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ＬＡＭＰ结合示差脉冲伏安法快速检测肺炎克雷伯菌

的方法建立及临床应用
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　　摘　要：目的　利用环介导恒温扩增（ＬＡＭＰ）技术结合示差脉冲伏安（ＤＰＶ）法，建立快速检测肺炎克雷伯菌的方法，并将其

应用于小儿腹泻病原菌分析。方法　通过基因比对与引物设计，建立针对肺炎克雷伯菌的ＬＡＭＰ检测方法。采用ＬＡＭＰ技术

对肺炎克雷伯菌和其他８种干扰菌以及对不同浓度肺炎克雷伯菌进行扩增，结合ＤＰＶ法评价其特异性及灵敏度。将２００份腹泻

患儿的粪便标本同时采用ＬＡＭＰ方法与培养法进行检验，对比２种方法检测肺炎克雷伯菌的阳性率。统计近２年该院门诊及住

院小儿腹泻病例，初步分析其常见腹泻致病菌种类及比例。结果　设计出针对肺炎克雷伯菌的ＬＡＭＰ检测方法，该法只针对肺

炎克雷伯菌有扩增，对其他干扰菌不扩增，显示出良好的特异性，ＬＡＭＰ法最低检测限为１０ＣＦＵ／ｍＬ，显示出较高的灵敏度。２００

份腹泻患儿粪便标本，采用ＬＡＭＰ法与培养鉴定法检测的肺炎克雷伯菌阳性率差异无统计学意义（犘＞０．０５）。近２年内该院小

儿腹泻粪便标本中共检出致病菌７０９株，主要病原菌分别为志贺菌（３４．２３％）、大肠杆菌（１５．４０％）、铜绿假单胞菌（１２．９６％）、弗

劳地枸橼酸杆菌（７．８２％）、沙门菌（６．３６％）、白色念珠菌（６．１１％）、肺炎克雷伯菌（４．４０％）、产气荚膜梭菌（３．６７％）、变形杆菌

（３．４２％）、其他菌（５．６３％）。结论　设计出了针对肺炎克雷伯菌的ＬＡＭＰ检测方法，该法具有良好的特异性和较高的灵敏度，能

够用于肺炎克雷伯菌的快速检验。
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ｔｉｏｎ；　ｂａｃｔｅｒｉａｌｅｎｔｅｒｉｔｉｓ

　　克雷伯菌属是条件致病菌，临床感染中以肺炎克雷伯菌多

见，可引起肺炎、肠炎、尿路感染、脑膜炎、全身败血症等疾病。

在我国肺炎克雷伯菌是引起院内感染的第二大致病菌［１］。研

究发现，近年来肺炎克雷伯菌感染病例有增多趋势，肺炎克雷

伯菌已成为小儿肠炎的重要致病菌之一［２］。婴幼儿腹泻一年

四季均可发病，以夏、秋季为发病高峰，临床表现不典型，可表

现为急性腹泻，也可迁延不愈成为慢性腹泻［３］。抗菌药物在新

生儿科应用相当广泛，但目前抗菌药物滥用的情况越来越严

重，致使肠道菌群紊乱，导致抗菌药物相关性腹泻增多，滥用抗

菌药物已经成为新生儿肠炎的重要病因［４］。目前，肺炎克雷伯
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菌的检测方法主要有培养法、免疫学方法［５］和ＰＣＲ及有关方

法等［６］，但培养法耗时长，免疫学方法灵敏度不够高，ＰＣＲ及

有关方法对实验条件要求高，而且操作复杂，不适合在基层医

疗单位进行快速检测。近年来发展的环介导等温扩增

（ＬＡＭＰ）法具有简单、快速、特异性强、灵敏度高的特点，结合

示差脉冲伏安（ＤＰＶ）法可对病原菌进行床旁快速检测。ＤＰＶ

法结合ＬＡＭＰ法可在恒温系统中实现电极微型化检测，为临

床简便、快捷、批量化检测致病腹泻菌提供了新的途径。本研

究设计了一种快速检测肺炎克雷伯菌的ＬＡＭＰ方法，现将结

果报道如下。

１　资料与方法

１．１　一般资料　标本来源：２０１２年１０月至２０１３年９月本院

门诊及住院腹泻患儿１２７７例，其中男性６５８例，年龄０～６

岁，平均１．４岁，女性６１９例，年龄０～６岁，平均１．２岁，采集

患儿粪便标本。标准菌株均购自上海天呈医流有限公司，包

括：肺炎克雷伯菌（ＡＴＣＣ７００６０３）、福氏志贺菌（ＡＴＣＣ１２０２２）、

大肠杆菌（ＡＴＣＣ２５９２２）、铜绿假单胞菌（ＡＴＣＣ２７８５３）、弗劳地

枸橼酸杆菌（ＡＴＣＣ４３８６４）、伤寒沙门菌（ＡＴＣＣ１４０２８）、白色念

珠菌（ＡＴＣＣ１２０３１）、产气荚膜梭菌（ＡＴＣＣ１３１２４）、奇异变形杆

菌（ＡＴＣＣ１２４５３）。

１．２　仪器与试剂　ＶＩＴＥＫ２全自动细菌培养鉴定仪、ＡＮＩ细

菌鉴定卡均由法国生物梅里埃公司提供；ＣＨＩ６５０Ｄ电化学工

作站由上海辰华仪器有限公司提供；ＤＮＡＬＡＭＰ扩增试剂由

日本荣研化学提供；细菌 ＤＮＡ提取试剂盒由天根生化科技

（北京）有限公司提供；哥伦比亚血液琼脂血平板由重庆庞通公

司提供；亚甲基蓝购自美国Ｓｉｇｍａ公司。

１．３　方法

１．３．１　ＬＡＭＰ引物设计　基因序列检索自美国国家生物技

术信息中心（ＮＣＢＩ），引物设计软件采用日本荣研化学公司网

络在线ＬＡＭＰ设计软件Ｐｒｉｍｅｒｅｘｐｌｏｒｅｒ４．０。通过基因比对，

筛选出肺炎克雷伯菌相对特异的区段，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　ＬＡＭＰ扩增反应体系：２μＬ细菌

ＤＮＡ，１２．５μＬ反应液，１．０μＬＢｓｔＤＮＡ聚合酶，４μＬ引物（含

８０μｍｏｌ／ＬＦＩＰ，８０μｍｏｌ／ＬＢＩＰ，１０μｍｏｌ／ＬＦ３，１０μｍｏｌ／ＬＢ３

等４种引物），５．５μＬ双蒸水，混匀，在 ＡＬＢ６４恒温金属浴中

６５℃恒温扩增６０ｍｉｎ。

１．３．４　ＬＡＭＰ特异性试验　试验针对其他８种腹泻菌进行

培养，挑取生长良好的单个菌落，用生理盐水溶解，取各稀释度

样本１ｍＬ，做倾注培养，３７℃过夜，确定菌液浓度，然后稀释

菌液至１×１０５ＣＦＵ／ｍＬ。按照细菌ＤＮＡ提取试剂盒操作步

骤提取ＤＮＡ，进行 ＬＡＭＰ扩增。扩增液中加入浓度为２５０

μｍｏｌ／Ｌ亚甲基蓝溶液５０μＬ。

１．３．５　ＬＡＭＰ灵敏度试验　将肺炎克雷伯菌（ＡＴＣＣ７００６０３）

用生理盐水１０倍倍比稀释菌液为１０～１０
５ＣＦＵ／ｍＬ５个梯

度，再分别取各稀释菌液１ｍＬ于管中，相同方法提取细菌

ＤＮＡ、ＬＡＭＰ扩增。扩增液中加入浓度为５００μｍｏｌ／Ｌ亚甲基

蓝溶液５０μＬ。

１．３．６　ＤＰＶ法检测扩增产物　在ＣＨＩ６５０Ｄ电化学工作站中

选择“ＤｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌＰｕｌｓｅＶｏｌｔａｍｍｅｔｒｙ”（ＤＰＶ），设定“ｉｎｉｔＥ”

为－０．４Ｖ，“ＨｉｇｈＥ”为０．４Ｖ，“ＬｏｗＥ”为－０．４Ｖ，“ＦｉｎａｌＥ”

为０．４Ｖ，“ＩｎｉｔｉａｌＥ”为０．０２Ｖ，“Ｑｕｉｅｔｔｉｍｅ”为２ｓ，实时监测

反应液的电流曲线。将电压、电流数据导出到Ｅｘｃｅｌ表中，再

通过ＯｒｉｇｉｎＰｒｏ７．５软件对记录数据进行分析。

１．３．７　ＬＡＭＰ法与传统培养法对比试验　将粪便标本接种

于哥伦比亚血液琼脂平板上，３７℃培养２４ｈ。然后挑取单个

菌落，一半用于细菌ＤＮＡ提取、ＬＡＭＰ扩增，条件同前。另一

半接种于ＡＮＩ鉴定卡，通过ＶＩＴＥＫ２全自动细菌培养仪进行

鉴定。以传统培养法为参考方法，将ＬＡＭＰ法检测结果与培

养法检测结果对比，对ＬＡＭＰ法进行评价。

１．４　统计本院近２年小儿腹泻病原菌种类及比例　在本院实

验室信息系统（ＬＩＳ）中查询２０１２年１０月至２０１３年９月本院

小儿腹泻粪便标本中致病菌阳性结果，统计致病菌种类及例

数，为实现同时快速检测多种腹泻致病菌提供实验依据。

２　结　　果

２．１　ＬＡＭＰ引物设计　通过基因比对与筛选，最终选择肺炎

克雷伯菌狉犲狊犃 基因（ＧｅｎＢａｎｋ：ＮＣ０２１５０２．１）为靶基因，设计

ＬＡＭＰ引物。经美国ＮＣＢＩ网站ＢＬＡＳＴ检索，针对该段基因

设计的引物具有良好的特异性。引物序列分别为：Ｆ３５′ＣＧＡ

ＴＴＴＧＴＧ ＣＡＧ ＣＴＡ ＴＡＣＣＧ３′，Ｂ３５′ＣＡＴ ＣＡＡ ＧＧＴ

ＣＴＴＴＴＧＧＧＧＴＴＡＴＣＧ３′；ＦＩＰ５′ＧＣＡＣＧＡＡＡＣＡＧＴ

ＣＴＴＣＡＴＴＣＡＧＧＧＴＣＡ ＡＣＡＧＴＧＣＴＧＣＧＧ ＡＴＣ３′，

ＢＩＰ５′ＧＣＡ ＣＧＡ ＡＡＣ ＡＧＴ ＣＴＴ ＣＡＴ ＴＣＡ ＧＧＧ ＴＣＡ

ＡＣＡＧＴＧＣＴＧＣＧＧＡＴＣ３′。

２．２　ＬＡＭＰ特异性试验　ＬＡＭＰ特异性试验结果，见图１（见

《国际检验医学杂志》网站“论文附件”）。本ＬＡＭＰ检测方法

能够对肺炎克雷伯菌进行特异性扩增，对其他肠道中常见的干

扰菌均无扩增，说明本ＬＡＭＰ检测方法有较好的特异性。

２．３　ＬＡＭＰ灵敏度试验　ＬＡＭＰ灵敏度试验结果，见图２（见

《国际检验医学杂志》网站“论文附件”）。本ＬＡＭＰ检测方法

的最低检测限为１０ＣＦＵ／ｍＬ，显示出良好的灵敏度。

２．４　ＬＡＭＰ检测与传统培养法的比较　以培养法为金标准，

将本研究建立的ＬＡＭＰ法与培养法进行比较，结果见表１。

２００份小儿腹泻粪便标本，传统培养法阳性率为３．５％，ＬＡＭＰ

法阳性率为４．０％，二者差异无统计学意义（犘＞０．０５），ＬＡＭＰ

法与培养法相比，阳性符合率为１００．００％、阴性符合率为

９９．４８％、总体符合率为９９．５０％，可以作为基层医院肺炎克雷

伯菌的快速检测方法。

表１　　ＬＡＭＰ法与培养法检测肺炎

　　克雷伯菌结果比较（狀）

ＬＡＭＰ法
培养法

阳性 阴性
合计

阳性 ７ １ ８

阴性 ０ １９２ １９２

合计 ７ １９３ ２００

２．５　本院近２年腹泻致病菌的种类及比例　了解腹泻菌种类

及所占比例，可实现多种目标病原菌同时用ＬＡＭＰ法快速检

测，并为疾病的诊断、治疗和抗菌药物的合理应用提供依据。

２０１２年１０月至２０１３年９月本院送检小儿腹泻粪便标本共

·０４５１· 国际检验医学杂志２０１４年６月第３５卷第１２期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｊｕｎｅ２０１４，Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．１２



１２７７份，共检出致病菌４０９株，检出率为３２．０３％，见表２。

表２　　本院近２年腹泻致病菌的种类及比例

致病菌种类 株数（狀） 比例（％）

福氏志贺菌 １４０ ３４．２３

大肠杆菌 ６３ １５．４０

铜绿假单胞菌 ５３ １２．９６

弗劳地枸橼酸杆菌 ３２ ７．８２

伤寒沙门菌 ２６ ６．３６

白色念珠菌 ２５ ６．１１

肺炎克雷伯菌 １８ ４．４０

产气荚膜梭菌 １５ ３．６７

奇异变形杆菌 １４ ３．４２

其他 ８ ５．６３

３　讨　　论

肺炎克雷伯菌为革兰阴性杆菌，有荚膜，无鞭毛，无芽孢。

近年来，该菌属细菌因能产生超广谱β内酰胺酶（ＥＳＢＬｓ），导

致其对常用的β内酰胺类抗菌药物耐药，成为引起医院感染的

重要病原菌。有报道指出，急性感染性腹泻患者中，肺炎克雷

伯菌感染比例可达３．７５％
［７］。抗菌药物在新生儿科应用相当

广泛，耐药性问题也越来越严重。此外，正常肠道菌由于在抗

菌药物影响下发生结构改变，也可引起腹泻。目前，肺炎克雷

伯菌的检测方法主要有培养法、免疫学方法和ＰＣＲ及有关方

法等，但培养法耗时长，免疫学方法灵敏度不够高，ＰＣＲ及有

关方法对实验条件要求高，而且操作复杂，使基层医疗单位快

速检测肺炎克雷伯菌难以实现。

近年来，ＬＡＭＰ技术被越来越广泛地运用于分子诊断技

术领域中。ＬＡＭＰ技术是在传统的ＰＣＲ基础上创建的一种理

想的手段，其特点是：设备简单，特异性强，灵敏度高，操作简

便，反应迅速。ＬＡＭＰ法扩增产物可以通过肉眼观察、检测浊

度或电阻、电泳等方法进行检测［８］。目前，ＬＡＭＰ检测技术在

微生物检测研究中得到了广泛的应用，如对沙门氏菌［９］、志贺

氏菌属［１０］、大肠杆菌 Ｏ１５７：Ｈ７
［１１］、结核分枝杆菌［１２］等，都实

现了快速检测。本研究创新性地使用了ＤＰＶ法检测ＬＡＭＰ

法扩增产物，此法的优点在于扩增产物在恒温系统中就能完成

检测，若进一步将电极微型化制作成新型便携式检测芯片，可

实现床旁快速检验，并可对不同病原菌进行批量测定。通过对

ＬＡＭＰ引物的进一步设计，还可以对目标 ＤＮＡ进行定量测

定［１３１４］，从而准确辅助临床诊疗。

本研究所述方法依据ＬＡＭＰ技术的基本原理，采用肺炎

克雷伯菌狉犲狊犃基因作为靶基因，设计ＬＡＭＰ引物，基因序列

来源于ＮＣＢＩ基因数据库，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Ｐｒｉｍｅｒｅｘｐｌｏｒｅｒ４．０在线设计

软件，在保守区段上设计ＬＡＭＰ引物，在 ＮＣＢＩ网站上进行

ＢＬＡＳＴ检索，验证了设计引物与肺炎克雷伯菌的特异性较高，

与其他菌的特异性则较低，在此基础上建立了肺炎克雷伯菌的

ＬＡＭＰ检测方法。通过试验发现，ＬＡＭＰ检测方法只针对肺

炎克雷伯菌扩增，显示出良好的特异性，最低检测限可达１０

ＣＦＵ／ｍＬ，显示出较高的灵敏度。通过与传统培养法比较，该

ＬＡＭＰ法与培养鉴定法对肺炎克雷伯菌的阳性检出率差异无

统计学意义（犘＞０．０５），可以作为基层医院肺炎克雷伯菌的快

速检测方法。腹泻是小儿科常见病、多发病，其致病菌种类繁

多，主要有福氏志贺菌、大肠杆菌、铜绿假单胞菌、弗劳地枸橼

酸杆菌、伤寒沙门菌、白色念珠菌、肺炎克雷伯菌、产气荚膜梭

菌、奇异变形杆菌等。肺炎克雷伯菌作为腹泻的重要病原菌之

一，其耐药性问题越来越严重，已引起临床高度重视。因此，结

合对小儿腹泻的临床统计分析，初步了解腹泻致病菌的种类及

其临床分布比例，进一步研究还可实现ＬＡＭＰ法对多种目标

病原菌的同时快速检测，可以预期ＬＡＭＰ结合ＤＰＶ的检测技

术有着光明的应用前景。

综上所述，本试验设计的肺炎克雷伯菌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

用于小儿腹泻病原菌的快速检验。通过对小儿腹泻的临床资

料统计分析，初步了解腹泻致病菌的临床分布，可实现多种目

标病原菌同时快速ＬＡＭＰ检测，为疾病的诊断、治疗和抗菌药

物的合理应用提供依据。
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［１１］ＫａｗａｓａｋｉＳ，ＨｏｒｉｋｏｓｈｉＮ，ＯｋａｄａＹ，ｅｔａｌ．ＭｕｌｔｉｐｌｅｘＰＣＲｆｏｒｓｉｍ

ｕｌｔａｎｅｏｕｓｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆＳａｌｍｏｎｅｌｌａｓｐｐ．，Ｌｉｓｔｅｒｉａｍｏｎｏｃｙｔｏｇｅｎｅｓ，

ａｎｄＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉＯ１５７：Ｈ７ｉｎｍｅａｔｓａｍｐｌｅｓ［Ｊ］．ＪＦｏｏｄＰｒｏｔ，

２００５，６８（３）：５５１５５６．

［１２］林世平，杨应周，谭卫国，等．环介导等温扩增法快速检测结核分

枝杆菌的初步观察［Ｊ］．中国防痨杂志，２０１０，３２（８）：４６６４６９．

［１３］蔡哲钧，冯杰雄，朱圣禾．核酸环介导等温扩增技术［Ｊ］．国际检验

医学杂志，２００６，２７（１２）：１０９２１０９３．

［１４］ＭｏｒｉＹ，ＫｉｔａｏＭ，ＴｏｍｉｔａＮ，ｅｔａｌ．ＲｅａｌｔｉｍｅｔｕｒｂｉｄｉｍｅｔｒｙｏｆＬＡＭＰ

ｒｅａｃｔｉｏｎｆｏｒｑｕａｎｔｉｆｙｉｎｇｔｅｍｐｌａｔｅＤＮＡ［Ｊ］．ＪＢｉｏｃｈｅｍＢｉｏｐｈｙｓＭｅｔｈ

ｏｄｓ，２００４，５９（２）：１４５１５７．

（收稿日期：２０１４０１２８）
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