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中和剂对生菜、圣女果中单核细胞增生 
李斯特氏菌的增菌效果 

安  琳, 封  岩, 景  宇, 李景云, 崔生辉, 余  文* 
(中国食品药品检定研究院, 北京  100050) 

摘  要: 目的  评价 5 种中和剂增菌液对生菜、圣女果中单核细胞增生李斯特氏菌的增菌效果, 筛选出适用

于即食蔬菜中单增李斯特菌检测的增菌液。方法  采用冷冻干燥方法制备 7株单增李斯特菌定量冻干样品, 选

择大豆酪蛋白葡萄糖卵磷酯吐温 80 培养基(soya casein digest lecithin polysorbate broth, SCDLP)、改良卵磷脂

肉汤(modified letheen broth, MLB)等 5 种含中和成分的增菌液为研究对象, 以无中和成分的缓冲蛋白胨水

(buffered peptone water, BPW)为对照, 通过接种单增李斯特菌冻干标准菌株模拟果蔬真实污染情况, 考察不

同重量生菜和圣女果在中和剂增菌液中的增菌情况。在此基础上, 每种蔬菜选取 2 种增菌效果良好的中和剂

增菌液, 采用 7 株单增李斯特菌冻干标准菌株进行适用性验证。结果  7 株单增李斯特菌冻干样品均匀性和稳

定性良好。针对不同重量的生菜和圣女果, 随着检样量增加单增李斯特菌增菌受抑制程度增加; 与 BPW 相比

5 种中和剂增菌液均有助于缓解生菜对单增李斯特菌的抑制作用; 此外除 UPB 和 D/E 中和肉汤外, 其余 3 种

中和剂增菌液对圣女果中单增李斯特菌的增菌效果均优于 BPW。当检样量为 325 g 时, 混合增菌液(mixed 

enrichment broth, MIX)中单增李斯特菌的菌浓度最高, 且该增菌液适用于 7 株单增李斯特菌标准菌株的增菌

过程。结论  生菜和圣女果中存在对单增李斯特菌的抑菌成分; 针对 7 株单增李斯特菌, MIX 增菌效果最佳。 
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Enrichment effects of neutralizer on Listeria monocytogenes in Lactuca  
sativa and Lycopersicon esculentum 

AN Lin, FENG Yan, JING Yu, LI Jing-Yun, CUI Sheng-Hui, YU Wen* 
(National Institute for Food and Drug Control, Beijng 100050, China) 

ABSTRACT: Objective  To evaluate the enrichment effects of 5 kinds of neutralizer-containing enrichment broths 

on Listeria monocytogenes in Lactuca sativa and Lycopersicon esculentum, and screen out an enrichment broth 

suitable for the detection of Listeria monocytogenes in ready-to-eat vegetables. Methods  The 7 strains of Listeria 

monocytogenes were quantitatively prepared as freeze-dried samples using the freeze-drying method. The 5 kinds of 

enrichment broths containing neutralizing agents, including soya casein digest lecithin polysorbate broth (SCDLP) 

and modified letheen broth (MLB), were selected as the subjects of study. Buffered peptone water (BPW) without 
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neutralizing agents was used as the control. By inoculating the freeze-dried standard strain of Listeria 

monocytogenes, the study simulated real contamination scenarios in fruits and vegetables, and investigated the 

enrichment of the bacteria in varying weights of Lactuca sativa and Lycopersicon esculentum using the enrichment 

broths with neutralizer. Based on this, 2 kinds of neutralizer-containing enrichment broths with good enrichment 

effects were selected for each type of vegetable, and their applicability was verified using the 7 freeze-dried standard 

strains of Listeria monocytogenes. Results  The freeze-dried samples of the 7 Listeria monocytogenes strains 

exhibited good uniformity and stability. For different weights of Lactuca sativa and Lycopersicon esculentum, the 

inhibition of Listeria monocytogenes enrichment increased with the increase in sample weight. Compared to BPW, all 

5 kinds of neutralizer-containing enrichment broths to alleviating the inhibitory effect of Lactuca sativa on Listeria 

monocytogenes. Furthermore, except for UPB and D/E neutralizing broth, the other 3 kinds of neutralizer-containing 

enrichment broth exhibited superior enrichment effects on Listeria monocytogenes in Lycopersicon esculentum 

compared to BPW. When the sample weight was 325 g, the mixed enrichment broth (MIX) had the highest 

concentration of Listeria monocytogenes, and this broth was suitable for the enrichment process of the 7 standard 

strains of Listeria monocytogenes. Conclusion  There are inhibitory components against Listeria monocytogenes in 

Lactuca sativa and Lycopersicon esculentum; for the 7 strains of Listeria monocytogenes, the MIX has the best 

enrichment effect. 
KEY WORDS: Listeria monocytogenes; Lactuca sativa; Lycopersicon esculentum; neutralizer; detection rate 
 
 

0  引  言 

单核细胞增生李斯特菌(Listeria monocytogenes, 以下

简称单增李斯特菌)是引发人类李斯特菌病的致病菌之一, 
主要感染途径为食品来源[1], 常见的感染表现为腹泻、发

热等, 严重时可导致败血症甚至死亡[2–7]。生食蔬菜是引发

李斯特菌病的常见原因, 全球范围内已有多起相关病例报

道。1981 年加拿大 41 人因食用被单增李斯特菌污染的凉

拌卷心菜导致病情, 其中 18 人死亡[8]。1990 年至 2005 年

间, 美国约 13%的食源性疾病暴发与生食被单增李斯特菌

污染的水果和蔬菜相关[9]。生食蔬菜由于制作简单, 营养

丰富, 无高温处理环节而成为污染单增李斯特菌的高风险

食物[10–11], 据报道, 近年来可生食蔬菜中单增李斯特菌的

检出率在 0.6%~9.1%左右, 圣女果、生菜中单增李斯特菌

的检出率相对较低, 约为 0.86%左右[12–17], 这可能与蔬菜

在种植和运输过程中加的多种添加剂及微生物检测时所处

的环境条件有关[18–19]。 
食品中食源性致病菌的分离方法通常包含前增菌、选

择性增菌及选择性培养基分离 3 个基本步骤, 其中前增菌

为微生物检测的关键步骤, 能够复苏受损的目标菌以及降

低高污染浓度背景菌的干扰。研究表明, 增菌液中的卵磷

脂、吐温 80 具有中和油性物质和防腐剂的作用[20], 磷酸盐

具有缓冲酸碱性的作用[21]。目前, 已有含中和剂的培养基

应用于化妆品中微生物检测的报道 [22]。缓冲蛋白胨水

(buffered peptone water, BPW)为常见的前增菌培养基, 在
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》等标准中被推荐使用。目前我

国标准推荐的单增李斯特菌的检测方法暂无前增菌培养步

骤, 而是将选择性培养分两步进行, 在选择性培养过程中

添加抗生素或抑菌剂等成份抑制背景微生物的生长。 
本研究选择 5 种中和剂增菌培养液, 包括大豆酪蛋白

葡萄糖卵磷酯吐温 80 培养基(soya casein digest lecithin 
polysorbate broth, SCDLP)、改良卵磷脂肉汤 (modified 
letheen broth, MLB) 、 通 用 预 增 菌 肉 汤 (universal 
preenrichment broth, UPB)、D/E 中和肉汤、混合增菌液

(mixed enrichment broth, MIX)作为研究对象, 以无中和成

分的 BPW 为对照增菌液, 选用生菜和圣女果为蔬菜基质, 
对不同重量的蔬菜, 用制备的冻干损伤菌株进行单增李斯

特菌接种, 模拟真实污染情况下的增菌过程, 考察不同重

量生菜和圣女果在中和剂增菌液中的增菌情况。在此基础

上, 针对增菌效果最好的两种增菌液, 用 7 株标准菌株冻

干损伤菌进行增菌验证, 确保方法的适用性, 旨在评估几

种不同中和剂增菌液对生菜、圣女果中的抑菌成分的中和

效果, 为提高蔬菜中单增李斯特菌的检出灵敏度提供科学

依据。 

1  材料与方法 

1.1  材  料 

1.1.1  菌  株 
单 增 李 斯 特 菌 (Listeria monocytogenes) 标 准 菌 株

CMCC(B)54012 、 CMCC(B)54008 、 CMCC(B)54009 、

CMCC(B)54010、CMCC(B)54011 均来源于中国医学微生

物菌种保藏管理中心; CICC21633 来源于中国工业微生物

菌种保藏管理中心; ATCC19115 源于美国菌种保藏中心。 
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1.1.2  仪器、试剂与材料 
Thermo1389 生物安全柜、PR205050GCN 生化培养箱

(美国赛默飞世尔科技公司); STOMA CHER400 拍打式均

质器(德国 Seward 公司); Autoflex 基质辅助激光解析电离

飞行时间质谱仪(德国 Bruker 公司); FreeZone 冷冻干燥机

(美国 Labconco 公司); IUL FLASH GO 自动菌落成像分析

系统(西班牙 IUL 公司)。 
LB1、LB2 肉汤(北京陆桥公司); 单增李斯特菌显色

培养基(广东环凯生物科技有限公司); BPW、SCDLP 液体

培养基、MLB 肉汤、UPB 增菌液、D/E 中和肉汤(北京奥

博星公司); MIX 增菌液(中国食品药品检定研究院)。各培

养基具体成分见表 1。 
 

 

表 1  各增菌液组成成分 
Table 1  Composition of the bacteria increasing solution 

成分 BPW SCDLP MLB UPB 
D/E 中 
和肉汤 

MIX

蛋白胨/(g/L) 10.0 20.0 20.0 10.0 5.0 20.0 
葡萄糖/(g/L) / 2.5 / 0.5 10.0 10.0 
氯化钠/(g/L) 5.0  5.0 5.0 5.0 / / 

牛肉浸出粉/(g/L) / / 5.0 / / 5.0 
磷酸氢二钠/(g/L) 9.0 / / 7.0 / 7.0 
磷酸二氢钾/(g/L) 1.5 2.5 / 15.0 / / 
柠檬酸铁铵/(g/L) / / / 0.1 / 0.1 

卵磷脂/(g/L) / 1.0 0.7 / 7.0 7.0 
酵母粉/(g/L) /  2.0 / 2.5 2.5 

硫代乙醇酸钠/(g/L) / / / / 1.0 1.0 
硫代硫酸钠/(g/L) / / / / 6.0 6.0 
亚硫酸氢钠/(g/L) / / 0.1  2.5 2.5 

硫酸镁/(g/L) / / / 0.25 / 0.25
吐温 80/(g/L) / / 5.0 / 5.0 5.0 
丙酮酸钠/(g/L) / / / 0.2 / 0.2 

pH 范围 7.0 7.1~7.3 7.0~7.4 6.1~6.5 7.4~7.8 7.6~8.0

注: /为无此项。表 3 同。 
 

新鲜圣女果和生菜购买于当地市场。 
 

1.2  方  法 

1.2.1  单增李斯特菌冻干菌制备 
取经基质辅助激光解析电离飞行时间质谱仪确认的 7

株单增李斯特菌标准菌株胰酪大豆胨琼脂培养基(tryptone 

soy agar, TSA)平板二代新鲜培养物, 加入无菌生理盐水中, 
调节浓度至 1.5~2.0 麦氏浊度, 按体积比 1:10 比例加至 5%
脱脂乳粉-5%海藻糖溶液中, 100 μL/瓶分装, 真空冷冻干

燥后, 进行均匀性和稳定性验证[23]。  
1.2.2  样本前处理 

用 75%酒精擦拭新鲜圣女果和生菜表面后置于塑料

盒中, 加入含有 0.1%吐温 80的无菌水中, 充分清洗后于生

物安全柜中吹干表面水分, 待用。 
1.2.3  接  菌 

将按 1.2.2 处理过的生菜和圣女果分别取 25、50、100、
200、325 和 500 g 作为样本于无菌均质袋中, 每个重量做

3 个平行, 分别加入 900 mL SCDLP、MLB、UPB、D/E 中

和肉汤、MIX 5 种中和剂前增菌培养液, 均质拍打 2 min
后, 各样本中接种 101 CFU CMCC(B)54012 冻干菌液。另

设不加菌液的样本为空白对照, 不加蔬菜的样本为阳性对

照, 于 36 ℃增菌培养 18 h。 
1.2.4   MPN 法检测及计数结果统计 

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》, 采用 MPN
法对实验组和阳性对照前增菌后培养液中的单增李斯特菌

进行计数[24]。菌落计数结果取对数后, 计算各样本增菌 18 h
后单增李斯特菌浓度的平均值及标准偏差。 
1.2.5  增菌效果适用性验证 

分别选取对 325 g 圣女果和生菜增菌效果最好的 2 种增

菌液, 用 CMCC(B)54012、CMCC(B)54008、CMCC(B)54009、
CMCC(B)54010、CMCC(B)54011、CICC(B)21633 和 ATCC(B) 
19115 对其进行验证, 方法同 1.2.2、1.2.3 及 1.2.4。 

1.3  数据处理 

采用 Excel 2019 软件进行实验数据处理、标准菌株冻

干样品均匀性单因子方差分析及图表绘制。 

2  结果与分析 

2.1  单增李斯特菌冻干菌株均匀性和稳定性检验 

对 7 种单增李斯特菌标准菌株定量冻干样品进行均

匀性和稳定性检验, 结果见表 2。均匀性随机抽取 20 瓶

冻干菌株样品进行菌落计数, 各菌株冻干样品平均浓度 
 

表 2  定量冻干菌株均匀性和和稳定性检验结果 
Table 2  Results of homogeneity and stability tests of quantitative lyophilized strains 

菌株编号  平均浓度/(CFU/瓶) (n=20) 单因子方差分析结果* –20 ℃储存 28 d 复苏率/% (n=3) 
CMCC(B)54012 (4.40±0.58)×104 F=1.923 93.3±4.2 
CMCC(B)54008 (5.00±0.45)×104 F=1.630 90.6±2.2 
CMCC(B)54009 (3.20±0.34)×104 F=0.834 98.0±3.1 
CMCC(B)54010 (3.40±0.36)×104 F=1.424 91.2±2.6 
CMCC(B)54011 (5.60±0.45)×104 F=1.923 94.6±5.7 

CICC21633 (5.40±0.36)×104 F=1.352 95.5±6.2 
ATCC19115 (6.20±0.57)×104 F=1.759 96.3±1.2 

注: *参照 CNAS-GL03, F=样品间均方/样品内均方, F 临界值=2.137, 均匀性要求 F<F 临界值。 
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为 (3.20±0.34)×104~(6.20±0.57)×106 CFU/瓶间 , 均达到

104 CFU/瓶的水平。取 20 瓶冻干样品计数结果的对数值

进行单因子方差分析, 结果显示各菌株冻干样品均符合

F<F 临界值, 表明在显著水平为 0.05 时, 所制备的单核细胞增

生李斯特氏菌冻干样品内和样品间无显著性差异, 样品均

匀性满足要求。此外, 每种菌分别取 3 个样品进行稳定性

检验 , 结果表明–20 ℃储存 28 d 后各菌株复苏率为

90.6%±2.2%~98.0%±3.1%, 可满足实验要求。 

2.2  不同重量生菜和圣女果在 5 种中和剂增菌液中

的增菌效果评价 

不同重量生菜和圣女果接种 101 CFU CMCC(B)54012 经

5 种中和剂培养液增菌 18 h 后的单增李斯特菌浓度见表 3。空

白对照结果显示, SCDLP、MLB、UPB、D/E 中和肉汤与 MIX 
5 种增菌液对单增李斯特菌的增菌量超过 7 log10 MPN/mL。当
加入重量为 25~500 g 的生菜, 相较于 BPW, 5 种中和剂增菌

液均能产生增菌效果; 当生菜为 325 g 时, MIX 和 UPB 增菌

液对单增李斯特菌的增菌浓度较高 , 分别为 (3.36±0.16) 
log10 MPN/mL 和(2.86±0.14) log10 MPN/mL; BPW 对单增李

斯特菌的增菌浓度最低, 仅为(1.99±0.04) log10 MPN/mL。与

此同时当加入圣女果时, 随着圣女果样本重量的增加, 单增

李斯特菌的增菌同样受到抑制。除 UPB 和 D/E 中和肉汤外, 
与 BPW 相比其他 3 种中和剂增菌液均有助于缓解圣女果对

单增李斯特菌的抑制作用; 当圣女果加样量为 325 g 时, 
MIX 和 MLB 培养液的增菌效果最好 , 增菌浓度达到

(2.52±0.04) log10 MPN/mL 和(2.05±0.05) log10 MPN/mL。因

此当基质为生菜时, 可选用 MIX 和 UPB 增菌液进行单增李

斯特菌前增菌; 当基质为圣女果时, 可选用 MLB 和 MIX 增

菌液进行单增李斯特菌前增菌。 

2.3  中和剂增菌液在 7 株单增李斯特菌中的适用性

验证 

根据 2.2 的结果, 当蔬菜基质重量为 325 g 时, 选用增

菌效果最优的两种中和剂增菌液, 采用 7 株单增李斯特菌

标准菌株冻干样品进行增菌效果验证。以 MIX 和 UPB 作

为生菜基质的增菌液, MLB和MIX作为圣女果基质的增菌

液, 接种 101 CFU 标准菌株经中和剂培养液增菌 18 h 后的

单增李斯特菌浓度见如图 1。 
 

表 3  不同重量生菜和圣女果经 5 种中和剂培养液增菌后的单核细胞增生李斯特菌浓度(n=3, log10 MPN/mL) 
Table 3  Concentrations of Listeria monocytogenes in Lactuca sativa and Lycopersicon esculentum of different weights after enrichment 

with 5 kinds of neutralisers (n=3, log10 MPN/mL) 

蔬菜品种 蔬菜重量/g BPW SCDLP MLB UPB D/E 中和肉汤 MIX 
空白对照 / 6.97±0.18 7.46±0.17 7.65±0.22 7.80±0.26 7.39±0.21 8.21±0.12 

生菜 

25 6.09±0.06 6.22±0.09 6.59±0.05 6.82±0.04 6.30±0.13 7.05±0.14 
50 5.52±0.05 5.55±0.09 5.78±0.11 5.88±0.09 5.77±0.12 6.22±0.09 

100 4.31±0.12 4.33±0.14 4.75±0.08 4.95±0.04 4.61±0.18 5.25±0.08 
200 3.24±0.22 3.30±0.14 3.43±0.11 3.80±0.01 3.31±0.11 4.32±0.06 
325 1.99±0.04 2.04±0.17 2.59±0.04 2.86±0.14 2.24±0.22 3.36±0.16 
500 1.09±0.06 1.11±0.08 1.22±0.09 1.47±0.21 1.20±0.12 2.04±0.03 

圣女果 

25 5.54±0.09 5.58±0.40 6.03±0.13 5.38±0.21 5.35±0.19 6.76±0.17 
50 4.47±0.24 4.58±0.25 4.70±0.26 4.46±0.36 4.45±0.41 5.40±0.14 

100 3.63±0.22 3.63±0.30 3.85±0.11 3.50±0.37 3.19±0.17 4.21±0.11 
200 2.49±0.40 2.51±0.40 2.75±0.09 2.48±0.36 2.35±0.28 3.66±0.09 
325 1.63±0.18 1.63±0.21 2.05±0.05 1.54±0.23 1.52±0.31 2.52±0.04 
500 0.93±0.06 1.16±0.18 1.37±0.30 0.85±0.36 0.80±0.31 1.96±0.03 

 

 
 

注: (a). 生菜; (b). 圣女果。 
图1  7株单增李斯特菌标准菌株在中和剂增菌液中增菌后的浓度(n=3) 

Fig.1  Concentration of 7 Listeria monocytogenes standard strains after enrichment in the neutralizer enrichment solution (n=3) 



124 食品安全质量检测学报 第 15 卷 
 
 
 
 
 

如图 1(a)所示, UPB 和 MIX 增菌液均对 325 g 生菜

基质中单增李斯特菌的增菌量达到 2.80 log10 MPN/mL
以上 , 且所有标准菌株在 MIX 增菌液中的增菌浓度均

高于 UPB 增菌液 , 7 种标准菌株增菌浓度的相差值小于

0.50 log10 MPN/mL。如图 1(b)所示 MLB 增菌液对

325 g 圣女果基质中单增李斯特菌的增菌浓度均达到

2.08 log10 MPN/mL 以上 , 其中对 CMCC(B)54009 的增

菌浓度最高 , 达到 (2.20±0.07) log10 MPN/mL。MIX 对

325 g 圣女果基质中单增李斯特菌的增菌浓度均高于

MLB, 增菌浓度为(2.49±0.11)~(2.62±0.12) log10 MPN/mL
之间。以上结果证明在 5 种中和剂增菌液中, UPB 和 MIX 增

菌液对生菜中单增李斯特菌的增菌效果最好, MLB和MIX增

菌液对圣女果中单增李斯特菌的增菌效果最好, 且以上中和

剂增菌液适用于蔬菜中单增李斯特菌的前增菌过程。 

3  讨论与结论 

本研究采用均一、稳定的定量冻干单增李斯特菌样品

进行加标处理, 客观上保证了研究过程中不同时间点、不

同样品染菌浓度的一致性, 同时也提高了实验的便捷性。

另外, 细菌在冻干过程中会受到一定的损伤[23], 在污染蔬

菜后存在修复过程[25], 使其接近自然条件下样品中污染单

增李斯特菌的状态。本研究的染菌方案为后续相关染菌研

究提供了有效的技术参考。 
化学保鲜剂具有延缓果蔬衰老、降低呼吸作用以及抑

制微生物生长繁殖的作用, 而且操作简单方便、成本低, 
在果蔬贮藏保鲜中被广泛应用[26]。防腐剂的使用是较为常

用的保鲜方法, 其可以杀死果蔬表面或内部的病原微生物, 
以保证果蔬品质延长其货架期。生菜保鲜常添加山梨酸或

苯甲酸等防腐剂[27], 而圣女果表皮往往含有涂抹油类防腐

成分如壳聚糖-花椒精油[28]。因此, 果蔬中单增李斯特菌检

验的增菌过程可能受到样本中防腐成分的抑制, 从而影响

其检出。 
本研究发现 MIX 增菌液对生菜和圣女果的增菌效果

明显优于其他增菌液。由 MIX 的成分可知, 其含有 7.0 g/L
卵磷脂、5.0 g/L 吐温 80, 这些是检测领域中常见的中和物

质, 卵磷脂的主要作用为乳化油性物质, 吐温 80 也是常用

的中和防腐剂[29]。除此之外, MIX 增菌液中含有 2.5 g/L 亚

硫酸氢钠, 亚硫酸盐不仅具有抗菌的作用[30], 还可使得体

系处于低氧还原电势, 对革兰氏阴性菌有更明显的抑菌效

果, 这可能使得体系中的杂菌生长受到限制, 而利于单增

李斯特菌的生长。 
7 株标准菌株的适用性实验同样证明了上述结果。除

MIX 的中和成分外, 其中还含有 7.0 g/L 的磷酸氢二钠, 起
到缓冲酸碱性的作用[31], 使得体系中的酸碱性更平衡, 适
宜单增李斯特菌的生长。除此之外, MIX 增菌液中的硫酸

镁和柠檬酸铁铵提供单增李斯特菌生长所必须的离子, 丙

酮酸钠作为碳源, 参与微生物的代谢反应, 使得单增李斯

特菌有更适宜的生长环境。通过比较发现, 圣女果为基质

的单增李斯特菌增菌浓度低于以生菜为基质的增菌浓度, 
这可能是由于圣女果采摘后易被碰撞破损, 因此在储藏过

程中, 常在其表面涂抹大量保鲜剂[32], 使得其需要的中和

剂多于生菜有关。除此之外, 圣女果 pH 低于生菜[16], 单增

李斯特菌适宜在中性和碱性 pH 条件下生存, 以上多种原

因导致了圣女果基质对单增李斯特菌生长的抑制大于生菜

基质。 
综上, 单增李斯特菌的生长受到蔬菜某些成分的抑

制, 因而影响其检出效果。经实验证明, MIX、UPB 可作为

生菜中单增李斯特菌检测的前增菌液, MIX、MLB 可作为

圣女果中单增李斯特菌检测的前增菌液, 以提高增菌效果, 
减少单增李斯特菌漏检的可能。 
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