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摘$要!目的$建立结合 =%.<焦磷酸测序检测单核细胞增生李斯特氏菌的方法% 方法$根据单核细胞增生李斯

特氏菌的 ,(6基因设计扩增引物和测序引物!特异地扩增目的片段!再制备单链模板!在测序引物引导下进行焦磷

酸测序!通过测序结果与 4MCXFCU 中的 ,(6基因序列的比对进行鉴定% 结果$扩增引物和测序引物表现出良好的

特异性!!D 株单核细胞增生李斯特氏菌菌株均扩增出大小 5#" P[ 的 2(/片段!焦磷酸测序结果与 ,(6基因序列

!66e匹配!而阴性对照菌株均未扩增出 2(/条带!焦磷酸测序结果为阴性% 结论$建立的方法特异性高!是快速

从 2(/序列水平上检测单核细胞增生李斯特氏菌的有效手段%
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$$单核细胞增生李斯特氏菌"9’*2+#’% :;1;&62;8+1+*$
0V,#是主要食源性致病菌之一)!* $能引起人和动物
的李斯特菌病$临床死亡率可达 76e以上)5 g7* ’ 随着
分子生物学的发展$已有用普通 =%.或荧光 =%.检
测 0V,的报道)# gD* $虽然这些方法具有快速(高通量
的特点$却无法获得分子诊断的黄金标准!2(/碱
基序列$因此有出现假阳性的可能’ 焦磷酸测序
"[L?KTMNHMCZBCJ#技术是近年来发明的一项实时进行
短片段 2(/测序技术$该技术在 2(/序列分析时不
需要电泳和荧光标记$直接测定测序引物后面的碱基
序列$通过提供可靠的序列信息来确认 =%.产物$同
时由于主要分析 =%.产物双链中的一条链的序列$
避免了由于 2(/链的二级结构造成的人工假象$使
测序结果更加准确)b* ’ 本研究根据 0V,的 ,(6基因
"4MCXFCU%2j68#8E"#$设计扩增引物和测序引物$
建立了结合 =%.<焦磷酸测序检测 0V,的方法$达到
从 2(/碱基序列水平上快速(准确检测 0V,的
目的’

!$材料和方法
!9!$材料
!9!9!$菌株信息

0V,共 !D 株$其中单核细胞增生李斯特氏菌
标准菌株 ! 株 "/:%%!"!!8 #$食品中分离菌株
!8 株$菌株信息见表 !’ 阴性对照株 !5 株$分别为
英诺克李斯特氏菌"%’%%!6#!b#(伊氏李斯特氏菌
"%’%%5!DD7#(格氏李斯特氏菌"%’%%5!Db6#(斯
氏李斯特氏菌 "%’%%5!Db! #(阪崎肠杆菌 "/:%%
5"8###(大肠杆菌 "/:%%58"55 #(痢疾志贺氏菌
"(’%=X=8!585#(金黄色葡萄球菌"%V%%5D667#(
粪链 球 菌 "/:%% 5"5!5 #( 藤 黄 微 球 菌 "%V%%
5E66!#(肺炎克雷伯氏菌"%V%%#D!65#(小肠结肠
炎耶尔森氏菌"%V%%8555!#’ 标准菌株分别购自
中国普通微生物菌种保藏管理中心(中国药品生物
制品鉴定所(中国工业微生物菌种保藏管理中心和
广东出入境检验检疫局技术中心’ 所有菌株均经
单核细胞增生性李斯特氏菌微量生化鉴定试剂条
/=’9’*2#’% 进行确证’
!9!95$主要仪器和试剂

=L?KVF?U W2检测系统 "瑞典 XBKQFJM公司 #$
=%.扩增仪 "b66 型"美国 =)公司#$全自动核酸纯
化系统 !54%"日本 =** 公司#$=%.所用试剂)宝生
物工程 "大连 # 有限公司 *$焦磷酸测序用试剂

$$$$表 !$单核细胞增生李斯特氏菌食品分离菌株信息
:FPWM!$9’*2+#’% :;1;&62;8+1+*BTKWFQMTR?KARKKS BCRK?AFQBKC
菌株编号 样品来源 菌株编号 样品来源 菌株编号 样品来源
0V,! 冻章鱼 0V,5 冻整壳夏夷贝 0V,7 紫石房蛤
0V,# 冻蟹子 0V,8 冻章鱼 0V,D 冻章鱼
0V,b 猪肉 0V,E 冰鲜三文鱼 0V," 鹅爪
0V,!6 冻猪耳 0V,!! 冻猪耳 0V,!5 冻凤爪
0V,!7 冻墨鱼 0V,!# 冻猪后脚 0V,!8 冻章鱼

"jBFJMC 上海办事处#$单核细胞增生李斯特氏菌增
菌液 0X!(0X5"北京陆桥有限公司#’
!95$方法
!959!$引物设计

根据 0V,的 ,(6.基因序列中的保守区域$用
=L?KVF?U /TTFL2MTBJC 596 软件设计扩增引物和测
序引物$上游引物 1%/4:/:/%%/%44/4/:4%/4
:4/$下游引物 .%44%///:%//:4%:4/4:4::$
测序引物 *%//:::%4/4%%://%%:$扩增片段为
5#" P[$下游引物 8o端标记生物素$引物合成和生
物素标记委托宝生物工程"大连#有限公司完成’
!9595$模板制备

所有菌株均用 0X! 增菌液在 "76 l!# c培养
条件下培养 5# G$移取 0X! 增菌液培养后得到的菌
悬液 69! AW转种于 0X5 增菌液内$于"76 l!# c培
养条件下培养 !E d5# G’ 取经过 0X! 和 0X5 逐次
培养后得到的菌悬液 ! AW移入离心管中$!5 666 ?@
ABC 离心 8 ABC 去除上清液$用 ! AW去离子水漂浮
沉淀$!5 666 ?@ABC 离心 7 ABC 去上清$重复两次$最
后加 566 !W去离子水在全自动核酸纯化系统上提
取 2(/$用于 =%.扩增’
!9597$=%.扩增

扩增体系 86 !W$=%.VB\XHRRM?58 !W$:FN 酶
8 !W$VJ%W5 ! !W$!6 !AKW@0上(下游引物各 5 !W$模
板 ! !W$去离子水 !# !W’ 循环参数为$"8 c预变性
# ABC&"8 c !8 T$D8 c 76 T$b5 c 76T$#7 个循环&
b5 c !5 ABC$# c保存’ =%.扩增产物一部分在
5e琼脂糖凝胶上电泳$另一部分用于焦磷酸测序’
!959#$单链模板制备及焦磷酸测序

将 !8 !W=%.产物转移至 "D 孔=%.板中$加入
5 !W磁珠 "TM[GF?KTMPMFST#( 56 !W结合缓冲液
"PBCSBCJPHRRM?#和 #7 !W纯水$常温震荡混 56 ABC&
打开真空泵$将真空预装工具" [?M[ QKKW#在高纯水
中清洗 76 T$将 [?M[ QKKW移到 "D 孔 =%.板中$抓取
其中的磁珠$待磁珠基本抓取完毕后将携带有磁珠
的 [?M[ QKKW放入 b6e乙醇中 8 T$再分别在变性缓冲
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液 " SMCFQH?FQBKC PHRRM?# 和 洗 涤 缓 冲 液 "‘FTGBCJ
PHRRM?#中各清洗 56 d76 T$[?M[ QKKW放在装有退火预
混液 =*j"D 板"预先加入 #7 !W退火缓冲液和 5 !W
测序引物#的上方$关掉真空泵$轻轻摇动释放磁
珠$将 =*j"D 板在 E6 c放置 8 ABC$自然冷却至室
温后进行焦磷酸测序反应’ 测序程序采用 *j/模
式$按 /:%4的碱基排列顺序$依次循环加入 !8 次$
根据软件给出的剂量在试剂仓中加入底物混合物(
酶混合物和 # 种脱氧核糖核苷酸$将 =*j"D 孔板和
试剂仓放入 =L?KVF?U W2系统中进行焦磷酸测序’
测序峰及相应的 2(/碱基序列由仪器 *j/软件自
动分析产生’
!9598$模拟样品检测

用均质袋分别秤取猪肉(对虾各 58 J"根据 4X
#bE"976!56!6 检测$确认 0V,阴性#$分别加入! AW
已调好浓度的 !65 ZRH@AW0V,/:%%!"!!8 菌悬液$
搅匀$再加 558 AW0X! 增菌液$经拍击式均质器上连
续均质 ! d5 ABC 后$在"76 l!# c培养条件下培养
5# G$移取经 0X! 增菌液培养后得到的菌悬液 69! AW
转种于 !6 AW0X5 增菌液内$于"76 l!# c培养条件
下培养 !E d5# G’ 然后取部分经过 0X! 和 0X5 逐次
培养后得到的菌按 !959# 所述进行焦磷酸测序$另一
部分按 4X#bE"976!56!6/食品微生物学检验 单核
细胞增生李斯特氏菌检验0继续进行检测’

5$结果
59!$=%.扩增与焦磷酸测序结果
59!9!$,(6基因 =%.扩增结果

!D 株 0V,均扩增出 5#" P[ 大小的 2(/扩增
条带"图 !#$而其他非 0V,菌株未见扩增条带"图
5(7#’ 图 5 可见$第 8 泳道的金黄色葡萄球菌在
586 P[ 附近有扩增带$其扩增产物用焦磷酸测序$结
果为 /:%%/44:4%:%:%/4:///4%/4:/::4%:/4
://4:://4:///4"图 ##$该序列与/:%%/44:4%
:%:%4:////4比对$匹配的2(/碱基数仅为 !# 个$
即%/:%%/44:4%:%:%$因此判定为非0V,’

经过 (%X’网站的 X0/*:反复比对分析$发现
,(6基因测序引物后的 5! P[ 连续 2(/序列可达到
鉴定 0V,的目的’ 因此$本研究判断结果的依据为
测序的 5! 个 2(/碱基序列与上述序列 !66e
匹配’
59!95$焦磷酸测序结果

通过测序结果与 ,(6基因测序引物后的 2(/
碱基序列 "/:%%/44:4%:%:%4:////4/%4//
::%4//::/:4/:////:%# 的比对进行结果判
断’ 测序碱基序列与 ,(6基因测序引物后的 5! 个

注%V%86 P[ AFUM?&!%0V,&5<!D%0V,! d0V,!8&!b%去离子水’

图 !$0V,,(6基因 =%.扩增电泳图
1BJH?M!$=%.<MWMZQ?K[GK?MTBT?MTHWQTKR0V,,(6JMCM

注%V%86 P[ AFUM?&!%0V,&5%阪崎肠杆菌&7%大肠杆菌&#%痢疾

志贺氏菌&8%金黄色葡萄球菌&D%粪链球菌&b% 藤黄微球菌&E%肺

炎克雷伯氏菌&"%小肠结肠炎耶尔森氏菌&!6%去离子水’

图 5$0V,特异性试验 =%.扩增电泳图 F

1BJH?M5$=%.<MWMZQ?K[GK?MTBT?MTHWQT,R0V,T[MZBRBZBQLQMTQF

注%!%英诺克李斯特氏菌&5%格氏李斯特氏菌&7%V%86 P[ AFUM?&#%

0V,&8% 斯氏李斯特氏菌&D% 伊氏李斯特氏菌&b%去离子水’

图 7$0V,特异性试验 =%.扩增电泳图 P

1BJH?M7$=%.<MWMZQ?K[GK?MTBT?MTHWQT,R0V,T[MZBRBZBQLQMTQP

2(/碱基序列 "/:%%/44:4%:%:%4:////4#
!66e匹配$则判断为 0V,’

!D 株 0V,的焦磷酸测序结果根据模板浓度等
条件的不同$均测出 7b dD# P[ 大小不等的 2(/序
列"表 5$图 8(D$本文只列出 0V,! 和 0V,/:%%
!"!!8 的测序结果图#$测序结果分别与测序引物后
的 2(/序列比对$发现 !66e匹配的碱基数为 5! d
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$$$7" P[$所有有效测序结果均超过 5! 个碱基$表明
,(6基因扩增引物和测序引物特异性较好$反应体系

优化 也 较 好$ 并 且 可 用 /:%%/44:4% :%:%4:
////4碱基序列特异性地检测 0V,’

表 5$单核细胞增生李斯特氏菌焦磷酸测序结果
:FPWM5$*MNHMCZBCJQMTQ?MTHWQTKR9’*2+#’% :;1;&62;8+1+*

菌株编号 检测的 2(/碱基序列 匹配百分数"e#

/:%%!"!!8 /:%%/44:4%:%:%4:////4%4//::%44//:://://%///:% bb9E"78 @#8#

0V,! /:%%/44:4%:%:%4:////4%4//::%44//::/4:/4 !6696"7" @7"#

0V,5 /:%%/44:4%:%:%4:////4%4//::%44//::/4/://4////:%//%%4:4::%:%%/:%4 8D97"78 @D##

0V,7 /:%%/44:4%:%:%4:////4%4//::4%//::/4:/4//// D#95"5b @#5#

0V,# /:%%/44:4%:%:%4:////4%4//::%44//::/4:/4 !6696"7" @7"#

0V,8 /:%%/44:4%:%:%4:////4%4//::%44//::/4:/4 !6696"7" @7"#

0V,D /:%%/44:4%:%:%4:////4%4//::%44//::/4:/4 !6696"7" @7"#

0V,b /:%%/44:4%:%:%4:////4/%4//::%4//::/:4/:////:% #D9b"5! @#8#

0V,E /:%%/44:4%:%:%4:////4/%4//:%4/://:///% 8897"5! @7E#

0V," /:%%/44:4%:%:%4:////4/%4//::%44//::/:4/://%///:% #79E"5! @#E#

0V,!6 /:%%/44:4%:%:%4:////4/:%4//::%44//::4//:4/://:%///:%% 7"9D"5! @87#

0V,!! /:%%/44:4%:%:%4:////4/%4//:%4/://:///% 8897"5! @7E#

0V,!5 /:%%/44:4%:%:%4:////4/:%4//::%44//::/:4/://:%4///:% #!95"5! @8!#

0V,!7 /:%%/44:4%:%:%4:////4/%4//:%4/://///% 8D9E"5! @7b#

0V,!# /:%%/44:4%:%:%4:////4%4//::%44//::/4/:/4///:% E696"7D @#8#

0V,!8 /:%%/44:4%:%:%4:////4/%4//::%44//::/:4/://%///:% #79D"5! @#E#

注%加+$$,序列部分表示测序结果不可靠’

图 #$金黄色葡萄球菌焦磷酸测序结果图
1BJH?M#$*MNHMCZBCJQMTQ?MTHWQTKR<2%=,6(;&;&&)*%)#+)*

图 8$0V,! 焦磷酸测序结果图
1BJH?M8$*MNHMCZBCJQMTQ?MTHWQTKR0V,!

图 D$0V,焦磷酸测序结果图
1BJH?MD$*MNHMCZBCJQMTQ?MTHWQTKR0V,

595$模拟样品焦磷酸测序检测结果
焦磷酸测序结果与传统检测方法一致$但焦磷

酸测序方法第一次增菌 5# G(第二次增菌 !E d5# G$
核酸提取(=%.扩增和焦磷酸测序 7 d# G$整个试
验 #8d#E G 可完成$简便快捷$而且通过 2(/碱基
序列水平上检测 0V,$避免了单纯 =%.扩增检测易
污染造成的假阳性结果$准确性高’

7$讨论
0V,通过溶血素 "00,#和磷脂酰肌醇特异性

磷脂酶的裂解作用$逃离吞噬小体进入细胞质摄取
营养成分进行增殖$ 00,是由 ,(6基因编码$而且可



=%.<焦磷酸测序检测单核细胞增生李斯特氏菌研究!!!许龙岩$等 !568$$ !

用于 0V,的特异性检测 )E g!6* ’ 焦磷酸测序是待测
序列中分别加入 # 种核苷酸$延伸过程中释放的焦
磷酸在 /:=硫酸化酶和荧光酶的偶联反应中释放
荧光$检测器通过检测相应的荧光强度而获得样本
中的核苷酸序列$是一种非常实用的短序列实时测
序技术$目前应用于基因表达(病毒检测(*(=分析(
耐药基因检测(真菌鉴定(2(/甲基化分析等多个
领域 )!! g!D* ’

本研究以 0V,的 ,(6基因设计扩增引物和测
序引物$建立了 =%.<焦磷酸测序检测 0V,的方法’
遗憾的是$研究中部分 0V,测序结果与测序引物后
的碱基序列匹配的碱基数较少$=L?KVF?U W2系统软
件可自动对测序结果给出评价$表 5 中除 # 株菌株
"0V,!(0V,#(0V,8(0V,D#的测序结果与测序引
物后的序列 !66e匹配外$其他 0V,的测序结果均
有加+$$,显示的部分$与测序引物后的序列匹配
的碱基数在 7"9DedE696e之间$虽然上述结果不
影响 0V,的检测$但在今后的工作中需继续优化反
应条件$提高测序的准确率和可靠性’
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关于食品配料胶原蛋白肠衣标示问题的复函
卫办监督函%56!7&5E8 号

河南省卫生厅’
你厅(关于请求界定食品安全标准有关问题的函) #豫卫函监督 *56!7+ 7 号$收悉% 经研究!现函复

如下’
胶原蛋白肠衣属于食品复合配料!已有相应的国家标准和行业标准% 根据 (预包装食品标签通则)

#4Xbb!E g56!!$#9!979!97 的规定!对胶原蛋白肠衣加入量小于食品总量 58e的肉制品!其标签上可不标
示胶原蛋白肠衣的原始配料%

专此函复%
国家卫生和计划生育委员会办公

二〇一三年四月十二日$


