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实时荧光环介导等温扩增检测铜绿假单胞菌 

曾思思, 杨丽霞* 

(长沙市食品药品检验所, 长沙  410016) 

摘  要: 目的  建立一种实时荧光与环介导等温扩增(loop-mediated isothermal amplification, LAMP)相结合的铜

绿假单胞菌检测方法。方法  利用铜绿假单胞菌的外毒素 A 基因(Pseudomonas aeruginosa exotoxin A, PEA)序列, 

设计 LAMP 引物, 对该方法的特异性、灵敏度及其在人工污染矿泉水中的检出限进行评价。结果  该方法与其

他菌株无交叉反应, 特异性强, 对纯菌液和人工污染矿泉水的检出限均可达到 5.2 CFU/mL。结论  该方法快速、

灵敏、操作简便, 为水样中铜绿假单胞菌的检测提供了一种有效的手段。 
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Detection of Pseudomonas aeruginosa by real-time loop-mediated 
isothermal amplification 

ZENG Si-Si, YANG Li-Xia* 

(Changsha Institute for Food and Drug Control, Changsha 410016, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish a detection method for Pseudomonas aeruginosa by real-time loop-mediated 

isothermal amplification (LAMP). Methods  The LAMP primers were designed for the sequence of Pseudomonas 

aeruginosa exotoxin A (PEA). The specificity, sensitivity and detection limit of artificially polluted mineral water 

were measured to evaluate applicability of the LAMP assay. Results  This method had no cross-reaction with other 

strains, which had strong specificity to P. aeruginosa. The detection limit in pure cultures and 

artificially-contaminated mineral water samples without enrichment was 5.2 CFU/mL. Conclusion  This method is 

rapid, sensitive and easy to operate, which is suitable for detection of P. aeruginosa in water samples. 
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1  引  言 

铜绿假单胞菌在自然界分布广泛, 是一种革兰氏阴

性条件致病菌。免疫功能缺陷及术后或某些治疗的患者容

易感染本菌。它被认为是囊性纤维化患者发病和死亡的主

要原因, 也是导致医院感染的主要病菌之一[1]。由于铜绿

假单胞菌具有一系列环境适应及对多种抗生素产生耐药性

的机制, 感染其可能会危及生命, 正成为全球范围内的公

共卫生威胁[2]。因此, 对铜绿假单胞菌进行快速准确地检

测, 是对预防免疫功能低下患者感染铜绿假单胞菌最有效

的策略[3]。传统的铜绿假单胞菌检测方法主要有细菌培养

法[4]、免疫学方法[5]和分子生物学法[6]。然而这些方法都有

一些缺点, 如细菌培养法耗时长, 免疫学方法不准确。市场

上出现的生化检测试剂盒, 如 API 20 NE, 通常用于生化鉴

定, 但会出现较高的氧化酶假阳性检出率[7]。分子生物学方

法如 PCR 技术发展迅速, 是一种快速、高效的检测方法, 而
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普通 PCR 和荧光定量 PCR 都需要通过繁琐的变温程序进行

检测, 且普通 PCR 后续需要电泳才能观察结果[810]。 

环介导等温扩增(1oop mediated isothermal amplification, 

LAMP)是一种通过优化改良的基因扩增方法, 于 2000 年被

Notomi 等[11]报道。LAMP 技术主要基于设计一组具有至少 4

个特异性的引物, 来识别目的基因的 6 个特定区域[12,13]。具有

操作简单、灵敏度高等优点, 是一种可行的、经济有效的

分子诊断替代手段[14]。目前已广泛应用于食源性致病菌、

肉类掺假等检测[1517]。LAMP 技术后续需要通过肉眼观察

是否产生焦磷酸镁沉淀, 来判断实验的进展。而实时荧光

LAMP 技术在原 LAMP 技术的基础上进行改良, 将实时荧

光技术与环介导等温扩增相结合, 直观地通过荧光扩增曲

线来判断反应进程。实时荧光 LAMP 技术较常规荧光定量

PCR 法更灵敏, 方法准确度高, 人工成本降低[18]。目前已

应用于动物疫病诊断[19]、真假动物鉴别[20]等。在本研究中, 

通过对铜绿假单胞菌的 PEA 基因特异性序列设计引物, 建

立一种高效、准确的实时荧光 LAMP 方法, 为矿泉饮用水

及食品中铜绿假单胞菌快速检测提供有力手段。 

2  材料与方法 

2.1  仪器与试剂 

实验所用菌种: 铜绿假单胞菌、阪崎肠杆菌、粪肠

球菌、金黄色葡萄球菌、副溶血性弧菌(美国典型菌种保

藏中心); 宋内志贺氏菌、蜡样芽孢杆菌、单核细胞增生

李斯特氏菌、β-溶血性链球菌、沙门氏菌(中国医学细菌

保藏管理中心); 大肠杆菌 O157:H7(英国典型菌种保藏

中心)。 

干 式 恒 温 器 K30B( 杭 州 奥 盛 仪 器 有 限 公 司 ); 

BD-1000 超微量核酸蛋白分析仪(北京五洲东方科技发展

有限公司); 7500 FAST 型实时荧光定量 PCR 仪(美国应用

生物系统公司)。 

细菌基因组 DNA 提取试剂盒[宝生物工程(大连)有限

公司]; DNA 等温扩增试剂盒(广州迪澳生物科技有限公司)。 

2.2  实验方法 

2.2.1  细菌培养 

菌种接种于 CN 培养基, 36 ℃培养 24 h 后挑取典型菌

落于 SCDLP(soya casein digest lecithin polysorbate broth)增

菌液, 继续培养 16~18 h; 采用麦氏比浊法初测细菌数目, 

用生理盐水稀释成不同浓度的菌液, 备用。 

2.2.2  细菌基因组 DNA 提取 

取菌液 1 mL, 按照 DNA 提取说明书进行操作。 

2.2.3  引物设计 

针对铜绿假单胞菌 PEA 基因序列, 利用 LAMP 引物

专用设计软件设计引物(见表 1), 由生工生物工程(上海)股

份有限公司合成。 

表 1  引物序列 
Table 1  Sequences of primers 

引物名称 序列(5’→3’) 

PEA-F3 GGTGCGCTACAGCTACAC 

PEA-B3 CCAGGTATCGTCGAGGTT 

PEA-LF GATGGTGTAGATCGGCGAC 

PEA-LB AAGGTGTTGTGCCTGCTC 

PEA-FIP
TTCGCCAGCAACTCGTCGTTTTCAAGGTGTTC

ATCCACGAA 

PEA-BIP
GGTCAGCGTGGTCATGGCTTTTGCGAGGTAG

TTGTAGACC 

 
 

2.2.4  LAMP 反应体系及条件 

LAMP 反应体系 (25 μL): 2×反应缓冲液 12.5 μL, 

F3/B3 引物各 0.5 μL(10 μmol/L), FIP/BIP 引物各 2 μL   

(20 μmol/L), LF/LB 引物各 2 μL(10 μmol/L), Bst DNA 聚合

酶 1 μL, 荧光染料 I 0.5 μL, DNA 模板 1 μL, 加 ddH2O 补

足至 25 μL。于 63 ℃反应 45 min,, 收集荧光。 

2.2.5  特异性分析 

为了鉴定铜绿假单胞菌 LAMP 引物的特异性, 分别

对铜绿假单胞菌、阪崎肠杆菌、粪肠球菌、金黄色葡萄球

菌、副溶血性弧菌、宋内志贺氏菌、蜡样芽孢杆菌、单核

细胞增生李斯特氏菌、β-溶血性链球菌、沙门氏菌、大肠

杆菌 O157:H7 进行 DNA 提取, 按照上述的 LAMP 反应体

系进行扩增, 验证本实验的特异性。 

2.2.6  灵敏度分析 

将铜绿假单胞菌新鲜菌液进行平板菌落计数, 测得

菌液浓度为 5.2×1010 CFU/mL。采用 0.85%生理盐水将增菌

液制成菌悬液, 并对菌悬液依次进行 10 倍梯度稀释, 分别

形成 5.2×106、5.2×105、5.2×104、5.2×103、5.2×102、5.2×101、

5.2×100、5.2×101 CFU/mL 的菌悬液。将每个浓度的菌悬

液各取 1 mL 提取 DNA, ddH2O 作为阴性对照, 进行 LAMP

实验的灵敏度分析。 

2.2.7  实际样品检测 

取经国标法检测无铜绿假单胞菌的矿泉水样品 9 mL, 

加入 1 mL 铜绿假单胞菌菌液的梯度稀释液(5.2×106~5.2× 

101 CFU/mL), 充分混匀后, 立即按照 2.2.2 的方法提取细菌

总 DNA, 根据 2.2.4 的反应体系进行 LAMP 检测。 

3  结果与分析 

3.1  实时荧光 LAMP 的特异性分析 

实时荧光 LAMP 引物的特异性分析见表 2。从表 2 可

以看出, 对铜绿假单胞菌在内的 11 株菌种进行实时荧光

LAMP 实验, 仅有铜绿假单胞菌有扩增曲线, 结果为阳性, 

其他菌株均为阴性(见图 1), 表明建立的方法特异性强。 
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表 2  特异性分析结果 
Table 2  Results of LAMP specific amplification 

菌种编号 菌种名称 拉丁文名称 特异性检测结果 

ATCC27853 铜绿假单胞菌 Pseudomonas aeruginosa + 

ATCC29004 阪崎肠杆菌 Enterobacter sakazakii  

ATCC29212 粪肠球菌 Enterococcus faecalis  

ATCC6538 金黄色葡萄球菌 Staphylococcus aureus  

ATCC17802 副溶血性弧菌 Vibrio parahemolyticus  

CMCC(B)32210 β-溶血性链球菌 β-hemolytic streptococcus  

CMCC(B)54002 单核细胞增生李斯特氏菌 Listeria monocytogenes  

CMCC(B)50115 鼠伤寒沙门氏菌 Salmonella typhimurium  

CMCC(B)51592 宋内志贺氏菌 Shigella sonnei  

CMCC(B)63303 蜡样芽孢杆菌 Bacillus cereus  

NCTC12900 大肠杆菌 O157: H7 Escherichia coli O157 H7∶   

 

 
 

注: 1: 铜绿假单胞菌, 2: β-溶血性链球菌, 3: 鼠伤寒沙门氏菌, 4: 

大肠杆菌 O157:H7, 5: 蜡样芽孢杆菌, 

6: 宋内志贺氏菌, 7: 阪崎肠杆菌, 8: 副溶血性弧菌, 9: 金黄色葡

萄球菌, 10: 粪肠球菌, 11: 单核细胞增生李斯特氏菌。 

图 1  实时荧光 LAMP 检测铜绿假单胞菌的特异性 

Fig.1  Specificity detection of Pseudomonas aeruginosa by 
real-time loop-mediated isothermal amplification 

 

3.2  实时荧光 LAMP 的灵敏度分析 

实时荧光 LAMP 检测铜绿假单胞菌的灵敏度见图

2。由图 2-A 可知, 当铜绿假单胞菌浓度为 5.2×106~5.2× 

100 CFU/mL 时, 荧光曲线出现明显的扩增峰, 结果为阳

性。随着菌体浓度的降低, Ct 值不断增大, 且 2 者呈现出

良好的线性关系 (见图 2-B), 线性方程为 Y=-2.6393X+ 

34.372, 相关系数 r2=0.9222。当浓度为 5.2×10-1 CFU/mL

时 , 荧光曲线趋于平缓 , 没有出现扩增曲线 , 结果为阴

性。故实时荧光 LAMP 技术检测铜绿假单胞菌的检出限

为 5.2 CFU/mL。 

 

 
 
 

注: A 实时荧光 LAMP 扩增曲线。1: 5.2×106 CFU/mL,  

2: 5.2×105 CFU/mL, 3: 5.2×104 CFU/mL, 4: 5.2×103 CFU/mL, 
 5: 5.2×102 CFU/mL, 6: 5.2×101 CFU/mL,7: 5.2×100 CFU/mL, 

 8: 5.2×10-1 CFU/mL, 9: 阴性对照。 

B 实时荧光 LAMP 标准曲线。 

图 2  实时荧光 LAMP 检测铜绿假单胞菌的灵敏度 

Fig.2  Sensitivity detection of Pseudomonas aeruginosa by 
real-time loop-mediated isothermal amplification 
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3.3  实际样品测定 

人工污染矿泉水的实际样品实验结果见图 3。由图

3-A 可知, 铜绿假单胞菌的浓度越高, Ct 值越小。添加铜绿

假单胞菌实验的检出限为 5.2×100 CFU/mL。当加入样品中

的铜绿假单胞菌的菌液浓度在 5.2×105~5.2×100 CFU/mL 变

化范围时, Ct 值与铜绿假单胞菌浓度的对数值呈现出较好

的线性关系(见图 3-B), 线性方程为 Y=-1.9646X+31.139, 

相关系数 r2=0.9638。 

 

 
 

注: A 实时荧光 LAMP 扩增曲线。1: 5.2×105 CFU/mL,  

2: 5.2×104 CFU/mL, 3: 5.2×103 CFU/mL, 4: 5.2×102 CFU/mL,  
5: 5.2×101 CFU/mL, 6: 5.2×100 CFU/mL, 7: 5.2×10-1 CFU/mL,  

8: 阴性对照。B 实时荧光 LAMP 标准曲线。 

图 3  实时荧光 LAMP 检测铜绿假单胞菌人工添加实际样品 

Fig.3  Detection of Pseudomonas aeruginosa in samples by 
real-time loop-mediated isothermal amplification 

 

4  结论与讨论 

通过将实时荧光与 LAMP 技术相结合, 建立了一种快

速检测铜绿假单胞菌的方法。该方法对纯培养铜绿假单胞菌

及人工污染矿泉水的检测灵敏度均可达到 5.2×100 CFU/mL, 

并且与其他研究 [21,22]相比 , 灵敏度高 , 其中实时荧光

PCR 检测铜绿假单胞菌的检出限为 1×103 CFU/mL, 普

通 PCR反应的灵敏度为 1.5×105 CFU/mL, PCR-变性高效

液 相 色 谱 技 术 (denaturing high performance liquid 

chromatography, DHPLC)的检测灵敏度为 102 CFU/mL。

而国家标准 GB 8538-2016 采用滤膜法对铜绿假单胞菌进

行检测, 因滤膜面积有限, 其检出限最高可达 0.4 CFU/mL, 

但其对样品有一定的富集作用, 可根据可疑菌落在不同培

养基的生化反应进行验证。本研究建立的实时荧光 LAMP

方法针对靶基因的 8 个区域设计 6 条特异性引物, 提高

了检测的特异性, 也降低了假阳性率。同时只需在恒温

条件下进行, 检测速度快, 无需开盖, 与传统的 PCR 及

LAMP 电泳等终点检测方法相比 , 避免了气溶胶污染 , 

也减少了繁琐的电泳步骤 , 缩短了检测时间 , 可有效检

测铜绿假单胞菌。 
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