
现代食品科技 Modern Food Science and Technology 2020, Vol.36, No.12 

36 

 

市售婴幼儿米粉中克罗诺杆菌的 

分子分型和耐药分析 
 

梁安莉，农珍妮，温桂珍，杨显彪，韩志超，谢斯
 

（广西民族大学相思湖学院,广西南宁 530008） 

摘要：为了解婴幼儿配方米粉中克罗诺杆菌的污染情况、分子分型特征及耐药性情况，采集广西区内市售 6 个厂家和品牌不同

配方的婴幼儿米粉进行克罗诺杆菌分离及 fusA 基因的扩增、测序和 MLST 数据库比对分析。并应用脉冲场凝胶电泳（PFGE）对菌株

进行分型鉴定及微量肉汤稀释法测定分离株对 8 种常见抗生素的最小抑菌浓度（Minimal Inhibitory Concentrations，MICs）。采集的 268

份婴幼儿米粉共分离到 32株克罗诺杆菌，检出率为 11.94%，菌株鉴定结果显示 32株分离株包括 22株C.sakazakii、6株C.malonaticus、

3 株 C.dublinensis 和 1 株 C.muytjensii。不同添加成分的婴幼儿配方米粉污染情况差异明显，其中添加淮莲和果蔬的米粉污染率最高为

17.78%和 15.38%。PFGE 分析显示 32 个菌株共分成 32 种不同的分子型，相似度为 61.20%~92.30%，所有分离株对环丙沙星、庆大

霉素和头孢噻肟都敏感，部分菌株（6.25%~43.75%）对氯霉素、四环素、甲氧苄啶/磺胺甲基异恶唑、头孢西丁和萘啶酸表现为中等

敏感，有 2 个菌株对氯霉素表现为抗性。结果表明市售婴幼儿配方米粉中存在一定的克罗诺杆菌污染，尤其是添加营养成分的米粉。

婴幼儿配方米粉中克罗诺杆菌污染来源广泛，部分菌株对一些抗菌药表现为中等敏感甚至是抗性，提示克罗诺杆菌对抗菌药的敏感性

呈现减弱的趋势。 
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Abstract: To understand the contamination, molecular typing and drug resistance of Cronobacter spp. in formula rice flour products for 

infants and young children, the formula products from six different manufacturers and brands with different ingredients were collected in the 

markets of Guangxi city for isolation of Kronobacter, and fusA gene amplification, sequencing and MLST database comparative analysis. The 

molecular typing of the isolates was detected by pulsed field gel electrophoresis (PFGE), and the minimal inhibitory concentration (Minimal 

Inhibitory Concentrations, MICs) of the isolates against 8 common antibiotics was analyzed by the broth microdilution method. Two hundred 

sixty-eight samples of formula rice flour products were collected and 32 strains of Cronobacter spp. were isolated, with the detection rate as 

11.94%. The strain identification results showed 32 isolated strains, including 22 strains of C. sakazakii, 6 strains of C. malonaticus, 3 strains of 

C. dublinensis and 1 strain of C. muytjensii. The contamination of the formula rice flour products with different ingredients differed significantly, 

with those ingredients fortified with Huailian or fruits and vegetable having the highest contamination rates (17.78% and 15.38%, respectively). 

PFGE analysis showed that 32 strains were divided into 32 different molecular types, with the similarity in the range of 61.20%~92.30%. All the 

isolates were sensitive to ciprofloxacin, gentamycin and cefotaxime, with some (6.25%~43.75%) being moderately sensitive to chloramphenicol, 

引文格式： 

梁安莉,农珍妮,温桂珍,等.市售婴幼儿米粉中克罗诺杆菌的分子分型和耐药分析[J].现代食品科技,2020,36(12):36-42 

LIANG An-li, NONG Zhen-ni, WEN Gui-zhen, et al. Molecular typing and drug resistance of Cronobacter spp. in commercial formula 

rice flour products for infants and young children [J]. Modern Food Science and Technology, 2020, 36(12): 36-42 

 
收稿日期：2020-05-30 

基金项目：广西高校中青年教师科研基础能力提升项目(2019KY1008) 

作者简介：梁安莉（1983-）女，讲师，研究方向：食品微生物 



现代食品科技 Modern Food Science and Technology 2020, Vol.36, No.12 

37 

tetracycline, trimethoprim/sulfamethoxazole, cefoxitin and nalidixic acid, and two being resistant to chloramphenicol. The results showed a 

certain degree of contamination of Cronobacter spp. in the formula rice flour products, especially those fortified with nutrients. The source of 

contaminated Cronobacter spp. is broad, with some strains from the formula rice flour products being moderately sensitive or even resistant to 

some antibiotics, indicating that the sensitivity of Cronobacter spp. to antibiotics was on a weakening trend. 

Key words: Cronobacter spp.; rice flour products for infants and young children; isolation and identification; pulsed field gel 

electrophoresis (PFGE); drug resistance 

 
罗诺杆菌属包括阪崎克罗诺杆菌（Cronobacter 

sakazakii）、丙二酸盐克罗诺杆菌（C. malonaticus）、
苏黎世克罗诺杆菌（C. turicensis）、莫金斯克罗诺杆菌

（C. muytjensii）、康帝蒙提克罗诺杆菌（C. condimenti）、
尤尼沃斯克罗诺杆菌（C. universalis）和都柏林克罗诺

杆菌（C. dublinensis）七种[1,2]。克罗诺杆菌被认为是

新的机会性食源致病菌，所有年龄段的人群都可被感

染[3-5]。婴儿感染克罗诺杆菌可引起致命性的坏死性结

肠炎（necrotizing enterocolitis，NEC）、败血症和脑膜

炎；体弱成年人和老年人感染可引起菌血症、尿脓毒

症和伤口感染。婴儿感染克罗诺杆菌引起 NEC 的发

病率为 2%~5%，死亡率为 15%~25%。新生儿，尤其

是早产或出生体重轻的婴儿为易感人群，早产儿出生

体重<1.5 kg 时发病高达 13%，被感染后除了引起脑膜

炎和坏死性小肠结肠炎外，还可能造成严重的神经系

统后遗症，死亡率高达 10%~80%[4,6-10]。 
克罗诺杆菌在自然环境中分布广泛，很多植物如

蔬果、药草和香料作物等均可被污染。一些生物也会

携带克罗诺杆菌，如厩螫蝇幼虫被认为是克罗诺杆菌

的环境宿主之一，因此与厩螫蝇有密切联系的老鼠、

苍蝇、蟑螂都可能是食品污染来源[11]。近年来，克罗

诺杆菌的污染逐渐受到人们的关注，很多类型的加工

食品中都检测到克罗诺杆菌的污染，包括婴幼儿配方

奶粉、配方米粉、奶酪、谷类食品、大米、植物性食

品添加剂等[12-17]。婴幼儿是克罗诺杆菌主要的易感人

群，感染后病死率较高，因此，婴幼儿食品的克罗诺

杆菌污染情况尤其受到关注[18-21]。当前，随着细菌抗

药性的压力不断增强，耐药性现象不断增多，大大增

加了临床用药的难度。基于上述情况，本研究调查广

西区内市售的不同厂家、不同批次和不同添加成分的

婴幼儿配方米粉中克罗诺杆菌的污染情况，并对分离

株进行鉴定和 PFGE 分子分型及抗菌药耐药特征分析。 

1  材料和方法 

1.1  样品采集 

2017 年 6 月-2019 年 8 月在广西区内超市购买不

同品牌的婴幼儿米粉、其中包括 6 个不同的厂家和品

牌（A~F）不同批次的婴幼儿米粉共 268 份，配方米

粉的种类包括纯营养米粉（未添加其他配料原料的），

添加淮山（淮莲）米粉，添加蔬果米粉和添加高蛋白

乳粉米粉。 

1.2  克罗诺杆菌分离培养 

菌株的分离培养参照 Iversen（2007 年）的方法进

行[22]，无菌条件下称取米粉 100 g 溶于 900 mL 缓冲蛋

白胨水（北京陆桥），37 ℃中培养 18 h。取 1 mL 的培

养液转种至10 mL万古霉素改良月桂基硫酸盐胰蛋白

胨肉汤（北京陆桥），44 ℃培养 24 h 后，在阪崎肠杆

菌显色培养基（青岛海博）上划线转种，37 ℃培养

24 h 后挑取显色培养基中的蓝绿色疑似菌落进行下一

步纯化鉴定。 

1.3  克罗诺杆菌属鉴定 

纯化后的疑似菌株用 VITEK 2 compact 生化鉴定

仪（bioMèrieix，France）参照说明进行克罗诺杆菌属

鉴定，对照菌株阪崎克罗诺杆菌 ATCC 25944 购自美

国标准菌株库。 

1.4  fusA 基因扩增、测序和分析 

细菌基因组用试剂盒进行提取。fusA 基因扩增参

照 Baldwin 等人方法进行 [23] ，引物 fusA-F ：

5’-GAAACCGTATGGCGTCAG-3’ 和 fusA-R ：

5’-AGAACCGAAGTGCAGACG-3’，应用 Premix Taq
试剂盒（Takara，大连）进行 PCR 扩增，反应体系为

50 μL：25 μL PCR mix、4 μL 模板（5~10 ng/μL）、2 μL
的 fusA-F 引物（10 μmol/L）、2 μL 的 fusA-R 引物（10 
μmol/L）和 17 μL 去离子水。扩增条件：95 ℃预变性

3 min，95 ℃变性 1 min，58 ℃退火 1 min，72 ℃延伸

2 min，循环 30 次；最后 72 ℃延伸 5 min。PCR 产物

用 1%琼脂糖电泳。阳性带在紫外光下切胶后用胶回

收试剂盒（Takara，大连）进行 DNA 回收，纯化 DNA
送生工生物（上海）有限公司双向测序。获得的 fusA
基因序列在多位点序列分型（multilocus sequence 
typing ， MLST ） 数 据 库 中 Http://Pubmlst.Org/ 
Cronobacter/Info/Protocol.Shtml 进行种类鉴定和等位
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基因序列的查找，并用 Mega 7 最大似然算法构建进

化树。 

1.5  脉冲场凝胶电泳 

克罗诺杆菌的PFGE按照Brengi等人的方法稍作

修改[24]。挑取在 TSA 平板上培养过夜的克罗诺杆菌培

养物，均匀悬浮于细胞悬浮液中。加入 1% 
SeaKemGold 琼脂糖，混匀后制成 plug 胶块，54 ℃水

浴蛋白酶 K 裂解后，使用 50 U 的 XbaⅠ酶切 3 h 分离

株，原位酶切后的 DNA 用脉冲场凝胶电泳仪（CHEF 
Mapper，Bio-Rad Laboratories，Hercules，California，
US）进行电泳，金胶琼脂糖（Seakem Gold，Rockland，
Maine，US）浓度为 1%（W/V），电泳液用 0.5×TBE 
buffer。电泳参数：电压 6 V/cm，脉冲时间 1.8 s~25 s，
电泳时间 20 h，电泳角度 120°。电泳结束后凝胶用

GelRed（Biotium，CA，US）进行染色，用 Geldoc XR+
系统（Bio-Rad laboratories，Hercules，California，US）
进行成像。图谱用 Bionumeric 6.6（Applied Maths，
Sint-Martens-Latem，Belgium）进行分析，聚类用 DICE
系数和非加权成对法（UPGMA）进行，条带位置容

忍度和优化选择 1.5%。沙门菌 H9812 作为标准对照。 

1.6  抗菌药物敏感性试验 

采用微量肉汤稀释法测定克罗诺杆菌的抗生素最

小抑菌浓度（MICs），参照临床和实验室标准（CLSI，
M100，28th，2018）[25]进行，从 TSA 平板上挑取 3~5

个过夜培养的菌落悬浮于无菌水中，当菌悬液约为 0.5
麦氏浊度时吸取 60 μL 菌悬液加至 12 mL 营养肉汤中，

混匀后吸取 100 μL 加入药敏测试板（Thermo，UK），

在37 ℃培养箱中培18~20 h，MICs折点解释根据CLSI
标准进行[26]。检验 8 种抗菌药物，分别为，酰胺醇类：

氯霉素（CHL），磺胺类：甲氧苄啶/磺胺甲噁唑（SXT），
头孢类：头孢噻肟（CTX）和头孢西丁（CFX），氨基

糖苷类：庆大霉素（GEN），四环素类：四环素（TET），
喹诺酮类和氟喹诺酮类（人工合成抗菌药物）：萘啶酸

（NAL）、环丙沙星（CIP）。大肠杆菌 ATCC 25922
作为参考菌株。 

2  结果与讨论 

2.1  污染情况调查 

268份来自6个不同的厂家米粉样品经增菌培养、

显色培养基分离、克罗诺杆菌属鉴定发现 32 株克罗诺

杆菌，总污染率为 11.94%，略低于我们 2015~2016 年

16.00%（20/125）调查时的污染率，但是 2015~2016
年调查的生产厂家和米粉数量均比较少[18]。本次调查

我们扩大了调查的数量、品牌和批次，污染率仍高达

11.94%，说明广西市售的婴幼儿米粉中存在克罗诺杆

菌污染。在我国其他一些地方也开展了婴幼儿米粉克

罗诺杆菌污染情况调查[19,20]，有的地方污染率高达

23.97%，进一步说明婴幼儿米粉中克罗诺杆菌污染具

有普遍性。 
表1 不同配方和厂家不同配方婴幼儿配方米粉克罗诺杆菌污染情况 

Table 1 The Cronobacter spp. infection in different additive ingredient of dehydrated rice powder 

配方米粉种类/厂家 检测样品数 阳性输出数（检出率/%） 

营养米粉（厂家 A） 26 2（7.69） 

营养米粉（厂家 B） 17 2（11.76） 

营养米粉（厂家 D） 24 0（0.00） 

营养米粉（厂家 F） 12 1（8.33） 

淮山（淮莲）营养配方米粉（厂家 A） 28 5（17.86） 

淮山（淮莲）营养配方米粉（厂家 B） 21 3（14.29） 

淮山（淮莲）营养配方米粉（厂家 C） 23 4（17.39） 

淮山（淮莲）营养配方米粉（厂家 F） 18 4（22.22） 

蔬果类配方米粉（厂家 A） 29 4（13.79） 

蔬果类配方米粉（厂家 E） 23 4（17.39） 

高蛋白配方米粉（添加乳粉）（厂家 A） 21 1（4.76） 

高蛋白配方米粉（添加乳粉）（厂家 D） 26 2（7.70） 

总计 268 32（11.94） 

我们调查的 4 种不同配方米粉中，添加高蛋白配

方米粉和未添加其他的营养米粉的污染率比较低，为

6.33%和 6.38%，添加淮山（淮莲）和果蔬的配方米粉

污染率则比较高，为 17.78%和 15.38%（表 1），是前

面两者的 2~3 倍，统计差异及其显著（p<0.01）。污染

率的差异可能是由于厂家添加的淮莲粉、蔬菜和水果
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等营养物质本身有较高的污染率，厂家为了更好的保

持它们的营养成分往往没有进行高温杀菌，由于克罗

诺杆菌具有耐干燥、耐高温，形成生物膜后粘附能力

强的特点，如果加工灭菌工艺不彻底就会增加污染的

风险[27]。因此，厂家应该重视克罗诺杆菌的污染，完

善婴幼儿米粉的生产工艺，既要保持添加原料中的营

养成分，也要防止克罗诺杆菌的污染和繁殖。 
6 个厂家中除了厂家 D 在营养米粉样品中未检测

出污染情况外，其他的均检测、分离出克罗诺杆菌（表

1）。不同婴幼儿米粉生产厂家之间污染差异明显，污

染率最低的为厂家 D，仅为 4.0%，最高的为厂家 F，
为 16.67%。不同厂家克罗诺杆菌污染差异可能与生产

企业的卫生状况和生产工艺有关，但是由于不同厂家

调查数量差异较大，有待进一步的分析。 

2.2  菌株鉴定和进化分析 

获得 32 条 fus A 基因序列经过MLST 数据库比对

分析，鉴定到 4 种不同的克罗诺杆菌，其中C. sakazakii 
22 株、C. malonaticus 6 株、C. dublinensis 3 株、C. 
muytjensii 1 株。进化分析显示这四种不同的克罗诺杆

菌分别成独立的群(图 1)。目前，国内外众多克罗诺杆

菌污染研究表明，食品和植物性原材料中污染最广泛，

致病能力较强的克罗诺杆菌属为C. sakazakii[14,16,17,28,29]，

这与我们的研究结果相一致。在我国报道的食品源克

罗诺杆菌中，除了 C. sakazakii、C. malonaticus、C. 
dublinensis 和 C. muytjensii 外，还报道了其他种的克罗

诺杆菌如 C. universalis 和 C. turicensis 的污染[30-32]，提

示克罗诺杆菌污染种类的多样性。 
22 株 C. sakazakii（绿色）单独成群，自展值为

47，fusA 有 1、8、17、36 和 67 型。6 株 C. malonaticus
（红色）独立成群，自展值为 94，fusA 均为 7 型；3
株 C. dublinensis（亮蓝）独立成群，自展值为 88，fusA
有 43 和 20 型；1 株 C. muytjensii 单独成群（蓝色），

fusA 为 24 型。 

 
图1 基于fusA基因构建的进化树 

Fig.1 The phylogenetic tree of isolated Cronobacter spp. based 

on fusA gene 

 
图2 脉冲场凝胶电泳图 

Fig.2 The PFGE of the isolated Cronobacter spp. 
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2.3  脉冲场凝胶电泳 

限制性内切酶 Xba I 酶切后，经 BioNumerics 软
件分析，32 株分离株可分为 32 种 PFGE 基因指纹图

谱，菌株间相似度 61.20%~92.30%（图 2）。聚类相似

度>90%的只有 4 个群落，每个群落分别有 2 个株菌。

分离到的克罗诺杆菌 PFGE 存在较大的差异，即使是

在相同的品牌 PFGE 分子分型也未见明显的相似，揭

示了克罗诺杆菌的高度遗传多样性。在 32 个 PFGE
分型中，C. sakazakii，C. malonaticus 和 C. dublinensis
均表现出高度多样性。PFGE 分型被誉为流行病学研

究过程中的“金标准”。据国内外文献报道，婴幼儿食

品源的克罗诺杆菌经 PFGE 分型呈现高度多样性
[21,33-35]，如贾华云等[36]对国内 32 个企业生产婴幼儿食

品中分离的 50 株 Cronobacter spp.进行 PFGE 分子分

型获得 47 个亚型，相似度为 28.7%~100%，具有很高

的遗传多态性；甘辛等[34]对从全国 19 个省/自治区/直
辖市婴儿配方奶粉中分离获得的 49 株克罗诺杆菌进

行分子分型得到 38 个亚型，未发现有明显的优势分型

和聚集现象，这些结果与我们的结果相一致。PFGE
图谱相似度达 100%，则为同一型，同一流行株。本

次调查中分离的32个菌株未发现PFGE分型相同的菌

株，即使来自同一厂家同一批次米粉中分离的菌株其

分子分型也不同，说明婴幼儿米粉中克罗诺杆菌的污

染来源广泛，如原料污染、环境污染和生产过程污染。

因此，企业要加强婴幼儿米粉生产各个环节的监控，

完善生产工艺，加强原料来源监管。 

2.4  抗菌药物敏感性试验 

32 株克罗诺杆菌对 8 种抗菌药的抗性结果如表 2
所示。所有分离株对环丙沙星、庆大霉素和头孢噻肟

敏感，有部分菌株（6.25%~43.75%）对氯霉素、四环

素、甲氧苄啶/磺胺甲基异恶唑、头孢西丁和萘啶酸表

现为中等敏感，有 2 个菌株（均为 C. sakazakii）对氯

霉素表现为抗性。国内外已有较多对克罗诺杆菌耐药

性研究：贾华云等[33]研究表明，分离的克罗诺杆菌对

萘啶酸、环丙沙星、头孢吡肟、阿米卡星、头孢噻肟

和头孢曲松均敏感，对磺胺嘧啶、氨苄青霉素、氯霉

素、复方新诺明、阿莫西林-克拉维酸、卡那霉素和庆

大霉素具有不同程度的耐药，有 7 株克罗诺杆菌表现

出对抗生素的多重耐药性。黄玉兰等[37]对四川省市售

婴幼儿奶粉、婴幼儿谷物辅助食品及临床病例中分离

的 109 株克罗诺杆菌进行耐药性分析，发现克罗诺杆

菌对环丙沙星、萘啶酸、头孢噻肟、庆大霉素、甲氧

苄啶/磺胺甲恶唑、氯霉素、四环素等 7 种抗生素均敏

感，53 株对头孢西丁耐药，耐药率达 48.62%（53/109）。
经分析发现，不同研究中克罗诺杆菌对同种抗菌药的

耐药性结果存在差异，如氯霉素和头孢西丁，有的研

究结果为敏感有的则是抗性。虽然相对于其它肠杆菌

科的病原菌，克罗诺杆菌对抗菌药似乎更敏感，但目

前越来越多的研究发现克罗诺杆菌逐渐形成对部分抗

菌药产生耐药性[35-39]，因此。我们应加强克罗诺杆菌

耐药的监测工作。 
表2 32株克罗诺杆菌的抗菌药物敏感性实验 

Table 2 Results of drug susceptibility test of 32 Cronobacter spp. 

isolates in infant rice formula 

药物种类 敏感/% 中度敏感/% 抗性/%

环丙沙星(CIP) 32(100) 0(0) 0(0) 

氯霉素(CHL) 22(68.75) 8(25.00) 2(6.25)

四环素(TET) 26(81.25) 6(18.75) 0(0) 

庆大霉素(GEN) 32(100) 0(0) 0(0) 

甲氧苄啶/ 

磺胺甲恶唑(SXT) 
18(56.25) 14(43.75) 0(0) 

头孢噻肟(CTX) 32(100) 0(0) 0(0) 

头孢西丁(CFX) 29(90.63) 3(9.38) 0(0) 

萘啶酸(NAL) 30(93.75) 2(6.25) 0(0) 

3  结论 

广西区市售婴幼儿配方米粉中存在克罗诺杆菌污

染，尤其是添加其他营养成分原料的配方米粉。婴幼

儿配方米粉中克罗诺杆菌污染来源广泛，生产厂家应

引起重视。部分分离的克罗诺杆菌对一些抗菌药表现

为中等敏感甚至是抗性，提示克罗诺杆菌对抗菌药的

敏感性呈现减弱的趋势，应加强监测。 
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