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2016年上海市松江区婴幼儿食品中阪崎肠杆菌污染状况分析

乔雪飞，邱香，吴佳瑾，俞佳莉，陆晓红，孙中兴，李欣

摘要：

［目的］　了解上海市松江区婴幼儿食品中阪崎肠杆菌的污染状况、分子分型及耐药性，为婴幼儿食品安全管理和食源性

疾病的预警及临床用药提供科学依据。

［方法］　2016年选择松江区 3个街道和 4个乡镇，共 19家食品店或超市，采集婴幼儿配方奶粉（包括乳基、豆基）、婴

幼儿谷类辅助食品和适用于婴幼儿的固体饮料，共 124件。依据GB 4789.40—2010《食品安全国家标准 食品微生物学检

验 阪崎肠杆菌检验》检验程序及荧光定量PCR方法，对所采集样品进行阪崎肠杆菌的分离培养鉴定及血清分型，并进一

步进行药物敏感性试验；采用脉冲场凝胶电泳（PFGE）技术进行分子分型。

［结果］　124件样品中：婴幼儿谷类辅食 51件，检出阪崎肠杆菌 11株（9株保存成功），阳性率为 21.6%；婴幼儿配方

奶粉 53件、固体饮料 20件，均未检出阪崎肠杆菌；3类食品中阪崎肠杆菌检出率的差异有统计学意义（P < 0.01）。采用

PCR方法验证阳性菌，符合率为 100%。9株阳性菌血清分型显示 3株O1群，6株O2群。药敏试验结果显示，在所测定的

16种抗生素中，9株阪崎肠杆菌只对头孢唑啉中度耐药或耐药，对其他抗生素均敏感。PFGE分子分型结果显示 9株阪崎

肠杆菌分为 5种PFGE型别，相似度范围在 50%~100%；其中A型有 4株，B型有 2株，相似度均为 100%。

［结论］　上海市松江区婴幼儿谷类辅食中阪崎肠杆菌的阳性率高于其他类婴幼儿食品。阪崎肠杆菌对测定的抗生素（除

头孢唑啉外）均敏感，其血清分型主要为O1、O2群，PFGE分型显示不同或相同品牌婴幼儿辅食中阪崎肠杆菌有同源性，

可应用于阪崎肠杆菌的溯源。
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Abstract: 

［Objective］　To investigate the pollution, molecular types, and drug resistance of Enterobacter sakazakii isolated from infant 

food products in Songjiang District of Shanghai, and to provide a scientific basis for baby food safety management, prevention of 

foodborne diseases, and clinical medication.

［Methods］　All samples of infant formulas (milk-based and soy-based), cereal-based infant food supplement, and powdered 

infant drinks were collected from 19 supermarkets or grocery stores from 3 subdistrict and 4 villages of Songjiang District in 2016. 

Isolation, identification, and serotyping of Enterobacter sakazakii were performed according to the protocol stipulated in the 
National food safety standard Food microbiological examination: Enterobacter sakazakii (GB 4789.40-2010) and fluorescence 

quantitative PCR method. Antibiotic susceptibility test and pulsed-field gel electrophoresis were also carried out.

［Results］　There were 124 food samples. Eleven strains of Enterobacter sakazakii were isolated from 51 cereal-based infant food 

supplement samples, in which two strains were not preserved, and the positive rate of Enterobacter sakazakii was 21.6%; no strains 
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were isolated from 53 infant formulas samples and 20 powdered drinks samples; and the difference was statistically significant 

among the three types of baby foods (P < 0.01). The results of PCR method obtained were coincident with the above results. Of the 9 

strains with positive Enterobacter sakazakii, serotyping results showed three strains of O1 type and six strains of O2 type. All strains 

were resistant or moderately resistant to cefazolin among 16 selected antibiotics, and were susceptible for other antibiotics. Pulsed-

field gel electrophoresis typing results showed five groups with similarity ranged from 50% to 100%, including four strains of type A 

and two strains of type B whose similarities were both 100%. 

［Conclusion］　The positive rate of Enterobacter sakazakii is significantly higher in cereal-based infant food supplement than in 

other infant food products. All strains are susceptible to selected antibiotics except cefazolin. O1 and O2 are main serotypes. Pulsed-

field gel electrophoresis typing results show Enterobacter sakazakii isolated from infant food products are homologous, and the 

method can be used for molecular typing and source tracing of Enterobacter sakazakii.
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阪崎肠杆菌（Enterobacter sakazakii，ES），又称克

罗诺杆菌（Cronobacter species），是一种重要的食源

性条件致病菌，可引起任何年龄段的人群发病，但主

要危害新生儿、婴幼儿等免疫力低下的人群，能引起

严重的新生儿脑膜炎、菌血症和坏死性小肠结肠炎，

并可能出现严重的神经系统后遗症，发病婴儿的死亡

率达 80%［1］。目前，许多微生物学研究发现婴幼儿配

方奶粉及其谷物食品是引起新生儿阪崎肠杆菌感染

的主要途径。近年来，随着阪崎肠杆菌耐药性的报道

不断增加，有关该菌的耐药性问题也越来越引起临床

医生的重视［2］。

本研究检测上海市松江区婴幼儿食品中阪崎肠

杆菌的污染情况，了解其血清型和脉冲场凝胶电泳

（pulsed-field gel electrophoresis，PFGE）分子分型的分

布及耐药情况，这不仅对疾病的预防和控制具有重

要意义，而且也对临床用药治疗有指导作用，同时可

以对致病菌进行溯源。

1   材料与方法
1.1   样品来源

2016 年每季度采集一批婴幼儿配方食品（包括乳

基、豆基）、婴幼儿谷类辅助食品和适用于婴幼儿的固

体饮料（清水类 / 开胃类 / 补充营养类冲剂，如小儿湿

热宝、草莓酸奶溶豆、钙镁锌饮料、无水葡萄糖、菊

花晶等）样品。采集样品过程中尽量采集不同品牌样

本，尽量分散在各街道或乡镇采样。全年共在 3 个街

道和 4 个乡镇，共 19 家食品店或超市采集，总计采集

样品 124 件，其中婴幼儿配方奶粉 53 件，米粉面条等

谷类辅食 51 件，适用于婴幼儿的固体饮料 20 件，对

所有样品进行阪崎肠杆菌检测。

1.2   主要试剂和仪器

革 兰 氏 阴 性 细 菌 鉴 定 卡、阪 崎 肠 杆 菌 显 色 培

养 基（Biomerieux，法 国 ），缓 冲 蛋 白 胨 水、改 良 月

桂基硫酸盐胰蛋白胨肉汤 - 万古霉素（上海科玛嘉

微生物技术有限公司，中国），阪崎肠杆菌荧光定

量 PCR 检测试剂（江苏硕世生物科技有限公司，中

国），阪崎肠杆菌诊断血清（天津生物芯片有限公

司，中国），均在有效期内使用。VITEK 2 Compact 全

自动微生物鉴定仪（Biomerieux，法国），恒温培养

箱（Memmert，德国），药敏板（上海星佰生物技术有

限公司，中国），脉冲场凝胶电泳仪和凝胶成像系统

（BIO-RAD，美国），恒温水浴箱（上海跃进医疗器械，

中国），水浴摇床（GFL，德国），比浊仪（Biomerieux，

法国），SG603TXCE 生物安全柜（Baker，美国），ABI 

7500PCR 扩增仪（ABI，美国），Techne 100℃加热器

（Techne，英国）等，均校准合格。

1.3   方法

1.3.1   常规分离培养和PCR检测   按照 GB 4789.40—

2010《食品安全国家标准  食品微生物学检验 阪崎肠

杆菌检验》［3］执行，对经常规分离培养方法检出的阳

性阪崎肠杆菌，进行 PCR 方法验证，挑取单个菌落，

加 DNA 提取液 50 μL 于沉淀中，振荡混匀，100℃加热

5 min，12 000 r/min（12 900×g）离心 5 min，保留上清

液待用。加样体系及扩增程序严格按照阪崎肠杆菌检

测说明书操作，同时做阳性、阴性对照。

1.3.2   血清分型   采用玻片凝集法确定每株菌的血清

型，同时以生理盐水做对照。

1.3.3   药敏试验方法   依据美国临床与实验室标准化

协会（CLSI 2012 版）标准操作规定，采用微量肉汤稀

释法进行测试，16 种抗生素包括氨苄西林、庆大霉
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素、四环素、氯霉素、复方新诺明、环丙沙星、萘啶酸、

头孢唑啉、阿莫西林克拉维酸、头孢西丁、头孢噻肟、

头孢他啶、头孢吡肟、亚胺培南、氨苄西林舒巴坦、头

孢呋辛。质控菌株：大肠埃希菌 ATCC25922，为本实

验室保存。

1.3.4   脉冲场凝胶电泳实验   参照美国 PulseNet 的沙

门氏菌 PFGE 分子分型标准方法［4］，建立本研究的

分型方法。①制备胶块。将待检菌株接种到营养琼

脂平板上，37℃培养 16~18 h。从培养皿上刮取适量

细菌，悬浮于细胞悬浮液中，使其浓度为 4.0 个麦氏

单 位（1.2×109 CFU/mL）。在 1.5 mL Eppendorf 管上标

记好样品编号，取细菌悬浊液 400 μL 于相应的 1.5 mL 

Eppendorf 管中，加入 20 mg/mL 蛋白酶 K 10 μL 混匀，

加入配制好的 1%（体积分数，下同）Seakem Gold 液

（含 1% 十二烷基硫酸钠）400 μL，混合均匀，将混合

物注入模具，室温 15 min 后待凝固备用。将制备好的

胶块转移至含有 20 mg/mL 蛋白酶 K 25 μL 的 5 mL 细

胞裂解液中，54℃水浴摇床（170 r/min）孵育 2 h。弃

去裂解液，加入 50℃纯水 10 mL，置于 54℃水浴摇床

（170 r/min）10 min，洗胶 2 次。之后加入 50℃ TE 缓冲

液 15 mL，置于 54℃的水浴摇床（170 r/min）中 15 min，

清洗 4 次，备用。②胶块内 DNA 酶切。用刀片将洗好

的胶块切成宽为 2 mm 胶条，放入 Xba Ⅰ酶切缓冲液

中，37℃水浴 5 min，弃去缓冲液，加入 Xba Ⅰ酶切体

系，37℃水浴 2 h。作为标记的沙门菌 H9812 的内切

酶与待检菌株相同。③电泳。将胶条放在胶梳上，与

1% SeaKem Gold 制成凝胶，进行脉冲场泳。电泳初始

脉冲时间 2.16 s，最终脉冲时间 63.8 s，电压 6 V/cm，角

度 120°，电泳时间 17.5 h，冷凝温度 14℃。电泳结束后

GelRed 染色 30 min，超纯水脱色 30 min，成像仪内获得

凝胶图像。④图像处理和聚类分析。将实验获取的电

泳图谱用 BioNumerics 6.6 数据库软件进行处理，识别

图形条带；电泳图谱以 Xba I 酶切的 H9812 作为统一的

标准进行校准，确定条带位置，必要时进行手工校正。

1.4   统计学分析

应用 Excel 办公软件建立数据库，采用 SPSS 20.0

统计软件进行统计分析，不同样品阪崎肠杆菌检出率

采用双侧卡方检验，检验水准 α=0.05。

2   结果
2.1   不同类别婴幼儿食品阪崎肠杆菌检出情况

共采集婴幼儿食品 124 份，进行阪崎肠杆菌检测。

结果 53 份配方奶粉中检出 0 份，20 份固体饮料中检

出 0 份，51 份米面等谷类辅食中检出 11 份，阳性率为

21.6%。经统计学检验：米面等谷类辅食与配方奶粉

比较，χ2=17.03，P=0.00；而与固体饮料比较，计算的

确切概率为 P=0.03，因此不同类型的婴幼儿食品阪崎

肠杆菌阳性率差异有统计学意义。详见表 1。11 件阪

崎肠杆菌阳性的婴幼儿食品详情见表 2。

表1   2016年上海市松江区不同婴幼儿食品中阪崎肠杆菌
检出差异

类别 采样件数 阳性件数 阳性率（%）

配方奶粉 53 0 0.0*

谷类辅食 51 11 21.6

固体饮料 20 0 0.0#

［注］*：与谷类辅食相比，χ2=17.03，P=0.00；#：与谷类辅食相比，确

切概率法P=0.03。

表2   2016年上海市松江区婴幼儿食品中阪崎肠杆菌检出情况
序号 名称 MPN 值 /100 g（mL）* 采样地点

1 甲品牌营养奶米粉 2.3 A 镇某超市

2 乙品牌有机营养米粉 2.3 A 镇某母婴店

3 丙品牌滋养 BABY 营养水果面 2.3 D 城某购物中心

4 丁品牌营养奶米粉 2.3 B 镇某母婴店

5
丁品牌小米胚芽 DHA 胡萝卜蔬菜营
养配方米粉

2.3 B 镇某母婴店

6 戊品牌金装粒粒面 - 鳕鱼胡萝卜面 2.3 B 镇某超市

7 己品牌益生菌水果米粉 2.3 B 镇某购物中心

8 庚品牌钙铁锌营养奶米粉 0.9 C 镇某购物中心

9 辛品牌水果速溶米粉 2.3 C 镇某母婴店

10 壬品牌乐护乳清蛋白营养米粉 24.0 D 城某超市

11 壬品牌钙铁锌营养米粉 24.0 D 城某超市

［注］*：每 100 g（mL）检样中阪崎肠杆菌最大可能数。

2.2   PCR验证结果

常规方法分离培养后，挑取疑似菌落纯分培养

后，配制成 0.5 麦氏单位（1.5×108 CFU/mL）的菌悬液，

经 VITEK 2 Compact 全自动微生物鉴定系统鉴定，11

份样品中检出阪崎肠杆菌，可信度均为 99.9%。提取

阳性菌落DNA，进行PCR检测，结果显示也均为阳性。

PCR 验证结果符合率为 100%。

2.3   阪崎肠杆菌血清分型结果

在 11 份样品中检出阪崎肠杆菌，分别保菌，依次

命名为 ES1~ES11，其中 ES1 和 ES2 未保存成功，最终

对保存的 9 株阪崎肠杆菌（ES3~ES11）进行试验。根

据 O 抗原，阪崎肠杆菌可分为 7 个血清型，本试验血

清分型结果显示主要为 O1 和 O2 群，其中 ES3、ES4、
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ES7 菌 株 为 O1 群，ES5、ES6、ES8、ES9、ES10、ES11

号菌株为 O2 群。

2.4   药敏结果

依据说明书判定结果，在所测定的 16 种抗生素

中，9 株阪崎肠杆菌对头孢唑啉不敏感，有 6 株菌耐药

（66.7%），3 株中度耐药（33.3%）；对其余 15 种抗生

素均敏感。

2.5   PFGE分子分型结果

从婴幼儿谷类辅食中分离出 9 株阪崎肠杆菌，进

行 Xba I 酶切的 PFGE 分子分型结果显示，菌株 DNA 条

带为 11~16 条，酶切条带片段大小范围为 20.5~1 135 kb，

运用 BioNumerics 6.6 分析软件对图谱进行聚类分析，

相似度范围在 50%~100%，小于 90% 的定为不同的

型别，大于 90% 而小于 100% 的为不同的亚型，等于

100% 的不同菌株为同一亚型。9 株阪崎肠杆菌可分为

5 种 PFGE 型别：A 型有 4 株，相似度为 100%，属于同

一 PFGE 型别；B 型有 2 株，相似度为 100%，属于另

一 PFGE 型别；其他菌株为 C、D、E 不同 PFGE 型别。

PFGE 分子分型和血清分型结果显示，相同 PFGE 分子

型别的菌株，血清型也相同，见图 1。

图1   9株阪崎肠杆菌PFGE分子分型聚类分析树状图

3   讨论
阪崎肠杆菌存在于人和动物肠道内的正常菌群

中，在一定条件下可引起人和动物致病，1980 年由

黄色阴沟杆菌更名为阪崎肠杆菌［5］，2008 年第 31 届

国际食品卫生法典委员会又将其更名为克罗诺杆菌，

2012 年 Joseph 等［6］证实克罗诺杆菌属包括阪崎克罗

诺杆菌等 7 个种。2002 年美国食源性疾病主动监测网

络估计，小于 1 岁的婴儿克罗诺杆菌病的年发病率为

1/10 万，低出生体重儿的年发病率为 8.7/10 万，虽然

其发病率低，但症状严重且病死率高，因此国际上对

克罗诺杆菌病也越来越重视［7］。2004 年联合国粮农组

织 / 世界卫生组织在制定婴幼儿配方奶粉标准时，经

过风险性评估，将阪崎肠杆菌与沙门氏菌列为婴幼儿

配方奶粉的 A 类致病菌。

本研究主要在婴幼儿米面等谷类辅食中检出阪

崎肠杆菌，阳性率达 21.6%，而配方奶粉和固体饮料

中未检出，与相关报道一致［8］，统计分析显示，不同

类型的婴幼儿食品阪崎肠杆菌阳性率差异有统计学

意义。但另有文献报道国内北京、天津、广东、河南、

泰安等地在配方奶粉中检出阪崎肠杆菌［9-11］，这可能

由于不同地区采样的品牌、采样量不同，以及配方奶

粉中阪崎肠杆菌阳性率比较低等因素所致。

本研究先用微生物培养方法检出 11 株阪崎肠杆

菌，再用 PCR 方法从基因水平进行验证，结果全部符

合，说明平板分离生化实验与 PCR 方法都是一致的，

在时间紧迫的情况下，可以用 PCR 代替生化实验。另

外，阪崎肠杆菌根据 O 抗原分为 7 个血清型，本研究

9 株阪崎肠杆菌 O 抗原血清分型结果为 3 株 O1 型和 6

株 O2 型，另有文献报道检出 O4、O6、O7 血清型［10-12］，

提示松江区可能只有 O1 和 O2 血清型分布。另外，本

研究所测定的 16 种抗生素中，9 株阪崎肠杆菌对其

中 15 种抗生素均敏感，只对头孢唑啉不敏感，其中有

6 株菌耐药（66.7%），3 株中度耐药（33.3%），敏感率

为 0.0%，而张西萌等［13］研究显示阪崎肠杆菌对头孢

唑啉耐药率仅 3%，中度耐药率为 25%，敏感率高达

74%，提示阪崎肠杆菌对头孢唑啉的敏感度明显降低，

趋于耐药。此外，有文献报道，阪崎肠杆菌对苯唑西

林、头孢噻吩、青霉素、万古霉素等耐药，显示阪崎

肠杆菌的耐药性有逐渐扩大的趋势［13-14］。

通过 PFGE 进行分子分型，9 株阪崎肠杆菌可分

为 5 种型别，A 型有 4 株，相似度为 100%，B 型有 2 株，

相似度为 100%，分别属于同一 PFGE 型别，提示上海

市松江区相同及不同品牌和产品类型的婴幼儿谷物

食品中阪崎肠杆菌 PFGE 型别呈现高度同源性。刘桂

华等［15］在婴幼儿食品中检出 41 株阪崎肠杆菌，PFGE

分为 19 个型别，100% 相似度的有 4 个型别，其中一

个型别有 9 株菌同源。Fei 等［12］的研究中 67 株阪崎肠

杆菌分为 38 个 PFGE 型，1 型同源占 14%，2 型同源占

14%，3 型同源占 10%，而且 PFGE 型别相同，序列也

完全相同。这些也说明婴幼儿食品中检出阪崎肠杆菌

型别高度一致，而相似度高达 100% 的菌株，说明分

子型别完全一致，可以认为是同一流行株。本研究显

示 PFGE 分子分型相同的菌株，如 ES5、ES6 和 ES8、

菌株     血清      样品

编号       型        名称

ES3         O1       面粉

ES7         O1       米粉

ES5         O2       米粉

ES6         O2     颗粒面

ES4         O1       米粉

ES8         O2       米粉

ES10       O2       米粉

ES11       O2       米粉

ES9         O2       米粉
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ES9、ES10、ES11，其血清型也完全相同，且都聚集在

O2 群血清型，提示分子分型相同的菌株其血清型也

可能相同。

另外本研究还显示 PFGE 分子分型相同的菌株，

其耐药性也相同，但也有文献报道在研究 PFGE 分型

结果与耐药谱之间的关系发现，聚为一类的相似度极

高的菌株有相同的耐药谱，也有极高的相似度但分别

有不同的耐药谱［9］，说明阪崎肠杆菌耐药性与 PFGE

分型高度相关，但仍必须依赖于耐药基因等其他检测

方法才能客观科学地分析阪崎肠杆菌的耐药性。

阪崎肠杆菌是近年来被广泛关注的细菌，掌握其

在婴幼儿食品中的污染情况及其耐药情况，可以加强

对婴幼儿食品安全的管理，也可以为临床用药提供科

学依据，同时 PFGE 分子分型可应用于阪崎肠杆菌污

染的溯源，具有重要的公共卫生学意义。
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