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摘’要!目的’了解台州市食品中分离的单核细胞增生李斯特菌的血清型(毒力基因以及基因分型情况#建立食

源性单核细胞增生李斯特菌的分子特征本底信息#为食源性疾病的防治提供技术支持$ 方法’对近几年从食品中

分离的 #& 株单核细胞增生李斯特菌进行多重 l?)血清分型(/ 种毒力基因*=.5I(()$I(()$C((#=(5$#I(&$6I(=$0C(;=$

和 #0%I+l?)检测(l6[R基因分型#用 J=97NIBC=3G$.$ 软件对分型数据进行聚类分析$ 结果’#& 株食源性单核细

胞增生李斯特菌的血清型以 (0!>或 #>型别为主)所有菌株均检出 , 种以上毒力基因#有 (* 株菌携带所有 / 种毒

力基因)#& 株菌经 I=# U酶切 l6[R分型后#共得到 !! 种带型#每种带型包含 ( p* 株不等#相似度区间为 $&\ p

(""\$ 结论’台州市食源性单核细胞增生李斯特菌存在致病流行风险#建立的指纹图谱数据库可为食源性疾病

的防治提供技术支持$
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’’单核细胞增生李斯特菌" 7(G%".(# ;3)306%3/")"#
是一种重要的人畜共患病和食源性疾病的条件病
原菌%可引起人,畜,禽类的李斯特菌病%感染人可

引起胃肠炎,败血症,脑膜炎,流产等+ 绝大多数人
感染李斯特菌病均由 (0!>,(0!Q,(0!3和 ,Q 型血清
型引起 /(0 + 单核细胞增生李斯特菌菌株的毒力基
因主要包括转录调控蛋白基因 "=.5I#,内化素相关
基因"()$I,()$C#,肌动蛋白聚集基因" #0%I#,金属酶
蛋白基因";=$#,溶血素基因" &$6I#,卵磷脂酶基因
"=$0C#,毒力相关基因 "(#=#,鞭毛蛋白基因 "5$#I#
等%这些毒力基因主要参与菌株粘附,侵袭及在细
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胞内感染等过程 /!-#0 + 单核细胞增生李斯特菌在不
同区域和时间,不同样品中分离的菌株存在差异%

可分成不同的亚型或基因型 /,0 %目前用于菌株基因
分型的方法主要有脉冲场凝胶电泳 "l6[R#,多位
点数目可变串联重复序列分型"hYs+#,多位点测
序分析 "hYEK# /*0 + 作为基因分型 (金标准 ) 的
l6[R技术可用于评价菌株间的遗传多样性 /$0 %可
为食源性单核细胞增生李斯特菌所致疾病提供溯
源支持+

为掌握台州市食品中分离的单核细胞增生李
斯特菌的分子特征%本研究通过对近几年食品中分
离的 #& 株单核细胞增生李斯特菌在血清型,毒力因
子,基因分型等多方面特征进行分析%初步积累了
台州市食源性单核细胞增生李斯特菌的本底特征
及基因分型信息%为该菌可能引起的食源性疾病溯
源分析提供本底资料+

(’材料与方法
(.(’材料
(.(.(’菌株来源

#& 株单核细胞增生李斯特菌由 !""*!!"(! 年
台州市食品中分离得到%经 [J,&%/.#"!!"(" ’食
品安全标准 食品微生物学检验 单核细胞增生李斯
特氏菌检验* /&0标准方法检测确认+ 单核细胞增生
李斯特菌标准菌株"?h??*,"",#来自中国药品生
物制品鉴定所%l6[R参考菌株布伦登卢普沙门菌
"JC>B:DBCNL#血清型"T/%(!#由浙江省疾病预防控
制中心微生物所赠送+
(.(.!’主要仪器与试剂

lK?-!"" 梯度 l?)仪,l9PBCl>3J>G=3电泳仪,
[Z!""" 凝胶成像分析系统,?TR6h>LLBCf+脉冲
场电泳仪均购自美国 J=9-)>D%全自动细菌鉴定系统
"sUKRg! ?9IL>3@%法国生物梅里埃 #+ lCBI=<R<
J#KKh,QE# U酶,I=# U酶均购自宝生物 K>g>)>%低
熔点琼脂糖 " EB>HBI[9AD%美国 Y9:]>#%蛋白酶 g
"美国 hBC3H#+
(.!’方法
(.!.(’血清分型

参照 文 献 / % 0 合 成 , 对 引 物 " PA2*_DH%
PA2*DD+%$;3+‘,‘ 和 $;3DDD_#区分单核细胞增生
李斯特菌 , 种主要的血清型 "(0!>%(0!Q%(0!3和
,Q#%其中 $;3+‘,‘ 阳性代表血清型为 (0!>或 #>%
$;3+‘,‘ 和 $;3DDD_ 双阳性代表血清型为 (0!3或
#3%PA2*_DH 阳 性 代 表 血 清 型 为 (0!Q 或 #Q%
PA2*_DH 和 PA2*DD+ 双阳性代表血清型为 ,Q,,D
或 ,B%序列见表 (+ 采用煮沸法提取菌株核酸%反应

体系为 !* !A&反应条件为 /* q预变性 * I=:&/, q
变性 ," G%*# q退火 ( I=:%&! q延伸 ( I=:%#* 个
循环&&!q延伸 (" I=:+ 扩增产物用 (.!\琼脂糖
凝胶电泳检测%在凝胶成像系统下拍照记录结果+

表 (’血清分型和毒力基因 l?)检测引物序列信息
K>QAB(’EBONB:3BG94LC=IBCGNGBD 49CDB@B3@=9: 94GBC9@FLBG

>:D M=CNAB:3B;B:BG

目标基因 引物序列"*t-#t#
片段大
小0QL

参考
文献

$;3+‘,‘ 6$+[[[?KK?++[[+?KK+??? $/( /%0
)$+?[+KKK?K[?KK[??+KK?

$;3DDD_ 6$+[[[[K?KK+++K??K[[++ /"$ /%0
)$?[[?KK[KK?[[?+K+?KK+

PA2*_DH 6$+[?++++K[??++++?K?[K ,&( /%0
)$?+K?+?K+++[??K???+KK[

PA2*DD+ 6$+[K[[+?++KK[+KK[[K[++ */& /%0
)$?+K??+K???KK+?KKK[[+?

=.5I 6$???++[K+[?+[[+?+K[?K++ *&( //0
)$[[K+K?+?+++[?K?+?[+[

()$I 6$+++[+K+K+[[?+?+KK[[?[+[ /( /("0
)$[+???[+?+[K[[K[?K+[+KK+

()$C 6$?+K[[[+[+[K++???++?? ,## /((0
)$[?[[K++????KKK[K?+K+

(#= 6$+?++[?K[?+??K[KK[?+[ (#( /(!0
)$K[+?+[?[K[K[K+[K+[?+

5$#I 6$+[?K?KK+[?K??+K[+[KK ,*" /((0
)$+?+KK[K+[?K++[[?[+?K

&$6I 6$+KK[?[?++?+++?K[++[? ((" /("0
)$K?[+KK[[?[K?KK+[[+?K

=$0C 6$+??K[??+++[KKK[?K[K[+ &/* /(!0
)$[?++[K[KK?K+[K?KKK??[[

;=$ 6$?[[++KK?+K[++++[K+++?KK+KKK[ ( **" /(#0
)$K+K?K?[+[K?+[KK++????++?

#0%I 6$?[??[?[[+++KK+++++++[+ %#/ /((0
)$+?[++[[++??[[[?K[?K+[

(.!.!’毒力基因检测
参照文献//-(#0合成 / 对引物%检测单核细胞

增生李斯特菌的 / 个毒力基因"=.5I,()$I,()$C,(#=,
5$#I,&$6I,=$0C,;=$和 #0%I#%见表 (+ 采用煮沸法提
取菌株核酸%反应体系为 !* !A&反应条件为 /* q预
变性 ( I=:&/, q变性 #" G%*$ q退火 ,* G%&! q延
伸 /" G%#* 个循环&最后 &! q延伸 (" I=:+ 扩增产
物用 (.!\琼脂糖凝胶电泳检测%在凝胶成像系统
下拍照记录结果+
(.!.#’l6[R分型

参照 lNAGB7B@网络中单核细胞增生李斯特菌
l6[R分型标准化方案 /(,0进行操作+ 用限制性内
切酶 I=# U进 行 酶 切%电 泳 条 件$最 低 分 子 量
,/ HQ%最高分子量 ,*" HQ%电压 $ s03I%脉冲参数
,." p,"." G%电泳 (% 5+ 获得的 l6[R电泳图像
用 J=97NIBC=3G$.$ 软件进行数据分析%使用非加
权配对算术平均法"Xl[h+#进行聚类%条带匹配
优化度" Q>:D I>@35=:;@9ABC>:3B#设为 (.*\%构建
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聚类树%分析不同菌株间的相似性%相似度 (""\
认定为同一 l6[R带型+

!’结果
!.(’血清分型结果

通过多重l?)检测分析%#& 株单核细胞增生李
斯特菌中 !( 株 $;3+‘,‘ 阳性%属于血清型 (0!>或
#>%占比 *$.%\&(, 株 PA2*_DH 阳性%属于血清型
(0!Q 或 #Q%占比 #&.%\&! 株 PA2*_DH 和 PA2*DD+
阳性%属于血清型 ,Q,,D 或 ,B%占比 *.,\%按食品
分离来源分类见表 !+

表 !’#& 株单核细胞增生李斯特菌食品来源与血清型分类
K>QAB!’EBC9;C9NLG94#& 7T;3)306%3/")"G=G9A>@BD

4C9ID=44BCB:@499DG
食品分类 菌株数0株 血清型 占比0\

生肉类 ($ ( 0!>或 #> !,.#"/ 0#&#
( 0!Q 或 #Q (%./"& 0#&#

熟肉制品 (& ( 0!>或 #> !,.#"/ 0#&#
( 0!Q 或 #Q ($.!"$ 0#&#
,Q%,D 或 ,B *.,"! 0#&#

鱼 ! ( 0!>或 #> *.,"! 0#&#

蔬菜 ( ( 0!>或 #> !.&"( 0#&#

米面制品 ( ( 0!Q 或 #Q !.&"( 0#&#

!.!’毒力基因检测情况
通过 l?)检测分析%/ 种毒力基因 "=.5I,()$I,

()$C,(#=,5$#I,&$6I,=$0C,;=$和 #0%I#在 #& 株单核
细胞增生李斯特菌中均有检出%其中 5$#I和 &$6I基
因的携带率最高%其次为 =.5I和 =$0C基因%;=$基因
的携带率最低%毒力基因的具体携带情况见表 #+

表 #’#& 株单核细胞增生李斯特菌毒力基因检测结果
K>QAB#’ZB@B3@=9: C>@BG94M=CNAB:3B;B:BG=: #&

7T;3)306%3/")"G@C>=:G

毒力基因 阳性菌株数0株 携带率0\

=.5I #$ /&.#

()$I #* /,.$

()$C ## %/.!

(#= !/ &%.,

5$#I #& (""

&$6I #& (""

=$0C #$ /&.#

;=$ !, $,./

#0%I ## %/.!

!.#’l6[R指纹图谱分型
对 #& 株单核细胞增生李斯特菌的全基因组

Z7+经 I=# U酶切电泳后得到 !! 种带型%分别命名
为 l( pl!!%带型聚类分析见图 (+ 各带型包含菌株
数 ( p* 株不等%带型相似度在 $&\ p(""\之间%
其中 l#,l$,l%,l/,l(*,l(&,l!" 各包含 ! 株菌%
l&,l(% 各包含 # 株菌%l* 包含 * 株菌%其余 (! 种带
型仅包含 ( 株菌%相同带型"l*,l$,l&,l%,l/,l(%#
中均有分离自不同食品的菌株+ l6[R带型中 l( p
l# 共 , 株菌%占总菌数的 (".%\%分离自 !""$!
!""& 年%可能来源于同一克隆&l* pl% 带型共有 (!
株菌%占总菌数的 #!.,\%分离自 !""*!!""% 年%
可能来源于同一克隆&l(% pl!! 带型共有 % 株菌%
占总菌数的 !(.$\%分离自 !""*!!"(! 年%可能来
源于同一克隆+

图 (’#& 株单核细胞增生李斯特菌 I=# U酶切 l6[R指纹图谱
6=;NCB(’l6[RL>@@BC:GP=@5 I=# UD=;BG@=9: =: #& 7T;3)306%3/")"G@C>=:G
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#’讨论
本研究对食品中分离的单核细胞增生李斯特

菌的血清型,毒力基因和分子分型等进行分析%研
究其致病性和分布规律+ 结果显示台州市食品中
单核细胞增生李斯特菌的主要流行血清型为 (0!>
或 #>"*$.%\#%其次是 (0!Q 或 #Q"#&.%\#%血清
型 ,Q,,D 或 ,B占比最低 "*.,\#%_+7[等 /(*0在
!""*!!""& 年中国 % 个省份的食品专项调查的结
果显示血清型 (0!>占 *!.(\,(0!Q 占 !!./\%本研
究结果与该报道较一致%但是血清型 (0!>或 #>比
例稍低于王文凯等 /($0在上海食品中血清型 (0!>或
#>"$&.*\#的调查结果+ 多项独立的调查研究结
果 /(%(&0显示 /*\以上分离自人李斯特菌病和食品
的单核细胞增生李斯特菌的血清型为 ,Q,(0!>,
(0!Q,(0!3%说明台州市从食品分离的单核细胞增生
李斯特菌血清型均为人群易感染的型别%该菌有引
起人群散发或暴发的可能性+

单核细胞增生李斯特菌为侵袭性胞内菌%菌
株的致病性与毒力基因密切相关%其感染过程都
受到毒力基因的调控+ 本研究结果显示有 (* 株
菌株携带所有 / 种毒力基因"占 ,".*\# %说明这
(* 株菌在特定的条件下%具有较强的致病能力+
其他 !! 株菌除 5$#I和 &$6I基因之外的 & 个毒力
基因携带率从 $,./\ p/&.#\不等%每个基因的
携带水平与杨洋等 /(!0的研究结果并不完全相同%

可能与菌株分离的地域,样品来源不同有关+ 有
研究表明毒力基因的缺失可导致菌株感染,侵袭
和传播能力的降低 /#%(#%(%0 %这些毒力基因缺失的菌
株的致病能力有待进一步研究+ 本次研究说明在
台州市食品中存在致病力强的单核细胞增生李斯
特菌%人群有可能从食品中感染毒力强的菌株而
产生致病的潜在风险+

l6[R基因分型结果显示 #& 株单核细胞增生
李斯特菌可分成 !! 种基因带型%基因带型呈现多样
性%存在可能来源于同一克隆菌株的基因带型"l(
pl#,l* pl% 与 l(/ pl!!#%同一带型的菌株在不
同年份不同食品中均有出现%与祝仁发等 /(/0的研究
结果基本一致%说明台州市食品中分离的单核细胞
增生李斯特菌以散发流行的克隆株为主%存在同一
克隆的菌株持续流行情况+ 结果还显示 !( 株 (0!>

或 #>血清型菌株既有相同的基因带型"l*#%也有
不同的基因带型"l( 与 l%#%不同的血清型也可有
相似的基因带型 "l$ 与 l& 带型均含有两种血清
型#%这与 _+7[等 /!"0 的研究结果较一致%说明
l6[R的分型与血清学分型并无一定的关联性+
l6[R分型方法作为单核细胞增生李斯特菌基因分

型的(金标准)%其分辨率高,重复性好%可及时发现
聚集性菌株%对台州市食品中单核细胞增生李斯特
菌引起的食源性疾病流行病学溯源调查与分析具
有重要意义+

本研究从血清型,毒力基因及基因分型等方面
对台州市食品中分离的单核细胞增生李斯特菌进
行分子生物学特性研究%初步掌握了台州市食源性
单核细胞增生李斯特菌的主要流行的血清型,毒力
基因携带水平及 l6[R指纹图谱聚类特征%建立了
食源性单核细胞增生李斯特菌的分子生物学特征
及基因分型本底信息%为李斯特菌病等食源性疾病
的防治及预警提供技术支持+
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作者简介!彭子欣’女’副研究员’研究方向为食品微生物学’R-I>=A’LB:;]=<=:S34G>2:B@23:

通信作者!李凤琴’女’研究员’研究方向为食品微生物学’R-I>=A’A=4B:;O=:S34G>2:B@23:

摘’要!目的’了解北京市某大型集贸市场内部环境样品和零售生鲜猪肉中分离肠球菌的耐药性特征$ 方法’

采用肉汤稀释法测定 %$ 株肠球菌对 (" 种临床常用抗生素的药物敏感性$ 结果’%$ 株肠球菌对四环素(红霉素(

高浓度链霉素(环丙沙星(高浓度庆大霉素和氯霉素的耐药率分别为 $&.,,\ **%0%$+(*,.$*\ *,&0%$+(#%.#&\

*##0%$+(!$.&,\*!#0%$+(!#.!$\*!"0%$+和 !"./#\*(%0%$+#耐 # 种以上抗生素的多重耐药肠球菌有 #" 株#占
#,.%%\#耐药谱共有 !! 种$ 所有肠球菌对氨苄西林(青霉素和万古霉素均敏感$ 耐药谱型分析发现#不同样品来

源肠球菌的耐药谱差异较大$ 另外#本研究从国内食品中分离到对达托霉素耐药的肠球菌#此前我国未见相关报

道$ 结论’北京市集贸市场内部环境和零售生鲜猪肉中分离的肠球菌耐药严重#并呈现一定的耐药谱型差异#而

且分离到达托霉素耐药株#应引起关注$

关键词!肠球菌) 药敏试验) 耐药性) 生鲜猪肉) 集贸市场) 食源性致病菌
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