
© 1994-2010 China Academic Journal Electronic Publishing House. All rights reserved.    http://www.cnki.net

综述

单核细胞增生性李斯特菌分子分型研究进展

杨　洋　刘秀梅

(中国疾病预防控制中心营养与食品安全所 ,北京　100050)

摘　要 : 　近年来出现了各种灵敏、快速、自动化并且易于操作的分子分型方法。为了解各种分型方法应用于单

核细胞增生性李斯特菌对食品链中食源性疾病监测、暴发的诊断及溯源的重要意义 ,对单核细胞增生性李斯特菌

各种分子分型方法进行综述性介绍。
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　 　单 核 细 胞 增 生 性 李 斯 特 菌 ( Listeria

monocytogenes)是一种能引起人类和动物李斯特菌病

的革兰阳性短杆菌[1 ,2 ]。单核细胞增生性李斯特菌

感染的潜伏期长 (3～70 d) ,使得诊断和溯源及控制

传播途径非常困难。对于分型方法来说 ,有三方面

非常重要 ,即分辨能力强、重复性好、简便快速。单

核细胞增生性李斯特菌生物学分型对食品链中食源

性疾病监测、暴发的诊断及溯源具有重要意义。本

文对单核细胞增生性李斯特菌的分子分型技术进行

介绍。

目前已有许多分子分型方法用于单核细胞增生

性李斯特菌分型 ,包括限制性酶切分析 ( Restriction

Enzyme Analysis , REA) 、脉冲场凝胶电泳 ( Pulsed2
Field Gel Electrophotrsis , PFGE ) 、核 糖 体 分 型

(Ribotyping , RT) 、限制性片段长度多态性分析

( Restriction Fragment Length Polymorphism Analysis ,

RFLP) 、扩增片段长度多态性分析 ( Amplified

Fragment Length Polymorphism Analysis ,AFLP) 、随机引

物扩增多态性 DNA 分析 ( Random Amplification of

Polymorphic DNA Analysis , RAPD) 、多基因位点序列

分型 (Multicous Seqence Typing , MLST) 、多重毒力基

因位点序列分型 ( Multi2Virulence2Locus Sequence

Typing , MVLST) 、微阵列等等。

1　PFGE分型

PFGE的原理为 :细菌包埋于琼脂块中 ,用适当

的内切酶在原位对整个细菌染色体进行酶切 ,酶切

片段在特定的电泳系统中借助电场方向不断交替变

换及合适的脉冲时间等条件得到良好的分离[1 ]。

PFGE分型内切酶的选用至关重要 ,所采用的内

切酶常为寡切点酶 ,这种酶酶切后的片段少而大 ,适

合于作 PFGE 电泳[2 ]。Howard 等[3 ] 对李斯特菌

PFGE分型内切酶的选用进行了研究。其结果显示 ,

用ApaⅠ、Asc Ⅰ、Not Ⅰ和 Sma Ⅰ进行酶切后获得的

大片段 ,对李斯特菌的区分非常有用。ApaⅠ分辨能

力强于 SmaⅠ,因为 ApaⅠ产生的条带数目少于 Sma

Ⅰ,清晰易读[4 ,5 ]。Apa Ⅰ分辨能力虽然也强于 Asc

Ⅰ,但 Asc Ⅰ数据更易解释 ,原因是 Asc Ⅰ产生 (8～

14个)片段比 Apa Ⅰ产生的片段 (18～23 个)少[6 ]。

两种酶联用可提高 PFGE的分辨能力。

PFGE分型采用的寡切点酶可获得大而少的片

段 ,且电泳系统特有的电泳条件能使大片段得到很

好的分离 ,形成的图谱清晰、可重复性好 ,结果易于

观察和解释。PFGE分型能区分其它分型方法不能
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区别的菌株 (包括 4b型) ,具有较强的分辨能力。而

对与流行病学相关的菌株 , PFGE则显示为同一型

别[7 ]
,所以 PFGE已成为单核细胞增生性李斯特菌

分型方法中最优异的方法之一[6～9 ]。1998年和 2002

年美国发生了 2起李斯特菌病暴发流行事件 ,美国

Pulsenet实验室就是用 PFGE分型方法成功追踪到

传染源[10 ,11 ]。

但该方法也存在一些问题 ,如由于插入、缺失或

点突变等单一基因事件使 PFGE在长期流行病学研

究中显得不稳定 ;某些内切酶 (如 Apa Ⅰ)能很好地

消化大多数单核细胞增生性李斯特菌株 ,而对某些

克隆株却不消化等等 ,这些问题都有待进一步探讨

和解决 ,以使该方法更加完善。

2　RT分型

RT是一种以标记的大肠杆菌 rRNA 操纵子为

探针 ,与限制性酶切后的染色体 DNA杂交 ,通过出

现频率不同的片段来反映细菌 DNA 多态性的方

法[1 ]。它有 2个显著的特点 :一.因为核糖体基因具

有高度保守性 ,所以一种通用的探针可用于几种不

同的生物体[12 ]
;二.细菌通常具有多个 rRNA 操纵

子 ,通过核糖体分型 ,可获得足够数量不同分子大小

的条带 (一般为 5～15条) [13 ]。RT具备较高的分型

率和良好的重复性 ,但其对单核细胞增生性李斯特

菌的分辨能力低于 REA、MEE、RAPD、PFGE等分子

分型方法[14 ,15 ]
,在单核细胞增生性李斯特菌各血清

型中 ,RT对 1Π2a、1Π2c、3a 的分辨能力较强 ,而区分

1Π2b、4b的能力较差[14 ]。所以 ,单独使用 RT对单核

细胞增生性李斯特菌进行分型就显得不充分 ,应与

其他分型方法联用 ,以提高分辨能力。

随着美国 Dupont 公司全自动微生物核糖体基

因分型系统 ( RiboPrinter microbial characterization

system)的推出 , RT分型方法实现了自动化和标准

化 ,这是其在分子分型中应用的优势。Alessandra De

Cesare等[15 ]利用该系统对 15种限制性内切酶的分

辨能力进行评价。结果显示 , 15 种酶中 , Pvu Ⅱ、

EcoRⅠ、BstEⅡ、Ban Ⅰ和 Xho Ⅰ的分辨能力较强 (D

Ⅰ> 01900) ,由于 BstEⅡ和 Ban Ⅰ会产生较弱的低

分子量条带 ,需要人工确定和分析 ,故不适用于自动

分析。利用 PvuⅡ、EcoRⅠ和 Xho Ⅰ对 71株单核细

胞增生性李斯特菌的分型结果显示 ,使用不同的内

切酶分步分型可增强 RT对单核细胞增生性李斯特

菌 (包括血清型 4b)的分辨能力。但也指出 ,虽然使

用多种酶和全自动微生物核糖体基因分型系统能够

实现对人类李斯特菌病的监测和流行病学调查 ,但

仍需要使用其它分型方法对菌株进一步区分。

3　RFLP分型

RFLP作为反映微生物内在遗传进化关系的基

因分型方法之一 ,被一些学者用于单核细胞增生性

李斯特菌的分子分型。当 DNA序列的差异发生在

限制性内切核酸酶的识别位点时 ,或当 DNA片段的

插入、缺失或重复导致基因组 DNA经限制性内切核

酸酶酶解后 ,其片段长度的改变可以经凝胶电泳区

分时 ,DNA多态性就可应用限制性内切核酸酶进行

分析。Nocera等[16 ]以 EcoRⅠ为限制性内切酶 ,对 28

株血清型为 4b的单核细胞增生性李斯特菌进行了

RFLP分析 ,获得了 10 个不同 RFLP 型。Saunders

等[17 ]运用生物素标记的 DNA探针和 Nci 酶切片段

杂交的方法对 64株单核细胞增生性李斯特菌进行

了 RFLP分析 ,获得了 19个不同的型别 ,并且发现与

流行病学相关的菌株属于同一型别。

1995年 ,A M Ridley
[18 ]报道了对这种方法的评

价结果。其结果显示 ,RFLP对 1Π2血清群单核细胞

增生性李斯特菌的分辨能力较强 (DI = 01883) ,提示

RFLP对 1Π2 血清群流行病学研究意义较大 ,但是

RFLP对 4血清群的分辨能力较差 ,其在 4血清群流

行病学研究中的价值有限。A M Ridley的评价结果

还指出 ,RFLP具有良好的可重复性 ,且结果的解释

较简单 ,可比性也较强 ,是英国公共卫生中心实验室

1Π2血清群单核细胞增生性李斯特菌分型的常规

方法。

4　AFLP分型

AFLP是一种以限制性酶切片段选择性扩增为

基础的DNA指纹图谱技术 ,与 RFLP相似 ,两者的主

要区别是 AFLP以 PCR 扩增代替 RFLP的 Southern

杂交来检测限制性酶切片段[19 ]。AFLP已被成功地

应用于多种细菌的分子分型 ,有关单核细胞增生性

李斯特菌 AFLP分析的报道也较多。Aarts H J 等[20 ]

将自动激发荧光分析 (ALFA)和 AFLP联合使用 ,对

106株单核细胞增生性李斯特菌进行了分型 ,指出

两者联用的分辨能力较高 ,适用于单核细胞增生性

李斯特菌的分型。但自动激发荧光分析 (ALFA)在

多数实验室都无法实现 ,故限制了其使用。

Ripabelli等[21 ]用限制性内切酶 Hind Ⅲ进行酶

切 ,并结合琼脂糖凝胶电泳对单核细胞增生性李斯

特菌进行了 AFLP分析 ,结果显示 ,这种方法对于单

核细胞增生性李斯特菌流行病学分型来说 ,分辨能

力不令人满意。Guerra M M等[22 ]在 Ripabelli等研究

的基础上 ,用 EcoRⅠ代替 HindⅢ,对 84株单核细胞

增生性李斯特菌进行了 AFLP分析 ,获得 14种不同

的型别 ,血清型 1Π2a、1Π2b、4b 都被区分为不同的
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AFLP型 ,并指出这种简单的、单酶切的 AFLP方法

具有可重复性 ,可用于单核细胞增生性李斯特菌流

行病学分型。Keto2Timonen RO 等[27 ]用 9 种双酶切

组合 ( Hind Ⅲ、Apa Ⅰ、EcoR Ⅰ和 HpyCH4 Ⅳ、Mse Ⅰ、

TaqⅠ分别组合)对 34 株单核细胞增生性李斯特菌

进行了 AFLP分析 ,其中 HindⅢ和 HpyCH4Ⅳ组合在

琼脂糖凝胶电泳中获得的信号最强 ,34株菌分别属

于 29种 AFLP型 ,分辨能力较强 (DI > 01999) 。Keto2
Timonen R O等指出该方法具有较高的分辨能力和

可重复性 ,是一种利用价值较高的分型方法。

5　RAPD分型

RAPD是以 PCR 为基础的 DNA 指纹图谱法。

它以寡核苷酸 (一般含 10个核苷酸)为引物 ,对细菌

的基因组 DNA进行扩增 ,经电泳后获得的扩增产物

的带型可反映基因组 DNA的多态性。RAPD不仅可

用于纯化后的 DNA ,还可用于未经处理的细胞或细

胞裂解液 ,因此 ,RAPD相对于其他分子分型方法如

RT、PFGE等来说 ,是一种简便快速的方法[24 ]。

首先将 RAPD用于单核细胞增生性李斯特菌分

型的是Mazurier S I和 Wernars K
[25 ]

,他们以 10个碱

基的寡核苷酸 HLWL 74 为引物 ,对 60 株李斯特菌

的完整细胞进行了 RAPD分析。60株菌 (49株单核

细胞增生性李斯特菌和 11 株其它李斯特菌)分成

29个不同的型别。其结果还显示 ,李斯特菌完整细

胞的 RAPD型别具有可重复性。以 HLWL 74为单一

引物 ,同一血清型的单核细胞增生性李斯特菌可分

为不同型别 ,尤其是 1Π2a 和 4b。但也发现 ,一些血

清型不同的菌株属于同一 RAPD型 ,因此 ,RAPD分

型应与血清分型联用 ,或者加用其他引物进行分析 ,

以提高分辨能力。由于基因组目标序列一个碱基对

的变化可产生完全不同的 RAPD图谱 ,而 10个核苷

酸长度的引物仅能覆盖基因组的小部分 ,位于非扩

增部位的重要变化位点可能被忽视 ,因此 ,在用

RAPD分型时 ,使用一系列不同的 10个核苷酸长度

引物是很重要的。

Mazuri S I和 Wernars K
[35 ]还指出 RAPD分析可

直接使用完整细胞 ,节省了获得目的 DNA的时间和

花费 ;由于可以随时更换引物 ,所以 RAPD的分辨能

力实际上是无限的 ;与其他分型方法如 REA. MEE

比较 ,它操作简便、快速、结果分析较简单 ,普通实验

室可开展此实验 ,并有可能实现自动化 ,Lawrence L

M等[29 ]的研究还显示 RAPD对 4型血清群也有较好

的分辨能力 ,这些优势使其成为流行病学研究中的

便利手段之一。BoerIin P等[24 ]用 RAPD 方法 ,以 3

种不同的引物 ,PB 1、PB 4和 HLWL 74对 100株单核

细胞增生性李斯特菌在不同时间进行了两次分型 ,

以探讨 RAPD的可重复性 ,并将 RAPD结果与其他

分型方法进行了比较。结果显示 ,以 PB 1 或 PB 4

为引物时 ,两次结果完全一致 ,而以 HLW 74为引物

时 ,有些菌株的一条次要条带不能重现 ,但这些菌株

显著区别于其它菌株 ,单独聚为一型。所以 ,RAPD

的可重复性较好。作者同时指出了一些影响 RAPD

重复性的因素 :通过反复冻融部分溶解细胞可提高

可重复性 ;目的 DNA的浓度、裂解液中的样制成分、

引物的 GC含量和 Td、不同引物和热循环仪都可能

会影响 RAPD的重复性。因此 ,为了获得良好的可

重复性 ,不同实验室应该分别对 RAPD分型方法进

行优化 ,而实验室间 RAPD结果的标化可能还有困

难。通过其他方法的比较发现 ,2 种或 3 种引物联

合使用的分辩能力较强 ,将 RAPD与其他方法联用

可提高分辩能力 ,最佳组合是 RAPD与噬菌体分型。

6　MLST和MVLST分型

目前常用的分子分型法都有一个重要的局限

性 ,即不同实验间的结果相互比较较为困难。运用

MLST解决了这一问题[26 ]。

MLST是一种以多位点酶电泳原理为基础的新

型分子分型方法 ,它通过 DNA序列的测定 ,反映不

同管家基因上等位基因的特征[27 ]。MLST有以下特

点 :①MLST是以测定核苷酸序列为基础的 ,具有较

高的分辨能力 ,而且其结果明确 ,可直接进行网络实

验室间比较[28 ]
;②管家基因上核苷酸变异积累是一

个相对缓慢的过程 ,等位基因模式稳定 ,因此MLST

非常适合全球流行病学研究[29 ]
;③PCR和 DNA自动

测序相结合 ,省时省力[26 ]
; ④辨别能力接近或高于

指纹图谱法[26 ,29 ]。

Tamara Revazishvili
[30 ]选择 hlyA、actA和 4 种管

家基因 ( betl、gyrB、pgm、recA)对 175 株单核细胞增

生性李斯特菌进行了MLST分析 ,并与 PFGE进行了

比较。依据 4 种管家基因获得了 122 种型别 (STs)

Sequence types ,依据 hlyA和 actA ,分别获得了 34和

38种型别。STs Sequence types是 PFGE型别的 2倍 ,

一些 PFGE型别相同的菌株可被MLST区分开 ,这说

明MLST的分辨能力强于 PFGE。作者还指出 ,MLST

可以区分 PFGE和血清分型不能鉴别的菌株 ,是单

核细胞增生性李斯特菌分型的有效方法 ,在食源性

李斯特菌病暴发调查中有重要意义。

由于管家基因序列变化较小 ,当需要了解单核

细胞增生性李斯特菌地区流行状况时 ,MLST的分辨

能力就显得不足[31 ]。一些毒力基因和毒力相关基

因对单核细胞增生性李斯特菌的胞内生存、细胞间
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转移和致病力起着重要作用[32 ]
,这些基因频繁暴露

于不断变化的环境中 ,与管家基因相比 ,进化得较

快 ,因此这些基因具有较高的核苷酸序列多态性 ,用

于本地流行病学研究也可具有较强的分辨能力[33 ]。

MVLST是一种以 MLST为基础 ,用毒力基因和毒力

相关基因代替管家基因的分型方法。

Wei Zhang等[31 ]选择 3 种毒力基因 ( prfA、inlB

和 inlC)和 3种毒力相关基因 ( dal , lisR ,和 clpP)对

28株单核细胞增生性李斯特菌进行了MVLST分析 ,

共获得 28个型别 ,并将结果与 PFGE、RT和MLST进

行了比较。结果显示 ,MVLST(DI = 11000)可区分 RT

(DI = 01921)和 PFGE(DI = 01970)不能分型的菌株。

与MLST相比 ,MVLST对血清型为 1Π2a和 4b的菌株

分辨能力较强。随着 PCR扩增和 DNA测序逐步自

动化和商业化 ,在流行病学尤其是地区流行病学研

究中 ,MVLST将成为比指纹图谱法更简便的分型

方法。

7　微阵列分型

Douglas R Call 和 Monica K Borucki 等[34 ,35 ]建立

了一个混合基因组微阵列 (Mixed2genome microarrays)

的方法用于单核细胞增生性李斯特菌的分型。首先

用来自单核细胞增生性李斯特菌的 DNA片段构建

微阵列 ,然后将待测菌株与之杂交 ,通过分析杂交结

果来分型。这种方法有以下优点 :微阵列的构建和

使用相对简单 ;用其分型 ,可以保留有关菌株间系统

发育关系的信息 ;可鉴定将菌株区分开的特定序列 ,

这些序列可以构建更小的微阵列 ;研究对象污染对

结果影响较小 ;该方法可识别遗传标志物 ,这些遗传

标志物可能与细菌微环境的生存和致病力有关 ,因

此可以为致病菌检测、治疗、控制和生态学研究提供

新的靶点。该方法的分辨能力接近甚至高于 PFGE。

虽然传统微阵列分型具有较高分辨力和较好保

留遗传学信息的能力 ,但仍存在低通量、技术具有一

定挑战性等问题[36 ]。为了解决这一问题 ,Monica K

Borucki等[36 ]建立了悬浮阵列 (Suspension Microarray)

方法 ,它可以高通量地对单核细胞增生性李斯特菌

进行分型。悬浮微阵列是将微阵列系统从传统的玻

片移至高通量、高效率的微球上 ,具体来说 ,就是含

有荧光染料的 516μm的聚苯乙烯微滴 (微球)附着

于DNA探针上 ,每个 DNA探针是一个含有唯一荧

光染料的特定微球 ,这些微球混合放于 96孔板中 ,

这使多种探针同时分析成为可能。目的 DNA分子

则用其它显著不同的荧光染料标记 ,并在微球上与

探针杂交 ,然后用双重流式细胞仪进行检测。这种

方法允许 96孔板每孔容纳 100种探针 ,可使微阵列

分型方法更快速、廉价。悬浮微阵列法消除了传统

微阵列法分析中许多与技术相关的问题 ,如印迹、手

动洗板、杂交后图像分析和资料标准化等 ,因此 ,悬

浮微阵列法的发展将有利于微阵列分析技术的标准

化。悬浮微阵列法是一项新技术 ,还需不断完善 ,以

使其更好地用于单核细胞增生性李斯特菌的分型。

综上所述 ,分子分型方法已成为单核细胞增生

性李斯特菌流行病学研究的重要工具。大多数分子

分型方法在分辨能力、可重复性、分型率、操作技术

等方面各有优势 ,实际应用时 ,可几种方法同时使

用 ,以提高分辨率 ,获得更佳的分型效果。1998 -

1999年 ,美国多个州的李斯特菌病暴发导致了 100

多人患病 ,其中 21 例死亡 ,病人至少分布在 15 个

州。该暴发开始是通过核糖体分型和 PFGE检出

的 ,发现某一分子型的菌株引起的病例数不断的增

加 ,并最终发现该暴发与食用了污染的热狗有关。

2000年 5月至 12月间 ,用核糖体分型和 PFGE在 10

个州发现了 29例李斯特菌病病例 ,并确定火鸡是其

污染源。在新西兰联合使用血清分型、RFLPT和

PFGE也发现了一起与食用了被单核细胞增生性李

斯特菌污染的蚌类有关的李斯特菌病暴发[37 ]。
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