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食品中 3M™克罗诺杆菌属分子检测 
系统评价研究 

谢冠东 1, 骆海朋 1, 任  秀 1, 刘  娜 1, 赵琳娜 1, 孟  云 2, 黄  炎 2, 
陆苏飚 2, 崔生辉 1* 

(1. 中国食品药品检定研究院, 北京  100050; 2. 3M 中国有限公司, 上海  200336) 

摘  要: 目的  用不同来源的克罗诺杆菌属(阪崎肠杆菌)、非目的菌、人工染菌食品样品, 考核评估 3M™分

子检测系统对克罗诺杆菌属的检出限、灵敏度、特异性和准确度, 以及与国标法(GB 4789.40-2016)检验结果

的一致性。方法  用 3M™分子检测系统(molecular detection system, MDS)对实验室保存的 50 株已确认克罗诺

杆菌属、40 株非目的菌株进行检测, 确定该试剂盒的检出限、灵敏度和特异性; 对 240 份人工污染不同浓度

目的菌样品, 用 3M™ MDS 和国标法同时检验, 分析方法的准确度和检验结果的一致性。结果  3M™ MDS

对 50 株不同来源的克罗诺杆菌属的检测灵敏度为 100%, 平均检出限为 1.79×103 CFU/mL; 对 40 株非目的菌

检测结果均为阴性, 特异性为 100%。用 3M™ MDS 与国标方法对人工污染 101、100、10-1 CFU/100 g 克罗诺

杆菌属 FC718 的 240 份不同来源乳粉、糊精、乳清和乳糖样品进行检测, 结果一致性均大于 95%, 方法准确

度为 97.5%。结论  3M™ MDS 方法具有低检出限、高灵敏和特异性特点, 在不同食品样品基质中, 检验结果

呈现良好的准确度, 与国标方法检验结果具有高度一致性, 是一项适合基层、企业推广的快速、可靠方法。 

关键词: 环介导等温扩增; 克罗诺杆菌属(阪崎肠杆菌); 培养法 

Evaluation of the 3MTMCronobacter (Enterobacter sakazakii) molecular 
detection system in food samples 
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ABSTRACT: Objective  To investigate the detection limit, sensitivity, specificity and accuracy of 3MTMMolecular 

Detection System for Cronobacter (Enterobacter sakazakii) and its consistency with GB method (GB 4789.40-2016) 

by testing Cronobacteria from different sources, non-target bacteria and different spiked food samples. Methods  

Through testing 50 strains of Cronobacter and 40 strains of non-target bacteria in the laboratory, the detection limit, 

sensitivity and specificity of 3MTM MDS were determined. Its accuracy and consistency with GB method were 

determined by testing 240 Cronobacter inoculated samples with different concentrtions. Results  The detection 

sensitivity of 3M™ MDS to 50 strains of Cronobacter from different sources was 100%, with an average detection 
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limit of 1.79×103 CFU/mL. The test results of 40 strains of non-target bacteria were all negative, and the specificity 

was 100%.The consistency results of 240 samples of milk powder, dextrin, whey and lactose from different sources of 

artificially contaminated 101, 100, 10-1 CFU/100 g Cronobacter FC718 were all more than 95% consistent and the 

method accuracy was 97.5%. Conclusion  The 3MTM MDS method is rapid, reliable, sensitive and specific for 

Cronobacter detection. It showed good accuracy and high consistency with GB method in different food matrix and 

should be promoted in food industries. 
KEY WORDS: loop-mediated isothermal amplification; Cronobacter (Enterobacter sakazakii); culture method 
 
 

1  引  言 

克 罗 诺 杆 菌 属 (Cronobacter), 旧 称 阪 崎 肠 杆 菌

(Enterobacter sakazakii)[1], 为革兰氏阴性菌 , 属肠杆科 , 
兼性厌氧, 有鞭毛, 能运动, 常寄生于健康人和动物肠道

内[2-5]。克罗诺杆菌属为条件致病菌, 主要通过食品感染婴

幼儿、老人等免疫力低下人群, 可引起新生儿脑膜炎、菌

血症等严重疾病, 并可造成严重的神经系统后遗症, 发病

患者死亡率高达 20%~50%[6]。 
研究表明, 克罗诺杆菌属细菌广泛分布于自然界中, 

现已从肉制品、水果、蔬菜、婴幼儿配方食品、中草药、

环境等多类样品中分离出该菌[1,7,8]。病例报告分析显示, 
婴幼儿配方乳粉是婴幼儿感染该菌的主要来源[9], 我国国

标 GB 10765—2010《食品安全国家标准婴儿配方食品》[10]

中规定了婴儿配方食品中克罗诺杆菌属的限量标准, GB 
4789.40—2016《食品安全国家标准食品微生物学检验克罗

诺杆菌属(阪崎肠杆菌)检验》[11](以下简称国标法)规定了食

品中克罗诺杆菌属的规范检验方法, 该标准采用微生物增

菌培养、划线分离和生化鉴定方法对食品中克罗诺杆菌属

进行检验[10,11]。 
国标法检测灵敏度高, 特异性好, 能分离到目的菌落, 

可为深入研究提供可靠、珍贵的菌种样本资源, 但该类方

法用于企业原料、环境监测和产品等检验时, 出现了步骤

繁琐、耗时长、过于依赖实验室人员经验等问题。随着科

学技术发展, 企业开发了许多解决这些问题的快速、便捷

检测方法, 主要包括酶联免疫法、金标试纸法、分子生物

学方法(基因芯片法、PCR、反转录酶-聚合酶链锁反应和

环介导等温扩增技术)等[12-16]。其中, 环介导等温扩增技术

(loop-mediated isothermal amplification, LAMP)是一种等温

基因扩增技术 [17], 该方法在恒温条件下 , 利用链置换型

DNA 聚合酶进行扩增反应, 可在恒温条件下实现 109~1010

倍的靶标扩增, 具有高特异性、高灵敏度、操作简单的特

点, 是一项适合基层、企业的快速检测技术, 具有良好的

可推广性[2,15,16]。3M™ MDS 克罗诺杆菌属分子检测系统

(以下简称 3M™ MDS)是基于 LAMP 技术的商业化检测体

系, 通过目标分子扩增, 对食品中克罗诺杆菌属污染进行

检测。 

本研究的目的是使用实验室保存的不同来源克罗诺

杆菌属及不同来源非目的菌种, 考核评估 3M™ MDS 方法

的检出限、灵敏度和特异性; 用 3M™ MDS 与国标方法对

人工污染克罗诺杆菌属乳粉、糊精、乳清和乳糖样品进行

检测, 对 3M™ MDS 方法进行系统评价。本研究意义在于

通过对 3M™ MDS 与国标方法的比对, 发现两种方法的优

劣势, 以期为以后食品中克罗诺杆菌属污染的检测工作提

供不同的选择和更加优化的解决方案。 

2  材料与方法 

2.1  主要仪器设备 
PL2002 电 子 天 平 、 MLS-3780 高 压 灭 菌 器 、

ESCOAC2-2EI 生物安全柜、THERMO SWB25 恒温水浴

锅、MIR262 生化培养箱、EDDY JET 螺旋涂布仪、MDS100 
3M™ MDS 分子检测系统、SmartSpecTM Plus 紫外分光光

度计、BrukerAutoflexⅡ型质谱仪(德国布鲁克公司)。  

2.2  培养基、试剂及菌株 
2.2.1  培养基和试剂 

生理盐水(国药集团容生制药有限公司); TSA 培养基

干粉(美国 BD 公司); BPW(ISO)增菌液(3M 中国有限公司); 
mLST-Vm 增菌液(北京陆桥技术股份有限公司); DFI 平板

(北京陆桥技术股份有限公司)。 
2.2.2  方法验证用菌种 

本方法验证共计使用不同来源非目的菌 40 株(表 1), 
克罗诺杆菌属细菌 50 株(表 2)。使用前, 将菌种在 TSA 平

板上传代两次, 用基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱

(matrix⁃assisted laser desorption ionizationtimeofflight mass 
spectrometry, MALDI⁃TOF MS)进行种属确认。 

2.3  实验方法 
2.3.1  3M™ MDS 方法操作流程:  

(1)取出试剂盒提供的 LS 裂解管 , 置于加热器上 , 
100 ℃加热 30 s。取样品待测液、BPW 增菌液和阴性对照

各 20 μL, 分别加入 LS 裂解管中, 100 ℃加热 15 min, 置于

冷却架上冷却 5 min。 
(2)取冷却后 LS 裂解管液体 20 μL, 分别加入试剂管

中。再从阴性对照管中取 20 μL 液体, 加入一个 RC 试剂管

中, 作为试剂对照。 
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表 1  方法验证用非目的菌信息 
Table 1  Non-target bacteria information for method validation 

序号 菌株编号 种属 序号 菌株编号 种属 

1 FC13125 大肠埃希氏菌 21 FC14245 表皮葡萄球菌 

2 FC11671 大肠埃希氏菌 22 FC11188 中间葡萄球菌 

3 FC13155 志贺氏菌 23 FC11193 松鼠葡萄球菌 

4 FC9640 志贺氏菌 24 FC3453 腐生葡萄球菌 

5 FC13182 柠檬酸杆菌 25 FC3451 沃氏葡萄球菌 

6 FC10614 柠檬酸杆菌 26 FC12961 肠球菌 

7 FC13151 副溶血性弧菌 27 FC11676 盲肠肠球菌 

8 FC12980 肺炎克雷伯菌 28 FC13187 粪肠球菌 

9 FC13133 小肠结肠炎耶尔森氏菌 29 FC11682 粪肠球菌 

10 FC13153 奇异变形菌 30 FC11667 屎肠球菌 

11 FC10618 奇异变形菌 31 FC4344 弗氏柠檬酸菌 

12 FC10631 阴沟肠杆菌 32 FC4349 蜡样芽胞杆菌 

13 FC13127 铜绿假单胞菌 33 FC4472 普通变形杆菌 

14 FC4132 铜绿假单胞菌 34 FC13130 绿脓假单胞菌 

15 FC13175 单增李斯特氏菌 35 FC13137 枯草芽孢杆菌 

16 FC11717 单增李斯特氏菌 36 FC4342 植物乳杆菌 

17 FC13159 英诺克李斯特氏菌 37 FC4347 产气肠杆菌 

18 FC11296 英诺克李斯特氏菌 38 FC4504 溶藻弧菌 

19 FC4327 福氏志贺氏菌 39 FC13191 德氏乳杆菌 

20 FC4332 奇异变形杆菌 40 FC13026 干酪乳杆菌 

 
(3)将上述试剂管和试剂对照管置于 3M™ MDS 分子

检测系统中, 选择 CR2 程序, 进行检测。 

2.4  3M™ MDS 方法检出限和灵敏度评价 

取目的菌 TSA 平板二代新鲜培养物, 用无菌生理盐

水配制 1.0-1.2 McFarland 菌悬液, 并用生理盐水对菌悬液

进行 10 倍梯度稀释, 选取浓度约为 104、103、102 CFU/mL
的稀释液作为待测液, 使用 3M™ MDS 方法对上述稀释液

进行检测, 同时对上述稀释液用 TSA 平板进行菌落计数, 
计算 3M™ MDS 方法检出限。按如下公式, 计算 3M™ 
MDS 方法的灵敏度:  

灵敏度=(检测结果阳性菌株数 ∕检测目的菌株总

数)×100%。 

2.5  3M™ MDS 方法特异性评价 

取非目的菌 TSA 平板二代新鲜培养物, 用无菌生理

盐水配制 1.0-1.2 McFarland 菌悬液作为待测样品, 使用

3M™ MDS 方法进行检测。根据检测结果, 按如下公式, 计
算 3M™ MDS 方法的特异性:  

特异性=(检测结果为阴性菌株数 ∕检测非目的菌株总

数)×100%。 

2.6  方法一致性和准确度评价 

按 2.4 方法, 配制克罗诺杆菌属菌种 FC718 101、100、

10-1 CFU/mL 浓度菌悬液, 分别取上述浓度菌悬液 1 mL 添

加至 100 g 不同企业来源的乳粉、糊精、乳清和乳糖样品

中 , 制备不同人工污染浓度的待测样品 (101、100、10-1 
CFU/100 g), 每个浓度水平制备 20 个样品。将制备的人工

污染样品和未污染的对照样品分别使用 3M™ MDS和国标

方法进行检测, 按如下公式计算方法的一致性和准确度, 
通过卡方检验比较 3M™ MDS方法检验结果与国标方法的

差异。 
方法一致性=[1-(︱3M™ MDS 和国标法均确证为阳

性的数量－国标法确证为阳性的数量︱∕检测样品总数)] × 
100%。 

方法准确度=3M™ MDS 阳性结果数∕3M™ MDS 或国

标法阳性结果数×100%。 
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3  结果与分析 

3.1  3M™ MDS 方法检出限和灵敏度 

3M™ MDS 方法对 21 株克罗诺杆菌属生理盐水菌悬

液的检出限为 102 CFU/mL, 29 株菌的检出限为 103 

CFU/mL, 对 50 株菌的平均检出限为 1.79×103 CFU/mL(表
2)。3M™ MDS 方法对 50 株克罗诺杆菌属菌株检测的灵敏

度为 50/50×100%=100%。 

3.2  3M™ MDS 方法特异性 

用 3M™ MDS 方法对 40 株非目的菌种的生理盐水悬

液进行检测, 所有菌株的检测结果均为阴性。3M™ MDS
方 法 对 40 株 非 目 的 菌 检 测 特 异 性 结 果 为 : 
40/40×100%=100%。 

3.3  方法一致性和准确度 

对人工污染不同浓度克罗诺杆菌属FC718的 240份乳

粉、糊精、乳清和乳糖样品和 80 份对照样品使用 3M™ 
MDS 和国标方法进行检验, 见表 3。3M™ MDS 方法检测

阳性样品为 116份, 国标法检测阳性样品为 119份, 两方法

检 测 均 为 阳性 的 样 品 为 116 份 , 3 份 染 菌 浓 度为        
10-1 CFU/100 g 的乳糖样品仅国标法检测为阳性。有 5 份乳

糖样品, 两方法检测结果在各染菌浓度均为阴性。基于上

述数据计算, 两方法对乳粉、糊精、乳清和乳糖样品检验

结果一致性分别为: 100%、100%、96.25%、100%, 总体一

致性为 99.06%; 方法准确度结果分别为: 100%、100%、

92.31%、100%, 总体准确度为 97.48%。两方法检验结果间

未见显著性差异(P>0.05)。 

 
表 2  3M™ MDS 方法对于 50 株克罗诺杆菌属菌株检出限 

Table 2  Detection limit of 50 Cronobacter strains by 3MTM MDS molecular detection system 

序号 菌株编号 来源 检出限/(CFU/mL) 序号 菌株编号 来源 检出限/(CFU/mL)

1 FC718 福建谷类辅食, 2013 3.32×103 26 FC4163 黑龙江谷类辅食, 2013 2.94×102 

2 FC719 福建谷类辅食, 2013 2.29×103 27 FC4164 江西谷类辅食, 2013 1.85×102 

3 FC720 福建谷类辅食, 2013 2.94×102 28 FC4165 江西谷类辅食, 2013 2.32×103 

4 FC721 福建谷类辅食, 2013 3.07×103 29 FC4166 江西谷类辅食, 2013 1.82×102 

5 FC722 福建谷类辅食, 2013 3.35×103 30 FC4167 江西谷类辅食, 2013 4.52×103 

6 FC723 福建谷类辅食, 2013 2.85×103 31 FC4171 江西谷类辅食, 2013 2.94×102 

7 FC724 福建谷类辅食, 2013 2.70×103 32 FC4172 江西谷类辅食, 2013 3.39×103 

8 FC725 福建谷类辅食, 2013 4.40×103 33 FC4173 江西谷类辅食, 2013 3.18×103 

9 FC2222 广东谷类辅食, 2013 3.80×102 34 FC4178 江西幼儿配方食品, 
2013 

2.26×103 

10 FC2223 广东谷类辅食, 2013 3.45×102 35 FC4179 江西幼儿配方食品, 
2013 

2.17×103 

11 FC2942 广东谷类辅食, 2013 1.27×103 36 FC4180 江西谷类辅食, 2013 3.05×102 

12 FC4139 广东谷类辅食, 2013 2.27×103 37 FC4185 江西谷类辅食, 2013 1.59×103 

13 FC4140 广东谷类辅食, 2013 1.98×103 38 FC4186 江西谷类辅食, 2013 3.02×102 

14 FC4141 广东谷类辅食, 2013 4.16×103 39 FC4194 江西谷类辅食, 2013 2.60×103 

15 FC4147 广东谷类辅食, 2013 2.97×103 40 FC4211 江西谷类辅食, 2013 1.92×103 

16 FC4148 广东谷类辅食, 2013 1.71×102 41 FC11366 江西谷类辅食, 2013 3.43×103 

17 FC4149 广东谷类辅食, 2013 4.23×102 42 FC11367 江西谷类辅食, 2013 3.19×102 

18 FC4155 贵州谷类辅食, 2013 3.11×102 43 FC11368 江西婴幼儿食品, 2013 3.92×102 

19 FC4156 贵州谷类辅食, 2013 4.13×103 44 FC11369 云南谷类辅食, 2013 1.98×103 

20 FC4157 贵州幼儿配方食品, 
2013 

3.17×102 45 FC11370 云南谷类辅食, 2013 4.20×103 

21 FC4158 贵州谷类辅食, 2013 3.03×102 46 FC11371 云南谷类辅食, 2013 2.34×102 

22 FC4159 湖北谷类辅食, 2013 2.88×102 47 FC11537 云南谷类辅食, 2013 2.42×102 

23 FC4160 湖南谷类辅食, 2013 2.81×103 48 FC13095 黑龙江谷类辅食, 2013 2.33×103 

24 FC4161 陕西谷类辅食, 2013 2.98×103 49 FC14148 黑龙江谷类辅食, 2013 2.22×102 

25 FC4162 云南谷类辅食, 2013 3.91×102 50 FC29161 黑龙江谷类辅食, 2013 2.87×103 



第 11 期 谢冠东, 等: 食品中 3M™克罗诺杆菌属分子检测系统评价研究 3445 
 
 
 
 
 

 

表 3  3M™ MDS 和国标方法对人工染菌样品的检测结果 
Table 3  Test results of spiked samples by 3MTM MDS and 

national standard method  

种类 染菌浓度/(CFU/100 g) 
阳性结果 

(3M™ MDS/国标法) 

乳粉 

阴性对照(n=20) 0/0 

101(n=20) 20/20 

100(n=20) 8/8 

10-1(n=20) 0/0 

糊精 

阴性对照(n=20) 0/0 

101(n=20) 20/20 

100(n=20) 10/10 

10-1(n=20) 0/0 

乳清 

阴性对照(n=20) 0/0 

101(n=20) 20/20 

100(n=20) 16/16 

10-1(n=20) 0/3 

乳糖 

阴性对照(n=20) 0/0 

101(n=20) 15/15 

100(n=20) 7/7 

10-1(n=20) 0/0 
 

 

4  讨论与结论 

3M™ MDS方法是基于 LAMP原理的检测方法, 该类

方法通常对靶标通常具有较低的检出限[17]。本研究数据显

示, 3M™ MDS 方法对 50 株克罗诺杆菌属生理盐水菌悬液

的检出限为 102~103CFU/mL, 当克罗诺杆菌属细菌浓度达

到 103 CFU/mL 以上时, 3M™ MDS 方法的检测结果呈现了

良好的重复性和灵敏度, 对高浓度的非克罗诺杆菌属细菌

也呈现了良好的特异性。由于该方法检出限很低, 这对实

验室布局、设备和器具规范使用提出了严格要求, 检验实

验室务必执行分子生物学检验分区要求[18], 以避免假阳性

结果出现。鉴于婴幼儿培养食品中菌落总数通常低于   
103 CFU/g[10],当这类食品中出现低浓度克罗诺杆菌属细菌

污染(如 1 CFU/100 g)时, 使用缓冲蛋白胨水前增菌后, 克
罗诺杆菌属细菌理论上可达到 103 CFU/mL 以上[19], 故此

3M™ MDS 方法可直接用于婴幼儿配方食品缓冲蛋白胨水

前增菌后的检测, 从而大大缩点检测时间。 
本次方法比对选择了较低的染菌浓度 101、100、   

10-1 CFU/100 g, 所使用的 80 份乳粉、糊精、乳清和乳糖均

采集自不同企业, 具有充分的代表性。在此条件下, 3M™ 
MDS 与国标方法相比, 对不同样品中人工污染的克罗诺

杆菌属细菌的检测呈现良好的一致性均和准确度。与国标

法检测不一致的 3 份染菌浓度为 10-1 CFU/100 g 乳糖样品

是由于染菌浓度过低而出现的随机性结果。两方法在   
100 CFU/样品、101 CFU/样品染菌水平的检验结果高度一致。

有 5 份乳糖样品, 两方法检测结果在各染菌浓度均为阴性, 
可能是样品中存在抑菌物质引起。这些数据显示, 3M™ 
MDS 方法的检验结果与国标方法高度一致, 可满足实验室

对乳粉、常见原料快速检测需求, 从而提高检测效率。 
本研究结果显示, 3M™ MDS 方法对克罗诺杆菌属检

验具有良好的灵敏度和特异性, 在乳粉、糊精、乳清和乳

糖样品中, 与国标法相比, 该方法呈现了良好的一致性和

准确度。鉴于该方法具有操作简单、对经验依赖少的特点, 
3M™ MDS 方法是一项适合基层、企业的快速检测方法, 
具有良好的可推广性。 
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