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研究报告
基于全基因组测序的单核细胞增生李斯特菌食品分离株分子特征分析

苏乐斌 %!李柏生 -!谭海芳 %!朱颖梅 %!林凤 %!黎碧坚 %!郭凯华 %!周日辉 %

!%1肇庆市疾病预防控制中心"广东 肇庆#!-$"$"$ -1广东省疾病预防控制中心"广东 广州#!%%&""#

摘#要!目的#了解肇庆市单核细胞增生李斯特菌#以下简称单增李斯特菌$食品分离株的基因组特征"毒力岛的

携带情况及遗传多样性% 方法#对肇庆市 %) 株单增李斯特菌食品分离株进行全基因组测序!将组装好的
2?BG:BC;’F2>33?SE;上传至在线分析平台 RABGAJ3?J8AB?@:2XW:EA@:?S?CH"*>;G和 fD>B>SHYAJ进行基因组注释与毒力

因子基因鉴定!并应用基于全基因组测序的单核苷酸多态性分型#VC(F7O;$方法与美国生物技术信息中心#7Rb<$

上获取的 -! 株国内外单增李斯特菌的基因组进行遗传进化分析% 结果#%) 株单增李斯特菌食品分离株的基因组

大小为 -/,-d)/"& IM!R8含量为 )a/.hd),/%h!可分为 $ 个 F\型 # F\%"F\)"F\,"F\!."F\,a"F\%"%$!分属于
$ 个克隆复合群#RR%"RR)"RR,"RR!."RR,a"RR%"%$% 其中!F\) 型菌株均携带 9<O<()毒力岛基因!F\,a 型菌株均

携带完整 9<O<(&毒力岛基因% VC(F7O;遗传进化分析显示 %) 株单增李斯特菌食品分离株可分为 - 个进化分支!其

中 F\) 型菌株位于进化树的根部!与其他 F\型菌株进化上存在差异% 结论#肇庆市单增李斯特菌食品分离株以

高毒力的 F\,a 型和 F\) 型为流行型!并发现一株同时携带 9<O<(%d9<O<(&毒力岛的 F\,a 型菌株!应加强对此类菌

株的监测!警惕高毒力菌株在肇庆市引起感染性暴发的风险%
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基于全基因组测序的单核细胞增生李斯特菌食品分离株分子特征分析!!!苏乐斌"等 !!-)## !

##单核细胞增生李斯特菌# !*-.2#*) >;0;"$.;1202-"
以下简称单增李斯特菌$为革兰阳性杆菌"是重要的
食源性致病菌"主要通过污染食品引起新生儿,孕妇,
老年人的感染"可引发脑膜炎,败血症,流产等"致死
率高达 )"h*%+ ’ 近年来"欧美多国发生过多起单增李
斯特菌感染暴发事件*-()+ ’ 由于单增李斯特菌潜伏期
长"且与一般食源性疾病引起的症状不同"因此很容
易被忽视’ 目前"我国单增李斯特菌病例分离株主要
来自散发的孕妇感染病例*&(!+ ’ 单增李斯特菌食品分
离株与病例分离株在致病性上存在一定差异*$+ ’

为进一步了解单增李斯特菌食品分离株的基
因组特征,毒力岛携带情况和遗传进化多样性"本
研究对 -"%, 年肇庆市 %) 株单增李斯特菌食品分离
株进行全基因组测序"并应用基于全基因组测序的
单核苷酸多态性分型 #V4?SACAB?@A(M>;AE ;:BCSA(
BN2SA?G:EAW?SH@?JW4:;@;"VC(F7O;$方法对菌株分子
特征进行分析"该方法是在全基因组序列的水平上
选择一定数目的 F7O;"通过比较不同细菌基因组中
F7O;的信息"从而达到将同一个种内的不同菌株进
行分型和遗传进化分析的目的"比脉冲场凝胶电泳
#OD8X$,多位点序列分型#I9F\$,多位点可变数
目串联重复序列分析#I9f+$等传统分子分型方法
具有更高的分辩力,更好的重复性和室间可比性"
目前在国外已广泛应用于食源性疾病暴发事件调
查和流行病学分析 * a(.+ "因此本研究可以为更好地
进行食品风险评估和决策提供依据’

%#材料与方法
%/%#材料
%/%/%#菌株来源

%) 株单增李斯特菌分离自 -a" 份市售食品"样
品采集参考 (肇庆市食品安全风险监测实施方
案) * %"+ "菌株分离按照 8b&a,./)"!-"%$ (食品安
全国家标准 食品微生物学检验 单核细胞增生李斯
特氏菌检验) * %%+进行分离培养"经 f<\XL- R?@W>2G

全自动微生物鉴定’药敏分析系统进行生化鉴定’
质控菌株为大肠埃希菌#+\RR-!.--$和单增李斯
特菌#RIRR!&""&$"均于肇庆市疾病预防控制中
心微生物检验科菌种室保存’
%/%/-#主要仪器与试剂

f<\XL- R?@W>2G全自动微生物鉴定’药敏分析
系统#法国梅里埃$"7>B?_J?W%""" 超微量分光光度
计,cNM:G核酸蛋白定量仪均购自美国赛默飞"I:;Ag

高通量测序平台#美国 <SSN@:B>$’
9b培养基 #广州环凯生物科技公司$"李斯特

菌显色培养基#法国科玛嘉$"革兰阳性细菌鉴定卡

#法国梅里埃$"c<+>@W _7+I:B:L:G试剂盒#德国
c:>CAB$"7AUGAJ>=\_7+9:MJ>HOJAW>J>G:?B L:G试剂
盒#美国 <SSN@:B>$"所有试剂均在有效期内使用’
%/-#方法
%/-/%#_7+提取

基因组_7+按试剂盒操作手册提取"使用超微量
分光光度计测定基因组 _7+纯度"用 cNM:G_7+(6F
进行定量"基因组_7+的平均浓度为 %)! BC’+S"最终
体积为 %"" +S’
%/-/-#全基因组测序和序列拼接

分离株全基因组测序在 I:;Ag 平台上完成"构
建文库按试剂盒说明书操作"测序文库为 $"" MW"测
序深度为 %""d-""l"获得的测序序列片段#JA>E;$

在 R9R8AB?@:2;Q?JKMAB24 ./!/) * %-+软件平台上按
从头拼装 # EAB?P?$方式拼接和组装’ 组装好的
2?BG:BC;’F2>33?SE;应用在线分析平台基因组流行病
中心 #RABGAJ3?J8AB?@:2XW:EA@:?S?CH"4GGW;%’’2CA1
2M;1EGN1EK’;AJP:2A;’$"采用 bS>;G方法进行 I9F\与
毒力基因鉴定"使用应用在线基因注释分析工具
*>;G#4GGW%’’J>;G1B@WEJ1?JC’$和 fD>B>SHYAJ# 4GGW%’’
VVV1@C21>212B’fD;’$对基因组进行注释"并将组装
好的基因组序列上传到美国生物技术信息中心
#7Rb<$数据库"获取收录号#>22A;;:?B$’
%/-/)#毒力基因分析和 VC(F7O;进化树构建

使用 6A@<%/"* %)+软件对 &) 个与毒力相关的基
因检出情况进行可视化分析"并采用非加权组平均
#TO8I+$ 法生成热力聚类图’ 同时使用 KF7O
)/"* %&+软件对 %) 株食品分离株的全基因组与 7Rb<

上获得的不同地区和年份的 -! 株具有代表性菌株
基因组#见表 %$构建 VC(F7O;进化树’ 首先使用
KF7O)/" 的 L24??;AJ工具采用 K(@AJ算法"其他参
数默认"对 ), 株菌株的全基因组进行计算"得出 K(
@AJ值为 K%."再以 K%. 为计算参数"鉴定出核心
F7O;为 -, )$& 个"并以核心 F7O;组成序列"设置
M??G;GJ>W 为 % """" 采 用 最 大 似 然 # @>U:@N@
S:KAS:4??E$法构建进化树’

-#结果
-/%#菌株基因组结构特征和 I9F\

本研究的 %) 株单增李斯特菌分离自 -a" 份食
品"其中 ) 株分离自水果 # %,5c9I"%,%,5c9I"!,
%,5c9I"$ $, & 株 分 离 自 熟 食 # %,5c9I"-,
%,5c9I"),%,5c9I%",%,5c9I%%$,% 株分离自凉
拌食物#%,5c9I"&$,! 株分离自寿司#%,5c9I"a,
%,5c9I",,%,5c9I".,%,5c9I%-,%,5c9I%)$’ %)
株单增李斯特菌的基因组大小在 -/,- d)/"& IM
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#### 表 %#-! 株来自 7Rb<的单增李斯特菌菌株信息
\>MSA%#<B3?J@>G:?B ?3-! !*-.2#*) >;0;"$.;1202-:;?S>GAE ;GJ>:B;3J?@7Rb<

菌株编号 分离地区 分离年份 来源 F\型 克隆复合群#RR$ 家系 >22A;;:?B 号
Ia 中国 -"%% 食品 -"% $. - 8R+Z"""-%,)"!/%
7\F7 中国 -"%& 动物 % % . 8R+Z""",""))!/%
76% 中国 -"%, 食品 &aa . & 8R+Z""-.$.%.!/%
9I-"% 中国 -"%- 食品 % % . 8R+Z""","&&$!/%
%-("%! 中国 -""a 患者 , , & 8R+Z"")),,aa!/%
"-(%%") 加拿大 -""- 患者 % % . 8R+Z""--%),,!/%
E2"-%& 美国 -"%& 食品 % % . 8R+Z"""$"""%!/%
99%.! 瑞士 %.,a 患者 % % . 8R+Z""")%,"!!/%
7%("%% + 美国 -"%) 环境 ) ) . 8R+Z"""&),$,!/-
9I"a("",a$ 欧洲 -"%$ 患者 ) ) . 8R+Z""%!$&,)!/%
9I"a("".&, 欧洲 -"%! 动物 ) ) . 8R+Z""%!$&,!!/%
*&a.> 意大利 %... 食品 , , & 8R+Z"""$%)",!/%
9@7%!&$ 瑞士 -"%% 患者 , , & 8R+Z""%&,)&&!/%
%"(&a!, 加拿大 -""- 食品 %$ , & 8R+Z""--%),-!/%
",(!!a, 加拿大 -"", 患者 -.- , & 8R+Z"""".)%-!/-
9IZ%,-) 意大利 -"%- 环境 , , & 8R+Z"""!,!a!!/%
I]_%Z9F%!- 美国 %.,, 患者 &aa . & 8R+Z""-%"!$!!/%
-"%!\X-&.," 意大利 -"%! 患者 %-" , & 8R+Z"")"&!)-!/%
_OR$,.! 爱尔兰 -"%% 食品 !. !. . 8R+Z""".,aa"!/%
9I"$(""&&& 欧洲 -""$ 动物 !. !. . 8R+Z""%!$&$%!/%
9I"$("".%, 欧洲 -""$ 患者 !. !. . 8R+Z""%!$&$a!/%
9I"$("%!., 南非 -""$ 食品 ,a ,a . 8R+Z""%!$&a!!/%
7RRO7?1%!a&) 韩国 -"%- 患者 %"% %"% & 8R+Z""").a%&!/%
-"%-(9!-&" 美国 -"%- 患者 %"% %"% & 8R+Z""%&$$%)!/%
9@Z%,&" 意大利 -"%- 环境 %"% %"% & 8R+Z"""!,!a.!/%

之间"鸟嘌呤和胞嘧啶之比 #R8含量$在 )a/.hd
),/%h之间’ 通过 I9F\数据库 # 4GGW;%’’M:C;EM1
W>;GANJ13J’S:;GAJ:>’$对 a 个管家基因#)4"A,41+&,").,
B)?C,B).,+B/,+/8&$进行对比"结果显示"肇庆市分
离的 %) 株单增李斯特菌可分为 $ 个 F\型"其中 -

株为 F\% 型"属于 RR% 群&) 株为 F\) 型"属于 RR)
群&% 株为 F\, 型"属于 RR, 群&% 株为 F\!. 型"属
于 RR!. 群&& 株为 F\,a 型"属于 RR,a 群&- 株为
F\%"% 型"属于 RR%"% 群"分属家系.和家系&#见
表 -$’

表 -#%) 株单增李斯特菌菌株基因组结构特征和 F\型信息
\>MSA-#8AB?@:2;GJN2GNJ>S24>J>2GAJ:;G:2;>BE F\(GHWA:B3?J@>G:?B ?3%) !*-.2#*) >;0;"$.;1202-;GJ>:B;

菌株号 分离食品 分离时间 全基因组大小’IM R8含量’h F\型 RR群 家系 b:?F>@WSA’8AB?@A>22A;;:?B 号
%,5c9I"% 奇异果 -"%,/"- -/.. ),/" ) RR) . F+I7%-!"!")$’f]=R""""""""
%,5c9I"- 炸鸡块 -"%,/"- -/.. ),/" ) RR) . F+I7%-!$!%"-’f]=O""""""""
%,5c9I") 香肠 -"%,/"- -/.. )a/. ) RR) . F+I7%-!$!%")’f]=]""""""""
%,5c9I"& 凉拌秋葵 -"%,/"! -/.& ),/" ,a RR,a . F+I7%-!$!%"&’f]=7""""""""
%,5c9I"! 草莓 -"%,/"! -/.. ),/" % RR% . F+I7%-!$!%"!’fOD8""""""""
%,5c9I"$ 葡萄 -"%,/"! )/"& )a/. % RR% . F+I7%-!$!%"$’f]=I""""""""
%,5c9I"a 鳗鱼寿司 -"%,/"! -/.& )a/. %"% RR%"% & F+I7%-!$!%"a’f]=9""""""""
%,5c9I", 甜虾寿司 -"%,/"! -/.) )a/. %"% RR%"% & F+I7%-!$!%",’f]=L""""""""
%,5c9I". 三文鱼寿司 -"%,/"! -/.- )a/. , RR, & F+I7%-!$!%".’f]=̂""""""""
%,5c9I%" 酱卤肉 -"%,/%" -/., )a/. ,a RR,a . F+I7%-!$!%%"’f]=<""""""""
%,5c9I%% 烧肉 -"%,/%- -/,- ),/% !. RR!. . F+I7%-!$!%%%’f]=6""""""""
%,5c9I%- 三文鱼寿司 -"%,/%- -/.a )a/. ,a RR,a . F+I7%-!$!%%-’f]=8""""""""
%,5c9I%) 手卷寿司 -"%,/%- -/., )a/. ,a RR,a . F+I7%-!$!%%)’f]=D""""""""

-/-#主要毒力基因
%) 株单增李斯特菌食品分离株共检出 &) 个毒

力基因"根据 fD>B>SHYAJ上对毒力基因编码蛋白的
注释"&) 个毒力基因的蛋白产物可分为 %- 个功能
组#见图 %$"分别为转录激活因子功能组,胞外酶功
能组,毒素功能组,侵入功能组,免疫调节功能组,

依附功能组,纤维二糖家族转运功能组,抗胆盐功
能组,免疫回避功能组,代谢适应功能组,胞内生长
功能组和应激蛋白功能组’ 同时 %) 株单增李斯特
菌食品分离株根据毒力基因携带情况又可分为 - 个
聚类#图 %$"聚类 % 包括 %,5c9I"%d"&"聚类 - 包
括 %,5c9I"! d%)’ %) 株食品分离株均检测到
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9<O<(%和 9<O<(-毒力岛"相对于高度保守的 9<O<(%
毒力岛"9<O<(- 毒力岛上的 *0+9基因在 %,5c9I"$
和 %,5c9I%" 出现缺失"*0+=基因在 %,5c9I"-,
%,5c9I"&, %,5c9I"!, %,5c9I"$, %,5c9I%% 和
%,5c9I%) 出现缺失"*0+D基因在 %,5c9I"! 出现缺
失"而主要编码内化素的 *0+&和 *0+(基因在 %) 株
食品分离株中均有检出’ 而 9<O<(& 毒力岛在 %) 株
食品分离株中的携带情况也有所差别"携带完整

9<O<(& 毒 力 岛 基 因 的 菌 株 为 %,5c9I"&,
%,5c9I%", %,5c9I%- 和 %,5c9I%)" 其 他 菌 株
9<O<(&毒力岛均有不同程度的缺失’ 聚类 % 和聚类
- 的差别主要在于 9<O<() 毒力岛的携带情况"聚类
% 中的 & 株菌株均有检出"且均属于家系.’ 除
9<O<()毒力岛在 %) 株食品分离株中携带情况差异
较大外"其他 )! 个毒力基因在家系.和&菌株中只
存在个别毒力基因的零星缺失"大致携带情况相似’

图 %#%) 株单增李斯特菌毒力基因携带情况聚类图
D:CNJA%#RSN;GAJE:>CJ>@?3%) !*-.2#*) >;0;"$.;1202-:;?S>GAE ;GJ>:B;2>JJH:BCP:JNSAB2ACABA

-/)#基于 VC(F7O;的遗传多样性分析
单增李斯特菌 VC(F7O;系统进化树结果显示见

图 -"), 株菌株可分为 - 个主进化分支"肇庆市分离
的 %) 株食品分离株则分别位于这两个主进化分支
上"其中 %,5c9I"%,%,5c9I"- 和 %,5c9I") 位于
主 分 支 %" %,5c9I"&, %,5c9I%", %,5c9I%%,
%,5c9I%- 和 %,5c9I%) 位于主分支 - 的亚分支
->"%,5c9I"a,%,5c9I", 和 %,5c9I". 位于主分
支 - 的亚分支 -M"%,5c9I"! 和 %,5c9I"$ 位于主
分支 - 的亚分支 -2"其中属于分支 % 的 ) 株食品分
离株#%,5c9I"%,%,5c9I"- 和 %,5c9I")$位于整
个进化树的根部"与其他 %" 株食品分离株进化差异
较大’

)#讨论
自 -" 世纪 ," 年代以来"在世界范围内由单增

李斯特菌引起的食物中毒事件呈上升趋势"目前世
界卫生组织#Q6]$已将其列为四大食源性致病菌

之一 * %!+ ’ 本研究对肇庆市 %) 株单增李斯特菌食品
分离株进行全基因组测序分析"结果显示"肇庆市
单增李斯特菌食品分离株主要为家系.和家系&"
存在多种 RR群"其中 F\,a 型和 F\) 型为肇庆市食
品中主要流行菌株分型"与我国主要流行分型一
致 * %$+ ’ 其中"F\,a 型也是我国临床李斯特病分离
株的主要分型"是我国的高毒优势流行株 * %a+ "而
F\) 型则是在世界广为流行的分子型别"这提示肇
庆市食品中存在高毒力的 F\型流行株’ 本研究毒
力基因的携带情况发现"肇庆市食品分离株除了携
带 9<O<(%d9<O<(& 所包含的 -$ 个毒力基因外"还携
带其他 %a 个毒力基因"这些毒力基因所编码的蛋白
产物在细菌感染宿主过程中起着不同的作用"且相
互配合’ 而单增李斯特菌 & 个毒力岛中"9<O<(%,
9<O<(-和 9<O<(&毒力岛在肇庆市 %) 株食品分离株
中均有检出"9<O<(% 和 9<O<(- 为单增李斯特菌中高
度保守的毒力岛"且不易缺失"在单增李斯特菌感
染宿主的过程中"起着不可或缺的作用"是介导细
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注%黄色部分为分支 %&蓝色部分为分支 ->&紫色部分为分支 -M"红色部分为分支 -2

图 -#), 株单增李斯特菌 VC(F7O;系统进化树
D:CNJA-#QC(F7O;W4HS?CABAG:2GJAA?3), !*-.2#*) >;0;"$.;1202-:;?S>GAE ;GJ>:B;

菌入侵和细胞内生长的关键因子 * %,(%.+ "9<O<() 毒力
岛的携带情况则把肇庆市食品分离株毒力基因聚
类图分为 - 个聚类"9<O<() 毒力岛只存在于家系.
的某些 RR内"主要编码细菌溶血素和细胞毒性毒
力因子"其中的 ++-E基因被公认为重要的毒力因子"

其编码的肽类细胞溶血素在肠道侵入中起着重要
作用"是建立感染和病原体在中性粒细胞中存活的
关键 * -"(-%+ ’ 此外"肇庆市食品分离株的聚类 % 中有
) 株为 F\) 型#%,5c9I"%,%,5c9I"-,%,5c9I")$"
% 株为 F\,a 型#%,5c9I"&$"均携带 9<O<() 毒力岛
中的 ++-E基因"这提示肇庆市的主要优势流行菌株
具有潜在引起严重的人类感染或暴发的风险"值得
公共卫生防控部门高度警惕’ 进一步分析聚类图
发现"& 株 F\,a 型菌株均发现携带完整的 9<O<(& 毒
力岛"这与之前报道的自贡市 F\,a 型菌株 9<O<(&

毒力岛携带情况 * %a+一致’ 而 9<O<(& 毒力岛是在近
年才被发现的"该毒力岛包含 $ 个毒力基因"共同编
码一个纤维二糖家族的转运系统"而完整的 9<O<(&

毒力岛在母婴李斯特菌病感染中发挥着重要的作
用"目前已被证实了在临床中参与宿主的神经和胎
盘感 染 * --+ " 而 & 株 F\,a 型 菌 株 中" 有 % 株
#%,5c9I"&$同时携带 9<O<(%d9<O<(& 毒力岛"应加
强对此类菌株的监测"警惕发生母婴李斯特菌病的
风险’

VC(F7O系统进化树分析显示"%) 株食品分离
株分 别 处 于 两 个 主 分 支 上" ) 株 F\) 型 菌 株
#%,5c9I"%,%,5c9I"-,%,5c9I")$处于整个进化
树的根部"与其余 %" 株菌株进化差异较大"也与
) 株欧美流行的 F\) 型菌株存在较大差异"这提示
可能由于对地理环境的适应性出现了进化上的差
异’ 而 ->分支则是由两个 F\型# F\!. 和 F\,a$的
菌株 构 成" 其 中 包 括 ! 株 肇 庆 市 食 品 株
#%,5c9I"&, %,5c9I%", %,5c9I%%, %,5c9I%- 和
%,5c9I%)$"这提示 F\,a 型与 F\!. 型可能进化自
同一祖先’ ) 株家系&菌株#%,5c9I"a,%,5c9I",

和 %,5c9I".$集中位于 -M 分支"%,5c9I". 与意大
利食品株 *&a.>亲缘较近’ 而 -2分支在整个系统
进化树的位置也值得注意"包含 - 株肇庆市食品分
离株和 ! 株来自于世界的单增李斯特菌全基因组"

均为 F\% 型"属于家系.菌株"却与 -M 分支同属于
一个进化节点"与其他家系.菌株有进化差别"值
得进一步研究’ 在 -2分支中"- 株肇庆市食品分离
株#%,5c9I"! 和 %,5c9I"$$与瑞士分离株 99%.!,

美国 分 离 株 E2"-%& 亲 缘 较 近" 而 99%.! 则 是
%.,)!%.,a 年瑞士李斯特菌病流行期间的高毒力
临床分离株 * -)+ "这提示 %,5c9I"! 和 %,5c9I"$ 与
99%.! 具有共同的进化祖先"与此同时 F\% 型又是
世界上主要引起李斯特菌病的型别 * --+ "故该 F\型
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菌株在肇庆市有引起感染的风险"值得防控部门
关注’

综上所述"本研究通过 VC(F7O;方法分析了肇
庆市 %) 株单增李斯特分离株的分子特征"结果显
示"F\,a 型和 F\) 型为优势型" F\,a 型菌株毒力
强"均携带能引起母婴李斯特菌病的完整 9<O<(& 毒
力岛基因"而其中 % 株菌株携带全部 & 个主要的毒
力岛基因"值得引起防控部门的高度关注’ 同时
F\) 型菌株也值得重视") 株分离株均携带 ) 个主要
的毒力岛"且与国内外主要引起感染的 F\型菌株
不在同一个进化支上"有关防控部门应加强监测"
警惕 F\,a 和 F\) 型高毒力菌株在肇庆市引起感染
性暴发的风险’
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