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摘要: 目的 研究不同分离培养基对纯菌及实际样品中单核细胞增生李斯特菌的分离效果。方法 根据 GB 4789． 30—
2010 单核细胞增生李斯特菌检验方法，比较了本实验室制备的单核细胞增生李斯特菌显色培养基 ( L． MONO) 、PAL-
CAM 及 4 种商品化显色培养基( CHＲOMagar、厂家Ⅰ、厂家Ⅱ和厂家Ⅲ) 的性能。结果 6 种培养基的选择性之间差异
有统计学意义( P ＜ 0． 01) ，L． MONO 和 Ⅲ最好，其次为 CHＲOMagar 和厂家Ⅰ，厂家Ⅱ和 PALCAM 较差。49 份样品阳性
率为 28． 57%，L． MONO 和厂家Ⅲ检出阳性符合率为 100%，无假阳性和假阴性; CHＲOMagar 阳性符合率为 92． 9%，厂家
Ⅰ和厂家Ⅱ阳性符合率最差，PALCAM 阳性样品完全检出，但有太多假阳性。结论 L． MONO 性能达到甚至更优于
CHＲOMagar，采用特异性更高的水不溶性显色剂可有效避免非特异性菌 β葡萄糖苷酶的表达及脂肪沉淀环扩散引起的
干扰和假阳性，也能有效解决现有显色培养基制备中配套试剂混匀困难的问题，是一种更为高效的单核细胞增生李斯
特菌显色培养基。
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Ｒesearch on the chromogenic medium efficiency of high
specific Listeria monocytogenes
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Abstract: Objective To evaluate the performance of different isolation medium in Listeria monocytogenes of pure bacteria and
actual samples．Methods The performance of L． MONO chromogenic culture medium that made by our lab was compared with
PALCAM and 4 commercial chromogenic media( CHＲOMagar，manufacturer Ⅰ，Ⅱ，Ⅲ) according to GB 4789． 30—2010 Food
microbiological examination: Listeria monocytogenes． Ｒesults The selectivity difference of the 6 selective media was statistical
significance( P ＜ 0． 01) ． L． MONO and Ⅲ were the best，followed by CHＲOMagar and Ⅰ，Ⅱand PALCAM were poor． The to-
tal positive rate of the 49 samples was 28． 57% ． The positive rate of L． MONO and Ⅲwere all 100%，with no false positive and
false negative． The positive rate of CHＲOMagar showed 92． 9% ． Ⅰand Ⅱ had the worst positive rate． There were too many
false positives of PALCAM although true positive samples were completely detected． Conclusion The performance of L． MONO
was achieve even better than CHＲOMagar． By using the high specificity of water insoluble chromogenic agent，it can effectively
avoid interference and false positive caused by nonspecific β glucosidase expression and lecithin halo spread． It also can effec-
tively solve the difficulty in mixing the corollary reagent of the existing chromogenic media． L． MONO is a more efficient Listeria
monocytogenes chromogenic medium．
Key Words: Listeria monocytogenes; Chromogenic medium; Isolation; Identification

李斯特菌属( Listeria． spp) 经常存在于各种动物和
环境中，来源于土壤和水中的李斯特菌可能污染人类
消费品，特别是即食食品［1 － 2］。与其他常见致病菌相
比，单核细胞增生李斯特菌的感染率虽然较低，但致
死率高达 20% ～50%［3］。因此，高效精确地从食品等
样品中分离和鉴别出单核细胞增生李斯特菌，对食品
质量控制和疾病预防治疗有重要意义。ISO、FDA 及
我国卫生部推荐的标准方法和替代方法是用 PAL-

CAM 和显色培养基进行检测和 分 离［4 － 7］。传 统 的
PALCAM 经过长期的应用验证，能有效地分离李斯特
菌，但无法区分致病和非致病的李斯特菌，另外许多
七叶苷阳性的菌也会产生大量的假阳性及干扰［8］。
近年来兴起的李斯特菌显色培养基，采用属特异性
β － 葡萄糖苷酶和磷脂酰肌醇或胆碱酶显色技术，由
于特异性较差，实际样品检测中会产生较多的假阳
性。平板制备时对磷脂酰肌醇或胆碱配套试剂要求
严格，温度过高会产生絮状物，难以观察到菌落特征，
温度过低又易凝固而不能再次加热溶解。本实验室
针对上述存在问题研发出新的单核细胞增生李斯特
菌显色培养基，通过对其性能进行探讨，为食品中单
核细胞增生李斯特菌的分离鉴别提供更好的方法。
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1 材料与方法

1． 1 材料
1． 1． 1 菌株 单核细胞增生李斯特菌 43 株、其他李
斯特菌 13 株、其他菌 73 株( 包含链球菌 4 株、肠球菌
3 株、葡萄球菌 16 株、芽胞杆菌 14 株、肠杆菌科及真
菌 36 株) 由本实验室保存。
1． 1． 2 样品 食品样品 49 份( 水产品 10 份、肉 11
份、青菜 14 份、巴氏奶 3 份、即食食品 4 份、冷冻食品
7 份) 采自本地超市、市场及餐饮店。
1． 2 仪器与试剂 AP4000 全自动螺旋接种仪( 美国
SBI 公司) ; Smartcounter 自动菌落计数仪 ( 广东环凯
微生物科技有限公司) ; 脉冲均质器( 广东环凯微生物
科技有限公司) ; 电热恒温培养箱。LB1 增菌液 ( 批
号: E0323Y) ; LB2 增菌液 ( 批号: E0340Y) ; PALCAM
平板( 批号: E0462Y) ; 自制单核细胞增生李斯特菌显
色培养基 L． MONO、Chromagar ( 批号: 000174 ) 、厂家
Ⅰ( 批号: 150326) 、厂家Ⅱ( 批号: 20130515 ) 、厂家Ⅲ
( 批号: E0330Y) ; MID Listeria 李斯特菌生化鉴定条
( 批号: B0042D) 。
1． 3 方法
1． 3． 1 目标菌的生长显色 冻干菌种复苏后取第三
代新鲜培养 24 h 的单核细胞增生李斯特菌制成 0． 5
麦氏浊 度 菌 悬 液，10 倍 梯 度 稀 释 至 103 cfu /ml，取
100 μl螺旋接种到 L． MONO、PALCAM 和另外 4 种显
色培养基平板上，以 TSA 为参照，( 36 ± 1 ) ℃ 培 养
24 h，观察单核细胞增生李斯特菌在 6 种培养基上的
生长情况。
1． 3． 2 非目标菌的特异性和选择性 将 13 株非单
核细胞增生李斯特菌的脑心浸液过夜肉汤，用 1 μl 接
种环在平板上四区划线，( 36 ± 1) ℃培养 24 h 观察菌
特征。将 73 株其他菌的脑心浸液过夜肉汤，用 1 μl
接种环在平板上平行划 6 条直线，同时以 TSA 为参
照，( 36 ± 1) ℃培养 24 h。培养后按以下方法对培养
基计算生长指数 G: 每条有比较稠密菌落生长的划线
则 G 为 1，每个培养皿上最多为 6 分。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 =0。记录每个平板的得分总和得到 G。非目标菌
的生长指数一般 G≤1。
1． 3． 3 实际样品分离 以无菌操作取样品 25 g( ml)
加入含 225 ml LB1 增 菌 液 的 均 质 袋 中，脉 冲 均 质
2 min。( 30 ± 1) ℃培养 24 h，取 0． 1 ml 转接于 10 ml
LB2 增菌液，( 30 ± 1) ℃培养 24 h。取 LB2 增菌液划
线接种于 PALCAM 和 5 种显色培养基上，( 36 ± 1 ) ℃
培养 24 h。单核细胞增生李斯特菌在 L． MONO 上典
型菌落为蓝绿色光滑规则小菌落; 在 PALCAM 上典型
菌落为小灰黑色菌落，周围有棕黑色水解圈; 在其他
李斯特显色培养基上为蓝绿色小菌落，周围有乳白色
脂肪沉淀环。

1． 3． 4 分离株的鉴定 每种平板各挑取 3 个单菌落
进行革兰染色和氧化酶试验，然后制成菌悬液，采用
MID Listeria 生化鉴定条对 6 种培养基分离到的疑似
菌株进行鉴定。

2 结 果

2． 1 目标菌的生长显色 43 株单核细胞增生李斯特
菌在 L． MONO 上 呈 现 蓝 绿 色 光 滑 规 则 小 菌 落; 在
PALCAM 上黑色小菌落，周围培养基上有黑色素圈，
有些菌落中心凹陷; 在另外 4 种显色培养基上为蓝绿
色光滑规则小菌落，周围有乳白色脂肪沉淀环。
2． 2 非目标菌的特异性和选择性 13 株非单核细胞
增生李斯特菌在 6 种培养基上的特征见表 1。在 L．
MONO 上伊氏李斯特菌显出与单核细胞增生李斯特
菌相同的蓝绿色，其他李斯特菌为无色菌落，能与单
核细胞增生李斯特菌明显区分。在 CHＲOMagar、厂家
Ⅰ、厂家Ⅱ、厂家Ⅲ 4 种显色培养基上伊氏李斯特菌
为蓝绿色菌落，周围有乳白色脂肪沉淀环，其他的李
斯特菌为蓝绿色菌落无乳白色沉淀环，在与单核细胞
增生李斯特菌或蜡样芽胞杆菌等卵磷脂酶阳性的菌
同时存在时易引起干扰。

在 PALCAM 上伊氏李斯特菌与其他李斯特菌和
单核细胞增生李斯特菌一样呈黑色小菌落，周围有黑
色晕圈，部分菌落中心凹陷，无法将单核细胞增生李
斯特菌及伊氏李斯特菌与其他非致病性李斯特菌区
分开。

73 株非李斯特菌包含葡萄球菌属、芽胞杆菌科、
肠球菌属、链球菌属、肠杆菌科、假单胞菌属、弧菌属、
念珠菌、酵母菌、霉菌。在 L． MONO 上 4 株不能完全
抑制，分别为 1 株金黄色葡萄球菌、1 株梭状芽胞杆
菌、1 株坚强芽胞杆菌、1 株大肠埃希菌，但均为无色
菌落，能与单核细胞增生李斯特菌明显区分; PAL-
CAM 上 29 株不能抑制，分别为葡萄球菌 16 株、芽胞
杆菌 12 株、大肠埃希菌 1 株，芽胞杆菌为黑色菌落，
周围有黑色晕环与目标菌菌落相近，难以区分; 在
CHＲOMagar 和厂家Ⅰ上均有 8 株不能抑制，分别为葡
萄球菌 2 株、芽胞杆菌 5 株、大肠埃希菌 1 株，其中 3
株蜡样芽胞杆菌显蓝绿色较大菌落，周围有乳白色脂
肪沉淀环，1 株梭状芽胞杆菌与 1 株坚强芽胞杆菌显
蓝绿色较大菌落; 厂家Ⅱ有 27 株不能抑制，分别为葡
萄球菌 16 株、芽胞杆菌 10 株、大肠埃希菌 1 株，其中
3 株蜡样芽胞杆菌显蓝绿色较大菌落，周围有乳白色
脂肪沉淀环，1 株梭状芽胞杆菌、1 株坚强芽胞杆菌显
蓝绿色较大菌落; 厂家Ⅲ有 4 株不能抑制，分别为 1
株金黄色葡萄球菌、1 株梭状芽胞杆菌、1 株坚强芽胞
杆菌、1 株大肠埃希菌，其中梭状芽胞杆菌和坚强芽胞
杆菌为较大蓝绿色菌落。L． MONO 及 CHＲOMagar、
厂家Ⅰ、厂家Ⅱ、厂家Ⅲ 4 种显色培养基对芽胞杆菌
属、葡萄球菌属等抑制较差。方差分析结果表明，6 种
培养基的选择性之间差异有统计学意义( P ＜ 0． 01 ) ，
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L． MONO 和厂家Ⅲ最好( 94． 52% ) ，其次为 CHＲOMa-
gar( 89． 04% ) 和厂家Ⅰ( 89． 04% ) ，厂家Ⅱ( 63． 01% )

和 PALCAM( 60． 27% ) 较差。

表 1 13 株非单核细胞增生李斯特菌在 6 种培养基上的特征

细菌名 菌株数( 株) L． MONO PALCAM CHＲOMagar 厂家Ⅰ 厂家Ⅱ 厂家Ⅲ

伊氏李斯特菌 Listeria ivanovii 2 B BLACK B /HALO B /HALO B /HALO B /HALO

西氏李斯特菌 Listeria seeligeri 2 C BLACK B B B B

格氏李斯特菌 Listeria grayi 2 C BLACK B B B B

威尔士李斯特菌 Listeria welshimeri 2 C BLACK B B B B

英诺克李斯特菌 Listeria innocua 5 C BLACK B B B B

注: B: 蓝绿色; C: 无色; HALO: 脂肪水解圈阳性。

2． 3 实际样品分离 综合所有培养基分离及鉴定结
果，49 份样品中共检出 14 份阳性，阳性率为28． 57%。
L． MONO 分离到 14 份阳性，目标菌为蓝绿色小菌落，
背景菌为无色。PALCAM 分离到 21 份阳性，黑色菌
落周围有黑色晕环。CHＲOMagar 分离到 13 份阳性，
厂家Ⅰ分离到 11 份阳性，厂家Ⅱ只分离到 6 份阳性，
厂家Ⅲ分离到 14 份阳性，目标菌为蓝绿色小菌落，周
围有乳白色脂肪沉淀环，背景菌中有大量蓝绿色菌落
和无色菌落。

14 份阳性样品中，水产品 3 份( 鱿鱼、罗非鱼、黄
花鱼) 、肉类 2 份( 肉糜、猪肉) 、蔬菜 3 份( 香菇 2、金
针菇) 、巴氏奶 1 份、冷冻产品 4 份 ( 冻羊肉卷、冻鸡
腿、冻鸡翅 2) ，单核细胞增生李斯特菌在多种食品基
质中均存在，在冷冻产品中污染机率相对较高，这与
其本身耐低温的习性有一定关系。其中 L． MONO 单
核细胞增生李斯特菌显色培养基和厂家Ⅲ李斯特菌
显色培养基分离的 14 份阳性样品上的可疑菌株，经
鉴定为单核细胞增生李斯特菌，检出率为 28． 57%，阳
性符合率为 100%，无假阳性和假阴性; PALCAM 传统
培养基检出的 21 份阳性样品中 14 份确认阳性，检
出率为 42． 86%，阳性符合率为 100%，假阳性率为
33． 3% ; CHＲOMagar 检出的 13 份疑似阳性样品经确
认均 为 阳 性，检 出 率 为 26． 53%，阳 性 符 合 率 为
92． 9% ; 厂家Ⅰ分离到的 11 份阳性样品均确认为阳
性，检出率为 22． 45%，阳性符合率为 78． 6% ; 厂家Ⅱ
分离到的 6 份疑似阳性样品确认均为阳性，检出率为
12． 24%，阳性符合率为 42． 8%，假阴性率为 57． 2%。

3 讨 论

传统培养基 PALCAM 是基于 Van 等人研究开发
的用于从食品样品中分离李斯特菌属的成熟培养
基［9］。国内外标准均推荐此培养基用于分离单核细
胞增生李斯特菌和其他李斯特菌。所有李斯特菌均
能水解七叶苷形成棕黑色复合物，无法区分致病性单
核细胞增生李斯特菌与其他李斯特菌。葡萄球菌、链
球菌、肠球菌、芽胞杆菌等在 PALCAM 上能生长的七
叶苷阳性菌也会产生与单核细胞增生李斯特菌相近
的特征，很难区分。在实际样品检测中，PALCAM 特

异性差的问题会极大增加用于后续鉴定的人力、物
力、财力，检验效率低下。

李斯特菌显色培养基以李斯特菌属特异的 β －
葡萄糖苷酶和单核细胞增生李斯特菌及伊氏李斯特
菌特异的磷脂酰肌醇 /磷脂酰胆碱酶开发，所有李斯
特菌本身显蓝绿色菌落，单核细胞增生李斯特菌 /伊
氏李斯特水解磷脂酰肌醇 /磷脂酰胆碱产生水不溶性
脂肪，在菌落周围形成乳白色沉淀环，伊氏李斯特菌
虽然特征与单核细胞增生李斯特菌一致，但只对动物
致病，在食品中极少见，因此李斯特菌的显色培养基
能够有效将致病性的单核细胞增生李斯特菌与无害
李斯特菌区分开来，特异性明显比 PALCAM 高［10 － 15］。
现行国内外标准中也推荐李斯特菌显色培养基与
PALCAM 配合使用，这有利于减少样品中存在的其他
李斯特菌和背景菌对单核细胞增生李斯特菌检测的
掩蔽问题，从而最大限度地减少漏检的风险。很多其
他菌也是 β － 葡萄糖苷酶阳性［16 － 17］，显蓝绿色菌落，
当单核细胞增生李斯特菌产生的乳白色沉淀环扩散
时极易引起 β － 葡萄糖苷酶阳性菌的假阳性。

L． MONO 以单核细胞增生李斯特菌的磷脂酰肌
醇特异性磷脂酶( PI － PLC) 毒力因子作为特异性酶，
酶底物水可溶，显色基团附着在菌落上显蓝绿色，其
他李斯特菌及杂菌为无色。色素不在培养基中扩散，
不易引起干扰。水溶性显色底物包含在基质中，省去
了将磷脂酰肌醇 /磷脂酰胆碱混匀成均一悬浊液的过
程，倾注平板时对温度要求相对较低，培养基的制备
更便捷易操作。通过加入磷霉素钠、萘啶酮酸等抑菌
剂抑制芽胞杆菌的生长，其选择性更高。单核细胞增
生李斯特菌显色培养基 L． MONO 能有效解决特异性
及现有显色培养基制备中配套试剂混匀困难的问题
及杂菌的干扰，是一种更为高效的分离和鉴别单核细
胞增生李斯特菌的显色培养基。
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Phuangthip 于 2000 年 － 2002 年证实在海产品中检出
的副溶血性弧菌中产毒株仅占 5． 3%［7］，提示要确定
导致发病的菌株和流行株，还应确认患者和食品中分
离到的细菌是否具有同样产毒基因型。

到目前为止，国内外针对副溶血性弧菌 TDH 的
检测应用研究，大多数采用的是分子生物学技术，如
多重 PCＲ、实时 PCＲ、核酸杂交和斑点 ELISA 等利用
免疫学技术的研究不多。还未见有使用分子克隆技
术结合磁性荧光纳米标记技术用于副溶血性弧菌
TDH 的检测报道。本研究选取副溶血性弧菌特异性
的 TDH 作为检测靶基因，利用 PCＲ 技术对副溶血性
弧菌 TDH 基因进行扩增，通过基因克隆技术，再结合
磁性荧光纳米颗粒标记技术，灵敏度可达到 10 cfu /ml。
通过与其他非靶细菌实验验证，结果显示所建立的方
法特异性非常高，可以 100%检测出产 TDH 副溶血性
弧菌。

此外，还对该方法进行了敏感性试验。实验模拟
不同种类样品进行敏感性试验，模拟样品中产 THD
的副溶血性弧菌浓度为 1 cfu /ml ～ 105 cfu /ml，灵敏度
比事先研究的食品污染物中产 SEB 的金黄色葡萄球
菌试纸条灵敏度提高了 100 倍。由于该技术具有高
效、高通量、低成本和速度快等优点，目前该试剂正在

测试，可以说是食源性致病菌快速检测技术的重要开
发方向。
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