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单增李斯特菌溶血素。的功能研究进展

王政，张闻桐，吴美娇，吴有雪，刘 箐8

(上海理工大学医疗器械与食品学院，上海200093)

摘要单核细胞增生李斯特菌(￡打把砌瑚，砌圳。鲈，瑚，Lm，简称单增李斯特菌)是一种普遍存在的革兰阳
性食源性病原体，可引起人类和一些动物的李斯特茵病。侵袭性李斯特茵病通常很严重，临床上表现为自然

流产、败血症和脑膜脑炎，也可表现为发热性胃肠炎综合症。成孔蛋白单增李斯特菌溶血素O(Listeriolysin 0，

LL0，由^fy基因编码)是一种重要的毒力因子，属于胆固醇依赖性细胞溶解素(cholesterol-dependent cytolysins，

cDc)毒素，其通过膜穿孔机制介导h从吞噬体逃逸并引起李斯特茵病。最近的研究表明LLo除了主要的
膜穿孔作用，还存在其他功能，在Lm感染过程中扮演了重要的角色。从LL0的功能和作用机制等方面综述

了近些年对该毒素的研究进展，以便更好地理解单增李斯特菌的感染机制，为防治李斯特病的相关研究提供

参考。
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Abstract 三如￡er沉，加加叫09_e聊s(LIn)is a ubiquitous Gmm—positive food—bome pathogen that causes listeriosis

both in humans and seveml animal species．Invasive 1isteriosis is usually severe and clinically manifested as spontane—

ous abonion，septicaemia，and meningoencephalitis，and also as a febrile gastmenteritis syndmme．The pore-forming

pmtein listeriolysin O(LL0，encoded by危哆)，is a critical viIulence factor，belongs to ch01esterol dependent cells

di8solved element(cholesteml—dependent cytolysins， CDC) toxin， that mediates Lm through mernbrane pedbration

mechanism and escape f而m phagosome，and causes listeriosis． However，recent studies have shown that beside major

memb舢e pedloration there are also other functions play a key mle in the course of the infection of h． At this point，

the research pmgress of U幻in recent years in temls of its function and mechanism of action and ot}Ier aspects were

summarized，80 that a better understand of the infection mechanism of Lm，in order to pmvide reference for the pre—

vention and treatment of listeriosis

Keywords￡矗￡er缸mo，mc"og℃凡es；LL0；function；regulatory mechanisms

单核细胞增生李斯特菌(L厶把砌瑚加聊o-
gen船，Lm)作为革兰阳性兼性厌氧菌，属于胞内寄

生菌。‰广泛存在于自然界，能在低pH环境及
较宽温度范围内(1～45℃)生存‘1|。其作为一种

常见的人畜共患病原菌，可引起脑炎、脑膜炎、败

血症、脓肿及孕妇流产等一系列高死亡率的全身

性疾病Ⅲ。Lm的致病性依赖于细菌毒力因子的

产生，其中最重要的毒力因子之一是单增李斯特

菌溶血素O(Listeriolysin O，LLO)。LLO是一种由

hly基因编码的蛋白，分子质量为58．6～60 ku，属
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于胆固醇依赖性细胞溶解素(Cholesteml．depend．

ent cytolysins，cDc)家族的一个成孑L毒素，能够协

助细菌破坏吞噬体，促进菌体进入胞液，是细菌

得以在胞质增殖的先决条件，并且通过膜穿孔机

制帮助Lm从内化的宿主细胞液泡逃逸。LL0作

为Lm的主要毒力因子，在Lm初级逃逸和次级吞

噬体逃逸过程发挥了关键作用旧圳。本文总结了

LL0的转录、翻译调节机制及其活性的影响因素，

综述了LL0介导李斯特菌的逃逸机制，辅助李斯

特菌的胞内复制以及作为毒力因子的致病机理，

同时能够激活宿主的先天免疫反应及细胞免疫等

功能。相对全面地综述了Lm在重要毒力因子

LL0介导下与宿主细胞的相互作用，为预防和治

疗李斯特病提供思路和指导。

1 LL0

LL0所在的CDC家族包括不同菌种产生的

链球菌素O(streptlysin O，sL0)，肺炎球菌溶血素

(Pneumolysin，PLY)，产气荚膜梭菌毒素(Pe击in．

golysin o，PFO)等在内的20多种成孔毒素，也是

细菌成孔毒素(Pore—fo肿ing toxin，PFT)里最大的

组成家族M引。cDcs的蛋白质分子量在50～70

kDa不等r7|。其作用机制与其他Pns成员相似，

由细菌分泌出的水溶性毒素单体可被巯基活化，

能够与宿主细胞膜结构的胆固醇相结合，并通过

低聚化在膜表面形成直径为25～40 nm的膜穿

孔旧J。晶体学研究表明，LLo单体结构与cDcs

其他单体结构具有很强的相似性，由4个结构域

(Stmcture domain，Dl—D4)组成，其中D1、D2和

D3组成了单体的主要结构，D1包含25个氨基酸

的信号肽序列和脯氨酸(pmline，P)、谷氨酸(G1u．

tamate，E)、丝氨酸(Serine，S)和苏氨酸(Threo—

nine，T)(PEsT)组成的序列区域，该区域为Lm逃

离吞噬体所必需的条件之一，D4结构域包含一段

高度保守序列(EcTGLAwEwwR)以及3个环状

结构(Loop stmcture，L1～L3)，这些正是LLO单体

识别胆固醇以及膜结合所必须的条件。与带负电

荷的PFO相比，LLO单体的12结构具有很多残

基，并且带有更多的中性电荷。在膜穿孑L形成过

程中，每个单体都会形成两个p．发卡结构，这类

结构来自于D3的0l一螺旋一J。钠离子与钙离子通

道的激活被证明与LLo引起的细菌内化相关¨0|。

LL0能够被激活从而导致细菌内化主要依赖于宿

主细胞的1一干扰素诱导的硫醇还原酶(1-inte如r-
on—inducible lysosomal thiol reductase，GILT)，GIIJT

是唯一已知存在于吞噬体中的氧化还原酶‘111，在

抗原递呈细胞被表达，并进入吞噬体后进行积

累㈦。

2 LLO的调节机制

2．1 Jz黟的转录调节

LL0蛋白由^fy基因编码，其转录受到p弘

基因的调控。实验证明，^fy的5’端非翻译区(5’
untranslated regions，5’UTRs)在调控LL0的表达

中起着关键作用，在肉汤培养过程中，危矽5’uTR

的缺失在保留^fy核糖体结合位点的同时，对LLO

产生了一定的影响，但在胞内感染过程中，LL0表

达水平明显降低，这直接导致了细菌在细胞间传

播的显著减弱，并且在小鼠体内其毒力降低了10

倍。利用矗fy 5’uTR增强基因表达的能力，可以实

现毒力基因的p碉独立互补和单克隆异源基因的
高水平表达¨3|。江玲丽等¨41拟研究单增李斯特

菌分离株M7可能存在的低致病力机制，利用同

源重组法构建危fy及pZcB单缺失(M7一△^砂和M7一

△plcB)及双缺失突变株(M7．△^fy／／pZc剐，比较它

们之间的生物学特性差异，结果证明突变株M7一

△^fy和M7-△九杪plcB因危fy缺失而丧失溶血活
性。单缺失突变株M7一△pfcB、M7一△尼fy与M7具

有相似的细胞黏附及增殖能力(P>0．05)。感染

复数(Multiplicity of infection，MOI)为1 000时，双

缺失突变株M7．△矗坼ZcB对Caco_2细胞毒性最
低(11．10％，M7一△^fy次之(23．53％)(P<0．05)。

^fy及pfcB缺失导致Lm对免疫抑制小鼠毒力降

低。单增李斯特菌M7低致病力可能与其膜裂解

相关基因^fy及plcB的高水平表达有关，导致细

胞毒性显著增强而从细胞内逃逸出，并被宿主免

疫系统清除。此外，Lm感染不同种类的宿主细胞

时，LL0的表达水平及活性也有所不同，感染巨噬

细胞后，随着感染时间的增长，危fy转录活性稳步

上升，最后趋于稳定，而当感染caco-2细胞株后，
2 h后就达到了最高活性，随后呈下降趋势¨5’161。

因此，LL0的活性表达及毒力大小受到^fy基因

的控制，当九fy受损时，单增李斯特菌的毒力也随

之降低，同时丧失溶血功能，这对减毒疫苗的研究
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提供了一种新思路。

2．2 LLo的翻译后调节

宿主细胞细胞质中LL0的稳定性受到蛋白

降解机制的影响，从而影响Lm的感染能力。虽

然LLO能介导I朋感染宿主细胞并促进其在细胞

间的传播，但异常高水平的LLO能加速细胞毒

性，促使宿主先天免疫机制清除胞外细菌。与其

他CDC不同，LL0的N端富含PEST残基。Lety

等Ⅲo为探究PEsT序列在LLO生物活性中的作

用，构建了两株LLO突变体：缺失19个残基组成

的序列蛋白以及一个野生型重组蛋白，其中的P、

E、s、T全部或部分被替换，结果表明，突变株所分

泌的LLO量与阳性对照无显著差异，但这两种突

变体在体内的毒力比愚fy阳性菌株要低很多；其

次，体外实验证明LLO突变体菌株从吞噬体中逃

逸的能力被严重削弱，随后在被感染细胞的胞浆

中裂解。该研究也说明LL0蛋白的N端在Lm感

染过程中起着重要作用。schnupf等¨8J研究发

现，通过对九fy基因的编码序列进行核苷酸替换，

虽然没有改变蛋白序列，但却导致了LLO的过度

产生、细胞毒性和毒力的丧失。总之，LLO作为

Lm主要的毒力因子之一，其翻译调控对Lm的发

病机制至关重要。

2．3 LLO活性的影响因素

LLO与其他CDCs相比是唯一一种功能活性

由pH调节的毒素，schuerch等¨引实验证明当温

度大于30℃且pH为中性时，LLO的结构会迅速

发生不可逆的变性，这种变性通常会形成跨膜的

B筒状结构。由于LLO跨膜结构域中存在酸性三

联体，该结构起pH传感器的作用，阻断噬菌体的

酸化已经被证明能够完全阻断Lm逃逸吞噬体。

此外，结构研究显示LLO活性在中性pH下受到

抑制，除了被确认为pH值传感器的酸性残留

E247、D208和D320之外，LLO的结构还揭示了多

个pH敏感簇，它们通过结合钠离子和水分子直

接或间接地相互作用。2⋯。

当Lm入侵宿主细胞时，会分泌许多针对宿

主细胞的毒力因子，促进感染。Bu曙一Golani T证

明了secDF突变株在巨噬细胞内生长受到抑制，

但在体外培养时与阳性对照无显著差异，并且包

括LLO、PlcA、PlcB等在内的细胞因子分泌均下

降；当Lm野生株在巨噬细胞吞噬体中时，检测到

了靴DF基因的上调，从而促进吞噬体逃逸¨“。

LLO受sec分泌系统调节能够穿越细胞膜结构，

Sec分泌系统分泌蛋白secD和SecF以及翻译后

的分泌产物PrsA2对于维持LL0的活性是必需

的旧2|。此外，LLO的分泌和功能的实施还依赖于

信号肽酶sipz，sipz在吞噬体内的表达增加，在胞

内也有低水平的表达。sipz的缺失降低了LLO

的分泌，同时也降低了溶血性口3|。

LLo的氧化也可能限制其在吞噬体中的活

性。活性氧(Reacyive oxygen species，ROS，由

N0)(2 NADPH氧化酶产生)和活性氮基团(Reac-

tive nitmgen species，RNS，由iNOS产生)已被证

明能使LLO失活，从而限制Lm从吞噬体逃

逸。24I。研究表明，巨噬细胞N0)(2 NADPH氧化

酶产生ROS是一种成熟的抗菌防御系统。在

△^fy菌株感染过程中能够观察到毒性衰减，但在

还原型烟酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸(Nicotinamide

adenine dinucleotide phosphate，NADPH)氧化酶敲

除的宿主细胞毒性逐渐恢复，表明LLO在调节

ROS分泌中起作用。△^矽菌株具有升高胞内

R0s水平的功能，并将其定植于吞噬体旧5。。氯化

物的存在能影响LLO低聚化的过程，虽然细胞的

氯化物作用因细胞不同而产生差异，但吞噬体中

的氯离子含量要比细胞质高，表明在胞内有形成

高阶LLO寡聚体的趋势。26|。在中性粒细胞中，发

现有氯离子流人吞噬体内，使得浓度达到70

mmoL／L，而一般细胞质中氯离子浓度为40～50

mmoL／L。抑制氯转运体囊性纤维化跨膜电导调

节因子(Chloride tmnsponer cystic 6brosis tmns-

membrane conductance regulator，CnlR)能够降低

Lm从液泡逃逸的概率‘27I。

3 LLO的功能

LLO最早被认为是一种细胞吞噬体溶解酶，

因为它在逃离吞噬体的过程中起着关键作用，但

有研究也揭示了LLO的胞外作用，这与LLO能够

在营养肉汤(Nutrient broth，NB)培养的LM上清

中被检测结果相一致拉8|。LLO可以从很多部位

影响宿主细胞，包括在细胞外介质、吞噬体内和细

胞质等环境中，LLO都可以发挥一些重要功能，从

而促使Lm对宿主细胞的感染，在感染的过程中，

LL0在胞外及胞内都大量表达，正因为如此，针对
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LLO的抗体已经被用于诊断李斯特病菌。
3．1 LLo介导Lm在吞噬体逃逸

作为胞内寄生菌，Lm在感染过程中首先被哺

乳动物细胞的吞噬体包裹，Lm不能在吞噬体中复

制心9|，但吞噬体弱酸性环境促进了LLO的合成与

释放，协助Lm巧妙的逃离吞噬体进人胞浆，调整

代谢策略以适应胞浆中的环境而存活下来，在这

一逃避策略中LLO发挥了重要的作用。研究表

明"0J LLO缺失或LL0特异性中和抗体处理的情

况下，均可抑制Lm从吞噬体中逃离，无法进行复

制和扩增。此外，在LLO存在的情况下，通常不

能逃离吞噬体的病原菌(如大肠埃希菌)也能扰

乱吞噬体进入胞浆¨¨。协助胞内病原菌逃逸吞

噬体成为了LLO的主要功能，但后来通过研究发

现，h逃逸吞噬体是一个动态的过程，伴随着多
个宿主细胞的反应，而且只有约14％的细菌发生

内化∞2|。Lm在细胞到细胞的传播过程中，LLO

在逃离相邻细胞的两层细胞膜过程也有一定

作用。

之前的LLO功能模型基于其同源性以及其

他CDCs的结构相似性，这些毒素都能产生25—

40 nm的大孔”3|。然而，Joel Swanson用活细胞成

像技术观察发现，LLO在感染过程中可以在吞噬

体膜诱导形成许多小的膜穿孔m J。研究表明，小

的荧光分子在巨噬细胞吞噬过程中会被动内化。

荧光分子从吞噬体转移到细胞质中主要与其分子

量大小有关，分子量越小，越容易转移，在吞噬体

形成后，荧光黄染料(Lucifer Yello，LY；522 Da)的

转移要先于荧光红染料(Dextran texas red，DTR；

10 000 Da)。另外，在小分子被保留在吞噬体中

时检测到了钙离子的流出。由于吞噬体与溶酶体

的融合需要钙的积累，Gaillard提出了一种新的模

型，即吞噬体小的膜穿孔具有与离子通道相似的

功能，可以为其他细菌和宿主因子创造机会以促

进吞噬物质的逃逸，而LLO在吞噬体膜诱导形成

许多小的膜穿孔可能适用于这种模型【29|。

3．2 LLO辅助李斯特菌的胞内复制和毒力

Lm被证明会引起慢性感染。Bhardwaj等p副

对严重联合免疫缺陷(Severe conlbined immunode—

ficiency，SCID)小鼠注射1×104 cflJ／mL的Lm，持

续观察小鼠脾脏及肝脏的载菌量，结果发现LⅡl

能够在肝脏和脾脏中生存，随着时间的延长，载菌

量也从104 cfu／mL增加到了5．4×105 cf∥mL，28

d后，一部分(10％～20％)SCID小鼠由于Lm感

染发生死亡。之前h被认为是一种“细胞质适
应性病原体”，在体内感染宿主细胞时，可以定植

在细胞质。但在unanue的研究中，利用scID小

鼠和体外培养的巨噬细胞对Lm在吞噬体空腔

(Spacious listeria．containing pha宴rosomes，SLAfk)中

生长曲线进行监测，发现Lm在SLAP中的对数增

长期为8 h(Lm在细胞质中仅为40 min)。过量

LLO的产生对于在感染期间形成sLAP是必要

的，研究发现低LLO表达量(大约是正常溶血活

性的三分之一)的突变菌株不能逃逸吞噬体，而是

延缓了其生长时间∞6|。LLO促进sLAP形成的机

制还需要进一步研究。

3．3 LLo作为一种信号分子和介导第二信使的

产生

LLO造成的膜穿孔形成后细胞质钙浓度的短

暂升高会诱导宿主细胞中多种信号传导途径，包

括激活丝裂原活化蛋白(Mitogen-activated protein，

MAP)激酶通路，磷脂酰肌醇(phosphatidylinositol，

PI)代谢，核因子KB(Nuclear f犯tor kappa-B，NF-

KB)的核易位和白介素石(Interleukin一6，IL一6)、白

介素．8(Interleukin．8，IL-8)、粒细胞-巨噬细胞集

落刺激因子(Granulocyte-macrophage colony stimu-

lating factor，GM．CsF)以及白介素-1a(Interleukin一

1a，IL．1a)的分泌‘37’38|。Kayal等通过体外Lm感

染人脐静脉内皮细胞(Human umbilical vein endo-

thelial cells，HUVEC)，发现Lm诱导黏附因子

(Adhesive hctor)、趋化性细胞因子(Monocyte
chemotactic protein．1)的表达以及NF—KB的移

位【38]。此外，对转基因小鼠注射纯化的LL0，发

现LL0参与转基因小鼠NF·KB的活化，从而诱导

毛细血管内皮细胞NF·KB的刺激，表明细菌分泌

的LLO在感染过程中是诱导内皮细胞活化的一

种强有力的炎症刺激因子。酪氨酸激酶的激活也

会影响LLO表达，LL0通过钙离子渗透孔的形成

以及钙离子依赖信号和基因表达的调控参与IL一6

的产生【3引。LLO介导的内质网(Endoplasmic re：

ticulum，ER)损伤，被证明是由于感染期间钙离子

浓度升高引起内质网应激(End叩lasmic reticulum

stress，ER stress)并激活未折叠蛋白反应(Unfolded

protein response，uPR)，造成急性应激损伤，引起
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细胞代谢紊乱和凋亡，这不利于Lm的生长㈣J。
3．4 LLO作为促凋亡分子

此外，Lm在感染过程中已被证明能诱导多种

细胞凋亡。有研究表明，LLO无论在体外或是体

内都能诱导淋巴细胞的快速凋亡H1|。实验证明

亚纳摩尔级的LLO在没有Lm存在的情况下足以

通过半胱氨酸和天冬氨酸依赖性和非依赖性途径

诱导细胞凋亡。而且LLO介导的细胞凋亡会增

加Lm的易感性，这是由白介素．10(Intedeukin—

10，IL一10)上调所致[42|。此外，caⅡem等‘43舢1通

过单增李斯特菌感染不同品系小鼠的淋巴细胞，

利用特异性抗体及细胞因子指示物等检测发现，

几乎所有的细胞凋亡都与其先天免疫失效有关，

例如中性粒细胞损伤、肿瘤坏死因子(Tumor nec—

rosis factor-仅，TNF—d)信号通路的阻断以及TNF-d

受体的破坏、由于髓样分化因子一88(Myeloid dif．

ferentiation factor．88，MyD．88)的缺失导致toll样

受体(T0ll-like receptor)的移位等，这些现象直接

造成了大量淋巴细胞凋亡，同时细菌在脾脏和肝

脏大量定植。

3．5 LLo的其他功能

大部分与LLO有关的功能似乎都与Lm进入

细胞质过程中膜穿孔的形成或进入后与胞内物质

相互作用有关。除此之外，LLO作为免疫原能够

刺激特异性的cD8+T细胞的产生，在Lm感染中

具有显著的免疫保护作用¨5|，为了验证这种反应

不同于其在膜穿孔形成中的作用，使用关键位点

缺失溶血性LLO(非溶血性LL0)作为免疫原仍然

在Lm感染模型中具有免疫保护作用。wallecha

等M6’研究表明非溶血性LLO在肿瘤免疫治疗中

是有作用的，该研究展示了一种无毒的、非溶血性

的LL0是一种有效的肿瘤免疫治疗佐剂，它可以

作为毒力相关分子指示物(Pathogen-associated
molecular pattem，PAMP)激活先天免疫反应和细

胞免疫反应。同时对佐剂活性的研究表明，非溶

血性LL0与人乳头瘤病毒16型(Human papillo—

mavims一16，HPV一16)E7重组蛋白融合或混合使

用，均可增强抗肿瘤免疫反应，促进肿瘤的根除。

Lm感染引起的组蛋白H3去磷酸化和组蛋白H4

去乙酰化，影响146个基因的表达，其作用依赖于

LLO膜结合，而不依赖于孔的形成H 7|。此外，LLO

的存在能够诱导宿主发生自噬反应，这主要是由

于LLO将宿主细胞表面的微管相关蛋白轻链-3

(Microtubule associated protein light chain-3)脂化，

激活了细胞自噬途径，而阴性对照LLO缺失株没

有这一反应‘48|。

3．6 LLo功能总结

LLo是致病性李斯特菌普遍存在的主要毒力

因子之一。它是一种能结合胆固醇的孔形成素，

可破坏吞噬体膜，使细菌进入胞浆并繁殖i能在感

染细胞内诱导信号传导，在定向免疫应答中发挥

重要作用。LL0的许多生物功能源于Lm感染过

程中通过在细胞膜上推动钙离子流人或从细胞内

储存中释放钙的能力。随着细菌从一个细胞内转

移到另一个细胞内，依赖于LL0的液泡逃离会引

起免疫反应以及宿主信号通路的激活。此外，

LLO也有一些与膜穿孔形成活动无关的功能，比

如能够诱导淋巴细胞的凋亡。重要的是，LLO的

活动并不是不受限制的，否则，宿主细胞将无法在

数百种细菌的感染中存活下来。相反，LLO的活

动受到I肋的高度调节和宿主细胞的影响。

4 展 望

LL0在Lm感染宿主期间，在不同的环境中

行使不同的功能。控制LLO活性的细菌和宿主

因子被认为是LLO相关表型启动和宿主细胞在

感染期间存活的关键因素。同时，LL0的作用机

制并不是一味地破坏宿主的结构，相反，LLO现在

被认为是一种精确的工具，它可以通过促进宿主

细胞感染的方式调节宿主细胞的通路。LLO的多

功能性更像一把双刃剑，需要做的就是要降低和

避免其带来的危害，现阶段主要研究的方向有：①

利用中草药提取物对LLO进行中和反应从而抑

制LL0活性，例如黄芩提取物、积雪草酸、姜黄素

等；②通过抑制LLO单体低聚化进而抑制LLo活

性，例如叶黄素；还有一些天然化合物如肉豆蔻酸

等经实验验证也能够抑制LL0的表达。同时，要

善于利用LLO的多功能性，把它应用到生产生活

中，有报道称将LLO与脂质体相结合为现代疫苗

研究提供了可能性，同时经改造的LL0在肿瘤治

疗中是一种有效的佐剂，能够激发宿主的免疫

应答。

随着对LLO诸多的研究与认识，可以把它作

为Lm用来促进信息传播的多功能工具。通过对
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LLO引起的Lm发病机理、作用机制、调控机制等

方面的深入研究，对预防与控制Lm的传播来说

尤为重要；同时，加强LLo的研究，对探究其他同

源毒素相关性质与功能都具有一定的意义。
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