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研究报告
温州市单核细胞增生李斯特菌的毒力基因及血清学分型和分子分型研究
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摘$要!目的$了解温州市近十年单核细胞增生李斯特菌分离株的血清型"毒力基因及分子分型特征# 方法$用

聚合酶链式反应$+-3%方法对单核细胞增生李斯特菌进行血清型及毒力基因检测&用多位点序列分型$0,L4%方

法对单核细胞增生李斯特菌进行分子分型!并绘制 0,L4数据的最小生成树# 结果$5) 株单核细胞增生李斯特菌

分离株分为 ! 种血清型!以血清型 #;%\"#;%M为优势血清型!占比分别为 !96!"7$!);5)%"’"6("7$’!;5)%&而毒

力基因 30$"$"#-基因阳性率均为 #((6((7$5);5)%!E48-"3+4-基因阳性率均为 5)65!7$5";5)%!$4),基因阳性率为
5:65#7$5!;5)%# 其中患者分离株 " 种毒力基因阳性率均为 #((6((7$:;:%# 5) 株单核细胞增生李斯特菌分离

株得到 %( 个 0,L4型别!其中 L49) 型是优势型别!其次为 L4#%# 和 L45!L4# 和 L4))5 型是患者特有的!L4%"L4’"

L4" 型分布于食品和患者分离株# 结论$温州市不同来源的单核细胞增生李斯特菌分离株分子型别呈多态性!食

品和患者分离株存在相同的 L4型!且这些菌株大部分携带毒力基因!具有潜在的致病性!因此食品中单核细胞增

生李斯特菌污染的潜在风险不容忽视#

关键词!单核细胞增生李斯特菌& 多位点序列分型& 分子分型& 血清学分型& 毒力基因& 食源性致病菌& 温州

中图分类号!3#""$$文献标志码!8$$文章编号!#((!/9!":#%(#9$("/(!:9/("
!"#%#(6#’"5(;<&=<>?&%(#96("6((!

$%&’( )21/4)%(5-*7" .-4&0/*3/7/*/1,*’@)0/3&0,4%(5-*7 )2
23%-+13$ *"#"&0-"4+#+%-1)0,%/1-*G/*H;)&" =;-*,

o*8AB,QVD#" ,@A0QD>QE#" ,@.D#" *F.H]DE#" *GAB-?QEK<D#"
J@S8DTOEK#" 0S@,DEKPDEK%" o*8AB.HEVD%

##6NQE_?OH -QEUQT>OTIDXQMXQ-OEUTOPMER +TQWQEUDOE" o?Q<DMEKNQE_?OH ’%"(((" -?DEM&
%6o?Q<DMEK+TOWDE=DMP-QEUQT>OTIDXQMXQ-OEUTOPMER +TQWQEUDOE" o?Q<DMEK*MEK_?OH ’#(("#" -?DEM$

861%4,3%% "69/3%-./$4ORQUQT[DEQU?Q[MDE XQTOKTOHZX" WDTHPQE=QKQEQXMER [OPQ=HPMTUVZDEKO>H3&*2"30 A!+!)8*!I2+2&
DXOPMUQXDE NQE_?OH" MER DEWQXUDKMUQ=PHXUQTDEKZMUUQTEXMER ZMU?OKQED=DUVO>U?QPO=MPXUTMDEX&:/%;)’1$+OPV[QTMXQ=?MDE
TQM=UDOE #+-3$ M̂XMZZPDQR UORQUQT[DEQU?QXQTOKTOHZXMER WDTHPQE=QKQEQXO>U?QDXOPMUQX&0HPUDPO=HXXQ]HQE=QUVZDEK
#0,L4$ M̂XHXQR UODRQEUD>V[OPQ=HPMTUVZQXO>U?QXUTMDEX&</1&0%1$ ADEQUV/XQWQE XUTMDEX Q̂TQRDWDRQR DEUO>OHT
XQTOKTOHZX&4?Q[M<OTXQTOKTOHZX Q̂TQ#;%\ # !96!"7" !);5) $ MER #;%M# ’"6("7" ’!;5) $&4?QZOXDUDWQTMUQO>
ZMU?OKQED=DUVKQEQ30$MER $"#- Q̂TQ\OU? #((6((7 #5);5)$&8PPXUTMDEX>TO[ZMUDQEUX=MTTDQR >DWQWDTHPQE=QKQEQX" U?Q
OWQTMPP?Q[OPVXDE KQEQE48-MER 3+4- Q̂TQ5)65!7 #5";5)$ MER $4), M̂X5:65#7 #5!;5)$&4?QXQEDEQUV/XQWQE XUMDEX
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$$单核细胞增生李斯特菌# H3&*2"30 A!+!)8*!I2+2&" 以下简称单增李斯特菌$是兼性胞内寄生的人畜共
患致病菌’ 该菌可通过穿透肠道屏障(血脑屏障和
胎盘屏障而引起胃肠炎(败血症(脑膜炎(流产等’
单增李斯特菌的主要易感人群包括孕妇(新生儿(
免疫低下人群和老年人等 )#/’* ’

单增李斯特菌的致病力与多种毒力基因编码的
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蛋白密切相关"已报道的毒力基因包括 E48-(30$(
$"#-(3+4-($4),等’ 由 E48-基因编码的溶血素是基本
的致病因子&30$基因编码的 +:( 蛋白是与侵袭性有
关的蛋白质&$"#-基因编码的蛋白是单增李斯特菌调
控转录激活因子"可调控和转录多种单增李斯特菌的
毒力基因&3+4-基因编码内化素"与单增李斯特菌黏
附与侵入宿主细胞有关&0)*-基因编码肌动蛋白)!/"* ’

单增李斯特菌具有多种血清型和基因"可分 #’
个血清型"其中 #;%M(#;%\(#;%=(!\ 型均可导致人
类感染"绝大多数暴发或散发病例由 !\ 血清型引
起 ):* ’ 对该菌的血清型和基因型的分布分析是进
行单增李斯特菌监测和溯源的重要方法’

本研究主要对近十年来温州市 5# 株单增李斯
特菌食品分离株及 : 株患者分离株进行血清学分
型和多位点序列分型#0,L4$ "并进行相关毒力基
因的检测"了解这些菌株的血清型(致病相关基因
的分布情况"并建立温州市单增李斯特菌分子分
型数据库"有助于种群分析和分子流行病学研究"
并为单增李斯特菌引起的食源性疾病溯源提供基
础数据’

#$材料与方法
#6#$材料
#6#6#$菌株来源

%(()!%(#) 年温州市各类食品中分离的 5# 株
单增李斯特菌及 %(#’!%(#) 年从患者中分离的 :
株单增李斯特菌’ 食品类别分别为冷冻鱼肉制品(
熟肉制品(生畜肉(生禽肉(凉拌菜(水产品等’ : 例
病例中有 % 例为新生儿"% 例发热待查"# 例血三系
下降待查"# 例为败血症的流产孕妇#患风湿性心脏

病等基础疾病$’ 患者年龄从新生儿至 )9 岁不等’
#6#6%$主要仪器与试剂

全自动微生物分析系统 l@4Sc% -O[ZM=U#法
国生物梅里埃$"0MXUQT=V=PQT! QZ KTMRDQEUL 梯度
+-3仪#德国艾本德$"aXQZ#(( 全自动核酸蛋白分
析系统/毛细管电泳仪#台湾 C@GZUD=$’

单增李斯特菌血清分型试剂#日本生研会社$"
细菌基因组 IA8提取试剂盒 #德国 aDMKQE$"培养
基均购自北京陆桥技术有限责任公司"所有试剂均
在有效期内使用’ 5 对毒力基因引物序列 ))* (0,L4
) 个管家基因均由杭州擎科生物科技有限公司
合成’
#6%$方法
#6%6#$模板 IA8的提取

菌株接种于脑心肉汤增菌"’) g培养过夜’ 培
养物按 IA8提取试剂盒的操作说明进行染色体
IA8的提取’
#6%6%$血清学分型

单增李斯特菌常规血清学分型按血清说明书
进行’ 单增李斯特菌的血清学分型参照 IGF0@4*
等 )9*建立的多重聚合酶链式反应#+-3$法进行"血
清学分型引物见表 #’ 多重 +-3扩增体系#"( !P$%
% h(0J0MXUQT0D‘%" !P"4A!()’)(!"#%9#5(!"#%##(
的上下游引物 ##( ![OP;,$各 # !P"4A!###9 引物
##( ![OP;,$ #6" !P"$"&引物 ##( ![OP;,$ (6" !P"
IA8模板 % !P"灭菌水补齐至 "( !P’ 扩增条件%
5! g预变性 ’ [DE&5! g变性 ’( X""’ g退火 :5 X"
)% g延伸 :5 X"’" 个循环&)% g延伸 ) [DE’ 扩增
后用 aXQZ#(( 全自动核酸蛋白分析系统/毛细管电
泳仪"对条带进行分析"判断血清型’

表 #$单增李斯特菌血清学分型引物
4M\PQ#$,DXUO>H3&*2"30 A!+!)8*!I2+2&KQEQXMER ZTD[QTXHXQR DE U?Q+-3MXXMV

引物名称 引物序列#"2/’2 $ 扩增片段大小;\Z 血清特异性

4A!()’)

4A!###9

!"#%9#5

!"#%##(

$"&

1% 8BBB-44-88BB8-448---
3% 8-B8444-4B-44B--844-
1%8BBBB4-448884--4BB88
3% -BB-44B44-BB-848-448
1% 8B-88884B--8888-4-B4
3% -84-8-4888B--4---844B
1% 8B4BB8-8844B844BB4B88
3% -84--84---448-444BB8-
1% B-4B88B8B844B-B888B88B
3% -888B888--44BB8444B-BB

:5# # ;%M" # ;%=" ’M" ’=

5(: # ;%="’=

!)# # ;%\" ’\" !\"!R" !Q

"5) !\" !R" !Q

’)( 李斯特菌属所有菌株

#6%6’$毒力基因检测
毒力 基 因 +-3引 物 设 计 与 合 成 参 照 文

献)5/#( * "引物信息见表 %’ 以提取的单增李斯
特菌 IA8为模版"按照 +TQ[D‘(0J试剂说明书进
行 +-3扩增’ 反应体系 # %" !P$ %+TQ[D‘(0J预

混液 #%6" !P"上(下游引物各 (6" !P"模板 % !P"
其余用水补足’ 反应条件%5! g预变性 " [DE&
5! g变性 ’( X""% g退火 ’( X")% g延伸 :( X"
’" 个循环&)% g延伸 #( [DE’ 反应结束后在毛
细管电泳仪进行电泳"观察结果’
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表 %$单增李斯特菌毒力基因引物
4M\PQ%$,DXUO>H3&*2"30 A!+!)8*!I2+2&UO‘DE KQEQXMER

ZTD[QTXHXQR DE U?Q+-3MXXMV

引物名称 引物序列#"2/’2 $ 扩增片段
大小;\Z

3+4-

E48-

30$

$"#-

$4),

1%884-48B-8--8-4B4-BBB

3%4B4B8--44-44448-BBB-

1%B44884B88--48-88B*--44--

3%88--B44-4--8--844---8

1%8-88B-4B-8--4B44B-8B

3%4B8-8B-B4B4B48B48B-8

1%---88B48B-8BB8-84B-488

3%BB484-8-888B-4-8-B8B

1%B8488---B8-88848-4B8-B488848-

3%4-84-4B8B-88884-44444B-48--84B4-

)’’

)(%

#’#

")#

"(’

#6%6!$0,L4分析
单增李斯特菌 0,L4分析方法参照法国巴斯德

研究所的单增李斯特菌 0,L4数据库 # ?UUZ%;;
\DKXR\&ZMXUQHT&>T;PDXUQTDM;ZTD[QTXrHXQR&?U[P$操作流
程"选择 ) 个管家基因 # 0@)K"@4I-")0*" L0$." L0*"
4LE"4E%-$部分片段序列进行 +-3扩增 )##* ’ +-3反
应条件%5! g预变性 ! [DE&5! g变性 ’( X""% g退
火 ’( X")% g延伸 % [DE"共 ’" 个循环&)% g延伸
#( [DE’ +-3产物经纯化后"进行双向测序’ 测序
结果与单增李斯特菌 0,L4数据库进行比对"确定
每个管家基因的序列号’ ) 个管家基因序列号的组
合即为该菌株的 L4型’ 运用 CDOAH[QTD=X)6" 生物
信息学软件将本研究分离的 5) 株单增李斯特菌株
L4型别进行聚类分析"分析其遗传关系’

%$结果
%6#$血清学分型结果

5) 株单增李斯特菌分为 ! 种血清型% #;%M(
#;%\(#;%=(!\"主要血清型为 #;%M和 #;%\"分别为
’!#’"6("7$和 !) 株#!96!"7$"#;%=和 !\ 血清型
分别为 5#56%97$和 ) 株#)6%%7$"见表 ’’

表 ’$5) 株单增李斯特菌分离株的血清分布情况
4M\PQ’$IDXUTD\HUDOE O>XQTOKTOHZXM[OEK5) H3&*2"30

A!+!)8*!I2+2&DXOPMUQX

来源
血清型

# ;%M #;%\ # ;%= !\
合计

生畜肉 ’ % # ( :

冷冻鱼肉制品 5 ’% ) # !5

熟肉制品 5 ) # ( #)

水产品 % # ( # !

凉拌菜 ( # ( ( #

生禽肉 #( # ( ’ #!

患者 # ’ ( % :

合计 ’! !) 5 ) 5)

%6%$毒力基因检测结果
5) 株单增李斯特菌毒力基因毒检测结果为

30$($"#-基因全部为阳性"E48-(3+4-基因阳性率均
为 5)65!7 # 5";5) $"$4),基因阳性率为 5:65#7
#5!;5)$"见表 !’ 其中患者分离株 " 种基因阳性率
均为 #((6((7#:;:$’

表 !$5) 株单增李斯特菌分离株的毒力基因检测结果
4M\PQ!$+OXDUDWQTMUQXO>UO‘DE KQEQXO>5) H3&*2"30

A!+!)8*!I2+2&XUTMDEX
毒力基因 阳性菌株数 阳性率;7
3+4- 5" 5)65!
E48- 5" 5)65!
30$ 5) #((6((
$"#- 5) #((6((
$4), 5! 5:65#

%6’$0,L4结果
经 0,L4分析"5) 株单增李斯特菌共分为 %( 种

L4型"聚类分析结果见图 #’ 其中 L49)( L4#%#(
L45(L4#""(L49 型分别有 ’((#%(9(:(: 株’ L49)
型为优势 L4型"占 ’(65’7#’(;5)$"其次为 L4#%#
型##%6’)7"#%;5)$"#($(%谱系均有’ 除 L4#(
L4))5 型是患者分离株特有的型别"L4%( L4’(L4"
在食品分离株和患者分离株中均存在"见表 "’

注%圆点大小表示菌株数"圆点周围数字表示 0,L4型别"

线条中数字代表等位基因的差异数

图 #$5) 株单增李斯特菌 0,L4聚类分析结果
1DKHTQ#$-PHUQTDEKTQXHPUXO>ZMUUQTEXO\UMDEQR \V0,L4

MEMPVXDXO>5) H3&*2"30 A!+!)8*!I2+2&DXOPMUQX

’$讨论
从我国各地开展食品中单增李斯特菌的污染

状况调查看"多种食品均可检出单增李斯特菌"包
括生肉类(熟肉类(家禽类(水产品类(乳制品类及
蔬菜类等’ 据文献 )#%/#!*报道"生鲜肉类食品为许多
地区单增李斯特菌污染率较高的一类食品’ 本研
究中的 5# 株单增李斯特菌食品分离株主要来自于冷
冻鱼肉制品(熟肉制品(生畜肉(生禽肉(水产品等"其
中冷冻鱼肉制品所占比例最高 #"’69"7"!5;5#$"
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$$$$ 表 "$5) 株单增李斯特菌分离株的 0,L4分型结果
4M\PQ"$0HPUDPO=HXXQ]HQE=QUVZDEKO>5) H3&*2"30 A!+!)8*!I2+2&DXOPMUQX

L4型
管家基因序列号 分离菌株数

0@)K @I4- )0* L0$. L0* 4LE 4E%- 食品 患者
谱系 血清型

# ’ # # # ’ # ’ ( # # !\
% # # ## ## % # " ! # # !\
’ ! ! ! ’ % # " : % # # ;%\
" % # ## ’ ’ # ) " # # # ;%\
) " 9 " ) : % # # ( $ # ;%=
9 " : % 5 " ’ # : ( $ # ;%M
5 : " ! ! # ! # 9 ( $ # ;%=
#5 ) : #5 : # %! # " ( $ # ;%M
9) #% # ! #! ’ ’5 ! ’( ( @ #;%\
#(# ) #" #" 9 : #! 5 # ( $ # ;%\
#%# ) : 9 9 : ’) # #% ( $ # ;%M
#!! %% ## %# %! #) ’# #’ # ( @@@ !\
#"" ) #( #: ) " % # : ( $ # ;%M
’() ) %5 9 ! # % # # ( $ # ;%M
’(5 %% ’’ %# %! #) ’# ’ # ( @@@ #;%M
!(! ’ # 9 # ’ # ! # ( # # ;%\
9(! ! ! ! ’ " # " # ( # # ;%M
’)5 % # ! ’ ’ # " # ( # # ;%\
))5 " : % : # % # ( # $ # ;%M
8 ’: %# !( ’ : ’) # # ( ! # ;%M

注%!表示无谱系"L48型为数据库中没有的 L4型"已提交至数据库等待审核

与其他地区比较有一定的差异’
本研究中分离的单增李斯特菌血清型的分布

与其他文献 )#’"#"*基本一致’ 在所有分离的菌株中"
#;%\ 血清型占比最高 # !96!"7" !);5) $"其次为
#;%M#’"6("7"’!;5) $"这两种是散发性病例中常
见的血清型"而经常引起人类李斯特菌病暴发的 !\
血清型在患者和食品分离株中均有存在’ 本研究
中单增李斯特菌血清学分型的方法采用了传统血
清学分型和 +-3分型两种方法进行"结果基本符
合"但传统血清学分型方法较为繁琐"且结果不易
判断"推荐使用 +-3分型方法"本研究血清学分型
结果以 +-3分型为准’ 按照 +-3血清学分型文
献 )#:/#)* "因 ’M(’=(!R(!Q(’\() 血清型在食品中和临
床上极为罕见"故属于血清组 #;%M或 ’M(#;%=或
’=(!\ 或 !R 或 !Q(#;%\ 或 ’\ 或 ) 的菌株一般可认
为是 #;%M(#;%=(!\ 和 #;%\ 血清型’

单增李斯特菌是重要的胞内寄生菌之一"其致
病性与其毒力基因密切相关"缺失毒力基因将导致
其致病性的消失或下降’ 本研究中的分离株绝大
多数具有 30$($"#-(E48-(3+4-($4),等毒力基因"患者
分离株均携带这 " 种毒力基因"表明温州市食品中
分离的单增李斯特菌具有潜在的致病力"有少数单
增李斯特菌存在毒力基因丢失的现象’ 近几年温
州市出现孕妇确诊李斯特菌感染引发败血症和流
产的病例"也有非孕产妇患者感染李斯特菌的病
例"提示温州市存在引起散发李斯特菌病或暴发食
源性疾病的可能性’

0,L4是基于微生物核苷酸序列比对的一种基
因分型方法"直接通过管家基因内 IA8序列的比
较"获得管家基因的确切变异"具有较高的分辨能
力"而且其结果明确"使不同实验室间的结果比较
更加便捷 )#9* ’ 本研究针对温州市近 #( 年食品来源
的 5# 株单增李斯特菌及近 " 年患者来源的 : 株单
增李斯特菌分析的 0,L4共得到 %( 个 L4型别"其
中以 L49) 型为优势 L4型"其次为 L4#%#(L45 型"
L49) 型主要来源为冷冻鱼肉制品’ 单增李斯特菌
L49) 型曾是 %((5!%(#! 年期间西班牙 % 次李斯特
菌病的暴发元凶 )#5* ’ 本研究中除 L4))5( L4’)5(
L49(! 型外"其他 #) 种 L4型在巴斯德研究所的李
斯特菌数据库 # ?UUZ%;;\DKXR\&̂ Q\&ZMXUQHT&>T;ZQTP;
\DKXR\;\DKXR\&ZP3 R\ jZH\[PXUr PDXUQTDMr DXOPMUQXr
ZH\PD=mZMKQjZTO>DPQX$中均有患者分离株的资料"表
明这些 L4型的单增李斯特菌在不同程度上与人类
李斯特菌病的暴发有关"至少有理论上的致病潜
力’ 而 L4))5 型在本研究的患者分离株出现"填补
了数据库中患者资料的空白’ 本次研究中只有
L4%(L4’(L4" 型在食品和单增李斯特菌病例中均有
检出’ 虽然这些病例最终没有确定是否为食源性
疾病"但这些在食源性和人源性均有报道的 L4型
还是应引起关注"分离出 L4%(L4’(L4" 型别的食品
类别没有特殊性"检测的几类食品中均存在’ 国内
有文献 )%(*报道动物源性食品单增李斯特菌的 0,L4
结果以 L4#%# 型最多"北京市和杭州市食品分离株
均主要以 L45(L4#%# 为优势型别 )%#/%%* ’ 故温州市
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食品中分离的单增李斯特菌既具有较高的种群多
样性"又具有一定地区特异性"有一半的 L4型在浙
江省其他地市出现"但部分 L4型国内报道并不多’
本研究中还有 # 株单增李斯特菌在数据库未发现对
应的 L4型"已提交数据库"等待确认新的 L4型’

李斯特菌病感染主要发生在老年人(孕妇(新
生儿以及免疫功能低下的人群’ 本研究中涉及的
: 例病例包括流产孕妇(新生儿(发热待查的中年和
有败血症和风湿性心脏病等基础疾病的老年患者"
人群特征基本符合李斯特菌病的特征’ 但是病例
有限"对其感染的病因不详"缺少流行病学资料"今
后需要加大对人源性单增李斯特菌的监测力度"结
合温州市已有的食品中单增李斯特菌的数据"对检
出的李斯特菌病病例要进一步溯源"进行污染途径
调查和识别"为温州市食源性李斯特菌病的防控提
供研究性数据’
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