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产气荚膜梭菌质控样品的研制 
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(北京市理化分析测试中心, 北京市食品安全分析测试工程技术研究中心, 北京  100089) 

摘  要: 目的  制备产气荚膜梭菌质控菌株质控样品。方法  将产气荚膜梭菌菌悬液于 36 ℃厌氧培养至浓度

为 107 CFU/mL, 以 10%(m/m, 下同)脱脂奶粉、5%海藻糖、5%蔗糖、1%谷氨酸钠、0.5%抗坏血酸钠为菌体保

护剂, 使用冷冻干燥法制备冻干菌剂。依据 CNAS-CL03-A001:2019《能力验证提供者认可准则在微生物领域

的应用说明》, 通过均匀性、运输稳定性、储藏稳定性等指标对制备出的菌剂进行评价。结果  在均匀性实

验中样品 F 值为 3.00, 小于 F 临界值 F0.05(9,10)=3.02; 模拟运输稳定性实验中, 于 4、15 和 25 ℃温度下模拟

运输 5 d, 检验 t 值均小于临界值 t0.05(24)=2.0639; 在储藏稳定性实验中, 于 4、‒20 和‒80 ℃下储藏 28 d 内, 检

验 t 值均小于临界值 t0.05(24)=2.0639, 都符合标准要求。结论  制备的产气荚膜梭菌质控菌株均匀性、储藏稳

定性和运输稳定性良好, 可以作为实验室质控样品使用。 
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Preparation of the quality control samples for Clostridium perfringens 

REN Min#, LIU Yue#, WANG Qiu-Shui, DENG Jie, MA Kai, ZUO Jia, YUAN Li-Yan, GAO Li-Juan* 

(Beijing Center for Physical & Chemical Analysis, Beijing Engineering Research Center of Food Safety  
Analysis, Beijing 100089, China) 

ABSTRACT: Objective  To prepare quality control samples of Clostridium perfringens. Methods  The 

suspension of Clostridium perfringens was anaerobicly cultured at 36 ℃ to a concentration of 107 CFU/mL. Using 

10% (m/m, the same below) skim milk powder, 5% trehalose, 5% sucrose, 1% sodium glutamate and 0.5% sodium 

ascorbate as bacterial protective agents, the lyophilized bacterial agent was prepared by freeze-drying method. 

According to CNAS-CL03-A001:2019 Specification for application of accreditation criteria for proficiency testing 

providers in the field of microbiology, the prepared microbial agents were evaluated by the uniformity, transportation 

stability, storage stability and other indicators. Results  In the uniformity experiment, the F value of the sample was 

3.00, which was less than the critical F value F0.05(9,10)=3.02. In the simulation transportation stability experiment, 

the simulated transportation was carried out at 4, 15 and 25 ℃ for 5 days, and the test t value of the sample was less 

than the critical value t0.05(24)=2.0639. In the storage stability experiment, within 28 days of storage at 4, ‒20 and 

‒80 ℃, the test t value was less than the critical value t0.05(24)=2.0639, which all met the standard requirements. 
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Conclusion  The prepared quality control strain of Clostridium perfringens has good uniformity, storage stability 

and transportation stability, and can be used as a laboratory quality control sample. 

KEY WORDS: Clostridium perfringens; quality control samples; freeze-drying 
 
 

0  引  言 

产气荚膜梭菌(Clostridium perfringens), 又称魏氏梭

菌(Clostridium welchii), 是一种革兰氏阳性(G+), 且可以产

生芽孢的厌氧致病菌[1‒2], 产气荚膜梭菌广泛存在于空气、

污水、土壤、各种食品以及动物和人类的胃肠道中, 是导

致食源性疾病和人类食物中毒、非食源性腹泻及创伤性气

性坏疽的主要病原菌之一[3‒5]。 

近年来, 食品安全越来越引起人们的关注, 食源性

疾病的爆发与食品安全紧密相连, 促使人们对影响健康

的致病菌更为重视。产气荚膜梭菌是一种食源性致病菌, 

每年都有大量的动物因感染产气荚膜梭菌而死亡 [6‒7]。

产气荚膜梭菌因能造成食品胀袋、腐败而受到广泛关注, 

尤其是其芽孢是在环境胁迫(如低温/干燥或营养缺乏等)

下形成的一种微生物休眠体 [7]。芽孢的热抵抗力很强 , 

可以在 114 ℃的高温下存活 1~4 h。该菌在普通营养琼

脂上就可以生长, 在液体培养基中大量产生 CO2 和 H2, 

创造厌氧环境 , 促进自身增殖 [8]。且形成的芽孢对各种

胁迫因素(如高温、高压、有毒化学物质和辐射)具有极

强的抗逆性 [9‒10], 不易杀死 , 在适宜条件下萌发并产生

毒性, 对食品安全产生极大威胁。 

产气荚膜梭菌产生的外毒素是其主要的致病因子[3,12‒13]。

该菌产生的毒素一旦出现在肠道内, 就会与肠上皮细胞的受

体结合, 进入到细胞膜内, 毒素随后改变细胞膜的渗透性, 

导致肠胃炎, 主要症状包括腹泻腹痛, 也可能出现恶心、呕吐、

发烧。但对幼儿、老人和病患可能致命[14‒15]。 

目前在食品安全检测和环境污染控制监测过程中 , 

质 量 保 证 和 质 量 控 制 的 要 求 也 越 来 越 高 。 GB 

4789.13—2012《食品安全国家标准 食品微生物学检验 产

气荚膜梭菌检验》和 GB 8538—2016《食品安全国家标准 

饮用天然矿泉水检验方法》在检测食品或饮用天然矿泉水

中产气荚膜梭菌时, 需要用产气荚膜梭菌标准菌株作为阳

性对照, 以保证检验结果的准确性。GB/T 5750.12《生活

饮用水标准检验方法 微生物指标》中也新增了产气荚膜

梭菌的检验方法, 新修订标准即将发布。复杂的食品基质、

水基质或其他因素可能会影响检测结果的准确性, 所以在

检测过程中需要稳定的微生物质控样品对整个检验过程进

行质量控制, 从而保证检验数据的准确性和有效性。目标

微生物质控菌株在检测过程中为质量控制的进行和数据的

准确性提供了重要参考依据。目前市场上还缺少成熟、稳

定的产气荚膜梭菌质控菌株来指导实验人员完成质量控制

实验, 所以研制一款性状稳定且数量明确的产气荚膜梭菌

质控菌株显得尤为重要。本研究详述了产气荚膜梭菌的研

制过程, 并对其均匀性、稳定性进行了考察, 以证明此方

法制备的冻干菌剂可以作为质控标准菌株满足实验室质控

要求, 又可以用于微生物日常检测工作中阳性对照实验, 

以期为产气荚膜梭菌的准确检测提供参考依据。 

1  材料与方法 

1.1  仪器与试剂 

VaCo2 型冷冻干燥机(德国 ZIRBUS 科技股份有限

公司); SQP 型电子天平(德国赛多利斯科学仪器有限公

司); BHC-1600 IIA/B3 型生物安全柜(AIRTECH 苏州安

泰空气技术有限公司); AW200SG 型厌氧培养工作站(英

国依莱泰科公司); 5430R 型低速自动平衡离心机(艾本

德中国有限公司); MDF-C8V1 型-80 ℃超低温冰箱(松下

电器中国有限公司); LRH-150 型生化培养箱(上海一恒

科学仪器有限公司)。 

产 气 荚 膜 梭 菌 (Clostridium perfringens, CICC 

22949)、D-海藻糖 (纯度≥98.0%)、脱脂奶粉 (纯度≥

99.0%)、L-谷氨酸钠(纯度≥98.0%)、蔗糖(纯度≥99.9%)、

抗坏血酸钠 (纯度≥99.0%)(北京索莱宝科技有限公司 ); 

胰月示 -亚硫酸盐 -环丝氨酸琼脂基础 (tryptose sulfite 

cycloserine, TSC)、脑-心浸出液肉汤(brain heart infusion, 

BHI)(北京陆桥技术股份有限公司 ); 磷酸盐缓冲液

(phosphate buffer saline, PBS)(美国 BD 公司)。 

1.2  乳粉中质控样品的制备及验证 

1.2.1  产气荚膜梭菌质控样品的生产制备流程 

将产气荚膜梭菌CICC 22949划线接种于血平板, 36 ℃

厌氧培养过夜。用接种环刮取菌苔接种于 BHI 肉汤, 36 ℃

厌氧培养过夜, 得到 107 CFU/mL 的菌悬液。量取 200 mL

超纯水, 按质量比例加入 10%脱脂奶粉、5%海藻糖、5%

蔗糖、1%谷氨酸钠、0.5%抗坏血酸钠, 加热煮沸作为保

护剂, 放凉备用。将产气荚膜梭菌新鲜培养的 BHI 菌液

以 4000 r/min 离心 5 min, 倾倒弃上清液获得菌体。加入

200 mL 保护剂将菌体重旋并充分混匀, 按 2 mL/瓶分装

至 20 mL 西林瓶中。 

−80 ℃预冻 4 h, 使混悬液冷冻凝结。放入真空冷冻干

燥机中冻干过夜, 待样品充分干燥后取出, 密封压盖冷藏。

以此方法制成每瓶菌含量为 105 CFU 的样本(以此方法制

成菌含量为 3.2×105 CFU/g 的样本。) 
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1.2.2  产气荚膜梭菌质控样品的均匀性实验 

随机抽取 105 CFU/瓶质控样品 10瓶, 每瓶加入 10 mL 

PBS 缓冲液, 将产气荚膜梭菌冻干物充分溶解, 进行适当梯

度稀释后, 取 1 mL 于平皿中, 倾注 TSC 培养基, 置 36 ℃厌

氧培养 24 h, 进行菌落计数, 每个样品重复测试 2 次。根

据 CNAS-CL03-A001:2019 《能力验证提供者认可准则在

微生物领域的应用说明》对结果进行单因子方差分析, 评

价样品的均匀性。 

1.2.3  运输条件稳定性模拟实验 

模拟实验周期为 5 d。样品分别保存在 4、15 和 25 ℃

环境, 每个温度随机抽取 3 个样品, 每个样品重复 2 次, 每

天进行菌落计数, 以验证此温度下产气荚膜梭菌质控样品

的稳定性能否满足考核要求。根据 CNAS-GL002 对结果进

行 t 检验分析, 评价样品的稳定性。 

1.2.4  储藏稳定性的模拟实验 

将制备的产气荚膜梭菌质控样保存于 4、‒20 和‒80 ℃, 

连续 28 d, 每 7 d 对产气荚膜梭菌的质控样品取出进行检

验, 每个温度随机抽取 2 个样品, 每个样品重复 2 次, 观察

其检出率的变化。 

1.2.5  统计学数据分析 

实验涉及的 F 值计算、 t 检验等计算方法参考

CNAS-CL03-A001:2019《能力验证样品提供者认可准则在

微生物领域的应用说明》[16‒20]。 

(1)样品均匀性检验 

均匀性检验采用单因子方差分析。 

为检验样品的均匀性, 抽取 i 个样品(i=1、2、……m),

每个样品在重复条件下测试 j 次(j=1、2、……m)。  每个样品测试平均值:  𝑥నഥ =  𝑥୧୨/𝑛
ୀଵ  

全部样品测试总平均值: �̿� =  �̅�ଵ/𝑚
ୀଵ  

测试总次数: 𝑁 =  𝑛୧
  

样品间平方和: 𝑆𝑆ଵ =  𝑛୧
ୀଵ (�̅�୧ − �̿�)ଶ 

均方: 𝑀𝑆ଵ = 𝑆𝑆ଵ𝑓ଵ  

样品内平方和: 𝑆𝑆ଶ = 
ୀଵ (𝑥୧୨ − �̅�୧)ଶ

ୀଵ  

均方: 𝑀𝑆ଶ = 𝑆𝑆ଶ𝑓ଶ  

自由度: 𝑛ଵ = 𝑚 − 1 , 𝑛ଶ = 𝑚 − 1 

统计量 ∶  𝐹 = 𝑀𝑆ଵ𝑀𝑆ଶ 

(2)样品稳定性检验 

稳定性检验采用 t 检验法。𝑡 = |௫మି௫భ|ට(భషభ)ೞభమశ(మషభ)ೞమమభశమషమ ·భశమభ·మ  

式中: 𝑥ଵ—第一次测试数据的平均值;  𝑥ଶ—第二次测试数据的平均值;  𝑠ଵ—第一次测试数据的标准偏差;  𝑠ଶ—第二次测试数据的标准偏差;  𝑛ଵ—第一次测试次数;  𝑛ଶ—第二次测试次数。 

注: 为了保证平均值和标准偏差的准确度, 𝑛ଵ和𝑛ଶ均
≥6。 

若 t <显著性水平 α(通常 α=0.05)自由度为 n1+n2-2 的

临界值𝑡ಉమ(n1+n2-2), 则 2个平均值之间无显著差异, 表明样

品是稳定的。 

2  结果与分析 

2.1  样品均匀性的检验结果 

对 10 瓶样品均匀性检测, 样品中菌落总数的平均值

为 1.59×105 CFU/瓶(3.2×105 CFU/g)。根据 1.2.5 中的方法, 

使用 SPSS 软件计算, 样品 F 值为 3.00, 小于 F 临界值

F0.05(9,10)=3.02, 表明该样品符合均匀性的要求。具体见表

1 所示。 

 
表 1  稀释 102 均匀性测试结果(CFU/mL) 

Table 1  Homogeneity of the 100 times dilution sample(CFU/mL) 

样品序号 a b 
结果 a 对数 

转换值 

结果 b 对数

转换值 

1 197 214 2.294 2.330 

2 180 166 2.255 2.220 

3 170 151 2.230 2.178 

4 184 180 2.264 2.255 

5 157 116 2.195 2.064 

6 180 162 2.255 2.209 

7 204 153 2.309 2.184 

8 165 170 2.217 2.230 

9 151 147 2.178 2.167 

10 149 130 2.173 2.113 

总平均值 2.221 

注: 其中 a、b 代表一个样品的 2 次重复测试。 

 
均匀性 F 临界值 F0.05(9,10)=3.02, 计算 F 值为 3.00, 

该值＜F 临界值, 表明在 0.05 显著水平时, 菌剂是均匀的。

具体见表 2 所示。 

 
表 2  均匀性统计分析结果 

Table 2  Statistical analysis results of homogeneity 

方差来源 自由度 平方和 均方 Ss 

样品间 9 0.059 0.0066 
3.00 

样品内 10 0.022 0.0022 
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2.2  质控样品运输稳定性检验 

将 2.1 中均匀性检验数据作为稳定性检验的第一次测试

数据(即表 4 中的计数结果平均值对数𝑥ଵ)。模拟运输条件放置

5 d, 每天分别从 4、15、25 ℃样品中各随机抽取 3 个样品, 5 d

合计45个样品, 每个样品在重复条件下进行稳定性检验测试2

次, 计数结果平均值对数统一称为。测试结果见表 3 和表 4。 

 
表 3  菌剂稀释 102 运输稳定性测试结果(CFU/mL) 

Table 3  Transport stability of the 100 times dilution sample (CFU/mL) 
 

温度/℃ 样品 1 d 2 d 3 d 4 d 5 d 

4 

1 27 33 10 18 32 43 39 45 35 31 

2 20 16 14 18 35 28 37 60 43 49 

3 18 14 12 17 12 12 47 35 24 23 

15 

4 24 7 16 13 23 15 18 43 22 22 

5 36 30 18 21 20 18 26 22 35 29 

6 14 18 19 22 16 13 19 30 19 22 

25 

7 18 15 19 10 30 22 39 35 20 29 

8 27 12 16 19 23 20 24 20 23 29 

9 17 22 18 13 17 18 50 41 22 24 

 
表 4  菌剂稀释 100 运输稳定性检验分析结果(对数值) 

Table 4  Results of transport stability of the 100 times dilution sample(logarithmic value) 

 
4 ℃ 15 ℃ 25 ℃ 

1 d 2 d 3 d 4 d 5 d 1d 2 d 3 d 4 d 5 d 1 d 2 d 3 d 4 d 5 d 

𝑥ଵ 2.221 

𝑥ଶ 1.329 1.171 1.431 1.642 1.534 1.332 1.259 1.243 1.421 1.395 1.267 1.200 1.336 1.542 1.389𝑠ଵ 23.253 𝑠ଶ 6.625 3.078 11.518 8.375 9.459 9.725 3.023 3.304 8.498 5.459 4.856 3.337 4.269 10.189 3.403𝑛ଵ 20 𝑛ଶ 6 

t 0.09 0.11 0.08 0.06 0.07 0.09 0.10 0.10 0.08 0.08 0.10 0.01 0.09 0.07 0.09

 
根据 1.2.5 中的方法计算, 在 0.05 显著水平下, 自由

度为 24 的临界值 t0.05(24)=2.0639。上述计算得出的 4、15

和 25 ℃模拟运输温度下, 在模拟运输的第 1、2、3、4 和

5 d 检验 t 值均小于临界值 t0.05(24)=2.0639, 表明 2 个平均

值之间无显著差异, 模拟运输过程中样品是稳定的, 稳定

性可以满足能力验证的要求。 

2.3  质控样品储藏稳定性检验 

冻干燥后 0 d 计数结果为 105 CFU/瓶(3.2×105 CFU/g), 

标记为第一次测试结果。同 2.2 中运输稳定性评价原则一

致, 将 2.1 中均匀性检验数据作为稳定性检验的第一次测

试数据(即表 4中的计数结果平均值对数𝑥ଵ)。储藏条件 4、

‒20 和‒80 ℃下保存连续 28 d, 分别于第 7、14、21 和 28 d

从 4、‒20 和‒80 ℃样品中各随机抽取 3 个样品, 合计 36

个样品, 每个样品在重复条件下进行稳定性检验测试 2 次, 

计数结果平均值对数统一称为𝑥ଶ, 标记为第 2 次测试结

果。测试结果见表 5 和表 6。 

 
表 5  菌剂稀释 102 储藏稳定性测试结果(CFU/mL) 

Table 5  Storage stability of the 100 times dilution sample 
(CFU/mL) 

温度/℃ 样品 7 d 14 d 21 d 28 d 

4 
1 32 19 32 32 47 37 51 30

2 39 25 37 31 31 28 46 35

 3 30 28 35 38 40 35 48 38

‒20 
4 59 62 63 54 30 43 75 46

5 56 67 71 68 42 58 23 41

 6 58 66 68 61 55 43 33 41

‒80 
7 38 45 64 54 17 27 30 32

8 62 51 35 60 22 38 33 48

 9 40 43 50 41 38 41 35 41
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表 6  菌剂稀释 102 储藏稳定性检验 t 检验分析结果 
Table 6  The t test results of storage stability of the 100 times dilution sample 

 4 ℃ ‒20 ℃ ‒80 ℃ 

 7 d 14 d 21 d 28 d 7 d 14 d 21 d 28 d 7 d 14 d 21 d 28 d 

𝑥ଵ 2.221 

𝑥ଶ 1.460 1.534 1.560 1.611 1.788 1.807 1.655 1.635 1.667 1.705 1.484 1.562 𝑠ଵ 23.253 𝑠ଶ 6.149 2.672 6.155 7.151 4.069 5.640 9.227 16.025 8.057 10.127 9.032 6.185 𝑛ଵ 20 𝑛ଶ 6 

t 0.07 0.07 0.07 0.06 0.04 0.04 0.06 0.06 0.06 0.05 0.08 0.07 

 
用 t 检验法进行判定。在 0.05 显著水平下, 自由度为

24 的临界值 t0.05(24)=2.0639。上述计算得出的 4、‒20 和‒80 ℃

储藏温度下, 在储藏的第 7、14、21 和 28 d 检验 t 值均小

于临界值 t 0.05(24)=2.0639, 表明 2 个平均值之间无显著差

异, 样品是稳定的, 稳定性可以满足能力验证的要求。 

3  结论与讨论 

本研究研制的产气荚膜梭菌质控样品通过均匀性、储

藏稳定性和运输稳定性检验, 证实制备的菌剂样品均匀、

储藏稳定性和运输稳定性良好, 满足标准要求, 可用于实

验室能力验证考核。此外在样品制备过程中需注意选择容

量适宜的西林瓶 , 加入含有保护剂菌液的体积以不超过  

5 mm 左右高度为宜, 否则过高的液面可能导致样品冻干

过程不够充分, 含水量过高影响储存; 将预冻好的样品转

移到冻干机中进行冻干的操作应尽量迅速并佩戴隔温手套, 

且冻干机中的托盘也应提前一同预冷, 否则可能导致样品

在冻干步骤开始之前出现化冻, 会导致冻干效果不佳而影

响样品的储藏。 
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