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单核增生李斯特氏菌 LPXTG 基序锚定蛋白 Lmo0175
介导的抗氧化应激和感染生物学研究
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摘 要：【目的】通过比较单核增生李斯特氏菌参考菌株 EGD-e、lmo0175 基因缺失株 Δlmo0175

和回补株 CΔlmo0175 在细菌生长、抗氧化应激、细胞和宿主感染等方面的差异，明确 LPXTG 基

序锚定蛋白 Lmo0175 在单核增生李斯特氏菌抗氧化应激和感染致病中的作用。【方法】通过构建

lmo0175 的基因缺失株和回补株，探究 Lmo0175 对单核增生李斯特氏菌生长、抗氧化应激、细胞

黏附、细胞侵袭、胞内增殖和组织定殖能力及小鼠致病力等方面的影响，从而明确 Lmo0175 在

该菌抗氧化应激和感染宿主中的作用。【结果】 lmo0175 基因缺失后，单核增生李斯特氏菌在抗

氧化应激、胞内增殖和小鼠脏器定殖等方面的能力显著降低，但在生长能力、细胞黏附和侵袭能

力方面无显著差异。【结论】本研究阐明了 LPXTG 基序锚定蛋白 Lmo0175 参与单核增生李斯特

氏菌抗氧化应激、胞内增殖和组织定殖等过程，且有助于该菌对小鼠的致病力。
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Abstract: [Objective] To compare the bacterial growth, oxidative resistance, and bacterial 
infection in cells and host among Listeria monocytogenes EGD-e, lmo0175 (LPXTG motif-
anchored protein)-deleted and complementary strains, so as to investigate the roles of Lmo0175 in 
anti-oxidative resistance and bacterial infection. [Methods] The lmo0175-deleted and 
complementary strains were constructed to compare the difference in bacterial growth, oxidative 
resistance, adhesion, invasion, intracellular proliferation, survival of infected mice, and bacterial 
loads in organs of Listeria monocytogenes. [Results] The deletion of lmo0175 remarkably 
decreased oxidative resistance, cell proliferation, colonization in the liver and spleen, and 
pathogenicity in mice. However, it had no significant impact on bacterial growth, adhesion or 
invasion. [Conclusion] The LPXTG motif-anchored protein Lmo0175 contributes to the anti-
oxidative resistance, proliferation, and colonization in specific organs of Listeria monocytogenes.
Keywords: Listeria monocytogenes; oxidative stress; host infection; LPXTG motif-anchored 
protein Lmo0175

单核增生李斯特氏菌(Listeria monocytogenes)

是一种重要的人畜共患胞内病原菌，广泛存在

于农场、食品加工厂和食物等环境中[1]。该菌对

人类和动物的健康构成严重威胁，并对食品安

全造成挑战[2]。单核增生李斯特氏菌感染人引起

的李斯特菌病被认为是最严重的食源性疾病之

一[2]，可引起老年人、孕妇、幼儿等免疫功能低

下者的脑膜炎、流产或新生儿败血症等临床症

状，其感染后死亡率高达 30%[3-4]。

单核增生李斯特氏菌具有较强的环境适应

能力，能够耐受活性氧、酸、高渗透压、低温

和高温等环境应激[5]。其中，氧化应激是细菌最

常见的环境应激压力之一[6]。单核增生李斯特氏

菌编码多种代谢酶来感知和适应富氧环境从而

抵抗氧化应激，例如超氧化物歧化酶、过氧化

氢酶、硫氧还蛋白、谷胱甘肽还原酶和谷胱甘

肽 S-转移酶[7-8]。细菌对环境变化的感知和适应

能力对其生存和致病至关重要[9]。单核增生李斯

特氏菌表达多种毒力或致病因子，介导细菌从

应激环境向宿主细胞质的迁移，促进细菌在宿

主肠道内的生存、细胞黏附与入侵、吞噬体逃

逸，随后在细胞质内复制和细胞间迁移[9]。在该

致病过程中，表面蛋白和分泌蛋白发挥着至关

重要的作用[10]。LPXTG 基序锚定蛋白是一类羧
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基端带有 LPXTG 保守基序并共价锚定到细胞壁

肽聚糖上的表面蛋白，在感染宿主过程中发挥

重要的毒力作用[11-15]。然而，许多 LPXTG 基序

锚定蛋白的生物学功能尚未明确。

本实验室前期研究发现，单核增生李斯特氏

菌中的 Lmo0175 是一个功能未知的 LPXTG 基序

锚定细胞壁蛋白，在基因组中被注释为肽聚糖

结合蛋白(peptidoglycan-binding protein)，含有黏

蛋白结合蛋白 MucBP (mucin-binding protein，

270−330 aa)和内化素 InlK_D3 (179−258 aa)结构

域，提示其可能与宿主感染有关[16-17]。此外，本

实验室前期筛选还发现，Lmo0175 可能与抗氧化

应激有关。因此，本研究拟通过比较单核增生李

斯特氏菌 EGD-e、缺失株 Δlmo0175 和回补株

CΔlmo0175 在生长、抗氧化应激、细胞感染和小

鼠感染等方面的差异，明确 Lmo0175 在该菌抗氧

化应激和宿主感染中发挥的作用，为下一步解析

其抗氧化应激和宿主感染的机制奠定重要基础。

1　材料与方法　材料与方法

1.1　菌株、质粒和引物

本研究所用的单核增生李斯特氏菌参考菌

株 EGD-e，用牛脑心浸出液肉汤培养基 (brain 

heart infusion, BHI)在 37 ℃、180 r/min 摇床中振

荡培养，或用 BHI 固体培养基在 37 ℃恒温生化

培养箱中静置培养。大肠杆菌(Escherichia coli) 

DH5α 菌株，用 LB 肉汤或固体培养基在 37 ℃

振荡(180 r/min)或静置培养。上述菌株均由本实

验 室 保 存 。 本 研 究 所 用 温 敏 型 穿 梭 质 粒

pSKV7[18] (7.1 kb，lac 启动子，Ampr，Cmr)及在

此基础上构建的用于缺失株构建的重组质粒

pSL2652 (8.0 kb，lac 启动子，Ampr，Cmr)；整

合型穿梭质粒 pIMK2[19] (6.2 kb，Phelp 启动子，

Kanar)及用于回补株构建的重组质粒 pSL2658 

(7.2 kb，lmo0175 启动子，Kanar)均由本实验室

保存。人肠上皮细胞 Caco-2 和小鼠巨噬细胞

RAW264.7 分 别 在 添 加 10% 胎 牛 血 清 (fetal 

bovine serum, FBS)的 RPMI 1640 和 DMEM 培养

基中，置于 37 ℃、5% CO2 的细胞恒温培养箱

中静置培养。

本研究所涉及引物见表 1。

1.2　Δlmo0175 缺失菌株和 CΔlmo0175

回补菌株的构建和筛选

基于单核增生李斯特氏菌无痕基因敲除原

表1　引物序列信息

Table 1　Primers used in this study

Primers name

lmo0175-up-F

lmo0175-up-R

lmo0175-down-F

lmo0175-down-R

lmo0175-front-F

CΔlmo0175-F

CΔlmo0175-R

lmo0175-in-F

lmo0175-in-R

lmo0175-out-F

lmo0175-out-R

Primer sequences (5′→3′)

CCCAAGCTTAGTATCTGACAGATATCTTTGACAAGATACTT

TTTAATAAGAAAAAACTATTATTTAAAAAGAAATAAAAAAACACCT

CTTTTTAAATAATAGTTTTTTCTTATTAAACATTATATAAATAACCTCTT

CCGGAATTCTCCATAAACATCCTGTTATAAAACTAATC

ATAAGATGTGTACACCGAACCTTGAT

GAAGGAGAGTGAAACCCATGGATGTTTAATAAGAAAAAAACTATCGCT

ATCGAATTCCTGCAGCCCGGGTTACTGATAGTTTTTCTTTCTTCCTCTCA

ACACATGAACGGTGACATTTAGTGTATTTG

AAAGCAAAAGTAAAGTTCGACTGGAAAACT

ATTTCTGGTAATTCAGGCACCCC

TATAGCTGAAATAACAAGAAGATGGTAGAGGTTTT

下划线表示酶切位点

The underlines represent restriction endonuclease sites.
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理构建基因缺失株[20]。以过夜培养的单核增生

李斯特氏菌 EGD-e (GenBank 登录号： NC_

003210.1)菌液为基因组 DNA 模板，以 lmo0175-

up-F/R 和 lmo0175-down-F/R (表 1)为引物，分别

扩 增 lmo0175 基 因 (GenBank 登 录 号 ： NP_

463706.1)的上、下游同源臂。随后以 lmo0175

基因的上、下游同源臂 1:1 (摩尔比)混合物为模

板，以 lmo0175-up-F 和 lmo0175-down-R 为引

物，通过重叠 PCR 获得上、下游同源臂融合片

段。上述 PCR 反应体系(50 μL)：2×KOD OneTM 

PCR Master Mix 25 µL，上、下游引物(10 µmol/L)

各 2 µL，DNA 模板 2 µL，ddH2O 19 µL。PCR

反应条件：98 °C 预变性 5 min；98 °C 变性 10 s，

58 °C 退火 5 s，72 °C 延伸 1 s，共 35 个循环；

72 °C 终延伸 7 min。PCR 扩增得到的 lmo0175

上、下游同源臂融合片段与 pKSV7 质粒经

Hind Ⅲ和 EcoR Ⅰ酶切后连接，获得重组质粒

pSL2652，随后将 pSL2652 质粒电转至单核增生

李斯特氏菌 EGD-e 感受态中。菌液在 42 ℃含

10 μg/mL Cmr 抗性的 BHI 肉汤中培养 2−3 代后

涂布在含 Cmr 抗性的 BHI 平板上。待长出单菌

落后，利用 lmo0175-front-F/lmo0175-down-R (表

1)引物筛选出发生同源重组的阳性克隆，扩增产

物大小为 1 000 bp。然后将阳性克隆在 30 ℃的

BHI 肉汤中传代培养约 10 代后，在无抗生素的

BHI 平板上划线。待长出单菌落后，用无菌牙

签挑取数个单菌落，同步接种于无抗生素和含

Cmr 抗性的 BHI 平板中培养。观察在无抗生素

的培养基中长势良好，且在对应含 Cmr 抗性的

培养基中无法生长的菌落即为疑似基因缺失株。

用引物 lmo0175-front-F/lmo0175-down-R (表 1)对

筛选出的疑似基因缺失菌株进行 PCR 和测序双

重验证，最终获得基因缺失菌株 Δlmo0175。

参考文献[20]构建单核增生李斯特氏菌的回

补菌株。以单核增生李斯特氏菌 EGD-e 菌株基

因组为模板，以 CΔlmo0175-F/R (表 1)为引物扩

增单转录本 lmo0175 的启动子和基因编码区。

扩增产物经 Sac Ⅰ和 Sma Ⅰ双酶切后构建至

pIMK2 质粒中，获得重组质粒 pSL2658。将

pSL2658 质粒电转至 Δlmo0175 感受态中，通过

Kanar (50 μg/mL)抗性筛选，并对筛选出的单克

隆经菌落 PCR 和测序验证后最终获得回补菌株

CΔlmo0175。

在 lmo0175 基因上、下游同源臂上设计一

对外部引物 lmo0175-out-F/R (表 1)；在 lmo0175

基因内部设计一对内部引物 lmo0175-in-F/R (表 1)，

通过 lmo0175 基因内外部引物对单核增生李斯

特氏菌 EGD-e、Δlmo0175 和 CΔlmo0175 进行

PCR 鉴定。

1.3　生长曲线的绘制和菌落计数

参考文献[21]，通过绘制生长曲线和菌落计

数比较单核增生李斯特氏菌各菌株的生长能力

差异。过夜培养的单核增生李斯特氏菌按 1:100

转接后，37 ℃静置培养 12 h，且每隔 1 h 用多

功能酶标仪 SynergyTM H1 测定 OD600 吸光值。

将上述转接后的菌液培养至 4、6 和 8 h 时，各

取 100 μL 菌液进行倍比稀释并计数。每个菌株

设置 3 个重复。

1.4　氧化应激试验

向 BHI 肉汤培养基中加入不同浓度的

H2O2、金属离子氧化剂 Cu2+和 Cd2+、巯基特异

性氧化剂肼(diamide)，探究 Lmo0175 对单核增

生李斯特氏菌在肉汤培养基中抗氧化应激能力

的影响[20]。过夜培养的单核增生李斯特氏菌

EGD-e、Δlmo0175 和 CΔlmo0175 菌液 6 000 r/min

离心 5 min 后，用新鲜 BHI 培养基将菌体重悬

并调整至相同 OD600 吸光值，然后按 1:100 转接

至添加氧化剂的新鲜 BHI 培养基的 96 孔板中，

200 μL/孔，37 ℃静置培养，且每隔 1 h 测定

OD600 吸光值。每个菌株设置 3 个重复。

向 BHI 固体培养基中加入不同浓度的

H2O2、金属离子氧化剂 Cu2+和 Cd2+、巯基特异

性氧化剂肼，探究 Lmo0175 对单核增生李斯特

氏菌在固体培养基中抗氧化应激能力的影响[20]。

将上述重悬后的菌液调整 OD600 为 0.6 左右(约
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2×109 CFU/mL)，倍比稀释后取 10 μL 菌液点在

带有不同氧化剂的 BHI 平板上，置于 37 ℃恒温

生化培养箱中静置培养过夜后观察菌落生长

情况。

1.5　细菌黏附和侵袭试验

参考文献[22]，利用 Caco-2 细胞比较单核

增生李斯特氏菌各菌株在上皮细胞上的黏附和

侵袭能力的差异。培养到 OD600 为 0.6 左右的单

核增生李斯特氏菌菌液，用 1×PBS (10 mmol/L)

洗涤菌液 2 次后，用 RPMI 1640 培养基稀释

至 2×106 CFU/mL 备用。稀释后的菌液以感染复

数(multiplicity of infection, MOI)=10 感染 Caco-2

细胞。黏附试验：感染 30 min 后，用 PBS 洗涤

细胞 3 次，裂解细胞，并将细胞悬液进行倍比

稀释后涂布于 BHI 固体培养基上，待过夜培养

后对平板上的菌落进行计数。侵袭试验：感染

1.5 h 后，加入含 50 µg/mL 庆大霉素的 RPMI 

1640 细胞培养基处理 30 min，洗涤细胞 3 次，

裂解细胞并涂布计数。

1.6　RAW264.7 细胞中的胞内增殖试验

利用 RAW264.7 细胞比较单核增生李斯特

氏菌各菌株在巨噬细胞中的胞内增殖能力的差

异[23]。培养到 OD600 为 0.6 左右的单核增生李斯

特氏菌菌液，先用 PBS 洗涤 2 次，再用 DMEM

培养基倍比稀释至 5×106 CFU/mL 备用。稀释后

的菌液以 MOI=10 感染 RAW264.7 细胞 30 min。

洗涤细胞 2 次，再用含 50 μg/mL 庆大霉素的

DMEM 培养基处理 30 min。洗涤细胞 3 次，再

用含 5 μg/mL 庆大霉素和 10% FBS 的 DMEM 培

养基继续培养 1、4 和 7 h。培养结束后用 PBS

洗涤细胞 3 次，再裂解细胞并涂布计数。

1.7　小鼠存活和组织载菌量试验

通过小鼠模型比较单核增生李斯特氏菌各

菌株在小鼠脏器中的定殖能力和对小鼠的致病

力差异[24]。培养后的单核增生李斯特氏菌菌液

用 PBS 洗涤 2 次并稀释至 2×107 CFU/mL 备用。

向 6 周龄 ICR 雌性小鼠分别腹腔注射单核增生

李斯特氏菌 EGD-e、Δlmo0175 和 CΔlmo0175 菌

液各 200 µL，每株菌注射 8 只小鼠。感染 24 h

后分离脾脏(spleen)和肝脏(liver)进行组织匀浆，

并对组织悬液进行倍比稀释和涂布计数。每组

去除最高值和最低值后进行数据处理。

用处理后的单核增生李斯特氏菌菌液按上述

方法感染 ICR 雌性小鼠，每株菌注射 10 只小鼠，

感染后每隔 12 h 观察和记录各组小鼠的存活情

况，累计观察 7 d。

本研究动物实验已通过浙江农林大学实验

动物伦理委员会审查，编号为 ZAFUAC202483。

1.8　数据统计与处理

使用 GraphPad Prism 8.0 进行数据处理和显

著性分析。本研究均采用 t 检验进行显著性分

析，其中 ns 表示 P>0.05，*表示 0.01<P<0.05，

**表示 0.001<P<0.01，***表示 P<0.001。使用

Adobe Illustrator 2025 进行图片排版。

2　结果与分析　结果与分析

2.1　构建单核增生李斯特氏菌 lmo0175

缺失株 Δlmo0175 和回补株 CΔlmo0175

经 PCR 的 lmo0175 上、下游同源臂条带大

小分别为 500 bp (图 1A，泳道 Up 和 Down)，融

合后的同源臂片段大小为 1 000 bp (图 1A，泳道

Overlap)。含重组质粒 pSL2652 的菌体经菌落

PCR (图 1B，泳道 pSL2652)和测序验证，表明

用于筛选 lmo0175 缺失的 pSL2652 质粒构建成

功。同样，将 lmo0175 及其上游启动子区克隆

至 pIMK2 穿梭质粒中，得到重组质粒 pSL2658。

将 pSL2652 和 pSL2658 质粒分别电转至单

核增生李斯特氏菌 EGD-e 和 Δlmo0175 中，筛

选 lmo0175 缺失株和回补株。利用 lmo0175 的

内、外部引物对单核增生李斯特氏菌各菌株进

行 PCR 验证。当用 lmo0175-inner-F/R 扩增时，

仅有 EGD-e 和 CΔlmo0175 出现 400 bp 大小的条

带；当用 lmo0175-outer-F/R 扩增时，Δlmo0175

和 CΔlmo0175 出现 771 bp 大小的条带，而
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EGD-e 出现 1 900 bp 大小的条带(图 1C)，表明

缺失株 Δlmo0175 和回补株 CΔlmo0175 构建

成功。

2.2　Lmo0175 不影响单核增生李斯特氏

菌的生长

通过绘制单核增生李斯特氏菌的生长曲线，

发现 EGD-e、∆lmo0175 和 C∆lmo0175 在 0−12 h

的生长水平无显著差异(图 2A)。细菌培养 4、6

和 8 h 后的菌落计数结果表明，EGD-e、∆lmo0175

和 C∆lmo0175 在 4−8 h 无显著差异(图 2B、2C)。

结果表明，lmo0175 基因缺失后不影响该菌在

37 ℃ BHI 肉汤中的生长能力。

2.3　Lmo0175 参与单核增生李斯特氏菌

在固体培养条件下的抗氧化应激

比较单核增生李斯特氏菌 EGD-e、∆ lmo0175

和 C∆lmo0175 在添加不同浓度常见氧化剂 H2O2、

图1　单核增生李斯特氏菌lmo0175缺失株和回补株的构建与鉴定。A：PCR扩增lmo0175上、下游同源臂

及其融合片段；B：pSL2652重组质粒PCR鉴定；C：单核增生李斯特氏菌EGD-e、Δlmo0175和CΔlmo0175

的基因组PCR鉴定(泳道M：DNA分子量标准，100−2 000 bp)。

Figure 1　 Constructed and identified of lmo0175 gene-deletion and complementary strains of Listeria 

monocytogenes. A: Upstream, downstream and overlapping fragments of lmo0175 were amplified; B: 

Recombinant plasmid pSL2652 was identified; C: L. monocytogenes EGD-e, Δlmo0175, and CΔlmo0175 were 

identified by genomic PCR. Lane M: DNA marker, 100−2 000 bp.
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Cu2+、Cd2+和肼的 BHI 固体培养基中的生长差

异，探究 Lmo0175 在抗氧化应激中的作用。如

图 3所示，发现在 10 mmol/L和 15 mmol/L H2O2 的

BHI 平板上，3 株菌在 10−1−10−6 稀释度的生长

无显著差异。在 CuCl2 氧化剂的应激平板上，

EGD-e 和 C∆ lmo0175 均 在 最 高 稀 释 度 10−6 

(0.25 mmol/L CuCl2)、10−6 (0.5 mmol/L CuCl2)和

10−3 (1 mmol/L CuCl2)存在大量菌落生长，而

∆lmo0175 能在上述应激平板上大量生长的最

高稀释度分别为 10−5 (0.25 mmol/L CuCl2)、10−3 

(0.5 mmol/L CuCl2)和 10−1 (1 mmol/L CuCl2)，因

此 ∆ lmo0175 与 EGD-e 和 C ∆ lmo0175 相比在

0.25、0.5 和 1 mmol/L CuCl2 氧化剂的应激平板

上分别表现出 1、3 和 2 个数量级的显著差异。

在 0.25、0.5 和 1 mmol/L CdCl2 氧化剂的应激平

板上，∆lmo0175 与 EGD-e 和 C∆lmo0175 相比均

表现出 1 个数量级的显著差异。在 1、1.5 和

2 mmol/L 肼氧化剂的应激平板上，∆lmo0175 与

EGD-e 和 C∆lmo0175 相比均表现出 1 个数量级

的显著差异。因此，在添加 Cu2+、Cd2+和肼的

固体培养基中，Lmo0175 参与单核增生李斯特

氏菌的抗氧化应激。

2.4　Lmo0175 参与单核增生李斯特氏菌

在肉汤培养条件下的抗氧化应激

比较单核增生李斯特氏菌 EGD-e、∆ lmo0175

和 C∆lmo0175 在添加不同浓度常见氧化剂 H2O2、

Cu2+、Cd2+和肼的 BHI 肉汤培养基中的生长差

异，探究 Lmo0175 在抗氧化应激中的作用。如

图 4 所示，EGD-e、∆lmo0175 和 C∆lmo0175 在

不同浓度 H2O2 BHI 培养基中生长无显著差异。

与 EGD-e 和 C∆lmo0175 相 比 ， ∆lmo0175 在

1 mmol/L 和 1.5 mmol/L CuCl2 BHI 培养基中生

长显著变慢，尤其是在 1.5 mmol/L CuCl2 BHI 培

养基中，∆lmo0175 的对数期和稳定期生长均显

著变慢。∆lmo0175 在 1.5 mmol/L CdCl2 BHI培养

图2　lmo0175基因缺失不影响单核增生李斯特氏菌的生长。A：Bacterial growth curve；B：细菌生长计

数；C：细菌生长点板。

Figure 2　The deletion of lmo0175 had no effect on the growth of Listeria monocytogenes. A: Bacterial growth 

curve; B: Bacterial CFU counts; C: Bacterial growth on plates. ns: P>0.05.
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基中的生长较 EGD-e 和 C∆lmo0175 显著变慢。∆
lmo0175 在 1、1.5 和 2 mmol/L 肼 BHI 培养基中

生长均显著变慢。各生长条件下 EGD-e 和 C∆
lmo0175 的生长均无显著差异。结果表明，在添

加 Cu2+ 、Cd2+ 和肼氧化剂的肉汤培养基中，

Lmo0175 参与单核增生李斯特氏菌的抗氧化

应激。

2.5　Lmo0175 有助于单核增生李斯特氏

菌在吞噬细胞中的增殖

通过体外黏附和侵袭试验，探究 Lmo0175

对单核增生李斯特氏菌黏附和侵袭人肠上皮细

胞 Caco-2 的影响。结果表明，与 EGD-e 和

CΔlmo0175 相比，Δlmo0175 的黏附率(图 5A)和

侵袭率(图 5B)均无显著差异。

通过体外感染小鼠巨噬细胞 RAW264.7，比

较单核增生李斯特氏菌 EGD-e、Δlmo0175 和

CΔlmo0175 在巨噬细胞中增殖能力的差异。结

果 表 明 ， 与 EGD-e 和 CΔlmo0175 相 比 ，

Δlmo0175 在感染 0.5 h 时的黏附率和 1.5 h 时的

侵袭率均无显著差异。在感染 3 h (增殖时间 2 h)

时，各菌株的增殖率无显著差异；在感染 6 h 

(增殖时间 5 h)时，EGD-e 和 CΔlmo0175 的增殖

率分别是 Δlmo0175 的 2.55 倍和 3.05 倍；在感

染 9 h (增殖时间 8 h)时，与 Δlmo0175 相比，

EGD-e 和 CΔlmo0175 增 殖 率 分 别 提 高 了

149.88% 和 182.02% ( 图 5C)。 因 此 ， 缺 失

图3　Lmo0175参与单核增生李斯特氏菌在固体培养条件下的抗氧化应激

Figure 3　Lmo0175 contributed to anti-oxidative resistance of Listeria monocytogenes in solid media.
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lmo0175 导致单核增生李斯特氏菌在小鼠巨噬细

胞 RAW264.7 中的增殖能力显著降低。结果表

明，Lmo0175 有助于单核增生李斯特氏菌在细

胞内的增殖，但不影响细菌的黏附和侵袭。

2.6　Lmo0175 有助于单核增生李斯特氏

菌对小鼠的致病力

通过小鼠存活曲线比较感染单核增生李斯

特氏菌 EGD-e、Δlmo0175 和 CΔlmo0175 的小鼠

存活情况。结果发现在感染 60 h 时，感染 EGD-e、

Δlmo0175 和 CΔlmo0175 的小鼠存活率分别为

20%、80% 和 40%；在感染 84 h 时，感染 EGD-e

和 CΔlmo0175 的小鼠存活率均降至 0，而感染

Δlmo0175 的小鼠在感染 84 h 及之后的整个观察

期内的存活率均为 40% (图 6A)。因此，缺失

图4　比较单核增生李斯特氏菌∆∆lmo0175和C∆∆lmo0175在H2O2 (A)、Cu2+ (B)、Cd2+ (C)和肼氧化剂(D)应

激下的生长差异

Figure 4　The comparison of growth abilities among Listeria monocytogenes ∆lmo0175 and C∆lmo0175 strains 

under the stress of H2O2 (A), Cu2+ (B), Cd2+ (C) and diamide (D). *: 0.01<P<0.05; **: 0.001<P<0.01; ***: P<

0.001.
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lmo0175 的单核增生李斯特氏菌感染小鼠的存活

能力显著提高。

通过感染小鼠组织载菌量试验比较单核增

生李斯特氏菌 EGD-e、Δlmo0175 和 CΔlmo0175

在小鼠组织中的定殖能力。结果表明，在感染

24 h 时，与 EGD-e 相比，感染 Δlmo0175 的小

鼠肝脏和脾脏载菌量分别下降了 8.03% 和

10.35%；与 CΔlmo0175 相比，感染 Δlmo0175

的小鼠肝脏和脾脏载菌量分别下降了 0.80% 和

8.63%；而 EGD-e 和 CΔlmo0175 的肝脏和脾脏

载菌量无显著差异(图 6B)。因此，缺失 lmo0175

基因导致单核增生李斯特氏菌在小鼠组织中的

图6　比较单核增生李斯特氏菌EGD-e、Δlmo0175和CΔlmo0175感染小鼠的致病力(A)和在脏器中定殖能

力(B)

Figure 6　 The comparison of pathogenicity (A) and bacterial loads in liver and spleen (B) of Listeria 

monocytogenes EGD-e, ∆lmo0175, and C∆lmo0175 infection mice. *: 0.01<P<0.05; **: 0.001<P<0.01; ns: 

P>0.05.

图5　单核增生李斯特氏菌EGD-e、Δlmo0175和CΔlmo0175的黏附(A)、侵袭(B)和胞内增殖能力(C)比较

Figure 5　 The comparison of adherence (A), invasion (B), and proliferation (C) abilities of Listeria 

monocytogenes. *: 0.01<P<0.05; ns: P>0.05.
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定殖能力显著减弱。

综上所述，Lmo0175 有助于单核增生李斯

特氏菌在组织脏器中的定殖和对小鼠的致病力。

3　讨论与结论　讨论与结论

单核增生李斯特氏菌广泛存在于土壤和水

源中，人食用受该菌污染的食物可引起菌血症，

免疫功能低下者和老人常并发脑膜脑炎，孕妇

则会发生胎儿-胎盘感染而流产或产死胎[25]。在

过去的几十年里，它作为一种主要的食源性病

原体，在西方国家和最近的非洲造成了多次疫

情[26]。单核增生李斯特氏菌不仅环境适应能力

强，还能通过表达多种因子介导细菌从应激环

境向宿主细胞质的迁移，并促进细菌在宿主肠

道内的生存、黏附和吞噬体逃逸[9]。单核增生李

斯特氏菌被巨噬细胞吞噬后暂时驻留在液泡的

氧化环境中[27]。细菌内化后分泌的李斯特氏菌

溶血素 O (LLO)和 2 种磷脂酶(PlcA 和 PlcB)迅速

介导其从氧化吞噬体逃逸到高度还原的细胞质

中[28-30]，从而促进存活、细胞内复制，并最终

扩散到邻近细胞中[31]。因此，单核增生李斯特

氏菌是研究宿主感染过程中细菌对氧化还原变

化的适应性反应的良好模型系统[32-33]。本研究

通过比较单核增生李斯特氏菌在生长、抗氧化

应激和感染致病中的作用，明确了 Lmo0175 在

单核增生李斯特氏菌抗氧化应激和感染宿主中

的作用。

本研究通过比较单核增生李斯特氏菌在添

加不同氧化剂的肉汤和固体培养基中的生长能

力差异，发现 Lmo0175 有助于该菌在金属离子

氧化剂 Cu2+ (P<0.05)、Cd2+ (P<0.05)和巯基特异

性氧化剂 diamide (P<0.05)中的抗氧化应激。通

过细胞和动物模型发现 Lmo0175 有助于单核增

生李斯特氏菌的胞内增殖、肝脾组织中的定殖

及在小鼠中的致病力。之前的研究发现过氧化

物酶 Lmo0367、谷胱甘肽过氧化物酶 Lmo0983、

硫醇过氧化物酶 Tpx (Lmo1583)、硫氧还蛋白

Lmo1609 和氢过氧化物酶 OhrA (Lmo2199)在有

氧生长、急性过氧化物解毒和细胞感染中均是

必不可少的[34]。因此，单核增生李斯特氏菌中

存在多种参与氧化应激耐受和宿主感染的蛋白

质。然而也有研究发现，假定血红素过氧化物

酶 ChdC (Lmo2113)和血红素依赖过氧化氢酶

Kat (Lmo2785)是体外有氧生长所必需的；铁蛋

白 Fri (Lmo0943) 和 过 氧 化 物 氧 还 酶 AhpA 

(Lmo1604)是单核增生李斯特氏菌在急性过氧化

应激中生存所必需的；尽管在巨噬细胞感染期

间 Fri、AhpA 和 Kat 的表达量均增加，但只有

Fri 被证明是胞浆生长所必需的[34]。由此可见，

并非所有参与体外抗氧化应激的蛋白质都参与

宿主感染期间的氧化应激调控过程。本研究发

现 Lmo0175 参与抵抗体外氧化应激，又与宿主

感染期间单核增生李斯特氏菌在巨噬细胞中的

增殖有关，并最终影响小鼠致病力。提示

Lmo0175 可能利用其抗氧化应激能力帮助单核

增生李斯特氏菌在宿主免疫细胞的氧化环境中

存活和增殖，从而介导在小鼠感染中的致病力。

革兰氏阳性菌通过分选酶 SrtA 识别 LPXTG

保守基序并在其苏氨酸和甘氨酸之间切割蛋白

质，然后催化苏氨酸的羧基与肽聚糖五甘氨酸

跨桥上的氨基形成酰胺键，从而将表面蛋白锚

定到细胞壁上[35]。前期分析发现 Lmo0175 为

LPXTG 基序锚定肽聚糖结合蛋白，含有 MucBP

和 InlK_D3 结构域，提示其与宿主感染有关。

最近在金黄色葡萄球菌[36]、罗伊氏乳杆菌[37]、

单核增生李斯特氏菌[38]等食源菌中也有 LPXTG

基序锚定蛋白参与环境应激的报道。此外，结

核分枝杆菌 ArfA (Rv0899)能够与肽聚糖结合并

有助于该菌在酸性应激条件下的生长[39]。结核

分枝杆菌细胞锚定酯酶 Rv1288 能够结合肽聚

糖，在营养缺陷条件下表达上调，且有助于该

菌在营养缺陷下的生长；耻垢分枝杆菌中的该

同源蛋白还与细胞壁脂质含量、耐药性及细胞

内存活有关[40]。因此，LPXTG 基序锚定蛋白除

了公认的参与多种革兰氏阳性菌的宿主感染过

程之外，越来越多的研究明确其与环境适应之
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间的关系。

综上所述，本研究通过构建 lmo0175 的缺

失株和回补株明确了 Lmo0175 在单核增生李斯

特氏菌抗氧化应激和宿主感染中的生物学功能。

这一发现为进一步解析 Lmo0175 介导抗氧化应

激和宿主感染的机制及明确 LPXTG 基序锚定蛋

白的功能奠定了重要基础。
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