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y 食品污染产单核李斯特菌不同检测方法学评估
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摘要:目的  评价以不同方法检测食品中污染产单核李斯特菌( LMO)效果,并对其检测方法进行优化。  方法  

同时用国标法、改良国标法、改良分子信标- 实时荧光 PCR法、免疫磁性分离法对深圳市 2004~ 2006年食品样品进行

LMO 分离鉴定并进行比较。  结果  228 份样品中 8 份增菌液 LMO 实时荧光 PCR阳性,其中 6 份 LMO 细菌培养阳

性。国标法、改良国标法, 改良分子信标- 实时荧光 PCR 法、免疫磁性分离法都能检出 LMO, 检出率分别为 2163%、

2163%、3150%、2163%。深圳市食品中 LMO的污染率为 2163% (国标法) , 速食类冻品污染率为 1218% (国标法)。  

结论  荧光 PCR法检出率最高,将检测时间由原来的至少 4~ 5d 缩短至 1d,可用于食品污染 LMO状况调查的初筛和

食物中毒的快速诊断; 国标法与改良国标法的检出率相等, 而后者的操作更方便。免疫磁性分离法的检出率最低。
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Assessment of different methods in detection of Listeria monocytogenes in contaminated food products. WANG Bing1,
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Abstract:Objective  To investigate Listeria monocytogenes contamination in food of Shenzhen City. To find out a better method

for detection of Listeria monocy togenes ( LMO ) .  Methods  Traditional method, the modified traditional method, the modified

molecular beacons and real - time PCR and the immunomagnetic separation were used for isolation, identification of Listeria

monocytogenes and the results were compared.  Results  LMO were detected by the traditional method, the modified traditional

method, the modified molecular beacons and real- time PCR and the detection rates were 2. 63%、2. 63%、3. 50% and 2. 19% .

LOM were detected from 8 samples by modified molecular beacons and real- time PCR. Among these 8 positive samples, LOM were

detected. The detection rate of LMO in food in Shenzhen was 2. 63% ( traditional method) .  Conclusion  Compared with other three

methods, the modified molecular beacons and real- time PCR was the most sensitive. The detection time was reduced from at least

five days to only one day. It can be employed for detection of LMO from large quantity of samples. The detection rate of the traditional

method was equal to the modified traditional method, but the latter was easier. The detection rate of the immunomagnetic separation

was the lowest, but the detection time of it was shorter than the traditional method and the modified traditional method. There the food

has been contaminated with LMO in food in Shenzhen City and monitoring work in indicated.

Key words: Listeria monocytogenes ; Modified molecular beacons; Real- time PCR; Immunomagnetic separation; Evaluation

of detection methods

  产单核细胞李斯特菌 ( Listeria1 monocytogenes, 以下简称

LMO)属于李斯特菌属( L isteria) , 能引起人和动物脑膜炎、败血

症、流产等症状, 病死率达 20% ~ 30% [ 1] , 国际上已将其列为食

品四大致病菌(致病性大肠杆菌、肉毒梭菌、亲水气单胞菌和

LMO)之一[ 2]。为了解深圳市 LMO的污染情况,做好细菌性食

源性疾病的监测及技术平台的构建, 我们开展了 LMO 检测技

术的研究, 于 2004 年 3 月~ 2006 年 4 月在深圳市采集生(冻)

肉、冻禽、水产品、奶制品、速食冻品样品等各类样品共 228 份

进行检测。

目前LMO 的检验仍以传统培养法为主, 但操作繁琐, 耗时

长,且阳性率低。而传统 PCR技术易污染, 造成检测失败。实

时荧光 PCR(下称荧光 PCR)以其快速、定量、无需后电泳、无交

叉污染等突出优点而被广泛采用。改良分子信标是我们在分

子信标探针基础上提出的一种新型分子探针, 以它为基础建立

的实时荧光 PCR技术, 可以更好地实现多重实时 PCR检测多

种致病菌。将我们设计的改良国标法与其它三种方法(免疫磁

性分离法、荧光 PCR法和国标法)同时对样品进行检测, 比较

评价四种方法的优劣, 并应用于深圳市食品中 LMO 污染状况

的调查。

1  材料与方法

111  试验材料

1111 1 样品  采自深圳市的某肉菜市场、某超市、光明农场晨
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光牛奶厂,深圳市进出口检疫局蛇口分局、深圳市各商场及食

品厂家等各类样品共 5 类 7 个品种 228 份。每份样品均无菌

采样,无菌独立包装, 放 4e 保存, 8h 内送达实验室进行检测。

1111 2 试剂  李斯特增菌肉汤基础、1%盐酸丫啶黄、1% 萘啶

酮酸钠盐、SIM琼脂、三糖铁琼脂均由北京陆桥技术有限公司

提供; PALCAM 琼脂由英国 Oxoid 公司提供; Fraser 肉汤、API

LISTERIA鉴定试剂条由法国梅里埃公司提供; Taq E 由大连宝

生公司提供;荧光 PCR 引物与探针由上海生工生物工程公司

合成并标记 ;LMO 标准株 (编号: 54001- 4、54007- 2)由卫生部

药品生物制品检定所提供; Dynabeads anti- Listeria (抗 LMO 免

疫磁性分离套装)由挪威 Dynal 公司提供。

112  主要仪器及设备  iCycler 实时 PCR 扩增仪 (美国 Bio-

Rad公司出品) ; 日本奥林巴斯公司荧光显微镜; Ultrospec2000

紫外可见光蛋白核酸分析仪( Pharmacia 公司)。

113  检测方法

1131 1 国标法  按照国标 GB/ T 47891 30- 2003[ 3]对样品进行

检测。对 SIM琼脂中生长成伞状、三糖铁斜面中产酸不产硫化

氢、羊血平板有溶血环的菌株上 API LISTERIA 鉴定试剂条做进

一步生化鉴定。上述过程,使用 LMO参考菌株进行质量控制。

1131 2 改良国标法  用 Fraser肉汤和 PALCAM 平板分别代替

国标法中的LB2 增菌液和 MMA平板,其余操作与国标法相同。

其中, Fraser 肉汤于 30 e 培养 24H, 变黑者划 PALCAM 平板, 不

变黑者再观察 24h, 如仍不变色则做阴性处理。PALCAM 平板

于 30e 培养 24~ 48h, 李斯特菌在该平板上为湿润、菌落中心

有黑点或凹陷的细小圆形菌落。

1131 3 免疫磁性分离法  按照试剂盒说明书操作。将带有

LMO的悬浮液分离于 PALACM 平板。其余培养鉴定步骤同上

的 11 312。

1131 4 实时荧光 PCR 法  样品模板处理: 样品前处理、LB1 增

菌等步骤同国标法。取 1ml LB1 24h 增菌肉汤于 EP 管 ,

12 000rpm离心 2min, 弃去上清, 加 1 000Ll 无菌水洗涤两次 ,

12 000rpm离心 2min, 弃去上清,加 100Ll无菌水混匀, 100e 干浴

器中裂解 10min, 10 000rpm 离心 1min, 取 5Ll上清液加入荧光

PCR体系中。

反应体系:反应总体积为 25Ll, 内含 5Ll模板、215Ll 10 @

PCR缓冲液、115mmol MgCl2、01 25mmol/ LdNTP、1U Taq 酶、25pmol

引物、25pmol探针。反应参数为: 94 e 预变性 5min, 进行/ 94e

变性20s, 52e 退火 25s, 72e 延伸 20s0。40 个循环。采用退火

阶段的反应液检测荧光。

2  结果

211  5 类食品中 LMO的污染情况  在荧光 PCR法中,以样本

0 [ Ct值 [ 35 为阳性,其他三法以分离到LMO 菌株为阳性。在

受检的 228份食品中, 8 份增菌液 LMO 荧光 PCR阳性, 其中 6

份分离到LMO 菌株,总污染率为 21 63% ( 6/ 228)。对所分离的

可疑菌株, 采用 API LISTERIA 生化试剂条进行鉴定, 结果编码

均为 6510,经查 API编码手册,鉴定为 LMO, 与参考菌株一致。

国标法、改良国标法, 荧光 PCR 法、免疫磁性分离法都能检出

LMO, 检出率分别为 2163%、21 63%、3150%、2163% ,见表 1。

212  4种方法检测结果比较  见表 2。

表 1 5 类食品 LMO检出情况(国标法)

食品类别 检测份数 阳性份数( % )

生肉 96 0

冻肉 25 1( 410)

冻禽 51 3( 5188)

生奶 40 0

速食类冻品 16 2( 1215)

总数 228 6( 2163)

表 2  4 种方法检测 228 份样品中 LMO的结果比较

方法 阳性份数( % ) 检测时间

国标法 6( 2163) 4~ 5d

改良国标法 6( 2163) 4~ 5d

免疫磁性分离法 5( 2119) 3~ 4d

荧光 PCR法 8( 3150) 3h~ 1d

3  讨论

1988WHO关于 LMO 菌食物中毒的报告中指出, 有 4% ~

8%的水产品、5% ~ 10% 的奶及奶制品、30% 以上的肉制品被

LMO污染[ 4]。广东省 CDC 曾于 2002 年和 2003 年对 5 个城市

(伍华、深圳、广州、澄海、湛江)的食品进行 LMO 污染状况调

查, 2002年全省的平均污染率为 115% , 2003 年为 3195% [ 5, 6]。

而国内其他城市报道的 LMO检出率在 0172% ~ 614%之间, 这

表明我国产单李斯特菌的污染比较轻微,这可能是我国现在还

未出现李斯特菌病大面积爆发的原因。本次调查阳性率为

2163% (国标法) ,低于国外, 也低于国内报导的某些省市(如福

建省的 7145%、江苏省的 2196% )。但是 LMO 病的病死率高达

30% ~ 70% [ 7] ,所以仍然不能忽视对本菌的检测。

此次调查样品来源于深圳市各市场商场及食品厂家等, 包

括5 类 7个品种的各类食品共 228 份, 能够较全面、真实的反

映深圳市常见食品中LMO 的污染状况。5 类食品中, 速食类冻

品的LMO检出率最高为 1215% , 其次为冻禽的 5188% , 与文献

报告的速冻食品 LMO 阳性率较高[8]一致。本次调查表明, 我

市食品中 LMO的总体污染状况不算很严重, 但是速食类冻品

污染率较高,而且此类食品的储藏温度适合 LMO 长期存活, 该

类食品被污染将会对市民健康造成潜在危险。因此建议有关

部门及早制定相应的管理措施, 特别是加强对冻品的监测, 发

现污染应及时对产品溯源, 并要求厂家采取卫生处理措施, 规

范加工、销售等环节的卫生条件。

国标法使用的MMA 平板杂菌多,菌落小, 很难挑出可疑菌

落。本组采用的改良国标法是用 Fraser肉汤和 PALCAM 平板

分别代替国标法中的 LB2 肉汤和 MMA 平板。Fraser 肉汤和

PALCAM平板均有较强的选择性, LMO在 PALACM 平板上菌落

形态典型,容易识别。本次试验运用国标法和改良国标法都从

6 份食品中分离出 LMO,但这两法检出阳性的 6份标本不尽相

同,两法共计检出阳性标本 8 份。由此可见, 国标法和改良国

标法都存在漏检的可能。免疫磁性分离法只检出 5 份阳性, 阳

性率比国标法低, 但其优点是增菌时间缩短 1d, 平板上杂菌

少,易挑选可疑菌落。荧光 PCR法的阳性检出率最高,说明该

法灵敏度高,特异性好, 优于其他三种方法。我(下转第 570页)
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而采用雾化吸入给药时 70%药物可直接分布到呼吸道表面 ,

使呼吸道利巴韦林浓度迅速达到高峰, 约为血浆高峰浓度的

500~ 1000倍, 足以抑制病毒复制[ 7]。由于利巴韦林在呼吸道

分泌物中的半衰期仅为 2h, 以及进入呼吸道后分泌物的稀释

作用,所以高浓度的利巴韦林并不对呼吸道组织,特别是纤毛

产生毒性作用[ 8]。临床研究已证实利巴韦林雾化吸入能有效

治疗病毒性上呼吸道感染, 且安全性较高[7, 9]。因此利巴韦林

雾化吸入给药能迅速在呼吸道局部产生有效抑制病毒的药物

浓度,疗效高且副作用小, 优于口服或静脉用药。

吸入型表面激素布地奈德混悬液是一种新合成的非卤化

激素[ 10] , 其优点是: ¹ 具有高亲脂性, 可减慢药物从脂质中的

释放,延长激素的局部抗炎作用时间; º抗炎作用强,体外研究

结果表明其抗炎作用比可的松高 1 000 倍, 可减轻气道炎症渗

出,抑制炎症细胞向炎症部位移动, 阻止炎症介质的释放和降

低各种炎症介质的活性; »采用雾化吸入给药, 直接作用于气

道黏膜,起效迅速, 对气道炎性细胞局部选择性高,吸入布地奈

德可在气道黏膜上形成微仓库, 增加药物在局部的沉积; ¼ 经

口咽部吞入的布地奈德 90% 左右在肝脏通过首过效应而清

除,进入体循环的药量明显减少。

本文研究结果显示, 3 组间咳嗽及睡眠质量的改善有统计

学差异,而流涕症状的改善无统计学差异, 总有效率比较联合

雾化组> 单一雾化组> 口服药物组,有统计学差异。研究表明

加用雾化吸入治疗儿童上呼吸道感染导致的急性咳嗽比单纯

口服镇咳药物疗效好, 其中单一雾化组总有效率为 6910% , 联

合雾化组总有效率达 8819% , 说明两组雾化吸入均能有效控制

症状。而联合雾化除能有效抑制病毒外,还可减轻气道炎症反

应,明显提高治疗有效率, 且无明显不良反应。因此,布地奈德

与利巴韦林联合雾化吸入治疗儿童上呼吸道感染的优点是: ¹

治疗效果好,能在较短时间内控制症状, 避免发生并发症; º不

良反应少,局部用药可避免全身用药引起的不良反应, 患儿在

雾化治疗后洗脸漱口, 可明显减少口腔真菌感染的机会, 而在

本研究中发生口腔真菌感染; »依从性高, 在雾化治疗时, 采用

百瑞压缩雾化吸入机, 其特点是雾化率高, 雾滴均匀, 用药量

少,治疗时间短, 接受治疗的患儿只需被动配合,无需患儿配合

深呼吸,较口服或静脉用药提高了用药的依从性,避免了静脉

用药的痛苦,深受患儿及家长的欢迎。
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们对 28 株经 API LISTERIA 试剂条鉴定为 LMO 的菌株和 2 株

LMO参考菌株进行荧光 PCR检测, 结果均为阳性; 被上述生化

试剂条鉴定为其它型别的李斯特菌进行, PCR结果均为阴性。

证明运用荧光 PCR 做样品初筛和菌株鉴定, 结果可信。由于

荧光 PCR灵敏度高于传统检验方法, 因此在检测食品中 LMO

或调查由LMO 引起的食物中毒时,可先用荧光 PCR进行筛检 ,

以节省人力物力和时间。

改良分子信标探针是为了提高杂交效率,在原来分子信标

原理基础上提出的。改良分子信标的突出特点是将分子信标

的臂部分也作为靶识别序列,而不仅仅是用于形成发夹结构的

无关添加序列。对于同样长度的检测靶序列,改良分子信标比

分子信标更短,而且由于臂序列不再悬空, 因而与靶序列的结

合更趋紧密。已经证明,改良分子信标比分子信标更易设计且

成功率更高,同时对扩增条件要求不严, 因此对于多个靶序列

的同时检测,改良分子信标的优势更加明显。检索食源性爆发

疾病的病原时,常常需要同时检测多种细菌才能确定病原, 因

此采用多重实时荧光 PCR技术同时检测多种细菌是未来发展

的需要和趋势。
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