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摘要：建立金黄色葡萄球菌ＬＡＭＰ可视化检测方法。通过对

２套引物的筛选，最终选取狀狌犮基因的６条引物建立ＬＡＭＰ反

应体系。整个反应在６３℃恒温条件下进行４５ｍｉｎ，即可通过

肉眼直接对反应结果进行判定。对金黄色葡萄球菌的检测灵

敏度为０．００１ｎｇ／μＬ，且与其他致病菌无交叉反应。该方法快

速、特异性高，操作简便，适合基层快速检测。
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　　近期中国卫计委通报了２０１４年全国食物中毒事件情

况，突发公共卫生事件网络直报系统全年共收到２６个省份

（含自治区、直辖市）食物中毒类突发公共卫生事件报告１６０

起，中毒人数５６５７人，其中死亡人数１１０人；而微生物性食

物中毒人数最多，占中毒人数６７．７％；且微生物性食物中毒

事件主要由沙门氏菌、金黄色葡萄球菌等引起［１］。在美国由

金黄色葡萄球菌肠毒素引起的食物中毒事件也占到整个细

菌性食物中毒事件的３３％；加拿大更高达４５％
［２］。

　　金黄色葡萄球菌（犛狋犪狆犺狔犾狅犮狅犮犮狌狊犪狌狉犲狌狊）是革兰氏阳性

菌，为全球最常见的食源性致病菌之一，其引起的食物中毒

在细菌性食物中毒中占有较大比例［３］。人类因食用受其污

染的肉、奶、鱼、蛋类及其制品等食品而感染，主要会引起食

物中毒及肺炎、心包炎、败血症等疾病［４－６］。金黄色葡萄球

菌可在温度７．０～４８．５℃、ｐＨ４．２～９．３及高盐（高达１５％

ＮａＣｌ）的环境条件下生存，这些特点皆有利于其污染不同的

食品［７］。因此，建立快速、灵敏、可靠的食源性致病菌金黄色

葡萄球菌的检测方法，对预防和控制致病菌引起的中毒事件

发生，增强食品安全性具有重要意义。

　　传统致病菌检测以生化培养检测方法为主，检测时间较

长，且灵敏度较低。ＰＣＲ技术灵敏度高、特异性强，常被用于

致病菌检测，但需要后续电泳检测，增加了污染的风险［８，９］。

同时，实时荧光ＰＣＲ技术也可用于致病菌检测
［１０－１２］，但其

设备、试剂昂贵，且需经过专业培训的人员操作，对实验室环

境条件的要求也较高，只有专业实验室才能具备上述条件，

基层单位难以开展此类检测。

　　环介导等温扩增（ｌｏｏｐｍｅｄｉａｔｅｄｉｓｏｔｈｅｒｍａｌａｍｐｌｉｆｉｃａ

ｔｉｏｎ，ＬＡＭＰ）技术是利用犅狊狋ＤＮＡ聚合酶在６０～６５℃恒温

条件下完成核酸的扩增［１３］。犅狊狋ＤＮＡ聚合酶在较高镁离子

浓度条件下，才具有５＇→３＇外切酶活性
［１４］。该酶８０℃处理

１５ｍｉｎ即可失活。在ＬＡＭＰ反应中，需要针对靶基因的６个

区域设计４种特异引物，在恒温条件下进行核酸扩增
［１３］。

环引物的加入可缩短反应时间［１５］。ＬＡＭＰ技术已广泛应用

于致病菌的检 测，包 括 金 黄 色 葡 萄 球 菌［１６］、大 肠 杆 菌

Ｏ１５７
［１７］、沙门氏菌［１８，１９］、副溶血性弧菌［２０，２１］、绿脓假单胞

菌［２２］、单核细胞增多性李斯特菌［２３］、阪崎肠杆菌［２４］。目前

已报道的ＬＡＭＰ技术主要是采用浊度仪或反应后加入显色

剂，根据浊度或颜色的变化进行结果判断，浊度法需要较为贵

重的浊度仪，而反应后加入显色剂ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ，开盖容易造

成气溶胶污染，反应前加入高浓度ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ对反应有抑

制作用。因此，急需建立一种更适合基层使用的反应前加入

显色剂，且无需开盖、无需大型仪器设备的ＬＡＭＰ扩增技术。

　　本研究拟采用实时荧光ＬＡＭＰ技术，根据扩增时间和

荧光强度筛选最佳引物组合，并最终运用金属离子指示剂羟

基萘酚蓝［２５］（ｈｙｄｒｏｘｙｎａｐｈｔｈｏｌｂｌｕｅ，ＨＮＢ）判定反应结果，使

５５



ＬＡＭＰ的结果判断更简单直观，旨为建立适合在基层检测单

位推广使用的金黄色葡萄球菌ＬＡＭＰ可视化快速检测方法。

１　材料与方法
１．１　菌株

　　金黄色葡萄球菌、单增李斯特菌、大肠埃希氏杆菌、阪崎

肠杆菌、铜绿假单胞菌、产气荚膜梭菌、粪肠球菌、副溶血性

弧菌：美国典型菌种保藏中心（ＡＴＣＣ）；

　　鼠伤寒沙门氏菌、蜡样芽孢杆菌、β溶血性链球菌、志贺

氏菌：中国医学微生物菌种保藏管理中心（ＣＭＣＣ）；

　　大肠埃希氏菌 Ｏ１５７：Ｈ７：英国国家标准菌种保藏中心

（ＮＣＴＣ）；

　　金黄色葡萄球菌：由本实验室依据 ＧＢ／Ｔ４７８９．１０—

２０１０从食品中分离鉴定。

１．２　主要试剂和仪器

　　细菌基因组ＤＮＡ提取试剂盒：天根生化科技（北京）有

限公司；

　　ＤＮＡ等温扩增试剂盒：广州迪澳生物科技有限公司；

　　羟基萘酚蓝（ＨＮＢ）：美国Ｓｉｇｍａ公司；

　　ＤＬ１，０００ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ、ＰｒｅｍｉｘＴａｑ
ＴＭ：大连宝生物工

程有限公司；

　　超微量核酸蛋白分析仪：ＢＤ１０００型，北京五洲东方科技

发展有限公司；

　　干式恒温器：Ｋ３０Ｂ型，杭州奥盛仪器有限公司；

　　实时荧光定量ＰＣＲ仪：７５００ＦＡＳＴ型，美国应用生物系

统公司。

１．３　细菌基因组ＤＮＡ提取

　　按细菌基因组ＤＮＡ提取试剂盒使用说明书操作。

１．４　ＬＡＭＰ引物的设计与合成

　　针对金黄色葡萄球菌的特异性基因狀狌犮和犳犲犿犃，参照

文献［２６］和ＳＮ／Ｔ２７５４．１—２０１１中引物序列（见表１），合成

２套ＬＡＭＰ引物，用于筛选最佳引物组合，引物由上海生工

生物工程有限公司合成。

表１　引物序列

Ｔａｂｌｅ１　Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆｐｒｉｍｅｒｓ

引物 序列（５’→３’）

ｎｕｃＦ３ ＡＡＣＡＧＴＡＴＡＴＡＧＴＧＣＡＡＣＴＴＣＡＡ

ｎｕｃＢ３ ＣＴＴＴＧＴＣＡＡＡＣＴＣＧＡＣＴＴＣＡＡ

ｎｕｃＦＩＰ
ＡＴＧＴＣＡＴＴＧＧＴＴＧＡＣＣＴＴＴＧＴＡＣＡＴＡＡＡＴ

ＴＡＣＡＴＡＡＡＧＡＡＣＣＴＧＣＧＡ

ｎｕｃＢＩＰ
ＧＴＴＧＡＴＡＣＡＣＣＴＧＡＡＡＣＡＡＡＧＣＡＴＣＡＴＴＴ

ＴＴＴＴＣＧＴＡＡＡＴＧＣＡＣＴＴＧＣ

ｎｕｃＬＦ ＧＴＡＴＣＡＣＣＡＴＣＡＡＴＣＧＣＴＴＴ

ｎｕｃＬＢ ＧＧＴＧＴＡＧＡＧＡＡＡＴＡＴＧＧＴＣＣ

ｆｅｍＡＦ３ ＴＴＴＡＡＣＡＧＣＴＡＡＡＧＡＧＴＴＴＧＧＴ

ｆｅｍＡＢ３ ＴＴＴＴＣＡＴＡＡＴＣＲＡＴＣＡＣＴＧＧＡＣ

ｆｅｍＡＦＩＰ
ＣＣＴＴＣＡＧＣＡＡＧＣＴＴＴＡＡＣＴＣＡＴＡＧＴＴＴＴＴＣ

ＡＧＡＴＡＧＣＡＴＧＣＣＡＴＡＣＡＧＴＣ

ｆｅｍＡＢＩＰ
ＡＣＡＡＴＡＡＴＡＡＣＧＡＧＧＴＹＡＴＴＧＣＡＧＣＴＴＴＴ

ＣＴＴＧＡＡＣＡＣＴＴＴＣＡＴＡＡＣＡＧＧＴＡＣ

１．５　ＬＡＭＰ体系建立

　　ＬＡＭＰ反应体系２５μＬ，包括：Ｆ３、Ｂ３浓度为０．２μｍｏｌ／Ｌ，

ＦＩＰ、ＢＩＰ浓度为１．６μｍｏｌ／Ｌ，ＬＢ、ＬＦ浓度为０．３μｍｏｌ／Ｌ（无环引

物加双蒸水补足体积），２×反应缓冲液１２．５μＬ，８ＵＢｓｔＤＮＡ

聚合酶１μＬ，ＤＮＡ模板２μＬ。将反应体系于６３℃恒温反应

４５ｍｉｎ。实时荧光 ＬＡＭＰ反应体系中加ＳＹＴＯ９荧光染料

０．５μＬ，在实时荧光定量 ＰＣＲ 仪上完成反应；显色法加

３ｍｍｏｌ／ＬＨＮＢ０．５μＬ，在干式恒温器上完成反应。

１．６　灵敏度分析

　　将１００ｎｇ／μＬ的金黄色葡萄球菌基因组ＤＮＡ进行１０

倍梯度稀释，使得浓度梯度依次为１００，１０，１，０．１，０．０１，

０．００１，０．０００１ｎｇ／μＬ。以此为模板进行ＬＡＭＰ扩增。平行

进行ＰＣＲ法检测金黄色葡萄球菌灵敏度的试验，对比分析

两种方法的检测灵敏度。ＰＣＲ法反应体系：２×ＰｒｅｍｉｘＴａｑ

１２．５μＬ，引物ｎｕｃＦ３／ｎｕｃＢ３（１０μｍｏｌ／Ｌ）各０．５μＬ，１００ｎｇ

ＤＮＡ 模版，补灭菌蒸馏水至２５μＬ。反应程序为９４ ℃

５ｍｉｎ；９４℃３０ｓ，５８℃３０ｓ，７２℃３０ｓ共进行３５个循环，

最后７２℃５ｍｉｎ。

１．７　特异性分析

　　利用建立的ＬＡＭＰ法对表２中菌株的基因组ＤＮＡ进

行扩增，验证本方法的特异性。同时，使用金黄色葡萄球菌

可视化ＬＡＭＰ检测法对按照ＧＢ／Ｔ４７８９．１０—２０１０的方法

从肉类及蛋奶制品等样品中分离得到的野生菌株进行验证

检测，并平行进行普通ＰＣＲ检测。

２　结果与分析
２．１　最佳引物筛选

　　按上述反应体系，以金黄色葡萄球菌ＤＮＡ为模板，运用

２套ＬＡＭＰ引物分别进行实时荧光ＬＡＭＰ扩增，比较其扩

增效率筛选最佳引物组合，图１为最佳引物筛选结果。由

图１可知，狀狌犮、犳犲犿犃 引物组的扩增出峰时间分别为１１．７，

３１．６ｍｉｎ，而狀狌犮引物组的扩增荧光强度明显高于犳犲犿犃 引

物组。因此选择狀狌犮引物组进行后续试验。

２．２　ＬＡＭＰ法与ＰＣＲ法检测灵敏度比较

　　在反应前加入 ＨＮＢ作为ＬＡＭＰ扩增的指示剂，根据

ＨＮＢ的颜色变化进行结果判定，阳性呈天蓝色，阴性为紫罗

兰色。用狀狌犮引物组，以金黄色葡萄球菌ＤＮＡ为模板，用去

离子水进行１０倍系列稀释，分别进行ＬＡＭＰ、ＰＣＲ法检测，

比较两者灵敏度，结果见图２。由图２可知，ＬＡＭＰ法和

ＰＣＲ法灵敏度基本相同，都可以达到０．００１ｎｇ／μＬ，但ＰＣＲ

１．狀狌犮引物组扩增结果　２．狀狌犮引物组空白对照　３．犳犲犿犃引物组

扩增结果　４．犳犲犿犃引物组空白对照

图１　最佳引物筛选

Ｆｉｇｕｒｅ１　Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇｔｈｅｂｅｓｔｐｒｉｍｅｒｓ

６５
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Ｍ．ＤＬ１０００ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ　１．空白对照　２～８．１００，１０，１，０．１，

０．０１，０．００１，０．０００１ｎｇ／μＬ

图２　金黄色葡萄球菌检测灵敏度结果

Ｆｉｇｕｒｅ２　Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙｏｆ犛狋犪狆犺狔犾狅犮狅犮犮狌狊犪狌狉犲狌狊

法在０．００１ｎｇ／μＬ的电泳条带较弱。

　　从试验易操作性、结果判定直观角度考虑，ＬＡＭＰ可视

化检测法更适合现场快速检测。

２．３　ＬＡＭＰ特异性试验结果

　　利用建立的金黄色葡萄球菌ＬＡＭＰ法对表２中的１３个

种类共计２７株细菌进行特异性试验，采用去离子水作为阴

性对照。其中１５株金黄色葡萄球菌为ＬＡＭＰ阳性结果、其

他菌为阴性结果，与平行进行的普通ＰＣＲ法检测结果一致，

表明本试验所用的ＬＡＭＰ引物具有高度特异性。

表２　特异性分析结果

Ｔａｂｌｅ２　ＲｅｓｕｌｔｓｏｆＬＡＭＰｓｐｅｃｉｆｉｃａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ

菌种 数量 来源
阳性菌株数

ＬＡＭＰ法 ＰＣＲ法

金黄色葡萄球菌 １ 　ＡＴＣＣ６５３８ １ １

鼠伤寒沙门氏菌 １ 　ＣＭＣＣ（Ｂ）５０１１５ ０ ０

大肠埃希氏菌

Ｏ１５７：Ｈ７
１ 　ＮＣＴＣ１２９００ ０ ０

单增李斯特菌 １ 　ＡＴＣＣ１９１１５ ０ ０

大肠埃希氏杆菌 １ 　ＡＴＣＣ２５９２２ ０ ０

蜡样芽孢杆菌 １ 　ＣＭＣＣ（Ｂ）６３３０３ ０ ０

阪崎肠杆菌 １ 　ＡＴＣＣ２９００４ ０ ０

铜绿假单胞菌 １ 　ＡＴＣＣ２７８５３ ０ ０

β溶血性链球菌 １ 　ＣＭＣＣ（Ｂ）３２２１０ ０ ０

产气荚膜梭菌 １ 　ＡＴＣＣ１３１２４ ０ ０

粪肠球菌 １ 　ＡＴＣＣ２９２１２ ０ ０

副溶血性弧菌 １ 　ＡＴＣＣ１７８０２ ０ ０

志贺氏菌 １ 　ＣＭＣＣ（Ｂ）５１５９２ ０ ０

金黄色葡萄球菌 １４ 　／ １４ １４

３　讨论
　　本研究通过实时荧光ＬＡＭＰ法对金黄色葡萄球菌的

２套ＬＡＭＰ引物进行筛选，比较其出峰时间、荧光强度确定

最佳引物组合。采用在反应前添加金属离子指示剂 ＨＮＢ，

通过肉眼直接观察颜色变化进行判定，若反应液由紫罗兰变

为天蓝色，即为阳性。本试验建立了金黄色葡萄球菌可视化

ＬＡＭＰ反应体系，检测灵敏度为０．００１ｎｇ／μＬ，与普通ＰＣＲ

相当，且特异性良好，与其他种类的致病菌无交叉反应。

ＨＮＢ作为ＬＡＭＰ反应显色剂，结果易于识别，且与普通

ＰＣＲ一致，说明基于 ＨＮＢ染料的ＬＡＭＰ检测结果可信。

　　本研究建立了金黄色葡萄球菌可视化快速检测方法，在

６３℃恒温条件下反应４５ｍｉｎ便可直接判定结果，无需特殊

仪器设备，简便易行，可用于食品安全现场监督检验和基层

快速检测。
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