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A 3E TR 4 22 A 2 4R P R SRR B SR A
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GB 19489 szi6s AWz 4l ER
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FHNAREFE SGE A T A
3.1
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PRSI B THFR R [CAR B, AMRIR 2R FAT 181 Ja R i) — R A 22 BH VAT 1, R T A P B0 18
FHESAG T B i, i shig R R AESURER .
3.2

3R &M the 3R principles

T B K SR sh W B2 5T, X SEIG BP0 R B> (Reduction) « itk (Refinement) Fl1E AR

(Replacement) 1)/ 44 F1] LR e 4 Jiti o

3.3

A LIRS biochemical tests for bacteria

FRAEAS [ Fh S A0 B 7= A I R S0 S L mT o g I P SR 1 22 3, D AR P= W A 21 i ok X ) RS e
N .
3.4

ShEZE exotoxin

I3 R A B 2 BRI T AP RS B s R N I BEE B L R ER 2 IR, e 4 & R T8 2 ai iy IE
i 5IRE .
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INRIFFIRIE inoculation test in mice
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3.6
fRZE physical restraint
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9.5.2 PCR i1
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HYK, HLE 100V (8~10 Viem &I ) , RREERT [A]12) 30min. W FEIK i BIEE RS TN B8 R AR A 2%
TESRAMEIR ST NS 2 AT A TR IS 3 B/ (LS ALD

9.5.4 TARPESNFIH

%} 16S rRNAZE K3 P2 )45 & AN 2607, HEAT B RIS R 42 7 7% (LB D) TA T RE,
Ve BHPETE B (TR ) TR RE I8 A I B 0% B ML H LI . 5 GenBank s 55 ) FE [K] 7 51 347 1F 2%
BLAST X kb DA 5 73 B9 B Ak 1 s s or e 3 R 2R T

10 RIHIREALIE

10.1 MEBFLERHAE

PR IR B AESPS AR b 2 N BB VK fETSCH IR L2 N E AWK, WkEBEE —ZEAEHN
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ZALIBARIR . R FRFEERIER, RIS IR 725, WA 5 AR G 7 R AR 1 1)
AR TR

10.2 REERERFE

PRI B R, R BB HES B IEEIR; ZERONEDE, Tt Rt T
T A T e B W, A AR B N S AR AR, 2R I B AN I AR TR R . BURE B A S A
FRPEFRERLAT B, 567 TR 1 R T A AR AL o
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Mt & A
(Fset)
5149%0 16S rRNA £ [# PCR ¥ 18{A &R
FHEIEF S WFI16S IRNAFKEF 5|V WFEA.1.

= A1 FEEMFESIYIA 16S rRNA EFH S|4

FL A 84 BOR/N (bp)
cpa 288
cpb 151
etx 678
itx 443
16S rRNA 596

SRS % 4 &
Mix 10 uL
ddH;0 8 uL
LTI 0.5 uL
TUHESI 0.5 uL
AR 1L

it 20 uL
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TG BRI s %L K G
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HN0.5% 70 KB 4430 secs

I3 (Arnseaedf ), BENE FU%E, WikRLAt, Fhts.
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	8.2.2　采集粪便时用棉签蘸取粪便放入对应采集管中，每采集一份样品更换一个棉签，并做好样品标记和采样记录。记录
	8.3　样品保存与运输
	8.3.1　粪便置于无菌的螺盖厌氧试管或含硫代乙醇酸钠的封口塑料袋中保存。
	8.3.2　采集或处理的样品在4 ℃条件下保存不超过24 h；若长期保存，应置于–80 ℃冰箱。
	8.3.3　样品应放入预先加入冰袋的保温箱内并及时送实验室检查。

	9　试验步骤
	9.1　细菌分离培养及培养特性观察
	9.1.1　将所采每份样品振荡混匀，接种于厌氧肉肝汤培养基中，37 ℃厌氧培养18 h～24 h。
	9.1.2　用接种环蘸取少量菌液涂布于SPS平板、TSC平板、CW平板（需加约10%卵黄液）和绵羊血琼脂平板，置
	9.1.3　把平板上形成有明显溶血环的单菌落挑取加入梭菌增菌培养基中厌氧培养24 h，获得分离菌株，用于进一步的
	9.2　革兰染色和芽孢染色镜检
	9.3　细菌生化试验
	按生化鉴定管说明书操作，将9.1.3培养得到的菌液接种于分别含酪蛋白、卵磷脂酶、吲哚、脂酶、葡萄糖、
	9.4　小鼠接种试验
	9.4.1　小鼠毒性试验
	9.4.2　毒素中和试验

	9.5　16S rRNA基因与4种毒素基因的PCR扩增及测序分析
	9.5.1　细菌基因组DNA提取
	9.5.2　PCR扩增
	16S rRNA基因PCR扩增体系见附录A.2，扩增程序：95 ℃预变性5min，95 ℃变性30s
	9.5.3　凝胶电泳检查
	用天平称取0.3 g琼脂糖，加入到100 mL规格的锥形瓶中，量取30 mL 1 × TAE加入其中
	9.5.4　TA克隆与测序分析
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	10.3　生化试验结果判定
	根据发酵管（含pH值指示剂）颜色的变化，分离菌株若不能分解利用酪蛋白、吲哚、脂酶和水杨苷，但能分解利
	10.4　小鼠毒性试验结果判定
	若接种细菌培养上清滤过液的小鼠在18 h内出现死亡，而对照组未见死亡，则符合产气荚膜梭菌毒素的典型特
	10.5　毒素中和试验结果判定
	基于抗原抗体反应的特异性，若接种经抗体处理的某型毒素的实验小鼠不再发病死亡，便可判定毒素类型，进而根
	10.6　核酸检测结果判定
	10.6.1　产气荚膜梭菌阳性判定标准

	除染色镜检见到能产生芽孢的革兰阳性粗大杆菌，生化试验结果与10.3描述一致，还需满足下列3个条件之一
	10.6.2　产气荚膜梭菌分型标准

	根据毒素中和试验（见10.5）或毒素基因PCR扩增（见9.5）的结果判定：
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	附　录　C（规范性）革兰染色和雪-浮染色方法
	C.1　革兰染色程序
	C.1.1　取细菌悬液或菌落样品少许做低密度涂片，风干。
	C.1.2　用酒精灯适度加热做物理固定。
	C.1.3　滴加草酸铵−结晶紫溶液进行初染3min～5min，轻轻用蒸馏水洗去染料。
	C.1.4　滴加15%卢戈碘液进行媒染1min，轻轻用蒸馏水洗去染料。
	C.1.5　滴加95%酒精脱色15 sec～30 sec，立即用蒸馏水洗去酒精。
	C.1.6　滴加红色染料（0.34%沙黄溶液或0.1%碱性复红溶液）复染2min，用蒸馏水洗去染色液。
	C.1.7　晾干玻片（可加盖盖玻片），置光镜下观察细菌个体形态。

	C.2　雪-浮染色程序
	C.2.1　取细菌悬液或菌落样品少许做低密度涂片，风干。
	C.2.2　于细菌涂片上滴加5%孔雀绿水溶液。
	C.2.3　加热（30 sec～60 sec）染色，轻轻用蒸馏水洗去染料。
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	D.1　TA克隆程序
	D.1.1　将PCR扩增产物通过胶回收试剂盒纯化。
	D.1.2　将纯化产物与T质粒载体（如pMD18-T或pMD19-T）连接，连接体系包含质粒载体1 μL、胶回收
	D.1.3　将连接产物10 μL与100 mL大肠杆菌DH5a感受态细胞混合，随即冰浴30min。
	D.1.4　转化大肠杆菌细胞，即42 ℃水浴做热应激处理90s。
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