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摘  要：【背景】克罗诺杆菌属(Cronobacter)细菌的分离鉴定是临床医学中精准治疗的理论基础，然

而，目前的生化鉴定方法仅可将其鉴定至属水平。【目的】开发一种简便、可靠的克罗诺杆菌属生

化分种鉴定方法，建立克罗诺杆菌属细菌数值鉴定系统并对其鉴定性能进行评价。【方法】将鉴定

系统所需的生化反应配方浓缩整合到一组注塑件中制得鉴定条，辅以数值鉴定理论构建克罗诺杆菌

属细菌数值鉴定系统，利用克罗诺杆菌属标准株及分离株对其鉴定准确度进行验证。分离株的鉴定

以 fusA 基因序列分析方法的鉴定结果作为参考标准，与数值鉴定法的检测结果进行比较。【结果】

创建了用于鉴别克罗诺杆菌属内 9 个种/亚种的生化反应阳性概率数据库，同时确定了数值法中的计

算方法和结果评价标准，并完成了数值鉴定系统软件的开发。5 株克罗诺杆菌属标准株通过细菌数

值鉴定系统均得到了正确鉴定，结果评价为极好的鉴定结果；其中，DSM 18707 被准确鉴定为都柏

林克罗诺杆菌奶粉亚种(C. dublinensis subsp. lactaridi)。测试集的 84 株克罗诺杆菌属分离株的数值鉴

定法与 fusA 基因测序法的总鉴定一致率为 100%；除 C. sakazakii IV 型(1 株)及 C. dublinensis III 型
(1 株)的数值鉴定为不可接受的鉴定结果外，其余菌株均得到了明确的鉴定。【结论】本研究开发的

克罗诺杆菌属细菌数值鉴定系统操作简便、价格低廉、准确率高，可为临床诊断及相关食品安全检

测提供实验依据，具有良好的应用推广前景。 
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Abstract: [Background] The isolation and identification of Cronobacter forms the theoretical 
basis for precise treatment in clinical medicine. However, the current biochemical identification 
methods can only identify them at the genus level. [Objective] To develop a simple and reliable 
method for species identification of Cronobacter, we established a numerical identification 
system and evaluated its identification performance. [Methods] The biochemical reaction 
formulations required for the identification system were concentrated and integrated into a set of 
plastic containers to prepare identification strips. The numerical identification system of 
Cronobacter was developed based on the numerical identification theory, and the identification 
accuracy was assessed with the standard strains and isolates of Cronobacter. The identification 
results based on the sequencing of fusA were taken as the reference and compared with those 
obtained with the numerical identification method. [Results] We established a biochemical 
reaction positive probability database for distinguishing the 9 species/subspecies of 
Cronobacter. Simultaneously, we defined the calculation methods and result evaluation criteria 
for the numerical method and developed a numerical identification system. Five standard strains 
of Cronobacter were correctly identified by the numerical identification system, and the results 
were evaluated as excellent. Among them, strain DSM 18707 was accurately identified as    
C. dublinensis subsp. lactaridi. The total identification agreement between the numerical 
identification method and the fusA sequencing method of the 84 Cronobacter isolates in the test 
set was 100%. The numerical identification method clearly identified other strains except    
C. sakazakii type IV (one strain) and C. dublinensis type III (one strain) with unacceptable 
identification results. [Conclusion] The numerical identification system developed in this study 
for Cronobacter. has simple operation, low cost, and high accuracy, which can provide an 
experimental basis for clinical diagnosis and food safety detection and demonstrates a promising 
prospect of application and popularization. 
Keywords: Cronobacter; biochemical identification; numerical identification system; microbial 
safety 
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克罗诺杆菌属(Cronobacter)隶属于肠杆菌

科(Enterobacteriaceae)，为革兰氏阴性无芽孢杆

菌，兼性厌氧，是婴幼儿配方奶粉中重要的机

会致病菌[1]。2008 年，Iversen 等[2]通过一系列

的 分 子 生 物 学 分 型 手 段 对 阪 崎 肠 杆 菌

(Enterobacter sakazakii)群体进行了多样性分析

及 DNA 杂交分析，提出将阪崎肠杆菌重新归类

为克罗诺杆菌属；目前，克罗诺杆菌属被分为

7 个种，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)、都柏林克罗诺杆菌

(C. dublinensis) 、 尤 尼 沃 斯 克 罗 诺 杆 菌         
(C. universalis)、莫金斯克罗诺杆菌(C. muytjensii)
和康帝蒙提克罗诺杆菌(C. condimenti)。其中，

都柏林克罗诺杆菌又被分为 3 个亚种，包括都

柏林克罗诺杆菌都柏林亚种 (C. dublinensis 
subsp. dublinensis)、都柏林克罗诺杆菌奶粉亚

种(C. dublinensis subsp. lactaridi)和都柏林克

罗 诺 杆 菌 洛 桑 亚 种 (C. dublinensis subsp. 
lausannensis)。 

克罗诺杆菌广泛存在于奶粉、香料、面食、

巧克力、谷物等干燥食品，以及市场上出售的

新鲜蔬菜、水果、肉类和即食沙拉等非巴氏杀

菌食品中。根据多位点序列分型 (multilocus 
sequence typing, MLST)数据库(https://pubmlst. 
org/cronobacter/) 2024 年 4 月 8 日的报告，在已

包含的 4 180 株不同来源的克罗诺杆菌中，     
C. sakazakii (71.2%)和 C. malonaticus (11.0%)具
有最大占比。许多研究报告称，C. sakazakii 是
婴儿克罗诺杆菌感染的罪魁祸首 [3-4]。但除     
C. condimenti 外，其他所有克罗诺杆菌属菌种都

被认为对人类健康有害[5]。克罗诺杆菌感染主

要发生于免疫力较弱的群体，如早产儿、新生

儿、幼儿及老年人[6]。临床症状包括发热、呕

吐、腹泻和精神萎靡，严重感染可导致脑膜炎、

坏死性小肠结肠炎、菌血症和尿毒症[7]。来自

美 国 食 品药 品 监 督管 理 局 (Food and Drug 
Administration, FDA)的监测表明，1 岁以下婴儿

的 C. sakazakii 感染率为十万分之一，而感染死亡

率高达 40%−80%[8]。此外，克罗诺杆菌属菌种

之间由于基因组构成不同，病原体的抗应激能

力、毒性能力和抗生素耐药性也各不相同[9]。因

此，实现克罗诺杆菌属“种”水平的准确鉴定，

是对克罗诺杆菌进行深入研究的基础。 
近年来，序列分析法(包括多位点序列分

析、16S rRNA 基因序列分析及特异性基因序

列分析)、基质辅助激光解吸电离-飞行时间质

谱 (matrix-assisted laser desorption ionization 
time-of-flight mass spectrometry, MALDI-TOF-MS)法
及 PCR 法被广泛应用于克罗诺杆菌属的分种鉴

定[10]。然而这些方法大多无法通过一次操作实

现对克罗诺杆菌属所有菌种的准确区分。另外，

由于需要大型仪器的辅助，难以在欠发达地区

得到普及。目前，克罗诺杆菌的检测仍以常规

分离鉴定技术为主。生化鉴定是克罗诺杆菌检

测的金标准。生化分析方法是指借助细菌对营养

物质分解能力的不同及其代谢产物的差异对细

菌进行鉴定，包括酶试验、发酵试验、同化试验、

蛋白质分解产物试验等。国标 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》规定了食品中克罗诺杆菌的检验

方法，待测样品经过增菌、分离纯化等步骤通

过生化方法进行最终的鉴定[11]。然而，通过该

项国家标准仅可将待测菌株鉴定至克罗诺杆菌

的属水平，无法实现对克罗诺杆菌的种和亚种

水平的有效区分。 
细菌数值鉴定法是在生化鉴定的基础上，

结合数值鉴定理论产生的一种细菌概率鉴定方

法。其集细菌鉴定学、计算机、自动化技术和

数值鉴定理论于一体，从而实现细菌鉴定过程
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的系统化、标准化和商业化[12]。市面上现有的商

品化细菌数值鉴定系统主要有 API 鉴定系统、

Enterotube II (Roche) 鉴 定 系 统 、 Micro-ID 
(REMEL)鉴定系统和 BBL Minitek System 鉴定

系统等。其中 API 是国际公认的标准鉴定系统，

包括 15 种鉴定条，约 1 000 种生化反应，可鉴

定细菌约 600 种，是目前世界上鉴定范围最广

的一种产品，但其现有的相关产品对克罗诺杆

菌也仅可鉴定至属水平。迄今为止，国内外均

尚无基于生化反应区分克罗诺杆菌属内不同菌

种的细菌数值鉴定方法的相关报道。基于此，

研制出我国自主知识产权的克罗诺杆菌属内菌

种的数值鉴定系统，不仅能填补相应商品化产

品的空缺，还能为国内用户提供质优价廉的检

测产品，对临床诊断及食品安全监测具有重要

意义。 

1  材料与方法 
1.1  样品 

本研究使用的 5 株克罗诺杆菌属标准株及

452 株克罗诺杆菌属分离株由广东省微生物研究所

提供。其中，标准株包括C. sakazakii (ATCC 29544)、
C. muytjensii (ATCC 51329)、C. dublinensis subsp. 
lactaridi (DSM 18707)、C. universalis (NCTC 
9529)及 C. condimenti (LMG 26250)。分离株为

本实验室前期在全国范围内从蔬菜、速冻食品、

奶粉、肉制品、水产品及熟食共六大类食品中

分离获得 [13]，所有菌株的冻存管均保存在

−80 ℃冰箱。将 452 株克罗诺杆菌属分离株随

机分为训练集与测试集，训练集菌株(368 株)
用于建立克罗诺杆菌数值鉴定的阳性概率数据

库，测试集菌株(84 株)用于验证克罗诺杆菌数

值快速鉴定方法的准确度。 

1.2  主要试剂和仪器 
色氨酸、肌醇和 L-鸟氨酸盐酸盐，上海康

捷生物科技发展有限公司；甲基-α-D-吡喃葡萄

糖苷、乳糖、N-乙酰神经氨酸，上海阿拉丁生

化科技股份有限公司；卫矛醇，上海源叶生物

科技有限公司；丙二酸钠，生工生物工程(上海)
股份有限公司；蛋白胨水干粉、无菌液体石蜡

和靛基质试剂，广东环凯微生物科技有限公司。 
电子分析天平和酸度计，赛多利斯公司；

真空干燥箱，上海一恒科学仪器有限公司；二

级生物安全柜，北京东联哈尔仪器制造有限公

司；电热恒温培养箱，广东环凯微生物科技有

限公司。 

1.3  培养基 
悬浮培养基和胰酪大豆胨琼脂(TSA)培养

基，广东环凯微生物科技有限公司。 

1.4  生化反应组合及配方的确认 
生化反应组合由唾液酸(sialic acid, SA)、吲

哚 (indole, Ind)、卫矛醇 (dulcitol, Dul)、乳糖

(lactose, Lac)、丙二酸盐(malonate, Malo)、肌醇

(inositol, Ino) 、 甲 基 -α-D- 吡 喃 葡 萄 糖 苷

(methyl-α-D-glucopyranoside, MDG) 及 鸟 氨 酸

(ornithine, Orn)构成。结合显色效果、质量研究、

稳定性考察及反应速度等多方面因素，确定各

生化的最佳反应配方。 

1.5  鉴定条的制备 
按 1.4 确认的生化反应配方配制各反应孔

工作液，调至所需 pH 后，用 0.45 μm 微孔滤膜

进行抽滤除菌。取一定数量注塑件，无菌拆去

保护膜并臭氧消毒。将上述反应工作液分别用

5 mL 移液器取出后，依次加入到无菌分液槽的

第 1−8 渠，通过多通道移液器转移至注塑件中

(每个孔的添加量为 30 μL)。将已注液的注塑件

整齐摆放于托盘上，置于真空干燥箱中干燥 3 h。
干燥完毕，取出后立即贴膜，将鉴定条成品与

干燥剂一并装入双层包装袋中密封，于 4 ℃冷

库中保存待用。 
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1.6  生化鉴定 
细菌培养：在无菌条件下，将保存在冻存

管中的克罗诺杆菌属待测菌株接种于 TSA 平板

上，(36±1) ℃中培养(24±2) h。 
鉴定条操作步骤：取鉴定条及悬浮培养基，

使用前平衡至室温。从 TSA 平板上挑取新鲜培

养的待测菌株单菌落，使用无菌悬浮培养基稀

释至 0.5 McFarland (约 108 CFU/mL)，制成均一

菌悬液。用微量移液器向无菌鉴定条的干燥孔

(1−8 号孔)中分别注入 150 μL 的菌悬液后，在

唾液酸、甲基-α-D-吡喃葡萄糖苷及鸟氨酸反应

孔中分别滴加 3−4 滴无菌液体石蜡覆盖液面，

然后无菌贴膜密封，置于(36±1) ℃恒温培养箱

中避光培养 18−24 h。培养完毕后，向吲哚反应

孔中滴加 1−2 滴靛基质试剂，参照比色卡记录

实验结果。生化试验重复 3 次，以确保结果准

确、可靠。 

1.7  fusA 基因测序法鉴定 
本实验室获得的 452 株分离株通过 fusA 基

因测序法进行分种鉴定，以作为鉴定条菌种鉴

定的参考标准。 
模板 DNA 的制备：在 0.5 mL 微量离心管

中加入 100 μL 无菌水，用一次性无菌定量接种

环(1 μL)挑取新鲜培养的分离株单菌落溶于无

菌水中，振荡混匀后，于 99 ℃金属浴热裂解

10 min 后，12 000 r/min 离心 10 min，上清液用

于后续实验。 
PCR 扩增：根据多位点序列分型数据库

(https://pubmlst.org/cronobacter/)提供的 Cronobacter

测序方案中的引物及条件对所有分离株进行

fusA 基因的扩增 [13]。扩增正向引物：5′-GA 
AACCGTATGGCGTCAG-3′；扩增反向引物：

5′-AGAACCGAAGTGCAGACG-3′。PCR 反应

体系(50 μL)：模板 DNA (20 ng/μL) 2 μL，上、

下游引物(10 μmol/L)各 2.0 μL，Taq 酶(5 U/μL) 
0.5 μL，dNTPs (2.5 mmol/L) 4.0 μL，MgCl2      
(25 mmol/L) 3.0 μL，10×PCR缓冲液5.0 μL，ddH2O 
31.5 μL。PCR 反应条件：96 ℃ 1 min；96 ℃    
1 min，58 ℃ 1 min，72 ℃ 2 min，30 个循环；

72 ℃ 5 min。 

测序与分析：扩增后的反应产物送至华大基因

科技有限公司(深圳)进行序列测定。测序结果上

传 PubMLST 数据库(http://pubmlst.org/cronobacter/)

进行比对，确定菌种类型。 

1.8  统计分析 
所有数据均通过 Excel 2019 软件进行分

析。采用 Visual C++2019 进行克罗诺杆菌属细

菌数值鉴定系统软件的编写。 

2  结果与分析 
2.1  数值鉴定系统的理论建模 
2.1.1  建立阳性概率数据库 

基于本实验室在全国 43 个城市不同食品

样本中分离到的 368 株训练集克罗诺杆菌属分

离株，通过鉴定条对其进行生化鉴定。统计不

同菌种的各生化反应阳性率，结合伯杰氏分类

手册、相关文献等资料，建立包括 C. sakazakii、

C. malonaticus、C. muytjensii、C. turicensis、    
C. universalis、C. condimenti、C. dublinensis 

subsp. dublinensis、C. dublinensis subsp. lactaridi

和 C. dublinensis subsp. lausannensis 的克罗诺

杆菌属菌种阳性概率数据库(表 1)。 
2.1.2  数值法中计算方法的确定 

获得待测菌株的 8 种生化试验结果后，首

先将记录的阴性或阳性反应转换成概率值：即

实验结果为阳性则对应生化试验的阳性概率值，

若为阴性则 100%减去生化试验的阳性概率值；

上述阳性概率值若为 0%或 100%，则用近似值 
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表 1  克罗诺杆菌属菌种数值鉴定数据库 
Table 1  Database for numerical identification of Cronobacter 
Strains SA Ind Dul Lac Malo Ino MDG Orn 

C. sakazakii 98 0 1 96 8 83 99 95 

C. malonaticus 0 0 0 99 99 54 99 100 

C. muytjensii 0 100 100 100 100 100 0 100 

C. dublinensis subsp. dublinensis 0 100 0 100 100 100 100 100 

C. dublinensis subsp. lactaridi 0 100 4 100 0 63 100 99 

C. dublinensis subsp. lausannensis 0 50 5 5 5 5 100 100 

C. turicensis 77 0 100 100 100 100 100 92 

C. universalis 0 0 100 100 100 100 100 0 

C. condimenti 0 100 0 100 100 100 0 100 

SA：唾液酸；Ind：吲哚；Dul：卫矛醇；Lac：乳糖；Malo：丙二酸盐；Ino：肌醇；MDG：甲基-α-D-吡喃葡萄糖苷；Orn：
鸟氨酸. 表中数据为生化反应阳性率(%) 
SA: Sialic acid; Ind: Indole; Dul: Dulcitol; Lac: Lactose, Malo: Malonate; Ino: Inositol; MDG: Methyl-α-D-glucopyranoside; 
Orn: Ornithine. The data in the table are the rate of positivity for each biochemical reaction (%). 
 
1%或 99%代替。然后按照细菌概率鉴定理论确

定每一分类单元的模式频率、总出现频率、多

项总发生频率、鉴定百分数、模式似然比值 T
值的计算方法，具体计算方法如下： 

(1) 每一分类单元的模式频率=该分类单

元下生化试验组合的最大总出现概率的乘积； 
(2) 每一分类单元的总出现频率=该分类

单元下生化试验组合的实际出现概率的乘积； 
(3) 多项总发生频率=所有分类单元的总

出现频率的总和； 
(4) 鉴定百分数(%)=(每一分类单元的总出

现频率/多项总发生频率)×100，全体鉴定百分数

之和应等于 100%； 
(5) 模式似然比值 T 值(%)=(每一分类单元

的总出现频率/该分类单元的模式频率)×100。 
为了更好地对计算方法进行阐述，下面以

已知菌 1、已知菌 2、已知菌 3 及其生化试验 A、

生化试验 B、生化试验 C、生化试验 D 来进行

举例说明。如表 2 所示。 
已知菌 1、已知菌 2、已知菌 3 属于克罗诺

杆菌属 9 个种/亚种的任意 3 种，生化试验 A、

B、C、D 为 8 个生化试验中的任意 4 个反应。 
已 知 菌 1 的 模 式 频 率 ： 0.98×0.99× 

0.92×0.95=0.848 0；已知菌 2 的模式频率：

0.99×0.99×0.99×0.99=0.960 6；已知菌 3 的模式

频率：0.77×0.99×0.99×0.92=0.694 3。 

已 知 菌 1 的 总 出 现 频 率 ： 0.02×0.99× 

0.08×0.95=0.001 5；已知菌 2 的总出现频率：

0.99×0.99×0.99×0.99=0.960 6；已知菌 3 的总出

现频率：0.23×0.01×0.99×0.92=0.002 1。 

多项总发生频率：0.001 5+0.960 6+0.002 1= 
0.964 2。 

 
表 2  待测菌生化试验结果与已知菌反应阳性率 
Table 2  Biochemical test results of the tested 
bacteria and the positive reaction rate of known 
bacteria (%) 
Strains Test A Test B Test C Test D 

Bacteria 1 98 1 8 95 

Bacteria 2 0 0 99 100 

Bacteria 3 77 100 100 92 

Strain to be tested − − + + 

−: Negative; +: Positive. 
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已知菌 1 的鉴定百分数(%)：0.001 5/0.964 2× 
100%=0.16%；已知菌 2 的鉴定百分数(%)： 
0.960 6/0.964 2×100%=99.63%；已知菌 3 的鉴

定百分数(%)：0.002 1/0.964 2×100%=0.22%。 
已知菌 1 的 T 值(%)：0.001 5/0.848 0×100%= 

0.18%；已知菌 2 的 T 值(%)：0.960 6/0.960 6×100%= 
100%；已知菌 3 的 T 值(%)：0.002 1/0.694 3× 
100%=0.30%。 

通过上述计算结果可知，待测菌株为已知

菌 2，鉴定百分数为 99.63%，T 值为 100%。 
2.1.3  确定结果评价标准 

一般而言，将鉴定百分数最高的分类单元

视为待测菌。在此基础上，可以通过建立概率

值的模式似然比值 T 值来加强鉴定结果的可信

度[12]。模式似然比值 T 值越接近 100%，说明

待测菌在该分类单元下的实际出现概率与该分

类单元下的最大总出现概率越接近，鉴定结果

越可靠。根据鉴定百分数与 T 值的大小，按照

表3中的评价标准对鉴定结果的可信度进行判定。 
鉴定结果评价可分为两大类：一类为明确

的鉴定结果，包括极好的鉴定结果、很好的鉴

定结果、好的鉴定结果和可接受的鉴定结果；

而另一类为不明确的鉴定结果，包括可疑的鉴

定结果及不可接受的鉴定结果。 
2.1.4  数值鉴定系统软件的编制 

鉴于本方法涉及 9 个分类单元的 8 个生化

反应，每个待测菌株的鉴定需要计算 9 个分类

单元的鉴定百分数和模式似然比值 T 值。由于

人工计算工作量大，因此在相应的配套软件中

进行计算是必要的。开发鉴定系统相应软件，

实质上是将 2.1.2 中的数值理论用专业编程语

言转换成计算机软件的过程。我们采用 Visual 
C++ 2019 编写了克罗诺杆菌属细菌数值鉴定系

统软件。该软件在输入生化试验的判定结果后，

能够给出每个细菌条目下的鉴定百分数和模式

似然比值 T 值。同时，软件会将待测菌株与鉴

定结果中各分类单元不一致的生化试验单独列

出。在结果显示中，对分类单元提供了中文和

拉丁文的对照。以 ATCC 29544 为例，图 1 展

示了系统鉴定结果的页面显示。 
 
表 3  鉴定结果评价 
Table 3  Evaluation of appraisal results 
Identification percentage (%) T-value (%) Result evaluation 

≥90 ≥90 Excellent identification results 
≥90 ≥50 Very good identification results 
≥80 ≥60 Very good identification results 
≥90 ≥20 Good identification results 
≥80 ≥30 Good identification results 
≥70 ≥40 Good identification results 
≥60 ≥50 Good identification results 
≥90 ≥0 Acceptable identification results 
90≥Identification percentage≥80 ≥1 Acceptable identification results 
80≥Identification percentage≥60 ≥10 Acceptable identification results 
90≥Identification percentage≥60 ≥0.01 Suspicious identification results 
<60 ≥10 Suspicious identification results 
<60 <10 Unacceptable identification results 
<90 <0.01 Unacceptable identification results 
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图 1  阪崎克罗诺杆菌 ATCC 29544 鉴定结果截屏 
Figure 1  Figure displaying the identification results of Cronobacter sakazakii ATCC 29544. 
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2.2  克罗诺杆菌数值快速鉴定方法准确度

的验证 
2.2.1  标准菌株的鉴定 

对克罗诺杆菌标准株 C. sakazakii (ATCC 
29544)、C. muytjensii (ATCC 51329)、C. dublinensis 
subsp. lactaridi (DSM 18707)、C. universalis (NCTC 
9529)及 C. condimenti (LMG 26250)通过克罗诺

杆菌属鉴定条进行了生化试验，结果如表 4 所示。 
将生化试验结果输入克罗诺杆菌属细菌数

值鉴定系统软件以获得菌种分析结果，结果见

表 5。 
五株标准菌株均得到了正确鉴定，结果评

价为极好的鉴定结果。其中，DSM 18707 被准

确鉴定至亚种水平，鉴定结果为都柏林克罗诺

杆菌奶粉亚种(C. dublinensis subsp. lactaridi)，
鉴定百分数为 98.16%，T 值为 100%，这表明本

研究所建立的克罗诺杆菌属细菌数值鉴定系统

可以实现都柏林克罗诺杆菌亚种的有效区分。 
2.2.2  分离株的鉴定 

由于 fusA 基因测序法是克罗诺杆菌属 7 个

菌种之间区分的最有效、可靠的方法[14]。因此，

分离株的鉴定以 fusA 基因测序法的结果作为参

考标准，与数值鉴定法的检测结果进行比较，

以获知所研制的克罗诺杆菌属细菌数值鉴定系

统在实际样品中的检测效果。 
在全国范围内从蔬菜、速冻食品、奶粉、

肉制品、水产品及熟食共六大类食品中获得的

测试集菌株通过 fusA 基因序列分析方法确定了

菌种类型。结果显示，在 84 株 Cronobacter 分

离株中包含 37 株 C. sakazakii (44.05%)、27 株

C. malonaticus (32.14%)、16 株 C. dublinensis 
(19.05%)、3 株 C. turicensis (3.57%)及 1 株     
C. muytjensii (1.19%)，未发现 C. universalis 及

C. condimenti。 
利用克罗诺杆菌属鉴定条对所有测试集分

离株进行了生化鉴定，从表 6 可以看出，84 株

分离株共呈现出 16 种生化谱类型。依据本研究

建立的克罗诺杆菌属菌种的细菌数值鉴定方法

进行计算，确定各生化谱类型对应的分类单元，

结果如表 7 所示。克罗诺杆菌属分离株的数值 
 
表 4  克罗诺杆菌标准株的生化鉴定结果 
Table 4  Biochemical identification results of standard strains of Cronobacter 
Strain SA Ind Dul Lac Malo Ino MDG Orn 
ATCC 29544 + − − + − + + + 
ATCC 51329 − + + + + + − + 
DSM 18707 − + − + − + + + 
NCTC 9529 − − + + + + + − 
LMG 26250 − + − + + + − + 
−: Negative; +: Positive. 
 
表 5  克罗诺杆菌标准株的数值鉴定法结果 
Table 5  Numerical identification results of standard strains of Cronobacter 
Strain Identification result Identification percentage (%) T-value (%) Result evaluation 
ATCC 29544 C. sakazakii 99.99 100 Excellent 
ATCC 51329 C. muytjensii 98.99 100 Excellent 
DSM 18707 C. dublinensis subsp. lactaridi 98.16 100 Excellent 
NCTC 9529 C. universalis 98.15 100 Excellent 
LMG 26250 C. condimenti 98.01 100 Excellent 
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表 6  克罗诺杆菌属分离株的生化反应谱 
Table 6  Biochemical reaction profile of Cronobacter isolates 
Results of fusA gene 
sequencing method 

Biochemical 
type 

SA Ind Dul Lac Malo Ino MDG Orn Number of 
strains 

C. sakazakii I + − − + − − + + 8 
C. sakazakii II + − − + − + + + 21 
C. sakazakii III + − − + + + + + 1 
C. sakazakii IV + − − − − − + + 1 
C. sakazakii V + − − + − + − + 6 
C. malonaticus I − − − + + − + + 24 
C. malonaticus II − − − + + + + + 3 
C. dublinensis I − + − + − + + + 2 
C. dublinensis II − + − + − − + + 9 
C. dublinensis III − + − + + − + + 1 
C. dublinensis IV − + − + − − + − 1 
C. dublinensis V − + − + − − − + 2 
C. dublinensis VI − + − + + + + + 1 
C. turicensis I + − + + + + + + 2 
C. turicensis II − − + + + + + + 1 
C. muytjensii I − + + + + + − + 1 
−: Negative; +: Positive. 
 
表 7  克罗诺杆菌属分离株的数值鉴定法结果 
Table 7  Results of numerical identification method of Cronobacter isolates 
Results of fusA 
gene sequencing 
method 

Biochemical 
type 

Identification result of identification 
strip 

Identification 
percentage 
(%) 

T-value 
(%) 

Result 
evaluation 

Number 
of  
strains 

Consistency 
rate (%) 

C. sakazakii I C. sakazakii 99.79 20.48 Good 8 100 
C. sakazakii II C. sakazakii 99.97 100.00 Excellent 21 100 
C. sakazakii III C. sakazakii 82.85 8.70 Acceptable 1 100 
C. sakazakii IV C. sakazakii 58.60 0.85 Unacceptable 1 100 
C. sakazakii V C. sakazakii 99.96 1.01 Acceptable 6 100 
C. malonaticus I C. malonaticus 99.65 85.19 Very good 24 100 
C. malonaticus II C. malonaticus 97.52 100.00 Excellent 3 100 
C. dublinensis I C. dublinensis subsp. lactaridi 98.16 100.00 Excellent 2 100 
C. dublinensis II C. dublinensis subsp. lactaridi 94.10 58.73 Very good 9 100 
C. dublinensis III C. dublinensis subsp. dublinensis 51.15 1.01 Unacceptable 1 100 
C. dublinensis IV C. dublinensis subsp. lactaridi 94.07 0.59 Acceptable 1 100 
C. dublinensis V C. dublinensis subsp. lactaridi 91.67 0.59 Acceptable 2 100 
C. dublinensis VI C. dublinensis subsp. dublinensis 97.84 100.00 Excellent 1 100 
C. turicensis I C. turicensis 99.89 100.00 Excellent 2 100 
C. turicensis II C. turicensis 93.17 29.87 Good 1 100 
C. muytjensii I C. muytjensii 98.99 100.00 Excellent 1 100 
Total      84 100 
一致率(%)=数值鉴定法与 fusA 基因测序法结果一致的菌株数/用 fusA 基因测序法鉴定的菌株数×100 
Consistency rate (%)=Number of strains with consistent results between the numerical identification method and the fusA gene 
sequencing method/number of strains identified by the fusA gene sequencing method×100. 
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鉴定法与 fusA 基因测序法的总鉴定一致率为

100%。进一步地，按照表 3 中的评价标准对数

值鉴定法鉴定结果的可信度进行了判定，82 株

分离株得到了明确的鉴定结果(包括极好的鉴

定结果、很好的鉴定结果、好的鉴定结果和可

接受的鉴定结果)，2 株的鉴定结果不明确(不可

接受的鉴定结果)。2 株鉴定结果不明确的分离株

包括 1 株 C. sakazakii IV 型及 1 株 C. dublinensis 
III 型。C. sakazakii IV 型分离株由于乳糖和肌

醇反应为阴性，导致其生化谱与 C. dublinensis 
subsp. lausannensis 的 典 型 生 化 谱 相 似 ，      
C. sakazakii 的鉴定百分数仅达到 58.60%，T 值

为 0.85%。此外，C. dublinensis subsp. dublinensis
的肌醇反应阳性率为 100%，而 C. dublinensis III
型分离株的肌醇反应呈阴性，导致了较大的结

果偏差；C. dublinensis subsp. dublinensis 的鉴定

百分数为 51.15%，T 值为 1.01%。虽然上述两

株菌的鉴定结果仍与 fusA 基因测序法结果一

致，但结果评价均为不可接受的鉴定结果。 

3  讨论与结论 
克罗诺杆菌属包含的 7 个种在环境和食品

中的分布、生态习性及对人类健康的潜在风险

差异显著。除 C. condimenti 与人类疾病无关外，

其余 6 个物种均具有医学意义。C. sakazakii 由
于与婴幼儿奶粉相关的感染案例和较高致死率

而备受关注，其在干燥环境下的持久生存能力是

食品安全研究的重要关注点[15]。C. malonaticus
与 C. turicensis 能够通过受污染的食品传播，导

致食源性疾病。尽管与 C. sakazakii 相比，关于

这两种细菌导致的食源性疾病的案例报告较为

少见，但它们仍然具有显著的临床重要性[16]。

C. dublinensis、C. universalis 和 C. muytjensii 在
自然界中较为罕见，对人类健康构成的威胁也

最低，但对它们的研究对深入理解其生态分布

和潜在健康风险具有重要价值[9]。此外，由于

鉴定水平的限制，其余菌种被识别和报告的频

率远低于 C. sakazakii，这也是导致相关疾病案

例的信息较少的原因之一。 
细菌的准确鉴定是临床治疗和深入研究的

基础。近年来，一系列分子生物学方法被用于克

罗诺杆菌属的分种。例如，16S rRNA 基因序列

分析[17]、MALDI-TOF-MS 法[18]及 PCR 方法[19-20]

等，然而这些方法都未能将克罗诺杆菌种或亚

种有效区分，无法满足临床检验及鉴定研究要

求。本研究中使用的 fusA 基因测序法是目前区

分克罗诺杆菌属 7 个菌种最有效可靠的方法[21]，

但其操作烦琐、成本较高，并且复杂的分析过

程及昂贵的仪器设备使其难以普及。生化鉴定

应用较早、方法成熟，是早期进行菌种鉴定的常

规方法。20 世纪 60 年代，数值分类(numerical 
taxonomy)和数值鉴定(numerical identification)
的概念开始被应用于微生物分类学。这一方法

基于细菌生化反应的统计分析，通过计算和比

较不同菌株生化特性的相似性，实现细菌的分

类和鉴定[22]。建立在此基础上的 API 系统是一

种经典的微生物鉴定工具，因其准确性、可靠

性和用户友好性而广泛应用于临床微生物学和

工业微生物学实验室。对于不同类型的微生物，

法国生物梅里埃公司提供了多种专门的 API 试

剂盒，如 API20NE针对非肠道革兰氏阴性杆菌，

API20E 用于肠杆菌和其他革兰氏阴性杆菌的

鉴定，API STAPH 用于鉴定葡萄球菌和微球菌

等[23]。然而，API20E 对克罗诺杆菌属细菌仅可

鉴定至“属”水平。此外，考虑 API 产品的进口

性质导致较高的成本，以及其生化测试模式的

固定性和地域性限制可能导致菌种的生化反应

阳性率存在差异。我国面临着开发符合国内需

求、能够准确鉴定食品中克罗诺杆菌属细菌至

“种”水平的细菌鉴定系统的迫切需求。目前，我
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国已有一些关于细菌数值鉴定系统的研究，如叶

青华研发的肠杆菌科细菌数值鉴定系统[12]、吴诗

开发的李斯特菌数值鉴定系统(Numide-Listeria 
v1.0)[24]等，但检测试剂均为基于单管加样的常

规生化管，操作烦琐。 
本研究创新性地构建了克罗诺杆菌属细菌

数值鉴定系统。其中，生化反应组合的筛选综

合考虑了显色效果、反应稳定性及微量干燥化

的可行性、简便性等多方面因素，确保了鉴定

结果的可靠性。鉴定条采用的一体化菌液接种

方式简化了操作过程，同时增强了结果的易读

性。阳性概率数据库是整个系统的心脏，该系

统的阳性表是对国内各地大量的分离株进行生

化实验后统计获得的，并在验证过程中进行了

多次修改，保证了基础数据的准确性与时效性。

通过实验验证克罗诺杆菌数值快速鉴定法的准

确度，结果显示，5 株标准菌株均得到了正确

鉴定，84 株测试集分离株的总鉴定一致率(数值

鉴定法与 fusA 基因测序法鉴定结果一致的比率)
为 100%。表明所建立的克罗诺杆菌属内菌种数

值鉴定方法具有较高的鉴定水平，可作为克罗

诺杆菌属分种(亚种)鉴定的可行手段。我们团队

此前开发了肠杆菌科细菌数值鉴定生化试剂

盒，相较于 API20E，其操作更为简便、准确性

高且价格低廉，但仅能将克罗诺杆菌鉴定至属

水平[25]。本研究的工作解决并完善了该鉴定限

制，进一步拓展了系列产品的鉴定范围。 
本研究方法尚存在改进的余地：fusA 基因

序列分析方法仅能将克罗诺杆菌属菌株鉴定至

“种”水平，无法进行“亚种”的区分。因此，本

研究在进行分离株鉴定时，虽然通过数值鉴定

法对 C. dublinensis 给出了亚种水平的鉴别，但

由于缺乏可靠的参考标准，无法确定结果的准

确性。后续可利用全基因组二代测序(高通量测

序)法[26-27]对所有 C. dublinensis 进行鉴定，确认

其所属亚种类型，进一步验证所研制的克罗诺

杆菌属细菌数值鉴定系统在 C. dublinensis 亚种

水平上的鉴定准确度。此外，鉴于本研究涉及

的菌种数量有限，未来研究应进一步扩大样本

范围，以丰富和完善现有的鉴定系统。 
综上，本研究首次建立了克罗诺杆菌属内种

间鉴定的细菌数值鉴定方法，仅通过 8 种生化试

验即完成克罗诺杆菌属内 9 个种 /亚种——     
C. sakazakii、C. malonaticus、C. muytjensii、    
C. turicensis、C. universalis、C. condimenti、    
C. dublinensis subsp. dublinensis、C. dublinensis 
subsp. lactaridi、C. dublinensis subsp. lausannensis

的有效区分，简化操作流程的同时保证了高准

确率。因此，该鉴定系统为克罗诺杆菌的临床

诊断及相关食品安全检测提供了一种高效便捷

的新方法，展现了广阔的应用潜力。另外，鉴

于目前的细菌数值鉴定系统主要依赖传统生化

反应，缺乏足够的特异性，探索细菌的特异性

靶标成为关键。运用基因组学、转录组学、蛋

白组学、代谢组学等生物信息学方法挖掘特征

性酶，以区分不同菌株，并据此开发新一代鉴

定条，将是未来研究的新方向。 
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