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ＬＡＭＰ技术在肺部非典型感染病原体检测中的应用
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　　摘　要：目的　探讨利用现代生物技术开发一套可以快速、准确而且高通量检测肺部３种常见非典型感染病原体的检测方

法。方法　采用环介导等温核酸扩增技术（ＬＡＭＰ）对导致肺部非典型感染的肺炎支原体、肺炎衣原体及嗜肺军团菌３种常见病

原体的特异性ＤＮＡ片段进行扩增，结合基因芯片杂交技术鉴定这３种肺部非典型感染的病原体。结果　采用ＬＡＭＰ技术对目

的核酸进行扩增，肺炎支原体、肺炎衣原体及嗜肺军团菌３种致病菌特异性核苷酸片段同时布阵在一张芯片上，证明该鉴定系统

可检测出的ＤＮＡ浓度为１０４ 拷贝大小，特异性高，芯片质量稳定。结论　ＬＡＭＰ技术结合基因芯片杂交技术可发挥独特的检测

优势，能为常见的肺部非典型感染病原体最终鉴定提供进一步佐证，可提高检验鉴定结果的准确性，具有简便快速、灵敏度高、特

异性好等优势。
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　　非典型肺部感染以呼吸道为主要感染途径，病原体以肺炎

支原体（ｍｙｃｏｐｌａｓｍａｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ，ＭＰ）、肺炎衣原体（ｃｈｌａｍｙｄｉａ

ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ，ＣＰ）、嗜肺军团菌（ｌｅｇｉｏｎｅｌｌａｐｎｅｕｍｏｐｈｉｌａ，ＬＰ）为

主，临床表现可为轻、重不等的感染症状，特别是并发重症肺

炎，预后差［１］。及早明确引起非典型肺部感染的病原菌，对临

床医生制订诊治决策、指导针对性用药起重要作用。但现阶段

临床上对这几种病原体的检测还处于相对滞后的局面［２］，所

以，开发一套可以快速准确检测这３种病原体的方法是临床检

测工作中亟待解决的问题。

环介导等温核酸扩增技术（ｌｏｏｐｍｅｄｉａｔｅｄｉｓｏｔｈｅｒｍａｌａｍ

ｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ＬＡＭＰ）
［３４］具有简便、经济、灵敏度及特异性好等优

点，近年来发展迅速，已被广泛应用于核酸扩增领域。病原微

生物基因组计划的进展，使基因诊断病原微生物感染成为可

能，基因芯片杂交技术是在此基础上新兴的一种高通量技术，

即在面积较小的载体上实现对多种目标基因的同时检测［５］。

本研究拟采用ＬＡＭＰ技术对引起非典型肺部感染的３种常见

病原体的特异基因片段进行扩增，并结合基因芯片杂交技术实

现对病原体的检测，以求开发一套可以快速检测非典型肺部感

染的病原体的方法。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　菌种标准ＤＮＡ来源　嗜肺军团菌ＤＮＡ获赠于北京

基因组研究所，肺炎支原体及肺炎衣原体ＤＮＡ为本实验室保

存品。

１．１．２　标本来源　筛选２００９年３月至２０１０年９月在南昌大

学第一附属医院呼吸内科、江西省儿童医院等医院门诊就诊及

住院的疑似肺部感染者，根据临床相关诊断和排除标准，选取

非典型肺部感染及重症肺炎患者为标本来源，标本为痰、血配

对标本，共１１０份，编号后在适宜温度下保存。

１．１．３　主要试剂、仪器　试剂：２×ＰＣＲＴａｑＭｉｘ（ＴｉａｎｇｅｎＢｉｏ

ｔｅｃｈ）、ＢｓｔＤＮＡ聚合酶（ＮｅｗＥｎｇｌａｎｄＢｉｏＬａｂｓ公司）、Ｂｅｔａｉｎｅ

（Ｓｉｇｍａ公司）、２０×ｓｍａｒｔｇｒｅｅｎ（Ｂｉｏｔｉｕｍ公司）、ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ

５００ｂｐ、抽提液、预杂交液、杂交缓冲液、洗脱液、抗体液、显色

液（上海百傲科技有限公司）。仪器：ＢｉｏｍｅｔｒａＰＣＲ仪、美国

２２１２ 重庆医学２０１３年６月第４２卷第１８期
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ＢＩＯＲＡＤ公司电泳仪、ＡｌｐｈａｌｍａｇｅｒＥＣ紫外成像系统、Ｏｍｎｉ

ＧｒｉｄＴＭ１００ｍｉｃｒｏａｒｒａｙｅｒ点样仪、ＧｅｎｅＰｉｘ４０００Ｂ共聚焦激光

扫描仪、ＧｅｎｅＰｉｘＰｒｏ６．０图像扫描和分析软件。

１．１．４　引物及探针的设计与合成　根据 ＧｅｎＢａｎｋ公布的肺

炎支原体、肺炎衣原体、嗜肺军团菌的基因序列分析特异基因

片段，并据其设计特异性ＬＡＭＰ引物及探针，在引物上游的５′

端标记生物素Ｂｉｏｔｉｎ
［６］。引物及探针均由上海生工生物有限

公司合成。

１．１．５　探针的设计与合成　使用生物工程手段，根据上述各

病原菌特异基因片段设计探针并进行Ｂｌａｓｔ特异性比对，在探

针的５′端连接Ｐｏｌｙ（Ｔ），以确保探针之间的特异性，探针序列

此处从略。引物及探针均由上海生工生物工程有限公司合成。

１．２　方法

１．２．１　痰标本ＤＮＡ制备　在痰标本中１∶１加入等量混匀

的痰消化酶悬液（浓度５％，ｐＨ为８），混匀后静置３０ｍｉｎ，充分

液化至无痰丝。吸取０．５ｍＬ入离心管中，１００００ｒ／ｍｉｎ离心

５ｍｉｎ，弃上清液，沉淀加生理盐水１ｍＬ。振荡洗涤沉淀后

１００００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ。如此２次，弃上清液，沉淀物按照

ＤＮＡ提取试剂盒步骤提取ＤＮＡ，提取物编号后在－８０℃条

件下保存。

１．２．２　ＬＡＭＰ扩增　配置肺炎支原体、肺炎衣原体及嗜肺军

团菌３种病原菌ＬＡＭＰ引物Ｍｉｘ：Ｆ３（５０μｍ）４μＬ，Ｂ３（５０μｍ）

４μＬ，ＦＩＰ（５０μｍ）１６μＬ，ＢＩＰ（５０μｍ）１６μＬ，ｄｄＨ２Ｏ５０μＬ混

匀备用。取薄壁 ＰＣＲ管（０．２ｍＬ），向各管中加入：２×Ｕ

ＬＡＭＰＭｉｘ（１０μＬ）、引物 Ｍｉｘ（１μＬ）、模板ＤＮＡ（２μＬ）、Ｂｓｔ

酶（０．８μＬ）、ｄｄＨ２Ｏ（６．２μＬ），混匀，置于ＰＣＲ仪中，温度时

间设置为６０℃６０ｍｉｎ，８０℃１０ｍｉｎ。扩增产物经ＰＣＲ产物

纯化产品纯化。

１．２．３　ＬＡＭＰ反应产物的检测　将ＬＡＭＰ反应后的ＰＣＲ管

置于１２０００ｒ／ｍｉｎ离心机中离心１ｍｉｎ。先肉眼观察反应管是

否有沉淀生成，将产物于１．５％琼脂糖凝胶中电泳２５ｍｉｎ，于

凝胶成像系统中成像，观察扩增产物是否呈带条状带［７］。

１．２．４　芯片制备　上述合成的探针用ＤＭＳＯ探针稀释调整

浓度至３０μｍｏｌ／Ｌ，使用醛基化玻片进行点样，点样矩阵见

图１，将点样玻片置于 ＯｍｎｉＧｒｉｄＴＭ１００ｍｉｃｒｏａｒｒａｙｅｒ点样仪

中，设置点样程序，将每个样品点成４×４的矩阵，每个芯片上

可以容纳３２个矩阵（点样后在室温中干燥１０ｍｉｎ，晾置过夜，

紫外交联仪固定，４４℃干燥１０ｍｉｎ）。阳性对照（ＰＣ）选用Ｐｏ

ｌｙ（Ｔ）Ｂｉｏｔｉｎ，探针稀释液为空白对照（ＢＣ），基因阴性对照

（ＮＣ）选用无同源性的酵母基因。点制好的芯片置于干燥箱中

保存备用。基因芯片均由上海生物芯片国家工程研究中心点

制（图１）。

图１　　探针点样示意图

１．２．５　芯片杂交与结果判读　取３种病原体的ＬＡＭＰ产物

各１０μＬ与２００μＬ杂交缓冲液充分混合，９８℃变性１０ｍｉｎ，

瞬即转移至０℃环境５ｍｉｎ；将上述混合物转移至芯片反应区

内，平铺均匀，４５℃下杂交３ｈ。杂交结束后，用０．１ｇ／ｄｌＳＤＳ，

去离子水及无水乙醇分别洗涤芯片１ｍｉｎ，晾干。用 Ｇｅｎｅ

Ｐｉｘ４０００Ｂ共聚焦激光扫描仪进行芯片扫描，设置合适的扫描

通道和扫描时间，并运行图像扫描分析软件分析荧光信号的强

度及结果判读［８］。

１．２．６　特异性检测　用制备的基因芯片和上述杂交方法，分

别对３种病原体的标准ＤＮＡ样本进行ＬＡＭＰ扩增和芯片杂

交检测，验证基因芯片的特异性。

１．２．７　敏感度检测　提取标准菌株的基因组ＤＮＡ并测定其

浓度，将ＤＮＡ调整到３０ｎｇ／μＬ，然后进行１０倍梯度稀释，即

进行灵敏度实验的ＤＮＡ浓度分别为３０ｎｇ／μＬ，３０×１０
－１ｎｇ／

μＬ，３０×１０
－２ｎｇ／μＬ，３０×１０

－３ｎｇ／μＬ，３０×１０
－４ｎｇ／μＬ，３０×

１０－５ｎｇ／μＬ，０ｎｇ／μＬ，每个浓度的 ＤＮＡ各取１μＬ分别进行

ＬＡＭＰ试验和芯片杂交检测。本研究选取嗜肺军团菌 ＤＮＡ

进行敏感度检测。

１．２．８　样品检测　将１１０份从痰液标本提取的核酸进行

ＬＡＭＰ扩增及扩增后反应产物检测，后与基因芯片杂交，实现对

３种病原体的检测，将杂交结果与标本ＬＡＭＰ反应结果比较。

２　结　　果

２．１　ＬＡＭＰ反应结果　所设计的３套ＬＡＭＰ引物与相应

ＤＮＡ反应后均有特异性电泳条带产生，目标片段理想。如将

标准肺炎支原体模板与其他对照ＤＮＡ加入特异性引物后进

行ＬＡＭＰ反应，能显示标准肺炎支原体ＬＡＭＰ反应，反应产

物出现特异性的白色沉淀（图２Ａ）。将ＬＡＭＰ反应的产物经

琼脂糖电泳后观察，肺炎支原体标本出现ＬＡＭＰ特有的阶梯

状分布的扩增条带（图２Ｂ）。嗜肺军团菌、肺炎衣原体ＬＡＭＰ

反应均有同样表现。上述结果表明，该反应体系能有效地扩增

目的基因。

　　Ａ：ＬＡＭＰ反应后肉眼可见３、５号管底有沉淀物，１、２、４号管内无

沉淀物；Ｂ：Ｍ，Ｍａｋｅｒ（５００ｂｐ）；１，嗜肺军团菌；２，肺炎衣原体；３，肺炎支

原体；４，阴性对照；５，肺炎支原体阳性对照；６，空白对照。３、５可见反

应条带，ｌａｎｅ１、２、４均未见明显反应条带。

图２　　肺炎支原体ＬＡＭＰ反应结果

２．２　ＬＡＭＰ检测嗜肺军团菌敏感性结果　对标准嗜肺军团

菌ＤＮＡ模板进行１０倍比稀释，应用ＬＡＭＰ方法扩增各浓度

模板中的相应特异基因，反应产物电泳后用凝胶紫外分析仪分

析，标准曲线样品ＬＡＭＰ电泳扩增结果见图３：ＬＡＭＰ方法在

１０４ 拷贝大小及以上浓度均有反应条带。

　　１～８均可见特异反应条带，９～１０未见明显反应条带。

图３　　嗜肺军团菌ＬＡＭＰ反应敏感性结果

２．３　杂交反应判读结果　见图４。根据布阵探针分布，杂交
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结果均显示较高特异性。阳性对照杂交信号强，阴性对照、空 白对照始终无信号出现。

　　Ａ：肺炎衣原体杂交结果扫描图；Ｂ：嗜肺军团菌杂交结果扫描图；Ｃ：肺炎支原体杂交结果扫描图。

图４　　基因芯片杂交结果扫描图

２．４　特异性结果　将扩增产物分别与芯片杂交，检验３种病

原体的特异性，在芯片对应的位置上出现杂交信号，其他不对

应位置无杂交信号，表明芯片的特异性良好。在ＬＡＭＰ成功

扩增的基础上，使用所设计的每一条探针，对相应的菌株ＤＮＡ

进行检测，结果显示所设计的探针与相应的菌株检测可以得到

正确的检测结果。

２．５　灵敏度分析　分别采用芯片杂交、ＬＡＭＰ两种方法检测

病原体的灵敏度。基因芯片检测肺炎支原体、肺炎衣原体及嗜

肺军团菌的灵敏度分别为３．０×１０－４ｐｇ／μＬ、２．２５×１０
－４
ｐｇ／

μＬ、６．５３×１０
－４
ｐｇ／μＬ。通过对检测结果比较，表明基因芯片

的灵敏程度基本与ＬＡＭＰ法相近，可检测到１０－４ｐｇ／μＬ水平

的核酸量。

２．６　临床标本检测结果　利用基因芯片对待测样品进行检

验，检测到肺炎支原体阳性１２份（０．１０９％）；肺炎衣原体阳性

２份（０．０１８％）；嗜肺军团菌阳性４份（０．０３６％），结果与样品

ＬＡＭＰ反应结果符合率为１００％。

３　讨　　论

目前，中国每年下呼吸道感染的发病人数在５０００万人次

以上，其中非典型病原体引起的感染占很大比例［９］。临床上，

对非典型病原体的诊断主要依靠细菌培养、抗体检测等方法，

然而，这些实验方法存在许多不足：实验周期长，如细菌培养需

要３ｄ才能出结果，支原体及衣原体的抗体检测只能作为回顾

性诊断；病原体培养困难，如军团菌的培养，现阶段实验室还难

以做到；而ＥＬＩＳＡ、荧光杂交方法敏感性及特异性较差，且价

格昂贵［１０］，不适合在各级医院普遍展开。

基因芯片技术具有快速、准确、高通量、自动化等优点［１１］，

运用基因芯片技术检测致病菌的同类研究已有报道。近年来，

随着ＬＡＭＰ技术在中国的发展以及基因芯片技术的不断完

善，对肺部非典型感染的病原体检测有了新的思路。本研究根

据ＬＡＭＰ原理，针对常见的肺部非典型感染病原体基因保守

序列设计引物，在选择基因保守序列方面，通常选用的病原菌

１６ＳｒＲＮＡ序列差异很小，因此，用此序列做靶基因很难准确

鉴别各种病原体［１２］，为解决此问题，研究人员选用特异性更强

的基因序列设计相应的反应引物与序列，经验证和筛选后得到

最佳的引物，并且通过多次预实验总结出较为稳定的实验反应

条件，取得了较满意的结果。实验证明该方法能够更高效准确

地达成反应、检测目的。ＬＡＭＰ技术与基因芯片技术的整合

可以实现２种技术的优势互补，通过ＬＡＭＰ的基因放大作用

和基因芯片的荧光探针杂交技术可使此种检测体系达到较高

的灵敏度和特异度，且ＬＡＭＰ具有恒温反应的优点，无需过多

考虑引物退火温度不统一、操作复杂等难题。本研究建立的

ＬＡＭＰ结合基因芯片技术检测病原体的方法，具有创新性，经

研究验证是一种可行的方法，为肺部非典型感染致病菌的检测

提供了一种可行手段。
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