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论著

采用高级微生物基因分型系统对食品中单核细胞增生

李斯特菌进行同源性分析
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摘　 要：目的　 采用高级微生物基因分型系统（ＤｉｖｅｒｓｉＬａｂ 系统）对食品中单核细胞增生李斯特菌进行基因型分

析，将分型结果与血清型和菌株的耐药性进行比对研究。 方法　 ＤｉｖｅｒｓｉＬａｂ 系统是基于 ｒｅｐ⁃ＰＣＲ 原理对微生物进

行分型，将分型结果与菌株的血清型进行比较研究，同时对菌株的耐药性与 ｒｅｐ⁃ＰＣＲ 型别进行研究。 结果　 采用

ＤｉｖｅｒｓｉＬａｂ 系统将 ４６ 株单核细胞增生李斯特菌分为 ９ 个型别 Ａ ～ Ｉ。 血清型为 １ ／ ２ａ 的分离株以 Ａ 型为主，所测试

的 ６ 株血清型为 ４ｂ 的分离株均为 Ｈ 型；１４ 株呋喃妥因耐受菌株 ９ 株为 Ａ 型、１ 株为 Ｂ 型、３ 株为 Ｃ 型、１ 株为 Ｆ 型，
除 ２ 株血清型为 ３ａ 外，其余均为 １ ／ ２ａ。 结论　 ＤｉｖｅｒｓｉＬａｂ 系统分析结果，揭示了 ４６ 株从食品中分离的单增细胞增

生李斯特菌间的亲缘关系，ｒｅｐ⁃ＰＣＲ 分型结果与 Ｈ 抗原结合位点存在一定联系，呋喃妥因耐受菌株的 ＤＮＡ 指纹图

谱相似度高，与耐药基因有关。
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　 　 单核细胞增生李斯特菌（Ｌ ｍｏｎｏｃｙｔｏｇｅｎｅｓ）属于

李斯特菌属，为革兰氏阳性短杆菌。 其在自然界中

分布广泛，可以在低温、酸性、高盐的环境中生

长［１ － ２］，抗逆性强，主要引起人类败血症、脑膜炎、肺
炎、流产等多种疾病。 其易感人群多为 ６０ 岁以上老

人、孕妇、新生儿及患有免疫缺陷症的人群。 该菌

的致病性强，致死率高达 ２０％ ～３０％ ［３］。
细菌基因组重复序列 ＰＣＲ 技术（ｒｅｐ⁃ＰＣＲ）是一

种细菌基因组指纹分析方法，通过扩增细菌基因组

中广泛分布的短重复序列，对电泳条带进行比较分

析，揭示基因组间的差异［４ － ６］。 本研究采用基于

ｒｅｐ⁃ＰＣＲ 原 理 的 高 级 微 生 物 基 因 分 型 系 统

（ＤｉｖｅｒｓｉＬａｂ）对从食品中分离的 ４６ 株单核细胞增生

李斯特菌进行基因分型，并将分型结果与分离株的

血清型和耐药性进行比较研究。

１　 材料与方法

１ １　 材料

１ １ １　 菌株来源

４６ 株单增细胞增生李斯特菌均分离自食品，是
北京出入境检验经法国生物梅里埃有限公司的

ＶＩＴＥＫ 鉴定卡进行鉴定，菌株详细信息见表 １。

表 １　 ４６ 株单增细胞增生李斯特菌菌株来源

Ｔａｂｌｅ １　 Ｏｒｉｇｉｎｓ ｏｆ ４６ Ｌ． ｍｏｎｏｃｙｔｏｇｅｎｅｓ ｓｔｒａｉｎｓ
菌株来源 菌株编号 菌株数 ／ 株
三文鱼 ＢＪ⁃ＬＭＯ⁃３，６，７，１７，１９，２０，２１，２４，２５，

２６，３０，３２，３４，３６，３８，３９，４０，４１，４２，
４３，４４，４５，５０，５１，５５，５６，５８，５９，６０，
６１，６４，６５，６６

３３

蚌 ＢＪ⁃ＬＭＯ⁃５ １
冻牛筋串 ＢＪ⁃ＬＭＯ⁃８ １
鸡肉 ＢＪ⁃ＬＭＯ⁃１１，３７，４６ ３
猪肉 ＢＪ⁃ＬＭＯ⁃１８ １
冻肋排 ＢＪ⁃ＬＭＯ⁃３１ １
金枪鱼头 ＢＪ⁃ＬＭＯ⁃３５ １
鳌龙虾 ＢＪ⁃ＬＭＯ⁃４７ １
冻牛肉 ＢＪ⁃ＬＭＯ⁃４８，５４ ２
多宝鱼 ＢＪ⁃ＬＭＯ⁃４９ １
海鲈鱼 ＢＪ⁃ＬＭＯ⁃６２ １

１ １ ２　 主要仪器与试剂

Ａｇｉｌｅｎｔ Ｂｉｏａｎａｌｙｚｅｒ ２１００ 型 ＤｉｖｅｒｓｉＬａｂ 分型系统

（美国 Ａｇｉｌｅｎｔ），ＰＥ ９７００ 型 ＰＣＲ 仪（美国 ｌｉｆｅ）。
ＶＩＴＥＫ 生化鉴定卡、Ｕｌｔｒａ Ｃｌｅａｎ Ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ＤＮＡ

提取试剂盒、ｒｅｐ⁃ＰＣＲ 指纹图谱试剂盒、ＤＮＡ Ｃｈｉｐ
Ｒｅａｇｅｎｔｓ ａｎｄ Ｓｕｐｐｌｉｅｓ 试剂盒、微流体芯片均购自法

国梅里埃。
１ ２　 方法

１ ２ １　 ＤＮＡ 提取

挑选单个菌落于羊血琼脂培养基上 ３７ ℃过夜

培养。 用 ＭＯ ＢＩＯ Ｕｌｔｒａ Ｃｌｅａｎ Ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ＤＮＡ 提取试

剂盒提取细菌 ＤＮＡ。 按照说明书推荐步骤提取

ＤＮＡ，ＤＮＡ 浓度控制在 ２５ ～ ５０ ｎｇ ／ μｌ。
１ ２ ２　 ｒｅｐ⁃ＰＣＲ 分型

以提取的单增细胞增生李斯特氏菌 ＤＮＡ 为模

版，使用 ＤｉｖｅｒｓｉＬａｂ 配套的 ｒｅｐ⁃ＰＣＲ 试剂盒，按照说

明书进行 ＰＣＲ 扩增，ＰＣＲ 循环参数为：９４ ℃ ２ ｍｉｎ；
９４ ℃ ３０ ｓ，５０ ℃ ３０ ｓ，７０ ℃ ９０ ｓ，３５ 个循环；７２ ℃
３ ｍｉｎ，反应体积为 ２５ μｌ。 ＰＣＲ 扩增产物注入微流

体芯片，放入 ＤｉｖｅｒｓｉＬａｂ 分型系统进行电泳，其自动

生成分析报告。 ＤｉｖｅｒｓｉＬａｂ 根据 Ｐｅａｒｓｏｎ 相关系数确

定菌株间的距离矩阵，用非加权配对算术平均法

（ＵＰＧＭＡ）建立树状图。

２　 结果

２ １　 单核细胞增生李斯特氏菌 ｒｅｐ⁃ＰＣＲ 分型结果

利用 ＤｉｖｅｒｓｉＬａｂ 系统，相似度系数为 ９４％ 时，
４６ 株单核细胞增生李斯特菌被分为 ４ 个群；相似度

系数为 ９７％ 时，进一步分为 ９ 个型别即 Ａ ～ Ｉ 型。
其中，１ 群包括 Ａ 型（２１ 株）、Ｂ 型（３ 株） 和 Ｃ 型

（５ 株），共 ２９ 株；２ 群包括 Ｄ 型（１ 株）、Ｅ 型（１ 株）
和 Ｆ 型（２ 株），共 ４ 株；３ 群仅 Ｇ 型，１ 株；４ 群包括

Ｈ 型（１０ 株）和 Ｉ 型（２ 株），共 １２ 株，见图 １。
２ ２　 单核细胞增生李斯特菌 ｒｅｐ⁃ＰＣＲ 分型结果与

血清型

根据鞭毛（Ｈ）抗原和菌体（Ｏ）抗原，单核细胞

增生李斯特菌分为 １３ 个血清型，分别是 １ ／ ２ａ、
１ ／ ２ｂ、１ ／ ２ｃ、 ３ａ、 ３ｂ、 ３ｃ、 ４ａ、 ４ｂ、 ４ａｂ、 ４ｃ、 ４ｄ、 ４ｅ 和

“７” ［７］。 根据我们实验室以前的研究结果，本研究

采用的 ４６ 株单核细胞增生李斯特菌分离株的血

清型包括 １ ／ ２ａ、４ｂ、１ ／ ２ｂ、１ ／ ２ｃ、３ａ 和 ４ｄ［８］ 。 对比

血清分型和分子分型结果显示，血清分型将 ４６ 株

单核细胞增生李斯特菌划分为 ６ 个血清型，ｒｅｐ⁃
ＰＣＲ 分子分型以相似度系数 ９７％将其划分为 ９ 个

基因型，相同血清型可被分为不同的基因型。 值

得注意的是，主要的血清型中，１ ／ ２ａ 以 Ａ 型为主；
４ｂ 以 Ｈ 型为主；其他血清型中，不同基因型分布

不一，见表 ２。
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图 １　 ４６ 株单核细胞增生李斯特菌 ｒｅｐ⁃ＰＣＲ 分子分型树状图及虚拟凝胶图

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｒｅｐ⁃ＰＣＲ ｄｅｎｄｒｏｇｒａｍ ａｎｄ ｇｅｌ ｉｍａｇｅｓ ｆｏｒ ４６ Ｌ ｍｏｎｏｃｙｔｏｇｅｎｅｓ ｓｔｒａｉｎｓ

２ ３　 单核细胞增生李斯特菌耐药性和 ｒｅｐ⁃ＰＣＲ 分

子分型

根据本实验室以前的研究结果，本研究采用的

菌株中有 １４ 株对呋喃妥因存在耐药性［９］。 ｒｅｐ⁃ＰＣＲ
分子分型结果显示，其相似度在 ９１ ０％ ～ ９９ ６％ 之

间。 以相似度 ９４％ 为分割线，１３ 株（９２ ９％ ）呋喃

妥因耐受菌株属于 １ 群；以相似度 ９７％ 为分割线，
９ 株（６４ ３％ ）呋喃妥因耐受菌株属于 Ａ 型，１ 株 Ｂ
型，３ 株（２１ ４％ ）Ｃ 型，另有 １ 株为 Ｆ 型，见图 ２。

通过对比 １４ 株呋喃妥因耐受菌株 ＤＮＡ 指纹图

谱发现，ｒｅｐ⁃ＰＣＲ ＤＮＡ 扩增片段间只有少数（１ ～
２ 条）条带存在细微差异，见图 ３、４。

３　 讨论

ＤｉｖｅｒｓｉＬａｂ 系统基因组重复序列 ＰＣＲ（ｒｅｐｅｔｉｔｉｖｅ

ｓｅｑｕｅｎｃｅ⁃ｂａｓｅｄ ＰＣＲ，ｒｅｐ⁃ＰＣＲ），是在随机引物 ＰＣＲ
基础上发展的 ＤＮＡ 指纹图谱分析的一种新方法。
利用细菌基因组中广泛分布的、小的、高度保守的

特点且重复的寡居核苷酸序列为引物扩增 ＤＮＡ，并
通过电泳条带比较分析，揭示基因组间的差异和判

定细菌间的亲缘关系［１０］。 ＤｉｖｅｒｓｉＬａｂ 系统是基于

ｒｅｐ⁃ＰＣＲ 技术发展出的一种新的分子分型方法。 通

过 ｒｅｐ⁃ＰＣＲ 扩增细菌基因组的非编码重复序列后根

据扩增片段长度差异，形成由多条带组成的、强弱

不一的 ｒｅｐ⁃ＰＣＲ ＤＮＡ 指纹图谱，从而比较菌株间的

相似性。 该系统已被逐渐应用于分子流行病学研

究，目前国内的相关报道尚不多见。 可重复性强，
数据标准化是 ＤｉｖｅｒｓｉＬａｂ 系统最大的优势。 由于采

用了标准化的操作、高分辨率的微流体芯片和荧光

检测系统及统一的数据处理软件，克服了重复性
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　 　 　 　 　 表 ２　 ４６ 株单核细胞增生李斯特氏菌血清分型和分子分型结果

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｓｅｒｏｔｙｐｅ ａｎｄ ｇｅｎｏｔｙｐｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ４６ Ｌ． ｍｏｎｏｃｙｔｏｇｅｎｅｓ ｓｔｒａｉｎｓ
菌株编号 菌株来源 血清型 基因型 菌株编号 菌株来源 血清型 基因型

ＢＪ⁃ＬＭＯ⁃３ 三文鱼 １ ／ ２ａ Ａ ＢＪ⁃ＬＭＯ⁃４０ 三文鱼 １ ／ ２ａ Ａ
ＢＪ⁃ＬＭＯ⁃５ 蚌 ４ｂ Ｈ ＢＪ⁃ＬＭＯ⁃４１ 三文鱼 ４ｂ Ｈ
ＢＪ⁃ＬＭＯ⁃６ 三文鱼 １ ／ ２ａ Ａ ＢＪ⁃ＬＭＯ⁃４２ 三文鱼 ４ｂ Ｈ
ＢＪ⁃ＬＭＯ⁃７ 三文鱼 １ ／ ２ａ Ａ ＢＪ⁃ＬＭＯ⁃４３ 三文鱼 １ ／ ２ｂ Ｉ
ＢＪ⁃ＬＭＯ⁃８ 冻牛筋串 ４ｂ Ｈ ＢＪ⁃ＬＭＯ⁃４４ 三文鱼 １ ／ ２ｂ Ａ
ＢＪ⁃ＬＭＯ⁃１１ 鸡肉 １ ／ ２ａ Ｈ ＢＪ⁃ＬＭＯ⁃４５ 三文鱼 １ ／ ２ａ Ａ
ＢＪ⁃ＬＭＯ⁃１７ 三文鱼 １ ／ ２ａ Ａ ＢＪ⁃ＬＭＯ⁃４６ 鸡肉　 ４ｂ Ｈ
ＢＪ⁃ＬＭＯ⁃１８ 猪肉 １ ／ ２ａ Ａ ＢＪ⁃ＬＭＯ⁃４７ 鳌龙虾 １ ／ ２ｃ Ｉ
ＢＪ⁃ＬＭＯ⁃１９ 三文鱼 １ ／ ２ａ Ａ ＢＪ⁃ＬＭＯ⁃４８ 冻牛肉 １ ／ ２ｂ Ｇ
ＢＪ⁃ＬＭＯ⁃２０ 三文鱼 １ ／ ２ａ Ａ ＢＪ⁃ＬＭＯ⁃４９ 多宝鱼 １ ／ ２ａ Ａ
ＢＪ⁃ＬＭＯ⁃２１ 三文鱼 １ ／ ２ａ Ａ ＢＪ⁃ＬＭＯ⁃５０ 三文鱼 １ ／ ２ａ Ｆ
ＢＪ⁃ＬＭＯ⁃２４ 三文鱼 １ ／ ２ａ Ａ ＢＪ⁃ＬＭＯ⁃５１ 三文鱼 ３ａ Ａ
ＢＪ⁃ＬＭＯ⁃２５ 三文鱼 １ ／ ２ａ Ａ ＢＪ⁃ＬＭＯ⁃５４ 冻牛肉 ３ａ Ａ
ＢＪ⁃ＬＭＯ⁃２６ 三文鱼 １ ／ ２ａ Ｄ ＢＪ⁃ＬＭＯ⁃５５ 三文鱼 １ ／ ２ａ Ａ
ＢＪ⁃ＬＭＯ⁃３０ 三文鱼 １ ／ ２ａ Ｃ ＢＪ⁃ＬＭＯ⁃５６ 三文鱼 １ ／ ２ａ Ｂ
ＢＪ⁃ＬＭＯ⁃３１ 冻肋排 １ ／ ２ａ Ｆ ＢＪ⁃ＬＭＯ⁃５８ 三文鱼 １ ／ ２ａ Ａ
ＢＪ⁃ＬＭＯ⁃３２ 三文鱼 １ ／ ２ａ Ａ ＢＪ⁃ＬＭＯ⁃５９ 三文鱼 ４ｄ Ｈ
ＢＪ⁃ＬＭＯ⁃３４ 三文鱼 １ ／ ２ａ Ｃ ＢＪ⁃ＬＭＯ⁃６０ 三文鱼 ３ａ Ｂ
ＢＪ⁃ＬＭＯ⁃３５ 金枪鱼块 ４ｂ Ｈ ＢＪ⁃ＬＭＯ⁃６１ 三文鱼 ３ａ Ｃ
ＢＪ⁃ＬＭＯ⁃３６ 三文鱼 １ ／ ２ａ Ｃ ＢＪ⁃ＬＭＯ⁃６２ 海鲈鱼 １ ／ ２ａ Ｈ
ＢＪ⁃ＬＭＯ⁃３７ 鸡肉 １ ／ ２ｂ Ｈ ＢＪ⁃ＬＭＯ⁃６４ 三文鱼 ３ａ Ｃ
ＢＪ⁃ＬＭＯ⁃３８ 三文鱼 １ ／ ２ａ Ａ ＢＪ⁃ＬＭＯ⁃６５ 三文鱼 １ ／ ２ｂ Ｅ
ＢＪ⁃ＬＭＯ⁃３９ 三文鱼 １ ／ ２ａ Ａ ＢＪ⁃ＬＭＯ⁃６６ 三文鱼 １ ／ ２ａ Ｂ

图 ２　 １４ 株呋喃妥因耐受菌株 ｒｅｐ⁃ＰＣＲ 相似度矩阵图

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｒｅｐ⁃ＰＣＲ ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｚｉｇｇｕｒａｔ ｏｆ １４
Ｌ ｍｏｎｏｃｙｔｏｇｅｎｅｓ ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｓｔｒａｉｎｓ

差的缺点，且不同操作者对结果分析的差异性

小［１１］，而且不同地区的数据上传到中心数据库，便
于不同实验室间的结果比较。

本实验室采用 Ｄｉｖｅｒｓｉｌａｂ 系统，对 ４６ 株从不同

食品中分离的单核细胞增生李斯特氏菌进行了基

因分型。 相似度系数为 ９４％时，４６ 株单核细胞增生

李斯特菌被分为 ４ 个群；相似度系数为 ９７％ 时，分
为 ９ 个型别。 １ 群包括 Ａ、Ｂ 和 Ｃ 型，包含 ２９ 株分离

图 ３　 ９ 株 Ａ 型呋喃妥因耐受菌株 ＤＮＡ 指纹图谱对比图

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｏｖｅｒｌａｙ ｏｆ ｒｅｐ⁃ＰＣＲ ｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｓ ｏｆ ｇｅｎｏｍｉｃ ＤＮＡ ｆｏｒ
９ ｏｕｔ ｏｆ ９ Ｆ３００⁃ｒｅｓｉｓｔａｎｔ Ｌ ｍｏｎｏｃｙｔｏｇｅｎｅｓ ｓｔｒａｉｎｓ

ｂｅｌｏｎｇｉｎｇ Ａ ｔｙｐｅ

图 ４　 ５ 株 Ｂ、Ｃ 和 Ｆ 型呋喃妥因耐受菌株 ＤＮＡ 指纹

图谱对比图

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｏｖｅｒｌａｙ ｏｆ ｒｅｐ⁃ＰＣＲ ｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｓ ｏｆ ｇｅｎｏｍｉｃ
ＤＮＡ ｆｏｒ ５ ｏｆ １４ Ｆ３００ ｒｅｓｉｓｔａｎｔ Ｌ ｍｏｎｏｃｙｔｏｇｅｎｅｓ ｓｔｒａｉｎｓ

ｂｅｌｏｎｇｉｎｇ Ｂ， Ｃ ａｎｄ Ｆ ｔｙｐｅ
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株，其中 ２６ 株从进口三文鱼中分离；２ 群包括 Ｄ 型

（１ 株）、Ｅ 型（１ 株）和 Ｆ 型（２ 株），共４ 株；３ 群仅 Ｇ
型，１ 株；４ 群包括 Ｈ 型（１０ 株）和 Ｉ 型（２ 株），共
１２ 株。

本文对 ｒｅｐ⁃ＰＣＲ 分型结果与血清型之间的关系

进行了分析。 对 ４６ 株单核细胞增生李斯特菌进行

血清分型，通过比较研究发现 ２１ 株 Ａ 型分离株有

１８ 株的血清型是 １ ／ ２ａ，另外 ３ 株分离株的血清型为

３ａ 和 １ ／ ２ｂ，有 １６ 株分离株为 Ａ 型，且血清型为 １ ／
２ａ 的菌株来自进口三文鱼。 １ ／ ２ａ、１ ／ ２ｂ和 ３ａ 血清

型 Ｏ 抗原结合位点不尽相同，但它们有相同的 Ｈ 抗

原结合位点（Ａ 和 Ｂ）；６ 株血清型为 ４ｂ 的分离株，
ｒｅｐ⁃ＰＣＲ 型别为 Ｈ 型，其他 ４ 株分离株的血清型为

１ ／ ２ａ、１ ／ ２ｂ 和 ４ｄ，血清型 １ ／ ２ｂ、４ｂ 和 ４ｄ 的 Ｈ 抗原的

结合位点完全相同。 因此，推论 ｒｅｐ⁃ＰＣＲ 分型方法

和 Ｈ 抗原结合位点存在一定联系。 Ｂｒｏｓｃｈ 等［１２］ 对

１７６ 株单核细胞增生李斯特菌株进行 ＰＦＧＥ 分型和

血清型结果之间的分析结果表明，ＰＦＧＥ 分型结果

与 Ｈ 抗原密切相关。 比较分析了 １４ 株单核细胞增

生李斯特氏菌呋喃妥因耐受菌株的 ｒｅｐ⁃ＰＣＲ 图谱。
９ 株 Ａ 型 ＤＮＡ 指纹图谱及其相似（图 ３），５ 株其他

基因型的 ＤＮＡ 指纹图谱的相似度也很高（图 ４），可
能与这些菌株具有相同的耐药基因有关。

综上所述，采用 ＤｉｖｅｒｓｉＬａｂ 分型系统对从食品

中分离的 ４６ 株单核细胞增生李斯特菌进行基因分

型。 共分为 ４ 个群，９ 个基因型；将分型结果与血清

型鉴定结果进行了比较，ｒｅｐ⁃ＰＣＲ 分型结果与 Ｈ 抗

原结合位点存在一定联系；呋喃妥因耐受菌株的

ＤＮＡ 指纹图谱相似度极高，与耐药基因有关。
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