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评价平板法定量检测单增李斯特氏菌 

赵  玲*, 李军庆, 张  娟, 佘之蕴, 綦  艳 

(广东产品质量监督检验研究院, 顺德  528300) 

摘  要: 目的  评价平板法定量检测单增李斯特氏菌的效果。方法  选择市场常用的 5 种李斯特氏菌显色培

养基和 PALCAM 琼脂培养基, 根据 GB 4789.28—2013《食品卫生微生物学检验 染色法、培养基和试剂》评

估培养基的质量和效果; 依据 GB 4789.30—2016《食品安全国家标准 食品微生物学检验 单核细胞增生李斯

特氏菌检验》进行单增李斯特氏菌平板计数, 通过配对 t 检验法分析 6 种培养基定量结果, 同时比较涂布法和

倾注法 2 种接种方法的差异性。结果  市售的 6 种培养基半定量测试中, 目标菌的生长指数(growth index, G)

≥6, 非目标菌 G≤1, 质量符合标准检测要求; 统计分析显示 6 种培养基获得的单增李斯特氏菌计数结果无显

著差异, 但显色培养基上的菌落分布均匀, 容易辨认, 效果优于 PALCAM; 同时分析两种接种方法的检测结

果, 发现涂布法和倾注法无显著性差异。结论  市售的 6 种培养基质量符合标准要求, 且对单增李斯特氏菌的

计数结果具有较好的一致性, 涂布法和倾注法 2 种接种方法具有可交换性。 
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Evaluation of quantitative detection of Listeria monocytogenes  
by plate method 

ZHAO Ling*, LI Jun-Qing, ZHANG Juan, SHE Zhi-Yun, QI Yan 

(Guangdong Product Quality Supervision and Inspection Institute, Shunde 528300, China) 

ABSTRACT: Objective  To evaluate the quantitative detection of Listeria monocytogenes by the plate method. 

Methods  Five commonly used Listeria chromogenic medium and PALCAM agar media on the market were 

selected, and their quality and effect were evaluated according to GB 4789.28—2013 Food hygienic microbiological 

examination of staining methods, media and reagents. Then the total number of colonies of Listeria monocytogenes 

with the 6 media was got according to GB 4789.30—2016 National food safety standard-Food microbiology 

inspection-Listeria monocytogenes test and the results were analyzed by the paired t test method. The differences 

between the coating method and the pouring method were compared. Results  The growth index (G) of target 

bacteria was >6 and the growth index of non-target bacteria was <1 when the 6 commercially available media were 

tested, which proved their quality met the standard testing requirements. Statistical analysis showed that the counts of 

Listeria monocytogenes obtained from the 6 media were not significantly different. However, the chromogenic media 

were better than PALCAM because the colonies on the chromogenic media were evenly distributed and easy to 

identify. At the same time, it was found that the coating method and the pouring method were not significantly 
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different by analyzing the test results of the 2 methods. Conclusion  The quality of the 6 commercially available 

culture media meets the standard requirements and the counting results have good consistency. The coating method 

and pouring method are interchangeable. 

KEY WORDS: Listeria monocytogenes; plate method; medium; vaccination method 
 
 

0  引  言 

单核细胞增生李斯特氏菌 (Listeria monocytogenes)

是最常见的人畜共患型食源性致病菌之一, 简称单增李

斯特氏菌, 属于革兰氏阳性菌, 活力强且具有嗜冷性, 在

0.5~45 ℃可生长繁殖, 广泛存在于各类肉制品、乳制品、

蔬菜、冰淇淋中[15]。该菌具有较强的致病性, 人类感染

后会导致肠胃炎、脑膜炎、败血症、流产、早产等疾病, 尤

其是老人、儿童、孕妇、免疫低下者 , 致死率高达

30%[612]。近年来, 单增李斯特氏菌感染事件在世界范围

内频繁发生 [1316], 引起各种政府和研究者的关注, 也是

我国食品安全风险监测的常规项目, 2014 年实施的 GB 

29921—2013《食品安全国家标准 食品中致病菌限量》

中规定, 食品中不得检出李斯特氏菌[1718]。 

国家标准法是我国检测单增李斯特菌的“金标准”, 定

量检测食品中单增李斯特氏菌依据 GB 4789.30—2016《食

品安全国家标准 食品微生物学检验 单核细胞增生李斯特

氏菌检验》(第二法)平板法, 该方法首先稀释待检样品, 选

择合适稀释度接种于培养基中, 对可疑菌落进行染色镜检、

动力试验、生化鉴定试验、溶血试验、协同溶血试验等一系

列鉴定试验, 确定为李斯特菌属后再进行血清型分析(协同

溶血试验), 计算出单增李斯特氏菌的菌落总数。另外, 根据

DBS 22/026—2014 规定可以采用 PALCAM琼脂培养基对单

增李斯特氏菌进行计数。本研究选择市场上常用的 5 种李斯

特氏菌显色培养基和 PALCAM 琼脂培养基进行试验, 根据

GB 4789.28—2013《食品安全国家标准 食品微生物学检验 

培养基和试剂的质量要求》对培养基的质量和效果进行评估, 

通过配对 t 检验法对采用 6 种培养基定量检测单增李斯特氏

菌结果进行分析, 比较其是否存在显著性差异, 同时比较分

析培养基涂布法和倾注法是否存在显著性差异, 以期为单

增李斯特氏菌的定量检验提供参考和依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

标准菌株单核细胞增生李斯特菌 ATCC19115、标准

菌株大肠埃希氏菌 ATCC 25922(广东环凯微生物科技有限

公司); 营养肉汤、LB 肉汤、李斯特氏菌显色培养基(A、B、

C、D、E)、PALCAM 琼脂培养基、胰酪胨大豆酵母浸膏

琼脂(广州联方实验器材有限公司)。 

1.2  仪器与设备 

BSL-2 实验室(广东产品质量监督检验研究院); HVA-85

高压灭菌锅(日本 Hirayama 公司); TMS9001-260CN 生化培养

箱(浙江托莫斯科技有限公司); DiluFlow 全自动电子稀释仪(法

国 Interscience 公司); 1379 生物安全柜(美国 Thermo Fisher 

Scientific 公司); VITEK 2 Compact 全自动微生物鉴定系统(法

国梅里埃公司); Easymix拍击式均质器(法国 Interscience公司)。 

1.3  计数培养基半定量测试方法 

1.3.1  平板培养基和工作菌悬液的准备 

将准备好的李斯特氏菌显色培养基 A、B、C、D、E

平板和 PALCAM 琼脂平板适当干燥, 备用。 

将标准菌株单核细胞增生李斯特菌 ATCC19115 和大

肠埃希氏菌 ATCC 25922 接种到营养肉汤中过夜培养作为

工作菌悬液[19]。 

1.3.2  接  种 

(1)目标菌半定量测试方法: 在待测培养基平板下面

放模板图(如图 1), 用 1 μL 接种环取单核细胞增生李斯特

菌 ATCC19115 工作菌悬液 1 环, 以接种环与琼脂平面

20~30 °的角度快速连续的在待测培养基表面 A~D 区划线, 

同时接种 2 个平板, 按标准规定的培养条件培养平板。 

(2)非目标菌半定量测试方法: 在待测培养基平板下

面放模板图(如图 2), 用 1 μL接种环取大肠埃希氏菌 ATCC 

25922 工作菌悬液 1 环, 以接种环与琼脂平面 20~30 °的角

度快速连续的在待测培养基表面划 6 条平行直线, 同时接

种 2 个平板, 按标准规定的培养条件培养平板。 
 

 
 

图 1  目标菌半定量划线法接种模式图 

Fig.1  Semi-quantitative streaking method inoculation pattern of 
target bacteria 
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图 2  非目标菌半定量划线法接种模式图 

Fig.2  Aemi-quantitative streaking method inoculation pattern of 
non-target bacteria 

 

 
1.3.3  计  算 

培养后以培养基中菌落的形状、大小和生长密度计算

培养基的生长指数(growth index, G)。每条划线有比较稠密

菌落生长时则 G 为 1, 如果仅一半的线有稠密菌落生长, 

则 G 为 0.5。如果划线上没有菌落生长、生长量少于划线

的一半或菌落生长微弱, 则 G 为 0。记录每个平板的得分

总和便得到 G。目标菌的每个培养皿上最多为 16 分, 非目

标菌的每个培养皿上最多为 6 分。 

1.3.4  结果判定 

目标菌的生长指数 G≥6 时, 培养基可以接受。非目

标菌的 G 一般小于或等于 1, 至少应达到小于 5。 

1.4  不同培养基对单增李斯特氏菌计数结果的影响 

参照 GB 4789.30—2016《食品安全国家标准 食品

微生物学检验  单核细胞增生李斯特氏菌》中第二法单

增李斯特氏菌平板计数对样品进行检测[12]。取单核细胞

增生李斯特菌 ATCC19115 工作菌株, 制备 0.5 麦氏浊度

单位的菌悬液, 再用 LB 肉汤进行 10 倍系列梯度稀释, 

选择 2~3 个适宜的稀释度, 每个稀释度取 1 mL 以 0.3、

0.3、0.4 mL 接种量分别涂布于 5 种显色培养基平板和

PALCAM 琼脂平板, (36±1) ℃培养(24~48) h, 对典型菌

落采用全自动微生物鉴定系统进行鉴定和计数。重复 10

次检测, 采用配对 t 检验法对比分析, 比较其均值是否

存在差异 [20]。 

1.5  不同接种方式对单增李斯特氏菌计数结果的

影响 

选取 2 种接种方法分别为涂布法和倾注法, 涂布法

如 1.4 中操作, 同时显色培养基 A、显色培养基 B 和

PALCAM 培养基倾注平板进行单增李斯特氏菌计数。即

取每个稀释度的菌液 1 mL 于无菌培养皿中, 每个稀释

度做 2 个平皿, 及时加入 15~20 mL 上述培养基, 并转动

平皿使其混合均匀。待琼脂凝固后翻转平板, 置于培养

箱, (36±1) ℃培养(24~48) h, 结果以 CFU/mL 表示。重复

10 次检测, 采用配对 t 检验法对比分析, 比较其均值是

否存在差异[20]。 

1.6  统计方法 

运用 SPSS 22.0 软件进行数据分析。 

2  结果与分析 

2.1  培养基半定量测试结果 

单核细胞增生李斯特菌 ATCC 19115 和大肠埃希菌

ATCC 25922 分别划线接种于李斯特氏菌显色培养基 A、B、

C、D、E 平板和 PALCAM 琼脂平板上, 目标菌单增李斯

特氏菌的生长指数 G 分别为 10、15、7、9、10、10, 非目

标 菌 大 肠 埃 希 菌 的 生 长 指 数 G 均 为 0, 按 照 GB 

4789.28—2013 要求, 选择性分离培养基测试时, 目标菌的

生长指数 G≥6 时, 培养基可以接受; 非目标菌的生长指

数 G≤1, 所以, 这 6 种选择性分离培养基的选择性均符合

要求。平板法对单增李斯特氏菌进行计数时, 选择性培养

基的质量是关键, 培养基质量测试为单增李斯特氏菌的计

数提供了保障。 

2.2  不同培养基对单增李斯特氏菌计数结果的影响 

分别用李斯特氏菌显色培养基 A、B、C、D、E 和

PALCAM 培养基定量检测单增李斯特氏菌, 并选择 A、B

和 PALCAM 培养基进行涂布法和倾注法的比较, 结果如

表 1所示。表 1中选择稀释度为 102, 为方便计算和分析, 直

接对计数结果进行配对 t 检验。对 6 种培养基的检测结果

分别组合配对, 共 15 组数据组合, 运用 SPSS 软件按照配

对 t 检验法进行分析, 设临界水平 α=0.05, 数据分析结果

如表 2 和表 3 所示。 

由表 2 所示, A、B、C、D、E 和 PALCAM 培养基检

测结果为: 标准差 A<C<PALCAM<D<B<E。标准差越小, 

计数结果波动性相对小, 精密度、再现性较好, 适用于实

验室之间比对。 

15 组数据组合中配对 t 检验结果见表 3, 可以看出显

著性 P 值均大于 0.05, 说明 A、B、C、D、E 和 PALCAM

培养基的检测结果之间没有显著性差异。但单增李斯特氏

菌在 PALCAM 培养基平板上的菌落较小、黑色水解圈较

大、易成片生长, 不利于菌落计数, 显色培养基的菌落分

布均匀, 容易辨认, 效果优于 PALCAM。同时试验中发现, 

单增李斯特氏菌在 5 种李斯特氏菌显色培养基上均为蓝绿

色菌落, 菌落周围有白色晕圈, 但在培养基 E 平板上形成

的晕圈较大, 不利于计数。 
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表 1  单增李斯特氏菌的计数结果 
Table 1  Count results of Listeria monocytogenes 

次数 
显色培养基 A 显色培养基 B 显色培养基 C 显色培养基 D 显色培养基 E PALCAM 培养基

涂布 倾注 涂布 倾注 涂布 倾注 涂布 倾注 涂布 倾注 涂布 倾注 

1 12600 11900 12400 11600 12900 — 11800 — 12300 — 12800 11400

2 12700 13400 13300 12100 12400 — 12400 — 11000 — 12500 11500

3 12500 12300 14100 13300 12300 — 12200 — 11500 — 13200 12500

4 13100 13600 13500 11900 12000 — 12900 — 13600 — 14100 13000

5 14000 12800 13100 12900 12100 — 12700 — 12200 — 13300 13000

6 13300 13100 13500 12500 10800 — 11000 — 12800 — 12100 12800

7 12500 12000 11700 13000 11500 — 12100 — 11300 — 11400 12300

8 11700 13300 12500 11000 13200 — 12000 — 13400 — 12600 12200

9 13400 12600 12700 12200 12000 — 13800 — 12500 — 12900 11500

10 12000 12100 11600 12800 12900 — 11700 — 12200 — 12300 12600

注: —表示未进行试验。 

 
表 2  培养基因素基本描述统计量 

Table 2  Basic descriptive statistics of media factors 

 平均值 n 标准差 标准错误平均值 

A 12780.000 10 684.430 216.436 

B 12840.000 10 809.938 256.125 

C 12210.000 10 712.507 225.315 

D 12260.000 10 760.409 240.463 

E 12280.000 10 852.187 269.485 

PALCAM 12720.000 10 736.056 232.761 

 
表 3  培养基因素 t 检验结果 

Table 3  Results of medium factor t test 

 平均数 标准偏差 标准错误平均值 
95%差分数的信赖区间 

T df 显著性(双尾)
下限 上限 

对组 1 A-B 60.000 807.190 255.256 637.429 517.429 0.235 9 0.819 

对组 2 A-C 570.000 1249.933 395.264 324.148 1464.148 1.442 9 0.183 

对组 3 A-D 520.000 791.342 250.244 46.092 1086.092 2.078 9 0.067 

对组 4 A-E 500.000 1074.968 339.935 268.986 1268.986 1.471 9 0.175 

对组 5 A-F 60.000 804.432 254.384 515.456 635.456 0.236 9 0.819 

对组 6 B-C 630.000 1228.414 388.458 248.754 1508.754 1.622 9 0.139 

对组 7 B-D 580.000 1044.350 330.252 167.083 1327.083 1.756 9 0.113 

对组 8 B-E 560.000 1135.488 359.073 252.279 1372.279 1.560 9 0.153 

对组 9 B-F 120.000 703.641 222.511 383.355 623.355 0.539 9 0.603 

对组 10 C-D 50.000 993.591 314.201 760.772 660.772 0.159 9 0.877 

对组 11 C-E 70.000 1069.839 338.313 835.317 695.317 0.207 9 0.841 

对组 12 C-F 510.000 901.172 284.976 1154.660 134.660 1.790 9 0.107 

对组 13 D-E 20.000 1116.343 353.019 818.584 778.584 0.057 9 0.956 

对组 14 D-F 460.000 739.670 233.904 989.128 69.128 1.967 9 0.081 

对组 15 E-F 440.000 831.598 262.974 1034.890 154.890 1.673 9 0.129 
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2.3  不同接种方法对单增李斯特氏菌计数结果的

影响 

选择李斯特氏菌显色培养基 A、B 和 PALCAM 培养

基分别采用倾注法和涂布法进行接种。涂布法与倾注法计

数结果是配对的 2 组数据, 运用 SPSS 软件按照配对 t 检验

法进行分析, 设临界水平 α=0.05, 数据分析结果如表 4 和

表 5 所示。 

表 4 结果显示, 采用 3 种培养基的计数结果中倾注法

的标准差均小于涂布法。说明倾注法的结果波动性相对小。 

表 5 结果显示, 采用 A、B 和 PALCAM 培养基分别

进行涂布和倾注试验, 其显著性 P 均大于 0.05, 说明涂

布和倾注的检测结果之间的差异不显著, 2 种接种方法

获得的检测结果基本一致。对比来说, 涂布法使菌落生

长在表面, 便于观察菌落形态和挑取菌落, 但操作烦琐, 

平板不干燥或涂布不均匀会造成菌落分布不均匀, 甚至

导致蔓延生长影响计数结果; 倾注法操作方便 , 菌落分

布均匀 , 方便计数 , 但菌落在培养基内部生长 , 不利于

好氧细菌的生长, 也不利于菌落形态的观察及挑取菌落

进一步鉴定[21]。 

3  结  论 

研究结果发现, 市场上常用李斯特氏菌显色培养基

A、B、C、D、E 和 PALCAM 平板质量均符合质量要求; 在

对单增李斯特氏菌进行计数时, 这些培养基间的计数结果

在统计学上无显著差异, 检测结果具有一致性, 为减少实

际检测中的工作量, 可以选择一种培养基进行检测。但显

色培养基计数效果明显优于 PALCAM, 因单增李斯特氏菌

在 PALCAM 培养基平板上的菌落较小、黑色水解圈较大、

易成片生长, 不利于计数, 影响工作效率。 

涂布法和倾注法各有优缺点, 所得检测结果没有显

著性差异, 具有一致性。在一定情况下, 2 种接种方法具有

可交换性。在日常科研工作中, 若检测样品数量巨大, 且

无特殊要求, 鉴于试验的研究结果和操作的便利性, 可考

虑使用倾注法替代涂布法进行单增李斯特氏菌的检测。另

外, 针对不同样品进行检测时, 应充分考虑样品的污染程

度, 选择合适的方法, 不仅可提高检测速度, 又可确保检

测结果的准确性。

 
表 4  接种方法因素基本描述统计量 

Table 4  Basic descriptive statistics of inoculation method factors 

  平均值 n 标准差 标准错误平均值 

A 
涂布 12780.000 10 684.430 216.436 

倾注 12710.000 10 622.629 196.893 

B 
涂布 12840.000 10 809.938 256.125 

倾注 12330.000 10 708.755 224.128 

PALCAM 
涂布 12720.000 10 736.056 232.761 

倾注 12280.000 10 619.677 195.959 

 
表 5  接种方法因素 t 检验结果 

Table 5  Test results of inoculation method factor t  

 平均数 标准偏差 标准错误平均值
95%差分数的信赖区间 

T df 显著性(双尾)
下限 上限 

A 涂布-倾注 70.000 827.379 261.640 521.871 661.871 0.268 9 0.795 

B 涂布-倾注 510.000 1019.204 322.301 219.095 1239.095 1.582 9 0.148 

PALCAM 涂布-倾注 440.000 838.252 265.079 159.649 1039.649 1.660 9 0.131 
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