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食品中小肠结肠炎耶尔森氏菌分离鉴定方法 
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摘  要: 小肠结肠炎耶尔森氏菌是一种具有嗜冷特性的食源性致病菌, 广泛存在于食品中, 对人们健康构成

较大威胁。建立高效的分离鉴定技术对该菌进行监控是相关食品安全的重要保障。本文对小肠结肠炎耶尔森

氏菌的分离过程, 包括分离前增菌、分离前碱处理和平板分离, 以及传统生化和血清型鉴定、分子生物学鉴定、

免疫学鉴定和谱学鉴定方法等方面的研究进展进行了阐述。小肠结肠炎耶尔森氏菌的深入检测研究不仅有赖

于现有分离鉴定方法的不断优化, 还需要开发更多新型检测技术应用于菌株溯源分析、流行病学和耐药性等

方面的研究, 以期为该类菌株资源数据库的建立和整理, 预防相关耶尔森氏菌疾病的爆发提供良好的保障。 
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ABSTRACT: Yersinia enterocolitica is a food-borne pathogen with psychrophilic properties. It is widely present in 

food and poses a greater threat to people's health. Therefore, the establishment of efficient isolation and identification 

technology to monitor the bacteria is an important guarantee for related food safety. This paper reviewed the isolation 

process of Yersinia enterocolitis, including pre-enrichment, pre-alkali treatment and plate separation, as well as the 

traditional biochemical and serotype identification, molecular biological identification, immunological identification 

and spectral identification methods. The further detection of Yersinia enterocolitis not only depends on the 

optimization of the existing isolation and identification methods, but also requires the development of more new 

detection techniques for the analysis of bacterial strain traceability, epidemiology and drug resistance, so as to 

provide a good guarantee for the establishment and collation of the resource database of this strain and the prevention 

of the outbreak of related yersinia disease. 
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1  引  言 

小肠结肠炎耶尔森氏菌(Yersinia enterocolitica)属于

肠杆菌科, 是重要的食源性致病菌之一, 可引起胃肠炎、

小肠结肠炎等, 甚至败血症等疾病[1]。在欧洲, 耶尔森氏菌

病已继沙门菌病和弯曲菌病之后, 排在第 3 位的常见肠道

疾病[2,3], 已成为流行最广泛的传染疾病之一[1,2]。Yersinia 

enterocolitica 主要通过污染食品或水源, 经粪-口途径传播, 

进而给人们造成危害。猪是耶尔森氏菌属的主要载体, 猪

肉产品则是 Yersinia enterocolitica 感染人的最重要传播源

之一[4]。据报道, 牛肉、乳及其制品、水产品、禽肉、水

果 和 蔬 菜 等 食 品 以 及 水 源 中 也 常 检 出 Yersinia 

enterocolitica[2,59]。由于该菌具有嗜冷性, 低污染水平的预

包装猪肉产品 6 ℃ 贮藏 12 d 后 , 致病性 Yersinia 

enterocolitica 含量仍可达到 104 CFU/g[10], 甚至在反复冻

融环境下仍然可较好生长[11]。这对冷链储运条件下的食品

安全问题带来了巨大挑战。 

食源性 Yersinia enterocolitica 的检测技术主要围绕着

检测的准确性和高效性, 排除杂菌干扰, 菌株种属、生化

血清型的鉴定, 致病性与非致病性菌株的区分等问题进行

研究。传统平板分离和生化鉴定、免疫学和分子生物学检

测方法为该菌分离鉴定的主要手段。同时正常食品样品中

的致病微生物含量往往较低, 且存在较多杂菌的干扰, 难

以直接分离到目标菌, 因此对该类微生物无论采用传统方

法、分子生物学等方法进行分离鉴定前, 常需要通过增菌

培养、碱处理等方法处理。因此本文主要根据对食品中

Yersinia enterocolitica 的分离鉴定检测流程, 结合该菌的

生物学特点, 从菌株的增菌培养、增菌后碱处理、选择性

分离、传统生化和血清型鉴定、分子生物学鉴定、免疫学

和谱学鉴定方法等方面的研究进展进行了综述。这为食品

中小肠结肠炎耶尔森氏菌筛选及其检测方法的开发和改进

提供思路, 以期更好地保障相关的食品安全。 

2  分离前增菌方法 

Yersinia enterocolitica 采用的前增菌培养基多为非(弱)

选择性的液体培养基, 主要包括: 磷酸盐缓冲液(phosphate 

puffered saline, PBS)、加入胆盐、山梨醇或甘露醇改良的

磷酸盐缓冲液(phosphate saline buffered, PSB)、胰蛋白胨大

豆肉汤等[7,912]。 

由于 Yersinia enterocolitica 具有嗜冷特性, 较低的培

养温度被认为更有利于其生长, 因此常采用 PSB 冷增菌方

法, 如 4 ℃, 增菌 1～3 周或 10 ℃ , 增菌 10 天等[1,9]。然而, 

冷增菌耗时长, 制约了该方法的应用, 而且越来越多的研

究表明冷增菌并不是提高食源性 Yersinia enterocolitica 检

出率的最优选择[1,3,9,13]。过长时间的冷增菌也可能导致一

些嗜冷菌, 如蜂房哈夫尼菌等的复苏增殖, 从而干扰目标

菌的检出[14]。新修订的国际标准 ISO 10273:2017 采用 PSB

增菌培养条件为: 25 ℃, 44 h±4 h, 删除了 25 ℃条件下 PSB

静置培养 5 d 的方法[15]。相关研究报道也佐证了 ISO10273

这一改动的必要性[9,13]。我国食品安全标准GB 4789.8-2016

采用的增菌培养条件与之类似, 但使用的 PSB 培养基不含

酪蛋白酶消化物[12]。胡惠娟等[6]指出: 冷增菌适合 Yersinia 

enterocolitica 污染程度低的样品; 但部分阳性菌在 26 ℃条

件下则具有生长优势, 2 种方法可配合使用。 

为了提高目标菌的分离率, 并缩短培养时间, 一些选

择性更强的增菌液或二次增菌方式也常被采用。Yersinia 

enterocolitica 选择性更强的增菌培养基主要包括 : 改良

Rappaport 肉汤(modified Rappaport broth, MRB)、氯苯酚-

替卡西林-氯酸钾(irgasan-ticarcillin-potassium chlorate, ITC)

肉汤、草酸-山梨醇-胆汁(bile oxalate sorbose, BOS)肉汤和

改良亚硒酸盐培养基等 [1,13,1517]。选择性增菌多采用

22~25 ℃, 培养 2～3 d[13,1517]。不同的选择性增菌肉汤各

有特点, 其中 BOS肉汤适于生化血清型 1B/O: 8的 Yersinia 

enterocolitica 菌株的培养[16,18]; ITC 肉汤为国际标准 ISO 

10273:2017 采用, 更适合于生化血清型 4/O: 3 的致病性菌

株筛选[5,19]。单一的选择性增菌可能加大漏检等风险, 而且

对于不同的食品样品, 不同增菌液的检出效果也有差异。

Hallanvuo 等[20]为评价 ISO 10273: 2017 应用效果, 在检测

鲜奶和肉馅时, 使用 PSB 增菌目标菌的检出灵敏度更高, 

而检测生菜时, 使用 ITC 肉汤检测效果会更好。因此这些

选择性更强的增菌液多不单独用于检测, 一般作为二次再

增菌或与 PSB 培养基等非(弱)选择性的肉汤配合使用。 

3  分离前碱处理方法 

Yersinia enterocolitica 具有较强的碱耐受能力, 在增

菌后使用 0.25%或 0.5% KOH 溶液处理 10~30 s 后能够提

高检出率[12,20,21]。Aulisio 等[22]在检测自然污染和人工污染

的食品样品时, 当使用碱处理后, 耶尔森氏菌属的检出率

提高了 4 倍。该方法常和一些弱选择性增菌液配合使用, 

主要是为了去除碱不耐受杂菌, 提高选择性平板分离率。

然而, 该筛选方法并不具备良好的选择性, 经处理后部分

目标菌的数量也会减少或受损。根据实际检测经验, 当样

品中 Yersinia enterocolitica 污染量很低时, 考虑到 PSB 等

常用增菌液的营养并不够丰富, 目标菌的增殖非常有限, 

碱处理可能导致假阴性结果。食品中该菌检验过程中, 虽

然国标仍考虑分离前进行碱处理为主, 但一些权威的国际

标准则认为碱处理和不做碱处理的样品均进行后续的分离

检测, 能更好保证结果的准确性[15]。 

4  平板分离方法 

Yersinia enterocolitica 主要依赖于固体选择性培养基, 
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进行平板分离。这些培养基为麦康凯(MacConkey, MAC)

琼脂、沙门氏菌-志贺氏菌(含脱氧胆盐氯化钠)(Salmonella 

Shigella doxycholate clcium cloride, SSDC)琼脂、改良 Y 琼

脂 、 头 孢 磺 啶 - 氯 苯 酚 - 新 生 霉 素 (cefsulodin 

–irgasan–novobiocin, CIN)琼脂、CIN-1 琼脂和显色培养基

等[12,13,19]。MAC 琼脂和 SSDC 琼脂为国内外不同标准检测

方法所采用[16], 但选择性不强, 当样品中菌群结构较复杂

时, 目标菌的选择区分度不够[19]; 小肠结肠炎耶尔森氏菌

在改良 Y 培养基上呈无色透明, 不粘稠菌落, 为我国食品

安全标准 GB 4789.8 采用[12]。 

CIN 琼脂是分离 Yersinia enterocolitica 最好的选择性

培养基之一[23]。研究表明, 采用 CIN 平板直接培养法检测

一些肉制品的检测中的小肠结肠炎耶尔森氏菌, 其检出率

不比增菌后再检测的方法低, 还能够定量并缩短检测时 

间[21,24]。该培养基主要通过添加头孢菌素、新生霉素、二

氯苯氧氯酚、去氧胆酸钠和结晶紫等选择性抑菌成分来实

现分离目标菌的目的。检测时多采用 26～30 ℃培养, 因为

培养温度过高容易造成质粒丢失及杂菌的生长[17]。目标菌

在CIN平板上的菌落特征为: 菌落较小(≤1 mm)、光滑, 深

红色中心, 周围具有无色透明圈(红色牛眼状菌落)[12,15]。由

于 Yersinia enterocolitica 能够发酵培养基中甘露醇等, 形

成红色牛眼状的特殊菌落形态, CIN 培养基较 SSDC 等培

养基能够更好地分辨目标菌[23]。虽然 CIN 培养基的使用比

较广泛, 但该培养基仍有较多不足: (1) 肠杆菌科的微生物, 

如柠檬酸杆菌属、气单胞菌属和克雷伯氏菌属等的菌种, 

能够在该培养基上生长, 且菌落特征与目标菌相似, 可能

导致误判; (2) 在杂菌干扰严重情况下, 一些阳性菌可能表

现为菌落较小, 深红色牛眼特征消失等假阴性特征; (3) 该

培养基可能会抑制生化血清型 3/O: 3 菌株生长; (4) 该培养

基不能区分致病株和非致病株[3,13,15,23]。Tan 等[25]通过添加

L-精氨酸、柠檬酸铁铵、硫代硫酸钠和 DL-苯基苯胺酸等成

分, 改良了CIN培养基配方, 能够有效地减少菌落形态类似

的杂菌的干扰。我国在检测食品中的 Yersinia enterocolitica

时, 采用的CIN-1培养基使用二苯醚代替CIN培养基中的二

氯苯氧氯酚成分, 具有类似的选择性[12]。 

为了提高致病性 Yersinia enterocolitica 的分离率, 一

些显色培养基, 如科玛嘉耶尔森菌显色培养基(chro magar 

Yersinia, CAY)、耶尔森菌显色培养基(Yersinia chromogenic 

medium/agar, YeCM/YECA)等培养基逐渐得到开发和应 

用[2628]。Yersinia enterocolitica 致病株在显色平板上表现

为典型的颜色或菌落特征, 以区别于非致病株和其它耶尔

森氏菌。Fondrevez 等[29]将猪扁桃体样品经 ITC 肉汤增菌

后, 从 CIN 平板上分离得到的 Yersinia enterocolitica 再接

种到 YeCM 显色平板, 可使筛选致病菌株的准确率达到

97%, 相对于传统的生化鉴定方法更加简便、省时。 

5  传统的生化和血清型鉴定方法 

耶尔森氏菌的基本生化反应特征为: 过氧化氢酶阳

性、氧化酶阴性、尿素酶阳性, 发酵葡萄糖, 大多数菌株

不发酵乳糖等。通过以下生化反应: 靛基质、V-P 试验、

柠檬酸盐、L-鸟氨酸、蔗糖、纤维二糖、L-鼠李糖、蜜二

糖和山梨醇, 可以进一步鉴别耶尔森氏菌属菌株的生化特

征差异[19]。国标 GB 4789.8-2016《食品安全国家标准 食

品微生物学检验 小肠结肠炎耶尔森氏菌测定》中列出了

Yersinia enterocolitica 及其他 5 种耶尔森氏菌的主要生化

反应特征, 用于属内鉴定区别[12]。ISO10273: 2017 等国际

标准通过类似的生化反应鉴定 Yersinia enterocolitica, 同

时较国标还强调了致病性 Yersinia enterocolitica 的生化特

征: 例如尿素酶反应阳性、七叶苷和吡嗪酰胺酶反应阴性、

且存在毒力质粒(pYV)和一些致病性 Yersinia enterocolitica

的山梨醇反应可能为阴性反应等[15]。目前基于传统生化鉴

定原理开发的 Yersinia enterocolitica 商品化检验产品, 如

API 20E 和 VITEK 鉴定系统等, 集成了更全面的生化反应, 

较传统生化试剂应用更为便捷[3]。但该类商品化产品的鉴

定结果受其自身菌株数据库的限制, 不能保证在种水平上

进行准确鉴定, 例如运用 API20E 试剂不能区分蔗糖反应

阴性的 Yersinia enterocolitica 和克氏耶尔森氏菌[30]。 

Yersinia enterocolitica 具有遗传多样性, 根据生化反

应或 O 血清因子特点可分为多个生化型和血清型。Wauters

等[31]总结了该菌生化型的主要鉴定反应为: 脂肪酶、七叶

苷、水杨苷、木糖、海藻糖、靛基质、硝酸盐还原、DNA

酶、脯氨酸肽酶、β-D-葡萄糖苷酶和吡嗪酰胺酶反应等。

基于上述反应的不同特征, Yersinia enterocolitica 可分为 6

种生化型: 1A、1B、2、3、4、5, 其中生化型 1A 为潜在致

病型, 其它生化型均有致病性[31]。Tennant 等[32]在研究中发

现生化型为 1A 的 Yersinia enterocolitica 同样具有致病性。

菌株 1A/O: 5, 1A/O: 6, 30 就常与肠道疾病有关[33]。目前, 

已发现的 Yersinia enterocolitica 血清型有 70 多种[25], 常见

的血清型鉴定为: O: 3、O: 9、O: 8、和 O: 5, 27 等[4,33,34]。

传统血清型的鉴定是根据菌株脂多糖表面O抗原因子的不

同, 进行血清凝集试验获得, 商品化的诊断血清套装已被

使用广泛。在检验过程中, Yersinia enterocolitica 与肠杆菌

科的沙门菌、摩根氏菌等可能存在交叉反应情况, 容易造

成假阳性[16]。由于同种血清型菌株的致病性也有强弱之分, 

因此 Yersinia enterocolitica 的生化/血清型对了解该菌的生

物病原特征具有重要作用[35]。 

6  分子生物学鉴定方法 

传统的 Yersinia enterocolitica 分离鉴定方法虽然被国

内外众多检测方法标准所采用, 且为获得目标菌株的主要

途径, 但需要较长时间的培养过程和繁琐的确认试验, 因
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此研究中也常常采用较为快速的分子生物学检测手段进行

种属和病原学鉴定。近年来, 分子生物学技术发展迅速, 

具体检测技术多种多样, 相关应用情况总结如表 1。 

分 子 生 物 学 技 术 在 检 验 食 品 中 的 Yersinia 

enterocolitica 具有广泛应用。为了避免死亡目标菌的干扰, 

一般通过短暂的前增菌后, 提取细菌基因组 DNA,采用普

通聚合酶链式反应(polymerase chain reaction, PCR)、巢式

PCR、多重 PCR、荧光 PCR、环介导等温扩增(loop-mediated 

isothermal amplification, LAMP)、滚环扩增(rolling circle 

amplification, RCA)或基因芯片等方法对目标基因进行检

测[1,5,34,3641,43,44]。根据相关文献报道, 除了细菌鉴定常用的

16S rRNA 基因, 特异性更强的 ompF 基因、foxA 基因、hreP

基因、ymoA 基因、tufA 基因和 O 抗原基因簇等常作为

Yersinia enterocolitica 种属鉴定的目的基因[5,33,41,43,44]。此

外多位点序列分析(multilocus sequences analysis, MLSA)和

多位点序列分型(multilocus sequence typing, MLST)等方法, 

通过测序分析菌株的多个管家基因也可以实现对耶尔森氏

菌种水平的鉴定和 Yersinia enterocolitica 血清型的鉴定, 

并表现出更好的种间区分效果[41,42]。 

致病性 Yersinia enterocolitica 含有 ail、ystA、ystB、

yadA和 virF等多个毒力基因, 可以通过对毒力基因的检测

来鉴定对应菌株是否具有致病潜力[33,45-47]。检测位于染色

体上的黏附侵袭位点基因 ail 的方法广泛应用于鉴定食品

中的 Yersinia enterocolitica 是否具有致病性, 并被 ISO/TS 

18867:2015 等标准所采用[48], 但需要注意的是少数生化型

1A 的非致病株也可能含有该基因 [47]。ystA 和 ystB 是

Yersinia enterocolitica 的 2 个肠毒素基因, Peruzy 等[34]认为

利用 ystA 基因鉴定 Yersinia enterocolitica 的准确率能够达

到 99%。ystB 基因往往与其它毒力基因不共存, 多发现于

生化型 1A 的菌株中; yadA 和 virF 基因位于质粒上, 在菌

株保存或培养过程中由于质粒容易丢失而不易被检出[17]。

考虑上述因素, 研究中常常对多个毒力基因同时监测, 以

便更准确、全面评估相关菌株的致病性。 

7  免疫学鉴定方法 

基于免疫学的鉴定方法同样具有较高的灵敏度和特异

性, 已广泛应用于各类微生物检测。磁分离法能够在复杂的

杂菌干扰情况下, 特异性地结合目标菌, 从而实现分离目标

菌的目的。该方法已应用于检验肉类等食品中的 Yersinia 

enterocolitica[1] 。 免 疫 学 方 法 还 能 实 现 对 Yersinia 

enterocolitica 生化或血清型进行鉴定, Luciani 等[33]以标准

ISO 10273:2003 为 参 比 方 法 , 利 用 酶 联 免 疫 技 术

(enzyme-linked immunosorbent Assay, ELISA)快速检测食品

中 O: 8 血清型 Yersinia enterocolitica, 方法的相对准确度、

灵敏度和特异性均与参比方法 100%吻合。正因为上述优点, 

该类鉴定方法被用于其它技术相结合, 开发出诸如胶体金

免疫层析方法等便捷、灵敏的检测方法, 并越来越多地应用

于现场微生物快速检测。一些标准已将胶体金免疫层析法作

为小肠结肠炎耶尔森氏菌快速初筛的方法之一[48]。 

8  谱学鉴定方法 

傅 里 叶 变 换 红 外 光 谱 (Fourier transform infrared 

spectroscopy, FT-IR)技术和基质辅助激光解吸电离飞行时

间 质 谱 (matrix-assisted laser desorption/ionization 

time-of-flight mass spectrometry, MALDI-TOF-MS)技术在

Yersinia enterocolitica 的鉴定方面也有应用。FT-IR 技术主

要是基于对菌株的总化学成分分析进行菌株鉴定。Kuhm

等[49]通过 FT-IR 结合人工神经网络分析技术鉴定致病性

Yersinia enterocolitica 的准确度达到 98.5%, 优于 API 20E

鉴定方法。MALDI-TOF-MS 技术则是通过对菌株的特异蛋

白图谱分析实现菌株在种水平, 甚至生化型的鉴定, 检测

耗时少于 5 min[32]。然而, 这些技术的鉴定准确性受限于数

据库的建设水平, 因此应结合必要的确认试验以确保鉴定

的准确性[50]。 

 

表 1  分子生物学方法鉴定食品中 Yersinia enterocolitica 的应用举例 

Table 1  Examples of the application of immunological or molecular biological methods to identify Yersinia enterocolitica 
in food 

研究方法 研究对象 目标基因 鉴定菌株 参考文献 

普通 PCR 猪肉 ail、foxA 种水平 [36] 

多重 PCR 肉制品 tufA、rfbC 血清型 O:3 [37] 

荧光 PCR 猪扁桃体等 yadA、virF、inv, ystA、ystB、myfA、hreP 和 ymoA 致病性菌株 [34] 

巢式 PCR 肉制品 yadA 致病性菌株 [1] 

LAMP 鸡肉 ail 种水平 [38] 

RCA 各类食品 16S rRNA 基因 种水平 [39] 

基因芯片技术 巴氏灭菌乳 virF、ail、yst 和 blaA 种水平 [40] 

MLSA 生菜、乳品等 glnA、gyrB、HSP60 和 recA 生化型 1A [41] 

MLST 出口食品 aarF、dfp、galR、glnS、hemA、speA 和 rfaE 种水平 [42] 
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9  总结与展望 

较多杂菌干扰是分离食品中 Yersinia enterocolitica 的

主要难点之一。常用的冷增菌方式往往不能够满足检验时

效的要求, 尤其在食源性疾病爆发的时候。越来越多的标

准方法删除了该增菌方式, 采用 26 ℃或 30 ℃增菌 2~3 d

和分子免疫学方法相结合进行检测[12,15,48]。同时, 遗传多

样性是该菌的重要特点, 因此一些国际标准具有明确的菌

株的生化和血清型鉴定方法, 侧重于菌株的病原性检测。

这一点是我国食品安全标准方法所欠缺的。基于上述检测

难点, Yersinia enterocolitica 的高效、准确检测研究需要不

断优化分离鉴定方法, 例如新型显色或者荧光培养基、生

物传感器技术、流式细胞技术和核酸测序技术等均有较大

开发潜力。同时基于上述技术开发的现场快速检测方法同

样是时代发展的需要。此外, 借助高通量测序等分子生物

学手段对不同来源的菌株分子分型, 进行溯源分析, 做好

该类菌株资源数据库的建立和整理工作也十分有必要。这

些工作能够为相关的食品安全风险监测与溯源, 预防耶尔

森疾病的爆发提供良好的保证。 
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