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克罗诺杆菌属(阪崎肠杆菌)的分离与鉴定能力 
验证结果与分析 
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(1. 青岛海关技术中心, 青岛  266002; 2. 黄岛海关, 黄岛  266520) 

摘   要: 目的   通过能力验证 , 提高实验室对克罗诺杆菌属(阪崎肠杆菌)的检测能力。方法   依据 GB 

4789.40-2016《食品安全国家标准 食品微生物学检验 克罗诺杆菌属(阪崎肠杆菌)检验》中的第一法, 对能力

验证样品进行检验, 对分离出的可疑菌落进行生化鉴定, 同时用 BIOLOG 鉴定系统对可疑菌落进行鉴定。   

结果  编号 G785 和编号 V995 的 2 个能力验证样品皆检出克罗诺杆菌属(阪崎肠杆菌)。结论  本次能力验证

获得满意结果, 证明本实验室具备克罗诺杆菌属(阪崎肠杆菌)的检测能力。本次能力验证实验过程中, 在以国

标法检测的同时, 辅以 BIOLOG 进行鉴定, 与传统生化鉴定结果互为印证, 提高了检测结果的准确性, 对以

后的检测工作具有一定的参考价值。 
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Capability verification results and analysis of isolation and identification of 
Cronobacter spp. (E. sakazakii) 
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ABSTRACT: Objective  To improve the laboratory's ability to detect Cronobacter sakazakii (E. sakazakii). 
Methods  According to the first method in GB 4789.40-2016 National food safety standard-Food microbiology test 

-Cronobacter spp. (Enterobacter sakazakii), the ability verification samples were tested, the suspicious isolated 

colonies were biochemical identified, and the suspicious colonies were identified with the BIOLOG identification 

system. Results  Cronobacter spp. was detected in both G785 and V995 samples. Conclusion  Satisfactory results 

have been obtained in this capability verification, which proves that our laboratory has the detection ability of 

Cronobacter spp. (E. sakazakii). In this capacity verification experiment, the national standard method is used for 

testing and BIOLOG is used for identification, which is complementary to the traditional biochemical identification 

results, improving the accuracy of the test results and providing certain reference value for future testing. 
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1  引  言 

克罗诺杆菌属(阪崎肠杆菌)(Cronobacter)属于肠杆菌

科, 革兰氏阴性无芽孢菌, 广泛存在于自然界中, 在水、土

壤、食品中皆可分离出该菌[1,2]。该菌是一种条件致病菌, 
可引起婴幼儿脑膜炎、坏死性小肠结肠炎及败血症等疾 
病[3,4], 致死率高达 40%～80%[5]。阪崎肠杆菌此前一直被

认为是一种产黄色素的阴沟肠杆菌, 直到 1980 年才被认

定为一个新的菌种, 并以日本微生物学家 Riichi Sakazakii
的名字正式更名为“阪崎肠杆菌”[6]; 2008 年, IVERSENC 
等 [7,8]根据其特征又将其划分为肠杆菌科的一个新属, 即
克罗诺杆菌属。目前阪崎肠杆菌的宿主和传播途径尚不能

确定, 但多起新生儿阪崎肠杆菌感染事件基本证实了婴儿

配方奶粉是主要感染源[9]。可是近年来, 也出现了从进口

饼干、巧克力和方便面中检出阪崎肠杆菌的情况[10], 甚至, 
在膨化食品-辣味鱿鱼形洋葱片、辣椒粉、冰激凌及茶饮料

中也检出过阪崎肠杆菌[11‒14]。因此, 阪崎肠杆菌还需要人

们的进一步探索和研究。 
本实验室参加了中国检验检疫科学研究院组织的“奶

粉中克罗诺杆菌属(阪崎肠杆菌)的检测能力验证计划”, 在
传统生化实验的基础上, 辅以 BIOLOG 微生物鉴定系统对

样品进行鉴定, 旨在提高本实验室的检测能力, 为日常检

测工作提供参考。 

2  材料与方法 

2.1  材  料 
2.1.1  样  品 

编号G785和V995的能力验证样品, 由中国检验检疫

研究院测试评价中心提供。样品为白色冻干块状, 为人工

污染的奶粉样品, 包装于真空西林瓶内。 
2.1.2  标准菌株 

阪崎肠杆菌 ATCC29544(美国 Microbiologics 公司)。 
2.1.3  主要培养基与试剂 

缓冲蛋白胨水(buffer peptone water, BPW)、改良月桂

基硫酸盐胰蛋白胨肉汤-万古霉素(modified lauryl sulfate 
tryptose broth-vancomycin medium, mLST-Vm)、阪崎肠杆菌

显色培养基(DFI Agar, DFI)、胰蛋白胨大豆琼脂(trypticase 
soy agar, TSA)、DBI-02 克罗诺杆菌属(阪崎肠杆菌)干制生

化鉴定试剂盒(北京陆桥技术股份有限公司); BUG+B 琼脂

培养基(BUA Agar with 5% sheep blood, BUG+B)、GEN Ⅲ 
MicroPlate 微孔鉴定板、Inoculating Fluid IF-A 接种液(美国

BIOLOG 公司)。 
2.1.4  仪  器 

SPX-150B-Z 生化培养箱、YXQ-LS-75G 高压灭菌锅(上
海博讯实业有限公司医疗设备厂); HR40-ⅡA2 生物安全柜

(青岛海尔特种电器有限公司); HG400VM 拍打式均质器(德

国 Wiggens 公司); BIOLOG 鉴定仪、Multichannel Pipettes
多道移液器、Turbidimeter 浊度计(美国 BIOLOG 公司)。 

2.2  实验方法 

2.2.1  前增菌和增菌 
将装有能力验证样品的西林瓶从冰箱中取出, 冷却至室

温待用。按照参试指导书进行操作: 样品开启后, 立即加入  
4 mL 稀释液进行再水化, 待充分溶解后吸出放入无菌瓶中, 
再反复用余下的稀释液清理西林瓶内壁, 回收清洗液放入上

述无菌瓶中, 稀释液合计 100 mL, 即是待测样品原液。 
取水化后的样液 100 mL 于无菌均质袋中 , 加入   

900 mL 已预热至 44 ℃的缓冲蛋白胨水中 , 均质后 , 
36 ℃±1 ℃培养 18 h±2 h; 取 1 mL 培养液接种于 10 mL 
mLST-Vm 肉汤中, 44 ℃±0.5 ℃培养 24 h±2 h。 
2.2.2  分  离 

从 mLST-Vm 肉汤中各取 1 环, 划线接种于 2 个阪崎

肠杆菌显色培养基, 36 ℃±1 ℃ 培养 24 h±2 h。 
2.2.3  阪崎肠杆菌生化鉴定试剂盒鉴定 

挑取可疑菌落, 划线接种于 TSA 平板, 25 ℃±1 ℃培

养 48 h±4 h。挑取 TSA 平板上的黄色菌落进行生化鉴定。 
在 TSA 上挑取可疑黄色菌落至适量 0.85%生理盐水

中, 仔细研磨, 调整制成 0.5 麦氏浊度的均匀菌悬液。依据

阪崎肠杆菌生化鉴定试剂盒说明书进行操作并依据结果判

定表进行判定。 
2.2.4  BIOLOG 鉴定 

从TSA平板上挑取可疑菌落划线接种于BUG+B琼脂

上纯化, 用一次性无菌接种棉签挑取经纯化的菌落, 将棉

签末端伸入 Inoculating Fluid IF-A 接种液中, 并来回晃动, 
以便将细菌释放到接种液中。使用浊度仪测定接种液浊度, 
调整目标细胞浊度为 90%~98% T。 

将菌悬液倒入 V 型加样水槽 , 使用八道移液器往

GEN Ⅲ MicroPlate 微孔鉴定板的孔中各加入 100 µL 菌悬

液, 36 ℃培养 24 h 后进行鉴定。 

3  结果与分析 

3.1  前增菌及平板分离 

将能力验证样品 G785、V995 及阳性对照阪崎标准菌株

分别进行前增菌及二次增菌后, 划线 DFI, 结果如表 1 所示。 
 

表 1  标准菌株与能力验证样品增菌与分离结果统计表 
Table 1  Statistical table of bacterial growth and isolation results 

of standard strains and capability verification samples 

名称 BPW mLST-Vm DFI 

标准菌株 ATCC29544 变浑浊 变浑浊 蓝绿色菌落

能力验证样品 G785 变浑浊 变浑浊 
白色、黑色、

蓝绿色菌落

能力验证样品 V995 变浑浊 变浑浊 
白色、黑色、

蓝绿色菌落
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通过表 1 可知, 能力验证样品 G785、V995 及标准菌

株 ATCC29544 在 BPW 及 mLST-Vm 中皆生长良好并使其

变浑浊; 标准菌株在 DFI 平板上呈现单一圆形、蓝绿色菌

落; 而能力验证样品 G785 及 V995 皆至少有 3 种菌落生长, 
分别为白色菌落 , 形态较大 , 呈枣核型 ; 黑色圆形菌落; 
蓝绿色圆形菌落, 中心颜色较边缘尤深。因此, 能力验证

样品 G785 和 V995 皆产生了阪崎肠杆菌典型菌落, 需要进

一步对其进行分析。 

3.2  生化实验 

从能力验证样品 G785、V995 及标准菌株分离出的典

型菌落经 TSA 纯化后 , 从中挑取黄色可疑菌落 , 按照

DBI-02 阪崎肠杆菌干制生化鉴定试剂盒使用说明书进行

操作, 结果如表 2 所示。 
 

表 2  标准菌株与能力验证样品生化实验特征 
Table 2  Biochemical test characteristics of standard strains and 

capability verification samples 

生化项目 标准菌株 样品 G785 样品 V995
阪崎生化

现象 

氨基酸对照 黄色 黄色 黄色 黄色 

赖氨酸脱羧酶 －(黄色) －(黄色) －(黄色) － 

鸟氨酸脱羧酶 ＋(紫色) ＋(紫色) ＋(紫色) (＋) 

精氨酸双水解酶 ＋(紫色) ＋(紫色) ＋(紫色) ＋ 

西蒙氏柠檬酸盐 ＋(蓝色) ＋(蓝色) ＋(蓝色) (＋) 

D-山梨醇 －(红色) －(红色) －(红色) (－) 

L-鼠李糖 ＋(黄色) ＋(黄色) ＋(黄色) ＋ 

D-蜜二糖 ＋(黄色) ＋(黄色) ＋(黄色) ＋ 

D-蔗糖 ＋(黄色) ＋(黄色) ＋(黄色) ＋ 

苦杏仁甙 －(红色) －(红色) －(红色) ＋/－ 

注: “＋”表示>99%阳性; “－”表示>99%阴性; “(＋)”表示 90%～

99%阳性; “(－)”表示 90%～99%阴性。 

 
表 2 统计的生化结果显示, 能力验证样品 G785、V995

及阪崎肠杆菌标准菌株 ATCC29544 的实验生化指标完全

一致, 皆符合结果判定表里规定的阪崎肠杆菌标准菌株生

化现象, 因此能力验证样品 G785 和 V995 皆检出克罗诺杆

菌属(阪崎肠杆菌)。 
需要特别说明的是, 在 GB 4789.40-2016《食品安全

国家标准 食品微生物学检验 克罗诺杆菌属(阪崎肠杆菌)
检验》[15]中, 克罗诺杆菌属生化特征中的苦杏仁甙应>99%
阳性; 而在此次实验中经多次验证, 针对苦杏仁甙一项, 
不但 2 个能力验证样品为阴性, 而且作为阳性对照的阪崎

肠杆菌标准菌株 ATCC29544 的苦杏仁甙生化结果同样为

阴性; 而陆桥阪崎肠杆菌生化鉴定试剂盒在判定表中亦注

明经多株标准菌株及分离的大量阳性菌株证明, 传统生化

鉴定的结果大多数为阴性。 
据 悉 , ISO 22964-2017-Microbiology of the food 

chain-Horizontal method for the detection of Cronobacter spp. 
[16]及《伯杰氏手册》[17]中皆未要求检测阪崎肠杆菌中苦杏

仁甙的生化特征, 这说明苦杏仁甙可能不是阪崎肠杆菌的

一项关键特征生化指标。因此关于国标中苦杏仁甙的生化

特征还有值得商榷之处。 

3.3  BIOLOG 鉴定 

经 BIOLOG 鉴定, 阪崎肠杆菌标准菌株、能力验证样

品 G785、能力验证样品 V995 为克罗诺杆菌属(阪崎肠杆

菌)的可能性(probability, PROB)分别为 99%、97%、95%; 相
似性(similarity, SIM)皆大于 0.5, 说明鉴定结果可靠性很高; 
位距(distance, DIS)皆在 5.0 左右, 说明匹配性较好。综合

来看, 此鉴定结果与其各自的菌落形态及生化特征相符, 
印证了前面生化实验的结果, 结果如表 3 所示。 

 
表 3  BIOLOG 鉴定结果统计 

Table 3  Statistics of BIOLOG identification results 

 
可能

性 
相似

性
位距 类别 种属 

标准菌株 0.99 0.682 4.532 GN-Ent Cronobacter 
Group 

样品 G785 0.97 0.660 4.916 GN-Ent Cronobacter 
Group 

样品 V995 0.95 0.638 5.236 GN-Ent Cronobacter 
Group 

 

4  结论与讨论 

经本次能力验证组织方中国检验检疫科学研究院评

价 , 本实验室参加的此次“奶粉中克罗诺杆菌属(阪崎肠

杆菌)的检测能力验证计划”的实验结果为“满意”, 证明本

实验室具备检测食品中克罗诺杆菌属(阪崎肠杆菌)的检

测能力。 
与传统生化反应不同, BIOLOG 微生物鉴定系统是一

种基于碳源利用原理的微生物鉴定系统。不同微生物对碳

源的利用具有特异性, 微生物在利用碳源进行新陈代谢时, 
产生的某些酶能使四唑类物质发生颜色反应, 使其由无色

变为紫色。GEN Ⅲ MicroPlate 微孔鉴定板中的四唑类氧化

还原染料通过色度的变化来指示微生物对碳源的利用程度

以及对化学物质的敏感程度, 可以对微生物进行包括 71
种碳源利用测试以及 23 种化学敏感性测试在内的 94 种表

型测试, 通过读取微孔鉴定板上所表现出的表型指纹图谱

来对细菌进行鉴定。BIOLOG 鉴定系统可鉴定包括细菌、

霉菌及酵母菌在内的超过 2650 种微生物, 操作简便, 检测

范围广, 用时短, 准确率高。 
传统生化实验经济适用, 但操作较为繁琐, 周期长, 
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且容易出现假阳性和假阴性的情况, 造成误判。在日常实

际检测过程中, 采用传统生化实验与微生物鉴定系统结合, 
尤其是基于不同原理的微生物鉴定系统(如 BIOLOG), 可
以有效提高检测结果的准确性, 但缺点是会造成工作量及

成本的增加。对于疑似阳性的样品除传统生化反应外, 建
议辅以 BIOLOG 鉴定系统进行检测, 将传统方法与仪器鉴

定相互结合, 综合判定, 以免造成漏检。 
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