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北京市朝阳区单核细胞增生李斯特菌关键毒力
基因缺失与致病性关联性研究

郝民,阮明捷,王恒伟,田甜,邵希凤,宋衍燕

(北京市朝阳区疾病预防控制中心,北京 　 100021)

摘 　 要:目的 　 了解北京市朝阳区 2016—2018 年 81 株单核细胞增生李斯特菌(单增李斯特菌)关键毒力基因缺

失与菌株致病性和血清型的关联性。 方法 　 聚合酶链反应(PCR)结合血清凝集法进行血清学分型;PCR 法检测 11
种毒力基因;微量肉汤稀释法进行药敏实验;结合流行病学调查数据,研究单增李斯特菌关键毒力基因缺失与致病

性、血清型的关联。 结果 　 81 株单增李斯特菌分为 4 种血清型:1 / 2a 型 占 50. 62% ( 41 / 81)、1 / 2b 型 占 29. 63%
(24 / 81)、1 / 2c 型占 11. 11%(9 / 81)、4b 型占 8. 64%(7 / 81);食源性菌株与病例分离株优势血清型均为 1 / 2a。 毒力

基因 inlA、inlC、inlJ、plcB、prfA、mpl 携带率为 100%;iap、hly、actA、inlB、plcA 携带率分别为 98. 77%、98. 77%、97. 53%、
80. 25%、38. 27%;携带 7 种、8 种、9 种、10 种、11 种毒力基因的菌株比例分别为 1. 23% ( 1 / 81)、2. 47% ( 2 / 81)、
7. 41%(6 / 81)、59. 26%(48 / 81)、29. 63%(24 / 81)。 hly 在 1 / 2c 型低于其他血清型,plcA 仅在 1 / 2b 和 4b 型中 100%
携带。 70. 37%(57 / 81) 的 单 增 李 斯 特 菌 株 存 在 毒 力 基 因 缺 失, 1 / 2a 型 为 主 ( 41 / 57, 71. 93%); 1 / 2b 型 ( 6 / 24,
25. 00%)与 4b 型(1 / 7,14. 29%)仅缺失 inlB。 病例分离株中的 16 株 ( 16 / 28,57. 14%) 毒力基因缺失株,性别、年

龄、临床菌株来源以及是否妊娠相关的分布差异均无统计学意义(P> 0. 05)。 81 株单增李斯特菌对青霉素、红霉

素、氨苄西林的耐药率均为 4. 94%,对其他抗生素最低抑菌浓度( MIC)值较小,但有 57 株单增李斯特菌对氯霉素

MIC 值达 16
 

μg / mL;毒力基因缺失株存在 3 株耐药菌株,一株为 inlB 缺失株,对青霉素、红霉素、氨苄西林均耐药;
另一株为 inlB 缺失株仅对青霉素耐药;第三株 plcA 缺失株对红霉素耐药。 结论 　 北京市朝阳区单增李斯特菌食源

性菌株与病例分离株血清型以 1 / 2a 型为主,存在毒力基因缺失现象,但部分毒力基因缺失对菌株致病性影响有

限,食品和临床分离单增李斯特菌的耐药率偏低,但应加强单增李斯特菌毒力基因和耐药性的监测与防控。
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Abstract:
  

Objective 　 To
 

investigate
 

the
 

association
 

between
 

deletion
 

of
 

key
 

virulence
 

genes
 

and
 

pathogenicity
 

and
 

serotype
 

of
 

81
 

strains
 

of
 

Listeria
 

monocytogenes (L. monocytogens)
 

isolates
 

in
 

Chaoyang
 

district
 

of
 

Beijing
 

from
 

2016-2018.
 

Methods　 Serotyping
 

was
 

performed
 

on
 

81
 

strains
 

of
 

L.
 

monocytogenes
 

by
 

polymerase
 

chain
 

reaction
 

( PCR)
 

and
 

serum
 

agglutination
 

assay,
 

and
 

11
 

virulence
 

genes
 

( inlA,
 

inlC,
 

inlJ,
 

plcB,
 

prfA,
 

mpl,
 

iap,
 

hly,
 

actA,
 

inlB,
 

plcA)
 

were
 

detected
 

by
 

PCR.
 

The
 

susceptibility
 

of
 

these
 

strains
 

to
 

9
 

antibiotics
 

were
 

tested
 

by
 

broth
 

dilution.
 

Based
 

on
 

the
 

epidemiological
 

survey
 

data,
 

the
 

relationship
 

between
 

the
 

deletion
 

of
 

key
 

virulence
 

genes,
 

pathogenicity
 

and
 

serotype
 

of
 

L.
 

monocytogenes
 

was
 

studied.
 

Results 　 The
 

81
 

strains
 

of
 

L.
 

monocytogenes
 

were
 

classified
 

into
 

4
 

serotypes:
 

1 / 2a
 

serotype
 

50. 62%
 

(41 / 81) ,
 

1 / 2b
 

serotype
 

29. 63%
 

( 24 / 81 ) ,
 

1 / 2c
 

serotype
 

11. 11%
 

( 9 / 81 )
 

and
 

4b
 

serotype
 

8. 64%
 

( 7 / 81 ) .
 

The
 

predominant
 

serotype
 

of
 

food
 

isolates
 

and
 

patient
 

isolates
 

were
 

1 / 2a.
 

The
 

positive
 

rates
 

of
 

virulence
 

genes
 

inlA,
 

inlC,
 

inlJ,
 

plcB,
 

prfA
 

and
 

mpl
 

were
 

100% .
 

The
 

positive
 

rates
 

of
 

iap,
 

hly,
 

actA,
 

inlB
 

and
 

plcA
 

were
 

98. 77% ,
 

98. 77% ,
 

97. 53% ,
 

80. 25%
 

and
 

38. 27%
 

respectively.
 

The
 

proportions
 

of
 

the
 

81
 

strains
 

of
 

L.
 

monocytogenes
 

carrying
 

7,
 

8,
 

9,
 

10
 

and
 

11
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virulence
 

genes
 

were
 

1. 23%
 

(1 / 81) ,
 

2. 47%
 

(2 / 81) ,
 

7. 41%
 

(6 / 81) ,
 

59. 26%
 

(48 / 81)
 

and
 

29. 63%
 

(24 / 81) .
 

The
 

positive
 

rate
 

of
 

hly
 

in
 

genotype
 

1 / 2c
 

was
 

lower
 

than
 

that
 

in
 

other
 

serotypes,
 

and
 

plcA
 

was
 

only
 

100%
 

carried
 

in
 

genotype
 

1 / 2b
 

and
 

4b.
 

70. 37%
 

(57 / 81)
 

isolates
 

lacked
 

11
 

virulence
 

genes
 

and
 

1 / 2a
 

( 41 / 57,
 

71. 93% )
 

was
 

the
 

main
 

serotype.
 

Only
 

inlB
 

was
 

not
 

detected
 

in
 

1 / 2b
 

( 6 / 24,
 

25. 00% )
 

and
 

4b
 

( 1 / 7,
 

14. 29% )
 

serotype.
 

There
 

was
 

no
 

significant
 

difference
 

in
 

the
 

distribution
 

of
 

gender,
 

age,
 

pregnancy
 

related
 

or
 

not,
 

and
 

the
 

source
 

of
 

strains
 

in
 

16
 

virulence
 

gene
 

deletion
 

strains
 

isolated
 

from
 

patients
 

( P > 0. 05) .
 

The
 

resistant
 

rates
 

of
 

81
 

strains
 

of
 

L.
 

monocytogenes
 

to
 

penicillin,
 

erythromycin
 

and
 

ampicillin
 

were
 

4. 94% .
 

MIC
 

to
 

chloramphenicol
 

of
 

57
 

strains
 

was
 

as
 

high
 

as
 

16
 

μg / mL
 

and
 

MIC
 

to
 

the
 

other
 

antibiotics
 

was
 

low.
 

There
 

were
 

three
 

drug-resistant
 

strains
 

in
 

the
 

virulence
 

gene
 

deletion
 

strains,
 

and
 

one
 

inlB
 

deletion
 

strain
 

was
 

resistant
 

to
 

penicillin,
 

erythromycin
 

and
 

ampicillin.
 

Another
 

inlB
 

deletion
 

strain
 

was
 

resistant
 

to
 

penicillin.
 

The
 

plcA
 

deletion
 

strain
 

was
 

resistant
 

to
 

erythromycin.
 

Conclusion 　 The
 

dominant
 

serotypes
 

of
 

L.
 

monocytogenes
 

isolated
 

from
 

food
 

and
 

patients
 

in
 

Chaoyang
 

district
 

of
 

Beijing
 

was
 

1 / 2a.
 

There
 

were
 

some
 

virulence
 

gene
 

deletion
 

strains.
 

Deletion
 

of
 

some
 

virulence
 

genes
 

had
 

limited
 

effect
 

on
 

pathogenicity
 

of
 

L.
 

monocytogenes
 

strains.
 

The
 

drug
 

resistance
 

rate
 

of
 

L.
 

monocytogenes
 

isolated
 

from
 

food
 

and
 

clinic
 

was
 

low,
 

but
 

surveillance
 

and
 

control
 

of
 

virulence
 

genes
 

and
 

drug
 

resistance
 

of
 

L.
 

monocytogenes
 

should
 

be
 

strengthened.
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　 　 单核细胞增生李斯特菌( Listeria
 

monocytogenes,
简称单增李斯特菌) 为革兰阳性无芽孢杆菌,可引

起胃肠炎、脑膜炎、败血症等疾病并导致孕妇流产、
死胎,免疫功能缺陷患者、孕妇、新生儿及 65 岁以上

老人 更 易 感 [ 1-2] 。 该 菌 致 病 性 强, 致 死 率 高 达

30% [ 3] 。 2017 年 1 月 1 日至 2018 年 7 月 17 日,南
非暴发单增李斯特菌 ST6 引起李斯特菌病疫情,报
告病例 1

 

060 名,暴发来源为即食肉食品 [ 4] 。 美国

疾病控制与预防中心 ( Centers
 

for
 

Disease
 

Control
 

and
 

Prevention,
 

CDC) 报道,美国每年约 1
 

600 人感

染单增李斯特菌,造成约 260 人死亡。 我国食源性

疾病监测显示,国内感染单增李斯特菌散发病例逐

年增高,2016 年报告 82 例病例,以孕妇和新生儿

为主 [ 5] 。
单增李斯特菌具有 13 种血清型,分别是 1 / 2a、

1 / 2b、1 / 2c、3a、3b、3c、4a、4b、4c、4
 

d、4ab、4e 和 7。
1 / 2a、1 / 2b、1 / 2c 和 4b 为常见食源性及病例分离株

血清型 [ 6] ,4b 型引起绝大多数单增李斯特菌暴发流

行 [ 7] 。 单增李斯特菌毒力基因位于毒力岛 1( LIPI-
1:prfA、plcA、 hly、mpl、 actA、 plcB) 和毒力岛 2 ( LIPI-
2) 。 LIPI-2 为 N 端富含亮氨酸重复序列的蛋白质

家族, 又 名 内 化 素 小 岛, 包 含 InlA、 InlB、 InlC 到

InlH,参与单增李斯特菌黏附与侵袭。 iap 编码细胞

壁水解酶 P60,与细菌侵袭性密切相关 [ 8-10] 。 在单

增李斯特菌感染宿主细胞的过程中,毒力因子的表

达起到重要的调控作用。 毒力基因的缺失是否对

单增李斯特菌致病性有影响;食入毒力基因缺失株

污染的食品是否会致病,值得进一步研究。 此外,
青霉素或氨苄西林联合氨基糖苷类抗生素为李斯

特菌病临床常用药。 由于抗生素在临床治疗中的

滥用、过度应用,单增李斯特菌耐药菌株逐渐增多

并有多重耐药趋势 [ 11] 。 因此,了解单增李斯特菌耐

药谱对于指导临床治疗尤其重要。
本研究分析北京市朝阳区 81 株食品源和病例

分离单增李斯特菌的血清学分型、毒力基因及耐药

特征,了解不同来源菌株、不同血清型别与致病力

和耐药性的关系,为预防单增李斯特菌流行及临床

治疗提供科学数据。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 菌株来源

北京市朝阳区 2016—2018 年分离的 53 株食品

源和 28 株病例分离单增李斯特菌株。 标准菌株为

单 增 李 斯 特 菌 ATCCTM
 

19111、 ATCCTM
 

19115、
ATCCTM

 

51779;肺炎链球菌 ATCCTM
 

49619;金黄色

葡萄球菌 ATCCTM
 

29213。
1. 1. 2　 主要仪器与试剂

S1000TM 伯乐 PCR 仪(美国伯乐公司) ;毛细管

电泳仪 ( 德国 QIAGEN 公司 ) ; 生物安全柜 ( 美国

Beckman 公司) ; 低温高速离心机 ( 德国 Sigma 公

司) ;血平板 ( 北京陆桥技术股份有限公司) ; Taq
 

PCR
 

Master
 

Mix
 

Kit(德国 QIAGEN 公司) ;李斯特菌

血清分型试剂盒( 日本生研会社) ;引物合成[ 英潍

捷基(上海)贸易有限公司] ;革兰阳性菌药敏检测

板(赛默飞世尔科技有限公司) 。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 模板 DNA
提取菌株接种血平板培养后,挑取单菌落溶于

500
 

μL 无菌纯水,13
 

000
 

r / min 离心 5
 

min 弃上清,
加 入 50

 

μL 无 菌 纯 水, 100
 

℃ 水 浴 10
 

min,
13

 

000
 

r / min 离心 5
 

min,取上清备用。
1. 2. 2　 血清学分型

聚合 酶 链 式 反 应 ( Polymerase
 

chain
 

reaction,
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PCR)结合血清凝集实验确定血清型别。 PCR 引

物序列参考 DOUMITH 等 [ 12] 建立的方法 ( 表 1) 。
PCR 反应体系( 25

 

μL) :Taq
 

PCR
 

Master
 

Mix
 

12. 5
 

μL,上下游引物( 10
 

μmol / L) 各 1
 

μL,模板 1
 

μL,
灭菌 水 9. 5

 

μL。 PCR 反 应 参 数: 预 变 性 94
 

℃ ,

3
 

min;变性 94
 

℃ 、0. 5
 

min,退火时间 1. 15
 

min(退

火温度见表 1) ,延长 72
 

℃ ,1. 15
 

min,35 个循环;
再延长 72

 

℃ ,7
 

min。 毛细管凝胶电泳检测扩增结

果。 血清凝集实验参照李斯特菌血清分型试剂盒

使用说明书进行。

表 1　 单增李斯特菌血清学分型引物

Table
 

1　 Primers
 

used
 

for
 

serotypes
 

of
 

Listeria
 

monocytogenes
基因 引物序列( 5′-3′) 退火温度 / ℃ 片段大小 / bp 血清特异性

lmo0737

lmo1118

orf2819

orf2110

prs

F:AGGGCTTCAAGGACTTACCC
R:ACGATTTCTGCTTGCCATTC
F:AGGGGTCTTAAATCCTGGAA
R:CGGCTTGTTCGGCATACTTA
F:AGCAAAATGCCAAAACTCGT
R:CATCACTAAAGCCTCCCATTG
F:AGTGGACAATTGATTGGTGAA
R:CATCCATCCCTTACTTTGGAC
F:GCTGAAGAGATTGCGAAAGAAG
R:CAAAGAAACCTTGGATTTGCGG

57 691 1 / 2a、1 / 2c、3a、3c

56 906 1 / 2c、3c

56 471 1 / 2b、3b、4b、4d、4e

56 597 4b、4d、4e

55 370 李斯特菌属所有菌株

1. 2. 3　 毒力基因检测

针对毒力基因 inlA、 inlC、 inlJ、 plcB、 prfA、 mpl、
iap、hly、actA、inlB、plcA 进行 PCR 扩增,引物序列参

考文献 [ 13-16] ( 表 2) 。 PCR 反应体系 ( 25
 

μL) :
Taq

 

PCR
 

Master
 

Mix
 

12. 5
 

μL, 上、 下 游 引 物

(10
 

μmol / L) 各 1
 

μL,模板 1
 

μL,灭菌水 9. 5
 

μL。
PCR 反应参数:预变性 94

 

℃ , 4
 

min;变性 94
 

℃ 、
0. 5

 

min,退火时间 0. 5
 

min(退火温度见表 2) ,延长

72
 

℃ ,1
 

min,32 个循环;再延长 72
 

℃ ,10
 

min。 毛细

管凝胶电泳检测扩增结果。
1. 2. 4　 药物敏感性试验

采用微量肉汤稀释法针对青霉素、氨苄西林、红
霉素、万古霉素、氯霉素、利福平、利萘唑烷、替加环素

和莫西沙星进行药物敏感性试验。 根据欧洲抗菌药

物 敏 感 实 验 委 员 会 ( European
 

Committee
 

on
 

Antimicrobial
 

Susceptibility
 

Testing,
 

EUCAST)推荐方

法[ 17] 判读青霉素、氨苄西林和红霉素结果;其余 6 种

抗生素(万古霉素、氯霉素、利福平、利萘唑烷、替加环

素和莫西沙星)因无 EUCAST 和美国临床和实验室标

准协 会 ( Clinical
 

and
 

Laboratory
 

Standards
 

Institute,
 

CLSI)标准,不做药物敏感性判定,仅分析最低抑菌浓

度(Minimum
 

inhibitory
 

concentration,
 

MIC)。
1. 2. 5　 统计学分析

数据分析使用 SPSS23. 0 统计软件,P< 0. 05 为

差异有统计学意义。

2　 结果与分析

2. 1　 单增李斯特菌分布情况

北京市朝阳区 2016—2018 年食品污染物和有

害因素风险监测工作采集食品 961 份,检出单增李

　 　 　 　 表 2　 单增李斯特菌毒力基因引物

Table
 

2　 Primers
 

used
 

for
 

virulence
 

genes
 

of
 

Listeria
 

monocytogenes
毒力
基因

引物序列( 5′-3′)
退火温
度 / ℃

扩增片段
大小 / bp

inlA

prfA

inlC

inlJ

actA

hly

inlB

plcA

plcB

mpl

iap

F:CCGCACTCACTAACTTAGAG
R:GTTGTTTCTTTGCCGTCCAC
F:CTCAAGCAGAAGAATTCA
R:TCCCCAAGTAGCAGGACA
F:AATTCCCACAGGACACAACC
R:CGGGAATGCAATTTTTCACTA
F:TGTAACCCCGCTTACACAGTT
R:AGCGGCTTGGCAGTCTAATA
F:ACCGCCTCCAACAGAAGATG
R:GGATTACTGGTAGGCTCGGC
F:GCCTGCAAGTCCTAAGACGCCAATC
R:CTTGCAACTGCTCTTTAGTAACAGC
F:AAGCACAACCCAAGAAGGAA
R:AAAATTCCACTCATGCCCAC
F:TCCCATTAGGTGGAAAAGCA
R:CGGGGAAGTCCATGATTAGA
F:CAGCTCCGCATGATATTGAC
R:CTGCCAAAGTTTGCTGTGAA
F:AAAGGTGGAGAAATTGATTCG
R:AGTGATCGTATTGTAGGCTGCTT
F:ACTGGTTTCGTTAACGGTAAA
R:TTTAGTGTAACCAGAGCAATC

58 580

53 695

57 517

58 238

56 644

57 706

54 1107

58 840

57 723

58 450

56 810

斯特菌 53 株(5. 52%),主要分布于生禽肉与冷冻鱼

肉食品(图 1)。 单增李斯特菌病例分离株 28 株,其
中:女性病例 21 例(75. 00%),18 例(64. 29%)年龄段

为 1 ~ 60 岁,19 例(67. 86%)为妊娠相关病例;单增李

斯特菌病例株分离来源有:血液(13 / 28,46. 43%)、胎
盘( 8 / 28, 28. 57%)、 脑 脊 液 ( 4 / 28, 14. 29%)、 脐 带

(2 / 28,7. 14%)和咽拭子(1 / 28,3. 57%)。
2. 2　 血清型分布特征

81 株单增李斯特菌分为 4 种血清型:1 / 2a 型
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图 1　 不同食品来源单增李斯特菌检出情况

Figure
 

1　 Distribution
 

of
 

Listeria
 

monocytogens
 

isolated
 

from
 

food

50. 62%(41 / 81) 、1 / 2b 型 29. 63% ( 24 / 81) 、1 / 2c 型

11. 11%(9 / 81) 、4b 型 8. 64% ( 7 / 81) 。 53 株食源性

菌株血清型分布:1 / 2a 型占 50. 94% ( 27 / 53) 、1 / 2b
型占 26. 42% ( 14 / 53) 、1 / 2c 型占 16. 98% ( 9 / 53) 、
　 　 　 　

4b 型占 5. 66%(3 / 53) 。 28 株病例分离株血清型分

布:1 / 2a 型占 50. 00% ( 14 / 28) 、1 / 2b 型占 35. 71%
(10 / 28) 、4b 型占 14. 29% ( 4 / 28) 。 对食源性菌株

与病例分离株血清型分布进行统计学分析,差异无

统计学意义(P>0. 05) 。
2. 3　 毒力基因分布

毒力基因 inlA、 inlC、 inlJ、plcB、prfA、mpl 携带率

为 100%; iap、 hly、 actA、 inlB、 plcA 携 带 率 分 别 为

98. 77%、 98. 77%、 97. 53%、 80. 25%、 38. 27% ( 表

3) 。 81 株单增李斯特菌分别携带 7 种、8 种、9 种、
10 种、11 种毒力基因的菌株比例为 1. 23% ( 1 / 81) 、
2. 47% ( 2 / 81 ) 、 7. 41% ( 6 / 81 ) 、 59. 26% ( 48 / 81 ) 、
29. 63%(24 / 81) 。
2. 4　 不同来源菌株毒力基因分布

食源性菌株和病例分离株毒力基因携带率差

异无统计学意义(P>0. 05) (表 3) 。

表 3　 不同来源单增李斯特菌毒力基因分布情况

Table
 

3　 Distribution
 

virulence
 

genes
 

of
 

Listeria.
 

monocytogenesisolated
 

from
 

food
 

and
 

patient
毒力
基因

编码
蛋白

食品分离株( 53 株) 病例分离株( 28 株)
阳性菌株数 携带率 / % 阳性菌株数 携带率 / %

χ2 值 P 值

inlA 内化素 A 53 100. 00 28 100. 00 — —
inlC 内化素 C 53 100. 00 28 100. 00 — —
inlJ 内化素 J 53 100. 00 28 100. 00 — —
plcB 磷脂酞胆碱磷脂酶 C 53 100. 00 28 100. 00 — —
prfA PrfA 蛋白 53 100. 00 28 100. 00 — —
mpl Mpl 蛋白 53 100. 00 28 100. 00 — —
actA ActA 蛋白 52 98. 11 27 96. 43 — 1. 000

 

hly 李斯特溶血素 O 52 98. 11 28 100. 00 — 1. 000
 

iap P60 蛋白 52 98. 11 28 100. 00 — 1. 000
 

inlB 内化素 B 42 79. 25 23 82. 14 0. 097 0. 755
plcA 磷脂酞肌醇磷脂酶 17 32. 08 14 50. 00 2. 492 0. 114

2. 5　 不同血清型菌株毒力基因分布情况

75. 00% ( 18 / 24 ) 1 / 2b 型与 85. 71% ( 6 / 7 ) 4b
型检出全部毒力基因,其中 2b 型含 10 株食源性

菌株、8 株病例分离株,4b 型含 2 株食源性菌株、
6 株病例分离株。 1 / 2a 型、1 / 2b 型、1 / 2c 型、4b 型

hly、plcA 携带率不同 ( P<0. 05 ) , hly 携带率 1 / 2c
型低于其他 3 种血清型, plcA 仅在 1 / 2b 和 4b 型

100%携带;其余 9 种毒力基因,4 种血清型携带率

差异无统计学意义(P>0. 05) (表 4) 。

表 4　 不同血清型单增李斯特菌菌株毒力基因分布情况

Table
 

4　 Distribution
 

virulence
 

genes
 

of
 

Listeria
 

monocytogenes
 

with
 

different
 

serotypes

毒力基因
1 / 2a( 41 株) 1 / 2b( 24 株) 1 / 2c( 9 株) 4b( 7 株)

阳性菌株数 携带率 / % 阳性菌株数 携带率 / % 阳性菌株数 携带率% 阳性菌株数 携带率 / %
χ2 值 P 值

inlA 41 100. 00 24 100. 00 9 100. 00 7 100. 00 — —
inlC 41 100. 00 24 100. 00 9 100. 00 7 100. 00 — —
inlJ 41 100. 00 24 100. 00 9 100. 00 7 100. 00 — —
mpl 41 100. 00 24 100. 00 9 100. 00 7 100. 00 — —
plcB 41 100. 00 24 100. 00 9 100. 00 7 100. 00 — —
prfA 41 100. 00 24 100. 00 9 100. 00 7 100. 00 — —
hly 41 100. 00 24 100. 00 8 88. 89 7 100. 00 8. 1 0. 044
iap 40 97. 56 24 100. 00 9 100. 00 7 100. 00 0. 988 0. 804
actA 40 97. 56 24 100. 00 8 88. 89 7 100. 00 3. 576 0. 311
inlB 34 82. 93 18 77. 78 7 77. 78 6 85. 71 0. 769 0. 857
plcA 0 0. 00 24 100. 00 0 0. 00 7 100. 00 81 0. 000
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2. 6　 毒力基因缺失分析

2. 6. 1　 毒力基因缺失概况

70. 37%(57 / 81)单增李斯特菌菌株存在毒力基因

缺失,仅涉及 plcA、inlB、iap、actA 和 hly,缺失率分别为

44. 44%(36 / 81)、13. 58%(11 / 81)、1. 23%(1 / 81)、1. 23%
(1 / 81)、1. 23% (1 / 81)。 食源性菌株(41 / 53,77. 36%)
和单增李斯特菌病例分离株(16 / 28,57. 14%)毒力基因

缺失率差异无统计学意义(P>0. 05)。
2. 6. 2　 毒力基因缺失在病例分离株的分布情况

病例分离株含 16 株毒力基因缺失株,不同性

别、年龄、临床菌株来源以及是否与妊娠相关的分

布差异均无统计学意义(P>0. 05) (表 5) 。
2. 6. 3　 不同血清型毒力基因缺失分布情况

毒力基因缺失株中,1 / 2a 型占 71. 93% (41 / 57),
1 / 2c 型占 15. 79%(9 / 57),1 / 2b 型占 10. 53%(6 / 57),
4b 型占 1. 75% ( 1 / 57)。 1 / 2a 型毒力基因缺失率:
plcA

 

100% ( 41 / 41)、 inlB
 

17. 07% ( 7 / 41)、 iap
 

2. 44%
(1 / 41)、actA

 

2. 44%(1 / 41);1 / 2b 型仅缺失 inlB,其缺

失率为 25. 00%(6 / 24);1 / 2c 型毒力基因缺失率:plcA
 

100% ( 41 / 41 )、 inlB
 

17. 07% ( 7 / 41 )、 iap
 

2. 44%
(1 / 41)、actA

 

2. 44%(1 / 41)%、inlB
 

22. 22%(2 / 9)、hly
 

11. 11%(1 / 9)、actA
 

11. 11%(1 / 9);4b 型仅缺失 inlB,
其缺失率为 14. 29%(1 / 7)。
2. 7　 药物敏感性分析

2. 7. 1　 药物敏感性分析概况

耐药结果参照 EUCAST 标准,青霉素、红霉素、
氨苄西林耐药率均为 4. 94% ( 4 / 81) 。 食源性菌株

青霉素、红霉素、氨苄西林耐药率为 5. 66%(3 / 53) 、

表 5　 28 株单增李斯特菌病例分离株中毒力基因缺失

株统计分析

Table
 

5　 Statistical
 

analysis
 

of
 

virulent
 

gene
 

deletion
 

strains
 

in
 

28
 

strains
 

Listeriamonocytogenes
 

isolated
 

from
 

patient

变量
病例数

( n)
毒力基因缺

失株病例数( n)
χ2 值 P 值

性别

　 男 7 4
　 女 21 12
年龄

　 0 ~ 5 3
　 1 ~ 18 11
　 60 ~ 3 2
　 不详 2 0
临床菌株来源

　 血液 13 9
　 胎盘 8 2
　 脐带 2 2
　 脑脊液 4 3
　 咽拭子 1 0
是否与妊娠相关

　 妊娠相关病例 19 9
　 非妊娠相关病例 9 7

— 1. 000

0. 165 0. 921

5. 688 0. 128

2. 306 0. 223

5. 66%(3 / 53) 、3. 77% ( 2 / 53) ;病例分离株青霉素、
红霉素、氨苄西林耐药率为 3. 57% ( 1 / 28) 、3. 57%
(1 / 28) 、7. 14% ( 2 / 28) ,食源性菌株与病例分离株

耐药率差异无统计学意义(P> 0. 05) 。 其余 6 种抗

生素: 57 株 单 增 李 斯 特 菌 氯 霉 素 MIC 值 高 达

16
 

μg / mL,其中 36 株为食源性菌株、21 株为病例分

离株;单增李斯特菌对其他抗生素 MIC 值均较小;
96. 3%单增李斯特菌万古霉素 MIC 值为 2

 

μg / mL,
仅 1 株食源性菌株 MIC 值高达 8

 

μg / mL(表 6) 。

表 6　 81 株单增李斯特菌对 9 种抗生素敏感性结果

Table
 

6　 Antimicrobial
 

susceptibility
 

patterns
 

of
 

81
 

strains
 

Listeriamonocytogenes
 

to
 

9
 

antibiotics

抗生素
不同浓度( μg / mL)测试 MIC 值的菌株数量(株)

0. 03 0. 06 0. 12 0. 25 0. 5 1 2 4 8 16 32 64
MIC 范围
( μg / mL)

MIC50

( μg / mL)
MIC90

( μg / mL)

青霉素 0 1 0 12 47 17 2 0 2 0 0 0 ≤0. 06 ~ 8 0. 5 1

氨苄西林 0 0 6 7 52 12 4 0 0 0 0 0 ≤0. 12 ~ 2 0. 5 1

红霉素 0 0 0 69 10 0 1 1 0 0 0 0 ≤0. 25 ~ 4 0. 25 0. 5

万古霉素 0 0 0 1 0 1 78 0 1 0 0 0 ≤0. 25 ~ 8 2 2

利福平 0 0 0 0 75 3 2 1 0 0 0 0 ≤0. 5 ~ 1 0. 5 0. 5
氯霉素 0 0 0 0 0 0 0 1 23 57 0 0 4 ~ 16 16 16

利萘唑烷 0 0 0 0 0 1 12 68 0 0 0 0 ≤1 ~ 4 4 4

替加环素 3 3 76 1 0 0 0 0 0 0 0 0 ≤0. 03~ 0. 25 0. 12 0. 12

莫西沙星 0 0 0 13 17 51 0 0 0 0 0 0 ≤0. 25 ~ 1 1 1

2. 7. 2　 毒力基因缺失株耐药结果

57 株毒力基因缺失株存在 3 株耐药菌株。 一

株为 inlB 缺失株,青霉素、红霉素、氨苄西林均耐

药;第二株为 inlB 缺失株,仅青霉素耐药;第三株为

plcA 缺失株,红霉素耐药。

3　 讨论

单增李斯特菌有 13 种血清型,其中 1 / 2a 型和

1 / 2b 型可引起散发病例, 4b 型易引起暴发流行。
在加拿大和美国,绝大多数李斯特菌病由 4b 型引

起 [ 18] 。 文献报道河北、 福建、 杭州、 温州、 银川等
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地 [ 19-24] ,食源性单增李斯特菌血清型以 1 / 2a 和

1 / 2b 为主,主要来自生肉、熟肉制品、动物性水产及

速冻米面制品等。 本研究中 81 株单增李斯特菌食

源性菌株与病例分离株优势血清型均为 1 / 2a,食源

性菌株主要分布于生禽肉和冷冻鱼肉食品,与国内

报道相一致。 本文中的 4b 型菌株在食品与患者中

均有发现,但未见暴发报道,可能与食物中毒相关

检测中未将单增李斯特菌列为常规检测项目有关,
有必要在之后的工作中将其纳入其中,加强单增李

斯特菌相关食源性疾病监测。 单增李斯特菌病例

株主要分离自妊娠相关病例,分离标本以血液和胎

盘为主,非妊娠相关病例分离标本为血液和脑脊

液。 北京市朝阳区自开展单增李斯特菌专项监测

后,单增李斯特菌病例分离株数量明显上升,优势

血清型与食源性菌株相一致,推测患者感染原因为

食入被污染食品导致。
单增李斯特菌作为胞内寄生菌,其感染过程的

建立,涉及黏附侵入、胞内感染以及胞间扩散 3 个部

分,感染过程每一步均涉及毒力因子调控。 LIPI-1
与单增李斯特菌的胞内感染有关;LIPI-2 与单增李

斯特菌的黏附、侵袭相关 [ 25-26] 。 本研究对 11 种毒

力基因在 81 株 Lm 中分布情况进行研究,发现约

1 / 3 单增李斯特菌菌株携带全部毒力基因,仅涉及

血清型 1 / 2b 与 4b。 70. 37%的单增李斯特菌菌株存

在毒力基因 ( plcA、 inlB、 iap、actA 和 hly) 缺失现象。
优势血清型 1 / 2a 毒力基因缺失率高,尤其 plcA 基因

100%缺失。 plcA 编码磷脂酰肌醇依赖的磷脂酶 C
( Phosphoinositide-specific

 

phospholipase
 

C,
 

PI-
PLC) ,有助于 Lm 脱离吞噬小体感染临近细胞。 亢

春雨 [ 27] 使用 plcA 缺失株进行小鼠致病力试验发现,
plcA 对单增李斯特菌致病力影响较小。 1 / 2b 与 4b
仅缺失 inlB。 inlB 编码内化素 B( InlB) ,介导 Lm 侵

入肝细胞和非上皮细胞,缺失 inlB 可能因侵袭力受

影响导致致病力降低。 毒力基因缺失在不同血清

型别分布特征,提示可以进一步研究其内在关系。
毒力基因缺失在不同性别、年龄、是否与妊娠相关

及菌株来源分布的统计分析,提示部分毒力基因的

缺失对其致病性影响有限。 同时,将食源性菌株与

病例分离株毒力基因携带率、缺失率进行比较未发

现统计学差异,可通过基因组研究来分析单增李斯

特菌在从食品到人的过程中是否发生毒力基因丢

失与重组。
耐药菌株会伴随抗生素的广泛应用而出现。

本研究针对 81 株单增李斯特菌进行 9 种抗生素耐

药研究,分析了食源性与单增李斯特菌病例分离株

耐药谱。 依据 CLSI 及 EUCAST 标准,临床一线用药

青霉素与氨苄西林及二线治疗药物红霉素耐药率

比较低。 本研究中其余 6 种抗生素没有国际推荐的

抗生素耐药敏感性折点,长期监测 MIC、 MIC50 与

MIC90 变化,对于研究耐药趋势、指导临床用药至关

重要。 若某种抗生素大部分菌株 MIC 值均较小,出
现较高 MIC 值的菌株极有可能为耐药菌株。 本研

究中利福平 MIC90 为 0. 5
 

μg / mL,但有一株菌 MIC
高达 4

 

μg / mL,提示其可能有耐药倾向。 通过耐药

检测,可为临床医生提供及时、准确的药物敏感性

数据,指导临床合理用药、提高疗效,避免多重耐药

菌株出现。
综上所述,单增李斯特菌污染食品,可出现孕

妇流产、死胎、早产及老年人脑膜炎、败血症甚至死

亡等相关病例,要加强食品单增李斯特菌监测,及

时采取控制措施,切断传染源,加强食品卫生生熟

分开等教育宣传,有效预防单增李斯特菌病的发

生;提高该类疾病的诊断能力,发展早期准确诊断

技术,应用有效抗生素开展针对性治疗,防止晚期

流产及脑膜炎甚至死亡等严重病症的出现。
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摘　 要:目的 　 了解辽宁省食品中产气荚膜梭菌污染状况、血清型及毒素基因携带特征。 方法 　 在辽宁省 6 个市

采集生畜肉和冷冻鱼糜制品样品 260 份,依据 GB
 

4789. 13—2012 方法进行产气荚膜梭菌检测,同时采用生化和荧

光定量聚合酶链式反应(PCR)方法进行菌种鉴定;提取菌体 DNA,采用 PCR 方法进行毒素基因分型检测;并针对

16S
 

rRNA 基因序列进行进化树分析。 结果 　 260 份不同食品样品中检出 15 株产气荚膜梭菌,总检出率为 5. 8%,
其中生羊肉检出率最高,为 29. 0%(9 / 31)。 所有菌株均检出 α 毒素,其中仅检出 α 毒素的菌株占 66. 7% (10 / 15),
为 A 型产气荚膜梭菌;同时检出 α 毒素和 β 毒素菌株占 33. 3%(5 / 15),为 C 型菌株。 总计 6 株菌检出 β2 毒素,包

括 4 株 A 型菌和 2 株 C 型菌;肠毒素 CPE 基因的检出率为 6. 7%(1 / 15);16S
 

rRNA 进化分析得出携带同一毒素基

因的菌株遗传关系较近。 结论 　 辽宁省生畜肉和冷冻鱼糜制品中均检出产气荚膜梭菌,其中生畜肉污染较严重,
且主要为 A 型菌和 C 型菌,引起食物中毒风险高,对食品安全构成潜在的威胁,应加强监测与防控。
关键词:产气荚膜梭菌;基因分型;α 毒素
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