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  摘 要:目的 结合微流控芯片环介导恒温扩增技术(LAMP),建立可同时检测粪便中8种肠道致病菌的

微流控芯片LAMP检测方法,为感染性腹泻的临床诊断提供依据。方法 根据8种肠道致病菌(志贺菌、沙门

菌、副溶血性弧菌、空肠弯曲菌、肠聚集性大肠埃希菌、肠侵袭性大肠埃希菌、肠致病性大肠埃希菌、肠产毒素大

肠埃希菌)的特异目的基因分别设计微流控芯片LAMP引物,加入EvaGreen荧光染料,采用微流控芯片

LAMP对8种肠道致病菌同时进行实时荧光监测;提取8种肠道致病菌的基因组DNA,对建立微流控芯片

LAMP的特异度和灵敏度进行评价;制备模拟粪便样本对该技术的最低检出限进行评价。结果 微流控芯片

LAMP可实现8种肠道致病菌的特异性检测,对福氏志贺菌、鼠伤寒沙门菌、副溶血性弧菌、空肠弯曲菌、肠聚

集性大肠埃希菌、肠侵袭性大肠埃希菌、肠致病性大肠埃希菌和肠产毒素大肠埃希菌的检测灵敏度可达100
 

CFU/mL;对模拟粪便样本中福氏志贺菌、鼠伤寒沙门菌、副溶血性弧菌、肠道侵袭性大肠埃希菌、肠道致病性

大肠埃希菌、肠产毒素大肠埃希菌的最低检出限均为100
 

CFU/mL;对空肠弯曲菌和肠聚集性大肠埃希菌的最

低检出限为1
 

000
 

CFU/mL。结论 该实验建立的微流控芯片LAMP特异性好、灵敏度高、结果准确,可用于

粪便中8种肠道致病菌的同步快速检测。
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Abstract:Objective To
 

establish
 

a
 

method
 

that
 

can
 

simultaneously
 

detect
 

eight
 

enteric
 

pathogenic
 

bacte-
ria

 

in
 

stool
 

specimens
 

by
 

combining
 

microfluidic
 

chip
 

loop-mediated
 

isothermal
 

amplification
 

technology
 

and
 

then
 

provide
 

technical
 

support
 

for
 

clinical
 

diagnosis
 

of
 

infectious
 

diarrhea.Methods The
 

primers
 

were
 

de-
signed

 

according
 

to
 

the
 

specific
 

target
 

genes
 

of
 

the
 

eight
 

pathogenic
 

bacteria
 

(Shigella,Salmonella,Vibrio
 

parahaemolyticus,Campylobacter
 

jejuni,Enteroaggregative
 

E.coli,Enteroinvasive
 

E.coli,Enteropathogenic
 

E.coli,Enterotoxigenic
 

E.coli),and
 

EvaGreen
 

fluorescent
 

dye
 

was
 

added.Microfluidic
 

chip
 

loop-mediated
 

iso-
thermal

 

amplification
 

was
 

used
 

for
 

simultaneous
 

real-time
 

fluorescence
 

monitoring
 

of
 

8
 

enteric
 

pathogens.The
 

genomic
 

DNA
 

of
 

enteric
 

pathogens
 

were
 

extracted,and
 

the
 

specificity
 

and
 

sensitivity
 

of
 

the
 

established
 

mi-
crofluidic

 

chip
 

loop-mediated
 

isothermal
 

amplification
 

method
 

were
 

evaluated.Stool
 

samples
 

were
 

simulated
 

and
 

prepared
 

to
 

evaluate
 

the
 

detection
 

limit.Results The
 

detection
 

sensitivity
 

of
 

Shigella
 

flexneri,Salmonella
 

typhimurium,Vibrio
 

parahaemolyticus,Campylobacter
 

jejuni,Enteroaggregative
 

E.coli,Enteroinvasive
 

E.co-
li,Enteropathogenic

 

E.coli,Enterotoxigenic
 

E.coli
 

were
 

all
 

100
 

CFU/mL.The
 

minimum
 

detection
 

limit
 

of
 

Shigella
 

flexneri,Salmonella
 

typhimurium,Vibrio
 

parahaemolyticus,Enteroinvasive
 

E.coli,Enteropathogenic
 

E.coli,and
 

Enterotoxigenic
 

E.coli
 

in
 

simulated
 

stool
 

samples
 

were
 

all
 

100
 

CFU/mL.The
 

minimum
 

detection
 

limit
 

of
 

Campylobacter
 

jejuni
 

and
 

Enteroaggregative
 

E.coli
 

in
 

simulated
 

stool
 

samples
 

were
 

1
 

000
 

CFU/mL.
Conclusion The

 

microfluidic
 

chip
 

loop-mediated
 

isothermal
 

amplification
 

method
 

has
 

good
 

specificity,high
 

sensitivity,and
 

accurate
 

results.The
 

method
 

can
 

be
 

used
 

for
 

rapid
 

detection
 

of
 

eight
 

enteric
 

pathogenic
 

bacte-
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ria
 

in
 

stool
 

specimens.
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  肠道是致病菌定植和感染的主要器官[1]。肠道

致病菌主要是通过污染的食物或水进入消化道,并最

终定殖在肠道内引起感染性腹泻等疾病[2]。据统计,
全球每年有17~50亿人发生腹泻,140万人因腹泻死

亡[3-5]。志贺菌、沙门菌、副溶血性弧菌、弯曲菌、致泻

型大肠埃希菌是引起腹泻的主要致病菌。因此,快
速、准确、灵敏地检测出致病菌,对腹泻的临床诊断及

用药有重要的指导意义。
微流控芯片环介导恒温扩增技术(LAMP)是一

种新兴的分子诊断技术[6],它将微流控芯片的微型

化、高通量、低污染、低成本等优点与LAMP技术的

简便、快捷、高灵敏度等优点相结合[7],集成了一个新

型的诊断技术。本文分别以志贺菌、沙门菌、副溶血

性弧菌、空肠弯曲菌、肠聚集性大肠埃希菌、肠侵袭性

大肠埃希菌、肠致病性大肠埃希菌、肠产毒素大肠埃

希菌的特异性目的片段设计引物,利用微流控芯片

LAMP技术,在反应体系中加入荧光染料EvaGreen,
在恒温扩增过程中进行实时荧光监测,建立8种肠道

致病菌同步检测的微流控芯片LAMP检测方法。现

报道如下。
1 材料与方法

1.1 菌株 实验所用标准菌株购自北京陆桥技术股

份有限公司。具体菌株信息见表1。
1.2 试剂与仪器 反应预混液(主要成分包括Bst

 

DNA聚合酶、dNTPs、EvaGreen);细菌裂解液(北京

热景生物技术股份有限公司);粪便提取试剂盒(北京

热景生物技术股份有限公司);肠道致病菌微流控芯

片(北京热景生物技术股份有限公司);微流控恒温扩

增PCR多重核酸检测仪(北京热景生物技术股份有

限公司)。
1.3 方法

1.3.1 引物设计与合成 本文使用的志贺菌、沙门

菌、副溶血性弧菌、空肠弯曲菌、肠聚集性大肠埃希

菌、肠侵袭性大肠埃希菌、肠致病性大肠埃希菌、肠产

毒素大肠埃希菌基因组DNA引物均由北京热景技术

股份有限公司提供。
1.3.2 模板DNA的制备 吸取1

 

mL含有实验菌

株的培养液,加入到1.5
 

mL无菌离心管中,10
 

000
 

r/min离心2
 

min,尽量弃除上清液;加入100
 

μL细

菌裂解液悬浮菌体,95
 

℃加热5
 

min,上清液即为待

检测DNA模板。
1.3.3 恒温扩增反应体系配制 恒温扩增反应体系

为90
 

μL,包括10
 

μL待检测DNA模板、45
 

μL反应

预混液、35
 

μL
 

DNase/RNase-Free去离子水。
1.3.4 微流控芯片LAMP反应 将恒温扩增反应

体系加入肠道致病菌微流控芯片中,使用微流控恒温

扩增PCR多重核酸检测仪进行恒温扩增。以1×104
 

CFU/mL的福氏志贺菌、鼠伤寒沙门菌、副溶血性弧

菌、空肠弯曲菌、大肠埃希菌混合菌液制备的基因组

DNA为检测靶标测试扩增效率,以高压灭菌水作为

反应条件特异性初筛模板,设置恒温扩增温度分别为

60、63、65
 

℃,反应时间30
 

min。
表1  实验用菌株

序号 菌株名称 菌株编号

1 福氏志贺菌
 

CMCC(B)51572
2 鼠伤寒沙门菌

 

CMCC(B)50115
3 副溶血性弧菌

 

ATCC
 

17802
4 空肠弯曲菌

 

ATCC
 

29428
5 大肠埃希菌

 

ATCC
 

25922
6 小肠结肠炎耶尔森菌

 

CMCC(B)52004
7 阪崎肠杆菌

 

ATCC
 

29544
8 单核细胞增生李斯特菌

 

ATCC
 

19115
9 金黄色葡萄球菌 ATCC

 

6538
10 铜绿假单胞菌 ATCC

 

27853
11 肺炎克雷伯菌 ATCC

 

4352
12 粪肠球菌

 

ATCC
 

29212
13 长双歧杆菌 CICC

 

6068
14 干酪乳杆菌 Casei

 

GIM
 

1.159

1.3.5 微流控芯片LAMP特异度实验 提取福氏

志贺菌、鼠伤寒沙门菌、副溶血性弧菌、空肠弯曲菌、
大肠埃希菌、小肠结肠炎耶尔森菌、阪崎肠杆菌、单核

细胞增生李斯特菌、金黄色葡萄球菌、铜绿假单胞菌、
肺炎克雷伯菌、粪肠球菌、长双歧杆菌、干酪乳杆菌的

基因组DNA,采用1.3.3和1.3.4的反应体系和扩增

方法进行扩增,以此来验证各个检测引物的特异性是

否满足检测要求。
1.3.6 微流控芯片LAMP灵敏度实验 用无菌生

理盐水分别将福氏志贺菌、鼠伤寒沙门菌、副溶血性

弧菌、空肠弯曲菌、大肠埃希菌的菌液稀释至1×106、
1×105、1×104、

 

1×103、1×102
 

CFU/mL,并进行平

板菌落计数。然后再将上述菌液混合稀释至1×105、
1×104、

 

1×103、1×102
 

、1×101
 

CFU/mL系列浓度,
并分别对混合菌液的每个梯度进行模板DNA的制

备,采用1.3.3和1.3.4的反应体系和扩增方法进行

检测。
1.3.7 模拟样本的检测 将福氏志贺菌、鼠伤寒沙

门菌、副溶血性弧菌、空肠弯曲菌、大肠埃希菌的菌液

混合,稀释至终浓度分别为1×105、1×104、1×103、
1×102、1×101

 

CFU/mL的混合致病菌菌液。取不同

浓度的混合致病菌菌液1
 

mL分别加入黄豆粒大小的

健康人粪便(约2.3
 

g)中,使用菌液将粪便悬浮混匀,
4

 

℃放置过夜,使细菌与粪便充分吸附,即为制备的模

拟污染粪便样本。每个浓度制备3份模拟污染粪便

样本,共制备15份,同时制备3份只加灭菌纯化水的
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未被污染的模拟粪便样本作为阴性对照。使用粪便

提取试剂盒提取模拟粪便样本DNA,采用1.3.3和

1.3.4的反应体系和扩增方法进行检测。
2 结  果

 

2.1 反应温度优化 在恒温扩增反应体系中,温度

不仅影响着扩增效率还直接关系着体系的特异性。
温度高时特异性强,但引物不能与模板牢固结合,扩
增效率下降;温度低时产量高,但可能造成引物与模

板错配,产生非特异性产物。因此,在保证特异性的

前提下为了提高扩增效率,需要对恒温扩增反应体系

进行温度优化,以选取最佳的反应条件。综合8种肠

道致病菌,在65
 

℃条件下,扩增效率最佳,检出时间

(CT)最短,且无非特异扩增产物。这表明在相同的

时间内,恒温扩增反应体系在65
 

℃条件下有着更多

的特异性产物,更有利于检测。见表2。

表2  反应温度优化结果(min)

芯片反应孔 致病菌
混合菌液

60
 

℃ 63
 

℃ 65
 

℃ 67
 

℃

灭菌纯化水

60
 

℃ 63
 

℃ 65
 

℃ 67
 

℃

1 阴性对照 - - - - - - - -

2 志贺菌 9.5 6.5 7.0 13.5 - 20.0 - -

3 沙门菌 8.0 5.5 5.5 12.0 - - - -

4 副溶血性弧菌 - 9.0 8.0 - - - - -

5 空肠弯曲菌 10.0 5.5 5.0 13.0 - - - -

6 肠聚集性大肠埃希菌 13.0 7.5 7.5 16.5 - - - -

7 肠侵袭性大肠埃希菌 - 11.0 10.5 - - - - -

8 肠致病性大肠埃希菌 - 11.0 10.5 - - - - -

9 产肠毒素大肠埃希菌 22.5 8.5 9.0 - - 15.0 - -

10 阳性对照 14.0 10.0 10.0 15.0 13.0 8.5 9.0 14.5
 

  注:“-”表示未检出,即无扩增。

2.2 微流控芯片LAMP特异性分析 本研究分别

将1.3.5提取的各菌液基因组DNA作为检测模板,
配制成恒温扩增反应体系并加入肠道致病菌微流控

芯片中进行恒温扩增,结果显示,福氏志贺菌的基因

组DNA在反应孔2和10中显示阳性,在其他反应孔

中均为阴性;鼠伤寒沙门菌的基因组DNA在反应孔

3和10中显示阳性,在其他反应孔中均为阴性;副溶

血性弧菌的基因组DNA在反应孔4和10中显示阳

性,在其他反应孔中均为阴性;空肠弯曲菌的基因组

DNA在反应孔5和10中显示阳性,在其他反应孔中

均为阴性;大肠埃希菌的基因组DNA在反应孔6~
10显示阳性,在其他反应孔中均为阴性;小肠结肠炎

耶尔 森 菌 的 基 因 组 DNA、阪 崎 肠 杆 菌 的 基 因 组

DNA、单核细胞增生李斯特菌的基因组DNA、金黄色

葡萄球菌的基因组 DNA、铜绿假单胞菌的基因组

DNA、肺炎克雷伯氏菌的基因组DNA、粪肠球菌的基

因组DNA、长双歧杆菌的基因组DNA、干酪乳杆菌

的基因组DNA,均只有反应孔10显示阳性,在其他

反应孔中全部为阴性。以上结果说明8项致病菌的

反应体系均未与其他细菌出现交叉反应,特异性好,
同时也说明芯片的密闭性良好,各反应孔之间独立,
无交叉反应。说明建立的8种肠道致病菌微流控芯

片LAMP能够为临床诊断提供可靠依据。
2.3 微 流 控 芯 片 LAMP 灵 敏 度 分 析  为 验 证

LAMP对8种肠道致病菌的灵敏度,将提取的1×
105、1×104、

 

1×103、1×102、1×101
 

CFU/mL的混合

菌液基因组DNA进行微流控芯片LAMP扩增。结

果显示,混合菌液浓度在1×102
 

CFU/mL及以上时8
种致病菌的荧光值均逐渐增强直至扩增完成,发生扩

增反应,即该方法对福氏志贺菌、鼠伤寒沙门菌、副溶

血性弧菌、空肠弯曲菌、肠聚集性大肠埃希菌、肠侵袭

性大肠埃希菌、产肠毒素大肠埃希菌、肠致病性大肠

埃希菌的最低检测限均为100
 

CFU/mL;并且随着混

合菌液浓度的降低,引物与模板接触的可能性减少,
导致反应所需时间变长;当混合菌液浓度为1×101

 

CFU/mL时,因浓度太低与引物结合失败而无法完成

扩增反应。
2.4 模拟粪便样本检测 模拟粪便样本中各致病菌

的浓 度 分 别 为
 

1×105、1×104、1×103、1×102、
1×101、0

 

CFU/mL,提取基因组DNA后检测。本实

验建立的微流控芯片LAMP对模拟粪便样本中福氏

志贺菌、鼠伤寒沙门菌、副溶血性弧菌、肠侵袭性大肠

埃希菌、肠致病性大肠埃希菌、肠产毒素大肠埃希菌

的最低检出限为100
 

CFU/mL;对空肠弯曲菌和肠聚

集性大肠埃希菌的最低检出限为1
 

000
 

CFU/mL,同
时对灭菌纯化水处理的粪便未检出上述致病菌。对

模拟粪便的检测结果表明,微流控芯片LAMP能够

成功检测粪便中的致病菌,且与对菌液的检测时间一
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致,最快可在10
 

min内获得阳性判定结果,而对于最

低检出限浓度的粪便样本,在30
 

min内获得阳性判

定结果,整个过程不超过30
 

min。见表3。

表3  不同浓度模拟粪便样本中各致病菌CT检测结果(min)

芯片

反应孔
致病菌

1×105
 

CFU/mL

N1 N2 N3

1×104
 

CFU/mL

N1 N2 N3

1×103
 

CFU/mL

N1 N2 N3

1×102
 

CFU/mL

N1 N2 N3

1×101
 

CFU/mL

N1 N2 N3

灭菌纯化水

N1 N2 N3

1 阴性对照 - - - - - - - - - - - - - - - - - -

2 志贺菌 6.5 7.0 6.5 7.5 7.5 8.0 10.5 11.0 11.5 16.0 17.5 17.0 - - - - - -

3 沙门菌 5.0 5.5 5.5 6.0 5.5 6.0 12.0 11.5 12.0 17.5 16.5 18.0 - - - - - -

4 副溶血性弧菌 7.0 7.0 7.0 8.5 8.0 8.5 11.0 11.5 11.0 19.0 20.0 20.0 - - - - - -

5 空肠弯曲菌 5.5 5.0 5.0 5.5 6.0 6.0 9.0 9.5 8.0 - - - - - - - - -

6 肠聚集性大肠埃希菌 7.0 7.0 6.5 7.5 7.5 8.0 12.0 13.0 13.0 - - - - - - - - -

7 肠侵袭性大肠埃希菌 9.0 9.0 9.0 10.5 10.0 10.5 15.0 16.0 15.5 22.0 22.5 24.0 - - - - - -

8 肠致病性大肠埃希菌 9.5 9.0 9.5 10.5 11.0 10.5 13.0 14.0 13.5 24.0 22.5 21.5 - - - - - -

9 产肠毒素大肠埃希菌 9.0 8.5 8.5 9.0 10.0 9.5 12.5 12.0 13.0 23.0 23.5 25.0 - - - - - -

10 阳性对照 9.5 10.0 10.0 9.5 9.5 9.5 10.0 9.5 10.0 10.0 10.0 9.5 10.0 9.5 10.0 9.5 10.0 9.5

  注:表格中“-”表示未检出,即无扩增;N1、N2、N3 分别代表第1份、第2份、第3份样本。
 

3 讨  论

  无论在发达国家还是发展中国家,急性腹泻仍然

是一个严重的公共卫生问题[8]。志贺菌、沙门菌、副
溶血性弧菌、空肠弯曲菌、肠聚集性大肠埃希菌、肠侵

袭性大肠埃希菌、肠致病性大肠埃希菌、产肠毒素大

肠埃希菌是肠道感染的常见致病菌,能够经过消化道

传播,引起局部暴发流行[9-10]。所以,亟需一种快速、
准确、灵敏、便捷的检测手段,用于检测粪便样本中的

肠道致病菌群,预防疾病流行,并有效指导抗菌药物

的使用。
本研究通过优化传统的LAMP检测方法,建立

多通道微流控芯片LAMP,并采用对扩增反应抑制较

小的EvaGreen荧光染料来进行实时荧光监测,实现

了8种重要肠道病原体快速、特异、灵敏和一体化检

测。检测结果显示,志贺菌、沙门菌、副溶血性弧菌、
空肠弯曲菌、肠聚集性大肠埃希菌、肠侵袭性大肠埃

希菌、肠致病性大肠埃希菌、产肠毒素大肠埃希菌共8
种致病菌可通过同一张芯片同时检测。所需试剂量

少,且微流控芯片LAMP无须进行变性、退火、延伸

等复杂步骤即可实现扩增,与实时荧光定量PCR方

法需要昂贵、精密实验仪器相比,反应成本低。同时,
微流控芯片LAMP技术,灵敏度较高,芯片中8种致

病菌的检测灵敏度均为100
 

CFU/mL,比传统LAMP
方法灵敏度高出10倍左右[11]。在模拟粪便样本中,
福氏志贺菌、鼠伤寒沙门菌、副溶血性弧菌、肠侵袭性

大肠埃希菌、肠致病性大肠埃希菌、产肠毒素大肠埃

希菌的最低检出限均为100
 

CFU/mL,空肠弯曲菌和

肠聚集性大肠埃希菌的最低检出限为1
 

000
 

CFU/
mL,优于多重PCR检测方法[12-13]。此外,这8种致

病菌的扩增检测可以在30
 

min之内判定结果,比大

部分相同灵敏度水平的分子生物学快速检测方法用

时短[14-15]。
本研究针对志贺菌、沙门菌、副溶血性弧菌、空肠

弯曲菌、肠聚集性大肠埃希菌、肠侵袭性大肠埃希菌、
肠致病性大肠埃希菌、产肠毒素大肠埃希菌的保守基

因分别设计了一套特异性引物,使其适合于该8种致

病菌的核酸诊断。此外,微流控芯片LAMP实现了

全封闭操作,避免了气溶胶的污染[16-17]。同时,在微

流控芯片上还设置了内参对照,可以监控实验过程是

否正常,实现了扩增反应体系的全封闭化和微量化,
从而避免了人员操作造成的人为实验污染,大大提高

了检测的准确性和特异度[12,18-19]。
 

综上所述,针对志贺菌、沙门菌、副溶血性弧菌、
空肠弯曲菌、肠聚集性大肠埃希菌、肠侵袭性大肠埃

希菌、肠道致病性大肠埃希菌、产肠毒素大肠埃希菌

设计引物并建立微流控芯片LAMP,可应用于粪便样

本检测。8种致病菌均能在30
 

min内获得阳性判定

结果,且检测灵敏度可达100
 

CFU/mL。模拟粪便样

本中福氏志贺菌、鼠伤寒沙门菌、副溶血性弧菌、肠侵

袭性大肠埃希菌、肠致病性大肠埃希菌、产肠毒素大

肠埃希菌的最低检测限可达100
 

CFU/mL;空肠弯曲

菌和肠聚集性大肠埃希菌的最低检出限为1
 

000
 

CFU/mL,说明微流控芯片LAMP具有用时短、反应

快、特异度和灵敏度高且操作简单等特点,从而使病

原微生物床旁检测(POCT)成为可能。
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