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摘 要:为了掌握拉萨市羊产气荚膜梭菌的流行情况及毒素型分布情况,试验从拉萨市曲水县、当雄县采集羊组织、粪便样

品共计172份,提取样品基因组DNA,进行16SrRNA基因PCR检测和毒素基因分型鉴定。结果显示:曲水县和当雄县羊

产气荚膜梭菌的总体阳性率为29.65%(51/172),其中A型阳性率为26.74%(46/172),D型阳性率为2.91%(5/172)。从样

品来源看,曲水县组织样品中阳性率为87.50%(7/8),粪便样品中阳性率为50.00%(32/64),总阳性率为54.16%(39/72);
当雄县组织样品阳性率为0(0/7),粪便样品阳性率为12.90%(12/93),总阳性率为12.00%(12/100)。
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Abstract:Tounderstandtheprevalenceandtoxin-typedistributionofClostridiumperfringensinsheepinLhasa,atotalof172tissueand
fecalsampleswerecollectedfromQushuiCountyandDangxiongCounty.GenomicDNAwasextractedfromthesamplesfor16SrRNAgene
PCRdetectionandtoxingenotyping.TheresultsshowedanoverallpositiverateforClostridiumperfringensinbothcountiesof29.65%
(51/172),withtypeApositivityat26.74% (46/172)andtypeDat2.91% (5/172).Regardingsamplesources,thepositivityrateinQushui
Countywas87.50% (7/8)fortissuesamplesand50.00% (32/64)forfecalsamples,yieldingatotalpositivityrateof54.16% (39/72).In
DangxiongCounty,thepositivityratewas0(0/7)fortissuesamplesand12.90% (12/93)forfecalsamples,resultinginatotalpositivityrate
of12.00% (12/100).
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  拉萨市位于中国西南地区、西藏自治区东南

部,雅鲁藏布江支流拉萨河北岸。拉萨北部的当

雄全县和尼木县等部分区乡属藏北草原南沿,水
草丰美,牧业兴旺,盛产牛羊肉类、酥油、牛绒和
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羊毛。农牧业是拉萨市的第一产业,而养羊业则

在农牧业经济中占有重要的地位。
产气荚膜梭菌(Clostridunperfringens)是

一种革兰氏阳性厌氧菌,在自然环境中广泛存

在,是多种疾病的病原[1]。产气荚膜梭菌毒素和

酶至少有20余种,其中与疾病密切相关的有

cpa、cpb、etx、itx、netB 和cpe毒素,根据菌株携

带上述毒素的情况将产气荚膜梭菌分为7个基

因型:A型携带cpa 毒素;B型携带cpa、cpb 和

etx 毒素;C型携带cpa 和cpb 毒素;D型携带

cpa和etx 毒素;E型携带cpa 和itx 毒素;F型

携带cpa 和cpe毒素;G型携带cpa 和netB 毒

素[2]。据报道,A、B、C、D型均可感染羊,其中A
型(少数C、D型)导致羊肠毒血症,C型是羊猝疽

的病原,B型则主要引起羔羊痢疾[3],由C、D型

产气荚膜梭菌引起的羔羊痢疾也时有发生[4]。
可通过PCR等方法对菌株所分泌毒素进行检

测,从而确定分型[5]。

2023年以来,拉萨市多地羊场陆续发生疑似

产气荚膜梭菌疫情,病羊表现为急性死亡或腹

泻,给当地养羊户造成严重的经济损失。为进一

步了解拉萨市曲水县、当雄县等地产气荚膜梭菌

的感染现状及其毒素型分布情况,采集该地区羊

组织、粪便样品172份,提取DNA,开展羊产气

荚膜梭菌的分子流行病学调查,为该地区羊产气

荚膜梭菌的防控提供数据指导。

1 材料与方法

1.1 样品来源

2024—2025年,从拉萨市曲水县、当雄县收

集羊病料组织、粪便样品共计172份,其中曲水

县72份(组织8份,粪便64份),当雄县100份

(组织7份,粪便93份),保存于-20℃冰柜中

待用。

1.2 主要试剂

血液/细胞/组织基因组DNA提取试剂盒、
粪便基因组DNA提取试剂盒均购自天根生化科

技(北 京)有 限 公 司;核 酸 染 料、DL2000DNA
Ladder、Trans2K Plus DNAladder、2× Taq
MasterMix、ddH2O均购自北京擎科生物科技

股份有限公司。

1.3 主要仪器

冷冻离心机,湖南湘仪实验室仪器开发有限

公司;电泳仪,伯乐生命医学产品(上海)有限公

司;超纯 水 机,四 川 优 普 超 纯 科 技 有 限 公 司;

eppendorf微量移液器,赛伯乐(上海)仪器有限

公司;低温冰箱,青岛海尔股份有限公司;PCR
仪,耶拿分析仪器(北京)有限公司;凝胶成像系

统,君意电泳公司。

1.4 样品基因组DNA提取

采用血液/细胞/组织基因组DNA提取试剂

盒进行羊病料组织基因组DNA提取,采用粪便

基因 组 DNA 提 取 试 剂 盒 进 行 羊 粪 便 基 因 组

DNA提取,提取过程按照试剂盒说明书进行,提
取得到的DNA置于-20℃冰柜中保存。

1.5 16SrRNA基因PCR检测及测序

参照 张 蕾 等[6]的 细 菌16SrRNA 基 因

PCR鉴定方法,以样品DNA为模板,合成细菌

16SrRNA通用引物进行PCR检测,引物序列

如表1。PCR反应体系(25μL):2×TaqMaster
Mix12.5μL,上、下游引物各1μL,DNA模板

2μL,ddH2O8.5μL。PCR反应条件:95℃预变

性5min;95℃变性10s,55℃退火20s,72℃延

伸1.5min,35个循环;72℃延伸10min。PCR
产物经1.0%琼脂糖凝胶电泳后,进行凝胶成像,
拍照。阳性产物送至北京擎科生物科技股份有

限公司测序,测序结果在 NCBI数据库中进行

BLAST分析。

1.6 毒素基因分型检测

参照袁媛等[7]的产气荚膜梭菌毒素分型鉴

定方法,以样品 DNA 为模板,进行cpa、cpb、

etx、itx、netB 和cpe 毒 素 基 因 检 测。特 异 性

PCR引物序列如表1。采用多重PCR扩增cpa、

cpb、etx、itx 毒素基因,PCR反应体系(50μL):

2×TaqMasterMix25μL,上、下游引物各1μL,

DNA模板1μL,ddH2O补充至50μL。PCR反

应条件:94℃预变性10min;94℃变性30s,

51.6℃退火30s,72℃延伸1min,30个循环;

72℃延伸10min。采用单重PCR扩增netB 和

cpe毒素基因,PCR反应体系(20μL):2×Taq
MasterMix10μL,上、下游引物各1μL,DNA
模板1μL,ddH2O 补充至20μL。PCR反应条

件:94℃预变性10min;94℃变性30s,54℃退

火30s,72℃延伸30s,30个循环;72℃延伸

10min。PCR扩增产物经1.0%琼脂糖凝胶电泳

进行验证。
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表1 引物信息表

基因名称 引物序列(5'→3') 产物大小/bp

16SrRNA F:AGAGTTTGATCCTGGCTCAG R:AAGGAGGTGATCCAGCCGCA 1500
cpa F:GCTAATGTTACTGCCGTTGA R:CCTCTGATACATCGTGTAAG 325
etx F:AGTATCTAATGAAATGTCCA R:TTCCACTTACTTGTCCTAC 585
cpb F:ACTATACAGACAGATCATTCAACC R:TTAGGAGCAGTTAGAACTACAG 236
itx F:ACTACTCTCAGACAAGACAG R:TTTCCTTCTATTACTATACG 445
cpe F:GGAGATGGTTGGATATTAGG R:GGACCAGCAGTTGTAGATA 233
netB F:CTTCTAGTGATACCGCTTCAC R:CGTTATATTCACTTGTTGACGAAAG 738

2 结果与分析

2.1 16SrRNA基因PCR检测分析

16SrRNA基因PCR检测结果显示,阳性

样本在1500bp左右可见特异性条带,部分样品

PCR扩增如图1。阳性 PCR产物测序结果显

示,样品16SrRNA基因序列与 GenBank中产

气荚膜梭菌的核苷酸同源性高达100%,如图2,
证明样品为产气荚膜梭菌阳性。从172份样品

中共检测出产气荚膜梭菌阳性样品51份,阳性

率为29.65%(51/172)。

图1 部分样品16SrRNA基因PCR检测结果

图2 部分样品16SrRNA基因BLAST分析结果

2.2 毒素基因分型检测

羊产气荚膜梭菌PCR检测结果显示,部分

样品检测出cpa 基因和etx 基因(图3),为D型

产气荚膜梭菌,部分样品只检测出cpa 基因(图

4、图5),为A型产气荚膜梭菌,统计结果如表2。
曲水县和当雄县羊产气荚膜梭菌的总体阳性率

为29.65%(51/172),其中A型阳性率为26.74%
(46/172),D型阳性率为2.91%(5/172)。从样

品来源看,曲水县组织样品中阳性率为87.50%
(7/8),粪便样品中阳性率为50.00%(32/64),
总阳 性 率 为54.16%(39/72);当 雄 县 组 织 样

品阳性率为0(0/7),粪便样品阳性率为12.90%
(12/93),总阳性率为12.00%(12/100)。

图3 曲水县部分组织样品PCR检测结果
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图4 曲水县部分粪便样品PCR检测结果图

图5 当雄县部分粪便样品PCR检测结果

表2 拉萨市羊产气荚膜梭菌分子流行病学调查结果

地区 样品类别 样品数/份
阳性数/份

A型 D型 合计

阳性率/%
A型 D型 合计

曲水县
组织 8 5 2 7 62.50 25.00 87.50
粪便 64 29 3 32 45.31 4.69 50.00

当雄县
组织 7 0 0 0 0.00 0.00 0.00
粪便 93 12 0 12 12.90 0.00 12.90

总计 172 46 5 51 26.74 2.91 29.65

3 讨论与结论

3.1 讨论

产气荚膜梭菌,旧称魏氏梭菌,最早在18世

纪末由两位英国科学家从腐败的尸体中分离出

来,广泛分布于土壤、污水、料草及动物胃肠道

中,一定条件下能引发人和动物的多种疾病[8]。
近年来,我国产气荚膜梭菌引起牛、羊、猪、兔、鸡
以及野生动物的疾病报道不断增多,不同地区及

不同动物间,产气荚膜梭菌毒型分布存在差异,
其中羊产气荚膜梭菌在我国的流行毒型主要为

A型,其次是D型[9]。该病多发于青壮年羊和育

肥羊,在饲养管理不当、环境变化等因素影响下,
该菌就会快速增殖,产生大量毒素并进入血液,
引发动物死亡[10]。据资料显示,该病病死率较

高,动物一旦感染,死亡率可为70%~100%,用
抗菌药物治疗效果不明显,而且不同菌型的魏氏

梭菌常混合感染[11-12]。
对致病菌尤其是人畜共患致病菌在畜禽

群体中的流行特征分析对人和动物相应疾病

的风险 性 评 估 和 预 防 意 义 重 大[13]。2019年,

张娜[1]从陕西、宁夏、青海3省区采集的260份

羊源样品中分离得到羊源产气荚膜梭菌61株,
分离率为23.46%(61/260),其中A型占78.6%
(43/61),D型占29.5%(18/61),由此结果推测

A型和D型菌株已经逐渐成为羊源产气荚膜梭

菌的 主 要 流 行 菌 株。2022年11月—2023年

3月,徐吉荣等[14]从山东省泰安、济宁和菏泽地

区的3个规模化养羊场采集150份新鲜粪便样

品,从中共分离到43株A型产气荚膜梭菌,分离

率为28.7%(43/150)。2024年,李娜等[15]从内

蒙古鄂尔多斯市乌审旗一牧户病死绵羊腹水中

分离得到1株D型产气荚膜梭菌。本研究从拉

萨市曲 水 县 和 当 雄 县 采 集 羊 组 织、粪 便 样 品
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172份,PCR检测结果显示羊产气荚膜梭菌总体

阳性率为29.65%(51/172),其中A型阳性率为

26.74%(46/172),D型阳性率为2.91%(5/172),
研究结果证实了产气荚膜梭菌在拉萨市羊群中

的广泛存在和分布。
产气荚膜梭菌可导致羊的多种疾病,其中羊

肠毒血症、羔羊痢疾等较为常见,免疫接种对于

产气荚膜梭菌导致的各种疫病有较好的效果,在
产气荚膜梭菌病常发的羊养殖区域应定期接种

羊三联四防灭活苗或羊快疫、羊猝狙、羊场毒血

三联灭活疫苗[16],加强饲养管理和做好饲养场

的检疫也是预防该病的重要手段[17]。发病早期

可采用磺胺嘧啶钠和头孢噻呋钠治疗,同群羊只

可使用土霉素拌料预防。综合防治是减少羊梭

菌病发生最有效的措施,养殖过程中应注意定期

清理羊群圈舍,保证圈舍干燥清洁,定期消毒圈

舍,减少抢青抢茬次数等[18],从而降低该病的发

生率。

3.2 结论

试验从拉萨市曲水县、当雄县采集羊组织、
粪便样品172份,进行了羊产气荚膜梭菌的分子

流行病学调查,基本掌握了产气荚膜梭菌在该地

区羊群的流行情况:曲水县和当雄县羊产气荚膜

梭菌的总体阳性率为29.65%(51/172),其中曲

水县组织样品中阳性率为87.50%(7/8),粪便样

品中 阳 性 率 为50.00%(32/64),总 阳 性 率 为

54.16%(39/72);当 雄 县 组 织 样 品 阳 性 率 为0
(0/7),粪便样品阳性率为12.90%(12/93),总阳

性率为12.00%(12/100)。研究结果证实了产气

荚膜梭菌在拉萨市广泛存在,且在曲水县存在较

严重的感染,研究结果为该地区羊产气荚膜梭菌

的分离、诊断和防控提供了数据支撑。
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