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摘  要: 环介导等温扩增(Loop-mediated isothermal amplification, 简称 LAMP)是利用能识别靶序

列上 6个位点的 4个特殊设计的引物和一种具有链置换活性的DNA聚合酶, 在恒温条件下, 特异、

高效、快速地扩增核酸的新技术。该技术在 1 h 内扩增效率可达到 109−1010 个数量级, 扩增产物是

一系列反向重复的靶序列构成的茎环结构和多环花椰菜样结构的 DNA 片段混合物, 电泳后在凝

胶上显现出由不同大小的区带组成的阶梯式图谱。近年来 LAMP 技术以其特异性强、等温灵敏、

操作简单、产物易检测等优点已经应用于食品安全检测领域的多个方面。 
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Abstract: Loop-mediated isothermal amplification (LAMP) is a novel nucleic acid amplification 
method that amplified DNA with high specificity, efficiency and rapidity under isothermal conditions 
using a set of four specially designed primers and a DNA polymerase with strand displacement activity. 
The cycling reaction continues with accumulation of 109−1010 copies of target in less than an hour. The 
final products are stem-loop DNA with several inverted repeats of the target and cauliflower-like 
structures with multiple loops. A positive reaction would be shown as a ladder-like pattern in a gel 
electrophoresis analysis. Because of its simplicity, high sensitivity and specificity, the LAMP method 
has been widely applied to the field of food safety inspection. 
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随着世界经济的全球化, 食品跨国界和跨地区

的流通越来越频繁, 各种食品安全事故和隐患也呈

迅速扩展和蔓延之势, 对人类健康和公共安全构成

极大的威胁; 另一方面, 随着社会生产力的发展和

生活水平的提高, 人们对食品安全的要求也越来越

高。这些因素促使了各种食品安全保障体系(例如

HACCP、GMP)的推广和应用, 也促进了食品安全检

测技术的改良、改进和提高。 
分子生物学技术, 特别是 PCR 作为一种简便高

效的核酸扩增技术在食品安全检测方面发挥着重大

作用。PCR 方法尽管操作起来比较简单易行, 扩增

产物在短时间内能够大量聚集, 但是操作过程必须

有高精密的温度循环装置, 从而使得这种强有力的

方法不能在实地现场广泛应用。近年来产生了一种

替代 PCR 的价廉、快速、简便、准确的核酸扩增方

法 ——环 介 导 等 温 扩 增 (Loop-mediated isothermal 
amplification, LAMP)。LAMP 技术是 Notomi 等[1]

首先提出来的一种新的核酸扩增技术, 它依赖于 4
条特异性引物和一种具有链置换活性的 DNA 聚合

酶(Bst DNA 聚合酶), 在等温条件下可高效、快速、

高特异地扩增靶序列。随后, 人们对 LAMP 技术进

行了不断改良, Mori 等[2]设计了一种 LAMP 产物检

测方法, 可以根据浊度变化或是否形成白色沉淀来

进行实时判断; Nagamine 等[3]通过改良引物, 增加

了 2 条环引物(Loop F, Loop B), 加快了反应速度, 
使反应时间缩短近 50%, 提高了检测效率。LAMP
技术在 1 h 内能扩增出 109 靶序列拷贝, 扩增产物是

一系列反向重复的靶序列构成的茎环结构和多环花

椰菜样结构的 DNA 片段的混合物, 电泳后在凝胶上

显 现 出 由 不 同 大 小 的 区 带 组 成 的 阶 梯 式 图 谱 。

LAMP 技术以其特异性强、等温灵敏、操作简单、

产物易检测等优点在食品安全检测及其它领域得到

了日益广泛的应用。与 PCR 相比, LAMP 反应在一

般恒温条件下进行, 不需要 PCR 所必需的精密温度

循环装置, 所用设备简单、花费少, 同时又能满足食

品安全快速检测的需要, 所以, 比 PCR 更具推广性, 
特别适用于基层单位及实地现场检测, 有利于从源

头控制食品安全事件的发生。 

1  LAMP 反应原理 

1.1  LAMP 引物设计 
LAMP 引物设计是基于靶基因 3′端的 F3c、F2c

和 Flc 区以及 5′端的 Bl、B2 和 B3 区 6 个不同的

位点设计的一对内引物和一对外引物。内引物包

括前内引物 FIP (Forward inner primer)和后内引物

BIP (Backward inner primer), 外引物包括 F3 和 B3 

(图 1)。 
FIP 引物: 由 F1c 区(靶基因 F1 序列的互补序列)

和 F2 区(同靶序列 F2)组成, TTTT 链接 Flc 和 F2。

F3 引物: 上游外部引物, 由 F3 区组成, 并与靶基因

的 F3c 区域互补。BIP 引物: 由 B1c 区(靶基因 B1

序列的互补序列)和 B2 区(同靶序列 B2)组成, TTTT

链接 B1c 和 B2。B3 引物: 下游外部引物, 由 B3 区

域组成, 和靶基因的 B3c 区域互补。另外, 还可通过

在 F1、F2 之间和 B1、B2 之间设计两条环引物(Loop 

F、Loop B)使反应速度提升 1/2−1/3[3]。 

除了一般的引物设计原则外, 比如避免引物二

聚体形成、3′端发夹结构、引物自身互补, LAMP 引

物设计还有它自身的特点, 尤其是 4 条引物的退火

温度之间的关系。一般 LAMP 引物的退火温度按照

以下顺序进行设计: F1 和 B1 > F2 和 B2 > F3 和 B3, 

且要求 F2、B2 的退火温度控制在 60°C−65°C[1], 这

是 Bst DNA 聚合酶的作用温度范围。LAMP 引物设

计还需考虑扩增片段的大小, 包括 F2 区、B2 区在

内的目的片段在 300 bp 以下时, 可以获得较好的扩

增效果[1]。扩增过程中, 茎环结构的形成对 LAMP

反应至关重要 , 实验发现引物设计时 F2c(B2c)和

F1c(B1c)之间的距离大于 40 bp, 扩增易成功[1]。 

 

图 1  靶序列上 6 个特异区域及引物设计[4] 
Fig. 1  Six distinct regions of target DNA and primer de-
sign of the LAMP reaction[4] 
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1.2  LAMP 扩增原理 
哑铃状起点结构形成(图 2): DNA 在 65°C 左右

处于动态平衡状态, 任何一个引物向双链 DNA 的互

补部位进行碱基配对延伸时 , 另一条链就会解离 , 
变成单链。由于引物之间退火温度高低不同, 在链

置换型 Bst DNA 聚合酶的作用下, FIP 引物 F2 区段

最先与模板 DNA 互补序列配对, 延伸合成互补链。

F3 引物与 F2c 前端 F3c 序列互补, 以 3′末端为起点, 
通过链置换型 DNA 聚合酶的作用, 一边置换之前

FIP 引物合成的 DNA 链, 一边合成自身 DNA, 如此

向前延伸, 最终 F3 引物合成而得的 DNA 链与模板

DNA 形成双链。由 FIP 引物先合成的 DNA 链被 F3
引物进行链置换产生一单链, 这条单链在 5′末端存

在互补的 Flc 和 Fl 区段, 于是发生自我碱基配对, 
形成环状结构。同时, BIP 引物同该单链杂交结合, 
以 BIP 引物的 3′端为起点。合成互补链, 在此过程

中环状结构被打开。接着, 类似于 F3, B3 引物从 BIP
引物外侧插入, 进行碱基配对, 以 3′端为起点, 在

聚合酶的作用下, 合成新的互补链。通过上述两过

程, 形成双链 DNA。而被置换的单链 DNA 两端存

在互补序列, 自然发生自我碱基配对, 形成环状结

构, 于是整条链呈现哑铃状结构。该结构是 LAMP
法基因扩增循环的起始结构。至此为止的所有过程

都是为了形成 LAMP 法基因扩增循环的起点结构。 

 

图 2  LAMP 反应原理(哑铃状起点结构形成合成阶段)[4] 
Fig. 2  Principle of LAMP method (Starting structure 
producing step)[4] 

 
LAMP 反应扩增循环(图 3): 首先在哑铃状结构

中, 以 3′末端的 Fl 区段为起点, 以自身为模板, 进

行 DNA 合成延伸。与此同时, FIP 引物 F2 与环上单

链 F2c 杂交, 启动新一轮链置换反应。解离由 F1 区

段合成的双链核酸。同样, 在解离出的单链核酸上

也会形成环状结构。在环状结构上存在单链形式

B2c, BIP 引物上的 B2 与其杂交, 启动新一轮扩增。

 

图 3  LAMP 反应原理(循环扩增阶段)[4] 
Fig. 3  Principle of LAMP method (Cycling amplification step)[4] 
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经过相同的过程 , 又形成环状结构。通过此过程 , 
结果在同一条链上互补序列周而复始形成大小不一

的结构, 靶 DNA 序列大量交替重复产生, 数量级可

达 109。 

2  LAMP 技术的基本操作过程 

LAMP 等温扩增反应体系包含了引物、模板

DNA、Bst DNA 聚合酶、dNTPs 和缓冲液。其基本

操作过程是将 LAMP 反应体系(除 Bst DNA 聚合酶

外)在 95°C 加热 5 min 后, 冷却, 再加入 Bst DNA
聚合酶, 在 65°C 保温 60 min, 然后在高于 80°C 的

温度下加温 10 min 终止反应[1]。LAMP 的反应体系

一 般 为 25 μL, 外 引 物 的 浓 度 一 般 是 内 引 物 的

1/4−1/10[1]。 

3  LAMP 技术的特点 

3.1  灵敏度高 
LAMP 一般能检测到比 PCR 低 10 倍的拷贝

数[5−6], 对于低浓度核酸样本的检测比 PCR 效果好。 

3.2  特异性强 
针对病原微生物特异性基因靶序列设计的两对

内外引物可以严格地识别靶序列上的 6 个独立区域, 
所以 LAMP 反应受到反应混合物中存在的非靶序列

DNA 存在的影响可能性比 PCR 小。 

3.3  速度快 
此反应是在恒温条件下(60°C−65°C), 没有温度

循环变化上的时间损失, 这个温度范围正适合酶的

作用。在 30−60 min 内就可以将几个拷贝的靶基因

扩增到 109 水平, 数量在 10−20 g/25 L, 比 PCR 更快, 

能满足样品快速检测的要求。 

3.4  扩增产物鉴别方便 
3.4.1  副产物——焦磷酸镁的浊度检测: 扩增结果

可直接对扩增副产物焦磷酸镁白色沉淀通过肉眼进

行判断或者对其浊度进行检测, 在核酸大量合成时, 
从 dNTPs 析 出 的 焦磷酸 根 离 子与反 应 溶 液中的

Mg2+结合, 产生副产物——焦磷酸镁沉淀。具有极

高的特异性, 只要用肉眼观察或浊度仪在 400 nm 光

下检测沉淀浊度就能够判断扩增与否, 是鉴定反应

是否进行的最直接的参照。 
3.4.2  凝胶电泳检测: LAMP 扩增产物可以像 PCR

反应一样利用凝胶电泳并结合成像系统进行检测。

成像结果显示 LAMP 反应会产生许多不同大小的条

带, 条带大小相差 100 bp 左右, 可以通过产生的不

同梯型来区分特异性扩增和非特异性扩增。反应产

物还可以用限制性酶进行消化来鉴定产物的结构和

大小。 

3.4.3  荧光染料检测: 也可用结合双链 DNA 的荧

光染料 SYBR Green I 染色, 在紫外灯或日光下通过

肉眼进行判定, 如果含有扩增产物, 反应混合物变

绿; 反之, 则保持 SYBR Green I 的橙色不变。 

4  LAMP技术在食品安全检测领域的应用 

目前, LAMP 技术在国内外已有大量报道, 大

部分涉及在食品安全检测、临床诊断等方面, 并且

报道检测效果优于 PCR 方法。LAMP 技术在食品安

全检测方面的应用领域与 PCR 技术类似, 适用的领

域包括: 食源性致病菌检测、食源性病毒检测、真

菌毒素检测、食源性寄生虫检测和食品转基因成分

检测等。 

4.1  食源性致病菌检测 
4.1.1  致泻性大肠杆菌(Diarrheogenic Escherichia 
coli, DEC) LAMP 检测: 大肠杆菌中一些特殊的血

清型菌株具有病原性, 能引起人类腹泻, 通常称这

类大肠杆菌为致泻性大肠杆菌。DEC 被分为几大

类 : 肠出血性大肠杆菌(Enterohemorrhagic E. coli, 

EHEC), 肠 致 病 性 大 肠 杆 菌 (Enteropathogenic 

E. coli, EPEC), 侵 袭 性 大 肠 杆 菌 (Enteroinvasive 

E. coli, EIEC), 产肠毒素大肠杆菌(Enterotoxingenic 

E. coli, ETEC)等。由进食致泻性大肠杆菌污染的食

品而引起的食源性疾病的发病率居高不下, 因此各

国对此高度重视。致泻性大肠杆菌类型多、血清型

复杂, 常规检测方法难以有效地实现快速、灵敏和

全面地检测。Song 等[7]应用 LAMP 技术实现了对

EIEC 和志贺氏菌同源基因 ipaH 的检测。整个实验

在 2 h 内完成, 其检测限达到 8 CFU/反应管, 与 PCR

比较, PCR 检测限为 8 × 102 CFU/反应管。Hara-Kudo

等[8]在应用 LAMP 技术对 ETEC 进行检测时, 针对

ETEC 的志贺样毒素 VT1 和 VT2 设计了内外引物及

单、双环引物, 扩增毒素基因 VT1、VT2、VT2vha、

VT2vhb 和 VT2vp1, 灵敏度达到 0.7 CFU/反应管, 

也证实 LAMP 的检测灵敏度高于普通 PCR, 且在污
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染样品的检测中比 PCR 的回收率高。Wang 等[9]将

LAMP 技术应用于 EHEC 主要血清型 O157 的检测, 

针对特异性抗原基因 rfbE 设计了内外引物及环引

物, 在 40 min 内完成检测, 在牛奶中检测限达到

410 CFU/mL, 而同样条件下, 普通 PCR 的检测限为

4.1 × 103 CFU/mL, LAMP 方 法 检 测 的 结 果 与

ISO16654: 2001 的符合率达到 100%。 

4.1.2  副溶血性弧菌(Vibrio Parahemolyticus) LAMP
检测: 副溶血性弧菌是沿海地区重要的食源性致病

菌, 主要引起水产品食物中毒。徐芊等[10]将 LAMP

技术应用于副溶血性弧菌的快速检测, 针对副溶血

性 弧 菌 不 耐 热 溶 血 毒 素 基 因 tlh 设 计 引 物 进 行

LAMP 扩增, 对扩增反应进行优化, 最佳反应时间

为 60 min, 反应温度为 60°C。对哈氏弧菌等弧菌属

细菌以及单增李斯特菌等非弧菌属细菌共 14 株进

行 LAMP 扩增, 证明引物具有很高的特异性。对于

基因组 DNA 和纯培养物的检测灵敏度分别为 90 fg

和 24 CFU/mL, 对模拟样品的检测限为 89 CFU/g。 

4.1.3  阪崎肠杆菌(Enterobacter sakazakii) LAMP
检测: 胡连霞等 [11]也建立了快速检测婴儿配方奶

粉中阪崎肠杆菌的 LAMP 扩增技术。以阪崎肠杆

菌 16S rRNA 和 23S rRNA 基因间区序列作为靶序

列 , 设 计 内 、 外 引 物 和 环 引 物 , 检 测 限 达 到

0.101 CFU/mL, 人工污染阪崎肠杆菌的婴儿配方奶

粉的检出限为 1.1 CFU/mL, 从样品处理到报告结

果, 耗时 1 h。而 PCR 法检测阪崎肠杆菌的检出限为

101 CFU/mL, 人工污染阪崎肠杆菌的婴儿配方奶粉

的检出限为 1100 CFU/mL。再一次证实了 LAMP 方

法是特异性强、敏感性高的快速检测方法。 

近年来 , LAMP 快速检测技术研究不断增多 , 

针对沙门氏菌(Salmonella spp.)[12]、金黄色葡萄球菌

(Staphylococcus aureus)[13]、霍乱弧菌 (Vibrio chol-
erae)[6]等食源性致病菌的 LAMP 检测方法也都建立

了起来, 以快速检测食物中是否含有这些致病微生

物, 从而预防疾病的发生。 

4.2  食源性病毒检测 
4.2.1  诺如病毒(Norovirus, NoV) LAMP 检测: 诺

如病毒是引起人类腹泻的一种重要的传染性病原

体, 可在幼儿园、医院、学校传播流行, 由于诺如病

毒培养困难, 目前一般通过电镜或 RT-PCR 进行检

测。Fukuda 等[14]利用 LAMP 原理设计 RT-LAMP 来

检测诺如病毒, 针对诺如病毒 RNA 依赖性 RNA 聚

合酶基因的特异性序列设计了 13 条引物, 成功检测

了不同亚型的诺如病毒, 检测限为 102−103 copy/反

应管, 检测粪便标本时, RT-LAMP 法检测诺如病毒

G1 和 G2 型的阳性率均为 100%; 而 RT-PCR 法检测

诺如病毒 G1 和 G2 型的阳性率分别为 94%和 100%。

这个发现证实 RT-LAMP 法在发生食物和人际传播

的胃肠炎时有潜力作为一个诊断诺如病毒的基因检

测手段。 

4.2.2  脊髓灰质炎病毒(Poliovirus, PV) LAMP 检

测: 脊髓灰质炎病毒是重要的食源性病毒, 它是脊

髓灰质炎的病原体, 主要通过粪-口传播, 病毒可侵

犯脊髓前角运动神经细胞, 引起暂时性或永久性弛

缓性肢体麻痹, 故亦称小儿麻痹症, 多见于儿童。脊

髓灰质炎病毒属于人类肠道病毒(Human enterovi-

rus, HEV)的一种, 分类位于 HEV-C 组, 人类肠道病

毒还包括了 HEV-A、HEV-B 和 HEV-D 组。Arita

等[15]根据脊髓灰质炎病毒类病毒基因组的 5′NTRs

序 列 设 计 引 物 , 建 立 RT-LAMP 快 速 检 测 技 术 , 

90 min 内实现了对粪便样品中脊髓灰质炎病毒的检

测 , 该方法还可检测其它的肠炎病毒 HEV-A 和

HEV-B, 但所建立的 RT-LAMP 方法更适合于检测

包 括 脊 髓 灰 质 炎 病 毒 在 内 的 HEV-C 组 病 毒 , 对

HEV-A、HEV-B 的敏感性(7400 to 28000 copy)不如

HEV-C (包括 PV) (400 copy)的高。 

4.3  真菌毒素的检测 
真菌毒素是真菌在食品或饲料里生长所产生的

代谢产物, 对人类和动物都有害。常见的真菌毒素

为黄曲霉毒素(Aflatoxin, AF), 主要由黄曲霉菌和寄

生曲霉菌产生, 它影响机体的免疫系统、致突变、

致畸、致癌, 对动物体和人体健康造成严重威胁。

罗超[16]建立了基于 Ver-1 基因的 LAMP 法快速检测

产黄曲霉毒素真菌, 并应用于饲料的检测。该方法

应用于 180 个样品的检测, 并与 ELISA 检测的结果

相比较, 两种方法的吻合率达到 91.67%。 

4.4  食源性寄生虫的检测 
随着人民生活水平的提高, 饮食来源和方式的

多样化, 我国由食源性寄生虫病造成的食品安全问

题日益突出。“食源性寄生虫病已成为影响我国食品

安全的主要因素之一”[17]。食源性寄生虫病是指进食

生鲜的或是未经彻底加热的含有寄生虫卵或幼虫的



1232 微生物学通报 2010, Vol.37, No.8 

  

http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

食 品 而 感 染 的 一 类 疾 病 的 总 称 。 隐 孢 子 虫

(Cryptosporidium)是一种常见食源性寄生虫 , 广泛

存在于多种脊椎动物体内, 寄生于人体的种主要是

微小隐孢子虫(C. parvum), 由微小隐孢子虫引起的

疾病称隐孢子虫病(Cryptosporidiosis), 是一种以腹

泻为主要临床表现的人畜共患性原虫病。Karanis

等[18]用 LAMP 方法检测粪便及水样中微小隐孢子

虫的 60 kD 的糖蛋白基因 gp60, LAMP 可检测到微

小隐孢子虫卵囊的最低数量为 1 条, DNA 水平的最

低检测限为 400 fg/μL, 均高于 PCR 的灵敏度。

LAMP 方 法 还 应 用 于 十 二 指 肠 贾 第 虫 (Giardia 

duodenalis)[19]的检测, 十二指肠贾第虫寄生在人体

的小肠、胆囊, 可引起腹痛、腹泻和吸收不良等症

状 , 在旅游者中发病率较高 , 故又称旅游者腹泻 , 

已引起各国的重视。 

4.5  食品转基因成分检测 
随着农业转基因技术的不断成熟, 新的转基因

食品及其原料不断进入市场, 进出口贸易中转基因

食品的监管压力不断增加。转基因食品的有效监管

依赖于有效的检测技术。目前, LAMP 已逐步应用于

转基因食品分析中。兰青阔等[20]建立了针对转基因

大豆 cp4-epsps 基因的 LAMP 检测方法, 在 65°C 保

温 30 min, 通过荧光显色即可完成对转基因的检测

工作。结果显示 , 该 LAMP 方法能够特异性检测

cp4-epsps 基因, 其检测灵敏度是常规定性 PCR 方法

的 10 倍。Lee 等[21]针对 MS8、RF3 转化体特异性序

列及 CaMV 35S 启动子、Nos 终止子等位点建立了

转基因油菜的 LAMP 快速检测方法。  

5  LAMP 技术的应用展望 

我们实验室正在开展食源性致病菌 LAMP 快速

检测技术研究, 通过文献搜集及实验发现 LAMP 反

应模板的预变性步骤存在一定争议 , Notomi[1]发

明 LAMP 技术时指出反应过程需要预变性 (95°C 

5 min), 之后 Nagamine[22]验证了没有预变性的模板

也可进行 LAMP 扩增, 只是扩增开始的时间比有预

变性的模板推迟, 但在 60 min 内都可达到一样的扩

增效率。目前一些研究者建立的 LAMP 扩增技术大

多存在必须的预变性步骤[18], 也有少数的不需要预

变性的 LAMP 方法。预变性过程——95°C 5 min, 之

后再开盖单独加入 Bst DNA 聚合酶, 这样操作繁

琐、易污染, 影响检测样本通量。那么 LAMP 技术

的优化及进一步的摸索, 建立不需要预变性步骤的

LAMP 将是我们改进的方向, 以期望 LAMP 技术成

为可以替代 PCR 的分子诊断新技术, 为食品安全快

速诊断构建新的技术平台。当然, 伴随着新方法的

出 现 , 必 然 会 有 一 些 不 足 , 也 曾 有 研 究 指 出 , 当

DNA 样品存在杂质时, 会影响 LAMP 扩增效果, 使

其低于 PCR 的检测水平[23]。因此, LAMP 技术的进

一步完善, 还应考虑建立样品前处理方法, 去除杂

质, 这也是今后进行此项工作的研究方向。 
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