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单核细胞增多性李斯特菌在体外模拟消化道环境中的抗性

江玲丽ꎬ周向阳
舟山出入境检验检疫局ꎬ舟山　 ３１６０００

摘要:【目的】通过测定存活率及细胞内 ｐＨ(ｐＨｉ)变化ꎬ分析单核细胞增多性李斯特菌(单增李斯特菌)在体

外模拟消化道中的抗性ꎮ 【方法】模拟唾液、胃液和小肠液根据其主要组成成分配制ꎬ按试验设计顺次加入

后获得模拟的消化道各段混合液(包括相应的 ｐＨ 及其可能的范围)ꎮ 平板计数法测定单增李斯特菌在模拟

消化液中的存活率ꎬ并用荧光比例成像显微镜(ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｒａｔｉｏ ｉｍａｇｉｎｇ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙꎬ ＦＲＩＭ)测定细菌的 ｐＨｉꎮ
【结果】单增李斯特菌在唾液中存活率 > ９０％ ꎻ经 ｐＨ≤３􀆰 ０ 的胃液处理后ꎬ其在胃液和胃￣肠混合液中的存活

率低于 ０􀆰 ０５％ ꎻ提高胃液 ｐＨ 至 ３􀆰 ５ꎬ细菌存活率开始上升ꎻ在胃液 ｐＨ ４􀆰 ０ 时ꎬ两株单增李斯特菌在模拟胃肠

液中存活率显著提高(１１􀆰 ２％ － ８５􀆰 ９％ )ꎮ ＦＲＩＭ 研究表明ꎬ单增李斯特菌在模拟唾液中的 ｐＨｉ与对照组相

近ꎮ 经过 ｐＨ 为 ３􀆰 ５ 和 ４􀆰 ０ 的胃液和胃￣肠混合液处理后ꎬｐＨｉ值仍维持在较高水平( > ７􀆰 ７５)ꎮ 【结论】单增

李斯特菌在经过 ｐＨ≥３􀆰 ５ 胃液后ꎬ能够维持菌体细胞内的 ｐＨ 稳态ꎬ且存活率较高ꎬ表明其细胞膜仍保持完

整ꎮ
关键词:单核细胞增多性李斯特菌ꎬ体外消化道模型ꎬ存活率ꎬ细胞内 ｐＨ
中图分类号:Ｒ３９２　 　 文献标识码:Ａ　 　 文章编号:０００１￣６２０９(２０１３)０７￣０７６６￣０７

　 　 单核细胞增多性李斯特菌(简称单增李斯特

菌)为重要的食源性病原菌ꎬ能引起人的败血症、脑
炎、脑膜炎和胃肠炎ꎬ老人、儿童和免疫抑制人群最

易感ꎬ孕妇感染后致流产[１]ꎮ ２００７ 年欧洲国家发生

李斯特菌感染 １５５４ 例ꎬ死亡率高达 ２０％ [２]ꎮ ２０１２
年 ９ 月美国 １１ 个州爆发李斯特菌疫情ꎬ可疑污染食

品为奶酪 ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｆｏｏｄｓａｆｅｔｙｎｅｗｓ. ｃｏｍ / ２０１２ / ０９ /
ｎｅｗ￣ｍｕｌｔｉｓｔａｔｅ￣ｌｉｓｔｅｒｉａ￣ｏｕｔｂｒｅａｋ￣ｔｒｉｇｇｅｒｓ￣ｃｈｅｅｓｅ￣ｒｅｃａｌｌ / ꎮ
１９９７ 年ꎬ我国云南省某村亦曾爆发李斯特菌病ꎬ疫
区的大家畜几乎全部死亡ꎬ人的发病率达 ８􀆰 ５％ [３]ꎮ

人类李斯特菌病多因食用污染有单增李斯特菌

的食品引起ꎬ细菌在胃肠道中的存活率对建立感染

至关重要[４]ꎮ 细菌细胞内的多种生物学过程ꎬ如蛋

白质合成、ＤＮＡ 转录及酶的活性都依赖于其胞内

ｐＨ(ｐＨｉ)的稳态[５]ꎮ 当细菌所受到的某些环境应激

超过其调节能力ꎬ细胞膜受损ꎬ无法维持恒定的

ｐＨｉꎬ菌体就会死亡ꎮ 因此ꎬｐＨｉ是反映微生物生理状

态、检测微生物存活力的重要指标之一[６]ꎮ
荧光比例成像显微镜( ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｒａｔｉｏ ｉｍａｇｉｎｇ

ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙꎬＦＲＩＭ)测定单细胞 ｐＨｉ:利用二醋酸盐琥

珀酰 亚 胺 酯 荧 光 素 ( ｃａｒｂｏｘｙｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎ ｄｉａｃｅｔａｔｅ
ｓｕｃｃｉｎｉｍｉｄｙｌ ｅｓｔｅｒꎬＣＦＤＡ￣ｓｅ)在波长l４３５ｎｍ 激发时

的荧光强度仅与浓度有关ꎬ而在波长l４８８ｎｍ 激发时

的荧光强度与浓度和 ｐＨ 相关ꎮ 将l４８８ｎｍ 的荧光
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值除 以 l４３５ｎｍ 的 荧 光 值ꎬ 获 得 的 荧 光 比 率

(ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｒａｔｉｏ)仅与细胞内 ｐＨ 相关ꎮ 将经过透

膜(ｍｅｍｂｒａｎｅ￣ｐｅｒｍｅａｌｉｚａｔｉｏｎ)处理的菌体细胞置于

不同 ｐＨ 梯度的溶液中ꎬ应用 ＦＲＩＭ 技术进行分析可

以构建 Ｒａｔｉｏl４８８ｎｍ / l４３５ｎｍ与 ｐＨｉ之间的标准曲线ꎬ用于

分析细菌经不同方法处理后的 ｐＨｉ变化ꎬ间接反映

菌体细胞膜完整性的变化[６ － ７]ꎮ
本试验主要目的是探明单增李斯特菌在体外模

拟消化道环境中的存活率及其胞内 ｐＨｉꎬ为深入了解

不同单增李斯特菌在胃肠道环境中的抗性和致病力

提供重要基础ꎬ这方面研究在国内外未见相关报道ꎮ

１　 材料和方法

１􀆰 １　 主要试剂和仪器

李斯特菌培养基脑心浸出液 ( Ｂｒａｉｎ Ｈｅａｒｔ
Ｉｎｆｕｓｉｏｎꎬ ＢＨＩ)购自美国 Ｄｉｆｃｏ 公司ꎻＣＦＤＡ￣ｓｅ 购自

美国 Ｌｉｆｅ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ 公司ꎻ 唾液、胃液和小肠液主

要组成成分购自美国 Ｓｉｇｍａ 公司ꎮ 荧光显微镜购自

丹麦 Ｂｒｏｃｋ ＆ Ｍｉｃｈｅｌｓｅｎ 公司ꎮ
１􀆰 ２　 细菌及其培养条件

本研究涉及的单增李斯特菌参考菌株 ＥＧＤｅ 及

奶酪分离株 １１１３７ 系丹麦哥本哈根大学 Ｊａｋｏｂｓｅｎ 教

授惠赠ꎮ 冷冻保存的细菌用 ＢＨＩ 平板复苏ꎬ挑取单

菌落到 ＢＨＩ 肉汤ꎬ３７℃、２２５ ｒ / ｍｉｎ 振荡过夜ꎬ次日再

以 １∶ １００ 的比例转接到新鲜 ＢＨＩ 肉汤ꎬ以同样方法

培养至对数生长期(ＯＤ６００ ＝ ０􀆰 ４)用于下述试验ꎮ
１􀆰 ３　 体外消化道模型

参照 Ｖｅｒｓａｎｔｖｏｏｒｔ [８]和 Ｊｉａｎｇ 等[４]方法建立模拟

包括口腔、胃及小肠消化过程的体外消化道模型ꎬ并
进行优化ꎮ 模拟唾液、胃液和小肠液根据其主要组

成成分配制ꎬ按试验设计顺次加入后获得体外消化

道的各段混合液(包括相应的 ｐＨ 及其可能的范

围) [８]ꎮ ４ 支 ５０ － ｍＬ 试管中各加入 ２０ ｍＬ 上述培

养液ꎬ离心弃上清ꎬ用 ６ ｍＬ 唾液(ｐＨ６􀆰 ８)重悬ꎬ３７℃
旋转培养 ５ ｍｉｎꎻ分别加入 １２ ｍＬ ｐＨ 分别为 ２􀆰 ５、
３􀆰 ０、３􀆰 ５ 和 ４􀆰 ０ 的胃液ꎬ３７℃旋转培养 ２ｈꎻ随后加入

２０ ｍＬ 小肠液 [１２ ｍＬ 十二指肠液、６ ｍＬ 胆汁和

２ ｍＬ ＮａＨＣＯ３(８４􀆰 ７ ｇ / Ｌ)ꎬｐＨ ６􀆰 ５]ꎬ３７℃继续旋转

培养 ２ｈꎮ 为分析细菌在模拟口腔、胃及小肠环境中

的存活率ꎬ经唾液处理 ５ ｍｉｎ、加胃液和肠液处理 ２ ｈ
后分别取样 １００ μＬ 到 ９００ μＬ ＰＢＳ(０􀆰 ０１ＭꎬｐＨ７􀆰 ４)

中进行 １０ 倍梯度稀释ꎬ在 ＢＨＩ 平板中进行细菌计

数ꎮ 每个样品重复 ４ 次ꎬ且该试验重复 ３ 次ꎮ
１􀆰 ４　 细胞内 ｐＨ 测定

１􀆰 ４􀆰 １ 　 标准曲线制备:参照 Ｆａｎｇ 等方法[９ － １０] 进

行ꎮ 单增李斯特菌 ＥＧＤｅ 过夜培养物离心ꎬ 用

９８０ μＬ ＰＢＳ 重悬ꎬ加 １０ ｍｏｌ / Ｌ 葡萄糖 １０ μＬ 混匀ꎬ
避光加入 １０ μＬ ＣＦＤＡ￣ｓｅ(Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｐｒｏｂｅ)进行荧

光标记ꎬ３７℃温育 ３０ ｍｉｎ 后离心弃上清ꎻ沉淀物用

６３％乙醇重悬ꎬ３７℃作用 ３０ｍｉｎꎬ使菌体内外的氢离

子达到平衡(菌体内外的 ｐＨ 一致ꎬ即 ｐＨｉ ＝ ｐＨｅｘ)ꎻ
再次离心后ꎬ菌体沉淀物用不同 ｐＨ(５􀆰 ０、５􀆰 ５、６􀆰 ０、
６􀆰 ５、７􀆰 ０、７􀆰 ５ 和 ８􀆰 ０)的柠檬酸缓冲液重悬ꎬ置荧光

显微镜下观察并拍照ꎬ通过 ＭｅｔａＦｌｕｏｒ ｖｅｒｓｉｏｎ ６􀆰 １
(Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ Ｉｍａｇｉｎｇ Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎꎬ Ｗｅｓｔ Ｃｈｅｓｔｅｒꎬ ＰＡ)
软件进行相关数据分析(Ｒ４９０ / Ｒ４３５)ꎬ每个数据代表

至少 ４０ 个细菌 Ｒ４９０ / Ｒ４３５的平均值ꎬ构建 ｐＨｉ与 Ｒ４９０ /
Ｒ４３５比率的多项式方程ꎬ用于计算不同消化液处理

后李斯特菌细胞内的 ｐＨｉꎮ
１􀆰 ４􀆰 ２　 体外消化过程中单增李斯特菌细胞内 ｐＨｉ

测定:取 １􀆰 ０ ｍＬ 对数生长期的单增李斯特菌培养液

６ 管ꎬ离心后弃上清ꎬ用 ９８０μＬ 柠檬酸缓冲液(ＣＢꎬ
ｐＨ ７􀆰 ０)重悬ꎬ加入 １０ μＬ １０ ｍｏｌ / Ｌ 葡萄糖和 １０ μＬ
ＣＦＤＡ￣ｓｅ 进行细菌荧光标记ꎮ ３７℃ 温育 ３０ ｍｉｎ 后

离心弃上清ꎬ对照组直接用 ＣＢ(ｐＨ６􀆰 ０)重悬后进行

荧光显微镜观察ꎮ 剩余 ５ 管分别用 ２４０ μＬ 人工唾

液悬浮ꎬ置 ３７℃旋转培养 ５ ｍｉｎꎬ其中 １ 管直接取样

后进行荧光显微镜观察ꎮ 剩余 ４ 管分别加入４８０ μＬ
人工胃液(ｐＨ ３􀆰 ５ 和 ｐＨ ４􀆰 ０ 各 ２ 管)ꎬ置 ３７℃旋转

培养 ２ ｈꎬ其中 ２ 管(ｐＨ ３􀆰 ５ 和 ｐＨ ４􀆰 ０ 处理各 １ 管)
直接取样后进行荧光显微镜观察ꎮ 最后两管中继续

加入 ４８０ μＬ 十二指肠液、２４０ μＬ 胆汁和 ８０ μＬ
ＮａＨＣＯ３ 混合液ꎬ３７℃旋转培养 ２ｈ 后直接取样进行

显微镜观察ꎮ 用 ＭｅｔａＦｌｕｏｒ ｖｅｒｓｉｏｎ ６􀆰 １ 软件计算每

个处理的平均 Ｒ４９０ / Ｒ４３５ 值(ｎ ＝ ４０)ꎬ参照标准曲线

建立的多项式方程计算细菌经过各消化液之后(包
括对照组)的细胞内 ｐＨｉꎮ

２　 结果和分析

２􀆰 １　 单增李斯特菌 ＥＧＤｅ 和 １１１３７ 在体外消化道

模型中的存活率

选取从 ｐＨ ２􀆰 ５ － ４􀆰 ０ 之间的不同 ｐＨ 模拟胃

７６７
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液ꎬ比较单增李斯特菌在体外模拟胃肠道中的存

活率ꎮ 如表 １ 所示ꎬ菌株 ＥＧＤｅ 和 １１１３７ 在唾液

中的存活率大于 ９０％ ꎻ当胃液 ｐＨ 值≤３􀆰 ０ 时ꎬ两
菌株 在 胃 液 及 胃￣肠 混 合 液 的 存 活 率 低 于

０􀆰 ０６％ ꎮ 当胃液 ｐＨ 为 ３􀆰 ５ 时ꎬ参考菌株 ＥＧＤｅ
在胃液及肠液中存活率分别 ２􀆰 ５％ 和 ０􀆰 ５３％ ꎬ而

菌株 １１１３７ 则分别为 １１􀆰 ８％ 和 ０􀆰 ３０％ ꎮ 菌株

ＥＧＤｅ 和 １１１３７ 在 ｐＨ ４􀆰 ０ 模拟胃液中的存活率

大幅度提高ꎬ分别为 ７５􀆰 １％ 和 ８５􀆰 ９％ ꎻ而在胃￣
肠混 合 液 中 存 活 的 细 菌 数 分 别 为 ５０􀆰 ８％ 和

１１􀆰 ２％ ꎮ 因而我们选取 ｐＨ ３􀆰 ５ 和 ４􀆰 ０ 的模拟胃

酸进行细胞内 ｐＨ ｉ的测定ꎮ

表 １.单增李斯特菌 ＥＧＤｅ 和 １１１３７ 在体外消化道模型中的存活率

Ｔａｂｌｅ １. Ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ ｏｆ Ｌ. ｍｏｎｏｃｙｔｏｇｅｎｅｓ ｓｔｒａｉｎｓ ＥＧＤ ａｎｄ １１１３７ ｉｎ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｍｏｄｅｌ ｗｉｔｈ ｇａｓｔｒｉｃ ｊｕｉｃｅ ａｔ ｆｏｕｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐＨｓ

Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ
Ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ / ％

ＥＧＤｅ １１１３７

Ｓａｌｉｖａ ９７􀆰 ３ ± １􀆰 ６７ ９３􀆰 ９ ± ４􀆰 ５３

Ｓａｌｉｖａ ａｎｄ Ｇａｓｔｒｉｃ(ｐＨ ２􀆰 ５) ０􀆰 ００２ ± ０􀆰 ００１ ０􀆰 ０００３ ± ０􀆰 ０００１

Ｓａｌｉｖａ ａｎｄ Ｇａｓｔｒｉｃ(ｐＨ ３􀆰 ０) ０􀆰 ０５ ± ０􀆰 ０１ < １０ － ５

Ｓａｌｉｖａ ａｎｄ Ｇａｓｔｒｉｃ(ｐＨ ３􀆰 ５) ２􀆰 ５ ± ０􀆰 ３５ １１􀆰 ８ ± ０􀆰 ７５

Ｓａｌｉｖａ ａｎｄ Ｇａｓｔｒｉｃ(ｐＨ ４􀆰 ０) ７５􀆰 １ ± ４􀆰 ０２ ８５􀆰 ９ ± ８􀆰 １５

Ｓａｌｉｖａꎬ Ｇａｓｔｒｉｃ(ｐＨ ２􀆰 ５)ａｎｄ Ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｆｌｕｉｄ ∗ ０􀆰 ００１０ ± ０􀆰 ０００３ ０􀆰 ００３ ± ０􀆰 ００１

ＳａｌｉｖａꎬＧａｓｔｒｉｃ(ｐＨ ３􀆰 ０)ａｎｄ Ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｆｌｕｉｄ ∗ ０􀆰 ０５ ± ０􀆰 ０１ < １０ － ５

ＳａｌｉｖａꎬＧａｓｔｒｉｃ(ｐＨ ３􀆰 ５)ａｎｄ Ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｆｌｕｉｄ∗ ０􀆰 ５３ ± ０􀆰 ０２ ０􀆰 ３０ ± ０􀆰 ０８

ＳａｌｉｖａꎬＧａｓｔｒｉｃ(ｐＨ ４􀆰 ０)ａｎｄ Ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｆｌｕｉｄ∗ ５０􀆰 ８ ± ２􀆰 ５０ １１􀆰 ２ ± ０􀆰 ６４

∗Ｓａｌｉｖａꎬ Ｇａｓｔｒｉｃ ａｎｄ Ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｆｌｕｉｄ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｉｓ ａｔ ｐＨ ６􀆰 ５.

２􀆰 ２　 细胞内 ｐＨｉ测定标准曲线的建立

如图 １ 所示ꎬ每个数据代表至少 ４０ 个细菌的平

均值ꎬ可测定 ｐＨ 值范围为 ５􀆰 ０ － ８􀆰 ０ꎮ 根据该标准

曲线可得出多项式方程 ｙ ＝ ０􀆰 １３９３ｘ３ － １􀆰 ３７６５ｘ２ ＋

４􀆰 ６２８９ｘ ＋ ２􀆰 １５４９ꎬ其中 ｘ 代表 Ｒ４９０ / Ｒ４３５比率ꎬｙ 代表

细胞内 ｐＨｉꎬ相关系数 Ｒ２ 为 ０􀆰 ９９３９ꎬ表明该多项式

方程拟合性较高ꎮ

图 １.单增李斯特菌参考菌株 ＥＧＤｅ 细胞内 ｐＨｉ 测定的标准曲线

Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅ ｏｆ Ｌ. ｍｏｎｏｃｙｔｏｇｅｎｅｓ ｓｔｒａｉｎ ＥＧＤｅ: Ｒ４９０ / ４３５ ｖｅｒｓｕｓ ｐＨｉ .
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２􀆰 ３　 单增李斯特菌在体外消化道模型中的细胞内

ｐＨｉ变化

据建立的多项式方程得出单增李斯特菌菌株

ＥＧＤｅ 和 １１１３７ 在各消化液中的 ｐＨｉꎮ 如表 ２ 所示ꎬ
单增李斯特菌 １１１３７ 菌株经过唾液处理后的 ｐＨｉ与

对照组差异不显著(７􀆰 ２１ ｖｓ ７􀆰 ４５)ꎬ且都高于 ｐＨｅｘ

(ΔｐＨ 为 ０􀆰 ４１)ꎮ 此外ꎬ在荧光显微镜下两组细菌呈

现类似形态及相近 Ｒ４９０ / Ｒ４３５ 比率(图 ２ － ＡꎬＢ)ꎬ表
明单增李斯特菌经过模拟唾液处理时没有受到明显

应激ꎬ这与其在唾液中的高存活率(９３􀆰 ９％ )一致

(表 １)ꎮ 另外ꎬ参考菌株 ＥＧＤｅ 经过模拟唾液处理

后的 ｐＨｉ与对照组亦无显著性差异(７􀆰 ５９ ｖｓ ７􀆰 ３６)ꎬ
且均高于 ｐＨｅｘ(ΔｐＨ 为 ０􀆰 ７９)ꎬ与其在唾液中的高存

活能力相符(９７􀆰 ３％ )(表 １)ꎮ

表 ２.单增李斯特菌株 １１１３７ 和 ＥＧＤｅ 在体外消化道模型中的细胞内 ｐＨｉ(ｎ ＝４０)
Ｔａｂｌｅ ２. ｐＨｉ ｖａｌｕｅｓ ｏｆ Ｌ. ｍｏｎｏｃｙｔｏｇｅｎｅｓ ｓｔｒａｉｎｓ １１１３７ ａｎｄ ＥＧＤｅ ａｔ ｖａｒｉｏｕｓ ｓｔｅｐｓ ｉｎ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍ

Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ
１１１３７ ＥＧＤｅ
ｐＨｉ( ± ＳＤ) ｐＨｅｘ ΔｐＨ ｐＨｉ( ± ＳＤ) ｐＨｅｘ ΔｐＨ

Ｃｏｎｔｒｏｌ ７􀆰 ４５ ± ０􀆰 ０３ ６􀆰 ０ １􀆰 ４５ ７􀆰 ３６ ± ０􀆰 ０３ ６􀆰 ０ １􀆰 ３６
Ｓａｌｉｖａ ７􀆰 ２１ ± ０􀆰 ０４ ６􀆰 ８ ０􀆰 ４１ ７􀆰 ５９ ± ０􀆰 ０６ ６􀆰 ８ ０􀆰 ７９
Ｓａｌｉｖａ ａｎｄ Ｇａｓｔｒｉｃ(ｐＨ ３􀆰 ５) > ８􀆰 ００ ３􀆰 ５ > ４􀆰 ５ ７􀆰 ９８ ± ０􀆰 ０４ ３􀆰 ５ ４􀆰 ４８
Ｓａｌｉｖａ ａｎｄ Ｇａｓｔｒｉｃ(ｐＨ ４􀆰 ０) ７􀆰 ７５ ± ０􀆰 ０２ ４􀆰 ０ ３􀆰 ７５ ７􀆰 ８７ ± ０􀆰 ０３ ４􀆰 ０ ３􀆰 ８７
Ｓａｌｉｖａꎬ Ｇａｓｔｒｉｃ(ｐＨ ３􀆰 ５)ａｎｄ Ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｆｌｕｉｄ > ８􀆰 ００ ６􀆰 ５ > １􀆰 ５０ > ８􀆰 ００ ６􀆰 ５ > １􀆰 ５０
Ｓａｌｉｖａꎬ Ｇａｓｔｒｉｃ(ｐＨ ４􀆰 ０)ａｎｄ Ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｆｌｕｉｄ > ８􀆰 ００ ６􀆰 ５ > １􀆰 ５０ > ８􀆰 ００ ６􀆰 ５ > １􀆰 ５０

　 　 当菌株 １１１３７ 经过胃液(ｐＨ 值为 ３􀆰 ５ 和 ４􀆰 ０)
和胃￣肠混合液处理后ꎬ荧光显微镜下细菌数目略减

少ꎬ与其在消化液中的存活率趋势一致(表 １)ꎮ 此

外ꎬ虽然细菌形态发生改变ꎬ处于高应激状态(图 ２ꎬ
Ｃ￣Ｆ)ꎬ但其 ｐＨｉ仍维持在较高水平ꎬ甚至超出了标准

曲线的上限 ８􀆰 ０ꎬ显著高于 ｐＨｅｘ(ΔｐＨ 均 > １􀆰 ５)(表
２)ꎬ表明细菌细胞膜仍保持完整[６]ꎮ 与奶酪分离株

１１１３７ 类似ꎬ参考菌株 ＥＧＤｅ 在 ｐＨ 为 ３􀆰 ５ 和 ４􀆰 ０ 的

胃液中ꎬ ｐＨｉ 分别为 ７􀆰 ９８ 和 ７􀆰 ８７ꎬ远大于其 ｐＨｅｘ

(ΔｐＨ 分别为 ４􀆰 ４８ 和 ３􀆰 ８７) (表 ２)ꎬ在模拟肠液组

中ꎬＥＧＤｅ ｐＨｉ虽高于标准曲线检测上限 ８􀆰 ０ꎬ但均大

于其 ｐＨｅｘꎬ表明存活的单增李斯特菌仍保持完整的

细胞膜[６]ꎮ

３　 讨论

单增李斯特菌作为重要的食源性病原菌ꎬ在胃

肠道环境中的生存能力对其致病性具有重要影响ꎮ
人体胃酸比较高ꎬｐＨ ３􀆰 ０ 以下ꎬ空腹胃酸分泌最高

时 ｐＨ 仅 ０􀆰 ８ꎬ 饭后胃液被稀释ꎬ ｐＨ 可上升至

４􀆰 ０[１１]ꎮ 小肠液 ｐＨ 在 ４􀆰 ５ － ６􀆰 ５ 之间[１２]ꎮ 因此ꎬ在
酸性环境中的存活及增殖能力是单增李斯特菌能否

建立感染的前提[１３]ꎮ 单增李斯特菌在 ｐＨ ３􀆰 ０ ＢＨＩ
肉汤处理 ２ ｈ 的死亡率达 ９９％ [１４]ꎻ而在 ｐＨ ３􀆰 ０ 的

限制性基础培养基处理 １ｈ 后无细菌存活[１５]ꎮ 本试

验结果表明ꎬ当胃酸 ｐＨ ２􀆰 ５ 和 ３􀆰 ０ 时ꎬ单增李斯特

菌在胃液和胃￣肠混合液中的存活率均较低(表 １)ꎮ
提示虽然该菌在环境中广泛存在ꎬ污染食品的机率

很高ꎬ但引发的感染率并不高ꎬ可能与其在 ｐＨ≤３􀆰 ０
的胃液中存活力低下有关[４]ꎮ 因此ꎬ本试验选用 ｐＨ
３􀆰 ５ 和 ４􀆰 ０ 的人工胃液进行后续细胞内 ｐＨｉ测定研

究ꎮ
ＦＲＩＭ 技术可用于检测混合培养物中单个细菌

的 ｐＨｉꎬ也可用于分析细菌受应激后的 ｐＨｉ动态变

化[１０ꎬ１４]ꎬ已用于单增李斯特菌、无害李斯特菌、乳酸

杆菌、空肠弯曲杆菌等细菌和汉逊德巴利酵母菌的

环境抗性研究中[５ꎬ７ꎬ１０ ꎬ１６ － １７]ꎮ 大多数细菌即使在细

胞外环境比较极端时也可以维持较为恒定的 ｐＨｉꎬ
以维持其正常新陈代谢[１８]ꎮ 李斯特菌在 ｐＨｅｘ 为

５􀆰 ０ － ８􀆰 ０ 时可维持较狭窄范围的 ｐＨｉ ７􀆰 ６ － ８􀆰 ０ 或

８􀆰 ０ － ８􀆰 ４[１８ － １９]ꎮ 若不能维持 ｐＨ ｉ恒定性ꎬ细胞可能

丧失存活力ꎬ因而在细胞水平上可以作为细菌死

亡的敏感指示剂[１４] ꎮ 本试验发现单增李斯特菌经

过模拟胃液和小肠液处理后的 ｐＨ ｉ仍能维持在较

高水平 ( > ７􀆰 ０ ) (表 ２)ꎮ Ｓｈａｂａｌａ 等的研究也表

明ꎬ单增李斯特菌即使在 ｐＨｅｘ低至 ４􀆰 ０ 时仍能维

持恒定的 ｐＨ ｉ
[１４] ꎮ 在人工胃液 ｐＨ ３􀆰 ５ 的消化液

处理后ꎬ单增李斯特菌的 ｐＨ ｉ超过了检测上限 ８􀆰 ０ꎬ
自均高于 ｐＨｅｘꎬ表明其细胞膜仍然保持完整[６] 、细
菌具有活力ꎬ且存活率较高(表 １)ꎮ ｐＨ ｉ > ８􀆰 ０ 可
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图 ２.单增李斯特菌分离株 １１１３７ 经不同消化液处理后的显微镜观察

Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｉｃ ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｏｆ Ｌ. ｍｏｎｏｃｙｔｏｇｅｎｅｓ ｓｔｒａｉｎ １１１３７ ｉｎ ｔｈｅ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍ. Ａ: Ｃｏｎｔｒｏｌꎻ Ｂ: Ｓａｌｉｖａꎻ Ｃ:
Ｇａｓｔｒｉｃ ｊｕｉｃｅ ａｔ ｐＨ３􀆰 ５ꎻ Ｄ: Ｇａｓｔｒｉｃ ｊｕｉｃｅ ａｔ ｐＨ４􀆰 ０ꎻ Ｅ: Ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｆｌｕｉｄ ｗｉｔｈ ｇａｓｔｒｉｃ ｊｕｉｃｅ ａｔ ｐＨ３􀆰 ５ꎻ Ｆ: Ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｆｌｕｉｄ ｗｉｔｈ ｇａｓｔｒｉｃ
ｊｕｉｃｅ ａｔ ｐＨ４􀆰 ０.

能与以下两方面有关:(１)肠液中包含的多种酶类

及离子对 ｐＨ ｉ测定有一定干扰ꎻ(２)菌株间存着一

定差异ꎮ
本试验国内外首次通过测定存活率及 ｐＨｉ 变

化ꎬ研究单增李斯特菌在体外模拟消化道的抗性ꎮ

研究结果显示ꎬ当模拟胃液 ｐＨ≥３􀆰 ５ꎬ单增李斯特菌

在体外消化道环境中能维持较为恒定的 ｐＨｉ和较高

生存能力ꎮ ｐＨｉ可作为判定细菌存活能力的重要指

标ꎬ用于深入分析不同单增李斯特菌菌株在消化道

中的生存和致病能力ꎮ
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ｈａｄ ａ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ ｏｆ ｏｖｅｒ ９０％ ａｆｔｅｒ ｓａｌｉｖａ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ. Ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｗａｓ ｌｏｗ (ｌｅｓｓ ｔｈａｎ ０􀆰 ０５％ ) ｉｎ ｇａｓｔｒｉｃ ｊｕｉｃｅ ｗｉｔｈ ｐＨ ａｔ ｏｒ
ｂｅｌｏｗ ３􀆰 ０ ａｎｄ ｉｎ ｔｈｅ ｓｕｂｓｅｑｕｅｎｔ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｆｌｕｉｄ. Ｔｈｅ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ ｓｔａｒｔｅｄ ｔｏ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｉｎ ｇａｓｔｒｉｃ ｊｕｉｃｅ ａｔ ｐＨ ３􀆰 ５ ａｎｄ ｗａｓ
ｈｉｇｈｅｒ ｂｅｔｗｅｅｎ １１􀆰 ２％ － ８５􀆰 ９％ ｆｏｒ ｔｈｅ ｔｗｏ ｔｅｓｔｅｄ ｓｔｒａｉｎｓ ａｔ ｐＨ ４􀆰 ０. Ｔｈｅ ｐＨｉ ｗａｓ ｓｉｍｉｌａｒ ｂｅｔｗｅｅｎ ｓａｌｉｖａ￣ｔｒｅａｔｅｄ ａｎｄ
ｕｎｔｒｅａｔｅｄ ｂａｃｔｅｒｉａ ａｓ ｒｅｖｅａｌｅｄ ｂｙ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｒａｔｉｏ ｉｍａｇｉｎｇ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ. Ｔｈｅ ｐＨｉ ｒｅｍａｉｎｅｄ ｒｅｌａｔｉｖｅｌｙ ｓｔａｂｌｅ ａｔ ｏｒ ｈｉｇｈｅｒ
ｔｈａｎ ７􀆰 ７５ ｉｎ ｇａｓｔｒｉｃ ｊｕｉｃｅ ａｔ ｐＨ ３􀆰 ５ ａｎｄ ４􀆰 ０ ｏｒ ｗｉｔｈ ｓｕｂｓｅｑｕｅｎｔ ｉｎｔｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｆｌｕｉｄ. [Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ] Ｌ.
ｍｏｎｏｃｙｔｏｇｅｎｅｓ ｃｏｕｌｄ ｔｏｌｅｒａｔｅ ｇａｓｔｒｉｃ ｊｕｉｃｅ ｗｉｔｈ ｐＨ ａｔ ｏｒ ａｂｏｖｅ ３􀆰 ５ ａｓ ｓｈｏｗｎ ｂｙ ｉｔｓ ｇｏｏｄ ｓｕｒｖｉｖａｂｉｌｉｔｙ ａｎｄ ｓｔａｂｌｅ ｐＨｉꎬ ｍｏｓｔ
ｐｒｏｂａｂｌｙ ｂｙ ｍａｉｎｔａｉｎｉｎｇ ｉｎｔｅｇｒｉｔｙ ｏｆ ｉｔｓ ｍｅｍｂｒａｎｅｓ.
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ: Ｌｉｓｔｅｒｉａ ｍｏｎｏｃｙｔｏｇｅｎｅｓꎬ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｇａｓｔｒｏ￣ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｍｏｄｅｌꎬ ｓｕｒｖｉｖａｌꎬ ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｐＨ

(本文责编:王晋芳)

Ｓｕｐｐｏｒｔｅｄ ｂｙ ｔｈｅ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｆｏｒ Ｙｏｕｎｇ Ｒｅｓｅａｒｃｈｅｒｓ ｏｆ Ｃｈｉｎａ (３０７００５９２) ａｎｄ ｂｙ ｔｈｅ Ｚｈｅｊｉａｎｇ Ｐｒｏｖｉｎｃｉａｌ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ
Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ (Ｙ３１１０３９６)
∗Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ. Ｅ￣ｍａｉｌ: ｊｌｌ＠ ｚｓ. ｚｉｑ. ｇｏｖ. ｃｎ
Ｒｅｃｅｉｖｅｄ: ２２ Ｎｏｖｅｍｂｅｒ ２０１２ / Ｒｅｖｉｓｅｄ: １１ Ｊａｎｕａｒｙ ２０１３
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«微生物学报»综述文章投稿最新要求
２０１１ 年 １２ 月ꎬ第 ３ 次修订

　 　 为了避免篇幅庞大、罗列文献、内容空泛、缺乏观点ꎬ力求内容更加新颖、并更具可读性ꎬ自 ２００３ 年本刊对综述类投稿提出

了具体的要求ꎬ先后又作了两次修订ꎮ
１􀆰 篇幅:主要刊登微型综述(ｍｉｎｉ ｒｅｖｉｅｗ)ꎬ来稿字数最好控制在 ５０００ 字以内(不包括参考文献)ꎮ
２􀆰 新意:选题要有新意ꎬ对读者及同行确有一定的启发作用和参考价值ꎮ
３􀆰 述和评:结合文献扼要评述国内外学者在本领域的研究进展ꎬ不要泛泛罗列文献ꎬ只述不评ꎮ
４􀆰 结合工作:结合自己的研究工作ꎬ就该研究领域存在的问题和解决的途径提出自己的观点ꎮ
５􀆰 参考文献:控制在 ４０ 篇以内ꎬ近 ３ 年发表的文献不少于 １０ 篇ꎮ
６􀆰 作者:(１)数量不多于 ３ 人ꎻ(２)提供一份背景材料ꎬ内容包括:第一作者科研简介、责任作者(即通讯作者)科研简介、

本课题组对相关工作情况的介绍(附已发文章)ꎮ

欢迎投送“能够反映国际研究热点、对学科发展有指导意义”的述评类文章ꎮ

２７７




