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摘 要：目的 建立食品中单核细胞增生李斯特氏菌的微滴式数字聚合酶链式反应（ddPCR）快速定量检测方法。

方法 筛选单核细胞增生李斯特氏菌的特异性引物和探针，通过对目标菌纯菌液及人工污染样品的检测，比较

ddPCR 方法和平板计数法的定值效果，对 ddPCR 结果进行特异性、灵敏性和重复性分析。结果 本研究建立的单

核细胞增生李斯特氏菌 ddPCR 检测方法具有良好的特异性、灵敏性和重复性。单核细胞增生李斯特氏菌纯菌液中

定量限（LOQ）和检出限（LOD）均为 136 CFU/mL，在鱿鱼圈和香肠样品中定量限分别为 240 CFU/g 和 155 CFU/g。
ddPCR 在各梯度水平上变异系数均小于 25%，ddPCR 和平板计数定值对数值相对偏差均小于 30%。结论 本研究

建立的 ddPCR 方法能够快速、准确、灵敏、特异地定量检测食品中单核细胞增生李斯特氏菌。
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Abstract：Objective A droplet digital polymerase chain reaction（ddPCR） method was developed for the rapid
quantitative detection of Listeria monocytogenes in food. Methods Specific primers and probes for Listeria monocytogenes
were screened. The constant value effect of ddPCR method and plate counting method was compared through the detection
of pure bacterial solution and artificially contaminated samples. The specificity，sensitivity and repeatability of ddPCR
method were analyzed. Results The ddPCR had the characteristics of excellent specificity，sensitivity and repeatability
in Listeria monocytogenes detection. The limit of detection（LOD）and the limit of quantification（LOQ）in pure bacterial
solution were 136 CFU/mL. The LOQ in squid ring and sausage samples was 240 CFU/g and 155 CFU/g. The coefficient
of variation of ddPCR was less than 25% at each gradient level，and the relative deviation of the logarithm of ddPCR and
plate counting was less than 30%. Conclusion The established ddPCR method is rapid，accurate，sensitive and specific
for the quantitative detection of Listeria monocytogenes in food.
Key words：Listeria monocytogenes；droplet digital polymerase chain reaction；limit of quantification；limit of detection

根据近几年中国食源性疾病暴发监测的数据，

微生物因素导致的疾病一直居于首位［1］。单核细胞

增生李斯特氏菌（Listeria monocytogenes，LM）是危害

公共卫生和食品行业的一种重要人畜共患病致病

菌［2］，主要以食物为传播媒介，是重要的食源性致病

菌。2002 年，LM 已被世界卫生组织列为四大重要

的食源性致病菌之一［3］，在冰箱保存时间过长的乳制

品、肉制品中最为多见［4］。在工业化国家，李斯特菌

病的发病率为每百万人口 36 例［5］。2013—2017 年

全国共在 64 家哨点医院发现 211 例单核细胞增生

李斯特菌感染病例［6］。
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致病菌定量检测对于执行食品微生物限量标

准、对食品中的致病微生物进行风险评估更具有实

际意义［7-8］。联合国粮食及农业组织和世界卫生组织

于 2004年发布的即食食品中 LM 的风险评估技术报

告中提到，LM致病是由摄入感染剂量约为 103 CFU/g
的食物引起的［9］。我国新修订的食品安全国家标准，

GB 4789. 30—2016［10］与 GB 4789. 30—2010 相比，增

加了定量检测方法，预包装食品致病菌限量标准

GB 29921—2021 规定，即食生制动物性水产制品中

LM限量为１组 5个样品均小于 100 CFU/g（mL），与世

界其他国家及有影响力的联盟（如日本、澳大利亚、

新西兰、瑞士、欧盟等）对某些特定食品（如冷藏、即

食肉制品等）中 LM 限量一致。现行有效的国家标准

中 LM 定量检测方法操作步骤多、检测周期长，有必

要研究一种快速高效的定量检测方法应对日益增长

的快速定量检测需求。

作为第 3 代核酸扩增技术，微滴式数字聚合酶

链式反应（Droplet digital polymerase chain reaction，
ddPCR）可实现对 DNA 分子的绝对定量［11］，不需要

内参基因和标准曲线［12］，可直接给出靶序列的拷贝

数；具有良好的灵敏性和重复性，易于标准化；作为

终点检测，对抑制剂的耐受度更高，可降低由食品

基质所导致的检测偏差。本研究拟采用 ddPCR 技

术建立 LM 的快速定量检测方法，对食品中 LM 的

特异性、灵敏性、稳定性提供数据支持，为开展食品

安全检测、风险评估等工作提供思路和借鉴。

1 材料与方法

1. 1 主要仪器与试剂

Stomacher 400 高效拍打式匀浆器（英国 Seward
公司）；THZ-C-1 台式全温振荡器（苏州培英实验设

备有限公司）；Fr-1iocell 恒温培养箱（德国 MMM 公

司）；5424 小型高速离心机（德国 Eppendorf 公司）；

GeneAmp 9700 PCR仪（美国 ABI公司）；QX200 ddPCR
系统（美国伯乐公司）。

脑心浸液肉汤（Brain heart infusion，BHI）培养基、

磷酸盐缓冲液（Phosphate-Buffered Dilution，PBD）购

自北京陆桥技术股份有限公司；李斯特氏菌显色培

养基购自法国 Chromagar 公司；葡萄球菌裂解酶购

自武汉光谷百桥生物；细菌基因组 DNA 提取试剂盒

购自天根生化科技有限公司，货号：DP302。
1. 2 菌株信息

12 株菌（表 1）中包括 3 株 LM 标准菌株（ATCC
13932、ATCC 15313、ATCC 19111）、1 株自分离株以

及 8株其他李斯特菌和食源性致病菌（ATCC 19119、
ATCC 35967、ATCC 35897、ATCC 25401、ATCC 33090、

ATCC 12325、ATCC 25922、ATCC 25923）。

1. 3 实验方法

1. 3. 1 引物探针设计、合成与筛选

本文用到 4 套 LM 的引物探针，均委托上海生

工生物工程股份有限公司进行合成。其中选取文

献［2］中引物和探针 1 套，SN/T 1870—2016［13］标准

中的引物探针 1 套，另外选取 Genebank 数据库中公

布的特异性强且高度保守的单拷贝基因：内化素基

因（InlA，GenBank No. EF445938. 1）和溶血素基因

（hly，Genbank No. LC259879. 1）作为靶序列设计引

物和探针 2 套。4 套引物探针序列见表 2。
活化表 1 中所有菌株进行过夜培养，取 1 mL

过夜培养纯菌液进行梯度稀释提取 DNA。将表 2中

引物/探针通过 ddPCR 对表 1中菌株进行检测，验证

引物探针的有效性和特异性。

1. 3. 2 纯菌液平板计数

选取 2~3 个适宜梯度对 PBD 稀释的 LM（ATCC
13932）过夜培养纯菌液进行显色平板涂布计数（0. 3、
0. 3、0. 4 mL），36 ℃倒置培养 48 h。计数同一稀释

度 3 个平板所有典型菌落数合计在 15 ~150 CFU 之

表 1 实验用菌株列表

Table 1 List of experimental strains
序号

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
合计

菌株名称

Listeria monocytogenes
Listeria monocytogenes
Listeria monocytogenes
Listeria monocytogenes

Listeria ivanovii
Listeria seeligeri
Listeria welshimeri
Listeria grayi
Listeria innocua

Salmonella enterica subsp. diarizonae
Escherichia coli

staphylococcus aureus

菌株来源及编号

ATCC 13932
ATCC 15313
ATCC 19111
STRC分离株

ATCC 19119
ATCC 35967
ATCC 35897
ATCC 25401
ATCC 33090
ATCC 12325
ATCC 25922
ATCC 25923

数量

1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
12

注：ATCC：美国典型培养物保藏中心；STRC：中国海关科学技术研究

中心

表 2 ddPCR引物/探针序列

Table 2 Primer/probe sequences of ddPCR
靶基因名称

hlyA[2]

SN/T 1870—
2016[13]

InlA

hly

引物/
探针名称

Lmo-F1
Lmo-R1
Lmo-P1
Lmo-F2
Lmo-R2
Lmo-P2
Lmo-F3
Lmo-R3
Lmo-P3
Lmo-F4
Lmo-R4
Lmo-P4

序列（5’-3’）
TGCAAGTCCTAAGACGCCA

CACTGCATCTCCGTGGTATACTAA
CGATTTCATCCGCGTGTTTCTTTTCG
CTGAATCTCAAGCAAAACCTGGT

CGCGACCGAAGCCAACTA
ATACGATAACATCCACGGCTCTGGCTGG

TAACAGACACGGTCTCGCAAA
TCCCTAATCTATCCGCCTGAAG
AGATCTAGACCAAGTTACG
CATGGCACCACCAGCATCT
ATCCGCGTGTTTCTTTTCGA

CGCCTGCAAGTCCTAAGACGCCA
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间的平板。

1. 3. 3 纯菌液 ddPCR检测

1. 3. 3. 1 DNA提取

纯菌液进行 PBD梯度稀释，取各稀释度菌液 1 mL
用于细菌基因组 DNA的提取。先离心收集菌体细胞

（12 000 ×g，5 min），加入葡萄球菌裂解酶处理后，

再用试剂盒提取 DNA，将 DNA 溶解在 50 μL TE 缓

冲液中。

1. 3. 3. 2 ddPCR反应体系

10 μL ddPCR master mix for Probes（no dUTP），

上、下游引物各 1. 5 μL（终浓度 750 nmol/L），探针

0. 5 μL（终浓度 250 nmol/L），DNA 模板 5 μL，用双

蒸水补足总体积 20 μL。
1. 3. 3. 3 ddPCR扩增及结果读取

将分装好的 20 μL的 ddPCR反应预混液和 70 μL
微滴生成油分别加入到微滴生成卡的相应位置中，

置于微滴生成仪中进行微滴生成。用排枪将微滴缓

慢转移至 96 孔板中，记录位置，封膜后转移至 PCR
仪上进行扩增反应。

扩增反应条件：95 ℃预变性 10 min；94 ℃变性 30 s，
58 ℃退火 1 min，45个循环；98 ℃ 10 min（固化微滴）。将

扩增产物置于微滴分析仪中，利用 QuantaSoft软件进行

结果读取和分析。ddPCR测定结果与对应菌悬液浓度

（1拷贝基因组对应 1个 CFU菌落）的换算公式如下：

C 1 = N × V1
V2 × V3 式（1）

式（1）中：C1为对应菌液浓度（CFU/mL）；N 为 20 μL
ddPCR 反 应 体 系 中 测 得 的 核 酸 拷 贝 数（copies/
20 μL）；V1 为提取核酸的最终定容体积（μL）；V2 为
ddPCR 反应体系中加入的核酸模板体积（μL）；V3为
提取的菌液体积（mL）。

1. 3. 4 人工污染样品的检测

选择经传统方法验证不含目标菌的食品样品作

为添加基质。按照 1. 3. 2进行平板计数。取 10-5的菌液

1 mL、10-5的菌液 4 mL、10-6的菌液 1 mL和 10-6的菌液

2 mL 分别添加到盛有 25 g 食品样品的均质袋中，各

添加浓度分别设 3个平行样品，另取 1份 25 g样品不

添加菌液作为阴性对照。上述样品中加入 225 mL
PBD，用拍击式均质器拍击 2 min，制成含有不同污染

水平的人工污染样品。取各样品匀液 4 mL按照试剂

盒要求提取 DNA，最终将 DNA溶解在 50 μL TE缓冲

液中，进行 ddPCR检测，按照公式（2）计算样品中目标

菌的含量（CFU/g），比较两种方法的检测效果。

C 2 = N × V1
V2 × V3 × 10 式（2）

式（2）中：C2 为检样中目标菌含量（CFU/g）；V3 为提

取的样品匀液体积（mL），其余同式（1）。

2 结果

2. 1 引物探针特异性筛选

用 4套引物探针同时对 LM标准菌株 ATCC 13932
基因组 DNA进行 ddPCR检测，结果显示 Lmo-F1/R1/
P1 的扩增荧光信号最强（图 1），取 Lmo-F1/R1/P1

图 1 4套引物探针 ddPCR筛选

Figure 1 Screening of ddPCR with four primer probes
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对 3 株 LM 标准菌株、1 株自分离株以及 8 株其他李

斯特菌和食源性致病菌进行检测，结果发现只有 4株

LM 扩增为阳性，其余检测均为阴性（图 2），证明该

套引物探针特异性良好。

2. 2 LM纯菌液的检测

2. 2. 1 平板计数定值结果

原始菌液平板计数结果是 4. 62×109 CFU/mL，
对数值（lg）9. 66 lg（CFU/mL）。

2. 2. 2 ddPCR定值结果

经 ddPCR检测，LM（ATCC 13932）纯菌液在 10-4~
10-7稀释水平上，阳性微滴逐渐减少，最低可检测到

10-7稀释度（图 3），10-7稀释水平上 5 个平行样品均

图 2 ddPCR引物探针的特异性结果

Figure 2 Specific results of ddPCR primer probe

图 3 梯度稀释的 LM纯菌液 ddPCR扩增微滴分布图

Figure 3 ddPCR microdroplet distribution of Listeria monocytogenes pure bacterial solution with gradient dilution
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能 检 出 ，变 异 系 数（Coefficient of variation，CV）为

10. 40%，定量限（Limit of quantification，LOQ）和检出

限（Limit of detection，LOD）均为 0. 68 copies/μL，按公

式（1）计算其对应原菌液浓度为 136 CFU/mL，灵敏

性良好。在 10-4~10-7定值范围内，ddPCR 测得菌液

浓度对数值为 2. 13～5. 30 lg（CFU/mL），与平板计

数法测得值相比，其相对偏差满足微生物定量测量

方法小于 30% 的要求［14-15］。详见表 3。

2. 3 LM人工污染样品的检测

分别在鱿鱼圈和香肠样品中添加不同浓度的

LM（ATCC 13932）制成人工污染的阳性样品，同时

进行 ddPCR 检测和平板计数。结果发现鱿鱼圈和

香肠样品中目标菌的 LOQ 分别达 240 CFU/g 和

155 CFU/g，灵敏性良好，所对应的 CV 值分别为

11. 76% 和 11. 63%，同平板计数结果相比，其对数值

相对偏差均小于 30%。详见表 4、表 5。

2. 4 重复性分析

LM 纯菌液稀释及人工污染样品 ddPCR 检测结

果 CV 值均小于 25%，证明该方法用于 LM 定量检

测时具有良好的重复性［16］。

3 讨论

自商业化数字 PCR 平台推出以来，研究者们进

行了大量的基于数字 PCR 技术的应用研究，近年国

内外已有学者应用 ddPCR 技术检测单核细胞增生

李斯特氏菌。NETZER 等［9］利用数字 PCR 技术对

水产养殖中重点细菌（包括单核细胞增生李斯特氏

菌）进行绝对定量。赵丽青等［2］利用 ddPCR 技术定

量检测食品中单核细胞增生李斯特氏菌，检出限为

3. 6±0. 1 copies/20 μL。GRUDLEWSKA-BUDA 等［17］

用经典培养法和数字 PCR 方法比较单核增生李斯

特菌生物膜形成的强度，实验显示经典培养法和

ddPCR 法的结果相关性有统计学意义（P≤0. 001），表

明 ddPCR 技术是检测生物膜中细菌数量的有效方

法。可见 ddPCR 是一个比较成熟的检测技术，尝试

将其应用在食品致病菌的定量检测中是一个正确

的思路。

本研究通过 ddPCR 检测筛选出一套特异性良

好的引物探针，对 LM 纯菌液及两种人工污染样品进

行平板计数及 ddPCR 检测，比较两种定量方法的检

测结果，分析 ddPCR 定量检测的 LOQ、LOD 及重复

性，建立 LM 的 ddPCR 定量检测技术。LM 纯菌液中

LOQ 和 LOD 均为 136 CFU/mL，两种人工污染样品

的检测中 LOQ 分别为 240 CFU/g 和 155 CFU/g，CV
值均小于 25%，ddPCR 与平板计数定值结果的对数

值相对偏差均小于 30%。以上结果表明本研究建立

的单核细胞增生李斯特氏菌 ddPCR 检测方法具有

良好的特异性、灵敏性和重复性。相比现行国家标

准可疑阳性样品 3～6 d 的检测周期，本研究建立的

检测方法仅需 1~2 d，大幅缩短检测周期，为单核细

胞增生李斯特氏菌高风险食品的快速检测提供一

种新手段，为制订食品微生物定量检测标准提供技

表 5 人工污染香肠样品中 LM的检测

Table 5 Detection of Listeria monocytogenes in artificially contaminated sausage
添加菌液稀释度

/添加量

10-5/4 mL
10-5/1 mL
10-6/4 mL
10-6/2 mL

ddPCR测定结果/（CFU/g）
重复 1
3 200
750
420
135

重复 2
3 300
635
395
160

重复 3
2 850
650
340
170

平均值

3 117
678
385
155

平均对数值

3.49
2.83
2.59
2.19

CV/%
7.58
9.22
10.63
11.63

平板计数平

均对数值

4.11
3.51
3.16
2.86

ddPCR和平板平均对数值

相对标准偏差/%
8.13
10.70
9.94
13.18

表 4 人工污染鱿鱼圈样品中 LM的检测

Table 4 Detection of Listeria monocytogenes in artificially contaminated squid ring
添加菌液稀释度

/添加量

10-5/4 mL
10-5/1 mL
10-6/4 mL
10-6/2 mL

ddPCR测定结果/（CFU/g）
重复 1
5 550
1 950
530
250

重复 2
5 850
1 650
750
265

重复 3
6 350
1 500
600
210

平均值

5 915
1 700
625
240

平均对数值

3.77
3.23
2.80
2.38

CV/%
6.83
13.48
17.94
11.76

平板计数结

果平均 Lg值
4.06
3.54
3.10
2.85

ddPCR和平板平均对数

值相对偏差/%
3.64
3.36
5.07
7.74

表 3 梯度稀释的 LM纯菌液 ddPCR定量检测结果

Table 3 Quantitative test results of Listeria monocytogenes pure bacterial solution with gradient dilution
稀释

因子

10-4
10-5
10-6
10-7

ddPCR测定结果 (拷贝/μL)
平行 1
1 015
81.6
7
0.66

平行 2
1 036
84
7.6
0.76

平行 3
987
81.1
6.1
0.71

平行 4
973
73.3
6.9
0.57

平行 5
994
84.5
7.9
0.69

平均值

1 001
80.9
7.1
0.68

CV/%
2.47
5.56
9.81
10.40

ddPCR测定菌液浓度/
lg(CFU/mL)

5.30
4.21
3.15
2.13

平板计数结果/
lg(CFU/mL)

5.66
4.66
3.66
2.66

ddPCR和平板平均对

数值相对偏差/%
3.28
5.07
7.49
11.06
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术思路和数据支撑。

本研究制定的检测方法不能在检测前有效去

除死菌体，可能会对实验结果产生影响，但本研究

中均使用新鲜过夜培养菌液或人工污染样品进行

检测，所以推测不会对本次实验结果有决定性影

响。食品种类丰富多样，成分复杂，很可能有死菌体

和多种杂菌，另外数字 PCR 检测平台 QX200 可以

进行双通道检测，能实现更高效率、更经济的快速

定量检测，所以有效除去样品菌液中的死菌，更多

样化的高风险实际样品双重数字 PCR 检测是接下

来值得关注的研究方向。
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