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调查研究
婴幼儿食品和配方奶粉中克罗诺杆菌污染调查及分子分型研究

李毅"章乐怡"洪程基"谢爱蓉"吴跃进"上官智慧
!温州市疾病预防控制中心"浙江 温州$!&’"""#

摘$要!目的$了解温州市市售婴幼儿食品和配方奶粉中克罗诺杆菌污染情况及分子分型特征"分析不同菌株间

亲缘相关性# 方法$参照 SK)%+-.)",&"#"$食品安全国家标准 食品微生物学检验 阪崎肠杆菌检验%方法在食

品中分离鉴定克罗诺杆菌# 采用脉冲场凝胶电泳&dDS7’和多位点序列分型&RZFM’方法对克罗诺杆菌进行分型

研究# 结果$&"#!,&"#% 年共采集 %!% 份婴幼儿食品和配方奶粉"克罗诺杆菌总检出率为 ,.#^&)’/%!%’# 其中

婴幼儿谷类辅助食品检出率最高&&!.)^"!%/#’+’# )’ 株克罗诺杆菌属于阪崎克罗诺杆菌&RI4+8+T+8’’’!丙二酸盐

克罗诺杆菌&RI=+2")+/’034’和莫金斯克罗诺杆菌&RI=3%/:()4’’’# 其中阪崎克罗诺杆菌最多& %!.!^"!!/)’’"其次

为丙二酸盐克罗诺杆菌&&).)^"##/)’’# RZFM共分为 &’ 个 FM型" 其中 FM,)!FM#!FM)"!FM) 和 FM% 为优势型别#

)’ 株克罗诺杆菌 dDS7分型得到 !+ 个带型"未发现有明显的优势分型和聚集现象# dDS7型和 RZFM型结果分析

表明"绝大数具有相同 dDS7型的菌株也有相同的 RZFM型"而相同 RZFM型却不一定具有较高的亲缘关系#

结论$温州市市售婴幼儿食品和配方奶粉中克罗诺杆菌的污染状况较轻"其中婴幼儿谷类辅助食品检出率最高#

食品来源的克罗诺杆菌图谱具有高多态性和离散性#

关键词!克罗诺杆菌( 婴幼儿食品( 生化分种( 分子分型( 食源性致病菌
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$$克罗诺杆菌 #R5")"1+0/(5$原来称为阪崎肠杆
菌&是生活于人和动物肠道内的兼性厌氧革兰阴性

杆菌&隶属于肠杆菌科+ 克罗诺杆菌感染的高危人
群是 # 岁以下的婴幼儿&特别是早产儿!出生体重偏
低!免疫力低下的婴幼儿和身体状况较差的新生
儿&感染主要引起菌血症!脑膜炎!坏死性小肠结肠
炎等&致死率高达 )"^j+"^. #/ + 该属包括 % 个种&

分别为阪崎克罗诺杆菌 #R5")"1+0/(54+8+T+8’’$!丙
二酸盐克罗诺杆菌 #R5")"1+0/(5=+2")+/’034$!苏黎



婴幼儿食品和配方奶粉中克罗诺杆菌污染调查及分子分型研究"""李毅&等 "!,#$$ "

世克罗诺杆菌 #R5")"1+0/(5/35’0()4’4$!莫金斯克罗
诺杆菌#R5")"1+0/(5=3%/:()4’’$!康帝蒙提克罗诺杆
菌 #R5")"1+0/(50")#’=()/’$!尤尼沃斯克罗诺杆菌
#R5")"1+0/(53)’6(54+2’4$ 和 都 柏 林 克 罗 诺 杆 菌
#R5")"1+0/(5#312’)()4’4$ . &*)/ + 由于克罗诺杆菌引起
的感染具有发病急!致死率高!难以治愈等特点&而
且该菌的传播途径和致病机制尚不完全清楚&因
此&关于克罗诺杆菌预防与监控的研究已引起了国
内外越来越多的重视&已成为食品致病微生物研究
领域的一个热点+ 本研究主要调查了婴幼儿配方
奶粉!成人配方奶粉!特殊医学用途婴儿配方食品
以及婴幼儿谷类辅助食品中克罗诺杆菌的污染情
况&并采用国家标准对克罗诺杆菌进行分离鉴定及
分子分型特征分析&将有助于进一步阐明该菌在食
品中的分布情况!流行特征&为该菌的监控!暴发流
行的检测及污染源追溯提供科学依据+

#$材料与方法
#.#$材料
#.#.#$样品来源和标准菌株

&"#!"&"#% 年在温州市选择 # 个中心城区!!

个具有代表性的县#市$的城区作为采样点&以每个
采样点的超市!零售店!农贸市场作为采样场所&并
同时在淘宝等大型网店进行网购&用随机采样的方
法进行样品采集&共计 %!% 份婴幼儿配方奶粉 #包
括婴儿配方奶粉!较大婴儿配方奶粉!幼儿配方奶
粉!儿童配方奶粉$!成人配方奶粉!特殊医学用途
婴儿配方食品以及婴幼儿谷类辅助食品&每份约
’"" L+ 克罗诺杆菌标准菌株阪崎克罗诺杆菌 #RI
4+8+T+8’’&5U55&#’," $ 和莫金斯克罗诺杆菌 #RI
=3%/:()4’’&(M55’#!&-$由中国工业微生物菌种保
藏管理中心提供&标准菌株沙门菌#6-+#&$由浙江
省疾病预防控制中心提供+
#.#.&$主要仪器与试剂

qUM7i& 5@JP>2?全自动微生物分析系统#法国
生物梅里埃$&微量高速离心机&R><?BC2G2ABC% BP
LC>E=B;?F 梯 度 d5H 仪 #德 国 艾 本 德 $& 567D
R(dd7H脉冲场凝胶电泳系统!R@AB2:A>CUJ>LBC%
SBA[@2MR cHzFG<?BJO=?4 UJ>LBZ>QMR F@3?O>CB凝胶
成像系统均购自伯乐生命医学产品#上海$有限公司+

缓冲蛋白胨水#Kd]$!改良月桂基硫酸盐胰蛋
白胨肉汤*万古霉素#JZFM*qJ$!阪崎肠杆菌显色培
养基均购自青岛海博生物技术有限公司&S8U鉴定卡
#法国生物梅里埃$& C+Dd5HR><?BCR=V#&m&QA:B
EGB$!琼脂糖!蛋白酶 i#&" JL/JA$均购自上海生工
生物工程有限公司&d5H引物委托上海生工生物工程

有限公司合成&FB>IBJS@AE (L>C@<B#瑞士 Z@;a>$&
S1+#内切酶.宝生物工程#大连$有限公司/+
#.&$方法
#.&.#$克罗诺杆菌的分离鉴定

参考 SK)%+-.)""&"#" ,食品安全国家标准
食品微生物学检验 阪崎肠杆菌检验- . ’/无菌称取样
品 #"" L加入 -"" JAKd]三角瓶中振摇均匀&!, k

培养 #+ 4 后&移取 # JA&转种于 #" JA的 JZFM*qJ

肉汤中&)) k培养 &) 4 之后划线于阪崎肠杆菌显色
平板&对克罗诺杆菌进行分离鉴定&用系统生化鉴
定接种 S8U试剂条进行确认+
#.&.&$[8(核酸模板的提取

取 #" 个克罗诺杆菌纯培养物菌落于 # JA双蒸
水中制成菌悬液& #"" k金属浴 &" J=;& #& """
C/J=;离心 ’ J=;#离心半径是 + 2J$&取上清液作为
d5H反应的核酸模板+
#.&.!$克罗诺杆菌 RZFM基因扩增!测序和数据特
征分析

克罗诺杆菌 RZFM方法参考文献.,/& 选择网
站数据库 # 4??P%//P:QJA<?1@CL/2C@;@Q>2?BC/$推荐的
克罗诺杆菌 % 个管家基因 +/;>!.347! &2)-! &2/@!
&%5@!’).@和 ;;4&扩增产物测序后&与克罗诺杆菌
RZFM标准数据进行比对获得该菌株的序列型别
#<BW:B;2B?GPB& FM$&并与数据库中的菌株分离资
料进行比较& 运用 K=@8:JBC=2<N%.’ 生物信息学软
件对所得克罗诺杆菌 FM型别进行聚类分析+
#.&.)$克罗诺杆菌 dDS7分析

按照美国疾病预防控制中心的克罗诺杆菌
dDS7标准操作程序 . %/操作&选取单个菌落划线接
种于营养琼脂平板&!, k培养 &) 4&从培养皿上刮
取适量细菌&均匀悬浊于细胞悬浊液中&用比浊仪
测其浓度至 )."j).’ 麦氏单位+ 取适量菌细胞悬
液与等体积的 #^ F[F FB>IBJS@AE (L>C@<B混匀&

混合物加入模具孔中&待胶块透明后可浸入 M7缓
冲液中&) k保存+ 酶切% 切取胶块&加入适量单位
的 S1+ #内切酶&!, k酶切 & 4 后&将试验胶块及
标准菌株沙门菌#6-+#&$胶块加到梳子齿上&将梳
子放入胶槽&缓慢倒入融化的 #^ FB>IBJ S@AE
(L>C@<B&凝固后开始电泳+ 电泳条件为% ".’mMK7
电泳缓冲液!冷却温度 #) k&设置电泳参数% 脉冲
时间为 &.#,j,!.+ <&电泳时间为 #+.’ 4+ 电泳完
毕&染色&纯水脱色+ 用凝胶成像仪成像&运用
K=@8:JBC=2<N%.’ 生物信息学软件对分离株的指纹
图谱进行聚类分析+
#.!$统计学分析

统计分析采用 FdFF &!." 软件+ 率的比较采用
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卡方检验&以 Bg"."’ 为差异有统计学意义+

&$结果
&.#$不同种类食品中克罗诺杆菌污染情况

&"#!"&"#% 年在温州市共采集 %!% 份婴幼儿
食品和配方奶粉&克罗诺杆菌总检出率为 ,.#^
#)’/%!%$+ 四种类别食品中均存在不同程度的克
罗诺杆菌污染&其中婴幼儿谷类辅助食品检出率最
高#&!.)^&!%/#’+$& 其次是成人配方奶粉+ 四种
类别食品间克罗诺杆菌检出率差异有统计学意义
#!& b#",.%-,&Bg"."’$&见表 #+

表 #$不同食品中克罗诺杆菌检出情况

M>QAB#$[B?B2?=@; @3R5")"1+0/(5=; E=33BCB;?3@@E<
样品类别 样品份数 阳性份数 检出率 /̂

婴幼儿谷类辅助食品 #’+ !% &!.)

婴儿配方奶粉 -# " "."

较大婴儿配方奶粉 +’ " "."

幼儿配方奶粉 %& # #.)

儿童配方奶粉 #,’ ! #.+

成人配方奶粉 %# ! ).&

特殊医学用途婴儿配方食品 -’ # #.#

合计 %!% )’ ,.#

&.&$)’ 株克罗诺杆菌种水平鉴定结果
根据克罗诺杆菌 RZFM% 个管家基因序列分析

鉴定结果&)’ 株克罗诺杆菌分属于 ! 个种#阪崎克
罗诺杆菌!丙二酸盐克罗诺杆菌!莫金斯克罗诺杆
菌$+ 其中阪崎克罗诺杆菌分离出最多 # %!.!^&
!!/)’$&婴幼儿谷类辅助食品中分离出 &, 株’其次
为丙二酸盐克罗诺杆菌#&).)^&##/)’$&婴幼儿谷
类辅助食品中分离出 - 株’最后为莫金斯克罗诺杆
菌#&.&^&#/)’$+
&.!$克罗诺杆菌 RZFM分型和聚类分析结果

本研究对 )’ 株克罗诺杆菌和 & 株标准菌株进
行 RZFM分型鉴定& 将 % 个管家基因测序所得结果
拼接校正后上传 d:Q RZFM网站& 获得等位基因数
值并得到相应的菌株 FM型+ )% 株菌株共分为&’ 个
FM型& 其中阪崎克罗诺杆菌 #, 个 FM型!丙二酸盐
克罗诺杆菌 % 个 FM型和莫金斯克罗诺杆菌 & 个 FM
型&而来自婴幼儿谷类辅助食品菌株有 && 个 FM型+
阪崎克罗诺杆菌中 FM,)!FM#!FM)"!FM) 为常见型
别& 其中 FM,) 型共 % 株&占全部菌株的 #’.,^
#%/)’$& , 株分离自婴幼儿谷类辅助食品和 # 株分
离自特殊医学用途婴儿配方食品’FM# 型共 , 株&
占全部菌株的 #!.!^#,/)’$&) 株分离自婴幼儿谷
类辅助食品!# 株分离自成人配方奶粉&另外 # 株分
离自婴幼儿配方奶粉’FM)" 型共 ) 株&占全部菌株
的 +.-^#)/)’$&均来自婴幼儿谷类辅助食品’FM)
型共 & 株&占全部菌株的 ).)^# &/)’$+ 丙二酸盐

克罗诺杆菌中 FM#&-!FM&"#!FM))" 和 FM% 为常见
型别& 其中 FM#&-!FM&"# 和 FM))" 型各有& 株&各占
全部菌株的 ).)^#&/)’$&其中除了 # 株 FM#&- 来
自婴幼儿配方奶粉以外&其余 ’ 株均分离自婴幼儿
谷类辅助食品’FM% 型共 # 株&占全部菌株的 &.&^
##/)’$+ 还有 & 株来自成人配方奶粉菌株的 FM型
为 FM%! 和 FM,,)+ 其他菌株 FM型都比较分散+ 标
准菌株阪崎克罗诺杆菌#5U55&#’,"$为 FM+ 型&莫
金斯克罗诺杆菌#(M55’#!&-$为 FM+# 型+ 同时根
据图 # 和图 & 可见阪崎克罗诺杆菌和丙二酸盐克罗
诺杆菌与 FM型之间有相对集中的趋势&说明它们
之间在分种方面存在一定的相关性+
&.)$克罗诺杆菌 dDS7分析结果

对从婴幼儿食品和配方奶粉中分离的 )’ 株克
罗诺杆菌和 & 株标准菌株经 S1+ #酶切的 dDS7分
型&用 K=@8:JBC=2<N%.’ 软件对各菌株间进行聚类
分析&将 dDS7图谱中相似度小于 +’."^的菌株作
为分成不同型别的标准+ )% 株克罗诺杆菌可分成
)" 种 dDS7型&婴幼儿食品和配方奶粉中分离的
)’ 株克罗诺杆菌分成 !+ 种 dDS7型&其中分离自
婴幼儿谷类辅助食品的 !% 株克罗诺杆菌分成 !) 种
dDS7型&相似性 #""^属于同一 dDS7型别+ 而阪
崎克罗诺杆菌分成 &- 种 dDS7型!丙二酸盐克罗诺
杆菌分成 - 种 dDS7型!莫金斯克罗诺杆菌分成
& 种dDS7型+ % 株 FM,) 型菌株分成 ) 种 dDS7型&
其中 ) 株为同一型别&, 株 FM# 型菌株分成 , 种
dDS7型&) 株 FM)" 型菌株分成 ! 种 dDS7型&其中
& 株为同一型别& & 株 FM%!! & 株 FM#&- 和 & 株
FM))" 分别为同一型别&其余各分离株和标准菌株
的酶切图谱各不相同+ 相似度 #""^菌株均来自不
同生产厂家食品+ 具体见图 &+

!$讨论
本次调查的结果显示&婴幼儿谷类辅助食品中

克罗诺杆菌的检出率远远高于其他类别的食品&明
显高于周少君等 . +/报道的结果&与李红梅等 . -/ &李
秀娟等 . #"/报道结果非常接近&说明婴幼儿谷类辅助
食品检出率普遍较高&而不同年龄段的奶粉检出率
与其他相关文献的报道结果 . +&##/基本一致&造成以
上结果可能的原因是国家标准规定 " j, 月龄婴儿
和特殊医学用途婴儿配方食品中不得检出克罗诺
杆菌&因此婴儿配方奶粉的生产加工过程和质量控
制工作按照标准要求严格执行&而目前国标中尚无
较大婴儿!幼儿和儿童配方奶粉及婴幼儿谷类辅助
食品中克罗诺杆菌的限量标准&忽略了其污染克罗
诺杆菌所带来的风险&一般这些配方食品会添加
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注%一个圈代表一个 FM型&圈的大小代表菌株数量的多少&圈旁的数字代表 FM型

图 #$克罗诺杆菌 RZFM聚类分析结果
D=L:CB#$HB<:A?@3RZFM2A:<?BC>;>AG<=<@3R5")"1+0/(5<PP1

更多配料&但生产过程却与婴儿配方食品一致&没
有相应增加灭菌步骤&使这些配方食品受到克罗诺
杆菌污染的几率增大&同时&家长给 " j, 月龄婴儿
喂食较大婴儿配方奶粉甚至婴幼儿谷类辅助食品
的现象并不少见&可见有必要对这些配方食品进行
克罗诺杆菌的监测并制定限量值&本研究的结果将
为食品安全部门尽快制定除婴儿配方奶粉外其他
婴幼儿食品中克罗诺杆菌微生物限量标准提供数
据支持’同时国外对原料成分的研究 . +/表明&淀粉
成分比其他配方成分有更高的克罗诺杆菌污染率&

淀粉原料为主的谷类辅助食品受克罗诺杆菌的污
染几率更大&因此&对于婴幼儿食品特别是谷类辅
助食品中的克罗诺杆菌的污染&应该从婴幼儿食品
的源头!加工过程以及包装材料等环节控制该菌的
污染+ 首先应该加强婴幼儿食品原料的污染防控&

其次在加工过程中对各个环节进行严格消毒&同时
通过加工过程中的巴氏杀菌!超高温杀菌或其他高
温工艺彻底的杀灭该菌+ 要防止克罗诺杆菌的污
染&在生产过程中还应当建立并严格执行行之有效
的危害分析和关键控制点质量管理系统+ 还有要
对包装材料进行有效的消毒&生产及包装的整个车
间的环境要定期进行消毒+

随着近年来克罗诺杆菌越来越多不同种菌株
的基因组数据被公布&利用基因组信息找到克罗诺
杆菌不同种特有的基因序列&特别是 RZFM技术可

以对克罗诺杆菌进行分种&已经成为克罗诺杆菌分
种研究发展的主要方向+ 本次调查分离的 )’ 株克
罗诺杆菌分属于 ! 个种&鉴定结果显示婴幼儿食品
和配方奶粉中克罗诺杆菌分离株的优势菌种为阪
崎克罗诺杆菌和丙二酸盐克罗诺杆菌&这与国际上
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 . #&*#!/ &而克罗诺杆菌属 % 个种的毒性之间
有差异&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 . #)/ + 由
于本调查主要集中于婴幼儿食品的分析造成检测
对象范围过窄&因此&准备在今后的调查中努力扩
大该菌的检测范围&对克罗诺杆菌的分布情况进行
更科学的判断+

本研究对分离的 )’ 株克罗诺杆菌和 & 株标准
菌株进行 RZFM分型鉴定&共分为 &’ 个 FM型&其中
来自婴幼儿谷类辅助食品菌株分为 && 个 FM型+ 而
阪崎克罗诺杆菌 FM,)!FM#!FM)"!FM) 为常见型别&

是食品中分离株的主要型别之一&这与甘辛等 . #’/和
D7U等 . #,/的报道相同&克罗诺杆菌 FM# 型!FM) 型与
新生儿脑膜炎相关 . #’*#%/ &特别是婴儿配方奶粉中检
出这两个型别&表明污染 FM# 型!FM) 型菌株的婴儿
配方奶粉对婴幼儿有潜在的风险&同时检出 FM+ 型
虽然与临床病例相关&但并不一定导致新生儿感
染 . #’*#,/ + 而丙二酸盐克罗诺杆菌 FM% 型多与成人
感染相关 . #’*#%/ &因此&RZFM分型的作用可以进行有
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图 &$克罗诺杆菌 dDS7聚类分析及其分型特征
D=L:CB&$dDS72A:<?BC>;>AG<=<>;E ?GP=;L24>C>2?BC=<?=2<@3R5")"1+0/(5<PP1

效鉴别和分子分型&特别是有些 FM型别与克罗诺
杆菌的分离特征和致病性有稳定的相关性&因此更
能精准追踪溯源+ 通过本研究发现了具有高致病
性特点的克罗诺杆菌&提示在以后的食品特别是婴
幼儿食品监测中应加强该菌的检测&同时也应加强
临床工作中该菌的检测&真正做到切实保障消费者
的健康安全+

本研究对 )’ 株克罗诺杆菌和 & 株标准菌株进
行 dDS7分子分型&共分成 )" 个带型&其中分离自
婴幼儿谷类辅助食品的 !% 株克罗诺杆菌分成 !) 种
dDS7型&而阪崎克罗诺杆菌分成 !" 种 dDS7型!丙
二酸盐克罗诺杆菌分成 + 种 dDS7型和莫金斯克罗
诺杆菌分成 & 种 dDS7型&但大多数带型间的相似
度都低于 +"."^&未发现有明显的优势分型与聚集
成簇现象&表明不同地区来源克罗诺杆菌图谱具有
高多态性和离散性&据此可以预测温州市婴幼儿食
品和配方奶粉污染克罗诺杆菌导致婴幼儿患病以

散发为主&发生暴发食源性疾病事件的概率比较
低+ 而根据图 & 结果分析表明&具有相同的 dDS7
型的菌株大部分也有相同的 RZFM型&而相同 RZFM
型却不一定具有较高的亲缘关系&这主要是因为
RZFM分析针对 % 个保守管家基因的核苷酸序列&
而 dDS7是基于全基因组 [8(进行比较&因此具有
比其他分型方法更强的分辨力和流行病学调查能
力+ 但 dDS7在细菌分型和应用中依然存在着局限
性&如 dDS7分型方法操作复杂&耗时长&而 RZFM
虽然操作简单但其聚类结果不能很好地反映细菌
间的遗传进化关系&因此 dDS7和 RZFM分型技术
的结合使用是进行克罗诺杆菌感染溯源分析的有
效手段+ 本研究结合 dDS7和 RZFM分型技术对温
州市婴幼儿食品和配方奶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
于目前的研究结果&尚需分析更多的菌株特别是结
合患者中分离的菌株才能得出温州市目前克罗诺
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杆菌的主要分子分型及流行株&预测克罗诺杆菌可
能带来的食品安全风险&为全面有效地控制克罗诺
杆菌对婴幼儿食品的污染奠定基础+
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关于弯曲乳杆菌等 &)种)三新食品*的公告
!&"#- 年第 & 号#

$$根据$食品安全法%规定"审评机构组织专家对弯曲乳杆菌等 ! 种新食品原料!硫酸镁等 #’ 种食品相关
产品新品种!Z*"*谷氨酰*Z*缬氨酰*甘氨酸等 , 种食品添加剂新品种安全性评估材料进行审查并通过#

特此公告#

附件)#1弯曲乳杆菌等 ! 种新食品原料
&1硫酸镁等 #’ 种食品相关产品新品种
!1Z*"*谷氨酰*Z*缬氨酰*甘氨酸等 , 种食品添加剂新品种
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