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摘$要!目的$探讨单核细胞增生李斯特菌多位点序列分型#NQB@$与耐药性的关联性!确定某些具有高致病性

潜能的流行克隆株的存在" 方法$采用 S>̂]W+T<HÎ#S+T$纸片扩散法和 a+ZI\Z药敏试条法对 #’ 种抗生素进行药

物敏感性试验!以 NQB@技术对 "- 株菌株进行基因分型" 结果$单核细胞增生李斯特菌耐药率为 !!.--f

###5"-$!并出现多重耐药株" "- 株单核细胞增生李斯特菌 NQB@分析共获得 #! 个型别!以 B@4 和 B@#!# 为优势

型别" 结论$特定 B@型别在食品生产过程中存在特定菌株之间的传递!人源性和食源性单核细胞增生李斯特菌

中均发现耐药株!可能存在耐药基因的传递!应加强对具有潜在致病性的 B@型别的监测力度"
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$$单核细胞增生李斯特菌# C#’0:/#4 53(3.>032:(:’"
QP$能引起人和动物脑膜炎’败血症’流产和单核细
胞增多等"死亡率为 !-f c%-f"被世界卫生组织
#K*U$列为关系食品卫生安全的重要病原菌之
一 (#+!) * !-#" 年"美国蓝钟#TVHITIVV$冰淇淋事件"
1 人因感染 QP患病就医"其中 % 人死亡* 我国
!---!!--4 年文献 (%)检索出 QP病例 4! 例"其中围
产期病例为 "’ 例"给家庭和社会带来巨大的疾病负

担* 另一方面"随着抗生素在临床和畜牧业中的广
泛使用与滥用"QP面临严重的抗生素选择压力"已
有报道 (’)指出我国出现对二线药物耐药的菌株"给
临床用药的选择带来了很大的挑战* 多位点序列
分型#PHVZ>VC7H\\IoHI=7IZWY>=D"NQB@$是高通量测
序技术与成熟的群体遗传学结合的产物 (") "适用于
菌株的进化关系和微生物群体遗传学分析"一般用
于广义的流行病学调查 (2+3) *

本研究对食源性和人源性 QP进行了 NQB@分
析"以期了解不同来源 QP的种群特征和遗传多样
性"确定某些具有高致病性潜能的流行克隆株的存
在* 探讨 NQB@型别与耐药性的关联性"追踪耐药
菌株间的亲缘关系"为进一步预防控制李斯特菌病



!!4-$$ !
中国食品卫生杂志

X*:EaBaLU?/E0QU__UU(*;F:aEa !-#3 年第 !4 卷第 % 期

的发生提供科学依据*

#$材料与方法
#.#$材料
#.#.#$菌株来源

食源性菌株来自 !-#!!!-#" 年北京市西城区
采集的生禽畜肉’熟肉制品’水产品’凉拌菜’熟制
米面制品’冷冻饮品和西式煎牛排’猪排等共计 3 类
食品中检测出的 ’! 株 QP* 人源性菌株来自临床诊
断为败血症’慢性淋巴细胞白血病’化脓性脑膜炎
及流产等的患者的脑脊液和静脉血中培养出的 1 株
QP* 标准菌株为 QP#0@XX!33-1$"药敏质控菌株
为金黄色葡萄球菌#0@XX#!2--$"均购自北京陆桥
技术股份有限公司*
#.#.!$主要仪器与试剂

@#-- @9ÎP<VXW7VÎ梯度 )X/仪 #美国 T:U+
/0($"O:0R7IV0[‘<=7I[ 全自动核酸分析仪 #德国
O><DI=$*

药敏纸片’a+ZI\Z条均购自英国 UGU:("细菌基
因组 (E0 提 取 试 剂 盒 # 德 国 O><DI=" 批 号%
#"#-’’121$"产品均在有效期内*
#.!$方法
#.!.#$抗生素敏感试验

采用 S>̂]W+T<HÎ#S+T$法和 a+ZI\Z药敏试条

法"按照美国临床实验室标准研究所 #XV>=>7<V<=[
Q<]Ĉ<ZĈWBZ<=[<̂[\:=\Z>ZHZI"XQB:$推荐的 QP药敏
试验抗生素选择原则 (1)及欧洲抗菌药物敏感实验
委员会#a?X0B@$标准 (4) "结合临床用药和研究需
要"共选择 #- 类"共 #’ 种抗生素进行药物敏感性试
验"分别为青霉素类%青霉素 #)aE$ 和氨苄西林
#0N)$&糖肽类%万古霉素#g0E$&大环内酯类%红
霉素#a/;$&氯霉素类%氯霉素 #X*Q$&氨基糖苷
类%庆大霉素 #FaE$和阿米卡星 #0E$&氟喹诺酮
类%环丙沙星#X:)$和左氧氟沙星#Qag$&$+内酰胺
类%氨苄西林5舒巴坦 # B0N$&碳青霉烯类%亚胺培
南#:)N$ 和美罗培南 #:N)$&四环素类%四环素
#@a@$&头孢类%头孢噻肟#X@G$*
#.!.!$(E0模板的提取

将 QP菌株接种于脑心浸液琼脂培养基中"置
于 %3 e恒温箱中过夜培养* 培养物按试剂盒说明
书进行操作"(E0模板置于 j!- e冰箱备用*
#.!.%$管家基因的扩增

QP共有 3 对管家基因"管家基因引物序列均来
自于 :=\Z>ZHZ)<\ZIH 在̂线数据库 (#-) ")X/扩增条件
#除 682"基因以外$%4’ e预变性 ’ P>=&4’ e变性
%- \""! e退火 %- \"3! e延伸 ! P>=#%" 个循环$&
3! e延伸 #- P>=* 682"基因退火温度为 ’" e"其
他扩增步骤同上* 引物序列见表 #*

表 #$QP管家基因引物序列
@<]VI#$NQB@Y >̂PÎ\C8C#’0:/#4 53(3.>032:(:’

基因 引物序列#"/+%/ $ 退火温度5e 产物长度5]Y

46.E _%F@@@@XXX0F@X0XF0XF@@F@0@XFX@FX@FXX0X@@@@0@XX0
/%@@F@F0FXFF0@00X00@@@X@X00FF@XFXXF@@@0F0F

"! "%3

628" _%F@@@@XXX0F@X0XF0XF@@F@0FXXF0X@@@@@0@FFFF@FF0F
/%@@F@F0FXFF0@00X00@@@XXF0@@000@0XFF@FXFF0X0@0

’" %44

.40 _%F@@@@XXX0F@X0XF0XF@@F@00@@FFXFX0@@@@F0@0F0F0
/%@@F@F0FXFF0@00X00@@@X0F0@@F0XF0@@XX@FX@@@@F

"! ’12

*4=; _%F@@@@XXX0F@X0XF0XF@@F@0XF0X@00@FFFX0@F00F00X00F
/%@@F@F0FXFF0@00X00@@@X0@XF00X@0@FFFX0@@@@@0XX

"! ’2!

*40 _%F@@@@XXX0F@X0XF0XF@@F@0F000F0F00F0@FXX0X0F@@F0
/%@@F@F0FXFF0@00X00@@@X@FXF@XX0@00@0X0XX0@X@@@

"! ’3#

F*B _%F@@@@XXX0F@X0XF0XF@@F@0F@0@F0@@F0X0@0F0@000F0
/%@@F@F0FXFF0@00X00@@@X@0@000@F@XF@@X0@0XX0@

"! ’"%

FB9" _%F@@@@XXX0F@X0XF0XF@@F@00F00@FXX00XF0XF000XX
/%@@F@F0FXFF0@00X00@@@X@FFF000X0@X0FX00@000X

"! ’1-

#.!.’$B@型的获得及最小生成树的绘制
获得测序基因后"基因序列用 XaRY Î\\软件进

行修正"然后在 :=\Z>ZHZ)<\ZIH^(#-)进行提交"查询得
到菌株的序列类型#\IoHI=7IZWYI\"B@\$"结合耐药
结果"采用 T>CEHPÎ>7\软件"以 7<ZIDĈ>7<V法计算
相似性系数"构建最小生成树*

!$结果
!.#$QP耐药结果

对 "- 株 QP进行 #’ 种抗生素的药敏试验"结
果显示耐药率为 !!.--f###5"-$"其耐药的抗生素
有头孢噻肟’环丙沙星’红霉素’氯霉素’左氧氟沙
星’美罗培南和四环素"耐受 # 种抗生素的菌株有 1
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株"耐受 ! 种抗生素的菌株有 ! 株"耐受 % 种抗生素
的菌株有 # 株"为多重耐药株"多重耐药率为

!.--f##5"-$"具体结果见表 !*

表 !$QP的耐药谱#( i"-$

@<]VI!$@WYI\C8Z9I<=Z>P>7̂C]><V̂I\>\Z<=7IC8C#’0:/#4 53(3.>032:(:’>\CV<ZI\
耐抗生素数量 耐药谱 菌株数 来源 占比5f

- ! %4 ! 31.--
# 头孢噻肟 2 鲜牛肉’生鸡肉’冰棍’静脉血’脑脊液’粪便 #!.--
# 环丙沙星 # 生鸡肉 !.--
# 四环素 # 猪肉馅 !.--
! 红霉素+氯霉素 # 凉拌菜 !.--
! 头孢噻肟+环丙沙星 # 冻牛肉 !.--
% 头孢噻肟+左氧氟沙星+美罗培南 # 肋排 !.--

注%!表示该项不统计

!.!$NQB@分型结果

通过 NQB@分型"把 "- 株菌株分为 #! 个 B@型
别"每个 B@型别含 # c#3 株菌株"其中 B@4 和
B@#!# 为优势型别"分别占 %’.--f # #35"- $ 和
#’.--f#35"-$"其次是 B@13#" 株$’B@#""#2 株$’
B@1#’ 株$和 B@" #% 株$"剩余的 B@型别只有 # c
! 株菌株"见表 %*

在 3 个管家基因的等位基因型中"拥有 " 个以上
相同等位基因型的菌株组成一个克隆复合物#7VC=<V
7CPYVIR"XX$ (##) * 这些菌株中出现了 # 个克隆复合
物"即 XX#"""包括 B@#"" 和 B@3-"* 在最小生成树
中"从进化距离可以看出"分为两大进化谱系"分别以
B@#"" 和 B@" 为中心* B@#"" 和 B@% 型间差异最多为
3"B@3-" 和 B@#"" 型间差异最少为 #"见图 #*

!.%$不同来源菌株 NQB@型别比较

对食源性和人源性菌株进行 NQB@比较"结果
显示"其 B@型别分布也不同* ’! 株食源性菌株分
布在 #- 个 B@型中"其中 2 个 B@型别全部来自食源
性菌株%B@4’B@#""’B@%’B@!’B@2#4 和 B@3-"* 1 株
人源性菌株分布在 2 个 B@型中"其中 B@# 和 B@%31
全部来自人源性菌株* B@"’B@1’B@13 和 B@#!# 这
’ 种型别为人源性和食源性菌株混合存在"见图 !*

表 %$菌株编号及对应的来源’B@型别和分离年份
@<]VI%$BẐ<>= =HP]Î<=[ Z9I\<PYVI\CH 7̂I"B@ZWYI

<=[ >\CV<ZI[ Z>PI
菌株
编号

来源
B@
型别

分离
年份

菌株编号 来源
B@
型别

分离
年份

QP# _ #"" !-#! QP!2 _ #!# !-#"
QP! _ 4 !-#! QP!3 * #!# !-#"
QP% _ 4 !-#! QP!1 * # !-#"
QP’ _ 4 !-#! QP!4 * 1 !-#"
QP" _ 4 !-#! QP%- * 13 !-#"
QP2 _ 4 !-#! QP%# * 13 !-#"
QP3 _ #"" !-#! QP%! * " !-#"
QP1 _ #"" !-#! QP%% _ 4 !-#"
QP4 _ #!# !-#! QP%’ _ 4 !-#"
QP#- _ 4 !-#! QP%" _ #"" !-#"
QP## _ 4 !-#! QP%2 _ #"" !-#"
QP#! _ #!# !-#! QP%3 _ 1 !-#"
QP#% _ % !-#% QP%1 _ 13 !-#"
QP#’ * #!# !-#% QP%4 _ 4 !-#"
QP#" _ ! !-#’ QP’- _ 4 !-#"
QP#2 _ " !-#’ QP’# _ ! !-#"
QP#3 _ " !-#’ QP’! _ 1 !-#"
QP#1 * %31 !-#" QP’% _ 4 !-#"
QP#4 _ 4 !-#" QP’’ _ 4 !-#"
QP!- _ 3-" !-#" QP’" _ 2#4 !-#"
QP!# _ 4 !-#" QP’2 _ 13 !-#"
QP!! _ #!# !-#" QP’3 _ 13 !-#"
QP!% _ % !-#" QP’1 _ 1 !-#"
QP!’ _ #"" !-#" QP’4 _ 4 !-#"
QP!" _ #!# !-#" QP"- _ 4 !-#"

注%_表示食源性来源 #8CC[]Ĉ=I$ &*表示人源性来源 # 9HP<=
\CH 7̂I$

注%图中每个圈代表一个 B@型"圈的大小表示菌株的数量&圆圈间连线上的数字代表两个 B@型间的差异&

相同阴影下的圆圈属于同一个克隆复合物

图 #$"- 株 QP最小生成树
_>DH Î#$N>=>PHP\Y<==>=DẐII<=<VW\>\C8"- QP>\CV<ZI\
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图 !$各个 B@型别菌株数
_>DH Î!$EHP]ÎC8\Ẑ<>=\C8I<79 B@ZWYI

!.’$耐药特征与 B@型别的关系分析
## 株耐药菌株共得到 3 个 B@型别"B@#"" 耐药

率为 !3.!3f # %5## $" B@#!#’ B@4 耐 药 率 均 为
#1.#1f#!5##$"B@2#4’ B@%’ B@"’ B@1 耐药率均为
4.-4f##5##$* B@#’B@!’B@13’B@%31 和 B@3-" 这
" 个型别没有检出耐药株* 其中 B@4 和 B@#"" 为我
国 QP耐药株常见型别 (#-) "唯一的一株多重耐药株
是 B@4 型"见图 %*

1 株人源性 QP中有 % 株# B@"’B@1 和 B@#!#$
均对头孢噻肟耐药"耐药率 %3."-f#%51$* B@1 只
在人源性QP中发现耐药株"B@" 和 B@#!# 在人源性
和食源性 QP中均发现耐药株"B@%’B@4’B@#"" 和
B@2#4 只在食源性 QP中发现耐药株*

图 %$QP耐药株与 B@型别的最小生成树分析图
_>DH Î%$N>=>PHP\Y<==>=DẐII<=<VW\>\C8<=Z>P>7̂C]><V̂I\>\Z<=7I<=[ B@ZWYIC8QP

%$讨论
本研究对 !-#!!!-#" 年北京市西城区分离到

的 "- 株食源性和人源性 QP进行 #’ 种抗生素的药
物敏感性试验"耐药率为 !!.--f###5"-$"结果提
示人源性 QP的耐药率#%3."-f"%51$明显高于食
源性 QP的耐药率##4.-"f"15’!$* 食源性 QP耐
药率基本与 !-#! 年北京市的食源性 QP耐药率
##3.#’f$接近 (#!) "人源性的相关数据较少* 一线
药物没有出现耐药情况"但是二线药物对抗生素的
耐受性呈不断上升的趋势"!--3!!--4 年报道 (#%)

红霉素和环丙沙星出现了耐药性"本研究同样出现
了红霉素和环丙沙星的耐药株* 本研究中对头孢
噻肟耐药的 QP数量最多"共有 1 株"耐药率为
#2.--f#15"-$"头孢类药物在临床上已不作为治
疗 QP感染的主要药物*

NQB@研究的靶基因是细菌生存和繁殖所必需
的管家基因 (#’) "这些管家基因核苷酸改变较慢"长
时间内比较稳定"适合研究种群结构和长期进
化 (#’+#") "而且基因分型技术具备清晰的等位基因图
谱定义"可以通过互联网实现数据分析和信息共
享 (#2) * 从世界和中国的研究 (#3+#1)情况可以看出"以

B@4 为主的 XX4 是食品中广泛存在的 XX"有文
献 (#!)报道"!-#! 年我国 3% 株食源性QP的NQB@结
果中"以 B@#"" 最多"其次为 B@4* 本研究对 !-#!!
!-#" 年北京市 ’! 株食源性 QP分析的 NQB@共得
到 #- 个型别"其中 B@4 最多"其次为 B@#!# 和
B@#""* 可以分析出"B@4 依然是食源性 QP的优势
型别"广泛存在于食品中"近几年 B@#!# 在食源性
QP中有增加的趋势"值得引起关注* 通过对 1 株人
源性 QP的 NQB@分析发现"B@# 和 B@%13 只在人源
性 QP中发现"虽然分离菌株数量少"但有报道(#4)指
出 B@# 可能具有引起李斯特菌病暴发的潜能"B@%13

的 QP分离株来自一名产下死胎的患者的胎盘"该型
别是否与妊娠期妇女的李斯特菌病有关还需要进一
步探讨* B@"’B@1’B@13 和 B@#!# 型别中人源性和食
源性分离株均有"这些型别是否具有致病性也值得进
一步研究* 通过对食源性和人源性菌株进行 NQB@

分析"结果提示 QP具有较高的种群多样性"但以其
中某几类 B@为主"不同来源 QP的种群特征和遗传
多样性不同"即具有不同的优势 B@*

NQB@分析揭示 "- 株 QP中以 B@#"" 为主要耐
药菌株* 有文献 (#!)报道耐受四环素的 QP明显集
中在 B@#""’B@3-" 和 B@"#" 这 % 个型别"本研究对



!-#!!!-#" 年北京市西城区单核细胞增生李斯特菌多位点序列分型及耐药研究!!!霍哲"等 !!4%$$ !

四环素耐受的 QP为 B@#""* 长期以来"B@4 一直是
食源性 QP中的优势型别"在 B@4 中发现 # 株多重
耐药株"提示特定 B@型别在食品生产过程中特定
菌株之间的传递"可能存在耐药基因的传递整合*
B@" 和 B@#!# 在人源性和食源性 QP中均发现耐药
株"可能存在耐药基因的传递"这种现象提示在耐
药基因检测和耐药机制探索中应加强对具有潜在
致病性 B@型别的监测力度*

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* 本研究获得 ’ 株来
自孕妇和新生儿患者的 QP"但是涉及的其他高危人
群病例有限"需要加大对人源性 QP的监测力度*
由于新生儿李斯特菌病绝大多数源于母亲"而且 QP
会导致孕妇流产’死胎’早产"因此妊娠期早期识
别’早期正确治疗是降低新生儿李斯特菌病的重要
环节* QP耐药菌株和多重耐药菌株的出现"可能
与抗生素滥用有着紧密的联系"应该进一步加强抗
生素的管理"合理使用抗生素"降低耐药性菌株出
现的风险* NQB@分析 QP的菌群结构"在分子水平
上了解其变化趋势及流行特征"耐药性和 NQB@之
间的联系能够更好的促进 QP的流行病学研究"为
北京市李斯特菌病的预防和控制提供科学依据*
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9ZPV&

( ! )$g0AO?aA+TUQ0E(L0"S?*EN"Ta/X*a)"IZ<V&C#’0:/#4

Y<Z9CDI=I\>\<=[ PCVI7HV<̂ ‘>̂HVI=7I[IZÎP>=<=Z\(L)&XV>=>7<V
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