 2.0 软件进行数据处理, 若得分

在 2.300~3.000 之间表示对所鉴定的细菌在种水平高度可

信, 得分在 2.000~2.299 之间表示在种水平鉴定可信, 得分

在 1.700~1.999 之间表示在属水平鉴定可信, 得分<1.7 表

示鉴定结果不可信。 

(4) PCR 检测毒力基因 

PCR 扩增 α、β、ε、ι、CPE 和 β2 6 种毒素基因(cpa、

cpb、etx、iA、cpe 和 cpb2), 引物序列见表 1[8], 这 6 对特

异性引物由上海生工生物工程公司合成。使用细菌 DNA

提取试剂盒提取 5 株产气荚膜梭菌的 DNA 作为模板。PCR

扩增体系(50 μL); 2×PCR Mastermix 25 μL, 上下游引物各

2 μL, DNA 模板 10 μL, 用无菌去离子水补足至 50 μL。PCR

反应参数为; 预变性 94 ℃, 5 min; 变性 94 ℃, 1 min; 退火

55 ℃, 1 min; 延长 72 ℃, 1 min; 35 个循环, 再延长 72 ℃, 

10 min。取扩增产物 5 μL 在 1.0%琼脂糖凝胶上电泳, 

DL2000 作为 marker, 用凝胶成像仪成像。 

 
表 1  6 种毒素基因的扩增引物序列 

Table 1  Oigonucleotide primers of six toxin genes 

毒素 

基因 
扩增引物 5’-3’ 

片段长度
/bp 

cpa 
F: GCTAATGTTACTGCCGTTGA 

324 
R: CCTCTGATACATCGTGTAAG 

cpb 
F: GCGAATATGCTGAATCATCTA 

196 
R: GCAGGAACATTAGTATATCTTC 

etx 
F: GCGGTGATATCCATCTATTC 

655 
R: CCACTTACTTGTCCTACTAAC 

iA 
F: ACTACTCTCAGACAAGACAG 

446 
R: CTTTCCTTCTATTACTATACG 

cpe 
F: GGAGATGGTGGATATTAGG 

233 
R: GGACCAGCAGTTGTAGATA 

cpb2 
F: AGATTTTAAATATGATCCTAACC 

567 
R: CAATACCCTTTCACCAAATACTTC 

 
(5) PFGE 实验 

参照国际食源性致病菌病原细菌分子分型监测网络

PulseNet中单增李斯特菌PFGE分型的标准操作方法[9], 对

相关参数进行调整 , 具体如下：  细菌悬液浓度用

bioMérieux麦氏比浊仪调至 6.5~7.0; 取 240 μL菌悬液加入

60 μL 溶菌酶溶液(20 mg/mL), 用枪头轻轻混匀 , 放入

55~60 ℃水浴 10~20 min; 取出后每管加入 20 μL 的蛋白酶

K(20 mg/mL), 再加入 300 μL 溶化的 1% SKG:1% SDS 琼

脂糖制成胶块; 每 1 个胶块在 5 mLCLB/40 μL 蛋白酶 K  

(20 mg/mL)缓冲液中裂解 2.5 h; 使用 SmaI 限制性内切酶

(60 U), 30 ℃酶切 3~4 h; 电泳参数为 0.5~40 S, 19 h; 胶块

电泳后使用 GelRed 染色, 纯水脱色, 读取电泳图谱; 沙门

菌标准株 H9812 作为分子量标准。 

(6) 数据分析 

将 PFGE 图像录入 BioNumerics 7.0 进行处理, 识别图

像条带, 经同一的分子质量标准进行校准, 标定条带位置, 

必要时进行手工校正, 在 PFGE 图像中＜20.5kbp 的条带忽

略不计。PFGE 电泳图谱中, 每条泳道代表 l 株菌, 在限制

性内切酶的切割下, 不同的菌株会呈现不同的条带数和片

段大小。将条带数和位置相同的菌株归为同一 PFGE 型别。

用 BioNumerics 软件对电泳图像进行数据分析, 构建聚类

树状图。聚类图类型根据非加权配对算术平均法(UPGMA)

构建, 条带位置差异容许度设为 1.0%。 

3  结果与分析 

3.1  荧光定量 PCR 初筛 

对采集的 5 份粪便标本进行产气荚膜梭菌荧光定量

PCR 快速初筛检测, 结果 4 件粪便标本中产气荚膜梭菌核

酸检测阳性, Ct 值分别为; 21.45、25.38、25.59、31.05, 另

外 1 件粪便标本的产气荚膜梭菌核酸检测阴性, 线型为直

线, 位于基线以下。阳性对照 Ct 值是 24.17, 阴性对照无

Ct 值, 线型为直线。结果见图 2。 
 

 
 

图 2  5 份粪便标本产气荚膜梭菌的荧光定量 PCR 检测结果 

Fig.2  Detection of Clostridium perfringens in 5 stool specimens by 
fluorescence quantitative PCR 

 

3.2  镜检结果 

5 份粪便标本均在显微镜下可见紫色的革兰染色阳性

大杆菌, 菌体两端钝圆, 芽孢位于菌体中央, 视野中可见

散在的游离芽孢。 

3.3  菌落表型特性和鉴定结果 

5 份粪便标本划线接种于哥伦比亚血平板上, 37 ℃厌

氧过夜培养后均呈现产气荚膜梭菌的典型菌落。血平板上
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菌落呈乳白色, 边缘光滑, 较扁平, 菌落周围有一透明宽

大溶血环, 外层有一不透明的溶血环, 呈典型的双层溶血

环, 见图 3。挑取典型菌落传代培养后, 经全自动生化鉴定

系统鉴定均为产气荚膜梭菌(编号为 2017cp xc1~2017cp 

xc5)。5 株菌经质谱鉴定均为产气荚膜梭菌 , 得分在

2.000~2.400 之间。 

 

 
 

图 3  产气荚膜梭菌在哥伦比亚血平板上的典型菌落形态 

Fig.3  Typical colony form of Clostridium perfringens on columbia 
blood plate medium 

 

3.4  毒力基因结果 

这 5 个产气荚膜梭菌 DNA 经 PCR 扩增电泳后均出现

大小为 324、233 bp 的特异性条带, 与预期扩增出的 cpa、

cpe 基因片段大小一致。未扩增出针对 cpb、etx 和 iA 基因

的特异性条带, 表明这 5株菌均为携带肠毒素基因 cpe的A

型产气荚膜梭菌。结果见图 4。 
 

 
 

注: 1~5; 2017cp xc1~2017cp xc5, 6; 标准菌株 CHPC 1.002837,   

7; 阴性对照 

图 4  5 株产气荚膜梭菌的毒力基因检测结果 

Fig.4  Virulence genes detection of 5 Clostridium perfringens 
isolates 

 

3.5  PFGE 结果 

5 株产气荚膜梭菌基因组 DNA 经 SmaI 酶切后, 将

PFGE 图谱进行聚类分析, 结果见图 5。5 株菌的 PFGE 带

型完全一致, 提示这 5 株菌来自同一克隆群。 

 

 
 

图 5  5 株产气荚膜梭菌的 PFGE 聚类图 

Fig.5  Relationship of the 5 Clostridium perfringens isolates based on PFGE 

 

4  结论与讨论 

本研究对一起食物中毒事件中采集的 5 份粪便样本进

行了荧光定量 PCR 快速检测、传统的镜检和细菌的分离培

养鉴定, 对分离到的 5株产气荚膜梭菌进行了毒力基因检测

和 PFGE 分析, 为食物中毒的判定提供了可靠证据支持。 

荧光定量 PCR 技术已广泛应用于病原微生物检测, 

该方法具有快速、特异、敏感、自动化程度高等优点。在

食物中毒事件处置中, 可用于初筛, 帮助快速确定检测的

方向。本研究用荧光定量 PCR 方法在 4 份患者粪便标本中

检测到产气荚膜梭菌的核酸阳性, 而在细菌分离培养中  

5 份患者粪便中都分离到了产气荚膜梭菌, 2 种方法检测结

果存在一定差异 , 可能跟荧光定量 PCR 处理粪便制备

DNA 的方法有关。镜检虽然是传统方法, 但是在产气荚膜

梭菌食物中毒中也具有很好的初筛作用。因为产气荚膜梭

菌食物中毒的特点是病人带菌已达到一定数量级, 而且此

菌镜下特征明显, 其革兰阳性短杆菌、带有芽孢等特点较

易在镜下识别, 可快速与肠杆菌科细菌区分[3]。本研究中

由于粪便的量太少, 而没能直接进行产气荚膜梭菌的定量

检测, 存在一定的缺陷。 

本研究中分离到的 5 株菌均为携带肠毒素基因 cpe 的

A 型产气荚膜梭菌。只有大约 5%的 A 型产气荚膜梭菌能

够产生肠毒素[10], 产肠毒素的 A 型产气荚膜梭菌也是世界

范围内最常见的引起食物中毒的型别[7,11]。实验室检出多

个患者粪便中的 CPE 毒素也是产气荚膜梭菌食物中毒的

判定的一个重要证据[12,13]。 
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PFGE 广泛用于多种病原微生物的暴发溯源中, 在本

研究中也对分离到的 5 株产气荚膜梭菌进行 PFGE 实验。

目前, 产气荚膜梭菌还没有国际公认的 PFGE 标准操作方

案, 文献报道的产气荚膜梭菌的 PFGE 方案存在耗时长、

图谱质量差等缺点[14,15], 在本研究中通过优化单增李斯特

菌的 PFGE 方案建立了产气荚膜梭菌的 PFGE 方案, 对菌

悬液、溶菌酶使用量、蛋白酶 K 使用量、裂解时间进行优

化, 得到了理想的 PFGE 图谱。5 株菌的 PFGE 图谱完全一

致, 提示 5 株菌可能为同一来源, 为该起食物中毒事件的

判定提供了科学依据。 

目前我国对于产气荚膜梭菌食物中毒的判断标准只

能参照 WST 7-1996《产气荚膜梭菌食物中毒诊断标准及处

理原则》[16], 该标准年代久远, 存在一定的方法局限性, 动

物实验对实验室有特殊要求, 操作复杂耗时, 血清学方法

不能 100%对产气荚膜梭菌进行分型鉴定。随着新的检测

技术的应用, 荧光定量 PCR 的快速筛查、毒力基因的检测、

PFGE 图谱的分析为产气荚膜梭菌食物中毒的判定和溯源

提供了新的方法和思路。 
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