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苏州市食源性单核细胞增生李斯特菌的 

全基因组测序分析 

王小龙, 汤全英, 邹文燕, 崔家瑞, 董泽丰, 张梦寒, 朱莉勤* 

(苏州市疾病预防控制中心病原微生物与生物检验科, 苏州  215004) 

摘  要: 目的  应用高通量测序技术分析苏州市食源性单核细胞增生李斯特菌(Listeria monocytogenes, Lm)的

毒力基因携带情况、分子分型、遗传进化谱系及遗传进化关系等分子特征。方法  对 2016—2020 年分离自食

品的 42 株 Lm 进行全基因组测序, 运用 CLC Genomics Workbench 21.0.4 软件进行组装及毒力基因和耐药基因

分析; 通过与 BIGSdb-Lm 数据库比对获得谱系、克隆群(clone complexes, CC)、血清群、多位点序列分型

(multilocus sequence typing, MLST)、核心基因组多位点序列分型(core genome multilocus sequence typing, 

cgMLST); 利用柏熠微生物分析平台 v4.0 构建最大似然树。结果  42 株 Lm 共包含两个谱系, 谱系 I 和谱系

II, 以谱系 II 为主(83.3%)。血清群分为 IIa、IIb 和 IIc, 以 IIa 为主(57.1%)。42 株 Lm 分为 11 个 CC 型, 11 个序

列型(sequence type, ST 型), 优势型别是 CC9、CC8 和 CC121, 占比 61.9%。菌株携带毒力基因数量均在 30 个

以上, 涉及 LIPI-1、LIPI-2、LIPI-3 3 个毒力岛。LIPI-1 中 actA 检出率为 76.2%, prfA、plcA、hly、mpl、plcB

检出率均为 100.0%。LIPI-2 中 inlF 的检出率为 81.0%, inlB 检出率为 97.6%, inlA、inlC、inlJ、inlK、inlP 等 5

种基因检出率均为 100.0%。只有 1 株菌携带 LIPI-3。菌株携带耐药基因有 FosX、mprF、lin、norB、tetM、

dfrG 等 6 个基因, 携带 3 种以上毒力基因的菌株数量达到 78.6%。结论  苏州市食源性 Lm 的分子型别较为

多样且具有优势型别, 普遍携带较多毒力基因和多个耐药基因, 应加强监测。 
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Whole genome sequencing analysis of foodborne Listeria  
monocytogenes in Suzhou 
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ABSTRACT: Objective  To analyze the molecular characteristics of foodborne Listeria monocytogenes (Lm) in 

Suzhou by high-throughput sequencing technology, including virulence gene carrying status, molecular typing, 
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genetic evolutionary lineage and genetic evolutionary relationship. Methods  The whole genomes of 42 strains of 

Lm isolated from food during 2016 to 2020 were sequenced. CLC Genomics Workbench 21.0.4 software was used to 

assemble the genomes, and analyze their drug-resistance genes and virulence genes. Lineage, clone complexes (CC), 

serogroup, multilocus sequence typing (MLST), core genome multilocus sequence typing (cgMLST) were obtained 

by aligning with the BIGSdb-Lm database. The maximum likelihood tree was constructed using the Baiyi microbial 

analysis platform v4.0. Results  The 42 strains of Lm contained 2 lineages, lineage I and lineage II, and lineage II 

was the predominant (83.3%). The serogroups were divided into IIa, IIb and IIc, with IIa being the predominant 

(57.1%). The 42 strains of Lm were divided into 11 CC types (also 11 sequence types), and the dominant types were 

CC9, CC8 and CC121, accounting for 61.9%. Each strain carried more than 30 virulence genes, involving LIPI-1, 

LIPI-2 and LIPI-3. The detection rate of actA in LIPI-1 was 76.2%, and the detection rates of prfA, plcA, hly, mpl, and 

plcB were all 100.0%. In LIPI-2, the detection rate of inlF was 81.0%, that of inlB was 97.6%, and that of inlA, inlC, 

inlJ, inlK, and inlP were all 100.0%. Only one strain carried LIPI-3. The Lm strains carried 6 drug resistance genes, such 

as FosX、mprF、lin、norB、tetM、dfrG, and 78.6% of the strains carried more than 3 virulence genes. Conclusion  The 

molecular types of foodborne Lm in Suzhou are diverse but have dominant types. The strains generally carried many 

virulence genes and multiple drug resistance genes, and monitoring should be strengthened. 

KEY WORDS: Listeria monocytogenes; foodborne; whole genome sequencing 
 
 

0  引  言 

单核细胞增生李斯特菌(Listeria monocytogenes, Lm)

属于革兰氏阳性兼性厌氧菌, 是导致人类李氏杆菌病的主

要病原菌[1]。李氏杆菌病是一种高致死率的人畜共患病, 

对老年人、免疫缺陷人群、新生儿、怀孕妇女尤其危险, 能

导致败血症、脑膜炎、乙型脑炎、流产和死产[1‒3]。Lm 分

布广泛且对环境的耐受能力强, 4℃的环境中仍可生长繁

殖, 可对人食用的肉、奶、蛋、水产品、蔬菜及冷冻食品

等造成不同程度的污染[4‒5]。 

分子分型是对 Lm 进行监测的重要手段。Lm 常见的

分子分型方法有 : 脉冲场凝场凝胶电泳 (pulsed-field gel 

electrophoresis, PFGE)分型、多位点序列分型(multilocus 

sequence typing, MLST)和克隆群(clone complexes, CC)型。

PFGE 分型分辨力高, 但操作费时费力。MLST 是利用 7 个

管家基因(abcZ、bglA、cat、dapE、dat、ldh、lhkA)的不同

组合进行分型。CC 型也是基于 MLST 分型的 7 个基因位

点来划分的, 同一个 CC 型中任意两个菌株之间的 ST 基因

位点差别不超过 1 个[6‒8]。MLST 分型和 CC 型便于不同区

域之间的型别比较或同一区域不同时间的主要型别变化分

析, 但这 2 种方法由于监测的基因位点较少, 分辨力有限。

核心基因组多位点序列分型 1748 (core genome multilocus 

sequence typing 1748, cgMLST1748)分型采用了 1748 个核

心基因组位点进行分型, 是随着全基因测序技术的发展新

出现的分型方法。cgMLST 分型可以监测一千多个基因位

点, 应该具有更高的分辨力和更好的溯源效果, 但该方法

没有 MLST 分型和 CC 型普及, 监测效果需要更多的数据

积累。本研究对苏州市 42 株食源性 Lm 进行全基因组测序, 

并对其进行 MLST 型别、CC 型别及 cgMLST 分型, 并对

三者进行比较。此外利用测序数据分析菌株毒力基因及耐

药基因携带情况, 亲缘关系演化情况, 旨在掌握苏州市食

源性 Lm 的分子特征和分布特点, 为长期监测和快速溯源

提供基础数据, 也为不同监测方法的适用情景提供参考。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

42 株 Lm 分离自 2016—2020 年在苏州市 6 个区和 4

个县级市抽检的食品, 涵盖生鲜肉、预制肉、熟肉、水

产品及其制品、蔬菜、寿司等 6 个类别。按照 GB 

4789.30—2016《食品安全国家标准 食品微生物学检验 单

核细胞增生李斯特氏菌检验》对样品进行处理, 增菌后采

用李斯特菌显色平板进行初步鉴定, VITEK 2 Compact 全

自动微生物鉴定系统进行确认鉴定。 

李斯特菌显色平板(上海欣中公司); LB 增菌液、木糖

发酵管、鼠李糖发酵管(北京陆桥公司); VITEK 2 革兰氏阳

性菌鉴定卡(法国 bioMérieux 公司); 血平板(广东环凯公

司); 核酸提取试剂盒(瑞士罗氏公司); 1 mol/L Tris-HCl、

0.5 mol/L 乙二胺四乙酸(ethylene diamine tetraacetic acid, 

EDTA)(北京索莱宝科技有限公司 ); Qubit dsDNA BR 

Assay Kit 试剂盒(美国 Life Invitrogen 公司); DNA Prep 

Tagmentation 试剂盒、Miseq Reagent Kit V2 试剂盒(美国

Illumina 公司)。 

1.2  仪器与设备 

MagNA Pure 24 System 全自动核酸提取纯化仪(瑞士罗氏
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公司); Qubit 3.0 Fluorometer 荧光定量仪(美国Life Invitrogen 公

司); Miseq Illumina 测序仪(美国 Illumina 公司); VITEK 2 

Compact 全自动微生物鉴定系统(法国 bioMérieux 公司)。 

1.3  全基因组测序、组装及最大似然树的构建 

‒80℃保存的菌株经李斯特菌显色平板 36℃培养 24 h 后, 

挑取蓝色有晕菌落接种血平板 36℃培养 20 h。挑取菌落于缓

冲溶液中(20 mmol/L Tris-HCl, 5 mmol/L EDTA)重悬, 用

MagNA Pure 24 System 全自动核酸提取仪提取核酸。用 Qubit 

3.0 Fluorometer 荧光定量仪测定 DNA 浓度。按 Illumina DNA 

Prep Tagmentation 试剂盒操作说明书进行文库构建。用

Illumina Miseq 测序仪进行测序, 测序深度设定为≥100×。 

将测序获得的原始序列(Raw reads)在 CLC Genomics 

Workbench 21.0.4软件上用Trimming模块去除低质量数据, 

然后进行从头拼装 (De Novo Assembly), 对组装后的

contigs 用菌株编号命名。利用柏熠微生物分析平台 v4.0, 

以北京 Lm 分离株(NCBI Locus: CP015593)作为参考序列

进 行 全 基 因 组 组 装 和 最 大 似 然 树 的 构 建 (maximum 

likelihood tree, ML tree), 将输出结果上传到 iTOL 线上平

台(https://itol.embl.de/)进行图形美化和信息注释。 

1.4  血清型分型 

本研究对菌株采用聚合酶链式反应(polymerase chain 

reaction, PCR)血清型分类方法。BIGSdb-Lm 数据库中 PCR

血清型有Ⅱa、Ⅱb、Ⅱc、Ⅳa、Ⅳb 共 5 个型别。将组装后的

菌株 contigs 逐个上传到 BIGSdb-Lm 数据库 (https:// 

bigsdb.pasteur.fr/listeria/) PCR-serogroup 模块进行分析, 获

得每个菌株的 PCR 血清型。 

1.5  谱系、CC 型、MLST 分型及 cgMLST 分型 

MLST 分型和 CC 型所依据的 7 个管家基因分别是

abcZ、bglA、cat、dapE、dat、ldh、lhkA。Lm 谱系结果也

是基于上述 7 个基因位点划分的, 可分为Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ和Ⅳ 4

个谱系。将组装后的菌株 contigs 逐个上传到 BIGSdb-Lm

数据库(https://bigsdb.pasteur.fr/listeria/) MLST 模块进行分

析, 获得每个菌株的谱系, CC 型及 MLST 分型。利用

BioNumerics v8.0 软件进行 MLST 型、CC 型及 PCR 血清

型聚类图的绘制。cgMLST 是依据 1748 个基因位点来分型

的。将组装后的菌株 contigs 逐个上传到 BIGSdb-Lm 数据

库(https://bigsdb.pasteur.fr/listeria/) cgMLST1748 模块进行

分析, 获得每个菌株 cgMLST 型别。 

1.6  毒力基因及耐药基因分析 

毒力基因分析基于毒力因子数据库(virulence factors 

database, VFDB)。耐药基因的查找基于 CARD 数据库和

ResFinder 数据库。这两种数据库内置于 CLC Genomics 

Workbench 21.0.4 软件 Find Resistance with Nucleotide DB

模块中。将组装后的菌株 contigs 提交到上述模块中进行数

据比对, 再将比对结果逐个导出, 用 Excel 2007 进行结果

统计和数据分析。利用 BioNumerics v8.0 软件进行菌株毒

力基因聚类图的绘制。 

2  结果与分析 

2.1  谱系与毒力基因分析 

由图 1 可知, 42 株 Lm 大多属于谱系 II, 占 83.3%, 其

余属于谱系 I, 未发现谱系 III 和谱系 IV。42 株 Lm 携带 
 

 
 

图 1  42 株 Lm 毒力基因携带情况聚类图 

Fig.1  Cluster diagram of 42 strains of Lm carrying virulence genes 
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41 种毒力基因, 功能包括黏附、入侵、运动、外毒素、抗

压等。本研究检出了毒力岛 LIPI-1、LIPI-2 和 LIPI-3。LIPI-1

主要由 prfA、plcA、hly、mpl、actA 和 plcB 等 6 个毒力基

因组成[7,9], 其中 actA 检出率为 76.2%, 其他 5 种毒力基因

检出率均为 100.0%。LIPI-2 与 Lm 的黏附、侵袭有关, 由

inlA、inlB、inlC 等多个内化素组成[9], 本研究检出了 7 个

相关基因, 分别为 inlA、inlB、inlC、inlF、inlJ、inlK、inlP, 

其中 inlF 的检出率为 81.0%, inlB 检出率为 97.6%, 其他 5

种基因检出率均为 100.0%。LIPI-3 编码李斯特菌溶血素

S, 共包含 8 种基因, 只有 SZ2016050 携带该毒力岛的 8 种

基因, 其他菌株不携带相关基因。携带毒力基因最多的菌

株为 SZ2016050, 携带 40 种毒力基因。所有菌株携带的毒

力基因数量均在 30 个以上。 

2.2  耐药基因分析 

42 株 Lm 的耐药基因检出情况见表 1。42 株 Lm 携带

mprF、FosX、lin、tetM、dfrG、norB 等 6 种耐药基因, 分

别与耐受多肽类、磷霉素类、林可酰胺类、四环素类、甲

氧苄啶类、氟喹诺酮类抗生素有关。检出率最高的 3 种耐

药基因分别为 FosX、mprF 和 lin, 检出率分别为 100.0%、

95.2%和 71.4%。tetM 和 dfrG 检出率较低, 均为 7.1%。共发

现了 6 种多重耐药模式, 其中以 mprF+FosX+norB+lin 占比

最高, 达到 47.6%。在多重耐药菌株中, mprF+FosX+lin 出

现的频率最高, 达到 87.9%。携带 3 种以上耐药基因的比

例高达 78.6%。 

 
表 1  42 株 Lm 的耐药基因检出情况 

Table 1  Antimicrobial resistance genotype of 42 strains of Lm 

耐药基因 阳性菌株数量 阳性菌株比例/%

FosX 42 100.0 

mprF 40 95.2 

lin 30 71.4 

norB 22 52.4 

tetM 3 7.1 

dfrG 3 7.1 

norB+mprF+FosX 1 2.4 

FosX+norB+lin 2 4.8 

mprF+FosX+lin 7 16.7 

mprF+FosX+tetM+dfrG 1 2.4 

mprF+FosX+norB+lin 20 47.6 

mprF+FosX+lin+tetM+dfrG 2 4.8 

携带 3 种以上毒力基因合计 33 78.6 

 

2.3  PCR 血清型与 CC 型分析 

由图 2 可知, 42 株菌分属Ⅱa、Ⅱb、和Ⅱc 3 个血清型, 其

中Ⅱa为优势血清型, 占 57.1%。42 株菌分为 11 种 CC 型, 本

研究结果 ST 型与 CC 型数字基本是一致的, 只有一种 ST

型与 CC 型数字不一致, 即 ST378型属于 CC19。CC9、CC8、

CC121 属于优势型别, 共占 61.9%, 与侯配斌等[10]报道的

山东省食源性分离株的检测结果相近。北京 110 株分离自

肉类产品的 Lm, ST9 和 ST121 是优势型别, 共占 50.9%[11], 

本研究这两种型别检出率为 42.9%, 比其略低。康立超等[12]

报道的新疆食源性 Lm 中 CC9、CC8、CC121 也是其主要

型别, 但其另一主要型别 CC1 在我市未检出。PCR 血清型

和 CC 型具有一定相关性。Ⅱc 血清型都为 CC9, Ⅱb 血清型

包括 CC3、CC5、CC87, 其余 7 个 CC 型都属于Ⅱa 血清型。 

 

 
 

注: 圆圈大小及分区个数表示菌株数, 连线上数字代表 

等位基因的差异数。 

图 2  42 株 Lm 的 MLST 分型及血清型聚类图 

Fig.2  MLST typing and serotype clustering diagram of 42 strains of Lm 
 

2.4  MLST 分型、cgMLST 分型、全基因组进化树 

由图 3 可知, 经 MLST 分型, 42 株菌分为 11 种 STs, 

ST9、ST8、ST121 属于 MLST 优势型别, 分别占 26.2% 

(11/42)、19.0% (8/42)、16.7% (7/42)。42 株 Lm 分为 21 种

cgMLST 型, 以 BIGSdb-Lm 数据库 closest profile ID 的数

字来命名型别。每个 cgMLST 型包含 1~8 株菌, 12 种型别

仅含 1 株菌, 优势型别是 11860 和 20540, 分别占 19.0% 

(8/42)和 14.3% (6/42)。同一种 cgMLST型所包含菌株的ST、

CC、谱系、PCR 血清型都是相同的, 而同样的 ST 型可能

包含几个不同的 cgMLST 型, 如 20540 型包含 6 株 ST9, 但

11 株 ST9 分属于 5 个 cgMLST 型。进化树分为 11 个进化

分支, 与 MLST 分型具有一一对应关系。相同的 cgMLST

型别都聚集在一起或者具有较近的进化距离。主要样品类

型(数量大于 5)在各进化分支的分布较为分散, 与各进化

分支之间没有明显的相关关系。 
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图 3  42 株 Lm 全基因组最大似然树 

Fig.3  Whole genome ML tree of 42 strains of Lm 

 

3  讨论与结论 

根据细菌基因组的系统进化分析, Lm 可分为Ⅰ、Ⅱ、

Ⅲ和Ⅳ 4 个谱系。谱系Ⅰ菌株通常从人类临床病例中分离

出, 谱系Ⅱ菌株通常是从食物和环境中分离出来[13‒16]。本

研究的食源性菌株主要为谱系Ⅱ, 与上述报道相符。已发

现的毒力岛有 LIPI-1、LIPI-2、LIPI-3 和 LIPI-4 4 个毒力

岛, 与 Lm 对宿主组织的入侵及入侵之后的生存和定殖有

关[17]。本研究发现了 41 种毒力基因, 涉及 LIPI-1、LIPI-2、

LIPI-3 3 个毒力岛, 未发现 LIPI-4, 与肇庆市检测结果相近, 

其 13 株 Lm 检出 43 种毒力基因, 涉及 4 个毒力岛[18]。Lm

对磷霉素天然耐药, 2017 年即食食品 239 株菌都携带 FosX

基因[19], 2015—2019 年河南省 60 株临床 Lm 也都携带该基

因[20], 本研究 42 株菌也全部携带。除 FosX 基因外, tetM、

dfrG 检出的频率也较高[11,19,21]。 

中国引起李氏杆菌病的克隆群主要为 CC87、CC8 和

CC9。CC87 携带毒力岛 LIPI-1、LIPI-2、LIPI-3, 是临床

分离株中最为流行的超级带毒克隆群之一[22‒25]。温州市

和上海市分离的食源性 Lm 中 ST87 (CC87)均属于优势

型别[26‒27]。苏州市分离株中 CC9 和 CC8 是主要型别, CC87

也有发现但所占比例不高(7.1%)。本研究的优势型别中

CC9 属于血清型Ⅱc, CC8 和 CC121 属于血清型Ⅱa, 与李薇

薇等[19]对 2017 年中国即食食品中分离的 Lm 的分子特征

一致。但 PCR 血清型与菌株 CC 型之间的相关关系数据还

比较少, 还有待更多的研究报道。 

本研究 42 株 Lm 分为 11 种 ST 型和 21 种 cgMLST 型。
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相同 ST 型菌株在 ML tree 上聚在一起, 同一 cgMLST 型别

的菌株在 ML tree 上多数情况具有较其他菌株更近的进化

距离, cgMLST 分型和 ML tree 所展现的遗传进化关系基本

一致, 表现出较高的分辨力。cgMLST 分型可以区分一些

PFGE 分型和 MLST 分型难以区分的型别, 比如食源性

Lm 菌株 SZ2020020 和 SZ2020216, 两者 PFGE 分型 100%

相似[28], 本次研究显示两者 MLST 分型均属 ST121 型。但

是 SZ2020020 是 2020 年 3 月从苏州市姑苏区胥江菜场采

集的生鸭子中分离得到, SZ2020216 是从 2020 年 8 月从往

来无白丁旗舰网店购买的预制黑椒牛排中分离得到, 产地

为山东省济宁市梁山县。这两株菌的分离样品从采样时间、

采样地点上均无交集, 但 PFGE 分型和 MLST 分型均无法

区分是否属于同一菌株。cgMLST 发现两者分属于 cgMLST 

13761型和 cgMLST 19382型, 在进化树上分布于同一进化

分支但隔了一定的进化距离。cgMLST 是基于 1748 个核心

基因进行分型, 相对于 MLST 分型和 PFGE 分型, 其利用

的遗传信息更加丰富, 分辨力也更高, 在院感监测、暴发

管理及溯源等方面的应用也越来越广泛[29‒31]。利用全基

因组进化树来查看菌株的遗传进化关系需要具有运算能

力较强的服务器, BIGSdb-Lm 数据库作为开放数据库, 可

以方便的查询菌株的 cgMLST型别, 可以作为地区日常监

测的手段, 也方便不同实验室间的数据比对, 具有较高的

应用价值。 
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