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Wen YM, Li ZQ, Tong JY, et al. Rapid detection of Listeria monocytogenes by immunomagnetic separation combined with 
selective medium. Chin J Biotech, 2013, 29(5): 672−680. 

摘  要 : 单增李斯特菌是一种危害极大的食源性致病菌，建立快速及特异的检测方法对于食品安全监控尤为

重要。文中联合免疫磁珠与选择性培养基对不同浓度 (101~105 CFU/mL) 单增李斯特菌进行检测，并对 3 种李

斯特菌、金黄色葡萄球菌及副溶血弧菌进行交叉试验；同时模拟食物污染，探索免疫磁珠-平板法检测样品的

检测限以及该方法的最快检测时间。结果显示特异性免疫磁珠联合选择性平板法可检出浓度为 103 CFU/mL 及

以上的单增李斯特菌；牛奶样品仅需 6 h 增菌能被检出，检测限为 0.7 CFU/mL。联合使用免疫磁珠富集技术

与选择性培养基，能在 30 h 内完成对牛奶样品的检测，较国标法减少 38 h 以上，且具有同等的灵敏度。 
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Abstract:  Listeria monocytogenes is a pathogenic bacterium, therefore, it is essential for food safety monitoring to 
establish a rapid and specific detecting method. In this study, immunomagnetic beads and selective medium were combined 
to detect Listeria monocytogenes at different concentrations (101−105 CFU/mL). Other three types of Listeria spp., 
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Staphylococcus aureus and Vibrio parahaemolyticus were also detected to conduct the cross-reaction analysis. Meanwhile, 
contaminated milk samples were prepared to explore the limit of detection of immunomagnetic beads combining with 
selective medium. Results showed that Listeria monocytogenes with the concentration of 103 CFU/mL and above was 
successfully detected. Milk samples were detected within 6 hours, with a detection limit of 0.7 CFU/mL. The method 
developed is capable of detecting milk samples within 30 h, which is 38 h faster compared with national standard method 
with the same sensitivity. 

Keywords:  Listeria monocytogenes, immunomagnetic beads, selective plating, limit of detectiond 

李斯特菌是一类普遍存在于环境中的细菌，

而单增李斯特菌则是李斯特菌中唯一的一种人

畜共患病致病菌[1]，也是常见的食源性致病菌之

一[2]，它能引起肠胃炎症、脑膜炎、败血病、

流产等临床症状，对新生儿、孕妇、老年人及

免疫力低下人群的危害尤为严重，致死率高达

20％ [3-4]。单核增生李斯特氏菌广泛存在于各种

食物中，并能在食品加工后的冷冻及真空包装等

条件下存活，是食品安全的一大隐患[5-6]。 

目前，检测单核增生李斯特氏菌的传统方法

是通过对样品进行二次增菌，利用选择性分离培

养基和显色培养基进行分离与鉴定。选择性分离

培养基如 PALCAM、OXA，或显色培养基如

CHROMagar 李斯特培养基，它们主要通过成分

中的某种物质与细菌的代谢产物发生化学反应

并产生颜色变化，从而区分不同的菌株[7-8]。选

择性培养基常用于区分不同种属的细菌，但难以

鉴别属内的不同菌株；显色培养基具有高特异性

的特点，但由于其价格昂贵、检测周期长等缺点，

实际应用范围不广。 

在检测成分较复杂的样品时 (如食品、水样

和土壤)，样品的预处理过程是必不可少的环节。

免疫磁珠分离技术 (Immunomagnetic separation，

IMS) 是一种具有高特异性、快速、操作简便等

优势的富集方法[9-10]，其原理是磁珠表面的活性

基团先与特异性抗体进行偶联，形成免疫磁珠，

然后在液相中与目的待测物特异性结合，最后通

过磁场作用将待测物分离并收集。该技术根据抗

原抗体之间的特异性反应，高效浓缩目的样品，

并保留样品原有生物活性，利于下游的检测或应

用，因此广泛应用于生物、医药和环境工程等学

科，尤其适用于微生物检测的样品前处理[11-12]。 

本文先利用免疫磁珠对样品进行特异性筛

选及富集，再联合选择性培养基进行微生物学鉴

定，最后通过一步增菌法成功检测出液态中的单

增李斯特菌；此外，通过模拟受污染食物样品初

步确定了该方法在食品检测中的检测限。 

1  材料与方法   

1.1  主要试剂和仪器 
PALCAM 李斯特基础培养基，胰酪胨大豆

酵母浸膏肉汤  (TSB-YE)，胰蛋白胨大豆肉汤 

(TSB) 购于广东环凯微生物科技有限公司，纯牛

奶购于超市。Dynabeads M-280 甲苯磺酸基活化

磁珠 (美国 Invitrogen 公司)，混匀仪 Dynal-MIX1 

(美国 Invitrogen 公司)，磁分离器 (西安北美基

因公司)，Multiskan 酶标仪 (Thermo 公司)，台式

恒温摇荡器 (培英公司)，人工气候箱 (广东省医

疗器械厂)，H-3000N 扫描电子显微镜 (日本日立

公司)。 

1.2  菌株 
单增李斯特菌 L. monocytogenes CMCC 
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54002 (血清型 1/2c)、CMCC 54003 (1/2a) 和

ATCC 19115 (4b)，英诺克李斯特菌 (L. innocua 

LI456)，威尔斯李斯特菌 L. welshimeri，格氏李

斯 特 菌 Listeria grayi ， 副 溶 血 弧 菌 Vibrio 

parahaemolyticus ATCC 17802，金黄色葡萄球菌

Staphylococcus aureus ATCC 6538，铜绿假单胞菌 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442，大肠杆菌

Escherichia coli O157: H7 8099 和枯草芽胞杆菌

Bacillus subtilis ATCC 9372。以上所用菌株均由

广东省微生物研究所馈赠。   

1.3  免疫磁珠的制备 
1.3.1  抗体的纯化 

运用硫酸铵沉淀及 ProteinG 亲和层析法纯

化腹水型 1B10A7 抗体 (该抗体为实验室前期

制备的单增李斯特菌特异性单克隆抗体 )，

SDS-PAGE 鉴定纯化后的单克隆抗体，−20 ℃储

存备用。 

1.3.2  间接 ELISA 测定抗体效价及抗体特异性

分析 

以甲醛灭活的浓度为 109 CFU/mL 的 LM 作

为包被抗原，4 ℃孵育 16 h；含 5％脱脂奶粉的

0.015 mol/L PBST 封闭酶标板，37 ℃孵育 1 h；

加入梯度稀释的 1B10A7 抗体，37 ℃孵育 1 h；

加入 HRP 标记羊抗鼠 IgG 抗体，37 ℃孵育

30 min；加入 TMB 底物显色，避光反应 10 min；

2 mol/L H2SO4 终止反应，酶标仪测 OD450 值；以

浓度为 108 CFU/mL 的 3 种 LM (1/2c、1/2a 及 4b

血清型)、英诺克李斯特菌、威尔斯李斯特菌、

格氏李斯特菌、金黄色葡萄球菌、铜绿假单胞菌、

大肠杆菌 O157 和枯草芽胞杆菌作为包被抗原，

4 ℃孵育 16 h；含 5％脱脂奶粉的 0.015 mol/L 

PBST 封闭酶标板，37 ℃孵育 1 h；1B10A7 抗体

稀释 4 000 倍作为一抗加入，37 ℃孵育 1 h；加

入 HRP 标记羊抗鼠 IgG 抗体，37 ℃孵育 30 min；

加入 TMB 底物显色，避光反应 10 min；2 mol/L 

H2SO4 终止反应，酶标仪测 OD450 值。 

1.3.3  磁珠偶联抗体 

根据DYNABEADS M-280 TOSYLACTIVATED

试剂盒说明书，甲苯磺酰基活化磁珠溶于 Buffer 

A (0.1 mol/L 硼酸缓冲液，pH 9.5)，加入 20 μg

的 1B10A7 单抗和 Buffer C (3 mol/L 硫酸铵，

pH 9.5)，37 ℃涡旋孵育 18 h；磁分离器分离上

清与磁珠，用含有 0.5％ BSA 的 0.01 mol/L PBS

封闭磁珠，37 ℃孵育 1 h；最后重溶于含有 0.1％ 

BSA 的 0.01 mol/L PBS。同理制备无关抗体与磁

珠结合，作为阴性对照组。 

1.4  IMB-选择性平板法检测单增李斯特菌 
1.4.1  LM 的培养 

分别将 3种 LM (CMCC 54002、CMCC 54003

和 ATCC 19115) 接种于 TSB-YE 液态培养基，

置摇床中 30 ℃培养 18 h。 

1.4.2  菌液的稀释 

以灭菌的 0.01 mol/L PBS 对菌液进行梯度稀

释。细菌原液浓度约为 109 CFU/mL，取 500 μL

原液加入至 4.5 mL PBS 中，混合后再取 500 μL

加至 4.5 mL PBS 中，以相同的方法把菌液稀释

到 104 CFU/mL 和 103 CFU/mL。取 50 μL 各浓度

菌液，涂布于 TSB-YE 固体培养基，37 ℃培养

24 h，以确定菌浓度。 

1.4.3  免疫磁珠捕菌 

每种细菌每个浓度各取 1 mL 与 25 μL 免疫

磁珠  (包括实验组和阴性对照组) 混合，置于

Dynal-MIX1 混匀仪中 37 ℃反应 1 h；0.01 mol/L 

PBST 洗涤 2 次，磁分离器分离上清；免疫磁珠



闻一鸣 等/免疫磁珠富集技术联合选择性培养基快速检测单增李斯特菌 

cjb@im.ac.cn 

675

重溶于 50 μL PBS，涂于无菌的 PALCAM 固体培

养基中；37 ℃孵育 24 h，计算细菌的数量。 

1.4.4  扫描电镜下观察免疫磁珠与单增李斯特

菌的结合 

取 1 mL 浓度为 104 CFU/mL 的 LM (CMCC 

54002) 与 25 μL 免疫磁珠在 37 ℃下反应 1 h，

2.5％戊二醛洗 1 次，磁分离除去上清；2.5％戊

二醛处理样品，室温下静置 2 h，磁分离弃上清，

PBST 洗 3 次；磁分离弃上清，PBST 洗 3 次；

30％、50％、70％、85％、95％和 100％乙醇脱

水各 2 次；乙酸异戊酯置换 2 次；临界点干燥器

处理对样品进行 CO2 临界点干燥；干燥后的样品

经喷金后置于扫描电镜下观察。 

1.4.5  IMB-PALCAM 灵敏性分析 

接种 LM 于 TSB-YE 液体培养基，置摇床中

30 ℃培养 18 h。参照 1.3.2 的方法，把菌液浓度

稀释至浓度为 105、104、103、102、101 CFU/mL。

取 50 μL 各浓度菌液，涂布于 TSB-YE 固体培养

基，37 ℃培养 24 h，以确定菌的浓度。免疫磁珠

捕菌步骤参照 1.3.3。 

1.4.6  IMB-PALCAM 交叉性分析 

英诺克李斯特菌、格氏李斯特菌和威尔斯李

斯特菌分别接种于 TSB-YE 液体培养基，金黄色

葡萄球菌接种于胰蛋白胨大豆肉汤，副溶血弧菌

接种于含 3％氯化钠的 LB 培养基中，接种后置

于摇床中 30 ℃培养 18 h。参照 1.3.2，把各种菌

株的菌浓度调至 104 CFU/mL，每种菌各取 1 mL

与 25 μL 已偶联 1B10A7 单抗的磁珠反应，同时

取 1 mL 同样浓度的菌液与 25 μL 偶联无关抗体

的磁珠反应，37 ℃孵育 1 h，0.01 mol/L PBST

洗 2 次，重溶至 50 μL PBS，涂布于 PALCAM

平板，置于 37 ℃培养箱培养 24 h。次日计算平

板上菌落数。 

1.5  IMB-PALCAM 检测人工污染食品样品 
1.5.1  IMB-PALCAM 检测不同浓度人工污染

牛奶样品 

接种 LM 于 5 mL TSB-YE 液体培养基，于

摇床中培养 18 h；次日以无菌 PBS 倍比稀释菌

液，菌浓度调至 102 CFU/mL 水平，再进行倍比

稀释 (2×、4×、8×和 16×)，每浓度各取 1 mL 菌

液与 9 mL 纯牛奶混合，作为人造食物污染样品。

每个浓度下的样品各取 1 mL，加入到 9 mL 无菌

的 TSB-YE 液体培养基中培养，30 ℃培养 24 h；

次日，每个浓度各取 1 mL 菌液与 20 μL 免疫磁

珠于 37 ℃下反应 1 h，PBST 洗 2 次，磁分离后

溶解于 50 μL PBS，涂于 PALCAM 培养基中，于

37 ℃培养箱中培养 24 h 后，计数。 

1.5.2  IMB-PALCAM 检测不同增菌时间下的

人造污染牛奶样品 

接种 LM 于 5 mL TSB-YE 液体培养基，于

摇床中培养 18 h；次日以无菌 PBS 倍比稀释菌

液，菌浓度调至低于 10 CFU/mL 水平，设置 6

个不同增菌时间的实验组，分别加入 1 mL 该浓

度下菌液和 9 mL 纯牛奶，增菌 2 h、4 h、6 h、8 h、

10 h 和 12 h。增菌后每组各取 1 mL 牛奶样品与

20 μL 免疫磁珠反应，步骤参照 1.5.1。 

1.6  数据分析方法 
本实验数据经Microsoft Excel与 SPSS处理。 

2  结果 

2.1  腹水型鼠源单克隆抗体的纯化效果及效

价测定 
将纯化后的 1B10A7 鼠源单抗进行 SDS- 

PAGE，后经考马斯亮蓝染色，在 55 kDa和 25 kDa
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附近有明显条带，且杂带较少，抗体纯度较高。

经间接 ELISA 测定，甲醛灭活 LM 与 1B10A7

鼠源单抗特异性结合，抗体效价约为 1.6×104。 

2.2  腹水型鼠源单克隆抗体的特异性分析 
如图 1 所示，1B10A7 鼠源单抗与 3 种血清

型的 LM 菌存在较好的反应性，与非单增李斯特

菌株反应性较弱，但该抗体与英诺克李斯特菌和

金黄色葡萄球菌存在一定的交叉反应。 

2.3  免疫磁珠-选择性平板法 (IMB-PALCAM) 
检测 3 种单增李斯特菌的结果 

如表 1 所示，IMB-PALCAM 检测 3 种不同

血清型的 LM 均呈阳性结果。 

 

 
图 1  1B10A7 单抗特异性分析 
Fig. 1  Specificity analysis of 1B10A7 monoclonal antibody. LM 1/2c: Listeria monocytogenes CMCC54002; LM 
1/2a: Listeria monocytogenes CMCC54003; LM 4b: Listeria monocytogenes ATCC19115; LW: Listeria welshimeri; LI: 
Listeria innocua; LG: Listeria grayi; SA: Staphylococcus aureus; PA: Pseudomonas aeruginosa; EO: Escherichia coli 
O157: H7; BS: Bacillus subtilis. 

表 1  IMB-PALCAM 检测不同血清型 LM 
Table1  Detection of Listeria monocytogenes of different serotypes by IMB-PALCAM 

Concentration of LM (CFU/mL)  Strain Serotype Result 

104 CMCC 54002 1/2c + 

 CMCC 54003 1/2a + 

 ATCC 19115 4b + 
     

103 CMCC 54002 1/2c + 

 CMCC 54003 1/2a + 

 ATCC 19115 4b + 
+: Listeria monocytogenes grew on PALCAM after immunomagnetic separation. 
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2.4  扫描电镜下观察免疫磁珠与单增李斯特

菌的结合 
免疫磁珠与 LM 菌体在 PBS 中结合，经过戊

二醛固定及乙醇梯度脱水后，在扫描电子显微镜 

(SEM) 下观察两者的结合，结果如图 2 所示，粒

径为 2.8 μm 的磁珠与抗体偶联后，能在液态中与 

LM 表面的抗原表位结合，形成复合物，说明制

备的免疫磁珠能成功捕获 LM。 

2.5  IMB-PALCAM 法灵敏性分析结果 
IMB-PALCAM 法检测 101~105 CFU/mL 浓度

下的 LM，结果如表 2 所示，该法能检测浓度为

103 CFU/mL 以上的 LM；对于浓度在 102 CFU/mL 
 

 

图 2  扫描电镜下观察免疫磁珠与单增李斯特菌的结合 
Fig. 2  Combination of immunomagnetic beads and Listeria monocytogenes in SEM. (A) LM were captured by 
immunomagnetic beads. (B) Control (Immunomagnetic beads only). 

 
表 2  IMB-PALCAM 灵敏度分析 
Table 2  Sensitivity analysis of IMB-PALCAM 

Concentration of LM 
(CFU/mL)  IMS-PALCAM  

105 + 

104 + 

103 + 

102 − 

101 − 
+: Listeria monocytogenes grew on PALCAM after 
immunomagnetic separation; -: Listeria monocytogenes did 
not grow on PALCAM after immunomagnetic separation.  
 
及 以 下 水 平 的 LM ， 则 无 法 检 出 。 因 此

IMB-PALCAM 法检测 LM 的检测限确定为

103 CFU/mL。 

2.6  IMB-PALCAM 法交叉性分析结果 
经培养 16 h 以上包括单增李斯特菌、英诺克

李斯特菌、格氏李斯特菌、威尔斯李斯特菌在内

的李斯特菌属能在 PALCAM 固体基础培养基上

形成灰黑色菌落，金黄色葡萄球菌形成浅黄色

菌落，而副溶血弧菌却不形成肉眼可见的菌落 

(图 3)。经过 IMB-PALCAM方法检测 104 CFU/mL

下的各种细菌，发现英诺克李斯特菌与金黄色

葡萄球菌存在一定的交叉作用，其中英诺克李

斯特菌形成与 LM 相似的灰黑色菌落，金黄色

葡萄球菌则形成浅黄色菌落，从肉眼上能与 LM

区分开。 
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图 3  IMB-PALCAM 法检测不同种细菌的交叉反应

分析 
Fig. 3  Cross reaction analysis of IMB-PALCAM on 
different bacteria. LM: Listeria monocytogenes; LI: 
Listeria innocua; LG: Listeria grayi; LW: Listeria 
welshimeri; SA: staphylococcus aureus; VP: Vibrio 
parahaemolyticus; CFU: colony forming unit. 

2.7  IMB-PALCAM 检测人造食品污染样品

结果  
2.7.1  IMB-显色培养基法检测不同浓度人造污

染牛奶样品 

如表 3 所示，通过模拟制造受 LM 污染的食

物样品，经 24 h 增菌，IMB-PALCAM 法能检测

到 LM 浓度为 102 CFU/mL 以下的受污染牛奶样

品，检测限为 6 CFU/mL。 

2.7.2  IMB-显色培养基法检测不同增菌时间下

的人造污染牛奶样品 

随着受污染牛奶样品增菌时间的延长，免疫

磁珠的捕菌数量增加，且呈现正相关。当增菌时

间在 6 h、8 h、10 h 和 12 h 时，IMS-显色培养基

法能捕获增菌后牛奶中的 LM (表 4)。 

表 3  IMB-PALCAM 法检测牛奶样品中的 LM 
Table 3  Detection of Listeria monocytogenes using 
IMB-PALCAM in milk samples 

Diluted time IMS-PALCAM result 

1 (102 CFU/mL)  + 

2× + 

4× + 

8× + 

16× + 

Blank − 
+: Listeria monocytogenes grew on PALCAM after 
immunomagnetic separation; −: Listeria monocytogenes 
did not grow on PALCAM after immunomagnetic 
separation. 

表 4  IMB-PALCAM 法检测增菌时间不同的牛奶样品 
Table 4  Detection of milk samples in different culture time using IMB-PALCAM  

Culture time (h) Initial concentration of Lm 
in milk (CFU/mL)  

Concentration of LM after 
culture (CFU/mL)  IMS-PALCAM result 

2 0.7 − − 

4 0.7 101 − 

6 0.7 102 + 

8 0.7 103 + 

10 0.7 103 + 

12 0.7 104 + 

Blank 0 − − 
+: Listeria monocytogenes grew on PALCAM after immunomagnetic separation; −: Listeria monocytogenes did not grow on 
PALCAM after immunomagnetic separation. 
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3  讨论 

本实验室在前期已制备单增李斯特菌特异

性抗体的过程中，已成功筛选出几株各具特点的

单抗，它们主要能够识别经甲醛灭活后 LM 的抗

原表位，其中只有 1B10A7 细胞株所分泌的抗体

能识别活菌表面抗原表位，并具有较高的亲和

力[13]，从而适用于制备单增李斯特菌特异性免疫

磁珠且应用于平板检测法。 

本研究应用 IMS-PALCAM 法检测 LM，当

菌浓度高于 103 CFU/mL 时，免疫磁珠的捕菌率

在 2％以上，能从 1 mL 菌液中富集到 102 CFU

以上的 LM；当菌浓度低于 103 CFU/mL 时，

IMS-PALCAM 法难以直接鉴别菌液中的 LM，国

外有报道指出，免疫磁珠富集技术与平板培养法

联用的检测限在 102~103 CFU/mL 之间[14-15]，由

于在受污染食品中含菌量相对较低，或细菌活性

不佳，IMS-PALCAM 法检测食物样品时，仍需

要对样品进行预增菌[16]。 

单核增生性李斯特菌是一种常见的食源性

致病微生物，能导致严重的食源性疾病且具有致

死性，在牛奶、芝士、海鲜等多种食物中均有检

出[17-18]，因此针对该菌的食品检测与监控尤为重

要[19]。传统国标法主要通过二次增菌法对 LM 分

离培养，结合选择性平板及生化鉴定进行检测，

结果准确，但耗时较长，需要 3~7 d；近年发展

起来的显色培养基鉴别法与 API Listeria 法则加

快了检测速度，但仍然需要二次增菌，且检测成

本较高。本文研究的免疫磁珠-选择性平板法具

有快速检测、步骤简单、结果可靠的特点，对于

含菌量在 102 CFU/mL 以下的牛奶样品，经 6 h

增菌后就能鉴定样品是否染菌。 

然而，由于 LM 与英诺克李斯特菌存在较高

的同源性[20-21]，1B10A7 单抗不仅能特异性结合

LM，还与英诺克李斯特菌存在交叉反应，推测

该单抗识别的是这两种李斯特菌表面的共有表

位。若需进一步区分两种菌，可利用李斯特显色

培养基或 API Listeria 等方法进行后续验证。

Wadud 等 [22] 应 用 免 疫 磁 珠 与 显 色 培 养 基 

(IMS-ALOA) 检测 LM，但由于该方法所需的显

色培养基成本较高，应用范围不广。Yang 等[23]

结合 IMS 和实时荧光 PCR 的方法建立了一套快

速的检测方法，但该方法对仪器和实验条件的要

求甚高，不利于普及应用。相比之下，本研究中

所建立的检测方法更适和用于进行食物样品的

初步筛选，为相关的食品安全检测与监控奠定了

基础。 
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