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环介导等温扩增技术快速检测奶粉中的单增李斯特菌 
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摘要：环介导等温扩增技术(Loop-mediated isothermal amplification, LAMP)是一种在等温条件下特异、灵敏、快速的新型基因扩

增技术。试验以单增李斯特菌为研究对象，根据其特有的hlyA 基因设计了一套特异性引物，进行LAMP扩增。结果表明，LAMP检测

单增李斯特菌的灵敏度为2.45×101 cfu/mL，其对人工感染奶粉样品的检出限为7.32×101 cfu/mL。对其它食品病原菌进行检测，结果均

未出现目的条带，特异性强。表明LAMP法适合于食品中污染单增李斯特菌的快速检测。 
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Abstract: Loop-mediated isothermal amplification (LAMP) is a novel DNA amplification technology with high specificity, efficiency and 

rapidity under isothermal conditions. In this research, a set of specific LAMP primers were designed to amplify the specific hlyA gene of Listeria 

monocytogenes by LAMP technology. The results showed that the detection sensitivity and detection limit of the LAMP method for purely 

cultured Listeria monocytogenes were 2.45×101 cfu/mL and 7.32×101cfu/mL, respectively. For other food pathogens, the target bands were not 

found . This method was suitable for rapid detection of Listeria monocytogenes in contaminated foods. 
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单核细胞增生李斯特氏菌（Listeria monocytogenes, 

LM, 简称为单增李斯特菌）是一类兼性胞内生长的革

兰氏阳性细菌，广泛分布于自然界，致病力较强，可

导致人和动物败血症、流产、脑膜炎等，病死率高达

30%~70%，是人类最重要的食源性病原菌之一[1~3]。目

前单增李斯特菌的检验方法主要是传统的细菌分离培

养、生化鉴定法及PCR相关技术。传统方法操作复杂，

检测周期长，且特异性差、灵敏度较低。PCR相关技术

虽然具有特异性强、灵敏度高等特点，但是检测成本

高、实用性差的缺点不利于现场快速检测及基层推广
[4~5]。 

环介导等温扩增技术(Loop-mediated isothermal 

amplification, LAMP)是日本学者Notomi等在2000年发

明的一种新颖的核酸体外扩增新技术，该法针对靶基 
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因的6个区域设计4条特异引物，利用一种链置换DNA

聚合酶在恒温条件下孵育几十分钟即可完成核酸扩增

反应[6]，具有简单、快速、高效、特异性强的特点。在

DNA大量合成时，会产生副产物—焦磷酸镁白色沉淀，

只要用肉眼观察其浊度情况，就能判断扩增与否[7-8]。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  菌株 

单核细胞增生李斯特氏菌(Listeria monocytogenes 

CMCC 54001)、大肠杆菌 O157:H7(E.coli O157:H7)、

小肠结肠炎耶尔森氏菌(Yersinia entercolitica CMCC 

52302) 、普通变形杆菌 (Proteus Vulgaris CMCC 

49027)、蜡样芽孢杆菌(Bacillus cereus CMCC 63302)、

乙型副伤寒沙门氏菌(Salmonella paratyphi-B CMCC 

50004) 、 肠 炎 沙 门 氏 菌 (Salmonella enteritis 

CMCC50041) 、 福 氏 志 贺 氏 菌 (Shigella Flexnei 

CMCC51571）、宋内氏志贺氏菌(Shigella sonnei CMCC 
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51334)，购自中国医学细菌保藏管理中心(CMCC)；阪

崎肠杆菌(Enterobacter sakazakii ATCC 51329)、金黄

色葡萄球菌(Staphylococcus aureus ATCC 14458)、副溶

血性弧菌(Vibrio parahaemolyticus ATCC 17802)，购自

中国普通微生物菌种保藏中心(CGMCC)。 

1.1.2  主要仪器与设备 

JY600 型电泳仪：北京东方电泳设备有限公司；

UVIpro 凝胶成像系统：华粤企业有限公司；数显超级

恒温水浴锅：金坛市杰瑞尔电器有限公司；DLCJ-1N

无菌工作台：哈尔滨市东连公司；TGL-16B台式高速

离心机：上海安亭科学仪器厂；SPX-150B-Z 生化培

养箱：上海博迅实业公司；手提高压灭菌锅、电子分

析天平、移液枪等。 

1.1.3  试剂 

DNA 聚 合 酶 （ Bst DNA ploymerase large 

fragment），购自 New England Biolab 公司；dNTPs、

MgCl2、DNA Marker、DNA提取试剂盒，购自宝生物

工程(大连)有限公司；TSB-YE培养基，购自北京路桥

技术有限责任公司；奶粉，购自当地超市；引物(内、

外引物)，合成于上海生工生物工程有限公司。 

1.2  方法 

1.2.1  纯菌培养 

单增李斯特菌接种至胰酪胨大豆酵母浸膏肉汤

（TSB-YE）培养基37 ℃并200 r/min摇床过夜培养，用

生理盐水进行10倍系列稀释，采用稀释平板法进行菌

落计数，同时从每个稀释梯度中吸取1 mL菌液，用试

剂盒法提取基因组DNA，进行LAMP试验。 

1.2.2  人工污染奶粉  

在人工污染单增李斯特菌前，奶粉按FDA推荐的

常规检验法证实不含单增李斯特菌。然后将单增李斯

特菌人工污染到奶粉中：取25 g奶粉溶于225 mL灭菌生

理盐水中，然后对奶粉溶液人工污染不同浓度的单增

李斯特菌，人工污染的奶粉溶液中单增李斯特菌的浓

度为7.32×108 cfu/mL~7.32×100 cfu/mL。同时从每稀释

度奶粉溶液中取1 mL分别加入l mL无水乙醇、l mL氨

水和l mL石油醚，混匀，以12000 r/min离心10 min。弃

去上清液，剩余的沉淀分别用1 mL 10 mmol/L TE(pH 

7.8)溶解。再用试剂盒法提取溶液中单增李斯特菌基因

组DNA，进行LAMP试验。 

1.2.3  引物设计与合成 

单增李斯特菌hlyA 基因编码的李斯特菌溶血素是

其主要毒力因子[9]。根据GenBank公布的单核细胞增生

李斯特菌hlyA 基因序列中的保守序列，采用引物设计

软件Primer Explorer 4.0进行设计，筛选出一套特异性的

LAMP引物，包括外引物F3、B3和内引物FIP、BIP，

引物序列见表1。引物委托上海生工生物技术有限公司

合成。 

表1 单增李斯特菌hlyA 基因的LAMP引物 

Table 1 Primers of hlyA gene of Listeria monocytogenes for 

LAMP assay 

引物名称 碱基序列(5’-3’) 

F3 AAGCTGCTTTTGATGCTG 

B3 ACTCCTGGTGTTTCTCGA 

FIP 
CGGCTTTGAAGGAAGAATTTTTGAT 

-CCGTAAGTGGGAAATCTGTC 

BIP 
TACGGTGGTTCCGCAAAAGA 

-TTTCAAAATATCTCGTAAGTCTCC 

1.2.4  LAMP反应的建立  

经过反复摸索试验，确定按如下体系和反应条件

进行LAMP扩增。配制LAMP反应体系25 μL，包括：

10 μmol/L的内引物(FIP和BIP)各2 μL，10 μmol/L的外

引物(F3和B3)各0.5 μL，2.5 mmol/L dNTP 4μL，25 

mmol/L MgCl2 4μL，10×Bst DNA聚合酶反应缓冲液2.5 

μL，8 U的Bst DNA聚合酶大片段，DNA模板1.5 μL，

灭菌的去离子水补至25 μL。混匀，于63 ℃温育60 min，

80 ℃灭活10 min。产物于2.0%琼脂糖凝胶电泳分析，

同时肉眼观察有无白色焦磷酸镁沉淀，判断反应的发

生。 

1.2.5  LAMP反应特异性试验 

1.1.1所列12株试验菌株用试剂盒提取基因组

DNA，灭菌双蒸水为阴性对照，进行LAMP扩增，验

证方法特异性。 

1.2.6  LAMP反应灵敏度试验 

1.2.1纯菌培养10倍系列稀释的菌液用试剂盒提取

DNA作为模板，进行LAMP扩增，验证方法灵敏度。 

1.2.7  人工污染奶粉检测检出限试验 

人工污染的奶粉溶液的单增李斯特菌的浓度从

7.32×108 cfu/mL~7.32×100 cfu/mL，按1.2.2方法处理样

品提取DNA，进行LAMP扩增，验证方法检出限。 

2  结果 

2.1  LAMP检测方法的建立 

以本研究设计的一套特异性引物对单增李斯特菌

基因组DNA按1.2.4所述方法进行扩增反应，结果如图1

所示。单增李斯特菌基因组DNA泳道产生阶梯状条带，

以灭菌双蒸水作为模板的阴性对照未出现条带；另外，

反应管经12000 r/min离心数秒后肉眼观察，阳性反应管

管底可见少量白色沉淀，而阴性对照管未出现沉淀，

表明此套LAMP引物能够有效扩增单增李斯特菌hlyA 

基因，本研究所建立的检测单增李斯特菌的LAMP方法
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可行。 

 

a 

 

b 

图1 单增李斯特菌LAMP检测 

Fig.1 Detection of Listeria monocytogenes by LAMP 

注：a: 1-透明液体为阴性，模板为灭菌双蒸水；2-白色沉

淀为阳性，模板为单增李斯特菌CMCC 54001；b: M-100bp DNA 

Marker；1-灭菌双蒸水阴性对照；2-单增李斯特菌CMCC 54001

的LAMP扩增产物。 

2.2  特异性检测结果  

分别对12株实验菌株进行扩增，采用琼脂糖凝胶

电泳验证单增李斯特菌LAMP 检测方法的特异性，结

果如图2所示。仅单增李斯特菌株出现特有的阶梯状扩

增条带，其他致病菌株均未出现阶梯状条带，表明特

异性强。 

2.3  灵敏度检测结果 

经平板计数，原始菌液浓度为2.45×109 cfu/mL，进

行10倍系列稀释，每个稀释度用试剂盒法提取DNA作

为模板，分别进行LAMP扩增，结果如图3所示。当稀

释到109倍(2.45×100 cfu/mL)时；不再出现阶梯状条带。

即所建立的单增李斯特菌LAMP检测方法的灵敏度为

2.45×101 cfu/mL。 

 

图2 LAMP反应的特异性检测结果 

Fig.2 Agarose gel electrophoresis for specificity test by LAMP 

注：M-100 bp DNA Marker；1-阴性对照；2-单核细胞增生

李斯特氏菌(Listeria monocytogenes CMCC 54001)；3-大肠杆菌

O157:H7(E.coli O157:H7)；4-小肠结肠炎耶尔森氏菌 (Yersinia 

entercolitica CMCC 52302)；5-普通变形杆菌(Proteus Vulgaris 

CMCC 49027)；6-蜡样芽孢杆菌(Bacillus cereus CMCC 63302)；

7-乙型副伤寒沙门氏菌(Salmonella paratyphi-B CMCC 50004)；8-

肠炎沙门氏菌(Salmonella enteritis CMCC50041)；9-福氏志贺氏

菌(Shigella Flexnei CMCC51571）；10-宋内氏志贺氏菌(Shigella 

sonnei CMCC 51334)；11-阪崎肠杆菌(Enterobacter sakazakii 

ATCC 51329)；12-金黄色葡萄球菌(Staphylococcus aureus ATCC 

14458)；13-副溶血性弧菌(Vibrio parahaemolyticus ATCC 17802)。 

 
图3 LAMP反应的灵敏度检测结果 

Fig.3 Agarose gel electrophoresis for sensitivity test by LAMP 

注：M-100 bp DNA Marker；1-阳性对照；2-阴性对照；

3-2.45×109 cfu/mL； 4-2.45×108 cfu/mL； 5-2.45×107 cfu/mL；

6-2.45×106 cfu/mL；7-2.45×105  cfu/mL；8-2.45×104 cfu/mL；

9-2.45×103 cfu/mL；10-2.45×102 cfu/mL；11-2.45×101 cfu/mL；

12-2.45×100 cfu/mL。 

2.4  人工污染奶粉检测检出限结果 

测定原始菌液浓度为7.32×108 cfu/mL。人工污染奶

粉后，每个稀释度分别提取DNA，进行LAMP扩增，

结果如图4所示。当稀释到108倍(7.32×100 cfu/mL)时；

不再出现阶梯状条带。即所建立的单增李斯特菌LAMP

检测实样的检出限达到7.32×101cfu/mL。 
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图4 LAMP检测人工污染奶粉的检出限 

Fig.4 Limit test of artificially polluted milk powder by LAMP 

注：M-100 bp DNA Marker；1-阳性对照；2-阴性对照；

3-7.32×108 cfu/mL； 4-7.32×107 cfu/mL； 5-7.32×106 cfu/mL；

6-7.32×105 cfu/mL； 7-7.32×104 cfu/mL； 8-7.32×103 cfu/mL；

9-7.32×102 cfu/mL；10-7.32×101 cfu/mL；11-7.32×100 cfu/mL。 

3  讨论 

本试验以单增李斯特菌hlyA 基因为目的基因，利

用LAMP专用软件设计1套特异性LAMP反应引物，通

过优化试验确定单增李斯特菌LAMP检测反应体系和

程序, 从灵敏度、检出限、特异性、沉淀反应等各方面

对单增李斯特菌进行了全面检测。结果表明，应用

LAMP 法检测单增李斯特菌的灵敏度为2.45×101 

cfu/mL，实样检测检出限为7.32×101 cfu/mL，灵敏度和

检出限都比较高；在特异性和稳定性的试验中，LAMP

法也表现出较强的特异性；并且通过观察可视性沉淀

的生成，使观察反应结果更为直观。LAMP方法不需要

昂贵的PCR仪，用恒温水浴锅即可完成扩增反应，是一

种便捷、特异性强、灵敏度高的检测方法。 

LAMP作为一项新技术也有其自身的局限性。

LAMP方法对于引物的要求比较高，设计更为复杂[10]；

并且在操作过程中易发生污染，实验过程中由于扩增

样品产生汽溶胶现象而易产生假阳性结果[11]，因此每

一个环节的操作都需要小心谨慎。但是LAMP在病原体

检测上所表现出的诸多优点，已经使其在开展研究病

原体快速检测手段方面显示出了令人鼓舞的前景。

LAMP法不需要特殊的试剂和仪器设备，相信随着对技

术的不断完善与改进，建立起一套总成本低廉的检测

体系，将作为一种快速检测技术广泛应用于病原体检

测和疾病快速诊断等领域。 
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