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摘　 要：目的　 鉴定乳制品中的革兰氏阳性厌氧芽胞杆菌。 方法　 采用生化鉴定、基质辅助激光解析电离飞行时

间质谱（ＭＡＬＤＩ⁃ＴＯＦ ＭＳ）鉴定和 １６Ｓ ｒＤＮＡ 测序三种方法，对乳制品中 ５ 株革兰氏阳性厌氧芽胞杆菌进行鉴定。 结

果　 生化方法鉴定出 ３ 株菌，而飞行时间质谱鉴定和 １６Ｓ ｒＤＮＡ 测序法对 ５ 株菌都给出了鉴定结果。 ３ 种方法仅对

其中 １ 株菌的鉴定结果一致；飞行时间质谱鉴定和 １６Ｓ ｒＤＮＡ 测序的鉴定结果一致性程度高，共有 ４ 株菌的鉴定结

果一致；而生化方法的鉴定结果与这两种方法差异较大。 结论　 飞行时间质谱鉴定和 １６Ｓ ｒＤＮＡ 测序可作为生化

方法的补充，用于革兰氏阳性厌氧芽胞杆菌的快速鉴定。
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　 　 厌氧芽孢杆菌在自然界分布广泛，常存在于土

壤、人和动物肠道以及腐败物中，多为腐物寄生菌。
少数致病菌因能分泌外毒素和侵袭性酶类，引起人和

动物致病，如破伤风梭菌（Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ ｔｅｔａｎｉ）、产气荚

膜梭菌（Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ ｐｅｒｆｒｉｎｇｅｎｓ）、肉毒梭菌（Ｃｌｏｓｔｒｉ⁃
ｄｉｕｍ ｂｏｔｕｌｉｎｕｍ）和艰难梭菌（Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ ｄｉｆｆｉｃｉｌｅ）等。
其中导致食物中毒的主要有产气荚膜梭菌和肉毒梭

菌，大量的产气荚膜梭菌随食物进入肠道并产生肠毒

素而引起中毒；食物中的肉毒梭菌在合适条件下繁殖

产生肉毒毒素，人摄入肉毒素素后可致肌肉麻痹，严
重者可导致死亡。 婴儿由于肠道菌群不健全，可因喂

食被肉毒梭菌污染的食物而感染致病［１］。 致病性梭

菌的传统鉴定方法主要包括细菌培养、生化鉴定以及

检测毒素，对产气荚膜梭菌采用生化方法即可进行鉴

定；而对于肉毒梭菌、艰难梭菌和破伤风梭菌，还需结

合采用动物试验和细胞培养进行毒素检测。 但这些

试验操作繁琐，试验周期长，并且还有很多因素影响

其结果的可靠性和重复性［２］。 目前国内外也报道了

一些方法，如免疫学方法［３］、ＰＣＲ 方法［４］ 等用于致病

性梭菌检测，但进出口乳制品的致病性梭菌检验需要

更加快速和准确的方法，本文采用基质辅助激光解析

电离飞行时间质谱（ＭＡＬＤＩ⁃ＴＯＦ ＭＳ）鉴定、１６Ｓ ｒＤＮＡ
测序结合生化鉴定方法，对进口乳制品中分离得到的

５ 株革兰氏阳性厌氧芽胞杆菌的鉴定进行了比较研

究，以期寻找快速检测致病性梭菌的准确方法。

１　 材料与方法

１ １　 材料

１ １ １　 菌株

由本实验室在进口黄油、干酪、芝士等乳制品

中自行分离得到的革兰氏阳性厌氧芽胞杆菌 ５ 株，
大肠埃希菌标准菌株（ＡＴＣＣ ８７３９）、产气荚膜梭菌

标准菌株（ＡＴＣＣ １３１２４），均购自中国工业微生物菌

种保藏中心。
１ １ ２　 主要仪器与试剂

ＶＩＴＥＫ ＭＳ 基质辅助激光解析电离飞行时间

质谱仪（法国 Ｂｉｏｍｅｒｉｅｕｘ）、ＡＴＢ Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ 细菌快

速鉴定仪（法国 Ｂｉｏｍｅｒｉｅｕｘ）、３５００ 基因分析仪（美
国 ＡＢＩ ）、 Ｖｅｒｉｔｉ  Ｔｈｅｒｍａｌ Ｃｙｃｌｅｒ ＰＣＲ 仪 （ 美 国

ＡＢＩ）、ＭＡＲＫＩＩ 智能厌氧培养系统（荷兰 ＭＡＲＫ）、
ＫＢ２４０ 恒温培养箱（德国 Ｂｉｎｄｅｒ）。

疱肉培养基、胰蛋白胨葡萄糖酵母浸膏肉汤

（ＴＰＧＹＴ）、厌氧卵黄琼脂均购自英国 Ｏｘｏｉｄ，ＲＡＰＩＤ
ＩＤ ３２ Ａ 厌氧菌鉴定试剂盒、ＶＩＴＥＫ ＭＳ ＤＳ 靶板、
ＭＡＬＤＩ 基质 ＣＨＣＡ 均购自法国 Ｂｉｏｍｅｒｉｅｕｘ，核酸提

取试剂盒 ＰｒｅｐＭａｎ  Ｕｌｔｒａ ｋｉｔ、 ＰＣＲ 扩增试剂盒

ｒＤＮＡ ＦＡＳＴ ＭｉｃｒｏＳＥＱ Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ Ｋｉｔ、ＰＣＲ 产物

纯化试剂盒 ＥｘｏＳＡＰ⁃ＩＴ ｒｅａｇｅｎｔ、测序反应试剂盒

ＦＡＳＴ ＭｉｃｒｏＳＥＱ Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ Ｋｉｔｓ、测序产物纯化

试剂盒 ＥｄｇｅＢｉｏ Ｐｅｒｆｏｒｍａ ＤＴＲ ｃａｒｔｒｉｄｇｅ、ＰＯＰ⁃６ＴＭ

性能优化高分子聚合物均购自美国 ＡＢＩ。
１ ２　 方法

１ ２ １　 菌株分离

按照 ＳＮ ／ Ｔ ２５２５—２０００ 《食品中肉毒梭菌的

ＰＣＲ 检测方法》进行［５］。 在 １５ ｍｌ 灭菌后煮沸的疱

肉培养基中接种样品 ２ ｇ，（３５ ± １） ℃厌氧培养 ５ ｄ，
同时在 ＴＰＧＹＴ 中接种样品，（２８ ± １） ℃ 厌氧培养

５ ｄ。 吸取 ２ ｍｌ 培养液，加入等量过滤除菌的无水

乙醇作用 １ ｈ， 在厌 氧 卵 黄 琼 脂 上 划 线 接 种，
（３５ ± １） ℃厌氧培养 ４８ ｈ，挑取可疑菌落进行革兰

氏染色。
１ ２ ２　 生化鉴定

用棉拭子挑取用血平板厌氧纯培养待测菌株

的单个菌落，制备浊度为 ４ 个麦氏单位的菌悬液，将
混匀的菌悬液接种在 ＲＡＰＩＤ ＩＤ ３２ Ａ 试剂条上，置
（３６ ± １） ℃培养 ４ ｈ 后滴加辅助试剂，放入 ＡＴＢ
Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ 细菌快速鉴定仪自动判读。
１ ２ ３　 ＭＡＬＤＩ⁃ＴＯＦ ＭＳ 鉴定

挑取新鲜纯培养的待测菌株和作为校准菌株

的大肠埃希菌标准菌株（ＡＴＣＣ ８７３９）的菌苔，涂在

ＶＩＴＥＫ ＭＳ ＤＳ 靶板的相应孔位，加 １ μｌ 试验标配基

质 ＣＨＣＡ，待干燥后放入 ＶＩＴＥＫ ＭＳ 进行检测。 将

待鉴定菌质谱图与 Ｓａｒａｍｉｓ 数据库的质谱图进行比

较、分析从而获得鉴定结果。
１ ２ ４　 １６Ｓ ｒＤＮＡ 测序鉴定

根据试剂盒说明书进行核酸提取、ＰＣＲ 扩增、
ＰＣＲ 产物纯化、测序反应和测序产物纯化 ５ 个步

骤，最后取 １０ μｌ 离心后液体加入 ９６ 孔板中，用
ＰＯＰ６ 胶进行上机检测，经 ＭｉｃｒｏＳＥＱ 软件分析获

得鉴定结果。

２　 结果与分析

２ １　 生化鉴定

乳制品中厌氧分离得到的 ５ 株菌，染色显示为

革兰氏阳性的芽胞杆菌，其生化鉴定结果见表 １。
ＲＡＰＩＤ ＩＤ ３２ Ａ 的厌氧菌鉴定，鉴定百分率（％ ＩＤ）
是指不同菌类的比较，越接近 １００％ ，鉴定结果越

好；Ｔ 值代表同一菌类的相似程度，Ｔ 值越接近 １，个
体与总体越接近。 对鉴定百分率≥８０ ０ 及 Ｔ 值≥０
者，才给出鉴定结果，并按鉴定百分率和 Ｔ 值的大

小对鉴定的可信度作出评价。 ５ 株菌株中有 ３ 株给

出了鉴定结果，其中 ２６０６５ 样品中分离的菌株鉴定
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　 　 　 表 １　 乳制品中厌氧芽胞杆菌生化鉴定结果

Ｔａｂｌｅ １　 Ｄａｉｒｙ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ ａｎａｅｒｏｂｉｃ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ
ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ

样品 鉴定分类
鉴定百分
率 ／ ％ Ｔ 值 鉴定评价

ＡＴＣＣ １３１２４ 产气荚膜梭菌 ９９ ９ ０ ９１ 极好的鉴定
２６０６５ 产气荚膜梭菌 ９９ ９ ０ ６１ 非常好的鉴定
２６２５２ 双酶梭菌 ８７ ４ ０ ５０ 好的鉴定
２６２５３ 拜氏 ／ 丁酸梭菌 ８９ ４ ０ ９２ 可接受的鉴定
２５７３６ — — — 不可接受的生化谱
２５２２０ — — — 不可接受的生化谱

注：—为用该方法未能鉴定出结果

为产气荚膜梭菌，其可信度最高，样品 ２５７３６ 和

２５２２０ 中分离的菌株，未给出鉴定结果。
２ ２　 ＭＡＬＤＩ⁃ＴＯＦ ＭＳ 鉴定结果

ＭＡＬＤＩ⁃ＴＯＦ ＭＳ 鉴定结果见表 ２。 ＭＡＬＤＩ⁃ＴＯＦ
ＭＳ 鉴定数据库软件的超级图谱和参考图谱都可以

作为细菌鉴定依据，样品的质谱图首先会与数据库

中的超级图谱进行比对，匹配率高于 ７０％的给出鉴

定结果，为一级鉴定水平；对匹配率低于 ７０％ 的结

果，则会与数据库中的参考图谱进行比对，为二级

鉴定水平。 匹配率在 ５０％以上者，是可接受的鉴定

结果。 乳制品中分离的 ５ 株菌株中均给出了鉴定结

果，其中 ２６０６５ 样品中分离的菌株鉴定为产气荚膜

梭菌，匹配率为 ８６％ ，为一级鉴定水平，质谱图见图

１，其他菌株的鉴定结果为二级鉴定水平。

表 ２　 ＭＡＬＤＩ⁃ＴＯＦ ＭＳ 鉴定结果

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＭＡＬＤＩ⁃ＴＯＦ ＭＳ
样品 鉴定分类 匹配率 ／ ％
ＡＴＣＣ １３１２４ 产气荚膜梭菌 ８８ ０
２６０６５ 产气荚膜梭菌 ８６ ０
２６２５２ 索氏梭菌 ６８ ２
２６２５３ 艰难梭菌 ５５ ６
２５７３６ 双酶梭菌 ６４ ６
２５２２０ 双酶梭菌 ５２ ０

图 １　 ２６０６５ 样品菌株的质谱图

Ｆｉｇｕｒｅ １　 ＭＡＬＤＩ⁃ＴＯＦ ＭＳ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｓａｍｐｌｅ ２６０６５

２ ３　 １６Ｓ ｒＤＮＡ 测序鉴定结果

１６Ｓ ｒＤＮＡ 测序鉴定结果见表 ３，分离的 ５ 株菌

株均给出了鉴定结果，而且匹配率都在 ９９ ５％ 以

上，其中 ２６０６５ 样品中分离的菌株鉴定为产气荚膜

梭菌，匹配率为 ９９ ８７％ ，测定的 １６Ｓ ｒＤＮＡ 序列为：
ＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧＧＡＴＧＡＡＣＧＣＴＧＧＣＧＧＣＧＴ
ＧＣＴＴＡＡＣＡＣＡＴＧＣＡＡＧＴＣＧＡＧＣＧＡＴＧＡＡＧＴＴＴＣＣＴＴ
ＣＧＧＧＡＡＡＣＧＧＡＴＴＡＧＣＧＧＣＧＧＡＣＧＧＧＴＧＡＧＴＡＡＣＡ
ＣＧＴＧＧＧＴＡＡＣｃＴＧＣＣＴＣＡＴＡＧＡＧＴＧＧＡＡＴＡＧＣＣＴＴＣ
ＣＧＡＡＡＧＧＡＡＧＡＴＴＡＡＴＡＣＣＧＣＡＴＡＡＧＧＴＴＧＡＡＡＧＡ
ＴＧＧＣＡＴＣＡＴＣＡＴＴＣＡＡＣＣＡＡＡＧＧＡＧＣＡＡＴＣＣＧＣＴＡ
ＴＧＡＧＡＴＧＧＡＣＣＣＧＣＧＧＣＧＣＡＴＴＡＧＣＴＡＧＴＴＧＧＴＧＧ
ＧＧＴＡＡＣＧＧＣＣＴＡＣＣＡＡＧＧＣＧＡＣＧＡＴＧＣＧＴＡＧＣＣＧＡ
ＣＣＴＧＡＧＡＧＧＧＴＧＡＴＣＧＧＣＣＡＣＡＴＴＧＧＧＡＣＴＧＡＧＡＣ
ＡＣＧＧＣＣＣＡＧＡＣＴＣＣＴＡＣＧＧＧＡＧＧＣＡＧＣＡＧＴＧＧＧＧ
ＡＡＴＡＴＴＧＣＡＣＡＡＴＧＧＧＧＧＡＡＡＣＣＣＴＧＡＴＧＣＡＧＣＡＡ
ＣＧＣＣＧＣＧＴＧＡＧＴＧＡＴＧＡＡＧＧＴＴＴＴＣＧＧＡＴＣＧＴＡＡＡＧ
ＣＴＣＴＧＴＣＴＴＴＧＧＧＧＡＡＧＡＴＡＡＴＧＡＣＧＧＴＡＣＣＣＡＡＧＧ
ＡＧＧＡＡＧＣＣＡＣＧＧＣＴ。

表 ３　 １６Ｓ ｒＤＮＡ 测序鉴定结果

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ １６Ｓ ｒＤＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｅ
样品 鉴定分类 匹配率 ／ ％
ＡＴＣＣ １３１２４ 产气荚膜梭菌 ９９ ８７
２６０６５ 产气荚膜梭菌 ９９ ８７
２６２５２ 索氏梭菌 ９９ ６０
２６２５３ 拜氏梭菌 ９９ ８１
２５７３６ 双酶梭菌 ９９ ９１
２５２２０ 双酶梭菌 ９９ ５７

２ ４　 ３ 种鉴定方法结果比较

生化鉴定、ＭＡＬＤＩ⁃ＴＯＦ ＭＳ、１６Ｓ ｒＤＮＡ 测序 ３ 种

方法鉴定结果的比较见表 ４，３ 种方法只对 ２６０６５ 号

样品中分离的菌株给出了相同的鉴定结果，均鉴定

为产气荚膜梭菌。 ＭＡＬＤＩ⁃ＴＯＦ ＭＳ 与 １６Ｓ ｒＤＮＡ 测

序的鉴定结果比较接近，而与生化鉴定结果的区别

较大。

表 ４　 ３ 种鉴定方法结果比较

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｒｅｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄｓ
样品 生化鉴定 ＭＡＬＤＩ⁃ＴＯＦ ＭＳ １６Ｓ ｒＤＮＡ 测序

ＡＴＣＣ １３１２４ 产气荚膜梭菌 产气荚膜梭菌 产气荚膜梭菌

２６０６５ 产气荚膜梭菌 产气荚膜梭菌 产气荚膜梭菌

２６２５２ 双酶梭菌 索氏梭菌 索氏梭菌

２６２５３ 拜氏 ／ 丁酸梭菌 艰难梭菌 拜氏梭菌

２５７３６ — 双酶梭菌 双酶梭菌

２５２２０ — 双酶梭菌 双酶梭菌

注：—为用该方法未能鉴定出结果。

３　 小结

近来研究发现，ＭＡＬＤＩ⁃ＴＯＦ ＭＳ 将细菌蛋白质、
脂类等成分离子化后，在时间飞行质谱仪中分析其

质荷比， 并以此作为生物标志分子实现对不同细菌

属、种、亚种的快速区分和鉴定［６］。 已有研究将传

统方法难以鉴别的梭菌如气肿疽梭菌（Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ
ｃｈａｕｖｏｅｉ）和腐败梭菌（Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ ｓｅｐｔｉｃｕｍ）成功进
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行了鉴定［７］，但有试验证明［８］，同样条件下革兰氏

阳性菌图谱的蛋白峰信号弱于革兰氏阴性菌。
另外，１６Ｓ ｒＤＮＡ 近来也被用来作为细菌分类鉴

定的重要依据［９］，而且应用越来越广泛［１０］。 比如

ＭｉｃｒｏＳＥＱ 快速微生物鉴定系统，对一些难以培养、
生化鉴定无法确定细菌的鉴定能力甚至强于实验

室常用的 Ｖｉｔｅｋ、 Ｒａｐｉｄ、 ＡＰＩ３ 种自动细菌鉴定方

法［１１］，对于用 Ｐｈｏｅｎｉｘ 全自动细菌鉴定仪不能鉴定

的一些细菌，该系统也能正确鉴定［１２］。
目前，食品微生物的 ＭＡＬＤＩ⁃ＴＯＦ ＭＳ 标准蛋

白质量指纹图谱数据库正在完善［１３ － １４］ ，ＭｉｃｒｏＳＥＱ
快速微生物鉴定系统的数据库不断升级，本文采

用 ＭＡＬＤＩ⁃ＴＯＦ ＭＳ 蛋白鉴定、１６Ｓ ｒＤＮＡ 测序核酸

鉴定和传统的生化鉴定 ３ 种方法，对乳制品中

５ 株革兰氏阳性厌氧芽胞杆菌进行了鉴定。 结果

发现，生化方法只对其中的 ３ 株革兰氏阳性厌氧

芽胞杆菌给出鉴定结果，而 ＭＡＬＤＩ⁃ＴＯＦ ＭＳ 蛋白

鉴定、１６Ｓ ｒＤＮＡ 测序对乳制品中 ５ 株革兰氏阳性

厌氧芽胞杆菌都给出了鉴定结果，后两种方法的

鉴定结果比较匹配，特别是对生化方法无法确定

的细菌也给出了明确且相同的结果，这与文献报

道［１１］的一致，但本试验中并没有发现革兰氏阳性

菌蛋白峰信号减弱的情况。
对于致病性梭菌的鉴定，ＭＡＬＤＩ⁃ＴＯＦ ＭＳ 方法

和 １６Ｓ ｒＤＮＡ 测序方法，克服了动物试验和细胞培

养试验周期长、重复性差的缺点，具有速度快、重现

性好、准确性高的特点。 可结合经典生化方法从蛋

白、核酸和表型三个不同层面对菌株进行鉴定，作
为致病性梭菌实际检测的重要依据。 随着数据库

的不断充实和完善，ＭＡＬＤＩ⁃ＴＯＦ ＭＳ 鉴定和 １６Ｓ
ｒＤＮＡ 测序将是今后细菌分类与鉴定方法的重要发

展方向。
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