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罗非鱼无乳链球菌环介导等温扩增（ＬＡＭＰ）
检测技术的建立及应用
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　　摘要：针对罗非鱼无乳链球菌Ｓｉｐ基因建立了ＬＡＭＰ检测方法，并对野外样本进行了无乳链球菌的调查研究。结果
表明，目标Ｓｉｐ基因可在６３℃４０ｍｉｎ内被ＬＡＭＰ检测到，比ＰＣＲ快约２ｈ，其ＤＮＡ检测最低浓度为３．５５×１０－５ｎｇ／μＬ，
灵敏度比ＰＣＲ高１００倍，且对参考细菌无扩增。野外样品检测结果表明，运用 ＬＡＭＰ检测技术对 ＧＢＳ的检出率为
８１３％，比ＰＣＲ高约２０．０％。应用ＬＡＭＰ和ＰＣＲ分别检测健康罗非鱼 ＧＢＳ检出率４．４％和２．２％，检测池塘水样品
ＧＢＳ检出率分别为１０．０％和６．７％。
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　　链球菌病已成为全球罗非鱼最严重的疾病之一［１］，每年

造成的经济损失达４０００多万美元［２－３］。过去数十年，我国

罗非鱼链球病逐年增长，其优势种类已经从海豚链球菌

（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓｉｎｉａｅ）转变为无乳链球菌（Ｓ．ａｇａｌａｃｔｉａｅ，也称 Ｂ
族链球菌或ＧＢＳ）。过去５年，由链球菌导致的罗非鱼死亡率
达１５％～９５％［２］。ＧＢＳ不仅会引起水生或半水生生物［４－５］，

包括野生鱼类［６－７］和养殖鱼类［８－９］严重的疾病，也可导致新生

儿严重的脑膜炎［１０］和成人败血症［１１－１２］。人类或牲畜的 ＧＢＳ
对罗非鱼具有潜在的感染性［１３］，而来自罗非鱼的ＧＢＳ也可能
导致人类感染［１４］。因此，罗非鱼和／或水环境中ＧＢＳ菌株的存
在增加了公共卫生安全的风险，这就需要研发采取一种快速、

灵敏和可靠的污染链球菌检测方法，通过采取适当的防控措

施，保护易感染群体免受这种人畜共患病原体的侵袭。

环介导等温扩增技术（ＬＡＭＰ）是一种敏感、快速和低成
本的检测方法，在等温条件下扩增靶基因核苷酸，通常在 １ｈ
内完成［１５－１６］，扩增产物可通过浊度或荧光染料监测。此外，

ＬＡＭＰ检测可在野外进行，因此可用于现场测定［１６］。基于

ＬＡＭＰ的优点，本研究开发了一种针对ＧＢＳＳｉｐ基因可用于野
外现场检测的单步 ＬＡＭＰ法，并对其特异性和灵敏性进行
评价。

１　材料与方法

１．１　试验材料
１．１．１　细菌菌株　罗非鱼 ＧＢＳ菌株、大肠杆菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ
ｃｏｌｉ）、沙门氏菌（Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ）、嗜水气单胞菌（Ａｅｒｏｍｏｎａｓ
ｈｙｄｒｏｐｈｉｌａ）、维氏气单胞菌（Ａｅｒｏｍｏｎａｓｖｅｒｏｎｉｉ）、爱德华氏菌
（Ｅｄｗａｒｄｓｉｅｌｌａｉｃｔａｌｕｒｉ）、哈氏弧菌（Ｂｒｉｏｈａｔｖｅｙｉ）、创伤弧菌
（Ｖｉｂｒｉｏｖｕｌｎｉｆｉｃｕｓ）与海豚链球菌（Ｓ．ｉｎｉａｅ），均由广西水产遗
传育种与健康养殖重点实验室鉴定和保存。

１．１．２　主要试剂　细菌全基因组ＤＮＡ提取试剂盒购自北京
康为世纪生物科技有限公司；ＬｏｏｐａｍｐＤＮＡ扩增试剂盒购自
日本荣研生物科技公司；ＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ、ＤＮＡＭａｒｋｅｒ、钙黄绿
素等，购自天根生化科技（北京）有限公司。

１．１．３　待检样品　２０１４年７—９月，从野外共收集样品４９０
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份，其中健康罗非鱼样品４５份，患病罗非鱼样品４１５份及养
殖罗非鱼的池塘水样品３０份（表１）。

表１　本研究收集的野外样品

来源 健康状况 组织
体质量

（ｋｇ）
来源

（地点）

数量

（份）

罗非鱼 健康 脑 １０～１００ 广西北海 ４５
罗非鱼 患病 脑 ３０～２５０ 广西钦州 ６９
罗非鱼 患病 脑 ３０～２００ 广西玉林 ８９
罗非鱼 患病 脑 ３０～２００ 广西南宁 １１３
罗非鱼 患病 脑 ３０～１５０ 广东惠州 ６６
罗非鱼 患病 脑 ３０～２５０ 广东湛江 ７８
池塘水 广东和广西 ３０

１．２　试验方法
１．２．１　基因组 ＤＮＡ的制备　将 ＧＢＳ接种到胰蛋白酶大豆
肉汤（ＴＳＢ）中，２８℃下培养１８ｈ，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，
沉淀重悬于２００μＬＰＢＳ中，采用基因组 ＤＮＡ提取试剂盒提
取细菌基因组ＤＮＡ。取１０ｍｇ罗非鱼脑组织于０．９ｍＬＰＢＳ
中清洗，无菌研钵研磨，采用基因组 ＤＮＡ提取试剂盒提取
ＤＮＡ。池塘水经离心沉淀后提取ＤＮＡ。
１．２．２　引物设计与合成　根据ＧＢＳＳｉｐ基因序列（ＧｅｎＢａｎｋ：
ＨＱ８７８４３６．１、ＤＱ９１４２５５．１－ＤＱ９１４２７４．１），采用 Ｐｒｉｍｅｒ
Ｅｘｐｌｏｒｅｒｖｅｒｓｉｏｎ４（ｈｔｔｐ：／ｐｒｉｍｅｒｅｘｐｌｏｒｅｒ．ｊｐ／ｌａｍｐ）设计 ＧＢＳ的
ＬＡＭＰ引物。外部正向引物（Ｆ３）引物和反向引物（Ｂ３）序列
分别为 Ｆ３：５′－ＧＴＡＧＣＡＧＣＣＣＣＴＡＧＡＧＴＧ－３′，Ｂ３：５′－
ＧＴＴＧＴＧＣＴＡＣＣＧＧＴＧＴＴＧ－３′；内部正向引物（ＦＩＰ）和反向引
物（ＢＩＰ）序列分别为ＦＩＰ：５′－ＡＧＣＴＧＡＴＡＣＡＴＧＣＴＣＴＧＧＴＧＡＴＧ
ＧＣＡＡＧＴＧＴＴＡＡＡＧＴＡＧＴＣＡＣＴＣ－３′，ＢＩＰ：５′－ＧＴＴＣＣＴＧＴＧＡＣＴ
ＡＣＧＡＣＴＴＣＡＡＣＴＴＴＴＧＴＧＣＴＡＣＣＧＧＡＡＧＧ－３′。ＮＣＢＩＢＬＡＳＴ程
序检查引物序列的特异性。引物Ｆ３和Ｂ３用于ＰＣＲ扩增，以
对比ＬＡＭＰ的灵敏性和特异性。引物由生工生物工程（上
海）股份有限公司合成。

１．２．３　ＬＡＭＰ反应检测　采用 ＬｏｏｐａｍｐＤＮＡ扩增试剂盒进
行 ＬＡＭＰ反应，反应体系为 ２５μＬ，其中 ＦＩＰ和 ＢＩＰ各
４０ｐｍｏｌ，Ｆ３和Ｂ３各５ｐｍｏｌ，２×ＲｅａｃｔｉｏｎＭｉｘ１２．５μＬ，钙黄绿

素２５μｍｏｌ／Ｌ，ＢｓｔＤＮＡ聚合酶１μＬ，以及３．５５×１０１ｎｇ／μＬ
基因组ＤＮＡ２μＬ。ＬＡＭＰ反应在ＬＡ－３２０Ｃ实时浊度计中进
行，在６３℃测定６０ｍｉｎ，然后在８０℃灭活５ｍｉｎ。以蒸馏水
代替ＤＮＡ模板作为阴性对照。
１．２．４　ＰＣＲ扩增检测　采用 Ｆ３和Ｂ３为扩增引物进行 ＧＢＳ
的ＰＣＲ检测，扩增长度为１９６ｂｐ。ＰＣＲ反应总体积为２５μＬ，
包括ＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ１２．５μＬ，引物 Ｆ３和 Ｂ３各 １μｍｏｌ／Ｌ、
３．５５×１０１ｎｇ／μＬ基因组ＤＮＡ２μＬ。反应条件为：９４℃预变
性２ｍｉｎ；９４℃变性２０ｓ，５５℃退火３０ｓ，７２℃延伸３０ｓ，３０次
循环；７２℃最终延伸１０ｍｉｎ。采用１０ｇ／Ｌ琼脂糖凝胶电泳检
测ＰＣＲ产物，溴化乙锭染色，Ｂｉｏ－ＲａｄＧｅｌＤｏｃＥＱ凝胶成像
系统成像分析。

１．２．５　ＬＡＭＰ检测的特异性　以ＧＢＳ菌株作为阳性对照，以
蒸馏水作为阴性对照，以大肠杆菌、沙门氏菌、嗜水气单胞菌、

维氏气单胞菌、爱德华氏菌、哈氏弧菌、创伤弧菌和与海豚链

球菌作为参考细菌，进行ＬＡＭＰ的特异性检测。
１．２．６　ＬＡＭＰ和ＰＣＲ检测灵敏度比较　将罗非鱼ＧＢＳＤＮＡ
连续１０倍稀释，稀释后的浓度范围为３．５５×１０１～３．５５×
１０－７ｎｇ／μＬ。应用 ＬＡＭＰ和 ＰＣＲ方法分别对其进行检测，比
较２种检测技术对ＧＢＳＤＮＡ的最低检测浓度。同时，采用直
接目视检测法，ＬＡＭＰ反应在水浴中进行，当ＬＡＭＰ反应终止
约１ｈ后，加入钙黄绿素染料进行终止反应，利用紫外光照射
观察反应结果。

１．２．７　野外样本的检测　采用 ＬＡＭＰ和 ＰＣＲ检测技术，分
别对收集的４９０个野外样本进行了ＧＢＳ检测。

２　结果

２．１　ＬＡＭＰ检测的特异性
以ＧＢＳ为阳性菌株，蒸馏水为阴性对照，８株罗非鱼养殖

池塘中常见的细菌为参考菌株，对 ＬＡＭＰ引物进行特异性检
测，结果发现，仅 ＧＢＳ能检测到扩增产物，其他８种参考细菌
及阴性对照均无扩增产物（图１），表明该引物组可用于无乳
链球菌Ｓｉｐ基因的扩增，因此将引物ＦＩＰ和ＢＩＰ用作ＬＡＭＰ反
应的引物。

２．２　ＬＡＭＰ检测的灵敏度
由图２可知，ＬＡＭＰ和ＰＣＲ对罗非鱼ＧＢＳＤＮＡ的最低检

测浓度分别为 ３．５５×１０－５ｎｇ／μＬ和 ３．５５×１０－３ｎｇ／μＬ，即
ＬＡＭＰ检测灵敏度为 ＰＣＲ的１００倍。罗非鱼 ＧＢＳＤＮＡ浓度
在３．５５×１０１～３．５５×１０－５ｎｇ／μＬ间的７个浓度，ＬＡＭＰ反应

孵育期分别为３３、３５、３７、４１、４２、４５、５３ｍｉｎ（图２Ａ），可检测
ＧＢＳ存在的最早时间点小于 ４０ｍｉｎ。通过直接目视检测法
研究发现，ＬＡＭＰ检测ＧＢＳＤＮＡ的最低检测浓度也为３．５５×
１０－５ｎｇ／μＬ。
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２．３　野外样本的检测和测序
采用ＬＡＭＰ和ＰＣＲ检测技术，分别对收集的４９０个野外

样本进行了ＧＢＳ检测，结果发现，患病罗非鱼样品中，ＬＡＭＰ
检测技术对ＧＢＳ的检出率为８１．３％，而 ＰＣＲ对 ＧＢＳ的检出
率为６０．７２％，ＬＡＭＰ方法对 ＧＢＳ的检测比 ＰＣＲ更敏感。同
时，健康罗非鱼样本中也检测到ＧＢＳ，ＬＡＭＰ和ＰＣＲ技术的检

出率分别为４．４％和２．２％，其检测差异较小。利用ＬＡＭＰ和
ＰＣＲ检测技术分别对罗非鱼养殖池塘水样品进行检测，结果
显示，池塘水的ＧＢＳ检出率分别为１０．０％、６．７％（表２）。对
２０个ＬＡＭＰ检测阳性样品进行了测序，经序列比对发现，样
品序列与ＧＢＳＳｉｐ基因部分序列的相似性为１００％。

表２　ＬＡＭＰ和ＰＣＲ方法检测罗非鱼ＧＢＳ的结果

来源 健康状况 组织 数量
ＬＡＭＰ检出率
（％）（数量）

ＰＣＲ检出率
（％）（数量）

罗非鱼 健康 脑 ４５ ４．４（２） ２．２（１）
罗非鱼 患病 脑 ６９ ７６．８（５３） ５７．９（４０）
罗非鱼 患病 脑 ８９ ８９．８（８０） ６５．２（５８）
罗非鱼 患病 脑 １１３ ８１．４（９２） ６０．２（６８）
罗非鱼 患病 脑 ６６ ８０．３（５３） ６５．２（４３）
罗非鱼 患病 脑 ７８ ７８．２（６１） ５５．１（４３）
池塘水 无　 无 ３０ １０．０（３） ６．７（２）

３　讨论

目前，已建立了核糖体基因分型、随机扩增多态性 ＤＮＡ
（ＲＡＰＤ）［１７－１８］和脉冲场凝胶电泳（ＰＦＧＥ）等多种ＧＢＳ检测方
法［１９］，然而仅通过表型检测 ＧＢＳ可能会有误导性。一些实
验室将ＣＡＭＰ（Ｃｈｒｉｓｔｉｅ－Ａｔｋｉｎｓ－Ｍｕｎｃｈ－Ｐｅｔｅｒｓｏｎ）作为检测
ＧＢＳ的一种方法，但 ＣＡＭＰ需要连续２ｄ过夜培养，非常耗
时。ＰＣＲ或实时荧光定量 ＰＣＲ也被用于 ＧＢＳ检测［２０－２１］，同

时ＰＣＲ方法需要昂贵的专业仪器设备和试剂消耗，不适用于

野外检测，而且本研究建立的ＬＡＭＰ方法较ＰＣＲ方法敏感性
提高１００倍，更适用于ＧＢＳ的检测。尽管有关罗非鱼ＧＢＳ的
ＬＡＭＰ检测方法也有相关报道［２２］，但本研究针对鱼类和哺乳

动物ＧＢＳ中高度保守 Ｓｉｐ基因序列开发 ＬＡＭＰ检测方法，与
前人建立的比色 ＬＡＭＰ测定方法相比，更能进行实时 ＬＡＭＰ
测定，不需要打开反应管即可获得检测结果，降低了阳性产物

污染实验室的风险。

本研究分别采用 ＬＡＭＰ和 ＰＣＲ法检测了罗非鱼和池塘
水中的ＧＢＳ，发现 ＬＡＭＰ检测灵敏度高于 ＰＣＲ，同样的样品，
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ＬＡＭＰ对罗非鱼 ＧＢＳ的检出率为 ８１．３％，而 ＰＣＲ仅为
６０．７％，提示ＬＡＭＰ法更适用于实地检测ＧＢＳ，也意味着先前
采用ＰＣＲ检测罗非鱼 ＧＢＳ可能低估了 ＧＢＳ的传播范围或
ＧＢＳ引起的死亡率。另一方面，本研究中罗非鱼ＧＢＳ的平均
检出率为 ８１．３％，低于 Ｃｈｅｎ等报道 ＧＢＳ的平均检出率
（９７７％）［２］，这可能是由于２项研究所收集样品的时间段不
同造成的。Ｃｈｅｎ等收集样品的时间段为２００９—２０１１年［２］，

是我国罗非鱼链球菌发病的高峰期，而本研究样品收集时间

为２０１４年，与其相比，罗非鱼链球菌病的发病率较低，故检出
率较低，此外还可能是２项研究中样本量的差异导致的。

Ｌｉ等研究发现，无典型临床症状或死亡的罗非鱼或为
ＧＢＳ的载体［２３］。本研究的野外样品检测结果显示，应用

ＬＡＭＰ和 ＰＣＲ在健康无症状的罗非鱼大脑样品检测到 ＧＢＳ，
与Ｌｉ等研究的结果［２３］一致，表明罗非鱼可能为 ＧＢＳ病原体
的无症状携带者。此外，采用ＬＡＭＰ和 ＰＣＲ分别从池塘水中
检测到ＧＢＳ，表明 ＧＢＳ可能在野生环境中正常生长，当罗非
鱼的免疫反应较弱时才可能感染。虽然目前尚无罗非鱼源

ＧＢＳ菌株对人类感染性的研究报道，但应高度关注野生环境
中ＧＢＳ能在罗非鱼与人类之间传播，并采取一些切实可行的
措施以防止该病发生。
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