
·检验技术与方法·

快速检测大肠埃希菌ＬＡＭＰ方法的建立


任春阳，田　甜，田　杰△

（沈阳市第四人民医院检验科，辽宁沈阳１１００３１）

　　摘　要：目的　建立一种环介导等温扩增（ＬＡＭＰ）反应快速检测大肠埃希菌的方法。方法　根据美国国立卫生研究院基因

序列数据库（Ｇｅｎｂａｎｋ）上大肠埃希菌的ｌａｃＺ（登录号：Ｍ７４７５０）基因序列，设计４条特异引物（２条内引物，２条外引物），对ｌａｃＺ基

因进行扩增，对扩增反应进行优化，采用琼脂糖电泳及肉眼观察结果。结果　将提取的１３株细菌ＤＮＡ进行ＬＡＭＰ反应，仅大肠

埃希菌得到阳性结果，ＬＡＭＰ检测下限为１５ｃｆｕ／ｍＬ。结论　ＬＡＭＰ检测大肠埃希菌是快速、低成本、特异性强、灵敏度高的方

法，适合临床开展。
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　　大肠埃希菌为革兰阴性杆菌，是医院内常见的致病菌之

一，能引起各种肠道外感染，如尿路感染、血液感染等［１２］。目

前，大肠埃希菌的检测仍以传统的培养方法（如分离培养、生化

鉴定等）为主，但传统的培养方法操作繁琐、费时费力，不能快

速为临床提供可靠的结果。ＰＣＲ法检测大肠埃希菌具有特异

性强、灵敏度高等特点，但检测成本较高，需要专门规划设计的

实验室以及昂贵的仪器。因此，发展新的快速准确、操作简便、

经济实用的方法检测和鉴定大肠埃希菌一直是研究的热点。

２０００年，Ｎｏｔｏｍｉ等
［３］首先提出了一种新的核酸扩增技术，即

环介 导 等 温 扩 增 （ｌｏｏｐｍｅｄｉａｔｅｄｉｓｏｔｈｅｒｍａｌａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ，

ＬＡＭＰ）检测方法，ＬＡＭＰ检测方法的整个反应依赖４条特异

性引物和一种具有链置换活性的ＤＮＡ聚合酶（ＢｓｔＤＮＡ聚合

酶），在等温条件下可高效、快速、高特异性地扩增靶序列，可直

接通过副产物焦磷酸镁沉淀的浊度判断是否发生反应。该技

术解决了核酸诊断上出现的诸多难题，使其作为快速诊断成为

可能。目前，ＬＡＭＰ检测方法已经广泛应用于对病毒、细菌、

真菌、支原体、寄生虫，以及环境、食品中细菌等病原体的检测

研究，甚至在肿瘤的研究中，均取得了可喜的成就。本文首次

针对大肠埃希菌ｌａｃＺ基因设计特异性引物，建立并优化了大

肠埃希菌的ＬＡＭＰ检测方法。

１　材料与方法

１．１　材料　大肠埃希菌标准菌株 ＡＴＣＣ２５９２２、铜绿假单胞

菌标准菌株 ＡＴＣＣ２７８５３、金黄色葡萄球菌标准菌株 ＡＴＣＣ

２５９２３购自卫生部临床检验中心，其他菌株均为沈阳市第四人

民医院微生物室临床鉴定菌株。ＢｓｔＤＮＡ聚合酶购自 Ｎｅｗ

ＥｎｇｌａｎｄＢｉｏｌａｂｓ公司，甜菜碱 （ｂｅｔａｉｎｅ）购自 Ｓｉｇｍａ公 司，

ｄＮＴＰ、硫酸镁购自宝生物工程（大连）有限公司。

１．２　引物的设计与合成　根据 Ｇｅｎｂａｎｋ中大肠埃希菌ｌａｃＺ

基因序列，使用ＰｒｉｍｅｒＥｘｐｌｏｒｅｒＶ４软件设计一套ＬＡＭＰ引

物，其中Ｆ３／Ｂ３为外引物，ＦＩＰ／ＢＩＰ为内引物，见表１。引物由

宝生物工程（大连）有限公司合成，用蒸馏水溶解后分装，

－２０℃冰箱保存备用。

表１　　ＬＡＭＰ检测方法所用引物名称及序列

引物名称 引物序列（５′～３′）

Ｆ３ ＣＡＴＧＧＧＧＧＡＴＣＣＣＡＡＧＣＴ

Ｂ３ ＴＴＧＴＴＡＧＣＡＧＣＣＧＧＡＴＣＡＧ

ＢＩＰ
ＣＣＴＴＧＣＡＧＣＡＣＡＴＣＣＣＣＣＴＴＴＧＴＴＧＧＧＡＡＧ

ＧＧＣＧＡＴＣ

ＦＩＰ
ＣＧＡＣＧＴＴＧＴＡＡＡＡＣＧＡＣＧＧＣＣＡＴＡＧＡＧＧＴＡ

ＣＣＧＣＡＴＧＣＧＡＴＡ

１．３　细菌基因组ＤＮＡ的提取　采用煮沸法制备ＤＮＡ模板，

细菌经营养琼脂培养基在３７℃条件下培养２４ｈ后，挑取细菌

单个菌落于１００μＬ无菌蒸馏水中，混匀后于１００℃水浴１０

ｍｉｎ，冰浴２ｍｉｎ，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ。上清液即为反应

模板，－２０℃冰箱保存备用。

１．４　ＬＡＭＰ检测方法的建立及优化　配制２５μＬ反应体系，

包括硫酸镁、甜菜碱、ｄＮＴＰｓ、内引物、外引物、ＢｓｔＤＮＡ聚合
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酶、Ｂｓｔ缓冲液（１０×），以及适量的ＤＮＡ模板，最终补蒸馏水

至２５μＬ，混匀，置水浴锅中恒温反应一段时间后，通过肉眼观

察反应体系的浊度变化进行判断。本研究通过选择不同浓度

的硫酸镁、甜菜碱、ｄＮＴＰｓ、引物（包括内引物和外引物）进行

ＬＡＭＰ检测方法优化，先对其中一个因素设置不同梯度，而其

他因素为固定值，反应结束后，产物于１．０％琼脂糖凝胶电泳，

观察扩增效果，确定最佳反应条件。

１．５　特异性和灵敏度试验　分别提取大肠埃希菌、铜绿假单

胞菌、金黄色葡萄球菌标准菌株，以及临床分离菌株基因组

ＤＮＡ，进行ＬＡＭＰ反应，观察本试验的特异性。用过夜培养的

大肠埃希菌标准菌 ＡＴＣＣ２５９２２配制成０．５麦氏浊度细菌悬

液，用无菌生理盐水进行１０倍倍比稀释，然后取各稀释度菌液

１ｍＬ，使用煮沸法提取ＤＮＡ，取２μＬ上清液作为模板进行检

测，观察灵敏度。

２　结　　果

２．１　大肠埃希菌ｌａｃＺ基因ＬＡＭＰ检测方法的建立　以本研

究设计的一组特异性引物对大肠埃希菌ｌａｃＺ基因ＤＮＡ进行

ＬＡＭＰ反应，并以无菌蒸馏水作为阴性对照，将扩增产物进行

琼脂糖电泳，大肠埃希菌出现ＬＡＭＰ反应特征性阶梯形条带，

而阴性对照组未出现特征性条带，与预期结果相符。扩增产物

加入ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ荧光染料，肉眼可见明显的颜色变化，阳

性管呈绿色，阴性对照管则保持橙黄色不变。

２．２　ＬＡＭＰ检测方法条件优化结果　经过多次试验，对不同

浓度梯度的硫酸镁、甜菜碱、ｄＮＴＰｓ进行优化，电泳观察效果，确

定最佳反应条件，建立的扩增反应体系如下：ＢｓｔＤＮＡ聚合酶（８

Ｕ）１μＬ、Ｂｓｔ缓冲液（１０×）２．５μＬ、ｄＮＴＰｓ（１０ｍｍｏｌ／Ｌ）１μＬ、甜

菜碱（５ｍｏｌ／Ｌ）５μＬ、硫酸镁（１００ｎｍｏｌ／Ｌ）１．５μＬ、Ｆ３与Ｂ３（引物

浓度为２０μｍｏｌ／Ｌ）各０．２５μＬ、ＢＩＰ与ＦＩＰ（引物浓度为２０μｍｏｌ／

Ｌ）各２．０μＬ、ＤＮＡ模板２．０μＬ、蒸馏水７．５μＬ。混匀后，６５℃

等温扩增４５ｍｉｎ。不同ｄＮＴＰｓ浓度对ＬＡＭＰ反应的影响见图

１（见《国际检验医学杂志》网站主页“论文附件”）。

２．３　特异性检测结果　本研究对１３株细菌的 ＤＮＡ 进行

ＬＡＭＰ反应，只有６株大肠埃希菌为阳性结果（肉眼观察反应

管，可见白色沉淀，加入ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ染料呈绿色，琼脂糖凝

胶电泳呈现特征性阶梯形条带），其他细菌为阴性结果，可见

ＬＡＭＰ反应检测的特异性强。结果见图２（见《国际检验医学

杂志》网站主页“论文附件”）。

２．４　灵敏度检测结果　将１０倍倍比稀释的大肠埃希菌基因

组ＤＮＡ为模板，进行ＬＡＭＰ反应，加入ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ后，观察

结果，随后进行电泳，结果呈绿色的反应产物电泳时均出现特异

性的阶梯形条带，说明出现 ＬＡＭＰ反应，其颜色变化情况与电

泳结果一致，可以判定本方法的检测下限为１５ｃｆｕ／ｍＬ。

３　讨　　论

大肠埃希菌是人体肠道中的正常寄生菌，但也是临床各部

位感染的重要致病菌。传统上，对大肠埃希菌的诊断主要依靠

平板培养分离鉴定法，但该方法检测周期长达３ｄ，费时、费力，

不利于临床的快速诊断，所以寻找更快速、更简易、更准确的检

测方法是临床工作的发展方向。

ＬＡＭＰ检测方法是一种在等温条件下高特异性、高灵敏

度、快速扩增靶序列ＤＮＡ的技术，无需昂贵的仪器设备，在可

控温水浴箱中１ｈ内就可以完成全部反应，使对大肠埃希菌的

快速诊断成为可能。

本研究针对大肠埃希菌的ｌａｃＺ基因设计了４条引物，保

证了ＬＡＭＰ反应的特异性，并成功检测出大肠埃希菌，而其他

细菌的基因不能扩增出来，表明该引物有很高的特异性。通过

优化硫酸镁、甜菜碱、ｄＮＴＰｓ及引物浓度，建立了ＬＡＭＰ检测

方法，整个体系的最优反应过程是在恒温６５℃条件下孵育４５

ｍｉｎ，可直接判定结果。

ＬＡＭＰ检测方法的灵敏度非常高，甚至高于荧光定量

ＰＣＲ
［３５］。本研究所建立的用于检测大肠埃希菌的ＬＡＭＰ反

应检测下限为１５ｃｆｕ／ｍＬ，所以该方法方便快捷，适合临床检

测大肠埃希菌。

ＬＡＭＰ检测方法扩增效率高、反应时间短，但易发生气溶

胶污染，造成假阳性等问题，也成为阻碍该技术应用的瓶

颈［６１５］。因此，许多学者在这方面也尝试了很多努力。比如

Ｔａｏ等
［１６］在反应体系中加入不耐高温且含荧光染料的微晶石

蜡，反应结束后升温使其融化释放荧光染料，判读结果，从而避

免开盖，减少污染的发生。

ＬＡＭＰ检测方法不需要特殊的试剂和仪器设备，而且随

着近年来各国研究者对该技术的不断完善与改进，有理由相信

ＬＡＭＰ检测方法一定会有更广阔的应用前景。
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