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不同加热方式对嗜肺军团菌环介导等温扩增检测法的影响 *
吕沁风 吴忠华 郑 伟 徐 琦 孟 军 李 禾

（浙江国际旅行卫生保健中心 江苏杭州 310003）

摘要 目的：研究不同的加热方式对嗜肺军团菌环介导等温扩增检测法的影响 方法：用已知的 13株嗜肺军团菌样本，采用空气
浴、水浴和 PCR仪同时进行环介导等温扩增，观察沉淀反应、荧光反应以及产物电泳结果。结果：水浴和 PCR仪加热 LAMP反应
的沉淀产物较多，荧光反应较强，电泳检测结果较为明显。空气浴的 3种检测结果均较弱。结论：采用水浴和 PCR仪进行环介导
等温扩增反应的效果较好，从仪器设备的成本及实验条件考虑，采用水浴是环介导等温扩增反应首选的加热方式。
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ABSTRACT Objective: To investigate the effect of the three heating methods on loop-mediated isothermal amplification(LAMP)
detection of Legionella pneumophila.. Methods: DNA of 13 strains of Legionella pneumophila were amplified by LAMP based on air
bath, water bath, and PCR instrument. The results were observed by precipitation, fluorescent reaction and electrophoresis. Results: The
product of LAMP based on water-bath-heating method and PCR-instrument-heating presented more obvious precipitation, stronger fluo-
rescence reaction, lighter gel electrophoresis. However, the air-bath-heating method showed much more weak results. Conclusion: The
LAMP amplifications performed by water-bath-heating and PCR-instrument-heating, water bath heating were more economical choice
for LAMP. Considering the cost of equipment and experimental conditions, water-bath was the preferred heating method.
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前言

LAMP（loop-mediated isothermal amplification）是一种崭新
的核酸扩增技术，是当前分子生物学的研究热点，Notom T等
在 2000年建立了这种体外扩增特异核酸片段的分子生物学技
术 [1,2]，其原理是针对靶基因序列设计一对内引物和一对外引
物，在 Bst DNA聚合酶的作用下高效扩增目的片段，1小时左
右即可完成，其产物是由多重复靶序列的茎环状 DNA和花椰
菜状 DNA所组成的混合物。该方法具有很高特异性和灵敏度，
操作也十分简便。目前 LAMP技术发展迅速，并已广泛应用于
食品安全，传染病检测，疾病诊断等[3-8]，而研究 LAMP检测法
最适宜的加热方式并使其适合现场检测操作，并快速获得检测
结果，具有十分重要的现实意义。本文以革兰氏阴性条件致病
菌 -嗜肺军团菌为例，研究水浴、PCR仪及空气浴对环介导等
温检测法的影响。

1 材料和方法

1.1 材料
1.1.1 菌株 ATCC33152 , ATCC33154嗜肺军团菌标准株购自
上海宝录生物科技有限公司，11株环境分离嗜肺军团菌为下
城区疾病控制中心惠赠。
1.1.2试剂 TIANGEN细菌基因组 DNA抽提试剂盒购自上海
位点生物技术有限公司，BCYE培养基购自英国 OXOID公司，
BstDNA聚合酶、MgSO4、dNTP以及引物购自由上海生工生物
工程有限公司。甜菜碱购自 sigma公司，SYBR GreenⅠ购自
Invitrogen公司。核酸电泳分子量标准 DL2000购于北京美莱博
医学科技有限公司，琼脂糖购自西班牙 Biowest公司。
1.1.3 仪器 2720型 PCR扩增仪购自美国 ABI公司，DK600水
浴锅和电热恒温培养箱购自上海申贤恒温设备厂。
1.2 方法
1.2.1 引物设计 根据 genbank公布的嗜肺军团菌 mip基因序
列 (NC_002942)，用 Primer Explorer IV软件分析设计一套引物
（F3,B3，FIP, BIP），分别是前外引物 B3、后外引物 F3、前内引物
FIP、后内引物 BIP,其中 FIP是由 F1C的互补序列和 F2序列
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组成,BIP是由 B1C序列和 B2的互补序列组成,见图 1和表 1。

图 1 嗜肺军团菌 mip基因的引物设计
Fig1 the primers design for the mip gene of Legionella

pneumophila

表 1 LAMP引物
Table1 LAMP primers

1.2.2 DNA模板制备 采用 TIANGEN细菌基因组 DNA提取
试剂盒，按说明书操作。
1.2.3 LAMP扩增反应 LAMP反应体系为 25 μl，组分包括

10×buffer 2.5μl，引物混合物 1μl（体系中引物终浓度分别如
下：F3、B3 各 0.2 μmol/L，FIP、BIP 各 0.75 μmol/L），模板
DNA1μl，8U BstDNA聚合酶 1μl，Mg2+(100 mM)1.2μl, dNTP
Mix(10 mM)2μl,甜菜碱（8 M）2μl ,ddH2O 7.2μ。每个样品
并阴性对照做 3个重复，分别放置于 PCR仪、电热恒温培养箱
和循环水浴锅中（其中，电热恒温培养箱和循环水浴锅提前预
热至 60℃）60℃反应 60min。
1.2.4 结果判断 LAMP反应结束后，通过沉淀反应、荧光反应
以及电泳判断实验结果。
（1）沉淀反应 将反应后的 PCR管放置于小离心机（6000

rpm）中，离心 5 min,观察副产物焦磷酸镁沉淀并照相。
（2）荧光反应 反应结束后在每管中加入 1μl的 1/300稀

释的 SYBRGreenⅠ并震荡离心，放置于凝胶成像系统中拍照。
（3）电泳结果 取扩增产物各 6μl，DL2000分子量标准 6

μl/泳道。1.5 %琼脂糖凝胶 80V电压下电泳 26min。用凝胶紫
外分析仪观察。

2 结果

2.1 沉淀反应
LAMP反应过程中会产生大量的副产物焦磷酸镁白色沉

淀，根据图 2、图 3、图 4可以看出，3种不同的加热方式环境
分离株和标准株反应后均产生白生沉淀，其中水浴和 PCR仪
产生的沉淀较多，空气浴产生的沉淀较少少。由于水浴和 PCR
仪加热传导性较好，受热比较均匀，反应产物量比较大，空气浴
导热不稳定，孵箱内不同位置温度差异较大，反应产量较小。

Primer Sequence(5'to3')

F3 AGATGAAATTGGTGACTGCAG

B3 AGAACGTCTTTCATTTGCTGTT

FIP
TCCCCAAATCGGCACCAATGTTT CTGTTATGGGGCT
TGCAATG

BIP
CCGGAAGCAATGGCTAAAGGCTTTGGTTAAAGCCAA
TTGAGCGC

图 2 PCR仪中 LAMP反应沉淀图：1－11为环境分离的嗜肺军团菌，12为标准株 ATCC33152，13为标准株 ATCC33154，14为阴性对照
Fig2 LAMP precipitation of PCR-instrument-heating：1-11 Legionella pneumophila from environment, 12 ATCC33152, 13 ATCC33154, 14

negative control

图 3 水浴中 LAMP反应沉淀图：1－11为环境分离的嗜肺军团菌，12为标准株 ATCC33152，13为标准株 ATCC33154，14为阴性对照
Fig3 LAMP precipitation of water-bath-heating：1-11 Legionella pneumophila from environment, 12 ATCC33152, 13 ATCC33154, 14 negative

control

图 4 空气浴中 LAMP反应沉淀图：1－11为环境分离的嗜肺军团菌，12为标准株 ATCC33152，13为标准株 ATCC33154，14为阴性对照
Fig4 LAMP precipitation of air-bath-heating：1-11 Legionella pneumophila from environment, 12 ATCC33152, 13 ATCC33154, 14 negative

control
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2.2 荧光反应
加入荧光染料后，染料嵌合入产物 DNA双链中的小沟，发

出强烈的荧光。如图 5、图 6、图 7所见，水浴和 PCR仪的产物
荧光较强，空气浴中最弱。

图 5 PCR仪中 LAMP反应荧光图：1－11为环境分离的嗜肺军团菌，12为标准株 ATCC33152，13为标准株 ATCC33154，14为阴性对照
Fig5 LAMP fluorescent reaction of PCR-instrument-heating：1-11 Legionella pneumophila from environment, 12 ATCC33152, 13 ATCC33154,

14 negative control

图 6 水浴中 LAMP反应荧光图： 1－11为环境分离的嗜肺军团菌，12为标准株 ATCC33152，13为标准株 ATCC33154，14为阴性对照
Fig6 LAMP fluorescent reaction of water-bath-heating：1-11 Legionella pneumophila from environment, 12 ATCC33152, 13 ATCC33154, 14

negative control

图 7 空气浴中 LAMP反应荧光图：1－11为环境分离的嗜肺军团菌，12为标准株 ATCC33152，13为标准株 ATCC33154，14为阴性对照
Fig7 LAMP fluorescent reaction of air-bath-heating：1-11 Legionella pneumophila from environment, 12 ATCC33152, 13 ATCC33154, 14

negative control

2.3 电泳结果
图 8、图 9、图 10可见嗜肺军团菌环介导等温扩增检测的

产物与以上两种观察结果的方式对比基本一致，水浴和 PCR

仪的加热效果稳定，反应的产物较多，空气浴加热温度波动较
大，产物较少。

图 8 PCR仪中 LAMP反应电泳图：1－11为环境分离的嗜肺军团菌，12为标准株 ATCC33152，13为标准株 ATCC33154，14为阴性对照
Fig8 LAMP electrophoresis of PCR-instrument-heating：1-11 Legionella pneumophila from environment, 12 ATCC33152, 13 ATCC33154, 14

negative control
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3 讨论

LAMP技术作为一种新近发展的分子生物学检测技术，有
别于普通 PCR技术，它省略了传统 PCR方法变性、退火、延伸
的过程，因此无需特殊的分子生物学仪器设备和严格的实验条
件，在简易的环境中即可实现快速检测，同时操作简便，成本低
廉，大大节约了反应时间，特别适用于现场检测，为基层小型实
验室、出入境口岸等机构提供了一种新型的核酸检测技术。

目前 LAMP技术的研究多数停留在实验室阶段，研究摸
索适宜 LAMP反应的反应条件具有重要现实意义。选择合适
的加热方式对扩增效率以及反应时间都具有重要的影响。本试
验以 LAMP技术检测嗜肺军团菌为例，用水浴、空气浴和 PCR
仪进行 LAMP反应，根据嗜肺军团菌 LAMP检测的沉淀反应，
荧光反应及电泳结果观察产物的量。从沉淀反应结果可以看
出，在 PCR仪和水浴中，LAMP的扩增的产物量较大，而在相
同的时间内空气浴的 LAMP的扩增效果会差一些，特别是当
模板量低时，从沉淀反应中很难判断出 LAMP是不是有扩增。
所以，当在空气浴中做 LAMP反应时，建议适当延长反应时
间。从荧光反应的图片可以看出，包括阴性对照在内，所有反应
管都会发出荧光，只是荧光的强弱相对较大的差别。分析其原
因可能为 LAMP的反应体系中引物的浓度较高，故而反应体
系存在一定的本底荧光干扰。因此不建议把荧光检测作为判断
反应结果的单一方法。不同的反应方法所得到的电泳图的产物
特点有所不同：PCR仪中的 LAMP反应产物量大，且片段集中
的中下部；空气浴中的产物相对较少，且有大片段的产物，中间

片段比较均匀；水浴中的产物特点和空气浴较为相似，但扩增
产物较多。综上所述，水浴进行 LAMP反应成本低，反应产物
量大，容易鉴定。但由于 PCR管的管盖处可能接触到水，有造
成相互间污染的风险，故实际操作中应注意不要让管盖接触到
水面。

本实验研究发现在相同的时间内水浴和 PCR仪加热的实
验结果较为理想，空气浴的实验产物较少。水浴加热反应管受
热比较均匀，热传导性较好，对实验影响最小，空气浴导热不够
稳定，有可能对核酸模板含量较低的样本扩增产生影响，应适
当增加扩增时间。查阅文献，目前国内外 LAMP技术尚未有不
同加热方式的比较。基于本研究实验结果并结合成本考虑，水
浴是最为经济实用的 LAMP反应加热方式，且效果较好，适用
于基层实验室、口岸现场等检测。
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