
 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

ICS   65.120 

CCS   

 

B 46 

团 体 标 准 

 微生物饲料添加剂中丁酸梭菌的测定 
 

Determination of Clostridium butyricum in microbial feed additives 

 

 

2025-8-1 发布 2025-9-1 实施 

中国饲料工业协会    发 布 

T/CFIAS 6019—2025 



 

 

  



T/CFIAS  6019—2025 
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前 言 

本文件按照GB/T 1.1—2020《标准化工作导则  第1部分：标准化文件的结构和起草规则》的规定

起草。 

请注意本文件的某些内容可能涉及专利。本文件的发布机构不承担识别专利的责任。 

本文件由中国饲料工业协会团体标准技术委员会提出并归口。 

本文件起草单位：上海市兽药饲料检测所、江苏远山生物技术有限公司、安徽省畜牧技术推广总站、

安徽省农业科学院农业工程研究所。 

本文件主要起草人：姜芹、张妤、黄士新、张莉、孙冰清、张亦菲、商军、张文刚、曹莹、顾欣、

吴雨珊、胡浩、柴虹、刘祚军、卢亚洲、尹强、李瑞、李娟、方雅红。 
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微生物饲料添加剂中丁酸梭菌的测定 

1 范围 

本文件描述了微生物饲料添加剂中丁酸梭菌的计数和鉴定的方法。 

本文件适用于微生物饲料添加剂中丁酸梭菌的测定。 

2 规范性引用文件 

下列文件中的内容通过文中的规范性引用而构成本文件必不可少的条款。其中，注日期的引用文件，

仅该日期对应的版本适用于本文件；不注日期的引用文件，其最新版本（包括所有的修改单）适用于本

文件。 

GB/T 6682  分析实验室用水规格和试验方法 

3 术语和定义 

本文件没有需要界定的术语和定义。 

4 试剂或材料 

4.1 水：GB/T 6682，三级。 

4.2 灭菌生理盐水：按照附录 A中 A.1的规定执行。 

4.3 标准菌株：丁酸梭菌（Clostridium butyricum）。 

4.4 亚硫酸铁培养基：按照附录 A中 A.2的规定执行。 

4.5 强化梭菌培养基：按照附录 A中 A.3的规定执行。 

4.6 革兰氏染色液：按照附录 A中 A.4的规定执行。 

4.7 细菌生化鉴定商品化试剂。 

4.8 10×PCR反应液。 

4.9 脱氧核糖核苷三磷酸（dNTPs）混合液：含脱氧腺苷三磷酸（dATP）、脱氧胸苷三磷酸（dTTP）、

脱氧鸟苷三磷酸（dGTP）和脱氧胞苷三磷酸（dCTP）各 2.5 mmol/L。 

4.10 Taq DNA聚合酶：5 U/μL。 

5 仪器设备 

5.1 天平：精度为 0.01 g。 

5.2 拍击式均质器或振荡器。 

5.3 厌氧罐：2.5 L或 5 L（配厌氧产气袋）或相当性能的厌氧装置。 

5.4 恒温培养箱：36 ℃±1 ℃。 

5.5 显微镜：40×～1 000×。 

5.6 离心机：转速不低于 10 000 r/min。 

5.7 微量移液器：2.5 µL，10 µL，100 µL，1 000 µL。 
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5.8 无菌培养皿：直径为 90 mm。 

5.9 PCR扩增仪或荧光定量 PCR仪。 

6 样品 

实验室收到样品后，应采取必要措施防止样品中微生物数量的变化，并尽快测定。 

7 试验步骤 

7.1 活菌计数 

7.1.1 试样稀释 

无菌条件下称取试样25 g（或量取25 mL），加入装有225 mL灭菌生理盐水的无菌均质袋或无菌锥

形瓶中，均质拍打2 min～3 min或200 r/min振荡30 min，制成1:10稀释液。用无菌吸管或微量移液器移取

上述稀释液1 mL，注入9 mL灭菌生理盐水中，充分混匀，制成1:100稀释液。按上述操作方法，制备10

倍递增系列稀释液，每递增稀释一次换用1次1 mL无菌吸管或吸头。 

7.1.2 接种培养 

选择3个适宜稀释度，用无菌吸管或微量移液器移取0.1 mL稀释液加至干燥后的亚硫酸铁培养基平

板表面，用灭菌涂布棒将稀释液均匀涂于表面。每个稀释度涂布两个平板，同时吸取0.1 mL灭菌生理盐

水作空白对照。待稀释液吸收后，再倾注5 mL～7 mL冷却至45 ℃～50 ℃的亚硫酸铁培养基，均匀覆盖

在平板表面，凝固后倒置，36 ℃±1 ℃厌氧培养18 h±2 h。 

7.1.3 菌落计数 

亚硫酸铁培养基中，典型的丁酸梭菌菌落呈圆形，中心为黑色实心。选择菌落数在30个～300个之

间的平板进行计数。 

7.2 形态观察与鉴定 

7.2.1 菌落挑选和纯培养 

随机挑选亚硫酸铁培养基平板上3个或以上典型菌落分别划线接种于强化梭菌培养基平板上，倒置，

36 ℃±1 ℃厌氧培养18 h±2 h。 

7.2.2 形态观察 

强化梭菌培养基上，典型的丁酸梭菌菌落呈乳白色至浅黄色，圆形或不规则，稍凸，直径约1 mm～

6 mm。 

挑取典型菌落进行革兰氏染色。丁酸梭菌为革兰氏阳性菌，大小（0.6 µm～1.2 µm）×（3.0 µm～7.0 

µm），直杆状，端圆，单个、成对、短链、偶呈长丝状。孢子卵圆，偏心或次端生，无孢子外壁和附属

丝。 

7.2.3 菌株鉴定 

丁酸梭菌生理生化特征和分子生物学鉴定按照附录B执行。若菌株形态符合7.2.2的描述，且符合附

录B.1的生理生化特征或附录B.2的分子生物学鉴定结果，可确认为丁酸梭菌。 

8 结果与报告 

8.1 菌落总数的计算 

根据菌落计数结果和证实为丁酸梭菌的菌落数，计算出样品中的丁酸梭菌数，以A计，单位为菌落

形成单位每克或每毫升（CFU/g或CFU/mL），按式（1）计算： 
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 𝐴 =
𝐵×𝐶×𝑓

𝑁
 ············································································ (1) 

式中： 

𝐵 ——丁酸梭菌疑似菌落数，单位为菌落形成单位（CFU）； 

𝐶 ——确认为丁酸梭菌的菌落数，单位为菌落形成单位（CFU）； 

𝑁 ——选出的丁酸梭菌疑似菌落数，单位为菌落形成单位（CFU）； 

𝑓 ——稀释度，单位为每克或每毫升（/g或/mL）。 

8.2 报告 

计算结果保留2位有效数字，用10的指数形式表示。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



T/CFIAS  6019—2025 

 4 

附 录 A  

（规范性） 

试剂和培养基 

试剂和培养基按照A.1～A.4配制或用商品化产品。 

A.1 灭菌生理盐水 

A.1.1 成分 

氯化钠                         8.5 g 

水                             1000 mL 

A.1.2 制法 

取氯化钠完全溶于水中，在121 ℃灭菌15 min。 

A.2 硫酸亚铁培养基 

A.2.1 成分 

胰蛋白胨                        15.0 g 

大豆蛋白胨                       5.0 g 

酵母浸膏                         5.0 g 

偏重亚硫酸钠                     1.0 g 

柠檬酸铁铵                       1.0 g 

琼脂                            20.0 g 

水                            1 000 mL 

A.2.2 制法 

除琼脂外，取上述成分混匀，微温溶解，调节pH使灭菌后在25 ℃的pH值为7.6±0.1，加入琼脂，加

热溶化，在121 ℃灭菌15 min。 

A.3 强化梭菌培养基 

A.3.1 成分 

蛋白胨                          10.0 g 

牛肉粉                          10.0 g 

酵母粉                           3.0 g 

葡萄糖                           5.0 g 

可溶性淀粉                       1.0 g 

氯化钠                           5.0 g 

醋酸钠                           3.0 g 

L-半胱氨酸盐酸盐                 0.5 g 

琼脂                            15.0 g 

水                            1 000 mL  

A.3.2 制法 

除琼脂外，取上述成分混匀，微温溶解，调节pH使灭菌后在25 ℃的pH值为6.8 ± 0.1，加入琼脂，加

热溶化，在121 ℃灭菌15 min。 

A.4 革兰氏染色液 

A.4.1 结晶紫染色液 

A.4.1.1 成分 

结晶紫                         1.0 g 
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95%乙醇                       20 mL 

1%草酸铵溶液                  80 mL 

A.4.1.2 制法 

将结晶紫完全溶于95%乙醇中，然后加入1%草酸铵溶液，混匀。 

A.4.2 革兰氏碘液 

A.4.2.1 成分 

碘                               1.0 g 

碘化钾                           2.0 g 

水                             300 mL 

A.4.2.2 制法 

将碘与碘化钾先进行混合，加入少许水充分振摇，待完全溶解后，再加入水至300 mL，混匀。 

A.4.3 沙黄染色液 

A.4.3.1 成分 

沙黄                            0.25 g 

95%乙醇                        10 mL 

水                              90 mL 

A.4.3.2 制法 

将沙黄溶解于95%乙醇中，然后加入水稀释，混匀。 
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附 录 B  

（规范性） 

生理生化特征和分子生物学鉴定 

B.1 生理生化特征 

使用细菌生化鉴定试剂盒进行生化鉴定，同时设阴性对照（空白）和阳性对照（丁酸梭菌标准菌株）。

丁酸梭菌生理生化特征应符合表B.1的规定。 

表A.1 丁酸梭菌生理生化特征 

项目 结果 

葡萄糖产酸 + 

乳糖产酸 + 

木糖产酸 + 

棉籽糖产酸 + 

水杨苷产酸 + 

淀粉水解 + 

明胶液化 - 

硝酸盐还原 - 

注：“+”表示不小于90%的菌株呈阳性反应，“-”表示不小于90%的菌株呈阴性反应。 

 

B.2 分子生物学鉴定 

B.2.1 方法选择 

B.2.3和B.2.4可任选其一。 

B.2.2 细菌模板DNA提取 

取纯化后的细菌培养物适量，加入含200 µL灭菌水的离心管中，混合均匀。99 ℃加热10 min，−20 ℃

或以下冻融一次，12 000 r/min离心2 min，取上清为模板。也可使用商品化细菌基因组DNA提取试剂盒，

具体操作参照说明书进行。同时设空白对照（灭菌水）、阴性对照（非丁酸梭菌细菌）和阳性对照（丁

酸梭菌标准菌株）。 

B.2.3 PCR测序 

B.2.3.1 引物序列 

引物系列为： 

—— 上游引物 27F：5’-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3’； 

下游引物1492R：5’-GGTTACCTTGTTACGACTT-3’。 

B.2.3.2 扩增体系和程序 

扩增体系为： 

—— 10×PCR 缓冲液 5 µL； 

—— dNTPs 4 µL； 

—— TaqDNA聚合酶 0.4 µL； 

—— 引物（10 µmol/L）各 1 μL； 

—— 模板 DNA 2 µL； 

灭菌水补足至50 µL。 
注： 扩增体系或选用商品化试剂盒。 
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扩增程序为：94 ℃/5 min；30个循环：94 ℃/1 min，52 ℃/1 min，72 ℃/2 min；72 ℃/10 min后4 ℃

保存。 

B.2.3.3 结果判断 

产物进行测序，丁酸梭菌与标准菌株ATCC 19398的16S rRNA（16S 核糖体核糖核酸）基因序列进行

比对，相似度不低于99%。标准菌株ATCC 19398的16S rRNA的基因序列见图B.1。 

 

 
注： 登录号为NR_112170.1。 

图A.1 标准菌株 ATCC 19398 的 16S rRNA 基因序列 

B.2.4 荧光定量PCR扩增 

B.2.4.1 引物和探针序列 

引物和探针序列为： 

—— 上游引物：5’-GAGGGCGGACAAATGGATGA-3’； 

—— 下游引物：5’-ACAGATGCTCTTACTGCTCTTACA-3’； 

探针：5’-FAM-TGGCGGTGGTCAACCGCATGTTGCAGCT-BHQ1-3’。 

B.2.4.2 扩增体系和程序 

扩增体系为： 

—— 10×PCR 缓冲液 2 µL； 

—— dNTPs 2µL； 

—— TaqDNA聚合酶 0.2 µL； 

—— 引物和探针各 1 μL（10 µmol/L）； 

—— 模板 DNA 2 µL； 

灭菌水补足至20 µL。 
注： 扩增体系或选用商品化试剂盒。 

根据不同型号实时荧光定量PCR仪和试剂情况,可适当调整体系用量。 

扩增程序为：95 ℃/30 s；95 ℃/10 s，60 ℃/20 s，40个循环。 

B.2.4.3 结果判断 

阴性对照和空白对照无Ct值且无典型扩增曲线，阳性对照Ct值＜35且扩增曲线典型，表明试验有效，

结果成立。样品Ct值＜35且扩增曲线典型，判断为阳性；Ct值≥35或无Ct值，判断为阴性。 
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