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利用环介导恒温扩增法快速检测伤寒杆菌
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　　摘　要：目的　利用环介导恒温扩增技术（ＬＡＭＰ），设计快速检测伤寒杆菌的方法，研究其反应特性，以期能应用于临床现场

检验。方法　（１）通过基因比对与引物设计，建立针对伤寒杆菌的ＬＡＭＰ检测方法。（２）根据该方法对伤寒杆菌及其他干扰菌进

行检测时的扩增情况，对其特异性进行评价。（３）根据该ＬＡＭＰ方法对不同浓度伤寒杆菌的扩增情况，得出其最低检测限，对其

灵敏度进行评价。结果　该ＬＡＭＰ检测方法只针对伤寒杆菌有扩增，对其他干扰菌不扩增，显示出良好的特异性。该方法对伤

寒杆菌的最低检测限为１×１０１ＣＦＵ／ｍＬ，其灵敏度较高。结论　本试验设计出了针对伤寒杆菌的ＬＡＭＰ检测方法，该ＬＡＭＰ检

测方法具有良好的特异性和较高的灵敏度，能够用于伤寒杆菌的临床快速检测。
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　　伤寒是由伤寒杆菌引起的经消化道传播的一种乙类急性

肠道传染病。全年均可发病，全病程均有传染性，目前仍是中

国及世界上许多发展中国家较为常见的传染病之一。早期快

速诊断是防治该病的关键和重点［１］。临床上用于确诊伤寒患

者的方法主要依靠血液及骨髓中细菌培养和血清学检查，由于

细菌培养时间较长，检测过程繁琐，且血清中抑菌物质及抗生

素的影响，血培养伤寒沙门菌阳性率逐年下降难以达到早期诊

断的目的；经典的肥达氏反应是检测血清中的抗体，时间长假

阳性高［２］。因此，需要一种快速、准确、简便的检测方法，适合

用于床旁检验及现场快速检测。环介导恒温扩增技术

（ＬＡＭＰ）目前已经成为常用的临床现场检验方法之一。本研

究的目的在于设计一种利用ＬＡＭＰ快速检测伤寒杆菌的方法

报道如下。

１　资料与方法

１．１　一般资料　研究对象为本院２０１１年７月至２０１２年４月

消化科腹泻患者１８８例，其中，男９０例，年龄１２～５５岁，平均

３７岁；女９８例，年龄１４～６０岁，平均３６岁。

１．２　仪器与试剂　标准菌株均购自于上海天呈医流有限公

司，包括：伤寒杆菌（ＡＴＣＣ１４０２８）；肠道中常见的干扰菌：大肠

埃希菌（ＡＴＣＣ３５２１８），阴沟肠杆菌（ＡＴＣＣ１３０４７），肠白色念

珠菌（ＡＴＣＣ１９４０２），产气杆菌（ＡＴＣＣ１９４０６），黏质沙雷菌

（ＡＴＣＣ１９６０６），肺炎克雷伯菌（ＡＴＣＣ７００６０３）弗氏柠檬酸杆

菌（ＡＴＣＣ１０７８７）粪肠球菌（ＡＴＣＣ２９２１２）。ＤＮＡＬＡＭＰ扩增

试剂盒、ＦＤＲ染料、ＬＡ３２０Ｃ动态浊度仪购自日本荣研公司，

ＶＩＴＥＫ２全自动细菌培养鉴定仪及ＧＮ（革兰阴性杆菌）鉴定

卡购自法国生物梅里埃公司生产；细菌ＤＮＡ提取试剂盒由天

根生化科技（北京）有限公司生产。

１．３　方法

１．３．１　ＬＡＭＰ引物的设计　基因序列检索自 ＮＣＢＩ（Ｎａｔｉｏｎａｌ

ＣｅｎｔｅｒｆｏｒＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙＩｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ）；比对软件：ＤＮＡＵＳＥＲ

ｃｈｓ１．０；引物设计软件：日本荣研化学公司网络在线ＬＡＭＰ设

计软件Ｐｒｉｍｅｒｅｘｐｌｏｒｅｒ４．０。通过软件比对，筛选出伤寒杆菌

相对特异的区段；再在选出的区段中，设计ＬＡＭＰ引物；设计

出的引物交由上海生工生物工程技术服务有限公司合成。

１．３．２　细菌ＤＮＡ提取　取待测菌液０．５ｍＬ置于ＥＰ管中，

按照细菌ＤＮＡ提取试剂盒操作步骤提取ＤＮＡ。

１．３．３　ＬＡＭＰ扩增方法　向ＬＡＭＰ扩增反应管加入２μＬ细

菌ＤＮＡ，１２．５μＬ反应液，１．０μＬ犅狊狋ＤＮＡ聚合酶；４μＬ引物

（含８０μｍｏｌ／ＬＦＩＰ，８０μｍｏｌ／ＬＢＩＰ，１０μｍｏｌ／ＬＦ３，１０μｍｏｌ／Ｌ

Ｂ３４种引物），５．５μＬ双蒸水。混匀，在 ＬＡＣ３２０比浊仪上

６５℃恒温扩增６０ｍｉｎ。根据反应管中反应液浊度及颜色变

化，检测结果。

１．３．４　ＬＡＭＰ特异性试验　挑取生长良好的单个菌落，用生

理盐水水溶解，取各稀释度样本１ｍＬ，做倾注培养，３７℃过

夜，计数菌落数（ＣＦＵ），可确定菌液浓度，然后稀释菌液至１×

１０５ＣＦＵ／ｍＬ。取已稀释好的待测菌液１ｍＬ置于ＥＰ管中，按
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照细菌 ＤＮＡ 提取试剂盒操作步骤提取 ＤＮＡ，然后进行

ＬＡＭＰ扩增，检测伤寒杆菌ＬＡＭＰ的特异性。

１．３．５　ＬＡＭＰ灵敏度试验　将伤寒杆菌标准菌株用生理盐

水１０倍倍比稀释菌液为１×１０５ＣＦＵ／ｍＬ～１×１００ＣＦＵ／ｍＬ

范围内的６个浓度梯度，再分别取各稀释菌液０．５ｍＬ于管

中，相同方法提取细菌ＤＮＡ及进行ＬＡＭＰ扩增，测定其最低

检测限，检测伤寒杆菌ＬＡＭＰ的灵敏度。

１．３．６　ＬＡＭＰ检测与细菌培养鉴定的比较　取患者粪便在

送检１ｈ内直接接种于ＳＳ培养基，经历３７℃２４ｈ培养后从

ＳＳ培养基上挑取较小的无色或淡黄色菌落，一半进行细菌

ＤＮＡ提取、ＬＡＭＰ扩增。另一半用生理盐水稀释为０．５麦氏

单位的菌悬液，再接种于ＧＮ鉴定卡，通过ＶＩＴＥＫ２全自动细

菌培养仪进行鉴定。最后进行比较，以细菌鉴定仪为参考方

法，观察伤寒杆菌ＬＡＭＰ检测方法与细菌厌氧培养鉴定结果

的符合度。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０软件进行数据处理，率的

比较采用χ
２ 检验，犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　引物设计　通过基因比对与筛选，最终选择伤寒杆菌ｉｎ

ｖＡ基因（Ｇｅｎｂａｎｋ：ＥＵ３４８３６５）为靶基因，在其相对保守的区域

设计出了ＬＡＭＰ引物。基因比对及引物序列为Ｆ３：５′ＧＧＡ

ＡＡＡ ＡＧＡ ＡＧＧＧＴＣＧＴＣＧＴ３′，Ｂ３：５′ＡＴＧＣＴＧＴＴＡ

ＴＣＧＴＣＣＡＧＧＣ３′，ＦＩＰ：５′ＣＣＧＧＣＴＣＴＴＣＧＧＣＡＣＡＡＧ

ＴＡＡＴＧＧＡＣＴＧＡＴＴＧＧＣＧＡＴＣＴＣＧ３′，ＢＩＰ：５′ＧＣＴ

ＣＡＡＣＴＴＧＣＧＧＡＧＣＧＴＣＴＡＡＣＡＡＴＡＣＴＴＣＣＧＧＣ

ＡＧＧＣ３′。

２．２　特异性实验　见图１，本伤寒杆菌ＬＡＭＰ检测方法能够

对伤寒杆菌进行特异性扩增，对腹泻中常见的干扰菌均无扩

增。伤寒杆菌ＬＡＭＰ检测方法有较好的特异性。

　　ａ：大肠埃希菌；ｂ：阴沟肠杆菌；ｃ：肠白色念珠菌；ｄ：产气杆菌；ｅ：黏

质沙雷菌；ｆ：肺炎克雷伯菌；ｇ：弗氏柠檬酸杆菌；ｈ：粪肠球菌。

图１　　特异性实验

　　ａ：１×１０５ＣＦＵ／ｍＬ，ｂ：１×１０４ＣＦＵ／ｍＬ，ｃ：１×１０３ＣＦＵ／ｍＬ，ｄ：１

×１０２ＣＦＵ／ｍＬ，ｅ：１×１０１ＣＦＵ／ｍＬ，ｆ：１×１００ＣＦＵ／ｍＬ。

图２　　灵敏度实验

２．３　灵敏度实验　见图２，伤寒杆菌标准菌株（ＡＴＣＣ１４０２８）

１×１０１～１×１０
５ＣＦＵ／ｍＬ各浓度检测结果均为阳性，而１×

１００ＣＦＵ／ｍＬ为阴性。伤寒杆菌ＬＡＭＰ检测方法的最低检测

限为１×１０１ＣＦＵ／ｍＬ，有较高的灵敏度。

２．４　ＬＡＭＰ检测与细菌培养鉴定的比较　见表２，本研究所

述检测方法与全自动细菌培养仪培养鉴定结果一致，具有很高

的符合度。灵敏度为９２．５９％，特异度为９８．１４％，准确度为

９７．３４％，阳性率差异无统计学意义（χ
２＝０．２，犘＝０．６５）。

表２　　ＬＡＭＰ检测与细菌培养鉴定的比较

细菌培养
ＬＡＭＰ扩增

（＋） （－）

伤寒杆菌 ２５ ２

鉴定为其他细菌 ３ １５８

３　讨　　论

目前，用于确诊伤寒患者的方法主要依靠血液及骨髓中细

菌培养和血清学检查，由于细菌培养时间较长，检测过程繁琐，

且血清中抑菌物质及抗生素的影响，血培养伤寒沙门菌阳性率

逐年下降难以达到早期诊断的目的；经典的肥达反应是检测血

清中的抗体，亦无早期诊断意义，常规ＰＣＲ扩增。厌氧培养法

培养条件高、耗时长（约１８～７２ｈ），往往使患者错过最佳治疗

时间，造成严重后果；常规ＰＣＲ扩增主要是利用荧光定量ＰＣＲ

技术，有较好的特异性。但现行的ＰＣＲ技术条件要求高，操作

复杂，步骤多。检测时间长，耗时３～４ｈ。因此制约了ＰＣＲ在

床旁检验及现场紧急检测中的应用［３］。

ＬＡＭＰ的基本原理是针对靶基因的６个区域设计１对内

引物和１对外引物，在恒温６３～６７℃进行扩增反应，利用高活

性链置换ＤＮＡ聚合酶，使得链置换ＤＮＡ合成在不停地自我

循环，产生大量茎环状扩增产物，从而实现对目的基因的快速

检测［４］。该技术是应用６个特异部位设定的４条引物，因此具

备很高的特异性；操作简单，反应迅速；灵敏度高：扩增模板可

达１０拷贝或更少；本法有无扩增反应是通过反应过程中获得

的副产物焦磷酸镁所形成的白色沉淀的浑浊度来判定，也可通

过琼脂糖电泳进行检测［５］。但ＬＡＭＰ法也有很多自身局限

性，它对引物的设计要求很高，且需设计多对引物，要求扩增的

靶序列长度在３００ｂｐ以下；电泳阳性反应呈现梯度条带，一旦

产生非特异性扩增，不易鉴别；由于该法十分灵敏，因此容易污

染，需要注意操作［６］。进一步的研究表明，通过环引物的添加，

可以大大加快反应的速度［７］。目前，ＬＡＭＰ检测技术研究得

到了广泛的应用。国外报道，ＬＡＭＰ被广泛患者标本、食品、

化妆品等的病原菌的快速检测中。如对巴西芽生菌（Ｐａｒａｃｏｃ

ｃｉｄｉｏｉｄｅｓｂｒａｓｉｌｉｅｎｓｉｓ）
［８］、非洲锥虫病（Ａｆｒｉｃａｎｔｒｙｐａｎｏｓｏｍｉａ

ｓｉｓ）
［９］、虾中的白斑综合征病毒（ｗｈｉｔｅｓｐｏｔｓｙｎｄｒｏｍｅｖｉｒｕｓｉｎ

ｓｈｒｉｍｐ）
［１０］、志贺菌属（Ｓｈｉｇｅｌｌａ）、大肠杆菌 Ｏ１５７（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ

ｃｏｌｉＯ１５７：Ｈ７）
［１１１２］、恶性疟疾（Ｆａｌｃｉｐａｒｕｍｍａｌａｒｉａ）

［１３］等，都

实现了快速检测。

本研究所述方法依据ＬＡＭＰ的基本原理，选择伤寒杆菌

ｉｎｖＡ基因（ＳａｌｍｏｎｅｌｌａｔｙｐｈｉｍｕｒｉｕｍｓｔｒａｉｎＣＶＣＣ５４１ｉｎｖａｓｉｏｎ

ｐｒｏｔｅｉｎ（ｉｎｖＡ）ｇｅｎｅ，Ｇｅｎｂａｎｋ：ＥＵ３４８３６５）为靶基因，设计

ＬＡＭＰ引物。对基因序列进行了比对，并在其相对保守的区

域设计出了ＬＡＭＰ引物，基因序列来源于美国 ＮＣＢＩ基因数

据库。通过ＮＣＢＩ检索得到种伤寒杆菌基因序列，对其进行了

基因比对，找到相对保守的区段。再应用日本荣研公司网站

Ｐｒｉｍｅｒｅｘｐｌｏｒｅｒ４．０在线设计软件，在保守区段上设计ＬＡＭＰ

引物，在此基础上建立伤寒杆菌的ＬＡＭＰ检测方法
［１４］。通过

实验发现：伤寒杆菌ＬＡＭＰ检测方法只针对伤寒杆菌扩增，对

其他干扰菌不扩增，显示出良好的特异性。伤（下转第５３８页）
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寒杆菌ＬＡＭＰ检测方法的最低检测限为１×１０１ＣＦＵ／ｍＬ左

右，说明伤寒杆菌ＬＡＭＰ检测方法灵敏度较高。结果表明，本

试验设计的伤寒杆菌ＬＡＭＰ检测方法具有良好的特异性和较

高的灵敏度，而且操作简便、快速，有望用于伤寒杆菌的临床现

场检验。
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（１２）：Ｅ６３．

［５］ ＹａｎｏＡ，ＩｓｈｉｍａｒｕＲ，ＨｕｊｉｋａｔａＲ．Ｒａｐｉｄａｎｄｓｅｎｓｉｔｉｖｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆ

ｈｅａｔｌａｂｉｌｅＩａｎｄｈｅａｔｓｔａｂｌｅＩｅｎｔｅｒｏｔｏｘｉｎｇｅｎｅｓｏｆｅｎｔｅｒｏｔｏｘｉｇｅｎｉｃ

ＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉｂｙＬｏｏｐＭｅｄｉａｔｅｄＩｓｏｔｈｅｒｍａｌＡｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ［Ｊ］．Ｊ

ＭｉｃｒｏｂｉｏｌＭｅｔｈｏｄｓ，２００７，６８（２）：４１４４２０．

［６］ ＸｉａｏＢ，ＺｈｕＹＨ，ＺｏｕＱＭ．ＡｓｉｍｐｌｅａｎｄｓｅｎｓｉｔｉｖｅｔｅｃｈｎｉｑｕｅＬｏｏｐ

ｍｅｄｉａｔｅｄｉｓｏｔｈｅｒｍａｌａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ（ＬＡＭＰ）［Ｊ］．ＣｈｉｎＪＬａｂＭｅｄ，

２００５，２８（６）：７６１７６３．

［７］ ＮａｇａｍｉｎｅＫ，ＨａｓｅＴ，ＮｏｔｏｍｉＴ．Ａｃｃｅｌｅｒａｔｅｄｒｅａｃｔｉｏｎｂｙｌｏｏｐｍｅ

ｄｉａｔｅｄｉｓｏｔｈｅｒｍａｌａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｕｓｉｎｇｌｏｏｐｐｒｉｍｅｒｓ［Ｊ］．ＭｏｌＣｅｌｌ

Ｐｒｏｂｅｓ，２００２，１６（３）：２２３２２９．

［８］ＥｎｄｏＳ，ＫｏｍｏｒｉＴ，ＲｉｃｃｉＧ，ｅｔａｌ．Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｇｐ４３ｏｆｐａｒａｃｏｃｃｉｄ

ｉｏｉｄｅｓｂｒａｓｉｌｉｅｎｓｉｓｂｙｔｈｅｌｏｏｐｍｅｄｉａｔｅｄｉｓｏｔｈｅｒｍａｌａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ

（ＬＡＭＰ）ｍｅｔｈｏｄ［Ｊ］．ＦＥＭＳＭｉｃｒｏｂｉｏｌＬｅｔｔ，２００４，２３４（１）：９３９７．

［９］ ＮｊｉｒｕＺＫ，ＭｉｋｏｓｚａＡＳ，ＭａｔｏｖｕＥ，ｅｔａｌ．Ａｆｒｉｃａｎｔｒｙｐａｎｏｓｏｍｉａｓｉｓ：

ｓｅｎｓｉｔｉｖｅａｎｄｒａｐｉｄｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｔｈｅｓｕｂｇｅｎｕｓＴｒｙｐａｎｏｚｏｏｎｂｙ

ｌｏｏｐｍｅｄｉａｔｅｄｉｓｏｔｈｅｒｍａｌａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ（ＬＡＭＰ）ｏｆｐａｒａｓｉｔｅＤＮＡ

［Ｊ］．ＩｎｔＪＰａｒａｓｉｔｏｌ，２００８，３８（５）：５８９５９９．

［１０］ＫｏｎｏＴ，ＳａｖａｎＲ，ＳａｋａｉＭ，ｅｔａｌ．Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｗｈｉｔｅｓｐｏｔｓｙｎ

ｄｒｏｍｅｖｉｒｕｓｉｎｓｈｒｉｍｐｂｙｌｏｏｐｍｅｄｉａｔｅｄｉｓｏｔｈｅｒｍａｌａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ

［Ｊ］．ＪＶｉｒｏｌＭｅｔｈｏｄｓ，２００４，１１５（１）：５９６５．

［１１］ＳｏｎｇＴ，ＴｏｍａＣ，ＮａｋａｓｏｎｅＮ，ｅｔａｌ．Ｓｅｎｓｉｔｉｖｅａｎｄｒａｐｉｄｄｅｔｅｃｔｉｏｎ

ｏｆＳｈｉｇｅｌｌａａｎｄｅｎｔｅｒｏｉｎｖａｓｉｖｅＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉｂｙａｌｏｏｐｍｅｄｉａｔｅｄ

ｉｓｏｔｈｅｒｍａｌａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄ［Ｊ］．ＦＥＭＳＭｉｃｒｏｂｉｏｌＬｅｔｔ，２００５，

２４３（１）：２５９２６３．

［１２］ＫａｗａｓａｋｉＳＴ，ＫａｗａｍｏｔｏＳ．Ｔｏｌｅｒａｎｃｅｏｆｌｏｏｐｍｅｄｉａｔｅｄｉｓｏｔｈｅｒ

ｍａｌａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｔｏａｃｕｌｔｕｒｅｍｅｄｉｕｍａｎｄｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ

［Ｊ］．ＪＢｉｏｃｈｅｍＢｉｏｐｈｙｓＭｅｔｈｏｄｓ，２００７，７０（３）：４９９５０１．

［１３］ＰｏｏｎＬＬ，ＷｏｎｇＢＷ，ＭａＥＨ，ｅｔａｌ．Ｓｅｎｓｉｔｉｖｅａｎｄｉｎｅｘｐｅｎｓｉｖｅｍｏ

ｌｅｃｕｌａｒｔｅｓｔｆｏｒｆａｌｃｉｐａｒｕｍｍａｌａｒｉａ：ｄｅｔｅｃｔｉｎｇＰｌａｓｍｏｄｉｕｍｆａｌｃｉｐａ

ｒｕｍＤＮＡｄｉｒｅｃｔｌｙｆｒｏｍｈｅａｔｔｒｅａｔｅｄｂｌｏｏｄｂｙｌｏｏｐｍｅｄｉａｔｅｄｉｓｏ

ｔｈｅｒｍａｌａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＣｌｉｎＣｈｅｍ，２００６，５２（２）：３０３３０６．

［１４］ＭｏｒｉＹ，Ｋｉｔａｏ Ｍ，ＴｏｍｉｔａＮ，ｅｔａｌ．Ｒｅａｌｔｉｍｅｔｕｒｂｉｄｉｍｅｔｒｙｏｆ

ＬＡＭＰｒｅａｃｔｉｏｎｆｏｒｑｕａｎｔｉｆｙｉｎｇｔｅｍｐｌａｔｅＤＮＡ［Ｊ］．ＪＢｉｏｃｈｅｍＢｉｏ

ｐｈｙｓＭｅｔｈｏｄｓ，２００４，５９（２）：１４５１５７．

（收稿日期：２０１２１１０２）
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