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摘 要： 利用国标方法对食品（蔬菜，熟食和豆制品）进行了克罗诺杆菌的污染情况调查及其分离菌株的鉴定；利用
fusA基因对分离的克罗诺杆菌进行了遗传多样性分析，将克罗诺杆菌属的分离株鉴定到种的水平。主要取得了以下结
论和认识：①39份食品（蔬菜 23份，熟食 14份和豆制品 2份）中有 14份样品检出了克罗诺杆菌，检出率为 35.9 %。蔬菜
类检出 8份（34.8 %），熟食制品检出 4份（28.6 %），2份豆制品都检出（100.0 %）；②对 14株克罗诺杆菌分离株进行基于
fusA 基因的系统进行分析，结果显示这些分离株包括 C. Sakazakii 和 C. malonaticus 2 个种，其中 C. sakazakii 有 9 株，
C. malonaticus有 5株。
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Ａｂｓｔｒａｃｔ： The method of national standard was used to detect the occurrence of Cronobacter spp. From food
（milk， vegetables， cooked and soy） and further identified the isolation strain. FusA gene was used to analyze
the genetic diversity of separated Cronobacter spp.， which can identify species. This paper mainly has made the
following conclusions and cognition： ①There are 39 other foods （23 vegetables， 14 cooked food and 2 of soy
product） test too， 14 of which detected Cronobacter spp.， in a rate of 35.9 %. Vegetables were detected in 8
（34.8 %）， food products were detected in 4 （28.6 %）， 2 copies of soy products are detected （100.0 %）. ②
Based on fusA gene， the genetic diversity was analyzed for 14 Cronobacter spp.， the result indicated that there
are 9 C. sakazakii， and 5 C. malonaticus among these isolates.
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食品安全问题是关系到国民健康的重大民生问
题。 克罗诺杆菌（Cronobacter spp.）是近年来倍受关注
的重要食源性致病菌，能引起新生婴幼儿脑膜炎、菌血
症和小肠结肠炎等严重疾病，致死率高达 30 %～80 %。
流行病调查表明克罗诺杆菌感染与婴幼儿配方奶粉
密切相关，但目前克罗诺杆菌在自然界的污染源仍然

不清楚。 鉴于这种情况，本论文通过研究在广州肉菜
市场采集不同类型的食品（蔬菜、熟食和豆制品）利用
国标方法进行克罗诺杆菌随机抽样检测。 克罗诺杆菌
属的 ７个种的毒性之间有差异， 并不是所有的种都与
感染相关，只有阪崎克罗诺杆菌、丙二酸盐克罗诺杆
菌和苏黎世克罗诺杆菌与新生儿感染相关[1]。 因此，将
这个新属的细菌鉴定到种的水平具有重要意义。 本论
文用最近国际上新建立的基于 fusA 的序列分析技术
将分离菌株鉴定到种的水平，可以了解食品中该属种
的分布情况，从而确定其毒性，掌握该菌的污染规律，
可为控制该菌爆发提供基础数据，对提升食品安全水
平具有重要意义。
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1 材料与方法
1.1 检测样本

39份样品分别来源于 2013年 6月～8月从广州越
秀区的集贸市场采集蔬菜类、 熟食制品类和豆制品。
具体样品包括蔬菜类 23份（2份小白菜，2 份通菜，大
黄瓜、大葱、椰菜、香菜、油麦菜、葱、辣椒圈、韭菜、芥
菜、包菜、番薯叶、小塘菜、生菜、潺菜、大青菜、大头菜、
番茄、茄子、竹笋各 1 份）；熟食制品 14 份（某品牌鸭
腿、某品牌烤鸡腿、某品牌黑鸭鸭翅、某品牌鸭脖、香
辣鸡扒、某品牌鸡腿、某品牌原味肠、某品牌鸡翅、鸡肉
粉、炒青菜、熟鱼、热牛腩、红烧豆腐、豆角炒叉烧）和豆
制品 2份（豆皮和嫩豆腐）。
1.2 设备

SHP-250型生化培养箱：上海一恒科技有限公司；
DXY-33A 电泳仪： 北京六一仪器厂；ImageQuant 350
system UVP凝胶成像仪： 美国 GE Healthcare 公司；T-
Professional thermocycler PCR仪：德国 Biometra公司。
1.3 试剂及培养基

改良月桂基硫酸盐胰蛋白胨肉汤-万古霉素：广
东环凯微生物科技有限公司；阪崎显色培养基：法国
科玛嘉公司；阪崎肠杆菌生化试剂鉴定盒：广东环凯
微生物科技有限公司；GoldViewTM Nucleic Acid Stain：
北京赛百盛基因技术有限公司；细菌基因组 DNA快速
提取试剂盒、2×PCR DSMix： 广州东盛生物工程有限
公司。
1.4 方法

主要根据 GB 4789.40-2010《食品安全国家标准
食品微生物学检验 阪崎肠杆菌检验》 第一法进行检
验，分离后进行 fusA 扩增引物和测序引物合成，进一
步进行克罗诺杆菌基因组 DNA 的提取、PCR 扩增、产
物测序、最后进行序列分析比对，构建系统进化树，将
分离菌株鉴定到种。

2 结果
2.1 不同样品类型检测结果

本研究共采集 39份样品（蔬菜类 23份，熟食制品
14 份和豆制品 2 份），其中有 14 份样品检出了克罗诺
杆菌，检出率为 35.9 %。 蔬菜类检出 8 份（34.8 %），熟
食制品检出 4份（28.6 %），2份豆制品都检出（100.0 %）
结果见图 1。 共分离到 14株克罗诺杆菌（H1-H14）。
2.2 克罗诺杆菌分离株的种水平鉴定中 PCR 基因扩
增结果

提取到的 14 株克罗诺杆菌分离株 DNA 进行

PCR 扩增，将扩增产物进行凝胶电泳，结果可以看出
所有分离株都扩增出目标基因预期片段大小 1 300 bp
左右结果见图 2，可以进行测序。

2.3 构建进化树
将本实验中分离出来的 14 株克罗诺杆菌的 fusA

基因和相关菌株的 fusA 基因序列进行比对，这些 fusA
基因序列可以从 GenBank 软件上下载得到， 再用
ClustalX软件进行比对 ，从而构建系统发育树，见图3。
从进化树可以比对出，这些分离株包括 C. Sakazakii 和
C. malonaticus 2个种，其中 C. sakazakii 有 9 株，C. mal－
onaticus有 5株。

3 讨论
本文调查了 39份样品，克罗诺杆菌在这些食品的

污染率较高，高达 35.9 %，连熟食中的污染率都高达
28.6 %。克罗诺杆菌在煮熟的情况下会被杀灭，这些熟
食在蒸煮或油炸过程中克罗诺杆菌已被杀灭，而实际
检测结果却证明这些熟食含有克罗诺杆菌。 熟食制品
的克罗诺杆菌污染应该来源于做熟后的操作，也叫二
次污染， 比如在熟食蒸煮或油炸后放置熟食的器皿，
后期加工时用的砧板、刀具、擦拭工具的抹布或是操
作人员的手等都可能造成污染。

分离株的种水平鉴定结果显示食品中克罗诺杆
菌分离株的优势菌种为阪崎克罗诺杆菌，这与国际上
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图 1 不同样品类型检测结果

Fig.1 Samples of different types of test results

图 2 14株克罗诺杆菌分离株的 fusA基因扩增结果

Fig.2 The fusA gene amplification results that 14 grams of

Cronobacter spp. isolates
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图 3 基于 fusA基因构建的克罗诺杆菌系统发育树

Fig.3 The Cronobacter spp. phylogenetic trees based on fusA gene

其他的有关克罗诺杆菌本身的鉴定结果和分型的研
究一致[2-3]。 出现此类情况一方面原因可能是由于环境
中阪崎克罗诺杆菌的分布范围广，从而容易成为奶粉
或其他食品的污染源。
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