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摘　要：为了建立一种能同时检测１类整合子、４类超级整合子和１型插入序列共同区的多重 ＰＣＲ检测方
法，根据ＧｅｎＢａｎｋ中１类整合子整合酶基因ｉｎｔ１、４类超级整合子整合酶基因ｉｎｔＳＸＴ和１型插入序列共同区转
座酶基因ＩＳＣＲ１的序列，应用ＰｒｉｍｅｒＰｌｅｘ２．６１设计３对特异性引物，通过改变引物浓度和退火温度对多重
ＰＣＲ体系进行了优化。此后，评价了所建立多重ＰＣＲ体系的特异性和灵敏度，并应用于２２２株海水养殖源弧
菌中３种整合子相关元件的检测。结果显示，设计的３对引物能分别单独且特异性地扩增出５６９ｂｐ、４３０ｂｐ
和６５１ｂｐ的目的条带；当ｉｎｔ１、ｉｎｔＳＸＴ和ＩＳＣＲ１３对引物（１０ｐｍｏｌ／μＬ）的体积依次为０．３μＬ、０．６μＬ和０．６μＬ，
退火温度为５０℃时，多重ＰＣＲ体系能特异性地扩增出３个条带清晰、区分度良好的目的条带，方法的灵敏度
达到０．０２ｎｇ／μＬ弧菌基因组模板ＤＮＡ；利用所建立的方法对２２２株临床分离弧菌进行３种整合子元件检测
得到的结果与文献报道的单引物检测结果一致。从上述研究结果可以看出，该多重 ＰＣＲ方法能快速准确地
检测Ｉｎｔ１、ＳＸＴ和ＩＳＣＲ１，适用于整合子相关元件流行监测及整合子相关的耐药性研究。
关键词：多重ＰＣＲ；整合子；ＳＸＴ；ＩＳＣＲ１；弧菌
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　　抗生素的发现和应用拯救了数十亿人的生
命，同时也推动了陆生和水生动物养殖业的发

展。随着抗菌药物在人类医学临床尤其是在食

品动物养殖中的广泛使用，细菌耐药性问题日趋

严重。整合子是介导革兰氏阴性菌抗菌药物耐

药产生和迅速传播的重要机制之一［１］。它是细

菌的一种天然的克隆和表达系统，可在整合酶的

催化下介导耐药基因盒的捕获、整合和切除，造

成耐药基因在菌群中迅速传播［２］。目前，已报道

的耐药相关的整合子包括五类，其中１型整合子
在临床菌株中最为常见。整合子携带的耐药基

因盒种类多达 １３０余种，涉及到的抗菌药物包
括：β内酰胺类、氨基糖苷类、磺胺类、酰胺醇类、
氨基糖苷类、利福霉素类等［３］。在一些复杂的１
类整合子３′端保守区的下游通常存在有一段长
为２１５４ｂｐ、可编码５１３个氨基酸的 ＤＮＡ序列，

因此被称为Ｏｒｆ５１３，后来又被命名为１型插入序
列共同区（ＩｎｓｅｒｔｉｏｎＳｅｑｕｅｎｃｅＣｏｍｍｏｎＲｅｇｉｏｎ，
ＩＳＣＲ１）［４］。ＩＳＣＲ１是一种通过“滚环转座”机制
转移其相邻耐药基因的可移动遗传元件；大量的

证据表明，ＩＳＣＲ１与多种抗菌药物耐药基因的传
播扩散密切相关，如氯霉素类、甲氧苄啶类、喹诺

酮类、氨基糖苷类耐药基因以及Ａ类和Ｃ类β内
酰胺酶基因等［５－６］。４类整合子即超级整合子
ＳＸＴ首次发现于霍乱弧菌，被认为是指导宿主基
因进化的主要因素，它可携带耐药基因、毒力基

因等上百个基因盒，可使细菌迅速适应环境的变

化，是细菌生存和进化的重要遗传元件［７］。目

前，上述３种整合子相关元件已在国内外多种来
源的弧菌中被大量报道，涉及到耐药基因的种类

包括：酰胺醇耐药基因（ｃａｔ２、ｆｌｏＲ）、β内酰胺耐药
基因（ｂｌａＰＥＲ、ｂｌａＶＩＭ－１、ｂｌａＯＸＡ－１０）、氨基糖苷类耐药
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基因（ａａｄＡ１、ａａｃＡ３、ａａｄＡ２、ａａｄＢ、ｓｔｒＡＢ）、四环素
类耐药基因（ｔｅｔＡ）、喹诺酮类耐药基因（ｑｎｒＶＣ）、
利福霉素类耐药基因（ａｒｒ）、甲氧苄啶耐药基因
（ｄｆｒＡ１、ｄｆｒ１６）、磺胺类耐药基因（ｓｕｌ１、ｓｕｌ２）
等［８－１２］。本实验室在开展海水养殖源弧菌耐药

性研究的过程中，从江苏、山东、辽宁、福建和海

南等地区分离的多种弧菌中检测到了 Ｉｎｔ１、ＳＸＴ、
ＩＳＣＲ１的流行，但未检测到其他类型整合子元件
（如１和２类整合子）的存在。然而，到目前为止
还没有一种能同时检测 Ｉｎｔ１、ＳＸＴ、ＩＳＣＲ１这３种
元件的方法。

为了建立一种能同时检测１类整合子Ｉｎｔ１、４
类超级整合子 ＳＸＴ、１型插入序列共同区 ＩＳＣＲ１
的方法，本研究根据 ＧｅｎＢａｎｋ中 ｉｎｔ１、ｉｎｔＳＸＴ及
ＩＳＣＲ１的基因序列，利用 ＰｒｉｍｅｒＰｌｅｘ２．６１设计了
３对ＰＣＲ引物，建立一种多重 ＰＣＲ体系，并通过
改变引物浓度、退火温度等对其进行了优化。本

研究的成果提供了一种同时检测上述３种整合
子相关元件的方法，为整合子相关细菌耐药性研

究的开展提供了便利。

１　材料与方法

１．１　实验材料
１．１．１　菌株来源

阳性对照菌：溶藻弧菌ＶＡ００１含有Ｉｎｔ１、ＳＸＴ
和ＩＳＣＲ１，创伤弧菌 ＶＶ３１１含有 Ｉｎｔ１和 ＩＳＣＲ１，
溶藻弧菌 ＶＡ３５２含有 Ｉｎｔ１和 ＳＸＴ，副溶血弧菌
ＶＰ０４６含有ＳＸＴ、ＩＳＣＲ１，均为本实验室从海水养
殖中临床分离的菌株，其耐药元件ＰＣＲ产物经测
序确认。阴性对照菌：副溶血弧菌ＣＩＣＣ２１６１７、创
伤弧菌 ＣＩＣＣ１０３８３和溶藻弧菌 ＣＩＣＣ１０４８４购自
中国工业微生物菌种保藏中心。受试弧菌：副溶

血弧菌 １３３株、哈维氏弧菌 ３２株、溶藻弧菌 ３６
株、创伤弧菌１０株、霍乱弧菌７株和鳗弧菌４株，
共计２２２株，分离自上海、江苏、福建和海南地区
养殖的发病对虾、舌鳎和青蟹等。

１．１．２　主要实验试剂
ＴＣＢＳ琼脂培养基、胰蛋白胨大豆肉汤（ＴＳＢ）

购自青岛海博生物技术有限公司；ＰＣＲ相关试剂
（ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭ）、克隆载体 ｐＭＤ１８Ｔｖｅｃｔｏｒ（含
连接酶、Ｂｕｆｆｅｒ）、ＤＮＡＭａｋｅｒＤＬ２０００和胶回收试
剂盒购于宝生物工程（大连）有限公司；Ｗｉｚａｒｄ

基因组 ＤＮＡ纯化试剂盒购于普洛麦格（北京）生

物技术有限公司。

１．１．３　主要实验仪器
恒温培养箱，ＭＩＲ２５４，日本 Ｓａｎｙｏ；恒温摇

床，ＳＨＫＥ５０００８ＣＥ，美 国 Ｔｈｅｒｍｏ；ＰＣＲ 仪，

Ｍａｓｔｅｒｃｙｃｌｅｒｐｒｏ，德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ；电泳仪，ＤＹＹ
７Ｃ，北京六一仪器厂；凝胶成像仪，Ｇ０５７５００，美
国ＢＩＯＲＡＤ；微量移液器，德国，Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ；超微
量紫外可见分光光度计，ＮＤ５０００，北京百泰克。
１．２　细菌培养和ＤＮＡ提取

在无菌操作环境下，将保存于－８０℃的甘油
菌分区划线于ＴＣＢＳ琼脂平板，２８℃培养１６～２４
ｈ；然后，挑取典型弧菌单菌落接种于２ｍＬ的ＴＳＢ
肉汤（盐度２５）中，２８℃摇床中２００ｒ／ｍｉｎ振荡培
养１６～１８ｈ；取１ｍＬ菌液置于１．５ｍＬ离心管中
１２０００ｒ／ｍｉｎ离心２ｍｉｎ收集菌体，参照 Ｗｉｚａｒｄ

基因组 ＤＮＡ纯化试剂盒的操作说明提取基因组
ＤＮＡ，用作ＰＣＲ模板。
１．３　引物设计与单引物特异性检测
１．３．１　引物的设计与退火温度的优化

根据ＧｅｎＢａｎｋ中１类整合子整合酶基因ｉｎｔ１
（ＡｃｃｅｓｓｉｏｎＮｏ．ＫＵ１３０３９６．１）、４类超级整合子整
合酶基因 ｉｎｔＳＸＴ（ＡｃｃｅｓｓｉｏｎＮｏ．ＧＱ４９５０７５．１）和１
型插入序列共同区转座酶基因 ＩＳＣＲ１（Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ
Ｎｏ．ＫＴ７２５７８９．１）的序列，利用多重 ＰＣＲ引物设
计软件ＰｒｉｍｅｒＰｌｅｘ２．６１（ＰＲＥＭＩＥＲＢｉｏｓｏｆｔ）设计１
套（３对）ＰＣＲ引物，交由生工生物工程（上海）股
份有限公司合成（表１）。

之后，在各对引物ＴＭ值基础之上，分别通过
改变ＰＣＲ反应程序中的退火温度值进行梯度扩
增（３次重复试验），以确定各对引物 ＰＣＲ反应的
最佳退火温度。ＰＣＲ反应体系：ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭ

１２．５μＬ、上下游引物（１０ｐｍｏｌ／Ｌ）各 ０．５μＬ、
ＤＮＡ模板 ０．５μＬ，超纯水定容至 ２５μＬ。梯度
ＰＣＲ扩增程序：９５℃预变性５ｍｉｎ；９５℃变性４０
ｓ，４７～５２．５℃（即：４７．０℃、４７．５℃、４８．０℃、
４８．５℃、４９．０℃、４９．５℃、５０．０℃、５０．５℃、５１．０
℃、５１．５℃、５２．０℃和５２．５℃）退火３５ｓ，７２℃
延伸４０ｓ，３０个循环；最后７２℃再延伸１０ｍｉｎ，
４℃保存。
１．３．２　单引物特异性及灵敏度检测

以第１．１．１节中的阳性对照菌和阴性对照
菌基因组 ＤＮＡ为模板，按照第１．３．１节所述的
ＰＣＲ反应体系及确定的最佳 ＰＣＲ反应程序（退

５１８
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火温度），使用上述合成的 ３对引物分别进行
ＰＣＲ扩增，ＰＣＲ产物经ＴＡ克隆后测序，并将结果
与ＧｅｎＢａｎｋ上公布的序列进行比对分析，以检测
引物的特异性。

将第１．１．１节中的阳性对照菌 ＶＡ００１基因
组ＤＮＡ（浓度７００ｎｇ／μＬ）依次梯度稀释为：３５０、
１６０、８０、４０、２０、１０、５、２．５、１．２、０．６、０．３、０．１５、

０．０８、０．０４、０．０２、０．０１、０．００５、０．００２、０．００１、
０．０００５、０．０００２、０．０００１和０．００００５ｎｇ／μＬ，用
作模板 ＤＮＡ。然后，利用上述 ＰＣＲ反应程序对
设计的 ３对引物分别进行单独 ＰＣＲ扩增，并将
ＰＣＲ产物进行１％的琼脂糖凝胶电泳，以获得所
设计各对引物的灵敏度。同时，采用上述方法检

测文献中３对单引物（表２）的灵敏度。

表１　多重ＰＣＲ扩增所用引物序列
Ｔａｂ．１　ＳｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆｐｒｉｍｅｒｓｆｏｒｍｕｌｔｉＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ

基因

ｇｅｎｅｓ
引物

ｐｒｉｍｅｒｓ
序列（５′－３′）

ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ（５′－３′）
Ｔｍ值／℃
Ｔｍｖａｌｕｅ

产物长度／ｂｐ
ｓｉｚｅｏｆｐｒｏｄｕｃｔｓ

ＧｅｎＢａｎｋ登录号
ａｃｃｅｓｓｉｏｎＮｏ．

ｉｎｔ１
ｉｎｔ１Ｆ ＣＧＡＡＣＣＧＡＡＣＡＧＧＣＴＴＡＴ ４９．９
ｉｎｔ１Ｒ ＧＧＡＴＡＣＴＴＣＣＧＣＴＣＡＡＧＧ ４９．６

５６９ ＫＵ１３０３９６．１

ｉｎｔＳＸＴ
ｉｎｔＳＸＴＦ ＣＴＣＴＡＣＣＴＡＣＡＧＣＡＧＧＡＡＣＧ ５０．４
ｉｎｔＳＸＴＲ ＴＣＴＣＡＧＴＧＡＴＴＴＴＴＧＡＣＴＣＧ ５０．７

４３０ ＧＱ４９５０７５．１

ＩＳＣＲ１
ＩＳＣＲ１Ｆ ＡＧＡＣＧＡＴＡＣＧＣＴＧＡＣＴＣＡ ５０．２
ＩＳＣＲ１Ｒ ＡＧＡＡＴＣＴＧＣＴＣＡＡＴＧＡＣＣＴＴ ４９．９

６５１ ＫＴ７２５７８９．１

１．４　多重ＰＣＲ反应体系的建立及优化
１．４．１　多重ＰＣＲ反应体系的建立

以第１．１．１节中的阳性对照菌基因组 ＤＮＡ
为模板，按照第１．３．１节中的描述建立２５μＬ多
重ＰＣＲ体系，其中 ｉｎｔ１、ｉｎｔＳＸＴ和 ＩＳＣＲ１的上下游
引物（１０ｐｍｏｌ／Ｌ）体积均为０．５μＬ。在第１．３．１
节中所获得的各引物最佳退火温度的基础上，选

取适合的多重ＰＣＲ反应退火条件，按照第１．３．１
节所述的ＰＣＲ程序进行目的基因的扩增。扩增
产物经１％的琼脂糖凝胶电泳（１２０Ｖ，４０ｍｉｎ）
后，利用凝胶成像系统观察结果，依据结果对多

重ＰＣＲ反应体系进行优化。
１．４．２　多重ＰＣＲ体系引物体积组合的优化

结合第１．３．２节中单引物灵敏度检测结果
及第１．４．１节中初始多重 ＰＣＲ反应体系的检测
结果，将退火温度固定为５０℃，然后对ｉｎｔ１、ｉｎｔＳＸＴ
和ＩＳＣＲ１３对目的基因引物（１０ｐｍｏｌ／Ｌ）的体积
组合进行优化。在预设的 ｉｎｔ１（０．３、０．４和 ０．５
μＬ）、ｉｎｔＳＸＴ（０．４、０．５和０．６μＬ）和 ＩＳＣＲ１（０．４、
０．５和０．６μＬ）体积范围内，进行三因素三水平的
全面实验，以确定各引物的最佳体积组合。

１．４．３　退火温度的优化
按照第１．４．１节中描述的 ＰＣＲ体系和第１．

４．２节中得到的各引物最优体积组合，建立２５μＬ
多重 ＰＣＲ体系，设定一系列退火温度：４７．０、
４７．５、４８．０、４８．５、４９．０、４９．５、５０．０、５０．５、５１．０、
５１．５、５２．０和５２．５℃，以确定多重ＰＣＲ反应的最
佳退火温度。

１．５　多重ＰＣＲ体系的灵敏度检测
以阳性对照菌株溶藻弧菌 ＶＡ００１的基因组

ＤＮＡ（浓度为７００ｎｇ／μＬ）为模板，按照第１．３．２
节中描述的方法对其进行系列的梯度稀释，用作

多重ＰＣＲ扩增的模板，以检测经第１．４节优化后
的多重ＰＣＲ体系的灵敏度（３次重复实验）。
１．６　多重ＰＣＲ体系的应用

利用所建立多重 ＰＣＲ反应体系对临床分离
的２２２株弧菌进行 ｉｎｔ１、ｉｎｔＳＸＴ和 ＩＳＣＲ１基因的检
测（３次重复试验），以溶藻弧菌 ＶＡ００１、创伤弧
菌ＶＶ３１１、溶藻弧菌 ＶＡ３５２、溶藻弧菌 ＶＡ３６８、
副溶血弧菌 ＶＰ０４６作为阳性对照，副溶血弧菌
ＣＩＣＣ２１６１７、创伤弧菌 ＣＩＣＣ１０４８４、溶藻弧菌
ＣＩＣＣ１０４８４作为阴性对照，以灭菌去离子水作为
ＤＮＡ模板的空白对照。并且，利用文献中报道的
ｉｎｔ１［１３］、ｉｎｔＳＸＴ

［１４］和ＩＳＣＲ１［１５］３对单引物对２２２株
分离株进行检测，并将这２种检测方法的结果进
行比较分析。
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表２　参考文献引物序列
Ｔａｂ．２　Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆｐｒｉｍｅｒｓｆｒｏｍｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓ

基因

ｇｅｎｅｓ
序列（５′－３′）

ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ（５′－３′）
产物长度／ｂｐ

ｓｉｚｅｏｆｐｒｏｄｕｃｔｓ／ｂｐ
Ｔｍ值／℃
Ｔｍｖａｌｕｅ／℃

参考文献

ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓ

ｉｎｔ１
ＧＴＴＣＧＧＴＣＡＡＧＧＴＴＣＴＧＧ
ＣＧＴＡＧＡＧＡＣＧＴＣＧＧＡＡＴＧ

８９０
６０．０
５８．２

［１３］

ｉｎｔＳＸＴ
ＣＴＧＴＧＧＣＣＡＡＴＣＡＴＣＡＡＣＴＣ
ＣＧＡＣＣＧＡＧＡＴＧＧＧＣＴＡＡＧＴＧ

１０３４
５７．８
６１．９

［１４］

ＩＳＣＲ１
ＡＴＧＴＣＧＣＴＧＧＣＡＡＧＧＡＡＣＧＣ
ＡＧＡＣＧＡＣＴＣＴＧＴＧＡＴＧＧＡＴＣ

１５３２
５７．８
６１．９

［１５］

２　结果

２．１　多重ＰＣＲ引物及最佳退火温度
依据 ＧｅｎＢａｎｋ公布的 ＤＮＡ序列，利用

ＰｒｉｍｅｒＰｌｅｘ２．６１设计得到３对 ＰＣＲ引物，各引物
的具体参数详见表１。在引物软件给出的 ＴＭ值
基础之上，通过调整退火温度的大小进行梯度

ＰＣＲ扩增的结果表明，退火温度在 ４８．５～５１．０
℃范围时，３对 ＰＣＲ引物均能实现良好的扩增，
ＰＣＲ产物的电泳条带清晰。基于此，本研究取
５０．０℃作为多重ＰＣＲ反应的初始退火温度。
２．２　单引物特异性及灵敏度检测结果

以ｉｎｔ１、ｉｎｔＳＸＴ和 ＩＳＣＲ１基因设计的３对引物
能分别特异性地扩增出约５５０ｂｐ（菌株 ＶＡ００１、
ＶＶ３１１和 ＶＡ３５２）、４５０ｂｐ（菌株 ＶＡ００１、ＶＡ３５２
和ＶＰ０４６）和６５０ｂｐ（菌株ＶＡ００１、ＶＶ３１１和ＶＰ
０４６）左右的目的片段。ＰＣＲ产物测序的结果与
Ｇｅｎｂａｎｋ上的序列比较显示，ｉｎｔ１的测序结果与
Ｇｅｎｂａｎｋ中ＬＮ８３１１８５．１序列的相似度为９９％ ～
１００％；ｉｎｔＳＸＴ 的 测 序 结 果 与 ＧｅｎＢａｎｋ 中
ＤＱ１８０３４９．１的相似度为９７％ ～１００％；ＩＳＣＲ１的
测序结果与ＧｅｎＢａｎｋ中的ＫＴ７２５７８８．１序列的相
似度为 １００％。此外，以阴性对照溶藻弧菌
ＣＩＣＣ１０４８４、副溶血弧菌 ＣＩＣＣ２１６１７和创伤弧菌
ＣＩＣＣ１０３８３的基因组 ＤＮＡ为模板的 ＰＣＲ扩增没
有得到目的条带。

利用阳性对照株 ＶＡ００１弧菌基因组不同浓
度ＤＮＡ（７００～０．００００５ｎｇ／μＬ）为模板，电泳结
果显示：本实验中设计的ｉｎｔ１、ｉｎｔＳＸＴ和ＩＳＣＲ１基因
引物可分别在模板浓度≥０．００５ｎｇ／μＬ、０．０１ｎｇ／
μＬ和０．０２ｎｇ／μＬ的条件下扩增出单一可辨的特
异性目的条带，且随着模板浓度的降低，条带亮

度也随之依次降低，因此该３对引物的灵敏度分
别是０．００５ｎｇ／μＬ、０．０１ｎｇ／μＬ和 ０．０２ｎｇ／μＬ。
文献中ｉｎｔ１、ｉｎｔＳＸＴ和 ＩＳＣＲ１基因引物的灵敏度检

测结果分别是０．０２ｎｇ／μＬ、０．０２ｎｇ／μＬ和０．０２
ｎｇ／μＬ。
２．３　多重ＰＣＲ反应体系的建立与优化

单引物灵敏度检测结果发现，ｉｎｔ１基因引物
灵敏度高，且当多重ＰＣＲ反应体系中３对引物的
体积均为０．５μＬ（１０ｐｍｏｌ／Ｌ）时，该引物扩增的
目的条带的亮度要明显高于 ｉｎｔＳＸＴ和 ＩＳＣＲ１目的
条带的亮度。鉴于此，本研究拟通过减少 ｉｎｔ１引
物体积和／或增加ｉｎｔＳＸＴ和ＩＳＣＲ１引物体积的方式
来优化该多重ＰＣＲ体系。故而，将ｉｎｔ１（０．３μＬ、
０．４μＬ和０．５μＬ）、ｉｎｔＳＸＴ（０．４μＬ、０．５μＬ和０．６
μＬ）和ＩＳＣＲ１（０．４μＬ、０．５μＬ和０．６μＬ）引物体
积限定后，进行三因素三水平的全面实验。结果

显示，当上述３对基因引物的体积组合为：０．３μＬ
（ｉｎｔ１）、０．６μＬ（ｉｎｔＳＸＴ）和０．６μＬ（ＩＳＣＲ１）时，该
反应体系扩增出的 ３条目的条带清晰，亮度均
一，区别度较好。

如表１所示，利用 ＰｒｉｍｅｒＰｌｅｘ２．６１设计６条
（３对）ＰＣＲ单引物的 Ｔｍ值在４９．６～５０．７℃之
间。因此，选择在４７．５～５２．５℃范围内对多重
ＰＣＲ体系的退火温度进行优化。结果显示，在此
温度范围内均可特异性地扩增出３个目的基因
条带，但扩增效率存在一定差异。当退火温度在

４７．５～４９℃时，ｉｎｔＳＸＴ基因的电泳条带相对略弱；
而退火温度在５２℃及以上时，ｉｎｔ１基因的电泳条
带相对较弱。最终发现，多重ＰＣＲ体系的退火温
度为５０℃时，３对引物扩增效率基本一致，扩增
的目的条带清晰，均一性好。

２．４　多重ＰＣＲ体系的灵敏度分析
同时对含有 Ｉｎｔ１、ＩＳＣＲ１和 ＳＸＴ３种元件的

阳性对照株溶藻弧菌ＶＡ００１基因组ＤＮＡ做梯度
稀释（７００ｎｇ／μＬ～０．００００５ｎｇ／μＬ），以测定多重
ＰＣＲ体系的敏感性。结果如图１所示，随着多重
ＰＣＲ体系中加入模板 ＤＮＡ浓度的降低，扩增出
的条带亮度呈现出逐渐减弱趋势，到０．０２ｎｇ／μＬ
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以下浓度基本已观察不清条带；０．０２ｎｇ／μＬ及以 上浓度条带清晰，扩增效果稳定。

图１　多重ＰＣＲ反应灵敏度检测
Ｆｉｇ．１　ＳｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙｔｅｓｔｓｏｆｔｈｅｍｕｌｔｉｐｌｅｘＰＣＲｕｓｉｎｇＶＡ００１ＤＮＡ

Ｍ．ＤＬ２０００ＤＮＡＭａｒｋｅｒ；１－１９．ＶＡ００１ＤＮＡ模板浓度依次为７００、３５０、１６０、８０、４０、２０、１０、５、２．５、１．２、０．６、０．３、０．１５、０．０８、０．０４、０．０２、
０．０１、０．００５和０．００２ｎｇ／μＬ
Ｍ．ＤＬ２０００ＤＮＡＭａｒｋｅｒ；１－１９．ｔｈｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＶＡ００１ＤＮＡｔｅｍｐｌｅｓｉｓ７００、３５０、１６０、８０、４０、２０、１０、５、２．５、１．２、０．６、０．３、０．１５、０．０８、
０．０４、０．０２、０．０１、０．００５、０．００２ｎｇ／μＬ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ

２．５　多重ＰＣＲ检测方法的应用
应用所建立的多重 ＰＣＲ体系检测２２２株临

床分离弧菌 Ｉｎｔ１、ＳＸＴ和 ＩＳＣＲ１的携带情况，３组
平行试验检测结果一致（表３），图２为部分菌株
的多重 ＰＣＲ电泳图。１类整合子 Ｉｎｔ１阳性弧菌
２４株，４类超级整合子 ＳＸＴ阳性弧菌３７株，１型

插入序列共同区 ＩＳＣＲ１阳性弧菌２５株；其中，同
时含有 Ｉｎｔ１和 ＩＳＣＲ１的弧菌有１３株，同时含有
Ｉｎｔ１和ＳＸＴ的弧菌４株，３种基因同时存在的弧
菌仅１株。同时，２２２株弧菌的多重 ＰＣＲ检测结
果与利用文献上公布的 ｉｎｔ１、ｉｎｔＳＸＴ和 ＩＳＣＲ１单引
物（表２）ＰＣＲ扩增得到的结果相一致。

表３　２２２株临床分离弧菌３种整合子相关元件检出结果
Ｔａｂ．３　Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆｔｈｒｅｅｋｉｎｄｓｏｆｉｎｔｅｇｒｏｎｒｅｌａｔｅｄｅｌｅｍｅｎｔｓｔｅｓｔｉｎ２２２ｃｌｉｎｉｃａｌＶｉｂｒｉｏｓｔｒａｉｎｓ

菌种／数量／株
ｓｐｅｃｉｅｓ／Ｎｏ．

整合子元件／株　ｉｎｔｅｇｒｏｎｅｌｅｍｅｎｔｓ
Ｉｎｔ１ ＳＸＴ ＩＳＣＲ１ Ｉｎｔ１＋ＳＸＴ Ｉｎｔ１＋ＩＳＣＲ１ ＳＸＴ＋ＩＳＣＲ１ Ｉｎｔ１＋ＳＸＴ＋ＩＳＣＲ

副溶血弧菌（１３３）
Ｖ．ｐａｒａｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓ（１３３）

６ ２２ ８ ０ ６ ０ ０

哈维氏弧菌（３２）
Ｖ．ｈａｒｖｅｙｉ（３２）

５ ７ ４ １ ２ ０ ０

溶藻弧菌（３６）
Ｖ．ａｌｇｉｎｏｌｙｔｉｃｕｓ（３６）

１１ ４ ９ ２ ４ ０ １

创伤弧菌（１０）
Ｖ．ｖｕｌｎｉｆｉｃｕｓ（１０）

１ １ ２ ０ １ ０ ０

霍乱弧菌（７）
Ｖ．ｃｈｏｌｅｒａｅ（７）

０ ０ ２ ０ ０ ０ ０

鳗弧菌（４）
Ｖ．ａｎｇｕｉｌｌａｒｕｍ（４）

１ ３ ０ １ ０ ０ ０

合计（２２２）
ｔｏｔａｌ（２２２）

２４ ３７ ２５ ４ １３ ０ １
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图２　不同ＤＮＡ模板的多重ＰＣＲ扩增电泳图谱
Ｆｉｇ．２　ＥｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｐｒｏｆｉｌｅｏｆｍｕｌｔｉｐｌｅｘＰＣＲａｍｐｌｉｃａｔｉｏｎａｇａｉｎｓｔｖａｒｉｏｕｓＤＮＡｔｅｍｐｌａｔｅｓ

Ｍ．ＤＬ２０００ＤＮＡＭａｒｋｅｒ；１．Ｉｎｔ１（５６９ｂｐ）；２．ＳＸＴ（４３０ｂｐ）；３．ＩＳＣＲ１（６５１ｂｐ）；４－７．阳性对照（依次为：ＶＶ３１１，ＶＡ３５２，ＶＰ０４６和

ＶＡ００１）；８．阴性对照（溶藻弧菌ＣＩＣＣ１０４８４）；９－１５．临床分离弧菌样品（依次为：Ｖ３１７，Ｖ３４５，Ｖ３０７，Ｖ３６６，Ｖ３６８，Ｖ０２２和Ｖ

０１３）；１６．空白对照（无菌水）

Ｍ．ＤＬ２０００ＤＮＡＭａｒｋｅｒ；１．Ｉｎｔ１（５６９ｂｐ）；２．ＳＸＴ（４３０ｂｐ）；３．ＩＳＣＲ１（６５１ｂｐ）；４－７．Ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ（ＶＶ３１１，ＶＡ３５２，ＶＰ０４６ａｎｄ

ＶＡ００１，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ）；８．Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ（Ｖ．ａｌｇｉｎｏｌｙｔｉｃｕｓＣＩＣＣ１０４８４）；９－１５．ＣｌｉｎｉｃａｌＶｉｂｒｉｏｉｓｏｌａｔｅｓ（Ｖ３１７，Ｖ３４５，Ｖ３０７，Ｖ３６６，Ｖ

３６８，Ｖ０２２ａｎｄＶ０１３，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ）；１６．Ｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌ（Ｓｔｅｒｉｌｅｗａｔｅｒ）

３　讨论

整合子在细菌耐药性尤其是多重耐药性的

转移扩散中起到了非常重要的作用，是革兰氏阴

性菌耐药趋势逐年升高的主要原因之一［１６－１７］，

因此整合子的流行情况可作为评判细菌抗菌药

物耐药严重性的指征之一。整合子相关元件也

是介导水产养殖源弧菌耐药性传播的一类可移

动遗传元件，且以 １类整合子、４类超级整合子
ＳＸＴ和１型插入序列共同ＩＳＣＲ１元件为主，而２、
３类整合子极少。目前，整合子元件的检测以单
对ＰＣＲ引物扩增为主。为了能够实现养殖源弧
菌中三类常见整合子相关元件的同时检测，本研

究建立了一种多重 ＰＣＲ检测方法。与单对引物
ＰＣＲ相比，该方法更为省时省力，且能够节约检
测成本；与荧光定量 ＰＣＲ方法相比，其具备操作
相对简单、成本低和不易出现假阳性等优点。因

此，整体上来说，本研究针对３种整合子相关元
件建立的多重 ＰＣＲ检测方法，具有操作简便、节
省时间和成本等优点，且该方法的检测限能够满

足临床检测的要求。

多重ＰＣＲ技术是通过在同一 ＰＣＲ反应体系
中添加多对引物，对多个靶点序列同时进行扩增

的一种分子生物学诊断方法，具有操作简单、节

约时间和经济高效等优点。引物的特异性是多

重ＰＣＲ方法的关键。本研究根据 ＧｅｎＢａｎｋ中公
布的ｉｎｔ１、ｉｎｔＳＸＴ和ＩＳＣＲ１基因序列，利用多重ＰＣＲ
引物设计软件ＰｒｉｍｅｒＰｌｅｘ２．６１设计了１套（３对）
ＰＣＲ引物。单引物特异性及灵敏度检测实验显
示，上述设计的３对引物在ＤＮＡ模板浓度分别在
０．００５ｎｇ／μＬ、０．０１ｎｇ／μＬ和０．０２ｎｇ／μＬ及以上
时，均能扩增得到预期大小的目的片段，且阴性

和空白对照样品没有条带出现。由此说明，利用

这些引物能实现对 ｉｎｔ１、ｉｎｔＳＸＴ和 ＩＳＣＲ１基因的特
异性扩增检测且敏感性好。基于此，本研究利用

这３对引物初步建立了同时检测 Ｉｎｔ１、ＳＸＴ和
ＩＳＣＲ１元件的多重ＰＣＲ体系。

影响多重 ＰＣＲ扩增反应的因素很多，包括：
Ｍｇ２＋浓度、Ｔａｑ酶浓度、ｄＮＴＰ浓度、引物的浓度与
退火温度等［１８］。考虑到实际情况，多数的 ＰＣＲ
扩增实验使用的是 Ｍｇ２＋、Ｔａｑ酶和４种 ｄＮＴＰ的
预混液。本研究使用的是 ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭ

（ＴａＫａＲａ，ＲＲ９０２Ａ），故而未对所建立的多重
ＰＣＲ体系中 Ｍｇ２＋浓度、Ｔａｑ酶浓度和 ｄＮＴＰ浓度
进行优化。引物的浓度是 ＰＣＲ扩增体系中的关
键因素之一，不同的引物在同一ＰＣＲ反应体系中
形成竞争关系；在有限量的 Ｍｇ２＋、Ｔａｑ酶和 ｄＮＴＰ
情况下，引物的浓度与其扩增产物电泳条带的亮

度成正相关。此外，ＰＣＲ扩增的效率与引物的碱
基序列有关，这也就造成了不同引物扩增效率的
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差异。本实验结果显示，当多重ＰＣＲ体系中３对
引物体积相等时，ｉｎｔ１引物扩增得到的目的电泳
条带亮度明显高于其他两对引物得到的目的条

带，表明在该体系中 ｉｎｔ１引物竞争能力强，因此
扩增效率相对更高；当ｉｎｔ１、ｉｎｔＳＸＴ和ＩＳＣＲ１引物体
积分别为０．３μＬ、０．６μＬ和０．６μＬ时，多重反应
体系中各引物之间的竞争能力相互平衡，故扩增

得到的三条目的条带亮度清晰一致。此外，退火

温度是影响多重ＰＣＲ扩增的另外一个重要因素。
本研究在优化出 ＰＣＲ反应最优引物体积组合的
基础上进一步优化退火温度，当退火温度为 ５０
℃时扩增得到目的电泳条带清晰，扩增效率最
佳。实验中发现，当退火温度低于４９℃时，ｉｎｔＳＸＴ
目的条带较弱，有微弱的非特异性条带出现；当

退火温度高于５２℃时，ｉｎｔ１的扩增效率降低，条
带亮度减弱。灵敏度实验结果显示，本研究建立

的多重ＰＣＲ反应体系最低能在０．０２ｎｇ／μＬＤＮＡ
浓度时扩增出目的条带，各单引物的检测灵敏度

均略高于多重 ＰＣＲ的检测灵敏度。在实验室检
测中，通过水煮法或利用细菌基因组试剂盒提取

的基因组ＤＮＡ模板浓度均可达到１００ｎｇ／μＬ以
上。本研究对参考文献中所涉及的 ３对引物灵
敏度进行了测试，并与本文设计的引物的灵敏度

进行了比较，结果发现就单一引物之间比较而

言，所设计的引物具有更好的灵敏度，可达１～２
个数量级的差别；多重ＰＣＲ反应的灵敏度则与文
献中各基因单引物的检测灵敏度相当，对阳性菌

株的检出结果完全一致。因此，本研究建立的多

重 ＰＣＲ反应体系的灵敏度完全能满足细菌中
Ｉｎｔ１、ＳＸＴ和 ＩＳＣＲ１元件的检测要求。在实际应
用过程中发现，利用所建立的多重 ＰＣＲ体系对
２２２株对虾源分离弧菌３次平行试验检测结果与
文献公布的单引物ＰＣＲ方法检测结果一致，无假
阴性或假阳性出现，说明该多重ＰＣＲ体系重复性
好，具有良好的敏感性与特异性。

综上所述，本研究建立了一种可同时检测３
种整合子相关元件（Ｉｎｔ１、ＳＸＴ和 ＩＳＣＲ１）的多重
ＰＣＲ方法，且扩增得到的目的电泳条带清晰，区
分度良好。实际应用结果表明，该方法能够满足

在临床分离菌株中实现３种整合子相关元件的
快速检测要求。
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