
第32卷 第1期

2013年 1月
华 中 农 业 大 学 学 报

JournalofHuazhongAgriculturalUniversity
Vol.32 No.1

Jan.2013,130~136

收稿日期:2012-07-05
基金项目:广东省教育部产学研结合项目(2011B090300077)和广东省科技计划项目(2010B020316003)
董晓晖,博士研究生.研究方向:微生物学.E-mail:dongxiaohuihebei@126.com
通讯作者:吴清平,博士,教授.研究方向:微生物学.E-mail:wuqp203@yahoo.com.cn

克罗诺杆菌检测方法研究进展

董晓晖1,2,3 吴清平2 莫树平2 张菊梅2 杨小鹃2

1.中国科学院南海海洋研究所,广州510301;

2.广东省微生物研究所/广东省华南应用微生物重点实验室-省部共建国家重点实验室培育基地/

广东省菌种保藏与应用重点实验室/广东省微生物应用新技术公共实验室,广州510070;

3.中国科学院大学,北京100049

摘要 克罗诺杆菌(Cronobacterspp.)是一类重要的食源性致病菌,其引起的奶粉安全事件和新生儿致病

问题受到了社会的高度重视。随着对该菌研究的深入和现代分类技术的不断发展,克罗诺杆菌的分类经历了从

种到属的变化。但是截至目前,克罗诺杆菌的污染源和致病机制仍不清楚,为了防止易感人群的大规模疾病暴

发,对于该菌的检测和预防尤为重要。本文对克罗诺杆菌的生化检测和分子检测的发展历程及存在问题进行综

述,以期为该菌的研究提供参考。
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  克罗诺杆菌(Cronobacterspp.)是由Iversen
等[1]于2008年建议创立的隶属于肠杆菌科的一个

新 属,囊 括 了 所 有 的 阪 崎 肠 杆 菌 (Enterobacter
sakazakii),该属是寄生在人和动物肠道内的一种

有周生鞭毛、能运动、兼性厌氧的革兰阴性无芽孢杆

菌。其感染的大多数病例都是婴幼儿,主要引起菌

血症、脑膜炎、坏死性小肠结肠炎等,致死率高达

40%~80%[2]。
克罗诺杆菌分布广泛,在婴幼儿奶粉、奶酪、腌

肉、水、蔬菜、大米、面包、茶叶、草药、调味料及豆腐

等多种食品中被检测到[3-4]。在对一些新生儿克罗

诺杆菌感染事件的调查中发现婴幼儿奶粉是主要感

染渠道[5]。随着一系列与该菌相关的奶粉召回和重

大感染事件的暴发,婴幼儿配方奶粉中克罗诺杆菌

的污染问题受到全世界的普遍关注。目前国际上对

克罗诺杆菌的研究主要集中在分类、分型、检测、生
化特性、致病性和污染源等方面。虽然与其他食源

性致病菌相比,克罗诺杆菌对大多数人都是非致病

的,但对于特殊人群却有着较高的致死率,况且该菌

的污染源及致病机制尚不十分清楚,因此对其进行

预防和检测显得尤为重要。本文从分类和检测两方

面来阐述克罗诺杆菌的研究进展,以期为该菌的相

关研究提供参考。

1 克罗诺杆菌分类情况

随着研究的深入和现代分类技术的不断发展,
克罗诺杆菌的分类经历了4个时期。起初该菌因其

产黄色素,而被认为是肠杆菌属中阴沟肠杆菌的生

物变形种———黄色阴沟肠杆菌(yellow-pigmented
Enterobactercloacae)。1980年,Farmer通过DNA
杂交、生化反应、黄色素产生以及抗生素敏感性等实

验,发现这些“黄色阴沟肠杆菌”的D-山梨醇反应为

阴性,胞外DNA酶反应阳性,并且产生黄色素,对
氨苄青霉素和头孢菌素非常敏感,这些都与阴沟肠

杆菌不同,为此将“黄色阴沟肠杆菌”更名为 “阪崎

肠杆菌(Enterobactersakazakii)”,隶属于肠杆菌

属。2007年,Iversen利用16SrRNA 基因序列分

析、荧光标记-扩增片段长度多态性指纹图谱(fluo-
rescent-labelledamplifiedfragmentlengthpoly-
morphism(f-AFLP)fingerprints)、核糖体分型(ri-
botyping)以及DNA杂交等多相分类技术进行了分

析。依据分类原则:通常2个菌株的16SrRNA基
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因全长序列相似性在98.7%~99.0%以上,并且

DNA杂交的相关性超过70%时,这2个株应为同

一种,同种的2个菌株的AFLP图谱相似性应大于

50%。由于原来作为阪崎肠杆菌这一菌种的很多分

离株和标准菌株不能满足以上同为一个种的分类原

则,2008年,Iversen等[1]建议另外建立一个囊括了

原来所有阪崎肠杆菌 的 新 属———克 罗 诺 杆 菌 属

(Cronobactergen.nov),隶属于肠杆菌科。这个新

属包括6个种,分别为阪崎克罗诺杆菌(Cronobacter
sakazakii)、丙二酸盐克罗诺杆菌(Cronobacterma-
lonaticus)、苏黎世克罗诺杆菌(Cronobacterturicen-
sis)、莫金斯克罗诺杆菌(Cronobactermuytjensii)、
都柏林克罗诺杆菌(Cronobacterdublinensis)和克

罗诺杆菌基因种1(Cronobactergenomospecies1),
其中阪崎克罗诺杆菌为该属模式菌种。在此分类体

系中,都柏林克罗诺杆菌又分为3个亚种,分别是都

柏林克罗诺杆菌都柏林亚种(Cronobacterdublinen-
sissubsp.dublinensis)、都柏林克罗诺杆菌洛桑亚

种(Cronobacterdublinensissubsp.lausannensis)和
都柏林克罗诺杆菌奶粉亚种(Cronobacterdublinen-
sissubsp.lactaridi)。2012年,Joseph等[6]利用

16SrRNA基因序列分析和多位点测序(multilocus
sequencetyping,MLST)技术对克罗诺杆菌属进行

分类研究,提出将克罗诺杆菌属分为7个种,隶属于

肠杆菌科。这7个种是在Iversen等分类的基础上

增加了康帝蒙提克罗诺杆菌(Cronobactercondim-
enti)和尤尼沃斯克罗诺杆菌(Cronobacterunivers-
alis),在Joseph等分类中克罗诺杆菌基因种1的菌

株归于尤尼沃斯克罗诺杆菌,去掉了克罗诺杆菌基

因种1的命名,随后Joseph等[7]对克罗诺杆菌多样

性的研究支持该属分为7个种的提议。
基因组序列的获取和公布对致病微生物的遗传

背景、分类、检测和致病性研究都具有重要意义。阪

崎 克 罗 诺 杆 菌 BAA-894(Cronobactersakazakii
BAA-894)的基因组测序于2007年完成,是克罗诺

杆菌属中首株测序的菌株,2010年公布于NCBI网

站(GenBank序列号CP00783)。该菌株分离自婴

儿奶粉,与2001年美国田纳西州该菌的医院感染有

关,其基因组由环状染色体(4.37Mb)和pESAK2
(31kb)、pESAK3(131kb)2个质粒组成[8]。截至

2012年,本属中还有2株菌———阪崎克罗诺杆菌

ES15(CronobactersakazakiiES15)和苏黎世克罗

诺杆菌z3032(Cronobacterturicensisz3032)的全基

因组 测 序 结 果 被 公 布,GenBank序 列 号 分 别 是

CP003312(C.sakazakiiES15)和FN543093(C.tu-
ricensisz3032)[9]。随着研究的深入,越来越多克罗

诺杆菌基因组信息会被公布,这为利用基因组数据

找到该菌特有的基因从而设计检测靶标奠定了

基础。

2 克罗诺杆菌检测方法

现有研究表明,该属的7个种都未被证实对婴

幼儿健康无害,因此,这个新属的细菌都被认为具有

致病性,国际上各种标准的检测方法均是针对该属

进行。克罗诺杆菌检测方法有很多种,依据检测标

的物的不同可分为传统生化检测和分子检测两

大类。
2.1 克罗诺杆菌传统生化检测方法

传统检测方法是以细菌的富集培养或选择性培

养为基础,经菌落纯化得到分离株,并以分离株的生

化反应为判断依据进行检测和鉴定的。1988年,

Muytjens等[10]在对母乳中肠杆菌属细菌的定量研

究中,提出了首例克罗诺杆菌的定量检测方法,该方

法依据 MPN原理对母乳中的克罗诺杆菌进行定量

检测,在此方法中样品经过缓冲蛋白胨水(buffered
peptonewater,BPW)预增菌、肠道增菌(enterobac-
teriaceaeenrichment,EE)肉汤选择性增菌后,在紫

红胆盐葡萄糖琼脂(violetredbileglucoseagar,

VRBGA)上挑取可疑菌落,再把可疑菌落接种于伊

红 美 蓝 琼 脂 (eosin-methyleneblueagar,EMB
agar)、羊血琼脂(sheepbloodagar)和 API20E进

行鉴定。
由于上述方法中 VRBGA上的可疑菌落需要

接种伊红美蓝琼脂和羊血琼脂,步骤繁琐、费时,费
用也高,而且对克罗诺杆菌检测的针对性不强。

1989年,Simmon等[11]发表了改进方法,提出在

Muytjens等[10]建立的方法中省去接种伊红美蓝琼

脂和羊血琼脂的步骤,将可疑菌落划线于胰胨大豆

琼脂(trypticsoyagar,TSA)培养48~72h,并依据

在TSA上黄色素生成情况进行初步判断的方案。
在此基础上,美国FDA建立了现今国际通用的奶

粉中克罗诺杆菌定量检测方法,即“婴儿配方奶粉中

阪崎肠杆菌的分离计数”。在这个经典方法中,每个

奶粉样品分别称取3份100g、3份10g和3份1g
以1∶10稀释于无菌水中过夜培养(未在BPW 中

预增菌),分别取10mL过夜培养物接种至90mL
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EE肉 汤 中,然 后 划 线 或 涂 布 VBRGA 平 板,从

VBRGA平板挑取可疑菌落至TSA初步判断结果,
对产黄色素的菌落进行生化确证。以上这些基于

VBRGA平板筛选和EE肉汤选择性培养的方法均

存在选择性不佳的问题,如克罗诺杆菌在 VBRGA
平板上的菌落特征不明显,其他肠杆菌在EE肉汤

的生长优于克罗诺杆菌[12]等。
针对 培 养 基 选 择 性 不 佳 的 问 题,2005 年,

Guillaume-Gentil等[13]提出了加有胆盐的 TSA平

板和1种克罗诺杆菌选择性培养基———加有万古霉

素的改良月桂基硫酸盐胰蛋白胨肉汤(modified
laurylsulfatetryptosebroth-vancomycin,mLST-
Vm),即在月桂基硫酸盐胰蛋白胨肉汤(laurylsul-
fatetryptosebroth,LSTB)中另外添加氯化钠和万

古霉素。在该方法中,样品直接在 mLST-Vm中进

行增菌,然后划线加有胆盐的TSA平板,经过光照

诱导黄色素生成。该方法缩短了检测时间,提高了

培养基的选择性,但其弊端是加有胆盐的TSA平板

筛选效果不好,并且有的克罗诺杆菌由于受损或是

缺乏营养,不能在mLST-Vm中生长[14]。针对这种

情况,2006年国际标准化组织(InternationalOr-
ganizationforStandardization,ISO)和国际乳品联

合会(InternationalDairyFederation,IDF)在此基

础上制定了现今较通用的ISO/TS22964-2006检

测方法。该方法重新提出样品在选择性增菌的步骤

前,添加预增菌的步骤,以使受损或缺乏营养的细菌

恢复生长,使用新型筛选培养基———克罗诺杆菌显

色培养基。具体过程为:样品先在BPW 中预增菌,
然后于 mLST-Vm中选择性增菌,将增菌液划线于

克罗诺杆菌显色培养基。将显色培养基上显蓝绿色

的可疑菌落接种于TSA上培养44h,判断黄色素

生成,然后进行生化确证。此方法避免了 mLST-
Vm选择性过强的问题,并且应用了克罗诺杆菌显

色培养基进行筛选,从而使检测更加特异、有效。我

国现行的克罗诺杆菌检验国家标准GB4789.40-
2010[15]就是参照此方法制定而成。虽然ISO/TS
22964-2006检测方法相较于其他传统检测方法更

加可行,但任何一种方法都会有不足,该方法也不例

外。这些不足主要包含:得到确定结果所需时间较

长(5~7d),不是所有克罗诺杆菌都产黄色素,不是

所有克罗诺杆菌都会在显色培养基上显色等;而且

在显色培养基上显色的可疑菌落,不能确定为克罗

诺杆菌,这些分离到的菌株还需做生化试验,才能进

一步确证。
在现有的生化自动化检测系统中,法国梅里埃

公司的 API20E、ID32E、VITEK2系列的GN和

美国的BiologMicrolog34.20都可以用来鉴定克

罗诺杆菌。虽然这2种鉴定系统的市场化程度很

高,应用广泛,但是由于系统的数据库限制,检测结

果往往也不够准确。比如Iversen等[14]报道,由ID
32E鉴定为克罗诺杆菌的10株细菌,用API20E进

行鉴定时,其生化特征与泛菌属某些种一致,而由

API20E鉴定为克罗诺杆菌的3株细菌,用ID32E
鉴定时被证实为阴沟肠杆菌、河生肠杆菌和日沟维

肠杆菌。此外,利用传统培养法检测还会碰到细菌

处于活的不可培养状态,或是由于相应选择性培养

基的抑制问题,而导致目的菌检测呈现假阴性结果。
总之,传统检测方法存在操作繁琐、所需试剂

多、耗时长、结果不准确等缺点。因此,需要发展新

的方法来弥补传统检测方法的不足。本世纪初,以
基因为靶标的分子检测方法成为克罗诺杆菌检测研

究的热点。
2.2 克罗诺杆菌分子检测方法

1)普通PCR检测。2003年,Keyser等[16]首次

报道了克罗诺杆菌的快速PCR检测方法,该方法针

对克罗诺杆菌 ATCC29544(GenBank:AB004746)
的16SrRNA基因设计引物进行扩增检测。2004
年,Lehner等[17]对Keyser的方法进行了评价,发现

该方法特异性不高,检测莫金斯克罗诺杆菌出现假

阴性而检测阴沟肠杆菌(Enterobactercloacae)出现

假阳性,因此Lehner等[17]通过测定16SrRNA序

列并构建进化树,重新针对16SrRNA基因建立了

特异性的克罗诺杆菌PCR检测系统,具有良好的特

异性和可靠性,检测灵敏度达10pg。2006年,Liu
等[18]针对16S-23SrDNA 间区转录序列(internal
transcribedspacer,ITS)建立了克罗诺杆菌特异性

的PCR检测方法,检测限可达1.3cfu/100g。

2006年,Lehner等[19]发表了基于α-葡萄糖苷

酶基因的PCR方法,但是因有的克罗诺杆菌不含

α-葡萄糖苷酶而使得该方法检测结果不准确[20];同
年,Mohan等[21]发表了基于克罗诺杆菌外膜蛋白A
(outermembraneproteinA,ompA)基因的PCR方

法,由于该基因的特异性好,很多双重PCR都用到

了该基因。如叶应旺等[22]以克罗诺杆菌基因组中

α-1,4-葡萄糖苷酶基因和ompA 基因为目标,设计

引物建立起特异性强、灵敏度较高的双重PCR检测
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方法。又如结合固定技术,Zhou等[23]建立了针对

ompA 基因和ITS序列的双重PCR 检测方法,经
过固 定、增 菌 之 后 双 重 PCR 的 检 测 限 可 达 到

3cfu/mL。

2007年,Kothary等[24]针对克罗诺杆菌的含锌

蛋白酶(zinc-containingmetalloprotease,zpx)基因

设计了2对引物,其PCR产物分别为94和350bp,
在经过135株克罗诺杆菌和25株其他菌的特异性

验证 后,发 现2对 引 物 都 具 特 异 性。而Jaradat
等[25]在实际样品检测中比较了克罗诺杆菌的多对

引 物,包 括 Mohan 等[21] 设 计 的 ompA 引 物、

Kothary等[24]设计的zpx2对引物、Liu等 [18]设计

的ITS引物和Lehner等[19]设计的葡萄糖苷酶引

物,指出 Mohan设计的ompA 引物特异性最好,但
该引物也未能将所有的克罗诺杆菌分离株进行准确

鉴定。

2011年,Blazkova等[26]针对克罗诺杆菌的16S
rRNA基因设计了1对特异性引物———标记了生物

素和地高辛的引物,利用该引物扩增后经免疫印迹

原理检测克罗诺杆菌,可在16h检测到少于10个

细菌的样品。

2)real-timePCR 检测。在普通PCR的基础

上发展起来的real-timePCR检测方法更加快捷,
自动化程度高,可以定量并且杜绝了扩增后可能会

污染的问题,在检测方面得到了快速发展和应用。

Seo等[27]报道了针对克罗诺杆菌局部大分子合

成操 纵 子(macromolecularsynthesis,MMS),即

rpsU 基因3′末端和dnaG 基因5′末端,设计引物和

TaqMan探针的real-timePCR,该方法对克罗诺杆

菌纯培养物的检测可达到100cfu/mL,增菌后检测

限可达0.6cfu/g。2006年,Liu等[28]针对克罗诺

杆菌ITS序列设计引物,建立了 TaqMan探针和

SYBRGreen染料模式下检测婴儿配方奶粉中克罗

诺杆菌的实时定量检测方法,该检测模式下克罗诺

杆菌纯培养物检测限为18cfu/mL。Kang等[29]针

对16SrRNA序列设计了TaqMan探针来检测克罗

诺杆菌,检测限达到2.3cfu/mL。Hyeon等[30]在

Seo的基础上,建立了同时检测克罗诺杆菌属和沙

门氏菌属的多重real-timePCR方法,实现了两类

菌的同时检测。

Fricker-Feer等[31]比较了3种基于荧光技术的

商品化的克罗诺杆菌检测方法,包括杜邦公司的

DupontQualiconBAX检测系统、Biocontrol公司的

克罗诺杆菌实时荧光检测试剂盒和BioteconDiag-
nostics公司的食品中克罗诺杆菌荧光实时检测试

剂盒,对8株克罗诺杆菌和13株非克罗诺杆菌特异

性检测的结果表明,Biocontrol公司和BioteconDi-
agnostics公司的试剂盒特异性为100%,BAX系统

由于其将1株阴沟肠杆菌误判为克罗诺杆菌,使检

测结果呈现假阳性。Minami等[32]在Kang等[29]建

立的real-timePCR方法的基础上,添加叠氮溴化

乙锭染料,可以检测有活性的克罗诺杆菌,检测限达

1cfu/300g。

3)环介导恒温扩增(loop-mediatedisothermal
amplification,LAMP)。LAMP是 Notomi等[33]于

2000年发明的一种新的核酸扩增方法。其原理是

针对目的基因的6个区域设计4条特异引物,利用

一种链置换DNA 聚合酶(BstDNApolymerase)
在65℃恒温保温几十分钟,即可完成核酸的高效扩

增。许多研究者利用LAMP技术,针对不同靶基

因,进行了克罗诺杆菌的检测研究。
胡连霞等[34]建立的LAMP检测方法以克罗诺

杆菌的ITS序列作为靶序列,纯菌检测灵敏度为

0.101cfu/mL,人 工 污 染 样 品 的 检 测 限 为 1.1
cfu/g。Liu等[35]也利用阪崎肠杆菌ITS序列,在比

较克罗诺杆菌与其近源株ITS序列的基础上,建立

了LAMP检测方法,该方法人工污染样品经48h
增菌后的检测限为1.2cfu/100g。2012年,Liu
等[36]也利用阪崎肠杆菌ITS序列,建立了LAMP
检测克罗诺杆菌的方法,该方法的检测限为9.1
fg/μL,高于普通PCR(91pg/μL)和实时荧光PCR
(9.1pg/μL)的灵敏度。

贺楠等[37]针对克罗诺杆菌16SrRNA基因,设
计LAMP引物,最低检测限可达到0.3pg。鲁曦

等[38]也针对克罗诺杆菌16SrRNA 基因,建立了

LAMP检测方法,最低检测限可达到0.3fg,纯菌

检测限可达10cfu/mL。范宏英等[39]根据克罗诺

杆菌ompA 基因,设计LAMP引物,得到的纯培养

物检测灵敏度为10cfu/mL。

LAMP技术检测致病菌所需设备简单,只要有

恒温设备就可完成,产物也不需要特殊仪器检测,肉
眼观察即可,从而缩短了检测时间,节约了人力和物

力,对于基层检测机构比较适用。但该方法检测灵

敏度高、容易污染,操作时要仔细。

4)荧光原位杂交(fluorescenceinsituhybrid-
ization,FISH)。FISH是荧光标记的特异性探针与
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靶标 DNA 杂 交,经 荧 光 显 微 镜 显 色 的 技 术。

Almeida等[40]建立了利用FISH技术检测婴幼儿奶

粉中克罗诺杆菌的方法,该方法针对克罗诺杆菌的

16SrRNA设计了1条特异的肽核酸(eptidenucleic
acid,PNA)探针,结合8h的增菌过程,检测限可达

1cfu/10g。
现有的检测试剂盒中,除了以上基于PCR的检

测试剂盒,还有德国 Vermicon公司[20]利用FISH
技术开发的克罗诺杆菌检测试剂盒,该试剂盒由于

不需要提取DNA,相较于PCR方法更为快捷,可在

3h内得到检测结果。
由于缺乏国际通用的评价体系和相应的评价标

准,很难对上述各种分子检测方法做出全面评价。
这些评价体系和标准的缺乏主要表现在:检测方法

的灵敏度或最低检测限所用的单位不同、特异性评

价体系采用的菌株不一致、应用的DNA聚合酶扩

增性能有差异等方面。

3 展 望

随着对克罗诺杆菌的深入研究,其分类地位发

生了从种到属的变化。现有研究表明,所有克罗诺

杆菌都有致病性,因此建立针对该属的检测方法尤

为重要。克罗诺杆菌检测主要包括传统生化检测和

分子检测两大类,其中传统生化检测与分子检测相

比,优势在于可以分离纯化菌株从而得到进一步的

研究材料,缺点是耗时、费力;分子检测方法相比传

统生化检测更加灵敏、省时,但是在特异性方面也存

在缺陷。现今,克罗诺杆菌检测的趋势正在向传统

生化检测和分子检测相结合的方向发展。如美国

FDA 于 2012 年 推 荐 的 新 检 测 方 法 中,就 是 在

CHEN等[41-43]的实验基础上进行的修订,该方法将

Seo建立的real-timePCR检测与传统生化检测相

结合。又如Zhu等[44]用BacTrac4300系统检测克

罗诺杆菌,该系统将电阻抗和rRNA杂交显色相结

合。这些方法缩短了检测时间,可在2~3d内得到

结果。但由于克罗诺杆菌的遗传多样性和分类的复

杂性,各菌株DNA序列之间可能存在较大差异,找
到所有菌株共有的保守序列并建立合适的分子检测

方法非常不易,这也是针对不同靶基因的同种检测

方法检测特异性存在差异的原因。
综上所述,建立特异性好、灵敏度高和低成本的

克罗诺杆菌分子检测方法有待于进一步的研究。随

着克罗诺杆菌越来越多菌株的基因组数据被公布,

利用基因组信息找到该属共同特有的基因序列,并
针对该基因或其产物开发新的检测靶标,将传统方

法与分子检测联用互补,将是今后克罗诺杆菌研究

发展的主要方向。
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Abstract Cronobacterspp.isanimportantfood-bornepathogen.TheproblemsofCronobacterspp.
infectionsinnewbornsandthesecurityofpowderedinfantformulahavedrawntheattentionofresearch-
ersallovertheworld.WiththedevelopmentofmodernclassificationtechniquesforCronobacterspp.,

theseorganismscategoryexperiencedachangefromspeciestogenus.However,thepathogenicmecha-
nismandprimaryreservoirofCronobacterspp.arestillunknown.Topreventlarge-scalediseaseout-
breaksfornewborns,thedetectionandpreventionofthesepathogensareimportant.Inthispaper,thea-
vailablemethodsofdetectingCronobacterspp.rangedfromconventionalculturemethodstomolecular
technologieswerereviewed.

Keywords Cronobacterspp.(Enterobactersakazakii);taxonomy;biochemicaldetection;molecu-
lardetection
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