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摘要： 通过对畜禽屠宰环境和畜禽肉中单增李斯特菌 （Ｌｉｓｔｅｒｉａ ｍｏｎｏｃｙｔｏｇｅｎｅｓ， ＬＭ） 的污染情况及其分离株生物学特性进行分析， 以便为畜禽屠

宰和销售环节中 ＬＭ 风险监测提供数据， 为防控 ＬＭ 的污染奠定基础。 随机采取屠宰场环境、 畜禽胴体及污水样品， 参照国标方法经增菌、 分离，
对可疑为 ＬＭ 的菌落进行 ＰＣＲ 鉴定， 对分离菌株进行血清分型、 多位点序列分型 （ＭＬＳＴ）、 生物被膜形成能力、 生长曲线和消毒剂最小抑菌浓度

（ＭＩＣ） 的分析。 结果： １ ２３９ 份样本检出 ５８ 株单增李斯特菌， 检出率为 ４􀆰 ６８％， 胴体、 屠宰环境、 屠宰污水在各自样本中检出率分别为 ４􀆰 ８１％、
４􀆰 ８０％、 ３􀆰 ４８％； ５８ 株 ＬＭ 有 １ ／ ２ａ （８􀆰 ６２％）、 １ ／ ２ｂ （４４􀆰 ８３％）、 １ ／ ２ｃ （４６􀆰 ５５％） 这 ３ 种血清型， １９ 种序列型 （ＳＴ）； ２５ 株 ＬＭ 分离株生物被膜

和生长能力强于参考株； 甲醛溶液、 苯扎溴铵、 碘溶液和氢氧化钠 ４ 种消毒剂对 ７～１０ 株 ＬＭ 分离株的 ＭＩＣ 值高于参考株。 综上， 畜禽屠宰场及

农贸市场中存在 ＬＭ 污染， 且菌株具有一定的抗逆性。
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　 　 单核细胞增生性李斯特菌 （Ｌｉｓｔｅｒｉａ ｍｏｎｏｃｙｔｏｇｅｎｅｓ，
ＬＭ） 简称单增李斯特菌， 隶属李斯特菌属， 革兰阳

性短杆状， 兼性厌氧或需氧， 在 ２ ～ ４５ ℃均可生长，
广泛存在于如植被、 土壤、 地表水等环境中［１］。 在

ＬＭ 血清型中 １ ／ ２ａ、 １ ／ ２ｂ 和 ４ｂ 这 ３ 种血清型相比于

其他血清型致病性更强［２］， 可引起人畜李斯特菌病，
病死率高达 ２０％ ～３０％［３］。 在 ２０ 世纪 ８０ 年代 ＬＭ 被

确定为重要的食源性病原菌［４］。
畜禽屠宰环节是造成 ＬＭ 污染肉品的重要途径。

在印度旁遮普邦， 从肉店和屠宰场采集的山羊肉、 绵

羊肉和拭子样本中 ＬＭ 的检出率分别为 １􀆰 ８２％、
３􀆰 ２１％和 ６􀆰 ６６％［５］； 比利时北部的 ３ 个肉牛、 生猪屠

宰场的样品， 牛、 猪胴体中 ＬＭ 的检出率分别为 ４６％
和 ２２％［６］。 国内学者研究发现， 牛羊养殖场和屠宰

环境中的 ５ ２１４ 份样本中， ＬＭ 分离率分别 ０􀆰 ５％、
９􀆰 ４％［７］； 天津市生鱼肉中 ＬＭ 检出率为 ６􀆰 ２％［８］； 苏

州市各类肉食品的 ＬＭ 检出率为 ６􀆰 ４％［９］。 由此可见，
屠宰环节中 ＬＭ 的存在， 是污染肉类产品的主要原

因， 具有引起人畜感染李斯特菌的潜在风险。 本研究

对甘肃省畜禽屠宰场环境及畜禽肉中 ＬＭ 的污染情况

进行调查， 对 ＬＭ 分离菌株的生物学特性进行分析，
以便为畜禽屠宰环节中 ＬＭ 风险监测提供数据， 为防

控 ＬＭ 的污染提供参考。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 菌株及样品

ＬＭ ＡＴＣＣ１９１１５ 购自美国细胞培养物保藏中心，

２０２３ 年 ３ 月至 ２０２３ 年 １０ 月间， 于甘肃省 ６ 地市屠宰

场环境、 污水和畜禽胴体表面随机采集的 １ ２３９ 份样

品， 具体样品信息见表 １。
１􀆰 ２　 试剂

ＬＭ 肉汤 （ＬＢ１ 和 ＬＢ２）、 ＬＭ 显色培养基、 ＰＡＬ⁃
ＣＡＭ 琼脂基础、 脑心浸液肉汤 （ＢＨＩ）、 吖啶黄、 萘

啶酮酸均购自广东环凯微生物科技有限公司； 胰酪大

豆胨液体培养基购自海博生物技术有限公司； ＬＭ 诊

断血清试剂盒购自日本生物科学研究所有限公司； 细

菌基因组 ＤＮＡ 提取试剂盒购自天根生化科技 （北
京） 有限公司； 结晶紫染色液购自北京 Ｓｏｌａｒｂｉｏ 科技

有限公司； 无水乙醇、 甲醇购自 Ｃｏｒｎｉｎｇ 公司。
１􀆰 ３　 仪器

卧式恒温振荡器购于精骥有限公司； ＰＣＲ 仪购

于艾本德公司； 恒温培养箱购于上海珂淮仪器有限公

司； 立式自动压力蒸汽灭菌器购于厦门致微仪器有限

公司； 电热恒温鼓风干燥箱购于上海跃进医疗器械有

限公司。
１􀆰 ２　 样品采集

使用沾取灭菌生理盐水的棉拭子在畜禽胴体、 屠

宰环境表面揩抹多次 （面积不小于 ５ ｃｍ２） 后， 将棉

拭子置于含 ５ ｍＬ 灭菌生理盐水离心管， 污水直接用

５０ ｍＬ 离心管盛取， 将离心管放入有冰袋的采样箱

中， 尽快送实验室 ４ ℃保存。

表 １　 样品来源

地区 ｎ
不同样本

胴体 环境 污水

不同动物品种

猪 牛 羊 鸡

定西市 ４２７

白银市 ２８４

平凉市 １５３

庆阳市 １６０

天水市 １３２

甘南州 ８３

总计

９０ ３０７ ３０

１０１ １３２ ５１

０ １４３ １０

５０ １０４ ６

２３ １０２ ７

２７ ４５ １１

２６１ ８３３ １１５

２５６ ６０ ５５ ５６

２８４ ０ ０ ０

４８ ３０ ２７ ４８

５１ １０ ３８ ６１

６８ ２０ ２２ ２２

０ ５０ ３３ ０

７０７ １７０ １７５ １８７

１􀆰 ３　 菌株分离鉴定

参考 ＧＢ ４７８９􀆰 ３０—２０１６ 《食品安全国家标准 食

品微生物学检验 单核细胞增生性李斯特菌检验》 的

方法进行分离。 将样品放入 ３５ ｍＬ ＬＢ１ 增菌液中，
３０ ℃培养 ２２～ ２６ ｈ， 吸取 １００ μＬ 转接于 １０ ｍＬ ＬＢ２
增菌液中， ３０ ℃培养 ２２ ～ ２６ ｈ。 取增菌液分别用三
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区划线法接种于 ＰＡＬＣＡＭ 培养基和 ＬＭ 显色培养基

上， ３７ ℃培养 ２４～４８ ｈ， 观察培养基上生长的菌落。
挑取可疑菌落接种于 ＴＳＢ 培养基中， ３７ ℃过夜培养

后， 将培养物使用细菌 ＤＮＡ 提取试剂盒提取 ＤＮＡ，
以 ＤＮＡ 为模板使用 ＬＭ 通用引物 Ｐｒｓ （表 ２） 进行

ＰＣＲ 扩增， 经 １％琼脂糖凝胶电泳鉴定， 确认为李斯

特菌属的细菌， 再用 ＬＭ 特异性引物 Ｌｏｍ２２３４ （表 ２）
进行 ＰＣＲ 扩增［１０］， 经 １％琼脂糖凝胶电泳鉴定 ＬＭ。
并使用参考株 ＡＴＣＣ１９１１５ 作为阳性对照， ｄｄＨ２Ｏ 作

为阴性对照。

表 ２　 菌种鉴定引物

引物名称 引物序列 （５′→３′） 产物长度 ／ ｂｐ

Ｐｒｓ－Ｆ ＧＣＴＧＡＡＧＡＧＡＴＴＧＣＧＡＡＡＧＡＡＧ

Ｐｒｓ－Ｒ ＣＡＡＡＧＡＡＡＣＣＴＴＧＧＡＴＴＴＧＣＧＧ
３７０

Ｌｍｏ２２３４－Ｆ ＴＧＴＣＣＡＧＴＴＣＣＡＴＴＴＴＴＡＡＣＴ

Ｌｍｏ２２３４－Ｒ ＴＴＧＴＴＧＴＴＣＴＧＣＴＧＴＡＣＧＡ
４２０

１􀆰 ４　 血清型鉴定

使用日本生物研究所的 ＬＭ 诊断血清试剂盒鉴定

分离株血清型。 Ｏ 抗原鉴定： 挑取纯化过的单菌落于

ＢＨＩ 培养基过夜培养， 用 ０􀆰 ２％ ＮａＣｌ 溶液将细菌浓度

调整至 １０ ｍｇ ／ ｍＬ。 １２１ ℃热处理 ３０ ｍｉｎ， ３ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ
离心 ２０ ｍｉｎ 弃上清液， 用少量 ０􀆰 ２％ ＮａＣｌ 溶液重悬。
将一滴 Ｏ 抗原血清滴在载玻片上， 再加入 １０ μＬ 待

测样品轻轻混匀， 并轻微晃动载玻片， １ ｍｉｎ 内观察

到凝集现象为阳性。 Ｈ 抗原鉴定： 使用克雷基氏试管

法筛选运动性强的菌株， 将筛选的菌株接种于 ＢＨＩ
液体培养基 ３０ ℃过夜培养后， 加入 １％福尔马林生

理盐水溶液， 在试管中加入 ０􀆰 ５ ｍＬ 菌液和两滴 Ｈ 抗

原血清混匀， 置于 ５１ ℃水浴 １ ｈ， 观察凝集现象， 若

管底有棉絮状沉淀则为阳性。 最后根据血清阳性结果

判定对应血清型。
１􀆰 ５　 多位点序列分型 （ＭＬＳＴ）

根据巴斯德研究所网站（ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｂｉｇｓｄｂ． ｐａｓｔｅｕｒ．
ｆｒ ／ ｃｇｉ － ｂｉｎ ／ ｂｉｇｓｄｂ ／ ｂｉｇｓｄｂ． ｐｌ？ ｄｂ ＝ ｐｕｂｍｌｓｔ ＿ ｌｉｓｔｅｒｉａ ＿
ｓｅｑｄｅｆ）提供的 ７ 条管家基因设计引物 （表 ３）， 提取

分离株 ＤＮＡ 作为模板， 进行 ＰＣＲ 扩增， １％琼脂糖

凝胶电泳验证， 送往西安擎科公司测序。 在巴斯德研

究所网站数据库比对测序结果以确定菌株序列型

（ＳＴ）。
１􀆰 ６　 细菌生长曲线测定

根据不同来源、 血清型及 ＳＴ 型从 ＬＭ 分离株中

选取 ２５ 株， 及参考株 ＡＴＣＣ１９１１５。 将分离株和参考

株接种于 ＢＨＩ 培养基中 ３７ ℃过夜培养， 将 ＯＤ６００ ｎｍ值

调节为 ０􀆰 ２， 后转接到新鲜 ＢＨＩ 培养基中 ３７ ℃培养。
从 ３ ｈ 开始， 每小时测定菌液 ＯＤ６００ ｎｍ值， 每组 ３ 个重

复， 并绘制生长曲线。

表 ３　 ＭＬＳＴ 管家基因引物

引物名称 引物序列 （５′→３′） 产物长度 ／ ｂｐ

ａｂｃＺ－Ｆ ＴＣＧＣＴＧＣＴＧＣＣＡＣＴＴＴＴＡＴＣＣＡ

ａｂｃＺ－Ｒ ＴＣＡＡＧＧＴＣＧＣＣＧＴＴＴＡＧＡＧ
６０７

ｂｇｌＡ－Ｆ ＧＣＣＧＡＣＴＴＴＴＴＡＴＧＧＧＧＴＧＧＡＧ

ｂｇｌＡ－Ｒ ＣＧＡＴＴＡＡＡＴＡＣＧＧＴＧＣＧＧＡＣＡＴＡ
４５８

ｃａｔ－Ｆ ＡＴＴＧＧＣＧＣＡＴＴＴＴＧＡＴＡＧＡＧＡ

ｃａｔ－Ｒ ＡＧＡＴＴＧＡＣＧＡＴＴＣＣＴＧＣＴＴＴＴＧ
５５５

ｄａｐＥ－Ｆ ＣＧＡＣＴＡＡＴＧＧＧＣＡＴＧＡＡＧＡＡＣＡＡＧ

ｄａｐＥ－Ｒ ＡＴＣＧＡＡＣＴＡＴＧＧＧＣＡＴＴＴＴＴＡＣＣ
５２３

ｄａｔ－Ｆ ＧＡＡＡＧＡＧＡＡＧＡＴＧＣＣＡＣＡＧＴＴＧＡ

ｄａｔ－Ｒ ＴＧＣＧＴＣＣＡＴＡＡＴＡＣＡＣＣＡＴＣＴＴＴ
５５７

ｌｄｈ－Ｆ ＧＴＡＴＧＡＴＴＧＡＣＡＴＡＧＡＴＡＡＡＧＡ

ｌｄｈ－Ｒ ＴＡＴＡＡＡＴＧＴＣＧＴＴＣＡＴＡＣＣＡＴ
７０２

ｌｈｋＡ－Ｆ ＡＧＡＡＴＧＣＣＡＡＣＧＡＣＧＡＡＡＣＣ

ｌｈｋＡ－Ｒ ＴＧＧＧＡＡＡＣＡＴＣＡＧＣＡＡＴＡＡＡＣ
５２７

１􀆰 ７　 微孔板测定细菌生物被膜形成能力

选取 １􀆰 ６ 相同的 ＬＭ 分离株及参考株 ＡＴＣＣ１９１１５
进行生物被膜形成能力的测定。 挑取单菌落接种于

ＢＨＩ 培养基， ３７ ℃培养过夜后， 将菌液浓度调节至

ＯＤ６００ ｎｍ值为 ０􀆰 ２， 再以 １ ∶ １００ 比例稀释。 在 ９６ 孔细

胞板中加入 ２００ μＬ 菌液， 每株菌做 ６ 个重复， 阴性

对照使用 ＢＨＩ 培养基， ３７ ℃培养 ４８ ｈ 后， 弃去液体

培养基， 用无菌 ＰＢＳ 清洗 ３ 次除去浮游菌， 再用

２００ μＬ 甲醇固定 ２０ ｍｉｎ， 待甲醇干燥后加入 ２００ μＬ
结晶紫染色 １０ ｍｉｎ， 蒸馏水清洗 ３ 次以上， 干燥后加

入 ２００ μＬ ９０％酒精脱色 １０ ｍｉｎ， 测定 ＯＤ５９５ ｎｍ值。
１􀆰 ８ 　 屠宰场消毒剂对分离菌株的最小抑菌浓度

（ＭＩＣ） 测定

　 　 选取 １􀆰 ６ 相同的 ＬＭ 分离株及参考株 ＡＴＣＣ１９１１５
进行 ＭＩＣ 的测定。 使用 ＢＨＩ 培养基在 ３７ ℃培养新鲜

菌液， 过夜后用 ＢＨＩ 肉汤培养基调节浓度使 ＯＤ６００ ｎｍ

值达到 １􀆰 ０。 再用 ＢＨＩ 培养基稀释到 １ ∶ １ ０００ 备用。
选取 ０􀆰 ２％甲醛溶液、 ０􀆰 ２％苯扎溴铵、 ０􀆰 ５％碘溶液

和 ２％氢氧化钠 ４ 种消毒剂， 用蒸馏水在 ＥＰ 管中连

续 ２ 倍比稀释。 将消毒剂按不同稀释度加入 ９６ 孔板

中， 每孔 １００ μＬ， 再加入稀释菌液， 每孔 １００ μＬ。
轻微振荡混匀， 置于 ３７ ℃ 培养， ２０ ～ ２４ ｈ 后测定

ＯＤ６００ ｎｍ值。
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２　 结果

２􀆰 １　 单增李斯特菌 ＰＣＲ 鉴定

样本经增菌、 分离后选取可疑菌落， 通过扩大培

养后用菌液提取 ＤＮＡ， 采用 Ｐｒｓ 引物扩增后， 经 １％

的琼脂糖凝胶电泳检测， 在 ３７０ ｂｐ 位置处观察一条

清晰明亮的条带 （图 １Ａ）， 与预期片段大小相符，
表明为李斯特菌属； 再经 Ｌｏｍ２２３４ 引物扩增， １％的

琼脂糖凝胶电泳检测， 得到大小为 ４２０ ｂｐ 目的片段

（图 １Ｂ）， 符合预期大小， 确定为 ＬＭ。

１， ６􀆰 阳性对照； ５， １０􀆰 阴性对照； ２， ３， ４， ７， ８， ９􀆰 分离菌株。

图 １　 ＬＭ 引物 Ｐｒｓ （Ａ） 和 ＬＭ 引物 Ｌｏｍ２２３４ （Ｂ） 扩增电泳产物

２􀆰 ２　 菌株检出情况

经分离培养和 ＰＣＲ 方法从 １ ２３９ 份样品中分离

ＬＭ５８ 株， 检出率为 ４􀆰 ６８％。 ６ 个地区样本中， 天水、
定西、 庆阳、 甘南检出率从高到低分别为 ９􀆰 ８５％
（１３ ／ １３２ ）、 ８􀆰 ９０％ （ ３８ ／ ４２７ ）、 ３􀆰 ７５％ （ ６ ／ １６０ ）、
１􀆰 ２０％ （１ ／ ８３）， 白银市和平凉市未分离出 ＬＭ。 １
２３９ 份来自畜禽屠宰场中动物的样本均检出 ＬＭ， 其

中猪样品 ２６ 株， 检出率 ３􀆰 ６８％； 牛样品 １２ 株， 检出

率 ７􀆰 ０５％； 羊样品 ９ 株， 检出率 ６􀆰 ２８％； 鸡样品 ８
株， 检出率 ４􀆰 ２８％。 １ ２３９ 份来胴体、 环境和污水样

本均检出 ＬＭ， 其中胴体样品检出率最高， 为 ７􀆰 ３３％

（１４ ／ １９１）； 其次为器具环境样品， 检出率 ４􀆰 ８０％
（４０ ／ ８３３）；污水样品检出率最低，为 ３􀆰 ４８％（４ ／ １１５）。
将鉴定为 ＬＭ 的 ５８ 株分离株按分离地区编号， 分别

为 ＤＸ２０２３ＬＭ０１ ～ ＤＸ２０２３ＬＭ３８、 ＱＹ２０２３ＬＭ０１ ～
ＱＹ２０２３ＬＭ０６、ＴＳ２０２３ＬＭ０１～ＴＳ２０２３ＬＭ１３ 和 ＧＮ２０２３ＬＭ０１。
２􀆰 ３　 分离株血清型鉴定

用 ＬＭ 血清鉴定试剂盒检测 ５８ 株 ＬＭ 分离株， 结

果显 示 血 清 型 为 ３ 种： １ ／ ２ａ （ ８􀆰 ６２％）、 １ ／ ２ｂ
（４４􀆰 ８３％）、 １ ／ ２ｃ （４６􀆰 ５５％）， 优势血清型为 １ ／ ２ｂ 和

１ ／ ２ｃ （表 ４）。

表 ４　 ＬＭ 分离株血清型统计

血清型
Ｏ 抗原 Ｈ 抗原

Ⅰ Ⅱ Ⅳ Ⅴ Ⅵ Ⅶ Ⅷ Ⅸ Ａ Ｂ Ｃ Ｄ
菌株数量 ／ 株

１ ／ ２ａ ＋ － － － － － － － ＋ ＋ － － ５

１ ／ ２ｂ ＋ － － － － － － － ＋ ＋ ＋ － ２６

１ ／ ２ｃ ＋ － － － － － － － － － ＋ ＋ ２７

　 　 注： “＋” 表示阳性， “－” 为阴性。

２􀆰 ４　 分离株 ＭＬＳＴ 分型

分离株 ＤＮＡ 经 ＰＣＲ 扩增、 电泳验证、 测序， 结

果显示 ５８ 株 ＬＭ 分离株 ＳＴ 型分为 １９ 种和 １１ 个克隆

群， 均属于谱系Ⅰ和谱系Ⅱ （表 ５）。 其中 ＳＴ２ 型最

多 （８ 株）， ＳＴ９、 ＳＴ３４ 和 ＳＴ１２２ 同属于 ＣＣ９ 克隆群，
其数量最多 （１２ 株）。
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表 ５　 ＬＭ 分离株 ＳＴ 型分类情况

ＳＴ 型 克隆群 谱系 菌株数量 ／ 株 ＳＴ 型 克隆群 谱系 菌株数量 ／ 株

１ ＣＣ１ Ⅰ １

２ ＣＣ２ Ⅰ ８

５ ＣＣ５ Ⅰ １

７ ＣＣ７ Ⅱ １

８ ＣＣ８ Ⅱ ２

９ ＣＣ９ Ⅱ ６

１２ ＣＣ７ Ⅱ ４

２３ ＣＣ７ Ⅱ ５

３４ ＣＣ９ Ⅱ ４

３９ ＣＣ３ Ⅰ ４

４１ ＣＣ３ Ⅰ ３

５６ ＣＣ１８ Ⅱ １

６０ ＣＣ５９ Ⅰ ５

６３ ＣＣ１ Ⅰ ３

８５ ＣＣ７ Ⅱ １

８７ ＣＣ８７ Ⅰ ３

１２２ ＣＣ９ Ⅱ ２

１４１ ＣＣ１５５ Ⅱ ３

１８１ ＣＣ１ Ⅰ １

２􀆰 ５　 细菌生长曲线

选取分离株与参考株 ＡＴＣＣ１９１１５ 测定 １２ ｈ 内生

长能力， 结果显示， ２５ 株 ＬＭ 分离株生长曲线趋势与

参考株 ＡＴＣＣ１９１１５ 基本一致 （图 ２）， ２５ 株分离株在

５ ｈ 进入对数生长期， ８ ｈ 后逐渐平稳。 所测 ２５ 株 ＬＭ
分离株生长能力大部分高于参考株。

图 ２　 ＬＭ 分离株生长曲线
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２􀆰 ６　 细菌生物被膜形成能力

２５ 株 ＬＭ 分离株及参考株 ＡＴＣＣ１９１１５ 生物被膜

形成能力测定结果如图 ３ 所示， 参考株在 ６００ ｎｍ 处

的吸光度为 １􀆰 ８２８ １。 除 分 离 株 ＤＸ２０２３ＬＭ１８ 与

ＱＹ２０２３ＬＭ０４ 在 ６００ ｎｍ 处的吸光度分别为 １􀆰 ９６７ ０ 和

１􀆰 ９５２ ３ 外， 其余分离株在 ６００ ｎｍ 处的吸光度都在

２􀆰 ０ 以上， 其中分离株 ＴＳ２０２３ＬＭ１３ 与 ＱＹ２０２３ＬＭ０６
在 ６００ ｎｍ 处的吸光度达到 ３􀆰 ３３７ ７ 和 ３􀆰 ３３７ ６。

图 ３　 ＬＭ 分离株 ４８ ｈ 生物被膜形成情况

２􀆰 ７　 消毒剂对分离菌株的 ＭＩＣ
测定 ４ 种消毒剂对 ２５ 株 ＬＭ 分离株与参考株

ＡＴＣＣ１９１１５ 的 ＭＩＣ， 每种药物均有 ７ ～ １０ 株 ＬＭ 分离

株的 ＭＩＣ 高于参考株 ＡＴＣＣ１９１１５ （表 ６）。

表 ６　 消毒剂对 ＬＭ 分离株的 ＭＩＣ μｇ ／ ｍＬ

菌株 福尔马林 新洁尔灭 碘溶液 氢氧化钠 菌株 福尔马林 新洁尔灭 碘溶液 氢氧化钠

ＤＸ２０２３ＬＭ０２ ２５０ ６２􀆰 ５ ６２５ １２５０

ＤＸ２０２３ＬＭ０３ １２５ ６２􀆰 ５ ３１２􀆰 ５ １２５０

ＤＸ２０２３ＬＭ０５ ２５０ ６２􀆰 ５ ３１２􀆰 ５ １２５０

ＤＸ２０２３ＬＭ０６ １２５ １２５ ３１２􀆰 ５ １２５０

ＤＸ２０２３ＬＭ０８ ２５０ １２５ ３１２􀆰 ５ ２５００

ＤＸ２０２３ＬＭ１０ １２５ １２５ ６２５ １２５０

ＤＸ２０２３ＬＭ１１ ２５０ １２５ ６２５ ２５００

ＤＸ２０２３ＬＭ１６ １２５ １２５ ３１２􀆰 ５ １２５０

ＤＸ２０２３ＬＭ１８ ２５０ ６２􀆰 ５ ６２５ １２５０

ＤＸ２０２３ＬＭ１９ １２５ ６２􀆰 ５ ３１２􀆰 ５ ２５００

ＤＸ２０２３ＬＭ２０ １２５ １２５ ３１２􀆰 ５ １２５０

ＤＸ２０２３ＬＭ２４ ２５０ ６２􀆰 ５ ３１２􀆰 ５ １２５０

ＤＸ２０２３ＬＭ２８ １２５ ６２􀆰 ５ ３１２􀆰 ５ １２５０

ＤＸ２０２３ＬＭ３１ １２５ ６２􀆰 ５ ３１２􀆰 ５ ２５００

ＤＸ２０２３ＬＭ３３ １２５ １２５ ３１２􀆰 ５ １２５０

ＤＸ２０２３ＬＭ３７ ２５０ ６２􀆰 ５ ６２５ １２５０

ＧＮ２０２３ＬＭ０１ １２５ ６２􀆰 ５ ３１２􀆰 ５ １２５０

ＱＹ２０２３ＬＭ０２ １２５ ６２􀆰 ５ ３１２􀆰 ５ ２５００

ＱＹ２０２３ＬＭ０４ ２５０ １２５ ３１２􀆰 ５ １２５０

ＱＹ２０２３ＬＭ０６ ２５０ １２５ ６２５ ２５００

ＴＳ２０２３ＬＭ０１ １２５ ６２􀆰 ５ ３１２􀆰 ５ １２５０

ＴＳ２０２３ＬＭ０４ １２５ ６２􀆰 ５ ３１２􀆰 ５ ２５００

ＴＳ２０２３ＬＭ１０ １２５ ６２􀆰 ５ ３１２􀆰 ５ １２５０

ＴＳ２０２３ＬＭ１２ １２５ １２５ ６２５ １２５０

ＴＳ２０２３ＬＭ１３ ２５０ ６２􀆰 ５ ３１２􀆰 ５ ２５００

ＡＴＣＣ１９１１５ １２５ ６２􀆰 ５ ３１２􀆰 ５ １２５０

３　 讨论

ＬＭ 属于食源性致病菌， 可引起人畜李斯特菌

病， 病死率为 １８％， 其中新生儿病死率高达 ７３％［１１］。
ＬＭ 感染人类 ９０％由于未完全加热的肉类及奶制品

等， 屠宰场是肉类生产必经环节， 欧美多国均建立了

ＬＭ 感染监测系统［１２］。 因此， 调查和分析畜禽屠宰、
动物产品屠宰过程中 ＬＭ 的污染情况是预防 ＬＭ 感染

人和动物的关键环节。
本研究从 １ ２３９ 份样品中分离鉴定出 ５８ 株 ＬＭ，

总分离率为 ４􀆰 ６８％。 与 ２０２０—２０２１ 年间甘肃省屠宰

环境 ＬＭ 分离率 （１％） 相比有所增加， 特别是定西
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市在本研究中分离率高达 ８􀆰 ９０％， 而在此前报道中

并未检出［１３］， 其原因可能是由于屠宰场设备的长期

使用， 台面、 案板等破损开裂， 造成卫生死角， 导致

消毒不彻底， 残存的 ＬＭ 菌株继续繁殖［１４］。 与上海

市食源性食品中 ＬＭ 分离率 ７􀆰 １％［１５］ 相比略低， 表明

ＬＭ 分离率可能与不同地区和不同环境条件有关。
本研究从 ５８ 株 ＬＭ 分离株鉴定出 ３ 种血清型，

分别为 １ ／ ２ａ、 １ ／ ２ｂ 和 １ ／ ２ｃ 型， 其中 １ ／ ２ｂ 和 １ ／ ２ｃ 血

清型占总数的 ９１􀆰 ３７％， 为本研究的优势血清型， 与

报道的其他省份 １ ／ ２ａ 为优势血清型［９］ 不同， 可能与

地域不同有关。
本研究 ５８ 株 ＬＭ 分离株共有 １９ 种 ＳＴ 型， 都属

于谱系Ⅰ和Ⅱ。 其中， 血清型为 １ ／ ２ｂ 型的 ＬＭ 分离

株全部属于谱系Ⅰ， 谱系Ⅱ包含所有血清型为 １ ／ ２ａ
和 １ ／ ２ｃ 型的 ＬＭ 分离株， 可见血清型与 ＳＴ 型之间有

一定的对应性。 国内报道过的主要 ＳＴ 型 （ＳＴ８、 ＳＴ９
和 ＳＴ８７） ［１６］， 本研究都有出现， 占总数的 １８􀆰 ９％。
在世界范围内引起李斯特菌病的常见 ＳＴ 型共 ７ 种

（ＳＴ１、 ＳＴ２、 ＳＴ３、 ＳＴ５、 ＳＴ６、 ＳＴ８、 ＳＴ９） ［１７］， 本次

分离出 ５ 种 （ＳＴ１、 ＳＴ２、 ＳＴ５、 ＳＴ８、 ＳＴ９）， 占菌株

总数 ３２􀆰 １％。 此外， 本研究 ＬＭ 分离株中还有其他

ＳＴ 型， 与上述 ＳＴ 型同属一个克隆群。
本试验从 ５８ 株 ＬＭ 分离株中挑选 ２５ 株具有地区

代表性菌株与参考菌株 ＡＴＣＣ１９１１５ 进行生长曲线和

生物被膜形成能力测定， 发现所选 ２５ 株分离株生长

能力和生物被膜形成能力大部分强于参考株， 这可能

与分离株在野生环境中传代， 获得了更强的生存能力

有关。 本研究还发现， 分离株生物被膜形成能力与细

菌谱系有关， 谱系Ⅱ （１ ／ ２ａ、 １ ／ ２ｃ） 分离株普遍强

于谱系Ⅰ （１ ／ ２ｂ）， 这与相关报道相符［１８］。 由于 ＬＭ
野生株生存能力强， 增加了人畜感染 ＬＭ 的风险， 使

李斯特菌病的防控更加困难。
本研究选用屠宰企业使用的不同类别的 ４ 种消毒

剂对 ２５ 株 ＬＭ 分离株和参考菌株 ＡＴＣＣ１９１１５ 的 ＭＩＣ
检测表明， ＬＭ 分离株均对消毒剂抵抗性增加。 碘溶

液 ＭＩＣ 值为 ３１２􀆰 ５ ～ ６２５ μｇ ／ ｍＬ， 远高于相关报

道［１９］。 苯扎溴铵对 １０ 株 ＬＭ 分离株的 ＭＩＣ 值为 １２５
μｇ ／ ｍＬ， 高 于 报 道 的 季 铵 盐 类 ＭＩＣ 值 为 ８０
μｇ ／ ｍＬ［２０］。 氢氧化钠有 ８ 株 ＬＭ 分离株 ＭＩＣ 值为

２ ５００ μｇ ／ ｍＬ， 高于 ２ ０００ μｇ ／ ｍＬ 作用 １５ ｍｉｎ 可以杀

灭志贺菌等食源性致病菌的报道［２１］。 甲醛溶液 ＭＩＣ
值在 １２５ μｇ ／ ｍＬ 以上， 高于 ５０ μｇ ／ ｍＬ 甲醛溶液杀灭

常见细菌的报道［２２］。 分析于 ＬＭ 分离株产生消毒剂

抗性的原因， 可能是屠宰场和农贸市场环境复杂， 卫

生死角诸多， 使细菌暴露于亚致死浓度的消毒剂

中［２３］， 进而对消毒剂产生耐受， 这种现象在 ＬＭ 中

尤为明显［２４］。 本次的 ＬＭ 分离株对消毒剂都有一定

的耐受能力， 这对有效杀灭 ＬＭ 造成困难。
本研究对 １ ２３９ 份样品分离鉴定及对分离的 ＬＭ

菌株分析可见， 畜禽屠宰过程中依然存在 ＬＭ 污染状

况， 分离率有所上升， 存在人感染 ＬＭ 的风险。 本次

所采样的 ６ 个地区中， 仅在定西等 ４ 个地区分离出

ＬＭ， 相比于未分离出 ＬＭ 的地区， 有 ＬＭ 分离场所都

存在消毒前清洁不充分和消毒后冲洗不完全等情况，
这会造成待消毒的区域和器械残留如油脂、 肉沫等有

机成分， 影响消毒剂的使用效果［２５］。 在血清型方面，
检出的 １ ／ ２ａ、 １ ／ ２ｂ 和 １ ／ ２ｃ 型均具有致病性， 增加了

人畜暴露病原的机率。 但本研究未分离到 ４ｂ 型， 可

能由于 ４ｂ 主要从临床途径分离［２６］， 在环境中较少

见。 本次分离的 ＬＭ 有一定的抗逆性， 尤其是生物被

膜形成能力， 有助于 ＬＭ 附着在器具、 肉品表面， 也

提高了其对消毒剂的抵抗力。
综上， 建议有关部门加强畜禽屠宰过程中的质量

安全监管， 尤其需要规范器具、 场所等的消毒流程，
也可以优化消毒剂的使用方式， 以达到有效杀灭 ＬＭ
的目的， 减少人畜感染 ＬＭ 的风险。
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