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2019年北京市食源性单增李斯特菌的 
分子特征和耐药性研究 

张晓嫒, 刘玉竹, 张鹏航, 王  迪, 马晓晨, 陈  倩* 
(北京市疾病预防控制中心营养与食品卫生所, 北京市预防医学研究中心,  

食物中毒诊断溯源技术北京市重点实验室, 北京  100013) 

摘  要: 目的  研究 2019 年北京市食源性单增李斯特菌的分子特征和耐药性。方法  采用多重 PCR 进行血

清群分型, 分离的 56 株菌株经脉冲场凝胶电泳(pulsed field gel electrophoresis, PFGE)、多位点序列分析

(multilocus sequence typing, MLST)鉴定, 使用微量肉汤法检测菌株的耐药性。结果  56 株单增李斯特菌中有

28株分离自冷锅串串和中式凉拌菜, 1/2a,3a是主要的血清群。56株菌共分为 29个PFGE带型、14个ST型, ST9、

ST5、ST8、ST121 是优势 ST 型。2 株菌对环丙沙星耐药, 1 株菌对四环素耐药。结论  冷锅串串和中式凉拌

菜是单增李斯特菌污染的高危食品。北京市食品来源单增李斯特菌的 ST 型别与国内其他地方食品来源菌株

一致, 与北京市临床分离株一致。 
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Molecular characteristics and drug resistance of foodborne Listeria 
monocytogenes in Beijing in 2019 
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(Beijing Center for Disease Prevention and Control, Beijing Center for Disease Preventive Medical Research, Beijing Key 
Laboratory of Diagnostic and Traceability Technologies for Food Poisoning, Beijing Center for Disease Prevention and 
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ABSTRACT: Objective  To study the molecular characteristics and antimicrobial resistance of Listeria 

monocytogenes isolated from food in Beijing in 2019. Methods  Serogroup were typed by mutiplex PCR, the 56 

strains isolated were identified by pulsed field gel electrophoresis (PFGE) and multilocus sequence analysis (MLST), 

and the drug resistance of the strain was detected by trace broth method. Results  Among the 56 strains of Listeria 

monocytogenes, 28 strains were isolated from cold pot strings and Chinese salad, and 1/2a and 3a were the main 

serum groups. The 56 strains were divided into 29 PFGE bands and 14 ST types, ST9, ST5, ST8 and ST121 were the 

main ST types, 2 isolates were resistant to ciprofloxacin and 1 isolate were resistant to tetracycline. Conclusion  
Cold pot string and Chinese cold dishes are high risk food contaminated by Listeria monocytogenes. The ST type of 
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Listeria monocytogenes from food sources in Beijing is consistent with that from other food sources in China and 

clinical isolates in Beijing. 

KEY WORDS: Listeria monocytogenes; pulsed field gel electrophoresis; multilocus sequence typing; antimicrobial 

susceptibility 
 

 
1  引  言 

单增李斯特菌是一种重要的食源性致病菌, 为革兰

氏阳性杆菌, 可以导致李斯特菌病, 在老年人、孕妇、免

疫功能低下人群可引起严重症状如脑膜炎、败血症、流产

等[1]。李斯特菌病的发病率较低, 但病死率高, 在法国, 李
斯特菌病的致死率在 20%~30%之间[2]。在中国 2011~2016
年共报道了 19 个省的 253 个李斯特菌病例, 病死率为

25.7%[3]。1981 年在加拿大发生了一次大的李斯特菌病暴

发事件, 首次证实了由食品传播导致了李斯特菌病的发  
生 [4]。随后, 国际上的李斯特菌病的暴发事件不断发生, 
99%的单增李斯特菌病被认为是食源性的。 

单增李斯特菌被分为Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ4 个家系[5]; 被分

为 13 个血清型, 其中 1/2a、1/2b、4b 是单增李斯特菌临床

分离株的主要血清型[6]。通过多重 PCR 可以将单增李斯特

菌分为 3 个血清群, 被广泛地用于血清分型中[7]。脉冲场

凝胶电泳(pulsed-field gel electrophoresis, PFGE)一直被广

泛用于单增李斯特菌的分子分型中, 曾被认为是分子分型

的金标准, 广泛用于食源性疾病的暴发调查中[8]。基于 7
个管家基因的多位点序列分析(multlocus sequence typing, 
MLST)被用作种群结构的分析[9]。本研究对 2019 年北京市

食源性致病菌监测中分离到的 56 株单增李斯特菌食品分

离株进行了血清群、PFGE、MLST、耐药性分析, 寻找人

感染单增李斯特菌的高危食品, 为食源性疾病监测风险评

估提供依据。 

2  材料与方法 

2.1  仪器与试剂 

VITEK-2 全自动细菌生化鉴定系统、VITEK 浊度

仪(法国 bioMérieux 公司); HEF-DR III 脉冲场凝胶电泳

仪及配套设备(美国 Bio-Rad 公司); Microflex LT 基质辅

助激光解析飞行时间质谱仪(德国 Bruker 公司); Veriti 96 
well Thermal cycler 普通 PCR 仪(美国 Life 公司); Cabinet 
10 实验用去离子水系统(美国 Millipore 公司); SW22 水

浴摇床(德国 Julabo 公司); 5417R 型台式高速离心机(德
国 Eppendorf 公司); MIR-254 恒温培养箱(日本 SANYO
公司)。 

脑心浸液琼脂(北京陆桥技术股份有限公司); 单增显

色培养基(法国 CHROMagar 公司); Seakem Gold 琼脂糖(瑞

士 Lonza 公司); 蛋白酶 K(美国 Merck 公司); 限制性内切

酶 AscI(10000 units/mL, 美国 New England Biolabs 公司); 
VITEK GP 鉴定卡(法国 bioMérieux 公司); 溶菌酶(美国

Sigma 公司); 单增李斯特菌药敏板[包括 8 种抗生素: 氨苄

西林(ampicillin, AMP)、万古霉素(vancomycin, VAN)、四环

素(tetracycline, TET)、红霉素(erythromycin, ERY)、环丙沙

星 (ciprofloxacin, CIP) 、 复 方 新 诺 明 (trimethoprim 
-sulfamethoxazole, SXT)、青霉素(penicillin, PEN)和美罗培

南(meropenem, MER), 上海星佰公司]; Premix Taq™试剂

( 北京宝生物生物技术有限公司 ); 金黄色葡萄球菌

ATCC29213(美国 ATCC 中心); 沙门菌 H9812(中国疾病预

防控制中心传染病预防控制所)。 

2.2  实验方法 

2.2.1  实验菌株 
实验菌株共 56 株, 为 2019 年北京市食源性致病菌监

测收集的食品分离株。所有的菌株经系统生化鉴定、质谱

鉴定确定为单增李斯特菌。药敏质控菌株为金黄色葡萄球

菌(ATCC29213)。PFGE 分子量标准菌株为沙门菌 H9812。 
2.2.2  血清群分型 

用多重 PCR 方法扩增单增李斯特菌的 prs、lmo0737、
lmo1118、ORF2110 和 ORF2819 基因进行血清学分型[7]。

多重 PCR 反应体系为: 模板 DNA 提取液 1 μL, Taq mix 
12.5 μL, 引物 mix 2.5 μL(每条引物 2 Um), 最后加无菌蒸

馏水至总体积 25 μL。多重 PCR 反应条件: 94 ℃ 3 min, 
94 ℃  0.4 min 变性; 53 ℃ 1.15 min 退火; 72 ℃ 1.15 min 
延伸; 35 个循环, 最后 72 ℃ 7 min。取扩增产物 5 μL 在

2.0%琼脂糖凝胶上电泳, DL2000 作为 Marker, 用凝胶成像

仪观察电泳结果。 
2.2.3  PFGE 分型 

参照国际食源性致病菌病原细菌分子分型监测网络

PulseNet 中单增李斯特菌 PFGE 分型的标准操作方法进  
行[10], 主要实验参数如下: 使用 AscI 限制性内切酶(40 U), 
37 ℃酶切 3 h; 电泳参数为 4～40 S, 19 h; 胶块电泳后使用

GelRed 染色, 纯水脱色, 读取电泳图谱转成 TIFF 格式图

片; 应用 XbaI 酶切的沙门菌标准株 H9812 作为分子量标

准。用 BioNumerics 软件对电泳图像进行数据分析, 构建

聚类树状图。聚类图类型根据非加权配对算术平均法

(unweighted pair group method with arithmetic mean, 
UPGMA)构建。 
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2.2.4  MLST 
56 株单增李斯特菌用 MLST 方法进行分析, 对 7 个管

家基因(abcZ、bglA、cat、dapE、dat、ldh、lhkA)进行扩增, 
扩增后的产物进行测序, 序列与 MLST 数据库中进行比对

获得相应的 ST 型。使用 BioNumerics 软件构建聚类图和最

小生成树。 
2.2.5  抗生素耐药检测 

采用微量肉汤法进行单增李斯特菌的抗生素耐药性

检测。检测的抗生素种类有: AMP、VAN、TET、ERY、

CIP、SXT、PEN 和 MER。AMP、PEN、MER 和 SXT 的

药敏判定参照了美国临床实验室标准化研究所 (Clinical 
and Laboratory Standard Institute, CLSI)标准[11], ERY 的药

敏判定标准参照了欧洲抗菌药物敏感性测试委员会

(European Committeeon Antimicrobial Susceptibility Testing, 
EUCAST)标准 [12], 其他抗生素的药敏判定参照了金黄色

葡萄球菌的判定标准。参考菌株为金黄色葡萄球菌

ATCC29213。 

3  结果与分析 

3.1  菌株分布 

监测结果表明(见图 1), 从 11 种食品中共分离出 56
株菌单增李斯特菌, 其中冷锅串串、中式凉拌菜中分离的

菌株数最多, 各有 14 株, 占 50%, 其次为生肉制品, 有 8
株, 占 14.3%。 

 
 

 
 
 

图 1  56 株单增李斯特菌的分离食品来源 
Fig.1  Isolated food source of 56 strains of Listeria monocytogenes 

 
 

3.2  血清群分型 

血清群分型结果表明, 25 株菌(44.6%)属于 1/2a、3a
血清群, 其次是 1/2b、3b、7 血清群(n=17, 30.4%)和 1/2c、
3c 血清群(n=12, 21.4%), 另有 2 株菌是 4b、4d、4e 血清群。

1/2b、3b、7 血清群和 4b、4d、4e 血清群菌株属于家系 I, 1/2a、
3a、1/2c、3c 血清群菌株属于家系 II。 

3.3  PFGE 分型 

56 株单增李斯特菌通过 AscI 酶切获得 29 个 PFGE 带

型(见图 2)。每个带型包含 1~8 株菌。其中 12 个带型包含

的菌株数多于 1 株, 其余 17 个带型只包含 1 株菌, 有 2 个

带型含有的菌株数较多(8 株、7 株)。应用 UPGMA 进行聚

类分析, 家系Ⅰ和家系Ⅱ的菌株被 PFGE 分成 2 个簇。PFGE
带型将不同血清群的菌株分为 3 个簇, 分别对应 1/2a、3a、
1/2c、3c 血清群, 1/2b、3b、7 血清群和 4b、4d、4e 血清群。

ST 型别相同的菌株, PFGE 带型也聚为一类。 

3.4  MLST 分型 

图 3 为 56 株单增李斯特菌的最小生成树。56 个单增

李斯特菌被分为 14 个 STs, 没有检出新 ST 型。家系 I 包含

了 1/2b、3b、7 和 4b、4d、4e 血清群菌株的 5 个 STs; 家

系 II 包含了 1/2a、3a 和 1/2c、3c 血清群菌株的 9 个 STs(图
3)。最常见的 ST 型是 ST9(12 株菌, 占 21.4%, 属 1/2c、3c

血清群)、ST5(9 株菌, 占 16.1%, 属 1/2b、3b、7 血清群)、

ST8(8 株菌, 占 14.3%, 属 1/2a、3a 血清群)、ST121(8 株菌, 

占 14.3%, 属 1/2a、3a 血清群)、ST87(4 株菌, 占 7.1%, 属
1/2b、3b、7 血清群)、ST101(4 株菌, 占 7.1%, 属 1/2a、3a

血清群)、ST3(3 株菌, 占 5.4%, 属 1/2b、3b、7 血清群)、

ST2(2 株菌, 占 3.6%, 属 4b、4d、4e 血清群), 其他 6 个 ST

型只包含 1 株菌。在 14 个 STs 中, 13 个 STs 能被划分到序

列群, 1 个 ST(ST619)不形成序列群。 

3.5  抗生素耐药性 

表 1 为 56 株菌的抗生素敏感性的实验结果。所有的

菌株都对 AMP、ERY、SXT、PEN、MER 敏感。2 株菌(1/2c、
3c 血清群, ST9)对 CIP 耐药; 1 株菌(1/2a、3a 血清群, ST155)
对 TET 耐药; 1 株菌(1/2c、3c 血清群, ST9)对 VAN 中介。 

4  结论与讨论 

本研究中 75%的单增李斯特菌菌株分离自冷锅串串、

中式凉拌菜、生肉制品和寿司中。既往的研究显示肉与肉

制品、水产动物及中式凉拌菜等单核细胞增生李斯特菌检

出率较高[13]。在 2017 年四川省的监测中也在冷锅串串中

分离到了单增李斯特菌[14]。冷锅串串、中式凉拌菜、寿司、

肉与肉制品是单增李斯特菌污染的高风险食品。 
本研究获得的单增李斯特菌菌株的优势血清群是

1/2a、3a, 其次是 1/2b、3b、7 和 1/2c、3c, 只有 2 株菌是

4b、4d、4e 血清群, 与国内的相关报道一致[15‒17]。北京市

单增李斯特菌的临床分离株的优势血清群为 1/2a、3a 和

1/2b、3b、7, 4b、4d、4e 血清群菌株少, 没有发现 1/2c、
3c 菌株[18]。北京市食品来源单增李斯特菌和临床分离株的

优势血清型一致。 
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图 2  56 株单增李斯特菌的 PFGE 聚类图 

Fig.2  PFGE cluster analysis of 56 strains of L. monocytogenes 
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注: 每个圆圈代表 1 种 ST 型, 圆圈的大小表示菌株数量的多少, 颜色代表血清群。线条表示不同 ST 型之间相差的等位基因。 
图 3  56 株单增李斯特菌的最小生成树 

Fig.3  The minimum spanning tree of STs of 56 L. monocytogenes strains 
 

表 1  56 株单增李斯特菌的药敏结果 
Table 1  Drug sensitivity results of 56 strains of Listeria 

monocytogenes 

抗生素 
菌株数量 

耐药率/%
敏感 耐药 中介 

氨苄西林(AMP) 56 0 / 0 

万古霉素(VAN) 55 0 1 0 

四环素(TET) 55 1 / 1.8 

红霉素(ERY) 56 0 / 0 

环丙沙星(CIP) 54 2 / 3.6 

复方新诺明(SXT) 56 0 / 0 

青霉素(PEN) 56 0 / 0 

美罗培南(MER) 56 0 / 0 

 
本研究发现 PFGE 带型有 2个优势带型, 分别是 1/2a、

3a(ST8)和 1/2c、3c(ST8)血清群菌株。与北京市临床分离

株的 PFGE 带型比较发现, 有部分 2019 年食源性单增李斯

特菌菌株的带型是食品和临床分离株共同具有的 PFGE 带

型。通过分子流行病学研究可以发现一些潜在的暴发, 如
Ariza-Miguel 等[19]利用 PFGE 和 MLST 技术分析菌株基因

水平的相关性, 从而识别了一些流行病学相关菌株。本研

究结果提示这些食品可能是临床感染单增李斯特菌的高危

食品, 仍需进一步结合流行病学资料和全基因组测序结果

共同进行溯源分析。 
在本研究中, ST9、ST5、ST8、ST121、ST87 和 ST101

是 常 见 的 MLST 型 别 , 与 国 内 其 他研 究 的 结 果一       
致[17,18,20,21]。但食品的种类不同, 优势 ST 型也不相同, 如

在中国生猪肉中分离的单增李斯特菌的最常见 ST 型是

ST9[22], 水产品和可食用蘑菇分离菌株最常见的 ST 型是

ST87、ST8[16,23]。北京市单增李斯特菌的临床分离株的常

见 ST 型为 ST8、ST5、ST87[18], 与本研究结果一致。另外

本研究中的 ST 型也有其他国家李斯特菌病暴发存在的型

别。ST1、ST2、ST5 菌株导致了意大利、加拿大和美国等

多个国家单增李斯特菌病的暴发[24-26]。尽管我国目前没有

李斯特菌病的暴发报道, 但不同来源菌株分子水平的比较

对李斯特菌病的溯源具有重要意义, 可以及时预警, 防止

暴发。 
单增李斯特菌的耐药情况并不严重, 对四环素耐药

是最常见的耐药表型。在本研究中, 有 1 株菌对四环素耐

药, 2 株菌对环丙沙星耐药。这 3 种菌都分离自生肉或者熟

肉制品中。多项研究报道了一些国家分离的单增李斯特菌

对抗生素的敏感性下降, 同时出现了多重耐药菌株[27,28], 
需要引起重视。鉴于抗生素耐药基因可以在不同菌株之间

转移, 甚至从革兰氏阴性菌转移至革兰氏阳性菌, 因而持

续监测单增李斯特菌的耐药情况尤为必要。 
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