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类食品及临床腹泻病例来源的

克罗诺杆菌种水平鉴定研究
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摘要: 目的 建立一种基于细菌 ＲNA 聚合酶 β 亚基编码基因( rpoB) 的克罗诺杆

菌种鉴定 PCＲ 方法，对不同来源的克罗诺杆菌进行种水平鉴定。方法 通过 rpoB
基因设计针对克罗诺杆菌 7 个种的引物，以 9 株参考菌株作为参照，对 261 株 2012—
2014 年收集的我国婴儿配方食品和谷基辅食类食品及临床腹泻病例来源的克罗诺

杆菌进行种水平鉴定。结果 9 株参考菌株 PCＲ 结果与对应大小一致，261 株克罗

诺杆菌中的 179 株为阪崎克罗诺杆菌，56 株为丙二酸盐克罗诺杆菌，13 株为尤尼沃

斯克罗诺杆菌，11 株为都柏林克罗诺杆菌，2 株为苏黎世克罗诺杆菌，分别占总菌株

数的 68. 58%、21. 46%、4. 98%、4. 21%和 0. 77%。结论 建立的克罗诺杆菌 PCＲ 法

种水平鉴定具有特异、便捷、灵敏等优势，可为我国食品安全克罗诺杆菌的风险监测

和控制提供技术支持。
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Study on species identification of Cronobacter isolated from infant
formula foods and cereal based foods and clinical diarrhea

cases in 2012 －2014 in China

Gan Xin，Wang Wei，Hu Yujie，Li Fengqin，Mao Xu，Xu Jin
Key Lab of Food Safety Ｒisk Assessment，Ministry of Health，China National Centre for Food

Safety Ｒisk Assessment，Beijing 100021，China

Abstract: Objective To develop a Cronobacter spieces identification PCＲ method
based on ＲNA polymerase beta subunit ( rpoB) gene and identify species of Cronobacter
isolated from different sources． Methods A total of 7 primer pairs based on the rpoB
were design，and 9 standard strains were set as reference strains to identify species of
261strains isolated from infant formula foods，cereal based foods and clinical diarrhea
cases in 2012 － 2014 in China． Ｒesults The molecular weight of 9 standard strains were
as same as expect，179 of 216 Cronobacter isolates were C． sakazakii，56 were C．
malonaticus，13 were C． universalis，11 were C． dublinensis，2 were C． turicensis，
accounted for 68. 58%，21. 46%，4. 98%，4. 21% and 0. 77% of the total isolates，
respectively． Conclusion The Cronobacter species identification PCＲ system is specific，

convenient，sensitive． This system can provide technical support for Cronobacter risk
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surveillance and control in China．
Key words: Cronobacter，PCＲ，food safety，infant formula foods

克罗诺杆菌( Cronobacter spp． ) 以前称其为阪

崎肠杆菌 ( Enterobacter sakazakii) ，是一种条件致

病性革兰阴性杆菌。该菌最初被认为是黄色阴沟

肠杆菌 ( Enterobacter cloacae) ，1980 年更名为阪

崎肠杆菌，2008 年又被重新定义为克罗诺杆菌

属，2004 年经世界粮农组织和世界卫生组织评

估，将克罗诺杆菌和沙门菌共同列为婴幼儿配方

粉中的 A 类致病菌［1］。目前根据 DNA 杂交、16S
rＲNA 测序、表型分型等研究，克罗诺杆菌属又被

分为 7 个种和 3 个亚种，即阪崎克罗诺杆菌 ( C．
sakazakii ) 、丙 二 酸 盐 克 罗 诺 杆 菌 ( C．
malonaticus) 、苏黎世克罗诺杆菌 ( C． turicensis) 、
莫金斯克罗诺杆菌( C． muytjensii) 、都柏林克罗诺

杆菌( C． dublinensis) 、康迪蒙提克罗诺杆菌 ( C．
condimenti) 、尤尼沃斯克罗诺杆菌( C． universalis)
及都柏林克罗诺杆菌都柏林亚种 ( C． dublinensis
subsp． dublinensis) 、都柏林克罗诺杆菌洛桑亚种

( C． dublinensis subsp． lausannensis) 、都柏林克罗

诺 杆 菌 乳 粉 亚 种 ( C． dublinensis subsp．
lactaridi) ［2］。该属内的 7 个种均有致病性，且不

同种之间生物学特性、对环境的抗性、流行病学

分布及致病性等有较大差异，与新生儿感染有

关的主要有阪崎克罗诺杆菌、丙二酸盐克罗诺

杆菌和苏黎世克罗诺杆菌，其中以阪崎克罗诺

杆菌为主。近年来发现婴儿配方粉中阪崎克罗

诺杆菌污染与新生儿脑膜炎发生有关［3］，但因

为认知的局限性，自克罗诺杆菌被发现至今，国

际上关于该菌感染致病的病例较少，而国内克

罗诺杆菌的临床感染病例更为罕见，缺乏疾病

发生的流行病学资料。
传统的生化方法鉴别克罗诺杆菌 7 个种的实

验步骤繁琐，时间较长，尚不能适应监管和企业的

内部质控的需求，而目前针对种水平鉴定的研究

主要基于测序技术，虽然特异性好，但是耗时长，

成本高，因此有必要建立一种快速、稳定、可重复

的克罗诺杆菌属种水平鉴定方法，以了解我国婴

儿食品中克罗诺杆菌属内各个种的污染特性、分
布特征及与食源性疾病发生的相关性，揭示我国

食品污染和临床感染的克罗诺杆菌主要流行种。
本研究通过条件优化，建立了可靠的克罗诺杆菌

种水平鉴定方法，并以国家食品安全污染物风险

监测中获得的婴儿食品及临床腹泻样品中分离的

克罗诺杆菌为对象进行种水平验证，以了解我国

克罗诺杆菌主要流行种在我国婴儿食品中的分布

情况。

1 材料与方法

1. 1 菌株来源

本研究用 8 株克罗诺杆菌标准菌株包括阪崎

克罗诺杆菌( ATCC 29544) 、丙二酸盐克罗诺杆菌

( DSM 18702) 、苏黎世克罗诺杆菌( DSM 18703) 、
都柏林克罗诺杆菌都柏林亚种( DSM 18705 ) 、都

柏林克罗诺杆菌洛桑亚种( DSM 18706 ) 、都柏林

克罗诺杆菌乳粉亚种( DSM 18707 ) 、尤尼沃斯克

罗诺 杆 菌 ( NCTC 9529 ) 、莫 金 斯 克 罗 诺 杆 菌

( ATCC 51329) 均为本室保存，1 株康迪蒙提克罗

诺杆菌参考菌株为爱尔兰都柏林大学惠赠。248
株克罗诺杆菌来源于 2012—2014 年国家食品安

全污染物风险监测网的 27 个省 ( 直辖市、自治

区) 婴幼儿配方食品和谷基辅食类食品，菌株数

分别为 56 株和 192 株，13 株为 2014—2015 年北

京市丰台区临床腹泻粪便样品分离株。
1. 2 试剂和仪器

脑 心 浸 液 肉 汤 ( BHI ) 、脑 心 浸 液 琼 脂

( BHA) 、阪崎肠杆菌显色培养基( DFI) 、胰蛋白胨

大豆琼脂( TSA) 均购自北京陆桥技术股份有限公

司，2 × GoTaq Green Master Mix 购自美国 Promega
公司，细菌基因组 DNA 提取试剂盒购自北京天根

生化科技有限公司。
PCＲ 扩增仪 C1000、凝胶成像系统 Gel Doc 均

购自美国 BIO-ＲAD 公司，比浊仪 DensiCHEK-plus
( 法国生物梅里埃公司) 、生化培养箱 Incuell ( 德

国 MMM 公司) 、VITEK 2 COMPACT 全自动微生

物分析 仪 ( 法 国 生 物 梅 里 埃 公 司 ) 、电 子 天 平

PL602-L( 梅特勒-托利多仪器上海有限公司) 、高

压灭菌锅 SQ810C( 重庆雅马拓科技有限公司) 。
1. 3 方法

1. 3. 1 菌株的活化与鉴定 将 － 80 ℃保存的全

部标准 待 测 菌 株 接 种 于 5 mL BHI 肉 汤 管 中，

37 ℃培养过夜，将培养物划线接种于 BHA 平板，

37 ℃培养 24 h。挑取单菌落，划线接种于 DFI 平

板，37 ℃培养 24 h。挑取平板上生长的绿色单菌

落，划线接种于 TSA 平板，25 ℃ 培养 48 h。从

TSA 平板上挑取 2 ～ 3 个新鲜黄色菌落，置于3 mL
0. 85%的无菌生理盐水比浊管中制成混悬液，用

微量紫外分光光度计调整菌悬液至 0. 5 麦氏单
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位，用 VITEK 2 COMPACT 全自动微生物分析仪

进行鉴定。
1. 3. 2 基 因 组 DNA 提 取 按 照 商 品 化 细 菌

DNA 提取试剂盒的说明提取细菌 DNA，备用。
1. 3. 3 PCＲ 扩增 扩增引物通过克罗诺杆菌属 7

个种的 rpoB( ＲNA polymerase beta subunit) 基因序

列［3］设计，由上海英骏生物技术有限公司合成，

各菌扩增所需的引物序列见表 1。配制 25 μL 反

应体系，其中 2 × buffer 12. 5 μL，上下游引物( 10
μmol /L) 各 1 μL，样品 DNA 1 μL，ddH2O 9. 5 μL。

表 1 克罗诺杆菌种水平鉴定引物序列及 PCＲ 反应条件

种名 引物编号 引物序列( 5’→3’) 预变性 变性 退火 延伸 片段大小 / bp
康迪蒙提克罗诺杆菌 Con-F

Con-Ｒ
AAC GCC AAG CCA ATC TCG
GTA CCG CCA CGT TTT GCT

95 ℃
2 min

95 ℃
1 min

58 ℃
30 s

72 ℃
1 min

689

阪崎克罗诺杆菌 Sak-F
Sak-Ｒ

ACG CCA AGC CTA TCT CCG CG
ACG GTT GGC GTC ATC GTG

94 ℃
3 min

94 ℃
1 min

69 ℃
30 s

72 ℃
1 min

514

丙二酸盐克罗诺杆菌 Mal-F
Mal-Ｒ

CGT CGT ATC TCT GCT CTC
AGG TTG GTG TTC GCC TGA

94 ℃
3 min

94 ℃
1 min

64 ℃
30 s

72 ℃
30 s

251

苏黎世克罗诺杆菌 Tur-F
Tur-Ｒ

CGG TAA AAG AGT TCT TCG GC
GTA CCG CCA CGT TTC GCC

94 ℃
3 min

94 ℃
1 min

61 ℃
30 s

72 ℃
1 min

628

都柏林克罗诺杆菌 Dub-F
Dub-Ｒ

GCA CAA GCG TCG TAT CTC C
TTG GCG TCA TCG TGT TCC

94 ℃
3 min

94 ℃
1 min

62 ℃
30 s

72 ℃
30 s

418

莫金斯克罗诺杆菌 Muy-F
Muy-Ｒ

TGT CCG TGT ATG CGC AGA CC
TGT TCG CAC CCA TCA ATG CG

94 ℃
3 min

94 ℃
1 min

67 ℃
30 s

72 ℃
30 s

289

尤尼沃斯克罗诺杆菌 Uni-F
Uni-Ｒ

ACA AAC GTC GTA TCT CTG CG
AGC ACG TTC CAT ACC GGT C

94 ℃
3 min

94 ℃
1 min

61 ℃
30 s

72 ℃
30 s

506

1. 3. 4 PCＲ 反应体系优化 为防止退火温度太低

导致的非特异性扩增，设计梯度 PCＲ 反应程序，

最终扩增条件见表 1，30 个循环，再延伸 5 min。
1. 3. 5 PCＲ 扩增产物检测 利用琼脂糖凝胶电泳

对 PCＲ 扩增产物进行鉴定，配制 1%琼脂糖凝胶，

取 10 μL PCＲ 产物，以 100 bp DNA Ladder 为参

照，120 V 恒压电泳 30 min，用凝胶成像系统观察

结果。
1. 3. 6 方法验证 将 2012—2014 年各省从食品

中分离的克罗诺杆菌和北京丰台区临床样本中分

离的克罗诺杆菌共计 261 株菌按照 1. 3. 1 的方法

活化，提取 DNA 后，按照优化的 PCＲ 方法进行

鉴定。

2 结果

2. 1 退火温度的选择

鉴于阪崎克罗诺杆菌、丙二酸盐克罗诺杆菌

和莫金斯克罗诺杆菌三者的鉴别较困难，故对

PCＲ 的反应条件进行优化，其中阪崎克罗诺杆菌

设置退火温度依次为 65、66、67、68、69 和 70 ℃，

丙二酸盐克罗诺杆菌设置退火温度依次为 60、
61、62、63、64、65 和 66 ℃，莫金斯克罗诺杆菌设

置退火温度依次为 61、62、63、64、65、66 和 67 ℃，

经过优化，最终选取 PCＲ 鉴定阪崎克罗诺杆菌的

退火温度为 69 ℃，丙二酸盐克罗诺杆菌的退火温

度为 64 ℃，莫 金 斯 克 罗 诺 杆 菌 的 退 火 温 度 为

67 ℃，此时 PCＲ 扩增效果最佳，且无非特异性

条带。
2. 2 9 株克罗诺杆菌标准菌株检测结果

用 PCＲ 法对 9 株克罗诺杆菌标准菌株进行

检测，PCＲ 产物大小与其种型对应片段大小一致

( 图 1) ，且无任何非特异性扩增，其中阪崎克罗诺

杆菌的引物无法区分丙二酸盐克罗诺杆菌、苏黎

世克罗诺杆菌和尤尼沃斯克罗诺杆菌，因此还需

通过针对这 3 个种菌设计的引物的 PCＲ 结果进

行区分，当丙二酸盐克罗诺杆菌、苏黎世克罗诺杆

菌和尤尼沃斯克罗诺杆菌 PCＲ 反应任一结果为

阳性时可判定为该引物对应的种，均为阴性时为

阪崎克罗诺杆菌。

M: 100 bp DNA ladder; 1: 康迪蒙提克罗诺杆菌; 2: 阪崎克罗诺杆

菌; 3: 尤尼沃斯克罗诺杆菌; 4: 莫金斯克罗诺杆菌; 5: 都柏林克

罗诺杆菌乳粉亚种; 6: 都柏林克罗诺杆菌洛桑亚种; 7: 都柏林克罗

诺杆菌都柏林亚种; 8: 苏黎世克罗诺杆菌; 9: 丙二酸盐克罗诺杆菌

图 1 9 株克罗诺杆菌标准菌株种特异性引物扩增结果
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2. 3 方法验证结果

用所建方法对 261 株克罗诺杆菌的验证结果

显示，179 株为阪崎克罗诺杆菌，占总菌株数的

68. 58%，56 株为丙二酸盐克罗诺杆菌，占总菌株

数的 21. 46%，13 株为尤尼沃斯克罗诺杆菌，占总

菌株数的 4. 98%，11 株为都柏林克罗诺杆菌，占

总菌株数的 4. 21%，2 株为苏黎世克罗诺杆菌，占

总菌株数的 0. 77%。13 株临床分离的克罗诺杆

菌中，阪崎克罗诺杆菌 8 株，丙二酸盐克罗诺杆菌

4 株，尤尼沃斯克罗诺杆菌 1 株。具体见表 2。
表 2 食品及临床来源的克罗诺杆菌种水平鉴定结果统计表

种名
来源

婴幼儿配方粉 谷类辅食 临床分离

阪崎克罗诺杆菌 82. 14% ( 46 /56) 65. 10% ( 125 /192) 61. 54% ( 8 /13)

丙二酸盐克罗诺杆菌 8. 93% ( 5 /56) 24. 48% ( 47 /192) 30. 77% ( 4 /13)

都柏林克罗诺杆菌 3. 57% ( 2 /56) 4. 69% ( 9 /192) 0
尤尼沃斯克罗诺杆菌 3. 57% ( 2 /56) 5. 21% ( 10 /192) 7. 69% ( 1 /13)

苏黎世克罗诺杆菌 1. 79% ( 1 /56) 0. 52% ( 1 /192) 0
康迪蒙提克罗诺杆菌 0 0 0
莫金斯克罗诺杆菌 0 0 0

3 讨论

目前国内外针对克罗诺杆菌种水平鉴定的研

究较多，包括 16S rDNA 测序、recN 基因测序以及

rpoB 基因测序［3-5］，该类方法都基于基因测序技

术，具有可信度高、重复性好的特点。本研究选取

的 rpoB 基 因 编 码 ＲNA 聚 合 酶 β 亚 基，与 16S
rDNA 一样被用于相近菌株的分析和鉴定。本研

究针对 rpoB 基因设计 7 对种特异性引物，采用

PCＲ 法进行种水平鉴定，具有高效、便捷、灵敏等

优势，并通过 261 株食品和临床样品分离的克罗

诺杆菌进行验证，179 株( 68. 58% ) 为阪崎克罗诺

杆菌，56 株( 21. 46% ) 为丙二酸盐克罗诺杆菌，13
株 ( 4. 98% ) 为 尤 尼 沃 斯 克 罗 诺 杆 菌，11 株

( 4. 21% ) 为都柏林克罗诺杆菌，2 株( 0. 77% ) 为

苏黎世克罗诺杆菌。其中阪崎克罗诺杆菌是优势

种，与国内外对克罗诺杆菌种鉴定的研究结果一

致［4］。目前国外已有研究通过 rpoB 基因进行克

罗诺杆菌种鉴定，国内相关的研究还比较罕见，而

且更多的是基于基因测序技术，但该方法成本相

对较高，同时对实验人员技术要求严格，需要进行

大量的数据分析工作，耗时较长。rpoB 基因编码

ＲNA 聚合酶 β 亚基目前已大量应用于肠杆菌科

分类［5］。本研究建立在 PCＲ 的基础上通过对比

克罗诺杆菌 7 个种之间基因的特异性位点设计引

物，技术成熟且成本较低，技术易掌握，也易在全

国各地推广使用。
验证结果显示，我国婴儿配方食品、谷基辅食

和临床分离株中阪崎克罗诺杆菌( 179 株) 和丙二

酸盐克罗诺杆菌( 56 株) 是主要的流行种，这与国

内外的研究结果基本一致［4，6-7］。目前研究发现

阪崎克罗诺杆菌、丙二酸盐克罗诺杆菌和苏黎世

克罗诺杆菌与人类疾病存在关联［7］，其中阪崎克

罗诺杆菌和丙二酸盐克罗诺杆菌致病性最强［8］。
阪崎克罗诺杆菌引起的食源性疾病在美国、荷兰、
加拿大、德国等 20 多个发达国家均有发生，在少

数发展中国家如印度、菲律宾等也有报道［9］。高

风险人群主要是婴幼儿，特别是早产儿、低出生体

重儿和免疫力低下的婴幼儿。全球阪崎克罗诺杆

菌感染病例中，80%以上为 1 岁以下婴儿，半数以

上为不足 1 月的新生儿，病死率为 40%～ 80%，幸

存者多遗留严重的神经、发育后遗症。近年来，成

人尤其是老年人以及用免疫抑制药物治疗的癌症

患者、艾滋病病毒感染等免疫力低下者中阪崎克

罗诺杆菌感染率呈上升趋势。而本研究验证所用

的临床腹泻病人分离克罗诺杆菌中也以这两种为

主。与其他肠杆菌科细菌相比，克罗诺杆菌显示

出极强的耐干燥能力和渗透压抗性，使其能在水

分活性 0. 2 左右的配方粉中存活 2 年以上。我国

食品安全国家标准 GB 10765—2010《婴儿配方

食品》规定供 6 月龄以下婴儿食用的配方粉中克

罗诺杆菌不得检出，鉴于该菌在产品中的低污染

率，因此常规监测中需要灵敏特异的种水平鉴定

方法，本研究所建方法特异性较高，可为克罗诺杆

菌的监测和控制提供技术支持。
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看电视、阅读、玩电脑游戏的时间合计在 3 h 以

上［3］，而丹麦研究结果显示 2010 年丹麦 25 岁以

上居民每天闲暇静态活动时间为 3. 6 h［9］，两个国

家居民的静态活动时间均高于中国成年居民。
静态活动状况与性别、年龄、以及社会经济因

素等有关，且社会经济水平高的人群静态活动的

时间更长［7］。研究结果显示，教育程度高、居住

在城市、家庭人均年收入在≥1 万元的人群的静

态活动时间和 2 h 及以上静态活动所占的比例高

于其他 人 群，结 果 与 国 内 其 他 研 究 的 结 果 一

致［1，4-5］。闲暇时间女性的静态活动的时间显著

低于男性，可能的原因是女性业余从事更多的家

务劳动; 低年龄人群的静态活动时间长，长时间静

态活动所占的比例高，可能原因是该人群更容易

接受“现代”的以视频为主的娱乐活动，从而比其

他年龄人群的静态活动的时间更长［9］; 未婚人群

比有配偶和离异丧偶人群的静态活动时间长，可

能是因为未婚意味着业余时间的家务劳动少，同

时更多的时间用在了静坐为主的娱乐活动中。
除了人口统计学指标，影响身体活动的还有

环境因素、社区规划、政策法规等社会决定因素，

这些因素对静态活动的影响，需要在未来的研究

进一步探讨。研究未对闲暇静态活动进行详细分

类，对于指导人们促进身体活动、制定切实可行的

干预措施存在一定的欠缺。
综上所述，为了遏制与身体活动有关的慢性

疾病的流行，需要鼓励人们减少静态活动的时间，

增加中等以上强度的身体活动，对于促进人群健

康有重要意义。
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