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摘要：本研究旨在建立一种快速检测单核细胞增生李斯特氏菌（Listeria monocytogenes，LM）的实时荧光重组酶聚合酶扩增

（real-time RPA）方法。基于 LMhlyA 基因保守序列，设计合成特异性 RPA 引物和 exo 探针，所建立的 LM real-time RPA 方法能够在

37 ℃等温条件下 20 min 内完成扩增。该方法仅对 LM 基因组 DNA 为阳性扩增，对其它 20 种致病菌基因组 DNA 的扩增均为阴性；

以 LM 纯培养菌液的基因组DNA 进行 10 倍列梯度稀释，并以之作为模板，其灵敏性可达到 5×10-1 pg，与实验室已建立的 real-time PCR

方法一致。人工污染实验中，对于 LM 接菌量为 3 CFU/25 g 的羊肉和生菜样品，增菌 14 h 即可通过建立的 real-time RPA 方法检出，

与传统培养方法和 real-time PCR 检测结果均一致，但是前者所需时间明显少于后者。本文建立的 LM real-time RPA 方法特异性强，

灵敏性高，操作简单，反应迅速，并能够摆脱对价格昂贵的荧光 PCR 仪和专业实验室的需求，可应用于食品突发事件中 LM 的现场

快速检测，对保障我国食品安全具有重要意义。 
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Abstract: The aim of this study was to establish a method for the rapid detection of Listeria monocytogenes(LM) by real-time 

recombinase polymerase amplification (real-time RPA). The primers and exo probe real-time RPA were designed basing on the conserved region 

of the hlyA gene of LM, and the assay was performed successfully at 37  for 20 min. The real℃ -time RPA assay could specifically amplify the 

genomic DNA of LM, but not other 20 bacteria. Using 10-fold serial dilutions of the genomic DNA of LM, the data showed that the limit of 

detection of the assay was 5×10-1 pg, which was the same as the real-time PCR. In the artificial contamination assays, the Listeria 

monocytogenes could be detected after 14 hours enrichment culture by the real-time RPA for the mutton and lettuce samples, which were 

inoculated initially with LM at the concentration of 3 CFU/25 g. The detection results of real-time RPA were the same as those of the traditional 

culture method and real-time PCR, while the reaction time was much less than the latter two assays. The developed real-time RPA assay is 

highly specific, highly sensitive, rapid, easy to perform, and is independent of the expensive fluorescence thermal cycler and good laboratory 

circumstance, which could be applied in the on-site detection of LM in the food safetyoutbreaksand is of great significance for ensuring the food 

safety. 
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单 核 细 胞 增 生 李 斯 特 氏 菌 （ Listeria 
monocytogenes，LM），在 2000 年 WHO 食品安全工作

计划中，被列为重点检测的食源性致病菌之一[1]。蔬

菜、乳制品和肉类等食品都已被证实是单增李斯特菌

的传播载体[2]。近几年食品污染物调查结果显示，单

增李斯特菌在生肉及即食食品中污染率较高[3]，我国

散装熟肉制品也具有引起单增李斯特菌病的风险[4]。

LM 可诱发食物中毒，导致李斯特菌病，主要引起人

类脑膜脑炎和菌血症[5,6]，发病率虽低，病死率高达

12.8%~17%[7]。据估计，在欧洲每年可引起 400 人死

亡[8]。在美国，李斯特菌病在食源性疾病引起的死亡

中占第 3 位，每年约 1600 人感染李斯特菌病并有 260
人因此死亡[9]。因此，单增李斯特菌对人类健康的危

害使得对食品中该菌的检测具有重要意义。 
目前对食品中 LM 的检测方法主要是传统培养方

法和分子生物学方法。我国目前对 LM 传统培养方法

多采用GB 4789.30-2016[10]，该方法至少需要 4~5 d（若

为阳性，则需要 7 d）完成对样品中 LM 的检测，操作

繁琐复杂，并且对检测人员技术要求较高。目前分子

生物学技术在食源性致病菌的检测中已经得到了广泛

应用[11]。刘万静等[12]应用 LM Real-time PCR 方法成功

的从 134 例风险监测样本中检测出 8 例 LM 阳性；黄

朱梁等[13]建立了实时浊度 LAMP 方法检测食品中

LM，并从160份不同种类的食品中检出5份阳性样本。

Real-time PCR 方法需要 60 min 左右，且均需要昂贵

的仪器设备，专业的技术人员，以及良好的实验室环

境；实时浊度 LAMP 方法反应时间也为 60 min，无法

实现对 LM 的快速检测。上述方法对于口岸现场及食

品突发事件中对 LM 的现场快速检测，具有一定的局

限性。 
重组酶聚合酶扩增技术（recombinase polymerase 

amplification，RPA）是一种新的核酸等温扩增技术，

是一种依赖结合单链核酸（寡核苷酸引物）的重组酶、

单链 DNA 结合蛋白（SSB）和链置换 DNA 聚合酶三

种核心酶，对核酸进行特异、灵敏、等温、快速扩增，

对试验设备、人员和资源的要求较低。目前 RPA 技术

已广泛应用于转基因大豆[14]，病毒[15,16]、细菌[17,18]和

寄生虫[19]等多种病原的快速检测，但未见 RPA 方法用

于 LM 检测的报道。 
鉴于此，本研究基于 LM 特异性基因 hlyA 的保守

区域，设计特异性 RPA 引物和 exo 探针，建立了快速

检测 LM 的实时荧光 RPA 方法，并进行该方法的特异

性、灵敏性、人工污染样品验证试验，为实现 LM 的

现场快速检测提供技术参考。 

1  材料和方法 

1.1  材料 

1.1.1  实验菌株 
本实验所用菌株见表 1。 

表1 本研究所用菌株 

Table 1 Strains in this study 

菌株名称 来源 Real-time RPA Real-timePCR 

单核细胞增生李斯特氏菌 Listeria monocytogenes 

ATCC 19111 + + 

CMCC 54004 + + 

本实验室分离 + + 

本实验室分离 + + 

英诺克李斯特菌 L.innocua ATCC 33090 - - 

威尔斯李斯特菌 L.welshimeri ATCC 35897 - - 

格氏李斯特菌 L.grayi ATCC 25401 - - 

伊氏李斯特菌 L.ivanovii CICC21663 - - 

斯氏李斯特菌 L.seeligeri CICC21671 - - 

大肠埃希氏菌 Escherichia coli ATCC 25922 - - 

大肠埃希氏菌 O157：H7 Escherichia coli O157：H7 CICC21530 - - 

产肠毒素大肠艾希氏菌 E.coli ETEC CICC 10667 - - 

福氏志贺氏菌 Shigellaflexneri CICC21678 - - 

宋内氏志贺氏菌 Shigellasonnei CICC21679 - - 

鼠伤寒沙门氏菌 Salmonella Typhimurium ATCC 14028 - - 

都柏林沙门氏菌 Salmonella dublin CICC 21497 - - 

   转下页
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奇异变形杆菌 Proteusmirabilis ATCC35659 - - 

副溶血弧菌 Vibrio parahaemolyticus CICC 21617 - - 

蜡样芽胞杆菌 Bacillus cereus ATCC 11778 - - 

产气荚膜梭菌 Clostridium perfringens ATCC 13124 - - 

金黄色葡萄球菌 Staphylococcus aurous ATCC 25923 - - 

马红球菌 Rhodococcusequi ATCC 1621 - - 

阪崎肠杆菌 Enterobactersakazakii ATCC 29544 - - 

空肠弯曲杆菌 Campylobacter jejuni ATCC 33291 - - 

注：+，阳性结果；-，阴性结果。 

1.1.2  主要试剂 
TwistAmpTMexo kit，购自英国 TwistDx 公司；细

菌基因组 DNA 提取试剂盒，购自天根生化科技（北

京）有限公司；LB 增菌液，单核细胞增生李斯特氏

菌选择性平板，均购自北京陆桥技术股份有限公司；

Premix Ex Taq，购自 TAKARA 公司。 
1.1.3  主要设备 

NanoDrop 2000c 核酸蛋白分析仪，美国 Thermo
公司；ABI 7500 实时荧光定量 PCR 仪，美国 ABI 公
司 ； GenieⅢ 等 温 扩 增 荧 光 检 测 系 统 ， 英 国

OptiGeneLimited 公司。 

1.2  方法 

1.2.1  探针和引物设计 
参考 Genbank 中 LMhlyA 基因序列（HM58959），

根据保守区域设计合成特异性的 real-time RPA 和

real-time PCR 引物探针，扩增片段分别为 158 bp 和 95 
bp。 

所有引物和探针均由生工生物工程（上海）股份

有限公司合成（见表 2）。 
表2 引物和探针序列 

Table 2 Primer and probe sequences 

方法 引物探针名称 序列（5´-3´） 长度 

real-time RPA 

LM-RPA-F TCGATCACTCTGGAGGATACGTTGCTCAATTC 

158 
LM-RPA-R GTTACCAGGCAAATAGATGGACGATGTGAAAT 

LM-RPA-P 
CATTTCTTGGGATGAAGTAAATTATGATCC（FAM-dT）GA

（THF）GG（BHQ1-dT）AACGAAATTGTTC-C3 spacer 

real-time PCR 

LM-PCR-F CGCAAAAGATGAAGTTCAAATCA 

95 LM-PCR-R CTCCTGGTGTTTCTCGATTAAAAGT 

LM-PCR-P FAM-CGACGGCAACCTCGGAGACTTACG-Eclipse 

1.2.2  LMreal-time RPA 反应体系和条件 
使用 TwistAmpexokit 配制 50 μL RPA 反应体系，

其中包括 LM-RPA-F/R（10 μM）各 2.1 μL，LM-RPA-P
（10 μM）0.6 μL，Rehydration Buffer 29.5 μL，ddH2O 
12.2 μL，模板 1 μL，280 mM MgAc 2.5 μL。实验操作

为：将除去模板和 MgAc 的所有试剂预混后转入含有

冻干酶制剂的 0.2 mL 反应管中，充分混匀；取 1 μL
模板加入反应管中；取 2.5 μL MgAc 加在反应管盖中，

盖紧后瞬时离心并涡旋；置于等温扩增荧光检测系统

中，设置反应条件 37 ℃ 20 min。 
1.2.3  LMreal-time PCR 反应体系和条件 

根据本实验室已优化好的反应条件，配制 25 μL 
real-time PCR反应体系，包括Premix Ex Taq（包含PCR 
buffer、DNA 聚合酶和 dNTPs 等），LM-PCR-F/R（10 
μM）各 1.5 μL，LM-PCR-P（5 μM）0.8 μL，DNA 模

板 1 μL，ddH2O 7.7 μL。反应条件：95 ℃ 30 s；95 ℃ 
5 s，60 ℃ 35 s（收集荧光），35 个循环。 
1.2.4  LMreal-time RPA 特异性和灵敏性试验 

提取表 1 中 LM 和其它菌株 DNA，进行 RPA 方

法特异性验证试验。将 LM 过夜纯培养，取 1 mL 菌

液使用细菌基因组提取试剂盒提取 DNA，并测定

DNA 浓度。使用灭菌水进行 10 倍梯度稀释，使其浓

度在 5.0×104~5.0×10-3 pg/μL 范围，分别取 1 μL 各稀

释浓度 DNA 作为模板进行 RPA 方法灵敏性试验，确

定该方法的最低检测限。同时与 real-time PCR 方法进

行灵敏性比较。 
1.2.5  LM real-time RPA 重复性实验 

将 LM 纯培养物按 10 倍梯度稀释，随机取 3 个稀

释度的样本分别作 5 个重复，用 real-time RPA 方法进

行批内和批间的扩增检测，同时计算 Ct 值的变异系
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数，评价实验结果的重复性。 
1.2.6  人工污染样品的检测 

将 LM 经过夜纯培养后，用生理盐水进行 10 倍列

稀释，选取 10-6、10-7稀释度菌液作平板计数，计算纯

培养物的初浓度。经稀释后，选取 0~5、20~30、50~100 
CFU 范围内的菌量分别添加到 25 g 羊肉、生菜样品

（预先已经 GB 4789.30-2016 检测为 LM 阴性，并经

GB 4789.2-2016和GB 4789.3-2016检测样品中细菌总

数和大肠菌群）中，再添加 225 mL 的 LB 增菌液，同

时做空白对照，30 ℃培养。选取 1 mL 前增菌时间分

别为 14 h 和 20 h 的培养液，使用试剂盒进行 LM 基因

组 DNA 提取，加 50 μL ddH2O 进行溶解，并取 1 μL
进行 real-time RPA 检测。同时与 real-time PCR、GB 
4789.30-2016 方法进行平行验证，比较三种方法的检

测结果。同时使用 GB 4789.30-2016 方法测定人工污

染样品经不同时间前增菌后的 LM 数量。 

2  结果与讨论 

2.1  LM real-time RPA方法的特异性结果 

 
图1 LM real-time RPA特异性结果 

Fig.1 Specific results of real-time RPA for LM 

注：1.单核细胞增生李斯特氏菌；2.大肠埃希氏菌 O157：

H7；3.阪崎肠杆菌；4.志贺氏菌；5.金黄色葡萄球菌；6.沙门氏

菌；7.蜡样芽孢杆菌；8.空肠弯曲菌；9.副溶血性孤菌。 

应用所建立的 LMreal-time RPA 方法对表 1 中标

准菌株和分离菌的基因组 DNA 进行特异性扩增，结

果在 20 min 内，仅有 LM 出现特征性荧光扩增曲线，

其余菌株均无扩增曲线。具体结果见表 1。图 1 为部

分菌株特异性检测结果。上述结果说明本方法具有良

好的特异性。 

2.2  LM real-time RPA方法的灵敏性结果 

经 NanoDrop 2000c 核酸蛋白分析仪测定，所提取

的细菌基因组 DNA 浓度为 5×104 pg/μL。经 10 倍列梯

度稀释至浓度 5×10-3 pg/μL，以此作为模板进行

LMreal-time RPA 和 real-time PCR 灵敏性检测，结果

如图 2 所示。当 DNA 浓度为 5×104~5×10-1 pg 时，

real-time RPA 均出现明显的扩增曲线，且 TT 值在

2:30~7:12 之间，说明所建立方法的检出限为 5×10-1 pg
（图 2a）。同 real-time PCR 结果相比，两种方法的灵

敏性一致，均可检测到 5×10-1 pg（图 2b）。就检测时

间而言，real-time RPA 仅需要 2:30~7:12 就可实现对

5×104~5×10-1 pg基因组DNA的检测，而 real-time PCR
则需要约 25~55 min（Ct 值在 15.32~31.70 之间）。具

体结果见表 3。 

 
图2 LM real-time RPA和 real-time PCR灵敏性结果 

Fig.2 Sensitivity of real-time RPA and real-time PCR for LM 

注：a.real-time RPA；b.real-time PCR；1~8：5×104~5×10-3 

pg。 

表3 LMreal-time RPA与 real-time PCR方法灵敏性结果比较 

Table 3 Comparison of sensitivity results of real-time RPA and 

realtime-PCR for LM 

DNA 浓度/pg 
real-time RPA 

(TT 值，min:ss) 

real-time PCR 

(Ct 值) 

5×104 2:30 15.32 

5×103 3:09 18.74 

5×102 3:21 21.88 

5×101 4:07 25.06 

5×100 5:28 28.24 

5×10-1 7:12 31.70 

5×10-2 >20 >35 
5×10-3 >20 >35 



现代食品科技 Modern Food Science and Technology 2018, Vol.34, No.8 

217 

2.3  LM real-time RPA方法的重复性结果 

重复性实验结果表明，无论批内和批间重复实验

Ct 值的标准差均小于 1，变异系数<5%（见表 4），说

明所建立的方法具有良好的重复性。 

表4 LM real-time RPA重复性实验 

Table 4 Repeatability test of LM real-time RPA 

浓度/pg n 

批内变异 批间变异 

TT 值（min:ss） 
CV/% 

TT 值（min:ss） 
CV/% 

mean S.D. mean S.D. 

5×103 5 3:11 0.05 1.61 3:06 0.03 0.98 

5×101 5 4:15 0.10 2.41 4:10 0.08 1.95 
5×10-1 5 7:52 0.25 3.32 7:29 0.21 2.88 

2.4  人工污染样品检测结果 

通过计算原始菌液量，最终添加至羊肉和生菜样

品中的初始菌量分别为 3、29、62 CFU/25 g。取 14、
20 h 的增菌液进行 LM 基因组 DNA 提取，应用本研

究建立的 real-time RPA 方法进行检测。结果表明，空

白对照无任何扩增曲线，未检测到 LM，说明实验成

立。对于接菌量为 3 CFU/25 g 羊肉和生菜样品，增菌

14 h 后，real-time RPA 方法可在 12 min 内实现对 LM
的检测。对于相同样品，real-time PCR 与传统培养方

法均检测到 LM。三种方法检测结果均一致，但是

real-time RPA 能够在 12 min 内获得所有阳性结果，

real-time PCR 需要 55 min，而传统培养方法则需要 7 d
（结果见表 5）。 

表5 人工污染样品检测结果 

Table 5 Results of artificially contaminated samples 

样

品 
接菌量(CFU/25 g) 增菌时间/h 

real-time RPA 

(TT，min：ss) 

real-time 

PCR(Ct) 

传统培养法

（7 d） 

活菌量

/(CFU/mL) 
样品背景值 

羊

肉 

3 
14 11:27 32.80 + 8.1×102 菌落总数 

1.5×103 

CFU/g 

大肠菌群 

3.1×102 

CFU/g 

20 10:15 28.88 + 9.5×102 

29 
14 10:29 29.37 + 9.0×102 
20 9:15 27.04 + 3.0×103 

62 
14 7:49 26.01 + 4.5×103 

20 7:42 25.74 + 6.3×103 

生

菜 

3 
14 11:34 32.92 + 4.8×102 

菌落总数 

<10 CFU/g 

大肠菌群 

<10 CFU/g 

20 9:32 28.07 + 2.8×103 

29 
14 9:56 28.32 + 2.0×103 

20 9:10 26.56 + 3.8×103 

62 
14 8:22 26.22 + 3.9×103 

20 6:30 23.20 + 7.4×103 

注：+，阳性结果。 

3  结论 

3.1  同其它核酸扩增技术相比，RPA 技术具有以下突

出的优势：操作简便、反应时间短、特异性强、灵敏

性高、假阳性率低、对核酸要求质量不高等。但由于

RPA 反应原理和反应过程的特殊性，所用引物探针的

长度和标记方法与以往分子生物学方法标记不同，在

设计程序上要严格按照其规则进行，尤其注意发卡结

构和非特异性扩增的发生，这也是决定其扩增成败的

关键。只有完全掌握了 RPA 引物和探针的设计原则，

才能综合试验结果筛选出最佳的引物和探针。 
3.2  本研究选取 LM 特异性基因 hlyA 为靶基因，设

计 RPA 引物和 exo 探针，建立了 LMreal-time RPA 方

法。该方法仅对 LM 出现特异性荧光扩增曲线，具有

很好的特异性；检出限可以达到 5×10-1 pg LM 基因组

DNA，与本实验室建立的 LMreal-time PCR 方法一致，

但是 real-time RPA 所需要的反应时间远远少于

real-time PCR 方法。顾思宇等[20]建立的 LAMP 方法对

LM 纯培养物的检测限为 2.27 fg/μL，低于本研究建立

的 real-time RPA 方法，但 LAMP 反应时间为 45 min，



现代食品科技 Modern Food Science and Technology 2018, Vol.34, No.8 

218 

明显高于本研究建立的 RPA 方法。同时 real-time RPA
方法重复性良好，无论批内还是批间其变异系数均小

于 5%。 
3.3  本研究中所选用生菜样品菌落总数和大肠菌群

背景值低，而羊肉样品背景值较高，但是两种样品在

人工污染相同浓度的LM时，均可以通过 real-time RPA
实现有效检测，说明所建立的 real-time RPA 方法受样

品基质和背景值影响较小。样品增菌 14 h 后，在接菌

量为 3 CFU/25 g 时，real-time RPA 方法能够在 12 min
内实现对 LM 的检测；在接菌量为 62 CFU/25 g 时，

real-time RPA 仅需要 6~7 min 即可实现对 LM 的有效

检测。对不同浓度和不同增菌时间的人工污染样品，

real-time RPA 检 测 结 果 同 realtime-PCR 、 GB 
4789.30-2016 一致，但是检测时间大大缩短，有效节

约了人力物力成本，能够实现对 LM 的快速检测。 
3.4  本研究建立的 LM real-time RPA 检测方法，能够

在37 ℃，20 min内实现对食品中LM的快速分子检测，

真正实现了快速、简便、灵敏和特异等特点，并且不

需要复杂的仪器设备，可应用于食品突发事件中 LM
的现场快速检测，对保障我国食品安全具有重要意义。

在后续工作中，本研究将继续完善大量临床样本的

LM real-time RPA 检测和方法验证，以期形成相应的

国家标准。同时探索食源性致病菌的多重 real-time 
RPA 方法和基于测流层析试纸条检测的 RPA 方法将

是下一步的研究重点。 
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