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摘"要!目的"研究采自产地的鲜活贝类中单核细胞增生李斯特菌#单增李斯特菌$的污染状况’毒力基因分布与

耐药性" 方法"对采自产地的 #&& 份鲜活贝类!按照 Be6R1435)-&(#&!&)食品安全国家标准 食品卫生微生物学

检验 单核细胞增生李斯特氏菌检验*进行单增李斯特菌的分离与鉴定%采用 g=UYO2e>MSU纸片扩散法测定分离株的

耐药性%通过 aH/法分析分离株 5 个毒力基因#包括 %-/0’%(*1’&(’’$*#0’2$%’23(0’%(*0’4%(’23(1$" 结果"在 #&& 份

鲜活贝类中!共检出阳性样品 1 份##)&*$%有 ! 株缺失 23(1基因!! 株缺失 4%(基因%分离株对氨苄青霉素’庆大霉

素等一线临床治疗药物敏感!但有 # 株对四环素和复方新诺明同时耐药!! 株对复方新诺明和氧氟沙星耐药"

结论"采自产地的鲜活贝类存在单增李斯特菌的污染!分离株毒力基因有一定程度缺失!提示初级水产品中的单

增李斯特菌污染需引起关注!并且需要继续加强食品中该菌的耐药性监测"
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""单核细胞增生李斯特菌# 52,#.-2$ 4)3)*’#)6.3.,"
以下简称单增李斯特菌$是危害公共卫生和食品安
全的一种重要人畜共患致病菌"可引起脑膜炎(败
血症和流产等"孕妇(新生儿(老年人和免疫缺陷病
人是该菌的易感人群+ 发病率虽然不高"但死亡率
可高达 -&*+ 该菌被世界卫生组织#FJD$列为四
大重要食源性致病菌之一"也被列为 #! 世纪对中国
人卫生健康具有重大影响的 !# 种病原微生物之一+
近年来国内开展多项针对生肉(熟肉制品(即食食
品(冷冻水产品等食品中单增李斯特菌的监测 )!2-* "
但鲜见鲜活海产贝类污染状况报道+ 海产贝类作
为我国重要的水产品"多生活在近海(河口附近"生
存环境较易受到污染"贝类在滤食水体中饵料的同
时也增加了富集有害因子的风险&另一方面"部分
消费者为了追求口感与鲜味"往往将贝类稍微加热
就食用"甚至完全生食"增加了受污染贝类传播食
源性疾病的隐患+ 开展贝类中单增李斯特菌的检
测(毒力分析与耐药性的研究"有利于进一步明确
该菌在食品中的污染状况"了解食品分离株的毒力
分布与耐药趋势"为贝类中危害因子的风险监测及
临床治疗提供参考依据+

!"材料与方法
!)!"材料
!)!)!"样品及标准菌株

栉孔扇贝(太平洋牡蛎(紫贻贝(四角蛤蜊(菲

律宾蛤仔(青蛤(文蛤等样品共 #&& 份"采自辽宁(河
北(山东三省部分贝类养殖区"冷藏条件下 #1 . 内
运到实验室+ 单增李斯特菌标准菌株 #0RHH
!5!!%$(药敏试验质控菌株大肠埃希菌 #0RHH
#’5##$(金黄色葡萄球菌#0RHH#’5#-$均购自美国
模式培养物集存库+
!)!)#"主要仪器与试剂

胰酪胨大豆肉汤(李氏增菌肉汤 Ee(脑心浸液
肉汤(!*盐酸吖啶黄(!*萘啶酮酸盐(a0EH0Z
琼脂(羊血琼脂平板(单增李斯特菌生化鉴定套
装(Z2J培养基均购自北京陆桥技术股份有限公
司"单增李斯特菌显色培养基#郑州博赛生物技术
股份有限公司$ +

根据单增李斯特菌感染临床治疗常用抗生素
的应用"结合研究需要"选择如下药敏纸片%链霉
素(庆大霉素(亚胺培南(丁胺卡那霉素(氨苄青霉
素(环丙沙星(卡那霉素(氯霉素(美罗培南(氟甲砜
霉素(四环素(氧氟沙星(哌拉西林(舒巴坦2氨苄青
霉素(他唑巴坦(诺氟沙星(利福平(红霉素(复方新
诺明(万古霉素均购自美国 D<D;:+

单增李斯特菌毒力基因 #包括 %-/0(%(*1( &(’(
$*#0(2$%(23(0(%(*0(4%((23(1$扩增用引物由上海生
工生物工程有限公司合成"引物名称(序列等见表
!+ 细菌基因组 :K0提取试剂盒 )天根生化科技
#北京$有限公司*"=$>酶(:K0分子量 :E#&&& 均
购自宝生物工程#大连$有限公司+

表 !"单增李斯特菌 3 种毒力基因 aH/扩增引物
R>YNS!"aU=WSUP9?U3 [=UMNS@8SAS@SP?952,#.-2$ 4)3)*’#)6.3.,

毒力基因 引物序列#’i2-i$ 扩增产物大小6Y] 扩增条件

%-/0

&(’

$*#0

2$%

23(0

23(1

%(*0

%(*1

4%(

L%HHH00BR0BH0BB0H0RBH
/%0RH0H000BHRH0HB0B
L%0HBH0BR000R0H0RR0BRB
/%00R000HRRB0HBBHH0R0H
L%BH0BHB0H0B0R0BHB00B0
/%H0BRH00HBHHR0HB00B0H
L%RRRBHR000BHBBBR0RHRH
/%0BHHBRBB0RBRR0RHBR0R
L%HHBH0HRH0HR00HRR0B0B
/%BRRBRRRHRRRBHHBRHH0H
L%00RH0HRRRHRRRBB0BH0R00RBBR0R00BRB
/%BRRHH0RH00H0RH0R00HRR0HRBRBR000HH
L%00BRRB0BR0HB00dRBHRHR0HRRRBRRB
/%00H0H000HB0RBRH0RRBR0HH00H00HR0B
L%B0R00HHHB0H000R0HRB0HBR000R0H
/%RH0RHRB0BH0000RHRRRRRBHR0HH0RBRH
L%B00B00RBRHB0H0H0BBHRR0
/%BB0HHB0RBB0RHH000RBHRR

’4! 参照文献)1*

-4# 参照文献)’*

14# 参照文献)’*

#&’ 参照文献)’*

’3& 参照文献)’*

’%# 参照文献)%*

%&& 参照文献)%*

’&- 参照文献)%*

%31 参照文献)4*

!)#"方法
!)#)!"菌株的分离与鉴定

按照国家标准 Be6R1435)-&!#&!&,食品安全

国家标准 食品卫生微生物学检验 单核细胞增生李斯
特氏菌检验- )3*进行单增李斯特菌的分离与鉴定+
!)#)#"毒力基因检测
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将分离(鉴定(纯化后的单增李斯特菌接种于
脑心浸液肉汤中"-& (过夜培养+ 培养物基因组
:K0提取按试剂盒操作说明进行+ 各毒力基因
aH/扩增条件见表 !+ 试验设置单增李斯特菌标准
菌株#0RHH!5!!%$为阳性对照"灭菌去离子水作为
阴性对照+ aH/产物经 !)&*琼脂糖凝胶电泳分
析"阳性 aH/产物由上海生工生物工程有限公司测
序做进一步确认+
!)#)-"药敏试验

按我国出入境检验检疫行业标准 VK6R!511!#&&4
,动物及其制品中细菌耐药性的测定 纸片扩散
法- )5*进行分离株的药敏试验及判定+

#"结果
#)!"鲜活贝类样品中单增李斯特菌检测结果

对本研究采集的 #&& 份贝类样品进行单增李斯
特菌检测"在 # 份四角蛤蜊(! 份紫贻贝(! 份菲律宾
蛤仔样品中分离出目标菌"阳性检出率为 #)&*+
将 1 份阳性样品中分离得到的单增李斯特菌分别编
号为 #&!’VL11(#&!’VL13(#&!’VL!13(#&!’VL!53+
#)#"分离菌株药敏试验结果

1 株单增李斯特菌分离株的药敏试验结果见表
#+ 有 # 株菌同时对复方新诺明和四环素耐药"有
! 株菌对复方新诺明和氧氟沙星耐药+

表 #"1 株分离株药敏试验结果
R>YNS#"0@T=Y=?T=8PMP8S]T=Y=N=TO?91 52,#.-2$ 4)3)*’#)6.3.,PTU>=@P

抗生素
浓度

6#!A6片$
菌株编号

#&!’VL11 #&!’VL13 #&!’VL!13 #&!’VL!53

环丙沙星 ’ ; V ; ;

氯霉素 -& V V V ;

氟甲砜霉素 -& V V V V

氨苄青霉素 !& V V V V

亚胺培南 !& V V V V

庆大霉素 !& V V V V

链霉素 !& ; V V V

复方新诺明 #’ / / V /

诺氟沙星 !& V ; V ;

他唑巴坦 !!& V V V V

四环素 -& / / V V

丁胺卡那霉素 -& V V V V

美罗培南 !& V V V V

卡那霉素 -& V V V V

氧氟沙星 ’ ; ; V /

舒巴坦2氨苄青
霉素

#& V V V V

哌拉西林 !&& V V V V

红霉素 !’ V V V V

万古霉素 -& V V V V

利福平 ’ V V V V

注%;为中介&V 为敏感&/为耐药

#)-"分离菌株毒力基因检测结果
1株单增李斯特菌分离株的主要毒力基因 aH/检

测结果见表 -+ 有 #株菌分别缺失23(1和4%(基因+

表 -"1 株单增李斯特分离株毒力基因分析
R>YNS-"j=UMNS@8SAS@S>@>NOP=P?91 52,#.-2$ 4)3)*’#)6.3.,PTU>=@P

单增李斯特菌
毒力基因

%-/0 &(’ $*#0 2$% 23(0 %(*0 %(*1 23(1 4%(
#&!’VL11 k k k k k k k k k
#&!’VL13 k k k k k k k k k
#&!’VL!13 k k k k k k k k l
#&!’VL!53 k k k k k k k l k
0RHH!5!!% k k k k k k k k k

-"讨论
通过多年的监测"我国在生畜禽肉(肉制品(蔬

菜(冷饮(乳制品等多种食品中分离到了单增李斯
特菌"水产品中也有检出报道"主要为冻鱼等冷冻
水产加工品 )!2-* + 由于单增李斯特菌是一种典型的
耐冷性细菌"因此冷冻水产品在加工(储藏等环节
更容易污染单增李斯特菌+ 养殖(捕捞环节的污染
状况目前鲜有报道"本文针对较易受污染的鲜活贝
类开展研究"分离到 1 株单增李斯特菌"表明在贝类
养殖或捕捞环节中也存在单增李斯特菌的污染情
况"提示水产品原材料(养殖捕捞环境中单增李斯
特菌污染也需要关注"建议消费者在食用贝类时"
应当充分加热"摒弃生食(半生食贝类的饮食习惯"

避免引发食源性疾病+
单增李斯特菌的致病性与毒力基因密切相关"

缺失一个或多个毒力基因将导致其致病性的下降
甚至完全消失+ 单增李斯特菌的毒力基因主要分
布于 E;a;2! 与 E;a;2# 两个毒力岛上"其中 E;a;2! 包
含 %-/0(%(*0( &(’(4%(( $*#0(%(*1共 % 个毒力基因"
E;a;2# 包含 2(30(2(31共 # 个毒力基因+ 本研究从鲜
活贝类中分离到的 1 株单增李斯特菌中"有 # 株分
离株检测到 3 个目标毒力基因"有研究表明 )!* "毒
力基因的检测结果与溶血试验(小鼠致病力没有必
然联系"毒力基因的表达水平与致病力的关联性更
强 )!&* "因此这 # 株分离株是否具有致病力还需进一
步验证+ 分离株 #&!’VL!53 缺失 23(1基因"该基因
编码表面蛋白内化素 e#=@TSU@>N=@ e$"它的缺失将
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导致菌体丧失对宿主细胞黏附与侵入的能力 )!!* &分
离株 #&!’VL!13 缺失 4%(基因"该基因编码锌依赖
金属蛋白酶#_=@8WST>NN?]U?TS>PS$参与单增李斯特
菌在细胞间的直接传递"避免被体液免疫系统清
除"并且可以激活磷脂酶 H#aH2aEH$"该基因的缺
失将使菌体丧失在细胞间传递的能力"并间接导致
aH2aEH功能的缺失 )!#* + 有研究表明 )!-* "食品中分
离到的单增李斯特菌"4%(基因缺失情况十分普遍&
23(1基因在前几年的研究中尚未见缺失情况 )!-* "但
近年来该基因缺失的报告逐渐增多 )!1* + 对在自然
界中广泛分布的单增李斯特菌而言"某些毒力基因
也许并不是其生存与繁殖所必须的"在长期的进化
过程中"部分单增李斯特菌可能会采取自动清除部
分毒力基因的策略"从而保证这类菌株能更好地适
应其生存环境 )!’* +

单增李斯特菌在发现之初"对大多抗生素均敏
感+ 但随着抗生素在医疗及畜牧业的广泛使用甚
至滥用"导致单增李斯特菌的耐药状况日趋严重+
本研究分离到的 1 株单增李斯特菌对氨苄青霉素(
庆大霉素等临床一线治疗药物均敏感"对二线治疗
药物中的红霉素(万古霉素敏感"但有 - 株对复方新
诺明耐药"1 株对氧氟沙星(环丙沙星(诺氟沙星出
现中介"这也与前期发现的单增李斯特菌对沙星类
药物中介率高的情况吻合 )!%2!4* "说明存在一定耐药
情况+ 研究表明 )!3* "甲氧苄啶耐受基因由质粒
];a3#- 携带"该质粒在金黄色葡萄球菌(枯草芽胞
杆菌(大肠埃希菌中广泛存在"并且可在上述细菌
中传递"这也可能是近年来单增李斯特菌对复方新
诺明耐药率增加的原因+ 虽然本研究结果表明分
离株对多数抗生素耐药性不高"临床用药前景比较
乐观"但结合近几年食品中单增李斯特菌耐药性分
析结果"仍然需要密切监测耐药性的变化趋势+ 四
环素极少用于治疗李斯特菌病"但单增李斯特菌耐
四环素的比例很高"本研究也发现在 1 株分离株中
有 # 株耐受四环素"这与四环素曾长期作为动物生
长促进剂在动物饲料中添加有关"从而导致细菌对
四环素类的耐药情况日趋严重+ 细菌主要是编码
外输泵蛋白(核糖体保护蛋白(灭活或钝化四环素
的酶来实现耐受四环素"目前已知的四环素耐药基
因有 #& 余种+ 接合转座子 =3?@A 是散播 #.##9$介
导的四环素耐药的重要载体"能在不同的菌间转
移 )!5* + 本课题组也将进一步分析分离株的耐药基
因"以期解析其耐药分子机制+
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