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食品中克罗诺杆菌的检测方法研究进展 
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摘  要: 克罗诺杆菌是一种常见的致病菌, 可引起新生儿和婴儿脑膜炎、败血症和坏死性小肠结肠炎, 严重者

可引起神经系统后遗症, 严重威胁婴幼儿食品安全与公众健康, 因此建立高效、准确的检测方法具有重要意

义。本文系统综述了食品中克罗诺杆菌检测技术的研究进展, 并按照“培养确证-快速筛查-活菌定量-现场检测

-智能解析”的层级逻辑进行归纳。传统培养法仍是获得活菌分离株、结果确证及后续溯源分析的基础; 免疫

富集、实时荧光定量聚合酶链式反应/数字聚合酶链式反应及等温扩增技术提高了低丰度样品的筛查效率和定

量能力; 基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱法、代谢组学、表面增强拉曼光谱和流式细胞术拓展了快速鉴

定、表型解析和细胞状态评价的应用边界; 纳米材料、微流控芯片、生物传感器及便携式平台进一步促进了

检测方法的集成化、现场化和高灵敏化。此外, 人工智能在基因组溯源、传感信号解析、图像识别及多源数

据融合中的应用, 为检测结果的智能判读提供了新思路。本文重点分析各类方法的互补关系、适用场景及转

化瓶颈, 为食品安全监管提供更强有力的技术支撑。 

关键词: 克罗诺杆菌; 生化检测; 酶联免疫吸附测定法; 基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱法; 纳米传感

器; 人工智能 

Research progress on detection methods for Cronobacter in foods 
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ABSTRACT: Cronobacter are common pathogenic bacteria that can cause meningitis, septicemia and necrotizing 

enterocolitis in neonates and infants. Severe infections may lead to neurological sequelae, posing a serious threat to 

infant food safety and public health. Therefore, the establishment of efficient and accurate detection methods is great 
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significance. This review systematically summarized recent advances in the detection technologies for Cronobacter in 

foods and organized them according to a hierarchical framework of “culture-based confirmation-rapid 

screening-viable-cell quantification-on-site detection-intelligent interpretation”. Conventional culture-based methods 

remain fundamental for obtaining viable isolates, confirming results and supporting subsequent source-tracing 

analysis. Immunoenrichment, real-time fluorescent quantitative polymerase chain reaction/digital polymerase chain 

reaction and isothermal amplification technologies had improved the screening efficiency and quantitative capability 

for low-abundance samples. Matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry, 

metabolomics, surface-enhanced Raman spectroscopy and flow cytometry had expanded the application boundaries 

of rapid identification, phenotypic characterization and cellular state evaluation. Nanomaterials, microfluidic chips, 

biosensors and portable platforms had further promoted the integration, field applicability and high sensitivity of 

detection methods. In addition, the application of artificial intelligence in genomic source tracing, sensor signal 

analysis, image recognition and multi-source data fusion provides new perspectives for the intelligent interpretation 

of detection results. This review focused on the complementary relationships, applicable scenarios and translational 

bottlenecks of different detection methods, thereby providing stronger technical support for food safety supervision. 
KEY WORDS: Cronobacter; biochemical detection; enzyme-linked immunosorbent assay; matrix-assisted laser 

desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry; nanosensor; artificial intelligence 

 
 

0  引  言 

克罗诺杆菌, 是一种革兰氏阴性致病菌, 曾用名阪崎

肠杆菌, 属于肠杆菌科[1], 菌落呈现圆形、微凸、光滑湿润、

黄色、边缘整齐的特征, 直径约 2~3 mm[2]。克罗诺杆菌具

备极强的环境适应能力, 生存范围广泛, 可定植于土壤、

水体、空气尘埃及食品加工等各类环境中[3]。在婴儿配方

奶粉(powdered infant formula, PIF)、普通奶制品、熟肉制

品、海产品、蛋类、果蔬、坚果、面粉等各类零售食品, 以
及饮用水、食品加工原料和生产环境中均可被检出, 污染

覆盖食品生产全链条场景。致病菌引起的食源性疾病是全

球重要的公共卫生安全问题, 克罗诺杆菌引起的污染风险

更是备受国际关注[4]。2002 年, 国际食品微生物规范委员

会将克罗诺杆菌定义为“对有限种群具有严重风险, 具有

死亡威胁或长期慢性后遗症”[5]。不同人群感染克罗诺后的

症状差异显著, 其中新生儿由于免疫系统发育不完善, 感
染后极易引发如坏死性小肠结肠炎、菌血症和脑膜炎等严

重疾病, 病死率高达 40%~80%; 成人感染后多导致轻度胃

肠道症状、腹泻和尿路感染, 而老年人和免疫功能低下的

成年人最易感染克罗诺杆菌。 
食品生产链涵盖了原料采购、加工、包装、储存和运

输等多个环节, 任一环节的管控疏漏均可能引发克罗诺杆

菌污染, 进而造成食品安全隐患。因此, 开展食品中克罗

诺杆菌的精准检测具有重要意义, 不仅能够精准筛查食品

尤其是婴幼儿高危食品中的致病菌污染源, 从源头阻断感

染传播路径、降低人群患病风险, 还可实现食品生产全流程

的安全监控, 及时排查污染隐患、落实整改管控措施[6]。 

现阶段, 食品基质成分复杂且克罗诺杆菌污染浓度

普遍较低, 给常规检测工作带来极大挑战。为突破传统检

测技术局限, 各类新型检测方法持续迭代发展, 且呈现出

多技术交叉融合的发展趋势。基于此, 本文系统梳理食品

中克罗诺杆菌各类检测技术的最新研究进展, 重点分析不

同方法的技术特点、互补关系、适用场景及实际应用瓶颈, 
为检测方法优化和标准化评价提供参考。 

1  传统检测方法 

1.1  生理生化检测法 

生理生化检测法是依据克罗诺杆菌独特的生理特性

和生化反应特征来实现检测的, 该方法为后续检测技术的

发展提供了重要的理论与实践支撑。 
1.1.1  常规培养鉴定法 

常规培养鉴定法是目前公认的检测克罗诺杆菌的金

标准, GB 4789.40—2024《食品安全国家标准 食品微生物

学检验 克罗诺杆菌检验》规定了鉴定流程, 利用克罗诺

杆菌在显色培养基上的特征性反应进行初步筛选, 并结

合后续鉴定实现确证[1]。检测结果具有较高的可信度和权

威性, 但整个检测过程耗时较长, 至少需要 5 d 时间; 此
外步骤烦琐 , 增加了实验过程中污染的风险 , 且对操作

人员无菌操作和菌落形态判读的经验要求较高。适用于

食品中克罗诺杆菌的法定确证与计数, 在监管抽检、司法

鉴定及出口贸易检测中, 培养法阳性结果是判定产品不

合格的唯一法定证据。因此, 培养法更适合作为检测体系

中的“终点确证方法”, 而非大批量样品或现场样品的唯

一筛查手段。 
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1.1.2  生化鉴定试剂盒法 
生化鉴定试剂盒法是常规培养法的标准化延伸与微

型化改良。其原理基于克罗诺杆菌属内各菌种间生化代谢

谱的差异 , 该方法显著提升了操作的标准化程度与重复

性。近年来, 该类方法更多与其他分子或质谱技术共同用

于分离株复核, 以提高近缘菌区分能力。BHARTI 等[7]对选

定的分离株进行革兰氏染色和氧化酶检测, 革兰氏阴性和

氧化酶阴性分离株进一步使用 Hi25TM 肠杆菌科鉴定试剂

盒(HiMedia)进行一系列生化检测, 该方法采用了 25 项生

化试验, 对具有克罗诺杆菌生化反应特征的分离株进行了

进一步的分子表征。 
生化鉴定试剂盒法可在 1~2 d 内完成疑似菌落确证, 

操作较为标准化, 但成本较高, 且对生化特性不典型菌株

的鉴定准确性有限。传统检测方法以活菌确证为优势, 但
周期较长, 主要适用于法定判定与实验室确证, 见表 1。 

1.2  免疫学检测技术 

免疫学检测技术基于抗原与抗体之间的特异性识别, 
常用于克罗诺杆菌的快速筛查和富集分离。研究重点已由

单一抗原识别逐步转向“靶向富集—基质净化—信号放大”
的模块化应用。 
1.2.1  酶联免疫吸附测定法 

酶联免疫吸附测定法(enzyme-linked immunosorbent 
assay, ELISA)是一种极为常用的免疫学检测技术, 可通过

酶标信号放大实现克罗诺杆菌抗原或菌体成分的检测[8]。

WU等[9]开发了一种基于DNA引导金纳米颗粒生长的等离

子体 ELISA, 用于检测婴儿配方粉中的克罗诺杆菌。该方

法利用 DNA 调控金纳米颗粒的生长过程, 使其形态及溶

液颜色随目标信号变化而改变, 从而实现克罗诺杆菌的可

视化检测。该策略为快速可视化筛查提供了新思路, 但需

注意样本预处理以降低基质干扰, 并通过优化抗体或引入

多重检测技术拓展应用场景。 
ELISA 兼具免疫反应的特异性与酶催化的高灵敏度, 

可检测低至纳克级的目标分子, 适用于痕量物质分析, 特
异性强、操作简便并且成本较低, 且借助酶标仪可实现高

通量检测。其主要局限性在于检测结果反映的是靶标抗原

含量而非活菌状态, 死菌碎片同样会引发阳性信号; 该方

法依赖抗体质量且检测范围有限, 复杂样本中的杂质可能

导致假阳性或假阴性结果, 属于半定量方法, 定量精度不

足[10]。因此, 该方法更适用于婴幼儿配方乳粉加工环境和

生产过程中的快速预警及初步筛查。 
1.2.2  电化学免疫传感器 

电化学免疫传感器通过抗原-抗体特异性识别, 将克

罗诺杆菌捕获过程转化为可测量的电化学信号, 具有响应

快、灵敏度高和便于便携化检测等特点[11]。SHUKLA 等[12]

利用氧化石墨烯/金复合材料, 建立了克罗诺杆菌检测的

灵敏电化学免疫传感平台, 将阪崎克罗诺杆菌抗体共价固

定在氧化石墨烯/Au 复合涂层玻璃碳电极表面的 Au 纳米

颗粒上, 利用循环伏安法和差分脉冲伏安法对免疫功能化

玻璃碳电极的电化学传感性能进行了表征, 无需任何富集

或预富集步骤, 克罗诺杆菌电化学免疫感应检测的回收率

均在 82.58%以上。 
电化学免疫传感器相较于传统 ELISA 具有检测速度

快、仪器小型化潜力高、不受样品颜色和浊度影响等优势。

核心挑战在于婴幼儿配方粉基质中高浓度乳蛋白与脂肪在

电极表面的非特异性吸附, 需依赖免疫磁珠预富集或超滤

前处理来降低基质干扰。适用于液体样品体系中克罗诺杆

菌的在线或便携监测。随着微流控芯片与智能手机电化学读

卡器的集成, 其在现场执法与工厂自检场景中的应用潜力

逐步显现, 有望成为传统 ELISA 的免标记、快速替代方案。 
1.2.3  免疫磁珠分离技术 

免疫磁珠分离技术(immunomagnetic separation, IMS)
是一种克罗诺杆菌快速检测中常用的富集与净化手段, 其
核心作用在于利用抗体修饰磁珠特异性捕获目标菌, 并借

助磁场实现目标菌与食品基质及非目标微生物的快速分离, 
从而提高后续检测的灵敏度和准确性[13]。姚骅珊等[14]采用

链霉亲和素-生物素系统构建了克罗诺杆菌免疫磁珠, 在
纯培养体系中捕获率超过 80.5%; 在模拟实际污染的奶粉、

米粉等复杂食物样品中, 捕获效率仍能达到 61.1%以上, 
且非特异性吸附率始终低于 5.0%。该方法操作简便、捕获

效率高、特异性强, 为食品中克罗诺杆菌的快速、灵敏检

测提供了有效的富集手段。 
IMS 是婴幼儿配方粉中低污染水平克罗诺杆菌检测

的关键增效模块。其常与实时荧光聚合酶链式反应

(polymerase chain reaction, PCR)联用组成 IMS-PCR 快速检

测体系, 或与显色培养基联用以提升低菌量样品的目标菌

分离成功率。该方法在应对奶粉中克罗诺杆菌痕量污染调

查及监管抽检复验中具有重要应用价值。 
 

表 1  传统检测方法对比 
Table 1  Comparison of traditional detection methods 

技术名称 检测对象 是否需增菌 
能否区分

活/死菌 
检测时间/d 检出限 成本 适用场景 

常规培养鉴定法 活菌 是 是 5~7 1 CFU/100 g 中等 
法定确证、监管抽检、

司法鉴定 
生化鉴定试剂 

盒法 
纯化菌落 否 否 1~2 需纯菌落 中等偏高 

实验室分离菌落快速

确证 
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1.2.4  侧流免疫层析技术 
侧流免疫层析法(lateral flow immunochromatography 

assay, LFIA)是一类适用于现场快速筛查的免疫检测技术, 
具有操作简便、无需复杂仪器、结果可视化等特点。针对克

罗诺杆菌的LFIA多以特异性抗体和胶体金等纳米标记物为

核心, 通过检测线显色实现结果判读, 适用于婴幼儿配方乳

粉生产环境、原料验收及设备清洗效果等场景的快速评估。

PAN 等[15]提出一种浓缩金纳米颗粒增强型 LFIA 策略, 通过

提高检测区抗体局部浓度并增强金纳米颗粒信号聚集效应, 
实现了信号放大, 该试纸条检出限达 103 CFU/mL, 灵敏度

较传统方法提高 100 倍, 检测时间缩短 3 h, 且具有高度特

异性, 适用于快速可视化即时检测。 
总体来看, LFIA 的优势在于检测速度快、便携性强、

结果判读直观, 适合基层监管、工厂自检及生产现场的初

步筛查。与 ELISA 等实验室方法相比, 其更强调“即时检

测”和“快速预警”功能; 检测结果不能区分死活菌, 且高浓

度靶标可能导致“钩状效应”假阴性。 
免疫学检测技术基于抗原 -抗体特异性识别 , 检测

速度快、操作简便, 适合现场筛查与大批量样品预警, 见
表 2。 

 
表 2  免疫学检测技术对比 

Table 2  Comparison of immunological detection techniques 

技术名称 检测对象 是否需增菌 
能否区分 
活/死菌 

检测时间 检出限 成本 适用场景 

ELISA 抗原 无需增菌 否 2~4 h 较高(ng 级) 低 大批量样品快速预警筛查

电化学免疫 
传感器 

活菌/死菌 无需增菌 否 15~30 min 高 中等 液体样品在线/便携监测

IMS 活菌 否 否 <1 h(富集) 无 中等 
痕量目标菌富集与样品 

纯化 

LFIA 抗原 无需增菌 否 15~30 min 低(103 CFU/mL) 极低 
基层监管、工厂自检及生产

现场的初步筛查 

 

2  分子生物学检测方法 

2.1  聚合酶链式反应技术 

2.1.1  普通聚合酶链式反应技术 
普通 PCR 是克罗诺杆菌分子鉴定中应用较早且较成

熟的技术, 常以 16S rRNA、ompA、gyrB 及 ITS 等基因为靶

标, 通过特异性引物扩增实现菌株鉴定[16]。DAS 等[17]利用

ITS 特异性 PCR 对印度孟买零售海鲜样品中的克罗诺杆菌

分离株进行鉴定, 并结合序列分析进一步区分菌种, 在 2
株 克 罗 诺 杆 菌 分 离 株 中 检 测 到 毒 力 基 因 ompA 。

BERTHOLD-PLUTA等[18]采用限制性片段长度多态性聚合

酶 链 式 反 应 法 (polymerase chain reaction-restriction 
fragment length polymorphism, PCR-RFLP)和随机扩增多态

性 DNA 聚合酶链式反应法(random amplified polymorphic 
DNA-polymerase chain reaction, RAPD-PCR)对坚果、干果、

种子及其混合物中的克罗诺杆菌进行鉴别, 分离出 3 种克

罗诺杆菌, 该研究结果为植物源产品中克罗诺杆菌的存在

和种类鉴定提供了依据。 
PCR 技术操作相对简便, 对实验设备的要求不高, 一

般在数小时内即可完成扩增反应, 相较于传统培养方法, 
效率有了显著提升[19]。但作为基础分子检测方法, 其局限

也较为明确: 检测容易受引物特异性、扩增污染等因素的

影响, 灵敏度受制于增菌效率与奶粉基质中残留抑制物的

影响, 且无法区分死活菌。近年来, 普通 PCR 不再是快速

检测技术创新的核心, 更多用于分离株分子辅助鉴定、靶

基因验证及流行病学研究中的前置扩增, 可配合国标培养

法对可疑菌落进行种属确认, 并为全基因组测序等溯源分

析提供基础支撑。 
2.1.2  实时荧光定量聚合酶链式反应技术 

实时荧光定量聚合酶链式反应法(real-time fluorescent 
quantitative polymerase chain reaction, qPCR)是在普通 PCR
基础上发展起来的核酸定量检测技术, 可通过实时监测

荧光信号实现克罗诺杆菌靶基因的快速检测与半定量分

析[20]。与普通 PCR 相比, qPCR 具有灵敏度高、扩增后无

需开盖检测、污染风险低和适合高通量筛查等优势。

ZHANG 等 [21]采用了一种将噬菌体扩增检测法 (phage 
amplification assay, PAA)与 qPCR 相结合的新方法, 通过

扩增阪崎克罗诺杆菌噬菌体 EspYZU12 并结合噬菌体特

异性定量聚合酶链反应来检测牛奶样本中的活菌, 该策

略在一定程度上弥补了传统 qPCR 无法区分活菌与死菌

的不足, 体现了 qPCR 与生物富集或活菌指示体系联用的

发展趋势。 
qPCR 具有灵敏度高、定量能力好、大幅降低气溶胶

污染风险的优势, 且可通过标记不同荧光基团实现多重检

测以区分克罗诺杆菌属内不同种。其主要不足在于仪器成

本较高, 定量依赖标准曲线校准; PIF 中脂质、多糖及蛋白

残留对 Taq 酶活性具有潜在抑制作用, 可能造成假阴性结

果。适用于大型乳品企业、第三方检测机构及监管实验室

中克罗诺杆菌的快速筛查和半定量监控, 也可作为培养法

确证的平行补充手段。 
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2.1.3  数字聚合酶链式反应技术 
数字聚合酶链式反应法 (digital polymerase chain 

reaction, dPCR)是在 qPCR 基础上进一步发展的绝对定量

技术[22–23], 将含有克罗诺杆菌靶基因的 PCR 反应体系随

机分割至数万个微液滴中, 使靶核酸呈泊松分布, 经扩增

后通过计数阳性单元数实现对目标核酸的绝对计数。吕新

瑞[24]将 IMS、改进的叠氮溴化丙啶(propidium monoazide, 
PMA)以及微滴 dPCR 相结合, 构建了针对 PIF 中痕量残留

克罗诺杆菌的富集、染色和定量检测体系, 并用于分析抗

生素作用下活的非可培养状态菌的动态变化, 为 PIF 中克

罗诺杆菌的快速精准定量检测提供了一种有力的工具。 
dPCR 代表了克罗诺杆菌核酸检测由“快速筛查”向

“活菌精准定量”发展的方向, 其优势在于不需要标准校准

曲线以及扩增效率和 PCR 抑制剂对结果的影响较小[25]。

然而, 该类方法仍受设备和耗材成本、通量、自动化水平

和样品前处理标准化制约, 更适合高风险样品复核、工艺

杀菌效果评价和实验室方法验证等场景。 

2.2  等温扩增技术 

2.2.1  环介导等温扩增技术 
环 介 导 等 温 扩 增 技 术 (loop-mediated isothermal 

amplification, LAMP)是 CHEN 等[25]开发的一种新型恒温

核酸扩增技术。以克罗诺杆菌靶基因保守区域为扩增对象, 
通过多条特异性引物和链置换 DNA 聚合酶, 在 60~65 ℃
恒温条件下完成核酸扩增。张懿翔等[26]将 LAMP 结合基因

编辑技术, 通过基因组比较寻找克罗诺杆菌菌株基因内部

的候选保守序列, 针对克罗诺杆菌特异性关键基因序列设

计 LAMP 引物和向导 RNA 靶向序列, 并用人工污染的加

标样品验证该方法的可行性, 结果表明该方法可用于乳粉

中克罗诺杆菌属的快速检测。 
LAMP 适合需要快速得出定性结果的场景(如食品出

厂检验、疫情应急响应)。其核心优势在于操作简便、低

成本、高速度、结果可视化。但需注意引物优化和污染控

制, 扩增产物为长链 DNA, 易通过气溶胶传播, 需严格分

区操作[27–28]。 

2.2.2  重组酶聚合酶等温扩增技术 
重组酶聚合酶等温扩增技术(recombinase polymerase 

amplification, RPA)是一种新型的等温核酸扩增技术, 通过

重组酶介导引物与靶 DNA 结合, 并在单链结合蛋白和

DNA 聚合酶协同作用下, 于等温条件下快速完成核酸扩

增[29]。扩增结果可结合 LFIA 试纸条、电化学试验、化学

发光试验和基于硅微谐振器的光子试验以及实时监测来检

测扩增产物[30]。郝娟等[31]使用 RPA 方法对 560 个婴幼儿

食品样本进行了克罗诺杆菌检测, 辅以传统培养法和实时

荧光 PCR 法加以验证检测结果。研究表明, 3 种方法的定

性检测结果一致, RPA 检测效率较为优越, 适用于样品的

初筛和现场快速检测, 有利于及时应对食品突发事件。 
RPA 以其超快速、等温、便携的特性, 成为微生物检

测和分子诊断领域的重要补充技术, 尤其在即时检测和应

急响应中具有不可替代的优势[32]。但商业化试剂盒成本较

高, 易受复杂基质影响, 且多为定性或半定量检测, 难以

区分死活菌。与免疫磁珠富集或侧向流试纸条联用后, 有
望实现婴幼儿配方粉生产环境与原料验收环节的“即时分

子诊断”, 适合基层抽检。 
分子生物学检测方法已形成较清晰的层级分工: 普

通 PCR 适用于分离株确证和靶标验证, qPCR 适用于高通

量 快 速 筛 查 , dPCR 适 用 于 绝 对 定 量 和 痕 量 复 核 , 
LAMP/RPA 适用于现场检测, 见表 3。 

3  质谱方法 

质谱方法在克罗诺杆菌检测中的优势是对分离菌株进

行快速、高通量鉴定, 并为分型溯源、代谢表型解析和风险

机制研究提供补充信息。近年相关研究主要集中在前处理简

化、谱库完善、近缘种区分和多组学数据整合等方面。 

3.1  基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱技术 

基 质 辅 助 激 光 解 吸 电 离 飞 行 时 间 质 谱 法

(matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight 
mass spectrometry, MALDI-TOF MS)是目前微生物快速鉴

定中较为成熟的质谱技术, 其原理是将克罗诺杆菌单菌落 
 

表 3  分子生物学检测技术对比 
Table 3  Comparison of molecular biology detection techniques  

技术名称 检测对象 是否需增菌 
能否区分

活/死菌 
检测时间 检出限 成本 适用场景 

普通 PCR DNA 需要短时增菌 否 3~4 h 中等 低 
实验室分离菌株分子辅助

鉴定 

qPCR DNA 需要短时增菌 否 2~3 h 高 中等 
高通量快速筛查与半定量

监控 

dPCR DNA 无需增菌 否 2~3 h 极高(绝对定量) 高 
痕量污染精准定量、标准物

质定值 

LAMP DNA 需要短时增菌 否 <1 h 高 低 
现场快速定性检测、应急

响应 

RPA DNA 需要短时增菌 否 15~30 min 高 中等 样品初筛、即时检测 
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与基质共结晶后经激光电离, 获得质荷比指纹图谱, 并与

数据库比对实现属或种水平鉴定[33]。SONG 等[34]开发并优

化 了 一 种 直 接 鉴 定 液 体 培 养 基 中 克 罗 诺 杆 菌 的

MALDI-TOF MS 预处理方法, 并通过响应面法优化关键参

数, 提高了菌株鉴定分数和结果稳定性。该研究为 PIF 生产

环境和 PIF 样品中克罗诺杆菌的检测提供了方法参考。 
MALDI-TOF MS 具有快速、准确、通量高的优势, 但

罕见种可能存在盲区, 且需要专业的设备和操作人员, 检
测成本较高, 在基层检测机构应用受限, 更适合大型检测机

构对培养阳性菌落进行快速复核和高通量鉴定, 而不宜脱

离增菌与分离步骤直接作为低菌量 PIF 样品的终点检测。 

3.2  代谢组学质谱技术 

代谢组学质谱主要用于解析克罗诺杆菌在干燥、热处

理和消毒剂胁迫下的代谢适应机制[35]。与 MALDI-TOF MS
主要用于菌株快速鉴定不同, 代谢组学质谱更强调从代谢

表型层面揭示克罗诺杆菌的生理变化和环境适应特征。

LIN 等[36]采用超高效液相色谱-质谱技术(ultra performance 
liquid chromatography-mass spectrometry, UPLC-MS)与核

磁共振技术(nuclear magnetic resonance, NMR)双平台代谢

组学, 系统分析了氯、季铵盐、60 °C 加热及苹果酸处理对

浮游态、风干态及风干-清洗态阪崎克罗诺杆菌的代谢影

响。结果表明, 不同消毒策略的抑菌效果与细菌生理状态

密切相关, 相关处理可引起氨基酸代谢、膜完整性、渗透

保护及抗氧化通路等变化, 为 PIF 加工环境中消毒工艺优

化提供了代谢层面的依据。 
代谢组学质谱的独特优势在于可从代谢表型层面区

分近缘种、鉴定死活菌代谢差异, 并有望绕过纯培养步骤

直接分析食品基质顶空气体。但该技术目前仍以科研探索

为主, 设备昂贵、数据处理复杂、标准化代谢数据库尚未

建立, 限制了其在常规检测中的普及。 

4  物理检测方法 

4.1  拉曼光谱 

表面增强拉曼散射技术 (surface-enhanced Raman 
spectroscopy, SERS)可通过检测克罗诺杆菌细胞中核酸、蛋

白质、脂质等分子的拉曼指纹信号, 并结合化学计量学或

机器学习模型, 实现细菌的快速、无标记鉴别[37], 作为超

灵敏分析工具广泛应用于疾病诊断、生物标志物检测、细

胞成像和治疗监测等领域。与传统检测方法不同, SERS 更

强调对细胞整体生化组成的快速表征, 具有检测速度快、

样品消耗少和单细胞分析潜力等特点。NICIŃSKI 等[38]通

过 SERS 结合主成分分析、基因测序和介电泳等技术, 对
来自食品和临床样本的 52 株肠杆菌科细菌进行了分析。结

果表明, SERS 能够在 45 s 内实现对细菌的高通量、无标记

检测, 准确率高达 98%。其光谱特征能够有效区分克罗诺

杆菌与大肠杆菌、沙门氏菌、阴沟肠杆菌等不同属细菌, 但
在克罗诺杆菌属内不同种的精细区分方面仍存在一定局

限。该研究为 SERS 在食品安全快速检测领域的标准化和

实际应用提供了重要数据支撑。 
SERS 的核心吸引力在于单细胞水平分析能力、无需

标记或试剂、检测速度快, 且可在水环境中直接测量, 尤
其适合活体分析。主要不足在于拉曼散射信号微弱易受荧

光背景干扰; 图谱解析依赖复杂算法, 标准化程度不足。

拉曼光谱适用于单细胞水平快速鉴别、生物被膜组成原位

分析及胁迫损伤状态的免标记评估, 是未来非破坏性快速

鉴定与单细胞分选联用潜力的代表性技术。 

4.2  流式细胞术 

流式细胞术是一种能够在单细胞水平进行快速、多参

数分析的物理检测技术, 通过采集细胞散射光和荧光染色

信号, 对克罗诺杆菌的细胞数量、膜完整性及生理状态进

行快速评估[39]。该技术还可进一步反映受损细胞和可存活

但不可培养(viable but non-culturable, VBNC)状态细胞的

存在, 因此在食品加工过程杀菌效果评价中具有重要意

义。CAL-SABATER 等[40]研究应用 SYTO9 和碘化丙啶双

染色结合流式细胞术, 系统分析了不同热处理条件下阪崎

肠杆菌的膜完整性变化, 60 ℃和 65 ℃的温和热处理虽能

显著降低活菌平板计数, 但产生了大量膜受损或 VBNC 状

态细胞; 而 100 ℃处理则能完全灭活细菌。该结果证实, 
PIF 冲调过程中若使用低于 70 ℃的热水, 无法彻底杀灭克

罗诺杆菌, 构成食品安全隐患。 
流式细胞术具有快速、高通量和单细胞分析优势, 可

用于区分克罗诺杆菌活菌、死菌及受损细胞状态, 弥补传

统平板计数法对受损细胞检出不足的问题。由于其对样品

纯度和菌体浓度要求较高, 实际应用中常需结合短时预增

菌或免疫磁珠富集等前处理, 更适用于大量样品快速初筛

及杀菌工艺效果评价[41]。 
质谱及物理检测方法可弥补传统培养法和分子生物

学方法在高通量鉴定、无标记分析及细胞状态评价方面的

不足, 但设备成本较高, 适用于实验室确证与生理状态评

估, 见表 4。 

5  新型检测技术与方法 

5.1  纳米技术在检测中的应用 

纳米材料由于其独特的物理化学性质, 如高比表面

积、量子尺寸效应、表面等离子体共振等, 在克罗诺杆菌检

测中展现出了卓越的性能。姜毓君等[42]开发了一种基于磁

捕获的纳米金比色法快速检测阪崎克罗诺杆菌的方法。该方

法通过氨基磁珠孵育捕获目标 DNA 并进行 PCR 扩增, 扩增

产物与 DNA 探针修饰的胶体金进行杂交, 最终通过肉眼即

可判断检测结果, 无需复杂的仪器设备, 操作简便快捷。 
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表 4  质谱及物理检测技术对比 
Table 4  Comparison of mass spectrometry and physical detection techniques  

技术名称 检测对象 是否需增菌 
能否区分 
活/死菌 

检测时间 检出限 成本 适用场景 

MALDI-TOF MS 菌体蛋白 是(需纯菌落) 否 分钟级(对纯菌落) 需纯菌落 高 
实验室高通量菌落快

速确证 

代谢组学质谱 代谢产物 可无需增菌 潜在可能 小时级 高 极高 
代谢机制研究、种内异

质性分析 

SERS 
细胞生化

成分 
可无需增菌 潜在可能 分钟级(秒级) 高 高 

单细胞水平无标记快

速鉴别 

流式细胞术 单个细胞 需要富集 是 分钟级 中等(需富集) 高 
大批量样本初筛、细菌

生理状态评估 

 
纳米检测方法的突出优势在于灵敏度高、响应速度

快、样品用量少。但其仍存在纳米探针批次稳定性不足、

规模化制备困难以及复杂食品基质干扰等问题。未来突破方

向在于发展抗基质干扰的纳米界面修饰策略, 建立行业公

认的方法学评估标准, 并推动便携式检测平台的实际应用。 

5.2  微流控芯片技术 

微 流 控 芯 片 技 术 是 一 种 基 于 微 机 电 系 统

(micro-electro-mechanical systems, MEMS)技术发展起来的

前沿技术, 它通过在微小的芯片上构建微通道、微阀门、

微泵等微流控元件, 实现对微升、纳升甚至皮升量级流体

的精确操控和分析[43]。CHEN 等[44]制备了聚二甲基硅氧烷

(polydimethylsiloxane, PDMS)微流控芯片, 并基于克罗诺

杆菌的 16S rRNA 和 ITS 基因, 在微流控芯片上建立了一种

多重竞争性退火介导等温扩增法 (multiplex competitive 
annealing mediated isothermal amplification, mCAMP), 用
于 PIF 样品中克罗诺杆菌的可视化检测。该方法结果可肉

眼判读, 适用于资源有限条件下的快速筛查。 
该技术试剂消耗少、反应速度快, 且封闭式设计能有

效防污染, 便携性突出; 但芯片加工精度要求高, 奶粉中

脂肪与蛋白易堵塞通道或干扰反应, 难以区分死活菌。主

要用于乳品企业现场自检和基层监管快速初筛 , 常与

LAMP 等等温扩增技术联用。对于 PIF 等高风险基质, 芯
片检测更适合作为前端筛查模块, 阳性结果仍需培养法

复核。 

5.3  生物传感器 

生物传感器是一种将生物识别信号转换为可量化电

学或光学信号的分析装置, 在致病菌快速检测领域展现出

巨大潜力。通常以抗体或核酸适配体作为识别元件, 固定

于换能器表面, 当靶菌与其特异性结合后, 可产生可量化

信号, 实现快速检测[45]。该领域的研究前沿集中于信号放

大 策 略 的 创 新 , 例 如 结 合 滚 环 扩 增 (rolling circle 
amplification, RCA)或规律成簇间隔短回文重复序列及其

相关蛋白技术来提升灵敏度[46]; 开发新型纳米材料以增强

信号响应; 以及推动设备的微型化与集成化, 构建便携式

乃至可穿戴的传感平台。LI 等[47]构建了一种基于功能性核

酸的超灵敏、可视化的生物传感器, 用于检测 PIF 中的克

罗诺杆菌。该方法利用适配体修饰磁珠捕获靶菌, 并结合

脱氧核酶识别、滚环扩增和 G-四链体/氯化血红素显色体

系实现多级信号放大, 最终通过肉眼观察颜色变化判读结

果, 为食品中病原菌的快速、高灵敏检测提供了一种新型、

可靠的解决方案。 
生物传感器响应迅速、灵敏度高且设备小型化, 适配

体传感器热稳定性好, 但奶粉中乳蛋白与脂肪在传感器界

面的非特异性吸附严重干扰信号稳定性, 重现性受限, 传
感器芯片多为一次性使用, 且无法区分死活菌。该技术适

用于乳品企业工艺用水、设备清洗液的在线监测及原料验

收初筛, 常与磁珠富集前处理联用以降低基质干扰。以上

新型检测技术融合纳米材料与微流控等前沿手段, 正逐步

向集成化、微型化与智能化方向发展。 
纳米材料提供富集与信号放大, 微流控实现反应封

闭和流程集成, 生物传感器承担信号转换和现场读数。其

共同瓶颈在于标准化不足、试剂或芯片批间稳定性有限以

及真实食品基质验证仍不充分, 见表 5。 
 

表 5  新型检测技术对比 
Table 5  Comparison of novel detection techniques  

技术名称 检测对象 是否需增菌 能否区分活/死菌 检测时间/h 检出限 成本 适用场景 

纳米技术(比色法) DNA/菌体 需要 否 1~2 高 中等 
快速可视化检测(科研/原

型阶段) 

微流控芯片技术 DNA 可无需增菌 否 1~2 高 中等 现场自检、快速初筛 

生物传感器 菌体 可无需增菌 否 <1 极高 中等 在线监测、原料验收初筛
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6  人工智能赋能的检测方法 

人工智能(artificial intelligence, AI)在克罗诺杆菌检测

体系中的作用是“数据解析与决策辅助”, 而非独立的检测

方法。从技术路径看, 现代 AI 的发展主要驱动力源于以深

度学习为代表的机器学习技术, 通过构建深层神经网络, 
利用海量数据进行训练, 从而实现对数据中复杂模式的高

层次抽象与识别。该领域已衍生出包括自然语言处理、计

算机视觉、语音识别和机器人学等多个关键分支, 并广泛

应用于科学研究、医疗诊断、工业制造及日常生活等诸多

方面[48]。AI 与微生物检测的结合标志着该领域向智能化、

快速化和精准化的范式转变[49], 其与微生物学的交叉融合, 
为实时病原诊断、耐药性监测及新病原发现提供了新工具, 
引领食品安全监测迈向智能化、精准化的新纪元[50]。 

6.1  已用于克罗诺杆菌检测的 AI 应用 

6.1.1  AI 赋能基因组溯源 
GAO 等[51]对全球 748 株克罗诺杆菌进行了首次大规

模泛基因组荟萃分析。该研究的核心创新在于双重 AI 策

略的协同应用 , 首先构建了经微调的生成式预训练

Transformer 模型, 将美国国家生物技术信息中心数据库中

非标准化的分离源描述符自动归类为临床、环境、食品三

大主类别及各细化亚类, 分类准确率达 99.47%; 随后利用

随机森林机器学习算法 , 预测菌株的分离来源与地理起

源。结果显示, 奶粉源菌株基因组显著大于其他食品源菌

株, 且富集了 DNA 复制、重组与修复相关功能基因及铜、

银等重金属抗性基因。模型还能以高准确率区分不同来源

的菌株, 其中欧洲分离株预测性能最优。该研究展示了 AI
处理非标准化病原体基因组元数据、识别高风险克隆群的

潜力, 为克罗诺杆菌的分子监测与溯源提供了可推广的自

动化分析框架。 
6.1.2  AI 耦合传感器检测 

在直接面向样品检测的层面, AI 与传感平台的结合已

开始产出针对克罗诺杆菌的实证数据。LI 等[52]构建了基于

聚集诱导发光纳米硅的传感器阵列, 通过偶联人工神经

网络等机器学习算法, 成功实现了包括克罗诺杆菌在内

的 8 种食源性病原菌的高精度区分, 该平台可在 1 h 内从

牛奶基质中识别目标菌, 对克罗诺杆菌的定量检出限达到

103 CFU/mL 水平。这一工作将 AI 的信号解码能力与纳米

传感的灵敏度优势有机结合, 展示了机器学习处理多维传

感数据、克服复杂基质干扰的独特价值。 

6.2  对克罗诺杆菌检测具有借鉴意义的通用 AI 工具 

6.2.1  AI 驱动的显微图像活菌智能分类 
基于深度卷积神经网络对白光显微图像中的细菌微

菌落进行特征提取与空间定位, 通过将食品基质碎片纳入

负样本训练集, 消除背景干扰, 实现活菌的自动化高精度

判别。BANICOD 等[53]系统梳理了机器学习与深度学习辅

助生物传感器检测食源性病原菌的进展, 指出 AI 可有效

提升 SERS、荧光、比色及电化学传感平台在复杂食品基

质中的抗干扰能力与判读精度。PARK 等[54]本研究构建了

一种基于深度学习的显微图像分析策略, 通过微菌落白光

图像实现复杂食品中活菌的快速检测与分类。该方法的关

键突破在于将食品基质碎片纳入训练数据集, 使模型在鸡

肉、菠菜、奶酪等真实样品中将碎片误判为细菌的假阳性

率降至 0%, 精确度达 100%, 召回率达 94.4%, 为食品致病

菌污染提供了一种低成本、自动化的新方案。 
6.2.2  AI 驱动的纳米酶传感信号智能解析 

智能传感信号解码与多靶标解析引入机器学习与深

度学习算法, 对纳米酶传感器阵列及高光谱成像等高维信

号进行特征自动提取, 突破多靶标交叉干扰下的信号解析

瓶颈, 实现多种病原菌及活/死状态的同步精准区分, 显著

提升多重检测的灵敏度与准确性。CUI 等[55]提出了“协调

智能”概念, 系统阐述了纳米酶传感从识别机制到机器学

习解码的完整技术链条。并强调, 传统数据分析方法难以

处理纳米酶传感器阵列在面对多靶标共存时产生的高维数

据, 而机器学习算法可自动提取特征模式, 显著提升多重

检测的准确性与灵敏度。 

7  结束语 

本文系统地阐述了多种克罗诺杆菌检测方法, 克罗

诺杆菌检测技术正由单一方法转向分层互补和组合应用。

培养法提供法定确证和活菌分离基础; 免疫富集和分子检

测承担快速筛查与活菌定量; MALDI-TOF MS、SERS 和流

式细胞术补充高通量鉴定及细胞状态评估; 纳米材料、微

流控和生物传感器推动现场检测; AI 则提升复杂数据解

析、风险溯源和结果判读能力。 
未来, 该领域的发展应着力于以下方向: 强化前处理

技术的靶向富集与抗干扰能力, 建立适配不同风险等级样

品的分级处理流程 ; 推动多模态技术的有机融合 , 如将

免疫磁珠富集与等温扩增、电化学传感联用, 构建“富集-
检测-判读”一体化平台; 构建适用于基层监管的快速筛查

与实验室确证相衔接的技术体系, 在保持方法稳健性的前

提下, 引入 AI 辅助信号解析与数据挖掘, 以提升复杂谱图

的识别效率, 但需警惕算法黑箱对结果可解释性的削弱, 
确保检测结论的溯源性与法定效力。不同应用场景下克罗

诺杆菌检测的推荐技术组合存在显著差异, 应根据检测目

的、时效要求和设备条件进行针对性选择。 
检测克罗诺杆菌对于保障食品安全, 尤其是婴幼儿

食品安全意义重大。未来研究应从单一方法转向真实基质

适配和方法学标准化, 重点解决低丰度靶菌高效富集、活

菌/死菌区分、抗基质干扰、现场检测结果可追溯以及多中

心验证不足等问题。多学科交叉融合, 形成“快速筛查-实
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验室确证-数据溯源”的闭环体系, 从而为婴幼儿食品安全

构筑更为坚实的技术屏障。 
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