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摘  要：【目的】检测食品中单核细胞增生李斯特氏菌活菌。【方法】利用脱氧胆酸钠(SD)对受

损细胞预处理，然后使叠氮溴化丙锭(PMA)进入受损细胞与 DNA 发生共价交联，提取细菌基

因组 DNA 进行微滴式数字 PCR (ddPCR)检测。【结果】0.1% SD 和 5.0 mg/L PMA 协同作用，

可以有效抑制 108 CFU/mL 的单核细胞增生李斯特氏菌死菌 DNA 的 PCR 扩增。经过 SD 和 PMA

对样品预处理，ddPCR 可以在死菌存在条件下，定量检测鸡肉中单核细胞增生李斯特氏菌活菌，

消除了 “假阳性 ”结果的出现。活菌灵敏度检测结果显示：SD-PMA-ddPCR 的灵敏度为       

2.0 copies/20 μL。SD-PMA-ddPCR 方法精密度和稳定性良好。【结论】SD-PMA-ddPCR 在检测

食源性致病菌方面有巨大的发展空间。 
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Detection of Listeria monocytogenes cells in food based on 
SD-PMA-ddPCR 
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Abstract: [Objective] A method to detect live Listeria monocytogenes cells was researched in the 
paper. [Methods] Propidium monoazide (PMA) permeated in the injured cells which were treated by 
sodium deoxycholate (SD), then PMA and DNA conducted covalent cross-linking reaction. Finally, 
bacterial genome DNA was extracted to detect by ddPCR. [Results] 0.1% SD and 5.0 mg/L PMA 
could inhibit the DNA PCR amplification of 108 CFU/mL dead L. monocytogenes cells. Only live L. 
monocytogenes cells were detected by SD-PMA-ddPCR even in the existence of dead L. 
monocytogenes cells in the chicken. The detection limit is 2.0 copies/20 μL. SD-PMA-ddPCR 
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showed better accuracy and stability. [Conclusion] SD-PMA-ddPCR showed huge potential in 
foodborne pathogenic bacteria detection. 

Keywords: Propidium monoazide, Sodium deoxycholate, ddPCR, L. monocytogenes 

随着社会的发展和人们对健康的关注，食品安

全已经成为影响广泛而深远的社会性问题。单核细

胞增生李斯特氏菌是一种常见的食源性致病菌，生

命力很强，人感染后可导致脑膜炎、胃肠炎、败血

症等[1-3]，严重危害人们身体健康。因此，定量检测

单核细胞增生李斯特氏菌引起各国的高度关注。 

目前，检测单核细胞增生李斯特氏菌的方法有

很多，比如实时荧光聚合酶链式反应[4]、荧光染色[5]、

免疫学方法[6]等，虽然这些方法相比于传统培养法

有一些优势[7-8]，但是还存在一些无法克服的缺点，

诸如操作繁琐费时、灵敏度低、不能真实反映样品

的污染水平、出现“假阳性”的结果[9-10]等。因此，

开发快速、准确的定量检测单核细胞增生李斯特氏

菌活菌的方法是非常有必要的。本研究将基于核酸

共价交联技术从分子水平寻找细菌活的状态的标

志物，建立活菌的检测方法。叠氮溴化丙锭(PMA)

是一种能和 DNA 共价交联的荧光染料，光照可以

使 PMA 的光敏基团转化为氮宾自由基，其可以和

DNA 发生共价交联，进而阻断 DNA 分子的 PCR

扩增，并且 PMA只能选择性地渗透死菌的细胞膜，

因此 PMA 被用于和 PCR 技术相结合定量检测活 

菌[11-14]。但是有研究发现，PMA不能完全有效抑制

死菌 DNA的 PCR扩增，可能一些受损细菌的细胞

碎片阻止了 PMA 渗透进入细胞膜[15]。Wang 等[16]

利用 0.1% SD处理热灭活的细菌，SD与膜蛋白作

用，促进了 PMA 进入死菌细胞内，完全有效地抑

制了死菌 DNA的 PCR扩增。 

微滴式数字 PCR系统(ddPCR)是近年来发展起

来的核酸分子绝对定量检测技术，该方法在传统的

PCR 扩增前将含有核酸分子的反应体系进行微滴

化处理，形成了成千上万个微滴，通过 PCR扩增和

荧光信号的积累读取阳性微滴数目，再通过泊松分

布计算出样本的 DNA 分子数目[17-19]。本文首次将

PMA与 ddPCR技术相结合，以单核细胞增生李斯

特氏菌为例，开发了高灵敏、高选择性的检测食源

性致病菌的新方法。 

1  材料与方法 

1.1  菌种、试剂与仪器 

单核细胞增生李斯特氏菌 L. monocytogenes 

(ATCC 19115、ATCC 54009)，购自美国Microbio- 

Logics公司。 

PMA (1 mg，美国 Biotium公司)：溶解于 1.0 mL 

20%的 DMSO溶液，得到 1 g/L储备液，于−20 °C

避光保存。G+细菌基因组 DNA 提取试剂盒，北京

庄盟国际生物基因科技有限公司；脱氧胆酸钠，国

药集团化学试剂有限公司；引物、探针由生工生物

工程(上海)股份有限公司合成；荧光定量 PCR反应

体系有关试剂，罗氏公司；微滴式数字 PCR反应体

系有关试剂，美国伯乐公司。 

QX200微滴式数字 PCR系统，美国伯乐公司；

7900HT Fast实时荧光定量 PCR系统，美国应用生

物系统公司；CF16RXII 高速冷冻离心机，日本日

立公司；卤钨灯(500 W)，上海飞利浦灯具有限公司。 

1.2  培养基 

胰酪胨大豆酵母浸膏琼脂(TSA-YE) (g/L)：胰

酪胨 15.0，植物蛋白胨 5.0，氯化钠 5.0，酵母粉 6.5，

琼脂 15.0，pH 7.3±0.2；营养肉汤(g/L)：蛋白胨 10.0，

牛肉粉 3.0，氯化钠 5.0，葡萄糖 1.0，pH 7.5±0.2；

科马嘉李斯特菌显色培养基(g/L)：琼脂 15.0，蛋白

胨 23.0，酵母粉 23.0，氯化钠 5.0，色素 8.5，增补

剂 9.0，pH 7.0±0.5。 

1.3  实验方法 

1.3.1  细菌培养：用接种环沾取甘油管保存的单核

细胞增生李斯特氏菌(ATCC 19115)标准菌株菌液，

在胰酪胨大豆酵母浸膏琼脂(TSA-YE)平板上划线，

于 37 °C培养 24 h。挑取单菌落接种于营养肉汤液体

培养基，37 °C培养至对数生长期，置于 1.5 mL无

菌离心管中，8 000 r/min离心 5 min，弃上清液备用。 
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1.3.2  SD协助条件下热灭活菌的制备：取108 CFU/mL

菌液于 1.5 mL离心管中，80 °C水浴 10 min后冷却

至室温，吸取 1 mL热灭活菌液涂布于 3个李斯特

菌显色培养基平板，37 °C培养 24 h观察，均未有

菌落长出。用 0.1% SD处理热灭活菌液，37 °C温

育 2 h。 

1.3.3  最佳 PMA 浓度的选取：热灭活菌制备同

1.3.2，分别加入 PMA终浓度为 0.0、0.5、1.0、2.0、

3.0、4.0、5.0、10.0 mg/L，混合体系振荡 5 s后暗

处孵育 15 min，使 PMA最大限度进入受损细胞内。

将离心管置于 500 W卤钨灯下 20 cm处曝光 15 min 

(管口朝上，置于冰上)。随后用试剂盒法提取基因

组 DNA，进行 PCR检测。取 108 CFU/mL单核细

胞增生李斯特氏菌活菌菌液 500 μL作为对照组，处

理同实验组。 

1.3.4  最佳曝光时间的选取：热灭活菌制备同

1.3.2，加入终浓度为 5.0 mg/L PMA 暗处孵育     

15 min，置于卤钨灯下方 20 cm处，分别曝光 0.0、

2.0、5.0、10.0、15.0、20.0 min，随后用试剂盒法

提取基因组 DNA，进行 PCR检测。 

1.3.5  细菌 DNA 提取及 qPCR 和 ddPCR 检测：

本实验采取试剂盒法提取细菌基因组 DNA，参考

SN/T 1870-2007 合成引物。上游引物为(23 bp)：

5′-CTGAATCTCAAGCAAAACGTGGT-3′，下游引

物为(18 bp)：5′-CGCGACCGAAGCCAACTA-3′，

探针：5′-FAMATACGATAACATCCACGGCTCTGG 

CTGGTAMRA-3′。 

qPCR反应体系(25 μL)：12.5 μL LightCycler® 

480 Probes master；10 μmol/L上、下游引物各 1 μL；

10 μmol/L探针 0.5 μL；模板 DNA 2 μL；用 ddH2O

补至 25 μL。qPCR反应条件为：95 °C 3 min；94 °C 

5 s，60 °C 40 s (收集 FAM荧光)，40个循环。 

ddPCR 反应体系(20 μL)：10.0 μL ddPCR™ 

Supermix for probes (No dUTP)；10 μmol/L上、下

游引物各 1 μL；10 μmol/L探针 0.5 μL；模板 DNA   

4 μL；用 ddH2O补至 20 μL。ddPCR反应条件为：

95 °C 5 min；94 °C 10 s；60 °C 45 s，40个循环；

98 °C 10 min。 

1.3.6  qPCR、PMA-ddPCR、SD-PMA-ddPCR 检

测不同比例活菌的比较：108 CFU/mL 的活菌和热

灭活菌比例添加，分别配制活菌比例为 100%、50%、

25%、10%、0%的菌悬液，0.1% SD处理后在优化

条件下，进行 qPCR、PMA-ddPCR、SD-PMA-ddPCR

检测。 

1.3.7  PMA-qPCR、PMA-ddPCR 检测单核细胞增

生李斯特氏菌的灵敏度：将 106 CFU/mL 的单核细

胞增生李斯特氏菌菌液 10 倍梯度稀释，制得浓度

为 106、105、104、103、102、101 CFU/mL的菌液，

分别标记为 L6−L1，进行 PMA-qPCR、PMA-ddPCR

检测。 

1.3.8  人工污染样品及实际样品中单核细胞增生

李斯特氏菌的检测：取 25 g新鲜鸡肉样品，用均质

器制成鸡肉匀浆，加入 108 CFU/mL死菌，然后人

工污染 101−106 CFU/mL 的单核细胞增生李斯特氏

菌，在优化条件下进行 SD-PMA-ddPCR检测。 

从超市、市场共采集实际样品 90 份，其中肉

类、乳制品、水产品各 30 份。分别采用食品安全

国家标准[20]中传统的分离培养方法、我国出入境检

验检疫行业标准[21]中规定的 qPCR方法和本研究建

立的 SD-PMA-ddPCR 对实际样品进行单核细胞增

生李斯特氏菌检测。 

2  结果与分析 

2.1  实验原理 

如图 1所示，把菌液离心，重悬于生理盐水中，

用 SD 处理受损细菌进一步破坏受损细菌的细胞

膜；随后用 PMA处理，PMA穿过细胞膜进入死细

胞与 DNA共价交联，阻止了 DNA的扩增，提取细

菌基因组 DNA进行 qPCR和 ddPCR检测，实现了

活菌的特异性检测。 

2.2  SD 协助条件下，PMA 处理热损伤细菌的

效果 

如图 2 所示，热损伤细菌经过 SD 和 PMA 处

理之后，其 Ct值明显高于对照组，说明 SD可以进

一步破坏死菌的细胞膜，促进了 PMA 渗透进入死 
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图 1  单核细胞增生李斯特氏菌的检测原理示意图 
Figure 1  The principle of L. monocytogenes detection 

 

 
 

图 2  SD 对 PMA 进入死菌细胞的影响 
Figure 2  Effect of SD for PMA to enter dead cells 

 

菌细胞膜，从而和 DNA共价交联，阻止了 DNA的

PCR扩增。而且Wang等[15]研究发现，0.1% SD不

会对活菌产生影响。 

2.3  最佳 PMA 浓度的优化 

如图 3所示，随着 PMA浓度的增大，死菌 DNA 

qPCR 扩增的 Ct 值明显升高，当 PMA 浓度超过    

5.0 mg/L时，反应体系的 Ct值几乎不再发生变化。

当 PMA浓度为 10.0 mg/L时，活菌 DNA qPCR扩

增的 Ct 值高于不加 PMA 的对照组，影响了活菌

DNA的 qPCR扩增。本研究选用 5.0 mg/L PMA作

为最佳浓度。 

 
图 3  PMA 浓度对死、活菌 qPCR 的影响 
Figure 3  Effect of PMA concentration on qPCR of dead 
and live cells 

 

2.4  最佳曝光时间的优化 

如图 4所示，随着光照时间的增加，体系的 Ct

值迅速升高，光照时间超过 15.0 min 后，体系的

Ct值不发生明显变化，本研究选取 15.0 min作为最

佳光照时间。 

2.5  qPCR 检测单核细胞增生李斯特氏菌的标

准曲线 

如图 5所示，Ct值与单核细胞增生李斯特氏菌

的浓度在 102−108 CFU/mL 范围内呈现良好的线性

关系(R=0.998 5)，y=44.01−3.38x，方程中 y代表DNA 
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图 4 不同曝光时间对 Ct值的影响 
Figure 4  Effect of different light exposure time on Ct 

 

 
 

图 5  不同单核细胞增生李斯特氏菌浓度对 Ct值的影响 
Figure 5  Effect of different L. monocytogenes concentration 
on Ct  
 

qPCR 扩增的 Ct值，x 代表单核细胞增生李斯特氏

菌浓度的对数值。 

2.6  qPCR、PMA-ddPCR、SD-PMA-ddPCR 检

测不同比例活菌的比较 

将 1.6×108 CFU/mL活菌、热灭活菌按照图 6所

示比例混合后，进行 qPCR、PMA-ddPCR、

SD-PMA-ddPCR检测，如图 6所示，不论活菌比例

如何变化，qPCR 检测结果始终为死活菌的总量；

当活菌比例 0 时，未经 S D 处理的菌液进行

PMA-ddPCR检测，依然可以检出阳性，说明 5.0 mg/L 

PMA单独作用下不能完全抑制 108 CFU/mL死菌的

DNA扩增；随着活菌比例的增加，PMA-ddPCR和 

 
 

图 6  qPCR、PMA-ddPCR、SD-PMA-ddPCR 对活、

死菌混合液的检测 
Figure 6  Detection of viable and dead cell mixtures by 
qPCR, PMA-ddPCR and SD-PMA-ddPCR  

 
SD-PMA-ddPCR 检出结果也相应增加，但是

SD-PMA-ddPCR检出结果与样本值更加接近。 

2.7  PMA-qPCR、PMA-ddPCR 检测单核细胞

增生李斯特氏菌的灵敏度 

将 1.7×106 CFU/mL 的单核细胞增生李斯特氏

菌菌液 10 倍梯度稀释，分别标记为 L6−L1，利用

0.1% SD 处理热灭活菌之后，进行 PMA-ddPCR、

PMA-qPCR 检测。PMA-ddPCR 所有反应生成的微

滴数目均大于 10 000 (图 7A)，表明所有反应微滴生

成正常，保证了后续定量分析的准确性。从一维散

点图(图 7B)上可以看出L1至L6生成的阳性微滴数

分布，阳性微滴数目随着浓度的升高而逐渐增多。

此外，阴性对照(NTC)中没有检测到阳性微滴，可

见该体系中没有污染或非特异性扩增，PMA-ddPCR

检测单核细胞增生李斯特氏菌有良好的特异性。

PMA-ddPCR 灵敏度是 2.0 copies/20 μL，并在

2−1.99×104 copies/20 μL呈良好的线性(R=0.999 1) 

(图 7C)。PMA-qPCR最少可检出 102 CFU/mL的单

核细胞增生李斯特氏菌(图 7D)，将 L1−L6 测得 Ct

代入 2.5标准曲线计算浓度值作图，PMA-qPCR线

性相关系数 R=0.996 8。PMA-ddPCR 线性优于

PMA-qPCR。 
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图 7  PMA-ddPCR、PMA-qPCR 检测单核细胞增生李斯特氏菌的灵敏度 
Figure 7  The sensitivity of L. monocytogenes detected by PMA-ddPCR and PMA-qPCR 

注：A：ddPCR各样本生成的微滴数；B：ddPCR一维散点图；C：ddPCR反应体系(20 μL)中目标基因浓度；D：PMA-qPCR灵敏度. 
Note: A: The number of droplets generated by digital PCR; B: 1D scatterplot of ddPCR; C: Concentration of target genes in reaction system 
of ddPCR (20μL); D: Sensitivity of PMA-qPCR detection. 

 

2.8  人工污染样品及实际样品中单核细胞增生

李斯特氏菌的检测 

对 2种单核细胞增生李斯特氏菌菌株、不同污

染 程 度 的 鸡 肉 样 品 进 行 SD-PMA-qPCR 、

SD-PMA-ddPCR 检测，如表 1 和表 2 所示，

SD-PMA-ddPCR检测人工染菌鸡肉样品，最低可检

出 102 CFU/mL的单核细胞增生李斯特氏菌，且与

理论添加值基本吻合。当染菌量≤103 CFU/mL时，

SD-PMA-qPCR 测得值与理论添加值偏差较大。

SD-PMA-ddPCR 检测低浓度染菌样品时优于

SD-PMA-qPCR。SD-PMA-ddPCR 对样品检测的

RSD均小于 5.0%，精确度、稳定性良好。 

从超市、市场共采集的实际样品检测结果如表

3 所示，有 4 份样品为单核细胞增生李斯特氏菌阳

性，3 种方法检测结果一致。传统的分离培养方法

对实际样品只能做到定性检测；qPCR 检测结果检

测的为单核细胞增生李斯特氏菌死菌、活菌的总

量，极易造成定量检测结果偏高；SD和 pMA可以 

 

表 1  检测人工污染样本中单核细胞增生李斯特氏菌(ATCC 19115) 
Table 1  Detection of L. monocytogenes (ATCC 19115) in artificial pollution samples 

理论添加量 

The theory addition 
(CFU/mL) 

理论添加取对数 

Log concentration of theory 
addition 

SD-PMA-qPCR结果取对数

Log concentration of 
SD-PMA-qPCR 

SD-PMA-ddPCR结果取对数 

Log concentration of 
SD-PMA-ddPCR 

RSD 
(%) 

1.7×101 1.23 − − − 

1.7×102 2.23 1.09 2.29 4.19 

1.7×103 3.23 2.00 3.15 3.84 

1.7×104 4.23 4.08 4.17 3.61 

1.7×105 5.23 5.11 5.14 3.47 

1.7×106 6.23 6.56 6.17 3.22 
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表 2  检测人工污染样本中单核细胞增生李斯特氏菌(ATCC 54009) 

Table 2  Detection of L. monocytogenes (ATCC 54009) in artificial pollution samples 

理论添加量 

The theory addition 
(CFU/mL) 

理论添加取对数 

Log concentration of theory 
addition 

SD-PMA-qPCR结果取对数

Log concentration of 
SD-PMA-qPCR 

SD-PMA-ddPCR结果取对数 

Log concentration of 
SD-PMA-ddPCR 

RSD 
(%) 

2.2×101 1.34 − − − 

2.2×102 2.34 1.13 2.31 4.02 

2.2×103 3.34 2.10 3.28 3.88 

2.2×104 4.34 4.13 4.32 3.57 

2.2×105 5.34 5.23 5.27 3.42 

2.2×106 6.34 6.63 6.30 3.20 

 
表 3  检测实际样品中单核细胞增生李斯特氏菌 

Table 3  Detection of samples polluted by L. monocytogenes 

阳性样品 

Positive samples 

传统分离培养法 

The traditional separation culture 
method 

qPCR结果取对数 

Log concentration of 
qPCR 

SD-PMA-ddPCR结果取对数 

Log concentration of 
SD-PMA-ddPCR 

RSD 
(%) 

1 Positive 6.86 3.22 3.82 

2 Positive 6.13 3.00 4.01 

3 Positive 5.35 2.06 3.14 

4 Positive 4.18 2.01 3.51 
 
 

 

有效抑制死菌 DNA的 PCR扩增，SD-PMA-ddPCR

检测降低了“假阳性”出现的可能性。结合人工污染

样品数据分析，SD-PMA-ddPCR与样品实际污染水

平更加接近。 

3  结论与讨论 

PMA与 ddPCR相结合的方法，可以在死菌存

在的条件下定量检测单核细胞增生李斯特氏菌活

菌，消除了“假阳性”结果的出现，SD对样品预处理，

使得PMA更容易穿过死菌细胞膜。SD-PMA-ddPCR 

方法简便快速，成功检测鸡肉等样品中单核细胞增

生李斯特氏菌的含量。与 SD-PMA-qPCR方法相比，

具有灵敏度高、精密度高、检测低浓度染菌样品更

精确等优点，Wang等[15]应用 SD-PMA-mPCR方法

在 107 CFU/mL热灭活单核细胞增生李斯特氏菌存

在的条件下，定量检测牛肉等样品中的单核细胞增

生李斯特氏菌。本方法把曝光时间增加了 3倍，应 

用 SD-PMA-ddPCR在 108 CFU/mL热灭活单核细胞

增生李斯特氏菌存在的条件下，定量检测鸡肉样品

中的单核细胞增生李斯特氏菌活菌，说明曝光时间

延长可以促进 PMA 与 DNA 共价交联。

SD-PMA-ddPCR方法具有巨大的发展空间，有望应

用于其他样品的检测。 
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