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志贺菌和肠侵袭性大肠埃希菌ＬＡＭＰ检测方法的建立及应用
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　　摘　要：目的　建立针对侵袭性质粒抗原 Ｈ（ｉｐａＨ）编码基因的环介导等温扩增（ＬＡＭＰ）方法。方法　利用ＬＡＭＰ方法对４

株志贺菌、１株肠侵袭性大肠埃希菌（ＥＩＥＣ）和２０株其他肠道菌ＤＮＡ在６５℃恒温扩增３０ｍｉｎ或６０ｍｉｎ后观察结果。结果　４

株志贺菌和ＥＩＥＣ可通过肉眼和电泳观察到阳性结果，而其他肠道菌为阴性。ＬＡＭＰ检测特异性与聚合酶链反应（ＰＣＲ）相似，但

敏感性比ＰＣＲ高１０倍。ＬＡＭＰ、ＰＣＲ检出下限分别为１．２×１０２、１．２×１０３ＣＦＵ／ｍＬ。ＬＡＭＰ和分离培养法对７０例食物中毒患

者和健康者肛拭子标本检测结果符合率为１００％。结论　ＬＡＭＰ由于具有快速和无需特殊仪器的优点，可广泛用于肛拭子标本

志贺菌和ＥＩＥＣ的检测。
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　　感染性腹泻主要病原体是志贺菌和肠侵袭性大肠埃希菌

（ＥＩＥＣ），早期确诊对疾病治疗极为重要
［１２］。目前常用诊断方

法为微生物培养，但试验操作繁琐，检测耗时长，不利于快速检

测。针对志贺菌和ＥＩＥＣ侵袭性质粒抗原 Ｈ（ｉｐａＨ）的聚合酶

链反应（ＰＣＲ）和实时ＰＣＲ虽具有快速、敏感、特异的特点，但

对仪器、设备的要求较高，尚难以普及应用［２４］。环介导等温扩

增（ＬＡＭＰ）利用具有链置换活性的ＢｓｔＤＮＡ聚合酶，可在恒

温条件下进行特异、敏感和高效的核酸扩增和定量分析，已用

于多种病原体检测［５１１］。本研究建立了针对志贺菌和ＥＩＥＣ的

ｉｐａＨ基因ＬＡＭＰ检测方法，并对该方法进行了应用和评价。

１　材料与方法

１．１　标准菌株与临床标本　４种志贺氏菌、１株ＥＩＥＣ和２０

种其他肠道细菌标准菌株由本实验室保存。除霍乱弧菌在

ＨＫＭ缓冲液中增菌外，其余菌株均在ＢＰＷ缓冲液中３７℃培

养１２ｈ。福氏志贺菌（ＣＭＣＣ５１５７２）在ＢＰＷ 缓冲液中３７℃

培养 １２ｈ 后，利 用 ＰＢＳ 配 制 １０ 倍 系 列 稀 释 至 浓 度 为

１．２×１０１～１．２×１０
７ＣＦＵ／ｍＬ的菌液，用于ＬＡＭＰ和ＰＣＲ敏

感性检测；取各稀释度菌液０．１ｍＬ平行涂布于ＢＰＷ 平板上，

３７℃孵育１８ｈ后计数菌落数，确定每个稀释度的菌落总

数［１２］。７０例肛拭子标本（１０例来自食物中毒患者、６０例来自

健康者）用于ＬＡＭＰ特异性检测，同时经 ＨＫＭ增菌培养后进

行凝集试验，以凝集试验作为金标准评价 ＬＡＭＰ检测性

能［１３］。

１．２　ＤＮＡ提取　利用ＤＮＡ提取试剂盒提取增菌液和肛拭

子标本ＤＮＡ，ＤＮＡ利用３０μＬ洗脱液进行稀释并保存于－８０

℃备用。每个稀释浓度的福氏志贺菌采取同样的方法提取

ＤＮＡ后进行ＬＡＭＰ和ＰＣＲ方法检测。

１．３　引物设计　利用ＰｒｉｍｅｒＥｘｐｌｏｒｅｒＶ４软件设计４条针对

ｉｐａＨ基因（ＧｅｎＢａｎｋ登录号：Ｍ３２０６３）的ＬＡＭＰ引物，包括内

引物ＦＩＰ、ＢＩＰ和外引物Ｆ３、Ｂ３。

１．４　ＬＡＭＰ反应　２５μＬ反应体系包括模板ＤＮＡ１．０μＬ，

ＦＩＰ、ＢＩＰ（４０μｍｏｌ／Ｌ）各１．０μＬ，Ｆ３、Ｂ３（１０μｍｏｌ／Ｌ）各０．５μＬ，

１０×ＢｓｔＤＮＡ 聚合酶缓冲液２．５μＬ，ｄＮＴＰ混合液（各１０

ｍｍｏｌ／Ｌ）３．５μＬ，三甲胺乙内酯（５ｍｏｌ／Ｌ）５．０μＬ，ＭｇＳＯ４（２５０

ｍｍｏｌ／Ｌ）０．６μＬ，ＢｓｔＤＮＡ聚合酶（８Ｕ／μＬ）１．０μＬ，ｄｄＨ２Ｏ

８．４μＬ，轻弹混匀，恒温水箱内６５℃孵育６０ｍｉｎ后８０℃孵育

２ｍｉｎ，结束ＬＡＭＰ反应
［５］。采用含核酸染料的３％琼脂糖凝

胶，电压７０Ｖ条件下电泳６０～１００ｍｉｎ后于凝胶成像系统中
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成像观察，显示ＬＡＭＰ特征性梯状条带判为阳性，无任何条带

判为阴性。

１．５　ＰＣＲ反应　以Ｆ３、Ｂ３作为ＰＣＲ反应上、下游引物，２５

μＬ反应体系包括模板ＤＮＡ２．０μＬ，Ｆ３、Ｂ３（２０μｍｏｌ／Ｌ）各０．５

μＬ，１０×ＰＣＲ缓冲液２．５μＬ，ｄＮＴＰ混合液（各２．５ｍｍｏｌ／Ｌ）

２．０μＬ，Ｔａｑｐｌｕｓ酶（５Ｕ／μＬ）０．５μＬ，ｄｄＨ２Ｏ１７．０μＬ，反应条

件为９５℃５ｍｉｎ，９４℃３０ｓ、５５℃３０ｓ、７２℃３０ｓ循环３５次，

７２℃６ｍｉｎ。采用含核酸染料的２％琼脂糖凝胶，电压９０Ｖ

条件下电泳３０ｍｉｎ后于凝胶成像系统中成像观察，ＰＣＲ扩增

目的产物片段为２０３ｂｐ。

１．６　ＬＡＭＰ产物分析　利用ＴａｑⅠ对ｉｐａＨＬＡＭＰ扩增产物

６５℃条件下酶切过夜，酶切产物进行３％琼脂糖凝胶电泳分

析，酶切片段理论大小为１５０、１２１、６１ｂｐ。对ＬＡＭＰ产物进行

ＴＡ克隆测序，测序引物为靶基因（Ｆ２～Ｂ２）区段引物，Ｆ２序列

为５′ＴＴＣＣＧＴＧＡＡＣＡＧＧＴＣＧＣＴ３′，Ｂ２为５′ＴＧＡＴＧＧ

ＡＣＣＡＧＧＡＧＧＧＴＴ３′。

２　结　　果

２．１　引物设计　４条ＬＡＭＰ引物序列见表１，引物序列在目

的基因中的位置见图１（见《国际检验医学杂志》网站“论文

附件”）。

表１　　ＬＡＭＰ引物序列

引物 序列（５′→３′） 基因位点（ｂｐ）

Ｆ３（Ｆ３） ＴＡＣＣＧＴＣＴＣＴＧＣＡＣＧＣＡ １０９６～１１１２

Ｂ３（Ｂ３Ｃ） ＣＧＡＡＡＡＧＧＣＣＴＴＣＴＧＡＴＧＣ １２８０～１２９８

ＦＩＰ（Ｆ１Ｃ、Ｆ２） ＧＣＧＡＡＡＧＡＣＴＧＣＴＧＴＣＧＡＡＧＣＴＴＴＣＣＧＴＧＡＡＣＡＧＧＴＣＧＣＴ Ｆ１Ｃ：１１７３～１１９４／Ｆ２：１１２４～１１４１

ＢＩＰ（Ｂ２Ｃ、Ｂ１） ＴＧＣＣＡＣＴＧＡＧＡＧＣＴＧＴＧＡＧＧＡＣＴＧＡＴＧＧＡＣＣＡＧＧＡＧＧＧＴＴ Ｂ２Ｃ：１２６１～１２７８／Ｂ１：１２０７～１２２８

２．２　ＬＡＭＰ特异性分析　４株志贺菌和１株ＥＩＥＣ在ＬＡＭＰ

和ＰＣＲ反应中均为阳性，２０种其他细菌为阴性（见表２）。

ＬＡＭＰ阳性反应可见特征性梯状条带，阴性反应未见任何条

带（见图２Ａ）；反应液中加入ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＩ后，绿色为阳性，棕

色为阴性（见图２Ｂ）。图２见《国际检验医学杂志》网站“论文

附件”。

表２　　ＰＣＲ和ＬＡＭＰ扩增结果

菌株 ＰＣＲ ＬＡＭＰ

福氏志贺菌（ＣＭＣＣ５１５７２） ＋ ＋

痢疾志贺菌（ＣＭＣＣ５１２５２） ＋ ＋

鲍氏志贺菌（ＡＴＣＣ９２０７） ＋ ＋

宋内志贺菌（ＡＴＣＣ２５９３１） ＋ ＋

肠侵袭性大肠埃希菌（ＣＭＣＣ４４８２５３） ＋ ＋

肠致病性大肠埃希菌（ＣＭＣＣ４４１５５１０） － －

产志贺毒素大肠埃希菌（ＣＭＣＣ４４８２４３） － －

肠出血性大肠埃希菌（ＣＭＣＣ４４０５０３） － －

大肠埃希菌（ＡＴＣＣ２５９２２） － －

霍乱弧菌（５６９Ｂ） － －

霍乱弧菌（Ｍ０４５） － －

副溶血弧菌（ＶＰＬ４９０） － －

溶藻弧菌（ＡＴＣＣ１７７４９） － －

单核细胞增生李斯特菌（ＣＭＣＣ５４００２） － －

无害李斯特菌（ＡＴＣＣ３３０９０） － －

普通变形杆菌（ＣＭＣＣ４９０２７） － －

奇异变形杆菌（ＣＭＣＣ４９００５） － －

金黄色葡萄球菌（ＣＭＣＣ２６００３２５） － －

金黄色葡萄球菌ＳＥＡ（ＡＴＣＣ１３５６５） － －

金黄色葡萄球菌ＳＥＢ（ＡＴＣＣ１４４５８） － －

金黄色葡萄球菌ＳＥＣ（ＡＴＣＣ１９０９５） － －

续表２　　ＰＣＲ和ＬＡＭＰ扩增结果

菌株 ＰＣＲ ＬＡＭＰ

金黄色葡萄球菌ＳＥＥ（ＡＴＣＣ２７６６４） － －

肠炎沙门菌（ＡＴＣＣ１３０７６） － －

鼠伤寒沙门菌（ＣＭＣＣ５０１１５） － －

伤寒沙门菌（ＣＭＣＣ５００７１） － －

２．３　ＬＡＭＰ产物分析　ＬＡＭＰ扩增产物经ＴａｑⅠ酶切获得

与预期大小一致的片段，见图３（见《国际检验医学杂志》网站

“论文附件”）。ｉｐａＨ 基因ＬＡＭＰ产物 ＴＡ克隆测序结果为：

ＴＧＡＴＧＧＡＣＣＡＧＧＡＧＧＧＴＴＴＴＣＣＧＧＡＧＡＴＴＧＴＴＣ

ＣＡＴＧＴＧＡＧＣＧＣＧＡＣＡＣＧＧＴＣＣＴＣＡＣＡＧＣＴＣＴＣＡ

ＧＴＧＧＣＡＴＣＡＧＣＡＧＣＡＣＡＧＣＧＡＡＡＧＡＣＴＧＣＴＧＴＣ

ＧＡＡＧＣＴＣＣＧＣＡＧＡＧＧＣＡＣＴＧＡＧＴＴＴＴＴＣＣＡＧＣＣ

ＡＴＧＣＡＧＣＧＡＣＣＴＧＴＴＣＡＣＧＧＡＡ（５′Ｂ２Ｂ１Ｆ１ＣＦ２Ｃ

３′）。

２．４　ＬＡＭＰ反应敏感性分析　ＬＡＭＰ反应６０ｍｉｎ时检测下

限为１．２×１０２ＣＦＵ／ｍＬ（见图４Ａ），ＰＣＲ反应敏感性为１．２×

１０３ＣＦＵ／ｍＬ（图４见《国际检验医学杂志》网站“论文附件”。

２．５　ＬＡＭＰ反应时间分析　１．２×１０
７ＣＦＵ／ｍＬ福氏志贺菌

菌液不同ＬＡＭＰ反应时间产物电泳图见图５（见《国际检验医

学杂志》网站“论文附件”）。ＬＡＭＰ反应３０～６０ｍｉｎ产物电泳

和肉眼观察均为阳性结果，反应１０～２５ｍｉｎ产物电泳和肉眼

观察均为阴性。

２．６　ＬＡＭＰ应用评价　利用ＬＡＭＰ和分离培养法对７０例肛

拭子标本进行检测，结果显示１０例食物中毒患者肛拭子标本

中有６例检测为阳性，培养法证实为痢疾志贺菌，另外４例食

物中毒患者和６０例健康者肛拭子标本均为阴性，ＬＡＭＰ和分

离培养法符合率为１００％。

３　讨　　论

引物设计是ＬＡＭＰ技术的关键，质量较差的引物易导致

４条引物之间相互聚合，形成最小片段小于１００ｂｐ的ＬＡＭＰ

·１２·国际检验医学杂志２０１３年１月第３４卷第１期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｊａｎｕａｒｙ２０１３，Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．１



非特异性梯状条带［１５］。本研究针对ｉｐａＨ 基因设计引物
［１６］，

建立的ＬＡＭＰ方法可准确扩增出志贺菌和ＥＩＥＣ，电泳结果显

示为特征性梯状条带，其中１５６ｂｐ的最小片段通过测序得到

证实（图２）。针对靶基因的６个位点设计４条引物使ＬＡＭＰ

具有非常高的特异性［５］。已有较多将ＬＡＭＰ应用于感染性病

原体诊断的报道［７，１５１９］。本研究中，ＬＡＭＰ电泳结果显示４种

志贺氏菌和１株ＥＩＥＣ可扩增出特征性梯状条带，而其他对照

菌株未见特征性梯状条带，证实ＬＡＭＰ能够高度特异地扩增

出志贺菌和ＥＩＥＣ所携带的ｉｐａＨ基因。

有研究表明 ＬＡＭＰ敏感性强于ＰＣＲ或实时 ＰＣＲ
［３，１２］。

本研究亦显示ＬＡＭＰ比ＰＣＲ敏感１０倍，且所建立ＬＡＭＰ检

测志贺菌和ＥＩＥＣｉｐａＨ基因灵敏度达１．２×１０
２ＣＦＵ／ｍＬ

［１６］，

较既往研究报道的４×１０３ＣＦＵ／ｍＬ更为敏感，可能与 ＤＮＡ

提取方法有关。本研究使用商品化试剂盒提取标本ＤＮＡ，而

既往研究使用的是简易的煮沸法［１６］。因此，本研究建立的高

敏感性ＬＡＭＰ更适用于腹泻的诊断。ＬＡＭＰ最显著的特征是

产生大量的ＤＮＡ片段，伴随产生肉眼可见的焦磷酸镁白色副

产物［７］。尽管肉眼观察较为简单，但白色副产物量太少不利于

肉眼观察判断结果。因此，本研究在ＬＡＭＰ反应体系中加入

ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＩ荧光染料以便于肉眼判断，结果显示反应３０～

６０ｍｉｎ即可进行电泳和肉眼判断。因此，ＬＡＭＰ检测结果易

于判断，具有广泛推广应用的基础。本研究采用ＬＡＭＰ和分

离培养法检测７０例肛拭子标本，结果显示两种方法符合率为

１００％，且前者检测耗时短，可在２４ｈ内报告结果，而后者需要

４８～７２ｈ。

总之，相比ＰＣＲ和分离培养法，本研究建立的ＬＡＭＰ检

测方法无需特殊仪器设备，能够特异、敏感、简单和快速检测

ｉｐａＨ基因，可广泛用于志贺菌和ＥＩＥＣ核酸检测。
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ｉｓｏｔｈｅｒｍａｌａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄ［Ｊ］．ＦＥＭＳＭｉｃｒｏｂｉｏｌＬｅｔｔ，２００５，

２４３（１）：２５９２６３．

［１７］ＨｏｒｉｓａｋａＴ，ＦｕｊｉｔａＫ，ＩｗａｔａＴ，ｅｔａｌ．Ｓｅｎｓｉｔｉｖｅａｎｄｓｐｅｃｉｆｉｃｄｅｔｅｃ

ｔｉｏｎｏｆＹｅｒｓｉｎｉａｐｓｅｕｄｏｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓｂｙｌｏｏｐｍｅｄｉａｔｅｄｉｓｏｔｈｅｒｍａｌ

ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＪＣｌｉｎＭｉｃｒｏｂｉｏ１，２００４，４２（１１）：５３４９５３５２．

［１８］ＳｅｋｉＭ，ＹａｍａｓｈｉｔａＹ，ＴｏｒｉｇｏｅＨ，ｅｔａｌ．Ｌｏｏｐｍｅｄｉａｔｅｄｉｓｏｔｈｅｒｍａｌ

ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄｔａｒｇｅｔｉｎｇｔｈｅｌｙｔＡ ｇｅｎｅｆｏｒｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆ

Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ［Ｊ］．ＪＣｌｉｎ Ｍｉｃｒｏｂｉｏ１，２００５，４３（４）：

１５８１１５８６．

［１９］杨秋林，张如胜，伍和平，等．应用环介导等温扩增技术检测卡氏

肺孢子ＤＮＡ［Ｊ］．中华微生物学和免疫学杂志，２００８，２８（６）：５６５

５６７．

（收稿日期：２０１２１００８）

·２２· 国际检验医学杂志２０１３年１月第３４卷第１期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｊａｎｕａｒｙ２０１３，Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．１


