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单核增生性李斯特菌hly缺失菌株的构建及 
生物特性的初步鉴定

谢曼曼，刘武康，丁承超，董庆利，陈国薇，曾海娟，郭 亮，刘 箐*
（上海理工大学医疗器械与食品学院，上海 200093）

摘  要：为研究单核增生性李斯特菌（Listeria monocytogenes，Lm）hly基因对毒力的影响，利用同源重组原理，使

用穿梭载体，构建单核细胞增生性李斯特菌野生菌株EGD-e的hly基因缺失菌株EGD-eΔhly。细菌活性实验证明缺失

菌株生长状态与亲本无差异，但EGD-eΔhly丧失溶血活性，细胞侵袭能力降低约90%，在107 cells/mL腹腔注射条件下

不表现动物毒性。在转录水平上EGD-eΔhly的毒力基因inlC、prfA的表达量分别下降了81%和76%，actA、plcB的表达

量分别提高了2.7 倍和1.8 倍。hly缺失菌株的成功构建及生物特性的初步研究结果为研究Lm致病机理提供依据。
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Abstract: This study aimed to elucidate the effect of hly gene on the virulence of Listeria monocytogenes. We constructed 
a hly gene knockout mutant strain EGD-eΔhly from wild-type L. monocytogenes EGD-e by using a  shuttle vector through 
homologous recombination. Biological characterization showed that there was no difference between the growth status of 
the mutant and parent strains. However, the mutant strain lost hemolytic activity, the cell invasion ability was decreased 
and there was no toxicity observed in animals receiving intraperitoneal injection at a concentration of 107 cells/mL. At the 

transcriptional level, the knockout of hly gene down-regulated the expression levels of virulence genes inlC and prfA by 81% 

and 76% respectively and up-regulated the expression levels of actA and plcB genes by 2.7 and 1.8 times, respectively. This 
paper may provide a basis for the study of the pathogenic mechanism of Lm.
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单核细胞增生性李斯特菌（Listeria monocytogenes，
Lm）是一种营细胞内寄生的人畜共患的食源性致病菌，

广泛存在于生鲜或即食食品中[1-2]。Lm可穿透人体的三大

屏障——肠道屏障、血脑屏障和胎盘屏障，导致肠炎、

脑膜炎、流产[3]，是研究胞内寄生菌与宿主之间的相互作

用的重要模式菌[4]。在寄生及繁殖的不同阶段中，Lm有

多个毒力因子来协助其进行机体的感染继而发挥致病作

用[5]，目前已发现多个与Lm致病性与毒力相关因子，其
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中多是表面蛋白或者是分泌蛋白[6-7]。编码这些蛋白的毒

力基因（hly、plcA、plcB、mpl、actA、inlA和inlB）主要

位于细菌染色体上的2 个毒力岛上[8]。其中hly基因编码溶

菌素（listeriolysion O，LLO）是一个主要毒力因子[9]。

LLO是一种由529 个氨基酸组成具有溶血活性的成孔

蛋白，属胆固醇依赖性溶细胞素家族的成员[10]。它在Lm
从初级和次级吞噬体逃逸中以及在宿主细胞质中的细菌

增殖中都起到关键的作用[11-12]。基于hly基因在Lm致病性

中起到的重要作用，构建Lm的hly缺失减毒菌株不仅对于

研究开发Lm减毒疫苗研究等有重要意义[13-14]。而且，对

于研究LLO在细胞内囊泡逃逸过程及其在Lm在细胞与细

胞间的感染机理具有一定指导意义[15]。本研究利用同源

重组技术构建hly基因敲除菌株EGD-eΔhly；并从生长状

态、毒力基因转录水平、宿主致死率等方面研究hly基因

缺失菌株的生物特性，为食源性致病菌Lm致病机理研究

提供依据。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

1.1.1 菌株和质粒

单核细胞增生李斯特菌的标准株EGD-e、英诺克李

斯特菌（Listeria innocua，Li）、Caco-2结肠腺癌细胞

为本实验室保藏；穿梭质粒pKSV7质粒由华中师范大学

罗勤博士馈赠；大肠杆菌DH5α感受态细胞、pMD19-T 
Vector购于日本TaKaRa公司；6～8 周龄小鼠购于第二军

医大学。

1.1.2 培养基和试剂

脑心浸液（brain heart infusion，BHI）培养基 北京 

陆桥技术股份有限公司；细菌基因组抽提试剂盒、核酸

凝胶回收试剂盒 天根生化科技（北京）有限公司； 
Ta q酶、反转录试剂  日本TaKaRa公司；DMEM
（Dulbecco’s modified Eagle medium）细胞培养基 美国 

Sigma公司；其他化学试剂均为分析纯。

1.1.3 引物

本实验中使用的引物参照GenBank中公布的序列

（ID：986837）设计，由生工生物工程（上海）股份有

限公司合成，具体引物序列和对应酶切位点如表1所示。

表 1 引物序列

Table 1 Primer sequences used in this study

引物名称 序列（5’→3’） 酶切位点

hly 5’F ATTCCCGGGCCGCGGACATCTTTTAATGT SmalⅠ
hly 5’R ATTTCTAGATTTGTTGCGCAATTGGTAGA XbalⅠ
hly 3’F ATTTCTAGACACCACGCTTTATCCGAAAT XbalⅠ
hly3’R ATTGTCGACAAGCTGTCCTTGCTGCAAAT SalⅠ

hly KO F TGACGAAATGGCTTACAGTG
hly KO R AATGGGAACTCCTGGTGTT

注：hly 5’F、hly 5’R. hly基因上游片段引物；hly 3’F、hly 3’R. hly基因下
游片段引物；下划线表示酶切位点序列。

1.2 仪器与设备

9500型普通聚合酶链式反应（polymerase chain 
reaction，PCR）仪、7500型实时荧光定量（quantitative 
real-time，qRT）-PCR仪 美国应用生物公司；DYCP-
31CN型电泳仪、MicroPulser电转仪 美国伯乐公司；

SpectraMax M2型酶标仪 美国分子设备公司。

1.3 方法

1.3.1 hly敲除菌株的建立

EGD-eΔhly菌株的构建，原理如图1。
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图 1 EGD-eΔhly菌株构建原理

Fig. 1 Schematic illustration of the principle for EGD-eΔhly mutant 

construction

1.3.1.1 hly基因上下游同源臂的扩增及连接

将EGD-e接种于BHI培养基中于37 ℃、200 r/min摇床

培养过夜，收集菌体使用细菌基因组抽提试剂盒获得基

因组。使用hly 5’F、hly 5′R、hly 3′F和hly 3’R引物以抽提

的基因组为模板扩增hly的上下游同源臂。得到的PCR片

段电泳后割胶回收，使用酶XbalⅠ对片段进行单酶切，

并电泳割胶回收。产物使用T4 DNA连接酶连接，电泳割

胶回收。

1.3.1.2 同源臂连接pMD19-T Vector并导入DH5α感受态

细胞

得到的上下游连接产物链接pMD19-T Vector并转化至

DH5α感受态细胞中，得到的菌悬液涂布于含100 μL/mL  

Amp平板上，37 ℃条件下培养。挑取单菌落扩大培养后

进行PCR鉴定，对应的阳性克隆菌液使用质粒抽提试剂

盒抽提质粒，同时菌液－80 ℃保存。
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1.3.1.3 pKSV7重组质粒的构建与电转化

将连有同源臂的pMD19-T Vector与pKSV7质粒进行

双酶切，并进行琼脂糖凝胶电泳并割胶回收，产物使用

T4 DNA连接酶16 ℃条件下过夜连接并导入Lm感受态细

胞。将阳性克隆的质粒抽提后进行双酶切鉴定并测序，

测序过程由华大基因公司完成，将序列比对正确的脱盐

质粒与Lm感受态混匀，每200 μL Lm（1×1011 CFU/mL）
感受态的质粒用量约1 μg，电转化条件2.25 kV/cm、

4 ms。电转后将感受态细胞转入3～5 mL的BHI培养基中

振荡培养约2 h，离心收集菌体后涂布于含10 μg/mL克拉

霉素（clarithromycin，Cam）的BHI平板，30 ℃条件下培

养，挑取菌落进行鉴定，将阳性克隆的菌液冻存。

1.3.1.4 hly基因缺失突变株的筛选与鉴定

将含有重组质粒的Lm转接到BHI（含10  μg /mL 
Cam）液体培养基中，41 ℃条件下按1∶100（V/V，下

同）连续转接10 次，将末代细菌培养物划线于BHI（含

10 μg/mL Cam）平板上，41 ℃条件下过夜培养；挑取

BHI（含10 μg/mL Cam）平板上的单菌落于BHI液体培养

基中30 ℃条件下连续培养并按1∶100转接8 次，取末代培

养物划线于BHI平板，30 ℃过夜培养；挑取单菌落进行

PCR鉴定将疑似突变株分别划线于抗性平板和非抗性平

板，含Cam的抗性BHI平板上不生长，无抗性BHI平板上

可生长的为疑似突变株，对疑似突变株进行PCR鉴定以

确定突变株。

1.3.2 生长曲线测定

挑取EGD-e、EGD-eΔhly单菌落于BHI液体培养基中

摇床过夜培养，按1∶100转接至装100 mL新鲜BHI培养基

的锥形瓶中，37 ℃、200 r/min培养，每1 h取200 µL于酶

标板中测定OD600 nm值，共记录12 h，得到的数据绘制细

菌的生长曲线。

1.3.3 溶血活性的测定

溶血活性的测定参照Sivaranjani等 [16]进行，挑取

EGD-e、EGD-eΔhly、Li的单菌落于BHI中培养至稳定生

长早期（OD600 nm约为0.6）。将Lm培养物4 ℃、5 500 r/min 
离心10 min。取0.1 mL上清液样品加入到1 mL溶血素缓

冲液（0.145 mol/L NaCl、0.02 mol/L CaCl2）中，并加入

0.025 mL脱纤维羊血。设置0.1 mL培养基用作阴性对照，

0.1 mL 1% Triton-100X作为阳性对照。将混合物于37 ℃

培养箱孵育30 min，5 500 r/min离心10 min。使用分光光

度计测定上清液的OD540 nm值
[17]。

1.3.4 毒力基因转录表达测定

提取EGD-e和EGD-eΔhly RNA后，使用反转录试剂

盒反转录成cDNA，用于qRT-PCR检测。其中以Lm的16S 
rRNA为内参基因，按照试剂盒配置体系，设定反应程序

参数测定Lm主要毒力基因转录水平的变化，基因名称及

引物详细序列见表2。

表 2 qRT-PCR引物序列

Table 2 Primer sequences for qRT-PCR

基因名称 引物序列 片段长度/bp
16S F：ACATCCTTTGACCACTCTGGA 93

R：CAACATCTCACGACACGAGC
prfA F：GGCTCTATTTGCGGTCAACT 128

R：GCTATGTGCGATGCCACTT
hly F：CAGCATTGATTTGCCAGGTAT 179

R：TCACTGTAAGCCATTTCGTCA
inlA F：TGTGGACGGCAAAGAAACA 96

R：CCAACCAACAAATGTGTGACC
inlB F：GCAGGCATCTACAAACTTCCA 104

R：GCCATTTCGGGCTTCTCTA
plcA F：ACTACAATGGTCCGAGTGTGAA 137

R：CAGCATACTGACGAGGTGTGA
plcB F：GCAAATGCCTGTTGTGATG 112

R：CGTCAGTATTTGTCGGGTTATC
actA F：AGGCGGTAGACCAACATCTG 146

R：CCCGCATTTCTTGAGTGTTT
srtA F：CGCAGTTCCATCTGTAGACG 85

R：AACGCATAGTTGTTGCTCCA
sigB F：TTTGGATTGCCGCTTACC 91

R：TCGGGCGATGGACTCTACTA

1.3.5 Caco-2细胞侵袭实验

胰酶消化下的Caco-2细胞，使用含20%胎牛血清

（fetal bovine serum，FBS）的DMEM重悬，准确计数后

均匀平铺12 孔板底部，2.0×105 cells/孔，放置于细胞培

养箱（37 ℃，2.5% CO2）过夜。取对数生长期的细菌，

按感染复数为100∶1接种于孔板中共培养2 h。每孔更换

0.5 mL 200 μg/mL含20% FBS的DMEM配置的的庆大霉

素溶液，于37 ℃培养箱中培养30 min以清除胞外菌。吸

出庆大霉素溶液，使用磷酸盐缓冲液（phosphate buffer 
saline，PBS）洗2 次，每孔加入1 mL 1% Triton X-100充
分吹打，收集于1.5 mL无菌离心管中，稀释后取100 μL

涂布于BHI固体培养板中，37 ℃培养箱中培养24 h后计数

统计。

1.3.6 致死率测定

取对数生长期的EGD-eΔhly 6 000 r/min离心4 min，
使用无菌PBS重悬配置成浓度为107 cells/mL菌悬液。3 组
6～8 周龄小鼠，每组8 只，每只腹腔注射200 μL菌悬

液，其中对照组注射200 μL PBS，每天记录小鼠死亡

状况。

1.4 数据统计分析

本研究涉及的生物特性实验除生长曲线测定外，均

设置3 个平行，重复3 次。所得数据使用GraphPad软件统

计，采用最小显著性差异法进行比较。
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2 结果与分析

2.1 EGD-eΔhly菌株的构建

2.1.1 上下游同源臂的扩增及连接PMD-19T

MA 1 2 3 4 5 6 7 8

1 000 bp
700 bp
500 bp

MB 1 2 3 4 5 6

2 000 bp
1 500 bp
1 000 bp

500 bp

A. hly 5’片段和3’片段的PCR扩增结果：1～4. hly上游片段

克隆；5～8. hly下游片段克隆；B. hly 5’片段与3’片段连

接到pMD-19T后的菌落PCR鉴定结果：1～6.鉴定菌株。

图 2 hly上下游片段的克隆

Fig. 2 Cloning of hly up-stream and down-stream sequence

使用hly 5’和hly 3’引物扩增同源臂PCR凝胶电泳结果

如图2A所示，hly 5’片段条带位置在900 bp左右，hly 3’
片段条带位置在700 bp左右。按照NCBI上提供的序列，

2 个条带应分别为880、724 bp，结果符合预期。图2B为
hly 5’和hly 3’片段连接到pMD-19T后导入大肠杆菌的菌落

PCR鉴定结果，共挑取6 个菌落，其中4、5泳道出现阳性

条带，条带位置与预期目标条带1 604 bp相符。

2.1.2 PKSV7重组质粒的构建与电转化

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

2 000 bp
1 500 bp
1 000 bp

500 bp

M. Marker；1～10.鉴定菌株。

图 3 pKSV7重组质粒鉴定

Fig. 3 Identification of pKSV7 recombinant plasmid by restriction 

enzyme digestion

构建好的pMD-19T与PKSV7质粒均使用限制性内

切酶SalⅠ和SamⅠ进行双酶切，使用T4连接酶连接切开

的PKSV7与hly上下游重组片段得到重组的不含hly的重

组质粒PKSV7-Δhly，经电转化将PKSV7-Δhly载体导入

到单核增生性李斯特菌感受态细胞内，增菌后，挑取单

菌落进行PCR鉴定，阳性克隆出现的条带大小理论值为

1 604 bp。鉴定结果如图3，鉴定实验使用引物hly 5’F和
hly 3’R，挑取的10 个菌落有6 个出现明显条带，条带位

置在1 600 bp左右，符合预期。

2.1.3 同源重组菌的筛选

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

500 bp
400 bp

700 bp

M. Marker；1～9.鉴定菌株；10.阳性对照。

图 4 EGD-eΔhly鉴定结果

Fig. 4 Identification of EGD-eΔhly by PCR

带有PKSV7-Δhly质粒的EGD-e菌株，经氯霉素

抗性和温度筛选得到EGD-eΔhly菌株，菌株不含hly基
因，设计hly基因上引物hly KO F与hly KO R，经PCR
扩增、鉴定，缺失菌株无条带，而没有发生重组的菌

株经扩增、凝胶电泳会出现对应的理论值为535 bp的
条带。挑取9 个单菌落，进行PCR扩增鉴定，结果如 

图4，其中10泳道为阳性对照，1、5、9泳道对应的菌

株为目标菌株。

2.2 EGD-eΔhly生长曲线
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图 5 EGD-eΔhly生长曲线

Fig. 5 Growth curve of EGD-eΔhly

如图5所示，EGD-eΔhly与EGD-e在过夜培养，1∶100

接菌37 ℃、200 r/min摇床培养的条件下，生长曲线基本

重合，前3 h为生长初期，后经历对数期，并在10 h到达

稳定期，此时OD600 nm约为0.61，各时期的生长速率基本

一致。说明hly基因的缺失对EGD-e的生长不造成影响。

2.3 EGD-eΔhly溶血活性

hly基因编码溶血素蛋白LLO，是参与EGD-e溶血

效应的基因，使用溶血实验验证，实验过程中设置的阴

性对照OD540 nm为0.118，与Li、EGD-eΔhly无显著性差异 

（P＞0.05），EGD-e与阴性对照有显著性差异。
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Fig. 6 Hemolysis assay 

2.4 SYBR Green荧光染料法毒力基因qRT-PCR

5

3

4

2

1

0

actA inlA
plcA prfA srt

A vipplcB sig
B

inlB inlChly

***

***

** * *

图 7 毒力基因qRT-PCR

Fig. 7 mRNA expression levels of virulence genes assayed with qRT-PCR 

如图7所示，以野生株EGD-e基因表达水平为对

照，将对照组每个目的基因转录水平设为1，则与野生

株EGD-e比，突变株EGD-eΔhly目的基因转录水平大于1 
为表达上调，反之则为下调。其中hly基因信号值比较

低，与对照组有显著性差异（P＜0.001），验证hly基
因成功敲除，同时hly敲除还导致inlC和prfA基因的下

调，数值分别降为0.19和0.24，下降了81%和76%。相反

的，基因actA、plcB表现上调，与对照组有显著性差异 

（P＜0.001），表达量分别提高了2.7 倍和1.8 倍。

2.5 Caco-2细胞侵袭实验与小鼠致死率

EGD - eΔ h l y菌株细胞侵袭实验结果如图 8 A所

示，EGD-eΔhly小鼠致死结果如图8B，hly基因敲除

后，细胞实验检测到的菌落显著降低，在腹腔注射

200 μL 1.0×107 cells/mL条件下，其致死结果与对照组

（PBS注射组）一致，均未出现小鼠死亡现象。而EGD-e
注射组在第3天出现小鼠死亡，至第7天死亡率达100%，

大部分死亡发生在注射后的第3、4、5天。说明hly基因敲

除后，EGD-e的毒性下降。hly编码的蛋白LLO能够作用

于包裹细菌的囊泡，使细菌从囊泡逃逸进入宿主细胞质

以扩散增殖[18]。失去hly基因的EGD-e LLO蛋白不能正常

表达，细菌不能从囊泡中逃逸并转染其他细胞，毒性大

大降低，小鼠的死亡率降低。
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图 8 EGD-eΔhly与EGD-e的毒力鉴定

Fig. 8 Identification of virulence of EGD-eΔhly and EGD-e

3 讨 论

利用同源重组技术构建缺失菌株，是实验室研究

基因功能的常用手段。科研人员使用该方法已成功构建

Lm inlA、inlB、actA、prfA等基因缺失菌株[19-20]。本研究通

过构建带有hly基因上下游片段的质粒利用同源重组删除

Lm染色体上约1 600 bp hly基因序列，成功构建hly缺失菌

株EGD-eΔhly。生物特性研究证明缺失菌株的生长不受影

响而毒力大大降低，表现为细胞侵袭实验中检测到的细

菌数量下降约90%，而且在较高浓度（1.0×107 cells/mL） 

腹腔注射条件下不表现出动物致死现象。有研究 [21 ]

使用山羊体内分离的Lm构建hly基因缺失菌株，结果

显示与野生型相比敲除菌株的半数致死量（LD50）从 

1.47×104 cells/mL上升至2.15×109 cells/mL，毒力降低，

与本实验相符。缺失菌株毒力的下降表明它对人和动物

的致病性降低，为研制疫苗以预防李斯特疾病和或者作

为疫苗载体提供研究基础[22]。

Lm有多个毒力因子共同表现Lm毒性，其中由hly编
码的LLO是一种成孔毒素，与菌体从逃逸囊泡进入胞质

有关，是细菌得以在胞液内增殖的先决条件[23]。本研究

对hly基因敲除后其他主要毒力基因的转录水平的变化做

了初步探索。其中inlC和prfA基因表现为下调，actA、plcB
表现为上调。PrfA是Lm绝大多数毒力基因（包括prfA本
身）的转录表达的调剂蛋白[24-25]，该基因的低转录可能对

其他毒力基因的转录表达造成影响。本实验中出现inlC基
因的下调。inlC编码的蛋白InlC属内化素家族[26]，能够通
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过减轻皮质张力，使质膜形成突起，从而促进Lm在细胞

间的传播[27]，而hly基因的缺失，进入囊泡内的菌体不能

复制逃逸，可能不需要更多的InlC以促进细菌向邻近细

菌的转染而降低转录水平。plcA、plcB基因与hly基因的

正常表达在细菌逃逸过程中是必须的，研究证明在缺乏

LLO时，plcB基因表达的蛋白PC-PLC对于细胞二级双膜

空泡的消散是必不可少的[28]。hly基因缺失，可能会出现

plcB基因转录上调以增强细菌逃逸。actA基因编码一种肌

动蛋白，已证明与Lm进入细胞相关[29]，其上调的原因还

不明确。迄今为止鉴定出的李斯特菌的毒力调节蛋白仅

有PrfA，但明显的细菌各个毒力因子间的相互联系比较

复杂，还需要进一步研究。
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