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摘要：环介导恒温核酸扩增法（loop-mediated isothermal amplification of DNA，简称 LAMP）是一种新型的核酸扩增方法，可以

针对靶基因的目标区域形成多种片段的扩增产物。目前对于 LAMP 产物的检测主要有沉淀法，荧光法和电泳法。与 PCR相比，LAMP

不需要模板的热变性、长时间的温度循环、繁琐的电泳等，其扩增与检测过程可以实现一步完成。因此 LAMP 技术具有快速、简单、

高特异性、高灵敏度和成本低廉的优点。随着 LAMP 技术的不断完善，在可预见的将来，其将在核酸扩增领域逐渐取代 PCR反应，

推动检测技术向更快捷简便、更精确廉价的方向发展。目前 LAMP 技术已应用于致病微生物和胚胎性别鉴定等检测，其中致病微生

物包括致病细菌、真菌、病毒及寄生虫等。该检测技术在食品安全、临床医疗及水产等主要领域也受到广泛应用。本文主要介绍 LAMP

反应的特点及其在细菌、病毒、寄生虫和水产动物病原微生物快速检测领域中的应用。 
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Abstract: Loop-mediated isothermal amplification (LAMP) is a novel nucleic acid amplification method with many fragment 

amplification products according to specific region of target genes. Currently, precipitation, electrophoresis and fluorescence are the main 

methods to detect amplification products. Compared with PCR, amplification and detection process can be achieved in one step without 

template thermal denaturation, long time cycle and complex electrophoresis. Therefore, LAMP has been reported and applied in the field of 

bacteriological detection with advantages of rapid, easy operating, low-cost, highly sensitive and specific detection. In future, it is convinced that 

LAMP will replace PCR assays, contributing to more rapid, simple, specific and accurate detection method. Nowadays, LAMP has been applied 

on detection of various pathogenic microbes and embryo sexing, and the microbes include pathogenic bacterial, fungi, virus and parasites. This 

detection has been employed in different fields, such as food safety, clinical medicine and fishery. This paper described the features of LAMP 

and its application on rapid detection of bacterial, viruses, parasites and aquatic animal pathogens. 
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核酸扩增是生命科学领域最具价值的工具之一，

在临床微生物检测、传染性疾病以及基因诊断方面具

有独特的应用价值。传统的检测方法如常规培养、血

清学和免疫学方法等，均存在一定的局限性，如耗时

较长、需要配套的仪器设备、无法解析基因层面的疾

病。因此基于核酸扩增的检测方法具有广阔的应用前

景，主要方法包括核酸序列扩增法（Nucleic Acid 

Sequence-Based Amplification，NASBA）、自列复制

（Self-sustained Sequence Replication，3SR）、链置换

扩增法（Strand Displacement Amplification，SDA）、

聚合酶链式反应（Polymerase Chain Reaction，PCR）

以及荧光定量 PCR 等。其中 PCR 方法在近年来已广

泛应用于病原微生物及其毒性、耐药性与基因指纹图

谱的分析，是目前应用最广泛的核酸扩增技术[1~4]。但

是上述的各种核酸扩增方法均在简易性、灵敏度、特

异性、快速性等方面存在或多或少的缺陷。因此，开

发一种简易快捷，特异灵敏的核酸扩增检测方法成为

当务之急。 

2000 年，Notomi 等开发出一种新型核酸扩增方

法-环介导恒温核酸扩增法（Loop-mediated Isothermal 

Amplification of DNA，简称 LAMP）[5]。该方法针对

靶基因的目标区域设计 4/6 条特异性引物，利用具有

链置换活性的 Bst DNA聚合酶，在恒温条件下完成扩

增反应。扩增结果只有 2 种：是与否。LAMP 技术的

主要流程为：选择靶基因作为检测对象—合适的保守

扩增区域—设计引物及筛选-LAMP 反应的建立及优

化-LAMP 反应的实际应用。 

LAMP 技术具有快速、高效、特异性强、灵敏度

高和产物易检测等优点。随着 LAMP 技术的不断完

善，相比PCR，在简便、快速、灵敏度和特异性方面

均具有优势，已被广泛应用于生物安全、疾病诊断、

食品分析及环境监测等领域。目前 LAMP 已经实现细

菌、病毒、寄生虫和水产方面的快速检测，尤其在病

毒病的快速检测方面发展迅速，可对多种病毒进行检

测和鉴定，成为最有发展前景的快速诊断手段。 

1  LAMP 技术的特点 

LAMP 技术是一种新型的核酸扩增技术。与传统

的核酸扩增技术相比，LAMP 的主要特点是： 

特异性强：LAMP 利用 2 对引物与靶序列（300 bp

以内）上的 6个特异性部位准确结合发生扩增反应，6

个区域中任何区域与引物不匹配均不能进行核酸扩

增。LAMP 扩增结果只是是与否，与 PCR 相比具有更

高的特异性。 

检测速度快：LAMP 是恒温扩增反应，不需要预

先的双链 DNA热变性，省去了 PCR 反应中的退火、

复性过程，避免了温度循环而造成的时间损失，满足

临床样本快速检测的需要。基本反应可在 60~90 min

内可完成并检测到扩增产物，当加入环引物加速反应

后，则能在 30~45 min 内完成反应。 

扩增效率高：LAMP 反应是通过链取代并形成不

同环结构进行大量扩增，能使靶基因序列在反应时间

内不停地进行指数级扩增，其扩增产物拷贝数可达到

109~1010 个，浓度可达 0.5 mg/mL，比常规 PCR 高

103~104 倍 

灵敏度高：约 10~100 fg 的 DNA 模板就能进行

LAMP 反应，其检出限仅为几个拷贝。灵敏度是常规

PCR 的 10~100 倍。 

设备简单：由于 LAMP 反应是恒温的扩增过程，

因此只需要一个简单的恒温设备，如水浴锅或恒温仪，

不需要购置昂贵的 PCR 仪，易于在基层单位推广应

用。 

操作简便：LAMP 的操作步骤较为简便，其加样

过程与 PCR 基本相同，唯一的区别在于 Bst DNA 聚

合酶的加样顺序，因为Bst DNA聚合酶是一种不耐热

的 DNA聚合酶，因此必须在模板预变性以后再加样；

但由于反应温度恒定，反应后通过判断颜色变化而无

需电泳，因此比 PCR 简便。 

产物易检测：根据 LAMP 反应的特性，可对其产

物进行简便的分析与判断。检测方法有沉淀法、荧光

法和沉淀法，其中最主要的方法是荧光法。 

沉淀法：由于 LAMP 反应过程中产生大量的焦磷

酸镁沉淀，可根据反应体系中是否形成白色沉淀来定

性判断 LAMP 结果，但是沉淀结果并不明显，此种方

法并不考虑采用。 

 

图 1 扩增产物电泳和染色后呈色结果 

Fig.1 Results of amplification products electrophoresis and 

dyeing 

荧光法：通过荧光染料的颜色变化来定性判断靶

序列扩增与否。常用的荧光染料为 SYBR GreenⅠ和

Calcein。SYBR GreenⅠ、Calcein 染色后阳性结果为
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绿色，阴性结果为橙色；在紫外灯下阳性结果产生荧

光，阴性则无荧光。见图 1。 

电泳法：LAMP 反应过程中产生多种片段的扩增

产物，其在电泳中会形成特异性的梯状条带，这是与

PCR 的不同，见图 1。但是由于扩增产物量很大，易

形成气溶胶造成污染形成假阳性结果，所以一般不建

议采用电泳方法判断扩增与否。 

可对反应定量：通过实时浊度计对 LAMP 反应过

程中由焦磷酸镁沉淀产生的浊度进行检测，根据浊度

的变化实现定量检测。 

2  LAMP 技术在快速检测领域中的应用 

2.1  在细菌快速检测中的应用 

致病细菌的快速检测一直是食品安全与临床公共

卫生领域中的研究热点。王敏雅等在用 LAMP 检测沙

门菌 invA 基因中发现，28 种不同血清型的沙门菌

LAMP 检测结果都呈阳性，血清模拟试验与菌株直接

DNA提取 LAMP 检测结果一致[6]。Hara-Kudo 等建立

了沙门氏菌的 LAMP 检测体系，检测灵敏度达到了

2.2 CFU/管，对鸡蛋中沙门氏菌的模拟实际检测灵敏

度达到了 2.8 CFU/管[7]。Zhao 等通过快速模板处理过

程，加入环引物进行加速以及简化结果判断过程等对

LAMP 检测沙门氏菌的方法进行改进，使整个过程（从

模板提取至结果判断）的耗时缩短为约60 min，但灵

敏度仍能达到 1 pg DNA/管及100 CFU/反应；而该方

法在对 214 株食源性沙门氏菌的应用检测中，灵敏度

达 97.7%（209/214），而 PCR 则仅为 91.6%（196/214）
[8] 。 Seki 等建 立了肺炎链球菌（ Streptococcus 

pneumoniae）的LAMP检测体系，其灵敏度比常规PCR

方法高 1000 倍[9]。Minami等应用 LAMP 技术对幽门

螺旋杆菌（Helicobacter pylori）进行了检测，不仅克

服了胃黏膜活组织检测假阴性率高和活组织检测后大

量出血的问题，而且大大提高了检测的效率[10]。新生

婴儿百日咳是一种婴儿期早发症，Nakamura 等建立了

百日咳博德特氏菌(Bordetella pertussis)的 LAMP 检测

体系，可将其用于新生婴儿百日咳的快速诊断，为疾

病的确诊提供了一种可靠手段[11]。刘全英等采用

LAMP 反应扩增 E.Coli O157 特异性基因，并与 PCR

方法进行比较，E.Coli O157 的 DNA 经 101~108 倍梯

度稀释，PCR 法难以检测 105倍稀释以上的产物，而

LAMP 法可较好地稀释倍数达 108的产物，表明建立

的 LAMP 方法比 PCR 方法要灵敏很多[12]。Zhao等设

计针对大肠埃希菌E.Coli O157:H7特异性基因 rfbE及

毒素基因 stx1 和 stx2 的特异性引物，同时对 E.Coli 

O157:H7 携带的毒素因子进行快速检测。整个过程（从

模板提取至结果判断）耗时约60 min，相比其他核酸

扩增方法，耗时大为缩短，但灵敏度仍能达到10~100 

fg DNA/管；而该方法在对 417株食源性 E.Coli O157

的应用检测中，灵敏度可以达到 100%，95.3%和

96.3%，体现了较强的稳定性及实用性[13]。Maruyama

等将 LAMP 和原位杂交结合，用于检测携带 stx2基因

的 E.Coli O157:H7，克服了原位 PCR 由于高浓度背景

造成的扩增产物泄露从而结果容易得到假阳性和假阴

性的缺点，而原位 LAMP 能在相对较低的温度下进行

恒温反应，可减少对细胞的破坏，有利于应用荧光抗

体进行同步细胞鉴定，并且其产物结构的特殊性防止

了产物泄露到细胞外[14]。Zhao 等对铜绿假单胞菌种特

异基因 oprI 设计引物并建立 LAMP 快速检测体系，

整个过程耗时约 60 min，但灵敏度仍能达到 100 fg 

DNA/管及 10 CFU/反应；而该方法在对 426个临床样

品的应用检测中，灵敏度达 97.6%（246/252），而 PCR

则仅为 90.5%（228/252）[15]。Han 等用 LAMP 技术进

行牡蛎弧菌病原体的快速检测，针对弧菌溶血素基因

（vvhA），设计 4 条特异性引物进行 LAMP 扩增，优

化反应最佳反应时间为 60 min，反应温度为63 ℃。

对包括多种弧菌属和其他细菌属的 50 株菌进行

LAMP 扩增，均无假阳性或假阴性结果发现。检测结

果比常规的PCR敏感10倍[16]。徐芊等发现采用LAMP

检测副溶血弧菌的最佳反应温度是 60 ℃，反应时间

是 60 min，在特异性试验中有 14 株副溶血弧菌出现

LAMP 特有的条带，其他 14株没有出现阶梯状条带，

说明 LAMP 检测反映的特异性强[17]。副溶血弧菌基因

组 DNA 和纯培养物的检测灵敏度分别约为 90 fg 

DNA/管和 24 CFU/mL。Zhao等以 tlh，tdh 和 trh为靶

点分别设计特异性引物对副溶血弧菌及其毒素基因进

行快速检测，整个过程（从模板提取至结果判断）耗

时约 60 min，但灵敏度仍能达到 100 fg~1 pg DNA/管；

而该方法在对 368 株食源性的副溶血弧菌的应用检测

中，灵敏度分别为100%、95.6%和96.4%[18]。 

2.2  在病毒快速检测检测中的应用 

目前，检测和诊断病毒性疾病的传统方法有病毒

中和试验、酶联免疫吸附试验、免疫荧光抗体试验、

免疫荧光电子显微镜技术及PCR方法等，这些方法曾在

病原体的检测和疾病的诊断及研究中发挥了巨大作

用，但普遍存在的问题是需时长、操作复杂、不利于

现场检测等。LAMP技术在病毒的快速检测方面发展迅

速，可对多种病毒进行检测和鉴定，已经发展成为最

有发展前景的快速诊断手段。 
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在对DNA病毒的检测中，Iwata等用LAMP检测人

Epstein-Barr病毒（EBV），敏感性为86.4%，特异性为

100%；而实时PCR法的敏感性和特异性分别为84.1%和

98.4%[19]。Suzuki等建立了LAMP检测巨细胞病毒

（CMV）DNA的方法，当每管DNA拷贝数为500时，

其敏感性、特异性、阳性率、阴性率分别为80.0%、

98.9%、66.7%和99.4%[20]。在对RNA病毒的检测方面，

应用反转录PCR（RT-PCR）诊断RNA病毒已经被广泛

的应用，然而RT-PCR检测成本较高，由于每一个样本

都要经过反转录，反应时间较长，反应效率较低。在

国际上，随着 LAMP技术的发展 , 反转录 LAMP

（RT-LAMP）已经被用来检测一些RNA病毒。狂犬病

病毒（CDV）是一种RNA弹状病毒，狂犬病的临床症

状和呼吸、肠道疾病很类似，临床诊断狂犬病很困难。

Cho等采用RT-LAMP方法检测狗血液标本中CDV RNA

的NP基因,CDV RT-LAMP的灵敏度是RT-PCR的100

倍，最低可检测到浓度为10-1TCID/50 mL的样本，可迅

速判断是否患病[21]。Hosaka针对人类免疫缺陷综合症

病毒-1（HIV-1）的pol-integrase基因建立了RT-LAMP

检测方法，整个反应可在35min内即可完成，检测灵敏

度达到了120 copies/mL[22]。Hong等用LAMP方法检测

严重急性呼吸综合征（SARS）病毒，与传统RT-PCR

方法相比，敏感性高100倍，能检测出0.01 PFU的病毒，

其敏感性和特异性分别是RT-PCR法的100%和87%，可

在60 min内获得结果，最短为11 min[23]。Poon等建立了

禽流感病毒（AIV）H1-H3的LAMP检测方法，结果显

示该方法灵敏度比常规PCR高，可以通过肉眼观察反应

所生成的白色沉淀物来快速鉴定结果[24]。Imai等利用

RT-LAMP技术建立了针对H5亚型的高致病性AIV检测

方法，可以在15个血凝素亚型HA中检测出H5亚型，具

有很高的特异性，且敏感性比RT-PCR高100倍，对高致

病性禽流感的病原监测具有很高的实用价值[25]。Fukuta

等建立了检测感染菊花的番茄点状枯萎病毒的

RT-LAMP方法，并对其建立的方法进行评价，结果显

示RT-LAMP的敏感性比RT-PCR高100倍[26]。Shiro等用

免疫捕获RT-PCR对番茄斑点枯萎病进行检测，得到了

与Fukuta同样的结果，可以通过观察反应管的浊度直接

判定结果，大大简化了结果的判定程序[26~27]。 

2.3  在寄生虫快速检测中的应用 

Iseki等用LAMP技术针对牛巴贝虫和双芽巴贝虫

的棒状体蛋白21基因设计了两套引物，并设计了酶切

位点，两条引物完成了各自的扩增，并且通过后来的

酶切予以区分，从而建立了多重LAMP检测方法，其敏

感性分别为传统方法的103和105倍[28]。Sotiriadou等[29]

根据B1和TgOWP基因建立了检测水中弓形虫的LAMP

方法；用LAMP与巢式PCR同时检测26个水样，LAMP

的检出率为100%而巢式PCR为53.8%。另用52个来自不

同地区的自然水样来比较LAMP、PCR和免疫荧光试验

3种检测方法，结果弓形虫检出率结果分别为48%、

13.5%、全阴性。实验结果表明，LAMP能够快速、特

异且敏感地检测水样中弓形虫的污染。杨秋林等[30]用

LAMP技术检测弓形虫，将弓形虫速殖子经倍比稀释为

（2~3）×106个/mL至（2~3）×10-1个/mL等8个浓度后进

行LAMP反应，结果显示，弓形虫的LAMP产物经电泳

后呈LAMP特征性梯状条带，对照组均无扩增产物，且

可检测到的弓形虫速殖子最低浓度为2~3个 /mL，

LAMP技术在弓形虫检测中显示出较好的特异性与敏

感性，被用于检测恶性疟原虫。随后将原虫血症为1.5%

的恶性疟原虫血样用正常人血按1:10倍比稀释为

1.5×10-3、1.5×10-4、1.5×10-5、1.5×10-6、1.5×10-7、1.5×10-8 

6个浓度后进行LAMP反应，检测其敏感性，恶性疟原

虫LAMP产物经电泳后呈LAMP特征性梯状条带，对照

组均无扩增产物，其敏感度为1.5个疟原虫/107 RBC，

建立了检测恶性疟原虫特异、敏感和简便的LAMP方法
[31]。之后该课题组以LAMP检测日本血吸虫尾蚴，结果

尾蚴LAMP产物电泳后呈LAMP特征性梯状条带，对照

组无扩增产物，LAMP可检测到尾蚴的最低数量为1条
[32]。杨帆等建立了骆驼伊氏锥虫的LAMP检测方法，与

血液涂片检测法对比，发现检出阳性率分别为35.71%

和14.29%。LAMP明显敏感于血液涂片检测法[33]。 

2.4  在水产动物病原微生物快速检测中的应用 

水产动物病原细菌以及病毒的快速检测一般采用

酶联免疫吸附试验（ELISA）、PCR技术、单克隆抗体

技术、核酸杂交技术等。目前已有用LAMP法检测水产

动物和水产养殖环境中病原菌的报道。 

对于水产品病原细菌的检测上，Maruyama 等在

2003 年首次采用 LAMP 方法快速检测海岸环境中的

大肠杆菌，取得了理想的结果[34]。Savan 等在 2004 年

首次用 LAMP 法检测水产动物病原菌中的迟钝爱德

华氏菌（Edwardsiella tarda），根据迟钝爱德华氏菌的

溶血素（haemolysin）基因序列设计四条引物, 扩增出

迟钝爱德华氏菌的种属特异性基因，并在应用中成功

地从日本鳗鲡（Anguilla japonica）等 4种水产动物和

养殖水体中检测出分离的 5 株迟钝爱德华氏菌，而该

方法对非迟钝爱德华氏菌病原菌则没有产生特异性扩

增，从而证明 LAMP 法检测迟钝爱德华氏菌具有很强

的特异性[35]。由爱德华菌引起的鲶鱼肠败血病是阻碍

鲶鱼养殖业发展的主要致病菌，多种分子生物学方法
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都用来检测过这些病原菌，比如巢式-PCR，虽然特异

性和敏感性比较高，但是用时至少在 4~8 h。Yeh 等针

对爱德华菌的特异性基因 eip18 进行 LAMP 反应，

65 ℃反应 60 min 即完成扩增过程，检测水平为 20 

CFU/反应[36]。Kono 等用 LAMP 方法检测污染虾类的

白斑综合征病毒，并且与巢式-PCR 检测方法进行比

较；结果表明，LAMP 方法的检测极限是 1 fg DNA/

管，而巢式-PCR 的检测极限是 10 fg DNA/管。另外由

于不相干的 DNA存在不会影响 LAMP 反应，所以同

时从受感染的小虾的头部、心脏、脑部、淋巴组织提

取 DNA 进行靶基因扩增，对于检测存在于不同组织

中且轻微感染的白斑综合征病毒非常有效[37]。 

对于水产品病原DNA病毒的检测上，Sun等采用

LAMP法检测了南美蓝对虾（Penaeus stylirostris）传染

性皮下及造血组织坏死病毒（Infectious Hypodermal 

And Hematopoietic Necrosis Virus，IHHNV），反应条件

为64 ℃反应60 min。反应产物可以通过琼脂糖电泳检

测，也可以根据反应产物的浊度SYBR GreenⅠ染色后

肉眼观察，LAMP法检测结果的灵敏度比PCR法高100

倍 [38]。Mekata等采用RT-LAMP法检测了黄头病毒

（Yellow Head Virus，YHV），反应条件优化为65 ℃反

应 60 min，可以从被感染的斑节对虾（Penaeus 

monodon）的鳃和心脏中快速灵敏的检测出黄头病毒, 

并且同时检测健康的虾、桃拉综合征病毒（Taura 

Syndrome Virus，TSV）、白斑综合征病毒（WSSV），

均没有产生特异性扩增，证明了此法检测YHV具有很

强的特异性[39]。Pillaid等采用RT-LAMP方法检测了引起

罗氏沼虾（Macrobrachium rosenbergii）白尾病的诺达

病毒（Macrobrachium rosenbergii Nodavirus, MrNV）和

小病毒颗粒（Extra Small Virus，XSV），比较了

RT-LAMP，增加了环引物的RT-LAMP和RT-PCR检测的

灵敏度，结果发现RT-LAMP比PCR灵敏10倍，而增加

了环引物的RT-LAMP比RT-PCR灵敏10000倍[40]。 

3  结语 

PCR、多重 PCR 以及荧光定量 PCR 等方法仍然

广泛应用于临床、食品等领域各种微生物及其特性的

检测和分析[41~43]；相比较，LAMP 的特异性和灵敏度

更高，同时简便快捷且成本低廉。本实验室曾用常规

PCR、多重 PCR 与 LAMP 对金黄色葡萄球菌及其耐

药性进行检测，结果显示 LAMP 方法在特异性、灵敏

度、简便性等方面均具有显著优势[44~46]。但是，由于

LAMP 反应扩增量极大，能达到 109~1010 拷贝，极

易形成气溶胶，造成假阳性污染。目前解决该问题的

方法只要为不开盖或者假如封闭剂，因此亟需一种从

根本上解决该问题的方法。自 LAMP 建立以来，在食

品安全、公共卫生等领域中对常见食源性中毒细菌、

流行性病毒、基因诊断等多个方面得到广泛应用，在

可预见的将来，LAMP 技术将在核酸扩增领域逐渐取

代 PCR 反应，推动检测技术向更快捷简便，更精确廉

价的方向发展。 
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