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　　摘要：研究了用环介导等温扩增技术（ＬＡＭＰ）快速检测金黄色葡萄球菌的方法。首先根据金黄色葡萄球菌的耐
热核酸酶基因ｎｕｃ中的保守序列设计特异性引物，建立并优化反应条件，然后通过对金黄色葡萄球菌及其他菌种的对
比试验，验证引物的特异性并确定方法的检测限。结果表明：在用加环引物的条件下，ＬＡＭＰ反应体系于６０℃反应
３５ｍｉｎ即可扩增成功，而用未加环的引物则需４５ｍｉｎ才能看到白色絮状沉淀。对２株金黄色葡萄球菌、３株大肠杆
菌、１株醋酸杆菌、１株沙门氏菌进行同步检测，结果发现２株金黄色葡萄球菌均显示阳性，而其他菌株均显示阴性。
研究确定了ＬＡＭＰ检测纯培养的金黄色葡萄球菌的最低检测限为１００ｆｇ，比ＰＣＲ的最低检测限低２个数量级。由研
究结果可以看出，ＬＡＭＰ法检测金黄色葡萄球菌操作简便，有较高的特异性、灵敏度，为快速检测食品中的致病菌提供
了较好的技术平台。
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　　金黄色葡萄球菌（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓ）是食品中的三大
致病菌之一［１］，在自然界中广泛存在。随着抗生素的广泛使

用，出现了大量的耐甲氧西林金黄色葡萄球菌，这些金黄色葡

萄球菌均可以产生导致人们食物中毒的 ＳＥｓ、ＴＳＳＴ等毒力因
子［２］。据美国疾病控制中心显示，美国在近年来由于金黄色

葡萄球菌而导致的食品中毒事件占３３％，居世界第二位［３］，

而我国由金黄色葡萄球菌引起的食品中毒事件更是屡见

不鲜。

目前我国对于金黄色葡萄球菌包括耐甲氧西林金黄色葡

萄球菌的检测方法以微生物培养法为主，但其检测时间长、灵

敏度相对不高；而传统的核酸扩增技术，如ＰＣＲ、实时ＰＣＲ及
链置换扩增法等，虽然检测时间相对较短，但在实际操作中仍

然存在仪器昂贵、误差大等诸多缺陷［４］，从而限制了这些传

统的检测技术在基层的广泛推广。因此，目前亟需建立一种

高效、快速且特异性强、灵敏度高的检测方法。

环介导等温扩增方法（ｌｏｏｐ－ｍｅｄｉａｔｅｄｉｓｏｔｈｅｒｍａｌａｍｐｌｉｆｉ
ｃａｔｉｏｎ，ＬＡＭＰ）是一种由日本科学家 Ｎｏｔｏｍｉ开发的新型核酸
扩增技术，其原理是在 Ｂｓｔ酶作用下进行的一种自动式链置
换合成ＤＮＡ的反应［５］。ＬＡＭＰ法在６５℃左右的恒温条件下
反应约５０ｍｉｎ即可明显观察到白色絮状沉淀，相比 ＰＣＲ技
术，无需ＤＮＡ变性，不需要长时间的热循环及电泳检测，是一
种高效、特异性强、灵敏度高的分子检测技术。张琳等将

ＬＡＭＰ结合荧光技术应用于 ＩＢＶ病毒检测［６］，李永刚等对金

黄色葡萄球菌的产肠毒素基因 ｆｅｍ进行了检测［７］，唐梦君等

以金黄色葡萄球菌的耐热核酸酶ｎｕｃ基因作为靶基因设计了
２对引物，即外引物、内引物［８］。本研究以金黄色葡萄球菌的

ｎｕｃ基因为靶基因设计了 ３对特异性引物，即外引物、内引
物、环引物，在此基础上进行 ＬＡＭＰ反应条件的优化，并进行
引物的特异性鉴定及检测限的确定。

１　材料与方法

１．１　主要仪器与试剂
主要仪器有ＰＣＲ扩增仪（ＭＪＲｅｓｅａｒｃｈ），凝胶成像系统，

冷冻高速离心机，ＤＤＣ－１０Ｃ型电泳仪（北京君意东方电泳设
备有限公司），水浴锅等。

主要生化试剂有 Ｂｓｔ聚合酶，Ｔａｑ聚合酶，ｄＮＴＰｓ，ＤＮＡ
ｍａｒｋｅｒ等，均购自宝生物工程（大连）有限公司；无水乙醇购
自天津天力化学试剂有限公司；培养基牛肉膏、酵母膏、蛋白

胨等均购自北京奥博星生物技术有限公司。

１．２　试验菌种
金黄 色 葡 萄 球 菌 （ＡＴＣＣ１４４５８）、酿 脓 链 球 菌

（ＡＴＣＣ１９６１５）、沙门氏菌（ＡＴＣＣ１４０２８）由中国普通微生物菌
种保藏中心提供；金黄色葡萄球菌（ＡＴＣＣ２５９２３）、大肠杆菌
（ＡＴＣＣ３５２１８）由中国药品生物制品检定所提供；大肠杆菌
（ＣＭＣＣ４４７５２）由中国医学细菌保藏管理中心提供；大肠杆菌
（Ｏ１５７：Ｈ７）为实验室保藏。
１．３　引物的设计与合成

根据ＧｅｎＢａｎｋ中公布的金黄色葡萄球菌ｎｕｃ基因的保守
序列，采用引物设计软件 ＰｒｉｍｅｒＥｘｐｌｏｒｅ３．０进行引物设计，
筛选得到一套引物，包括外引物、内引物、环引物，详见表１。
设计完成后委托生工生物工程（上海）股份有限公司合成。

１．４　ＤＮＡ的提取
取１．５ｍＬ菌液于ＥＰ管中，于１２０００ｒ／ｍｉｎ离心２ｍｉｎ，

弃去上清液；加入５０μＬＴＥ混悬沉淀，加入３０μＬＳＤＳ
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表１　设计的３对引物

名称 引物序列（５′→３′）
ＦＩＰ ＣＧＣＴＴＧＧＣＴＴＧＴＡＴＧＴＣＧＧＧＣＧＣＡＴＡＴＡＡＣＧＴＡＡＣＡＡＣＡＣＡＴＧ
ＢＩＰ ＣＡＡＣＧＴＡＣＡＡＣＡＣＡＴＧＣＡＡＡＴＧＧＧＣＧＴＴＴＧＴＴＴＣＧＣＴＴＧＧＣ
Ｆ３ ＧＣＴＧＧＣＣＣＡＡＣＡＣＡＡＡＡＣＡＡＧ
Ｂ３ ＧＴＣＧＣＡＧＴＡＣＣＡＴＣＴＧＣＡＴＧ
ＬＦ ＧＧＴＣＡＡＧＴＡＴＣＡＴＡＣＧＧ
ＬＢ ＣＡＴＡＴＧＧＣＧＣＴＣＧＣＣＣＧＡＣＡＣ

（１０％）、１５μＬ蛋白酶 Ｋ温育 ３０ｍｉｎ；再加入 １００μＬＮａＣｌ
（５ｍｏｌ／Ｌ）、８０μＬＣＴＡＢ／ＮａＣｌ（５％，ｗ／ｖ），剧烈振荡后于
６５℃ 温育 １０ｍｉｎ；加入等体积的酚 ∶氯仿 ∶异戊醇
（２５∶２４∶１），轻轻颠倒混匀后于１００００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，取
上清；加入等体积的氯仿 ∶异戊醇（２４∶１）再次去除蛋白质，
１００００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，取上清于一新的 ＥＰ管中；加入０．６
倍体积的异丙醇，４℃静置 ３０ｍｉｎ后于 ８０００ｒ／ｍｉｎ离心
１０ｍｉｎ，即得白色沉淀；加入２０μＬＴＥ（含有１μＬ５００μｇ／ｍＬ
ＲＮａｓｅ），４℃保存备用。
１．５　ＬＡＭＰ扩增及条件的优化

ＬＡＭＰ反应体系为２５μＬ，包括：各０．４μｍｏｌ／ＬＦ３、Ｂ３，各
２．４μｍｏｌ／ＬＦＩＰ、ＢＩＰ，各 １．２μｍｏｌ／ＬＬＦ、ＬＢ，８ＵＢｓｔ酶，
２．８ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ，０．８ｍｏｌ／Ｌ甜菜碱，２μＬｂｕｆｆｅｒ，２μＬＤＮＡ
模板，剩余的用ｄｄＨ２Ｏ补齐。

ＬＡＭＰ反应体系建立后，对反应温度、反应时间、引物进
行优化。反应温度设 ５０、５５、６０、６５、７０℃，反应时间设 ３０、
３５、４０、４５、５０、５５、６０ｍｉｎ，针对有环、无环引物进行研究检测。
反应完成后，用２％琼脂糖凝胶电泳进行检测，得出最佳反应
体系。

１．６　ＬＡＭＰ特异性试验
本试验选取金黄色葡萄球菌（ＡＴＣＣ１４４５８）、金黄色葡萄

球菌（ＡＴＣＣ２５９２３）、大肠杆菌（ＡＴＣＣ３５２１８）、大肠杆菌（ＣＭ
ＣＣ４４７５２）、大肠杆菌（Ｏ１５７：Ｈ７）、酿脓链球菌（ＡＴＣＣ１９６１５）、
沙门氏菌（ＡＴＣＣ１４０２８）作为 ＬＡＭＰ研究对象，用以评价金黄
色葡萄球菌ｎｕｃ基因引物的特异性。
１．７　ＬＡＭＰ灵敏度试验

将本试验提取的金黄色葡萄球菌（ＡＴＣＣ１４４５８）ＤＮＡ用
生理盐水稀释１０倍及以上，并用蒸馏水作为阴性对照，观察
ＬＡＭＰ检测金黄色葡萄球菌的最低检测限。

２　结果与分析

２．１　ＬＡＭＰ检测结果
本研究以金黄色葡萄球菌的ｎｕｃ基因来设计特异性引物

并进行ＬＡＭＰ扩增检测，其扩增结果见图１，可以看出金黄色
葡萄球菌的ｎｕｃ基因用 ＬＡＭＰ扩增后出现典型的梯状条带，
而以蒸馏水代替ＤＮＡ的阴性对照未出现梯状条带。另外发
现，在扩增完成并且离心后，ＥＰ管底部出现白色沉淀，而阴性
对照组未出现白色沉淀。

２．２　ＬＡＭＰ检测条件优化结果
２．２．１　ＬＡＭＰ反应温度　应用建立的ＬＡＭＰ方法，在其他条
件不变的情况下对反应温度进一步优化。如图２所示，泳道

５、７出现明显的梯状条带，而其余温度的没有扩增成功，说明
该反应的最适反应温度为６０℃。

２．２．２　ＬＡＭＰ反应时间　从图３可以看出：在其他条件不变
的情况下，不同反应时间对扩增有影响，当反应时间为３５ｍｉｎ
时即开始扩增，且在４５ｍｉｎ时出现了明显的梯状条带。

２．２．３　ＬＡＭＰ引物　图 ４表明：加入环引物与否并不影响
ＬＡＭＰ的成功扩增，但是加入环引物的 ＬＡＭＰ扩增速率明显
比未加环引物的扩增速率高（表 １），加环引物的扩增只需
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３５ｍｉｎ，而未加环引物的需要４５ｍｉｎ才可见到絮状沉淀，说明
加环引物能加快ＬＡＭＰ的反应速率。

表１　引物对ＬＡＭＰ反应时间的影响

时间（ｍｉｎ） 无加环引物 有加环引物

３０ － －
３５ － ＋
４０ － ＋
４５ ＋ ＋
５０ ＋ ＋
６０ ＋ ＋

　　注：“－”“＋”分别表示未出现沉淀、出现沉淀。

２．３　ＬＡＭＰ检测特异性试验结果
应用上述试验建立并优化的 ＬＡＭＰ反应条件，针对２株

金黄色葡萄球菌、３株大肠杆菌、１株醋酸杆菌及１株沙门氏
菌进行检测，结果显示：只有金黄色葡萄球菌显示阳性，而其

余菌均显示阴性。说明本试验中根据金黄色葡萄球菌的 ｎｕｃ
基因设计的引物具有较高的特异性。

２．４　ＬＡＭＰ检测限试验结果
针对提取的 ＤＮＡ模板进行梯度稀释，即分别稀释为

１０－１、１０－２、１０－３、１０－４、１０－５、１０－６、１０－７的浓度。结果表明：阴
性对照没有梯状条带出现，且 ＬＡＭＰ检测的最低限度为
１００ｆｇ，较ＰＣＲ有较高的检测限。

３　结论

引物设计是ＬＡＭＰ法的关键，若引物质量不好，容易使引
物间形成小于１００ｂｐ的聚合物［９］。本研究以金黄色葡萄球

菌的ｎｕｃ基因作为靶基因，并据该基因的６个位点设计引物，
增加了扩增的特异性。针对所检测的菌种，仅有金黄色葡萄

球菌显示阳性，而其余菌种均显示阴性，说明本研究设计的引

物有较好的特异性。

ＢｓｔＤＮＡ聚合酶大片段是分离于嗜热脂肪芽孢杆菌的
ＤＮＡ聚合酶的一部分，具有５′－３′核酸外切酶的活性［１０］，不

仅需要在高浓度的 Ｍｇ２＋环境下反应，而且温度不宜超过
７０℃，以免使其失去活性。在本试验中，６０℃时扩增效果最
好，可能由于温度低于６０℃时，酶的活性没有被激活，而温度
到７０℃时，酶的活性已经失去，因此未能扩增成功。

对于反应中加入环引物与未加环引物的研究，由本试验

可知：加入环引物仅需３０ｍｉｎ即可看到白色絮状沉淀，而未加
入环引物要４５ｍｉｎ才可以看到沉淀。这与梁磊研究的加环
引物的比未加环引物的提前１／３看到白色沉淀是一致的［１１］，

而且同Ｎａｇａｍｉｎｅ等研究的加入环引物可以使反应时间缩短
３０％～５０％的结果［１２］一致。

ＬＡＭＰ是一种经济、快速、准确、灵敏的分子检测技术，已
经被广泛应用于诸多领域，但是在国内较少应用于食品质量

检测方面，可能由于筛选合适的引物比较困难。随着研究的

不断深入，相信ＬＡＭＰ技术会很快普及到食品安全检测领域。
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ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅａｎｄｃａｒｒｉａｇｅｏｆｖｉｒｕｌｅｎｃｅｇｅｎｅｓｉｎＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓｉｓｏ
ｌａｔｅｄｆｒｏｍｆｏｏｄｈａｎｄｌｅｒｓｉｎＫｕｗａｉｔＣｉｔｙｒｅｓｔａｕｒａｎｔｓ［Ｊ］．ＢＭＣＲｅ
ｓｅａｒｃｈＮｏｔｅｓ，２００９（２）：１０８．

［３］ＹａｎｇＨ，ＭａＸＹ，ＺｈａｎｇＸＺ，ｅｔａｌ．Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｎｄｅｖａｌｕａｔｉｏｎｏｆａ
ｌｏｏｐ－ｍｅｄｉａｔｅｄｉｓｏｔｈｅｒｍａｌａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎａｓｓａｙｆｏｒｔｈｅｒａｐｉｄｄｅｔｅｃｔｉｏｎ
ｏｆＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓｉｎｆｏｏｄ［Ｊ］．ＥｕｒｏｐｅａｎＦｏｏｄＲｅｓｅａｒｃｈａｎｄ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，２０１１，２３２（５）：７６９－７７６．

［４］曾冰冰，肖凯军，石　磊，等．ＬＡＭＰ方法在食品微生物检测中的
应用［Ｊ］．现代食品与药品杂志，２００７，１７（１）：２２－２５．

［５］ＮｏｔｏｍｉＴ，ＯｋａｙａｍａＨ，ＭａｓｕｂｕｃｈｉＨ，ｅｔａｌ．Ｌｏｏｐ－ｍｅｄｉａｔｅｄｉｓｏｔｈｅｒｍａｌ
ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＤＮＡ［Ｊ］．ＮｕｃｌｅｉｃＡｃｉｄｓＲｅｓｅａｒｃｈ，２０００，２８（１２）：ｅ６３．
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［６］张　琳，马　利，丁雅苓，等．基于荧光显色的 ＩＢＶＬＡＭＰ检测方
法研究［Ｊ］．西北农林科技大学学报：自然科学版，２０１２，４０（１０）：
３８－４４．

［７］李永刚，王德国，武建刚，等．环介导恒温扩增法（ＬＡＭＰ）检测金
黄色葡萄球菌［Ｊ］．食品工业科技，２０１０（１）：３８８－３９１．

［８］唐梦君，周　生，葛庆联，等．应用ＬＡＭＰ快速检测金黄色葡萄球
菌的研究［Ｊ］．现代食品科技，２０１１，２７（６）：７１９－７２２．

［９］欧新华，张如胜，宋克云，等．逆转录－环介导等温扩增方法检测
甲型Ｈ１Ｎ１流感病毒［Ｊ］．中华检验医学杂志，２０１０，３３（５）：

４４３－４４５．　
［１０］ＲｉｔｔｉéＬ，ＰｅｒｂａｌＢ．Ｅｎｚｙｍｅｓｕｓｅｄｉｎｍｏｌｅｃｕｌａｒｂｉｏｌｏｇｙ：ａｕｓｅｆｕｌ

ｇｕｉｄｅ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＣｅｌｌＣｏｍｍｕｎｉｃａｔｉｏｎｓａｎｄＳｉｇｎａｌｉｎｇ，２００８，２
（１／２）：２５－４５．

［１１］梁　磊．应用环介导等温扩增技术检测牛肉中大肠杆菌 Ｏ１５７
的研究［Ｄ］．保定：河北农业大学，２０１１．

［１２］ＮａｇａｍｉｎｅＫ，ＨａｓｅＴ，ＮｏｔｏｍｉＴ．Ａｃｃｅｌｅｒａｔｅｄｒｅａｃｔｉｏｎｂｙｌｏｏｐ－ｍｅ
ｄｉａｔｅｄｉｓｏｔｈｅｒｍａｌａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｕｓｉｎｇｌｏｏｐｐｒｉｍｅｒｓ［Ｊ］．Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
ａｎｄＣｅｌｌｕｌａｒＰｒｏｂｅｓ，２００２，１６（３）：２２３－２２９．

钱宗耀，郑伟华，华震宇，等．气质联用技术分析玫瑰花中的脂肪酸组成［Ｊ］．江苏农业科学，２０１４，４２（２）：２４１－２４２．

气质联用技术分析玫瑰花中的脂肪酸组成

钱宗耀，郑伟华，华震宇，王　成
（新疆农业科学院农业质量标准与检测技术研究所／新疆农业科学院农产品质量安全重点实验室，新疆乌鲁木齐８３００９１）

　　摘要：对新疆和田地区种植的玫瑰花中的脂肪酸类化学成分进行分析测定。采用索氏提取法对玫瑰花样品中的
脂肪酸进行提取，应用气相色谱－质谱联用技术结合计算机检索对脂肪酸甲酯化后的化学组成及含量进行了测定分
析。分析结果表明：玫瑰花中主要含有棕榈酸、亚油酸、亚麻酸、硬脂酸等１９种脂肪酸。通过面积归一化法计算出各
种脂肪酸的相对含量，其中不饱和脂肪酸亚麻酸与亚油酸的相对含量超过６５％。研究结果可为今后玫瑰花的脂肪酸
化学成分研究及其营养功能开发提供理论依据。

　　关键词：玫瑰花；脂肪酸；气质联用；新疆和田
　　中图分类号：Ｏ６５７．６３　　文献标志码：Ａ　　文章编号：１００２－１３０２（２０１４）０２－０２４１－０２

收稿日期：２０１３－０６－２８
基金项目：新疆农业科学院农产品质量安全重点实验室建设项目（编

号：ｘｊｎｋｋｌ－２０１３－００３）。
作者简介：钱宗耀（１９８２—），男，安徽合肥人，硕士，实验师，从事色谱
分析、农药残留、食品营养成分的研究工作。

通信作者：王　成，硕士，副研究员，主要从事农产品质量安全及风险
评估 研 究。Ｔｅｌ：（０９９１）４５５８１９５；Ｅ－ｍａｉｌ：ｗａｎｇｃｈｅｎｇ３１２＠
ｓｉｎａ．ｃｏｍ。

　　玫瑰（ＲｏｓａｒｕｇｏｓａＴｈｕｎｂ．）为蔷薇科蔷薇属植物，在新疆
和田地区已有较大规模的种植，目前和田玫瑰已成为新疆的

特色产品之一。玫瑰是集经济价值和观赏价值于一体的植

物，可以药用和食用，以其花蕾入药，为我国的名贵药材之一，

具有排毒养颜、行气活血、开窍化瘀、疏肝醒脾、促进胆汁分

泌、助消化、调节机体之功效［１］。目前关于玫瑰的研究主要

集中在玫瑰精油、玫瑰色素和栽培种植方面，已有学者研究了

玫瑰种子和果实的脂肪酸成分［２－３］，但尚未见关于玫瑰花脂

肪酸成分的研究报道。笔者已经对啤酒花、昆仑雪菊、沙棘等

新疆特色产品的脂肪酸进行了相关研究［４－７］。本研究采用索

氏提取法提取新疆和田地区种植的玫瑰花中的脂肪酸，并用

气相色谱－质谱仪对其脂肪酸成分进行了分析，以期为开发
利用新疆和田地区的玫瑰资源提供基础研究资料。

１　材料与方法

１．１　材料与仪器
１．１．１　材料与试剂　试验材料为玫瑰花，采集于新疆和田

地区。

试验试剂：石油醚，由天津光复精细化工研究所生产，为

分析纯；正己烷、甲醇，由ＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ有限公司生产，为色
谱纯；氢氧化钾，由天津盛奥化学试剂厂生产，为分析纯。

１．１．２　试验仪器　气相色谱－质谱联用仪，配电子轰击离子
源，由ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒ公司生产；分析天平，由Ｍｅｔｔｌｅ－Ｔｏｌｅｄｏ公
司生产；旋转蒸发仪，由ＥＹＥＬＡ公司生产。
１．２　试验方法
１．２．１　索氏法提取玫瑰花中的脂肪酸　向滤纸筒中加入经
过预处理的８．０ｇ酱状玫瑰花，放入索式抽提器内，再加入
８０ｍＬ有机溶剂石油醚，于７０℃水浴加热回流，提取结束后，
减压蒸馏后放入烘箱中烘烤以除去溶剂，得到粗油（待用）。

１．２．２　脂肪酸甲酯化　用氢氧化钾 －甲醇甲酯化法对玫瑰
花提取后的油脂进行脂肪酸甲酯化，加入正己烷进行脂肪酸

甲酯的萃取。静置分层后，取上层有机相（正己烷）适当稀

释，用针筒式微孔滤膜过滤器过滤后进行气相色谱 －质谱仪
器进样分析。

１．２．３　气相色谱 －质谱联用仪条件　色谱柱：ＨＰ－５ＭＳ
（３０ｍ×０．２５ｍｍ×０．５μｍ）；载气：氦气（９９．９９９％）；流速：
１．０ｍＬ／ｍｉｎ；进样：２．０μＬ，分流比 １∶１０；进样口温度：
２５０℃；程序升温：初始温度８０℃，以１０℃／ｍｉｎ的速度升温
至 ２８０℃，保持１５ｍｉｎ；离子化方式：电子轰击（ＥＩ）；离子化
能量：７０ｅＶ；离子源温度：２３０℃；传输线温度：２７０℃；溶剂延
迟：３ｍｉｎ；扫描范围：５０～４５０ａｍｕ；扫描方式：全离子扫描
（ＳＣＡＮ）。
１．２．４　玫瑰花的脂肪酸化学组分定性定量分析　用气相色
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