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阪崎克罗诺杆菌（Cronobacter sakazakii）是一种食源性条件致病菌，可引起坏死性肠炎、脑膜炎
和婴儿败血症等危及生命的侵袭性疾病。受该菌污染的婴幼儿配方奶粉（powdered infant formula, 
PIF）的潜在风险已引起乳品生产商、监管机构和消费者的广泛关注。C. sakazakii可以在不同食品
生产环境和设备表面形成一种保护该菌免受恶劣环境伤害的细胞生长模式——生物膜，并成为其在
食品中持续污染的重要来源。然而，细菌生物膜由于其耐药特性难以去除。传统的清洗和消毒程
序不足以完全控制生物膜，并且可能会导致进一步的生物膜形成和扩散。因此，基于纳米技术的
药物传递系统、物种间相互作用以及制备来自微生物、天然提取物和噬菌体的抗菌分子等控制生
物膜的新技术应运而生。本文将重点阐述C. sakazakii生物膜形成机制及其潜在的控制策略。
© 2020 THE AUTHORS. Published by Elsevier LTD on behalf of Chinese Academy of Engineering and Higher 

Education Press Limited Company This is an open access article under the CC BY-NC-ND license  
(http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).
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1. 引言

克罗诺杆菌属（Cronobacter spp.）由7个具有致病

性的菌种组成，分别为阪崎克罗诺杆菌（C. 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. muytjen-
sii）、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），原先统称为阪崎肠杆菌（Enterobacter 
sakazakii）。而C. sakazakii是Cronobacter spp.中感染性

最强的一个菌种[1]。Cronobacter spp.是一类具有周生

鞭毛，能运动，在好氧和厌氧条件下均可生长的革兰氏

阴性杆菌。该菌可引起各个年龄人群感染，特别是在新

生儿、小于6个月的婴儿和老年人中的感染率较高。由

于C. sakazakii与新生儿严重疾病的感染暴发密切相关，

因此该菌已引起监管当局的高度重视。国际食品微生物

标准委员会（International Commission on Microbiologi-
cal Specification for Foods, ICMSF）将Cronobacter列为

“严重危害特定人群生命、引起长期慢性实质性后遗症

的一种致病菌”[2]。该菌可导致低出生体重新生儿和年
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龄小于6个月（断奶前）的婴儿患脑膜炎、坏死性肠炎

和呼吸道感染等威胁生命的症状，其中伴有神经后遗症

或迅速死亡病症的死亡率为40%~80% [3−7]。此外，C. 
sakazakii也会感染其他年龄人群，尽管已有报道发现该

菌可在学生中暴发急性肠胃炎，但其主要的感染人群是

免疫功能低下的成年人[8]。该菌可导致成人多种症状，

如菌血症、阑尾炎、败血症、骨髓炎、肺炎、脾脓肿、

伤口感染和尿路感染[5,9]。
C. sakazakii广泛分布于环境中，包括婴幼儿配方

奶粉（powdered infant formula, PIF）、蔬菜、即食食品、

水、干粮、药用植物、香料和苍蝇[10−19]。由于Crono-
bacter具有强抗干燥能力，能够产生多糖荚膜，并分泌

黄色类胡萝卜素色素以保护其抵抗氧自由基的侵害，所

以研究者推测该菌的主要自然源可能是植物[20]。此外，

在家庭环境[21,22]和食品生产设备[23,24]中也均发现了

该菌。

为了适应不同的生长环境，细菌形成称为生物膜

（biofilm）的动态空间组织。这是微生物重要的适应性

生存策略，食源性病原体可以通过这种策略保护自己免

受环境胁迫[25−27]。生物膜中的细菌作为一个群落存

在，其生理特性不同于浮游态的细菌。它们在细胞-细
胞间进行合作与竞争，相互传递信号分子，并进行基因

的水平转移。因此，它们保持“亦敌亦友”的关系[28]。
生物膜的独特形态和生理结构因其包含的微生物及驻留

的微环境条件而异。细胞在生物膜内的变化是通过感知

和响应各种外部环境信号而实现，通过对这些环境信号

的交互响应，细菌能够协调其基因表达并适应不断变化

的环境。

研究表明，C. sakazakii可以附着在硅、乳胶、聚碳

酸酯、不锈钢、玻璃、聚氯乙烯等非生物材料表面并形

成生物膜[29,30]。值得注意的是，C. sakazakii在PIF中
的存活和持续污染与该菌引起的感染暴发密切相关。因

此，C. sakazakii需具有适应PIF严苛的高渗透和强干燥

条件的能力。Beuchat等[31]发现，C. sakazakii的生物膜

态细胞在低湿度条件下比其浮游细胞生存力更强。在奶

粉加工厂的环境（空气过滤器、地板、鞋子、卡车、屋顶）

和加工设备（滚筒烘干机、空气过滤器）中均能检测到

该菌，并且该菌可能会在这些物质上存留几个月。此外，

C. sakazakii也会在新生儿喂食管上形成生物膜，这可能

会增加新生儿获得感染的风险[32]。近期，生物膜状态

被认为是细菌的默认生活方式，而浮游态细胞可能只是

细菌生命的一个过渡阶段[33]。而食品微生物污染主要

与食品接触面上细菌生物膜的形成有关。整个食品加工

链中接触面上的物质可以为生物膜的发展和持留提供坚

实的基质，从而难以去除的生物膜将导致食品的细菌污

染并对消费者构成潜在的健康风险。因此，如何防控由

C. sakazakii生物膜引起的食品污染是食品行业亟待解决

的共性关键难题。

以往对生物膜的研究重点关注生物膜及控制食品污

染的方法研究。近年来，多组学研究和成像技术的快速

发展揭示了细菌生物膜内复杂的空间组织及其形成过

程，更准确地了解生物膜将为生物膜去除方法的研发提

供理论基础。然而，由于目前对C. sakazakii的研究仍处

于初级阶段，因此，对其生物膜的控制手段尚不明确。

本文根据C. sakazakii生物膜现有的研究进行系统性的概

况，包括生物膜形成机制、传统和创新的生物膜控制策

略以应对生物膜面对的挑战，并讨论了如何将这些控制

手段应用于食品工业中C. sakazakii生物膜的防控。

2. 生物膜形成机制

“防胜于治”，因此，生物膜形成机制的深入研究将

对食品生产环境的设计及生物膜防控具有重要意义。生

物膜是一种可在各种表面形成，由不同生物聚合物组成

的胞外基质所包裹的复杂微生物群集[25]。通过扫描电

镜（scanning electron microscopy, SEM）和激光共聚焦

显微镜（confocal laser scanning microscopy, CLSM）等

手段对C. sakazakii生物膜的形成过程进行观察，结果发

现这是一个从附着、成熟、扩散到下一轮附着的一系列

动态过程。起初，浮游细菌附着在载体表面并分泌大量

的胞外聚合物。随着细胞的生长，细菌聚集在一起形成

增厚的生物膜，且在72 h时，生物膜的生长达到最大值。

而当生长到96 h时，生物膜已脱离介质表面并释放细菌

（图1）。由此可见，C. sakazakii生物膜的整体形成过程

与其他细菌相似[34]。该菌拥有多种能实现细胞间通信

的分子机制，将细胞附着在非生物表面并成长为有弹性

的结构，从而形成生物膜。

2.1. 影响 C. sakazakii 生物膜发育的环境因素

2.1.1. 培养条件

生物膜的形成是一个受环境变化影响的复杂过程。

C. sakazakii生物膜形成能力和胞外多糖（extracellular 
polymeric substances, EPS）的分泌因环境条件的不同而

改变，包括接触面性质、营养有效性和相对湿度[35]。
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Ye等[36]对23株C. sakazakii在不同孵育时间、pH值、

温度条件下生物膜形成能力进行评估。结果表明，生物

膜形成过程中多糖的生物量和性质呈现菌株特异性，并

受其培养微环境的影响。在乳制品生产过程中，生物膜

的生长可能也与EPS和牛奶残渣（主要是蛋白质和磷酸

钙）有关。牛奶成分也影响Cronobacter生物膜的形成。

脱脂乳中乳清蛋白和酪蛋白比乳糖对Cronobacter生物

膜形成的影响更大，且氮源对其的影响大于碳水化合物

[37]。此外，Ye等[38]还比较了Ca2+和Mg2+对从PIF分
离的C. sakazakii生物膜的影响。结果显示，二价阳离子

浓度对生物膜总生物量有一定的影响，1.50% MgCl2和

0.25% CaCl2为其最佳生长条件。并且，二价阳离子还

能改变细胞外基质的生物量特性。

2.1.2. 接触表面

接触面是生物膜形成的先决条件之一。接触表面的

性质将影响细胞黏附和随后生物膜的形成。当细胞接触

和黏附介质时，这两种物质之间可以建立静电相互作

用。由于大多数细菌表面都带负电荷，所以带正电荷的

接触表面将有利于生物膜的形成[39]。然而，在实际情

况下，接触面也可能暴露在由离子和小分子组成的高离

子介质中，这些离子和小分子通过扩散和传质过程吸附

在接触面上，从而改变接触面性质。接触面和细菌细胞

之间的相互作用也随之被改变，并建立起静电相互作

用。当微生物细胞通过静电相互作用吸附到表面时，细

胞与接触面之间的距离缩短。

当接触面的非极性和低表面能疏水基团与细菌细胞

相互作用后，由于接触界面的疏水性有改变的趋势，细

胞在表面的黏附能力也受此改变[40,41]。Davidson和
Lowe[42]发现接触表面的疏水基团有利于生物膜的形成

和稳定。然而，Heistad等[43]却给出了不同的观点，他

认为界面疏水性与生物膜的形成没有明显的关系。研究

图1. 不同物质对生物膜形成的抑制作用。（a）生物膜形成的动态过程，包括附着、成熟、扩散和下一轮附着；周期过程通常包括6个步骤，如图
所示。（b）物质在生物膜形成的不同步骤中的去除作用，如扫描电镜图像（×2500）所示。生物膜用碘化丙啶和SYTO9染色，CLSM观察。
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还发现，与不锈钢相比，C. sakazakii细胞更容易附着在

硅胶和聚碳酸酯上（P<0.05），且亲水性材料似乎更有

利于C. sakazakii生物膜的形成[29]。因此，C. sakazakii
生物膜形成与界面疏水性之间是否存在关联性是一个具

有争议的问题，对该菌的黏附性仍需更多的研究去确证

其相关性。

此外，表面粗糙度可降低液体流动相中细胞的水力

剪切力。因此，表面粗糙度将保护细菌细胞不被水流清

除，并增强细胞的初始黏附力。然而，不同细菌的细胞

颗粒大小存在较大差异，从而会导致不同细菌的最佳接

触表面粗糙度。

2.2. 细胞自我调节

2.2.1. 群体感应

在大多数环境中，生物膜以混合种群而非单一物种

的形式存在。这种生存模式赋予其具有区别单一物种的

特有生理功能。生物膜内物种的种间调节机制主要是群

体感应（quorum sensing, QS）[44,45]。这种QS系统会

产生一种称为“自诱导物”（autoinducer, AI）的低分子

量信号分子，它根据周围环境中的细菌数量启动自身表

达[46]。当生物膜中的细菌数量增长到一个感应阈值浓

度时，细菌释放信号分子用以改变和协调其生理活动。

QS系统监管细菌中营养物质的运输和代谢终产物的去

除等相关基因表达的变化。这种调控行为可以降低由于

细菌过度生长而导致的空间和营养的缺乏，从而促进生

物膜的形成。

革兰氏阴性细菌主要利用N-酰基-L-高丝氨酸内酯

（N-acyl-L-homoserine lactones, AHL）进行相互交流，而

这些细菌传递信息的物质通常是几种AHL的混合物（图

2）。群体感应通路通常包含两个重要的蛋白质（LuxI和
LuxR），它们分别在自诱导物的合成和识别中起关键作

用。LuxI是一种可以在细胞内外自由扩散，诱导合成

QS自诱导物AHL及其衍生物的合成酶。随着细菌密度

的增加，当AHL浓度达到临界值时，AHL与LuxR结合，

并激活下游基因的表达，从而改变其对周围环境的生理

反应[47]。AHL一般由一个含4~18个碳的乙酰基链尾部

与一个保守的高丝氨酸内酯头部组成，其主要区别取决

于酰基侧链的长度、饱和度及C3位的取代基[48]。目前，

已有研究表明C. sakazakii可分泌3种信号分子（N-庚烷

基-AHL、N-十二烷基-AHL和N-十四烷基-AHL）[49]。
Lehner等[30]表示Cronobacter可通过表达群体感应信

号分子AHL调控生物膜的形成，并用薄层色谱法发现

了两种不同类型的AHL——3-oxo-C6-AHL和3-oxo-C8-
AHL。研究者采用高效液相色谱-串联质谱法联用技术

检测AHL，结果表明C6~C18长链AHL的表达显著。此

外，液相色谱-高分辨率质谱仪也在C. sakazakii成膜菌

株中鉴定到N-十一烷基-L-AHL、N-十二烷基-L-AHL、
N-十四烷基-L-AHL、N-十五烷基-L-AHL、N-（β-乙
酰酮）-L-AHL、N-辛酰基-L-AHL、N-3-oxo-辛酰基-L-
AHL和N-十八酰基-L-AHL的存在[50]。

未来更多的研究应该集中在QS系统介导的C. saka-
zakii生物膜形成和发展调控机制研究。这将为探索基于

QS控制致病菌生物膜提供新策略。

2.2.2. 细胞的遗传元素和理化性质

生物膜中的微生物被其胞外高分子基质所包裹。胞

外多聚物（extracellular polymeric substance, EPS）主要

由细胞外多糖、蛋白质及细胞外DNA和基质组成，且

该基质介导细胞在介质表面的黏附和细胞的集结（图3）。
这些基质填充了细菌之间的空隙，构成良好的机械稳定

性。由于这种结构稳定性，生物膜中的微生物获得很高

的存活率和持久性。不同胞外聚合物组分的浓度、黏性、

电荷和吸收能力，以及基质的密度、孔径和通道都决定

了生物膜的异质性。因此，生物膜会呈现出各种形态学

特征，如光滑、扁平、粗糙、蓬松或丝状，甚至形成像

蘑菇状的水包围的团块[28]。
最近，研究人员通过比较蛋白组方法研究了Crono-

bacter的生物膜相和浮游相的差异蛋白，并证实了其差

图2. 革兰氏阴性菌中AHL介导QS的简化图。革兰氏阴性菌具有两种
调节成分：LuxI和LuxR。LuxI是AHL生物合成所必需的，LuxR编码
AHL结合蛋白。一旦达到阈值浓度，AHL将自由进入邻近细胞。由
LuxR和AHL组成的复合物将激活下游基因的表达。生物膜的形成随
后受到AHL介导的QS调控的靶基因的影响。
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异表达蛋白大多富集在鞭毛、纤维素合成、氨基酸代谢

和碳水化合物的代谢途径中[51−53]。Cronobacter荚膜

由O抗原、K抗原、胆汁酸、纤维素和肠道菌共性抗原

组成。这些组分的比例可能会随着生长条件的变化而变

化，但目前还没有关于Cronobacter荚膜的研究。有报

道发现，特定的荚膜型别与新生儿脑膜炎病例有一定的

关联性，因此这一领域需要被更多的关注[54]。此外，

细菌产生的纤维素通常是细胞外的一种成分，它能给细

胞提供机械和化学保护以抵御不利环境。纤维素也是生

物膜的一个结构成分，它形成了具有强水吸附能力的水

凝胶。纤维素是由BcsA和BcsB组成的纤维素合成酶复

合物合成和分泌的。其中，bcsA编码纤维素合成酶催

化亚单位，bcsB编码磷酸鸟苷环二聚体（cyclic dimeric 
guanosine monophosphate, c-di-GMP）结合蛋白。纤维素

的生物合成和调控需要两个遗传元件，分别为bcsABZC
和bcsEFG操作子（图4）。由9个基因（bcsGFERQABZC）
组成的纤维素基因簇几乎在所有的C. sakazakii菌株中都

存在[54]。Hu等[55]对临床、食品和环境中分离出的菌

株中纤维素合成酶相关基因的分布情况进行比较。结果

表明，所有临床分离株中和大部分的食品、环境分离株

可检出纤维素合成酶操纵子（bcsABZC）。此外，与亲

代菌株相比，bcsA和bcsB的缺失会导致生物膜形成能力

和细胞凝集力显著降低，并且bcsA和bcsB突变体不产生

纤维素。BcsR对C. sakazakii纤维素合成有负调控作用，

但对其生物膜形成、黏附和侵袭均有正调控作用。通过

反转录聚合酶链反应（reverse transcription polymerase 
chain reaction, RT-PCR）也验证了在ΔbcsR突变株中

纤维素合成关键基因（bcsA, B, C, E, Q）比野生株表达

上调及鞭毛合成基因（fliA, C, D）、毒理基因（ompA, 
ompX, hfq）表达下调的现象。这些基因中，ΔbcsR突变

株中fliC和ompA表达量下调更显著。同时，研究者又通

过拉曼光谱分析发现，在bcsR敲除后，类胡萝卜素、脂

肪酸和酰胺等生物膜成分也显著降低[56]。
此外，细菌胞外细胞器（鞭毛、纤毛、菌毛等）有

助于克服静电排斥并增强载体界面上的细菌积累[57]。
通过对Cronobacter比较基因组分析，确定了10个假定

的菌毛基因簇[58]。特别的是，编码β-菌毛的基因簇是

C. sakazakii特有的，而其他6个菌种的基因组编码卷曲

菌毛。卷曲纤维是一种薄的、卷曲的、高度聚集的淀粉

样纤维无定形的基质。它们参与了细胞褶皱、聚集、黏

附、生物膜形成和环境持留[59]。由于C. sakazakii感染

途径可能是通过肠道细胞的附着和侵袭，所以该菌菌毛

除了对生物膜的形成具有重要意义外，其在致病性方面

也具有深远影响。Hartmann等[60]也同样发现，在其研

究的C. sakazakii标准菌株和分离株中卷曲菌毛相关的基

因也出现缺失现象。由于C. sakazakii是该属临床分离株

的优势菌种，因此可以推断卷曲菌毛并非Cronobacter
致病所必须的细胞器官。卷曲菌毛可与纤维素一起形成

蜂窝状结构，促进生物膜的构建[61]。卷曲菌毛的生物

合成和组装分别由两个转录操作子csgDEFG和csgBA编

码。csgBA操作子编码卷曲结构主要的亚单位CsgA和细

胞核蛋白CsgB [62]。Hu [63]在180株C. sakazakii中检测

与此纤维合成相关的遗传元件，结果发现，在所有的C. 
sakazakii菌株中均无csgA和csgG基因。此外，csgBAC
和csgDEFG操作子在C. sakazakii菌株中也是缺失存在。

尽管如此，csgA和csgB对除了C. sakazakii和C. muytjen-

图3. 革兰氏阴性菌生物膜的基本成分。
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sii之外的Cronobacter其他菌种的卷曲菌毛、生物膜形

成和细胞聚集都有积极的调控作用。因此，C. sakazakii
可能通过表达其他途径中的不同蛋白质调控生物膜形成

和细胞聚集，使其产生与卷曲菌毛相似的生理功能。

运动性通常能赋予细胞具有从附着表面驶向更适

合生长区域的能力，而运动力往往被认为与生物膜的

形成密切相关[64]。浮游态细胞因其有旋转鞭毛而具

有运动性能（图4）。FlhA和FliG蛋白构成了鞭毛基体，

而FlhA的缺失会导致鞭毛成分的缺失。FliG与FliN和

FliM一起构成基体的C环[65]。位于鞭毛基部的发动机

（MotA和MotB蛋白）利用质子动力加强螺旋纤维的旋

转以推动细胞至不同的环境[66]。ΔflhA、ΔfliG、ΔfliC
和ΔflaAΔfliC突变株细胞无鞭毛并丧失自凝能力，相反

地，ΔmotAB和ΔflaA突变株仍保留鞭毛结构和自凝性。

ΔflaA具有运动性，而ΔmotAB已不具有运动性。另外，

FliC并非介导了C. sakazakii在PVC上的成膜性。研究人

员认为，运动性和基质合成通常是相反的，且同步地被

调控。然而，通过对C. sakazakii鞭毛缺失突变体和一些

调控基因的研究发现，运动性与生物膜之间的关系是具

有菌株特异性的。此外，鞭毛是否对生物膜的形成有积

极或消极作用的论题仍存在争议，而非动力因素也可能

影响生物膜的发育[67]。
近些年，高通量的功能基因组学得到了长足发展，

微生物种群的研究范围大大提升。高分辨率的DNA测

序技术对于探索不同环境的微生物群落组成和功能具

有重要的价值[68]。代谢组学是一个不断发展的研究领

域，它不仅可以发现生物标记还能够更好地揭示表型形

成机制[69]。多组学数据技术（如转录组学、蛋白质组

学和代谢组学）的联合应用可以系统性地捕捉微生物群

落的结构、功能轮廓。由于信息学和分析技术的创新发

展，“多组学”方法将为微生物生理学提供新的见解[70]。
目前，大型组学数据集的生物信息学分析可以应用于揭

示与表型特征相关的调控途径及关键靶标。随后，利用

反向遗传学技术直接改变特定的DNA区域，即可验证

这些变化对生理现象的影响。因此，这些技术将有助于

加深理解细菌生物膜的形成机制，包括它们的形成和分

散过程（图5）。

3. 生物膜的清除与防控

Cronobacter可以从各种惰性和生物活性表面分离

得到，并在食品工业中广泛存在[24，71−73]。据报道，

这种细菌可以从生产环境中检出，且特定的菌株可以在

工厂里存活几个月，甚至几年。由于人们常用PIF和幼

儿奶粉（follow-up-formula, FUF）喂养婴幼儿，因此降

低这些奶粉中的Cronobacter污染已成为人们关注的焦

点[20]。一般情况下，PIF喂养不超过12个月大的婴儿；

FUF是6个月以上的婴儿和12个月以上至3岁的幼儿的

断奶食品[74,75]。这类产品在生产过程中会经过高温和

干燥处理环节，这些处理有助于保障产品的微生物安全

[76,77]。然而，在储存和包装的后处理过程中，如滚筒

干燥机、包装机、干燥塔和空气过滤器这些设备也会受

图4. 阪崎克罗诺杆菌生物膜形成调控网络[58−66]。
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到C. sakazakii的污染（图6）。因此，在生产过程中细菌

的生存将受到各种各样的挑战。生物膜的形成是细菌抵

御外界应力的重要策略，生物膜对其的保护作用不容忽

视。研究表明，生物膜态的Cronobacter细胞比浮游态

细胞对清洁剂和消毒剂具有更高的耐药性，这就是个很

好的证据[78]。目前，控制和消除乳制品/食品加工设备

中的生物膜仍是一个挑战。

3.1. 原位清洗系统

在食品生产过程中，清洁是减轻微生物附着在接触

面上的一个极其重要的过程。目前，原位清洗（clean in 
place, CIP）系统已逐步取代人工清洗。在此系统中，生

产设备无需拆卸即可进行自动或半自动清洗，洗涤剂溶

液通过压力或质量流量喷到设备上。这种方法现已被广

泛应用于食品生产工厂的各个阶段[79]。
Bremer等[80]研究了CIP在乳品工业中去除不锈钢

表面生物膜的效果。他们提出，标准CIP系统并非总能

确保细菌生物膜的去除，而改变CIP条件可以增强乳品

加工厂内生物膜的去除。影响CIP清洁效果的因素有清

洗温度、时间、化学成分、浓度、表面特性和生物膜层

[81−83]。Kumari和Sarkar [84]在实验室模拟蜡样芽孢杆

菌在乳制品冷藏槽中形成生物膜，以优化其CIP体系。

标准CIP可达到每平方厘米3.29 log的减少量，而通过改

变药剂浓度和CIP工艺处理时间得到优化后的CIP将达

到每平方厘米4.77 log的清除量。优化CIP系统不仅可以

提高食品安全，而且还可改善产品质量、设备性能，并

具有良好的经济效益。然而，目前对于控制乳业中C. 
sakazakii生物膜的CIP优化体系还知之甚少。

3.2. 物理处理

通常，用于去除细菌生物膜的物理方法包括机械

法、超声波法和电学法。设备的设计和表面材料的选择

对防止生物膜的形成起着关键的作用。目前，铜合金广

泛应用于食品加工工业中，其对细菌（尤其是抗铜离子

的细菌）具有抑制作用[85]。铜合金可以从表面释放铜

离子，改变细菌细胞膜的通透性，导致铜进入细胞，进

图5. 生物膜研究中的多种组学方法。GWAS：全基因组关联分析；MWAS：宏基因组关联性分析；RNA-seq：RNA测序（包括mRNA、小RNA、
lncRNA和circRNA）；ChIP-seq：染色质免疫沉淀测序；iTRAQ：同位素标记相对和绝对定量；SWATH：按窗口顺序采集所有理论质谱谱图。

图6. 生物膜的常见定殖区和在PIF加工过程中潜在的生物膜处理方法。ⅰ. 涂层；ⅱ. 益生元产品；ⅲ. 噬菌体；ⅳ. 天然提取物（包括基于天然提
取物的信号阻断）；ⅴ. 超声波清洗；ⅵ. 基于纳米技术的递送系统；ⅶ. 消毒剂。
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而损伤铁硫蛋白[86]。Elguindi等[87]发现，悬浮于胰

酶大豆肉汤中的C. sakazakii细胞在湿的99.9%铜合金上

会在10 min内被杀死，且在干燥的99.9%铜合金上1 min
内得以死亡。结果表明，在食品加工干燥过程中应用铜

可以有效地在包装前、包装中及包装后的储存中杀灭C. 
sakazakii。

Cronobacter对干燥具有高度耐受能力，能在PIF
中存活两年以上[88]。然而，它不是产孢菌，因此对

热胁迫并未有较强的抵抗力[89]。Nazarowec-White和
Farber [90]测定了一个含有10株克罗诺杆菌（5株临床

分离株和5株食品分离株）混池的D值。结果显示，该

混池52 ℃、54 ℃、56 ℃、58 ℃和60 ℃的D值分别为

54.8 min、23.7 min、10.3 min、4.2 min和2.5 min；z值
为5.82 ℃。此外，Iversen等[91]比较了Cronobacter标
准菌株和荚膜菌株的耐热性。但由于结果的标准差较

大，所以标准菌株和荚膜菌株的D值和z值均无统计学

差异。研究者还测定了54 ~ 62 ℃下PIF中悬浮细胞的 
D值。54 ℃时D值为10.2 ~ 16.4 min，62 ℃时D值为 
0.2 ~ 0.4 min；z值 为5.7 ℃。Awadallah等[92]发 现，

Cronobacter菌株具有耐热性，在64 ℃下该菌的D值为

13.79 min；z值为14.42 ℃。而Ueda [93]则发现，60 ℃
以上Cronobacter菌株可在2 ~ 5 min内完全失活。因

此，联合国粮食及农业组织（The Food and Agriculture 
Organization, FAO）和世界卫生组织（World Health Or-
ganization, WHO）提出，PIF应在>70 ℃的温度下冲泡，

并在残留菌株繁殖到显著水平之前立即使用[78]。然而，

在食品加工过程中，热休克往往可能会诱导细菌的保护

机制，使机体能够在喷雾干燥处理后存活[94]。
CIP常采用的另一种消毒方法是电磁波辐射。电磁

波法是通过破坏或改变生物大分子的结构来实现细菌失

活的方法。Mahmoud [95]研究X射线照射Cronobacter
后该菌的生存能力变化。结果表明，5.0 kGy的X射线

处理后，Cronobacter在脱脂牛奶和含有1%脂肪的奶粉

中存活率均显著（P < 0.05）降低至检测限以下（<1 log 
CFU·mL–1）。此外，紫外线（UV-C）（200~280 nm）、

酸性电解水和中性电解水在微生物控制中应用也较多，

其中，UV-C光照对C. sakazakii的杀灭效果更好。使用 
7.5 kJ·m–2和10 kJ·m–2剂量的UV-C后，活菌数分别减少

2 log CFU·g–1和2.4 log CFU·g–1 [96]。近红外（near-infra-
red, NIR）加热与紫外辐射联合处理C. sakazakii 7 min
后表现出较强的协同杀菌能力，菌体CFU降低2.79-log-
unit，这种协同作用主要破坏细菌细胞膜[97]。尽管在乳

制品工业中，辐照是一种有效和安全的去除C. sakazakii
的替代技术，但维生素和脂类物质对辐照很敏感，辐照

可能会导致维生素和脂类的减少，从而导致营养成分的

损失。食物种类、辐照剂量、温度、含氧量、维生素种

类等都会对辐照后的维生素损失产生不同程度的影响。

从营养的最大化和食品安全与健康平衡的角度出发，我

们需要开发和改进更为先进的绿色杀菌技术。

与传统的擦拭方法相比，超声是一种更有效的生物

膜去除方法[98]。然而，单独应用这项技术不能完全消

灭细菌，因此多种方法的联合使用应运而生。Adekunte
等[99]对接种C. sakazakii的PIF在高温和超声协同作用

下进行细菌灭活性比较，结果表明，两者联合使用可

显著降低C. sakazakii的活性。压力超声波（manosonica-
tion, MS）是在压力下进行超声波，其通过空化强度对

细菌起到致死作用。C. sakazakii在标准处理下（35 ℃，

117 μm，200 kPa，磷酸柠檬酸缓冲液pH 7.0）的D值是

0.41 min，这个结果高于小肠结肠炎耶尔森氏菌（D = 
0.19 min），并低于肠炎沙门氏菌（D = 0.61 min）、单核

细胞增多性李斯特氏菌（D = 0.86 min）和屎肠球菌（D 
= 1.2 min）[100]。

物理处理无疑是主要的生物膜控制策略之一，但它

可能无法完全去除生物膜，并且不适用于食品加工的所

有阶段。因此，需要化学或生物控制方法来补充或配合

物理处理。

3.3. 化学处理

3.3.1. 杀菌剂

对高效、安全的抗菌物质的研发往往希望效益

高、对环境无污染、无残留、经济效益高。Kim等[78]
比较了13种消毒剂处理后，Cronobacter在悬浮液和不

锈钢表面干燥的生物膜中的存活情况。这些消毒剂的

选择参考其在医院、日托中心和食品服务厨房的使用

情况。季铵盐类化合物和过氧乙酸/过氧化氢相关消

毒剂对Cronobacter生物膜的杀灭效果较好。在浓度为

400 mg·L–1的苯扎氯铵、过氧乙酸和二氧化氯15 min处
理条件下，活菌数分别减少了69%、73%和51%。然而，

使用结晶紫测定生物膜量时发现，这些处理仅对18%的

生物膜生物量产生抑制作用[101]。虽然这些杀菌剂在

食品安全中发挥着重要作用，但值得注意的是，过量使

用杀菌剂可能会产生耐药性菌株，从而对临床重要药物

产生交叉耐药[102]。目前，细菌耐药性是一个全球共

性问题，它制约着临床治疗的有效性。
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3.3.2. 植物提取物

传统的消毒方法对生物膜并非完全有效，反而可能

会诱导抗性表型的改变。因此，有必要进一步开发和应

用无化学残留的绿色（或生态友好型）杀菌剂。目前，

很多研究正在评估从植物中提取的天然化合物在消除生

物膜方面的潜力。这些天然化合物具有穿透细菌生物膜

的能力，在环境中很容易降解，而且几乎无毒。

反式肉桂醛（trans-cinnamaldehyde, TC）是从肉桂皮

提取的一种成分，也是肉桂油的原料，它是美国食品和

药品监督管理局（Food and Drug Administration, FDA）批

准的食品级物质。Amalaradjou和Venkitanarayanan [103]
研究了TC对附着在聚苯乙烯板、不锈钢片、哺乳瓶片、

肠内给料管片表面上的生物膜的抑制作用。结果发现，

TC可以灭活附着在以上所有检测基质上的C. sakazakii生
物膜。当C. sakazakii在38 mmol·L–1和750 μmol·L–1 TC中

处理96 h后，其存活量分别减少了超过4.0 log CFU·mL–1

和3.0 log CFU·mL–1。此外，TC还能显著抑制C. sakazakii
生物膜和毒力相关基因的表达，这些基因对其活力、宿

主组织的黏附和侵袭、巨噬细胞的存活以及脂多糖的合

成至关重要。因此，TC处理后，C. sakazakii对肠上皮

细胞、脑微血管内皮细胞的黏附和侵袭受到明显抑制

（P≤0.05），并且其在人巨噬细胞中存活率也有所降低，

并降低C. sakazakii自身的存活[104]。
多酚对人体健康非常有益，可以增强血管壁、促进

胃肠消化、降低血脂、抑制细菌和癌细胞的增殖，并具

有抗氧化活性可以清除对人体健康有害的自由基。近

期，已证明圆叶葡萄种子提取物对Cronobacter具有一

个高水平的杀灭能力，其在1 h可将大约6 log CFU·mL–1

的原始菌量降低到无法检测的水平（最低检出限，10 
CFU·mL–1）。极性酚和多酚可能为圆叶葡萄种子提取物

的主要抗菌成分[105]。蓝莓汁和蓝莓多酚也可抑制C. 
sakazakii。分别用蓝莓汁（pH 2.8）或蓝莓原花青素处理C. 
sakazakii 1 h，菌量从大约8.30 log CFU·mL–1降至无法检

测的水平[106]。

3.3.3. 抗菌肽

抗菌肽（antimicrobial peptide, AMP）是一种天然免

疫系统分子，并作为抵抗病原体入侵的第一道防线。这

些天然蛋白广泛存在于包括动物、植物、昆虫和细菌的

各种生物体中[107]。天然AMP通常比较短，由12~100
个氨基酸组成。AMP基于其二级结构可以分为4种类

型：β折叠、α螺旋、环状和伸展性肽，其中前两类是

自然界中最常见的[108]。化学防腐剂的过度使用导致

细菌产生耐药性，而传统的食品保鲜方法已不能满足

食品安全的要求。近年来，AMP作为天然生物防腐剂

被应用于提高食品的货架期[109]。许多研究人员表示，

AMP可对多种食源性致病菌均表现出抑制作用，且不

改变其食物特性，并对人体无危害性[110]。在解决细菌

生物膜引起的持续污染研究中，AMP被认为是传统抗

生素的潜在替代品。AMP能在生物膜形成的不同形成

阶段与其对抗[111]。细菌的清除是由于抗菌肽的渗透或

其在细胞膜表面形成小孔来实现的[112]。此外，AMP
还能抑制细胞壁、核酸和蛋白质的生物合成。人类抗菌

肽LL-37能够破坏表皮葡萄球菌生物膜的发育。LL-37
显著降低细菌对表面的附着，且该抗菌肽在不能杀死或

抑制其浮游细菌生长的浓度下也能显著减少其生物膜

量，说明肽对生物膜产生了直接作用[113]。除此之外，

AMP还被认为促发细菌的运动，并下调生物膜发育相

关基因的表达[114]。
许多天然、半合成和合成的AMP已被证明均对微

生物生物膜具有抗性。生物膜有效AMP (biofilm-active 
AMP, BaAMP)是一个收集了针对微生物生物膜有作用

的AMP数据库。该数据库中的AMP可为生物膜形成过

程的干预提供参考。靶向Cronobacter生物膜的AMP的
优化以及发掘和合成新的肽段是非常必要的。BaAMP
可以通过http://www.baamps.it免费访问。AMP的设计方

法有很多，但合成抗菌肽在食品中的应用必须注意该物

质的食用安全性。

3.4. 生物过程

微生物多种种间相互作用和产生的代谢产物会干扰

生物膜的形成和发育。下面讨论两种最常用的通过微生

物-微生物相互作用来消灭细菌及其衍生物的方法。

3.4.1. 益生菌产品

克非尔（kefir）是一种对C. sakazakii具有抗菌活

性的益生菌乳制品[115]。从kefir中分离的乳酸菌上清

液中发现，Lactobacillus kefiri DH5和L. kefiranofaciens 
DH101这两种菌株对C. sakazakii ATCC 29544的增殖有

明显的抑制作用。L. kefiri DH5可破坏C.sakazakii的细胞

膜完整性，因此其对该菌具有较高的灭活性。Awaisheh
等[116]研究了乳酸菌对不同C. sakazakii的抗菌活性，

发现从健康婴儿中分离的益生乳酸菌所产生的细菌素可

以抑制C.sakazakii。然而，这些细菌素由于其低耐热性
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而不能用于工业生产中。因此，在PIF中添加益生菌产

品不仅能促进婴幼儿的健康成长，还能抑预防C. saka-
zakii的潜在污染。

3.4.2. 噬菌体

利用噬菌体来控制生物膜是一种可行的、自然的、

无害的、特异的方法[117]。例如，QS信号分子AI-2的
加入可以诱导原噬菌体，并促进了粪肠杆菌生物膜中

的细菌解散[118]。ListShield (Intralytix, Inc., USA)是于

2006年由FDA批准的第一个用于食品安全的噬菌体产

品，从而确认噬菌体可作为一种食品中的安全添加剂

[119]。至此以后，越来越多的噬菌体产品被批准作为食

品微生物控制剂。这些进展突出了噬菌体在控制食源性

致病菌和腐败微生物方面的潜力。与传统抗生素治疗相

比，噬菌体相关的控制方法具有以下优点。

（1）安全性高：特异性噬菌体不会感染哺乳动物

细胞。

（2）易获取：噬菌体在环境中普遍存在，因此相对

容易获取。

（3）特异性强：靶向致病菌的特异性噬菌体将不干

扰人体其他正常菌群和食物基质固有菌群。

为了保证PIF的安全性，雀巢公司提出了一种无

毒的溶菌噬菌体，以减少Cronobacter的污染[120]。
Endersen等[121]的研究发现，其测试的噬菌体鸡尾酒的

宿主范围相对较广，覆盖了研究中73% C. sakazakii菌
株。噬菌体混合（3×108 CFU·mL–1）可显著降低C. saka-
zakii存活率，使其从≤104 CFU·mL–1降至低于检测限 

（<10 CFU·mL–1）。当细菌在噬菌体鸡尾酒处理48 h后，

其生物膜的形成也受到了抑制。由于噬菌体可在4 ~ 
37 ℃、pH值范围为6 ~ 8的条件下增殖，且所有噬菌体

都不具有溶原性，因此这些噬菌体具有潜在治疗应用价

值。这些研究均表明噬菌体在PIF中C. sakazakii污染的

生物控制以及预防该菌生物膜形成方面的潜在应用。

3.5. 潜在方法

3.5.1. 纳米技术

近些年，纳米材料及其技术的快速发展为开发控

制微生物生物膜的抗菌剂提供了新策略[122]。纳米银、

二氧化钛、氧化铜等纳米材料都具有良好的抗菌活性

[123,124]。这些纳米粒子具有高稳定性、杀菌剂耐受性、

低毒、比表面积高等特性，这些特性赋予纳米粒子具有

与细菌相互作用更有效的位点。这些材料作为设备涂层

可以有效地控制食品加工过程中细菌的生长。

基于纳米技术的传递系统也是增强材料抗生物膜活

性的重要手段。针对生物膜的杀菌剂效果通常由于其无

法很好地渗透进生物膜基质而受到限制。然而，基于

纳米技术的药物传递系统可以使纳米颗粒和微生物膜

相互作用，进而药物直接作用生物膜的复杂结构。目

前，用于传递生物活性物质的纳米载体主要有脂质体

（liposome, LIP）、微乳液、纳米乳液、环糊精、固体脂

质纳米颗粒、聚合物纳米颗粒和金属纳米颗粒[125]。
Robinson等[126]比较了带有阳离子和阴离子的LIP负载

疏水性杀菌剂三氯生（triclosan, TCS）对杀菌效果的影

响，TCS是一种高效的烯酰-ACP还原酶抑制剂。阴离

子脂质体对S. sanguis纯菌生物膜有较强的传递杀菌物

质的效果，且该脂质体-三氯生体系具有更高的杀菌效

果。而阳离子脂质体-三氯生传递系统只能抑制S. san-
guis C104生物膜的生长，对混合菌群的生物膜无明显抑

制作用。这些发现证明了静电相互作用对抗菌剂传递的

重要性。

纳米酶被定义为具有类酶活性的纳米材料，可以在

生理条件下催化天然酶底物产生类似的反应动力学行

为[127]。这些材料基于纳米酶中氧化酶和过氧化物酶

的活性能够催化产生自由基，破坏细胞膜的完整性，降

解核酸，使各种蛋白质失活，最终导致细菌死亡。此

外，天然酶的天然催化活性很容易受到周围环境的影响

或抑制且易被蛋白酶消化，而人工酶可以克服天然酶

的缺点。Tao等[128]构建了具有过氧化物酶和氧化酶双

重酶活性的介孔二氧化硅负载金纳米颗粒（mesoporous 
silica supported gold nanoparticle, MSN-AuNP）抗菌体系。

MSN-AuNP引发的类过氧化物酶活性可以催化H2O2分

解为•OH，且其类氧化酶活性可以生成ROS。MSN-
AuNP具有显著的酶活性，对革兰氏阴性菌和革兰氏阳

性菌均表现出良好的抗菌能力和生物膜清除能力。具有

类过氧化物酶活性的铁磁性纳米粒子（Fe3O4, MNP）可

以催化过氧化氢的降解，从而有效降解DNA、蛋白质

和多糖等生物分子。此外，Fe3O4、MNP可以增强H2O2

清除生物膜的作用。H2O2单独处理生物膜后，生物膜残

留率为49% ± 7.37%，而MNP-H2O2处理后，生物膜残留

达18% ± 6.17% [129]。这一差异表明MNP- H2O2比H2O2

更能有效地降低细菌的活力。

3.5.2. 信号阻抑

群体感应是调节生物膜群落发展和稳态的机制之
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一。因此，研究者开发群体感应抑制剂（quorum sens-
ing inhibition, QSI）以干预群体感应的调控行为，如细

胞黏附和细胞外聚合物的分泌。因此，群体感应疗法通

常通过调节细菌间的交流使细胞丧失某些功能。QS的
过程可以被不同的机制破坏：①抑制QS信号分子的合

成；②降解QS信号分子；③降低QS信号分子的活性；④

设计信号分子的类似物，从而竞争性地与受体蛋白结

合[130]。在QS抑制方法中，降解信号分子和抑制AHL
合成是目前比较具有潜力的生物膜控制方法。Singh等
[131]研究了9种植物提取物（黑胡椒、肉桂、芫荽、孜然、

大蒜、肉豆蔻、生姜、丁香和葫芦巴）对C. sakazakii菌
株QS介导的生物膜的抑制作用。利用生物指示物青紫

色素杆菌026和根癌土壤杆菌NTL4 （pZLR4）测定在9
种植物提取物对QS产物的影响，研究表明100 ppm的胡

椒和肉桂分别导致QS产量下降78%和68%。并且，这

两种提取物对C. sakazakii生物膜的形成均表现出较高的

抑制作用（>50%），而其他提取物对生物膜的抑制作用

为中等（25%~50%）和较低（<25%）。该研究重点研究

了黑胡椒和肉桂的抗群体感应，以抑制C. sakazakii生物

膜形成的潜在能力，为进一步探索新的生物活性分子奠

定基础。当然，其他植物提取物对QS的破坏方面的研

究也仍需加强探究。

4. 食品加工厂中 Cronobacter spp. 生物膜防
控的建议

婴幼儿配方奶粉之所以受Cronobacter spp.污染，可

能与其生产环境、原料和工厂人员的传播有关。其中，

储存罐、设备和操作室通常是微生物最易储藏的场所

（图6）。工厂内的“死角”（如裂缝、角落、接缝和垫）

往往是生物膜在清洗后仍可残留的区域。除了生物膜

易残留的设备外，过滤和集水区的气溶胶颗粒也会引

起细菌的滞留，从而形成生物膜。鉴于不同器具的实

际应用和操作需要（机器的大小、质地、功能等），食

品生产设施中的细菌不能仅仅用一种方法消灭，因此

建议采用多种技术相结合用于杀菌。其中，材料表面

改性是防止微生物黏附和随后生物膜形成的一种非常

实用的方法。当解决食品环境中生物膜的生态复杂性

时，这些策略可能会展现出进一步的潜力。因此，对

生物膜形成机制的清晰认识，对于实现一种新颖、实

用、经济和环境友好的策略以确保食品安全具有至关

重要的作用。

5. 结论与展望

高通量DNA测序技术极大地促进了对生物膜形成

的分子机制的全面了解。应用各种手段可以大大减少生

物膜的形成。特别是，接触材料的改性可干扰生物膜形

成的各个阶段，从而达到生物膜的预防和控制。在抗菌

物质和材料联合作用方面，最受欢迎和最有效的策略是

表面涂层法，这是一种可直接靶向生物膜污染位点的方

法。此外，由于受损的QS系统会进一步影响细胞附着、

微生物基质分泌以及对其感染和致病性的预防，因此

QS信号阻断化合物也是很有前景的研究方向。

自20世纪80年代中期首次正式定义生物膜这个概

念以来，我们对生物膜的探索有了长足的进步。然而，

Cronobacter spp.生物膜形成的相关研究仍处于起步阶

段，在未来的研究中可将生物化学、细胞、分子和遗传

学等相结合探究克罗诺杆菌生物膜的分子机制和功能。

以下科学问题可能需要进一步思考和探究。

（1）C. sakazakii菌毛合成特异分子的机制是什么？

菌毛如何影响生物膜形成？

（2）C. sakazakii生物膜抵抗极端干燥环境的机制是

什么？

（3）干燥处理是否改变C. sakazakii生物膜的组成成

分，从而使其具有强抗干燥能力，其他细菌是否有相同

的作用机制？

（4）研究表明，引发新生儿患脑膜炎的C. sakazakii
致病菌株与K2:CA2型荚膜密切相关。该型别的荚膜成

分是否能有利于该菌在婴幼儿配方奶粉和胃中持留？

（5）在生物膜内Cronobacter spp.如何与其他物种进

行交流？不同种类的细菌之间是否存在共用的群体感应

机制？
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