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绵羊李斯特菌载体结核疫苗株")-41基因

缺失减毒株的构建及评价
"

黄嘉玲#刘思静#苏!琳#汪!川
#

四川大学华西公共卫生学院 卫生检验与检疫系 !成都!"##$""

!!&摘要'!目的!对以绵羊李斯特菌!3-GB@A-.-H./8H--#J5"为载体的结核疫苗候选株J55X-PT.进行基因减毒#初

步评价其体内外生物学特性(方法!构建含有-/#I"基因上+下游同源序列的打靶质粒#电转原始菌J52X-PT.感受

态细胞#同源重组敲除-/#I"基因,测定减毒株J5'-/#I"5X-PT.和原始株J55X-PT.的体外生长曲线,测定两株菌对

于肝癌细胞系470%W细胞的黏附+侵袭能力的影响#比较两株菌溶血能力的差异#两株菌对于小鼠的半数致死量

!?78+:,@7>6:@8;=7#JOT#"差异(结果!敲除-/#I"基因的重组结核疫苗候选株J5'-/#I"5X-PT.的基因序列符合预

期结果(减毒株与原始株的体外生长情况基本一致,对于470%W细胞的黏附率分别为!C!!_和UC$!_#侵袭率分别

为#C#S"_和#C#$W_#减毒株的黏附+侵袭能力均低于原始株#但差异无统计学意义,减毒株的溶血活性较原始株无

明显变化,对小鼠的JOT#值分别为SCWe"#P.&M-只和!CUe"#U.&M-只#减毒株JOT#相较于原始株明显提高(结论

成功构建-/#I"基因缺失的新型结核疫苗候选株J5'-/#I"5X-PT.#其毒力较原始株降低(

&关键词'!绵羊李斯特菌! 结核疫苗!-/#I"基因敲除! 减毒

89(:;<&$;#9('(-.*'>&';#9(9A'Y9*,>XTZ'$$#(,8'(-#-';,T':,-9(")-41H,(,?;;,(&';,-!"#$%&"'"(')*(""!

)2*+%:-.5#-/0#3421-56-/0#123-/#<*+%="9./# >?@!.ABC@/B8D'9E#-F)@.#B"3.E8A.B8A$1F-@/F@G#

<@GB="-/.1F"88#8D'9E#-F)@.#B"#1-F"9./2/-H@AG-B$#.67,-89!"##$"#.6+,:

# .;<<7=0;,8+,-:9>6;<#*2?:+@$A:,-B69:,!=B9C789CB,

&?D:;<'$;'!JDK,$;#*,! I;B;,=><9B>:,;G7@>9D7<B9@;=+=G:BB+,7B:,8+8:>7J5'-/#I"2X-PT.DHN,;BN+,-;9>

>67-/#I"-7,7;F3-GB@A-.-H./8H--!J5"<7B;?D+,:,>=><:+,J52X-PT.#:,8=>98H>67D+;@;-+B:@B6:<:B>7<+=>+B=;F>67

:>>7,9:>78=><:+,-/H-BA8:,8-/H-H8>+,;%9-:! I:<-7>+,-0@:=?+8B:<<H+,--/#I"90=><7:?:,88;A,=><7:?

=7L97,B7=A:=B;,=><9B>78:,87@7B><;0;<:>78+,>;J52X-PT.B;?07>7,>B7@@=CXF>7<A:<8-/#I"-7,7A:=N,;BN78

;9>DH6;?;@;-;9=<7B;?D+,:>+;,C/7B;?D+,:,>:>>7,9:>78=><:+,J5'-/#I"2X-PT.:,80:<7,>:@=><:+,J52X-PT.

A7<7>7=>78+,-<;A>6B6:<:B>7<+=>+B=#67?;@H>+B:D+@+>H#>67:867=+;,:,8+,G:=+;,>7,87,BH>;470%W+,G+><;:,8

>67?78+:,@7>6:@8;=7!JOT#"F;<.TU3J-!?+B7-/H-H8CB,:&>;:! %7,;?7=7L97,B7;F>67:>>7,9:>78>9D7<B9@;=+=

G:BB+,7B:,8+8:>7J5'-/#I"2X-PT. A:=:=7E07B>78CI67:>>7,9:>78=><:+,:,8>670:<7,>:@=><:+,=6;A78>67

=+?+@:<-<;A>6B9<G7-/H-BA8CI67:867=+;,<:>7=;F>67>A;=><:+,=A7<7!C!!_:,8UC$!_#<7=07B>+G7@H#:,8>67

+,G:=+;,<:>7;F>67?A7<7#C#S"_:,8#C#$W_<7=07B>+G7@HCJ5'-/#I"2X-PT.=77?786:G+,-:@;A7<:867=+;,:,8

+,G:=+;,<:>7=>;470%WB7@@=#6;A7G7<>678+FF7<7,B76:8,;=+-,+F+B:,B7CI6767?;@H>+B:D+@+>H;F<7B;?D+,:,>

=><:+,A:=>67=:?7:=>;>670:<7,>:@=><:+,CI67JOT#;FJ5'-/#I"2X-PT.:,8J52X-PT.F;<.TU3J-!?+B7A7<7

SCWe"#P .&M-07<?;9=7:,8!CUe"#U .&M-07<?;9=7#<7=07B>+G7@HCJ5'-/#I"2X-PT.=6;A78:=+-,+F+B:,>@H

87B<7:=7+,:,+?:@G+<9@7,B7C89($>&:#9(! X ,;G7@>9D7<B9@;=+=G:BB+,7B:,8+8:>7J5'-/#I"2X-PT. D:=78;,

:>>7,9:>78J+=>7<+:+G:,;G++A:==9BB7==F9@@HB;,=><9B>78A+>6:=+-,+F+B:,>87B<7:=7+,>;E+B+>HC

&L,@M9<-:'!!3-GB@A-.-H./8H--!J5"!!I9D7<B9@;=+=G:BB+,7!!-/#I"-7,7N,;BN2;9>!!X>>7,9:>+;,

!!近"#年来#肺结核感染率和死亡率在我国法定

传染病中一直稳居第二
)"*#但卡介苗!3.%"对青少

年及成人肺结核保护效率有限
)W*(李斯特菌属是目

前活菌疫苗的研究热点之一
)S*#在本实验室的前期

" 国家自然科学基金面上项目!R;CS"TU#VW$"和四川省科技

厅国际合作项目!R;CW#"U44##P#"资助

# 通信作者#*2?:+@$A:,-B69:,!=B9C789CB,

研究中#已构建了一株以绵羊李斯特菌!J5"为载体+

带有结核基因 JH#"WVF 并表达结核分枝杆菌

!;$F8E.FB@A-9CB9E@AF9#8G-G#YI3"保护性抗原

X-PT.蛋白的疫苗候选株J52X-PT.
)$*(动物实验

发现#J5菌株在肝脏中大量增殖并引起严重的肝损

伤#而在脾脏中增殖较少)T*#即机体有效的免疫剂量

降低#导致其免疫原性受限(为提高其免疫原性#我

们将研究重点转向内化素!+,>7<,:@+,=#+,@="#是李
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斯特菌毒力相关基因编码的一个蛋白质家族
)!*#其

中内化素蛋白3"#是一种类肝细胞生长因子受体#

与肝细胞靶向结合#介导细菌侵袭肝细胞)U*(本研

究拟敲除-/#I"基因#对候选疫苗菌株进行减毒改

造#通过分子+细胞层面和初步的动物水平评价重组

菌的生物学特性#为进一步探究该新型结核疫苗的

免疫保护效果奠定基础#同时也为进一步研究

-/#I"基因在介导J5内化肝细胞通路中的作用提

供数据(

1!材料和方法

1C1!实验材料

1C1C1!菌株+质粒和细胞!菌株与质粒菌株J55

X-PT.#由本实验室构建保存,I)'"#感受态细胞

和0M.2I载体购自北京康为世纪生物科技有限公

司,0.1"PW骨架质粒为本实验室构建并经测序验

证#大小为"W""PD0#带有红霉素抗性基因KA$+

+8B#双酶切位点+,E.#和1!@#酶切位点#以及

李斯特菌属同源序列C!#+I*#L"基因(470%W人

肝癌细胞系由本实验室保存(

1C1C/!引物序列!引物 J52-/#I"2902F-<!F$T[2

...XXXXXXI.IX%X.X.I.%.X.XIIIXI

..XX%.IXXXXX2S[,<$T[2XXX%.%%..%.I

XIIIIX.X.I..I.IIXIIXIXXXII%%XX

X.2S["用于扩增-/#I"基因上游序列#目的条带长

度 PWV D0,J52-/#I"28;A,2F-<!F$T[2XXX%.%

%..%.I.%%XXX%.XX.IXII%%X%%2S[,<$

T[2....XXXXXXX.IX%III%XII...%%X.

XXXIX.X%.X2S["用于扩增-/#I"基因下游序

列#目 的 条 带 长 度 PSU D0,J52-/#I"2F-<!F$T[2

.X%I%I%XI%%XIXI.I%.X%2S[,<$T[2.%X

.IIXI.XIIII..IXXI.IXII.2S["用 于 验

证是否成功敲除-/#I"基因#目的条带长度"UPD0,

KA$2F-< !F$T[2%I.%X.%XII.X.XXXXXXI

X%%.2S[,<$T[2X.IX%I...%%%%.%XXII%2

S["用于扩增红霉素基因#目的条带长度"W##D0,

#L"2F-<!F$T[2%.XI%.IIIIXX%XI%XX%I.

I.X.2S[,<$T[2.XXXXXXI.XIIIIX%II%%

I.%X.%%2S["用于扩增J5特异性基因I*#L"#目

的条带长度"#W$D0(上述引物均由上海生工生物

工程有限公司合成(

1C1C7!实验动物!.TU3J-!小鼠#雌性#"P&W#-#

购自北京华阜康生物科技股份有限公司#在四川大

学华西公共卫生学院('&级动物实验中心饲养#动

物实验经四川大学医学伦理委员会审批通过(

1C1C3!主要试剂和仪器!脑心浸液!345"琼脂及

培养基+J3肉汤均购自北京陆桥技术股份有限公

司,高糖培养基OY*Y 和胰酶购自 4HB@;,7公司,

&3(购自 %+DB;!澳洲"公司,质粒提取试剂盒

'@:=?+8Y+,+N+>#!W##"和胶回收试剂盒*C]CRC

XIY %7@*E><:>+;,Z+>!W##"购自)Y*%X公司,去

磷酸化试剂盒和 M$ORX J+-:=7购自 I:Z:/:

3+;>7B6,;@;-H, YH.HB@7 './ 仪 !35)2/XO

("###I67<?:@.HB@7<",.67?+O;B\/(凝胶成像

仪!35)2/XO",电泳仪!35)2/XO';A7<':B3:=+B"

以及低温高速离心机!I67<?;&+=67<(B+7,>+F+B

(;<G:@@(I"!Z"(

1C/!方法

1C/C1!打靶质粒的构建!采用引物J52-/#I"2902

F-<+J52-/#I"28;A,2F-<#以 J5基因组为模板 './

扩增-/#I"基因上游同源序列/900片段!两端分别

带,E.#和+8B#酶切位点"和-/#I"基因下游同

源序列/8;A,0片段!两端分别带+8B#和1!@#酶

切位点"#构建0M.2+/#I"290IX+0M.2-/#I"28;A,

IX克隆质粒(提取0.1"PW骨架质粒和0M.2

+/#I"290IX 克隆质粒构建中间质粒 0.1"PW2

-/#I"290,提取0M.2-/#I"28;A,IX克隆质粒和中

间质粒0.1"PW2-/#I"290#构建打靶质粒0.1"PW2

-/#I"29028;A,(J52-/#I"2F-<引物筛选!延伸"T="

确证打靶质粒(

1C/C/!重组菌的构建与筛选!提取打靶质粒电转

化J52X-PT.感受态细胞!电转条件$电压"T##f#

持续时间T?="(以引物J55-/#I"2F-<筛选!退火

温度$TT^#延伸"T="'./验证正确的阳性转化

菌#并于$W^+S#^连续传代#依次用J52#L"2F-<+

KA$2F-<以及J55-/#I"2F-<引物!延伸时间$S?+,"

进行'./和测序验证(

1C/C7! 体外生长曲线测定 ! 细菌于 SU ^+

W##<-?+,培养#345肉汤空白调零#每间隔"6测定

"次!##,?处的吸光度!X"值#直至第P6#测定

X!##的同时取部分菌液进行活菌计数#得到重组菌

培养时间与 X值+细菌总数关系的公式#绘制生长

曲线图#并与原始菌进行比较评价重组菌体外生长

情况(

1C/C3!溶血实验!重组菌和原始菌分别在兔全血

345琼脂平板上划线#SU^培养观察其溶血环大小

和透明度(

1C/CO!细胞黏附和侵袭实验!黏附实验$470%W细

T"P
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胞复苏!OY*Y#"#_&3("#SU^+T_.)W 培养,W次

传代#接种于!孔板中继续培养"W&"!6#当细胞铺

板率达P#_&V#_时开始实验(4:,N1=液冲洗S

次#每孔加入W?J含"#U
菌量!重组菌或原始菌"的

OY*Y#即感染复数!?9@>+0@+B+>H;F+,F7B>+;,#Y)5"设

置为"#g"#SU^+T_.)W孵育"6#弃去上清#4:,N1

=液清洗T次#每孔加入"_I<+>+;, \2"###作用

"#?+,#收集裂解液#并用T##%J"_I<+>+;,\2"##清

洗各孔#收集清洗液(用I<+>;,\2"##裂解液系列稀

释收集的清洗液和加入的细菌原液#各稀释度取

W#%J#平行双样滴于345平板#SU^培养$P6#计

数(细菌黏附率计算公式$!胞内细菌数Q胞外细菌

数"h加入菌数e"##_(

侵袭实验$用上述同样方法传代细胞+接种细菌

!重组菌或原始菌"#感染作用"6后#4:,N1=洗涤

T次#每孔加入"?J含"##%--?J庆大霉素的

OY*Y培养液#作用"6#弃去上清#4:,N1=洗涤

T次#取最后"次清洗液滴板计数验证胞外细菌杀

死情况,同黏附实验操作#收集细胞裂解液#对胞内

细菌进行滴板计数(侵袭率计算公式$胞内细菌

数h加入细菌数e"##_(

1C/C5!半数致死量!JOT#"测定及免疫小鼠体质量变

化情况!.TU3J-!小鼠T#只随机分为W组#每组WT

只#分别用J5!-/#I"2X-PT.或J55X-PT.经尾静脉

免疫小鼠,每组又分为T个剂量亚组#每个亚组T只#

按分组分别接种Te"#"# .&M-只+Te"#V .&M-只+

Te"#P.&M-只+Te"#U.&M-只+Te"#!.&M-只的菌

液"##%J,连续观察U8#统计小鼠死亡+存活情况#利

用改良寇式法计算重组菌和原始菌的JOT#(另取

.TU3J-!小鼠"!只随机分为两组#每组P只#分别于

尾静脉接种#C"eJOT#剂量的重组菌或原始菌#自接

种之日起#每天测量小鼠体质量(

1C/C2!统计学方法!组间比较采用秩和检验#"i

#C#T(

/!结果

/N1!重组菌RS!")-41Q?G4O8的构建

打靶质粒使用引物KA$2F-<+#L"2F-<+J55-/#I"2

F-<进行'./进行筛选和验证#结果如图"所示#可

见"#&"S号孔出现目的条带#长度仅为"UPD0#表

明经同源重组后#原始菌 J52X-PT. 基因组上的

-/#I"片段!原本长度为SWSUD0"已经被替换(同

时测序结果符合预期(

/C/!重组菌体外生长情况

重组菌与原始菌在体外培养时#表现出相似的

生长趋势和生长速度!图W"(在培养约$6时#进入

对数生长期#在P6达到稳定期(这一结果表明

-/#I"基因的敲除并不会干扰重组菌的生长(

/C7!溶血性

重组菌和原始菌在兔全血345平板上均呈现+
溶血#说明-/#I"基因缺失对李斯特菌属重要的生

理学特性222细菌的溶血特性没有影响(见图S(

图1!重组菌RS!")-41Q?G4O8I8B验证结果

=#G1!89(A#<C';#9(9A<,$9CD#('(;:;<'#(RS!")-41Q?G4O8M#;%I8B

"$Y:<N7< ,,W2T$'./ :?0@+F+B:>+;,;FJ5=07B+F+B-7,7

I*#L"!"#W$D0",!2V$'./:?0@+F+B:>+;,;F7<H>6<;?HB+,-7,7,

"#2"S$'./:?0@+F+B:>+;,;F-/#I"-7,7!"UPD0"

图/!RS!")-415?G4O8和RSQ?G4O8体外生长曲线

=#G/!H<9M;%$&<*,9ARS!")-41Q?G4O8'(-RSQ?G4O8")("$&*

图7!RSQ?G4O8!左"和RS!")-415?G4O8!右"溶血能力

=#G7!X%,%,C9>@;#$'D#>#;@9ARSQ?G4O8!>,A;"'(-RS!")-415?G4O8

!<#G%;"

!"P
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/C3!细胞黏附率和侵袭率

重组菌和原始菌对于 470%W细胞的黏附率分

别为!C!!_和UC$!_#对于 470%W细胞的侵袭率

分别为#C#S"_和#C#$W_(相较于原始菌#重组菌

的黏附+侵袭能力表现出一定水平的下降#但差异无

统计学意义!'$#C#T"(

/NO!小鼠R[O0和体质量的变化

经改良寇式法计算#该重组菌JOT#为SCWe"#P

.&M-只#原始菌JOT#为!CVe"#U.&M-只,结果表

明#重组菌的JOT#相较原始菌降低了一个数量级#

提示-/#I"基因的缺失能够造成J5毒力的下降(

由图$可见#接种#C"eJOT#的重组菌J5'-/#I"2

X-PT.的小鼠体质量下降程度较接种原始菌 J52

X-PT.的小鼠更为明显(接种原始菌J52X-PT.的

小鼠体质量在接种后第"天开始下降#且体质量下

降程 度 达 最 大#而 后 迅 速 恢 复,接 种 重 组 菌

J5'-/#I"2X-PT.的小鼠体质量自接种之日起呈持

续下降态势#在第S+$天#小鼠体质量最低#下降程

度约为原始体质量的PCS_#随后体质量开始恢复(

图3!小鼠接种RS!")-41Q?G4O8和RSQ?G4O8后体质量的变化情况

=#G3!T9-@C'::$%'(G,F9:;#CC&(#U';#9(M#;%RS!")-41Q?G4O8

'(-RSQ?G4O8

7!讨论

J5作为新型活菌疫苗载体的可行性已经初步

得到验证
)P*#但作为活菌疫苗#载体的生物安全性一

直受到广泛关注#如何在提高生物安全性的同时#不

降低其免疫原性#即如何平衡载体菌的毒力及其安

全性是研究重点所在(本研究通过敲除-/#I"基因

对细菌进行减毒#提高安全性#同时可望提高其在免

疫器官的载量#更利于抗原递呈#诱导更强的免疫应

答(实验结果表明#-/#I"基因的敲除降低了重组

菌株对小鼠的毒力#使得其JOT#降低了一个数量

级(为保证安全性和免疫原性#我们进一步选择了

#C"eJOT##即"#U.&M-只#作为重组菌J5!-/#I"5

X-PT.的免疫剂量#通过比对两组小鼠体质量变化

情况#发现接种重组菌J5!-/#I"2X-PT.的小鼠体

质量下降程度明显高于接种原始菌J55X-PT.的小

鼠(探究其可能原因#通过JOT#来反映疫苗对于机

体的实际损伤效应应当是不全面的#后续研究应当

再结合菌株对肝脏+脾脏等的病理组织切片来进行

损伤鉴定#从而确定疫苗候选株对于机体的实际损

伤情况#以评价疫苗安全性和确定更为适宜的接种

剂量(

在细胞层面的评价中#首次使用细胞评价绵羊

李斯特菌的黏附+侵袭性#比较重组菌+原始菌对于

470%W细胞黏附+侵袭能力的差异(470%W是人

肝癌细胞#编码表达 Y7>蛋白受体!即酪氨酸激酶

受体"#是肝细胞生长因子的配体(李斯特菌属的

+,@3蛋白#是一种类肝细胞生长因子#可介导菌体结

合至表达有 Y7>蛋白细胞的胞外位点#并通过 Y7>

蛋白跨膜区向胞内传递活化信号#激活下游'5S2激

酶活化#从而介导菌体侵入细胞#同时宿主细胞开启

相应免疫应答途径
)V*(在J5中#+,@3蛋白家族包括

+,@3"和+,@3W蛋白#文献表明#二者均可起到+,@3

蛋白的相似功能
)"#*,其中#+,@3"是J5的菌体蛋白#

可直接介导菌体对于宿主细胞的黏附和侵袭#+,@3W

为分泌蛋白#可通过分泌到菌体外发挥作用#刺激机

体分泌细胞因子#同时刺激靶细胞引起胞膜皱褶#从

而帮助侵袭以及胞间扩散#该作用方式相对较

弱
)""*(在 本 次 实 验 中#重 组 菌 和 原 始 菌 对 于

470%W细胞"6黏附+侵袭能力并无差异#提示单

一-/#I"基因敲除的实际作用有限(探究可能原因

是$470%W细胞同样表达有*2钙黏蛋白#同属李斯

特菌属内化素家族的+,@X蛋白与宿主细胞上的*2

钙粘蛋白发挥作用#从而使得-/#I"基因敲除的作

用被弱化(*2钙黏蛋白是一种跨膜糖蛋白#由T个

胞外结构域+"个跨膜$2螺旋和"个胞内尾巴构

成
)"W*#+,@X 的 亮 氨 酸 重 复 区 域 !@79B+,72<+B6

<707:>=#J//="区域与*2钙黏蛋白相互识别形成复

合物#随即发生结构特异性重排#利用跨膜区$2螺

旋结构和胞内区蛋白绑定XB>X#从而完成侵入)"S*(

在单核细胞增生性李斯特菌!JY"+,@X++,@3蛋白的

相关研究中#发现敲除-/#I基因对于介导菌体黏附

细胞的能力无影响#但侵袭细胞的能力显著性降

低
)"$*,进一步的研究还表明#JY!-/#*+JY!-/#*-

-/#I侵袭 4IWV细胞的能力也弱于JY!-/#I!'%

#C#""#且JY!-/#* 和JY!-/#*--/#I侵袭细胞的

能力没有明显差异!'$#C#T")"T*,上述实验提示在

U"P
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JY内化过程中#+,@X在介导菌体侵袭宿主细胞中

的作用功能可能强于+,@3蛋白(JY 与J5具有高

度相似的基因组成和生长特性
)"!*#因此有理由推测

在J5的内化过程中#+,@X蛋白同样起到主要作用#

且该作用强于+,@3蛋白#从而导致单一-/#I"基因

敲除的生理学作用被弱化(因此#在后续的实验中#

为进一步探索李斯特菌属#尤其是对人体无害的J5

内化细胞的具体途径#应对+,@X和+,@3W蛋白进行

深入研究(

参 考 文 献

)"* 1;<@847:@>6)<-:,+=:>+;,C%@;D:@>9D7<B9@;=+=<70;<>W#"!C

14)#W#"! )W#"U2#S2W"*C6>>0$--AAACA6;C+,>->D-

09D@+B:>+;,=--@;D:@3<70;<>-7,-C

)W* 35(4X51#(MJJ5fXR]#3J))Y 3/#@B.#C37>>7<+,-

3.%$:>;9-6>:=NF;<:I3G:BB+,7. R:>Y78#W#"S#"V!$"$

$"#2$""C

)S* c5XRa#]4XR%R#b5XR%'#@B.#C5,6+D+>;<H7FF7B>;F

@+G72:>>7,9:>78 3-GB@A-. C8/8F$B80@/@G2D:=78 G:BB+,7=

7E0<7==+,-;4*-7,7;,?:@+-,:,>?7@:,;?:Cb49:K6;,-

M,+(B+I7B6!Y78(B+"#W#"W#SW!$"$TV"2TVUC

)$* 任晨艳#刘思静#蒲启康#等C李斯特菌载体结核疫苗候选

株基因重组构建及蛋白表达验证C四川大学学报!医学版"#

W#"!#$U!!"$P"V2PW$C

)T* 周梦莹#蒋明娟#任晨艳#等C绵羊李斯特菌在小鼠体内的

感染增殖规律及诱导的细胞因子分泌C现代预防医学#W#"!#

$S!V"$"!$$2"!$PC

)!* ZM4R Y# %)*3*J 1C5,>7<,:@+K:>+;, ;F 3-GB@A-.

C8/8F$B80@/@G DH ,;,0<;F7==+;,:@ :,8 0<;F7==+;,:@

06:-;BH>7=C(9DB7@@3+;B67?#W####SS$$""2$S!C

)U* b)RcM5j/*( /# 35*/R* 4# &5*OJ*/ &#@B .#C

5,>7<:B>+;, D7>A77, >67 0<;>7+, 5,@3 ;F 3-GB@A-.

C8/8F$B80@/@G:,8@+0;>67+B;+B:B+8$:,;G7@?7B6:,+=? ;F

0<;>7+,:==;B+:>+;,:>>67=9<F:B7;F%<:?20;=+>+G7D:B>7<+:C

Y;@Y+B<;D+;@#"VVV#S$!T"$V#W2V"$C

)P* J5Rc#]4)M Y#\M ]#@B.#C.;,=><9B>+;, ;F>A;

3-GB@A-. -H./8H-- :>>7,9:>78 =><:+,= 7E0<7==+,-

;$F8E.FB@A-9C B9E@AF9#8G-G :,>+-7,= F;< I3 G:BB+,7

09<0;=7=Cb3+;>7B6,;@#W#"T#"V!-"VU$W#2W!)W#"U2#T2W!*C

6>>0=$--8;+C;<--"#C"#"!-dCdD+;>7BCW#"TC#"C##PC

)V* .)((X/I '# I)J*O)2X/XRX XC 3-GB@A-.

C8/8F$B80@/@G#: 9,+L97 ?;87@+,+,F7B>+;, D+;@;-H$:,

;G7<G+7ACY+B<;D7=5,F7B>#W##P#"#!V"$"#$"2"#T#C

)"#* O)YkR%M*]23*/RXJ %# YlJJ*/2XJI/).Z (#

%)R]mJ*]2])/R 3#@B .#C X =0;,>:,7;9= -7,;?+B

87@7>+;,+, 3-GB@A-.-H./8H--+87,>+F+7= J5'52W#:=07B+7=2

=07B+F+B0:>6;-7,+B+>H+=@:,87,B;8+,-=06+,-;?H7@+,:=7:,8

,9?7<;9=+,>7<,:@+,=CY;@Y+B<;D+;@#W##!#TV!W"$$"T2$SWC

)""* 35*/R*4#.)((X/I'C5,@3#:=9<F:B70<;>7+,;F3-GB@A-.

C8/8F$B80@/@G>6:>D76:G7=:=:,+,G:=+, :,8:-<;A>6

F:B>;<Cb.7@@(B+#W##W#""T!'>"U"$SSTU2SS!UC

)"W* 王海艳#刘中学#石新华#等C单增李斯特菌及其表面蛋白的

研究进展C检验检疫科学#W##!#"!!W"$U!2P#C

)"S* '5]X//)2.*/Omb#Zl43X.4*/ X#.)((X/I 'C

*,><H;F3-GB@A-. C8/8F$B80@/@G+, ?:??:@+:, 70+>67@+:@

B7@@=$:,908:>78G+7AC.;@8(0<+,- 4:<D'7<=07B> Y78#

W#"W#W!"""$0++$:#"###VC8;+$"#C""#"-B=607<=07B>C

:#"###VC

)"$* 魏!丽#邓兴梅#蒋建军#等C单增李斯特菌-/#I基因缺失

株的构建及其生物学特性C动物医学进展#W#"$#ST!"#"$"V2

W$C

)"T* 刘武康#陈国薇#吴!?#等C4/#*和-/#I 基因缺失对单核

细胞增生性李斯特菌侵袭 4IWV结肠癌细胞的影响C食品科

学#W#"!#SU!WS"$"!!2"UWC

)"!* 3M.4/5*(*/.#/M(R5)Z .# %X//5O) '#@B.#C

.;?0@7>7-7,;?7=7L97,B7;F>67:,+?:@0:>6;-7,3-GB@A-.

-H./8H--#A6+B60<;G+87=+,=+-6>=+,>;6;=>=07B+F+B+>+7=:,8

7G;@9>+;,;F>67-7,9=3-GB@A-.Cb3:B>7<+;@#W#""#"VS!WS"$

!UPU2!UPPC

!W#"U #! #P收稿#W#"U #V WT修回"

编辑!余!琳

P"P


