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摘 要：目的　建立多重核酸检测系统联合基质辅助激光解析电离飞行时间质谱（MALDI-TOF MS）对产气荚膜梭

菌的快速筛查鉴定方法，为食源性致病菌检测提供新策略。方法　采集张家港市一起食物中毒事件的样本，分别

采用多重核酸检测系统和 MALDI-TOF MS 快速筛查、传统生化和 MALDI-TOF MS 进行致病菌鉴定，并以荧光定量

PCR 结合 16S rRNA 测序验证鉴定结果的准确性。结果　经多重核酸检测系统和 MALDI-TOF MS 快速筛查，初步

提示了样本中存在产气荚膜梭菌。采用国标 GB 4789. 13—2012 方法检测，在与食物中毒相关的 122 份样本中检

出了 31 株产气荚膜梭菌。此外，对 7 株生化试验结果有偏差的菌株进行了荧光定量 PCR 和 16S rRNA 基因测序

验证，最终确认此 7 株菌株同样为产气荚膜梭菌。结论　多重核酸检测系统具有快速提示和排除常规检测项目的

优势，MALDI-TOF MS 操作简便、快速、鉴定结果准确性高，两种技术结合使用，可快速、准确地查找确认致病因子，

为食源性致病菌鉴定提供了新的有效手段。
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Abstract： Objective　 To develop a rapid method for the screening and identification of foodborne （C.  perfringens） 
isolates using multiple nucleic acid detection system combined with matrix assisted laser desorpt ionionization time of flight 
mass spectrometry （MALDI-TOF MS）， and to provide a new strategy for the identification of foodborne pathogens.

Methods　 Samples from a food poisoning incident in Zhangjiagang City were collected for rapid screening with the 
multiplex nucleic acid detection system and MALDI-TOF MS， detection with traditional biochemical and MALDI-TOF 
MS， the accuracy of the results was verified by Real-time PCR combined with 16S rRNA sequencing. Results　 After 
initial screening using a multiplex nucleic acid detection system and MALDI-TOF MS， preliminary evidence indicated the 
samples had C.  perfringens.  Following GB 4789. 13—2012 testing protocol， 31 strains of C.  perfringens were identified in 
122 samples associated with food poisoning incidents.  Furthermore， fluorescence quantitative PCR and 16S rRNA gene 
sequencing were employed to verify 7 strains that showed inconsistent biochemical test results.  These additional analyses 
ultimately confirmed that these 7 strains were indeed C.  perfringens. Conclusion　 The multiple nucleic acid detection 
system has the advantages of prompt detection and elimination of routine detection items， and the MALDI-TOF MS is easy 
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to operate， rapid， has a high accuracy of detection results.  The combination of the two technologies can quickly and 
accurately screen and confirm pathogenic factors， providing a new effective method for the detection of foodborne pathogens.
Key words： Multiple nucleic acid detection system； Clostridium perfringens； food poisoning； matrix assisted laser 
desorption ionization time of flight mass spectrometry； isolation； identification

产气荚膜梭菌，作为一种常见的厌氧性细菌［1-3］，

是引发气性坏疽的主要病原体，能够分解肌肉和结

缔组织中的糖，产生大量气体，导致组织严重气肿，

可引发人类多种疾病［4-5］。在食源性疾病监测中，产

气荚膜梭菌的快速鉴定对于食源性疾病事件防控

至关重要。然而，传统的培养鉴定方法存在操作烦

琐、耗时长且易漏检的缺点。因此，寻找一种快速、

准确且高通量的鉴定方法成为当前研究的重点。近

年来，基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱（Matrix 
assisted laser desorpt ionionization time of flight mass 
spectrometry，MALDI-TOF MS）作为一种新型的软电

离生物质谱技术，因其操作简单、快速、准确及高通

量的特点，在化学、生物学、医学和环境科学等领域

得到了广泛应用。但在食源性产气荚膜梭菌的鉴定

方面，国内报道尚属少见［6］。本研究探讨了多重核

酸检测系统、传统培养鉴定法和 MALDI-TOF MS 在

产气荚膜梭菌鉴定中的应用，为实验室寻求一种更

为有效的鉴定手段。

1　材料与方法

1.1　样本来源

2024 年张家港市一起食源性疾病事件相关的

122 份样本，包括 12 份患者肛拭子和 24 份饭店工

作人员肛拭子、44 份环境涂抹样 42 份食品样品。

1. 2　仪器与试剂

1.2.1　主要仪器

FilmArray 多重核酸检测系统（梅里埃诊断产品

有限公司，美国），荧光定量 PCR 仪（ABI 公司，新加

坡），生物安全柜（赛默飞世尔科技有限公司，苏州），

SPX-250 型生化培养箱（上海跃进医疗器械有限公

司，上海），Autofms 1000 全自动微生物质谱检测系

统（郑州安图生物工程股份有限公司，郑州）。

1.2.2　主要试剂

通用细菌采样管、一次性使用采样管（友康生

物科技股份有限公司，北京），胃肠道感染测试条

（梅里埃诊断产品有限公司，美国），肠聚集性大肠

埃希菌（EAEC）核酸检测试剂盒、出血性大肠杆菌

（EHEC）核酸检测试剂盒（江苏硕世生物科技股份

有限公司，扬州），厌氧产气袋（三菱瓦斯化学株式

会社，日本），胰胨 -亚硫酸盐 -环丝氨酸（TSC）琼脂、

液体硫乙醇酸盐培养基（FTG）、缓冲动力-硝酸盐培

养基、乳糖-明胶培养基、含铁牛乳培养基（北京陆桥

技术股份有限公司，北京），质谱样本预处理试剂

（郑州安图生物工程股份有限公司，郑州），产气荚

膜梭菌核酸测定试剂盒（上海之江生物科技股份有

限公司，上海），细菌基因组 DNA 提取试剂盒（天根

生化科技有限公司，北京）。

1. 3　方法

1. 3. 1　病原生物快速筛查

选取 10 份临床症状明显的患者样本，每份吸

取 200 μL 采样液混匀共 2 000 μL 作为样本 1，选取

5 份重点怀疑食品涂抹液、5 份环境涂抹液，每份吸

取 200 μL 混匀作为样本 2。使用 FilmArray 多重核

酸检测系统，选用配套的胃肠道感染测试条，一次性

检测 13 种细菌、5 种病毒和 4 种寄生虫，共计 22 个

病原生物靶标（表 1），按照多重核酸检测系统作业

指导书进行快速筛查。其中检出阳性的靶标，选用

对应的核酸检测试剂盒，按照试剂盒说明书对单份

样本进行荧光定量 PCR 检测。多重核酸检测系统

结果无指示时，将此 20 份样本分别接种 2 块血平

板，分需养和厌氧两种培养条件进行培养，选取单

个菌落用 MALDI-TOF MS 筛查。

1. 3. 2　分离培养鉴定

根据多重核酸检测系统和 MALDI-TOF MS 的

初步筛查结果，确定需要进一步分离培养鉴定的目

标微生物。所有的生物样本、食品和涂抹液参照 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》［7］的操作程序选择相应的

培养基进行分离培养和确证试验。

1. 3. 3　MALDI-TOF MS 鉴定

取 分 离 培 养 平 板 上 单 个 菌 落 按 照 Autofms 
1000 全自动微生物质谱检测系统使用说明书分别

使用直涂法和提取法进行处理并上机检测。直涂

法：取少量单菌落以薄膜的形式涂布于靶板上，加

1 μL 质谱样本预处理试剂盒中的基质溶液覆盖样

品，室温下自然晾干后上机进行鉴定。提取法：在

1. 5 mL 离心管中加入 300 μL 去离子水，取单个菌落

于离心管中，充分振荡混匀。加入 900 μL 无水乙

醇，充分混匀，室温离心 3 min（转速 12 000 r/min，离
心半径 5 cm），倒去上清，再次离心，使用移液枪完

全除去上清，操作过程中不应接触沉淀。36 ℃干燥

沉淀 5 min，至沉淀表面无明显水迹。加入 10 μL 裂
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解液 1，振荡混匀，加入 10 μL 裂解液 2，充分混匀，

室温离心 3 min（转速 12 000 rpm，离心半径 5 cm）。

吸取 1 μL 上清液，滴加到靶板上，晾干后加 1 μL 基

质溶液覆盖样品，晾干后放入质谱仪进行测定。

质谱鉴定结果以分数表示，范围为 0~10 分，细

菌得分大于 9. 0 分时，匹配结果在种水平可信。使

用直涂法结果得分在 9. 0 分以下时，重新取菌涂布

检测，减少因操作引起的误差。

1. 3. 4　16S rRNA 测序及比对

当 MALDI-TOF MS 与国标检测方法结果出现

偏差时，使用荧光定量 PCR 结合 16S rRNA 基因测

序进行菌株的进一步验证。经试剂盒提取疑似产

气荚膜梭菌菌株基因组 DNA，使用产气荚膜梭菌核

酸测定试剂盒，按照试剂盒说明书进行荧光定量

PCR 检测。细菌 16S rRNA 基因通用引物对菌株基

因片段进行 PCR 扩增，扩增片段由上海生工生物工

程有限公司进行测序。将测序得到的 16S rRNA 序

列与 NCBI 数据库中的序列进行比对。

1. 3. 5　统计学分析

采用 SPSS 26. 0 软件进行统计分析，通过配对

样本 t 检验比较两种制样方法的鉴定分值差异。提

取法制样的分值显著高于直涂法（t=-5. 061，P<
0. 05），差异具有统计学意义。

2　结果

2. 1　快速筛查结果

FilmArray 多重核酸检测结果显示，由 10 份患

者样本组成的混合样本 1 及食品和环境涂抹样组

成的混合样本 2 在筛查的 22 个靶标中均为阴性。

使用 MALDI-TOF MS 对血平板上的疑似菌落进行

筛查，检测结果包含大肠埃希菌、产气荚膜梭菌、摩

根摩根菌、口腔链球菌、肺炎克雷伯菌、无乳链球菌

和粪肠球菌。因 FilmArray 多重核酸检测排除了致

泻性大肠埃希菌感染的可能性，且由摩根摩根菌、

口腔链球菌、肺炎克雷伯菌、无乳链球菌和粪肠球

菌引起的食物中毒少有报道。因此，综合现有检测

结果，对产气荚膜梭菌进一步分离鉴定。

2. 2　分离培养结果

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》对 122 份样

本进行产气荚膜梭菌检测，经 TSC 琼脂倾注培养，

选取可疑菌落分别进行常规确证试验（镜检形态、

牛奶发酵、动力-硝酸盐和乳糖-明胶）。经分离鉴定

共获得疑似产气荚膜梭菌共 38 株，其中 31 株菌完

全符合典型产气荚膜梭菌生化反应特征，分别来

自患者样本（12 株）、工作人员（6 株）、环境样本（10
株）和食品样本（3 株），见表 2。另有 6 株仅动力 -

硝酸盐生化结果不符合，1 株仅乳糖 -明胶实验不

符，其中 5 株分离自饭店工作人员样本，1 株分离

自 患 者 样 本 ，1 株 来 自 环 境 样 本（表 2）。 使 用

MALDI-TOF MS 对疑似菌落进行鉴定，38 株菌株均

鉴定为产气荚膜梭菌。3 份产气荚膜梭菌检测为

阳性的食品样品，经平板计数污染水平分别为 10、
76、80 CFU/g。

直涂法或提取法制样后经 MALDI-TOF MS 鉴

定，38 株 TSC 琼脂分离培养获得的疑似菌株均为产

气荚膜梭菌。所有菌株经涂布法制样鉴定得分均高

于 9. 0 分，提取法均高于 9. 6 分（图 1）。经 t 检验分

析，提取法制样的分值显著高于涂布法，差异有统计

学意义（P<0. 05）。

2. 3　MALDI-TOF MS 鉴定指纹图谱

分离培养后取单个菌落用 MALDI-TOF MS 进

表 2　38 株疑似产气荚膜梭菌生化检测结果符合情况

Table 2　Results of biochemical tests for 38 suspected 

Clostridium perfringens strains
方法

常规鉴定

MALDI-TOF MS

项目

涂片镜检

暴烈发酵试验

动力-硝酸盐

乳糖-明胶

鉴定结果

符合/株

38
38
32
37
38

不符合/株

0
0
6
1
0

实验耗时/h
24
36
48

48~72
0.5

表 1　Filmarray 胃肠道感染测试条检测靶标

Table 1　Filmarray gastrointestinal panel targets
品类

细菌

靶标

弯曲菌属（空肠、结肠、乌普萨拉）

艰难梭菌（毒素 A/B）
类志贺邻单胞菌

沙门菌

小肠结肠炎耶尔森菌

弧菌（副溶血性弧菌、创伤弧菌、霍乱弧菌）

霍乱弧菌

肠聚集性大肠埃希菌

肠产毒性大肠埃希菌

肠致病性大肠埃希菌

产类志贺毒素的大肠埃希菌 stx1/stx2

品类

细菌

病毒

寄生虫

靶标

志贺菌/肠侵袭性大肠埃希菌

大肠埃希菌 O157
腺病毒 F 组 40/41

星状病毒

诺如病毒 GⅠ/GⅡ
轮状病毒 A 群

札幌病毒（Ⅰ、Ⅱ、Ⅳ和Ⅴ型）

隐孢子虫

圆孢子虫

痢疾阿米巴

蓝氏贾第鞭毛虫
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行分析，获得指纹图谱。代表性图谱和与质谱仪菌

库内标准菌株均一性比较见图 2。38 株产气荚膜

梭菌分别使用直涂法和提取法处理后进行质谱检

测得到的指纹图谱见图 3。
2. 4　16S rRNA 测序结果

针对 6 株在动力-硝酸盐检测结果中，以及 1 株

在乳糖 -明胶生化试验中结果不符合预期的疑似产

气荚膜梭菌，采用荧光定量 PCR 结合 16S rRNA 测

序进行验证。结果发现此 7 株菌的荧光定量 PCR
检测结果均为产气荚膜梭菌阳性，16S rRNA 序列与

NCBI 数据库中的产气荚膜梭菌均具有高度的同源

性（图 4）。

3　讨论

随着分子生物学技术的不断发展，多重核酸检

测系统在临床诊断、食品安全和公共卫生等领域的

应用越来越广泛［8-9］。FilmArray 多重核酸检测系统

具有前处理简单、检测速度快、能够使用原样本检

测等优点在食物中毒处置中发挥了重要作用［10-12］。

图 1　不同前处理方法检测产气荚膜梭菌的 MALDI-TOF MS
检测分值

Figure 1　Scores of different sample preparation methods for 
detection of Clostridium perfringens using MALDI-TOF MS

图 2　产气荚膜梭菌质谱图谱（A）和与数据库内标准菌株均一性比较图（B）
Figure 2　Clostridium perfringens mass spectra of MALDI-TOF MS (A) and Comparison of the homogeneity of Clostridium perfringens 

with the standard strains in the database (B)

图 3　38 株产气荚膜梭菌经直涂法（A）和提取法（B）的质谱图谱

Figure 3　Mass spectra of 38 strains of Clostridium perfringens obtained by direct coating (A) and extraction (B)
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在本次食物中毒处置中，FilmArray 多重核酸检测系

统仅需 1. 5 h 完成快速筛查，虽未得到检测项目的

提示，但排除了细菌、病毒和寄生虫 22 种靶标所包

含的检测项目，包括 MALDI-TOF MS 筛查提示而无

法区分的致泻性大肠埃希菌，减轻了后续实验的工

作量，提高了检测效率。

常规鉴定法通常包括形态学观察、生化特性测

试等。这些方法依赖于经验丰富的实验室人员，可

能受到主观因素的影响［13］。此外，一些菌株可能表

现出非典型的生化特征，导致鉴定结果的不确定

性。荧光定量 PCR 结合 16S rRNA 基因测序结果具

有较高的准确性和可靠性［14-15］。MALDI-TOF MS 通

过测量菌株的蛋白质指纹图谱来进行鉴定，具有高

度的灵敏度和特异性［16-17］。在此次食物中毒事件

中，常规鉴定法分离培养出 38 株产气荚膜梭菌，

其中 31 株完全符合典型产气荚膜梭菌的生化特

征，另 7 株仅 1 项生化结果有偏差。这 38 株产气

荚膜梭菌采用 MALDI-TOF MS 检测均能检出，同时，

生化结果有偏差的 7 株产气荚膜梭菌经荧光定量

PCR 和 16S rRNA 测序结果也符合，证明了其准确

性和可靠性。从分离培养鉴定结果可以看出，自分

离到单个菌落后，常规鉴定方法需要 72~120 h 出具

结果，MALDI-TOF MS 仅需要 0. 5 h，大大提高了检

测效率［18-19］。

MALDI-TOF MS 直涂法直接挑取单菌落涂抹在

靶板上，此方法简单、快速，但因容易挑到培养基和

菌层涂抹不均匀等原因，可能会影响鉴定结果［20］。

在本研究中，直涂法有 2 株鉴定分值低于 9. 0 分，

经重复实验后，分值>9. 0 分，所有菌株均在种水平

可信；提取法操作复杂、耗时长，适用于几乎所有菌

株类型，能获取相对更优质的图谱与更高的鉴定得

分，结果稳定性好［21］，本次实验菌株用提取法检测

结果均>9. 6 分。经统计学分析，两种前处理方法检

测的结果分值差异有统计学意义，提取法结果优于

直涂法。两种方法可以按照实际需求来选择，如只

需满足鉴定产气荚膜梭菌的要求，可选择直涂法，

如需要进行聚类分析等进一步的研究，建议使用提

取法。

流行病学调查分析和多重核酸检测系统快速

筛查结果提示检测项目均为未检出时，常规实验室

检测如大海捞针，无从下手，特别是引起本次食物

中毒的产气荚膜梭菌属于厌氧菌，用常规培养基和

一般培养条件不能“顺带”检出［2］，仅用多重核酸检

测系统和常规方法检测也会造成漏检。本次实验

尝试使用选择性弱的培养基，选用多种培养条件培

养，用质谱“广撒网”，给出检测项目的提示，结合多

重核酸检测系统排除干扰的提示项目，有针对性地

进行分离培养，最终检出了引起这起食物中毒事件

的病原菌。

本研究从食品、饭店工作人员、饭店环境和患

者样本中均检出了产气荚膜梭菌，表明其可能与食

物中毒事件密切相关。然而，为明确其致病性及其

图 4　产气荚膜梭菌 16S rRNA 序列同源性分析

Figure 4　Homology analysis of 16S rRNA sequences of Clostridium perfringens
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在食物链中的传播途径，仍需要进行深入的溯源研

究，例如对产气荚膜梭菌的基因型、毒力因子和耐

药性等进行研究，以充分证实其在本次食物中毒事

件中的作用和影响。通过这些研究可以更好地理

解其在食物中毒中的潜在风险，为制定有效的预防

和控制措施提供科学依据。

本研究建立的使用多重核酸检测系统联合

MALDI-TOF MS 鉴定食物中毒事件中产气荚膜梭菌

的方法，极大地提高了检测的准确性和效率，为食

物中毒病原菌鉴定提供了新的有效手段，也为探索

使用多重核酸检测系统联合 MALDI-TOF MS 鉴定

其他致病菌提供了思路。
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