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摘 要：目的　分析一起疑似由产气荚膜梭菌导致腹泻暴发事件的实验室检测结果，为产气荚膜梭菌食物中毒实

验室检测策略的改进奠定基础。方法　采集暴发事件中 4 例病例肛拭子样本，应用荧光 PCR 方法检测肛拭子及其

增菌液中 cpa 基因与 cpe 基因。对肛拭子样本进行产气荚膜梭菌分离培养，对部分分离单菌落进行产气荚膜梭菌

毒力基因检测和脉冲场凝胶电泳（PFGE）分子分型。结果　4 例病例样本中均检测到 cpa 基因和 cpe 基因。从病例 1
样本中挑取并鉴定为产气荚膜梭菌的 18 个单菌落中获得 1 个 cpe+菌落，构成比为 5. 56%（1/18）；从病例 2 样本中

挑取并鉴定为产气荚膜梭菌的 6 个单菌落中获得 1 个 cpe+菌落，构成比为 16. 7%（1/6）；病例 3 未分离到 cpe+菌

落，病例 4 未分离到产气荚膜梭菌。11 株产气荚膜梭菌菌株包括 A 型和 C 型两种，包含 5 种 PFGE 带型，分离自

病例 1 和病例 2 的 cpe+阳性菌株 PFGE 带型一致。结论　本次暴发事件可能由产气荚膜梭菌导致，综合使用各种

实验室检测方法可在产气荚膜梭菌诊断标准滞后的情况下协助暴发事件分析。
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Abstract： Objective　 To provide basic data for modification of laboratory testing for outbreaks caused by  Clostridium 

perfringens （C.  perfringens）， a diarrhea outbreak that may have been caused by polyclonal infection of C.  perfringens was 
analyzed. Methods　Anal swab samples of 4 patients with diarrhea were collected.  cpa and cpe genes and C.  perfringens 
in original swab samples and enriched samples were detected via real time PCR.  Toxin gene test and pulsed field gel 
electrophoresis （PFGE） were performed for some C.  perfringens isolates. Results　 cpa and cpe genes were positive in 
samples of 4 patients.  One cpe+ isolate was obtained from 18 isolates of C.  perfringens from patient 1， and the composition 
ratio was 5. 56% （1/18）.  One cpe+ isolate was obtained from 6 isolates of C.  perfringens in patient 2， and the composition 
ratio was 16. 7% （1/6）.  No cpe+ isolate was obtained from patient 3， and C.  perfringens was not isolated from patient 4.  
Two types （A type and C type） and 5 PFGE patterns were identified in 11 isolates of C.  perfringens.  Two cpe+ isolates 
from patient 1 and patient 2 had identical PFGE patterns. Conclusion　 This outbreak might have been caused by C.  

perfringens.  Considering the delays caused by the implementation of diagnostic standards， comprehensive use of laboratory 
detection methods can improve the response time of outbreak analysis.
Key words： Clostridium perfringens； diarrhea； outbreak； polyclonal； pulsed field gel electrophoresis； toxin gene

产气荚膜梭菌（Clostridium perfringens，Cp）为厌

氧革兰阳性粗大杆菌，可以产生芽胞［1］，广泛分布于

自然界的水源、土壤、尘埃，且能以正常菌群存在于

人肠道内［2］。按照产气荚膜梭菌携带外毒素 α、β、

ε、ι 特征可将该菌分成 A（α）、B（α、β、ε）、C（α、β）、D

食源性疾病
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（α、ε）、E（α、ι）5 个型［3-4］，A 型和 C 型产气荚膜梭菌

与人致病密切相关，A 型产气荚膜梭菌引起人类气

性坏疽和食物中毒［5］，C 型产气荚膜梭菌导致食物

中毒的事件也有报告［6］。所有产气荚膜梭菌均携带

α 毒素基因。除外毒素，部分 A 型和 C 型产气荚膜

梭菌可产生肠毒素（Clostridium perfringensenterotoxin，
CPE），是导致食物中毒的直接致病因子［7-8］。产气荚

膜梭菌 CPE、α、β、ε、ι、β2 毒素对应检测基因分别为

cpe、cpa、cpb、etx、iA、cpb2。文献报道该菌在美国导

致食物中毒排在细菌病原的第 2 位［9］。国内近年也

多次报告产气荚膜梭菌食物中毒事件，且多数事件

中都报告从病例或食品中分离到携带 cpe 的产气荚

膜梭菌［10-13］。国内产气荚膜梭菌食物中毒事件诊断

标准相对滞后，分子生物学筛查、细菌分子分型、毒

素基因检测等试验手段并未包含在 1997 年发布的

WS/T7—1996《产气荚膜梭菌食物中毒诊断标准及

处理原则》中，因此该病源导致的食源性疾病实验

室应对仍存不足。

2021 年 12 月北京市某区学校发生腹泻病例聚

集事件，由于本次暴发事件获得样本少，因此实验

室依靠深度挖掘病原特征辅助该事件判定，为产气

荚膜梭菌食物中毒实验室检测策略的改进奠定

基础。

1　材料与方法

1. 1　材料

1. 1. 1　流行病学资料

8 例病例集中出现腹痛、腹泻症状，在某医院就

诊时被识别到病例发病时间和空间聚集性。病例

均为男性，为同一所中学学生。疾病预防控制中心

（以下简称疾控中心）对病例所在学校开展调查并进

行病例搜索，病例定义为腹泻≥3 次/d。经调查，8 例

病例居住在同一楼层 4 个宿舍，8 人均无发热、呕吐

症状，粪便性状均为稀便，腹泻次数 4~12 次/24 h。
病例均长期在学校食堂就餐。首发病例和最后发

病病例发病时间间隔为 15 h。经过病例搜索，调查

人员在该学校未发现其他腹泻病例。所有病例在

医院就诊，被给予对症治疗后症状缓解。4 例病例

配合调查人员采集到肛拭子样本，样本保存于 4 ℃
运送培养基，2 h 内转移至区疾控中心进行病原学

检测。

1. 1. 2　主要仪器与试剂

CHEF MAPPERⅡ型脉冲场电泳仪（美国伯乐公

司），VITEK 2 Compact 全自动细菌鉴定仪（法国梅

里埃），ABI-ViiA7 荧光聚合酶链式反应（Polymerase 
chain reaction， PCR）仪（美国赛默飞公司）。

核酸提取试剂盒（硕世公司，货号：SDKF60102），

食源性致病菌（金黄色葡萄球菌、沙门菌、致泻大肠

埃希菌、单核细胞增生李斯特菌、克罗诺杆菌属、小

肠结肠炎耶尔森氏菌、弧菌属、志贺菌、蜡样芽胞杆

菌、气单胞菌属、产气荚膜梭菌、弯曲菌属）核酸多

重实时荧光 PCR 检测试剂盒（卓诚惠生公司，货号：

A552L-25T），腹泻病毒（轮状病毒、诺如病毒）核酸

检测试剂盒（美正公司，货号：DZ20003-3-48T），腹泻

病毒（札如病毒、星状病毒、腺病毒）核酸检测试剂盒

（美正公司，货号：DZ20012-3-48T），Premix Ex TaqTM

（Probe qPCR）试剂盒（Takara 公司，货号：RR390A），

产气荚膜梭菌 cpe、cpa、cpb、etx、iA、cpb2 基因扩增引

物和探针由中国疾病预防控制中心传染病所提供，

脑心浸液肉汤（Brain heart infusion，BHI）、胰胨亚硫

酸盐环丝氨酸（Tryptose sulfite cycloserine，TSC）琼

脂、哥伦比亚血平板为北京陆桥公司产品，厌氧培

养袋为日本三菱公司产品，全自动细菌鉴定 ANC 卡

（法国梅里埃），Tris-Hcl、乙二胺四乙酸（Ethylene 
diamine tetraacetic acid，EDTA）、十 二 烷 基 硫 酸 钠

（Sodium dodecyl sulfate，SDS）、Tris-硼酸 EDTA 缓冲

液（Tris-borate-EDTA buffer，TBE）、蛋白酶 K 等脉冲

场凝胶电泳试剂均为索莱宝公司产品，内切酶 Sma

Ⅰ、XbaⅠ均为 NEB 公司产品，所有试剂均在有效期

内使用。

1. 2　试验方法

1. 2. 1　病例肛拭子未增菌和增菌后荧光 PCR 检测

将肛拭子样本插入 3 mL BHI 液体培养基，混匀

后取出 200 μL 未增菌状态 BHI，用磁珠法提取核

酸，并进行食源性致病菌多重荧光 PCR 检测和腹泻

病毒荧光 PCR 检测，检测方法均参照相应试剂盒说

明书。将插入肛拭子的 BHI 进行 37 ℃ 18 h 厌氧培

养，取 200 μL 增菌后 BHI 提取核酸，与未增菌状态

时提取的核酸共同进行产气荚膜梭菌 cpe 基因和

cpa 基因检测，扩增条件为 95 ℃ 10 min，95 ℃ 15 s，
60 ℃ 1 min，45 个循环，Ct 值≤40 为阳性。

1. 2. 2　分离培养

取未增菌时插入肛拭子的 BHI 1 mL，以及厌氧增

菌 18 h 后的 BHI 1 mL 分别加入空平皿，倾注 20 mL
高压后冷却至 46 ℃ TSC 培养基，37 ℃厌氧培养 24 h。
根据各平皿中可疑菌落数量，每个样本增菌前后所

对应培养平皿中均挑取一定数量可疑产气荚膜梭

菌单菌落进行生化鉴定和产气荚膜梭菌 cpe、cpa、

cpb、etx、iA、cpb2 基因检测。

1. 2. 3　分子分型检测

将完成毒力基因检测的产气荚膜梭菌分离株

进行脉冲场凝胶电泳分子分型。产气荚膜梭菌内
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切酶使用 SmaⅠ；分子量标准使用沙门菌 H9812，内
切酶使用 XbaⅠ，电泳条件 0. 5~40 s，电泳时间为

20 h，指纹图谱导入 BioNumerics 7. 6 软件构建聚

类图。

2　结果

2. 1　病例肛拭子未增菌和增菌后荧光 PCR 检测

4 例病例肛拭子未增菌状态下提取核酸检测产

气荚膜梭菌 cpa 基因均为阳性，病例 1、2、4 检测 cpe

基因也为阳性；4 例病例肛拭子厌氧增菌 18 h 后提

取核酸检测产气荚膜梭菌 cpa 和 cpe 基因荧光 PCR
结果均为阳性，Ct 值见表 1。4 例病例的肛拭子未

增菌状态下提取核酸，金黄色葡萄球菌、沙门菌、致

泻大肠埃希菌、单核细胞增生李斯特菌、克罗诺杆

菌属、小肠结肠炎耶尔森氏菌、弧菌属、志贺菌、蜡

样芽胞杆菌、气单胞菌属、弯曲菌属、诺如病毒、扎

如病毒、轮状病毒、腺病毒、星状病毒荧光 PCR 检测

结果均为阴性。

病例 1 肛拭子未增菌状态下分离并鉴定为产

气荚膜梭菌的 18 个单菌落中，获得 1 个 cpe+单菌

落，构成比为 5. 56%（1/18）；病例 2 肛拭子未增菌

状态中分离并鉴定为产气荚膜梭菌的 6 个单菌落

中，获得 1 个 cpe+单菌落，构成比为 16. 7%（1/6）；

病例 3 肛拭子未增菌状态分离并鉴定为产气荚膜

梭菌的 46 个单菌落中，未获得 cpe+单菌落；病例 4
肛拭子未增菌状态未分离到产气荚膜梭菌（表 1）。

病例 1、3 肛拭子厌氧增菌 18 h 后分离并鉴定为产

气荚膜梭菌单菌落分别为 17 和 47 个，病例 2、4 肛

拭 子 厌 氧 增 菌 18 h 后 未 分 离 到 产 气 荚 膜 梭

菌（表 1）。

2. 2　分离培养、菌株毒素基因和菌株分型

从病例 1、2、3 中共选出 11 个单菌落（包含全

部 cpe+单菌落）进行 cpb、etx、iA 和 cpb2 基因检测，

检测结果和菌株分型见表 2。11 株产气荚膜梭菌

菌株包括 A 型和 C 型两种。

2. 3　菌株 PFGE 分子分型

11 株产气荚膜梭菌共分 5 种 PFGE 带型，2 株

A 型 cpe+菌株（分离自病例 1 的 Cp1-1 和分离自病

例 2 的 Cp2-1）为 P1 带型；分离自病例 1 的另外 3 株

C 型菌（Cp1-2、Cp1-3、Cp1-4）为 P2 带型；分离自病

例 2 的另外 2 株 A 型菌（Cp2-2、Cp2-3）为 P3 带型；

分离自病例 3 的 3 株 C 型菌（Cp3-2、Cp3-3、Cp3-4）
为 P4 带型，另 1 株分离自病例 3 的 A 型菌（Cp3-1）
为 P5 带型，见图 1。

3　讨论

产气荚膜梭菌在美国是排在第 2 位的导致食

物中毒病原菌［9］，但其在中国大陆引起的暴发事件

却远低于沙门菌、金黄色葡萄球菌、副溶血性弧菌、

蜡样芽胞杆菌等常见食源性致病菌［10-11］。近年来，

北京、广州等地区多次报道产气荚膜梭菌导致食物

表 1　荧光 PCR 检测 Ct值分布和产气荚膜梭菌分离培养结果

Table 1　Distribution of Ct values by real time PCR and results isolation and culture of C. perfringens

病例编号

1
2
3
4

荧光 PCR Ct值
肛拭子未增菌

cpe基因

32.11
33.14
NA

36.02

cpa 基因

31.32
33.07
36.48
35.42

肛拭子厌氧增菌液

cpe基因

31.23
33.20
37.36
37.57

cpa 基因

22.29
32.15
20.98
36.23

Cp 分离培养

肛拭子未增菌

挑取可疑

菌落数量

20
8

50
20

鉴定为 Cp
菌落数量

18
6

46
0

cpe阳性

菌落数量

1
1
0
0

肛拭子厌氧增菌

挑取可疑

菌落数量

20
5

50
20

鉴定为 Cp
菌落数量

17
0

47
0

cpe阳性

菌落数量

0
0
0
0

注：Cp 为产气荚膜梭菌英文简称，NA 为无扩增曲线

表 2　菌株毒力基因检测结果分布

Table 2　Distribution of toxin genes detection
病例编号

1

2

3

菌株来源

肛拭子未增菌

状态

厌氧增菌

18 h 后

肛拭子未增菌

状态

肛拭子未增菌

状态

厌氧增菌

18 h 后

菌株编号

Cp1-1
Cp1-2
Cp1-3
Cp1-4
Cp2-1
Cp2-2
Cp2-3
Cp3-1
Cp3-2
Cp3-3
Cp3-4

毒力基因分布

cpe
+
-
-
-
+
-
-
-
-
-
-

cpa
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+

cpb
-
+
+
+
-
-
-
-
+
+
+

etx
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-

iA
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-

cpb2
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-

分型

A
C
C
C
A
A
A
A
C
C
C

图 1　11 株产气荚膜梭菌菌株 PFGE 聚类图

Figure 1　PFGE clustering for 11 C. perfringens strains
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中毒事件［12-18］，可见由该菌导致食物中毒事件在中

国同样存在。实验室在暴发应对中较少将该菌纳

入检验范围，且其厌氧培养过程与常见需氧致病菌

培养过程不同［19］，该菌无法在其他需氧食源性致病

菌培养过程中被“顺带培养”，继而造成由其导致暴

发事件漏报问题。本事件中，8 例病例均来自同一

集中单位（学校），短期内（15 h）出现腹泻病例异常

增多，所有病例有共同就餐史。虽然仅 4 例病例配

合采到了肛拭子样本，但所有病例肛拭子中均筛查

到 cpa 和 cpe 基因；3 例病例成功分离到产气荚膜梭

菌菌株，且 2 例病例分离到 PFGE 带型一致的 cpe+
菌株；所有病例除产气荚膜梭菌外的其他常见食源

性病原分子筛查结果为阴性；基于以上结果，本次

事件可判定为一起腹泻暴发事件，致病因子可能为

产气荚膜梭菌。

本次暴发中仅采集到 4 例病例的肛拭子样本，

所有产气荚膜梭菌都携带 cpa 基因，通过增菌前后

cpa 基因和 cpe 基因检测结果可以看出，肛拭子原液

中产气荚膜梭菌及 cpe+产气荚膜梭菌的载量均较

低；而厌氧增菌后，病例 1 和病例 3 增菌液中 cpa 基

因 Ct 值降低，即产气荚膜梭菌载量升高，但 cpe 基

因 Ct 值均>30，即增菌液中 cpe+菌株载量未能显著

提升，继而造成增菌后不易分离到 cpe+菌落，这可

能与使用 BHI 厌氧增菌对 cpe+菌株选择性不佳有

关。增菌导致致病性菌株（产气荚膜梭菌 cpe+菌株

和副溶血性弧菌 tdh+菌株）在菌群中构成下降这一

特征的机制，以及在其他致病菌中是否同样存在值

得继续关注。产气荚膜梭菌暴发事件中，应尽量使

用未增菌样本进行细菌分离，进而提升 cpe+菌株成

功分离的概率。

进行 PFGE 分子分型的 11 株产气荚膜梭菌中

共获得 5 种带型，均归属于 A 型（cpa+、cpb-、etx-、

iA-）和 C 型（cpa+、cpb+、etx-、iA-）产气荚膜梭菌，该

结果与 A 型和 C 型产气荚膜梭菌与人致病性相关

的报道符合［20-21］。病例 1 和病例 2 分离到的 cpe+菌
株带型一致，说明两个例病例分离菌株具有同源性

的可能性很高。除病例 4 未能分离到菌株外，病例

1、2、3 中分别分离到两种 PFGE 带型菌株，并且分

布 5 种带型，说明各病例感染或定殖于肠道的产气

荚膜梭菌呈现克隆多样化特征，与既往文献报道相

似［10］。对于产气荚膜梭菌可出现多克隆感染的特

征，实验室应在暴发应对中增加各病例样本分离菌

株数量，以协助菌株同源性比对分析。

病例 2 和病例 4 在厌氧增菌后均未出现检测

基因 Ct 值较增菌前显著下降，相反，病例 4 在增菌

后 cpa 基因和 cpe 基因 Ct 值反而升高，说明病例 4

肛拭子样本中产气荚膜梭菌载量低且大多处于“非

存活状态”。产气荚膜梭菌及肠毒素特征基因在原

始样本或增菌液中的荧光 PCR 检测对辅助事件分

析有一定价值，值得推广应用。

文献报道产气荚膜梭菌导致食物中毒通常与

疑似中毒食品或腹泻病例粪便中该菌载量分别大

于 105 CFU/g 和大于 106 CFU/g 相关［22］，为满足定

量检测需求，此类暴发事件应加强食品和病例粪便

样本的采集，解决肛拭子样本细菌载量低以及无法

进行粪便细菌计数的问题。本次事件处理中未能

采集到病例的粪便标本也是本研究存在的局限性。

《产气荚膜梭菌食物中毒诊断标准及处理原

则》中，该菌实验室诊断需要进行患者粪便或分离

培养物的家兔肠袢试验测定肠毒素［23］，基层疾病预

防控制中心通常不具备动物试验条件，因此在实验

环境和实验方法均存在局限的情况下，综合使用分

离培养、毒素 PCR 检测、分子分型等检测手段收集

实验室证据，可以在检测和诊断标准滞后的情况下

最大程度支撑事件分析与判定。我国应尽快加强

产气荚膜梭菌暴发事件实验室应对的标准化建设。
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