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摘要： 为了探究犬源和猫源产气荚膜梭菌的生物学特性， 收集犬和猫粪便并进行细菌分离， 对分离菌株进行毒素分型、 小鼠致病性试验和耐药

性测定。 分离出的 １３ 株产气荚膜梭菌中有 ２ 株猫源、 １１ 株犬源菌株。 毒素基因检测结果显示， １３ 株菌 ｐｌｃ 基因均为阳性， ｅｔｃ、 ｉａｐ、 ｎｅｔＢ 基因均

为阴性， 其中 ４ 株菌 ｃｐｂ 基因为阳性， １ 株菌株 ｃｐｅ 基因为阳性， 毒素型为 Ａ 型 ８ 株， Ｃ 型 ４ 株， Ｆ 型 １ 株。 小鼠致病性试验结果显示 ３ 种毒素型

菌株均可导致小鼠出现血尿、 肠壁变薄和肠内积液等病变。 药敏试验结果显示， 分离株对新霉素和多黏菌素 Ｂ 等药物耐药， 对氟苯尼考和阿莫西

林等药物敏感。 综上， 犬和猫携带 Ａ 或者 Ｃ 型产气荚膜梭菌， 另外犬携带 Ｆ 型产气荚膜梭菌， 这 ３ 种毒素型可能对犬和猫的泌尿系统和消化系统

产生致病作用。
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氏梭菌， 属于梭菌属， 是一种厌氧的革兰阳性芽胞杆
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菌， 通过分泌不同基因编码的毒素引起动物和人发生

腹泻和肠炎等胃肠道疾病［１］。 已知产气荚膜梭菌可

分泌超过 ２０ 种外毒素［２］， 如 α、 β、 ε 和 ι 致死毒

素， 肠毒素 （ＣＰＥ） 和坏死性肠炎毒素 （ ｎｅｔＢ） ［３］，
这些毒素能产生特定的疾病症状， α 毒素能引起人和

动物创伤性气性坏疽， β 毒素能引起动物出血性坏死

性肠炎， 肠毒素 （ＣＰＥ） 引起人食物中毒。 根据毒

素产生情况， 将其分成 Ａ （α）、 Ｂ （α、 β、 ε）、 Ｃ
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（α、 β）、 Ｄ （α、 ε）、 Ｅ （α、 ι）、 Ｆ （α、 ＣＰＥ） 和

Ｇ （α、 ｎｅｔＢ） 型共 ７ 种毒素型［３－４］。
目前国外对犬源和猫源产气荚膜梭菌的相关报道

较多［５－８］， 显示流行的毒素型主要是 Ａ 型， 少量为其

他型如 Ｅ 或者 Ｆ 型。 国内报道了犬源 Ａ 型产气荚膜

梭菌［９－１０］， 尚无其他型报道。 为了解产气荚膜梭菌在

犬和猫中的流行特点， 本试验从犬和猫粪便中分离细

菌， 检测其携带毒素基因的情况和耐药性等方面， 以

确定其生物学特征。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 病例背景

２０２１ 年 ５ 月至 ２０２３ 年 ８ 月从扬州大学动物医院

共收集 １３ 份犬、 猫粪样， 其中 １１ 份犬粪样， 编号

Ｃ１～Ｃ１１， 仅 Ｃ１ 和 Ｃ３ 为非腹泻粪样， 其余 ９ 份均为

腹泻带血样； ２ 份猫粪样， 编号 Ｍ１ 和 Ｍ２， Ｍ１ 为非

腹泻粪样， Ｍ２ 为腹泻带血样。
对有腹泻症状的犬和猫采集粪便， 用 Ｄｉｆｆ－Ｑｕｉｋ

染色液染色并镜检。
１􀆰 ２　 试验材料

试验中所用的绵羊血平板均按照通用组方自行配

制。 组分中的琼脂粉与氯化钠， 购自国药集团化学试

剂有限公司； 蛋白胨与胰酶， 购自 ＯＸＯＩＤ 公司； 荚

膜血清型鉴定所需的试剂， 购自 ＴａＫａＲａ 公司； 药敏

纸片及绵羊血均为杭州微生物试剂公司产品； 试验所

涉及的 ＰＣＲ 反应试剂均为宝生物工程 （大连） 有限

公司产品； ２􀆰 ５ Ｌ 厌氧产气袋为 ＯＸＯＩＤ 公司产品；
染色使用的 Ｄｉｆｆ－Ｑｕｉｋ 染色液购自南京建成科技有限

公司。
小鼠攻毒试验中准备清洁级 ６ 周龄且健康状况良

好的 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠 ８ 只， 均购自扬州大学比较医学

中心。
１􀆰 ３　 细菌分离　

将犬、 猫的粪便样品接种于绵羊血平板， 厌氧条

件培养， 于 ３７ ℃条件下培养 ２４ ｈ。 从培养好的细菌

中挑取典型的菌落接种绵羊血平板进行纯化并传代培

养， 有氧和厌氧条件培养， ３７ ℃培养 ２４ ｈ 后观察生

长状态。
１􀆰 ４　 １６Ｓ ｒＤＮＡ 鉴定

按 ＴａＫａＲａ １６Ｓ ｒＤＮＡ Ｂａｃｔｅｒｉａｌ Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ＰＣＲ
Ｋｉｔ 方法， 根据文献 ［１１］ 鉴定分离菌株。
１􀆰 ５　 毒素基因检测及分型

ｐｌｃ、 ｃｐｂ、 ｅｔｘ、 ｉａｐ、 ｃｐｅ 和 ｎｅｔＢ ６ 对特异性引物

参考文献 ［３］， 由生工生物工程 （上海） 股份有限

公司合成。 制备细菌 ＤＮＡ 模板， ＰＣＲ 检测其 ６ 种毒

素基因 ｐｌｃ、 ｃｐｂ、 ｅｔｘ、 ｉａｐ、 ｃｐｅ 和 ｎｅｔＢ， 目的片段分

别为 ３２４、 １９６、 ６５６、 ４６１、 ２３３ 和 ７３８ ｂｐ。 反应体系

（２０ μＬ ）： １６ μＬ 超 纯 水， ２ μＬ ｂｕｆｆｅｒ， ０􀆰 ４ μＬ
ｄＮＴＰ， ０􀆰 ２ μＬ Ｔａｑ 酶， １ μＬ ＤＮＡ 模板和前后引物共

０􀆰 ４ μＬ。 ＰＣＲ 反应程序： ９５ ℃预变性 ５ ｍｉｎ； ９５ ℃变

性 １ ｍｉｎ， ５５ ℃退火 １ ｍｉｎ， ７２ ℃延伸 １ ｍｉｎ， 共 ３５
个循环； ７２ ℃ １０ ｍｉｎ。 将 ＰＣＲ 产物进行 １０ ｇ·Ｌ－１琼

脂糖凝胶电泳后观察结果。 个别基因送无阳性对照的

ＰＣＲ 阳性产物进行测序比对， 综合细菌分型判定标

准 （表 １） 确定产气荚膜梭菌分型。

表 １　 细菌分型判定标准

毒素型 ｐｌｃ ｃｐｂ ｅｔｘ ｉａｐ ｃｐｅ ｎｅｔＢ

Ａ ＋ － － － － －

Ｂ ＋ ＋ ＋ － － －

Ｃ ＋ ＋ － － ± －

Ｄ ＋ － ＋ － ± －

Ｅ ＋ － － ＋ ± －

Ｆ ＋ － － － ＋ －

Ｇ ＋ － － － － ＋

　 　 注： ＋， 检测结果为阳性； －， 检测结果为阴性。 细菌分型判定标

准参考文献 ［３］。

１􀆰 ６　 小鼠致病性试验

选取不同毒素型的分离菌株， 将细菌稀释至一定

浓度， 每株菌腹腔注射 ２ 只小鼠， 每只注射 ０􀆰 ４ ｍＬ，
对照小鼠腹腔注射 ０􀆰 ４ ｍＬ 生理盐水。 观察小鼠状态，
并在攻毒 ２４ ｈ 后观察所有小鼠的病理变化。 随后取

小鼠肝和肠组织进行触片， 用 Ｄｉｆｆ－Ｑｕｉｋ 染色液染色，
于显微镜下观察。 同时取肝和肠样品按 １􀆰 ３ 方法进行

细菌分离。
１􀆰 ７　 药敏试验

药敏试验采用纸片扩散法进行， 具体操作步骤和

判定标准参考文献 ［１１］。

２　 结果

２􀆰 １　 镜检

腹泻犬和猫粪检中有较多大小不一的， 菌体一侧

呈卵圆形的芽胞， 初步诊断犬和猫粪便中有较多梭菌

（见图 １）。
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Ａ． 犬粪便； Ｂ． 猫粪便。

图 １　 Ｄｉｆｆ－Ｑｕｉｋ 染色 （１ ０００×）

２􀆰 ２　 细菌分离

１３ 份粪便样品接种于绵羊血琼脂培养基上， 厌

氧培养 ２４ ｈ 后， 在绵羊血平板上出现较多的透明的

双溶血菌落。 分离菌株有氧条件培养不生长。 挑双溶

血的单个菌落在绵羊血平板上厌氧条件纯化培养。
２􀆰 ３　 １６Ｓ ｒＤＮＡ 鉴定

１３ 株分离菌用 ＰＣＲ 方法扩增 １６Ｓ ｒＤＮＡ， ＰＣＲ 产

物送至南京金斯瑞测序， 测序结果经 ＢＬＡＳＴ 比对，
与 产 气 荚 膜 梭 菌 （ ＮＣＢＩ ＧｅｎＢａｎｋ 序 列 号：
ＯＮ１２６２１５􀆰 １） 同源性达 ９９％， 因此， 判断分离菌是

产气荚膜梭菌。
２􀆰 ４　 毒素基因检测和细菌分型

ＰＣＲ 分别扩增 １３ 株分离菌的 ｐｌｃ、 ｃｐｂ、 ｅｔｘ、 ｉａｐ、
ｃｐｅ 和 ｎｅｔＢ 毒素基因， 结果显示 （图 ３） 所有菌株均

出现 ３２０ ｂｐ 左右目的条带， 为 ｐｌｃ 基因阳性； Ｃ１ 菌

株扩增出 ２３３ ｂｐ 左右的目的条带， 经测序确定为 ｃｐｅ
基因； Ｃ３、 Ｃ８、 Ｃ１１ 和 Ｍ１ 菌株扩增出 １９６ ｂｐ 左右

的目的条带， 为 ｃｐｂ 基因。 因此， 根据毒素分型 （表

２）， Ｃ１ 为 Ｆ 型产气荚膜梭菌， Ｃ３、 Ｃ８、 Ｃ１１ 和 Ｍ１
为 Ｃ 型产气荚膜梭菌， Ｃ２、 Ｃ４ 和 Ｍ２ 等 ８ 株细菌为

Ａ 型产气荚膜梭菌。

Ｍ． １００ ｂｐ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ； １􀆰 阳性对照； ２～３􀆰 样本； ４􀆰 阴性对照。

图 ２　 １６Ｓ ｒＤＮＡ ＰＣＲ 检测

Ｍ． １００ ｂｐ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ； １􀆰 阴性对照； ２􀆰 阳性对照； ３􀆰 样本。 Ａ． ｐｌｃ； Ｂ． ｃｐｅ； Ｃ． ｃｐｂ。

图 ３　 毒素基因 ＰＣＲ 检测
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表 ２　 毒素基因检测分析

菌株 ｐｌｃ ｃｐｂ ｅｔｘ ｉａｐ ｃｐｅ ｎｅｔＢ 分型

Ｃ１ ＋ － － － ＋ － Ｆ

Ｃ２ ＋ － － － － － Ａ

Ｃ３ ＋ ＋ － － － － Ｃ

Ｃ４ ＋ － － － － － Ａ

Ｃ５ ＋ － － － － － Ａ

Ｃ６ ＋ － － － － － Ａ

Ｃ７ ＋ － － － － － Ａ

Ｃ８ ＋ ＋ － － － － Ｃ

Ｃ９ ＋ － － － － － Ａ

Ｃ１０ ＋ － － － － － Ａ

Ｃ１１ ＋ ＋ － － － － Ｃ

Ｍ１ ＋ ＋ － － － － Ｃ

Ｍ２ ＋ － － － － － Ａ

２􀆰 ５　 小鼠攻毒试验

根据毒素基因检测和细菌分型的结果选取 Ｆ、 Ａ

和 Ｃ 型产气荚膜梭菌的 Ｃ１、 Ｃ２ 和 Ｍ１ 菌株进行攻毒

试验， 细菌菌液浓度分别为 ２􀆰 ８ × １０９、 ２􀆰 ３８ × １０９ 和

３􀆰 ６７×１０９ ＣＦＵ·ｍＬ－１， 每只小鼠腹腔注射 ０􀆰 ４ ｍＬ，
０􀆰 ４ ｍＬ 生理盐水腹腔注射 ２ 只对照小鼠。 攻毒组腹

腔注射 Ｃ２ 菌株 （Ａ 型） 的小鼠分别于攻毒后 ７ 和

８ ｈ 死亡； 腹腔注射 Ｍ１ 菌株 （Ｃ 型） 的小鼠， １ 只

于攻毒后 ９ ｈ 死亡， １ 只小鼠攻毒后 ２４ ｈ 濒死； 腹腔

注射 Ｃ１ 菌株 （Ｆ 型） 的小鼠攻毒后 ２４ ｈ 精神不振但

未死亡； 对照组正常。 攻毒组小鼠剖检均可见膀胱内

积有深红色尿液， 皮下水肿， 肝颜色略深， 脾和肾肿

大， 肠道有较多出血点且肠壁变薄， 内有积液， 对照

组无肉眼病变 （图 ４ 和 ５）。 组织触片染色后显微镜

下观察可见 （图 ６）， 攻毒组的肝和肠道内有大量典

型的杆菌； 对照组中肝组织触片无细菌， 肠内容物触

片无典型的杆菌。 小鼠肝脏和肠道内容物接种绵羊血

平板厌氧培养 ２４ ｈ 后， 攻毒组出现较多的双溶血菌

落， 对照组未出现双溶血菌落。

箭头所示为膀胱。
Ａ． 对照组； Ｂ． Ｃ１ 菌株感染组； Ｃ． Ｃ２ 菌株感染组； Ｄ． Ｍ１ 菌株感染组。

图 ４　 小鼠攻毒试验膀胱病理变化

图 ５　 小鼠攻毒试验肝、 肾、 脾、 肠病理变化
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箭头所示为典型的杆菌。

图 ６　 攻毒小鼠肝和肠组织触片 （１ ０００×）

２􀆰 ６　 药敏试验

药敏试验结果 （表 ３） 显示， １３ 株分离菌均对

新霉素、 丁胺卡那、 复方新诺明、 庆大霉素、 链霉素

和妥布霉素耐药； 所有分离菌株对氟苯尼考、 阿莫西

林、 美洛西林和诺氟沙星敏感。

表 ３　 药敏试验

抗生素 敏感 ／ 株 耐药 ／ 株 抗生素 敏感 ／ 株 耐药 ／ 株

多黏菌素 Ｂ ３ １０ 环丙沙星 １２ １

头孢噻肟 １２ １ 庆大霉素 ０ １３

左氧氟沙星 １２ １ 美洛西林 １３ ０

链霉素 ０ １３ 复方新诺明 ０ １３

多西环素 １０ ３ 丁胺卡那 ０ １３

卡那霉素 ２ １１ 头孢曲松钠 １２ １

妥布霉素 ０ １３ 诺氟沙星 １３ ０

新霉素 ０ １３ 阿莫西林 １３ ０

氟苯尼考 １３ ０

３　 讨论

从犬和猫粪便中分离出 １３ 株细菌， 完全厌氧条

件下培养生长出双溶血菌落， 有氧条件下不生长。 根

据毒素型分型， 分离菌株分别属于 Ａ 型 （８ 株）、 Ｃ
型 （４ 株）、 Ｆ 型 （１ 株） 产气荚膜梭菌， 其中 ７ 株 Ａ
型菌株来源于腹泻病犬和猫， 仅 １ 株来源于非腹泻

犬， 其次 Ｃ 和 Ｆ 型均来源于非腹泻和腹泻犬及非腹

泻猫。 对收集的样本分离发现， 腹泻样本的产气荚膜

梭菌分离率高， 而非腹泻样本的分离率低 （数据未

发表）。 上述结果与已有文献报道符合， Ａ 型是引起

犬和猫致病的主要毒素型， 可以引起坏死出血性肠

炎［５，８］。 此外， Ａ 型产气荚膜梭菌产生 α 和 β２ 毒素，
可以感染多种动物， 引起动物的坏死性肠炎、 肠毒血

症和人的气性坏疽等疾病［１２］， 是广泛流行的毒素型。
此外， 本次分离出 Ｃ 型产气荚膜梭菌， 此毒素型均

未见在犬猫上有分离的相关报道。 Ｃ 型产气荚膜梭菌

主要源于猪和羊， 可引起坏死性肠炎、 肠毒血症， 此

外， 会引起人的食物中毒［４，１３］。 Ｆ 型产气荚膜梭菌能

引起人、 新生动物的肠毒血症［４，１３］。 Ｓｉｌｖａ 等［５］ 发现，
Ｆ 型产气荚膜梭菌会引起伴侣动物腹泻， 然而本研究

在未腹泻的猫中分离出此毒素型菌株。 因此， 这 ３ 种

毒素型细菌均可引起人类疾病， 犬和猫作为人类密切

接触的伴侣， 携带此病原可能通过污染食物和水等途

径导致主人食物中毒， 因此， 犬和猫是产气荚膜梭菌

感染人的重要来源之一， 在公共卫生上需要进一步

监控。
已有的毒性试验结果表明， Ａ 型、 Ｃ 型与 Ｆ 型产

气荚膜梭菌均可引起小鼠肠毒血症［１４－１７］。 产气荚膜

梭菌感染小肠后， 不同毒素型菌株产生毒素种类不

同， 这些毒素不仅可以引起局部的损伤如肠道坏死，
还可以吸收进入体内影响肝、 肾等变化［１６］。 因此本

研究发现， 小鼠腹腔注射 Ａ 型、 Ｃ 型与 Ｆ 型产气荚

膜梭菌 ３ 种分离菌株后， 均出现出血性肠炎和尿血症

状， 最终导致死亡， 进一步证实 ３ 种毒素型的致病

性。 然而， 在 ３ 种毒素型攻菌剂量相近情况下， 从致
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死时间长短可见分离菌对小鼠致病性强度由强到弱依

次是 Ａ 型、 Ｃ 型、 Ｆ 型。
分离菌株均对新霉素和庆大霉素等氨基糖苷类药

物耐药， 此类药物主要是针对革兰阴性菌的药物［１８］，
因此作为革兰阳性菌的产气荚膜梭菌对其耐药。 与

Ｓｅｒｇｉｏ 等［８］报道相似， 分离菌株对常用药物阿莫西林

仍敏感， 然而因产气荚膜梭菌易引起人食物中毒， 仍

需要进一步监测其耐药性特点。
综上所述， 本试验从临床送诊的犬和猫粪便中分

离出 １３ 株产气荚膜梭菌， 分别为 Ａ 型 （８ 株）、 Ｃ 型

（４ 株）、 Ｆ 型 （１ 株）， 其中 Ａ 型是引起犬和猫出血

性肠炎的主要毒素型， ３ 种毒素型都有较强的致病

性。 本试验结果有助于了解产气荚膜梭菌在犬和猫中

的流行特点， 并为防控措施制定提供参考。
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