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食品中单增李斯特菌快速检测技术研究进展 

武  鑫* 

(陕西省渭南市食品药品检验所, 渭南  714000) 

摘  要: 单核细胞增生性李斯特氏菌(简称单增李斯特菌)是一种广泛存在于自然界中可导致人畜共患病的病

原菌, 同时也是一种常见的食源性致病菌。目前, 食品中单增李斯特菌的检测主要采用国标法, 传统检验方法

虽然可操作性高, 但检验流程耗时过长。随着生活水平不断提高, 人们在饮食中摄入受单增李斯特菌污染的食

品的风险增大, 如遇到食品安全突发事件, 传统检测不能及时得到检测结果, 无法保障人们的饮食安全。本文

概述了基于分子生物学和免疫学发展起来的快速检测方法, 包括 PCR 法、实时荧光定量 PCR 法、环介导等温

扩增法、酶联免疫吸附法、免疫层析试纸条, 其中环介导等温扩增法已经应用于食品致病菌的检测。通过分

析对比以上快速检测方法, 为探索更灵敏高效且适用于基层食品检验的检测方法提供参考。 
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Research progress of rapid detection of Listeria monocytogenes in food 

WU Xin* 

(Weinan Institute of Food and Drug Control in Shaanxi Province, Weinan 714000, China) 

ABSTRACT: Listeria monocytogenes is a pathogen that is widely found in nature and can cause zoonotic diseases, 

and is also a common foodborne pathogenic bacteria. At present, the detection of Listeria monocytogenes in food 

mainly  adopts the national standard method. Although the traditional method is highly operable, the inspection 

process takes too long. As living standards continue to increase, there is an increased risk of people taking food 

contaminated with Listeria monocytogenes in their diet. In case of food safety emergencies, the traditional test cannot 

get the test results in time, which cannot guarantee people's food safety. This paper introduced some rapid detection 

methods based on molecular biology and immunology, including PCR, real-time fluorescence quantitative PCR, 

loop-mediated isothermal amplification, enzyme-linked immunosorbent assay, and immunochromatography strip, and 

loop-mediated isothermal amplification had been applied to the detection of food pathogens. By analyzing and 

comparing the above rapid detection methods, it provided a reference for exploring more sensitive and efficient 

detection methods suitable for basic food inspection. 
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1  引  言 

单增李斯特菌(Listeria monocytogenes, LM)是一种重

要的食源性致病菌, 而且是李斯特菌属中致病力最强的革

兰氏阳性无芽孢杆菌, 广泛存在于肉制品、奶产品、水产

品、冷冻冷藏食品以及即食食品中[1,2]。LM 具有耐低温、

酸性、高盐的生物学特性, 能通过受到污染的食品或已经

感染病菌的动物进入人类食物链, 还可以在人的胃和肠道
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中寄生[35]。免疫功能低下的人群(如老人、孕妇和儿童)更

容易感染李斯特菌, 临床表现从较轻的发热性胃肠炎到更

严重的侵入性疾病, 包括败血症、脑膜炎、菱形脑炎、围

产期感染, LM 可诱发流产, 导致胎儿死亡[68]。国外有关

LM 引起的食物中毒事件频发[911], 世界卫生组织(World 

Health Organization, WHO)更是将其列为 20 世纪 90 年代 4

大食源致病菌之一。为保护公众健康, 我国在 2000 年开展

了对食品中 LM 污染的检测[12,13]。 

我国食品安全国家标准规定食品(预包装食品, 不包

括罐头类食品)中不得检出 LM[14]。吴福平等[15]通过对 2012

年张家港进境的 171 批冷冻猪肉进行检测, 检出 14 株 LM, 

阳性率为 8.19%, 结果表明冷冻肉制品中 LM 的污染较为

严重。LM 不仅可以污染食品, 而且对食品加工过程中接

触的环境也会造成污染。炊慧霞等[16]对餐饮后厨环境和食

品样品检测, 结果显示在 607 份样品中, LM 阳性检出率分

别为 13.27%、13.79%, 说明食品加工环节中存在 LM 的污

染。这与李素娥等[17]的研究结果相符, 环境中 LM 的检出

率并不比食品中的检出率低。因此, 加强食品链各个环节

LM 的检测, 对保障人民群众的身体健康至关重要。 

我国食品中 LM 的检测主要采用国标法, 即传统的分

离鉴定方法。通过分离培养得到可疑菌落, 再进行生化试

验、溶血试验、协同溶血试验等对可疑菌落进行鉴定[18]。

整个检验流程耗时 6~10 d, 无法满足快速检测要求。随着

人们对食品安全问题的关注度逐渐提高, 对基层食品检验

的要求不断提高, 因此探索适应基层发展的 LM 快速检测

方法十分必要。  

本文主要对 PCR 法、实时荧光定量 PCR 法、环介导

等温扩增法、酶联免疫吸附法、免疫层析试纸条等基于分

子生物学和免疫学发展起来的快速检测方法进行综述, 为

相关检测机构建立更加灵敏高效的单增李斯特菌检测方法

提供参考。 

2  分子生物学检测技术 

2.1  PCR 及多重 PCR 技术 

利用聚合酶链式反应(PCR)技术对食品中单增李斯特

菌进行检测, 根据 LM 的致病基因设计特异性引物进行

DNA 片段扩增。LM 致病基因分布在 2 个毒力岛, 分别为

LIPI-1 毒力岛和 LIPI-2 毒力岛, LIPI-2 为内化素毒力岛。

hlyA 基因位于 LIPI-1 毒力岛上, 其编码形成的李斯特菌溶

血素 O 是 LM 的主要致病因子[19]。张辉等[20]根据 hlyA 基

因设计特异性引物, 建立的 PCR 法可以区分 LM 和其他 3

种同属异种菌, 分别是英诺克李斯特菌、绵阳李斯特菌、

威尔斯李斯特菌。闫琳等[21]建立的增菌-PCR 法检测猪肉

中的 LM, 经过 2 步增菌后, 检出限可达到 1.3 CFU/25 g。 

多重 PCR 技术建立在常规 PCR 基础上, 根据不同致

病菌的致病基因设计多对特异性引物, 可同时检测多种致

病菌, 提高检测效率。胡冰雪等[22]根据单增李斯特菌的

hlyA 基因、荧光假单胞菌的 gyrB 基因和沙门氏菌的 invA

基因设计 3 对特异性引物, 对冷却肉中荧光假单胞菌、沙

门氏菌和单增李斯特菌的检测限分别为 9、5、70 CFU/mL。

Razei 等[23]建立的多重 PCR 法, 可同时检测食品样品中的

单增李斯特菌、蜡样芽胞杆菌和空肠弯曲杆菌, 检出限分

别是 5、4、3 pg/μL。 

2.2  实时荧光定量 PCR 

实时荧光定量 PCR 是在 PCR 反应体系中加入荧光基

团, 在适宜波长下对荧光信号的积累进行扫描, 绘制标准

曲线对目标菌进行定量分析。与传统 PCR 相比, 实时荧光

PCR 无需进行电泳分析, 从而减少假阳性结果的产生以及

对样品的污染。实时荧光 PCR 已经被应用到一些检测单增

李斯特菌的研究中, 如闫冰等[24]建立了以 mRNA 反转录

为基础的实时荧光 PCR 方法来检测单增李斯特活菌, 经过

3 h 增菌后的单增李斯特菌的检出限为 30 CFU/mL, 人工

污染牛乳样品经过 6 h 增菌后的检出限为 17 CFU/mL。整

个检测过程只需 12~16 h, 与传统方法相比检测时间大大

缩短。Rodríguez-Lázaro 等[25]建立的快速检测肉制品中单

增李斯特菌的实时荧光 PCR 方法, 通过过滤和 DNA 纯化

可以使检出限达到 102~103 CFU/g, 该方法不需进行培养, 

可快速获得检测结果。关棣锴等[26]研究检测染菌鲜切甜瓜

中单增李斯特菌, 最低检出限为 6.28×102 CFU/mL, 质粒

标准品检出限为 1.12×102 copies/μL, 符合国际上制定即食

食品中单增李斯特菌的限量标准。 

此外, 采用不同荧光基团对与扩增模板特异性结合

的探针进行标染, 可实现对食品样品中多种致病菌的同时

检测。吴晓芳等[27]建立的双重荧光 PCR 方法, 可同时对食

品中单增李斯特菌和沙门氏菌进行快速检测, 对单增李斯

特菌和沙门氏菌纯培养物的最低检出限分别为 102、     

10 CFU/mL。整个检测过程仅需 10 h, 提高了检测效率。 

实时荧光 PCR 技术对检测人员要求高, 所需仪器设

备价格较贵, 但是在基层检验单增李斯特菌具有广阔的应

用前景。Grady 等[28]分别采用实时荧光 PCR 和传统方法, 

对来自食品加工厂的 175个随机样品和 31个对照品进行单

增李斯特菌检测, 和传统检测方法相比, 实时荧光 PCR 检

测方法不仅将检测时间从 7 d 缩短到 2 d, 而且检测特异性

为 99.44%, 灵敏度为 96.15%, 准确度为 99.03%。 

2.3  环介导等温扩增 

环介导等温扩增(loop-mediated isothermal amplification, 

LAMP)是通过设计 4 条特异性引物识别靶基因的 6 个区域, 

利用具有链置换活性的 Bst DNA 聚合酶, 在 65 ℃的恒温

条件下进行核酸扩增, 检测结果通过肉眼观察离心管底部

是否有白色沉淀生成进行判断 [29]。杨爱华等 [30]建立的
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LAMP 快速检测方法 , 单增李斯特菌的最低检测限为    

3 CFU/mL, 但是扩增反应产物的沉淀重复性低。张蕾等[31]

在 LAMP检测的反应体系加入含有 MnCl2的钙黄绿素荧光

染料, 故用肉眼观察是否产生绿色来判断反应结果。在食

品样品检测中, 分别采用 LAMP、实时荧光 PCR、ISO 

11290-1 方法[32]分别对 5 类食品共 45 批次进行检测, 结果

一致。对添加食品基质的单增李斯特菌株采用 LAMP 法检

测时, 最低检出限为 3 CFU/25 g, 但是采用实时荧光 PCR

法检测结果为阴性, 表明 LAMP法较实时荧光 PCR法有明

显优势, 不易受到样品基质的影响。除此之外, 整个过程

从 DNA 提取至检测完成只需 1.5 h 左右, 大大缩短了检测

时间。 

Cheng 等 [33]通过比较分析 LAMP 方法和实时荧光

PCR 法检测单增李斯特菌时, 也得出同样的结论。目前, 

LAMP 已经发展到 5 重检测, 限制其发展主要原因是引物

设计的复杂性[34,35]。LAMP 法因其反应成本低、扩增时间

短的优点, 在食品安全检测方面具有良好的应用前景, 已

经成功应用于一些食品致病菌的检测。姜侃等[36]建立的 3

重 LAMP 法, 可同时检测食品样品中的单增李斯特菌、沙

门氏菌和金黄色葡萄球菌, 与国标法的检测结果一致, 未

出现假阳性或假阴性结果, 且 3种致病菌 DNA的检测灵敏

度均为 10 fg/μL, 远高于 3 种菌 DNA 的 PCR 检测灵敏度。 

3  免疫学检测技术 

3.1  酶联免疫吸附 

酶联免疫吸附(enzyme linked immunosorbent assay, 

ELISA)的原理是通过酶标抗体催化底物出现颜色反应, 判

断是否存在抗原抗体特异性结合。Kim 等[37]采用双抗夹心

ELISA 法检测食品中的单增李斯特菌, 将血清型为 4 b 的

单增李斯特菌鞭毛纯化后作为抗原, 针对鞭毛蛋白的不同

表位, 制备 5 种单克隆抗体和鸡免疫球蛋白, 结果显示该

方法具有较高的特异性和灵敏度, 可以区分不同的李斯特

菌属。段霞等[38]用多克隆抗体作为捕获抗体, 制备抗 LM 

InlA 单克隆抗体作为检测抗体, 建立双抗夹心 ELISA 方法, 

可在 48 h 内报告结果, 单增李斯特菌纯培养液的最低检出

限为 1.7×105 CFU/mL。由于实际样品中 LM 无法达到

ELISA 的检出限要求, 因此需要进行前增菌。ELISA 检测

对实验设备要求不高, 检测结果准确性较高, 比传统检测

方法省时省力。 

3.2  免疫层析试纸条 

免疫层析技术通常以胶体金为标记物, 观察条带显

色对目标物进行定性或半定量分析。潘秀华等[39]利用重组

InlA 蛋白制备单克隆抗体, 研制胶体金免疫层析试纸条, 

对 LM 纯培养物灵敏度为 2.4×105 CFU/mL, 模拟猪肉样品

的灵敏度为 4.0×106 CFU/mL, 并且该层析试纸条在 4 ℃条

件下可以保存 16 周。相较于一次只能检测一种致病菌, 同

时检测几种致病菌可以降低检测成本。张帅等[40]研制的胶

体金免疫层析试纸可同时对生鲜肉中的鼠伤寒沙门氏菌、

单增李斯特菌和福氏志贺氏菌进行检测, 特异性良好, 3 种

致病菌灵敏度均为 1×104 CFU/g。 

免疫学快速检测方法方便快捷, 是食品质量安全快

速检测分析研究的热点, 但是免疫学方法容易出现假阳性, 

主要与单克隆抗体的制备和特异性有关。对于部分弱阳性

的样本还需鉴定检测。制备特异性较高的单克隆抗体, 通

过识别致病菌上特定的表面蛋白达到检测的目的。Zhang

等[41]通过研究发现蛋白 LMOf2365-0639 作为单增李斯特

菌的表面生物标志物 , 与单克隆抗体特异性结合 , 可用

于临床、环境和食品样本中的单增李斯特菌检测、鉴定

和分离。 

4  展  望 

传统的检测方法检测单增李斯特菌所需成本低, 对

检测人员的操作要求没有分子生物学检测方法的要求高, 

但是缺点是耗时过长。分子生物学和免疫学检测技术不断

发展, 本文概述了 PCR 法、实时荧光定量 PCR 法、环介

导等温扩增法、酶联免疫吸附法、免疫层析试纸条法, 其

中 LAMP 法已经应用到食源性致病菌的实际检测中。分子

生物学检测具有高特异性、高灵敏度的特点, 但是 PCR 及

其衍生检测方法对检测人员的操作要求高, 所需设备和试

剂价格昂贵, 在基层检验推广还需一定的时间。LAMP 法

灵敏度高、特异性强、快速高效, 不需要精密的仪器和昂

贵的试剂, 便于批量检测, 适合现场监测和基层实验室的

应急检测工作。免疫学检测方法在数小时内可完成致病菌

的检测, 但是在检测灵敏度上同分子生物学检测相比, 还

有待提高。目前已有商品化的 ELISA 检测试剂盒可供使

用。免疫层析试纸条携带方便, 适合现场快速检测, 检测

人员操作简单 , 但是对抗体特异性要求高 , 容易出现假

阳性。因此, 应用免疫学快检方法进行单增李斯特菌的检

测 , 为了保证检测准确性 , 需要结合其他的快检方法进

行检测。 

随着生活节奏的加快, 越来越多的冷冻食品、即食食

品进入人们的餐桌, 单增李斯特菌感染的风险性也随之增

大。加强食品场所卫生以及食品加工各个环节的监督管理

和检验检测,才能有效降低单增李斯特菌的感染风险[42]。因

此对已有的单增李斯特菌快检方法进行不断改进, 探索快

速、高效的适合基层检验的快检方法对保障人民健康尤为

重要。 
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