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　　摘　要：单核细胞增生李斯特菌（简称单增李斯特菌）为革兰染色阳性菌，在人类与动物生活环境中均广

泛分布，为人畜共患病原菌。李斯特菌溶血素Ｏ（ＬＬＯ，由ｈｌｙ编码）作为李斯特菌重要毒力因子主要在细菌

裂解并逃逸吞噬体中起作用，但其潜在的分子机制尚待深入解析。以单增李斯特菌ＥＧＤ－ｅ为参考菌株，通

过ＰＣＲ分别扩增ｈｌｙ基因的上、下游同源臂序列（各约５００ｂｐ），选用ＳＯＥ　ＰＣＲ方法将同源臂整合连接成融

合片段。经ＢａｍＨⅠ／ＳａｌⅠ酶 切、连 接 后 克 隆 至 李 斯 特 菌 温 敏 型 穿 梭 质 粒ｐＫＳＶ７中 得 到 重 组 质 粒

ｐＳＬ０８１，测序验证后电转至ＥＧＤ－ｅ感受态细胞中，在温度变化及抗生素双重选择压力下筛选获得ｈｌｙ基因

缺失株Δｈｌｙ。同时，设计 引 物 扩 增 含ｈｌｙ基 因 启 动 子 和 编 码 区 序 列 的 片 段，克 隆 至 李 斯 特 菌 整 合 型 质 粒

ｐＩＭＫ２中得 到 重 组 质 粒ｐＳＬ２５１，测 序 验 证 后 电 转 至 缺 失 株Δｈｌｙ感 受 态 细 胞 中，经 抗 性 筛 选 获 得 回 补 株

ＣΔｈｌｙ。测序结果显示，缺失株Δｈｌｙ和回补株ＣΔｈｌｙ均构建 正 确。利 用 Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ方 法 检 测 突 变 株 中

ＬＬＯ的表达情况，结果显示ＥＧＤ－ｅ和ＣΔｈｌｙ中均能检测到ＬＬＯ的正常表达，而Δｈｌｙ中无法检测到，进一

步证实成功构建了ｈｌｙ基因缺失株和回补株，为下一步深入探索ＬＬＯ在李斯特菌感染过程中的生物学功能

奠定了基础。
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　　单 核 细 胞 增 生 李 斯 特 菌（Ｌｉｓｔｅｒｉａ　ｍｏｎｃｏｙｔｏ－
ｇｅｎｅｓ，Ｌｍ）简 称 单 增 李 斯 特 菌，因 其 对 盐 浓 度、ｐＨ
等理化因素不敏感而在自然 界 中 广 泛 存 在，对 人 和

动物的健康构成很大的威胁［１－５］。２０１５年蓝铃公司

生产的冰 淇 淋 曾 因 其 中 存 在 李 斯 特 菌 而 被 紧 急 召

回，２０１７年４月加拿大某公司生产的酸奶也因疑似

污染李斯特菌被要求全部下架。该菌在４℃仍然可

以增殖，因此冷藏食品成为该 菌 感 染 人 类 的 重 要 传

播媒介。
单增李斯特菌 作 为 胞 内 寄 生 菌，其 感 染 宿 主 细

胞主要包括黏附与侵袭、逃逸吞噬体、胞内增殖及细

胞间迁移等诸多过程，且每一 步 均 有 相 关 的 毒 力 因

子参与［６］。
李斯特菌溶血素 Ｏ（ｌｉｓｔｅｒｉｏｌｙｓｉｎ　Ｏ，ＬＬＯ）作 为

李斯特菌重要毒力因子主要介导细菌裂解并逃逸吞

噬体，该蛋白由ｈｌｙ基因编码，属于依赖胆固醇的膜

穿孔蛋白家族（ＣＤＣｓ）［７］，在酸性条件下可形成直径

为３５ｎｍ的孔状结构进而插入到宿主细胞膜内［８］。
因此，当李斯特菌包裹在吞噬体内侵入细胞时，可借

助ＬＬＯ和磷脂酶Ａ、Ｂ（ＰｌｃＡ和ＰｌｃＢ）的作用［９］，将

吞噬体的膜破坏使其得以逃 脱 并 进 入 细 胞 质，导 致

其在胞内能够进行 增 殖。由 此 可 见，在 细 菌 逃 逸 初

级和次级 吞 噬 体 过 程 中ＬＬＯ 发 挥 着 重 要 作 用［７］。

除此之外，ＬＬＯ还能激活如钙离子、核转录因子κＢ
（ＮＦ－κＢ）［１０－１１］等信号通路。

尽管关于ＬＬＯ功能的研究已较多，但该分子在

发挥生物学功能过程中涉及的潜在分子机制尚待深

入解析。本研究采用同源重组策略及质粒回补手段

构建出ｈｌｙ基 因 缺 失 株 和 回 补 株，并 利 用 这 些 重 组

菌株进一步探索和挖掘ＬＬＯ参与李斯特菌感染、胞
内生存 等 生 物 学 途 径 的 分 子 机 理，为 进 一 步 探 索

ＬＬＯ在李斯特 菌 感 染 过 程 中 的 生 物 学 功 能 奠 定 基

础。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　菌株及培养条件　试验需用到的菌株有单增

李斯特菌野生型ＥＧＤ－ｅ和大肠埃希 菌ＤＨ５α，来 自



于Ｓｏｎｇ’ｓ　Ｌａｂ冻存库。ＥＧＤ－ｅ菌 株 需 要 接 种 于 牛

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℃振 荡

过夜培养。

１．１．２　试剂和仪器　Ｔ４核酸连接酶、ＤＮＡ标准品、
经典蛋白，宝日医生物技术有限公司产品；限制性核

酸内切酶ＢａｍＨⅠ和ＳａｌⅠ，美国 ＮＥＢ公 司 产 品；

ＰＣＲ产物纯 化／回 收 试 剂 盒，上 海 莱 枫 生 物 科 技 有

限公司产品；质粒提取试剂盒，天根生化科技有限公

司产品；蛋白免疫印迹显色液，伯尚生物技术有限公

司产品；硝酸纤维膜，上海安谱实验科技股份有限公

司产品；山羊 抗 小 鼠ＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ）ＨＲＰ－ｔａｇ，上 海 生

工生物工程技术服务有限公 司 产 品；聚 丙 烯 酰 胺 凝

胶电泳 试 剂，美 国 ＢＢＩ生 命 科 学 有 限 公 司；质 粒

ｐＫＳＶ７Ｐｌａｓｍｉｄ　ｐＫＳＶ７，本 实 验 室 自 存；李 斯 特 菌

裂解液，本实验室自配。

１．１．３　引物设计与合成　对于缺失株的构建，所用

模板 为 ＥＧＤ－ｅ菌 株 全 基 因 组（ＧｅｎＢａｎｋ № ＮＣ－
００３２１０．１），设 计 ２ 对 分 别 用 于 扩 增 ｈｌｙ 基 因

（ｌｍｏ０２０２）上、下 游 同 源 臂 序 列 的 特 异 性 引 物（ｈｌｙ
ＥＧＤ－ｅ　ｕｐ－ｆｗｄ／ｒｅｖ和ｈｌｙ　ＥＧＤ－ｅ　ｄｏｗｎ－ｆｗｄ／ｒｅｖ），
同时为 了 后 续 缺 失 株 的 筛 选，在 距 离 上 游 同 源 臂

１００ｂｐ左右设计１条引物（ｈｌｙ　ＥＧＤ－ｅ　ｕｐ　ｆｒｏｎｔ），并
搭配引 物ｈｌｙ　ＥＧＤ－ｅ　ｄｏｗｎ－ｒｅｖ用 于 同 源 重 组 后 基

因交换验证。对于回补株的引物设计与缺失株的不

同在于用到的是在ＥＧＤ－ｅ菌株全基因组、表达载体

ｐＩＭＫ２和重组载体ｐＳＬ２５１上都具有其识别位点的

１对 序 列（ｈｌｙ　ＥＧＤ－ｅ　ｃｏｍｐｌｅｔｉｏｎ－ｆｗｄ／ｒｅｖ），本 研 究

中用到的引物见表１。

表１　本研究中所用到的引物

Ｔａｂｌｅ　１　Ｐｒｉｍｅｒｓ　ｕｓｅｄ　ｉｎ　ｔｈｉｓ　ｓｔｕｄｙ

引物Ｐｒｉｍｅｒ 序列 （５′－３′）Ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′－３′）

ｈｌｙ　ＥＧＤ－ｅ　ｕｐ　ｆｗｄ　ＳａｌⅠ ＡＣＧＣＧＴＣＧＡＣＴＴＣＣＴＧＣＴＴＣＴＡＧＴＴＧＴＴＧＧＴＡＣＡＡＴＧＡ

ｈｌｙ　ＥＧＤ－ｅ　ｕｐ　ｒｅｖ　 ＴＡＴＴＡＣＴＴＴＴＡＣＡＡＧＧＧＴＴＴＣＡＣＴＣＴＣＣＴＴＣＴＡＣＡＴＴＴＴＴＴＡＡＣ

ｈｌｙ　ＥＧＤ－ｅ　ｄｏｗｎ　ｆｗｄ　 ＡＧＡＧＴＧＡＡＡＣＣＣＴＴＧＴＡＡＡＡＧＴＡＡＴＡＡＡＡＡＡＴＴＡＡＧＡＡＴＡＡＡＡＣＣＧＣ

ｈｌｙ　ＥＧＤ－ｅ　ｄｏｗｎ　ｒｅｖ　ＢａｍＨⅠ ＣＧＣＧＧＡＴＣＣＧＣＴＴＡＴＣＴＴＴＴＧＴＣＡＴＡＴＣＡＡＧＡＡＴＴＴＴＡＡＡＡＴＴＴ

ｈｌｙ　ＥＧＤ－ｅ　ｕｐ　ｆｒｏｎｔ　 ＴＧＡＧＴＡＡＴＣＧＴＴＴＣＴＡＡＴＡＣＡＣＣＴＧＡＡＡＧＴＧ

ｈｌｙ　ＥＧＤ－ｅ　ｃｏｍｐｌｅｔｉｏｎ　ｆｗｄ　ＢａｍＨⅠ ＣＧＣＧＧＡＴＣＣＡＡＴＧＡＡＡＡＡＡＡＴＡＡＴＧＣＴＡＧＴＴＴＴＴＡＴＴＡＣＡＣＴＴＡＴＡ

ｈｌｙ　ＥＧＤ－ｅ　ｃｏｍｐｌｅｔｉｏｎ　ｒｅｖ　ＸｈｏⅠ ＣＣＧＣＴＣＧＡＧＴＴＡＴＴＣＧＡＴＴＧＧＡＴＴＡＴＣＴＡＣＴＴＴＡＴＴＡＣＴＡＴＡＴＴＴＣ

１．２　方法

１．２．１　单增 李 斯 特 菌 感 受 态 细 胞 的 制 备　挑 取 单

克隆 摇 菌，培 养 过 夜 后 吸 取 新 鲜 菌 液１ｍＬ放 入

１００ｍＬ终浓度为０．５ｇ／ｍｏｌ的蔗糖与ＢＨＩ混合培

养基中培养４ｈ，加入已过滤 除 菌 的 青 霉 素Ｇ进 行

筛选，约２ｈ后李斯特菌生长至对数期，适合做感受

态细 胞。用 已 过 滤 除 菌 的１ ｍｇ／ｍｏｌ　ＨＥＰＥＳ＋
０．５ｇ／ｍｏｌ蔗糖 混 合 液 进 行 洗 涤，一 般 洗２次，第１
次用２５ｍＬ，第２次用量减半，最后再用４００μＬ重

悬。感受态细胞制备完毕，若需要备用则可分两管

冻存在－８０℃。

１．２．２　ＥＧＤ－ｅ基 因 组 的 抽 提　试 验 采 用 裂 解、冰

冻、煮沸再冰浴冷却的方法，促使它破裂，释放出基

因组。先从 试 管 里 吸 取 过 夜 培 养 的 菌 液１ｍＬ～
２ｍＬ到适合的离心管，以１２　０００ｒ／ｍｉｎ离心１ｍｉｎ。
轻轻取出并用２００μＬ移液器吸取上清弃掉。然后

用等体积的ＴＺ和 蒸 馏 水 将 沉 淀 菌 体 重 悬，将 混 合

物于－２０℃静置３０ｍｉｎ后，立即放进泡沫浮漂置于

沸水中１０ｍｉｎ，随即冰浴进行１０ｍｉｎ的冷却，再次

离心后取其上清置－２０℃冰箱保存备用。

１．２．３　ｈｌｙ基因缺失株Δｈｌｙ的构建　
１．２．３．１　ｈｌｙ上、下 游 同 源 臂 的 扩 增　以ＥＧＤ－ｅ基

因组为模板，采用１对上游引物ｈｌｙ　ＥＧＤ－ｅ　ｕｐ－ｆｗｄ／

ｒｅｖ从李斯特菌ＥＧＤ－ｅ基因组中扩增ｈｌｙ上游同源

臂ｈｌｙ　ＥＧＤ－ｅ　ｕｐ　ｈｏｍｏａｒｍ（５３９ｂｐ），１对下游引物

ｈｌｙ　ＥＧＤ－ｅ　ｄｏｗｎ－ｆｗｄ／ｒｅｖ扩增ｈｌｙ下游同源臂ｈｌｙ
ＥＧＤ－ｅ　ｄｏｗｎ　ｈｏｍｏａｒｍ（５４１ｂｐ）。利 用 引 物 ｈｌｙ
ＥＧＤ－ｅ　ｕｐ　ｆｗｄ　ＳａｌⅠ和 引 物ｈｌｙ　ＥＧＤ－ｅ　ｄｏｗｎ　ｒｅｖ
ＢａｍＨⅠ通过ＳＯＥ　ＰＣＲ将 上、下 游 同 源 臂 连 接 起

来，得到ｈｌｙ　ＥＧＤ－ｅ　ｈｏｍｏａｒｍｓ。

１．２．３．２　ｈｌｙ同源臂与ｐＫＳＶ７连接　将ｈｌｙ同源臂

与ｐＫＳＶ７用ＢａｍＨⅠ、ＳａｌⅠ进 行 双 酶 切，经 纯 化

回收之 后，用 Ｔ４连 接 酶 连 接 再 转 入 大 肠 埃 希 菌

ＤＨ５α细胞中培养，通过验证，对得到的阳性克隆提

质粒，即可得到重组质粒ｐＳＬ０８１（图１）。

１．２．３．３　ｈｌｙ基 因 缺 失 株 的 筛 选　将 质 粒ｐＳＬ０８１
电转入ＥＧＤ－ｅ感 受 态 细 胞 中，４２℃、ＢＨＩ／Ｃｈｌ抗 性

下，培养２代～３代，采用平板划线和ＰＣＲ验证，选

出发生同源重组的阳性克隆。将阳性克隆在３０℃、

Ｃｈｌ抗 性 下，进 行 传 代 培 养，约１０代 后，在 无 抗 的
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图１　基因敲除载体ｐＳＬ０８１的构建

Ｆｉｇ．１　Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ　ｓｔｒａｔｅｇｙ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ　ｐｌａｓｍｉｄ　ｐＳＬ０８１ｆｏｒ　ｈｌｙ　ｇｅｎｅ　ｄｅｌｅｔｉｏｎ

ＢＨＩ平 板 上 划 线。大 约２４ｈ，待 平 板 上 长 出 菌 落

后，用无菌牙签挑取数个规则的单菌落同步接种于

有氯霉素抗性 和 无 抗 性 的ＢＨＩ液 体 培 养 基 或 固 体

平板中培养。在没有抗性的培养基中长势良好，而

对应的在有氯霉素抗性的培养基中无法繁殖的即是

试验缺失成功的菌株。

１．２．４　ｈｌｙ的回补株ＣΔｈｌｙ的构建　为了证实缺失

株Δｈｌｙ的表型缺失是由于基因敲除造成的，利用表

达载体ｐＩＭＫ２构建了一个重组载体ｐＳＬ２５１（构建

示意图见图２），将其在２５μＦ、２００Ω、２　５００Ｖ条件

下，用０．２ｃｍ的电击转化杯电转至李斯特菌缺失株

Δｈｌｙ的感受态 细 胞 中。将 菌 液 涂 布 于 有 氯 霉 素 抗

性的ＢＨＩ固体平板，放在３７℃恒温培养箱中培养约

１２ｈ后，挑取单克隆，用引物进行ＰＣＲ，经鉴定呈阳

性的克隆送测序公司，测序成功后的菌株即为回补

株，并将其命名为ＣΔｈｌｙ。

图２　李斯特菌ｈｌｙ基因回补株重组载体ｐＳＬ２５１的构建

Ｆｉｇ．２　Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ　ｓｔｒａｔｅｇｙ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ　ｐｌａｓｍｉｄ　ｐＳＬ２５１ｆｏｒ　ｈｌｙ　ｇｅｎｅ　ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｔｉｏｎ

１．２．５　Δｈｌｙ和ＣΔｈｌｙ的鉴定及遗传稳定性测定　
用引物ｈｌｙ　ＥＧＤ－ｅ　ｕｐ　ｆｒｏｎｔ和ｈｌｙ　ＥＧＤ－ｅ　ｄｏｗｎ　ｒｅｖ
ＢａｍＨⅠ进行菌液ＰＣＲ验证缺失株Δｈｌｙ和回补株

ＣΔｈｌｙ，以检测突变株是否发生缺失或回补不完全，
并确定重组菌的遗传稳定性。预计野生型菌株和回

补株ＣΔｈｌｙ可 以 得 到２　７７９ｂｐ的 片 段，而 缺 失 株

７陈凤霞等：单核细胞增生李斯特菌溶血素ｈｌｙ基因缺失株和回补株的构建



Δｈｌｙ预期得到１　１８９ｂｐ的片段。

１．２．６　Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ检 测　为 了 检 测 缺 失 株Δｈｌｙ
和回补株ＣΔｈｌｙ是否构建成功，以及融合蛋白在重

组菌株内是否成功表达，利用抗原抗体特异性反应

原理，以ＬＬＯ多克隆抗体为一抗，羊抗鼠ＩｇＧ－ＨＲＰ
为二抗来 检 测。具 体 操 作 时 先 挑 取 制 备 的 缺 失 株

Δｈｌｙ和回补株ＣΔｈｌｙ单克隆摇菌，收集菌体后进行

离心，分别获 得 上 清 和 沉 淀，为 了 得 到 上 清 中 的 蛋

白，用１００ｍＬ／Ｌ的ＴＣＡ对上清进行沉淀，为了得

到菌体蛋白，超声破碎将沉淀中的菌体裂解。得到

蛋白后测定浓度，计算蛋白量与着色液的合适配比

并以两倍该体系分别加入蛋白与试剂，混合均匀，高
温煮沸５ｍｉｎ，将 样 品 瞬 离 使 得 一 些 碎 片 沉 到 试 管

底部，降低对下一步ＳＤＳ－ＰＡＧＥ的影响，电 泳 后 采

用半干法转膜，脱脂奶粉封闭，一抗二抗孵育，最后

利用紫外线对蛋白进行检测。

２　结果

２．１　缺失株Δｈｌｙ和回补株ＣΔｈｌｙ的验证

采用菌液ＰＣＲ技术，挑取在氯霉素抗性培养基

中不生长而 在 无 抗 培 养 基 中 生 长 的 单 菌 落 进 行 验

证，用引物ｈｌｙ　ＥＧＤ－ｅ　ｕｐ　ｆｒｏｎｔ和ｈｌｙ　ＥＧＤ－ｅ　ｄｏｗｎ
ｒｅｖ　ＢａｍＨⅠ验证缺失株Δｈｌｙ和回补株ＣΔｈｌｙ。将

所得 产 物 进 行 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳，由 图３可 知，与

ＤＮＡ标 准 ＤＬ　２　０００相 比，野 生 株 ＥＧＤ－ｅ得 到

２　７７９ｂｐ的片 段，而 缺 失 株 Δｈｌｙ是１　１８９ｂｐ的 片

段。

Ｍ．ＤＮＡ标准ＤＬ　２　０００；ＥＧＤ－ｅ．野生株；１，３．缺失株Δｈｌｙ阳性克隆；

２．阴性对照；４．回补株ＣΔｈｌｙ阳性克隆

Ｍ．ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ　ＤＬ　２　０００；ＥＧＤ－ｅ．Ｗｉｌｄ　ｓｔｒａｉｎ；１，３．Δｈｌｙ　ＫＯ　ｃａｎｄｉ－

ｃａｔｅｓ；２．Ｎｅｇａｔｉｖｅ　ｃｏｎｔｒｏｌ；４．ＣΔｈｌｙ　ＫＯ　ｃａｎｄｉｃａｔｅ

图３　单增李斯特菌ＥＧＤ－ｅ、缺失株Δｈｌｙ和

回补株ＣΔｈｌｙ的ＰＣＲ验证

Ｆｉｇ．３　Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　ＥＧＤ－ｅ，Δｈｌｙ　ａｎｄ　ＣΔｈｌｙ

ｍｕｔａｎｔｓ　ｂｙ　ＰＣＲ

２．２　缺失株Δｈｌｙ序列测定与分析

本研究设计 缺 失 的 序 列 为 ＧｅｎＢａｎｋ中 公 布 的

ｈｌｙ基因 整 个 ＯＲＦ区（１　５９０ｂｐ，ＮＣ－００３２１０）。为

了进一步验证缺失株Δｈｌｙ的构建情况，采用核苷酸

测序分析发现，与野生型ＥＧＤ－ｅ的ｈｌｙ基因两侧序

列比较，本研究构建的缺失株Δｈｌｙ正好缺失了该基

因的整个ＯＲＦ区（１　５９０ｂｐ），与 预 期 完 全 一 致（图

４），该结果进一步确证缺失株Δｈｌｙ构建成功，可以

用于下一步试验研究。

２．３　重组菌株 Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ检测

将李 斯 特 菌ＥＧＤ－ｅ、Δｈｌｙ、ＣΔｈｌｙ过 夜 培 养 收

集上清和沉淀。Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ检测结果见图５，上清

中的蛋 白 通 过 ＴＣＡ沉 淀 的 方 法 得 到，沉 淀 中 的 蛋

白通过超声裂解得到。经过 Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ检测，可

以确认分 泌 型 的ＬＬＯ蛋 白 在ＥＧＤ－ｅ　ｗｔ与ＣΔｈｌｙ
中正常表达，且 在 分 子 质 量５８．７ｋｕ处 可 见 明 显 条

带，而在缺失株Δｈｌｙ的上清与沉淀中均未有条带出

现，而内参表达正常，说明试验结果准确。结合基因

序列测定和ＰＣＲ验证，表明无ＬＬＯ的转录、翻译与

表达，证明缺失株与回补株构建成功。

３　讨论

单增李斯特菌ＬＬＯ是该菌感染宿主过程中至

关重要的毒力因子，且对宿主细胞具有毒性［１２］。已

有研究证实ＬＬＯ能 够 在 各 种 人 类 组 织 细 胞（如 鼠

ＢＭＤＭ与Ｊ７７４和人Ｃａｃｏ－２细胞）中协助细菌逃逸

吞噬体［１３］。目前 有 研 究 表 明，虽 然ＬＬＯ与 细 菌 磷

脂酶ＰＣ－ＰＬＣ为裂解宿主细胞吞噬体膜所必需的蛋

白，但单增李斯特菌可以通过肠道派伊尔结上的 Ｍ
细胞进入感染宿主细胞内［１４］而不依赖于ＬＬＯ的作

用。基于这一研究结果，笔者认为更有构建Δｈｌｙ和

ＣΔｈｌｙ的必要性。在此基础上，下一步将开展ＬＬＯ
生物学特性分析、Δｈｌｙ毒力分析及致病机理的深入

研究，以期解 析ＬＬＯ在 单 增 李 斯 特 菌 增 殖 过 程 中

所发挥功能的潜在分子机制及在没有ＬＬＯ表达的

情况下，单增李斯特菌如何进入被感染的宿主细胞

内增殖，比较两者的区别及增殖途径的异同。本研

究查阅大量文献做试验，详细记录了构建单增李斯

特菌ｈｌｙ基因缺失 株 和 回 补 株 的 方 法，成 功 构 建 出

缺失株Δｈｌｙ和回补株ＣΔｈｌｙ，可为初步接触分子生

物学 领 域 的 学 子 提 供 参 考，也 为 进 一 步 探 究ＬＬＯ
蛋白的 生 物 学 功 能 奠 定 重 要 基 础，为 探 索 和 挖 掘

ＬＬＯ参与李斯特菌感染、胞内生存等生物学途径的

分子机理提供试验材料。此外，有学者将李斯特菌

用于疫苗开发和研究［１５］，作为载体通过表达各种免

疫蛋白来启动细胞免疫，故本研究成功构建的缺失

株Δｈｌｙ也可为单增李斯特菌用于疫苗载体研究提

供可行性方案。
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图４　缺失株Δｈｌｙ测序鉴定结果

Ｆｉｇ．４　Ｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆΔｈｌｙ　ｍｕｔａｎｔ　ｂｙ　ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ

图５　单增李斯特菌ＥＧＤ－ｅ、缺失株Δｈｌｙ和

回补株ＣΔｈｌｙ中ＬＬＯ的表达分析

Ｆｉｇ．５　Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ＬＬＯ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｉｎ　ｔｈｅ　ｗｉｌｄ－ｔｙｐｅ

ｓｔｒａｉｎ　ＥＧＤ－ｅ　ａｎｄ　ｔｈｅ　ｍｕｔａｎｔ　ｓｔｒａｉｎｓΔｈｌｙ　ａｎｄ　ＣΔｈｌｙ

参考文献：
［１］　Ｃｈｅｎｇ　Ｃ，Ｗａｎｇ　Ｘ，Ｄｏｎｇ　Ｚ，ｅｔ　ａｌ．Ａｍｉｎｏｐｅｐｔｉｄａｓｅ　Ｔ　ｏｆ　Ｍ２９

ｆａｍｉｌｙ　ａｃｔｓ　ａｓ　ａ　ｎｏｖｅｌ　ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ　ｖｉｒｕｌｅｎｃｅ　ｆａｃｔｏｒ　ｆｏｒ　Ｌｉｓｔｅｒｉａ

ｍｏｎｏｃｙｔｏｇｅｎｅｓ　ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ［Ｊ］．Ｓｃｉ　Ｒｅｐ，２０１５，５：１７３７０．
［２］　Ｖａｌｃｋｘ　Ｗ，Ｌｕｔｇｅｎｓ　Ｓ　Ｐ　Ｍ，Ｈａｅｒｋｅｎｓ－ａｒｅｎｄｓ　Ｈ　Ｅ，ｅｔ　ａｌ．Ｌｉｓｔｅ－

ｒｉａ　ｅｎｄｏｃａｒｄｉｔｉｓ：ａ　ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃ　ｃｈａｌｌｅｎｇｅ［Ｊ］．Ｊ　Ｉｎｖｅｓｔ　Ｍｅｄ　Ｈｉｇｈ

Ｉｍｐａｃｔ　Ｃａｓｅ　Ｒｅｐ，２０１７，５（２）：１－３
［３］　程昌勇，陈健舜，赵寒昕，等．单核细胞增生李斯特菌精氨酸 脱

亚胺酶基因的 克 隆 及 原 核 表 达 ［Ｊ］．动 物 医 学 进 展，２０１０，３１
（ｓ１）：７０－７３．

［４］　Ｍｏｒｌａｙ　Ａ，Ｒｏｕｘ　Ａ，Ｔｅｍｐｌｉｅｒ　Ｖ，ｅｔ　ａｌ．Ｌａｂｅｌ－ｆｒｅｅ　ｉｍｍｕｎｏ－ｓｅｎ－

ｓｏｒｓ　ｆｏｒ　ｔｈｅ　ｆａｓｔ　ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ｌｉｓｔｅｒｉａ　ｉｎ　ｆｏｏｄ［Ｊ］．Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｍｏｌ

Ｂｉｏｌ，２０１７，１６００：４９－５９．
［５］　Ａｌｔｈａｕｓ　Ｄ，Ｊｅｒｍｉｎａ　Ｍ，Ｇｉａｎｎｉｎｉ　Ｐ，ｅｔ　ａｌ．Ｌｏｃａｌ　ｏｕｔｂｒｅａｋ　ｏｆ　Ｌｉｓｔ－

ｅｒｉａ　ｍｏｎｏｃｙｔｏｇｅｎｅｓ　ｓｅｒｏｔｙｐｅ　４ｂｓｅｑｕｅｎｃｅ　ｔｙｐｅ　６ｄｕｅ　ｔｏ　ｃｏｎ－

ｔａｍｉｎａｔｅｄ　ｍｅａｔ　ｐａｔｅ［Ｊ］．Ｆｏｏｄｂ　Ｐａｔｈｏｇ　Ｄｉｓ，２０１７，１４（４）：２１９－

２２２．
［６］　Ｙｉｎ　Ｙ，Ｚｈａｎｇ　Ｃ，Ｄｏｎｇ　Ｈ，ｅｔ　ａｌ．Ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ　ｉｍｍｕｎｉｔｙ　ｉｎｄｕｃｅｄ　ｂｙ

ａ　ＬＬＯ－ｄｅｆｉｃｉｅｎｔ　Ｌｉｓｔｅｒｉａ　ｍｏｎｏｃｙｔｏｇｅｎｅｓ［Ｊ］．Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ　Ｉｍｍｕ－

ｎｏｌ，２０１０，５４（４）：１７５－１８３．

［７］　程昌勇．单核细胞增多性李斯特菌精氨酸和鲱精胺脱亚胺酶的

抗酸应激机制及其调控 ［Ｄ］．浙江杭州：浙江大学，２０１４．
［８］　Ｂａｖｄｅｋ　Ａ，Ｋｏｓｔａｎｊｓｅｋ　Ｒ，Ａｎｔｏｎｉｎｉ　Ｖ，ｅｔ　ａｌ．ｐＨ　ｄｅｐｅｎｄｅｎｃｅ　ｏｆ

ｌｉｓｔｅｒｉｏｌｙｓｉｎ　Ｏ　ａｇｇｒｅｇａｔｉｏｎ　ａｎｄ　ｐｏｒｅ－ｆｏｒｍｉｎｇ　ａｂｉｌｉｔｙ［Ｊ］．ＦＥＢＳ

Ｊ，２０１２，２７９（１）：１２６－１４１．
［９］　 武晓林．单核细胞增多性李斯特菌溶血素ＬＬＯ的功能关键位

点鉴定及表面展示系统的构建［Ｄ］．浙 江 临 安：浙 江 农 林 大 学，

２０１５．
［１０］　Ｔｓｕｃｈｉｙａ　Ｋ，Ｋａｗａｍｕｒａ　Ｉ，Ｔａｋａｈａｓｈｉ　Ａ，ｅｔ　ａｌ．Ｌｉｓｔｅｒｉｏｌｙｓｉｎ　Ｏ－

ｉｎｄｕｃｅｄ　ｍｅｍｂｒａｎｅ　ｐｅｒｍｅａｔｉｏｎ　ｍｅｄｉａｔｅｓ　ｐｅｒｓｉｓｔｅｎｔ　ｉｎｔｅｒｌｅｕ－

ｋｉｎ－６ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ　ｉｎ　Ｃａｃｏ－２ｃｅｌｌｓ　ｄｕｒｉｎｇ　Ｌｉｓｔｅｒｉａ　ｍｏｎｏｃｙｔｏ－

ｇｅｎｅｓ　ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ　ｉｎ　ｖｉｔｒｏ［Ｊ］．Ｉｎｆｅｃｔ　Ｉｍｍｕｎ，２００５，７３（７）：３８６９－

３８７７．
［１１］　Ｄｒａｍｓｉ　Ｓ，Ｃｏｓｓａｒｔ　Ｐ．Ｌｉｓｔｅｒｉｏｌｙｓｉｎ　Ｏ－ｍｅｄｉａｔｅｄ　ｃａｌｃｉｕｍ　ｉｎｆｌｕｘ

ｐｏｔｅｎｔｉａｔｅｓ　ｅｎｔｒｙ　ｏｆ　Ｌｉｓｔｅｒｉａ　ｍｏｎｏｃｙｔｏｇｅｎｅｓ　ｉｎｔｏ　ｔｈｅ　ｈｕｍａｎ

Ｈｅｐ－２ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ　ｃｅｌｌ　ｌｉｎｅ［Ｊ］．Ｉｎｆｅｃｔ　Ｉｍｍｕｎ，２００３，７１（６）：

３６１４－３６１８．
［１２］　Ｋｏｓｔｅｒ　Ｓ，Ｖａｎ　Ｐｅｅ　Ｋ，Ｈｕｄｅｌ　Ｍ，ｅｔ　ａｌ．Ｃｒｙｓｔａｌ　ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ　ｏｆ　ｌｉｓｔ－

ｅｒｉｏｌｙｓｉｎ　Ｏ　ｒｅｖｅａｌｓ　ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ｄｅｔａｉｌｓ　ｏｆ　ｏｌｉｇｏｍｅｒｉｚａｔｉｏｎ　ａｎｄ

ｐｏｒｅ　ｆｏｒｍａｔｉｏｎ［Ｊ］．Ｎａｔ　Ｃｏｍｍｕｎ，２０１４，５：３６９０．
［１３］　Ｃａｒｒｅｒｏ　Ｊ　Ａ，Ｖｉｖａｎｃｏ－Ｃｉｄ　Ｈ，Ｕｎａｎｕｅ　Ｅ　Ｒ．Ｌｉｓｔｅｒｉｏｌｙｓｉｎ　ｏ　ｉｓ

ｓｔｒｏｎｇｌｙ　ｉｍｍｕｎｏｇｅｎｉｃ　ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｌｙ　ｏｆ　ｉｔｓ　ｃｙｔｏｔｏｘｉｃ　ａｃｔｉｖｉｔｙ
［Ｊ］．ＰＬｏＳ　Ｏｎｅ，２０１２，７（３）：ｅ３２３１０．

［１４］　Ｈａｓｔｉｎｇｓ　Ｋ　Ｔ，Ｃｒｅｓｓｗｅｌｌ　Ｐ．Ｄｉｓｕｌｆｉｄｅ　ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ　ｉｎ　ｔｈｅ　ｅｎｄｏｃｙｔ－

ｉｃ　ｐａｔｈｗａｙ：ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃａｌ　ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ　ｏｆ　ｇａｍｍａ－ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ－ｉｎ－

ｄｕｃｉｂｌｅ　ｌｙｓｏｓｏｍａｌ　ｔｈｉｏｌ　ｒｅｄｕｃｔａｓｅ［Ｊ］．Ａｎｔｉｏｘｉｄ　Ｒｅｄｏｘ　Ｓｉｇｎａｌ，

２０１１，１５（３）：６５７－６６８．
［１５］　Ｙａｎｇ　Ｙ，Ｈｏｕ　Ｊ，Ｌｉｎ　Ｚ，ｅｔ　ａｌ．Ａｔｔｅｎｕａｔｅｄ　Ｌｉｓｔｅｒｉａ　ｍｏｎｏｃｙｔｏ－

ｇｅｎｅｓ　ａｓ　ａ　ｃａｎｃｅｒ　ｖａｃｃｉｎｅ　ｖｅｃｔｏｒ　ｆｏｒ　ｔｈｅ　ｄｅｌｉｖｅｒｙ　ｏｆ　ＣＤ２４，ａ　ｂｉ－

ｏｍａｒｋｅｒ　ｆｏｒ　ｈｅｐａｔｉｃ　ｃａｎｃｅｒ　ｓｔｅｍ　ｃｅｌｌｓ［Ｊ］．Ｃｅｌｌ　Ｍｏｌ　Ｉｍｍｕｎｏｌ，

２０１４，１１（２）：１８４－１９６．

Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｌｉｓｔｅｒｉａ　ｍｏｎｏｃｙｔｏｇｅｎｅｓ　Ｌｉｓｔｅｒｉｏｌｙｓｉｎ　Ｏ　Ｅｎｃｏｄｉｎｇ　Ｇｅｎｅ（ｈｌｙ）
Ｄｅｌｅｔｉｏｎ　ａｎｄ　Ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔｅｄ　Ｓｔｒａｉｎｓ

ＣＨＥＮ　Ｆｅｎｇ－ｘｉａ，ＹＥ　Ｊｉｎｇ－ｊｉｎｇ，ＪＩＡＮＧ　Ｌｉ，ＷＡＮＧ　Ｈａｎｇ，ＬＪｉｅ－ｔｉｎｇ，ＬＵＯ　Ｗｅｉ－ｗｅｉ，

ＦＥＮＧ　Ｚｈｅｎ－ｃａｎ，ＣＨＥＮＧ　Ｃｈａｎｇ－ｙｏｎｇ，ＳＯＮＧ　Ｈｏｕ－ｈｕｉ
（Ｃｏｌｌｅｇｅ　ｏｆ　Ａｎｉｍａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅ　ａｎｄ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，Ｚｈｅｊｉａｎｇ　Ａ　＆Ｆ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｌｉｎ’ａｎ，Ｚｈｅｊｉａｎｇ，３１１３００，Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ｌｉｓｔｅｒｉａ　ｍｏｎｏｃｙｔｏｇｅｎｅｓ　ｉｓ　ａ　ｆｏｏｄ－ｂｏｒｎｅ　Ｇｒａｍ－ｐｏｓｉｔｉｖｅ　ｂａｃｔｅｒｉｕｍ，ｗｈｉｃｈ　ｗｉｄｅｌｙ　ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｅｓ　ｏｕｔｓｉｄｅ
ｔｈｅ　ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ，ａｎｄ　ｔｈｅ　ｐａｔｈｏｇｅｎ　ｃａｎ　ｃａｕｓｅ　ｈｉｇｈ　ｍｏｒｔａｌｉｔｙ　ｉｎ　ｓｏｍｅ　ｓｐｅｃｉｆｉｃ　ｇｒｏｕｐｓ．Ｌｉｓｔｅｒｉｏｌｙｓｉｎ　Ｏ（ＬＬＯ，

ｅｎｃｏｄｅｄ　ｂｙ　ｈｌｙ）ｏｆ　Ｌ ．ｍｏｎｏｃｙｔｏｇｅｎｅｓ　ｔａｋｅｓ　ａｎ　ｉｍｐｏｒｔａｎｔ　ｒｏｌｅ　ｉｎ　ｂａｃｔｅｒｉａｌ　ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ，ｂｕｔ　ｔｈｅ　ｕｎｄｅｒｌｙｉｎｇ

９陈凤霞等：单核细胞增生李斯特菌溶血素ｈｌｙ基因缺失株和回补株的构建



动物医学进展，２０１８，３９（３）：１０－１８
Ｐｒｏｇｒｅｓｓ　ｉｎ　Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ

沙门菌ＬＡＭＰ可视化检测方法的建立与应用
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　　摘　要：建立沙门菌病原体的一种可目视化环介导等温扩增技术（ＬＡＭＰ），实现对沙门菌的高效快捷检

测。针对沙门菌的ｉｎｖＡ基因的高度保守区域，设计一套特异性引物，优化ＬＡＭＰ扩增反应体系和条件，并

对该方法的特异性、灵敏性和人工污染样品以及临床样品分别进行检测。与传统的细菌分离与鉴定、ＰＣＲ
和ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ　ＰＣＲ方法进 行 敏 感 性 比 较。该 方 法 优 化 后 的 最 佳 反 应 体 系 为 内 外 引 物 浓 度 比 例 为３∶１，

ｄＮＴＰｓ为２．５μＬ，ＭｇＳＯ４ 为１．５μＬ，２．５μＬ甜菜碱（１０ｍｏｌ／Ｌ），１μＬ　Ｂｓｔ　２．０ＤＮＡ聚合酶，在６２℃恒温条

件下反应５０ｍｉｎ，可以特异性检出沙门菌，而对其他非沙门菌病原的检测结果为阴性。该方法的最低检测

线为１．０×１０２　ＣＦＵ／ｍＬ，灵敏度是常规ＰＣＲ检测方法的１　０００倍，与ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ　ＰＣＲ方法的灵敏度基本接

近；针对人工污染沙门菌的鱼粉其检测灵敏度为５．０×１０２　ＣＦＵ／ｍＬ；对临床样品的检出率为６５．４％，与传统

检测方法的检出率一致。本研究建立的ＬＡＭＰ检测沙门菌的方法特异性强、灵敏度高、操作简便、效能高和

可视化，为基层监管部门和畜牧兽医工作者对于沙门菌病原的监控和初步筛选提供了技术保障。

　　关键词：沙门菌；ｉｎｖＡ基因；环介导等温扩增技术；可视化检测
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　　在最新的研究报告中，由 沙 门 菌 引 起 人 食 物 中

毒的病例居 于 首 位，其 中 肠 炎 沙 门 菌 占８５％以 上，
据不完全统计，全球每年报道 的 沙 门 菌 食 物 中 毒 的

病人大约为１７０万 人，死 亡 人 数 大 约 在１　０００人 以

上，且呈上升趋势［１］，对公共卫生安全构成威胁。由

此造成的医疗费用 每 年 约１１４亿 美 元，给 各 国 政 府

带来了巨大 的 经 济 负 担［２］。因 此，迫 切 需 要 建 立 一

种快速、准确诊断沙门菌食物中毒的方法。
目前，对沙门 菌 的 检 测 方 法 主 要 有 传 统 的 分 离

鉴定方法、免疫学方 法 及 分 子 生 物 学 方 法。传 统 的

沙门菌检测方法是根据国家标准（ＧＢ４７８９．４－２０１６）
进行的，其步骤比较繁琐，耗时较长，至少需要４ｄ～
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