
中国食品卫生杂志

CHINESE JOURNAL OF FOOD HYGIENE 2024 年第  36 卷第  7 期

真空低温烹调条件下猪肉中单核细胞增生李斯特菌热灭活规律研究
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摘 要：目的　研究不同温度、不同基质中单核细胞增生李斯特菌（以下简称单增李斯特菌）的热灭活规律，探讨

真空低温烹调对不同基质中单增李斯特菌减灭的影响。方法　将 5 株单增李斯特菌冻干菌粉人工污染生理盐水、

MH 肉汤、真空包装精猪肉和五花肉，在 55、60 和 63 ℃条件下测定该菌在生理盐水、MH 肉汤、真空包装精肉和五花

肉中的存活规律，计算不同菌种在不同条件下的 D 值和 Z 值，分析其灭活规律。结果　单增李斯特菌在猪肉中的

D 值和 Z 值均高于在生理盐水、MH 肉汤中的 D 值和 Z 值，差异有统计学意义（P<0. 01），在五花肉中的 D 值高于

在精肉中的 D 值，差异有统计学意义（P<0. 01）。在 55 ℃条件下，真空包装精猪肉和五花肉基质中，人工污染的单

增李斯特菌下降 6lg 所需时间约为 3~4 h，而在 60 和 63 ℃的时间分别为 30~40 和 10~20 min。结论　真空低温烹

调条件下，食品基质、菌种遗传基础等均对单增李斯特菌的杀灭作用存在显著影响，在低于 60 ℃条件下烹调时，需

延长烹饪时间，以保障烹饪后食品的微生物安全。
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Abstract： Objective　 To explore the effect of sous-vide on the thermal inactivation rules of Listeria monocytogenes in 
different matrix， the thermal inactivation of Listeria monocytogenes in different substrates at different temperatures was 
studied. Methods　 Five lyophiliZed L.  monocytogenes strains were inoculated into saline， MH broth， vacuum packed 
lean pork and streaky pork.  The survival rates were evaluated at 55， 60， and 63 ℃.  The decimal reduction time （D-value） 
and temperature dependence （Z-value） were determined for each strain in each matrix. Results　The D value and Z value 
of Listeria monocytogenes in pork were higher than those in normal saline and MH broth， the difference was statistically 
significant （P<0. 01）， and the D value in pork belly was higher than that in lean meat， the difference was statistically 
significant （P<0. 01）. At 55 ℃， the time required for artificially contaminated Listeria monocytogenes to decrease 6lg in 
sous-vide packed lean pork and streaky pork matrix was about 3~4 h， while the time was 30-40 and 10-20 min at 60 and 
63 ℃ ， respectively. Conclusion　 Under the conditions of sous-vide， food matrix and genetic basis of strains have 
significant effects on the killing effect of Listeria monocytogenes.  When cooking at below 60 ℃， the cooking time should be 
extended to ensure the microbial safety of cooked food.
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真空低温烹饪（Sous-vide）法，又称低温慢煮法，

是一种起源于 20 世纪 70 年代的创新烹饪方式。

将食物密封在真空袋中，以 50 ℃~80 ℃的恒温水浴

加热 3~24 h 不等，以达到低温慢煮的效果，赋予食

材全新的美味体验［1］。该方式最大程度地保留了食

物中的营养物质，避免高温导致的维生素等营养成

分破坏、蛋白质变性和水分流失，充分展现了食物

的原始风味和口感，适用于肉类、蛋类、鱼类、蔬菜

等多种食材加工［2］。该方法自出现以来，一直是顶

级厨师的秘籍。近年，随着真空密封机、恒温水浴

的普及和消费者对美食追求的提升，该烹饪方式逐

渐走入寻常百姓家，成为家庭厨房的新宠［3］。真空

低温烹调食品虽然在一定程度上抑制了导致食品

腐败的细菌生长，但仍然存在微生物安全隐患。这

主要是因为无氧与低温（50 ℃~65 ℃）烹调环境下肉

毒杆菌、产气荚膜梭状芽孢杆菌、单核细胞增生李斯

特菌（以下简称单增李斯特菌，Listeria monocytogenes）

等食源性致病菌可以生长繁殖，并可出现在零售、

分销、家庭等环境中，增加了罹患食源性疾病的风

险。迄今为止，国内外尚未发现因食用真空低温烹

调食品而暴发的李斯特菌病疫情，这可能与单增李

斯特菌病潜伏期较长、难以溯源到病因食品有关。

因此，如何确保真空低温烹饪食品的安全，成了业

界关注的焦点和学者研究的重点［4］。

目前针对真空低温烹调法微生物安全开展的

研究主要涉及烹调温度、时间、真空包装、pH 值、盐

度、糖度和食材种类等，涉及的致病菌微生物种类

主要有沙门菌、大肠埃希菌、单增李斯特菌、芽孢菌

等［5-7］。其中单增李斯特菌对热、pH、盐等因素的耐

受性较强［8-9］，是目前真空低温烹调法安全研究的重

点致病微生物［10-11］。欧洲冷冻食品联合会及美国食

药监局建议，真空低温烹调过程应确保杀灭食品中

6lg 的单增李斯特菌，以保障食品安全［12］。

单增李斯特菌污染的常见食品有肉、奶、水产、

蔬 菜 等 ，其 中 猪 肉 污 染 率 在 11. 68%~30. 00% 不

等［13］，最 常 见 的 血 清 型 为 1/2a、1/2b、1/2c 和

4b［14-15］。国际上针对真空低温烹调猪肉制品中单增

李斯特菌的减灭效果开展了一些研究，初步验证了

该技术对用新鲜培养物染菌的猪肉中该菌的杀灭

效果［16］。然而，流通环节的猪肉中污染的微生物往

往经历过冷冻、紫外照射、酸处理等工艺处理，形成

损伤性微生物，其耐受性与新鲜菌株培养物存在差

异，使用新鲜培养物难以反映真实的杀灭效果。此

外，研究表明脂肪对热处理条件下的微生物具有一

定的保护作用［17］，而目前针对猪肉精肉和五花肉中

单增李斯特菌减灭效果的对比性研究尚无报道。

我国是全球最大的猪肉生产和消费市场［18］，真

空低温烹调技术使用和研究起步较晚。目前国内

学者的研究主要集中在风味、口感、营养等非致病

菌指标［19-21］，尚未关注其对单增李斯特菌的减灭效

果。本研究针对单增李斯特菌污染常见血清型，研

制了单增李斯特菌定量冻干菌粉，研究不同温度下、

不同基质中单增李斯特菌的热灭活规律，探讨真空

低温烹调对不同基质中单增李斯特菌减灭效果。

1　材料与方法

1. 1　材料

1. 1. 1　菌株来源

CMCC（B）54009、CMCC（B）54010、CMCC（B）
54012 来 源 于 中 国 医 学 细 菌 保 藏 管 理 中 心 ；

CICC21633 来源于中国工业微生物菌种保藏管理中

心；ATCC19115 来源于美国典型菌种保藏中心。

1. 1. 2　主要仪器与试剂

恒温水浴锅，数显温度计，PL2002 电子天平，

MLS-3780 高 压 灭 菌 器（日 本 三 洋 公 司），Thermo 
1389 生物安全柜、PR 205050 GCN 生化培养箱（美

国 THERMO），FS001-300 真空封口机，EddY JET1 
F2ASH AN 全自动微生物螺旋加样系统（西班牙

IUL），冷冻干燥机，Illumina Hiseaxten PE50 测序仪

（美国 Illumina）。

MH 肉 汤 、胰 蛋 白 胨 大 豆 琼 脂（Tryptose soya 
agar，TSA）培养基（美国 BD）；0. 85% 生理盐水（国

药集团）；PALCAM 琼脂基础（广东环凯生物科技有

限公司）；28 cm×35 cm 双层微孔纹路真空包装袋；

DNA 提取试剂盒（北京天根生化科技有限公司）。

1. 2　方法

1. 2. 1　菌种血清型确认

取 5 株单增李斯特菌的新鲜 TSA 培养物，参考

许楠等［22］的实验方法，使用细菌基因组 DNA 提取

试剂盒提取基因组 DNA，并使用核酸蛋白分析仪测

定 DNA 含量及 260/280 值。对检测合格的基因组

DNA 构 建 插 入 序 列 长 度 为 350 bp 文 库 ，使 用

Illumina HiSeq 平台进行测序，测序策略为 150 bp 双

向测序。获得测序数据后，过滤低质量 reads，使用

SOAPdenovo（version2. 04）、SPAdes、ABySS 组装软件

进行组装，使用 CISA 软件进行整合；采用 gapclose
（Version：1. 12）软件对初步组装结果进行优化和补

洞。将组装完成的细菌基因组序列上传巴斯德实

验室 BIGSdb 单增李斯特菌生物信息学分析平台得

到菌株的血清型（http：//bigsdb. pasteur. fr/listeria）。

1. 2. 2　菌种真空冷冻干燥

分别取经确认的单增李斯特菌 TSA 平板二代
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新鲜培养物，用无菌棉签加至 5% 脱脂乳粉-5% 海

藻糖溶液中，200 μL/瓶分装，置于真空冷冻干燥机

中，用如下程序进行冻干：-40 ℃预冻 2 h，-20 ℃真

空干燥 12 h，10 ℃真空干燥 4 h 后，在真空条件下压

盖密封，-20 ℃保存备用［23］。每株菌随机抽取 3 瓶

冻干菌粉，经无菌生理盐水溶解稀释后，用 TSA 平

板计数。

1. 2. 3　单增李斯特菌在生理盐水和 MH 肉汤基质

中的热灭活

取 5 株单增李斯特菌冻干粉末，分别加入 1 mL
生理盐水溶解后，取 20 μL 加入已预热的 2 mL 生

理盐水或 MH 肉汤中，分别浸入 55 ℃、60 ℃、63 ℃
恒温水浴中，在不同时间点吸取 0. 1 mL 菌液，快速

置于冰水浴冷却的 0. 9 mL MH 肉汤中，用生理盐水

稀释后，E50 模式螺旋涂布于 TSA 平板上，37 ℃培

养 44~48 h 后计数。本部分试验独立重复 3 次。

1. 2. 4　真空低温烹调对猪肉中单增李斯特菌的热

灭活

取 5 株单增李斯特菌冻干粉末，分别加入 1 mL
生理盐水溶解后，等比例进行混合备用。取新鲜的

精猪肉和五花肉，用无菌刀片切除猪肉表面约 1 cm
厚度，置于 0. 1% 无菌缓冲蛋白胨水中清洗 3 次，用

无菌吸水纸吸干猪肉多余水分后，充分捶打使其成

为肉糜。取 10 g 肉糜，加入 0. 1 mL 单增李斯特菌

菌液混匀，装入真空包装用食品袋中，将袋子压扁

至 1 mm，真空密封后，完全浸入 55 ℃、60 ℃或 63 ℃
水浴锅中，按照预定的时间取出猪肉样品，无菌方

式打开，迅速浸入预冷却的 90 mL 0. 1% 无菌缓冲

蛋白胨水中，拍打式均质器拍打 2 min，经 0. 1% 无

菌缓冲蛋白胨水稀释后，用 E50 模式螺旋涂布于

PALCAM 平板上，37 ℃培养 44~48 h 后计数。实验

独立重复 3 次。

1. 2. 5　D 值和 Z 值的计算

使用 GraphPad Prism 9. 0 软件绘制热灭活曲

线，计算不同菌种在不同条件下的 D 值和 Z 值。

LogNt = LogN 0 - 6 t
6D [ 24 ]

Z = T2 - T1log D 1 - log D 2 [ 25 ]

LogNt 为时间 t 时的存活菌量（CFU/mL），LogN0 为初

始菌量（CFU/mL），t 为时间（min），6D 为减灭 6lg 所

需的时间（min）。Z 值为 D 值改变 1lg 所需的温度，

为 lgD-T 曲线斜率的负倒数。

1. 3　统计学分析

用 SPSS 23. 0 软件，对于不同温度条件下单增

李斯特菌在生理盐水、MH 肉汤、真空包装猪肉基质

中的灭活情况进行单因素方差分析，P<0. 05 为差异

有统计意义。

2　结果

2. 1　单增李斯特菌的冻干

五株菌经全基因组二代测序方法测试，确认为

单增李斯特菌，结合巴斯德实验室 BIGSdb 单增李

斯特菌生物信息学分析，对血清型进行了确认，结

果与预期一致。5 株菌经真空冷冻干燥后，菌浓度

均约为 109 CFU/瓶（表 1）。

2. 2　单增李斯特菌在生理盐水和 MH 肉汤基质中

的灭活

如表 2 所示，5 株单增李斯特菌在生理盐水与

MH 肉汤中的 Z 值差异无统计学意义（P<0. 05）。5 株

单增李斯特菌在 MH 肉汤中的 D 值均高于生理盐

水中的 D 值（P<0. 01），随着温度的升高，D 值均显

著性下降（P<0. 01）。55 ℃时，5 株菌在生理盐水中

的 D 值范围为 13~17 min，而在 MH 肉汤中的 D 值

范围为 29~38 min，据此计算 5 株菌在 55 ℃的 MH 肉

汤中下降 6lg 的时间为 3~4 h；当温度上升到 63 ℃
时，5 株菌在生理盐水中的 d 值均在 30 s 左右，而在

MH 肉汤中的 D 值则在 1 min 左右，据此计算五株菌

在 63 ℃的 MH 肉汤中下降 6lg 的时间不足 10 min。
2. 3　单增李斯特菌在真空包装猪肉基质中的灭活

在 55 ℃、60 ℃和 63 ℃条件下，单增李斯特菌在

五花肉中的 D 值均高于在生理盐水、MH 肉汤和真

空包装精肉中的 D 值（P<0. 01），但在五花肉和精肉

中的 Z 值相接近。据表 3 计算，在 55 ℃、60 ℃和

63 ℃条件下，真空包装精肉和五花肉基质中人工污

染的单增李斯特菌下降 6lg 所需时间约为 3~4 h、
30~40 和 10~20 min（图 1）。

表 1　试验用单增李斯特菌菌株信息及冻干后浓度

Table 1　Information and concentrations of free Ze-dried samples of Listeria monocytogenes

菌株编号

CMCC（B）54009
CICC21633
CMCC（B）54010
CMCC（B）54012
ATCC19115

来源

中国医学细菌保藏管理中心

中国工业微生物菌种保藏管理中心

中国医学细菌保藏管理中心

中国医学细菌保藏管理中心

美国典型菌种保藏中心

血清型

1/2a
1/2a
1/2b
1/2c

4b

冻干菌粉浓度（109 CFU/瓶）（n=3）
1.94±0.06
1.40±0.12
1.52±0.16
1.60±0.15
1.22±0.12
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3　讨论

本研究对真空低温烹调法常用的 3 个温度条

件对 5 株单增李斯特菌在不同基质中的杀灭效果进

行分析，发现单增李斯特菌在猪肉中的 D 值和 Z 值

均显著性高于在生理盐水和 MH 肉汤中的 D 值和

Z 值（P<0. 01），在五花肉中的 D 值显著性高于在精

肉中的 D 值（P<0. 01）。在 55 ℃条件下，真空包装

精肉和五花肉基质中，人工污染的单增李斯特菌下

降 6lg 所需时间约为 3~4 h，而在 60 ℃和 63 ℃的时

间分别为 30~40 和 10~20 min，提示在低于 60 ℃条

件下使用真空低温烹调法时需要注意延长烹饪时

间，以保障烹饪后的食品安全。

本试验过程中采用了同批次、均一、稳定的定

量冻干单增李斯特菌开展，客观上保证了研究过程

中不同时间点、不同样品染菌浓度的一致性，同时

也提高了试验的便捷性。另外，冻干细菌会受到一

定的损伤［18］，在污染样品后存在一个修复过程［23］，

这更接近自然条件下样品中污染单增李斯特菌的

状态。冻干菌株制备方法及本染菌方案也为后续

相关食品染菌研究提供了有效的技术参考。

单增李斯特菌是猪肉中常见的致病菌之一［26］，

其对温度的抵抗力要高于沙门菌、弯曲杆菌等常见

食源性致病菌［27］。本研究表明，不同单增李斯特菌

菌株间对热的耐受也存在一定差异，这一差异在

55 ℃条件下表现的尤为明显，这可能与不同菌株细

胞壁中磷壁酸含量、细胞内热休克蛋白的表达量、

ATP 依赖性蛋白酶 ClpL 等密切相关［28-30］，鉴于这些

差异的存在，在后续研究中应测试更多的菌种，以

掌握单增李斯特菌对热的耐受差异，并在真空低温

烹调时，适当延长烹调时间，以保障食品的微生物

安全。

不同的研究均显示，基质对单增李斯特菌的热

抵抗力存在显著性影响［31-34］。本研究数据表明，在

表 2　五株单增李斯特菌在生理盐水和 MH 肉汤中的 D 值与 Z 值

Table 2　D and Z values of five Listeria monocytogenes strains in saline and MH broth

菌株

CMCC(B)54009
CICC21633
CMCC(B)54010
CMCC(B)54012
ATCC19115
均值

D 值/min（n=3）
55 ℃

生理盐水

13.92±0.35
14.17±0.05
15.29±0.37
15.43±0.23
16.70±0.22

15.10

MH 肉汤

29.10±1.07
29.92±0.79
33.04±3.59
37.82±0.45
36.99±0.24

33.37

60 ℃
生理盐水

1.80±0.09
1.74±0.11
2.73±0.02
2.19±0.03
3.23±0.19

2.34

MH 肉汤

2.73±0.10
2.84±0.03
3.42±0.01
4.35±0.89
5.53±0.08

3.77

63 ℃
生理盐水

0.40±0.01
0.39±0.01
0.53±0.01
0.55±0.03
0.56±0.06

0.49

MH 肉汤

1.05±0.02
1.06±0.04
1.08±0.03
0.87±0.02
1.14±0.03

1.04

R2

生理盐水

0.9963
0.9978
0.9818
0.9981
0.9737

—

MH 肉汤

0.9914
0.9910
0.9980
0.9965
0.9926

—

Z 值/℃（n=3）
生理盐水

5.19±0.05
5.14±0.02
5.48±0.07
5.54±0.11
5.41±0.19

5.35

MH 肉汤

5.55±0.06
5.52±0.09
5.40±0.19
4.89±0.02
5.29±0.04

5.33
表 3　五株单增李斯特菌在真空包装精肉和五花肉基质中

的 D 值和 Z 值

Table 3　D and Z values of five Listeria monocytogenes strains 
in vacuum packaged lean pork and streaky pork matrices

基质

真空包装精肉

真空包装五花肉

D 值/min（n=3）
55 ℃

31.76±1.51
39.65±1.00

60 ℃
5.3±0.25
6.5±0.26

63 ℃
2.1±0.20
3.0±0.19

R2

0.9984
0.9920

Z 值/℃
（n=3）

6.80±0.18
7.17±0.16

图 1　不同温度条件下单增李斯特菌在真空包装精猪肉和五花肉基质中的消减曲线

Figure 1　Reduction curves of Listeria monocytogenes in vacuum packaged lean pork and streaky pork matrices at different temperatures
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盐水、MH 肉汤、精肉和五花肉四种基质中，单增李

斯特菌对热的抵抗力依次增强，这与不同基质中多

肽、脂肪的含量差异密切相关［17，35］。本研究使用了

厚度约为 1 mm 的肉糜人工染菌进行了真空低温烹

调杀菌试验研究，这种方法利于细菌与肉的充分接

触，与涂抹在肉表面相比［36-37］，有利于充分体现食品

基质对细菌的热保护作用；同时 1 mm 厚度也保证

食品基质瞬间即可达到所需测定的温度，与使用大

体积的食品样品相比［38-40］，可充分展示该温度条件

对所测定基质中细菌的存活影响。数据显示，55 ℃
的五花肉基质中，人工污染的单增李斯特菌下降

6lg 所需时间最长，约为 3~4 h，这也充分验证了脂

肪的热保护作用［41-42］，同时提示，在用真空低温烹调

方法加工食品时，应充分考虑食品基质的差异。

综上，真空低温烹调条件下，食品基质、菌种遗

传基础等均对单增李斯特菌的杀灭作用存在显著

影响，在低于 60 ℃条件下烹调时，需延长烹饪时间，

以保障烹饪后食品的微生物安全。建议猪肉 55 ℃
下烹饪 4 h，60 ℃下烹饪 40 min，63 ℃下烹饪 20 min，
以达到单增李斯特菌减灭 6lg 目的，促进真空低温

烹调猪肉微生物安全。后续研究应丰富真空低温

烹调食品类型、食源性致病菌种类，扩大应用范围，

不断提升真空低温烹饪技术的安全性，以期为人们

带来更加健康美味的烹饪体验和健康安全的食品。
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