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摘要:【目的】单核细胞增生性李斯特菌(Lm)是人兽共患李斯特菌病的病原菌，其致病性与调控因子 PrfA 蛋
白作用下毒力基因的表达有着密切关系，本文初步探讨了 PrfA 蛋白对细菌毒力因子的调控作用。【方法】利
用同源重组技术对血清型分别为 1 /2a 和 4b 的 LM4、F4636 进行 prfA 基因的敲除，并构建其回复突变株，对
获得的突变株 LM4ΔprfA、F4636ΔprfA 进行生物学特性研究。【结果】实验结果表明:两株缺失株的溶血活性
丧失、回复突变株的溶血活性得到恢复，突变株还丧失磷脂酶活性，黏附和侵袭特性显著下降(P ＜ 0. 05)，对
BALB / c 小鼠的半数致死剂量提高了 105

个数量级。【结论】由此表明，PrfA 蛋白对 hly、plcB、inl 家族基因的
表达及细菌毒力具有重要的调控作用。prfA 基因缺失株的构建为进一步研究 PrfA 蛋白的调控功能提供了
材料，为研究其在 Lm 致病性中的作用奠定了基础。
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李斯特菌为兼性厌氧的革兰氏阳性杆菌，无芽

孢，不产生荚膜。本属有 7 个种，以单核细胞增生性
李斯特菌( Listeria monocytogenes，Lm)为代表种。单
核细胞增生性李斯特菌是一种重要的人畜共患病原

菌，在自然界中广泛存在。该菌抵抗环境能力强，可
在1 ℃ － 4 ℃增殖存活，对食品卫生安全构成巨大
的威胁

［1 － 2］。该菌可通过食物链，进入家畜和人的

肠道内，侵入肠道上皮细胞，并可随血液进行传播，

进而引起哺乳动物和人的败血症、脑膜炎，以及孕畜
流产等

［3 － 4］，其感染致死率约为 25%。20 世纪 90

年代，WHO 曾将该菌列为食品中的四大致病菌之
一，引起各国的普遍关注

［5］。

Lm 是典型的胞内寄生菌，可在巨噬细胞和许

多非吞噬细胞(如上皮细胞、内皮细胞和肝细胞)内
增殖，可以通过损伤的黏膜并经神经末梢的鞘膜侵

犯中枢神经系统。该菌的毒力相关基因主要集中在
毒力岛Ⅰ ( LIPI-Ⅰ) 和毒力岛Ⅱ ( LIPI-Ⅱ) 上［6 － 7］。

在毒力基因的作用下，细菌得以黏附、侵袭细胞，

逃离吞噬小泡，从而在细胞内移动、定植、存活。
PrfA( positive regulatory factor A) 是李斯特菌最重
要的毒力调节因子，由 prfA 基因编码。该因子调
节李斯特菌 LIPI-Ⅰ、LIPI-Ⅱ上的毒力基因及其它
潜在基因的表达，从而对李斯特菌的侵袭起到调

控作用。本研究通过同源重组的方法从基因组中
缺失 prfA 基因，并对缺失株的生物学特性进行了
研究。
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1 材料和方法

1. 1 材料
1. 1. 1 菌株和质粒:大肠杆菌 ( Escherichia coli)
DH5α、DH10β 单核细胞增生性李斯特菌血清型为
1 /2a 的野生型菌株 LM4、血清型为 4b 的野生型菌
株 F4636、穿梭载体 pKSV7 (Ampr)质粒均由本室保

存;pERL3 载体由德国吉森大学 Chakraborty 教授馈
赠，pMD18-T 购自 TaKaRa 公司。
1. 1. 2 实验动物:BALB / c 小鼠由扬州大学比较医
学中心提供。
1. 1. 3 培养基:试剂 BHI 培养基( BactoTM Brain
Heart Infusion) 购自 BD 公司。

1. 1. 4 主要试剂和仪器:细菌基因组 DNA 抽提
纯化试剂盒、DNA 聚合酶、高保真 DNA 聚合酶、
DNA 回收试剂盒及限制性核酸内切酶( BamHⅠ、
EcoRⅠ)、DNA 分子标准量 Marker 均购自大连宝
生物( TaKaRa)公司;T4 DNA 连接酶购自 Promega
公司;氨苄青霉素( Amp)、氯霉素、红霉素等购自
华美公司。PCR 仪购自东胜国际贸易公司;电转
化仪购自 Eppendorf;培养箱购自上海跃进医疗器
械厂;摇床购自美国精骐有限公司;离心机购自

Thermo，凝胶成像系统购自伯乐生命医学产品有
限公司。
1. 1. 5 引物:表 1 为本研究中使用的引物，参照
GenBank 上公布的基因序列设计，由南京金斯特公
司合成。

表 1 实验所用引物
Table 1 Primer pairs used to amplify related genes

Primer Sequence( 5'→3') Size / bp Restriction site
prs1(LM4) CCGGATCCCATTTAGGCGACGATTT BamH Ⅰ
prs1(F4636) CCGGATCCCATTTAGGTGATGATCT BamH Ⅰ
prs2 GATTGGGGGATGAGATGTCCTGCTSCTTGG 560 joint
plcA1 TCTCATCCCCCAATCGTTTTTTATCGCCCT joint
plcA2 CCGAATTCTTTTACACTACTCCCAGAACTGAC 720 EcoR Ⅰ
dele-prfA1 GTTGAAACGCGCTTCCGCAG
dele-prfA2 TGTCCGCTCTACCTGACACAAC 684
prfA1(LM4) TCGCCGCTCGAGTTCTTGGTGAAGCAATCG Xho Ⅰ
prfA1(F4636) TCGCCGCTCGAGTTCTTGGCGAAGCAATCG Xho Ⅰ
prfA2 GTACGCGTCGACTTGTTGTTACTGCCTAAT 880 Sal Ⅰ

1. 2 prfA 突变株的构建
1. 2. 1 目的基因的制备:以 LM4、F4636 在 BHI 液
体培养基中的新鲜培养物为材料，用细菌基因组

DNA 提取试剂盒提取 LM4、F4636 的基因组。用引
物 prs1 和 prs2、plcA1 和 plcA2 分别扩增上下游同源
臂片段 prs、plcA。PCR 产物经 DNA 回收试剂盒切胶
纯化回收，再以 prs1 和 plcA2 为引物，通过 SOEing
PCR 将 prs、plcA 连接起来。
连接片段 prs / plcA 经 DNA 回收试剂盒纯化回

收后与 pMD18-T 载体相连，转化至 E. coli DH5α 中，
涂布含氨苄青霉素(100 μg /mL)的 LB 固体培养基
培养。挑取菌落培养，提取质粒进行 PCR 鉴定及
BamH I、EcoR I 的双酶切分析。初步鉴定为阳性的
克隆送金斯特公司测序，测序正确的质粒经双酶切

后电泳割胶纯化回收 prs / plcA 片段。
1. 2. 2 目的片段与 pKSV7 载体的连接:穿梭载体
pKSV7 (Ampr)经 BamH I、EcoR I 双酶切回收后与

prs / plcA 片段连接，电转化至野生型单核细胞增生
性李斯特菌中，用氯霉素(10 μg /mL) 筛选阳性克
隆。
1. 2. 3 目的基因片段与野生菌基因组的同源重组:
将 1. 2. 2 中获得的阳性克隆在温度(42 ℃ )和氯霉
素抗性(10 μg /mL)双重选择压力下传 8 代，使之发
生同源重组。然后在37 ℃无抗性压力下传 10 代，
将载体丢失，获得在氯霉素(10μg /mL)抗性中不能
生长且经 PCR 鉴定正确的菌株。
1. 3 prfA 回复突变株的构建
分别扩增 prfA 基因，并经 Xho Ⅰ和 Sal Ⅰ双酶

切回 收 后 与 pERL3 质 粒 连 接，转 化 到 E. coli
DH10β 中，在红霉素 300 μg /mL的 LB 中培养，
经 PCR 和双酶切鉴定并测序。结果正确的质粒电
转 化 到 LM4ΔprfA、F4636ΔprfA 感 受 态 中，
挑取菌落在红霉素为5 μg /mL的 BHI 培养基中培
养鉴定。
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1. 4 溶血实验
细菌37 ℃振摇培养15 h，取1 ml菌液离心获取

上清，用 PBS 调整 OD600至相同大小，取70 μL上清

液用 PBS(PH6. 0)从原液倍比稀释至 2 － 7。然后加
30 μL 1%羊红细胞，置于37 ℃温箱内1 h，观察溶血
情况。
1. 5 磷脂酶实验
根据文献［8］报道，配制卵黄琼脂炭粉(YAC)

培养基:在100 mL BHI 固体培养基中加入100 ℃干
烤 3 － 4 h的活性碳粉0. 5 g，调 pH 值至 6. 5 后高压
灭菌，待冷却至45 ℃左右时加入5 mL无菌卵黄液，
混匀后倾注平皿。分别将 LM4、LM4ΔprfA、F4636、
F4636ΔprfA 在 YAC 培养基表面划线接种，37 ℃培
养箱中培养 2 － 3 d。
1. 6 细胞侵袭实验
从生长良好的 RAW264. 7 细胞瓶中，消化转移

一定数量的细胞至 24 孔细胞培养板中，用有血有抗
的 DMEM 培养至单层，改用不含双抗、含 10% FCS
的 DMEM 继续培养2 h。然后按 MOI = 50，加入新鲜
的 待 测 菌 培 养 2 h，换 用 含 硫 酸 庆 大 霉 素
(100 μg /mL)的 DMEM 培养1. 5 h。PBS 清洗，再用冷
的 0. 1% Triton X-100 裂解细胞，释放细菌。稀释液
10 倍倍比稀释涂 BHI 板，置于30 ℃温箱培养计数。
1. 7 LM4ΔprfA，F4636ΔprfA 及野生型菌株对
BALB /c 小鼠的 LD50实验

取37 ℃新鲜培养的菌液，用 PBS 洗两遍，调整
OD 值至所需大小。将 6 周龄 BALB / c 小鼠随机分
成 4 组，每组 5 只，进行尾静脉注射。每只小鼠注射
100 μL，每组注射剂量呈 2 倍或 3 倍递减。观察
14 d，记录死亡情况。

2 结果

2. 1 prfA 回复突变株的构建
2. 1. 1 上游同源臂 prs 与下游同源臂 plcA 基因的
扩增及拼接:prs 和 plcA 的 PCR 扩增产物经 1. 0%琼
脂糖凝胶电泳，条带大小分别为560 bp和720 bp。对
两个 DNA 片段进行 SOEing PCR 连接电泳，呈现一
条约 1260bp 的特异性条带，与预期的片段大小一
致。
2. 1. 2 目的片段与载体的连接:将目的片段 prs /
plcA 分别与 pMD18-T 载体连接并测序，测序正确的

克隆将目的片段与穿梭载体 pKSV7 相连，经 PCR 和
双酶切鉴定结果均与与预期相符，表明得到了正确

的重组质粒。
2. 1. 3 同源重组菌的筛选:传代细菌在 BHI 固体
培养基中划线培养，挑取单菌落通过 PCR 鉴定与氯
霉素抗性相结合进行筛选。选择目的条带大小为
1 260 bp且在氯霉素抗性下不能生长的菌株，即为
发生同源重组且质粒被脱掉的重组菌株。
2. 1. 4 重组菌鉴定:在 prs 基因的上游引物 prs1 与
plcA 基因的下游引物 plcA2 的外侧设计一对引物
dele-prfA1，dele-prfA2，对筛选菌株进行进一步鉴定。
结果显示筛选菌株扩增出条带大小约1 863 bp，而
亲本株扩增出的条带大小约为2 547 bp，表明同源
片段定点整合到基因组中，prfA 缺失株构建成功。
2. 2 回复突变株的构建
扩增出的长度为888 bp的 prfA 基因经 Xho Ⅰ和

Sal Ⅰ双酶切后与 pERL3 载体相连，酶切鉴定结果
与预期相符，将在两个 prfA 缺失菌株基础上获得的
回复突变菌株分别命名为 L-pfrA 和 F-prfA。
2. 3 李斯特菌突变株及回复突变株的溶血实验
单核细胞增生性李斯特菌溶血素蛋白 O

(LLO)，是一种穿孔蛋白，该蛋白可溶解哺乳动物的
红细胞，由 LIPI-Ⅰ上的 hly 基因编码。由图 1 的测
定结 果 可 知，LM4、F4636 的 溶 血 效 价 为 24，

LM4ΔprfA、F4636ΔprfA 的溶血效价为 20，表明 prfA
缺失株的溶血能力丧失，而回复突变株 L-pfrA 和 F-
prfA 的溶血活性得到完全恢复。该实验证明 PrfA
对 hly 基因的表达具有调控作用。
2. 4 磷脂酶实验

LIPI-I 中的 plcB 基因表达磷脂酞胆碱磷脂酶
(PC- PLC)，该酶可分解卵磷脂。从图 2 中可以看
出细菌在37 ℃温箱中培养48 h后，亲本株细菌 LM4
和 F4636 的周围有透明圈，而突变株细菌 LM4ΔprfA
和 F4636ΔprfA 没有出现透明圈。结果表明突变株
失去了磷脂酶活性，证明了 PrfA 对 plcB 基因具有调
控作用。
2. 5 细胞侵袭实验
细胞侵袭实验结果: LM4 侵袭率为 1. 68%、

LM4ΔprfA 为 0. 38% ; F4636 侵 袭 率 为 2. 02%、
F4636ΔprfA 为 0. 87%。图 3 通过相对侵袭率直观
的显示出亲本株与突变株之间的差别，显示出突变

株的侵袭力有了极显著的下降(P ＜ 0. 01)。LIPI-II
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图 1 突变株和回复突变株的溶血实验结果
Fig． 1 Hemolysis activity test result of mutant strains and reverse mutation strains． The culture supernatants were incubated with sheep

erythrocytes at 37 ℃ in two-fold serial dilutions (wells 0 － 7)，the last well added PBS instead of culture supernatant．

图 2 磷脂酶活性实验结果
Fig． 2 Phospholipase activity assay by using YAC plate．

又称为内化素岛，该岛上的基因编码一组与侵袭素

功能相似的蛋白，主导细菌对非吞噬细胞的黏附侵

袭。细胞侵袭实验表明 PrfA 对 LIPI-Ⅱ上的基因具
有调控作用。
2. 6 LM4ΔprfA，F4636ΔprfA 对 BALB /c 小 鼠
LD50实验

表 2 为小鼠死亡的结果。经计算得 LM4ΔprfA

图 3 细胞侵袭实验结果
Fig． 3 Result of cell invasion assay．

半数致死量为 109. 81 CFU、F4636ΔprfA 半数致死量
为 109. 85 CFU。 LM4 亲本株半数致死量为 104. 02

CFU，F4636 亲本株的半数致死量为 104. 43 CFU，表
明 prfA 缺失株的半数致死量较其亲本株分别升高
了 105
个数量级，表明突变株的毒力有了极显著的

下降。

表 2 LM4ΔprfA，F4636ΔprfA 菌株对 BALB /c 小鼠 LD50的测定结果

Table 2 LD50 measurement of LM4ΔprfA，F4636ΔprfA for BALB / c mice

Dose LM4(1 × 104
) F4636(1 × 104

) LM4ΔprfA(1 × 109
) F4636ΔprfA(1 × 109

)

CFU per
mouse

13. 2 4. 40 1. 47 0. 47 17. 50 5. 83 1. 94 0. 648 20 10 5 2. 5 20 10 5 2. 5

Mortality 5 /5 5 /5 4 /5 0 /5 5 /5 5 /5 1 /5 0 /5 5 /5 5 /5 0 /5 0 /5 5 /5 5 /5 1 /5 0 /5

LD50 104. 02 CFU 104. 43 CFU 109. 85 CFU 109. 79 CFU
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3 讨论

Lm 为兼性胞内寄生菌，它在黏附、侵袭、胞内增
殖及细胞间直接扩散的生活周期中，毒力岛Ⅰ和毒
力岛Ⅱ的基因受到转录活化因子 PrfA 的调控。目
前已被证实受 PrfA 直接调控的毒力基因有 10 个，
而更多基因被之调控的方式还不明了

［9 － 11］。PrfA
的表达受到多种因素的影响，体现出表达的时空特

性。在体外环境中，PrfA 的表达受到抑制，而当细
菌处于宿主中时则会最大限度的诱导它的表

达
［12 － 13］。此外，PrfA 可根据外界环境如温度，对自
身蛋白的构象起到调控作用。虽然人们对 PrfA 的
调控作用及其它毒力基因的功能有了一定的了解，

但目前有许多机制尚不清楚，需要进一步的研究。
为了研究 PrfA 的功能，我们通过同源重组的方

法从野生株 LM4、F4636 基因组中将 prfA 基因进行
了敲除，并对突变株和野生株的生物学特性开展了

相关研究。溶血实验结果表明野生株 LM4、F4636
溶血效价为 24，而相应突变株的溶血活性为 20。磷
脂酶实验结果显示，在卵黄琼脂炭粉培养基上 LM4
和 F4636 的 周 围 有 透 明 圈，而 突 变 株 细 菌
LM4ΔprfA，F4636ΔprfA 没有出现此现象，说明突变
株细菌失去了磷脂酶活性。与溶血活性相关的是李
斯特菌溶血素蛋白 LLO，该蛋白由 hly 编码;与磷脂
酶活性相关的是 PlcB，由 plcB 基因编码。这两个基
因表达的溶血素和磷脂酶在 LM 胞内感染时，参与
吞噬体的裂解，从而使 Lm 能逃离吞噬体的束缚，并
在胞内生存繁殖。通过溶血实验、磷脂酶活性实验
间接证实了 PrfA 对 hly、plcB 基因的调控作用。已
知 Lm 在胞内感染的过程中，粘附在细胞表面是实
现入侵细胞的关键一步，而位于 LIPI-Ⅱ中的 inl 基
因家族编码的内化素( internalin)蛋白与细胞表面受
体的结合达到粘附的目的

［14 － 15］。细胞侵袭性结果
表明突变株的侵袭性显著低于野生型菌株 ( P ＜
0. 01)，证明了 PrfA 对 inl 基因家族的调控作用。基
于 PrfA 对 Lm 主要毒力因子表达的调控作用，prfA
的缺失将会导致该菌毒力的减弱。小鼠 LD50的测

定结果表明 prfA 缺失株的毒力显著下降，亦表明了
这一点。对回复突变株进行的溶血活性测定，结果
表明回复突变株的溶血活性的到完全恢复，该实验

进一步表明了 PrfA 对 hly 基因的调控作用。

本研究成功地构建了单核细胞增生性李斯特菌

的 prfA 基因缺失株 LM4ΔprfA 和 F4636ΔprfA 及其回
复突变株，并对缺失株的溶血活性、磷脂酶活性、对
细胞的侵袭性以及对小鼠的毒力进行了研究，有力

证明了 PrfA 对 LIPI-Ⅰ，LIPI-Ⅰ上相关毒力基因的
表达起着调控作用，从而对 Lm 的致病性起着重要
作用，本研究为开展 PrfA 蛋白的调控机理研究奠定
了基础。
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Construction and characterization of Listeria
monocytogenes ΔprfA mutant strains

Chunguang Bai，Yuelan Yin，Yanyan Jia，Hong Fu，Yunfei Gao，Xin'an Jiao*

Jiangsu Key Laboratory of Zoonosis，Yangzhou University，Yangzhou 225009，China

Abstract:［Objective］ Listeria monocytogenes (Lm) is an important pathogen that can cause serious listeriosis in humans
and animals． The pathogenicity of Lm has a close relationship with the PrfA protein regulating the expression of virulence
genes． Therefore，we studied the regulation functions of PrfA and its role on Lm's virulence． ［Methods］The prfA genes
of LM4， serotype 1 /2a，and F4636， serotype 4b，were deleted by homologous recombination technology，and the
biological characteristics of the mutants were further studied． ［Results］ The prfA gene deleted strains LM4ΔprfA and
F4636ΔprfA and their back mutation strains were successfully constructed． The results show that the hemolysis activity was
lost in prfA deleted strains and was recovered in the reverse mutant strains． The prfA deleted strains lost phospholipase
activity; their adhesion and invasion ability significantly decreased． Furthermore，their 50% lethal doses (LD50 ) were 5
logs higher comparing with wild type strains． ［Conclusion］ PrfA regulates hly，plcB and inl gene family and affects
significantly Lm's virulence．
Keywords: Listeria monocytogenes，mutant，prfA，homologous recombination，biological characteristics
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