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实时荧光定量 PCR技术快速检测志贺氏菌 

戴陈伟, 童  琳, 武昌俊, 许  勇, 李  舜, 朱倩云, 蔡  标* 

(安徽省医学科学研究院, 合肥  230061) 

摘  要: 目的  建立实时荧光定量 PCR 法快速检测志贺氏菌。方法  提取志贺氏菌基因组为模板扩增 virA 基

因片段, 将目的片段连接至 pMD19-T 载体得到重组质粒, 转化大肠杆菌 DH5α 感受态细胞, 验证所得到的重组

质粒, 以紫外分光光度计测量重组质粒吸光度值 A260, 并换算为质粒拷贝数后作梯度稀释得到不同浓度的质粒

标准品; 进行荧光定量 PCR 分析并通过特异性、灵敏性实验以验证该方法的可行性。结果  重组质粒标准品浓

度在 103~108 copies/μL 范围内线性关系良好(r2>0.99), 实时荧光定量 PCR 检测志贺氏菌时出现良好的扩增曲线, 

鼠伤寒沙门氏菌、金黄色葡萄球菌和大肠杆菌均未出现扩增曲线。志贺氏菌的检出限为 100 CFU/mL。         

结论  本方法便捷、高效、可靠, 可用于志贺氏菌的快速定性定量检测。 
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Rapid detection of Shigella by real-time fluorescence quantitative PCR 

DAI Chen-Wei, TONG Lin, WU Chang-Jun, XU Yong, Li Shun, ZHU Qian-Yun, CAI Biao* 

(Anhui Academy of Medical Sciences, Hefei 230061, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish a method for rapid detection of Shigella by real-time fluorescent quantitative 

PCR. Methods  The Shigella genome was extracted as a template to amplify the virA gene fragment, and the target 

fragment was ligated into the pMD19-T vector to obtain a recombinant plasmid, which was transformed into 

Escherichia coli DH5α competent cells. The obtained recombinant plasmid was verified, and the absorbance value 

A260 of the recombinant plasmid was measured by an ultraviolet spectrophotometer, and it was converted into a 

plasmid copy number, and then subjected to gradient dilution to obtain plasmid standards of different concentrations. 

Fluorescence quantitative PCR analysis was performed and the feasibility of the method was verified by specificity 

and sensitivity experiments. Results  The concentration of recombinant plasmid standards within the range of 

103108 copies/μL showed a good linear relationship (r2>0.99). A good amplification curve was observed when 

real-time PCR was used to detect Shigella. No amplification curves were found for Salmonella typhimurium, 

Staphylococcus aureus and Escherichia coli. The detection limit of Shigella was 100 CFU/mL. Conclusion  The 

method is convenient, efficient and reliable, it can be used for rapid qualitative and quantitative detection of Shigella. 

KEY WORDS: Shigella; real-time fluorescent quantitative PCR; standard curve; specificity; sensitivity 
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1  引  言 

志贺氏菌, 又称痢疾杆菌, 为革兰氏阴性杆菌, 也是

人类细菌性痢疾最常见的病原菌[1]。志贺氏菌主要通过消

化道进行传播 , 是重要的食源性致病菌之一 [2], 据调查 , 

全球每年约有 1.6亿人感染志贺氏菌, 大约有 110万人死亡, 

其中绝大多数是儿童[3]。志贺氏菌在我国分布广泛, 其中

以福氏志贺氏菌和宋内氏志贺氏菌最为常见。2018 年, 我

国志贺氏菌感染发病率约为百万分之六十五[4]。志贺氏菌

能够污染包括蔬菜、肉类、蛋制品和奶制品在内的很多食

物, 它能分泌内、外毒素, 以较低的感染剂量使得疾病得

到有效的传播, 可引起腹痛、腹泻、里急后重、结肠水肿

和溃疡等症状[5,6]。常规的国标方法检验志贺氏菌, 在增菌

和选择性培养后, 再用生化鉴定和血清学方法进行检测和

分型, 往往需要数天的时间来得到检测结果[7,8]。免疫学方

法检测志贺氏菌相对于常规方法, 灵敏度更高, 操作也更

简便[9,10], 但免疫学方法影响因素多, 假阳性率高且不易

确定[11]。而常规的 PCR 检测方法只能定性分析, 不能准确

计算出模板的初始含量。实时荧光定量聚合酶链式反应

(Real-time polymerase chain reaction, Real-time PCR)是一种

核酸定性定量的试验技术, 通过特殊荧光染料或荧光标记

的特异性探针, 对 PCR 产物进行跟踪标记, 实时监测反应

全过程, 在使用标准样品预先绘制标准曲线的前提下, 根

据 Ct 值(threshold cycle, Ct)推断待测样品模板的初始浓度

值[12]。邱杨等[13]根据志贺氏菌保守基因 ipaH 序列设计特

异引物, 采用 Real-time PCR 技术检测志贺氏菌, 其检测限

为 133.4 CFU/mL。魏琼等[14]在建立同时检测志贺氏菌、沙

门氏菌和金黄色葡萄球菌的多重荧光定量 PCR 快速检测

方法时, 以志贺氏菌 virA 基因为检测靶基因之一, 但该方

法在检测前需要将目标菌富集培养到约 107~108 CFU/mL。

virA 基因为志贺氏菌特异的单拷贝基因, 全长 1203 bp, 是

负责编码侵袭因子的保守基因, 与细菌侵袭细胞和在细胞

间扩散有关[15]。应用 virA 检测志贺氏菌的研究相对较少。

因此本研究以 virA 基因 215 bp 的 DNA 片段为检测的靶向

基因片段, 建立的实时荧光定量 PCR 检测志贺氏菌, 具有

很高的特异性和灵敏性, 且可以精确定量初始志贺氏菌的

浓度, 为相关检测单位日常检测工作提供参考。 

2  材料与方法 

2.1  仪器、试剂与材料 

福氏志贺氏菌 (BNCC185915) 、鼠伤寒沙门氏菌

(BNCC 108207)、金黄色葡萄球菌(BNCC 186158)、大肠杆

菌(BNCC 185254)(北京北纳创联技术研究院)。 

SuperReal PreMix Plus(SYBR Green)染料法实时荧光

定量试剂盒、细菌基因组抽提试剂盒、质粒小提试剂盒、

Taq 酶、dNTPs(中国天根生化公司); pMD-19T 载体(日本

TaKaRa 公司)。 

ABI Veriti 温度梯度 PCR 仪、ABI 7500 实时荧光定

量 PCR 仪(美国应用生物系统(ABI)公司); 岛津 UV-1750

紫外分光光度计(日本岛津公司); 3002 电子分析天平(杭州

友恒称重设备有限公司); LS-B50L 电加热式蒸汽灭菌器

(江阴滨江医疗设备厂); BCD-181LMLC 冰箱(合肥美菱股

份有限公司); Ⅱ级 A 型生物安全柜(蚌埠净化设备厂); 

SHP-100 生化培养箱(扬州市三发电子有限公司)。 

引物: 根据 GenBank 数据库中的志贺氏菌 virA 基因

的序列, 利用 Primer 5 软件设计特异性引物, 所扩增片段

大小为 215 bp。引物序列如下:  

vir1: 5’-CTGCATTCTGGCAATCTCTTCACA-3’ 
vir2: 5’-TGATGAGCTAACTTCGTAAGCCCTCC-3’ 
实测模拟样品为加入志贺氏菌的灭菌牛奶, 由实验

室自制。 

2.2  实验方法 

2.2.1  目的基因片段的扩增 

以福氏志贺氏菌作为实验菌株提取模板 DNA, 应用

所设计的引物对其进行 PCR 扩增, 产物经 1.5%(W/V)琼脂

糖凝胶电泳, 获得 215 bp 目的扩增片段, 测序验证。 

2.2.2  重组质粒的构建 

扩增的目的片段连入 pMD-19T 载体。将所得重组质

粒 pMD19-T-virA 转化 DH5a 大肠杆菌感受态细胞, 为获取

高浓度重组质粒, 挑取单克隆菌落, 液体摇菌培养, 以质

粒提取试剂盒提取质粒。 

2.2.3  志贺氏菌实时荧光定量 PCR 标准曲线的建立 

用紫外分光光度计测定重组质粒的 A260 值, 质粒 DNA

为双链 DNA, 故质粒核酸浓度 g/mL=(A260)×稀释倍数×  

50 μL/mL×103, 质粒拷贝数 copies/mL=(6.02×1023)×核酸浓

度/(DNA length ×660), 按公式计算出原始拷贝数, 然后进

行倍比稀释, 取不同稀释度的质粒模板, 依次为 1×108、

1×107、1×106、1×105、1×104、1×103 copies/μL 进行荧光定

量 PCR 扩增。实时荧光定量 PCR 的反应体系为: SuperReal 

PreMix Plus(2×)12.5 μL, 上、下游引物(10 μmol/L)各 0.75 μL, 

DNA 模板 2.0 μL, ddH2O 9 μL, 每个稀释度设 3 次平行试

验。反应条件为 95 ℃, 15 min 预变性, 95 ℃, 10 s 变性, 60 ℃ 

32 s 退火、延伸, 扩增 40 个循环, 反应结束后, 计算机自动

计算, 得到标准品实时 PCR 扩增曲线和以质粒标准品浓度

为横坐标, Ct 值为纵坐标的标准曲线。 

2.2.4  志贺氏菌实时荧光定量 PCR 实验条件的验证 

(1) 特异性实验 

在 NCBI 数据库[16]中利用 Primer-Blast 工具检索验证

引物的特异性, 并采用本研究建立的实时荧光定量 PCR 方

法对福氏志贺氏菌、鼠伤寒沙门氏菌、金黄色葡萄球菌和

大肠杆菌同时进行检测, 确定本研究建立的方法对志贺氏
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菌是否有很好的特异性, 是否与其他细菌有交叉反应。 

(2) 灵敏性实验 

将志贺氏菌用双蒸水 10 倍梯度稀释成 1×106、1×105、

1×104、1×103、1×102、10 CFU/mL 的浓度, 提取基因组为

模板, 进行实时荧光定量 PCR 扩增, 检测本研究建立方法

的灵敏性, 测定其志贺氏菌检出限。 

2.3  模拟样品的检测 

制备志贺氏菌菌悬液, 测定菌落总数, 分别向灭菌牛

奶中加入志贺氏菌菌悬液, 配制含菌量为 1×105 CFU/mL

的模拟样品。提取志贺氏菌基因组为模板, 进行实时荧光

定量 PCR 扩增。 

3  结果与分析 

3.1  重组质粒的构建及验证 

提取福氏志贺氏菌基因组作为模板 DNA(图 1, 条带

a), 经 PCR 特异性扩增后, 得到长度为 215 bp(图 1, 条带

b)的特异条带, 与实验预期相符。PCR 产物纯化后, 连接入

pMD-19T 载体后, 转化大肠杆菌 DH5α 感受态细胞。挑取

单克隆菌落, 液体摇菌培养, 以质粒提取试剂盒提取重组

质粒, PCR验证重组质粒(图 1, 条带 c), 并对重组质粒进行

测序, 测序结果显示确有目的基因 virA 片段的插入, 重组

质粒 pMD19-virA 构建成功。 

 

 
 

注: M: DL2000 DNA 分子量标准; a: 志贺氏菌基因组;  

b, c: 目的基因 virA 片段; d: 无模板对照。 

图 1  志贺氏菌基因组和目的基因片段的扩增 

Fig.1  Genome of Shigella and amplification of target gene 
fragments 

 

3.2  标准曲线的建立 

通过鉴定的重组质粒 pMD19-virA, 用紫外分光光度

计测量其 A260 值, 计算出原始拷贝数, 然后梯度稀释成

1×108、1×107、1×106、1×105、1×104、1×103 copies/μL 浓

度, 加入 25 μL 反应体系, 于实时荧光定量 PCR 仪上进行

扩增反应, 反应结束后在计算机上自动形成标准曲线, 平

行试验重复性良好。重组质粒标准品浓度在 103~108 可形

成较为理想的扩增曲线(图 2)。以重组质粒标准品梯度稀释

拷贝数的对数值为横坐标(X), 以 Ct 值为纵坐标(Y), 绘制

实时荧光定量 PCR 的标准曲线(图 3)。荧光阈值取值为

0.055816, 其线性回归方程为 Y=3.0086X+33.397, 标准曲

线斜率为3.0086, r2=0.9949, 说明荧光定量 PCR 扩增效率

较高, 线性关系良好, 符合制备标准曲线的要求。 

 

 
 

注: 扩增曲线(copies/μL): 1: 1×108, 2: 1×107, 3: 1×106, 4: 1×105,  

5: 1×104, 6: 1×103。 

图 2  实时荧光定量 PCR 标准品扩增曲线 

Fig.2  Amplification curve of real-time fluorescence quantitative 
PCR for standard plasmid 

 

 
 

图 3  实时荧光定量 PCR 标准曲线 

Fig.3  Standard curve of real-time fluorescence quantitative PCR 
 

3.3  特异性实验结果 

Primer-BLAST 结果显示本研究设计的引物对于扩增

virA 基因片段是特异的。采用本研究建立的实时荧光定量

PCR 方法同时进行检测福氏志贺氏菌、鼠伤寒沙门氏菌、金
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黄色葡萄球菌和大肠杆菌(图 4), 结果表明: 唯有志贺氏菌实

时荧光定量 PCR 出现良好的扩增曲线, 其它 3 种细菌经本研

究所建立的实时荧光定量 PCR 均未出现扩增曲线, 说明本研

究建立的方法对志贺氏菌检测有很好的特异性。 

 

 
 

图 4  实时荧光定量 PCR 特异性实验 

Fig.4  Specificity experiment of real-time fluorescence quantitative 
PCR 

 

3.4  灵敏性实验结果 

提取 1×106、1×105、1×104、1×103、1×102、10 CFU/mL

浓度的志贺氏菌基因组 DNA 为模板, 进行实时荧光定量

PCR 扩增(图 5), 无模板对照组无扩增曲线产生。结果表明: 

本研究建立的实时荧光定量 PCR 方法的志贺氏菌最低检

测浓度为 1×102 CFU/mL, 检测灵敏度较高。 

 

 

 
注: 扩增曲线(CFU/mL): 1: 1×106, 2: 1×105, 3: 1×104, 4: 1×103,  

5: 1×102。 

图 5  实时荧光定量 PCR 灵敏性实验 

Fig.5  Sensitivity experiment of real-time fluorescence quantitative 
PCR 

3.5  模拟样品检测结果 

提取含菌量为 1×105 CFU/mL(即反应的模板浓度为

1×102 copies/μL)模拟样品中的志贺氏菌基因组 DNA 为模

板, 进行实时荧光定量PCR扩增(图 6), 牛奶模拟样品中的

志贺氏菌可以检出, 无模板对照组无扩增曲线产生, 模拟

样品扩增曲线在实时荧光定量 PCR 第 27 个循环后达到标

准曲线绘制时的荧光阈值, 根据线性回归方程, 可反推出

模板拷贝数的对数值 x 为 2.126, 与实际含菌量非常接近。

结果表明: 本研究建立的实时荧光定量 PCR 方法可以对实

际样品中的志贺氏菌进行定量检测。 

 

 
 

图 6  模拟样品的实时荧光定量 PCR 扩增曲线 

Fig.6  Amplification curve of real-time fluorescence quantitative 
PCR for simulated sample 

 

4  结  论 

实时荧光定量 PCR 技术具有时效快、实时监测、假

阳性率低、准确度高、对环境无污染和自动化程度高等特

点, 该技术的应用在大肠杆菌、沙门氏菌和志贺氏菌等致

病菌的诊断中有着广阔的应用前景。本研究制备了重组质

粒 pMD19-virA, 以该质粒作为志贺氏菌进行绝对定量检

验的标准品, 建立了SYBR染料法实时荧光定量PCR方法, 

并绘制了实时荧光定量 PCR 标准曲线。在实际检测志贺氏

菌样品时, 由于 virA 为志贺氏菌单拷贝基因, 所以根据标

准曲线确定的样品中模板拷贝数即为志贺氏菌个体数目。

本研究成功利用 virA基因片段建立了志贺氏菌实时荧光定

量 PCR 检测方法, 具有很高的特异性和灵敏性, 只需数小

时的时间, 最低可以检测到 100 CFU/mL 的志贺氏菌, 在

检测特异性和灵敏性上具有一定的优势。在模拟样品检测

中, 该方法可以成功地定量检出牛奶模拟样品中的志贺氏

菌, 本研究为食品中志贺氏菌的检测提供了一种便捷、高

效、可靠的方法。 
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