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可生食蔬菜中单核细胞增生李斯特菌生存特征研究
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摘 要：目的　探究可生食蔬菜品种、温度、接种部位对单核细胞增生李斯特菌（以下简称单增李斯特菌）存活的

影响，为可生食蔬菜中单增李斯特菌的风险评估和关键控制措施提供理论依据。方法　以冻干定量单增李斯特菌

为菌株来源，以彩椒、洋葱、黄瓜、圣女果和生菜 5 种可生食蔬菜的表面和切面为单增李斯特菌的接种点，在 4 ℃、

25 °C 条件下培养 7 d，定期监测每份样本中的单增李斯特菌的菌量，对其生长情况进行分析。结果　单增李斯特

菌冻干菌种不同瓶间菌量均匀（F=1. 923，P<0. 05），-20 ℃储存 28 d 后的复苏率为 93. 3%±4. 2%。在 4 ℃条件下，

除了彩椒表面、黄瓜切面、生菜表面和生菜切面外，单增李斯特菌在其他蔬菜上放置 7 d 后均未见显著生长（δ<

0. 5 log10 CFU/mL）。在 25 ℃条件下，单增李斯特菌在彩椒、洋葱、圣女果、生菜以及黄瓜切面上均呈现为支持生长

［δ 为（1. 16±0. 35）~（2. 68±0. 18）log10 CFU/mL］。单增李斯特菌在黄瓜切面、生菜表面和切面放置 7 d 后，菌量仍持

续增长，在生菜的表面和切面生长趋势和浓度基本一致。结论　单增李斯特菌在可生食蔬菜上的存活能力与蔬菜

种类、表面与切面、储存温度等条件密切相关，温度的控制对降低其在可生食蔬菜中的风险至关重要。生菜和切后

的黄瓜作为单增李斯特菌高风险食品，应引起风险评估的重视。
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Abstract： Objective　 To investigate the impact of edible vegetable varieties， temperatures， and inoculation sites on 
the survival of Listeria monocytogenes （L.  monocytogenes）， providing a theoretical foundation for risk assessment and key 
control measures of L.  monocytogenes in edible vegetables. Methods　Freeze-dried quantitative L.  monocytogenes served 
as the strain source， with the surfaces and sections of five edible vegetables （colored pepper， onion， cucumber， virgin 
fruit and lettuce） used as inoculation sites.  The strain was cultured at both 4 ℃ and 25 ℃ for 7 days.  Regular monitoring 
of the L.  monocytogenes quantity in each sample was conducted， and growth was analyzed. Results　The quantity of 
L.  monocytogenes freeze-dried in different bottles was uniform （F=1. 923， P<0. 05）， with a 93. 3%±4. 2% recovery rate 
after 28 days of storage at -20 ℃.  At 4 ℃， L.  monocytogenes did not show significant growth on vegetables， except for the 
surface of colored pepper， cucumber slices， the surface and cut side of lettuce after 7 days on other vegetables （δ <
0. 5 log10 CFU/mL）.  At 25 ℃ ， L.  monocytogenes exhibited supportive growth on colored pepper， onion， virgin fruit， 
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lettuce and cucumber slices ［δ=（1. 16±0. 35）~（2. 68±0. 18）log10 CFU/mL］.  The quantity of L.  monocytogenes on the cut 
of cucumber， the surface of lettuce and the cut of lettuce continued to increase after 7 days of storage， with a consistent 
growth trend and concentration on the surface and cut side of lettuce. Conclusion　 The survival of L.  monocytogenes on 
edible vegetables is closely linked to vegetable species， surface and section， storage temperature and other conditions.  
Temperature control is essential to mitigate the risk in edible vegetables.  Lettuce and cut cucumbers are high risk foods for 
L.  monocytogenes and should be of particular concern for risk assessment.
Key words： Listeria monocytogenes； Edible raw vegetables； Temperature； Inoculation site； Growth potential

单核细胞增生李斯特菌（Listeria monocytogenes，

以下简称单增李斯特菌）是一种能够引起人类疾病

的食源性病原菌［1］，在 4 ℃条件下仍可生长繁殖，是

冷藏食品中威胁人类健康的主要病原菌之一［2］。据

世界卫生组织（World Health Organization，WHO）报

道李斯特菌病死亡率高达 23. 6%［3］，为有效预防单

增李斯特菌导致的感染危害，2018 年欧洲食品安全

局（European Food Safety Authority，EFSA）加强了对

蔬菜中单增李斯特菌限量的管控［4］。根据北京市卫

生健康委员会的监测数据可知［5］，2018 年 1 月 1 日

至 2020 年 12 月 31 日，由饮食不当引起的单增李

斯特菌感染病例达 134 例，分析感染源发现，凉菜

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［6］。彩椒、洋葱、黄

瓜、圣女果和生菜等可生食蔬菜为常见的凉菜制作

原料，均有污染单增李斯特菌的相关报道［7-11］，除此

之外，有些蔬菜原本不含有单增李斯特菌，但在其

保存、制作过程中，会被该菌污染［12-13］。蔬菜在运

输、售卖的过程中，常暴露在 25 ℃左右的室温下，在

家庭或餐饮场所通常在 4 ℃条件下冷藏储存，储存

时长通常在 1 周内，研究表明，储存时间和储存温

度是可生食蔬菜中单增李斯特菌污染风险的重要

因素［14］。

在不同食物中使用新鲜单增李斯特菌培养物

开展的生存特性研究较多［15-16］，ALEGBELEYE 和

SANT’ANA［15］评估了新鲜单增李斯特菌培养物在

14 种 即 食 蔬 菜 中 的 生 存 特 性 ，验 证 了 温 度（P<
0. 001）、储存时间（P<0. 001）和蔬菜种类（P<0. 001）
对即食蔬菜中单增李斯特菌的生长潜力有显著影

响。AJAYEOBA 等［16］将新鲜单增李斯特菌培养物

接种到即食蔬菜上，用特制的柠檬汁浸泡，评估特

制柠檬汁对单增李斯特菌的抑菌作用，研究证明其

对不同蔬菜种类、不同接种次数的抑菌效果有显著

性差异（P<0. 05）。但新鲜培养物不能准确反映食

品中污染单增李斯特菌的真实存活情况。截至目

前，国内未见使用定量单增李斯特菌损伤模型进行

实验条件模拟和质量控制的相关研究［17-18］，另外，以

同种可生食蔬菜的表面和切面开展的对比研究也

较为罕见［19］。本研究以单增李斯特菌（CMCC54012）
冻干菌为损伤模型，选择 4 ℃、25 ℃两种常见的蔬

菜保存温度作为温度变量，选择彩椒、洋葱、黄瓜、圣

女果和生菜 5 种常见的可生食蔬菜作为基质，以表

面和切面作为同种蔬菜的不同染菌点，探究可生食

蔬菜品种、温度和接种部位对单增李斯特菌生长状

况的影响，以期为可生食蔬菜中单增李斯特菌的风

险评估和关键控制措施提供理论依据。

1　材料与方法

1. 1　材料

1. 1. 1　菌株

单增李斯特菌（CMCC 54012）来源于中国医学

微生物菌种保藏管理中心。

1. 1. 2　主要仪器与试剂

Thermo 1389 生物安全柜（美国 Thermo 公司）；

基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱仪（Matrix-

assisted laser desorption ionization time of flight mass 
spectrometry，MALDI-TOF MS，德国 Bruker 公司）；麦

氏比浊仪（法国 BioMérieux 公司）；Eddy Jet 全自动

微生物螺旋加样系统（西班牙 IUL 公司）；荧光定量

CFX96 基因扩增仪（美国 Bio Rad 公司）；Incuell 恒

温培养箱（德国 MMM 公司）；冷冻干燥机（美国

Labconco 公司）。

胰蛋白胨大豆琼脂（Tryptose soya agar，TSA）培

养基（美国 BD 公司）；PALCAM 培养基（广东环凯生

物科技有限公司）；吐温 80（国药集团化学试剂有限

公司）。

1. 2　方法

1. 2. 1　单增李斯特菌冻干菌制备

取经 MALDI-TOF MS、实时荧光定量 PCR［20］确

认的为单增李斯特菌的 CMCC54012 TSA 平板二代

新鲜培养物，加入无菌生理盐水中，以无菌生理盐

水为空白对照，用麦氏比浊仪调节菌液浓度至 1. 5~
2. 0 麦氏浊度，按 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，

参考瞿洪仁等［18］的实验方法，用 TSA 平板进行均匀

性和稳定性验证实验［21-22］。
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1. 2. 2　蔬菜样本前处理

实验当日从市场购买洋葱、彩椒、黄瓜、圣女果

和生菜 5 种蔬菜，用 70% 乙醇溶液擦拭蔬菜表面后

置于塑料盒中，加入适量无菌 0. 1% 吐温 80 水溶液

清洗蔬菜，将清洗后的蔬菜置于生物安全柜中吹干

表面水分，待用。

1. 2. 3　蔬菜样品染菌

取 1. 2. 1 冻干菌 1 瓶，加入 1 mL 生理盐水溶

解备用。取 1. 2. 2 处理过的蔬菜样本用无菌手术

刀切成表面积大小一致、质量为 10 g 的小块，置于

50 mL 离心管中使之固定，分别在蔬菜表面和切面

滴加 6 μL 冻干菌液。将各样本分别于 4 ℃和 25 ℃
培养箱中放置，在 0、1、3、5 和 7 d 对样品中单增李

斯特菌的菌量进行检测，每次测定 3 份样品和 1 份不

加单增李斯特菌的对照样本（作为本底样本）。

1. 2. 4　蔬菜样品中单增李斯特菌计数

在离心管中加入 10 mL 无菌生理盐水和数个

3 mm 的无菌玻璃珠，涡旋 1 min 打碎蔬菜样品。参

考 SN/T 2098—2008《食品和化妆品中的菌落计数

检测方法  螺旋平板法》，取 0. 1 mL 样品悬液于

Eppendorf 管中，依次用无菌生理盐水制成 1∶10、
1∶100、1∶1 000、1∶10 000 的样品匀液，将全自动螺

旋 加 样 系 统 调 至 E50 模 式 ，吸 取 样 品 匀 液 ，在

PALCAM 平板上进行涂布，每个稀释度涂两块平

板，（36±1）℃培养 24~48 h。用微生物计数系统对

中心凹陷黑色、周边灰绿色的典型菌落进行计数，

计算 3 个平行样本的平均值及标准差。用初始浓度

和终浓度的差值计算生长潜力（Growth potential，
δ），对生长趋势曲线进行作图，并标明标准误差线，

用 SPSS22. 0 软件对温度、接种部位（表面或切面）

进行单因素方差分析。若本底样本中未检出单增

李斯特菌，则实验结果有效；反之，则实验结果

无效。

1. 2. 5　生长潜力（δ）计算

按 1. 2. 4 步骤对蔬菜样本中的单增李斯特菌

计数，将计数结果取对数后，与起始染菌浓度的对

数值之差即为生长潜力。当 δ ≥0. 5 log10 CFU/mL
时，说明该条件支持单增李斯特菌的生长，描述为

支持生长；当 δ<0. 5 log10 CFU/mL 时，说明该条件不

支持单增李斯特菌的生长［23］。

2　实验结果

2. 1　单增李斯特菌冻干菌均匀性和稳定性测试

结果

取 20 瓶冻干菌进行浓度检测，平均浓度为

（4. 4±0. 58）×106 CFU/瓶，对 20 瓶冻干样品检测结

果对数值进行单因子方差分析显示，不同瓶间菌浓

度均匀（F=1. 923，P<0. 05）。对冻干后的样品进行

稳定性监测显示，-20 ℃储存 28 d 后的复苏率为

93. 3%±4. 2%。

2. 2　单增李斯特菌在彩椒上的生长趋势

在彩椒表面，4 ℃和 25 ℃条件下单增李斯特菌

呈现不同程度支持生长，其中 25 ℃条件下的生长浓

度显著高于 4 ℃（P<0. 05），在放置 5 d 后，表面单增

李斯特菌浓度开始下降；而在彩椒切面上，仅 25 ℃
条件下支持生长，其生长浓度高于彩椒表面，而在

4 ℃条件下未见支持生长（图 1a）。

2. 3　单增李斯特菌在洋葱上的生长趋势

在洋葱上，25 ℃条件下，表面和切面污染的单

增李斯特菌均呈现为支持生长，其中表面的浓度显

著高于切面（P<0. 05）；在 4 ℃条件下，表面和切面

污染的单增李斯特菌均未见支持生长（图 1b）。

2. 4　单增李斯特菌在黄瓜上的生长趋势

在黄瓜上，表面和切面污染的单增李斯特菌在

4 ℃和 25 ℃放置均呈现为支持生长，表面污染的样

品 3 d 后呈现明显的下降趋势；切面污染样品中单

增李斯特菌的生长浓度高于表面污染样品，在放置

到 7 d 时，切面的菌量达到最高（图 1c）。

2. 5　单增李斯特菌在圣女果上的生长趋势

在圣女果上，25 ℃条件下，切面和表面污染的

单增李斯特菌均呈现为支持生长，其中切面的生长

浓度高于表面；4 ℃条件下，切面污染的单增李斯特

菌在放置 3~5 d 时呈现为支持生长，但生长浓度低于

25 ℃，而表面污染的样品中未见支持生长（图 1d）。

2. 6　单增李斯特菌在生菜上的生长趋势

在生菜上，4 ℃和 25 ℃条件下放置的样品中，

表面和切面污染的单增李斯特菌均呈现为支持生

长，25 ℃放置的样品中生长浓度极显著高于 4 ℃放

置的样品（P<0. 01）；同样温度条件下，切面与表面

污染的样品中，单增李斯特菌的生长趋势未见显著

性差异（P>0. 05）（图 1e）。

2. 7　单增李斯特菌在不同生食蔬菜中放置 7 d 的

生长潜力对比

4 ℃和 25 ℃条件下，单增李斯特菌在不同生食

蔬菜中放置 7 d 的生长潜力对比见表 1。
由表 1 可知，放置 7 d 后，4 ℃条件下，黄瓜切

面、彩椒表面、生菜表面及切面均可支持单增李斯特

菌的生长（δ≥0. 5 log10 CFU/mL），其中，圣女果切面

的单增李斯特菌生长潜力为（0. 49±0. 20）log CFU/g，
与判定是否支持生长的数值极为接近；在 25 ℃条件

下，除黄瓜表面，其他接触面单增李斯特菌的浓度

均呈现为支持生长（δ≥0. 5 log10 CFU/mL）。

——1706



可生食蔬菜中单核细胞增生李斯特菌生存特征研究——景宇，等

3　讨论

本研究结果表明，染菌后在 25 ℃条件下放置的

蔬菜上，单增李斯特菌在 5 种蔬菜的表面和切面均

出现不同程度生长，与 KROFT 等［19］得出的常温下

几乎所有蔬菜都能不同程度地支持单增李斯特菌

生长结论一致。蔬菜中含有糖、蛋白、有机酸、水分

等，可为单增李斯特菌的生长提供较为丰富的营

养［24］。在生长趋势上，不同蔬菜间存在一定的差

异，在彩椒、生菜和圣女果表面与切面、黄瓜表面随

着在 25 ℃条件下放置时间的延长，浓度增长出现了

平缓或下降的趋势，这可能与蔬菜组织中水分流失

较快，导致微生物生长达到停滞阶段有关［25］。其中

黄瓜（放置 7 d）和圣女果（放置 5 d）切面的单增李

斯特菌浓度均达到了 107 CFU/g 以上，显著高于其

他样品，这可能与黄瓜和圣女果的切面中相对湿度

显著高于其他蔬菜相关［8］。放置 7 d 后，彩椒、黄瓜

和圣女果切面的单增李斯特菌浓度均高于表面，而

洋葱的切面低于表面，这可能与洋葱汁中含有丰富

的蒜素类化合物有关，蒜素和二硫化合物可以与类

似半胱氨酸的、具有巯基（-SH）的化合物相互反应，

阻止其与蛋白结合，这种反应可以抑制细菌繁殖，

使得洋葱切面的菌浓度较低［26］。

本研究结果表明，染菌后在 4 ℃条件下放置的

蔬菜上，单增李斯特菌在洋葱及圣女果表面的浓度

几 乎 不 变 ，与 OLAIMAT 等［14］研 究 结 果 一 致 ，与

KROFT 等［19］得出的 4 ℃条件时，单增李斯特菌在常

见的生食蔬菜中浓度降低的结论不一致，这种结论

差异可能与染菌浓度不同、菌体活性差异、实验用

蔬菜的个体差异等有关。相关研究表明，低温条件

下微生物的呼吸作用及其他一些代谢过程微弱，导

致繁殖速度受限［27］。在黄瓜表面和圣女果切面浓

度出现增长，但随着放置时间的延长，浓度进入了

平台期或略有下降，相关研究表明，在低温下，维生

素等营养成分会由于氧化作用而减少［28］，这导致随

着时间的推移，供应菌株生长的营养成分不足。放

置 7 d 后，彩椒表面的单增李斯特菌浓度显著高于

切面，与 25 ℃放置的情况相反，这可能与温度越低

彩椒切面的辣椒素抑菌作用越明显有关［29］，使得彩

椒切面辣椒素的抑菌作用超过营养物质的增菌作

用，表现为切面的菌不生长。由 4 ℃和 25 ℃的单增

李斯特菌生存特性差异可知，温度的控制对降低其

在可生食蔬菜中的风险至关重要。

根据本研究中生长潜力的结果来看，在两种温

度下放置 7 d 内，单增李斯特菌在生菜表面和切面、

黄瓜切面上都可以持续生长。相关研究表明［8］，不

同接种面的生存特性差异可能与接种面的表面结

表 1　4 ℃和 25 ℃条件下单增李斯特菌在人工污染生食蔬菜

中放置 7 天的生长潜力

Table 1　Growth potential of Listeria monocytogenes in different 
raw vegetables at 4 ℃ and 25 ℃ after 7 days

蔬菜品种

彩椒

洋葱

黄瓜

圣女果

生菜

生长潜力 δ（log10 CFU/mL）
4 ℃

表面

0.90±0.42
0.02±0.41

-0.08±0.26
0.11±0.49
1.73±0.61

切面

-0.17±0.21
-0.10±0.19

2.03±0.11
0.49±0.20
1.55±0.46

25 ℃
表面

1.16±0.35
2.29±0.04
0.40±0.21
1.82±0.64
2.52±0.16

切面

2.05±0.42
1.68±0.29
2.68±0.18
2.40±0.44
2.37±0.19

图 1　单增李斯特菌在不同生食蔬菜中的生长潜力

Figure 1　Growth potential of Listeria monocytogenes in different raw vegetables
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构、成分、可利用的营养物质以及水分活性有关，黄

瓜切面具有 0. 992±0. 002 的高水分活度和 5. 70~
6. 45 的中等 pH 范围［30］，这可能为单增李斯特菌的

生长提供了适宜条件。生菜在采摘后仍能继续呼

吸，在高温条件下呼吸速率加快，其呼吸作用导致

表面水蒸气散失［25，31］，增加了其储存条件的相对湿

度，这有可能是生菜的表面及切面在放置 7 d 内仍

使得单增李斯特菌浓度持续增加的原因。除此之

外，本研究发现，单增李斯特菌的生长趋势和浓度

在生菜切面与表面上基本一致，可能是由于生菜的

表面积大、叶片薄、组织脆弱，因此其表面和切面的

成分差别不大所致［32］。

本实验采用了同批次、均一、稳定的定量冻干

单增李斯特菌污染可生食蔬菜样品，客观上保证了

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。本方法与其他相关研究［33］

的结论差异，可以由冻干细菌在适当条件下的修复

能力更高来解释，在冷冻过程中，冻干细菌会受到

一定的损伤，而这种损伤是可逆的，在污染蔬菜后

可以恢复生长能力［34］，更接近自然条件下样品中污

染单增李斯特菌的状态，而新鲜菌株原始活性高，

污染蔬菜后存活能力往往下降。本染菌方法与

BARDSLEY 等［8］、OLAIMAT 等［14］采用新鲜培养物

染菌的方法不同，为后续相关染菌研究提供了有效

的技术参考。

综上所述，单增李斯特菌在可生食蔬菜上的存

活能力与蔬菜种类、表面与切面、储存温度等条件

密切相关，温度的控制对降低其在可生食蔬菜中的

风险至关重要。生菜和切后的黄瓜作为单增李斯

特菌高风险食品，尤其应引起风险评估的重视。
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