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摘　要:目的　比较分析阜阳市食品和病人分离单增李斯特菌的毒力基因、分子型别,建立阜阳市单增李斯特菌分子特

征信息数据库,为防控单增李斯特菌病提供科学依据.方法　对阜阳市２０１４－２０１９年分离自食品和病人的５５株单增李斯特

菌,用聚合酶链反应(PCR)检测其毒力基因prfA、plcB、hly、actA、iap、inlA;用脉冲场凝胶电泳(PFGE)技术进行分子分型

及同源性分析;用多位点序列分型(MLST)技术进行分子分型和聚类分析.结果　５５株单增李斯特菌全部携带prfA、plcB、

hly、actA、iap、inlA 基因;PFGE将其分为２１个带型,相似度６０．３％~１００％;MLST将其分为１４个ST型,ST９型为优势型

别;３株病人分离菌株的PFGE带型和ST型互不相同,其中２株病人来源菌株分别与食品分离株具有相同PFGE带型和ST
型.结论　阜阳市食品和病人中分离的单增李斯特菌均携带６个毒力基因,食品分离菌株的分子型别呈现出多样性,其中存

在同型别单增李斯特菌持续性污染现象,病人分离菌株具有与食品来源菌株相同的PFGE带型和ST型,提示食源性感染的

风险较高.
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Abstract:TheaimsofthisstudyweretoinvestigatethepathogenicityandmoleculartypesofListeriamonocytogenesisolaＧ
tedfromfoodandpatients,toestablishadatabaseofmolecularcharacteristicsofL．monocytogenesandtoprovideareference
forthepreventionandcontroloflisteriosisinFuyangCity．Atotalof５５L．monocytogenesstrainsweredetectedfortheviruＧ
lencegenesprfA,plcB,hly,actA,iapandinlA byPCR,andsubtypedbypulsedfieldgelelectrophoresis(PFGE)and
multiＧlocussequencetyping(MLST)．SixvirulencegeneswerefoundtobecarriedbyallL．monocytogenesstrains．Thestrains
weredividedinto２１pulsotypes(PT)and１４sequencetypes(ST),amongwhichST９waspredominant．ThreeL．monocytoＧ

genesstrainsfromclinicalcasesshoweddifferentpulsotypesandsequencetypes．TwoclinicalisolatesshowedanidenticalPFGE

patternandsequencetypetothoseofsomefoodisolates．TheL．monocytogenesstrainsisolatedfromfoodandclinicalcasesin
Fuyangshowedgeneticdiversity．ThestrainsfromfoodandclinicalcaseswithidenticalPTandSTtypesimpliedapotential
linkbetweenfoodcontaminationandhumaninfections．
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　　单核细胞增生李斯特菌(ListeriamonocytoＧ
genes,Lm)简称单增李斯特菌,属于李斯特菌属,
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为革兰阳性短小杆菌,广泛分布于自然界,是重要的

食源性人兽共患病原菌之一[１].可引起人和多种动

物的胃肠炎、脑膜炎、败血症、流产等[２].该菌环境

耐受性较强,温度要求不高,０ ℃~４５ ℃均能生存

和繁殖.研究表明,李斯特菌病散发和暴发的重要

原因是食入被 Lm 污染的食品[３],主要感染者为免

疫力低下的人群、孕妇和新生儿[４Ｇ５],据报道新生儿

感染该菌死亡率最高达５６％[６].为了解 Lm 的流

行病学特性,本研究对阜阳市２０１４－２０１９年从食品

和病人样本中分离的 ５５ 株 Lm 进行毒力基因、

MLST和PFGE分型分析,以建立Lm 分子特征数

据库,为本地单增李斯特菌病的预防控制提供参考

依据.

１　材料与方法

１．１　材　料

１．１．１　菌株来源　共５５株Lm 纳入本研究,其中３
株病人菌株分别分离自早产孕妇的胎膜(胎死宫

内)、早产婴儿的脑脊液、肝硬化败血症病人的血液;

５２株食品株分离于２０１４－２０１９年阜阳市食品安全

风险监测样品,样品采集按照安徽省食品安全风险

监测工作方案要求,采集于本市几个综合性超市、农
贸市场、餐饮店的生畜肉、熟肉、沙拉和豆制品等.

１．１．２　主要试剂和仪器　培养基(北京陆桥技术有

限责任公司)、DNA提取试剂(江苏百世诺医疗科技

有限公司)、限制性内切酶AscI(NewEnglandBioＧ
labs)、毒力基因和管家基因引物合成于生工生物工

程(上海)股份有限公司.全自动微生物鉴定仪

VITEK２(法国梅里埃公司)、全自动核酸提取仪(台
湾圆点奈米技术开发有限公司)、凝胶成像及脉冲场

凝胶电泳系统(美国 BioＧRad公司)扩增仪、电泳仪

(DYYＧC６北京市六一仪器厂).所用培养基和试剂

均在有效期内使用.

１．２　方　法

１．２．１　菌株复苏和培养　取－８０℃磁珠冻存管保

存的５５株Lm,用Lm 显色培养基复苏培养.３６℃
培养２４h,菌落为蓝色,周围有白色晕环,镜检为革

兰阳性小杆菌,在动力培养基２５℃培养４８h呈倒

伞型,所有菌株均经生化鉴定或全自动微生物鉴定

仪 VITEK２鉴定确认为Lm.

１．２．２　模板制备　将鉴定后的５５株Lm 接种于脑

心浸琼脂平板,３６℃培养２４h,取２~３个菌落接种

于５mLLB增菌肉汤,３６℃２６０r/min过夜震荡培

养,按照核酸提取试剂盒说明书提取 DNA,即为扩

增模板.

１．２．３　毒力基因检测　采用PCR方法检测 Lm 的

６个毒力基因prfA、plcB、hly、actA、iap、inlA.
扩增条件:９４℃５min;９４℃５０s,５５℃５０s,７２℃
５０s,３０个循环;７２℃１０min.取５μL扩增产物进

行电泳,２２０V２０min.Lm 的６个毒力基因的检测

引物[７Ｇ９]及产物大小见表１.

表１　单增李斯特菌毒力基因检测引物序列及产物长度

Tab．１　PrimersusedforListeriamonocytogenes
virulencegenedetection

Primer Sequence(５′－３′) Productlength/bp

prfAＧF
CTGTTGGAGCTCTTCTTGGTＧ

GAAGCAATCG
１０６０

prfAＧR
AGCAACCTCGGTACCATATAＧ

CTAACTC

PlcBＧF CAGCTCCGCATGATATTGAC ７３２

PlcBＧR CTGCCAAAGTTTGCTGTGAA

actAＧF AAACAGAAGAGCAGCCAAGC ５７１

actAＧR TTCACTTCGGGATTTTCGTC

hlyＧF ACGCAGTAAATACATTAGTG ３７２

hlyＧR AATAAACTTGACGGCCATAC

iapＧF TTTGCTAAAGCGGGTATCTC ２０５

iapＧR AGCCGTGGATGTTATCGTAT

inlAＧF CCGCACTCACTAACTTAGAG ５８０

inlAＧR GTTGTTTCTTTGCCGTCCAC

１．２．４　分子分型

１．２．４．１　PFGE分型　根据国家致病菌识别网技术

规范单增李斯特菌PFGE操作程序,制备５５株Lm
和沙门菌标准株(H９８１２)DNA 胶块,用限制性内切

酶AscI和 XbaⅠ 分 别 对 Lm 和 沙 门 菌 标 准 株

(H９８１２)DNA胶块进行酶切３７℃３h,电泳１９h,
初始转换时间４．０s,终末转换时间４０．０s,电泳染色

后经 凝 胶 成 像 系 统 拍 照,转 化 为 tif格 式,再 用

BioNumerics７．６软件对获得的 PFGE 电泳图谱进

行聚类分析.

１．２．４．２　 MLST 分 型 　 采 用 abcZ、bglA、cat、

dapE、dat、ldh、lhkA 共７对管家基因引物进行扩

增,扩增条件:９４ ℃ ４min;９４ ℃ ３０s,５２ ℃ ３０s
(blgA 基因退火温度为４５ ℃),７２ ℃ ２min,２５个

循环;７２℃１０min.单增李斯特菌７个管家基因引

物序列、产物长度见参考文献[１０]、经电泳结果确认

后将扩增产物送北京擎科生物科技有限公司进行双

向测序.测序结果用Seqman软件检验与拼接,以

Mega软件截取比对序列,结果与 Lm 的 MLST 数
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据库(http://www．mlst．net)进行比对获得管家基

因编号及ST型别的唯一序列号.运用 BioNumerＧ
ics７．６软件进行聚类分析.

２　结　果

２．１　毒力基因分布　３株病人分离菌株和５２株食

品分离菌株的６种毒力基因prfA、plcB、hly、acＧ
tA、iap、inlA 全部为阳性.

２．２　MLST分型结果　５５株Lm 共分为１４个ST
型,其中５２株食品株 Lm 分为１３个 ST 型,包括

ST９型(２４株)、ST５型(６ 株)、ST１２１ 型(４ 株)、

ST８型(４株)、ST２９７型(３ 株)、ST１１ 型(２ 株)、

ST１５５型(２株)、ST２２４型(２株)、ST３型(１株)、

ST８７型(１株)、ST３２１型(１株)、ST３７８型(１株)、

ST５７５型 (１ 株).病 人 分 离 的 ３ 株 Lm 分 别 为

ST８７型、ST９１型和ST２２４型.ST８７型、ST２２４型

为食品和病人菌株共有型别.所有菌株以ST９为

优势型别(２４/５５,４３．６４％),其次为 ST５型(６/５５,

１０．９１％)、ST１２１/ST８(４/５５,７．２７％),ST２２４/ST２９７
(３/５５,５．４５％)(图１).优势的ST９型菌株在２０１４
－２０１８年均有出现.

Note:EachcirclerepresentsasingleST．Thediameterofthecirclewasproportionaltothenumberofstrains．The

numberofdifferentallelesbetweenSTswasonthelinesbetweenST．

图１　５５株单增李斯特菌 MLST分析

Fig．１　MLSTanalysisof５５Listeriamonocytogenesisolates

２．３　PFGE分型结果　５５株Lm 菌经AscI酶切电

泳后共分为２１个带型(PT 型),相似度６０．３％~
１００％.其中 GX６A１６．AH０００７(１９/５５)为优势 PT
型,且均为ST９型菌株.图２的聚类分析显示,５２
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株食品菌株中存在同一年份分离菌株分属于不同分

支,而不同年份分离菌株有相同型别的现象.２０１６
和２０１８ 年 食 品 分 离 的 ３ 株 菌 均 为 GX６A１６．
AH０００６型,其中２株为ST９型,１株为ST５７５型;

２０１７年在同一超市熟食柜、同时采样的两种凉拌菜

分离的菌株其PT型和ST型均不相同,千张豆腐分

离菌 株 FY２０１７０５０ 为 GX６A１６．AH０００７ 和 ST９
型,而凉拌豆饼分离菌株 FY２０１７０５２为 GX６A１６．
AH０００１和ST１５５型别.３株病人分离菌株的 PT

型和ST型互不相同;２０１８年病人脑脊液分离菌株

FY２０１８０７１ 和 ２０１４ 年 食 品 分 离 菌 株 ２０１４１５１、

２０１４１５２ 的 PT 型 和 ST 型 完 全 一 致,分 别 为

GX６A１６．AH００１４和ST２２４型;２０１９年病人胎膜分

离的菌 株 FY２０１９０２６ 和 ２０１４ 年 食 品 分 离 菌 株

２０１４０１２ 的 PT 型 和 ST 型 完 全 一 致,分 别 为

GX６A１６．AH００１５和ST８７型;２０１９年病人血液分

离菌株FY２０１９０３９为GX６A１６．AH０００４和ST９１型.

图２　５５株单增李斯特菌PFGE聚类图、序列型别

Fig．２　PFGEclusterdiagramandsequencetypesof５５Listeriamonocytogenesstrains
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３　讨　论

Lm 是一种重要的食源性致病菌,在生畜肉、熟
肉、沙拉等食品中均可检出.误食了被该菌污染的

食物可引起李斯特菌病,尤其对免疫力低下的患者

和围产期妇女造成的危害更为严重.近年来报告的

李斯特菌病病例逐渐增多[１１Ｇ１５].

Lm 的致病性与其所携带的毒力基因密切相

关,目前已发现的毒力基因较多,这６个毒力基因

prfA、plcB、hly、actA、iap、inlA 功能较为清楚.

hly 基因编码的溶血素是 Lm 的重要毒力因子,溶
血素与 Lm 的致病性密切相关;iap 基因编码的

P６０蛋白是Lm 的重要抗原,与侵袭性有关;prfA
是毒力调控基因,可转录和调控 Lm 的多种毒力基

因;inlA 基因编码内化素,介导细菌侵入宿主细胞;

actA 基因编码肌动蛋白,为细菌运动提供动力;plＧ
cB 编码磷脂酰胆碱磷脂酶,与细菌的扩散能力有

关[１６Ｇ１８].本研究从多类食品特别是熟肉、沙拉、凉拌

菜等直接食用的食品中分离到的Lm 均具有这６种

毒力基因,提示这些食源性 Lm 对人们健康存在潜

在威胁,有出现食源性感染性暴发疫情的可能性,应
引起卫生监督部门的高度重视.

PFGE技术因分辨率高、分型能力强、重复性好

的特点被誉为细菌性传染病病原分子分型的“金标

准”[９].通过对电泳条带的比较分析可以反映出不

同菌株的相关性.本次聚类分析结果表现为多样

性,５５株Lm 分为２１个PT型.３株病人分离株为

不同的PT型,存在病人菌株和食品菌株型别完全

一致情况;５２株食品株中相同年份有多种带型共

存,不同年份菌株存在相同的带型.说明食品销售

环境中具有多种型别的 Lm 持续存在,有可能随着

地区间食品运输和销售链进行扩散传播,因此食品

安全需要加强对污染食品的监管.

MLST通过比对Lm７个管家基因的核苷酸序

列多样性,进而研究菌株间的遗传相关性和种群结

构的一种基因分型方法.本研究中使用 MLST 将

５５株Lm 分为１４个ST型,其中５２株食品分离株

中优势菌株为 ST９型,其次为 ST５、ST１２１、ST８、

ST２９７、ST２２４,与 马 爱 静,霍 哲 等 的 研 究 结 果 相

似[３,１９].３株病人分离菌株型别各不相同,而有２
株病人和食品分离菌株型别相同.２０１９年分离于

早产孕妇胎膜(胎死宫内)的菌株 FY２０１９０２６和

２０１４年 食 品 分 离 株 ２０１４０１２ 的 PFGE 带 型 和

MLST 型 别 完 全 相 同,为 GX６A１６．AH００１５ 和

ST８７型,ST８７型菌株为单增李斯特菌病病例样本

中多见型别[２０];菌株 FY２０１９０３９分离于肝硬化败

血症病 人 的 血 液,其 PFGE 带 型 和 MLST 型 为

GX６A１６．AH０００４和ST９１,暂未发现与其型别相同

菌株;菌株FY２０１８０７１分离于早产婴儿的脑脊液,
和２０１４年食品分离菌株 FY２０１４１５１、FY２０１４１５２
的 PFGE 带 型 和 MLST 型 别 完 全 相 同,均 为

GX６A１６．AH００１４和ST２２４型,说明 Lm 的一些型

别菌株可持续多年污染本地的食品并具有致病性,
对人群具有较高的感染风险.这种食品株和病人株

型别相同的现象在国内其他学者的研究中也有报

道[２０Ｇ２１].
由图２可以看出多数菌株PT型相同ST型相

同;有些菌株ST 型相同 PT 型不同,有些菌株 PT
型相 同 ST 型 不 同,如 FY２０１６０３８、FY２０１８００４、

FY２０１８０２１的 PT 型相同均为 GX６A１６．AH０００６,
而 MLST 型菌株 FY２０１６０３８ 为 ST５７５ 型、菌 株

FY２０１８００４和FY２０１８０２１为ST９型.PFGE可分

析细菌之间的相关性,追溯感染来源,MLST 通过

分析每个管家基因的核苷酸序列特征,反映菌株间

的遗传相关性、克隆性.对ST型、PT型均一致的

食品和病人菌株进行基因组测序分析,可进一步确

定是否为相同或相近克隆来源菌株等.同一超市熟

食柜、同时采样的两种凉拌菜,PT 型和ST 型均不

相 同,PT 型 为 GX６A１６．AH０００７ 和 GX６A１６．
AH０００１,ST型为ST９和ST１５５.说明该熟食柜同

时存在多种型别的Lm 污染,并且携带毒力基因,说
明我市具有食源性李斯特菌病散发和暴发的潜在危

险.应加强食源性Lm 的病原监测、感染风险评估、
食品卫生监管措施等.

本研究采用分子分型技术对阜阳市 ２０１４－
２０１９年病人和食品样本中分离的５５株Lm 进行分

子分型分析,同时检测其毒力基因,建立了Lm 分子

特征数据库,为本市李斯特菌病的预防控制提供了
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