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摘　 要:目的 　 了解辽宁省食品中产气荚膜梭菌污染状况、血清型及毒素基因携带特征。 方法 　 在辽宁省 6 个市

采集生畜肉和冷冻鱼糜制品样品 260 份,依据 GB
 

4789. 13—2012 方法进行产气荚膜梭菌检测,同时采用生化和荧

光定量聚合酶链式反应(PCR)方法进行菌种鉴定;提取菌体 DNA,采用 PCR 方法进行毒素基因分型检测;并针对

16S
 

rRNA 基因序列进行进化树分析。 结果 　 260 份不同食品样品中检出 15 株产气荚膜梭菌,总检出率为 5. 8%,
其中生羊肉检出率最高,为 29. 0%(9 / 31)。 所有菌株均检出 α 毒素,其中仅检出 α 毒素的菌株占 66. 7% (10 / 15),
为 A 型产气荚膜梭菌;同时检出 α 毒素和 β 毒素菌株占 33. 3%(5 / 15),为 C 型菌株。 总计 6 株菌检出 β2 毒素,包

括 4 株 A 型菌和 2 株 C 型菌;肠毒素 CPE 基因的检出率为 6. 7%(1 / 15);16S
 

rRNA 进化分析得出携带同一毒素基

因的菌株遗传关系较近。 结论 　 辽宁省生畜肉和冷冻鱼糜制品中均检出产气荚膜梭菌,其中生畜肉污染较严重,
且主要为 A 型菌和 C 型菌,引起食物中毒风险高,对食品安全构成潜在的威胁,应加强监测与防控。
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in
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ZHANG
 

Meimei
( Liaoning

 

Center
 

for
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Abstract:
  

Objective　 To
 

understand
 

the
 

contamination
 

status,
 

serotype
 

and
 

toxin
 

genes
 

characteristics
 

of
 

Clostridium
 

perfringens
 

(C.
 

perfringens)
 

in
 

food
 

samples
 

in
 

Liaoning
 

Province.
 

Methods 　 A
 

total
 

of
 

260
 

samples
 

of
 

raw
 

meat
 

and
 

frozen
 

surimi
 

products
 

were
 

collected
 

from
 

6
 

cities
 

in
 

Liaoning
 

Province.
 

The
 

samples
 

were
 

tested
 

for
 

C.
 

perfringens
 

according
 

to
 

the
 

national
 

food
 

safety
 

standard
 

GB
 

4789. 13—2012.
 

At
 

the
 

same
 

time,
 

the
 

C.
 

perfringens
 

strains
 

were
 

identified
 

by
 

biochemical
 

and
 

fluorescent
 

quantitative
 

PCR
 

method.
 

Genotyping
 

of
 

toxin
 

gene
 

was
 

detected
 

by
 

PCR
 

method,
 

and
 

phylogenetic
 

tree
 

analysis
 

was
 

carried
 

out
 

for
 

16S
 

rRNA
 

gene
 

sequence.
 

Results　 A
 

total
 

of
 

15
 

C.
 

perfringens
 

strains
 

were
 

detected
 

and
 

the
 

total
 

detection
 

rate
 

was
 

5. 8%
 

in
 

260
 

food
 

samples.
 

The
 

highest
 

detection
 

rate
 

was
 

29%
 

( 9 / 31)
 

in
 

raw
 

mutton.
 

The
 

result
  

of
 

toxin
 

test
 

showed
 

that
 

all
 

strains
 

detected
 

α
 

toxin.
 

The
 

detection
 

rate
 

of
 

type
 

A
 

strains
 

( α
 

toxin)
 

was
 

66. 7% ( 10 / 15) .
 

The
 

detection
 

rate
 

of
 

type
 

C
 

strains
 

( α
 

toxin
 

and
 

β
 

toxin)
 

was
 

33. 3% ( 5 / 15) .
 

There
 

were
 

6
 

strains
 

detected
 

β2
 toxin,

 

including
 

4
 

strains
 

of
 

type
 

A
 

and
 

2
 

strains
 

of
 

type
 

C.
 

The
 

detection
 

rate
 

of
 

enterotoxin
 

CPE
 

was
 

6. 7%
 

(1 / 15) .
 

The
 

16S
 

rRNA
 

analysis
 

showed
 

that
 

the
 

genetic
 

relationship
 

of
 

the
 

strains
 

carrying
 

the
 

same
 

toxin
 

gene
 

was
 

close.
 

Conclusion 　 C.
 

perfringens
 

strains
 

were
 

detected
 

in
 

raw
 

animal
 

meat
 

and
 

frozen
 

surimi
 

products
 

in
 

Liaoning
 

Province,
 

and
 

the
 

pollution
 

of
 

raw
 

animal
 

meat
 

was
 

serious.
 

Moreover,
 

there
 

was
 

a
 

high
 

risk
 

of
 

food
 

poisoning
 

mainly
 

posed
 

by
 

type
 

A
 

and
 

type
 

C
 

strains.
 

Therefore,
 

monitoring,
 

prevention
 

and
 

control
 

should
 

be
 

strengthened.

Key
 

words:
 

Clostridium
 

perfringens;
 

Genotyping;
 

α
 

toxin

　 　 产气荚膜梭菌 (Clostridium
 

perfringens) 也称魏

氏梭菌 (Clostridium
 

welchii) ,是一种可引起人畜共

患病的食源性致病菌,在人、动物肠道和粪便及外环

境中可大量繁殖[ 1] 。 产气荚膜梭菌形成的芽孢[ 2] ,能
够稳定存在,抗逆性极强,而且在食品杀菌过程中也

很难消灭,可引起人类食物中毒、伤口气性坏疽等疾

病,严重威胁人类健康[ 3] 。 产气荚膜梭菌致病性与多

种外毒素和酶类有关,包括 α、β、ε、ι、θ、γ、η、δ、κ、λ、
μ 和 ν 等,据报道目前有 16 种之多[ 4] ,其中致死毒素

主要包括 α、β、ε、ι,这 4 个毒素是菌株血清分型的依

据,可将其分为 A(α)、B( α,
 

β,
 

ε)、C( ɑ,
 

β)、D( α,
 

ε)、 E ( ɑ,
 

ι ) 5 种 血 清 型[ 5,6] ; 还 包 括 肠 毒 素

(Clostridium
 

perfringens
 

enterotoxin,CPE)和 β2 毒素等

致病性毒素,近年来有报道称这两种毒素具有细胞毒

性并与疾病的严重程度相关[ 6] 。 近年来人们对食品

安全问题的关注度越来越高,但尚未见有关辽宁省食

品中产气荚膜梭菌污染情况等相关报道,因此本研究

对辽宁地区食品中产气荚膜梭菌流行概况、毒素基因

携带情况以及菌株间的分子特征进行研究,可以填补

产气荚膜梭菌流行现状、基因型分布特点的研究空

缺,为食品污染监测提供数据支持,同时对食源性疾

病防制具有重要意义。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 主要仪器
 

生物显微镜购自德国徕卡、普通 PCR 基因检测

仪购自江苏硕世生物科技股份有限公司、普通电泳

仪购自上海六一电泳厂、细菌生化系统鉴定仪购自

法国梅里埃、Real-time
 

PCR 扩增仪购自美国 ABI 公

司、台式冷冻离心机购自德国 Hermle、凝胶成像系

统购自美国伯乐。
1. 1. 2　 试剂与培养基

哥伦比亚血平板(英国 Oxoid 公司) ;ANC 鉴定

卡( 法国 BioMérieux 公司) ; Go
 

Taq qPCR
 

Master
 

Mix( 美国 Promega 公司 ) ; DNA 凝胶回收试剂盒

( Axygen 公司) ;DNAMarker(大连 TaKaRa 公司) ;金
琼脂糖粉(美国 Lonza 公司) 。
1. 1. 3　 菌株来源

2019 年在辽宁省 6 个市开展产气荚膜梭菌污

染监测,对 132 份生畜肉和 128 份冷冻鱼糜制品总

计 260 份样品进行了检测,检出 15 株产气荚膜梭

菌。 样品来自于超市、零售店、农贸市场、网购店和

餐饮,覆盖城市和农村。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 菌株分离

参照 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》进行样品

制备与稀释,吸取各稀释液 1
 

mL 加入无菌平皿内,
每个平皿倾注冷却至 50

 

℃ 的 TSC 琼脂 15
 

mL,充分

混匀。 待琼脂平板凝固后,再加 10
 

mL 冷却至 50
 

℃
的 TSC 琼脂均匀覆盖平板表层。 待琼脂凝固后,正
置于厌氧培养装置内,36

 

℃ 培养 24
 

h。
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1. 2. 2　 菌株鉴定

从菌株冻存管中挑取磁珠,分别涂抹于哥伦比

亚血平板上,置于厌氧条件下,培养过夜。 然后挑

取典型单个菌落于血平板传代培养后用于菌株的

鉴定。 取无菌生理盐水 1 滴,将单个菌落溶解后进

行染色镜检,同时制作菌悬液,细菌生化系统鉴定

仪内对菌株进行生化分析。
1. 2. 3　 荧光定量 PCR 检测

分别挑取 3 ~ 5 个纯培养菌落, 充分溶解于

300
 

μL
 

DEPC 处 理 水 中, 100
 

℃ 煮 沸 10
 

min,
12

 

000
 

r / min 离心 5
 

min,取上清即为 DNA 模板。
按照荧光定量 PCR 检测试剂盒进行检测。
1. 2. 4　 16S

 

rRNA 同源性鉴定分析

利用 16S
 

rRNA 引物对提取的 DNA 进行扩增,对
全部扩增产物进行回收纯化,送至北京天一辉远生物

科技有限公司进行序列测序。 在数据库 GenBank 中,
对测得序列进行 BLAST 比对分析,以便进一步明确

菌株种类。 采用 DNA
 

Star5 软件将本研究代表菌株

序列与数据库 GenBank 中不同地区菌株序列进行差

异性比对,在选择 MP 法于 MEGA7 软件中构建系统

发育树,进一步明确菌株间的遗传关系。
1. 2. 5　 毒力基因扩增

采用 PCR 方法扩增 α、β、ε、ι、CPE 和 β2
 6 种毒

素对应的 cpa、cpb、etx、iA、cpe 和 cpb2 基因,扩增引物

序列 [ 7] 及目的片段长度见表 1,引物由英潍捷基(上

海)贸易有限公司合成。 PCR 扩增体系( 25
 

μL) :包
括 Premix

 

Ex
 

Taq
 

12. 5
 

μL, 上 下 游 引 物 各 1
 

μL
(10

 

pmol / μL) ,DNA 模板 5
 

μL,用 DEPC 水补足至

25
 

μL。 PCR 扩增参数:94
 

℃ 预变性 5
 

min;94
 

℃ 变

性 1
 

min;55
 

℃ 退火 30
 

s;72
 

℃ 延长 1
 

min;循环数

35,72
 

℃ 延长 10
 

min。 取扩增后产物 6
 

μL,在 110
 

V
下,使用 1. 2%琼脂糖凝胶电泳 30

 

min,DNA
 

marker
为 DL2000,置于凝胶成像系统内观察结果。

表 1　 扩增引物序列表

Table
 

1　 The
 

sequence
 

of
 

amplification
 

primers
基因 引物序列( 5′-3′) 目的片段长度 / bp

cpa

cpb

etx

iA

cpe

cpb2

F:
 

GCTAATGTTACTGCCGTTGA
R:

 

CCTCTGATACATCGTGTAAG
F:

 

GCGAATATGCTGAATCATCTA
R:

 

GCAGGAACATTAGTATATCTTC
F:

 

GCGGTGATATCCATCTATTC
R:

 

CCACTTACTTGTCCTACTAAC
F:

 

ACTACTCTCAGACAAGACAG
R:

 

CTTTCCTTCTATTACTATACG
F:

 

GGAGATGGTGGATATTAGG
R:

 

GGACCAGCAGTTGTAGATA
F:

 

AGATTTTAAATATGATCCTAACC
R:

 

CAATACCCTTTCACCAAATACTTC

324

196

655

446

233
 

567

2　 结果与分析

2. 1　 产气荚膜梭菌检出情况

本次食品中产气荚膜梭菌污染风险调查共检

测 260 份样品,从其中 15 份样品中分离鉴定出产气

荚膜梭菌菌株,总检出率 5. 8%。 其中生畜肉类检

出率 10. 8% ( 14 / 130) ,冷冻鱼糜制品类检出率为

0. 8%(1 / 130) ,具体见表 2。

表 2　 产气荚膜梭菌污染情况

Table
 

2　 Contamination
 

of
 

Clostridium
 

perfringens
食品类别 样品名称 数量 阳性数 检出率 / %

生畜肉

冷冻鱼糜制品

总计

生猪肉 68 4 5. 9
生牛肉 31 1 3. 2
生羊肉 31 9 29. 0
鱼丸 100 1 1. 0
虾丸 14 0 0. 0

蟹肉棒 7 0 0. 0
海螺丸 9 0 0. 0

260 15 5. 8

2. 2　 菌株鉴定

2. 2. 1　 镜检结果

G + 粗大杆菌,多呈现单个或成双排列分布,少
见链 状, 菌 体 两 端 多 钝 圆, 无 鞭 毛、 未 见 芽 孢

(图 1) 。

图 1　 革兰染色下的细菌形态( ×100)
Figure

 

1　 Gram
 

staining
 

result
 

( ×100)

2. 2. 2　 生化分析

经生化鉴定 15 株疑似菌株均为产气荚膜梭菌,
生化特征符合。 其中乳糖、山梨醇、蔗糖、还原性硝

酸盐试验、葡萄糖均为阳性,而甘露醇、半固体试验

结果为阴性,不具备运动力,可产生 H2 S, 并液化

明胶。
2. 2. 3　 荧光定量 PCR 检测

对 15 株疑似产气荚膜梭菌进行荧光定量 PCR
检测,结果全部为产气荚膜梭菌,Ct 值为 23 ~ 32,阴
性和阳性对照均符合预期结果,见图 2。
2. 3　 16S 系统发育树构建

利用 16S
 

rRNA 引物对菌株 DNA 进行 PCR 扩

增,均获得大小约为 1
 

500
 

bp 预期片段。 16S
 

rRNA
序列 测 定 后 经 BLAST 在 线 比 对 分 析, 各 菌 株 与

Clostridium
 

perfringens(GenBank 登录号为 NR113204、
JN792327、MG462894 等)同源性达 99%,进一步验证
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图 2　 15 株产气荚膜梭菌荧光定量 PCR 结果

Figure
 

2　 The
 

results
 

of
 

15
 

Clostridium
 

perfringens
 

strains
 

by
 

fluorescence
 

quantitative
 

PCR

本研究中分离株均为产气荚膜梭菌。 经 16S
 

rRNA 序

列分析得出产气荚膜梭菌分离株之间的同源性很

高,最高可达到 100%。 选取携带有不同毒素基因

的分离株序列与 GenBank 数据库中下载的不同地

区代表株序列比对分析,从而构建系统发育树。 从

系统发育树(图 3) 可以发现,整个树状图主要由 2
个大的分支组成,携带有不同毒素基因的分离株处

于不同的独立小分支,其中不同血清型的 A 型菌株

和 C 型菌株均位于不同的大的分支上,分别与地界

各地的代表株有着较近的遗传距离 [ 8] ,具有密切的

进化关系。

图 3　 16S 序列构建的系统发育树

Figure
 

3　 Phylogenetic
 

tree
 

constructed
 

by
 

16S
 

sequence

2. 4　 毒素基因检测

利用 6 种致病毒素基因 ( cpa、 cpb、 etx、 iA、 cpe
和 cpb2)引物对 15 份菌株 DNA 分别进行 PCR 扩

增,电泳结果图 4 ~ 7。 扩增结果显示:15 份菌株

DNA 均扩增出 cpa 引物的预期目的片段,大小约

为 324
 

bp,表明所有分离菌株均检出 α 毒素 ( 图

4) 。 图 5 可见 2、3、10、13 泳道扩增出 cpb 引物的

预期目的片段,大小约为 196
 

bp,表明检出 β 毒素

基因。 etx 和 iA 毒素基因未检出。 血清分型结果

显示 66. 7%分离株( 10 / 15)为 A 型菌,33. 3%分离

株( 5 / 15)为 C 型菌,未见其他型别。 分离株中检

出 CPE 和 β2 毒素基因,其中 1 株检出 CPE 毒素基

因,检出率为 6. 7% ,为 A 型菌( 图 6) ;6 株检出 β2

毒素基因,包括 2 株 C 型菌和 4 株 A 型菌( 图 5) ,
检出率为 40% ,未见 CPE 和 β2 毒素基因同时检出

菌株。

注:M 为 DL2000
 

Marker;1 ~ 15 泳道:1 ~ 15 号分离株;16 泳道:阴性对照

图 4　 cpa 毒素基因扩增结果

Figure
 

4　 The
 

amplification
 

results
 

of
 

cpa
 

toxin
 

genes

注:M 为 DL2000
 

Marker;1 ~ 15 泳道:1 ~ 15 号分离株;16 泳道:阴性对照

图 5　 cpb 毒素基因扩增结果

Figure
 

5　 The
 

amplification
 

results
 

of
 

cpb
 

toxin
 

genes
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注:M 为 DL2000
 

Marker;1 ~ 15 泳道:1 ~ 15 号分离株;16 泳道:阴性对照

图 6　 CPE 毒素基因 PCR 结果

Figure
 

6　 The
 

PCR
 

results
 

of
 

CPE
 

toxin
 

genes

注:M 为 DL2000
 

Marker;1 ~ 15 泳道:1 ~ 15 号分离株;16 泳道:阴性对照

图 7　 β2 毒素基因 PCR 结果

Figure
 

7　 The
 

PCR
 

results
 

of
 

β2
 toxin

 

genes

3　 讨论

产气荚膜梭菌是重要的食源性病原菌之一,可
导致暴发性的食物中毒,且儿童和老人较易感染,
食品中的肉及肉类产品中污染率最高,是引起食物

中毒的主要来源。 不仅可污染熟肉制品,而且更容

易污染原料肉。 在 2019 年辽宁省食品风险监测中,
在 6 个市采集生畜肉类和冷冻鱼糜制品 260 份,检
获 15 株产气荚膜梭菌菌株,检出时间分布在 3 - 11
月,未发现明显季节性。 其中 9 株从鲜羊肉中分离

出,占比 60%;4 株从鲜猪肉中检获,占比 26. 7%;分
别从生牛肉和鱼丸中分离出 1 株菌,占 13. 3%。 其

中生羊肉的检出率最高,为 29. 0% ( 9 / 31) 。 样品均

采自于各大农贸市场、超市、餐饮等,可见目前市场

中出售的生肉类中产气荚膜梭菌污染情况较为严

重,污染可能源自养殖场或肉类加工地点等,传播

到人群中并导致疾病的可能性较高,相关部门应该

引起重视,加大监测与监管力度。
对产气荚膜梭菌 16S 系统发育树分析表明,携

带不同毒素基因分离株序列分别与 GenBank 数据

库中不同地区代表株序列有较高的同源性,位于同

一小分支;携带完全不同的毒素基因的分离株序列

则分别位于不同的大分支;携带同一毒素基因的分

离株在同一大分支内。 位于同一分支内的菌株遗

传进化关系较近;而位于不同大分支的携带不同毒

素基因的菌株遗传进化关系也较远。 但鉴于本研

究所涉及分离株数目有限,应在以后的研究中进一

步加以验证。

关于产气荚膜梭菌的致病机制,研究发现主要

是通过释放强烈的外毒素 [ 9,10] 和侵袭性酶类对机体

造成伤害,主要的致病性毒素包括 α、β、ε、ι 毒素及

CPE 肠毒素、β2 毒素等,其中 CPE 和 β2 毒素是人

食物中毒及胃肠疾病的重要致病因子 [ 11] 。 本次研

究通过外毒素基因的检测发现辽宁省食品中产气

荚膜梭菌的血清型包括 A 型和 C 型,这与邓志爱

等 [ 12] 对广州市食品中产气荚膜梭菌的研究结果比

较一致。 其中 A 型产气荚膜梭菌能引起人类的食

物中毒及传染性腹泻;C 型菌可导致坏死性肠炎,威
胁人类的健康。 通过对致病性毒素基因检测分析,
发现食品中产气荚膜梭菌主要产生 α、 β 和 β2 毒

素,而 CPE 基因的携带率较低, 本研究中携带率

6. 7%(1 / 15) 。 与张爽等 [ 13] 关于北京 2 起产气荚膜

梭菌食物中毒病原学分析结果基本一致,虽然肠毒

素 CPE 基因的携带率不高,但近年来发现另一种致

病性毒素 β2 存在于 A 型与 C 型产气荚膜梭菌中,
且基因携带率较高,可以引起人的食物中毒及多种

动物其他肠道疾病,但 β2 毒素致病机制尚不十分

清楚 [ 14] 。
通过本次研究掌握了辽宁省食品中产气荚膜

梭菌的流行特征、血清型以及毒素基因携带情况,
发现生鲜畜肉中产气荚膜梭菌污染较严重,分离株

均携带有致病性毒素,可以导致人食物中毒,这是

食品安全中的一个重大隐患,对公共卫生造成潜在

的威胁,应引起重视,可为疾病的预防措施制定提

供科学、有效的数据支持。
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摘 　 要:目的 　 分析 2016 年中国食源性疾病暴发事件的流行病学特征。 方法 　 对我国“食源性疾病暴发监测系

统”收集的 2016 年食源性疾病暴发资料进行统计分析。 结果 　 2016 年 31 个省、自治区、直辖市和新疆生产建设兵

团共上报食源性疾病暴发事件 4
 

056 起,累计发病 32
 

812 人,死亡 213 人。 在病因明确的 2
 

435 起事件中,毒蘑菇

引起的事件数和死亡人数最多,分别占 40. 7%(991 / 2
 

435)和 74. 1% (146 / 197);微生物性因素引起的发病人数最

多,占 59. 3%(12
 

910 / 21
 

769)。 结论 　 微生物性食源性疾病仍然是我国重要的食品安全问题,此外,毒蘑菇中毒事

件频发。
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