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河北地区食源性单核细胞增生李斯特菌 

脂肪酸的分型研究 
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（3.辽宁省食品安全重点实验室,辽宁锦州 121013） 

摘要：对脂肪酸分型方法在单核细胞增生李斯特菌（LM）菌株鉴定、菌株相似性分析等方面的应用价值进行评价。本研究选取

2005~2007年从河北地区六大类食品中分离到的90株LM菌，提取脂肪酸,利用MIDI公司Sherlock系统进行菌体脂肪酸成分分析，使用

SPSS 19.0软件对获得的数据资料进行统计分析及聚类分型，并将脂肪酸分型与传统的血清分型和分型金标准PFGE分型进行比较。结

果表明，脂肪酸分析法判定LM菌的符合率为96.67%，所有菌株共检出20种脂肪酸成分，主要脂肪酸成分有3种，分别为脂肪酸15:0 

anteiso、17:0 anteiso和15:0 iso。各血清型间脂肪酸含量存在一定差异，血清1/2c型菌株与血清1/2a、1/2b和4b型菌株相比，有2种主要

脂肪酸含量差异有统计学意义（P<0.01）。与PFGE分型相比，在对结构简单的小样本资料的菌株亲缘关系鉴定中脂肪酸分型更具优

势。将脂肪酸分型与血清学分型和PFGE分型相结合能够更好的分析LM菌菌株之间的相关性。 
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Abstract: In this study, the usefulness of fatty acid typing to identify and evaluate strain similarity among Listeria monocytogenes (LM) 

strains was evaluated. Ninety LM strains isolated from six types of food in Hebei area from 2005 to 2007 were selected for this study. The fatty 

acids were extracted, and their components were analyzed using the MIDI Sherlock system. SPSS 19. 0 statistical software was used for data 

and cluster analyses. The fatty acid typing was compared with traditional serotyping and pulsed-field gel electrophoresis (PFGE), which is the 

gold standard for typing. The results showed that the fatty acid analysis method successfully identified 96.67% of LM strains, 20 fatty acid 

components were detected from all of the tested strains, and the three main fatty acid components were 15:0 anteiso, 17:0 anteiso, and 15:0 iso. 

The fatty acid components differed among the different serotypes, and the differences in two main fatty acid components between serotype 1/2c 

isolates and serotype 1/2a, 1/2b, and 4b isolates were statistically significant (P < 0. 01). Compared with PFGE typing, fatty acid typing was a 

more efficient method for identifying genetic relationships between strains in small samples with simple structures. The combination of fatty 

acid typing along with serotyping and PFGE typing could better identify correlations among LM strains. 
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检测与诊断 

种重要的兼性胞内条件致病菌，是高致死率（~30%）

疾病-李斯特菌病的病原菌[1]。从上世纪80年代起,欧美

国家多次因食品污染LM暴发人李斯特菌病疫情[1],且

发生率在近年不断攀升[2]。2011年,全美28个州因食用

被LM污染的香瓜暴发李斯特菌病疫情，146人感染，

29人死亡,1人流产。李斯特菌属共有9个种，16个血清

型，各种之间形态学和生化特性极其相似，各血清型
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之间致病力各异[3]，因此快速明确种型对诊断李斯特菌

病和追查传染源具有重要意义。 

LM可以在食物加工、运输、销售过程中许多不利

或有害条件下（如高盐、强酸强碱、高温或低温等）

存活，尤其是可以在冰箱冷藏温度下生长，污染痕量

LM的食物经过一段时间的冰箱储存以后便可增殖为

足以致病的优势菌群[4]，因此对食品安全危害极大。 

脂肪酸类是允许LM在低温下生长的必要条件-膜

的流动性的重要决定因子[4, 6~7]。自1963年Able等[5]首次

应用气相色谱(GC)对肠杆菌的菌体脂肪酸成分分析，

脂肪酸分型方法就因菌体脂肪酸成分相对稳定，不受

生化反应变异及质粒丢失等因素的影响,一般可通过

单次试验比较准确地将微生物鉴定到种的水平等优势

得到众多研究者的青睐，已开发成为一种适用于许多

不同生物种群的、快速稳定的鉴定分型方法[6]。脂肪酸

分型是将甲基脂肪酸(fatty acid methyl ester，FAME)提

取与灵敏的气相色谱检测相结合，通过分析微生物细

胞膜上的磷脂脂肪酸的组分来鉴定微生物的种属。LM

脂肪酸谱广，含有大量（>95%）支链脂肪酸，国际上

关于LM脂肪酸分析的报道多集中在其对低温适应性、

抗逆性、毒力的调节等功能方面[7~10]，尚未见LM 种内

各血清型菌株的脂肪酸特征的报道。 

本研究利用MIDI公司Sherlock系统对河北地区6类

食品中分离到的90株LM菌进行菌体脂肪酸成分分析,

探究LM各血清型的脂肪酸成分的异同；根据各菌株脂

肪酸组分的差异进行聚类分型，并与分型金标准PFGE

进行比较，以期对河北地区LM流行株做出更准确的判

断。 

1  材料与方法 

1.1  实验菌株 

90株单核细胞增生李斯特菌均由河北省疾病预防

控制中心在2005~2007年全省9个监测点采样六大类

(生肉、熟肉、速冻米面制品、非发酵豆类制品、水产

品和蔬菜)食品中检出，按照GB/T 4789.30-2003进行单

核细胞增生李斯特菌鉴定。血清型和PFGE分型先前文

献已报道[11]，90株单核细胞增生李斯特菌中1/2a血清型

42株(46.67%)，1/2b血清型11株(12.22%)，1/2c血清型

27株(30%)，3a血清型1株(1.11%)，4b血清型8株(8.89%)；

PFGE分型共被聚为16个型（A-T），详见图1。 

1.2  实验器材 

HP6890气相色谱仪,Sherlock MIS系统,8 mL特氟

隆螺帽玻璃管；德国CNW公司；恒温水浴箱，Grant

公司。 

1.3  主要试剂 

TSBA培养基，美国BD公司；MIDI标准品，MIDI

公司；溶液Ⅰ：NaOH 45 g，甲醇150 mL，双蒸水150 

mL；溶液Ⅱ：6.0 mol/L HCl 325 mL，甲醇275 mL；溶

液Ⅲ：正己烷200 mL，甲基三丁基乙醚200 mL；溶液

Ⅳ：NaOH 10.8 g，双蒸水900 mL。 

1.4  脂肪酸制备 

按照MIDI公司的微生物识别系统的操作手册

(MIDI; Microbial ID Inc.),在TSBA培养基上新鲜培养

的待测菌株按四象限划线接种至新鲜的TSBA培养基，

37 ℃培养24 h。用一次性接种环刮取40 mg菌体,置于1 

mL溶液I的8 mL玻璃管中，100 ℃水浴30 min。冰浴中

迅速冷却后加入2 mL溶液Ⅱ，混匀后80 ℃水浴作用10 

min。迅速冰浴，加入1.25 mL溶液Ⅲ。剧烈震荡10 min,

吸弃上层溶液。在下层水相溶液中加入3 mL溶液Ⅳ及

两滴饱和NaCl溶液，剧烈震荡5 min萃取脂肪酸甲脂脂

肪酸。待溶液分层后，吸取2/3上层有机相液体于GC样

品管中待测。 

1.5  气相色谱分析 

采用Sherlock全自动细菌分析系统使用HP6890气

相色谱仪对脂肪酸成分进行分析，根据流出组分的等

值碳链长度（ECL）值进行脂肪酸成分的定性，并通过

百分归一化进行各组分的相对定量。再将二者与系统

谱库中的标准菌株数值匹配计算相似度(SI)，从而给出

一种或几种可能的菌种鉴定结果。在鉴定结果的判断

上，一般SI≥0.600，且第一选择和第二选择的SI差值大

于0.100，则可以认为鉴定成功，鉴定结果为第一选择

所列的菌种名。气相色谱条件参照MIDI Sherlock推荐

方法设置；质量控制由MIDI自带质控标准品控制，每

隔7个样品测定一次标准品。 

1.6  数据分析 

将脂肪酸分析结果用SPSS19.0统计软件进行处

理，按照不加权配对平均法(unweighted pair group 

average, UWPGA)生成基于菌体脂肪酸成分的聚类图。 

2  结果与讨论 

2.1  脂肪酸分析方法在种水平上对LM的判别

能力 
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按照MIDI Sherlock全自动细菌分析系统相似指数

判断标准，90株菌判断为LM的有87株，SI>0.600，符

合率为96.67%。其余3株（L22、L27、L38）未在MIDI

数据库中找到匹配。 

表1 河北地区6类食品中LM菌株脂肪酸成分表 

Table 1 Fatty acid components of LM strains isolated from six types of food in Hebei area 

Ligease Ⅱ 
 

Ⅰ  Total # 

Serotypes 1/2a 1/2c 3a average 1/2b 4b average - 

脂

肪

酸

组

分

平

均

百

分

含

量 

/% 

10:00 0.14 0.09 N 0.12  0.11 N 0.11  - 

12:00 0.16 0.21 N 0.19  0.13 0.12 0.12  - 

13:0iso 0.09 N N 0.09  N N N  - 

13:0anteiso 0.17 0.14 0.24 0.18  0.14 0.15 0.14  - 

14:0iso 0.46 0.38 0.6 0.48  0.4 0.47 0.43  - 

14:00 0.45 0.46 0.54 0.48  0.45 0.36 0.41  - 

15:0iso* 8.28 6.96 8.04 7.76  8.36 8.88 8.62  7.95 

15:0anteiso* 45.64 44.66 51.57 47.29  44.91 44.98 44.95  45.19 

14:0iso 3OH 0.21 0.48 N 0.35  N N N  - 

16:0iso 2.3 2.04 2.69 2.24  2.07 2.48 2.23  - 

16:00 2.84 2.86 3.3 3  3.23 3.25 3.24  - 

15:03OH N N N N  N 0.13 0.13  - 

17:1anteiso w9c N 0.41 N 0.41  N N N  - 

17:0 iso 3.44 3.3 2.24 2.99  3.69 3.17 3.48  - 

17:0 anteiso* 36.1 38.98 30.78 35.29  36.58 35.52 36.05  36.94 

16:1 2OH N 0.73 N 0.73  N N N  - 

18:00 0.49 0.21 N 0.35  N N N  - 

19:0iso 1 0.6 N 0.8  N N N  - 

19:0 anteiso 0.27 0.26 N 0.27  0.24 0.21 0.23  - 

20:00 0.37 N N 0.37  N N N  - 

Total& 90.02 90.6 90.39 90.34  89.85 89.38 89.62  90.08 

注：*：加粗并用下划线标注的为主要脂肪酸组分；N：表示不含有该组分。 

表2 5种血清型主要脂肪酸含量的方差分析 

Table 2 ANOVA for major fatty acid components among five serotypes 

Fatty acid Serotypes No. Mean Std.Deviation F value P value ligease Mean Std.Deviation F value P value 

15:0 iso 

1/2a 41 8.28 1.14 10.753 <0.01 

Ⅱ 7.76 1.19 5.671 <0.01 1/2c 25 6.96 0.8   

3a 1 8.04 0   

1/2b 11 8.36 0.64   
Ⅰ 8.62 0.84   

4b 8 8.99 1.00   

15:0 anteiso 

1/2a 41 45.64 1.87 5.505 0.06 

Ⅱ 47.29 1.97 1.507 0.125 1/2c 25 44.66 1.63   

3a 1 51.57 0   

1/2b 11 44.91 1.36   
Ⅰ 44.95 1.94   

4b 8 44.15 1.74   

17:0 anteiso 

1/2a 41 36.1 2.67 9.006 <0.01 

Ⅱ 35.29 2.73 7.574 0.204 1/2c 25 38.89 1.44   

3a 1 30.78 0   

1/2b 11 36.58 1.57   
Ⅰ 36.05 2.54   

4b 8 36.11 2.44   
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2.2  LM脂肪酸成分 

87株鉴定为LM的菌株中，共检出20种脂肪酸组分，

其中支链脂肪酸的平均含量为95.44%，与文献（>95%）

的报道[10]一致。所有菌株共有的脂肪酸成分有7种，其

中主要脂肪酸有3种，分别是15:0 anteiso、17:0 anteiso

和15:0 iso，主要脂肪酸含量之和在所有血清型中均高

达90%左右。 

2.3  5种血清型主要脂肪酸含量差异 

用方差分析方法比较87菌株的3种主要脂肪酸含

量见表3。脂肪酸C17:0 anteiso和15:0 iso在不同血清型

之间的含量差异显著（P<0.01），15:0 anteiso在所有血

清型中含量都高达40%以上，但各血清型之间含量差异

无统计学意义。（见表2) 

进一步使用LSD法进行两两比较（因3a血清型仅检

出1株菌，不参与比较），脂肪酸15:0 iso和17:0 anteiso

在1/2c和1/2a、1/2b、4b之间差异显著（15:0 iso：LSD-t

分别8.434、0.348、2.203，P<0.01；17:0anteiso：LSD-t

分别10.192、0.114、1.353，P<0.01）在1/2a和1/2b、1/2a

和4b、4b和1/2b之间的差异无统计学意义（15:0 iso：

LSD-t分别7.789、0.211、5.447，P值分别为0.777、0.988、

0.145；17:0 anteiso：LSD-t分别3.686、0.747、0.469，P

值分别为0.566、0.043、0.613）。 

脂肪酸15:0 anteiso在4种不同血清型菌株之间的含

量差异无统计学意义（F=5.505，P=0.03）。 

有研究表明，脂肪酸15:0 anteiso对LM菌在低温条

件下生存是非常重要的[10]，本研究对速冻食品中分离

的菌株和非速冻食品中分离的菌株进行比较发现，两

组脂肪酸15:0 anteiso的含量并无显著差异（F=4.747，

P=0.489）。 

谱系 I 和谱系 II仅脂肪酸 15:0 iso 的含量差异显

著（F=5.671，P<0.01），其他两种对低温生长起相对

更关键作用的主要脂肪酸 [10]的含量差异无统计学意

义，这表明本研究中谱系 I和谱系 II 的菌对低温的适

应性并无差异。 

2.4  聚类分析 

87 株 LM菌体脂肪酸成分的聚类图见图1，图中

所示横坐标为欧氏距离(euclidian distance)。87 株菌在

欧氏距离 10 时聚为一类，说明总体而言 LM 各血清

型菌株之间脂肪酸成分差异非常小。在欧氏距离约为

4 时，所有菌株分为 4 支，但分支情况与血清分型和

PFGE分型情况并不一一对应，但总体看来血清型1/2c

的菌株多聚集在第Ⅰ支，血清型 1/2b 和 4b 多聚集在

第Ⅱ支，血清型 1/2a 多聚集在第Ⅳ支，且仅有的 3a

血清型菌株 L77 与其他血清型差异明显，独立成簇。 

因为细菌脂肪酸组成成分受外界条件影响敏感，

脂肪酸分型相对更灵敏，根据MIDI Sherlock系统的判

断准则, 菌株间欧氏距离≤2时，结合菌株流行病学信息,

可以认为是同一克隆。当欧氏距离≤2时，87株LM共聚

为21簇（Fa1-21，见图1）。 

 

图1 河北地区LM菌株脂肪酸成分聚类分析图 

Fig.1 Cluster analysis of fatty acid components in LM strains 

from Hebei 

注：Lf 廊坊，Sj 石家庄，Bd 保定，Hd 邯郸，Cz 沧州，

Cd 承德，Qh 秦皇岛，Ts 唐山。 

总体看来，脂肪酸分型与PFGE分型小范围内呈现

较高的一致性，脂肪酸分型中相似度较高的菌株也呈

现相近或一致的PFGE型别，如所有脂肪酸第Ⅰ支（脂

肪酸型Fa1~3）中的菌株（除L16外）在PFGE分型中同

属第Ⅷ簇[11]；并且，脂肪酸分型还能将PFGE分型的结

果进一步细化，如菌株L81，L83，L85~L87为同一时
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间从廊坊速冻食品中采集的样品，在PFGE分型中，五

个菌株被聚为一类（PFGE T型），但在脂肪酸分型中

又将L83与其他4株区分出来，查阅菌株资料发现，L83

与其他4株菌分别在两个超市采集，且为非同一品牌食

品样本，这说明脂肪酸分析在对结构相对简单的小样

本资料的菌株亲缘关系鉴定中比PFGE分型更有优势。

但脂肪酸分析在某种程度上是对菌株表型的分析易受

生存环境影响（如温度），对于菌株来源复杂，亲缘

关系较远的菌株，准确性明显不如直接反应基因型差

异的PFGE分型，如PFGE A-H型在脂肪酸分型中就无

法区分。 

表3 河北地区流行的LM主要克隆株 

Table 3 Major LM clones found in Hebei area 

Clone(Serotype, PFGE 
pattern, Fatty acid pattern) 

Strains* City# 

C1 (1/2c, T, Fa1) L78, L79, L83 Lf 

C2 (1/2a, S, Fa3) L30, L62, L63; L80 Sj; Lf 

C3 (1/2c, T, Fa3) 

L1, L70; L6,L10, L41,  

L48, L52, L53; L60, L61; 

 L41, L81, L85 L86, L87 

Bd; Hd; Qh 

; Cz; Lf 

C4 (4b, A, Fa4) L46, L49 Qh 

C5 (1/2a, O, Fa6) L9, L91 Sj 

C6 (1/2a , I, Fa6) L65; L73 Sj; Hd 

C7 (1/2a, I, Fa5) L11; L18 Lf; Qh 

C8 (1/2a, T, Fa11) L3, L5 Hd 

C9 (1/2a, O, Fa12) L2; L82 Lf; Hd 

C10 (1/2a, O, Fa14) L12; L64, L66; L75 Lf; Sj; Cd 

C11 (1/2a, S, Fa14) L26; L40 Sj; Lf 

C12 (1/2a, I, Fa14) 
L36, L38, L39, L42, L45;  

L55, L56, L57, L58 
Lf, Cz 

注：*：不同城市分离的菌株用“；”隔开。#：Lf 廊坊，Sj 

石家庄，Bd 保定，Hd 邯郸，Cz 沧州，Cd 承德，Qh 秦皇岛，

Ts 唐山。 

综合图1三种分型结果，我们将血清型，PFGE型

和脂肪酸型均一致的菌株定义为同一克隆（clone），

我们可以确定河北地区6大类食品中检测的LM菌，有

12个大的流行克隆（C1-C12）（见表3）。如表3所示，

C3克隆为最大的流行克隆，共在5个城市中检出14个菌

株。其次廊坊地区检出的LM菌最复杂，有>7个克隆在

流行。有些克隆亲缘关系非常近，如C6和C7、C9和C10，

血清型和PFGE型一致,欧式距离<3。此外，有多个血清

型为1/2a的克隆在河北地区流行。 

3  结论 

3.1  食品是LM散播的主要媒介，世界卫生组织(WHO)

关于LM食物中毒的报告中指出，有4%~8%的水产品，

5%~10%的奶及奶制品，30%以上的肉制品，15%以上

的家禽被该菌污染。我国自2000年起将食品中单增李

斯特菌的监测纳入食品污染物监测网,各类食物LM阳

性率在0.1%~7.7%间，其中以生畜禽肉检出率最高[13]。

因为LM在自然界中分布广泛且潜伏期较长（2~90 d），

散发病例的食物污染源常难以确定[12]。 

3.2  分子分型对于李斯特菌病暴发的检测和传染源的

追溯至关重要。许多分型方法的研究表明[14]，LM菌至

少有四个进化谱系，各谱系有自己特有的表型、基因

型、生态学和流行病学的特征，其中谱系Ⅰ（serotype 

1/2b,4b,7,3b）的菌株是人类李斯特菌病爆发流行的主

要致病菌株，基因组DNA比较保守，谱系内各菌株差

异较小；谱系Ⅱ（serotype1/2a,1/2c,3a,3c）菌株，多为

食品和环境的分离株，基因组中含有较多的可移动遗

传因子（转座子、质粒、前噬菌体等），呈现更高的

基因重组率，因而表现丰富的遗传多样性；谱系Ⅲ和

Ⅳ（serotype 4a,4c和少部分4b）较少见，主要感染动物，

未在人类病例中检出。 

3.3  基于气相色谱的脂肪酸检测是一种非常灵敏的分

型方法,它是菌株基因型差异的外在表现，同时也反映

了菌株对外界环境条件的不同反应。国外已有诸多对

LM脂肪酸的研究[7~10]，但多集中在对脂肪酸组分对LM

低温生长适应性的影响，还没有关于脂肪酸分析对LM

菌种鉴定及分型的研究报道。本研究通过对河北地区6

大类零售食品中分离到的90株LM进行脂肪酸分析分

型研究，证实脂肪酸分析方法在种水平鉴定LM的可靠

性较高，符合率达96.67%（87/90），提示肪酸分析对

LM的快速鉴定是有应用价值的。 

3.4  脂肪酸分析结果显示87株鉴定为LM脂肪酸成分

基本接近，支链脂肪酸的平均含量为>95%，与文献报

道[10]一致，所有菌株共有的脂肪酸成分有7种，其中主

要脂肪酸有3种，分别是15:0 anteiso，17:0 anteiso和15:0 

iso，主要脂肪酸含量之和高达90%左右。 

3.5  本研究所有菌株共呈现5种血清型，属于两个进化

谱系。对各个血清型别之间的主要脂肪酸成分含量差

异进行统计分析发现，血清型1/2c菌株主要脂肪酸15:0 

iso和17:0 anteiso的平均含量跟其他4种血清型差异显

著（P<0.01），其余血清型之间三种主要脂肪酸的含量

的差异不明显。两个谱系之间主要脂肪酸含量无显著

差异。对低温生长最关键的的脂肪酸15:0 anteiso[10]的含

量在各血清型菌株中含量均为最高，>40%，但各菌株

之间平均含量差异不明显，其中3a血清型的菌株含量最

高，达到51.57%，但本研究只检出1株该血清型的菌株，

因而没有统计学意义。但该菌株是从速冻食品中检出，
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该菌株脂肪酸的组成也从某种程度上印证了之前的报

道。另据报道LM菌在45~5 ℃条件下生长时，会呈现两

个适应低温增殖的脂肪酸成分模式：(i)脂肪酸链长度缩

短；(ii)支链由iso变为anteiso。本研究发现，短链脂肪

酸10:0、12:0、13:0 iso和13:0 anteiso在速冻食品中检出

率和含量相对较高，但与非速冻食品分离株相比，无

显著差异，没有统计学意义，这可能是因为本研究做

脂肪酸分型研究同一培养温度为37 ℃，而LM对温度的

适应性极强，能快速对环境温度做出反应。 

3.6  聚类分型也表明，3a血清型的菌株脂肪酸含量与

其他血清型菌株存在差异，欧氏距离>8。但总体而言

LM各血清型菌株之间脂肪酸成分差别不大,欧式距离

<10，显示该方法有着良好的可靠性和重复性。部分血

清型菌株本身的脂肪酸成分具有多样性,血清分型、

PFGE分型和脂肪酸聚类分析的结果存在交叉。综合三

种分析分型方法，发现河北地区有12个主要的流行克

隆，其中克隆C3(1/2c,T,Fa3)在五个城市检出14个菌株，

为第一大流行株，此外，检出多个亲缘关系非常接近

的1/2a血清型克隆，进一步印证了谱系Ⅱ菌株的高度的

基因重组率及多样性[14]。 

3.7  脂肪酸聚类结果与PFGE分型总体一致，在分型能

力上，脂肪酸分析在对结构相对简单的小样本资料的

菌株亲缘关系鉴定中比PFGE分型更有优势，但在复杂

菌株同源性判断的准确性上与PFGE分型还有差距。我

们可以设想将2种分型方法与血清分型及其他流行病

学资料相结合，利用脂肪酸分型操作简单、检测迅速

的特点，进行非相关菌株的筛查，在此基础上应用脉

冲场分型对脂肪酸分型确定的相关菌株进一步进行同

源性分析，这将大大节约人力物力，降低试验消耗，

也会加快实验进程。总之，通过结合血清学分析和

PFGE分型，脂肪酸分型技术能够更好的分析LM菌菌

株之间的相关性 
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