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摘 要：单增李斯特菌(Listeria monocytogenes, LM)是引起食源性疾病暴发的主要病原之一，严重

威胁食品安全和公共卫生安全。在食源性致病菌污染呈现多元化特征的环境下，特异性检测单增

李斯特菌并开展预防工作极为重要。【目的】建立一种新的单增李斯特菌重组酶辅助扩增-外切酶

(recombinase aided amplification-exonuclease, RAA-exo)检测方法。【方法】针对单增李斯特菌的 hly

基因设计多对 RAA 引物和探针，筛选核酸扩增效率最高的引物。利用最佳 RAA 引物系统对反应

体系进行优化，包括 A buffer、B buffer、RAA 引物和探针的使用量。基于优化后的反应体系，对

该方法的灵敏度、特异性和实际应用能力进行评估。【结果】本方法检测重组质粒的最低检测限为

0.5 copies/μL，检测单增李斯特菌液的最低检测限为 10 CFU/mL。该方法仅对靶细菌单增李斯特菌

敏感，对沙门氏菌、大肠杆菌、金黄色葡萄球菌、蜡样芽孢杆菌等几种常见食源性病原菌均无法

检出，对绵羊李斯特菌、西尔李斯特菌、英诺克李斯特菌等几种李斯特菌同样无法检出。对 44

份猪肉样本的应用结果表明，本方法的检测结果与行业标准 SN/T 5224—2019 推荐的实时荧光

PCR 内标法结果一致。【结论】本研究建立的 RAA-exo 技术具有灵敏度高、特异性强、操作简便

等优点，在 37 ℃条件下 20 min 内即可完成检测，适用于基层现场快速检测，为单增李斯特菌的

快速检测提供了高效、便捷的技术支持，具有广阔的应用前景。
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Abstract: Listeria monocytogenes, as a major causative agent of foodborne illness outbreaks, poses 
a serious threat to food safety and public health. In complex foodborne pathogen environments, the 
specific and effective detection methods for L. monocytogenes are crucial. [Objective] To develop a 
novel recombinase-aided amplification-exonuclease (RAA-exo) assay for detecting L. monocytogenes. 
[Methods] Multiple RAA primer and probe sets targeting hly were designed, and the optimal 
primer set was selected based on nucleic acid amplification efficiency. The reaction system was 
rigorously optimized, focusing on the concentrations of A buffer, B buffer, and RAA primers 
and probe. [Results] The optimized RAA-exo assay showed a limit of detection (LOD) of 
0.5 copies/μL for recombinant plasmids and 10 CFU/mL for L. monocytogenes suspensions. 
The assay demonstrated high specificity, selectively detecting L. monocytogenes without cross-
reactivity to other common foodborne pathogens, including Salmonella, Escherichia coli, 
Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, or other Listeria species (L. ovinae, L. seeligeri, and 
L. innocua). In a validation study using 44 pork samples, the RAA-exo assay results were in 
complete agreement with those of the real-time fluorescence PCR internal standard method 
outlined in the industry standard SN/T 5224—2019. [Conclusion] The developed RAA-exo assay 
exhibits high sensitivity and specificity, requires minimal hands-on time, and achieves detection 
within 20 min at 37 ° C. Therefore, the assay is suitable for rapid, on-site testing, serving as an 
efficient and convenient tool for L. monocytogenes detection, with promising applications in food 
safety monitoring.
Keywords: Listeria monocytogenes; nucleic acid testing; RAA-exo

单增李斯特菌(Listeria monocytogenes, LM)

隶属于芽孢杆菌目李斯特菌属，是一种呈杆状、

无囊膜、无芽孢、有鞭毛的兼性厌氧革兰氏阳

性细菌。由于其生长抗逆能力强，生存温度范

围广，即便在低温酸性环境中也能存活，因此

广泛分布于各类食物中[1]。它被世界卫生组织

(World Health Organization, WHO)列为四大食源

性致病菌(大肠杆菌、肉毒杆菌、嗜水气单胞菌
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和单增李斯特菌)之一[2]。单增李斯特菌病是一

种重要的人畜共患病，可引发人或动物流产、

败血症、脑膜炎等严重疾病。该病原菌尤其对

新生儿、老年人、孕妇以及免疫缺陷者构成严

重威胁，临床死亡率高达 20%−30%[3-4]。目前，

全球各地仍有单增李斯特菌感染病例的报道，

这不仅给畜牧养殖业造成严重经济损失，更严

重威胁人类健康和公共卫生安全。因此，为加

强对 LM 污染的检测和监控，亟需针对 LM 建

立一种精准便捷的快速检测方法，以推动源头

防控体系的完善与高效运行。

针对 LM 的检测方法多样，包括传统细菌

培养方法[5]、酶联免疫吸附法 (enzyme-linked 

immuno sorbent assay, ELISA)[6]、聚合酶链式反

应(polymerase chain reaction, PCR)[7]、环介导等

温扩增法(loop-mediated isothermal amplification, 

LAMP) [8]、重组聚合酶扩增技术 (recombinase 

polymerase amplification, RPA)[9]、重组酶介导扩

增技术(recombinase aided amplification, RAA)等

快速检测技术。其中，RPA 和 RAA 技术凭借其

独特优势在众多快速检测技术中脱颖而出，被

视为实现便携式快速核酸检测的重要手段。二

者工作原理相同，均在 37−42 ℃恒温条件下工

作，通过重组酶、单链结合蛋白和 DNA 聚合酶

的协同作用，快速扩增核酸(30 min 内完成)。它

们灵敏度高(可检测单拷贝核酸)，无需热循环

仪，适合基层或现场检测。RAA 和 RPA 的核心

组分、反应条件和应用几乎一致，主要区别在

于酶的来源不同，而且 RPA 技术所有权在国外，

成本较高且供货周期长，而 RAA 则相对更易获

取。与传统的细菌培养方法相比，RPA 和 RAA

技术的检测流程更为简单，检测时间从数日缩

短至 30 min 内；与 ELISA 技术相比，操作流程

简便，无需预先制备单克隆抗体；与 PCR 技术

相比，无需昂贵仪器，也无需复杂的热循环程

序(变性、退火和延伸)，在常温下即可完成扩增

反应，检测时长也大大缩短，30 min 内就能完

成检测；与 LAMP 技术相比，只需一对引物，

节省了高昂的生物标记成本，且等温扩增温度

更低。总之，它们的发展有效弥补了传统细菌

检测方法和 PCR 技术的不足，对基础设施落后

地区的现场快速检测更为友好[10]。随着研究的深

入，有研究者将 RPA/RAA 技术与 CRISPR/Cas

反式剪切技术[11]、侧向层析试纸条(lateral flow 

assay, LFA)[12]和荧光法[13]相结合，进一步提升了

RPA/RAA 技术的发展潜力。其中荧光法对设备

要求不高，在保持便捷操作的同时兼具高敏感

度和高特异性优势，且较 CRISPR/Cas 反式剪切

技术和试纸条检测成本低，具有更广的普适性。

基于此，本研究旨在建立一种新的单增李斯特

菌 RAA-外切酶 (RAA-exonuclease, RAA-exo)荧

光法，为基层人员开展食源性致病菌现场快速

检测提供更为高效、便捷的技术支持。

1　　材料与方法材料与方法

1.1　菌株

单 增 李 斯 特 菌 (Listeria monocytogenes) 

EGD-e、绵羊李斯特菌(Listeria ivanii)、西尔李

斯 特 菌 (Listeria seeligeri)、 英 诺 克 李 斯 特 菌

(Listeria innocua)、 沙 门 氏 菌 (Salmonella) 

CVCC541、 大 肠 杆 菌 (Escherichia coli) ATCC 

25922、金黄色葡萄球菌(Staphylococcus aureus) 

ATCC 29213、蜡样杆菌 (Bacillus cereus) ATCC 

11778 均保存于浙江农林大学动物预防医学与公

共卫生实验室。

1.2　主要试剂和仪器

ZC-RAA® Basic Kits、 ZC-RAA® exo Kits，

杭州众测生物科技有限公司；核酸抽提液，北

京索莱宝科技有限公司；1×TE 缓冲液，生工生

物工程(上海)股份有限公司；核酸裂解液，博迪

泰(厦门)生物科技有限公司；高纯度质粒小量快

速提取试剂盒，上海惠凌生物技术有限公司。

超微量分光光度计，赛默飞世尔科技公司；

荧光定量 PCR 仪，安捷伦科技(中国)有限公司；

PCR 仪，伯乐生命医学产品(上海)有限公司；核
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酸电泳仪，北京六一生物科技有限公司；核酸

胶曝光仪，上海硕盟生物科技有限公司。

1.3　引物和探针的设计与合成

利用 Primer 6.0 软件针对靶序列 hly 基因设

计一套可特异性检测单增李斯特菌的 RAA 引物

与 exo 探针，所有探针均委托杭州有康生物科技

有限公司合成，具体引物和探针序列如表 1

所示。

1.4　RAA 引物筛选

基于阳性质粒参考品(5×103 copies/µL)，将

上述 RAA 引物进行不同组合展开基础 RAA 扩

增反应(a1F/a1R、a1F/a2R、a1F/a3R、a2F/a1R、

a2F/a2R、a2F/a3R、a3F/a1R、a3F/a2R、a3F/a3R、

a4F/a1R、a4F/a2R、a4F/a3R、a5F/a1R、a5F/a2R、

a5F/a3R、 b1F/b1R、 b1F/b2R、 b1F/b3R、

b1F/b4R、 b2F/b1R、 b2F/b2R、 b2F/b3R、

b2F/b4R、 b3F/b1R、 b3F/b2R、 b3F/b3R、

b3F/b4R、 b4F/b1R、 b4F/b2R、 b4F/b3R、

b4F/b4R)，选取扩增效率较高的引物组合进行荧

光 RAA 扩增反应，以扩增效率为依据筛选出最

佳配对方案。基础 RAA 反应和荧光 RAA 反应

分别按照 ZC-RAA® Basic Kits、ZC-RAA® exo 

Kits 说明书操作。

1.5　RAA-exo 反应体系的优化

基于筛选出的最佳 RAA 引物，优化 RAA-

exo 反应体系，分别对 A buffer (10%)、B buffer 

(280 nmol/L)、 RAA 引 物 (10 μmol/L) 和 探 针

(10 μmol/L)的用量进行优化。以 5×103 copies/µL

质粒为扩增模板进行荧光 RAA 反应，将荧光

RAA 扩增效率最高的组分确定为最优反应体系。

其中 A buffer 的用量分别为 20.0、22.5、25.0、

27.5、 30.0 μL； B buffer 的用量分别为 2.00、

2.25、2.50、2.75、3.00 μL；RAA 引物的用量分

别为 1.6、1.8、2.0、2.2、2.4、2.6 μL；探针的

用量分别为 0.4、0.5、0.6、0.7、0.8 μL。

表1　本研究所用的RAA引物和探针序列

Table 1　Sequence of primers and probes used in this study

Sequence names

LM-Probe-1

LM-hly-F1-a

LM-hly-F2-a

LM-hly-F3-a

LM-hly-F4-a

LM-hly-F5-a

LM-hly-R1-a

LM-hly-R2-a

LM-hly-R3-a

LM-hly-F1-b

LM-hly-F2-b

LM-hly-F3-b

LM-hly-F4-b

LM-hly-R1-b

LM-hly-R2-b

LM-hly-R3-b

LM-hly-R4-b

Sequences (5′→3′)

ACAACTTGAATGTCTGCATTATTTTGAT[FAM-dT]G[]THF][BHQ1-dT]GGATTTCTTCTTT-C3

TTCATCCATGGCACCACCAGCATCTCCGCCT

CGCCTGCAAGTCCTAAGACGCCAATCGAAA

GTCCTAAGACGCCAATCGAAAAGAAACACGCGGA

TGAAATCGATAAGTATATACAAGGATTGGATTA

TATACCACGGAGATGCAGTGACAAATGTGCCGC

AGAGCACCTGGATAGGTTAGGCTCGAAATTGCAT

CTAATTCCGAATTCGCTTTTACGAGAGCACCT

TTAATGAATCACGTTTTACAGGGAGAACATCTGG

AACAACGCAGTAAATACATTAGTGGAAAGATG

TTGATTATGATGACGAAATGGCTTACAGTGA

ATGGCTTACAGTGAATCACAATTAATTGCGAAA

AGCATTTAAAGCTGTAAATAATAGCTTGAATG

AGGTCTTGTAGGTTCATTAACATTCACGTTA

ACTGCTCTTTAGTAACAGCTTTGCCGAA

CAAGCGCTTGCAACTGCTCTTTAGTAACAGC

ACGCCACACTTGAGATATATGCAGGAGGA
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1.6　灵敏度实验

将质粒梯度稀释成 9 个稀释度，分别

为 104、 103、 102、 101、 5、 2.5、 1、 0.5、

0.25 copies/µL，并设置 ddH2O 作为阴性对照，

将出现阳性结果的最低质粒质量浓度作为检测

限。将单增李斯特菌梯度稀释成 8 个稀释度，

分别为 104、2×103、103、2×102、102、2×101、

101、5 CFU/mL，将出现阳性结果的最低浓度单

增李斯特菌作为检测限。

1.7　特异性实验

选择单增李斯特菌 EGD-e、绵羊李斯特菌、

西尔李斯特菌、英诺克李斯特菌、沙门氏菌

CVCC541、大肠杆菌 ATCC 25922、金黄色葡萄

球菌 ATCC 29213 和蜡样芽孢杆菌 ATCC 11778

进行特异性实验，对所有细菌培养物进行核酸

提取并检测，并设置 ddH2O 作为阴性对照。

1.8　重现性实验

采用空白样品添加法制备检测样品，单增

李斯特菌在猪肉样品中的添加浓度为 LOD。经

样品处理后，用 3 批不同试剂进行检测，每个

批次单独进行 5 次试验。根据每批测定的结果，

判断不同批次试剂对方法灵敏度的影响。

1.9　实际样品检测

人工制备单增李斯特菌污染的猪肉样品

44 份，取 10 g 猪肉样品切碎后与 90 mL LB 肉

汤混合，中速均质 15 min。往 0.9 mL 匀浆中分

别加入不同浓度的单增李斯特菌，振荡混匀。

然后将 40 份猪肉样品顺序打乱，重新排序制备

成盲样。将加标样品以 500 r/min 低速离心 30 s 以

去除大颗粒猪肉颗粒，取 50 μL 上清液与 50 μL

核酸裂解液 ( 含 2% Triton X-100、 10 mmol/L 

Tris-HCl、 5 mmol/L EDTA、 5% Chelex-100、

0.2 mol/L 海藻糖，pH 8.0)涡旋振荡 2 min，然后

12 000 r/min 离心 1 min，取上清进行核酸检测。

将 44 份猪肉样品经裂解液提取核酸后，分别用

RAA-exo、行业标准 SN/T 5224—2019[14]推荐的

实时荧光 PCR 内标法同时进行检测。根据 2 种

方法的检测结果，评估 RAA-exo 与行业标准

SN/T 5224—2019 的符合度。SN/T 5224—2019

是海关总署发布的出入境检验检疫行业标准，

全称为《出口食品中单核细胞增生李斯特菌检

验方法-实时荧光 PCR 内标法》，其核心是为出

口食品中单核细胞增生李斯特菌提供精准且能

监控假阴性的快速检测方案。

2　　结果与分析结果与分析

2.1　最佳 RAA 引物的确定

将现有的上、下游引物两两配对组合，并

进行基础 RAA 扩增。结果见图 1A、1B，a1F/

a5F/a1R/a3R 引物组合的扩增效率明显高于 b1F/

b4F/b1R/b4R 引物组合，因此选取 a1F/a5F/a1R/

a3R 引物组合进行进一步筛选。采用荧光型

RAA 评价 a1F/a5F/a1R/a3R 引物组合的核酸扩增

效率，结果如图 1C 所示：所有引物组合均出现

特异性扩增曲线。结果显示 a5F/a1R 组合的出峰

时间为 3 min，比其他引物组合的出峰时间都

早，而且 a5F/a1R 组合的荧光强度峰值最高，说

明 a5F/a1R 组合具有最高的扩增效率，因此选取

a5F/a1R 组合作为该单增李斯特菌 RAA-exo 方

法的扩增引物。

2.2　RAA-exo 反应体系的确定

RAA-exo 反应体系的优化结果见图 2，当

A buffer 使用量从 20.0 µL 增加至 25.0 µL 时扩

增效率逐渐提高，而继续增加 A buffer 的用量扩

增效率反而下降，因此 A buffer 的最佳使用量为

25.0 µL。如图 2B 所示，当 B buffer 的使用量从

2.00 µL 增加至 2.25 µL 时，扩增效率逐渐提高，

而继续增加 B buffer 的用量扩增效率反而下降，因

此 B buffer 最佳使用量为 2.25 µL。如图 2C 所示，

当引物的使用量从 1.6 µL 增加至 1.8 µL 时，扩

增效率逐渐提高，而继续增加引物的用量扩增

效率不再有明显的提高，因此引物最佳使用量

为 1.8 µL。如图 2D 所示，当探针的使用量从

0.4 µL 增加至 0.7 µL，扩增效率逐渐提高，而继
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图1　RAA引物筛选结果

Figure 1　RAA primer screening results. A: Primer screening result 1 by nucleic acid electrophoresis; B: Primer 

screening result 2 by nucleic acid electrophoresis; C: Primer screening result by fluorescence method.
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续增加探针的用量扩增效率反而下降，因此探

针最佳使用量为 0.7 µL。因此，选取 A buffer 

25.0 μL、 B buffer 2.25 μL、 上 下 游 引 物 各

1.8 μL、探针 0.7 μL 作为最优反应体系进行后续

反应。

2.3　灵敏度评估

菌液灵敏度结果如图 3A 所示，荧光浓度随

着质粒质量浓度的降低而对应降低，当质粒质

量浓度低至 0.5 copies/µL 时该方法仍然出现明

显的荧光信号，但当质粒质量浓度继续降低将

检测不到荧光信号，因此该方法检测质粒的最

低检测限为 0.5 copies/µL。菌液灵敏度结果如

图 3B 所示，当细菌浓度低至 10 CFU/mL 时该

方法仍然出现明显的荧光信号，但当细菌浓度

继续降低则检测不到荧光信号，因此该方法检

测细菌的最低检测限为 10 CFU/mL。

2.4　特异性评估

特异性评估结果如图 3C 所示，只有检测单

增李斯特菌 EGD-e 时出现明显的 S 型扩增曲线，

检测绵羊李斯特菌、西尔李斯特菌、英诺克李

图2　RAA-exo反应体系的优化结果

Figure 2　Optimization results of the RAA-exo reaction system. A: A buffer; B: B buffer; C: RAA primers; D: 

Probe.
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斯特菌、沙门氏菌 CVCC541、大肠杆菌 ATCC 

25922、金黄色葡萄球菌 ATCC 29213、蜡样芽

孢杆菌 ATCC 11778 这 7 种细菌时均未出现明显

的扩增曲线，说明该方法仅能检测单增李斯特

菌，对其他 7 种细菌均无交叉反应，特异性高。

2.5　重现性结果

本方法应用于猪肉中单增李斯特菌检测的

批间重现性结果表明，所有 3 批不同批次的试

剂阳性率均为 100%，重现性良好。

2.6　实际样本应用结果

本研究人工制备了 44 份单增李斯特菌污染

的猪肉样品，随后采用核酸裂解液进行核酸提

取。核酸裂解液对猪肉的耐受性结果如图 4E 所

示，结果显示在猪肉存在的情况下，核酸裂解

液对单增李斯特菌的提取效果与无猪肉存在时

相近，说明本研究使用的核酸裂解液提取效果

良好，可用于实际样品中单增李斯特菌的核酸

提取。RAA-exo 和行业标准 SN/T 5224—2019

对 44 份猪肉样品的检测结果如图 4 所示，

图3　方法性能评估结果

Figure 3　Evaluation results of the method’s performances. A: Sensitivity of plasmid; B: Sensitivity of bacterial 

liquid; C: Specificity.
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图4　实际样品检测结果

Figure 4　Detection results of actual samples. A: RAA-exo detection results for samples 1 to 26; B: RAA-exo 

detection results for samples 27 to 44; C: SN/T 5224—2019 detection results for samples 1 to 26; D: SN/T 

5224—2019 detection results for samples 27 to 44; E: Detection of the tolerance of nucleic acid lysis solution to 

pork; F: Analysis chart for detection results of RAA-exo and SN/T 5224—2019.
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RAA-exo 的检测结果见图 4A 和 4B，行业标准

SN/T 5224—2019 的检测结果见图 4C 和 4D。根

据 2 个方法的检测结果和方法结果的判定标准

制备散点图，见图 4F。图 4F 是基于 RAA-exo

和 SN/T 5224—2019 实验数据制作的：首先 X

轴指的是 SN/ T 5224—2019 的 Ct 值，以 35 为分

界，Ct 值小于 35 的为阳性样本，超过 35 的为

阴性样本；Y 轴是 RAA-exo 导出的实际样品

的荧光强度值，图中的 “Threshold value” 是

RAA-exo 的阈值，在阈值线以上的是阳性样本，

低于阈值线的是阴性样本。根据 2 种方法各自

的判定标准对检测样品进行判定，结果表明

RAA-exo 检出阳性样本 22 个，阴性样本 22 个

(图 4A、4B)；行业标准 SN/T 5224—2019 检出

阳性样本 16 个，阴性样本 28 个(图 4C、4D)，

而且行业标准 SN/T 5224—2019 和平板涂布法检

出的阳性样本在 RAA-exo 检测中均被检出。对

于差异样本(在 RAA-exo 中检出，而在行业标准

SN/T 5224—2019 中未检出)进行了平板计数法

验证，结果表明 RAA-exo 的检测结果与平板计

数法一致，表明本方法 RAA-exo 的检测结果对

实际样本的检测结果是可靠的。

3　　讨论与结论讨论与结论

单增李斯特菌对低温、酸性、高渗透环境

具有强抵抗性，极易在生产和储存过程中污染

食品，奶制品、蔬菜、海鲜等重要食物来源均

检测出该菌的存在[15]，造成广泛的食品污染。

据统计，病例患者多为孕妇、新生儿、老年人

以及免疫系统虚弱者[16]，患病原因多与食用被

LM 污染的生食或冷冻食品有关。近年来，中国

单增李斯特菌病的发生率显著增长，尤其集中

于经济较为发达的城市区域[17-18]。该病原菌对

孕妇群体构成严重威胁，非围产期孕妇的病死

率高达 3.78%，围产期孕妇流产及新生儿死亡比

例高达 32.68%[19]。单增李斯特菌是一种人畜共

患病原菌，动物李斯特菌病也在持续被报道，

患病动物大部分集中在牛、羊、鸡这 3 个养殖

品种，病死率最高达 100%[20]，给养殖业造成严

重的经济损失。这一系列数据凸显了 LM 给公

共卫生领域带来的巨大挑战，因此需从源头加

强防控，建立高效灵敏的检测方法以实现病原

的早期识别，保障食品安全与人类健康。

近些年来，针对 LM 已建立多种快速检测

技术。Etty 等[21]利用新型载体建立了一种能特

异性检测 P60 蛋白的夹心 ELISA 方法，提升了

检测效率。张海洋等[22]优化了检测抗体与捕获

抗体的种类及最佳稀释度，建立双抗体夹心

ELISA 方法，检测限达 103 CFU/mL。赵梦迪[23]

制造出 ActA 单抗竞争 ELISA 试剂盒，将检测

时限缩短至 2 h，灵敏度和特异性分别为 100%

和 93.3%。尽管 ELISA 方法试验设备简单、对

操作要求不高，但其灵敏度相较于分子诊断技

术表现较差，且需要预先进行前增菌和单克隆

抗体制备，过程繁琐且成本较高。分子生物学

诊断技术的出现解决了检测时间过长、灵敏度

和特异性不高的问题，现有常见核酸检测方法

的具体详情和比较见表 2。多重 PCR 可通过设

计多个特异性引物实现多病原菌的同时检测，

如 Boukharouba 等[24]建立了一种可同时检测致

病性大肠杆菌、单增李斯特菌、沙门氏菌和金

黄色葡萄球菌的多重 PCR 方法，检测限达

10 pg/μL。实时荧光 PCR 通过对荧光染料的扫

描可实现定量检测，如张俊彦等[25]基于叠氮溴

化乙锭建立可区分死菌与活菌的实时荧光 PCR

技术，检测限达每个反应 55 CFU。数字 PCR 技

术大大缩短了前增菌耗时，通过荧光信号大小

即可对目标物质进行定性和绝对定量分析，如

徐佳微等[26]以细胞壁水解酶基为靶基因建立了

单增李斯特菌微滴式数字 PCR 检测方法，最低

检测限为 6.65 copies/μL。尽管 PCR 技术在 LM

检测领域表现出良好的应用优势，然而它需要

较为昂贵的仪器、试剂和复杂的热循环程序，限

制了其普及与推广。基于此，等温核酸扩增技术
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应运而生。陈平亚等[27]针对 LM 的保守基因 actA

建立 LAMP 检测方法，灵敏度达 64 copies/μL。

陈清莹等[28]基于淬灭基团释放建立了可同时检

测单增李斯特菌和金黄色葡萄球菌的环介导

等温扩增技术(DRQ-LAMP)，针对 LM 的检测

限为 7.3×102 copies/g。岳慧敏等[29]优化增菌条

件后，LAMP 检测速冻肉糜类制品中单增李斯

特菌的检出限从 6.4×104 CFU/g (未增菌)降低至

6.4×101 CFU/g，结合 6 h 前增菌将总时间控制在

8 h 内。虽然 LAMP 避免了复杂的热循环程序，

但其扩增原理复杂，需要同时使用 4−6 个特异

性引物进行反应，生物标记成本提高，同时检

测温度高达 60 ℃，并非实现现场快速检测的最

优解。RPA 和 RAA 技术凭借其独特优势在多种

快速检测技术中脱颖而出，可在 37−42 ℃恒温

下工作，检测速度快(30 min 内完成)，灵敏度

高。研究者还将 RPA/RAA 技术与荧光法、试纸

条法和 CRISPR/Cas 联合使用，进一步提高

RPA/RAA 技术的灵敏度、特异性，以及扩大方

法的应用范围。郭瑞等[30]基于 hlyA 基因开发荧

光型 RAA 快速检测技术，质粒最低检测限为

1 copy/μL，菌液核酸最低检测限为 103 CFU/mL。

Garrido-Maestu 等 [31]研究开发了荧光型 RPA，

应用于检测熏三文鱼样本中 LM，其 LOD50 为

6.3 CFU/25 g。Chen 等[32]在 LFA 中使用铕纳米

颗粒作为荧光探针以提高灵敏度，开发了一种

RPA-LFA，可在 37 ℃下、30 min内同时检测 3种食

源性病原体，其中 LM 的检测限为 9 CFU/mL。

Yang 等[33]建立了 LM 的 RAA-CRISPR Cas12a

检测方法，菌液最低检测限为 350 CFU/mL，质

粒最低检测限为 5.4×103 ng/μL。Xiao 等[34]的研

究开发了一种 LM 的 RAA-CRISPR/Cas12a 检测

方法，其检测限为 4.4 CFU/g。其中，荧光法对

设备要求不高，在保持便捷操作的同时兼具高

敏感度和高特异性优势，较 CRISPR/Cas 反式剪

切技术和试纸条检测成本低，具有更广的普

适性。

为进一步提升荧光型 RAA 的灵敏度，本研

究优化了各项反应条件，建立一项新的单增

李斯特菌 RAA-exo 检测方法。本研究基于靶

基因 hly 设计出一系列 RAA 引物，分析不同

组合对扩增效率的影响，确定最佳引物组合为

表2　常见核酸检测方法的比较

Table 2　Comparison of common nucleic acid detection methods

Methods

PCR

LAMP

RPA fluorescence 
method
RAA fluorescence 
method

RPA test strip
RAA test strip

RPA-CRISPR/Cas 
and
RAA-CRISPR/Cas

Detection 
temperature

Transformation: 
95 ℃
Annealing: 55 ℃
Extrusion: 72 ℃

65 ℃ constant 
temperature

37 ℃ constant 
temperature

37 ℃ constant 
temperature

37 ℃ constant 
temperature

Reaction 
time

1−2 h

60 min

15−30 min

25−40 min

40−60 min

Main materials

Primers, probes, hot-start polymerase

BST polymerase, lock-type probes, primers

RAA reaction proteinase, primers, probes and RAA 
reaction buffer

RAA reaction protease, primers, probes and RAA 
reaction buffer, lateral flow chromatography test strip

RAA reaction protease, RAA reaction buffer, Cas 
protein, primers, CrRNA, probe

Cost of single 
reaction

Three yuan

Three yuan 
and sixty fen

Five yuan and 
twenty fen

Eleven yuan 
and twenty fen

Nine yuan and 
forty fen
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a5F/a1R。基于最佳的引物，系统优化反应体系，

包括 A buffer、B buffer、RAA 引物和探针的使

用量，显著提升了方法的灵敏度、特异性和准

确度。根据性能评估结果得知，该单增李斯特

菌 RAA-exo 检测方法表现出卓越的灵敏度，最

低检测限达 0.5 copies/μL。同时其特异性高度集

中于单增李斯特菌，对绵羊李斯特菌、西尔李

斯特菌、英诺克李斯特菌等其他李斯特菌无交

叉反应，对沙门氏菌 CVCC541、大肠杆菌

ATCC 25922、金黄色葡萄球菌 ATCC 29213、蜡

样芽孢杆菌 ATCC 11778 等几种食源性致病菌也

无交叉反应。在实际样品检测阶段，44 份猪肉

样本的检测结果准确率高于 SN/T 5224—2019 行

标法，验证了其检测结果的可靠性。此外，该

检测方法操作温度低(37 ℃)，无复杂的热循环程

序，检测周期短(20 min)，只需裂解液来提取核

酸，较核酸提取设备和试剂盒操作简便，普适

性更高，在食品样本中单增李斯特菌即时检测

领域具有广阔的市场应用潜力。
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