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基于 gcp基因的溶血性曼氏杆菌
LAMP检测方法的建立

钟舒红1，韩林梅2，吴翠兰1，彭 昊1，冯世文1，贺会利1，马春霞1，
禤雄标1，李 军1 ，曾 芸2

（1. 广西兽医研究所 广西兽医生物技术重点实验室，广西 南宁 530001；
2. 广西大学动物科学技术学院，广西 南宁 530004）

摘要： 为建立一种快速、准确并可定量检测溶血性曼氏杆菌的环介导等温扩增（LAMP）方法，本研究针
对溶血性曼氏杆菌 gcp 基因设计 5 条特异性引物，在链置换 DNA聚合酶的作用下，优化反应条件，并进行
特异性和敏感性试验。特异性检测结果表明，建立的 LAMP扩增方法可以在 65 min内完成，并具有良好的特
异性，检测化脓隐秘杆菌、肺炎克雷伯氏菌、大肠杆菌、牛支原体、鼠伤寒沙门菌、溶血性巴氏杆菌等其他 6
种常见牛呼吸道综合征致病菌和空白对照（水）时结果均为阴性；灵敏性检测结果表明，建立的 LAMP 方法
检测溶血性曼氏杆菌质粒标准品的最低检出浓度为 0.855×10-4 ng/ μL；在对临床样品的检测中，本研究建
立的 LAMP方法对溶血性曼氏杆菌的检出率为 52.63％（10/ 19）大于 PCR方法的检出率 47.36％（9/ 19）。 以
上结果表明，本研究建立的基于 gcp 基因的溶血性曼氏杆菌 LAMP 检测方法为溶血性曼氏杆菌的快速检测
提供了一种新的技术手段，该方法特异性强、灵敏度高、快速简便，可将该方法推广至基层和流行病调查一
线，应用于该病原的快速检测。
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Establishment of LAMP detection method for M.haemolyticus
based on gcp gene

ZHONG Shu-hong1，HAN Lin-mei2，WU Cui-lan1，PENG Hao1，FENG Shi-wen1，HE Hui-li1，
MA Chun-xia1，XUAN Xiong-biao1，LI Jun1 ，ZENG Yun2

（1. Guangxi Veterinary Research Institute/Guangxi Key Laboratory of Veterinary Biotechnology，Nanning 530001，China；
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Abstract： In order to establish a rapid，accurate and quantitative loop-mediated isothermal ampli-
fication （LAMP） method for the detection of M.haemolyticus，five specific primers were designed for the
gcp gene of M.haemolyticus.The reaction conditions were optimized，and the specificity and sensitivity
tests were carried out with the action of the chain replacement DNA polymerase.The specificity test
results showed that the established LAMP amplification reaction could be completed in 65 min and had
good specificity.The detection results were negative for other pathogenic bacteria such as Cryptobaci-
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llus pyogenes，Klebsiella pneumoniae，Escherichia coli，Mycoplasma bovis，Salmonella typhimurium，Pas-
teurella hemolytica and negative control （water）.The sensitivity test results showed that the minimum
detection concentration of the established LAMP method was 0.855×10-4 ng/μL.In the detection of clin-
ical samples，the positive detection rate of LAMP method established in this study was 52.63％（10/19），
which was higher than that of PCR method 47.36％（9/19）.In conclusion，the LAMP method based on gcp gene
established in this study provides a new technical method for rapid detection of M.hemolyticus.This
method has strong specificity，high sensitivity，rapid and simple characteristics，and can be extended
to the grassroots and the front line of epidemic investigation for rapid detection of the pathogen.

Key words： M.haemolyticus；gcp；loop-mediated isothermal amplification（LAMP）；PCR
Corresponding authors： LI Jun，E-mail：jlee9981@163.com；ZENG Yun，E-mail：yeng323@163.com

溶血性曼氏杆菌（Mannheimia haemolytica，MH）
为巴氏杆菌科的一种革兰氏阴性球菌，为存在于牛、
羊等反刍动物呼吸系统的一种重要的条件致病菌［1］。
当动物因长途运输、饲养条件及天气环境变化而受
到应激，或因支原体和病毒等病原感染而导致免疫
功能下降时，其会迅速增殖并下行扩散至肺部，引起
严重的肺炎［2］。 溶血性曼氏杆菌也是引起牛呼吸道
疾病综合征最为重要的病原之一［3-4］。 同时，该病原
也能感染山羊、绵羊等小反刍动物以及美洲野牛、麋
鹿和叉角羚等反刍野生动物。 也有研究发现，他还
能感染猪、兔、猫、狗、骡等某些非反刍动物［5］。目前，
溶血性曼氏杆菌在世界范围内呈广泛流行趋势，给
世界牛羊养殖业造成巨大的经济损失［4-6］。我国也普
遍存在溶血性曼氏杆菌感染牛羊的现象［7-9］，给牛羊
养殖业带来巨大威胁。

目前，针对溶血性曼氏杆菌的检测方法主要包
括传统的细菌学方法（形态学观察）［10］、免疫学检测
（ELISA）［11］和分子生物学检测方法（PCR／荧光定量
PCR）［12-13］。 但传统的细菌学方法不仅费时费力，且
该菌的分离率较低，较难分离得到该菌；血清学检
测方法虽然操作相对简单，在敏感性和特异性上均
有很大提高，但存在空窗期、交叉反应等问题；基于
核酸检测的 PCR／荧光定量 PCR等分子生物学检测
技术因其具有良好的敏感性和特异性，是一种较理
想的病原学检测方法，但这两种方法存在仪器昂贵，
对操作人员技术要求高的缺点，难以在基层和流行
病调查一线推广应用［14-15］。

环介导等温扩增（LAMP）是一种新颖的核酸扩
增技术，其原理是针对目的基因的 6个区域设计 4条
特异性引物，并在具有链置换特性的 Bst DNA聚合
酶作用下，在恒定的温度（60～65℃）下即可完成靶
DNA的特异性扩增［16］。 与常规 PCR方法相比，克服
了 PCR反应需要反复的热变性、复性、延伸过程获
得单链模板的缺点，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，从而实现快
速、特异、灵敏、简便的检测。LAMP检测方法已用于
多种病原菌的检测［17-19］，基于 LAMP 的优点，本研究
建立了一种基于溶血性曼氏杆菌唾液淀粉酶 gcp 基
因检测的高效、敏感、可定量的 LAMP检测方法。 本
方法通过浊度仪实时监控反应管的扩增情况，反应
结束即可获得结果，避免了人为肉眼观察导致的主
观判断失误；同时，本方法不需打开反应管的盖子
在扩增产物中加入荧光染料显色或者将扩增产物进
行凝胶电泳观察梯形条带等判定结果，可有效避免
气溶胶以及凝胶电泳染料对环境的污染。

1 材料与方法

1.1 试验材料
1.1.1 细菌菌株 溶血性曼氏杆菌 （Mannheimia
haemolytica）、化脓隐秘杆菌（Trueperella pyogenes）、
肺炎克雷伯氏菌（Klebsiella pneumoniae）、大肠杆菌
（Escherichia coli）、牛支原体（Mycoplasma bovis）、鼠
伤寒沙门菌 （Salmonella typhimurium）、溶血性巴氏
杆菌（Pasteurella hemolytica），均由广西壮族自治区
兽医研究所细菌研究室鉴定和保存。
1.1.2 主要试剂与仪器 细菌基因组 DNA提取试
剂盒购自康为世纪生物科技有限公司。 绵羊血平板
购自北京路桥技术股份有限公司。 Loopamp DNA扩
增试剂盒购自日本荣研生物科技公司。 Bst DNA聚
合酶购自北京蓝谱生物科技有限公司。 PCRMaster
Mix、DNAMarker等均购自天根生化科技（北京）有限
公司。SYBRGreenⅠ购自 Invitrogen公司。实时浊度
仪（Tubidimeter real- time LA- 320）购自日本荣研生物
科技公司。
1.1.3 临床样品 本实验室从广西部分养殖场收
集 19份牛羊呼吸道系统疫病的病料组织样品。
1.2 试验方法
1.2.1 基因组 DNA的制备 病原菌培养物：将实验
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表 1 LAMP 扩增引物序列
Table 1 Sequences of primers for LAMP

目的基因
Target gene

引物
Primers

核苷酸序列(5′→3′)
Nucleotide sequences

gcp

F3 GGGCAATACGAACTACTCGG

B3 TCGTATTCGCAGCAAAGGTT

FIP GCTACACCGGCAGGGTAATCCCCGGTGAAGCCTTTGACAA

BIP ATTAGCCGAATCCGGCACGCATCCAGTCCCGGTCTGTC

LB GTTTTAAATTCCCTCGTCCAATGAC

室分离鉴定保存的溶血性曼氏杆菌划线接种于绵
羊血平板，37℃培养 24 h。 接种环刮取部分菌落重
悬于 200μLPBS中，采用细菌基因组 DNA提取试剂
盒提取病原菌基因组 DNA。 组织样品：病料组织用
PBS清洗，利用组织研磨均质仪进行研磨，反复冻融
3 次，离心后取上清，采用细菌基因组 DNA提取试
剂盒提取病原菌基因组 DNA。

1.2.2 LAMP引物的设计与合成 参考 GenBank登
录的多株溶血性曼氏杆菌唾液淀粉酶 gcp 基因序
列，进行 gcp 基因序列比对，选取保守区域，采用
Primer Explorer version 5 （http：／primerexplorer.jp／
lamp）设计扩增该基因的特异性 LAMP 引物，包括
外引物 F3/ B3、内引物 FIP／BIP 和环引物 LB（见表
1）。 引物由上海英骏生物有限公司合成。

1.2.3 LAMP 反应检测 LAMP 反应的建立：采用
Loopamp DNA扩增试剂盒进行 LAMP 反应，反应体
系为 25 μL：2×Reaction Mix 12.5 μL，Bst DNA 聚
合酶 1 μL，外引物 F3 和 B3 各 0.5 μL，内引物 FIP
和BIP各 0.5μL，环引物 LB1 μL，基因组 DNA2 μL，
超纯水补足 25 μL。 LAMP 反应程序：反应在 LA-
320C实时浊度仪中进行，浊度仪实时监控扩增情况，
反应程序为 63℃保持 60 min，然后 85℃灭活 5 min。
并以蒸馏水代替 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
行溶血性曼氏杆菌 gcp 基因的 PCR检测，扩增长度
为 220 bp。PCR反应总体积为 25 μL，包括 PCRMa-
ster Mix 12.5μL，引物 F3和 B3各 1μL、基因组 DNA
3 μL，RNase- Free water 补足 25 μL。 反应条件为：
95℃预变性 5 min；95℃变性 30 s，51℃退火 30 s，
72 ℃延伸 30 s，35 个循环；72 ℃最终延伸 5 min。
PCR产物经 1.5％琼脂糖凝胶电泳检测。
1.2.5 溶血性曼氏杆菌标准品制备 以溶血性曼
氏杆菌 DNA为模板，以本 LAMP方法设计的外引物
F3和 B3为 PCR扩增引物，将 PCR扩增得到的目的
基因片段连接于载体 pMD18- T，转化大肠杆菌感受
细胞 DH- 5ɑ，氨苄西林抗性筛选获得单克隆菌，用质
粒小量抽提试剂盒抽提质粒，经 PCR鉴定，重组质
粒送上海英骏生物技术有限公司进行测序确定。 纯
化阳性重组质粒 pMD18- T- gcp，测定起始浓度后作
为标准样品，－80℃保存备用。
1.2.6 LAMP检测方法的特异性试验 以溶血性曼
氏杆菌为阳性对照，以蒸馏水为阴性对照，以化脓

隐秘杆菌、肺炎克雷伯氏菌、大肠杆菌、牛支原体、鼠
伤寒沙门菌、溶血性巴氏杆菌作为参考细菌，进行
LAMP的特异性检测。
1.2.7 LAMP检测灵敏性试验 取标准样品重组质
粒 pMD18- T- gcp，测定其起始浓度为 0.855×101

ng／μL，用 RNA- FreeWater进行连续 10倍倍比稀释，
稀释后的浓度范围为 0.855×101～0.855×10-5 ng／μL，
取各稀释度 2μL作为模板进行 LAMP和 PCR扩增，
比较其检测灵敏度。
1.2.8 LAMP扩增标准曲线的建立 取溶血性曼氏
杆菌基因组 DNA 浓度为 0.855×101～0.855×10-3

ng／μL的重组质粒 pMD18-T-gcp标准样品用做 LAMP
测定的标准模板，采用 F3、B3引物进行 LAMP扩增。
当浊度为 0.1 时，由于 DNA浓度的负对数与浊度之
间存在线性关系，可以通过记录浊度和时间点来绘
制标准曲线，并通过 LAMP 扩增曲线确定细菌拷
贝数。
1.2.9 结果判定 实时浊度仪监测反应扩增情况，
仪器通过读取反应管的浊度值并绘制浊度曲线，出
现浊度上升曲线的判为阳性结果，没有出现浊度上
升曲线的判为阴性结果，反应结束即可获得结果。
1.2.10 临床样品检测 采用本研究建立的 LAMP
方法和 PCR检测技术，对本实验室从广西部分养殖
场收集的呼吸道系统疫病的病料组织样品 19份，进
行溶血性曼氏杆菌 gcp 基因检测，以此评估建立的
LAMP方法在临床检测上的实用性。
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图 3 LAMP 扩增的标准曲线
Figure 3 Standard curve of LAMP amplification

图 4 临床样品检测

Figure 4 The results for clinical sample
M： DNA分子质量标准；P：阳性对照；N：阴性对照；1～19 临床样品
组织。

M：DL1500 DNA Markerr；P：Positive control；N：Negative control；1—
19：Samples.

图 1 LAMP 方法的特异性
Figure 1 Specificity analyses for LAMP
1：溶血性曼氏杆菌；2：化脓隐秘杆菌；3：肺炎克雷伯氏菌；4：大肠杆
菌；5：牛支原体；6：鼠伤寒沙门菌；7：溶血性巴氏杆菌；8：蒸馏水。
1：Mannheimia haemolytica；2：Trueperella pyogenes；3：Klebsiella pne -
umoniae；4：Escherichia coli；5：Mycoplasma bovis；6：Salmonella typhi-
murium；7：Pasteurella hemolytica；8：Distilled water.

图 2 LAMP（A）和 PCR（B）方法的灵敏性比较
Figure 2 Comparison of Sensitivity analyses for LAMP（A）

and PCR（B）
M：分子质量标准 DL2000；A1～A7：0.855×101～0.855×10-5 ng/ μL；8：
阴性对照。

M：DL2000 DNAMarker；A1—A7：0.855×101—0.855×10-5 ng/ μL；8：
Negative control.

2 结果

2.1 溶血性曼氏杆菌 LAMP检测的特异性分析
以溶血性曼氏杆菌为阳性菌株，蒸馏水为阴性

对照，6 株牛羊养殖中常见的致病菌为参考菌株，对
LAMP引物进行特异性检测，由图 1 可知，仅以携带
gcp 基因的溶血性曼氏杆菌能检测到扩增产物，出
现浊度曲线，其他 6 种参考细菌和阴性对照均无浊
度曲线。 表明该引物组可用于溶血性曼氏杆菌 gcp
基因的扩增，因此将引物 FIP 和 BIP 用做 LAMP 反
应的引物。

2.2 溶血性曼氏杆菌 LAMP方法的灵敏性分析
由图 2可知，本研究建立的 LAMP和 PCR对溶

血性曼氏杆菌质粒标准品的最低检出浓度均为
0.855×10-4 ng／μL。 溶血性曼氏杆菌基因组浓度在
0.855×101～0.855×10-4 ng／μL间的 6个浓度，LAMP
反应孵育期分别为 20、24、25、27、31、45 min（图 2A），
可检测溶血性曼氏杆菌存在的最早时间点少于 30
min。 通过直接目视检测法研究发现，LAMP 检测溶
血性曼氏杆菌质粒标准品的最低检出浓度也为
0.855×10-4 ng／μL。
2.3 LAMP扩增标准曲线的建立

使用 5 个浓度梯度的溶血性曼氏杆菌质粒标
准品作为模板进行 LAMP 扩增，并构建 LAMP 扩增
标准曲线，标准曲线为 Y＝0.3519X－8.5797，相关
系数 R2＝0.9925，呈良好的线性关系。 其中，X表示
LAMP 反应所用的时间段 ，Y表示溶血曼氏杆菌
DNA浓度的负对数（图 3）。

2.4 临床样品的检测
对本实验室收集的 19 份牛羊呼吸道系统疫病

的病料组织样品，使用本研究建立的 LAMP 方法和
常规 PCR方法分别进行溶血性曼氏杆菌 gcp 基因
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扩增。结果显示，19份样品中，9份样品经 PCR方法
扩增出目的条带，阳性检出率为 47.36％（9/ 19）；运
用 LAMP 方法有 10 份样品获得浊度曲线， 呈现阳
性结果，阳性检出率为 52.63％（10/ 19）。

3 讨论

溶血性曼氏杆菌是反刍动物（牛、羊）肺炎、新
生羔羊急性败血症的重要病原菌。 Timsit 等［20］的研
究结果显示在引起牛呼吸道疾病综合征的病原中
溶血性曼氏杆菌占比为 30.5％。 吴翠兰等［9］在前期
的调查研究中发现，引起广西牛呼吸道疾病综合征
的病原中溶血性曼氏杆菌占比高达 40.1％。 对于该
病的治疗原则是尽早发现，及时治疗，否则该病易
与其他病原菌如溶血性巴氏杆菌、化脓隐秘杆菌、
支原体等混合感染而加大治疗难度 ［20］。 在目前，针
对溶血性曼氏杆菌的检测方法主要包括传统的细
菌学方法、免疫学检测和分子生物学检测方法。 冯
旭飞等 ［10］在绵羊肺脏中溶血性曼氏杆菌的分离鉴
定及其药物敏感性分析的研究报道表明传统的细
菌学方法不仅费时费力，且该菌的分离率较低，较难
分离得到该菌。 Shangthalingam等 ［21］报道在对溶血
性曼氏杆菌进行病原学分离和 PCR检测时显示其
病原分离率（3％）远远小于 PCR检出率（77％）。PCR/
荧光定量 PCR等分子生物学检测技术因其具有良
好的敏感性和特异性，是一种较理想的病原学检测
方法，但这两种方法存在仪器昂贵，对操作人员技
术要求高的缺点，难以在基层和流行病调查前线推
广应用。 LAMP检测方法以其操作简单、特异性强、
灵敏性高，成本低等优点，更适合于基层养殖企业
和流行病调查前线对病原的实地检测。

本研究首次建立了以溶血性曼氏杆菌 gcp 基因
为目标基因的 LAMP 检测方法，结果表明该方法具
有较高的特性性，对溶血性曼氏杆菌以及化脓隐秘
杆菌、肺炎克雷伯氏菌、大肠杆菌、牛支原体、鼠伤
寒沙门菌、溶血性巴氏杆菌等 6 种常见引起牛呼吸
道疫病综合征的病原菌进行特异性检测，结果显示
仅溶血性曼氏杆菌为模板的扩增产物出现浊度曲
线；在敏感性试验中，本研究建立的 LAMP 检测方
法对溶血性曼氏杆菌的最低检测浓度为 0.855×10-4

ng／μL，与本实验室建立的溶血性曼氏杆菌 PCR检
测方法的检测限相同；在对临床样品的检测中，本研
究建立的 LAMP 方法对溶血性曼氏杆菌的阳性检
出率 52.63％（10／19）大于 PCR方法的阳性检出率
47.36％（9／19），表明本研究建立的 LAMP 方法为溶
血性曼氏杆菌的临床快速检测提供了一种新的技

术手段。 同时，本研究建立的 LAMP 检测方法与其
他方法相比，有以下优势：（1）成本低、操作简单。 本
研究建立的 LAMP 检测方法只需要一台浊度仪，而
PCR检测方法需要有 PCR仪，凝胶成像系统，电泳
仪等仪器，在操作性以及使用成本方面都有一定的
局限性。 （2）检测耗时短。溶血性曼氏杆菌在血平板
上需要 20小时以上才长出明显菌落，生化试验通常
耗时 24～72 h，做出正确的鉴定将花费 3～4 d时间，
本研究建立的 LAMP 检测方法反应在 20～25 min
出现扩增，60 min内即可完成扩增，且扩增结束即可
判断结果，不需要再进行琼脂糖凝胶电泳紫外线分
析，从样品基因组 DNA提取到获得最终结果可在
2～3 h内完成。 （3）不造成污染。常规的 LAMP方法
在反应结束后，通过肉眼判断白色沉淀及开盖在扩
增产物中加入荧光染料显色或者将扩增产物直接
凝胶电泳观察梯形条带等判定结果 ［22-23］，打开反应
管加荧光染料容易造成实验室气溶胶污染，凝胶电
泳使用的染料对环境也造成污染，本方法通过浊度
仪实时监控反应管的扩增情况，无需开盖即能准确
判定结果，能有效避免气溶胶污染。 （4）可实时定量，
本研究利用 Tubidimeter real- time LA- 320C 浊度仪
来实时分析 LAMP 反应的结果，不同标准样品浓度
的负对数及其对应的浊度值达到 0.1 所需的时间成
线性关系，由此绘制标准曲线，获得标准曲线方程，
即可进行定量检测。

综上所述，本研究建立的基于 gcp基因的溶血性
曼氏杆菌 LAMP 检测方法为溶血性曼氏杆菌的快
速检测提供了一种新的技术手段，该方法特异性强、
灵敏度高、快速简便，可将该方法推广至基层和流行
病调查前线，应用于该病原的快速检测。
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