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一种检测β溶血性链球菌的荧光环介导等温扩增
方法的建立 

周  勇 1,2*, 周臣清 1,2, 张  娟 1,2, 赵  玲 1,2, 黄宝莹 1,2, 杨纯佳 1,2, 佘之蕴 1,2 

(1. 广东产品质量监督检验研究院, 佛山  528300; 2. 广东省食品生物危害因素监测工程技术研究中心, 佛山  528300) 

摘  要: 目的  建立荧光环介导等温扩增(loop-mediated isothermal amplification, LAMP)检测方法用于 β溶血

性链球菌的快速检测。方法  针对 β 溶血性链球菌 spy1258 基因设计 4 对特异性引物, 对建立的 LAMP 体系

优化其反应扩增条件, 对该方法特异性和灵敏度评价, 并将该方法和国标法分别应用于 10 份牛奶样品的检

测。结果  该方法特异性强, 内外引物比为 3:1, 反应温度为 63 ℃时达到最佳反应条件, 检测灵敏度达    

100 fg/μL, 检出限低至 9.8 CFU/mL, 且 10 种样品的 LAMP 法与传统国标法检测结果一致。结论  本研究建

立的荧光 LAMP 法具有快速、直观、灵敏度高和特异性强等优点, 可应用于食品 β溶血性链球菌的初步筛选。 
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Establishment of a fluorescent loop-mediated isothermal amplification 
method for detection of β Streptococcus hemolyticus 
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(1. Guangdong Testing Institute of Product Quality Supervision, Foshan 528300, China; 2. Guangdong Engineering 
Technology Research Center for Food Biohazard Monitoring, Foshan 528300, China) 

ABSTRACT: Objective  To develop a fluorescent loop mediated isothermal amplification (LAMP) method for the 

detection of β Streptococcus hemolyticus. Methods  Four pairs of specific primers were designed for spy1258 gene 

of β Streptococcus hemolyticus. The amplification conditions of LAMP system were optimized, and the specificity 

and sensitivity of the method were evaluated. At the same time, this method and the traditional national standard 

method were used to detect 10 kinds of milk powder samples. Results  The method was specific and intuitive, the 

best reaction conditions were obtained when the ratio of inner and outer primers was 3:1 and the reaction temperature 

was 63 ℃, the sensitivity of the method could reach 100 fg/μL, the detection limit was as low as 9.8 CFU/mL, and 

the results of LAMP method were consistent with those of traditional national standard method for 10 kinds of milk 

samples. Conclusion  The fluorescent LAMP method established in this study is rapid, intuitive, sensitive and 

specific, and can be used for the preliminary screening of β Streptococcus hemolyticus in food. 
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0  引  言 

β溶血性链球菌(β Streptococcus hemolyticus, BHS)在

自然界分布广泛, 在水、尘埃、动物体表、口腔黏膜、消

化道、乳汁中等都有存在, 具有较强的致病性, 具有多种

致病因子(如 M 蛋白、外毒素、溶血素等), 可导致咽炎、

呼吸道感染、皮肤感染、关节炎、脑膜炎等疾病, 产毒素

菌株还可引起猩红热、严重时还可导致患者休克[1‒4]。 

快速检测和鉴定食品中的病原菌是有效预防病原菌

传播和食物中毒的重要前提。用于鉴定 β溶血性链球菌的

主要基因靶点包括 spy1258、dnaseB、speB 和 sof 基因[5‒7], 

后 3 种为强毒力因子编码基因。sof 基因为血清不透明度因

子编码基因, 仅在 40%~50%的 A 族链球菌中表达; DnaseB

基因的特异性不是很高, 因为除了化脓性链球菌外, 它在

BHS 中的表达量较低; SpeB 基因是一种染色体编码的结构

基因, 几乎存在于所有 A 族链球菌中[8]。Spy1258 是一个假

定的转录调节基因, 对 β 溶血性链球菌具有特异性, 可能

参与物种特异性的维持或适应[5,9‒10]。最近, 许多研究使用

这几类特殊的基因从各种临床样本中快速检测 β溶血性链

球菌。LANGLOIS 等[8]比较了 spy1258 PCR 和 dnaseB PCR

与常规检测的敏感性和特异性, spy1258 PCR 的敏感性和

特异性为 100%。另一项研究报告指出, spy1258 qPCR 直接

从咽拭子中检测 β溶血性链球菌的敏感性比 speB qPCR 低, 

这可能是由于 PCR 出现了内部抑制[11], 而荧光环介导等

温扩增法(loop-mediated isothermal amplification, LAMP)检

测 β溶血性链球菌尚无人建立。LAMP 技术作为一种近年

来发展起来的快速检测技术, 具有耗时少、灵敏度高、特

异性强、操作简单, 对设备要求简单等优势, 可以为病原

菌的快速检测及食品安全的保障提供有力的支持[12‒15]。

LAMP 的结果判定一般有以下方法: 浊度法-焦磷酸镁的

浊度检测、电泳法、颜色反应、实时荧光法等[16]。实时荧

光法是一种新兴的利用荧光染料只与双链 DNA 结合, 发

出较原先强 800~1000 倍荧光的原理, 通过体系内荧光信

号强度与生成双链 DNA 分子的数量之间的关系对反应的

起始拷贝数进行定量[17‒18], 该方法比实时浊度监测更加灵

敏, 判读产物的时间更快, 能够进一步体现 RT-LAMP 的

优势。本研究旨在针对转录调节基因 spy1258 建立 β 溶血

性链球菌的特异荧光 LAMP 法, 以便实现对食品中溶血性

链球菌的快速检测。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

标准菌株金黄色葡萄球菌 ATCC 6538、大肠杆菌

ATCC 25922、单核细胞增生李斯特氏菌 CMCC(B) 54002、

伤寒沙门氏菌 CMCC(B) 50071、乙型溶血性链球菌

CMCC(B) 32210、副溶血性弧菌 ATCC17802、福氏志贺

氏菌 FSCC 219005(广东环凯微生物科技有限公司)。Bst 

DNA 聚合酶、2×反应缓冲液、密封液、荧光染料(广州双

螺旋生物有限公司); 细菌基因组 DNA 提取试剂盒(美国

OMEGA 公司)。引物由上海生工生物工程技术服务有限公

司合成。 

1.2  仪器与设备 

5415D 小型高速离心机、Mastercycler ep gradient PCR

扩增仪(德国艾本德公司); NANODROP2000 微量紫外分光

光度计(美国赛默飞世尔科技公司); Deaou-16A恒温荧光检

测仪(广州迪澳生物技术有限公司)。 

1.3  实验方法 

1.3.1  DNA 模板的制备 

用 OMEGA 公司细菌基因组 DNA 提取试剂盒提取 β

溶血性链球菌、志贺氏菌、金黄色葡萄球菌、大肠埃希菌、

单核细胞增生李斯特氏菌、伤寒沙门氏菌、副溶血性弧菌

标准菌株的 DNA, 并用微量紫外分光光度计检测细菌的

DNA 浓度及纯度。 

1.3.2  引物设计与合成 

根据 GenBank 公布的溶血性链球菌 spy1258 基因序

列, 利用 Primer Explorer V5 软件设计 4 对 LAMP 特异性

引物, 包括 2 条外引物 F3、B3 和 2 条内引物 FIP、BIP。

引物由上海生工生物工程技术服务有限公司合成。引物

序列见表 1。 
 

表 1  LAMP 引物序列 
Table 1  LAMP primer sequence 

名称 序列(5́-3́) 

F3 CCTTACTAAAAAGGCTGGTATC 

B3 GAGTTGCGGAAATTTGAGG 

FIP 
TCCAGAGTGTCATTTTTGAAGTGAT-AATA

GAGGAACCTTCTACCTCC 

BIP 
TCAGGCTGAAATCTACACAGACAC-GCGGT

TATAAATTCTCTATGTTCT 

 

1.3.3  LAMP 反应体系及条件的建立 

采用 25 μL 的 LAMP 反应体系, 标准的 LAMP 反应体

系包括内引物 spy1258-FIP 和 spy1258-BIP 各 1.6 μmol/L, 

spy1258-F3 和 spy1258-B3 各 0.2 μmol/L, 2×反应缓冲液 

12.5 μL, DNA 聚合酶 8 U, 荧光染料为 0.5 μL, 2 μL 样品, 

加超纯水至 25 μL。混匀后, 加入 1 滴密封液。 

将上述反应体系混匀后用 Deaou-16A 恒温荧光检测

仪对浓度为 1 ng/μL 的模板及空白对照进行检测, 反应温

度分别设定为 60、63、65 ℃反应 45 min, 观察 LAMP 反

应结果, 确定最佳反应温度。内外引物比分别设定为 1:1、

1:2、1:3、1:4, 在 63 ℃反应 45 min, 观察 LAMP 反应结果, 
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确定最佳内外引物比。 

1.3.4  LAMP 特异性检测 

选取 7 种常见细菌作为实验对照, 进行溶血性链球菌

的特异性实验, 并设置灭菌双蒸水为阴性对照。实验菌株

分别为 β溶血性链球菌、志贺氏菌、金黄色葡萄球菌、大

肠埃希菌、单核细胞增生李斯特氏菌、伤寒沙门氏菌、副

溶血性弧菌, 验证 LAMP 引物的特异性。 

1.3.5  LAMP 灵敏度及检出限 

将溶血性链球菌 DNA模板按照 10倍列稀释法稀释为

6 个浓度梯度。获得 DNA 浓度分别为 1 ng/μL、100 pg/μL、

10 pg/μL、1 pg/μL、100 fg/μL、10 fg/μL, 各取 2 μL 进行

LAMP 反应, 确定 LAMP 反应的灵敏度。 

将培养 24 h 的溶血性链球菌 BHI 溶液, 以无菌水 10

倍梯度逐步稀释菌液, 分别取各稀释菌液 100 μL 进行平板

计数, 并提取 DNA, 取 2 μL 含各稀释梯度菌液 DNA 进行

LAMP 扩增, 确定 LAMP 反应的检测限。 

1.3.6  LAMP 法及传统培养法分别检测 10 份牛奶中 β 溶

血性链球菌 

分别采用 LAMP 法和 GB 4789.11—2014《食品安全

国家标准 食品微生物学检验 β 型溶血性链球菌检验》检

测 10 份预包装的牛奶样品中溶血性链球菌, 并将其中 1 份

样品人工污染样品, 即取隔夜培养的 β 溶血性链球菌 1 环

(约 5 μL)加入 25 mL 牛奶样品中, 比较 2 种方法的时效性

及稳定性, 验证 LAMP 在实际检测时的可行性。 

2  结果与分析 

2.1  β溶血性链球菌荧光-LAMP 方法的建立与反应

条件优化 

LAMP 特异性引物使 β溶血性链球菌基因组 DNA 扩

增出“S”型曲线, 而无阴性对照没有“S”型曲线出现。通过

相同浓度标准菌株 DNA 分别在 60、63 和 65 ℃反应 45 min

发现, 63 ℃时反应 Tt 值比 65 ℃和 60 ℃小大约 6 min, 而

60、65 ℃的 Tt 值相当, 且 3 个温度下反应均未发现非特异

扩增, 其比较如图 1 所示。为保证反应灵敏度和时效性, 本

实验选择 63 ℃作为最佳扩增温度。当其他条件不变时, 内

外引物的浓度比为 3:1 时扩增效果最佳(图 2)。 

2.2  β溶血性链球菌荧光-LAMP 的特异性 

选取 7 种常见细菌作为实验对照, 进行溶血性链球菌

的特异性实验, 并设置灭菌双蒸水为阴性对照, 实验结果如

图 3 所示。只有 β 溶血性链球菌出现“S”形扩增曲线, 为阳

性结果, 而其他菌株在 60 min 反应时间内均未出现“S”形曲

线, 说明该套引物只对 β溶血性链球菌具有特异性。 

2.3  β溶血性链球菌荧光-LAMP 反应的灵敏度 

将 β 溶血性链球菌 DNA 模板按照 10 倍列稀释法

稀释为 7 个浓度梯度。获得 DNA 浓度分别为 1 ng/μL、

100 pg/μL、10 pg/μL、1 pg/μL、100 fg/μL、10 fg/μL、

1 fg/μL 进行 LAMP 反应 , 由图 4 可知 , 阳性模板 DNA

浓度为 1 ng/μL、100 pg/μL、10 pg/μL、1 pg/μL、100 fg/μL

时 , LAMP 均能扩增 , 且 Ct 值随阳性模板浓度的减小而

逐渐增加 , 当浓度太低时(<100 fg/μL), 检测不出“S”形

扩增曲线 , 所以 LAMP 反应所需模板的最低浓度为   

100 fg/μL, 即 LAMP 法对 β 溶血性链球菌的最低检测

浓度可至 100 fg/μL。  

以无菌水将溶血性链球菌系列稀释后 , 分别取样

LAMP 检测(图 5), 并通过平板培养菌落计数, 结果显示, 

检出限为 9.8 CFU/mL。 

2.4  荧光 LAMP 法检测牛奶中的 β溶血性链球菌 

分别采用 LAMP 法和 GB 4789.11—2014 方法检测 10

份牛奶中溶血性链球菌, 并将其中 1 份样品人工污染样品, 

LAMP 结果见图 6, sample7 检出 β 溶血性链球菌, 其余样

品未检出 β溶血性链球菌, LAMP 结果与传统国标法一致, 

说明本研究研发的荧光 LAMP 反应体系能够快速有效、准

确的检出 β 溶血性链球菌, 而传统国标法需经过分离培

养、形态观察、生化鉴定等烦琐工作, 这些步骤操作复杂、

检测周期较长, 至少需要 4 d 才能获得结果, 而本研究开

发的方法能大大缩短检测周期(1 d 左右)。 

3  结论与讨论 

采用 β溶血性链球菌的 spy1258 基因序列中的一段特

异序列作为 LAMP 扩增的靶序列, 针对 6 个不同区域, 设

计内外两对引物, 保证了 LAMP 反应的特异性扩增, 并成

功检测出溶血性链球菌菌株, 而其他菌的基因不能扩增出

来, 表明该引物针对溶血性链球菌的 spy1258 基因特异序

列有很高的特异性。 

本研究成功建立了针对 β溶血性链球菌 spy1258 基因

设计的荧光 LAMP 反应体系, 并对该方法的引物比、反应

温度、特异性和检测限进行了实验。结果表明荧光 LAMP

方法均有较好的特异性, 最佳引物比为 3:1, β 溶血性链球

菌 LAMP 反应最佳温度为 63 ℃, β溶血性链球菌 DNA 的

最低检测浓度为 100 pg/μL, 菌检测限低至 9.8 CFU/mL。

采用建立的荧光 LAMP 法对 10 份实际样品进行检测 β 溶

血性链球菌, 成功检出 1 份预污染的牛奶样品, 结果与传

统国标法一致, 且大大缩短了检测时间。对比国内其他研

究, 尹欢等[19]针对溶血链球菌的 scpA 基因设计 LAMP 引

物, 检出限为 16.7 CFU/mL, 赵青等[20]针对溶血链球菌的

Dnase B 基因设计 PCR 引物, 检出限为 83.8 pg/μL, 本次研

究所建立的 LAMP 体系, 具有灵敏度更强的特点。综上所

述, 本研究建立的溶血性链球菌荧光 LAMP 检测方法具有

快速、直观、灵敏度高和特异性强等优点, 可应用于食品

中 β溶血性链球菌的初步筛选。 
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注: A1 为阴性对照, A2 为 β溶血性链球标准菌株, A3 为 β溶血性链球标准菌株。 

图 1  LAMP 反应温度的确立 

Fig.1  Establishment of LAMP reaction temperature 
 

 
 

注: A1 为阴性对照, A3 为引物比 3:1, A4 为引物比 2:1, A5 为引物比 4:1, A6 为引物比 1:1。 

图 2  LAMP 反应内外引物浓度比的确立 

Fig.2  Establishment of the concentration ratio of internal and external primers in LAMP reaction 
 

 
 

注: A1 为 β溶血性链球菌; A2 为沙门氏菌; A3 为金黄色葡萄球菌; A4 为大肠埃希氏菌; A5 为志贺氏菌; A6 为单核细胞增生李斯特氏菌; 

A7 为副溶血性弧菌; A8 为阴性对照。 

图 3  LAMP 反应的特异性实验 

Fig.3  Specificity test of LAMP reaction 
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注: A1 为 1 ng/μL; A2 为 100 pg/μL; A3 为 10 pg/μL; A4 为 1 pg/μL; A5 为 100 fg/μL; A6 为 10 fg/μL; A7 为 1 fg/μL; A8 为阴性对照。 

图 4  LAMP 反应的灵敏度实验 

Fig.4  Sensitivity test of LAMP reaction 
 

 
 

注: A1～A5 分别为稀释溶血性链球菌 102、103、104、105、106 倍后 LAMP 扩增曲线; A6 为阴性对照。 

图 5  LAMP 反应的检出限 

Fig.5  Detection limit of LAMP reaction 
 
 

 

 
注: A1 为阳性对照; A2 为阴性对照; A3 为 sample1; A4 为 sample2; A5 为 sample3; A6 为 sample4; A7 为 sample5; A8 为 sample6; B1 为

sample7; B2 为 sample8; B3 为 sample9; B4 为 sample10。 

图 6  10 份牛奶 β溶血性链球菌 LAMP 反应结果 

Fig.6  LAMP reaction results of β Streptococcus hemolyticus in 10 milk samples 
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