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序

一直以来 ，病原微生物的体外培养是病原体诊断的 “金标准” 。 据微生物学
家的估计 ，采用目前的培养技术 ，仅有约 １ ％的细菌可以培养 。 在过去的一个世
纪里 ，以聚合酶链反应 （PCR） 为代表的基于核酸的检测技术发展迅速 ，为其他
病原体的精确检测诊断提供了可能 。毋庸置疑 ， Kary Mullis发明的 PCR 技术是
２０世纪 ８０年代分子生物学领域的一项革命性突破 。 也许他本人当时也没有想
到 ， PCR技术会在分子生物学 、 医学 、 法学等领域发挥如此重要的作用 。 经过
几十年的改进 ， PCR方法已从定性发展为定量 ， 能够在几个小时内 ， 从几个拷
贝或单个细胞开始扩增到数十亿特异性的核酸片段 ，而且特异性也有了极大的提
高 。然而 ，从 PCR技术的诞生之日起 ， 它始终无法摆脱依赖精良仪器设备的局
限 ，使得以 PCR为基础的核酸扩增检测技术无法更广泛地推广和应用 。

基于这种强烈的需求 ，以核酸等温扩增技术为基础的检测技术近年来得到了
迅猛的发展 。多种机制的等温技术不仅诞生 ，而且有些技术已经相当成熟 ，完成
了从实验室到实际应用的过渡 ，正逐步在分子生物学 、医学 、法学等领域得到广
泛运用 。特别是在临床和现场 （point唱of唱care） 快速诊断技术方面 ， 核酸等温扩
增技术显示了其突出的优越性 。更为重要的是 ，核酸等温扩增技术由于不需要温
度变化的时间过程且摆脱了对精良仪器设备的依赖 ，使得我们对病原体的检测诊
断得以快速并高通量的实现 。

枟核酸等温扩增技术及其应用枠 对当今主要的等温核酸扩增技术进行了总结 ，
对这些技术的特点 、原理及基本操作进行了简明的描述 ，同时也对各种方法的应
用进行了概括 。相信该书的出版发行将有助于该类技术的普及 ，推动核酸等温扩
增技术的创新和发展 。

钟南山

中国工程院院士

２００８年 １２月



前 　 　言

在诊断试剂产业中 ，核酸扩增技术的迅猛发展使分子诊断成为最具发展潜力
的领域 。尽管 PCR技术长期占据着核酸扩增技术的垄断地位 ， 但新近研发的一
系列等温 （isothermal） 核酸扩增技术正逐渐成为 PCR技术的替代方法而被广泛
应用 。无论是在实际操作还是仪器要求方面 ， 这些等温技术都比 PCR 技术更简
单和廉价 ，从而更容易被开发成诊疗现场的应用产品 。其具有应用范围广 ，诊断
成功率高的特点 ，具有更广阔的市场潜力 。

在这些核酸等温扩增技术中 ，有一些已经相当成熟 ，占据了分子诊断市场的
较大份额 。美国 Becton Dickinson 公司以链替代扩增 （strand displacement am唱
plification ， SDA） 为主导技术开发的 ProbeTec系统 ，是为大量标本的检测而专
门设计的 ，具有高通量快速检测传染病原体的能力 ，被广泛地应用于大型医院和
检验中心 。另一个被商业化的等温扩增技术是由美国 Third Wave Technologies
Inc ．开发的 Invader 技术 ，该技术可以应用于飞行质谱 、荧光检测等多种检测形
式 。基于 Invader 技术 ，目前已经有将近 ４０ 种商业化的试剂盒 ， 检测范围包括
基因型检测 、病原体检测等多个方面 。

在我国 ，目前很多高校 、科研院所和出入境检验检疫局等卫生检验检疫相关
单位都在积极开展核酸等温扩增技术的研究和应用 ，研究较多的是 LAMP和 NAS唱
BA技术 ；国内很多公司已经用该类技术研制开发出核酸等温扩增检测试剂盒 ，如
检测大肠杆菌的 LAMP试剂盒 、检测禽流感的 NASBA 试剂盒等 。其中 “禽流感
病毒 NASBA检测方法” 的国家标准已经制定和颁布 （GB／T １９４４０ — ２００４） 。

本书是一本入门书 ，它系统地总结了国内外核酸等温扩增技术的最新进展 ，
详细地介绍了各种核酸等温扩增技术的原理及其应用 ； 同时 ， 本书根据实际需
求 ，较详细地描述了每种方法的实际操作步骤 ，所以 ，也可以作为实验人员的操
作手册 。

本书在编写过程中 ，得到了科学出版社的大力支持 ，同时极大地受益于哥伦
比亚大学的陈敬贤教授 、广州市儿童医院检验中心周荣博士的建议 。中国科技大
学的王晟同学 、湖南师范大学的姜含芳同学积极参与了本书的编纂工作 。 在此 ，
我们一并表示衷心的感谢 。

彭 　涛
２００８年 １２月
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1 　概 　 　述

彭 　涛

１畅１ 　核酸等温扩增技术的定义及特点

核酸等温扩增技术 （isothermal nucleic acid amplification technology） 是指
一类分子生物学技术的总称 ， 它们能在某一特定的温度下 ， 扩大特定 DNA 或
RNA 片段的拷贝数 。

核酸等温扩增技术属于核酸扩增技术 （nucleic acid amplification technolo唱
gy ，NAA T） 范畴 。在过去的 ２０ 年里 ，核酸扩增技术作为分子生物学的核心得
到了迅猛的发展和应用 。特别是在疾病的临床诊断中 ， 核酸扩增技术以其快速 、
灵敏和特异的优势 ，不仅日益取代了传统的诊断方法 ，而且使以往无法完成的诊
断成为了可能 。以微生物病原体的诊断为代表 ，许多针对特异病原体的检测方法
已经开发为试剂盒并进入常规检测 ，取代了诸如乳胶凝集 、病原体体外培养等传
统的微生物学方法 。表 １畅 １ 以耐甲氧西林金黄色葡萄球菌 （MRSA） 的检测为
例 ，比较了传统培养的体外培养与核酸扩增的诊断过程和时间 。

表 1畅1 　基于微生物培养的和基于核酸扩增的耐甲氧西林金黄色葡萄球菌 （MRSA）
临床检测的过程和时间比较

时间 基于培养的 MRSA 检测 基于核酸扩增的 MRSA 检测

第 ０ 天
从患者取样 ， 接种于富集培养基

孵育培养

从患者取样 ， 接种于富集培养基

孵育培养

第 １ 天
从孵育培养基接种到选择性培养板

孵育培养

核酸提取 ， 扩增检测

报告结果

第 ２ 天
观察在选择性培养板上的生长

继续孵育培养

第 ３ 天

开始确认实验 ， 如完成金黄色葡萄球菌乳胶实验

报告结果

准备其他基于培养的确认实验 ， 如抗生素药敏试验

第 ４ 天
基于培养的确认实验的继续培养

报告结果



聚合酶链反应 （polymerase chain reaction ， PCR） 是核酸扩增技术的典型代
表 。该技术是由美国 PE唱Cetus公司人类遗传研究室的 Mullis等于 １９８５ 年发明
的 ， 它以线性 DNA 为模板进行复制反应 。 PCR 反应通常在温度循环器 （ ther唱
mocycler） 中进行 ， 该装置可为 PCR 反应提供所需的高温 、 低温和中温环境 。
每次三个阶段构成一个循环 。 PCR 反应每经过一个循环 ， 目标基因的数目就
扩增 １ 倍 。 这样 ， 在经过 N 次循环后 ， 一个目标基因分子就可能被扩增到
２ N个 。

由于 PCR温度循环依赖性的特点 ，核酸扩增技术分为两大类 ： 以 PCR 为代
表的核酸非等温扩增技术 ，以及本书着重介绍的核酸等温扩增技术 。

与 PCR 技术相比 ， 核酸等温扩增技术的特点是可在特定温度条件下实现核
酸的扩增 。由于扩增反应的全过程均在同一温度下进行 ，使它们对仪器的要求大
大简化 ，反应时间大大缩短 ，可通过加热模块 、水浴槽等简单的 ，甚至是非专业
的设备完成反应 。因而 ，更能满足现代分子检测技术 “快速简便” 的需求 ，具有
较大的实际应用价值 。

１畅２ 　核酸等温扩增技术的分类

在近几年里 ， 产生了一系列新型的核酸等温扩增技术 。 这些技术或者基于
DNA／RNA 生物合成机制研究的新发现 ， 或者利用具有特殊功能的核酸酶 。 在
本书中 ， 我们将着重介绍其中较为成熟的环介导的核酸等温扩增技术
（LAMP） 、 依赖于核酸序列的扩增技术 （NASBA） 、 滚环扩增技术 （RCA） 、
单引物等温扩增技术 （SPIA） 、 依赖于解旋酶的等温扩增技术 （HDA） 、 链替
代扩增技术 （SDA） 、 自主序列复制系统 （３SR） ， 同时 ， 我们也将介绍快速等
温检测放大技术 （RIDA） 和切刻内切酶核酸恒温扩增技术 （NEMA） 这两个
较为新型的技术 。

核酸扩增检测方法有两种基本分类方式 。以扩增的目标不同可分为 “目标扩
增” （ target amplification） 和 “信号放大” （singal amplification） ； 以扩增对象
的类别不同可分为 “DNA 扩增” 和 “RNA 扩增” 。 如表 １畅 ２ 所示 ， 目前的核酸
等温扩增技术主要以 “目标扩增” 为主 ，但在本书也介绍了 RCA 和 RIDA 所属
的 “信号放大” 技术 。 同样 ， 核酸等温扩增技术以 “DNA 扩增” 为主 ， 而
NASBA 、 ３SR为 “RNA 扩增” 。值得注意的是 ， RIDA 技术同时适用于 “DNA
扩增” 和 “RNA 扩增” 。

·２· 核酸等温扩增技术及其应用



表 1畅2 　核酸等温扩增技术分类表

LA M P NASBA
（３SR） RCA SPIA HDA SDA RIDA NEM A

目标放大 √ √ √ √ √ √

信号放大 √ √

DNA 扩增 √ √ √ √ √ √ √

RNA 扩增 √ √

“目标放大” 技术通过增加目标序列的拷贝数实现检测的目的 ， 而 “信号放
大” 技术通过检测到目标序列后对获得的信号进行放大实现检测目的 。因此 ，在
实际应用中 ，两类技术可以通过相互结合 ， 实现 “目标” 与 “信号” 的双重放
大 ，从而进一步提高检测的速度和灵敏度 。例如 ，研究证明 ，将 NASBA 技术与
RIDA 技术在等温条件下结合 ，可以在 １０min内检测到几个拷贝的目标序列 。

·３·１ 　概 　 　述
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２畅１ 　 LAMP概述
环介导的等温扩增技术 （ loop唱mediated isothermal amplification ， LAMP）

是 ２０００年由日本研究人员 Notomi等［１］发明的一种新型的体外等温扩增特异核

酸片段的技术 。该技术主要是利用两对特殊设计的引物和具有链置换活性的
DNA 聚合酶 ，使反应中在模板两端引物结合处循环出现环状单链结构 ， 从而保
证引物可以在等温条件下顺利与模板结合并进行链置换扩增反应 。该技术克服了
传统 PCR反应需要通过反复的热变性过程获得单链模板的缺点 ， 并避免了反复
升降温的耗时过程 ，实现了恒温条件下的连续快速扩增 ，具有更高的灵敏度和扩
增效率 。同时 ，因为两对引物针对靶基因的 ６ 个区域 ， 这使 LAMP 具有极高的
扩增特异性 。该技术可以在 １５ ～ ６０min 内扩增出 １０９ ～ １０１０倍靶序列拷贝 ， 得到
高达 ５００μg／ml的 DNA 。 LAMP的扩增产物是由一系列反向重复的靶序列构成
的茎环结构和多环花椰菜样结构的 DNA 片段混合物 。 产物可以通过常规的荧光
定量和电泳检测 ，也可以通过简易直观的荧光目测比色和焦磷酸镁浊度检测 。若
在反应体系中加入逆转录酶 ， LAMP 还可以实现对 RNA 模板的扩增 （即 RT唱
LAMP） 。 LAMP技术是一种崭新的核酸扩增方法 ， 具有简单 、 快速 、 特异性强
的特点 。目前 ， LAMP已在临床病原微生物检测 、 遗传病诊断 、 SNP 分型 、 传
染病监测和转基因食品鉴定等领域显示出了巨大的应用潜力并正得到日益广泛的

应用 。

２畅２ 　 LAMP技术原理
２畅２畅１ 　原理核心

LAMP的技术核心是针对靶基因 ６ 个区域的 ４ 条特殊引物的设计和具有链
置换活性的 Bst （ Bacil lus stearothermophilus） DNA 聚合酶的应用 。 Bst DNA
聚合酶最适温度是 ６０ ～ ６５ ℃ 。 在此恒温条件下 ， 利用可以产生环状结构的引物
和 Bst DNA 聚合酶链置换合成的活性 ， 在靶序列两端引物结合处循环不断地产
生环状单链结构 ， 使得引物在等温条件下引发新链合成 ， 从而使靶基因高效



扩增 。
结构基础 LAMP 反应中的 ４ 条引物及其对应的 ６ 个区域的结构如图 ２畅１ 所

示 ， F２区和 B２c区是位于靶序列两端的特异序列 ， F１ 区和 B１c 区为分别位于
F２区和 B２c区内侧的特异序列 ， F３ 区和 B３c区为分别位于 F２ 和 B２c外侧的特
异序列 。 ４条引物可以分成一对内部引物和一对外部引物 ， 内部引物包括上游内
部引物 （forward inner primer ，FIP） 和下游内部引物 （backward inner primer ，
BIP） 。 FIP包含 F１c序列和与 F２c互补的 F２ 序列 ， 这两个序列间直接相连 ， 即
５′唱F１c 唱F２唱３′ ； BIP包含 B１c （B１ 区域互补序列） 和 B２ 序列 ， 两段序列直接相
连 ，即 ５′唱B１c唱B２唱３′ 。外部引物为分别与 F３c和 B３c互补的 F３和 B３序列 。

图 ２畅１ 　 LAMP引物结构图
LAMP的扩增过程可分为三个阶段 ： 循环模板合成阶段 、 循环扩增阶段和

伸长再循环阶段［１］ 。在循环模板合成阶段 ，内引物 FIP因为 Tm 值和浓度都大于
外部引物 F３ ，所以 FIP 的 F２ 序列先于 F３ 结合到模板 DNA 的 F２c上引导合成
互补的 DNA 链 （图 ２畅２ ， 结构 １） 。 外引物 F３ 进而结合到模板 DNA 的 F３c 上
（图 ２畅２ ，结构 ２） ，引导合成模板 DNA 的互补链 （图 ２畅 ２ ，结构 ３） ，并通过置换
反应 ，释放出由 FIP引导合成的互补链 （图 ２畅２ ，结构 ４） 。被释放出的互补链 ５′
端的 F１c和 F１发生自我碱基配对形成一个环状结构 ，同时引物 BIP 结合到其 ３′
端 ，引导合成该链的互补链 ， 并把 ５′端的环状结构打开 ， 以类似于 F３ 的方式 ，
外引物 B３接着从 BIP引物外侧结合到 B３c上引导合成该链的互补链 ， 同时置换
出由 BIP引导合成的互补链 （图 ２畅２ ，结构 ４ 、 ５） 。 被置换出的互补链两端分别
带有 B１c唱B２唱B１和 F１唱F２c唱F１c互补结构 ， 自然发生碱基配对 ， 形成一条两端环
状的哑铃式单链结构 （图 ２畅２ ， 结构 ６） 。 该结构是 LAMP 法基因扩增循环的起
始结构 ，是后续循环扩增反应的模板 。

在循环扩增阶段 ，哑铃式的单链 DNA 结构通过自我引导延伸反应迅速生成
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图 ２畅２ 　 LAMP扩增原理
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双链茎环结构 ，引物 FIP 结合到茎环结构的环状结构上 （图 ２畅２ ，结构 ７） ，引导
合成新的 DNA 双链 ，同时置换出与之相同序列的链 。 被置换出的单链 ３′端 ５′唱
B１c唱B２c唱B１结构自动环化 ，形成一个过渡性茎环结构 DNA ， 在其茎上含有一个
靶序列反向拷贝 （图 ２畅２ ，结构 ８） 。随后通过自我引导的链置换反应 ，合成一条
填补好缺口 、含有反向重复靶序列的茎环 DNA （图 ２畅２ ， 结构 ９） ， 并释放出一
个与结构 ６互补的 DNA 链 （图 ２畅２ ，结构 １２） 。结构 １２ 在内引物作用下通过类
似结构 ６经历的反应 （图 ２畅２ ， 结构 １３ 、 １４） ， 产生一个与结构 ６ 一样的 DNA
链和一个与结构 ９互补的 DNA 链 （图 ２畅２ ， 结构 １５） ， 从而在结构 ６ 和结构 １２
之间建立了循环反应 。结构 ９和结构 １５ 可为伸长再循环阶段中由内引物引导的
链置换反应提供模板 。

在伸长和再循环阶段 ，内引物引导链置换延伸反应 ，茎环个数逐渐增加 （图
２畅２ ，结构 ９ ～ １１） ，最后的扩增产物是一系列大小不一的由反向重复的靶序列构
成的茎环结构和多环花椰菜结构的 DNA 片段混合物 （图 ２畅２ ，结构 １６ 、 １７） 。

２畅２畅２ 　 RT唱LAMP
逆转录 LAMP （RT唱LAMP） 是在 LAMP 基础上建立起来的可实现对特异

RNA 分子快速等温扩增的技术［１ ，２］ 。 其扩增原理与 LAMP 相同 ， 只是在反应体
系中增加了逆转录试剂 （逆转录酶） ，使 RNA 的逆转录和 cDNA 的 LAMP 扩增
在同一试管中完成而不需要分步进行 。 RT唱LAMP 扩增的灵敏度比常规的 RT唱
PCR检测高 １０倍［３］ 。

２畅２畅３ 　产物检测原理

LAMP产物是一系列大小不一的 DNA 片段混合物 ，其检测可以分为常规核
酸检测和直观检测 。

１） 常规核酸检测
（１） 电泳分析 ：常规电泳后用 EB 或 SYBR Green Ⅰ 染色 ， 在凝胶上出现的

是从点样孔开始由大小不同的区带组成的连续阶梯式图谱 。
（２） 荧光定量检测 ： 利用荧光染料 （如 SYBR Green Ⅰ ） 与 DNA 双链结合

时 ，发出较原先强 ８００ ～ １０００倍的荧光的原理 ， 在反应体系内加入 SYBR Green
Ⅰ ，随着合成 DNA 量的增加 ，荧光信号强度也相应增加 。 通过荧光检测仪实时
检测荧光强度 ，并与标准模板的扩增比较 ，可以实现扩增的实时定量检测 。

２） 直观检测
（１） 副产物 ———焦磷酸镁浊度检测 ：在 DNA 大量合成时 ， 从 dN TP 析出的

焦磷酸根离子与反应溶液中的 Mg２ ＋ 结合 ， 产生副产物 ——— 焦磷酸镁白色沉淀 ，
出现肉眼可见的混浊 。其浊度的大小与 DNA 的含量呈正比 ， 且具有极高的特异
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性 ，因此只要用肉眼观察其混浊情况 ，就能够判断是否发生 DNA 扩增 。也可用
仪器 （如分光光度计） 检测其 ４００nm 光吸收 ，实现实时定量检测［４ ，５］ 。

（２） 荧光目测比色 ：目前包括三种方法 ，第一种是直接在 LAMP反应体系内
加入荧光增补染料 ，如 SYBR Green Ⅰ ，如果存在扩增产物 ，肉眼可以观察到溶液
变绿色 ，如无扩增 ，溶液则为橙色 ，从而直接判断是否发生扩增反应［６］ ；第二种是
在 LAMP反应体系中加入靶向扩增产物环状结构的荧光标记探针 （如 FITC 或
ROX标记） ，反应完成后再加入低分子质量的阳离子多聚物聚乙烯亚胺 （PEI） ，利
用 PEI 可以沉淀 DNA 的原理 ， 经短暂低速离心后 ， 在常规紫外灯照射下
（３６５nm） ， PEI唱DNA复合物沉淀出现肉眼可见的标记荧光 ，从而判断发生了目标
序列的扩增［７］ ；第三种是在 LAMP反应体系中加入预先混合的钙黄素和锰离子 ，
在反应开始前锰离子与钙黄素结合 ，起猝灭钙黄素的作用 。扩增反应产生的焦磷酸
根离子可以跟锰离子结合 ，并把锰离子从钙黄素上释放下来 ，从而使钙黄素恢复荧
光 。同时体系中的 Mg２ ＋ 与钙黄素结合 ，进一步加强钙黄素的荧光 。在紫外灯的照
射下 ，发生 DNA扩增反应的管可以明显看到钙黄素发出的蓝绿色荧光［８］ 。

２畅３ 　 LAMP操作程序与技术要点
运用 LAMP或 RT唱LAMP技术进行核酸检测的基本步骤可分为靶序列选择

与引物设计 、模板制备 、反应条件确定和产物检测 ４部分 。

２畅３畅１ 　靶序列选择与引物设计

靶序列一般为特异基因上的保守序列 ，靶序列的长度不宜过长 ， 超过 ５００bp
的靶序列会明显降低 LAMP扩增的效率 ，最佳的靶序列长度为 １２０ ～ １８０bp 。 引
物设计是个相对复杂的过程 ， 也是 LAMP 技术的核心 。 日本荣研化学株式会社
已开发出专门用于设计 LAMP 引物的软件 Primer Explorer ， 并提供在线服务
（ht tp ：／／primerexplorer ．jp／e／） 。 经典 LAMP 反应的 ４ 个引物 （F３ 、 FIP 、 BIP
和 B３） 以及其对应的 ６ 个区域的结构见图 ２畅１ 。 后来发展的环引物的结构见
图 ２畅３ ，环引物 F （loop F） 和 B （loop B） 结合的区域分别位于 F１ 和 F２ 间的
FLP以及 B１和 B２间的 BLP 。引物设计时需要考虑的因素主要包括以下几点 。

（１） 引物的大小及引物结合区之间的距离 ：引物区的大小由序列的 GC 含量
决定 ，一般 F２ 、 F１ 、 B１c和 B２c区长度为 １８ ～ ２４nt ， 而 F３ 、 B３c区和环引物区
FLPC及 BLPC的长度为 １７ ～ ２１nt ； F２ 区和 B２ 区决定产物的大小 ， 所以从 F２
５′端到 B２ ５′端的最佳距离为 １２０ ～ １８０bp 。 F２ 到 F３ 或 B２ 到 B３ 的距离为 ０ ～
２０bp 。 F２ ５′端到 F１ ５′端 （或 B２ ５′端到 B１ ５′端） 的距离决定反应中所形成的环
的大小 ，它们之间的最适距离是 ４０ ～ ６０bp 。
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图 ２畅３ 　引物区域分布及大小图

（２） 引物区的 Tm 值 ：对于 GC含量丰富的序列 ，引物区的 Tm 值控制在６０ ～
６５ ℃ ，而对于 AT 含量丰富的序列 ， 引物区的 Tm 值则控制在 ５５ ～ ６０ ℃ 。 F１c和
B１c的 Tm 应比 F２和 B２的稍高 ，以利于在单链模板释放时立刻形成环状结构 。

（３） 引物末端的稳定性 ： F１c （或 B１c） 的 ５′端和 F２ 、 F３ （或 B２ 、 B３） 的
３′端 ６个碱基中 dG 的含量应小于 － ４kcal／mol 。

（４） 引物 GC含量 ：对于 GC含量丰富的序列或一般序列 ， 引物 GC 含量应
在 ５０ ％ ～ ６０ ％ ，而对于 A T 含量丰富的序列 ，引物 GC含量为 ４０ ％ ～ ５０ ％ 。

（５） 引物二级结构 ：引物的设计应避免容易出现二级结构 ， ３′端序列应避免
高 AT 含量和与其他序列发生互补 。

（６） 其他一些因素 ：如果靶序列在除引物区外带有限制酶酶切位点 ，这个酶
切位点可以用于扩增产物的鉴定 。

２畅３畅２ 　模板制备

一般情况下 ， 需要先对样品进行 DNA 或 RNA 的抽提以制备反应模板 。
Enomoto等［１３］直接用感染部位拭子样品进行疱疹病毒 DNA 检测 ， 获得与 DNA
抽提样品同样的效果 。 而 Ihira 等［１６］直接用患者血清进行疱疹病毒 DNA 检测 ，
也取得很好的效果 ，并且发现加入热变性 （９６ ℃ ， ３０s） 处理 ，可以大大提高血
清检测的灵敏度 。其他的检测是否需要进行核酸抽提 ，决定于具体的样品 ，需要
通过实验确定 。
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２畅３畅３ 　反应条件确定

LAMP反应体系包含了引物 、模板 DNA 、 Bst DNA 聚合酶 、 dN TP 和反应
缓冲液 。 RT唱LAMP反应体系除了模板为 RNA 外 ， 还需额外加入逆转录酶 （如
AMV） 。通常的 LAMP 体系包括 ： ２０mmol／L T ris唱HCl （pH８畅８） 、 １０mmol／L
KCl 、 １０mmol／L （NH４ ）２ SO４ 、 ８mmol／L MgSO４ 、 ０畅１ ％ T ween２０ 、 ０畅８mol／L
甜菜 碱 （ betaine ） 、 １畅４μmol／L dN TP 、 １畅６μmol／L FIP 、 １畅 ６μmol／L BIP 、
０畅２μmol／L F３ 、 ０畅２μmol／L B３ 、一定量的 Bst DNA 聚合酶和 DNA 模板 。 可选
择性地使用环状引物 （０畅８μmol／L loop F ， ０畅８μmol／L loop B） 。 反应体系中的
酶用量和引物用量可进行优化调整 ，特别是内部引物的用量 ，但应保证外部引物
的浓度在内部引物浓度的 １／４ ～ １／１０ 。 此外 ， 引物的纯度也要注意 ， 最好使用
HPLC纯化的引物 。 LAMP 反应程序是 ： 将反应体系置于 ６０ ～ ６５ ℃ 保温 ３０ ～
６０min ，然后 ８０ ℃ ， ２min 终止反应 ，进行产物检测 。操作流程见图 ２畅４ 。

图 ２畅４ 　操作流程图

２畅３畅４ 　产物检测

LAMP产物检测方法包括琼脂糖电泳检测 （图 ２畅 ５ A ，连续阶梯式图谱） 、
荧光定量检测 （图略 ，出现 S 形曲线 ，同一般的实时定量 PCR） 、 焦磷酸镁浊度
检测和荧光目测比色法 （见原理部分） 。 琼脂糖电泳检测和荧光定量检测是传统
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的核酸检测方法 ，存在操作较为繁琐且仪器设备要求高 、成本高的特点 。焦磷酸
镁浊度检测和荧光目测比色法是相对简便成本较低的检测方法 。焦磷酸镁浊度检
测不需要加入其他试剂 ， 可通过肉眼观察反应前后的混浊情况 ， 判断是否扩增
（图 ２畅５ B） ， 也可以用分光光度计检测其 ４００nm 光吸收进行检测 。 日本 Ter唱
amecs公司开发的专门用于 LAMP 产物检测的浊度实时检测仪 LA 系列 （LA唱
１００ 、 LA唱２００） 可以实现浊度的实时定量检测 。 最简便的荧光目测比色法是反应
后在反应管内加入一定量的 SYBR Green Ⅰ染料 ，直接观察溶液颜色变化 ，如果
变绿 ，表明存在扩增产物 ， 如颜色保持橙色不变 ， 表明没有扩增 （图 ２畅５ C） 。
检测方法的选用应根据具体的目的和实际情况进行选择 。 直观检测方法简便快
速 ，使 LAMP技术从反应到检测可以在很短的时间内完成 ， 特别适用于现场快
速大量的检测 。

图 ２畅５ 　产物检测图
A畅 琼脂糖电泳检测结果 ； B畅 焦磷酸镁浊度检测结果 ； C畅 SYBR Green Ⅰ 染料检测结果 。

１ 、 ２ 为阳性扩增 ， ３ 、 ４ 为阴性扩增

２畅３畅５ 　注意事项

进行 LAMP反应的注意事项与 PCR的相似 ： ①注意防止污染 ，应把配制反
应试剂的地方 、添加模板的地方和产物检测的地方分开 ； ② 注意各种反应试剂的
保存条件 ， 一般反应试剂保存于 － ２０ ℃ ， 未稀释的引物保存于 － ８０ ℃ ， 模板
DNA 和引物应该溶于 TE 溶液中 （pH８ ～ ９） 。

２畅４ 　 LAMP技术特点
２畅４畅１ 　 LAMP技术的优点
（１） 等温扩增 ：只需要一个恒定温度就能完成扩增反应 ， 不需要像 PCR 那
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样循环的温度变化 。
（２） 快速高效 ：因没有反复变性复性等耗时过程 ， LAMP体系从开始到结束

都在不停地进行扩增反应 ， 所以 LAMP 可以实现快速高效的扩增 。 整个扩增反
应可以在 ３０ ～ ６０min 内完成 ， 扩增出 １０９ ～ １０１０倍靶序列拷贝 ， DNA 产量高达
５００μg／ml 。

（３） 特异性高 ： ４个引物靶向 ６个区域决定了 LAMP的高特异性 ，其中 ６个
独立的序列在扩增起始阶段决定靶序列的识别 ， 而在后续的扩增反应中 ， 则由 ４
个独立的序列决定靶序列的识别 。因此就算在非靶 DNA 共存的情况下 ， LAMP
的特异扩增也不受影响 。

（４） 灵敏度高 ： LAMP能检测到是 PCR检测限 １／１０的拷贝数 ，扩增模板可
达 １０拷贝或更少 。对少至几个细胞的样品也能进行扩增反应 。

（５） 产物检测方便 ：因为 LAMP 反应产生大量的产物 ， 因此可以利用直观
的焦磷酸镁浊度检测法或荧光目测比色法对扩增结果进行简便快速的检测 。

（６） 设备简单 ： LAMP等温扩增和产物直观检测的特点决定了其不需要复杂
的设备 ，它只需一个简单的恒温器 ， 不需要昂贵的 PCR 和检测设备 ， 这对现场
检测或基层应用极其有利 。

２畅４畅２ 　 LAMP技术的缺点
（１） 不易区分非特异性扩增 ： LAMP的结果判读只有扩增与不扩增两种 ，一

旦发生非特异性扩增 ，不易区分 。
（２） 无法用于长片段扩增 ： 因为 LAMP 要求靶序列长度不能过长 ， 为保证

高效率的扩增 ，一般不超过 ３００bp ，所以不宜用于长片段检测 。

２畅５ 　 LAMP技术的发展
自 LAMP技术发明以来 ，该技术尚在不断的发展中 ， 除了与逆转录酶组合

实现对 RNA 模板的快速检测 （RT唱LAMP） 外 ， 目前还在以下几方面进行技术
扩展 。

２畅５畅１ 　非变性模板的使用

尽管原始的 LAMP技术扩增反应可以在等温条件下完成 ，但需要先对模板
DNA 进行 ９５ ℃ ５min 后骤冷的预变性处理 。 Nagamine 等［９］对使用非变性处理

DNA 模板进行 LAMP反应的可行性进行了探索 。他们研究发现无论是使用带有
HBV DNA 片段的质粒还是临床 HBV唱DNA 阳性患者分离血清样品 、 λDNA 、人
类基因组 DNA 等 ， 不进行模板的预变性处理一样可以顺利进行 LAMP 扩增 。
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这一发现使 LAMP技术在临床检测的应用更加方便可行 。

２畅５畅２ 　环状引物的使用

为了提高 LAMP 反应的速度 ， Nagamine 等［１０］在原来 ４ 条引物的基础上 ，
再增加 ２条靶向扩增反应中形成的环状结构的环引物 。 两条环引物 F 和 B 也是
通过与茎环结构杂交 ，启动链置换 DNA 的合成 ， 但它们所结合的环结构与内引
物所靶向的结构不一样 。 环引物 F （loop F） 和 B （loop B） 结合的区域分别位
于 F１和 F２间以及 B１和 B２间 （FLP和 BLP） ，而内引物 FIP （５′F１c唱F２ ３′） 和
BIP （５′B１唱B２c ３′） 靶向的区域分别为 F２c和 B２c区 （图 ２畅３） 。 环引物的加入 ，
不但对原来内引物的结合没有影响 ，而且可以结合内引物无法结合的其他环结构
并引发链置换 DNA 合成 ，因此保证了扩增反应中所有形成的环状单链结构都有
相应的引物与之结合 ， 引发 DNA 合成 ， 从而大大提高 LAMP 反应速度 。 使用
环状引物的 LAMP反应比原来的 LAMP反应时间缩短近一半 ，灵敏度也明显提
高［６］ 。使用环引物的 LAMP扩增检测可以在 １h内完成 。

２畅５畅３ 　单链 DNA分离
LAMP的产物是由大量反向重复的靶序列构成的复杂茎环结构 ， 因此 ， 需

要基因芯片等手段进行单链的靶序列后续试验 。如何有效地从 LAMP 的产物中
分离出单链的靶序列对于 LAMP 的应用尤其重要 。 Nagamine 等［１１］建立了一套

从 LAMP扩增产物中分离单链 DNA 的方法 。 这种方法是利用设计 LAMP 引物
时在内引物 FIP的 F１c和 F２中间和 BIP的 B１c和 B２间引入 T sp RⅠ酶切位点序
列 ， LAMP扩增结束后加入 T sp RⅠ 酶 ６５ ℃ 进行消化 ， 然后纯化酶切产物 ， 再
加入与酶切后形成的黏末端结合的引物 ５′唱GACACTGCA唱３′ ， 并在 Bst DNA 聚
合酶作用下进行链置换和扩增 ， 从而置换出一条单链 DNA 。 整个反应仍然在恒
定的温度下进行 。

２畅５畅４ 　 LAMP原位扩增
近年来 ， 荧光原位杂交 （FISH） 技术被广泛应用于病原体的检测 。 FISH

技术可提供在自然环境中待测病原体的形态 、 所在细胞的大小及生理活性等信
息 。研究表明 ， FISH 技术与原位 PCR技术结合 ， 可有效地提高检测的效率和
特异性 。 然而 ， 原位 PCR存在需要反复升温降温 ， 造成细胞破坏和扩增产物
泄露 ， 导致出现高背景等局限 。 针对原位 PCR 的问题 ， Maruyama 等［１２］ 将

LAMP和 FISH 结合 ， 用于检测携带 stx A （２） 基因的 E畅 coli O１５７ ∶ H７ ， 克
服了原位 PCR的缺点 。 LAMP 原位检测与原位 PCR 相比 ， 不需要反复升温 ，
可在等温条件且相对较低的温度下进行反应 ， 可减少对细胞的破坏 ， 有利于应
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用荧光抗体进行同步细胞鉴定 。 其次 ， LAMP 产物含有大量的靶序列及其反向
重复序列 ，这样的特殊结构有效地防止了产物泄露至细胞外 。 此外 ， LAMP 使
用的 DNA 聚合酶分子质量小 ， 更容易进入细胞 。 因此 LAMP 原位检测更有应
用优势 。

２畅５畅５ 　产物的检测

简便直观的检测方法对 LAMP 技术的应用至关重要 ， 目前已发展出一系列
的直观检测方法 ，如焦磷酸镁浊度检测 、 荧光标记探针与 PEI 沉淀结合的荧光
目测比色法 、钙黄素荧光目测比色法等 （见原理部分） 。 这些简便直观的检测方
法的发展 ，使 LAMP技术真正实现了快速诊断 ， 具备现场快速检测应用的巨大
潜力 。

２畅５畅６ 　商品化 LAMP检测试剂盒的开发
最早将 LAMP 技术开发成商品化检测试剂盒的是日本荣研化学株式会社

（Eiken Chemical Co ．， Ltd ．） ，它的产品主要用于环境和食品安全方面的检测 ，
包括沙门氏菌检测 、大肠杆菌检测 、单核细胞增多性利斯特氏菌检测等 ，此外它
的产品还包括实验室研究专用的 DNA LAMP 检测和 RNART唱LAMP 检测试剂
盒 （不带引物） 、部分病原微生物的 LAMP检测引物 、用于产物检测的试剂和用
于浊度检测的浊度仪 。 国内首先开发出 LAMP 检测试剂盒的是广州华峰生物科
技有限公司 ，其产品包括 ６种食源微生物检测试剂盒和 １８ 种病原微生物检测试
剂盒原型 。

２畅６ 　 LAMP技术的应用
LAMP技术因其快速高效 、 灵敏度高 、 特异性强 、 操作方便 、 检测直观和

设备要求低等特点 ，自发明以来 ，迅速被用于病原微生物检测 、遗传病诊断 、食
品安全等领域的 DNA 和 RNA 检测 ， 显示出比传统 PCR 检测更有优势的应用
前景 。

２畅６畅１ 　病原微生物的检测

病原微生物是一类严重危害人类健康的微生物 ， 主要包括各种细菌和病毒 。
准确快速的诊断对于控制病原微生物的传播和治疗其所引起的疾病具有极其重要

的意义 。目前对病原微生物的检测主要依靠病原体分离培养法 、免疫学方法和各
种 PCR方法 。病原体分离培养法虽然是金标准 ， 但繁琐费时 ； 免疫学方法的特
异性和敏感性均较低 ； PCR方法灵敏快速 ，可代替病原学检测 ，但由于 PCR 需
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要较昂贵的仪器设备 、较高的检测费用和较复杂的步骤而使其不适用于现场快速
检测及基层普及应用 。 LAMP技术克服了常规 PCR 技术设备要求高 、 检测复杂
的缺点 ，并进一步提高了敏感性和特异性 ， 缩短了检测时间 ， 简化了操作过程 ，
更适合临床病原微生物的检测要求 。目前已有许多 LAMP 技术用于各种病原微
生物检测的报道 。

2畅6畅1畅1 　 DNA病毒的检测
当前报道的用 LAMP技术检测的 DNA 病毒主要有人类疱疹病毒 、 腺病毒 、

乙型肝炎病毒 、人细小病毒等 。已发现的 ８种人类疱疹病毒中的 ７种已被成功建
立 LAMP检测方法 ，如 Enomoto等［１３］根据靶向型特异的 gG 基因建立了单纯疱
疹病毒 HSV唱１和 HSV唱２的特异快速的 LAMP检测方法 ，在 ６３ ℃ ３０min 条件下
就能完成扩增反应 。 通过对 １８ 份临床样品的检测及其他疱疹病毒科病毒 （如
HCMV 、 VZV 等） 的检测 ， 并与实时定量 PCR 比较证实了该法对 HSV唱１ 和
HSV唱２可以做出准确的诊断 。 Ihira 等［１４］和 Yoshikawa 等［１５］分别建立了人疱疹

病毒 ６型 （HHV唱６） 和 ７ 型 （HHV唱７） 的 LAMP 检测方法 ， 所设计的 LAMP
引物具有高度的特异性和敏感性 ，非常适合潜伏期的检测 。他们发现琼脂糖电泳
法检测扩增产物的灵敏度要比浊度检测法高 １倍 。而且提高引物浓度或延长 １倍
的反应时间 ，灵敏度都可提高 １倍 。 Ihira 等［１６］还进一步用该法直接对患者血清

的 HHV唱６ DNA 进行检测 ，发现用该法直接检测血清样品的灵敏度为 １０００ 拷贝
每管 ，而对热变性处理的血清样品的检测灵敏度为 １０ 拷贝每管 。 对 ３００ 个来源
于发热儿童的样品的检测结果显示 ，这种不需要 DNA 抽提的 HHV唱６ LAMP 方
法检测的敏感性 、 特异性 、 阳性预测值 、 阴性预测值分别为 ９５畅 ５ ％ 、 ９５畅２ ％ 、
９４畅０ ％和 ９６畅４ ％ ，表明该法可以用于临床幼儿急疹的快速诊断 。 Wakabayashi
等［１７］设计了针对腺病毒不同亚型 adl 、 ad3 、 ad4 、 ad8 、 adl9 、 ad37 特异基因
的 LAMP 引物 ， 以热变性处理的腺病毒 DNA 作模板 ， 在 ４５min 内可特异地扩
增出相应的目标产物 。对于碱处理的腺病毒样品同样可以进行扩增反应 ，但直接
以结膜刮削碎屑为模板则不能实现扩增 。 在对临床标本的检测上 ， 该 LAMP 检
测分型法与 PCR测序法一致 。

2畅6畅1畅2 　 RNA病毒的检测
RT唱LAMP技术只需要在 LAMP 基础上加入 RNA 模板和逆转录酶就可以

实现 RNA 模板的同管一步法快速扩增 ， 因此运用 RT唱LAMP 技术可以对各种
RNA 病毒进行快速检测 。

１） SARS唱CoV （severe acute respiratory syndrome唱coronavirus） 的检测
在 SARS暴发期进行现场检查要求检测手段简便快速准确 ， 而临床上常用

的 SARS唱CoV 抗体检测和荧光定量检测 ， 因检测时间较晚或设备操作要求高 ，
都不是理想的现场检测手段 。 Poon 等［１８］建立 SARS唱CoV 检测的 LAMP 两步检
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测法 ，先是将 Rep 基因逆转录为 cDNA ， 然后利用 LAMP 原理建立检测方法 ，
并利用该法对 ３１例 SARS和 ５８例其他呼吸疾病患者及 ３０ 名健康人鼻咽分泌物
标本进行检测 。结果显示 SARS患者中 SARS唱CoV 检出率为 ６４ ％ ， 而另外两组
标本均为阴性 ，与实时 PCR 比较 ，该 SARS唱CoV唱LAMP法的敏感性稍低 ，但能
达到 PCR的灵敏度 。 Hong 等［１９］根据 SARS 冠状病毒的保守序列 1b Rep 基因可
读框设计了包括环引物在内的 ６ 条引物 ， 在 ６３ ℃ ６０min 条件下进行了一步法
RT唱LAMP检测 。该法检出时间为 １１min ，检测极限达到了 ０畅０１PFU ，而灵敏度
则比 RT唱PCR高 １００倍 。对 ４９例临床鼻 、咽拭子 RT唱LAMP和 RT唱PCR对照检
测 ， RT唱LAMP的灵敏性达到 １００ ％ ，产物经限制性内切核酸酶酶切及测序验证
其特异性达到 ８７ ％ 。

２） 流感病毒 （influenza virus） 的检测
Poon 等［２０］利用 LAMP技术检测甲型流感病毒 ，针对 ６个独立的结合位点设

计两对特异性的引物来扩增目标基因 ，以看家基因或外源性 RNA 分子作为阳性
参照 ，检测了 H１ ～ H３ 的甲型流感病毒 ， 与 PCR 法比较符合率为 １００ ％ 。 Imai
等［２１］报道了检测 H５N１的 RT唱LAMP方法 ，可以检测 ０畅０１PFU 的病毒 ，敏感性

是传统 RT唱PCR的 １００倍 。 Ito 等［２２］建立甲型流感病毒 H１ 、 H３ 亚型和乙型流
感病毒的检测分型 RT唱LAMP 方法 ， 从 RNA 提取到检测分型整个过程可以在
３h 内完成 。在对临床样品的检测中 ， RT唱LAMP 方法的检出率为 ８５畅５ ％ ， 高于
免疫色谱法的 ７５畅９ ％ 。

３） 呼吸道合胞病毒 （respiratory syncytial virus ，RSV） 的检测
Ushio等［２３］建立 RSV RNA 的 RT唱LAMP 检测方法 ， 并与 RT唱PCR 、 病毒

分离法和酶联免疫法 （EIA） 进行比较 。 在 ５０ 例临床样品检测中 ， RT唱LAMP
检出 ４７例阳性样品 ； RT唱PCR检出 ４２例阳性样品 ； EIA 检测出 ３４例阳性样品 ；
而病毒分离法仅检测出 ２９例阳性样品 。 Shirato等［２４］分别针对 RSV 亚型 A 和 B
的基质蛋白保守区设计特异引物建立 RT唱LAMP 检测法 ，并对 ５９ 例呼吸道感染
儿童鼻咽样品进行了 RT唱LAMP 、病毒分离和免疫学检测比较 ，得到的检出率分
别为 ６１ ％ 、 ３４ ％和 ５６ ％ 。

４） 腮腺炎病毒 （mumps virus ， MV） 的检测
MV 是一个高传染性的病毒 ， 易在幼儿园和小学中流行 。 ２００５ 年 Okafuji

等［２５］建立 MV 检测的 RT唱LAMP 方法 ， 通过对 ３３ 例临床样品的检测发现
LAMP检测 MV 的灵敏度达 ０畅１PFU ，与巢式 PCR 灵敏度相同并高于病毒分离
法 。 ２００７年 Yoshida等［２６］针对腮腺炎病毒基因组中红细胞凝集素唱唾液酸苷酶编
码区域设计引物建立了从临床病样中检测腮腺炎病毒的 LAMP 方法 ， 并证实该
法可用于鉴别腮腺炎 Hoshino疫苗株和循环野生株 。
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５） 日本脑炎病毒 （Japanese encephalitis virus ， JEV ，即乙脑病毒） 检测
Toriniwa和 Komiya［２７］利用 LAMP原理靶向 JEV 的包膜 E 蛋白基因建立了

一种快速实时定量检测 JEV 的 RT唱LAMP方法 。该法可以在 １h内完成检测 ，检
测灵敏度达 １PFU ，与常规 RT唱PCR 相似 。 运用该法对与 JEV 同家族的森林脑
炎病毒和相关病毒 （登革热病毒和西尼罗河病毒） 进行了扩增 ， 均未见扩增反
应 ，表明所建立的 RT唱LAMP 法对 JEV 检测具有高度特异性 。 此外 ， RT唱
LAMP定量的结果与常规病毒定量方法检测出的数量高度相符 ， 显示所建立的
RT唱LAMP定量检测方法是一种快速准确的 JEV 定量检测方法 。

６） 西尼罗河病毒 （West Nile virus ， WNV） 的检测
Parida等［２８］靶向 WNV 胞膜基因建立的一步 RT唱LAMP 检测方法 ， 使用了

环引物 ，在单管内 ６３ ℃恒温条件下 ６０min 即可完成扩增反应 ， 扩增产物通过浊
度仪实现实时检测 。该法检测下限达 ０畅１PFU ，敏感性比常规 RT唱PCR高 １０倍 ，
产物酶切证实该法具有高度特异性 。

７） 诺瓦克病毒 （Norwalk virus） 的检测
诺瓦克病毒是引起人类腹泻的一种传染性病原体 ，可在幼儿园 、医院 、学校

传播流行 ，由于诺瓦克病毒培养困难 ，目前一般通过电镜或 RT唱PCR 进行检测 。
Fukuda等［２９］针对诺瓦克病毒 G１和 G２ 型的依赖于 RNA 的 RNA 聚合酶基因 C
端到衣壳基因 N 端的特异性序列分别设计了 ９ 条和 １３ 条特异引物 ， 并对 ２６ 份
临床粪便标本进行了一步法单管 RT唱LAMP 扩增检测 ， 成功检测了不同亚型的
诺瓦克病毒 ，检测下限为每反应管 １０２ ～ １０３拷贝 ，与 RT唱PCR比较 ，对 G１型的
检测敏感性和特异性分别为 ９４ ％和 １００ ％ ，而对于 G２型均为 １００ ％ 。

除了上述 DNA 和 RNA 病毒外 ，报道的用 LAMP技术检测的病毒还有丙型
肝炎病毒 （HCV） 、登革热病毒 、 埃博拉病毒 、 麻疹病毒［３０］ 、 日本红薯花叶病
毒 、菊花斑点枯萎病毒［３１］等 。

2畅6畅1畅3 　细菌核酸的检测
Maruyama等［１２］最先报道将 LAMP 技术用于细菌检测 ， 他们用该技术成功

建立大肠杆菌 st x A （ 2） 基因原位检测的方法 。 之后不断出现运用 LAMP 技术
对多种细菌进行检测的报道 。 Song 等［３２］用改进的 LAMP 检测了志贺氏菌属 、
侵袭大肠杆菌和引起反刍动物慢性进行性肠炎的副结核分枝杆菌 ， 结果提示
LAMP的敏感性高于传统 PCR ，扩增时间比 PCR缩短一半 ，对副结核杆菌的检
出最低限为 ０畅０１pg／μl 。与早期的 LAMP相比 ，不需要对扩增产物进行电泳 ，可
直接通过肉眼观察反应副产品 （焦磷酸镁） 的浊度判定结果 ，大大简化了操作程
序 。对众多细菌研究的结果表明 ， 与传统 PCR 相比 LAMP 技术不仅快速 、 敏
感 ，而且具有良好的特异性 。 Iwamoto等［３３］根据 gy rB基因序列设计针对结核分
枝杆菌 、鸟分枝杆菌和胞内分枝杆菌的特异引物和 １６S rRNA 保守序列的分枝杆
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菌属公共引物 ，用 LAMP方法从痰标本中鉴定结核分枝杆菌 、 鸟分枝杆菌和胞
内分枝杆菌 。其操作极其简单 ， 只需要将所有反应物混合后 ６３ ℃ 孵育 ， 即可在
反应试管中加入 SYBR Green Ⅰ进行检测 。

2畅6畅1畅4 　真菌的检测
Endo等［３４］用 LAMP技术成功检测巴西副球孢子菌 （ Paracoccidioides bra唱

siliensis ， PB） 。 PB是引起南美牙生菌病 （PCM） 的热依赖二相真菌 ， PCM 高
发于拉丁美洲国家 ， 其诊断比较困难 。 传统 PCR 从真菌中检测出 PB 特异的基
因 （ g p43和 g p27等） 需要 ５ ～ ６h ，而使用巢式 PCR从血液或组织标本中检测 ，
则需要 １２h 以上 。 Endo等建立的 LAMP 检测法检测 g p43 基因 ， 包括 DNA 抽
提在内仅需 ３h ，显示 LAMP技术在真菌检测方面的良好前景 。

２畅６畅２ 　胚胎性别的鉴定

在胚胎研究中 ， 胚胎性别的判断极其重要 。 Hirayama 等［３５］运用 LAMP 方
法对 Y 染色体特异序列进行检测以鉴定牛胚胎性别 ， 取得良好效果 。 经过显微
切割的胚胎标本 ，处理后提取 DNA ， 然后被均分在 ２ 个试管中 ， 同时进行 ２ 次
LAMP反应 ，即雄性特异的和雌雄共有的 LAMP 反应 。 用于检测雄性胚胎的特
异序列 S４是 Y 染色体上的一段重复序列 ， 用于雌雄共有的 LAMP 反应的特异
序列是 １畅７１５卫星 DNA 序列 。当 ２个 LAMP反应都为阳性时胚胎为雄性 ；如果
只有雌雄共有的 LAMP反应为阳性时 ，则胚胎为雌性 ； 如果雌雄共有的 LAMP
反应为阴性时 ，则反应无效 。 这种基于 LAMP 的胚胎性别检测方法 ， 具有很高
的敏感性和准确性 ，用 ３ ～ ５个细胞样本可以准确地判别性别 ，而用一两个细胞 ，
准确性也达到 ７５畅０ ％ ～ ９４畅４ ％ ，而且能减少胚胎切割后的流产率 。 整个过程包
括提取 DNA 在内不超过 １h ，产物的检测则可非常方便地利用其生成的白色沉淀
进行浊度分析 。因此 ， LAMP 在胚胎性别鉴定方面具有很大的应用前景 ， 并在
家畜胚胎生物工程方面具有广阔市场 。

２畅６畅３ 　 SNP的检测
单核苷酸多态性 （single nucleotide polymorphism ， SNP） 作为第三代遗传

标记 ，在复杂疾病的基因定位 、关联分析 、个体疾病易感性分析与药物基因组学
研究中发挥着越来越重要的作用 。可通过直接测序法 、单链构象多态性分析 、基
因芯片法进行检测 ，但存在操作繁琐 、 检测成本高等问题 。 运用 LAMP 技术可
以实现低成本简便的 SNP检测 。其基本原理是将 SNP 位点设置在 F１C 和 B１ 共
有碱基上 ，并相对应地在内引物 FIP和 BIP 的 ５′端设置 SNP 位点的野生型碱基
或突变型碱基 ，如果模板是野生型的 ， 使用突变型引物则无法进行 LAMP 扩增
反应 ，反过来 ，如果模板是突变型的 ，用野生型引物也无法进行扩增 ，这样利用

·８１· 核酸等温扩增技术及其应用



突变型和野生型引物同时进行反应 ， 通过判断是否发生扩增来实现 SNP 分型 。
Fukuta等［３６］运用 LAMP 技术对影响甜瓜保存期的 SNP 位点进行检测 ， 在长保
存期品种检测中 ，使用长保存期的 O唱３ 品种及其 F１ 代 、 纯合或杂合 F２ 代作模

板 ，可以在 ４０min后看到浊度明显增加 ， 而以短保存期品种 Nat唱２ 或其纯合 F２

代作模板 ，则 ９０min后也看不到浊度增加 ，反之亦然 。表明 LAMP用于 SNP 检
测具有高度可信性 。

２畅６畅４ 　转基因食品的检测

自 １９８３年首批转基因植物问世以来 ， 世界各国批准商业化种植的各类转基
因植物产品已接近百种 。出于对转基因作物及其相关食品的安全性评价需要 ，转
基因产品必须进行检测和标识 。 转基因食品 （GMO） 的检测一般是通过检测转
入的外源启动子来判断 ， 如大多数转基因食品都含有的 CaMV唱３５S 启动子 。
LAMP技术因其灵敏 、 快速 、 简便 、 对操作人员专业知识要求低等特点 ， 已逐
步被应用于食品分析中 。 Shiro 等［３７］靶向 CaMV唱３５S 启动子基因建立 LAMP 方
法通过副产物焦磷酸镁产生的混浊来判断大豆是否进行了转基因改良 。
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