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产单核细胞李斯特菌 actA/plcB 缺失株的构建及其生物学特性 

殷月兰, 朱国强, 耿士忠, 胡茂志, 焦新安* 
 (扬州大学, 江苏省人兽共患病学重点实验室, 扬州 225009) 

摘要：产单核细胞李斯特菌的毒力因子与该菌在细胞间扩散、传播有着直接的关系, 其中肌动蛋白

聚集因子ActA是细菌由细胞浆扩散至相邻细胞所必须的因子, 而广谱磷脂酶C则参与具有双层膜吞

噬体的裂解过程。[方法]本研究中利用同源重组技术成功构建了毒力因子 ActA 和 PC-PLC 双缺失

的突变株, [目的]并对突变株的毒力和免疫应答潜能进行评价。[结果]Western blot 和磷脂酶活性测定

实验, 分别从蛋白质水平上证实 actA和 plcB基因的缺失。突变株的毒力显著降低, 对小鼠半数致死

剂量比野生型菌株提高约 103倍, 但仍然保持较好地诱导 T细胞应答的能力, 并且能完全保护野生型

细菌致死剂量的攻击。实验结果不仅表明 ActA 和 PC-PLC是产单核细胞李斯特菌的重要毒力因子, 

而且证实安全性提高的突变株依然保持有较强地诱导细胞免疫应答的能力。[结论]因此, 该突变株的

获得不仅对李斯特菌病的预防具有重要作用, 而且为构建预防人类和动物疫病的疫苗载体奠定了基

础, 此外对于阐明 LM毒力因子的致病机理与免疫保护作用提供了条件。 
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产单核细胞李斯特菌 (Listeria monocytogenes, 

LM)是一种胞内寄生菌, 人兽共患李斯特菌病的病原, 
感染后发病死亡率约为 25%[1~2]。欧美国家曾多次暴

发流行, LM 对食品的污染与危害, 已引起世界各国
的普遍关注和高度重视 , 其中研制预防李斯特菌病
的减毒活疫苗是重要的课题之一[3]。另外, LM所具有
的独特免疫应答机制使它成为一种非常具有吸引力的

运送异源抗原的疫苗载体[4~6]。目前研究表明, 通过毒
力基因缺失的方法可使 LM 毒力降低, 但毒力降低不显
著, 安全性得不到有效的保障。 

actA和 plcB基因的编码产物 ActA和 PC-PLC是与
LM 致病性相关的主要毒力因子, actA 编码的表面蛋白
ActA在 LM胞内运动中起着重要作用, 能产生一种使肌
动蛋白聚合的因子, 诱导 LM 一极的肌动蛋白的聚合, 
以促进 LM在宿主细胞内的极向运动[7]。基因 plcB编码

广谱磷脂酶 C(PlcB), 在吞噬泡双层膜溶解中起作用[8]。

本研究通过同源重组的方法从基因组中缺失这两个基因, 
并对突变株的生物学特性进行了初步研究。 

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由本室保存; 产单核细胞李斯特菌血清型 1/2a
的野生型菌株 yzuLM4 由本室分离保存 ; 穿梭载体
pKSV7 (Ampr)由扬州大学朱国强教授馈赠 , 质粒载
体 pGEM-T购自 Promega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：BHI 培养基 (BactoTM Brain Heart 
Infusion) 购买自 BD公司。 
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1.1.4  主要试剂： 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)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)等购自华美公司。
1.1.5  引物：表 1为实验所用引物 
 

表 1  用于扩增相关基因的引物 

Table 1  Primer pairs used to amplify related genes 

Primer Sequence(5′→3′ ) 
actA- CCGAATTCTTTAGTTCCGCAGTGGATGC (ECoRⅠ) 
actA+ GTCTAGCTCCAGTAGGGGATCCCTCGAGGCTGC

AAATATTATG 
plcB- CATAATATTTGCAGCCTCGAGGGATCCCCTACTG

GAGCTAGA 
plcB+ TAGTCGACCTGTTGTCATCGAAGCGCAA ( SalⅠ) 
Dele-actA1 CGTATCACGAGGAGGGAGTAT 
Dele-plcB2 TATATCCACCCGATAACGAG 

 

1.2  减毒重组 yzuLM△actA/plcB 的构建 
分别用引物 actA-、actA+及 plcB-、plcB+扩增

actA 及 plcB 基因片段, 再用引物 actA-和 plcB+进行
SOEing PCR, 扩增 actA/plcB 基因片段。以 SalⅠ和
EcoRⅠ双酶切 actA/plcB和 pKSV7, 并用 T4 DNA连
接酶进行连接、转化大肠杆菌 DH5α, 用含 Amp 的
LB 固体培养基筛选和鉴定。将测序正确的阳性克隆
命名为 pKSV7-actA/plcB。用电转化方法将重组穿梭
质粒 pKSV7-actA/plcB导入野生型 yzuLM4菌株。通
过温度和氯霉素抗性压力进行同源重组 , 最终将
actA/plcB 重组于 LM 基因组, 实现野生型 yzuLM4
菌株中 actA、plcB 基因的缺失。将阳性菌株命名为
yzuLM△actA/plcB(简称 yzuLM1-2)。 

1.3  Western blot 分析 
将ActA纯化蛋白经 SDS-PAGE 电泳后, 电转移

至硝酸纤维素膜上, 分别以 yzuLM1-2 及 yzuLM4 的
多抗血清为一抗, 辣根过氧化物酶标记的羊抗鼠 IgG
的抗体为二抗 , 二氨基联苯胺(DAB)为底物 , 进行蛋
白印迹分析。 

1.4  磷脂酶活性试验 
根据文献[14]报道, 稍作改进配制卵黄琼脂炭粉

(YAC)培养基: 于 100mLBHI 固体培养基中加入 0.5
克活性炭粉, 调 pH 值至 6.5 后高压灭菌, 待冷却至
45℃左右时加入 5mL无菌卵黄液, 混匀后倾注平皿。
把 yzuLM4 和 yzuLM1-2 在 YAC 培养基表面划线接
种, 置于 37℃培养。 

1.5  重组菌株 yzuLM1-2 LD50 的测定 
将野生型菌株 yzuLM4及重组菌株 yzuLM1-2培

养 15h, 洗涤后将菌悬液进行梯度稀释, 取适宜稀释
度的菌液进行动物实验 , 不同实验组尾静脉注射所
用剂量呈 4倍递减。每一稀释度菌液尾静脉注射 5只
6 周龄 BALB/c 小鼠, 100μL/只, 连续观察 14d, 记录
接种后小鼠死亡情况。 

1.6  脾脏 T 细胞亚群的测定 
将 6周龄 BALB/c小鼠随机分成 5组, 每组 6只, 

分别注射 yzuLM1-2、yzuLM4, 同时设空白对照组。
在免疫后的 7d 和 14d 各组均取 3 只小鼠处死, 取脾
脏, 经处理后将细胞用 DMEM 悬浮, 对细胞进行计
数, 使其浓度为 107/mL, 冰浴保存备用。用 FACS染
色缓冲液稀释抗体或标记试剂。分别用 PE-CD8b 的
单抗、FITC-CD4 的单抗和 PECy5-CD3 的单抗各 
20μL与脾脏细胞混合, 4℃避光反应 30min, FACS 测
定 CD3+CD4+T细胞和 CD3+CD8b+T细胞的数量。 

1.7  小鼠免疫保护试验 
将 6周龄 BALB/c小鼠随机分成 4组, 每组 5只, 

yzuLM1-2以 1×106CFU静脉注射, 在二免 14d时, 将
yzuLM4以 1×105CFU/只攻毒, 连续观察 14d, 记录接
种后小鼠死亡情况。 

2  结果 

2.1  actA 与 plcB 基因的扩增及拼接结果 
actA 和 plcB 基因的 PCR 扩增产物经 1.0%琼脂

糖凝胶电泳, 分别呈现一条长约为 1.0Kb 和 1.2Kb 的特
异性条带, 与预期的大小相符。对两个 DNA 片段进行
SOEing PCR, 经 1.0%琼脂糖凝胶电泳呈现一条长约为
2.2Kb的特异性条带, 与预期的片段大小一致。 

2.2  穿梭载体 pKSV7-actA/plcB 的构建及鉴定结果 
用 SalⅠ和 EcoRⅠ双酶切 SOEing PCR 产物

actA/plcB 和穿梭载体 pKSV7, 酶切产物用胶回收试
剂盒回收, 连接并转化。琼脂糖凝胶电泳结果显示嵌
合基因 actA/plcB已成功插入穿梭载体 pKSV7。测序
结果表明序列正确, 扩增的 actA/plcB 基因片段长度
约为 2.2kb, 中间引入 BamHⅠ和 XhoⅠ酶切位点。 

2.3  重组 LM 的 PCR 鉴定 
对通过温度和氯霉素抗性压力下进行传代培养

后 , 在含氯霉素的培养基上不生长的细菌用被删除

基因外围引物 dele-actA 1和 dele-plcB 2进行鉴定, 结

果显示重组菌株扩增出条带大小约 2.2kb, 而野生型

菌株扩增出的条带约为 4.8kb, 由此表明同源片段的

定点整合以及 actA 和 plcB 基因已被删除, 将重组菌
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命名为 yzuLM4△actA/plcB(简称 yzuLM1-2)。  

2.4  Western blot 分析 
由图 1 的免疫印迹结果可知, 泳道 1 中, 有一大小

约为 97kDa的特异印迹带, 而泳道 2中没有印迹带出现, 
表明以 yzuLM1-2免疫小鼠制备的血清中没有针对 ActA
的抗体, 在蛋白质水平上亦证实了 actA基因的缺失。 

 

图 1  表达产物 ActA 与 LM 多抗的 Western blot 试验 

Fig. 1  Western blot analysis of expressed product with antibody against 
yzuLM4 and yzuLM1-2. M. Protein marker; 1. Serum against yzuLM4; 
2. Serum agaist yzuLM1−2. 
 

2.5  磷脂酶活性试验 
在 YAC培养基上作用约 24h后, 接种在平板上 

的野生型 yzuLM4菌株周围出现透明圈, 而 yzuLM1-2周
围未出现此现象(图 2)。由此表明 yzuLM1-2不具有磷脂
酶生物活性, 从而说明 plcB基因已缺失。 

 

图 2  LM 在 YAC 培养基上的磷脂酶活性测定 

Fig. 2  Phospholipase activity assay using YAC plate. 
1. yzuLM1-2; 2. yzuLM4. 

2.6  重组菌株 yzuLM1-2 LD50 的测定 
由表 2可知, 在 BALB/c小鼠进行的动物毒力试

验中, 重组菌株所测得的 LD50为 2.68×107 CFU, 野生
型细菌所测得的 LD50 为 1.47×104CFU, 数据表明重组菌
yzuLM1-2毒力降低了 3个数量级。 

2.7  静脉免疫后小鼠脾脏中 T 细胞亚群的测定结果 
免疫 yzuLM1-2后诱导小鼠脾脏中 CD3+CD8b+ T

细胞产生的数量及与 CD3+CD4+ T 细胞比值与

yzuLM4 无显著性差异 (图 3), 此外还可看出 , 
CD3+CD8b+ T细胞的数量在首次免疫后的 7d明显高

于免疫后 14d时测定的数值。 

 

图 3  静脉免疫后小鼠脾脏中 T 细胞亚群的测定 

Fig. 3  The results of T cells subsets in murine spleen after vein 
inoculation. A: Number of CD3+CD8+T cell; B:Ratio of CD8+/CD4+ 
T cell. 

 
表 2  LM 菌株对 BALB/c 小鼠 LD50 的测定结果 

Table 2  LgLD50 of LM for BALB/c mice 
yzuLM1-2 (1×10

7
CFU/mL) 

                                                             

yzuLM4 (1×10
4
 CFU/mL) 

                                                              Dose 
34.6  8.64  2.16  0.540  0.14 39.6  13.2  4.40   1.47  0.47 

mortality 5/5   5/5   0/5   0/5    0/5 5/5   5/5   5/5   4/5   0/5 

Lg LD50 7.64 4.167 

LD50 2.68×107 1.47×104 
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2.8  对小鼠的免疫保护试验结果 
由表 3的实验结果可知, yzuLM1-2免疫组对血清

型为 1/2a的野生型 yzuLM4具有良好的保护率, 达到
100%, 这预示着对同种血清型 LM 的攻毒具有较好

的免疫保护力。  
          

    表 3  重组李斯特菌对小鼠的免疫保护结果 

Table 3  The protective efficacy of recombinant LM for mice 

Group Number of 
survivor 

Number of 
dead 

Protective  
rate /% 

yzuLM1-2 5 0 100 
Negative control 0 5 0 

3  讨论 

为了研制安全有效的预防李斯特菌病的疫苗和作

为运送异源抗原的载体, 科研者已开展了与减毒相关的

研究并获得了大量缺失突变株, 如 LM△prfA、LM△

actA、LM△hly、LM△plcB、LM△plcA、LM△plcA/plcB 、

LM△inlA 、LM△inlB 、LM△inlAB 等, 其中有些突变

株毒力降低不显著[9~12], 有些虽然毒力显著降低, 但诱

导免疫应答能力受到一定程度影响[13], 总得看来减毒程

度与缺失的毒力基因的功能关系密切。如何在毒力显著

降低的前提下仍能较好的激发免疫应答的能力是评价突

变株价值的重要因素。本研究所用野生型菌株的毒力略

高于 LM10403S(lgLD50为 4.47)[3], 通过同源重组的方法

缺失两个毒力基因 actA 和 plcB 的突变株的 lgLD50为

7.64, 毒力低于除 LM△hly 之外的其它单基因缺失的突

变株, 但激发免疫应答的能力显著高于 LM△hly(另文报

道)。另外, 小鼠免疫保护试验所显示的对同种血清型的

野生型菌株致死剂量的攻击所具有良好的免疫保护率, 

以及以 FACS对诱导CD8+T细胞产生能力进行测定的结

果都有力证实了突变株在毒力降低的前提下仍具有较好

的激发免疫应答的能力。这说明我们通过双基因缺失的

方法成功地获得了毒力显著降低的减毒菌, 也预示着减

毒突变株对动物安全性的增加。 

本研究根据 ActA 蛋白和 PC-PLC 的生物学特性
分别以 Western blot和磷脂酶活性试验对突变株进行
了鉴定。针对 ActA 蛋白体外表达量极低的现象, 采
用在大肠杆菌中表达的 ActA 作为抗原, 以 LM 免疫
小鼠后获得的多抗血清为一抗进行 Western blot, 结
果显示突变株的多抗血清没有特异印迹带 , 而野生
型菌株显示有 97KD 的特异印迹带, 说明突变株不能
表达 ActA。PC-PLC具有水解磷脂产生一系列水溶性

脂肪酸的生物活性, 而卵黄中富含磷脂, 因此卵黄琼
脂法成为一种定性鉴定 PC-PLC 生物活性的简便方 
法[14]。本研究据 Ermolaeva等[14]的报道, 利用卵黄琼脂
炭粉培养基对突变株是否能表达 PC-PLC 进行了研究, 
结果表明突变株丧失磷脂酶的生物学活性。由此从蛋白

质水平上证实了 actA基因和 plcB基因的缺失。 
本研究获得的突变株毒力显著降低、安全性明显增

加, 具有较强激发免疫应答的能力和能免疫保护同种血
清型野生型菌株的攻击。因此该突变株的获得不仅对李

斯特菌病的预防具有重要作用, 而且为构建预防人类和
动物疫病的疫苗载体奠定了基础。此外, 对于阐明 LM毒
力因子的致病机理与免疫保护作用提供了条件。  
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Construction and characterization of a mutant strain of Listeria monocyto-
genes with a deletion of actA and plcB  

Yuelan Yin, Guoqiang Zhu, Shizhong Geng, Maozhi Hu, Xi′nan Jiao* 

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

Abstract: The virulence of Listeria monocytogenes is directly related to its ability to spread from cell to cell without 
leaving the intracellular milieu. Among the bacterial factors involved in cell-to-cell spread, actin-polymerizing protein 
ActA is required for bacterial spread to adjacent cells, while the broad-range phospholipase C (PC-PLC) contributes to 
bacterial escape from secondary vacuoles. [Methods] Based on homologous recombination technology, we constructed a 
double gene-mutant strain by deleting two virulence factors, ActA and PC-PLC, [Objective] its toxicity and immunopo-
tency was evaluated in murine model. [Results] And then, the mutant strain was further verified the absence of ActA and 
PC-PLC using Western blot analysis and phospholipase activity assay. It showed highly attenuated and its 50% lethal dose 
in BLAB/c mice was increased at least 103-fold compared to the parent strain. Nevertheless, mice preimmunized with the 
mutant strain elicited strong T-cell responses and fully protected against a lethal challenge with the virulent strain. [Con-
clusion] These results not only verified that ActA and PC-PLC were essential virulence factors for L. monocytogenes, but 
also demonstrated that the mutant strain possessed good immunogenicity with higher safety. The mutant strain could be 
further studied as a vaccine candidate to prevent listeriosis and used as a vector to deliver heterologous antigens. Fur-
thermore, it provided the possibilities to elucidate the molecular mechanisms of pathogenesis and immune response trig-
gered by L. monocytogenes. 
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