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Abstract： Compare the methods of extracting nucleic acid of Listeria monocytogenes in four food
matrices. Taking L.monocytogenes as our research object，we picked and tested four widely
applicable nucleic acid extraction methods and evaluated their performance by real -time PCR.
Results：Tiangen centrifugal column method was very stable，with minimum variation caused by
different food matrices. Promega precipitation and magnetic bead methods were more affected by
food matrices than others，with a larger variation in final products；Chelex-100 method was quick
and convenient，but was only suitable for pure liquid culture or colonies.
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摘要： 比较 4类食品基质中单核细胞增生李斯特氏菌核酸提取方法的差异。 以不同食品基质中
的单核细胞增生李斯特氏菌作为研究对象，选取应用广泛并且原理不同的 4 种细菌核酸提取方
法进行比较，同时结合实时荧光 PCR法对各种方法进行实际评估。 天根离心柱法核酸提取结果
稳定，受不同食品基质的影响较小；Promega 沉降法与磁珠法受不同食品基质影响较大，核酸提
取结果差异较大；Chelex-100法快速方便，但仅适于纯菌液或菌落的核酸提取。
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从 20 世纪 90 年代起，单核细胞增生李斯特氏
菌（Listeria monocytogenes，LM）就被世界卫生组织
列出的最重要食源性病原菌之一[1-2]。 该菌多存在于
土壤、人和动物的粪便中，极易污染食品并引起人
和动物的李斯特菌病，临床上多表现为人和动物脑
膜炎、败血症、流产等症状，妊娠期妇女、新生儿及
免疫功能低下者均为易感人群[3]。 该病发病率低，但
临床死亡率高。 近年来，多次发生由单核细胞增生
李斯特氏菌引起的食源性疾病的暴发并造成部分

患者的死亡，引起世界各国高度关注[4-5]。
随着现代食品工业的发展和人民群众生活质

量的提高，无论是生产企业中生产流程的监测和终
产品的质量控制， 还是政府部门对食品安全的监
管，都迫切需要快速的食源性致病菌检测方法以满
足食品检验的时效性。 目前，单核细胞增生李斯特
氏菌的检验仍以传统培养法为主，操作繁琐，耗时
长，不能实现快速筛检[6]。 当食品中单核细胞增生李
斯特氏菌数目很少时，传统培养法还可能出现假阴
性结果。 而分子生物学检测技术的快速发展为食源
性致病菌的快速鉴定提供了可能，常规聚合酶链反
应（Polymerase Chain Reaction，PCR）方法、实时荧光
PCR（real-time PCR）方法、多重 PCR 等相继建立并
得到更多的应用和推广[7]。 DNA 模板的质量是影响
分子生物学检测技术的准确性和重复性的重要因

素， 而样品 DNA 模板的质量又与食品基质类型以
及核酸提取方法密切相关。 因此作者以单核细胞增
生李斯特氏菌为研究对象，选取肉类、海产品、奶制
品、果蔬类 4种典型食品基质，利用 4种原理不同的
提取方法进行核酸提取，通过实时荧光 PCR法进行实
际的评估，确定出灵敏度高、稳定性好的通用方法。

1.1 仪器与试剂
1.1.1 实验菌株 单核细胞增生李斯特氏菌标准
菌株 CMCC 54004： 菌株由江苏出入境检验检疫局购
买并保存，菌株来源中国医学细菌菌种保藏管理中心。
1.1.2 培养基及耗材 单核细胞增生李斯特氏菌
增菌肉汤 LB1/LB2： 北京陆桥； 胰蛋白胨大豆琼脂：
TSA，美国 OXOID；胰蛋白胨大豆营养肉汤：TSB，美
国 OXOID；PALCAM 琼脂：美国 OXOID；李斯特显
色培养基： 法国科玛嘉；1.5 mL 和 15 mL 的无菌离
心管；带滤网的匀质袋；一次性 10 mL 和 2 mL 移液

管等。
1.1.3 试剂 溶菌酶 10 mg/mL； 蛋白酶 K 20 mg/mL；
TE 溶液：10 mmol/L Tris-HCl （pH 8.0），1 mmol/L
EDTA（pH 8.0），高压灭菌；异丙醇、75%乙醇、无水
乙醇、50 mmol/L EDTA 溶液；细菌基因组 DNA 提取
试剂盒（离心柱）:天根公司 Cat.#DP302；Promega 沉
降法试剂盒 :Wizard○R Genomic DNA Purification
Kit，Cat.#A1125；Promega磁珠吸附法试剂盒：Wizard
○R Magnetic DNA Purification Systerm For Food，Cat.
#FF3750；Chelex-100 提取液：5% Chelex-100，0.5%
NP40，TE 配制，pH 8~9； 单核细胞增生李斯特氏菌
荧光 PCR 检测试剂盒： 上海辉睿生物科技有限公
司，Cat.#BD-I-303。
1.1.4 仪器 恒温振荡金属浴：博日 MB-102；高速
离心机：Thermo Scientific Biofuge Stratos； 实时荧光
PCR扩增仪：Roche LightCycler 480Ⅱ；电动移液器。
1.1.5 试验样品 从超市中购买新鲜试验样品盐水
鸭、三文鱼、鲜牛奶、水果蔬菜色拉各两份，每份 100 g。
1.2 实验方法
1.2.1 阴性试验样品的确认 按照国家食品安全
标准 GB 4789.30-2010[8]对检测样品进行增菌，然后
利用实时荧光PCR方法对增菌液进行快速筛选，同时
涂布 PALCAM琼脂和李斯特显色培养基平板进行菌
落分离，对阴性试验样品进行确认，用于后期实验。
1.2.2 阴性样品增菌培养以及标准菌株增菌液的
准备 将阴性样品用 LB1增菌液进行增菌，（30±1）
℃培养 24 h。 从 LB1增菌后的菌液吸取 1 mL 至盛
有 100 mL LB2 增菌液的锥形瓶中，（30±1） ℃培养
24 h； 同时， 用胰蛋白胨大豆营养肉汤对标准菌株
CMCC 54004 进行增菌，（37±1） ℃培养 24 h。
1.2.3 细菌梯度稀释液的制备 从 （37±1） ℃培养
24 h 的标准菌株增菌液中吸取 1 mL 进行 10 倍稀
释（增菌液在稀释前应注意用振荡器将菌悬液充分
振匀）。 吸取 100 μL 10-5~10-7梯度稀释菌液（涂布
前必须将其充分混匀）， 均匀涂布胰蛋白大豆琼脂
（TSA 琼脂）， 每个梯度涂布三块平板，（37±1） ℃培
养 24 h后计数取平均值。
1.2.4 样品（阴性增菌液）布菌 在 1.5 mL 的离心
管中加入 900 μL 样品增菌液和 100 μL 标准菌株
增菌液（分装前样品增菌液和标准菌株增菌液均需
充分混匀），振荡离心（12 000 g 离心 10 min），弃上
清液，沉淀可-20 ℃保存备用。

材料与方法1
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1.2.5 核酸提取 实验中沉降法选取 Promega 沉降
法试剂盒，操作步骤按照产品说明书执行；磁珠法
选取 Promega磁珠吸附法试剂盒， 操作步骤按照产
品说明书执行；离心柱法选取天根公司的“细菌基
因组 DNA 提取试剂盒（离心柱）”，操作步骤按照产
品说明书执行；裂解法选取 Chelex-100 法 [9]操作步

骤：向沉淀中加入 100 μL Chelex-100 提取液，56 ℃
孵育 10 min，100 ℃水浴 5 min，冰上冷却，12 000 g
离心 2 min，取上清液用于检测。
1.2.6 实时荧光 PCR 反应 选用单核细胞增生李
斯特氏菌实时荧光 PCR 检测试剂盒对提取的核酸
进行评估。总反应体系 25 μL：包括 12.5 μL 单增李
斯特 PCR 反应液Ⅰ，4 μL 单增李斯特 PCR 反应液
Ⅱ，3.5 μL 灭菌蒸馏水，5.0 μL DNA 模板。 反应程
序为：95 ℃预变性 10 min，1 个循环；95 ℃变性 10
s，58 ℃复性 45 s， 收集荧光信号，50 个循环；40 ℃
冷却 40 s，1个循环。将 3次平行试验反应结束后的
Ct值取平均值，然后进行分析。
1.2.7 4 种方法在纯菌核酸提取效果的比较 如上
1.2.2、1.2.3所述，再次对标准菌株进行增菌，24 h 后
制备细菌梯度稀释液，平板计数。 将 100 μL的各稀
释度的增菌液分装至 1.5 mL 的无菌离心管中 ，
12 000 g离心 10 min后弃上清液，然后用 4 种方法

提取核酸，应用实时荧光 PCR进行检测。

2.1 标准菌株平板计数结果
第一次平板计数结果：100 μL 纯菌菌液经 107

倍稀释后的平板计数平均值为 145， 所对应细菌数
量级为 102；经 106 倍稀释后的平板计数平均值为

1 394，所对应细菌数量级为 103。 4种方法在纯菌核
酸提取效果比较实验中的平板计数结果：100 μL 纯
菌菌液经 106倍稀释后的平板计数平均值为 56，所
对应细菌数量级为 101；经 105倍稀释后的平板计数

平均值为 548，所对应细菌数量级为 102。
2.2 实时荧光 RT-PCR反应结果
2.2.1 盐水鸭基质中四种核酸提取方法的比较
由图 1 可以看出，PCR 反应的阴性、阳性对照正常，
扩增曲线典型。 由表 1 可知， 细菌数量级在 105

时，Promega 沉降法、Promega 磁珠法、天根离心株法
以及 Chelex 的 3 次平行试验的平均 Ct 值分别为

33.62、36.55、38.80、0。试验结果显示，在盐水鸭干扰
基质中，Promega 沉降法灵敏度最好；Promega 磁珠
法也有较好的灵敏度 ； 天根离心柱法次之 ；而
Chelex-100 法灵敏度很差，不能排除干扰基质的影响，
不适合该基质中单核细胞增生李斯特氏菌核酸提取。

结果与分析2

图 1 盐水鸭基质中 RT-PCR 扩增曲线
Fig. 1 Real-time PCR amplification curve in salted duck matrix

表 1 盐水鸭基质四种核酸提取方法 Ct值

Table 1 Ct value of four nucleic acid extraction method in salted duck matrix
方法 细菌数量级 平均 Ct值 方法 细菌数量级 平均 Ct值

沉降法

103 37.60

离心柱法

103 -

104 35.83 104 -
105 33.62 105 38.80
106 29.68 106 34.46

磁珠法

103 -

Chelex 法

103 -

104 40.07 104 -
105 36.55 105 -
106 33.96 106 -

阴性 - - 阳性 - 30.66
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图 3 牛奶基质中 RT-PCR 扩增曲线
Fig. 3 RT-PCR amplification curve in milk matrix

图 2 三文鱼基质中 RT-PCR 扩增曲线
Fig. 2 Real-time PCR amplification curve in salmon matrix

表 2 三文鱼基质四种核酸提取方法 Ct值

Table 2 Ct value of four nucleic acid extraction method in salmon matrix

方法 细菌数量级 平均 Ct值 方法 细菌数量级 平均 Ct值

沉降法

103 -

离心柱法

103 -

104 38.75 104 -
105 34.40 105 38.45
106 29.72 106 32.23

磁珠法

103 -

Chelex 法

103 -

104 39.78 104 -
105 36.95 105 -
106 36.39 106 -

阴性 - - 阳性 - 30.66

2.2.2 三文鱼基质中 4 种核酸提取方法的比较
由图 2 可以看出，PCR 反应的阴性、阳性对照正常，
扩增曲线典型。 由表 2 可知，细菌数量级在 105时，
Promega 沉降法、Promega 磁珠法、 天根离心株法以
及 Chelex 的 3 次平行试验的平均 Ct 值分别为

34.40、36.95、38.45、0。试验结果显示，在三文鱼干扰
基质中，Promega 沉降法具有较高的灵敏度；天根离
心柱法稳定性好，灵敏度高；Promega 磁珠法灵敏度
尚可，但稳定性不好；而 Chelex-100 法灵敏度差，抗
干扰基质影响的能力弱。

2.2.3 牛奶基质中 4 种核酸提取方法的比较 由
图 3 可以看出，PCR 反应的阴性、阳性对照正常，扩
增曲线典型。 由表 3 可知， 细菌数量级在 105 时，
Promega 沉降法、Promega 磁珠法、 天根离心株法以
及 Chelex 的 3 次平行试验的平均 Ct 值分别为

40.44、42.72、38.64、0。 试验结果显示，Promega 沉降
法与 Promega磁珠法的灵敏度和稳定性明显不如天
根离心柱法。 虽然 Chelex-100 法在细菌数量级为
106时是阳性， 但从扩增曲线可见受到牛奶基质的
干扰很强。
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2.2.4 水果蔬菜色拉基质中 4 种核酸提取方法的
比较 由图 4 可以看出，PCR 反应的阴性、 阳性对
照正常，扩增曲线典型。 由表 4可知，细菌数量级在
105时，Promega 沉降法、Promega 磁珠法、 天根离心
株法以及 Chelex 的 3 次平行试验的平均 Ct 值分别

为 32.66、0、37.01、0。 试验结果显示 Promega沉降法
具有较高的灵敏度，稳定性好；天根离心柱法稳定
性好，灵敏度高；Promega 磁珠法灵敏度尚可，但稳
定性不好；Chelex-100 法受到基质干扰的程度较
大。

表 3 牛奶基质 4 种核酸提取方法 Ct值

Table 3 Ct value of four nucleic acid extraction method in milk matrix

方法 细菌数量级 平均 Ct值 方法 细菌数量级 平均 Ct值

沉降法

103 -

离心柱法

103 -

104 41.38 104 -
105 40.44 105 38.64
106 37.98 106 33.43

磁珠法

103 -

Chelex 法

103 -

104 - 104 -
105 42.72 105 -
106 37.14 106 38.12

阴性 - - 阳性 - 30.66

图 4 水果蔬菜色拉基质中 RT-PCR 扩增曲线
Fig. 4 Real-time PCR amplification curve in fruit and vegetables salad matrix

表 4 水果蔬菜色拉基质四种核酸提取方法 Ct值

Table 4 Ct value of four nucleic acid extraction method in fruit and vegetables salad matrix

方法 细菌数量级 平均 Ct值 方法 细菌数量级 平均 Ct值

沉降法

103 -

离心柱法

103 -

104 36.79 104 -
105 32.66 105 37.01
106 28.92 106 34.76

磁珠法

103 -

Chelex 法

103 -

104 - 104 -
105 - 105 -
106 34.95 106 -

阴性 - - 阳性 - 30.66

2.2.5 纯菌增菌液中四种核酸提取方法的比较
由图 5 可以看出，PCR 反应的阴性、阳性对照正常，

扩增曲线典型。 由表 5 可知，Chelex-100 法对纯菌
核酸提取的效果最好，灵敏度、稳定性都很好，天根
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图 5 纯菌液核酸 RT-PCR 扩增曲线
Fig. 5 Real-time PCR amplification curve in pure bacteria liquid

表 5 纯菌增菌液四种核酸提取方法 Ct值

Table 5 Ct value of four nucleic acid extraction method in pure bacteria liquid

方法 细菌数量级 平均 Ct值 方法 细菌数量级 平均 Ct值

沉降法

100 0

离心柱法

100 0

101 0 101 0

102 0 102 39.69

磁珠法

100 0

Chelex 法

100 0

101 0 101 41.16

102 40.05 102 36.74

阴性 - - 阳性 - 26.51

103

104

0

39.81

103

104

36.53

32.33

103

104

38.32

34.34

103

104

35.01

31.96

结 语3
我国居民的饮食结构中，即食食品所占比例越

来越多，包括肉类、奶制品、水产品、水果蔬菜等，并
且成为了单核细胞增生李斯特氏菌的重要感染源。
此外，该菌在 4 ℃条件下也可生长繁殖，是冷藏食
品威胁人类健康的主要病原菌。 随着我国冷藏食品
消费量的增多，单核细胞增生李斯特氏菌的潜在危
险性也越来越突出，因此单核细胞增生李斯特氏菌
的检测工作显得尤为重要。
食源性致病菌的检测中，食品种类的多样性对

检测结果的影响是需要着重考虑的重要问题之一。
不同类型食品的组成成份差异较大，如肉类中含有
较多的蛋白质、脂肪、无机盐和维生素，鱼肉含有大

量优质蛋白质，不饱和脂肪酸及丰富的维生素 A 和
维生素 D，奶制品中含有较多脂肪、磷脂、蛋白质、乳
糖、无机盐，青菜中含有膳食纤维和多种维生素，这
些食品的组份会不同程度的影响单增李斯特氏菌

核酸提取效果，此外食品在处理和加工过程中所添
加的部分成份对核酸提取过程也会产生影响。 由于
食品组份的不同，会对检测过程中单增李斯特氏菌
的核酸提取以及实时荧光 PCR 检测也会产生不同
程度的影响，因此需对不同食品选择合适的核酸提
取方法，尽量减小食品基质中复杂成份对检测的影
响，保证检测结果的可靠性。
实验中选取 4 种不同的核酸提取方法，其原理

各不相同。 离心柱法多采用可以特异性结合 DNA
的离心吸附柱和特殊的缓冲液系统提取细菌核酸，

离心柱法次之，Promega 磁珠法和沉降法均不如前
两种方法。结果证实 Chelex-100 法非常适合纯菌增

菌液或单菌落核酸的快速提取，但是不适合在复杂
食品基质的增菌液中应用。
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可以高效、专一吸附 DNA，最大限度的去除蛋白质
及细胞中其他有机化合物；磁珠法具有独特分离作
用的磁珠和缓冲液系统， 能够特异性吸附核酸，当
条件改变时又可以释放核酸，吸附后的漂洗过程还
可将溶液中的 PCR抑制物洗去；沉降法常采用细胞
裂解液和相关酶类裂解细菌，用酚或氯仿去除脂类
分子、 多糖和蛋白质等杂质以及包含 DNA 水相中
的核酸酶， 用乙醇等沉降 DNA 并去除盐及残留的
氯仿等成份；Chelex-100 是一种由苯乙烯、 二乙烯
共聚体组成化学螯合树脂，对高价金属离子有很高
的亲合力和螯合作用，在低离子强度、碱性及煮沸
条件下，可以使细胞膜破裂，蛋白质发生变性，促进
DNA游离。
本次试验为了将 4 类核酸提取方法进行较好

比较，直接将不同食品基质的增菌液与不同浓度单
核细胞增生李斯特氏菌标准菌株菌液混合均匀，然
后进行核酸提取方法的比较， 使问题进一步具体
化、形象化，便于比较。 研究表明：不同食品基质对
核酸提取方法提取效果的干扰程度差异性不同，如
果在提取过程中不能有效的去除就会影响实时荧

光 PCR 方法的准确性， 导致一些假阴性结果的出
现。 肉类基质比较复杂，油脂及蛋白类物质较多，核
酸提取的难度较大，离心柱法、沉降法和磁珠法的
灵敏度较高，核酸提取效果较好，并且离心柱法的
稳定性明显高于沉降法和磁珠法， 抗干扰能力强；
海产品和水果蔬菜色拉基质中干扰因素相对较少，
离心柱法和沉降法比较适合； 对于奶制品基质，离
心柱法能较好的排除大量蛋白类成份的影响，保证
检测的准确性。 此外，从操作方面考虑，沉降法和磁
珠法操作比较繁琐，对操作人员的要求较高，可能
会因某些步骤的操作不当而造成核酸的大量损耗，
影响核酸提取效率以及检测结果的准确性。 离心柱
法操作简单，对实验人员的技术与操作经验要求不
高，易于掌握，虽然在核酸提取过程中也存在部分
损耗，但提取效率相对较高。 Chelex-100 法操作步
骤简单，减少了 DNA 的损失和污染的机会，但是抗
基质干扰的能力很差，检测结果极易受到基质的影
响，不能有效去除 PCR 反应的干扰因子，对复杂食
品基质中核酸提取效果差，仅适用于纯菌的核酸提
取。
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