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论著
即食食品中单核细胞增生李斯特菌的血清学分型和毒力基因分析

马彦宁!!赵悦#!郭云昌-!卓勤!

!!$中国疾病预防控制中心营养与健康所"北京"!&&&’&# #$雀巢!中国$有限公司"
北京"!&&&!%# -$国家食品安全风险评估中心"北京"!&&&##$

摘"要!目的"掌握即食食品中单核细胞增生李斯特菌#简称单增李斯特菌$的血清型’谱系和感染相关基因的分
布" 方法"以全国食源性致病菌监测网中 #&&4(#&&5 年自即食食品分离的 ##% 株单增李斯特菌为研究对象!采用
传统的血清学分型技术和等位基因特异性寡核苷酸 aH/方法#0VD2aH/$研究其血清学分型!并采用 aH/方法检
测其与感染相关的基因" 结果"##% 株单增李斯特菌血清学分型结果显示!!6#>’!6#Y’!6#8’1Y 为主要血清型!比
例分别为 1!)’5*#516##%$’1&)4!*#5#6##%$’!&)%#*##16##%$和 ’)-!*#!#6##%$" 引起人类疾病的常见血清
型 !6#>’!6#Y 和 1Y 菌株占 34)%!*#!536##%$" 谱系"菌株为 !&’ 株!谱系#菌株为 !#& 株!谱系$菌株为 ! 株%我
国绝大部分即食食品中单增李斯特菌分离株的感染相关基因缺失率较低!只有个别菌株缺失感染相关基因"

结论"本研究通过对分离自即食食品中的单增李斯特菌进行血清学分型’谱系分析和感染相关基因的检测!提示
我国需要加强食品场所卫生管理!降低单增李斯特菌对即食食品的感染风险"
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" " 单 核 细 胞 增 生 李 斯 特 菌 # 52,#.-2$
4)3)*’#)6.3.,$"简称单增李斯特菌"革兰阳性无芽

胞兼性厌氧短杆菌"广泛分布于自然界中"在肉类(
蛋类(禽类(海产品(乳制品和蔬菜中均有存在+ 它
是一种重要的食源性致病菌"能引起人(畜的李斯
特菌病"易感人群主要为孕妇(新生儿(老年人和免
疫缺陷人群 )!* "感染后主要表现为败血症(脑膜炎
和单核细胞增多+ 世界卫生组织#FJD$将其列为
仅次于大肠埃希菌 D!’4(沙门菌(志贺菌后的第四
大重要的食源性致病菌+
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#&!! 年"美国因甜瓜受单增李斯特菌污染"导致
波及全国的疾病暴发"!14 人生病"-- 人死亡)#* +
#&!1 年丹麦国家血清学院报道"由于一家食品公司
生产的冷切肉受李斯特菌的污染造成 #1 人感染李斯
特菌)-* + 我国各地食品监测结果显示单增李斯特菌
污染在肉及肉制品中普遍存在)1* + #&&3 年"有研究
首次对 #&&-!#&&% 年由北京口岸挪威进口三文鱼的
单增李斯特菌进行血清学分型"所分离的菌株中
54*是引起李斯特菌病的菌株)’* + 近年来国内外报
道的李斯特菌对食品的污染"特别是对即食食品所造
成的污染有上升的趋势)%* + 低温冷藏的即食食品特
别是动物性食品被认为是单增李斯特菌主要的传染
源+ #&!% 年 ! 月北京市 ! 名孕 #! 周的孕妇因发热(
心悸(胎动减少住院"诊断为李斯特菌病"经检测该研
究中此例孕妇感染李斯特菌的可疑食品为牛肉三明
治"是北京某公司生产的散装冷藏食品"与国内外报
道的常见污染食品一致)4* + 我国有些地方和餐饮场
所卫生条件不达标"致病菌繁殖几率较大"即食食品
中单增李斯特菌感染的风险较高+

全国食源性致病菌监测网的菌株涵盖范围
广"有良好的代表性"能够基本代表我国即食食品
中单增李斯特菌血清型和谱系的分布+ 本研究对
分离自 #&&4!#&&5 年的 ! &%’ 株单增李斯特菌中
的 ##% 株即食食品株进行血清学分型(谱系分析
和感染相关基因检测+

!"材料与方法
!)!"材料
!)!)!"菌株

分离自全国食源性致病菌监测网 #&&4!#&&5
年中的即食食品株 ##% 株+ 具体信息见表 !+
!)!)#"主要仪器与试剂

:K0 G@A=@SRSTU>QU>8.W# aH/ 仪( VMY2HSNN
Z?QSN5% HSNN电泳仪(BGE:DH</凝胶成像系统
均购自美国 e=?2/>Q"a?\SUa>8TZe>P=8电泳槽(纯水
仪(移液器(漩涡振荡器+

单增李斯特菌血清#日本生研$"=$>酶(QKRaP(
!& nYM99SU均购自大连宝生物工程有限公司"5% 孔
aH/反应板"溴化乙锭"琼脂糖"aH/扩增引物#上海
生工有限公司$":K0提取试剂盒#天根$+
!)#"方法
!)#)!"血清学分型

单增李斯特菌的血清型由 D抗原和 J抗原共
同决定+ 将 l3& (保存的单增李斯特菌活化"按照
单增李斯特血清使用说明书进行"D抗原采用薄片
凝集法"J抗原采用试管凝集法"将活化的菌株分别

""" 表 !"即食食品菌株信息
R>YNS!"VTU>=@P=P?N>TSQ 9U?WUS>QO2T?2S>T9??Q

来源 年份 菌株数

凉拌菜

生食蔬菜

熟肉制品

生食水产品

豆制品

冰激凌
合计

#&&4 #
#&&3 !-
#&&5 1!
#&&4 -
#&&3 #
#&&5 3
#&&4 -!
#&&3 #4
#&&5 14
#&&4 1
#&&3 3
#&&5 #5
#&&4 1
#&&3 ’
#&&3 #

##%

进行血清学分型+ 血清型判定标准见表 #+

表 #"单增李斯特菌血清型判断标准
R>YNS# ;@TSU]UST>T=?@ ?9T.SPSU?TO]S?9T.S52,#.-2$ 4)3)*’#)6.3.,

血清型 D抗原 J抗原

! 6#> ""#"#$$ "%"&"’"(")"*"+","- >Y

!6#Y ""#"#$$ >Y8

!6#8 ""#"#$$ YQ

-> #"#$$ "% >Y

-Y #"#$$ "%"("#( "$ >Y8

-8 #"#$$ "%"("#( "$ YQ

1> #$$ "&"("* >Y8

1>Y #$$ "&"’"("*"+ >Y8

1Y #$$ "&"’ >Y8

18 #$$ "&"( >Y8

1Q #$$ "#&$ "’") >Y8

1S #$$ "&"’")"#*$ >Y8

4 #$$ "#-$ "#( "$ >Y8

!)#)#"谱系分析
谱系分析使用 F>UQ 等 )3*基于李斯特"型毒力

岛#E;a2!$的等位基因特异性寡核苷酸 aH/#0VD2
aH/$ 方法用于确定单增李斯特菌的谱系+ 将
l3& (保存的目标菌接种于脑心浸液肉汤 #eJ;$
中 -4 (过夜培养&然后划线接种脑心浸液琼脂
#eJ0$平板纯培养"挑取 eJ0上的单菌落再接种
于 eJ;中培养&最后按照试剂盒说明提取 :K0模
板后再进行 aH/扩增反应+ 多重 aH/反应条件为
51 (预变性 #1& P&51 (变性 !’ P&’% (退火 !& P&
4# (延伸!& P"4# (终延伸 #1& P"#’ 个循环+ 引物
序列见表 -+
!)#)-"感染相关基因检测

所有菌株使用 aH/方法用于感染相关基因的
检测+ 将 l3& (中取出的试验菌株接种 eJ;"-4 (
过夜活化后划线接种 eJ0平板培养并挑取单菌落
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"""" 表 -"0VD2aH/引物序列
R>YNS-"0VD2aH/]U=WSUP

谱系 引物 序列#’’2-’ $ 序列#-’2’’ $ 产物长度6Y]
; $*#0@ 00R00H00H0BRB00H000BH R0RH0HBR0HHH0RRR0HH -4-
;; !(*1I RRBRB0RB00R0HRR0H000H RRRBHR0HH0RBRHRRHH ’%1
;;; $*#0J HBBHB00HH0R0H00H0R RBRBBR00RRRBHRBRHB #44

纯培养&然后将 eJ0平板上的纯菌转入含 %&& !N
灭菌超纯水的 G]]S@Q?U9管中混匀" !&& (水浴
!& W=@后吸取上清作为:K0模板" l#& (保存+ 再
进行 aH/扩增反应+ aH/反应条件为 51 (预变性
#1& P"变性(退火(延伸温度(时间及循环数见表 1+
感染相关基因序列见表 ’+

#"结果
#)!"即食食品菌株血清型分布特征

即食食品菌株血清型总体分布特征如表 % 所
示"血清型主要分为 !6#>(!6#Y(!6#8和 1Y"另外还
""""

表 1"aH/反应条件
R>YNS1"aH/US>8T=?@ 8?@Q=T=?@

基因
变性 退火 延伸

温度
6(

时间
6P

温度
6(

时间
6P

温度
6(

时间
6P

循环
数

&(’0(%-/0(%(*1 51 %& ’’ %& 4# %& #’ n
%(*0(23(1 51 #& ’’ #& 4# ’& -’ n
23(0 51 -& ’# %& 4# !’& -& n
2$% 51 %& ’’ %& 4# %& -& n
4%( 51 %& ’# %& 4# %& 1& n
$*#0 51 -& ’& -& 4# %& 1& n
23(K(&%# 51 -& ’’ -& 4# %& 1& n
23(L(:,& 51 -& ’3 -& 4# %& -& n

表 ’"感染相关基因序列
R>YNS’"j=UMNS@8S2>PP?8=>TSQ AS@SP]U=WSUP

基因 功能 序列#’’2-’ $ 序列#-’2’’ $
:,& 胆酸盐水解酶 HHH0HB0R0R00BH0RHH0 BH0BB0HRH00RRRHR0BB0
M3(0 内化素 0 00RHR0BH0HH0HRBRHBBB RBRB0HHRRHRRRR0HBBBH
M3(1 内化素 e 00RH0HRRRHRRRBB0BH0R00RBBR0R00BRB BRRHH0RH00H0RH0R00HRR0HRBRBR000HH
23(K 内化素 H HH0RHRBBBRHRRRB0H0BR0 H000R00BRB0HHRR0BRHHRR
23(L 内化素 b 0B0RBRB0H0HH0H000HRH00 RBR0RR0RBHBRB0H0RH00BHR
&(’ 溶血素基因 0RRRRHHHRRH0HRB0RRBH H0HRH0BH0RRB0RRRBHH0
%(*0 磷脂酶 H#a;2aEH$ 00BRRB0BR0HB00dRBHRHR0HRRRBRRB 00H0H000HB0RBRH0RRBR0HH00H00HR0B
4%( 细菌金属酶蛋白 B00B00RBRHB0H0H0H0BBHRR0 BB0HHB0RBB0RHH000RBHRR
%(*1 磷脂酶 H#aH2aEH$ 0HHRB0H000BRRRBHRBRBB0 BH00BRBRRHR0BRHRRRHHBB
$*#0 聚合肌动蛋白 BHRB0RRR00B0B0R0B0BB00H0 RRR0RBRBBRR0RRRBHRBRH
&%# 已糖磷酸盐转运 B0RRRBRBH00RH0HH0BBR B00HHR0BH00RBHRHH00R
%-/0 转录活化因子 HHH00BR0BH0BB0H0RBHR00 BBR0RH0H000BHRH0HB0B

表 %"血清型在即食食品菌株中分布
R>YNS%"VSU?TO]SPQ=PTU=YMT=?@ ?9US>QO2T?2S>T9??Q

血清型 熟肉制品6株 豆制品6株 凉拌菜6株 生食水产品6株 生食蔬菜6株 冰激凌6株 占比6*
!6#> 1& - #& #! !& & 1!)’5#51 6##%$
! 6#Y 1’ - #5 !& - # 1&)4!#5# 6##%$
! 6#8 !# # 4 - & & !&)%###1 6##%$
-> ! & & & & & &)11#! 6##%$
1Y ’ ! & % & & ’)-!#!# 6##%$
18 & & & ! & & &)11#! 6##%$
K: # & & & & & &)33## 6##%$
合计 !&’ 5 ’% 1! !- # !&&)&&###% 6##%$

注%K:为未识别的血清型

分离到 ! 株 ->菌株和 ! 株 18菌株+ 其中 !6#>和
!6#Y 是分离率最高的血清型"分别为 1!)’5*和
1&)4!*&其次是 !6#8和 1Y 分别为 !&)%#* 和
’)-!*+ 不同种类即食食品分离得到的菌株分布特
征与总体分布差别不大"但菌株含量少的食品种类
只含有部分优势血清型+ 其中 1Y 菌株主要由分离
自生食水产品和熟肉制品的菌株构成+
#)#"即食食品菌株谱系分布特征

即食食品菌株谱系分布详见表 4"主要以谱系 ;

和谱系 ;;为主"两个谱系分布差别不大"谱系 ;;;分
布极少"只有生食水产品血清型为谱系 ;;;+ 熟肉制
品血清型在两个谱系中所占比例最高"不同食物来
源的菌株谱系分布情况与即食食品总体情况相似+
谱系分析 0VD2aH/电泳图见图 !+
#)-"感染相关基因检测结果

感染相关基因结果显示"%-/0缺失 - 株"检出率
为 53)%4* # ##-6##% $&%(*0缺失 - 株"检出率为
53)%4*###-6##%$&$*#0检出率为 54)45*###!6##%$"
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""" 表 4"谱系在即食食品菌株中分布
R>YNS4"E=@S>ASQ=PTU=YMT=?@ ?9US>QO2T?2S>TPTU>=@P

谱系 熟肉制品6株 豆制品6株 凉拌菜6株 生食水产品6株 生食蔬菜6株 冰激凌6株 占比6*
; ’! 1 #5 !% - # 1%)1%#!&’ 6##%$
;; ’1 ’ #4 #1 !& & ’-)!&#!#& 6##%$
;;; & & & ! & & &)11#! 6##%$

注%Z为分子量标准&! f!# 为试验菌株&#"1"4"3"!&"!! 为谱系

"菌株&!"-"’"%"5 为谱系#菌株&!# 为谱系$菌株

图 !"谱系分析 0VD2aH/电泳图
L=AMUS!"0W]N=8>T=?@ ?90VD2aH/?952,#.-2$ 4)3)*’#)6.3.,

缺失 ’ 株&23(1检出率为 55)!#*###16##%$"缺失 #
株&23(0(23(L(:,& 检出率均为 55)’%*###’6##%$"各
缺失 ! 株+ 感染相关基因缺失状况详见表 3+

表 3"感染相关基因缺失状况
R>YNS3"/SPMNTP?9[=UMNS@8SAS@SQSNST=?@ ?99??QY?U@S

52,#.-2$ 4)3)*’#)6.3.,
样品 感染相关基因缺失情况 血清型 谱系
凉拌菜 %-/0 ! 6#Y "
凉拌菜 %-/0 ! 6#Y "
凉拌菜 %-/0 ! 6#Y "
凉拌菜 $*#0 ! 6#Y "
凉拌菜 $*#0 ! 6#> #
生食水产品 $*#0 ! 6#> #
熟禽肉 $*#0 ! 6#Y "
熟禽肉 $*#0"23(0 ! 6#> #
熟猪肉 %(*0 ! 6#Y "
生食水产品 %(*0 ! 6#> #
熟禽肉 %(*0 ! 6#Y "
生食水产品 23(1 1Y "
生食水产品 23(1 ! 6#> #
生食水产品 :,& ! 6#> #
凉拌菜 23(L ! 6#8 #

#)1"感染相关基因与血清型关系
即食食品中单增李斯特菌感染相关基因缺失

株比例与血清型分布比例相近"单增李斯特菌感染
相关基因缺失 !’ 株"主要为凉拌菜(熟肉制品和生
食水产品+ !’ 株中有 4 株为 !6#Y 菌株" % 株为
!6#>"1Y 和 !6#8各有 ! 株+

-"讨论
根据菌体6鞭毛抗原 #D6J$的血清学反应"李

斯特菌可分为 !% 个血清型"单增李斯特菌的血清型
为 !6#>(!6#Y(!6#8(->(-Y(-8(1>(1>Y(1Y(18(1Q(1S
或 4 型+ 最常见的与人类患病有关的血清型为

!6#>(!6#Y 和 1Y+ 所有与李斯特菌相关的血清型
中"有 ’&*的李斯特菌病由 1Y 菌株引起 )5* +

本研究血清学分型结果显示"% 类即食食品中
生食水产品菌株致病性血清型比例高达 5&)#1*
#-461!$+ 生食水产品为不经烹调"直接入口的即
食食品"加工处理过程的各个环节均有可能被单增
李斯特菌污染"一旦污染则引起疾病的机会就会增
加+ 其次是熟肉制品和凉拌菜"菌株致病性血清型
分别占 3’)4!*#5&6!&’$和 34)’&*#156’%$"熟肉
制品因其即食性(为保持其风味而食用前不加热的
特点决定了此类食品易被单增李斯特菌污染+ 凉
拌菜为直接入口的生食类蔬菜"一般放在冷藏柜保
存+ 由于单增李斯特菌嗜冷特性"其在冷藏条件下
能大量繁殖并引起食源性疾病 )!&* + 因此冷藏柜应
定期清洗消毒"避免交叉污染"对冰箱存放食品需
加热后再食用+ 生的动物性食品需要彻底加热"生
食蔬菜食用前要彻底清洗"未加工的肉类与蔬菜(
已加工的食品和即食食品要分开"加工食品后的
手(刀和砧板要分别清洗+ % 类即食食品中"冰激凌
采集于卫生操作程序较规范的冷饮快餐店且采集
数量少"所以检出血清型致病率较低+ 有研究发
现 )!!* "肉制品和海产品最容易感染单增李斯特菌"

而乳制品污染的危险性较小"在冰激凌类食品中存
在少量单增李斯特菌污染+

李斯特菌又可分为 - 个谱系"谱系 ;包括 !6#Y(
-Y(-8和 1Y"人源分布比例较高&谱系#包括 !6#>(
!6#8和 ->"在食品和自然环境中分离比例较高&谱
系 ;;;包括 1>(18和一部分不典型 1Y 血清型菌株"

大部分来源于反刍动物 )!#* + 绝大部分单增李斯特
菌属于谱系"和谱系#+ 全球李斯特菌病暴发主
要与谱系"中的 1Y 菌株相关"少数与 !6#>和 !6#Y

有关 )!-2!1* + ##% 株即食食品中分离得到的菌株谱系
;和谱系 ;;分别为 1%)1%* # !&’6##% $和 ’-)!&*
#!#&6##%$"其中 !6#>和 !6#Y 是分离率最高的血清
型"分别为 1!)’5*#516##%$和 1&)4!*#5#6##%$"

其次 是 !6#8# !&)%#*" #16##% $ 和 1Y # ’)-!*"
!#6##%$"与本研究分离自不同食物种类中的血清
型分布相比"!6#Y 菌株比例较高+ 即食食品菌株血
清型分布结果提示我国即食食品单增李斯特菌感
染风险较高+ 由于即食食品是引起李斯特菌病的
高危食品"且能够在低温中繁殖"考虑我国目前的
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卫生状况"致病菌繁殖几率较大"应加强食品卫生
管理+

单增李斯特菌感染过程中的每一步均有特定
的毒力基因编码的蛋白质精确调控+ 国外对单增
李斯特菌研究较多的毒力基因有溶血素#EED$(磷
脂酶(内化素(肌动蛋白(毒力因子调节蛋白和 a%&
蛋白等+ EED是单增李斯特菌的重要毒力因子"由
&(’基因编码+ 研究表明 )!’* "EED与单增李斯特菌
的致病性密切相关"有致病性的单增李斯特菌有
EED"无致病性的单增李斯特菌没有 EED+ !-/0的
调控可以是正调控"也可以是负调控"均抑制毒力
因子调节蛋白的表达 )!%* + 在感染宿主细胞的过程
中"对许多毒力因子的表达起到了关键的调控作
用 )!4* + 本研究用 aH/方法对单增李斯特菌的两个
毒力岛的 !# 种基因进行检测 #%-/0"%(*0" &%#" &(’"
4%("$*#0"%(*1"23(0"23(1"23(K"23(L":,&$"结果显示"
$*#0缺失率最高为 #)#%* #’6##% $"其次是 %-/0(
%(*0均为 !)-#* # -6##% $"而 &(’(%(*1(4%((23(K(
2$%(&%#缺失率为零+ 表明我国即食食品中单增李
斯特菌菌株的毒力缺失情况并不严重"只有个别菌
株缺失感染相关基因+ 可能与毒力基因在单增李
斯特菌中有较强的保守性有关"而且我国即食食品
株主要以毒力较强的谱系"和谱系#为主+ 通过
aH/检测已知的毒力也只能作为潜在毒力的基础
研究"远远不能建立起确认致病性的方法+ 随着研
究的深入"将会发现更多的毒力因子"并进一步了
解它们的功能从而给李斯特菌病的防治带来深远
影响+

虽然我国即食食品单增李斯特菌感染的风险
较高"但我国报告的该菌感染的流行病资料非常缺
乏"主要有 - 个方面原因%.构成单增李斯特菌的关
键因素之一是食物带菌量"在污染食物中可能因达
不到感染量而不引起疾病&/医院缺乏对该菌的重
视和快速准确的检测方法"对可疑病人滥用抗生素
也会导致不能检出病原菌&0该菌的大规模暴发如
果缺乏完善的溯源和监测系统"会很难被发现+ 需
要进一步结合动物模型试验(体外试验以及流行病
学数据"建立更准确全面的单增李斯特菌致病性评
价方法"为我国食源性单增李斯特菌风险评估提供
更全面(更准确的数据和依据+
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