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pH值，适当添加缓冲盐或者稀磷

酸，调节pH值到3.2，保证CMP充

分分离。

本文依据GB 5413.40-2016

《食品安全国家标准 婴幼儿食品

和乳品中核苷酸的测定》方法，

采用高效液相色谱法测定婴幼儿

配方奶粉中核苷酸含量，通过多个

厂家多个型号色谱柱的对比，选用

SUPELCO LC-18-T型号色谱柱，

核苷酸5 个组分分离效果明显。本

方法前处理操作简单，定量准确，

适合批量测定。 C
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阪崎肠杆菌是以日本细菌学

家Riichi Sakazakii的名字命名的，

是肠杆菌科肠杆菌属的一个新种，

属于革兰氏阴性杆菌，至2006年

该菌已经发现了16 个生物型。该

菌广泛存在于自然界中，在奶粉、

肉制品、谷物、蔬菜、水果等多种

食品中分离出了阪崎肠杆菌。此菌

是一种条件致病菌，感染对象多是

婴儿，尤其是早产、低重儿和免疫

力低下的新生儿[1]。它可引起新生

儿脑膜炎和坏死性小肠结肠炎等重

疾，虽发病率不高，但死亡率可达

到50%～80%。根据疾病预防控制

中心（CDC）报告，全球每年约有

6 例阪崎肠杆菌报告病例，其中大

部分感染病例发生在发达国家。国

内外学者针对阪崎肠杆菌的安全监

控研发了大量的检测方法。与其它

食源性致病菌相比，阪崎肠杆菌的

常规检测方法不够成熟，对于该菌

的鉴定是以 TSA 平板上产生的黄色

素为基础，只有在 TSA 平板上产生

了黄色素，才能够进行下一步的一

系列确认试验[2]。然而，黄色素的

产生并不是该菌所特有的，研究表

明，自然界中存在一些其它菌也可

以产生黄色素，因此该方法特异性

差。因此，研究建立阪崎肠杆菌快

速、特异性和灵敏度高，并且经济

阪崎肠杆菌检测方法的研究进展

文/孔祥瑞
（黑龙江立高仪器设备有限公司）

摘要：阪崎肠杆菌是能够导致新生儿严重疾病甚至死亡的条件致病菌。目前，该菌已经从多种食品及环境中检出。因

此，建立快速、操作简便、特异性好、灵敏度高的检测方法对食品及加工环境的安全监控具有非常重要的意义。研究了国内外

阪崎肠杆菌检测方法的进展情况，建立快速、简便、灵敏度高的阪崎肠杆菌检测系统是未来发展的需要。
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高效的检测方法十分重要。

1 传统的检验方法

1.1 常规检验方法
传统的食品中阪崎肠杆菌的

检测方法是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》，此法

与ISO方法相似，包括选择性前增

菌、分离、生化鉴定，检测步骤

比较复杂，周期较长，需要5～7 

天才能得到结果，不利于检测该

菌对食品的污染情况，且准确性

和特异性不高，容易导致结果假

阳和假阴性。

1.2 常规方法的改进
为了避免出现假阳和假阴性

的结果，同时提高检测结果的准确

性，研究人员改进了分离培养基。

Leuschner等[3]在培养基中加入4-

甲基伞形酮-α-D-葡萄糖苷作为

荧光底物，阪崎肠杆菌在生长繁殖

时会产生荧光产物，从而提高特异

性。Muytjens等[4]鉴定了 129 株

阪崎杆菌分离株的α-葡萄糖苷酶

活性，100%为阳性株。在培养基

中加入5-溴-4-氯-3-吲哚-α，

D-吡喃葡糖苷作为α-葡萄糖苷

酶指示剂，开发了新的分离培养

基。Leuschner和Bew[5]对 ISO检

测方法稍作修改，对阪崎肠杆菌进

行筛检，在欧洲8 个国家的16 个

实验室间进行验证。阪崎肠杆菌在

NA+α-MUG平板上生长，在日

光下菌落呈现鲜黄色，在紫外光

下呈现蓝/紫色荧光。可疑菌落用

API20E进行生化鉴定。

2 分子生物学方法

2.1 PCR 检测技术
P C R 技 术 已 经 在 生 命 科 学

的 许 多 领 域 有 应 用 ， 包 括 单 重

PCR、多重PCR、实时PCR技术。

Lehner 等[6]用PCR技术对15 株

阪崎肠杆菌进行检测。Keyser等
[7]2003年评估厌氧污泥床技术处

理葡萄酒厂废水能力时，首次报

道 了 阪 崎 肠 杆 菌 快 速  P C R 检 测

法。高旗利等[8]对菌体16S和23S 

rDNA保守序列通用引物的利用，

对 6 株阪崎肠杆菌16～23S rRNA

序列进行扩增、测序，建立奶粉

中该菌PCR检测法。PCR技术灵敏

度高、快速[9]，但需要的仪器设备

昂贵、电泳繁琐，对检测人员的

技术要求较高。

2.2 环介导等温扩增技术
环介导等温扩增技术是Notomi

等[10]在2000年开发的一种新型恒

温核酸扩增方法，此法灵敏度高、

耗时短、方法简便[11～12]。胡连霞

等[13]采用改良的环介导等温扩增方

法，快速检测出婴儿配方奶粉中的

阪崎肠杆菌。Hu等[14]对阪崎肠杆菌

的16S~23S rRNA基因区间设计引

物，用环介导等温扩增技术对阪崎

肠杆菌人工污染的奶粉进行检测，

结果表明此法灵敏度、特异性都高

于PCR技术。

2.3 核酸探针技术
德国Vermicon AG公司利用核

酸探针技术，设计了细菌rRNA特

殊区域荧光标记，建立了商品化检

验及鉴定系统。Lehner等[15]根据德

国Vermicon AG公司建立的系统，

使用落射荧光显微镜可观察到阪崎

肠杆菌发出的特异性红光，使该菌

非常容易被鉴定。Liu等[16]设计了

10 对寡聚核苷酸探针和2 对特异性

PCR引物。试验结果表明，PCR方

法和探针法用于阪崎肠杆菌检测时

均为阳性。

3 免疫学检测方法

3.1 酶 联 免 疫 吸 附 试 验

（ELISA）
酶联免疫吸附是把免疫学和现

代测试技术相结合而建立的一种超

微量测定方法。石曼[17]初步研究了

阪崎肠杆菌的免疫分析方法，制备

了高效价、高特异性的阪崎肠杆菌

多克隆抗体。通过优化免疫分析条

件，建立一种快捷、方便且实用的

间接酶联免疫检测阪崎肠杆菌的方

法。汪琳等[18]制备了抗阪崎肠杆菌

单克隆抗体，并初步建立了ELISA

检测方法。

3.2 免疫磁性微球珠富集技术
金燕飞等[19]利用阳离子磁珠捕

捉乳粉中的阪崎肠杆菌，将特异的

阪崎肠杆菌多克隆抗体结合到磁珠

微球上，磁珠捕获同时富集细菌，

此法大大缩短阪崎肠杆菌检测周

期，提高效率，与传统法相比，操

作简单、灵敏度高、检测周期短，

但是成本有所增加。

3.3 免疫荧光技术
支援等 [20]采用荧光生物标记

物标记免疫磁珠富集的阪崎肠杆
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菌，其中荧光生物标记物为量子

点。结果显示整个检测过程只需

要2 小时，检出限较低，约为100 

CFU/mL，且时间短、灵敏度高、

特异性好。

4 计算机网络系统模拟
智能计算系统

Iversen等[21]利用计算机网络

系统模拟生物神经网络的智能计算

系统和多层感知器ANN技术，对阪

崎肠杆菌分离株的生化特征和16S 

rDNA序列进行分析。以计算机为基

础的分析方法可降低数据的复杂性

和维数，提高菌种鉴定系统速度及

可靠性。

5 小结

快速、操作简便、灵敏度高、

特异性高的检测技术是食品中病原

性微生物检测的主要发展方向。国

内外大量的阪崎肠杆菌研究数据表

明，PCR技术是未来阪崎肠杆菌快

速检测方法的研究基础和方向。 C
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