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单增李斯特菌新疆分离株 lmo0160 基因克隆及序列分析 
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(石河子大学动物科技学院  新疆 石河子  832000) 

 
 

摘  要：【目的】单增李斯特菌是一种重要的食源性致病菌，常引起人和动物致病。其细胞壁

表面 LPXTG 基序蛋白在单增李斯特菌致病过程中发挥重要作用，根据参考株全序列预测的     

41 个 LPXTG 基序蛋白中仍有部分蛋白功能未知。对单增李斯特菌新疆绵羊脑分离株 LM90SB2 的

LPXTG 基序蛋白 Lmo0160 的基因进行克隆及生物信息学分析，为功能验证提供基础。【方法】根    

据 GenBank 中收录的 lmo0160 序列设计特异性引物，利用 PCR 方法对新疆分离株的 lmo0160

基因进行扩增，将扩增产物克隆到 pMD19-T 载体，进行 PCR、双酶切鉴定及序列测定，并对

基因核苷酸序列和蛋白序列进行分析。【结果】分离株 LM90SB2 的 lmo0160 序列全长为        

1 708 bp，包含 1 428 bp 的开放阅读框，共编码 475 个氨基酸；LM90SB2 株 lmo0160 核苷酸序

列与 CFSAN008100 株(4b 型，美国)、CFSAN023463 株(4b 型，美国)、J2-064 株(4b 型，美国)、

F2365 株(4b 型，奶酪，美国)和 NTSN 株(4b 型，绵羊脑，中国扬州)相似性为 99.0%−99.1%；

与 M7 株(4a 型，牛奶，中国浙江)相似性为 97.2%，与 Finland1998 株(1/2a 型，美国)、N53-1

株(1/2a 型，熟火腿，瑞士)、N1546 株(1/2a 型，鱼，丹麦)和 EGD-e 株(1/2a 型，美国)相似性为

87.2%−91.1%；其推导的氨基酸序列与上述菌株相似性为 91.8%−99.4%。系统进化树显示，

LM90SB2 菌株的 lmo0160 基因与 CFSAN023463、F2365 和 NSTN 菌株亲缘关系较近，处于同

一分支上，而与标准株 EGD-e 菌株亲缘关系较远。蛋白质二级结构预测表明，LM90SB2 的

Lmo0160 蛋白为亲水性蛋白，无信号肽，不形成跨膜结构。蛋白结构域预测表明 Lmo0160 蛋

白含有胶原蛋白结合域和 Cna B 结构域。【结论】克隆了 LM90SB2 的 lmo0160 基因，为进一步

研究 LM90SB2 的 lmo0160 基因功能奠定了基础。 

关键词：单增李斯特菌，lmo0160 基因，克隆，生物信息学分析 

Cloning and sequence analysis of lmo0160 gene of Listeria 
monocytogenes strain from Xinjiang 

ZHANG Qi-Wen  LING Chen  MA Xun*  DU Dong-Dong   
QIAN Ling-Xiao  LI Hong-Huan 

(College of Animal Science and Technology, Shihezi University, Shihezi, Xinjiang 832000, China) 

Abstract: [Objective] Listeria monocytogenes, an important food-borne pathogenic bacteria, often 
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causes human and animal diseases. The cell wall surface proteins with an LPXTG motif play an 
important role in the pathogenic process of L. monocytogenes. According to the whole sequence of 
the reference strain, the function of some proteins among the 41 predicted LPXTG motif proteins is 
unknown. The aim of this study is to clone and bioinformatics analysis of the gene of LPXTG motif 
protein Lmo0160 of L. monocytogenes LM90SB2 isolated from diseased sheep in Xinjiang. It could 
provide the foundation for functional verification. [Methods] A pair of specific primers was designed 
according to the predicted sequence of L. monocytogenes lmo0160 gene in GenBank. The lmo0160 
gene was amplified by PCR, and the amplified products were cloned into pMD19-T vector and 
verified by PCR, restriction endonuclease digestion and sequencing. In addition, the bioinformatics 
on nucleotide sequence of lmo0160 gene of LM90SB2 strain as well as putative protein structure had 
been analyzed. [Results] The sequence length of LM90SB2 lmo0160 gene was 1 708 bp, 
containing a 1 428 bp open reading frame (ORF) encoding 475 amino acids. The nucleotide 
sequence similarity of lmo0160 gene of LM90SB2 strain was 99.0%−99.1% with FSAN008100 
strain (serotype 4b, USA), CFSAN023463 strain (serotype 4b, USA), J2-064 strain (serotype 4b, 
USA), F2365 strain (serotype 4b, cheese isolate, USA) and NTSN strain (serotype 4b, sheep brain 
isolate, Yangzhou, China), 97.2% with M7 strain (serotype 4a, cow’s milk isolated, Zhejiang, 
China), and 87.2%−91.1% with Finland 1998 strain (serotype 1/2a, USA), N53-1 strain 
(serotype 1/2a, fish isolate, Denmark), N1546 strain (serotype 1/2a, cooked ham isolate, 
Switzerland) and EGD-e strain (serotype 1/2a, USA). Its putative amino acid sequence similarity 
was 91.8%−99.4% with above strains. The phylogenetic tree showed that the lmo0160 gene of 
LM90SB2 strain was closely relative with CFSAN023463, F2365 and NTSN strains which were in 
the same branch. However, it was genetically far to the international standard strain EGD-e. The 
secondary structure prediction showed that LM90SB2 Lmo0160 was hydrophilic protein without 
signal peptide and transmembrane structure. The protein domain prediction showed that 
Lmo0160 protein had collagen binding domain and collagen-binding surface protein Cna-like, 
B-type domain (Cna B). [Conclusion] The lmo0160 gene of LM90SB2 strain was successfully 
cloned. The cloning and analysis of lmo0160 gene provide an important foundation for further 
study of lmo0160 gene. 

Keywords: Listeria monocytogenes, lmo0160 gene, Cloning, Bioinformatics analysis 

李 斯 特 菌 属 包 括 单 增 李 斯 特 菌 (Listeria 

monocytogenes，LM 或 L. monocytogenes)、伊氏李

斯特菌(L. ivanovii)、英诺克李斯特菌(L. innocua)、

威尔斯李斯特菌(L. welshimeri)、西尔李斯特菌(L. 

seeligeri)和格氏李斯特菌(L. grayi) 6 种菌[1]，在李

斯特菌属中，LM 是唯一能引起人和动物发病的重

要食源性人畜共患病病原菌。20 世纪 90 年代，LM

已被世界卫生组织 (WHO)列为仅次于大肠杆菌

O157、沙门氏菌、志贺氏菌后的第四大重要的食

源性致病菌[2]。 

LM 是革兰氏阳性短杆菌，是一种常见的食源

性致病菌，广泛分布于自然界中，有较强的环境

适应性，可在低温、高盐、酸碱等不利的环境条

件下生长繁殖[3]，通过多种途径进入食品及食品加

工环境。LM 作为一种具有侵袭性的胞内寄生菌，

可穿越宿主肠道屏障、胎盘屏障、血脑屏障，入

侵宿主机体后可在吞噬细胞和非吞噬细胞内存活

并大量增殖。临床上引起肠胃炎、脑膜炎、败血

症、流产等症状，尤其对新生儿、妊娠母畜和免疫

功能不全者的发病率和死亡率均较高[4]。LM 的感

染过程主要包括：抵抗宿主体内环境的应激、侵

袭、感染及胞间扩散等，这些都与 LM 的一系列毒

力因子表达及调控相关。 

LM 共表达 2 853 种蛋白，其中 133 种属于表

面蛋白[5]。LM 表面蛋白的数量和类型比其他任何

细菌都丰富，这些表面蛋白在 LM 感染机体过程中
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起着重要的作用。其中有一类表面蛋白，其前体

蛋 白 C 端 含 有 保 守 基 序 LPXTG (Leu-Pro-X- 

Thr-Gly)，这些蛋白由分选酶 Sort A 通过识别

LPXTG 保守基序，将蛋白共价结合到细胞壁肽聚

糖上，呈现在细胞表面，在感染机体过程中发挥

重要毒力作用[6]。  

对标准株 EGD-e 全基因组序列分析发现，该

菌株含有 41 个 LPXTG 保守基序蛋白，但目前仅有

部 分 蛋 白 的 功 能 被 研 究 。 Popowska 等 [7] 对

Lmo0327 的研究发现，该蛋白具有胞壁质酶水解

活性，缺失后不会降低侵染和黏附人胚胎上皮细

胞的水平，但在细胞分裂和胞壁质翻转中起到重

要作用。Cummins 等[8]通过小鼠口腔感染 Lmo0842

缺失株，明显减少了在小鼠肝脏和脾脏的载菌

量，但并未证实 Lmo0842 缺失后对 Caco-2 细胞的

侵袭具有增强的作用。Pucciarelli 等[9]研究发现，

Lmo0433 (InlA)与宿主受体 E-cadherin 特异性结合

可介导 LM 对上皮细胞的黏附、侵入，提前终止

InlA 蛋白表达可显著降低 LM 对宿主细胞黏附和侵

袭能力，证实了该蛋白结构完整性对黏附侵袭能

力及致病力起到关键作用。表面蛋白 Lmo0160 是

预测的 41 个蛋白之一，其功能目前尚未研究。本

研究对 LM90SB2 菌株 lmo0160 基因进行 PCR 扩

增、克隆及测序，并对其编码蛋白进行生物信息

学分析，为探讨 lmo0160 基因在 LM90SB2 致病和

生存中的功能奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  菌株和质粒 

单增李斯特菌 LM90SB2 分离自新疆某羊场患

李斯特菌病绵羊脑组织，血清型为 4b 型；大肠杆

菌(Escherichia coli) DH5α 购自北京全式金生物技

术有限公司。 

1.2  主要试剂和仪器 

Trans5K DNA Marker、Pfu Polymerase、10×Pfu 

PCR buffer (含 MgCl2)，北京全式金生物技术有限

公司；细菌基因组 DNA 提取试剂盒，天根生化科

技(北京)有限公司；琼脂糖凝胶电泳回收试剂盒，

北 京 诺 维 森 生 物 科 技 有 限 公 司 ； dNTP mix 、

ddH2O、pMD19-T 载体宝生物工程(大连)有限公

司；BHI 培养基，青岛高科园海博生物技术有限公

司；LB 培养基(g/L)：胰蛋白胨 10.0，酵母提取物

5.0，NaCl 10.0，pH 7.4。 

生物安全柜，美国 Baker 公司；CR22E 高速冷

冻离心机，日本日立公司；隔水式电热恒温培养

箱，北京永光明医疗仪器厂；PCR 扩增仪，美  

国 Thermo 公司；电泳凝胶成像仪，美国 Bio-Rad

公司。 

1.3  引物设计与合成 

参 考 菌 株 LM F2365 (GenBank 登 录 号 为

AE017262)公布的基因序列，运用 Primer 5.0 软件

设计 lmo0160 序列特异性引物，预期扩增片段长度

为 1 708 bp 。 lmo0160-F ： 5′-CGGAATTCAT 

GAAGAAACGCACGACAAT-3′ (含 EcoR I 酶切位

点和保护碱基)；lmo0160-R：5′-AACTGCAGAAA 

TAGCTACGAGCAGTATTCCC-3′ (含 Pst I 酶切位

点和保护碱基)。引物由北京六合华大基因科技有限

公司合成。 

1.4  菌株培养及基因组 DNA 提取  

将实验室保存的 LM90SB2 菌株接种于 BHI 平

板，37 °C 培养 16−18 h，挑取单个菌落接种于 BHI

液体培养基中 37 °C、180 r/min 培养 16−18 h，用

1.5 mL 试管收集菌体，参考细菌基因组 DNA 提取

试剂盒说明书提取 LM90SB2 全基因组 DNA，于

−20 °C 保存备用。 

1.5  PCR 扩增目的条带 

以 LM90SB2 全 基 因 组 DNA 为 模 板 ， 以

lmo0160-F 和 lmo0160-R 为上下游引物扩增目的片

段。PCR 反应体系(50 μL)：10×Pfu PCR buffer (含

MgCl2) 5.0 μL，dNTP mix (2.5 mmol/L) 2.0 μL，Pfu 

Polymerase (5 U/μL) 0.5 μL ， 上 下 游 引 物       

(10 µmol/L)各 1.0 μL，DNA 模板 1.0 μL、ddH2O 补

足 50 μL。PCR 反应条件：95 °C 5 min；95 °C   

30 s，60 °C 30 s，72 °C 2.5 min，35 个循环；72 °C 

10 min。同时设置空白对照组。取 7 μL 扩增产物
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于 1%琼脂糖凝胶电泳检测。 

1.6  目的基因克隆及测序 

PCR 扩增产物经琼脂糖凝胶 DNA 回收试剂盒

回收后，与 pMD19-T 载体连接过夜，冷热激法将

连接产物转化至大肠杆菌 DH5α 感受态细胞，涂布

于含 Ampr (100 μg/mL)的 LB 固体培养基上，37 °C

培养 12−16 h。挑取单菌落通过菌液 PCR 筛选出 

阳性克隆菌送北京六合华大基因科技有限公司    

测序。 

1.7  生物信息学分析 

用 DNAMAN 软件进行序列比对，用 MEGA 

6.0 软件构建不同来源菌株 lmo0160 基因系统进化

树 ； 利 用 ProtParam 软 件 (http://web.expasy.org/ 

protparam/)分析 lmo0160 基因序列的基本理化性

质；利用 SignalP 4.1 Server 软件(http://www.cbs.dtu. 

dk/services/SignalP/)预测蛋白质的信号肽；利用

TMHMM 软 件 (http://www.cbs.dtu.dk/services/ 

TMHMM-2.0/)分析蛋白质跨膜结构；利用 TargetP 

1.1 Server 在线软件(http://www.cbs.dtu.dk/services/ 

TargetP/)预测 Lmo0160 蛋白在细胞内的定位；利用

SMART 软件 (http://smart.embl-heidelberg.de/smart/ 

set_mode.cgi? NORMAL=1)预测蛋白质的结构域；

利 用 SOPMA 软 件 (https://npsa-prabi.ibcp.fr/cgi- 

bin/npsa_automat.pl?page=npsa_sopma.html)和 SWISS- 

MODEL 软件(http://swissmodel.expasy.org/)预测蛋

白质二级结构和三级结构。 

2  结果与分析 

2.1  lmo0160 基因 PCR 扩增及克隆测序 

利用特异性引物扩增出 lmo0160 基因序列，经

1%琼脂糖凝胶电泳检测得到约 1 708 bp 片段，目

的条带清晰、单一，与预期片段大小一致(图 1)。

经测序 lmo0160 基因序列长为 1 708 bp，结果显示

获得阳性转化子。在 NCBI 上对获得的 lmo0160 基

因序列进行分析，该基因开放阅读框为 1 428 bp，

共编码 475 个氨基酸。 

 
 

图 1  LM90SB2 lmo0160 基因 PCR 扩增结果 
Figure 1  Amplification product of lmo0160 gene from 
LM90SB2 by PCR 
注：M：Trans5K DNA Marker；1、2：LM90SB2 菌株 lmo0160

基因扩增产物. 

Note: M: Trans5K DNA Marker; 1, 2: lmo0160 gene amplification 
products of LM90SB2. 
 

 

2.2  lmo0160 核苷酸序列同源性比对 

将克隆测序所得 LM90SB2 的 lmo0160 核苷酸序

列与 GenBank 上公布的 10 株不同来源的 lmo0160 核

苷酸序列进行同源性比对。结果显示，LM90SB2 的

lmo0160 核苷酸序列与国际标准株 EGD-e 株(1/2a 型)

的相似性为 87.2%；与 F2365 株(4b 型，奶酪，美

国 ) 、 NTSN 株 (4b 型 ， 绵 羊 脑 ， 中 国 扬 州 ) 、

CFSAN008100 株(4b 型，美国)、CFSAN023463 株

(4b 型，美国)和 J2-064 株(4b 型，美国)相似性均达到

99.0%以上；与 M7 株(4a 型，牛奶，中国浙江)相似

性为 97.2%；与 Finland 株(1/2a 型，美国)、N53-1 株

(1/2a 型，熟火腿，瑞士)和 N1546 株(1/2a 型，鱼，丹

麦)相似性均为 91.1% (图 2)。 

2.3  lmo0160 编码氨基酸的同源性比对 

利 用 DNAStar 软 件 推 导 出 LM90SB2 的

lmo0160 编码的氨基酸序列，将其与 10 株不同来源

lmo0160 编码的氨基酸序列进行同源性比对。结果

显示，LM90SB2 的 lmo0160 编码的氨基酸序列与

F2365 株(4b 型，美国)、CFSAN008100 株(4b 型，美

国)、CFSAN023463 株(4b 型，美国)、J2-064 株(4b
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型，美国)和 NTSN 株(4b 型，中国扬州)相似性为

99.2%–99.4%；与 M7 株(4a 型，中国浙江)相似性为

96.2%；与国际标准株 EGD-e 株(1/2a 型)、美国

Finland 株(1/2a 型)、瑞士 N53-1 株(1/2a 型)和丹麦

N1546 株(1/2a 型)相似性均为 91.8% (图 2)。 

2.4  lmo0160 基因序列的系统进化分析 

为了研究 LM90SB2 lmo0160 基因的分子进化

关 系 ， 使 用 MEGA 6.0 软 件 ， 采 用 邻 接 法

(Neighbor-Joining ， NJ) ， 利 用 自 举 分 析

(Bootstrap，1 000 次重复)检验各分支的置信度，构

建该基因及 GenBank 中检索到的 10 株其他来源基

因编码区序列的分子系统进化树。如图 3 所示，分

子系统进化关系与血清型有密切关系，而与菌株

来源关系不大。其中 LM90SB2 与 4b 血清型菌株

(NTSN 、 F2365 、 CFSAN023463 、 J2-064 和

CFSAN008100)形成一分支，与中国 M7 株(4a 型)

聚类成一个类群，它们亲缘性关系较近；而 1/2a

血清型的国际标准株 EGD-e 株、Finland1998 株、

N1546 株 和 N53-1 株 形 成 另 一 个 分 支 ， 与

LM90SB2 株亲缘性关系较远。 

2.5  Lmo0160 蛋白理化性质分析 

利用 ExPASY 在线软件中 ProtParam 工具分析

LM90SB2 的 lmo0160 基因编码蛋白的理化性质，

该 蛋 白 分 子 质 量 约 为 51.83 kD ， 其 分 子 式 为

C2307H3603N589O761S2，含有 51 个强碱性氨基酸(R、

H、K)、73 个强酸性氨基酸(D、E)、174 个疏水性

氨基酸(A、I、L、M、F、P、W、V)；极性氨基

酸总数 301 个：177 个极性不带电氨基酸(N、C、

Q、G、S、T、Y)、51 个极性带正电氨基酸(R、

H、K)、73 个极性带负电氨基酸(D、E)；理论等电

点(PI)为 4.61；带负电荷的残基总数为 73 个，带正

电荷的残基总数为 45 个；不稳定指数为 19.89，根

据 Guruprasad 方法表明 Lmo0160 蛋白为稳定性蛋

白 ； 脂 溶 指 数 为 75.45 ， 总 疏 水 性 平 均 数 为

−0.578。 ProtScale 在 线 工 具 进 一 步 预 测 表 明 ，

Lmo0160 氨基酸序列中疏水最大值为 1.978，最小

值为−3.000，大部分氨基酸属于亲水性氨基酸，可

见该蛋白属于亲水性蛋白(图 4)。 

 

 
 

图 2  不同菌株 lmo0160 核苷酸和氨基酸序列与参考菌株同源性比对分析 
Figure 2  Homology analysis of nucleotide and amino acid sequences of lmo0160 gene in various strains 

注：右上角表示 lmo0160 基因核苷酸同源性，左下角表示 lmo0160 基因氨基酸同源性. 

Note: The right corner of lmo0160 nucleotide homology and the left corner of lmo0160 amino acid homology. 
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图 3  LM90SB2 的 lmo0160 核苷酸序列的系统进化树分析 
Figure 3  Phylogenetic tree analysis of nucleotide sequences of lmo0160 gene of LM90SB2 

注：括号中的序号表示 GenBank 登录号；分支上的数字表示 Bootstrap 检验值(>60 的 Bootstrap 值较为可信)；标尺表示每单位核苷

酸的变化(0.05 表示在两个序列中有 5%的变化).  

Note: The numbers in parenthesis represent GenBank accession numbers; The numbers on each branch indicate the bootstrap values 
(believable if >60); Scale represents the nucleotide changes in per unit (0.05 means 5% changes were observed between two sequences). 

 

2.6  Lmo0160 蛋白跨膜区及信号肽分析 

利用 TMHMM 2.0 Server 在线服务器分析

Lmo0160 蛋白跨膜结构域，结果显示 Lmo0160 蛋

白无跨膜螺旋，均处于膜外，不存在跨膜结构。

利用 SignalP 4.1 Server 在线服务器分析发现，该蛋

白无信号肽序列。 

 

 
 

图 4  LM90SB2 的 Lmo0160 蛋白疏水性分析 
Figure 4  Analysis hydrophobicity of Lmo0160 protein of 
LM90SB2 
注：横轴为氨基酸位置，纵轴为疏水性得分；正值表示疏水性，

负值表示亲水性. 

Note: The horizontal axis stands for the position of amino acids in 
this protein and vertical axis stands for the hydrophohicity. The 
positive value of vertical axis represent hydrophohicity and the 
negative value represent hydrophohicity. 

2.7  Lmo0160 蛋白结构预测 

利 用 ExPASY 软 件 中 TargetP 程 序 分 析

Lmo0160 蛋白进行亚细胞定位显示，分泌信号通

路位点(SP)占比为 0.112，说明该蛋白不属于分

泌型蛋白。利用 SMART 软件对 Lmo0160 蛋白结

构域预测，结果表明，Lmo0160 蛋白的 100−226 位

氨基酸为胶原结合域；259−329 位和 351−420 位

氨基酸为 Cna B 结构域(图 5)。利用 SOPMA 软件

预测 Lmo0160 蛋白的二级结构发现，无规卷曲

234 个，占 49.26%；延伸链 139 个，占 29.26%；

α-螺旋 58 个，占 12.21%；β-转角 44 个，占 9.26% 

(图 6)。SWISS-MODEL 分析平台预测该蛋白的

三 级 结 构 ( 图 7) ， 进 一 步 验 证 了 二 级 结 构 的    

预测。 

 
 

 
 
 

图 5  LM90SB2 的 Lmo0160 蛋白的结构域预测 
Figure 5  The predicted structure domain of Lmo0160 
protein of LM90SB2 
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图 6  LM90SB2 Lmo0160 蛋白的二级结构预测 
Figure 6  The predicted secondary structure of Lmo0160 protein of LM90SB2 

注：A：h：α-螺旋；t：β-转角；c：无规则卷曲；e：延伸链. B：图中线条按照从长到短依次代表 α-螺旋、延伸链、β-转角和无规

则卷曲. 

Note: A: h: Alpha helix; t: Beta turn; c: Random coli; e: Beta extended strand. B: The lines in the picture represent alpha helix, beta extended 
strand, beta turn and random coli respectively by the length. 
 
 
 
 
 
 

 

 
图 7  LM90SB2 Lmo0160 蛋白的三级结构预测 
Figure 7  The predicted tertiary structure of Lmo0160 
protein of LM90SB2 

 

3  讨论 

细菌表面蛋白参与细胞各种生理和生化过程

的调节，其结构与功能十分复杂。例如参与细菌

生长、应激、耐受环境压力胁迫、致病性、黏附

与侵袭宿主细胞、免疫防御等重要过程。同样，

表面蛋白对 LM 也至关重要，可使其广泛生存于不

同环境中，包括食物和真核细胞胞质[10-12]。EGD-e

含有 133 个表面蛋白，根据不同的锚定系统和潜在

结构域，将其表面蛋白分为 4 种，分别为 LPXTG

表面蛋白、疏水性尾部蛋白、GW 蛋白和脂蛋   

白[13]。其中 LPXTG 表面蛋白可通过分选酶 Sort A

锚定到细菌细胞壁表面，在感染机体过程中发挥

重要毒力作用[14]。 

对 LM 参考菌株全基因组进行生物信息学研

究，预测 LM 表面有 41 个 LPXTG 基序蛋白。目

前，国内外已有研究者对部分 LPXTG 基序蛋白进

行了初步研究，如 InlA (Lmo0433)[15]、InlF[16]、

InlJ[17-19] 、 Lmo2085[20] 、 Vip (lmo0320)[21] 、 LapB 

(lmo1666)[22-23]、InlH (lmo0263)[24]、Lmo0327[7]、

Lmo0842[25] 、 Lmo1413[13] 、 Lmo1290[26] 、 P60[27]

等 ， 但 Lmo0130 、 Lmo0160 、 Lmo0610 、

Lmo0842、Lmo0880、Lmo0159、Lmo2714 等这些

LPXTG 基序蛋白功能未见相关报道。本试验采用

PCR 方法从 LM90SB2 菌株克隆 lmo0160 基因，经

测 序 、 拼 接 和 比 对 后 获 得 lmo0160 全 长 序 列       

1 708 bp，开放阅读框为 1 428 bp，共编码 475 个氨

基 酸 。 同 源 性 比 对 分 析 显 示 ： LM90SB2 菌 株

lmo0160 核苷酸序列与 4b 血清型菌株相似性较高，
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为 99.0%−99.1%，其次与 4a 血清型菌株相似性为

97.2% ， 与 1/2a 血 清 型 菌 株 相 似 性 为

87.2%−91.1%；而其编码氨基酸序列相似性均较

高 ，为 91.8%−99.4%。系 统进化树结 果显示，

LM90SB2 菌株 lmo0160 基因与 4b 血清型菌株亲缘

关系较近，处在同一分支上。lmo0160 基因同源性

和进化树结果发现，同一血清型菌株 lmo0160 基因

序列相似性高且聚集在同一进化分支上，提示

lmo0160 基因可能在不同血清型菌株中有一定变

异，利用 lmo0160 基因构建进化树可将同一血清型

聚类。本试验结果与童文彬 [28]利用肠道病毒的  

核苷酸序列构建进化树判断毒株血清型的结果  

一致。 

LM90SB2 菌株 Lmo0160 蛋白的理化性质分析

显示，该蛋白是一种偏酸性(PI 理论值为 4.61)、稳

定(不稳定指数为 19.89<40.00 为稳定性蛋白)、亲

水性蛋白质。Lmo0160 蛋白结构域分析显示，该

蛋白无跨膜区域，无信号肽区域，但含有 3 个结构

域；Lmo0160 蛋白二级结构预测发现，该蛋白是含

有 234 个无规卷曲(49.26%)、139 个延伸链(29.26%)、

58 个 α-螺旋(12.21%)、44 个 β-转角(9.26%)的混合模

型，其中以无规则卷曲为主；Lmo0160 蛋白具有多

个高亲水性区域，由此推断该蛋白具有 B 细胞表位

形成的结构基础。 

金黄色葡萄球菌 Cna 黏附素由 Cna 基因编码，

该黏附素能够结合胶原蛋白，在细菌侵袭过程中

起重要作用[29]。Elasri 等[30]研究发现，骨骼中的金

黄色葡萄球菌表面蛋白 Cna 可通过结合宿主的胶原

蛋白，黏附于组织(如软骨)表面后侵袭骨骼，最终

引起人和动物的关节炎和骨髓炎。Hienz 等[31]构建

的 Cna 基因缺失株可减弱结合胶原蛋白的能力，同

时在小鼠毒力试验中发现其毒力减弱。Cna 基因序

列由一个非重复 A 域和重复 B 域组成，Cna A 域决

定 Cna 的活性，Cna B 域由 B1−B4 重复序列组成，

该域既不结合胶原蛋白，又不影响黏附素的活

性，但 Cna A 通过 Cna B 的介导作用结合胶原蛋 

白[32-35]。Lmo0160 蛋白结构域预测显示，该蛋白含

有 1 个胶原蛋白结合域(第 100–226 位)和 2 个 Cna B

域，分别位于第 259−329 位和 351−420 位，推测该

蛋白可能参与细菌的黏附过程，在 LM90SB2 的致病

过程中发挥重要作用。这为正确认识 Lmo0160    

蛋白的结构、功能、分类、作用部位等特性提供

参考。 

本研究首次克隆了 lmo0160 基因，并利用生物

学软件对其结构进行预测，为今后研究该蛋白在

LM90SB2 菌株的致病作用及其机制提供了理论基

础。但要确定该基因的具体功能，还需通过构建

lmo0160 基因缺失株并进行动物试验和侵袭细胞来

进一步验证。 
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