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摘   要：【目的】探究单增李斯特菌溶血素 O (listeriolysin O, LLO)中 D3 区域 β8 折叠片上第 253 位

氨基酸(谷氨酰胺，Q)和第 254 位氨基酸(异亮氨酸，I)对单增李斯特菌(Listeria monocytogenes)感
染生物学功能的影响。【方法】构建 LLOQ253A 和 LLOI254A 突变蛋白的原核表达菌株，以及利用

同源重组方法构建 hlyQ253A 和 hlyI254A 突变株；通过表达纯化突变蛋白，测定溶血活性；比较

LLO 第 253 位 Q 和第 254 位 I 均突变成丙氨酸(A)后，对细菌体外生长能力、黏附侵袭、胞内迁

移和增殖能力的影响。【结果】相应位点突变后，LLO 蛋白均能够正常表达。在 pH 6.5 条件

下，所有突变蛋白和突变株的溶血活性丧失。然而，在 pH 5.5 条件下，LLOI254A 和 hlyI254A 恢复

了溶血活性。与野生株相比，突变株的体外生长、黏附能力和胞内增殖能力均无明显差异；突

变株的侵袭能力和胞间迁移能力显著低于野生株。【结论】本研究证实第 253 位 Q 和第 254 位 I
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均突变成 A 后，单增李斯特菌在 pH 6.5 条件下丧失溶血活性，并降低了感染宿主细胞的能力，

但具体机制还有待进一步探索。本研究为深入探究 LLO 结构对单增李斯特菌生物学功能的影响

奠定基础，对单增李斯特菌点突变株的构建具有一定参考意义。 

关键词：单增李斯特菌；溶血素 O；感染；点突变缺失株 
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Abstract: [Objective] To investigate the impacts of the amino acid residues at position     
253 (glutamine, Q) and 254 (isoleucine, I) in the β8 sheet of the D3 domain of listeriolysin O 
(LLO) on the biological functions of Listeria monocytogenes. [Methods] We constructed the 
mutant proteins LLOQ253A and LLOI254A and the mutant strains hlyQ253A and hlyI254A by 
homologous recombination. After the expression and purification, the mutant proteins 
examined for the hemolytic activity. Furthermore, the growth, adhesion, invasion, intracellular 
migration, and proliferation were compared between the mutant strains hlyQ253A and hlyI254A. 
[Results] After the mutation of the corresponding sites, LLO proteins could be expressed 
normally. However, the mutant proteins and strains lost hemolytic activity at pH 6.5, and the 
hemolytic activities of LLOI254A and hlyI254A were restored at pH 5.5. The mutant strains 
showed no significant differences in extracellular growth, adhesion, and intracellular 
proliferation compared with the wild-type strain. However, the invasion and intercellular 
migration of the mutant strains were significantly lower than that of the wild-type strain. 
[Conclusion] The mutations of Q253A and I254A in LLO cause the loss of hemolytic activity 
at pH 6.5 and a reduction in the bacterial infection, the specific mechanisms of which remain to 
be explored. This study establishes a foundation for deeply understanding the impact of LLO 
structure on the biological function of L. monocytogenes and holds significance for the 
construction of point-mutated strains of L. monocytogenes. 
Keywords: Listeria monocytogenes; listeriolysin O; infection; point-mutated strains 
 
 
 
 
 



 

 

 

冯昱超 等 | 微生物学报, 2024, 64(4) 1221 

http://journals.im.ac.cn/actamicrocn 

 
 

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

种广泛存在于自然环境中的革兰阳性食源性胞

内寄生菌，可以在土壤、水、植物、动物及人

体中存在 [1]。单增李斯特菌感染主要在老人、

孕妇、孩童以及免疫力低下人群中多发，可引

起败血症、脑膜炎、胎儿流产等多种疾病，致

死率可达 20%−30%[2]。单增李斯特菌能够在

4−45 ℃的温度下生长，尤其适应在低温环境中

进行生长繁殖 [3]。因此，冰箱和冷冻食品储存

室是单增李斯特菌滋生和传播的重要场所。此

外，该细菌具有极强的耐盐性和耐酸性，能够

在酸性食品中存活和繁殖[1]。 
单增李斯特菌溶血素 O (listeriolysin O, 

LLO)，是一种由 hly 基因编码的成孔毒素，属

于胆固醇依赖性溶细胞素(cholesterol-dependent 
cytolysins, CDCs)家族。LLO 主要在裂解和逃逸

吞噬体中起关键作用，其通过溶解细胞吞噬体

膜，促进单增李斯特菌进入胞质并增殖，影响

细菌毒力，是单增李斯特菌的主要毒力因子之

一[3-5]。LLO 的 N 末端具有富含脯氨酸(P)、谷

氨酸 (E)、丝氨酸 (S)和苏氨酸 (T)的 PEST 序

列，该 PEST 序列可以调节 LLO 蛋白活性，其

主要作用是使蛋白质磷酸化和通过泛素-蛋白酶

体途径引起蛋白降解。去除 PEST 序列的 LLO
可聚集在胞内，对细胞的毒性增强，但导致单

增李斯特菌致病能力下降[6]。 
LLO 由两个亚基组成，包括 LLO-A 和

LLO-B。LLO-A 是 LLO 的活性亚单位，主要

负责破坏细胞膜；LLO-B 则作为 LLO 的结构

亚单位，主要负责与胆固醇相互作用，从而在

细胞膜上形成孔洞。LLO-A 可以通过这些孔洞

进入细胞，破坏细胞质膜，释放致病因子，

LLO 的存在是单增李斯特菌对宿主细胞影响的

主要机制之一[7-8]。另外，LLO 蛋白由 4 个结构

域(D1–D4)组成，其中 D1 中包含了 PEST 序

列，D4 包含了胆固醇识别位点。LLOQ253、

LLOI254 位于 D3 区 β8 折叠片，而 D3 区与 D1
区的电荷互补性对相邻分子间接触、LLO 聚集

与孔形成可能是重要的，且 D3 区中插入的螺

旋束 HB1 与 HB2 的解折叠和聚集可导致 LLO
失 活 [9-10] 。 因 此 ， 本 研 究 通 过 表 达 纯 化

LLOQ253A 和 LLOI254A 突变蛋白，利用同源重组

的方法构建 hlyQ253A 和 hlyI254A 突变株，检测各

点突变蛋白和突变株的溶血活性，以及点突变

株的感染生物学能力，为进一步探究 LLO 结构

对单增李斯特菌生物学功能的影响奠定基础。 

1  材料与方法 
1.1  主要试验材料  

本研究所涉及原核表达载体 pET-30a，温

敏型穿梭质粒载体 pKSV7，单增李斯特菌

EGD-e (WT)和 Δhly (缺失 LLO 后单增李斯特菌

丧失膜穿孔能力)，大肠杆菌 DH5α 和 Rosetta，
人肠道上皮细胞 Caco-2，小鼠成纤维细胞

L929，小鼠单核巨噬细胞 RAW264.7 和 J774 均

由本实验室保存；2×Phanta Max Master Mix、
Green Taq Mix，南京诺唯赞生物科技股份有限

公司；限制性内切酶 Nde I、Xho I、BamH I 和
Pst I，NEB 公司；无内毒素质粒提取试剂盒，

天根生化科技(北京)有限公司；脑心肉汤(brain 
and heart infusion broth, BHI)和 LB 培养基，

OXOID 公司；RPMI 1640 (Roswell Park Memorial 
Institute 1640) 、 DMEM (Dulbecco’s Modified 
Eagle Medium, DMEM)细胞培养基、血清(fetal 
bovine serum, FBS) 和 胰 酶 (0.25% Trypsin-
EDTA)，ThermoFisher Scientific；无菌脱纤维

绵羊血，南京森贝伽生物科技有限公司；卡那

霉素和氯霉素，上海阿拉丁生化科技股份有限

公司。 
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1.2  引物设计与合成  
根据 NCBI 查询单增李斯特菌(GenBank 登

录号为 NC_003210.1)的 hly 基因序列，利用

SnapGene 软件分别设计 hly 片段扩增引物

LLO-Nde I-Fwd/LLO-Xho I-Rev 和 hly-BamH I-
Fwd/hly-Pst I-Rev、点突变株重组质粒的鉴定引

物 M13-Fwd/M13-Rev、蛋白表达载体构建的鉴

定引物 T7-Fwd/T7-Rev、定点突变引物 hlyQ253A-
Fwd/hlyQ253A-Rev、hlyI254A-Fwd/hlyI254A-Rev 以及点

突变鉴定引物 A-Fwd/D-Rev，引物序列见表 1。 

1.3  重组质粒构建  
参照本实验室已发表的实验方法[11]，以单

增李斯特菌野生株 EGD-e (WT)为模板，分别用

引物 LLO-Nde I-Fwd/LLO-Xho I-Rev 和 hly-
BamH I-Fwd/hly-Pst I-Rev，通过 PCR 扩增 hly
基因的 ORF 区域。将上述获得的 2 个目的片段

纯化后，分别与 pET-30a 载体用 Nde I 和 Xho I
限制性内切酶、与 pKSV7 载体用 BamH I 和

Pst I 限制性内切酶双酶切处理 2 h，将纯化后

的酶切产物用 T4 DNA 连接酶 4 ℃连接过夜。

使用鉴定引物 T7-Fwd/T7-Rev，通过 PCR 验证

pET-30a-LLO 重组原核表达质粒；使用鉴定引

物 M13-Fwd/M13-Rev 通过 PCR 验证 pKSV7-
hly 重组穿梭质粒；将疑似正确的重组质粒送去

杭州有康生物技术有限公司进行 DNA 测序。

将测序正确的 pET-30a-LLO 原核表达质粒和

pKSV7-hly 重组穿梭质粒作为模板，利用点突

变 引 物 hlyQ253A-Fwd/hlyQ253A-Rev 、 hlyI254A-
Fwd/hlyI254A-Rev 通过 PCR 技术构建 pET-30a-
LLOQ253A、pET-30a-LLOI254A 重组原核表达质粒

和 pKSV7-hlyQ253A、pKSV7-hlyI254A 重组穿梭质

粒 并 进 行 测 序 ， 将 测 序 正 确 的 pET-30a-
LLOQ253A 和 pET-30a-LLOI254A 原核表达质粒分

别命名为 pSL3989、pSL3990 (图 1A)；pKSV7-
hlyQ253A、pKSV7-hlyI254A 重组穿梭质粒分别命名

为 pSL3983、pSL3984 (图 1B)。 
1.3.1  原核表达 LLO 突变蛋白重组质粒  

分别将 pSL3989 和 pSL3990 热转化至原核

表达感受态细胞 Rosetta，将转化产物涂布于含卡

那霉素(50 μg/mL)的 LB 固体培养基，37 ℃静置 
 
表 1  本研究用的引物 
Table 1  Primers used in this study 
Primers Sequences (5′→3′) 
LLO-Nde I-Fwd CCCATATGATGAAAAAAATAATGCTAGTTTTTATTACACTTATATTAGTTAGTCTACC 
LLO-Xho I-Rev CCCTCGAGTTATTCGATTGGATTATCTACTTTATTACTATATTTCGGATAAAGC 
hly-BamH I-Fwd CGCGGATCCATGAAAAAAATAATGCTAGTTTTTATTACACTTATATTAGTTAGTCTACC 
hly-Pst I-Rev GGCTGCAGTTATTCGATTGGATTATCTACTTTATTACTATATTTCGGATAAAGC 
M13-Fwd TGTAAAACGACGGCCAGT 
M13-Rev CAGGAAACAGCTATGACC 
T7-Fwd TAATACGACTCACTATAGGG 
T7-Rev ATTTAGGTGACACTATAGAA 
hlyQ253A-Fwd GTCATTAGTTTTAAAGCAATTTACTATAACGTGAATGTTAATGAACCTAC 
hlyQ253A-Rev GTAGGTTCATTAACATTCACGTTATAGTAAATTGCTTTAAAACTAATGAC 
hlyI254A-Fwd GTCATTAGTTTTAAACAAGCTTACTATAACGTGAATGTTAATGAACCTAC 
hlyI254A-Rev GTAGGTTCATTAACATTCACGTTATAGTAAGCTTGTTTAAAACTAATGAC 
A-Fwd CGCAGTAAATACATTAGTGGAAAGATGG 
D-Rev GACAGATTTTCCGCTTACGGC 
The protective bases are set to italic; The restriction enzyme sites are underlined. 
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培养 12–24 h，挑取若干单菌落用点突变鉴定引

物 A-Fwd/D-Rev 进行阳性转化子的 PCR 验

证，PCR 鉴定正确的 hly 基因点突变原核表达

菌株为后续蛋白表达时使用。 
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图 1  原核表达 LLO 突变蛋白重组质粒(A)及单增李斯特菌 hly 位点突变重组质粒(B)的构建策略 
Figure 1  Expression of LLO mutant protein in prokaryotes (A) and construction strategy of recombinant 
plasmids for mutagenesis of hly locus in Listeria monocytogenes (B). 
 
1.3.2  单增李斯特菌 hly 点突变重组菌株  

分别将 pSL3983 和 pSL3984 电转化至单增

李斯特菌感受态细胞中，将转化产物涂布于含

氯霉素(25 μg/mL)的 BHI 固体培养基，在 30 ℃

静置培养 24–48 h，挑取单菌落并用 pKSV7 鉴

定引物 M13-Fwd/M13-Rev 筛选阳性转化子。

将阳性转化子置于含氯霉素的 BHI 液体培养基

中，进行传代培养(42 ℃、200 r/min)，传 5–10
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代后实现同源重组；随后置于 30 ℃无抗性的

BHI 液体培养基中，进行传代培养，传至 15–
20 代后，利用 pKSV7 鉴定引物 M13-Fwd/M13-
Rev 和点突变鉴定引物 A-Fwd/D-Rev 通过 PCR
鉴定末代菌液，筛选出发生点突变的菌落。以

筛选出的菌落基因组为模板，利用点突变鉴定

引物 A-Fwd/D-Rev 经 PCR 后将扩增产物送去

测序，将测序鉴定正确的 hly 基因点突变株分

别命名为 hlyQ253A 和 hlyI254A。 
1.4  LLO 点突变蛋白的原核诱导表达及蛋

白纯化  
挑取 LLOQ253A、LLOI254A 单菌落至 5 mL 含

卡那霉素 (50 μg/mL)的 LB 液体培养基中，

37 ℃、200 r/min 培养过夜。次日，按 1:100 转

接至 200 mL 含卡那霉素(50 μg/mL)的 LB 液体

培养基中扩大培养，使 OD600 达到 0.6。加入终

浓度为 1 mmol/L IPTG，4 ℃、150 r/min 诱导

过夜。次日，4 ℃、5 000 r/min 离心 15 min 收

集菌体，经 50 mmol/L PBS 洗涤 3 次后重悬，

超声(功率 200−300 W，超声 5 s 停 7 s)破碎        
30 min 后收集破碎液，4 ℃、12 000 r/min 离心

10 min 取上清。将收集的上清与镍在 4 ℃、  
100 r/min 条件下结合过夜。次日，将结合液加

至内毒素去除分离柱中，待结合液流尽后加入

30、50、100 mmol/L 咪唑洗脱杂蛋白，最后加

入 300 mmol/L 咪唑收集 LLO 点突变蛋白。

LLO 点突变蛋白经 BCA 试剂盒测定浓度后，

取部分蛋白按比例加入 4×Loading buffer 制成

Western blotting 样品，进行 SDS-PAGE，检测

纯化蛋白，剩余蛋白用超滤管进行超滤，超滤

后的蛋白按照 1:1 加入纯甘油保存于−80 ℃冰

箱中备用。经过纯化获得的 LLO 点突变蛋白

命名为 LLOQ253A 和 LLOI254A。 
1.5  LLO 点突变蛋白及突变株 hlyQ253A 和

hlyI254A 的溶血活性测定  
取新鲜无菌绵羊血 1 mL 置于 2 mL EP 管

中，4 ℃、1 000 r/min 离心 10 min，弃上清加

入 1 mL 无菌生理盐水轻轻重悬红细胞，再次

离心 10 min，弃上清。将红细胞和无菌生理盐

水以 1:20 混匀，配制成的绵羊血红细胞-生理

盐水悬液(5% SRBC-0.9% NaCl)待用。LLO 点

突变蛋白溶血活性测定：用 BCA 试剂盒测定蛋

白浓度，并分别用 pH 6.5 的 10 mmol/L PBS
与 pH 5.5 的 10 mmol/L PBS 将蛋白浓度稀释

至 35 nmol/L。在“U”型 96 孔板中，第一个孔

加入 200 μL 稀释好的蛋白液，第 2−11 孔中分

别加入 pH 6.5 和 pH 5.5 的 100 μL 10 mmol/L 
PBS，从第 1 个孔取 100 μL 蛋白液加入到第 3 个

孔，混匀后再吸取 100 μL 至下一个孔，如此连

续倍比稀释至第 11 个孔，置于 37 ℃培养箱中

培养 10 min，向每孔等体积加入 5% SRBC-
0.9% NaCl，放入 37 ℃培养箱中静置培养 30 min
后，4 ℃、1 000 r/min 离心 3 min。吸取 150 μL
上清至平底 96 孔板中，测定 OD550，以 10 mmol/L 
PBS (pH 6.5 或 pH 5.5)作为阴性对照，1% 
Triton X-100 作为阳性对照。突变株 hlyQ253A、

hlyI254A 溶血活性测定：挑取单菌落接至 5 mL 
BHI 中，37 ℃、200 r/min 培养至 OD600 约为

0.6。取 1 mL 菌液，4 000 r/min 离心 5 min，收

集上清使用 0.22 μm 过滤器过滤后，取 200 μL 加

入“U”型 96 孔板第 1 个孔中，并用 10 mmol/L 
PBS (pH 6.5 或 pH 5.5)进行连续倍比稀释至第

11 个孔，向每孔等体积加入 5% SRBC-0.9% 
NaCl，轻轻混匀，静置于 37 ℃培养箱中孵育

30 min，后续同 LLO 点突变蛋白溶血活性测定

一致，以野生株 WT 作为阳性对照，缺失株

Δhly 作为阴性对照。记录结果并使用 GraphPad 
Prism 9.0 绘制溶血曲线。 
1.6  生长曲线测定  

挑取野生株 WT、缺失株 Δhly、突变株

hlyQ253A 和 hlyI254A 的单菌落接种至 5 mL BHI 液
体培养基中，37 ℃、200 r/min 培养过夜。次
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日，取 1 mL 菌液，4 000 r/min 离心 5 min，弃

上清，加入 10 mmol/L PBS 重悬，并调整菌液

OD600 至 0.6，将菌液按 1:100 转接至 12 mL 
BHI 液体培养基中，37 ℃、200 r/min 培养 12 h，
每 2 h 取 200 μL 测定 OD600。记录结果并使用

GraphPad Prism 9.0 绘制细菌生长曲线。 

1.7  人肠上皮细胞 Caco-2 黏附侵袭试验  
用含有 10%胎牛血清(FBS)的 RPMI 1640

细胞培养基对 Caco-2 细胞进行铺板，密度为

2×105/孔，并置于 37 ℃、含有 5%的 CO2 培养

箱中培养过夜。分别将野生株 WT、缺失株

Δhly、突变株 hlyQ253A、hlyI254A 菌液浓度调至

OD600 为 0.6，按照感染复数 (multiplicity of 
infections, MOI)=10 感染 Caco-2 细胞。黏附：

细菌感染 Caco-2 细胞 30 min 后，用 10 mmol/L 
PBS 洗涤细胞 3 次，并用 1 mL 配制好的裂解

液(0.25% Trypsin-EDTA 和预冷 ddH2O 按照体

积比 1:4 混匀后使用)吹打裂解细胞，稀释到合

适梯度后，在 BHI 固体培养基上进行点板计

数。入侵：Caco-2 细胞在细菌感染 1.5 h 后，

使用终浓度为 50 μg/mL 庆大霉素(去除胞外菌)
处理 1.5 h，并用 10 mmol/L PBS 洗涤细胞

3 次，随后用裂解液裂解细胞并进行稀释，取

10 μL 滴在 BHI 固体培养基上进行点板计

数，待菌液风干后，倒扣至 37 ℃培养箱，培

养 12 h，记录结果并使用 GraphPad Prism 9.0
绘制成图。 

1.8  小鼠成纤维细胞 L929 空斑试验  
细胞培养与细菌 OD600 设置同 1.7 方法进行

操作，L929 细胞铺板密度为 5×105 个/孔，按照

MOI=10 感染 L929 细胞。感染后不同角度水平

摇晃培养板，使其分布均匀，每 15 min 晃动一

次。感染 1 h 后使用 10 mmol/L PBS 洗涤细胞   
3 次，加入终浓度为 50 μg/mL 庆大霉素(去除胞

外菌)处理 1 h 后，洗涤细胞 3 次，最后加入含

10 μg/mL 庆大霉素终浓度为 0.7%的低熔点琼脂

糖的 DMEM (含 10% FBS)细胞培养基，待琼脂

凝固后，将细胞培养板倒置于 37 ℃、5% CO2

细胞培养箱中培养 48 h。每孔加入 600 μL 甲醛

溶液浸润后置于 37 ℃培养箱 2 h，拍掉琼脂，

用 ddH2O 冲洗孔板，每孔加入 600 μL 0.5%结

晶紫溶液染色 5 min 后用 10 mmol/L PBS 冲洗

孔板，待风干后进行扫描成像。使用 Image J
统计空斑数量和直径，使用 GraphPad Prism 9.0
绘制成图。 

1.9  小鼠单核巨噬细胞 RAW264.7 和 J774
增殖试验  

细胞培养与细菌 OD600 设置同 1.7 方法进行

操作，RAW264.7 细胞和 J774 细胞铺板密度为

2×105 个 / 孔 ， 按 照 MOI=0.2 分 别 感 染

RAW264.7、J774 细胞。感染细胞 30 min 后，

用 10 mmol/L PBS 洗涤细胞 3 次，加入裂解液

裂解细胞，并稀释点板至 BHI 固体培养基。感染

1 h 后用 10 mmol/L PBS 洗涤细胞 3 次，加入

终浓度为 50 μg/mL 庆大霉素(去除胞外菌)处
理 1 h。10 mmol/L PBS 洗涤细胞 3 次，加入

DMEM 培养基持续培养至 2、5 和 8 h 分别裂

解细胞，随后进行稀释点板。使用 GraphPad 
Prism 9.0 统计增殖细菌数并绘制成图。 

1.10  数据统计  
用 GraphPad Prism 9.0 对数据进行分析。其

中 ns 表示 P>0.05，*表示 P<0.05，**表示

P<0.01，***表示 P<0.001，****表示 P<0.000 1。 

2  结果与分析 
2.1  单增李斯特菌 hly 基因点突变株和原

核表达 LLO 蛋白点突变株构建与鉴定结果  
通过同源重组的方式将 hly 第 253 位谷氨

酰胺 Q 和第 254 位异亮氨酸 I 突变成丙氨酸

A，利用 PCR 扩增和 DNA 测序的方法对基因突
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变株进行检测。如图 2 所示，用点突变鉴定引物

A-Fwd/D-Rev 以点突变株为模板扩增的条带大小

约为 500 bp，以野生株 WT 作为阳性对照，缺失

株 Δhly 作为阴性对照；用点突变鉴定引物 A-
Fwd/D-Rev 以原核表达 LLO 蛋白点突变株为模板

扩增的条带大小约为 500 bp，以 LLO 蛋白原核表

达菌株为阳性对照。并通过 DNA 测序方法验证，

测序结果正确，表明单增李斯特菌 hly 基因点突变

株和原核表达 LLO 蛋白点突变株构建成功。 

2.2  LLO 突变蛋白的表达与纯化  
点突变原核表达菌株经培养后，在 IPTG

诱导下进行蛋白表达，通过镍柱亲和纯化后获

得相关 LLO 点突变蛋白。如图 3 所示，第 2−4
泳道分别是使用 30、50 和 100 mmol/L 咪唑洗

脱杂蛋白时收集到的样品，第 5−10 泳道是最终

使用 300 mmol/L 咪唑收集的 LLO 点突变蛋

白。经 SDS-PAGE 显示纯化后位于第 7−10 泳

道的 LLOQ253A (图 3A)和 LLOI254A (图 3B)突变

蛋白条带单一，分子质量均约为 57.2 kDa，蛋

白大小与预期结果一致，经 BCA 蛋白浓度测定

试剂盒检测蛋白浓度均约为 2 mg/mL。以上结果

说明，LLO 突变蛋白原核表达与纯化成功，可用

于后续的溶血试验。 

2.3  各菌株与蛋白溶血活性比较  
分别比较 LLO 点突变蛋白 LLOQ253A 和

LLOI254A、hly 基因点突变株 hlyQ253A 和 hlyI254A

在 pH 6.5 和 pH 5.5 的溶血活性。结果如图 4 所

示，LLO 点突变蛋白 LLOQ253A 和 LLOI254A 以及

单增李斯特菌点突变株 hlyQ253A 和 hlyI254A 在 pH 
6.5 的条件下，溶血活性均丧失(图 4A、4B)；
当 pH 降至 5.5 时，LLO 点突变蛋白 LLOI254A

和点突变株 hlyI254A 恢复溶血活性，LLO 点突变

蛋白 LLOQ253A 和点突变株 hlyQ253A 仍无溶血活

性(图 4C、4D)，表明 hly 基因第 253 位氨基酸

位点 Q 比第 254 位氨基酸位点 I 对 LLO 蛋白溶

血活性的影响更大。 
 

 
 

图 2  PCR 验证单增李斯特菌 hly 点突变株(A)和原核表达 LLO 蛋白点突变株(B) 
Figure 2  Identification of hlyQ253A and hlyI254A mutant strains in Listeria monocytogenes with hly locus 
mutation (A) and prokaryotic strains expressing LLOQ253A and LLOI254A mutant proteins (B) by PCR. 
 

 
 

图 3  SDS-PAGE 鉴定 LLOQ253A (A)和 LLOI254A (B)突变蛋白 
Figure 3  Identification of LLOQ253A (A) and LLOI254A (B) mutant proteins by SDS-PAGE. A: Lane 1 is the 
protein marker; Lane 2−4 are the samples of LLOQ253A mutant protein eluted with 30, 50 and 100 mmol/L 
imidazole, respectively; Lane 5−10 are the samples of LLOQ253A mutant proteins eluted with 300 mmol/L 
imidazole. B: Lane 1 is the protein marker; Lane 2−4 are the samples of LLOI254A mutant proteins eluted 
with 30, 50 and 100 mmol/L imidazole, respectively; Lane 5−10 are the samples of LLOI254A mutant proteins 
eluted with 300 mmol/L imidazole. 
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图 4  LLO、LLOQ253A 和 LLOI254A 蛋白及 WT、Δhly、hlyQ253A 和 hlyI254A 突变株在 pH 6.5 和 pH 5.5 条

件下的溶血活性分析 
Figure 4  Hemolytic activity of LLO, LLOQ253A and LLOI254A mutant proteins, WT, Δhly, hlyQ253A and 
hlyI254A mutant strains at pH 6.5 and 5.5. A: Hemolytic activity of LLO, LLOQ253A and LLOI254A mutant 
proteins at pH 6.5. B: Hemolytic activity of WT, Δhly, hlyQ253A and hlyI254A mutant strains at pH 6.5. C: 
Hemolytic activity of LLO, LLOQ253A and LLOI254A mutant proteins at pH 5.5. D: Hemolytic activity of WT, 
Δhly, hlyQ253A and hlyI254A mutant strains at pH 5.5. Data are expressed as means±SD of three independent 
experiments. 
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2.4  各菌株体外生长能力趋于一致  
比较野生株 WT、缺失株 Δhly、突变株

hlyQ253A 和 hlyI254A 在 37 ℃条件下 BHI 液体培养

基中的生长能力。结果如图 5A 所示，缺失株

Δhly、突变株 hlyQ253A 和 hlyI254A 与野生株 WT
的生长趋势相比较趋于一致，均并无明显差

异，说明 hly 基因第 253 和 254 位氨基酸位点突

变后，不影响单增李斯特菌的体外生长能力。 

2.5  突变株 hlyQ253A 和 hlyI254A 的侵袭能力

显著下降 
因单增李斯特菌的黏附侵袭能力对其入侵宿

主细胞起重要作用。以野生株 WT、缺失株

Δhly、突变株 hlyQ253A 和 hlyI254A 为研究对象，比

较细菌在 Caco-2 细胞中的黏附、侵袭能力。如

图 5B 所示，hly 基因第 253、254 位氨基酸位点

突变后，不影响单增李斯特菌在 Caco-2 中的黏

附能力。然而，突变株 hlyQ253A 和 hlyI254A 在细胞

中的侵袭能力较野生株 WT 显著下降(图 5C)。研

究表明，单增李斯特菌 hly 基因第 253 和 254 位氨

基酸位点突变后，主要影响了细菌的侵袭能力。 

2.6  突变株 hlyQ253A 和 hlyI254A 在细胞间的

迁移能力显著下降  
单增李斯特菌作为胞内寄生菌，胞间迁移

能力对于其感染能力也是至关重要的。将野生

株 WT、缺失株 Δhly、突变株 hlyQ253A 和 hlyI254A

作为研究对象，比较细菌在 L929 细胞中的胞间

迁移能力，空斑直径越大代表其胞间迁移能力越

强。如图 6A 所示，突变株 hlyQ253A、hlyI254A 感 
 

 
 

图 5  WT、Δhly、hlyQ253A 和 hlyI254A 突变株在 37 ℃下的生长能力(A)及在 Caco-2 细胞中的黏附率(B)
及侵袭率(C) 
Figure 5  Growth ability of WT, Δhly, hlyQ253A and hlyI254A mutant strains at 37 ℃ (A), and analysis of 
adhesion (B) and invasion (C) of WT, Δhly, hlyQ253A and hlyI254A mutant strains in Caco-2 cells. Data are 
expressed as means±SD of three independent experiments. ns: P>0.05, **: P<0.01; ***: P<0.001; ****: 
P<0.000 1. 
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图 6  WT、Δhly、hlyQ253A 和 hlyI254A 突变株在 L929 细胞中迁移能力分析 
Figure 6  Plaque sizes and numbers formed by Δhly, hlyQ253A and hlyI254A mutant strains in L929 fibroblast cell 
as a percentage of the plaque size and number formed by WT strain. A: Plaque assay performed in the L929 
fibroblast cell monolayers infected by WT, Δhly, hlyQ253A and hlyI254A mutant strains. B: The plaque sizes of WT, 
Δhly, hlyQ253A and hlyI254A mutant strains were indicated as a percentage of those formed by WT. C: The plaque 
number of WT, Δhly, hlyQ253A and hlyI254A mutant strains were indicated as a percentage of those formed by WT. 
The mutant strain Δhly, which is completely unable to spread during cell infection, was taken as a reference 
negative control. Data are expressed as means±SD of three independent experiments. **: P<0.01, ***: P<0.001, 
****: P<0.000 1. 
 

染 L929 细胞形成的空斑直径明显小于野生株

WT 形成的空斑直径，作为对照组的缺失株

Δhly 感染 L929 细胞则不能形成空斑；经统计

学分析发现突变株 hlyQ253A、hlyI254A 形成的空斑

直径大小相较于野生株 WT 显著减小(P<0.000 1)。
另外值得注意的是，突变株 hlyQ253A 形成的空斑

数量相较于野生株 WT 显著减少，而突变株

hlyI254A 形成的空斑数量相较于野生株显著增多

(图 6B)，说明突变株 hlyI254A 感染细胞的能力较

野生株 WT 和突变株 hlyQ253A 是明显增强的。

以上结果表明，单增李斯特菌 hly 基因第 253
和 254 位氨基酸位点突变后在 L929 细胞中迁

移能力明显减弱；且第 253 位氨基酸位点 Q 较

第 254 位氨基酸位点对单增李斯特菌在 L929 细

胞中迁移能力的影响作用更显著。 

2.7  各菌株的胞内增殖能力无显著差异 
RAW264.7 及 J774 作为巨噬细胞可以主动

吞噬单增李斯特菌，是研究单增李斯特菌胞内

增殖能力的理想细胞模型。以野生株 WT、缺

失株 Δhly、突变株 hlyQ253A 和 hlyI254A 为对象，

利用 RAW264.7、J774 作为细胞模型研究细菌

在胞内的增殖能力。如图 7 所示，突变株

hlyQ253A、hlyI254A 与野生株 WT 相比在 RAW264.7
和 J774 的胞内增殖能力无明显差异(P>0.05)，
而突变株 hlyQ253A 对胞内增殖能力的影响略低于

hlyI254A 和 WT。试验结果表明，单增李斯特菌

hly 基因第 253 和 254 位氨基酸位点突变后，不

影响单增李斯特菌的胞内增殖能力。 
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图 7  WT、Δhly、hlyQ253A 和 hlyI254A 突变株在 RAW264.7 (A)和 J774 (B)巨噬细胞内增殖能力分析 
Figure 7  Analysis of proliferation ability of WT, Δhly, hlyQ253A and hlyI254A mutant strains in RAW264.7 (A) 
and J774 (B) macrophages. Data are expressed as means±SD of three independent experiments. 
 

3  讨论与结论 
LLO 是由单增李斯特菌主要毒力基因 hly 编

码的一种成孔毒素，在细菌感染宿主的过程中

发挥重要作用。本研究构建了 hlyQ253A 和 hlyI254A

单增李斯特菌 hly 点突变株，表达了 LLO 点突

变蛋白 LLOQ253A 和 LLOI254A，并通过分子生物

学和细胞生物学等手段，比较了单增李斯特菌

WT 与点突变株间的溶血活性以及体外生长、黏

附与侵袭、胞间迁移和胞内增殖能力。结果显

示，在 pH 6.5 的条件下，单增李斯特菌 hly 基

因第 253 位 Q 和第 254 位 I 突变成 A 后，点突

变蛋白与点突变株均丧失了溶血活性；在 pH 
5.5 的条件下，LLO 点突变蛋白 LLOI254A 和点突

变株 hlyI254A 恢复溶血活性，LLOQ253A 和点突变

株 hlyQ253A仍无溶血活性，说明 hly 基因第 253 位

氨基酸位点 Q 较第 254 位氨基酸位点 I 对 LLO
蛋白溶血活性的影响占主要地位。hlyQ253A 和

hlyI254A 的体外生长、胞内增殖和黏附能力与野

生株相比无明显差异，其侵袭能力、胞间迁移

能力与野生株相比有明显减弱。单增李斯特菌

hly 基因第 253 位 Q 和第 254 位 I 氨基酸位点发

生改变后，有可能影响了 LLO 的结构改变进而

影响了 LLO 的膜穿孔活性和逃逸吞噬体的能

力，进而影响细菌的感染宿主的能力，但不同

氨基酸位点的改变其影响的结果也可能略有不

同，其具体机制还有待进行深入研究。 
单增李斯特菌作为典型的胞内寄生菌，是一

种研究胞内感染菌和细胞免疫的良好模型。近年

来，李斯特菌已经被应用于疫苗载体研究，其可

作为基因递呈载体，进而表达各种免疫蛋白来启

动细胞免疫。Abi Abdallah 等[12]用李斯特菌的弱

毒株作为沙蝇唾液蛋白 LIM 11 的疫苗表达系统

来预防利什曼病。Jahangir 等[13]用李斯特菌的弱

毒株表达肿瘤相关抗原蛋白 Mage 有效地治疗了

转移性乳腺癌。Yang 等[14]将李斯特菌弱毒株作

为肝肿瘤干细胞生物标记的 CD24 的疫苗载体，

明显减小了肿瘤的大小，延长了小鼠的寿命。

LLO 突变蛋白可为新型抗癌药物研发提供线索，

Resnik 等[15]发现 LLOY406A是一种胆固醇依赖型毒

素 LLO 突变体，其主要特征是在 pH 5.7 时具有

优先活性，既可直接选择性靶向肿瘤细胞，也可

从酸性核内体中释放累积的治疗药物。 
本研究发现 hlyQ253A 和 hlyI254A 突变株虽然

丧失了溶血活性，但在巨噬细胞内的增殖能力

与野生株相比无明显差异，并且在 L929 细胞

中仍具有一定程度的胞间迁移能力，说明了

LLO 的膜穿孔活性与单增李斯特菌实现胞间迁
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移和感染并不严格相关 [11]。在 pH 6.5 时，

hlyQ253A 和 hlyI254A 丧失溶细胞活性，可能有以

下三点原因：突变后 LLO 不能与细胞膜结

合；抑制细胞膜上 LLO 寡聚化形成，导致

LLO 不能形成弧形或环形结构 [13,16]；LLO 插

入细胞膜的过程被抑制[9]；过高的 pH 环境[17]。

目前，对单增李斯特菌 LLO 结构域上氨基酸

位点的研究较少，且突变后单增李斯特菌生物

学功能改变的原因尚不清楚。本研究构建了

hlyQ253A 和 hlyI254A 突变株，并对其生物学功能

做了部分分析，为后续深入探究 LLO 结构域

中关键氨基酸位点的作用以及构建靶向治疗肿

瘤或癌症的模式菌提供了一定的理论基础。 
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