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葡萄球菌耐药基因 aph 的 LAMP检测方法研究 
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摘要：随着抗生素大量而广泛的使用，细菌的耐药性已成为世界范围内关注的问题，对细菌携带耐药基因的检测已成为生物安

全调查评估的新途径。本实验应用 PCR 方法扩增新霉素耐药基因 aph，将其克隆于 pEASY-T1 载体并测序。通过Genbank同源性比

较，在 aph 基因保守区设计了一套环介导等温扩增（LAMP）特异性引物，通过对 LAMP 反应体系和反应条件的优化，建立了耐新

霉素 aph 基因的 LAMP 检测方法，其最佳工作条件为：甜菜碱浓度为 0.8 mol/L，Mg2+浓度为 20 mmol/L，反应温度 63 ℃，时间 50 min。

此方法可在 60 min 左右完成对 aph基因的检测，特异性好。应用系列稀释的 aph基因质粒进行敏感性检测比较，结果表明 aph基因

的 LAMP 检测灵敏度与 PCR 相当，检测限约 20 个拷贝。对 38株葡萄球菌分离株的 aph 基因的 LAMP 检测表明，aph基因阳性携带

率为 84.2%。 
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Abstract: Since the use of antibiotics in animal breeding, bacterial resistance has become a worldwide concern. Detection of 

drug-resistance genes is a new method for assessing biosecurity. The aph gene was cloned into the pEASY-T1 vector using PCR-based methods 

and sequenced. A set of loop-mediated isothermal amplification (LAMP) detection primers was designed against a highly conserved region of 

the aph gene based on homology with aph loci in GenBank. The reaction conditions were optimized and LAMP detection methods for the aph 

gene were established. The optimal detection conditions were as follows: 0.8 mol/L betaine and 20 mmol/L Mg2+, completed within 50 min in a 

63°C isothermal water bath. Compared to PCR detection, the LAMP method can be completed in a shorter time period with higher specificity. 

The sensitivity threshold was approximately 20.4 copies for the aph gene and was similar to that of the PCR method. The positive detection rate 

of the aph gene was 84.2% for 38 Staphylococcus aureus isolates. 
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金黄色葡萄球菌广泛分布于自然界，其中人和动

物为主要带菌者。随着氨基糖苷类抗生素的滥用，耐

药性金葡菌逐渐增多[1]。其耐药机制十分复杂，临床

上认为钝化酶的产生是氨基糖苷类耐药的主要机制。

钝 化酶 主要 有三 类： 氨基 糖苷 磷酸 转移 酶

(aminoglycoside phosphotransferases，APH)、氨基糖苷

乙酰转移酶(aminoglycoside acetyltmnsferases, AAC)和

氨基糖苷类 核苷转移酶 ( a m i n o g l y c o s i d e 
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nucleotidyltransferases，ANT)
[2]。细菌能将氨基糖苷类

抗生素的游离氨基乙酰化、游离羟基磷酸化或核苷化，

使药物不易进入其体内，也不易与体内的靶位点-核糖

体 30S 亚基结合，从而产生耐药[3]。 

接合转座子是革兰阳性菌传播耐药基因的重要

遗传物质。粪肠球菌(E．faecalis)(含有Tn916，Tn918，

Tn920，Tn925，Tn2702)；屎肠球菌(E．faecium)(含有

Tn5233)；酿脓链球菌(S．pyogenes)(含有Tn3701)；无

乳链球菌(S．agalactiae)(含有 Tn93951)；以及乳酸乳

球菌(含有Tn5276，Tn5301)等含有接合性转座子的乳

酸菌常携带了四环素(tet(M))，红霉素(ermAM)，氯霉

素(cat)和卡那霉素(aphA-3)的耐药基因，某些肠球菌
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所具有的耐药性基因还可以转移给其他菌属
[14]。 

近年来，由葡萄球菌引起的食物中毒，特别是奶

产品的中毒事件越来越多。众多食物中毒事件分离出

来的金葡菌经鉴定均有较高的耐药性
[4]
，建立简便、

快速的葡萄球菌的耐药性检测方法，对避免集体食物

中毒事件，指导医生正确使用抗菌药进行针对性治疗，

避免盲目使用抗生素具有重要意义[5]。细菌耐药的常

规检测技术有：药敏纸片扩散法[6]，PCR 检测法，前

者较繁琐且敏感性不高；PCR 具有高灵敏和高特异

性，但由于 PCR 扩增仪等设备的限制，在基础常规

实验室不易开展，无法满足现场和基层检测的要求。

环介导等温扩增技术是近年来发展起来的一种基于

PCR 原理的检测技术，其特异敏感，操作简便，结果

易于观测。本实验以氨基糖苷磷酸转移酶耐药基因

aph为靶序列，建立了葡萄球菌耐药基因aph的LAMP

检测方法。 

1  材料与方法 

1.1  菌株来源 

38 株葡萄球菌，aph检测阴性的乳酸菌 4 株，天

津大学生命科学学院实验室保存。 

1.2  主要试剂与仪器 

pEASY-T1 克隆载体：北京全式金生物技术有限

公司；Bst DNA Polymerase：NEB生物技术有限公司；

甜菜碱：Sigma Alidrich 公司；DNA快速纯化回收试

剂盒：北京全式金生物技术有限公司；紫外分光定量

仪：NanoDrop 2000，Thermo Electron；PCR 扩增仪：

P×E 0.2，Thermo electron corporation。 

1.3  aph 基因的克隆 

1.3.1  aph 基因的 PCR 扩增 

根据 GenBank 中序列号 AB255435设计aph基因

的 PCR 引物：Un1：5‟-ACAAGATGGATTGCACGCA 

GGT-3‟；Ln2：5„- CGGCCACAGTCGATGAAT-3‟，扩

增片段大小为 624 bp。按文献[7]方法提取细菌基因组

DNA，建立 50 L体系，94 ℃变性 3 min；94 ℃变性

40 s，56 ℃退火 40 s，72 ℃延伸50 s，共 30个循环；

72 ℃延伸 8 min。1%的琼脂糖凝胶电泳，120 V电泳，

紫外检测扩增产物。 

1.3.2  aph 基因的克隆、鉴定及测序分析 

按 DNA片段快速胶回收试剂盒对 PCR产物进行

纯化回收，连接和转化。用通用引物 T7 及特异性引

物对重组质粒 pEASY T-aph 进行 PCR 鉴定。挑取 3

株 aph 阳性葡萄球菌菌株阳性重组菌株，按文献[7]方

法提取质粒，送生工生物工程（上海）有限公司测序，

对测序结果进行同源性比对。 

1.4  LAMP 引物设计 

经测序比对分析，选择 aph 基因高度保守区作为

LAMP 引 物 设 计 目 标 区 域 ， 利 用

http://primerexplorer.jp/elamp4.0.0/index.html 设 计

LAMP 引物。设计结果包括 5 条引物，2 条外引物（F3、

B3），2 条内引物（FIP、BIP），1 条环引物（LB），其

中 F3 和 B3 也用于 PCR 扩增，引物序列见表1。 

表 1 葡萄球菌 aph基因的 LAMP 引物 

Table 1 Primers for the aph gene of Staphylococcus aureus for the 

LAMP assay 

引物 大小/bp 引物序列（5‟-3‟） 

FIP 39 
CGAGTACGTGCTCGCTCGATG-ATCCGGC

TACCTGCCCAT 

BIP 40 
ATGGAAGCCGGTCTTGTCGATC-TGAGGC

TGGCGAACAGTT 

LB 18 ACGAAGAGCATCAGGGGC 

F3 16 GGCGGCTGCATACGCT 

B3 18 ACGAGATCCTCGCCGTCG 

1.5  细菌 DNA 的提取 

3 株 aph基因 PCR 检测阳性并克隆测序的葡萄球

菌、4 株 aph 基因阴性乳酸菌分别作为阳性、阴性对

照，所有菌株及 38 株作为样品检测的葡萄球 DNA的

提取，按文献[7]的方法进行。 

1.6  LAMP 检测方法的建立 

1.6.1  LAMP 反应体系及条件优化 

应用 aph 基因克隆质粒为模板，摸索反应体系中

不同甜菜碱、Mg
2+浓度，反应温度对检测结果的影响。

选取甜菜碱浓度分别为 0 mol/L、0.2 mol/L、0.4 mol/L、

0.8 mol/L、1.6 mol/L，优化甜菜碱浓度；反应体系中

Mg
2+
浓度依次为 0 mmol/L、5 mmol/L、10 mmol/L、

20 mmol/L，再优化 Mg
2+浓度；设计梯度的 LAMP反应

程序，反应温度依次为：61 ℃、63 ℃、65 ℃，在这

几个温度中优化反应温度。 

1.6.2  LAMP 反应特异性 

以 3 株 aph 基因阳性葡萄球菌和其他 4 株 aph 基

因阴性乳酸菌的 DNA 作为模板，采用 25 μL 体系，

模板 1-5μL，FIP/BIP 40 pmol/L，F3/B3 10 pmol/L，LB 

20 pmol/L dNTP 10 mmol/L，Betaine 0.8 mol/L，MgSO4 

http://primerexplorer.jp/elamp4.0.0/index.html
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20 mmol/L，Bst 酶 8 U，10×Buffer 2.5 μL，双蒸水补

齐。反应条件：63 ℃水浴恒温 50 min，80 ℃灭酶 5~10 

min。反应产物用用 1.5%琼脂糖凝胶电泳分析，观察

LAMP 反应的结果。 

1.6.3  LAMP 反应的敏感性 

用紫外 Nano Drop-1000 紫外分光光度的方法重

组质粒 pEASY T-aph进行定量，得到质粒浓度以计算

质粒的拷贝数。10 倍梯度稀释，分别用做 LAMP 和

PCR 检测的模板，比较 LAMP 和 PCR 检测方法的灵

敏度。 

1.7  样品检测 

用 LAMP 方法检测 38 株葡萄球菌中耐药基因

aph 的分布，比较肉眼观察反应后结果和琼脂糖凝胶

电泳结果的一致性，并与PCR 方法做比较。 

2  结果与分析 

2.1  aph 基因的克隆及鉴定 

从 3 株 J1、ZTB4-1、ZNZ3 葡萄球菌分离株PCR

扩增并克隆了约624 bp的pha基因片段，如图1所示,。

其中 J1、ZTB4-1、ZNZ3 菌株（标号分别为 2、7、9）

的基因被克隆并测序，测序结果显示，aph 基因克隆

片段与 GenBank 中 AB255435 同源性为99.7-100 %。 

 

图 1 葡萄球菌 pha基因的 PCR检测及克隆 

Fig.1 Cloning of drug-resistance aph gene fragments of 

Staphylococcus aureus 

注：1~10，代表不同葡萄球菌菌株。 

2.2  反应体系及条件优化 

LAMP 反应体系中，甜菜碱最佳浓度 0.8 mol/L，

Mg
2+最佳浓度为 20 mmol/L，最佳反应温度为 63 ℃。 

2.3  LAMP 反应特异性 

在电泳图 2 上，阳性葡萄球菌被检出，有梯状条

带出现，而 aph 基因阴性乳酸菌的检出结果呈阴性，

表明该套引物可特异检出携带氨基糖苷磷酸转移酶

aph 基因的葡萄球菌。 

2.4  LAMP 反应的灵敏性 

用琼脂糖凝胶电泳对质粒进行定量，结果为质粒

模板原始浓度为 100 ng/μL，即约2.04×10
10

 copies/μL。

以 10 倍系列稀释的质粒为模板，应用优化的 LAMP

条件进行检测，可检测到2.04×10
1
 copies/μL质粒。同

样的 PCR 检测方法可以检测到 2.04×10
1 

copies/μL 质

粒，LAMP 灵敏度与PCR 灵敏度相当。如图 3、4。 

 

图 2 葡萄球菌 aph基因的 LAMP 反应特异性结果 

Fig.2 Specificity of the aph gene of Staphylococcus aureus for 

LAMP assay 

注：泳道 1~3 分别：质粒模板来自阳性的葡萄球菌，泳道

4~5 分别为：质粒模板来自阴性乳酸菌，泳道 6 为阴性对照，

M 代表 100 bp DNA marker。 

 

图 3 葡萄球菌 aph基因的 LAMP 反应灵敏度结果 

Fig.3 Sensitivity of the aph gene of Staphylococcus aureus for the 

LAMP assay 

注：泳道 1~7 分别：模板浓度为 2.04×106、2.04×105、

2.04×104、2.04×103、2.04×102、2.04×101、2.04×100、copies/μL

泳道 8为阴性对照，M 为D2000 DNA marker。 

 

图 4 葡萄球菌 aph基因的 PCR 反应灵敏度结果 

Fig.4 Sensitivity of the aph gene of Staphylococcus aureus for the 

PCR assay 

注：泳道 1-7 分别：模板浓度为 2.04×106、2.04×105、

2.04×104、2.04×103、2.04×102、2.04×101、2.04×100，泳道 8 为
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阴性对照，M 为 100 bp DNA marker。 

2.5  样品的检测 

38株葡萄球菌分离株中aph基因的检测结果如表

2。由表显示，LAMP 方法检出率高于 PCR 检出率，

两者符合率为 71%。 

表 2 38 份样品的 LAMP和 PCR检测结果 

Table 2 Analysis results of 38 field samples detected by LAMP and 

PCR assay 

LAMP检测
结果 

PCR检测结果 
合计 

阳性 阴性 

阳性 21 11 32 

阴性 0 6 6 

合计 21 20 38 

3  讨论 

3.1  关于金黄色葡萄球对于氨基糖苷类抗生

素的耐药性 

环介导恒温扩增技术自发明以来，因其具有高特

异性、高效率和快速反应的特点，故从 2003年开始逐

步被用于医学的临床检测和农业科学。目前关于

LAMP 用于耐药基因检测的文献少有报道。Sekiguchi 

J 等[8]将 LAMP 运用于检测绿脓假单胞菌中氨基糖苷

类耐药基因 aac(6’)-Iae 以及与喹诺酮类耐药有关的基

因 gyrA 和 parC。Misawa Y等[9]和 Lee 等[10]也相继运

用 LAMP 检测耐甲氧西林金葡菌的 mecA 基因和肺结

核分支杆菌中大环内酯类耐药基因 erm。而 LAMP 检

测金葡菌新霉素耐药基因的 aph 的文献还未见报道。

目前临床上已分离到 7 种 aph，本实验检测新霉素耐

药的编码基因为 aph（3’）-Ⅲ，这类基因主要位于质

粒上，多与转座子相连，可在 G
+与 G

-菌之间转移[11~12]。 

由于长期使用及滥用抗生素等抗菌药物来预防

和治疗葡萄球菌的感染，使得葡萄球菌耐药性问题越

来越受到关注，已成为临床抗感染治疗和预防的难题

之一，并且葡萄球菌大多具有多重耐药性[13]。抗生素

对葡萄球菌越来越束手无策，有专家预言，若抗生素

使用再居高不下，那么我们就有可能进入后“抗生素时

代”，即回到抗生素发现之前的时代。未来抗生素可能

不再是杀死细菌，而是作为一种类似于抗体的物质，

瓦解细菌传递之间的信号分子，从而干扰细菌之间的

信号传递[14]。 

3.2  关于 LAMP 的反应条件  

LAMP 反应扩增产物为梯状条带，反应结果通过

1.5%琼脂糖凝胶电泳来分析，根据梯状条带的有无和

阴性对照来判断检测结果的阴阳性。若采用约 2%琼

脂糖凝胶电泳进行分析，梯状条带效果将更为清晰。

LAMP 方法具有高度的敏感性，操作时要防止气溶胶

的形成，尽量减少污染。本实验对于葡萄球菌耐药基

因 aph 检测，PCR 检测阳性样品、LAMP 检测阴性样

品，二者均一致，符合率71%。LAMP 检测的阳性率

略高于 PCR 方法，究其原因：（1）不同 LAMP 引物

的的扩增效率不同，这是由引物本身决定的；（2）对

于不同 LAMP 的引物，都存在一个扩增的平台期，即

随着反应时间的延长，扩增反应不再进行；（3）本实

验采用F3 和 B3 作为 PCR 的扩增引物，并非 PCR 扩

增反应的最佳引物，影响了其检出效率。此外，进一

步降低 LAMP 反应体系中模板浓度，反应时间，降低

LAMP 的假阳性判定，通过浊度测定值，确定阳性标

准，将有助于方法的实用化。LAMP 法反应迅速，不

需昂贵的仪器，可通过眼观直观判断。 

通过 LAMP 反应条件的优化，电泳与目测结果的

比较，发现 Mg
2+、甜菜碱浓度对反应结果有较大影响。

LAMP反应中Mg
2+
除了常规PCR反应中保证酶活性、

反应特异性等作用外，也是反应副产物焦磷酸镁生成

的必要条件，只有反应体系中 Mg
2+
达到一定的浓度才

能保证焦磷酸镁这种白色产物的累积，实现肉眼判定

结果的目标[15]。当 Mg
2+浓度过高或者过低都没有发生

LAMP反应，这是因为当Mg
2+浓度过低时，对DNA 聚

合酶几乎没有催化作用，从而导致没有发生扩增反应；

随着 Mg
2+浓度的增加，其催化作用逐渐增强，扩增产

物增多，产物浓度增大，但到了一定程度，就对酶起

抑制作用，从而抑制扩增反应。本试验中 Mg
2+
为

20mM 时，反应结果可以直接通过肉眼观测，可以看

到有焦磷酸镁沉淀引起的浑浊现象。Betaine 也是

LAMP 反应中的关键试剂，合适浓度的甜菜碱可以减

低 DNA双螺旋的稳定性，有助于打开 DNA的二级结

构，促进 DNA 解链和后续的反应进行；反应温度对

LAMP 实验的影响不大。所建立的 LAMP 方法只需

45～60 min 左右就可得到检测结果，适合于基层检测

应用。虽然本实验 LAMP 与 PCR 的灵敏度相当，但

由于 LAMP 有两对引物对靶序列进行识别，故其检出

率高于PCR。 

结论：以耐新霉素aph 基因为靶标建立的 LAMP

检测方法，能够快速、准确地检测葡萄球菌耐药基因

aph，检测灵敏度约为 20 个拷贝，仪器需求简单，可

满足基层检测机构和现场疫源地检测的需要。 
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