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摘要： 旨在探究谷氨酸脱羧酶 ｌｍｏ２３６３ 基因缺失对单增李斯特菌 （Ｌｉｓｔｅｒｉａ ｍｏｎｏｃｙｔｏｇｅｎｅｓ， ＬＭ） 致病性的影响。 以 ＬＭ 参考株 ＡＴＣＣ １９１１１ 为对照，
用荧光显微镜观察分离株 ＬＭ８３－１、 缺失株 ＬＭ８３－１Δｌｍｏ２３６３、 回补株 ＣＬＭ８３－１Δｌｍｏ２３６３ 的生物被膜形成； 采用人结肠腺癌细胞 Ｃａｃｏ－２ 和小鼠

巨噬细胞 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 进行黏附侵袭和胞内增殖试验； 对 ＬＭ８３－１ 和 ＬＭ８３－１Δｌｍｏ２３６３ 转录组测序分析， 筛选两者之间的差异表达基因， 对差异表

达基因进行 ＧＯ 功能富集分析和 ＫＥＧＧ 代谢通路富集分析。 结果： 与 ＬＭ８３－１ 相比， 在培养 ２４、 ４８ ｈ 时， ＬＭ８３－１Δｌｍｏ２３６３ 的生物被膜结构疏松，
形成量下降， ＣＬＭ８３－ １Δｌｍｏ２３６３ 在各时间段生物被膜形成与 ＬＭ８３－ １ 相同； ＬＭ８３－ １Δｌｍｏ２３６３ 对 Ｃａｃｏ－ ２ 细胞的黏附率增强， 侵袭率下降，
ＣＬＭ８３－１Δｌｍｏ２３６３ 对 Ｃａｃｏ－２ 细胞的黏附率和侵袭率与 ＬＭ８３－１ 无显著差异； 在 ４、 ８、 １２、 ２４ ｈ 时， ＬＭ８３－１Δｌｍｏ２３６３ 在巨噬细胞胞内增殖能力

减弱， 在 ４ ｈ 时 ＣＬＭ８３－１Δｌｍｏ２３６３ 在巨噬细胞胞内增殖能力减弱； 转录组测序显示， 与 ＬＭ８３－１ 相比， 缺失株 ＬＭ８３－１Δｌｍｏ２３６３ 中共有 １３６ 个基

因表达差异显著， 其中上调基因 ３６ 个， 下调基因 １００ 个； ＧＯ 功能富集分析显示， 差异表达基因主要富集在乙醇胺解胺酶活性、 细菌型鞭毛基

体、 乙醇胺分解代谢过程、 铁离子稳态等 ＧＯ 条目中； ＫＥＧＧ 代谢通路富集分析显示， 差异表达基因主要富集在磷酸转移酶系统、 淀粉和蔗糖代

谢、 鞭毛组装等通路中。 本研究表明， 谷氨酸脱羧酶 ｌｍｏ２３６３ 基因可能通过参与铁稳态、 鞭毛组装、 磷酸转移酶系统等生物学过程在 ＬＭ 生物被

膜形成和体外细胞感染中发挥重要作用， 研究结果为进一步探究谷氨酸脱羧酶的功能奠定基础。
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　 　 单核细胞增生李斯特菌 （Ｌｉｓｔｅｒｉａ ｍｏｎｏｃｙｔｏｇｅｎｅｓ，
ＬＭ） 简称单增李斯特菌， 是一种胞内致病菌， 侵袭

巨噬细胞和非吞噬细胞， 特别是胃肠道上皮细胞， 感

染人和动物后引起李氏杆菌病［１－３］。 ＬＭ 可形成生物

被膜 （ｂｉｏｆｉｌｍ， ＢＦ）， 保护细菌免受极端环境胁迫，
具有抗菌和免疫防御作用， 为其生存和致病创造了有

利条件［４］。
ｌｍｏ２３６３ 基因编码的谷氨酸脱羧酶在 ＬＭ 中发挥

抗酸作用， 当 ＬＭ 处于酸性环境时， 谷氨酸脱羧酶将

胞内的谷氨酸脱羧分解成 γ－氨基丁酸 （ＧＡＢＡ） 和

ＣＯ２， 这一过程消耗氢离子， 从而提高细菌胞内 ｐＨ
值， 保护细菌免受酸损伤［５－６］。 目前对 ＬＭ 谷氨酸脱

羧酶的研究主要集中在抗酸应激方面， 尚未见有关谷

氨酸脱羧酶 ｌｍｏ２３６３ 基因对 ＬＭ 致病性影响的报道。
前期研究发现， ｌｍｏ２３６３ 基因缺失株与分离株 ＬＭ８３－
１ 相比， 在低温、 高渗透压等胁迫条件下的生长能力

减弱。 基于此， 本研究以 ＬＭ 参考株 ＡＴＣＣ １９１１１、
分 离 株 ＬＭ８３ － １、 ｌｍｏ２６３ 基 因 缺 失 株 ＬＭ８３ －
１Δｌｍｏ２３６３、 ｌｍｏ２３６３ 基因回补株 ＬＭ８３ － １Δｌｍｏ２３６３
为研究对象， 通过荧光显微镜观察各菌株生物被膜形

成， 利用体外细胞感染试验评估各菌株的致病能力，
并对 ＬＭ８３－１ 和 ＬＭ８３－１Δｌｍｏ２３６３ 进行转录组测序分

析， 为阐明 ＬＭ 谷氨酸脱羧酶 ｌｍｏ２３６３ 基因的致病机

制奠定基础。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 细胞和菌株

人结 肠 腺 癌 细 胞 Ｃａｃｏ － ２、 小 鼠 巨 噬 细 胞

ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 购自武汉普诺赛生物科技有限公司。 单增

李斯特菌分离株 ＬＭ８３ － １ （１ ／ ２ａ 血清型）、 缺失株

ＬＭ８３－ １Δｌｍｏ２３６３、 回补株 ＣＬＭ８３－ １Δｌｍｏ２３６３ 由甘

肃农业大学兽医公共卫生学实验室分离或构建； 单增

李斯特菌参考株 ＡＴＣＣ １９１１１ 购自中国普通微生物菌

种保藏中心。
１􀆰 ２　 主要试剂

ＤＭＥＭ 和 ＲＰＭＩ １６４０ 细胞培养基购自北京索莱

宝科技有限公司； 胎牛血清 （ ＦＢＳ） 购自 Ｇｉｂｃｏ 公

司； 反转录试剂盒购自南京诺唯赞科技股份有限公

司； ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｐｒｅｍｉｘ Ｐｒｏ ＨＳ ｑＰＣＲ Ｋｉｔ 购自江苏艾

瑞克生物科技有限公司。
１􀆰 ３　 生物被膜荧光显微镜观察

参考文献 ［７］ 进行生物被膜荧光染色。 将 ＬＭ
参考株 ＡＴＣＣ １９１１１、 分离株 ＬＭ８３－１、 缺失株ＬＭ８３－
１Δｌｍｏ２３６３、 回补株 ＣＬＭ８３－１Δｌｍｏ２３６３ 分别接种至

放有细胞爬片的 １２ 孔细胞培养板中， 分别培养 ２４、
２８、 ７２ ｈ 后弃去培养液， 经 ＰＢＳ 洗涤、 ２􀆰 ５％戊二醛

固定、 荧光染料染色后用抗荧光封片剂封片， 荧光显

微镜观察。
１􀆰 ４　 细胞黏附试验

参考文献 ［８］ 进行体外细胞感染试验。 调整

ＬＭ 参考株 ＡＴＣＣ １９１１１、 分离株 ＬＭ８３ － １、 缺失株

ＬＭ８３－ １Δｌｍｏ２３６３、 回补株 ＣＬＭ８３－ １Δｌｍｏ２３６３ 菌液

ＯＤ６００至 ０􀆰 ２ （１０８ ＣＦＵ ／ ｍＬ）， 并用无抗的 ＤＭＥＭ 细胞

培养液稀释 １００ 倍 （１０６ ＣＦＵ ／ ｍＬ）， 各取 １ ｍＬ 加入

铺板生长的 Ｃａｃｏ－２ 细胞中， 于 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２细胞

培养箱中培养 １ ｈ； 无菌 ＰＢＳ 洗涤未黏附细菌， 加

１００ μＬ 胰酶， ３７ ℃ 消化 ３ ｍｉｎ， 再加入 ９００ μＬ 的

ｄｄＨ２Ｏ， 充分吹打使细胞完全脱落。 将全部液体转移

至 １􀆰 ５ ｍＬ 的离心管中， 涡旋震荡 ３ ｍｉｎ， 使细胞彻底

裂解， 对裂解液进行 １０ 倍梯度稀释后涂板计数。
１􀆰 ５　 细胞侵袭试验

同 １􀆰 ４ 方法感染 Ｃａｃｏ－２ 细胞， ２ ｈ 后弃去培养

液， 无菌 ＰＢＳ 洗涤， 加入 １ ｍＬ 含 １５０ μｇ ／ ｍＬ 庆大霉

素的 ＤＭＥＭ 细胞培养液， 置于 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２细胞培

养箱中继续培养 １ ｈ， 彻底杀灭胞外菌。 弃去细胞培

养基， 用无菌 ＰＢＳ 洗涤， 裂解细胞， 稀释后涂布计

数菌落。
１􀆰 ６　 胞内增殖试验

同 １􀆰 ４ 方法感染 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞， １ ｈ 后用 １５０
μｇ ／ ｍＬ 庆大霉素杀灭未入侵细菌； 弃去培养液， 无

菌 ＰＢＳ 洗涤， 加入含 ２０ μｇ ／ ｍＬ 庆大霉素的 ＲＰＭＩ
１６４０ 培养液于 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２ 培养箱共培养 ４、 ８、
１２、 ２４ ｈ 后弃去细胞培养液， 用无菌 ＰＢＳ 洗涤， 裂

解细胞， 稀释后涂布计数菌落。
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１􀆰 ７　 转录组测序样品准备

将－８０ ℃冻存的分离株 ＬＭ８３－１ 和缺失株 ＬＭ８３－
１Δｌｍｏ２３６３ 划线复苏， 挑取单菌落过夜培养， 次日按

１ ∶ １００ 转接， 继续培养至对数生长期， 取 １ ｍＬ 菌液

离心收集菌体。 将收集的细菌沉淀快速置于液氮中冷

冻 １０ ｍｉｎ， 研成粉末。 加入 ＴＲＩｚｏｌ 充分混匀， 使菌体

溶解于 ＴＲＩｚｏｌ 中， 形成清亮不黏稠的液体， 每个菌

设置 ３ 个平行， 委托苏州金唯智有限公司完成转录组

测序。
１􀆰 ８　 差异表达基因筛选和富集分析

使用 ＤＥＳｅｑ２ （Ｖ１􀆰 ２６􀆰 ０） 软件对分离株 ＬＭ８３－１
和缺失株 ＬＭ８３－１Δｌｍｏ２３６３ 进行基因表达差异分析，
按照差异显著性标准 （差异基因表达变化 ２ 倍以上

且 Ｐ＜０􀆰 ０５） 筛选差异表达基因， 并对筛选的差异表

达基因进行 ＧＯ 功能富集分析和 ＫＥＧＧ 代谢通路富集

分析。
１􀆰 ９　 荧光定量 ＰＣＲ （ＲＴ－ｑＰＣＲ） 验证转录组数据

从分离株 ＬＭ８３－１ 和缺失株 ＬＭ８３－１Δｌｍｏ２３６３ 的

差异表达基因中筛选 １５ 个基因进行 ＲＴ－ｑＰＣＲ 验证。
使用在线网站 Ｐｒｉｍｅｒ Ｑｕｅｓｔ－ｄｅｓｉｇｎ ｑＰＣＲ ａｓｓａｙｓ 设计

这 １５ 个基因的实时荧光定量 ＰＣＲ 引物， 送至擎科生

物技术有限公司合成， 引物基本信息见表 １。 反应体

系： ２×ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｐｒｏ Ｔａｑ ＨＳ Ｐｒｅｍｉｘ １０ μＬ， 模板

ｃＤＮＡ １ μＬ， 上下游引物各 ０􀆰 ４ μＬ， ｄｄＨ２Ｏ ７􀆰 ８ μＬ。
反应条件： 预变性 ９５ ℃ ５ ｍｉｎ； ９５ ℃ ５ ｓ， ５６ ℃
３０ ｓ， ７２ ℃ １５ ｓ， 循环 ４０ 次； 溶解曲线 ９５ ℃ １０ ｓ，
６５ ℃ １ ｍｉｎ， ９７ ℃ １０ ｓ。

表 １　 引物基本信息

引物名称 引物序列 （５′→３′） 片段大小 ／ ｂｐ 引物名称 引物序列 （５′→３′） 片段大小 ／ ｂｐ

ｌｍｏ２７９９－Ｆ ＣＣＧＴＴＡＧＴＧＧＧＡＧＣＡＡＡＴＧＡ

ｌｍｏ２７９９－Ｒ ＧＧＧＡＴＡＡＴＴＧＧＡＧＣＧＧＧＡＴＴＡＧ
１２７

ｌｍｏ１９６０－Ｆ ＴＴＧＣＧＣＧＴＧＡＣＧＡＡＴＴＴＡＡＣ

ｌｍｏ１９６０－Ｒ ＧＧＴＡＧＴＣＧＧＣＴＣＡＴＣＡＡＧＡＡＡＴＡ
１３５

ｌｍｏ２１０５－Ｆ ＧＣＴＣＧＴＣＴＴＴＧＴＴＣＣＴＣＡＡＡＴＣ

ｌｍｏ２１０５－Ｒ ＴＣＣＡＴＴＡＣＧＣＧＧＴＣＣＡＴＡＡＣ
１０５

ｌｍｏ２１２３－Ｆ ＴＧＡＡＧＧＣＡＧＡＡＧＡＴＧＣＡＧＴＴＡ

ｌｍｏ２１２３－Ｒ ＧＡＡＡＧＡＴＣＡＧＣＧＧＡＣＡＡＣＡＡＡＧ
１１３

ｌｍｏ２１２５－Ｆ ＧＴＣＡＡＧＣＧＧＡＡＧＡＧＣＴＴＣＴＡＡ

ｌｍｏ２１２５－Ｒ ＣＡＧＧＣＴＡＣＡＡＡＧＡＣＴＡＣＧＴＧＡＡ
１１６

ｌｍｏ２１８１－Ｆ ＣＧＴＣＧＴＴＴＣＡＴＡＣＡＣＡＧＣＡＡＡＧ

ｌｍｏ２１８１－Ｒ ＧＧＡＴＣＣＡＴＧＴＴＴＧＣＧＧＡＴＴＴＡＣ
１２６

ｌｍｏ０３６７－Ｆ ＡＡＧＡＣＣＧＧＴＴＣＧＧＴＧＴＴＡＡＧ

ｌｍｏ０３６７－Ｒ ＧＣＡＴＡＡＡＴＣＧＣＣＧＴＣＡＧＡＡＴＡＡＧ
１０４

ｌｍｏ０６９０－Ｆ ＣＣＡＡＧＣＧＴＣＴＧＡＴＡＡＡＧＣＴＡＡＴＧ

ｌｍｏ０６９０－Ｒ ＣＡＧＣＡＴＣＡＧＣＡＡＣＧＧＡＴＡＡＴＧ
１３４

ｌｍｏ２１８５－Ｆ ＧＧＧＴＴＴＧＴＴＴＣＡＣＣＡＧＧＡＴＴＴＡＣ

ｌｍｏ２１８５－Ｒ ＧＧＡＣＡＡＧＣＡＧＡＣＴＴＣＣＧＴＴＡＴ
１１０

ｌｍｏ０７１２－Ｆ ＧＣＣＡＧＣＧＴＣＴＴＡＣＣＴＡＡＡＧＴ

ｌｍｏ０７１２－Ｒ ＴＴＧＣＧＣＧＴＴＴＧＡＴＴＧＴＧＴＡＴＣ
１２０

ｌｍｏ０１２８－Ｆ ＡＧＣＧＡＡＴＧＡＧＣＴＧＡＴＴＴＣＴＡＴＣＴ

ｌｍｏ０１２８－Ｒ ＴＣＣＴＣＡＴＣＣＴＣＴＣＣＴＧＡＣＴＴＴ
１１４

ｌｍｏ１１８６－Ｆ ＣＧＴＴＧＣＴＡＣＴＡＴＴＧＧＧＣＴＡＧＴＴ

ｌｍｏ１１８６－Ｒ ＴＧＣＧＡＴＴＣＣＡＣＣＴＡＣＧＡＴＴＴＣ
１１２

ｌｍｏ１１７５－Ｆ ＣＧＧＣＧＴＡＧＡＣＣＡＡＧＴＡＡＣＡＡ

ｌｍｏ１１７５－Ｒ ＡＧＡＴＡＣＴＣＡＧＧＣＣＣＡＡＴＡＡＡＴＣＣ
１０５

ｌｍｏ１１７６－Ｆ ＧＡＣＣＡＴＧＣＡＧＴＡＧＣＡＣＡＡＧＡ

ｌｍｏ１１７６－Ｒ ＡＡＧＴＣＴＧＧＧＣＧＡＧＴＴＡＡＧＴＡＴＴＣ
１２５

ｌｍｏ１１７７－Ｆ ＣＡＧＧＴＣＴＡＧＴＡＡＣＡＧＣＴＧＡＡＴＣＣ

ｌｍｏ１１７７－Ｒ ＣＣＧＣＣＧＣＴＡＴＧＡＡＴＧＴＴＡＧＡ
１０６

１􀆰 １０　 统计分析

使用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８􀆰 ０ 软件对细胞黏附、 侵

袭、 胞内增殖试验数据进行统计分析， 非配对 ｔ 检验

用于分析数据差异性。

２　 结果

２􀆰 １　 生物被膜荧光显微镜观察

ＡＴＣＣ１９１１１、 ＬＭ８３ － １、 ＬＭ８３ － １Δｌｍｏ２３６３、
ＣＬＭ８３－１Δｌｍｏ２３６３ 生物被膜荧光显微镜观察结果显

示 （图 １）， 随着培养时间的推移， 各菌株生物被膜

形成量增加， 在 ２４、 ４８ ｈ 时 ＬＭ８３ － １Δｌｍｏ２３６３ 和

ＡＴＣＣ １９１１１ 的生物被膜形成量比 ＬＭ８３－１ 少， 形成

了单层生物被膜， 结构疏松； ＣＬＭ８３－１Δｌｍｏ２３６３ 的

生物被膜形成量和结构与 ＬＭ８３－１ 无差异； 在 ７２ ｈ
时各菌株形成了致密、 多层生物被膜。
２􀆰 ２　 Ｃａｃｏ－２ 细胞黏附试验和侵袭试验

黏附试验结果显示 （图 ２Ａ）， ＡＴＣＣ １９１１１、
ＬＭ８３－１、 ＬＭ８３－１Δｌｍｏ２３６３、 ＣＬＭ８３－１Δｌｍｏ２３６３ 的

黏附率分别为 ２􀆰 １６％、 １􀆰 ５７％、 ３􀆰 ４４％、 １􀆰 ５％。 统

计分析结果显示， ＬＭ８３－１Δｌｍｏ２３６３ 与 ＬＭ８３－１ 相比

对 Ｃａｃｏ － ２ 细胞的黏附率增强， 差异极显著 （Ｐ ＜
０􀆰 ０１）； ＬＭ８３－１ 与 ＡＴＣＣ １９１１１ 相比对 Ｃａｃｏ－２ 细胞

的黏附率下降， 差异显著 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ ）； ＣＬＭ８３ －
１Δｌｍｏ２３６３ 与 ＬＭ８３－１ 相比无显著差异 （Ｐ＞０􀆰 ０５）。
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侵袭试验结果 显 示 （ 图 ２Ｂ ）， ＡＴＣＣ １９１１１、
ＬＭ８３－１、 ＬＭ８３－ １Δｌｍｏ２３６３、 ＣＬＭ８３－ １Δｌｍｏ２３６３ 的

侵袭率分别为 ４􀆰 ２９％、 ０􀆰 １９％、 ０􀆰 １％、 ０􀆰 ２１％。 统

计学分析结果显示 ＬＭ８３－１Δｌｍｏ２３６３ 与 ＬＭ８３－１ 相比

对 Ｃａｃｏ － ２ 细胞的侵袭率下降， 差异极显著 （Ｐ ＜
０􀆰 ０１）； ＬＭ８３－１ 与 ＡＴＣＣ １９１１１ 相比对 Ｃａｃｏ－２ 细胞

的侵袭率下降， 差异极显著 （Ｐ＜ ０􀆰 ００１）； ＣＬＭ８３－
１Δｌｍｏ２３６３ 与 ＬＭ８３－１ 相比无显著差异 （Ｐ＞０􀆰 ０５）。

图 １　 不同菌株生物被膜荧光显微镜观察结果 （比例尺＝１００ μｍ）

注： ∗表示 Ｐ＜０􀆰 ０５； ∗∗表示 Ｐ＜０􀆰 ０１； ∗∗∗表示 Ｐ＜０􀆰 ００１。 下同。

图 ２　 Ｃａｃｏ－２ 细胞黏附率 （Ａ） 和侵袭率 （Ｂ）
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２􀆰 ３　 巨噬细胞胞内增殖试验

ＡＴＣＣ １９１１１、 ＬＭ８３ － １、 ＬＭ８３ － １Δｌｍｏ２３６３、
ＣＬＭ８３－ １Δｌｍｏ２３６３ 胞内增殖能力测定结果见图 ３。
随着培养时间的延长， 菌量呈增加趋势。 其中 ＡＴＣＣ
１９１１１ 较 ＬＭ８３－ １ 增长缓慢， 在培养 ０、 ４、 ８、 １２、

２４ ｈ 时均差异极显著 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； ＬＭ８３－１Δｌｍｏ２３６３
与 ＬＭ８３－１ 相比在巨噬细胞胞内增殖能力较弱， 在

４、 ８、 １２、 ２４ ｈ 时差异显著 （Ｐ＜０􀆰 ０５ 或 Ｐ＜０􀆰 ０１）；
ＣＬＭ８３－１Δｌｍｏ２３６３ 与 ＬＭ８３－１ 相比在 ４ ｈ 时差异极显

著 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 其余时间段无显著差异 （Ｐ＞０􀆰 ０５）。

图 ３　 不同菌株在 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 胞内增殖结果

２􀆰 ４　 差异表达基因筛选

ＬＭ８３－１ 与 ＬＭ８３－１Δｌｍｏ２３６３ 之间差异表达基因

筛选结果显示， 缺失株 ＬＭ８３－１Δｌｍｏ２３６３ 与 ＬＭ８３－１

相比共有 １３６ 个基因表达差异显著， 其中上调基因

３６ 个， 下调基因 １００ 个。 根据差异表达基因绘制了

火山图 （图 ４）。

图 ４　 差异表达基因火山图

２􀆰 ５　 差异表达基因 ＧＯ 富集分析

ＬＭ８３－１ 和 ＬＭ８３－１Δｌｍｏ２３６３ 之间差异表达基因

ＧＯ 富集分析结果显示 （图 ５）， 差异表达基因显著富

集的前 ３０ 个 ＧＯ ｔｅｒｍ 中有 ９ 个分子功能、 ７ 个细胞组

分、 １４ 个生物过程。 其中与 ＬＭ 致病相关的分子功能

有结构分子活性、 麦芽糖转运 ＡＴＰ 酶活性、 乙醇胺

解氨酶活性、 血红素结合部位、 血红素加氧酶 （脱
环） 活性； 细胞组分有细菌型鞭毛基体、 细胞膜、
乙醇胺解氨酶复合物、 ＡＴＰ 结合盒 （ＡＢＣ） 转运复

合物 （含底物结合亚基）； 生物过程有铁离子稳态、

细胞对铁离子的反应、 铁同化、 磷酸烯醇丙酮酸依赖

的糖磷酸转移酶系统、 血红素分解代谢过程、 麦芽糖

运输系统等。
２􀆰 ６　 ＫＥＧＧ 富集分析

ＬＭ８３－１ 和 ＬＭ８３－１Δｌｍｏ２３６３ 之间差异表达基因

ＫＥＧＧ 富集分析结果显示 （图 ６）， 共富集到 ３９ 个代

谢通路中， 其中前 ３０ 个显著富集的代谢通路中与 ＬＭ
致病相关的有磷酸转移酶系统 （ＰＴＳ）、 淀粉和蔗糖

代谢、 鞭毛组装等。
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图 ５　 差异表达基因 ＧＯ 富集

图 ６　 差异表达基因 ＫＥＧＧ 富集散点图
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２􀆰 ７　 ＲＴ－ｑＰＣＲ 验证

为了验证转录组测序结果可靠性， 筛选 １５ 个差

异表达基因进行 ＲＴ－ｑＰＣＲ 验证， 结果显示 （图 ７），

ＲＴ－ｑＰＣＲ 与 ＲＮＡ－ｓｅｑ 测序差异基因上下调趋势一

致， 表明测序结果可靠。

图 ７　 ＲＴ－ｑＰＣＲ 验证差异表达基因

３　 讨论

ＬＭ 是一种重要的食源性病原菌， 可以引起李氏

杆菌病， 威胁公众健康。 ＬＭ 可以在不锈钢、 聚丙烯

等接触表面形成生物被膜来保护自身， 促进其在胁迫

环境中存活， 增加了食品污染的风险［９］。 本研究观

察 ＡＴＣＣ １９１１１、 ＬＭ８３ － １、 ＬＭ８３ － １Δｌｍｏ２３６３、
ＣＬＭ８３－１Δｌｍｏ２３６３ 这 ４ 菌株的生物被膜形成能力，
结果显示各菌株在 ７２ ｈ 内随着培养时间的延长， 生

物被膜的形成量逐渐增加。 在 ２４ ｈ 和 ４８ ｈ 时 ＬＭ 缺

失株的生物被膜形成量较分离株显著减少， 表明谷氨

酸脱羧酶 ｌｍｏ２３６３ 基因在生物被膜形成过程中起重要

作用。 ｌｍｏ２３６３ 基因缺失后对 Ｃａｃｏ－２ 细胞的黏附率

显著增强， 侵袭率显著降低， 在巨噬细胞内的存活能

力下降， 表明 ｌｍｏ２３６３ 基因在细菌黏附侵袭及胞内存

活过程中发挥作用， 这可能因为谷氨酸脱羧酶

ｌｍｏ２３６３ 基因缺失影响了 ＬＭ 的黏附侵袭和胞内存活

相关的因子， 进而影响细菌的感染能力。
本研究转录组测序结果表明， 单增李斯特菌

ｌｍｏ２３６３ 基因的缺失影响一系列生物学过程和代谢通

路， ＬＭ８３－１ 与 ＬＭ８３－１Δｌｍｏ２３６３ 间共筛选到 １３６ 个

差异表达基因， 其中上调基因 ３６ 个， 下调基因 １００
个。 与 ＬＭ 致病相关的上调差异表达基因有参与乙醇

胺分解代谢过程的 ｅｕｔＢ、 ｅｕｔＣ、 ｌｍｏ１１７７、 ｌｍｏ１１８６ 基

因。 下调差异表达基因有参与铁离子稳态的 ｆｈｕＣ、
ｌｍｏ２１０５ 等基因； 参与细菌鞭毛组装的 ｆｌａＡ、 ｆｌｉＥ、
ｍｏｔＢ、 ｆｌｉＧ 等基因； 参与磷酸转移酶系统的 ｌｍｏ０２９８、
ｌｍｏ０９１５、 ｌｍｏ２６８５ 等基因。 有研究表明 ｅｕｔＢ、 ｅｕｔＣ

是分解乙醇胺最核心的 ２ 个基因， 将乙醇胺分解为乙

醛和氨， 分别作为碳和氮的来源［１０］。 有研究发现，
与 ＬＭ 野生株相比， ｅｕｔＢ 缺失突变体在细胞内增殖存

在缺陷， 菌数降低了一个对数级， 在感染 Ｃａｃｏ－２ 细

胞中 ｅｕｔ 基因表达上调［１１］。 本研究对 ＬＭ８３ － １ 和

ＬＭ８３－１Δｌｍｏ２３６３ 转录组测序结果发现， ｌｍｏ２３６３ 基

因缺失后 ｅｕｔＢ、 ｅｕｔＣ 等基因表达上调， 这可能是引起

ＬＭ８３－１Δｌｍｏ２３６３ 对 Ｃａｃｏ－２ 黏附率增强的重要原因。
铁离子胞质内积累过多会对细菌细胞造成毒性，

因为它促进活性氧的产生， 破坏细菌细胞［１２］。 此外，
铁离子稳态失衡会导致超氧化物歧化酶活性降低， 增

加细菌对氧化应激的敏感性［１３］。 研究发现， 在铁载

体合成或摄取方面有缺陷的结核分枝杆菌突变体无法

在巨噬细胞内生存［１４］。 本研究对 ＬＭ８３－１ 和 ＬＭ８３－
１Δｌｍｏ２３６３ 测序结果发现， 维持细胞内铁稳态的相关

基因 ｆｈｕＣ、 ｌｍｏ２１０５、 ｌｍｏ２１８５、 ｌｍｏ２１８６ 表达下调，
ｌｍｏ２３６３ 基因缺失株在巨噬细胞内存活降低可能与这

些基因表达下调有关。
细菌生物被膜的形成取决于极性鞭毛的运动， 研

究发现， 与野生菌相比， 创伤弧菌 ｆｌａＥ 基因缺陷的

突变株生物被膜形成显著减少［１５］。 Ｍｏｅ 等［１６］ 报道空

肠弯曲杆菌 ｆｌａＡ 突变株不能形成和野生型菌株一样

的生物被膜。 这些研究表明， 鞭毛以及鞭毛介导的运

动是细菌生物被膜形成所必需的。 Ｄｏｎｓ 等［１７］ 研究发

现， 在 ＬＭ 中缺失 ｆｌａＡ 基因后， 与野生株相比， 对

Ｃａｃｏ－２ 细胞的侵袭率下降。 本研究对 ＬＭ８３ － １ 和

ＬＭ８３－１Δｌｍｏ２３６３ 菌株转录组测序分析发现， 编码鞭

毛蛋白的 ｆｌａＡ、 ｆｌｉＥ 基因表达下调， 这可能导致
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ＬＭ８３－ １Δｌｍｏ２３６３ 生物被膜形成能力的下降和对

Ｃａｃｏ－２ 细胞侵袭率的降低。
ＬＭ 可以在不同环境中存活， 这在很大程度上归

因于其基因组中含有大量的碳水化合物 ＰＴＳ 编码基

因。 碳水化合物可以作为能量来源被吸收， 还可以作

为 ＬＭ 基因表达的特异诱因， 以应对预期的压

力［１８－１９］。 大肠杆菌缺失 ＰＴＳ 编码基因后， 其生长能

力和糖摄取能力严重下降［２０］； 克罗诺杆菌 ＰＴＳ 编码

麦芽糖转运体亚单位的 ｍａｌＸ 基因缺失后， 其生物被

膜形成能力减弱， 胞外多糖含量降低［２１］。 此外， ＰＴＳ
还能介导细菌应激反应， 当 ＬＭ 缺失硫氧还蛋白家族

氧化还原酶 ｙｊｂＨ 基因后， 大多数 ＰＴＳ 系统基因显著

下调， 细菌对金属离子氧化剂显著敏感［２２］。 本研究

发现， 富集在 ＰＴＳ 系统的基因表达下调， 这可能与

ＬＭ８３－１Δｌｍｏ２３６３ 生物被膜形成能力下降和巨噬细胞

胞内存活能力下降有关。
综上， 本研究证实 ｌｍｏ２３６３ 基因在单增李斯特菌

中可能通过参与铁稳态、 鞭毛组装、 ＰＴＳ 等生物学过

程在 ＬＭ 生物被膜形成和细胞感染中发挥重要作用。
本研究结果为深入了解谷氨酸脱羧酶 ｌｍｏ２３６３ 基因功

能奠定基础。
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