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冷链即食食品生产加工环境中李斯特氏菌属 
检测方法的建立与应用 
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北京  100193; 3. 梅里埃诊断产品(上海)有限公司, 上海  201315] 

摘  要: 目的  建立可用于冷链即食食品生产加工环境中李斯特氏菌属的分离与检测方法, 对生产企业的环境

进行监控。方法   本研究结合美国食品药品监督管理局-细菌学分析手册(Food and Drug Administration 

Bacteriological Analytical Manual, FDA-BAM)单增李斯特氏菌检测方法, 通过制备冻干定量菌球模拟增菌实验, 

对增菌液中萘啶酮酸和吖啶黄素的添加时间、头孢曲松钠的添加浓度进行研究, 确定最佳增菌方式和头孢曲松

钠浓度, 并将其应用到实际冷链即食食品生产企业环境中李斯特菌属的分离检测中。结果  3 种李斯特氏菌

属和背景菌的冻干菌球的浓度分别为 120 CFU/球和 1100 CFU/球。通过模拟增菌实验, 延后 4 h 使用添加剂, 

可使李斯特氏菌属及单增李斯特氏菌的检出率均提高 10%, 在此基础上头孢曲松钠添加量在 6~8 μg/mL 时, 

李斯特氏菌属及单增李斯特氏菌的检出率均为 100%。结论  该方法可提高李斯特氏菌属的检出率。为冷链

即食食品生产企业的环境监控提供了技术保障。 
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Establishment and application of a detection method for Listeria spp. in the 
production and processing environment of cold chain ready-to-eat food 
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ABSTRACT: Objective  To establish a method for the isolation and detection of Listeria spp in the production and 
processing environment of cold chain ready-to-eat food, and to monitor the environment of production enterprises. 
Methods  This study combined the national standard method and the Food and Drug Administration Bacteriological 
Analytical Manual (FDA-BAM) for the detection of Listeria monocytogenes. The addition time of nalidixone acid 
and acriflavin and the concentration of ceftriaxone sodium in the bacteria growth solution were studied through the 
preparation of freeze-dried quantitative bacteria pellet simulation experiment. The optimal bacteria growth method and 
concentration of ceftriaxone sodium were determined and applied to the separation and detection of Listeria in the actual 
cold chain ready-to-eat food production enterprise. Results  The concentrations of lyophilized Listeria and background 
bacteria were 120 CFU/ ball and 1100 CFU/ ball, respectively. According to the simulated proliferation experiment, the 
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detection rates of Listeria and Listeria monocytogenes were increased by 10% after the application of the additive for 4 h. 
On this basis, when the dosage of ceftriaxone sodium was 6‒8 μg/mL, the detection rates of Listeria and Listeria 

monocytogenes were 100%. Conclusion  This method can improve the detection rate of Listeria. It provides technical 
support for environmental monitoring of cold chain ready-to-eat food production enterprises 
KEY WORDS: Listeria spp.; cold chain ready-to-eat food; environmental monitoring 
 
 

0  引  言 

即食食品通常无需额外的加工处理, 打开包装即可以

直接食用[1]。随着经济发展, 人们消费方式发生改变, 即食

食品种类不断丰富, 其中冷链即食食品因其口味鲜美, 且营

养元素得以充分保留, 在市场中深受消费者的喜爱[2]。冷链

即食食品生产过程必须确保食品在≤8℃的条件下进行加

工、贮存、运输和销售, 所以其加工过程中会使用到大量的

水, 生产加工环境常处于低温高湿条件, 而这种环境有利于

李斯特氏菌属产生及其生物膜的形成[3]。 
李斯特氏菌属是革兰氏阳性细菌[4], 广泛存在于自然

环境、各类食品中, 对恶劣环境具有较强抵抗力[5‒6], 具有

嗜冷、嗜盐性[7], 可污染食品加工、运输、储存等多个环

节[8]。其中单增李斯特氏菌是引起李斯特氏菌病的唯一病

原菌[9], 病死率高达 20%~30%[10]。有研究表明李斯特氏菌

病的暴发和散发病例主要与即食食品有关[11]。我国福建省

2011–2021 年即食食品的单增李斯特氏菌污染, 以寿司、凉

拌菜制品为主[12], CHEN 等[13]对我国 21 个省份中, 部分即

食食品的致病菌检测后发现, 其中单增李斯特氏菌检出率

高达 10.8%, 可见单增李斯特氏菌的污染风险依然较高。

而食品生产企业或政府机构仅重视最终产品的检测, 是无

法从根上杜绝即食食品中单增李斯特氏菌的污染风险, 应

从生产过程中就做好监测与防控。 
生产企业作为安全防控主体, 需要通过有效的环境

监测程序来杜绝或降低即食食品中李斯特氏菌属的污染。

环境监控程序不仅要对单增李斯特氏菌进行监测, 还应使

用李斯特菌属作为指示菌[14]。行之有效的环境检测方法是

保障环境监测程序有效实施的重要技术保障[15‒16], 目前国

内及国际上主要是针对单增李斯特氏菌的检测, 缺少针对

李斯特氏菌属的分离及检测方法。当前我国已制定了食品

中单增李斯特氏菌的检测方法, 而缺少生产环境中的李斯

特氏菌属及单增李斯特氏菌的检测方法。鉴于此, 本研究

结合美国食品药品监督管理局-细菌学分析手册(Food and 
Drug Administration Bacteriological Analytical Manual, 
FDA-BAM)检测方法, 从预增菌方式 1%吖啶黄素、1%萘

啶酮酸的添加时机、增菌液中添加头孢菌素及其浓度进行

了研究, 并应用于某冷链即食食品厂的环境监测, 验证该

方法的有效性。对企业生产环境中李斯特氏菌的监测具有

一定的指导意义。 

1  材料与方法 

1.1  实验菌株 

金黄色葡萄球菌(S. aureus ATCC 6538)、蕈状芽胞杆

菌 (B. mycoides ATCC10206) 、 蜡 样 芽 孢 杆 菌 (B. cereus 
ATCC 11778)、铜绿假单胞菌(P. aeruginosa ATCC 27853)、
表皮葡萄球菌(S. epidermidis ATCC 12228)、粪肠球菌(E. 
faecalis ATCC 29212)、头状葡萄球菌(S. capitissubsp ATCC 
35661)、恶臭假单胞菌(P. putida ATCC 49128)、荧光假单胞

菌(P. Fluorescens ATCC 13525)、枯草芽孢杆菌(B. subtilis 
ATCC 6633)、斯氏李斯特氏菌(L. seeligeri ATCC 35967)、
英诺克李斯特氏菌(L. innocuaATCC 33090)、单增李斯特

氏菌(L. monocytogenes ATCC 19111)均购于美国菌种保藏

中心。 

1.2  实验试剂、仪器与设备 

胰蛋白胨大豆琼脂、脱脂乳粉、李氏增菌(Listeria 
enrichment broth base, LB)肉汤、血琼脂平板、1%吖啶黄素、

1%萘啶酮酸、0.85%无菌生理盐水(北京陆桥技术股份有限

公司); 李斯特显色培养基(上海科玛嘉微生物技术有限公

司); 头孢曲松钠(上海罗氏制药有限公司); Listeria 李斯特

氏菌鉴定条、革兰氏阴性菌鉴定卡、芽孢菌鉴定卡、革兰

氏阳性菌鉴定卡[梅里埃(上海)生物制品有限公司]; 中和

肉汤采样棉刷[纽勤生物科技(上海)有限公司]; 蔗糖(纯度

99.9%, 国药控股北京有限公司)。 
PiloFD8 冷冻干燥机[金西盟(北京)仪器有限公司]; A2

生物安全柜(美国 LABCONCO 公司); ICP600 恒温培养箱

(德国 Memmert 公司); Compact 2VITEK 微生物鉴定系统

[梅里埃(上海)生物制品有限公司]; SQ810C 高压蒸汽灭菌

器[雅马拓科技贸易(上海)有限公司]。 

1.3  实验方法 

1.3.1  菌株鉴定 
将标准菌株接种于胰蛋白胨大豆琼脂 36℃, 培养 24 h

后。使用生化鉴定仪对菌株进行鉴定, 确保菌株无生化变

异等现象。 
1.3.2  定量菌球制备 

本研究通过人为添加和逐级稀释的方法, 还原生产

环境中背景菌种类及李斯特氏菌属的含菌量, 并通过预

冻的方式, 形成冰晶对菌体的细胞壁造成损伤, 将预冻后
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的菌液进行冷冻干燥, 该方式将菌体处于缺氧及低水分

环境下, 以上过程模拟了真实生产环境中细菌的亚损伤

状态。 
(1)背景菌球制备 
将所有非李斯特氏菌属的 10 种背景菌制成 0.5 麦氏

浊度(浓度约为 1.0×108 CFU)的菌悬液, 每株取 100 μL 混

合成 1 mL 的背景菌混合液, 使用 0.85%的无菌生理盐水

逐级稀释至 104 CFU/mL, 将 12%的脱脂乳粉及 12%的蔗

糖溶于水中, 110℃中高温高压 5 min 灭菌后, 制成冻干保

护剂, 将预期浓度的菌悬液冻干保护剂进行混合, 制成冻

干菌悬液, 将冻干菌悬液分装至西林瓶内, 将西林瓶置于

冻干机内在‒50℃下进行预冻约 4 h, 预冻后在‒35℃下冷

冻干燥 18 h, 于 15℃下进行解析干燥约 4 h, 完成冷冻干

燥。冻干结束后, 在冻干仓内压盖, 此时瓶内处于真空状

态。制成的菌球预期浓度约为(103 CFU/球)。随机抽取 10
颗菌球, 溶于 10 mL 无菌生理盐水中, 参考 GB 4789.2— 
2022《食品安全国家标准 食品微生物学检验菌落总数测

定》菌落总数方法, 依据 CNAS-CL03-A001:2019《能力验

证提供者认可准则在微生物领域的应用说明》中附录 C1
的要求, 进行均匀性检测, 使用单因素方差分析验证其均

匀性。 
(2)李斯特氏菌属菌球制备 
将 3 种李斯特氏菌, 分别按照背景菌球制备的方法制

备成仅含有一种李斯特氏菌的冻干菌球, 预期浓度约为

(102 CFU/球)随机抽取 10 颗菌球, 溶于 2 mL 无菌生理盐水

中, 参考 GB 4789.30—2016《食品安全国家标准 食品微生

物学检验 单核细胞增生李斯特氏菌检验》(第二法), 进行

均匀性检测, 使用单因素方差分析验证其均匀性。 
1.3.3  预增菌方式的研究 

本研究参考使用 GB 4789.30—2016 中的培养基和鉴

定方法, FDA-BAM 第 10 章[17]中的增菌方式, 通过延后使

用增菌液添加剂的时间, 验证对环境中李斯特氏菌属的检

出率的影响。 
实验共分为两组, 第一组使用含有 1%萘啶酮酸 0.5 mL

及 1%吖啶黄素 0.3 mL 的 LB 李氏增菌肉汤肉汤(LB1) 222 mL, 
同时加入背景菌球 1 颗, 并将李斯特氏菌属菌球分别溶解

至 10 mL 的无菌生理盐水中涡旋混匀后各取 1 mL 加入至

LB1 肉汤中, 李斯特氏菌属与背景菌的比例约为 1:100, 后

按照 GB 4789.30—2016 进行检测和鉴定, 共制备 10 份样

本。第二组首先使用无添加剂的 LB1 增菌液, 按照第一组

的方式添加菌株, 于(30±1)℃下培养 4 h 后, 再加入两种添

加剂后继续培养 20 h, 后续检测方法及样本数量同第一

组。通过统计各组样品中李斯特氏菌属及单增李斯特氏菌

的检出率, 评估预增菌方式的优劣。 
1.3.4  抗生素添加浓度的研究 

本研究共设立 5 种头孢曲松钠质量浓度, 分别为 2、4、

6、8 和 10 μg/mL。首先将注射用头孢曲松钠按说明书配制

成 1 mg/mL 的原液, 后使用不含有添加剂的 LB 肉汤基础

稀释至预期浓度。按照 1.3.3 中第二组的操作方式进行菌

株的添加及后续检测, 每个浓度共制备 10 份样本。通过统

计各组样品中李斯特氏菌属及单增李斯特氏菌的检出率, 
选择最适宜的头孢曲松添加浓度。 
1.3.5  预增菌方式与抗生素添加的实际应用 

通过上述实验结果, 选定模拟环境中李斯特氏菌属

及单增李斯特氏菌检出率最高的组合, 应用至本市某即食

冷链食品生产企业中, 对其热加工区、降温区、搅拌区、

切配区及包装区的食品接触表面及非食品接触表面进行样

本采集。通过对相同区域近 12 个月的环境监测数据进行比

对, 验证本研究的检测方法, 可提高食品生产企业的环境

监控的有效性。 

1.4  数据处理 

用 EXCEL 2019 软件, 对均匀性检测数据进行统计分

析和制表, 将测试数据转换为以 10 为底的对数值后, 进行

单因子方差分析, 显著性水平为 a=0.05。 

2  结果与分析 

2.1  菌株鉴定结果 

考核所用菌株制备前经过 VITEK compact 2 及 API 鉴

定后, 未发生菌株变异现象, 鉴定结果准确, 可用于能力

验证样品的制备。 

2.2  定量菌球的均匀性检测结果 

2.2.1  背景菌球的均匀性检测结果 
随机抽取 10 颗菌球, 溶于 10 mL 无菌生理盐水中, 

使用菌落总数方法重复测定两次, 结果取对数后, 经过单

因素方差分析, F 值为 2.08＜F0.05(f1,f2) 3.02, 平均值约为

1100 CFU/球。表明背景菌球间含菌量无显著性差异, 是均

匀的。检测结果见表 1。 
2.2.2  李斯特氏菌属菌球均匀性检测结果 

随机抽取 3 种李斯特氏菌冻干菌球, 每种 10 颗, 溶于

2 mL 无菌生理盐水中, 涂布于李斯特氏菌显色培养基上, 
培养后计数。结果取对数后, 进行单因素方差分析, 经统

计分析英诺克李斯特氏菌球的 F 值为 1.13, 平均值约为

120 CFU/球; 斯氏李斯特氏菌球的 F 值为 1.25, 平均值约

为 120 CFU/球; 单增李斯特氏菌的 F 值为 1.43, 平均值约

为 120 CFU/球, 且均小于临界值 F0.05( f1,f2) 3.02, 表明各菌

球菌球间含菌量无显著性差异, 是均匀的。检测结果见表

2~4。通过均匀性检测结果可见, 采用冷冻干燥制备冻干菌

球的方式, 证实了所制备的菌球具有良好的均一性, 在后

续实验过程中, 其含菌浓度一致, 验证结果具有良好的可

重复性。 
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表 1  背景菌均匀性测定结果 
Table 1  Determination results of background bacterial uniformity 

 背景菌/(CFU/mL) 
编号 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

结果 1 114 117 113 95 103 97 105 106 112 99 
结果 2 105 103 115 97 105 105 95 100 106 107 

结果 1 对数值 2.06 2.07 2.05 1.98 2.01 1.99 2.02 2.03 2.05 2.00 
结果 2 对数值 2.02 2.01 2.06 1.99 2.02 2.02 1.98 2.00 2.03 2.03 

自由度 
组间 9 

MS 
组间 0.001037 

F 值 2.08 平均值 1100 CFU/球
组内 10 组内 0.000499 

注: MS 为均方差。 
 

表 2  英诺克李斯特氏菌均匀性测定结果 
Table 2   Results of uniformity determination of Listeria inokii 

菌株名称 英诺克李斯特氏菌/(CFU/mL) 
编号 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

结果 1 52 57 61 62 57 60 54 60 61 53 
结果 2 57 62 58 60 62 62 60 59 59 59 

结果 1 对数值 1.72 1.76 1.79 1.79 1.76 1.78 1.73 1.78 1.79 1.72 
结果 2 对数值 1.76 1.79 1.76 1.78 1.79 1.79 1.78 1.77 1.77 1.77 

自由度 
组间 9 

MS 
组间 0.000547 

F 值 1.13 平均值 120 CFU/球 
组内 10 组内 0.000483 

 
表 3  斯氏李斯特氏菌均匀性测定结果 

Table 3  Results of uniformity determination of Listeria sterni 

菌株名称 斯氏李斯特氏菌/(CFU/mL) 
编号 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

结果 1 65 57 65 57 60 55 61 57 57 65 
结果 2 60 59 62 59 63 62 55 62 54 60 

结果 1 对数值 1.81 1.76 1.81 1.76 1.78 1.74 1.79 1.76 1.76 1.81 
结果 2 对数值 1.78 1.77 1.79 1.77 1.80 1.79 1.74 1.79 1.73 1.78 

自由度 
组间 9 

MS 
组间 0.000624 

F 值 1.25 平均值 120 CFU/球 
组内 10 组内 0.0005 

 
表 4  单增李斯特氏菌均匀性测定结果 

Table 4  Results of uniformity determination of Listeria monocytogenes 

菌株名称 单增李斯特氏菌/(CFU/mL) 

编号 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

结果 1 62 65 55 62 59 61 57 63 54 60 

结果 2 61 61 57 61 62 59 65 59 59 62 

结果 1 对数值 1.79 1.81 1.74 1.79 1.77 1.79 1.76 1.80 1.73 1.78 

结果 2 对数值 1.79 1.79 1.76 1.79 1.79 1.77 1.81 1.77 1.77 1.79 

自由度 
组间 9 

MS 
组间 0.000537 

F 值 1.43 平均值 120 CFU/球 
组内 10 组内 0.000376 

 
2.3  预增菌方式研究的结果 

对预增菌液中添加剂(1%萘啶酮酸 0.5 mL 及 1%吖啶

黄素 0.3 mL)的正常加入与延后使用的检出率进行比较, 
经统计第一组正常使用添加剂组的 10 份样品中, 李斯特

氏菌属的检出率为 70%, 单增李斯特氏菌的检出率为 40%;  

第二组延后加入添加剂组的 10 份样品中李斯特氏菌属的

检出率为 80%, 单增李斯特氏菌的检出率为 50%, 结果见表

5。通过结果分析表明, 推迟加入添加剂的时间, 对环境中受

伤菌株充分的复苏是有必要的, 通过充分的复苏可提高李斯

特氏菌的检出率。 
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表 5  不同预增菌方法李斯特氏菌属与单增李斯特氏菌检出率 
Table 5  Results of detection rate of Listeria spp. and Listeria 

monocytogenes different pregrowth methods 

样品号 
第一组正常使用添加剂 第二组延后使用添加剂

李斯特氏

菌属 
单增李斯

特氏菌 
李斯特氏

菌属 
单增李斯

特氏菌 
1 + - + - 
2 + + + + 
3 + + + - 
4 - - + + 
5 + - + - 
6 + + - - 
7 - - + + 
8 + + + + 
9 + - - - 

10 - - + + 
检出率

/% 
70 40 80 50 

注: +为检出; -未检出, 下同。 

2.4  抗生素添加浓度的研究结果 

通过对 5 种头孢曲松钠添加浓度中李斯特氏菌属与

单增李斯特氏菌的检出率进行统计, 头孢曲松钠添加量在

6~8 μg/mL 时, 李斯特氏菌属及单增李斯特氏菌的检出率

均为 100%。结果见表 6。通过结果表明, 利用李斯特氏菌

对头孢菌素的天然耐药性, 在增菌液中加入头孢曲松, 对

其他杂菌的抑制程度进一步增强, 使得李斯特氏菌属可以

充分的利用培养基中的营养, 进行生长繁殖, 来提高李斯

特氏菌属的检出率。 

2.5  实际应用结果 

通过实验室模拟检测数据, 选定延后 4 h 使用添加剂

并加入 6 μg/mL 的头孢曲松钠, 于增菌液中对本市某即食

冷链食品生产企业的生产加工环境进行检测。结果表明各

区域均未检出单增李斯特氏菌, 但在热加工区和降温区检

出李斯特氏菌属的检出率为 2%和 3.77%, 搅拌区、切配区

及包装区检出率为 0%, 总检出率为 1.14%。对比工厂的近

12 个月的历史监测数据总检出率为 0.06%, 可提高李斯特

氏菌的检出率, 结果见表 7。通过对比历史检测数据及本

方法的检出率对比分析表明, 本方法可提高不同生产区域

中李斯特氏菌的检出率。 
 

表 6  不同头孢曲松浓度李斯特氏菌属与单增李斯特氏菌检出率 
Table 6  Results of detection rate of Listeria spp. and Listeria monocytogenes different ceftriaxone concentrations 

头孢曲松质量浓度/(μg/mL)  
样品号 

检出率/%
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

2 
李斯特氏菌属 + + + + + - + + + + 90 

单增李斯特氏菌 + + + - + - + + - + 70 

4 
李斯特氏菌属 + + + + + + + + + + 100 

单增李斯特氏菌 + + + + - + + - + + 80 

6  
李斯特氏菌属 + + + + + + + + + + 100 

单增李斯特氏菌 + + + + + + + + + + 100 

8  
李斯特氏菌属 + + + + + + + + + + 100 

单增李斯特氏菌 + + + + + + + + + + 100 

10  
李斯特氏菌属 + + + + + + + + + + 100 

单增李斯特氏菌 + + + + + + - + + + 90 
 

表 7  历史数据统计与总检出率比较 
Table 7  Comparison of historical data statistics and total detection rate 

 热加工区/% 降温区/% 搅拌区/% 切配区/% 包装区/% 检出率/% 

1 月 0 0 0 0 0 0 
2 月 0 0 0 0 0 0 
3 月 0 0 0 0 0 0 
4 月 0 0 0 0 0 0 
5 月 0 1.82 0 0 0 0.38 
6 月 0 0 0 0 0 0 
7 月 0 0 0 2 0 0.38 
8 月 0 0 0 0 0 0 
9 月 0 0 0 0 0 0 

10 月 0 0 0 0 0 0 
11 月 0 0 0 0 0 0 
12 月 0 0 0 0 0 0 

12 个月总检出率 0.06 

本次 2   3.77 0 0 0 1.14 

注: 以上数据均为李斯特氏菌属检出, 无单增李斯特氏菌检出。 
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3  讨  论 

当前我国尚未制定生产环境中李斯特氏菌属的检测

方法, 大多数企业均参考 GB 4789.30—2016 (第一法)进行

检验, 但生产环境样本和食品样本存在差异, 采用相同的

增菌方法, 会影响到检测结果的准确性。美国 FDA-BAM
第 10 章中有关于生产环境中李斯特氏菌属的样品采集和

检测方法的描述, 使用的培养基及培养方式与国标方法差

异较大, 由于美国生产企业使用的消毒剂和环境背景菌不

同于我国的生产企业, 所以不能完全照搬美国 FDA-BAM
中的检测方法。针对上述问题, 本研究对样品的增菌方式

和增菌液中抗生素的种类和浓度进行了研究, 建立了基于

我国冷链即食食品生产加工环境中李斯特氏菌属的检测方

法, 并应用于生产企业中的环境监控中。 
李斯特氏菌虽然在自然界中广泛存在, 但生产环境

中含量低[18], 并且食品生产加工环节中会使用到大量的含

氯消毒剂或季铵盐类消毒剂, 受到消毒剂的影响, 常处于

亚致死状态, 不利于后续检验[19]。国标中采用 LB1、LB2

进行两次增菌, 培养时间均为 24 h, 而且在 LB1 和 LB2 中

都添加了萘啶酮酸和吖啶黄用来抑制背景菌。在初次增菌

时环境中李斯特氏菌菌株处于受伤状态, 如果采用国标中

的增菌方式, 会不利于菌体复苏[20], 导致李斯特氏菌检出

率降低。本研究通过推迟加入添加剂的时间和缩短初次增

菌的时间, 即 LB1 增菌液(30±1)℃下培养 4 h 后, 再加入两

种添加剂后继续培养 20 h, 给受伤菌株充分的复苏时间, 
明显提高了李斯特氏菌的检出率。 

冷链即食食品生产环境并不属于无菌环境, 生产环

境长期处于低温状态, 李斯特氏菌是作为嗜冷菌仍可生长

繁殖[21], 同时原料中含有大量的芽孢菌[22]、假单胞菌及各

类革兰氏阳性菌。LB1、LB2 肉汤中含有的萘啶酮酸, 对革

兰氏阴性杆菌的抑制生长能力明显[23], 吖啶黄对蜡样芽胞

杆菌有较强的抑制性[24–25]。但革兰氏阳性菌及部分假单胞

菌仍可大量快速繁殖抑制李斯特氏菌的生长。头孢曲松是

第三代头孢类抗生素[26], 能够对革兰氏阳性菌和阴性菌均

有显著的抗菌活性, 但因头孢菌素不能与李斯特菌细胞膜

上的青霉素结合蛋白-3，进行结合, 故李斯特菌对头孢菌

素天然耐药[27]。本研究利用李斯特氏菌对头孢菌素的天然

耐药性, 将头孢曲松加入到增菌液中来提高环境中李斯特

氏菌的检出率, 结果显示 6、8 μg/mL 的头孢菌素能明显提

高单增李斯特菌的检出率。但英诺克李斯特菌在增菌液内

会大量繁殖, 产生抑制物质[28–29], 当检测样品中以英诺克

李斯特菌为主的占比较高时, 该物质会抑制单增李斯特氏

菌繁殖生长, 后续仍应继续探究相关方法以提高单增李斯

特氏菌的检出率。 
目前, 对于微生物实验室检验方法的建立, 多采用自

行制备的新鲜菌悬液来进行验证活动, 菌液的均匀性和重

复性是影响方法验证结果的重要因素[30–31], 新鲜菌悬液对

实验人员工作经验和操作技术要求较高, 是方法验证实验

操作的难点和关键点。定量冷冻干燥菌球的使用, 因其操

作方便、计数准确、重复性好, 越来越被微生物实验室所

关注。本研究采用冷冻干燥的方式, 通过冻干型菌悬液的

生长能力与新鲜型菌悬液存在差异[32]模拟了真实生产环

境中细菌的亚损伤状态, 又通过均匀性检测验证其准确性, 
保证了方法验证的可靠性。 

4  结  论 

综上所述, 本研究通过模拟实验, 改变预增菌的添加

剂加入时机, 可使李斯特氏菌属检出率均提高 10%, 还增

加使用了适宜浓度的头孢曲松作为环境菌抑菌剂, 将其检

出率提高至 100%, 应用于某冷链即食食品厂的环境监测, 
可提高李斯特氏菌属的检出率。该方法可应用于冷链即食

食品生产企业中李斯特氏菌属的环境监控, 为生产企业的

环境监控提供了技术保障。填补了食品生产企业李斯特氏

菌环境监控的技术空白, 为相关部门的标准制修订提供了

科学依据。 
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