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2024—2025 年连云港市金针菇生产加工环节单增

李斯特菌的污染特征与分子溯源分析 

颜  芹, 马会会*, 尹笑笑, 吴  静, 朱晓露, 李  娣 
 (连云港市疾病预防控制中心, 连云港  222000) 

摘  要: 目的  了解连云港市金针菇生产加工环节中单增李斯特菌的污染情况。方法  以连云港市金针菇生

产加工场所为采样范围, 对样本进行单增李斯特菌的分离鉴定和聚类分析。结果  359 份金针菇生产加工环节

中的样本检出单增李斯特菌阳性样本 67 份, 总检出率 18.66%。不同年份、采样场所的单增李斯特菌的检出

率有统计学意义(P<0.05), 不同样本类别的单增李斯特菌检出率无统计学意义(P>0.05)。2024 年污染率高

(24.71%), 搔菌室采集的样品阳性检出率远高于其他采样场所(38.46%), 且采集的环境样品的污染率最高

(25.32%)。67 株单增李斯特菌序列(sequence type, ST)型以 ST87 (32 株)和 ST8 (31 株)为主。结论  连云港市

金针菇生产加工环节中存在单增李斯特菌的污染, 其中搔菌室和采收样区污染最严重, 必须加强该环节的监

测和监管力度, 重点针对高污染区域和环境方面制定防控措施。 
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Pollution characteristics and molecular traceability analysis of Listeria 
monocytogenes in the production and processing links of Flammulina 

velutipes in Lianyungang City from 2024—2025 

YAN Qin, MA Hui-Hui*, YIN Xiao-Xiao, WU Jing, ZHU Xiao-Lu, LI Di 
(Lianyungang Center for Disease Control and Prevention, Lianyungang 222000, China) 

ABSTRACT: Objective  To investigate the contamination status of Listeria monocytogenes in the production and 

processing of Flammulina velutipes in Lianyungang City. Methods  Samples were collected from the production 

and processing chain of Flammulina velutipes in Lianyungang City. Isolation, identification and multilocus sequence 

typing of Listeria monocytogenes were performed. Results  A total of 67 samples were positive for Listeria 
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monocytogenes among 359 samples collected from the production and processing chain of Flammulina velutipes, 

with an overall detection rate of 18.66%. The differences in the detection rate of Listeria monocytogenes among 

different sampling years and sampling locations were statistically significant (P<0.05), whereas no significant 

difference was observed among different sample types (P>0.05). The contamination rate in 2024 was relatively high 

(24.71%), and the positive detection rate of samples from the mycelium scraping room (38.46%) was much higher 

than that from other sampling sites. Environmental samples showed the highest contamination rate (25.32%). 

Sequence typing (ST) of the 67 Listeria monocytogenes isolates revealed that ST87 (32 isolates) and ST8 (31 isolates) 

were the dominant sequence types. Conclusion  Listeria monocytogenes contamination exists in the production and 

processing chain of Flammulina velutipes in Lianyungang City, with the scraping room and harvesting and packaging 

area being the most heavily contaminated sites. It is essential to strengthen monitoring and supervision in these links, 

and formulate targeted prevention and control measures focusing on highly contaminated areas and environmental 

management. 
KEY WORDS: Flammulina velutipes; Listeria monocytogenes; contamination status; multilocus sequence typing 
 
 

0  引  言 

单核细胞增生李斯特氏菌(Listeria monocytogenes)(下
文统称单增李斯特菌)是革兰阳性短小杆菌, 广泛分布在

自然界, 具有极强的生长繁殖能力[1], 所以在食品的加工、

运输和储存等多个环节均可被其污染。单增李斯特菌是一

种致病性极强的嗜冷菌, 其致死率较高[2], 对孕妇、新生儿

及老年人等免疫力低下的人群有较高的患病风险, 可以引

起流产、脑膜炎、败血症等疾病[3]。 
金针菇含有丰富的膳食纤维和蛋白质, 口味独特, 具

有提高免疫力和调节生理机能的作用[4], 是一种人们可以

食用的绿色保健产品, 深受人们的喜爱。金针菇生产环节

包括拌料、装瓶、灭菌、冷却、接种、菌丝培养(发菌)、
搔菌、出菇培养和采收包装等多个流程[5], 其中涉及密集

的人工操作和频繁的设备接触, 以上环节很容易导致单增

李斯特菌交叉污染[6]。近几年来, 中国出口至美、日两国

的金针菇产品, 被通报不合格事件 17 起, 其中被单增李斯

特菌污染的有 12 起[7]。并且中国多家金针菇出口企业被美

国食品药品监督管理局纳入进口预警红名单[8]。国内外研

究表明, 金针菇因其生长环境及加工储存的方式, 容易被

李斯特菌污染, 但不同加工环节的污染状况存在较大差异[9], 
且针对该环节的系统研究较少。 

因此本研究对连云港市金针菇生产企业加工环节进

行采样, 检测单增李斯特菌污染情况, 分析其在不同年份

(2024—2025 年)、采样场所、样本类型中的分布差异[10], 并
利用核心基因组多位点序列分型(core genome multilocus 
sequence typing, cgMLST)技术进行分子分型与溯源分析, 
了解区域内单增李斯特菌的优势克隆群、污染来源及传播

规律[11], 旨在为连云港市金针菇生产加工环节制定精准化

防控策略、保障食用菌产品质量安全, 为食品安全管理提

供参考依据。 

1  材料与方法 

1.1  样本采集 

2024—2025 年在连云港市随机选取 2 家有代表性的

规模化金针菇生产加工企业(G 厂、D 厂), 于每年 4 月、9 月

各开展一次采样, 按照金针菇生产加工环节的风险等级分

配样本量, 各采样环节样本量存在一定的差异, 采集各个

环节的样本共计 359 份。采样场所涉及采收包装区、菇房、

接种室、菌丝培养室、灭菌区、培养基制作区、搔菌室等

区域[12], 采集的样本类别主要是金针菇、培养基、环境(生
产台面、地面、墙面、设备表面)、操作人员(手部、鞋底、

工作服)、工具设备(刀具、容器、传输带、切割称量工具)、
其他(生产用水、清洗用水)等[13], 各采样阶段的样本数量

及采样点的描述详见表 1。 
环境与工具设备样本采用无菌拭子涂抹采样 , 金

针菇与培养基样本直接无菌采集 , 所有样品采集完成

后 , 在接近原有贮藏温度的条件下尽快送到实验室进

行检验 [14]。 

1.2  仪器与试剂 

Microflex LT/SH 全自动微生物质谱鉴定系统(德国

Bruker Daltonik GmbH 公司)。 
李氏增菌肉汤 LB (LB1、LB2)、PALCAM 琼脂、含

0.6%酵母浸膏的胰酪胨大豆琼脂、革兰氏染液(青岛高科技

工业园海博生物技术有限公司); 李斯特显色培养基(上海

科玛嘉微生物技术有限公司); GN 鉴定卡(生物梅里埃法国

股份有限公司); ShockMixer-1 脉冲式均质器(广东环凯微

生物科技有限公司)。以上所有的试剂已通过性能验证并且

都在有效期内投入实验。 
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表 1  金针菇加工区域与采样点 
Table 1  Processing area and sampling points in Flammulina velutipes  

地区 采样时间 采样数量 采样点描述 

采收包装区 

2024 78 
培养基、金针菇、地面、包装筐、操作台面、传送带、铲子、控制按钮、带包

装的产品、金针菇-栽培瓶表面、金针菇带包装、切割称量工具、门、清洁工具、

清洗用水、人员手、鞋底、衣服、扫帚、套筒(卷纸、包菇片)、直接接触产品

的包装材料、栽培筐表面、切割金针菇的剩余物、排水口/地漏、瓶子外壁、可

移动设备接触地面的部件(如轮子等)、刀 
2025 92 

菇房 
2024 26 

地面、成熟菇、门、清洗用水、套筒(卷纸、包菇片)、幼菇、栽培架表面 
2025 25 

接种室 
2024 14 操作台、地面、接种后培养基、控制按钮、人员手、鞋底、衣服、门、排水口/

地漏、清洁工具、栽培筐表面 2025 12 

菌丝培养室 
2024 12 

金针菇菌丝培养物、地面、排水口/地漏、清洁工具、栽培筐表面、墙壁 
2025 9 

灭菌区 
2024 1 

灭菌后培养基 
2025 2 

培养基制作区 
2024 11 灭菌前培养基、培养基原料、清洗用水、清洁工具、生产用水、拖把、地面、

仪器 2025 12 

搔菌室 
2024 32 传送带、菌丝培养物、地面、控制按钮、墙壁、清洁工具、清洗用水、人员手、

鞋底、衣服、仪器、栽培筐表面 2025 33 

 
1.3  方  法 

1.3.1  样品的分离与鉴定 
依据 GB 4789.30—2016《食品安全国家标准 食品微

生物学检验 单核细胞增生李斯特菌检验》进行菌株的分

离培养和鉴定。无菌操作取样, 进行增菌和分离培养, 分
别从李斯特显色平板和 PALCAM 琼脂平板上挑取可疑的

菌落进行革兰氏染色、生化试验初步鉴定[15]。 
1.3.2  全基因组测序 

将纯化的菌株划线接种于含 0.6%酵母浸膏的胰酪胨

大豆琼脂平板, 36 ℃培养 24 h 后, 用接种环刮取纯菌一

环放入 0.5 mL 生理盐水中[16], 100 ℃水浴灭活 10 min, 委
托生工生物工程股份有限公司(上海)完成基因组 DNA 的

提取和文库构建, 用 illumina 平台完成二代测序。采用

Illumina NovaSeq 6000 平台进行双端测序, 读长为 PE150, 
测序深度(覆盖度)≥100×, 使用 SPAdes v 3.5.0 软件进行从

头组装(默认参数), 将拼接好的数据导入全基因组数据综

合分析平台进行分析, 得到菌株序列型(sequence type, ST)
和血清型等。 
1.3.3  聚类分析 

采用 cgMLST 技术对 67 株单增李斯特菌进行同源性

分析, 根据菌株间核心基因等位基因差异数划分同源关系: 
差异数小于等于 10 的菌株视为同源, 10~24 的菌株视为可

能存在遗传关联, 差异数大于等于 25 的菌株视为非同源。 

1.4  数据处理 

采用 SPSS 27.0 统计学软件进行数据分析, 计数资料

以检出率(%)表示, 不同年份、采样场所、样本类型的检出率

组间比较采用 χ2检验, 以 P<0.05 为差异具有统计学意义。将

单因素分析 P<0.05 的变量纳入二分类多因素 Logistic 回归模

型, 以是否检出单增李斯特菌为因变量(阴性=0, 阳性=1), 以
年份、采样场所为自变量, 同时校正企业、采样季节等混杂

因素, 筛选污染的独立影响因素。检验水准 α=0.05。 

2  结果与分析 

2.1  不同年份污染情况 

2024—2025年连云港市采集的金针菇样本共359份, 其
中共 67 份样本检出单增李斯特菌阳性, 总检出率为 18.66%。

可以看出 2024 年阳性检出率最高, 是 24.71%。不同年份检出

率差异具有统计学意义(χ2=8.14, P=0.0043), 见表 2。 

2.2  不同采样场所污染情况 

主要在采收包装区、菇房、接种室、搔菌室等场所进

行采样, 搔菌室检出率最高(38.46%, 25/65), 其次为采收

包装区(22.35%, 38/170), 灭菌区、培养基制作区和菌丝培

养室均未检出阳性。不同采样场所检出率差异具有统计学

意义(χ2=38.44, P<0.001), 见表 3。 

2.3  不同样本类别污染情况 

2024—2025 年连云港市采集的金针菇生产加工环节

中不同类别的样品中, 均有单增李斯特菌检出, 环境样本

检 出 率 最 高 (25.32%, 20/79), 工 具 设 备 样 本 (19.21%, 
29/151)、人员(18.18%, 6/33)和金针菇样本(17.86%, 10/56)
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次之, 培养基及其他类样本检出率较低。本研究中不同样

本类别检出率差异无统计学意义(χ2=7.34, P=0.196), 但环

境样本检出率远高于培养基样本(3.85%, 相差 6倍以上), 考
虑到两类样本量不均衡, 该结果可能受检验效能不足的影

响, 不能直接认定不同样本类别污染水平无差异, 见表 4。 

2.4  多因素 Logistic 回归分析 

搔菌室是金针菇生产加工链中单增李斯特菌污染的独立

高风险因素(比值比=10.215, P<0.001), 其污染风险约为低污染

参照区的 10.2 倍; 采收包装区为次要独立风险因素(比值比

=2.869, P=0.015); 年份对污染的影响呈边缘相关(P=0.056), 
2024 年污染风险高于 2025 年, 但未达到统计学显著性。 

2.5  聚类分析 

对 67 株单增进行 cgMLST 分析, 所有菌株基于核心

等位基因差异可分为两大遗传聚类簇, 菌株间核心等位基

因最大差异为 60。67 株单增共检出 3 种 ST 型, 分别为

ST8 (31 株)、ST87 (32 株)和 ST5 (1 株)。3 株 ST 型未检

出, 两株来源于 D 厂(W20240156、W2024022), 1 株来源

于 G 厂(W20250188), 污染源都来自采收包装区。优势型

为 ST87 (32/67, 47.76%)和 ST8 (31/67, 46.27%)。其中, 31
株 ST8 菌株聚为一簇, 该簇内菌株核心等位基因最大差

异为 20, 克隆相关性较高, 主要集中于 G 厂。其余菌株

以 ST87 型为绝对优势菌群, 另包含 1 株 ST5 型菌株, 二
者共同聚为另一大簇, 该簇整体核心等位基因最大差异

数为 25, 其中单株 ST5 菌株与同簇 ST87 菌株间核心等位

基因最大差异为 25, 与 ST8 簇菌株核心等位基因最大差

异达 60; 主要分布于 D 厂, 污染来源及采样环节与 ST8
簇高度重合, 见图 1。 

 

表 2  不同年份金针菇生产加工环节中单增李斯特菌的污染情况 
Table 2  Contamination of Listeria monocytogenes in the production and processing chain of Flammulina velutipes in different years 

年份 样品数/份 阳性数/份 检出率/% χ2 P 

2024 174 43 24.71 
8.14 0.0043 

2025 185 24 12.97 

合计 359 67 18.66   
 

表 3  不同采样场所金针菇生产加工环节中单增李斯特菌的污染情况 
Table 3  Contamination of Listeria monocytogenes in the production and processing chain of Flammulina velutipes at  

different sampling locations 

地区 样品数/份 阳性数/份 检出率/% χ2 P 

采收包装区 170 38 22.35 

38.44 <0.001 

菇房 51 3 5.88 

接种室 26 0 0 

菌丝培养室 21 0 0 

灭菌区 3 0 0 

培养基制作区 23 1 4.35 

搔菌室 65 25 38.46 

合计 359 67 18.66   

 
表 4  不同样本类别金针菇生产加工环节中单增李斯特菌的污染情况 

Table 4  Contamination of Listeria monocytogenes in the production and processing chain of Flammulina velutipes in  
different sample categories 

样本类别 样品数/份 阳性数/份 检出率/% χ2 P 

金针菇 56 10 17.86 

7.34 0.196 

培养基 26 1 3.85 

环境 79 20 25.32 

人员 33 6 18.18 

工具设备 151 29 19.21 

其他 14 1 7.14 

合计 359 67 18.66   
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图 1  67 株单增李斯特菌 cgMLST 分析 
Fig.1  cgMLST analysis of 67 Listeria monocytogenes 

 
3  讨论与结论 

金针菇工厂化栽培是我国生产金针菇的主要模式[17], 
其在生产加工过程中极易受单增李斯特菌污染。研究表明, 
金针菇生产加工过程中的环境、人员、工具设备等都是引起

单增李斯特菌污染的主要来源, 如果生产中消毒不彻底, 会
导致生产的金针菇与环境、人员、工具设备产生交叉污染[18]。 

本研究单因素 χ2结果显示, 金针菇生产加工环节中单

增李斯特菌污染水平在年份、采样场所上均存在统计学关

联。通过多因素 Logistic 回归分析, 明确了金针菇生产加

工环节中单增李斯特菌污染的独立风险因素, 结果显示搔

菌室是污染的核心高风险环节, 采收包装区为次要风险环

节, 这一发现为食用菌加工过程的微生物防控提供了针对

性依据。 

2024—2025 年总检出率为 18.66%, 高于贵州省的

9.62%[19]和福建省的 1.2%[20], 说明连云港市的金针菇生产

加工环节中单增李斯特菌的污染程度较高, 需要引起重

视。2024 年检出率较高, 可能与当年的生产环境、气候条

件或卫生管理水平有关[7]。2025 年的检出率(12.97%)明显

低于 2024 年的检出率(24.71%), 可能是因为 2025 年金针

菇生产企业在 2024 年监测后加强了卫生管理, 增加了环

境消毒的频次、规范了人员的操作流程有关, 但需要排除

季节、批次等混杂因素的影响[21]。后续仍需要开展更严格

的对照研究来验证防控措施的效果, 同时也反映出年度污

染波动可能与防控执行强度相关。 
在不同采样场所中 , 搔菌室(38.46%)和采收包装区

(22.35%)是高污染区, 说明污染的主要来源与密集的人工

操作和频繁的物料流转有关。搔菌室人工干预环节较多, 
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工人的手部、使用的工具会与金针菇菌体频繁接触, 如果

清洁消毒不到位, 极易引起污染[22]; 采收包装区人员流动

大、物料集中堆放, 设备表面易残留菌体, 会引起持续性

污染。采集的样本类别中环境样本(25.32%)检出率最高, 
说明生产环境是单增李斯特菌污染的重要来源, 这也是食

品加工环节致病菌污染的普遍特征[23]。人员和工具设备本

就易受环境及操作环节的交叉污染[24]。  
接种室、菌丝培养室及灭菌区未检出单增李斯特菌, 

说明消毒措施严格和无菌操作环节执行规范到位, 有效阻

断了传染源[25], 但鉴于灭菌区等区域样本量相对有限(尤
其是灭菌区, 样本量仅 3 份), 不排除存在假阴性的可能, 
后续可扩大样本量进一步验证, 提示了后续的防控措施需

要重点关注后期的人工操作环节, 补齐卫生管控短板。培

养基样本的污染率较低, 提示原料与人员管理相对可控但

仍存在疏漏。因此, 需加强生产环境清洁消毒、建立环境定

期监测机制, 是切断单增李斯特菌传播路径的核心举措[26]。 
cgMLST 分子溯源结果进一步揭示了污染的分子流

行特征, ST8 与 ST87 两大优势克隆群在 ST 型、血清型及

厂区分布上完全分离, 未发现跨厂传播的核心克隆, 提示

G 厂与 D 厂的单增李斯特菌污染来源相对独立[27]。 
ST8 型菌株内部克隆相关性高, 提示 G 厂污染源于单

一污染源的持续扩散; ST87 型菌株遗传多样性略高, 且包

含 1 株 ST5 型菌株, 说明 D 厂污染来源相对复杂, 可能存

在多个亚克隆传播。两大克隆群均集中于高风险场所, 进
一步明确了污染传播的关键节点, 为厂区差异化、精准化

防控提供了分子依据。 
本研究检出的 ST87 与 ST8 为主要流行型别, 二者在

环境适应性、生物膜形成能力上存在一定差异。ST87 作为

单增李斯特菌的常见流行型别, 在食品加工环境中具有更

强的环境适应性, 可在低温、干燥等条件下长期存活, 且
生物膜形成能力较强, 更易在环境表面定植并形成持续污

染; ST8 的环境适应性与生物膜形成能力相对较弱, 因此

在本研究中的检出占比低于 ST87。对于仅检出 1 株的 ST5
型别, 其出现频率较低的原因可能包括: 该型别本身在金

针菇生产环境中的携带率较低; 受本次采样样本量、采样

时段的限制, 未能充分捕捉到该型别的分布情况; ST5 的

环境适应性弱于 ST87、ST8, 难以在加工环境中持续存活, 
因此仅出现零星检出。 

从采样信息来看, 两大克隆群均广泛分布于环境样

本、工具设备、操作人员及金针菇样本中, 环境菌株与金

针菇、人员菌株高度聚集, 证实了“环境-工具-人员-金针

菇”的交叉传播路径[28], 与流行病学调查中环境样本高检

出率的结果一致; 人员相关样本(如鞋底、衣物)与环境、产

品样本聚类紧密, 提示人员流动是造成污染扩散的关键媒

介[29]; 采收包装区与搔菌室是两大克隆群最集中的采样点

位, 与流行病学调查中高风险场所的结论相吻合[30], 说明

这两个环节是菌株传播的核心节点。 
本研究表明, 连云港市金针菇生产加工环节存在单

增李斯特菌污染风险, 搔菌室和采收包装区是重点污染区, 
但该污染风险通过精细化分区管理可以实现有效管控。建

议相关生产企业需针对搔菌室和采收包装区制定专属的环

境消毒方案, 严格落实每日不少于 2 次的全域消杀工作, 
消杀范围要覆盖搔菌机械、采收操作台、刀具、地面、墙

面和排水沟缝隙等隐蔽污染点位, 并定期开展两区的环境

微生物抽样监测, 及时发现隐匿的污染源并且溯源整改。

同时要做好两区人流、物流的物理隔离, 配备独立的更衣

洗手设施, 严禁两区工服、工器具跨区混用, 从源头阻断

交叉污染; 并做好菌包原料验收、菇品采收操作、成品全

程冷链温控等配套管控措施, 形成全链条污染阻断体系。

此外, 需加强操作人员食品安全与卫生操作培训, 明确两

区的致病菌防控要点, 定期开展自查与第三方抽检, 切实

保障产品的质量安全, 以降低单增李斯特菌污染导致的食

源性疾病风险。 
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