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圈养野生动物源产气荚膜梭菌
分离株的MLST分型及毒力基因分析

徐春忠 1，徐 锋 2，王 建 2 *

（1.  上海野生动物园，上海 201399；
2.  上海市动物疫病预防控制中心，上海 201103）

摘 要

为了解上海地区动物园流行的产气荚膜梭菌（Clostridium perfringens）的 ST型，探

讨其可能的遗传进化关系和潜在致病性，通过细菌基因组框架图测序对 10株产气荚

膜梭菌进行回顾性研究，对菌株MLST分型和致病性进行分析。结果显示：10株菌均

为A型产气荚膜梭菌，分属于6个新的ST型，并携带有大量的毒力基因，包括 plc（α毒

素）、pfoA（θ毒素）等 16种主要的毒力因子，以及 hlyⅢ、hlyB等 22种可能来源于其他

菌属的毒力基因。研究发现，动物园的产气荚膜梭菌以 A 型为主，但存在遗传多样

性、宿主多样性等特点，同时携带大量的毒力因子对人和动物均存在较大的风险。

MLST Typing and Virulence Gene 
Analysis of Clostridium perfringens Strains 

Isolated from Captive Wild Animals
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Abstract：Aim to understand the ST types of Clostridium perfringens prevalent in zoos in 

Shanghai and explore its possible genetic evolutionary relationship and potential pathoge⁃

nicity， a retrospective study was conducted on 10 strains of C. perfringens using bacterial 

genome framework sequencing.  MLST and pathogenicity of the strains were analyzed.
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The results showed that all 10 strains were type A， belonging to six new ST types， and carrying a large number of virulence 

genes， including 16 major virulence factors such as plc （α toxin） and pfoA （θ toxin）， as well as 22 virulence genes such as 

hlyⅢ and hlyB that may have originated from other bacterial genera. This study has found that the main type of C. perfrin⁃

gens in zoos was type A， but it has characteristics such as genetic diversity and host diversity.  At the same time， it carries 

a large amount of virulence factors and poses a significant risk to both humans and animals.

产气荚膜梭菌（Clostridium perfringens）属于厚壁

菌门（Firmicutes）梭菌纲（Clostridia），是一种专性厌

氧的革兰氏阳性杆菌，广泛存在于土壤、污水、食物、

动物及人的正常肠道微生物群中，当机体抵抗力下

降、环境适宜其大量生长繁殖以及毒素产生等情况

下可致病。该菌可分泌 20种以上毒素或酶，能够引

起气性坏疽、坏死性肠炎、动物肠毒素血症、人类食

物中毒和抗生素相关性腹泻等［1］，根据其产生的 4种

主要外毒素（α 毒素、β 毒素、ε 毒素和 ι 毒素），分为

A、B、C、D和 E五种类型［2］，2018年 Rood et al.［3］提出

将 cpe毒素和 netB毒素纳入分型，从A型中又分出了

F型和G型。

多位点序列分型（multilocus sequence typing，
MLST）从 1998 年提出至今已经应用于许多细菌病

原体，它将高通量测序和生物信息学与已建立的种

群遗传学技术相结合，是一种可转移、可重复且可扩

展的分型系统，可以反映细菌病原体的种群和进化

生物学［4］，通过鉴定共享的 STs，可以评估不同宿主

之间可能的传播途径，对于暴发调查、流行病学监测

和控制措施评估至关重要。MLST 目前仍无法完全

替代传统的产气荚膜梭菌毒素分型，但Abdel-Glil et 
al.［5］回顾性的感染暴发调查已证实，建立一个用于

产气荚膜梭菌基因分型的数据库，可用于全球化和

标准化的流行病学研究。

2018—2022年，上海野生动物园对上海地区多

个动物园圈养的东北虎（Panthera tigris altaica）、白

化孟加拉虎（P. t. tigris（white））、猎豹（Acinonyx juba⁃
tus）、狮（Panthera leo）和大熊猫（Ailuropoda melano⁃
leuca）的粪便样本开展产气荚膜梭菌的病原学调查，

发现除大熊猫的粪便全部阴性外，其余样本中的阳

性率达 71. 11%；此外在黑天鹅（Cygnus atratus）、大

羚羊（Tragelaphus oryx）和中华扭角羚（Budorcas ti⁃
betana）等动物中也检测到感染病例。为了评估动物

园内产气荚膜梭菌可能的传播途径和致病性，本研

究于 2024年 11月，对上海野生动物园保存的部分圈

养野生动物产气荚膜梭菌分离菌株进一步开展研

究，拟通过对菌株 ST 型和毒力基因的分析，为产气

荚膜梭菌感染的治疗和防控提供科学依据。

1　材料与方法

1. 1　实验菌株

10株产气荚膜梭菌菌株，于 2018年—2022年分

离自上海地区动物园东北虎等圈养野生动物的粪便

样本，其中 7株来源于健康动物，包括猎豹 2株、东北

虎 3株和白化孟加拉虎 2株，其余 3株来源于发病动

物，包括黑天鹅、大羚羊和中华扭角羚。分离菌株经

VITEK MS 鉴定、16S rRNA 基因比对及毒素基因的

PCR检测确认为A型产气荚膜梭菌。

1. 2　基因组测序

将待检菌株划线接种在哥伦比亚血平板，42 ℃
厌氧培养 24 h后，用生理盐水将菌落从哥伦比亚血

平板上洗脱至 15 mL 离心管形成菌悬液，将菌悬液

送生工生物工程（上海）股份有限公司进行细菌基因

组框架测序。

1. 3　多位点序列分型

从预测到的基因组中提取 8 个管家基因序列

（colA、groEL、sodA、plc、gyrB、sigK、pgk 和 nadA）提交

至 PubMLST 数据库（https：//pubmlst. org/bigsdb db=
pubmlst_cperfringens_seqdef），获得 10 株细菌的 ST
型。通过在线的 BURST 和 GrapeTree 软件对获得的

ST型进行聚类分析和最小进化树的构建。

1. 4　毒力基因分析

使用BLAST将基因蛋白序列与VFDB数据库比

对，结合基因及其相对应的毒力因子功能注释信息

得到毒力基因的注释结果。
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2　结果

2. 1　MLST分型结果

经与 PubMLST 数据库比对，10 株菌均无匹

配的 ST 型，在 PubMLST 数据库提交等位基因序列

后，获得 11 个新的等位基因号和 6 个新的 ST
型（表 1）。

2. 2　MLST聚类分析结果

在PubMLST数据库中分别搜索 ST875、ST885匹

配的 ST 型（至少 1 个等位基因匹配），运用在线

BURST（n-2）软件进行聚类分析，结果 ST872、ST874、
ST883 和 ST884 均为独体，ST875 和 ST885 分别处于

ST495—ST21分支和ST130分支（图1）。

2. 3　动物源产气荚膜梭菌的亲缘关系

运用在线 GrapeTree 软件对 PubMLST 数据库中

279 条动物源的产气荚膜梭菌 MLST 记录构建最小

生成树（图 2）。基于 MSTreeV2算法，根据中心节点

分簇（Cluster）将最小生成树分为 2 个簇，Cluster Ⅰ
以ST479为节点，ST883处于节点ST479下的ST305—
ST485分支，Cluster Ⅱ以ST21为节点，ST872、ST874、
ST884、ST875 和 ST885 五个型处于 ST21 节点下，其

中 ST872 和 ST874 与 ST21 的距离最近，ST884 和

ST875 均处于 ST190 分支，ST885 与 ST21 距离较远，

处于ST408—ST333—ST372分支。

2. 4　毒力基因

全基因组同 VFDB 数据库比对，发现 16 种主要

毒力基因，包括 3种黏附素（fbpA、groEL）、3种外毒素

（plc、pfoA 和 cpb2）和 10 种胞外酶（colA、nanH 和 nanI
等），未发现 cpb、etx、iap、ibp、cpe 和 netB 六种毒素基

因（表 2）；此外还发现 22 种可能来源于其他细菌的

毒力基因，包括VirR/VirS双组分系统（VirR、VirS）、肠

杆菌素（entA、entB、entC 和 entD）、溶血素（hlyⅢ、

hlyB、hlyC 和 hlyD）、Ⅳ 型菌毛（pilA1、pilA2、pilB、

pilB2、pilC、pilC2、pilD、pilM、pilN 和 pilT）、clpP 和

fbpB。

表1　分离自圈养野生动物的10株产气荚膜梭菌的ST分型结果

Table 1　ST typing results of 10 strains of Clostridium perfringens isolated from captive wild animals

菌株
Strain

QT26-2018

QT27-2018

QT22-2018

QT21-2018

QT11-2018

QT23-2018

QT24-2018

QT6-2018

QT3-2022

QT4-2022

样本来源
Sample source

猎豹
Acinonyx jubatus

猎豹
Acinonyx jubatus

白化孟加拉虎
Panthera tigris tigris （white）
白化孟加拉虎
Panthera tigris tigris （white）
东北虎
Panthera tigris altaica

东北虎
Panthera tigris altaica

东北虎
Panthera tigris altaica

黑天鹅
Cygnus atratus

大羚羊
Tragelaphus oryx

中华扭角羚
Budorcas tibetana

健康状况
Health status

健康

健康

健康

健康

健康

健康

健康

发病

发病

发病

等位基因
Allele

colA

212

209

209

209

209

209

74

211

205

66

groEL

184

58

58

58

58

58

82

1

3

58

sodA

196

3

3

3

3

3

32

46

195

1

plc

236

235

235

235

235

235

150

1

105

4

gyrB

119

3

3

3

3

3

1

3

8

1

sigK

2

2

2

2

2

2

57

2

5

41

pgk

11

61

61

61

61

61

3

1

87

4

nadA

204

13

13

13

13

13

88

1

13

1

ST型
ST type

872

874

874

874

874

874

883

875

884

885

注：斜体加深为新获得的等位基因号和ST型。

Note：The italics are deepened to indicate newly obtained alleles and ST types.
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3　讨论与结论

动物园的兽医实验室多关注临床病例的治疗，

通常因为缺少必要的检测设备和鉴定仪器而无法做

到确诊，需要借助其他实验室的鉴定报告，而随着全

基因测序技术趋向成熟和完善，测序成本的不断降

低，动物园实验室可以摆脱常规检测仪器的限制，通

过序列分析对病原进行全面分析，进而对发病原因、

致病机理和预防措施等进行准确地研判。本研究通

过基因组框架图测序对 10 株产气荚膜梭菌进行回

顾性研究，针对 MLST分型和毒力基因进行分析，获

得了野生动物源产气荚膜梭菌的相关数据，为上海

图1　基于在线BURST软件对ST875型和ST885型的MLST聚类分析结果

Figure 1　MLST clustering analysis of ST875 and ST885 models based on online BURST software

图2　基于在线GrapeTree软件构建的动物源产气荚膜梭菌的MLST最小生成树

Figure 2　MLST minimum spanning tree of animal derived Clostridium perfringens based on online GrapeTree software
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地区野生动物源产气荚膜梭菌的流行病学调查提供

了数据支持。

产气荚膜梭菌是一种经食源性传播的人兽共患

病原体，对人和动物主要威胁是气性坏疽和食物中

毒。目前国内的研究对象主要集中在人的临床病

例、经济动物以及环境样本，对野生动物多局限于个

别突发的病例，从病例的诊断结果看，以 A 型为

主［6−8］，也存在个别 B 型［9］和 C 型［10］。本研究获得的

基因序列与VFDB数据库比对，发现 6个毒素基因中

仅存在 plc基因（α毒素基因），同 A 型产气荚膜梭菌

的鉴定结果一致，表明通过对全基因序列的分析可

以对产气荚膜梭菌进行毒素分型，同时 α 毒素基因

呈高度保守和较好的免疫原性［11］，为野生动物临床

感染产气荚膜梭菌提供了治疗和免疫的思路。

目前，PubMLST 数据库中产气荚膜梭菌分离菌

株的记录多来源于人的临床，动物来源仅占 22. 9%，

且以家畜家禽为主，缺少野生动物源产气荚膜梭菌

的信息，从 10株产气荚膜梭菌的MLST分型结果看，

均为新的 ST型，为PubMLST数据库中野生动物源产

气荚膜梭菌的准确分类作了有力的补充。从BURST
软件聚类分析结果看，ST872、ST874、ST883和 ST884
为独体，同其他 STs亲缘性较远，表明野生动物源产

气荚膜梭菌菌株的 ST 型可能存在野生动物特有的

分支，目前通过 MLST 分型对野生动物分离株进行

遗传进化分析、暴发调查等研究存在一定的局限性。

通过对 PubMLST 数据库中所有动物源产气荚膜梭

菌的 MLST 最小生成树的构建发现，本研究中 90%
（9/10）的菌株处于 ST21节点下，表明 ST21可能为野

生动物分离株中优势的 ST 型，PubMLST 数据库中

ST21型近几年的菌株均来源于日本，分离自门诊和

住院病人的粪便样本（携带 netB基因）和奶牛的小肠

内容物，在我国野外的鸿雁（Anser cygnoides）［12］、鸭

子的泄殖腔［13］和鸡肉制品［14］等样本中也发现存在

ST21型，说明 ST21型正呈流行趋势，并表现为宿主

表2　圈养野生动物源产气荚膜梭菌菌株的主要毒力基因及VFDB数据库的相关注释

Table 2　Major virulence genes of Clostridium perfringens strains from captive wild animals and related annotations in the VFDB database
类别

Category

黏附素
Adhesin

外毒素
Exotoxin

胞外酶
Exoenzyme

基因
Gene

fbpA

fbpB

groEL

plc

pfoA

cpb2

cloSI

colA

nagH

nagI

nagJ

nagK

nagL

nanH

nanI

nanJ

阳性率 /%
Positive rate

70
20

100
100

90

70

100

100
100
100

90
80
70
90
90
80

功能
Function

与纤维连接蛋白（Fn）结合，在肠道定植中起作用

参与肠道定植的热休克蛋白，许多细菌的groEL已被证明参与各种靶细胞或组织的黏附或侵袭

α毒素，一种分泌型锌金属酶，具有致死、溶血和皮肤坏死活性以及磷脂酶C和鞘磷脂酶活性，是气性
坏疽发展的主要致病因素

θ毒素，胆固醇依赖性溶血素，属于 β成孔毒素超家族。毒素以可溶性单体的形式产生，通过其各自
的受体与细胞膜结合，并寡聚为成孔复合体

β2毒素，致病机制未知，与β毒素的序列（仅15%同一性）或任何其他已知的蛋白质序列没有显著同源
性，但显示出与β毒素相似的生物活性

α-梭菌蛋白酶，一种半胱氨酸内肽酶，对Arg-Xaa肽基键具有严格的特异性，连接体已被证明具有分
子内伴侣的功能

κ毒素，一种胶原酶，主动降解宿主组织，以帮助其在感染宿主中生长、存活和传播，或通过促进其扩
散来增强其他毒素

μ毒素，一种透明质酸酶，促进透明质酸和硫酸软骨素等多糖的降解，并帮助生物体扩散到更深的组
织中，被认为是一种扩散因子，可以降低结缔组织中基质的黏度，透明质酸酶类C末端序列的变化可
能代表了它们的底物

nanI和 nanJ是分泌型唾液酸酶而 nanH是细胞质唾液酸酶，唾液酸酶从碳水化合物聚合物中切割末
端唾液酸残基，使其成为产生唾液酸酶的细菌的营养物质，可能会增加细菌对宿主细胞的附着或毒
素结合
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多样性的特点，涉及到人、奶牛、家禽和野生鸟类等，

甚至动物产品，需要重点关注；Zhong et al.［15］认为

ST479型是动物中的主要类型，从MLST最小生成树

可以看出，ST305为 ST479节点下的主要分支，ST883
同 ST305 分支下的菌株亲缘关系均较近，菌株多来

源于猪、奶牛、绵羊和鸡等家畜家禽，而 ST883 型分

离株 QT24-2018 来源于健康东北虎粪便，因而认为

该菌株来源于肉类食物，同ST479尤其是ST305在遗

传进化上存在相关性。

通过对毒力基因的比对分析发现，所有菌株均

携带大量毒力基因，发病动物与健康动物的分离菌

株之间无明显差异。fbpA和 fbpB基因对宿主的侵袭

和感染起重要作用，在纤维连接蛋白（Fn）存在的情

况下，fbpA和 fbpB基因能够牢固地结合胶原蛋白，促

进细菌在肠道的定植［16］，在伤口和/或感染组织中，

fbpA和 fbpB可以预防 Fn纤颤并延迟伤口的愈合，从

而加剧感染［17］。Johnston et al.［18］发现，动物饲料中

分离出的大多数产气荚膜梭菌菌株都是 A 型毒素，

大多数菌株也具有 θ毒素，与本研究结果一致，而 plc
基因和 pfoA 基因分别编码 α 毒素、θ 毒素，是引起气

性坏疽的主要细胞外毒素［19］，在动物园易发生外伤

感染，尤其是交配季节伤口处理不当极易导致急性

死亡，需要对动物饲料进行严格把控；cpb2基因可编

码 β2毒素，β2毒素是一种重要的坏死性致死毒素，可

能与人和动物腹泻以及胃肠道疾病相关［20］，但其致

病机制目前尚不明确。菌株普遍携带多种细胞外降

解酶，如胶原酶、透明质酸酶和唾液酸酶等，已证实

nanH、nanI和 nanJ基因可增强产气荚膜梭菌肠毒素

的细胞毒性［21］，colA基因编码 κ毒素，有助于引发坏

死性肠炎的病理过程［22］，nagH等透明质酸酶为推定

的透明质酸酶，可能同气性坏疽相关［23］。VirR/VirS
双组分系统的作用机制尚不完全清楚，已证实其可

直接调控 pfoA、netB 基因的转录，间接调节 α 毒素、

β2毒素和胶原酶的表达［24］，来控制产气荚膜梭菌感

染的发病机制；ClpP基因是一种丝氨酸蛋白酶，主要

功能是清除或降解细菌胞内合成不当、受损伤、变性

聚集或无用的蛋白，从而维持细菌正常代谢和胞内

蛋白质的动态平衡，与药物敏感性和毒力调控也有

关系，国内外有多个针对 ClpP 基因的药物开发计

划，有希望使ClpP基因的蛋白降解功能失控达到杀

灭病原体［25］。此外，10株产气荚膜梭菌还携带多种

肠杆菌素、溶血素和Ⅳ型菌毛等［26−28］毒力基因，可能

来源于其他细菌，通过质粒、整合子以及转座子等在

菌株间发生水平基因转移而获得，并可能长期存在

于环境中，对动物健康存在威胁。

综上所述，本研究通过细菌基因组框架图测序，

对上海地区动物园产气荚膜梭菌分离株进行回顾性

分析，补充和完善了 pubMLST数据库中野生动物的

相关数据，为病原菌的遗传分析、流行病学调查等提

供参考，为动物园外伤型感染及腹泻型疾病提供防

控和治疗的思路。
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