
摘 要：为明确粪大肠菌群对蔬菜的污染及其耐药性，对厦门市集美区主要菜市场及超市的小白菜进行抽样调查。采用平板计数

和 MPN法对小白菜表面的粪大肠菌群进行计数，并通过对分离的细菌进行药敏试验，揭示粪大肠菌群对常用抗生素的耐药性。结
果显示平板计数粪大肠菌群数量平均为 631.3 CFU·g-1，合格率达 90.9%；MPN计数平均为 48.2 MPN·g-1，合格率达 87.9%。清洗处理
后粪大肠菌群数量从 564.7 CFU·g-1降到 92.5 CFU·g-1；流水浸泡 10 min后，粪大肠菌群数量从 564.7 CFU·g-1降到 99.2 CFU·g-1。药敏
试验结果表明，粪大肠菌对青霉素和四环素的耐药率达到 100%，对红霉素的耐药率达到 85.0%，但对庆大霉素、阿米卡星和环丙沙星
没有耐药性。研究表明清洗处理显著降低粪大肠菌群的数量，粪大肠菌群对常用抗生素具有一定程度的耐药性，其耐药谱较广。
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Abstract：Microbial contamination of vegetables has aroused public concerns. An investigation was carried out to examine occurrence and
resistance to antibiotics of fecal coliforms on fresh Chinese cabbages collected from farmers-markets and supermarkets in Jimei district of
Xiamen city, China. Fecal coliforms were quantified using both MPN（most-probable-number）and PC（plate count）methods. Two treat原
ments（washing or immersion in water）were used to evaluate the effect of cleaning on the abundance of fecal coliforms. The resistance of the
isolated fecal coliforms to six common antibiotics（gentamicin, amikacin, penicillin, erythromycin, tetracycline, and ciprofloxacin）was eval原
uated using antimicrobial susceptibility testing. The results showed that average population of fecal coliforms from the samples was 631.3
CFU·g-1 by PC method, with qualified rate of 90.9%, whereas average population of fecal coliforms was 48.2 MPN·g-1 by MPN method, with
qualified rate of 87.9%. Washing and 10 min immersion reduced the number of fecal coliform bacteria to 93 CFU·g-1 and 99 CFU·g-1 from
565 CFU·g-1, respectively. The resistance the fecal coliforms to antibiotics was tetracycline（100%）, penicillin（100%）, and erythromycin
（85%）. However, the coliforms had no resistance to gentamicin, amikacin, and ciprofloxacin. Our results suggest that cleaning treatments
can significantly reduce the number of fecal coliforms and the fecal coliforms have resistance to common antibiotics.
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近年来，随着经济全球化进程的加快，食品安全

已成为世界性公共卫生热点。粪大肠菌群等食源性致

病菌是引起食源性疾病的首要原因，是食品安全的重

大隐患[1]。我国人畜禽粪便每年产生总量约为 19亿t，
如未经处理直接排放，不但可能造成严重的环境污染，

其中带有的致病微生物，还可以通过直接接触或进入

土壤和作物，对人类健康产生影响[2]。在蔬菜种植中，农
民经常施用未腐熟畜禽粪便或生粪，从而造成蔬菜污

染进而频频引发食物中毒。2006年到 2007年，加拿大
先后发现生菜、菠菜、胡萝卜被大肠杆菌和肉毒杆菌污

染。2011年 5月，德国发生罕见的病原体O104：H4型
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大肠杆菌疫情并向欧洲各地蔓延[3]。近年来，蔬菜和水果
的消费量日益增多，为了防止维生素损失，人们比过去

更讲究吃生鲜蔬菜和水果[4]，这使得受病原菌污染风险
增加。病原菌污染事件频发，导致人们对蔬菜的要求已

从数量型逐步转向质量型[5]。然而当前我国政府及民众
对蔬菜卫生要求更看重蔬菜中的药化残留以及无公

害蔬菜产地环境条件的规范，而对蔬菜病原菌污染关

注不够，至今尚没有新鲜蔬菜微生物的检测标准。

对病原菌数量和浓度的精确估算在食品评价中

是不可或缺的[6]。我国对于大肠菌群的计数主要通过
平板菌落计数法和最大可能数（MPN）两种方法来实
现[7-8]。MPN法现常用于食品中微生物的风险评估[9]。

抗生素多为抗微生物药物，能直接杀死环境（土

壤和水体等）中某些微生物或抑制其生长，影响环境

中微生物群落的组成[10]。目前，规模化养殖快速发展，
兽药抗生素被广泛应用，导致动物粪便中抗生素含量

严重超标，细菌耐药性日益增强，直接危害人类健康。

为调查市售蔬菜微生物污染状况，提出控制蔬菜污染

的有效方法，本文对厦门市集美区内主要蔬菜批零市

场和超市所售的小白菜进行了微生物指标和常用抗

生素的耐药性检测。

1 材料与方法

1.1 试验材料
样品取于厦门市集美区主要农贸市场及超市，共

33个，其中农贸市场 20个，超市 13个，抽样的蔬菜
为小白菜。样品采集后用无菌小刀去除根和泥土等，

取其可食部分，立即装入无菌塑料自封袋中。保证在

无菌条件下尽快送往实验室测试。

1.2 主要试剂
1.2.1 药敏试纸

环丙沙星（5 滋g·片-1），四环素（30 滋g·片-1），庆大
霉素（10 滋g·片-1），阿米卡星（30 滋g·片-1），青霉素（10
滋g·片-1），红霉素（15 滋g·片-1），购自赛默飞世尔生物
化学制品有限公司。

1.2.2 培养基
科玛嘉显色培养基购自博赛生物技术公司，M-H

培养基，EC肉汤和 LST（月桂基硫酸盐胰蛋白胨肉
汤）购自青岛海波生物技术公司。

1.3 质控菌株
药敏试验质控菌株为 ATCC25922[11]。

1.4 主要试验仪器及设备
全自动不锈钢立式压力蒸汽灭菌器（上海申安医

疗器械厂）；杂匀孕原圆缘园生化培养箱（上海精宏实验设备
有限公司）；杂宰原悦允原员云阅超净工作台（苏静安泰空气
技术中心）。

1.5 方法
1.5.1 检测方法

将收集的小白菜称取整株样品 100 g，依次放入 3
个灭菌的三角瓶中，以 1颐1的配比加入无菌生理盐水，
于摇床上 250 r·min-1振荡 30 min，静置 10 min，然后
将 3份洗涤水合并，用科玛嘉 ECC显色培养基进行
粪大肠菌群计数[6]，显蓝色的为粪大肠菌群，3次重复。
1.5.2 不同洗涤方法处理

取适量的整株样品分成三组处理：直接检测组、

清洗组和浸泡组。清洗组样品放入清洁瓷盒中，按居

民生活中常用的洗菜方法，用自来水清洗 3遍，再放
入清洁小筐中冲淋 1遍，沥干后样品直接进行检测。
另一组装入玻璃瓶中用自来水流水浸泡 1、3、5、10
min，稍晾干后分别对其进行表面粪大肠菌群计数，3
次重复。

1.5.3 药敏试验
药敏试验采用纸片琼脂扩散法（K-B法）。将浓度

0.5麦氏单位的粪大肠菌群菌悬液接种于药敏培养
基。接种方法为以无菌棉棒蘸取已制备好的菌液，并

在管壁上挤压除去多余的菌液后，向一个方向均匀涂

布接种于 M-H琼脂平板表面，然后将平板每转动
60毅涂布一次，共涂 3次，最后沿平板边缘涂布一圈。
盖上平皿盖，置室温干燥 3耀5 min待平皿面稍干后用
无菌镊子或纸片分配器将药敏试纸平放于含菌琼脂

平板表面，并轻压使其紧贴在上面。纸片应贴得均匀，

各纸片中心距离不小于 24 mm，纸片距平板内缘应不
少于 15 mm。直径为 90 mm的平皿可贴 6耀7张纸片。
纸片一旦接触琼脂避免再次移动。平板经室温放置

15 min再倒置于 35 益培养箱中，培养 16耀18 h后测
量抑菌圈直径。根据药敏试验抑菌环直径判断标准

（WS/T125—1999）判定其对药物的敏感性。所有试验
操作过程均在超净工作台上进行。

1.5.4 数据处理
试验数据经 Microsoft Excel 2003 整理后，采用

SPSS和 SigmaPlot软件处理。
2 结果与分析

2.1 供试小白菜表面粪大肠菌群直接检测结果
从表 1中可以看出，用平板计数法和 MPN法两

种方法得到的结果基本一致。我国目前对蔬菜粪大肠
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图 1 不同洗涤方法对小白菜表面粪大肠菌群的影响
Figure 1 Influence of different cleaning methods on fecal coliforms on the surface of Chinese cabbages

（粤.孕造葬贼藻 糟燥怎灶贼 皂藻贼澡燥凿；月.酝燥泽贼原责则燥遭葬遭造藻原灶怎皂遭藻则 皂藻贼澡燥凿）
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表 1 供试小白菜样品表面的粪大肠菌群监测结果
Table 1 Fecal coliforms on the surface of selected Chinese cabbages

Note：PC--Plate count method; MPN--Most-probable-number method.

菌群数量没有明确的限量标准，所以对于 MPN法，我
国仅参考其他国家类似产品标准，制定大肠杆菌群不

得高于 100 MPN·g-1的限量值。农贸市场的 20个样
品合格率为 90.0%，而超市的合格率为 84.6%。对于
平板计数法，则参考国际微生物规格委员会（ICMSF）
对食品微生物限量标准中蔬菜的规定，数量范围在

100~1000 CFU·g-1为合格。农贸市场中共有 20份样
品，其中有 18份样品在 100~1000 CFU·g-1范围内，合
格率为 90.0%，另外两个样品用平板计数方法得到的
数值分别为 1217、1083 CFU·g-1，未达到合格水平。超
市的 13份样品中合格的为 12份，合格率达到 92.3%。
超市和农贸市场相比，两种计数方法均差异显著，MPN
法 P值为 0.03，平板计数法得到 P值为 0.04。
2.2 洗涤方法对小白菜表面粪大肠菌群的影响

由图 1可知，采用平板计数法，自来水冲洗和流
水浸泡 10 min对清除小白菜表面粪大肠菌群效果最
好，粪大肠菌群数量从 564.7 CFU·g-1分别降到 92.5

CFU·g-1和 99.2 CFU·g-1（P约0.05），效果显著。而采用
MPN法，清洗处理和流水浸泡 10 min对蔬菜表面的
粪大肠菌群的数量也有显著的降低效果。MPN值由
对照的 55.4 MPN·g-1分别降低到 6.4 MPN·g-1和 5.4
MPN·g-1（P约0.05）。从图 1中也可以看出，小白菜流水
浸泡 10 min的处理与清洗处理之间没有显著差异。
浸泡处理的小白菜随着浸泡时间的增加，小白菜表面

的粪大肠菌群的数量也逐渐减少。

2.3 小白菜上分离的粪大肠菌群对不同药物的敏感性
药敏试验可以说明样品中分离出的粪大肠菌群

对不同药物的耐药情况。从表 2和图 2中可以看出，
分离的菌株对青霉素和四环素的耐药率最高，都达到

了 100%；其次为红霉素，从 28个样品中分离得到的
细菌对红霉素的耐药率达到 84.8%；只有从农贸市场
样品中分离得到的 1株细菌对庆大霉素中度敏感；所
有的受试菌株对阿米卡星和环丙沙星都高度敏感。

从表 3中可以看出，全部的受试菌株均对试验中

采集地点 Sampling sites 指标 Index 小白菜表面的粪大肠菌群 Fecal coliforms on the surface of selected Chinese cabbages
平板计数法 PC method MPN法 MPN method

农贸市场 Farmers-market 数值范围 Range 277~1217 CFU·g-1 9.2~120 MPN·g-1

平均值 Average 605 CFU·g-1 45 MPN·g-1

合格率 Qualified rate 90.0% 90.0%
超市 Supermarket 数值范围 Range 293~1238 CFU·g-1 21~150 MPN·g-1

平均值 Average 672 CFU·g-1 53 MPN·g-1

合格率 Qualified rate 92.3% 84.6%
P 0.04 0.03
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的青霉素和四环素耐药，而对三种抗生素同时耐药的

菌株有 28株，占受试样品的 85.0%，表现出很高的多
重耐药性。图 2是根据不同抗生素抑菌圈的直径，对
受试样品的耐药性进行主成分分析（PCA），结果表
明，农贸市场和超市两个不同的采样地区对小白菜上

的粪大肠菌群菌株的耐药情况并未完全区分开来，不

同取样点的样品对抗生素的耐药状况基本一致，无显

著差异。

3 讨论

为了确保食品安全，食品法典委员会（CAC）、国
际食品微生物规格委员会（ICMCS）等国际组织及美
国、欧盟、日本等发达国家均制定了严格的食品微生

物限量标准，其体系包括食品种类、检测项目、限量标

准、取样计划、应用要求和法定状态等内容。本研究的

目的是通过调查小白菜粪大肠菌群的数量，了解市售

小白菜的污染状况。本实验表明，无论是批零市场还

是超市中销售的小白菜均有粪大肠菌群的残留，而目

前市售的沙拉蔬菜中基本都能检测到粪大肠菌群的

存在[5，12]。平板计数法和 MPN法都是粪大肠菌群常用
的计数方法，用平板计数法和 MPN法检测 33个蔬菜
样品，其合格率分别为 90.9%和 87.9%，两种方法之
间没有显著差异，与之前研究结果基本一致[13-14]。孙锡
娟等[15]的研究发现，从粪大肠菌群的检出率来看，叶
菜类（小白菜、菠菜等）的检出率达到 18%~66%；孙贵
娟等[16]进行的调查也表明蔬菜被污染，检出率也达到
41.67%。小白菜上的粪大肠菌群的含量为 639 CFU·
g-1，这一数据低于其他研究结果[5，17]。但是，卢丹等[18]

对蔬菜进行检测，得出食源致病菌的检出率只为

10%。这些差异可能由于环境条件和市场的卫生条件
造成。虽然大多数蔬菜上的粪大肠菌群的数量都达到

了安全标准，但仍有少部分的蔬菜存在污染，甚至污

染较为严重。因此，应十分重视来自粪便病原微生物

对食品安全的影响。

为减少小白菜表面的粪大肠菌群数量，我们采用

不同的洗剂处理。Sapers的研究表明有效的清洗方法
可以减少蔬菜表面上大多数的病原菌[14]。用不同的洗
涤方法处理样品后，发现不管是自来水清洗还是用流

水浸泡法处理，蔬菜表面的粪大肠菌群的数量都会下

降[17]。用自来水清洗后粪大肠菌群数量从 564.7 CFU·
g-1降到 92.5 CFU·g-1，效果显著。陈欣等[17]对蔬菜进行
洗剂处理后，也发现进行清水处理的样品菌群数量明

显下降。而用流水浸泡处理，需要浸泡 10 min以上，
效果才能达到清洗的水平。所以经过常规清洗或者是

流水浸泡 10 min后，蔬菜表面的菌群会显著减少，容
易达到安全标准。

从常见的食品中分离的大肠菌群对四环素和青

霉素的耐药比较常见[19-21]，我们分离到的细菌对四环
素和青霉素也达到了 100%耐药。Johnston等[22]从美国

表 2 小白菜上分离的粪大肠菌群对不同药物的耐药情况
Table 2 Antibiotic resistance of fecal coliforms isolated from selected Chinese cabbages

注：S为敏感；I为中度敏感；R为耐药。
Note：“R”means resistance；“I”means intermediate sensitivity；“S”means sensitivity

抗菌药物 Antibiotics 质控抑菌直径 Zone
diameter/mm

纸片含药量 Antibiotic
concentration/滋g

耐药率 Rates of resistance/%
S I R

庆大霉素 Gentamicin 24 10 97.0 3.0 0.0
四环素 Tetracycline 20 30 0.0 0.0 100.0
环丙沙星 Ciprofloxacin 33 5 100.0 0.0 0.0
阿米卡星 Amikacin 22 30 100.0 0.0 0.0
青霉素 Penicillin
红霉素 Erythromycin

16
25

10
15

0.0
0.0

0.0
15.2

100.0
84.8

图 2 小白菜上分离的粪大肠菌群对不同样品来源的耐药情况
Figure 2 Antibiotic resistance of fecal coliforms isolated from

Chinese cabbages with different origins
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西南部收获的新鲜芹菜、香菜、菠菜等蔬菜中分离出

了菌群，并采用药敏试验鉴定其抗性类型，结果表明

新鲜果蔬中含有大量常用抗生素（如四环素等）的耐

药菌。值得注意的是，本试验结果显示受试菌株对红

霉素也有很高的耐药率，达到 84.8%，且粪大肠菌群
的耐药谱较广，菌株最多对供试 6种抗生素其中的 3
种产生耐药，具有明显的多重耐药性特征。细菌耐药

性问题已成为社会公共卫生安全的重大威胁。抗生素

生产、使用过程中，耐药细菌也经历了一个从产生到

广泛传播、耐药机制从简单到复杂、耐药谱从单重到

多重甚至泛耐药的过程[23]。细菌染色体或质粒可以携
带抗生素耐药基因发生基因水平转移，而且已有相当

多的证据证明了抗生素抗性基因具有很高的迁移性

和活性[24-25]，能促进微生物对抗生素耐药性的快速进
化。而养殖业抗生素的滥用导致畜禽粪便中抗生素含

量升高，未经处理或简单处理的堆肥施入土壤后会对

蔬菜造成污染[26]。因此，疏菜耐药菌及其耐药基因的
污染问题值得注意和深入研究。

细菌耐药性广泛传播的根本原因，大部分可归结

为抗菌药物的大量使用，尤其是不合理使用和滥用。鉴

于耐药性细菌的大量出现，各个国家已经采取相应的

措施，加快新抗菌药的开发，包括鼓励开发合适的新药

和疫苗，这是解决耐药问题的传统而有效的方法[14]。另
外，应以当代系统的医学、药学、管理学知识和研究为

基础，科学使用药物，使之达到安全、有效、经济的目

的，从而降低细菌耐药性[27]。

4 结论

通过对厦门市集美区主要菜市场及超市的小白

菜进行抽样调查发现，粪大肠菌群指标合格率约为

90%，但仍有一定的微生物残留。自来水清洗和流水
浸泡 10 min均能有效清除粪大肠菌群残留。药敏试验
结果显示，蔬菜中分离的粪大肠菌群对青霉素、四环

素和红霉素均有较强的耐药性，具有多重耐药特征。
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