
微生物学通报 Jul. 20, 2016, 43(7): 1616−1626 
Microbiology China http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

tongbao@im.ac.cn DOI: 10.13344/j.microbiol.china.160027 
 

                           
Foundation item: China Spark Program (No. 2014GA701007); Science and Technology Project of Zhejiang Province 

(No. 2013C03045-1); Technology Innovation Team of Ningbo City (No. 2015C110018); Ningbo 
Science and Technology “Fumin Engineering” Project (No. 2016C10042); Key Disciplines in 
Ningbo (No. XKL14D2083) 

*Corresponding author: E-mail: mumu2325@163.com 
Received: January 09, 2016; Accepted: March 31, 2016; Published online (www.cnki.net): April 18, 2016 
基金项目：国家星火计划(No. 2014GA701007)；浙江省重大科技专项重点社会发展项目(No. 2013C03045-1)；宁波

市科技创新团队项目(No. 2015C110018)；宁波市科技富民项目(No. 2016C10042)；宁波大学学科项目
(No. XKL14D2083) 

*通讯作者：E-mail：mumu2325@163.com 

收稿日期：2016-01-09；接受日期：2016-03-31；优先数字出版日期(www.cnki.net)：2016-04-18 

生物实验室 

环介导等温扩增联合横向流动试纸条可视化检测志贺氏菌 
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摘  要：【目的】将环介导等温扩增技术(LAMP)与横向流动试纸条(LFD)联合应用，建立一种可应

用于志贺氏菌快速检测的 LAMP-LFD 技术。【方法】以福氏志贺氏菌的侵袭性质粒抗原 H (ipaH)

基因为检测靶标设计 3 对特异性引物(其中上游内引物 Sfl-ipaH-FIP 由生物素标记)，进行 LAMP 反

应；同时设计 1 条异硫氰酸荧光素(FITC)标记的探针 Sfl-ipaH-HP，与获得的 LAMP 产物进行特异

性杂交，杂交产物经 LFD 完成检测。【结果】优化后的 LAMP 反应条件为 63 °C 40 min，加上 LFD

结果判读共需 50 min。LAMP-LFD 方法能够特异性检测出福氏志贺氏菌，而对肠炎沙门氏菌等其

它 4 种导致腹泻的致病菌和创伤弧菌等 5 种常见食物源性致病菌，以及 4 株不同大肠杆菌的检测

结果呈阴性。该方法针对福氏志贺氏菌的检测灵敏度为 1.0×102 CFU/mL 或 4 CFU/反应，针对人工

污染鲤鱼肠组织的检测灵敏度是 5.0×102 CFU/mL，是以 LAMP 外引物 Sfl-ipaH-F3/Sfl-ipaH-B3 的

常规 PCR 方法的 100 倍。【结论】建立的 LAMP-LFD 技术具有操作简单、检测快速准确、检测成

本低等优点，有望在志贺氏菌的常规监测和即时检测中被普及使用。 

关键词：志贺氏菌，侵袭性质粒抗原 H 基因，环介导等温扩增技术，横向流动试纸条，检测 

Visual detection of Shigella based on loop-mediated isothermal 
amplification combined with a lateral flow dipstick 
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Abstract: [Objective] To develop an LAMP-LFD method to detect rapidly Shigella spp., based on 
nucleotide enrichment by a loop-mediated isothermal amplification (LAMP) and chromatographic 
visualization by a lateral flow dipstick assay. [Methods] Three pairs of primers were designed based on 
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conserved regions of the invasive plasmid antigen H (ipaH) gene of Shigella flexneri and used in 
LAMP reaction, among which the forward inner primer Sfl-ipaH-FIP was biotinylated. Similarly, a 
fluorescein isothiocyanate (FITC)-labeled probe Sfl-ipaH-HP was designed to specifically hybridize 
with LAMP products. And the hybridized products were visually detected by LFD. [Results] The 
LAMP-LFD method to detect Shigella spp. was developed. The optimized condition for LAMP 
reaction was at 63 °C for 40 min; and plus visually detecting by LFD, it was approximately 50 min. 
The LAMP-LFD method discriminated S. flexneri from another 4 pathogenic bacteria causing diarrhea 
(Salmonella enteric, Campylobacter jejuni, Yersinia enterocolitica, and Vibrio cholera) and 5 common 
food-borne pathogens (V. parahaemolyticus, V. vulnificus, Listeria monocytogenes, Staphylococcus 
aureus, and V. alginolyticus), and 4 different Escherichia coli strains. The detection limit of 
LAMP-LFD was 1.0×102 CFU/mL for Shigella pure cultures (equivalent to 4 CFU per reaction), which 
was 100 times lower than that of the conventional PCR method using primers 
Sfl-ipaH-F3/Sfl-ipaH-B3. In the case of artificially contaminated Common carp intestinal tissue, the 
detection limit was 5×102 CFU/mL (equivalent to 20 CFU per reaction). [Conclusion] This rapid and 
accurate LAMP-LFD method is a promising alternative in the routine surveillance and point-of-care 
test of Shigella spp. 

Keywords: Shigella, Invasive plasmid antigen H gene, Loop-mediated isothermal amplification, 
Lateral flow dipstick assay, Detection 

志贺氏菌是一种革兰氏阴性无芽孢杆菌，属于

胞内寄生菌。该细菌具高度传染性，主要通过粪口

途径在人与人之间传播，也可因接触或摄入污染的

食物或水感染。进入人体后，主要侵染结肠，引发

炎症并形成溃疡，引起粘液性腹泻，即导致临床上

的细菌性痢疾，严重威胁公共健康。据报道，全球

的腹泻患者中，有 5%−15%是感染了志贺氏菌，而

其中 5 岁以下儿童约占 2/3[1]。对亚洲临床样本进行

的一项微生物学调查发现，1/3 的志贺氏菌阴性样

品中能够检测到志贺氏菌的 DNA[2]。因此，快速、

准确地鉴定志贺氏菌，不仅为有效防控志贺氏菌

引发的疾病提供依据，也是维护公共健康的必需

条件。 

传统的志贺氏菌检测以平板琼脂培养为主，依

据细菌形态学和生化特征完成鉴定。该方法检测准

确、结果稳定、假阳性较低，仍是目前应用于志贺

氏菌检测的主要方法之一。在我国，志贺氏菌检测

主要遵循于食品安全国家标准 GB4789.5-2012。依

据该标准，细菌在 41.5 °C 条件下的厌氧培养获得，

继续利用 XLD 和 MAC 选择性培养基培养可疑菌

落，结合生化反应进行细菌鉴定。但是，传统方法

的整个检测过程耗时比较长(需 3−5 d)，步骤繁琐，

对检测人员的知识背景要求较高；而且该方法具有

较低的检测灵敏度，时常有漏检现象，已远不能适

应市场即时快速的检测需求。免疫学相关技术因自

身操作相对简单，甚至无需耗时的增菌阶段，已广

泛应用于多种微生物的检测。比如，我国现行的志

贺氏菌国家标准即是利用特异性血清与志贺氏菌

病原发生的凝集反应进行细菌分型。但由于免疫学

方法具有较高的假阳性，更加适合于志贺氏菌疑似

样品的初筛；若要准确鉴定细菌，必需辅助于其它

方法。依赖于核酸检测的分子生物学技术因其灵敏

度高、方法特异等优点，已成为各类病原实验室诊

断的重要手段。其中，依赖于 Bst DNA 聚合酶的环

介导等温扩增技术(Loop-mediated isothermal 

amplification，LAMP)，可在单一温度(61−65 °C)下

实现核酸的快速扩增，在检测耗时、仪器成本等方

面表现出比 PCR 相关技术更加优越的性能。因此，

自报道以来，该技术已在细菌、病毒，以及寄生虫

等诸多领域取得了应用[3-5]。目前，LAMP 产物的分

析方法主要有 3 种：(1) 利用琼脂糖凝胶电泳，需

配备凝胶成像系统，成本较高，且需要接触 EB 等

有毒试剂；(2) 利用浊度仪检测焦磷酸镁沉淀，仪

器成本高；(3) 使用荧光染料，通过肉眼观察颜色 
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变化，容易造成结果的假阳性。LAMP-LFD 技术将

LAMP 产 物 在 横 向 流 动 试 纸 条 (Lateral flow 

dipstick，LFD)上以显色的方式呈现，通过肉眼即可

轻松完成结果判断。该方法完全摆脱了对于仪器的

依赖性，摒弃了 EB 等有毒试剂，加之特异性探针

的引入，使得结果更加特异，而且整个检测时程也

仅在 LAMP 反应的基础上增加了 8−10 min，体现出

了良好的应用潜力[6-8]。本研究根据福氏志贺氏菌

ipaH 基因的保守区设计 6 条引物和 1 条异硫氰酸荧

光素标记的探针，条件优化后，旨在建立一种准确

高效的志贺氏菌 LAMP-LFD 方法，为志贺氏菌的

快速检出和即时诊断提供更加可靠、便捷的技术

手段。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  实验菌株：福氏志贺氏菌(Shigella flexneri 

ATCC12022)、肠炎沙门氏菌(Salmonella enterica 

ATCC50041)、空肠弯曲杆菌(Campylobacter jejuni 

ATCC33291)、小肠结肠炎耶尔森氏菌 (Yersinia 

enterocolitica ATCC23715) 、副溶血弧菌 (Vibrio 

parahaemolyticus ATCC33847)、霍乱弧菌(V. cholera 

CMCC4819)、大肠杆菌(Escherichia coli ATCC9637、

ATCC25922)由浙江省疾病预防控制中心张严峻研

究员惠赠；创伤弧菌(V. vulnificus ATCC27562)购自

中国普通微生物菌种保藏中心；单增李斯特菌

(Listeria monocytogenes ATCC19115)和金黄色葡萄

球菌(Staphylococcus aureus ATCC6538)购自广东省

微生物菌种保藏中心；溶藻弧菌(V. alginolyticus 

ATCC17749)购自美国菌种保藏中心。大肠杆菌

DH5α 和大肠杆菌 BL21(DE3)购自德国 Novagen 公

司，于本实验室完成培养传代。其中，福氏志贺氏

菌 ATCC12022 用于 LAMP 条件优化和灵敏度分析

等实验。 

1.1.2  试剂和仪器：LB、BHI 固体培养基，北京陆

桥技术股份有限公司；TCBS 固体培养基，杭州微

生物试剂有限公司；Bst DNA 聚合酶，New England 

BioLabs Inc.，美国；Taq DNA 聚合酶 (5 U/µL)，

TaKaRa Bio Inc.，日本；100 bp Plus DNA Ladder，

Thermo Fisher Scientific Inc.，美国；细菌基因组

DNA 提取试剂盒(离心柱型) GK1071，上海捷瑞生

物工程有限公司；动物组织基因组 DNA 提取试剂

盒，宝生物工程(大连)有限公司；LFD 试纸条、

Milenia GenLine Hybri Detect试剂盒，Milenia Biotec 

GmbH，德国；引物、探针，英潍捷基(上海)贸易有

限公司。电热恒温水槽 DK-80，上海精宏实验设备

有限公司；DYY-II 型电泳仪，北京市六一仪器厂；

GelDoc-IT2 Imager 凝胶成像系统，UVP，美国。 

1.2  方法 

1.2.1  细菌培养和基因组 DNA 的制备：福氏志贺

氏菌、肠炎沙门氏菌、空肠弯曲杆菌、小肠结肠炎

耶尔森氏菌、单增李斯特菌、金黄色葡萄球菌，以

及各大肠杆菌菌株划线接种于 LB 或 BHI 固体培养

基，30 °C 或 37 °C 培养后，挑取单菌落于 LB 或

BHI 液体培养基中 200 r/min 振荡培养至所需浓度；

研究涉及的弧菌划线接种于 TCBS 固体培养基，

28−30 °C 培养 12−24 h 后，挑取单菌落于碱性蛋白

胨水中振荡培养至所需浓度。细菌基因组 DNA 的

制备采用试剂盒完成：分别取所需浓度的上述菌液

1 mL 按照细菌基因组 DNA 提取试剂盒(离心柱型) 

GK1071的步骤提取细菌基因组DNA，溶解于50 μL

的 ddH2O 中，作为 LAMP 和 PCR 扩增模板。 

1.2.2  引物和探针设计：选择 NCBI 上公布的志贺

氏菌的 ipaH 基因序列(登录号为 M32063.1)，序列

比对分析后，在 8 个种内高度保守的基因区段设计

6 条特异性引物，包括外引物 Sfl-ipaH-F3 和

Sfl-ipaH-B3、内引物 Sfl-ipaH-FIP 和 Sfl-ipaH-BIP、

环引物 Sfl-ipaH-LF 和 Sfl-ipaH-LB，用于 LAMP 扩

增 反 应 。 其 中 S f l - i p a H - F I P 由 引 物

Sfl-ipaH-F1c+Sfl-ipaH-F2 构成，Sfl-ipaH-BIP 由引

物 Sfl-ipaH-B1c+ Sfl-ipaH-B2 构成(图 1)。同时在引

物 Sfl-ipaH-F1 和 Sfl-ipaH-B1 的有效扩增区段内设

计 1 条探针 Sfl-ipaH-HP，用于与 LAMP 扩增产物 
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图 1  志贺氏菌 ipaH 基因 LAMP-LFD 引物序列和探针

设计示意图 
Figure 1  The design diagram for primers and DNA probe 
targeting ipaH gene of Shigella flexneri ATCC12022 in 
LAMP-LFD assay 
注：LAMP 反应所用引物及 LFD 检测所用探针序列使用下划线

或方框表示，其中，Sfl-ipaH-B1c、Sfl-ipaH-B2c、Sfl-ipaH-B3c

和 Sfl-ipaH-LFc 分 别 是 引 物 Sfl-ipaH-B1 、 Sfl-ipaH-B2 、

Sfl-ipaH-B3 和 Sfl-ipaH-LF 的互补序列. 

Note: Sfl-ipaH-B1c, Sfl-ipaH-B2c, Sfl-ipaH-B3c, and 
Sf1-ipaH-LFc represented the reverse complement sequence of 
Sfl-ipaH-B1, Sfl-ipaH-B2, Sfl-ipaH-B3, and Sf1-ipaH-LF 
respectively. 
 
的特异性杂交(表 1，图 1)。其中，使用生物素标记

在内引物 Sfl-ipaH-FIP 的 5′端(表 1)，用于有生物素

标记的 LAMP 扩增反应；使用异硫氰酸荧光素标记

在探针 Sfl-ipaH-HP 的 5′端，用于与生物素标记的 

LAMP 扩增产物的特异性杂交，杂交产物可在 LFD

试纸条上完成检测。另外，将外引物 Sfl-ipaH-F3

和 Sfl-ipaH-B3 也作为 PCR 扩增的特异性引物，扩

增的预期片段大小为 242 bp。 

1.2.3  LAMP 反应条件的优化 LAMP：扩增的反应

体系参考 Ding 的方法[6]，25 µL 体系中主要包括：

KCl 10 mmol/L，MgSO4 6.5 mmol/L，(NH4)2SO4 

10 mmol/L，Tris-HCl 20 mmol/L (pH 8.8)，dNTPs 

1.4 mmol/L， Triton X-100 0.1%，甜菜碱 1.6 mol/L，

外引物 Sfl-ipaH-F3 和 Sfl-ipaH-B3 各 0.2 µmol/L，

内引物 Sfl-ipaH-FIP 和 Sfl-ipaH-BIP 各 1.6 µmol/L，

环引物 Sfl-ipaH-LF 和 Sfl-ipaH-LB 各 0.4 µmol/L，

Bst DNA 聚合酶 8 U，志贺氏菌基因组 DNA 2 µL。

阴性对照不使用任何 DNA。 

选取志贺氏菌培养 12 h 的培养物，经平板计数

法计数并调整菌液浓度至 1.0×108 CFU/mL，将此浓

度定为起始浓度。使用无菌的液体 LB 培养基将起

始菌液进行连续 10 倍浓度梯度稀释，获得 1.0×107、

1.0×106、1.0×105、1.0×104、1.0×103、1.0×102 和

1.0×101 CFU/mL 等 7 个浓度的菌液，按 1.2.1 所述

的方法分别提取其基因组 DNA。选择较低模板浓度

(相当于 1.0×104 CFU/mL)，分别在 61、63 和 65 C 

 

表 1  根据志贺氏菌的 ipaH 基因序列设计的 LAMP-LFD 扩增引物序列和探针 
Table 1  The primers and DNA probe targeting ipaH gene of Shigella flexneri ATCC12022 used in LAMP-LFD assay 

引物 

Primer 

类型 

Type 

长度 

Size (bp) 

序列 

Primer sequence (5′→3′) 

Sfl-ipaH-F3 上游外引物 18 TGAAGAGCATGCCAACAC 

Sfl-ipaH-B3 下游外引物 19 CTTCTGATGCCTGATGGAC 

Sfl-ipaH-FIP a 上游内引物(Sfl-ipaH-F1c+tttt+ 

Sfl-ipaH-F2) 

40 CTCCGCAGAGGCACTGAGttttCTCTGCACGCAATACCTC 

Sfl-ipaH-BIP 下游内引物(Sfl-ipaH-B1c+tttt+ 

Sfl-ipaH-B2) 

41 CGCTGTTGCTGCTGATGCttttAGATTGTTCCATGTGAGCG

Sfl-ipaH-LF 上游环引物 18 GCGACCTGTTCACGGAAT 

Sfl-ipaH-LB 下游环引物 19 CACTGAGAGCTGTGAGGAC 

Sfl-ipaH-HP b 杂交探针 20 CTTCGACAGCAGTCTTTCGC 

注：a：上游引物 Sfl-ipaH-FIP 的 5′端进行生物素标记；b：Sfl-ipaH-HP 的 5′端进行异硫氰酸荧光素标记. 
Note: a: Forward inner primer (Sfl-ipaH-FIP) was biotiny lated; b: DNA probe (Sfl-ipaH-HP) was labled by fluorescein. 
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条件下温育 60 min，产物经 1.5%的琼脂糖凝胶电泳

检测。每个温度下平行制备 3 个基因组 DNA 样品，

确定 LAMP 的最佳反应温度。为确定 LAMP 反应

的最佳反应时间，选择 2 个浓度的菌液(较高模板浓

度相当于 1.0×108 CFU/mL，较低模板浓度相当于

1.0×104 CFU/mL)的基因组 DNA 作为模板，在确定

好的最佳反应温度下分别温育 0、10、15、20、25、

30、40 和 50 min，产物经 1.5%的琼脂糖凝胶电泳

检测。 

1.2.4  横向流动试纸条(LFD)检测 LAMP 产物

(LAMP-LFD) ：使 用 经 生 物 素 标 记 的 内 引 物

Sfl-ipaH-FIP 在优化的反应时间和温度下进行

LAMP 反应；反应结束后，向反应液中加入 20 pmol

的经 FITC 标记的探针 Sfl-ipaH-HP，继续在相同温

度下杂交 5 min，80 °C 温育 10 min 终止反应。取

5 µL 反应液加入到 100 µL 检测 Buffer 中混匀，将

LFD 试纸条的检测端竖直浸入 Buffer 溶液中，静置

3−5 min，肉眼判断结果。生物素标记的 LAMP 产

物与 Sfl-ipaH-HP 特异性杂交后形成复合物会结合

在生物素标记抗体的检测线上，使得判读结果呈阳

性；未杂交的 FITC 标记的探针与胶体金标记的抗

FITC 抗体形成不含生物素的复合物穿过检测线而

结合在质控线上。 

1.2.5  LAMP-LFD 的 特 异 性 实 验 ： 用 于

LAMP-LFD特异性实验的细菌种类主要包括4种常

见致腹泻的病原菌(肠炎沙门氏菌、空肠弯曲杆菌、

小肠结肠炎耶尔森氏菌、霍乱弧菌)，5 种常见的食

源性病原菌(副溶血弧菌、创伤弧菌、单增李斯特菌、

金黄色葡萄球菌，溶藻弧菌)，以及 4 种不同的大肠

杆菌菌株。将各菌株的新鲜培养物调整浓度至

1.0×105 CFU/mL，按 1.2.1 所述提基因组 DNA 作为

模板，利用优化的反应温度和反应时间进行有生物

素标记的 LAMP 反应，产物分别利用 1.5%的琼脂

糖凝胶电泳和 LFD 试纸条检测。 

1.2.6  LAMP-LFD 的灵敏度实验：分别取 1.2.3 所

述的不同稀释浓度的志贺氏菌菌液提取的基因组

DNA 2 μL 为模板，每个浓度平行制备 3 个样品。

利用优化的反应条件进行有生物素标记的 LAMP

反应，产物分别利用 1.5%的琼脂糖凝胶电泳和 LFD

试纸条检测。 

同样，取上述各稀释度的基因组 DNA 为模板，

以外引物 Sfl-ipaH-F3 和 Sfl-ipaH-B3 作为引物，进

行 PCR 反应。PCR 反应体系(25 µL)：10×PCR buffer 

2.5 µL，Taq DNA 聚合酶(5 U/µL) 0.15 µL，dNTPs 

(2.5 mmol/L) 2 µL，Sfl-ipaH-F3 (10 µmol/L) 1 µL，

Sfl-ipaH-B3 (10 µmol/L) 1 µL，基因组 DNA 模板

2 µL。PCR 反应程序：94 °C 3 min；94 °C 45 s，

54 °C 45 s，72 °C 30 s，30 个循环；72 °C 10 min。

反应产物利用 1.5%琼脂糖凝胶电泳检测。 

1.2.7  LAMP-LFD 的重复性实验：取 1 mL 新

鲜培养的志贺氏菌菌液，计数并调整浓度至

1.0×108 CFU/mL，连续 10 倍浓度梯度稀释至

LAMP-LFD 检测的最低浓度，平行制备 3 个样品。

按 1.2.1 所述提取基因组 DNA，并以此为模板，采

用优化的 LAMP 反应体系进行扩增，验证方法的可

重复性。 

1.2.8  志贺氏菌人工污染鲤鱼组织实验及田间样

本的检测：无菌条件下取健康鲤鱼肠道，选其内容

物经传统生物学鉴定志贺氏菌阴性后，对该肠组织

进行匀浆。取 1 mL 新鲜培养的志贺氏菌菌液，计

数并调整浓度至 1.0×108 CFU/mL，10 倍浓度梯度

稀释后，选取 1.0×106、1.0×105、1.0×104、1.0×103、

1.0×102 和 1.0×101 CFU/mL 等 6 个浓度的菌液各

1 mL 与鲤鱼肠组织匀浆液等体积混匀。每个浓度平

行制备 3 个样品。取 1 mL 细菌污染的肠组织匀浆

液，利用动物组织基因组 DNA 提取试剂盒提取其

基因组 DNA，溶解于 50 μL 的 ddH2O 中，用作

LAMP-LFD 和 PCR 测试的模板。健康鲤鱼的肠组

织基因组 DNA 用作阴性对照。 

从宁波市菜市场分 4 次随机购买体重

0.5−1.0 kg 的鲤鱼 24 尾。实验室无菌条件下采集鲤

鱼肠道中后段，选其适量内容物，参照食品卫生学

检验的行业标准 GB4789.5-2012 的方法进行细菌分

离、鉴定；同时取适量的肠道中后段，提取基因组
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DNA，采用 LAMP-LFD 和 PCR 方法进行检测。 

2  结果与分析 

2.1  LAMP 扩增条件的确定 

结果表明，以较低浓度的基因组 DNA 为模板

时，上述 3 个温度下的 LAMP 产物均能通过琼脂糖

凝胶电泳检测到明显的梯形条带，且带形一致；其

中，63 °C 条件下获得的产物带形更加清晰、明亮，

定性地反映出此温度下的产物量应大于其它两个

温度，因此，选择 63 °C 作为 LAMP 反应的最适温

度(图 2A)。未添加 DNA 模板的反应管中未检测到

明显的梯状条带(图 2A)。 

LAMP 反应时间优化的实验结果表明，在一定

时间内，LAMP反应的产物量随时间的延长而增加，

且明显受到基因组 DNA 浓度的影响。当使用高浓

度的基因组 DNA 为模板时，LAMP 反应 15 min 即

可检测到明显的梯形条带；反应时间延长至 30 min

时，条带亮度达到最大，再延长时间，产物量几乎

不再增加(图 2B)。当模板浓度偏低时，LAMP 反应

至 20 min 时才能够检测到微弱的梯形条带，延长反

应时间至 40 min 时，产物量达到最大(图 2B)。因此，

本研究将 LAMP 的最佳反应时间确定为 40 min，以

确保在实际样品检测过程中，当待检目标物丰度较

低时仍可有效检出(图 2C)。 

2.2  LAMP-LFD 的特异性 

使用生物素标记的内引物 Sfl-ipaH-FIP 进行

LAMP 反应，反应条件为优化后的 63 °C 温育 40 min。

当以志贺氏菌的基因组 DNA 为模板时，LAMP 产

物经琼脂糖凝胶电泳后可获得典型的梯形条带(图

3A)；该 LAMP 产物与探针 Sfl-ipaH-HP 杂交，杂交

产物在 LFD 试纸条的检测线位置生成一条清晰的

条带，说明检测呈阳性(图 3B)。而当分别以肠炎沙

门氏菌、空肠弯曲杆菌、小肠结肠炎耶尔森氏菌、

副溶血弧菌、霍乱弧菌、创伤弧菌、单增李斯特菌、

金黄色葡萄球菌、溶藻弧菌，以及 4 株不同的大肠

杆菌的基因组 DNA 为模板时，LAMP 产物均呈阴

性(图 3A)；与探针 Sfl-ipaH-HP 的杂交产物在 LFD 

 
 
图 2  LAMP 反应条件的优化 

Figure 2  The optimization of LAMP for detection of 
Shigella 

注：M：100 bp Plus DNA ladder；NC：以无菌去离子水为模板，

反应时间为 60 min；A：LAMP 反应温度的确立；104：模板浓

度约为 1.0×104 CFU/mL，反应时间为 60 min；B、C：反应时

间的确定，B：模板浓度约为 1.0×108 CFU/mL，C：模板浓度约

为 1.0×104 CFU/mL. 

Note: M: 100 bp Plus DNA ladder; NC: Amplification using 
ddH2O as negative control for 60 min; A: Determination of the 
optimal temperature; 104: Amplification using DNA of S. flexneri 
ATCC12022 (1.0×104 CFU/mL) for 60 min; B, C: Determination 
of the optimal time, template used in the LAMP assay was 
1.0×108 CFU/mL (B) and 1.0×104 CFU/mL (C). 
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图 3  LAMP (A)和 LAMP-LFD (B)特异性分析 
Figure 3  Specificity test of LAMP-LFD (A) and LAMP (B) 
for detection of Shigella 
注：A：琼脂糖凝胶电泳；B：LFD. M：100 bp Plus DNA ladder；

1：以无菌去离子水为模板；2：以志贺氏菌的基因组 DNA 为

模板；3−11：分别以肠炎沙门氏菌、空肠弯曲杆菌、小肠结肠

炎耶尔森氏菌、副溶血弧菌、霍乱弧菌、创伤弧菌、单增李斯

特菌、金黄色葡萄球菌，以及溶藻弧菌的基因组 DNA 为模板；

12−15：分别以 4 株不同的大肠杆菌的基因组 DNA 为模板. 

Note: A: Detectionby gel electrophoresis; B: Detectionby LFD. M: 
100 bp Plus DNA ladder; 1: Amplification using ddH2O as negative 
control. 2: Amplification using DNA of S. flexneri ATCC12022 
(1.0×104 CFU/mL); 3−11: gDNA of different pathogens used as 
templates in the LAMP assay was S. enterica ATCC50041, C. 
jejuni ATCC33291, Y. enterocolitica ATCC23715, V. 
parahaemolyticus ATCC33847, V. cholera CMCC4819, V. 
vulnificus ATCC27562, L. monocytogenes ATCC19115, S. aureus 
ATCC6538, and V. alginolyticus ATCC17749 (each bacterium: 
1×105 CFU/mL), respectively; 12−15: gDNA of four strains of E. 
coli used as templates was E. coli ATCC9637, E. coli ATCC25922, 
E. coli DH5α, and E. coli DE3 (each bacterium: 1×105 CFU/mL), 
respectively. 
 
试纸条上的检测线位置未呈现任何条带，检测呈阴

性(图 3B)。以无菌去离子水为模板时，LAMP 反应

也呈阴性(图 3)。 

2.3  LAMP-LFD 的灵敏度验证 

由图 2C 的结果可知，当以 1.0×104 CFU/mL 基

因组 DNA 为模板时，LAMP 反应 25 min 即可明显

获得阳性扩增。灵敏度结果表明，当以 1.0×106、

1.0×105、1.0×104、1.0×103 和 1.0×102 CFU/mL 浓度

的志贺氏菌基因组 DNA 为模板时，LAMP 产物经

琼脂糖凝胶电泳后可获得典型的梯形条带(图 4A)， 

 

 
 
图 4  LAMP (A)、LAMP-LFD (B)和 PCR (C)方法的灵

敏度 
Figure 4  Sensitivity of LAMP (A), LAMP-LFD (B) and 
PCR (C) for detection of Shigella 
注：A：琼脂糖凝胶电泳检测 LAMP 反应产物；B：LFD 检

测 LAMP 产物；C：琼脂糖凝胶电泳检测 PCR 反应产物；M：

100 bp Plus DNA ladder；1：以无菌去离子水作为模板；2−7：

不同浓度志贺氏菌(1.0×106、1.0×105、1.0×104、1.0×103、1.0×102、

1.0×101 CFU/mL)的菌液提取的基因组 DNA 作为模板. 

Note: A: LAMP products detected by gel electrophoresis; B: 
LAMP products detected by LFD; C: PCR products detected by gel 
electrophoresis. M: 100 bp Plus DNA ladder; 1: Amplification 
using ddH2O as negative control; 2−7: The different gDNA 
concentration of S. flexneri ATCC12022 used as the template in the 
LAMP and PCR assays. 
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LAMP 产物与探针 Sfl-ipaH-HP 的杂交产物均可在

LFD 试纸条的检测线位置生成一条清晰的条带，说

明检测呈阳性(图 4B)；而当将菌液浓度继续降低至

1.0×101 CFU/mL 时，琼脂糖凝胶电泳的结果呈阴性

(图 4A)；与探针 Sfl-ipaH-HP 杂交后的产物在 LFD

试纸条的检测线位置未呈现任何条带(图 4B)；表明

经 LFD 检测的最低模板浓度为 1.0×102 CFU/mL 或

4 CFU/反应，利用琼脂糖凝胶电泳可检测到的最低

模板浓度同样为 1.0×102 CFU/mL。当以 Sfl-ipaH-F3

和 Sfl-ipaH-B3 为引物的 PCR 方法能够检测到的最

低模板浓度为 1.0×104 CFU/mL 或 400 CFU/反应

(图 4C)。 

2.4  LAMP-LFD 重复性分析 

重新培养 3 份志贺氏菌的新鲜培养悬液，浓度

调整至 1.0×102 CFU/mL，以其基因组 DNA 为模板，

按优化的反应体系在 63 °C 温育 40 min。结果表明，

当以最低检测模板浓度的志贺氏菌的基因组 DNA

为模板时，LAMP 产物经琼脂糖凝胶电泳和 LFD 检

测，结果均呈阳性(图 5)；以无菌去离子水为模板时，

检测均呈阴性，具有良好的重复性(图 5)。 

2.5  LAMP-LFD 检测志贺氏菌人工污染鲤鱼组

织的灵敏度及适用性分析 

不同浓度的志贺氏菌等体积污染鲤鱼组织

发现，LAMP-LFD 可从 1.0×103 CFU/mL 污染的

鲤鱼肠组织中稳定检测到病原，检测灵敏度为

5×102 CFU/mL 或 20 CFU/反应。PCR 方法只能从

1.0×105 CFU/mL 污染的鲤鱼肠组织中稳定检测到

病原(表 2)。LAMP-LFD 对未人工污染志贺氏菌的

鲤鱼肠组织的检测结果为阴性(表 2)，特异性良好。 

利用行业标准法对野外鲤鱼样品肠组织分离

的细菌进行鉴定后发现，24 尾鲤鱼样品中有 2 尾鲤

鱼体内感染有志贺氏菌。利用 LAMP-LFD 方法从

传统方法鉴定阳性的样品中均可检测到志贺氏菌，

对其余 22 个样品检测呈阴性；PCR 方法能够从传

统方法鉴定阳性的 1 个样品中检测到志贺氏菌，对

其余 23 个样品检测均呈阴性(表 2)。 

 
 
图 5  LAMP (A)和 LAMP-LFD (B)的重复性试验 
Figure 5  Reproducibility of LAMP-LFD for detection of 
Shigella 
注：A：琼脂糖凝胶电泳检测 LAMP 反应产物；B：LFD 检测

LAMP 产物. M：100 bp Plus DNA ladder；1、3、5：以无菌去

离子水作为模板；2、4、6：最低检测浓度(1.0×102 CFU/mL)的

志贺氏菌菌液提取基因组 DNA 作为模板. 

Note: A: LAMP products detected by gel electrophoresis; B: 
LAMP products detected by LFD; M: 100 bp Plus DNA ladder; 1, 
3, 5: Taking ddH2O as the template; 2, 4, 6: Taking gDNA of S. 
flexneri ATCC12022 of 1.0×102 CFU/mL as the template. 
 

3  讨论 

志贺氏菌是引起感染性腹泻的首要致病菌。我

国每年的痢疾患者大约有 170 万，需住院治疗的就

多达 20 万[9-10]。福氏志贺氏菌是引发我国细菌性腹

泻的主要优势致病菌[10-11]。Qiu 等对 2003−2013 年

间腹泻患者体内分离的 2 912 株志贺氏菌的分析发

现，福氏志贺氏菌比重达到 55.3%[12]。因此，本研

究选择以福氏志贺氏菌的 ipaH 基因作为检测靶标，

建立了快速、灵敏的 LAMP-LFD 方法，为该病原

菌的准确鉴定提供了一种可靠方法。 
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表 2  志贺氏菌人工污染健康鲤鱼肠组织以及鲤鱼野外样品的检测结果 
Table 2  Detection of Shigella from the intestinal tissue of artificially contaminated common carp and field samples 

污染志贺氏菌肠组织所用志贺氏菌浓度 

Concentration of S. flexneri for contaminated carp 
intestinal tissue (CFU/mL) 

鲤鱼野外样品 

Carp field samples (24)
Method 

1.0×105 1.0×104 1.0×103 1.0×102 1.0×101

未被污染的健康鲤鱼肠组织 

Carp intestinal tissue without 
S. flexneri free (CFU/mL) 阳性 

Positvie 

阴性 

Negative

行业标准法 

GB4789.5-2012 
+ + + + + − 2 22 

 + + + − − − 

LAMP-LFD + + + − − − 

 + + + − − − 

2 22 

 + − − − − −   

PCR + + − − − − 1 23 

 + − − − − −   

注：+: 阳性; −: 阴性. 

Note: +: Positive; −: Negative. 
 

稳定的 LAMP 反应体系和条件是决定整个技

术性能的重要环节。Bst DNA 聚合酶在 60−65 °C 下

通常具有最佳的工作效率，因引物组合不同使得针

对各种检测靶标时需对具体的工作温度进一步优

化，已有的研究表明 LAMP 的最佳反应温度通常在

63−65 °C[6-7]。因此，本研究比较分析了 61、63 和

65 °C 3 个温度，得出 63 °C 条件下 LAMP 反应具有

最佳的扩增效果。快速是 LAMP 方法优于其它分子

检测技术的重要特点，通常 LAMP 扩增反应可在

1 h 内完成；若添加环引物又可明显缩短扩增时间[13]。

本研究表明，添加环引物的条件下，当使用较高模

板浓度时，LAMP 反应 15 min 即可通过琼脂糖凝胶

电泳检测到典型的梯形条带；即使模板浓度降低至

1.0×102 CFU/mL，LAMP 仍可在 25 min 之内完成有

效扩增，反应 40 min 时即可获得最大产物量(图 2)。 

灵敏度是反映核酸检测类技术性能的重要技

术指标。Villalobo 和 Torres 在 1998 年即以志贺氏

菌的毒理因子 A (virA)基因为靶目标建立了可特异

性检测该菌的 PCR 方法[14]，灵敏度达到了 100− 

1 000 CFU/mL。Lindsay 等以 ipaH 基因作为检测靶

标建立的定量 PCR 技术可特异性地应用于粪便样

品中志贺氏菌的检测，当检测阈值设定在 1.4×104 个

基因拷贝时可有效保证方法具有良好的检测可靠

性[15]。Peng 等基于 16S rRNA 的通用引物并结合细

菌的特异性抗体建立了免疫捕获 PCR 技术，成功

应用于环境污水中志贺氏菌的鉴定和分型[16]，灵

敏度达到 5 CFU/20 μL。多重 PCR 技术在包括志贺

氏菌在内的食源性致病菌或腹泻致病菌的检测中

取得了一定的应用。马凯等[17]基于免疫磁珠方法建

立了针对志贺氏菌、沙门氏菌和金黄色葡萄球菌的

多重荧光定量 PCR 技术，应用于食品中常见食源

性致病菌的检测，针对志贺氏菌的灵敏度达到

6.8 CFU/g；而 van Lint 等[18]建立的多种 PCR 技术

可应用于志贺氏菌等5类重要致腹泻病原菌的快速检

测，其中针对志贺氏菌的灵敏度达到 61 CFU/mL。

LAMP方法被认为具有比PCR更加优越的灵敏度[19]。

Song 等[20]最先将 LAMP 技术应用于志贺氏菌的快

速检测，最低检测限为 8 CFU/反应。Shao 等[21]以

ipaH 基因为检测靶标，将 LAMP 技术与限制性片

段 长 度 多 态 性 方 法 联 合 应 用 (RFLP) 建 立 了

mLAMP-RFLP 技术，应用于牛奶中志贺氏菌和沙

门氏菌的筛检，检测灵敏度达到 100 fg 的细菌基因
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组 DNA。Liew 等[22]将 LAMP 方法应用于生菜等蔬

菜中志贺氏菌的快速检验，当生菜样品中的细菌污

染量不低于 3.6×102 CFU/g 时，利用该技术可稳定

检出。本研究建立的 LAMP-LFD 方法，针对志贺

氏菌纯培养物的检测灵敏度为 1.0×102 CFU/mL 或

4 CFU/反应；利用该方法能够从污染强度达到

5×102 CFU/mL 的鲤鱼肠组织中稳定检测到志贺氏

菌的存在，具有良好的灵敏度。 

操作便捷、检测快速是本研究追求的又一重要

目标。尽管 LAMP 技术的单一温度需求极大地降低

了扩增过程对于精密昂贵仪器的依赖，比 PCR 依赖

性的技术具有明显的优势[23]，但在扩增产物的环

节，仍存在与 PCR 产物检测相似的弊端，如昂贵的

凝胶成像系统或浊度检测设备，以及易接触有毒试

剂等[24-25]，尤其扩增产物的气溶胶问题加重了核酸

检 测 类 方 法 所 共 有 的 假 阳 性 率 高 的 问 题 。

LAMP-LFD 技术利用 LFD 试纸条进行产物检测，

完全摒弃了对上述检测设备的依赖，更加符合基层

的即时检测；而且由于特异性探针的引入，可很大

程度上减少非特异性扩增引起的假阳性现象，确保

检测结果的可靠性。在检测耗时方面，Song 等[20]

以 ipaH 基因为检测靶标的前提下，由于未引入环

引物，且扩增产物需经过琼脂糖凝胶电泳进行检

测，整个耗时需 2 h；而 Shao 等[21]建立的 mLAMP- 

RFLP 技术，需要特定的限制性内切酶对扩增产物

进 行 酶 解 ， 因 而 耗 时 更 长 ； 本 研 究 建 立 的

LAMP-LFD 技术，核酸扩增仅需 40 min，加上 LFD

判断结果的时间也只需要 50 min。 

4  结论 

本研究以志贺氏菌的 ipaH 基因为检测靶标建

立了 LAMP-LFD 方法。该方法可特异性地检出志

贺氏菌，并且具有快速(整个检测过程仅需 50 min

即可完成)、灵敏(针对细菌纯培养物的检测灵敏度

达到 1.0×102 CFU/mL 或 4 CFU/反应)、重复性良好、

仪器需求简单等特点，可应用于志贺氏菌的基层即

时检测。 
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