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克罗诺杆菌检测方法的研究进展 
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摘  要: 克罗诺杆菌是一种食源性致病菌, 能够感染婴幼儿并导致坏死性小肠结肠炎、脑膜炎和菌血症, 死

亡率最高可达 80%。克罗诺杆菌广泛地存在于食品和自然环境当中, 并且具有极强的抗干燥能力, 因此容

易污染乳粉和其原料并在其中长期存在。控制克罗诺杆菌的污染需要增强食品生产质量控制, 也需要开发

相应的检测技术。本研究主要从生理生化检测、免疫学检测技术、核酸检测技术等对克罗诺杆菌的检测方

法进行综述, 对上述各种检测方法的原理和优劣势进行了分析和总结, 并且对克罗诺杆菌检测方法的未来

发展进行展望。 
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Research progress of detection methods of Cronobacter spp 
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ABSTRACT: Cronobacter spp. is a kind of foodborne pathogen, which can infect infants and cause necrotizing 

enterocolitis, sepsis, and meningitis, with fatality rate up to 80%. Cronobacter spp. widely exists in the nature 

environment and it has a great desiccation resistance. Thus, it can contaminate milk powder and raw material for a 

long time. The control of Cronobacter spp. contamination needs improving food quality control as well as developing 

detection methods. This review mainly focused on the detection method of Cronobacter spp., including physiological 

and biochemical characters detection methods, immunological methods, and nucleic acid test methods, analyzed and 

summarized the principle of the above detection methods as well as their advantages and disadvantages, and 

prospected the future development of Cronobacter spp. detection methods. 
KEY WORDS: Cronobacter spp.; physiological and biochemical characters detection; immunological methods; 

nucleic acid test methods 
 
 

1  引  言 

克罗诺杆菌(Cronobacter spp.)(图 1)是一种食源性条

件致病细菌, 隶属于肠杆菌科, 革兰氏阴性细菌, 周生鞭

毛且不产生芽孢[1]。2008 年克罗诺杆菌正式确认为肠杆菌

科的一个新属[2], 共有 7 个种, 分别为阪崎克罗诺杆菌(C. 
sakazakii)、丙二酸盐阳性克罗诺杆菌(C. malonaticus)、苏

黎世克罗诺杆菌(C. turicensis)、尤尼沃斯克罗诺杆菌(C. 
universalis)、穆汀斯克罗诺杆菌(C. muytjensii)、康帝蒙提

克 罗 诺 杆 菌 (C. condimenti) 和 都 柏 林 克 罗 诺 杆 菌 (C. 
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dublinensis)[3]。其中, C. sakazakii 分离数量最多, 约占所有

菌株的三分之二; C.condiment 分离数量最少, 且尚未有致

病的报道[4]。 
 

 
 

图 1  克罗诺杆菌电镜图[5] 

Fig.1  The scanning electron microscope pictures of  
Cronobacter spp.[5] 

 
 

克罗诺杆菌在自然环境中广泛存在 , 主要感染对

象为婴幼儿。研究者经过流行病学分析后发现, 克罗诺

杆菌感染婴幼儿主要源头为被污染的婴幼儿配方乳粉。

克罗诺杆菌能够污染乳粉的一个重要原因是克罗诺杆

菌具有很强的抗干燥能力, 室温下在被污染乳粉中存在

的克罗诺杆菌在超过两年半后依然保持着活性, 比其他

常见食源性致病菌的抗干燥能力更强 [6]。克罗诺杆菌的

抗干燥能力还增强了它对于其他不利因素的抗性, 如处

于低水分活度状态下的克罗诺杆菌对于热处理的抗性

比高水分活度状态下抗性强很多 [7]。乳粉及其原料通过

加热进行喷雾干燥的过程也不足以灭活克罗诺杆菌 [8]。

婴幼儿配方乳粉中的克罗诺杆菌可能来源于工厂工人

和设备上面粘附的菌体 [9], 也可能是由于家庭环境中不

当储存时外界混入的[10]。婴幼儿食用了含有克罗诺杆菌

的婴幼儿配方奶粉后, 克罗诺杆菌能够入侵婴幼儿小肠

上皮细胞并且在巨噬细胞中生存, 随后随血液循环到全

身各处 , 越过血脑屏障 , 导致坏死性结肠炎、菌血症和

脑膜炎 [11], 克罗诺杆菌的感染率较低, 但是感染后的致

死率极高, 部分研究报道中致死率可达 80%, 侥幸生存

者也会患有神经系统的后遗症。根据美国食品药品监督

管理局(Food and Drug Administration, FDA)的数据, 克
罗诺杆菌感染后相比其他食源性致病菌所需治疗和善

后的费用是最多的[12]。 
考虑到对于婴幼儿的危害, 克罗诺杆菌是我国婴幼

儿配方乳粉中检测要求最为严格的病原菌[13]。除了对于产

品生产过程中的质量控制外, 对于原料和最终乳粉产品的

检测也是避免克罗诺杆菌感染婴幼儿的一个重要措施。基

于上述理由, 本文拟对克罗诺杆菌现有检测方法和最新进

展进行综述, 为食品工业和相关研究机构选择克罗诺杆菌

检测方法提供依据。 

2  克罗诺杆菌检测方法与技术研究进展 

2.1  生理生化检测方法 

利用克罗诺杆菌的各种生理特性 , 通过各种培养

方式使待测食品样品中的克罗诺杆菌优势生长并筛选

出疑似菌株, 最后通过生理生化特征来鉴定即为克罗诺

杆菌的生理生化检测。这也是开发最早的克罗诺杆菌检

测方法[14]。克罗诺杆菌具有多种特征, 如革兰氏阴性、

具有 α-葡萄糖苷酶活性和能够产黄色素。利用这些特征

的组合 , 研究者建立了经典的克罗诺杆菌检测过程 : 1)
月桂基硫酸盐胰蛋白胨肉汤 -万古霉素 (modified lauryl 
sulfate tryptose vancomycin medium, mLST-VM): 利用了

月桂基硫酸盐和万古霉素抑制样品中阳性细菌的生长 , 
使克罗诺杆菌等革兰氏阴性细菌优势增长 [15]; 2)显色培

养基: 利用克罗诺杆菌在肠杆菌科内独有的 α-葡萄糖苷

酶活性水解显色培养基中的底物发生颜色变化(图 2)(如
5-溴-4-氯-3-吲哚-α-D-吡喃葡糖甙 [16], 对硝基苯-α-D-葡
萄糖吡喃苷[17]和 4-甲基伞形酮酰-α-D-吡喃葡糖苷[18])将
克罗诺杆菌与其他肠杆菌科细菌区分开来 (不同的显色

底物对于检测影响不大[19]); 3)胰蛋白胨大豆琼脂培养基

(tryptic soy agar, TSA): 在该培养基上克罗诺杆菌能够

产生黄色素, 可以进一步挑去杂菌。在此基础上通过发

酵特性、氧化酶活性、柠檬酸水解活性等生化特性进一

步确定是否属于克罗诺杆菌属。利用种之间的生理生化

特征差异还可以将克罗诺杆菌鉴定到种 [3]。生理生化鉴

定已经广泛地应用于各种国际、国家、行业标准的制定

如 ISO 22964:2017[20]、GB 4789.40-2016[21]。生理生化

鉴定的检测限通常提及较少, 但 De-Benito 等[22]曾估算

ISO 22964:2017 的 LoD50(limit of detection, LoD50 指期望

获得 50%阳性结果的微生物污染浓度 )为每份样品

0.8~1.1 CFU。 
传统的生理生化鉴定耗费时间长、步骤烦琐, 极大地

影响了检测效率, 可以通过开发富集培养基[23]或者优化富

集培养基[24]、增加具有吸附菌体阳离子磁珠[25]或者氨离子

磁珠[26]吸附步骤、使用商品化生化鉴定试剂盒或者全自动

微生物生化鉴定仪等方式提高检测速度和增加检测通量。

然而, 受限于需要培养微生物和利用其代谢过程的原理, 
生理生化检测效率和耗费时间相比其他检测方法仍然不够

理想。 



第 24 期 陈启明, 等: 克罗诺杆菌检测方法的研究进展 9283 
 
 
 
 
 

 
 

图 2  显色培养基上的克罗诺杆菌菌落 
Fig.2  Colonies of Cronobacter spp. on chromogenic medium 

 

2.2  克罗诺杆菌免疫学检测技术 

免疫学检测技术是基于抗原-抗体之间的相互作用关

系, 对抗体和抗原进行鉴定。抗体按照开发方式可以分为

单克隆抗体、多克隆抗体和基因工程抗体。针对克罗诺杆

菌, 目前已经制备了兔多克隆抗体[27]、鼠单克隆抗体[28]、

单链抗体[29,30]。抗克罗诺杆菌抗体在检测方面具有多种应

用方式。 
2.2.1  酶联免疫吸附实验 

酶联免疫吸附实验 (enzyme-linked immunosorbent 
assay, ELISA)是在固相表面固定抗体或者抗原并利用抗原

-抗体结合反应和酶标抗体, 是最为常用的克罗诺杆菌免

疫学检测方法。在此基础上, Fang 等[31]对 ELISA 方法进行

改进, 利用抗 C. muytjensii 单克隆抗体, 作为捕获用抗体

和检测用抗体, 开发了一种免疫荧光检测方法, 其检测限

为 1.2×102 CFU/mL, 相比传统的比色法ELISA检测限降低

了 230 倍。 
2.2.2  免疫磁珠 

基于抗体能够和细菌结合进而捕获菌体, 抗克罗诺

杆菌抗体可以与磁珠相结合制备成免疫磁珠, 能够有效地

提升生理生化检测或者核酸检测的灵敏度[32], 相比上文中

提到的阳离子磁珠的无选择性吸附具有更高优势。考虑到

克罗诺杆菌通常在乳粉中存在的量较少, 并且检测要求严

格(如我国国标规定克罗诺杆菌在婴幼儿配方食品中的检

测要求为 100 g 奶粉中不得检出克罗诺杆菌), 免疫磁珠可

以富集样品中的菌体, 减少预培养时间, 能够较好地提升

检测效率[33,34](图 3)。 
2.2.3  胶体金试纸条 

利用层析效应、抗原-抗体结合反应和胶体金显色效

应, 可以将抗克罗诺杆菌抗体制备成胶体金试纸条[35], 制
作和使用都较为方便, 检测时间短。 
2.2.4  免疫传感器 

ELISA 的显色底物一般为 3,3',5,5'-四甲基联苯胺

(3,3',5,5'-tetramethylbenzidine, TMB), 而被氧化的 TMB 具

有电化学活性, 因此也可以将免疫学方法与电化学方法相

结合开发出免疫传感器[36], 使用丝网印刷碳电极对被氧化

的 TMB 进行定量分析, 结果更为精确[37]。 
多克隆抗体、单克隆抗体、基因工程抗体最初的来源

均是淋巴 B 细胞, 其制备过程较为复杂和耗费时间, 尽管

目前已经有了噬菌体表面展示技术或者无细胞表面展示技

术, 利用事先设立的筛选库, 能够较快地降低筛选过程, 
但这些技术的操作复杂性和费用仍不可小觑。核酸适配体

能够像蛋白抗体一样, 形成一定的空间结构, 并且与抗原

结合, 发挥出类似抗体效果。因此目前也有研究者将适配

体应用于克罗诺杆菌抗体的制备[38]。相比于传统的蛋白抗

体, 核酸适配体的核酸更易合成、成本更低、修饰也较为

简单, 也更容易构建筛选库, 具有较好的发展潜力, 目前

已有报道将抗克罗诺杆菌适配体与金纳米探针相结合, 检
测限可达 103 CFU/mL[39]。但适配体的亲和力相对传统抗体

还存在较大差距, 需要进行更为深入的研究。 

 

 
 

图 3  免疫磁珠富集菌体过程 
Fig.3  Enrichment of Cronobacter spp. by immunomagnetic beads 



9284 食 品 安 全 质 量 检 测 学 报 第 11 卷 
 
 
 
 
 

2.3  克罗诺杆菌核酸检测技术 

核酸检测技术是指利用目标核酸序列与已知序列的

差异性来进行检测的技术。DNA 杂交和部分依赖于 DNA
图谱分型技术利用目标核酸序列的差异性来进行检测不

需要知道具体序列, 在快速测序技术尚未出现或者测序

成本极高的时代, 发挥着重要的作用。克罗诺杆菌与阴沟

肠杆菌区分开正是通过 DNA 杂交来实现的[40]。随着测序

技术的发展, 对于克罗诺杆菌的基因组和特异性基因序

列的分析和筛选变得更为方便, 依赖于特异性靶点的核

酸快速检测技术得到了更快发展。目前最早提交测序序

列的为 Cronobacter sakazakii ATCC BAA-894(Genbank 登

录号 : CP000783), 而目前收录克罗诺杆菌数量最多的

Cronobacter MLST数据库[4], 已经有了 935条基因组序列, 
这些序列为克罗诺杆菌特异性靶点的筛选提供了极大的

帮助。 
2.3.1  基因分型技术 

脉冲场凝胶电泳分型(pulsed-field gel electrophoresis, 
PFGE)是指在脉冲电场的作用下分离经过酶切处理的

DNA 条带图谱, 通过比较不同菌株之间图谱的差异性, 分
析它们之间的亲缘关系, 是目前细菌分子分型技术的“金
标准”[41]。脉冲场凝胶电泳操作和读图相对较为复杂, 且不

同实验室的重复性相对较差, 处于正在被更新的技术逐步

替换的过程。 
随着测序技术的进步, 目前克罗诺杆菌比较常用的

基因分型技术为多位点序列分型 (multilocus sequence 
typing, MLST), 可以精准地对细菌进行分型。多位点序列

分型以核苷酸序列为分析基础, 在不同实验室之间的重复

性较好。目前已有专业分析工具和相应的数据库用作比对

分析, 如 Cronobacter MLST。多位点序列分析的可靠性依

赖于看家基因的选择。目前 Cronobacter MLST 数据库推荐

使用 ATP synthase beta chain (atpD), Elongation factor G 
(fusA), Glutaminyl-tRNA synthetase (glnS), Glutamate 
synthase large subunit (gltB), DNA gyrase subunit B (gyrB), 
Translation initiation factor IF-2 (infB), Phosphoenolpyruvate 
synthase (pps) 7 个看家基因对克罗诺杆菌分离株进行分型, 
相关引物和反应条件以及比对工具也在网站提供。值得注

意的是, 脉冲电场凝胶电泳分型与多位点序列分型的结果

可能存在着差异, 甘辛等[42]采用这 2 种方法对全国 19 个

省、自治区和直辖市从婴幼儿配方奶粉中筛选分离的 49
株克罗诺杆菌进行分型研究, 结果发现相同 PFGE 型的菌

株具有相同的 MLST 型, 而相同 MLST 型却不一定具有较

高的亲缘关系。这可能是由于多位点序列分型基于核苷酸

序列, 比脉冲电场凝胶电泳分型更为精确。 
除了上述研究外, 基于成簇的规律间隔的短回文重

复(clustered regularly interspaced short palindromic repeats, 
CRISPR) 序 列 [43] 和 单 核 苷 酸 多 态 性 (single nucleotide 

polymorphism, SNP)序列 [44]的分型技术也得到了应用。

CRISPR 序列是原核生物基因组内的一段成簇的、规律间

隔的重复序列, 是细菌应对噬菌体等的重要武器, 具有很

高的多态性。SNP 序列分析则是利用单核苷酸多态性位点

对细菌菌株进行分析。2 种方法均比 MLST 具有更强的分

辨力, 是未来基于核酸序列分型技术发展的方向之一, 能
够更好更为精确地对细菌进行分型。 

分型技术可以用于食源性致病细菌的检测, 对于流

行病学分析具有着重要意义。但在实际样品检测中, 由于

分型操作相对复杂, 耗费时间长, 核酸的快速检测技术更

为适合。 
2.3.2  依赖于核酸扩增的快速检测技术 

(1)聚合酶链式反应和实时荧光定量聚合酶链式反应

检测方法 
聚合酶链式反应(polymerase chain reaction, PCR)和实

时荧光定量聚合酶链式反应 (quantitative real time-PCR, 
RT-PCR)是最为常见的克罗诺杆菌核酸检测方法。研究者

筛选出了 dnaG[45]、gluB[46]、rpoB[47]、palE[48]、ompA[49]、

zpx[50]、 papC[51]等多个检测用靶点, 并开发了相应的 PCR
和荧光定量 PCR 检测方法。为了避免假阴性的出现, 也可

以在反应体系中增加扩增内标[52]。PCR 和荧光定量 PCR
需要电泳检测或者荧光染料, Yuan 等[53]还设计了一种将鸟

嘌呤四链体与 PCR 相结合, 设计了一种原位扩增的可视化

检测方法, 利用肉眼就可以区分阴性和阳性样本, 使用更

为方便 , 也可以实现定量分析。也有研究者将 PCR 与

ELISA 方法相结合建立了 PCR-ELISA 检测方法, 同样可

以实现定量分析[54]。 
(2)恒温扩增方法 
PCR 方法需要昂贵的扩增仪器。为了实现更方便和更

低成本的检测, 研究者还开发了各种各样的克罗诺杆菌恒

温扩增检测方法 , 如环介导恒温核酸扩增(loop-mediated 
isothermal amplification, LAMP)[55]、滚环扩增(rolling circle 
amplification, RCA)[56] 、依赖解旋酶恒温扩增 (helicase 
-dependent isothermal deoxyribonucleic acid, HAD)[57]、重组

酶 聚 合 酶 扩 增 (recombinase polymerase amplification, 
RPA)[58]。这些恒温扩增方法对于设备的依赖度较低, 并且

通常具有更高的灵敏度, 更为广泛的应用前景。利用恒温

扩增方法的高灵敏度和简易型, 将恒温扩增与其他方法相

结合, 进一步提升检测效率。考虑到恒温扩增系统依然需

要加温设备, 也可以利用自发热装置如氧化钙和水反应放

热为反应提供条件[55]。 
(3)其他核酸快速检测方法 
除了上述方法, 有不少研究者还在尝试进一步提升

检测效率。如 Xu 等[59]将核酸探针与磁珠相结合, 制备了

一种可以用于捕获特异性核酸片段的磁珠富集方法。这种

方法类似于上文提到的免疫磁珠, 同样能够起到减少富集
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时间, 提升检测效率的作用。Cho 等[60]基于基因扩增制备

了一种微流控芯片, 能够快速检测克罗诺杆菌。经过 12 h
的培养能够检测初始接种量为 1 CFU/300 g 婴幼儿配方奶

粉, 该系统可以用于现场检测, 对于企业和质检部门具有

很好的应用价值。Fu 等[61]将 LAMP 与侧向层析相结合, 开
发了检测限在 101 级别的试纸条检测方法, 整个检测过程

在 40 min 以内(图 4)。 

2.4  克罗诺杆菌其他诊断技术 

克罗诺杆菌其他检测方法还包括飞行时间质谱法[62]

和气相色谱法[63], 这些方法利用特征性物质的指纹图谱识

别克罗诺杆菌, 类似基因分型, 其分辨力可以达到种水平, 
样品制备要求较低, 但是设备要求较高。 

3  克罗诺杆菌检测技术的发展趋势与前景 

尽管克罗诺杆菌感染率较低, 但是其危害对象为婴

幼儿且感染后果严重, 因此能够快速准确地检测出食品中

污染的克罗诺杆菌就极为重要。克罗诺杆菌在食品中特别

是婴幼儿配方奶粉中污染有如下几个特点: 1)污染量低; 2)
检测要求高; 3)食品基质成分复杂。针对上述特点, 目前已

经有大量的关于克罗诺杆菌的检测方法, 能够满足不同应

用场景的检测要求。也正是如此, 本文从生理生化检测、

免疫学检测方法和依赖于核酸的检测方法 3 个方面对克罗

诺杆菌检测方法进行了综述。3 种类型的方法各有各的优

缺点, 均有着广泛应用前景。需要指出的是, 目前大量的

检测方法, 大多更为强调方法的灵敏度和检测限。提升灵

敏度能够更快更好地检出克罗诺杆菌, 但是克罗诺杆菌在

食品污染量低且食品基质可能会对检测造成一定的干扰, 
这导致培养增菌这一步骤必不可少, 且是整个检测过程耗

时最长的一步。目前也有通过磁珠富集的方式来减少这一

步骤的时间, 但是仍然耗时较长。因此, 在未来研究过程

中, 还需要对这一点进行更为深入的研究。 
 

 
 

图 4  LAMP 与侧向层析相结合[61] 

Fig.4  Combination of LAMP and lateral flow 
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