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摘(要!目的(探讨我国婴儿配方粉污染克罗诺杆菌的主要分子分型特征!分析不同地区间菌株亲缘相关性!为

我国克罗诺杆菌引起的疾病溯源提供技术支撑" 方法(采用脉冲场凝胶电泳#7TZN%和多位点序列分型#M1!_%

两种方法!对全国 ), 个省0自治区0直辖市婴儿配方粉来源的 2, 株克罗诺杆菌进行分型研究" 结果(2, 株克罗诺

杆菌 7TZN分型得到 ’4 个带型!未发现有明显的优势分型和聚集现象" M1!_共获得 )% 个已知序列型# !_型%和
& 个新 !_型!!_2$!_) 和 !_+2 为优势型别!分别占菌株总数的 &*A2c #)*02,%$)4A2c #,02,%$)*A&c #%02,%"

7TZN型和 M1!_型结果分析表明!具有相同 7TZN型的菌株也有相同的 M1!_型!而相同 M1!_型却不一定具有较

高的亲缘关系" 结论(我国婴儿配方粉来源的克罗诺杆菌图谱具有高多态性和离散性!据此预测我国婴儿配方粉

污染克罗诺杆菌导致婴儿患病以散发为主!出现多人患病的暴发事件几率较低"
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((克罗诺杆菌#-25’54)$*#2$属于肠杆菌科"是一
种兼性厌氧*有动力*无芽孢的革兰阴性条件致病

菌) 该菌广泛分布于包括婴儿配方粉*奶制品*鸡
蛋*水果等食品及土壤*水*尘土等自然环境中 ’)#&( "

以婴儿配方粉*婴儿谷物食品等最常见"新生儿克
罗诺杆菌感染的主要途径为食用因加工*储藏或者
冲调不当导致污染的婴儿配方粉"该菌对免疫力低
下的新生儿和早产儿可引起脑膜炎*败血症和坏死
性小肠结肠炎"死亡率高达 2*c m4*c ’’#2( ) 近年

来报道 ’%#+(显示"相较于婴儿感染者"免疫力缺陷的
成人#主要是老年人$被克罗诺杆菌感染的情况更
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为常见"与新生儿感染不同"成人克罗诺杆菌感染
主要症状为菌血症*骨髓炎*脾脓肿*肺炎*结膜炎*

伤口感染和尿路感染) 目前研究 ’L#4(发现"菌株序
列型#;:jR:>B:<C]:;" !_;$与克罗诺杆菌感染存在
一定关联"导致新生儿脑膜炎的克罗诺杆菌均为
!_2 型"而 !_L 型多与成人感染相关"!_4 型虽然与
临床病例相关"但并不一定导致新生儿感染)

脉 冲 场 凝 胶 电 泳 # ]R/;:S#KH:/S P:/:/:B<=.#
]3.=:;:;" 7TZN$是分子生物学分型的/金标准0"广
泛应用于病原菌基因组特征分析和不同来源菌株间
的遗传相关性研究) 克罗诺杆菌的多位点序列分型
#-R/<H/.BR;;:jR:>B:<C]H>P" M1!_$方法主要通过
)*(@*;78?*+%’:*+%*"*+/2"*&’;"和 ((8七个管家基因
的序列差异"通过与网络数据库比对获得菌株 !_型)

本研究对全国 ), 个省0自治区0直辖市婴儿配方粉来
源的 2, 株克罗诺杆菌进行7TZN和M1!_分型"探讨
我国目前婴儿配方粉污染克罗诺杆菌的主要分子分
型特征及流行株"分析不同地区间菌株亲缘相关性"
为我国克罗诺杆菌引起的疾病溯源提供技术支持)

)(材料与方法
)A)(材料
)A)A)(菌株来源

2, 株克罗诺杆菌分离自 &*)&!&*)2 年全国
), 个省0自治区0直辖市的婴儿配方粉样品"包括北
京*福建*甘肃*广东*贵州*河北*河南*湖北*湖南*

吉林*江西*内蒙古*宁夏*山东*山西*陕西*四川*

新疆和云南) 标准菌株为沙门菌#",4)&$"由本实
验室保藏)
)A)A&(主要仪器与试剂

758扩增仪 #5)*** $* 凝胶 成像系 统 #Z:/
b.B$*脉冲场凝胶电泳仪#5"NT#-O]]:=$均购自美
国 FH.#8OS"比浊仪#法国生物梅里埃$"超纯水仪"

生化培养箱"电子天平)
_=H;?O;:*_=H;#"5/*& gZ.A)BZ=::> MO;<:=MH[

均购自美国 7=.-:PO"细菌基因组 bDE提取试剂盒
#北京天根生化科技有限公司 $"脑心浸液琼脂
#F"E"北京陆桥技术有限公司$"蛋白酶 6#德国
M:=:‘$"限制性内切酶 94)#* :(##均购自美国
D:9N>P/O>S FH.1O?;" 十二烷基磺酸钠* !:O6:-
Z./S#!6Z$琼脂糖均购自美国 Fb)
)A&(方法
)A&A)(菌株活化

将于 eL* f冰箱中冻存的 2, 株克罗诺杆菌和
参考菌株#",4)&$划线接种于 F"E上"’L f培养
&2 3"挑取单克隆再次接种 F"E培养基"’L f培养

)4 3)
)A&A&(M1!_

用细菌基因组 bDE提取试剂盒提取菌株
bDE"L 对管家基因序列扩增引物来自 7R?M1!_网
站"引物序列如表 ) 所示) 758反应体系#%* !/$%
& g?RKK:=&% !/"上下游引物#)* !-./01$各 & !/"样
品 bDE& !/"SS"&Y), !/) 758反应条件%,+ f预
变性 ) -H>",+ f变性 ) -H>"%4 f退火 ) -H>"L& f
延伸 & -H>"共 ’* 个循环"L& f延伸 % -H>) 758产
物由上海英骏生物技术有限公司测序"测序结果提
交 7R?M1!_获得菌株 !_型)

表 )(克罗诺杆菌 M1!_引物序列
_O?/:)(M1!_]=H-:=;.K-25’54)$*#2

基因 序列#%k#’k$

)*(@
T%5ZE5E_ZEEEZZ5ZE5E_
8%__EEEZ55E5ZZE_ZZ_Z

;78?
T%ZEEE55Z_E_ZZ5Z_5EZ
8%EZEE55ZEEZ_Z5EZE5Z

+%’:
T%Z5E_5_E555ZE_Z_E5Z
8%__ZZ5E5Z5_ZEE5EZE5

+%*"
T%5E_5_5ZE55E_5Z5__5
8%5EZ5E5__55E55EZ5_5

+/2"
T%_Z5E55E5E_ZZ_E__5Z
8%5E55ZZ_5E5EEE5_5Z_

&’;"
T%ZEEZEEZ5ZZ_EE_ZEZ5
8%5ZE_E55E5E__55E_Z5

((8
T%Z_55EE5EE_ZZ5_5Z_5
8%5EZE5_5EZ55EZZ___Z

)A&A’(7TZN
用无菌棉签刮取新鲜菌落"于 ’ -/无菌细胞悬

浮液#)** --./01_=H;#"5/")** -/乙二胺四乙酸"
]"h4A* $中制成 2A* m2A% 麦氏浓度菌悬液&取
2** !/菌悬液至 )A% -/N7管中"’L f水浴 % -H>"
加入&* !/浓度为 &* -P0-/的蛋白酶 6&加入 2** !/
的 )c!6Z琼脂糖"混匀"制作胶块&将制作好的胶
块放入 %* -/离心管中"加入 % -/细胞裂解液
#%* --./01_=H;"%* >-./01乙二胺四乙酸")c十二
烷基肌氨钠"]"h4A*$和 &% !/浓度为 &* -P0-/的
蛋白酶 6"%% f恒温水浴 )L* =0-H> 振荡孵育 & 3"
弃去管内液体&无菌蒸馏水 %* f清洗 & 次"每次
)* -/&预热的 _N缓冲液 %* f清洗 ’ 次"每次
)* -/&清洗后的胶块置于 % -/_N内 2 f保存) 胶
块用 94)#*:(##两种酶切 ’L f水浴 & 3 后电泳)
电泳条件%电泳凝胶 )c!6Z琼脂糖*&A& 1*A% g
_FN电泳液"温度 )2 f"电场强度 + d0B-"电厂角
度 )&*u"脉冲时间 &A)+ m+’A4 ;"电泳条带 ’* m
L** ‘?"电泳时间)4 3) 电泳结束后"用 Z:/8:S 染
色 ’* -H>"清水脱洗 & 次&图像应用 FH.DR-:=HB;
dLA+ 数据库软件进行处理)
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&(结果
&A)(M1!_结果

本研究对 2, 株克罗诺杆菌进行 M1!_分型鉴
定"将 L 个管家基因测序所得结果拼接校正后上传
7R?M1!_网站"获得等位基因数值并得到相应的菌
株 !_型) 2, 株菌株共有 )% 个已知 !_型和 & 个新

!_型"!_2*!_) 和 !_+2 为常见型别"其中 !_2 型共
)* 株"占全部菌株的 &*A2c#)*02,$) !_) 型共 , 株"
占全部菌株的 )4A2c#,02,$) !_+2 型共 % 株"占全
部菌株的 )*A&c #%02,$) 通过将测序结果提交
7R?M1!_网站"& 个新发现的 !_型被网站收录后命
名为 !_+2% 和 !_+2+"其他 !_型比较分散"见图 ))

图 )(2, 株克罗诺杆菌 !_型分布情况
THPR=:)(bH;<=H?R<H.> .K2, -25’54)$*#2;<=OH>;.K!_

图 &(2, 株克罗诺杆菌 7TZN分型
THPR=:&(7TZN<C]H>P.K2, -25’54)$*#2;<=OH>;

&A&(7TZN结果
全部 2,株克罗诺杆菌进行 7TZN分型"将 94)#*

:(##两种酶切的结果用 FH.DR-:=HB;dLA+ 进行合
并分析) 7TZN图谱中相似度大于 4%A*c的菌株可

以判断为具有流行病学相关性 ’,( "通过分析"本研
究共有 ’4 种不同的分型"分别为 ) m’4 型"详见图
&) 其中 4 型#)&&4L*)&&44*)&&4+$分为 & 个亚型"
4E型包括 & 株菌 #)&&4L*)&&44 $"菌株相似度为
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)**A*c"亚型间相似度为 4LA*c& && 型 # )2*),*
)2*&** )’&&% $ 分为 & 个亚型"亚型间相似度为
4+A*c"其中 &&E型包括 & 株菌#)2*),*)2*&*$"菌
株相似度为 )**A*c&&L 型#)’)&%*)’)&2*)’))2$分
为 & 个亚型"亚型间相似度为 ,’A%c"其中 &LE型
包括 & 株菌 # )’)&%* )’)&2 $" 菌株间相似度为
)**A*c&’& 型#)&)%**)&)%)$分为 & 个亚型"亚型
间相似度为 4,A*c&’% 型#)&)4,*)&),*$也分为 &
个亚型"亚型间相似度为 ,)A*c) , 型 # )&)%4*
)&)+%$* )) 型 # )&)+)* )&&2+ $ 和 ), 型 # )’),+*
)&&’&$各有 & 株菌"菌株间相似度为 )**A*c&其余
各型仅包括 ) 株菌)

’(讨论
本研究利用 7TZN从 bDE水平对 2, 株克罗诺

杆菌菌株进行分子分型"通过比较 bDE指纹图谱的
相似性获得菌株亲缘关系"共发现 ’4 个带型"大多
数带型间的相似度低于 4*A*c"未呈现出较高的相
似度"也未发现有明显的优势分型与聚集现象"表
明 ), 个地区来源于婴儿配方粉的克罗诺杆菌图谱
具有高多态性和离散性"据此可以预测我国婴儿配
方粉污染克罗诺杆菌导致婴儿患病以散发为主"出
现多人患病的暴发事件几率较低)

本研究的 2, 株克罗诺杆菌中 !_2 型有 )* 株"
占全部菌株的 &*A2c"是婴儿配方粉分离株中的主
要型别"克罗诺杆菌 !_2 型与新生儿脑膜炎相关"有
报道 ’L( !_2 型相较 !_)* !_4* !_)&* !_&)* !_+2 和
!_&*) 型的菌株有更强的耐干燥能力"这可能与
!_2 型成为婴儿配方粉中被发现的主要型别密切相
关"表明污染 !_2 型菌株的婴儿配方食品对婴幼儿
有潜在的风险) 本研究 !_) 型有 , 株"占全部菌株
的 )4A2c"也是婴儿配方粉中分离的主要型别之
一" 这 与 !YDFY1 等 ’)*( 的 报 道 相 同" 同 时
"WMN18WZ"_等 ’))(报道过 !_) 型可能与新生儿脑
膜炎相关) !_)& 型 ’ 株"占全部菌株的 +A)c"该型
可感染新生儿并导致婴儿患坏死性小肠结肠炎)
在全部 )L 个型别中"!_&++ 型与 !_2 型仅 &’;"基因
存在差异"而其中一个新发现的 !_+2% 型与 !_) 型
仅 +/2"基因存在差异) M1!_分型的作用不仅仅局
限于鉴定和基因分型"同时也反映了新生儿感染的
潜在临床意义"并能精准追踪和溯源)

7TZN和 M1!_结果结合分析表明"具有相同的
7TZN型的菌株也有相同的 M1!_型"而相同 M1!_
型却不一定具有较高的亲缘关系"这与 M1!_是针
对 L 个高度保守的管家基因的多态性进行分析"而

7TZN是基于细菌基因组 bDE进行比较因此具有
更高的多态性和分辨率有关) 本研究利用 7TZN和
M1!_分型技术对我国 ), 个地区婴儿配方粉来源
的克罗诺杆菌进行研究和分析"初步显示了菌株的
基因多态性"基于目前的结果"尚需分析更多的菌
株才能得出我国目前婴儿配方粉污染克罗诺杆菌
的主要分子分型特征及流行株"预测克罗诺杆菌可
能带来的食品安全风险)
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