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研究报告 

一株 ST477 型单增李斯特菌的全基因组测序及 inlA 基因遗

传多样性 
王亚鸽  闫鹤* 
华南理工大学食品科学与工程学院  广东 广州  510640 

摘  要：【背景】单增李斯特菌是一种重要的条件致病菌，不同型别菌株在宿主范围和毒力等方面存

在差异。内化素基因 inlA 在入侵宿主上皮细胞中具有重要作用。【目的】研究单增李斯特菌序列型

(Sequence type，ST)为 477 菌株的基因组特征及内化素基因 inlA 的遗传多样性。【方法】使用相关软

件对测序数据进行多位点序列分型(Mutilocus sequence typing，MLST)、单核苷酸多态性(Single 
nucleotide polymorphism，SNP)及基因 inlA 遗传多样性分析。【结果】MLST 进化分析结果显示，分

离自不同国家的菌株具有较近亲缘关系。以分离自中国食品的 ST477 型菌株为参考菌株，通过 SNP
分析表明，加拿大食品中的 ST9 型菌株发生的突变位点最少(91−93 个)。7 株复合克隆系(Clonal 
complex，CC)为 9 的菌株其 inlA 基因序列间核苷酸相似性为 29.8%−100%。【结论】初步分析了 ST477
型别菌株的进化及基因组特征，同时研究了部分 CC9 克隆系菌株 inlA 基因突变情况，为研究 ST477
型别菌株的进化及单增李斯特菌的毒力提供基础数据。 

关键词：单增李斯特菌，ST477 型别，内化素基因，进化分析 

Whole-genome sequencing of a Listeria monocytogenes ST477 and 
genetic diversity of inlA gene 
WANG Ya-Ge  YAN He* 
School of Food Science and Engineering, South China University of Technology, Guangzhou, Guangdong 510640, China 

Abstract: [Background] Listeria monocytogenes is an important opportunistic pathogen. There are some 
differences in host range and virulence among different strains. Internalin gene inlA play an important role 
in host epithelial cells invasion. [Objective] Analyze the genomic characteristics of the Listeria 
monocytogenes STS477 isolate and investigate the genetic diversity of gene inlA. [Methods] Mutilocus 
sequence typing (MLST), single nucleotide polymorphism (SNP) and inlA genetic diversity were analyzed 
based on the sequencing data with software. [Results] MLST analysis showed that isolates from different 
countries have close relationship. Based on the SNP analysis, ST9 strains isolated from Canadian food 
owned the fewest mutation sites (91−93) by aligning six CC9 isolates against the chromosome of the 
ST477. The nucleotide homology of seven inlA gene sequences was 29.8%−100%. [Conclusion] We 
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preliminarily analyzed the evolution of ST477 isolate and investigate the mutation type of inlA gene 
belonging to CC9. This study provides basic data for analysis of the evolution of ST477 strains and the 
virulence of L. monocytogenes. 

Keywords: Listeria monocytogenes, ST477 subtype, Internalin gene, Phylogenetic analysis 

单增李斯特菌(Listeria monocytogenes)是一类

重要的食源性条件致病菌，可引起人和动物李斯特

菌病，主要感染免疫力低下(老年人、孕妇及新生

儿)和免疫缺陷人群，临床症状包括败血症、脑膜

炎、流产和死胎等[1]。近几年，通过食物传播引起

的李斯特菌病的暴发被频繁报道[2-3]，中国虽然关

于李斯特菌病的报道较少[4-5]，但多位学者从各地

多种食品中均分离出单增李斯特菌[6-8]，其风险不

容忽视。 
多位点序列分型(Mutilocus sequence typing，

MLST)方法是一种基于 7 个管家基因(abcZ，bglA，

cat，dapE，dat，ldh，lhkA)的核苷酸序列确定菌

株之间的高度差异性，进而揭示流行病学及分子进

化的分析方法[9]。细菌在长期进化过程中基因组信

息存在差异，随着全基因组测序水平的发展，单核

苷酸多态性(Single nucleotide polymorphism，SNP)
已经成为确定细菌关联性的分析方法[10]。单增李

斯特菌的一些毒素及相关基因对于细菌的侵染及

宿主细胞内的生存具有重要作用。其中表面蛋白内

化素可促进该菌入侵宿主上皮细胞，基因 inlA 编

码的内化素 A (InlA)通过与上皮细胞的钙粘蛋白

受体相互作用，调节菌体被上皮细胞摄入的过程。

研究表明，基因 inlA 的有效突变会导致翻译提前

终止(Premature stop codon，PMSC)，进而降低细

菌入侵宿主上皮细胞的能力[11]。 
复合克隆系(Clonal complex，CC) 9 是在中国

流行度最高的三大克隆系之一[6,12-13]。但目前对于

单增李斯特菌 CC9 克隆系的进化关系及基因特点

少有报道，更无针对序列型(Sequence type，ST)为
477 菌株的研究。本研究以分离自中国食品的

ST477 型别的单增李斯特菌为研究对象，进行比

较基因组学分析并研究基因 inlA 的遗传多样性，

旨在为单增李斯特菌的传播及毒力检测提供理论

依据。 

1  材料与方法 

1.1  菌株 
单增李斯特菌 NH1 分离自河北省某大型超市

的冷冻食品[14]。 

1.2  主要试剂和仪器 
脑心浸出液肉汤(Brain heart infusion broth，

BHI)，广州环凯微生物科技有限公司；细菌基因

组 DNA 快速提取试剂盒，北京博迈德生物技术有

限公司。Pacbio RS II 测序仪，Pacific Biosciences
公司。 

1.3  基因组测序与注释 
将菌株 NH1 划线接种至 BHI 琼脂培养基，37 °C

培养过夜，再挑取单菌落至 BHI 中，37 °C 培养

12–16 h。DNA 提取按照细菌基因组 DNA 快速提取

试剂盒说明书进行。将得到的总 DNA 通过 Pacbio 
RS II 测序仪进行全基因组测序，得到 937 153 条

测序片段，利用 HGAP (Hierarchical genome assembly 
process)进行拼接组装，将完整的基因组序列提交

至 NCBI GenBank 数据库，获得该菌株 GenBank
登录号为 CP021325，并通过 PGAP (Prokaryotic 
genome annotation pipeline)进行基因预测与功能注

释。采用 Glimmer 3.02 软件进行开放阅读框(Open 
reading frame，ORF)预测，将所有预测蛋白序列与

非 冗 余 蛋 白 数 据 库 NR 、 Swiss-Prot 数 据 库 、

eggNOG (Evolutionary genealogy of genes ：

Non-supervised Orthologous Groups) 数 据 库 进 行

BLASTp (E<1e−10)比对，完成蛋白序列功能注释。 

1.4  MLST 进化分析 
PasteurMLST 数据库中已登记的 ST477 型别
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单 增 李 斯 特 菌 有 2 株 ， 分 别 为 SLCC1798 和

Lm_0080。SLCC1798 于 1964 年分离自菲律宾病

人，Lm_0080 于 1988 年分离自日本病人。将单增

李斯特菌 NH1 的管家基因序列与 8 株 CC9 菌株的

管家基因序列进行 MLST 分析，包括 2 株 ST477
型别的 SLCC1798 和 Lm_0080，5 株 ST9 型别的

10-5025 (NZ_CP007194)、10-5026 (NZ_CP007195)、
10-5027 (NZ_CP007196)、SHL006 (NZ_APIF00000000)、
SLCC2479 (NC_018589)及 1 株 ST122 型 别的

SLCC2372 (NC_018588)。根据 PasteurMLST 数据

库(http://bigsdb.pasteur.fr/listeria/listeria.html)，确定

7 个管家基因(abcZ，bglA，cat，dapE，dat，ldh，

lhkA)的等位基因号。归纳 9 株菌的 7 个等位基因

的代号和 ST 型别，根据每株菌的 7 个管家基因的

序列，按照 abcZ-bglA-cat-dapE-dat-ldh-lhkA 的顺

序拼接成 9 条序列，利用软件 MEGA 5.0 中的

Neighbor-Joining 法构建管家基因的系统发育树

(1 000 Bootstrap)，分析 9 株菌的进化关系。 

1.5  SNP 分析 
PasteurMLST 数据库中登记的 2 株 ST477 型别

菌株无全基因组序列，因此，对其余 7 株 CC9 克

隆系菌株进行全基因组水平上的差异分析。以

NH1 为参考菌株，通过软件 GATK 和 SAMtools
确定每个菌株的 SNPs。用 VarScan 软件进行 SNP
信息的检测，并过滤掉测序深度和比对质量值较低

的位点。将每个基因组的 SNPs 拼接为一个序列，

利用软件 MEGA 5.0 构建进化树(1 000 Bootstrap)。 

1.6  内化素基因序列比对分析 
PasteurMLST 数据库中无 2 株 ST477 型别菌株

的 inlA 基因序列，因此，通过 PasteurMLST 数据

库提取出其他 7 个 CC9 克隆系菌株基因组中 10 个

内化素基因的核苷酸序列，以 NH1 为参考菌株，

进行基因同源性比较。进一步从每个分离株的 inlA

基因序列中获得翻译的蛋白序列，确定该基因 PMSC
的突变类型[11]，并根据 inlA 基因的核苷酸序列，利

用软件 MEGA 5.0 构建进化树(1 000 Bootstrap)。 

2  结果与分析 

2.1  NH1 基因组的基本特征 
单增李斯特菌NH1的基因组全长为3 002 491 bp，

(G+C)mol%含量为 37.92%，共有 2 995 个编码基

因。将其编码的对应蛋白序列与 eggNOG 数据库

比对，完成同源基因注释分类(图 1)。结果表明，

共有 2 370 个蛋白获得 COG 功能注释，占全部基

因的 79.13%，分布于 20 个 COG 的条目中。这些

基因大多与细菌的代谢有关。其中参与碳水化合物

转运和代谢的基因有 294 个，占比 9.82%；与转录

相关的基因有 254 个，占比 8.48%；参与氨基酸转

运和代谢的基因有 237 个，占比 7.91%。噬菌体

作为微生物基因重组及获得外源基因的重要因素

之一，研究表明单增李斯特菌的噬菌体相关基因

可调节宿主的毒性，而且可协助细菌在细胞内生

存[15-17]。NH1 基因组中检测到 13 个与噬菌体相关

的基因，分布于转录、一般功能预测、未知功能及

信号转导机制，即 K、R、S 及 T 四个分类单元。 

2.2  MLST 分析 
根据 PasteurMLST 数据库比对 7 个管家基因，

确定单增李斯特菌 NH1 的分型为 ST477 (abcZ-6，

bglA-5，cat-6，dapE-4，dat-1，ldh-183，lhkA-1)，
属于 CC9 克隆复合体。该克隆系菌株在全球范围

内广泛分布，且在食品中的分离率较高[18]。研究

表明，分离自中国的 CC9 克隆系的代表 ST 型为

ST9[12-13]，而对于 ST477 型别菌株少有报道。因此，

本研究对我们已完成测序的 ST477 型别菌株与

2 株分离自临床的 ST477 型别，以及 5 株 ST9 型

别和 1 株 ST122 型单增李斯特菌进行 MLST 进化

分析(图 2)。进化分析结果表明，3 种不同 STs 型

别菌株分为 4 个进化谱系。其中，3 株 ST477 型别

菌株，1 个食品菌株，2 个临床菌株位于同一个分

支；4 株 ST9 型别菌株，包括 3 个食品菌株，1 个

临床菌株位于同一个分支；1 株未知来源的 ST9
和临床 ST122 型别菌株分别单独为一个进化谱系。

同时，分离自不同国家的菌株位于同一个分支，存

在较近的亲缘关系。 
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图 1  单增李斯特菌 NH1 蛋白质 eggNOG 聚类分析 
Figure 1  Gene distribution based on eggNOG classification of L. monocytogenes NH1 
注：A：RNA 加工和修饰；B：染色质结构和动力学；C：能量生产和转换；D：细胞周期调控、细胞分裂和染色体分配；E：氨

基酸转运和代谢；F：核苷酸转运和代谢；G：碳水化合物转运和代谢；H：辅酶转运和代谢；I：脂质转运和代谢；J：翻译、核

糖体结构和生物合成；K：转录；L：复制、重组和修复；M：细胞壁/细胞膜/胞外被膜生物合成；N：细胞运动；O：翻译后修

饰、蛋白质转换、伴侣；P：机离子转运和代谢；Q：次级代谢产物的生物合成、转运和代谢；R：一般功能预测；S：功能未知；

T：信号转导机制；U：胞内运输、分泌和囊泡运输；V：防御机制；W：胞外结构；Y：细胞核结构；Z：细胞骨架. 
Note: A: Processing and modification; B: Chromatin structure and dynamics; C: Energy production and conversion; D: Cell cycle control, 
cell division, chromosome partitioning; E: Amino acid transport and metabolism; F: Nucleotide transport and metabolism; G: 
Carbohydrate transport and metabolism; H: Coenzyme transport and metabolism; I: Lipid transport and metabolism; J: Translation, 
ribosomal structure and biogenesis; K: Transcription; L: Replication, recombination and repair; M: Cell wall/membrane/envelope 
biogensi; N: Cell motility; O: Posttranslational modification, protein turnover, chaperones; P: Inorganic ion transport and metabolism; Q: 
Secondary netabolites biosynthesis, transport and catabolism; R: General function prediction only; S: Function unknown; T: Signal 
transduction mechanisms; U: Intracellular trafficking, secretion, and vesicular transport; V: Defense mechanisms; W: Extracellular 
structures; Y: Nuclear structure; Z: Cytoskeleton. 

 
Chenal-Francisque 等[18]研究表明单增李斯特

菌大部分复合克隆系菌株存在全球分布的情况，而

CC9 克隆系菌株在欧洲和西半球的流行率较高。

Angelo 等[2]通过 PFGE 和 wgMLST 对 2014–2015
年美国暴发的李斯特菌病的相关单增李斯特菌进

行分析，结果表明本次暴发的污染菌株是以苹果为

介质进行全国范围的传播。刘二龙等[19]对我国出

入境口岸动物源性食品中分离的单增李斯特菌进

行 MLST 分析，结果表明存在潜在传播和暴发的

李斯特菌病分子亚型。而且，越来越多研究表明，

随着食品贸易的国际化，单增李斯特菌可通过贸易

食品进行洲际间传播[20-21]。 

2.3  SNP 分析 
以 NH1 为参考菌株，对 5 株 ST9 型别和 1 株

ST122 型别菌株进行全基因组水平的 SNP 分析，

共发现 291 个非同义突变位点。其中，3 株来自加

拿大的食品菌株 10-5026、10-5025 和 10-5027 中检

测到的 SNPs 数量较少(分别为 91、93 和 93 个)，
来自中国和英国的临床菌株(分别为 SHL006 和

SLCC2372)的 SNPs 为 113 个和 127 个，而未知来 
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图 2  单增李斯特菌 MLST 聚类分析图 
Figure 2  MLST genetic profile of L. monocytogenes isolates 
注：括号内为 GenBank 登录号；分支点上的数字表示构建系统树时 1 000 次计算形成该节点的百分比；标尺长度代表进化距离. 
Note: Numbers in parentheses are GenBank accession numbers; The bootstrap values (%) presented at the branches were calculated from 
1 000 replications; The scale bar represents the evolutionary distance. 

 
源菌株 SLCC2479 含有最多 SNPs (136 个)。为直

观展示物种进化地位，基于 SNP 系统应用软件

MEGA 5.0 构建进化树，结果见图 3。4 株分离自

不同国家食品的菌株聚为一个分支，1 株分离自中

国临床的菌株单独为一个分支。与 MLST 聚类结

果不同，ST477 型别菌株与 4 个 ST9 型菌株聚为

一大类群(Group I)，一株 ST9 型与 ST122 型菌株

聚为另一大类群(Group II)。 
虽然目前没有明确的 SNP 标准规定菌株进

化关系，但 ST477 菌株与 3 株来自加拿大食品菌

株的 SNP 差异数最少，说明其亲缘关系较近。该

结果与 Zhang 等[22]对分离自上海的单增李斯特菌基

因组多样性进行研究的结果相似：来自中国的 2 株

菌与来自加拿大的 2 株暴发菌株仅存在 11–97 个

SNP 差异，具有较近亲缘关系；进一步分析表明，

这些菌株拥有共同的祖先，在不同环境下进化成为

不同的分支。由图 3 可知，SNP 聚类结果与型别

及地域无显著关系，但与宿主有一定联系。该结果 

 

 
 

图 3  基于 7 株单增李斯特菌全基因组 SNPs 进化分析 
Figure 3  Phylogenetic analysis of 7 L. monocytogenes whole genome SNPs 
注：括号内为 GenBank 登录号；分支点上的数字表示构建系统树时 1 000 次计算形成该节点的百分比；标尺长度代表进化距离. 
Note: Numbers in parentheses are GenBank accession numbers; The bootstrap values (%) presented at the branches were calculated from 
1 000 replications; The scale bar represents the evolutionary distance. 
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与 Halbedel 等[23]对分离自德国病人的 413 株单增

李斯特菌的 SNP 进化分析结果相似。同时，Toledo
等[24]对分离自智利不同来源的菌株进行 SNP 进化

分析的结果表明，临床和非临床菌株的分布具有显

著差异。 

2.4  内化素基因序列比对分析 
以 NH1 为参考菌株，对 6 株 CC9 克隆系菌株

的 10 个内化素基因进行同源性比较。结果表明，

除基因 inlA 外，其余 9 个内化素基因 inlB、inlC、

inlE、inlF、inlG、inlH、inlJ、inlK 及 inlP 均在核

苷酸水平上高度保守，相似度达 100%。来自临床

的菌株 SHL006 和 SLCC2372 及一株未知来源的菌

株 SLCC2479 的 inlA 基因存在差异，相似度为

99%。内化素基因 inlA 的突变已被广泛报道，且有

效突变会致使该基因翻译提前终止，进而导致细菌

毒力减弱[12]。根据突变位点确定该基因 PMSC 的

突变类型。目前已知的基因 inlA 的突变有 19 种类

型[25-26]，深入研究表明，与临床和动物来源菌株相

比，PMSC 突变情况在谱系 II 和食品及其环境的

分离株中存在的概率显著较高[11,26-27]。 
提取 7 株 CC9 型单增李斯特菌的 inlA 基因序

列，长度约为 2 400 bp，(G+C)mol%含量为 37.4%。

其中，ST122 型菌株(SLCC2372)中基因 inlA 的序

列完整，3 株来自加拿大的 ST9 型菌株与 ST477

菌株中基因 inlA 突变类型相同(PMSC type 4)，另

外 2 株 ST9 型菌株(SHL006 和 SLCC2479)中基因

inlA 突变类型相同(PMSC type 7) (表 1)。Manuel
等[27]对 191 株不同来源(动物、食品病人及相关环

境)单增李斯特菌的 inlA 基因序列进行分析，结果

表明，不同来源菌株缩短序列的类型存在 3 种情况

(PMSC type 4、PMSC type 7 和 PMSC type 12)，
其中 90%为 PMSC type 4。本研究结果表明，突变

类型 PMSC type 4 和 PMSC type 7 的基因序列与完

整序列的相似度分别为 29.8%和 77.3%；PMSC 
type 4 与 PMSC type 7 的序列长度相同但相似度为

52.6%。 
根据 7 株 CC9 克隆系菌株携带的 inlA 的核苷

酸序列构建系统进化树，该进化树含有 3 个簇，同

一突变类型的菌株序列聚在一个分支：具有完整

inlA 基因序列的 ST122 型菌株单独为一个分支；

4 株 PMSC type 4 型菌株聚为一个分支(ST477 和

ST9)；2 株 PMSC type 7 型菌株聚为一个分支

(ST9)。图 4 表明，PMSC type 4 和 PMSC type 7 均

由完整序列菌株进化而来，且 PMSC type 7 与原始

菌株 inlA 基因的进化关系更近。该分析结果与 SNP
进化分析结果不同。Palma 等[28]对 56 株 ST14 和

ST121 的单增李斯特菌进行分析，结果表明 ST14
型别菌株的 inlA 基因均为完整序列，所有的 ST121 
 

表 1  不同菌株 inlA 基因相似度 
Table 1  Pairwise identity among inlA from different strains 

菌株 
Strain 

来源 
Source 

长度 
Length (bp) 

类型 
Subtype

相似度 
Identity (%) 

NH1 10-5025 10-5026 10-5027 SHL006 SLCC2479 SLCC2372

NH1 Frozen food 2 402 4 100.0       

10-5025 Bacon flake 2 402 4 100.0 100.0      

10-5026 Food processing 2 402 4 100.0 100.0 100.0     

10-5027 Food processing 2 402 4 100.0 100.0 100.0 100.0    

SHL006 Human 2 402 7  52.6  52.6  52.6  52.6 100.0   

SLCC2479 N.A. 2 402 7  52.6  52.6  52.6  52.6 100.0 100.0  

SLCC2372 Human 2 403 /  29.8  29.8  29.8  29.8  77.3  77.3 100.0 

注：/：inlA 基因为全长. 
Note: /: Fult-length inlA. 
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图 4  基于 7 个单增李斯特菌的 inlA 序列的最大似然树 
Figure 4  Maximum likelihood tree of 7 L. monocytogenes 
isolates based on inlA sequence 
注：括号内为 GenBank 登录号；分支点上的数字表示构建系

统树时 1 000 次计算形成该节点的百分比；标尺长度代表进化

距离. 
Note: Numbers in parentheses are GenBank accession numbers; 
The bootstrap values (%) presented at the branches were 
calculated from 1 000 replications; The scale bar represents the 
evolutionary distance. 

 
均为缩短序列。Wu 等[13]对分离自中国即食食品的

35 株存在突变的单增李斯特菌的 inlA 基因进行进

化分析，结果表明，inlA 进化结果与 MLST 进化

结果一致。因此，推测 inlA 与菌株的管家基因有

相似的基因特征。 

3  讨论与结论 

本研究在基因组层面揭示了单增李斯特菌

CC9 克隆系不同 ST 型别菌株的关系，同时分析了

内化素基因 inlA 的遗传多样性。MLST 进化分析

表明，分离自中国食品的 ST477 型别单增李斯特

菌与 2 株来自菲律宾和日本临床的 ST477 型别菌

株具有较近亲缘关系。通过 SNP 分析发现，分离

自中国食品的 ST477 型别菌株与 3 株来自加拿大

食品的 ST9 型别菌株的 SNP 差异数最少，而且具

有较近亲缘关系。基因 inlA 的核苷酸序列分析结

果表明，突变类型 PMSC type 4 和 PMSC type 7 的

基因序列与完整序列的相似度分别为 29.8%和

77.3%；PMSC type 4 与 PMSC type 7 的序列长度

相同但相似度为 52.6%。进化分析表明，PMSC type 
4 和 PMSC type 7 均由完整序列菌株进化而来，且

PMSC type 7 与原始菌株 inlA 基因的进化关系更

近。本研究在食源性单增李斯特菌的毒力及进化研

究中具有一定的意义。 
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