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摘  要: 目的  研究 α-葡萄糖苷酶试验在克罗诺杆菌的快速准确鉴定中的应用。方法  对包括克罗诺杆菌在

内的 56 株肠杆菌科细菌进行纯培养后, 将单个菌落的生理盐水混悬液, 加到 α-葡萄糖苷酶检测试剂中, 于

37 ℃水浴培养 4 h 后, 在 405 nm 波长处测量其吸光度值, 进行 α-葡萄糖苷酶试验。同时将 56 株菌接种于 TSA

琼脂平板, 于 25 ℃培养 48 h 后, 在自然光下观察菌落的黄色素。结果  40 株克罗诺杆菌的 α-葡萄糖苷酶试

验均为阳性; 包括阴沟肠杆菌、大肠埃希氏菌、产气肠杆菌在内 16 株肠杆菌, α-葡萄糖苷酶试验均为阴性。

在 40 株克罗诺杆菌中, 有 37 株菌产黄色素试验为阳性, 3 株菌产黄色素试验为可疑; 其他 16 株肠杆菌, 产黄

色素试验均为阴性。结论  与产黄色素试验相比, 用 α-葡萄糖苷酶试验鉴定克罗诺杆菌, 结果更准确, 且检测

时间短、客观性强。 
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Application of α-glucosidase test in the identification of Cronobacter spp. 
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ABSTRACT: Objective  To study the application of α-glucosidase test in rapid and accurate identification of 

Cronobacter Spp. Methods  After purely culturing 56 strains of Enterobacter including Cronobacter spp., a single 

colony of physiological saline suspension was added to the α-glucosidase detection reagent, and cultured in a water 

bath at 37 ℃ for 4 hours. The absorbance value was measured at a wavelength of 405 nm for the α-glucosidase test. 

At the same time, 56 strains were inoculated on TSA agar plates, and after incubation at 25 ℃ for 48 h, the yellow 

pigment of the colonies was observed under natural light. Results  All 40 strains of Cronobacter spp. were positive 

for α-glucosidase test; 16 strains of Enterobacter, including Enterobacter cloacae, Escherichia coli and Enterobacter 

aerogenes were negative for α-glucosidase test. Among 40 strains of Cronobacter spp, 37 strains were positive for the 

yellow pigment test, 3 strains for the yellow pigment test were suspicious, and 16 strains of the Enterobacter were 

negative for the yellow pigment test. Conclusion  Compared with the yellow pigment formation, the α-glucosidase test 
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is more likely to obtain accurate results and takes less time to identify Cronobacter spp. 
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1  引  言 

克罗诺杆菌(Cronobacter spp.), 以前称为产黄色素阴

沟肠杆菌。1980 年, Farmer 根据 DNA-DNA 杂交、生化反

应、色素产生和抗生素敏感性的不同, 将其与阴沟肠杆菌

区分, 重新命名为阪崎肠杆菌(Enterbacter sakazakii)[1]。阪

崎肠杆菌在食品和环境中广泛存在, 感染早产、出生体重

偏低等免疫力低下的新生儿后, 可导致脑膜炎、坏死性小

肠结肠炎和菌血症, 并可致神经系统后遗症和死亡。而且

许多证据表明, 婴儿配方奶粉是阪崎肠杆菌主要的传染源

和传播媒介[24]。2008 年, Iversen 采用 16S rRNA 基因测序、

核糖体分型和 DNA-DNA 杂交试验等方法, 对阪崎肠杆菌

重新进行系统学分类, 将其定义为肠杆菌科内一个新的属, 

即克罗诺杆菌属[5]。克罗诺杆菌属有 7 个种, 目前发现, 其

中只有阪崎克罗诺杆菌(C. sakazakii)、丙二酸盐克罗诺杆

菌(C. malonaticus)和苏黎世克罗诺杆菌(C. turicensis)与临

床感染有关[6]。但基于食品安全的原则, 联合国粮农组织

和世界卫生组织直接将克罗诺杆菌属, 作为严重危害婴儿

健康的致病菌, 规定在婴儿配方奶粉中不得检出克罗诺杆

菌属, 且无需进一步鉴定至种的水平[7]。 

目前生化试验依然是鉴定克罗诺杆菌的基础[8,9], 产

黄色素是克罗诺杆菌的特征之一, 产黄色素试验成了鉴定

克罗诺杆菌的重要生化试验项目, 而且是全自动微生物生

化鉴定系统的重要补充试验[10]。但产黄色素试验也存在实

验时间长、客观性不强等缺点。近年涌现了许多新的技术, 

用于鉴定克罗诺杆菌[11,12], 例如采用基于对硝基苯-α-D-吡

喃葡萄糖苷(paranitrophenyl-α-D-glucopyranoside)水解的 α-

葡萄糖苷酶试验, 进行克罗诺杆菌的鉴定, 具有快速准确

的优点[13], 而且该方法不需要大型仪器设备, 适用于各级

实验室, 并取代了产黄色素试验, 在克罗诺杆菌检验方法

的国际标准中得到应用[9]。但对于国内 α-葡萄糖苷酶检测

试剂的是使用研究相对较少。    

本研究采用国内研制的 α-葡萄糖苷酶检测试剂, 通过

α-葡萄糖苷酶试验和产黄色素试验, 对包括克罗诺杆菌在

内的 56 株肠杆菌科细菌鉴定的准确性进行比较, 并为国内

制定快速准确鉴定克罗诺杆菌的标准方法提供科学依据。 

2  材料与方法 

2.1  仪器与试剂 

KB240 恒温培养箱(德国 BINDER 公司); WNE-22 恒

温水浴锅(德国 MEMMERT); UV-2600 紫外可见光分光光

度计(岛津仪器(苏州)有限公司); VITEK 2 Compact 全自动

微生物生化鉴定系统(法国生物梅里埃公司); BAX Q7 全自

动病原微生物检测系统(美国杜邦公司)。 

α-葡萄糖苷酶检测试剂(批号 20181126, 青岛高科技

工业园海博生物技术有限公司); TSA 琼脂(批号 180702; 

北京陆桥技术股份公司); VITEK GN 卡(批号 2410536203, 

法国生物梅里埃公司); DuPont BAX Enterbacter sakazakii 

PCR 试剂盒 D11801386(批号 Q8074, 美国杜邦公司) 

标准菌株(阪崎克罗诺杆菌 ATCC 29544、穆汀斯克罗

诺杆菌 ATCC 51329、大肠埃希氏菌 ATCC 25922、阴沟肠

杆菌 ATCC 35030)购自中国工业微生物菌种保藏管理中心, 

其他 52 株分离菌株来自中国食品药品检定研究院以及本

实验室。 

2.2  实验方法 

以下实验 , 均以阪崎克罗诺杆菌标准菌株 (ATCC 

29544)为阳性对照 , 以大肠埃希氏菌标准菌株 (ATCC 

25922 )为阴性对照。 

2.2.1  菌株准备 

分别将 56 株菌划线接种在 TSA 琼脂平板, 于 36 ℃培

养 24 h。 

2.2.2  分离菌株的鉴定 

挑取 TSA 琼脂平板上纯培养的分离菌株单个菌落, 

在无菌蒸馏水中混匀后, 按照 DuPont BAX Enterbacter 

sakazakii PCR 试剂盒 D11801386 的说明书, 进行 PCR 检

测。同时, 按 VITEK 2 Compact 全自动微生物生化鉴定系

统说明书, 采用 VITEK GN 卡进行对各分离菌株进行生化

鉴定。PCR 检测结果为阳性, 且经 VITEK 2 Compact 全自

动微生物生化鉴定系统确认者, 判定为克罗诺杆菌。 

2.2.3  α-葡萄糖苷酶试验 

挑取 TSA 琼脂平板上纯培养的单个菌落, 在 3 mL 

0.85%的生理盐水中混匀, 调节菌悬液浊度至 0.5 麦氏单

位。取 2 mL 菌悬液加入到 2 mLα-葡萄糖苷酶检测试剂中, 

混匀后置水浴锅中于 37 ℃水浴培养 4 h 后, 在 405 nm 波

长处测量其吸光度值。吸光度值＞0.3 者, 判定为 α-葡萄糖

苷酶试验阳性; 吸光度值≤0.3, 则判定为阴性[13]。 

2.2.4  产黄色素试验 

挑取 TSA 琼脂平板上纯培养的单个菌落, 再次划线

接种于 TSA 琼脂平板, 25 ℃培养 48 h 后, 在自然光下观察

菌落的颜色[14]。 

3  结果与分析 

3.1  分离菌株的鉴定 

经 PCR 检测以及 VITEK 2 Compact 全自动微生物生
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化鉴定系统鉴定, 52 株分离菌株中, 38 株为克罗诺杆菌属; 

其余 14 株细菌中, 6 株为阴沟肠杆菌, 4 株为大肠埃希氏菌, 

4 株为产气肠杆菌(见表 1)。 

 
 

表 1  分离菌株的鉴定结果 
Table 1  Identification of wild-type strains 

分离菌株编号 PCR 检测结果 生化鉴定结果 

1~38 阳性 克罗诺杆菌属 

39~44 阴性 阴沟肠杆菌 

45~48 阴性 大肠埃希氏菌 

49~52 阴性 产气肠杆菌 

 
 

3.2  α-葡萄糖苷酶试验和产黄色素试验 

结果见表 2, 包括 2 个标准菌株在内的 40 株克罗诺杆

菌在 α-葡萄糖苷酶检测试剂中培养后 , 其吸光度值     

均＞0.3, α-葡萄糖苷酶试验为阳性。16 株非克罗诺杆菌的

肠杆菌在 α-葡萄糖苷酶检测试剂中培养后, 其吸光度值 

均≤0.3, α-葡萄糖苷酶试验为阴性。α-葡萄糖苷酶试验的阴

阳性试验结果见图 1。 

在包括 2 个标准菌株在内的 40 株克罗诺杆菌中, 有

37 株产黄色素试验为阳性, 3 株产黄色素试验为可疑。   

16 株非克罗诺杆菌的肠杆菌, 产黄色素试验均为阴性。产

黄色素试验阳性、阴性及可疑结果见图 2。 

 

 
表 2  56 株菌产黄色素试验和 α-葡萄糖苷酶试验结果 

Table 2  Results of yellow pigment production test and 
α-glucosidase test in 56 strains  

菌株名称 
数 

量 

产黄色素 

试验 a 

α-葡萄糖

苷酶试验 b

阪崎克罗诺杆菌 ATCC 29544 1 + + 

穆汀斯克罗诺杆菌 ATCC 51329 1 + + 

大肠埃希氏菌 ATCC 25922 1   

阴沟肠杆菌 ATCC 35030 1   

克罗诺杆菌属 35 + + 

克罗诺杆菌属 3 ± + 

阴沟肠杆菌 6   

大肠埃希氏菌 4   

产气肠杆菌 4   

注: a: “+”表示产黄色素, “”表示不产黄色素, “±”表示结果可疑。

b: “+”表示吸光度值＞0.3, “”表示吸光度值≤0.3。 

 
 

图 1  α-葡萄糖苷酶试验阳性及阴性结果 

Fig.1  Positive and negative results of α-glucosidase test 
 

 
 

注: “+”表示产黄色素, “”表示不产黄色素, “±”表示结果可疑。 

图 2  产黄色素试验阳性、阴性及可疑结果 

Fig.2  Positive, negative and doubtful results of yellow pigment 
production test 

 

4  结  论 

产黄色素是克罗诺杆菌的特征之一, 因此我国现行

克罗诺杆菌属检验的食品安全国家标准[14], 只对产黄色素

的菌落进行生化鉴定。但是, 产黄色素试验的培养时间长

达 48 h。此外, 其结果判断会受主观因素的影响, 本研究

也表明产黄色素试验容易出现可疑结果。国外的研究还发

现, 近 8%的克罗诺杆菌属不产黄色素[8]。因此, 用产黄色

素试验来鉴定克罗诺杆菌, 不仅耗时费力, 而且还存在假

阴性结果。 

近来发现, 应用 α-葡萄糖苷酶试验鉴定克罗诺杆菌

速度较快, 此外, 通过测定吸光度值来判定结果, 又排除

了主观因素的干扰。而且该试验的特异性更高, 因为目前

发现几乎所有克罗诺杆菌的 α-葡萄糖苷酶均为阳性 [8]。 

现行克罗诺杆菌属检验的食品安全国家标准, 主要

参照国际标准化组织的技术规范[15], 该规范在技术上并不

成熟。在新发布的克罗诺杆菌检验国际标准 ISO 22964: 

2017 中, 已不再采用产黄色素试验鉴定克罗诺杆菌, 而改

用 α-葡萄糖苷酶试验进行克罗诺杆菌的鉴定[9]。因此, 现

行克罗诺杆菌属检验的国家标准, 应适时进行修订, 以采

用更为快速准确方法对克罗诺杆菌进行鉴定。 
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