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摘  要：【目的】探讨、优化基于环介导等温扩增技术(LAMP)快速检测常规食品中感染性痢疾
志贺氏菌的方法。【方法】在 NCBI 数据库中搜索获取志贺氏菌的特异性基因高度保守区，设
计 3 对 LAMP 反应引物，建立、优化该 LAMP 可视化检测方法，并评价其特异性、灵敏度，
同时与 PCR 检测方法和传统检测方法对比，进行结果统计分析。【结果】5 株志贺氏菌标准菌
株样品均检测为阳性，11 株非志贺氏菌标准菌株样品均检测为阴性，无交叉反应。最低检验
限为 1.6×101 CFU/反应(或 1.6×101 CFU/mL)，且经比较，LAMP 检测灵敏度比 PCR 检测高出
1 个数量级。通过对 161 份实际样品和人工污染样品进行检测，LAMP 检测与传统方法检测结
果具有较高的一致性。【结论】LAMP 具有检测过程快速简便、检测结果稳定、可靠的特点，
适用于对常规食品中感染性痢疾志贺氏菌的高效、快速检测需求。 
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Abstract: [Objective] To study and optimize loop-mediated isothermal amplification method for 
rapid detection of Shigella that can cause infectious diarrhea in conventional food consumption. 
[Methods] High conservative and specific target gene sequence of Shigella gene was aligned and 
obtained from NCBI (National Center for Biotechnology Information) database. Three pairs of 
corresponding LAMP primers were designed, synthesized and used to establish the LAMP-based 
visualized detection method. The detection result of practical samples by using LAMP-based 
detection method was compared with those obtained by conventional methods for statistical analysis. 
[Results] All 5 strains of Shigella standard strain samples were detected positive and 11 strains of 
non-Shigella standard samples were detected negative, which showed no cross reaction. The 
minimum test limit is 16 CFU per test or 3.2×102 CFU/mL, and by comparison, the sensitivity of 
LAMP detection was 10 times higher than PCR detection. All 161 sets of samples were detected by 
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LAMP, and the results showed high consistency with conventional detection method. [Conclusion] 
The LAMP-based detection method is featured with advantages in convenience, rapidity and high 
reliability, which makes it applicable to meet the requirements of rapid detection for Shigella in 
different types of food samples. 

Keywords: Loop-mediated isothermal amplification, Shigella, Rapid detection 

志贺氏菌(Shigella)为兼性厌氧型革兰氏阴性
菌，可通过消化道传播并引发机体急性感染性痢
疾，因此也被称为痢疾杆菌[1]。志贺氏菌附着力、
侵袭力强，其进入机体后能分泌大量的内、外毒素，
造成腹痛、腹泻、局部黏膜炎症甚至溃疡、坏死等
病症，尤其对婴幼儿具有致命性危害[2-3]。流行病
学显示，感染性痢疾多发于 6−9 月，主要为患病者
进食被志贺氏菌污染的食物所致，且具有感染率
高、致死率高等特点。据统计，全球每年有 1.6 亿
人被感染，死亡人数高达 110 万，而我国细菌性痢
疾感染者多为福氏志贺氏菌(S. flexneri)和宋氏志
贺氏菌(S. sonnei)引起，由于地域广袤、卫生条件
有限等原因，食品受到志贺氏菌污染致使痢疾、腹
泻等疾患暴发较为普遍，因此志贺氏菌是食品安全
领域的重点监测对象[4-7]，建立并应用快速、准确
的志贺氏菌检测方法具有重要意义。 

当前已建立了多种志贺氏菌检验检疫方法，主
要包括采用传统培养基法(病原微生物分离鉴定、
形态学鉴定以及自动化鉴定方法)、自动酶联荧光
免疫技术以及核酸扩增(PCR)技术等[8-10]，但这些
方法表现出检测周期长、操作复杂、成本高、费时
费力以及检出效率低等不足。环介导恒温扩增技术
(Loop-mediated isothermal amplification，LAMP)是
由 Notomi 等[11]于 2000 年开发的一种新型的核酸体
外等温扩增技术。该技术利用两对特殊引物和具有
单链置换活性的 Bst DNA 聚合酶，在恒温条件下使
引物顺利与模板结合并进行链置换扩增反应，扩增
过程不超过 1 h，大大节省了检测时间，且无需复
杂仪器辅助，其结果判读、灵敏度、特异性、检测
范围以及应用成本等远优于其他分子检测方法。当

前，LAMP 技术大量应用于食源性致病菌检测领域
的研究，如检测大肠杆菌(Escherichia coli)[12]、单核
细胞增生李斯特氏菌(Listeria monocytogenes)[13]、副
溶血性弧菌(Vibrio parahaemolyticus)[14]、粪肠球菌
(Enterococcus faecalis)[15]、沙门氏菌(Salmonella)[16]

等，同时也有志贺氏菌相关的检测研究[17-18]，不过
数量较少，且在实际应用中(如操作流程、结果判
读以及大量实际样品验证等方面)十分欠缺。鉴于
此，我们研究建立了基于 LAMP 技术的志贺氏菌
快速检测方法，采用钙黄绿素作为显色指示剂，实
现检测结果的可视化判读，并应用于实际样品检测
中，检测效果佳。 

1  材料与方法 

1.1  菌株、试剂和培养基 

各种标准菌株：痢疾志贺氏菌(S. dysenteriae) 

CMCC(B) 51105，福氏志贺氏菌(S. flexneri) CMCC 

(B) 51572，宋内氏志贺氏菌(S. sonnei) CMCC(B) 

51592，福氏志贺氏菌(S. flexneri) ATCC 12022，鲍
氏志贺氏菌(S. boydii) ATCC 9207，副溶血性弧菌
(V. parahaemolyticus) ATCC 17802，金黄色葡萄球
菌(Staphylococcus aureus) ATCC 6538，肠出血性大
肠杆菌 O157:H7 (E. coli O157:H7) NTCT 12900，
阪崎肠杆菌(Enterobacter sakazakii) ATCC 29544，
铜绿假单胞菌(Pseudomonas aeruginosa) CMCC(B) 

10104，枯草芽孢杆菌(Bacillus subtilis) CMCC(B) 

63303，伤寒沙门氏菌(S. typhi) CMCC(B) 50098，
粪肠球菌(E. faecalis) ATCC 33186，产气肠杆菌
(Enterobacter aerogenes) ATCC 13048，单核细胞增
生李斯特菌(L. monocytogene) CMCC(B) 54002，
肺炎链球菌(Streptococcus pneumoniae) CMCC(B) 
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31001，均由广东环凯微生物科技有限公司提供。 

Tris-base、KCl、(NH4)2SO4、MgSO4·7H2O、
MgCl2、钙黄绿素、甜菜碱、十二烷基硫酸钠，广
州化学试剂厂；Bst DNA polymerase，NEB 公司；
Taq DNA polymerase、10×PCR buffer、dNTPs 以及
合成的各种引物，生工生物工程(上海)股份有限公
司。研究中使用的培养基和配套试剂产品如志贺
氏菌增菌肉汤、麦康凯(MAC)琼脂、木糖赖氨酸脱
氧胆酸盐(XLD)琼脂、三糖铁(TSI)琼脂、营养琼脂
斜面、葡萄糖铵培养基、尿素琼脂、β-半乳糖苷酶
培养基、氨基酸脱羧酶试验培养基、西蒙氏柠檬酸
盐琼脂、志贺氏菌诊断血清、生化鉴定试剂盒由广
东环凯微生物科技有限公司提供。 

供试食品样品来自于广州地区 10 个不同市场，
包括肉与肉制品、水产品、乳制品以及速冻食品共
4 类 150 份代表性食品，另有人工污染样品 11 份。 

1.2  主要仪器 

Shock Mixer-1 型 高 速 振 荡 样 品 处 理 器 、
HKP-9172A 型恒温培养箱、WBK-4B 水浴恒温箱，
广东环凯微生物科技有限公司；ABI-9700 PCR 仪，
美国 ABI 公司；3K15 型台式高速离心机，德国
Sigma 公司；DYY-6B 型稳压稳流电泳仪，北京市
六一仪器厂；Easy Spiral 型螺旋接种仪，法国
Interscience 公司。 

1.3  主要方法 

1.3.1  LAMP 检测体系的建立：从 NCBI (National 

Center for Biotechnology Information)数据库中搜
索获取志贺氏菌特异性的侵袭性质粒抗原 H 基因
(ipaH)[19-20]序列，通过多重序列比对，选择其高
度保守区序列，经在线设计软件 Primer Explorer 

V4 (http://primerexplorer.jp/e/index.html)选取高度
保守区序列的多个不同位点设计出 3 对 LAMP 引
物，包括外引物 F3/B3、内引物 FIP/BIP 以及环引
物 LF/LB，同时设计相应的 PCR 反应引物对

PF/PR，具体序列见表 1。利用单因素控制法，并
根据相关报道以及前期预实验设计不同因素(包括
氯化镁浓度、甜菜碱浓度、Bst DNA polymerase

浓度、dNTPs 浓度、引物 B3/F3 与 FIP/BIP 的配
比、反应温度以及反应的时间)的梯度(如氯化镁
的浓度梯度设置为 0、1、3、4、5、6、7、8、 

10 mmol/L)，逐个条件进行 LAMP 反应测试，获取
检测所需的最佳反应体系，其中单个反应组分主
要包括 2×反应液(按照 1 mol/L 氯化镁、20 mol/L

甜菜碱、1 mol/L 硫酸铵、2 mol/L 硫酸镁、10%曲
拉通 X-100、500 mmol/L 氯化钾和 2 mol/L Tris-HCl

混合得到)、Bst DNA polymerase (8 U/μL)、dNTPs 

(10 mmol/L)、3 对引物混合物(FIP/BIP 1.6 μmol/L，
FL/BL 0.8 μmol/L，F3/B3 0.2 μmol/L)、显色液、
超纯水以及检测样品 DNA。 

1.3.2  各种DNA 模板的制备：标准菌株和实际采集
样品的 DNA 模板的制备，其中标准菌株取各个菌的
新鲜培养物，挑取半环菌落悬浮于 50 μL 裂解液，
充分悬浮后经 99 °C 水浴 15 min，12 000 r/min 离
心 10 min 后取上清，即为粗提标准菌 DNA 样品，
−40 °C 保存备用；实际采集样品中每份取 25 g 置于
225 mL 志贺氏菌增菌肉汤，根据 GB/T4789.5-2012

《食品微生物学检验志贺氏菌检验》[21]进行增菌，
取增菌液 1 mL 到 1.5 mL 无菌离心管中，6 000 r/min

离心 5 min，弃上清，加入 30 μL 裂解液，后续处 

表 1  所需引物及其序列 
Table 1  Sequences of the primers for LAMP and PCR

Primer name Sequence (5′→3′) Size (bp)

LAMP F3 ACTCTCCCAGTGTGCTTTGAT 21 

B3 CTTTTCGTGAAAAATTGAAA 20 

FIP TCCGCGACACGTTCCCTCTATTG
TCAGTACGCTTCGCC 

38 

BIP TGCCGATTTGAAGGCCGGTACA
CCGTGGTCCGTTCTGAA 

39 

LF TGGCATGCTTTGAACAGATAA 21 

LB TATTGAGTTCGTTCTAATCAACT 23 

PCR PF AACATTACCCGACTTACCGG 20 

PR CACTCGCGCTGTGCCAGGAG 20 
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理见标准菌株 DNA 模板制备；人工污染样品取市
场取样中的肉与肉制品、乳制品以及速冻食品，
共 3 类 11 份，经传统方法鉴定为志贺氏菌阴性，
每份取 25 g 置于 225 mL 志贺氏菌增菌肉汤进行匀
浆。取福氏志贺氏菌 CMCC(B) 51572 标准菌株新
鲜培养物，根据最低检验限，经无菌生理盐水悬
浮、稀释、计数，获取浓度为 3.6×103 CFU/mL 的菌
稀释液，向以上 11 份增菌肉汤中各加入 1 mL，混
匀，并各取该增菌液 1.0 mL，后续处理同于以上实
际采集样品 DNA 模板的制备。 

1.3.3  特异性试验：该特异性试验旨在测试反应
体系对志贺氏菌标准菌株的检测能力以及对非标准
菌株的抗干扰能力。选取 5 株志贺氏菌标准菌株和
11 株非志贺氏菌标准菌株，分别制备其 DNA 模板
样品，并对其进行测试，其中每份标准菌株 DNA

样品采用 3 个平行测试，经观察颜色变化判定检测
结果，呈荧光绿色为阳性，浅橘红色为阴性。 

1.3.4  灵敏度试验：选取福氏志贺氏菌 CMCC(B) 

51572 标准菌株新鲜培养物，挑取一环菌落置于 

30 mL 生理盐水中，振荡摇匀，使菌体均匀悬浮其
中，并进一步经生理盐水梯度稀释(100、101、102、
103、104、105、106、107、108 倍)，分别取以上稀
释液 50 μL 进行螺旋计数。同时制备 DNA 样品，
具体为：各取稀释液50 μL置于200 μL PCR管中，
6 000 r/min 离心 5 min，弃上清，加入 12.5 μL 无菌
水，充分悬浮后经 99 °C 水浴 15 min，12 000 r/min

离心 10 min，取上清。取以上粗提 DNA 样品 2.5 μL

进行 LAMP 测试和 PCR 测试，其中每份 DNA 样品
采用 8 个平行测试。LAMP 测试经观察颜色变化判
定检测结果，呈荧光绿色为阳性，浅橘红色为阴
性，并经琼脂糖凝胶电泳检测观察反应条带；PCR

测试经琼脂糖凝胶电泳检测观察反应结果。最终
结果对应到菌落计数结果进行对比，计算最低检
验限。其中，菌落计数方式参照 GB4789.2-2010《食
品微生物学检验菌落总数测定》[22]，最低检验限=

试剂盒检测能检测到的以上 50 μL 最高稀释倍数对

应菌液的含菌量/5。 

1.3.5  与传统检测方法的对比研究：从广州地区
8 个不同市场采集的代表性食品，增菌 10 h 后，取
培养液制备 DNA 样品，通过 LAMP 法对以上样品
进行测试，其结果与传统检测方法结果对比，并
进行统计分析，其中传统检测方法主要包括增菌、
分离、初步生化试验、生化试验以及血清学鉴
定，具体参照 GB/T4789.5-2012[21]。其中，检出准
确度=(LAMP 检测法和传统检测方法均为阳性结果
例数+LAMP 检测法和传统检测方法均为阴性结果
例 数 )/ 被 检 测 所 有 样 品 例 数 ×100% ， 即 表 示 该
LAMP 检测法和传统检测方法结果的一致性。 

2  结果与分析 

2.1  LAMP 检测体系的建立 

确立检测中 25 μL 的 LAMP 反应体系包括： 

2×反应液 5 μL、Bst DNA polymerase (8 U/μL) 1 μL、
dNTPs (10 mmol/L) 2 μL、3 对引物混合物(FIP/BIP 

1.6 μmol/L，FL/BL 0.8 μmol/L，F3/B3 0.2 μmol/L)  

2 μL、DNA 模板 2.5 μL、显色液 2.5 μL、超纯水
2.5 mL。充分混匀后置于水浴锅中 61 °C 反应 50 min，
最后经肉眼观察，根据检测管中显色试剂的颜色变
化判读检测结果，具体为阳性显示绿色，阴性显示
浅橙红色(未变色)，并经琼脂糖凝胶电泳检测观察
各个样品反应情况，阳性样品检测管呈明显荧光
绿，条带清晰，阴性样品检测管未见颜色变化，未
见明显条带，见图 1、2。另外，PCR 反应体系为：
10×PCR buffer 2.5 μL，Taq DNA polymerase (5 U/μL)  

 
 

图 1  LAMP 快速检测显色图 
Figure 1  Results of change in color of LAMP-based 
detection method 

注：M：Marker DL2000；1：非志贺氏菌标准菌株样品；2−5：
志贺氏菌标准菌株样品. 
Note: M: Marker DL2000; 1: Non-Shigella standard sample; 2−5: 
Shigella standard strain samples. 
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图 2  LAMP 快速检测电泳图 
Figure 2  Electrophoretic results of LAMP product of 
change in color 

注：M：Marker DL2000；1：非志贺氏菌标准菌株样品；2−5：
志贺氏菌标准菌株样品. 
Note: M: Marker DL2000; 1: Non-Shigella standard sample; 2−5: 
Shigella standard strain samples. 
 

1 μL，dNTPs (10 mmol/L) 0.5 μL，引物混合物(PF/PR 

0.5 μmol/L) 2.5 μL，DNA 模板 2.5 μL，超纯水 16 μL。
PCR 反应条件为：94 °C 5 min；94 °C 30 s，57 °C   

30 s，72 °C 30 s，35 个循环；72 °C 5 min，其结果
经琼脂糖凝胶电泳检测观察。 

2.2  特异性试验 

5 株志贺氏菌标准菌株样品均显示明显荧光
绿色，即为检测阳性；而 11 株非志贺氏菌标准菌
株样品仍为反应前的浅橘红色，即为检测阴性，且
以上平行测试结果一致，见表 2。 

2.3  灵敏度试验 

当稀释倍数在 100−106 倍时，对应的检测管均
显示明显荧光绿色，即为检测阳性；而稀释倍数在
107−108 时，对应的检测管仍为反应前的浅橘红色，
即为检测阴性，见图 3，以上平行测试结果一致。
并经琼脂糖凝胶电泳检测以上不同浓度样品对应
的反应产物，显示出明显的梯状条带，见图 4。而
PCR 检测结果显示，只有在稀释倍数在 100−105

倍时，出现较明显的产物条带，见图 5。经比较
LAMP 检测灵敏度比 PCR 检测高出 1 个数量级，
LAMP 检验限达到 1.6×101 CFU/mL。 

表 2  特异性检测结果 
Table 2  Results of specificity 

菌株名称 
Strain name 

菌株编号 
Strain number 

检测结果 
Detection result

S. dysenteriae CMCC(B) 51105 + 

S. flexneri CMCC(B) 51572 + 

S. sonnei CMCC(B) 51592 + 

S. flexneri ATCC 12022 + 

S. boydii ATCC 9207 + 

V. parahaemolyticus ATCC 17802 − 

S. aureus ATCC 6538 − 

E. coli O157:H7 NTCT 12900 − 

E. sakazakii ATCC 29544 − 

P. aeruginosa CMCC(B) 10104 − 

B. subtilis CMCC(B) 63303 − 

S. typhi CMCC(B) 50098 − 

E. faecali ATCC 33186 − 

E. aerogenes ATCC 13048 − 

L. monocytogene CMCC(B) 54002 − 

S. pneumonia CMCC(B) 31001 − 

注：+：LAMP 检测显示明显的荧光绿，阳性；−：LAMP 检测
未出现颜色变化，阴性. 
Note: +: Positive with obvious fluorescent green; −: Negative with 
no color changes. 
 

2.4  与传统检测方法的对比研究 

通过对 161 份样品进行检测，结果显示在肉与
肉制品、水产品、乳制品、速冻食品以及人工污
染样品中，LAMP 检测方法与传统方法的准确度
分别为 98.0%、100%、100%、96.7%和 100%；在
150 份实际样品中，其检测准确度为 99.3%，二者
检测结果具有较高的一致性(2=2.137，P=1.035)，
见表 3。 

 

 
 

图 3  灵敏度试验显色结果 
Figure 3  Chromogenic results for sensitivity 
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图 4  LAMP 检测灵敏度试验显色产物电泳结果 
Figure 4  Electrophoretic results of LAMP product in 
sensitivity test 

 
 

图 5  PCR 检测灵敏度试验产物电泳结果 
Figure 5  Electrophoretic results of PCR product for 
sensitivity 
 

3  结论与讨论 

在我国多为食源性的福氏志贺氏菌引发痢疾，
目前主要通过传统方法对其检测，已无法满足检测
需求，因此建立高效、快速的检测方法对志贺氏菌
病原体的早期筛查以及相关疾病控制至关重要。 

LAMP 技术针对致病菌特异性靶基因的多个位点
设计引物，经 Bst DNA 聚合酶催化可在恒温条件
(60−65 °C)下 60 min 完成核酸扩增反应，具有高
效、快速的特点。但由于 LAMP 反应体系中涉及
到的成分较多，其不同浓度配比会影响 LAMP 反 

 

表 3  所有样品中 LAMP 检测结果 
Table 3  The detection results of practical samples by the LAMP-based detection method 

样品类型 
Sample type 

样品名称 
Sample name 

检出数/被检测样品数(份/份) 
Positive cases/total cases of sample (n/n) LAMP 检出准确度 

LAMP method detection 
accuracy (%) LAMP 检测 

LAMP method 
传统方法检测 

Traditional method 

肉与肉制品 
Meat and meat 
products 

Pork 1/10 1/10 98.0 

Mutton 1/10 1/10 

Beef 0/10 0/10 

Preserved meat 0/10 0/10 

Ground pork 1/10 1/10 

水产品 
Aquatic products 

Yellow croaker 0/10 0/10 100 

Crucian 0/10 0/10 

Chub 0/10 0/10 

Grass carp 0/10 0/10 

乳制品 
Dairy products 

Pasteurised milk 1/10 1/10 100 

Skim milk 1/10 1/10 

Yoghourt 0/10 0/10 

速冻食品 
Quick-frozen food 

Dumplings 1/10 1/10 96.7 

Frozen drumstick 1/10 0/10 

Beef roll 0/10 0/10 

合计 Total 7/150 6/150 99.3 

人工污染样品  
Artificially contaminated samples 

11/11 11/11 100 
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应效率，如 Mg2+会与反应产物结合形成焦磷酸镁，
LAMP 反应体系中 MgCl2 浓度过低或者过高，都
会影响反应；甜菜碱能维持 DNA 双链的不稳定
性，进而大大减少碱基堆积，提高 LAMP 反应效
率[23-24]。本研究中根据相关报道以及前期预实验设
计不同因素(包括 MgCl2 浓度、甜菜碱浓度、Bst 

DNA polymerase 浓度、dNTPs 浓度、引物 B3/F3

与 FIP/BIP 的配比、反应温度以及反应的时间)的
梯度[25]，逐个进行 LAMP 反应测试，最终综合获
取检测所需的最佳反应体系。另外，本研究采用自
配的裂解液(主要包含 Tris-base、盐酸和 SDS)，经
热裂解法获取核酸样品，直接避免了增菌液、核酸
样品等对该 LAMP 反应体系的影响。 

为保证 LAMP 检测的特异性，靶基因的选取
至关重要，本研究通过资料搜集以及序列比对，选
取 ipaH 上的高度保守区域，并运用在线软件设计
LAMP 引物，这也是整个检测体系中关键所在。另
外，本研究中引入了环引物[26]，虽然不加入环引
物时 LAMP 反应也能正常进行，但加入环引物能
提高反应效率，缩短反应时间，从而更能满足快速
检测的需求。在结果判读方面，之前通过琼脂糖凝
胶电泳检测直接观察 LAMP 反应梯状条带，也可
直接通过肉眼观察反应产物，如反应时 Mg2+会与
反应产物焦磷酸结合形成焦磷酸镁，产生白色混浊
物，但有时该浊度不便观察，需借助仪器帮助；反
应产物双链 DNA 可结合荧光染料 SYBR Green I

染色，如有扩增产物时，反应变绿色，反之仍为
橙色，但该染料价格较高，且操作时需反应后开
盖加入，会造成额外的气溶胶污染[27]，可能影响
其他反应结果。本研究中，采用经配比优化的钙
黄绿素-Mn2+指示剂，价格低廉，颜色观察效果明
显，且在反应前加入指示剂，均优于之前的结果
判读方法。 

本研究通过标准菌株鉴定，证实本检测方法对
检测志贺氏菌具有好的特异性，灵敏度测试得其最
低检验限为 1.6×101 CFU/反应，与之前有关 LAMP

技术检测志贺氏菌报道相当[28-29]，且经比较，本
LAMP 检测灵敏度比 PCR 检测高出 1 个数量级，
无需 PCR 仪等昂贵仪器，操作简便，因此优于 PCR

检测方法。另外，根据 GB/T4789.5-2012[21]，志贺
氏菌传统检测方法一般经常规培养，分离了解其培
养特性、形态学特征，并进一步通过生化鉴定和血
清学试验进行属(种)的鉴定，该一系列过程操作复
杂且耗时长(一般 3−5 d)，且需要各种培养基以及
试剂等，大大增加了检测成本；而 LAMP 法整个
检测流程简单，而且可直接通过肉眼判读结果，从
而大幅提高了检测效率。本研究中，经 LAMP 检
测方法对 161 份代表性的实际样品和人工污染样
品进行检测，并与传统检测方法对比，结果显示符
合率较高，可行且可靠。综上所述，本 LAMP 检
测方法能够满足在基层现场快速检测的需求，具有
广阔的应用前景。 
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