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Abstract
AIM: To establish a fast, specific and sensitive 
diagnostic method for detecting the invasion 
plasmid antigen H (ipaH) and the invasion-
associated locus (ial) DNA sequence of Shigella. 

METHODS: Seventy-one stool specimens from 
patients with acute diarrhea were tested by two 
methods; a traditional culture method, and a 
polymerase chain reaction (PCR) and nested-
PCR assay. PCR–amplified products were ini-
tially evaluated by electrophoresis with 20 g/L 
agarose gel and visualization by ethidium bro-
mide staining.

RESULTS: Serological assay classified the 
Shigella isolates as follows: 24 Shigella flexneri, 
23 Shigella sonnei and one Shigella dysenteriae. 
Salmonella was isolated from 23 of the 71 stool 
specimens by conventional coproculture. PCR 
assays showed that 46 of the 48 Shigella spp. were 
positive for the ipaH gene, 34 were positive for 

the ial gene, and 14 were negative. Nested-PCR 
assays detected 14 specimens as negative for ial, 
12 were positive, and 46 specimens were posi-
tive for both the ipaH and ial genes. The ipaH 
and ial genes were both negative in 23 Salmonella 
isolates. The kappa test, was used to compare 
two test results, and the kappa value was 0.937 (P 
< 0.05).

CONCLUSION: PCR assays detecting the 
invasion-associated genes of Shigella from feces 
provided fast, specific and sensitive diagnostic 
methods.

Key Words: Shigellae ; Feces; Polymerase chain re-
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摘要
目的: 建立一种快速、特异、敏感的分子生
物学诊断方法对腹泻患者粪中痢疾杆菌致病
基因ipaH及ial进行检测.

方法: 分别应用常规培养生化血清学鉴定方
法、普通PCR、巢氏PCR(nested-PCR)方法, 
对71例腹泻患者粪标本进行检测. 痢疾杆菌致
病基因ipaH及ial的扩增产物经电泳分离.

结果: 在71例腹泻患者粪标本中, 常规培养生
化血清学鉴定方法分离出福氏痢疾杆菌24例, 
宋内痢疾杆菌23例, 志贺痢疾杆菌1例, 沙门
菌23例. 采用普通PCR法检测痢疾杆菌粪标本
48例, ipaH基因均阳性(100%); ial基因阳性34
例(70.8%), 余14例为阴性. 对该14例粪标本进
而采用巢氏PCR法进行ial基因扩增, 其中12份
标本阳性. 48例痢疾杆菌粪标本中46例ipaH和
ial基因为双阳性(46/48). 沙门菌粪标本23例中
ipaH及ial基因表达均为阴性. 以上两种方法的
诊断一致性检验Kappa = 0.937, 差异有统计学
意义(P <0.05). 71例腹泻患者粪标本采用PCR
和巢氏PCR法扩增得到的ipaH 和ial基因特异

®

■背景资料
痢疾杆菌传统的
分离培养、生化
和血清学试验需
要近48 h, 与临床
诊断治疗严重脱
节, 常常延误了细
菌性痢疾治疗的
最佳时机. 多聚酶
链反应(PCR)具有
快速、高特异性
和高敏感性, 已被
国外学者用于追
踪和检测细菌性
腹泻.
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片段与基因库中发表的标准菌株序列比较, 一
致性为100%.

结论: 建立了快速诊断腹泻患者粪中痢疾杆
菌致病基因ipaH和ial的PCR检测方法, 具有简
便、快速、特异和敏感的特点.

关键词: 痢疾杆菌; 粪便; 聚合酶链反应; ipaH 基因; 
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0  引言

由于细菌性痢疾的临床及流行特点, 对痢疾杆

菌的鉴定具有十分重要的意义[1]. 长期以来, 传
统的分离培养、血清学试验、生化反应等常规

方法在痢疾杆菌病原体诊断中发挥了良好的作

用, 但一般需要2-3 d时间. 对于痢疾杆菌的检测, 
传统的微生物方法已经显现出很大的局限性, 
如检测周期长、步骤繁琐、许多因素难以控制

等, 存在菌痢的误诊和漏诊, 因此需要用快速、

敏感、特异的检测方法诊断菌痢, 以采取有效

防治措施. 我们用普通PCR方法从腹泻患者粪便

中扩增痢疾杆菌侵袭质粒基因(ipaH)和侵袭相关

基因位点(ial )基因, 评价其诊断菌痢的临床价值.

1  材料和方法

1.1 材料 研究对象为71例粪标本, 来自北京友谊

医院肠道门诊2006年04-11 mo就诊的急性腹泻

患者. 按卫生部颁布《全国临床检验操作规程》

进行培养和生化反应及血清学鉴定. 分离鉴定所

用培养基及生化反应试剂均购于北京天坛生物

制品股份有限公司. 痢疾杆菌凝集血清及沙门菌

凝集血清购于兰州生物制品研究所.
1.2 方法 
取腹泻粪标本200 mg, 经QIAamp DNA Stool 
Mini Kit(Qiagen Inc., Valencia, CA, USA)试剂盒

(Cat No: 51504)进行DNA的分离提取. 根据文

献 [2-3]报道的相关序列设计痢疾杆菌致病基因

ipaH和ial的2对引物及ial基因巢氏PCR的引物, 
均由北京赛百盛生物制剂有限公司合成(表1). 
ipaH及ial反应体系(25 μL): Promega公司产品5×
green buffer缓冲液5 μL; 25 mmol/L MgCl2终浓

度2 mmol/L; 2.5 mmol/L dNTP混合物终浓度0.2 
mmol/L; 10 μmol/L相应引物终浓度 0.2 μmol/L; 

Taq DNA聚合酶16.67 nkat; 模板(DNA)2 μL. ial
巢氏PCR反应体系(25 μL): Promega公司产品5
×green buffer缓冲液6.25 μL; 25 mmol/L MgCl2

终浓度2.5 mmol/L; 2.5 mmol/L dNTP混合物终

浓度 0.2 mmol/L; 10 μmol/L引物0.5 μmol/L; Taq 
DNA聚合酶20.84 nkat; 模板(DNA)2.5 μL. 扩增

条件: 预变性94℃ 7 min. 退火温度分别为: ipaH  
54℃; ial  52℃; ial巢氏PCR 60℃; 均为1 min, 30
个循环. 延伸72℃ 7 min. 扩增产物用含EB(0.5 
mg/L)的20 g/L琼脂糖电泳,电泳缓冲液1×TAE, 
6 V/cm恒压电泳40 min. 以标准分子量Marker作
参照, 在612, 320和217 bp处出现扩增条带者即

相应基因为阳性. 凝胶成像仪拍照记录结果.
统计学处理 应用SPSS11.5统计学软件进行

统计学处理, 计数资料使用诊断试验的一致性

检验(Kappa检验)进行统计学分析, P <0.05差异

有统计学意义.

2  结果

2.1 细菌学及PCR检测结果 在腹泻患者粪标本

71例中, 常规培养生化血清学鉴定方法分离出

福氏痢疾杆菌24例, 宋内痢疾杆菌23例, 志贺

痢疾杆菌1例, 沙门菌23例. 采用普通PCR法检

测48例痢疾杆菌粪标本ipaH基因阳性率100% 
(48/48);  ial基因阳性率70.8%(34/48), 余14例为

阴性. 对14例粪标本进而采用巢氏PCR法进行ial
基因扩增, 其中12份标本阳性. 在48例痢疾杆菌

粪标本中46例ipaH和ial基因双阳性为(46/48). 23
例沙门菌粪标本的ipaH和ial基因表达均为阴性. 
以上两种方法的诊断一致性检验Kappa = 0.937, 
差异有统计学意义(P <0.05, 表2).
2.2 电泳结果 对71例腹泻患者粪标本采用PCR
和巢氏PCR法, 可得到ipaH和ial基因的特异片段

及巢氏ial的特异片段(图1-3). 将扩增得到的ipaH
和ial基因特异片段与基因库中发表的标准菌株

序列比较, 一致性为100%.

3  讨论

传统的分离培养、生化和血清学试验对痢疾杆

菌的诊断既费时又操作繁琐, 并易漏检. 其原因: 
(1)痢疾杆菌与肠杆菌科某些属(种)表型特征、

生化反应的相似性引起传统的分离培养、生化

和血清学试验漏检、误诊. 志贺菌与不发酵或

迟发酵乳糖的大肠杆菌在常用的选择性和鉴别

性分离培养基上均生长良好, 且菌落形态相似, 
革兰染色均为阴性无芽孢杆菌. 很难将志贺菌

■研发前沿
本 实 验 直 接 从
腹 泻 患 者 粪 中
提 取 D N A ,  进
行 痢 疾 杆 菌 的
检 测 .  选 择 侵 袭
相 关 基 因 座 位
(ia l )、侵袭性质
粒抗原H(invasive 
plasmid, ipaH )为
痢疾杆菌的检测
基因 .  ipaH 和ia l 
PCR结果都呈阳
性时才能证明是
痢疾杆菌感染, 且
具有致病性.
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与低活性大肠杆菌区别[4]. (2)在繁琐的传统方法

手工操作中失误引起的漏诊. 用取菌环蘸取粪

便时, 未取到脓血部分; 取菌环未降温直接接触

痢疾杆菌, 活菌死亡, SS琼脂平板上无痢疾杆菌

生长; 在挑选可疑菌落时, 经验不足, 无法正确

识别痢疾杆菌菌落; 在SS琼脂平板上接种时, 未
能使菌落散开, 无法辨别可疑痢疾杆菌菌落; 可
疑菌落被其他菌膜覆盖. 以上现象时有发生, 造
成的痢疾杆菌漏诊现象与检验人员有无丰富的

操作经验有关. 传统的分离培养、生化和血清

学试验需要近48 h, 与临床诊断治疗严重脱节, 
常常延误了治疗的最佳时机.

多聚酶链反应(PCR)具有快速、高特异性

和高敏感性, 已被国外学者用于追踪和检测细

菌性腹泻[5], 特别是对菌量较少标本或经药物治

疗标本中活菌量不多的标本, 还有血清学标记

不能鉴定的腹泻菌种. 全部检验过程包括DNA
提取、PCR扩增、电泳仅需3-4 h, 是一种较为

理想的检验方法. 国内外报道PCR检测痢疾杆菌

方法的建立, 一般选取标准菌株作为研究对象, 
需要从粪中分离培养进行血清学鉴定之后提取

DNA. 而本试验直接从腹泻患者粪中提取DNA, 

进行痢疾杆菌的检测, 快速简便, 省时省力. 目
前PCR技术可用于检测粪中与腹泻病有关的微

生物有沙门菌、志贺菌与侵袭性大肠杆菌、小

肠结肠耶尔森菌、艰难梭菌、霍乱弧菌O139、
轮状病毒等. 但是由于粪标本中存在着已知和

未知的抑制或干扰PCR检测的成分, 使得这一技

术在粪标本检测的应用上受到一定程度的限制. 
粪中存在的抑制物包括生物学成分和非生物

学成分, 他们可能来自于粪中大量细菌和食物

降解的产物, 其中已知的有粪中的胆红质、胆

盐、菌体蛋白、复合多糖、DNA分子以及一些

■相关报道
国内外报道PCR
检测痢疾杆菌方
法的建立, 一般选
取标准菌株作为
研究对象, 需要从
粪中分离培养进
行血清学鉴定之
后提取DNA.  而
本试验直接从腹
泻患者粪中提取
DNA,  进行痢疾
杆菌的检测, 快速
简便 ,  省时省力 . 
目前PCR技术可
用于检测粪中与
腹泻病有关的微
生物有沙门菌、

志贺菌与侵袭性
大肠杆菌、小肠
结肠耶尔森菌、

艰难梭菌、霍乱
弧菌O139、轮状
病毒等.

表  2  腹泻患者粪标本细菌学及PCR阳性检测结果

     
粪标本

	          n 	       ipaH	             Ial	          ipaH和Ial
培养法			 

志贺痢	         1	          1	             1	                 1

疾杆菌

福氏痢	       24	         24	            22	               22

疾杆菌

宋内痢	       23	         23	            23	               23

疾杆菌

沙门菌	       23	           0	              0	                 0

合计	       71	          48	             46	               46

600 bp

100 bp

ipaH 
gene

M        1        2       3       4        5

图  1  粪标本中痢疾杆菌ipaH 基因片段. M: Marker; 1-4: 志

贺痢疾杆菌Shigella spp .; 5: Negative control.

600 bp

300 bp ial  
gene

M    1     2     3    4     5     6    7    8

图  2  粪标本中痢疾杆菌ial 基因片段. M: Marker; 1, 2, 5-8: 

志贺痢疾杆菌Shigella spp .; 3: 沙门菌Salmonella; 4: Negative 

control.

■创新盘点
本 实 验 直 接 从
腹 泻 患 者 粪 中
提取DNA,  进行
痢 疾 杆 菌 的 检
测, 快速简便, 省
时 省 力 .  选 择 侵
袭相关基因座位
(ia l )、侵袭性质
粒抗原H(invasive 
plasmid, ipaH )为
痢疾杆菌的检测
基因, 能证明是痢
疾杆菌感染, 且具
有致病性.

表  1  PCR及巢氏PCR引物序列和扩增产物长度

     	
Gene		                   Primer(5'-3')	              		              length

ipaH 	       ipaH1	               GTTCCTTGACCGCCTTTCCGATACCGT              619 bp

	       ipaH2	                GCCGGTCAGCCACCCTCTGAGTAC

			     

ial 	       ial-I	                CTGGTAGGTATGGTGAGG         	           320 bp

	       ial-II	                CCAGGCCAACAATTATTT

			 

ial  nested	      F	                TTTTTAATTAAGAGTGGGGTTTGA         	           217 bp

                      R	                GAACCTATGTCTACCTTACCAGAAGT		
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重金属离子等, 他们有可能抑制DNA聚合酶的

活性或改变反应体系的离子强度从而影响扩增

的效果. 研究摸索粪标本的处理方法以及建立

适用于检测这类标本的PCR技术一直为人们所

关注. 国内外所报道从粪中提取DNA的方法一

般是热裂解粗提法, 灵敏度较差[4,6]. 近几年许多

行之有效的方法概括起来有两类, 一类是从粪

中分离出目的微生物以减少其他微生物的干扰, 
如免疫磁珠PCR、选择性增菌培养等; 另一类是

从标本中直接提取靶DNA, 再以适当的方法纯

化, 如酚-氯仿抽提、柱层析等.
本试验模板DNA的提取使用的是QIAamp

层析法(QIAamp DNA Stool Mini Kit), 直接从粪

中提取DNA. QIAamp是一种硅胶, 他能选择性

结合DNA而分离糖类和蛋白质. 将经过离心、

溶菌酶和蛋白酶K处理的粪标本, 用乙醇沉淀

后, 过QIAamp柱, 再经Centrisep柱处理, 可消除

PCR抑制物, 使检测的灵敏度达1-10 cfu, 特异性

99.6%[7-8]. 本试验选择侵袭相关基因座位(ial )、
侵袭性质粒抗原H(invasive plasmid, ipaH )为痢

疾杆菌的检测基因. ial存在于该菌侵袭大质粒上

一个2.5 kb侵袭相关区段中,  ipaH同时存在于染

色体和侵袭性大质粒上, 两基因的PCR引物能特

异检测所有痢疾杆菌. 据文献报道各相关试验

选用一种基因(ipaH或是ial基因)进行痢疾杆菌

的PCR检测[9-10], 但据2005年Phantouamath et al [2]

研究结果表明ipaH  PCR结果阳性并不一定发病, 
多是痢疾杆菌携带者, 而菌痢患者ipaH和ial基因

检测同时阳性. 所以ipaH和ial  PCR结果都呈阳

性时才能证明是痢疾杆菌感染, 且具有致病性. 
本研究选择的71例腹泻患者粪标本, 常规培养

生化血清学鉴定方法分离出福氏痢疾杆菌24例, 
宋内痢疾杆菌23例, 志贺痢疾杆菌1例, 沙门菌

23例. 采用普通PCR法检测结果, 48例痢疾杆菌

粪标本ipaH基因阳性率100%(48/48); ial基因阳

性率70.8%(34/48), 余14例为阴性, 可能是因ial
基因产物存在的一条较大的非特异区带, 影响

了特异片段的产量. 对这14例粪标本进而采用

巢氏PCR法进行扩增, 12例标本阳性, 2例阴性, 
可能是痢疾杆菌在储存期其侵袭大质粒的自发

丢失或是质粒编码基因选择性剔除. 48例痢疾

杆菌粪标本中46例ipaH和ial基因双阳性(46/48), 
表明PCR法有很高的敏感性. 23例沙门菌的粪标

本ipaH及ial基因表达均为阴性, 表明PCR法有很

高的特异性. PCR方法与常规培养生化血清学鉴

定方法的诊断一致性检验Kappa = 0.937, 差异有

统计学意义(P <0.05), 说明两种方法的诊断一致

性很好, PCR方法可将其代替进行痢疾杆菌的检测. 
除了痢疾杆菌, 侵袭性大肠杆菌(EIEC)亦具

有ipaH和ial基因. 这将干扰针对ipaH和ial基因的

PCR检测方法在菌痢研究中的应用. 所幸的是, 
在中国及亚洲地区, 文献报道的EIEC流行率远

远低于痢疾杆菌的流行率[11-12], 使得研究结果不

至于产生大的偏差. 但如何将两者进行区分鉴

定将是今后实验中有待解决的问题.
本实验进行PCR操作, 严格遵守操作规程, 

避免产生假阳性. 实验操作在3个不同的区域内

进行: 标本处理区、PCR扩增区、产物分析区. 
各工作区有一定的隔离, 操作器材专用. PCR扩
增所需试剂均在装有紫外灯的超净工作台配制

和分装. 高压处理的加样器和吸头固定放于其

中, 不交叉使用. 引物和dNTP用高压双蒸水配

制后分装储存, 标明时间, 以备发生污染时查找

原因. 戴一次性手套, 使用一次性吸头, 吸头不

能在空气中长时间暴露, 避免气溶胶的污染. 避
免反应液飞溅, 若溅到手套或桌面上, 立刻更换

手套并用稀酸擦拭桌面. 制备多份样品的反应

混合液时, 先将dNTP、缓冲液、引物和酶混合

好, 然后分装, 这样可以减少操作, 避免污染, 又
可以增加反应的精确度. 操作时设立阳性和空

白对照, 验证PCR反应的可靠性, 协助判断扩增

体统的可信性; 对可疑器具用1 mol/L盐酸擦拭

或浸泡. 超净工作台使用前、后, 紫外照射30 
min. 以上这些措施可以有效的避免PCR假阳性

的发生.
与常规培养生化血清学鉴定方法相比较, 

PCR方法所需费用较高, 但是随着经济的发展,
技术的普及运用, 其成本会降低. 临床运用此方

法时, 首先要求医院拥有符合要求的检验室及

相关仪器. 其次检验人员需经培训, 熟练掌握

PCR操作方法, 严格遵守操作规程, 才能保证诊

断的准确性. 

■应用要点
利 用 P C R 技 术 , 
ipaH 和ial 引物检
测痢疾杆菌, 具有
快速、敏感和特
异等优点, 尽管不
能区分菌种, 但在
临床诊断、治疗
监测及流行病学
调查方面显示出
良好的实用性.

■名词解释
侵袭性质粒抗原
H(ipaH )基因: 是
同时存在于痢疾
杆菌染色体和侵
袭性大质粒上的
侵袭基因, 为痢疾
杆菌检测基因; 侵
袭相关基因座位
(ial )基因: 位于痢
疾杆菌侵袭大质
粒上一个2.5 kb侵
袭相关区段中, 为
痢疾杆菌具有侵
袭性的检测基因.

600 bp

200 bp Nested
-PCR 
ial gene 

M        1        2       3       4        5

图  3  粪标本中巢氏PCR扩增的痢疾杆菌ial 基因片段. M: 

Marker; 1-4: Shigella spp .; 5: Negative control.
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总之, 利用PCR技术, ipaH和ial引物检测痢

疾杆菌, 具有快速、敏感和特异等优点, 尽管不

能区分菌种, 但在临床诊断、治疗监测及流行

病学调查方面显示出良好的实用性.
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■同行评价
本文对临床材料
的分析, 总结了快
速建立诊断腹泻
患者粪中痢疾杆
菌致病基因ipaH
与ial 的PCR检测
方法 ,  有 较 强 的
临床意义和应用
价值.
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消化内镜诊疗技术研讨班通知 ( 第一轮 )

本刊讯 2007年国家级继续医学教育项目“消化内镜诊疗技术研讨班”(项目编号2007-03-03-046)将于

2007-11在青岛市举办, 由青岛大学医学院附属医院主办、世界华人消化杂志协办, 特邀国内外著名专家进

行专题讲座和现场演示, 欢迎消化内镜工作者投稿参会, 优秀稿件可优先发表. 回执或投稿请于2007-09底

前寄青岛大学医学院附属医院内镜诊治中心, 刘希双收, 邮编: 266003, E-mail: liuxishuang1@sina.com, 电话: 

0532-82911525, 13864215672.


