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阪崎肠杆菌(克罗诺杆菌属)分子检测方法
研究进展

王 翔 1，祝长青 1,2，徐幸莲 1,*，周光宏 1

(1.南京农业大学 教育部肉品加工与质量控制重点实验室，江苏 南京      210095；
2.江苏出入境检验检疫局，江苏 南京      210001)

摘   要：阪崎肠杆菌(现克罗诺杆菌属)是一种重要的食源性条件致病菌，因其能通过污染婴幼儿配方食品导致严重

的新生儿脑膜炎、菌血症和小肠结肠炎等疾病，而受到广泛的关注。其分子生物学检测方法克服了传统检测方法

实验操作繁琐、耗时长等问题。目前常用的分子生物学方法主要有普通 PCR、实时荧光定量 PCR、环介导恒温

扩增、探针方法等。
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阪崎肠杆菌(Enterobacter sakazakii)是一种革兰氏阴

性、周生鞭毛、能运动、无芽孢的兼性厌氧细菌 [ 1 ]，

以前一直被认为是黄色阴沟肠杆菌 ( E n t e r o b a c t e r
cloacae)，直到 1980 年才更名为“阪崎肠杆菌”。2008
年研究表明阪崎肠杆菌实际上至少包括 6 个基因种[2]，现

已将阪崎肠杆菌定义为肠杆菌科的一个新属——克罗诺

杆菌属(Cronobacter spp.)。阪崎肠杆菌是一种条件致病

菌，之前一直未被临床引起重视。从 1961 年开始，世

界范围内由该菌引起的新生儿脑膜炎、菌血症和坏死性

小肠结肠炎的病例相继被报道，阪崎肠杆菌才被作为一

种重要的食源性病原菌受到关注。国际食品微生物标准

委员会(ICMSF)在 2002 年将阪崎肠杆菌列为“严重危害

特定人群生命、引起长期慢性实质性后遗症的一种致病

菌”[3]。FAO 和 WHO 认为阪崎肠杆菌的所有种都是致

病的 [ 4 ]。近年来对食品、饮料、加工原料、环境等阪

崎肠杆菌污染率的研究发现，阪崎肠杆菌在自然界中分

布广泛[ 5 -8 ]。

传统的阪崎肠杆菌分离检测方法，依赖于生化和形

态学特点，国际上通常以美国 FDA 颁布的“婴儿配方

奶粉中阪崎肠杆菌的分离计数”作为经典方法[9]。2008
年我国也制定了阪崎肠杆菌检验国家标准，并于 2010 年

进行了修订 [ 1 0 ]，规范了阪崎肠杆菌检测。但传统的检
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测方法存在操作繁琐、耗时长、不易分辨结果等缺点。

分子生物学检测技术的不断完善和发展，克服了传统检

测方法存在的问题，也使得针对阪崎肠杆菌开展的快速

检测方法迅速发展。

1 普通 PCR

聚合酶链式反应(polymerase chain reaction，PCR)
技术为食源性病原微生物的检测提供了一种快速、灵

敏、特异的方法，可作为一种可靠的检测方法 [ 1 1 - 1 2 ]。

PCR 技术给阪崎肠杆菌检测提供了广阔的舞台，各国学者

针对阪崎肠杆菌的多个靶基因从多角度进行了研究(表 1)。

注：N. A/T /C/ G；Y. C/ T；R. G/ A。

靶基因 引物序列(5＇—3＇) 片段大小/bp 参考文献

16S rRNA
1: GCTYTGCTGACGAGTGGCGG

929 [13]
2: ATCTCTGCAGGATTCTCTGG

1: GCTCGTGTNGTGANATGTTGCCA
2: GCGATTTCYGAATGGGGRAACGG

282 [14]

ITS 序列
1: GGGTTGTCTGCGAAAGCGAA
2: GTCTTCGTGCTGCGAGTTTG

282 [15]

1: CAGGAGTTGAAGAGGTTTAACT
2: GTGCTGCGAGTTTGAGAGACTC

251 [15]

Omp A
1: GGATTTAACCGTGAACTTTTCC

2: CGCCAGCGATGTTAGAAGA
469 [16]

1: TGAAAGCAATCGACAAGAAG
2: ACTCATTACCCCTCCTGATG

1680 [17]

α-葡萄糖苷酶 1:AAAGCAATCGACAAGAAGTGGTG
2:ACGTAATGGCGTTGCCGAAGAAA

1521 [18]

1: GGCGGAGCCGAATAACTG
2: CGTGCCCTGCATGAGAAAA

673 [19]

表 1 普通 PCR 方法检测阪崎肠杆菌

Table 1   Common PCR assays for E. sakazakii

1.1 单重 PCR

1.1.1 rRNA 基因

rRNA 基因存在于所有的细胞生物中，其结构和功

能都很保守，变异不受环境的影响，是度量生物进化

关系一种很好的分子钟。在保守的 rRNA 基因中找到特

异性的序列，借助 PCR 等分子生物学方法进行特异性检

测。用于阪崎肠杆菌 PCR 检测的 rRNA 基因主要是 16S
rRNA 和 16S～23S rRNA 间区(ITS)序列。

2003年Keyser等[20]首次报道了阪崎肠杆菌的 PCR检

测方法。该方法根据一株阪崎肠杆菌 ( G e n B a n k ：

AB004746)的 16S rRNA 基因序列设计引物，进行 PCR 扩

增检测。2004 年 Lehner 等[13]对 15 株阪崎肠杆菌进行了

系统发育学研究，结果发现各菌株基因序列之间存在较

大的差异。他们对 Keyser 等[20]建立的检测方法进行了评

估，结果发现该方法在特异性上存在较大的问题：不能

检测阪崎肠杆菌 ATCC 51329 这一分支，并且 E. cloacae
检测为阳性。Lehner 等[13]根据多株阪崎肠杆菌 16S rRNA
测序结果，选择特异序列，建立了检测方法。由于是

在分析多株菌株基因序列的基础上建立的检测方法，该

检测方法有很好的特异性：47 株不同来源的阪崎肠杆菌

和 28 株其他肠杆菌检测结果准确度为 100%。同时检测

灵敏度可达 10pg。
针对阪崎肠杆菌 16S～23S rRNA 基因间区序列，高

旗利等[14]设计和筛选出一对特异性引物，建立了 PCR 检

测方法。奶粉样品中检测低限为 2.2～5.4CFU/100g，并

且该方法与美国 FDA BAM 方法检测结果完全符合。杨

春华等[21]参考高旗利等[14]设计的特异引物，PCR 扩增产

物经变性高效液相色谱进行快速检测。该方法检测结果

低限为 25CFU/mL，准确度为 100%。此外，Liu 等[15]

也根据 ITS 序列设计了两对引物，建立了婴儿配方奶粉

中阪崎肠杆菌特异性 P C R 检测方法，检测限可达到

1.3CFU/100g。

1.1.2 外膜蛋白 A 基因(ompA)
Mohan Nair 等[16]通过克隆和鉴定阪崎肠杆菌的外膜

蛋白 A 基因(ompA)，针对该基因建立了 PCR 检测方法。

经检测 17 株阪崎肠杆菌全为阳性，51 株非阪崎肠杆菌

全为阴性，具有很高的特异性。他们还同时检验了不

同水平伤寒沙门氏菌(101～108CFU/mL)存在的情况下该

PCR 方法的特异性，结果证明该菌的加入并不影响阪崎

肠杆菌的特异性检出。该方法检测限可达到 103CFU/mL，
经过 8h 增菌后，检测限可以达到 10-1CFU/mL。在 Mohan
Nair 等[16]的研究基础上，周吉海等[22]优化了实验条件，

优化后的条件选择为：Mg2+ 浓度为 2.0mmol/L，退火温

度为 6 0 ℃，优化后的方法对阪崎肠杆菌的检测限为

103CFU/mL。

1.1.3 α-葡萄糖苷酶基因

阪崎肠杆菌的α- 葡萄糖苷酶活性是区别于肠杆菌

科其他细菌的一个重要特征，α- 葡萄糖苷酶能分解 4- 甲
基伞形酮 -α-D- 葡萄糖苷(4-Methylumbelliferyl-α-D-
glucoside，α-MUG)，平板上生长的阪崎肠杆菌在紫外

线照射下表现为黄色荧光菌落[23]，这也是采用传统生化

培养法检测阪崎肠杆菌的原理之一。

2006 年，Lehner 等[24]克隆了阪崎肠杆菌葡萄糖苷酶

基因簇，并成功在大肠杆菌中表达。在分析该基因簇

分子序列的基础上，建立了针对α- 葡萄糖苷酶活性基

因的特异性 PCR 鉴定系统[17]。虽然还有其他几种细菌具

有α- 葡萄糖苷酶活性，但其建立的方法能将它们区分。

叶应旺等[18]对寡 -1,6- 葡萄糖苷酶基因进行分析，设

计筛选出特异性和灵敏度均较好的 1 对引物。在对反应

条件及扩增程序优化后，建立的方法对纯菌的检测灵敏

度为 102CFU/mL，70 株阴性对照株均没有扩增出特征性
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条带。该 PCR 方法与传统的生化鉴定方法有很好的一致

性。他们还针对阪崎肠杆菌α-1,4- 葡萄糖苷酶基因，设

计引物建立了检测方法[19]，纯菌检测灵敏度为 102CFU/mL。
众多的单重 PCR 检测方法在特异性和灵敏性上均存

在一定的差别，为了确定最适合阪崎肠杆菌检测的 PCR
方法，Cawthorn 等[25]对分别针对 16S rRNA 基因、ITS
序列和α- 葡萄糖苷酶基因不同片段的 6 种检测方法进行

了比较和评价。结果发现针对 16S RNA 基因扩增长度

为 929bp 的方法最适合阪崎肠杆菌的检测和鉴定。而 Ye
等[19]分别比较了针对 ompA 基因、ITS 序列和α- 葡萄糖

苷酶基因的 3 种检测方法，检测 243 份婴幼儿配方奶粉

样品。结果前两者分别出现了 33.3% 和 8.33% 的假阳性，

针对α- 葡萄糖苷酶基因扩增 673bp 的检测方法有最高的

特异性和较高的灵敏性。

1.2 多重 PCR
多重 PCR 检测就是将两对或者两对以上的引物在同

一个反应管里进行扩增，达到同时检测多个目的 DNA
片段的目的。多重 PCR 的检测应用包括单一病原菌的检

测和多种病原菌的同时检测。

针对 16S rRNA 基因保守序列检测结果种特异性不

强，以及单重 P C R 易于产生假阳性的问题，叶应旺

等[26]以阪崎肠杆菌基因组中种特异性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 检测方法。该方法能够减少以保

守序列来设计引物导致假阳性结果的出现。结合固定技

术，Zhou 等[27]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。相比较单重 PCR 的检测方法，双

重 PCR 检测单一病原菌灵敏度也有所降低，但具有更高

的特异性，减少了假阳性 [ 2 7 ]。

梁会营等[28]根据阪崎肠杆菌 ompA 基因和金黄色葡

萄球菌耐热核酸酶(nuc)基因特异序列，设计两对特异性

引物，分别扩出 282bp 和 482bp 的目的条带。建立的方

法可同时检测两种致病菌。针对阪崎肠杆菌 o m p A 基

因、沙门菌属侵袭性抗原保守基因( invA)，侯殿东等[29]

建立了双重 PCR 检测方法。检测结果表明两种菌均能出

现相应条带，并且引物间无交叉反应。

2 荧光定量 PCR

定量 PCR 不仅实现了 PCR 从定性到定量的飞跃，而

且与常规 P CR 相比，它具有特异性更强、自动化程度

高等优点，已在食源性病原菌的检测中广泛应用[30]，许

多研究者针对阪崎肠杆菌多个靶基因进行了荧光定量

PCR 检测研究(表 2)。
Malorny 等[12]针对阪崎肠杆菌 16S rRNA 基因的特异

序列设计了引物和探针，建立了 Taq Man 探针的检测方

法。在 150 拷贝内部扩增参照(IAC)存在的条件下，一

个反应中 5CFU 的检出可能性为 100%。Kang 等[31]也根

据 16S rRNA 基因中的特异序列设计了引物和探针。检

测限为 100fg 基因组 DNA。

Liu 等[30]针对阪崎肠杆菌的 ITS 序列，建立了荧光

定量 PCR 的检测方法。对包含于 ITS 序列中的 G 基因

(tRNAGlu 基因)设计了引物和 Taq Man 探针；而在 SYBR
Green 染料检测模式下设计的一对引物可同时扩增出 G 基

因中 285bp 的片段和 IA 基因(tDNAIle+tDNAAla 基因)中
222bp 的片段。35 株阪崎肠杆菌和 88 株非阪崎肠杆菌两

种方法检测结果准确率都为 100%。经 25h 增菌后，最

荧光 PCR 靶基因 引物、探针序列(5 ＇— 3 ＇) 片段大小 /bp 参考文献

SYBR-Green ITS 序列
1:TATAGGTTGTCTGCGAAAGCG:
2:GTCTTCGTGCTGCGAGTTTG 285 和 222 [30]

1:CAAGTCGAACGGTAACAGGG
16S rRNA 2:GTCCCCCACTTTGGTCCG

P:FAM-TGCTGCTCTGCTGACGAGTGGC-DarkQuencher 149 [12]

1:TAACAGGGAGCAGCTTGCTGCTCTG
2:CGGGTAACGTCAATTGCTGCGGT

P:FAM-CCGCATAACGTCTACGGACCAAA-TAMRA 462 [31]

ITS 序列 1:CCGGAACAAGCTGAAAATTGA
Taq Man 2:TCTTCGTGCTGCGAGTTTG

P:FAM-ACTCTGACACACCGCGCATTCCTG-TAMRA 98 [30]

1:GGGATATTGTCCCCTGAAACAG
MMS 2:CGAGAATAAGCCGCGCATT

P:FAMAGAGTAGTAGTTGTAGAGGCCGTGCTTCCGAAAG-TAMRA 78 [11]

1:GGTGAAGGATTTAACCGTGAACTT
OmpA 2:GCGCCTCGTTATCATCCAAA

P:FAM-CCCGGAAAAGCGCATGGCC-BHQ 70 [8]

表 2 荧光定量 PCR 方法检测阪崎肠杆菌

Table 2   Real-time PCR assays for E. sakazakii
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低检测限可达 1.1CFU/100g 婴儿配方粉。2005 年通过审

定的《SN/T 1632.3 — 2005 奶粉中阪崎肠杆菌检测方法》

行业标准中荧光定量 PCR 的检测方法也是针对阪崎肠杆

菌的 ITS 序列[32]。

针对阪崎肠杆菌大分子合成( M M S )操纵子基因，

Seo 等[11]建立了实时荧光定量 PCR 方法。用该方法对 58
株阪崎肠杆菌和 65 株非阪崎肠杆菌(其中 10 株肠杆菌)进
行检测，准确性为 100%，灵敏性为 100CFU/mL PBS，
增菌后检测限可达到 0.6CFU/g 婴儿配方奶粉。最近，该

方法被 FDA 官方作为筛选和确认婴儿配方奶粉中阪崎肠

杆菌的一个方法[3 3 ]。

Kandhai 等[8]建立了根据 ompA 基因设计的 TaqMan
探针检测方法，用该方法对 2001 — 2005 年荷兰市场上

食品和环境阪崎肠杆菌的污染情况进行了调查。该方法

能够很好地将阪崎肠杆菌与肠杆菌科其他属、种区分：

35 株阪崎肠杆菌均为阳性，4 4 株其他菌都是阴性。

3 环介导恒温扩增( l o o p - m e d i a t e d  i s o t h e r m a l
amplification，LAMP)

LAMP 法是 2000 年新出现的核酸扩增方法。LAMP
法针对靶基因的 6 个区域设计 4 种特异的引物，利用一

种链置换 DNA 聚合酶在恒温条件保温几十分钟，即可

完成扩增反应，具有高特异性和等温快速扩增的特点。

贺楠等[34]针对阪崎肠杆菌 16S rRNA 基因设计 LAMP
引物，建立检测方法，特异性和灵敏度均较高。用

LAMP 方法分别扩增阪崎肠杆菌标准株，3 株参考株及

1 3 种近源菌株，结果显示很好的特异性。最低检测限

可达到 0.3pg 基因组 DNA，灵敏度是对照的普通 PCR 方

法[32]的 1000 倍。

胡连霞等[35]建立的 LAMP 检测方法以阪崎肠杆菌的

ITS 序列作为靶序列，从设计的 1000 对引物中筛选得到

特异引物，纯菌检测灵敏度为 0.101CFU/mL，人工污染

阪崎肠杆菌的婴儿配方奶粉的检出限为 1.1CFU/g。张宏

伟等[36]也利用阪崎肠杆菌 ITS 序列，在比较阪崎肠杆菌

与其近源株 ITS 序列的基础上，设计了 4 条 LAMP 特异

性引物，建立了奶粉中阪崎肠杆菌 LAMP 检测方法。15
株阪崎肠杆菌和 61 株近源菌验证实验表明，所建立的

LAMP 方法准确且灵敏度高。

4 探针方法

4.1 荧光原位杂交(FISH)技术

FISH 是将细胞原位杂交技术和荧光技术有机结合而

形成的技术。Almeida 等[37]报道了一种快速检测婴幼儿

配方奶粉中阪崎肠杆菌的 FISH 方法，针对阪崎肠杆菌

的 16S rRNA 设计了一条肽核酸(PNA)探针，并建立了检

测体系。检测结果具有很好的特异性和很高的灵敏性，

婴幼儿配方奶粉中的阪崎肠杆菌经过 8h 的增菌后，灵敏

度为 1CFU/10g。
德国Vermicon AG公司也针对阪崎肠杆菌 16S rRNA设

计了荧光探针，并建立了商品化的检测、鉴定系统。

Lehner 等[17]根据操作指南进行检测，并与普通 PCR 的检测

方法进行对比。结果发现两者都具有很好的特异性。但

相比较PCR方法荧光原位杂交不需要DNA提取的步骤，方

法更为快捷，而且该方法原则上只能检测到活的菌体。

4.2 基因芯片

基因芯片又称为 D N A 芯片、D N A 微矩阵，该检

测技术具有高通量、操作简便快速、特异性强，敏感

性高等优点。

Liu 等[15]利用基因芯片技术，选择 ITS 序列作为目

的片断进行扩增，根据 6 株阪崎肠杆菌的 ITS 测序序列

及 GenBank 序列信息，设计两对引物和 10 条探针。选

用 23 株阪崎肠杆菌和 65 株其他菌进行特异性检测，没

出现假阴性和假阳性。经过选择性富集，检测的灵敏

为 1.3CFU/100g。
Wang 等[38]基于 ITS 序列和 O 抗原聚合酶基因设计了

一种快速的基因芯片检测方法，检测阪崎肠杆菌、沙

门氏菌、李斯特氏菌等 10 种菌。两对引物和 27 条探针

能够特异的检测 10 种致病菌，灵敏度为 0.100ng DNA。

5 结  语

与其他食源性致病微生物相比，阪崎肠杆菌并不能

感染大多数人群，发病率也不高，但对于特殊人群却

有着较高的致死率，并且该菌的生存环境及致病机制并

不是十分清楚。因此对于该菌的预防和检测尤为重要。

分子生物学技术应用于阪崎肠杆菌检测，具有方法

灵敏、特异性高，检测时间短等优点，克服了传统方

法不利的问题。最近阪崎肠杆菌被定义为至少包括 6 个

种的克罗诺杆菌属，由于这 6 个种均被认为有致病性，

因此建立属特异性的分子检测方法是必要的。但由于该

菌遗传的多样性和分类的复杂性，各菌株 DNA 序列之间

可能存在较大的差异，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是不易的，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。再加

上基于 DNA 的 PCR 扩增的检测技术在检测活细胞 DNA
中面临着挑战，该技术在实际应用中受到了一定的限

制。目前对于该菌还没有公认的分子检测方法。另外食

源性病原菌通常要求鉴定到种水平，而目前尚没有针对

克罗诺杆菌属单一种的分子检测方法。在今后的研究中

需要筛选出种特异性的 DNA 序列，为建立种特异性的分

子检测方法提供依据。综上所述，建立高特异性、高

灵敏性、高稳定性和低成本的克罗诺杆菌种属分子检测

方法有待于进一步的研究。
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