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摘要：本研究利用高分辨率熔解曲线的方法，以 iap 基因为靶标新设计一对引物同时鉴别单增李斯特氏菌、伊氏李斯特氏菌和

英诺克李斯特氏菌，其余 14 种常见食源性病原微生物扩增为阴性结果，单增李斯特氏菌和伊氏李斯特氏菌的检出限为 10 个拷贝，英

诺克李斯特氏菌的检测限为 50 个拷贝。本研究对 78 份样品进行 HRM-real time PCR 法、GB4789.30-2016 和 SN/T 1870-2016（荧光

PCR 法）的检测，并对 3 种方法的检测结果进行统计学分析。结果显示：HRM 法和国标方法、HRM 法和荧光 PCR 法的检测结果之

间存在统计学差异，国标方法和荧光 PCR 法检测结果之间无统计学差异。本研究建立的基于 HRM-real time PCR 法检测 3 种李斯特

氏菌的方法快速高效、特异性好、成本低，适用于食品中李斯特氏菌的日常检测和监管。 
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Abstract: In this study, a new pair of primers was designed to identify Listeria monocytogenes, Listeria evanescens and Listeria 

innominata at the same time with iap gene as the target by using high-resolution fusion curve method. The amplification of the other 14 common 

foodborne pathogens was negative. The detection limit of Listeria monocytogenes and Listeria evanescens was 10 copies, and that of Listeria 

innominata was 50 copies. In this study, 78 samples were tested by HRM-real time PCR method, GB4789.30-2016 and SN/T 1870-2016 

(real-time PCR), and the results of three methods were analyzed statistically. The results showed that there were statistical differences between 

the detection results of HRM method and national standard method, HRM method and fluorescent PCR method, and there was no statistical 

difference between the results of national standard method and fluorescent PCR method. The method based on HRM-real time PCR for the 

detection of three Listeria species in this study is fast, efficient, specific, and low cost. It is suitable for the daily detection and supervision of 

Listeria species in food. 
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李斯特氏菌（Listeria）也称李氏杆菌，常见的有

单核细胞增生李斯特氏菌、伊氏李斯特氏菌、英诺克

李斯特氏菌等。该菌属能够引起食物中毒的主要是单

核细胞增生李斯特氏菌(Listeria monocytogenes，简称

单增李斯特氏菌)。单增李斯特氏菌是一种常见的食源

性致病菌，为四大食源性致病菌之一[1]。该菌为革兰

氏阳性短杆菌，广泛存在于自然界中，肉类、蛋类、

禽类、海产品、乳制品、蔬菜等都已被证实是感染源。

该菌能耐受较高的渗透压，在土壤、地表水、污水、

植物、青储饲料中存在，所以动物很容易食入该菌，

并通过口腔-粪便的途径进行传播[2,3]。由于单增李斯

特氏菌特有的毒力相关蛋白（包括与黏附和侵入宿主

细胞、在胞内生存复制、逃逸吞噬液泡及细胞间扩散

等相关的毒力因子）的分子特点及作用机制[4]，人类

受感染后可导致脑膜炎、肠胃炎、败血症、孕妇流产

等，新生儿及免疫力低下者更易感染[5]。该菌在 4 ℃
的环境中仍可生长繁殖，因此是冷藏食品威胁人类健

康的主要病原菌之一[6]，对人体的身体健康造成潜在

的危害。 
目前，分离鉴定李斯特氏菌的方法有国家标准

GB 4789.30-2016《食品安全国家标准 食品微生物学

检验  单核细胞增生李斯特氏菌检验》 [7]、SN/T 
1869-2007《食品中多种致病菌快速检测方法 PCR 法》

和 SN/T 1870-2016《出口食品中食源性致病菌检测方

法 实时荧光 PCR 法》。国标中的生化鉴定方法，鉴定

周期长（10 天左右）、步骤繁琐，溶血试验和协同溶

血试验对检验人员的能力和经验要求较高。除形态学

培养鉴定外，普通 PCR 法[6,8,9]和实时荧光 PCR 法
[3,9-11]，步骤繁琐耗时长，或是探针成本较高，使得无

法及时鉴定病原，进而影响食品安全监测的时效性。 
高分辨率熔解曲线分析技术（High Resolution 

Melting，HRM）是基于饱和突光染料 LC Green 的发

明而进行基因突变检测的新技术[12]。技术基本原理是

利用与荧光染料结合的双链在温度升高的过程中会发

生减色效应的物理性质，通过检测双链在熔解过程中

释放的染料荧光信号所形成的特征熔解曲线，进行产

物中核苷酸差异的鉴别[13]。HRM 技术无需使用荧光

标记探针，具有快速、准确、廉价、闭管操作等优点，

现已广泛用于医学、遗传学、微生物学、动植物学、

法医学和农业等学科[14]。本文利用高分辨率熔解曲线

的方法，利用一对引物同时鉴别单核细胞增生李斯特

氏菌（Listeria monocytogenes）、伊氏李斯特氏菌

（Listeria ivanovii）和英诺克李斯特氏菌（Listeria 

innocua），为食品中李斯特氏菌的检测提供参考。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  菌株与样品 
本研究使用的菌株：标准菌株包括单核细胞增生

李 斯 特 氏 菌 ATCC19115 、 伊 氏 李 斯 特 氏 菌

ATCC19119、英诺克李斯特氏菌 ATCC33090、金黄色

葡萄球菌 ATCC25923、马红球菌 ATCC6939，由宁夏

回族自治区食品检测研究院提供。其它菌株包括金黄

色葡萄球菌、大肠杆菌、空肠弯曲菌、肺炎沙门氏菌、

肺炎克雷伯菌、阪崎肠杆菌、副溶血性弧菌、霍乱弧

菌、白色念珠菌、毛孢子菌、弯孢菌、链格孢菌、枝

孢菌临床分离株，由中国疾病预防控制中心传染病所

诊断室提供。 
样品一部分来自宁夏回族自治区食品检测研究院

2018-2019 年监督检验、国家抽检的样品，另一部分

购自宁夏银川市兴庆区和金凤区的 4 家超市，包括牛

板筋、酱牛肉、扒鸡、鸡翅、鸡爪、鸭脖、鸭爪等共

78 份。 
1.1.2  主要试剂 

Premix Ex Taq，Takara；Evagreen，Biotium；细

菌 DNA 提取试剂盒，QIAGEN；李氏增菌肉汤，广

东环凯微生物科技有限公司；含 0.6%酵母浸膏的胰酪

胨大豆琼脂（TSA-YE），广东环凯微生物科技有限公

司；LB 培养基，北京陆桥技术有限责任公司；3%的

碱性氯化钠蛋白胨水，广东环凯微生物科技有限公司；

布氏肉汤培养基，Oxoid；马铃薯葡萄糖琼脂培养基，

北京陆桥技术有限责任公司；基因组 DNA 提取试剂

盒（货号 51306），Qiagen；引物探针由生工生物工程

（上海）股份有限公司合成。 
1.1.3  主要仪器 

ABI QuantStudio 6 flex 荧光定量 PCR 仪，Thermo
高速离心机，恒温培养箱，生物安全柜。 

1.2  方法 

1.2.1  引物设计 
比对 NCBI 数据库中所有单增李斯特氏菌、伊氏

李斯特氏菌和英诺克李斯特氏菌高度特异的目的基

因，最终确定 iap 基因（登录号：DQ054587.1）。在 iap
基因序列中寻找差异性靶序列，设计 3 种李斯特氏菌

鉴别引物，通过设计、在线序列比对和筛选，得到适
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用于高分辨熔解曲线（High resolution melting，HRM）

技术的特异性引物，序列如下： 
F：5’-TGACACTATTTGGGCTTTATCC-3’； 

R：5’-CCGTTTTCACTTCTGCTTTTG-3’。 
扩增产物序列如图 1 所示。 

 
图 1 李斯特氏菌 iap 基因扩增片段序列 

Fig.1 Listeria iap gene amplified fragment sequence 

1.2.2  DNA 提取 
单核细胞增生李斯特氏菌 ATCC19115、伊氏李斯

特氏菌 ATCC19119、英诺克李斯特氏菌 ATCC33090
使用李氏增菌肉汤，30 ℃增菌 24 h，再用 TSA-YE 琼

脂，36 ℃培养 24 h。金黄色葡萄球菌、大肠杆菌、空

肠弯曲菌、沙门氏菌、肺炎克雷伯菌、阪崎肠杆菌、

铜绿假单胞菌采用 LB 培养基，36 ℃培养 24 h。霍乱

弧菌和副溶血弧菌采用 3%的碱性氯化钠蛋白胨水，

36 ℃培养 24 h。空肠弯曲菌采用布氏肉汤培养基，

42 ℃培养 24 h。真菌采用马铃薯葡萄糖琼脂培养基，

28 ℃培养 72 h。按照 QIAamp DNA Mini Kit（Qiagen）
试剂盒提取基因组DNA。提取好的DNA贮存于-20 ℃
备用。 
1.2.3  HRM-real time PCR 反应体系的建立 

在每一个 PCR 反应孔中加入：2×Mix Taqman 
PCR Master 15 μL、上下游引物各 0.9 μL（引物浓度均

为 10 μM）、Rox Reference DyeⅡ(100×）0.3 μL、
Evagreen 20×in Water 1.5 μL、待测 DNA 模板 2 μL
（10~50 ng/μL），用灭菌纯水补足体系至 30 μL。 

HRM-real time PCR 反应程序为（升降温速度

1.6 ℃/s）：95 ℃预变性 10 min；95 ℃ 15 s，68 ℃ 40 s
扩增 35 个循环。熔解程序为（升降温速度 1.6 ℃/s）：
95 ℃ 10 s，60 ℃ 1 min，95 ℃ 15 s，60 ℃ 15 s。 
1.2.4  HRM-real time PCR 特异性试验 

在 HRM-real time PCR 反应体系建立的基础上，

以目标菌和 14种非目标菌株的基因组DNA为模板进

行 HRM-real time PCR 反应，检验所建立体系的特异

性。 
1.2.5  HRM-real time PCR 检测限试验 

将单增李斯特氏菌、伊氏李斯特氏菌和英诺克李

斯特氏菌按 1.2.2 的方法进行培养后，用棉签沾取少量

菌苔于 1000 μL 灭菌生理盐水中，混匀。吸取 50 μL
菌悬液检测 OD 值，直至 OD600 值达到 1.0。将测得

的 1OD 菌悬液逐级稀释，取各稀释液 100 μL 涂布于

TSA-YE 平板上，37 ℃培养 24 h，计数。将稀释好的

菌液按照 DNA 提取试剂盒说明书提取 DNA。用 1.2.3
中建立的 HRM-real time PCR 反应条件与反应体系进

行检测限试验。 
1.2.6  样本检测 

以无菌操作取样品 25 g 加入到含有 225 mL 的

LB1 增菌液的均质袋中，在拍击式均质器上连续均质

1 min~2 min，于 30 ℃恒温箱中培养 24 h。吸取增菌

液 1~2 mL，12000 r/min 离心 5 min，用 DNA 提取试

剂盒提取增菌液中 DNA，进行 HRM-real time PCR 扩

增，同时使用 GB 4789.30-2016 和 SN/T 1870-2016 的

方法进行鉴定，将 3 种方法的检测结果进行鉴定比对。 
1.2.7  数据统计分析 

将 HRM-real time 法、real-time PCR 法和国标方

法检测的 78 个样本的数据，进行统计学 McNemar 检
验，比较三种检验方法是否存在差异。 

2  结果与讨论 

2.1  HRM-real time PCR特异性试验 

本方法在进行熔解程序的同时连续检测荧光强

度，以荧光信号对温度的一阶负导数为纵坐标，温度

为横坐标，得到熔解峰值图。鉴别结果的判断原则是

每一种特异性扩增产物 Tm 值的熔解峰代表一种特定

的李斯特氏菌，其中单增李斯特氏菌的 Tm 值在

78~80 ℃范围内出现熔解峰；伊氏李斯特氏菌的 Tm
值在 78~80 ℃范围内出现熔解峰；英诺克李斯特氏菌

的 Tm 值在 77~79 ℃范围内出现熔解峰。方法对其他
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14 种非目标菌无交叉反应。结果见图 2。 

 

 

 
图 2 李斯特氏菌 HRM-real time PCR 特异性试验 

Fig.2 Listeria HRM-real time PCR specificity test  

注：a：熔解曲线图；b：HRM 熔解峰值图；c：HRM

曲线差异图。 

2.2  HRM-real time PCR检测限试验 

HRM-real time PCR 反应结果表明，随着稀释梯

度的不断增加，Ct 值逐渐增大，单增李斯特氏菌和伊

氏李斯特氏菌直至稀释至 103 cfu/mL 时达到检测低

限，英诺克李斯特氏菌稀释至 104 cfu/mL 时达到检测

低限。结合平板计数结果，单增李斯特氏菌和伊氏李

斯特氏菌的检测灵敏度为 10 个拷贝，英诺克李斯特氏

菌检测灵敏度为 50 个拷贝。结果表明上述方法对 3
种李斯特氏菌的检测均具有良好的灵敏度（见图 3）。 

病原微生物检测的关键是特异靶基因的选择及引

物的设计。在李斯特氏菌的分子检测中，研究者们通

常用于扩增的靶基因包括 hly、inl、iap 等[15-17]。本研

究选择的 iap 基因是李斯特氏菌的主要毒力因子，利

用该基因两端的保守区序列和中间的可变区序列建立

的分子生物学检测方法能够对李斯特氏菌的种、属进

行鉴定[3]。本研究利用 HRM 分析技术，通过实时监

测升温过程中双链DNA 荧光染料与 PCR 产物的结合

情况，iap 基因序列不同使双链 DNA 的 Tm 值发生变

化，从而双链 DNA 在升温过程中先后解链，形成不

同的熔解曲线形状。荧光染料从局部解链的 DNA 分

子上释放，从荧光强度和时间曲线上就能判断是否存

在有差异的 iap 基因片段，且该序列的差异会影响熔

解曲线的峰形，能有效区分不同李斯特氏菌的 iap 基

因序列。 

 

 

 

图 3 李斯特氏菌 HRM-real time PCR 检测限试验 

Fig.3 Listeria HRM-real time PCR detection limit test 

注：a：单增李斯特氏菌；b：伊氏李斯特氏菌；c：英

诺克李斯特氏菌。 

此外，Carl 等的研究还表明：当 PCR 产物较短时，

杂合子扩增产物更容易检测，而随着扩增子大小的增
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加，识别杂合子变得越来越困难[18]。基于这个原因，

本研究在设计引物时，尽量控制扩增产物的长度在

300 bp 以内，以保证结果的特异性。另外，还可以通

过在扩增或熔化前将对照 DNA 添加到每个样品中来

提供每个曲线的温度校准[18]。本研究中单增李斯特氏

菌和伊氏李斯特氏菌的 Tm 值均在 78~80 ℃范围内出

现熔解峰，因此在检测时建议使用标准菌株或是具有

同等效果的阳性质控菌株一同扩增，为每个曲线提供

温度校准。 

2.3  样本检测结果 

根据 GB 29921-2013《食品安全国家标准 食品中

致病菌限量》的要求，对熟肉制品和即时生肉制品中

单增李斯特氏菌的指标做出了限量要求。样品选取来

自宁夏回族自治区食品检测研究院的检样及自购样品

共 78 份，其中牛板筋 16 份、酱牛肉 8 份、扒鸡 8 份、

鸡翅 10 份、鸡爪 13 份、鸭脖 11、鸭爪 12 份。按照

GB 4789.30-2016《食品安全国家标准食品微生物学检

验单核细胞增生李斯特氏菌检验》中的方法增菌后，

分别采用 HRM-real time 法、GB 4789.30-2016 和 SN/T 
1870-2016 的方法同时进行鉴定。结果详见表 1。 

目前，国标中针对单增李斯特氏菌的检验方法周

期长（10~20 d），步骤繁琐复杂，需要使用 6 种标准

菌株以外还需要进行溶血试验和协同溶血试验。溶血

实验对实验人员的经验、操作及血平板的质量要求较

高，操作时穿刺血平板的深浅会直接影响溶血结果
[19]。这些不确定因素给李斯特氏菌的分离鉴定工作带

来了一定的困难，使得检验人员容易出现误判。同时，

在食品中经常遇到两种或三种李斯特氏菌混合存在的

情况，更增加了检测工作的难度，使得结果准确性无

法保证。SN/T 1870-2016 荧光 PCR 法操作简便，能够

实时监测结果，耗时短，但是 Taqman 探针成本较高。 
表 1 78 份样本检测结果对比 

Table 1 Comparison of 78 samples test results 

方法 
检出/份 

未检出/份 阳性率/% 
L. monocytogenes L. ivanovii L. innocua 

HRM 10 2 4 62 20.51 

GB 8 0 0 70 10.26 

SN 10 0 0 68 12.82 

注：GB 表示 GB 4789.30-2016 方法，SN 表示 SN/T 1870-2016 方法。 

由表 1 可知，在本研究检验的 78 份样品中，用

HRM-real time 法在 10 份样品中检测出单增李斯特氏

菌，在 2 份样品中检出伊氏李斯特氏菌，在 4 份样品

中检出英诺克李斯特氏菌，检出率为 20.51%；GB 
4789.30-2016方法在8份样品中检出单增李斯特氏菌，

检出率为 10.26%；SN/T 1870-2016 方法在 10 份样品

中检出单增李斯特氏菌，检出率为 10.82%。因为后面

两种方法仅仅是针对食品中单增李斯特氏菌的检验，

无法检测出另外 2 种李斯特氏菌，因而检出率较低。

荧光 PCR 方法的检出率高于国标方法的原因可能在

于：一、荧光 PCR 法的灵敏度高于传统培养方法；二、

样品中存在的李斯特氏菌非活菌，存在核酸残留。经

过统计学分析表明：HRM 法和国标方法的检测结果

x2=6.125，p<0.05；国标方法和荧光 PCR 法的检测结

果 x2=0.5，p>0.05；HRM 法和荧光 PCR 法的检测结

果 x2=4.167，p<0.05。以 p<0.05 为差异有统计学意义，

说明 HRM 法和国标方法、HRM 法和荧光 PCR 法的

检测结果之间存在统计学差异，国标方法和荧光 PCR
法检测结果之间无统计学差异。 

3  结论 

本研究利用高分辨率熔解曲线的方法，以 iap 基

因为靶标新设计一对引物同时鉴别单增李斯特氏菌、

伊氏李斯特氏菌和英诺克李斯特氏菌，其余 14 种常见

食源性病原微生物扩增为阴性结果。单增李斯特氏菌

和伊氏李斯特氏菌的检出限为 10 个拷贝，英诺克李斯

特氏菌的检测限为 50 个拷贝。本研究对 78 份样品进

行 HRM-real time PCR 法、GB 4789.30-2016 和 SN/T 
1870-2016（荧光 PCR 法）的检测，并对 3 种方法的

检测结果进行统计学分析。结果显示：HRM 法和国

标方法、HRM 法和荧光 PCR 法的检测结果之间存在

统计学差异，国标方法和荧光 PCR 法检测结果之间无

统计学差异。本研究建立的基于 HRM-real time PCR
法检测 3 种李斯特氏菌的方法快速高效、特异性好、

成本低，适用于食品中李斯特氏菌的日常检测和监管。 
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