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牛乳中蜡样芽孢杆菌高效环介导扩增检测 
方法建立 

张  童 1, 徐之雯 2, 时逸莹 2, 杨捷琳 2, 蒋  原 2* 
(1. 复旦大学环境科学与工程学院, 上海  200433; 2. 上海海关动植物与食品检验检疫技术中心, 上海  200135) 

摘  要: 目的  建立稳定的环介导恒温扩增体系(loop mediated isothermal amplification, LAMP)检测乳制品中

蜡样芽孢杆菌的分析方法。方法  设计 5 组引物, 通过特异性、灵敏度等指标测试筛选出较好的引物对。后

通过优化反应中关键试剂及浓度, 检出蜡样芽孢杆菌。通过基因组干扰实验排除引物的假阳性干扰。并在牛

奶中验证该方法的检测效率。结果  终筛选出一组特异性好的引物, 该扩增方法经过优化后, 在 适扩增体

系可以检出 10 fg/μL纯基因组DNA, 用实时荧光定量实验进行对比验证可以检测出 100 ag/μL的基因组 DNA。

抗干扰实验结果显示干扰组基因组核酸和培养菌液均对标准组无影响。该方法在检测牛乳中混合的菌落时呈

现出良好的检测效果, 可以检测出 2.1×102 CFU/mL。结论  本研究建立了高效、稳定、灵敏的恒温扩增体系, 

可以应用与牛奶中中蜡样芽孢杆菌的快速检测。 
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Establishment of efficient loop mediated amplification method for 
Bacillus cereus detection in milk 

ZHANG Tong1, XU Zhi-Wen2, SHI Yi-Ying2, YANG Jie-Lin2, JIANG Yuan2* 
(1. Institute of Environmental Protection, Fudan University, Shanghai 200433, China; 2. Technical Center for Animal, 

Plant and Food Inspection and Quarantine of Shanghai Customs, Shanghai 200135, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish a stable method for the detection of Bacillus cereus in dairy products by loop 

mediated isothermal amplification (LAMP) system. Methods  Five groups of primers were designed, and better 

primer pairs were screened out through specificity, sensitivity and other index tests. After that, Bacillus cereus was 

detected by optimizing the key reagents and concentrations in the reaction. The false positive interference of primers 

was eliminated through genome interference experiment. The detection efficiency of the method was verified in milk. 

Results  A group of primers with good specificity were screened out. After optimization, the amplification method 

could detect 10 fg/μL pure genomic DNA in the optimal amplification system, and 100 ag/μL genomic DNA could be 

detected by real-time fluorescence quantitative experiments. The results of anti-interference experiment showed that 

the genomic nucleic acid and culture liquid of interference group had no effect on the standard group. The method 

showed good detection effect when detecting mixed colonies in milk, and could detect 2.1×102 CFU/mL. Conclusion  
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This study establish an efficient, stable and sensitive constant temperature amplification system, which can be applied 

to the rapid detection of Bacillus cereus in milk. 
KEY WORDS: loop mediated isothermal amplification; Bacillus cereus; milk; sensitivity 
 
 

1  引  言 

蜡样芽孢杆菌是一种革兰氏阳性菌, 产孢子, 是一种

常见的病原微生物, 常出现在蛋白质和碳水化合物含量高

的食物, 在腐质食物中含量较高, 其产生的毒素会引起食

物中毒, 引起人的呕吐和腹泻等不良症状[1,2]。蜡样芽孢杆

菌和副溶血弧菌、沙门氏菌、痢疾志贺氏菌、大肠杆菌

O-157、金黄色葡萄球菌、大肠埃希菌等菌属是食品安全

问题中常见引起食源性中毒的微生物[3]。 
环 介 导 恒 温 扩 增 (loop mediated isothermal 

amplification)是由 Notomi[4]于 2000 年公布的技术, 其核心

是利用 4~6 条引物, 形成具有发卡结构的茎环核心元件, 
后利用茎环结构进行扩增, 实现对模板的指数扩增。相比

于传统的 PCR 扩增方法, 环介导恒温扩增检测快速, 1 h 内

就可以检测出结果, 此外, 其检测结果可通过观察扩增管

浊度来进行判断[5], 不需要复杂的仪器设备, 对操作人员

要求较低。同时, 还可以引入非选择性核酸染料如脱氧核

糖核酸小沟嵌合染料来进行实时扩增检测[6]。环介导等温

扩增正以其快速、简便等优点成为即时检测中重要检测方

法, 可以进行病原微生物的初步筛选[7]。 
本研究利用环介导等温扩增方法检测蜡样芽孢杆菌, 

选择了 8 株蜡样芽孢杆菌和 9 株常见细菌进行特异性验证, 
优化扩增体系, 通过实时荧光定量 PCR 来进行对比验证。

同时, 将 1 号标准蜡样芽孢杆菌和乳制品制成混合物, 验
证乳制品中的蜡样芽孢杆菌的灵敏度并, 以期为乳制品中

蜡样芽孢杆菌的快速检测提供稳定的方法。 

2  材料与方法 

2.1  材  料 

本实验所用的菌株见表 1, 17 种菌株来自于中国医学

细菌保藏管理中心, 中国农业微生物菌种保藏管理中心和

ATCC。 

2.2  试  剂 

dNTPs 、 甜 菜 碱  ( 美 国 Thermo Fisher 公 司 ); 
10×Thermo Pol Reaction Buffer, Bst DNA 聚合酶大片段(美
国 New England Biolabs 公司); SYBR GREEN I(美国 Sigma
公司); 硫酸镁(国药集团化学试剂有限公司)。 

2.3  仪器与设备 

QuantStudio 3 荧光检测仪器、Nanodrop 超微量紫外

分光光度计来(美国 ThermoFisher 公司); 1-14 桌面离心机

(美国 Sigma 公司); UVP Gel Doc-IT 凝胶成像系统来(美国

UVP 公司)。 
 

表 1  实验所用菌株 
Table 1  Experimental bacteria strains 

菌株名称 拉丁文 编号 

蜡样芽孢杆菌 Bacillus cereus CMCC63302

蜡样芽孢杆菌 Bacillus cereus ACCC 02803

蜡样芽孢杆菌 Bacillus cereus ACCC 01664

蜡样芽孢杆菌 Bacillus cereus ACCC 10608

蜡样芽孢杆菌 Bacillus cereus ACCC 10609

蜡样芽孢杆菌 Bacillus cereus ACCC 01956

蜡样芽孢杆菌 Bacillus cereus ACCC 10117

蜡样芽孢杆菌 Bacillus cereus ATCC 14579

奇异变形杆菌 Proteus mirabilis Hauser ATCC 12453

枯草芽孢杆菌 Bacillus subtilis ATCC 6633 

副溶血弧菌 Vibrio parahaemolyticus ATCC17802

沙门氏菌 Salmonella schottmuelleri CMCC50001

痢疾志贺氏菌 Shigella dysenteriae CMCC51135

金黄色葡萄球菌 Staphylococcus aureus CICC21600 

大肠埃希菌 Escherichia coli O157:H7 CICC21530 

肠炎沙门氏菌 Salmonella Enteritidis ATCC 13076

单核细胞增生李

斯特菌 
Listeria monocytogenes ATCC 

BAA-751 
 

2.4  实验方法 

2.4.1  引物设计与筛选 
环介导等温扩增引物包含 F3、B3、FIP、BIP、LF 和

LB 6 条引物, 引物设计需要考虑引物的 Tm 值、长度、引

物互补片段之间的距离[8]。本实验首先在美国国家生物信

息中心(national center for biotechnology information)上选

取蜡状芽孢杆菌特征性片段, 溶血素 hbl 基因(GenBank: 
MH844524.1), 使 用 通 过 在 线 网 站 
(http://primerexplorer.jp/lampv5e/index.html)PrimerExplorer
V5 软件设计 5 组不同位置引物, 每组引物混合成 Mix  
(F3 5 μmol/L, B3 5 μmol/L, FIP 40 μmol/L, BIP 40 μmol/L, 
LF 20 μmol/L,  LB 20 μmol/L), 在 ABI QuantStudio 3 仪器

上以程序 63 ℃, 1 min, 45 个循环按照 NEB 标准 LAMP 扩

增体系(10×Thermo Pol Reaction Buffer 2.5 μL, 10 mmol/L 
dNTPs 3.5 μL, 引物 Mix 1 μL, Bst DNA 聚合酶大片段 8 U,  
样本 1 μL, 水补齐至 25 μL)进行引物阴性筛选、阳性筛选

和常见食物病原微生物特异性筛选, 后筛选出一组引物, 
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引物序列见表 2。 
 

表 2  蜡样芽孢杆菌引物表 
Table 2  Primers of Bacillus cereus  

引物 序列 (5’→3’) 

F3 AGCAGCTATTTTAGTTATTGCA 

B3 TGCTTTCATACTTAATTCTCCG 

FIP GAGCTGAAAGTCCACCAACAACCGGTAGTTATT
GTTGTAACTGG 

BIP AGCTGGTATCGGTCTAGGAACGAAATTTCGTTAT
AGGAGTCCAT 

LF AGCCGGTGTTGCTGTACCG 

LB TGCGGCTGGTGTTACAGCATC 

 
2.4.2  细菌核酸提取 

蜡样芽孢杆菌标准菌株接种到肉汤培养基中, 37 ℃
培养 24 h, 收集菌株, 通过 QiAmp DNA Mini Kit 提取菌株

基因组 DNA, 用核酸检测仪进行基因组 DNA 浓度定量。 
2.4.3  实时环介导恒温扩增体系建立与优化 

25 μL 环介导等温扩增初始体系参考 NEB 公司建议

体系, 将上步提取的标准蜡样芽孢杆菌基因组 DNA 首先

稀释到 1 ng/μL 进行初始体系优化, 初始反应体系里加入

0.1 mol/L 镁离子 0、1、2、3 μL 优化反应曲线, 确定完

佳反应曲线。 
2.4.4  环介导恒温扩增的灵敏度检测 

将提取的基因组 DNA 倍比稀释到 1 ng/μL 、      
100 pg/μL、10 pg/μL、1 pg/μL、100 fg/μL、10 fg/μL、1 fg/μL、

100 ag/μL、10 ag/μL, 用 2.4.3 优化的体系进行反应, 读取

终检测荧光曲线。 
2.4.5  实时荧光定量 PCR 验证 

用筛选好的环介导扩增引物的F3和B3进行实时荧光

定量反应, 使用 ThermoFisher 公司 SuperScript IV One-Step 
RT-PCR System 进行标准的 50 μL 反应, 检测核酸按照

2.4.4 的稀释量进行, 反应程序为 94 ℃ 5 min(94 ℃ 15 s, 
54 ℃ 20 s, 72 ℃ 30 s, 45 个循环), 读取 终荧光曲线。 
2.4.6  实时环介导等温扩增的抗干扰能力评价 

首先测量 1 号标准蜡样芽孢杆菌及干扰菌提取的基

因组 DNA 浓度, 将其稀释到标准浓度。选取 3 种干扰菌相

同水平的 3 个浓度梯度 300 pg/μL、3 ng/μL、30 ng/μL。将

其混合干扰菌基因组 DNA 100 pg/μL、1 ng/μL、10 ng/μL 3
种浓度添加到等温扩增体系中, 同时添加标准蜡样芽孢杆

菌 1×10-8 倍稀释度的基因组 DNA 加入到上述反应体系中, 
同时以无菌水代替蜡样芽孢杆菌基因组 DNA 做阴性对照, 
观察干扰菌基因组 DNA 对纯基因组 DNA 检测灵敏度的影

响程度, 每个反应设置 3 组平行重复。 
选取肠炎沙门氏菌(Salmonella enteritidis)、单核细胞

增生李斯特菌(Listeria monocytogenes)、金黄色葡萄球菌

(Staphylococcus aureus)作为干扰菌株, 所有菌株过夜培养, 

取一部分菌液稀释后进行涂平板计数, 计算菌落数。将干

扰菌原液稀释成(6×108)、(6×106)、(6×104) CFU/mL 3 种

浓度进行等体积混匀, 和标准蜡样芽孢杆菌菌液进行混

匀制备成干扰混合菌液, 阴性对照用水替代, 提取核酸, 
进行等温扩增检测, 判断干扰菌液对蜡样芽孢杆菌的灵

敏度影响。 
2.4.7  牛奶中种蜡样芽孢杆菌检测灵敏度 

取培养好的菌悬液, 倍比稀释后加入到购买的标准

无蜡状芽孢杆菌的牛奶中 , 稀释成 2.1×107、2.1×106、

2.1×105、2.1×104、2.1×103、2.1×102、2.1 CFU/mL, 用无水

乙醇、氨水和石油醚混合液萃取样品, 取沉淀用 2.4.2 步骤

进行菌株基因组 DNA 提取[9]。 

3  结果与分析 

3.1  引物的筛选 

如图 1A、B、C 所示, 从 5 组引物中 终筛选出第 3
组引物, 其阴性扩增不出峰, 阳性反应出峰时间在 30 min
之前, 将 8 种蜡样芽孢杆菌和常见 9 种微生物进行交叉扩

增, 只有蜡样芽孢杆菌扩增呈阳性结果, 终确定该组引

物可用于后续的灵敏度检测和乳制品蜡样芽孢杆菌检测。 

3.2  实时环介导恒温扩增体系 

按照标准体系对额外的镁离子浓度进行优化, 分别

在对应核酸的阴性扩增反应和阳性扩增反应中加入    
0.1 mol/L 硫酸镁 0、1、2、3 μL, 比较其差别, 结果见图

2A 和图 2B, 可以看出额外加入 1 μL 0.1 mol/L 镁离子的量

有利于环介导恒温扩增反应的进行, 当额外加入镁离子的

量超过 1 μL 后, 阴性对照组出峰时间也会提前, 不利于反

应的判断, 故 1 μL 的 0.1 mol/L 镁离子是 适加入量。 

3.3  环介导恒温扩增检测蜡状芽孢杆菌的灵敏度 

将蜡样芽孢杆菌的基因组 DNA 以优化扩增条件时的

核酸浓度向下稀释 108 倍, 结果见图 3, 从图中可以看出优

化后的环介导恒温扩增体系 (10×Thermo Pol Reaction 
Buffer 2.5 μL,  10 mmol/L dNTPs 3.5 μL, 引物 Mix 1 μL, 
0.1 mol/L MgSO4 1 μL, 5 mol/L 甜菜碱 4 μL, Bst DNA 聚

合酶大片段 8 U, 样本1 μL, 水补齐至 25 μL)可以检测的纯

基因组 DNA 限度在 10 fg/μL。 

3.4  实时荧光定量对环介导恒温扩增检测蜡状芽孢

杆菌的验证 

通过对蜡样芽孢杆菌核酸进行稀释, 得出环介导等

温扩增方法在该检测体系的检测限大约是 10 fg/μL, 为了

验证该扩增方法的准确性, 选择金标准扩增方法实时荧光

定量法对上述 9 个浓度梯度的核酸进行检测, 结果如图 4, 
实时荧光定量法检测限是 100 ag/μL, 相比于环介导等温

扩增方法, 检出限提高 100 倍。 
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3.5  实时环介导等温扩增的抗干扰能力评价 

选取肠炎沙门氏菌(Salmonella enteritidis)、单核细胞

增生李斯特菌(Listeria monocytogenes)、金黄色葡萄球菌

(Staphylococcus aureus)3 种微生物作为抗干扰菌株, 分别

在 100 pg/L、1 ng/L、10 ng/L 3 个浓度下检测基因组核

酸抗干扰实验和 104 CFU/L、106 CFU/L 和 108 CFU/L 3
种菌液浓度进行菌液抗干扰实验, 结果见表 3 和表 4。在

等温扩增检测限内每个浓度下, 干扰组和实验组 Ct值没有

显著性差异, 表明干扰组基因组 DNA 和培养菌液都对标

准组等温扩增没有影响。 
 

 
 

注: A 图, 蜡样芽孢杆菌 5 组引物的阴性筛选荧光曲线结果; B 图, 
蜡样芽孢杆菌 5 组引物的阴性筛选荧光曲线结果; C 图, 结合 A 图

和 B 图结果选择的第 3 组引物的特异性验证, 有 8 株蜡样芽孢杆

菌和 9 株常见干扰菌。 
图 1  蜡样芽孢杆菌的扩增引物筛选 

Fig.1  Screening of amplification primers for Bacillus cereus 

 
 
 

注: A 图和 B 图是镁离子分别在阴性筛选反应和阳性筛选反应中

优化的荧光曲线结果。0.1 mol/L 镁离子在整个反应体系中的量: 
0~ 4 μL。 

图 2  蜡样芽孢杆菌环介导恒温扩增体系优化 
Fig.2  Optimization of loop-mediated isothermal amplification 

system of Bacillus cereus 
 
 
 

 
 
 

注: 将标准的蜡样芽孢杆菌的基因组 DNA 进行倍比稀释, 共稀释

成 9 个浓度梯度进行 LAMP 灵敏度检测。 
图 3  蜡样芽孢杆菌检测灵敏度 

Fig.3  Sensitivity of LAMP assay for Bacillus cereus 
 

3.6  牛奶中蜡样芽孢杆菌的灵敏度检测 

蜡样芽孢杆菌总共稀释成 2.1×107、2.1×106、2.1×105、

2.1×104、2.1×103、2.1×102、2.1 CFU/mL 7 个浓度梯度, 这
些浓度梯度菌落和牛奶混合, 萃取, 提取完基因组核酸后, 
进行恒温扩增检测, 结果如图 5, 可以看出该方法可以检

测到 2.1×102 CFU/mL。 
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注: 将标准的蜡样芽孢杆菌的基因组 DNA 进行倍比稀释, 共稀释

成 9 个浓度梯度进行 RT-PCR 灵敏度检测。 
图 4  实时荧光定量灵敏度 

Fig.4  Real time fluorescence quantitative sensitivity 

 

 
注: 将标准的蜡样芽孢杆菌的培养菌落进行倍比稀释, 混匀到牛

奶中制成 7 种浓度梯度的样品进行 LAMP 灵敏度检测。 
图 5  牛奶中蜡样芽孢杆菌灵敏度检测 

Fig.5  Sensitivity detection of Bacillus cereus in milk 
 

表 3  干扰组基因组核酸对标准蜡样芽孢杆菌纯基因组 DNA 检测灵敏度的影响(n=3) 
Table 3  Effect of interfering genomic nucleic acids on sensitivity of detection of pure genomic DNA (n=3) 

核酸浓度 无干扰背景 Ct 值 100 pg 干扰背景 Ct 值 1 ng 干扰背景 Ct 值 10 ng 干扰背景 Ct 值 

1 ng/L 8.02±0.08 8.12±0.06 7.98±0.11 8.11±0.03 

100 pg/L 12.35±0.43 13.08±0.19 12.36±0.22 13.08±0.20 

10 pg/L 13.87±0.37 14.36±0.10 13.93±0.06 14.29±0.05 

1 pg/L 18.00±0.24 18.23±0.06 17.64±0.08 18.19±0.06 

100 fg/L 28.50±0.41 27.90±0.33 28.73±0.21 28.32±0.26 

10 fg/μL 38.62±0.46 39.23±0.10 38.51±0.21 38.37±0.32 

阴性对照 - - - - 

注: 通过 GraphPad Prism 7 one-way ANOVA 分析, 在同一浓度下干扰组 Ct 值和无干扰组 Ct 值均无显著性差异。 

 
表 4  干扰组培养物对蜡样芽孢杆菌纯培养物检测灵敏度的影响(n=3) 

Table 4  Effect of interference group culture on detection sensitivity of pure culture of Bacillus cereus(n=3) 

蜡样芽孢杆菌菌落数 无干扰背景 Ct 值 104 CFU 干扰背景 Ct 值 106 干扰背景 Ct 值 108 干扰背景 Ct 值 

107 15.76±0.30 15.26±0.11 15.92±0.14 15.57±0.19 

106 20.92±0.43 20.69±0.24 21.27±0.16 20.71±0.25 

105 24.69±0.42 24.37±0.17 25.03±0.08 24.44±0.24 

104 28.71±0.44 28.49±0.24 28.75±0.32 29.52±0.17 

103 33.70±0.36 34.16±0.05 33.52±0.22 34.21±0.10 

102 37.94±0.60 37.70±0.17 38.32±0.17 38.22±0.24 

阴性对照 - - - - 

注: 通过 GraphPad Prism7one-way ANOVA 分析, 在同一浓度下干扰组 Ct 值和无干扰组 Ct 值均无显著性差异。 

 
4  结  论 

蜡样芽孢杆菌是食品中易出现的病原微生物, 容易

在食物的制作、储存和运输中引入, 给人体造成不利的影

响[10]。现行检测牛乳中蜡样芽孢杆菌的检测方法主要分为

核酸检测方法和非核酸检测法。核酸检测方法常用的是实

时荧光定量检测方法以及适配体联用的 PCR 方法, 这种

方法效率高 , 但是对仪器设备要求比较高 , 还需要对特

定的探针进行筛选 , 试剂开发成本较高 , 难以实时快速

检测[11]。非核酸扩增方法, 包括基于菌液对奶制品纹理的

改变的光谱检测应用范围狭窄, 无法进行商业化、高通量

应用[12,13]。环介导等温扩增作为一种新型的即时检测方法, 
以其快速、简便、操作要求低等特点在医疗、食品卫生领域

广泛应用, 是一种具有广泛应用价值的诊断检测工具[14]。 
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环介导等温扩增引物筛选常易出现假阴性和交叉性, 
阳性反应通过的引物会在这两方面出现问题导致重新返

工[15]。本研究首先就引物的阴性、阳性和交叉性进行筛选, 
成功筛选出一对引物, 这为后续体系建立提供一个标准。

其次, 环介导恒温扩增体系中镁离子是一种很重要的调节

物质, 它可以调节引物与模板的结合, 是聚合酶发挥作用

的辅因子[16,17]。本反应体系在 NEB 环介导扩增体系基础上

进行镁离子的调试, 得出 优化缓冲液, 优化后的反应体

系, 可以提高检测的灵敏度。 
本实验体系建立的环介导等温扩增体系在检测蜡样

芽孢杆菌时的灵敏度达到 10 fg/μL, 而用荧光定量 PCR 进

行验证, 可以检测到 100 ag/μL, 这说明环介导等温扩增方

法检测的准确性。相比于荧光定量需要精确的温度控制和

复杂的光学仪器, 环介导等温扩增实验所需设备要求低, 
温度控制简单, 可以实现快速检测的目的。将蜡样芽孢杆

菌稀释到牛奶中进行倍比稀释, 然后用环介导恒温扩增方

法进行检测, 发现可以检出 2.1×102 CFU/mL。实时荧光定

量 PCR 可以检出 8.2 CFU/mL[9], 但是其操作步骤繁琐, 对
仪器要求很高。而环介导等温扩增检出限虽有所损失, 但
是其操作简单, 仪器要求不高, 可以实时检测, 具有很高

的应用价值。 
综上, 本研究建立了一个稳定的、优化的环介导恒温

扩增体系, 经实时荧光定量 PCR 验证, 该体系可以很好的

应用于食品中蜡样芽孢杆菌的检测, 具有广泛的检测用途。 
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