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研究报告
北京市顺义区 DE名健康人中产气荚膜梭菌携带特征研究

李红新 !!卢迎瑞 #!张爽 $!蔡建国 !!马红梅 $!李印东 $!李颖 $

!!%北京市顺义区旺泉社区卫生服务中心"北京"!&!$&&# #%吉林大学公共卫生学院"
吉林 长春"!$&&#!# $%北京市顺义区疾病预防控制中心"北京"!&!$&&$

摘"要!目的"调查北京市顺义区健康人群携带产气荚膜梭菌"#64’*%/0/-,B+%5%/)=+)’! )g#的生物特征!研究分离

菌株携带产气荚膜梭菌肠毒素"#64’*%/0/-,B+%5%/)=+)’[S\[eW\WXPS!)g[#$!# 毒力基因情况以及 )g 在人群中的分布

特征!为 )g 导致食源性疾病的判定提供健康对照组数据% 方法"对采集的 DE 份健康体检者粪便开展 )g 分离培

养$平板计数和菌株 1B+$!# 毒力基因的聚合酶链式反应"7):#检测!对检测结果进行统计分析% 结果"DE 名健康

人粪便中血平板分离培养后 )g 检出率为 ’6C$Eh" (’.DE#&)g 的月份$性别$年龄分布差异无统计学意义 ""j

&C&(#% 共有 (E 份粪便标本平板计数结果大于最低检出限"!& )M?.-#!最高定量值为 6C!#l!&’ )M?.-!均值为

!CE&l!&( )M?.-!中位数为 (C$&l!&$ )M?.-!,(h分位数为 EC&&l!&( )M?.-% 分离的 (’ 株 )g 中!1B+毒力基因检出

率为 &C&&h"&.(’#!!# 毒力基因检出率为 E$C#!h"6!.(’#% 结论"DE 名健康人粪便中 )g 检出率较高!且 !# 毒力

基因携带率较高!)g 引起食源性疾病的原因需要更深度生物标志识别或定量数据分析进行研究%
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""产气荚膜梭菌##64’*%/0/-,B+%5%/)=+)’")g$是一
种重要的食源性致病菌"也是一种重要的人畜共患
病原菌 + !G6, ’ 在美国疾病预防控制中心#)3)$食源
性疾病负担统计 + (,中")g 仅次于诺如病毒和沙门菌
排在第三位’ 近年来"中国已有关于 )g 引发食物
中毒的案例报道 + ’G,, ’ 因为 )g 是条件致病菌"正常
人也可携带"所以正常人 )g 检出率和检出 )g 的生
物特征需要开展调查研究"以便与食源性疾病病例
中分离的 )g 的生物特征进行对照研究"为 )g 导致
食源性疾病诊断和病原学判定提供依据’ 本研究
对 #&!D 年 $ 9( 月期间北京市顺义区 DE 名健康人
群粪便进行 )g 分离培养"对粪便中 )g 检出率()g
中 1B+和 !# 毒力基因检出率以及 )g 在 DE 名健康
人群中的分布特征进行研究’

!"材料与方法
!C!"材料
!C!C!"标本来源

#&!D 年 $9( 月于北京市顺义区规模最大的
健康证办理点旺泉社区卫生服务中心采集健康体
检合格"且采集粪便当日未出现腹痛(腹泻等疾病
症状的健康人群粪便’ 每份粪便标本采集 !& -"
共 DE 份"采集后于 6 q保存并在 !# K 内送至北京
市顺义区疾病预防控制中心进行 )g 分离和定量
检测’
!C!C#"主要仪器与试剂

r‘4+@# IWNgOI\全自动细菌鉴定.药敏系统和
<8)卡均购自法国梅里埃"厌氧培养罐"厌氧产气袋’

胰胨G亚硫酸盐G环丝氨酸琼脂 #4>)$(液体硫
乙醇酸盐#M45$培养基(含铁牛奶培养基和细菌基
因组 38<提取试剂盒均购自北京陆桥技术股份有
限公司&哥伦比亚血平板 +赛默飞世尔生物化学制
品#北京$有限公司,’
!C#"方法
!C#C!"粪便中 )g 分离与纯化

用 ! !Q接种环取粪便 ! 环接种血平板"$E q厌
氧培养 #6 K 挑取平板上具有 "溶血环的可疑菌落
再次接种血平板进行纯化"获得疑似 )g 单克隆后"

使用 r‘4+@# IWNgOI\全自动细菌鉴定.药敏系统
进行鉴定并保存菌株’
!C#C#"粪便中 )g 定量计数

参考 506ED,C!$!#&!# )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’
称取 ! -粪便溶解于 !& NQ生理盐水中"充分混匀后
!& 倍梯度稀释"分别制备 !&s# 9!&s’倍粪便稀释悬
液&将每个稀释度悬液分别吸取 ! NQ加入平板中"
倾注冷却至 6’ q的 4>)培养基 !( NQ"琼脂凝固后
$E q厌氧培养 #6 K&选取计数为 #&9#&& )M?黑色
菌落的平板"记录可疑菌落数#4$"挑取 ( 个黑色可
疑菌落接种至 M45培养基"$E q培养 #6 K"进行革
兰染色镜检(硝酸盐还原(明胶液化和牛奶暴烈发
酵试验"记录鉴定为 )g 的菌落数#<$’ 4>)平板计
数结果为 4l#<.($l稀释倍数’
!C#C$")g 菌株 1B+(!# 毒力基因 7):检测

使用试剂盒提取 )g 菌株的基因组 38<"对 1B+
和 !# 毒力基因进行 7):扩增 + ’"!!, ’ 扩增条件%
,6 q预变性 ( NPS& ,6 q变性 ! NPS" (( q退火
! NPS"E# q延伸 ! NPS"循环 $( 次& E# q 延伸
!& NPS’ 扩增引物及目的基因见表 !’

表 !"1B+(!# 毒力基因扩增引物序列
4OdQ[!"2P-WSYIQ[W\PZ[gePN[eVWJ1B+OSZ !# \WXPS -[S[V

毒力基因 引物#(oG$o$ 产物大小.dg

1B+

!#

M%55<5<455455<4<44<55
:%55<))<5)<54454<5<4<
M%<5<4444<<<4<45<4))4<<))
:%)<<4<)))444)<))<<<4<)44)

#$$

(’E

!C$"统计学分析
使用 >7>> !’C& 软件进行统计学分析"资料的

比较应用趋势卡方检验""F&C&( 为差异有统计学
意义’

#"结果
#C!")g 分离情况和携带毒力基因的人群流行分布

DE 份健康人群粪便标本中共有 (’ 份标本检出
)g#(’ 株$"检出率为 ’6C$Eh#(’.DE$’ 不同性别(
年龄(采样时间的健康人群粪便标本中")g 检出率
差异均无统计学意义#"j&C&($’ 对分离到的 (’ 株
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)g 进行1B+(!# 毒力基因7):检测"其中1B+基因检
出率为 &C&&h# &.(’$" !# 基因检出率为 E$C#!h
#6!.(’$’ 分离自不同性别和不同采样时间标本的

)g 菌株" !# 检出率差异均有统计学意义 #"F
&C&($&不同年龄组标本分离出的 )g 菌株"其 !# 检
出率差异无统计学意义#"j&C&($"见表 #’

表 #"DE 份粪便标本 )g 及 !# 毒力基因检出情况
4OdQ[#"7WVP\Pf[Z[\[I\PWS eO\[VWJ)g V\eOPS OSZ !# \WXPS -[S[VPS DE V\WWQVONgQ[V

类别
)g !# 毒力基因

检出率.h ## " 检出率.h ## "

性别

年龄.岁

采样时间

男 ’,C&(##,.6#$

女 ’&C&&##E.6($

$$& ’ECD’#!,.#D$
$!9(& ’&C,D##(.6!$
j(& ’’C’E#!#.!D$
$ 月 ((C(’##(.6($
6 月 D&C&&#!’.#&$
( 月 ’DC!D#!(.##$

&CEE( &C$E,

&C$,’ &CD#&

$CE,6 &C!(&

’#C&E#!D.#,$
D(C!,##$.#E$
’$C!’#!#.!,$
E’C&&#!,.#($
D$C$$#!&.!#$
D6C&&##!.#($
(&C&&#D.!’$
D&C&&#!#.!($

$CD!& &C&6D

!CE&( &C6#’

’C#$# &C&66

#C#")g 平板计数结果和各定量区间血平板 )g 分
离率分布

(E 份 标 本的 )g 含 菌 量 大 于 最 低 检 出 限
#!& )M?.-$"含菌量最高为 6C!#l!&’ )M?.-"均值
为 !CE& l!&( )M?.-"中位数为 (C$& l!&$ )M?.-"
,(h分位数值为 EC&&l!&( )M?.-’ 将 )g 含菌量按
不同数量级分组"对比各组粪便标本的血平板 )g
分离率"结果显示粪便 )g 含菌量数量级越高"血平
板 )g 分离率越高’ 趋势卡方检验显示"粪便中 )g
含菌量为不同数量级的标本中")g 分离率差异有统
计学意义#"F&C&($"见表 $’

表 $"不同含菌量粪便标本的血平板 )g 分离情况

4OdQ[$"3PV\ePdY\PWS WJ)g PVWQO\PWS eO\[VYV[Z dQWWZ gQO\[V

PS V\WWQVONgQ[VTP\K ZPJJ[e[S\)g IWYS\PS-PS\[ef[Q
)g 含菌量.#)M?.-$ )g 分离率.h ## "
F!& $’C’E#!!.$&$

!&9!&##含 !&$ $$C$$#!.$$

!&# 9!&$#含 !&# $ (&C&&##.6$

!&$ 9!&6#含 !&$ $ (&C&&#’.!#$

!&6 9!&(#含 !&6 $ ,!C’E###.#6$

!&( 9!&’#含 !&( $ !&&C&&#!&.!&$

!!&’ !&&C&&#6.6$

合计 ’6C$E#(’.DE$

#6C$$D &C&&&

! !

注%!表示该项不合计

$"讨论
本次研究说明"DE 份健康人群粪便中携带 )g

的情况较为普遍"且 )g 含菌量较高’ 4>)平板计数
,(h分位定量值为 EC&&l!&( )M?.-’ 文献报道 + !#,

粪便中 )g 平板计数j!&’ )M?.-通常与 )g 导致腹
泻具有一定相关性"这与本研究结果相符"即健康
人群粪便中 )g 的平板计数定量值绝大部分都低于
!&’ )M?.-’

)g 血平板分离培养和 4>)平板计数两种方法
对比"发现 )g 平板计数定量值越高"血平板分离率

越高’ 4>)平板计数为 !&6 9!&( )M?.-时"血平板
分离率可达到 ,!C’Eh"但 4>)平板计数小于最低
检出限 !& )M?.-时"血平板分离率为 $’C’Eh"所
以两种方法对 )g 检测的敏感性有各自的特点"应
综合使用两种方法对 )g 进行分离"确保检测的准
确性’ 从整体检测流程看"血平板分离培养方法
具有培养时间短(工作强度小(菌落识别度高(干
扰因素小等优点"但同时会出现非优势菌容易漏
检(无法定量两个缺点&4>)平板计数法具有可定
量的优点"但同时具有识别度低(工作量大的缺
点&所以在面对不同工作时"应综合考虑使用两种
方法的利弊’

1B+和 !# 基因是两种重要的 )g 毒力基因和致
病因子 + !$G!(, ’ 本研究 DE 份健康人群粪便标本中分
离的 )g 均不携带 1B+基因"验证了 1B+基因是 )g 是
否致病的一个重要的生物标志&而 !# 基因检出率高
达 E$C#!h"说明 !# 基因与 )g 导致疾病的关系更
为复杂"应对该毒力基因进行深度生物标志识别或
毒素定量分析"判断其与食源性疾病的相关性’

)g 在欧美等发达地区是最重要的食源性病原
菌"但我国 )g 病原学研究工作尚处于起步阶段"其
病原识别方法研究(生物特征研究均有待加强’ 健
康人群携带 )g 的生物特征是 )g 作为食源性病原
菌特征研究的重要对照组资料"所以健康人群携带
)g 相关研究工作应同样引起重视’
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欧盟拟修订螺虫乙酯在蓝莓等果蔬中的最大残留限量
""据欧盟食品安全局 "+M><#消息! #&!, 年 ! 月 !D 日!欧盟食品安全局 "+M><# 就修订螺虫乙酯
"VgPeW\[\eONO\#的最大残留限量发布意见%

据了解!依据欧盟委员会法规"+)#8W$,’.#&&( 第 ’ 章的规定!比利时国家主管部门提出申请!要求修
改甜茴香和大黄中活性物质螺虫乙酯的最大残留限量&奥地利收到拜耳作物公司申请!要求修订螺虫乙酯
在其他小果实和浆果和猕猴桃等中的最大残留限量%

欧盟食品安全局在两国评估报告的基础上进行了风险评估!最终得出如下拟定限量’

商品
现行限量

"以螺虫乙酯及其四种代谢物计!
单位 N-./-#

拟定限量
"以螺虫乙酯和螺虫乙酯与螺虫乙酯G烯醇的总和计!单位 N-./-#

螺虫乙酯 螺虫乙酯与螺虫乙酯G烯醇的总和

蓝莓$葡萄干 "黑$红$白# $醋栗 "绿$
红$黄# $玫瑰果$桑葚 "黑$白# $地中
海欧楂$接骨木果$其他小水果和浆果

蔓越莓
猕猴桃
大蒜
甜茴香$大黄

&C!" &CE &C(

&C# &CE &C(
&C$ 6 $

&C!" &C6 &C$

&C!" 6 6

注’*:=’最大残留水平&=2n’量化限制&"表示 *:=是在量化极限下提出的

"""来源食品伙伴网!相关链接’K\\g’..S[TVCJWWZNO\[CS[\.#&!,.&!.(&$#’DCK\NQ#


