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食品中单核增生性李斯特菌的 PCR快速检测研究
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摘　要 :为提高食品中单增李斯特菌的检测水平 ,针对单增李斯特菌中多个稳定的特异性基因

hlyA、plcB、prfA、iap ,设计并筛选出 7对引物组成多重 - 巢式 PCR联合检测体系 ,并结合高灵敏性

的聚丙烯酰胺凝胶电泳 ,对单增李斯特菌进行快速检测 ,多重 PCR的灵敏度达到 1×10
2
CFUΠml ,巢

式 PCR的灵敏度达到 1×10 CFUΠml。结果表明该检测体系具有快速可靠、灵敏准确及特异性好的

特点 ,而且有效缩短了检验周期 ,从传统的 7～14 d缩短到 1～2 d。
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Abstract : According to the Listeria monocytogenes stable specific genes ( hlyA , plcB , prfA and iap) , the

authors desigened and screened out seven primer pairs to compose the multiplex2nested PCR combined

detection system , and combined highly sensitive polyacetylamide gel eletrophoresis (PAGE) to detect Listeria

monocytogenes. Sensitivity of the multiplex2 PCR was 1×102 CFUΠml , and that of the nested2 PCR was 1×

10 CFUΠml. The results show that this detection system is rapid , sensitive accurate and highly specific. It can

shorten the detection time from 7～14 days to 1～2 days.

Key Words : Listeria monocytogenes ; Food ; Polymerase Chain Reaction

基金项目 :国家质量监督检验检疫总局科研项目 (2002IK002 - 08)

作者简介 :冯家望　男　硕士

This work was supported by the Research Founds of State General

Administration of the Peopleπs Republic of China for Quality Supervision

and Inspection and Quarantin (2002IK002 - 08)

　 　单 核 细 胞 增 生 性 李 斯 特 菌 ( Listeria

monocytogenes ,下称单增李斯特菌)是食源性疾病的

重要病原菌 ,被WHO列为 20世纪 90年代食品中 4

大致病菌之一[1 ]。近年来 ,在法国、美国、加拿大等

国多次引起食物中毒[2 ,3 ]
,引起了各国对从食品中检

测该菌的高度关注[4 ]。长期以来 ,单增李斯特菌的

检验方法一直为传统的培养法[5 ]
,鉴定采用以表型

特征为特点的生化反应和血清反应。表型特征易因

环境的变化而发生变异 ,给鉴定带来困难 ,血清分型

对不同来源的单增李斯特菌鉴别能力也有限。培养

法操作复杂 ,耗时长 ,不能适应快速检测 (特别是出

入境口岸)的要求 ,因而 ,建立一种快速准确、经济方

便的检测方法 ,对食源性单增李斯特菌的检测至关

重要。

本研究针对单增李斯特菌中稳定的特异性基因

hlyA(李斯特菌溶血素O基因) 、plcB (磷酸脂酶 C基

因) 、prfA(转录激活调节蛋白基因) 、iap (侵入关联

蛋白基因) ,在基因库中查到序列 ,依据引物设计的

原则[6 ,7 ]
,并考虑到复合扩增的动力学和反应条件的

要求 ,在 Primer5. 0 软件的辅助下 ,设计并筛选出 6

对引物组成多重 PCR、2对引物组成巢式 PCR ,其中

1对LMZ为共用引物。单增李斯特菌能因基因突变

造成一个或更多毒力基因缺失[8 ] ,出现假阴性结果 ,

多基因多重 PCR能大大降低假阴性出现的可能性 ,

同时 ,巢式 PCR能有效放大并验证第一次 PCR的结

果 ,使检测结果更加可靠。

1　材料与方法

1. 1　材料

11111　PCR引物 　由上海博亚生物技术有限公司

合成 ,序列、产物长度等详见表 1。

1. 1. 2　试验用菌

1. 1. 2. 1　菌种　共 22种。单增李斯特菌标准菌株
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　　 表 1　PCR引物表

引物名称 靶基因 上游引物序列 5′→3′ 下游引物序列 5′→3′ 产物长度 (bp)

LM2 hly GCATCTGCATTCAATAAAGA TGTCACTGCATCTCCGTGGT 174
LM3 hly TGTCACTGCATCTCCGTGGT TCAATTTCATCCATGGCACC 150
LM4 iap CAAACTGCTAACACAGCTACT GCACTTGAATTGCTGTTATTG 353
LM5 prfA ACCAATGGGATCCACAAGA CAGCTGAGCTATGTGCGAT 468
LM7 prfA CCCAAGTAGCAGGACATGCTAA GGTATCACAAAGCTCACGAG 571
LM8 hly ATTTTCCCTTCACTGATTGC CACTCAGCATTGATTTGCCA 274
LM9 plcB ACCTGCCAAAGTTTGCTGTGA GCAAGTGTTCTAGTCTTTCCGG 795

来自中国微生物菌种保藏管理委员会医学细菌中心

和中国典型培养物保藏中心。李斯特菌属其它菌 :

默氏李斯特菌、西尔李斯特菌、格氏李斯特菌、绵羊

李斯特菌、英诺克李斯特菌、威尔斯李斯特菌来自中

国典型培养物保藏中心。其它菌 :乙型副伤寒沙门

菌、肠炎沙门菌、金黄色葡萄球菌、蜡样芽孢杆菌、铜

绿假胞杆菌、嗜热链球菌、大肠杆菌、出血性大肠杆

菌O157∶H7、产气肠杆菌、嗜热脂肪芽孢杆菌、粪产

碱杆菌来自中国典型培养物保藏中心。丙型链球

菌、福氏志贺菌、肺炎克雷伯菌来自中国微生物菌种

保藏管理委员会医学细菌中心。副溶血性弧菌来自

中国科学院广州微生物研究所。

1. 1. 2. 2　试验用混合菌　混合菌 A :在食品中人工

污染上述 22种菌 ,制成每种菌含量为 1 ×10
3 个Πml

的混合菌液 (含单增李斯特菌) ,取 1 ml 混合菌液

1 000 rΠmin离心 10 min ,取上清液8 000 rΠmin离心 10

min ,取沉淀加 1 ml DNA裂解提取液 ,作为 PCR反应

的 DNA模板。混合菌 B :李斯特菌属各菌的混合液

(含单增李斯特菌)混合方法、浓度同上。混合菌 C :

除李斯特菌属外的各种菌混合液 (含单增李斯特

菌) 。混合菌 D :李斯特菌属各菌 (不含单增李斯特

菌)的混合液。混合菌 E :除单增李斯特菌外的各种

菌的混合液。混合菌 F :除李斯特菌属外的各种菌

混合液 (不含单增李斯特菌) 。

1. 1. 2. 3　灵敏度测定用菌　稀释单增李斯特菌单

菌落 ,用比浊法、血球板计数法、平皿计数法确定其

浓度约为 1×10
5

CFUΠml ,然后梯度稀释。

1. 1. 3　试剂　DNA裂解提取液、HS - Taq DNA聚合

酶为珠海科登生物有限公司产品 ;克隆试剂盒

pMD18 - T Vector、DNA Marker DL 2000、100 bp DNA

Ladder Marker为 TaKaRa公司产品。

1. 1. 4　仪器设备 　PCR仪、高速台式离心机、凝胶

图像分析管理系统为珠海黑马公司产品 ;ND - 1000

型DNA浓度测定仪 ,美国 NanoDrop 公司产品 ;微量

连续进样器 ,德国 Eppendorf 公司产品 ;气浴恒温摇

床 ,美国 ENVIRON公司产品 ;MS1型旋涡混合器 ,德

国 IKA公司产品 ;电泳仪及电泳槽 ,北京六一仪器

厂产品。

1. 2　方法

1. 2. 1 　模板 DNA制备 　用 DNA裂解提取液直接

裂解制备。

1. 2. 2 　DNA浓度测定 　提取的模板 DNA、克隆用

PCR产物用 DNA浓度测定仪确定浓度。

1. 2. 3　多重 PCR反应体系　设 25μl 反应体积 ,每

一反应含 5×PCR反应混合液 5μl ,每个靶基因的 5

μm上、下游引物各 0125μl ,模板 DNA 1μl ,HS - Taq

DNA聚合酶 015μl ,用无菌双蒸水补足到 25μl。引

物为 :LM2、LM4、LM5、LM7、LM8、LM9。

1. 2. 4　多重 PCR反应条件　95℃预变性 2 min ;然

后 94℃40 s ,59℃50 s ,72℃60 s ,35个循环 ; 72℃延

伸 7 min。每次扩增 ,设阳性模板对照、阴性模板对

照和空白对照各 1管。

1. 2. 5　巢式 PCR　可结合多重 PCR进行 ,巢式 PCR

的第 2次模板加入量减为 015μl ;引物分别为 :第 1

次LM2 ,第 2次LM3 。反应条件等同 11213、11214。

1. 2. 6　PCR产物的电泳　琼脂糖电泳用 115 %琼脂

糖凝胶 ,溴化乙锭染色 ,100 V电泳 30 min ,置紫外透

射仪观察电泳结果 ,摄影记录。聚丙烯酰胺凝胶电

泳 用 6 %聚丙烯酰胺凝胶 ,600 V电泳 1 h ,经固定、

染色、显色 ,而后置于普通光透射仪观察电泳结果 ,

摄影记录。

1. 2. 7　PCR产物克隆、测序　用大肠杆菌 JM109进

行感受态细胞的制备[9 ,10 ]
,连接、转化等参照说明书

进行。测序委托上海博亚生物技术有限公司进行。

2　结果

2. 1　PCR的检测结果

2. 1. 1 　特异性 　各引物分别进行 PCR反应 ,均能

扩增出相应长度的片段 ,混合菌中 ,只要含有单增李

斯特菌的均能扩增出相应的特异性片段 ,不含单增

李斯特菌的混合菌均无相应的片段 ,也无非特异性

的其它条带。下面以引物 LM4 的图像为例进行说

明 ,LM4扩增出的片段长度为 353 bp (详见图 1) 。

2. 1. 2　灵敏度　各引物经 PCR反应 ,产物在 115 %

琼脂糖中电泳 ,均能分辨出含 5 ×10 CFUΠml 的条

带。下面以引物LM4的图像为例 (详见图 2) 。

2. 2　多重 PCR

2. 2. 1 　特异性 　引物 LM2、LM8、LM4、LM5、LM7、

LM9在同一 PCR反应体系中扩增出长度 ( bp) 174、

274、353、468、571、795的 6条片段。混合菌中 ,只要
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M:DNA Marker DL2000 ,从下向上片段依次为 100、250、500、750、

1 000、2 000 bp ;A、B、C、D、E、F分别为混合菌 A 、B、C、D、E、F ;单 :

单增李斯特菌 ;阴 :阴性对照。

图 1　LM4的 PCR电泳图

数字等为单增李斯特菌的浓度 (CFUΠml)。M:DNA Marker DL2000。
阴 :阴性对照。

图 2　LM4的灵敏度图

含有单增李斯特菌均能扩增出特异性的 6条片段 ,不

含单增李斯特菌的混合菌均无片段 (详见图 3、4)。

多重 PCR扩增片段从下向上依次为 LM2 174 bp、LM8 274 bp、LM4

353 bp、LM5 468 bp、LM7 571 bp、LM9 795 bp。

图 3　多重 PCR的琼脂糖电泳图

2. 2. 2 　灵敏度 　引物 LM2、LM8、LM4、LM5、LM7、

LM9在同一 PCR反应体系中与含 1×10
2

CFUΠml 的

单增李斯特菌扩增 ,产物在 1. 5 %琼脂糖中电泳 ,能

分辨出 174、274、353、468、571、795 bp 的 6条带 (详见

图 5) 。聚丙烯酰胺凝胶电泳能分辨出含 5 ×10～1

×10 CFUΠml的单增李斯特菌的条带 (详见图 6) ,其

灵敏度明显高于琼脂糖电泳。

2. 3　巢式 PCR检测

2. 3. 1 　特异性 　引物 LM3 对多重 PCR的产物或

LM2的 PCR产物进行扩增 ,能扩增出长度 150 bp 的

片段。混合菌中 ,只要含有单增李斯特菌 ,经巢式

PCR后均能扩增出特异性的 150 bp 片段 ,不含单增

李斯特菌的混合菌均无 150bp 片段 ,也无非特异

　　

M1 :100 bp DNA Ladder Marker ,从下向上片段依次为 100、
200、300、400、500、600、700、800、900 bp ;LM2 为引物 LM2
的 PCR产物 , ;多 :多重 PCR扩增片段从下向上依次为
LM2 174 bp、LM8 274 bp、LM4 353 bp、LM5 468 bp、LM7 571
bp、LM9 795 bp。
图 4　混合菌 A多重 PCR聚丙烯酰胺凝胶电泳图

数字为单增李基特菌的浓度 (CFUΠml)。M:DNA Marker DL2000。

阴 :阴性对照。

图 5　多重 PCR的琼脂糖电泳灵敏度图

数字为单增李基特菌的浓度 (CFUΠml)。阴 :阴性对照。

M1 :100 bp DNA Ladder Marker 。

图 6　多重 PCR的聚丙烯酰胺凝胶电泳灵敏度图

性的其它条带片段 (详见图 7) 。

2. 3. 2　灵敏度　经巢式 PCR反应 ,产物在 115 %琼

脂糖中电泳 ,能分辨出含 5～1 ×10 CFUΠml 单增李

斯特菌的条带 (详见图 8) 。

2. 4　测序结果　对LM2、LM4、LM5、LM7、LM8、LM9、

LM3的 PCR产物进行克隆测序 ,测序结果与基因库

中的 hlyA 基因序列 ( M24199 ) 、 iap 基因序列

(M80351) 、prfA基因序列 ( X61210) 、plcB 基因序列

(X59723) 进行比对 ,相关序列的符合率分别为
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单 :单增李基特菌。阴 :阴性对照。

图 7　巢式 PCR的琼脂糖电泳图谱

数字为单增李基特菌的浓度 ( CFUΠml)。M:DNA Marker DL2000。

阴 :阴性对照

图 8　巢式 PCR的灵敏度图

10010 %、9819 %、9914 %、9913 %、9916 %、9919 %、

10010 %。

3　结论和讨论

食品中单增李斯特菌的传统检测方法是将增菌

培养分离后的可疑菌落进行生化反应、动物实验、动

力试验等鉴定 ,被确定为李斯特菌后进一步进行血

清型分析[5 ]。此方法操作复杂 ,费时费力且灵敏度

不高 , 不能适应快速检测 (特别是出入境口岸)的要

求 ,有必要研究寻找一种快速、稳定、灵敏的检测方

法。单增李斯特菌易发生一至多个毒力基因变异缺

失现象[8 ]
,普通 PCR、荧光 PCR检测单基因易呈现

假阴性结果 ,本研究采用多基因 ( hlyA、plcB、prfA、

iap)复合扩增多重 PCR能大大降低假阴性出现的

可能性 ,同时 ,将多重 PCR的反应产物再进行巢式

PCR ,能有效放大并验证多重 PCR的结果 ,使检测结

果更加可靠。另外 ,结合高敏感性的聚丙烯酰胺凝

胶电泳能明显提高检测灵敏度。多重 PCR的灵敏

度达到 1×10
2

CFUΠml ,巢式 PCR的灵敏度达到 1×

10 CFUΠml。

食品中的某些成分对 PCR反应有一定的干扰 ,

同样浓度的单增李斯特菌污染不同的食品 ,其检测

灵敏度可能相差 10倍 ,主要原因可能是残留的食品

成分对 PCR反应有干扰 ,因而从食品中获得较纯的

　　

单增李斯特菌的 DNA模板至关重要。对于一般食

品 ,二次离心方法简单并能获得合格的 DNA模板 ,

但对于一些较特殊的食品 ,如脂肪含量高的食品 ,建

议采用相关的 DNA提纯试剂盒 ,能获得较纯的 DNA

模板。

进一步前增菌能大大提高单增李斯特菌 DNA

模板的数量和质量 ,有利于提高检出率 ,并能有效确

定单增李斯特菌的存活状况。

PCR产物片段较长的引物 ,如LM9 ,在实际检测

中其灵敏度要低于短片段引物 ,可能是因为片段长 ,

合成效率相对较低 ,受干扰的可能性增大的缘故。

聚丙烯酰胺凝胶电泳比琼脂糖凝胶电泳的灵敏

度高 10倍左右[11 ] ,能更有效地分辨阳性结果 ,特别

是当 DNA 模板浓度低时 ,优点更为明显。一般而

言 ,食品的带菌量都较低 ,用聚丙烯酰胺凝胶电泳能

有效提高灵敏度 ,获得更准确的结果。

用二次离心加 DNA 提取液的方法获得模板

DNA ,然后采用复合扩增多重 PCR ,用琼脂糖或聚丙

烯酰胺凝胶进行电泳 ,在 6 h内能出结果 ,如果结合

巢式 PCR ,则在 9 h内能出结果 ,如果采用一步前增

菌 ,则需 2 d ,比传统方法的 7～14 d具有明显的快

速优势。
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