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·疾病监测·

中国八省市食品来源单核细胞增生李斯特菌的
脉冲场凝胶电泳分析

祝仁发 宫照龙 叶长芸 崔志刚 金东 冉陆 许珂 王连秀 陈伟伟

【摘要】 目的采用国际标准化的脉冲场凝胶电泳(PFGE)分析方法对单核细胞增生李斯特菌

(Lm)进行基因分型，初步建立中国Lm的基因分型数据库。方法 按照标准化的Lm．PFGE方法对

来自国内8个省市、多种食品来源的118株Lm进行了PFGE分型。结果 118株Lm分成了39种

带型，其中Gx6A160004型有37株菌，占分析菌株的31．36％，是主要型别。结论 初步建立了中国

单核细胞增生李斯特菌用于网络监测分析(PulseNet China)的基础数据库，发现同型菌株在全国多个

地区广泛存在。
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【Abstract】 objective To analyse the molecular types of Lis￡er如(L．) 优o”(M拶￡(w鲫Ps，and to
construct the standard China L．，no竹ocyfpg它以舒pulsed—field gel electrophoresis(PFGE)subtyping database，

using the international standardized L．mo雄。叫fqgPn舀一PFGE protoc01． Methods 1 18 L．卅。札0[妒qg℃行舀

strains isolated from 8 provinces or municipalities of China were subtyped according to L．mo卵ocvf(垤蹿，z已s—

PFGE protoc01． Results 118 strains of L．mo卵ocW 0_卵九已s were divided into 39 subtypes． In the 39

subtypes，37 strains(31．36％)were GX6A160004 pattem，showing it was the predominant Lm subtype in

Chin a． Conclusion Data fmm m01ecular typing suggested that the predominant Lm strains were

distributed in different regions of China．PulseNet China—Lm database was constructed which was valuable

for the m01ecular subtyping_based surveiIlance of L．mon∞W(橱P起卵．
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单核细胞增生李斯特菌(Li5抬，．记mo，zo叫￡ogP咒Ps，

Lm)是一种重要的食源性致病菌，能引起人和动物的

李斯特菌病，临床表现为人和动物脑膜炎、败血症及

孕妇流产、热性胃肠炎等。Lm广泛存在于土壤、动

物、水产品等中，主要通过食物(如奶及奶制品、蔬菜、

水产品、肉制品等)传播。20世纪80年代以来，Lm
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在美国、加拿大、德国、瑞士、意大利等国曾多次发生

流行或暴发流行，其食源性患者日渐增多uo。我国各

地均有食品污染Lm的报道，云南和福建等省还曾报

道Lm在畜禽和人间引起暴发幢'3|。对Lm的基因分

型方法主要包括脉冲场凝胶电泳(PFGE)、核糖体分

型(ribotyping)、随机DNA片段多态性分析(RAPD)、

扩增片段长度多态性(AFLP)、多位点序列分型

(MLST)等。不同基因分型方法各有优缺点，其中

PFGE方法因其实验结果稳定、可重复性好、易于标

准化、不同实验室的数据结果可以比较等方面的突出

优点，而被认为是基因分型的“金标准”¨o。本研究采

用PFGE对来自于国内8个省市、多种食品来源的

118株Lm进行分析，了解我国Lm基因型分布情况，

为病原学监测和预防提供基础资料。
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材料与方法

1．菌株：菌株001、103购自中国药品生物制品

检定所，其余116株来自国内8个省市(北京、浙江、

河南、福建、重庆、吉林、江苏、山西)，除山西省1株

菌为患者来源外，其余菌株分离自生肉、肉制品、蔬

菜、冷饮、水产品等，分离年份从2000年到2005年

(表1)。全部经生化鉴定证实为Lm。Marker菌株

H9812为本室保存。

表1 实验Lm菌株的分离年份及地区

分离年份北京福建河南吉林江苏浙江重庆山西

2000 一 一 5 一 一 一 4
—

2001 3 15 23 2 4 4 6 ～

2002 20 一 一 一 一 4 一 一

2003 一 一 一 一 一 一 一 1

2004 5 一 一 一 一 一 一 一

2005
～

一 一 一 20 一 一

合计 28 15 28 2 4 28 10 1

2．仪器及试剂：脉冲场凝胶电泳仪为CHEF

MAPPER System(Bio—Rad USA)，凝胶成

像系统为GEL Doc 2000(Bio。Rad USA)。

核酸内切酶Asc工购自NEB公司，蛋白酶

K购自Merck公司，SeaKem G_old琼脂糖

购自Cambraex Bio Science Rockland公司。

3．方法：

(1)按国际标准Lm—PFGE操作方法

进行¨1，略有改动。核酸内切酶：Asc工；电

压梯度：6 V／cm；电场夹角：120。；电泳缓冲

液0．5×TBE；温度14℃；缓冲液的流速约

1 L／min；片段大小：30～700 kb；电泳时

间：19 h；脉冲时间：4—40 s。

(2)将不同菌株的PFGE图像用

BioNumerics(Version 4．0)数据库软件处

理，读取数据后应用统一的Marker(国际

标准菌株H9812)校准后进行聚类分析，选

用UPGMA方法进行分析，不同菌株的

PFGE带型的相似性系数在52．4％～

100．0％之间。100％相同的为同一带型，

有任何差异的均分为不同带型。

(3)参照PulseNet的标准PFGE条带

命名原则进行带型命名。

·465 ·

照PulseNet的标准PFGE条带命名原则，将Lm的

PFGE带型依次命名为Gx6A160001～0039。其中

GX6A160004型有37株，占总数的31．36％，提示该

型为我国主要基因型。

与GX6A160004型条带差异较小的基因型有

GX6A160003、 GX6A160005、 GX6A160006、

GX6A160007、GX6A160008、GX6A160009，提示它

们之间亲缘关系非常相近，可能由同一克隆株变异

而来。从模式图可看到基因变异痕迹(图2)。

北京来源的28株Lm中，8株(28．57％)为

Gx6A160004型，包括2000年、2004年的菌株，提

示北京地区Lm的流行主型为GX6A160004型，与

全国的主型一致。6株(21．43％)为Gx6A160001

型，为北京地区的次要型别，仅出现于2001、2002

年，2004年未出现(图3)。

河南省来源的28株Lm中，19株菌(67．86％)

为GX6A160004型，处于绝对优势。分离于2000年

的5株菌均为GX6A1 60004型，分离于2001年的

结 果

118株Lm分成39个带型(图1)。参
图1 118株Lm的39个带型模式图

盟，卯抖，，竺!兰
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23株菌中有14株(60．87％)为

Gx6A160004型。提示河南省Lm的主

要型别为Gx6A160004型(图4)。

GX6A16 0007

GX6A16 0008

GX6A16 0009

GX6A16 0004

GX6A16 0003

GX6A16 0006

GX6A16 0005

图2 Lm的7个相近基因型模式图

浙江省来源的28株菌分成了14个

基因型，无明显的优势带型。但考虑到

GX6A160003 和 GX6A160004、

GX6A160009的高度相似性，按照90％

相似性划分，这3个型可分成一个族，共

包括12株菌(占28株菌的42．86％)，具

有显著优势。2005年的19株菌分成了

12个基因型，Gx6A160004只有2株 图3 分离自北京地区部分Lm菌株的PFGE带型模式图

(10．53％)，GX6A160009有4株

(21．05％)，见图5。

福建省来源的15株菌分成了9个

型，无明显的优势带型。但按照60％相

似性戈0分，GX6A160004、Gx6A160011、

GX6A160020可划为一族，这3个基因

型包括9株菌，占有相对优势(图6)。

讨 论

本研究所用菌株来自于国内8个省

市，分离时间为2000—2005年，分离物

包括生肉、熟食、冷饮、蔬菜等多种来源。

这些菌株对我国目前Lm的分布态势有

一定代表性。对菌株的分子流行病学分

析，可以了解我国Lm的基本流行趋势、

分布特点，进而对疾病暴发的风险性评

估和病原的溯源都有重要意义。

本研究对118株Lm进行了PFGE

分型，共分成了39个基因型，显示了良

好的分辨率。在 39 个型中， 图4 分离自河南省部分Lm菌株的PFGE带型模式图

GX6A160004型有37株菌(31．36％)，

是主要型别。GX6A160009型有11株菌(9．32％)，

是次要型别。37株GX6A160004型Lm从地域上

看，分布很广，包括北京、浙江、河南、福建省(市)，且

该型中包括1株国内标准株(Lm001)，提示该型为

我国主要型别。但从年份上看GX6A160004型所

占的菌株比率有所不同。39个基因型中有7个基

因型(Gx6A160003～0009)的条带非常相近，提示

它们可能来自于同一克隆。我们还注意到
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GX6A160003型包括3株菌，均来自

浙江省，在其他地区尚未发现。

从地域看，北京地区Lm的流行

主型为Gx6A160004型，与全国的主

型一致，次要型别为GX6A160001

型。河南省Lm的优势型别也为

GX6A160004型。浙江省Lm分成了

14个基因型，无明显的优势带型，但

相似度较高的 Gx6A160003、

GX6A160004和GX6A16009三个型

别所占比例较大。福建省Lm菌株分

成了9个型，无明显的优势带型，但相

似度较高 的 Gx6A160004、

GX6A16001 1、GX6A160020三个基因

型占有相对优势。

近年来，食源性疾病的暴发增多，

食品卫生安全日益受到重视，相关国

际组织和许多国家卫生当局加强了对

食源性疾病的主动监测。目前这种主

动监测手段归纳为致病微生物的“危

险性分析”(risk analysis)，通过对食品

中微生物的检测和食源性疾病流行病

学的调查分析，对某种疾病可能暴发

的风险进行评估。美国疾病预防控制

中心所实施的食源性疾病监测网络

PulseNet被认为是目前食源性疾病监

测的最先进体系。该体系利用标准化

的PFGE技术对监测菌进行分子分

型，对图像数据处理后，建立资料数据

库。当该种疾病暴发时，把新得到的

数据在数据库中对比即可得到一些具

有流行病学意义的提示。

图5 分离自浙江省部分Lm菌株的PFGE带型模式图

图6 分离自福建省部分Lm菌株的PFGE带型模式图

目前我国已开始建立细菌性传染病的实验室监

测网络PulseNet China，通过这项工作的开展，为重

要的细菌性传染病的监测提供病原监测的数据交流

网络，调查分析传染病的扩散，建立不同地区之间的

暴发流行关系，追溯传染源，从而提高监测的目标性

和预防控制措施的针对性。本研究对118株Lm进

行PFGE分型，了解我国部分Lm基因型的分布情

况和分子流行特点，建立PulseNet China中关于Lm

的基础数据库，为今后的分子流行病学监测提供参

考依据。
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