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摘  要: 单核细胞增多性李斯特菌(Listeriamonocytogenes, LM)简称单增李斯特菌,是引起人和动物李斯特菌

病的重要食源性病原菌, 具有较高的病死率, 严重危害人类公共卫生安全和畜牧业发展。快速准确地对 LM 鉴

定和溯源, 对有效控制李斯特菌病的暴发和蔓延发挥重要作用。建立高效快捷的分型方法是 LM 溯源的关键。

目前 LM 分型方法主要分为表型分型和分子分型, 每种分型方法各有优劣, 适用不同的流行病学调查。本文综

述了 LM 分型方法的研究进展, 以期为开展 LM 的暴发确认和溯源检测方法的选择提供参考依据。 
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ABSTRACT: Listeria monocytogenes (LM) is described as an important foodborne pathogen that can cause 

humanand animals listeriosis, with the characteristics of high mortality. LM is seriously threatens the development 

of animal husbandry, human health and safety. It plays an important role in effectively controlling the foodborne 

disease outbreak and spread of listeriosis by rapid and accurate identification of LM pollution sources. Simple and 

efficient tracing techniques and typing methods are key to trace the source of LM. Currently, typing methods of 

LM include phenotypic typing and molecular typing. These typing methods have their own advantages and 

limitations, and have different applications on different epidemiological investigating. This paper reviewed the 

research progress of LM typing, in order to provide reference for the outbreak confirmation of LM and the 
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selection of traceability detection methods. 

KEY WORDS: Listeria monocytogenes; phenotypic typing method; molecular typing method; traceability method 
 
 

0  引  言 

单核细胞增多性李斯特菌 (Listeria monocytogenes, 

LM)简称单增李斯特菌, 是一种食源性人兽共患致病菌, 

广泛存在自然环境中, 对恶劣环境(高盐、pH 5.0~9.6、低

温)有较高的耐受性, 不仅能抵御食品生产加工过程中常

规的消毒防腐手段, 而且易在冷链保藏的食品中增殖为优

势菌群, 造成食品(即食熟食、冷饮和冷食)交叉污染, 从而

增加感染机会, 对食品安全造成严重威胁[1‒2]。人类感染李

斯特菌病也多因食用被 LM 污染的食物所致, 感染后的临

床症状主要表现为胃肠炎、脑膜炎、脑炎、流产等, 特别

是新生儿、孕妇、老年人以及免疫功能缺陷者最为易感, 病

死率达到 30%[3]。据研究统计, 在发达国家有多次李斯特

菌病暴发的报道[4‒6]。在国内仅有 2 次李斯特菌病暴发的报

道, 但在食品中的污染率达到 20%, 而且近年来感染患病

的情况逐年递增[7‒8], 因此应加强对 LM 监测, 并建立 LM

分型数据库, 为有效追踪传染源、发现传播途径提供帮助。 

细菌分型技术通过鉴定比较菌株间的差别, 亚种分

型, 能够快速、准确地确定 LM 分离株的来源, 为控制李

斯特菌病发生和蔓延提供清晰可靠的科学资料。本文阐述、

比较了国内外 LM 表型分型方法和分子分型方法分型的研

究进展, 以期为 LM 溯源方法的选择提供参考依据, 对预

防控制 LM 引起的流行病传播产生重要的意义。 

1  传统表型分型方法 

1.1  血清型分型 

血清分型(serotyping)是最常用的表型分析技术, 也是

许多食源性致病菌的经典分型方法。血清分型是依据不同

菌株表面抗原的不同, 通过抗血清或抗体与抗原的凝集反

应进行检测和区分菌株[9]。LM 可以按照 O 抗原(菌体抗原)

和 H 抗原(鞭毛抗原)差异分为 13 个血清型, 其中 98%以上

的李斯特菌病是由血清型 1/2b 和 4b 以及 1/2a 型菌株引起。

据研究显示[10‒11], 我国的 LM的优势血清型为 1/2a 血清型, 

表明我国存在食源性李斯特菌病发生的潜在危险。血清分

型操作简单, 被广泛使用, 但血清型 1/2b、4c、和 4d 可能

与西尔李斯特菌(Listeria seeligeri)存在交叉凝结, 使其结

果不稳定, 而且也不能区分 4a、4b、4c 血清型, 所以血清

学分型还需分子分型方法的支撑。 

1.2  噬菌体分型 

噬菌体分型(phagetyping)是根据 LM 对一整套噬菌体

的裂解敏感性不同, 分为不同的噬菌体组和噬菌体型, 这对

于追踪李斯特菌病暴发的起源和过程有很大的帮助[12]。但

该方法目前缺少标准化的参考噬菌体, 也受到生物学变异

和实验条件的影响, 并且该方法对 10%的 LM 不能分型的, 

这严重制约了噬菌体分型技术在流行病学调查中应用[13]。 

1.3  多区带酶电泳分型 

多区带酶电泳分型(multilocus enzyme electrophoresis, 

MLEE)是根据可溶性酶的细胞提取液(细菌裂解液)的凝胶

迁移率的不同, 经特异性酶染色后进行分析而将 LM 分成

不同的型的分型方法[14]。BOERLIN 等[15]为了解瑞士李斯

特菌病发生原因, 通过 MLEE 分型方法对从人、动物、食

物和环境中分离出的 181 株 LM 进行分型发现, 发现 从动

物分离的 ET1 型菌株是导致瑞士和北美在 1983—1987 年

的几次食源性暴发的原因。这种分型方法简单、成本低、

易分析, 但由于实验室间的标准化较难控制, 工作量大、

分型周期较长, 缺乏不同国家和不同实验室的分型结果比

较, 因此限制了该方法的广泛应用。 

2  分子分型 

2.1  基于酶切技术的分子分型方法 

2.1.1  脉冲场凝胶电泳 

脉 冲 场 凝 胶 电 泳 (pulsed-field gel electrophoresis, 

PFGE)分子分型是通过限制性内切酶切割全基因组 DNA

特异性位点, 酶切 DNA 片段在琼脂糖凝胶中和脉冲电力

场的不断改变作用下, 产生不同的带型, 根据带型不同将

菌株进行型别区分。该技术具有分型率高、分辨力强、结

果稳定、可重复性和能对菌株间基因相关性进行分析等优

点, 已成为 LM 分子分型的“金标准”[16‒17]。SARA 等[18]利

用 PFGE 分型方法对从病人、食物和环境中分离的 LM 分

型, 结果发现 2011年美国李斯特菌病暴发与食用受污染的

香瓜有关。高波等[19]采用 PFGE 分型技术对北京市辖区内

分离的 1株临床腹泻标本单增李斯特阳性菌株和 13株食品

单增李斯特阳性菌株分型, 发现 LM 的临床菌株与 2 株食

源性的 LM 基因型高度相似, 表明有食源性感染的可能。

该方法虽然有较多优点, 但该技术比较费时费力, 费用昂

贵, 某些限制性内切酶对一些 LM 不能进行酶切。 

2.1.2  核糖体分型 

核糖体分型(ribotyping, RT)是通过限制性内切酶技术

和 Southern 杂交分析技术相结合对细菌进行分型。目前, 

该分型方法已经实现全自动化, 并已实现商业化运作。例

如美国 Dupont 公司已成功开发一套全自动化的核糖体指

纹图谱分析仪(riboprinter microbial characterization system), 
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具有较高的重复性和标准化, 能 8 h 内完成分型[20‒21]。李

迎慧等[22]运用自动化的核糖体基因分型系统对中国食品

污染物监测网 2000—2001 年收集的 67 株 LM 分型, 获得

13 条核糖体基因条带, 有 11 种基因型与杜邦数据库中的

DUP-1038、DUP-1039、DUP-1042、DUP-1044、DUP-1045、

DUP-1052相似, 分型结果为建立我国LM分子分型数据库

积累了一定的数据和经验。SUIHKO 等[23]对法罗群岛、芬

兰、冰岛、挪威和瑞典等地区食品加工厂分离的 LM 进行

自动核糖体分型, 将 564 株 LM 被分成了 25 个不同的核糖

体型, 经分析发现产品 LM 污染可能发生在食品加工过程

中, 所以需要加强对食品加工环境卫生的管理。 

2.1.3  扩增片段长度多态性 

扩 增 片 段 长 度 多 态 性 (amplified fragment length 

polymorphism, AFLP)是对细菌基因组 DNA 限制性酶切片

段进行 PCR 扩增, 通过鉴定产物来实现菌株分型的技术。

该技术既具有 RFLP 技术的可靠性, 也有 PCR 技术的高效

性[24]。PARISI 等[25]对乳品生产加工厂的产品、环境中分

离的李斯特菌进行 AFLP 分型分析发现, 李斯特菌主要存

在于工厂的加工环境中, 应加强对环境卫生的监测, 防止

李斯特菌对乳产品的污染。LOMONACO 等[26]对环境和食

品中分离出的 LM 进行 AFLP 和 PFGE 2 种分型比较, 发现

AFLP 具有与 PFGE 一样的分辨率, AFLP 这种分型方法具

有高通量、自动化的优势, 不仅能区分不同李斯特菌属种, 

还能将 LM 区分为不同亚型, 是一种分型能力较高的技术; 

缺点是实验步骤较多、技术难度高、耗时、费用较高, 对

DNA 的纯度和内切酶的质量也有很高的要求。 

2.2  基于普通 PCR 技术的分子分型方法 

2.2.1  多位点串联重复序列分型 

多位点串联重复序列分型 (multilocusvariablenumber 

of tandem repeat analysis, MLVA)是以 PCR 为基础的分子分

型方法, 通过检测细菌基因组中特殊位点的数目和可变串

联重复序列(variable number of tandem repeat, VNTR)的差

异对菌株进行分型[27‒28]。通常, 以 VNTR 位点两边侧翼区

域为模板设计 PCR 引物, 使用多重 PCR 扩增 VNTR 位点, 

经毛细管电泳确定扩增产物的大小, 依据 VNTR 的重复拷

贝数来进行数字化编码, 后通过聚类软件进行分析, 确定

菌株基因型和进化关系[29]。据研究显示[30], MLVA 分型方

法能有效区分流行病学相关菌株和非相关菌株, 以及相关

克隆和非相关克隆。LUNESTAD 等[31]对挪威地区的鲑鱼

和加工厂环境中分离的 65 株 LM 进行 MLVA 分型时发现, 

其中 9 个 MLVA 图谱与从李斯特菌病患者分离的菌株的图

谱相匹配, 表明本地暴发的李斯特菌病可能与食用鲑鱼产

品有关。MLVA 基于 PCR 扩增技术, 方法操作简单、重复

性强、结果容易分析, 在实验室内和实验室间具有非常好

的可比性, 并能提供数字化的分型信息, 适宜于进行大量

样本和网络化分析。据 MARTÍN 等[32]研究显示, MLVA 对

于 LM 的分辨力明显高于多位点序列分型 (multilocus 

sequence typing, MLST)技术。虽然 MLVA 广泛应用于细菌

的分型研究, 但由于 MLVA 分型技术在引物设计时需要菌

株全基因组的序列信息, 而目前公布的菌株序列较少, 因

此较难设计引物, 从而限制了推广应用。 

2.2.2  肠杆菌基因间重复一致序列聚合酶链式反应 

肠 杆 菌 基 因 间 重 复 一 致 序 列 聚 合 酶 链 式 反 应

(enterobateria repetitive intergenic consensus sequence PCR, 

ERIC-PCR)是一种简便、快捷、分型率较高、准确性好的

分子分型方法, 是基于肠杆菌基因间重复一致序列设计引

物, 扩增出多态性的图谱, 由于 ERIC 在基因组中的分布

和拷贝数具有种属特异性, 通过比较 DNA 图谱可以对细

菌进行快速的分型[33‒34]。CHEN 等[35]对鱼片生产车间分离

的 LM 进行 ERIC-PCR 技术分型, 发现产品污染主要来自

生产环节, 而不是鲜鱼本身携带。2014 年, 陈谋通[36]利用

ERIC-PCR 技术对金针菇生产厂进行单增李斯特菌污染溯

源发现, LM 在加工厂存在交叉污染的可能, 污染的主要源

头可能是搔菌机械刀头, 防控 LM 污染金针菇产品, 必须

对主要生产环节执行严格的消毒措施。ERIC-PCR, 具有分

辨率高、稳定、重复性好等特点, 同时可以利用 ERIC-PCR

技术对致病菌进行基因组多态性分析, 并用于致病菌基因

分型、致病菌耐药谱与基因型之间的关系研究、流行病学

调查和传染源追踪等, 但 ERIC-PCR 是一种半随机 PCR, 

结果受多种因素影响, 因此必须优化 ERIC-PCR 方法确保

分型结果的可靠性[37]。 

2.2.3  随机扩增多态性 DNA 

随 机 扩 增 多 态 性 DNA(random amplified poly 

-morphic  DNA, RAPD)是对纯化后的基因组 DNA 或未

经处理的细胞或细胞裂解液为模板, 大小为 10 的 DNA

片段作为随机引物进行扩增 ,经电泳后获得扩增产物的

带型, 进而分析遗传多样性的分型方法[38]。与其他分子

分型方法相比, RAPD 具有实验简单、快速、实验成本低、

分辨率相对较高等优点, 适合进行大规模流行病学的调

查研究。KANG 等 [39]以寡核苷酸 RP1 为引物, 对河北省

保定和石家庄地区分离的 308 株食源性单增李斯特菌进

行分型, 得到 6 个基因类群, 其中基因聚类Ⅱ和Ⅰ为优势

种群; 同时发现食源性 LM 在不同食品中分离的基因型

差异较大, 但相同食品分离的 LM 基因型比较相似, 表

明食源性 LM 具有一定的寄主偏好性。虽然与其他方法

相比 RAPD 具有其独特的优点, 但重复性差也是不容忽

视的缺点。 

2.2.4  DiversiLab 分型系统 

DiversiLab 分型系统是基于重复序列扩增(rep-PCR)

的一个自动化、标准化、高度集成、便利和快速的测试分

子分型系统平台。该分型系统与 PFGE 分型结果有良好的

一致性, 相比较 PFGE, 其结果的收集和处理不受主观限
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制, 花费时间短, 从 DNA 提取到出分析结果不到 24h; 并

且具有很高的分辨率, 一般条带能达到 10 条左右; 还因为

使用的是标准化的试剂, 所以重复性好, 操作简单[40‒41]。

唐中伟[42]通过 DiversiLab 分型技术对国内食品和国外进口

食品中分离的 105 株 LM 进行分型, 发现某些食品是在销

售或生产过程通过不同或相同的途径污染了相同的单增李

斯特菌。据 ROUSSEL 等[43]将 DiversiLab 分型系统和 PFGE

对 LM 的分型能力进行比较, 发现 DiversiLab 的分辨力高、

劳动强度小、花费时间少, 更适用于长期的流行病学的研

究。但 DiversiLab 也有其局限性, 其分型结果受很多因素

影响, 如对实验操作人员专业技术要求高, 仪器和试剂比

较昂贵等一些问题。 

2.3  基于测序技术的分子分型方法 

2.3.1  多位点序列分型 

多位点序列分型(multilocus sequence typing, MLST)

是通过对细菌的多个管家基因测序后, 分析不同等位基

因间的差异从而确定菌株间的相关性[44]。MLST 由基因

序列差异来分型, 与 PFGE 分型相比, 可以得到菌株间精

确的遗传关系进行进化分析, 数据也能与不同实验室比

较。为方便进行不同实验室间数据比较, 法国巴斯德研究

所[45]基于单增李斯特菌的 7 个管家基因(abcZ、bglA、cat、

dapE、dat、ldh 和 lhkA)建立了 LM 的 MLST 分型数据库

(http://www.pasteur.fr/recherche/genopole/PF8/mlst/Lmono.
htm1)。PARISI等[46]利用 MLST对 103株 LM进行分型, 获

得了 66 个 ST 型(Sequncetype),绘制最小生成树显示, LM

的进化主要是突变逐步积累的结果。WANG 等[47]对中国

12 个省市食品中分离的 212 株 LM 进行 MLST 分型, 可

将分离株分为 36 个 ST 型, 其中 ST9 占 29.1%, ST8 占

10.7%, ST87 占 9.2%。同时, 这几种 ST 型也是世界上流

行的 ST型, 是能引起母婴感染和李斯特菌病爆发的菌株, 

因此有必要对这几种 ST 型 LM 进行监测, 并实施预防策

略, 以防止李斯特菌病的出现和爆发。俞骅等[48]对杭州地

区分离的 133 株 LM 进行 MLST 分型, 共分为 19 个 ST

型别, 并发现 1 个新的 ST 型 ST767。ST9 和 ST121 是数

量最多的型别。通过 Pasteur 公共数据库构建的进化树显

示与国内其他省份主要流行株 ST 型别相同。MLST 具有

诸多优点, 但 MLST是一个劳动密集型, 费用昂贵的分型

方法, 而且目前尚未针对 LM建立标准化 MLST 操作程序, 

不适用于一些管家基因突变程度低或无突变的菌株, 在

一定程度上给实验室间结果比对和全球流行病学调查研

究造成困难。 

2.3.2  多位点毒力序列分型 

多位点毒力序列分型(multi-virulence-locus sequence 

typing,MVLST)是在 MLST 的基础上选择更保守的毒力基

因和毒力相关基因对病原微生物进行分型的方法, 分辨

率更高[49-50]。ZHANG 等[51]发现 MLST 分型对血清型 1/2b

和 4b 菌株的分辨能力较低, 对 LM 的流行病学调查研究

所需的分辨能力受到限制, 因此提出了 MVLST 分型技术, 

同时较 PFGE 和 MLST 分辨力强, 尤其对 4b 和 1/2b 血清

型的菌株。WOO 等[52]从 2002—2014 年间在 19 个州在牛

奶场的牛奶, 牛奶过滤器和挤奶设备中分离 121 株单核

细胞增生李斯特菌 , 通过多位点毒力序列分型分析 , 鉴

定出 59 种毒力类型(virulence type, VT), 其中 25％是流行

性克隆菌株 I、II、V、VI、VII、VIII、IX 或 X, 经分析

显示与人类李斯特菌病分离的菌株高度相似, 另外发现

31 种新的 VT。DOIJAD[53]对印度地区分离的 25 株 4b 型

LM 进行 MVLST 分型发现流行克隆 I 型(epidemic clone I, 

ECI)的 LM 菌株在印度普遍存在, 而 ECI 菌株又与人类李

斯特菌病的暴发相关, 此外还发现 LM 是从动物到环境

再到人的复杂传播途径(或是通过动物的原始产品, 到即

食食品, 再到人)。AMATO[54]通过 MVLST 方法将 43 株

ST38 型 LM 分离株分成 2 种毒力类型 VT80(n=12)和

VT104(n=31)。同时进行了流行病学调查, 从患者冰箱中

奶酪样品分离的 LM 与 VT104 毒力类型菌株相匹配, 表

明意大利北部的一次重大李斯特菌病暴发与食用被 LM

污染的奶酪有关。 

2.3.3  WGS 分型 

全基因组测序分型(whole-genome sequencing, WGS)

是通过用测序技对病原微生物全基因组测序后,从基因水

平分析不同菌株表型相似性和差异性进行基因分型, 从而

快速准确的了解菌株进化和进行溯源分析 [55‒56]。目前 , 

WGS 分型主要分为基于全基因组的单核苷酸多态性分型

(whole genome single nucleotide polymorphism, wgSNP)和

基于全基因组的多位点序列分型(whole genomemultilocus 

sequence typing, wgMLST), 其中后者因为使用了核心基因

组序列, 所以也叫核心基因组多位点序列分型(coregenome 

multilocus sequence typing, cgMLST)。据 PALMA[57]研究显

示, cgMLST 对 LM 进行分型有更高的分辨率和灵敏度, 能

更好的用于传染源的追溯。他们对从兔肉中和兔肉加工环

境分离到的 ST14 型分离株进行 cgMLST 分析, 菌株可被

分成 3 个种群(CT1701、CT1702、CT1703), 而自动核糖分

型和 MLVA 无法区分, 进一步分析显示其中 CT1701 种群

长期存在兔肉加工厂, 在随后发生李斯特菌病的患者体内

分离得到与 CT1701 种群相同李斯特菌病病原菌。WGS 分

型结果包含了病原菌全部基因组序列, 为研究病原菌的毒

力、耐药性以及致病性提供了丰富的信息,有助于细菌基因

组间的比较分析, 更易发现基因组的变异特征[58‒59]。此外, 

还可以通过国际 PulseNet(http://www.pulsenetinternational. 

org/protocols/wgs/)网络公共数据库与不同实验室之间进行

信息交流和共享。随着基因组测序成本的不断降低和生物

信息分析技术的不断进步, WGS 分型技术已经逐渐成为一

个快速、高效、稳定的病原菌的监测和分型鉴定工具[60]。 
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3  结束语 

分型技术是单增李斯特菌流行病学研究的重要工具, 

而不同的分型方法在分辨力、稳定性、便捷性及费用方面

各有千秋, 能从不同侧面反映 LM 的分型特点。目前, 由

于大多数的病原微生物的表型变化落后于基因变化,以表

型特征为基础的传统分型方法已不能满足流行病学调查的

需要, 而一些分子分型方法具有较多优势已成为 LM 分型

主要技术手段, 其中 PFGE、MLST、MLVA 等分型技术已

得到广泛应用, 但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, 另外这些技术大多是针对病原菌基因组中的

特殊的基因序列进行分析, 对于高度保守的菌株分辨力就

比较低, 很难区分开。而全基因组测序分型弥补了这一缺

陷, 通过对病原菌整个全基因组序列进行分析, 不仅提高

了分型分辨能力, 还能通过进一步分析基因组序列来鉴定

分子血清型, 筛选毒力基因、耐药基因等。同时, 还能利

用全基因组序列的信息进行 MLST、MLVA、DiversiLab

系统分型等, 不仅提高了分型的分辨率和分辨能力, 也有

利于不同分型方法的比较。但 WGS 目前存在一些缺点如

测序耗时长、费用昂贵等, 数据信息分析需要专业人员和

技术, 因此使推广存在难度。但随着技术的不断进步, 分

子分型技术逐渐标准化和规范化, 在了解菌株的亲缘关

系、追踪传染源、控制疫情的暴发和传播等方面, 分子分

型技术将以其准确、快速、高分辨力、高重复性、易于交

流分享等优势会日益凸显其重要作用, 在食品安全控制中

会受到越来越多的研究者推广使用。 
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