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工厂中环境和海产品加工前后的微生物学检验

卢红梅， 张义明
（贵州工业大学 化学与生物工程学院，贵州 贵阳""###$）

摘 要：检测了!个海产品加工厂的环境及加工前后海产品样品的菌落总数（个／56!，个／7或个／

68）、李斯特氏菌和单核细胞增生李氏菌数（每.##56!，.##7或.##68样品的9:*数），其结

果如下：!个工厂对应样品的菌落总数及其分布规律相接近，但李斯特氏菌和单核细胞增生李氏菌

的出现率和数量却相差很大；单核细胞增生李氏菌数都低于或远低于李斯特氏菌，且单核细胞增

生李氏菌与李斯特氏菌的数量和分布呈正相关；加工后海产品中的李斯特氏菌和单核细胞增生李

氏菌可能来自原料和加工过程；环境中李斯特氏菌和单核细胞增生李氏菌主要来自原料)
关键词：菌落总数；李斯特氏菌；单核细胞增生李氏菌；微生物学检验

中图分类号：;+!#.)$ 文献标识码：<

7+8$"9+"’"3+8&’:./0"(;%-+$"%<.%0&%6=.&(""6=&<>’./9.("$.
&%6&(0.$?$"8.//+%3

8=>’?7@6,A， B><*CDA@6A?7
（EF,6A5G(G?HIA’(’7A5G(J?7A?,,KA?7E’((,7,，CLAMF’L=?AN,KOAPQ’R;,5F?’(’7Q，CLAMF’L""###$）

@9/0$&80：;F,,?NAK’?6,?POG6-(,OG?HO,GR’’HOG6-(,OS,R’K,G?HGRP,KPF,OPGKPA?7’RPT’O,GR’’H
-K’5,OOA?7-(G?POT,K,P,OP,HA?P,K6O’RG,K’SA5SG5P,KAG(5’L?P（EU=／56!，EU=／7’KEU=／68），

!"#$%&"’#(()G?H !"#$%&"’ *+,+-.$+/%,%#（-,K.##56!，.##7’K.##6(OG6-(,’O 9:*
H,P,K6A?GPA’?），G?HPF,K,OL(POOF’T,HPF,R’((’TA?7O：;F,G,K’SA5SG5P,KAG(5’L?POG?HPF,
HAOPKASLPA’?A?PF,OG6-(,O’SPGA?,HRK’6PF,PT’-(G?POT,K,OA6A(GKTAPF,G5F’PF,K，SLPPF,9:*
H,P,K6A?GPA’?OG?HHAOPKASLPA’?’R!"#$%&"’#(()G?H!"#$%&"’*+,+-.$+/%,%#T,K,’SNA’LO(QHARR,K,?P
TAPF,G5F’PF,K；;F,G6’L?P’R!"#$%&"’*+,+-.$+/%,%#A?5K,GO,HTAPFPF,G6’L?P’R!"#$%&"’#(()；

;F,9:*H,P,K6A?GPA’?O’R!"#$%&"’*+,+-.$+/%,%#T,K,(,OO’K6L5F(,OOPFG?PF’O,’R!"#$%&"’
#(()；;F,!"#$%&"’#(()G?H!"#$%&"’*+,+-.$+/%,%#A?PF,O,GR’’H-K’HL5P6A7FP5’6,RK’6PF,
-K’HL5PA’?-K’5,OOG?HPF,6GP,KAG(O，G?HPF,6GP,KAG(OK,OL(P,HPF,FA7F,K9:*H,P,K6A?GPA’?OA?
,?NAK’?6,?POG6-(,O)
A.1B"$6/：G,K’SA5SG5P,KAG(5’L?P；!"#$%&"’#(()；!"#$%&"’*+,+-.$+/%,%#；6A5K’SA’(’7A5G(P,OP

单核细胞增生李斯特氏菌（!"#$%&"’*+,+-.$+0
/%,%#），又名单核细胞增生李氏菌，广泛地存在于各

种食品和环境中)其中食品是最主要的传染源，菌

体是通过接触食物的表面而进入食物的［.，!］)单核
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细胞增生李氏菌的检测普遍采用增菌、分离、鉴定

等方法，目前已有多种方法对该菌进行分离、鉴定!
作者采用"#$（"%&’(%)&*+%),#&)%-)(-$(.)%*/)&*+%）

00123—0推荐的以456（4’7*85()9’(6(+&:）和56
（5()9’(6(+&:）为增菌液的二级增菌法［;］，56还是

<#4=（<%*&’-#&)&’94’>)(&7’%&+?=.(*@A,&A(’）使

用的第二级增菌液!由于增菌液的选择性及七叶苷

被李斯特氏菌（!"#$%&"’9>>!）利用后与铁离子产生

的颜色反应，使得该法被广泛地使用［B，C］!D=EF=G
琼脂被"45（"%&’(%)&*+%),4)*(H5’-’()&*+%）推荐为

单核细胞增生李氏菌的检测平板!D=EF=G中的化

学药品和抗菌剂能抑制非李斯特氏菌的生长［I］!由
于菌体的溶血作用，可将单核细胞增生李氏菌、西

尔李氏菌（!(#%%)"*%&"）在JK=（J%:)%@’-:)’7+,H8
9*9).)(）上与其它李斯特氏菌区分开［L］!然后再通

过对鼠李糖和木糖的不同利用，而将单核细胞增生

李氏菌和西尔李氏菌区分开［M］!
本试验的目的在于检测海产品加工前后及加

工环境的菌落总数（=’(+N*@N)@&’(*),@+A%&）、单核细

胞增生李氏菌、李斯特氏菌的数量及分布规律!

! 材料与方法

!"! 对照菌株

试验 所 用 对 照 菌 株 为 单 核 细 胞 增 生 李 氏 菌

（!"#$%&"’+,-,./$,*%-%#），#@+&&=，血清型BN，菌株

为美国马萨诸塞州大学食品科学系4(!O!JE’P*%
所藏!
!"# 样品

从1333年00月到1330年C月，共分析了1个

海产品加工厂的03B个环境样品，C3个海产品和01
个解冻冰冻虾仁的盐水样品!其中环境样品用无菌

海绵取样法，海产品样品则是取加工前后的海产

品，这1个工厂一个是取打捞上岸的海鱼腹部的

肉，再将鱼皮剥去（0号工厂）；另一个则是将冰冻虾

仁用盐水解冻、沥干后上浆、裹粉即可包装（1号

工厂）!
!"$ 增菌液与增菌培养

根据"#$00123—0的两级增菌法，采用456和

56为增菌液［;］!对于环境和海产品样品，采用;管

最大可能数法（;管GDQ法）将每个样品与456按

0R03、0R033和0R0333的稀释度准备;组2个试样

（若染菌程度较高，可增加稀释倍数），放入;LS恒

温室内培养1B，BM:，分别将颜色变黑的玻璃瓶或

试管内的溶液混匀，吸取3!07E加入灭菌调配好

的2!27E56试管中，;LS恒温培养BM:，对颜色

变黑的试管（阳性）进行下一步的分离操作!
!"% 选择性分离平板

将二级增菌液56中的阳性样品（溶液变黑的

试管）混匀，用划线法在JK=［L］和D=EF=G琼脂平

板［I］上分离!在;LS下培养BM:，单核细胞增生李

氏菌和西尔李氏菌都在血红色的JK=上呈3!C!
0!C77左右的淡黄色菌落，菌落周围有透明圈，同

时在紫外灯（;II%7）下所有李斯特氏菌呈现荧光!
在D=EF=G琼脂平板上，单核细胞增生李氏菌的

菌落则呈直径为3!C!0!C77、带灰绿色中心凹陷

的黑色菌落，且菌落周围有较大的黑色区域!
!"& 菌株鉴定

参照对比菌株在各培养基上的特征，从JK=
和D=EF=G上分别挑选C个典型菌落按划线法在

含3!I.／-E酵母膏的胰酪胨大豆琼脂（T#=UJ）［M］

上再次分离!经过;LS、1B:的培养，菌落应呈现

均匀的半透明、微凸起、直径为0!3!1!377的纯

菌落，从BCV倾角观察呈现淡蓝至蓝灰色!若菌落不

纯，应挑选典型菌落再次分离!将T#=UJ上的纯菌

落再次接种到JK=（来自D=EF=G）和D=EF=G
（来自JK=）以检查在不同培养基上菌落的典型性；

利用T#=UJ上的纯菌落可分析血清学类型（应为

0型或B型）、革兰氏类型（应呈阳性）、有过氧化氢

酶活性，镜检应呈短杆状和带翻转的运动性；同时

将T#=UJ上的菌体接种于T#6UJ试管内，培养过

夜，再接入紫色的碳水化合物肉汤［M］中，;LS培养

C!L-，单核细胞增生李氏菌由于可利用鼠李糖而

使试管内的溶液从紫色变成黄色，由于不能利用木

糖而使该试管紫色不变；西尔李氏菌对鼠李糖、木

糖的利用则相反!
!"’ 计数

!!’!! 琼脂平板计数0 菌落总数的测定采用琼脂

平板 计 数 法，将3!07E不 同 稀 释 度 的 样 品 在

T#=［M］上均匀涂布，13S培养;-后，在菌落计数

机上计数，由平板菌落数和稀释度可算出样品的菌

落总数（个／@71、个／.或个／7E）!
!!’!# GDQ计数法 单核细胞增生李氏菌、李斯

特氏菌的计数采用;管GDQ法，样品按稀释度分

的;组2个样（每组;个重复）中，海产品的量分别

为03，0，3!0.；环境样品分别代表03，0，3!0@71的

面积；盐水量分别为03，0，3!07E!每个样品中只要

出现一个或几个能被确定的单核细胞增生李氏菌

就呈阳性，李斯特氏菌则根据56试管呈阳性的个

数来计算!若样品的染菌程度较大，可加大稀释度，

使整个样品组中至少有一个为阴性，就可利用;管
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!"#法的图表查出每$%%&、$%%’()或$%%(*样

品的微生物数量+

! 结果与讨论

!"# 菌落总数

从表$，)可得出海产品加工厂环境与海产品

加工前后的菌落总数及其分布规律+
!+#+# 对环境样品$ 从$号工厂的,-远低于,$，

,)，,.；)号工厂的,.远低于,$，,)，,-+说明墙壁

样品的菌落总数较其它样品低得多+从$号工厂的

,.远高于,$，,)，,-；)号工厂的,$远高于,)，

,.，,-+说明无论温度的高低如何，一直处于潮湿状

态的排水沟样的菌落总数较其它样（包括干燥的排

水沟）高得多+
!+#+! 对海产品样$$号工厂和)号工厂海产品

加工前后的菌落总数介于环境样品之间+$号工厂

海产品加工前后的菌落总数变化不大，)号工厂除

少数样外，冰冻虾仁原料的菌落总数都高于加工后

的样品，解冻盐水的菌落总数与原料接近+另外，)
号工厂原料加工前的菌落总数高于$号工厂的原

料，)个工厂产品的菌落总数很接近+这说明原料经

过加工后，若加工前菌落总数不高，加工后变化就

不大；若加工前菌落总数较高，加工后有所降低，也

说明加工过程不会导致菌落总数的增加+

表# #号工厂各样品的菌落总数

$%&"# ’()*&+,&%,-()+%.,*/0-+01.%0-!# 个／,2!，个／3或个／24

日期 ,$ ,) ,. ,- 加工前 加工后 海产品种类

$$／$/／%% 0+0%1$%2 /+.%1$%2 $+$.1$%3 !$+%%1$%. /+%1$%. )+4%1$%- 螃蟹

$$／)0／%% 3+)%1$%2 -+4%1$%2 /+2%1$%3 !$+%%1$%. 2+3%1$%4 3+-%1$%2 鳕鱼

$)／$.／%% $+/%1$%/ !$+%%1$%- -+-%1$%3 !$+%%1$%$ -+2%1$%- -+%%1$%- 比目鱼

$)／)4／%% 2+/%1$%- .+$%1$%- .+2%1$%3 !$% #" #" #"
$／$%／%$ !$+%%1$%- !)+)%1$%. $+).1$%3 .+4%1$%. .+/%1$%/ -+$%1$%- 黑线鳕

$／)-／%$ /+/%1$%/ !$+-%1$%- $+.)1$%3 !.+%%1$%$ -+4%1$%- !$+)%1$%- 螃蟹

)／3／%$ $+.%1$%/ !$+%%1$%. $+2%1$%0 !$+/%1$%$ .+%%1$%- !4+2%1$%- 螃蟹

%)／))／%$ !2+%1$%. -+$%1$%2 )+%31$%3 !)% $+-41$%/ !)+)1$%- 海鲈鱼

.／3／%$ $+.21$%/ 4+$%1$%. -+2%1$%3 !$% .+)%1$%. /+-%1$%/ 鳕鱼

.／)$／%$ !$%%% .+)%1$%- 0+.%1$%4 !$% 3+2%1$%/ )+$$1$%2 比目鱼

-／-／%$ .+-%1$%/ .+.%1$%- 4+4%1$%4 !$% /+.%1$%2 0+0%1$%2 鲑鱼

-／$0／%$ 3+4%1$%/ 3+.%1$%. 0+/%1$%2 !$% !4+%%1$%$ !$+%1$%$ 鳕鱼

/／)／%$ 3+3%1$%- /+)%1$%- 4+%%1$%4 !$% .+.%1$%- .+-%1$%- 比目鱼

注：,$指螃蟹加工线前的排水沟（干燥）；,)指鱼肉加工线旁的排水沟（干燥）；,.指原料冷藏间内排水沟（潮湿）；,-通风道下

螃蟹加工线旁的墙壁；#"指无样品+

表! !号工厂各样品的菌落总数

$%&"! ’()*&+,&%,-()+%.,*/0-+01.%0-!! 个／,2!，个／3或个／24

日期 ,$ ,) ,. ,- 加工前 加工后 盐水

$$／$/／%% 3+/%1$%3 )+2%1$%3 !$+-1$%- )+2%1$%- .+)%1$%4 .+-%1$%2

$$／)0／%% )+))1$%3 0+-%1$%/ !$+%1$%. !$+%1$%. 0+.%1$%/ 2+2%1$%/

$)／$.／%% $+3-1$%3 /+$%1$%/ !$% !$% $+-1$%/ 4+)%1$%/ $+%%1$%2

$)／)4／%% $+0)1$%2 4+2%1$%/ !$+%1$%) .+$%1$%- #" #" #"
$／$%／%% 4+/%1$%4 -+3%1$%2 .+0%1$%) 0+/%1$%- 3+/%1$%2 -+3%1$%/

$／)-／%$ )+0%1$%3 )+0%1$%2 !2+%1$%) $+%41$%- $+221$%2 !2+%%1$%. #"
)／3／%$ )+0%1$%3 .+$%1$%4 $+-%1$%- 3+2%1$%. $+/31$%4 $+%$1$%/

)／))／%$ /+%%1$%4 -+%%1$%2 !2+%1$%) $+%)1$%- 2+0%1$%/ $+2%1$%/

.／3／%$ 4+/%1$%2 /+/%1$%2 !/+%1$%$ .+%%1$%. $+.21$%/ /+-%1$%/

.／)$／%$ $+.21$%4 /+$%1$%2 3+%%1$%. $+.$1$%/ /+.%1$%- .+2%1$%2

-／-／%$ $+)%1$%2 $+%01$%4 $+%31$%- $+.21$%/ .+.%1$%2 -+2%1$%/

-／$0／%$ 3+2%1$%/ .+2%1$%2 $+-%1$%- $+3-1$%/ $+%/1$%4 0+%%1$%/

注：,$指解冻罐旁的排水沟（潮湿）；,)指包装机旁的排水沟（干燥）：,.指裹粉机旁的墙壁；,-指裹粉机的底座；#"指无

样品+
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!"! 李斯特氏菌和单核细胞增生李氏菌

由表!和表"可得出海产品加工厂的环境与海

产品加工前后的李斯特氏菌和单核细胞增生李氏

菌的数量及分布规律#

表# $号工厂每$%%&’!，$%%(或$%%’)样品中李斯特氏菌／单核细胞增生李氏菌的*+,数

-./"# *+,01213’45.24657863!"#$%&"’#(()／!"#$%&"’*+,+-.$+/%,%#45$%%&’!，$%%(63$%%’)7.’9:1459:.52!$

日期 $% $& $! $" 加工前 加工后 海产品种类

%%／%’／(( )&／( *#%／!#+ *#%／*#% (／( (／( (／( 螃蟹

%%／&*／(( (／( *#%／*#% &!／!#+ (／( &!／( %’／!#+ 鳕鱼

%&／%!／(( !#+／( (／( "!／!#+ (／( (／( (／( 比目鱼

%&／&)／(( (／( (／( %%／)#! (／( ,- ,- ,-
%／%(／(% (／( (／( +#&／! (／( (／( (／( 黑线鳕

%／&"／(% !#+／( (／( (／( (／( (／( (／( 螃蟹

&／.／(% (／( (／( (／( (／( (／( %’／( 螃蟹

(&／&&／(% (／( (／( (／( (／( (／( !#+／( 海鲈鱼

!／.／(% !#+／( !#+／( (／( (／( (／( (／( 鳕鱼

!／&%／(% (／( (／( !#+／( (／( (／( (／( 比目鱼

"／"／(% (／( (／( "+(／*! (／( %’／( %%((／( 鲑鱼

"／%*／(% *#%／( (／( %’／*#% (／( (／( (／( 鳕鱼

’／&／(% !#+／( (／( !#+／( (／( !#+／( &!／( 比目鱼

注：$%指螃蟹加工线前的排水沟（干燥）；$&指鱼肉加工线旁的排水沟（干燥）；$!指原料冷藏间内排水沟（潮湿）；$"通风道下

螃蟹加工线旁的墙壁；,-指无样品#

表; !号工厂每$%%&’!，$%%(或$%%’)样品中李斯特氏菌／单核细胞增生李氏菌的*+,数

-./"! *+,01213’45.24657863!"#$%&"’#(()／!"#$%&"’*+,+-.$+/%,%#45$%%&’!，$%%(63$%%’)7.’9:1459:.52!!

日期 $% $& $! $" 加工前 加工后 盐水

%%／%’／(( !&"(((／!&"((( &"(／&"( (／( &!／( *!／ ""(／( )&／(
%%／&*／(( !&"(((／!&"((( !*(／!*( (／( (／( &"((／( "+(／( &!／&!
%&／%!／(( %%((／+" *!／( (／( (／( !&"(((／( "+(／!#+ %’((／&!
%&／&)／(( !&"(((／!&"((( !*／( &!／( )#!／( ,- ,- ,-
%／%(／(( "+(／"+( "+(／( (／( &!／!#+ !+／( &"(／! *#%／(
%／&"／(% &!／&! "+(／%%(( (／( *#%／( %%((／!#+ %’(／( ,-
&／.／(% *!／*! %’((／%’(( &!／( (／( &"(／( "+(／( %"／(
&／&&／(% )’(／%"( %%(((／&! (／( (／( &%／( &"(／( &"(／(
!／.／(% +#&／( &"(／&! (／( !#+／( "!／%’ !+(／*#% )#&／!#+
!／&%／(% &"(／*! %%((／%’ &!／( *#%／( &"(／( "+(／( "+(／(
"／"／(% &*／( "+((／*! (／( *#%／( %%((／( %%((／( &"(／(
"／%*／(% *!／*! %%((／"! &!／*#% "!／( "+((／( "+((／( %%((／(
’／&／(% "!／!#+ %’((／!*( (／( (／( "+(／( &"(／( %%(((／(

注：$%指解冻罐旁的排水沟（潮湿）；$&指包装机旁的排水沟（干燥）：$!指裹粉机旁的墙壁；$"指裹粉机的底座；,-指无

样品

!#!#$ 对环境样品 与菌落总数的分布规律一

致，&个工厂墙壁样的李斯特氏菌和单核细胞增生

李氏菌的出现率和数量都低于或远低于其它样品#
特别是%号工厂，其$"的李斯特氏菌和单核细胞

增生李氏菌的检出率为零#但%号工厂与&号工厂

一直处于潮湿状态的排水沟样的李斯特氏菌和单

核细胞增生李氏菌的出现率和数量却相差很远#&

个工厂中李斯特氏菌的出现率和数量明显高于同

一样品的单核细胞增生李氏菌，且单核细胞增生李

氏菌的数量随李斯特氏菌数量的增加而增加#
!#!#! 对海产品样品%&号工厂海产品在加工前

后及解冻盐水中李斯特氏菌的出现率为%((/，%
号工厂的在!(/左右，且数量上也要低得多；%号

工厂海产品在加工前单核细胞增生李氏菌的出现
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率为零，加工后有检出，但很低，说明原料未感染单

核细胞增生李氏菌，加工过程中有感染的可能但数

量不大；!号工厂海产品在加工前后及解冻盐水中

单核细胞增生李氏菌的出现率为"#$左右，从其分

布来看，单核细胞增生李氏菌的来源可能是原料、

解冻盐水或加工过程%

! 结 论

&）比较!个工厂的所有样品，对应样品的菌落

总数相接近；李斯特氏菌和单核细胞增生李氏菌的

出现 率 和 数 量 相 差 非 常 大，这 主 要 来 自 原 料 的

影响%

!）对环境样品，菌落总数、李斯特氏菌数量和

单核细胞增生李氏菌数量的分布规律都是墙壁最

少，设备底座其次，干燥排水沟较多，而常常处于潮

湿状态的排水沟最多%
"）对海产品而言，其菌落总数、李斯特氏菌和

单核细胞增生李氏菌的数量介于环境样品之间，单

核细胞增生李氏菌的出现率和数量都低于或远低

于李斯特氏菌%
’）从海产品与环境间的关系上，在菌落总数方

面相关性较小（可能未体现出来），但在李斯特氏菌

和单核细胞增生李氏菌方面存在相互影响，即环境

中的菌体在加工时可进入海产品，而海产品加工前

（原料）的菌体量较大时，也能在环境中大量检出%
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