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重组酶介导扩增技术快速检测食品中 
单核细胞增生李斯特菌 
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摘  要: 目的  建立重组酶介导扩增技术(recombinase aided amplification, RAA)快速检测单核细胞增生李斯

特菌的方法。方法  以单核细胞增生李斯特菌的 hlyA 基因作为靶序列, 设计引物和探针, 通过构建含目的基

因片段的重组质粒, 评价 RAA 方法的灵敏度, 通过检测沙门氏菌核酸、金黄色葡萄球菌核酸、副溶血性弧菌

核酸、溶血性链球菌核酸、志贺氏菌核酸基因组 DNA, 评价其特异性。结果  建立的 RAA 方法可在 39 ℃、

20 min 内, 检测重组质粒中 hlyA 基因片段, 最低可检出的质粒拷贝数为 10 拷贝/反应, 且与沙门氏菌、金黄色

葡萄球菌、副溶血性弧菌、溶血性链球菌、志贺氏菌基因组 DNA 无交叉反应。结论  建立的 RAA 方法具有

灵敏度高和特异性强的特点, 可用于单核细胞增生李斯特菌的快速检测。 
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ABSTRACT: Objective  To establish a recombinase aided amplification (RAA) method for detection of Listeria 

monocytogenes. Methods  The primers and probe were designed according the specific hlyA gene sequence of 

Listeria monocytogenes. The sensitivity of RAA method was evaluated using a recombinant plasmid containing hlyA 

gene fragment. The specificity was performed by amplification of genomic DNA of Salmonella, Staphylococcus 

aureus, Vibrio Parahemolyticus, Streptococcus hemolyticus and Shigella. Results  RAA method can be used to 

detect hlyA gene fragment in the recombinant plasmid at a copy number as low as 10 copies per reaction within    

20 min at 39 ℃ with no cross-reaction with Salmonella, Staphylococcus aureus, Vibrio Parahemolyticus, 

Streptococcus hemolyticus and Shigella. Conclusion  RAA method has the characteristics of high sensitivity and 

specificity, and can be used for rapid detection of Listeria monocytogenes. 
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0  引  言 

单核细胞增生李斯特菌(Listeria monocytogenes)简
称“单增李斯特菌”, 是一种常见的土壤中的腐生菌 , 革
兰氏反应为阳性, 兼性厌氧, 是目前国际上确认的 7 种

李斯特菌中唯一能引起人畜共患病的食源性致病菌, 该
菌属在食源性细菌中毒案例中占主要地位 [1]。主要通过

乳及乳制品、蔬菜、水产品、肉制品等传播, 使人和动

物患脑膜炎、脑炎、败血症、单核细胞增多及造成孕妇

流产、死胎等疾病, 病死率高达 20%~30%[2‒3]。WTO 已

将其列为 20 世纪 90 年代食品中四大致病菌之一[4]。单

增李斯特菌的生长对营养要求不高, 且有较强的抵抗力, 
能在不同的环境条件下生长 , 在自然界中分布广泛 , 尤
其在冷藏食品中很常见, 是威胁人类健康的主要病原菌

之一[5]。 
目前, 单增李斯特菌的检测方法包括传统的检测方

法、免疫学检测以及分子生物学检测方法等。传统的单增

李斯特菌检测方法由于检测周期长、漏检率高、程序复杂、

所需试剂繁多等缺点, 已经远远不能满足现代的检测要求, 
这不仅给检验部门带来沉重的负担, 而且还使生产部门产

品运转和仓储的时间延长, 费用增加。随着免疫学及分子

生 物 学 的 发 展 , 酶 联 免 疫 吸 附 试 验 (enzyme linked 
immunosorbent assay, ELISA)、DNA 探针和 PCR 等检测方

法也不断应用到检验中[6‒10], 但是这些方法检测时间较长, 
不适用于单增李斯特菌的快速检测。重组酶介导的扩增

(recombinase aided amplification, RAA)技术在分子诊断领

域的应用也多有报道[11‒13]。RAA 技术可在等温条件下(一
般为 37~42 ℃), 5~20 min 内实现对目的基因片段的扩增, 
具有操作简便、快速扩增及可对结果进行实时监测等优势, 
已经用于多种人体、食品及环境病原菌的检测, 如乙型肝

炎病毒(hepatitis B virus)[14]、呼吸道合胞病毒(respiratory 
syncytial virus)[15]、沙门氏菌(Salmonella)[16]等。 

本研究基于 RAA 反应原理建立单增李斯特菌特异性

基因检测方法, 并评估该方法的敏感性及特异性, 以期为

单增李斯特菌的检测及诊断提供一种新的方法。 

1  材料与方法 

1.1  材  料 

1.1.1  供试菌株 
供试菌株为石家庄市畜产品和兽药饲料质量检测中

心保存, 信息如下: 单增李斯特菌(Listeria monocytogenes 
ATCC19115) 、 沙 门 氏 菌 (Salmonella enteritidis 
ATCC15611) 、金黄色葡萄球菌 (Staphylococcus aureus 

ATCC25922) 、 副 溶 血 性 弧 菌 (Vibrio Parahemolyticus 
ATCC17802)、溶血性链球菌 (Streptococcus hemolyticus 
ATCC1059)、福氏志贺氏菌(Shigella flexneri ATCC12022)。 
1.1.2  仪器与试剂  

RAA-F1620 恒温核酸扩增检测仪(江苏奇天基因生物

科技有限公司)。 
细菌基因组提取试剂盒(DP302)、质粒提取试剂盒

(DP103)(北京天根生化科技有限公司); 引物及探针由生工

生物工程(上海)股份有限公司进行合成; RAA 荧光基础扩

增试剂盒(F00001, 江苏奇天基因生物科技有限公司)。 
鲜牛奶采购自石家庄君乐宝乳业有限公司。 

1.2  实验方法 

1.2.1  DNA 提取  
质粒 DNA、细菌基因组 DNA 和土壤基因组 DNA 的

提取均按照试剂盒说明书操作。 
1.2.2  引物和探针设计 

利用 DNAman 8.0 软件, 通过比对 NCBI 数据库中多

条单增李斯特 hlyA 基因序列的保守区域, 设计特异性引物

F/R 和探针 P。 
1.2.3  质粒构建 

将合成的 hlyA 基因序列片段(262 bp)克隆到 pUC57
质粒, 构建质粒 pUC57-hlyA(2710 bp)。hlyA 基因序列片段

为 : 5’-GATGAAGTAAATTATGATCCTGAAGGTAACGAA 
ATTGTTCAACATAAAAACTGGAGCGAAAACAATAAA
AGCAAGCTAGCTCATTTCACATCGTCCATCTATTTGCC
TGGTAACGCGAGAAATATTAATGTTTACGCTAAAGAA
TGCACTGGTTTAGCTTGGGAATGGTGGAGAACGGTAA
TTGATGACCGGAACTTACCACTTGTGAAAAATAGAAA
TATCTCCATCTGGGGCACCACGCTTTATCCGAAATATA
GTAATA-3’, 由上海生物工程有限公司合成。 
1.2.4  反应体系 

按 RAA 荧光基础试剂盒使用说明书操作。RAA 反应

体系(50 μL): 缓冲液 25 μL, 双蒸水 16.7 μL, 引物 F 和 R
各 420 nmol/L, 探针 P 120 nmol/L, DNA 模板 1 μL。上述组

份充分混合, 加入到 RAA 反应单元冻干粉中, 使之溶解, 
并瞬时离心, 向反应管盖上加入 280 mmol/L 醋酸镁溶液

2.5 μL, 混匀、瞬时离心, 放入到恒温核酸扩增检测检测仪

中进行扩增。扩增条件: 39 ℃, 20 min。 
1.2.5  灵敏度检测  

将 1.2.3 中的质粒进行系列 10 倍稀释(101~103 拷贝

/μL), 采用 1.2.4 的反应体系, 检测 RAA 方法的灵敏度。 
1.2.6  特异性评价  

分别提取单增李斯特菌、沙门氏菌、金黄色葡萄球

菌、副溶血性弧菌、溶血性链球菌、福氏志贺氏菌基因

组 DNA, 并以此为模板分别进行 RAA 扩增, 评价 RAA
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方法的特异性。 
1.2.7 模拟污染牛奶的检测 

将单增李斯特菌接种至 LB 液体培养基中, 37 ℃过夜

培养, 将培养液分别用生理盐水进行 10 倍梯度稀释, 取  
5 mL 接种到 45 mL 牛奶中, 采用稀释平板进行计数。污染

的牛奶模拟物用细菌基因组提取试剂盒提取 DNA, 进行

RAA 检测。 

2  结果与分析 

2.1  引物和探针设计 

通过比对NCBI数据库多条单增李斯特菌 hlyA基因序

列, 共设计了 9 对检测单增李斯特菌 RAA 引物, 通过引物

的筛选和评估, 最终获得一对特异性引物 F/R 和探针 P(表
1)。扩增片段大小为 112 bp。 

2.2  灵敏度检测 

以不同拷贝数的重组质粒为模板进行 RAA 法检测, 
结果显示, 荧光信号出现的时间随着重组质粒的拷贝数增

加而提前, 0 min 到 20 min 内所有样品均出现明显扩增, 随
着拷贝数的降低, 检测到明显增加的荧光信号所需的时间

逐渐延长, 最低可检测到含有 10 拷贝/μL重组质粒的荧光

信号。阴性对照反应荧光信号无明显增加(图 1), 说明方法

灵敏度高。 

2.3  特异性检测 

特异性检测以单增李斯特菌、沙门氏菌、金黄色葡

萄球菌、副溶血性弧菌、溶血性链球菌、志贺氏菌的基

因组 DNA 为模板进行 RAA 扩增, 仅单增李斯特菌的

DNA 为模板的反应在 10 min 内检测到明显增加的荧光信

号, 结果为阳性。其他样本反应的荧光信号均未检测到明

显增加, 结果为阴性, 无交叉反应(图 2), 说明方法特异

性较强。 

2.4  模拟样品检测 

由于目前国内对奶制品的监管很严格, 本中心未有

单增李斯特污染的实际样本, 因此采用模拟污染的牛奶样

本进行检测。。将菌液与牛奶混合后, 进行基因 DNA 提取, 
以此为模板进行 RAA 反应, 结果如图 3 所示, 经计算, 李
斯特原液的初始浓度为 8.62×108 CFU/mL, 最低检测限为

8.62×102 CFU/mL, 表明此方法可以应用在实际样本的检

测中 
 
 

表 1  RAA 引物和探针序列 
Table 1  The primer and probe of RT-RAA 

引物名称 引物序列(5’-3’) 

正向引物 F CTAGCTCATTTCACATCGTCCATCTATTTGC 

反向引物 R CATCAATTACCGTTCTCCACCATTCCCAAGC 

探针 P CGTCCATCTATTTGCCWGGTAACGCRAGAAA-T(FAM)A- (THF) -T(BHQ1)AATGTTTACGCYAAAG-C3 Spacer 

注: FAM: 6-羧基荧光素; THF: 四氢呋喃; BHQ: 黑洞淬灭探针; C3 Spacer: 3'=阻断延伸。 
 
 

 
 
 
 
 

图 1  RAA 灵敏度检测结果 
Fig.1  Sensitivity of RAA method 

 
 
 
 
 
 

图 2  RAA 方法特异性 
Fig.2  Specificity of RAA method 
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图 3  模拟污染牛奶的检测灵敏度 
Fig.3  Detection sensitivity of simulated contaminated milk 

 
 

3  结论与讨论 

本研究选取单增李斯特菌的 hlyA 基因为目的基因, 
建立了快速检测单增李斯特菌的 RAA 方法, hlyA 基因高度

保守, 已经被许多学者用来作为检测单增李斯特菌的靶基

因[3,17-18]。在本研究中, 以含有 hlyA 基因片段的重组质粒, 
可以得到 10 拷贝/反应的检测下限, 并且检测时间随着模

板浓度的延长而延长, 两者之间可能存在一定的线性关系, 
可通过引物筛选或调解优化来寻找这种线性关系, 从而对

样本进行定量或者半定量, 这是下一步的研究方向。本方

法所取得的结果且与沙门氏菌、金黄色葡萄球菌、副溶血

性弧菌、溶血性链球菌、志贺氏菌无交叉反应。本方法灵

敏度和特异性较强, 可用于单核细胞增生李斯特菌的快速

检测。 
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“保健食品的研发与检测”专题征稿函 

 
保健食品是指具有特定保健功能或者以补充维生素、矿物质为目的的食品。保健食品亦称功能性食品, 是

特定的食品种类, 有调节人体功能的作用。 

本刊特别策划了“保健食品的研发与检测”专题, 由北京联合大学 闫文杰副教授 担任专题主编。专题围

绕但不限于保健食品的开发、功能性活性成分提取与检测、新型保健食品研发、功能性食品添加剂、保健食

品配料、保健功能性物质(肽与蛋白质、功能性油脂、多糖、微量元素、维生素等)应用、研发与检测等方面

等方面, 或您认为有意义的相关领域开展论述和研究。 

鉴于您在该领域丰富的研究经历和突出的学术造诣, 本刊主编吴永宁研究员、专题主编闫文杰副教授及

编辑部全体成员特别邀请您为本专题撰写稿件。研究论文、综述、研究简报均可, 以期进一步提升该专题的

学术质量和影响力。 

本专题计划于 2021 年 5~6 月出版, 请您于 2021 年 3 月 31 日前通过网站或 E-mail 投稿。我们将快速处

理并经审稿合格后优先发表。 

希望您通过各种途径宣传此专题, 并积极为本专题推荐稿件和约稿对象。 

同时, 希望您能够推荐该领域的相关专家并提供电话和 E-mail。 

谢谢您的参与和支持！ 

投稿方式:  

网站: www.chinafoodj.com(注明保健食品的研发与检测专题) 

E-mail: jfoodsq@126.com(注明保健食品的研发与检测专题) 
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