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不同培养基及培养条件对单增李斯特菌 ERIC-PCR 

分子分型的影响 
 

赵晨晖，丁承超，刘箐 

（上海理工大学医疗器械与食品学院，上海 200093） 

摘要：本研究以实验室保存的 26 株李斯特氏菌为实验对象，通过 ERIC-PCR 和凝胶电泳技术对其展开基因分型，并根据分型结

果选取不同亚型菌株，进而考虑改变细菌培养条件来探究不同培养基对李斯特菌 ERIC-PCR 分子分型结果的影响。实验结果初步表明，

实验室 26 株李斯特菌至少可分成 11 个主要基因类群，其中Ⅰ型菌株最多占有 8 株，而Ⅲ、Ⅶ、Ⅷ、Ⅸ、Ⅹ以及Ⅺ型均最少，各占 1

株；同时发现，培养基及培养条件的改变会对 LM87、LM109（野生型单增李斯特菌）分型结果产生影响，且这些菌株分型均最少。

由此推断，不同的营养机制和培养条件可能会对李斯特菌的基因组稳定性或基因表达带来潜在影响，因此无论是在对 LM 致病机理的

基础研究过程中还是对其进行分子分型鉴定，都必须考虑其寄主来源以及培养条件。 
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Abstract: Twenty-six strains of Listeria spp. stored in the laboratory were used as the experimental object here, and the enterobacterial 

repetitive intergenic consensus polymerase chain reaction (ERIC-PCR) and gel electrophoresis techniques were applied to genotyping. 

Furthermore, according to the typing results, strains of different subtypes were selected, and the effects of different medium conditions on the 

results of ERIC-PCR molecular typing of Listeria spp. were explored by changing the culture conditions. The preliminary test results showed 

that 26 strains of Listeria spp. in the laboratory could be subdivided into at least 11 genotypes, and the number of the strains belonging to 

genotype I was the highest, whereas the numbers of strains belonging to genotypes III, VII, VIII, IX, X, and XI were the lowest. In addition, the 

results revealed that the changes in medium and culture conditions affected the typing results of LM89 and LM109 (wild-type Listeria 

monocytogenes), which belong to the genotypes with the lowest number of strains. From this preliminary study, it can be concluded that different 

nutritional conditions and culture conditions may have an impact on the genomic stability or gene expression of Listeria spp. Therefore, the host 

source and culture conditions must be taken into account during basic research on L. monocytogenes pathogenicity and its molecular typing. 
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单 核 细 胞 增 生 性 李 斯 特 菌 （ Listeria 
monocytogenes，LM）是一种最常见的食源性致病菌[1]，

它在自然界中分布广泛[2]，在绝大多数食品中也都有

其踪迹[3]，并能引起人畜共患性李斯特菌病[4]。根据李 
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斯特菌具有特定表面抗原这一特性，再通过凝集反应
[5]，LM 至少被分成了 13 种血清型[6]，因而，目前对

LM 流行病学调查仍以血清分型等传统免疫学分型技

术为主[7]。但随着分子生物学技术的日新月异，细菌

分子分型的日渐普及并表现出相当的优势，相比之下

普通的血清分型技术存在分辨力相对粗放、受现有商

业鉴定血清限制、对新发生的血清型无法准确分型等

问题[8~10]，已不能满足常规研究需求。分子分型是一

种新兴的流行病学调查技术，它不仅克服了血清分型

等传统方法的不足，还能从遗传的角度对其可能存在
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的规律性进行探讨。其中，基于肠杆菌基因间高度保

守重复序列（ Enterobacterial Repetitive Intergenic 
Consensus）的 ERIC-PCR 分子分型技术尤为常见[11]。

与普通 PCR 不同的是，ERIC-PCR 电泳图谱能够反映

出各类致病菌整个基因组的组成，具有分辨率高、稳

定、重复性好等特点[12]。并且，利用 ERIC-PCR 技术

能对致病菌进行基因组多态性分析，可用于致病菌基

因分型、致病菌耐药谱与基因型之间的关系研究、流

行病学调查和传染源追踪等[13]。 
本研究采用 ERIC-PCR 技术先对实验室内保存的

26 株李斯特菌进行基因分型，随后根据分型结果，用

三种不同的李斯特菌培养基对各个不同亚型的菌体进

行传代培养，提取其基因组 DNA 后，再次进行

ERIC-PCR 扩增。通过建立每种 LM 在不同培养基及

培养条件下的 DNA 指纹图谱，并进行比对，初步研

究培养基及培养条件对细菌基因组 ERIC 序列稳定性

的影响。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

菌株，本研究共采用 26 株李斯特菌进行实验，菌

株来源自美国模式培养物保藏所（ATCC）、中国医学

细菌菌种保藏管理中心（CMCC）、中国工业微生物菌

种保藏管理中心（CICC）以及本实验室自行分离得到

（野生型），四种不同途径获得的菌株均由本实验室保

存，详表 1。 

表1 本实验所用李斯特菌株 

Table 1 Listeria strains used in this study 

实验室编号 菌株 标准编号/来源 

LM5 单增李斯特菌（Listeria monocytogenes） ATCC 43251 

LM6 单增李斯特菌（Listeria monocytogenes） ATCC 13932 

LM7 单增李斯特菌（Listeria monocytogenes） ATCC 19112 

LM8 单增李斯特菌（Listeria monocytogenes） ATCC 19114 

LM9 单增李斯特菌（Listeria monocytogenes） ATCC 19116 

LM10 单增李斯特菌（Listeria monocytogenes） ATCC 19117 

LM11 单增李斯特菌（Listeria monocytogenes） ATCC 19115 

LM33 单增李斯特菌（Listeria monocytogenes） CMCC 54002 

LM41 单增李斯特菌（Listeria monocytogenes） CICC 21633 

LM43 单增李斯特菌（Listeria monocytogenes） 野生型（单腿，马鞍山疾控编号）

LM44 单增李斯特菌（Listeria monocytogenes） 野生型（蟑螂，马鞍山疾控编号）

LM85 单增李斯特菌（Listeria monocytogenes） 野生型（国京菜场鸡爪） 

LM86 单增李斯特菌（Listeria monocytogenes） 野生型（连阴菜场鸡腿） 

LM87 单增李斯特菌（Listeria monocytogenes） 野生型（引翔港菜场鸡翅） 

LM88 单增李斯特菌（Listeria monocytogenes） 野生型（凤城菜场鸡爪） 

LM89 单增李斯特菌（Listeria monocytogenes） 野生型（国太菜场鸡爪） 

LM90 单增李斯特菌（Listeria monocytogenes） 野生型（双辽菜场鸡翅） 

LM91 单增李斯特菌（Listeria monocytogenes） 野生型（国太菜场鸡腿） 

LM92 单增李斯特菌（Listeria monocytogenes） 野生型（心诚菜场鸡胗） 

LM94 单增李斯特菌（Listeria monocytogenes） 野生型（阜新菜场鸡翅） 

LM95 单增李斯特菌（Listeria monocytogenes） 野生型（扬州菜场鸡翅） 

LM109 单增李斯特菌（Listeria monocytogenes） 野生型（HS2014026） 

英 111 英诺克李斯特菌（Listeria innocua） CICC 10297 

伊 112 伊氏李斯特菌（Listeria ivanovii） CICC 21663 

格 113 格式李斯特菌（Listeria grayi） CICC 21670 
威 114 威氏李斯特菌（Listeria weshimeri） CICC 21672 

脑心浸出液肉汤培养基（BHI）、李氏增菌肉汤基

础培养基（LB）、李斯特氏菌显色培养基、琼脂粉均

购自北京陆桥技术有限责任公司；细菌基因组提取试

剂盒，购自博日科技生物有限责任公司；扩增缓冲液
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（10×Buffer）、脱氧核糖核苷三磷酸（dNTP）、LA Taq 
DNA 聚合酶（LA Taq Polymerase）等均购自生工生物

工程股份有限公司。 

1.2  仪器与设备 

LRH-70 生化恒温培养箱购自上海一恒科技有限

公司；G560E振荡器购自上海凡劲仪器设备有限公司；

Gene Amp® PCR system 9700、凝胶成像系统均购自基

因有限公司。 

1.3  方法 

1.3.1  细菌 DNA 提取 
取于-80 ℃、20%甘油保存的 26 株菌种，接种于

BHI 营养肉汤中并置于 37 ℃摇床中复苏；之后划线接

种于 BHI 琼脂平板上（四区划线分离法），完毕后用

封口带密封培养皿，并倒置于 37 ℃的恒温培养箱中

培养 24 h。分别挑取单菌落，接种于 BHI 液体培养基

中，37 ℃增菌 24 h，使用生工生物细菌基因组 DNA
提取试剂盒，并按试剂盒内说明书提取 DNA。完毕后，

使用移液枪移取 2 µL 提取的李斯特菌DNA 液于微量

生化测定仪（NanoDrop 2000c）上，以试剂盒内 TE
缓冲液为空白样，入样测定其浓度及 OD260/280值。 
1.3.2  ERIC-PCR 扩增方法 

所用引物参照 Jersek 等[14]对李斯特菌分型稳定性

研究设计，正向引物 Eric-1：ATGTAAGCTCCTGGGG 
ATTCAC，反向引物 Eric-2：AAGTAAGTGACTGG 
GGTGAGCG，均由生工生物工程股份有限公司合成。 

PCR 反应体系的总体积为 25 µL，其中 10×LA 
PCR BufferⅡ 2.5 µL，dNTP Mixture(2.5 mM) 2 µL，
LA Taq DNA Polymerase（5 U/µL）0.25 µL，引物

ERIC-1（100 µM）2 µL；ERIC-2（100 µM）2 µL，
ddH2O 13.25 µL，最后菌体 DNA 模板 3 µL。混匀后

放入 Gene Amp® PCR system 9700 内进行扩增。 
PCR 反应程序为：95 ℃预变性 2 min；94 ℃变性

3 s，92 ℃继续变性 30 s，50 ℃退火 1 min，65 ℃延伸

5 min，共循环 30 次；最后 65 ℃保温 10 min。PCR
扩增产物电泳条件：1.5%琼脂糖凝胶；电压 120 V；

时间 40 min。 
1.3.3  ERIC-PCR 分型方法 

经凝胶成像仪拍照后，使用 Gel-Pro analyzer 4.0
凝胶定量分析软件中的“泳道分析”和“DNA 分析”进
行扩增泳带分析，得到分子量计算结果表，并将该表

中的数值采用有或无的方法，以“1”和“0”的方式记录

汇总在 Excel 表格中。即如果当样品的扩增带存在时

赋值为 “1”，不存在时赋值为 “0”。最后，通过

NTsys2.10e 软件进行分析，得到 Jaccard 的遗传相似性

系数矩阵和遗传距离矩阵，采用非加权配对法

（UPGMA 法）做遗传分析的聚类树状图。凡相似度

大于 0.84 者为同一亚型，小于 0.84 者为不同的基因型
[15]。 
1.3.4  不同培养条件下单增李斯特菌的 ERIC- 
PCR 图谱建立 

根据初步基因分型结果，在无菌操作条件下挑取

各菌株单菌落，分别接种于国标李氏Ⅰ液（LB1）培

养基、李氏Ⅱ液（LB2）培养基以及 BHI 培养基中。

各培养 3 代后，提取细菌 DNA 组、ERIC-PCR 扩增以

及进行琼脂糖凝胶电泳分析。 
1.3.5  验证实验 

为验证电泳结果的可靠性，对改变培养基后图谱

产生变化的菌株于李斯特菌显色培养基上划线鉴定，

以确保该菌没有被污染。之后继续将该菌株分别以

BHI、LB1和 LB2营养肉汤为增菌液在 37 ℃摇床中培

养 24 h（培养至第四代），并再次按照上述方法进行实

验，结束后取出琼脂糖凝胶，在凝胶成像仪上观察最

终结果。 

2  结果与讨论 

2.1  26株菌种 ERIC-PCR分型 

 
图1 李斯特菌Eric-PCR指纹图谱 

Fig.1 Eric-PCR fingerprints of Listeria strains 

注：上图从左至右依次为 1 号泳道：DL5000 Marker；2

号泳道：LM5（ATCC 43251）；3 号泳道：LM6（ATCC 13932）；

4 号泳道：LM11（ATCC 19115）；5 号泳道：LM92（野生型）；

6 号泳道：LM43（野生型）；7 号泳道：LM90（野生型）；8 号

泳道：LM91（野生型）；9 号泳道：LM85（野生型）；10 号泳

道：LM33（CMCC 54002）；11 号泳道：LM41（CICC 21633）；

12 号泳道：LM95（野生型）；13 号泳道：LM87（野生型）；

14 号泳道：LM10（ATCC 19117）；15 号泳道：LM7（ATCC 

19112）；16 号泳道：LM89（野生型）；17 号泳道：LM88（野

生型）；18 号泳道：LM86（野生型）；19 号泳道：LM44（野

生型）；20 号泳道：LM8（ATCC 19114)；21 号泳道：LM94（野

生型）；22 号泳道：LM109（野生型）；23 号泳道：LM9（ATCC 

19116）；24 号泳道：111 英诺克李斯特菌 CICC 10297；25 号泳

道：112 伊氏李斯特菌 CICC 21663；26 号泳道：113 格式李斯
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特菌 CICC 21670；27 号泳道：114 威氏李斯特菌 CICC 21672；

28 号泳道：阴性对照样；29 号泳道：DL10000 Marker。 

实验结果证明，来自不同途径的 26 株李斯特菌经

过 ERIC-PCR 扩增后，得到多种不同类型的 DNA 指

纹图谱。从图 1 中可见，每个编号菌株其 ERIC-PCR
扩增产物均能达 2~8 条带，另外，绝大多数单增李斯

特菌均可扩增得到 1500 bp 左右的 DNA 条带，其中

24~27 号泳道 4 株李斯特菌（111 号英诺克李斯特菌

CICC 10297、112 号伊氏李斯特菌 CICC 21663、113
号格式李斯特菌 CICC 21670 以及 114 号威氏李斯特

菌 CICC 21672）指纹图谱带型则差异较大，呈现出明

显的 DNA 多态性。 

2.2  26株菌种指纹图谱聚类分析 

聚类分析结果表明，26 株李斯特菌分成了至少 11
个不同的基因类群，在图右侧分别标记为Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、

Ⅳ、Ⅴ、Ⅵ、Ⅶ、Ⅷ、Ⅸ、Ⅹ以及Ⅺ型。其中Ⅰ型菌

株最多占有 8 株，其余依次为Ⅴ型为 4 株，Ⅱ型和Ⅵ

型各占有 3 株，Ⅳ型为 2 株；而Ⅲ、Ⅶ、Ⅷ、Ⅸ、Ⅹ

以及Ⅺ型均最少，仅各占 1 株。如图 2。 

 
图2 26株李斯特菌指纹图谱聚类分型图 

Fig.2 A dendrogram based on UPGMA cluster analysis of 

ERIC-PCR data from the 26 Listeria strains 

由图 2 可知，菌株实验室编号为 LM5 和 LM6，
LM11 和 LM92，LM33 和 LM41，LM10、LM7、LM89
和 LM88，这些可能为同一亚型菌株。以聚类分析结

果最小相似度 0.52 为分型基准可见，与 LM5 有超过

50%相似度的菌株占 26 株中的绝大多数，而仅有 112
号伊氏李斯特菌（CICC 21663）具有独立的 ERIC-PCR
分子分型。因此，除了选出伊氏以及英、格、威这四

株无害李斯特氏菌外，再从剩余几组相同分型结果各

选出一株，即最终确定：英 111（ATCC 19114）、伊

112（CICC 21663）、格 113（CICC 21670）、威 114（CICC 
21672）、LM6（ATCC 13932）、LM33（CMCC 54002）、
LM87、LM10（ATCC 19117）、LM86、LM94 以及

LM109，共 11 株菌株分别代表 11 个不同的基因类群，

研究不同培养基对其基因组间特定重复序列（ERIC）
的影响。 

2.3  培养基条件对李斯特菌ERIC-PCR分型结

果的影响 

对经传代培养后的 11 株李斯特菌进行第二次

ERIC-PCR 实验，结果显示，LM6（ATCC 13932）、
LM10（ATCC 19117）、LM33（CMCC 54002）、LM86、
111 号英诺克李斯特菌（ATCC 19114）、112 号伊氏李

斯特菌（CICC 21663）、113 号格式李斯特菌（CICC 
21670）以及 114 号威氏李斯特菌（CICC 21672），这

些菌株并没有由于培养基条件的改变而发生

ERIC-PCR 分子分型的变化。但其中，14~16 号泳道

经 LB2 培养的 87 号 LM 出现了明显不同于该菌在

BHI、LB1中培养后扩增的结果；20~22 号泳道经 LB1

培养的 109 号 LM 也有区别于该菌在 BHI、LB2中培

养后扩增的结果；此外，17~19 号泳道经 LB2培养的

94 号 LM 仅在 2000 bp 处扩增出了一个条带，可能存

在不完全扩增的情况。因此，考虑对 LM87、LM94
以及 LM109 进行第三次 ERIC-PCR 实验，以确定培

养基条件的改变是否会对其基因分型结果产生影响。

如图 3~4。 

 
图3 在不同培养基中李斯特菌Eric-PCR指纹图谱 

Fig.3 Eric-PCR fingerprints of Listeria strains in different 

media 

注：上图从左至右依次为 1 号泳道：DL10000 Marker；2

号泳道：LM6（ATCC 13932）-BHI 平板；3 号泳道：LM6（ATCC 

13932）-LB1平板；4 号泳道：LM6（ATCC 13932）-LB2平板；

5 号泳道：LM10（ATCC 19117）-BHI 平板；6 号泳道：LM10

（ATCC 19117）-LB1平板；7 号泳道：LM10（ATCC 19117）

-LB2平板；8 号泳道：LM33（CMCC 54002）-BHI 平板；9 号

泳道：LM33（CMCC 54002）-LB1平板；10 号泳道：LM33（CMCC 

54002）-LB2 平板；11 号泳道：LM86（野生型）-BHI 平板；

12 号泳道：LM86（野生型）-LB1平板；13 号泳道：LM86（野

生型）-LB2平板；14 号泳道：LM87（野生型）-BHI 平板；15

号泳道：LM87（野生型）-LB1平板；16 号泳道：LM87（野生

型）-LB2 平板；17 号泳道：LM94（野生型）-BHI 平板；18

号泳道：LM94（野生型）-LB1平板；19 号泳道：LM94（野生
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型）-LB2 平板；20 号泳道：LM109（野生型）-BHI 平板；21

号泳道：LM109（野生型）-LB1平板；22 号泳道：LM109（野

生型）-LB2平板；23 号泳道：DL500 Marker。 

 
图4 在不同培养基中李斯特菌Eric-PCR指纹图谱 

Fig.4 Eric-PCR fingerprints of Listeria strains in different 

media 

注：上图从左至右依次为 1 号泳道：DL10000 Marker；2

号泳道：111 英诺克李斯特菌（CICC 10297）-BHI 平板；3 号

泳道：111 英诺克李斯特菌（CICC 10297）-LB1 平板；4 号泳

道：111 英诺克李斯特菌（CICC 10297）-LB2平板；5 号泳道：

112 伊氏李斯特菌（CICC 21663）-BHI 平板；6 号泳道：112

伊氏李斯特菌（CICC 21663）-LB1平板；7 号泳道：113 格式

李斯特菌（CICC 21670）-BHI 平板；8 号泳道：113 格式李斯

特菌（CICC 21670）-LB2平板；9 号泳道：114 威氏李斯特菌

（CICC 21672）-BHI 平板；10 号泳道：114 威氏李斯特菌（CICC 

21672）-LB1平板；11 号泳道：114 威氏李斯特菌（CICC 21672）

-LB2平板；12 号泳道：DL500 Marker。 

2.4  验证实验结果（第三次 ERIC-PCR扩增） 

 
图5 单增李斯特菌Eric-PCR指纹验证图谱 

Fig.5 Eric-PCR fingerprints of L. monocytogenes strains in the 

confirmatory experiment 

注：上图泳道从左至右依次为 1 号泳道：DL10000 Marker；

2 号泳道：野生型 LM87 培养于 BHI；3 号泳道:野生型 LM87

培养于 LB1；4 号泳道：野生型 LM87 培养于 LB2；5 号泳道：

野生型 LM94 培养于 BHI；6 号泳道:野生型 LM94 培养于 LB1；

7 号泳道：野生型 LM94 培养于 LB2；8 号泳道：野生型 LM109

培养于 BHI；9 号泳道:野生型 LM109 培养于 LB1；10 号泳道：

野生型 LM109 培养于 LB2；11 号泳道：阴性对照样。 

如图 5，ERIC-PCR 最终结果显示：BHI、国标

LB1、LB2三种不同培养基均对 LM94 扩增结果无显著

差异，但其对 LM87 和 LM109 扩增结果与第二次

ERIC-PCR 实验结果相似，扩增出的 DNA 图谱间仍存

在一定差异性。 
其中对 LM87 扩增结果可以从图 2~4 看出，4 号

泳道在 2000~1000 bp 之间有一个约 1500 bp 的条带，

而 2 号和 3 号泳道此区间内的条带却为 1200 bp，且在

亮度上 4 号泳道出现的条带也不及 2、3 号泳道亮。这

说明 LM87 经国标 LB2培养扩增出的特征条带不同于

BHI 和国标 LB1。 
对 LM109 扩增结果可以从图中 8~10 看出，9 号

泳道在 4000~2000 bp 之间有两个条带的缺失，而其在

1000 bp 处的条带要明显亮于 8 号和 10 号泳道，此外

三者除了浓度、亮度的微小改变外条带再无明显不同。

这说明 LM109 经国标 LB1 培养扩增出的特征条带也

不同于 BHI 和国标 LB2。 
由此可以初步推断，培养基条件改变会对某些单

增李斯特菌基因组间特定重复序列（ERIC）产生变化。 

3  结论 

3.1  对比从 ERIC-PCR 分型结果中选取的不同亚型

菌株在不同培养基中培养后扩增得到的指纹图谱，可

以发现，绝对大多数李斯特氏菌并不会因为培养基条

件的改变而对其基因组中 ERIC 扩增序列产生变化，

简而言之，培养基条件一般不会对 ERIC 分型结果产

生影响。但是，本研究发现不同培养基条件对 LM87
和 LM109 的 ERIC 分型结果产生了影响。其中 LM87
经国标LB2培养基培养后扩增出的条带不同于BHI和
国标 LB1；LM109 经国标 LB1培养基培养后扩增出的

条带也不同于 BHI 和国标 LB2。 
3.2  鉴于本次研究中实验方法和菌种自身存在的客

观因素，主要表现为不同菌属的李斯特菌在国标培养

基（LB1/2）中的生长有差异，导致提取的细菌基因组

DNA 样本浓度也有比较明显的差异，而 PCR 技术是

有其最低检测限，过低的样本浓度可能会发生漏检的

情况[16]。因此可以将实验中分子分型结果发生的变化

分为两种情况，若是条带数目增多或者条带大小、亮

度明显改变则比较好解释为是分子分型发生了变化；

若是条带数目减少，则很可能是其样本浓度过低导致

未检出，而不一定是基因组发生变化。从实验结果

LM87/109在不同培养基中扩增出的ERIC图谱的差异

性上看，主要体现在被扩增条带大小及亮度上，如

LM109经LB1培养扩增出的图谱在1000 bp处的条带

要明显亮于其在 BHI 和 LB2 中的，因此可以肯定的
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是本次实验结果属前一种情况，即分子分型结果发生

了改变。 
3.3  此外值得注意的是，本研究中经不同培养基培养

PCR 扩增后获得相同 DNA 条带的 LM 菌株，也不能

简单地认为培养基条件的改变不会对它们 DNA 产生

影响。由于 ERIC-PCR-AGE 指纹图谱中具有相同迁移

速度的 DNA 片段[17]，只能断定它们的相对分子量相

同，却不能确定它们的 DNA 碱基对序列也相同，因

此相同位置的 DNA 条带也可能包含不同 DNA 序列
[18]，还需对具有相同 DNA 条带 LM 进行更深入的基

因测序工作，方可得出明确结论。 
3.4  基于上述讨论，培养基条件的改变可以对单增李

斯特菌 ERIC-PCR 分子分型的结果产生差异。因此，

无论是在对 LM 致病机理的基础研究过程中还是对其

进行分子分型鉴定，都必须考虑其寄主来源以及培养

条件，但最终导致 ERIC-PCR 扩增结果出现不同的原

因以及其是否会对细菌基因组 DNA 产生影响还有待

今后的研究给予补正。 
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