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摘　要：根据大肠杆菌的特异性基因（malB），设计与筛查环介导等温扩增

（LAMP）的引物，通过对甜菜碱用量、环引物的浓度、反应温度、dNTPs
用量等反应条件的优化，得到较佳的 LAMP 反应体系，建立了 LAMP 实时

浊度法快速检测大肠杆菌；在较优条件下，先后对 9 株非大肠杆菌菌株进行

特异性检测和 5 株大肠杆菌的进行同源性检测。此外，结合课题组自行研制

的多通道浊度仪，对 LAMP 扩增产物进行实时浊度监测。结果表明：LAMP
实时浊度法检测大肠杆菌的灵敏度达 16.010 ng/L，与实时荧光定量 PCR 的

检测限相当。因此，建立与优化 LAMP 实时浊度法可为食品中大肠杆菌的现

场快速检测提供了有力手段。
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1 研究背景

大肠埃希氏菌又名大肠杆菌（Escherichia coli，
E.coli）， 于 1885 年 被 发 现， 在 相 当 长 的 时 间 内

一直被认为是正常寄生于人和动物肠道的非致病

菌，直到 20 世纪中叶，人们逐渐意识到一些特殊

血清型大肠杆菌具有病原性 [1]。其中，大肠杆菌

O157:H7 的致病性较强，它属于肠出血性大肠杆菌

（Enterohemorrhagic Escherichia coli，EHEC）， 可

引发出血性结肠炎，进而转变为溶血性尿毒综合征

（hemolytic uremic syndrome， HUS）和血小板减少

性紫癜，严重者可导致死亡 [2]。目前，E.coli 是检测

食品是否受到污染的指标，也是卫生检测的重要指示

菌种 [3]。

传统分离培养方法是检测 E.coli 的常用标准，但

其检测时间长，操作繁琐，易受环境和其他因素影响，

难以适应快速便捷检测的需求 [4]。而核酸技术的出现，

特别是以聚合酶链反应（polymerase chain reaction，

RCR）为代表的变温核酸扩增技术在食源性致病菌检

测方面发挥着重大作用 [5-6]。虽然 PCR 检测方法操作
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简单，能实现高灵敏检测目的，但其需要借助高精密

的仪器设备，不便于基层推广。

2000 年，日本学者 Notomi T. 等 [7] 发明的新型核

酸体外扩增技术，即环介导等温扩增（loop-mediated 
isothermal amplification，LAMP）技术。其扩增原理

是根据在靶基因的 8 个区域设计出 6 条引物（包括

两条内引物，两条外引物和两条环引物），再利用

一种链置换 DNA 聚合酶（Bst DNA ploymerase）在

恒温条件下（60~65 ℃）保温 60 min（环引物的增加

可使保温时间缩短至 30 min 左右），即可完成核酸

扩增反应。LAMP 扩增产物的检测方法主要包括：

SYBR Green I 检测、可视化焦磷酸镁的浊度检测、

琼脂糖电泳检测 [8-9]。DNA 在复制过程中，每个脱氧

核 苷 三 磷 酸（deoxynucleoside triphosphate，dNTP）

分子结合到 DNA 链上时会解离下一个焦磷酸根离子

（pyrophosphate ion，PPi），而 PPi 与反应液中的镁

离子结合产生白色沉淀焦磷酸镁，由于 DNA 在短时

间内即可发生 109~1010 倍模板扩增，从而形成大量的

焦磷酸镁沉淀，致使溶液出现浑浊，经离心处理后肉

眼即可判定扩增结果。Chen Z. 等 [10] 研制了多通道浊

度检测系统，利用反应中产生的沉淀与扩增反应进程

具有一定的线性关系，通过检测反应中产生的沉淀实

现对核酸的半定量检测。

LAMP 技术在灵敏度、特异性和检测范围等指

标上均能媲美甚至优于 PCR 技术，且可以不依赖高

精密的仪器设备实现现场快速检测， 检测成本也远

低于实时荧光定量 PCR[11]。V. Pal 等 [12] 利用日本荣

研公司生产 Loopamp® 实时浊度检测系统检测血液

中的病原体，可最低检测到血样中 1 pg 的病原体基

因 组 和 5.5×103 CFU/mL 的 病 原 体。Ye L. 等 [13] 利

用 LAMP 实时浊度法检测食品中的单核细胞增生李

斯特菌，检测灵敏度为 6.4×103 CFU/mL。张蕴哲 [14]

利用实时荧光环介导等温扩增技术快速检测肠出血

性大肠杆菌 O157，检测限可达到 5.1 CFU/mL 等。

LAMP 技术与其他分子生物学方法相比，具有

较高的灵敏度。E. Yokoyama 等 [15] 报道了 LAMP 扩

增技术与 PCR 扩增相比具有较高灵敏度。LAMP 技

术的灵敏度与很多因素有关，在不同的试验中检测灵

敏度存在较大差别，其可能与引物设计时选择的靶基

因不同有关，也可能与反应体系中化学试剂、酶活性、

金属离子浓度有关。靶基因的选择与实验的成功实施

有直接关系。目前，在食品致病菌方面报道的大肠杆

菌基因有 stx[9]、fliC[16]、rfbE[17] 和 LT[18]，本研究选择

的 malB 基因具有高度保守性，可以特异性地扩增出

大肠杆菌，并通过对 LAMP 体系的反应温度、环引

物的浓度、dNTPs 及甜菜碱的用量等条件进行优化，

建立一种 LAMP 快速检测大肠杆菌的方法，并对该

方法的灵敏度和特异性进行评价，以实现大肠杆菌的

半定量检测。

2 实验

2.1 实验原料及仪器

2.1.1 菌株
本研究所用菌种包括 5 株大肠杆菌目标菌株和金

黄葡萄球菌等 9 株非目标菌株，菌株信息详见表 1。

2.1.2 主要试剂

10 倍浓度的 LAMP Buffer 缓冲液、Pfu DNA 聚合

酶、dNTPs、DNA Marker DL5000、电泳上样缓冲液、

引物、甜菜碱、柱式细菌基因组 DNA 抽提试剂盒等

均购自生工生物工程（上海）股份有限公司；2 倍浓

度的 talent qPCR premix（SYBR Green）荧光定量检

测试剂盒购自天根生化科技（北京）有限公司；Bst 
DNA 聚合酶购自 New England Biolabs（北京）有限

公司。

2.1.3 主要仪器

凝胶成像系统，Gel Doc XR+ 型，购自上海伯乐

生命医学产品有限公司（BIO-RAD）；实时荧光定

量 PCR 仪，LightCycler 96 型，购自美国罗氏（Roche）

表 1 实验所用菌株

Table 1 All strains for test

序号

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

菌株编号

CICC 10421

CICC 10411

ATCC 35150

CICC 10899

CMCC 44817

CICC 10786

ATCC 12344

ATCC 6633

ATCC 14485

ATCC 9027

CICC 21298

ATCC 12344

CICC 10010

CICC 10011

菌 种

大肠杆菌 Escherichia coli

大肠杆菌 Escherichia coli

大肠杆菌 Escherichia coli O157：H7

大肠杆菌 Escherichia coli

大肠杆菌 Escherichia coli

金黄葡萄球菌 Staphylococcus aureus

化脓链球菌 Streptococcus pyogenes

枯草芽孢杆菌 Bacillus subtilis

嗜热乳酸链球菌 Streptococcus thermophilu

铜绿假单胞菌 Seudomonas aeruginose

赫氏埃希氏菌 Escherichia hermannii

苏云金芽孢杆菌 Bacillus thuringiensis

多粘类芽孢杆菌 Paenibacillus ploymyxa

阴沟肠杆菌 Enterobacter cloacae
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公司；普通 PCR 仪（6331 型）、核酸蛋白测定仪（D30
型）和高速离心机（5424D 型）均购自德国艾本德 
Eppendorf 公司；LAMP 多通道浊度仪，实验室研制。

2.2 实验方法

2.2.1 引物设计与合成

根 据 GenBank 公 布 的 大 肠 杆 菌 麦 芽 糖 孔 蛋 白

的 malB 基 因 序 列（GenBank NC_019072.1）， 设

计两套各 3 对引物，分别包括内引物 FIP（forward 
inner primer）和 BIP（backward inner primer）、外引

物 F3（forward outer primer） 和 B3（backward outer 
primer）、环引物 loopF 和 loopB，详细信息见表 2。

2.2.2 DNA 模板的制备 
将大肠杆菌菌株接种于 LB（Luria-Bertani）培养

基上，37 ℃下过夜培养，并将培养好的菌株按照柱

式细菌基因组 DNA 抽提试剂盒说明书要求进行基因

组 DNA 的提取。利用核酸蛋白快速分析仪测定所提

取基因组 DNA 的浓度与纯度（用 A260/A280 值表示），

并将基因组 DNA 于 -20 ℃保存备用。

2.2.3 LAMP 反应体系的优化
LAMP 反应体系由内引物 （FIP/BIP）、外引物 

（F3/B3）、环引物（loopB/loopF）、Bst DNA 聚合

酶、LAMP Buffer 缓冲液、dNTPs、甜菜碱、双蒸水

（ddH2O）和目标核酸组成。本研究通过固定某些反

应参数，如选用 1 µL 浓度为 0.2 µmol/L 的 F3/B3，

1 µL 浓度为 1.6 µmol/L 的 FIP /BIP，Bst DNA 聚合酶

用量为 1 µL，LAMP Buffer 缓冲液用量为 2.5 µL，

DNA 模 板 用 量 为 2 µL， 补 充 ddH2O 至 反 应 体 系

总 体 积 为 25 µL； 然 后 对 反 应 温 度、 环 引 物 的 浓

度、dNTPs（浓度为 10 mmol/L）及甜菜碱（浓度为

4 mol/L）体积用量等条件进行优化（见表 3），确定

最佳反应体系。

如表 3 所示，LAMP 反应温度设置在 57~65 ℃ 
之间，按照 2 ℃梯度递增；将环引物浓度、dNTPs
及甜菜碱用量分别设置 5 个梯度。在其他条件固定的

前提下，保持等量模板和一个变量进行试验，取 5.0 
µL 的 LAMP 扩增产物，经琼脂糖凝胶电泳检测，确

定最佳的反应条件。

2.2.4 LAMP 特异性验证
利用优化后的反应条件，对 5 株大肠杆菌目标菌

株和金黄葡萄球菌等 9 株非目标菌株进行 LAMP 扩增，

将产物进行琼脂糖凝胶电泳检测，验证 LAMP 方法的

特异性。

2.2.5 实时荧光定量 PCR 检测大肠杆菌

实 时 荧 光 定 量 PCR 的 反 应 体 系 如 下：talent 
qPCR premix 的体积为 12.5 µL，浓度为 10 µmol/L 外

引物 F3 和 B3 的体积均为 0.75 µL，2 µL 的 DNA 模

板（将质量浓度为 1.601 mg/L 的模板按 10 倍浓度梯

度稀释至 1.601 ng/L），最后补充 ddH2O 至总体积为

25 µL。将整个反应体系在 95 ℃条件下解链 3 min；

然后在 95 ℃下解链 5 s， 60 ℃下结合 10 s，72 ℃下

延伸 15 s，此三步执行 45 个循环；最后通过实时荧

光定量 PCR 仪，分析实验结果。

2.2.6 实时浊度检测大肠杆菌

取适量提取好的基因组 DNA，测定其质量浓度

为 160.100 mg/L，A260/A280 值为 1.88。从 DNA 质

量浓度为 16.010 mg/L 开始，按 10 倍浓度梯度将其

稀释至 1.601 ng/L。将模板 DNA 加入优化后的体系中，

结合 LAMP 实时浊度仪检测该方法的灵敏度，并与

实时荧光定量 PCR 比较。

3  结果与分析

3.1 LAMP 反应体系的优化

3.1.1 反应温度
为了探究反应温度对 LAMP 扩增效率的影响，

表 2 malB 基因的 LAMP 反应引物序列信息

Table 2 LAMP primer sequence information of malB gene

引物

FIP

BIP

F3

B3

loopF

loopB

序列信息（5’-3’）

GTTTGTCGGACCGTCTGGCTGGTCTCAAGCCCGGC

AATC

TTCGATACCACGACCTCGCCCCAAAGGGAGAAGGG

CATGG

CCGTTTCTCACCGATGAACA

GCTGTCGATGACAGGTTGTT

CGGTAAATCGACTTTACTGCGC

TTTTGCAGCTGTACGCTCG

表 3 LAMP 反应体系条件优化

Table 3 Condition optimization of LAMP reaction system

反应温度 /
℃

57
59
61
63
65

环引物浓度 /
(µmol·L-1)

0
0.2
0.4
0.6
0.8

dNTPs 体积 /
µL

1
2
3
4
5

甜菜碱体积 /
µL

0
1
2
3
4
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如 2.2.3 所述，本研究在固定某些反应参数的基础

上，选用 1 µL 浓度为 0.4 µmol/L 的环引物，2 µL 浓

度为 4 mol/L 的甜菜碱，3 µL 浓度为 10 mmol/L 的

dNTPs；通过改变 LAMP 的反应温度，利用凝胶电

泳成像获得实验结果，如图 1 所示。

由图 1 可知，LAMP 的最佳反应温度是 63 ℃。

在此温度下反应，得到的条带最亮，表明反应效率最

好，这是因为酶有最适宜的反应温度，不同的反应温

度下酶的活性不同，温度过低酶的活性无法完全激

活，过高则会使酶失去活性，因而 LAMP 扩增效率

与反应温度有着较大的联系。

3.1.2 环引物的浓度
为了探究环引物浓度对LAMP扩增效率的影响，

本研究选用 2 µL 浓度为 4 mol/L 的甜菜碱，3 µL 浓

度 为 10 mmol/L 的 dNTPs，LAMP 反 应 条 件 为：

63 ℃下反应 60 min，再 80 ℃下反应 20 min 终止反应。

通过改变环引物的浓度，利用凝胶电泳成像获得实验

结果，如图 2 所示。    

由图 2 可知，LAMP 所需的最佳环引物浓度为 0.4 
µmol /L。在此反应条件下，得到的条带最亮，表明

其反应效率最好，这是因为环引物的浓度与 LAMP
反应的“哑铃型”部分有关，合适的环引物浓度不仅

能缩短 LAMP 反应时间，还能增加反应效率。

3.1.3 dNTPs 的用量 
为了探究 dNTPs 对 LAMP 扩增效率的影响，本

研究选用 1 µL 浓度为 0.4 µmol/L 的环引物，2 µL 浓

度为 4 mol/L 的甜菜碱，LAMP 反应条件为：63 ℃下

反应 60 min，再 80 ℃下反应 20 min 终止反应。通过

改变 dNTPs 的用量，利用凝胶电泳成像获得实验结

果，如图 3 所示。

由图 3 可知，LAMP 所需 dNTPs 的最佳体积为

3 µL。在此反应条件下，得到的条带最亮，表明反应

效率最好，这是因为 dNTPs 的浓度与反应过程中链

的延伸有关，浓度过低会导致扩增反应提前终止，过

高则会导致非特异性扩增。

3.1.4 甜菜碱的用量

为了探究甜菜碱对 LAMP 扩增效率的影响，本

研究选用 1 µL 浓度为 0.4 µmol/L 的环引物，3 µL 浓

度为 10 mmol/L 的 dNTPs，LAMP 反应条件为：63 ℃
下反应 60 min，再 80 ℃下反应 20 min 终止反应。通

过改变甜菜碱的用量，利用凝胶电泳成像获得实验结

果，如图 4 所示。

由图 4 可知，LAMP 所需甜菜碱的最佳体积为

2 µL。在此反应条件下，得到的条带最亮，表明反应

效率最好，这是因为甜菜碱的浓度与酶的活性有关，

甜菜碱浓度过高时会与反应中的金属离子相互作用，

从而抑制酶的活性。 

M：100~5 000 bp DNA marker；1：0 µmol/L；2：0.2 µmol/L；
3：0.4 µmol/L；4：0.6 µmol/L；5：0.8 µmol/L；6：阴性对照组。

图 2 不同环引物浓度对大肠杆菌 LAMP 反应的影响

Fig. 2 Effect of different loop primer concentrations on 
LAMP reactive in  E. coli

    M：1000~5 000 bp DNA marker；1：1 µL；2：2 µL；
         3：3 µL；4：4 µL；5：5 µL；6：阴性对照组。

图 3 dNTPs 用量对大肠杆菌 LAMP 反应的影响

Fig. 3 Effect of different dNTPs concentrations on 
LAMP reactive in  E. coli

   M：100~5 000 bp DNA marker；1：57 ℃；2：59 ℃；
       3：61 ℃；4：63 ℃；5：65 ℃；6：阴性对照组。

图 1 不同反应温度对大肠杆菌 LAMP 反应的影响

Fig. 1 Effect of different reaction temperatures on 
LAMP reactive in E. coli

LAMP 实时浊度法快速检测大肠杆菌方法的建立与优化研究
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综上，本研究确定大肠杆菌最佳的 LAMP 反应

体系（除固定参数外）：3 µL 浓度为 10 mmol/L 的 
dNTPs，2 µL 浓度为 4 mol/L 的甜菜碱，环引物的浓

度为 0.4 µmol/L，反应体系在 63 ℃下反应 60 min，

再 80 ℃下反应 20 min 终止反应。

3.2 LAMP 特异性验证

利用上述实验得到的 LAMP 最佳反应条件，对

大肠杆菌和非目标菌等 14 种菌株进行 LAMP 扩增，

扩增产物通过琼脂糖凝胶电泳检测，实验结果如图 5
所示。

从图 5 可以看出，5 株大肠杆菌扩增出清晰的阶

梯状条带，9 株非目标菌株均未出现扩增条带，由此

说明利用 malB 基因建立的 LAMP 反应体系，可以扩

增大多数的大肠杆菌属，而对非目标菌株保持较好的

特异性。

3.3 灵敏度分析

本研究结合测定仪器，分别对大肠杆菌建立了实

时荧光定量 PCR 检测和 LAMP 实时浊度法检测，其

检测结果如图 6~7 所示。

从 图 6~7 可 以 看 出， 实 时 荧 光 定 量 PCR 与

LAMP 实时浊度法的检测限均为 16.010 ng/L，继续

稀释至 1.601 ng/L 时，两者均不能检测到目标核酸。

实验结果表明 LAMP 实时浊度法与实时荧光定量

PCR 的检测限相当，LAMP 实时浊度法对大肠杆菌

的检测亦具有较高的灵敏度。

4 结论

本研究针对大肠杆菌的 malB 基因设计 LAMP 特

异引物，通过对 LAMP 体系的反应温度、环引物的

浓度、dNTPs 及甜菜碱的用量等条件进行优化，建

立 LAMP 实时浊度法检测大肠杆菌，该方法具有以

M：100~5 000 bp DNA marker；1, 2, 3, 13, 14：大肠杆菌；

4：金黄葡萄球菌；5：化脓链球菌；6：枯草芽孢杆菌；

7：嗜热乳酸链球菌；8：铜绿假单胞菌；9：赫氏埃希氏菌；10：

化脓链球菌；11：多粘类芽孢杆菌；12：苏云金芽孢杆菌。

图 5 LAMP 对 5 株大肠杆菌的同源性和 9 株

非目标菌株的特异性验证

Fig. 5   Homology verification of five E. coli and
specificity of nine non-E. coli by LAMP

图 6 实时荧光定量 PCR 灵敏度检测结果

Fig. 6 Results of real-time fluorescence 
quantitative PCR sensitivity

图 7 实时浊度 LAMP 灵敏度检测结果

Fig. 7 Results of real-time turbidity LAMP
sensitivity test

    M：100~5 000 bp DNA marker；1：0 µL；2：1 µL；
         3：2 µL；4：3 µL；5：4 µL；6：阴性对照组。

图 4 甜菜碱用量对大肠杆菌 LAMP 反应的影响

Fig. 4 Effect of different betaine concentrations on 
LAMP reactive in  E. coli
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下特点：

1）通过仪器可以对大肠杆菌的扩增过程进行实

时监测，有效避免开盖过程引起的核酸交叉污染，从

而出现假阳性结果；

2） 实 验 所 需 设 备 要 求 低， 操 作 简 单。LAMP
反应只需要恒温器，甚至水浴锅即可完成反应，与

PCR 相比，无需昂贵的检测设备；

3） 特 异 性 强， 灵 敏 度 高。 本 研 究 所 建 立 的

LAMP 实时浊度法的检测限为 16.010 ng/L，能够准

确地检测出大肠杆菌，为食品中大肠杆菌现场快速检

测提供了一种可靠的手段。
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Establishment and Optimization of LAMP Real-Time Turbidity Method for
Rapid Detection of Escherichia coli 

CHEN Zhu，HE Ziyu，HE Nongyue，Deng Yan，LI Song

（Hunan Key Laboratory of Biomedical Nanomaterials and Devices，Hunan University of Technology，

Zhuzhou Hunan 412007，China）

Abstract：According to the specific gene (malB) of Escherichia coli (E.coli), the primers of loop mediated iso-
thermal amplification (LAMP) were designed and screened, and the optimum LAMP reaction system was obtained 
by optimizing the reaction conditions such as betaine dosage, concentration of loop primer, reaction temperature and 
dNTPs dosage. Then the optimal method was established for rapid detection of E.coli by LAMP real-time turbidity 
method. In the optimal conditions, 9 strains of non-Escherichia coli strains were tested for specificity and 5 strains of 
Escherichia coli were tested for homology. Moreover, using the multichannel turbidity device developed by the research 
group, the produce of LAMP could be real-time monitored. The results showed that the sensitivity of E.coli was 16.010 
ng/L, in line with the detection limit of real-time fluorescence quantitative PCR. Therefore, the optimization and estab-
lishment of real-time turbidity LAMP method could provide a powerful approach to rapid field-detection of E.coli in 
food.

Keywords：loop-mediated isothermal amplification；E.coli；real-time turbidity detection
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