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摘要：【目的】本研究旨在构建单核细胞增多性李斯特菌(Listeria monocytogenes，简称单增李斯特菌)
溶血素 O (Listeriolysin O，LLO)的关键结构域 PEST 序列(包含 S44、S48 和 T51 关键磷酸化位点)突变

体，并针对其生物学功能展开研究。【方法】以李斯特菌参考菌株 EGD-e 为模板扩增编码 LLO 的 hly
基因，克隆至 pET30a(+)原核表达载体，在此基础上利用氨基酸突变技术获得表达 PEST 突变体

(LLOΔPEST、LLOS44A、LLOS48A 和 LLOT51A)的重组质粒，转入 E. coli Rosetta 感受态细胞中，诱导表达重

组蛋白经镍离子亲和层析纯化后进行 SDS-PAGE 分析。利用红细胞裂解试验检测重组蛋白的溶血活性，

并通过 Western blotting 检测重组突变蛋白刺激 Caco-2 细胞后对 MAPK 关键信号分子 ERK1/2 磷酸化水

平变化的影响。【结果】结果显示，本研究成功获得重组 LLO 及其突变体蛋白 LLOΔPEST、LLOS44A、LLOS48A

和 LLOT51A。在 pH 5.5 和 7.4 条件下，LLOΔPEST、LLOS44A、LLOS48A 和 LLOT51A 均具有和 LLO 相当的溶

血活性，说明 PEST 序列缺失或突变并不影响 LLO 的膜裂解活性。研究进一步发现，重组 LLO 及其突

变蛋白刺激 Caco-2 细胞后均能激活 ERK1/2 的磷酸化。【结论】研究表明 LLO 的关键结构域 PEST 序列

对于维持该蛋白的膜裂解能力及穿孔活性并非必需，且该结构域的缺失不影响李斯特菌在感染宿主时依

赖 LLO 介导 ERK1/2 磷酸化的生物学过程。本研究将为进一步探索细菌感染过程中 PEST 序列对于 LLO
发挥生物学功能的潜在作用及分子机制奠定基础。 
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病原体能够在受感染的宿主细胞内建立并

维持生态壁龛以隐藏自己免受宿主免疫系统的

攻击[1–2]。细胞内的生态壁龛能够为病原体提供营

养和增殖环境[3–4]。革兰氏阳性病原菌单核细胞增

生性李斯特菌(简称单增李斯特菌)利用宿主细胞

质构建生态壁龛[5–7]。单增李斯特菌内化进入哺乳

动物细胞后从吞噬体逃逸，进入宿主细胞质并开

始复制增殖。在胞内，其利用表面蛋白 ActA 招募
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宿主肌动蛋白以提供自身动力，后扩散到邻近的

新细胞继续新一轮增殖感染[2,4–8]。细菌裂解吞噬

泡并逃逸到宿主胞质的过程对于持续感染至关重

要，而这一过程在很大程度上依赖于李斯特菌溶

血素 O (LLO)[4,9–11]。 

LLO 作为成孔毒素，属于胆固醇依赖性胞质

溶素(CDCs)家族，能够与宿主细胞含胆固醇的膜

结合，形成直径达 30 nm 的孔，以协助李斯特菌

进行逃逸[3,12–15]。另外，LLO 蛋白的 3 个酸性氨基

酸残基 E247、D208 和 D320 构成的 pH 传感器使

得其对于环境 pH 值变化相当敏感，LLO 在 pH 值

小于 7 时具备溶血活性，在 pH 为 5.5 时该活性最

强[16–17]。LLO 作为一种多功能毒力因子，能够激

活宿主细胞内多种信号通路反应[18]，其中包括细

胞胞质蛋白 ERK1/2 的磷酸化[19–20]，以及介导宿主

细胞核内组氨酸的修饰[21]。但 LLO 对细胞也具有

潜在的毒性，为了维持胞内生长环境，李斯特菌

LLO 的强大成孔活性需要受到一定限制以防止细

胞质膜受损而影响细菌生存。Decatur 等通过比对

LLO 与 PFO (Perfringolysin O)氨基酸序列[22]，发

现 LLO 蛋白氨基末端特异性存在 26 个氨基酸，

这 26 个氨基酸序列富含氨基酸脯氨酸(P)、谷氨酸

(E)、丝氨酸(S)和苏氨酸(T)，并因此命名为 PEST

序列。在真核细胞中 PEST 序列主要与蛋白酶体

介导的蛋白降解有关[23]，且已有研究表明该段序

列调节 LLO 蛋白活性[24]。此外，LLO 的 PEST 序

列区域还存在多个潜在的磷酸化位点，包括 S44、

S48 和 T51。然而 LLO 是否通过 PEST 序列尤其

是上述磷酸化位点直接或间接介导宿主细胞反应

及其潜在的分子机制尚不得知。因此本研究将

LLO 蛋白 PEST 序列上 3 个潜在磷酸化位点定点

突变为丙氨酸或对 PEST 序列进行缺失，分析 LLO 

蛋白活性变化并研究该序列在李斯特菌感染触发

的 ERK1/2 磷酸化过程中的生物学功能。本研究发

现 突 变 蛋 白 LLOΔPEST 、 LLOS44A 、 LLOS48A 和

LLOT51A 均具有和 LLO 相当的溶血活性，说明

PEST 序列缺失或突变并不影响 LLO 的膜裂解活

性。研究进一步发现，重组 LLO 及其突变蛋白刺

激 Caco-2 细胞后均能激活 ERK1/2 的磷酸化。研

究表明 LLO 的关键结构域 PEST 序列对于维持该

蛋白的膜裂解能力及穿孔活性并非必需，且该结

构域的缺失不影响李斯特菌在感染宿主时依赖

LLO 介导 ERK1/2 磷酸化的生物学过程，这对下

一步深入研究 LLO 在李斯特菌从吞噬体逃逸机制

中发挥的生物学功能及分子机理具有重要意义。 

1  材料和方法 

1.1  材料 

1.1.1  菌株、质粒和培养条件：试验用到的菌株为

单增李斯特菌 EGD-e 和大肠杆菌 DH5α Rosetta，

来自本实验冻存库。EGD-e 菌株需要接种于脑心

浸出液肉汤(Brain Heart Infusion, BHI)，DH5α 菌

株需要接种于肉汤(Luria-Bertani，LB)，37 °C 振

荡培养过夜。质粒 pSL270 和 pET30a(+)均来自本

实验室冻存库。 

1.1.2  主要试剂：BHI 培养基购自 Oxoid 公司；

LB 培养基购自上海生工生物工程有限公司；实验

所用几种限制性内切酶购自 NEB 公司；高保真聚

合酶 2× phanta max master mix 购自南京诺唯赞生

物科技有限公司；T4 DNA ligase 购自 Thermo 

Fisher Scientific 公司；PCR 产物和胶回收纯化试

剂盒购自上海莱枫生物科技有限公司；质粒提取

试剂盒购自天根生化科技有限公司；BCA 蛋白浓

度测定试剂盒购自碧云天生物技术公司；ERK1/2、

p-ERK1/2 和 β-actin 单克隆抗体购自 CST 公司；

HRP 标记二抗购自 Sigma-Aldrich 公司。卡那霉素
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(50 mg/mL)储存于–20 °C，在 LB 培养基中卡那霉

素使用浓度为 50 µg/mL。 

1.1.3  引物：对于重组质粒 pSL1553 的构建，

所用的模板为 EGD-e 菌株全基因组，设计一对

用于扩增缺失 PEST 序列基因 hlyΔPEST 的特异性

引物。对于含 hlyS44A、hlyS48A 和 hlyT51A 突变质粒

的 构 建 ， 以 实 验 室 已 有 的 hly 重 组 表 达 质 粒

pSL270 为模板，设计点突变引物将 PEST 序列

区的 3 个关键氨基酸位点 S44、S48 和 T51 进行

定点突变，分别得到突变载体。本研究中用到的

引物均由苏州金唯智生物科技有限公司合成，引

物序列详见表 1。 

1.2  方法 hlyΔPEST 重组质粒构建和筛选 

从 NCBI 上 获 取 hly 基 因 序 列 ( 登 录 号

NC_003210.1)下载并导入到 Vector NTI 软件中，

通过 Vector NTI 软件设计 hlyΔPEST 基因片段的引

物 pSL1553-fwd (Nde I)和 pSL1553-rev (Xho I)。以

EGD-e 为模板，采用引物 pSL1553-fwd (Nde I)和

pSL1553-rev (Xho I)从单增李斯特菌 EGD-e 基因

组中扩增得到 hlyΔPEST 基因。表达载体质粒

pET30a(+)及 PCR 扩增的目的基因片段经 Nde I 和

Xho I 双酶切并纯化后，利用 T4 连接酶过夜连接后

转化至大肠杆菌 DH5α 感受态细胞中，通过 PCR

筛选得到带有重组质粒(根据实验室规定命名为

pSL1553)的重组菌，经测序验证正确后提取质粒

用于下一步蛋白表达。 

1.3  hlyS44A、hlyS48A 和 hlyT51A 点突变质粒构建和

筛选 

以实验室已有表达 hly 重组质粒 pSL270 为模

板，分别通过特定的引物 EGD-e LLOS44A-fwd、

EGD-e LLOS44A-rev、EGD-e LLOS48A-fwd、EGD-e 

LLOS48A-rev 、 EGD-e LLOT51A-fwd 和 EGD-e 

LLOT51A-rev 对 hly 上 3 个位点 S44、S48 和 T51

分别进行单点突变。将得到的 PCR 产物用 Dpn I

处理 3 h 后进行纯化并转化至大肠杆菌 DH5α感受

态细胞中，经测序验证正确后提取质粒用于下一

步蛋白表达。 

1.4  LLO 重组蛋白及 PEST 序列突变蛋白原核表

达与纯化 

将测序结果正确的重组质粒及突变质粒转入

大肠杆菌 Rosetta 感受态细胞中，于 LB 培养基中

37 °C 培养至 OD600 为 0.6，加入 IPTG 16 °C 诱导

12 h 使其大量表达目的蛋白，离心收集菌体并重

悬于 50 mmol/L PBS 缓冲液，对其进行超声破碎。

破碎后溶液离心收集上清并与镍柱 4 °C 结合 6 h。 

 

表 1.  本试验所用引物 
Table 1.  Primers used in this study 

Primers Sequences (5′→3′) Products 
pSL1553-fwd (Nde I) CGCCATATGGAAATCGATAAGTATATACAAGGATTGGATTAC hlyΔPEST (1410 bp) 
pSL1553-rev (Xho I) CCGCTCGAGTTCGATTGGATTATCTACTTTATTACTATATTTCG 
EGD-e LLOS44A-fwd GGCACCACCAGCAGCTCCGCCTGCAAG hlyS44A (1515 bp) 
EGD-e LLOS44A-rev CTTGCAGGCGGAGCTGCTGGTGGTGCC 
EGD-e LLOS48A-fwd CAGCATCTCCGCCTGCAGCTCCTAAGACGCC hlyS48A (1515 bp) 
EGD-e LLOS48A-rev GGCGTCTTAGGAGCTGCAGGCGGAGATGCTG 
EGD-e LLOT51A-fwd TCCGCCTGCAAGTCCTAAGGCGCCAATCGAAAA hlyT51A (1515 bp) 
EGD-e LLOT51A-rev TTTTCGATTGGCGCCTTAGGACTTGCAGGCGGA 

The restriction enzyme sites are underlined. 
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使用 30 mmol/L 咪唑洗脱杂蛋白和 300 mmol/L 

咪唑收集目的蛋白。BCA 试剂盒测定纯化的蛋白

浓度后，进行 SDS-PAGE 验证。用同样的方法表

达纯化 LLO 重组蛋白。最后将纯化的蛋白用半透

膜透析后适当浓缩，使用酶标仪检测其浓度，用

0.22 µmol/L 滤器过滤除菌并置于 4 °C 待用。 

1.5  LLO 的 PEST 序列缺失及突变蛋白的红细胞

裂解试验 

分别制备 pH 7.4 和 5.5 的含 5%的绵羊血红细

胞和含 2 ng/µL 的蛋白溶液。将绵羊血 1000 r/min、

4 °C 离心 10 min，弃上清和白细胞层。加入生理

盐水轻轻重悬红细胞，1000 r/min、4 °C 离心

10 min，弃上清并重复上述步骤 2 次。将红细胞和

生理盐水以 1:20 混匀，配制成 5%的绵羊血红细

胞-生理盐水悬液。经上述步骤处理后所获悬液与

蛋白等体积混匀，静置于 37 °C 培养箱内反应

30 min。将反应结束的混合液 12000 r/min 离心

1 min。取上清 200 µL 加入 96 孔板中，测 OD550。 

1.6  Western blotting检测突变蛋白对细胞ERK1/2

蛋白磷酸化影响 

Caco-2 细胞以 1×106 个/mL 密度铺于 12 孔板

并过夜培养，将透析并除菌保存的蛋白以 5 nmol/L

浓度与细胞混合，置于培养箱中培育 30 min。去

除细胞培养液，用 PBS 洗涤 3 次后裂解细胞并收

集，12000 r/min、4 °C 离心 10 min。去除沉淀，

检测上清蛋白浓度并计算蛋白量，后与染色液混

合并以 5 倍体系制备样品，沸水煮 5 min 后瞬离。

将样品进行 SDS-PAGE 后利用半干转膜法转移至

PVDF 膜上，用 5%脱脂奶粉将 PVDF 膜封闭 1 h，

TBST 洗涤 3 遍后分别按比例加入 ERK1/2、

p-ERK1/2 和 β-actin 单克隆抗体后 4 °C 孵育过夜，

洗涤 3 遍后加入 HRP 标记的二抗(羊抗兔或羊抗

鼠)继续孵育 1 h，最后利用成像系统拍摄并分析

结果。 

2  结果和分析 

2.1  hlyΔPEST 重组质粒的构建 

以单增李斯特菌 EGD-e 基因组为模板，引物

如表 1 所示，通过 PCR 扩增得到 hlyΔPEST 基因片

段。结果如图 1-A 和 B 所示，PCR 扩增的基因片

段长度约为 1400 bp，与已知的 hlyΔPEST 基因的长度

(1410 bp)相吻合，PCR 扩增产物和质粒 pET30a(+) 
 

 
 

图 1.  PEST 序列重组质粒的构建 
Figure 1.  Construction of PEST sequence recombinant plasmids. A–B: hly PEST sequence deletion PCR 
amplification and verification; C: amino acid mutations PCR amplification; M: DNA marker.  
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经酶切、酶连后，转入 DH5α 感受态细胞，涂布

于含卡那霉素的 LB 平板上，挑取单克隆经 PCR

验证后提取质粒送公司测序，测序结果与已知 hly

序列比对，确认不含 PEST 序列，说明重组质粒

构建成功，得到重组质粒 pSL1553。 

2.2  hlyS44A、hlyS48A 和 hlyT51A 点突变质粒的构建 

以 pSL270 为模板，引物如表 1 所示，通过

PCR 扩增得到 hlyS44A、hlyS48A 和 hlyT51A 的点突

变重组质粒,结果如图 1-C 所示，PCR 扩增的基

因片段约为 1500 bp，与已知序列基因的长度

(1515 bp)相吻合。将 PCR 产物用 Dpn I 去甲基

化后纯化，热激转化入 DH5α 感受态细胞，涂

布于含卡那霉素的 LB 平板上，挑取单克隆培

养 12 h 后提取质粒送公司测序，比对结果显示，

成功得到 3 个突变质粒。 

2.3  成功获得重组蛋白 LLOΔPEST、LLOS44A、

LLOS48A 和 LLOT51A 

将重组质粒 pSL1553 及 3 个点突变质粒分别

热激转化入大肠杆菌 Rosetta 感受态细胞中，使用

IPTG 诱导蛋白表达。收集菌体，超声破碎使表达

的重组蛋白从菌体的胞质释放出来。获得含有重

组蛋白的样品，经镍柱亲和层析后，纯化得到重

组蛋白 LLOΔPEST、LLOS44A、LLOS48A 和 LLOT51A。

重组蛋白样品透析处理后，进行 SDS-PAGE，结

果如图 2-A 所示，与已有重组蛋白 LLO 条带对比，

均有明显的目的蛋白条带。 

2.4  PEST 序列突变后蛋白溶血活性分析 

pH 5.5 和 7.4 环境下，以 LLO 重组蛋白为阳

性 对 照 ， PBS 组 作 为 阴 性 对 照 。 结 果 发 现

LLOΔPEST、LLOS44A、LLOS48A 和 LLOT51A 均具有较

明显的溶血现象。如图 2-B 所示，pH 5.5 环境下

的红细胞细胞膜全部破碎，pH 7.4 环境下的红细

胞部分破碎，即 pH 5.5 时的溶血活性较 pH 7.4 时

的更高。如图 2-C 所示，在 pH 5.5 和 7.4 条件下，

LLOΔPEST、LLOS44A、LLOS48A 和 LLOT51A 均具有和

LLO 相当的溶血活性，说明 PEST 序列缺失或突

变并不影响 LLO 的膜裂解活性。 

2.5  LLO 的 PEST 序列突变蛋白均能引起细胞

ERK1/2 磷酸化表达 

已有研究表明 LLO 能够引起细胞中 ERK1/2

蛋白发生磷酸化，但对 PEST 序列的 S44、S48 和

T51 位点进行突变后是否影响 LLO 蛋白对宿主细

胞的磷酸化尚未知，因此利用突变蛋白分别与

Caco-2 细胞进行孵育并利用 Western blotting 检测

细胞 ERK1/2 磷酸化表达水平。结果发现，与空白

组对比，LLO 及其突变蛋白均能导致细胞 ERK1/2

蛋白磷酸化，表明 LLO PEST 序列及其 3 个潜在

的磷酸化位点并不影响细胞 ERK1/2 蛋白的磷酸

化，如图 3。 

3  讨论 

单增李斯特菌通过类似吞噬作用的过程内化

到哺乳动物细胞中后，最初存在于源自质膜的液泡

中，随后通过成孔毒素 LLO 穿透液泡，在两种细

菌磷脂酶(PlcA 和 PlcB)的共同参与下，介导单增李 

斯特菌逃逸到宿主细胞质，并大量复制[2,25–26]。单

增李斯特菌通过这种方式为自身提供有利的生长

环境并保护自身免受宿主体液免疫应答清除[3]。在

这一过程中，LLO 作为胆固醇依赖性胞质溶素

(CDC)家族的一员[9]发挥了关键作用。而在所有

CDC 中，包括来自产气荚膜梭菌的穿孔毒素 O、

炭疽杆菌中的炭疽素 O、肺炎链球菌的肺炎球菌 



354 Tiantian Ma et al. | Acta Microbiologica Sinica, 2020, 60(2) 

actamicro@im.ac.cn 

 

 
 

图 2.  重组蛋白 LLOΔPEST、LLOS44A、LLOS48A、LLOT51A 的 SDS-PAGE 分析及溶血活性分析 
Figure 2.  SDS-PAGE analysis of recombinant proteins LLO，LLOΔPEST，LLOS44A，LLOS48A，LLOT51A and 
hemolytic activity analysis. A: SDS-PAGE analysis of LLO and variants purification; M: Protein marker.      
B: Hemolysis of proteins at different pH environment. C: Hemolytic activity analysis. ns: no significant level; *: 
P<0.05.  

 

 
 

图 3.  重组 LLO 及其突变体蛋白激活细胞 ERK1/2 磷酸化水平分析 
Figure 3.  Analysis of cellular ERK1/2 phosphorylation level. A: Western blotting analysis of ERK1/2 and 
p-ERK1/2 protein expression in Caco-2 cells incubated with LLO and variants; B: The gray scale analysis results of 
proteins expression; ns: no significant level.  
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溶血素和来自化脓性链球菌的链球菌溶血素，只

有 LLO 进化为仅在液泡中起作用，其他 CDC 均

作用于质膜外部造成宿主细胞的裂解。因此，确

保胞质中 LLO 不会穿透宿主质膜、维持细胞内生

存环境对于李斯特菌发病机制至关重要。 

首先，LLO 具有的 pH 传感器保证其在液泡

中的活性，并控制其对宿主细胞的裂解。另外，

由于其他 CDC 中不存在 PEST 样序列，把 LLO

的 PEST 序列加入链球菌溶血素 O(SLO)的氨基末

端会降低 SLO 的细胞毒性[27–28]，因此 PEST 序列

对 LLO 活性的调控显得尤为重要。尽管 PEST 序

列与蛋白酶体介导的降解有关，但已有研究表明

LLO 中的 PEST 样序列不影响蛋白质稳定性[22]。

本研究通过体外表达 PEST 全部缺失以及 PEST 序

列三个位点突变的重组蛋白，在不同 pH 下检测突

变蛋白溶血活性，发现 PEST 序列在酸性条件下

对 LLO 体外溶血能力略有影响。而 PEST 序列中

的磷酸化残基特别是 S44，作为 MAPK 共有位点

的一部分，并没有影响 LLO 对于宿主肠上皮细胞

ERK1/2 蛋白磷酸化的激活。那么 PEST 对于 LLO

究竟有着怎样的生物学意义？最近 Chen 等的研

究发现全长 LLO 一旦接触质膜后，随即迅速从膜

上消失，而缺乏 PEST 样序列的 LLO 大部分保留

在质膜上[29]。由于异四聚体衔接蛋白 2(AP2)的组

分 Ap2a2 唯一已知的作用是募集有助于胞吞作用

的辅助蛋白[30]，而 LLO 的 PEST 序列能够通过

Ap2a2 阻止质膜损伤，但 LLO 通过 PEST 序列调

节细胞内吞机制的具体原因尚未被阐明。另外其

这一研究中使用的是小鼠的 cDNA 文库，单增李

斯特菌作为高致病性食源性病原菌[31]，从人源基

因进行进一步探索也十分必要。 

LLO 蛋白作为胆固醇依赖的穿孔素家族蛋白

主要协助李斯特菌逃逸吞噬体，在感染过程中主

要和细胞膜或吞噬体膜发生作用或联系[9]，已有研

究表明该蛋白穿透宿主细胞质膜并迅速诱导细胞

内 Ca2+内流、K+外流[32–33]，从而激活包括 ERK 在

内的多条信号传导途径。该蛋白单体也能在细胞

胞质内短时间存在[34]，这一过程中有可能直接与

胞质蛋白发生互作。我们猜测 LLO 跟 ERK 及其

通路上游关键激酶可能发生互作，目前该研究正

在进一步开展中。 

4  结论 

本 研 究 成 功 构 建 并 表 达 了 重 组 突 变 蛋 白

LLOΔPEST、LLOS44A、LLOS48A 和 LLOT51A，证实在

PEST 序列缺失或突变后，在 pH 5.5 和 7.4 条件下，

LLO 溶血活性不受影响。说明 PEST 序列缺失或

突变并不影响 LLO 的膜裂解活性。且 PEST 序列

上 3 个潜在的磷酸化位点并不影响 LLO 激活

ERK1/2 磷酸化，该结果为进一步探索李斯特菌感

染过程中 PEST 序列对 LLO 发挥生物学功能的潜

在分子机制奠定基础。 
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Roles of the PEST-like sequence of Listeriolysin O from Listeria 
monocytogenes in activating ERK1/2 phosphorylation 

Tiantian Ma#, Yi Hang#, Qi Tao, Xiaorong Yu, Yiran Zhu, Houhui Song,   
Changyong Cheng* 
College of Animal Science and Technology, College of Veterinary Medicine of Zhejiang A & F University, Hangzhou 311300, 
Zhejiang Province, China 

Abstract: [Objective] The determinant virulence factor Listeriolysin O (LLO) of Listeria monocytogenes, a 
foodborne pathogen, contains a unique N-terminal amino acid sequence that is absent in other cytolysins and was 
previously referred as the PEST-like sequence (containing three putative phosphorylation sites, S44, S48, and T51). 
We here, therefore, aimed to explore the biological roles of the PEST-like sequence in LLO-induced ERK1/2 
kinases phosphorylation in human epithelial cells (Caco-2). [Methods] The plasmid for expressing the recombinant 
LLO was constructed and transformed into E. coli Rosetta, and the his-tagged soluble protein was purified using the 
nickel-chelated affinity column chromatography. The LLO variants (LLOΔPEST, LLOS44A, LLOS48A, and LLOT51A) 
were then obtained by using the site-directed mutagenesis strategy and expressed as above for LLO. The hemolytic 
activity for these recombinant proteins was assessed by lysis the erythrocytes, and moreover, effects of LLO or its 
variants on ERK1/2 kinases phosphorylation in Caco-2 cells was detected by using the Western blotting method. 
[Results] The results in the present study showed that the recombinant LLO, as well as the four LLO variants were 
able to lysis the erythrocytes at pH 5.5 and pH 7.4, suggesting that the PEST-like sequence was not required for the 
pore-forming activity of LLO. Besides, treatment of the LLO or its variants at the cytolytic concentration of 
5 nmol/L could significantly induce ERK1/2 kinases phosphorylation in Caco-2 cells. [Conclusion] Our data 
collectively showed that the PEST-like sequence was not necessary for the LLO-mediated perforation ability on 
host membranes and not required for the LLO-triggered ERK1/2 signaling, which laid the foundation for further 
exploration of the potential roles of this motif during L. monocytogenes infection. 

Keywords: Listeria monocytogenes, Listeriolysin O, the PEST-like sequence, pore-forming activity, ERK1/2 
kinases phosphorylation 
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