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毒力因子InlA和InlB缺失影响单增李斯特菌 
侵袭宿主细胞和诱导凋亡的能力

刘武康，陈国薇，谢曼曼，郭 亮，王淑娟，董庆利，刘 箐*
（上海理工大学医疗器械与食品学院，上海 200093）

摘  要：单核细胞增生性李斯特菌（Listeria monocytogenes，LM）是一种毒力较强、人畜共患的食源性致病菌，

其具有穿透宿主屏障、胞内寄生的特点，因而致死率较高，被其污染的食品容易引发严重的食品安全问题。本研究

使用前期构建的LM重要的毒力因子内化素A（internalin A，InlA）和InlB基因缺失菌株，以人结肠癌腺细胞Caco-2
和人肝癌上皮细胞HepG2为研究对象，探究InlA和InlB缺失对LM侵袭宿主细胞和诱导细胞凋亡的影响。实验结果表

明，InlA和InlB的缺失使LM侵袭宿主细胞的能力明显降低（P＜0.05），与野生株相比侵袭量下降超过50%，同时

也降低了其诱导宿主细胞凋亡的能力（P＜0.05），与野生株相比凋亡细胞的比例下降幅度达到30%～50%。本实验

确定了InlA和InlB在LM侵袭宿主细胞和诱导细胞凋亡的过程中具有重要的作用，有助于对LM的致病机理以及引起

宿主相关免疫反应、诱导细胞凋亡相关分子机制的深入研究。
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Abstract: Listeria monocytogenes (LM) is a zoonotic food-borne pathogen with strong virulence. It has a high lethality due 
to the host barrier penetrability and intracellular parasitism. Hence, consumption of foods contaminated with LM causes 
food safety problems. In this study, LM strains with the deletion of the gene encoding the important virulence factors such 
as internalin A (InlA) and internalin B (InlB) and human colon Caco-2 and liver HepG2 cells were used to investigate the 
effect of inlA and inlB gene deletion on the ability of LM to invade host cells and induce cell apoptosis. The results showed 
that inlA and inlB deletion significantly reduced the ability of LM to invade host cells and induce cell apoptosis (P < 0.05) 
and resulted in a decrease of over 50% in invasion rate and a decrease of 30%–50% in the proportion of apoptotic cells 
compared with the wild-type strain. Therefore, inlA and inlB were confirmed to play an important role in host invasion and 
cell apoptosis induction by LM, which is helpful to intensively study the nosogenesis of LM and the molecular mechanisms 
by which LM causes host immunoreaction and induces cell apoptosis.
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单核细胞增生性李斯特菌（Listeria monocytogenes，
LM）又称单增李斯特菌，是一种革兰氏阳性、人畜共

患的食源性致病菌，致病力较强，感染者致死率可达

20%～30%左右[1]。LM抗逆性强，可以在高盐、高温以

及低温等多种不利环境中生存，有较强的黏附能力，易

污染食品或食品加工器械而造成食品安全事故[2]。LM可

以穿透人体的肠道、胎盘以及血脑三大屏障，常见症状

为腹泻、呕吐，严重感染甚至会引起婴幼儿脑膜炎、孕

妇流产。LM感染宿主需要多个毒力基因共同作用，其感

染宿主大致可分为3 个阶段，即内化进入细胞、逃逸吞

噬、胞质内移动和胞间传播[4]。内化进入宿主细胞是LM
感染宿主极为重要的过程，成功进入宿主细胞将使其获

得安全的环境，体液免疫也将难以发挥作用，通过药物

治疗在胞内作用杀灭LM的难度也会增加[3-4]。毒力因子

内化素A （internalin A，InlA）和InlB是最早被发现的介

导LM入侵宿主细胞的内化素蛋白，也是被广泛研究的毒

力因子，其主要作用机制是与宿主细胞上的特异性受体

结合，诱导非吞噬细胞将菌体内吞进入细胞内部寄生，

其中InlA的特异性受体是E-钙黏素（epithelial cadherin，
E-cad），而InlB有3 种受体，分别是gClqR、Met和
GAGs，许多研究表明InlA和InlB在穿透肠道屏障的过程

中发挥重要作用，但InlA和InlB在LM穿透胎盘和血脑屏

障过程中的作用机制仍不明确[5-7]。

近些年来，食源性致病菌污染农产品、果蔬和畜产

品引起的食品安全问题层出不穷[8]。究其原因，一方面

是由于一线检测人员的专业知识不足、企业缺乏技术储

备难以控制细菌污染问题，另一方面长期以来抗生素的

滥用，导致强耐药性的菌株不断出现[9-10]。因此，应深入

研究食源性致病菌寄生、增殖、传播以及感染宿主这些过

程中的具体机理和相关分子机制，并以此评估食源性致病

菌的危害和风险，制定有效的防治措施，以及针对特异

性的靶点开发抗菌药物，避免大量使用广谱抗生素、防止

强耐药性菌株出现。此外，也有很多研究者致力于开发

食源性致病菌疫苗，希望从源头控制食源性致病菌的传

播[11]。由于LM可以激发强烈的细胞免疫，所以经过减毒

处理或毒力较弱的LM菌株不仅具有开发LM疫苗的条件，

还有作为高效递呈抗原的活载体的实用价值，若用作口

服疫苗载体LM还具有激活机体的黏膜免疫的功能[12-13]。 

目前，不仅有研究将其用作许多动物疫苗的载体，如

将减毒的LM菌株用作新城疫病毒（new castle disease 
virus，NDV）的载体用作鸡疫苗，还有许多研究将LM
用作如艾滋病、人类乳头瘤病毒甚至恶性肿瘤的疫苗载

体，较多的研究都以InlA、InlB或ActA等关键毒力因子

为靶点进行减毒处理，用来提高疫苗的安全性[14-19]。

解决LM等食源性致病菌造成的食品安全问题或预

防食源性疾病，都必须对相关致病菌的致病机理和关键

毒力因子的作用机制进行深入研究。本研究使用LM的关

键毒力因子InlA、InlB基因缺失的EGDe菌株，以人结肠癌

腺细胞Caco-2和人肝癌上皮细胞HepG2为对象，初步探究

InlA、InlB在LM侵袭宿主细胞、以及诱导宿主细胞凋亡过

程中的作用，以此作为后期深入研究相关毒力因子在LM
的致病过程中具体作用机理和相关分子机制的基础。

1 材料与方法

1.1 菌株与试剂

单核细胞增生性李斯特菌的野生株E G D e、人

结肠癌腺细胞Caco-2、人肝癌上皮细胞HepG2为上

海理工大学系统生物医学研究中心保藏； i n l A基因

缺失的突变株（EGDe∆inlA）、inlB基因缺失的突变

株（EGDe∆ inlB）、 inlA和 inlB基因双缺失的突变株

（EGDe∆inlA/inlB）为上海理工大学系统生物医学研究中

心前期自行构建并保藏。

脑心浸液（brain heart infusion，BHI）培养基 北京 

陆桥技术股份有限公司；细胞培养基（D u lb ec co ’s 
modified eagle medium，DMEM）、胎牛血清（fetal 
bovine serum，FBS）、双抗（青霉素、链霉素）、胰蛋

白酶 美国Gibco公司；细胞凋亡检测试剂盒 南京诺

唯赞生物科技有限公司；其他化学试剂均为分析纯。

1.2 仪器与设备

生化培养箱  美国赛默飞世尔科技公司；

FACSCalibur流式细胞仪及相关附件、分析软件 美国碧迪 

医疗器械有限公司；酶标仪 美国分子仪器公司。

1.3 方法

1.3.1 细胞侵袭实验

将冻存的E G D e、E G D e ∆ i n l A、E G D e ∆ i n l B、

EGDe∆inlA/inlB菌液划线于BHI平板上，挑取单菌落过夜

培养至稳定期（OD600 nm约为0.7左右），取1 mL菌液转

接至20 mL新鲜BHI液体培养基中于37 ℃、200 r/min条件

下培养至OD600 nm为0.3左右，Caco-2、HepG2细胞在实验

前1 d计数并接入12 孔细胞培养板并使其在含有体积分数

10% FBS的DMEM培养基中贴壁生长[20]。

侵袭实验时，吸出培养液每孔加入 2   m L不含

FBS的DMEM培养基，每孔加入适量菌液使感染复数

（multiplicity of infection，MOI）为100∶1（细菌数量与细

胞数量比）左右[21]；将孔板置于37 ℃、5% CO2条件下培

养适当时间（Caco-2细胞侵袭时间为4 h，HepG2细胞侵袭

时间为1.5 h）后，吸出上清液每孔加入500 μL的700 μg/mL 
庆大霉素于37 ℃条件下作用0.5 h杀灭胞外细菌；吸出

上清液，加入适量生理盐水清洗3 次，加入体积分数1% 
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Triton X-100，于室温条件下放置0.5 h破碎细胞释放胞内

细菌，收集细胞裂解液进行适当倍数的稀释并涂布于BHI
平板，37 ℃条件下静置培养过夜后统计菌落数[22]。每次

实验设置3 个平行组，实验重复3 次。

1.3.2 细胞凋亡检测

细胞侵袭过程同1.3.1节所述，在用700 μg/mL庆大霉

素杀灭胞外细菌后，用胰蛋白酶将贴附于孔板底部的细

胞消化，按照细胞凋亡检测试剂盒说明书所述的操作步

骤对细胞进行收集、洗涤和染色，染色完成后使用流式

细胞仪检测并记录实验结果。

细胞凋亡检测试剂盒检测原理为：细胞在凋亡早期

时，细胞膜中的磷脂酰丝氨酸（phosphatidylserine，PS）
由脂膜内侧翻向外侧，使用与PS具有高度亲和力的绿色

荧光标记的膜联蛋白（Annexin V）通过细胞外侧暴露的

PS与凋亡早期细胞的细胞膜结合，碘化丙啶（propidium 
iodide，PI）是一种核酸染料，PI能够透过凋亡中晚期或坏

死细胞的细胞膜而使其具有红色荧光，因此将Annexin V 
与PI匹配使用，就可以区分凋亡细胞并将处于不同凋亡

时期的细胞区分开来。该方法是目前被广泛使用的细胞

凋亡检测方法[23-24]。

试剂盒使用时，将细胞收集后用磷酸盐缓冲液洗涤

2～3 次，用结合缓冲液重悬细胞并按说明书所述的方

式加入适量荧光染液，避光染色约10 min后即可上机检

测。细胞凋亡检测时，以未被细菌侵袭、正常生长的细

胞为对照组，同时根据试剂盒说明书要求设置未染色的

阴性组用于调试仪器的相关参数并设置检测象限。每次

实验设置3 个平行组，实验重复3 次。

1.4 数据统计分析

本实验中流式细胞仪检测数据使用仪器配套软

件统计分析并绘图，实验结果的相关图片使用Adobe 
Photoshop CS6软件处理，实验数据使用GraphPad Prism 5 
软件处理，对数据进行方差分析并绘制图表。

2 结果与分析

2.1 细胞侵袭结果
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大写字母不同表示差异显著（P＜0.05）。图4同。

图 1 菌株对Caco-2细胞（a）和HepG2细胞（b）的侵袭能力

Fig. 1 Invasion capacity of the gene deletion strains to human  

Caco-2 (a) and HepG2 (b) cells

实验结果见图1，以细胞裂解液中的菌落数评估

细菌侵袭细胞的能力。对实验数据的分析结果表明

EGDe∆inlA、EGDe∆inlB、EGDe∆inlA/inlB 3 株突变株侵

袭Caco-2细胞的能力与野生株EGDe相比有显著的下降

（P＜0.05），EGDe∆inlB的侵袭量降至EGDe的30%左右

（约7×103 CFU/mL），同时EGDe∆inlA、EGDe∆inlA/inlB 
侵袭能力也弱于EGDe∆inlB（P＜0.05），侵袭量仅有

EGDe的5%和2.5%左右（约1×103、5×102 CFU/mL）； 

EGDe∆inlA、EGDe∆inlB、EGDe∆inlA/inlB 3 株突变株

侵袭HepG2细胞的能力与LM野生株相比有显著的下降 

（P＜ 0 . 0 5），侵袭量约为E G D e的 5 0 %左右（约

6×104 CFU/mL），但3 个突变株之间侵袭能力没有显著

差异（P＞0.05）。

由实验结果可知，Caco-2细胞抵御侵袭的能力强于

HepG2细胞，其处于侵袭状态下4 h最大侵袭量只能达到

2.0×104 CFU/mL左右，突变株EGDe∆inlA和EGDe∆inlA/inlB 
的侵袭量只有5×102～1×103 CFU /mL左右；EGDe
对H e p G 2细胞侵袭 1 . 5   h，最大侵袭量就可以达到

1×105 CFU/mL左右，即使是毒力因子InlA和InlB缺失的

突变株，侵袭量也在5×104 CFU/mL左右。

2.2 细胞凋亡检测结果

细胞侵袭后使用流式细胞仪检测Caco-2细胞凋亡的

结果见图2。门（Gate）表示选择的检测区域用于去除

皱缩、粘黏的细胞和非细胞的颗粒物；对照为未被侵袭

的对照组细胞检测结果，被检测细胞主要集中在左下象

限，少量细胞位于右下象限即处于凋亡早期的细胞，处

于左上、右上象限的细胞极少即没有明显的晚期凋亡和

细胞坏死现象，对照组的平均凋亡比例约为7.84%；被

EGDe侵袭的细胞处于右下象限的数量增多即出现明显

的早期凋亡，处于晚期凋亡和坏死阶段的细胞很少，

该组细胞的平均凋亡比例约为28.76%；被EGDe∆inlA、
EGDe∆inlB、EGDe∆inlA/inlB侵袭的细胞平均凋亡比例分

别为16.08%、17.92%和16.09%，同样基本处于早期凋亡

阶段，被突变株侵袭的细胞的凋亡比例低于被EGDe侵袭

的细胞，但高于对照组细胞。
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图 2 Caco-2细胞凋亡检测

Fig. 2 Apoptosis detection of Caco-2 cells 
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图 3 HepG2细胞凋亡检测

Fig. 3 Apoptosis detection of HepG2 cells 

HepG2细胞凋亡的检测结果见图3，其中门表示

的意义同图2；对照为未被侵袭的对照组细胞检测结

果，对照组的平均凋亡比例约为8.62%；被EGDe侵
袭的细胞处于右下象限的数量明显增多即出现早期凋

亡，而处于晚期凋亡和坏死阶段的细胞则较少，平均

凋亡比例约为26.83%；被EGDe∆inlA、EGDe∆inlB、 

E G D e ∆ i n l A / i n l B侵袭的细胞平均凋亡比例分别为

13.76%、13.19%和12.89%，凋亡比例均低于被EGDe侵袭

的细胞，但高于对照组细胞。
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图 4 Caco-2细胞（a）和HepG2细胞（b）凋亡比例

Fig. 4 Apoptosis percentages of Caco-2 (a) and HepG2 (b) cells

将3 次重复实验的数据统计并进行方差分析。如图

4所示，被EGDe侵袭的Caco-2、HepG2细胞的凋亡比例

高于对照组，均超过25%，具有显著差异（P＜0.05）；

而与被EGDe侵袭的细胞相比，被突变株EGDe∆inlA、
EGDe∆inlB、EGDe∆inlA/inlB侵袭的细胞凋亡比例有显著

的下降（P＜0.05），下降幅度约30%～50%。

3 讨 论

本实验使用LM重要毒力因子InlA和InlB缺失的突变

菌株，侵袭Caco-2和HepG2细胞，探究InlA和InlB的缺失

对LM侵袭宿主细胞和诱导细胞凋亡能力的影响，实验结

果表明毒力因子InlA和InlB在LM侵袭宿主细胞及诱导凋

亡的过程中起到了重要的作用。InlA和InlB的缺失使LM
侵袭宿主细胞能力显著下降（P＜0.05），其中InlA在介

导侵袭Caco-2细胞的过程中的作用大于InlB，而对于介导

侵袭HepG2细胞，InlA和InlB的作用基本相同。出现上述

实验结果的原因可能是：Caco-2是人结肠癌腺细胞，是

研究肠道细胞功能的模式细胞，根据文献报道，LM在侵

袭肠道细胞的过程中InlA发挥的作用大于InlB，并且InlA
介导的内化是LM感染肠道细胞、穿透肠道屏障的重要途

径，这应该是造成EGDe∆inlA和EGDe∆inlA/inlB对Caco-2
细胞的侵袭量明显低于EGDe∆inlB的主要原因[25]；虽然

也有文献指出InlB在介导LM侵袭肝脏细胞的过程中发挥

重要作用，但实验结果却显示InlB在介导侵袭HepG2细胞

的过程中的作用并不大于InlA，这可能是因为肝细胞是高

度分化的非免疫细胞，并且不同于肠道起到的宿主屏障

的作用，其本身具有的抵御细菌侵袭的机制就少于肠道细

胞，而LM在侵袭肝细胞时却可以发挥多种毒力因子的协同

作用，因此单个毒力因子的作用就不再是至关重要的[26]。

InlA和InlB缺失也降低了LM诱导宿主细胞凋亡的能

力，虽然突变株EGDe∆inlA、EGDe∆inlB、EGDe∆inlA/inlB 
诱导细胞产生凋亡的比例大于对照组细胞，但相比于野

生株EGDe，出现凋亡的细胞比例下降了约30%～50%。

实验结果表明LM具有诱导宿主细胞凋亡的能力，而毒力

因子InlA和InlB在LM诱导宿主细胞凋亡的过程中发挥重

要作用，缺失该毒力因子的突变株诱导凋亡的能力明显

下降。InlA和InlB在LM诱导宿主细胞凋亡的过程中发挥

作用的机制可能有两种：InlA和InlB是一种细菌表面蛋

白，介导LM内化进入宿主细胞的途径是与细胞表面的特

异性受体结合，诱导非吞噬细胞将菌体内化使其进入细

胞内部，在这一过程中当其与受体结合介导内化时很可

能会造成细胞膜结构的损伤，导致PS由内侧外翻出现凋

亡信号[27]；另一种可能是LM诱导宿主细胞凋亡的毒力因

子需要在细胞内部发挥作用，而InlA和InlB是重要的介导

LM内化的毒力因子，缺少了InlA和InlB使其难以进入宿

主细胞内部，其诱导宿主细胞凋亡的能力也会因此受到

影响[28-29]。同时，实验结果也表明，本实验中进行的细菌

侵袭处理主要是造成细胞的早期凋亡，并未出现明显的

中晚期凋亡或细胞坏死的情况，这可能是由于实验中对

细胞的侵袭处理时间相对较短，只引起了细胞膜结构的

变化，PS由脂膜内侧翻向外侧产生早期凋亡检测信号，

但并未引起细胞膜通透性发生显著变化或者细胞膜结构
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的严重破坏，因此PI不能透过细胞膜使细胞具有中晚期

凋亡或坏死的检测信号。根据相关文献的报道，食源性

致病菌引起的宿主细胞凋亡途径主要有激活死亡受体诱

导细胞凋亡、线粒体途径诱导凋亡以及通过内质网途径

诱导细胞凋亡，因此后续的研究将关注LM在诱导宿主细

胞凋亡时的作用途径，解析LM诱导宿主细胞凋亡的具体

作用机制[30-31]。

此外，本实验只使用了Caco-2和HepG2两种细胞系

作为研究对象，实验结果有一定的局限性，由于LM可以

穿透3 种宿主屏障并且可以引起人和多种动物的疾病，所

以还应选择更多的模式细胞或模式动物进行研究，更加

全面地解析InlA和InlB的作用机制。食源性致病菌的致病

机理的研究目前还处于初期阶段，但是无论是控制食源

性致病菌的污染，还是研制有效的抗菌物质或疫苗从源

头预防食源性疾病，都需要深入研究食源性致病菌重要

的毒力因子作用通路和分子机制。关于LM或者其他重要

的食源性致病菌的具体毒力因子的作用、诱导宿主细胞

凋亡以及引起宿主免疫反应的具体机理的研究还相对较

少，随着分子生物学相关技术的不断发展，新兴的基因

编辑技术、高通量的基因检测技术等方法将有助于研究

食源性致病的致病机理，同时转基因实验动物的出现也

使研究者可以选择更合适的模式动物，这些都有助于解

决食源性致病菌引起的食源性疾病和食品安全问题。
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