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摘 要：【目的】为了探究 LPXTG 基序锚定蛋白 Lmo0130 对单核增生李斯特氏菌 EGD-e 在感染

致病中的影响，比较该菌 EGD-e、lmo0130 基因缺失株和回补株在生长、细胞和宿主感染等方面

的差异。【方法】构建单核增生李斯特氏菌 lmo0130 基因缺失株 Δlmo0130 和回补株 CΔlmo0130，

探究 Lmo0130 对单核增生李斯特氏菌的生长能力、细胞表面的细菌黏附与侵袭能力、细胞内的

细菌增殖能力、细胞间的迁移能力，以及感染小鼠的存活能力和细菌定殖能力等方面的影响，从

而阐明 Lmo0130 对单核增生李斯特氏菌在细胞和宿主感染中的作用。【结果】LPXTG 基序锚定蛋

白 Lmo0130 有助于单核增生李斯特氏菌在细胞表面的黏附与侵袭、在细胞内的增殖、在感染小

鼠组织中的定殖，并最终有助于在小鼠中的致病力，但对该菌的生长和胞间迁移能力无显著影

响。【结论】本研究阐明了 Lmo0130 在单核增生李斯特氏菌感染细胞和宿主中的作用。
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Abstract: [Objective] To investigate the role of Listeria monocytogenes LPXTG motif-anchored 
protein Lmo0130 in infection causing diseases, the bacterial growth, infection in cell and host 
among the L. monocytogenes wild-type, lmo0130-deleted and lmo0130-complementary strains 
were compared. [Methods] The lmo0130-deleted strain Δlmo0130 and lmo0130-complementary 
strain CΔlmo0130 were constructed to investigate the effects of Lmo0130 on the abilities of 
bacterial growth, cell surface adhesion and invasion, intracellular proliferation, intercellular 
migration, survival of infected mice, and bacterial load in mouse organs, ultimately demonstrated 
the role of L. monocytogenes Lmo0130 in cell and host infection.[Results] LPXTG motif-anchored 
protein Lmo0130 contributed to cell surface adhesion and invasion, intracellular proliferation, 
specific colonization in the liver and spleen, and pathogenicity in mice. However, it had no effect 
on bacterial growth or intercellular migration. [Conclusion] Lmo0130 contributes to cell and host 
infection of L. monocytogenes finally.
Keywords: LPXTG motif-anchored protein Lmo0130; infection causing diseases; intracellular 
proliferation; Listeria monocytogenes

食源性胞内致病菌单核增生李斯特氏菌

(Listeria monocytogenes)是重要的革兰氏阳性菌，

也是引起人类食物中毒性死亡的第三大病原微

生物[1-2]。单核增生李斯特氏菌经受污染的食物

进入感染机体后，通过裂解吞噬泡进入细胞质

中并大量增殖，进而在细胞间传播[3-4]，甚至突

破血脑屏障或孕妇的胎盘屏障，引发孕妇流产，

幼儿、老人和免疫力低下者脑膜炎和败血症等

临床症状，病死率高达 30%[5-6]。单核增生李斯

特氏菌表达多种表面蛋白和分泌蛋白参与单核

增生李斯特氏菌感染宿主的细胞表面黏附、细

胞侵袭、细胞内增殖和细胞间传播等过程[7-8]。

其 中 LPXTG 基 序 锚 定 蛋 白 是 羧 基 端 带 有

LPXTG 保守基序的一类蛋白质，通过 SrtA 分选

酶将其共价结合到细胞壁肽聚糖上，并呈现在

细菌表面。这类表面蛋白在感染机体过程中发

挥重要的毒力作用，如重要毒力因子 InlA[1,9]、

Vip[10]和 LapB[11]。在单核增生李斯特氏菌 EGD-e

的全基因组中发现 41 个 LPXTG 基序锚定蛋

白[12-13]，且其中多个 LPXTG 基序锚定蛋白的感

染生物学功能和机制未知。

本研究通过比较单核增生李斯特氏菌 EGD-e、

缺失株 Δlmo0130 和回补株 CΔlmo0130 在生长、

细胞和宿主感染等方面的差异，明确 LPXTG 基
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序锚定蛋白 Lmo0130 在单核增生李斯特氏菌感

染致病中的作用，旨在为进一步解析 Lmo0130

介导的感染机制奠定理论基础。

1　材料与方法　材料与方法

1.1　菌株、质粒和引物

单核增生李斯特氏菌参考菌株 EGD-e、缺

失株 Δlmo0130 和回补株 CΔlmo0130 培养于牛

脑心浸出液肉汤培养基(brain heart infusion, BHI)

中，在 37 ℃摇床或生化培养箱中振荡或静置

培养。

本研究所涉及引物见表 1。

1.2　Δlmo0130 缺失株和 CΔlmo0130 回

补株的构建和筛选

基于无痕基因敲除原理构建单核增生李斯

特氏菌基因缺失株[14]。以 lmo0130-up-F/R 和

lmo0130-down-F/R (表 1)为引物，以过夜培养的

单核增生李斯特氏菌 EGD-e (GenBank 登录号：

NC_003210.1)菌液作为基因组 DNA 模板进行

PCR 反应分别扩增 lmo0130 基因的上、下游同

源臂。PCR 反应体系 (50 μL)：2×KOD OneTM 

PCR Master Mix 25 µL，上、下游引物(10 µmol/L)

各 2 µL，DNA 模板 2 µL，ddH2O 19 µL。PCR

反应条件：98 ℃预变性 5 min；98 ℃变性 10 s，

58 ℃退火 5 s，72 ℃延伸 1 s，35 个循环；72 ℃

终 延 伸 7 min。 以 lmo0130-up-F 和 lmo0130-

down-R 为引物，以 lmo0130 基因的上、下游同

源臂扩增产物各 1 µL 为基因组 DNA 模板，参

照上述 PCR 反应体系和条件通过重叠 PCR 获得

上下游同源臂融合片段。该融合片段经 Hind Ⅲ

和 EcoR Ⅰ双酶切后构建至 pKSV7 质粒中获得重

组质粒 pKSV7_lmo0130。随后将该重组质粒电

转至单核增生李斯特氏菌 EGD-e 感受态中，通

过温度和 Cmr (10 μg/mL)抗性双重选择压力下进

行同源重组克隆的筛选，并用引物 lmo0130-

front-F/lmo0130-down-R (表 1)对筛选出的重组单

克隆进行 PCR 和测序双重验证，最终获得缺失

菌株 Δlmo0130。

通过 biocyc 数据库查明单核增生李斯特氏

菌 lmo0130 基因为单转录本，参考文献[14]构建

回补株。设计引物 CΔlmo0130-F/R (表 1)扩增

lmo0130 的启动子和开放阅读框。扩增产物经

Sac Ⅰ和 BamH Ⅰ双酶切后构建至 pIMK2 质粒中获

得重组质粒 pIMK2_lmo0130。将该质粒电转至

Δlmo0130 感受态中，通过卡那霉素(50 μg/mL)

抗性筛选，并对筛选出的单克隆经菌落 PCR 和

测序验证后最终获得回补株 CΔlmo0130。

通 过 lmo0130-in-F/R 和 lmo0130-out-F/R 

表1　引物序列信息

Table 1　Primers used in this study

Primers name

lmo0130-up-F

lmo0130-up-R

lmo0130-down-F

lmo0130-down-R

lmo0130-front-F

CΔlmo0130-F

CΔlmo0130-R

lmo0130-in-F

lmo0130-in-R

lmo0130-out-F

lmo0130-out-F

Primer sequences (5′→3′)

CCCAAGCTTGCTGCTTGCTACATAATGCGCC

CAATCCAGCTGTATCAAATTTGTTCACTTTCACACTCTCCCTTTTT

AAAGTGAACAAATTTGATACAGCTGGATTGGCAACTGTATTTG

CCGGAATTCCACGGAATGAATGATCGTGGAATGAAGAAA

CCGCGATAGCAAGTTCCGTTATTTC

GGGGATCGGAATTCGAGCTCTTCAAGAAAACTACACATGTTTTACTCGTAGCAG

GCAGCCCGGGGGATCCACCAGTTGTTGGTAAGGAAGTATTGG

TTTTTTCCATCGAAATGAAAATATAGCCAAATTTTATCATTACA

AGGGTGTTCCAGGAAGCTGG

TGACAATGCTATCCGTGTTCAAGC

AGGGTGTTCCAGGAAGCTGG
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(表 1)基因内外部引物对 Δlmo0130 和 CΔlmo0130

进行 PCR 鉴定。

1.3　生长曲线的绘制和菌落计数

参考文献[15]比较单核增生李斯特氏菌各菌

株生长曲线的差异。过夜培养的菌液调整至相

同 OD600 吸光值后转接至新鲜培养基中培养

12 h，并每隔 1 h 用多功能酶标仪 SynergyTM H1

测定 OD600 吸光值。每个菌株设置 3 个重复。

1.4　细菌黏附与侵袭试验

参考文献[16]探究 Lmo0130 对单核增生李

斯特氏菌在人肠上皮细胞 Caco-2 上黏附和侵袭

的影响。培养到 OD600 为 0.6 的单核增生李斯特

氏菌菌液经 1×PBS (10 mmol/L)洗涤 2 次后用

RPMI 1640 细胞培养基稀释至 2×106 CFU/mL 备

用。稀释后的菌液以感染复数 (multiplicity of 

infection, MOI)=10 感染人肠上皮细胞 Caco-2。

感染 30 min 后洗涤细胞 3 次，裂解细胞并倍比

稀释后涂布于 BHI 平板上计数，黏附率计算如

公式(1)所示。

黏附率=黏附后细菌数/感染前细菌数×100% (1)

感染 1.5 h 后，加入 50 µg/mL 庆大霉素的

作用 30 min 杀灭胞外菌，随后洗涤细胞 3 次，

并裂解细胞计数，侵袭率计算如公式(2)所示。

侵袭率=侵袭后细菌数/感染前细菌数×100% (2)

1.5　胞内增殖试验

参考文献[17]探究 Lmo0130 对单核增生李

斯特氏菌在小鼠巨噬细胞 RAW264.7 中增殖能

力的影响。培养到 OD600 为 0.6 的单核增生李斯

特氏菌菌液，经 1×PBS (10 mmol/L)洗涤 2 次后

用 DMEM 细胞培养基稀释至 5×106 CFU/mL。

稀释后的菌液以 MOI=10 感染 RAW264.7 细胞。

感 染 30 min 后 用 50 μg/mL 庆 大 霉 素 处 理

30 min。处理后的细胞洗涤 3 次后用含 5 μg/mL

庆大霉素的 DMEM 培养基(含 10% FBS)继续培

养 1、4 和 7 h，然后裂解细胞进行倍比稀释并

涂布在 BHI 平板上进行细菌计数。

1.6　细菌空斑试验

参考文献[14]探究 Lmo0130 对单核增生李

斯特氏菌在小鼠成纤维细胞 L929 间迁移的影

响。培养到 OD600 为 0.6 的单核增生李斯特氏菌

菌液，经 1×PBS 洗涤 2 次后用 DMEM 细胞培

养基稀释至 2×105 CFU/mL。稀释后的菌液以

MOI=0.2 在 6 孔板中感染 L929 细胞。感染后的

细胞继续培养 1 h 并在期间不时晃动细胞板使细

菌分布均匀。随后洗涤细胞 3 次，加入 50 µg/mL

庆大霉素处理细胞 1 h 用于杀灭胞外细菌。洗涤

细胞 3 次，然后加入 3 mL 含 10 µg/mL 庆大霉

素和 10% FBS 的无酚红 DMEM 培养基与 0.7%

低熔点琼脂糖充分混匀后配制成的细胞覆盖琼

脂，待琼脂凝固后倒置细胞板继续培养 3 d 直至

空斑出现。将细胞经 40% 甲醛溶液固定和 0.5%

结晶紫染色 10 min，再用 ddH2O 冲洗后测定空

斑数量和大小。

1.7　细菌存活和组织定殖试验

参考文献[18]探究 Lmo0130 对单核增生李

斯特氏菌感染小鼠存活能力和小鼠脏器中细菌

定殖能力的影响。过夜培养的单核增生李斯特

氏菌用 1×PBS 洗涤并稀释至 1×107 CFU/mL 备

用。每只 6 周龄的雌性 ICR 小鼠腹腔注射

200 µL 稀释后的菌液，每组 7 只，共 21 只。感

染 24 h 和 48 h 后，采集小鼠的脾脏(spleen)和肝

脏(liver)进行组织匀浆，随后将组织悬液倍比稀

释后涂布在 BHI 平板上进行细菌计数，每组去

除最高值和最低值后进行数据处理。

腹腔注射 200 µL 稀释后的 1×107 CFU/mL

单核增生李斯特氏菌菌液感染雌性 ICR 小鼠，

10 只/组，共 30 只，感染后每隔 12 h 观察小鼠

的存活情况并记录数据，共观察 7 d。动物实验

通过浙江农林大学实验动物伦理委员会审查，

编号：ZAFUAC202482。

1.8　数据统计与处理

使用 Graphpad Prism 8.0 进行数据处理和显

著性分析。除小鼠存活曲线采用 LogRank 以外，
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其余均采用 T 检验进行显著性分析，其中

ns 表 示 P>0.05，*表示 0.01<P<0.05，**表示

0.001<P<0.01， ***表示 P<0.001。使用 Adobe 

Illustrator 2025 进行图片排版。

2　结果与分析　结果与分析

2.1　 单 核 增 生 李 斯 特 氏 菌 缺 失 株

Δlmo0130 和回补株 CΔlmo0130 的构建

将筛选到的缺失株和回补株利用内部引物

lmo0130-in-F/R 和 外 部 引 物 lmo0130-out-F/R 

(表 1)进行菌落 PCR 验证。如图 1 所示，当用外

部引物进行 PCR 扩增时，以 EGD-e 为模板扩增

出 732 bp 的 PCR 产物，以缺失菌株 Δlmo0130

和回补菌株 CΔlmo0130 为模板扩增产物大小仅

为 282 bp；当用内部引物进行 PCR 扩增时，以

EGD-e 和 CΔlmo0130 为模板扩增出 492 bp 的

PCR 产物，而以 Δlmo0130 为模板未扩增出明显

条带。进一步将扩增产物进行 DNA 测序验证，

测序结果与目的序列比对一致，表明 Δlmo0130

缺失株和 CΔlmo0130 回补株构建成功。

2.2　Lmo0130 对单核增生李斯特氏菌生

长的影响

测定单核增生李斯特氏菌在 37 ℃ BHI 肉汤

中生长 0−12 h 的 OD600 吸光值，发现 Lmo0130

不影响单核增生李斯特氏菌的生长(图 2)。

2.3　Lmo0130 有助于单核增生李斯特氏

菌对细胞的黏附和侵袭

利用人肠上皮细胞 Caco-2 探究 Lmo0130 对

单核增生李斯特氏菌黏附和侵袭细胞的影响。

与 EGD-e 和 CΔlmo0130 相比，感染 0.5 h 时的

Δlmo0130 黏附率显著下降了 68.21% 和 54.02% 

(图 3A)；感染 1.5 h 时的∆lmo0130 侵袭率显著

下降了 77.80% 和 71.31% (图 3B)。可见，缺失

lmo0130 基因显著降低单核增生李斯特氏菌的黏

附和侵袭能力。因此 Lmo0130 有助于单核增生

李斯特氏菌对细胞的黏附和侵袭。

2.4　Lmo0130 有助于单核增生李斯特氏

菌在小鼠巨噬细胞 RAW264.7 中的增殖

比 较 单 核 增 生 李 斯 特 氏 菌 EGD-e、

Δlmo0130 和 CΔlmo0130 在 RAW264.7 细胞中增

殖能力的差异。单核增生李斯特氏菌在感染

0.5、2、5 和 8 h 时，胞内细菌数呈明显上升趋

势；在 0.5 − 5 h 之间， EGD-e、 Δlmo0130 和

CΔlmo0130 在 RAW264.7 中细菌数无显著差异；

而在感染 8 h 时，RAW264.7 细胞中 Δlmo0130

图1　单核增生李斯特氏菌EGD-e、Δlmo0130和

CΔlmo0130的菌落PCR验证

Figure 1　The confirmation of Listeria monocytogenes 

EGD-e, Δlmo0130 and CΔlmo0130 strains by bacterial 

colony PCR. M: DNA marker.

图2　比较单核增生李斯特氏菌EGD-e、Δlmo0130

和CΔlmo0130的生长水平差异

Figure 2　The comparison of growth abilities among 

Listeria monocytogenes EGD-e, Δlmo0130, and 

CΔlmo0130 strains.
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细菌数显著低于 EGD-e 和 CΔlmo0130 (图 4A)，

EGD-e 和 CΔlmo0130 的增殖率分别是 Δlmo0130

的 1.93 倍和 2.61 倍(图 4B)。因此 Lmo0130 有

助于单核增生李斯特氏菌在小鼠巨噬细胞

RAW264.7 中的增殖。

2.5　Lmo0130 不影响单核增生李斯特氏

菌在细胞间的迁移能力

探究 Lmo0130 对单核增生李斯特氏菌在小

鼠成纤维细胞 L929 间迁移能力的影响。在单核增

生李斯特氏菌 EGD-e、Δlmo0130 和 CΔlmo0130 的

图3　比较单核增生李斯特氏菌EGD-e、Δlmo0130和CΔlmo0130的黏附(A)和侵袭(B)能力

Figure 3　The comparison of adherence (A) and invasion (B) abilities among Listeria monocytogenes EGD-e, 

Δlmo0130, and CΔlmo0130 in Caco-2 cells. *: 0.01<P<0.05; ns: P>0.05.

图4　比较单核增生李斯特氏菌EGD-e、Δlmo0130和CΔlmo0130在RAW264.7中增殖能力的差异。A：胞内

细菌数；B：感染8 h后的增殖率。

Figure 4　 The comparison of proliferation abilities among Listeria monocytogenes EGD-e, Δlmo0130, and 

CΔlmo0130 in RAW264.7 cells. A: Bacterial counts in cell; B: Proliferation abilities after 8 hours infection. *: 

0.01<P<0.05; ***: P<0.001; ns: P>0.05.
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感染孔中均可见均匀分布的蚀斑 (图 5A)，且

Lmo0130 不影响蚀斑数目和大小(图 5B、5C)，

因此 Lmo0130 不影响该菌在小鼠成纤维细胞

L929 中的胞间迁移能力。

2.6　Lmo0130 有助于单核增生李斯特氏

菌对小鼠的致病力

通过小鼠感染模型来探究 Lmo0130 对单核

增生李斯特氏菌致病力的影响。在小鼠存活试验

中，每隔 12 h 观察腹腔注射感染单核增生李斯特

氏菌小鼠的存活情况。结果发现(图 6A)，在感染

后 60 h 感染 EGD-e、Δlmo0130 和 CΔlmo0130

的小鼠存活率分别为 70%、90% 和 80%；在感

染 80 h 后，感染 EGD-e 和 CΔlmo0130 的小鼠存

活率分别降低了 30% 和 50%，而感染 Δlmo0130

小鼠的存活率仅降低了 10%。这表明 lmo0130

基因缺失显著提高了感染小鼠的存活能力。小

鼠组织载菌量试验结果发现，感染单核增生李

斯特氏菌 24 h 时，各菌株在小鼠肝脏和脾脏中

的定殖能力无显著差异；而在感染 48 h 时，与

EGD-e 和 CΔlmo0130 相比，感染 Δlmo0130 的

小鼠肝脏载菌量分别下降了 84.98% 和 61.60%，

小鼠脾脏载菌量分别下降了 95.21% 和 84.37% 

(图 6B)。这表明 lmo0130 基因缺失后使感染小

图5　比较单核增生李斯特氏菌EGD-e、Δlmo0130和CΔlmo0130的胞间迁移能力差异。A：细菌蚀斑；B：

蚀斑大小；C：蚀斑数目。

Figure 5　The comparison of intercellular migration abilities among Listeria monocytogenes EGD-e, Δlmo0130, 

and CΔlmo0130 in L929 cells. A: Cell plaque; B: Plaque size; C: Plaque number. ns: P>0.05.
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鼠脏器中单核增生李斯特氏菌的定殖能力显著

降低。因此 Lmo0130 有助于单核增生李斯特氏

菌对小鼠的致病力。

3　讨论与结论　讨论与结论

单核增生李斯特氏菌是食源性疾病中病死

率最高的致病菌之一，食用该菌污染的食物易

引起败血症、脑膜炎、脑炎、流产或死胎等临

床症状[19-20]。表面蛋白对于革兰阳性菌在环境

中的存活和宿主感染至关重要的，而 LPXTG 基

序锚定蛋白是表面蛋白的重要组成部分，在黏

附、侵袭、胞内增殖、逃逸吞噬体和胞间传播

等宿主感染过程中发挥重要作用[21]。本研究明

确了功能未知的 LPXTG 基序锚定蛋白 Lmo0130

在单核增生李斯特氏菌生长和感染致病中的作

用，对解析该菌感染宿主的机制具有重要意义。

本研究通过细胞和动物感染模型发现

LPXTG 基序锚定蛋白 Lmo0130 在单核增生李斯

特氏菌的细胞和宿主感染中发挥重要作用，最

终影响该菌的致病力。LPXTG 表面蛋白锚定到

细胞壁上并介导多种革兰阳性菌的毒力，如李

斯特氏菌[13]、葡萄球菌[22-23]、链球菌[24]和肠球

菌[25]。SrtA 对于单核增生李斯特氏菌内化素

InlA 等 LPXTG 表面蛋白的表达和在细菌表面的

锚定都是必需的[26]，srtA 基因缺失导致该菌在

小鼠肝、脾中的定殖能力和对小鼠的致病力都

严重受损[27-28]。单核增生李斯特氏菌内化素家

族蛋白在该菌的宿主感染及致病中起重要作用，

如 InlA[29-31]、 InlF[32]、 InlJ[33]、 InlH[34]、 InlK[35]

和 Lmo0171[36]。其中 InlA 通过 LRR 结构域发

挥黏附侵袭和细菌内化，并在跨越肠道屏障和

胎盘屏障中起着关键作用[29-31]；InlF 与表面波形

蛋白 Vimentin 的结合对于单核增生李斯特氏菌

在大脑中的最佳定殖是必需的[32]。黏附素 InlJ

在单核增生李斯特氏菌感染宿主时特异性表达，

有助于该菌发挥完整毒力[33]。LPXTG 表面蛋白

LapB 也是一种黏附素，对于单核增生李斯特氏

菌侵袭哺乳动物细胞和致病力具有重要意义[11]。

此外，Vip 通过与宿主 gp96 相互作用在单核增

生李斯特氏菌侵袭哺乳动物细胞和发挥毒力时

起关键作用[10]。李斯特氏菌侵袭素 LmiA 有助

于细菌与宿主黏蛋白之间的互作并介导细菌的

图6　比较单核增生李斯特氏菌EGD-e、Δlmo0130和CΔlmo0130对小鼠的致病力的差异。A：感染后小鼠

的存活曲线；B：肝脏和脾脏的组织载菌量。

Figure 6　The comparison of pathogenicity among Listeria monocytogenes EGD-e, Δlmo0130 and CΔlmo0130 

in infected mice. A: The survival curve of infected mice; B: The bacterial loads in liver and spleen of mice. *: 

0.01<P<0.05; **: 0.001<P<0.01; ***: P<0.001; ns: P>0.05.
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侵袭[37]。缺失 iap 基因后显著降低该菌在细胞间

传播能力和对小鼠致病力[38]。因此 LPXTG 蛋白

在单核增生李斯特氏菌在感染致病中的作用和

机制有待进一步探索。

本研究通过构建 lmo0130 的缺失株并探究

其感染生物学功能，发现 LPXTG 基序锚定蛋白

Lmo0130 在单核增生李斯特氏菌细胞和宿主感

染中发挥重要作用。这一发现对进一步解析

Lmo0130 介导宿主感染的机制及明确 LPXTG 基

序锚定蛋白的功能奠定了重要基础。
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