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论著
北京市人源性单核细胞增生李斯特菌耐药特征及分子分型研究

王丽丽!陈倩
!北京市疾病预防控制中心营养与食品卫生所 食物中毒诊断溯源技术北京市重点实验室"北京$%"""%1#

摘$要!目的$研究北京市人源性单核细胞增生李斯特菌的血清学分型%耐药及分子特征$ 方法$对 &"%1,&"%+

年北京市李斯特菌病专项监测中分离的 1& 株单核细胞增生李斯特菌进行 a?*法血清学分型和 aF’W分型!并采

用 ?\)(和 W[?,)K推荐的微量肉汤稀释法检测菌株对 %& 种抗生素的敏感性$ 结果$1& 株单核细胞增生李斯特

菌共分为 ! 种血清型!其中位居前 & 位的血清型是 %2&N 和 %2&@!分别为 %U 株和 %& 株!!N 血清型 & 株!%2&5血清型
% 株$ 1& 株菌经 0,*(酶切共分为 &1 种 aF’W带型!分为 ! 个簇!相同血清型李斯特菌的 aF’W带型聚集成簇!两种

分型方法一致性为 #10U+b(1"21&)$ 1& 株单核细胞增生李斯特菌均对青霉素%氨苄西林%复方新诺明及红霉素敏

感!大部分菌株对其他 . 种抗生素的 _(?值较小!但有少数菌株对苯唑西林和四环素的 _(?值较大!高达 1&%

/! "J2MD$ 结论$北京市人源性单核细胞增生李斯特菌血清型以 %2&N 和 %2&@为主!aF’W图谱与血清学分型存在

一定相关性!耐药率普遍较低!但需加强耐药趋势监测$
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$$单核细胞增生李斯特菌# 1H4)/)*G$)<+/+,"\M$
是一种较强致病性的食源性人畜共患病的病原菌"
该菌具有潜在广泛扩散性"健康人群和牲畜为该菌
的携带者( 低温冷藏的即食食品特别是动物性食
品被认为是主要的传染源"曾引起多次世界范围的
大流行"&"%% 年李斯特菌污染的哈密瓜导致 11 人
死亡’% 名孕妇流产 )%* &&"%+ 年美国蓝铃#ID>:I:DD$
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冰淇淋引起 %" 人感染’其中 1 人死亡 )&* ( 近年来"
我国及欧美国家经食品感染的李斯特菌病患者呈
上升趋势"特别是妊娠期女性’新生儿和免疫力低
下的患者更易感染( 单核细胞增生李斯特菌进入
人体是否发病与食用菌量和宿主的年龄’免疫状态
有关"感染后主要表现为败血症’脑膜炎’单核细胞
增多及孕妇流产等"且临床死亡率高达 &"b c
U"b )1-!* ( 普通人群的发病率为 "0U2%" 万"而妊娠
期女性为 %&2%" 万( \M可侵袭母胎界面导致胎儿
严重感染"胎儿死亡率高达 1"b )+-/* (

单核细胞增生李斯特菌的血清型有 %1 种"食源
性及人源性菌株的血清型别集中在 %2&@’%2&N’
%2&5和 !N 等少数血清型 )U* ( 传统血清凝集方法步
骤繁琐’耗时"目前多采用特异性扩增单核细胞增
生李斯特菌#\_9$基因 &4)IJKJ’&4)LLLM 和开放阅
读框#9*F$基因 NOPEMLQ’NOPELLI 的多重 a?*方
法对单核细胞增生李斯特菌进行血清学分型( 基
于核酸分析的脉冲场凝胶电泳技术# O>DP:G 6<:DG J:D
:D:5BECO7CE:P<P"aF’W$具有分辨率高’重复性好’分
型能力强的特点"已成为食源性疾病溯源的 +金标
准,( 通过对电泳条带的分析比较可以鉴定菌株是
否同源( 通过 aF’W技术"包括中国在内的多个国
家卫生部门成功溯源并控制了多起食源性疾病的
暴发 ).* ( 由 \M引起的李斯特菌病通常需要青霉
素’氨苄青霉素’复方新诺明’庆大霉素等抗生素治
疗( 由于抗生素在动物饲养中的广泛应用’临床治
疗中的滥用及过度治疗"单核细胞增生李斯特菌在
应对抗生素生存压力的条件下会产生耐药性 )#-%"* (
研究表明"我国食源性单核细胞增生李斯特菌的耐
药性已由单一耐药向多重耐药发展 )%%-%1* "多重耐药
菌株数量逐渐增加"耐药谱也随之发生改变"这给
临床用药的选择提出很大的挑战(

北京市自 &"%1 年起开展李斯特菌病专项监测"
截至 &"%+ 年"共监测到 1& 名李斯特菌病患者"其中
包括孕产妇’新生儿’老人’儿童及免疫力低下的患
者( 为了解北京市人源性单核细胞增生李斯特菌
的血清型’耐药特征及 aF’W型别分布"为北京市人
源性单核细胞增生李斯特菌的分子诊断和溯源提
供依据"本研究对 &"%1!&"%+ 年李斯特菌病患者中
分离的单核细胞增生李斯特菌进行了血清型’抗生
素敏感性分析和 aF’W分型(

%$材料与方法
%0%$材料
%0%0%$菌株来源

本次试验所用菌株为 &"%1!&"%+ 年分离自北

京市李斯特菌病患者的 1& 株单核细胞增生李斯特
菌"均分离自胎盘 #. 株$’外周血 #%+ 株$’脑脊液
#. 株$’胸水#% 株$等人体的无菌部位"其中孕产妇
分离株 %& 株’新生儿及婴幼儿分离株 U 株’免疫力
低下患者分离株 %1 株( 单核细胞增生李斯特菌研
究用标准菌株 #?_??+""!%$’药敏质控菌为肺炎
链球菌 #,K??!#/%# $和金黄色葡萄球菌 #,K??
&#&%1$均购自北京陆桥技术股份有限公司( 脉冲
场凝胶电泳分子量标准菌株沙门菌#Y#.%&$由中国
疾病预防控制中心提供(
%0%0&$主要仪器与试剂

‘(KWV& 全自动细菌生化鉴定系统 #法国梅里
埃$"水浴摇床#德国 Z[\,I9$"脉冲场凝胶电泳仪
及配套设备’凝胶成像系统’?F8#/ a?*仪均购自
美国 I<C-*@G(

\M显色培养基 #法国 ?Y*9_@J@E$"‘(KWV
’a(鉴定卡#法国 N<C_pE<:>;$"):@S:M’CDG 琼脂糖
#美国 ?@MNE:;I<C)5<:=5:*C5SD@=G$"蛋白酶 V#德
国 _:E5S$"限制性内切酶 C@# (#日本 K@S@E@$"限制
性内切酶 0,*(#美国 AWI$"溶菌酶#美国 )<JM@$"
李氏菌增菌肉汤 \I%’\I& 及脑心浸液培养基均购
自北京陆桥技术股份有限公司"调节阳离子浓度的
营养肉汤培养液及革兰阴性需氧菌药敏检测板均
购自上海星佰有限公司( 引物由上海生工生物技
术有限公司合成(
%0&$方法
%0&0%$血清学分型

采用 a?*方法对单核细胞增生李斯特菌进行
血清学分型 )%!* "目的基因’引物序列及产物片段大
小如表 % 所示( 将待检菌株划线接种 IY(平板"
1U h培养 &! 7"挑取菌落溶解于 %"" "D无菌纯水
的离心管中制成浓菌悬液" %"" h煮沸 %" M<="
%1 """ E2M<= 离心 + M<="取上清保存于 q&" h备
用( a?*反应体系%& ka?*M<;%&0+ "D’模板 ]A,
% "D’ %"" "MCD2\的上下游引物各 % "D’ 纯水
#0+ "D"总体积 &+ "D( a?*反应参数%#! h预变性
! M<=&#! h变性 1" P&退火时间 1" P&U& h延长
& M<=&1" 个循环"再 U& h延长 %" M<=( 取 + "Da?*
扩增产物在 &b琼脂糖中电泳"胶块在 ’:DE:G 中染
色"观察电泳结果"并对其进行分析(
%0&0&$抗生素敏感试验

根据临床和实验室标准化协会 #?\)($和欧洲
抗菌药物敏感试验委员会#W[?,)K$推荐的单核细
胞增生李斯特菌耐药试验抗生素选择原则"结合相
关临床用药和研究"选择 %& 种抗生素"分别为青霉
素#aWA$’苯唑西林#98,$’氨苄西林#,_a$’万古
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$$$$表 %$单核细胞增生李斯特菌血清学分型引物
K@ND:%$aE<M:EP6CE1H4)/)*G$)<+/+,PECBHO<=J

目的基因 引物序列#+n-1n$ 片段大小2NO
&4)IJKJ F%,’’’?KK?,,’’,?KK,??? /#%

*%,?’,KKK?K’?KK’??,KK?
&4)LLLM F%,’’’’K?KK,,,K??K’’,, #"/

*%?’’?KK’KK?’’?,K,?KK,
NOPEMLQ F%,’?,,,,K’??,,,,?K?’K !U%

*%?,K?,?K,,,’??K???,KK’
NOPELLI F%,’K’’,?,,KK’,KK’’K’,, +#U

*%?,K??,K???KK,?KKK’’,?
’(, F%’?K’,,’,’,KK’?’,,,’,,’ 1U"

*%?,,,’,,,??KK’’,KKK’?’’

霉素#‘,A$’克林霉素#?\($’四环素 #KWK$’庆大
霉素#’WA$’达托霉素#],a$’红霉素#W*̂ $’氯霉
素#?Y\$’环丙沙星 #?(a$ 和复方新诺明 #K_a-
)_d$( 采用 ?\)(推荐的微量肉汤稀释法开展抗生
素敏感性试验"定量测定致病菌的最低抑菌浓度
#_(?$( 参照 &"%1 年 ?\)(药敏标准#_!+-,&$ )%+*

及 &"%+ 年 W[?,)K标准 )%/*进行结果判读(
%0&01$aF’W分型

参照国际食源性致病菌病原细菌分子分型监
测网络 a>DP:A:B中单核细胞增生李斯特菌 aF’W分
型的标准操作方法 )%U*进行"主要试验参数如下%细
菌悬液浓度用 N<C_pE<:>;麦氏比浊仪调至 /0" c
/0+&使用 0,*(限制性内切酶 # !" [$"1U h酶切
! 7&电泳参数为 ! c!" P"%# 7&胶块电泳后使用
’:D*:G 染色"纯水脱色"读取电泳图谱&沙门菌标准
株 Y#.%& 作为分子量标准"使用 C@# (限制性内切

酶酶切(
数据分析%用 I<CA>M:E<5P软件对电泳图像进行

数据分析"构建聚类树状图( 聚类图类型根据非加
权配对算术平均法#[a’_,$构建"条带位置差异容
许度设为 %0"b(

&$结果
&0%$血清分型结果

1& 株人源性单核细胞增生李斯特菌分属为
! 种血清型 # %2&@’%2&N’%2&5和 !N$"以 %2&N 和
%2&@为主" 分 别 为 %U 株 # +10%b$ 和 %& 株
#1U0+b$"!N 血清型有 & 株"%2&5血清型有 % 株(
&0&$耐药结果

1& 株单核细胞增生李斯特菌对 ?\)(推荐监
测的 1 种抗生素青霉素’氨苄西林及复方新诺明
均 %""b敏感( 参照 &"%+ 年 W[?,)K的标准"全
部研究菌株对红霉素 %""b敏感( 对其他没有国
际统一标准的 . 种抗生素 _(?值稍有不同"其中
1& 株菌对万古霉素’庆大霉素的 _(?值完全一
致"分别为 %’$ "0+ "J2MD( 大部分菌株对其他
/ 种无国际统一标准抗生素的 _(?值较小"但有
少数菌株对苯唑西林和四环素的 _(?值差异较
大"_(?值高达 1&’/! "J2MD( 1& 株单核细胞增生
李斯特菌对 %& 种抗生素不同浓度测试 _(?值的
菌株数量’_(?值范围’_(?+"以及 _(?#" 如表 &
所示(

表 &$1& 株单核细胞增生李斯特菌对 %& 种抗生素的敏感性结果
K@ND:&$,=B<N<CB<5P>P5:OB<N<D<BHC61& 1H4)/)*G$)<+/+,@J@<=PB%& @=B<N<CB<5P

抗生素
不同浓度测试 _(?值的菌株数量2株

"0&+ "0+ % & ! . %/ 1& /!
_(?范围
2#"J2MD$

_(?+"
2#"J2MD$

_(?#"
2#"J2MD$

青霉素#aWA$ &! U % " " " " " " "0&+ c% "0&+ "0+
苯唑西林#98,$ " " " % &" # % % " & c1& ! .
氨苄西林#,_a$ &. 1 % " " " " " " $"0&+ c% $"0&+ "0+
万古霉素#‘,A$ " " 1& " " " " " " $"0+ c% % %
克林霉素#?\($ 1 U %% %% " " " " " $"0%&+ c& % &
四环素#KWK$ " %U %% & " " " " & $"0+ c/! $"0+ %
庆大霉素#’WA$ " 1& " " " " " " " $"0+ $"0+ $"0+
达托霉素#],a$ % " # &% " % " " " % c. & &
红霉素#W*̂ $ 1% % " " " " " " " $"0&+ c"0+ $"0&+ $"0&+
氯霉素#?Y\$ " " " " &% %% " " " ! c. ! .
环丙沙星#?(a$ " % &1 U % " " " " "0+ c! % &
复方新诺明#K_a-)_d$ 1% % " " " " " " " $"0&+2!0U+ c"0+2#0+ $"0&+2!0U+ $"0&+2!0U+

注%浓度单位为 "J2MD

&01$aF’W分型与聚类结果
对 1& 株人源性单核细胞增生李斯特菌分离株

基因组 ]A,经 0,*(酶切后"将 aF’W图谱进行聚
类分析"结果如图 % 所示( 1& 株人源性单核细胞增
生李斯特菌共分为 &1 种 aF’W型别"同源性为
/10Ub c%""b"带型分布分散"优势带型不明显(

采用 I<CA>M:E<5P进行菌株间聚类分析"可将 1& 株

菌的 &1 种 aF’W带型分为 ! 个簇"各簇包含菌株数
不等"其中簇!和簇%菌株数较多"分别为 %/ 株和
%% 株"簇$和簇#分别为 & 株和 1 株(

从图 % 中可以看出单核细胞增生李斯特菌
aF’W图谱的聚集性与血清型有一定的联系( 簇$
为 !N 血清型"簇!为 %2&N 血清型"簇#为 %2&@血
清型"簇%以 %2&@血清型## 株$为主"另有 %2&N 和



北京市人源性单核细胞增生李斯特菌耐药特征及分子分型研究!!!王丽丽"等 !!&#$$ !

图 %$北京市 1& 株人源性单核细胞增生李斯特菌 aF’W聚类图
F<J>E:%$aF’W5D>PB:EPC61& 1H4)/)*G$)<+/+,PBE@<=P6ECMO@B<:=BP

%2&5血清型各 % 株( %U 株 %2&N 血清型单核细胞增
生李斯特菌分为 %1 种 aF’W带型"其中 %/ 株聚集
成簇!"% 株编号为 IZ\M!% 的菌株与 % 株 %2&@血
清型的编号为 IZ\M&+ 菌株相似度为 %""b"同为
’8/,%/4?AIZ""%! 带型"位于簇%中( %& 株 %2&@
血清型分为 . 种 aF’W带型"主要构成簇#和%"其
中簇%中 ! 株菌 aF’W带型相似度为 %""b"同为
’8/,%/4?AIZ""&# 带型( & 株 !N 血清型分为 & 种
不同的 aF’W带型"聚为簇$"相似度为 U/0&b(
% 株 %2&5血清型为 % 种 aF’W带型"位于簇%中(

1$讨论
近年来"散在的李斯特菌病病例在很多国家时

有报道( 我国目前没有单核细胞增生李斯特菌暴
发的相关报道"但存在由该菌引起的散发病例报
告"针对临床分离菌株分子特征的研究尚属较少(
本研究对 &"%1!&"%+ 年北京市监测到的 1& 名李斯
特菌病病例分离到的单核细胞增生李斯特菌进行
了血清型’抗生素敏感性分析和 aF’W分型"病例来
源包括孕产妇’新生儿’老人’儿童及免疫力低下的
患者"初步掌握了北京市人源性单核细胞增生李斯
特菌的血清型’耐药及分子特征(

本研究的 1& 株人源性单核细胞增生李斯特菌
血清分型结果与国内外报道的常见致病血清型相

符( 研 究 菌 株 以 % 2&N 和 % 2&@为 主" 分 别 占
+10%b和 1U0+b"% 2&5血清型有 % 株"这与 &"%&
年河南省食源性单核细胞增生李斯特菌中 % 2&N
血清型为主#.+01b$一致 )%.* "但与北京地区生肉
样 本 中 以 % 2&5为优势血清型 # 占 !U0/b$ 不
同 )%#* ( 同时"研究菌株中有 & 株致病性较强的 !N
血清型"应引起关注(

本研究所用 1& 株人源性单核细胞增生李斯特
菌的 aF’W型别呈散在分布"说明菌株来自不同的
克隆株"即菌株之间的相关性不大( I<CA>M:E<5P聚
类分析结果表明"人源性单核细胞增生李斯特菌
aF’W图谱的聚集性与血清型有一定的联系( 大部
分 %2&N 血清型单核细胞增生李斯特菌聚集成簇!"
%2&@血清型构成簇#和簇%"& 株 !N 血清型单独成
簇"少数菌株存在血清型与簇之间的交叉( 如 % 株
%2&N 血清型菌株与 % 株 %2&@菌株经 0,*(酶切后带
型相似度为 %""b"可能是由于这 & 株菌的 0,*(酶
切位点相同所致( 簇#虽与簇%同由 %2&@血清型
构成"但与 %2&N 血清型构成的簇!的亲缘关系更近
#/U0+b$"有待进一步研究( 另外"虽然 ! 株 %2&@
血清型菌株及部分菌株具有相似度 %""b的 aF’W
带型"但结合流行病学调查结果"菌株间不具有同
源性( aF’W分型对于散发病例分离菌株的意义没
有暴发溯源明显"但获得的分型结果可作为数据积
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累"为将来可能的暴发溯源提供数据支持( 本研究
所获得的菌株信息可以作为该菌在北京市流行的
背景信息"为持续性监测打下基础"对于减少北京
市特殊人群#孕产妇’新生儿’免疫低下人群等$李
斯特菌病发病率’降低疾病社会负担具有重要的经
济与社会效益(

抗生素能够有效治疗李斯特菌病"但是近年来
不断出现临床耐药株( 本研究对 1& 株人源性单核
细胞增生李斯特菌进行了 %& 种抗生素的耐药表型
分析"建立了北京市人源性单核细胞增生李斯特菌
耐药图谱库( 依据 ?\)(及 W[?,)K标准"1& 株菌
均对临床治疗李斯特菌病的一线药物氨苄西林和
青霉素及二线治疗药物复方新诺明’红霉素敏感(
其他 . 种抗生素虽然没有国际推荐的抗生素耐药敏
感性折点"但是长期监测_(?值’_(?范围’_(?+"及
_(?#"的变化"对于研究单核细胞增生李斯特菌的耐
药趋势意义重大( 如对于某一种抗生素"大部分菌
株的 _(?值较小"少数菌株的 _(?值明显高于其他
菌株"则可以用分子生物学的方法"如耐药基因或
者 aF’W分型"研究其耐药机制( 例如四环素极少
用于治疗李斯特菌病"但已有 $+$耐药基因阳性的单
核细胞增生李斯特菌报道( 本试验中四环素 _(?#"为
% "J2MD"但有 & 株菌的四环素_(?值为 /! "J2MD"而
这 & 株菌同为 %2&@血清型"且在聚类中单独为簇%
的一个小的分枝#图 % 中星号所示$"相似度为 #"b(
这些异常增高的 _(?值提示可能有耐药倾向( 加强
对临床分离株进行分子特征和耐药分析"通过耐药
监测为临床医生提供及时’准确的抗生素敏感性资
料"对指导临床合理选药"提高疗效"控制多重耐药
菌流行有重大实用价值"并可用于协助制定抗生素
在人和动物中的用药和供应政策(
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