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携带质粒李斯特菌耐药及重金属抵制特性研究 
 

张辉，包红朵，周艳，张莉莉，王冉 

（江苏省农业科学院 农业部农产品质量安全控制技术与标准重点实验室，江苏省畜禽产品安全性研究重点实验

室，江苏南京 210014） 

摘要：鉴定单核细胞增生性李斯特菌（Lm）携带质粒特性，分析携带质粒 Lm 对抗生素、重金属镉及苯扎氯铵的敏感性。结果

表明，11株 Lm 携带内源性质粒；所有 Lm 菌株对阿莫西林、红霉素和利福平均敏感（22/22），对头孢拉定 100%耐药（22/22）；其中

5 株对盐酸万古霉中度耐受，部分菌株对盐酸环丙沙星（17/22）、硫酸新霉素（16/22）及盐酸四环素素（9/22）具有一定耐受性。耐

镉分析表明，菌株对重金属镉呈现抵制特性（14/22），且均为携带质粒菌株；而在苯扎氯铵敏感性检测中，仅 3株携带质粒 Lm 菌株

对苯扎氯铵具有抵制性。对 Lm 菌株进行噬菌体杀菌检测，结果均能够被噬菌体识别并裂解。综上所述，Lm 分离株耐药性增强，且

对苯扎氯铵和镉有抵制特性，而噬菌体能够杀灭抵制菌株，为控制耐药及抵制性菌株污染提供了新途径。 
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Abstract: The major aims of this study included the characterization of plasmids carried by Listeria monocytogenes (Lm), and an in-depth 

analysis of the sensitivity of plasmid-carrying Lm towards antibiotics, the heavy metal cadmium, and benzalkonium chloride. The results of this 

study showed the presence of endogenous plasmids in 11 Lm strains. All Lm strains displayed average sensitivity to amoxicillin, erythromycin, 

and rifampicin (22/22), and 100% resistance to cefradine (22/22). Five strains showed intermediate resistance to vancomycin hydrochloride, 

while some strains were resistant to ciprofloxacin (17/22), neomycinsulphate (16/22), and tetracycline hydrochloride (9/22). The analysis of 

cadmium resistance showed the presence of plasmids in all strains resistant to the heavy metal cadmium (14/22). In contrast, only three of the 

plasmid-carrying Lm strains were determined to be resistant to benzalkonium chloride. All Lm strains were identified and lysed via the phage 

sterilization method. In summary, although the plasmid-carrying Lm isolates displayed increased drug-, benzalkonium chloride-, and 

cadmium-resistance, they were susceptible to phage action. Therefore, the results of this study indicate a novel method for the control of drug 

resistance and pollution by resistant-bacteria. 
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李斯特菌(Listeria)是重要的食源性人畜共患病

原，目前国际上公认的李斯特菌共有七个种，其中单

核细胞增生性李斯特菌（L. monocytogenes, Lm）是重

要的食源性人兽共患病原菌。调查研究表明，96%李

斯特菌病例都是由 Lm 1/2a，1/2b 和 4b血清型引发的，

主要表现为胃肠炎、败血症、脑膜脑炎和流产等，死 
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亡率高达 25~30%
[1]。早在 1926 年，首次从患有败血

症的兔子和豚鼠中分离出该病原，而在 1929年丹麦首

次报导由李斯特菌引发的病例。李斯特菌病在工业化

程度高的国家报道较多，在非洲、亚洲和南美洲报道

较少，发达国家李斯特菌病的临床发病率较高；据美

国疾病控制中心(CDC)进行的流行病学研究表明，美

国每年约有 1600~2500 例李斯特菌病发生。目前 Lm

在食品中检出率呈上升趋势，在国内，近年来 Lm 在

食品中的总检出率高达 9.7%
[2]。在国外，美国和加拿

大曾爆发过 6 起重大的李斯特菌病，而这都与食用了

污染李斯特菌的食品有关，2008年，加拿大 1 名消费
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者被证实是因为食用 Lm 污染的熟肉制品而致死；

2009~2010 年，先后在美国和加拿大都发生多次因李

斯特菌污染而导致的食品召回事件
[3]
，其污染状况令

人堪忧。 

目前，在动物性食品生产及加工中，都是利用化

学方法来控制致病菌的污染和传播的，而针对李斯特

菌患者均通过抗生素治疗，因此导致了化学杀菌剂和

抗生素的频繁使用，已使 Lm 对其产生抵制（耐药）

特性，其不仅能够具有较强的耐受性，且能够适应不

同压力生长环境，有报道称导致其多重耐药及环境适

应性的原因是其内部质粒的转移[4~5]。因此，本研究通

过对 Lm 分离株内源性质粒鉴定，分析携带质粒菌株

对抗生素、化学消毒剂及重金属镉的耐受性，并利用

噬菌体来作用于宿主菌，评价携带质粒 Lm 菌株的生

物学特性。 

1  材料与方法 

1.1   菌株与试剂 

1.1.1  菌株及其生长条件 

Lm 菌株(GIM1.228)、威尔氏李斯特菌(GIM 

1.231)、英诺克李斯特菌(GIM 1.230)购自广东省微生

物研究所微生物菌种保藏中心；Lm 分离株由扬州市

疾病预防控制中心巢国祥博士惠赠（表1）；Lm ATCC 

19114、大肠杆菌 ATCC25922、金黄色葡萄球菌 ATCC 

25923及Lm噬菌体LipG2-5均由江苏省畜禽产品安生

性研安重点实验室保存。李斯特菌所用培养基为脑心

浸液(BHI)，30 ℃培养；金黄色葡萄球菌培养基为0.6%

酵母浸膏的胰酪胨大豆肉汤(TSB-YE)，37 ℃培养；大

肠杆菌培养基为 LB肉汤，37 ℃培养。 

1.1.2  试剂 

表 1 Lm分离株来源 

Table 1 Sources of Lm isolates 

菌株 来源 菌株 来源 

Lm002 生猪肉 XZ58 零售熟食 

Lm003 生猪肉 XZ09-14 零售熟食 

Lm004 生猪肉 NJ5-4 零售熟食 

Lm005 生猪肉 NJ2-4 零售熟食 

Lm006 生猪肉 NJ5-9 零售熟食 

Lm007 生猪肉 NJ8-6 熟食 

Lm008 生猪肉 NJ023 生鸡肉 

XZ5-7 零售熟食 NJ05 生鸡肉 

XZ09-59 零售熟食 2000/47 临床分离 

XZ56 零售熟食 SQ2009020 生猪肉 

脑心浸液（BHI）、琼脂等购自上海超妍生物科

技有限公司；TSB-YE、LB 肉汤、琼脂 青岛高科园

海博生物技术有限公司、DNA Marker，限制性内切酶，

Taq DNA 聚合酶等均购自上海皓嘉科技发展有限公

司；高纯质粒小提中量制备试剂盒购自北京百泰克生

物技术有限公司；AgNO3、3(CdSO4)·8H2O 购自国药

集团化学试剂有限公司；红霉素、头孢拉定、阿莫西

林、泰乐菌素均来自中国药品生物制品检定所；利福

平、盐酸万古霉素、硫酸新霉素均购自 Ruitaibio 公司；

盐酸环丙沙星、盐酸四环素来自中国兽药品监察所；

苯扎氯铵购自阿法埃莎（天津）化学有限公司；高纯

质粒小提中量制备试剂盒购自北京百泰克生物技术有

限公司。 

1.2  方法 

1.2.1  Lm 菌对抗生素、重金属及苯扎氯铵的敏

感性分析 

1.2.1.1  菌液的准备 

挑取 Lm 菌株单菌落接种于 BHI 中 30 ℃，150 

r/min 震荡培养过夜，次日测定 OD600 值，用 BHI 将浓

度调整为 10
6 

CFU/mL。 

1.2.1.2  敏感性试验 

参照美国临床标准委员会（CLSI）推荐的标准[6]，

采用微量稀释法测定 9 种主要抗生素对 Lm 菌株的最

小抑菌浓度。计算各菌对各种抗生素的耐药率，判断

细菌的耐药性。以大肠杆菌 ATCC 25922 和金黄色葡

萄球菌 ATCC 25923 作为质控菌。将抗生素、重金属

及苯扎氯铵配制为母液，其浓度为2048 μg/mL，微量

稀释法测定对 Lm 菌株的敏感性。将抗生素在 96孔中

用磷酸盐缓冲液作对比稀释，每孔 50 μL，然后将稀

释好的细菌依次从抗生素的低浓度到高浓度加入到

96 孔板中，每孔 50 μL，细菌和抗生素充分混合后，

置于 37 ℃孵育 18 hr读取结果。 

1.2.2  Lm 菌株质粒鉴定 

Lm 菌株质粒的提取按高纯质粒小提中量制备试

剂盒说明进行，对提取的质粒进行限制性内切酶酶切

分析鉴定。 

1.2.3  李斯特菌与噬菌体的反应活性分析    

分别取不同菌株过液培养物 0.2 mL 涂布于 TSB

平板（含 1.5%琼脂），置于 30 ℃培养1 h。取 Lm 噬

菌体 LipG2-5 裂解液 10 μL分别进行平板点样，30 ℃

培养 18~24 h 后观察裂菌圈。 

2  结果与分析 

2.1  李斯特菌内源性质粒鉴定结果 
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图 1 质粒酶切图谱分析结果 

Fig.1 Restriction enzyme digestion profiles of the plasmids 

注：M．λ-HindⅢ DNA Maker, 1~11:Lm002, XZ5-7, Lm005, 

XZ09-59, Lm007, XZ09-14, NJ05, XZ56, XZ58, NJ 5-9, Lm008。 

对 22 株 Lm 菌株进行了内源性质粒的提取，结

果 11 株中含有内源性质粒。对质粒进行 BamHⅠ酶切

消化，结果如图 1所示中，其中 Lm007 与 NJ05图谱

相同，其他 9 株酶切图谱均不相同，即存在10 种质粒。 

2.2  抗生素敏感性检测结果 

将不同李斯特菌对 7 类 9 种抗生素进行了耐药分

析，由于没有针对 Lm 菌株的耐药临界值参考，本研

究参照 CLSI 标准中金黄色葡萄球菌相关标准进行结

果判定，所有 Lm 菌株对阿莫西林、红霉素及利福平

较敏感，对头孢拉定高度耐药，其中 17株菌对盐酸环

丙沙星高度耐受，16株对硫酸新霉素具有耐受作用，

9 株对盐酸四环素具有耐受性，5 株对盐酸万古霉中度

耐受。 

 

表 2 Lm 菌株对抗生素、重金属及苯扎氯铵的敏感性 

Table 2 Sensitivity of Lm strains to antibiotics, heavy metals, and benzalkonium chloride 

菌株 
头孢 

拉定 

阿莫 

西林 

泰乐

菌素 

红霉

素 

盐酸四

环素 

硫酸新

霉素 

盐酸万

古霉素 

利福

平 

盐酸环

丙沙星 

硫酸

镉 

硝酸

银 

苯扎

氯铵 

Lm002 R S >4 S S S S S S + - S 

Lm003 R S >8 S S R S S S - - S 

Lm004 R S >4 S S R S S R - - S 

Lm005 R S >4 S S S S S R + - S 

Lm006 R S >8 S S S S S R - - S 

Lm007 R S >8 S S R S S R + - S 

Lm008 R S >8 S S R S S R + + R 

GIM1.228 R S >8 S R S S S R - - S 

XZ5-7 R S >4 S R R S S R + - S 

XZ09-59 R S >8 S R R S S R + - S 

XZ56 R S >4 S R R S S R + - S 

XZ58 R S >8 S R R S S R + - S 

XZ09-14 R S >8 S R R S S R + - R 

NJ5-4 R S >8 S S R I S R - - S 

NJ2-4 R S >8 S R R I S R - - S 

NJ5-9 R S >8 S S R I S R + - S 

NJ8-6 R S >8 S R R I S R - - S 

NJ023 R S >4 S S S S S I - - S 

NJ05 R S >4 S S R S S I + - R 

2000/47 R S >4 S S R S S R + - S 

SQ2009020 R S >8 S R R I S I + - S 

ATCC19114 R S >8 S S S S S R + + S 

25922 R I >16 R S R R R R + - / 

25923 R S >4 I S R I S R - - / 

注：S: susceptibility，I: intermediate sensitive，R: resistance，“+”对重金属有抵制作用MIC≥70 μg/mL；“-”为敏感MIC<70 μg/mL，

“/”未检测。 
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2.3  重金属敏感性检测结果 

对菌株进行了重金属抵制特性鉴定，结果见表 2，

菌株对两种重金属都表现出一定的抵制性（MIC≥70 

μg/mL），其中仅 2 株 Lm 耐受 AgNO3，14 株对重金

属镉具有抵制性，MIC≥70 μg/mL，其中 Lm007、Lm008

和 XZ5-7 的 MIC 为 256 μg/mL，对镉抵制作用显著。

其他 11 株中有 6株的作用浓度达到 128 μg/mL，呈现

一定的抵制性。在对 AgNO3 抵制性分析中，仅分离株

Lm008 和 ATCC 19114 具有抵制性，其作用相对敏感。 

2.4  苯扎氯铵敏感性检测结果 

对 Lm 菌株进行苯扎氯铵敏感性检测，结果见表

2，其中 3 株Lm 菌株对苯扎氯铵表现出一定的抵制性

（MIC≥10 μg/mL），其他菌株在作用浓度为2~4 μg/mL 

时能够抑制菌株生长。 

2.5  Lm 与噬菌体反应活性鉴定结果 

经双层平板法鉴定噬菌体与李斯特菌的反应活

性，结果可见表3，24株李斯特菌对Lm噬菌体LipG2-5

反应有所差异，仅一株李斯特菌分离株反应为阴性，

其他李斯特菌中包括威尔氏李斯特菌(GIM 1.231)、英

诺克李斯特菌(GIM 1.230)均能够被噬菌体裂解形成

噬菌斑。 

表 3 Lm菌株与噬菌体反应活性鉴定结果 

Table 3 Results of the phage reactivity test on Lm strains 

菌株 反应活性 菌株 反应活性 

Lm002 + XZ5-7 + 

Lm003 + XZ09-59 + 

Lm004 + NJ2-4 - 

Lm005 + NJ5-4 + 

Lm006 + NJ5-9 + 

Lm007 + NJ8-6 + 

Lm008 + NJ023 + 

XZ56 + NJ05 + 

XZ58 

XZ09-14 

SQ2009020 

ATCC19114 

+ 

+ 

+ 

+ 

GIM1.228 

GIM 1.231 

GIM 1.230 

2000/47 

+ 

+ 

+ 

+ 

注：“+”噬菌体可裂解株；“-”噬菌体不可裂解株. 

3  讨论 

大部分 Lm 都携带质粒，其中从食品分离的 Lm

携带质粒的频率高达 50%，且其大部分仅含有单个质

粒。Lemaître 等首次报道了携带耐氯霉素、红霉素、

链霉素及四环素质粒的 Lm 分离株[7]，且 95.3%携带质

粒的 Lm 都对镉有抵制性。因此，本研究对不同 Lm

分离株进行质粒鉴定，结果在 11株菌中检测到 10 种

内源性质粒，且均为单个质粒。由于质粒中编码多种

功能基因，因此携带质粒 Lm 菌株其特性具有一定的

复杂性。因此本研究中所获得的携带质粒 Lm 菌株为

耐药及镉抵制等研究提供了必要条件。 

先前报道称 Lm 较其他革兰氏阳性菌而言，对抗

生素更为敏感，但在本研究中的 Lm 菌株对头孢拉定

程高度耐药，其中 5 株对盐酸万古霉中度耐受，部分

菌株对盐酸环丙沙星（17/22）、硫酸新霉素（16/22）

及盐酸四环素素（9/22）具有一定耐受性，这与先前

的相关报道并不完全一致[8]，虽然分离株大部分源于

生肉和即食性食品，但可能因使用抗生素使用频率及

类别的不同导致耐药性有异。与质粒分布分析表明，

不同来源的携带质粒菌株已出现较为严重的多重耐药

特性[9]，其可能伴随着质粒转移等多种因素导致的耐

药性上升[10]。 

在镉耐受性分析中，携带质粒的 Lm 菌株均对镉

具有抵制性，且其中 3株菌耐受性高达 256μg/mL，而

这 3 株菌均携带质粒。而在 Lm 菌株与抵抗消毒剂的

研究中，因质粒中编码的消毒剂抵制基因（bcr ABC）

导致的敏感性低及抵制转移也逐渐受到关注
[5]
。在苯

扎氯铵敏感性检测中，3 株 Lm 菌株对其产生较强的

抵制性，且 3 株 Lm菌均含有内源性质粒，由此可见，

质粒中可能存在编码菌株某些重要功能的基因，从而

影响其对化学消毒剂的作用效果[5]。因此，我们通过

噬菌体的裂解作用来分析其与化学杀菌剂的作用效用

性，结果无论是否含有质粒，其菌株均能被噬菌体裂

解，由此可见，噬菌体在杀菌效用中较抗生素及消毒

制剂更具有优势。 

4  结论 

综上所述，Lm 菌株携带质粒与耐药、抵制重金

属及消毒剂有一定相关性，其在食品生产及加工过程

中已对外界环境产生一定的适应性，而这都有可能因

其质粒的改变而发生变化，因此质粒中必然存在重要

的功能基因或基因簇，随着研究的深入，我们将逐渐

揭示李斯特菌质粒中的关键功能基因并为控制李斯特

菌污染、致病性、噬菌体裂解及毒力研究提供重要的

遗传信息，从而为李斯特菌的控制奠定基础。 
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