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产肠毒素大肠杆菌快速检测方法的建立和评价
张小飞，张召军，张广州，崔晓霞，赵爽，定明，白杰英，曾林

( 军事医学科学院实验动物中心，北京 100071)

【摘要】 目的 利用环介导等温扩增( LAMP) 技术，建立产肠毒素大肠杆菌( ETEC) 的快速、便捷、敏感、特异
的检测方法，并对该方法的特异性和敏感性进行评价，为实验动物检测和细菌性腹泻的诊断提供技术支持。方法
根据 GenBank公布的产肠毒素大肠杆菌的 LT毒素基因序列( S60731. 1) 设计外引物和内引物进行 LAMP 扩增，
对 LAMP特异性和敏感性与 PCＲ 方法做比较。结果 建立的 LAMP 方法检测最低浓度为 100 pg /μL，灵敏度是
PCＲ的 10 倍以上并具有较高的特异性，利用该方法对 27 份猴腹泻样品进行 LAMP和 PCＲ方法检测，发现 PCＲ检
出率为 33. 3%，LAMP( 60 min内) 结果与 PCＲ 相同，而 LAMP( 90 min 内) 检出率为 92. 6%，约是 PCＲ 检出率的 3
倍。结论 建立了一种用于检测肠毒性大肠杆菌( ETEC) 的 LAMP 检测方法，该方法特异性强，灵敏度高，方便快
捷，适合于 ETEC临床快速检测。
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Establishment and evaluation of the loop-mediated isothermal amplification
( LAMP) assay in detection of enterotoxigenic Escherichia coli

ZHANG Xiao-fei，ZHANG Zhao-jun，ZHANG Guang-zhou，CUI Xiao-xia，ZHAO Shuang，
DING Ming，BAI Jie-ying，ZENG Lin

( Laboratory Animal Center，Academy of Military Medical Sciences，Beijing，100071，China)

【Abstract】 Objective Using loop-mediated isothermal amplification ( LAMP) assay to develop a rapid，conven-
ient，sensitivity and specificity of enterotoxigenic Escherichia coli ( ETEC) detection method，and evaluate the specificity
and sensitivity of this method，for detection and diagnosis of bacterial diarrhea in laboratory animals．Methods According
to the published E． coli LT toxin gene sequences ( S60731. 1) to design PCＲ and LAMP primers，and to compare the spe-
cificity and sensitivity of LAMP with that of PCＲ． Ｒesult The detection limit of the established LAMP method were 100
pg，its sensitivity was 10 times higher than that of PCＲ，and had a high specificity． Using PCＲ and LAMP to detect 27 fe-
ces samples of monkey diarrhea，the results of LAMP ( within 60 min) were the same as that of PCＲ，with a positive rate
of 33. 3% ． But the positive rate of LAMP ( within 90 min) was 92. 6%，about 3 times higher than that of PCＲ． Conclu-
sions We have established an ETEC LAMP detection method，which is highly specific，sensitive，convenient，suitable for
rapid detection of ETEC clinical samples．
【Key words】 Enterotoxigenic Escherichia coli; ETEC; Loop-mediated isothermal amplification; LAMP; Detection

产肠毒素大肠杆菌( enterotoxigenic Escherichia
coli，ETEC) 是一类重要的食源性致病菌，可产生不
耐热性肠毒素( heat-labile enterotoxin，LT) 和耐热性

肠毒素( heat-stable enterotoxin，ST) ，人或牲畜感染
会出现严重的腹泻［1］，诊治延误常出现致死病例。
一直以来，对 ETEC 性腹泻的诊治仍旧依赖于
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常规检测方法，如细菌分离培养、血清鉴定和 ELISA
检测等，这些手段技术成熟，但方法繁琐、检测周期
长、检出率低，容易造成病情拖延、贻误最佳治疗时
机。随着分子技术的发展，研究开发出了许多检测
ETEC的方法，如 PCＲ 方法、基因芯片技术［2］、蛋白
芯片技术［3］、免疫磁珠富集法［4-5］、生物传感器法
等［6］，这些方法均依赖于高新技术，快速而准确，但

对于设备要求较高，检测费用昂贵，难以应用于生

产养殖单位［7］。因此，建立一种特异性高、快速简
单、经济实用的检测方法，对 ETEC 性腹泻的诊断和
治疗具有指导作用。
环介导等温扩增( loop-mediated isothermal am-

plification，LAMP) 是一种高效快捷新型的核酸检测
技术［8］，仅使用恒温水浴锅即可完成反应，结果可

通过肉眼判断［9］，极大降低了检测成本。目前已有
学者将该方法应用于细菌检测［10］、病毒检测、真菌
检测、支原体检测［11］和寄生虫监测［12］。但目前判
定结果常使用琼脂糖凝胶电泳，仅可观察最终反应

产物，同时电泳时开盖容易形成气溶胶污染。所以
本研究首次利用 LAMP 实时浊度仪建立 ETEC 的实
时 LAMP检测方法，该检测条件准确度更高，可控性
好，同时用染料法判断结果，比沉淀法观察更便捷，

可应用于肠毒性大肠杆菌所致动物腹泻的快速检

测。

1 材料与方法
1. 1 细菌来源及实验地点
产肠毒素大肠杆菌( ATCC 35401) 、福氏志贺氏

菌( ATCC 12022) ( 上海宝录公司，中国) 、大肠埃希
氏菌 ( CMCC 44102 ) 、肠 炎 沙 门 氏 菌 ( CMCC
50041) 、伤寒沙门氏菌( CMCC 50071 ) 、痢疾志贺氏
菌( CMCC 51252) 为本实验室保存标准菌株。
1. 2 标准菌株培养与核酸提取
将 1. 1 中标准菌株接种到 DHL 培养基上分离

培养，37℃倒置培养过夜。挑取该平板上的单菌落
于营养肉汤培养基内 37℃，220 r /min 摇菌过夜。
用 TIANamp Bacteria DNA Kit 提取样品核酸。用
NanoDrap 2000 进行浓度测定。
1. 3 LAMP引物设计与筛选
根据 GenBank公布的产肠毒素大肠杆菌的 LT

毒素基因序列，进行同源性分析，确定肠毒素 LT
( S60731. 1) 为扩增靶基因，利用北京兰谱公司提供
链接网页( http: / /primerexplorer． jp /elamp4. 0. 0 / in-

dex． html) 设计多套引物( 包括内、外引物) ，引物由
北京博迈德公司合成。利用 LA-320C 实时浊度仪
对不同引物的反应进程和结果进行实时监测、筛选。
1. 4 LAMP反应体系
根据 DNA LAMP Kit 中［13］，Noro Virus LAMP

Ｒeal Time Turbidimeter LA-320 仪预设参考方案，确
定大肠杆菌反应引物和模板含量，设定反应速度曲

线峰值超过 0. 1 时为阳性。利用 DNA LAMP Kit，用
标准菌株进行 LAMP 温度梯度实验，确定最佳反应
温度。
1. 5 LAMP反应产物分析
利用 LA-320C 实时浊度仪实时监测 LAMP 的

反应情况，当反应速度曲线峰值 ＞ 0. 1，柱形图的底
部显示红色，即该孔为阳性反应。上面蓝色柱形图
高度代表生成沉淀量( 即浊度值) 。
反应结束后，加入 1μL 的显色液于反应产物

中，肉眼观察。阴性反应颜色为桔黄色，阳性反应为
淡绿色［14］。
1. 6 LAMP扩增反应的特异性和敏感性检测
采用 TIANamp Bacteria DNA Kit 提取的标准菌

株 DNA，按照 1. 4 建立的 ETEC LAMP 法，检测不同
菌株，判断该方法的特异性。然后将核酸进行 10 倍
系列稀释成 1. 0 × 10 －1 ～ 1. 0 × 10 －7的 7 个稀释度，
进行敏感性试验。
1. 7 PCＲ产物胶回收及 DNA测序
以 LAMP 的两条外引物( F3 和 B3 ) 作为 PCＲ

引物进行扩增，扩增完成后用 1%的琼脂糖凝胶电
泳。胶回收后进行 DNA测序。
1. 8 PCＲ反应的特异性检测与敏感性检测
采用 TIANamp Bacteria DNA Kit 提取的标准菌

株的基因组核酸，进行 PCＲ特异性试验。将核酸进
行 10 倍系列稀释成 1. 0 × 10 －1 ～ 1. 0 × 10 －7的 7 个
稀释度，进行 PCＲ敏感性试验。
1. 9 粪便样品检测
利用 Column Stool DNAOUT( 天恩泽公司) 提取

27 份样品( 腹泻猴粪便) 的总 DNA 并测定浓度，用
建立的 ETEC LAMP检测方法和 PCＲ检测进行结果
对比。

2 结果
2. 1 LAMP引物的筛选与反应体系的建立
根据反应温度合适，反应速度最快确定 ETEC

最适 LAMP引物，序列如表 1 所示。ETEC LAMP反
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应体系( 25 μL) : 2 × Ｒeaction Mix12. 5 μL、F3 1 μL、
B3 1 μL、FIP 0. 8 μL、BIP 0. 8 μL、Bst聚合酶 1 μL、
模板 2 μL、蒸馏水 4. 9 μL。其中引物浓度为 F3: 5
pmol /μL; B3: 5 pmol /μL; FIP: 40 pmol /μL; BIP: 40
pmol /μL。

表 1 产肠毒素大肠杆菌 LAMP引物序列
Tab． 1 The LAMP primer sequences of ETEC
引物名称 Primer name 序列 Promer sequences

F3 AGATATATGGATGGTATCGTGTT

B3 TGTAATTGTTCTTGATGAATCTCC

FIP GCCGGAGCTATATTCAGATTTCTG-
TATTTTGGTGTGATTGATGAACG

BIP GGTTACAGATTAGCAGGTTTCCCCAAC-
CTTGTGGTGCATGA

2. 2 LAMP扩增反应温度的确定
利用 DNA LAMP Kit对 1. 2 中提取的产肠毒素

大肠杆菌( ATCC 35401 ) 在 60℃，61℃，62℃，63℃，
64℃进行 LAMP扩增，90 min，LA-320C 实时浊度仪
分析表明 63℃时反应时间最早，峰值最高( 图 1，彩
插 7) 。
2. 3 LAMP扩增产物的分析
利用 LA-320C 实时浊度仪自带软件监控反应

进程得知，LAMP反应在 63℃时，反应 60 min 后，阳
性对照的反应速度曲线峰值 ＞ 0. 1，符合阳性标准。
在 LAMP反应体系中加入 1 μL显色液，肉眼观

察。阴性反应颜色为桔黄色，阳性反应为淡绿色［14］

( 见图 2，彩插 7)
2. 4 LAMP扩增反应的特异性检测
以 DNA LAMP Kit 提供阳性样品为阳性对照，

DEPC处理水为阴性对照，检测产肠毒素大肠杆菌、
沙门氏菌和志贺氏菌( 图 3，彩插 7 ) 。只有产肠毒
素大肠杆菌出现阳性扩增，其他样品均为阴性，结果

表明，ETEC LAMP引物特异性较好，可以区分常见
肠道致病菌。
2. 5 LAMP扩增反应的敏感性检测
用实时浊度仪对不同稀释度的模板进行分析表

明( 图 4，彩插 8 ) ，在反应进行至 90 min 时，1. 0 ×
101 ～ 1. 0 × 10 －4稀释样品出现阳性扩增; 随模板中

DNA含量下降，发生 LAMP 反应的时间逐渐推迟，
最低检出限为 10 －4。但是各稀释度反应速度曲线
的斜率相似，无明显变化，表明 LAMP 法反应进行
快，核酸产量高。
2. 6 PCＲ产物胶回收及 DNA测序
利用 LAMP的两条外引物( F3 和 B3) 作为 PCＲ

引物对 1. 2 中提取的 ETEC DNA进行 PCＲ扩增，20
μL反应体系: DNA 模板 2 μL，F3 1 μL，B3 1 μL，2
× Es Taq MasterMix 10 μL，ＲNase-Free water 6 μL;
反应程序: 94℃ 7 min; 94℃ 30 s; 55℃ 30 s; 72℃ 40
s; 72℃ 10 min; 30 个循环。扩增结束后，在 1. 0%琼
脂糖凝胶电泳中检查扩增产物，扩增片段为 218 bp
( 图 5) ，结果与预期大小吻合。
利用 Gel Extraction Kit 进行胶回收，将胶回收

样品送到北京中科希林公司进行测序，同样测定的

序列在 GenBank 中进行比对( 图 6) ，与目的基因序
列相似性达到 99%，有部分碱基缺失，可能由于胶
回收造成。

M: Mark; A: ETEC 35401

图 5 产肠毒素大肠杆菌 PCＲ扩增片段
M: Marker; A: ETEC 35401

Fig. 5 The PCＲ productis of ETEC

图 6 PCＲ产物测序比对结果
Fig. 6 Sequencing results of the PCＲ products

2. 7 PCＲ反应的特异性检测与敏感性检测
对 ETEC以及其他标准菌株进行 PCＲ 扩增，结

果只有 ETEC出现大小为 218 bp 的特异性条带( 图
7) 。将 ETEC 模板进行 10 倍系列稀释，扩增结束
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后，电泳检测，最低检出限为 10 －3 ( 图 8) 。

注: M: Mark; 1: 35 401; 2: 44 102; 3: 50 041; 4: 50 071; 5:

51 252; 6: 12 022; 7: 阴性对照。

图 7 产肠毒素大肠杆菌 PCＲ特异性检测
Note: M: Marker; 1: 35 401; 2: 44 102; 3: 50 041;

4: 50 071; 5: 51 252; 6: 12 022; 7: Negative control．

Fig. 7 PCＲ specific detection of ETEC

注: M: Mark; 1: 1. 0; 2 ～ 8: 1. 0 × 10 －1 ～ 1. 0 × 10 －7稀释度。

图 8 产肠毒素大肠杆菌 PCＲ敏感性检测
Note: M: Marker; 1: 1. 0; 2 ～ 8: 1. 0 × 10 －1 to 1. 0 × 10 －7 dilu-

tion．

Fig. 8 Detection of the PCＲ sensitivity of ETEC

2. 8 LAMP扩增反应与 PCＲ反应检测粪便样品

注: M: Marker; 1 ～ 27: 粪便样品 1 ～ 27#。

图 10 粪便样品 PCＲ检测
Note: M: Marker; 1 － 27: Feces samples 1 － 27#．

Fig. 10 ETEC PCＲ detection of feces samples

利用 Column Stool DNAOUT 提取 27 份腹泻猴
粪便样品的总 DNA，测定浓度。分别进行 ETEC
LAMP检测( 图 9，彩插 8) 和 PCＲ检测( 图 10) ，结果
如图所示。图 9 为浊度仪柱形图，其中红色标记为
60 min内反应达到阳性标准，LAMP 总反应时间为

90 min。
PCＲ检测 27 份样品中 9 份为阳性，检出率为

33. 3% ; LAMP( 60 min 内) 结果与其相同，而 LAMP
( 90 min内) 阳性样品检出 25 份，检出率为 92. 6%，
约为 PCＲ检测的 3 倍。

3 讨论
本研究建立 ETEC LAMP 快速检测方法是首次

全程利用 LA-320C实时浊度仪进行监测分析，其引
物最适温度，反应进程以及特异性和敏感性都基于

实时数据处理分析，检测效率高，特异性强，可直观

快捷判定实验结果。实验提取标准菌浓度约为 200
μg /μL，检测敏感性为 10 －4，即为 100 pg，对 ETEC
感染的早期检测具有重要作用［15］。Yamasaki 等用
LAMP方法检测沙门氏菌的 invA 基因，针对不同血
清型的检出限量为每个反应管 2. 2 至 18. 5 个细胞，
敏感度是 PCＲ 的 10 倍［16］，此外，一些研究还发现
其他细菌的 LAMP 方法检测的敏感度也如此［17，18］。
我们的结果与其相同。
利用浊度仪对反应进行实时监测发现( 见图

3) ，反应进行到 43 min时，即可检测到沉淀的产生，
反应样品中核酸含量的变化引起反应出现的时间，

随核酸含量降低，可检测到浊度值的时间逐渐推迟，

但一旦反应开始进行，浊度的增加不受核酸含量的

影响，反应速度曲线斜率没有明显变化( 如图 4 所
示) 。
本研究对采集的 27 份猴腹泻样本进行了

LAMP和 PCＲ 法的检测，结果发现 LAMP ( 60 min
内) 检测结果与 PCＲ一致，但 90 min 内检测阳性样
本为 25 份，阳性率 92. 6%。由于浊度仪系统设定
60 min内反应阳性柱形图标红，所以图 9 中阳性显
示有差异。已知样品浓度会影响反应起始时间，因
此可设计环引物同时扩增，加快反应进程，提高 60
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min内 LAMP检测的敏感性。后续将依照本研究检
测结果对腹泻样本进行 ETEC 大肠杆菌培养鉴定，
进一步验证 LAMP 反应的敏感性。本研究建立的
ETEC LAMP法检测用时比传统 PCＲ 法缩短一半以
上，检测样品核酸含量最低约为 100 pg，能有效区别
常见肠道致病菌，仪器成本低廉，适合于实验动物生

产养殖单位，为产肠毒素大肠杆菌的诊断提供了快

捷方法，同时给其他致病菌的检测提供了可行的参

考。
( 本文图 1 ～ 3 见彩插 7，图 4、9 见彩插 8。)
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