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环介导等温扩增技术在食品安全领域的应用进展
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摘要：食品安全不仅关乎人民身体健康，同时影响地区经济发展。高效、便捷的检测方法是实现风险评

估和安全监管的重要手段。传统的检测技术操作繁琐、耗时颇长，难以满足市场上快速检测的需求。环介导

等温扩增技术具有速度快、灵敏度高、特异性强和成本低廉等优点，显现出巨大的商业应用潜力。该文综述

环介导等温扩增技术的原理、分类、产物检测方法，并重点分析基于颜色变化的比色法在环介导等温扩增技

术中的应用，结合近 5 年来该技术在食品安全检测领域的应用进展，以期为开发快速、现场、低廉的食品安

全检测方法提供参考。
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Abstract: Food safety issues impact individual physical health and regional economic development. Efficient and 

convenient detection methods are key to achieving relevant risk assessment and safety regulation. Traditional detection 

techniques are cumbersome and time-consuming, and fail to meet the market demand for rapid detection. Loop-mediated 

isothermal amplification (LAMP) is a promising candidate method for commercial applications in food safety inspection 

owing to its high speed, high sensitivity, strong specificity, and low cost. This study reviews the principle, classification, and 

product detection methods of LAMP, with a focus on analyzing the application of colorimetry in LAMP, and summarizes 

progress made in food safety inspection in the past five years, aiming to provide a reference for developing fast, on-site, low-

cost methods for food safety inspection.
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“民以食为天，食以安为先”。食品安全不仅关

系人民的身体健康和生命安全，同时对国家的经

济、贸易和工业产生重要影响，是备受关注的重点

民生问题 [1] 。食品中的生物类危害因素有病原微生

物、过敏原（异种蛋白）、转基因作物、生物掺假

和亚致死型细菌等 [2] 。高效的检测方法是防止有害
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食品上市流通的重要手段，是保障安全监管的重要

环节。目前，食品中生物危害因素的检测方法主要

有微生物培养鉴定、高效液相色谱、表面增强拉曼

光谱和酶联免疫吸附等，尽管这些方法准确、灵敏，

但耗时长且设备昂贵，难以满足现场快速的检测需

求。我国食品的生产加工和上市流通具有量大面

广、经营分散的特点，因此发展快速、高效、低

廉且便携的检测方法更适合我国国情，具有广阔

的推广前景。

环 介 导 等 温 扩 增（Loop-mediated Isothermal 
Amplification, LAMP）是一种用于检测靶标 DNA 和

RNA 的恒温扩增核酸检测技术，能实现对痕量核

酸的大量扩增，扩增效率可达 109~1010，且对抑制

物的耐受程度较高，可以简化核酸提取过程 [3] 。因

此，该技术自 2000 年首次发布就备受关注。LAMP
被广泛应用于食品安全领域，包括检测食品生物危

害因子 [4,5] （细菌、病毒、霉菌、寄生虫）、肉制品

掺假 [6,7] 、食物过敏原 [8,9] 和食品新鲜程度 [10,11] 等。本

文简要介绍 LAMP 的设计原理和特点，重点讨论

LAMP 产物的可视化检测手段。通过分析近五年来

LAMP 在食品安全检测中的应用，形成检测流程图

（图 1），以期为开发快速现场的食品安全检测方法

提供参考。

图 1 食品安全的 LAMP 检测流程

Fig.1 The procedure of food safe detection by LAMP

1  LAMP概述

LAMP 是日本学者 Tsugunori 等 [3] 于 2000 年首

次提出的一种核酸等温扩增技术，基于特殊的引物

设计和具有链置换活性的 DNA 聚合酶，实现在恒

温条件下快速连续扩增模板。其反应过程可以分为

哑铃状模板构造和循环扩增。该技术针对靶序列的

6 个区域进行 4 条特殊引物的设计，使其产生哑铃

状结构，进而高效扩增，扩增过程如图 2 所示。

LAMP 具有诸多优势 [3] ：（1）特异性强：基于

特殊的引物设计，4 条引物识别靶序列上 6 个目标

片段，具有很强的特异性；（2）灵敏度高：反应呈

指数放大，扩增效率可达 109~1010，是常规 PCR 的

10~100 倍；（3）速度快：相较于 PCR 的三重温度

循环，LAMP 扩增不需要反复的升降温过程，通常

在 1 h 内完成，如果加入成环引物（FL、BL）可以

进一步缩短扩增时间；（4）耐受扩增抑制物：某些

样本通过简单的前处理即可作为模板使用，省略繁

琐的核酸提取环节；（5）对设备的需求度低：反应

通常在 60~65 ℃恒温进行，不需要精密控温的 PCR
仪，水浴锅或恒温槽即可完成，小型便携适合于现

场检测；（6）利于基层推广：因为不需要精密仪器，

简化操作流程，与 PCR 相比，LAMP 对人员的专业

程度要求较低，更利于在基层推广。上述优势促使

LAMP 成为应用最广泛的核酸等温扩增方法，尤其

适用于伴随诊断（Point of Care Testing, POCT）平

台，便于现场检测。目前，已有日本荣研 Loopamp® 
MTBC Detection Kit（国械注进 20143405184）、百

奥莱博非洲猪瘟 LAMP 检测试剂盒、普瑞邦食品

过敏原 LAMP 试剂盒、翌圣 RT-LAMP Dye Assay 
Kit（UDG plus）等多种 LAMP 检测试剂实现商业

化。LAMP 商业化的进一步拓展，会集中在优化样

品前处理环节、提高检测灵敏度、通量、数据共

享和标准化等方面。随着技术的更新发展，常规

LAMP 逐步向反转录 LAMP、多重 LAMP、数字

LAMP、一步 LAMP 等更高通量、高精度、简化

操作的方向发展。

1.1 常规LAMP

常规 LAMP 的反应体系包括：模板（DNA）、

具 有 链 置 换 活 性 的 DNA 聚 合 酶（Bst DNA 
polymerase）、 外 引 物（F3、B3）、 内 引 物（FIP、
BIP）、Mg2+、dNTP 和缓冲液。其中，引物是保证

反应特异性的关键。设计引物时，解链温度、末

端稳定性、GC 含量以及二级结构等因素应重点

考虑。可以通过在线软件 Primer Explorer（http://
primerexplorer.jp/e/）进行设计。在保证引物特异性

的基础上，通过调整体系中各组分的浓度以及反

应温度和时间对所构建方法的扩增效率进行优化。

LAMP 扩增产物是一系列不同大小的茎环状结构和

花椰菜样多环结构的 DNA 复合物，可通过凝胶电泳、

浊度、比色、荧光等方式对产物进行检测。
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图 2 LAMP 扩增

Fig.2 LAMP amplification

虫。此外，常规 LAMP 还可用于对花生、芝麻、大

豆等食物过敏原的检测 [22] 。常规 LAMP 操作简单，

应用广泛，具有很好的普适性，缺点是只能靶向

DNA，无法对 RNA 进行检测。

1.2 反转录LAMP

反 转 录 LAMP（Reverse Transcription LAMP，
RT-LAMP）是一种通过在 LAMP 反应体系中加入

反转录酶，实现 RNA 检测的技术 [23] 。与 RT-PCR
一样，RT-LAMP 利用反转录酶将 RNA 合成 cDNA，

再利用 DNA 聚合酶进行扩增。恒温孵育条件下，

目前，常规 LAMP 已被用于检测多种病原

体， 包 括 肉 毒 杆 菌（Clostridium botulinum） [12] 、

无 乳 链 球 菌（Streptococcus agalactiae） [13] 、 志

贺 菌（Shigella） [14] 等 食 源 性 细 菌， 稻 瘟 病 菌

（Magnaporthe oryzae） [15] 、 鞘 腐 菌（Sarocladium 
oryzae） [15] 、隐袭腐霉（Pythium insidiosum） [16] 等植

物真菌，谷斑皮蠹（Trogoderma granarium） [17] 、松

针瘿蚊（Thecodiplosis japonensis） [18] 等导致植物疫

病的昆虫和牛环形泰勒虫（Theileria annulata） [19] 、

毛 滴 虫（Trichomonas tenax） [20] 、 粪 圆 线 虫

（Strongyloides stercoralis） [21] 等导致动物疫病的原
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可以一步完成反转录和扩增，有利于快速检测 RNA
病毒。

目前，RT-LAMP 已被用于检测 II 型小樱桃

病毒（Little Cherry Virus 2） [24] 、大麦黄花叶病毒

（Barley Yellow Mosaic Virus） [25] 、 番 茄 条 纹 病 毒

（Tomato Chlorotic Spot Virus） [26] 、 玉 米 黄 花 叶 病

毒（Maize Yellow Mosaic Virus） [27] 、苹果花叶病毒

（Apple Mosaic Virus）和李属坏死斑病毒（Prunus 
Necrotic Ringspot Virus） [28] 等严重影响经济作物产

量的植物病毒，以及猪流感病毒（Swine Influenza 
Virus） [29] 、罗湖病病毒（Tilapia Lake Virus） [30] 和禽

流感病毒（Avian Influenza Virus） [31] 等影响养殖业的

动物病毒。

1.3 多重LAMP

    多重 LAMP（Multiplex LAMP, mLAMP）是一

种能够同时检测多个靶标序列的 LAMP 方法，针对

每个靶标分别设计引物，再通过对实验条件和反应

体系的优化，分别鉴定扩增产物，最终筛选出最优

的引物组合，实现对多个靶标的同时检测，该方法

能显著提高检测的特异性和通量。

Ayaka 等 [32] 开发了一种能够同时检测造成疫霉

属及四种主要疫霉菌（P. ramorum、P. lateralis、
P. kernoviae 和 P. nicotianae）的 mL AMP 方法。该

方法以植物 COX1 基因作为内部质控，避免因酶

失活或植物组织中扩增抑制剂导致的阴性结果。

通过优化引物序列和浓度比例，检测灵敏度能达

到 1 pg~100 fg 的病原菌 DNA。该方法从样品采集

到出结果总计 120 min，是一种快速、准确的检测

植物疫霉菌的方法，能有效防治严重的林木病害。

Dong 等 [33] 基 于 HFman 探 针 开 发 了 一 种

mLAMP 方法，能实现单管内对 SARS-CoV-2 病毒

的 ORF 和 E 基因以及人的管家基因 β-actin 进行实

时检测。该方法巧妙的利用高保真 DNA 聚合酶对

HFman 探针的切割作用，实现荧光信号的特异性放

大。在 LAMP 初始阶段，引物与目标序列结合，启

动 LAMP 过程。哑铃结构形成后，HFman 探针与

哑铃结构的环区结合。当 HFman 探针特异性杂交

到没有或与环区不匹配的序列时，被高保真 DNA
聚合酶识别切割，释放荧光信号，并暴露游离的

3′-OH 供 Bst DNA 聚合酶进一步扩增。杂交的内引

物（FIP、BIP）、环引物（LF、LB）和 HFman 探

针（与环引物序列相同）通过 Bst DNA 聚合酶启动

DNA 延伸。在延伸过程中，随着荧光团从 HFman

探针中释放出来，荧光信号呈指数增长。与“金

标准”RT-PCR 相比，该方法对鼻咽样本中提取的

RNA 具有良好的临床性能（灵敏度 94.5%，特异性

100%，n=190），并且能够检测包含至少 α 和 δ 变异

的序列。

针对日益严峻的碳青霉烯耐药革兰氏阴性菌

问题，Zhong 等 [34] 开发了一种 mLAMP 方法能快速

检测多粘菌素耐药基因 mcr1~mcr5。该方法能够实

现对 mcr-1、mcr-3 和 mcr-4 的三重检测和 mcr-2 和

mcr-5 的双重检测方法。

1.4 数字LAMP

数字定量是一种精确的绝对定量法，其灵敏

度 在 分 子 水 平 [35] 。 数 字 LAMP（Digital LAMP，
dLAMP）是类比数字 PCR（Digital PCR, dPCR）提

出的概念，通过对反应体系的有限稀释，最终使微

滴中至多包含 1 个模板分子，基于荧光信号确定阳

性和阴性微滴，结合泊松分布和夏皮罗 - 威尔克法

检验测定数据是否符合正态分布，最终实现对目标

核酸的绝对数量 [36] 。常规 dLAMP 的操作步骤如下：

（1）将核酸样品与 LAMP 试剂充分混合；（2）对混

合好的 LAMP 反应体系进行分区或微滴化；（3）加

热反应；（4）结束反应并扫描信号；（5）计算阳性

信号的比例，分析核酸的绝对数量。

与 dPCR 相比，dLAMP 对抑制剂耐受程度更高，

即使试剂中含有腐植酸，dLAMP 也可以准确进行。

这种对抑制剂的高度耐受使 dLAMP 能够扩增粗提

取的核酸，而 dPCR 则很难。此外，dLAMP 可以在

恒温下完成，不需要昂贵的热循环仪器，降低了反

应成本。这些优点使 dLAMP 具有很大的潜力来解

决现有 dPCR 的局限，并应用于食品中病原微生物

的检测等领域。

Tao 等 [37] 建立了一种直接检测牛奶中牛结核分

枝杆菌（Mycobacterium bovis）的 dLAMP 方法，通

过自动提取 DNA 和界面乳化技术，实现 2 h 内从牛

奶到核酸的检测，灵敏度达到 14 CFU/mL，该方法

能极大缩短鲜牛奶的检测周期，保障食品的快速流

转。Daniel 等 [38] 开发了一种对病毒载量进行绝对定

量的 dLAMP 方法。该方法利用摇匀代替微流控泵，

降低成本，并设计独特的双高度成像室以实现在一

张手机照片中容纳全部样品，替代高分辨率显微镜

或激光诱导荧光对液滴的单独成像，使方法更适用

于 POCT。Oliveira 等 [39] 将微流控技术与 dLAMP 进

行整合，实现液滴生成、目标放大和绝对定量的一
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体化。采用低成本的激光直接书写技术，在聚苯

乙烯片材上构建多层 3D 芯片，dLAMP 直接在芯

片上扩增。10 µL 体积的片上扩增，能在 60 min 内，

达到 5 copies/µL 的检测限，该技术被用于癌症生物

标志物的 c-MYC 的定量。

1.5 一步LAMP

一步 LAMP 是指简化甚至省略核酸提取步骤，

以核酸粗提物作为模板，直接进行 LAMP 扩增的方

法。由于省略了核酸提取过程，该方法能极大的节

省时间，适用于快速检测等应用场景。

Zhang 等 [40] 开发了基于免疫捕获简化核酸提

取，实现裸眼检测沙门氏菌的一步 LAMP 方法。以

沙门氏菌为抗原制备单克隆抗体，将高亲和力的单

抗包被在免疫磁珠表面以捕获沙门氏菌，并将富集

产物直接用于 LAMP 扩增，该方法在人工污染的水

和牛奶中检测限达到 5 CFU/mL。单核苷酸多态性

（SNP）是与许多生理和病理表型相关的分子标记。

现场 SNP 检测的发展面临仪器昂贵和过程繁琐的挑

战。Ding 等 [41] 设计了一种基于探针增强的 SNP 分

型检测，该方法将寡核苷酸探针与一步 LAMP 结合，

通过分析扩增效率的巨大差异实现 SNP 区分，将该

方法被应用于 CYP2C19*2 和 MDR1 C3435T 基因分

型的药物基因组学检测，灵敏度达到 1 000 copies。
缺失突变是癌症发生发展的重要因素，开发一种直

接测定缺失突变的方法，对于临床实践具有重要意

义。Liu 等 [42] 利用 LAMP 对抑制物耐受性强的特点，

建立了一种快速、灵敏的缺失突变检测方法，可在

30 min 内识别 0.1% 的目标变异，对于快速识别突

变靶点具有重要意义。

2  LAMP产物的检测方法

LAMP 的扩增产物有多种信号输出方式，包括

电泳、浊度、比色、荧光、化学发光、电化学、表

面增强拉曼色谱以及侧流层析试纸等。

2.1 凝胶电泳法

    由于 LAMP 扩增产物是一系列不同大小的茎环

状结构和花椰菜样多环结构的 DNA 复合物，因此

其凝胶电泳图像呈现独特的降落伞状模式，具有多

条明亮程度不一的电泳带。该方法已被用于检测海

洋分枝杆菌（Mycobacterium marinum） [43] ，大肠杆

菌（Escherichia coli） [44] ，耐甲氧西林金黄色葡萄球

菌（Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus） [45] ，

溶组织芽孢杆菌（Entamoeba histolytica） [46] ，副溶

血性弧菌（Vibrio parahaemolyticus） [47] 和产气荚膜梭

菌（Clostridium perfringens） [48] 等多种病原体。然而

通过凝胶电泳法检测 LAMP 产物，需要从反应管中

取出部分产物进行电泳，该环节容易造成气溶胶扩

散，污染环境，进而导致假阳性结果。其次，凝胶

电泳使用溴化乙锭对 DNA 进行染色，而溴化乙锭

有毒，会对操作人员造成危害。最后，凝胶电泳需

要使用具有稳定电源供应的电泳仪，难以满足野外

现场检测的需求。上述原因限制了凝胶电泳法在构

建 LAMP 快检技术方面的应用。目前，凝胶电泳法

的主要应用场景是在实验室对建立的 LAMP 技术进

行性能验证。

2.2 浊度法

焦磷酸盐离子作为 DNA 聚合酶的副产物与镁

离子在缓冲液中反应生成焦磷酸镁（Mg2P2O7），由

于 LAMP 产生大量的 DNA，焦磷酸盐离子浓度超

过沉淀阈值，导致以扩增子浓度依赖的方式形成肉

眼可见的焦磷酸镁白色沉淀 [49] 。可以通过肉眼观

察反应体系的浊度变化对其进行终点判读，也可通

过日本荣研公司的浊度仪 LA-200、LA-320、LA-
500，650 nm 光照下，每 6 s 采集一次信号，绘制实

时浊度曲线对扩增过程进行监测。该方法已被用于

检测鼠伤寒沙门氏菌（Salmonella typhimurium） [50] ，

肺 炎 支 原 体（Mycoplasma pneumoniae） [51] ， 艰

难 梭 菌（Clostridium difficile） [52] ， 禽 腺 病 毒

（Fowl Adenovirus） [53] 和 人 乳 头 瘤 病 毒（Human 
Papillomavirus） [54] 等多种病原体。

浊度信号不需要额外添加指示剂（颜色、荧

光），不会抑制 LAMP 扩增效率，也不需要对产物

进行开盖处理，不会污染环境。反应结束后，对产

物短暂离心，即可通过肉眼观察是否具有白色沉淀

来判断结果，具有便宜、灵活、易操作等优点，适

用于条件有限地区的现场检测。但是浊度信号来自

DNA 扩增的副产物，而非引物的特异性扩增，因

此非特异性扩增或引物二聚体也能诱导焦磷酸镁沉

淀，造成假阳性。所以，基于浊度的 LAMP 产物检

测假阳性水平较高，需要通过引物设计、模板提纯

等方式提高反应的特异性。此外，浊度法仅在短时

间内稳定且存在主观误差和检出限高的缺点，限制

了其在 LAMP 产物检测中的应用。

现
代
食
品
科
技



现代食品科技                                           Modern Food Science and Technology                                               2025, Vol.41, No.3

 392 

表 1  LAMP常用染料

Table 1 Dye used in LAMP

染料名称 白光下颜色变化 UV 下有无荧光 辅助剂 原理

钙黄绿素 橙色—黄绿色 有 MnCl2 金属离子指示剂

HNB 紫罗兰—天蓝色 无 无 金属离子指示剂

SYBR Green I、EvaGreen、SYTO 橙色—黄绿色 有 无
嵌合型荧光染料

与 dsDNA 结合发荧光

酚红、甲酚红 红色—黄色 无 无 pH 指示剂

中性红 橙色—粉色 无 无 pH 指示剂

甲酚紫 紫色—黄色 无 无 pH 指示剂

黄连素 无 有 无
自发型荧光染料

与 dsDNA 结合发荧光

TVR 无色—亮绿色 无 Tris-EDTA /

VMD 浅灰色—深蓝色 有 MnCl2 混合钙黄绿素和 HNB

增，导致假阳性；所以体系中 Mg2+ 离子浓度需要优

化。此外，钙黄绿素会抑制 LAMP 反应，通过和

dsDNA 的相互作用降低反应灵敏度。

图 3 钙黄绿素检测 LAMP 产物的原理

Fig.3 The principle of calcein detect LAMP production

2.3.2 HNB
HNB 是一种金属离子指示剂，反应原理如图 4

所示。HNB 与 LAMP 反应体系中的 Mg2+ 结合呈紫

罗兰色，随着扩增进行，体系中的 Mg2+ 生成焦磷

酸镁沉淀，失去 Mg2+ 的 HNB 呈现天蓝色 [60] 。HNB
已被用于检测猫冠状病毒（Feline Coronavirus） [61] ，

犬副流感病毒 5（Canine Parainfluenza Virus 5） [62] ，

牡蛎疱疹病毒 1（Ostreid Herpesvirus 1） [63] ，沙眼

衣原体（Chlamydia trachomatis） [64] 和钩端螺旋体

（Leptospira） [65] 等多种病原体。

HNB 在 LAMP 应用中有几点限制，（1）高浓

度的 HNB 对 LAMP 反应有抑制作用，反应后加入，

开盖过程容易产生气溶胶，污染实验室环境；（2）
研究表明，HNB 终浓度不超过 120 μmol/L 时对扩

增没有抑制 [60] ，可在反应前加入，但低浓度 HNB

2.3 比色法

颜色变化是非常直观的信号，可以通过肉眼直

接观察，无需特殊仪器，适用于现场检测。根据染

料是否抑制反应，可分别在反应前、后添加。但反

应后开盖添加染料，容易产生气溶胶，导致之后的

检测假阳性。染料会对反应效率及结果判断造成影

响。因此根据染料的作用特点进行合理的选择及应

用，对 LAMP 结果的正确性和可靠性具有重要意

义。染料的种类很多，应用较多的包括：钙黄绿素、

羟基萘酚蓝（Hydroxy Naphthol Blue, HNB）、SYBR 
Green、Eva Green、SYTO、pH 指示剂、黄连素、

TVR、和 VMD 等多种染料（表 1）。

2.3.1 钙黄绿素

钙黄绿素是一种自发荧光染料，与 Mg2+ 结合

发出裸眼可见的黄绿色荧光，从橙黄色变为黄绿色，

其反应原理如图 3 所示。使用钙黄绿素时体系中必

须添加 Mn2+，钙黄绿素作为螯合剂会跟 Mn2+ 结合

处于淬灭状态，不发出荧光；随着 LAMP 反应过程

中产生的焦磷酸根与 Mn2+ 结合生成焦磷酸锰沉淀，

解除淬灭状态；钙黄绿素与 Mg2+ 结合发出黄绿色荧

光。钙黄绿素已被用于检测大肠杆菌 O157 [55] 、结

核分枝杆菌（Mycobacterium tuberculosis） [56] 、核盘

菌（Sclerotinia sclerotiorum） [57] 、鸡传染性喉气管炎

病毒（Avian Infectious Laryngotracheitis Virus） [58] 和

克氏锥虫（Trypanosoma cruzi） [59] 等多种病原体。钙

黄绿素的使用对体系中 Mg2+ 浓度要求很高，较低

的 Mg2+ 浓度会抑制 DNA 聚合酶活性，导致 LAMP
扩增效率降低；过高的 Mg2+ 浓度会出现非特异性扩
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颜色区分不明显，难以通过肉眼观察判定；（3）
HNB 不具有荧光，不能像钙黄绿素一样用荧光变化

作为辅助判定；（4）HNB 不稳定，不易保存，需要

现用现配，不便于使用。

图 4 羟基萘酚蓝检测 LAMP 产物的原理

Fig.4 The principle of HNB detect LAMP production

2.3.3 SYBR Green I
SYBR Green I 也常用于 LAMP 产物的测定，其

反应原理如图 5 所示。将 SYBR Green I 加入到含

有 LAMP 产品的反应管中，可见颜色由红橙色变

为黄绿色，在紫外光下呈绿色荧光。SYBR Green 
I 已被用于检测诺氏疟原虫（Knowlesi Malaria） [66] 、

猪细小病病毒（Porcine Parvovirus） [67] 、虾肝肠

胞 虫（Enterocytozoon hepatopenaei） [68] 和 犬 肝 虫

（Hepatozoon canis） [69] 等多种病原体。

图 5 SYBR Green I 检测 LAMP 产物的原理

Fig.5 The principle of SYBR Green I detect 

LAMP production

SYBR Green I 是一种嵌合荧光染料，会渗入

DNA 双链的小沟，与 dsDNA 结合后，荧光信号会

增强 800~1 000 倍。与自发型以荧光染料钙黄绿素

相比，SYBR Green I 的检测灵敏度高 10 倍。但嵌

合荧光染料的使用具有两面性，反应前加入，会因

其与对 dsDNA 分子的高亲和力而阻碍 Bst DNA 聚

合酶的链置换活性，反应后开盖加入，存在气溶胶

污染实验室环境，进而导致假阳性的问题。一些研

究通过将 SYBR Green I 内置于反应管盖上，待反

应结束再将其与反应体系混匀，以解决上述问题。

但实际操作中，染料会因高温而变干、凝固，所以

要控制反应温度，尤其是 DNA 变性温度。此外，

SYBR Green I 是与 dsDNA 结合并不是与特异性的

扩增产物结合，引物二聚体或非特异性扩增产物也

能与之结合并产生荧光，会造成假阳性的结果。因

此，使用 SYBR Green I 对结果判读时，需要对建立

的 LAMP 方法进行严格的特异性验证。除了 SYBR 
Green I，EvaGreen® [70] 、SYTO-9 [71] 和 SYTO-82 [72] 等

荧光嵌合染料也被用于 LAMP 产物的显色检测。其

中，SYTO-82 和 SYTO9 对反应的抑制性较小，检

测灵敏度高 [72] 。

2.3.4 pH指示剂

LAMP 反应在合成 DNA 的过程中，释放的副

产物包括 P2O7
4- 和 H+，因此反应液的 pH 值会随着

反应进行而产生变化，由初始碱性变为酸性。可以

通过 pH 敏感指示剂作为染料检测 DNA 扩增，实现

肉眼对扩增结果可视化的判断，区分阳性和阴性结

果。常用的 pH 敏感指示剂包括酚红（Phenol Red）、
甲酚红（Cresol Red）、中性红（Neutral Red）和甲

酚紫（Cresol Purple）。使用 pH 指示剂作为染料时，

体系应保持低浓度 Tris，pH 值在 8.8 以上，pH 指

示剂浓度在 50~100 μmol/L。
目前，pH 指示剂作为染料已被用于 SRAS-

CoV-2 [73] 、疟原虫 [74] 、牛环形泰勒虫（Theileria 
annulata） [75] 和鸭乙型肝炎病毒（Duck Hepatitis B 
Virus） [76] 等多种病原体的终点可视化检测。

2.3.5 其他染料

黄连素是一种小蘖碱，能特异性的与 dsDNA
结 合，UV 下 发 出 明 亮 的 荧 光。2015 年，Jens
等 [77] 首次利用黄连素作为 LAMP 扩增产物的染料，

检测马铃薯纺锤块茎类病毒（Potato Spindle Tuber 
Viroid）。TVR（Tris-EDTA Visual Reagent, TVR）是

JXD 公司开发的一系列 Tris-EDTA 指示剂，扩增系

统中一旦出现 dsDNA，染料基团就能与之结合，呈

现亮绿色。2019 年，Yuan 等 [53] 利用 TVR 染料实现

对禽腺病毒的 LAMP 终点可视化检测。将两种不

同颜色的染料进行混合，提高检测效率也是一种有

效的可视化策略。2019 年，Pang 等 [78] 开发了一种

LAMP 终点检测视觉混合染料 VMD，成分为钙黄

绿素和 HNB，这两种成分在 VMD 中的最佳终浓度
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为 25 μmol/L、300 μmol/L。由于在 LAMP 反应过

程中形成了 HNBeMn2+，VMD 表现出优越的视觉性

能，在自然光下从浅灰色（-）变为深蓝色（+）。与

传统的单一钙黄绿素或 HNB 染料相比，VMD 的弱

阳性结果为紫色，使其更容易被肉眼区分。视觉灵

敏度可达 20.9 copies/μL，与基于荧光的灵敏度相当。

2.4 荧光法

荧光作为输出信号包括可视化荧光染料和荧光

探针，本节专指荧光探针。传统 LAMP 难以实现实

时监控和多重检测，且依赖浊度、染料作为输出信

号是一种非特异性的方式，容易导致假阳性结果。

基于探针的 LAMP 检测方法具有更强的特异性，能

满足实时监测和单管多重检测的需要。

2011 年，Kubota 等 [79] 开发了最早的基于荧光

探针的 LAMP 方法，该方法由部分互补的荧光探针

和猝灭探针组成。在荧光探针的 5′ 端标记荧光基团

并与环引物（LF 或 LB）设计在一起。在淬火探针

的 3′ 端标记猝灭基团。在没有目标 DNA 的情况下，

淬灭探针和荧光探针（非环区）互补，荧光因杂交

而猝灭。在目标 DNA 存在的情况下，LAMP 被启

动。新合成的 DNA 链取代淬灭探针，释放荧光信号。

2012 年，Nathan 等 [80] 提出 DARQ 探针。探针的设

计方法是在 FIP 的 5′ 端标记一个淬灭基团，并添加

一个额外的 3′ 荧光基团标记探针，与 FIP 的 F1c 互

补。在没有目标 DNA 的情况下，双链线性 DNA 探

针不产生荧光信号。在 LAMP 扩增过程中，新合成

的 DNA 链取代 3′ 荧光基团标记的探针，释放荧光

信号。

除了部分互补的探针设计，酶介导识别和切

割探针以释放荧光基团的策略也被应用于 LAMP。
自 2021 年，三种高保真 DNA 聚合酶介导的实时

LAMP 方法被用于 SARS-CoV-2 的检测 [33,81,82] 。在

一条探针的两端分别标记荧光基团和猝灭基团。引

入少量高保真 DNA 聚合酶以实现实时监测。在

LAMP 扩增过程中，探针特异性结合在哑铃结构

的环区，高保真 DNA 聚合酶识别并切割用荧光基

团标记的错配碱基，释放荧光信号。去除 3′ 标记

的碱基后，探针暴露一个 3′-OH，进而作为引物

使 Bst DNA 聚合酶启动新的 DNA 合成。2021 年，

TaqMan-LAMP 被开发用于鸽 I 型副黏病毒的检

测 [83] ，该方法创新性的使用了 Bst 5.0/5.1 DNA 聚

合酶，该酶具有 5′-3′ 外切酶活性。选择位于 F1 和

F2 之间的序列作为 TaqMan 探针的靶标，内部引

物 FIP 退火至 F2c，促进 DNA 合成。当 Taqman 探

针特异性结合靶标时，Bst 5.0/5.1 DNA 聚合酶可切

割 Taqman 探针，释放荧光信号，在指数扩增阶段，

TaqMan 探针的持续结合和裂解导致荧光信号的连

续产生。

2.5 侧流层析试纸法

在无需仪器的前提下，简便快捷地判读结果是

LAMP 方法改进的重要方向。LAMP-LFD 方法是在

侧向流动试纸条（Lateral Flow Dipstick, LFD）上锚

定特定的抗体，与 LAMP 产物上标记的抗原反应，

形成的颜色变化，在 LFD 的检测线和质控线上显

示以完成结果判读。该方法选用的抗原通常是荧光

素，因此只需用不同的荧光素标记的探针与荧光素

标记 LAMP 产物进行杂交，即可摆脱对仪器设备的

依赖，同时抗原抗体结合的特异性能在很大程度上

降低检测的假阳性。该方法目前已成功用于对细胞

质支原体（Mycoplasma ovipneumoniae） [84] 、梭状杆

菌（Clostridium piliforme） [85] 、弓形虫（Toxoplasma 
gondii） [86] 以及猪流行性腹泻病毒（Porcine Epidemic 
Diarrhea Virus） [87] 等病原微生物的检测。

3  LAMP在食品安全领域的应用

检测时间是决定该方法的实用性和推广前景的

重要参考，LAMP 方法可以在 1 h 内完成检测且操

作简单，不需要特殊仪器，非常符合我国国情，适

用于食品生产加工和上市流通环节的现场快速检

测。食品安全的危害因素主要包括食源性致病菌、

食物过敏、掺假和腐坏等。前文已介绍大量 LAMP
在病原体（病毒、支原体、细菌、真菌、寄生虫）

检测方面的应用，所以本节重点介绍 LAMP 方法在

食品过敏性成分、转基因成分、掺杂掺假、新鲜程

度和抗生素耐药等方面的应用进展。

3.1 食品中的过敏性成分

食物过敏是对某些食物的异常免疫反应（牛

奶、鸡蛋、花生、大豆、核桃、榛子和芝麻），它

们会引起恶心等过敏症状。例如，花生中导致过敏

的蛋白质有 Arah1、Arah2、Arah3 和 Arah6，芝麻

中的 2S 蛋白也是一种主要过敏原 [88] 。食物过敏是

全球性的食品安全问题。目前，尚无完备的食物过

敏治疗方案，只能通过避免接触过敏原来减少食物

过敏的发生。加工制品是当代快节奏饮食环境下的

主体消耗品，过敏性成分能轻易隐匿于各类加工制
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品，增加食物过敏的风险。目前，我国采用行业标

准 SN/T 4419-2016 出口食品常见过敏原 LAMP 系

列检测方法，对食物中过敏性成分进行定性分析，

该标准包括 22 个检测对象，分别为开心果、腰果、

胡桃、榛果、杏仁、扁桃仁、巴西坚果、澳洲坚果、

栗子、大豆、羽扇豆、花生、葵花籽、芝麻、大

麦、小麦、荞麦、芥末、胡萝卜、芹菜、牛奶和虾。

LAMP 法检测食品中过敏性成分的原理是基于对过

敏原特有核酸的检测，判断是否存在过敏性成分。

标准中给出的方法是通过 SYBR Green I 荧光

染料进行终点可视化检测，灵敏度较低。2018 年，

Sheu 等 [89] 开发了一种快速检测加工制品中花生过敏

原的 LAMP 方法，该方法的检测限低至 0.1%，且

与其他坚果无交叉反应，具有很好的能够用前景。

2020 年，Stefanie 等 [9] 开发了与测流层析技术结合

的 LAMP-LFD 方法，用于对食品中对可造成过敏

的大豆成分进行检测。该方法靶向大豆 ORF160b 基

因，灵敏度能达到每公斤食品中 10 mg 大豆，具有

很好的应用和推广价值。Yuan 等 [22] 设计了一种微流

控芯片，能实现对花生、芝麻等致敏成分的检测，

检出限为 0.4 ng/μL。Zhang 等 [8] 通过混合两种染料，

拓宽颜色变化范围和对比度，获得色差为 10 的紫

色到绿色，实现对三种重要过敏成分（核桃、榛子

和花生）的检测，其灵敏度与实时荧光 LAMP 相当。

3.2 食品中的转基因成分

转基因作物的商业化在全球范围内不断增加，

其种植面积从 1996 年的 170 万公顷增加到 2017 年

的 1.898 亿公顷 [90] 。常见的转基因作物包括玉米、

大豆、水稻、油菜、木瓜等。虽然转基因作物的种

植面积和种类不断扩大，但其安全性一直备受争议，

因此食品中转基因成分的检测颇受重视。基于核酸

的 LAMP 技术被广泛应用于转基因大豆、玉米、油

菜的检测。Liu 等 [91] 将 CRISPR-Cas12a、LAMP 与

FLA 结合，开发了 LAMP-CRISPR-Cas12a- FLA 方

法，用于 CP4-EPSPS 和 Cry1Ab/A 基因的现场检

测，检测限达到 100 拷贝，适用于工作站、执法

现场和地方检验检疫部门。Patrick 等 [92] 以 35S 启

动子和 NOS 终止子作为靶标设计引物，通过实时

生物发光和荧光检测，实现对转基因玉米的检测。

Zhou 等 [93] 开发了快速检测转基因甘蔗中 bar 基因

的 LAMP 法，检出限低至 10 copies，灵敏度比传统

PCR 提高了 10 倍。Reona 等 [94] 开发了 LAMP-FLA
方法检测转基因大豆和玉米，采用单链标记杂交技

术对 35S 启动子、NOS 终止子、Cry1Ab 和 Cry1Ac
基因之间的共同序列及 ga21 特异性序列进行检测，

检出限为 0.5%，可用于转基因作物的快速筛选。

3.3 食品掺杂掺假

食品掺杂掺假具有十分恶劣的影响，因此发

展快速、低成本的检测方法是大势所趋。陈珍金

等 [6] 开发基于 LAMP 快速检测鼠的线粒体基因（大

鼠环氧化酶基因 KP244683.1 和小鼠的 16S rRNA 基

因 KY018919.1）的方法，以 SYTO-9 荧光染料作为

DNA 扩增指示剂，通过优化反应条件，大鼠、小鼠

的鼠源性掺假成分检测限分别为 0.1%、0.5%，实现

对市售羊肉制品中是否掺杂鼠源性成分的判定。朱

凯等 [7] 开发 LAMP 快速检测肉制品中猪肉成分的方

法，针对猪线粒体色素细胞 b 基因设计引物，以 4-(2-
吡啶偶氮 )- 间苯二酚钠盐为指示剂，能准确检测出

常见肉类中猪肉是否掺杂，灵敏度为 10 pg/μL，该

方法优化了线粒体 DNA 的提取步骤，极大缩短检

测时间，可检测的掺假率为 1%，具有商业价值。

3.4 食品新鲜程度和亚致死型细菌

由于冷鲜鸡的新鲜度与假单胞菌的数量具有高

度的正相关性。因此，张晋豪等 [10] 建立一种基于

LAMP 快速检测假单胞菌数量，从而实现对冷鲜鸡

新鲜度检测的方法。该方法以假单胞菌 16S rDNA
为靶标设计引物，裸眼观察 HNB 的颜色变化（蓝—

紫），并通过分光光度计检测 646 nm 处吸光度值，

共同判断反应结果，通过优化反应条件，检测限达

到 3.05×102 CFU/mL。LAMP 检测结果与感官评定

结果一致，表明该研究建立的基于 LAMP 快速评价

冷鲜鸡新鲜度的方法，具有代替传统检测方法的可

能性，应用前景广阔。

亚致死型细菌是细菌在不良生存条件下的一种

自我保护状态，虽然其丧失了在选择性基上生长繁

殖的能力，但仍保留毒力和致病性，在适宜的生长

条件下，亚致死型细菌能够复苏，并迅速达到致病

剂量 [95] 。传统的培养法难以检测亚致死状态的病

原菌，使其成为逃避检测的“隐性污染源”。叠氮

溴化丙锭（Propidium Monoazide, PMA）是一种核

酸交联染料，能够选择性地透过死细胞膜，但不能

透过活细胞膜，因此可用于对细胞生存状态的判

定 [96] 。强光照射可使进入细胞的 PMA 与 DNA 共价

交联，阻碍死细胞中目标 DNA 的扩增，同时完全

钝化游离的 PMA，以避免出现“假阴性”的结果。
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亚致死型细菌是一种细胞膜没有损伤的活菌，将

PMA 与核酸扩增技术相结合，可以区分亚致死型细

菌和死菌。曹潇等 [97] 开发了一种 PMA-LAMP 检测

方法，在 3 μg/mL PMA 条件下，650 W 卤素灯下曝

光 5 min，能抑制 1.2×107 copies/mL死菌的核酸扩增，

以 nuc 基因为靶标，对亚致死状态金黄色葡萄球菌的

检出限为 34 CFU/mL，对速冻水饺和奶粉样品的检

出限分别为 17 CFU/mL 和 1.70×102 CFU/mL。

4  结论与展望

食品安全是保障人民健康和安全的关键环节，

意义重大。基于核酸的 LAMP 方法能实现在分子

水平上检测有害物质，预防食品安全问题的发生。

LAMP 因具有快速、灵敏、特异、便携和操作简单

等优点，适合于现场检测，符合我国国情，因此在

食品安全领域中具有重要意义。为推进 LAMP 的

商业化应用，未来可以在以下方面加强研究：（1）
简化样品的前处理步骤，包括非预增菌处理，显著

缩短检测时间；（2）与 CRISPR 系统联用，进一步

放大靶标信号，实现对痕量核酸的检测；（3）提高

LAMP 检测的通量，提高检测效率；（4）与微流控

技术结合，开发 LAMP 芯片，进一步实现设备的

小型化和便携化；（5）与大数据和智能手机相结合，

实现数据共享，使监控系统更智能化；（6）开发商

业化试剂盒，降低对操作人员的技术要求，实现标

准化。随着 LAMP 技术的不断完善与推广，该技术

在食品安全检测领域将得到更为广泛的应用。
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