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摘  要 

目的：比较三种阪崎肠杆菌生化鉴定试剂的可靠性；方法：以本实验室的传统生化鉴定管为基础，参考

GB 4789.40-2016中的生化反应制备出干燥态生化鉴定条。以传统生化管(简称JDG)为参考，测试50株
阪崎肠杆菌及其近源菌和分离株，比较本实验室自制HKEasyID阪崎肠杆菌生化鉴定条(简称HKEasyID)、
A公司阪崎肠杆菌生化鉴定条(简称KitA)、B公司阪崎肠杆菌生化鉴定条(简称KitB)的鉴定效果。结果：

对50株测试菌株的鉴定结果，HKEasyID、KitA和KitB三种试剂与JDG传统液态鉴定试剂盒鉴定结果相比

平均符合率分别为98.67%、88.44%和90.22%，HKEasyID相比KitA和KitB，与JDG的符合率更高；

HKEasyID、KitA、KitB和JDG四种鉴定试剂盒与标准要求相比平均符合率分别为97.11%、87.11%、

89.11%和97.33%，HKEasyID和JDG相当，高于KitA和KitB。结论：HKEasyID鉴定条在操作性和符合

率上优于A公司和B公司的鉴定条，在可靠性上与传统生化管接近，可作为常规生化鉴定试剂。 
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Abstract 
Objective: To compare the reliability of three biochemical identification reagents for Enterobacter 
sakazakii. Method: Based on the traditional biochemical identification tube in our laboratory, a 
dry state biochemical identification strip was prepared by referring to the biochemical reaction in 
GB 4789.40-2016. Using the traditional biochemical tube (JDG) as a reference, 50 strains of E. sa-
kazakii, their close source bacteria, and isolated strains were tested to compare the identification 
effects of our laboratory’s self-made HKEasyID E. sakazakii biochemical identification strip (HKEa-
syID), A company’s E. sakazakii biochemical identification strip (KitA), and B company’s E. sakaza-
kii biochemical identification strip (KitB). Result: The identification results of 50 test strains 
showed that the average coincidence rates of HKEasyID, KitA and KitB with JDG traditional liquid 
identification kit were 98.67%, 88.44%, and 90.22%, respectively. HKEasyID had a higher coinci-
dence rate with JDG compared to KitA and KitB; the average compliance rates of the four identifi-
cation kits, HKHKEasyID, KitA, KitB, and JDG, compared to the standard requirements, were 97.11%, 
87.11%, 89.11%, and 97.33%, respectively. HKEasyID and JDG were equivalent, higher than KitA 
and KitB. Conclusion: The HKEasyID identification strip is superior in operability and compliance 
to the identification strips of Company A and Company B, and is similar in reliability to traditional 
biochemical tubes. It can be used as a conventional biochemical identification reagent. 
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1. 引言 

克罗诺杆菌(Cronobacter)的分类经历了三个时期：起初 1980 年之前由于该菌因其产黄色素，而被认

为是肠杆菌属中阴沟肠杆菌的生物变形种黄色阴沟肠杆菌(yellow-pigmented Enterobacter cloacae) [1]；
1980 年，Farmer 通过 DNA 杂交、生化反应、黄色菌落产物以及抗生素敏感性等实验，将其更名为阪崎

肠杆菌(Enterobacter sakazakii)，隶属于肠杆菌属[2] [3]；2008 年，Iversen 利用 16S rRNA 基因序列分析、

突光标记–扩增性片段长度多态性指纹图谱、核糖体分型以及 DNA 杂交等技术分析方法重新对阪崎肠杆

菌进行系统分类研究，结果发现这一菌种的许多菌株的鉴定结果差异较大，建议将阪崎肠杆菌定义为一

个新属，即克罗诺杆菌属(Cronobacter spp.)，该属包括 7 个种，3 个亚种[3]。 
阪崎克罗诺杆菌(以下按俗称为阪崎肠杆菌)为条件致病菌，婴幼儿是其主要感染人群，阪崎肠杆菌在

婴幼儿奶粉、肉类、水果、蔬菜等多种食品中被检测到，婴幼儿配方奶粉为其主要感染源[4]。阪崎肠杆

菌能引起严重的新生儿脑膜炎、菌血症和坏死性小肠结肠炎，并可能遗留严重的神经系统后遗症，死亡

率 20%~50% [2]。随着一系列与该菌相关的奶粉召回和重大感染事件的爆发，比如 2002 年及 2003 年的
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时候，就曾多次出现过国际乳业巨头因为奶粉中检测出阪崎肠杆菌而紧急召回婴儿奶粉类产品的情况，

也是从那时候开始，阪崎肠杆菌被视为食品安全中重要的检测项目被世界所重视。再有，2008 年台湾味

全奶粉阪崎肠杆菌事件到 2022年 2月份雅培宣布主动召回在美国密歇根州工厂生产的三款因污染了阪崎

肠杆菌的婴儿配方奶粉等案例。虽然与其他食源性致病菌相比，阪崎肠杆菌对大多数人都是非致病的，

但对于特殊人群却有着较高的致死率，并且该菌的污染源及致病机制不是十分清楚，因此对其进行预防

和检测显得尤为重要[4] [5]。因此，阪崎肠杆菌的分离和鉴定仍然是当今研究的热点[6]-[21]。我国也在

经过反复的试验之后于 2005 年正式出台了有关阪崎肠杆菌的相关标准方法，《奶粉中阪崎肠杆菌检测方

法》[22]行业标准中更进一步建立了阪崎肠杆菌的检测方法，包括改进的传统检测方法、普通 PCR 方法

和荧光 PCR 方法。方法出台后，我国就以此为基准，严查奶粉中的阪崎肠杆菌情况。而在后来出台的《食

品安全国家标准·婴儿配方食品》(GB 10765-2010) [23]中更进一步规定了，在仅适用于供 0~6 月龄婴儿

食用的配方食品中阪崎肠杆菌为不得检出项，以此来进一步保证婴幼儿食品安全问题。 
目前从食品或者临床样本分离的阪崎肠杆菌的常用检测和鉴定的方法有以下几种：传统的生化鉴定

法，如 GB 4789.40-2016《食品微生物学检验·克罗诺杆菌属(阪崎肠杆菌)检验》[24]；API 鉴定系统和

VITEK 全自动鉴定系统；利用分子生物学法：如 PCR，荧光 PCR，LAMP 等[14] [15] [16]。 
本研究旨在以传统生化鉴定为基准，用本实验室依据 GB 4789.40-2016 的生化鉴定原则研制的干燥

态鉴定条试剂同国内其他两个厂家生产的生化鉴定条试剂对分离自食品的阪崎肠杆菌分离株进行鉴定，

并对三个生化鉴定条试剂的鉴定效果进行比对和评估。 

2. 材料与方法  

2.1. 材料与试剂 

1) 试剂：本实验室研制的克罗诺杆菌属(阪崎肠杆菌)生化鉴定条(以下简称 HKEasyID)，批号为

A0004T；国内 A 公司克罗诺杆菌属(阪崎肠杆菌)干制生化鉴定试剂盒(以下简称 KitA)，批号为 180706；
国内 B 公司生产的阪崎肠杆菌生化鉴定条(以下简称 KitB)，批号为 20180718；广东环凯微生物科技有限

公司生产的传统西林瓶鉴定管(以下简称 JDG)，批号为 5108249；胰酪胨大豆琼脂培养基(TSA)，批号为

1084731。 
2) 测试菌株：菌株共使用 50 株试验株，其中分离株来源于各类食品，目前这 50 株菌株均来自广东

省科学院微生物研究所，试验株具体编号如下。 
阪崎肠杆菌：2 株标准株：ATCC 29544、ATCC 51329；39 株分离株：FSCC(I)145138、FSCC(I)145258、

FSCC(I)145259、FSCC(I)145260、FSCC(I)145261、FSCC(I)145264、FSCC(I)145266、FSCC(I)145269、
FSCC(I)145270、FSCC(I)145271、FSCC(I)145272、FSCC(I)145273、FSCC(I)145275、FSCC(I)145277、
FSCC(I)145280、FSCC(I)145284、FSCC(I)145285、FSCC(I)145287、FSCC(I)145300、FSCC(I)145305、
FSCC(I)145309、FSCC(I)145315、FSCC(I)145332、FSCC(I)145334、FSCC(I)145335、FSCC(I)145337、
FSCC(I)145339、FSCC(I)145340、FSCC(I)145341、FSCC(I)145343、FSCC(I)145351、FSCC(I)145353、
FSCC(I)145360、FSCC(I)145361、FSCC(I)145363、FSCC(I)145365、FSCC(I)145366、FSCC(I)145625、
FSCC(I)145633。 

产气肠杆菌：1 株标准株：ATCC 13048。 
阴沟肠杆菌：1 株标准株：CMCC(B) 45301；3 株分离株：FSCC(I)145298、FSCC(I)145308、

FSCC(I)145310。 
弗氏柠檬酸杆菌：1 株标准株：ATCC 43864；3 株分离株：FSCC(I)135014、FSCC(I)21501187、

FSCC(I)21501188。 
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2.2. 仪器与设备 

GR60 灭菌锅(致微 ZEALWAY)；DNP-9272 型恒温培养箱(广东环凯微生物科技有限公司)。 

2.3. 方法 

HKEasyID 使用定方法：从新鲜培养的 TSA 平板上挑取可疑单菌落接种于悬浮培养基中，制成 0.5
麦氏浊度的均一菌悬液；从鉴定条右侧向左掀开贴膜，用移液器小心注入 1.5 mL 菌悬液于分液槽中，贴

回贴膜，并依次抬起左右两侧数次，使菌液液面达同一高度，然后水平托起分液槽端，确保菌液流入各

反应孔中，贴紧薄膜并放回底座。再次从右侧掀开贴膜，向第 4、5 号孔准确添加 30 μL 发酵添加剂，再

分别向第 6、7、8、9 号孔中各滴加 3~4 滴无菌液体石蜡，贴紧薄膜；同时向苦杏仁苷发酵管接种 50 μL
菌悬液，盖紧胶塞。将已接种的鉴定条放置 30℃培养箱培养 24 h；培养完毕后，按附件 1 记录结果。 

KitA、KitB 和 JDG 按照相关产品说明书进行操作。主要生化特征如下表 1。 
 
Table 1. Main biochemical characteristics of E. sakazakii and its related species 
表 1. 阪崎肠杆菌属及其相近的种的主要生化特征 

生化试验 阪崎肠杆菌 产气肠杆菌 阴沟肠杆菌 弗氏柠檬酸杆菌 

黄色素产生 + − − − 

氧化酶 − − − − 

L-赖氨酸脱羧酶 − + − − 

L-鸟氨酸脱羧酶 (+) + + − 

L-精氨酸双水解酶 + − + − 

柠檬酸水解 (+) (+) + (+) 

D-山梨醇 (−) + (+) + 

L-鼠李糖 + + (+) + 

D-蔗糖 + + + (+) 

D-蜜二糖 + + (+) + 

苦杏仁苷 + + + − 

注：+ > 99%阳性；− > 99%阴性；(+) 90%~99%阳性；(−) 90%~99%阴性。 

3. 结果与分析 

3.1. 三种鉴定试剂盒与传统生化管的比较 

用 HKEasyID、KitA 和 KitB 三种试剂盒与 JDG 对 50 株测试菌株进行鉴定，鉴定结果见表 2。与传

统生化管相比，三种试剂盒中苦杏仁苷反应 HKEasyID 与西林瓶鉴定管管的符合率较高，为 92.00%，而

KitA 和 KitB 的符合率都低于 50%，分别为 12.00%和 28.00%。三种试剂盒中 D-山梨醇、D-蔗糖和赖氨

酸 3 项反应与西林瓶鉴定管的符合率均为 100%。L-鸟氨酸脱羧酶和 L-精氨酸双水解酶反应 HKEasyID 和

KitB 与西林瓶鉴定管的符合率较高，为 100%，优于 KitA 的 96.00%；柠檬酸水解反应 HKEasyID、KitA
和 KitB 的符合率分别为 98.00%、94.00%和 90.00%；L-鼠李糖和 D-蜜二糖 2 项反应 HKEasyID 和 KitA
的符合率较高，分别为 100%和 98.00%，优于 KitB 的符合率 98.00%和 96.00；HKEasyID 平均符合率最

高为 98.67%，KitB 其次为 90.22%，KitA 稍低为 88.44%。因而 HKEasyID 整体可靠性最高。 
本次试验选用传统生化管为参考标准，一方面是基于所用三种条状试剂均是生化管升级到微量化和
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集约化的产品，使比对结果更有针对性，另一方面是参考同类文献[15] [16]的一致选择。传统生化管是通

用型鉴别培养基，在各类系统鉴定的程序中，需要补充开展的试验均使用生化管进行。 
 
Table 2. Consistency results of three identification reagents and traditional biochemical tubes 
表 2. 三种鉴定条试剂与传统生化管的一致性结果 

反应名称 
符合率/% 

HKEasyID KitA KitB 

L-赖氨酸脱羧酶 100 100 100 

L-鸟氨酸脱羧酶 100 96.00 100 

L-精氨酸双水解酶 100 96.00 100 

柠檬酸水解 98.00 94.00 90.00 

D-山梨醇 100 100 100 

L-鼠李糖 100 100 98.00 

D-蔗糖 100 100 100 

D-蜜二糖 98.00 98.00 96.00 

苦杏仁苷 92.00 12.00 28.00 

平均符合率/% 98.67 88.44 90.22 

3.2. 三种鉴定试剂盒异于传统生化管的反应 

以传统生化管结果为标准，对三种鉴定试剂盒各反应的异常结果进行判定，详细异常数据结果于表 3。 
 
Table 3. Detailed abnormal dataa 
表 3. 详细异常数据 a 

菌株名称 菌株编号 反应名 异常结果 

产气肠杆菌 
阪崎肠杆菌 

ATCC13048 
FSCC(I)145270 

精氨酸双水解 
精氨酸双水解 

KitA: + 
KitA: + 

弗氏柠檬酸杆菌 
阪崎肠杆菌 

ATCC43864 
FSCC(I)145305 

鸟氨酸 
鸟氨酸 

KitA: + 
KitA: + 

阪崎肠杆菌 
阪崎肠杆菌 
阪崎肠杆菌 

FSCC(I)145138 
FSCC(I)145284 
FSCC(I)145285 

蜜二糖 
蜜二糖 
蜜二糖 

KitB: + 
HKEasyID: + 

KitA: −; KitB: − 

阪崎肠杆菌 
阪崎肠杆菌 
阪崎肠杆菌 
阪崎肠杆菌 
阪崎肠杆菌 

FSCC(I)145337 
FSCC(I)145339 
FSCC(I)145340 
FSCC(I)145360 
FSCC(I)145361 

柠檬酸盐 
柠檬酸盐 
柠檬酸盐 
柠檬酸盐 
柠檬酸盐 

KitB: − 
HKEasyID: −; KitA: −; KitB: − 

KitB: − 
KitA: −; KitB: − 
KitA: −; KitB: − 

阪崎肠杆菌 FSCC(I)145269 鼠李糖 KitB: − 
a 由于三种鉴定试剂盒中 KitA 和 KitB 的苦杏仁苷反应异常率偏高，暂不列出来。 

3.3. 四种鉴定试剂盒与国标给出的典型生化特征的比较 

以国标给出的典型生化特征为标准[5]，参照表 1 对四种鉴定试剂盒各反应的结果进行判定，统计出

50 株测试菌株的符合率，结果如下表 4。与国标典型特征相比，在四种鉴定试剂盒中，L-赖氨酸脱羧酶、
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D-山梨醇 2 项反应的符合率均为 100%，L-精氨酸双水解酶和 D-蔗糖试验的符合率分别均为 98.00%和

96.00%，这 4 项反应三种试剂效果相当；苦杏仁苷反应 HKEasyID 与 JDG 的符合率较高，分别为 88.00%
和 96.00%，优于 KitA 和 KitB 的符合率(8.00%和 24.00%)；此外，L-鼠李糖反应 HKEasyID、KitA 和 JDG
的符合率较高，均为 100%，优于 KitB 的符合率 98.00%；柠檬酸水解反应 HKEasyID 符合率 98.00%略高

于其余三者的 94.00%；D-蜜二糖反应 HKEasyID、KitA、KitB 和 JDG 的符合率分别为 98.00%、94.00%、

96.00%和 96.00%，HKEasyID 最优，KitA 最差，KitB 和 JDG 相当，居中。HKEasyID、KitA、KitB 和 JDG
的平均符合率分别为 97.11%，87.11%、89.11%和 97.33%，JDG 略优于 HKEasyID，KitB 略优于 KitA。

四种鉴定试剂中，HKEasyID、KitB 和 JDG 均无假阳性，KitA 的假阳性率为 0.89%；HKEasyID、KitA、

KitB 和 JDG 假阴性率分别为 2.89%、12.00%、10.67%和 2.67%。综合检测效果，HKEasyID 和 JDG 相当，

优于 KitA 和 KitB。 
对苦杏仁苷，HKEasyID 与 JDG 和 API 20E 试剂一样，鉴定结果某些反应也存在一定的假阴性结果

[24]，但 KitA 和 KitB 的存在大量的假阴性，如果直接判定，则极有可能与肠杆菌属里其它种的该反应为

阴性的混淆，增加了鉴别难度，所以这两种试剂盒的该反应结果参考意义不大。但对除苦杏仁苷以外的

各个反应，四个试剂盒效果基本上相当。 
为了便于比较，本次试验统一培养至 24 h 观看结果。本次比对实验所用的传统生化管 JDG，其生化

反应与标准平均符合率为 99.33%，基本符合 GB 4789.40-2016 要求的生化反应特征[25]，可以作为三种

试剂的比对基准。 
 
Table 4. Coincidence rate of four identification kits with typical characteristics of the standard 
表 4. 四种鉴定试剂盒与标准典型特征的符合率 

反应名称 
符合率/% 

HKEasyID KitA KitB JDG 

L-赖氨酸脱羧酶 100 100 100 100 

L-鸟氨酸脱羧酶 96.00 94.00 96.00 96.00 

L-精氨酸双水解酶 98.00 98.00 98.00 98.00 

柠檬酸水解 98.00 94.00 94.00 94.00 

D-山梨醇 100 100 100 100 

L-鼠李糖 100 100 98.00 100 

D-蔗糖 96.00 96.00 96.00 96.00 

D-蜜二糖 98.00 94.00 96.00 96.00 

苦杏仁苷 88.00 8.00 24.00 96.00 

平均符合率/% 97.11 87.11 89.11 97.33 

假阳性率/% 0 0.89 0 0 

假阴性率/% 2.89 12.00 10.67 2.67 

3.4. 四种鉴定试剂盒异于国标典型生化特征的反应 

本次试验的结果异于国标给出的典型生化特征的实验数据，见表 5。因标准要求给出的典型生化特

征具有一定的阴阳性概率，故不能单纯的以这个来判断每个试验菌的生化特征是否异常，还需参考传统

生化鉴定管的阴阳性数据，结合其他厂家的鉴定试剂进行一致性分析，来判断该反应的生化特征。 
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Table 5. Abnormal datab 
表 5. 异常数据 b 

菌株名称 菌株编号 反应名 异常结果 

阪崎肠杆菌 
阪崎肠杆菌 

弗氏柠檬酸杆菌 
弗氏柠檬酸杆菌 
弗氏柠檬酸杆菌 

FSCC(I)145305 
FSCC(I)145633 

ATCC43864 
FSCC(I)21501187 
FSCC(I)21501188 

鸟氨酸 
鸟氨酸 
鸟氨酸 
鸟氨酸 
鸟氨酸 

HKEasyID: −, KitB: −, JDG: − 
HKEasyID: −, KitB: −, JDG: − 

KitA: + 
KitA: + 
KitA: + 

产气肠杆菌 
阪崎肠杆菌 

ATCC13048 
FSCC(I)145270 

精氨酸双水解 
精氨酸双水解 

KitA: + 
HKEasyID: −, KitB: −, JDG: − 

阪崎肠杆菌 FSCC(I)145339 柠檬酸盐 HKEasyID: −, KitA: −, KitB: − 

阪崎肠杆菌 FSCC(I)145269 鼠李糖 KitB: − 

阪崎肠杆菌 FSCC(I)145138 蜜二糖 HKEasyID: −, KitA: −, JDG: − 

阪崎肠杆菌 
阪崎肠杆菌 

弗氏柠檬酸杆菌 
弗氏柠檬酸杆菌 

FSCC(I)145284 
FSCC(I)145285 

FSCC(I)21501187 
FSCC(I)21501188 

蜜二糖 
蜜二糖 
蔗糖 
蔗糖 

KitA: −, KitB: −, JDG: − 
KitA: −, KitB: − 

HKEasyID: −, KitA: −, KitB: −, JDG: − 
HKEasyID: −, KitA: −, KitB: −, JDG: − 

b由于二种鉴定试剂盒中的苦杏仁苷反应异常率偏高，暂不列出来。 

4. 结论 

从易用性角度比较，其中 KitA 的鉴定试剂在操作过程中相对于 KitB 来说比较方便一点，操作比较

简单，但是在使用过程中也发现有好几个鉴定条里的鸟氨酸脱羧酶干燥后跑出了反应孔外面，这样容易

产生误差而不够严谨；KitB 的鉴定试剂因为是液体，所以在接种的时候撕膜或者打孔对实验操作都有一

定的影响，因为液体受到振动容易溅出；而 HKEasyID 的鉴定试剂可以把菌悬液一次加到鉴定条的分液

槽里，平均流入各个反应孔。这种采用一次加样代替逐个加样的方法，不但节省了人力物力，也避免了

错加漏加的风险。 
在本次对比实验中，KitA 和 KitB 苦杏仁苷这一项跟传统西林瓶生化鉴定管相比较存在很大差异，假

阴性菌株较多，生化反应很弱；而传统西林瓶生化鉴定管里的苦杏仁苷经过 24 h 培养后变黄色，符合国

标要求的典型生化阳性特征；此外，KitB 的氨基酸反应系列中赖氨酸脱羧酶和氨基酸对照管的颜色偏灰

色，没有达到判定阳性的黄色，这也增加了生化反应的判定难度。总的来说，传统生化鉴定管在生化鉴

定方面具有一定的参考价值，但因其接种量较小，每瓶接种 50 μL，而 HKEasyID 鉴定试剂每个干燥孔接

种 150 μL 左右的菌悬液，导致传统西林瓶鉴定管有些阳性反应 24 h 内不能完全表现出阳性结果，给判断

阴阳性带来了一定干扰，使其灵敏性不如干燥态鉴定试剂。 
在本次比对研究中，HKEasyID 在三种鉴定条试剂中还是具有一定的优势。在面对不同厂家的鉴定试

剂时，选择可靠的生化鉴定条试剂，对快速准确鉴定出阪崎肠杆菌具有事半功倍的效果。 
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