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树鼩粪便中沙门氏菌 ＬＡＭＰ 检测方法建立及应用
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　 　 【摘要】 　 目的　 建立树鼩粪便沙门氏菌的环介导等温扩增（ｌｏｏｐ⁃ｍｅｄｉａｔｅｄ ｉｓｏｔｈｅｒｍａｌ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ＬＡＭＰ）检测

方法，并对此方法进行初步应用。 方法　 根据沙门氏菌种属特异性基因 ｉｎｖＡ（侵袭蛋白基因 Ａ）的保守序列，设计

合成特异性 ＬＡＭＰ 引物。 分别设定十个反应温度即 ５７℃ ～６６℃和十个反应时间即 ２４ ～ ４２ ｍｉｎ 进行优化，并测定本

方法的特异性和灵敏度；同时进行普通 ＰＣＲ 实验，作为本方法的验证和比较。 用建立的 ＬＡＭＰ 法对 ９１ 份野生来源

的树鼩稀便样品进行检测。 结果优化反应条件选出反应温度为 ６２℃，反应时间 ３４ ｍｉｎ；该方法对沙门氏菌的灵敏

度可达 ３􀆰 ３６ × １０１ ＣＦＵ ／ ｍＬ，比普通 ＰＣＲ 方法高 １０ ～ １００ 倍；对 １０ 种树鼩来源的肠道细菌进行 ＬＡＭＰ 检测，只有沙

门氏菌属的肠炎沙门氏菌和乙型副伤寒沙门氏菌检测为阳性，其余为阴性；对 ９１ 份野生树鼩粪便样品进行 ＬＡＭＰ
检测，阳性检出率为 ２０􀆰 ８８％ ；ＬＡＭＰ 法的所有反应可在 ４０ ｍｉｎ 内完成。 结果 　 可通过肉眼观察颜色变化直接判

定。 结论 　 所建立的 ＬＡＭＰ 方法具有便捷、快速、灵敏、特异等特点，可用于树鼩粪便中沙门氏菌的大规模快速

检测。
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　 　 沙门氏菌（ Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ）属于 γ⁃变形菌纲、肠杆

菌科、沙门氏菌属，为革兰氏阴性菌。 是重要的人

兽共患病病原菌之一，引起人兽感染后可能表现为

无症状带菌状态，也会出现有症状的致死疾病，能
加重病态或死亡率， 或者降低动物的繁殖生产

力［１］，对实验动物的影响较严重；是所有实验动物

微生物质量控制中必须排除的病原菌。 肠炎沙门

氏菌 （ Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ ｅｎｔｅｒｉｔｉｄｉｓ ） 和 伤 寒 沙 门 氏 菌

（Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ ｔｙｐｈｉｍｕｒｉｕｍ） 是全世界流行的主要沙门

氏菌［２］，感染后通常引起呕吐、腹泻、肠炎等症状。
环介导等温扩增技术是由 Ｎｏｔｏｍｉ 等［３］ 在 ２０００

年最早发明的一种新型的核酸扩增方法。 其原理

是针对靶基因保守序列的 ６ ～ ８ 区域设计 ４ ～ ６ 条引

物，包括外引物、内引物、环引物各一对，其中内引

物和外引物是反应必需的，加入环引物可通过与茎

环 ＤＮＡ 杂交，并促进链置换和扩增［４ － ５］，以加速

ＬＡＭＰ 反应，在具链置换活性的 ＤＮＡ 聚合酶 （如

Ｂｓｔ）作用下，即可在 ６０℃ ～ ６６℃的恒温条件下短时

间内实现大量扩增，反应结果可通过直接观察是否

产生焦磷酸镁白色沉淀来判断［６ － ７］，也可在反应前

后加入显色剂（如钙黄绿素，ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｉ 等）根据

颜色变化来判断，还可在紫外光下通过观察荧光情

况判断［８ － ９］；对扩增产物进行凝胶电泳为梯状条带。

ＬＡＭＰ 法检测具有特异、灵敏、快速、便携等特点，在
恒温条件下 ４０ ｍｉｎ 内即可完成高效扩增反应，可肉

眼观察反应结果，被广泛应用病原菌和寄生虫的检

测中［１０］。
树鼩作为一种实验动物，其在进化上接近于灵

长类动物，在生理、生化及解剖学等生物学特性方

面与人类有着相似之处，被广泛引用于人类病毒性

疾病［１１］、眼科疾病［１２］、生殖生物学及免疫学［１３］ 等

疾病研究中。 利用树鼩进行实验前需要检测沙门

氏菌以排除其对实验的干扰，因此，建立快速、简
便、特异的方法对于树鼩沙门氏菌检测具有重要意

义。 本研究旨在建立一种具有上述特点的可大规

模检测树鼩粪便沙门氏菌的 ＬＡＭＰ 方法。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验菌株

本研究使用的两个阳性菌株即肠炎沙门氏菌

（ＣＭＣＣ５００４１ 株，冻干粉）和乙型副伤寒沙门氏菌

（ＣＭＣＣ５００９４ 株，冻干粉）来自于中国食品药品鉴定

研究院；其它菌株即普通变形杆菌、粪肠球菌等 ８ 株

均为前期从野生来源树鼩肠道中分离、鉴定、保存

的菌株［１４］，见表 １ 中 ３ ～ １０ 号样品，由中国医学科

学院医学生物学研究所的李建芳老师惠赠。
表 １　 实验菌株及来源

Ｔａｂ． １　 Ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｓｔｒａｉｎｓ ａｎｄ ｓｏｕｒｃｅｓ
样品编号

Ｓａｍｐｌｅ Ｎｕｍｂｅｒ
菌株

Ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｓｔｒａｉｎｓ
来源

Ｓｏｕｒｃｅｓ

１
２
３
４
５
６
７
８
９
１０

肠炎沙门氏菌（Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ ｅｎｔｅｒｉｔｉｄｉｓ）
乙型副伤寒沙门氏菌（Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ ｐａｒａｔｙｐｈｉ Ｂ）

普通变形杆菌（Ｐｒｏｔｅｕｓ ｖｕｌｇａｒｉｓ）
粪肠球菌（Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ ｆａｅｃａｌｉｓ）
屎肠球菌（Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ ｆａｅｃｉｕｍ）

费格森埃希菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｆｅｒｇｕｓｏｎｉｉ）
弗氏志贺氏菌（Ｓｈｉｇｅｌｌａ ｆｌｅｘｎｅｒｉ）
索氏志贺氏菌（Ｓｈｉｇｅｌｌａ ｓｏｎｎｅｉ）
大肠埃希菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ）

金黄色葡萄球菌（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ）
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１􀆰 ２　 树鼩粪便样本

利用肛拭子采集野生来源、腹泻树鼩的稀便，
于 １􀆰 ５ ｍＬ 离心管中，４℃保存。
１􀆰 ３　 主要仪器与试剂

高速离心机（ＨＩＭＡＣ）；ｎａｎｏｐｈｏｔｏｍｅｔｅｒ Ｎ５０ 超

微量分光光度仪（Ｉｍｐｌｅｎ）； ＰＣＲ 扩增仪（Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ）；
凝胶成像仪（Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ）；电泳仪和电泳槽（Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ）；
细菌 全 基 因 组 提 取 试 剂 盒 （ ＴａＫａＲａ ＭｉｎｉＢＥＳＴ
Ｂａｃｔｅｒｉａ Ｇｅｎｏｍｉｃ ＤＮＡ Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ Ｋｉｔ Ｖｅｒ． ３􀆰 ０）；金牌

Ｍｉｘ（擎科生物）；ＷａｒｍＳｔａｒｔ 􀳏 ＬＡＭＰ 试剂盒 （ Ｎｅｗ
Ｅｎｇｌａｎｄ Ｂｉｏｌａｂｓ Ｉｎｃ ）； ＧｅｌＲｅｄ 凝 胶 核 酸 染 料

（Ｂｉｏｔｉｕｍ）。
１􀆰 ４　 实验方法

１􀆰 ４􀆰 １　 菌种培养

首先将试验菌株接种于 ＬＢ 液体培养基内，恒
温振荡器内 ３７℃ ２５０ ｒ ／ ｍｉｎ 过夜培养，以活化和增

殖细菌。 然后将肠炎沙门氏菌和乙型副伤寒沙门

氏菌分别接种于 ＳＳ 培养基上，其余菌种接种于营养

琼脂，３７℃恒温培养箱倒置培养 ２４ ｈ。
１􀆰 ４􀆰 ２　 菌液浓度测定

将纯培养的肠炎沙门氏菌用无菌水 １０ 倍梯度

稀释后接种，按平板菌落计数法计数。
１􀆰 ４􀆰 ３　 细菌 ＤＮＡ 提取

纯培养的实验菌株参照细菌全基因组提取试

剂盒说明书提取 ＤＮＡ；粪便样品中细菌 ＤＮＡ 提取

参考 ＬａＭｏｎｔａｇｎｅ［１５］、骞宇［１６］ 的细菌基因组提取方

法并略微改变。
１􀆰 ４􀆰 ４　 引物设计

利用沙门氏菌的 ｉｎｖＡ 基因，参考 Ｒａｈｎ 等［１７］ 的

文献合成普通 ＰＣＲ 引物 （ ｉｎｖＡ⁃Ｆ、 ｉｎｖＡ⁃Ｒ）；参考

Ｙａｎｇ 等［１８］ 的研究合成 ＬＡＭＰ 引物 （ Ｆ３、 Ｂ３、 ＦＩＰ、
ＢＩＰ、Ｌｏｏｐ⁃Ｆ、Ｌｏｏｐ⁃Ｂ），引物由擎科生物合成，引物序

列见表 ２。
１􀆰 ４􀆰 ５　 ＬＡＭＰ 检测方法建立和条件优化

利用经普通 ＰＣＲ 检测为阳性的上述样本进行

ＬＡＭＰ 方法建立及优化。 按照 ＷａｒｍＳｔａｒｔ􀳏 ＬＡＭＰ
试剂盒说明书， 采用 ２５ μＬ 的反应体系， 包括

ＷａｒｍＳｔａｒｔ ＬＡＭＰ ２Ｘ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ １２􀆰 ５ μＬ，４０ ｐｍｏｌ
ＦＩＰ ／ ＢＩＰ 各 １ μＬ，１０ ｐｍｏｌ Ｆ３ ／ Ｂ３ 各 １ μＬ， ２０ ｐｍｏｌ
ＬＢ ／ ＬＦ 各 １ μＬ，ＬＡＭＰ Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ Ｄｙｅ （５０Ｘ） ０􀆰 ５
μＬ，模板 ＤＮＡ １ μＬ，ｄｄＨ２Ｏ 补足 ２５ Ｌ。 对反应温度

和反应时间进行优化，其中设置温度梯度 ５７℃、
５８℃、 ５９℃、 ６０℃、 ６１℃、 ６２℃、 ６３℃、 ６４℃、 ６５℃、
６６℃；设置时间梯度 ２４、２６、２８、３０、３２、３４、３６、３８、
４０、４２ ｍｉｎ，以筛选最佳反应温度和反应时间。
１􀆰 ４􀆰 ６　 ＬＡＭＰ 产物检测

直接肉眼观察判断，管中出现白色浑浊为阳

性，无明显浑浊为阴性。 另外，反应前在体系中加

入钙黄绿素，反应结束后阳性为绿色，阴性为橙色，
紫外光照射下阳性发出绿色荧光，阴性不发荧光。
取 ＬＡＭＰ 产物 ３ μＬ 用 ２％的琼脂糖进行凝胶电泳，
在凝胶成像系统中成像， 阳性为梯状条带；阴性无

明显条带。
１􀆰 ４􀆰 ７　 灵敏度测试

用上述建立的 ＬＡＭＰ 方法对 ２ 株沙门氏菌标准

株和 ８ 株非沙门氏菌进行检测，同时进行普通 ＰＣＲ
扩增（其中 ＰＣＲ 反应条件为：９４℃ 预变性 ５ ｍｉｎ；
９４℃变性 ４０ ｓ，６０℃退火 ４０ ｓ，７２℃延伸 ５０ ｓ，３５ 个

循环；７２℃延伸 ５ ｍｉｎ；保存于 ４℃）。 取扩增产物 ３
μＬ 于 ２％的琼脂糖进行凝胶电泳。

表 ２　 引物序列
Ｔａｂ． ２　 Ｔｈｅ ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

引物名称
Ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅｓ

序列（５′ － ３′）
Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ （５′ － ３′）

位置
Ｐｏｓｉｔｉｏｎ

产物
Ｐｒｏｄｕｃｔｓ

参考
Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ

ｉｎｖＡ⁃Ｆ
ｉｎａｖ⁃Ｒ

Ｆ３
Ｂ３

ＦＩＰ

ＢＩＰ

Ｌｏｏｐ⁃Ｆ
Ｌｏｏｐ⁃Ｂ

ＧＴＧＡＡＡＴＴＡＴＣＧＣＣＡＣＧＴＴＣＧＧＧＣＡＡ
ＴＣＡＴＣＧＣＡＣＣＧＴＣＡＡＡＧＧＡＡＣＣ

ＣＧＧＣＣＣＧＡＴＴＴＴＣＴＣＴＧＧ
ＣＧＧＣＡＡＴＡＧＣＧＴＣＡＣＣＴＴ

ＧＣＧＣＧＧＣＡＴＣＣＧＣＡＴＣＡＡＴＡ⁃
ＴＧＣＣＣＧＧＴＡＡＡＣＡＧＡＴＧＡＧＴ

ＧＣＧＡＡＣＧＧＣＧＡＡＧＣＧＴＡＣＴＧ⁃
ＴＣＧＣＡＣＣＧＴＣＡＡＡＧＧＡＡＣ

ＧＧＣＣＴＴＣＡＡＡＴＣＧＧＣＡＴＣＡＡＴ
ＧＡＡＡＧＧＧＡＡＡＧＣＣＡＧＣＴＴＴＡＣＧ

２８７ － ３１２
５７１ － ５５０

５０３ － ５２０
６６５ － ６８２

５７３ － ５９２ （Ｆ１ｃ）
５２７ － ５４６ （Ｆ２）

５７３ － ５９２ （Ｆ１ｃ）
５２７ － ５４６ （Ｆ２）

５４７ － ５６７
６１３ － ６３４

２８４ ｂｐ

Ｒａｈｎ［１１］

Ｙａｎｇ［１２］
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１􀆰 ４􀆰 ８　 灵敏度测试

用无菌水 １０ 倍梯度稀释纯培养的沙门氏菌，每
个稀释梯度取 ５ ｍＬ 菌液提取 ＤＮＡ。 分别进行 ＰＣＲ
和 ＬＡＭＰ 法扩增、电泳，比较两种方法的灵敏度。
１􀆰 ４􀆰 ９　 ＬＡＭＰ 法在快速检测树鼩粪便中沙门氏菌

的应用

对 ９１ 份野生树鼩新鲜稀便提取的 ＤＮＡ 样品用

建立的 ＬＡＭＰ 法进行检测，同时用普通 ＰＣＲ 法进行

对比，比较两种方法的检出率。

２　 结果

２􀆰 １　 沙门氏菌标准株检测

纯培养的沙门氏菌初始浓度为 ３􀆰 ３６ × １０８

ＣＦＵ ／ ｍＬ。 ＰＣＲ 扩增后凝胶电泳结果显示在 ２８４ ｂｐ
处有目的条带 （见图 １），表明为沙门氏菌阳性。
ＬＡＭＰ 试验结束后反应管内液体为绿色，无模板对

照为橙色，凝胶电泳结果显示为梯状条带，是 ＬＡＭＰ
扩增的典型特征（见图 ２）。

注：（Ａ） 凝胶电泳（阳性为梯状条带）；（Ｂ） 凝胶成像系统拍照；（Ｃ） 肉眼观察（阳性为绿色）；（Ｍ） ＤＬ１０００
ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ；（１） 肠炎沙门氏菌标准株；（２） 乙型副伤寒沙门氏菌标准株；（３） 无模板对照。

图 ２　 沙门氏菌标准株 ＬＡＭＰ 检测结果

Ｎｏｔｅ． （Ａ） Ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ （ Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｓａｍｐｌｅｓ ｓｈｏｗ ｌａｄｄｅｒ ｓｔｒｉｐｓ） ． （ Ｂ） Ｐｉｃｔｕｒｅｓ ｔａｋｅｎ ｂｙ ｔｈｅ ｇｅｌ ｉｍａｇｉｎｇ
ｓｙｓｔｅｍ． （ Ｃ） Ｖｉｓｕａｌ ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ （ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｓａｍｐｌｅｓ ａｒｅ ｇｒｅｅｎ） ． （ Ｍ） ＤＬ１０００ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ； （ １ ） Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ
ｅｎｔｅｒｉｔｉｄｉｓ ｓｔａｎｄａｒｄ ｓｔｒａｉｎ． （２） Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ ｐａｒａｔｙｐｈｉ Ｂ ｓｔａｎｄａｒｄ ｓｔｒａｉｎ；（３） Ｎｏ ｔｅｍｐｌａｔｅ ｃｏｎｔｒｏｌ．

Ｆｉｇ． ２　 Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ ｓｔａｎｄａｒｄ ｓｔｒａｉｎ ＬＡＭＰ ｔｅｓｔ

２􀆰 ２　 ＬＡＭＰ 反应条件优化结果

条件优化结果显示在所有温度梯度下均出现

条带，且条带亮度差异较小，选取 ６２℃作为后续实

验的反应温度；反应时间在 ３４ ｍｉｎ 以前条带亮度逐

渐增强，３４ ｍｉｎ 以后条带无明显差异，因此确定最

佳反应时间 ３４ ｍｉｎ。

２􀆰 ３　 ＬＡＭＰ 特异性试验结果

利用优化好的 ＬＡＭＰ 法检测特异性，结果显示

只在两个沙门氏菌标准株中出现了绿色，且在紫外

光下有绿色荧光，凝胶电泳结果呈梯状扩增条带，
　 　 　

注：（Ｍ） ＤＬ５００ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ；（１）肠炎沙门氏菌标准株；（２）
乙型副伤寒沙门氏菌标准株；（３）无模板对照。

图 １　 沙门氏菌标准株 ＰＣＲ 检测结果电泳图

Ｎｏｔｅ：（ Ｍ） ＤＬ５００ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ． （ １ ） Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ ｅｎｔｅｒｉｔｉｄｉｓ
ｓｔａｎｄａｒｄ ｓｔｒａｉｎ． （２ ） Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ ｐａｒａｔｙｐｈｉ Ｂ ｓｔａｎｄａｒｄ ｓｔｒａｉｎ．
（３） Ｎｏ ｔｅｍｐｌａｔｅ ｃｏｎｔｒｏｌ．

Ｆｉｇ． １　 Ｔｈｅ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｃｈａｒｔ ｏｆ Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ
ｓｔａｎｄａｒｄ ｓｔｒａｉｎ ＰＣＲ ｔｅｓｔ
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而在其他 ８ 株非沙门氏菌内无明显条带。 与 ＰＣＲ
结果一致，说明建立的 ＬＡＭＰ 法对沙门氏菌具有特

异性。 （见图 ３）

注：（Ａ） 肉眼观察；（Ｂ） 凝胶成像系统拍照；（Ｃ） ＬＡＭＰ 检测特异性；（Ｄ） ＰＣＲ 检测特异性；（Ｍ） ＤＬ１０００ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ；（１） 肠炎沙

门氏菌；（２） 乙型副伤寒沙门氏菌；（３） 普通变形杆菌；（４） 粪肠球菌；（５） 屎肠球菌；（６） 费格森埃希菌；（７） 弗氏志贺菌；（８） 索

氏志贺氏菌；（９） 大肠埃希菌；（１０） 金黄色葡萄球菌；（１１） 无模板对照。

图 ３　 ＬＡＭＰ 和 ＰＣＲ 检测特异性

Ｎｏｔｅ． （Ａ） Ｖｉｓｕａｌ ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ． （ Ｂ） Ｐｉｃｔｕｒｅｓ ｔａｋｅｎ ｂｙ ｔｈｅ ｇｅｌ ｉｍａｇｉｎｇ ｓｙｓｔｅｍ． （ Ｃ） Ｔｈｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＬＡＭＰ． （ Ｄ） Ｔｈｅ
ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＰＣＲ． （Ｍ） ＤＬ１０００ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ． （１） Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ ｅｎｔｅｒｉｔｉｄｉｓ． （２） Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ ｐａｒａｔｙｐｈｉ Ｂ． （３） Ｐｒｏｔｅｕｓ ｖｕｌｇａｒｉｓ．
（４） Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ ｆａｅｃａｌｉｓ． （５ ） Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ ｆａｅｃｉｕｍ． （６ ） Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｆｅｒｇｕｓｏｎｉｉ． （７ ） Ｓｈｉｇｅｌｌａ ｆｌｅｘｎｅｒｉ． （ ８ ） Ｓｈｉｇｅｌｌａ ｓｏｎｎｅｉ． （ ９ ）
Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ． （１０） Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ． （１１） Ｎｏ ｔｅｍｐｌａｔｅ ｃｏｎｔｒｏｌ．

Ｆｉｇ． ３　 Ｔｈｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ｏｆ ＬＡＭＰ ａｎｄ ＰＣＲ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ

２􀆰 ４　 ＬＡＭＰ 检测沙门氏菌的灵敏度及 ＰＣＲ 比较

结果

对纯培养的肠炎沙门氏菌进行梯度稀释，浓度

依次为：３􀆰 ３６ × １０８ ～ ３􀆰 ３６ × １００ ＣＦＵ ／ ｍＬ。 然后进行

ＬＡＭＰ 和 ＰＣＲ 检测，凝胶电泳结果显示 ＬＡＭＰ 产物

在 ３􀆰 ３６ × １０８ ～ ３􀆰 ３６ × １０１ ＣＦＵ ／ ｍＬ 有明显梯状条

带；ＰＣＲ 产物在 ３􀆰 ３６ × １０８ ～ ３􀆰 ３６ × １０３ ＣＦＵ ／ ｍＬ 有

明显条带 （见图 ４）。 因此， ＬＡＭＰ 法的检测限在

３􀆰 ３６ × １０１ ～ ３􀆰 ３６ × １００ ＣＦＵ ／ ｍＬ 之间，ＰＣＲ 的检测

限在 １ × １０３ ～ ３􀆰 ３６ × １０２ ＣＦＵ ／ ｍＬ 之间，ＬＡＭＰ 检测

沙门氏菌的灵敏度是 ＰＣＲ 检测的 １０ ～ １００ 倍。
２􀆰 ５　 ＬＡＭＰ 法在快速检测树鼩粪便中沙门氏菌的

应用

对采集的 ９１ 份新鲜树鼩粪便样品提取 ＤＮＡ 进

行 ＬＡＭＰ 检测，同时进行普通 ＰＣＲ 验证，ＬＡＭＰ 结果

显示阳性样本数为 １９ 份，阳性检出率为 ２０􀆰 ８８％ ；
ＰＣＲ 结果显示阳性样本数为 １８ 份，阳性检出率为

１９􀆰 ７８％ ，且 ＰＣＲ 和 ＬＡＭＰ 检出的阳性样品完全吻

合。 ＬＡＭＰ 及 ＰＣＲ 产物凝胶电泳部分结果（见图

５）。 对 ＰＣＲ 检测阳性的样品随机抽取三份进行测

序，测序结果与目的序列的吻合度均达到 ９９％ 以

上，因此可以确定 ＬＡＭＰ 结果的可靠性。
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注：（Ａ） ＬＡＭＰ 检测灵敏度；（Ｂ） ＰＣＲ 检测灵敏度；（Ｍ） ＤＬ１０００ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ；（１ ～ ９ 号） ３􀆰 ３６ × １０８ ～ ３􀆰 ３６ ×

１００ ＣＦＵ ／ ｍＬ；（１０） 无模板对照。

图 ４　 ＬＡＭＰ 和 ＰＣＲ 检测灵敏度

Ｎｏｔｅ． （Ａ） ＬＡＭＰ ａｓｓａｙ． （Ｂ） ＰＣＲ ａｓｓａｙ． （Ｍ） ＤＬ１０００ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ． （Ｎｏ． １⁃Ｎｏ． ９） ３􀆰 ３６ × １０８ ｔｏ ３􀆰 ３６ × １００

ＣＦＵ ／ ｍＬ； （１０） Ｎｏ ｔｅｍｐｌａｔｅ ｃｏｎｔｒｏｌ．

Ｆｉｇ． ４　 Ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ＬＡＭＰ ａｎｄ ＰＣＲ ａｓｓａｙｓ

３　 讨论

实验动物致病菌的筛查和检测方法通常需要

具备简便、快速、特异、灵敏等特性。 沙门氏菌作

为一种致病性强、流行范围广的病原，目前常用的

检测方法主要有传统的培养鉴定、免疫学 （如

ＥＬＩＳＡ 试验）及分子生物学（ ＰＣＲ，ｑＰＣＲ 等）方法。
虽然传统的培养鉴定法仍然是沙门氏菌检测的金

标准，但通常需要耗费较长的时间（３ ｄ 以上），不
利于快速检测诊断［１９］ ；免疫学方法使用方便、检测

快速，但其较低的特异性限制了应用［２０］ ，并且针对

于树鼩这一新的实验动物品种，目前还没有可使

用的市售免疫试剂盒；基于分子生物学基础的

ＰＣＲ 和 ｑＰＣＲ 方法被广泛用于沙门氏菌检测，具有

较高特异性和灵敏度，但是需要复杂的仪器设备，
且结果必须通过凝胶电泳才能观察，耗时较长，不
适用于大规模快速检测。 ＬＡＭＰ 方法针对目的基

因的 ６ ～ ８ 个区域设计 ４ ～ ６ 条引物，只有同时存在

所有引物才能启动扩增，这保证了 ＬＡＭＰ 法的特

异性；ＬＡＭＰ 法对仪器要求较低，不需要昂贵的

ＰＣＲ 仪，在恒温水浴锅中就可以完成全部反应，避
免了升降温循环的时间消耗，而且实验结果直接

肉眼可视。 因此，相比于传统的细菌培养、免疫学

方法、ＰＣＲ 方法，ＬＡＭＰ 法具有操作简便、耗时短、
不需要特殊设备、结果可视等优点，更适用于现场

快速检测和基层样品初筛［２１ － ２２］ 。
沙门氏菌 ｉｎｖＡ 基因编码侵袭蛋白 Ａ，与细菌吸

附侵入有关［２３］，侵袭蛋白决定沙门氏菌对肠黏膜细

胞的侵袭力，与其致病性密切相关［２４］，ｉｎｖＡ 基因高

度保守且具有种属特异性，常被用作沙门氏菌检测

的靶基因。 另外，虽然 ＦｉｍＹ，ｂｃｆＤ［２５］ 等基因也常被

用于沙门氏菌检测的靶基因，但是 ＦｉｍＹ 基因作为

ＬＡＭＰ 法 的 靶 基 因 时 不 能 检 测 邦 戈 沙 门 菌

（Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ ｂｏｎｇｏｒｉ），所以 ＦｉｍＹ 基因不适用于沙门

氏菌属的所有种的检测［２６］。 本方法选取了 ｉｎｖＡ 基

因作为 ＬＡＭＰ 法检测的目的基因，在其保守区设计
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注：（ａ） ＰＣＲ 产物凝胶电泳；（ｂ） ＬＡＭＰ 产物凝胶电泳；（Ｍ） ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ；（Ｍ２） ＤＬ１０００ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ；（Ｃ１）肠
炎沙门氏菌；（Ｃ２） 乙型副伤寒沙门氏菌；（２１ ～ ４０ 号） 树鼩粪便样品 ２１ ～ ４０ 号；（Ｂ） 无模板对照。

图 ５　 树鼩粪便样品部分 ＬＡＭＰ 检测结果

Ｎｏｔｅ． （ａ） Ｔｈｅ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ． （ ｂ） Ｔｈｅ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＬＡＭＰ ｐｒｏｄｕｃｔｓ．
（Ｍ） ＤＬ５００ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ． （Ｍ２） ＤＬ１０００ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ． （Ｃ１） Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ ｅｎｔｅｒｉｔｉｄｉｓ． （Ｃ２） Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ ｐａｒａｔｙｐｈｉ
Ｂ． （Ｎｏ． ２１ － ４０） Ｔｒｅｅ ｓｈｒｅｗ ｆｅｃａｌ ｓａｍｐｌｅｓ Ｎｏ． ２１⁃Ｎｏ． ４０． （Ｂ） Ｎｏ ｔｅｍｐｌａｔｅ ｃｏｎｔｒｏｌ．

Ｆｉｇ． ５　 Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＬＡＭＰ ｔｅｓｔ ｏｆ ａ ｐａｒｔ ｏｆ ｔｈｅ ｔｒｅｅ ｓｈｒｅｗ ｓｔｏｏｌ ｓａｍｐｌｅｓ

引物，结果显示在 ２ 株沙门氏菌菌株表现出阳性，非
沙门氏菌的 ８ 种细菌检测为阴性，扩增产物经测序

验证，与预期一致，说明具有较好的特异性。
在本研究中建立的沙门氏菌 ＬＡＭＰ 法的检测限

为 ３􀆰 ３６ × １０１ ＣＦＵ ／ ｍＬ，是普通 ＰＣＲ 法的 １０ ～ １００
倍，反应时间为 ３４ ｍｉｎ。 吴家林等［２７］ 利用 ｉｎｖＡ 基

因建立的沙门氏菌 ＬＡＭＰ 法检测限为 ４􀆰 ８ × １０１

ＣＦＵ ／ ｍＬ，反应时间 ６０ ｍｉｎ；邱索平等［２８］ 利用 ＦｉｍＹ
基因建立的实验猴沙门氏菌检测方法的检测限

１􀆰 ３５ × １０１ ＣＦＵ ／ ｍＬ，反应时间 ６０ ｍｉｎ；Ｚｈｕａｎｇ 等［２５］

利用 ｂｃｆＤ 基因建立的 ＬＡＭＰ 的检测限 ５ × １００，反应

时间 ２５ ｍｉｎ；马晨等［２９］比较了传统的细菌分离培养

鉴定方法，其检测限是 ０􀆰 ５ × １０５ ＣＦＵ ／ ｍＬ，低于这一

剂量的样品都将无法被检测，并且检出时间需要 １ ｄ
以上，抗杂菌干扰能力较分子生物学方法低，样品

中微生物污染背景较高且沙门氏菌剂量较低时，检
测结果易被干扰。 本研究建立的树鼩粪便中沙门

氏菌的 ＬＡＭＰ 检测方法的灵敏度与其他的研究报道

的 ＬＡＭＰ 方法相近，而高于传统的培养鉴定方法；反
应时间明显低于传统培养鉴定方法和不含 ＬＦ ／ ＬＢ
引物的 ＬＡＭＰ 方法，说明加入 ＬＦ ／ ＬＢ 引物能通过促

进链置换和扩增从而大大加速 ＬＡＭＰ 反应［４ － ５］。
由于 ＬＡＭＰ 法较高的灵敏度和扩增效率，极易

因污染而出现假阳性［２６］，因此在加样过程中应该尽

量避免交叉污染和产生气溶胶污染，阳性模板和其

他样品模板加样区域应分离。 在本试验中使用的

显色剂是钙黄绿素，在反应前加入到反应体系，反
应过程中不需开盖，避免了反应后开盖加入显色剂

时引起的气溶胶污染，保证了实验的特异性。
利用建立的 ＬＡＭＰ 法对 ９１ 份野生来源树鼩新

鲜稀便样品检测，结果显示 ＬＡＭＰ 法检测的阳性率

为 ２０􀆰 ８８％ ，ＰＣＲ 检测的阳性率为 １９􀆰 ７８％ ，阳性样

品完全一致，表明所建立 ＬＡＭＰ 方法可用于树鼩粪

便样品的检测。 邢进等［３０］ 曾对树鼩肠道内容物进

行细菌分离培养，并进行生化、药敏和 １６ＳｒＲＮＡ 测

序鉴定，最终得出树鼩沙门氏菌携带率为 ３􀆰 ３％ ；高
家红等［３１］的树鼩正常肠道细菌的培养分离鉴定及

其药敏试验研究结果显示沙门氏菌携带率 ８􀆰 ４１％ 。
本研究的沙门氏菌阳性检出率高于上述研究结果，
原因之一是样品来源不同，本次实验检测的粪便样

品均来自于野生、待检疫的腹泻树鼩，并且采样时

间为夏季，湿热的环境易于沙门氏菌滋生。 原因之

二是分子生物学检测方法的灵敏性。 本实验研究

为实验树鼩沙门氏菌病原的检测提供了又一种简

单、快捷、有效的方法。
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