
! *"""" !
中国食品卫生杂志

=7Q8RER9TU%8,VT((TTW7XYQR8R $#!* 年第 $+ 卷第 ! 期

论著
广西市售婴儿食品中克罗诺菌分离株基因特征及进化分类鉴定

王红!黄彦!周艳!韦程媛!李秀桂!谭冬梅!诸葛石养!孙贵娟
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摘"要!目的"分析广西市售婴儿食品中的克罗诺菌分离株的种类#表型和基因特性" 方法"将保存的试验菌株

进行复苏!通过 ,]Q$#R生化条和 %+,-基因扩增检测进行初步鉴定!扩增 !*E C%8,基因后进行测序!将获得的全
!*E C%8,基因序列在 YB;BJ<;H 数据库上比对!构建进化树!确认是否为克罗诺菌" 将试验菌接种于显色平板观察

其表型和黄色素的产生情况!通过手工生化进行分型!确定其种属" 结果"0 株分离菌确定为克罗诺菌!有 & 种生

化型!属于 - 个克罗诺种" 检出 !&%(%./$01&2/3/4/3##* 株菌!!5+/*%(/0#$)2#!5+)’061(2##和 !57).*#(1(2#2各有 ! 株$

) 株菌符合 ,]Q$#R鉴定结果!0 株分离菌均可检测到 %+,-基因" 结论"广西市售婴儿食品中克罗诺菌的污染以
!52/3/4/3##为主!生化表型#种属及基因型具有多样性$鉴定时仅以单一的生化或其他表型作为判别依据存在很大

的局限!需辅以分子生物学手段加以鉴别"

关键词!克罗诺杆菌$ 鉴定$ !*E C%8,$ 表型$ 生化型$ 种属$ 食源性致病菌
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""克罗诺菌#!&%(%./$01&$是有动力)兼性厌氧的
革兰阴性条件致病菌&该菌在各种年龄段的人群中

均有引起感染的报道 -!.$. * 早产儿或低体重新生儿
尤要注意该菌的感染问题&因为感染该菌可能引起
新生儿脑膜炎)坏死性小肠结肠炎和败血症&并可
能留下神经系统后遗症"据文献报道&早产儿感染
克罗诺菌的死亡率达 $&‘_+#‘ -/.&. * 为了降低新
生儿感染的风险&世界卫生组织已对该菌执行三级
风险评估&要求在婴儿配方奶粉中不得检出该菌属*

早期的时候&克罗诺菌曾被认为是一种产黄色
素的阴沟肠杆菌* !0+# 年&(<IBC等 -*.将该菌从阴
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沟肠杆菌分离出来&归为肠杆菌属下的一个种&即
阪崎肠杆菌#8(01&%./$01&2/3/4/3##$&根据 !! 种生化
表现划分为 !& 个生化型* 近 & 年来&阪崎肠杆菌的
系统分类做了重新划分&将原来的阪崎肠杆菌定义
为一个新的属&即克罗诺菌属#!&%(%./$01&GLL3$&在
此菌属 下包括有 * 个 种& 分 别 为% !’2/3/4/3##)
!’+/*%(/0#$)2) !’0)&#$1(2#2) !’+)’061(2##) !’
7).*#(1(2#2和 !’91(%+%2,1$#12!&并确定了各种属所
对应的生化型 -).0. * $#!$ 年&有研究者通过 V̂EZ

构建进化树发现一个新的种 #!5$%(7#+1(0#$&同时
建议将 !591(%+%2,1$#12! 更名为 !5)(#:1&2/*#-!#.!!. &

至此&克罗诺菌属包括了 ) 个种 -!$. *
$#!# 年&本研究组对从市售的婴儿食品中 #包

括婴儿配方奶粉$收集到的 0 株可疑克罗诺菌通过
,]Q$#R和扩增 %+,-基因进行属的鉴定&基于 ;)2-

基因的测定进行种的鉴定 -!/. &同时辅以 !*E C%8,

基因测序&构建进化树&并进行手工生化试验&了解
来源于婴儿食品的克罗诺菌主要的表型)基因特
征)种属的分布和系统进化关系*

!"材料与方法
!’!"材料
!’!’!"菌株来源

试验菌株共 !! 株菌&标准株!’+)’061(2###,Z==
&!/$0$为中国疾病预防控制中心馈赠&其余 !# 株菌
均为超市所购买的婴儿米粉或婴儿配方奶粉分离
所得&包括 0 株可疑克罗诺菌和 ! 株非脱梭勒克菌
#<1$*1&$#/ /71$/&.%=’*/0/$*
!’!’$"主要试剂与仪器

用 ]=%方法检测试验菌 %+,-基因的的引物为
REE.(%&f.YY,ZZZ,,==YZY,,=ZZZZ==./f和 REE.
%%&f.=Y==,Y=Y,ZYZZ,Y,,Y,./f-!&. * W8,模板
提取按天根提取试剂盒的说明进行"]=%反应体系
#&# &A$%-’# &A模板 #- _!# ;K1&A$)!’# &A引物
REE.(#!# &I@A1V$)!’# &A引物 REE.%#!# &I@A1V$)
&’# &A!# g]=%缓冲液 #含 !& II@A1V K̂=A$ $)
!’# &AD8Z] >̂N溶液 #每种 !# II@A1V$)#’/ &A
W8,聚合酶#& U$和 /)’) &A去离子水* 反应条件
为%0- h预变性 $ I>;"0- h变性 !& G&*# h退火
!& G&)$ h延伸 /# G&循环 /# 次"最后 )$ i=延伸
& I>;* ]=%片段大小为 -*0 ML&产物用 !’&‘琼脂
糖进行电泳&电泳条件为 ! gZ,R电泳缓冲液&电压
-# j14I&电泳时间 $ 6&凝胶成像系统观察结果*
!’$"方法
!’$’!"表型和生化鉴定

所有试验用菌株经 J7Q复苏后接种于 W(Q)ZE,

和营养琼脂平板* W(Q平板在 /* h培养 $- 6 后观察
是否生成蓝绿色菌落"ZE,平板在 $& h培养 )$ 6 后
观察是否产生黄色色素-!-. * 从营养琼脂平板上挑取
菌落按 ,]Q$#R商品说明书进行生化鉴定* 补充生
化试验按照文献-*&0.进行&检测的生化反应有%乙酰
甲基甲醇试验&甲基红)硝酸盐还原)动力&吲哚)肌醇
产酸&卫矛醇产酸&丙二酸盐利用&葡萄糖产气&鸟氨
酸脱羧和甲基.!>?.葡糖苷产酸*
!’$’$"]=%鉴定

用 ]=%方法检测试验菌 %+,-基因的的引物为
REE.(% &f.YY,ZZZ,,==YZY,,=ZZZZ==./f和 REE.
%%&f.=Y==,Y=Y,ZYZZ,Y,,Y,./f-!&. * W8,模板
提取按天根提取试剂盒的说明进行"]=%反应体系
#&# &A$%-’# &A模板#- _!# ;K1&A$)!# &I@A1V上下游
引物各 !’# &A)&’# &A!# g]=%缓冲液#含 !& II@A1V
K̂=A$$)!’# &AD8Z] >̂N溶液 #每种 !# II@A1V$)
#’/ &AW8,聚合酶#& U$和 /)’) &A去离子水* 反应
条件为%0- h预变性 $ I>;"0- h变性 !& G&*# h退火
!& G&)$ h延伸 /# G条件下循环 /# 次"最后 )$ h延伸
& I>;* ]=%片段大小为 -*0 ML&产物用 !’&‘琼脂糖
进行电泳&电泳条件为 ! gZ,R电泳缓冲液&电压
-# j14I&电泳 $ 6&凝胶成像系统观察结果*
!’$’/"!*E C%8,基因的测序

核糖体 !*E C%8,基因用引物 ]# 和 ]* 进行扩
增 -!*. * ]#% &f.,Y,YZZZY,Z==ZYY=Z=,Y./f& ]*%
&f.YZ,=YY=Z,==ZZYZZ,=Y,./f* 反 应 条 件 为%
0& h预变性 / I>;& 0& h变性 /# G&&- h退火 /# G&
)$ h延伸 $ I>;&循环 /# 次"最后 )$ h延伸 & I>;*

扩增反应体系#&# &A$%!# &AdG@A:?>@;)-’# &A模板
#& _!# ;K1&A$)$’# &A]# 引物#!# &I@A1V$)$’# &A
]* 引物 #!# &I@A1V$)&’# &A!# g]=%M:55BC#含
!& II@A1V K̂=A$ $) !’# &AD8Z] >̂N溶液 #每种
!# II@A1V$)#’$& &A@/A聚合酶#& U$和 $&’)& &A

去离子水* ]=%产物用 !‘琼脂糖电泳#电泳条件
同 !’$’$$&在紫外光下切胶回收&送 Q;O>?C@KB; #上
海$贸易有限公司双向测序&拼接*
!’$’-"!*E C%8,基因序列的投递和进化树构建

所有克罗诺菌株序列均提交 YB;BJ<;H 数据
库* 通过应用美国国立生物技术信息中心网站
#6??L%11MA<G?3;4M>3;AI3;>63K@O1JA<G?34K>$的同源
分析功能&将所有菌株全 !*E C%8,基因序列在核
酸数据库进行比对&确定为克罗诺菌属* 0 株试验
菌株的进化树构建是通过把试验菌株的 !*E C%8,
基因序列与从 YB;BJ<;H 数据库下载的 ) 株标准菌
- !’2/3/4/3## # ,Z== $0&-- $) !’+/*%(/0#$)2
# =W=!#&+.)) $) !’0)&#$1(2#2 # 8=Z= 0&$0 $)
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!’)&#$1(2#2#[/#/$ $) !’+)’061(2### ,Z== &!/$0 $&
!’7).*#(1(2#2# V̂ Y $/+$& $ 和 !’7).*#(1(2#2# V̂ Y
$/+$/$.!*E C%8,基因序列运用 J>@;:IBC>4软件
*’# 版通过比邻连接法构建*

$"结果
经天根提取试剂盒提取后&获得 !! 株菌的基因

组 W8,&]=%扩增 %+,-基因后&凝胶成像系统观察
结果&0 株可疑克罗诺菌分离株和标准株 #,Z==
&/!$0$为阳性&b9=!# 为阴性* 以抽提的 W8,为
模板扩增 !*E C%8,基因&结果均出现特异性条带*
扩增产物经胶回收后进行测序&获得的序列投递于
YB;BJ<;H 数 据 库& YB;BJ<;H 注 册 号% b9=#!
# k=+!+!/+ $& b9=#$ # k=+!+!/0 $& b9=#/
# k=+!+!-# $& b9=#- # k=+!+!-! $& b9=#&
# k=+!+!-$ $& b9=#* # k=+!+!-/ $& b9=#)
# k=+!+!-- $& b9=#+ # k=+!+!-& $ 和 b9=#0
#k=+!+!-*$* 将 0 株可疑克罗诺菌的 !*E C%8,基
因序列与标准株比对&确定为克罗诺菌*

0 株确定的克罗诺菌和两株对照菌分别接种 W(Q
和 ZE,琼脂平板* 培养后&W(Q琼脂平板上&除菌株
b9=#* 菌落呈不典型浅蓝色外&其余 !# 株菌#包括非
克罗诺菌 b9=!#$均呈现典型的蓝绿色菌落* 在 ZE,
琼脂平板上&同样也是菌株 b9=#* 不符合典型的菌
落特征呈现奶白色外&其余 !# 株试验菌均产生黄色

色素* 在用 ,]Q$#R生化鉴定条对 0 株可疑菌鉴定
时&有 ) 株菌获得理想鉴定结果&但 b9=#*)b9=#) 这
$ 株菌鉴定率仅为 &!’/#‘&结果见表 !*

表 !"分离株鉴定结果
Z<MAB!"QG@A<?>@; G?C<>;G>DB;?>5>4<?>@; CBG:A?G

菌株编号
W(Q菌
落显色

ZE,平
板结果

,]Q$#R鉴定条
852/3/4/3##
鉴定率1‘

%+,-
]=%
鉴定

!*E CW8,
鉴定

b9=#! 蓝绿 l 00’0# l 克罗诺菌

b9=#$ 蓝绿 l 0+’-# l 克罗诺菌

b9=#/ 蓝绿 l 00’0# l 克罗诺菌

b9=#- 蓝绿 l 0+’-# l 克罗诺菌

b9=#& 蓝绿 l 0+’&# l 克罗诺菌
b9=#* 浅蓝 m &!’/# l 克罗诺菌
b9=#) 蓝绿 l &!’/# l 克罗诺菌
b9=#+ 蓝绿 l 00’0# l 克罗诺菌
b9=#0 蓝绿 l 0+’-# l 克罗诺菌
b9=!# 蓝绿 l 非脱梭勒克菌 m 非脱梭勒克菌

注%在 ZE,平板鉴定结果中& l表示产黄色色素& m表示不产黄色色
素"%+,-]=%鉴定结果中& l表示 ]=%阳性& m表示 ]=%阴性

""0 株克罗诺菌分属于生化型 !&$&&&!# 和 !&<*
生化型 $ 为主要型别&包括 - 株菌"生化型 ! 包括
$ 株菌"其他 / 个生化型分别包括 ! 株菌* 由克罗
诺菌系统分类学上种属所对应的生化型进行划
分 -+. &0 株克罗诺菌分属于 - 个种#!52/3/4/3##&!5
+/*%(/0#$)2&!5+)’061(2##和 !57).*#(1(2#2$ * 婴儿
食品中分离到的克罗诺菌大多数为 !52/3/4/3##&占
**’)‘#* 10$ &其他 / 个种各包括! 株&见表 $)/*

表 $"生化分型
Z<MAB$"E?C<>;G?@?6BM>@KC@:LG@C>K>;<AAFDB5>;BD

菌株编号 生化型 j] %̂ 8QZ T%8 T̂Z Q8T WUV Q8W ,̂VT Y,E ,̂ Y
,Z==&!/$0 !& l m l l l l l l l l m
b9=#! !&<! l m l l m l l l l l m
b9=#$ ! l m l l l l m m m l l
b9=#/ !# l m l l l m m l m l l
b9=#- ! l m l l l l m m m l l
b9=#& $ l m l l l m m m m l l
b9=#* $ l m l l l m m m m l l
b9=#) $ l m l l l m m m m l l
b9=#+ & l m l l l l m m l l l
b9=#0 $ l m l l l m m m m l l

注%!为新发现生化亚型"j]为 j@KBG.]C@GH<:BC" %̂为甲基红"8QZ为硝酸盐还原"T%8为鸟氨酸利用" T̂Z为 /) h下的运动"Q8T为肌醇产
酸"WUV为卫矛醇产酸"Q8W为吲哚生成" ,̂VT为丙二酸盐利用"Y,E 为葡萄糖产气",̂ Y为甲基.!>?.葡糖苷产酸

表 /"分离株生化型与种属关系
Z<MAB/"J>@KC@:LG<;D GLB4>BG4A<GG>5>4<?>@; @5>G@A<?BG
种属 生化型 菌株

!52/3/4/3## !)$
b9=#$)b9=#-)b9=#&&
b9=#*)b9=#))b9=#0

!5+/*%(/0#$)2 & b9=#+
!57).*#(1(2#2 !# b9=#/
!5+)’061(2## !&<! b9=#!

注%!为新发现生化亚型

""0 株分离株和 ) 株标准菌株分成 - 个大的分
支&标准株 !52/3/4/3##)!5+/*%(/0#$) 和 b9=#$&

b9=#-&b9=#&&b9=#*&b9=#)&b9=#0&b9=#+ 聚在
! 个大的分支里"标准株 !5+)’061(2##和 b9=#! 构成
另一分支"!57).*#(1(2#2和分离株 b9=#/ 聚为 ! 支"

两株 !50)&#$1(2#2标准株单独构成 ! 大分支&见图 !*

/"讨论
克罗诺菌曾被认为是产黄色色素的阴沟肠杆

菌&因此&产黄色色素一直作为判定克罗诺菌的最
重要指标&国内一度认为不产色素就不能认定为克
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"""

注%0 株试验菌株与标准菌株基于 !*E C%8,基因序列进化树"运用J>@;:IBC>4软件 *’# 版比邻连接法"!表示YB;BJ<;H 数据库下载标准株序列

图 !"!*E C%8,基因序列进化树
(>K:CB!"]6FA@KB;B?>4?CBBM<GBD @; !*E C%8,KB;B

罗诺菌* 本试验中菌株 b9=#* 在 ZE,平板上不产黄
色色素而呈乳白色菌落&该菌株用 ,]Q$#R方法鉴定
为阪崎的鉴定率仅为 &!’/#‘&但经 %+,-基因扩增
确定&补充生化反应&!*E C%8,基因序列比对及 ;)2-

位点检测均表明该菌为克罗诺菌* 而 b9=!# 在 W(Q

平板呈克罗诺菌的典型蓝绿色菌落&而且在 ZE,平
板也产黄色色素&但最终确定为非脱梭勒克菌* 因
此&在分离鉴定克罗诺菌时&产黄色色素的指标不能
作为判定菌株是否为克罗诺菌的前提标准&否则会出
现漏检的情况* QOBGB; 等-!-.的研究也说明这点&他们
观察了 $!# 株克罗诺菌株产黄色色素的情况&结果就
有 !) 株#+‘$克罗诺菌不产黄色色素*

本研究组采用 ,]Q$#R生化鉴定条来鉴定克罗
诺菌&结果 b9=#* 和 b9=#) 鉴定为阪崎肠杆菌的鉴
定率仅 &!’/#‘&导致这两株菌被判定为非克罗诺菌&

也就是说 ,]Q$#R生化鉴定条鉴定克罗诺菌的符合
率仅 ))’+‘&这数据和 QOBGB; 等-!-.研究相似&结果显
示&只有 )#‘的克罗诺菌能够被 ,]Q$#R准确鉴定&

同时还发现 ,]Q$#R鉴定出现了假阳性&有些非克罗
诺菌的肠杆菌科菌株被鉴定为阪崎肠杆菌* 9<C<D<?

等-!/.用,]Q$#R作为初筛的方法分离到了 -- 株可疑
克罗诺菌&在最终的鉴定中&!/ 株不是克罗诺菌&假
阳性率高达 $0’&‘* 鉴于这种情况&,]Q$#R生化鉴
定条最好只作为初筛克罗诺菌的依据-!&.!). * 除用
,]Q$#R鉴定外&本研究还用 ]=%方法检测了所有试
验菌的 %+,-基因&该基因被报道存在于克罗诺菌中&

编码外膜蛋白 ,&被认为是保守的基因&而在其他肠
道菌中检测不出来-!&. * 本研究结果显示&所有菌株
%+,-基因检测均为阳性&符合率为 !##‘* 9<C<D<?

等-!/.在比较了不同文献报道的 + 对检测克罗诺菌的

引物后发现&检测 %+,-基因的引物是可靠的方法之
一* 但是 ]=%方法并不能保证 !##‘符合率&也有假
阴性出现*

在分类学研究方面& QOBCGB; 等 -!-. 根据 !*E
C%8,基因序列)核糖体分型)扩增片段长度多态性
#5.,(V]$和 W8,.W8,杂交试验对阪崎肠杆菌重新
进行系统学分类&建议从肠杆菌属分出来&单独成
为一个新的属&把原来的 !& 个生化型扩展为 !* 个
型&并根据丙二酸盐还原或动力等生化表现的差
别&进一步分出了 !- 个亚型* 研究还将克罗诺菌属
的& 个种与生化型建立对应关系&!52/3/4/3##包括
的生化型有%!)$.-)))+)!! 和 !/&!5+/*%(/0#$)2包
括的生化型有%&)0 和 !-&!’0)&#$1(2#2包括的生化型
为 !*&!5+)’061(2##包括的生化型为 !&&!57).*#(1(2#2

包括的生化型有%*)!# 和 !$ -).0. * 本研究中&超市
零售婴儿食品样品中分离到的克罗诺菌主要生化
型为 ! 型和 $ 型&主要是 !5B/3/4/3##&与国外分离情
况相似* 而就这 0 株克罗诺菌&就包含 - 个种&可以
推测污染婴儿食品的克罗诺菌存在多样性&提示要
加强婴儿食品中克罗诺菌检测力度* !*E C%8,基
因序列的分析曾经在克罗诺菌新属的认定和命名
发挥了巨大的作用&但是&最近的研究发现&用 !*E
C%8,基因序列进行种属鉴定和分类有局限性&其
无法区分 !52/3/4/3##和 !5+/*%(/0#$)2&在鉴定过程
中容易与其他杆菌科发生误判 -!+. * 本文也存在这
问题&b9=#+ 和其他的 !52/3/4/3##在进化树有更近
的距离&但经生化分类&b9=#+ 为 !5+/*%(/0#$)2*

最近的多位点序列分型 # V̂EZ$研究提示&可以通
过基于 ;)2-管家基因的进化树很好的将 !52/3/4/3##

和 !5+/*%(/0#$)2区分 -!#. &但是该方法的运行也有
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局限性&就是必须进行 ;)2-基因的扩增和测序&然
后与数据库的等位基因比对构建进化树&整个过程
较为繁琐&可操作性有限* 因此&作为一个较新的
菌属&克罗诺菌的鉴定和分类仍处于一个发展的阶
段&一个相对简单便于操作的方法仍需进一步的
研究*

在生化分型中&值得注意的是菌株 b9=#!&该菌
的生化型与之前所报道的 !* 种生化型及 !- 种生化
亚型均不能完全匹配&其生化型与生化型 !& 最为相
近&然而以前的文献所报告的生化型 !& 的动力为阳
性&但 b9=#! 却为阴性* 本研究组将 b9=#! 的 !*E
C%8,基因序列与 YB;BJ<;H 数据库公布的 * 个克罗
诺菌种的标准菌株构建进化树发现#数据未列出$&
其与 !5+)’061(2###,Z==&!/$0$遗传距离最近&聚为
一簇&说明 b9=#! 为 !5+)’061(2##&而 !5+)’061(2##对
应的生化型正好为生化型 !&&很可能 b9=#! 在食品
加工过程或是储存过程中发生了动力缺失&这是一个
以前鲜见报道的新的生化型&为了与原来的生化型
!& 区分&本研究组命名为生化亚型 !&<*

综上所述&超市里销售的婴儿食品#包括婴儿配
方奶粉$存在克罗诺菌的污染情况&婴儿食品安全值
得关注* 在这些婴儿食品样品中分离到的克罗诺菌
无论是平板显色或是表型特征&还是各种生化指标)
基因特征等&均表现为多样性* 作为较新的一个种
属&对该菌的认识并不全面&鉴定时不能仅靠表型或
生化&还要结合分子生物学技术作为补充*
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