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摘 要：目的　建立针对水样中产气荚膜梭菌检测的 TaqMan 实时荧光定量聚合酶链式反应（PCR）方法，并测试该

方法在自来水样中的检测效果。方法　选择位于该菌拟核中高度保守的 plc 基因，设计特异性引物和 TaqMan 探

针，经优化后建立了针对该菌的 TaqMan 实时荧光定量 PCR 检测方法，结合滤膜法处理含有 plc 基因的标准菌株的

模拟污染水样，并对所建立的方法进行测试。结果　所建立的产气荚膜梭菌 TaqMan 实时荧光定量 PCR 检测方法

具有高度的特异性，13 株食源性致病菌、3 株艰难梭菌及 1 株腐败梭菌的 Ct 值大于 40；该方法的最低检出限为 1×
10 copies/μL，具有较高的灵敏性；对模拟污染水样的最低检测限为 1. 0×102 CFU/mL。应用该方法对 4 份人工模拟

污染阳性水样与 90 份自来水样进行检测发现，2 份 1. 0×102 CFU/mL 的模拟污染水样可检出产气荚膜梭菌，2 份

1. 0×10 CFU/mL 的模拟污染水样与 90 份自来水样均未检出产气荚膜梭菌。结论　所建立的产气荚膜梭菌 TaqMan
实时荧光定量 PCR 检测方法具有特异性好、灵敏性高的优点，对水体中产气荚膜梭菌的检测具有较高的应用价值。

关键词：产气荚膜梭菌； 实时荧光定量 PCR； TaqMan 探针法； 水样检测； 食源性致病菌

中图分类号：R155  文献标识码：A  文章编号：1004-8456（2024）02-0147-09
DOI:10. 13590/j. cjfh. 2024. 02. 006

Establishment and application of a TaqMan-based real-time fluorescence quantitative PCR 
detection method for Clostridium perfringens

MA Jiaqi1，2， SUN Bo1，2， MA Hongmei1，2， WANG Dong1，2， ZHAO Zhijun3，4， LI Yong1，2， ZENG Jin1，2

（1. Key Laboratory of Ministry of Education for Conservation and Utilization of Special Biological 
Resources in the Western, Ningxia University, Ningxia Yinchuan 750021, China；2. College of Life 

Science, Ningxia University, Ningxia Yinchuan 750021, China；3. Ningxia Key Laboratory of Clinical 
Pathogenic Microorganism, General Hospital of Ningxia Medical University, Ningxia Yinchuan 750021, 

China；4. Medical Experimental Center, General Hospital of Ningxia Medical University, Ningxia 
Yinchuan 750021, China）

Abstract： Objective　 A TaqMan-based real-time fluorescence quantitative polymerase chain reaction （PCR） method 
was established to detect Clostridium perfringens （C.  perfringens） in tap water samples. Methods　 The highly conserved plc 
gene located in the pseudonucleus of the bacterium was amplified and specific primers and TaqMan probes were designed.  After 
optimization， a TaqMan-based real-time fluorescence quantitative PCR detection method was established.  Combined with 
the filter membrane method， simulated polluted water samples of standard strains containing plc genes were treated， and 
the established method was tested. Results　 The established TaqMan-based method for detecting C.  perfringens showed 
high specificity.  Ct >40 were found in 13 foodborne pathogens， 3 Clostridium difficile and 1 Clostridium putrefaciens 
strain.  The detection limit of this method was 1×10 copies/μL， showing high sensitivity.  The minimum detection limit for 
the simulated polluted water sample was 1. 0×102 CFU/mL.  This method was also used to detect 4 simulated water 
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contamination samples and 90 imported water samples.  The results showed that C.  perfringens could be detected in 2 simulated 
1. 0×102 CFU/mL-contaminated water samples， while not in 2 simulated 1. 0×10 CFU/mL-contaminated and imported water 
samples. Conclusion　 The TaqMan real-time fluorescence quantitative PCR method established in this study for the 
detection of C.  perfringens has good specificity， high sensitivity， and practical value for detecting C.  perfringens in water 
samples.
Key words： Clostridium perfringens； real-time fluorescent quantitative PCR； TaqMan probe method； water sample 
detection； foodborne pathogens

产气荚膜梭菌（Clostridium perfringens）常在食

物、土壤、污水、粪便及人和动物的肠道中检出［1］，是

一种食源性条件致病菌，能引起人的食物中毒，表现

为严重的腹痛、腹泻，甚至引起血痢和坏死性肠炎［2］，

对食品安全造成严重影响。由该菌引起的食物中毒

事件在欧美等国家和地区时有发生［2-3］，而我国居民

的饮食结构以熟食和沸水为主，该菌引起的食源性

公共安全事件报道不多，但由于该菌所产生的芽胞

在水中能存活数月，对外部环境有较强抵抗力，常规

消毒方法不能将其灭活［4］。因此检测水体中产气荚

膜梭菌对评价水质资源的质量和安全性具有重要意

义。一些研究认为，鉴于产气荚膜梭菌所产芽胞在

环境中的稳定性，可以作为粪便污染的指示性微生

物，而建议将该菌作为评价饮用水品质以及水质污

染程度的指示菌［5-6］。欧盟于 1998 年 12 月制定的

《欧盟饮用水水质指令》（98/83/EC）将产气荚膜梭菌

作为水质卫生指标［7］。国际标准化组织《食品和动物

饲料微生物学-产气荚膜梭菌计数的水平方法-菌落

计数技术》（ISO7937： 2004）［8］中规定了食品与动物

饲料中产气荚膜梭菌的菌落计数检测方法。《出口食

品中致病菌环介导恒温扩增（LAMP）检测方法  第 10
部分：产气荚膜梭菌》（SN/T 2754. 10—2011）［9］中规

定了出口食品中产气荚膜梭菌的筛选检测方法。

2018 年我国发布《食品安全国家标准  饮用天然矿泉

水》（GB 8537—2018）［10］规定产气荚膜梭菌为必检菌

株之一，即每 50 mL 饮用天然矿泉水中检出标准为

0 CFU。因此，产气荚膜梭菌作为重要的食源性致病

菌以及重要的饮用水指示菌，建立对其进行准确、快

速、灵敏的检测方法具有重要的意义。

产气荚膜梭菌是一种较为严格的厌氧菌，对营

养条件要求较苛刻，其生长需要在氮源丰富的硫乙

醇酸盐培养基或脑心浸液培养基中进行厌氧培养，

培养方法复杂，而检测鉴别则需要卵黄培养基，而

且需要专用的厌氧培养箱或厌氧产气袋进行培养，

因此传统检测产气荚膜梭菌方法存在检测周期较

长、技术要求高、过程繁琐且检出率低等问题［11］。

而聚合酶链式反应（Polymerase chain reaction， PCR）
等分子生物学检测方法能够特异性地从少量细菌

中扩增目的 DNA，简单、快速和重复性高，且无需对

待检目标菌进行培养即可进行检测，检出率高，目

前已被广泛运用于食源性病原体的检测［12］。实时

荧 光 定 量 PCR（Real-time quantitative fluorescent 
PCR）是在 DNA 扩增过程中将荧光探针或荧光染料

添加于 PCR 反应体系中，通过荧光信号的累积实现

对 PCR 进程的监测，利用标准曲线对待测基因作定

量分析的方法［13］。其中，TaqMan 探针法利用设计

的特异性与靶序列相匹配的带有荧光分子的寡核

苷酸序列与 PCR 扩增过程中获得的目的产物相结

合，水解后产生荧光信号，相比实时荧光定量 PCR
直接加入荧光染料，特异性更为优秀，且具有开发

为高通量、多重基因检测的潜质［14］。

本研究选择存在于各种株型产气荚膜梭菌拟

核中的特异性 plc 基因作为检测用靶基因，设计引

物和 TaqMan 探针，建立产气荚膜梭菌基于 TaqMan
探针的荧光定量 PCR 检测方法，并与《食品安全国

家 标 准  饮 用 天 然 矿 泉 水 检 验 方 法》（GB 8538—
2016）中的滤膜法［15］相结合，建立模拟污染水样的

检测方法，并应用该方法对 90 份自来水样品及

4 份人工模拟污染的阳性对照样品进行检测，以期

为快速检测水体中产气荚膜梭菌提供方法支持。

1　材料与方法

1. 1　实验菌株

供试菌株来源于本实验室保存及北京美莱博

医学科技有限公司（表 1）。

1.  2　主要仪器与试剂

qTOWER3 G 实时荧光定量 PCR 仪（德国耶拿

公司 Analytik Jena）；Tone 96GPCR 仪（德国 Biometra
公司）；电泳装置与凝胶成像仪（美国 Bio-Rad 公

司）；恒温振荡培养箱（中国上海旻泉仪器有限公

司）；生物安全柜（中国苏净集团苏州安泰空气技术

有限公司）；智能型生化培养箱（中国上海琅玕实验

设备有限公司）。

细菌基因组 DNA 提取试剂盒（北京庄盟国际

生物基因科技有限公司）；2×PCR Taq Mix、引物探针

（北京美莱博医学科技有限公司）；2×Easy TaqPCR 
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SuperMix（+dye）（北京全式金生物技术股份有限公

司）；液体硫乙醇酸盐培养基、蛋白胨、酵母提取物

（青岛海博生物技术有限公司）；琼脂糖（上海贝晶

生物技术有限公司）；50×TAE Buffer（赛文创新（北

京）生物科技有限公司）；0. 22 μm 水系滤膜与可换

膜滤器均购于上海市新亚净化器件厂。

1. 3　产气荚膜梭菌 plc基因检测标准品质粒的构建

为所建立的产气荚膜梭菌 TaqMan 探针的荧光

定量 PCR 检测方法提供阳性参考品，构建了含产气

荚膜梭菌 plc 基因的检测标准品质粒。

首 先 提 取 产 气 荚 膜 梭 菌 ATCC 3624 基 因 组

DNA 作为模板获取 plc 基因。PCR 体系为：基因组

DNA 2 ng，引物 CPA-F 与 CPA-R（10 μmol/L）各 1 μL
（引物序列见表 2），dNTP 4 μL，10×Taq DNA 聚合酶

缓冲液 5 μL，Taq DNA 聚合酶 5 U，DEPC 水补足至

50 μL。反应程序为：95 ℃ 5 min；95 ℃ 30 s，52 ℃ 
30 s，72 ℃ 45 s，30 个循环；72 ℃ 7 min［17］。PCR 产
物经 1% 琼脂糖凝胶电泳后，采用胶回收法获得目

的基因片段，经 Sma Ⅰ及 BamH Ⅰ双酶切后与同样

酶切处理的 pUC57 载体过夜连接，转化至 DH5α 感

受态细胞中；选择阳性菌落，提取质粒，经核苷酸序

列测定鉴定正确后，将重组质粒命名为 pUC57-plc，

作为 plc 基因检测标准品。

依据以下公式计算重组质粒拷贝数［18］：

拷贝数（copies/μL）=（6. 02×1023）×（ng/μL×10-9）/

（660×碱基数）

1. 4　TaqMan 实时荧光定量 PCR 检测方法的建立

1. 4. 1　plc基因检测引物与探针的设计

根 据 GenBank 中 公 布 的 高 度 保 守 基 因 plc

（GenBank：MK599266. 1），设计特异性引物和探针。

VIC 和 BHQ1 分别作为该探针的荧光报告基团及淬

灭基团。

通 过 在 线 工 具 Primer-BLAST（https：//blast.
ncbi. nlm. nih. gov/Blast. cgi）对该引物的特异性进

行验证，再通过常规 PCR 对荧光定量 PCR 引物进

行特异性验证。

1. 4. 2　标准曲线的建立

以产气荚膜梭菌标准品质粒 pUC57-plc 为模

板 ，建 立 10 μL 反 应 体 系 ，反 应 体 系 为 ：2×PCR 
Taq Mix 5 μL，plc-F、plc-R 各 0. 25 μL（10 μmol/L），

探针为 0. 3 μL（10 μmol/L），模板 1 μL，DEPC 水补

至 10 μL。反应程序：95 ℃ 10 min；95 ℃ 10 s，60 ℃ 
30 s；42 个循环。根据拷贝数计算公式，使用 TE 缓

冲溶液将标准品质粒 pUC57-plc 拷贝数稀释至 1×
106 copies/μL，再依次进行 10 倍梯度稀释，使用

102~106 copies/μL 浓度的重组质粒稀释液作为模

板；将拷贝数对数值作横坐标，将 Ct 值作纵坐标，生

成标准曲线。

1. 4. 3　特异性实验

依据基因组 DNA 提取试剂盒，提取 7 株产气

荚膜梭菌、1 株腐败梭菌及其他 16 株食源性致病菌

的 DNA（表 1），将提取好的 DNA 分装储存备用。

利用所建立的 TaqMan 荧光定量 PCR 反应体

系，分别以 7 株产气荚膜梭菌以及 13 株食源性致

病菌 DNA 为模板，运行实时定量荧光 PCR 程序，检

表  2　产气荚膜梭菌检测标准品 plc基因引物序列

Table 2　Primers sequence of C. perfringens plc gene
引物

名称

CPA-F
CPA-R

引物序列（5'→3'）
CCGGGCCCTCAAAGGATAATAGTTGG（Sma Ⅰ）

GGATCCGTCATCTGTTCCAGCATCTTTTTC
（BamH Ⅰ）

产物

长度/bp

600

表  1　实验菌株

Table 1　Bacterial strains used in study
菌种名称

产气荚膜梭菌 A 型（C. perfringens）

产气荚膜梭菌 A 型（C. perfringens）
产气荚膜梭菌 B 型（C. perfringens）

产气荚膜梭菌 B 型（C. perfringens）

产气荚膜梭菌 C 型（C. perfringens）

产气荚膜梭菌 C 型（C. perfringens）

产气荚膜梭菌 C 型（C. perfringens）

产气荚膜梭菌 D 型（C. perfringens）

腐败梭菌（Clostridium septicum）

艰难梭菌（Clostridium difficile）

金黄色葡萄球菌（Staphylococcus aurous）

金黄色葡萄球菌（Staphylococcus aurous）

表皮葡萄球菌（Staphylococcus epidermidis）

表皮葡萄球菌（Staphylococcus epidermidis）

肺炎链球菌（Streptococcus pneumoniae）

大肠杆菌（Escherichia coli）

大肠杆菌（Escherichia coli）

铜绿假单胞菌（Pseudomonas aeruginosa）

伤寒沙门菌（Salmonella typhi）

粪肠球菌（Enterococcus faecalis）

肺炎克雷伯菌（Klebsiella pneumoniae）

单核细胞增生李斯特菌（Listeria monocytogenes）

乙型溶血性链球菌（Beta hemolytic streptococcus）

菌株来源

ATCC 3624[16]

C57-1[16]

C58-1[16]

C58-2[16]

C59-2[16]

C59-41[16]

C59-42[16]

C60-2[16]

C55-1[16]

临床分离株

ATCC 6538
ATCC 25923
ATCC 35984
ATCC 14990
ATCC 13883
ATCC 8739

ATCC 25922
ATCC 15442
ATCC 14028
ATCC 29212
CMCC 46117
ATCC 19114
CMCC 3221

注：ATCC：美国模式菌种收集中心；CMCC：中国医学微生物菌种保

藏管理中心

表  3　产气荚膜梭菌 plc基因检测引物及探针序列

Table 3　Primers and probe sequence of C. perfringens plc gene
引物/探

针名称

plc-F
plc-R
plc-P

引物/探针序列（5'→3'）
ATTCTATCTTGGAGAGGCTATGC

CTCTGCAAAAGTCTCAAACTTAACA
VIC-CGCTATCAACGGCAGTAACATTAGCAG

产物长

度/bp

115

——149



中国食品卫生杂志

CHINESE JOURNAL OF FOOD HYGIENE 2024 年第  36 卷第  2 期

测实时荧光定量 PCR 检测方法的特异性。同时，选

择与产气荚膜梭菌同属的 1 株腐败梭菌及 3 株艰

难梭菌分离株 DNA 为模板进一步检测该体系在梭

菌属中的检测特异性。

1. 4. 4　灵敏性实验

分别以 100~106 copies/μL 的标准品质粒 pUC57-

plc 作为模板，运行实时定量荧光 PCR 程序，检测

TaqMan 实时荧光定量 PCR 检测方法的灵敏性。

1. 5　人工模拟污染样品检测

将以上建立好的 TaqMan 实时荧光定量 PCR
检测方法对人工模拟污染样品进行检测。将初始

浓度为 1×108 CFU/mL 的产气荚膜梭菌质粒标准品

菌株 DH5α（pUC57-plc）作 10 倍梯度稀释，将每个稀

释梯度的稀释液分别吸取 1 mL 与 50 mL 无菌水样

充分混匀，通过孔径为 0. 22 μm 的无菌水系滤膜进

行过滤富集菌体，无菌取出滤膜，剪碎后置于无菌

的 1. 5 mL 离心管中，加入 1 mL 无菌水，涡旋振荡

15~20 min 后吸出液体，通过煮沸法提取核酸，将其

作为模板进行检测，并与常规 PCR 作比较。

1. 6　自来水样品的检测

将以上建立好的 TaqMan 实时荧光定量 PCR
检测方法对采集的自来水样品进行检测。从实验

楼、及宿舍楼等不同楼宇采集自来水水样共 90 份，

每一份样品为 50 mL，样品采集、保存及处理遵循

《食品安全国家标准  饮用天然矿泉水检验方法》

（GB 8538—2022）。分别设置阳性对照、阴性对照

及 2 份 1×102 CFU/mL 与 2 份 1×10 CFU/mL 的产

气荚膜梭菌标准品人工模拟污染的阳性对照样品，

将 90 份自来水样品及 4 份人工模拟污染的阳性对

照样品通过滤膜法过滤富集菌体，并采用煮沸法提

取核酸进行检测。

2　结果

2. 1　标准品质粒的构建

利用 PCR 技术，从产气荚膜梭菌 ATCC 3624
基因组 DNA 中获得 plc 基因片段，将其克隆至载体

pUC57 中，构建重组质粒标准品 pUC57-plc。提取

重组质粒后进行 Sma Ⅰ/BamH Ⅰ双酶切鉴定，经

1. 5% 琼脂糖凝胶电泳，获得 640 bp 的目的基因和

2 660 bp 的载体基因片段，与理论结果相符。经核

苷酸序列分析鉴定，表明产气荚膜梭菌 plc 基因检

测标准品质粒 pUC57-plc 构建成功（图 1）。

2. 2　方法的建立及结果

2. 2. 1　引物的特异性验证

通过 Primer-BLAST 在线工具设计产气荚膜梭

菌 TaqMan 荧光定量 PCR 引物并检测其特异性；

Primer-BLAST 结果显示该引物仅能与产气荚膜梭

菌相匹配，表明该引物具有良好的序列特异性。

以阳性标准品质粒 pUC57-plc 为模板，通过常

规 PCR 进一步检测所设计荧光定量引物的特异性

产物。结果显示，该引物仅可扩增出一条特异性条

带，阴性对照仅为一条小于 100 bp 的引物二聚体条

带（图 2）。

2. 2. 2　标准曲线建立

以 102~106 copies/μL 浓度的产气荚膜梭菌 plc

基因检测标准品质粒 pUC57-plc 稀释液为模板，采

用产气荚膜梭菌 TaqMan 实时荧光定量 PCR 体系

及程序，获得产气荚膜梭菌 TaqMan 荧光定量 PCR
标准曲线；结果显示，在 102~106 copies/μL 浓度范

围内标准曲线的回归方程为 y=-2. 429x+33. 02，相
关系数 r=0. 99；表明在该浓度范围内产气荚膜梭菌

标准品重组质粒拷贝数对数对应的 X 轴与 Ct 值对

应的 Y 轴之间线性关系良好，进一步表明所设计的

注：M：DNA Marker；1：Sma Ⅰ/BamH Ⅰ双酶切

图  1　pUC57-plc重组质粒的酶切鉴定图

Figure 1　Enzyme digestion identification of pUC57-plc 

recombinant plasmids

注：M：DL2000 DNA Marker；1：pUC57-plc；2：阴性对照

图 2　荧光定量引物特异性常规 PCR 结果

Figure 2　Fluorescent quantitative primer specific routine PCR 
results
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引物与探针对产气荚膜梭菌 plc 基因的扩增效率较

高，荧光定量 PCR 体系稳定（图 3）。

2. 2. 3　特异性实验

以 7 株产气荚膜梭菌和 13 株食源性致病菌

DNA 为模板，以 DEPC 水为阴性对照，进行特异性

验证；结果显示，仅有 7 株产气荚膜梭菌有阳性扩

增曲线，13 株其他食源性致病菌（金黄色葡萄球菌、

大肠杆菌、单核细胞增生李斯特菌等）均未见检测

信号，表明针对产气荚膜梭菌的 TaqMan 实时荧光

定量 PCR 体系具有良好的特异性（图 4）。

在此基础上，以 3 株产气荚膜梭菌、3 株艰难梭

菌及 1 株腐败梭菌 DNA 为模板，以 DEPC 水为阴性

对照，进一步检测该体系在梭菌属中的检测特异

性。结果显示，仅有 3 株产气荚膜梭菌有阳性扩增

曲线，3 株艰难梭菌及 1 株腐败梭菌均未见检测信

号，进一步表明该方法特异性良好（图 5）。

2. 2. 4　灵敏性实验

分别以 100~106 copies/μL 浓度产气荚膜梭菌 plc

基因检测标准品质粒 pUC57-plc 稀释液为模板，检测

产气荚膜梭菌 TaqMan 荧光定量 PCR 检测体系的灵

敏性；结果如图所示，在浓度为 101~106 copies/μL
时均有相应曲线扩增，Ct 值随拷贝数的降低而逐渐

增加，以 Ct≤35 判定为阳性，当 100 copies/μL 时无

荧光信号且未扩增出曲线，判定为扩增阴性；表明

所建立的产气荚膜梭菌 TaqMan 荧光定量 PCR 检

测方法的最低限为 10 copies/μL，具有较高的灵敏

性（表 4，图 6）。

图  3　荧光定量 PCR 标准曲线

Figure 3　Standard curve of fluorescence quantitative PCR

注：1：产气荚膜梭菌 ATCC 3624；2：产气荚膜梭菌 57-1；3：产气荚膜梭菌 58-1；4：产气荚膜梭菌 58-2；5：产气荚膜梭菌 59-2；6：产气荚膜梭菌 59-

41；7：产气荚膜梭菌 59-42；8：金黄色葡萄球菌 ATCC 6538；9：金黄色葡萄球菌 ATCC 25923；10：表皮葡萄球菌 ATCC 35984；11：表皮葡萄球菌

ATCC 14990；12：肺炎链球菌 ATCC 13883；13：大肠杆菌 ATCC 8739；14：铜绿假单胞菌 ATCC 15442；15：伤寒沙门菌 ATCC 14028；16：粪肠球菌

ATCC 29212；17：大肠杆菌 ATCC 25922；18：肺炎克雷伯菌 CMCC 46117；19：单核细胞增生李斯特菌 ATCC 19114；20：乙型溶血性链球菌

CMCC 3221；21：阴性对照

图 4　产气荚膜梭菌 TaqMan 实时荧光定量 PCR 的特异性实验

Figure 4　Specificity experiment of TaqMan real-time fluorescent quantitative PCR for Clostridium perfringens

注：1：产气荚膜梭菌 C59-2；2：产气荚膜梭菌 60-2；3：产气荚膜梭菌

ATCC3624；4：腐败梭菌 C55-1；5-7：艰难梭菌临床分离株；

8：阴性对照

图 5　产气荚膜梭菌 TaqMan 实时荧光定量 PCR 对部分梭菌

属细菌检测特异性实验

Figure 5　Specificity detection in Clostridium bacteria of 
TaqMan real-time fluorescent quantitative PCR for Clostridium 

perfringens
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2. 3　人工模拟污染样品的检测

将 产 气 荚 膜 梭 菌 质 粒 标 准 品 菌 株 DH5α

（pUC57-plc）以 10 倍梯度稀释后，分别与 50 mL 无

菌水样混合，用 0. 22 μm 的滤膜进行过滤富集菌

体，煮沸法提取核酸后用作模板；应用所建立的产

气荚膜梭菌 TaqMan 荧光定量 PCR 方法对产气荚

膜梭菌标准品菌株人工模拟污染样品进行检测，并

与常规 PCR 方法进行比较。结果表明，对产气荚膜

梭菌人工模拟污染样品的常规 PCR 检测最低检出

限为 105 CFU/mL，TaqMan 荧光定量 PCR 方法的最

低检出限为 102 CFU/mL，与常规 PCR 方法相比，该

方法灵敏性提高了 1 000 倍。

在荧光定量 PCR 检测过程中，Rn 是荧光报告

基团与参比染料的荧光发射强度的比值，ΔRn 是扣

除了背景信号之后的荧光值（ΔRn=Rn-基线），对检

测值的判定更为准确。本实验中，将 ΔRn 为 6. 349
设为阈值时，Ct 值随着人工模拟污染样品浓度的降

低而增加，阳性样品的 Ct 值均小于 35，10 CFU/mL
时 Ct 值大于 40，判定为扩增阴性。

2. 4　自来水样品的检测

运用本方法对所采集的 90 个自来水样品及 4 个

人工模拟污染的阳性对照样品进行检测，通过滤膜法

富集菌体并提取核酸；结果显示，2 份 1×102 CFU/mL
产气荚膜梭菌标准品菌株人工污染的阳性对照样

品 Ct 值小于 35，表明检测出产气荚膜梭菌，由 1×

表  4　产气荚膜梭菌荧光定量 PCR 灵敏性实验 Ct值

Table 4　Ct value of sensitivity test for fluorescence 
quantitative PCR of C. perfringens

样品编号

1
2
3
4
5
6
7

Ct
18.47
20.57
23.75
26.06
29.24
32.15
—

拷贝数

1 000 000
100 000

10 000
1 000

100
10

1

注：1：1×106 copies/μL；2：1×105 copies/μL；3：1×104 copies/μL；4：1×103 copies/μL；5：1×102 copies/μL；6：1×101 copies/μL；7：1×100 copies/μL
图  6　产气荚膜梭菌荧光定量 PCR 灵敏性扩增曲线图

Figure 6　Sensitivity amplification curve for quantitative fluorescent PCR of C. perfringens

注：A：1：阳性对照（标准品质粒 pUC57-plc）；2：1×108；3：1×107；4：1×106；5：1×105；6：1×104；7：1×103；8：1×102 CFU /mL；9：阴性对照。B：M：DNA 
Marker；1：1×108 CFU /mL；2：1×107 CFU /mL；3：1×106 CFU /mL；4：1×105 CFU /mL；5：1×104 CFU /mL；6：1×103 CFU /mL；7：1×102 CFU /mL；8：1×

101 CFU /mL；9：阳性对照（标准品质粒 pUC57-plc）；10：阴性对照

图  7　模拟污染样品 TaqMan 荧光定量 PCR(A)和常规 PCR 方法(B)的灵敏性试验

Figure 7　Sensitivity test of TaqMan fluorescence quantitative PCR (A) and conventional PCR method (B) for simulated 
contaminated samples
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10 CFU/mL 产气荚膜梭菌标准品菌株人工污染的

2 个阳性样品及 90 个自来水样品 Ct 值均大于 40，
表明未检测出产气荚膜梭菌（表 5、图 8）。

3　讨论

近十年来全球范围内食源性疾病的发病率呈

逐年上升的趋势，食源性疾病不仅对人类的健康和

生命造成威胁，还会造成巨大的经济损失［19］。产气

荚膜梭菌被认为是自然界中分布最广泛的病原微

生物之一，在人类和动物的胃肠道中有很高的检出

率［20］，因此它常与食源性疾病的暴发有关。在美国

产气荚膜梭菌被认为是第三大常见食源性病原菌，

在英国产气荚膜梭菌是目前仅次于弯曲杆菌的第

二大最常见的食源性病原菌，由于产气荚膜梭菌病

常具有自限性，病例报告往往不足，目前的保守估

计每年约有 8 万例胃肠炎病例［21］。在中国，产气荚

膜梭菌对畜牧业已造成严重影响，由该菌引起的疾

病通常发病快、病程短、传染率强、死亡率高，造成

了重大的经济损失［22］。因此，建立一种反应速度

快、特异性强、灵敏性高且操作简便的方法，对产气

荚膜梭菌进行有效监控，从而对人类的健康保障与

畜牧业的发展等都具有重要意义。

目前国内外已建立了许多针对产气荚膜梭菌的

检测方法；ASKARI 等［23］利用 PCR 方法对患病牛犊

进行产气荚膜梭菌的检测并鉴定分型，但普通 PCR
方法较荧光 PCR 方法相比，具有耗费时间久、灵敏度

低等劣势；鲍长磊等［24］建立了间接 ELISA 方法，为产

气荚膜梭菌的 α 毒素抗体检测试剂盒奠定了一定的

研制基础；然而 ELISA 方法是针对产气荚膜梭菌产

生的 α 毒素进行检测的，没有对待测物进行扩增的

能力，灵敏度不及 PCR 检测方法，且价格昂贵，需要

专用设备，因此该方法存在一定的局限性，特别是产

气荚膜梭菌为条件致病菌，当该菌不产生毒素时，则

无法通过该方法检测；刘哲等［25］建立了环介导等温

扩增检测方法，该方法需要 4～6 条设计复杂的引

物，操作中容易产生气溶胶污染，且产物为一系列长

度不一的产物，结果的特异性不够好。SRIDAPAN
等［3］建立了一种环介导等温扩增与横流生物传感器

相结合的检测产气荚膜梭菌的方法，该方法虽不需

要昂贵的仪器，成本较低，但耗时久，待检菌富集至

少 10 h，且富集前灵敏度为 104~105 CFU/g，较荧光

定量 PCR 低；DAVE［26］建立了一步比色法检测食用

罐头中的产气荚膜梭菌，该方法运用酶-底物反应原

理，通过待测菌与特定溶液及吸水纸的颜色变化来

判定，但颜色发生变化的时间不定，对实验易造成

误差。

在针对水体中产气荚膜梭菌的检测方法中，往

往还需结合滤膜法富集培养后进行检测［11，27］，但由于

产气荚膜梭菌难培养的特性，会存在漏检的问题；

郑萍等［4］选取 α-toxin 基因作为检测产气荚膜梭菌的

目标基因，对于重组质粒的最低限为 10 copies/μL，
但文中未见对产气荚膜梭菌在水体中的应用研究；

张谦等［28］建立了检测矿泉水中致病菌的多重荧光

PCR 方法，该方法中使用 16S rDNA 作为检测用靶基

因，对产气荚膜梭菌的最低检出限为 102 copies/μL，
但 16S rDNA 基因虽然在物种中具有高度的保守

性，但往往缺乏足够多的可变序列信息导致菌种间

无法相互区分，从而造成假阳性结果。

本研究经对反应体系和程序的优化后，建立了

具备良好特异性的产气荚膜梭菌 TaqMan 实时荧光

定量 PCR 检测方法。所建方法选择在产气荚膜梭

菌各种株型中均高度保守的 plc 作为靶基因，该基

因编码的 α 毒素也是产气荚膜梭菌最重要的毒素

之一［24］，因此选择 plc 作为检测用靶基因具有更优

秀的特异性。经对 7 种不同株型的产气荚膜梭菌

以及 13 株食源性致病菌进行检测后表明，7 株不同

株型的产气荚膜梭菌 Ct 值均小于 20，而其他如金

黄色葡萄球菌、表皮葡萄球菌等 13 株食源性致病

注：1：阳性对照（标准品质粒 pUC57-plc）；2-3：1×102 CFU/mL 人工

污染阳性对照样品；4-94：其他人工污染样品及自来水样品

图 8　产气荚膜梭菌 TaqMan 荧光定量 PCR 对自来水样品的

检测

Figure 8　Detection of tap water samples by TaqMan 
fluorescence quantitative PCR for C. perfringens

表  5　人工模拟污染样品检测 Ct值

Table 5　Ct values of artificially simulated contaminated 
samples

样品编号

1
2
3
4
5
6
7
8
9

Ct
8.9

18.73
22.04
24.19
25.49
27.84
29.35
30.36
—

菌落数

阳性对照

108

107

106

105

104

103

102

10
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菌的 Ct 值大于 40 均未检出。鉴于梭菌属的产气荚

膜梭菌、腐败梭菌、艰难梭菌与肉毒梭菌均为有极

高风险的食源性致病菌，而且其培养特性均有较强

的相似性，在进行培养鉴别时难度较大。因此，本

研究还进一步对所建立的产气荚膜梭菌 TaqMan 荧

光定量 PCR 检测方法在梭菌属的部分菌株中的检

测特异性进行了检测，结果表明，仅有 3 株产气荚

膜梭菌可扩增出特异性曲线，进一步表明该方法具

有良好的特异性。在对该方法进行灵敏性检测时

表明，在 42 个循环之内，阳性结果反应的 Ct 值均低

于 35，确定该方法的检测 Ct 值为 35。在此标准下，

以产气荚膜梭菌质粒标准品菌株 DH5α（pUC57-plc）

为模板的最低检出限为 10 copies/μL。本研究利用

构建的产气荚膜梭菌质粒标准品菌株 DH5α（pUC57-

plc）模拟污染水样对所建方法的灵敏性进行进一步

检测，表明最低检出限为 102 CFU/mL，与常规 PCR
相比，所建立的方法灵敏性提高了 1 000 倍，且无需

进行 PCR 后的琼脂糖凝胶电泳检测，能够极大地缩

短检测时间。

应用本实验对 90 份自来水样品及 4 份人工模

拟污染的阳性对照样品进行检测，结果显示，2 份

1×102 CFU/mL 产气荚膜梭菌质粒标准品人工污染

的阳性对照样品 Ct 值均低于 35，可检出产气荚膜

梭菌，2 份 1×10 CFU/mL 产气荚膜梭菌质粒标准品

人工污染的阳性对照样品及 90 份自来水样品 Ct 值

均大于 40，未检出产气荚膜梭菌。进一步验证了产

气荚膜梭菌 TaqMan 荧光定量 PCR 检测人工污染

样品的检出限为 1×102 CFU/mL，表明该方法灵敏性

较高，具有一定的实用价值。

本实验的优势体现在构建产气荚膜梭菌质粒

标准品菌株 DH5α（pUC57-plc），以此代替厌氧的、难

培养的产气荚膜梭菌标准株作为检测过程中的阳

性标准品；设计了特异性强的产气荚膜梭菌 plc 基

因的 TaqMan 实时荧光定量 PCR 法的引物和探针；

同时，在制备水样待检样品时，以煮沸法代替试剂

盒法提取核酸，更为经济简便；将所建立的 TaqMan
实时荧光定量 PCR 检测方法与滤膜法相结合，能够

快速、精准地检测水样中的产气荚膜梭菌。该方法

的建立和应用，可为水体中产气荚膜梭菌的检测提

供一种特异性强、灵敏度高、快速且便捷的检测

方法。
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