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重组酶聚合酶扩增-侧流层析技术检测乳制品中单

核细胞增生李斯特氏菌 
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摘  要: 目的  以特异性基因 16S rRNA和溶血素编码基因 hly为靶序列, 建立重组酶聚合酶扩增-侧流层析技

术(recombinase polymerase amplification-lateral flow, RPA-LF)检测乳制品中单核细胞增生李斯特氏菌的方法。

方法  根据目标序列保守片段设计适用于 RPA-LF 的引物和探针, 筛选最佳引物探针组合, 建立相关检测方

法并对其反应条件进行优化。结果  RPA-LF 优化条件后, 总反应时间仅为 20 min, 即可用肉眼直观观察到检

测结果。该方法与 8 种常见的食源性病原微生物无交叉反应, 具有较好的特异性。能够区分李斯特氏菌同属

菌, 表明该方法对李斯特氏菌同属菌具有抗干扰性。最低检出限可达到 82 fg/μL, 菌含量约为 1.8×102 CFU/mL, 

表明该方法具有较高的灵敏度。此外, 用该方法进行常规样品检测可获得与传统微生物方法一致的检测结

果。结论  本研究中建立的应用于单核细胞增生李斯特氏菌溶血素基因的 RPA-LF 检测方法, 具有仪器依

赖性低、操作简便、灵敏度高、特异性好, 结果直观可视等优点, 为该菌现场的快速检测和筛选诊断提供了

一条新的思路。 

关键词: 单核细胞增生李斯特氏菌; 重组酶聚合酶扩增技术; 侧流层析; 快速检测 

Detection of Listeria monocytogenes in dairy products by recombinase 
polymerase amplification-lateral flow technology 
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ABSTRACT: Objective  To establish a recombinase polymerase amplification-lateral flow (RPA-LF) detection 

method for the detection of Listeria monocytogenes in dairy products, targeting the species-specific 16S rRNA gene 
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and the hemolysin-encoding gene hly. Methods  Primers and probes suitable for RPA-LF were designed based on 

the conserved fragments of the target sequence, and the optimal primer-probe combination was selected, the 

corresponding detection method was established, and its reaction conditions were optimized. Results  Under 

optimized conditions, the total reaction time of the RPA-LF assay was only 20 min, and the results could be observed 

visually by the naked eye. The method showed no cross-reactivity with 8 kinds of common foodborne pathogenic 

microorganisms, demonstrating good specificity. It could also distinguish Listeria monocytogenes from other Listeria 

species, indicating good anti-interference ability against bacteria from the same genus. The limit of detection was as 

low as 82 fg/μL, corresponding to approximately 1.8×102 CFU/mL, demonstrating high sensitivity. Furthermore, 

when used for routine sample detection, the method yielded results consistent with those obtained by traditional 

microbiological methods. Conclusion  The RPA-LF method targeting the hemolysin gene of Listeria monocytogenes 

established in this study has several advantages, including low instrument dependency, simple operation, high 

sensitivity, good specificity and direct visual readout. It provides a new approach for the rapid on-site detection and 

screening diagnosis of this pathogen. 
KEY WORDS: Listeria monocytogenesi; recombinase polymerase amplification technology; lateral flow; rapid 

detection 
 
 

0  引  言 

单核细胞增生李斯特菌是一种耐低温、耐酸碱的革兰

阳性无芽孢, 需氧兼性厌氧, 对人和其他动物致病的杆菌, 
广泛存在于环境中, 包括土壤、腐烂植被和动物肠道[1–4]。

它能污染多种食物, 特别是即食食品如软奶酪、冷切肉、

烟熏海鲜和未充分清洗的生鲜果蔬[5–6]。通过污染食物如冷

藏食品、未消毒乳制品进入人体, 健康人群感染后通常只

表现为轻微的胃肠炎症状, 但对于孕妇、老年人和免疫抑

制者, 情况则完全不同, 可能导致侵袭性感染, 引发败血

症和中枢神经系统感染的神经李斯特菌病, 并伴随极高死

亡率和长期后遗症风险[3,7]。孕妇感染尤其危险, 可导致流

产、死胎或新生儿感染, 是围产期死亡的重要原因之一。

对老年人而言 , 神经性李斯特氏菌病的死亡率可高达

30%[7]。因此, 建立针对该致病菌的快速、高效的检测方法, 
对于保障乳制品等食品安全、预防和控制李斯特菌病的暴

发与传播, 具有重要的公共卫生学意义。 
目前, 传统微生物分离培养法是该菌检测方法的金

标准, 其检测结果真实可靠。然而该方法对检验员的操作

要求高, 且完整的检测周期大致需要 4~7 d, 耗时较长, 很
难满足乳制品生产、流通及现场筛查等某些特定情况下快

速检测的要求。根据李斯特氏菌特异性基因保守序列设计

鉴定引物, 建立聚合酶链式反应(polymerase chain reaction, 
PCR)等相关的分子生物学检测技术, 成为该菌检测的重要

方法[8]。但是, 由于 PCR 检测方法对仪器设备(如热循环仪)
要求较高、操作步骤烦琐、相关试剂价格昂贵且安全性低, 
很大程度上限制了该检测方法在现场和基层实验室的推广

和应用[9]。因此, 克服传统培养法和 PCR技术的局限性, 开

发一种不依赖复杂仪器、操作简便、快速且灵敏度高的现

场检测技术显得尤为迫切。 
作为一种新型恒温核酸扩增技术, 重组酶聚合酶核

酸扩增(recombinase polymerase amplification, RPA)反应模

式与 PCR 相似, 被誉为 DNA 诊断领域的革命性创新, 也是

目前认为唯一可替代 PCR 技术的新型恒温扩增技术[10–11]。

不同的是 RPA 不需要初始的高温加热模板变性步骤, 而是

利用重组酶与引物形成引物复合物进行特异性位点的识别, 
与同源位点互换形成稳定的 D-Loop 结构引物复合物[9]。

RPA 反应所需要的三大关键因子是能结合单链核酸(寡核

苷酸引物 )的重组酶、DNA 单链结合蛋白 (single strand 
binding protein, SSB)和链置换 DNA 聚合酶[12–13]。反应可

在 25~45 ℃区间内任一恒定温度条件下, 最短 15 min 便可

完成目的片段的特异性指数倍扩增。其扩增产物可以通过

琼脂糖凝胶电泳、实时荧光定量测定或侧流层析试纸条

(lateral flow, LF)等方法进行分析检测[14]。与环介导等温扩

增(loop-mediated isothermal amplification, LAMP)等其他恒

温扩增技术相比, RPA 反应时间更短、操作更加简便, 更加

适用于现场快速诊断[15]。近年来, 已有研究将 RPA 与侧流

层析(lateral flow, LF)试纸条结合, 越来越多地应用于医学

诊断和动植物疫病防御方面, 随着研究的深入也逐步延伸

至食源性致病菌检测方面[16–19]。然而, 针对单核细胞增生

李斯特氏菌, 特别是应用于乳制品基质的高灵敏度、高特

异性 RPA-LF 检测方法仍有待优化和完善。 
本研究针对单核细胞增生李斯特氏菌, 以 16S rRNA

基因和溶血素编码基因 hly 为靶标, 旨在建立一种适用于

乳制品检测的 RPA-LF 方法。该方法将恒温扩增的快速性

与侧流层析的可视化、便捷性结合, 以期实现对单核细胞
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增生李斯特氏菌的仪器依赖性低、操作简便、快速直观的

现场检测。 

1  材料与方法 

1.1  材料、试剂和仪器 

1.1.1  实验菌株 
如表 1, 本研究所涉及的单核细胞增生李斯特氏菌、

英诺克李斯特氏菌、格氏李斯特氏菌、金黄色葡萄球菌、

肠炎沙门氏菌、奇异变形菌、阪崎肠杆菌、志贺氏菌、铜

绿假单胞菌、粪肠球菌及大肠埃希氏菌均保存于本实验室, 
菌株编号及菌种名称等信息见表 1。 
1.1.2  试剂与耗材 

RPA 恒温荧光检测试剂盒(221005E502E, 安普未来

生物科技有限公司 ); RPA nfo 核酸扩增检测试剂盒

(20241126-R, 杭州众测生物科技有限公司): 一次性核酸

检测试纸条(240906-S, 杭州众测生物科技有限公司); 细
菌基因组提取试剂盒(DP302-02, 天根生化科技有限公司); 
营养琼脂、脑心浸出液营养肉汤、胰蛋白胨大豆琼脂、

Luria-Bertani Broth 培养基、李斯特显色琼脂培养基、

PALCAM 琼脂培养基(北京陆桥技术有限责任公司); 以上

试剂在有效期内使用。 
1.1.3 实验样品 

本实验所用样品来源于国家/省级食品安全监督抽检

计划, 均为市场上随机抽取的流通领域/生产领域的样品。 

1.2  仪器与设备 

HVA-85 高压灭菌锅 (日本平山 Hirayama 公司 ); 
MIR-254 培养箱(日本三洋电机株式会社); CFX96 Touch 荧

光定量 PCR 仪(美国伯乐 Bio-Rad 公司); Infinite 200 蛋白核

酸测定仪(瑞士 TECAN 公司)；YCD-EL260 低温冷藏冰箱

(中科美菱低温科技股份有限公司)。 

1.3  实验方法 

1.3.1  引物的设计与合成  
以单核细胞增生李斯特氏菌 16S rRNA 和外膜蛋白溶

血素编码特异性基因 hly 为目标, 参考 GenBank 中公布的

序列并进行比对, 利用软件根据相关原则设计 RPA 特异性

引物和探针[20], 设计的引物探针由生工生物工程上海股份

有限公司合成。引物序列和修饰方法见表 2。 
 

表 1  本研究所使用的菌株信息 
Table 1  Strain information used in this research 

菌种编号 菌种名称 拉丁名 

ATCC19111 单核细胞增生李斯特氏菌 Monocytogenes listeria 
ATCC33090 英诺克李斯特氏菌 Inocua listeria 
ATCC25401 格氏李斯特氏菌 Grayi listeria 
ATCC25923 金黄色葡萄球菌 Aureus staphylococcus 

 ATCC13076 肠炎沙门氏菌 Enteritidis salmonella 
ATCC150721 奇异变形菌 Denitrificans pseudomonas 
ATCC21560 阪崎肠杆菌 Sakazakii enterobacter  
ATCC12022 福氏志贺氏菌 Flexneri shigella 
ATCC27853 铜绿假单胞菌 Aeruginosa pseudomonas    
ATCC21606 粪肠球菌 Faecalis enterococcus  
ATCC35150 大肠埃希氏菌 Escherichia coli 
HNZJ250816 单核细胞增生李斯特氏菌 Monocytogenes listeria 

 

表 2  本研究中所用的引物及探针 
Table 2  Primer pairs and probe used in this study 

引物/探针名称 引物/探针序列(5′→3′)  产物长度/bp 
RPA-191-F Biotin-GATGAAATCGATAAGTATATACAAGGATTGG 

191 1-RPA-191-R GAATTCGCTTTTACGAGAGCACCTGGATAGG 
RPA-191-P FAM-CAAATGTGCCGCCAAGAAAAGGTTACAAAGAT-GGAAATGAATATATTGTT 

2-RPA-204-F Biotin-TAGCTTGAATGTAAACTTCGGCGCAATCAGT 
204 2-RPA-204-R TATGCCACACTTGAGATATATGCAGGAGGAT 

2-RPA-204-P FAM-CGGCAAAGCTGTTACTAAAGAGCAGTTGCAA-GCGCTTGGAGTGAATGCAG 
3-RPA-173-F Biotin-TTCTCCCTGTAAAACGTGATTCATTAACACT 

173 3-RPA-173-R CACTGTAAGCCATTTCGTCATCATAATCAAT 
3-RPA-173-P FAM-AAATGCCACTAAATCAAACGTTAACAACGCA-GTAAATACATTAGTGGAAA 
4-RPA-154-F Biotin-ACTTCGGCGCAATCAGTGAAGGGAAAATGCA 

154 4-RPA-154-R ATATGCCACACTTGAGATATATGCAGGAGGA 
4-RPA-154-P FAM-GGCAAAGCTGTTACTAAAGAGCAGTTGCAAG-CGCTTGGAGTGAATGCAGA 
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1.3.2  细菌培养与计数 
根据不同细菌的生长特性, 用脑心浸出液肉汤培养

基培养阪崎肠杆菌、肠炎沙门氏菌、奇异变型杆菌、粪肠

球菌、福氏志贺氏菌, 用胰蛋白胨大豆肉汤培养基培养金

黄色葡萄球菌, 用 Luria-Bertani Broth 培养基培养单核细

胞增生李斯特氏菌、英诺克李斯特氏菌、格氏李斯特氏菌, 
分别于 37 ℃ 180 r/min 摇床进行培养。分别对培养的菌悬

液进行系列稀释, 选取适宜稀释倍数的菌悬液倾注 3 块胰

蛋白胨大豆琼脂培养基进行计数, 根据平板上菌落平均值

确定各菌悬液的菌浓度。 
1.3.3  细菌基因组 DNA 的提取 

按照细菌基因组提取试剂盒操作步骤分别提取 1.3.2
中细菌基因组, 提取获得的所有基因组用核酸蛋白分析仪

测定其浓度, 置–20 ℃冰箱中保存备用。 
1.3.4  RPA 基础试剂盒筛选最佳引物 

本研究用单核细胞增生李斯特氏菌 ATCC19111 基因

组模板进行条件摸索, 根据 RPA实时荧光检测试剂盒的说

明书进行实验操作。RPA 扩增体系: 在反应干粉离心管中

加入 A缓冲液 25 μL, 上下游引物各 2 μL, 探针 1 μL, 双蒸

水 16.5 μL, DNA 模板 1 μL, 共计 47.5 μL。向检测单元管

盖中加入 2.5 μL 醋酸镁溶液, 盖紧管盖上下颠倒混匀, 低
速离心 10 s 至反应液于管底。荧光检测程序为: 恒温 37 ℃, 
每 30 s采集一次 FAM (荧光素亚磷酰胺, fluorescein amidite)
通道荧光值, 共 40 个循环。 
1.3.5  RPA-LF 实验步骤  

按照RPA nfo 核酸扩增试剂盒和一次性核酸检测试纸条

的说明书进行实验。RPA nfo 扩增体系如下: A 缓冲液 25 μL, 
上游引物Bio-3-RPA-173-F 和下游引物 3-RPA-173-R 2 μL, 探
针 1 μL, 双蒸水 16.5 μL, DNA 模板 1 μL, 共计 47.5 μL。向

检测单元管盖中加入 2.5 μL 醋酸镁溶液, 盖紧管盖上下颠

倒混匀后低速离心 10 s。将反应管置于恒温 37 ℃水浴锅中

孵育 30 min 后, 取出置于冰盒上。吸取吸收 20 μL 扩增反

应液加入到 180 μL 缓冲液的离心管中, 涡旋混匀, 之后

将层析试纸条的样品垫端插入试液中, 30 min 内观察试纸

条条带的变化。 
1.3.6  最佳反应时间和温度的筛选  

同一引物和探针组合, 在不同反应时间和反应温度

组合条件下, 扩增结果有着明显的差异。本研究以单核细

胞增生李斯特氏菌ATCC19111基因组为模板, 质量浓度用

双蒸水调至 1 ng/μL, 按照 1.3.5 实验步骤进行实验。根据预

实验结果选择 37 ℃为反应温度, 梯度设置反应时间: 5、10、
15、20、25 min, 按照上述实验步骤选择最佳反应时间。 

同样 , 在最优反应时间条件下梯度设置反应温度 : 
30、32、35、37、39、42、45 ℃。其余步骤同上, 以此确

定最佳反应温度。 
1.3.7  RPA-LF 检测方法特异性的测定 

在最佳反应条件下, 选择单核细胞增生李斯特氏菌

ATCC19111 作为阳性对照, 同时提取金黄色葡萄球菌、肠

炎沙门氏菌、阪崎肠杆菌、奇异变形菌、铜绿假单胞菌、

志贺氏菌、粪肠球菌及大肠埃希氏菌等 8 种常见的食源性

致病微生物基因组, 按照 1.3.5 检测方法分别扩增检测, 确
定 RPA-LF 的特异性。 
1.3.8  RPA-LF 检测李斯特氏菌属细菌  

分别提取与单核细胞增生李斯特氏菌同属的英诺克李

斯特氏菌 ATCC33090、格氏李斯特氏菌 ATCC25401 的基因

组 DNA, 选择单核细胞增生李斯特氏菌 ATCC19111 作为阳

性对照, 统一调整基因组 DNA 的质量浓度为 1 ng/μL, 按照

上 1.3.5 检测方法分别扩增检测, 判断 RPA-LF 的同属菌特

异性反应。 
1.3.9  RPA-LF 检测方法灵敏度 

将经过过夜培养的单核细胞增生李斯特氏菌菌悬液

调节至吸光度 600 nm (OD600)时为 1.0 时, 吸取 1 mL 倍比

稀释进行显色平板计数, 同时另取 1 mL 菌液按 1.3.3 提取

基因组, 最后核酸蛋白分析仪测量基因组浓度。重复检测

4 次, 根据数据确定菌悬液细菌量与试剂盒提取基因组量

的对应关系, 进而确定 RPA-LF 的最低检出限。 
1.3.10  实际样品检测 

本研究通过人工制备单增李斯特菌污染巴氏灭菌乳、

调制乳、发酵乳、奶粉、冰淇淋、乳清蛋白等 6 种不同类

别的空白乳制品, 充分混匀后后提取基因组 DNA, 并调整

基因组 DNA 的质量浓度为 1 ng/μL, 以单核细胞增生李斯

特氏菌ATCC19111基因组为阳性对照, 在最佳反应条件下, 
进行 RPA-LF 扩增反应。同时采用传统微生物检测方法进

行对照, 评估该方法检测实际样本的准确度。 

1.4  数据处理 

本研究中的所有关键实验, 包括引物筛选、特异性、

灵敏度及实际样品检测, 均设置 3 次及以上独立重复实验

以确保结果的可靠性。相关实验数据采用 Microsoft Excel 
2021 软件进行整理、计算, 并计算平均值。实际样品检测

结果与传统微生物学方法的结果进行符合性比对, 以评估

所建立方法的准确性。 

2  结果与分析 

2.1  RPA 最佳引物的选择  

单核细胞增生李斯特氏菌 ATCC19111 DNA 为模板, 
分别运用表 2 中 4 对引物进行实时荧光 RPA 扩增反应。如

图 1 所示, 引物对 3-RPA-173-F/R/P 进行 RPA 反应, 可获

得特异性的单一扩增曲线(图 1)。重复检测 3 次均取得一致

性结果, 表明该对引物对的扩增效率较高、特异性均较好。

因此, 选择该引物对和探针进行后续 RPA-LF 实验。 

2.2  RPA-LF 检测方法的建立  

结合RPA-LF反应体系, 采用引物对 3-RPA-173-F/R/P
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对单核细胞增生李斯特氏菌 ATCC19111 基因组进行扩增

反应, 反应产物通过层流侧吸试纸条进行检测, T线可出现

清晰的条带, 其中模板的菌液浓度为 1.8×108 CFU/mL, 重
复检测 3 次均取得一致性结果, 结果表明该方法可以特异

地检测单核细胞增生李斯特氏菌[9](图 2)。 
 

 
 

图 1  不同引物的 RPA-LF 扩增结果 
Fig.1  Amplification results of RPA-LF with different primers 

 

 
 

注: 1. 空白对照; 2. 单核细胞增生李斯特氏菌 ATCC19111; 3. 
HNZJ250816 单核细胞增生李斯特氏菌; 4. 阳性对照。 

图 2  单核细胞增生李斯特氏菌 RPA-LF 检测方法的建立 
Fig.2  Establishment of RPA-LF detection method for 

 Listeria monocytogenes 
 

2.3  RPA-LF 最佳反应时间的选择 

根据预实验结果选择 37 ℃为反应温度, 分别选择 5、
10、15、20、25 min 共 5 个梯度反应时间进行 RPA-LF 扩

增反应。结果见图 3, 当反应时间为 15 min 时, 侧流层析

试纸条上可观察到清晰的 T 线, 延长反应时间 T 线并没有

发生显著的变化, 重复检测 3 次均取得一致性结果。因此, 
选择 15 min 为最佳反应时间进行后续的实验。 

2.4  RPA-LF 最佳反应温度的选择 

最佳反应温度的筛选结果见图 4 显示, 反应时间为 15 min
时, 选择在 30 ℃到 45 ℃之间进行反应, 试纸条均可观察到

清晰的 T 线, 重复检测 3 次均取得一致性结果。整体分析

随温度梯度变化观察到条带的现象和现场检测的需求, 选
择 37 ℃为最佳反应温度。 

 
 

图 3  RPA-LF 最佳反应时间的筛选 
Fig.3  Screening of the optimal response time for RPA-LF 

 

 
 

图 4  RPA-LF 最佳反应温度的筛选 
Fig.4  Screening of the optimal reaction temperature for RPA-LF 

 

2.5  RPA-LF 特异性的测定 

最佳反应条件下, 分别选取双蒸水为阴性对照和单

核细胞增生李斯特氏菌 ATCC19111 作为阴、阳性对照, 提
取金黄色葡萄球菌、肠炎沙门氏菌、阪崎肠杆菌、奇异变

形菌、铜绿假单胞菌、志贺氏菌、粪肠球菌及大肠埃希氏

菌等常见的 8 种食源性致病微生物基因组, 统一调整其基

因组质量浓度为 1 ng/μL 进行 RPA-LF 特异性实验[8,19]。实

验结果见图 5 显示, 除阳性对照出现明显的 T 线, 阴性对照

和其他反应均为观察到明显 T 线, 重复检测 3 次均取得一致

性结果。结果表明该 RPA-LF 检测方法具有较好的特异性。 
 

 
 

注: 1. 无菌水; 2~10 分别为金黄色葡萄球菌 ATCC25923、沙门氏

菌 ATCC13076、奇异变形菌 ATCC150721、阪崎肠杆菌 
ATCC22560、福氏志贺氏菌 ATCC12022、铜绿假单胞菌

ATCC27853、粪肠球菌ATCC21606、大肠埃希氏菌ATCC35150、
单核细胞增生李斯特氏菌 ATCC19111 基因组的 RPA-LF 结果。 

图 5  RPA-LF 的特异性实验 
Fig.5  Specificity experiment of RPA-LF 
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2.6  RPA-LF 与同属其他菌交叉反应的测定  

图 6 结果为以单核细胞增生李斯特氏菌同属菌包括

英诺克李斯特氏菌、格氏李斯特氏菌的基因组 DNA 为模

板时, 本研究中所建立的 RPA-LF 方法仅阳性对照的试纸

条有明显的 T 线出现, 其余试纸条皆未有 T 线出现, 重复

检测 3 次均取得一致性结果。以上结果表明, 所建立的

RPA-LF 方法对李斯特氏菌同属菌均具有良好的特异性。 
 

 
 

注: 1. 阴性对照; 2. 单核细胞增生李斯特氏菌; 3. 英诺克李斯特

氏菌; 4. 格氏李斯特氏菌。 
图 6  RPA-LF 的抗干扰性测定结果 

Fig.6  Determination results of the anti-interference  
ability of RPA-LF 

 

2.7  RPA-LF 灵敏度的测定  

吸取 OD600 为 1.0 单核细胞增生李斯特氏菌菌悬液

1 mL 提取基因组, 用双蒸水梯度稀释后, 在最佳反应温度

37 ℃、最佳反应时间 15 min 条件下进行RPA-LF 的敏感性实验, 
结果(图 7)显示。根据 1.3.2 的数据结果, 单核细胞增生李斯特氏

菌液浓度OD600为1.0时, 细菌浓度为1.8×108 CFU/ mL, 提取

到的基因组经核酸蛋白仪检测, 质量浓度分别为 82.7、81.4、
81.9、82.8 ng/uL。当基因组稀释至浓度为 8.2×101 pg 时, 可
观察到明显的 T 线, 而继续稀释便无法观察到明显的条带, 
重复检测 3 次均取得一致性结果, 表明本研究中建立的

RPA-LF 对基因组的灵敏度可低至 8.2×101 pg。细菌量与试剂 

 
 

图 7  RPA-LF 灵敏度实验 
Fig.7  Sensitivity experiment of RPA-LF 

盒提取基因组量的对应关系[21], 计算得到 8.2×101 pg 基因组

对应的单核细胞增生李斯特氏菌量约 1.8×102 CFU。 

2.8  实际样本应用结果  

结果显示, 在不同乳制品样品基质存在的情况下, 建
立的 RPA-LF 对单增李斯特菌的检测结果(图 8~10)与传统

微生物方法是一致的, 表明本方法 RPA-LF 的检测结果对

实际样本的检测结果是可靠的。 
 

 
 

注: 1. 阴性对照; 2. 巴氏灭菌乳; 3. 调制乳; 4. 发酵乳;  
5. 奶粉; 6. 冰淇淋; 7. 乳清蛋白; 8. 阳性对照。 

图 8  RPA-LF 检测模拟样本 
Fig.8  Analogy samples test of RPA-LF 

 

 
 

注: 1. 巴氏灭菌乳; 2. 调制乳; 3. 发酵乳; 4. 奶粉;  
5. 冰淇淋; 6. 乳清蛋白, 下同。 

图 9  实际样本在李斯特显色平板上的现象 
Fig.9  Phenomenon of the actual sample on the  

Liszt chromogenic plate 
 

 
 

图 10  模拟样品在 PALCAM 平板上的现象 
Fig.10  Phenomenon of the simulate sample on the  

PALCAM plate 
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3  讨论与结论 

单核细胞增生李斯特氏菌是威胁食品安全, 特别是

冷藏乳制品安全的重要病原体之一[22]。传统的分离培养法

虽准确, 但周期过长(4~7 d), 难以满足现场快速筛查的需

求。以 PCR 为代表的分子生物学技术虽缩短了检测时间, 
但其对精密仪器、专业操作和实验室环境的依赖, 限制了

其在基层和现场的应用[23]。因此, 开发一种快速、简便、

不依赖复杂设备的现场检测方法具有重要的实际意义。 
本研究以 16S rRNA 基因和溶血素(hly)基因为靶点的

特异性引物与探针, 将 RPA 的恒温、快速扩增优势与 LF
的直观可视化检测相结合, 建立了一种适用于乳制品中

单核细胞增生李斯特氏菌的 RPA-LF 检测方法。本方法

在 30~45 °C 的宽泛温度范围内(最优为 37 °C)均能有效

工作, 总反应时间仅需 20 min(含 15 min 扩增与 5 min
层析检测), 通过肉眼观察获得结果, 极大地降低了对仪

器设备的依赖和操作复杂度[10–12]。与 8 种常见食源性致

病菌(包括金黄色葡萄球菌、沙门氏菌、大肠埃希氏菌等)
无交叉反应, 并且能够有效区分同属的李斯特菌(如英诺

克李斯特氏菌、格氏李斯特氏菌), 该方法具有很好的特异

性[16–17]。在灵敏度方面, 本方法对基因组 DNA 的检出限可

达 8.2×101 pg fg/μL, 对应菌液浓度约为 1.8×102 CFU/mL。
此灵敏度与 DU 等[17]报道的 RPA-LF 方法相当。值得注意

的是, 本研究建立的检测方法在复杂乳制品基质中表现

出良好的稳定性, 这与近期基于侧流层析试纸条技术在

水产品病害检测中的应用策略具有相似性 , 均体现了

RPA‑LF 技术在现场快速检测中的基质适应性优势[24]。本

研究还进一步在利用乳制品基质中进行了模拟样品验证, 
在模拟污染的实际乳制品样本(包括巴氏灭菌乳、调制乳、

发酵乳、奶粉等)检测中, 本方法的检测结果与传统微生物

培养法的结果一致, 证明了其在复杂食品基质中检测的可

靠性与准确性[25–27]。 
近年来我国及国际李斯特菌病流行病学及乳制品污

染状况研究显示, 中美两国近年来的监测数据均表明, 软
质奶酪等乳制品是李斯特菌病暴发的重要溯源对象, 这对

我国冷链乳制品的风险管控具有重要启示意义[28]。我国部

分地区的流行病学调查也显示, 该菌在即食食品及生鲜乳

中存在一定污染水平[28–30], 本方法的建立, 有效弥补了传

统培养法耗时长、PCR 法设备要求高的缺陷。与另一种常

见的恒温扩增技术 LAMP 相比, RPA 的反应体系更简单、

时间更短, 且探针设计使其特异性更容易控制。该方法不

依赖昂贵复杂的实验室相关仪器设备, 操作简便、反应迅

速, 结果直观。RPA-LF 技术为乳制品生产源头、流通环节

及基层监管部门的现场快速筛查单核细胞增生李斯特氏菌

的提供了一种全新的、切实可行、强有力的技术参考, 并
为后续开发商业化快检试剂盒奠定了坚实的理论基础[31]。 
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