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摘　要：环介导等温扩增技术（ｌｏｏｐｍｅｄｉａｔｅｄｉｓｏｔｈｅｒｍａｌａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ＬＡＭＰ）是一种新型的能在恒定温度条件下实现核酸
序列快速扩增的技术．由于该技术具有快速、便捷、高效和低成本等优势，目前已被广泛应用于分子诊断方面．文中介绍了
ＬＡＭＰ技术的原理、研究进展、分子检测方法，以及该技术在农业分子诊断与基因检测方面的应用．
关键词：环介导等温扩增；检测；分子诊断；农业；应用

中图分类号：Ｕ６６１４４；Ｏ３２７　　　　　文献标志码：Ａ　　　　　文章编号：１６７３－４８０７（２０１７）０１－０１０７－０７

收稿日期：２０１５－１１－１７

基金项目：江苏省自然科学基金资助项目（ＢＫ２０１４１２８５）；江苏省高校自然科学研究重大项目（１５ＫＪＡ１８０００１）

作者简介：蒋涛（１９９１—），男，硕士研究生．

通信作者：沈兴家（１９６３—），研究员，博士生导师，研究方向为生物化学与生物技术．Ｅｍａｉｌ：ｓｈｅｎｘｊｓｒｉ＠１６３．ｃｏｍ

引文格式：蒋涛，曾光远，唐顺明，等．环介导等温扩增技术的原理及其在农业中的应用［Ｊ］．江苏科技大学学报（自然科学版），２０１７，３１

（１）：１０７－１１．３．ｄｏｉ：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３－４８０７．２０１７．０１．０２０．

Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｏｆｌｏｏｐｍｅｄｉａｔｅｄｉｓｏｔｈｅｒｍａｌａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ
ａｎｄｉｔｓａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｉｎａｇｒｉｃｕｌｔｕｒｅ

ＪＩＡＮＧＴａｏ１，２，ＺＥＮＧＧｕａｎｇｙｕａｎ３，ＴＡＮＧＳｈｕｎｍｉｎｇ１，２，ＳＨＥＮＸｉｎｇｊｉａ１，２
（１．ＪｉａｎｇｓｕＫｅｙＬａｂｏｒａｔｏｒｙｏｆＳｅｒｉｃｕｔｕｒａｌＢｉｏｌｏｇｙａｎｄＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，ＣｏｌｌｅｇｅｏｆＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，ＪｉａｎｇｓｕＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆ

ＳｃｉｅｎｃｅａｎｄＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，Ｚｈｅｎｊｉａｎｇ２１２０１８，Ｃｈｉｎａ）

（２．ＫｅｙＬａｂｏｒａｔｏｒｙｏｆＳｉｌｋｗｏｒｍａｎｄＭｕｌｂｅｒｒｙＧｅｎｅｔｉｃＩｍｐｒｏｖｅｍｅｎｔ，ＭｉｎｉｓｔｒｙｏｆＡｇｒｉｃｕｌｔｕｒｅ，ＳｅｒｉｃｕｌｔｕｒａｌＲｅｓｅａｒｃｈＩｎｓｔｉｔｕｔｅ，

ＣｈｉｎｅｓｅＡｃａｄｅｍｙｏｆＡｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅｓ，Ｚｈｅｎｊｉａｎｇ２１２０１８，Ｃｈｉｎａ）

（３．ＨａｎｇｚｈｏｕＳｉｌｋｗｏｒｍＥｇｇＰｒｏｄｕｃｔｉｏｎＦａｒｍ，Ｈａｎｇｚｈｏｕ３１００１２，Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ｌｏｏｐｍｅｄｉａｔｅｄｉｓｏｔｈｅｒｍａｌａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ（ＬＡＭＰ）ｉｓａｎｅｗｔｅｃｈｎｉｑｕｅｆｏｒｒａｐｉｄａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｎｕｃｌｅｉｃ
ａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅｓｕｎｄｅｒａｃｏｎｓｔａｎｔｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ．Ｄｕｅｔｏｔｈｅａｄｖａｎｔａｇｅｓｏｆｔｈｅｔｅｃｈｎｉｑｕｅ，ｓｕｃｈａｓｒａｐｄｉｔｙ，ｃｏｎｖｅｎ
ｉｅｎｃｅ，ｈｉｇｈｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙａｎｄｌｏｗｃｏｓｔ，ｉｔｈａｓｂｅｅｎｗｉｄｅｌｙｕｓｅｄｉｎｍｏｌｅｃｕｌａｒｄｉａｇｎｏｓｉｓ．Ｗｅｉｎｔｒｏｄｕｃｅｉｔｓｐｒｉｎｃｉｐｌｅ，
ｒｅｓｅａｒｃｈａｄｖａｎｃｅｓ，ｔｅｓｔｉｎｇｍｅｔｈｏｄａｎｄａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｏｆｍｏｌｅｃｕｌａｒｄｉａｇｎｏｓｉｓａｎｄｇｅｎｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎｉｎａｇｒｉｃｕｌｔｕｒｅ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｌｏｏｐｍｅｄｉａｔｅｄｉｓｏｔｈｅｒｍａｌａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ，ｍｏｌｅｃｕｌａｒｄｉａｇｎｏｓｉｓ，ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒｅ，ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ

　　依据反应条件的不同，核酸扩增技术（ｎｕｃｌｅｉｃ
ａｃｉｄａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ）可分为核酸非等温扩
增技术（ｎｏｎｉｓｏｔｈｅｒｍａｌｎｕｃｌｅｉｃａｃｉｄａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ
ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ）与核酸等温扩增技术（ｉｓｏｔｈｅｒｍａｌｎｕｃｌｅｉｃ
ａｃｉｄａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ）．聚合酶链式反应
（ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＰＣＲ）技术是核酸非等
温扩增技术的代表，已成为分子生物学研究中最重

要的研究方法；ＬＡＭＰ技术则是核酸等温扩增技术
的典型代表．

ＬＡＭＰ技术由Ｎｏｔｏｍｉ等［１］于２０００年开发的一
种新型的体外恒温扩增特异ＤＮＡ片段的分子生物
学技术，具有对设备要求低、反应迅速、灵敏度高、

特异性强等优点，特别适合在实验条件不高的基层

实验室或现场进行快速检测．自该技术问世以来，



各国科学家都对其进行了研究与改良，在医学、农

学、生物学、食品科学等学科的分子诊断、基因检

测、单核苷酸多态性（ＳＮＰ）分型、转基因食品检测
等领域显示出了极大的应用潜力，并得到越来越多

的应用．

１　ＬＡＭＰ技术原理
ＬＡＭＰ技术依赖于针对６或８个独立靶基因

序列的４或６条特异性引物及具有链置换活性的
ＤＮＡ聚合酶（Ｂｓｔ、Ｇｓｐ等），在等温（一般为６０～６５
℃）条件下，利用能够产生环状结构的引物和链置
换活性ＤＮＡ聚合酶，在靶序列两端引物结合处通
过不断循环产生环状单链结构，引发新链合成，实

现靶基因的高效扩增．
经典ＬＡＭＰ技术中，４条引物可以分为１对外

部引物和１对内部引物．外部引物包含上游外部引
物（Ｆ３）和下游外部引物（Ｂ３），内部引物包含上游
内部引物（ＦＩＰ）和下游内部引物（ＢＩＰ）．靶基因６
个特异区域依次分别为 Ｆ３、Ｆ２、Ｆ１、Ｂ１ｃ、Ｂ２ｃ和
Ｂ３ｃ，相应的靶基因互补序列的６个特异序列分别
为Ｂ３、Ｂ２、Ｂ１、Ｆ１ｃ、Ｆ２ｃ和 Ｆ３ｃ，即 Ｆ３序列与 Ｆ３ｃ
序列互补，Ｂ３序列与 Ｂ３ｃ序列互补，Ｆ１ｃ、Ｆ２序列
分别与 Ｆ１、Ｆ２ｃ序列互补，Ｂ１ｃ、Ｂ２序列分别与
Ｂ１、Ｂ２ｃ序列互补．
２００２年，Ｎａｇａｍｉｎｅ等［２］对经典 ＬＡＭＰ技术进行

了改进，在４条引物的基础上增加了２条靶向扩增反
应中形成的环状结构的环引物，以此来提高ＬＡＭＰ反
应的速度．环引物Ｆ（ｌｏｏｐＦ）与环引物Ｂ（ｌｏｏｐＢ）的靶
区域分别在Ｆ１～Ｆ２和Ｂ１～Ｂ２之间（图１）．

图１　经典ＬＡＭＰ反应中的引物及靶区域的结构
Ｆｉｇ．１　Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓｃｈｅｍｅｏｆｐｒｉｍｅｒａｎｄｔａｒｇｅｔ

ｄｏｍａｉｎｉｎｃｌａｓｓｉｃＬＡＭＰ

ＬＡＭＰ技术的扩增过程一般可分为循环模板
合成、循环扩增和延伸再循环３个阶段．

循环模板合成阶段：由于引物 ＦＩＰ的 Ｔｍ值与

浓度都大于引物Ｆ３，所以ＦＩＰ中的Ｆ２序列优先结
合到模板 ＤＮＡ的 Ｆ２ｃ区域，并引导从此区域开始
的互补链的形成；然后引物Ｆ３与模板ＤＮＡ链上的
Ｆ３ｃ区域结合，引导模板 ＤＮＡ互补链的形成，同时
在链置换活性ＤＮＡ聚合酶的作用下置换出由引物
ＦＩＰ引导合成的互补链．这条置换出来的互补链的
５’端中 Ｆ１ｃ序列与 Ｆ１序列互补配对形成环状结
构，该条互补链３’端与引物 ＢＩＰ结合后，再合成互
补链，并打开环状结构．与Ｆ３相似，外引物Ｂ３从引
物ＢＩＰ外侧与Ｂ３ｃ序列结合形成一条互补链，并置
换出由引物 ＢＩＰ引导合成的互补链．ＢＩＰ引导的互
补链两端的Ｂ１ｃ与Ｂ１，Ｆ１与Ｆ１ｃ可发生碱基互补配
对形成两端环状的哑铃形单链．这种结构是 ＬＡＭＰ
扩增循环的起始结构，且是后续扩增的模板．

循环扩增阶段：哑铃形单链 ＤＮＡ通过自我引
导延伸反应迅速生成双链茎环结构；同时，引物

ＦＩＰ结合到茎环结构的环状区域，引导新生 ＤＮＡ
双链的合成，并置换出与之序列相同的链．置换出
的单链的３’端可自动环化，形成新的茎环结构，再
通过ＢＩＰ引物进行相似地延伸与链置换反应（图
２）．在该阶段中，由于 Ｆ３引物与 Ｂ３引物的耗尽，
延伸反应将全部由ＦＩＰ与ＢＩＰ引物引导进行．

图２　ＢＩＰ引导的互补链两端形成的环状的哑铃形单链
Ｆｉｇ．２　Ｃｉｒｃｕｌａｒｉｔｙｄｕｍｂｅｌｌｓｈａｐｅｄｓｉｎｇｌｅｃｈａｉｎｉｎ
ｔｗｏｔｅｒｍｉｎａｌｏｆｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｒｙｃｈａｉｎｂｙＢＩＰｌｅａｄｉｎｇ

延长再循环阶段：在引物ＢＩＰ与ＦＩＰ的引导下
连续进行链置换与延伸反应，产物中形成大量的茎

环结构，最终呈现大小不一的由反向重复靶序列构

成的多环花椰菜样结构的ＤＮＡ片段混合物．

２　ＬＡＭＰ的技术进展与检测方法
ＬＡＭＰ技术自２０００年问世，经过十多年的发

展与改良，目前已被广泛应用于多个领域，成为一

种有效的检测鉴定手段，并且在美国、日本等国已

经作为一种检测的标准．目前，对 ＬＡＭＰ技术的改
良主要集中在检测对象的拓展、检测过程的简化、

检测方法的改进、假阳性的避免等方面．
传统ＬＡＭＰ法仅能对以ＤＮＡ为遗传物质的检

测对象进行检测，而通过将逆转录酶与ＢｓｔＤＮＡ聚
合酶进行混合与改造，可实现对以 ＲＮＡ为遗传物
质的检测对象进行一步法检测，简化了实验流程．

有研究者通过整合ＬＡＭＰ技术与微流控芯片，

８０１ 江苏科技大学学报（自然科学版） ２０１７年



实现对样品的高通量检测［３］；也有研究者将核酸

提取、ＬＡＭＰ技术与微流控整合以形成集成式的芯
片，大大提高了检测效率［４］；还有研究者设计了可

应用于核酸等温扩增的无电加热器，满足了实际条

件较为落后的现场与基层检测的需求，使等温扩增

反应的设备更为简化［５］．
ＬＡＭＰ技术区别于其他核酸扩增方法的一个

显著特征是其检测方法的多样性［６］．按照对反应
结果监测的时间不同，检测方法可分为终点检测法

与实时监测法．常用的检测方法主要包括沉淀物观
察法、ＤＮＡ结合染料法、色彩指示剂法、凝胶电泳
法、实时浊度法、实时荧光法，以及属于电化学范畴

的电化学传感器／芯片法、电化学生物传感器法、横
向流动试纸法、酶联免疫吸附法等．另外，还有一些
不常用的方法，如纳米金探针法、场效应传感器

法［７］、表面等离子体共振传感器法［８］、生物荧光

法［９］和巨磁阻传感器法［１０］等．由于传统的检测方
法在灵敏度与特异性方面存在一定缺陷，因此，有

研究者对传统ＬＡＭＰ反应体系进行了改良，通过在
反应体系中添加一定量的二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）或
使用ＴｏｕｃｈｄｏｗｎＬＡＭＰ技术后，检测的灵敏度与特
异性较商用试剂盒提高了１０倍，较传统方法提高
了１００倍［１１］．下文介绍了几种常见的检测方法并
对其原理进行了简要阐释．
２１　沉淀物观测法

本方法为所有ＬＡＭＰ检测方法中成本最低、结
果最为直观的方法．其主要原理是：脱氧核糖核苷
三磷酸（ｄＮＴＰｓ）在成链反应过程中释放焦磷酸根，
焦磷酸根与镁离子结合形成肉眼可见的白色焦磷

酸镁沉淀［１２］．通过观察白色沉淀的生成与否，即可
判断是否进行了ＬＡＭＰ反应．该方法的优点在于反
应在密闭体系中进行，不用暴露在空气中而引起污

染，检测无设备成本；其缺点在于检测限较高，无法

体现反应的敏感性，无法观察反应过程中的变化．
２２　ＤＮＡ结合染料法

ＤＮＡ结合染料通常都具有特殊的分子结构，
能够选择性地与双链 ＤＮＡ分子结合．通过实验发
现，ＤＮＡ结合染料法的敏感性显著高于沉淀物观
测法［１３］．目前已有多种ＤＮＡ结合荧光染料被用于
ＬＡＭＰ的定性检测．常用试剂有 ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ、
ＧｅｎｅＦｉｎｄｅｒ［１４］、溴化乙锭（ＥＢ）［１５］和 Ｑｕａｎｔ－ｉＴＰｉ
ｃｏＧｒｅｅｎ［１５］等．以 ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ为例，在与双链
ＤＮＡ（ｄｓＤＮＡ）结合后，其颜色会从橙红色转变为绿
色，且在自然光与紫外光下都可观察到．这种方法
的缺点之一是大部分与ＤＮＡ结合的荧光染料耐热

性较差，若在反应开始前加入染料则会失去作用，

而在反应结束后再加入染料又可能引入污染，以致

造成假阳性结果．因此，有研究人员通过在反应管
中悬挂用锡箔纸包裹荧光染料，再于反应结束后进

行离心以释放染料的方法来克服原先两步法的缺

点［１６］．最近，也有研究人员使用新型染料如 Ｇｅｌ
Ｇｒｅｅｎ［１７］，直接在反应前加入反应管中再进行反
应，也能取得良好效果．ＤＮＡ结合染料法的另一个
缺点是ＤＮＡ结合染料的添加增加了检测成本，同
时部分染料的观察需要在特殊光波长如紫外光下

进行，需要特殊设备，又增加了检测成本．此外，有
些染料（如 ＥＢ）还可能存在潜在的致癌、致畸风
险．
２３　色彩指示剂法

相对于要进行两步法的 ＤＮＡ结合染料法，使
用肉眼可见的色彩指示剂由于不需要打开反应管，

从而减少了交叉污染的风险．常用的色彩指示剂有
钙黄绿素（ｃａｌｃｅｉｎ）和羟基萘酚蓝（ｈｙｄｒｏｘｙｌｎａｐｈ
ｔｈｏｌｂｌｕｅ，ＨＮＢ），它们都属于金属离子指示剂．使
用钙黄绿素时，在反应开始前，因为游离镁离子的

存在，溶液显橙色；反应开始后，游离镁离子与焦磷

酸根结合，镁离子数量减少，溶液显绿色．若使用
ＨＮＢ，当有游离镁离子存在时，溶液显紫色；当反应
开始后，由于镁离子数量减少，溶液显蓝色．ＨＮＢ
相对于钙黄绿素的检测限更低，因此，目前已被广

泛用于ＬＡＭＰ的检测中，其不足之处在于每个人对
颜色的感受不同，从而导致对检测结果的判断存在

一定偏差．

３　ＬＡＭＰ技术的农业应用
ＬＡＭＰ技术在农业方面的应用主要集中于动

物胚胎性别检测、细菌检测、病毒检测、真菌检测、

寄生虫检测与转基因植物检测等方面．
３１　动物性别鉴定

在动物繁育过程中，鉴定动物尤其是其胚胎性

别是一件非常重要的工作，对家畜家禽的养殖具有

重要意义．例如在鸡类养殖中，人们都希望养殖的
是雌鸡，但刚孵化出的鸡仔仅凭肉眼几乎无法分辨

雌雄．传统的性别检测方法不仅准确度较低，时间
成本也相对较大．因此，有研究者利用雌鸡 ＰＫＣＩＷ
基因中的性别特异序列 ＨＵＲ０４１７设计 ＬＡＭＰ引
物，通过 ＬＡＭＰ方法检测鸡仔性别，从而实现性别
选择性养殖［１８］．在牛的养殖中，胚胎性别鉴定同样
重要．牛胚胎性别鉴定的主要原理是利用雄性胚胎
中特有的Ｙ染色体Ｓ４区域与雌雄共有的１７１５卫
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星ＤＮＡ序列进行引物设计，然后分别进行 ＬＡＭＰ
反应，如对两种序列的结果都为阳性则判定胚胎为

雄性，如仅对１７１５序列的反应结果为阳性则判定
胚胎为雌性［１９］．利用该方法可在最低仅需一个胚
胎细胞的情况下实现鉴定结果的百分之百准确．还
有研究者利用雄性奶牛睾丸特异蛋白基因（ＴＳＰＹ）
建立了奶牛早期胚胎的 ＬＡＭＰ性别鉴定方法［２０］．
利用 ＬＡＭＰ技术进行性别鉴定，不但具有灵敏度
高、准确率高、节约时间与成本等优点，同时也最大

限度地减少了胚胎样品的损耗，在胚胎性别鉴定方

面具有广阔的应用前景．
３２　动植物病毒检测

病毒是危害动植物生长与其经济产量的重要

因素，由于检测难度大，很长一段时间内都是困扰

着农业生产与进出口检验检疫的难题．相较于传统
检测技术，ＬＡＭＰ技术具有无可比拟的优势，目前
有很多关于使用 ＬＡＭＰ方法检测动植物病毒的应
用．根据遗传物质的类型，病毒可分为ＤＮＡ病毒与
ＲＮＡ病毒．对于 ＲＮＡ病毒，仅需在传统 ＬＡＭＰ反
应体系中添加 ＲＮＡ模板与逆转录酶，即可实现逆
转录－ＬＡＭＰ（ＲＴ－ＬＡＭＰ）检测．

草鱼呼肠孤病毒（ｇｒａｓｓｃａｒｐｒｅｏｖｉｒｕｓ，ＧＣＲＶ）
属于ＲＮＡ病毒，是呼肠孤病毒科水生呼肠孤病毒
属的成员［２１］．该病毒会导致草鱼发生出血性疾病，
从而引起草鱼死亡，严重危害草鱼的养殖．有研究
者通过 ＧＣＲＶ病毒中ＶＰ７基因的高度保守序列设
计了ＬＡＭＰ引物进行检测，并与 ＲＴ－ＰＣＲ技术的
检测结果进行了比较［２２］．结果表明，ＲＴ－ＬＡＭＰ检
测的灵敏度比ＲＴ－ＰＣＲ高１０倍．

南方菜豆花叶病毒（ｓｏｕｔｈｅｒｎｂｅａｎｍｏｓａｉｃｖｉｒｕｓ，
ＳＢＭＶ）是南方菜豆花叶病毒属（Ｓｏｂｅｍｏｖｉｒｕｓ）的典
型成员．该病毒主要通过豆科作物的种子进行远距
离传播，目前该病毒已被列入我国入境植物检疫性

有害生物名录．科技人员根据ＳＢＭＶ外壳蛋白基因
序列设计并合成了 ４组 ＲＴ－ＬＡＭＰ引物进行
ＬＡＭＰ检测［２３］．结果表明，ＲＴ－ＬＡＭＰ检测的灵敏
度比ＲＴ－ＰＣＲ法高１０倍，且检测时间明显缩短，
整个反应过程只需４０ｍｉｎ．

有研究者通过ＲＴ－ＬＡＭＰ法设计了能有效区
分野生型来源与免疫来源的犬瘟热病毒（ｃａｎｉｎｅ
ｄｉｓｔｅｍｐｅｒｖｉｒｕｓ）的方法，结果表明，该方法的灵敏
度比传统ＰＣＲ法高１００倍［２４］．

家蚕核型多角体病毒（Ｂｏｍｂｙｘｍｏｒｉｎｕｃｌｅｏｐｏｙ
ｈｅｄｒｏｓｉｓｖｉｒｕｓ，ＢｍＮＰＶ）是一种严重危害蚕业生产
的传染性疾病．有研究者根据 ＢｍＮＰＶ极早期表达

基因设计了ＬＡＭＰ引物进行早期疾病的筛查与检
测，最快可在染病后的１２ｈ检测出，这与只有在染
病后３６ｈ才能得出检测结果的传统ＰＣＲ法相比具
有明显的优势，因此，该方法对该病毒的早发现、早

预防有重要帮助［２５－２７］．
３３　动植物细菌病检测

创伤弧菌（ＶｉＢｒｉｏｖｕｌｎｉｆｉｃｕｓ）是一种革兰氏阴
性嗜盐弧菌，主要易感水生动物，如鱼类、虾类、贝

类等，同时也是一种重要的人兽共患病病原．有研
究者通过ＬＡＭＰ联合发光二极管照明（ＬＥＤ）技术
建立了一种快速检测水产品中创伤弧菌的方

法［２８］．该方法使用创伤弧菌外膜蛋白 ＴｏｌＣ基因设
计了６条特异引物与１条异硫氰酸荧光素（ＦＩＴＣ）
标记的探针，扩增后含生物素标记的扩增产物与

ＦＩＴＣ探针特异性杂交，即可被 ＬＥＤ检测．该方法
对创伤弧菌检测的灵敏度是传统 ＰＣＲ法的 １００
倍．

木薯细菌性萎蔫病是危害木薯种植的重要病

害，具有风险高、分布广、可种传等特点，是我国及

世界上重要的植物检疫对象．有研究者根据木薯细
菌性萎蔫病菌致病质粒 Ｐｂｓｆ２上的 ＴＡＬ效应器蛋
白质（ｐｔｈＢＸａｍ）保守基因设计引物，进行了 ＬＡＭＰ
检测［２９］．结果表明，应用ＬＡＭＰ法后检测限可低至
１ｐｇ／μＬ，其灵敏度比传统ＰＣＲ法高１００倍．

有研究者建立了通过实时 ＬＡＭＰ法检测广泛
流行于蔷薇科植物中的核果树细菌性斑点病

（Ｘａｎｔｈｏｍｏｎａｓａｒｂｏｒｉｃｏｌａｐｖ．Ｐｒｕｎｉ），在１５ｍｉｎ内即
可观察到检测结果［３０］；还有研究者通过微流控芯

片整合实时荧光 ＬＡＭＰ的方法，能同时检测１０种
水生动物的致病细菌，极大地提高了检测效率［３１］．
３４　动植物真菌病检测

鹰嘴豆是全球栽培规模第二大的豆科植物，枯

萎尖孢镰刀菌（Ｆｕｓａｒｉｕｍｏｘｙｓｐｏｒｕｍｆ．ｓｐ．Ｃｉｃｅｒｉｓ，
Ｆｏｃ）是鹰嘴豆萎蔫病的主要病原，会导致鹰嘴豆的
大规模减产．根据Ｆｏｃ延伸因子１α（ＥＦ－１α）设计
引物进行 ＬＡＭＰ检测［１４］，结果表明，ＬＡＭＰ法的检
测限可低至每个反应１０ｆｇ，远低于 ＰＣＲ法的１００
ｐｇ，具有极高的灵敏度．
３５　动植物寄生虫检测

有研究者利用弓形虫（Ｔｏｘｏｐｌａｓｍａｇｏｎｄｉｉ）特异
性基因ＲＥ基因与 Ｂ１基因分别设计了针对 ＬＡＭＰ
与巢式ＰＣＲ的检测方法［３２］．结果表明，ＲＥ－ＬＡＭＰ、
Ｂ１－ＬＡＭＰ、ＲＥ－巢式ＰＣＲ和Ｂ１－巢式 ＰＣＲ对弓
形虫 ＤＮＡ的浓度要求分别为 １ｆｇ、１００ｆｇ、１ｐｇ、
１０ｐｇ，ＬＡＭＰ反应表现出极高的灵敏度．
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家蚕微粒子病是另一种严重制约蚕丝业发展

的传染性病害，尤其是其特有的垂直传播特点对蚕

种的生产具有毁灭性危害．传统的检测家蚕微粒子
病的方法是镜检，即通过显微镜观察家蚕组织研磨

液来判定是否存在微粒子孢子，但该方法对操作者

的技术及经验要求较高．因此，有研究者利用家蚕
微孢子虫中与孢子繁殖复制相关的基因设计引物，

开发了基于ＬＡＭＰ技术的家蚕微孢子虫快速检测
技术，具有极高的灵敏度与特异性［３３－３５］．
３６　转基因植物的检测

自从转基因技术建立以来，转基因作物已被越

来越多地应用于商品化生产中．转基因植物带来巨
大经济效益同时，也可能带来的环境和健康问题正

引起人们的广泛关注．出于安全性评价的需要，各
国相继制定了严格的转基因生物的管理法规，由此

对转基因成分的检测更加重要．目前，作为世界重
要的粮食作物———玉米，已有１３８种转基因玉米被
批准用于商业化种植，其中６种主要的转基因玉米
Ｂｔ１１、ＧＡ２１、ＭＯＮ８１０、ＭＯＮ８９０３４、ＮＫ６０３ 和
ＴＣ１５０７约占所有转基因玉米种植的８９％．有研究
者根据这６种转基因玉米的特异基因设计了可视
化、实时 ＬＡＭＰ检测技术，能够高效、快速、方便地
检测转基因玉米［３６］．我国于２００９年审放了转基因
耐除草剂水稻“Ｂｔ汕优６３”等３个转基因农作物的
生产应用安全证书．有研究者根据 Ｂｔ６３转化体特
异性序列设计特异引物，建立了ＬＡＭＰ法快速检测
转基因水稻的技术，其灵敏度可达００１％［３７］．

４　展望
ＬＡＭＰ技术发展至今已经有十多年时间，各国

的科学家和科技人员对该技术进行了大量地改良

与完善．如今ＬＡＭＰ技术已成为较普遍的快速检测
诊断方法，并且开发出了许多商用试剂盒．在美国、
日本等国，该技术已被作为一种标准检测技术而得

到广泛使用．近年来，一些高通量、多重ＬＡＭＰ检测
方法得到开发，这又为大规模运用该技术提供了基

础．如有研究者开发的基于ＬＡＭＰ技术的高通量检
测疟疾的方法，就大大缩短了检测时间，简化了实

验流程［３８］．在利用ＬＡＭＰ技术检测人类锥虫病时，
可以不需要提取 ＤＮＡ样本，而直接采集患者血液
样本进行检测［１４］．

目前，对ＬＡＭＰ的应用基本局限于定性检测，
开发可用于定量检测的 ＬＡＭＰ技术能够更大地拓
展其应用空间．ＬＡＭＰ技术对进行扩增的靶基因要
求较高，一般长度不能超过３００ｂｐ，这也一定程度

限制了它在更大范围内的应用．通过改进 ＤＮＡ聚
合酶而适当延伸待扩增序列的长度，不仅能扩大检

测范围，更能在一定程度上取代传统 ＰＣＲ技术实
现目的基因的高效扩增．由于反应产物中存在大量
ＤＮＡ片段，因此改良ＬＡＭＰ反应的设备，最大限度
减少气溶胶污染而避免假阳性的产生是 ＬＡＭＰ检
测中的技术重点．随着对 ＬＡＭＰ研究的进一步深
入，其缺点将逐步得到解决，应用领域将更加广泛，

发挥的作用也将更大．
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