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　　李斯特菌属包括单增李斯特菌（Ｌｉｓｔｅｒｉａｍｏｎｏｃｙｔｏｇｅｎｅｓ，
ＬＭ或Ｌ．ｍｏｎｏｃｙｔｏｇｅｎｅｓ）、绵羊李斯特菌（Ｌ．ｉｖａｎｕｉｉ）、英诺克
李斯特菌（Ｌ．ｉｖａｎｏｖｉｉ）、罗氏李斯特菌（Ｌ．ｒｏｃｏｕｒｔｉａｅ）、默氏李

斯特菌（Ｌ．ｍａｒｔｈｉｉ）、西尔李斯特菌（Ｌ．ｓｅｅｌｉｇｅｒｉ）、格氏李斯特
菌（Ｌ．ｇｒａｙｉ）和威尔斯李斯特菌（Ｌ．ｗｅｌｓｈｉｍｅｒｉ）８种菌［１］，其

中，ＬＭ是食源性李斯特菌病的条件性致病菌，与人的疾病密
切相关，可穿越肠道屏障、血脑屏障和胎盘屏障［２］，在临床上

引起脑炎、脑膜炎、流产和死胎等，同时该菌可引起家禽坏死

性肝炎和心肌炎的病理变化［３］。对于人类，特别是新生儿、

孕妇、老年人及免疫功能缺陷者易引起疾病，致死率达

２０％～３０％［４－５］，在新生幼儿和免疫力低下的人群中更高达

７０％［６］。许多国家已将此菌列为食品微生物安全检测项目，
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并对进口食品提出检验该菌的严格要求［７］。

ＬＭ是革兰氏阳性、无芽胞兼性厌氧胞内寄生菌，广泛存
在于自然界中，有较强的环境适应性，可在低温、高盐、酸碱等

不利的环境条件下生长繁殖［８］，通过多种途径进入食品及食

品加工环境。ＬＭ是侵袭性胞内菌，主要通过污染的食物经
口进入到宿主的胃肠道内，在细菌的黏附侵袭等相关毒力因

子的作用下进入到宿主细胞内，通过血液和淋巴循环系统到

达各组织器官，最终引起全身感染［９］。其感染过程包括内

化、逃离吞噬泡、宿主细胞内的极向运动和细胞内的传播，整

个感染过程都有相应的毒力因子参与，这些毒力因子与 ＬＭ
致病性有关，参与其主要的致病过程，编码这些毒力因子的 Ｌ
毒力基因常聚类于毒力岛。ＬＭ主要有毒力岛１（ＬＩＰＩ－１）和
毒力岛２（ＬＩＰＩ－２）２个毒力岛，毒力岛１（ＬＩＰＩ－１）与单增李
斯特菌的胞内感染相关［１０］，主要由ｐｒｆＡ、ｐｌｃＡ、ｈｌｙ、ｍｐｌ、ａｃｔＡ和
ｐｌｃＢ６个毒力基因组成，毒力岛２（ＬＩＰＩ－２）与单增李斯特菌
的黏附、侵袭有关，由ｉｎｌＡ、ｉｎｌＢ、ｉｎｌＣ等多个内化素组成。

ＬＭ的毒力因子与其致病性有密切联系，研究表明，当ＬＭ
缺少某些重要的毒力因子时，ＬＭ的毒力将大大降低［１１］。因

此，研究食源性ＬＭ毒力因子携带率与致病力的关系对于人
类李斯特菌病的监控、暴发流行的监测以及追踪污染源有重

大意义。

１　材料与方法

１．１　菌株与试验动物

本试验所用食品源单增李斯特菌，由新疆农垦科学院食

品检测中心分离鉴定，石河子大学动物科技学院预防兽医学

实验室保存（表１）。４８只６～８周昆明小鼠购自石河子大学
动物实验中心。

表１　８株食品源ＬＭ分离株信息

编号 时间 来源 样品名称

ＬＭ４７８６ ２０１４－０８－２６ 兵团卫生局 冷冻鱼糜制品

ＬＭ４７８８ ２０１４－０８－２６ 兵团卫生局 冷冻鱼糜制品

ＬＭ５４７０ ２０１４－０９－０９ 兵团卫生局 调理肉制品

ＬＭ５４７４ ２０１４－０９－０９ 兵团卫生局 调理肉制品

ＬＭ５５６３ ２０１４－０９－１５ 农六师 调理肉制品

ＬＭ５５６７ ２０１４－０９－１５ 农六师 调理肉制品

ＬＭ５５７０ ２０１４－０９－１５ 农六师 调理肉制品

ＬＭ５５７３ ２０１４－０９－１５ 农六师 调理肉制品

１．２　培养基和主要试剂
脑心浸液培养基（ＢＨＩ），购自青岛高科技园海博生物技

术有限公司；２×ＰＣＲＭｉｘ、超纯水，均购于北京东盛生物公
司；ＤＮＡＭａｒｋｅｒ（２０００），购于北京东盛生物公司；琼脂糖，购
于Ｂｉｏｗｅｓｔ公司；琼脂，购于Ｂｉｏｔｏｐｐｅｄ公司。
１．３　引物设计与合成

参考 ＧｅｎＢａｎｋ中登录的 ＬＭＦ２３６５基因全长 序列
（ＡＥ０１７２６２），用Ｐｒｉｍｅｒ５．０软件设计毒力因子基因引物（表
２），毒力岛１部分基因引物设计参考文献［１２］，引物由华大
基因公司合成。

表２　毒力岛基因引物序列、扩增产物大小

毒力岛
目的

基因

ＰＣＲ引物序列
（５′→３′）

ＰＣＲ产物大小
（ｂｐ）

毒力岛１ ｈｌｙ Ｆ：ＣＴＧＡＡＴＴＣＧＧＣＴＧＴＴＡＣＴＡＡＡＧＡＧＣＡＧＴＴＧＣ；Ｒ：ＡＴＧＧＡＴＣＣＴＴＡＧＣＣＣＣＡＧＡＴＧＧＡＧＡＴＡＴＴＴＣＴＡ ７４３
（ＬＩＰＩ－１） ｐｒｆＡ Ｆ：ＧＧＡＡＡＡＣＡＴＡＧＡＡＡＡＡＧＴＧＣＧ；Ｒ：ＡＡＡＡＣＧＡＴＴＧＧＧＧＧＡＴＧＡＧＡＣ ３７３

ｐｌｃＡ Ｆ：ＴＴＴＡＴＴＧＣＴＣＧＴＧＴＣＡＧＴＴ；Ｒ：ＣＣＡＴＴＴＣＴＡＴＣＣＣＡＧＧＴＡＣ ３７１
ｐｌｃＢ Ｆ：ＧＡＴＡＡＣＣＣＧＡＣＡＡＡＴＡＣＴＧＡ；Ｒ：ＣＣＡＣＣＧＡＴＴＧＡＴＴＧＡＡＡＴＡ ２８６
ｍｐｌ Ｆ：ＴＣＡＡＧＴＧＧＡＣＧＣＡＧＡＡＡＣ；Ｒ：ＡＡＧＣＣＡＴＡＡＴＧＡＡＣＡＡＡＣＧ ３９９
ａｃｔＡ Ｆ：ＣＴＴＧＴＧＣＴＴＴＣＧＴＧＡＴＡＧＧ；Ｒ：ＴＴＣＧＣＴＧＡＡＴＡＧＴＧＧＴＧＡＴ ３５３

毒力岛２ ｉｎｌＡ Ｆ：ＣＣＴＡＧＣＡＧＧＴＣＴＡＡＣＣＧＣＡＣ；Ｒ：ＧＴＧＴＡＡＧＡＴＣＧＣＴＡＡＴＴＴＧＧ ２５５
（ＬＩＰＩ－２） ｉｎｌＢ Ｆ：ＡＡＡＧＣＡＣＧＡＴＴＴＣＡＴＧＧＧＡＧ；Ｒ：ＡＣＡＴＡＧＣＣＴＴＧＴＴＴＧＧＴＣＧＧ １４６

ｉｎｌＣ Ｆ：ＴＡＧＴＧＴＴＡＡＴＴＧＴＡＧＧＴＣＴＧＴＧ；Ｒ：ＴＣＡＡＴＣＴＡＧＴＴＡＧＴＣＣＡＣＣＴＧＴＡＴ ５７０
ｉｎｌＤ Ｆ：ＣＧＴＡＴＣＴＴＡＧＴＡＡＣＴＣＴＧＧＣＴＧＴＡ；Ｒ：ＴＡＴＴＴＧＡＴＴＴＣＣＧＴＣＴＡＡ ４３２
ｉｎｌＥ Ｆ：ＣＡＣＡＧＡＡＧＴＴＴＡＴＴＴＧＧＡＡＧＡＧＡＡ；Ｒ：ＴＴＣＡＴＣＣＣＣＡＧＴＡＡＴＣＧＧＴＡＡＣ ７２７
ｉｎｌＦ Ｆ：ＴＧＴＡＴＡＧＴＴＴＧＣＧＴＴＴＧＧＧＡＧＧＴＡ；Ｒ：ＧＧＡＡＡＡＡＴＧＧＧＣＡＴＡＴＡＧＴＧＴＧＡＧ １０７９
ｉｎｌＧ Ｆ：ＧＧＡＡＡＡＡＴＧＧＧＣＡＴＡＴＡＧＴＧＴＧＡＧ；Ｒ：ＡＣＡＧＣＣＧＣＧＣＣＡＧＴＣＧＴＡＴ ７７６

１．４　菌株培养
将－８０℃保存的８株菌种取出，于ＢＨＩ固体培养基上划

线，并于３７℃培养２０ｈ，挑取单个菌落接种于ＢＨＩ液体培养
基中，置于３７℃、１８０ｒ／ｍｉｎ的恒温摇床中培养１６～１８ｈ，置
于４℃备用。
１．５　分离株毒力岛基因ＰＣＲ扩增及检测

ＰＣＲ扩增体系：１０μＬ２×ＰＣＲｍｉｘ，６μＬ超纯水，２μＬ菌
液，上游引物（２５ｍｍｏｌ／Ｌ），下游引物（２５ｍｍｏｌ／Ｌ）各１μＬ，总
体积２０μＬ。

ＰＣＲ扩增条件：（１）ｈｌｙ：９５℃ ５ｍｉｎ；９４℃ ４０ｓ，６０℃
３０ｓ，７２℃ １ｍｉｎ，３５个循环；７２℃ １０ｍｉｎ。（２）ｐｒｆＡ、ｐｌｃＡ、

ｐｌｃＢ、ａｃｔＡ、ｍｐｌ：９４℃５ｍｉｎ；９４℃５０ｓ，５５℃５０ｓ，７２℃５０ｓ，
３０个循环；７２℃ １０ｍｉｎ。（３）ｉｎｌＡ、ｉｎｌＢ、ｉｎｌＣ、ｉｎｌＤ、ｉｎｌＥ、ｉｎｌＦ、
ｉｎｌＧ：９５℃５ｍｉｎ；９４℃ ６０ｓ，５５℃ ６０ｓ，７２℃ ６０ｓ，３５个循
环；７２℃１０ｍｉｎ。
　　取２０μＬ扩增产物于１．５％琼脂糖凝胶电泳检测，与标
准ＤＳ２０００ＤＮＡＭａｒｋｅｒ比较。
１．６　分离株对小鼠的致病性试验

将８株ＬＭ接种于ＢＨＩ中，于３７℃培养２４ｈ，１２０００ｒ／ｍｉｎ
离心２ｍｉｎ，弃上清液，用无菌 ＰＢＳ洗涤２次，制备成浓度为
１０８ ＣＦＵ／ｍＬ的菌悬液，取此菌悬液经小鼠腹腔注射
０．５ｍＬ／只，每组６只，连续１０ｄ观察小鼠死亡情况。
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２　结果与分析

２．１　分离株毒力岛基因ＰＣＲ扩增结果
用ＬＩＰＩ－１相应的引物分别对 ｈｌｙ、ｐｒｆＡ、ｐｌｃＡ、ｐｌｃＢ、ａｃｔＡ、

ｍｐｌ基因进行ＰＣＲ扩增，ＰＣＲ产物经过１．５％琼脂糖凝胶电
泳，与 ＤＳ２０００相比，片段长度分别约为 ７４３、３７３、３７１、２８６、
２８６、３９９ｂｐ，均符合预期（图略），表明分离株中含有相应的毒
力岛基因。

用ＬＩＰＩ－２相应的引物分别对 ｉｎｌＡ、ｉｎｌＢ、ｉｎｌＣ、ｉｎｌＤ、ｉｎｌＥ、
ｉｎｌＦ、ｉｎｌＧ基因进行ＰＣＲ扩增，ＰＣＲ产物经过１．５％琼脂糖凝
胶电泳，与ＤＳ２０００相比，片段长度分别大约为２５５、１４６、５７０、
４３２、７２７、１０７９、７７６ｂｐ，均符合预期（图略），表明分离株中含
有相应的毒力岛基因。

２．２　分离株毒力岛基因的检测结果

采用 ＰＣＲ方法检测分离株的毒力岛基因，ＬＩＰＩ－１和
ＬＩＰＩ－２基因在菌株中的检出率（表３）显示，不同毒力基因的
检出率不同。ＬＩＰＩ－１有５个毒力基因的检出率为 １００．０％，
分别为 ｈｌｙ、ｐｒｆＡ、ｐｌｃＡ、ｐｌｃＢ和 ｍｐｌ；ａｃｔＡ基因的检出率为
５００％。ＬＩＰＩ－２有３个毒力基因的检出率为１００％，分别为
ｉｎｌＡ、ｉｎｌＢ和ｉｎｌＣ；ｉｎｌＤ基因的检出率为８７．５％；ｉｎｌＥ基因的检
出率为７５．０％；ｉｎｌＦ和ｉｎｌＧ２个毒力基因检出率相对较低，仅
为５０．０％和３７．５％。由此可见，８株分离株中 ＬＩＰＩ－１毒力
岛基因检出率高于ＬＩＰＩ－２。
　　８株食源性ＬＭ分离株中，ＬＭ５５７０和ＬＭ５４７０仅存在ａｃｔＡ
毒力基因的缺失，毒力岛基因的携带率最高，为 ９２．３１％
（１２／１３），ＬＭ５５６３和 ＬＭ５５６７缺失 ｉｎｌＥ、ｉｎｌＦ、ｉｎｌＧ基因，毒力
岛基因的携带率最低，为７６．９２％（１０／１３），其余 ＬＭ分离株
均缺失２个毒力基因。

表３　ＬＩＰＩ－１和ＬＩＰＩ－２基因在菌株中的检出率

菌株
ＬＩＰＩ－１ ＬＩＰＩ－２

ｈｌｙ ｐｒｆＡ ｐｌｃＡ ｐｌｃＢ ｍｐｌ ａｃｔＡ ｉｎｌＡ ｉｎｌＢ ｉｎｌＣ ｉｎｌＤ ｉｎｌＥ ｉｎｌＦ ｉｎｌＧ
ＬＭ４７８６ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ －
ＬＭ４７８８ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ － －
ＬＭ５４７０ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
ＬＭ５４７４ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ － ＋ ＋ ＋ － ＋ ＋ ＋
ＬＭ５５６３ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ － － －
ＬＭ５５６７ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ － － －
ＬＭ５５７０ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
ＬＭ５５７３ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ － －
检出率（％） １００．０ １００．０ １００．０ １００．０ １００．００ ５０．０ １００．０ １００．０ １００．０ ８７．５ ７５．０ ５０．０ ３７．５

　　注：“＋”表示检出；“－”表示未检出。

２．３　不同分离株对小鼠致病性试验
采用对小鼠腹腔注射细菌悬液５×１０７ＣＦＵ／只，感染小

鼠１２ｈ均表现精神沉郁、行动缓慢、食欲低下，接种的小鼠死
亡时间集中在 ３～５ｄ，６ｄ后不再有小鼠死亡。ＬＭ５５６７、
ＬＭ５５７０菌株接种小鼠在 ５ｄ内全部死亡，死亡率为
１００００％；ＬＭ４７８６、ＬＭ４７８８、ＬＭ５４７０和 ＬＭ５４７４菌株接种小
鼠死亡率为８３．３３％，其中ＬＭ５４７０和ＬＭ５４７４菌株接种小鼠，
４ｄ内死亡５只小鼠，ＬＭ４７８６和 ＬＭ４７８８菌株接种小鼠，６ｄ
内死亡５只小鼠。ＬＭ５５７３菌株接种小鼠，５ｄ内死亡４只，死

亡率为６６．６７％。ＬＭ５５６３菌株接种小鼠，５ｄ内死亡３只小
鼠，死亡率为５０．００％。ＬＭ５５７０和 ＬＭ５４７０毒力岛基因的携
带率最高（１２／１３），死亡率为１００．００％和８３．３３％；ＬＭ５５６７和
ＬＭ５５６３毒力岛基因的携带率最低（１０／１３），死亡率为
１００００％和 ５０．００％；ＬＭ５４７４、ＬＭ４７８６、ＬＭ４７８８和 ＬＭ５５７３基
因携带率为８４．６２％（１１／１３），死亡率分别为８３．３３％、８３３３％、
８３．３３％和６６．６７％（表４）。表明８株分离株均能致死小鼠，
但不同分离株致死率不同，且与基因携带率无明显相关。

表４　小鼠死亡时间及死亡率

菌株
小鼠死亡数（只）

１ｄ ２ｄ ３ｄ ４ｄ ５ｄ ６ｄ ７ｄ ８ｄ ９ｄ １０ｄ
死亡率

（％）

ＬＭ４７８６ ０ ０ ０ １ ３ １ ０ ０ ０ ０ ８３．３３
ＬＭ４７８８ ０ ０ ０ ０ ４ １ ０ ０ ０ ０ ８３．３３
ＬＭ５４７０ １ ０ ３ １ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ８３．３３
ＬＭ５４７４ ０ ０ ２ ３ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ８３．３３
ＬＭ５５６３ ０ ０ ０ １ ２ ０ ０ ０ ０ ０ ５０．００
ＬＭ５５６７ ０ ０ １ ２ ３ ０ ０ ０ ０ ０ １００．００
ＬＭ５５７０ ０ ０ １ ２ ３ ０ ０ ０ ０ ０ １００．００
ＬＭ５５７３ ０ ０ ０ ２ ２ ０ ０ ０ ０ ０ ６６．６７

２．４　各菌株毒力岛基因与小鼠致病力的关系
含有相同毒力基因的 ＬＭ菌株所表现的致病力并不相

同，ＬＭ５４７０和ＬＭ５５７０所含毒力因子相同，均缺少 ａｃｔＡ毒力
因子，但小鼠死亡时间和死亡率并不同。感染 ＬＭ５４７０的小

鼠，１ｄ后开始死亡，４ｄ内死亡５只，死亡率为 ８３．３３％；感染
ＬＭ５５７０的小鼠，３ｄ后开始死亡，５ｄ内６只实验小鼠全部死
亡，死亡率为 １００％。结果表明，ＬＭ５５７０致病力较强于
ＬＭ５４７０菌株。
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ＬＭ４７８８和 ＬＭ５５７３所含毒力因子相同，均缺少 ｉｎｌＦ和
ｉｎｌＧ毒力因子，小鼠死亡时间和死亡率并不同；感染 ＬＭ４７８８
的小鼠，５ｄ后开始死亡，６ｄ内死亡５只，死亡率为８３．３３％；
感染ＬＭ５５７３的小鼠在４ｄ后开始死亡，５ｄ内死亡４只，死亡
率为６６．６７％。结果表明，ＬＭ５５６７致病力较ＬＭ４７８８强。

ＬＭ５５６３和ＬＭ５５６７所含毒力因子相同，均缺少 ｉｎｌＥ、ｉｎｌＦ
和ｉｎｌＧ毒力因子，但小鼠死亡时间和死亡率并不同。感染
Ｍ５５６３的小鼠，５ｄ内死亡３只小鼠，死亡率为５０．００％；感染
ＬＭ５５６７的６只小鼠在５ｄ内全部死亡，死亡率为１００．００％。
结果表明，ＬＭ５５６７的致病力较ＬＭ５５６３强。

上述结果表明，含有相同的毒力岛基因的分离株对小鼠

的致死率并不相同，菌株基因的携带率与其致病性无明显相

关，表明对ＬＩＰＩ－１和ＬＩＰＩ－２的基因检测不足反映其与致病
力的关系。

３　讨论

ＬＭ一般经胃肠道感染，侵入肠上皮细胞后被单核巨噬
细胞吞噬，并随着扩散到局部淋巴结，最后到达内脏器官，引

起全身性感染［１２］。李斯特菌整个感染过程中的每一步均有

特定的毒力因子调控。ＬＭ的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者下降。通过检

测毒力基因，可以掌握这些毒力基因在 ＬＭ中的分布，从而为
评估ＬＭ分离株的致病性强弱提供理论基础。

本研究通过ＰＣＲ技术检测了８株不同来源食源性ＬＭ分
离株ＬＩＰＩ－１和 ＬＩＰＩ－２的 １３个毒力基因，有研究表明
ＬＩＰＩ－１毒力岛与ＬＭ的致病性密切相关，是细菌在细胞内生
存必不可少的，具有高度的保守性［１３］。本试验中 ＬＩＰＩ－１基
因除ａｃｔＡ之外，其余基因均未缺失，检出率为１００．０％，具有
较高的稳定性，ＬＩＰＩ－１基因的检出率高于伊娜娜等的报
道［１４－１５］，说明本区域的食源性 ＬＭ分离株 ＬＩＰＩ－１的基因的
检出率较高。ＬＩＰＩ－２与 ＬＭ的黏附、侵袭有关，ｉｎｌＡ、ｉｎｌＢ和
ｉｎｌＣ的检出率达１００．０％，ｉｎｌＤ、ｉｎｌＥ、ｉｎｌＦ和 ｉｎｌＧ的检出率分
别是８７．５％、７５．０％、５０．０％和３７．５％，ＬＩＰＩ－１基因检出率
高于 ＬＩＰＩ－２基因，本试验结果与刘二龙等的报道［１６－１８］

一致。

本研究中将不同分离株对小鼠进行致病性试验表明，８
株ＬＭ分离株均能致死小鼠，但不同分离株致死率不同，其致
死率与所检测毒力岛基因携带率之间无明显相关，提示目前

所检测的菌株数量或毒力岛基因不足以反映菌株的致病力，

仍需进一步研究，但食品污染ＬＭ的安全不容忽视。
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