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福氏志贺氏菌QRDR基因gyrA，parC及毒力基因ipaH的	

多重PCR检测
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[摘　要]	 目的：建立快速检测福氏志贺菌致病性、耐药性的多重PCR方法。方法：根据福氏志贺菌耐药性

基因gyrA，parC及毒力致病性基因ipaH，分别设计了3对引物，其PCR扩增产物分别为648，248和

423 bp，并进行单基因PCR和单管多重PCR扩增特异性和Tm值的优化。结果：该方法可同时检测

福氏志贺菌gyrA，parC及ipaH三种标志性靶基因，其最优退火温度为57.5 ℃。结论：本方法操作

简单，检测周期短，能够实现对福氏志贺菌样本的喹诺酮耐药决定区基因、毒力基因的并行快速

检测。
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Multiplex PCR detection of QRDR genes gyrA, parC and 
virulence gene ipaH of Shigella flexneri
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Abstract Objective: To establish a multiplex PCR method for rapid detection of pathogenicity and drug resistance of 

Shigella flexneri. Methods: Three pairs of primers were designed according to the gyrA, parC and the virulence 

pathogenicity gene ipaH of Shigella flexneri, and their PCR amplification products were 648, 248 and 423 bp, 

respectively, and single gene PCR and single tube were performed. Multiplex PCR amplification specificity and Tm 

value optimization were optimized. Results: The method can parallel detect three target genes of gyrA, parC and 

ipaH of Shigella flexneri, and the optimal annealing temperature is 57.5 ℃. Conclusion: This method is simple 

and has a short detection cycle. It can rapidly parallel detect QRDR genes and virulence gene of Shigella flexneri.
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肠道感染性疾病重要病原菌，流行范围广、

传播速度快、感染发病率高，其耐药发生率也非

常高。肝硬化 [ 1 ]、炎症性肠道病 [ 2 ]、血糖调节 [ 3 ]

等均与肠道菌群失调有关。研究 [ 4 ]表明：亚非地

区志贺菌对环丙沙星的耐药率从1998至2000年的

0 . 6 %快速上升到2 0 0 7至2 0 0 9年的2 9 . 1 %，提示亚

非地区志贺菌对氟喹诺酮类抗菌药耐药性上升迅

速。目前临床传统检测病原菌及其耐药性的方法

繁琐耗时，而发掘快速有效的检测技术，对志贺

菌致病性及其耐药基因进行检测及分析，对疾病

的早期诊断及指导临床医生及时用药等具有重要

意义。

氟 喹 诺 酮 是 目 前 成 人 志 贺 菌 感 染 治 疗 常 用

的 药 物 之 一 ， 随 着 氟 喹 诺 酮 的 广 泛 使 用 ， 氟 喹

诺 酮 耐 药 志 贺 菌 不 断 出 现 。 研 究 [ 5 ] 表 明 ： 对 喹

喏 酮 类 药 物 产 生 耐 药 性 的 病 原 菌 均 在 喹 诺 酮 耐

药决定区 (Q R D R ) 发生了碱基突变，而更严重的

耐 药 则 是 g y r A 和 p a r C 基 因 多 位 点 的 同 时 突 变 。

由 细 菌 侵 入 宿 主 细 胞 引 起 的 细 菌 侵 袭 和 细 菌 诱

导 炎 症 反 应 的 能 力 是 志 贺 氏 菌 的 显 著 致 病 特

征 ， 志 贺 菌 侵 袭 性 质 粒 抗 H ( i n v a s i v e  p l a s m i d ，

i p a H ) ， 是 志 贺 菌 重 要 的 毒 力 致 病 性 基 因 ， 在

细 胞 内 条 件 下 特 异 性 表 达 [ 6 ] 。 近 年 来 ， 多 重

P C R ( m u l t i p l e x  p o l y m e r a s e  c h a i n  r e a c t i o n ，

m P C R ) 因 其 高 效 灵 活 等 特 点 成 为 重 要 的 P C R 衍

生技术之一，并得以推广应用 [ 7 ]。本研究选取福

氏志贺菌 (S h i g e l l a  f l e x n e r i) Q R D R 耐药性判断的

标 志 性 基 因 g y r A ， p a r C 及 毒 力 致 病 基 因 i p a H ，

进 行 喹 诺 酮 耐 药 决 定 区 基 因 、 毒 力 基 因 的 多 重

P CR并行快速检测，检测思路将为肠道感染性疾

病重要病原菌的分子诊断提供帮助。

1  材料与方法

1.1  材料

1.1.1  菌种

福 氏 志 贺 菌 氟 喹 诺 酮 耐 药 菌 株 由 徐 州 医 科

大 学 第 二 附 属 医 院 微 生 物 科 室 提 供 ( 菌 株 编 号 ： 
SF-29)。采用上海科玛嘉微生物技术有限公司生产

的哥伦比亚血琼脂培养基进行培养。

1.1.2  试剂

DNA提取试剂盒、双蒸水和上样缓冲液购自

天根生化科技(北京)有限公司；引物购自生工生

物工程(上海)股份有限公司；PCR混合反应液、标

志物购自Takara宝生物工程(大连)有限公司；琼脂

糖、50×缓冲液TAE和Gel Red核酸染液购自徐州微

科曼得生物工程有限公司)。

1.2  方法

1.2.1  细菌培养和基因组 DNA 的提取

将 福 氏 志 贺 菌 接 种 于 增 菌 液 中 进 行 增 菌 ，

然后接种于血平板培养基上进行纯培养。用细菌

D N A 提 取 试 剂 盒 提 取 细 菌 的 D N A ， 分 装 数 管 ， 
−20 ℃保存备用。

1.2.2  引物设计及目的基因的扩增

以志贺菌的耐药性基因g y rA，par C及致病性

基因ipaH为研究对象，根据Genbank中基因序列进

行特异性引物的设计(表1)。

表1 多重PCR引物序列

Table 1 Primers of multiplex PCR

基因 引物序列(5'-3') 产物长度/bp

gyrA
上游引物：TACACCGGTCAACATTGAGG

648
下游引物：TTAATGATTGCCGCCGTCGG

parC
上游引物：GTC TGAACTGGGCCTGAATGC

248
下游引物：AGCAGCTCGGAATATTTCGACAA

ipaH
上游引物：TGGAAAAACTCAGTGCCTCT

423
下游引物：CCAGTCCGTAAATTCATTCT
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1.2.3  PCR 扩增

1.2.3.1  PCR 扩增体系

PCR混合反应液MIX(10× PCR缓冲液2.5 μL，

MgCl2终浓度1.5 mmol/L，dNTPs终浓度0.2 mmol/L，

Taq DNA聚合酶1.0 U)6 μL，3对引物gyrA，parC，

ipaH(终浓度均为1.0 μmol/L)上下游各1 μL，模板DNA
液1 μL，加无菌双蒸水至总体积25 μL。

1.2.3.2  多重 PCR 退火温度的优化 
采 用 常 规 P C R 反 应 体 系 ， 根 据 3 种 引 物 的 

Tm值，确定3个基因的单基因PCR的退火温度范围

为45 ℃~67 ℃，并通过单基因PCR确定引物特异

性及扩增产物正确性；通过多基因PCR缩小退火温

度范围，并在该范围内探索最适的三重PCR退火温

度。所得到的PCR产物经琼脂糖凝胶电泳检测，根

据电泳图条带的亮度选择合适的退火温度。

1.2.3.3  PCR 扩增程序

温度优化：单基因PCR，预变性94 ℃ 5 min；

94 ℃变性50 s，45 ℃~67 ℃退火50 s，72 ℃延伸 
1  min，30个循环；72 ℃延伸5 min。每次实验均

设阴性对照。PCR产物4 ℃保存。多基因PCR，预

变性94 ℃ 5 min；94 ℃变性50 s，52 ℃~62 ℃退火 
50 s，72 ℃延伸1min，30个循环；72 ℃延伸5 min。

每次实验均设阴性对照。PCR产物置4 ℃保存。

三重PCR扩增：预变性94 ℃  5  min；94 ℃变

性50 s，57.5 ℃退火50 s，72 ℃延伸1 min，30个

循环；72 ℃延伸5 min。每次实验均设阴性对照。

PCR产物置4 ℃保存。

1.2.3.4  扩增产物检测

产物用含Gel Red(0.1μL/mL)的1.5%琼脂糖电

泳，电泳缓冲液1×TAE，6 V/cm恒压电泳60 min。

以标准分子量标志物(1 000 bp)作参照，在648，

248和423 bp处出现扩增条带者即判相应基因为阳

性，凝胶成像仪拍照记录结果。

2  结果

2.1  单基因及双基因 PCR
应 用 3 对 引 物 进 行 福 氏 志 贺 菌 毒 力 基 因 、 耐

药 基 因 的 单 基 因 及 双 基 因 P C R 检 测 ， 结 果 显 示 
3 种 靶 基 因 均 为 阳 性 。 基 因 扩 增 产 物 的 分 子 量

大 小 ： g y r A 为 6 4 8  b p ， p a r C 为 2 4 8  b p ， i a p H 为 
423 bp，与设计预期相同，未显现明显非特异性条

带(图1)。

2.2  三重 PCR 扩增条件的优化 
首先对P CR的反应条件进行优化，主要为退

火温度及循环参数优化。在PCR反应中重点优化退

火温度，通过单基因PCR确定引物特异性及扩增产

物正确性，通过多基因PCR缩小退火温度范围，并

在该范围内探索最适三重PCR退火温度。实验结果

表明：退火温度过低时，条带多且结果不稳定，

温度太高则扩增条带很少，或出现阴性结果，因

此，退火温度最终选择57.5 ℃。

循环参数优化结果：预变性94 ℃ 5 min；变性

94 ℃ 50 s，退火57.5 ℃ 50 s，延伸72 ℃ 50 s，30个

循环；最后延伸72 ℃ 5 min。

2.3  三重 PCR 检测结果

通 过 设 计 3 对 引 物 ， 分 别 为 g y r A ， p a r C 及

ipaH，并依据优化后循坏参数进行单管三重PCR，

选取1 000 bp的标志物进行电泳，最经凝胶成像仪

得到三重条带的结果。其中，g y r A条带在6 4 8  b p
处，parC条带在248 bp处，ipaH条带在423 bp处，

均清晰可见，达到预期设计(图2)。

图1 福氏志贺菌单、双重PCR结果

Figure 1 Single and double PCR results of Shigella flexneri

1，2：gyrA单基因PCR；3，4：parC单基因PCR；5，6：ipaH单基因PCR；7，8：gyrA及parC双基因PCR；9，10：gyrA及

ipaH双基因PCR；11，12：parC及ipaH双基因PCR；13：阴性对照；M：分子量标准。

1, 2: Single gene PCR of gyrA; 3, 4: Single gene PCR of parC; 5, 6: Single gene PCR of ipaH; 7, 8: Double gene PCR of gyrA and parC; 9, 

10: Double gene PCR of gyrA and ipaH; 11, 12: Double gene PCR of parC and ipaH; 13: Negative control; M: Molecular weight standard.
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3  讨论

本研究由志贺菌检测着手，选出具有代表性

的志贺菌耐药基因g y rA，par C及致病基因 ipaH，

通过优化实验条件，对这3个基因进行多重扩增。

由于引物之间存在互相抑制、竞争及可能形成引

物二聚体等复杂情况，同时不同引物由于扩增效

率、退火温度的差异，使多重PCR的扩增条件摸索

比较费时、费力，需要通过实验反复调整、优化

各个引物浓度及复性条件才能使各基因得到相似

的扩增效率和减少非特异性扩增。本实验通过检

索大量文献并根据实验情况，对退火温度及循坏

参数做出了调整，最终确定退火温度为57.5  ℃，

循坏参数为预变性94 ℃ 5 min；变性94 ℃ 50 s，复

性57.5 ℃  50 s，延伸72 ℃  50 s，30个循环；最后

延伸72 ℃ 5 min。根据本文的研究设计结果，多重

PCR对病原菌进行检测中将特异性的引物混合在一

个PCR的反应体系，各基因成分之间少有相互的交

叉影响，出现的假阳性结果较低。因此，多重PCR
可以通过严密的引物设计使得其检测结果灵敏和

可靠。

目前，临床常选用传统微生物学方法，通过

细菌培养及生化鉴定检测志贺菌，其检测周期长

且操作繁琐，检测结果常受到环境、人为等多种

因素影响，易造成假阴性。研究[8]指出：分子生物

学技术的阳性检出率显著高于传统培养法检测阳

性率。因此，高效快速的分子生物学技术有必要

进行推广和发展。多重PCR检测病原菌的主要工作

原理是在同一个PCR系统中加入可以对特异性引物

能产生多次扩增的DNA片段，由此实现对2种及以

上的病原体DNA进行快速的诊断[9]。同样基于分子

生物学技术发展而成的实时荧光定量PCR，在临床

中也有所运用，但其运营成本较高，对操作人员

有较高要求，不适用于大范围普及使用。相较于

单基因检测和实时荧光定量PCR，多重PCR可同时

对多种目标基因及病原体进行针对性检测，降低

检测时间和节约检测成本，使检测具备准确性、

实用性和经济性。

综上，本研究进行了福氏志贺菌g y rA，par C
及ipaH三基因的多重PCR检测，可同时进行该样本

的喹诺酮耐药决定区基因、毒力基因的并行快速

检测，检测思路将为肠道感染性疾病重要病原菌

的分子诊断提供帮助。
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图2 福氏志贺菌三重PCR结果

Figure 2 Triple PCR results of Shigella flexneri

1：福氏志贺菌gyrA，parC和ipaH基因三重PCR；2：阴性

对照；M：分子量标准。

1: Triple PCR of Shigella flexneri gyrA, parC and ipaH genes;  

2: Negative control; M: Molecular weight standard.
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