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熟肉制品中单核细胞增生李斯特氏菌快速检测技术规范 

1 范围 

本文件规定了熟肉制品中单核细胞增生李斯特氏菌快速检测的环介导恒温核酸扩增法及PCR-试纸

条法。 

本文件适用于熟肉制品中单核细胞增生李斯特氏菌的定性检测。 

2 规范性引用文件 

下列文件中的内容通过文中的规范性引用而构成本文件必不可少的条款。其中，注日期的引用文件，

仅该日期对应的版本适用于本文件；不注日期的引用文件，其最新版本（包括所有的修改单）适用于本

文件。 

GB 4789.30—2016  食品安全国家标准  食品微生物学检验  单核细胞增生李斯特氏菌检验 

GB/T 6682—2008  分析实验室用水规格和试验方法 

GB/T 27403—2008  实验室质量控制规范  食品分子生物学检测 

GB/T 42233  快速检测  术语与定义 

3 术语和定义 

GB/T 42233界定的术语和定义适用于本文件。 

4 第一法 环介导恒温核酸扩增法 

原理 

利用环介导恒温扩增（LAMP）技术进行单核细胞增生李斯特氏菌的筛选检测。根据单核细胞增生李

斯特氏菌特有的virR基因序列（参见附录A）设计一套特异性引物，特异性识别靶序列上的六个独立区

域。利用Bst DNA聚合酶启动循环链置换反应，在单核细胞增生李斯特氏菌virR特异基因序列启动互补

链合成，在同一链上互补序列周而复始形成很多类似花椰菜结构的茎环DNA混合物。当发生扩增反应时，

反应体系中添加的染色剂（SYBR Green I）能以嵌入方式结合到扩增出来的DNA混合物小沟处，随着双

链DNA的增加，SYBR Green I染料荧光信号随之增强，通过荧光定量聚合酶链式反应仪（荧光定量PCR

仪）实时监测产物扩增情况，从而达到检测目的基因是否得到扩增。根据Ct值以及是否有“S”型扩增

曲线判定结果。 

试剂与材料 

4.2.1 引物 

PCR反应使用的引物应符合表1的规定。 
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表1 PCR反应使用的引物 

引物名称 引物序列（5’→3’） 片段长度 

F3 GTCTTTTAAGTGGAGTAAACCTT 

216 bp 
B3 ACAAGACTTCACCAATCCA 

FIP CCTGTGCCAAAGCATTTTTACATTTTTTAGGCAAGTCATCTTCTTCG 

BIP TAAGTVTCTTTGCAATTGACCGACTTTTACGTGTACACAGAAAAGCG 

4.2.2 试剂材料 

4.2.2.1 除另有说明外，试验用试剂均为分析纯，试验用水应为 GB/T 6682—2008规定的一级水。 

4.2.2.2 试验用试剂材料如下： 

——脑心浸液肉汤（BHI）； 

——DNA提取试剂：细菌基因组 DNA 提取试剂盒； 

——BstDNA 聚合酶：酶浓度 8 U/L； 

——dNTPs：dATP、dTTP、dCTP、dGTP，每种核苷酸浓度 10 mmol/L； 

——10×ThermoPol 缓冲液：0.2 mol/L Tris HCl，0.1 mol/L氯化钾，0.1 mol/L硫酸铵，20 mol/L

硫酸镁，1%TritonX-100； 

——硫酸镁：50 mmol/L； 

——甜菜碱：5 mol/L； 

——显色液：SYBR Green I荧光染料，0.1 mmol/L； 

——阳性对照：单核细胞增生李斯特氏菌标准菌株或等效标准菌株； 

——无菌玻璃器皿（90 mm 培养皿、500 mL三角瓶、1 mL移液管、涂布棒）； 

——1000 mL 无菌均质袋； 

——1.5 mL 塑料离心管，200 L PCR反应管； 

——也可采用等效的单核细胞增生李斯特氏菌 LAMP检测试剂盒，按试剂盒说明书进行操作，试剂

盒的要求参见附录 B。 

仪器与设备 

试验用仪器与设备如下： 

——恒温培养箱：36 ℃±1 ℃； 

——移液器：0.5 L～10 L、10 L～100 L、100 L～1 000 L； 

——高速台式离心机：≥13 000 r/min； 

——金属浴：100 ℃±1 ℃； 

——计时器； 

——荧光定量 PCR 仪。 

检测程序 

检测程序见图1。 
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图1 单核细胞增生李斯特氏菌 LAMP快速检测程序 

检测步骤 

4.5.1 样品制备与增菌培 

按GB 4789.30—2016中5.1进行。单核细胞增生李斯特氏菌标准菌株直接接种到BHI培养基中，36 ℃

±1 ℃培养18 h～24 h，做阳性对照。 

4.5.2 模板 DNA 制备 

4.5.2.1 取增菌液 100 L于 1.5 mL无菌离心管中涡旋震荡混匀，100 ℃±1 ℃热浴 5 min～10 min，

3 000 r/min离心 3 min，上清液即为模板 DNA。若不能当天检测，应吸取上清液于无菌离心管中于-20 ℃

以下保存备用。 

4.5.2.2 也可用细菌基因组提取试剂盒提取单核细胞增生李斯特氏菌 DNA，按照说明书进行操作。 

4.5.3 环介导恒温核酸扩增 

4.5.3.1 扩增试剂准备 

应在试剂配制区进行，在低温条件下进行体系配制。样品测试25 L反应体系配制见表2。 

表2 反应体系 

组份 工作液浓度 加样量 反应体系终浓度 

ThermoPol缓冲液 10× 2.5 L 1× 

外引物（F3） 20 mmol/L 0.25 L 0.2 mmol/L 

外引物（B3） 20 mmol/L 0.25 L 0.2 mmol/L 

内引物（FIP） 20 mmol/L 1.0 L 0.8 mmol/L 
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表2  反应体系（续） 

组份 工作液浓度 加样量 反应体系终浓度 

内引物（BIP） 20 mmol/L 1.0 L 0.8 mmol/L 

dNTPs 10 mmol/L 4.0 L 1.6 mmol/L 

硫酸镁 50 mmol/L 100 L 2.0 mmol/L 

甜菜碱 5 mmol/L 4.0 L 0.8 mmol/L 

BstDNA聚合酶 8 U/L 0.5 L 0.16 U/L 

显色液 0.01mmol/L 0.5 L - 

DNA模板 - 2 L - 

去离子水 - 8 L - 

4.5.3.2 加样 

在样品制备区进行。在各设定的PCR反应管中加入制备好的模板DNA溶液2 L，盖紧管盖，离心5 s～

10 s。 

4.5.3.3 反应过程 

在扩增区进行。将4.5.3.2中离心后的PCR反应管放入荧光定量PCR检测系统内，记录样本摆放顺序。

63 ℃恒温扩增45 min，反应程序为：63 ℃、15 s，以45 s作为一个循环，每个循环从16 s～60 s收集

荧光信号，总计45个循环。检测结束后，根据扩增曲线和起峰时间判定结果。 

4.5.3.4 对照设置 

每次扩增反应应设置阴性对照、空白对照和阳性对照。空白对照以无菌水替代DNA模板。阴性对照

以提取非目标菌DNA代替模板DNA。阳性对照制备按4.5.1、4.5.2进行。 

质量控制 

以下条件有一条不满足时，试验视为无效： 

——空白对照曲线为直线，无“S”型扩增曲线； 

——阴性对照曲线为直线或轻微斜线，无“S”型扩增曲线； 

——阳性对照呈“S”型扩增曲线。 

结果判定与表述 

4.7.1 结果判定 

空白对照、阴性对照以及阳性对照实验结果正常。待检样品若有“S”型扩增曲线，则判断样品检

测结果为阳性；若无“S”型扩增曲线，或呈一条直线或倾斜的直线，且检测出峰时间为0，判断样品检

测结果为阴性。 

4.7.2 结果表述 

结果表述为：每25 g样品中检出或未检出单核细胞增生李斯特氏菌。 

废弃物处理 

检测过程中的废弃物，应收集后经紫外照射30 min后，于121 ℃，30 min高压灭菌。 
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5 第二法 PCR-试纸条法 

原理 

对样品中单核细胞增生李斯氏菌进行增菌培养后提取DNA，采用上游和下游引物分别经地高辛和异

硫氰酸盐标记的单核胞增生李斯氏菌的特异性检测引物进行PCR扩增。检测用试纸条上含有金标记的抗

异硫氰酸酸盐的抗体，可与PCR产物上的异硫氰酸盐标记分子结合，在检测线位置上有抗地高辛抗体，

可与PCR产物上的地高辛标记分子结合，从而显色。如模板未扩增，则无PCR产物与地高辛抗体及FITC

抗体结合，从而不能在检测线（T线）位置显示颜色。 

引物与试剂 

5.2.1 引物 

扩增引物见表3，靶基因序列参见附录C。 

表3 扩增引物 

引物序列（5’→3’） 5’标记物 靶基因 片段长度 

F：AACCTATCCAGGTGCTC 地高辛 
hlyA 520 bp 

R：CGCCACACTTGAGATAT 异硫氰酸盐 

5.2.2 试剂 

5.2.2.1 除另有说明外，试验用试剂为分析纯或生化试剂，试验用水应为 GB/T 6682—2008规定的一

级水。 

5.2.2.2 试验用试剂材料如下： 

——DNA提取液：20 mmol/L Tris-HCL、2 mmol/L EDTA、1.2%Triton X-100（pH8.0）； 

——2×PCR 预混液； 

——PCR引物； 

——试纸条：通过采购的原料试剂自行组装（参见 SN/T 5439.7—2022附录 B），或用等效的商品

化试纸条； 

——展开液：10 mmol/L Tris、1% BSA、1%（体积分数）Tween20、0.05 mol/L NaOH，或采用等

效的商品化产品。 

仪器与设备 

试验用仪器与设备如下： 

——离心机：离心力≥12 000 g； 

——微量移液器：100 L～1 000 L、20 L～200 L、0.5 L～10 L； 

——PCR仪； 

——恒温水浴锅：100 ℃±1 ℃； 

——天平：感量 0.01 g； 

——pH计。 

——核酸蛋白分析仪或紫外分光光度计。 

检测步骤 

5.4.1 样品制备与增菌培 
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按GB 4789.30—2016中5.1进行。 

5.4.2 模板 DNA 制备 

5.4.2.1 增菌液模板 DNA制备 

5.4.2.1.1 对于 5.4.1获得的增菌液，按以下步骤制备模板 DNA： 

a) 吸取增菌液 1 mL 于 1.5 mL无菌离心管中，12 000 g离心 3 min，弃去上清液； 

b) 加入 1 mL 0.85%无菌生理盐水溶解沉淀，12 000 g 离心 3 min，弃去上清液； 

c) 加入 1 00 L DNA 提取液混匀后沸水浴 10 min，置冰上冷却； 

d) 12 000 g 离心 2 min，上清液即为模板 DNA。 

5.4.2.1.2 也可采用等效的商品化核酸提取试剂盒并按其说明提取核酸。 

5.4.2.2 可疑菌落模板 DNA制备 

5.4.2.2.1 对于 5.4.1 分离到的可疑菌落，可直接挑取可疑菌落，再按 5.4.2.1.1 c）步骤制备模板

DNA 以待检测。 

5.4.2.2.2 也可采用等效的商品化核酸提取试剂盒并按其说明提取核酸。 

5.4.3 DNA 浓度测定 

取5 L DNA溶液加双蒸水稀至1 mL，使用核酸蛋白分析仪或紫外分光光度计分别检测260 nm和280 

nm处的吸光值A260和A280，按式（1）计算DNA浓度。当A260/A280比值在1.7～1.9之间时，宜使用PCR扩增。 

 𝑐 = 𝐴 × 𝑁 ×
50

1 000
····································································(1) 

式中： 

c——DNA浓度，单位为纳克每微升（ng/L）； 

A——260 nm或280 nm处的吸光值； 

N——核酸稀释倍数。 

5.4.4 PCR 扩增 

5.4.4.1 PCR反应体系 

样品测试25 L PCR反应体系见表4。 

表4 PCR反应体系 

组分 总体积，L 

2×PCR预混液 1.25 

上游引物（10 mol/L） 0.25 

下游引物（10 mol/L） 0.25 

DNA模板a 5 

无菌水 7 

a
 DNA模板的浓度应在 10 pg/L～10 ng/L之间。 

5.4.4.2 反应程序 
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94 ℃预变性5 min；94 ℃变性30 s，58 ℃退火30 s，72 ℃延伸1 min，35个循环后进入72 ℃，7 

min；4 ℃保存。 

5.4.4.3 试纸条检测 

取6 L PCR产物，加入54 L上样稀释液，混匀后垂直缓慢滴加于试条样品垫中，3 min观察结果。 

5.4.4.4 对照设置 

每次扩增反应应设置阴性对照、空白对照和阳性对照。空白对照以无菌水替代DNA模板。阴性对照

以提取非单核细胞增生李斯特氏菌DNA模板代替模板DNA。阳性对照制备按5.4.1、5.4.2进行。 

质量控制 

以下条件有一条不满足时，试验视为无效： 

——空白对照质控线变红，检测线未变红； 

——阴性对照质控线变红，检测线未变红； 

——阳性对照质控线变红，检测线变红。 

结果判定与表述 

5.6.1 结果判定 

5.6.1.1 试纸条质控线变红色且检测线变红色，PCR 扩增产物为可疑阳性。可疑阳性产物经测序进行

确证。 

5.6.1.2 试纸条质控线变红色，检测线不变色，PCR 扩增产物为阴性。 

5.6.2 结果表述 

5.6.2.1 PCR 产物试纸条检测为可疑阳性，同时测序结果正确者，继续按照传统方法进行分离，若分

离到该菌，则判为含单核细胞增生李斯特氏菌，表述为检出单核细胞增生李斯特氏菌。 

5.6.2.2 PCR 产物试纸条检测为阴性，判为不含有单核细胞增生李斯特氏菌，表述为未检出单核细胞

增生李斯特氏菌。 

废弃物处理 

检测过程的废弃物，应收集后于焚烧炉中焚烧处理。 

6 检测过程中防止交叉污染的措施 

按GB/T 27403—2008中附录D执行。 
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A  
A  

附 录 A  

（资料性） 

单核细胞增生李斯特氏菌 virR基因特异序列 

单核细胞增生李斯特氏菌virR基因特异序列见图A.1。 

 

图A.1 单核细胞增生李斯特氏菌 virR基因特异序列 
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B  
B  

附 录 B  

（资料性） 

单核细胞增生李斯特氏菌 LAMP检测试剂盒 

B.1 LAMP 检测试剂盒组成 

LAMP检测试剂盒组成见表B.1。 

表B.1 LAMP检测试剂盒组成 

组分 规格，L 数量，支 

反应液 550 1 

BstDNA聚合酶 30 1 

密封液 500 1 

阳性对照 20 1 

阴性对照 20 1 

注： 每个试剂盒可做24个25 L反应。 

B.2 注意事项 

B.2.1 LAMP检测试剂盒应于-20 ℃下保存。 

B.2.2 反应液中含有反应所需的dNTP混合液、引物、缓冲液、核酸染料等，反应液应避光保存。 

B.2.3 反复冻融可能降低试剂盒灵敏度，应按检测频次将反应液以适当体积分管保存。 

B.2.4 应按说明书要求进行操作，试样配制和加样应在冰上进行。 

 



T/CASME XXX—2023 

10 

C  
C  

附 录 C  

（资料性） 

靶基因序列 

单核细胞增生李斯特氏菌的基因扩增靶标参考序列（gennbank号：NC 003210.1:205819-207408）

见图C.1。 

 

图C.1 靶基因序列 
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