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摘要： 旨在鉴定江苏地区鸡源产气荚膜梭菌 （Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ ｐｅｒｆｒｉｎｇｅｎｓ） 毒素型并分析其流行特征。 从江苏部分地区肉鸡养殖场采集疑似患坏死性

肠炎 （ｎｅｃｒｏｔｉｃ ｅｎｔｅｒｉｔｉｓ， ＮＥ） 病鸡的肠道内容物等样品； 采用 ＴＳＣ 选择培养基从样品中分离纯化产气荚膜梭菌， 并对分离菌株进行形态观察、 生

化鉴定和 １６Ｓ ｒＤＮＡ 分子鉴定； 再通过 ＰＣＲ 技术测定毒力基因， 并根据检测结果和现有毒素分型系统进行归类分型。 结果： 从 ２６９ 份样品中分离

出 ２３４ 株分离菌， 其形态、 生化鉴定和 １６Ｓ ｒＤＮＡ 分子鉴定均符合产气荚膜梭菌特性； ＰＣＲ 结果显示所有分离菌株均携带 α 毒素编码基因 ｃｐａ， 其

中 ５３ 株具有 β２ 毒素编码基因 ｃｐｂ２， 而其余 ６ 种毒力因子如 ｃｐｂ （β 毒素）、 ｅｔｘ （ε 毒素）、 ｉａｐ ／ ｉｂｐ （ι 毒素）、 ｃｐｅ （肠毒素）、 ｎｅｔＢ （坏死性肠炎毒

素） 和 ｔｐｅＬ （大分子细胞毒素） 均未被检测到。 综上， 本研究在江苏部分地区共分离鉴定出 ２３４ 株 Ａ 型产气荚膜梭菌， 为该地区 ＮＥ 的防控提供

参考。
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　 　 产气荚膜梭菌 （Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ ｐｅｒｆｒｉｎｇｅｎｓ） 是一种

革兰阳性、 杆状、 可形成芽孢的条件性致病菌， 又名

魏氏梭菌 （Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ ｗｅｌｃｈｉｉ） ［１］。 该菌广泛地存在

于自然界及多种动物和人的肠道中， 属于肠道微生物

正常菌群的一种常在菌［２－３］。 临床上， 产气荚膜梭菌

可迅速在食物、 伤口或肠道中增殖并分泌各种毒素进

而引发多种疾病， 导致人食物中毒、 非食源性腹泻和

气性坏疽， 并可诱发鸡坏死性肠炎、 牛羊和其他动物

肠毒血症等， 其最常见的传播媒介为家禽和未煮熟的

肉类［４－６］。 产气荚膜梭菌可分泌外毒素和酶等多种毒

力因子， 已被鉴定出超过 ２０ 余种［７］， 其中起主要致

病作用的毒素有 α 毒素、 β 毒素、 β２ 毒素、 ε 毒素、
ι 毒素、 大分子细胞毒素 （ ＴｐｅＬ）、 肠毒素 （ＣＰＥ）
及坏死性肠炎 Ｂ 毒素 （ＮｅｔＢ） 等。 根据该菌产生的

毒素可将其分为 Ａ （ α）， Ｂ （ α、 β、 ε）， Ｃ （ α、
β）， Ｄ （α、 ε） Ｅ （α、 ι）， Ｆ （α、 ＣＰＥ）， Ｇ （α、
ＮｅｔＢ） ７ 种类型［８］。

由产气荚膜梭菌引起的鸡坏死性肠炎 （ｎｅｃｒｏｔｉｃ
ｅｎｔｅｒｉｔｉｓ， ＮＥ） 是一种常见的禽类肠道疾病［９］， 每年

可对全球各个国家养殖业造成大约 ６０ 亿美元的经济

损失［１０］。 该病常发于 ２ ～ ６ 周龄的鸡， 病死率较高，
典型临床特征为宿主突发性死亡及剖检后小肠中出现

气性病变及黏膜糜烂性坏死点［１１］。 随着欧盟、 美国

等地区对饲料中抗生素生长添加剂预防性使用的禁令

实施， 曾经被控制较好的 ＮＥ 已经重新流行， 并对家

禽养殖业造成重大影响［７］。 我国于 ２０２０ 年进入 “限
抗时代”， 全面限制抗生素的使用［１２］， 已有研究报道

Ａ 型鸡源产气荚膜梭菌在河北、 山西省部分规模化养

殖场患 ＮＥ 病鸡中检出［１３］。 因此， 该菌在家禽养殖

地区的流行情况需引起高度关注。
本研究从江苏省部分地区肉鸡养殖场中采集疑似

ＮＥ 病鸡的肠道内容物等临床样品， 分离产气荚膜梭

菌并鉴定其毒素型， 通过多重和单重 ＰＣＲ 法， 检测

α 毒素 （ｃｐａ）、 β 毒素 （ｃｐｂ）、 ε 毒素 （ ｅｔｘ）、 ι 毒素

（ ｉａｐ ）、 肠 毒 素 （ ｃｐｅ ）、 ＮｅｔＢ （ ｎｅｔＢ ）、 β２ 毒 素

（ｃｐｂ２） 和 ＴｐｅＬ 毒素 （ ｔｐｅＬ） 等 ８ 种毒力基因。 根据

现有的毒素分型系统， 确定分离菌株的毒素型， 从而

进一步掌握江苏地区鸡源产气荚膜梭菌毒素型分布特

点以及流行特征， 以期为当地 ＮＥ 诊断和防控提供必

要的依据。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 样品来源

２０２３ 年 ６ 月至 ２０２４ 年 ３ 月， 先后从江苏省镇江

市、 连云港市、 泰州市、 盐城市、 南京市、 常州市、
徐州市和淮安市共 ８ 个地区采集到样品 ２６９ 份 （表
１）。

表 １　 样品信息

采样时间 采样地点 采样鸡品种 采样日龄 样品类型 样品数量

２０２３ 年 ６ 月 江苏镇江 黄羽岭南黄鸡 ３ 号 ６３ 肠道内容物 ２７

２０２３ 年 ７ 月 江苏连云港 黄羽雪山鸡 ５６ 肠道内容物 １５

２０２３ 年 ８ 月 江苏泰州 黄羽 ＡＡ ７２ 粪便 ５７

２０２３ 年 ８ 月 江苏盐城 黄羽青脚麻鸡 ６８ 肝脏、 粪便 ４３

２０２３ 年 ９ 月 江苏南京 白羽科宝 ６４ 肛拭子、 粪便 ２８

２０２３ 年 １２ 月 江苏常州 黄羽三黄鸡 ６８ 肠道内容物 ３２

２０２４ 年 ２ 月 江苏徐州 黄羽淮南麻黄鸡 ５９ 肠道 ２１

２０２４ 年 ３ 月 江苏淮安 白羽罗斯 ５８ 肝脏、 肠道内容物 ４６

１􀆰 ２　 参考菌株

产气荚膜梭菌 Ａ 型参考菌株 （ＡＴＣＣ １３１２４） 购

自南京娇子藤科学器材有限公司； 产气荚膜梭菌 Ｂ
型 （ＣＶＣＣ ５４）、 Ｃ 型 （ＣＶＣＣ ２０４１）、 Ｄ 型 （ＣＶＣＣ
１１６８） 和 Ｅ 型 （ＣＶＣＣ ９０） 均购自中国兽医药品监

察所国家兽医微生物菌 （毒） 种保藏中心。 产气荚

膜梭菌 Ｆ 型 （ＣＰ －ＴＺ０８） 保存于江苏农牧科技职业

学院， 产气荚膜梭菌 Ｇ 型 （ＣＰ －ＮＪ５６） 保存于南京

农业大学。
１􀆰 ３　 主要试剂

硫乙醇酸盐液体培养基 （ＦＴＧ）、 胰胨－亚硫酸

盐－环丝氨酸琼脂培养基 （ＴＳＣ）、 Ｄ－环丝氨酸溶液、
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产气荚膜梭菌测定用培养基 （ＣＰＡＭ）、 强化梭菌培

养基 （ＲＣＭ）、 含铁牛乳培养基、 革兰染色液试剂

盒、 细菌生化微量反应管均购自青岛海博生物技术有

限公司； 日本三菱 ＭＧＣ ２􀆰 ５ Ｌ 厌氧产气袋购自南京

有晴生物科技有限公司； 细菌基因组 ＤＮＡ 提取试剂

盒和胶回收纯化试剂盒购自 ＯＭＥＧＡ 公司； ＤＬ２０００
ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ、 ２ × Ｒａｐｉｄ Ｔａｑ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 和 Ｍｕｌｔｉｐｌｅｘ
ＰＣＲ Ｋｉｔ 购自南京诺唯赞生物科技股份有限公司。
１􀆰 ４　 样品的采集

采集疑似 ＮＥ 病鸡临床病料。 对临床表现为沉

郁、 嗜睡、 食欲下降、 严重腹泻症状的鸡用无菌棉采

集肛门拭子； 采集血便、 煤焦油样粪便； 对病死鸡进

行无菌剖检， 采集具有局灶性或弥漫性坏死点病变的

组织和器官。 将上述病料置于无菌采集袋中标记后迅

速放入适量冰袋低温运输。
１􀆰 ５　 细菌的分离纯化

分别称取适量肠道内容物、 粪便和组织样品， 匀

浆后接种与 ＦＴＧ 液体培养基在 ３７ ℃恒温培养箱厌氧

培养 １６～１８ ｈ； 无菌条件下， 用细菌接种环将 ＦＴＧ 液

体增菌样品接种于 ＴＳＣ 平板， ３７ ℃ 厌氧培养 ２４ ～
４８ ｈ， 培养期间观察平板上的菌落形态； 用接种环挑

取周围有中心为黑色周围有乳白色浑浊晕环的单菌落

转接至 ＲＣＭ 液体培养基中， 厌氧培养 １６ ～ １８ ｈ； 用

接种环将 ＲＣＭ 液体增菌样品接种于 ＣＰＡＭ 固体培养

基平板， 厌氧培养 ２４～４８ ｈ 进行二次纯化； 再挑取中

心为黑色的单菌落置于 ＲＣＭ 培养基中液体增菌用于

后续鉴定。
１􀆰 ６　 染色镜检和生化试验

涂片固定， 用预先灭菌的细菌接种环蘸取纯化后

的菌液涂抹、 干燥并固定于洁净的载玻片上； 染色，
包括初染、 媒染、 脱色、 复染等 ４ 个步骤； 将染色完

毕的载玻片放置室温下自然晾干后， 置于 １ ０００ 倍光

学显微镜下， 油镜观察细菌形态特征。
参照 《常见细菌系统鉴定手册》 和 《伯杰细菌

鉴定手册》 （第八版） 的方法， 挑取镜检后的疑似菌

落， 分别接种于含铁牛乳培养基和不同的生化鉴定管

中， 观察并记录结果。
１􀆰 ７　 １６Ｓ ｒＤＮＡ 基因鉴定

细菌基因组 ＤＮＡ 提取： 参照文献 ［１４］ 将冻干

保存的参考菌株进行复苏。 按照 Ｏｍｅｇａ 细菌 ＤＮＡ 提

取试剂盒说明书的操作流程分别提取分离菌株和参考

菌株的基因组 ＤＮＡ， 用作 ＰＣＲ 反应模版。
产气荚膜梭菌 １６Ｓ ｒＤＮＡ 引物： 参照文献 ［１５］，

采用细菌 １６Ｓ ｒＤＮＡ 通用引物， 由上海生工生物工程

技术服务有限公司合成 （表 ２）。 以上述提取的 ＤＮＡ
为模板， 常规 ＰＣＲ 扩增 １６Ｓ ｒＤＮＡ 基因。 ＰＣＲ 反应体

系 （２５ μＬ）： ２ × Ｒａｐｉｄ Ｔａｑ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ １２􀆰 ５ μＬ， 上、
下游引物各 １ μＬ， ＤＮＡ 模板 ２ μＬ， ｄｄＨ２Ｏ ８􀆰 ５ μＬ。
ＰＣＲ 反应程序： ９５ ℃ ５ ｍｉｎ； ９５ ℃ １５ ｓ， ５８ ℃ １５ ｓ，
７２ ℃ ３０ ｓ， ３５ 个循环； ７２ ℃ ５ ｍｉｎ。 取 ＰＣＲ 扩增产

物 １０ μＬ， １􀆰 ５％琼脂糖凝胶电泳 １２０ Ｖ 约 ３０ ｍｉｎ， 观

察条带。 阳性对照为 Ａ 型参考菌株 （ＡＴＣＣ １３１２４），
阴性对照为 ｄｄＨ２Ｏ。 用 Ｏｍｅｇａ ＤＮＡ 胶回收试剂盒纯

化目的条带， 送至北京擎科生物科技股份有限公司测

序。 测序结果在 ＧｅｎＢａｎｋ 数据库 （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｎｃｂｉ．
ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ） 上进行 ＢＬＡＳＴ 分析， 以确定分离菌株

是否为产气荚膜梭菌。

表 ２　 ＰＣＲ 引物序列

目的基因 引物序列 （５′→３′） 产物大小 ／ ｂｐ 参考文献

１６Ｓ ｒＤＮＡ
Ｆ： ＧＴＴＧＴＧＡＡＣＴＣＣＴＴＴＴＴＣＴＣＣ
Ｒ： ＣＧＣＡＧＡＡＡＣＡＣＡＧＧＡＴＡＧＣＡ

１ ５００ ［１５］

ｃｐａ
Ｆ： ＧＣＴＡＡＴＧＴＴＡＣＴＧＣＣＧＴＴＧＡ
Ｒ： ＣＣＴＣＴＧＡＴＡＣＡＴＣＧＴＧＴＡＡＧ

３２４ ［８］

ｃｐｂ
Ｆ： ＧＣＧＡＡＴＡＴＧＣＴＧＡＡＴＣＡＴＣＴＡ
Ｒ： ＧＣＡＧＧＡＡＣＡＴＴＡＧＴＡＴＡＴＣＴＴＣ

１９５ ［８］

ｃｐｂ２
Ｆ： ＡＡＡＴＡＴＧＡＴＣＣＴＡＡＣＣＡＡＣＡＡ
Ｒ： ＣＣＡＡＡＴＡＣＴＡＴＡＡＴＣＧＡＴＧＣ

５４８ ［１６］

ｅｔｘ
Ｆ： ＴＧＧＧＡＡＣＴＴＣＧＡＴＡＣＡＡＧＣＡ
Ｒ： ＡＡＣＴＧＣＡＣＴＡＴＡＡＴＴＴＣＣＴＴＴＴＣＣ

３７６ ［８］

ｉａｐ
Ｆ： ＡＡＴＧＧＴＣＣＴＴＴＡＡＡＴＡＡＴＣＣ
Ｒ： ＴＴＡＧＣＡＡＡＴＧＣＡＣＴＣＡＴＡＴＴ

２７２ ［８］
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续表２

目的基因 引物序列 （５′→３′） 产物大小 ／ ｂｐ 参考文献

ｃｐｅ
Ｆ： ＴＴＣＡＧＴＴＧＧＡＴＴＴＡＣＴＴＣＴＧ
Ｒ： ＴＧＴＣＣＡＧＴＡＧＣＴＧＴＡＡＴＴＧＴ

４８５ ［８］

ｎｅｔＢ
Ｆ： ＣＴＴＣＴＡＧＴＧＡＴＡＣＣＧＣＴＴＣＡＣ
Ｒ： ＣＧＴＴＡＴＡＴＴＣＡＣＴＴＧＴＴＧＡＣＧＡＡＡＧ

７３８ ［８］

ｔｐｅＬ
Ｆ： ＡＴＡＴＡＧＡＧＴＣＡＡＧＣＡＧＴＧＧＡＧ
Ｒ： ＧＧＡＡＴＡＣＣＡＣＴＴＧＡＴＡＴＡＣＣＴＧ

４６６ ［１６］

１􀆰 ８　 毒力基因鉴定与毒素分型

引物由上海生工生物工程技术服务有限公司合成

（表 ２）。 采用多重 ＰＣＲ 法对 １６Ｓ ｒＤＮＡ 阳性分离菌株

的 ｃｐａ、 ｃｐｂ、 ｅｔｘ、 ｉａｐ、 ｃｐｅ、 ｎｅｔＢ ６ 种主要毒力基因

进行 检 测 （ 引 物 序 列 见 表 ２ ）。 反 应 体 系： ２ ×
Ｍｕｌｔｉｐｌｅｘ Ｂｕｆｆｅｒ ２５ μＬ， １０ × Ｐｒｉｍｅｒ Ｍｉｘ ５ μＬ， 分离菌

株 ＤＮＡ 模板 ２ μＬ， 灭菌 ｄｄＨ２Ｏ １７ μＬ， Ｔａｑ ＤＮＡ 聚

合酶 １ μＬ。 反应条件： ９５ ℃ ５ ｍｉｎ； ９５ ℃ ３０ ｓ，
５８ ℃ ９０ ｓ， ７２ ℃ ６０ ｓ， ３５ 个循环； ７２ ℃ １０ ｍｉｎ。 单

重 ＰＣＲ 法检测 ｃｐｂ２ 和 ｔｐｅＬ 毒力基因， 反应程序同

１􀆰 ７。 在多重 ＰＣＲ 检测中， 以 Ｂ 型、 Ｃ 型、 Ｄ 型、 Ｅ
型、 Ｆ 型及 Ｇ 型参考菌株的混合菌株为阳性对照， 以

ｄｄＨ２Ｏ 为阴性对照； 在 β２ 毒素和 ＴｐｅＬ 毒素的单重

ＰＣＲ 检测中， 分别以 ＣＰ－ＮＪ５６ 菌株以及实验室保存

ｐＥＴ２８ａ－ＴｐｅＬ 质粒的为阳性对照， 并均以 ｄｄＨ２Ｏ 为

阴性对照。 取上述两种 ＰＣＲ 扩增产物 １０ μＬ， 经 ２％

琼脂糖凝胶电泳， １２０ Ｖ 约 ３０ ｍｉｎ 后参照 ＤＬ２０００
ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ 观察分析结果。 根据文献 ［１， ８］ 报道

的毒素分型系统对分离株归类分型。

２　 结果

２􀆰 １　 细菌分离鉴定

２􀆰 １􀆰 １　 细菌分离与形态观察

在 ＴＳＣ 平板上， 因培养基中含亚硫酸盐与铁盐，
产气荚膜梭菌可以还原亚硫酸盐成硫化物并与铁反应

生成黑色菌落， 并在黑色菌落周围可见由卵磷脂酶分

解卵磷脂产生的米黄色不透明的晕圈 （图 １Ａ）。 从

２６９ 份样品中， 共分离出疑似产气荚膜梭菌 ２３４ 株，
分离率为 ８７％ （２３４ ／ ２６９）。 分离菌株经革兰染色后

在 １ ０００ 倍光学显微镜下观察可见短粗、 两端钝圆的

杆状形态， 单个或成双排列 （图 １Ｂ）。

图 １　 分离菌株在选择性培养基上的特征 （Ａ） 及革兰染色形态 （Ｂ）

２􀆰 １􀆰 ２　 牛乳汹涌发酵和生化鉴定

将 ２３４ 株分离菌株分别接种于含铁牛乳培养基

中， 于 ４６ ℃水浴锅中培养 ５ ｈ 后可见试管内产生气

体， 形成蜂窝状团块， 即 “汹涌发酵” （图 ２Ａ）。 产

气荚膜梭菌能发酵乳糖， 凝固酪蛋白并大量产气， 此

现象具有特征性的鉴别意义。 生化试验显示分离菌株

可发酵葡萄糖、 蔗糖、 乳糖、 甘露糖和麦芽糖； 不发

酵甘露醇、 鼠李糖和山梨醇； 产气产酸， 产生硫化

氢、 不产生吲哚、 液化明胶 （图 ２Ｂ）、 不还原硝酸

盐。 上述特点符合产气荚膜梭菌的生化特性。
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－． 阴性对照， ＋． 阳性对照， １～５􀆰 分离菌株。

图 ２　 分离菌株牛乳汹涌发酵试验 （Ａ） 和生化试验 （Ｂ）

２􀆰 ２　 分离菌株 １６Ｓ ｒＤＮＡ 基因鉴定

采用常规 ＰＣＲ 方法， 分离菌株 １６Ｓ ｒＤＮＡ ＰＣＲ 扩

增产物经 １􀆰 ５％琼脂糖凝胶电泳检测， 图 ３ 显示， 出

现与预期片段大小相符 （１ ５００ ｂｐ） 的特异性条带，
将 ＰＣＲ 产物纯化回收后送至公司测序， 测序序列经

ＢＬＡＳＴ 比对分析显示， 分离菌株 ＺＪＣＰ－０１ 和产气荚

膜梭菌参考菌株 （ＡＴＣＣ １３１２４） 同源性达 ９９％。 其

余分离菌株均符合上述结果。 综合上述形态、 生化鉴

定和 １６Ｓ ｒＤＮＡ 基因 ＰＣＲ 检测结果， 确定本研究共分

离出 ２３４ 株产气荚膜梭菌。

Ｍ． ＤＬ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ； １􀆰 分离菌株 ＺＪＣＰ － ０１； ＋． 阳性对照；
－． 阴性对照。

图 ３　 分离菌株 １６Ｓ ｒＤＮＡ ＰＣＲ 产物电泳

２􀆰 ３　 分离菌株毒力基因检测和分型

２􀆰 ３􀆰 １　 多重 ＰＣＲ 法毒力基因检测

多重 ＰＣＲ 法检测 １６Ｓ ｒＤＮＡ 阳性分离菌株毒力基

因 ｃｐａ、 ｃｐｂ、 ｅｔｘ、 ｉａｐ、 ｃｐｅ、 ｎｅｔＢ， ＰＣＲ 扩增产物经

１􀆰 ５％琼脂糖凝胶电泳检测。 结果显示， 仅出现与 ｃｐａ
基因预期片段大小相符 （３２４ ｂｐ） 的特异性条带， 检

出率为 １００％ （２３４ ／ ２３４）， 其余 ５ 种基因均未被检测

到 （图 ４）。

Ｍ． ＤＬ２０００ ＤＮＡ 相对分子量标准； １～１６􀆰 分离菌株； １７􀆰 阳性对照； １８􀆰 阴性对照。

图 ４　 分离菌株多重 ＰＣＲ 毒力基因检测

２􀆰 ３􀆰 ２　 ｃｐｂ２ 和 ｔｐｅＬ 毒力基因检测

单重 ＰＣＲ 法分别检测 ｃｐｂ２ 和 ｔｐｅＬ 毒力基因，
ＰＣＲ 扩增产物经 １􀆰 ５％琼脂糖凝胶电泳， 结果显示，
部分 菌 株 出 现 与 ｃｐｂ２ 基 因 预 期 片 段 大 小 相 符

（５３８ ｂｐ） 的特异性条带 （图 ５）， 检出率约为 ２２􀆰 ６％
（５３ ／ ２３４）。 而 ｔｐｅＬ 基因未被检测到 （图 ６）。
２􀆰 ３􀆰 ３　 分离菌株毒素分型

综合上述毒力基因 ＰＣＲ 检测结果， 本研究共从

２６９ 份样品中分离到 ２３４ 株产气荚膜梭菌， 毒素型均

为 Ａ 型。 其中仅含 ｃｐａ 基因的菌株有 １８１ 株， 阳性率

为 ７７􀆰 ４％ （１８１ ／ ２３４）； ｃｐａ 和 ｃｐｂ２ 基因阳性的菌株有

５３ 株， 阳性率为 ２２􀆰 ６％ （５３ ／ ２３４）。 同时含有 ｃｐａ、
ｃｐｂ２ 和 ｔｐｅＬ ３ 种毒力基因的 Ａ 型菌株和其余 ６ 种毒素

型均未被检测到 （表 ３）。
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Ｍ． ＤＬ２０００ ＤＮＡ 相对分子量标准； １～１６􀆰 分离菌株； １７􀆰 阳性对照； １８􀆰 阴性对照。

图 ５　 分离菌株 ｃｐｂ２ 毒力基因检测

Ｍ． ＤＬ２０００ ＤＮＡ 相对分子量标准； １～１６􀆰 分离菌株； １７􀆰 阳性对照； １８􀆰 阴性对照。

图 ６　 分离菌株 ｔｐｅＬ 毒力基因检测

表 ３　 分离菌株基因型的分类结果

基因型 毒力基因
分型毒素 非分型毒素

α 毒素 β 毒素 ε 毒素 ι 毒素 ＣＰＥ ＮｅｔＢ β２ 毒素 ＴｐｅＬ
数量

Ａ

ｃｐａ ＋ － － － － － － － １８１

ｃｐａ， ｃｐｂ２ ＋ － － － － － ＋ － ５３

ｃｐａ， ｃｐｂ２， ｔｐｅＬ ＋ － － － － － ＋ ＋ ０

Ｂ ｃｐａ， ｃｐｂ， ｅｔｘ ＋ ＋ ＋ － － － ＋ ／ － ＋ ／ － ０

Ｃ ｃｐａ， ｃｐｂ ＋ ＋ － － ＋ ／ － － ＋ ／ － ＋ ／ － ０

Ｄ ｃｐａ， ｅｔｘ ＋ － ＋ － ＋ ／ － － ＋ ／ － － ０

Ｅ ｃｐａ， ｉａｐ ＋ － － ＋ ＋ ／ － － ＋ ／ － － ０

Ｆ

ｃｐａ， ｃｐｅ ＋ － － － ＋ － － － ０

ｃｐａ， ｃｐｅ， ｃｐｂ２ ＋ － － － ＋ － ＋ － ０

ｃｐａ， ｃｐｅ， ｃｐｂ２， ｔｐｅＬ ＋ － － － ＋ － ＋ ＋ ０

Ｇ

ｃｐａ， ｎｅｔＢ ＋ － － － － ＋ － － ０

ｃｐａ， ｎｅｔＢ， ｃｐｂ２ ＋ － － － － ＋ ＋ － ０

ｃｐａ， ｎｅｔＢ， ｃｐｂ２， ｔｐｅＬ ＋ － － － － ＋ ＋ ＋ ０

　 　 注： “－” 表示有； “＋” 表示无； “＋ ／ －” 表示不确定是否存在。

３　 讨论

产气荚膜梭菌通过其所产生的多种毒素和酶作用

于宿主的各种组织和细胞， 可使多种动物发生严重疾

病。 该菌还可以感染鸡、 鸭、 猪、 牛羊肉等动物性食

品， 通过食物链传播给人， 具有诱发食物中毒等消化

道疾病的潜在风险［１７］。 目前， 产气荚膜梭菌在世界

范围内已成为一种常见的人畜共患病病原菌， 具有重

要的公共卫生学意义。
Ａ～Ｇ 型产气荚膜梭菌毒株均可产生 α 毒素， 而

Ａ 型是最常见的毒素型， 在临床患病动物中的检出率

很高。 王帝等［１８］从江苏和浙江地区采集样品分离到
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１６ 株产气荚膜梭菌菌株， 均为 Ａ 型。 邰蓉［１９］ 从湖

南、 湖北、 山东、 山西等地鸡场分离到 １３９ 株产气荚

膜梭菌， 其中， １１３ 株为 Ａ 型， 约占 ８１􀆰 ２９％； ２６ 株

为 Ｇ 型， 约占 １８􀆰 ７１％； 而在 １３９ 株分离株中， 具有

ｃｐｂ２ 毒素基因的有 ６５ 株， 约占 ６０􀆰 ７５％。 以上结果提

示， 我国目前主要流行菌株仍为 Ａ 型， 这与本研究

结果相一致。 α 毒素是由位于染色体 ＤＮＡ 上由 ｃｐａ
基因编码的一种锌依赖性酶 （一种单链多肽蛋白），
具有磷脂酶 Ｃ 和鞘磷脂酶的活性， 可通过破坏细胞

膜的完整性而导致细胞裂解和死亡。 临床上， α 毒素

可引起人类的气性坏疽和胃肠损伤， 并诱发鸡坏死性

肠炎、 仔猪的坏死性小肠结肠炎以及羔羊的肠毒血症

等畜禽疾病［２０］。 α 毒素曾被认为是引起 ＮＥ 的主要致

病因子， 但 Ｋｅｙｂｕｒｎ 等［２１］ 研究发现利用 α 毒素突变

体菌株也可诱发 ＮＥ， 并认为 α 毒素并不一定是 ＮＥ
发病机制的必需毒力因子。 在本研究中， 所有产气荚

膜梭菌分离株均被检测到携带有 ｃｐａ 基因， 这也可能

是该菌并未在江苏地区导致广泛 ＮＥ 发病的原因。
以往的研究将产气荚膜梭菌归类为 Ａ～ Ｅ 型， 但

在 ２０１８ 年， Ｒｏｏｄ 等修订了最新的产气荚膜梭菌分型

方案， 增加了 ２ 种新的分型， 即 Ｆ 型和 Ｇ 型［８］。 Ｇ
型可产生的 ＮｅｔＢ 毒素， 该毒素是由 Ｋｅｙｂｕｒｎ 等［２２］ 于

２００８ 年发现的一种新型穿孔毒素， 由位于质粒 ＤＮＡ
上的 ｎｅｔＢ 基因编码［２２］， 其作用机制是导致宿主细胞

形成亲水性孔洞， 最终造成破裂死亡。 尽管 ＮｅｔＢ 毒

素被认为是造成 ＮＥ 的主要毒力因子， 但最新的研究

表明产气荚膜梭菌的致病不仅由 ＮｅｔＢ 毒素引起， 还

可由其他受遗传调控的致病蛋白和酶所介导［２３］。 在

本研究中， 未在产气荚膜梭菌分离株中鉴定到 ＮｅｔＢ
毒素。

早期研究发现， 从 ＮＥ 病鸡样品中可检测到 β２
毒力基因 （ ｃｐｂ２）， 推测 ＮＥ 的发生可能与该毒素有

关［２４］。 β２ 毒素是由位于质粒 ＤＮＡ 上的 ｃｐｂ２ 基因编

码的一种穿孔溶细胞毒素， 该毒素与原来的 β 毒素

生物学活性相似， 被命名 β２ 毒素， 也可由 Ａ 型产

生［１１］。 Ｋｅｙｂｕｒｎ 等［２２］分离检测了来自 ＮＥ 样品中菌株

的 ｃｐｂ２ 基因携带情况， 发现 １８ 株 Ａ 型产气荚膜梭菌

中仅有 ２ 株携带 ｃｐｂ２ 基因； Ｍａｒｔｉｎ 等［２４］ 在 １０６ 株鸡

源产气荚膜梭菌分离株中检测到 ３９ 株携带 ｃｐｂ２ 基因

的菌株。 本研究分离出的 ２３４ 株 Ａ 型产气荚膜梭菌

中， ５３ 株携带 ｃｐｂ２ 基因 （２２􀆰 ６％）。 目前， ＮＥ 的发

生是否与产气荚膜梭菌产生的 β２ 毒素有关尚无定

论， 需要进一步的研究。
ＴｐｅＬ 毒素是从 Ｃ 型产气荚膜梭菌中分离出的一

种新型毒素， 其可加剧 ＮＥ 病程［２５］。 该毒素与 β２ 毒

素一样， 不参与毒素分型。 国外学者在鹌鹑坏死性肠

炎病例中首次检测了 ｔｐｅＬ 阳性菌株， 并且发现其与

ｃｐｂ２ 阳性的共现频率非常高［２６］。 因此， 上述发现凸

显了对产气荚膜梭菌在不同宿主中的基因型进行准确

鉴定的必要性。 目前国内对于上述 ２ 种新毒力基因的

研究相对较少， 尚不能明确 ｃｐｂ２ 与 ｔｐｅＬ 基因与我国

ＮＥ 流行相关性。 近年来， 随着全球进入 “限抗时

代”， 国外 ＮＥ 病例激增， 我国对于防控由产气荚膜

梭菌引起的 ＮＥ 压力日益显著。 国内 ＮＥ 主要流行于

禽类生产比较集中或发达的地区， 相比于国外鸡源产

气荚膜梭菌主要流行毒素型， 我国尚无系统性地研

究。 另外， 对于 ｃｐｂ２、 ｎｅｔＢ、 ｔｐｅＬ 基因编码的相应毒

素对于国内主要流行产气荚膜梭菌毒株致病性的影响

还需进一步研究。
全球范围内的 “限抗令” 使得学者们在开发针

对 ＮＥ 疫苗方面做出了巨大的努力。 迄今为止， 已经

测试了多种疫苗， 包括类毒素疫苗、 全灭活菌苗、 弱

毒疫苗、 亚单位疫苗、 重组载体疫苗和减毒沙门菌载

体疫苗等［２７－２９］。 一般而言， 这些疫苗的靶点均为在

ＮＥ 致病中发挥重要功能的毒素与酶类。 如含有灭活

α－毒素、 ＮｅｔＢ 毒素和 ＴｐｅＬ 毒素的类毒素疫苗可以诱

导毒素中和抗体， 防止对肠道黏膜的损伤［３０］。 α－毒
素、 ＮｅｔＢ 毒素、 果糖－１、 ６－二磷酸醛缩酶 （ＦＢＡ）、
锌金属蛋白酶 （Ｚｍ） 和胶原结合蛋白 Ａ （Ｃｎａ） 是

产气荚膜梭菌重要的毒力因子或毒力相关因子， 在对

宿主的黏附、 定殖、 能量利用和早期感染传播中起着

关键作用， 用这些重组蛋白接种疫苗有助于改善 ＮＥ
感染的严重程度［３１］。 Ｈｅｉｄａｒｐａｎａｈ 等［３２－３３］ 鉴定了产气

荚膜梭菌特有的 ５ 种表面暴露蛋白， 并评估了这些重

组亚单位疫苗对 ＮＥ 的免疫保护能力。 上述研究结果

表明， 鉴定产气荚膜梭菌的相关抗原或致病毒素， 对

于 ＮＥ 的免疫预防策略的完善至关重要。 因此， 需要

进一步了解鸡源产气荚膜梭菌的流行特点和病原特

性， 鉴定更多的疫苗候选分子， 开发保护率较高的替

代疫苗， 保障畜禽养殖产业的持续、 绿色、 健康

发展。

４　 结论

本研究通过形态观察、 生化鉴定、 １６Ｓ ｒＤＮＡ 基

因鉴定和 ＰＣＲ 检测方法对江苏省部分地区不同鸡场

２６９ 份样品进行了产气荚膜梭菌分离鉴定， 共分离出

２３４ 株菌株， 均为 Ａ 型， 阳性率为 ８６􀆰 ９％。 其中，
ｃｐｂ２ 阳性 Ａ 型菌株约占 ２２􀆰 ６％， 同时未检测出其余

毒素型。 本研究通过对我国江苏部分地市产气荚膜梭

菌毒力基因及其流行趋势的鉴定， 进一步补充和完善

了国内 ＮＥ 流行特征， 为 ＮＥ 的流行病学研究提供参

考依据， 有助于促进 ＮＥ 的防控。
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