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摘   要：【目的】通过构建单核细胞增生李斯特菌(单增李斯特菌) LPXTG 蛋白 Lmo0880 的基因

缺失菌株和回补菌株，探究 Lmo0880 在细菌生长、细胞感染和宿主感染等方面发挥的作用。【方

法】利用同源重组原理构建 lmo0880 的基因缺失株及回补株，比较野生株、缺失株和回补株在生

长能力、细胞黏附与侵袭和胞内增殖能力等方面的差异，从而鉴定 Lmo0880 在单增李斯特菌感染

宿主中的作用。【结果】缺失 lmo0880 基因后，单增李斯特菌在生长能力上无明显变化；对细胞

的黏附能力无显著差异，但对细胞侵袭能力、胞内增殖能力、小鼠致病力和小鼠组织定殖能力显

著降低。【结论】本研究阐明了单增李斯特菌 LPXTG 蛋白 Lmo0880 在细胞侵袭、胞内增殖和组

织定殖等方面发挥的重要作用。 
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Abstract: [Objective] To generate Listeria monocytogenes strains with lmo0880 deleted and 
complemented strains, so as to investigate the roles of Lmo0880 in bacterial infection in a host. 
[Methods] The lmo0880-deleted strain was generated by homologous recombination, and the 
complementary strain was constructed by introducing an integrative plasmid carrying lmo0880 
into the lmo0880-deleted strain. The growth, adhesion, invasion, and intracellular proliferation 
were compared between the lmo0880-deleted strain, complementary strain, and the wild type. 
[Results] The deletion of lmo0880 did not significantly impact bacterial growth or adhesion. 
However, it led to notable decreases in cell invasion, proliferation, and colonization in the liver 
and spleen, ultimately diminishing the pathogenicity in mice. [Conclusion] The 
LPXTG-anchored protein Lmo0880 plays a crucial role in bacterial invasion, proliferation, and 
colonization in a host. These findings provide a solid foundation for deeply understanding the 
pathogen-host interaction during L. monocytogenes infection. 
Keywords: Listeria monocytogenes; LPXTG-anchored protein Lmo0880; host infection 
 
 

单 核 细 胞 增 生 李 斯 特 菌 (Listeria 
monocytogenes)简称单增李斯特菌，是一种食源

性的胞内人兽共患病原菌，也是引起单增李斯特

菌病的重要病原[1]。当摄入受污染的食物后，单

增李斯特菌会穿过肠道上皮屏障，通过淋巴和血

液向肝脏和脾脏传播，甚至突破血脑屏障或孕妇

的胎盘屏障，导致脑膜炎、脑膜脑炎、流产或新

生儿败血症的发生，其引起的病死率高达

20%−30%[2]。在侵染宿主时，单增李斯特菌进入

非吞噬细胞(如上皮细胞)后被内化到吞噬泡中，

然后迅速诱导吞噬泡裂解从而进入到营养丰富

的宿主胞质环境中，并在宿主细胞质内完成增

殖，随后聚合肌动蛋白 ActA 形成“彗星尾”进而

在细胞间传播[3-4]。单增李斯特菌通过表达多种

毒力因子实现该感染机制，例如：参与细胞黏附

过程的自溶素 Ami[5]、肌动蛋白 ActA[6]、纤连蛋

白结合蛋白 FbpA[7]和李斯特菌黏附蛋白 Lap[8]；

参与细胞侵袭过程的内化素 InlA[9]、InlB[9]、Vip[10]

和自溶素 Auto[11]；参与吞噬泡逃逸过程的李斯

特菌溶血素 LLO[12]、磷酸酯酶 PlcA 和 PlcB[13-14]；
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参与细胞内运动和细胞间传播过程的 ActA[15-16]

等。这些毒力因子大多是由细菌表面蛋白组成，

可见表面蛋白在细菌感染过程中参与细胞黏附、

细胞入侵和免疫逃逸等至关重要的环节。在李斯

特菌属中，这些表面蛋白可分为三类：(1) 通过

羧基末端 LPXTG 和 NAKTN/NPKSS 锚定基序

与肽聚糖共价结合的表面蛋白，分别由分选酶 A 
(sorting enzyme A, SrtA)和分选酶 B (sorting 
enzyme B, SrtB)识别 [17-19]；(2) 通过羧基末端

GW 结构域、疏水尾蛋白和类 P60 (P60-like)蛋白

与肽聚糖非共价结合的表面蛋白；(3) 通过氨基

末端区域连接到表面的脂蛋白[20]。在单增李斯

特菌 EGD-e 的全基因组中发现 41 个编码

LPXTG 蛋白的基因和 2 个编码 NAKTN/NPKSS
蛋白的基因 [20-21] ，其中包括重要毒力因子

InlA[9,22]、Vip[10]和 LapB[23]等。Doumith 等[24]和

Hain 等[25]通过比较基因组学研究发现，约 1/3
的致病性李斯特菌携带的 LPXTG 蛋白无法在非

致病性李斯特菌中被检索到。说明 LPXTG 蛋白

可能和李斯特菌的致病力有关，然而目前许多

LPXTG 蛋白的生物学功能并未明确。 
本研究前期通过生物信息学分析可知，

Lmo0880 是一个功能未知的表面蛋白，羧基端

带有 LPXTG 锚定基序和与肽聚糖结合相关的

LysM 结构域，提示该蛋白可能与宿主感染过程

有关。因此，本研究以单增李斯特菌 EGD-e 为

参考菌株，通过构建 lmo0880 的基因缺失菌株和

回补菌株，并比较 3 种菌株在生长和对宿主致病

力等方面的差异，为进一步解析 Lmo0880 在单

增李斯特菌感染致病中的作用和机制奠定理论

基础。 

1  材料与方法 
1.1  菌株、质粒、细胞和培养条件 

单增李斯特菌参考菌株 EGD-e 及本研究构

建的基因缺失菌株 Δlmo0880 和回补菌株

CΔlmo0880 均由本实验室保存。所有单增李斯

特菌菌株均培养于牛脑心浸出液肉汤培养基

(brain heart infusion, BHI)中，除特殊说明外，

以上菌株培养条件为 37 ℃振荡或静置培养。 
温敏型穿梭质粒 pKSV7 和整合型穿梭质粒

pIMK2 均为本实验室保存。 
人肠上皮细胞 Caco-2 、小鼠巨噬细胞

RAW264.7 和小鼠成纤维细胞 L929 均为本实验

室保存。Caco-2 细胞培养于添加 10%胎牛血清

(fetal bovine serum, FBS)的 RPMI 1640 培养基

中；RAW264.7 细胞和 L929 细胞培养于添加

10% FBS 的 Dulbecco 改良的 Eagle 培养基

(Dulbecco’s modified eagle medium, DMEM)中，

上述细胞均在含有 5% CO2、37 ℃的细胞恒温

培养箱中静置培养。 

1.2  主要试剂 
BHI 和 LB 培养基购自 Oxoid 公司；RPMI 

1640 培 养 基 、 DMEM 培 养 基 、 胰 酶

(trypsin-EDTA, 0.25%)和 FBS 购自 ThermoFisher 
Scientific 公司；分子克隆用的 KOD-plus-Neo 
PCR 酶和 DNA 连接酶 Ligation high ver. 2 购自

TOYOBO公司；限制性内切酶购自NEB公司；

质粒快速提取试剂盒和 PCR 产物回收/纯化试剂

盒购自上海惠凌生物技术有限公司。本研究所

用化学试剂均为国产分析纯。 

1.3  引物 
本研究所涉及引物见表 1。 

1.4  Δlmo0880 缺失菌株的构建和筛选 
从NCBI GenBank数据库中获取单增李斯特菌

EGD-e 菌株(GenBank 登录号：NC_003210.1)的基

因组序列，用 SnapGene 设计引物 lmo0880- 
up-F/R 和 lmo0880-down-F/R 分别扩增 lmo0880

基因的上、下游同源臂，再通过重叠 PCR 获得

用于同源重组的上下游同源臂融合片段。融合 
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表 1  引物序列信息 
Table 1  Primers used in this study 
Primers Sequences (5′→3′) 
lmo0880-up-F CCCAAGCTTATGAATGCATTCATGGTCGCA 
lmo0880-up-R TTTGCGTCCAAATGTAACCAGCCATCTTTTTTTCATTTT 
lmo0880-down-F AAAAGATGGCTGGTTACATTTGGACGCAAAAGTTAAAGA 
lmo0880-down-R CCGGAATTCGTCGCTAACTTTAAACTGGCTTCC 
lmo0880-front-F AACTTCAATCTTCCGTTGCAGC 
CΔlmo0880-F TGGGGATCGGAATTCGAGCTCAGAACCTGATACTTACTGGATTCGTG 
CΔlmo0880-R ATCGAATTCCTGCAGCCCGGGTTAACTTTTGCGTCCAAATGTAAAAC 
lmo0880-inner-F AACAAGGTCGAATGGATGATAAAGACT 
lmo0880-inner-R GCTGGCGGTGTTCCTGT 
lmo0880-outer-F GATCCAAAAGAGATATGTTCGAAACATTAGAAGCA 
lmo0880-outer-R TTTACATTAGCTAATTTGCAACCTGGAAATAATTTAGT 
 
片段经限制性内切酶 Hind Ⅲ和 EcoR Ⅰ双酶切后

克隆至温敏型穿梭质粒 pKSV7 中，获得重组质

粒 pKSV7_lmo0880，将其命名为 pSL2653。将

重组质粒 pSL2653 电转至单增李斯特菌 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，随后

用引物 lmo0880-front-F/lmo0880-down-R 对筛选

出的重组克隆进行 PCR 和测序双重验证，最终

获得缺失菌株 Δlmo0880。 

1.5  CΔlmo0880 回补菌株的构建和筛选 
通过 BioCyc 数据库查明 lmo0880 基因为单

转录本。因此，用 SnapeGene 设计特异性引物

CΔlmo0880-F/R，并以单增李斯特菌 EGD-e 为

模板，PCR 扩增 lmo0880 基因编码序列(coding 

sequence, CDS)编码区和上游启动子序列。随后

将该序列用限制性内切酶 Sac I 和 Sma I 双酶切

后克隆到 pIMK2 穿梭质粒上，经筛选后获得重

组质粒 pIMK2-lmo0880，命名为 pSL2659。将

重组质粒 pSL2659 电转至缺失菌株 Δlmo0880 感

受态中，用含有 Kanar (50 μg/mL)抗性的 LB 固

体培养基进行抗性筛选。随后对筛选出的疑似

菌株进行菌落 PCR 和测序双重验证后，获得回

补菌株 CΔlmo0880。 

1.6  生长曲线的绘制和菌落计数 
分别挑取单增李斯特菌 EGD-e、Δlmo0880

和 CΔlmo0880 单菌落，接种到 5 mL BHI 肉汤培

养基中，37 ℃、200 r/min 培养过夜。取过夜培

养的菌液 1:100 转接至新鲜 BHI 培养基中，取

200 μL 稀释后的菌液加入到 96 孔板中，然后置

于 37 ℃恒温培养箱中静置培养，此时记为 0 h，
然后每隔 1 h 用多功能酶标仪 SynergyTM H1 测

定波长 600 nm 处的吸光值(OD600)。每个菌株设

置 3 个重复。取上述过夜培养的菌液 1:100 转接

至 15 mL 新鲜 BHI 培养基中，置于 37 ℃、    
200 r/min 培养 4、5 和 6 h 时，分别取 100 μL 菌

液 稀 释 涂 板 进 行 菌 落 计 数 。 所 有 结 果 用

GraphPad Prism 8.0 进行数据处理。 
1.7  细菌黏附与侵袭增殖试验 

取 1 mL 过夜培养的单增李斯特菌 EGD-e、
Δlmo0880 和 CΔlmo0880 菌液 1:100 转接到新鲜

培养基中，培养至 OD600 为 0.6 左右，然后用   
10 mmol/L PBS 洗涤 2 次后用 RPMI 1640 细胞培

养 基 倍 比 稀 释 菌 液 ， 最 终 以 感 染 复 数

(multiplicity of infection, MOI)=10 感染人肠上皮

细胞 Caco-2 (细胞密度约为 2×105 个/mL)。黏

附：37 ℃、5% CO2 感染 30 min，用 10 mmol/L 
PBS 洗涤 3 次细胞，每孔加入预冷的胰酶裂解 
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10 min，充分吹打混匀裂解细胞后进行稀释计

数；侵袭：37 ℃、5% CO2感染 1.5 h 后，加入含

终浓度 50 µg/mL 庆大霉素的 RPMI 1640 细胞培养

基，在37 ℃、5% CO2条件下培养30 min，利用庆

大霉素杀死胞外细菌，随后裂解细胞并稀释涂板

从而对胞内细菌进行计数，处理方法同上。所有

结果用 GraphPad Prism 8.0 进行数据处理。 

1.8  胞内增殖试验 
单增李斯特菌作为一种侵袭性细菌病原

体，能够在许多宿主细胞(包括巨噬细胞、肠上

皮细胞和肝细胞)内增殖 [26]，且越来越多的研

究表明巨噬细胞是控制单增李斯特菌感染的关

键[27]，因此本研究选择 RAW264.7 细胞进行胞

内增殖试验。取 1 mL 过夜培养的单增李斯特菌

EGD-e、Δlmo0880 和 CΔlmo0880 菌液 1:100 转

接到新鲜培养基中，培养至 OD600为 0.6左右，

然后用 10 mmol/L PBS 洗涤 2 次后用 DMEM 培

养基倍比稀释菌液，最终以 MOI=10 感染小鼠巨

噬细胞 RAW264.7 (细胞密度约为 2×105个/mL)。
在感染后 30 min 用添加 50 μg/mL 庆大霉素的

DMEM 培养基 37 ℃处理细胞 30 min 以杀灭胞

外细菌。处理后用 10 mmol/L PBS洗涤细胞 3次，

随后用添加 5 μg/mL 庆大霉素的 DMEM 培养基

(添加 10% FBS)继续培养 2、5 和 8 h，记为感染

3、6 和 9 h。取上述不同处理时间的细胞进行细

胞裂解后对胞内细菌进行胞内细菌计数。所有

结果用 GraphPad Prism 8.0 进行数据处理。 

1.9  细菌空斑试验 
鉴于 L929 细胞形态为成纤维细胞样，贴壁

生长，易于形成较致密的单层细胞，且该状态

能维持较长时间，因此采用该细胞系进行细菌

空斑试验。取 1 mL 过夜培养的单增李斯特菌

EGD-e、Δlmo0880 和 CΔlmo0880 菌液 1:100 转

接到新鲜 BHI 培养基中培养至 OD600 为 0.6 左

右，以 MOI=0.2 感染小鼠成纤维细胞 L929 (细 

胞密度约为 1×106 个 /mL) 。感染细胞置于

37 ℃、5% CO2条件下培养 1 h，培养过程中每隔

15 min 水平晃动培养板 1 次，使细菌分布均匀；

10 mmol/L PBS 洗涤细胞 3 次，加入含终浓度 
50 µg/mL 庆大霉素的 DMEM 细胞培养基，

37 ℃、5% CO2 继续培养 1 h 杀灭胞外细菌；覆

盖琼脂：10 mmol/L PBS洗涤细胞3次，加入3 mL
含终浓度为0.7%的低熔点琼脂糖和10 µg/mL庆大

霉素的无酚红 DMEM (含 10% FBS)细胞培养基，

待琼脂凝固后，将6孔板倒置于37 ℃ (含5% CO2)
细胞培养箱中继续培养3 d直至出现空斑。固定与

染色：每孔加入600 µL 40%甲醛溶液置于37 ℃培

养箱固定 2 h，倒扣掉琼脂，每孔加入 600 µL 
0.5%的结晶紫溶液染色 10 min，随后用 ddH2O 冲

洗后测量空斑大小。所有结果用 GraphPad Prism 
8.0 进行数据处理。 
1.10  细菌存活和组织定殖试验 

取 1 mL 过夜培养的单增李斯特菌 EGD-e、
Δlmo0880 和 CΔlmo0880 菌液用 10 mmol/L PBS
调整至 OD600 为 0.6 左右(约 1×109 CFU/mL)，并

连续 2 次 10 倍比稀释备用。将 48 只 6 周龄 ICR
小鼠(动物伦理编号：ZAFUAC2023035)平均分

成 6 组，8 只/组，每只 ICR 小鼠腹腔注射 200 µL
稀释后菌液(约 1×106 CFU/mL)，在小鼠感染后

的 24 h 分离小鼠脾脏(spleen)和肝脏(liver)，加

入 10 mmol/L PBS后用均质仪匀浆并稀释点板计

数。另取 30 只 ICR 小鼠，分成 3 组，10 只/组，

用同样的方法与剂量感染小鼠，感染后每隔 12 h
对各组小鼠进行存活统计，一共观察 7 d，用

GraphPad Prism 8.0 软件对上述组织载菌量和小

鼠存活的结果进行统计分析。 

2  结果与分析 
2.1  单增李斯特菌 LPXTG 蛋白 Lmo0880
的生物信息学分析 

LPXTG蛋白可被分选酶 SrtA识别并与细菌
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肽聚糖共价结合，从而锚定到细胞壁上。通过

MEME/MAST (http://meme-suite.org/tools/mast)
在单增李斯特菌 EGD-e 中检索到 LPXTG 蛋白

Lmo0880。通过NCBI的CD search (https://www. 
ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi) 结构域

预测发现 Lmo0880 羧基端带有 LPNTG 锚定基

序(433−437 aa)和与肽聚糖结合相关的 LysM 结

构域(292−416 aa) (图 1A)。通过 Uniprot 蛋白数

据库(https://www.uniprot.org/)预测 Lmo0880 是

一个功能未知的细胞壁蛋白，在该数据库中链

接 的 AlphaFoldDB 三 维 结 构 预 测 中 发 现

Lmo0880 (AlphaFoldDB 登录号：Q8Y8L7)的
LysM 结构域具有高度保守的 βααβ 二级结构，

其中 2 条 β 折叠链(353−359 aa 和 396−402 aa)形
成反向平行的 β 片，然后 2 条 α 螺旋(366−373 aa
和 377−384 aa)折叠到 β 片的同侧(图 1B)。 

2.2  单增李斯特菌 lmo0880 基因缺失菌株

和回补菌株的构建 
以单增李斯特菌 EGD-e 基因组为模板扩增

出 lmo0880 的大小为 500 bp 的上、下游同源臂

(图 2A，泳道 1 和 2)，并通过重叠 PCR (overlap 
PCR)将上、下游同源臂融合成大小为 1 000 bp
的同源臂片段(图 2A，泳道 3)，然后将其克隆

至 pKSV7 穿梭质粒中，通过菌落 PCR (图 2B，

泳 道 1) 和 测 序 验 证 ， 表 明 成 功 获 得 构 建

lmo0880 缺失的重组质粒 pSL2653。同样以单增

李斯特菌 EGD-e 基因组为模板扩增出 lmo0880
的大小为 1 798 bp 的 lmo0880 及其上游启动子

区的基因片段(图 2B，泳道 2)，并将其克隆至

pIMK2 穿梭质粒中，通过菌落 PCR (图 2B，泳

道 3)和测序验证，表明成功获得构建 lmo0880
回补的重组质粒 pSL2659。 

 
图 1  Lmo0880 的结构预测   A：结构域预测. B：三维结构模型预测 
Figure 1  The structure prediction of protein Lmo0880. The predicted features (A) and three dimensional 
structure (B) of Lmo0880. 
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利 用 lmo0880 的 内 外 部 引 物 lmo0880- 
outer-F/R 与 lmo0880-inner-F/R 对 EGD-e、筛选

出的 lmo0880 基因缺失株和回补株进行 PCR 验

证。如图2C所示，当用内部引物扩增时，EGD-e
和 CΔlmo0880 在 400 bp 的位置出现目的条带，

而 Δlmo0880 无明显条带；当用外部引物扩增

时，Δlmo0880 和 CΔlmo0880 在 400 bp 的位置出

现目的条带，而野生株在 1 800 bp 的位置出现

目的条带，表明 lmo0880 的基因缺失菌株和回

补菌株构建成功。 

 
 

图 2  单增李斯特菌 EGD-e lmo0880 基因缺失菌株和回补菌株的构建与 PCR 验证   A：lmo0880 基因

上、下游同源臂和融合片段的 PCR 扩增. Lane 1：lmo0880 的上游同源臂；Lane 2：lmo0880 的下游同源

臂；Lane 3：融合片段. B：重组质粒 pSL2653 和 pSL2659 菌落 PCR 验证. Lane 1：pSL2653；Lane 2：
lmo0880 及其上游启动子的 PCR 扩增产物；Lane 3：pSL2659. C：基因组 PCR 验证 EGD-e、Δlmo0880
和 CΔlmo0880 菌株；M：Marker 
Figure 2  Construction and genome PCR confirmation of Listeria monocytogenes EGD-e lmo0880 gene 
deletion and complementary strains. A: PCR amplification of up/downstream homologous arm and overlapping 
fragments of lmo0880. Lane 1: Upstream; Lane 2: Downstream; Lane 3: Overlapping fragment. B. Verification 
of recombinant plasmid pSL2653 and pSL2659 by bacterial colony PCR. Lane 1: pSL2653; Lane 2: PCR 
amplification of lmo0880 and its upstream promoter; Lane 3: pSL2659. C: Confirmation of EGD-e, Δlmo0880 
and CΔlmo0880 by genome PCR. M: Marker. 
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2.3  lmo0880 基因的缺失不影响单增李斯

特菌的生长 
比较单增李斯特菌 EGD-e、∆lmo0880 和

C∆lmo0880 在 37 ℃下的生长能力。如图 3 所

示，在 BHI 肉汤培养基中 EGD-e、∆lmo0880 和

C∆lmo0880 在 0−12 h 的生长水平没有差异(图
3A)。取对数中期 4−6 h 的菌液进行倍比稀释点

板计数，结果发现，在 4、5 和 6 h ∆lmo0880
的菌数分别是 EGD-e 的 1.72 倍(0.01<P<0.05)、
1.16 倍(P>0.05)和 1.53 倍(0.01<P<0.05)，但是

EGD-e、∆lmo0880 和 C∆lmo0880 的菌数 CFU 数

量级相同(图 3B)。综上结果表明单增李斯特

lmo0880 基因缺失后不影响单增李斯特菌的生长。 

2.4  lmo0880 基因的缺失使单增李斯特菌

在上皮细胞上的侵袭能力显著降低 
通过体外感染人肠上皮细胞 Caco-2，比较

单增李斯特菌 EGD-e、Δlmo0880 和 CΔlmo0880
的黏附和侵袭能力的差异。在感染 0.5 h 时，

EGD-e、Δlmo0880 和 CΔlmo0880 的黏附率无显

著差异；在感染 1.5 h时，∆lmo0880的侵袭率与

EGD-e 和 CΔlmo0880 相比分别下降了 19.94%和

18.04% (图 4A、4B)。表明 lmo0880 基因的缺失 
 

 
 

图 3  单增李斯特菌 EGD-e、∆lmo0880 和 C∆lmo0880 的生长能力评估   A：生长曲线. B：点板计数 
Figure 3  The growth abilities of Listeria monocytogenes EGD-e, ∆lmo0880 and C∆lmo0880. A: The growth 
curve. B: The bacterial counts. *: 0.01<P<0.05; ns: P>0.05. 
 

 
 

图 4  单增李斯特菌 EGD-e、∆lmo0880 和 C∆lmo0880 黏附(A)、侵袭(B)和胞间迁移(C)能力的比较 
Figure 4  The adherence (A), invasion (B) and intercellular migration (C) abilities of Listeria monocytogenes 
EGD-e, ∆lmo0880 and C∆lmo0880 in Caco-2 cells. *: 0.01<P<0.05; ns: P>0.05. 
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使得单增李斯特菌在人肠上皮细胞 Caco-2 上的

侵袭能力显著下降。通过体外感染小鼠成纤维

细胞 L929 模型，比较单增李斯特菌 EGD-e、
Δlmo0880 和 CΔlmo0880 的胞间迁移能力的差

异。EGD-e、Δlmo0880 和 CΔlmo0880 的蚀斑大

小均无显著差异(图 4C)，可见 lmo0880 基因的

缺失并不影响单增李斯特菌在小鼠成纤维细胞

L929 中的胞间迁移能力。综上结果表明，

lmo0880 基因的缺失不影响单增李斯特菌的细

胞黏附和胞间迁移能力，但使其细胞侵袭能力

显著降低。 

2.5  lmo0880 基因的缺失使单增李斯特菌

在巨噬细胞中的增殖能力显著降低 
通过体外感染 RAW264.7 细胞，比较单增

李斯特菌 EGD-e、Δlmo0880 和 CΔlmo0880 在

RAW264.7 细胞中增殖能力的差异。在感染 3 h
时，EGD-e、Δlmo0880 和 CΔlmo0880 的增殖率

均无显著差异；在感染 6 h 和 9 h 时，EGD-e 的

增殖率分别是 Δlmo0880 的 2.43 倍和 1.65 倍，

而 EGD-e 和 CΔlmo0880 的增殖率无显著差异

(图 5)。表明 lmo0880 基因的缺失使得单增李斯

特菌在小鼠巨噬细胞 RAW264.7 中增殖能力显

著下降。 

2.6  lmo0880 基因的缺失降低了单增李斯

特菌对小鼠的致病力 
为了探究缺失 lmo0880 基因对单增李斯特

菌致病力的影响，将 30 只 ICR 小鼠平均分成 3
组(10只/组)，分别腹腔注射感染1×106 CFU/mL的

单增李斯特菌 EGD-e、Δlmo0880 和 CΔlmo0880，
然后每隔 12 h 观察小鼠的存活情况。在感染后

60 h，EGD-e、Δlmo0880 和 CΔlmo0880 的存活

率分别为 20%、80%和 40%，Δlmo0880 在感染

后 84 h 时存活率从 70%降至 40%，而 EGD-e 此

时存活率为 0 (图 6A)。因此，lmo0880基因缺失

使得小鼠感染单增李斯特菌后的存活能力显著

升高，表明 lmo0880 基因的缺失降低了单增李

斯特菌对小鼠的致病力。进一步通过小鼠组织

载菌量试验探究缺失 lmo0880 基因后对单增李

斯特菌在小鼠中的组织定殖能力的影响。用

EGD-e、Δlmo0880 和 CΔlmo0880 分别感染小

鼠，在感染 24 h 后对小鼠肝脏和脾脏进行细菌

计数。结果表明，感染 Δlmo0880 的小鼠肝脏载

菌量相较于感染 EGD-e 和 CΔlmo0880 的小鼠肝

脏载菌量分别下降了 8.65%和 4.71%；感染

Δlmo0880 的小鼠脾脏载菌量相较于 EGD-e 和

CΔlmo0880分别下降了9.12%和6.10%；而EGD-e 
 

 
 

图 5  单增李斯特菌 EGD-e、∆lmo0880 和 C∆lmo0880 在 RAW264.7 中的增殖能力的比较 
Figure 5  The proliferation abilities of Listeria monocytogenes EGD-e, ∆lmo0880 and C∆lmo0880 in 
RAW264.7 cells. *: 0.01<P<0.05; ns: P>0.05. 
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图 6  单增李斯特菌 EGD-e、∆lmo0880 和 C∆lmo0880 对小鼠致病力的比较   A：感染小鼠的存活能力. 
B：组织载菌量 
Figure 6  The pathogenicity of Listeria monocytogenes EGD-e, ∆lmo0880 and C∆lmo0880 to mice. A: The 
survival ability of infected mice. B: The bacterial loads in liver and spleen of mice. *: 0.01<P<0.05; ns: P>0.05. 

 
和 CΔlmo0880 在肝脏和脾脏中的载菌量无显著

差异(图 6B)。这表明单增李斯特菌缺失 lmo880
基因后在小鼠脏器中的定殖能力显著降低。综

上所述，lmo0880 基因的缺失使单增李斯特菌

对小鼠致病力显著减弱。 

3  讨论与结论 
单增李斯特菌在老人、孕妇、新生儿和免

疫力低下者中易感，感染后引起胃肠炎、致命

性脑膜炎、流产或死胎等临床症状，是食源性

疾病中病死率最高的致病菌之一，严重威胁公

共卫生安全[28-29]。单增李斯特菌通过表达多种

毒力相关蛋白侵袭非吞噬细胞，抵抗巨噬细胞

的胞内杀伤，介导胞内增殖和胞间传递，逃避

体液免疫反应等来实现宿主感染[20]。表面蛋白

对于革兰阳性菌在环境中的存活和宿主感染都

是至关重要的，而 LPXTG 蛋白是表面蛋白的重

要组成部分。因此，本研究构建了功能未知的

LPXTG 蛋 白 Lmo0880 的 基 因 缺 失 菌 株

Δlmo0880 和回补菌株 CΔlmo0880，并比较了参

考菌株 EGD-e、Δlmo0880 和 CΔlmo0880 在生

长、细胞感染和小鼠感染等方面的差异，结 

果表明 Lmo0880 在单增李斯特菌的细胞侵袭、

胞内增殖、组织定殖等过程发挥重要作用，最

终影响感染小鼠的存活能力，这为解析单增李

斯特菌介导宿主感染的机制奠定了重要的理论

基础。 
本研究通过细胞模型发现 lmo0880 基因缺

失使单增李斯特菌在人肠道上皮细胞 Caco-2 上

的 侵 袭 能 力 (0.01<P<0.05) 、 小 鼠 巨 噬 细 胞

RAW264.7中增殖能力(0.01<P<0.05)和在小鼠组

织器官中的定殖能力 (0.01<P<0.05)均显著降

低，最终使得 Δlmo0880 感染的小鼠存活率升

高。该结果表明 LPXTG 锚定蛋白 Lmo0880 在

单增李斯特菌的细胞侵袭、胞内增殖和组织定

殖等感染过程中发挥重要作用。分选酶 SrtA 能

够识别含有 LPXTG 基序的蛋白质并锚定在细胞

壁上，与链球菌[30]、葡萄球菌[31-32]、肠球菌[33]

和李斯特菌[20]等多种革兰阳性菌的毒力息息相

关。srtA 基因缺失导致单增李斯特菌的内化素的

表达和定位在细菌表面的能力受损，感染宿主细

胞的侵袭能力和对小鼠的致病力显著降低[34-35]。

InlA 是第一个被鉴定的李斯特菌 LPXTG 蛋白，

在跨越肠道和胎盘屏障中起着关键作用[36-38]。
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另一个 LPXTG 蛋白 Vip 能够与宿主 gp96 相互

作用，该机制是单增李斯特菌侵袭哺乳动物细

胞和发挥毒力所必需的[10]。LPXTG 蛋白 InlJ 是单

增李斯特菌在宿主体内感染时特异性表达的黏

附素，也是该菌发挥完整毒力的必需因子[39]。

LPXTG 表面蛋白 LapB 是一种黏附素，对于单

增李斯特菌侵袭哺乳动物细胞和人工感染小鼠

中的致病力具有重要意义[23]。李斯特菌侵袭素

LmiA (Lmo1413)通过促进细菌与宿主黏蛋白的

相互作用，从而介导细菌的侵袭 [40]。因此

LPXTG 蛋白在单增李斯特菌宿主感染方面的

作用和机制值得进一步探索。 
通过氨基酸序列分析发现假定细胞壁蛋白

Lmo0880 含有 LysM 结构域和 LPXTG 锚定基序

(图 1)。LysM 是一个高度保守的碳水化合物结

合结构域，存在于动物、植物和微生物等几乎

所有生物体中(除古生菌以外)，可特异性识别

含有 N-乙酰氨基葡萄糖 (N-acetylglucosamine, 
GlcNAc)残基的多糖，如细菌细胞壁上的肽聚

糖。碳水化合物识别与许多重要的生物学过程

有关，如细菌细胞壁降解[41-42]、细菌和病毒与

宿主相互作用[43]、病原体免疫应答调节[44-45]和

信号转导[46-47]等。原核生物中的多个蛋白质都

含有高度保守的 LysM 结构域(1−12 个不等)；多

个 LysMs 通常呈间隔排列，并主要位于蛋白质

的末端。LysM 结构域也是肽聚糖水解酶中最常

见的结构域[48]，该结构域以非共价方式与细菌

细胞壁的肽聚糖结合 [49-51]。在单增李斯特菌

中，有 6 种蛋白携带 1−4 个 LysMs 结构域，包

括 MurA 、 P60 、 Lmo1941 、 Lmo0880 、

Lmo1303 和 Lmo2522[21]。自溶素 MurA 和 P60
不仅有 LysM 结构域，还存在降解细胞壁的酶活

性结构域，通过降解细菌细胞壁介导细胞生

长、分裂和致病等重要过程[52-54]；Lmo1941 仅

含有 LysM 结构域，目前发现与头孢菌素敏感

性有关[55]；其余 3 个含 LysM 结构域的蛋白功能

未知。对 Lmo0880 结构分析发现其不存在酶活

性结构域，并且与已知的细胞壁水解酶如

MurA、P60、Ami、Auto 和 P45 的序列相似性

都较低，推测 Lmo0880 可能以非共价的方式结

合到细胞壁上，但并不具有细胞壁降解活性，

其 LysM 结构域可能也在 Lmo0880 参与单增李

斯特菌的侵袭、胞内增殖和组织定殖等感染过

程中起作用。 
因此，本研究通过生物信息学分析、遗传

操作技术、细胞模型和动物模型等手段探索了

单增李斯特菌假定细胞壁蛋白 Lmo0880 的感染

生物学特性，发现具有 LysM 肽聚糖识别结构

域和 LPXTG 锚定基序的蛋白 Lmo0880 在单增

李斯特菌感染的侵袭、胞内增殖和组织器官定

殖等过程发挥重要作用。该研究为丰富携带

LysM 结构域和 LPXTG 锚定基序的蛋白群的功

能注释和进一步解析 Lmo0880 介导细菌感染的

机制奠定了重要基础；也对单增李斯特菌的防

控有着重要意义。 
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