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基因分型技术在单核细胞增生性李斯特菌监测溯源上的应用
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摘要! 单核细胞增生性李斯特菌
7-45+$-& 8"%"965".+%+4

是一种重要的食源性人畜共患病原菌! 能引起人和多种动物

流产% 脑膜炎% 肠胃炎% 败血症% 死胎等病症& 与传统基于表型的分型方法相比! 基因分型方法具有简单快速%

分辨率高% 敏感性强% 重复性好等特点! 在李斯特菌病病原菌的监测和溯源中具有重要的应用价值& 对单核细胞

增生性李斯特菌的
.

类基因分型方法$ 酶切技术!

678

测序技术和聚合酶链式反应"

9:;

'扩增技术进行了概述!

从分型成本% 样本通量% 分辨力% 灵敏度% 重复性% 快捷性和普及性等方面比较了
.

类基因分型方法的主要特点!

重点评述了这些方法在单核细胞增生性李斯特菌暴发监测和溯源上的应用案例! 为研究不同基因分型方法在单核

细胞增生性李斯特菌暴发诊断% 分型检测及感染溯源等方面的应用提供参考& 参
.3
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单核细胞增生性李斯特菌
!,+(*-,. #$%$&'($)*%*+

$以下简称单增李斯特菌%是一种重要的食源性人畜

共患病原菌" 人类的感染能够引发脑膜炎& 败血症和流产等疾病' 李斯特菌病因其较高的致死率使其成

为仅次于沙门氏菌
/.0#$%*00.

感染的致命食源性疾病" 尤其对孕妇& 婴儿& 老人等免疫力低下人群风险

极高!

#"!

#

( 单增李斯特菌的危险性目前已引起了世界各国的关注" 中国与其他许多国家将其列为进出口

食品的必检项目( 根据美国食品网的调查显示!

:

#

" 美国每年约
! B%%

人感染单增李斯特菌" 造成约
!B%

人死亡" 在所有食源性疾病引起的死亡中" 李斯特菌病占
:%C

( 据报道" 中国大部分省市每年均有人和

动物感染单增李斯特菌!

D

#

( 单增李斯特菌广泛存在于自然界中" 主要以食物为传播媒介" 特别在食品储

运及加工过程中极易受单增李斯特菌污染( 人类的李斯特菌病大多是通过食用受污染的肉类& 蛋类& 禽

类& 海产品& 速冻食品& 乳制品和蔬菜等多种食品所致!

E

#

( 单增李斯特菌的致病力与其血清型密切相

关( 目前" 在食物和环境中发现的单增李斯特菌血清型有
FB

种" 与人类疾病相关的血清型主要有
DG

"

#H!4

和
FH!G

!

B

#

" 但不同来源的分离株其毒力& 致病性& 耐药性等也存在较大差异!

I

#

( 鉴于李斯特菌病对人类

健康构成极大的威胁" 预防和控制这类疾病需要建立一个长期的追踪和调查方案" 采用细菌溯源技术"

通过亚种分型" 能够准确& 迅速地确定单增李斯特菌分离株的来源" 鉴定比较致病菌株间的差别" 为致

病菌的溯源和疾病防控提供明晰可靠的科学资料!

$";

#

( 近年来" 食源性致病菌分子溯源分型技术发展较

快" 主要分为
:

类)

!

基于酶切技术的分型方法" 包括脉冲场凝胶电泳$

06>3)&!(')>& -)> )>)7,*.02.*)3'3

"

JKLM

%分型 *

"

基于
NOP

测序技术的分型方法" 包括多位点序列分型$

16>,'!>.763 3)Q6)+7) ,/0'+-

"

RSTU

%和全基因组测序$

A2.>)!-)+.1) 3)Q6)+7'+-

"

VLT

%*

#

基于聚合酶链式反应$

J9W

%扩增技术的分型

方法" 包括多位点可变数串联重复序列分析$

16>,'!>.763 @4*'4G>)!+61G)* .( ,4+&)1 *)0)4,3 4+4>/3'3

"

RS!

XP

%"

N'@)*3'S4G

系统和
9WYTJW!943

$

7>63,)*)& *)-6>4*>/ '+,)*3047)& 32.*, 04>'+&*.1'7 *)0)4,3!9WYTJW!433.!

7'4,)& 0*.,)'+3

%系统( 本文就以上述
:

类基因分型方法在单增李斯特菌监测溯源中的应用做一综述(

F

基于酶切技术的分型方法

JKLM

分型的基本原理是通过限制性内切酶切割
NOP

特异性位点" 利用琼脂糖凝胶分离成大量的片

段从而得出一组细菌带型( 使用不同的限制性内切酶能够产生不同的带型" 该技术通过利用多种限制性

内切酶来提高分辨力" 更深层次地对菌株间基因相关性进行分析( 在食源性致病菌分子流行病学和溯源

性追踪研究方面"

JKLM

已成为基因分型方法的 +金标准,

!

F"

#

( 有研究利用
JKLM

评估单增李斯特菌在家

禽食品生产中的污染情况" 发现在家禽生产链中多个环节存在潜在的单增李斯特菌污染风险!

FF

#

( 此外"

SMZOL

等!

F!

#采用
JKLM

分型技术对
D$

个食品加工设备中分离的单增李斯特菌进行分型" 结果显示在多

个食品加工设备中检测出
JKLM

图谱相同的菌株 " 表明污染源的传播方向是从加工环境到食品 (

K[LMUU

等!

F:

#结合
P37Y

和
P04Y

酶对不同来源的单增李斯特菌进行
JKLM

分型" 结果显示) 从洛杉矶一

起暴发病例中分离到的单增李斯特菌与瑞士暴发病例中分离到的单增李斯特菌具有相同的
JKLM

图谱"

表明二者具有较近的亲缘关系( 为调查因单增李斯特菌引发食物中毒事件中的污染源"

SZRZOP9Z

等!

FD

#

利用
JKLM

型方法成功地追踪到本次事件与食用受污染的香瓜
12&2#,+ #*0$

有关( 上述究结果表明)

JKLM

在全基因组的水平上对病原菌进行分型" 相同菌株在不同实验室进行试验均能得到相同分型图

谱" 分型指数往往在
"<;E

以上" 与传统核糖体分型相比其重复性更好- 分辨力更高" 目前该技术已成

为多种细菌追踪溯源& 分型鉴定和分子流行病学调查的常规工具之一(

通过建立
JKLM

分型方法标准化操作规程" 结合互联网平台实现实验室间数据共享及比对" 这对于

食源性病原菌暴发事件的追踪调查具有重要意义!

FE"FB

#

( 美国
J6>3)O),

已归纳整理了
F: !$D

个单增李斯

特菌
JKLM

图谱" 其中有人类
I EIB

个" 食品
! $B:

个" 环境
! I;;

个以及动物
DB

个$

\.3)02 S4@'+5 0)*!

3.+4> 7.116+'74,'.+

%( 目前" 有一些国家正在进行类似的
JKLM

研究" 利用不同国家和地区的研究成果

通过网络共享平台可建立一个全球
J6>3)O),

!

2,,0]HHAAA<06>3)+),'+,)*+4,'.+4><.*-H0*.,.7.>3H0(-)H

"数据库( 尽

管
JKLM

分型过程存在耗时长& 成本高& 操作复杂& 带型之间比对困难等不足" 但
JKLM

的优势在于能

II!
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对所有的单增李斯特菌分离株进行有效分型! 使得该项技术成为目前单增李斯特菌基因分型的最优分型

方法"

$

基于
%&'

测序的分型方法

!"# $%&

分型

近年来!

()*

技术正逐步应用于病原菌的暴发调查和分型鉴定中"

()*

分型是指利用测序技术对

病原菌整个基因组碱基序列进行测序! 在全面了解病原菌的遗传信息与变异特征的基础上进行基因分

型! 提高了菌株进化和溯源分析的分辨力! 有助于快速地进行暴发识别并追踪传染源" 目前! 用于病原

菌全基因组测序分型的方法主要有
$

种# 基于全基因组的单核苷酸多态性分型$

+,*&-

%和基于全基因组

的多位点序列分型$

+,./*0

%& 全基因组测序分型方法在肠炎沙门菌
!"#$%&'##" '&(')*(*+',

! 单增李斯特

菌! 霍乱弧菌
-*.)*% /0%#')"'

! 耐甲氧西林金黄色葡萄球菌
!("102#%/%//3, "3)'3,

中已得到初步应用& 有

研究对引发人类李斯特菌病相关联的病原菌进行
()*

分型! 进一步追踪其污染源& 结果发现# 该方法

不仅能精确定位污染源! 同时还能根据单核苷酸多态性分析菌株在该时段的进化关系 '

12

(

&

3')45/6&%

等'

17

(对长期引起某食品工厂污染的
*07

型单增李斯特菌进行
()*

分析! 发现这些菌株同之前丹麦和挪

威暴发食品污染事件的
*07

型单增李斯特菌的
+,*&-

分析结果几乎完全相同! 此研究结果表明# 食品

加工环境中持续存在的致病性菌株易于传播! 是威胁食品加工厂安全的重要因素& 另外!

56--80*9:

等'

1;

(用
+,./*0

分析方法对单增李斯特菌进行分型! 结果显示# 基于
%&'

测序分析的
+,./*0

方法与

-3)4

分型相比对单增李斯特菌具有更高的分辨率和灵敏度! 能对食源性疾病暴发源头进行精确确认&

()*

分型结果包含了病原菌全部的遗传信息! 有利于毒力基因) 耐药基因的筛选! 结合序列比对

软件更易发现基因组的变异特征'

$<

(

& 在
./='

分型中! 利用重复序列分析软件
0>?@AB 5ACA>D 3E?@AF

可

对
()*

序列进行搜索! 直接确定重复序列数目&

()*

分型方法在病原菌的暴发调查和监控上与传统基

因分型方法$

-3)4

!

./*0

!

./='

等%相比其分辨力和灵敏度更高) 重复性更好! 且便于数据比对'

17

(

&

此外! 不同实验室之间可通过国际
-GHIA&AD

$

JDDCKLL+++MCGHIA?ADE?DAF?>DEN?>HMNF,LCFNDNONHIL+,IL

%网络公共数

据库进行全球数据的交流和共享& 在食源性致病菌的暴发识别和溯源分析中!

()*

正逐渐成为一个准

确) 快速) 高效的鉴定工具&

!"! '(&)

分型

./*0

是在多位点酶切电泳技术的基础上为研究菌群基因结构而设计的一种高分辨率分型技术& 该

技术通过
-95

扩增
2

个管家基因内部具有足够变异度的等位基因并对其产物进行测序& 经
./*0

数据

库分析后得出每个菌株各个位点的等位基因序号! 将这些等位基因序号组合构成一个等位基因图谱! 即

序列类型$

IAPGA?OAI DQCA

!

*0I

%

'

$1

(

&

./*0

分型方法在与人类李斯特菌病爆发和散发相关的流行病学研究

方面已得到广泛应用& 有研究利用
./*0

分型技术探究单增李斯特菌种群进化关系'

$$

(

! 结果显示单增李

斯特菌的进化主要是菌株不断突变的结果& 另有研究利用
R

种方法对
21

株单增李斯特菌进行基因分型!

认为在单增李斯特菌的分型研究中
./*0

的分辨力优于血清分型和
-3)4

! 可用于追踪暴发疫情的传染

源 '

$R

(

&

('&)

等'

$#

(研究表明# 国内
1$

个省分离的
$1$

株单增李斯特菌中部分
*0

型别属于国内外潜在

可能传播和暴发李斯特菌病的
*0I

型& 再者!

(6

等 '

$"

(用
./*0

方法对国内零售的即食性食品$

504

%中

分离出
7<

株单增李斯特菌分型分析! 发现部分菌株的
*0I

型与人类李斯特菌病和不同地区的暴发事件

相关&

细菌分型溯源技术种类繁多!

./*0

以其简便快速! 重复性强! 分辨率高和数据可共享等优势在一

定程度上满足了流行病学研究发展的要求& 目前! 已建立了多种病原菌的
./*0

数据库! 巴斯德研究所

根据单增李斯特菌
./*0

分型的
2

个管家基因$

"/.4

!

.5#6

!

/"(

!

+"17

!

+"(

!

#+0

!

#08

%建立了用于单增

李斯特菌
./*0

分型的数据库$

JDDCKLL+++MC>IDAGFMSFLSFLFAOJAFOJAL,A?NCNHAL-37LBHIDL/BN?NMJDBH

%

'

$"

(

& 随着新

一代测序技术的出现!

+,./*0

分型方法能同时将成百上千个基因位点的序列进行比对! 与传统的
2

位

点
./*0

基因分型方法相比具有更高的分辨力& 但
$

种
./*0

分型方法均需要测序! 使用成本较高& 相

信随着测序技术的发展! 测序费用的降低! 在不久的将来
./*0

分型技术有望成为某些细菌分型的 *金

标准+"

蒋 兵等# 基因分型技术在单核细胞增生性李斯特菌监测溯源上的应用 22R
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&

基于
'()

扩增的分型方法

!"# $%&'

分型

*+,-

分型是以
'()

扩增为基础的基因分型方法之一! 该方法利用存在于病原菌基因组
./-

特殊

位点中的大量可变串联重复序列作为检测靶标! 设计特异性引物对每个位点进行
'()

扩增产生不同大

小的片段! 通过毛细管电泳确定扩增产物大小! 进而转化为每个位点的重复数! 最终以一系列串联数字

的形式来表示一个菌株型别" 所有的细菌基因组序列都包含不同程度的串联重复数! 这为细菌遗传多样

性提供有关功能# 进化及分型方面的重要信息" 有研究对
0#

株单增李斯特菌进行
*+,-

分型! 结果显

示该方法分辨力较高! 可作为一线检测方法用于李斯特菌病的暴发确认和溯源检测$

!1

%

" 此外!

2-+34!

+-54-

等$

!6

%利用
*+,-

方法对
! 7!8

株单增李斯特菌进行分型! 并建立了关于
! 7!8

株单增李斯特菌

*+,-

分型结果的数据库! 用于单增李斯特菌的流行病学监测和溯源研究" 在
*+,-

分型方法的初步应

用中!

+9/32:-.

等$

!$

%对农场和食品加工厂分离的
1;

株单增李斯特菌进行
*+,-

分型时发现! 其中
8

个
*+,-

图谱与曾经多次在本地区暴发的李斯特菌病病原菌图谱一致! 表明消费一些鱼类产品仅仅是

引起食源性李斯特菌病流行的可能因素之一" 同样地!

.-22

等$

!0

%研究发现! 造成冷冻熏鲤鱼加工厂单

增李斯特菌污染的污染源除了来源于生产线外! 还可能是原材料携带污染源并通过生产加工线传播! 最

终导致成品冷冻熏鲤鱼的污染"

*+,-

方法在大肠埃希菌
!"#$%&'($') (*+'

! 单增李斯特菌和沙门氏菌等的分型研究中已得到广泛应

用! 并建立了国际
'<=>?/?@

&

A@@BCDDEEEFB<=>?G?@HG@?IGJ@HKGJ=FKILDBIK@KMK=>DN=OJD

'网络在线数据库! 用于全

球范围内
*+,-

分型结果的共享与比较! 从而为大范围细菌暴发事件的确认提供有利的数据支撑"

*+!

,-

方法不仅具有方便快捷# 重复性好# 高通量等优势! 其分型结果能够以数字化的形式显示! 降低了

之前琼脂糖凝胶电泳分析过程中产生的主观影响! 更利于资料的分析# 共享和比较" 虽然该方法已在细

菌流行病学分析和溯源研究中广泛应用! 但因其需要专门的序列分析仪器! 同时试剂费用昂贵! 故在普

通实验室还难以普及"

!"( )*+,-.*%/0

分型

.HO?I>H+JP

是以
I?B?@H@HO?!>?Q<?GM?!PJ>?R '()

&

I?B!'()

'技术为原理的自动化基因分型系统" 通过

'()

扩增细菌基因组的非编码重复序列! 再将扩增片段在
-LH=?G@ !8%%

自动生物分析仪上进行微流体电

泳分离! 并使用软件实时分析和处理数据对细菌进行基因分型$

&%

%

" 该方法通过电泳产生的特异性指纹图

谱来比较菌株间的相似性! 提高了其分型能力! 能对环境及食品样品中的病原微生物进行有效地监测和

追踪" 目前! 该技术已被广泛应用于多种细菌和真菌的分子流行病学研究" 有研究利用
.HO?I>H+JP

分型

系统对食品中分离出的
!;

株单增李斯特菌进行基因分型! 结果显示某类食品在加工过程中通过不同或

相同的途径污染了相同的单增李斯特菌! 除此之外还有一些相同来源的菌株已发生变异$

&8"&!

%

" 另有研究

对
08

株单增李斯特菌的同源性进行分析! 结果发现所有菌株的
I?B!'()

型相似度较低! 表明该地区单

增李斯特菌的
I?B!'()

型存在多样性$

&&

%

" 此外!

)S9223+

等$

&7

%将
.HO?I>H+JP

分型系统同
'TU3

相比较!

发现
.HO?I>H+JP

分型系统更适用于食品加工过程和环境中污染源的快速追踪" 综合上述文献资料和数据

可知!

.HO?I>H+JP

系统一次能对
8!

个样本进行分析! 总操作时长大约
1V$ A

! 是单增李斯特菌暴发流行

普查阶段最理想的分型方法"

.HO?I>H+JP

系统分型与
'TU3

分型结果有良好的一致性$

&;"&1

%

! 相对于分型 (金标准) 的
'TU3

来说!

其重复性更高! 操作流程更简便! 产生的数据易于标准化$

&6

%

! 可作为快速分型或暴发疫情的流行病学分

析首选分型方法"

.HO?I>H+JP

分型系统在食源性致病菌的主动监测及病原体溯源等方面具有重要的应用

价值! 但
.HO?I>H+JP

分型系统也存在一定的局限性" 该系统试剂成本较高! 需要昂贵的仪器设备! 对实

验操作人员的专业素养要求较高! 结果判定标准还不够明确" 这些问题都亟待进一步探讨和解决"

!"! 123452!1/.

系统分型

()W2')

&

M=<>@?I?R I?L<=JI=X HG@?I>BJM?R >AKI@ BJ=HGRIKNHM I?B?J@>

'序列由一种成簇的# 有规律间隔的短

回文重复序列构成! 其与周围的一些辅助蛋白&

(J>

'共同组成
()W2')!(J>

系统&简称
(-22

系统'" 该系

统是细菌通过基因水平转移而形成的一种获得性免疫系统! 与细菌抵抗外源遗传物质入侵有关" 根据

667



第
!"

卷第
#

期

$%&&

系统中的
$'(

蛋白和识别机制的不同!

$%&&

系统分为
!

个不同的类型! 即
)*+,!

!

)*+,"

和

)*+,#

" 典型的
$%&&

系统主要由
-,'.,/

!

/,+,'0

!

(+'1,/

和一套
!"#

基因组成! 其中短的重复回文序列

/,+,'0

是最核心的结构!

!"#

基因主要负责编码修饰核酸的相关蛋白" 根据细菌中是否存在
$%&&

系统及

细菌中
(+'1,/

序列的数目和排列状态特征可对细菌进行基因分型#

!2

$

" 目前已有研究利用
$%&&

系统对空

肠弯曲杆菌
$"%&'()*"!+,- .,./01

和沙门氏菌进行基因分型! 但关于
$%&&

系统在单增李斯特菌上的应用

还未见报道"

3%456

等#

78

$研究显示
$%&&

系统在操作程序和样本通量上优于
93:6

!

;<&)

!

;<=%

等分

型方法! 更适合于沙门氏菌的暴发调查" 因此! 在食源性疾病污染源的追踪中! 可利用
$%&&

系统对环

境和食品中病原菌的
$5>&95

结构进行测序分析! 用于追踪疫情传染源和控制疫情蔓延"

#

展望

综上所述! 基因分型方法已成为单增李斯特菌流行病学研究的重要工具! 在单增李斯特菌的暴发调

查和溯源研究中!

93:6

!

;<&)

!

;<=%

等分型技术已得到广泛应用" 其中!

93:6

技术具有高的再现

性和分辨力! 是病原微生物基因分型的 %金标准&' 而有着更高分辨力和再现力的
;<&)

新技术正在逐

渐被使用'

;<=%

重复性好( 高通量! 有利于实验室间数据交流共享'

?@A,/(@<'B

系统操作简便! 快速

省时! 易于标准化'

$5>&95!$'(

系统在操作程序和样本通量上优势较大'

C:&

分型能结合多种基因分

型方法对病原菌进行分析! 具有更高的分辨率和灵敏度" 这些分型技术均具备一定的优势同时也存在不

足之处! 在实际应用中可根据具体用途和各自的特点进行选择! 但这些技术大多是针对病原菌基因组中

的小部分遗传信息进行分析! 对于高度克隆的菌株在分辨力上就略显不足" 而全基因组测序分型是对病

原菌整个基因组碱基序列进行分析! 不仅提高了分型能力! 还能鉴定分子血清型! 筛选毒力基因( 耐药

基因等" 此外! 利用全基因组测序获得的序列信息! 可同时对病原菌进行
;<&)

!

;<=%

!

?@A,/(@<'B

系

统和
$5>&95!$'(

系统分型! 不仅提高了分型的准确性! 也有利于不同分型方法的比较" 但全基因组测

序技术目前还存在测序耗时长! 费用昂贵等不足! 在推广上还存在难度" 相信未来在确定病原菌的亲缘

关系( 追踪传染源( 控制疫情的暴发和传播等方面! 基因分型技术将以其准确( 快速( 高分辨力( 高重

复性( 易于交流分享等优势会受到越来越多研究者的青睐"

"
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