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　 　 摘要:　 为了建立原料乳中金黄色葡萄球菌的环介导等温扩增(ＬＡＭＰ)检测方法ꎬ本研究根据金黄色葡萄球菌

的耐热核酸酶基因(ｎｕｃ)在保守区域设计特异性引物ꎬ建立 ＬＡＭＰ 检测方法ꎬ并用于原料乳中金黄色葡萄球菌的快

速检测ꎮ 结果表明ꎬ针对金黄色葡萄球菌的基因组 ＤＮＡꎬ使用设计合成的 ４ 条引物和建立的 ＬＡＭＰ 方法能够有效

检测金黄色葡萄球菌 ＤＮＡꎬ每 ２５􀆰 ０ μｌ 反应体系的灵敏度为 １１０􀆰 ０ ｆｇꎬ并且此方法针对金黄色葡萄球菌具有良好的

特异性ꎮ 针对原料乳中金黄色葡萄球菌的污染ꎬ建立的 ＬＡＭＰ 检测方法的检测限为 ６７ ＣＦＵ / ｍｌꎮ 本研究结果为进

一步将 ＬＡＭＰ 方法应用于食品中金黄色葡萄球菌的安全检测奠定了基础ꎮ
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　 　 近年来ꎬ由金黄色葡萄球菌引起的食物中毒是

食品卫生的主要问题之一[１]ꎮ 很多有关食物中毒

的报道都指出ꎬ金黄色葡萄球菌肠毒素在受污染的

牛奶及奶制品中会引起食物中毒[２]ꎮ 在中国ꎬ由金

黄色葡萄球菌引发的食物中毒事件也频繁发生[３￣４]ꎮ
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同时ꎬ金黄色葡萄球菌也是导致奶牛患乳房炎的重

要病原菌ꎬ给奶牛产业带来了重大影响[５￣６]ꎬ全球范

围内都把金黄色葡萄球菌检测作为食品安全检测的

法定检测项目[７]ꎮ
目前对金黄色葡萄球菌的检测方法主要有国标

规定的传统分离鉴定方法、免疫检测方法[８] 以及

ＰＣＲ 或 ＲＴ￣ＰＣＲ 方法[９￣１０]等ꎮ 这些检测方法各有优

缺点ꎬ分离鉴定方法的检出率达 １００％ꎬ但操作复杂

并且检测周期长ꎬ达不到快速检测要求ꎮ 免疫检测

方法周期短ꎬ但灵敏度不高ꎮ ＰＣＲ 相关检测方法时

间短ꎬ但需要精细的试验仪器[１１]ꎬ并且在乳制品检

测中的灵敏度较低[１２]ꎮ
环介导等温扩增(ＬＡＭＰ)是基于 ＰＣＲ 技术发

展得到的一种新型且有效的核酸快速检测技术[１３]ꎬ
这种检测技术相对于上述检测方法有简单、快速、灵

敏度高、特异性好及对设备要求低等优势ꎬ目前已经

应用于涉及食品卫生质量检测的各个行业[１４￣１５]ꎮ
采用 ＬＡＭＰ 方法进行检测时ꎬ通过对靶基因的位点

设计内外特异性引物ꎬ采用链置换活性的 ＤＮＡ 聚合

酶ꎬ在恒温条件下反应一定时间即可在体外扩增到

核酸靶序列ꎮ 本研究拟以金黄色葡萄球菌的耐热核

酸酶基因(ｎｕｃ) [１６]为靶序列ꎬ设计特异性引物ꎬ建立

金黄色葡萄球菌的 ＬＡＭＰ 快速检测方法ꎬ并对其灵

敏度和特异性进行验证ꎬ以期为原料乳中金黄色葡

萄球菌的快速检测奠定基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 菌株及培养条件

本研究中使用的菌株及培养条件如表 １ 显示ꎮ

表 １　 试验菌株和培养条件

Ｔａｂｌｅ １　 Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｓｔｒａｉｎｓ ａｎｄ ｃｕｌｔｕｒｅ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

　 　 　 菌株名称(编号) 培养条件

金黄色葡萄球菌(ＣＭＣＣ２６００１) ＬＢ 液体培养基ꎬ３７ ℃ꎬ２５０ ｒ / ｍｉｎ 振荡培养 １２ ｈ

金黄色葡萄球菌[ＣＭＣＣ(Ｂ)５４００２] ＬＢ 液体培养基ꎬ３７ ℃ꎬ２５０ ｒ / ｍｉｎ 振荡培养 １２ ｈ

大肠杆菌(ＣＭＣＣ４４１１０) ＬＢ 液体培养基ꎬ３７ ℃ꎬ２５０ ｒ / ｍｉｎ 振荡培养 １２ｈ

伤寒沙门氏菌(ＣＭＣＣ５００７１) ＢＰＹ 液体培养基ꎬ３７ ℃ꎬ ２５０ ｒ / ｍｉｎ 振荡培养 １２ ｈ

痢疾志贺氏菌(ＣＭＣＣ５１１０５) 营养肉汁液体培养基ꎬ３７ ℃ꎬ ２５０ ｒ / ｍｉｎ 振荡培养 １２ ｈ

铜绿芽孢杆菌(ＡＴＣＣ ２７８５３) 营养肉汁液体培养基ꎬ３７ ℃ꎬ ２５０ ｒ / ｍｉｎ 振荡培养 １２ ｈ

单核增生李斯特氏菌(ＣＭＣＣ５４００３) Ｌｉｓ 液体培养基ꎬ３７ ℃ ꎬ２５０ ｒ / ｍｉｎ 振荡培养 １２ ｈ

１.２　 试剂与仪器

所用的仪器和试剂有:Ｉｓｏｔｈｅｒｍａｌ ｍｉｘ(ＯｐｔｉＧｅｎｅ
公司产品)、细菌基因组 ＤＮＡ 提取试剂盒 ＤＰ３０２￣０２
[天根生化科技(北京)有限公司产品]、超微量核酸

蛋白测定仪(Ａｎａｌｙｔｉｋｊｅｎａ 公司产品)、荧光等温扩增

仪 ＧＥＮＥ ＩＩ 型(ＯｐｔｉＧｅｎｅ 公司产品)ꎮ
１.３　 研究方法

１.３.１　 细菌基因组 ＤＮＡ 的提取　 表 １ 中各菌株基

因组 ＤＮＡ 的提取方法参考细菌基因组 ＤＮＡ 提取试

剂盒操作手册ꎮ 提取得到的基因组 ＤＮＡ 用超微量

核酸蛋白测定仪进行定量ꎮ
１.３.２　 ＬＡＭＰ 反应引物设计　 根据 ＧｅｎＢａｎｋ 中金黄

色葡萄球菌耐热核酸酶(ＤＱ５０７３８０.１)基因序列ꎬ对
ｎｕｃ 序列进行引物设计ꎬ分别设计外引物 Ｆ３、Ｂ３ꎬ内
引物 ＦＩＰ、ＢＩＰꎬ引物序列如表 ２ 显示ꎬ引物由生工生

物工程(上海)股份有限公司合成ꎮ

表 ２　 环介等温扩增(ＬＡＭＰ)引物序列

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｆｏｒ ｌｏｏｐ￣ｍｅｄｉａｔｅｄ ｉｓｏｔｈｅｒｍａｌ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ

引物 引物序列(５′→３′)

Ｆ３ ＧＴＴＡＴＧＧＴＡＡＴＧＴＧＣＴＧＧＡＴＴ

Ｂ３ ＧＣＴＡＴＣＡＴＣＣＴＴＡＡＡＴＣＧＡＡＴＣＣ

ＦＩＰ ＡＧＡＣＧＡＴＧＡＴＧＣＴＣＡＧＣＣＡＧＴＴＴＡＣＣＡＴＴＴＧＧＡＴＡＴＴＧＡＴＧＡＡＣＣＴＡ

ＢＩＰ ＴＣＴＴＡＣＡＴＣＣＴＴＴＧＴＣＧＴＣＣＣＧＴＴＴＡＴＣＣＴＴＧＧＴＡＧＴＴＴＧＣＣＴＣ
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１.３.３　 ＬＡＭＰ 检测体系的建立　 以提取的金黄色葡

萄球菌基因组 ＤＮＡ 为模板ꎬ以设计合成的引物进行

ＬＡＭＰ 扩增反应ꎬ建立总体积为 ２５􀆰 ０ μｌ 的反应体系

(表 ３)ꎮ 将反应溶液混匀ꎬ放入荧光等温扩增仪ꎬ设
置反应温度 ６３ ℃ꎬ反应时间为 ４５ ｍｉｎꎮ

表 ３　 ＬＡＭＰ 反应体系

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｌｏｏｐ￣ｍｅｄｉａｔｅｄ ｉｓｏｔｈｅｒｍａｌ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ(ＬＡＭＰ) ｓｙｓｔｅｍ

　 　 　 试剂(浓度) 体积(μｌ)

等温扩增混合液 １２.５

ＦＩＰ 引物溶液(４００ ｐｍｏｌ / μｌ) １.０

ＢＩＰ 引物溶液(４００ ｐｍｏｌ / μｌ) １.０

Ｆ３ 引物溶液(１００ ｐｍｏｌ / μｌ) １.０

Ｂ３ 引物溶液(１００ ｐｍｏｌ / μｌ) １.０

基因组 ＤＮＡ(１１０ ｎｇ / μｌ) １.０

双蒸水 ７.５

１.３.４　 ＬＡＭＰ 反应灵敏度的检测　 用去离子水对提

取的金黄色葡萄球菌基因组 ＤＮＡ(１１０ ｎｇ / μｌ)进行

１０ 倍梯度稀释ꎬ以稀释的基因组 ＤＮＡ 为模板ꎬ采用

ＬＡＭＰ 方法进行扩增ꎬ检测 ＬＡＭＰ 引物以及 ＬＡＭＰ
方法的灵敏度ꎮ
１.３.５　 ＬＡＭＰ 引物特异性检测　 为了验证金黄色葡

萄球菌 ＬＡＭＰ 方法的特异性ꎬ选取金黄色葡萄球菌

(２ 株)、大肠杆菌(１ 株)、伤寒沙门氏菌(１ 株)、痢
疾志贺氏菌(１ 株)、单核增生李斯特氏菌(１ 株)和
铜绿芽孢杆菌(１ 株)ꎬ按表 １ 的培养条件培养ꎬ按材

料与方法 １.３.１ 中的方法提取细菌基因组 ＤＮＡꎮ 以

提取的基因组 ＤＮＡ 为模板ꎬ采用建立的 ＬＡＭＰ 方法

进行特异性验证ꎮ
１.３.６　 原料乳中金黄色葡萄球菌的检测 　 对原料

乳进行不同数量级的金黄色葡萄球菌人工污染ꎬ采
用国标方法(ＧＢ ４７８９.１０￣２０１Ｘ)对金黄色葡萄球菌

的菌落进行计数ꎮ 取 １􀆰 ０ ｍｌ 人工污染金黄色葡萄

球菌的原料乳ꎬ１０ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 ５ ｍｉｎꎬ使用材料与

方法 １. ３. １ 的方法提取金黄色葡萄球菌基因组

ＤＮＡꎬ采用建立的 ＬＡＭＰ 引物进行 ＬＡＭＰ 扩增ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 金黄色葡萄球菌基因组 ＤＮＡ 提取

采用细菌基因组提取试剂盒提取金黄色葡萄球

菌基因组ꎬ检测纯度并确定提取量ꎮ 结果(图 １)显

示ꎬ提取的基因组 ＤＮＡ 条带单一ꎬ经检测 Ａ２６０ / ２８０为

１􀆰 ９６ꎬ纯度符合试验要求ꎬ提取量达到 １１０ ｎｇ / μｌꎮ

Ｍ:ＤＬ２０００ ｍａｒｋｅｒꎻ１:空白对照ꎻ２:金黄色葡萄球菌基因组 ＤＮＡꎮ
图 １　 金黄色葡萄球菌基因组 ＤＮＡ
Ｆｉｇ.１　 Ｇｅｎｏｍｉｃ ＤＮＡ ｏｆ Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ

２.２　 金黄色葡萄球菌 ＬＡＭＰ 方法的建立

以金黄色葡萄球菌耐热核酸酶基因 ｎｕｃ 为靶基

因ꎬ设计 ＬＡＭＰ 反应的 ４ 条引物ꎬ以提取的金黄色葡

萄球菌基因组 ＤＮＡ 为模板ꎬ６３ ℃恒温扩增 ４５ ｍｉｎꎮ
结果(图 ２)显示ꎬ检测到金黄色葡萄球菌的 ＬＡＭＰ
扩增曲线ꎬ且溶解曲线单一ꎬ表明合成的引物及建立

的方法能够有效检测金黄色葡萄球菌基因组 ＤＮＡꎮ
２.３　 ＬＡＭＰ 方法检测金黄色葡萄球菌的灵敏度

采用去离子水对提取的金黄色葡萄球菌基因组

ＤＮＡ 进行 １０ 倍梯度稀释ꎬ采用 ＬＡＭＰ 方法扩增稀

释的基因组 ＤＮＡꎮ 结果(图 ３)显示ꎬ建立的 ＬＡＭＰ
方法对不同稀释度基因组 ＤＮＡ 每 ２５.０ μｌ 反应体系

的灵敏度为 １１０.０ ｆｇꎬ表明建立的 ＬＡＭＰ 检测方法对

金黄色葡萄球菌具有良好的灵敏度ꎮ
２.４　 ＬＡＭＰ 方法检测金黄色葡萄球菌的特异性

在荧光等温扩增仪上对 ２ 株金黄色葡萄球菌以

及其他 ５ 株常见致病菌的基因组 ＤＮＡ 进行特异性

扩增ꎮ 结果(图 ４)显示ꎬ２ 株金黄色葡萄球菌基因

组 ＤＮＡ 均出现明显的扩增曲线ꎬ而大肠杆菌、伤寒

沙门氏菌、痢疾志贺氏菌、单核增生李斯特氏菌、铜
绿芽孢杆菌株都没有特异性扩增曲线ꎬ表明根据金

黄色葡萄球菌耐热核酸酶基因 ｎｕｃ 设计的引物具有

较高的特异性ꎮ
２.５　 原料乳中金黄色葡萄球菌的检测

原料乳人工污染不同菌数的金黄色葡萄球菌ꎬ
菌数分别达到 ５１ ＣＦＵ / ｍｌ、６７ ＣＦＵ / ｍｌ、９５ ＣＦＵ / ｍｌ和

３７１１李晓霞等:原料乳中金黄色葡萄球菌环介导等温扩增(ＬＡＭＰ)检测方法的建立及应用



Ａ:扩增曲线ꎻＢ:熔解曲线ꎮ
图 ２　 金黄色葡萄球菌 ＬＡＭＰ 扩增曲线

Ｆｉｇ.２　 Ｉｎｔｅｒｃｒｏｐｐｉｎｇ ｉｓｏｔｈｅｒｍａｌ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅ ｏｆ Ｓ. ａｕｒｅｕｓ

图 ３　 金黄色葡萄球菌检测 ＬＡＭＰ 方法的灵敏度

Ｆｉｇ.３　 Ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ＬＡＭＰ ｆｏｒ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｓ. ａｕｒｅｕｓ

图 ４　 ＬＡＭＰ 方法的特异性

Ｆｉｇ.４　 Ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ｏｆ ＬＡＭＰ ｆｏｒ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｓ. ａｕｒｅｕｓ

１１０ ＣＦＵ / ｍｌꎬ以建立的 ＬＡＭＰ 法进行检测ꎮ 结果

(图 ５)表明ꎬ当污染的金黄色葡萄球菌菌数达到 ６７

ＣＦＵ / ｍｌ、９５ ＣＦＵ / ｍｌ和 １１０ ＣＦＵ / ｍｌ时均能够得到阳

性扩增曲线ꎬ而污染菌数为 ５１ ＣＦＵ / ｍｌ时没有检测

到阳性扩增曲线ꎮ 因此ꎬ采用本研究建立的 ＬＡＭＰ
法检测金黄色葡萄球菌ꎬ在原料乳中对金黄色葡萄

球菌的检测限约为 ６７ ＣＦＵ / ｍｌꎮ

图 ５　 原料乳中金黄色葡萄球菌 ＬＡＭＰ 方法检测结果

Ｆｉｇ.５　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｓ. ａｕｒｅｕｓ ｉｎ ｒａｗ ｍｉｌｋ ｂｙ ＬＡＭＰ

３　 讨 论

近年来ꎬ由于金黄色葡萄球菌的检测受到检测

时间和灵敏度等的限制ꎬ如传统方法检测需要 ４８ ｈꎬ
ＰＣＲ 方法受到乳制品中脂肪成分的影响使得检测

限为 １×１０５ ＣＦＵ / ｍｌ[１２]ꎬ而 ＬＡＭＰ 技术可检测到小

于 １０ 个拷贝数的靶基因ꎬ与其他检测方法相比ꎬ其
在检测的灵敏度上有很大的优势[１７￣１９]ꎮ 本研究结

果表明ꎬＬＡＭＰ 方法与国标方法的检测准确性[２０] 相

似ꎮ 因此ꎬ目前很多研究集中于通过 ＬＡＭＰ 技术或

将其与其他技术相结合在基因水平上检测食品中食
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源性致病微生物[１８￣１９]ꎮ 本研究采用 ＬＡＭＰ 技术ꎬ使
用荧光等温扩增仪在 ６３ ℃恒温下反应 ４５ ｍｉｎꎬ检测

纯金黄色葡萄球菌基因组 ＤＮＡꎬ每 ２５.０ μｌ 反应体

系的灵敏度为 １１０.０ ｆｇꎬ远低于传统的 ＰＣＲ 和 Ｒｅａｌ
ｔｉｍｅ￣ＰＣＲ 检测方法ꎬ但能够满足快速检测的要求ꎮ

针对 ＬＡＭＰ 方法检测金黄色葡萄球菌ꎬ关于靶

基因的选择ꎬ多集中在肠毒素基因以及与致病性有

关的基因[１２]ꎮ 经 Ｂｒａｋｓｔａｄ 等[１６]、高正琴等[２１] 研究

发现ꎬ耐热核酸酶基因可以作为特异性检测金黄色

葡萄球菌的靶基因ꎮ 本研究针对金黄色葡萄球菌耐

热核酸酶基因设计 ４ 条引物[２２]ꎬ建立快速检测金黄

色葡萄球菌的 ＬＡＭＰ 反应体系ꎬ在原料乳中的检测

限为 ６７ ＣＦＵ / ｍｌꎬ这与已有文献报道的结果[１８￣１９] 基

本相符ꎬ并且其检测时间低于国标中的传统分离鉴

定方法的检测时间ꎬ为安全、快速检测食品中金黄色

葡萄球菌奠定了基础ꎮ
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