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　　根据《伯杰氏鉴定细菌学手册》第９版将李斯特菌属（ｌｉｓｔ

ｅｒｉａ）分为２个群７个种，单核细胞增生李斯特菌（Ｌ．ｍｏｎｏｃｙｔｏ

ｇｅｎｅｓ，简称ＬＭ）为其中１个菌种。ＬＭ为革兰阳性球杆菌，广

泛存在于土壤和饲料中，健康人群、家养及野生动物都被认为

是该菌的携带者。ＬＭ对营养要求不高，能在普通培养基上生

长，在血平板上能形成狭窄透明的溶血环。并且ＬＭ对低温有

较强的耐受性，因此长期放置在冰箱内的食物容易查出该菌。

根据菌体抗原和鞭毛抗原，ＬＭ 可分为１６个血清型，包括

１／２ａ、１／２ｂ、１／２ｃ、３ａ、３ｂ、３ｃ、４ａ、４ａｂ、４ｂ、４ｃ、４ｄ、４ｅ、５、６ａ、６ｂ、７。

主要以血清型１／２ａ、１／２ｂ和４ｂ对人致病，约占全球该病病例

数的９０％
［１］。

ＬＭ是一种典型的能够寄生于巨噬细胞、上皮细胞、内皮

细胞和肝细胞胞内的寄生菌，一旦引起人畜共患传染病的发

生，其病死率高达 ２０％ ～７０％
［２］。美国食品药品管理局

（ＦＤＡ）规定即食食品中不得检出ＬＭ，而世界卫生组织将其列

为２０世纪９０年代４大食源性致病菌之一。１９９７年３月和８

月在我国云南省某县一自然村内先后两次暴发动物源性李斯

特菌病，造成村内牲畜大量死亡，动物病死率约为１００％，人群

发病率分别为８．２％和８．６％
［３］。近年来我国多次在美国、加

拿大、法国、爱尔兰、比利时、丹麦等进口肉类中检测出李斯特

菌。据加拿大公共卫生署（ＰＨＡＣ）报道，加拿大每年约有

１００～１４０人感染ＬＭ，大约死亡３０～５０人。据美国食品药品

管理局（ＦＤＡ）报道，美国每年约有２５００人感染ＬＭ，其病死率

高达２０％～３０％。人群主要通过食用被ＬＭ污染的食物而致

病，目前ＬＭ已被广泛认为是导致食源性传染性疾病暴发流行

和散发病例的重要致病菌。而细菌生物学分型、噬菌体分型和

多位点酶电泳等传统的血清学分型鉴定方法均不能将所有从

食品、患者和环境中分离的ＬＭ 进行有效的分型检测，不能满

足现代流行病学分子生物学调查研究的需要。因此，具有高分

辨率、自动化、快速、稳定和重复性好等特点的现代分子生物学

分型方法就更加受到国内外研究者的青睐，而相继出现的脉冲

场凝胶电泳（ＰＦＧＥ）、基因芯片技术、ＤＮＡ环介导恒温核酸扩

增法及焦磷酸测序法则具有上述特点。本文现就针对ＬＭ 的

现代分子生物学分型检测方法及其研究进展进行综述。

１　ＰＦＧＥ

　　随着ＰＦＧＥ方法的不断改进和完善，该方法已经用于沙门

菌、肺炎链球菌、大肠埃希菌、铜绿假单胞菌等常见病原体的分

子流行病学调查和分子分型研究。近年来ＬＭ 的检测与分型

也常采用ＰＦＧＥ。ＰＦＧＥ具有分辨率高、敏感性强、重复性好

等特点，能区分其他方法不能鉴别的菌株（包括ＬＭ的４ｂ型），

因此被认为是细菌分型的“金标准”［４］。在ＰＦＧＥ特定的电泳

系统中，通过电场方向的不断交替变换及适宜的脉冲时间等条

件，包埋于凝胶中的细菌ＤＮＡ大片段能够得到很好的分离，

形成清晰的图谱。不同的脉冲时间其分离的ＤＮＡ片段大小

不同，脉冲时间５～４０ｓ，可以分离（５０～６００）×１０３ 的ＤＮＡ片

段。此外，电压、脉冲角度、电泳温度、缓冲液离子浓度等也是

不容忽视的条件。在制作凝胶包埋细菌时，细菌浓度对于能否

得到高质量、清晰的图谱也至关重要，需要对其进行严格的要

求。为了能够在最短的时间内得到最好的电泳图谱，许多研究

者都致力于建立快速的ＰＦＧＥ分型方法，改进该方法的各个环

节。Ｂｒｉｃｚｉｎｋｉ等
［５］研究报道，用快速ＰＦＧＥ法检测１ｄ即可得

到与其他分型方法完全一致的结果，提示ＰＦＧＥ的改进可以提

供一个方便、快速和准确的细菌分子生物学分型方法。这对以

后的细菌分子分型和分子流行病学调查起到了积极的推动作

用。

Ｈｏｗａｒｄ等
［６］在进行ＰＦＧＥ的过程中采用限制性核酸内

切酶ＡｐａⅠ、ＡｓｃⅠ、ＮｏｔⅠ和ＳｍａⅠ对ＬＭ进行酶切，可以获得

满意的大片段ＤＮＡ分子。其中 ＡｐａⅠ的分辨力强于ＳｍａⅠ，

其酶切后产生的条带数目少于ＳｍａⅠ，图谱清晰易读
［７］。虽然

ＡｐａⅠ的分辨力也强于ＡｓｃⅠ，但由于ＡｓｃⅠ酶切后只产生８～

１４个ＤＮＡ片段，较ＡｐａⅠ酶切后产生的ＤＮＡ片段数（１８～２３

个）少，因此ＡｓｃⅠ酶切后所得数据更易解释。病原菌分子分

型实验室监测网络（ＰｕｌｓｅＮｅｔ）推荐，在使用ＰＦＧＥ鉴别ＬＭ的

过程中联合应用限制性内切酶可提高ＰＦＧＥ的分辨力。例如

当分析流行病学相关的菌株是否为同一型别时，可联合使用

ＡｐａⅠ和ＡｓｃⅠ酶将其区分（包括４ｂ型），且结果也易于观察和

解释。ＰＦＧＥ已成为ＬＭ 分型的最优方法之一
［８］。目前国内

外主要是采用限制性内切酶 ＡｐａⅠ或（和）ＡｓｃⅠ对ＬＭ 进行

ＰＦＧＥ分型。在美国１９９８年与２００２年先后发生的２次由ＬＭ

引起的暴发流行事件中，ＰｕｌｓｅＮｅｔ实验室正是采用ＰＦＧＥ分

型方法成功地追踪到传染源［９］。

然而，该方法也存在一定的局限性。在细菌基因变异的情

况下，由于ＰＦＧＥ只能提供有限的遗传信息，不能鉴别特点基

因的存在和缺失。并且由于点突变、缺失或插入等单一基因事

件的发生，ＰＦＧＥ在长期的流行病学研究中显得并不稳定。此

外，限制性内切酶只能对大多数血清型的ＬＭ 菌株进行酶切，

虽然联合应用限制性内切酶可以提高检测的稳定性，但却导致

实验时间的延长。这些问题都有待进一步的探讨和解决。

２　基因芯片技术

　　基因芯片技术是２０世纪９０年代初发展起来的一种全新
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微量分析技术，有着自动化、高通量、集成化等突出特点，其在

微生物重要基因（如抗药基因、毒力基因、致病因子）的筛选监

测和基于细菌基因组的流行病学研究中得到了广泛的研究，尤

其是近年来基因芯片和液相芯片的研究。其原理：提取的生物

标本ＤＮＡ经ＰＣＲ扩增后制备荧光标记探针，然后与提前点样

于芯片表面的寡核苷酸杂交，最后通过检测杂交信号的强度和

分布来确定检测样品中特定微生物的存在和丰度。Ｃｈｉｚｈｉｋｏｖ

等［１０］采用寡核苷酸芯片研究了大肠杆菌、志贺菌、ＬＭ 及沙门

菌株的抗原决定簇和毒力因子与其致病性的关系，发现细菌毒

力基因经多重ＰＣＲ扩增后，结合基因芯片杂交筛选方法完全

可以用于某些肠道致病菌的分析检测。Ｗｉｌｓｏｎ等
［１１］研发出一

套可同时检测１８种致病菌（包括原核生物和真核生物）的多病

原体识别微阵列，对炭疽杆菌的检测极限可达１０ｆｇ。ＬＭ、大

肠杆菌０１５７和沙门菌等致病菌是危害食品安全的主要致病

菌，研发出快速、准确、自动化的检测方法已成为确保食品安全

的重要任务。

Ｖｏｌｏｋｈｏｖ等
［１２］以ＬＭ的６个毒力因子基因（ｈｌｙ、ｉｎｌＢ、ｐｌ

ｃＡ、ｐｌｃＢ、ｃｌｐ、ｉａｐ）为靶基因建立了检测和鉴别ＬＭ的基因芯片

技术，可简便、迅速地检测ＬＭ 的６个基因型。Ｂｏｒｕｃｋｉ等
［１３］

采用５８５个探针建立了一个混合基因组芯片，通过对２４株

ＬＭ进行分析表明，该芯片对主要致病血清型可以作出良好的

分析，所得聚类结果和系统进化分支结果一致；此外，还可鉴别

同一血清型的不同菌株，并发现了一些可用于流行病学研究的

遗传标记。胡瑞等［１４］利用多指标同步分析（ｘＭＡＰ）液态芯片

技术在４ｈ内成功地检测出了包括ＬＭ 在内的４种引起食源

性疾病的重要病原菌，其灵敏度可高达２００ｃｆｕ／ｍＬ。尽管基

因芯片技术在实际应用中还存在检测费用较高、实验室应用过

程中的标准化及前期研发投入高昂等问题，但它已在病原菌的

基因分型和菌种鉴定方面展示了非常广阔的应用前景［１５］。

３　ＤＮＡ环介导恒温核酸扩增法

　　ＤＮＡ环介导恒温核酸扩增法（ＬＡＭＰ）是一种连续、恒温、

基于酶反应的，可用于细菌和病毒的定性检测的新型核酸扩增

方法，具有高特异性和等温快速扩增的特点。其原理：针对靶

基因的６个区域设计４种特异的引物，利用一种链置换ＤＮＡ

聚合酶（ＢｓｔＤＮＡｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ）在６５℃左右恒温保存几十分钟，

即可完成核酸扩增反应，且１ｈ内可扩增靶基因至１０１０倍。反

应过程不会受到反应混合物的影响且受非靶序列ＤＮＡ分子

的影响较小。同时，在等温条件下扩增，不会因温度的改变而

造成时间损失，并且模板也不需要进行热变性，从而保证了

ＬＡＭＰ扩增的高效特异性。ＬＡＭＰ具有操作快捷、简便、实验

装置简单、费用低廉和可以通过肉眼判断目的基因扩增与否等

优点。在李斯特菌属中保守且特有的是编码李斯特菌溶血素

（ＬＬＯ）的ｈｌｙ基因。马保华等
［１６］使用商业化的ＬＡＭＰ试剂盒

在进口冻肉中检出７份ＬＭ阳性的样品，并与常规检验方法进

行对比实验，表明采用 ＬＡＭＰ技术检测 ＬＭ 的准确率可达

１００％。易海华等
［１７］采用ＬＡＭＰ与ＰＣＲ方法同时检测ＬＭ的

ｈｌｙ基因并进行对比，结果显示ＬＡＭＰ比ＰＣＲ的灵敏度高１００

倍以上。但是该方法所需要设计的引物数量相对较多、结构复

杂，尤其在病原体出现高度变异的时候难以进行。同时，在设

计引物时还必须考虑靶序列的片段和茎环结构等因素。此外，

该方法每次反应只能检测一个病原菌，其阳性反应也并不单是

呈现单条带，容易出现拖尾和一些低分子质量的条带，且一旦

产生非特异性扩增就不易鉴别。

４　焦磷酸测序技术

　　在细菌鉴定分型的分子生物学方法中，能够提供核酸碱基

序列资料的分子诊断技术成为细菌鉴定分型的金标准。在利

用Ｓａｎｇｅｒ法的ＤＮＡ测序技术中，所测ＤＮＡ长度可达１０００

ｂｐ。但是在实际工作中，如果引物选择恰当，只需要通过分析

已知ＤＮＡ序列片段中的几十对碱基即可满足细菌分型检测

的需要［１８］，而近几年发展起来的焦磷酸测序技术就能达到该

要求。

焦磷酸测序技术是一种准确、快速、实时进行短片段ＤＮＡ

序列分析的方法，是一种依靠生物发光进行ＤＮＡ序列分析的

技术。在ＤＮＡ聚合酶、荧光素酶、腺三磷酸双磷酸酶和硫酸

化酶的协同作用下，将引物上每一个ｄＮＴＰ（ｄＡＴＰαＳ、ｄＴＴＰ、

ｄＣＴＰ、ｄＧＴＰ）聚合与一次荧光信号释放偶联起来，通过检测荧

光的释放和强度达到测定ＤＮＡ序列的目的。新发展的焦磷

酸测序技术无须对 ＤＮＡ片段进行荧光标记，也无须进行电

泳，因此相应的仪器系统就不需要荧光分子的激发和检测装

置［１９］。李秀娟等［２０］在用焦磷酸测序技术对ＬＭ的ｈｌｙ基因保

守序列进行测序时发现第７个碱基的 Ａ与Ｇ置换，从而可以

建立用焦磷酸测序技术对ＬＭ 进行分子分型的方法。尽管用

该方法进行分型有可能分型的种类较少，但是通过测序、分型

一项实验就能完成，并且其结果可靠、稳定、操作简单，极大地

减少了常规检测和分型的工作量。

５　展　　望

　　由于ＬＭ分布广，适应能力强，对人类威胁较大，能使人致

病的最小致病浓度尚不清楚，因此研发简单快速、灵敏高效、成

本低、自动化程度高的检测技术显得非常重要。但是，目前还

没有一种方法可以同时兼备以上优点。病原微生物的高通量

检测技术是近年发展起来的前沿技术，在病原微生物的检测分

型和预防控制领域具有十分重要的应用价值。由于其所需样

品和剂量较少、快速省时、诊断结果精确、自动化操作程度较

高，适宜用于食源性病原微生物的诊断与分型。ＰＦＧＥ、

ＬＡＭＰ、基因芯片技术和焦磷酸测序技术等检测方法各有其优

缺点，对这些技术在病毒、细菌的分型检测及传染病监控等方

面的应用已经进行了大量研究。相信随着研究的不断进展和

深入，这些高通量诊断分型技术和方法会不断完善，在食源性

传染病病原体检测分型方面起到更加重要的作用。
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吻合术。李从谊等［１０］在采用改良式泪囊鼻腔吻合术治疗鼻泪

管阻塞患者的临床疗效研究中发现，患者的治疗总有效率高，

复发率小，效果显著。本研究中观察组采用鼻内窥镜下改良式

泪囊鼻腔吻合术进行治疗，结果同样显示观察组治疗总有效率

高于对照组，且泪囊炎复发率低于对照组，组间比较差异均有

统计学意义（犘＜０．０５）。表明鼻内窥镜下改良式泪囊鼻腔吻

合术的治疗效果明显提高，手术风险显著下降；并且在患者的

康复过程中疾病的复发率较低，同时不会影响患者的正常工作

与生活，帮助患者达到了较为理想的康复状态。这切实地满足

了患者的心理及生理需求，有利于减少医患矛盾和冲突。

此外，由于鼻内窥镜下改良式泪囊鼻腔吻合术的操作过程

比较容易、采用的医疗设备较为简单、技术相对先进，在提高治

疗效果的同时降低了手术难度。刘军英［１１］在改良式泪囊鼻腔

黏膜吻合术的临床研究中发现，为了手术的顺利进行，在行改

良式鼻腔泪囊吻合术时必须准确地定位泪囊在鼻腔外侧壁的

投影部位，由于该投影位于中鼻道前段，且位置相对固定，因此

可以采用一些较为简单的方法进行确定，以减少手术时间。并

且，采用改良式鼻腔泪囊吻合术后，有效地减少了因医生经验

不足而导致的治疗过程中出现的各种不良反应。但值得注意

的是，部分慢性泪囊炎患者可能合并一些较为特殊的疾病，可

能会对治疗效果造成一定的影响。因此，在手术之前，需对患

者进行全面的检查，提高手术的安全性，减少对患者的负面

影响。

综上所述，采用鼻内窥镜下改良式泪囊鼻腔吻合术治疗慢

性泪囊炎具有较好的临床疗效，并且可以降低患者的疾病复发

率，值得在临床中推广应用。
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