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ERIC-PCR和Sau-PCR对单增李斯特菌分型稳定性研究 
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摘要：为了研究肠杆菌间重复序列-聚合酶链式反应（ERIC-PCR）和 Sau-PCR两种现代分子分型方法对单增李斯特菌（LM）分

型的稳定性，取分离自广州市菜市场、超市及厦门某食品加工厂不同食品来源的 5株单增李斯特菌进行实验，分别将这 5 株单增李斯

特菌株进行室温放置培养和传代培养，提取室温放置培养 24 h、48 h、和 72 h及传代培养至第 5代、10 代、15代和 20代的基因组

DNA，然后同时进行 ERIC-PCR 和 Sau-PCR分型，观察随着放置时间延长及传代次数增加其指纹图谱的变化。结果显示，5 株单增

李斯特菌在室温放置培养及传代培养后除部分条带发生缺失外均未出现条带增加现象，整体条带变化不大，两种分型方法的同源性分

别在 92%和 94%以上，表明 ERIC-PCR 和 Sau-PCR 两种分型方法在室温放置培养 72 h 和传代培养 20 代内对单增李斯特菌分型相对

比较稳定，具有流行病学意义。 
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Abstract：To evaluate the stability of enterobacterial repetitive intergenic consensus-polymerase chain reaction (ERIC-PCR) and Sau-PCR 

for typing of Listeria monocytogenes (LM), five isolates of LM from a local vegetable market in Guangzhou and a food processing plant in 

Xiamen were cultured. DNA was extracted from the cultures incubated at room temperature after 24, 48, and 72 h. In addition, DNA was 

extracted from the 5th, 10th, 15th, and 20th subcultures. ERIC-PCR and Sau-PCR were then used for typing and changes in fingerprint diagrams 

with time and increase in the number of generations in subculture were determined. The results indicated that apart from some missing bands, 

there were no additional bands after room-temperature culture and subculture. However, there were minor changes in the overall band 

appearance. The homology of ERIC-PCR and Sau-PCR results was higher than 92% and 94%, respectively, indicating that the two typing 

methods were stable and had epidemiological significance for typing of LM cultures incubated for less than 72 h and 20 generations. 

Key words: Listeria monocytogenes; enterobacterial repetitive intergenic consensus-polymerase chain reaction; Sau-polymerase chain 

reaction; stability 

 

单增李斯特菌（Listeria monocytogenes, LM）为革

兰氏阳性短杆菌，被世界卫生组织（WHO）称为“四

大食源性致病菌”之一。其在自然界中分布广泛，如肉

类、蔬菜、奶制品、水产品中都能检测得到，而且由

于能形成生物被膜其适应能力极强，在食品生产加工

及储存期间都能造成污染，免疫力低下者及孕妇、新 
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生儿、老人误食这些被污染的食品后，可能会引起流

产、脑膜炎、败血症等，致死率高达 20%~30%
[1~2]。

自 1929 年丹麦首次报道单增李斯特病以后其在全世

界范围内不断有爆发。因此对 LM 分型溯源，研究其

流行规律很有必要。基因分型技术可以通过比较分离

自不同环境或病人的菌株间的指纹图谱进行溯源追

踪，最终确定某疫情的感染源。对单增李斯特菌（LM）

的分型包括传统表型和现代分子分型两大类。传统表

型中最常见的是血清分型和噬菌体分型等，操作简单

但分辨力不高且重复性差，后者是在基因的基础上从

遗传学角度进行分型，分辨力高且重复性好，主要包
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括随机引物扩增（RAPD）、肠杆菌间重复序列

（ERIC-PCR）、多位点序列（MLST)、脉冲场凝胶

电泳（PFGE)、Sau-PCR 等。然而对致病菌暴发流行

的监测常常需要跨越一定的时间，有时还需要不同地

区不同实验室之间的分工合作，因此对分型技术的稳

定性就提出了要求。分型技术的稳定性是指在菌株的

表象或基因发生变化时，分型结果仍然能够很好的解

释菌株间的遗传关系或距离，可以分辨出菌株间的不

同带型[3~4]是由于单一菌株短时间内的微小变化引起

的还是不相关菌株。菌株表象或基因的改变可能发生

在实验室储存或培养期间，或者是菌株在自然界散播

时，尤其是放置时间或传代培养增加时。如果分型技

术不稳定，那么就不能很好的解释菌株间的流行病学

关系，很可能会得到错误的流行病学信息，溯源也会

失败，因此分型方法的稳定性显得尤为重要。 

1996 年，JerSek
[5]首次将 ERIC-PCR 技术应用到

李斯特菌属的鉴定与分型中，获得较好的结果；Sau- 

PCR 则是由 Corich 和 Mattiazzi在 2005年发明的一种

全新的分子分型技术，后来被陆续应用到单增李斯特

菌、金黄色葡萄球菌及副溶血弧菌[6~8]等细菌中，均显

示出良好的可分型性和重复性，然而这两种分型方法

对单增李斯特菌的稳定性却没有研究过。本文将从广

州市和厦门市分离到的 5 株不同食物来源的 LM 分别

进行室温放置培养和传代培养，提取室温放置 24 h、

48 h、和 72 h及传代培养至第 5代、10代、15代和

20 代的基因组 DNA，然后用 ERIC-PCR 和 Sau-PCR

两种方法分别进行分型，探讨室温放置培养和传代培

养对 LM基因型的影响，研究其对LM分型的稳定性。 

1  材料与方法 

1.1  实验菌株 

5 株单增李斯特菌分离自不同采样地点、不同食

物来源，分别为广州市菜市场、超市及厦门某食品加

工厂，分离时间从 2012 年 8月至 12 月。 

表 1 菌株信息 

Table 1 The five LM strains used in this study 

菌株编号 采样地点 菌株来源 采样时间 血清型 

LM1 广州菜市场一 牛肉丸 2012-8-10 1/2b、3b 

LM2 广州菜市场二 排骨 2012-9-11 1/2a、3a 

LM3 广州超市一 夹心肉 2012-9-22 1/2c、3c 

LM4 广州超市二 猪肉馅 2012-10-20 1/2b、3b 

LM5 厦门 瘦肉 2012-12-17 1/2a、3a 

1.2  实验仪器和试剂 

微量离心机、PCR仪，Thermo公司；紫外分光光

度计、核酸电泳仪、凝胶成像系统，Bio-Rad公司；恒

温水浴锅，北京市光明医疗仪器厂；限制性内切酶

Sau3AI 、Taq polymerase, 2000 bp、5000 bp maker，

电泳级琼脂糖，Takara公司；脑-心浸取液（BHI），广

东环凯微生物有限公司；提DNA试剂盒，上海生工。 

1.3  实验方法 

1.3.1  室温放置培养 

分别将5株LM菌株接种在BHI培养基上，放置在

室内，注意远离阳光直照和辐射源，然后分别提取连

续培养24 h、48 h和72 h的基因组DNA，按照提DNA

试剂盒说明书进行操作。提取的DNA于-20 ℃保存，

用于后续的ERIC-PCR和Sau-PCR分型实验。 

1.3.2  传代培养 

分别将5株LM菌株接种在BHI培养基上，37 ℃进

行传代培养。每24 h挑取单菌落到新的培养基上，记

为一代，分别提取第5代、10代、15代和20代的基因组

DNA，方法同上。 

1.3.3  ERIC-PCR 分子分型 

所用引物参照 Jersek
[5]
等。Eric-1：5’-ATGTAAGCT 

CCTGGGGATTCAC-3’，Eric-2:5’-AAGTAAGTGAC 

TGGGGTGAGCG-3’，由上海英潍捷基贸易有限公司

合成。 

PCR 扩增体系为：10×PCR buffer 2.5 μL（ pH 

=8.3）; dNTP Mixture （2.5 mM）2.0 μL、上下引物（10 

μM）各 2.0 μL、rTaq DNA 聚合酶(5 U/μL) 0.2 μL 、

DNA模板 35 ng，然后加超纯水至体积为25 μL。 

PCR扩增程序为：95 ℃预变性5 min；94 ℃变性

30 s，50 ℃30 s，52 ℃ 1 min，72 ℃ 延伸1 min，共循

环35次；最后72 ℃ 8 min。 

1.3.4  Sau-PCR分子分型 

1.3.4.1  Sau3AI 酶切消化基因组DNA 

根据说明书，在每支pcr管中依次加入约200 ng 

DNA，2 μL 10×H buffer缓冲液，1 μL限制性内切酶

Sau3AI，最后加无菌双蒸水至终体积20 μL，以上成分

混合均匀后，37 ℃恒温水浴5 h，进行基因组DNA酶

切消化，并于-20 ℃保存备用。 

1.3.4.2  PCR扩增 

参考相关文献[9]，选择引物SGAG:CCGCCGCG- 

GATC-GAG，退火温度为52 ℃。 

PCR扩增体系为：10×PCR buffer（已含有Mg2+）

2.5 μL，dNTP Mixture(2.5 mM) 2 μL,引物(10 μM) 2.5 

μL，酶切产2 μL，rTaq DNA聚合酶(5 U/μL) 0.125 μL，

加无菌双蒸水至终体积25 μL。 
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PCR 扩增程序参照文献[9]共经过三个阶段，分别

为：填补粘性末端、低严谨性扩增、高严谨性扩增。 

1.3.5  产物分析 

分别将两种分型方法的产物进行琼脂糖凝胶电

泳，浓度为1.5%，其中ERIC-PCR所用maker为5000 bp，

Sau-PCR为2000 bp，电泳条件为100 v，时间约30 min，

经EB染色清水漂洗后，用Bio-Rad凝胶成像系统进行

照胶，然后使用Quality one 软件采用非加权配对算术

平均法（UPGMA）做遗传分析的树状图。 

2  结果与讨论 

2.1  室温放置和传代培养的 ERIC-PCR分型结

果 

 

 

 
图 1 5株 LM在室温放置条件下的 ERIC-PCR指纹图 

Fig.1 ERIC-PCR banding patterns of five LM strains  

注：1、2、3分别代表培养24 h、48 h和72 h（a）；5株LM

在传代培养20代、15代、10代、5代及原代时的ERIC-PCR指纹

图谱（b）。 

据图1可见，ERIC-PCR对5株LM进行分型时，每

个菌株产生7~9条带，分辨力良好。在室温放置培养

下，由图1a可见，LM 3在培养72 h时在1000~1500 bp

之间有一个条带的缺失，而其他菌株在72 h内除了浓

度、亮度的微小改变外条带几乎没有改变。在传代培

养条件下，由图1b可见，LM 2菌株在传到20代时在

500~750 bp之间有一个条带的缺失，LM 3在传至15代

和20代时在1000~1500 bp之间都有一个条带的缺失，

其他菌株在传代20代内，除了浓度变化未出现条带增

加或缺失现象。用Quantity One软件对指纹图谱做非加

权算术平均组对法(UPGMA)分析，由图2可见，5株LM

菌株的同源性均在92%以上。如果取85%进行聚类分

析，菌株在室温放置72 h及传代培养20代内仍为同一

个基因型，是相关菌株，说明ERIC-PCR对LM在此种

条件下分型都是比较稳定的。 

而对于随着培养时间延长及传代次数增加条带浓

度的变化，可能是因为ERIC-PCR在低严谨性的退火

温度进行扩增时，会造成引物与模板结合时出现碱基

错配，引物相对模板浓度的改变，在指纹图谱上就表

现出一些条带亮度即浓度的改变。 

Hyunseok peter Kang
[10]等研究了ERIC-PCR对包

括革兰氏阴性菌和阳性菌在内的粪肠球菌、金黄色葡

萄球菌、表皮葡萄球菌、铜绿假单胞菌、大肠杆菌、

鲍氏菌六种菌分型的稳定性，结果表明在室温培养72 

h和传代培养15代内，菌株的条带都是极其相似的，六

种菌株的同源性都在90%以上。王秋艳[11]等在对1株志

贺菌进行ERIC-PCR稳定性研究时发现其对室温放置

30天内的稳定性为73%，在传代培养30代内的同源性

为75%，相比本实验结果偏低，这可能是由于志贺菌

室温放置时间较长、传代培养代数增加的原因。 

 
图 2 5 LM菌株的 ERIC-PCR 聚类分析树谱图 

Fig.2 Individual ERIC-PCR dendrograms of five LM strains 

注：1、2、3分别代表室温放置培养24 h、48 h和72 h；5、

10、15、20分别代表传代培养代数。 

2.2  室温放置和传代培养的 Sau-PCR 分型结

果 

据图3可见，每个菌株产生7~10条带，说明可用

Sau-PCR对LM进行很好的分型。在室温放置培养下，
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由图3a可见，LM 2在培养72h时在100~500 bp之间有两

个条带的缺失，而其他菌株在72 h内条带几乎没有改

变。在传代培养条件下，由图3b可见，LM 2菌株在传

到20代时在250~500 bp之间有一个条带的缺失，LM 5

传至20代时在250~500 bp之间有两个条带的缺失，这

可能是由于随着培养时间的增长，LM的基因组DNA

发生了一些退化。其他菌株在传代20代内，除了浓度

变化未出现条带增加或缺失现象，分型结果相当稳定。

用Quantity One软件对指纹图谱做非加权算术平均组

对法(UPGMA)分析，由图4我们也能得到这样的信息，

5株LM菌株的同源性均在94%以上。说明此分型方法

在室温放置72 h以及传20代内，仍为同一个基因型，

具有流行病学意义。 

 

 

 
图 3 5株 LM在室温放置条件下的 Sau-PCR指纹图 

Fig.3 Sau-PCR banding patterns of five LM strains  

注：1、2、3分别代表培养24 h、48 h和72 h（a）；5株LM

在传代培养20代、15代、10代、5代及原代时的Sau-PCR指纹图

谱（b）。 

王秋艳[11]等在2010年第一次研究了Sau-PCR对志

贺菌的稳定性，发现志贺菌在传至20代时基因型几乎

没有变化，同源性为100%，相比本实验较高，这可能

是由于她只取了一株菌，样本偏少的原因，在传至30

代和放置30 d时菌株的带型有所变化，但同源性仍高 

 

达94%。 

 
图 4 LM菌株的 Sau-PCR聚类分析树谱图 

Fig.4 Individual Sau-PCR dendrograms of five LM strains 

注：1、2、3分别代表室温放置培养24 h、48 h和72 h；5、

10、15、20分别代表传代培养代数。 

3  结论 

3.1  ERIC-PCR和Sau-PCR两种分子分型方法曾被广

泛应用于包括单增李斯特菌在内的各种细菌中[12~14]，

而且都表现出较强的分型能力和溯源性。如

Bang-Yuan Chen
[15]等将从鲶鱼表面、内脏、鱼头及生

产车间的不同环节分离到的 LM 用 ERIC-PCR 分型，

发现鲶鱼的污染主要来自于生产过程而不是鱼本身；

毕水莲、石磊
[8]
等用 Sau-PCR 对广州市一起由副溶血

弧菌引起的食物中毒事件进行分型，发现从病人身上

分离到的 1 株副溶血弧菌与从食物中分离到的 2株指

纹图谱相同，从而找到了食物中毒的来源。 

3.2  关于ERIC-PCR和Sau-PCR两种分子分型方法对

单增李斯特菌的稳定性此前尚未有文献报导，因此本

实验取分离自广州、厦门两个地区不同食物来源的5

株LM菌株做了稳定性研究。结果发现在室温放置培养

72 h及传代培养20代内，ERIC-PCR和Sau-PCR对单增

李斯特菌的同源性分别在92%和94%以上，后者的稳

定性较高可能是因为Sau-PCR技术是基于酶切，如果

基因变异的发生（如点突变或基因重组）不在限制性

内切酶的酶切位点上，或者是插入或缺失的基因片段

很小，在跑胶时不影响迁移速率，那么也不会表现出

肉眼可观测到的带型变化。 

3.3  分型技术的稳定性能够保证不同地区、不同实验

室之间以及跨度一定的时间段时分型的结果可以有效

地进行交流和比较，这对追踪污染源、阻止流行病大

范围的爆发很重要。本实验结果表明ERIC-PCR和

Sau-PCR对单增李斯特菌在室温放置培养72 h及传代

培养20代内为同一基因型，分型结果稳定。但如果时

间和传代次数增加其对LM 稳定性是否会发生变化还 
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需要进一步的研究。 
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