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摘要：【目的】 .;=( 与 .;=Q 是单核细胞增多性李斯特菌重要的毒力因子，其介导的黏附作用是细菌建立感

染的前提。本研究拟探明天然缺失 &-*!. 基因簇的非典型单增李斯特菌 的表型与基因型特征。【方法】针

对 &-*!. 天然缺失株 /$%，进行生化特征、细胞黏附力、小鼠体内毒力、感染相关基因检测、谱系分析等。【结

果】/$% 株为具有典型 单 增 李 斯 特 菌 生 化 特 征 的 $4-O 型 菌 株，对 RDS< 细 胞 的 黏 附 力 显 著 低 于 其 他 菌 株

（/ T % U%3），对小鼠毒力较弱。/$% 缺失 &-*!. 及与其毗邻的 *0(1234、*0(1235、*0(1236、*0(1237 基因，但具

有李斯特菌第一毒力岛中完整的毒力基因构成。/$% 分布于谱系!的进化枝上，与 !O 型菌株的遗传距离较

近。【结论】/$% 为单增李斯特菌 &-*!. 天然缺失株，代表该类非典型菌株的首次报道。/$% 具有典型的单增

李斯特菌谱系!基因背景，&-*!. 可能通过独立的重组或水平转移事件缺失于基因组。
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单 核 细 胞 增 生 性 李 斯 特 菌 （ 8&9#:’&$
0(-(";#(+:-:9，简称单 增 李 斯 特 菌）是 重 要 的 人 兽 共

患食源性病原菌，可引发胃肠炎、败血症、脑膜脑炎

和流产等［$］。但并非所有单增李斯特菌均具有相同

致病力，"#V以上的人单增李斯特菌病病例 由 谱 系

!的 $4-O 与 !O 型 以 及 谱 系"的 $4-< 与 $4-A 型 引

起，谱系#则很少引起发病［-F&］。

单增李斯特菌的感染过程包括抵抗宿主体内环

境、黏附与 侵 入 宿 主 细 胞、细 胞 内 增 殖 与 细 胞 间 扩

散，每一步均由特定的毒力因子所 负 责［!］。李 斯 特

菌第一毒力岛（ <’=!F <*"!F>*;F0<*F$"#!F <*".，S.W.F$）与

单增李斯特菌的胞内感染周期有关［3］，而 /?*@< Q 是

对环境胁迫产生应答反应的主要调控因子［1］，其 调

控的胆酸 盐 水 解 酶（Q/R）可 保 护 细 菌 免 受 胆 酸 盐

的杀伤作用［B］，而精氨酸脱亚胺酶系统（(X.）蛋白最

近被证明与单增李斯特菌抵抗酸应激有关［# ’ "］。单

增李 斯 特 菌 内 化 素（ .;=）家 族 共 有 -3 个 成 员，其 0
端具有与受体结合、重复数不等的亮氨酸重复序列

（SYY+）［$%］。.;=( 和 .;=Q 是该家族最重要的成员，具

有受体 特 异 性：.;=( 与 钙 黏 蛋 白（IFA<N6D:?;）结 合，

介导细菌进 入 上 皮 细 胞；.;=Q 则 与 补 体 分 子 2=Z 受

体或肝细胞生长因子受体（[D,）结合，介导细菌穿越

肝细 胞、成 纤 维 细 胞、上 皮 细 胞 等［$$ ’ $-］。 .;=2［$&］、

.;=\［$!］与 .;=G［$3］亦先后被证明在特定情况中具有辅

助的黏附与侵袭功能；但 &-*!. 被人工敲除后，其它

内化素并不 能 替 代 .;=(Q 的 作 用，进 而 导 致 细 菌 毒



力显著降低［!，"#］。

本实验室在对 ""$ 株不同来源的单增李斯特菌

检测后，发现食品分离株 %"# 天然缺失 !"#$%。由于

!"#$% 介导的黏附作用是该菌建立感染的前提，我们

随之对这株非典型单增李斯特菌进行了表型与基因

型分析。

! 材料和方法

! "! 菌株和主要试剂

& 株 单 增 李 斯 特 菌 均 由 本 实 验 室 保 存（表 "）。

各菌株接种于 ’()（*+,-.）培养基，/01振荡培养过

夜。 &’( *23 4.56789:;8、*23 <:==89 >:9?89 购 自

@:9:?: 生物工程 有 限 公 司；=2@A >+B 购 自 上 海 申 能

博彩生物科技有限公司；*23 胶回收试剂盒购自上

海生工有限公司；核 酸 电 泳 染 料 C.5=D+8E 购 自 赛 百

盛生物公司；引物由上海英骏生物技术有限公司合

成（表 F）；其余试剂均为国产分析纯。

! "# 生化试验

鼠李糖、木糖、甘露醇与葡萄糖发酵反应及溶血

性试验均按本实验室优化的方法进行［/，"G］。

! "$ 基因组 %&’ 的制备

采用煮 沸 法 提 取 细 菌 基 因 组 *23［/］。 离 心 收

集细菌沉 淀 后 用 等 体 积 的 F H @I 和 蒸 馏 水 重 悬，

J F#1静置!$ 7+K，于 沸 水 中& 7+K后 立 即 置 冰 浴 中

冷却0 7+K，离心后取上清保存于 J F#1备用。

表 ! 单增李斯特菌谱系、血清型、感染相关基因分析及对小鼠的毒力
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! "( )*+ 及其产物测序

采用/#$<反应体系："# H &’( ’R,,89（含 >MF W ）

/$<，"# 77.5U< =2@A >+B # VG$<，F$$7.5U<引 物 各

# VG$<，*23 模 板F$<，&’( *23 4.56789:;8 # V&$<，

加 水 补 足 体 积。 反 应 条 件 为：X!1 预 变 性 / 7+K；

X!1 变 性 /# ;，退 火 /# ;，0F1 延 伸 时 间 按

"### L4U7+K计算，/# 个循环；0F1 $ 7+K。AST 产物回

收纯化后送至上海英骏生物技术有限公司测序。

! ", 谱系与血清型分析

谱 系 分 析 参 照 Z+8=7:KK 等 建 立 的 方 法 进

行［"0］，而 血 清 型 分 析 参 照 *.R7+NQ 等 建 立 的 多 重

AST 方法进行［"&］。

! "- 黏附力试验

按本实 验 室 优 化 的 方 法 进 行［"X］。 调 整 细 菌 浓

度至 " H "#& S\]U7<左 右，"# 倍 稀 释 到 *>^> 细 胞

培养液 中，并 加 入 至 融 合 度 为 &#_ 左 右 的 (8<: 单

层细胞。在 /01和 $_ S‘F 条件下感染" Q，A’% 洗

涤后，以# V"_ @9+N.KO"## 裂解细胞，平板法计数。黏

附力的计算 公 式 为：（胞 内 细 菌 数 W 胞 外 细 菌 数）U
加入孔内的细菌数 H "##。将 "UFL 型菌株 >" 的黏

附力设为 "##_，相对黏附力（_）a 各菌株黏附力U
>$ 黏附力。采用 . 检验进行统计学分析。

! ". 小鼠毒力试验

)ST 小鼠（雌性，F# b FF M）购自浙江省中医学院

实验动物中心。小鼠毒力试验参照本实验室建立的

方法进行［/］，<*$# 根据 %84:97:KO[:9L89 方法计算。

! "/ 感染相关基因分析

对 F! 个感 染 相 关 基 因 进 行 AST 扩 增，主 要 分

为 三 大 类：（"）抗 应 激（ 1!/%、314、5"’6、/7+8)、

/’59D、#*+::;<、’7,$）；（F）黏 附 侵 袭（ !"#$、!"#%、

!"#=、!"#>、!"#?、’1,%O5’@8 内 化 素 岛 !"#AB［ =D9 ］

8）；（/）胞 内 增 殖 与 扩 散（ @7C$、@#,$、4#-、*@#、’,.$、

@#,%、4@.）。
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表 ! 引物及扩增条件
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" #$ 多位点序列分析（%&’(）与生物信息学分析

选择毒力基因 !"#$ 及看家基因 8!A<、4!A、732@
与 AD;E 进行序列测定与分析。应用 VBEY :G ZL 软

件［&L］对 !"#$D 8!A<D4!AD732@D AD;E 串 联 序 列 进 行 比

对，选用 [%016#93D\90*0*1 法构建无根进化树，经重复

取样 JLLL 次，进行 N995,53"2 值分析。多态性位点通

过 ]*"M’ :G ZO 软 件 计 算［&J］。 遗 传 距 离 通 过 VBEY
:G ZL 软件计算［&L］。

单增李斯特菌各血清型的 39%$5 的邻近基因序

列来 自 单 增 李 斯 特 菌 全 基 因 组（6552：AA=== X */#0 X
*$4 X *06 X 19:A），其功能预测通过 N8BM! 获得。

! 结果

! #" ’") 为具有典型生化 特 征 的 "*!+ 型 单 增 李 斯

特菌

单增李 斯 特 菌 MJL 分 离 自 华 东 地 区 的 冻 鱿 鱼

头，具有单增李斯特菌典型的生化特征，即鼠李糖与

葡萄糖阳性，木糖与甘露醇阴性，并有"溶血现象。

MJL 属于谱系#，血清型为 JA&# 型。

! #! ’") 缺失 !"#$% 及其邻近区域

通过已 公 布 的 单 增 李 斯 特 菌 全 基 因 组 序 列 分

析，发现 39%$5 保守存在于各血清型，但其邻近区域

则呈现出极大的多样性，其中 JA&# 型在该区域具有

最简单的基因排布（图 J）。设计 J@ 对针对 39%$5 及

其基因间序列的引 物 进 行 ’() 反 应，MJL 均 未 扩 增

到任 何 条 带。 在 39%$5 两 翼，编 码 转 录 调 控 因 子

（87,) 家 族 ）的 %&’(G*(、编 码 乙 酰 转 移 酶（(7,YH
8"/BH82RBH[9+8 家族）的 %&’(G*+、编 码 氧 化 还 原 酶

（短链脱氢酶H还原酶家族）的 %&’(G*0、编码 ^5;E 的

%&’(G*) 与编码 假 定 蛋 白 的 %&’(G*I 均 保 守 存 在 于

各血清型，而 肽 聚 糖 结 合 蛋 白 编 码 基 因 %&’(G*J 仅

存在于 JA&" 与 JA&/ 型，细 胞 壁 结 合 蛋 白 编 码 基 因

>@LJ陈巧妙等：天然缺失 39%$5 的非典型单核细胞增多性李斯特菌生物学特性鉴定 X A微生物学报（&LLI）GI（O）



!"#$" 仅存在于 !" 与 !# 型（图 $；表 %）。针对上述

基因设计引物，&$’ 仅 扩 增 得 到 %&’"#("，与 $()# 型

菌株 *+,、!" 型菌株 -).%/0 与 !# 型菌株 122)% 的

同源性分别为 33 4/5、3! 4’5与 66 4!5。

图 ! 各血清型单增李斯特菌 !"#$% 邻近区域基因结构。虚线框内区域为菌株 "!# 所缺失 $ 基因名称按标准菌株 %&’(（!)

*+ 型）、,*-./（01 型）与 233*-（0+ 型）分别以 #&’、( 与 ) 命名

-78 9$ :;8#<7=#>7?< ?@ >AB ;B87?<C @D#<E7<8 >AB )*%+, FA;?G?C?G#D D?FHC ?@ C>;#7<C "BD?<87<8 >? I7@@B;B<> CB;?J#;C 9 KAB ;B87?< 7< I#CABI "?L M#C #"CB<> 7<

CB;?J#; $()" C>;#7< &$’ 9 KAB 8B<BC（?; F?H<>B;N#;>C）IBC78<#>BI %&’，! #<I - MB;B IB;7JBI @;?G . 9 &’*’/01’23*34 ;B@B;B<FB C>;#7<C *+,B（CB;?J#; $()#），

-)%/0（CB;?J#; !"）#<I 122)%（CB;?J#; !#）;BCNBF>7JBDO 9

表 - 内化素 45 邻近区域基因生物信息学分析

K#"DB % P7?7<@?;G#>7F #<#DOCBC ?@ 8B<BC @D#<E7<8 )*%+, D?FHC

Q?FHC# &7=B ("N R;BI7F>BI @H<F>7?<

%&""#("5 !"##65 -77"8 S6/ K;#<CF;7N>7?<#D ;B8HD#>?;（QOCT @#G7DO）
%&’"#(95 !"##:5 -77": 06’ UFB>OD>;#<C@B;#CB（2OC*(Q#FU(QNLU(V?IQ @#G7DO）
%&’"#(75 !"##85 -77"6 6!6 :L7I?;BIHF>#CB（CA?;>.FA#7< IBAOI;?8B<#CB( ;BIHF>#CB @#G7DO）

!"#$"5 -77"# /0SS(/036 W#DD.#CC?F7#>BI N;?>B7<
%&’"#($ /’!) RBN>7I?8DOF#< "?H<I N;?>B7<（QRXK+ G?>7@）
%&’"#(65 !"#:(5 -79;9 !S/ 1ON?>AB>7F#D N;?>B7<
%&’"#(:5 !"#:#5 -79;" S!/ Y>@+ N;?>B7<

# 9 KAB F?H<>B;N#;>C IBC78<#>BI %&’，! #<I - MB;B IB;7JBI @;?G . 9 &’*’/01’23*34 ;B@B;B<FB C>;#7<C *+,B（CB;?J#; $()#），-)%/0（CB;?J#; !"）#<I 122)%
（CB;?J#; !#）;BCNBF>7JBDO 9

* 6- "!# 的黏附力显著低于其他菌株

在 1BQ# 细 胞 模 型 中，除 &$’ 外 6 株 代 表 谱 系

!、"、#的 单 增 李 斯 特 菌 分 离 株 的 相 对 黏 附 力 为

)3 435 Z ! 4$5至 $S! 4S5 Z S 435，其中 $()" 型菌株

[$、P% 的黏附力分别为 $’’5 与 SS 4’5 Z ) 4S5；而

&$’ 的黏附力仅为 $) 4!5 Z ) 4’5，显著低于其他菌

株（< \ ’ 4’0）（图 )）。

* 60 "!# 对小鼠具有较弱的毒力

强毒单增李斯特菌对 ]2T 小鼠的 Q,0’ 约为 % 4S/

至 / 4!/，其 中 $()" 型 菌 株 [$ 与 P% 的 Q,0’ 分 别 为

/ 4/! 与 0 4%$，而在单增李斯特菌.无害李斯特菌进化

枝上处于进化过渡状态的 !# 型菌株 0!’’/［%］的 Q,0’

则为 S 4%0（表 $）。&$’ 的 Q,0’ 为 6 4%’，毒力弱于典型

$()" 型菌株，但强于 0!’’/。

* 6/ "!# 具有除 !"#$% 较完整的感染相关基因构成

在除 )*%+, 外 )) 个感染相关基因中，)*%! 仅存

在于谱系"菌株，=4/,.>=?@ 内化素岛在不同血清型

间呈 现 多 态 性，全 部 或 部 分 谱 系#菌 株 缺 失 U,]

/%’$ ^7#?G7#? 2AB< B> #D 9 ( +/1= A)/B’C)’%’2)/= D)*)/=（)’’3）!3（S）

Absent
Image
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图 ! 单增李斯特菌对 "#$% 细胞的相对黏附力（&）

!"# $ % &’()*"+’ ),-’."/0 1)*’ /2 ! $ "#$#%&’#()$)* "./()*’. /0 3’4)

’5"*-’(")( 6’(( 7/0/()8’1. $ 9-’ ),-’."/0 1)*’ /2 .’1/+)1 :;%< "./()*’ =: >).

.’* )* :??@ $ A’1*"6)( <)1. ,’5"6* *-’ .*)0,)1, ,’+")*"/0 $ !，+ B ?C?D $

岛、,$-. 及 ,$-/，而 0123 毒力岛、4*5 与 50’ 则存在于

所有菌株中。E:? 除缺失 ,$-36 外，具有典型的 :;%<

型感染相关基因构成。E:? 的 7%’3 基因缺失:?D <5
（FD 个 氨 基 酸 ），即 缺 失 : 个 脯 氨 酸 富 集 区

（G!HHHH9GII4）；这种缺失 亦 存 在 于 其 他 谱 系 与 血

清型的 菌 株 中。 E:? 在 H12J 关 键 位 点（ 如 第 :KD、

:LD、:MN 位等［D，%K］）未有突变。

! ’( )*+ 位 于 谱 系!进 化 枝 的 *,!- 型 与 .- 型 分

枝间

选择毒力基因 7%’3 及看家基因 8709、(70、5,*/
与 0:1;，对 E:? 及其余 N 株单增李斯特菌进行多位

点序列分析（=4E9）。将 D 个基因序列串联后，共有

%NK 个多态性位点（%NK;F:?M，O CO@），可分辨出 O 个

序列型（.’PQ’06’ *85’）。E:? 具 有 独 特 的 序 列 型，位

于谱系!的进化枝上，与 K< 型菌株 =D 构成姐妹分

枝（图 F）。E:? 与 K< 型 菌 株（=D）与 :;%< 型 菌 株

（=:、RF）的遗传距离分别为 :K CD 与 :N CD，表明其与

K< 型菌株亲缘关系较近。

图 / 基于 !"#$0 %!&’0 (!&0)*+,0 &-./ 串联序列的 1#234-5607528283 系统进化树

!"# $F S’"#-</1TU/"0"0# 6(),/#1)7 <).’, /0 7%’3T 8709T (70T 5,*/T 0:1; 6/06)*’0)*’, #’0’ 6(Q.*’1 $ 9-’ .’1/+)1 :;%< .*1)"0 E:? 0)*Q1)((8 ()6V"0# ,$-36 >).

7)1V’, >"*- ).*’1".V $ E+，.’1/+)1 $

/ 讨论

单增李斯特菌是细胞内感染的模式病原，对宿

主细胞 的 黏 附 作 用 是 其 建 立 感 染 的 前 提，主 要 由

W0(J 与 W0(R 介导［K，:?］。但部分菌株的 ,$-3 碱基发生

突变，产 生 提 前 终 止 密 码 子（H1’7)*Q1’ .*/5 6/,/0.，

H=EX），表达出 截 短 的 W0(J，引 起 细 菌 的 黏 附、侵 袭

力以 及 对 动 物 的 致 病 力 显 著 降 低［%%］。 但 ,$-3 的

H=EX 并不影响其下游基因 ,$-6 的表达［%%］。这类菌

株大多为 :;%) 与 :;%6 型，这可能为谱系"较之谱系

!较少引起人单增李斯特菌病的原因之一。而 E:?
属于谱系!的 :;%< 型，天然缺失 ,$-36 及其邻近区

域，包括 X8.I;4)6J;45YJ;S/,4 家 族 的 乙 酰 转 移 酶、

短链脱氢酶;还原酶家族的氧化还原酶以及 Z*2[ 编

码基因等。E:? 为这类非典型单增李斯特菌的首次

报道，分离率极低（ B :@）。

E:? 对 3’4) 细 胞 的 黏 附 力 显 著 低 于 其 他 菌 株

（+ B ? C?D），对小鼠的毒力（4GD? 为 N CF?）低于一般菌

株，但高于部分谱系#菌株，如参考株 DK??L（4GD? 为

O CFD）及本 实 验 室 先 前 报 道 的 牛 奶 分 离 株 =N（4GD?

为 O C%:）［F，:M］。我们进而检测了其他 %% 个感染相关

基因。E:? 具有典型的 :;%< 型 感 染 相 关 基 因 构 成：

含有 ,$-. 与 ,$-/、缺 失 ,$-<、7*%6T8709 内 化 素 岛 结

构为谱系!典型的 ,$-.%=9，由此进一步表明 ,$-36
在细菌 感 染 过 程 中 所 起 作 用 的 不 可 替 代 性。J6*J
蛋白有 K 个 脯 氨 酸 富 集 区（G!HHHH9GII4），介 导 宿

主蛋白 AJEH 与 =’0) 的 结 合 以 激 发 基 于 肌 动 蛋 白

的细 菌 运 动，使 细 菌 在 细 胞 内 及 细 胞 间 迁 移［%F］。

E:? 与 DK??L、=N 均缺失其中 : 个脯氨酸富集区，但

类似的缺失亦存在于具有较强毒力的菌株中，包括

NF?:陈巧妙等：天然缺失 ,$-36 的非典型单核细胞增多性李斯特菌生物学特性鉴定 $ ;微生物学报（%??M）KM（O）
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引起新疆地区羊群发病的 !" 型 菌 株 #$%&’、’()%*’
与引起 ’#+) 年美国加州单增李斯特菌病暴发的 !"
型菌株 ,(-./)［’/］。由此可见，0120 蛋白中 . 个脯氨

酸富集区足 以 诱 导 细 菌 的 运 动，’ 个 脯 氨 酸 富 集 区

的缺失并非导致弱毒的原 因。 !"#$、!"#%、&’($ 等 主

要 毒 力 因 子 均 由 转 录 活 化 因 子 3450（ )*+$）所 调

控［)］。而 3450 的 关 键 位 点，如 位 于 螺 旋-旋 转-螺 旋

（676）基序外侧的第 ’!) 位甘氨酸（8）若突变后，则

引起 3450 空 间 构 象 的 改 变，使 其 处 于 高 活 性 状 态，

引起 3450 所调控的膜裂解蛋白如 **9、3:-3*: 等过

度表达，细菌裂解宿主细胞能力亦随之增强，从而使

菌体暴露于机体免疫系统而被清除，因而这类菌株

的毒力较 弱［(!］。)!$$/、;< 的 第 ’!) 位 氨 基 酸 由 甘

氨酸（8）突变为丝氨酸（%），在第 ’/)、’#< 位分别由

0、= 替代了 7、>，而 %’$ 在这些位点（如第 ’!)、’/)、

’#< 位等）上未有突变，表明 %’$ 具有正常的 3450 调

控水平。进一步研究其他内化素基因在 !"#$% 缺失

背景下的转录、表达水平及在感染过程所起的作用，

将更全面地揭示单增李斯特菌的致病机制以及该细

菌功能性内化素家族多元性的内涵。

基于 &’($- ,&)--.&)-/!01- )2*3 的多位点序列分

析（;*%7）具有理想的分辨力，可将 + 个单增李斯特

菌菌株分为 + 个序列型（?@AB@C1@ 2DE@），其中 %’$ 与

!" 型菌株 ;) 位于姐妹分枝上。%’$ 与其他 ’F(" 型

菌株的遗传距离（’< G)）大于 !" 型菌株（’! G)），表明

%’$ 与 !" 型亲缘关系较近，其进化过程可能异于其

他 ’F(" 型 菌 株。但 %’$ 具 有 典 型 的 单 增 李 斯 特 菌

谱系!的基因背景，!"#$% 可能通过独立的重组或水

平转移事件缺失于基因组。随着对 !"#$ 3;%: 的认

识与 !"#$% 天 然 缺 失 株 的 出 现，可 以 推 测 单 增 李 斯

特菌某些 对 致 病 力 起 决 定 作 用 的 毒 力 基 因 正 在 消

失［()］。病原菌 这 种 向 着 毒 力 减 弱 或 消 失 方 向 进 化

的例子比较罕见。但从理论上说，像单增李斯特菌

这样亦可在自然界（如水、土壤、植物等）自由生活的

细菌，与致病力相关的基因对其并非必需，将其缺失

并不影响细菌的生存与增殖，因此这样的基因片段

可以看作一种不必要的负荷，即“基因垃圾”；在自然

选择的压力下，这种垃圾基因可能会被清除，以使细

菌能更 好 地 适 应 生 存 环 境［.，(/-(<］。综 上 所 述，非 典

型单增李斯特菌 %’$ 对深入研究细菌的内化机制与

致病基因组进化趋势具有重要意义。
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