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环介导等温核酸扩增技术快速检测产毒亚历山大藻 
 

刘芳，王丽，李琳，山崎伸二，石磊 

(华南理工大学轻工与食品学院，广东 广州 510640) 

摘要：DNA环介导等温扩增（LAMP）方法是一种新型的核酸扩增技术，该方法是在等温的条件下进行的，具有反应时间短、

灵敏度高、特异性强的特点。本文以产麻痹性贝毒（PSP）的亚历山大藻为研究对象，采用简易法提取DNA模板，设计特异性LAMP

引物，利用LAMP技术进行产毒藻种的快速检测，同时，着重对LAMP技术与PCR技术在检测微小亚历山大藻细胞的灵敏度方面做了

比较。向LAMP终产物中加入SYBR Green I染料后可直接用肉眼观察结果而不需要通过凝胶电泳来观察。结果表明，LAMP技术在恒

温65 ℃，1h内就可以检测到产毒藻种；LAMP技术检测微小亚历山大藻的最低检测限为200个/ml，而PCR技术的最低检测限为1000

个/ml，LAMP扩增方法比PCR扩增方法的程序简单、反应时间短、灵敏度高；LAMP技术不需要精密的温度循环装置，有恒温加热设

备就可以满足检测条件，可用于野外检测。 
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Abstract: Loop-mediated isothermal amplification method (LAMP) is a novel nucleic acid amplification technology. The LAMP method 

amplifies DNA with rapidity, high specificity and sensitivity under isothermal conditions. This thesis took toxic Alexandrium as the major 

research object. DNA template was extracted by boiling method and specific primer was designed for LAMP assays. Toxic Alexandrium were 

quickly detected by LAMP technology. LAMP and PCR were successfully compared in the sensitivity of detecting Alexandrium minutum. 

Without gel electrophoresis, the LAMP amplification was directly visualized in the reaction tube by addition of SYBR Green I for a naked-eye 

inspection. The result indicated that toxic Alexandrium was detected by LAMP technology within 1 h under isothermal condition at 65 . ℃ The 

lower detection limit of the LAMP reaction was 200 cell/ml, while that of the PCR was 1000 cell/ml. The LAMP assay is more simple, rapid 

and sensitive than the PCR. Furthermore, as LAMP technology does not require sophisticated instrumentation, it is very suitable for diagnosis in 

the fields. 
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在对赤潮的研究中发现，由单细胞微藻产生的海

洋毒素能通过食物链传递到鱼和贝类，食用这种被感

染的鱼和贝类后会直接威胁人类的健康，因此深入研

究有毒藻类对于由海洋毒素所导致的食物中毒的防治

工作是非常有必要的，这有利于阻止有毒藻进入食物

链中，从而在源头上杜绝赤潮毒素对公众健康、水环

境及自然资源的危害。本文就产麻痹性贝毒（PSP）
的亚历山大藻为主要研究对象进行研究。目前，在有 
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毒藻的检测方面还是采用PCR方法[1~2]。由于简易法所

制备的赤潮藻DNA模版中含有的多糖、蛋白质等浓度

较高，会抑制PCR反应，往往其检测结果并不理想，

在PSP防治工作方面很难采取及时而准确的措施。因

此，发展一种简便、灵敏度高的检测方法对有毒藻检

测与控制尤为重要。 
本文介绍了一种新型的DNA环介导等温扩增

（Loop-Mediated Isothermal Amplification Method，
LAMP）方法，该方法最初由Notomi 等人设计并应用

于病原微生物的检测[3] 。LAMP反应的特点是：在恒

温（60 ℃~65 ℃）条件下进行，省去了PCR反应中温

度循环所需要的时间；反应中使用了六条特异性引物，
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只有在六条引物均与特异的靶序列结合时扩增反应才

能进行，因此这种检测方法的特异性很高，其反应原

理如图1所示[4]。LAMP产物的检测方法：LAMP反应

产生副产物－白色焦磷酸镁沉淀，因此肉眼也可观察

到阳性反应管中的白色混浊物；向LAMP终产物中加

入SYBR Gerrn I染料后可直接用肉眼观察结果[5]；

LAMP产物也可用2%的琼脂糖凝胶电泳进行检测。目

前，国外已有较多文献报道了该技术在病原微生物检

测方面的应用，如检测番茄黄曲叶病毒[6]、虾中的白

斑综合症病毒[7]、志贺氏菌属和肠侵袭性埃希（氏）

大肠杆菌[8]等。日本已利用这种特性研制出专门用于

LAMP检测的实时监控浊度仪，可以实现对LAMP扩
增过程的全程实时监控[9~10]。而在国内关于LAMP方
法的报道比较少。本文采用LAMP技术快速检测产毒

亚历山大藻，并着重对LAMP技术与PCR技术在微小

亚历山大藻的灵敏度方面做了比较，验证了该方法的

可靠性。 

1  材料与方法  

1.1  材料 
藻种：Alexandrium andersoni，Alexandrium minutu 

m，Alexandrium catenella Balech，Alexandrium tamarens 
e，Alexandrium.spp，Prorocentrum donghaiense，Karenia 
mikimotoi Hansen（由厦门大学海洋研究所、暨南大学

水生生物研究所馈赠）。 
培养条件：室温20 ℃，光照3500~3800 lx，12 h

光暗交替培养，f/2 培养液。 
Bst DNA聚合酶购自BioLabs公司，rTaq DNA聚合

酶购自TaKaRa公司，Betaine购自Sigma。 
1.2  引物 

LAMP反应是以亚历山大藻属内保守区域设计引

物。FIP、BIP为内引物，以F3、B3为外引物进行扩增；

PCR反应是以LAMP反应的外引物即F3、B3进行扩增。 
1.3  DNA模板制备 

取15 mL对数生长期的7种赤潮藻－Alexandrium 
andersoni，Alexandrium minutum，Alexandrium catenella 
Balech，Alexandrium tamarense，Alexandrium.spp，
Prorocentrum donghaiense，Karenia mikimotoi Hansen 
（已知藻细胞浓度）于离心管中，9000 r/min 离心 4 
min，弃去上清；向藻细胞沉淀中加入灭菌蒸馏水，

将离心管转移至 95 ℃水浴中加热 20 min 后迅速置于

冰上约 10 min；将藻液于 10000 r/min 离心 2 min 后取

上清液直接作为LAMP 扩增及 PCR 扩增反应的DNA
模板。 

1.4  LAMP 扩增及 PCR 扩增 
25 μL LAMP反应体系含有1.6 μmol/L FIP、1.6 

μmol/L BIP、0.4 μmol/L F3、0.4 μmol/L B3、1 mol/L 
Betaine、6 mmol/L MgSO4、8 U Bst DNA聚合酶、1.6 
mmol/L dNTP、2.5 μL 10×Thermopol Buffer及DNA模

板1 μL。 
反应条件：65 ℃反应1 h。 
50 μL PCR反应体系含有40 μmol/L F3、40 μmol/L 

B3、10 mmol/L dNTP、5 μL 10×PCR Buffer、1.25 U 
rTaq DNA聚合酶及DNA模板1 μL。 

反应条件：94 ℃预变性5 min；94 ℃变性30 s，
51 ℃退火30 s，72 ℃延伸30 s，30个循环；72 ℃延伸7 
min。 
1.5  LAMP及PCR产物的检测 

LAMP产物的检测方法：向LAMP产物中加入1 
μL稀释100倍后的SYBR Green I染料后通过肉眼来观

测其颜色变化，如果颜色立刻变绿则是发生了特异性

扩增，橙色为阴性。LAMP反应会产生焦磷酸镁白色

沉淀，而焦磷酸镁会使混合液变混浊，通过肉眼观察

反应物的外观变化并用2%的琼脂糖凝胶电泳进行分

离，加样量3 μL上样孔；凝胶置于EB中染色然后在凝

胶成像系统下观察。 
PCR产物的检测方法：1%的琼脂糖凝胶电泳进行

检测，加样量3 μL上样孔；凝胶置于EB中染色然后凝

胶成像系统下观察。 

2  结果与分析 

2.1  LAMP 反应特异性试验 
取 7 种 赤 潮 藻 － Alexandrium andersoni ，

Alexandrium minutum，Alexandrium catenella Balech，
Alexandrium tamarense，Alexandrium.spp，Prorocentrum 
donghaiense，Karenia mikimotoi Hansen 的 DNA 模板

进行 LAMP 扩增，结果如图 1 所示。 

 
图1 LAMP特异性试验 

Fig.1 Specificity test of the LAMP reaction for detection 

Note: lane1, positive control ;lane 2, Alexandrium andersoni 

DNA; lane 3, Alexandrium minutum DNA; lane 4, Alexandrium 

catenella Balech DNA; lane 5, Alexandrium tamarense DNA; lane 

6, Alexandriun.spp; lane 7, Prorocentrum donghaiense DNA; lane 
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8, Karenia mikimo toi Hansen DNA. 

由图 1 可以看出，本实验引物是针对产毒亚历山

大藻所设计的 LAMP 反应，对于不产毒的非亚历山大

藻是不具有特异性的。在相同的反应条件下，LAMP
反应能快速的检测到 Alexandrium andersoni ，
Alexandrium minutum，Alexandrium catenella Balech，
Alexandrium tamarense，Alexandrium.spp，Prorocentrum 
donghaiense ， Karenia mikimotoi Hansen ， 而

Prorocentrum donghaiense，Karenia mikimotoi Hansen
不能被检测到。 
2.2  LAMP 和 PCR 反应的产物灵敏度比较试验 

M   1   2    3    4   5   6 

 
图2 LAMP灵敏度检测 

Fig.2 Detection sensitivities of LAMP 

Lane M, DGL 2000; lanes：1 to 6, 500,100, 50, 10, 5, 1 cell/tube. 

M   1   2    3   4    5   6 

 
图3 PCR灵敏度检测 

Fig 3 Detection sensitivities of PCR 

Lanes: M, DGL 2000; Lanes: 1 to 6, 500,100, 50, 10, 5, 1 

cell/tube. 

1    2    3    4    5    6 

 
图4 LAMP产物的可视结果 

Fig.4 Visual inspection of LAMP products detected using 

SYBR Green I 

Tubes: 1 to 6, 500,100, 50, 10, 5, 1 cell/tube. 

对 Alexandrium minutum 的藻细胞进行稀释，调整

稀释后的浓度分别为 500 个/μL、100 个/μL、50 个/μL、
10 个/μL、5 个/μL，同时分别对它们进行 LAMP 扩增，

结果如图 2、图 3 所示。由图 2 中可以看出，泳道 2~4
中结果均呈现典型的 LAMP 扩增带型，且扩增产物的

量依次降低，LMAP 技术的最低检测限度为 200 个

/ml；由图 3 中可以看出，PCR 扩增得到 200 bp 左右

的条带，PCR 技术的最低检测限度为 1000 个/mL；
LMAP 技术的灵敏度是 PCR 技术的 5 倍。图 4 为向

LAMP 产物中加入 1 μL 稀释 10 倍后的 SYBR Green I
染料后的可视结果，阳性管中的反应液已明显变绿，

阴性管中的反应液仍为橙色；用该方法来检测 LAMP
产物比常规的凝胶电泳方法简单、迅速、实用性强，

并且可用于实地检测。 

3  讨论 

常规的检测产毒亚历山大藻的方法依赖于细胞结

构的显微观察，这种方法需要鉴别者具有很好的专业

背景，而且有些藻种在形态上难以区别，比如

Alexandrium tamarense 和 Alexandrium catenella 
Balech。所以，依据观察细胞形态的检测已经不适合

快速检测的要求。近年来，有研究者将 PCR 方法应用

于产毒藻检测，该方法在灵敏度和特异性方面较常规

方法有所提高，但是，PCR 方法依赖精密的温度循环

装置，大部分操作必须在实验室内进行，实地检测有

局限。而我们所采用的 LAMP 方法很好的解决了以上

问题，在检测时间、检测成本、检测灵敏度方面较 PCR
有很大提高，并且用于实地检测很方便。 

本文采用简易法提取 Alexandrium andersoni，
Alexandrium minutum，Alexandrium catenella Balech，
Alexandrium tamarense，Alexandrium.spp，Prorocentrum 
donghaiense，Karenia mikimotoi Hansen 的 DNA 模板

比传统的酚氯仿抽提 DNA 模板法[11]更简单、方便，

实用性更强，可直接用于实地检测。LAMP 方法是一

种新型的 DNA 环介导等温扩增法，扩增反应是在等

温的条件下进行的，没有核酸的变复性过程，因此不

需要特殊仪器设备，只需用普通水浴锅就可以，而

PCR 反应程序却较为复杂，反应时间较 LAPM 反应时

间长。LAMP 技术的最低检测浓度为 200 个/mL，PCR
技术的最低检测限度为 1000 个/mL，证明 LAMP 方法

的灵敏度比 PCR 的高。 
总之，LAMP 方法是一种便携、特异性强、灵敏

度高的检测方法，其产物的检测方法比较多，可通过

肉眼观测其混浊度的变化，也可通过加入稀释后的
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SYBR Green I 染料来观察产物的颜色变化，还可以通

过凝胶电泳来检测其产物。如果对 LAMP 方法进行进

一步完善、优化和推广，该技术将会在有毒赤潮藻毒

素的检测及各种疾病的诊断与预防有更广泛的应用。 
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（2）自由基是具有高度化学活性的物质，人体内

自由基过多或清除过慢，即会引发所谓的自由基链式

反应，导致细胞膜的过氧化，是引起机体衰老的根本

原因。从实验结果看，木瓜蛋白酶所得的肽其清除自

由基和抗氧化能力都高于碱性蛋白酶所得肽， 
（3）从实验结果看，与两种酶作用的切入点不同

有关系。由于木瓜蛋白酶属巯基蛋白酶,具有较宽的底

物特异性,作用于蛋白质中 L-精氨酸、L-赖氨酸、甘氨

酸和 L-瓜氨酸残基羧基参与形成的肽键。此酶属内肽

酶，能切开全蛋蛋白质分子内部肽链-CO-NH-生成分

子量较小的多肽类。碱性蛋白酶也是内切酶，其作用

点只是丝氨酸。通过切开梭基侧位的疏水性氨基酸(酪
氨酸，苯丙氨酸)的肽键，破坏蛋白质的分子结构，从

而使其功能性质得到改善。因此使用碱性蛋白酶水解，

产物氮溶指数较高，使用木瓜蛋白酶水解，产物的清

除自由基和抗氧化能力较高。 
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