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摘 要：目的　分析 2020—2021 年辽宁省食源性单核细胞增生李斯特菌（Lm）毒力基因分布特征及分子血清分型

情况。方法　采用普通 PCR 方法对 Lm 的 19 个毒力基因包括毒力岛Ⅰ在内的 6 个位点（prfA、plcA、plcB、hlyA、mpl

和 actA）和毒力岛Ⅱ内化素家族蛋白基因的 10 个位点（inlA、inlB、inlC、inlD、inlE、inlF、inlG、inlH/C2、inlI、inlJ），以

及 3 个毒力基因相关位点（iap、fbpA、hpt）进行检测。同时应用多重 PCR 对所有菌株进行 5 种（1/2a、1/2b、1/2c、4b
和 3a）血清型分型检测。结果　在辽宁省食源性分离到的 91 株 Lm 中，36 株 Lm 的 19 种毒力基因全部检出，其

检出率高达 39. 6%。55 株 Lm 菌株出现 2 种及 2 种以上毒力基因的不同缺失。 inlG 和 inlF 基因缺失率较高，分

别为 41. 8%（38/91）和 52. 7%（48/91）。依据毒力基因携带情况，可分为 13 个基因型，其中携带 19 种毒力基因的

Ⅰ型为辽宁省的优势基因型别。辽宁省 Lm 被分成 4 组分子血清型，1/2a（3a）血清型占比为 59. 3%（54/91），1/2b
（3b）占比为 34. 1%（31/91），1/2c（3c）占比为 3. 3%（3/91），4b（4d、4e）占比为 3. 3%（3/91），3 株 4b 血清型均分离自

肉及肉制品。结论　辽宁省食源性 Lm 的毒力基因携带率高，毒力基因缺失具有多样性且存在样品种类上的

差异。
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Distribution of virulence genes of foodborne Listeria monocytogenes in 
Liaoning Province, 2020—2021

SUN Tingting， WANG Weijie， LI Xue
（Liaoning Provinicial Center for Disease Control and Prevention, Liaoning Shenyang 110005, China）

Abstract： Objective　 To analyze the distribution characteristics of virulence genes and drug resistance of foodborne 
Listeria monocytogenes （Lm） in Liaoning Province， 2020—2021. Methods　 The 19 virulence genes of Lm including 
6 loci （prfA， plcA， plcB， hlyA， mpl and actA） and 10 loci of virulence island Ⅱ （inlA， inlB， inlC， inlD， inlE， inlF， 
inlG， inlH/C2， inlI and inlJ）， and the other 3 virulence related loci （iap， fbpA， hpt） were detected by PCR. Results　
Among 91 Lm strains， the detection rate of 19 virulence genes was 39. 6%.  All 19 virulence genes of 36 Lm strains were 
detected， and 55 Lm strains showed different deletions of two or more virulence genes.  inlG and inlF were the most 
seriously deficient， with a deletion rate of 41. 8%（38/91） and 52. 7%（48/91）.  According to the virulence gene deletion， 
91 strains could be divided into 13 genotypes， and the dominant virulence genotype was type Ⅰ with all 19 virulence 
genes.  The 91 Lm strains were divided into four PCR serotypes， namely， 1/2a （3a）， 1/2b （3b）， 1/2c （3c） and 4b （4d， 
4e）， with the proportions of each serum 59. 3% （54/91）， 34. 1%（31/91）， 3. 3% （3/91） and 3. 3% （3/91）， 
respectively.  The 3 strains of serotype 4b were all from meat and meat products. Conclusion　 The virulence gene 
carrying rate of foodborne Lm in Liaoning Province is high， and the virulence gene deletion has diversity and sample 
differences.
Key words： Listeria monocytogenes； virulence genes； pathogenicity island； foodborne pathogen； Liaoning Province

单核细胞增生李斯特菌（Listeria monocytogenes， Lm）是革兰阳性短杆菌、胞内寄生致病菌，该菌主要

特点为在 4 ℃环境中可生长繁殖，-20 ℃仍可存活，

可导致败血症、新生儿脑膜炎及孕妇流产［1］等。该

菌引起食源性疾病的发病率并不高，但致病性强，

死亡率可高达 30%［2］。该菌广泛分布于多种食物

中，常存在于熟肉、生食食品中［3］。Lm 依赖毒力因
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子 侵 袭 宿 主 ，其 主 要 与 毒 力 基 因 岛 密 切 相 关

（Listeria pathogenicity islands，LIPI）可 分 为 LIPI-
1［3-4］、LIPI-2［5-6］、LIPI-3［7］、LIPI-4［8-9］。研究发现，虽然

Lm 有 13 种血清型，但 95% 的食品和患者分离株

主要血清型是 1/2a、1/2b、1/2c 和 4b。分子血清学

方法主要体现在操作简便、快速、易于分析，更适用

于基层实验室，可以为 Lm 病的暴发确认提供最早

的检测信息。从食品中分离的 Lm 菌株中由于样

品种类的不同，其毒力和致病力也会不同，因此通

过检测 Lm 的毒力携带情况寻找致病性的规律，对

更好地了解食源性疾病的监测具有重要的指导

意义。

本文主要研究从食品中分离的 91 株 Lm 进行

19 个毒力基因的检测分析并进行分子血清学分型，

建立食品中 Lm 分子血清分型基因库，以填补对辽

宁省 Lm 流行的分子血清分型研究的空白，毒力基

因进行快速检测为辽宁省食源性 Lm 的溯源及追踪

打下基础。分子血清分型及毒力基因之间是否存

在一定的关系进行探讨，由于食源性 Lm 样品来源

的不同，毒力和致病力也会不同，因此检测 Lm 的毒

力携带情况来寻找致病性的规律，对更好地了解食

源性疾病的监测具有重要的指导意义。

1　材料与方法

1. 1　材料

1. 1. 1　菌株来源

2020—2021 年自辽宁省不同地区的 4 类食品

中分离出 91 株 Lm，分别为肉与肉制品 64 株、餐饮

食品 10 株、食用菌 16 株及水产品 1 株。质控菌株

Lm ATCC 19115 为本实验室保存。

1. 1. 2　主要仪器与试剂

Z32HK 高速离心机；CKX41 显微镜成像系统

（日本 OLYMPUS）；S1000 PCR 扩增仪、PowerPac 水

平电泳仪、Del-Doc 凝胶成像系统均购自美国 Bio-

Rad。
琼脂糖（美国 SIGMA-ALDRICHG）；李斯特菌显

色平板（法国科玛嘉）；木糖、鼠李糖、含 0. 6% 酵母

浸膏的胰酪胨大豆琼脂（TSA-YE）、M-H 培养基均购

自北京陆桥技术股份有限公司；VITEK 生物鉴定板

（法国梅里埃）；细菌 DNA 提取试剂盒（北京卓诚惠

生生物科技股份有限公司）；Lm 诊断血清（日本

生研）。 PCR 反应体系 TaKaRa premix TaqTM、DNA 
Marker 2 000 bp 均购自宝生物工程（大连）有限公

司，PCR 引物由通用生物系统（安徽）有限公司

合成。

1. 2　方法

DNA 模板的提取：依据 GB 4789. 30—2016《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》方法分离 Lm。从血平板挑取过

夜培养的新鲜菌落，用取菌环挑取单菌落，加入

200 μL ddH2O 中充分混匀，13 000 r/min 离心 3 min
后吸弃上清，加入 50 μL 核酸提取液充分振荡混匀、

瞬时离心 30 s，将含有菌液的 EP 管沸水浴 10 min
后，13 000 r/min 离心 10 min，将上清液小心移至标

记好的洁净 EP 管中，取上清液作为 PCR 反应模

板，-80 ℃保存备用。参照 GB 4789. 30—2016《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》方法和食源性疾病监测的指导方针，

血清凝集试验方法参照 Lm 诊断血清使用说明书，O
抗原采用玻片凝集法，H 抗原采用试管凝集法。

毒力基因检测和血清型分型检测：引物序列及

扩增片段大小见表 1，方法参照文献［10-15］。

1. 3　统计学分析

采用 Excel 2019 软件建立数据库，采用 SPSS 
22. 0 软件进行计算，组间比较采用 χ2 检验，检验水

准 α=0. 05，以 P<0. 05 为差异有统计学意义。利用

Bio Numerics 7. 6 软件进行计算，出现条带模式来计

算相似性百分比。

2　结果与分析

2. 1　毒力基因检测结果

辽宁省食品中 36 株 Lm 携带全部毒力基因，占

比为 39. 6%，55 株 Lm 菌株出现 2 种及 2 种以上毒

力基因缺失情况，占比为 60. 4%，毒力基因检出情

况见表 3。从辽宁省食品中发现 Lm 携带全部毒力

基因的 36 株样品全部来自肉及肉制品的占比高于

其他种类食品，检出率为 39. 6%，其余 9 种毒力基

因，检出率为 100%，inlG 和 inlF 基因缺失率较高，

分别为 41. 8%（38/91）和 52. 7%（48/91）。

2. 2　毒力基因模式分析

缺失毒力基因情况聚类分析比较（图 1），辽宁

省食品中 Lm 毒力基因型别可以分为 13 种，其中主

要 为 携 带 全 部 毒 力 基 因 的 Ⅰ 型 ，共 36 株 ，占

39. 6%；其次为缺失 inlF、inlG、inlJ 毒力基因的Ⅹ型，

共 10 株，占 11. 0%；以及缺失 inlF 和 inlG 毒力基因

的Ⅻ型，共 9 株，占 9. 9%。Ⅰ型和Ⅹ型样品全部来

自肉与肉制品，Ⅻ样品主要来自肉与肉制品、食用

菌、餐饮食品。

2. 3　分子及免疫血清分型

分子血清分型可分为 1/2a（3a）、1/2b（3b）、1/
2c（3c）和 4b（4d、4e）［17］，各血清占比分别为 59. 3%
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（54/91）、34. 1%（31/91）、3. 3%（3/91）和 3. 3%（3/
91）。结果见表 3。本研究中 1/2a（3a）和 1/2b（3b）

血清型占比例相对较多，3 株 4b 血清型的食品分离

株均来自肉及肉制品，分别是鲜鸡胸肉、鲜牛肉及

表 1　单核细胞增生李斯特菌毒力基因和血清学分型引物

Table 1　Primers of Listeria monocytogenes virulence
目的基因

prfA

plcA

plcB

hlyA

mpl

actA

inlA

inlB

inlC

inlD

inlE

inlF

inlG

inlH/C2

inlI

inlJ

iap

fbpA

hpt

引物序列（5′-3′）

F-ACCAATGGGATCCACAAGA
R-CAGCTGAGCTATGTGCGAT

F-CTCGGACCATTGTAGTCATCTT
R-CACTTTCAGGCGTATTAGAAACGA

F-GATAACCCGACAAATACTGA
R-CCACCGATTGATTGAAATA

F-GCAGTTGCAAGCGCTTGGAGTGAA
R-GCAACGTATCCTCCAGAGTGATCG

F-CGCTAAGTTCTGGTGGTT
R-TTCCGACATAACTTTTCACA
F-TAGCGTATCACGAGGAGG

R-TTTTGAATTTCATATCATTCACC
F-CAACGTTTGATAATGACGGTGT

R-ATTTGTAGTCGGCGGAGTGT
F-AAAGCACGATTTCATGGGAG
R-ACATAGCCTTGTTTGGTCGG

F-CCATCTGGGTCTTTGACAGTA
R-CAAATAAGTGACCTTAGTCCTT

F-CTTGTGGTCCCTAATAACAT
R-GAACGTATAGCCATCCTTCG

F-GGCCTTTCTGGTGAGCTT
R-TGGTTCTTCGTTCTCAGTG

F-TGACTTATTTGCAGTTGGGGT
R-TTGGTTCAGGAATAAGCGCG
F-GTGAAGACGGAACTTGGAAA
R-GCTTCTACTATCGGTTGAACA
F-ATAGCTACTTTATCAGCATTT

R-ATATCACTTATTTTATTATCATC
F-GTTTCCAGACGACAATCTTGCTA
R-AATCGGTACAGTTACTCGCATCA

F-AAATCCAGCCCCTGAAAAAG
R-CGCCTGTTTTTGGTAGGGTA
F-TTTGCTAAAGCGGGTATCTC
R-AGCCGTGGATGTTATCGTAT

F-GCTGAACAAGGCTATCT
R-CCAGTATTCATTATTCCTA
F-CCGTTTATTGTATTCAAGC

R-GTTCCAGTTAAGCCATT

片段长度/bp
467

326

286

456

207

539

458

146

398

449

402

1 119

668

437

635

545

205

171

331

参考文献

[5]

[6]

[7]

[8]

[9]

[16]

[16]

[7]

[16]

[9]

[9]

[16]

[17]

[17]

[17]

[16]

[10]

[2]

[2]

表 2　引物序列

Table 2　Serotype primers used in the test
基因

Lmo0737

Lmo1118

ORF2819

ORF2110

prs

引物序列（5′-3′）

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

片段长

度/bp
691

906

471

597

370

血清型

1/2a、1/2c、
3a、3c

1/2c、3c
1/2b、3b、
4b、4d、4e
4b、4d、4e

李斯特菌属

所有菌株

表 3　2020—2021 年辽宁省单核细胞增生李斯特菌毒力基

因检测结果（n=91）
Table 3　Test results of virulence genes of Listeria monocytogenes 

detection in Liaoning Province, 2020—2021（n=91）
毒力基因

prfA
plcA
actA
mpl
inlD
inlE
inlF
inlG
inlH/C2
inlJ

阳性菌株数

77
87
66
84
79
75
48
38
78
59

检出率/%
84.6
95.6
72.5
92.3
86.8
82.4
52.7
41.8
85.7
64.8
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鲜猪肉。91 株 Lm 免疫血清凝集结果见图 1，免疫

血清型别与多重 PCR 血清型结果一致。

2. 4　不同样品分离 Lm 菌株的分子血清型与毒力

基因型别分布情况

不同样品分离菌株毒力基因缺失差异有统计

学意义（χ2=26. 606，P<0. 05），肉及肉制品分离的

Lm 菌株毒力基因缺失率最低，为 44. 6%，其余样品

分离株毒力基因缺失率均为 100. 0%，见表 5。辽宁

省 Lm 中 1/2a（3a）血清型菌株中 61. 8%（34/55）出

现缺失或变异，在 1/2b（3b）血清型菌株中 36. 4%
（20/55）出现缺失或变异，在 1/2c（3c）血清型菌株

中 1. 81%（1/55）出现缺失或变异。毒力基因缺失

图 1　2020—2021 年辽宁省单核细胞增生李斯特菌毒力基因聚类分析图

Figure 1　Cluster analysis of virulence genes of Listeria monocytogenes in Liaoning Province, 2020—2021
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菌株中 ，血清学占比最高的是 1/2a（3a）和 1/2b
（3b），主要毒力基因型为Ⅹ型，共有 10 株，主要缺

失毒力基因为 inlF、inlG、inlJ。4b（4d、4e）血清型携

带所有毒力基因为Ⅰ型。食品种类不同，Lm 的检

出率相差较大，其生长繁殖存在食品偏好性，动物

性食物中的检出率明显高于其他种类食品，充分表

明其更愿意在动物体中寄生繁殖，因此该菌也可导

致人兽共患病提供理论依据。

3　讨论

本研究采用 19 种毒力基因的共同点，全部有

助于 Lm 侵入寄主细胞并参与在寄主中的生存和增

殖作用。 LIPI-1［18-20］毒力岛上基因的表达全部受

PrfA 调控。LIPI-2［21］又称内化素岛，即内化素家族

的 10 个位点，是 inl 编码的一群蛋白质［22］。纤连蛋

白结合蛋白 A（FbpA）协同参与了对寄主细胞的侵

袭［23］；iap 基因编码的 P60 蛋白是 Lm 的重要抗原，

与侵袭性相关［24］；hpt 基因编码的转运蛋白等相关

毒力因子［25］能够帮助菌体利用细胞质中的营养进

行扩增。Lm 致病性与其毒力基因紧密相关，毒力

基因的消失可以降低其致病性。本研究通过对

2020—2021 年辽宁省 Lm 毒力基因的检测及血清

分子分型，可了解辽宁省食品中 Lm 毒力基因的分

布状况，为 Lm 的感染过程及其致病机制提供实验

室数据，进而为该病原菌的监控、预警、药物指导提

供理论支持。

通过本研究分析得出辽宁省食源性 Lm 具有很

高的毒力基因携带率，其中全部位点检出率可高达

39. 6%，55 株 Lm 菌株出现 2 种及 2 种以上毒力基

因的缺失。本研究显示共有 10 种毒力基因的缺

失，分别是与毒力调控因子 LIPI-1 的 actA、prfA、mpl

和 LIPI-2 的 inlD、inlE、inlF、inlG、inlH/C2、inlJ 和细

胞内感染相关毒力因子 plcA。仅有 10 个毒力基因

出现不同程度的缺失，具有较高的致病性，因此应

加大辽宁省食品中 Lm 的监测力度，从而更好地防

控和溯源 Lm 病的发生。从辽宁省食品中 Lm 毒力

基因携带情况分析得出，共 13 种型别，其携带情况

具有很高的多态性变化。从辽宁省监测数据可以看

出 Lm 血清学占比最高的是 1/2a（3a）和 1/2b（3b），

主要毒力基因型为Ⅰ型，主要缺失毒力基因为 inlF、

inlG、inlJ，提示了毒力基因型别与血清型分型之间

有一定的关联性，不同菌株血清型和致病性等方面

是否存在一定的相关性值得探讨。我国食品中 Lm
主要血清型为 1/2a（3a）［26］，本次辽宁省食品中 Lm
的结果也显示携带全部毒力基因的 1/2a（3a）菌株

占比最高，提示辽宁省 Lm 致病力较强，易引起食源

性疾病的暴发［27-30］。不同样品分离菌株毒力基因缺

失差异有统计学意义，辽宁省肉与肉制品 Lm 分离

率明显高于其他类别食品，其中携带全部毒力基因

的菌株也主要分离自肉与肉制品。进一步了解食

品中 Lm 主要毒力基因型及血清分型，有助于掌握

辽宁省 Lm 流行病学特征。

辽宁省食品类别中携带毒力基因占比较大，充

分说明 Lm 有致病的危害。通过对其毒力基因分布

状况的分析可以更进一步了解该病原菌在暴发食物

中毒后追踪致病性和用药提供理论支持。肉及肉制

品各个毒力基因的检出率与其他样品的平均检出率

相差不大，可能是生鲜肉来源的分离株样本量大造

成的，因此应重点加大这三类食品的监测力度。食

品种类不同，Lm 的检出率相差较大，其生长繁殖存

在食品偏好性，动物性食物中的检出率明显高于其

他种类食品，充分表明其更愿意在动物体中寄生繁

殖，因此该菌也可导致人兽共患病提供理论依据。
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表 4　2020—2021 年辽宁省单核细胞增生李斯特菌多重

PCR 血清学分型结果

Table 4　Multiple PCR serotyping results of Listeria 

monocytogenes in Liaoning Province, 2020—2021
来源

餐饮食品

肉及肉制品

食用菌及其制品

水产品、海产品

合计

1/2a（3a）
7

37
9
1

54

1/2b（3b）
3

22
6
0

31

1/2c（3c）
0
3
0
0
3

4b（4d、4e）
0
3
0
0
3

小计
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65
15

1
91

表 5　2020—2021 年辽宁省单核细胞增生李斯特菌分子血清分型与毒力基因型携带结果

Table 5　Molecular serotyping and virulence genotype carrying results of Listeria monocytogenes in Liaoning Province, 2020—2021
样品种类

餐饮食品

肉及肉制品

食用菌及其制品

水产品海产品

合计

菌株数

10
65
15

1
91

毒力基因缺

失菌株数

10
29
15

1
55

缺失毒力基因菌株分子血清类型

1/2a（3a）
Ⅲ(1)、Ⅴ(1)、Ⅷ(2)、Ⅻ(1)、􀃼(2)

Ⅶ(6)、Ⅹ(8)、Ⅺ(2)、Ⅻ(2)
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Ⅱ(1)
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—
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—
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—

—

Ⅻ(1)
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—

—

—

—

—
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