
植物保护学报 Journal of Plant Protection，2020，47（2）：234-244 DOI：10.13802/j.cnki.zwbhxb.2020.2019063

基金项目：浙江省重点研发项目（2018C02G2011099），国家自然科学基金（31701723），浙江农林大学学生科研训练项目（KX20180020）

* 通信作者（Authors for correspondence），E-mail：liling-06@163.com，cqzhang@ zafu.edu.cn

收稿日期：2019-04-03

环介导等温扩增技术在植物病原物检测中的应用

应淑敏 1 郭 俭 1 王教瑜 2 李 玲 1* 张传清 1*

（1. 浙江农林大学农业与食品科学学院，临安 311300；

2. 浙江省农业科学院植物保护与微生物研究所，杭州 310021）

摘要：环介导等温扩增（loop-mediated isothermal amplification，LAMP）技术是一种新型的由环介导

的等温核酸扩增分子技术，不仅特异性强、操作简便、成本低，还能快速、高效地检测病原物，为植物

病害的防控提供更精准的防治适期，从而可以减少农药的滥用。本文主要针对 LAMP 技术的原

理、发展、优缺点、在真菌、细菌、病毒等多种植物病原物检测及在抗药性检测中的应用进行总结，并

结合国内外研究进展对其应用前景进行了分析。
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Application of LAMP in the detection of plant pathogens
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Abstract: Loop-mediated isothermal amplification (LAMP) technology is a new type of loop-mediated

isothermal nucleic acid amplification molecular technology, which has significant advantages such as

strong specificity, easy operation and low cost, and was used to fast, high efficiently dectect patheogens.

LAMP technology provides more accurate control period for the effective prevention and control of

plant diseases, so as to reduce the abuse of pesticide. This paper mainly summarizes the principle, devel‐

opment, advantages and disadvantages of LAMP technology, and its application in the detection of vari‐

ous plant pathogens such as fungi, bacteria, and viruses, as well as the detection for pesticide resistance,

and analyzes its application prospects in accordance with domestic and foreign research progress.
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植物病害严重影响着农作物的产量与品质，全

球主要农作物每年由于植物病害所导致的平均损失

约占总产量的 10%~15%（康振生，2010）。此外，植

物病原物分泌的黄曲霉毒素、DON毒素等有害物质

也严重威胁着人类和牲畜的安全（康振生，2010）。

植物病害的诊断对于防治至关重要，如果早期被诊

断，不仅可以避免病原菌的传播以及危险性病原物

的扩散，降低经济损失，而且能避免杀菌剂的滥用，

减少环境中农药残留。

目前病原物的检测方法主要包括常规分离鉴定

法、免疫学检测法、红外光谱技术以及核酸检测法

等，其中最常用的是核酸检测法（黄灿和陈沁，

2016）。核酸扩增技术通过复制实现微量核酸的大

量扩增，该技术在生物技术领域及病害诊断方面被

广泛应用（Parida et al.，2008）。多聚酶链式反应

（polymerase chain reaction，PCR）扩增技术是最常用

的核酸扩增技术，此外还有其它的扩增技术，如滚环

扩增（rolling circle amplification，RCA）技术、自我持
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续 序 列 复 制（self-sustained sequence replication，

3SR）技术和链置换扩增（strand displacement ampli‐

fication，SDA）技术等（Bull & Pease，1995；Chen et

al.，2009；Tsaftaris et al.，2010）。不同的核酸扩增技

术对温度变化的要求不同，PCR技术需要在变温条

件下完成DNA的复制，而 SDA技术在恒定温度下

即可启动DNA的合成，获得目标DNA的扩增序列

（Chen et al.，2009）。核酸扩增技术虽日趋成熟，但

操作繁琐且依赖于精密仪器，因而在实际生产中受

到限制（Fang et al.，2008）。近些年，科研人员致力

于新型核酸扩增技术的开发和利用，成功建立了环

介导等温扩增（loop-mediated isothermal amplifica‐

tion method，LAMP）技术，该技术能在等温条件下

于 1 h内将有限数量的DNA扩增至 100万份，开启

了核酸扩增技术的新纪元（Notomi et al.，2000）。

Zanoli & Spoto（2013）根据 LAMP 技术不需要循环

变温步骤的特点，研发了微型化的核酸检测微流装

置。本文主要针对 LAMP 技术的原理、发展过程、

优缺点、在真菌、细菌、病毒等多种植物病原物检测

及在抗药性检测中的应用进行总结，并结合国内外

研究进展分析了其应用前景，以期为植物病原物的

检测提供参考。

1 LAMP技术的原理及产物检测

LAMP技术是一种新型的核酸扩增分子技术。

LAMP技术的反应体系由 dNTPs、BstDNA聚合酶、

引物及 DNA 模板等组成。在等温条件与 BstDNA

聚合酶作用下，4或6种特异性引物与目标基因的不

同区域相结合，最终扩增形成长度不一的茎环状

DNA（Notomi et al.，2000）。LAMP反应的引物集由

1 对外部引物（上游外部引物 F3 和下游外部引物

B3）、1对内部引物（上游内部引物FIP和下游内部引

物BIP）以及1对环引物（上游环引物和下游环引物）

组成，引物集中的各引物分别特异性识别目标DNA

的 6个不同区域，多引物的结合使得LAMP技术具

有高度的特异性（Notomi et al.，2000）。

LAMP反应主要步骤：（1）上游内部引物FIP的

F2区域与目标DNA的F2c区域杂交并启动互补链

的合成，引物 F3 与目标 DNA 的 F3c 区域互补合成

DNA，并置换出上游内部引物FIP结合的互补链，被

取代的链在 5'端形成 1个环状结构。（2）5'端带环的

单链DNA作为下游内部引物BIP的模板链，模板链

的B2c区域和B2杂交并合成DNA互补链，同时打

开5'端环状结构。（3）下游外部引物B3与目标DNA

的 B3c 区域杂交并延伸，置换出与下游内部引物

BIP结合的互补链，形成哑铃型DNA（图1-a~b）。在

BstDNA 聚合酶的作用下，核苷酸被添加到目标基

因上游F1区域的3'端并不断延伸，最终打开5'端的

环状结构。哑铃型 DNA 转换成具有茎环结构的

DNA，从而启动LAMP反应的第 2阶段——循环扩

增阶段。循环扩增阶段由上游内部引物FIP和下游

内部引物BIP引导，经过多次循环扩增最终形成长

度不一的茎环状 DNA（图 1）（Notomi et al.，2000；

Wong et al.，2018）。

LAMP反应产物常用的检测方法包括实时监测

法、琼脂糖凝胶电泳检测法以及比色检测法（图2）。

实时监测法通过设定明确阈值，利用实时监测仪对

LAMP反应产生的焦磷酸镁白色沉淀或定量环介导

等温扩增（quantitative loop-mediated isothermal am‐

plification，qLAMP）反应形成的荧光信号产物进行

实时监测，检测结果比肉眼观测更客观（图 2-a）

（Mashooq et al.，2016；Oscorbin et al.，2016）。

LAMP 反应结果可以由琼脂糖凝胶电泳检测法获

得，但由于LAMP技术扩增得到的DNA片段长短不

一，因而经琼脂糖凝胶电泳后条带呈梯带状（图2-b）

（Chen et al.，2016a；Wong et al.，2018）。 此 外 ，

LAMP 反应结果还可以由比色检测法获得，在

LAMP反应体系中加入特定染料至反应结束后，目

标样本的颜色发生变化，非目标样本的颜色不变，从

而判定检测结果。当LAMP反应体系中加入SYBR

Green I染料，含有目标扩增产物的试管内颜色由红

橙色变为黄绿色（图 2-c）（Chen et al.，2016b）；当

LAMP 反应体系中加入羟基萘酚蓝（hydroxynaph‐

thol blue，HNB）时，含有目标扩增产物的试管内颜

色由紫色变成天蓝色（图 2-d）（Fischbach et al.，

2015；Wong et al.，2018）。比色检验法可以直接获

取检测结果，大大提高了检测速度，从而实现田间植

物病原物的快速检测。

2 LAMP技术的发展

Notomi et al.（2000）首次报道了LAMP技术，随

后以LAMP技术为核心的核酸扩增技术相继问世，

包括反转录LAMP（reverse transcriptase LAMP，RT-

LAMP）技术、多重LAMP技术及其它LAMP技术等

（Wong et al.，2018）。

RT-LAMP技术使用逆转录酶合成与RNA互补

的 cDNA，再以 cDNA为模板利用BstDNA聚合酶进

行下一步扩增（Notomi et al.，2000）。RT-LAMP 技
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术主要用于以RNA为遗传物质的病毒检测，如苹果

褪 绿 叶 斑 病 毒（apple chlorotic leaf spot virus，

ACLSV）、柑橘褪绿矮化相关病毒（citrus chlorotic

dwarf-associated virus，CCDaV）、香蕉条斑病毒（ba‐

nana streak virus，BSV）的检测等（彭军等，2012；刘

科宏等，2017；张双纳等，2018）。

B1c、B2c、B3c：目标基因下游的特异区域；F1、F2、F3：目标基因上游的特异区域；F1c、F2c、F3c：分别与F1、F2、F3

互补的特异区域；B1、B2、B3：分别与B1c、B2c、B3c互补的特异区域；a：F1区域与F1c区域互补形成哑铃型DNA；

b：B1 区域与 B1c 区域互补形成哑铃型 DNA。B1c，B2c，B3c：Specific region downstream of the target gene；F1，F2，

F3：specific region upstream of the target gene；F1c，F2c，F3c：specific regions complementary to F1，F2，and F3，respec‐

tively；B1，B2，B3；specific regions complementary to B1c，B2c，and B3c，respectively；a：F1 region is complementary

to the F1c region，forming a dumbbell DNA；b：B1 region is complementary to the B1c region，forming a dumbbell DNA.

图1 LAMP技术反应原理示意图（Notomi et al.，2000；Wong et al.，2018）

Fig. 1 LAMP reaction and its principle diagram（Notomi et al.，2000；Wong et al.，2018）

a：实时监测法（Mashooq et al.，2016）；b：琼脂糖凝胶电泳检测法（Wong et al.，2018）；c：SYBR Green I染料（Chen et

al.，2016b）；d：羟基萘酚蓝染料（Wong et al.，2018）。a：Real-time monitoring（Mashooq et al.，2016）；b：agarose gel

electrophoresis（Wong et al.，2018）；c：SYBR Green I dye（Chen et al.，2016b）；d：hydroxynaphthol blue dye（Wong et al.，

2018）.

图2 LAMP最终产物的检测方法

Fig. 2 Detection methods for LAMP final products



多重 LAMP 技术通过对多个目标基因的特异

序列设计相应的LAMP引物，从而构建多重LAMP

体系，实现 2 种及以上待测病原物的检测（Wong et

al.，2018），该技术大多用于动物病原物的检测，如

Iseki et al.（2007）采用多重LAMP检测方法设计了2套

针对弓形虫牛巴贝斯虫Babesia bovis和牛双芽巴贝

斯虫B. bigemina棒状体相关蛋白1基因的LAMP引

物，将牛巴贝斯虫和牛双芽巴贝斯虫成功区分。

Lau et al.（2015）将多重 LAMP 技术与 RT-LAMP 技

术结合在一起研发了登革热病毒的检测方法，证明

多重LAMP技术与RT-LAMP技术结合可用于病毒

的检测，为植物病毒病原物的检测提供了新思路。

Salinas & Little（2012）阐述了Electric LAMP技

术的发展。Electric LAMP通过电子模拟可以快速

筛选出适应性强的LAMP引物，提高了LMAP检测

体系的效率。In-disc LAMP（iD-LAMP）反应器是一

种集成设备，由嵌在光盘上的一些微型反应器组成，

可用于目标DNA的实时测定。该技术的显著优点

是所需模板量较少，反应体系可以低至3 μL（Santia‐

go-Felipe et al.，2016）。

3 LAMP技术与其它检测方法的比较

随着现代生物学技术的发展，植物病原物的检

测方法由传统的分离鉴定法逐渐转变为分子检测方

法。与早期的形态学诊断方法相比，分子检测方法

能区分极为相似的病原物，显著提升了检测结果的

准确性。常见的分子检测方法有普通PCR技术、生

物质 PCR（biomass PCR，Bio-PCR）技术、巢式 PCR

（nested-PCR）技术、逆转录 PCR（reverse transcrip‐

tase PCR，RT-PCR）技术、数字PCR（digital PCR，dP‐

CR）技 术 、实 时 定 量 PCR（real-time quantitative

PCR，qPCR）技术及磁捕获杂交 PCR（magnetic-cap‐

ture hybridization PCR，MCH-PCR）技术等（Mancini

et al.，2016）。

普通 PCR 技术利用特异性引物通过变性、退

火、延伸等过程的交替循环，特异性扩增出大量目标

DNA片段，是植物病原物检测的常用方法之一。普

通PCR技术成功实现了对扁豆枯萎病菌Ascochyta

lentis、胡萝卜黑斑病菌 Alternaria radicina（Hussain

et al.，2000；Pryor & Gilbertson，2001）、十字花科黑

斑病菌 A. brassicae、罂粟霜霉病菌 Peronospora ar‐

borescens 等多种植物病原物的检测（Guillemette et

al.，2007；Landa et al.，2007）。与传统的常规分离鉴

定法相比，普通PCR技术能快速且相对准确地检测

出大部分植物病原物，提高了病原物的检测效率。

由于PCR抑制因子的存在，对于病原物含量极

低的样本，PCR 技术难以直接检测（de Boer et al.，

1995）。为此，Schaad et al.（1995）研发了Bio-PCR技

术，该技术通过对病原物进行培养，提高了病原物的

生长量，从而有利于后续的检测工作。该技术可用

于病原真菌和细菌的检测（Munkvold，2009）。与普

通PCR技术相比，Bio-PCR技术灵敏度更高，消除了

PCR 抑制因子的影响，且在扩增前不需要提取

DNA。此外，Bio-PCR技术检测对象是活细胞，避免

了死细胞DNA所导致的假阳性检测结果（Schaad et

al.，1995）。该技术缺点是成本相对较高，且病原物

需要较长的培养时间，降低了检测效率（Walcott，

2003）。

巢式 PCR 技术也适用于检测目标病原物含量

较低的样本，该技术利用2对相似引物进行扩增，且

第 2对引物需要结合到第 1次 PCR扩增产物内部，

从而提高了扩增的特异性（Massung et al.，1998）。

该技术对豌豆上炭疽病菌 Colletotrichum lindemuth‐

ianum DNA 最低检测量为 10 fg/μL，其灵敏度比普

通PCR高 1 000倍（Chen et al.，2007）。巢式PCR包

括 2轮循环扩增，第 2次 PCR扩增引起交叉污染的

风险较大（Aslam et al.，2017）。

大部分植物病毒的主要遗传物质为RNA，普通

PCR技术无法直接检测RNA病毒，而RT-PCR技术

在特异性引物和反转录酶的作用下，将mRNA反转

录成 cDNA，然后以 cDNA为模板进行核酸扩增，从

而实现了对病毒的检测（Aslam et al. 2017）。死体

中的 mRNA 易降解，RT-PCR 技术仅针对活体病原

物进行检测，降低了死体mRNA所导致的假阳性风

险（Capote et al.，2012）。该技术主要应用于RNA病

毒的检测。

qPCR技术通过加入荧光染料产生一种特殊的

荧光信号，利用集成荧光计对荧光信号进行检测，输

出实时的动力学分析结果，从而实现对目标DNA的

定量化（Gachon et al.，2004）。为了保证 qPCR检测

结果具有足够的特异性和灵敏度，选择合适的靶基

因片段是建立 qPCR 检测系统的关键（Mancini et

al.，2016）。该技术在扩增后无其它操作步骤，降低

了反应混合物交叉污染所带来的假阳性风险（Tom‐

linson et al.，2005），已成功用于葡萄穗霉病菌

Stachybotrys chartarum、菠菜种子黄萎病菌 Verticil‐

lium dahliae 等多种植物病原物的定量检测（Cruz-

Perez et al.，2001；Duressa et al.，2012）。
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dPCR技术同样通过采集荧光信号对扩增产物

进行定量分析，将标准PCR反应体系平均分配成数

百万个 PCR反应，从而实现对样品的绝对定量，其

结果分析不依赖于扩增曲线的循环阈值，不受扩增

效率的影响，与 qPCR技术相比具有较高的准确度

和重复性（Vogelstein & Kinsler，1999；冯兆民和舒跃

龙，2017）。但dPCR技术依赖于精密的仪器和复杂

的芯片，高昂的成本限制了其广泛应用（林彩琴和姚

波，2012）。

MCH-PCR 技术利用覆盖了单链 DNA 探针的

磁珠，从样品中捕获特异的目标 DNA，再以目标

DNA为模板进行PCR扩增，适用于特殊DNA序列

的检测（Jacobsen，1995）。目前，MCH-PCR 技术已

成功用于含有 PCR抑制化合物的植物病原微生物

的检测，如洋葱上灰霉病菌 Botrytis aclada 的检测

（Walcott et al.，2004）。

以上是以 PCR 技术为基础的各具优势的核酸

扩增技术，但这些技术普遍依赖于精密的仪器设备，

且操作复杂，检测工作通常需要在实验室里进行。

相较于传统 PCR 技术，LAMP 技术在检测的特异

性、灵敏度及反应速度方面均显示出更大的优势。

LAMP技术采用4或6种特异性引物，这些特异性引

物与目标基因不同区域结合，使其具有高度特异性

（Wong et al.，2018）。此外，LAMP技术具有高灵敏

度，检测需要的扩增模板极少，如水稻恶苗病菌Fu‐

sarium fujikuroi DNA的检测极限为100~999 pg/μL，稻

瘟病菌Magnaporthe oryzae DNA的检测极限是 10~

99 pg/μL（Ortega et al.，2018），高灵敏度使其在病害

监测方面具有更大的应用价值。此外，LAMP技术

检测的效率更高，一般在 1 h 内即可完成。LAMP

技术还具有以下优势：LAMP反应在恒温条件下进

行，普通的水浴锅即可满足LAMP反应所需的恒温

条件，无需精密昂贵的仪器，大幅降低了检测成本

（Notomi et al.，2000）；LAMP 技术检测结果的呈现

方式简单多样，检测结果可以通过实时浊度仪进行

实时监测，也可以通过加入染料直接用肉眼观察颜

色的变化，而不仅仅局限于凝胶电泳检测方法

（Wong et al.，2018）。鉴于LAMP技术的优势，在各

类扩增技术中，LAMP技术是一种首选的病原物检

测方法，具有灵敏度高、特异性强、操作方便、简单实

用且适应性强的特点（Notomi et al.，2015）。

4 LAMP技术的应用

LAMP技术已成功用于植物病原物真菌、细菌、

病毒等病原物及抗药性检测，并表现出明显的优势

和巨大的潜能。

4.1 LAMP技术在植物病原真菌检测中的应用

Duan et al.（2013；2014a）分别以灰霉病菌B. ci‐

nerea 的 Bcos5 及十字花科菌核病菌 Sclerotinia

sclerotiorum 的 Ssos5 为目标基因进行 LAMP 反应，

最适反应温度为 63℃，时间 45 min，通过加入HNB

染料实现了对灰霉病菌及十字花科菌核病菌的可视

化检测，HNB染色法结果与凝胶电泳结果一致，表

明LAMP技术检测结果可靠；该技术对灰霉病菌和

十字花科菌核病菌的检测极限分别是10-3 ng/mL和

0.1 fg/μL，是普通PCR检测灵敏度的10倍和1 000倍。

LAMP技术与DNA提取试剂盒结合，可有效地检测

不同品种水稻种子上的水稻恶苗病菌及稻瘟病菌，

如 Ortega et al.（2018）利用 LAMP 技术分别对水稻

恶苗病菌的伸长因子EF-α序列及稻瘟病菌钙调蛋

白序列检测，检测极限分别为100~999 pg/μL和10~

99 pg/μL DNA。此外，Villari et al.（2017）将 qLAMP

技术与孢子陷阱捕捉系统相结合，在症状出现前的

12 d，距离最近的潜在侵染源6 m处就能检测到空气

中的10个分生孢子，成功实现了对引起黑麦草叶片

灰斑病病原菌——稻瘟病菌的特异、快速且定量检

测。Chen et al.（2013）针对瓜类疫霉病菌 Phytoph‐

thora melonis的Ras相关蛋白的Ypt1基因分别进行

了 LAMP 技术、PCR 技术及巢式 PCR 技术检测，

LAMP技术与巢式PCR技术的检测极限均为0.4 fg/μL，

比普通 PCR 技术灵敏 1 000 倍，且 LAMP 技术检测

更简便、快速且成本低廉，所以 LAMP 技术在瓜类

疫霉病菌的检测方面更具潜力。当 LAMP 技术与

DNA快速提取技术结合后，具有高度的特异性与灵

敏度，如 Kong et al.（2016）利用 LAMP 技术进行特

异性扩增后，将葡萄霜霉病菌Plasmopara viticola从

其它38种病原物中鉴定出来，并且在30 min内完成

了低于 1.32 fg/μL目标DNA的检测，该技术同样可

用于葡萄霜霉病菌的田间检测，为葡萄霜霉病防控

适期的确定提供指导。赵媛媛等（2019）利用LAMP

技术成功检测了引起玉米茎腐病的强雄腐霉Pythi‐

um arrhenomanes，且在 60 min 内即可快速、准确地

获得检测结果，最低检测灵敏度为10 pg/μL，比普通

PCR 灵敏 1 000 倍，能够满足现场快速检测的要求

（表1）。

在田间试验中，LAMP技术的灵敏度可能会下

降。Thiessen et al.（2018）利用 qLAMP 技术对葡萄

白粉病菌 Erysiphe necator 进行田间检测，并以 qP‐



CR 检测结果作为参照，在 2013 年试验结果中，

qLAMP技术与 qPCR技术的灵敏度无显著差异，而

在2014年试验结果中，qPCR技术灵敏度比qLAMP

技术高；此外，qLAMP在试验早期对1个孢子敏感，

但在试验结束时其敏感度降低到20个孢子以上，表

明用于田间检测葡萄白粉病的 qLAMP 技术，稳定

性不高，试验可重复性较差，有待进一步优化。

表1 LAMP技术在植物病原真菌检测中的应用

Table 1 Application of LAMP technology in detection of plant pathogenic fungi

病原物
Pathogen

灰霉病菌
Botrytis cinerea

菌核病菌
Sclerotinia sclerotiorum

水稻恶苗病菌
Fusarium fujikuroi

稻瘟病菌
Magnaporthe oryzae

白粉病菌
Erysiphe necator

葡萄霜霉病菌
Plasmopara viticola

瓜类疫霉病菌
Phytophthora melonis

强雄腐霉
Pythium arrhenomanes

检测极限
Detection limit

10-3 ng/mL

0.1 fg/μL

100~999 pg/μL

10~99 pg/μL

10个孢子
Ten spores

1.32 fg/μL

0.4 fg/μL

10 pg/μL

与普通PCR/qPCR灵敏度比较
Comparison with PCR/qPCR sensitivity

比普通PCR灵敏10倍
10 times more sensitive than PCR

比普通PCR灵敏1 000倍
1 000 times more sensitive than PCR

与qPCR一致
Consistent with qPCR

PCR比LAMP灵敏10倍
PCR is 10 times more sensitive than LAMP

qLAMP 与 qPCR 无显著差异 No significant
difference between qLAMP and qPCR

比普通PCR灵敏100倍
100 times more sensitive than PCR

比普通PCR灵敏1 000倍
1 000 times more sensitive than PCR

比普通PCR灵敏1 000倍
1 000 times more sensitive than PCR

检测时间/min
Detection time

45

45

18-22

13-16

50

60

60

60

参考文献
Reference

Duan et al.，2014a

Duan et al.，2013

Ortega et al.，2018

Ortega et al.，2018

Thiessen et al.，2018

Kong et al.，2016

Chen et al.，2013

赵媛媛等，2019
Zhao et al.，2019

4.2 LAMP技术在植物病原细菌检测中的应用

Bühlmann et al.（2013）利用 LAMP 技术对梨火

疫病菌 Erwinia amylovora 的目标基因编码序列

CDSs进行了特异性扩增，并利用等温扩增荧光检测

系统对产物进行了检测，检测极限为 100 CFU/mL。

封立平等（2015）利用 LAMP 技术检测了木薯细菌

性萎蔫病菌 Xanthomonas axonopodis pv.，检测极限

为 1 pg/μL。黄雯等（2016）分别利用 LAMP 技术和

普 通 PCR 技 术 对 植 物 青 枯 菌 Ralstonia sola‐

nacearum GMI1000菌株的DNA原液及不同梯度的

稀释液进行检测，LAMP技术的检测极限为1.42 pg/μL，

比普通PCR灵敏度高 10倍。黄雯等（2016）又分别

以混入青枯菌Po41菌株的马铃薯组织浸出液和混入

青枯菌Z-Aq-1菌株的姜组织浸出液为扩增模板进

行检测，结果表明LAMP检测不受植物组织浸出液

的干扰，可以准确地检测青枯菌。张仑等（2013）通

过对柑橘溃疡病菌Xanthomonas axonopodis pv. citri

中Xac基因的特异性保守序列设计LAMP引物，建

立了柑橘溃疡病菌的快速LAMP检测方法，该检测

方法的灵敏度可达 2.03×10-5 ng/μL。赵玉强等

（2015）针对西瓜嗜酸菌Acidovorax citrulli基因组的

特异序列设计了特异引物，建立了西瓜嗜酸菌的

LAMP检测体系，该体系可在1 h内通过荧光显色完

成对西瓜嗜酸菌的检测。上述结果均表明 LAMP

检测技术在效率、特异性、灵敏度及简便性方面具有

较大的优势（表2）。

4.3 LAMP技术在植物病原病毒检测中的应用

水稻黑条矮缩病毒（rice black-streaked dwarf

virus，RBSDV）和南方水稻黑条矮缩病毒（southern

rice black-streaked dwarf virus，SRBSDV）在病毒粒

体形态、症状、寄主范围等方面非常相似，传统检测

方法难以区分。周彤等（2012）建立了一种利用RT-

LAMP技术快速检测RBSDV的方法，其检测极限是

3.25×10-5 μg/μL。马铃薯纺锤块茎类病毒（potato

spindle tuber viroid，PSTVd）是欧洲和南美洲马铃薯

检疫性病原物之一，Lenarčič et al.（2014）建立 RT-

LAMP技术并对其进行检测，只需15~25 min即可得

到检测结果，检测极限是100~1 000拷贝子，灵敏度

是 qPCR的 10倍，此外LAMP检测仪器的便携性使

其更适合田间检测。陈柳等（2015）利用RT-LAMP

技术建立了草莓轻型黄边病毒（strawberry mild yel‐

low edge virus，SMYEV）的检测方法，检测极限是

10-5的稀释度，灵敏度是 qPCR检测的 100倍且耗时

短。赵雪君等（2016）建立了黄瓜花叶病毒（cucum‐

ber mosaic virus，CMV）的可视化 RT-LAMP 检测体

系，该体系操作简便且成本低，可以对多种蔬菜的

2期 应淑敏等：环介导等温扩增技术在植物病原物检测中的应用 239
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CMV进行高效快速检测，适合生产上的检测。甘薯

羽状斑驳病毒（sweet potato feathery mottle virus，

SPFMV）能够侵染甘薯并造成严重危害，姜珊珊等

（2018）建立了 SPFMV 的 RT-LAMP 快速特异性检

测方法，最低可检测的RNA浓度为1.22×10-2 ng/μL，

灵敏度是qPCR技术的10倍，另外，在田间样品检测

中，RT-LAMP 条带扩增结果与可视化检测结果一

致，表明 RT-LAMP 快速检测方法可有效用于 SP‐

FMV 的田间检测。南芥菜花叶病毒（arabis mosaic

virus，ArMV）的寄主范围广，极易传播扩散，是我国

的重要检疫对象之一。陈先锋等（2013）研制了针对

ArMV 的 RT-LAMP 检测试剂盒，所建立的 RT-

LAMP体系能在 60 min完成该病毒的检测，其检测

下限为10-3病毒稀释液（表3）。

表2 LAMP技术在植物病原细菌检测中的应用

Table 2 Application of LAMP technology in detection of plant pathogenic bacteria

病原物
Pathogen

青枯病菌Ralstonia solanacearum

木薯细菌性萎蔫病菌
Xanthomonas axonopodis
梨火疫病菌Erwinia amylovora

柑橘溃疡病菌
Xanthomonas axonopodis pv. citri
西瓜嗜酸菌
Acidovorax citrulli

检测极限
Detection limit

1.42 pg /μL

1 pg/μL

100 CFU/mL

2.03×10-5 ng/μL

20 CFU/mL

与PCR/qPCR灵敏度比较
Comparison with PCR/qPCR

sensitivity
比普通PCR灵敏10倍
10 times more sensitive than PCR
比普通PCR灵敏100倍
100 times more sensitive than PCR
比qPCR灵敏More sensitive than qPCR

比qPCR灵敏100倍
100 times more sensitive than qPCR
比普通PCR灵敏100倍
100 times more sensitive than PCR

检测时间
Detection
time/min

45

60

30

30

60

参考文献
Reference

黄雯等，2016
Huang et al.，2016
封立平等，2015
Feng et al.，2015
Bühlmann et al.，2013

张仑等，2013
Zhang et al.，2013
赵玉强等，2015
Zhao et al.，2015

表3 LAMP技术在植物病原病毒检测中的应用

Table 3 Application of LAMP technology in detection of plant pathogenic virus

病原物
Pathogen

甘薯羽状斑驳病毒
Sweet potato feathery mottle virus

草莓轻型黄边病毒
Strawberry mild yellow edge virus

黄瓜花叶病毒
Cucumber mosaic virus

马铃薯纺锤块茎类病毒
Potato spindle tuber viroid

水稻黑条矮缩病毒
Rice black-streaked dwarf virus

南芥菜花叶病毒
Arabis mosaic virus

检测极限
Detection limit

1.216×10-2 ng/μL

10-5 稀释度
10-5 dilution

10-6 稀释度
10-6 dilution

100-1 000拷贝子
100-1 000
viroid copies

3.255×10-5 μg/μL

10-3 稀释度
10-3 dilution

与qPCR灵敏度比较
Comparison with PCR sensitivity

RT-LAMP比qPCR灵敏10倍
RT-LAMP is 10 times more sensitive
than qPCR

RT-LAMP比qPCR灵敏100倍
RT-LAMP is 100 times more sensitive
than qPCR

RT-LAMP比qPCR灵敏100倍
RT-LAMP is 100 times more sensitive
than qPCR

RT-LAMP比qPCR灵敏10倍
RT-LAMP is 10 times more sensitive
than qPCR

RT-LAMP与qPCR基本一致
RT-LAMP is basically the same as
qPCR

RT-LAMP比RT-PCR灵敏10倍
RT-LAMP is 10 times more sensitive
than RT-PCR

检测时间/min
Detection time

75

45

40

15-20

60

60

参考文献
Reference

姜珊珊等，2018
Jiang et al.，2018

陈柳等，2015
Chen et al.，2015

赵雪君等，2016
Zhao et al.，2016

Lenarčič et al.，2014

周彤等，2012
Zhou et al.，2012

陈先锋等，2013
Chen et al.，2013

4.4 LAMP技术在植物病原菌抗药性检测中的应用

传统的植物病原物抗药性检测方法存在检测周

期长、操作繁琐、效率低等缺点。而 LAMP 技术具

有快速、可靠、稳定及可操作性强等优点，适用于抗

药性群体的动态监测与抗性风险评估。Duan et al.

（2014b；2015）应用 LAMP 技术建立了小麦赤霉病

菌 F. graminearum 对多菌灵、十字花科菌核病菌对

苯并咪唑类杀菌剂抗药性的快速检测方法，为小麦

赤霉病及十字花科菌核病的抗药性治理提供合理的

用药指导。钱铸锴等（2016）利用 LAMP 技术对浙

江省杭州市临安区3个铁皮石斛基地的灰霉病菌进

行抗性检测，为科学防治铁皮石斛灰霉病提供了理

论依据。林婷（2015）基于 β-tubulin基因，建立了特

异性检测草莓胶孢炭疽菌 Colletotrichum gloeospo‐



rioides的LAMP技术，该技术实现了灵敏度菌株和

抗药性菌株的区分。

5 展望

目前，植物病原物的检测技术大多依赖于精密

的仪器设备和昂贵的试剂，不仅检测成本高，而且对

检测人员专业能力要求也高，难以广泛用于田间植

物病原物的现场检测。LAMP技术的高灵敏度为病

害的检测和预防提供了更准确地指导和借鉴。与

PCR 相比，LAMP 技术在灵敏度方面更具优势，如

LAMP技术在灰霉病菌、青枯菌及马铃薯纺锤块茎

类病毒上的检测灵敏度均比PCR高 10倍（周彤等，

2012；Duan et al.，2014a；黄雯等，2016）。其次，

LAMP技术具有高特异性，在检测过程中更易于将

目标病原物与非目标病原物区分开，使检测结果更

加准确可靠。将 LAMP 技术用于田间植物病原物

的检测，可为植物病害的有效防控提供理论依据，给

防治工作带来巨大便利。

虽然LAMP技术有巨大的潜力，但LAMP技术

也存在一些不足。比如对于特殊菌株或某个基因的

高度保守区域，选择一个正确的、适当的目标位点是

非常困难的；引物设计较困难，即使有免费的线上软

件帮助设计引物，仍可能无法选中一些首选的靶位

点，还需依赖于手动设计引物（Watts et al.，2014）；因

为LAMP最终产物是1个大型DNA链，因此该技术

不适用于克隆或产物为小型 DNA 的片段，与 PCR

相比，其适用范围更窄（Sahoo et al.，2016）；由于在

扩增过程中产生了大量的拷贝，LAMP技术还有较

高的污染风险，这往往会导致阴性对照中出现假阳

性结果（Hsieh et al.，2014）。因此，对于涉及需要打

开反应管的步骤，建议在超净台中进行反应，试验过

程中需要单独使用一套配有带滤芯枪头的移液枪，

以避免污染（Wong et al.，2018），还可以通过在反应

开始前加入检测染料或在反应完成后设计一种释放

染料的方法来减少污染（Ocenar et al.，2019）。

LAMP反应结果的比色检测虽然方便快捷，但高度

依赖于检测人员对颜色的感知，主观性较强，在颜色

变化不明显的情况下，无法给出客观的检测结论

（Bista et al.，2007）。

LAMP技术作为一种极具突破性的核酸扩增技

术，虽然仍存在着不足之处，但与其它检测方法相比

更适于植物病原物的快速检测和植物病害的识别，

尤其是在田间现场检测过程中具有较大的潜力。在

LAMP技术发展的十几年里，其诸多方面进行了改

进，使其更加适于现场检测。Chen et al.（2016a）研

发了冻干型的LAMP试剂，在用于检测之前该试剂

能经受周围环境温度的变化，延长了储存期，提高了

现场诊断的可能性。此外，为了减少反应体系，

LAMP微流体设备应运而生，LAMP微流体设备操

作简单、微型、成本低廉，通常用于食品检测、癌症筛

查和病毒检测，有望改进后应用于植物病原物的检

测（Wang et al.，2012；Wong et al.，2018）。DNA提取

技术也是植物病原物检测过程中的关键一环，DNA

提取方法有粗提取和利用DNA试剂盒提取 2种方

法，其中利用DNA试剂盒提取的DNA纯度较高，增

加了LAMP反应的可靠性。近年来，科研人员还开

发了多种基于LAMP的生物传感器，包括比色生物

传感器、荧光生物传感器、电化学生物传感器等（林

晟豪等，2019）。低成本、高灵敏度、自动化、微型化

的 LAMP 生物传感器，操作简便，适合于非专业人

员现场检测，提高植物病原物的检测效率，从而为农

业生产及时采取合理的防治措施提供依据，降低农

业生产中因植物病原物的侵染而造成的严重损失。
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