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荧光重组酶介导等温扩增快速检测食品中 

克罗诺杆菌属 
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3. 上海海洋大学食品学院, 上海  201306; 4. 中国海关科学技术研究中心, 北京 100026) 

摘  要: 目的  建立快速简便的荧光重组酶介导等温扩增法(recombinase-aided amplification, RAA)检测克罗

诺杆菌属, 以满足口岸快速通关及监管需要。方法  根据克罗诺杆菌属 ompA 基因保守区设计特异性引物、

探针, 通过引物两两组合结合探针筛选出扩增效率及灵敏度 佳的引物组合, 优化反应温度及引物探针浓度, 

确定 佳反应条件。将建立的荧光 RAA 法应用于食品基质及实际样品检测, 同时与 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》进行比对验证。结果  克罗诺杆菌属荧光

RAA 佳反应温度为 39 ℃, 佳引物、探针终浓度均为 400 nmol/L。建立的荧光 RAA 法特异性强, 纯菌灵

敏度达到 102 CFU/mL。加标食品基质婴儿奶粉及婴儿米粉在改良月桂基硫酸盐胰蛋白胨肉汤-万古霉素

(modified lauryl sulfate tryptose broth-vancomycin medium, mLST-Vm)增菌只需 2 h, 即可检测原始浓度达到 10-2 

CFU/mL 的克罗诺杆菌属。荧光 RAA 法只需 20~30 min 完成扩增, 5 min 即可观察结果, 速度及灵敏度明显高

于国家标准方法。结论  荧光 RAA 法简便、快速、无需大型仪器, 可用于口岸或其他场所进行克罗诺杆菌属

的快速检测与监控。 
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ABSTRACT: Objective  To establish a rapid and simple fluorescent recombinase-aided amplification (RAA) 

method to detect Cronobacteria spp. in order to meet the actual needs of port rapid customs clearance and 

supervision. Methods  According to the conserved region of ompA gene of Cronobacter spp., the specific primers 
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and probes were designed, the primer combinations with the best amplification efficiency and sensitivity were 

selected by combining the primers and probes, the optimal reaction conditions were determined by optimizing the 

reaction temperature and the concentration of primers and probes. The established fluorescence RAA method was 

applied to the detection of food matrix and actual samples, and compared with the national standard GB 

4789.40—2016 National Food Safety Standard-Food Microbiology Test-Cronobacter (Enterobacter sakazakii) test 

for verification. Results  The optimum reaction temperature of fluorescent RAA for Cronobacter spp. was 39 ℃, 

and the final concentration of primer and probe was 400 nmol/L. The established fluorescence RAA method showed 

high specificity and the sensitivity, and the detection limit of the method was 102 CFU/mL in pure culture. The limit 

of detection for Cronobacter spp. was 10-2 CFU/mL original concentrations under 2 h modified lauryl sulfate tryptose 

broth-vancomycin medium (mLST-Vm) enrichment in artificially contaminated baby milk powder and baby rice. The 

fluorescence RAA assay gave a positive signal in as early as 5 min, and the whole assay could be completed in 

approximately 20‒30 min. The speed and sensitivity were significantly higher than those of the national standard 

method. Conclusion  Fluorescence RAA method is simple, rapid and does not need large instruments, which can be 

used for rapid detection and monitoring of Cronobacteria spp. at ports or other places. 

KEY WORDS: Cronobacter spp.; fluorescent recombinase-aided amplification; rapid detection; monitor 
 

 

0  引  言 

克罗诺杆菌属(Cronobacter spp.)是一类重要的食源性

病原体, 从婴幼儿配方食品、肉制品、水果蔬菜、谷物等

食品内均能分离出该菌。克罗诺杆菌属可引起新生儿脑膜

炎、坏死性小肠结肠炎、败血症、血痢等病症。对婴儿, 尤

其是低于 28 d 的新生儿致死率可达到 40%至 80%[1]。2012

年 , 克 罗 诺 杆 菌 属 被 分 为 包 括 阪 崎 克 罗 诺 杆 菌

(Cronobacter sakazakii)在内的 7 个种及 3 个亚种[2], 除了康

迪蒙提克罗诺杆菌(Cronobacter condimenti), 其余均可致

病[3]。有研究表明, 克罗诺杆菌属能在婴儿奶粉中长期存

活, 我国 GB 10765—2010《食品安全国家标准 婴儿配方

食品》中明确规定 0~6 月龄婴幼儿配方食品不得检出克罗

诺杆菌属。因此对克罗诺杆菌属的及时快速检出是预防其

危害发生的重要手段[4]。 

我国 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》是基于传统

培养法进行检测, 耗时耗力, 需要 5 d 以上时间才出结果。

分子生物学检测在克罗诺杆菌属及其他食源性微生物的检

测方面体现了快速、灵敏的优势, 如实时荧光聚合酶链式

反应(polymerase chain reaction, PCR)、环介导等温扩增

(loop mediated isothermal amplification, LAMP)、滚动圈扩

增(rolling circle amplification, RCA)等技术[5‒7]。PCR 需要

一个复杂的热循环器进行循环加热和冷却过程, 阻碍了其

在低资源环境中的应用; LAMP 技术存在非特异扩增的缺

点。近年来发展起来的重组酶等温扩增技术具有相对低温

下扩增的优点(37~42 ℃), 只需 10~20 min 即可观察结果。

从而得以建立一种更为简便、灵敏、快速的检测方法。 

重 组 酶 等 温 扩 增 技 术 包 括 重 组 酶 聚 合 酶 扩 增

(recombinase polymerase amplification, RPA)技术及重组酶

介导等温扩增(recombinase-aided amplification, RAA)技术, 

是一种可使微量核酸体外高效快速扩增的新技术。RAA 技

术以细菌或真菌中获得的重组酶来替代 RPA 技术中较难

获得的噬菌体重组酶, 2 者整个扩增过程一致, 通过结合、

链置换、延伸实现体外 DNA 扩增。 

RAA 技术主要依赖于 3 种酶: 能结合单链核酸(寡核

苷酸引物)的重组酶、单链 DNA 结合蛋白(single-stranded 

DNA binding protein, SSB)和链置换 DNA 聚合酶。这 3 种酶

的混合物在常温下也有活性, 佳反应温度在 37 ℃左右。

重组酶与引物结合形成的蛋白-DNA 复合物 , 能在双链

DNA 中寻找同源序列。一旦引物定位了同源序列, 就会发

生链交换反应形成并启动 DNA 合成, 对模板上的目标区域

进行指数式扩增。被替换的 DNA 链与 SSB 结合, 防止进一

步替换。整个过程高效迅速, 一般可在 10 min 之内获得可检

出水平的扩增产物, 且操作简单, 设备成本低廉, 被认为是

一种可以代替 PCR 的新技术。目前重组酶等温扩增技术已

取得长足的发展, 并被应用在病毒[8‒11]、细菌[12‒15]、食品

安全等多个检测领域[16‒17]。上海口岸每年须检测大批量的

婴儿奶粉及米粉等婴幼儿配方食品, 本研究基于 RAA 技

术的优势, 拟建立一种针对克罗诺杆菌属的简便、快速的

荧光 RAA 法, 并评价其在实际样品中的检测效果, 以满足

口岸快速通关及监管需求。 

1  材料与方法 

1.1  材料、试剂与仪器 

阪崎克罗诺杆菌 ATCC29544、苏黎世克罗诺杆菌
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NCTC9529、莫金斯克罗诺杆菌 ATCC51329、丙二酸盐克罗

诺杆菌 DSM18702、苏黎世克罗诺 DSM18703、都柏林克罗

诺 杆 菌 DSM18705 、 都 柏 林 克 罗 诺 杆 菌 洛 桑 亚 种

DSM18706、都柏林克罗诺杆菌奶粉亚种 DSM18707、产气

肠杆菌 ATCC13048、铜绿假单胞菌 ATCC27853、肺炎克雷

伯氏 ATCC13883、溶血性链球菌 ATCC21059、大肠埃希氏

菌 ATCC29522 、单增李斯特菌 ATCC7644、奇异变形杆菌

ATCC12453、金黄色葡萄球菌 ATCC6538、鼠伤寒沙门氏

ATCC14028、阴沟肠杆菌 ATCC13047、副溶血性弧菌

ATCC17802、溶藻弧菌 ATCC33787、霍乱弧菌 FSCC232004、

结肠炎耶尔森氏菌 ATCC23715、创伤弧菌 ATCC27562(上海

汉尼生物技术有限公司)。9 株克罗诺杆菌分离株 ES1、ES2、

ES3、ES4、ES5、ES6、ES7、ES8、ES9 由实验室分离保存, 

所有菌株‒80 ℃保存于 10% (m:V)甘油肉汤中。缓冲蛋白胨

水((buffer peptone water, BPW)、脑心浸液培养基(北京陆桥

技术有限责任公司); 荧光 RAA 扩增试剂盒(江苏奇天基因

生物科技有限公司); 细菌基因组 DNA 抽提试剂盒(大连宝

生物工程有限公司); 克罗诺杆菌属显色培养基(上海中欣生

物工程有限公司); 改良月桂基硫酸盐胰蛋白胨肉汤-万古霉

素(modified lauryl sulfate tryptose broth-vancomycin medium, 

mLST-Vm)培养基(无锡市塞维生物技术有限公司); 1.5 mL

离心管(美国 axygen 公司)。 

F1620 恒温核酸扩增检测仪(江苏奇天基因生物科技

有限公司); 5810/5810R 高速冷冻离心机(德国 Eppendorf 公

司); ESCO 生物二级安全柜(新加坡艺思高科技有限公司)。 

1.2  方  法 

1.2.1  菌株复苏 

从甘油冻存管中取 100 μL 菌液接种到 5 mL 脑心浸液

培养肉汤中, 37 ℃ 150 r/min 振荡过夜。 

1.2.2  细菌 DNA 制备 

取 1mL 细菌培养物 1.5mL 离心管, 12000 r/min 离心

10min 收集菌液, 弃上清。按照细菌基因组 DNA 提取试剂

盒方法提取细菌 DNA。-20 ℃保存备用。 

1.2.3  引物设计 

从美国国家生物技术信息中心 (National Center of 

Biotechnology Information, NCBI) GenBank 数据库中获得

克罗诺杆菌 ompA 序列, 根据 RAA 引物、探针设计原则设

计荧光 RAA 引物和探针序列。引物、探针由上海生工生

物工程有限公司合成, 具体序列见表 1。 

1.2.4  引物的筛选 

将 2 条正向引物与 2 条反向引物互相组合, 与探针形

成 4 个组合, 对引物和探针的浓度进行 佳配比筛选, 通过

荧光信号值的大小以及反应时间筛选 佳引物、探针组合。 

1.2.5  反应温度的优化 

RAA 反应液包括正反向引物各 2.1 μL、探针 0.6 μL, 

2×反应缓冲液 25 μL, ddH2O 及 DNA 模板 17.7 μL, 后加

入 2.5 μL 乙酸镁, 充分混匀。将 RAA 反应液在不同温度

(30、35、39、42、45 ℃)中进行反应, 确定 佳扩增温度。 

1.2.6  引物探针浓度的优化 

在探针终浓度为120 nmol/L时, 将引物终浓度分别稀释

为 100、200、300、400 nmol/L; 引物终浓度为 400 nmol/L 时, 

对应的探针终浓度分别稀释为 100、200、300、400 nmol/L

进行扩增。比较 佳扩增效果时引物探针浓度。 

1.2.7  特异性检测 

包含性实验包括阪崎克罗诺杆菌 ATCC29544 以及 7

株其余的克罗诺杆菌标准菌株 : 苏黎世克罗诺杆菌

NCTC9529、莫金斯克罗诺杆菌 ATCC51329、丙二酸盐克

罗诺杆菌 DSM18702、苏黎世克罗诺 DSM18703、都柏林

克罗诺杆菌 DSM18705、都柏林克罗诺杆菌洛桑亚种

DSM18706、都柏林克罗诺杆菌奶粉亚种 DSM18707 和 9

株克罗诺杆菌实验分离株 ES1、ES2、ES3、ES4、ES5、

ES6、ES7、ES8、ES9。 

排他性实验包括产气肠杆菌 ATCC13048、铜绿假单

胞菌 ATCC27853、肺炎克雷伯氏 ATCC13883、溶血性链

球菌 ATCC21059、大肠埃希氏菌 ATCC29522 、单增李斯

特菌 ATCC7644、奇异变形杆菌 ATCC12453、金黄色葡萄

球菌 ATCC6538、鼠伤寒沙门氏 ATCC14028、阴沟肠杆菌

ATCC13047 、副溶血性弧菌 ATCC17802 、溶藻弧菌

ATCC33787、霍乱弧菌 FSCC232004、结肠炎耶尔森氏菌

ATCC23715、创伤弧菌 ATCC27562 等菌株。所有纯培养

物按方法 1.2.2 提取 DNA 模板后进行荧光 RAA 检测, 验

证方法特异性。 

 
 

表 1  克罗诺杆菌 RAA 扩增的引物探针 
Table 1  Primers and probes for RAA amplification of Cronobacter spp. 

引物/探针名称 引物/探针序列(5′→3′) 

OMP-F1 CGCGTTCGGTGGTTACCAGGTTAACCCGTACG 

OMP-R1 TACCATGCCGCCCAGACGGGTGTATACGTCCAG 

OMP-F2 TTACCAGGTTAACCCGTACGTTGGTTTCGAAATGGGC 

OMP-R2 TTACCGGGTAACCCAGTTTAGCGGTCAGCTGTACGC 

OMP-P1 GCTGGGCCGCATGCCGTATAAAGGCGACAC (FAM-dT)(THF)(BHQ-dT)AAACGGCGCTTTCAA-C3 Spacer 
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1.2.8  灵敏度检测 

挑 取 营 养 琼 脂 平 板 上 新 鲜 生 长 的 克 罗 诺 杆 菌

ATCC29544 单菌落接种于 LB (Luria-Bertani)肉汤中, 24 h

后依次吸取 1 mL 菌悬液于 9 mL LB 肉汤中, 制成 10 倍梯

度稀释液。分别取 100 μL 菌液涂布于平板上, (37±1) ℃培

养 24~48 h, 对不同梯度菌液进行计数。从每个稀释度管子

中取 1 mL 菌悬液提取 DNA, 进行荧光 RAA 反应。 

1.2.9  基质中检测限检测 

收集按照 GB 4789.40—2016 检测为无克罗诺杆菌污

染的样品: 婴幼儿米粉、婴幼儿奶粉。以比浊法确定 初

的菌液浓度为 108 CFU/mL, 进行 10-1~10-10 稀释。 

称取 25 g 样品于 225 mL BPW 肉汤中, 分别吸取混合

液于 10 个试管中, 每个试管 9 mL。将一系列不同浓度梯度

的菌悬液分别加入 10 个试管中, 制成不同初始污染浓度

(106~10-3 CFU/mL)的样品, (37±1) ℃预增菌培养 18 h, 再吸

取 1 mL 培养液至 10 mL 改良月桂基硫酸盐胰蛋白胨肉汤-

万古霉素(mLST-Vm)增菌液分别增菌 2 和 24 h。提取 DNA

模板, 用 RAA 法进行扩增, 观察结果。所有做荧光 RAA 检

测的样品同时利用 GB 4789.40—2016 方法进行检测。 

1.2.10  实际样品检测 

收集上海口岸跨境及市售的婴幼儿奶粉 20 份、婴幼

儿米粉 10 份、乳清蛋白 10 份及乳清粉 10 份样品, 进行荧

光 RAA 检测。所有样品同时利用 GB 4789.40—2016 方法

检测。 

2  结果与分析 

2.1  克罗诺杆菌属荧光 RAA 方法建立及优化 

2.1.1  扩增温度优化 

分别选择 30、35、39、42、45 ℃作为扩增温度, 测

试克罗诺杆菌属荧光 RAA 扩增效果差异。结果表明, RAA

反应温度在低于 30 ℃或高于 45 ℃时, 扩增效果明显下降, 

39 ℃时扩增荧光值 高, 故扩增克罗诺杆菌属的 佳扩

增温度为 39 ℃(图未显示)。 

2.1.2  RAA 不同引物探针浓度优化 

由图 1 可知, 探针终浓度 120 nmol/L 时, 引物浓度为

400 nmol/L 时扩增信号 好; 由图 2 可知, 在引物浓度为

400 nmol/L 时, 随着探针浓度的升高, 扩增信号也随之上

升。故选择 佳引物终浓度为 400 nmol/L、探针终浓度为

400 nmol/L。 

引物、探针浓度对扩增的影响明显, 故为了得到 佳

扩增效果, 尤其是对低浓度 DNA 模板进行扩增时, 需要优

化 佳反应条件。研究表明, 随着引物探针浓度的提高, 

扩增效果明显提升。很好地解决了低浓度 DNA 扩增灵敏

度差的难题。 
 

 
 

注: 引物浓度分别为 1: 100 nmol/L; 2: 200 nmol/L; 3: 300 nmol/L; 4: 400 nmol/L。 

图 1  克罗诺杆菌属荧光 RAA 不同引物浓度扩增效果 

Fig.1  Amplification effects of different primer concentrations of fluorescent RAA for Cronobacter spp. 
 

 
 

注: 探针浓度分别为 1: 100 nmol/L; 2: 200 nmol/L; 3: 300 nmol/L; 4: 400 nmol/L; 5: ddH2O。 

图 2  克罗诺杆菌引物浓度 400 nmol/L 时不同探针浓度荧光 RAA 扩增效果 

Fig.2  Amplification effects of fluorescent RAA with different probe concentrations at primer concentration of 400 nmol/L for Cronobacter spp. 
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2.1.3  不同引物探针组合筛选测试 

将 OMP-F1、OMP-R1、OMP-F2、OMP-R2 引物两两

组合, 探针为 OMP-P1, 测试 OMP-F1R1P1、OMP-F1R2P1、

OMP-F2R1P1、OMP-F2R2P1 引物对结合探针的扩增效果。

终结果表明: OMP-F1R1P 对不同稀释度的菌液荧光扩增

值 高。在 107 CFU/mL 稀释度时荧光值为 24000 mV,   

104 CFU/mL 稀 释 度 时 荧 光 值 为 2400 mV, 故 筛 选

OMP-F1R1P 引物探针组合作为后续实验的扩增引物。 

综上所述, 后确定克罗诺杆菌菌荧光 RAA 佳反

应条件为: 缓冲液 25 μL、上下游引物(10 μmol/L)各 2 μL、

探针(10 μmol/L) 2 μL、乙酸镁 2.5 μL、DNA 模板 2 μL、

纯化水 14.5 μL。反应管放入荧光恒温核酸扩增检测仪中

39 ℃反应 30 min。 

2.2  特异性测试 

图 3 为引物探针 OMP-F1R1P1 扩增的效果图。由图 3

可知, 只有克罗诺杆菌 ATCC29544 中的阪崎肠杆菌能扩

增出荧光信号, 其余非克罗诺杆菌的 15 株细菌及无菌水

均没有扩增出信号, 表明引物探针 OMP-F1R1P1 特异性较

好。利用该引物探针对所有克罗诺标准菌株: 阪崎克罗诺

杆菌 ATCC29544、苏黎世克罗诺杆菌 NCTC9529、莫金斯

克罗诺杆菌 ATCC51329、丙二酸盐克罗诺杆菌 DSM18702、

苏黎世克罗诺 DSM18703、都柏林克罗诺杆菌 DSM18705、

都柏林克罗诺杆菌洛桑亚种 DSM18706、都柏林克罗诺杆

菌奶粉亚种 DSM18707 及 9 株实验分离克罗诺杆菌进行扩

增, 也均能扩增出荧光信号(图省略), 表明该引物探针可

适用于克罗诺杆菌的检测。 

2.3  灵敏度测试 

RAA 反应条件选择优化后的温度, 即 39 ℃, 引物、

探针终浓度均为 400 nmol/L。图 4 表明, 克罗诺杆菌属以

引物探针 OMP-F1R1P1 进行荧光 RAA 扩增, 灵敏度可达

102 CFU/mL。 

 
 

 

 
注: 1: 克罗诺杆菌 ATCC29544; 2: 产气肠杆菌 ATCC13048; 3: 铜绿假单胞菌 ATCC27853;  4: 肺克克雷伯氏 ATCC13883; 5: 溶血性链

球菌 ATCC21059; 6: 大肠埃希氏菌 ATCC29522 ; 7: 单增李斯特菌 ATCC7644; 8: 奇异变形杆菌 ATCC12453; 9: 金黄色葡萄球菌

ATCC6538; 10: 鼠伤寒沙门氏 ATCC14028; 11: 阴沟肠杆菌 ATCC13047; 12: 副溶血性弧菌 ATCC17802; 13: 溶藻弧菌 ATCC33787; 14: 

霍乱弧菌 FSCC232004; 15: 结肠炎耶尔森氏菌 ATCC23715; 16: 创伤弧菌 ATCC27562; 17: ddH2O。 

图 3  克罗诺杆菌属特异性反应结果 

Fig.3  Specific reaction results of Cronobacter spp. 
 

 

 
 
 

注: 克罗诺杆菌属稀释度由 106 至 100 CFU/mL, ddH2O 作为阴性对照。 

图 4  克罗诺杆菌属以引物探针 OMP-F1R1P1 进行荧光 RAA 灵敏度测试 

Fig.4  Fluorescence RAA sensitivity test for Cronobacter spp by primer probe combination OMP-F1R1P1 
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2.4  基质检测限测试 

2.4.1  婴幼儿米粉中添加克罗诺杆菌属荧光 RAA 和传统

法检出限比较 

样品中人工污染不同浓度的克罗诺杆菌属 BPW 增菌

18 h 后, 再接种 mLST-Vm 二次增菌。BPW 增菌前荧光

RAA 扩增检测限为 105 CFU/mL(图未显示 ); 但经过

mLST-Vm 增菌只需 2 h 后, 荧光 RAA 对婴幼儿米粉中克

罗诺杆菌属的检出限可达到原始添加浓度 10-2 CFU/mL(图

5A), 传统划线培养法检出限则为 101 CFU/mL; mLST-Vm

增菌 24 h 后, 荧光 RAA 检测限 10-2 CFU/mL 的荧光扩增

值更高 (图 5B), 传统划线培养法检出限才达到 10-1 

CFU/mL。由此可见, 荧光 RAA 灵敏度明显高于传统划线

培养法。而且传统培养法还需要 24 h 后判断结果, 荧光

RAA反应时间则只需 10~30 min, 因而检测更为快速简便。 

2.4.2  婴幼儿奶粉中添加克罗诺杆菌属荧光 RAA 和传统

法检出限比较 

婴幼儿奶粉样品中人工污染不同浓度的克罗诺杆菌属, 

BPW 增菌前荧光 RAA 扩增检测限为 104 CFU/mL(结果未显

示); mLST-Vm 增菌只需 2 h, RAA 对婴幼儿奶粉中克罗诺杆

菌属的检出限即可达到原始添加浓度的 10-2 CFU/mL(图 6A), 

传统划线培养法检出限为 101 CFU/mL; mLST-Vm 增菌 24 h

后, 荧光RAA检测限10-2 CFU/mL的荧光扩增值更高(图6B), 

传统划线培养法检出限才达到 10-1 CFU/mL。荧光 RAA 检测

灵敏度及速度明显高于传统划线培养法。 

 

 
 

注: A: 增菌 2 h; B: 增菌 24 h; 克罗诺杆菌属稀释度由 106 至 10-2 CFU/mL, ddH2O 作为阴性对照。 

图 5  克罗诺杆菌属添加入婴幼儿米粉在 mLST-Vm 中不同增菌时间后荧光 RAA 扩增结果 

Fig.5  Fluorescence RAA amplification results of Cronobacter spp. added into infant rice flour in mLST-Vm after different enrichment time 

 

 
 

注: A: 增菌 2 h;  

图 6  克罗诺杆菌属添加入婴幼儿奶粉在 mLST-Vm 中不同增菌时间后荧光 RAA 扩增结果 

Fig.6  Fluorescence RAA amplification results of Cronobacter spp. added into infant milk powder flour in mLST-Vm  
after different enrichment time 
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注: B: 增菌 24 h; 克罗诺杆菌属稀释度由 106 至 10-2 CFU/mL, ddH2O 作为阴性对照。 

图 6(续)  克罗诺杆菌属添加入婴幼儿奶粉在 mLST-Vm 中不同增菌时间后荧光 RAA 扩增结果 

Fig.6  Fluorescence RAA amplification results of Cronobacter spp. added into infant milk powder flour in mLST-Vm  
after different enrichment time 

 
婴幼儿米粉及婴幼儿奶粉为婴幼儿重要的食品及辅食产

品, 食品基质对克罗诺杆菌属的检测有明显的干扰作用。由上

述研究结果表明, 加标食品在 BPW 增菌前, 荧光 RAA 对婴幼

儿米粉及婴幼儿奶粉的检测限分别为 105、104 CFU/mL。即使

经过BPW增菌18 h后, 荧光RAA扩增曲线杂乱(图未显示), 

因而需要根据国家标准方法进行二次增菌。mLST-Vm 增菌

只需 2 h, 2 中加标基质检测限即可达到原始添加浓度的  

10‒2 CFU/mL, 灵敏度及速度有明显优势。 

2.5  样品中克罗诺杆菌属的实际检测 

按照 GB 4789.40—2016 对上海口岸跨境及市售的婴

幼儿奶粉、婴幼儿米粉、乳清蛋白及乳清粉共 50 份进行前

处理增菌后, 提取基因组 DNA, 采用建立的荧光 RAA 方

法进行检测, 同时采用 GB 4789.40—2016 中推荐的传统划

线培养方法进行检测, 结果表明, 1 份婴幼儿奶粉、1 份婴

幼儿米粉及 2 份乳清蛋白荧光 RAA方法检测结果阳性, 与

GB 4789.40—2016 的方法检测结果一致。 

3  结论与讨论 

将本研究所建立的荧光 RAA 技术应用于婴幼儿奶粉

及乳制品中克罗诺杆菌属检测。在纯培养条件下, 荧光

RAA 检测克罗诺杆菌属的检测限为 102 CFU/mL, 时间只

需 20~30 min。比传统方法及实时荧光 PCR 方法更为快速

灵敏。 

RAA 作为一种新型的具有我国自主知识产权的等温

核酸扩增技术, 其重组酶来源广泛, 使等温扩增技术得以

丰富, 更充实了体外核酸扩增技术的发展[15]。RAA 技术是

RPA 技术的改进, RPA 只能从噬菌体 T4uvsX 获得重组酶, 

而 RAA 的重组酶可以从细菌或真菌中获得, 来源广泛, 成

本低[10]。对反应温度有很强的适应性, 检测 快在 3 min 内

产生阳性信号。荧光 RAA 通常 20~30 min 完成反应, 而荧

光 PCR 则通常需要 1 h 以上[13]。此外, 39 ℃恒温的要求提供

了荧光RAA优于荧光PCR的优点, 后者通常需要在严格条

件下改变循环温度。荧光 RAA 检测系统不需要复杂的实

验室设置或昂贵的设备, 可以用便携式设备进行[11]。值得

注意的是, 就引物设计和成本效益而言, RAA 比同样是等

温扩增的 LAMP 分析更简单、更便宜。 

引物和探针的设计对于开发敏感、特异的荧光 RAA

检测至关重要。由于荧光 RAA 引物探针设计时需要引物

长度 30~35 bp, 可以长于 35 bp, 不能短于 30 bp; 探针长度

为 46~52 bp 碱基, 高于 PCR 扩增需要的引物探针长度, 并

对 5’及 3’有设计要求, 因而特异性强。本研究应用建立的

荧光 RAA 法检测克罗诺杆菌属, 结果表明, 阪崎克罗诺杆

菌 ATCC29544 以及 7 株其余的克罗诺杆菌标准菌株和 9

株实验室分离的克罗诺杆菌均有扩增信号, 而 15 株非克

罗诺杆菌未有扩增, 显示了引物探针的高特异性。在以往

的克罗诺杆菌属的分子检测中, 分子靶点通常有 ompA 基

因、zpx 基因、gvrB 基因及 cgcA 基因等[18-19]。ompA 基因

为 克 罗 诺 杆 菌 属 保 守 的 基 因 , 本 研 究 通 过 对

OMP-F1R1P1、OMP-F1R2P1、OMP-F2R1P1、OMP-F2R2P1

及 OMP-F3R3P2、OMP-F4R4P3(结果未显示)的筛选, 终

确定了荧光扩增值及灵敏度 高的 OMP-F1R1P1 引物探

针组合, 可很好地应用于克罗诺杆菌属荧光 RAA 检测。此

外, 引物探针的浓度及扩增的温度也影响荧光 RAA 的

佳扩增效果。另外, 本研究发现, 低于 30 ℃时, 荧光 RAA

几乎没有信号。引物探针在反应体系中的终浓度也需要达

到 400 nmol/L, 才有更好的灵敏度。 

荧光 RAA 使用含有所有酶的冻干颗粒和一个封闭的

管道, 操作简便快速, 将操作造成的污染风险降至 低, 

还可以实时观察放大结果, 有效地避免了常规恒温放大检

测方法中放大后开盖检测造成的气溶胶污染问题。与传统

的 LAMP和 PCR方法相比, 具有相同或更好的灵敏度和更

短的检测时间。该方法的局限为 RAA 中不同靶点的多重

扩增目前比较困难, 因为 RAA 的每条引物都需要 30 bp 以

上的互补序列, 探针需要 50 bp 左右的互补序列, 一管中

的引物越多越长会导致非特异性扩增, 限制了 RAA 多重
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分析的发展。近年来, 有学者将等温重组酶扩增技术和侧

流试纸技术结合进行视觉检测, 大幅提高了便携性和成本

效益, 也有望成为诊断病原体的有力工具[20]。 
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