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广东省食品中单核细胞增多性李斯特菌

脉冲场凝胶电泳技术分子分型的研究
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王海燕王建
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·疾病监测·

【摘要】 目的应用脉冲场凝胶电淋技术(PF(讯)对广东省食品-¨分离的单核细胞增多性李斯

特卣(Lm)进行分r分型，卅建妒PFGE数据库。方法 参照美同PulseNeL的Lm PFGE分子分型标

准方法进行榆测。应片}既。N。岫erics软件对不同食物种类、时间和地点的分离株避行比对，分析菌株

之问的相关性。结果107株Ltn分成4j十PFGF型，型别鞍为分散；从鸡肉中分离的菌株数最多

(37株)，J’F(、E分型也最多(19个)；冷藏和冷陈食品的分离宰较I岛，其巾有26株菌仅存在1～2个电

泳条带的差异．相似度极高；韶关和惠州地区分离的Lm存在着地区特异件；随时间变迁，部分菌株仍

朴存不『LfI程度的相关降。结论广东省食品中分离的Lm在整体上表现出较大的遗传多样陛，但部

分菌株有不问程度的相关性。

【关键词】 译核细胞增多胜李斯特菌；脉冲场凝胶电泳技术；食品；分子分型
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单核细胞增多性李斯特菌(Lm)是一种人畜共

患病原菌“⋯。Lm感染已成为全球性食源性疾病，

在国际上受到高度重视”15l。传统的实验室检测方

法难以揭示菌株之间的相互关系，对食源性疾病的

暴发难以溯源；而用脉冲场凝胶电泳技术(PFGE)

进行细菌分型鉴定，可通过限制性内切酶消化菌

骑所

基金项目：广东省医学科学技术研究基金资助项目((=2007003)

作者单位：510300广州，广东省疾病预舫控制中心微生物榆

株DNA，经PFGE分离，比较染色体的限制性内切

酶电泳图谱，可分析菌株间的相关性并可调查暴发

的原因。率研究采用PFGE方法，对2002 2005年

分离自广东省食品中的107株Lm进行分子分刑，

初步建立，广东省I』n的PFGE分型数据库，为Lm

引发的食源性疾病溯源和分子流行病学研究提供基

础数据。

材料与方法

何冬梅现就读中儿1人掌公共卫生学院公共卫生硕士研究生 1．菌株来源：菌株分离自2002—2005年广‘东省
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韶关、湛江、深圳、广州、汕头、海丰、肇庆、惠州、珠

海、佛山、中山和揭阳地区的食品。

2．标准菌株：Lrn标准株CMcc54004和

cMcC54007由中国药品生物制品检定所提供；选

用布伦登卢普(BmP”dPr“声)沙门菌H9812为

Marker，由全国病原细菌实验室监测网络PulseNet

China提供。

3．培养基及试剂：生化培养基(硝酸盐还原、尿

素酶、甘露醇、鼠李糖、木糖和七叶苷)、I。B1和I，B2

肉汤、三糖铁(TsI)、sIM动力培养基和TsA YF斜

面(北京陆桥技术有限责任公司)；福格斯磐里斯考

尔试验培养基(vP)和甲基红(oxoII)公司)；科玛

嘉李斯特显色培养基(郑州博赛巾物1：程有限责任

公司)；血平板(广州市金域医学科技有限公司)；

API—Listem生化签定板(bioMcricux公司)；蛋白酶

K(Merck公司)；济菌酶(Amresco公司)；xfm l酶

和buffer H(Promeg，l公司)；Asc l酶和buffcr 4[纽

英伦生物技术(北京)有限公司]；ScaKctn(如ld琼脂

糖(Cambrex公刮)。

4仪器设备：(HEF MAPPER脉冲场电泳仪和

(纠【h EQ凝胶成像系统(美国BIoRAD公司)；

肪deMjc腻an浊度仪(美国DADEBE}mING公司)；
Merr蚰err水浴摇床；Grant水浴箱；MlI。l。lPORE纯水

机；Bamstead L1山Line水平脱色摇床。

5．Lm的鉴定：食品经I。B1和l，H2增菌后，接

种科玛嘉李斯特显色培养基；挑取可疑菌落接种

TsI、sIM动力培养基和TSA_YE斜面，将有动力形

成伞状并在flsl斜而、r层和底层产酸而不产硫化

氢的菌株接种国标生化反应培养基进行鉴定；再用

API—Lmeria生化鉴定板进行鉴定。

6小鼠毒力试验：将鉴定为LⅡ·的纯培养物接种

丁聪BYE肉汤中，30℃培养24 h，离心，取沉淀物用灭

菌生理盐水制备成浓度为10⋯cf“m1的菌悬液；取此菌

悬液进行小鼠腹腔注射，共3只，每只注射0 5 m1，观

察7 d内小鼠死亡的情况。川已知致病的Ln·和非致

病的英诺克李斯特菌按同法进行对照试验。

7．Lm的分子分型方法：参照美同pulseNct的

Lm PFGE分子分型标准方法。

(1)制备全基因组DNA：将Lm接种于脑心浸

液琼脂平板，37℃培养过夜；挑取适量细菌放人含

3ml TE的Falcon2057管中，调整浊度至O．85～

O．90；取240“l菌悬液加入60 pl溶菌酶(10 mg／m1)

颠倒混匀，37℃孵育30 min；然后加入300“l ssP溶

液(1 2％seaKenl(南1d一1％sDs—o 2Ing，ml蛋

白酶K)混匀后立即灌注模具，待其凝固；把凝固后

的胶块转人4 ml蛋白酶K／细胞裂解混合液中，于

54℃水浴至少3 h；弃溶液，用灭菌纯水浸沈胶块2

次，每次振荡洗涤10 min；最后用TE浸洗胶块4

次，每次振荡洗涤15 m毗r述振荡洗涤均在54℃

水浴摇床中进行。

(2)胶块内DNA的酶切：切取2 mn，胶条加入

buffcr 4的稀释液中，37℃水浴15 min；然后将胶条

转入Asf】酶功反应体系中进行酶切(Marker

H9812用x妇l进行酶EU)，37℃水浴至少4 h。

(3)电泳：将经过J一述处理的胶条置于梳齿上，其

L}1标准菌株H9812加在1、8、15号梳齿上；缓慢倒人

1％SeaKem Gold琼脂糖，待凝固后，放人盛有0 5×

日狐缓冲液的电泳槽中，在温度14℃、脉冲利间4～

40 s条件F，电泳20 h；电泳完毕后，用EB染色

30缸n，脱色90商n，最后用(纠Tk EQ拍摄图像。

(4)图像处理和聚类分析：实验获取的幽像采用

BioNumerics(verSion 4．0)数据库软件进行处理，识

别图像条带；聚类分析选择uPGAM(unwe【ghted

pair-group meLhod using an arithmetic average)方法，

采J_|』1)ice系数来衡量PFGE带刑之间的相似度。

结 果

1．L，m的国标生化鉴定：动力、触酶、溶血反应、L}I

基红、vP、鼠李糖和七叶苷阳性；硝酸盐还原试验、尿

素酶、甘露醇和木糖阴性(表1)。但个别菌株出现异

常情况：菌株03LM087溶m反成阴性；04LM232甘露

醇阳性；02L^∞88、02u加89、04LrMl22 vP试验阴性；

标准菌株CMCc54004甲基红试验阴性，cMc(二54007

甲基红和vP试验均阴性。

2 API—Ijst喇a生化鉴定：手册编码为6510(98

株)、2510(7株)和6550(2株)，均被鉴定为Lrn(表2)。

表l 广东省食品中分离的107株Lm国标生化鉴定结果

注：+代表阳性；一代表阴性
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表2广东省食品中分离的107株Lm的

API，LlsL盯iH生化鉴定结果

苗株
DlM Esc。M√础1≮YL RH“麟剐H GlP 1矾磊嚣

分离菌株

98棘 一 十 + +

7株 十 一 +

2株 +

标准菌株 + + +

6510

—2510

6510

3，小鼠毒力试验：阴性对照组小鼠活动自如，健

康存活；阳性对照组与大部分实验组小鼠腹腔注射

凶悬液6 h后开始发病，先后出现精神萎罐、厌食、抽

搐、瘫痪，72 h内死亡。只要有一只小鼠死L，小鼠

毒力试验均判为阳性，其中菌株03LM087、

04LM03l和04LM032出现异常情况，3只小鼠均兀

死亡，小鼠毒力试验总阳件率为97 2％(表3)。

表3 广东省小同年份食品中分离107株I，m的

小鼠毒力试骑结果

小鼠死己 Lm株数

只数 2002年2003年2004年2005年 合训

1i面；可葡)1伽o 94 1 95一 j丽巧——i亍丁

4 PFGE分析：107株Lm，制备染色体全基因

组DNA，用限制性内切酶Asc I酶切，经PFGE分

离，可产生8～14条DNA片段，分子质量大小在

20～1100 kb之削(图1)。

同，共分为41个PFGE型，相似度在54 4％～100％

(相似度为100％者视为同一PFGE捌)(图2)。这

些实验菌株表现出较大的遗传多样性，其中以

PFGE 9型最多，占15 0％(16／107)；其次为PFGE

34型，占12．2％(13门07)；第一为PFGE 25刑，占

8．4％(9／107)。这三种PFGE型共有38株菌，占

35 5％(38／107)，为广东省的优势型别。

PmF og
14

13

曲栋数

，

注：第1列为用BmN⋯ncs分析状得PFGE分型的相关肚；第
2列为用A”l酶田的PFGE|主|潜；第3列为PFGE刊(1—4l为自

编号)；第4列为对虚犁划的菌株数

图2 广东省部分地区食品中分离107株Lm的

PFGE分子分型结果

6．各类食品中Lm的聚类分析：对8类食品中

分离的Lm进行聚类分析(表4)，发现从肉类食品

中分离该菌的频率要比蔬菜类高；从鸡J^J中分离的

菌株数最多，占总数的34．6％(37／107)，其中有20

株菌分离白冷藏或冷冻鸡，占54．1％(20／37)，PFGE

分型也最多，占46 3％(19／41)，町见同一类食物的

分离株可出现多种不同的PFGF分型；相同PFGF

注：M：Marker秒门菌E19812；1～12：样品 分刑的菌株又可分布于不同的食物种类巾：其巾

图1厂东省部分地区食品中分离Lm的PFGE图谱 PFGE 9型最常见，有16株凶，分别分离自羊肉、鸡

5．聚类分析：采用uPGMA方法对107株Lm 肉、牛肉、猪肉和鲈龟(图3)；PFGEll型有6株菌，

进行聚类分析，条带位置差异容许度选择1 5％，优 分别分离自牛肉、熟肉制品、鸡肉、猪肉和水产品(图

化值选择1．5％，PFGE带型之间的相似度采用Dice 3)；PFGE 25型有9株菌，分别分离自熟肉制品、鸡

系数来衡量。根据电泳产生条带的位置和数量的不 肉和青瓜色拉(图4)；PFGE 34型有13株菌，分别
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分离自水产晶、鸡肉、猪肉和青瓜色拉(图5)。值得

注意的是，在所有分离株巾，有53株来自于冷藏和

冷冻食品，占49．5％(53／107)，其中有26株菌属于

相似度极高的PFGE 8～12型，这些菌株分离自

2002 2005年广州(番禺、增城)、深圳、汕头、湛江、

中山市的超市或酒店里的冷藏或冷冻食品，它们的

PFGE图谱f}：常相似，仅存在l～2个电泳条带的差

异(图3)，相似度为94 8％～100％，是紧密相关的。

表4 广东省部分地医8类食出巾Lm的聚类分析结果

7．小同地区Lm的聚类分析：对不同地区分离的

I』n进行聚类分析(表5)，发现韶关、仁化、始必等粤

北地区分离的20株菌分为7个PFGE型，PF(；E分型

较为集中，其中PFGE 24型有6株菌，PFGE 25型有

9株菌，共15株菌，占75．O％(15／20)，是韶关地区的

优势型别(幽4)，并且是该地区特有的PFcm型；汕

火、澄海等粤东地区分离的27株凶分为11个PFGE

型，其中PEGE 34型中有10株菌分离自该地区(图

5)，占37 0％(10／27)，是汕头、滞海地区的优势型别；

惠卅l地区分离的6株I—分为3个PF(玉蜊，其中

PFGE 22型有4株菌，占66 7％(4／6)，是惠州地区的

优势型别(图6)，并且是该地区特有的PFGE型；其余

地区PFGE分型较为分散。

表5 广东省不同地区Lm的聚类分析

8．不同时间Lm的聚类分析：对来源于同一地

区同一类食物但不同分离时间的Lm进行了聚类分

析，发现PFGE 34型中的04LM235和04LM236分

离自2004年7月，04LM371、04LM372、04 L，M379、

04LM380和04LM381分离自2004年ll爿，均来

自汕头某·超市中的冷藏或冷冻食品，时间间隔为

4个月，它们为同一PFGE型(图5)；PFGE 9型中的

04LM234分离自2004年7月，s1、035一05LM020年1I

sT041—05LM025分离自2005年12月，均来自汕头

上述超市中的冷藏或冷冻食妯，时问间隔为一年半，

它们为同一PFGE型(图3)；提示这些带菌的冷减

萃|J冷冻食品可能有相同的污染源，并且污染源持续

存在，或者冷藏和冷冻食品在贮藏过程中可能存在

交叉污染的情况。PFGE 25型中02I。M088和

04LM031分别分离自2002年和2004年f一化地庆

某烧腊店的烧鸭；02LM089和[}4I，M032分别分离

自2002年和2004年该地区另-家烧腑店的熟肉制

品，时间横跨2年，它们的PFGE分型均没有发生变

化(图4)。但也发现在同采样点存在微小差异的

菌株，如PFGE 25型中的02LM092和pFGF 24型

中的03LM018分别分离自2002年和2003年r化

地区一家烧腊店的熟肉制品，时隔一年，03l，M018

比02I．M092的图谱多了1个屯泳条带(图4)。

讨 论

就细菌的分了-分型而言，由于pFGE具有分型

能力强、分辨力高、重复性好且结果易于解释等优

点，是目前细菌分子分型方法的金标准。凶此，奉研

究应Jfj PFBE对107株分离自广东省食品巾的I，m

进行r分子分型，町产生8～14条DNA片段，分子

质量大小在20～1100 kb之间。根据电泳产牛的条

带位置和数量的不同，共分为41个PFGE型，相似

度在54 4％～100％，其中以PFGE 9、34和25型为

优势刑别。Shcn等⋯报道，用PFGE标准方法划分

离自美国佛罗里达州的91株Lm进行分子分州，用

A5c I酶切，可产牛8～13条DNA片段，分为31个

PFGE型；kiLe等3。报道，应川PFGE对分离白葡

萄牙的109株Lm进行分子分型，用Asc I酶切，町

产生12～17条DNA片段，分子质量大小在l 3～

700 kb之矧，分为23个PFGE型。上述结果都表明

Lm的PFGE分型较为分散。本研究采用的分了质

量标准H9812为国际标准参考菌株，可以进行不同

实验室之间的比对，通过比较发现，广东省食品中

Lm的PFGE图谱与美国佛岁里达州和葡萄牙的

PFGE图谱没有相同的分型，提示广东省和这些地

区的分离株相关性很弱。
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图6 广东省惠卅I地区hn的PFGE图谱(PFGE 22型为该地区特有菌型)

在对来源于各类食品的

【。m聚类分析中，发现从鸩

肉中分离的菌株数最多，可

能与抽检的多为冷藏或冷冻

鸡肉有关，这些菌的PFcE

分型也最多，提示同一类食

物的污染情况比较复杂；相

同PFcE分型的菌株又町分

布于不同的食物种类中，提

示广东省的食品之间可能有

相同的污染源，或者食物之

间交叉污染的情况比较严

重，并且污染源持续存在。

李斯特菌病是“冰箱病”，该

菌可在4℃生长繁殖，具有

嗜冷性，能抵抗20℃的低

温，因此在冷藏和冷冻食品

中分离率较高。率次研究共

从冷藏和冷冻食品中分离r

53株Lnl，构成比为49 5％，

其中有26株菌分为5个

PFGE型，相似度极高

(94 8％～100％)，绝人多数

菌株仅有1～2个电泳条带

的差异。在解释PFGE结果

时，Tcn。vcr等“为标准

PFGE结果的分析推荐了

个体系，用于确定菌株间的

相关性。如各实验菌的

PFGE产生相同的条带数且

相应条带大小相同，在流行

病学上则认为传染源为同一

克隆；若分离株有1～3个电

泳条带的差异，则说明其基

因组上有一个遗传性状的改

变，认为其紧密相关；若分离

株有4～6个电泳条带的差

异，则说明其基因组上有2

个独立遗传性状的改变，认

为其可能相关；若分离株有

6个以上电泳条带的差异，

则说明它们之间有3个或更

多遗传性状的改变，可以认
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为不具相关性。来源于冷藏或冷冻食品中的Lm，

很可能因为在低温条件下，其生长发育及其分化速

度大火减慢，传代次数减少，因此，与处于常温F生

长的菌株相比，基因突变事件较少，突变频率相对较

低，反映在PFGE分析结果上，表现为PFGE图谱

DNA片段的差异很少，因此这26株菌很町能是紧

密相关的。

经过对107个菌株的分析，发现PFGE 24和25

型是韶关地区的优势型别，并且是浚地区的独特型

别；PFGE 22型是惠州地区的优势型别，并日．是该

地区的独特型别，其他地区均没有发现这三种

PFGE型，说明广东省部分地区的Lm很可能存在

着地区特异性。

随着时问的变迁，菌株不断传代，会出现突变与

分化，但部分菌株仍然存在着小同程度的相关忡。

菌株02I。M088和04LM031分离自仁化地区的某烧

腊J占的烧鸭，时隔2年，两者均为PFGE 25型。根

据fl、enover等“提冉的观点，在流行病学上推断这

两株菌的传染源为同一克隆。I一是胞内寄生菌，

对不良环境具有较强的耐受性，能抵抗 20℃的低

温，可在pH值5～8生长，耐受20％的高盐，并可对

多种抗生素耐药。因此，自然环境中的Lm可长期

存在，人、畜和家禽感染后，在临床上一方面表现为

显性感染，另一方面也町长期处于带菌状态，从而对

周围环境产生交叉污染和传播m。，救推测这两株菌

的传染源为同一克隆，表现为相同的PFGE型。类

似情况在冷藏和冷冻食品L}T也有发现。另外，茼株

02LM092和03LM叫8分离闩r化地区的一家烧腊

店的熟肉制品，时隔一年，两者仅存在1条DNA片

段的差异，相似度为94．7％。根据，l、en。ver等“提

出的观点，当一些分离菌株被多次重复培养时可观

察到紧密相关的这种现象。菌株02LM092可能由

于长期存在于环境中，与周围的食物、环境发生交叉

污染和传播，多次传代后发生了单一基因事件的改

变，因此这两株菌很可能是紧密相关的。

由于PFGE可以揭不短期内从可疑食品中分离

的菌株、从患者排泄物分离的菌株和从可能的传染

源分离的菌株三者之间的相互关系，因此被广泛应

用于食源性疾病的溯源中，它是判断引起食物中毒

的致病食品、追溯来源，并在此基础上采取措施控制

食物中毒的关键技术”’”。菌株04LM261、

04LM262和04LM265是在同一天分别分离自湛江

的肯德基、多美丽和麦当劳的冷冻鸡肉，PFGE分析

结果显示，它们都是PFGE 9型(图3)。根据

Ten。ver等01提出的观点，在流行病学上推断这三

株菌应该来自同一克隆。现代社会交通越来越发

达，即使是同一家冷冻厂生产出来的各种冷冻食品，

都会通过不同的运输渠道运送到全国各地甚至全世

界。因此，如果食品在流人市场前受到污染，南于大

批量的生产与销售，那么就有可能引起食源性疾病

的暴发，导致病例扩散。由于PFGF技术町以揭示

菌株之间的相互关系，进而追踪食源性疾病暴发的

源头，故奉研究所建立的数据库町为Lm引发的食

源性疾病进行溯源和分子流行病学研究提供基础

数据。
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