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摘要：本研究针对单增李斯特菌的快速检测方法进行开发，首先根据单增李斯特菌 hlyA 基因序列保守区设计 2 对引物，在同一

体系中对单增李斯特菌的 RNA 进行反转录及环介导等温扩增，同时使用羟基萘酚蓝(终浓度 200 µM)作为反转录环介导等温扩增产物

的指示剂，在不开盖进行凝胶电泳检测的情况下，可直接根据体系颜色变化判读结果，能够在 20 h 内(包括增菌时间)检测出样本中是

否存在单增李斯特菌的 RNA。本研究建立的 RT-LAMP-HNB 检测方法对单增李斯特菌 RNA 的检出限为 5.8×10-3 µg/mL，起始接种浓

度检出限为 10 CFU/10 mL，灵敏度是 RT-PCR 的 10 倍，且能够检测出是牛奶中否存在的单增李斯特活菌，具有实际应用价值。本研

究开发的检测方法具有快速、准确、便捷、灵敏度高等特点，适用于在基层或不便利地区推广使用。 
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Abstract: A rapid detection method RT-LAMP-HNB for Listeria monocytogenes was developed. Two pairs of primers were designed 

according to the conserved region of the hlyA gene sequence. In the same reaction system, the RNA of Listeria monocytogenes was reverse 

transcripted to cDNA and then was amplified by loop mediated isothermal amplification. At the same time, hydroxyl naphthol blue (HNB, the 

final concentration of 200 µM) was used as an indicator for reverse transcription loop mediated isothermal amplification products (RT-LAMP). 

The amplified results can be interpreted according to the color change of the system, and the gel electrophoresis was not necessary. This 

detection can be done within 20 hours (including the time of enrichment) and the live Listeria monocytogenes in milk can be detected. The 

detection limit in this study for the RNA of Listeria monocytogenes is 5.8×10-3 µg /mL, the detection limit of the initial inoculation concentration 

is 10 CFU/10mL, which are 10 times more sensitive than the RT-PCR method. RT-LAMP-HNB detection method developed in this study has 

the characteristics of fast, accurate, convenient and high sensitivity, which is suitable for popularization and application in grass-root labs or 

inconvenient areas. 
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单增李斯特菌(单核细胞增生李斯特氏菌，Listeria 
monocytogenes)是一种广泛存在于自然界中的典型耐

冷性细菌，生长温度范围在-1.5 ℃~45 ℃，是四大食

源性致病菌之一
[1]
。该菌能够引起人畜共患的李氏菌

病，常见于新生儿、孕妇、免疫缺陷患者。临床症状

包括发热、自然流产、脑膜炎、败血症等，死亡率可

达 30%~70%[2-4]，是最致命的病原菌之一。因此，对

食品中单增李斯特菌的监控和检测是把控食品安全的

重要措施之一。对单增李斯特菌的检测方法包括传统

分离培养[5]、免疫学检测[6-8]以及分子检测法[9-13]。传

统分离法耗时久、操作繁杂，单增李斯特菌检测的国

家食品安全标准采用的就是此类方法，检验时间至少

需要四天[5]；免疫学检测需要特异性抗体，假阳性率

高；分子检测法具有快速、灵敏、准确等特点，但其

中 PCR、荧光定量 PCR 需要特定仪器，恒温扩增法

如 环 介 导 等 温 扩 增 (Loop-mediated Isothermal 
Amplification，LAMP)不需要 PCR 仪这种特殊仪器便

可进行反应，适用于现场或基层适用，且 LAMP 灵敏

度普遍高于 PCR 一个数量级[6,9,11-13]。 
LAMP 是 2000 年由 Notomi[14]等人发明的恒温快

速核酸扩增技术，因其便捷、快速、反应条件单一等

特点，被应用在如细菌[15]、病毒[16]、寄生虫[17]检测等

的诸多领域。LAMP 技术与 PCR 技术相比较，最大的

优势在于不需要 PCR 仪即可完成 DNA 扩增，但对扩

增产物的检测在早期仍需要进行琼脂糖凝胶电泳，这

一步骤限制了 LAMP 技术在野外或是基层单位中的

应用。研究者们将 SYBR Green I[18]、钙黄绿素[19]、

HNB (羟基萘酚蓝)[20]等加入 LAMP 体系中，通过肉眼

可见的颜色变化来判断是否有扩增产物产生，从而为

LAMP 技术的推广使用提供更适合的技术条件。 
本研究针对单增李斯特菌的 RNA 进行检测，能

够避免由于死菌 DNA 残留引起的假阳性从而判断样

品中是否存在活菌；并在体系中加入 HNB 作为指示

剂，LAMP 反应刚开始时 HNB 与镁离子结合使得体

系为紫罗兰色，随着环介导等温扩增反应的进行，焦

磷酸根离子不断析出，与镁离子结合生成焦磷酸镁沉

淀，HNB 失去镁离子，体系颜色由紫罗兰色变为天蓝

色。在体系中加入 HNB 既能够满足肉眼判读结果的

要求，又能够避免开盖检测引起气溶胶污染出现的假

阳性，更适合在实际检测中应用。 

1  材料与方法 

1.1  菌株培养和 RNA抽提  

文中所用菌株均购自中国工业微生物菌种保藏管

理中心(CICC)。包括单增李斯特菌 3 株(CICC21633，
CICC 21635，CICC 23929)，志贺氏菌 3 株(CICC 
21534，CICC 21535，CICC 21680)、沙门氏菌 4 株

(CICC21482，CICC 21484，CICC 21493，CICC 21513)、
大肠杆菌 3 株(CICC10389，CICC 10667，CICC 21530)
及金黄色葡萄球菌 4 株(CICC10384，CICC 21600, 
CICC 21601，CICC 23656)。单增李斯特菌培养基为脑

心浸液培养基，培养温度 36 ℃；志贺氏菌、沙门氏

菌、大肠杆菌及金黄色葡萄球菌使用营养肉汤培养基，

培养温度 36 ℃。 
使用细菌总 RNA 提取试剂盒(天根生化科技（北

京）公司)抽提细菌 RNA，紫外分光光度计测定 RNA
溶液浓度、OD260/OD280及 OD260/OD230。 

1.2  LAMP引物设计 

针对单增李斯特菌溶血素 hylA 基因设计 LAMP
内、外引物，hylA 序列下载自 NCBI，根据 Clustalx
的序列比对结果，选取同源性高的序列部分，使用

PrimerExplorer V5 设计 LAMP 引物，利用 BLAST®
验证引物序列的特异性。在本研究中使用 1 套 2 对引

物进行 RT-LAMP 检测(表 1)。 
表1 单增李斯特菌RT-LAMP及 RT-PCR引物序列 

Table 1 RT-LAMP and RT-PCR primer sequences 

引物名称 序列 (5'→3') 

RT-LAMP 引物 

F3 GGGATGAAAKAAATTATGATCCTGA 

B3 TTTCACAAGCGGTARGTT 

FIP ACGATGTGAAATGAGCTAACTTRCCGAAATTGTTCAACATAAAAACTGG 

BIP AATGTTTACGCTAAAGAATGCACTGCGGTCATCAATTACCGTTCT 

RT-PCR 引物 

F3 GGGATGAAAKAAATTATGATCCTGA 

B3 TTTCACAAGCGGTARGTT 
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1.3  RT-LAMP-HNB 

每个 LAMP 反应体系包括 12.5 µL 主反应混合物

(Warmstart Lamp Kit，NEB，USA)，F3、B3 引物 2.5 
µL(终浓度 0.2 µM)，FIP 和 BIP 引物 2.5 µL(终浓度 1.6 
µM)，0.25 µL HNB(FLUKA，终浓度 200 µM)[9]，1 µL
模板 DNA/RNA，补充 H2O 至终体积 25 µL。体系混

匀后加入 20 µL 石蜡油，64 ℃反应 1 h，85 ℃ 20 min
终止反应。 

1.4  RT-PCR 

使用表 2 中 F3/B3 为 RT-PCR 引物，一步法

RT-PCR 试剂盒(PrimeScript™ One Step RT-PCR Kit 
Ver.2，Takara)扩增目的片段，目的片段大小为 212 bp。
RT-PCR 体系含酶混合物 2 µL，缓冲液 12.5 µL，F3
和 B3 引物 5 µL(终浓度 0.4 µM)，1 µL 模板

DNA/RNA，补充 H2O 至终体积 25 µL。扩增条件为

50 ℃ 30 min，94 ℃ 2 min，(94 ℃ 30 sec，50 ℃ 30 
sec，72 ℃ 1 min)30 个循环，72 ℃ 5 min。 

1.5  引物特异性检测及 RT-LAMP-HNB 灵敏

性检测 

用 LAMP 引物扩增 3 株单增李斯特菌、4 株金黄

色葡萄球菌、4 株沙门氏菌、3 株志贺氏菌及 3 株大肠

杆菌的 DNA，以检验 RT-LAMP-HNB 引物的特异性。 
将提取的单增李斯特菌 RNA 进行 10 倍倍比稀

释，以此为模板进行 RT-LAMP-HNB 检测，检测该方

法的灵敏性。 

1.6  RT-LAMP-HNB 方法检测人工污染牛奶

样品 

在SHAO及GARRIDO等人[21,22]的方法上稍作改

动：在 9 mL 牛奶(市购)中加入含单增李斯特菌浓度为

100~107 CFU/mL 的牛奶 1 mL，将此 10 mL 牛奶加入

至 90 mL 脑心浸液培养基中，36 ℃震荡培养 16 h 后，

取 1 mL 抽提 RNA，进行 RT-LAMP-HNB 检测。 

1.7  产物检测 

RT-LAMP、RT-PCR 产物在 2%琼脂糖凝胶电泳

上进行分析，以 4S GelRed (BBI)作为核酸染料。 

2  结果 

 

2.1  LAMP引物特异性检测 

本研究初始共设计了 5 套 LAMP 引物，并通过

BLAST 比对引物序列的特异性。根据引物筛选结果选

取第三套引物以供后续实验使用(图 1)。对选取的引物

进行特异性检测，使用该引物分别扩增 3 株单增李斯

特菌、4 株金黄色葡萄球菌、4 株沙门氏菌、3 株志贺

氏菌及 3 株大肠杆菌基因组 DNA，检测结果如图 2
所示，仅 3 株单增李斯特菌出现梯形条带，其余菌株

均显示为阴性。说明该引物仅针对单增李斯特菌 hylA
基因产生特异性扩增，对金黄色葡萄球菌、沙门氏菌、

志贺氏菌以及大肠杆菌的 DNA 未产生扩增反应，

LAMP 扩增的特异性良好，可用于单增李斯特菌的核

酸检测。 

 
图1 引物筛选 

Fig.1 Primers screening 

注：M：DL 2000 Marker；1~3：第一套引物扩增结果；

4~6：第二套引物扩增结果；7~9：第三套引物扩增结果；10~12：

第四套引物扩增结果；13~15：第五套引物扩增结果。 

 
图2 LAMP引物特异性检测 

Fig.2 Specificity of LAMP assays 

注：M：DL 2000 Marker；1~3：单增李斯特菌；4~7：金

黄色葡萄球菌；8~11：沙门氏菌；12~14：志贺氏菌；15~17：

大肠杆菌；N：阴性对照。 

2.2  RT-LAMP-HNB检测方法的建立 

将过夜培养的单增李斯特菌高温高压灭活，提取

灭活后菌液中的 R N A ，模拟死菌状态下的

RT-LAMP-HNB 检测；同时提取未被灭活的活菌 RNA
为阳性对照。对两组 RNA 进行 RT-LAMP，结果如图

3 所示，死菌的 RT-LAMP 反应未产生扩增产物，活 
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菌则产生明显扩增产物，说明本研究中使用的 RNA
抽提技术及 RT-LAMP 技术能够有效区分检测对象中

是否存在活的单增李斯特菌；在死菌及活菌 RT-LAMP
体系中加入 HNB（终浓度 200 µM）后，结果显示，

HNB 不影响 RT-LAMP 体系中的核酸扩增，活菌 RNA
的扩增反应体系为天蓝色，死菌 RNA 的扩增反应体

系为紫罗兰色，颜色差别肉眼可见（图 3）。因此，

RT-LAMP- HNB 方法可用于活单增李斯特菌的检测，

能够避免样品中由死菌产生的假阳性；且该法可依赖

肉眼判读结果的阴性或阳性，不需要其他方法及设备。 

 
图3 RT-LAMP-HNB检测方法的建立 

Fig.3 Establishment of RT-LAMP-HNB detection 

注：M：DL 2000 Marker；1：活菌 RNA RT-LAMP 扩增

产物；2：死菌 RNA RT-LAMP 扩增产物。上图为电泳检测结

果，下图为 HNB 显色结果。 

在利用 LAMP 方法对单增李斯特菌进行检测的

已有研究中，姚栋等[22]在 LAMP 反应完成后加入

SYBR Green I 作为产物指示剂对单增李斯特菌 DNA
进行检测，检测下限为 3 CFU/mL，该法虽然使用肉

眼判别法，但需要在 LAMP 反应结束后开盖加入

SYBR Green I，LAMP 产物在开盖过程中容易出现气

溶胶造成污染，致使后续检测出现假阳性。而本研究

在体系配制初期加入 HNB，在 LAMP 反应结束后便

可用直接用肉眼根据体系颜色变化判断结果，不需要

开盖操作，从而能够有效避免由于气溶胶污染引起的

假阳性；赵萌[16]在 LAMP 反应体系中加入 HNB，灵

敏度为 4.5 CFU/mL。上述检测方法针对的是单增李斯

特菌的 DNA，不能鉴别活菌和死菌，而本研究建立的

RT-LAMP-HNB 检测方法在提取单增李斯特菌的

RNA 后，对 RNA 进行反转录及 LAMP 扩增，能够分

辨待检样品中是否存在活的单增李斯特菌。 

2.3  RT-LAMP-HNB 及 RT-PCR灵敏性检测 

提取单增李斯特菌活菌 RNA 后，测定 RNA 浓度

为 5.8 μg/mL，OD260/OD280=2.04，OD260/OD230=1.96，
可用于后续实验。将单增李斯特菌 RNA 以 10 倍梯度

稀释，稀释液作为模板进行反转录环介导等温扩增，

所得扩增产物同时以凝胶电泳和HNB显色进行判读。

RT-LAMP 产物经凝胶电泳和 HNB 显色后，两种产物

检测方法都显示 RT-LAMP 检测极限为 5.8×10-3 
µg/mL（图 4a）；RT-PCR 产物经凝胶电泳后，检测

极限为 5.8×10-2 µg/mL（图 4b）。因此在本研究中

RT-LAMP- HNB 的灵敏性为 RT-PCR 的 10 倍。 

 

 
图4 RT-LAMP-HNB及 RT-PCR灵敏性检测 

Fig.4 Sensitivity of RT-LAMP-HNB and RT-PCR assays 

注：M：DL 2000 Marker；1~9：RNA 稀释倍数为 100~108；

N：阴性对照。a：上图为 RT-LAMP 扩增电泳检测结果，下图

为 HNB 显色结果；b：RT-PCR 扩增电泳检测结果。 

2.4  RT-LAMP-HNB 在人工污染牛奶检测中

的灵敏性检测 

 

 

图 5 RT-LAMP-HNB在人工污染牛奶中的灵敏性检测 

Fig.5 Sensitivity of RT-LAMP-HNB and RT-PCR assays for 

artificially contaminated 
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注：M：DL 2000 Marker；1~8：初始接种浓度为 107~100 

CFU/10 mL；N：阴性对照。a：RT-LAMP 扩增结果，上图为

电泳检测结果，下图为 HNB 显色结果；b：RT-PCR 扩增电泳

检测结果。 

以不同浓度人工接种单增李斯特菌至牛奶中，过

夜培养16 h后取1 mL提取RNA，进行RT-LAMP-HNB
检测，结果如图5所示，RT-LAMP-HNB可检测出的最

低接种浓度为10 CFU/10mL，HNB显色结果与琼脂糖

凝胶电泳结果对扩增产物的判读保持一致（图5a）；

RT-PCR可检测出的最低接种浓度为100 CFU/10 mL
（图5b）。以上结果表示本研究建立的RT-LAMP-HNB
方法在检测人工污染单增李斯特菌的牛奶时，灵敏性

为RT-PCR的10倍。 
周振森等[11]同样以单增李斯特菌的RAN为检测

目的物，利用OptiGene Genie便携式仪器进行反转录

荧光LAMP，样品增菌后的最低接种浓度100 CFU/25 
mL，高于本研究中的10 CFU/10 mL，但该研究需要

使用特定仪器，限制了该法的使用。 

3  讨论 

3.1  本研究以单增李斯特菌的 hylA 基因为目的基因，

建立了单增李斯特菌的 RT-LAMP-HNB 检测方法。该

法不仅具有常规 LAMP 方法的特异性强、灵敏性高、

实验条件要求低等特点，还兼顾了仅检测活菌、不需

开盖检测，避免气溶胶污染等特点。该法可从人工污

染单增李斯特菌的牛奶中检测出活菌阳性，说明本研

究建立的单增李斯特菌 RT-LAMP-HNB 可适于在实

际检测中应用。 
3.2  本研究为了能够有效鉴别活、死菌，将检测对象

设定为 RNA，RNA 由于其易降解的特点，在抽提过

程中极易产生损失，后期研究过程中可设法提高 RNA
抽提效率，进一步提升该检测方法的灵敏度；此外仅

对牛奶进行了人工污染检测，基于食品种类繁多，食

品基质的复杂性会影响检测结果，后续应扩大食品检

测种类，获取更多实际应用数据。 
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勘误 
 

由于编辑人员疏忽，本刊 2020 年第 36 卷第 5 期（总 249 期）第 174 页，《食用菌发酵液对热干面中蜡样芽孢

杆菌的抑制作用》一文中图 4a 错误，现更正如下，并向本文作者及广大读者致歉。 

 
 
 


