
多重 ＰＣＲ⁃变性高效液相色谱快速检测单核细胞增生李斯特菌毒力基因方法的建立———钱云开，等 —１４１　　 —

菌、无乳链球菌和金黄色葡萄菌的研究［ Ｊ］ ． 中国食品学报，
２０１０，１０（６）：１７３⁃１７９．

［ ３ ］ 　 郝玉芹，孙皆宜，李艾，等．正交优化多重 ＰＣＲ 反应体系检测 ３ 种

食源性致病菌的研究［Ｊ］．安徽农业科学，２０１０，３８（２）：６０２⁃６０５．
［ ４ ］ 　 ＣＨＥＮ Ｊ，ＴＡＮＧ Ｊ Ｎ，ＬＩＵ Ｊ，ｅｔ ａｌ． Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ａｎｄ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ａ

ｍｕｌｔｉｐｌｅｘ ＰＣＲ ｆｏｒ ｓｉｍｕｌｔａｎｅｏｕｓ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｆｉｖｅ ｆｏｏｄｂｏｒｎｅ ｐａｔｈｏｇｅｎｓ
［Ｊ］． Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ａｐｐｌｉｅｄ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，２０１２，１１２（４）：８２３⁃８３０．

［ ５ ］ 　 ＴＡＮＧ Ｊ Ｎ，ＳＨＩ Ｘ Ｍ， ＳＨＩ Ｃ Ｌ，ｅｔ ａｌ． Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ａ ｄｕｐｌｅｘ
ＰＣＲ ａｓｓａｙ ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｅｎｔｅｒｏｔｏｘｉｇｅｎｉｃ ｓｔｒａｉｎｓ ｏｆ
Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ ［ Ｊ ］ ． Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｒａｐｉｄ Ｍｅｔｈｏｄｓ ａｎｄ
Ａｕｔｏｍａｔｉｏｎ ｉｎ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｂｙ，２００６，１４（３）：２０１⁃２１７．

［ ６ ］ 　 Ｆｒａｔａｍｉｃｏ Ｐ Ｍ，Ｓｔｒｏｂａｕｇｈ Ｔ Ｐ． Ｓｉｍｕｌｔａｎｅｏｕｓ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ
ｓｐｐ． ａｎｄ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ Ｏ１５７∶Ｈ７ ｂｙ ｍｕｌｔｉｐｌｅｘ ＰＣＲ［Ｊ］． Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ
Ｉｎｄｕｓｔｒｉａｌ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ ａｎｄ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，１９９８，２１（３）：９２⁃９８．

［ ７ ］ 　 赵邦荣，张香改，齐娜娜，等． 优化多重 ＰＣＲ 扩增效果的实验

研究［Ｊ］ ． 河北医药，２０１１，３３（１１）：１６７４⁃１６７５．
［ ８ ］ 　 Ｈｅｒｂｅｒｇｓ Ｊ Ｍ，Ｓｉｗｅｋ Ａ Ｐ Ｍ Ａ，Ｃｒｏｏｉｊｍａｎｓ Ｊ Ｊ，ｅｔ ａｌ． Ｍｕｔｉｌｃｏｌｏｕｒ

ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｍａｐｐｉｎｇ ｏｆ ＡＦＬＰ ｍａｒｋｅｒｓ ｉｎ ｃｈｉｃｋｅｎ
（Ｇａｌｌｕｓ ｄｏｍｅｓｔｉｃｕｓ）［Ｊ］ ． Ａｎｉｍａｌ Ｇｅｎｅｔｉｃｓ，１９９９，３０：２７４⁃２８５．

［ ９ ］ 　 王艳君，张春晖，王玉芬，等． 多重 ＰＣＲ 检测冷却肉中的 ３ 种

致病菌［Ｊ］ ． 食品发酵与工业，２００７，３３（３）：１１１⁃１１４．

实验技术与方法

多重 ＰＣＲ⁃变性高效液相色谱快速检测单核细胞
增生李斯特菌毒力基因方法的建立

钱云开，王海洋，肖艳霞，高飞，李琳，张会敏，吴曦，张进杰

（秦皇岛出入境检验检疫局，河北 秦皇岛　 ０６６００４）

收稿日期：２０１３⁃０９⁃１３
作者简介：钱云开　 男　 工程师　 研究方向为食品生物安全　 Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｑｙｋ⁃１＠ １６３． ｃｏｍ
通讯作者：王海洋　 男　 工程师　 研究方向为食品生物安全　 Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｗｈｙ９６０１＠ １６３． ｃｏｍ

摘　 要：目的　 建立单增李斯特菌的多个靶基因快速检测手段，提高检测的准确性。 方法　 根据单增李斯特菌４ 个毒

力基因（ｈｌｙ、ｐｒｆＡ、ｉｎｌＡ、ｉｎｌＢ）设计引物，通过优化引物浓度和引物组合，进行多重 ＰＣＲ 扩增，产物经变性高效液相色谱

（ＤＨＰＬＣ）进行快速检测。 结果　 出峰顺序依次为 ｉｎｌＢ、ｈｌｙ、ｉｎｌＡ、ｐｒｆＡ，扩增片段大小为 １４６、２１０、２５５、３８８ ｂｐ，此方法具有良

好的特异性，灵敏度可达到 ２８０ ｃｆｕ ／ ｍｌ。 结论　 本方法可以满足实际工作中食品微生物检测的要求。

关键词：单增李斯特菌； 毒力基因； 变性高效液相色谱； 多重聚合酶链式反应； 食源性致病菌； 食品安全

中图分类号：Ｒ１５５； Ｒ１５５􀆰 ５； Ｒ４４６􀆰 ５； Ｏ６５７􀆰 ７ ＋２　 文献标志码：Ａ　 文章编号：１００４⁃８４５６（２０１４）０２⁃０１４１⁃０５
ＤＯＩ：１０􀆰 １３５９０ ／ ｊ． ｃｊｆｈ． ２０１４􀆰 ０２􀆰 ００９

Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ａ ｍｕｌｔｉｐｌｅｘ ＰＣＲ⁃ＤＨＰＬＣ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｔｈｅ ｒａｐｉｄ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ
ｅｎｔｅｒｏｔｏｘｉｎｓ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｆｏｏｄ⁃ｂｏｒｎｅ Ｌｉｓｔｅｒｉａ ｍｏｎｏｃｙｔｏｇｅｎｅｓ

ＱＩＡＮ Ｙｕｎ⁃ｋａｉ， ＷＡＮＧ Ｈａｉ⁃ｙａｎｇ， ＸＩＡＯ Ｙａｎ⁃ｘｉａ， ＧＡＯ Ｆｅｉ， ＬＩ ｌｉｎ，
ＺＨＡＮＧ Ｈｕｉ⁃ｍｉｎ， ＷＵ Ｘｉ， ＺＨＡＮＧ Ｊｉｎ⁃ｊｉｅ

（Ｑｉｎｈｕａｎｇｄａｏ Ｅｎｔｒｙ⁃Ｅｘｉｔ Ｉｎｓｐｅｃｔｉｏｎ ａｎｄ Ｑｕａｒａｎｔｉｎｅ Ｂｕｒｅａｕ， Ｈｅｂｅｉ Ｑｉｎｈｕａｎｇｄａｏ ０６６００４， Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ： Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｅｓｔａｂｌｉｓｈ ａ ｑｕｉｃｋ ｃｈｅｃｋｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄ ｏｆ ｅｎｔｅｒｏｔｏｘｉｎｓ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｆｏｏｄ⁃ｂｏｒｎｅ Ｌｉｓｔｅｒｉａ ｍｏｎｏｃｙｔｏｇｅｎｅｓ ｂｙ
ｍｕｌｔｉｐｌｅｘ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ （ＭＰＣＲ） ａｎｄ ｄｅｎａｔｕｒｉｎｇ ｈｉｇｈ⁃ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ （ＤＨＰＬＣ）． Ｍｅｔｈｏｄｓ
　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｆｏｒ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｈｌｙ， ｐｒｆＡ， ｉｎｌＡ ａｎｄ ｉｎｌＢ ｗｅｒｅ ｄｅｓｉｇｎｅｄ ａｎｄ ＰＣＲ ｓｙｓｔｅｍ ｗａｓ ｏｐｔｉｍｉｚｅｄ． Ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ
ＤＨＰＬＣ ｆｏｒ ｑｕｉｃｋ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ． Ｔｈｉｒｔｙ⁃ｔｗｏ ｓｔｒａｉｎｓ ｗｅｒｅ ｔｅｓｔｅｄ ｗｉｔｈ ＰＣＲ ｍｅｔｈｏｄ， ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｗａｓ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｖａｒｉｏｕｓ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｔａｎｄａｒｄ ｓｔｒａｉｎｓ． Ｒｅｓｕｌｔｓ 　 Ｔｈｅ ｐｅａｋ ｏｒｄｅｒ ｏｆ ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｗａｓ ｉｎｌＢ， ｈｌｙ， ｉｎｌＡ， ｐｒｆＡ， ａｎｄ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ
ｆｒａｇｍｅｎｔ ｓｉｚｅ ｗａｓ １４６， ２１０， ２５５ ａｎｄ ３８８ ｂｐ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｔｈｉｓ ｍｅｔｈｏｄ ｈａｓ ｇｏｏｄ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ， ａｎｄ ｔｈｅ ｌｏｗｅｓｔ ａｍｏｕｎｔ ｏｆ
ｄｅｔｅｃｔｉｎｇ ｗａｓ ２８０ ｃｆｕ ／ ｍｌ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 Ｔｈｉｓ ｍｅｔｈｏｄ ｃａｎ ｗｅｌｌ ｍｅｅｔ ｔｈｅ ｒｅｑｕｉｒｅｍｅｎｔｓ ｏｆ ａｃｔｕａｌ ｆｏｏｄ ｍｉｃｒｏｂｅ ｔｅｓｔｉｎｇ．

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： Ｌｉｓｔｅｒｉａ ｍｏｎｏｃｙｔｏｇｅｎｅ； ｖｉｒｕｌｅｎｃｅ ｇｅｎｅ； ＤＨＰＬＣ； ＭＰＣＲ； ｆｏｏｄ⁃ｂｏｒｎｅ ｐａｔｈｏｇｅｎ； ｆｏｏｄ ｓａｆｅｔｙ



—１４２　　 —
中国食品卫生杂志
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　 　 单核细胞增生李斯特菌（Ｌ． ｍｏｎｃｙｔｏｇｅｎｅｓ，以下

简称单增李斯特菌）是人畜共患病的致病菌，侵袭

性胞内寄生，能穿越宿主的肠道、血脑和胎盘三道

屏障［１］，可导致胃肠炎、脑膜炎、败血症、流产等，病
死率高达 ２０％ ～ ３０％ ［２］。 单增李斯特菌在环境和

生物体内分布广泛，其生存温度、ｐＨ 范围较宽，在冰

箱冷藏室内亦能缓慢生长繁殖，因此是冷冻食品中

常见的食源性致病菌，易被其污染的食品包括巴氏

杀菌乳、奶酪、水产品、肉类、蔬菜、冷饮、沙拉等［３］。
近年来随着对冷藏、速冻食品消费需求的快速增

长，食品中单增李斯特菌的潜在风险性也越来越

高，世界范围内由单增李斯特菌引起的食物中毒情

况日趋严重，所造成的食品污染程度和感染病例已

大大超过沙门菌［４］。 目前，国际上对食品中单增李

斯特菌的污染重视程度明显提高，单增李斯特菌检

测已列为食品卫生标准中常规检测项目。
单增李斯特菌普遍具有毒力基因，存有潜在的

爆发风险，但不同来源的单增李斯特菌毒力差异较

大［５］，准确、快速筛查食品中具有致病毒力的单增

李斯特菌可有效地限制李斯特菌病的传播，准确监

控食品安全，追溯污染源，减少不必要的商品召

回［６］。 变性高效液相色谱 （ ｄｅｎａｔｕｒｉｎｇ ｈｉｇｈ⁃ｐｅｒｆｏｒ⁃
ｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，ＤＨＰＬＣ）是近年在食品

微生物等领域建立的快速、自动化核酸分析的新方

法［７］。 多重 ＰＣＲ 将多个靶基因的多重毒力基因同

时检测，可以弥补普通分子检测方法在快速检测过

程中由非特异性扩增产生的假阳性问题以及目标

靶基因丢失或变异造成的假阴性问题，增加检测的

准确性。 为此，本研究建立了多重 ＰＣＲ⁃ＤＨＰＣＬ 快

速检测单核细胞增生李斯特菌毒力基因的方法。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 试验菌株

单增李斯特菌标准菌株通过中国工业微生物

菌种保藏中心、中国微生物菌种网购买，其他菌株

为本实验室的分离株和中国检验检疫科学院赠

送，见表 １。

表 １　 试验菌种及其编号

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｅｓｔ ｓｔｒａｉｎｓ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｎｕｍｂｅｒ
菌株名称 拉丁名 菌株编号 来源 数量 ／ 株

单核细胞增生李斯特菌 Ｌｉｓｔｅｒｉａ ｍｏｎｏｃｙｔｏｇｅｎｅｓ ＣＩＣＣ ２１６３９ 中国工业微生物菌种保藏中心 １
单核细胞增生李斯特菌 Ｌｉｓｔｅｒｉａ ｍｏｎｏｃｙｔｏｇｅｎｅｓ ＡＴＣＣ １９１１５ 中国微生物菌种网 １
单核细胞增生李斯特菌 Ｌｉｓｔｅｒｉａ ｍｏｎｏｃｙｔｏｇｅｎｅｓ ＱＨＤＣＣ １３０３０４⁃１３０３１３ 本实验室分离株 １０
伊氏李斯特菌 Ｌｉｓｔｅｒｉａ ｉｖａｎｏｖｉｉ ＣＩＣＣ ２１６６３ 中国工业微生物菌种保藏中心 １
英诺克李斯特菌 Ｌｉｓｔｅｒｉａ ｉｎｎｏｃｕａ ＣＩＣＣ １０４１７ 中国工业微生物菌种保藏中心 １
威尔斯李斯特菌 Ｌｉｓｔｅｒｉａ ｗｅｌｓｈｉｍｅｒｉ ＩＱＣＣ ２２２６１ 检科院赠送 １
西尔李斯特菌 Ｌｉｓｔｅｒｉａ ｓｅｅｌｉｇｅｒｉ ＩＱＣＣ ２２２２９ 检科院赠送 １
格氏李斯特菌 Ｌｉｓｔｅｒｉａ ｇｒａｙｉ ＩＱＣＣ ２２２２８ 检科院赠送 １
金黄色葡萄球菌 Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｃｏｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ ＣＩＣＣ ２１６７６ 中国工业微生物菌种保藏中心 １
表皮葡萄球菌 Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｃｏｃｕｓ ｅｐｉｄｅｒｍｉｄｉｓ ＣＩＣＣ ２３６６４ 中国工业微生物菌种保藏中心 １
鼠伤寒沙门菌 Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ ｔｙｐｈｉｍｕｒｉｕｍ ＣＩＣＣ １０４２０ 中国工业微生物菌种保藏中心 １
亚利桑那沙门菌 Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ ａｒｉｚｏｎａｅ ＣＩＣＣ ２１５０６ 中国工业微生物菌种保藏中心 １
宋氏志贺菌 Ｓｈｉｇｅｌｌａ ｓｏｎｎｅｉ ＣＩＣＣ ２１５３５ 中国工业微生物菌种保藏中心 １
出血性大肠埃希菌Ｏ１５７∶Ｈ７ Ｅｎｔｅｒｏｈｅｍｏｒｒｈａｇｉｃ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ＣＩＣＣ ２１５３０ 中国工业微生物菌种保藏中心 １
肠炎沙门菌 Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ ｅｎｔｅｒｉｔｉｄｉｓ ５００４１⁃１５ 中国微生物菌种网 １
副溶血弧菌 Ｖｉｂｒｉｏ ｐａｒａｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓ ＡＴＣＣ １７８０２ 中国微生物菌种网 １
创伤弧菌 Ｖｉｂｒｉｏ ｖｕｌｎｉｆｉｃｕｓ ＩＱＣＣ １２３０６ 检科院赠送 １
猪霍乱沙门菌 Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ ｃｈｏｌｅｒａｅｓｕｉｓ ＩＱＣＣ １０５０２ 检科院赠送 １
粪链球菌 Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ ｆａｅｃａｌｉｓ ＩＱＣＣ ４２２０４ 检科院赠送 １
阪崎肠杆菌 Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ ｓａｋａｚａｋｉｉ ＩＱＣＣ １０４０３􀆰 １７ 检科院赠送 １
嗜热链球菌 Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ ｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｕｓ ＩＱＣＣ ２２１１３ 检科院赠送 １
蜡样芽孢杆菌 Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｃｅｒｅｕｓ ＩＱＣＣ ２２７１１ 检科院赠送 １
铜绿假单胞菌 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ Ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ ＩＱＣＣ １２６２５ 检科院赠送 １

１􀆰 １􀆰 ２　 主要仪器与试剂

ＰＣＲ Ｓｙｓｔｅｍ ９７００ 基因扩增仪（美国 ＡＢＩ）、ＷＡＶＥ
４５００ 变性高效液相色谱仪（美国 Ｔｒａｎｓｇｅｎｏｍｉｅ）。

细菌基因组 ＤＮＡ 提取试剂盒 ＴＩＡＮａｍｐ Ｂａｃｔｅｒｉａ

ＤＮＡ Ｋｉｔ（天根公司），单重 ＰＣＲ 试剂 Ｐｒｅｍｉｘ Ｔａｑ、多
重 ＰＣＲ 试剂 Ｍｕｌｔｉｐｌｅｘ ＰＣＲ Ａｓｓａｙ Ｋｉｔ、 ＤＮＡ 标准

（ＤＬ２０００）均购自大连 ＴａＫａＲａ 公司，三乙胺乙酞盐

（ＴＥＡＡ，色谱纯，美国 Ｔｒａｎｓｇｅｎｏｍｉｅ），乙睛（色谱纯，
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美国 Ｆｉｓｈｅｒ），１００ ｂｐ ＤＮＡ Ｌａｄｄｅｒ（华美生物工程公

司）。 单增李斯特菌 ＰＣＲ⁃ＤＨＰＬＣ 检测的引物序列

见表 ２，引物由大连 ＴａＫａＲａ 公司合成。

表 ２　 多重 ＰＣＲ 引物的序列及目的产物长度

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｐｒｉｍｅｒ ｏｆ ｍｕｌｔｉｐｌｅｘ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ

基因 引物 引物序列
产物长度

／ ｂｐ
参考
文献

ｉｎｌＡ ｉｎｌＡ⁃Ｆ ＣＣＴＡＧＣＡＧＧＴＣＴＡＡＣＣＧＣＡＣ ２５５ ［６］
ｉｎｌＡ⁃Ｒ ＧＴＧＴＡＡＧＡＴＣＧＣＴＡＡＴＴＴＧＧ

ｉｎｌＢ ｉｎｌＢ⁃Ｆ ＡＡＡＧＣＡＣＧＡＴＴＴＣＡＴＧＧＧＡＧ １４６ ［６］
ｉｎｌＢ⁃Ｒ ＡＣＡＴＡＧＣＣＴＴＧＴＴＴＧＧＴＣＧＧ

ｈｌｙ ｈｌｙ⁃Ａ ＣＧＣＡＡＣＡＡＡＣＴＧＡＡＧＣＡＡＡＧＧ ２１０ ［８］
ｈｌｙ⁃Ｒ ＴＴＧＧＣＧＧＣＡＣＡＴＴＴＧＴＣＡＣ

ｐｒｆＡ ｐｒｆＡ⁃Ｆ ＧＡＡＴＧＴＡＡＡＣＴＴＣＧＧＣＧＣＧＡＡＴＣＡＧ ３８８ ［９］
ｐｒｆＡ⁃Ｒ ＧＣＣＧＴＣＧＡＴＧＡＴＴＴＧＡＡＣＴＴＣＡＴＣ

１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 菌株 ＤＮＡ 的提取

吸取细菌培养液 １ ｍｌ，采用细菌 ＤＮＡ 提取试剂

盒提取细菌 ＤＮＡ， －２０ ℃保存待检测。
１􀆰 ２􀆰 ２　 引物筛选与反应体系优化

参照文献［６、８、９］与 ＳＮ ／ Ｔ ２６４１—２０１０《食品中

常见致病菌检测 ＰＣＲ⁃ＤＨＰＬＣ 法》 ［１０］ 中单增李斯特

菌毒力基因扩增引物序列信息，筛选可能的适合多

重 ＰＣＲ 的引物，以同一模板，将备选的引物在同等

条件下反应，调整引物量以及引物浓度比值，选出

扩增效果最佳的引物组合。 然后进行扩增试剂体

系和扩增条件优化，最后得出最佳反应条件。
单重 ＰＣＲ 反应体系：模板 ＤＮＡ １􀆰 ５ μｌ、１０ μｍｏｌ ／ Ｌ

上、下游引物各１ μｌ、Ｐｒｅｍｉｘ Ｔａｑ １２􀆰 ５ μｌ，无菌超纯水补

充至总体积 ２５ μｌ。 多重 ＰＣＲ 反应体系：模板 ＤＮＡ
３ μｌ、１０ μｍｏｌ ／ Ｌ 上、下游引物共 ８ μｌ （４ 对引物各

２ μｌ）、Ｍｕｌｔｉｐｌｅｘ ＰＣＲ Ｍｉｘ ２ 为１２ μｌ、Ｍｕｌｔｉｐｌｅｘ ＰＣＲ Ｍｉｘ
１ 为 ０􀆰 １２ μｌ，无菌超纯水补充至总体积 ２５ μｌ。
ＰＣＲ 反应条件：９４ ℃预变性 ３ ｍｉｎ；９４ ℃变性３０ ｓ，
５５ ℃退火 ４５ ｓ，７２ ℃延伸 ６０ ｓ，３５ 个循环；７２ ℃延

伸７ ｍｉｎ，４ ℃保存反应产物。
１􀆰 ２􀆰 ３　 ＤＨＰＬＣ 条件

配制缓冲液： 缓冲溶液 Ａ 为 ５０ ｍｌ ＴＥＡＡ，
２５０ μｌ 乙腈，去离子水定容至 １ Ｌ；缓冲溶液 Ｂ 为

５０ ｍｌ ＴＥＡＡ，２５０ ｍｌ 乙腈，去离子水定容至 １ Ｌ。
采用 ＰＳ⁃ＤＶＢ ＆ Ｃ１８ ＤＮＡＳｅｐ 色谱柱（４􀆰 ６ ｍｍ ×

５０ ｍｍ，粒度 ３ μｍ），柱温 ５０ ℃，梯度洗脱条件见

表 ３，流速为 ０􀆰 ９ ｍｌ ／ ｍｉｎ，洗脱的 ＤＮＡ 在 ２６０ ｎｍ 进

行紫外吸收检测，上样量为 ＰＣＲ 产物 １０ μｌ。
１􀆰 ２􀆰 ４　 特异性试验

取表 １ 中所列的除单增李斯特菌标准菌株和分离

菌株外的 ２０ 株试验菌株，经培养后，建立 １ 个模板库，
按照 １􀆰 ２􀆰 ２ 和 １􀆰 ２􀆰 ３ 进行 ＰＣＲ⁃ＤＨＰＬＣ 特异性试验。

表 ３　 ＤＨＰＬＣ 梯度洗脱程序

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｐｒｏｇｒａｍ ｏｆ ｇｒａｄｉｅｎｔ ｅｌｕｔｉｏｎ ｏｆ ＤＨＰＬＣ
时间 ／ ｍｉｎ 缓冲液 Ａ ／ ％ 缓冲液 Ｂ ／ ％

０􀆰 ０ ５５􀆰 ０ ４５􀆰 ０
０􀆰 ５ ５０􀆰 ２ ４９􀆰 ８
３􀆰 ６ ４１􀆰 ８ ５８􀆰 ２
６􀆰 ８ ３８􀆰 ２ ６１􀆰 ８
９􀆰 ９ ３６􀆰 ３ ６３􀆰 ７

１３􀆰 ０ ３５􀆰 ０ ６５􀆰 ０

１􀆰 ２􀆰 ５　 重现性试验

取表 １ 中所列的 １０ 株单增李斯特菌分离菌株，
经培养后，按照 １􀆰 ２􀆰 ２ 和 １􀆰 ２􀆰 ３ 进行 ＰＣＲ⁃ＤＨＰＬＣ 重

现性试验。
１􀆰 ２􀆰 ６　 灵敏度试验

取单增李斯 特 菌 标 准 菌 株 （ ＡＴＣＣ １９１１５ ）
３６ ℃培养 ２４ ｈ，测其 ＯＤ 值，估计菌液浓度，然后

按 １０ 倍梯度稀释，将上述梯度的菌液进行平板计

数，重复 ３ 次，取平均值确定菌液浓度。 每个梯度

菌液采用试剂盒提取法制备模板 ＤＮＡ，进行 ＰＣＲ⁃
ＤＨＰＬＣ 检测，将检测结果与平板计数结果比较，确
定方法的灵敏度。
１􀆰 ２􀆰 ７　 人工污染食品样品的检测

取冷冻扇贝柱、冻热加工鸡肉制品、浓缩大豆

蛋白样品各 ２５ ｇ，加入到 ２２５ ｍｌ ＬＢ１ 增菌液中，充
分混匀。 取甘油保存的标准菌株 ５００ μｌ，加入到增

菌液中，３７ ℃振荡培养 １８ ｈ。 取菌悬液 １ ｍｌ 进行

ＤＮＡ 模板按照 １􀆰 ２􀆰 １ 方法提取， ＰＣＲ 反应按照

１􀆰 ２􀆰 ２ 方法，ＤＨＰＬＣ 条件按照 １􀆰 ２􀆰 ３ 方法进行。

２　 结果

２􀆰 １　 ＰＣＲ 扩增产物 ＤＨＰＬＣ 分离结果

将单增李斯特菌毒力基因 ｈｌｙ （２１０ ｂｐ）、 ｐｒｆＡ
（３８８ ｂｐ）、ｉｎｌＡ（２５５ ｂｐ）、ｉｎｌＢ（１４６ ｂｐ）分别进行单

重和多重 ＰＣＲ 扩增，扩增产物的 ＤＨＰＬＣ 分离结果

见图 １，ａ 的 ４ 个峰分别与 ｂ、ｃ、ｄ、ｅ 的出峰时间一

致，出峰顺序依次为 ｉｎｌＢ、ｈｌｙ、ｉｎｌＡ、ｐｒｆＡ。 对照 ＤＮＡ
标准，扩增片段大小与预期相符。

取 ５ μｌ 单重和多重 ＰＣＲ 反应产物在 ３％琼脂糖

凝胶中进行验证比对（见图 ２），ｈｌｙ、ｐｒｆＡ、ｉｎｌＡ、ｉｎｌＢ 分

别在 ２１０、３８８、２５５、１４６ ｂｐ 处出现扩增条带，条带清

晰，无拖尾，未发现由于引物二聚体或者错配引起的

非特异性扩增条带。 １ ～４ 泳道单重 ＰＣＲ 扩增条带、５
泳道多重 ＰＣＲ 的几个扩增条带均与目的片段一致，
且 １ ～５ 泳道与图 １ 的 ｅ、ｃ、ｂ、ｄ、ａ 峰图一一对应，说
明 ＤＨＰＬＣ 的分离结果准确。
２􀆰 ２　 特异性试验结果

供试的 ３２ 株参考菌株中，仅单增李斯特菌检测

出扩增吸收峰，其他非单增李斯特菌均呈阴性。 将
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图 １　 单增李斯特菌毒力基因单重和多重 ＰＣＲ
扩增产物 ＤＨＰＬＣ 分离结果

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｖｉｒｕｌｅｎｃｅ ｇｅｎｅｓ ｔｈａｔ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＤＨＰＬＣ

图 ２　 ３％琼脂糖凝胶电泳分析单重和多重 ＰＣＲ 扩增产物

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ
ａｇａｒｏｓｅ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ

所得 ＰＣＲ 产物进行琼脂糖凝胶电泳比对，其他细菌

的 ＤＮＡ 均无扩增条带出现，４ 对引物特异性良好，
无相互干扰。 试验结果表明，所设计的引物可以特

异性扩增、检测单增李斯特菌中 ｈｌｙ、ｐｒｆＡ、ｉｎｌＡ、ｉｎｌＢ
基因，具有良好的单增李斯特菌鉴定特异性。
２􀆰 ３　 重现性试验结果

５ 株单增李斯特菌经 ＤＨＰＬＣ 检测均出现扩增吸

收峰，且出峰时间和峰型重现性良好，以英诺克李斯特

菌为阴性对照，无扩增信号出现。
２􀆰 ４　 灵敏度试验结果

本研究所建立的方法可检测出单增李斯特菌

标准菌株的 １０ － ５ 浓度梯度，即检测灵敏度可达到

２８０ ｃｆｕ ／ ｍｌ。
２􀆰 ５　 人工模拟感染食品检测结果

对冷冻扇贝柱、冻热加工鸡肉制品、浓缩大豆

蛋白人工感染单增李斯特菌后，多重 ＰＣＲ 检测结果

均为阳性检出。 试验结果表明，各种状态、成分的

样品以及增菌液对后续检测不存在影响，本研究所

建立的方法适用于食品中单增李斯特菌检测。

３　 讨论

ＰＣＲ 技术因其高效快速、操作简便、特异性强

等特点，已被广泛应用于多种致病菌的检测。 但是

基于某 １ 个靶基因的快速检测，由非特异性扩增产

生的假阳性以及靶基因丢失和变异产生的假阴性

很难避免。 尽管多数研究表明只需要检测到 １ 个单

增李斯特菌特异性的靶基因即可判断污染［９］，但多

个靶基因的检测可以增加检测的精确性，避免检测

中假阳性和假阴性带来的错误信息和判断。 目前

多重 ＰＣＲ 技术已在多种病原微生物的检测中得到

了初步应用，成为食源性致病菌快速检测技术的重

要发展趋势。
常规琼脂糖凝胶电泳分析 ＰＣＲ 扩增产物，因电

泳分辨率小制约了多重 ＰＣＲ 的引物设计，从而限制

了多重 ＰＣＲ 的应用。 而 ＤＨＰＬＣ 技术分析双链 ＤＮＡ
片段大小分辨率高于 １ ／ １００［９］，一次可以同时分析

数百个样品，极大地提高了微生物检测的自动化程

度，达到快速检测食源性致病菌的目的，并且避免

了配制和使用溴化乙锭造成的污染，更加环保。 荧

光 ＰＣＲ 检测致病菌方法［１１］ 同样快速、简便，但扩增

片段大小受限，而且多重标记成本很高。
本研究建立了简单、快速、特异的多重 ＰＣＲ⁃

ＤＨＰＬＣ 方法，可以一次性检测单增生李斯特菌的

４ 种毒力基因，在食品中单增生李斯特菌的快速筛

查方面具有良好的应用前景。 多个毒力基因的同

时检测也为菌株特征、污染模式和流行病学调查提

供更多的有用信息，为单增生李斯特菌的防控和流

行病学研究奠定基础。
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摘　 要：目的　 对蛋白质芯片检测平台快速诊断铁缺乏人群的准确性与发现铁储量不足的能力进行分析。
方法　 采用免疫比浊法与蛋白质芯片法进行血清铁蛋白与可溶性转铁蛋白受体的方法学对照试验。 计算蛋白质

芯片法的灵敏度、特异度、阳性似然比、阴性似然比、约登指数及 Ｋａｐｐａ 值。 对两种方法所得铁储量进行配对比较

ｔ 检验。 结果　 蛋白质芯片法诊断铁缺乏与比浊法相比，灵敏度较高、特异性较好、具有较高的诊断价值与真实性；
其判断铁缺乏的能力与比浊法具有高度的一致性。 但蛋白质芯片法筛查出更多有可能铁储量不足的情况，能更好

地起到快速筛查的作用。 结论　 蛋白质芯片法作为快速筛查工具能同时检测 ＳＦ 和 ｓＴｆＲ，对铁缺乏的诊断准确性

较高，可用于进一步的应用研究。
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铁状况的两个最佳参数［２］，通过检测机体 ＳＦ 与可

溶性 ｓＴｆＲ 可准确地反应机体铁储量的相关信息［３］。
传统的酶联免疫法、免疫比浊法是目前检测 ＳＦ 与

ｓＴｆＲ 的主要方法，但都无法实现 ＳＦ 和 ｓＴｆＲ 的同时


