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  摘 要:目的 构建基于环介导等温扩增(LAMP)技术的快速检测金黄色葡萄球菌的方法,并评估其对金

黄色葡萄球菌的检测能力。方法 基于“种内保守”与“种间特异”的双准则,采用本地及在线基于局部比对算

法的搜索工具,完成了金黄色葡萄球菌特异性基因筛选。使用Primer
 

Explorer
 

V5软件设计了LAMP引物。
建立LAMP基础反应体系,并对扩增温度、Mg2+和dNTP的浓度及孵育时间进行优化。通过向LAMP反应体

系中添加羟基萘酚蓝(HNB)以实现扩增结果的可视化检测。使用优化的LAMP反应体系对16株标准菌株进

行交叉反应测试,以验证其特异性。提取10倍梯度稀释的金黄色葡萄球菌悬液(3×100~3×108
 

CFU/mL)基

因组DNA用于LAMP扩增,以测定其检出限。使用LAMP方法检测了180株临床菌株,评价其诊断效能。
结果 通过多源生物信息学分析,确定了一段金黄色葡萄球菌种属特异性基因(GenBank:CP049389.1;位置

434832-435198
 

bp),并依据该基因设计了LAMP引物并优化了反应条件。优化后的LAMP体系包含1×等温

扩增缓冲液,6.0
 

U
 

Bst
 

2.0
 

DNA聚合酶、6.0
 

mmol/L
 

Mg2+、1.2
 

mmol/L
 

dNTP、120
 

μmol/L
 

HNB、0.2
 

μmol/L
 

F3与B3、1.6
 

μmol/L
 

FIP与BIP、0.8
 

mol/L甜菜碱,DNA模板和ddH2O,反应程序设置为62
 

℃孵

育60
 

min。在优化的反应体系中,LAMP对金黄色葡萄球菌检测的特异度为100.0%,检出限为3×101
 

CFU/反

应,准确度为96.7%。结论 该研究所建立的LAMP技术简单可靠,可作为金黄色葡萄球菌感染的快速诊断

工具。
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Abstract:Objective To

 

establish
 

a
 

rapid
 

detection
 

method
 

for
 

Staphylococcus
 

aureus
 

based
 

on
 

Loop-me-
diated

 

Isothermal
 

Amplification
 

(LAMP)
 

technology
 

and
 

to
 

evaluate
 

its
 

detection
 

capability
 

for
 

Staphylococ-
cus

 

aureus.Methods Based
 

on
 

the
 

dual
 

criteria
 

of
 

"intra-species
 

conservation"
 

and
 

"inter-species
 

specificity",
the

 

specific
 

genes
 

of
 

Staphylococcus
 

aureus
 

were
 

screened
 

using
 

local
 

and
 

online
 

search
 

tools
 

based
 

on
 

local
 

a-
lignment

 

algorithms.Primer
 

Explorer
 

V5
 

software
 

was
 

used
 

to
 

design
 

LAMP
 

primers.The
 

LAMP
 

basic
 

reac-
tion

 

system
 

was
 

established,and
 

the
 

amplification
 

temperature,Mg2+
 

and
 

dNTP
 

concentrations,and
 

incuba-
tion

 

time
 

were
 

optimized.The
 

visualization
 

detection
 

of
 

amplification
 

results
 

was
 

achieved
 

by
 

adding
 

hydroxy
 

naphthol
 

blue
 

(HNB)
 

to
 

the
 

LAMP
 

reaction
 

system.The
 

optimized
 

LAMP
 

reaction
 

system
 

was
 

used
 

to
 

test
 

the
 

cross-reaction
 

of
 

16
 

standard
 

strains
 

to
 

verify
 

its
 

specificity.Genomic
 

DNA
 

of
 

Staphylococcus
 

aureus
 

dilu-
ted

 

in
 

10-fold
 

gradients
 

(3×100
 

to
 

3×108
 

CFU/mL)
 

was
 

extracted
 

for
 

LAMP
 

amplification
 

to
 

determine
 

its
 

detection
 

limit.The
 

LAMP
 

method
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

180
 

clinical
 

strains
 

to
 

evaluate
 

its
 

diagnostic
 

efficacy.
Results Through

 

multi-source
 

bioinformatics
 

analysis,a
 

species-specific
 

gene
 

of
 

Staphylococcus
 

aureus
 

(Gen-
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Bank:CP049389.1;
 

positions
 

434832-435198
 

bp)
 

was
 

identified.Based
 

on
 

this
 

gene,LAMP
 

primers
 

were
 

de-
signed

 

and
 

reaction
 

conditions
 

were
 

optimized.The
 

optimized
 

LAMP
 

system
 

includes
 

1×
 

isothermal
 

amplifi-
cation

 

buffer,6.0
 

U
 

Bst
 

2.0
 

DNA
 

polymerase,6.0
 

mmol/L
 

Mg2+,1.2
 

mmol/L
 

dNTP,120
 

μmol/L
 

HNB,0.2
 

μmol/L
 

F3
 

and
 

B3,1.6
 

μmol/L
 

FIP
 

and
 

BIP,0.8
 

mol/L
 

betaine,DNA
 

template
 

and
 

ddH2O.The
 

reaction
 

pro-
gram

 

was
 

set
 

at
 

62
 

℃
 

incubation
 

for
 

60
 

min.In
 

the
 

optimized
 

reaction
 

system,the
 

specificity
 

of
 

LAMP
 

for
 

de-
tecting

 

Staphylococcus
 

aureus
 

was
 

100.0%,the
 

detection
 

limit
 

is
 

3×101
 

CFU/reaction,and
 

the
 

accuracy
 

was
 

96.7%.Conclusion The
 

LAMP
 

technology
 

established
 

in
 

this
 

study
 

is
 

simple
 

and
 

reliable,and
 

can
 

be
 

used
 

as
 

a
 

rapid
 

diagnostic
 

tool
 

for
 

Staphylococcus
 

aureus
 

infection.
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  金黄色葡萄球菌是一类临床常见的革兰阳性球

菌,2023年全国细菌耐药监测报告显示,金黄色葡萄

球菌的检出量占整个革兰阳性菌的32.9%。金黄色

葡萄球菌可产生多种毒素和侵袭性酶,是引起人类皮

肤感染、骨髓炎、心内膜炎、肺炎、中毒性休克综合征、
烫伤皮肤综合征等多种严重疾病的原因[1]。与此同

时,金黄色葡萄球菌还是社区和医院获得性血流感染

的常见原因,而感染性心内膜炎是其最严重的并发症

之一[2]。相关研究报告显示,血流感染是第七大最常

见的死亡原因,也是感染导致死亡的主要原因[3-4]。
有研究显示,快速的诊断和早期的临床干预对于血流

感染患者的预后至关重要,特别是在急诊科和重症监

护病房(ICU)中,实施及时有效的抗感染治疗可显著

降低血流感染的病死率[5]。因此,快速诊断金黄色葡

萄球菌感染有助于临床对疾病进行早期干预,从而降

低病死率及节省医疗费用。
目前,金黄色葡萄球菌通常使用微生物培养法进

行诊断,包括菌落形态学、革兰染色、生化鉴别试验

(例如凝固酶、过氧化氢酶、DNA 酶等)、药敏试验。
然而,传统培养法也存在明显的局限性,比如操作步

骤复杂,检测时间长达2~3
 

d等[6]。为此,患者可能

错过治疗窗口期,延误最佳治疗时机。近年来,随着

分子诊断的兴起,聚合酶链反应(PCR)常常被用于直

接从环境和临床标本中鉴定金黄色葡萄球菌[7-8]。与

传统培养法相比,PCR具有检测时效短,灵敏度高,重
复性好等显著优势[9]。然而,PCR方法的应用也受到

许多额外问题的限制,如需要价格昂贵PCR热循环

仪与专业的技术人员、样品制备过程复杂、需要特定

的操作空间等。鉴于此,开发更为高效,快速且成本

低廉的精准检测方案已成为当务之急。
环介导等温扩增(LAMP)是由 NOTOMI等[10]

于2000年开发并报道的一种等温扩增方法。LAMP
技术可在1

 

h内将几个拷贝的DNA扩增到109 个拷

贝,并且具有很高的检测灵敏度,已被开发用于快速

检测各种病原体,是一种有用的快速诊断工具[11-12]。
目前,一些研究已实现了LAMP技术在金黄色葡萄球

菌检测中的初步应用,但其产物判读环节仍受限于专用

浊度检测设备或荧光信号采集系统,这严重制约了现场

快速检测的可行性[13-14]。简化LAMP技术流程的核心

在于实现扩增结果的简易判读。为此,研究者开发了一

系列用于LAMP产物检测的可视化染料[15-16]。本研究

拟构建集核酸扩增与比色法检测于一体的便携式检测

方案,用 于 金 黄 色 葡 萄 球 菌 的 快 速 诊 断。通 过 向

LAMP反 应 体 系 中 添 加 金 属 指 示 剂 羟 基 萘 酚 蓝

(HNB),实现检测结果的可视化判读。现报道如下。
1 材料与方法

1.1 菌种 本研究共使用了16种标准菌株用以分

析LAMP技术的特异性,具体菌株如下:金黄色葡萄

球 菌 (ATCC29213、ATCC25923)、大 肠 埃 希 菌

(ATCC25922)、尿肠球菌(ATCC19434)、粪肠球菌

(ATCC29212)、肺炎克雷伯菌(ATCC700603)、铜绿

假单胞菌(ATCC27853)、肺炎链球菌(ATCC49619)、
流 感 嗜 血 杆 菌 (ATCC49247)、阴 沟 肠 杆 菌

(ATCC700323)、嗜麦芽窄食单胞菌(ATCC17666)、
铅 黄 肠 球 菌 (ATCC700327)、克 柔 念 珠 菌

(ATCC6258)、白色念珠菌(ATCC90028)、近平滑念

珠菌(ATCC22019)及表皮葡萄球菌(ATCC12228)。
此外,研究纳入了2024年3-9月由自贡市第四人民

医院微生物实验室所分离的180株临床菌株,用以评

价LAMP方法的诊断效能。这些临床菌株使用梅里

埃VITEK
 

2
 

Compact平台完成种属确认,其中金黄

色葡萄球菌占61.7%(111株),非金黄色葡萄球菌占

38.3%(69株)。非金黄色葡萄球菌的菌株信息如下:
大肠埃希菌(17株)、肺炎克雷伯菌(12株)、粪肠球菌

(8株)、铜绿假单胞菌(8株)、鲍曼不动杆菌(7株)、尿
肠球菌(5株)、表皮葡萄球菌(5株)、阴沟肠杆菌(3
株)、奇异变形杆菌(2株),以及无乳链球菌、嗜麦芽窄

食单胞菌各1株。
1.2 仪器与试剂 仪器:基因扩增仪(宏石医疗)、电
泳仪(北京六一生物)、VITEK

 

2
 

Compact全自动微生

物鉴定系统(法国生物梅里埃)、凝胶成像系统(上海

伯乐)、恒温培养箱(博科生物)、生物安全柜(博科生

物)等。试剂:MgSO4、Bst
 

2.0
 

DNA 聚合酶(北京

NEB);甜菜碱、dNTP(生工生物);HNB(阿拉丁生化

科技);电泳缓冲液、DNA标记物、PCR扩增试剂、引
物(擎科生物)、培养基(安图生物)等。
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1.3 方法

1.3.1 特异性基因的筛选和引物设计 首先,本研

究使用本地基于局部比对算法的搜索工具(BLAST)
筛选金黄色葡萄球菌特异性基因。随后使用在线

BLAST进一步鉴定靶基因。通过本地BLAST比对

和在线BLAST数据库检索,最终确定了本研究所用

到 的 金 黄 色 葡 萄 球 菌 靶 基 因 序 列 (GenBank:
CP049389.1;位置434832-435198

 

bp)。随后,使用

Primer
 

Explorer
 

V5(https://primerexplorer.eiken.
co.jp/)软件针对该序列设计了4条LAMP引物(表
1)。引物设计严格遵循引物设计手册(https://prim-
erexplorer.jp/v5_manual/index.html)进行。

表1  LAMP引物序列

名称 引物序列(5'-3') 引物长度(bp)

F3 TGGAGTTAAAAATGAAGGACAA 22

B3 CTTTTTGAGTAACACATCTTGAG 23

FIP TGAGGTATGTGTTATACCCTTGAGT-ATTCATAAACATGGTAAGCGT 46

BIP ATGCTTAGAATGCAATGGCACT-ATAAAACACGACTCATCAACA 43

1.3.2 基因组DNA提取方法 本研究采用改良型

Hotshot裂解法进行核酸抽提:菌液经2
 

074×g离心

3.5
 

min获得菌体沉淀,重悬于8
 

μL碱裂解液(含125
 

mmol/L
 

NaOH、1
 

mmol/L
 

EDTA及0.1%
 

Tween
 

20),65
 

℃金属浴热激10
 

min使细菌裂解。随后加入

4
 

μL 酸中和 液(含250
 

mmol/L
 

HCl、10
 

mmol/L
 

Tris-HCl),涡旋振荡30
 

s混匀,经瞬时离心(200×g,
10

 

s)后取上清液作为模板[17]。
1.3.3 LAMP反应体系构建 参照Bst

 

2.0
 

DNA
聚合酶产品说明书,建立了LAMP基础体系(以下均

为终浓度):1×等温扩增缓冲液、6.0
 

U
 

Bst
 

2.0
 

DNA
聚合酶、8.0

 

mmol/L
 

Mg2+、1.0
 

mmol/L
 

dNTP、0.2
 

μmol/L
 

F3 与 B3、1.6
 

μmol/L
 

FIP 与 BIP、0.8
 

mol/L甜菜碱、DNA模板,以ddH2O添至25
 

μL。反

应程序设置为:60
 

℃恒温扩增40
 

min。产物检测方

法:通过向反应体系加入120
 

μmol/L
 

HNB用以指示

扩增反应[16]。体系发生有效扩增时,反应管的颜色由

紫色变为天蓝色。同时,取5
 

μL扩增产物与电泳缓

冲液充分混匀后,使用1.5%琼脂糖凝胶进行电泳分

析。LAMP扩增阳性表现出典型的梯状条带,而扩增

阴性则无条带产生。
1.3.4 LAMP反应体系优化 提取金黄色葡萄球菌

标准株(ATCC25923)基因组DNA,以此为LAMP扩

增模板进行反应优化。在保持其他反应条件不变的

情况下,依次设置不同的扩增温度(60~64
 

℃)、Mg2+

浓度(2.0~10.0
 

mmol/L)、dNTP浓度(0.6~1.4
 

mmol/L)、孵育时间(20~60
 

min)。反应结果通过

1.5%琼脂糖凝胶电泳进行判读,以此选择LAMP最

优反应体系。
1.3.5 LAMP特异性评价 使用1.3.4建立的最佳

LAMP反应体系,分别检测16株标准菌株基因组

DNA,以此来评估LAMP检测的特异性。以ddH2O
代替基因组DNA加入反应体系作为空白对照。反应

结果通过HNB染料颜色变化进行判断。并用1.5%

琼脂糖凝胶电泳进行验证。
1.3.6 LAMP检出限评价 金黄色葡萄球菌标准株

(ATCC25923)经隔夜培养后,采用生理盐水进行10
倍梯度稀释处理。原培养液中活菌数的测定则通过

稀释平板计数法完成。同时,从各浓度梯度菌悬液

(3×100~3×108
 

CFU/mL)中取1
 

mL用以基因组

DNA提取。使用最佳LAMP反应体系分别对这些

基因组DNA进行扩增。以ddH2O代替基因组DNA
加入反应体系作为空白对照。反应结果通过 HNB染

料颜色变化进行判断。并用1.5%琼脂糖凝胶电泳进

行验证。
1.3.7 LAMP特异性与检出限比较 使用

 

LAMP、
PCR技术进行特异性和检出限评估,比较两种方法在

特异性和检出限方面的优劣。扩增完成后经1.5%琼

脂糖凝胶电泳观察结果。
1.3.8 LAMP在临床菌株检测中的应用 使用改良

型Hotshot裂解法对180株临床分离菌株进行基因

组DNA提取,并进行LAMP扩增实验。以VITEK
 

2
 

Compact
 

全自动微生物鉴定系统的检测结果为参考,
分别计算LAMP方法的诊断效能。特异度=

 

[真阴

性数/(真阴性数+假阳性数)]×100%;灵敏度=
 

[真
阳性数/(真阳性数+假阴性数)]×100%;准确度=

 

[(真阳性数+真阴性数)/总样本数]×100%。
2 结  果

2.1 LAMP反应的优化 对LAMP反应的关键参

数,包括扩增温度、Mg2+和dNTP浓度及孵育时间进

行了优化,以获得最佳的扩增效率。LAMP反应在

62
 

℃时表现出更为良好的扩增效率,其条带亮度较其

他温度条件下更高(图1A)。因此,选择62
 

℃作为后

续实验的最佳反应扩增温度。对于62
 

℃下 Mg2+ 浓

度的 优 化,在6.0
 

mmol/L
 

Mg2+ 与8.0
 

mmol/L
 

Mg2+浓度下,LAMP的扩增效率较其他浓度更高(图
1B),考虑到过高 Mg2+浓度可能会导致非特异性扩增

风险的增加[18],因此,本研究选择的最适 Mg2+ 浓度
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为6.0
 

mmol/L。当dNTP浓度达到1.0
 

mmol/L开

始出现扩增条带,而在1.4
 

mmol/L
 

dNTP浓度下条

带更亮(图1C)。鉴于过高dNTP浓度亦可能导致非

特异性扩增风险的增加[18],因此,本研究选择1.2
 

mmol/L作为dNTP浓度。对于孵育时间的优化,当
反应进行40

 

min时,首先检测到扩增产物,而在反应

到达60
 

min时,检测到更多的产物量(图1D)。为实

现最佳扩增,后续实验使用60
 

min的孵育时间作为

LAMP反应参数。总的来说,本研究中最终使用的优

化的LAMP体系(终浓度)包含1×等温扩增缓冲液,
6.0

 

U
 

Bst
 

2.0
 

DNA聚合酶,6.0
 

mmol/L
 

Mg2+、1.2
 

mmol/L
 

dNTP、120
 

μmol/L
 

HNB、0.2
 

μmol/L
 

F3与

B3、1.6
 

μmol/L
 

FIP与BIP、0.8
 

mol/L甜菜碱,DNA模

板和ddH2O。反应程序设置为62
 

℃孵育60
 

min。

  注:A为扩增温度优化;B为 Mg
 2+浓度优化;C为dNTP浓度优化;D为孵育时间优化;M为DNA标记物。

图1  LAMP反应的优化

2.2 LAMP特异性 在LAMP检测中,仅观察到两

株金黄色葡萄球菌标准株的反应管颜色从紫色变为

天蓝色,而14种非金黄色葡萄球菌菌株反应管仍保

持其原始的紫色(图2A)。琼脂糖凝胶电泳进一步证

实,仅金黄色葡萄球菌菌株反应管显示典型的梯状条

带,而其他菌株反应管未显示任何条带(图2B)。这些

结果与使用引物F3和B3的PCR测定一致(图2C)。
这些结果表明,本研究开发的LAMP技术能特异性

地检测金黄色葡萄球菌,并且与其他物种没有显著的

交叉反应性。

  注:A为LAMP可视化结果;B为LAMP琼脂糖凝胶电泳结果;C为PCR琼脂糖凝胶电泳结果;1、2泳道为金黄色葡萄球菌;3泳道为流感嗜

血杆菌;4泳道为嗜麦芽窄食单胞菌;5泳道为粪肠球菌;6泳道为克柔念珠菌;7泳道为阴沟肠杆菌;8泳道为肺炎链球菌;9泳道为大肠埃希菌;10
泳道为近平滑念珠菌;11泳道为屎肠球菌;12泳道为铅黄肠球菌;13泳道为肺炎克雷伯菌;14泳道为白色念珠菌;15泳道为铜绿假单胞菌;16泳

道为表皮葡萄球菌;17泳道为空白对照;M为DNA标记物。

图2  LAMP和PCR检测特异性

2.3 LAMP检出限 本研究将金黄色葡萄球菌进行

增菌培养,并通过稀释平板计数法得出原菌液浓度。
将原菌液10倍梯度稀释得到3×108、3×107、3×
106、3×105、3×104、3×103、3×102、3×101、3×100

 

CFU/mL的各个浓度梯度稀释液,提取基因组DNA,

用于LAMP和PCR检测。结果表明,PCR方法对金

黄色葡萄球菌菌液的检出限为3×102
 

CFU/反应(图
3C),LAMP技术对金黄色葡萄球菌菌液的检出限可

达3×101
 

CFU/反应,见图3。由此可见,LAMP方法

的检出限比PCR更低。
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  注:A为金黄色葡萄球菌的LAMP可视化结果;B为金黄色葡萄球菌的LAMP琼脂糖凝胶电泳结果;C为金黄色葡萄球菌的PCR琼脂糖凝胶

电泳结果;M为DNA标记物。

图3  LAMP和PCR检出限

2.4 LAMP对临床菌株的检测 LAMP对临床分

离株的部分检测结果见图4。LAMP技术平台在69
株非目标菌中,均未检测到交叉反应性信号。而在

111株经VITEK
 

2
 

Compact系统确认的金黄色葡萄

球菌中,共检出105例阳性及6例阴性。基于以上数

据计 算 LAMP 方 法 的 诊 断 效 能 参 数,灵 敏 度 为

94.6%,特异度为100.0%,准确度为96.7%。

  注:A为LAMP可视化结果;B为LAMP琼脂糖凝胶电泳结果;M为DNA标记物。

图4  LAMP检测临床分离株
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3 讨  论

  本研究基于“种内保守”与“种间特异”的双准则,
通过本地BLAST及在线BLAST成功筛选了金黄色

葡萄球菌特异性基因(GenBank:CP049389.1;位置

434832-435198
 

bp)。针对该序列设计了4条LAMP
引物,并建立了基础反应体系。随后进行了反应条件

优化并获得了最佳LAMP反应体系。LAMP的扩增

结果可以通过电泳,浊度变化或可视化显色来检

测[19]。然而,电泳与浊度检测均需依赖额外的检测仪

器,这大大降低了实验的便携性。可视化显色仅需通

过肉眼观测反应前后试管颜色变化即可做出结果判

断,因此,它是提高检测便捷性的良好选择。HNB是

一种廉价、灵敏且稳定的金属指示剂。它通过对监测

反应体系中游离镁离子消耗量来指示LAMP的扩增

结果,是一种可靠有效的可视化显色方法[16]。一项多

观察者研究表明,HNB作为LAMP可视化指示剂优

于其他方法的显色效果[20]。可视化指示剂 HNB的

使用使得LAMP扩增结果的判断更容易,省去了繁

琐的电泳操作,大大避免了气溶胶引起的交叉污染。
因此,本研究选择HNB作为LAMP方法的最佳可视

化染料。
完成LAMP反应体系优化后,本研究对LAMP

方法的特异性和检出限进行了验证,同时将其与PCR
方法做了横向对比,结果显示LAMP与PCR扩增均

有良好的特异性,二者均能准确区分金黄色葡萄球菌

与非金黄色葡萄球菌。值得一提的是,尽管LAMP
技术使用4条引物,靶向6个区域进行扩增,其对模

板具有高度选择性,但是LAMP引物浓度通常高于

传统PCR方法,高浓度的引物可能会增加引物二聚

体诱导的非特异性扩增的产生[21]。而甜菜碱可以通

过减少与靶DNA无关序列的扩增来提高靶DNA扩

增的选择性,并能减少碱基堆积来提高总体反应速

率[10]。因此,本研究将甜菜碱加入LAMP反应体系,
从而防止引物二聚体的形成,减少非特异性扩增,抑
制假阳性结果[22]。检出限评价实验结果显示LAMP
技术的检出限比PCR法低10倍。在一些相关的研

究中,LAMP技术的检出限亦要优于PCR技术[23-24]。
更重要的是,LAMP技术相较于PCR技术更加快捷、
简便,以及节省成本[25]。此外,有也研究报道,LAMP
技术对于模板DNA的纯化程度要求更低。例如,将
细菌菌落直接加入用于LAMP反应的反应混合物

中,或离心沉淀样品在1%
 

Triton
 

X-100溶液中直接

煮沸,释放的 DNA 可直接用于 LAMP反应,无需

纯化[26-27]。
以

 

VITEK
 

2
 

Compact鉴定系统的检测结果为参

考,本研究对临床分离的180株细菌进行了再鉴定。
由于LAMP的扩增对靶基因具有高度选择性,因此,
在对非金黄色葡萄球菌的检测中未产生非特异性扩

增,检测的特异度为100%。同时,111株金黄色葡萄

球菌中有6株未检出,推测可能与菌株自身的基因突

变有关,检测的灵敏度为94.6%。根据LIM 等[13]的

研究,LAMP对金黄色葡萄球菌的检测灵敏度与特异

度均达到了100%。同样,ABUSHERAIDA等[28]建

立了一种闭管式LAMP体系用于金黄色葡萄球菌检

测,在对93份临床分离株的验证中,LAMP亦展示了

良好的诊断效能(特异度100%,灵敏度97%)。本研

究基于LAMP建立了一种金黄色葡萄球菌的快速可

视化检测技术,实验结果显示,该技术具有良好的方

法学性能与诊断效能,适用于临床金黄色葡萄球菌检

测。然而,本研究仍存在改进空间。如果将 LAMP
技术与生物传感器或微流控平台相结合,有望实现真

正意义上的金黄色葡萄球菌即时检验,这将显著提升

检测效率并拓宽临床应用前景[29-30]。
综上所述,本研究基于LAMP技术开发了一种

金黄色葡萄球菌的快速检测方案。通过向反应体系

添加HNB,扩增结果可在环境光下进行肉眼判读,这
极大地简化了实验流程。将其应用于临床分离株的

快速检测,准确度达到96.7%。因此,LAMP技术是

一种快速、灵活、简单的金黄色葡萄球菌鉴定工具,由
于其扩增无需特定仪器,因此该方法可用于各类微生

物学实验室快速检测金黄色葡萄球菌。而对金黄色

葡萄球菌感染的快速诊断不仅有助于临床医生尽早

把握黄金治疗时机,更能及时构建有效的生物安全屏

障,降低院内交叉感染风险。
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