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摘 要:环介导等温扩增(loop-mediated
 

isothermal
 

amplification,LAMP)技术是一种高效、简便、高特

异性、无需热循环设备的核酸扩增技术.
 

由于LAMP依然具备巨大的改造潜力,所以近些年来,一直有研究

改进其技术以期达到更好的扩增检测效果.
 

本文对LAMP的基本原理、应用领域范围以及技术改良方向进

行了综述,为今后该技术的改良与发展提供参考.
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Abstract:
 

Loop-mediated
 

isothermal
 

amplification
 

(LAMP)
 

is
 

an
 

efficient,
 

simple,
 

highly
 

specific
 

nucleic
 

acid
 

amplification
 

technology
 

without
 

thermal
 

cycling
 

equipment.As
 

LAMP
 

still
 

has
 

great
 

potential
 

for

 收稿日期:2021 06 16
 基金项目:河北省创新能力提升计划项目(205A7601D);石家庄市高层次科技创新创业人才项目(05202001)

 第一作者:石磊(1961—),男,河北保定人,暨南大学教授,博士生导师,主要从事病原微生物核酸分子检测等研究.
 

E-mail:leishi88@139.com
 通信作者:刘昱(1990—),男,山东临沂人,河北农业大学在读博士研究生,主要从事病原微生物核酸分子检测的研究.

E-mail:1085869940@qq.com



modification,
 

many
 

studies
 

have
 

been
 

conducted
 

in
 

recent
 

years
 

to
 

improve
 

its
 

technology
 

in
 

order
 

to
 

achieve
 

better
 

amplification
 

detection
 

results.In
 

this
 

paper,
 

the
 

basic
 

principle,
 

application
 

scope
 

and
 

technical
 

improvement
 

direction
 

of
 

LAMP
 

were
 

reviewed,
 

to
 

provide
 

references
 

for
 

the
 

improvement
 

and
 

development
 

of
 

LAMP
 

technology
 

in
 

the
 

future.
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病原微生物常常存在于食品源以及食物产品之中,往往造成疾病传染以及难以估量的经济损失.
 

最初,
聚合酶链式反应(PCR)技术常常被应用于食品以及肉源动物的病原微生物检测,然而其具有操作烦琐、检测

设备昂贵、检测时间较长、假阳性多等缺点,使得研究人员不断探寻代替该技术的方法.环介导等温扩增

(loop-mediated
 

isothermal
 

amplification,LAMP)技术具有高灵敏度、运行简洁、实验设施低廉、高特异性等

优势,被转基因检验[1]、胚胎性别鉴别[2-3]、病原微生物[4-8]等方面广泛采纳、应用.迄今为止,
 

关于LAMP
 

在

食品安全检测、植物水产检疫以及人类医学检测等方面的应用也越来越广泛[9].
 

近年来,研究人员对LMAP
进行不断改良并与其他技术联用,其巨大的技术优势在检验病原微生物的应用中越来越明显.因此回顾

LAMP的发展经过以及展望其发展方向,是十分必要的.

1 LAMP技术原理

21世纪初,Notomi
 

等[9]宣布发明了环介导等温扩增(LAMP),不同于PCR仅仅需要设计上下游引物,
LAMP则需要设计包括外引物、内引物最少4条引物.

 

利用具有链置换效应以及识别延伸效应的BstDNA
聚合酶,对目的片段进行大量且快速的扩增.

 

LAMP的原理在于根据目的基因的保守序列设计出1组引物,
即内外引物(FIP、BIP,F3、B3),利用Bst

 

DNA聚合酶的相关功能对目的基因片段进行特定的指数式体外扩

增,以此就可以检测出目的基因.
 

Nagamine等[10],通过设计1对环引物来大幅推进反应速率,耗时减少了

0.5
 

h,使得LAMP检测更加迅速,然而添加环引物会增加引物错配概率.反应主要包括2个阶段:1)在适宜

的温度下,由外引物以及内引物扩增出“哑铃状”的扩增元件;
 

Bst
 

酶作用于扩增元件,由于折叠效应,使得

FIP折叠环化,Bst酶开始链置换并进行合成,替换出的单链核酸继续环化.2)从内引物BIP的3'末端B1区

间开始扩增,以内引物为模板,促使单链核酸合成延伸及链置换,生成2条环化DNA片段.
 

内引物上的B2
区域与其杂交,开始新的循环扩增.

 

另外,可以设计1对环引物(LF/LB)以提高扩增效率.扩增终产物具有

不同个数茎环结构,并且片段大小也不一致,在凝胶电泳扩增后显现出1组特殊的扩增条带.

2 LAMP应用领域

2.1 LAMP在食品安全中的应用

LAMP在食品安全中检测真菌、细菌等病原微生物污染的应用已经得到了广泛的关注与认可[11].何
琳[12]通过优化LAMP反应体系中的镁离子浓度、甜菜碱浓度、反应温度等条件后,发现对虾的白斑病病毒

(white
 

spotsyndrome
 

virus)检测只需45
 

min就有了显著的检出效果,在加入SYBR
 

GeenⅠ后可达到肉眼

可见的检测效果.张蕾等[13]将LAMP检测法从检出限、特异性等方面与QRT-PCR、普通检测方法进行对

比,并将优化调试后的LAMP法应用于食品安全相关方面的沙门氏菌检测中.
 

实验发现该方法与实时荧光

PCR具有几乎一致的特异性,
 

并且检测更加灵敏.
 

Ferrara等[14]建立了一种基于fum10基因设计引物的方

法,并与作为标准的比色法对比.对产伏马菌素B2的黑曲霉(Aspergillus
 

niger)和卫氏曲霉(A.
 

welwist-
chiae)进行了快速、特异的检测,可用于玉米食品链现场监测,适用于田间粗提取的DNA样本的可视性评

估.吕观等[15]开发了免疫磁珠分离(IMS)联合LAMP技术,用来检测牛肉中含有金黄色葡萄球菌(Staphy-
lococcus

 

aureus)与鼠伤寒沙门氏菌(Salmonella
 

typhimurium.)这2种常见的食品污染菌.
 

首先将2种菌

的抗体蛋白进行生物素标记,通过对链霉亲和素磁珠进行功能性修饰,进而浓缩和检验牛肉中的目标病菌.
2.2 LAMP在动植物疫病检测中的应用

近年来,随着等温核酸扩增技术改良研究的不断开展,LAMP被越来越多的领域认可,逐渐拓展到了家
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禽畜牧业疫病防治和人类医学的检测领域,对比PCR检测具有明显优势.
 

Chen等[16]采用反转录环介导等

温扩增(RT-LAMP)技术,通过将病原病毒RNA反转录为cDNA,再通过LAMP扩增检测病原cDNA,实现

了猪瘟病毒(CSFV)的快速检测.研究发现该方法的检出限比标准RT-PCR方法低100倍.
 

谷晓红等[17]根

据大肠杆菌的malB 基因设计LAMP引物,对饮用水中大肠杆菌进行LAMP检测,发现该方法可以快速、
灵敏、特异性地检测到大肠杆菌(Escherichia

 

coli),对防治大肠杆菌引起的相关传染病有积极的意义.
 

Htun等[18]采用LAMP法对腐霉病的临床样本进行了检测,发现其检测时间比普通PCR检测缩短了一半,
比普通PCR检测灵敏10倍,特异性也几乎一致.

 

更加确定了LAMP检测在对比检测的“金标准”PCR检测

时也具有很明显的优势.
 

Niczyporuk等
 [19]采用LAMP检测技术,根据腺病毒外壳蛋白六邻体的基因设计

引物,首次为波兰野禽中禽腺病毒(FAV)扩增提供了准确的定量数据,揭示了腺病毒的种间传播,并证明了

禽腺病毒在野禽中的传播.Yu等[20]根据ORF2基因设计LAMP引物,建立了一种快速简便检测临床样品

中鹅星状病毒(GAstVs)的RT-LAMP方法,并与传统RT-PCR和巢式RT-PCR方法进行了比较.
 

结果表

明,该方法与后者具有相同的灵敏度,相较前者的方法灵敏度高1个数量级.
2.3 LAMP在人类疾病检测中的应用

陈涛等[21]分别采用LAMP法、直接涂片法、罗氏固体培养法及QPCR法对2
 

000多份痰标本中结核分

枝杆菌(Mycobacterium
 

tuberculosis)进行检测.在阳性检出率上,LAMP法比临床主流检测方法———涂片

法高,与另外2种检测方法的结果几乎没有差别.
 

Takayama等[22]开发了呼吸道合胞病毒(RSV)与病毒流

感病毒(influenza
 

virus)实时RT-LAMP技术,原理是设计1对荧光淬灭引物(QPrimer),当引物与目的片

段杂交时,QPrimer胞嘧啶上的荧光基团会与目的片段上的鸟嘌呤残基发生光诱导电子穿梭,实现荧光淬

灭.对113份临床标本的检测结果表明,该方法能够鉴别呼吸道合胞病毒和流感病毒的类型和亚型,检测特

异性为100%,灵敏度均超过85.0%,15
 

min左右就可以明显观测到阳性扩增曲线.
基于QPrimer法,Le等[23]开发并验证了直接rRT-LAMP检测流感病毒的方法,该方法采用将冻干的

样本加入到反应体系当中,不需要使用RNA分离试剂盒进行核酸纯化步骤,也不需要在冰上储存和处理试

剂,在10~30
 

min内完成检测,在对310个临床标本进行验证时显示出高灵敏度和高特异性.
Garcia-Venzor等[24]建立了一种联合LAMP技术和

 

CRISPR-Cas12技术的方法,首先合成包含新型冠

状病毒(SARS-CoV-2)N基因 mRNA和人类RNAseP
 

POP7
 

mRNA的基因块,然后体外转录作为指导

RNA,结合利用CRISPR-Cas12技术可以迅速切取样品中的新冠病毒中的目的基因片段,然后联用LAMP
技术可以省略提取RNA的步骤,直接检测新型冠状病毒(SARS-CoV-2).该方法的检测限为16

 

copies/μL,
特异性高,成本低.

3 荧光LAMP技术的改良研究

LAMP方法虽然具有设备低廉、操作简便、检测快速、特异性强、灵敏度高等优势,但是仍有一些技术上

的难题:1)扩增得到的目的片段长度存在明显差异,在凝胶电泳检测后,结果不容易分析;2)没有特异性较高

且价格低廉的荧光染料,当使用SYBR
 

Geen
 

Ⅰ等常规荧光染料时容易造成非特异性结合dsDNA从而导致

假阳性;3)引物比较复杂,如果设计环引物,6条引物共存于反应体系之中,可能会造成引物自联产生假阳

性;4)扩增产物的片段较大,不易降解,很容易造成严重气溶胶污染,为后续实验造成麻烦;5)扩增目的片段

一般选择在200
 

bp左右,很少用于100
 

bp左右的扩增实验.
 

为了克服这些缺陷,近年来大量的科研工作者

采用了各种实验方案进行技术改良,以期该技术可以更加成熟,应用于更加广泛的领域中.
 

普通的LAMP
检测,往往只是做到了终端检测,而荧光实时定量检测,不但可以在反应进行中实时检测,而且能够对扩增反

应进行定量检测,达到直观详细获得实验数据的目的.
3.1 荧光探针法

由于常规的荧光染料常常造成假阳性,给结果分析带来麻烦,
 

所以一些学者尝试使用荧光探针来代替

前者承担发射荧光信号功能.
 

然而,由于6条引物或4条引物(不设计环引物)已经占用了大量目的片段的

结合区域,这就给设计探针增加了难度.
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Gadkar等[25]将设计好的环引物LB的3'端的残基T上连接FAM荧光基团,该残基处于3'端末尾倒数

2、3位上,且要求残基T的2侧有1个G苷,这样环引物探针LB在游离状态下由于G苷供电子的关系,
FAM荧光基团处于自淬灭的状态,当结合目的片段时,G苷终止供给电子,FAM荧光基团被解除电子供给

而发射荧光信号,完成了一个自淬灭到除淬灭的过程.
 

Elbeaino等[26]在LAMP的内引物之间目的片段的空

白处设计了TaqMan荧光探针,经过实验测试,特异性明显增强,避免了假阳性现象的出现.
 

以上2种方法

虽然在设计引物上都有一定的难度,但是却比Shi等[27]采用双链探针法反应体系要简单的多.
 

Ding等[28]巧

妙地将已经设计好的环引物探针设计成一个发夹探针,当目标探针没有与环引物结合到目标片段上时,由于

探针的发夹性质原因,荧光基团与淬灭环引物基团之间距离很近,荧光基团被探针所淬灭而不能直接发出荧

光信号;当要与目的片段进行结合时,探针依然在内切酶作用下打开发夹结构,使得两端基团之间距离变大,
荧光基团被激活后产生发射信号进而被系统检测到,而且探针仍然可以直接起到环引物作用.

 

该方法不仅

提升了检测的特异性,而且灵敏度也得到了提高.
 

Kim等[29]在LAMP的LF环引物的5'端链接FAM荧光

基团,在3'端链接淬灭集团BHQ1,称之为同化探针[30],并且根据LAMP内引物相对链的上游序列设计的

“蜂群引物”[31]检测了猪圆环病毒3型(PCV3),发现其灵敏度是普通qPCR的10倍,检出时间为17
 

min左

右,比普通qPCR快了将近一半,并且kappa值为0.98(置信区间为0.95~1.00),代表其准确度良好.
3.2 优选荧光染料

目前常用的荧光染料有SYBR
 

GreenⅠ、SolisGreen、EvaGreen等,其中SYBR系列荧光染料最常应用

于实验室中,然而其对于双链DNA的非特异性结合,以及引物自联等都会造成假阳性结果.
 

所以选择特异

性较好的荧光染料对于实验结果的准确性十分重要.
Tangkanchanapas等[32]使用SYTO9荧光染料进行RTPCR并与羟基萘酚蓝(HNB)和加入钙黄素(加

入 MnCl2)可视化实验进行对比.
 

结果发现,SYTO9具有良好的可视性、灵敏度和特异性.
 

Seyrig等[33]和吴

亮等[34]研究表明,SYTO8.1和SYTO9对比SYBR,在其饱和浓度下,DNA链的合成不会受到干扰,并且荧

光信号更强.
 

检测肺炎支原体时,加入SYTO9染料后,当样本中靶基因拷贝数达到104 时,样本组荧光即与

对照组荧光在0.5
 

h时差异开始变得尤为明显.

4 LAMP其他方面的改良

4.1 反应条件的改良

Frisch等[35]通过优化LAMP实验得出在检测扩展青霉素时,LAMP适宜温度为68
 

℃,这意味着Bst
聚合酶的最适宜温度不一定局限在60~65

 

℃.
Zhou等[36]在标准的25

 

μL
 

LAMP反应混合物中加入低至0.15
 

U的高保真DNA聚合酶.
 

这一数量足

以去除39个3'端引物的错配碱基,从而使LAMP引物在扩增过程中对3'端出现的各种错配具有良好的耐

受性.
 

该方法显著提高了扩增效率,特别是对与6条引物不匹配的突变体.
 

无论引物和模板是否特异性互

补,新方法的反应时间都比传统LAMP方法快5.6~22.6
 

min,可用于高度变异病毒的分子诊断,特别适合

在资源有限的环境中应用.
4.2 LAMP与其他技术联用

Marciniak等[37]采用可环化探针将滚环扩增与LAMP结合的方法,其原理是设计一个“锁式探针”,反
应未开始该探针与目的扩增片段结合形成环状,只有当LAMP内引物与之结合,LAMP才可以进行扩增.
此方法成功检测到31

 

bp短片段核酸,解决LAMP不能检测短片段的问题.
 

Chen等[38]将LAMP和横向流

动生物传感器(lateral
 

flow
 

biosensors,
 

LFB)技术联合起来,传感器分为控制线和检测线2个结合区域,
LAMP扩增产物两端分别修饰荧光素和生物素,当扩增产物与控制线和检测线结合后,纳米金粒子会结合

扩增产物,从而产生肉眼可见的红色条带,从而创建了一种快速可靠的检测关西疟原虫的方法,具有适用于

现场监测点检测的优点.
Fu等[39]采用LAMP结合电化学的方法研制了一种高灵敏度检测B族链球菌的LAMP电化学传感器

(LAMP
 

E-sensor).
 

该方法在1
 

h内大量扩增目标基因,并得到了大量二茂铁修饰的产物(Fc),用于转化成
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为电化学信号,这些Fc修饰的产物可以通过Fc和β-环糊精(β-CD)之间的宿主客体相互作用连接β-CD.
 

此

外,亚甲基蓝(MB)嵌入在LAMP产物的双链中,使得 MB接近化学传感器电极,产生了强烈的电化学信号.
 

使用该 MB作为报告基因、Fc作为内部对照,LAMP
 

E传感器显示出1~100
 

pg/L的宽检测范围和

0.23
 

fg/L的较低检测限,具有良好的重复性和灵敏度.
Sharma等[40]结合LAMP法开发了一种全自动芯片微流控实验平台,通过精确地控制磁珠的移动以确

保吸附在其表面的目的核苷酸片段得到纯化和扩增.由于白晶体紫(LCV)染料的比色特性,只要在扩增室

中观察到寨卡病毒靶标发生颜色变化,就可以判定其为寨卡病毒阳性.
 

其不但具有优异特性,而且在样品加

载后的任何步骤都不需要人为干预,降低了因为技术操作不规范影响检测结果的概率.
4.3 多重LAMP检测法

多重LAMP法指的是在一个反应体系中同时检测2种或者3种目的基因,要求在反应期间不能出现引

物自联、错配的状况,这就要求设计引物时避免这些问题,提升引物设计的标准.
Siddique等[41]利用groEL 和fklB 基因,建立了快速、经济、物种特异性和高灵敏度的检测鳗鲡和溶藻

弧菌的单、双LAMP检测方法,用于海水人为污染的评估.
 

该研究采取的检测方式为颜色反应和凝胶电泳

相结合的方法,不能实时监测污染程度.
Lin等[42]设计了一种双重 RT-LAMP-LFD检测法来检测联合引起虾白尾病的罗氏沼虾诺达病毒

(MrNV)与超小型病毒(XSV),该方法分别设计了2套LAMP内外引物,并在内引物FIP的5'端上标记了

异硫氰酸荧光素(FITC),经验证该方法特异性和检出限都十分优异.
Kim等[43]创建了一种三重环介导等温扩增检测方法,并将其应用于具有代表性的食源性致病菌沙门氏

菌模型中,以考察各项性能及对污染食品中病原菌的检测能力.根据3种病菌为沙门氏菌属及其亚种Ⅰ和鼠

伤寒沙门氏菌的靶基因设计了3套LAMP引物,每个引物只扩增目标基因,而不与非目标基因杂交.该方法

的检出限为2.5
 

pg/μL鼠伤寒链球菌DNA.

5 未来展望

LAMP自2000年问世以来,以其优异的性能和低难度的操作,引起了广泛的关注与研究热情.近年来,
关于LAMP的研究从未间断过,这不仅仅是因为其具有强大的技术包容性可以与其他技术相联合的优势,
更因为其巨大的市场潜力.至今,我国已研制出近20种LAMP

 

检测试剂盒,并申请专利进行销售[44].前面

已经提到,尽管LAMP有如此多的优势,其需要改良的方面仍有不少,今后LAMP将会朝着克服这些劣势

的方向发展,使其能更好地为人类社会服务.
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