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摘  要: 目的  建立实时定量荧光 PCR法(real-time PCR)快速鉴定食品中的单核细胞增生李斯特氏菌(Listeria 

monocytogenes, LM)。方法  选取 2016 年国家食品风险监测样本 134 例与模拟灭活 LM 样本 10 例, 采用

GB/T4789.30-2010与 real-time PCR方法同步检测单核细胞增生李斯特菌。结果  共检测食品 134份, 包括肉

制品、水产品、快餐和即食食品等。共检出 8 株 LM, 检出率为 5.97%。以 GB/T4789.30-2010 为金标准判断, 

real-time PCR方法检测样本中 LM的灵敏度与特异度均达到 100%。模拟灭活 LM样本 real-time PCR方法检出

率为 100%, 标准法检出率为 0%。结论  本方法可以简化实验程序, 减少工作量, 节约检测试剂, 为可能发生

的食物中毒尽早提供实验依据。 
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Rapid detection of Listeria monocytogenes in food by real-time PCR 
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ABSTRACT: Objective  To establish the method for rapid identification of Listeria monocytogenes (LM) in food 

by real-time PCR. Methods  One hundred and thirty-four cases of national food risk monitoring samples in 2016 

and 10 cases of simulated inactivated LM samples were simultaneously detected by GB/T4789.30-2010 method and 

real-time PCR method. Results  A total of 134 samples of food including meat products, aquatic products, fast food 

and instant food etc. were enrolled. Totally 8 strains of LM were detected and the detection rate was 5.97 %. Using 

GB/T4789.30-2010 as the gold standard, the sensitivity and specificity of real-time PCR were both up to 100%. In 10 

samples of simulated inactivated LM, the detection rate of real-time PCR method was 100%, but that of the standard 

method was 0%. Conclusion  The established real-time PCR method can simplify the experiment procedure, reduce 

the workload and save the reagent, which can provide experimental basis for probable food poisoning as early as 

possible. 
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1  引  言 

2002 年, WHO 将单核细胞增生李斯特氏菌(Listeria 

monocytogenes, LM)列为“四大食源性致病菌”之一[1]。它可

引起食物中毒, 在自然界广泛存在并具有在冷藏温度下繁

殖的生物学特性。LM 是胞内条件致病菌, 能够穿越肠系

膜、血脑屏障、胎盘屏障, 在免疫功能下降的个体能够引

起血流感染、中枢神经系统感染, 并会引起孕妇流产、早

产甚至胎儿死产等严重后果[2]。 

目前检测 LM 的方法为食品安全国家标准 GB/T 

4789.30-2010[3]《食品微生物学检验 LM检验方法》, 标准

程序至少需要 4~5 d, 操作繁琐复杂。实时定量荧光

PCR(real-time PCR)是近年来迅速发展并广泛应用于临床

实验室的分子生物学技术, 由于其具有高敏感性与特异性, 

能够快速、准确地检测病原体的存在。本研究采用 real-time 

PCR 技术与 GB4789.30-2010 标准方法同步检测食品样本

与模拟灭活 LM 样本中的 LM, 旨在为采用 real-time PCR

技术进行食品卫生 LM检验提供依据。 

2  材料与方法 

2.1  材料来源   

按照国家食品风险监测的要求采样, 选取安康市疾

病预防控制中心生物检验科 2016年 4月到 2016年 9月检

验标本共计 134 份, 包括肉制品、水产品、快餐和即食食

品等。 

2.2  仪器与试剂 

ABI 7500 荧光定量 PCR 仪(美国 ABI 公司); LM 

Real-time PCR试剂盒(上海之江生物公司); VITEK 2 GP鉴

定卡(法国梅里埃生物公司)。 

李氏增菌肉汤(LB1、LB2)、萘啶酮酸(P-18C1、P-18C2)

和丫啶黄素(P-19C1、P-19C2)(北京路桥技术有限公司); 单

增李斯特菌显色平板(郑州博赛生物有限公司)。 

2.3  实验方法 

2.3.1  标准组 

样本参照国家标准 GB/T 4789.30-2010[3]《食品微生物

学检验  单核细胞增生李斯特氏菌检验》进行。 

2.3.2  实验组 

取标准组的第一次增菌液 1.5 mL于 1.5 mL EP管中, 

沸水浴 10 min, 以 13000 r/min离心 5 min, 弃去上清。加

入无菌双蒸水 50 μL涡旋振荡混匀, 13000 r/min离心 5 min, 

取上清液进行 real-time PCR扩增, 扩增体系与条件按照试

剂盒说明书进行, 实验中采用试剂盒阳性质控物与阴性质

控物进行质量控制。该检测试剂盒最低检测限为 103 

copies/mL, 线性检测范围为 2×103~1×108 copies/mL。 

2.3.3  模拟灭活 LM 标本 

取已鉴定的 LM进行模拟实验, 将 10株 LM分别用无

菌生理盐水制备成 0.5麦氏单位的菌悬液。沸水浴 10 min

灭活, 分别取上述菌悬液 5 μL加入 225 mL无菌生理盐水

中, 分别按照实验组方法与标准组方法进行检测。 

3  结果与分析 

3.1  不同种类食品中 LM 的检测  

本实验检测食品 134 份, 其中共检出 8 株 LM, 检出

率为 5.97%(见表 1)。 

 
表 1  不同种类食品的 LM 检出情况 

Table 1  Detection of LM in different kinds of food 

食品种类 数量(份) LM(株) 检出率(%)

散装熟肉制品 27 3 11.11 

冷冻饮品 20 1 5.00 

动物性淡水产品(鱼、虾、贝) 9 0 0.00 

动物性海水产品(鱼、虾、贝) 5 2 40.00 

地方食品-凉拌米、面皮 26 2 7.69 

街头快餐(米饭和菜为主) 32 0 0.00 

学校周边即食儿童食品 15 0 0.00 

总计 134 8 5.97 

 

3.2  样本检测 

对 134份样本分别采用 real-time PCR方法与GB标准

方法进行检测, 2 种方法检测结果的一致率为 100%。以

GB/T4789.30-2010为标准判断, real-time PCR方法检测样

本中 LM的灵敏度与特异度均达到 100%(见表 2)。 

 
表 2  Real-time PCR 对样本中 LM 的检测结果 

Table 2  Detection results of LM in the samples by real-time PCR 

real-time PCR 
GB 4789.30-2010 

总计(例) 
阳性(例) 阴性(例) 

阳性 8 0 8 

阴性 0 126 126 

合计 8 126 134 
 

3.3  模拟灭活 LM 标本检测 

将 103 CFU/mL浓度菌液制备的 10份模拟样本进行加

热灭活后, 采用 real-time PCR方法与标准方法进行检测。

real-time PCR 方法检出率为 100%, 标准方法检出率为

0%(见表 3)。由表 3结果分析, real-time PCR只能识别目的

基因, 只要存在一定量的目的基因就可以被检测到; 标准

方法只能检测活菌, 因此对于模拟灭活标本检测不出来。 
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表 3  Real-time PCR 对模拟灭活 LM 样本中的检测结果 
Table 3  Detection results of simulated inactivated LM samples 

by real-time 

real-time PCR 
GB 4789.30-2010 

总计(例) 
阳性(例) 阴性(例) 

阳性 0 10 10 

阴性 0 0 0 

合计 0 10 10 
 

4  讨  论 

4.1  样本的 LM 检出率结果分析 

LM 广泛存在于多种食物中, 是引起食物污染的重要

因素[4,5]。我国食品中 LM污染较为严重, 约在 10%左右。

各地污染率不尽相同, 部分地区可达 20%。动物亦存在带

菌现象, 因而具有爆发性流行的风险[6]。前期调查显示, 安

康市 2012~2014 年 LM 在食品中的污染率为 3.21%[7]。本

研究对 2016年 4月到 8月的食品样本进行检测, LM检出

率为 5.97%, 安康市食品中 LM 污染率低于平均污染率。

可能引起本市 LM食物污染的食品为散装熟肉制品、凉拌

米面皮, 因为该类食品可直接使用, 同时符合地域饮食习

惯, 食用范围较广。动物性海水产品中 LM 分别来自秋刀

鱼和小黄鱼。冷冻饮品中也有 LM污染的发生。针对食品

中 LM 的检测, 按照国标 GB/T4789.30-2010 的标准程序, 

至少需要 4 d, 这仅仅针对的是阴性标本; 若是阳性标本至

少 6~7 d。为提高实际检测工作的时效性 , 本研究将

real-time PCR技术应用于 LM的检测。 

4.2  real-time PCR 方法与 GB/T4789.30-2010 测定

样品的结果比较 

本研究对 134份样本分别采用 RT-time PCR方法与标

准方法进行同步检测 , 两种方法检测结果的一致率为

100%。以 GB/T4789.30-2010为标准判断, RT-time PCR方

法检测样本中 LM 的灵敏度与特异度均达到 100%。本研

究选取的标本量足够大、涉及范围广, 能够说明实验方法

的广泛适用性。研究结果表明, real-time PCR阴性的标本培

养一定为阴性, 因此二次增菌、分离培养、细菌生化鉴定

等操作无需进行, 24 h左右即可确定 LM是否存在, 同时缩

小实验室检测的范围, 而且可以节省大量的后续试剂, 在

实现经济价值的同时, 减轻了实验操作者的工作量。 

4.3  real-time PCR 方法阳性样品结果的分析 

王晓梅、粱暄等[8,9]报道的 PCR检测为阳性的标本, 培

养分离为阴性的占一定比例。本研究利用模拟灭活 LM标

本进行检测, 结果标准方法全部为阴性,  real-time PCR全

部阳性。出现上述情况, 是由于标本中含有死亡的目的菌

基因。基于此原因, 在检测中利用 PCR的快速、灵敏的特

点, 可在检测的 24 h左右为后续的实验操作提供参考。由

于存在 PCR阳性, 培养阴性的问题, 所以针对 PCR阳性这

类标本继续按照标准组程序培养, 在分离培养时平行接种

2 块平板, 以增加分离的准确性, 同时使 real-time PCR 和

培养结果相互验证, 增加实验的可靠性。 

4.4  食物中致病菌检测的其他方法展望 

对于食物中毒标本, 若采取加少量生理盐水, 取洗脱

液接种或离心提取核酸的方法进行检测, 这样在 24 h 或

2~3 h就可初步进行疫情预测。同时针对 PCR阳性、常规

培养阴性的问题, 可以采用基于 mRNA 反转录 PCR 技术, 

该技术可以区分活菌和死菌 [10-12]; 若利用此技术则可在

4~6 h 确定可疑标本中有无目标菌。环介导等温扩增技术

(loop-mediated isothermal amplification, LAMP)可在 1 h左

右完成目的基因扩增[13,14]; 相比 real-time PCR, 实验时间

节约一半左右。多重 PCR可以同时检测 2种以上的目的基

因[15,16],相比 real-time PCR检测效率更高, 更适合处理食物

中毒应急事件。姜侃等[17]报道了采用三重 LAMP法检测食

品中沙门氏菌、单增李斯特菌和金黄色葡萄球菌, 一个反

应体系可测以在 1 h内检测 3种致病菌。伴随上述实验技

术的成熟, 必将更加高效、精准地应用于食物中致病菌检

测及食物中毒事件的处置。 

5  结  论 

本研究证实了 real-time PCR 方法的有效性, 通过应

用改进的实验方法, 可以对疑似 LM 污染的食物或由其引

起的食物中毒 36 h左右预报或排除; PCR阳性既可以起到

导向作用, 又可以缩小实验范围。PCR 阴性的标本则直接

报告未检出, 节约了后续二次增菌、培养分离平板等试剂, 

同时为实验者减轻了工作量。 
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