
微生物学通报 Sep. 20, 2019, 46(9): 2282−2291 
Microbiology China DOI: 10.13344/j.microbiol.china.190044 
tongbao@im.ac.cn  
http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn  
 

                           

Foundation items: Key Science and Technology Special Project of Guangdong Province (2015B020230006); Guangzhou 
Science and Technology Planning Project (201604016068); National Key Research and Development 
Program of China (2018YFC1604201) 

*Corresponding author: Tel: 86-20-87688132; E-mail: wuqp203@163.com 
Received: 15-01-2019; Accepted: 01-03-2019; Published online: 23-04-2019 
基金项目：广东省重大科技专项项目(2015B020230006)；广州市科技计划项目(201604016068)；国家重点研发计划

(2018YFC1604201) 
*通信作者：Tel：020-87688132；E-mail：wuqp203@163.com 
收稿日期：2019-01-15；接受日期：2019-03-01；网络首发日期：2019-04-23 

研究报告 

食品中克罗诺杆菌属双重 PCR 检测试剂盒的评价 
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摘  要：【背景】在食品安全领域，克罗诺杆菌属于需要重点监测的致病菌，当前随着分子检测相关

技术的不断发展，研制有关食品中克罗诺杆菌简便、高效的检测产品至关重要。【目的】研制克罗诺

杆菌检测的双重 PCR 检测试剂盒并评价其用于食品中克罗诺杆菌检测的实效性。【方法】优化双重

PCR 反应体系，反应试剂采用冻干工艺，确立了试剂盒组成，并评价其特异性、灵敏度、重复性、

保质期等性能指标。【结果】克罗诺杆菌标准菌株和分离菌株均在目标位置出现两条明显条带，非克

罗诺杆菌标准菌株和分离菌株均检测为阴性，纯基因组 DNA 检测灵敏度为 2.3×10−1 ng/μL，纯培养

菌检验限为 3.2×104 CFU/mL；对 65 份食品样品进行克罗诺杆菌检测，该试剂盒检测结果与标准方

法检测结果一致性较高；批内、批间检测重复率均为 100%，可在 42 °C 环境放置 120 h 且其检测效

力不受影响，4 °C 保质期可长达 12 个月。【结论】该试剂盒性能好，检测结果稳定、可靠，适用于

食品中克罗诺杆菌的快速检测。 

关键词：克罗诺杆菌，双重 PCR 检测试剂盒，性能评价 

Evaluation of duplex PCR detection kit for detection of Cronobacter 
in food samples 
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Abstract: [Background] Cronobacter spp. are major foodborne pathogens that need to be intensively 
monitored for food safety. At present, with continuous development of the molecular detection technology, 
it is very important to develop simple and efficient detection methods for Cronobacter detection in food. 
[Objective] Develop duplex PCR detection kit for detecting Cronobacter and evaluate its detecting 
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efficacy in food samples. [Methods] Duplex PCR reaction system was optimized and the components of 
the kit were confirmed. The main reaction reagents were made into powder pattern by freeze drying. Then 
the specificity, sensitivity, repeatability, shelf life and other performance indexes of the kit were evaluated. 
[Results] All Cronobacter standard strains and isolated strains were detected positive with two distinct 
bands in the target size, while all non-Cronobacter standard strains and isolated strains were detected 
negative without target band observed. The detection sensitivity of Cronobacter purified genomic DNA 
and pure cultures was respectively 2.3×10−1 ng/μL and 3.2×104 CFU/mL. Cronobacter in 65 food samples 
was detected. The detection result obtained by the kit was highly consistent with that obtained by 
conventional microbial detection method. The intra-batch and inter-batch testing repetition rates were all 
100%. The kit had no efficacy loss after 120 h storage at 42 °C and 12 months at 4 °C. [Conclusion] The 
kit is stable, reliable, and applicable for rapid detection of Cronobacter in food.  

Keywords: Cronobacter, Duplex PCR detection kit, Performance evaluation 

克罗诺杆菌(Cronobacter)是常见的食源性致

病菌，属于肠杆菌科(Enterobacter)，曾先后被命名

为黄色阴沟肠杆菌(Yellow-pigmented E. cloacae)[1]和

阪崎肠杆菌(E. sakazakii)[2]，目前将该类菌统称为

克罗诺杆菌属 [3]，主要包括阪崎克罗诺杆菌 (C. 
sakazakii)、苏黎世克罗诺杆菌(C. turicensis)、丙二

酸盐阳性克罗诺杆菌(C. malonaticus)、都柏林克罗

诺 杆 菌 (C. dublinensis) 、 莫 金 斯 克 罗 诺 杆 菌 (C. 
muytjensii)、康帝蒙提克罗诺杆菌(C. condimenti)
和尤尼沃斯克罗诺杆菌(C. universalis) 7 种[4-5]，其

中尤以 C. sakazakii 常见。大量研究数据以及机构

组织均证实克罗诺杆菌作为一种条件致病菌，在

人、动物肠道以及水、土壤等自然环境中均有分

布[6]，可致使不同年龄段的人群发病，尤其是婴幼

儿，严重时可引发脑膜炎、菌血症、坏死性小肠结

肠炎以及神经系统损伤等病症，表现出极高的致死

率[7-8]，而近年来国内外有关克罗诺杆菌感染的事

件时有发生，且在各种奶制品中克罗诺杆菌污染的

风险也很高[9]，加之对克罗诺杆菌的具体分布及致

病机制尚不十分了解，因此对食品中克罗诺杆菌的

监测至关重要。 
当前已有多种有关克罗诺杆菌的检测方法，如

GB 4789.40-2016 法[10]、酶联免疫法[11]、实时荧光

定量 PCR 法[12]等，但这些方法多表现为检测周期

长、操作复杂、仪器昂贵、检测成本高等局限性，

因而在实际检测中迫切需要简便、快速、准确以及

成本较低的方法。PCR 技术发展至今已十分成熟，

并且普通的 PCR 扩增仪应用也十分普遍，直接为

不同致病微生物的检测提供基础。本研究中基于

PCR 技术，通过筛选获取克罗诺杆菌的特异性靶

基因 16S rDNA[13]和 ompA[14]的高度保守区序列，

开发了食品中克罗诺杆菌属双重 PCR 检测试剂

盒，并根据相关行业标准和技术文件测试本试剂盒

的效用，包括其检测体系优化、特异性、灵敏度、

重复性以及保质期等指标。 

1  材料与方法 

1.1  菌株 
选用标准菌株：C. sakazakii ATCC29544、C. 

sakazakii ATCC51329、C. sakazakii A108、小肠结

肠炎耶尔森氏菌(Yersinia enterocolitica) CMCC(B) 
52204、铜绿假单胞菌 (Pseudomonas aeruginosa) 
ATCC9027、痢疾志贺氏菌 (Shigella dysenteriae) 
CMCC(B)51105、伤寒沙门氏菌(Salmonella typhi) 
CMCC(B)50071 、 弗 氏 柠 檬 酸 杆 菌 (Citrobacter 
freundii) ATCC43864 、 枯 草 芽 孢 杆 菌 (Bacillus 
subtilis) ATCC6633 、 大 肠 埃 希 氏 菌 O157:H7 
(Escherichia coli O157:H7) NTCT12900、大肠埃希

氏 菌 (E. coli) ATCC25922 、 表 皮 葡 萄 球 菌

(Staphylococcus epidermidis) CMCC(B)26069、蜡样

芽孢杆菌(Bacillus cereus) CMCC(B)63303、金黄色

葡萄球菌(Staphylococcus aureus) CMCC(B)26003、

肠炎沙门氏菌(S. enteritidis) CMCC(B)50335、单核

细 胞 增 生 李 斯 特 菌 (Listeria monocytogene) 
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ATCC19115 、 乙 型 溶 血 性 链 球 菌 (Beta-hemolytic 
streptococcus) ATCC21059、霍乱弧菌(Vibrio cholerae) 
Vbo、枯草芽孢杆菌(B. subtilis) ATCC63501、军团菌

(Legionella pneumophilia) ATCC33152、空肠弯曲杆

菌(Campylobacter jejuni) ATCC33291、产气肠杆菌

(Enterobacter aerogenes) ATCC13048、肺炎链球菌

(Streptococcus pneumoniae) CMCC(B)31001、奇异

变形杆菌(Proteus mirabilis) CMCC(B)49005、大肠

埃 希 氏 菌 (E. coli) CMCC(B)44102 、 粪 肠 球 菌

(Enterococcus faecali) ATCC29212 、 溶 藻 弧 菌

(Vibrio alginolyticus) ATCC33787、乙型副伤寒沙门

氏菌(S. paratyphi) CMCC(B)50094、副溶血性弧菌

(Vibrio parahaemolyticus) ATCC17802、创伤弧菌

(Vibrio vulnificus) ATCC27562、福氏志贺氏菌(S. 
flexneri) CMCC(B)51572 、 白 色 念 珠 菌 (Candida 
albicans) ATCC10231；选用分离菌株：克罗诺杆菌

117 株、B. cereus 26 株、E. coli 30 株、S. aureus 21 株、

L. monocytogene 28 株 、 类 志 贺 邻 单 胞 菌

(Plesimonas shigelloides) 11 株、土生乌拉尔氏菌

(Raoultella terrigena) 15 株、小肠结肠炎耶尔森氏

菌(Yersinia enterocolitica) 13 株、S. typhi 21 株、B. 
subtilis 12 株、C. jejuni 17 株、V. parahaemolyticus 
22 株以及 E. faecali 19 株。以上菌株均由广东环凯

微生物科技有限公司提供。 

1.2  主要试剂与仪器 
克罗诺杆菌属双重 PCR 检测试剂盒共 6 批次

(20161109 、 20161208 、 20170111 、 20170207 、

20170308、20170410)、缓冲蛋白胨水(BPW)、改良

月桂基硫酸盐胰蛋白胨肉汤-万古霉素(mLST-Vm)、
阪 崎 肠 杆 菌 显 色 培 养 基 、 胰 蛋 白 胨 大 豆 琼 脂

(TSA)、胰蛋白胨大豆肉汤(TSB)、MID 生化鉴定

试剂盒、氧化酶试剂，广东环凯微生物科技有限公

司；MgCl2，广州化学试剂厂；引物合成，生工生

物工程(上海)股份有限公司；Taq DNA Polymerase、

10×PCR buffer、dNTPs 以及细菌基因组 DNA 提取

试剂盒，广州东盛生物科技有限公司；供试食品样

品来自于广州地区 10 个不同市场，包括婴幼儿奶

粉、婴幼儿米粉、成人奶粉、巴氏奶、脱脂牛奶、

酸奶共 6 类 60 份代表性食品，另有人工污染样品

5 份。 
高速振荡样品处理器、恒温培养箱、水浴恒温

箱，广东环凯微生物科技有限公司；PCR 仪，ABI
公司；台式高速离心机，Sigma 公司；稳压稳流电

泳仪，北京市六一仪器厂；螺旋接种仪，Interscience
公司；NanoDrop 2000 超微量分光光度计，Thermo 
Fisher Scientific 公司。 

1.3  方法 
1.3.1  双重 PCR 检测体系建立 

从 NCBI (National Center for Biotechnology 
Information)数据库中搜索获取克罗诺杆菌属特异

性靶基因 16S rDNA[13]和 ompA[14]序列文件，并经

多重序列比对，选择其高度保守区序列并设计相应

的 PCR 引物，具体序列见表 1。利用单因素控制

法，并根据相关报道以及前期预实验设计不同因素

( 包 括 MgCl2 浓 度 、 dNTPs 浓 度 、 Taq DNA 
Polymerase 浓度、两对引物浓度配比、退火温度以

及反应循环数)的梯度(如退火温度设置为 42、43、

44、45、46、47、48、49、50、51 °C)，以 ATCC29544 
DNA 为模板，逐个条件进行反应测试，最终获取

最佳反应体系和条件。 
 

表 1  所需引物及其序列 
Table 1  Sequences of the primers for PCR 

Primers name Sequences (5′→3′) Primer length (bp) Amplified fragment length (bp) 
ompA-F CGTTGGTGTTTCCTACCGT 19 142 
ompA-R TCAGGGTCGCTTTGTTGA 18 
16S rDNA-F GAACCTTACCTGGTCTTGACA 21 285 
16S rDNA-R TCGCTTCTCTTTGTATGCG 19 
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1.3.2  试剂盒制备 
(1) 干粉试剂制备：在无菌环境下混合需要冻

干处理的相关组分混合液(包括 DNA 聚合酶、

dNTPs、引物和冻干保护剂)，分装于容器中，置

于液氮中进行快速冷冻，并按照常规冷冻干燥程序

进行干燥得到；(2) 阳性对照干粉制备：向精提取

的阪崎克罗诺杆菌基因组 DNA 溶液中加入相应的

冻干保护剂，分装于容器中，并经以上冻干程序制

备得到；(3) 阴性对照干粉制备：向精提取的非阪

崎克罗诺杆菌基因组 DNA 溶液中加入相应的冻干

保护剂，分装于容器中，并经以上冻干程序制备得

到；(4) 复溶液制备：由相应浓度的(NH4)2SO4、

MgSO4、Tris-HCl、KCl 以 Triton X-100 混合得到，

分装于容器中；(5) 裂解液制备：由相应含量的

Tris-HCl (pH 8.5)、EDTA 以及 SDS 混合得到，分

装于容器中；(6) 6×Loading buffer 制备：由相应含

量的 EDTA、甘油、二甲苯腈蓝 FF 以及溴酚蓝混

合得到，分装于容器中。将上述 6 种容器组装成试

剂盒，规格为 24 Test/盒。 
1.3.3  各种 DNA 样品制备 

(1) 挑取各个标准菌株和分离株的新鲜培养

菌落半环于 30 μL 裂解液，充分悬浮后经 99 °C 水浴

15 min，12 000 r/min 离心 10 min 后取上清，即为粗

提 DNA 样品，−40 °C 保存备用。(2) 实际样品中克

罗诺杆菌 DNA 制备：根据 GB4789.40-2016[13]，每份

实际样品取 100 g 或 100 mL 置于 900 mL 44 °C 预热

的 BPW，36±1 °C 培养 18±2 h，取 1 mL 该增菌液转

种于 10 mL mLST-Vm 肉汤，44±0.5 °C 培养 4 h，取

1 mL 培养菌液到 1.5 mL 无菌离心管中，6 000 r/min
离心 5 min，弃上清，加入 30 μL 裂解液，充分悬浮

后经 99 °C 水浴 15 min，12 000 r/min 离心 10 min
后取上清，即为相应的 DNA 样品。(3) 人工污染

样品制备：取婴幼儿奶粉、巴氏奶、脱脂牛奶和酸

奶共 4 种共 5 份，经标准微生物检验方法鉴定为克

罗诺杆菌阴性，后取 100 g 或 100 mL 置于 900 mL 
44 °C 预热的 BPW，36±1 °C 培养 18±2 h，取 1 mL
该增菌液转种于 10 mL mLST-Vm 肉汤，44±0.5 °C

培养 4 h，即对应得到 5 份 mLST-Vm 肉汤，分别向

其中加入 1 mL 阳性菌稀释液，充分混匀后，根据上

述步骤，各取 1.0 mL 制备相应的 DNA 样品。其中，

该阳性菌稀释液制备具体为：根据本研究中有关纯

培养菌灵敏度测试结果，取标准菌株 ATCC29544
新鲜培养物，经无菌生理盐水悬浮、稀释、计数，

获取浓度约为 3.2×105 CFU/mL 的稀释液。 
1.3.4  特异性试验 

取克罗诺杆菌标准菌株、分离株和非克罗诺杆

菌标准菌株、分离株，分别制备其 DNA 样品，参

照试剂盒说明书进行测试，每份 DNA 样品采用   
3 个平行测试，观察是否出现目标条带。检测符合

率=本检测阳性结果菌株数/被检测菌株数×100%。 
1.3.5  灵敏度试验 

(1) 纯 DNA 测试：取标准菌株 ATCC29544 新

鲜培养物接种到 100 mL TSB 中，36±1 °C 培养

24±2 h，经细菌基因组 DNA 提取试剂盒提取得到

纯基因组 DNA，并测定其浓度为 2.3×102 ng/μL。

以上纯 DNA 经梯度稀释至 2.3×10−6 ng/μL，后分

别取 2 μL 经本试剂盒检测，均采用 3 个平行测试。

(2) 纯培养菌测试：取标准菌株 ATCC29544 新鲜

培养物，挑取一环菌落置于 30 mL 生理盐水中，

充分悬浮其中，并经生理盐水梯度稀释(分别为 10、

102、103、104、105、106、107、108 和 109 倍)，分

别取稀释液 100 μL 进行螺旋平板法计数。同时

取稀释液 100 μL 制备 DNA 样品，具体方法为：

取稀释液 100 μL 置于 200 μL 预灭菌 PCR 管中，

6 000 r/min 离心 5 min；弃上清，后续操作参照 1.3.3
获取对应的 DNA 样品，分别取 2 μL 经本试剂盒

检测，均采用 3 个平行测试。试剂盒检测结果与螺

旋平板法计数结果进行对比，计算最低检验限。菌

落总数计算方法参照 GB4789.2-2016[15]，该试剂盒

最低检验限(CFU)=(本试剂盒检测能检测到的最高

稀释倍数的 100 μL 菌液对应的含菌量)/15。 
1.3.6  与标准检测方法对比验证 

制备实际样品和人工污染样品 DNA 共计 
130 份，分别经本试剂盒检测，均采用 3 个平行
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测试，同时通过标准方法检测以上样品，主要包

括 增 菌 、 分 离 以 及 生 化 鉴 定 ， 具 体 过 程 参 照

GB4789.40-2016[13]，对比以上两种方法检测结果

并进行统计分析。其中，检出准确度=(本检测法和

标准检测法均为阳性结果例数+本检测法和标准

检测法均为阴性结果例数)/所有样品例数×100%。 
1.3.7  重复性验证 

随机取试剂盒 10 盒，经其中阳性对照和阴性

对照测试，期间有不同的操作地点、时间、人员以

及仪器(在单一操作条件下，其他操作条件均一

致)，每份检测做 10 个平行，判读其检测结果，以

测定其批内重复性；选取 1.2 中 6 个批次的试剂盒，

在同一操作条件下，经试剂盒中阳性对照和阴性对

照测试，每份检测做 10 个平行实验，判读其检测

结果，以测定其批间重复性。批间或批内检测重复

率=批间或批内检测符合数/检测总数×100%。 
1.3.8  保质期验证 

根据 1.3.3 中制备的浓度约为 3.2×104 CFU/mL

的阳性菌稀释液，并取 1 mL 该稀释液制备其 DNA
样品，作为测试样品。随机选取本试剂盒 5 盒置于

4 °C 环境保存，并在保存 1、3、6、9 和 12 个月

时间点取出经 DNA 样品测试试剂盒效力；随机选

取本试剂盒 5 盒置于 42 °C 环境中储存 120 h，并

分别在每 24 h 后，经 DNA 样品测试其高温运输

稳定性。以上每份检测做 10 个平行实验，判读

检测结果。检测效率=阳性结果例数 /总检测例 
数×100%。 

2  结果与分析 

2.1  双重 PCR 检测体系的建立 
通过条件优化，确立检测中 20 μL 的双重 PCR

反应体系(包括 10×PCR buffer，Taq DNA Polymerase，

dNTPs 以及两对引物混合物等组分)。PCR 反应条

件为：95 °C 10 min；95 °C 30 s，58 °C 30 s，72 °C 
20 s，30 个循环；72 °C 10 min。其中，反应体系

中两对引物配比优化见图 1。 

 
图 1  PCR 反应体系中引物配比优化 
Figure 1  Optimization of primer concentration test for the duplex PCR reaction system 
注：A：ompA 单重 PCR 引物浓度测试；B：16S rDNA 单重 PCR 引物浓度测试；C：ompA 引物浓度为 0.1 μmol/L，16S rDNA 引

物浓度呈梯度变化测试；D：16S rDNA 引物浓度为 0.1 μmol/L，ompA 引物浓度呈梯度变化测试. M：Marker DL2000；1−8：各

组测试中选取的引物浓度分别为 0.01、0.02、0.05、0.07、0.10、0.12、0.15、0.20 μmol/L. 
Note: A: ompA primer concentration test for single PCR; B: 16S rDNA primer concentration test for single PCR; C: The concentration of 
ompA primer is 0.1 μmol/L, gradient concentration change test of 16S rDNA primer; D: The concentration of 16S rDNA primer is 
0.1 μmol/L, gradient concentration change test of ompA primer. M: Marker DL2000; 1−8: The gradient concentrations of primer change 
in each group are respectively 0.01, 0.02, 0.05, 0.07, 0.10, 0.12, 0.15, 0.20 μmol/L. 
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2.2  特异性试验 
3 株克罗诺杆菌标准菌株样品均在目标位置

出现两条明显条带，而 29 株非克罗诺杆菌标准菌

株样品检测未出现目标条带，见图 2。117 株克罗

诺杆菌分离菌株样品均在目标位置出现两条明显

条带，而其他 235 株非克罗诺杆菌分离菌株样品检

测未出现目标条带，见表 2。 

2.3  灵敏度试验 
纯 DNA 浓度在 2.3×10−1−2.3×102 ng/μL 时，均可

出现明显的目标条带(另外，浓度为2.3×10−2 ng/μL 时，

仍可出现两条目标条带)，见图 3；纯培养菌浓度在

3.2×104−3.2×107 CFU/mL 时，均可出现明显的目标

条带(另外，浓度为 3.2×102−3.2×103 CFU/mL 时，

仍可出现两条目标条带)，见图 4，确定本产品检

验限为 3.2×104 CFU/mL。 

2.4  与标准检测方法的对比验证 
经两种方法对 65 份样品同时进行检测，结

果显示在婴幼儿奶粉、婴幼儿米粉、成人奶粉、

巴氏奶、脱脂牛奶和酸奶中，本方法的检出准确

度分别为 100.0%、100.0%、90.0%、100.0%、

100.0%、100.0%和 100.0%，合计为 98.3%，对

人工污染样品的检出准确度为 100.0%。总体上

其检测结果与标准方法检测结果一致性较高，见

表 3。 
 

 
 

图 2  标准菌株特异性检测电泳结果 
Figure 2  Electrophoretic results of PCR product for sensitivity 
Note: M: Marker DL2000. 

 

表 2  特异性检测结果 
Table 2  Results of specificity 

菌株类别 
Strain category 

本检测阳性结果菌株数/被检测菌株数(份/份) 
Positive strain samples/Total strain samples (n/n) 

检测符合率 
Accordance rate (%) 

Cronobacter standard strains 3/3 100 
Non-Cronobacter standard strains 0/29 100 
Cronobacter isolated strains 117/117 100 
Non-Cronobacter isolated strains 0/235 100 
B. cereus 0/26 100 
E. coli 0/30 100 
S. aureus 0/21 100 
L. monocytogene 0/28 100 
P. shigelloides 0/11 100 
R. terrigena 0/15 100 
Y. enterocolitica 0/13 100 
S. typhi 0/21 100 
B. subtilis 0/12 100 
C. jejuni 0/17 100 
V. parahaemolyticus 0/22 100 
E. faecali 0/19 100 
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图 3  纯 DNA 灵敏度测试电泳图 
Figure 3  Electrophoretic results of purified genomic DNA 
PCR product for sensitivity 
注：M：Marker DL2000；1−8：纯 DNA 浓度分别为 2.3×102、

2.3×101、2.3×100、2.3×10−1、2.3×10−2、2.3×10−3、2.3×10−4、

2.3×10−5 ng/μL. 
Note: M: Marker DL2000; 1−8: The concentrations of purified 
genomic DNA are 2.3×102, 2.3×101, 2.3×100, 2.3×10−1, 2.3×10−2, 
2.3×10−3, 2.3×10−4, 2.3×10−5 ng/μL, respectively. 

 
图 4  纯培养菌灵敏度测试电泳图 
Figure 4  Electrophoretic results of pure cultures PCR 
product for sensitivity 
注：M：Marker DL2000；1−9：纯培养菌浓度分别为 3.2×10−1、

3.2×100、3.2×101、3.2×102、3.2×103、3.2×104、3.2×105、3.2×106、

3.2×107 CFU/mL. 
Note: M: Marker DL2000; 1−9: The concentrations of pure 
cultures are 3.2×10−1, 3.2×100, 3.2×101, 3.2×102, 3.2×103, 
3.2×104, 3.2×105, 3.2×106, 3.2×107 CFU/mL, respectively. 

 
表 3  食品样品中 PCR 检测结果 
Table 3  The detection results of practical samples by the PCR method 

样品名称 
Sample name 

检出数/被检测样品数(份/份) 
Positive cases/Total cases of sample (n/n) 检出准确度 

Accuracy rate (%) PCR 检测 
PCR method 

标准方法检测 
Conventional method 

实际样品 Practical samples 4/60 3/60 98.3 
Infant milk powder 1/10 1/10 100.0 
Infant rice flour 0/10 0/10 100.0 
Adult milk powder 2/10 1/10 90.0 
Pasteurised milk 0/10 0/10 100.0 
Skim milk 1/10 1/10 100.0 
Acidophilus milk 0/10 0/10 100.0 

人工污染样品 
Artificially contaminated samples 

5/5 5/5 100.0 

 
2.5  重复性验证 

批内检测中，不同的操作地点、时间、人员和

仪器的检测重复率均为 100%，见表 4；批间检测

中，不同批次的试剂盒其检测重复率均为 100%，

见表 5。 

2.6  保质期验证 
在 42 °C 环境中分别储存 24、48、72、96 和

120 h 后，其检测效率均可达到 100%；在 4 °C 环

境中分别保存 1、3、6、9 和 12 个月后的检测效率

均为 100%。见表 6。 

3  讨论与结论 
克罗诺杆菌分布广泛，尤其是 C. sakazakii，

而婴幼儿是易感染人群，其致死率极高，因此婴幼

儿奶制品等食品是重点检测的对象，本研究在实际

食品样品中主要选取各种奶制品，与实际生产生活

中对克罗诺杆菌的防控相符。当前关于克罗诺杆菌

的检测防控多依据美国 FDA 细菌学分析手册

(Food and Drug Administration-Bacteriological 
Analytical Manual，FDA-BAM)和 GB4789.40-2016[10]

中 提 供 的 方 法 ， 主 要 包 括 前 增 菌 、 增 菌 、 
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表 4  批内重复性实验结果[阳性结果例数:阴性结果例数(n:n)] 
Table 4  Results of intra-batch repeatability (positive cases:negative cases (n:n)) 

操作条件 
Operating conditions 

阴性对照样品 
Negative control samples 

阳性对照样品 
Positive control samples 

检测重复率 
Accordance rate (%) 

Site 1 0:10 10:0 100 
Site 2 0:10 10:0 
Site 3 0:10 10:0 
Time 1 0:10 10:0 100 
Time 2 0:10 10:0 
Time 3 0:10 10:0 
Personnel 1 0:10 10:0 100 
Personnel 2 0:10 10:0 
Personnel 3 0:10 10:0 
Instrument 1 0:10 10:0 100 
Instrument 2 0:10 10:0 
Instrument 3 0:10 10:0 

 
表 5  批间重复性验证[阳性结果例数:阴性结果例数(n:n)] 
Table 5  Results of inter-batch repeatability (positive cases:negative cases (n:n)) 

批次 
Batches 

阴性对照样品 
Negative control samples 

阳性对照样品 
Positive control samples 

检测重复率 
Accordance rate (%) 

20161109 0:10 10:0 100 
20161208 0:10 10:0 100 
20170111 0:10 10:0 100 
20170207 0:10 10:0 100 
20170308 0:10 10:0 100 
20170410 0:10 10:0 100 
 

表 6  保质期试验结果 
Table 6  Results of shelf life stability 

参数 
Parameters 

阳性结果例数:总检测例数(n:n) 
Positive cases:Total cases (n:n) 

检测效率 
Detection efficiency (%) 

储存时间(小时) 
Time (h) 

24 10:10 100 
48 10:10 100 
72 10:10 100 
96 10:10 100 

120 10:10 100 
保存时间(月) 
Time (month) 

1 10:10 100 
3 10:10 100 
6 10:10 100 
9 10:10 100 

12 10:10 100 
 

分离、形态学鉴定、生化鉴定以及计数，期间需要

BPW、mLST-Vm、阪崎肠杆菌显色培养基以及生

化鉴定等多种试剂，整个检测时间长达 5−6 d，加

之该操作繁琐，需辅以相关仪器并由专门人员进

行，因而大大提高了检测成本。而酶联免疫法也有

应用于克罗诺杆菌检测研究[16]，另外在研究中用

到一些克罗诺杆菌的分子分型方法，如经脉冲场凝

胶电泳法(Pulsed field gel electrophoresis，PFGE)

从 3 种婴儿配方奶粉中分离得到 C. sakazakii 和 C. 
malonaticus[17] ； 利 用 多 位 点 序 列 分 型 技 术

(Multilocus sequence typing，MLST)对从食品中分

离到的多种克罗诺杆菌进行分型[18]；通过多位点

可 变 数 目 串 联 重 复 序 列 分 析 (Multiple locus 
variable-number tandem repeat analysis，MLVA)对
国内分离得到的 62 株克罗诺杆菌进行了分型研

究[19]等。但以上方法均处在研究阶段，市场上也
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没有明确可靠的产品出现，加上检测费用昂贵，需

要建立细菌分子分型国家电子网络，因此在基层单

位检测中难以推广普及。 
PCR 技术发展至今已十分成熟，并且普通的

PCR 扩增仪应用也十分普遍，PCR 技术无论是从

所需试剂(包括 Taq DNA Polymerase、反应 Buffer、

dNTPs 等)、仪器，还是实际应用均十分广泛，加之

当前在如 GB4789.6-2016[20]和 GB4789.12-2016[21]等

标准中均明确指出可经 PCR 进行相关毒力基因

验证，直接为基于 PCR 技术的致病微生物检测

提供基础。针对克罗诺杆菌的 PCR 检测方法国内外

研究很多，如通过 ompA 基因 PCR 法建立检测     

C. sakazakii 的方法[22]；经 cgcA 基因[23]和 MMS 基

因[12]实时荧光 PCR 法建立克罗诺杆菌检测方法

等，但是由于实时荧光定量 PCR 检测需要较大的

设备投入以及试剂费用等，制约了在基层单位的应

用。在实际物种鉴别中，应用物种特异性 PCR 

(Species specific PCR，SSPCR)技术[24]，设计高度

特异性的引物，并通过简单的琼脂糖凝胶电泳观察

目的片段的有无即可完成，期间无需复杂仪器设

备，且操作简便快速。本研究根据之前的研究基础，

选取已被广泛报道的克罗诺杆菌特异性基因 16S 

rDNA[13]和 ompA[14]，进一步经比对筛选获取其高

度特异性的片段，设计引物进行双重 PCR 反应体

系优化，通过对多达 384 株常见致病菌的标准菌株

和分离菌株的测定，证实该检测体系的高度特异

性，这也有效避免了单重 PCR 检测中易出现的假

阳性情况。通过对实际样品的对比检测，其结果与

标准方法相一致，期间在样品前处理中也参照

GB/T4789.40-2016[10]，如本文 1.3.3 中所述，这也

为该检测方法的可行性提供依据。另外，为适应实

际应用的需要，本研究研制了双重 PCR 检测试剂

盒，并针对该反应体系中需要冷冻储存的成分(如
dNTPs 以及 Taq DNA 聚合酶等)，经相关工艺设计，

进行干粉化处理，相对于常规的液体试剂，具有如

下优势：(1) 避免冷链运输、储存以及冷链失败造

成的试剂损耗；(2) 操作简便，可有效避免加样移

液中的误差、试剂反复冻融造成的损耗以及气溶胶

造成的污染等；(3) 总体上可明显降低检测成本。

本研究证实了该试剂盒的灵敏度较高，批内、批间

重复性较好，并且其可在 4 °C 条件下储存较长时

间(12 个月)，也可在 42 °C 的高温环境中存放长达

5 d，方便高温远距离运输，也证实了本试剂盒所

采用冻干工艺的重要性。总之，本研究证实了该试

剂盒的各项性能需求，其操作简化、检测成本低，

便于对食品中克罗诺杆菌进行快速检测。 
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