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摘   要：【背景】肠杆菌科细菌是食源性和临床感染的主要病原菌，对人类和动物健康有重要影

响，以 API 20E 为“金标准”的数值鉴定法是其主要的鉴定方法之一，但现有的数值鉴定方法存在

手工单个加样或/和准确率低、价格贵的问题。【目的】研制出半自动化、准确性高及价格低的肠

杆菌科细菌数值鉴定生化试剂盒。【方法】在本团队前期建立的肠杆菌科数值鉴定系统理论模型

与配套软件的基础上，设计并优化筛选出的 24 种生化基质微量化配方，在此基础上，研制半自动

冻干鉴定条；以现行商品化的数值鉴定条 API 20E、MALDI-TOF MS 及 16S rRNA 基因测序为对照，

对研制的集半自动生化鉴定条与在线分析软件于一体的生化试剂盒进行效果评价。【结果】共获

得 458 株肠杆菌科细菌的生化谱，在属水平总体鉴定准确率达到 98.5%，在种水平总体鉴定准确率

达到 96.5%；仅需两次加样即可获得鉴定结果，且价格仅为 API 20E 的 4.46%；产品保质期为 7 d，
生化试验具有稳定可重复性。【结论】本研究研制出的半自动化肠杆菌科细菌数值鉴定生化试剂

盒简便经济、准确率高，为肠杆菌科细菌的鉴定提供技术支撑，并为其他科属细菌的数值鉴定生
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化产品的开发提供技术指引。 

关键词：肠杆菌科；数值鉴定；生化试剂盒；效果评价 
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Abstract: [Background] Bacteria of Enterobacteriaceae are the main pathogens of foodborne 
and clinical infections, posing a threat to human and animal health. The numerical 
identification method using API 20E as the “gold standard” is one of the main identification 
methods for Enterobacteriaceae. However, the existing numerical identification methods have 
problems such as laborious sample addition, low accuracy, and high prices. [Objective] To 
develop a semi-automatic, high-precision, and low-cost biochemical kit for identifying the 
bacteria of Enterobacteriaceae based on the numerical identification method. [Methods] On 
the basis of the theoretical model and supporting software of the numerical identification 
system for Enterobacteriaceae established by our team, we designed and optimized 24 biochemical 
matrix trace formulations. Furthermore, a semi-automatic freeze-drying identification strip was 
developed. Using the commercialized numerical identification strip API 20E, MALDI-TOF 
MS, and 16S rRNA gene sequencing as the controls, we evaluated the performance of the 
developed biochemical kit that integrated semi-automatic biochemical identification strips and 
online analysis software. [Results] The biochemical spectra of 458 strains of Enterobacteriaceae 
were obtained, with the overall identification accuracy of 98.5% at the genus level and 96.5% 
at the species level. The kit only needed twice sample addition to obtain the identification 
results, with the price only 4.46% that of API 20E. The shelf life of the product was 7 days, and 
the biochemical experiments had repeatability. [Conclusion] We develop a semi-automatic 
biochemical kit for identification of Enterobacteriaceae based on the numerical identification 
method, which has simple operation, a low cost, and high accuracy. This study provides 
technical support for the identification of Enterobacteriaceae and the development of 
biochemical products for numerical identification of other families and genera of bacteria. 
Keywords: Enterobacteriaceae; numerical identification; biochemical kit; performance evaluation 
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肠杆菌科细菌为一大群抗原构造和生物学

性状相似的革兰氏阴性杆菌，是氧化酶阴性、

发酵型细菌[1]，隶属于变形菌门(Proteobacteria)  
γ- 变 形 菌 纲 (Gammaproteobacteria) 肠 杆 菌 目

(Enterobacteriales)。原核生物标准命名列表(list 
of prokaryotic names with standing in nomenclature, 
http://lpsn.dsmz.de/)显示肠杆菌科现有 37 个有

效描述子分类群和 46 个非有效描述子分类群，

其种类繁多且分布广泛，不仅部分致病菌会对

生命安全构成不同程度的威胁，大部分作为正

常菌群存在于肠道中的菌株在一定条件下也会

危害身体健康，肠杆菌科细菌导致的常见疾病

有尿路、腹腔、胆道、胃肠道和呼吸道感染以

及败血症等[2-5]，造成了卫生医疗系统的沉重负

担。食源性致病菌污染已构成全球日益严峻的

公共卫生挑战，肠杆菌科细菌作为食品生产的

指示菌[6-7]，大多数国家和地区都为此制定了严

格的限量标准，同时 GB 4789.41—2016《食品

安全国家标准 食品微生物学检验 肠杆菌科检

验》明确规定了肠杆菌科中的沙门氏菌、阪崎克

罗诺菌、小肠结肠炎耶尔森菌等的检验标准[8]。

因此发展简易、快速的肠杆菌科鉴定方法对于

临床检验、食品质量控制和监管非常重要。 
肠杆菌科与相邻菌科的界限比较清晰，但

属间和种间不易鉴别，许多新种的出现也容易

混淆鉴定结果。目前肠杆菌科细菌的检测方法

主要有生理生化特征检测方法(分离培养基、测

试片、数值生化鉴定法)、免疫学检测方法(免疫

磁珠、免疫胶体金检测)、分子生物学检测方法

(聚合酶链式反应、环介导等温扩增、基因芯片

技术、DNA 探针)、仪器化检测方法(传感器、

仪器联用技术)等[9-11]，其中数值生化鉴定法建

立在细菌生化反应特征和数理统计学(包括条

件概率理论和贝叶斯定理)的基础上，本质是由

传统生化反应检测技术与现代计算机技术结合

而成的一种细菌概率鉴定方法[12]。传统鉴定方

法操作繁琐且耗时长，无法通过一次性操作达

成检验目的，新技术又多需依托大型专业仪器，

不易于成为常规方法加以推广。数值生化鉴定

法简便高效，无需专业仪器，只需具备基本的

计算机素养即可实现在线分析细菌鉴定功能，

降低了使用门槛，节省了人力和物力，可满足

基层企业和单位的需求，已成为微生物检验的

有效工具和商品化细菌鉴定的重要选择。 
相较国外成熟的 API (Bio Mérieux 公司)、

Minitek (BD 公司)、Micro-ID (REMEL 公司)、
Enterotube II (Roche 公司)等系统[13-16]，我国虽

然也有自动化细菌鉴定 /药敏分析仪的相关报

道，但仅见于文献，未见全面推广，如吴诗[17]

开发的食源性单增李斯特菌数值鉴定系统；李

文明[18]研制的肠杆菌科细菌生化鉴定系统等。

我国数值生化鉴定法的商品化进程相对落后，

主要表现在 4 个方面：(1) 能够鉴定的细菌种类

较少，覆盖程度与国外产品相比还存在一定差

距，应用范围狭窄；(2) 多使用常规传统的西林

瓶液体生化试剂，通过对多个反应进行单独判

断完成细菌鉴定，反应管分散导致操作繁琐、

结果不易判读等缺陷，未能实现标准系统化；

(3) 未建立数值鉴定系统核心数据库，因某些生

化反应可能受检验方法、地域差异和物种进化

等因素影响，导致基础数据即阳性概率存在一

定问题，进而降低鉴定结果准确率；(4) 配套的

自动化仪器在专业化和智能化程度等方面都与

国外产品有一定差距。目前，国内普遍采用国

外的数值鉴定系统产品，但进口鉴定板/条作为

易耗品也存在价格昂贵、生化试剂反应不稳定

等问题。因此，我国亟待开发具有自主知识产

权的整套鉴定系统和生化试剂盒产品。 
本研究在本团队前期建立的数值鉴定数理

模型与配套的在线分析软件的基础上[19]，设计



 

 

 

金乐萱 等 | 微生物学报, 2024, 64(5) 1671 

http://journals.im.ac.cn/actamicrocn 

了 24 种生化基质微量化配方，通过梯度试验对

其进行优化，并研制半自动冻干鉴定条，开发了

集鉴定条与在线分析软件于一体的肠杆菌科数

值鉴定试剂盒，同时结合肠杆菌和其他非苛养革

兰氏阴性杆菌鉴定试剂盒(API 20E)、基质辅助

激光解析电离飞行时间质谱技术(matrix-assisted 
laser desorption/ionization-time of flight mass 
spectrometry, MALDI-TOF MS)及 16S rRNA 基

因测序，对大量肠杆菌科标准菌株和分离菌株

进行了效果评价，以期制备出简便、经济、准

确率高的肠杆菌科数值鉴定产品，为肠杆菌科

细菌的鉴定提供技术支持，并为其他科属细菌

的数值鉴定生化产品的开发提供技术指引。 

1  材料与方法 
1.1  主要菌株、试剂和仪器 

本研究所用 458 株肠杆菌科细菌菌株，主

要包括大肠埃希氏菌(Escherichia coli)、沙门氏

菌属(Salmonella)、沙雷氏菌属(Serratia)、志贺

氏菌属(Shigella)、耶尔森氏菌属(Yersiniavan)、
柠檬酸杆菌属 (Citrobactern)、克雷伯氏菌属

(Klebsiella)、克罗诺菌属(Cronobacter)等，所有

菌株保存于广东环凯生物科技有限公司。 
蛋白胨、酵母粉、牛肉粉，北京索莱宝科

技有限公司；色氨酸、半胱氨酸、苯丙氨酸、

赖氨酸盐酸盐、鸟氨酸盐酸盐，广州康捷科技

有限公司；葡萄糖、棉子糖、蔗糖、乳糖、麦

芽糖、山梨醇、卫矛醇、蜜二糖、海藻糖、纤

维二糖、侧金盏花醇、鼠李糖、木糖、阿拉伯

糖、β-半乳糖苷、无水氯化镁、柠檬酸铁、丙

二酸钠、溴麝香草酚蓝、酚红，国药控股股份

有限公司；七叶苷、尿素、磷酸二氢铵、硫酸

亚铁、磷酸二氢钠、磷酸二氢钾、碳酸钠、氯

化钠、柠檬酸钠、硫酸镁，广东广试试剂科技

有限公司；无菌液体石蜡、对二甲氨基苯甲醛、

对甲基红、10% FeCl3、胰酪大豆胨琼脂培养基、

西林瓶液体生化管，广东环凯生物科技有限公

司；API 20E，生物梅里埃公司。 
电子分析天平、酸度计，赛多利斯公司；

高压灭菌锅，株式会社平山制作所；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；

真空干燥设备，广州金富机械设备有限公司；

冷冻离心机、PCR 仪，广州市元晞生物科技有

限公司；MALDI-TOF MS，布鲁克公司。 

1.2  细菌数值鉴定数理模型及在线分析软件

的确立 
数值鉴定包括数理模型的建立与配套分析

软件的编制，其中数理模型的建立包括数值鉴

定系统数据库的建立、生化反应的选定、计算

方法的确定、结果评价标准的制定，配套分析

软件的编制包括生化编码的确定与软件编写。

根据本团队前期建立的肠杆菌科细菌数值鉴定

数理模型与配套的在线分析软件[19]，为进一步

提高对部分菌属鉴定的准确性与制作微量化冻

干生化试剂的方便性，进一步优化生化反应的

组合。 

1.3  微量化冻干生化基质配方设计及优化 
基于传统生化管配方和国家标准推荐配

方 [8,20]，依据肠杆菌科细菌生长特性，设计并

优化上述 24 种生化反应的微量化配方，并探索

微量化试剂冻干方法以期达到工艺适用于生

产、结果色差明显易判别的目的。 

1.4  鉴定条制作及使用、分析方法 
1.4.1  鉴定条制作方法 

依据生化基质配方优化试验结果，将 24 种

微量化的生化反应试剂制成干燥化的反应底

物，并集合在有多个反应小孔的微型容器上制

成鉴定条成品(A、B 试剂条组成 1 个测试)，于

4 ℃保存备用。 
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1.4.2  菌悬液制备方法 
将肠杆菌科细菌菌株甘油管于无菌环境下

接种在TSA培养基上[21]，37 ℃恒温培养18−24 h，
挑取纯化后的单菌落接种于新鲜无菌的生理盐

水中，稀释成 0.5 麦氏浊度的均一菌悬液备用。 
1.4.3  鉴定条使用方法 

鉴定条使用前平衡至室温，从底座中取下

鉴定条，并从鉴定条右侧向左掀开贴膜，用微

量移液器吸取 2 mL 菌悬液并小心注入分液槽

(应避免菌液提前流入反应孔中)，贴回贴膜，并

依次抬起两侧数次，使菌悬液液面达同一高度，

然后水平托起分液槽，确保菌液流入各反应孔

中，放入底座(图 1)。接种菌液后向鼠李糖、木

糖和阿拉伯糖反应孔中准确加入 30 μL 糖发酵

添加剂，向尿素、硫化氢、赖氨酸、鸟氨酸、

氨基酸对照反应孔中分别滴加 3−4 滴无菌液体

石蜡液封，然后贴紧薄膜，将接种的鉴定条置

于(36±1) ℃避光培养 18−24 h。培养完毕后，向

靛基质(对二甲氨基苯甲醛试剂)、甲基红(对甲

基红试剂)、苯丙氨酸(10% FeCl3 试剂)反应孔中

滴加 1−2 滴对应试剂。 
1.4.4  鉴定条分析方法 

滴加完成后，对照比色卡读取 A、B 试剂

条各反应孔阴阳性结果，并将其转化成编码后

输入至 Numide v1.0[19]数值鉴定软件中进行在线

分析，对鉴定结果不理想的菌株参照分析结果

提示增加一些补充生化反应进一步确认，以获

得较好的鉴定结果。 

1.5  肠杆菌科数值鉴定生化试剂盒的效果

评价 
使用 458 株肠杆菌科细菌菌株(包括 30 株

标准菌株和 428 株分离菌株)检验生化试剂盒的

准确度。同时采用 MALDI-TOF MS 鉴定为对

照，针对生化数值鉴定条结果与质谱结果不一

致的菌株，结合 API 20E 和 16S rRNA 基因测

序检验结果的正确性。每个试验重复两次，统

计已鉴定菌株总数(N0)和在种/属水平上鉴定结

果正确菌株总数(N1)，计算准确率(%)=N1/N0。 
其中，MALDI-TOF MS 技术基于微生物核

糖体蛋白和外周蛋白特异性和保守性对菌种进

行鉴定，主要原理是通过计算到达检测器的标

本电离离子飞行时间而测出质荷比[23]。本研究

使用的是 MALDI Biotyper 微生物快速鉴定系

统(bruker daltonics)，借助其食源性致病菌蛋白

质指纹图谱数据库与专用软件自动进行分析比

对，从而得到鉴定结果。 

 

 
 
图 1  鉴定条横截面及操作示意图[22] 
Figure 1  Cross section and operation diagram of identification strip[22]. 
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1.6  肠杆菌科数值生化鉴定条的保质期和

稳定性试验 
将制备好的鉴定条分别放置于 4、37 和

42 ℃恒温培养箱中，分别在第 1、3、5、7、9
和 14 天后进行稳定性和保质期测试，每天的生

化试验重复 3 次，观察质控菌株在鉴定条反应

孔中的生长情况。 

2  结果与分析 
2.1  微量化冻干生化鉴定条的研制 
2.1.1  糖发酵添加剂 pH 值优化 

生化基质原料的配比、微量化的程度与生

化反应的灵敏度、准确性、稳定性、时效性等

密切相关。以广东环凯生物科技有限公司相应

的 24 种西林瓶液体生化管配方作为微量化冻干

的基础配方制备鉴定条，以本团队前期建立的数

值鉴定分析软件对肠杆菌科细菌进行测试。 
观察试验结果，发现除阿拉伯糖生化试验

以外，其余生化反应结果均与预期相符，未发

现有问题反应项。部分肠杆菌科菌株的阿拉伯

糖反应孔结果颜色介于阳性(黄色)和阴性(蓝色)
之间，主观因素影响结果判定。因此，需对其

配方进行优化，以避免出现颜色阴阳性辨识不

清的情况。 
考虑提高营养物质添加量或改善酸碱环境

以增强菌株与阿拉伯糖试剂的反应能力和效

率，设计两种优化方案：(1) 糖发酵添加剂的

pH 值从 7.00±0.05 调至 7.40±0.05；(2) 以糖发酵

添加剂的添加量为变量，设置 I、M、V、C 4 个

测试组，添加量依次为 30、40、50 和 60 μL 梯

度。观察结果颜色是否存在差异。 
经梯度试验颜色对比发现，适当提高糖发

酵添加剂的 pH 值有助于结果颜色分辨和阴阳

性判断，因此选定糖发酵添加剂的 pH 为

7.40±0.05。然而随着糖发酵添加剂添加量的增

加，会出现试验结果假阴性判读的情况，如阴

沟 肠 杆 菌 CMCC(B)45301 和 坂 崎 肠 杆 菌

ATCC51329，为避免错误的生化反应结果影响

细菌鉴定准确率，选定糖发酵添加剂的添加量

为 30 μL (图 2)。因此，最终确定阿拉伯糖反应

孔中糖发酵添加剂的 pH 为 7.40±0.05，添加量

为 30 μL。 
2.1.2  生化反应项目组合优化 

按照团队前期选定的生化反应项目组合[19]

进行初步测试，结果表明肠杆菌科鉴定条对克

罗诺菌(原称阪崎肠杆菌)的鉴定率为 82.35% 
(56/68)，12 株克罗诺菌菌株被错误地鉴定为河

生肠杆菌生物型Ⅰ，鉴定结果提示不一致试验主

要来自丙二酸盐：如图 3 所示，当丙二酸盐反

应为阳性，系统给出的鉴定结果为河生肠杆菌

生物型Ⅰ，反之，则为克罗诺菌。克罗诺菌经历

了由种到属的变迁，不同的种在丙二酸盐反应

上阴阳性不同，这就导致了不同的研究者或者

厂家选择的阳性概率数值不同，从而造成鉴定

结果的不一致。同时由于克罗诺菌与河生肠杆

菌生物型Ⅰ生化特性非常相近，部分菌株仅在丙

二酸盐反应孔(12 号反应孔)上有出入，难以正

确区分两者，可能导致误判。 
因此，为提高克罗诺菌的鉴定准确率，增

加侧金盏花醇反应，对于该生化反应，坂崎克

罗诺菌为阴性(概率为 0，颜色为蓝色)，河生肠

杆菌为阳性(概率为 100，颜色为黄色)。调整后

的鉴定系统可正确区分河生肠杆菌和坂崎肠杆

菌，由此提升鉴定准确率。 
考虑鉴定条制作特性和鉴定结果的准确

性，最终确定的 24 项生化反应分别是[19]：苯丙

氨酸脱氨、木糖、棉子糖、吲哚、蔗糖、鸟氨

酸脱羧酶、乳糖、邻硝基苯 β-D-半乳吡喃糖

苷(o-nitrophenyl-β-D-galactopyranoside, ONPG)、
尿酶、柠檬酸盐、麦芽糖、赖氨酸脱羧酶、丙 
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图 2  阿拉伯糖反应孔糖发酵添加剂梯度试验结果   阴沟肠杆菌 CMCC(B)45301、坂崎肠杆菌 ATCC51329
和甲型副伤寒沙门氏菌 CMCC(B)50093 应为阳性(阳性率为 100，颜色为黄色或黄绿色)，奇异变形杆菌

CMCC(B)49005、普通变形杆菌 CMCC(B)49027、弗氏志贺氏菌 CMCC(B)51572 和雷氏普罗维登斯菌

FSCC(I)205006 应为阴性(阳性率为 0，颜色为蓝色或绿色) 
Figure 2  Gradient test results of arabinose-reactive sugar fermentation additives. Enterobacter cloacae 
CMCC(B)45301, Enterobacter sakazakii ATCC51329, and Salmonella paratyphi A CMCC(B)50093 should 
be positive (with a positive probability of 100 and a color of yellow or chartreuse), while Proteus 
mirabilis CMCC(B)49005, Proteus vulgaris CMCC(B)49027, Shigella flexneri CMCC(B)51572, and 
Providencia rettgeri FSCC(I)205006 should be negative (with a positive probability of 0 and a color of blue 
or green). 
 
二酸盐、山梨醇、卫矛醇、阿拉伯糖、蜜二糖、

鼠李糖、七叶苷、甲基红、硫化氢、海藻糖、

纤维二糖、侧金盏花醇。以上反应易制备、易

判读，适宜应用。鉴定范围覆盖肠杆菌科 30 属

139 个种，总计 159 个分类单元。 

2.2  肠杆菌科生化数值鉴定系统的效果评价

结果 
2.2.1  肠杆菌科标准株的效果评价结果 

以优化后生化基质配方为基础制备微量化

冻干鉴定条，采用 30 株肠杆菌科细菌标准菌株
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为检测对象，以质谱鉴定结果作为对照，比较

两者的鉴定结果是否一致，如存在不同的情况，

引入 API 20E 进一步确认结果的正确性，试验

结果见表 1。其中鉴定百分数表示待测菌的性状

与数据库中每一分类单元的符合程度，相似度表

示待测菌的性状与之相对应的一个分类单元的

最典型生化反应之间的关系，两者数值最高均为

100%，与鉴定结果的可靠程度呈正相关关系，它

们在不同区间内分别代表不同的结果评价[19]。 

结果表明，有 3 株质谱结果为痢疾志贺氏

菌的鉴定结果为弗氏志贺氏菌或鲍氏志贺氏

菌，1 株质谱结果为鼠伤寒沙门氏菌的鉴定结

果为豪顿沙门氏菌。然而在属的水平上，该肠杆

菌科鉴定条对所测试的 30 株标准株的鉴定准确

率可达到 100%。此外，API 20E 肠杆菌科鉴定条

对沙门氏菌和志贺氏菌也仅鉴定到属水平(表 1)。
因此，初步来看本鉴定系统的鉴定结果是可接

受的。 
 

 
 

图 3  克罗诺菌的鉴定条试验结果   鉴定条反应依次为棉子糖、蔗糖、乳糖、麦芽糖、山梨醇、卫矛

醇、蜜二糖、海藻糖、纤维二糖、邻硝基苯 β-D-半乳吡喃糖苷、七叶苷、丙二酸盐、柠檬酸盐、尿酶、

靛基质、甲基红、苯丙氨酸、鼠李糖、木糖、阿拉伯糖、硫化氢、赖氨酸、鸟氨酸和氨基酸对照 
Figure 3  Identification strip test results of Cronobacter. The reaction sequence of the identification strip is raffinose, 
sucrose, lactose, maltose, sorbitol, dulcitol, melibiose, trehalose, cellobiose, ONPG, esculin, malonate, citrate, urea, 
indol, methyl red, phenylalanine, rhamnose, xylose, arabinose, H2S, lysine, ornithine and amino acid control. 
 
表 1  肠杆菌科标准株系统鉴定存疑结果 
Table 1  Suspicious results of systematic identification of Enterobacteriaceae standard strains 
MS result Number Code Biochemical 

identification result 
Appraisal 
score (%) 

Similarity 
(%) 

Result 
evaluation 

API 20E 
result 

Shigella 
dysenteriae 

CMCC(B)51105 00004110 Shigella flexneri, 
Group B 

85.27 99.99 Acceptable Shigella spp. 

Shigella 
dysenteriae 

CMCC(B)51252 06204140 Shigella boydii,  
Group C 

84.81 99.99 Acceptable Shigella spp. 

Shigella 
dysenteriae 

CMCC(B)51056 00010100 Shigella boydii,  
Group C 

41.02 0.13 Unacceptable Shigella spp. 

Salmonella 
typhimurium 

ATCC14028 03301177 Salmonella enterica 
subsp. houtenae Ⅳ 

93.95 99.99 Excellent Salmonella 
spp. 
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2.2.2  肠杆菌科分离株的效果评价结果 
使用研制的生化鉴定条和配套的数值系统

软件测试 428 株肠杆菌科细菌分离株，包括 92 株

大肠杆菌分离株、62 株耶尔森菌分离株、49 株柠

檬酸杆菌分离株、27 株克雷伯菌分离株、68 株

坂崎肠杆菌分离株、78 株沙门氏菌分离株、41 株

沙雷氏菌分离株和 11 株不常见肠杆菌科分离株，

其中有 23 株质谱鉴定结果与数值系统鉴定结果

不一致或鉴定结果评价为可疑/不可接受的菌株，

结合 API 20E 对其进行验证，如无法确认菌株具

体种属(API 20E、生化鉴定条、质谱鉴定结果均

不同)，则进一步开展 16S rRNA 基因测序。 
由表 2 可知，在所鉴定的 23 株存疑菌中，

共计 13 株鉴定结果有误或无法鉴定，其中，8 株

菌的分子检测结果与质谱鉴定结果一致，生化

鉴定条在属水平上鉴定错误；13 株菌的生化鉴

定条在种水平上鉴定错误或无法鉴定；其余菌株

生化鉴定条鉴定结果与 16S rRNA基因测序比对

结果一致，可进一步判定为正确的鉴定结果。 
此外，82 株大肠埃希氏菌鉴定百分数大于

95%，40 株沙雷氏菌鉴定百分数大于 98%，有

57 株耶尔森菌鉴定百分数大于 97%，73 株沙门

氏菌鉴定百分数大于 90%，38 株柠檬酸杆菌鉴定

百分数大于 98%，26 株克雷伯菌鉴定百分数大于

97%，51 株坂崎肠杆菌鉴定百分数大于 98%，总

体结果评价较好。另有 4 株菌的生化鉴定条鉴定

结果识别力低，系统给定的结果评价为“不可接

受的鉴定结果”，且与 16S rRNA 基因测序结果不

同，分别是大肠埃希氏菌 FSCC(I)14901086、
FSCC(I)14902751、FSCC(I)14902752 和弗氏柠檬

酸杆菌 FSCC(I)21501186，FSCC(I)14901086 的

API 系统结果属于属的水平，FSCC(I)14902751
和 FSCC(I)14902752 的 API 系统结果为“不能接

受的生化谱”。鉴定条与 API 20E 无法鉴定以上

3 株大肠埃希氏菌的原因均来源于吲哚(图 4 红

色箭头)和硫化氢(图 4 蓝色箭头)，且这 2 个孔

的反应结果在 2 个产品间是一致的。而

FSCC(I)21501186 的 API 20E 鉴定结果与质谱

鉴定结果一致，均为弗氏柠檬酸杆菌，鉴定条

鉴定结果为气味沙雷氏菌，错误的原因主要来 
 
表 2  肠杆菌科分离株系统鉴定存疑结果 
Table 2  Suspicious results of systematic identification of Enterobacteriaceae isolates 
MS result Number Code Biochemical 

identification 
result 

Appraisal 
score (%) 

Similarity 
(%) 

Result 
evaluation 

API 20E  
result 

16S RNA gene 
identification 
result 

Escherichia 
coli 

FSCC(I) 
14901086 

43310167 Salmonella 
enterica subsp. 
diarizonae 

54.35 0.00 Unacceptable Salmonella 
arizonae  

Escherichia coli 

Escherichia 
coli 

FSCC(I) 
14902751 

43330177 Salmonella 
enterica subsp. 
diarizonae 

66.30 0.00 Unacceptable Citrobacter 
freundii  

Escherichia coli 

Escherichia 
coli 

FSCC(I) 
14902752 

43330177 Salmonella 
enterica subsp. 
diarizonae 

66.30 0.00 Unacceptable Citrobacter 
freundii 

Escherichia coli 

Escherichia 
coli 

FSCC(I) 
149795 

43310170 Escherichia  
coli, inactive 

40.22 4.55 Unacceptable Escherichia  
coli 1 

Escherichia coli 

Escherichia 
coli 

FSCC(I) 
149977 

55310173 Escherichia  
coli 

51.21 0.00 Unacceptable Salmonella 
arizonae  

Escherichia coli 

(待续)         
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        (续表 2) 
MS result Number Code Biochemical 

identification 
result 

Appraisal 
score (%) 

Similarity 
(%) 

Result 
evaluation 

API 20E  
result 

16S RNA result 

Escherichia 
coli 

FSCC(I) 
14902407 

47310170 Escherichia  
coli, inactive 

50.8 3.03 Unacceptable Escherichia  
coli 1 

Escherichia coli 

Escherichia 
coli 

FSCC(I) 
14902726 

47310172 Escherichia  
coli 

62.55 1.10 Suspicious Salmonella 
arizonae 

Escherichia coli 

Yersinia 
frederiksenii 

FSCC(I) 
234036 

22636144 Yersinia 
enterocolitica 

99.99 4.76 Acceptable Yersinia 
frederiksenii/ 
intermedia 

Yersinia 
frederiksenii 

Yersinia 
enterocolitica 

FSCC(I) 
234005 

22214104 Yersinia 
enterocolitica 

64.67 0.03 Suspicious Yersinia 
frederiksenii/ 
intermedia 

Yersinia 
frederiksenii 

Yersinia 
enterocolitica 

FSCC(I) 
234006 

23236114 Yersinia 
enterocolitica  

91.28 0.00 Acceptable Yersinia 
frederiksenii/ 
intermedia  

Yersinia 
frederiksenii 

Citrobacter 
braakii 

FSCC(I) 
135011 

03253171 Citrobacter 
werkmanii 

99.93 100.00 Excellent Citrobacter 
youngae 

Citrobacter 
freundii 

Citrobacter 
freundii 

FSCC(I) 
21501186 

73711147 Serratia 
odorifera 
biogroup 1   

50.52 <0.01 Unacceptable Citrobacter 
freundii  

Citrobacter 
freundii 

Citrobacter 
freundii 

FSCC(I) 
14901713 

41315171 Citrobacter 
freundii  

69.84 0.01 Unacceptable Citrobacter 
freundii 

Citrobacter 
freundii  

Citrobacter 
freundii 

FSCC(I) 
14903169 

43711171 Citrobacter  
spp.  

98.88 20.06 Very good, 
identify to 
genus level 

Citrobacter 
braakii 

Citrobacter 
freundii 

Citrobacter 
koseri/ 
amalonaticus 

FSCC(I) 
21501112 

63615174 Citrobacter 
amalonaticus 

62.94 0.94 Suspicious Citrobacter 
koseri/farmeri 

Citrobacter 
amalonaticus 

Citrobacter 
koseri/ 
amalonaticus 

FSCC(I) 
21501515 

02615170 Citrobacter 
amalonaticus 

65.08 0.01 Unacceptable Citrobacter 
koseri/ 
amalonaticus 

Citrobacter 
amalonaticus 

Enterobacter 
sakazakii 

FSCC(I) 
145269 

71331034 Enterobacter 
sakazakii 

68.19 0.00 Unacceptable Enterobacter 
sakazakii 

Enterobacter 
sakazakii 

Enterobacter 
sakazakii 

FSCC(I) 
145656 

71331054 Enterobacter 
sakazakii 

57.97 0.00 Unacceptable Enterobacter 
sakazakii 

Enterobacter 
sakazakii 

Enterobacter 
sakazakii 

FSCC(I) 
145766 

71731064 Enterobacter 
sakazakii 

74.79 0.01 Unacceptable Enterobacter 
sakazakii 

Enterobacter 
sakazakii 

Enterobacter 
cloacae 

FSCC(I) 
215180 

37771074 Enterobacter 
cloacae 

61.71 0.31 Suspicious Enterobacter 
cloacae  

Enterobacter 
roggenkampii 

Enterobacter FSCC(I) 
215266 

77771074 Enteric group 69 96.60 33.33 Good Enterobacter 
cloacae  

Enterobacter 
asburiae 

Enterobacter 
ludwigii 

FSCC(I) 
215109 

41670570 Enteric group 64 63.32 99.99 Good Buttiauxella 
agrestis 

Pseudocitrobacter 
faecalis 

Enterobacter 
bugandensis 

FSCC(I) 
215110 

41670570 Enteric group 64 63.32 99.99 Good Pantoea spp.  Pseudocitrobacter 
vendiensis 
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图 4  四株“不可接受的鉴定结果”的肠杆菌科菌株的鉴定条与 API 20E 对比试验结果   鉴定条反应依

次为棉子糖、蔗糖、乳糖、麦芽糖、山梨醇、卫矛醇、蜜二糖、海藻糖、纤维二糖、邻硝基苯 β-D-半
乳吡喃糖苷、七叶苷、丙二酸盐、柠檬酸盐、尿酶、靛基质、甲基红、苯丙氨酸、鼠李糖、木糖、阿

拉伯糖、硫化氢、赖氨酸、鸟氨酸和氨基酸对照 
Figure 4  Comparison test results between identification strips and API 20E of four Enterobacteriaceae strains 
with “unacceptable identification results”. The reaction sequence of the identification strip is raffinose, sucrose, 
lactose, maltose, sorbitol, dulcitol, melibiose, trehalose, cellobiose, ONPG, esculin, malonate, citrate, urea, 
indol, methyl red, phenylalanine, rhamnose, xylose, arabinose, H2S, lysine, ornithine and amino acid control. 
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源于赖氨酸(图 4 蓝色箭头)、鸟氨酸(图 4 红色

箭头)及鼠李糖(图 4 下划线)。 
2.2.3  系统总体鉴定准确率 

利用研制的鉴定条对肠杆菌科分离株开展

鉴定效果评价，结合质谱法对照、引进 API 20E
试剂盒对存疑结果进行验证，获得了较为准确

的 458 株菌的生化谱数据，统计结果可知本肠

杆菌科细菌鉴定系统在属水平上总体鉴定准确

率达到 98.5%，在种水平上总体鉴定准确率达

到 96.5% (表 3)，可认为鉴定结果准确性好，且

总体鉴定百分数较高，稳定可重复。 

2.3  肠杆菌科数值生化鉴定条的保质期和

稳定性实验 
为保证 24 个反应均有易于颜色判别明显

的阴/阳性结果显示，且质控菌的鉴定百分数应

较高，最终选用大肠埃希氏菌 ATCC8739、奇

异 变 形 杆 菌 CMCC(B)49005 、 产 气 肠 杆 菌

ATCC13048、猪霍乱沙门氏菌 CMCC(B)50018
及宋内志贺氏菌 CMCC(B)51592 作为质控菌株

(表 4)。 
如表 5 所示，42 ℃恒温培养箱中放置 7 d

后试验，发现棉子糖、蔗糖、山梨醇、海藻糖、

纤维二糖、ONPG、七叶苷、丙二酸盐、侧金盏

花醇反应均呈现假阳性，鉴定条不可用； 

37 ℃恒温培养箱中放置 9 d 后试验，发现苯丙

氨酸、硫化氢反应均呈现假阳性，鉴定条不可

用。本鉴定条产品需存放于 4 ℃冷库，考虑到

生化试剂保存和运输的条件，额外设置 37 ℃和

42 ℃，以时间作为变量进行测定，最早在 7 d

时反应孔出现假阳性并影响到鉴定结果判定，

因而确定本细菌数值鉴定产品的最佳使用期限

为 7 d。不同批次间试剂 3 次重复性试验结果均

保持一致，说明该产品稳定性较好，具有可重

复操作性。 

3  讨论与结论 
为有效遏制肠杆菌科细菌感染性疾病的发

生，针对目前国产商品化肠杆菌科数值鉴定系

统空白的问题和对肠杆菌科细菌快速检测的需

求，本研究以大肠埃希氏菌、沙门氏菌、沙雷

氏菌、志贺氏菌、耶尔森氏菌、柠檬酸杆菌、

克雷伯氏菌等重要条件致病菌为对象，在已有

数理模型和配套软件的基础上，参考市售对应

生化管配方，开发包含 24 种生化反应的微量化

冻干鉴定条。为进一步验证该鉴定条的适用性，

配合前期建立的数值鉴定系统软件，利用肠杆

菌科细菌 30 株标准株和 428 株分离株联合质谱 

 
表 3  肠杆菌科细菌数值系统鉴定准确率 
Table 3  Accuracy of systematic identification of Enterobacteriaceae 
Genus Total bacterial count Accuracy (species level, %) Accuracy (genus level, %) 
Enterobacteriaceae standard bacteria 30 86.7 100.0 
Escherichia coli 92 96.7 96.7 
Salmonella 78 100.0 100.0 
Yersiniavan 62 95.2 100.0 
Serratia 41 100.0 100.0 
Citrobactern 49 93.9 98.0 
Klebsiella 27 100.0 100.0 
Cronobacter 68 100.0 100.0 
Other Enterobacteriaceae bacteria 11 63.6 72.7 
Total 458 96.5 98.5 
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表 4  质控菌株阴阳性判读表 
Table 4  Interpretation table for negative and positive qualities of quality control strains 
Strains ATCC8739 CMCC(B)49005 ATCC13048 CMCC(B)50018 CMCC(B)51592 
Raffinose − − + − − 
Sucrose − − + − − 
Lactose + − + − − 
Maltose + − + + + 
Sorbitol + − + + − 
Dulcitol + − − − − 
Melibiose + − + + − 
Trehalose + + + − + 
Cellobiose − − + − − 
ONPG + − + − + 
Esculin + − + − − 
Malonate − − + − − 
Citrate − − + − − 
Urea − + − − − 
Indol + − − − − 
Methyl red + + − + + 
Phenylalanine − + − − − 
Adonitol − − + − − 
Rhamnose + − + + + 
Xylose + + + + − 
Arabinose + − + − + 
H2S − + − − − 
Lysine + − + + − 
Ornithine − + + + + 

 
表 5  肠杆菌科生化鉴定条稳定性试验结果 
Table 5  Stability test results of Enterobacteriaceae biochemical identification strip 
Strains No. 4 ℃, 14 d 37 ℃, 9 d 42 ℃, 7 d 
ATCC8739 All correct All correct All correct 
CMCC(B)49005 All correct All correct Sorbitol, cellobiose, ONPG, esculin, malonate (+) 
ATCC13048 All correct All correct All correct 
CMCC(B)50018 All correct All correct Raffinose, sucrose, trehalose, ONPG, esculin, malonate (+) 
CMCC(B)51592 All correct Phenylalanine, H2S (+) Adonitol (+) 

 
鉴定、API 20E、16S rRNA 基因测序，对本鉴

定条进行效果评价。本研究开发的数值鉴定系

统范围覆盖了食源性与临床常见的肠杆菌科细

菌，在属水平上的总体鉴定准确率达到 98.5%，

在种水平上的总体鉴定准确率达到 96.5%，保

质期为 7 d，试验稳定可重复，满足了肠杆菌科

鉴定的要求。 
此外，相较于国内主要的普通生化管和国

际上公认的 2 种商品化肠杆菌科数值鉴定系统

API 20E 和 MID GNA/GNB，鉴定条需手工单个

地接种细菌悬浮液，本研究所研制的鉴定条采

用独创性的菌液接种方式，成功打破了该局限
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性，通过手工倾斜法批量接种实现一次性接菌

操作，省时省力且降低污染可能性。 
综上所述，本研究研制的肠杆菌科细菌数

值鉴定系统生化鉴定试剂盒，鉴定结果准确率

高，制作使用成本低至 API 20E 的 4.46%，同

时独特的半自动接菌方式极大地减轻了工作

量。本研究不仅为有效区分肠杆菌科细菌提供

了一个高效稳定、质优价廉、操作简便、针对

性强的产品，还可促进其他科属细菌数值鉴定

系统生化试剂盒的开发。 
然而，本研究方法仍有提升空间：(1) 克罗

诺菌只能鉴定到属，在种水平上的准确度、可

行性较差，后续开发能鉴定 7 个种的数值鉴定

系统；(2) 因部分肠杆菌科菌种不常见，分离的

数量缺乏或者很少，生化数据库仍然有待更新，

需进一步优化完善。 
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