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环介导等温扩增-CRISPR/Cas12b 可视化 
检测志贺氏菌 

郑雨婷 1,2, 张行雨 1,2, 王诗琪 2, 王佳玲 2, 张笑莹 2, 廖洪艳 1,2, 刘雪兰 1*, 胡青海 2* 
(1. 安徽农业大学动物医学院, 合肥  230026; 2. 中国农业科学院上海兽医研究所, 上海  200241) 

摘  要: 目的  将环介导等温扩增技术(loop-mediated isothermal amplification, LAMP)和成簇规律间隔短回文

重复序列及其相关蛋白 12b [clustered regularly interspaced short palindromic repeats and associated protein 12b, 

CRISPR/Cas12b]相结合, 建立一种针对志贺氏菌的快速、可视化的检测方法。方法  根据志贺氏菌保守的侵袭质

粒抗原 H 基因 ipaH7 序列, 设计并筛选 LAMP 引物, 建立 LAMP 检测志贺氏菌的方法。然后根据 LAMP 扩增片段

的靶序列设计 sgRNA, 并筛选能特异性识别并激发 Cas12b 切割的 sgRNA, 最终建立了 LAMP-CRISPR/Cas12b 快

速检测志贺氏菌的方法, 并进行了特异性和灵敏度评价。结果  筛选出一组针对志贺氏菌 ipaH7 的 LAMP 扩增引

物和 sgRNA, 建立了 LAMP-CRISPR/Cas12b 二步法检测志贺氏菌的方法, 可在 1 h 内完成检测, 最低检出限为

1.1×101 CFU/mL 纯培养菌和 1.1×101 CFU/g 加标的猪肉样品, 且与其他病原体无交叉反应。结论  本研究成

功建立了一种快速、灵敏、可视化的检测方法, 可实现对食品中志贺氏菌的精准检测。 

关键词: 志贺氏菌; 食源性致病菌; 核酸检测; 环介导等温扩增 

Visual detection of Shigella by loop-mediated isothermal amplification - 
CRISPR/Cas12b assay 

ZHENG Yu-Ting1,2, ZHANG Xing-Yu1,2, WANG Shi-Qi2, WANG Jia-Ling2, ZHANG Xiao-Ying2, 
LIAO Hong-Yan1,2, LIU Xue-Lan1*, HU Qing-Hai2* 
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ABSTRACT: Objective  To develop a rapid and visual method for detecting Shigella by combining loop-mediated 

isothermal amplification (LAMP) with clustered regularly interspaced short palindromic repeats and associated protein 

12b (CRISPR/Cas12b). Methods  Based on the conserved invasion plasmid antigen H gene ipaH7 sequence of 
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Shigella, LAMP primers were designed and screened to establish a LAMP method for detection of Shigella. The 

candidate sgRNAs were designed based on the target DNA sequence of LAMP amplified fragment, and then the sgRNA, 

which could specifically recognize and stimulate Cas12b cleavage, was screened. Finally, a rapid detection method for 

detecting Shigella was developed by combining LAMP with CRISPR/Cas12b, and the specificity and sensitivity were 

evaluated. Results  A set of LAMP primers and sgRNA targeting Shigella ipaH7 were screened, and a LAMP 

CRISPR/Cas12b detection method was established. The detection could be completed within 1 hour with the lowest 

limit of detection of 1.1×101 CFU/mL for pure culture and 1.1×101 CFU/g for spiked pork samples, and no cross 

reactivity with other pathogens. Conclusion  This study successfully establishes a rapid, sensitive and visual detection 

method for Shigella, which can achieve accurate detecting Shigella in food samples. 
KEY WORDS: Shigella; food-borne pathogens; nucleic acid detection; loop-mediated isothermal amplification 

 
 

0  引  言 

志贺氏菌是一种兼性厌氧的革兰氏阴性杆菌, 属肠

杆菌科[1], 主要引起细菌性痢疾, 占全球人腹泻病例的 5%
至 15%[2]。该菌不仅感染人类, 也会感染多种幼龄动物, 严
重危害畜牧养殖业[3]。作为水源性和食源性致病菌[4], 经饮

水和食物传播是人感染志贺氏菌的主要途径。由于极低的

剂量就可感染[5], 我国志贺氏菌感染时有发生, 部分地区

的菌群耐药率高, 并具有多重广谱耐药性[6–8], 给志贺氏菌

感染的治疗带来难度。被志贺氏菌污染的食物在高温、酸

性、真空等环境下依然具有感染性[9]。这意味着普通加热

和食品包装无法杜绝志贺氏菌的传播, 对食品安全和人与

畜禽的健康造成潜在威胁。 
志贺氏菌根据生化反应与血清学试验分为痢疾志贺

氏菌(A 群)、福氏志贺氏菌(B 群)、鲍氏志贺氏菌(C 群)和
宋内氏志贺氏菌(D 群)4 个群[10], 我国流行的主要是 B 群

(福氏)和 D群(宋内)。侵袭质粒抗原 H基因(invasive plasmid 
antigen H gene, ipaH)是志贺氏菌的毒力基因之一, 在侵袭

性大质粒与染色体上都存在, 不随传代而丢失, 且在 4 个

群的细菌中都存在[11], 因此常作为志贺氏菌的检测靶标。 
目前基于细菌培养的方法仍然是检测志贺氏菌的金

标准, 如现行的 GB 4789.5—2012《食品安全国家标准 食
品微生物学检验 志贺氏菌检验》, 但其对志贺氏菌的检测

耗时较长, 不能迅速查找传染源, 以及切断志贺氏菌食物

中毒的传播途径, 并且需在专业的实验室中进行, 过程复

杂, 并有杂菌污染的风险[12]。因此, 建立快速、精准检测

志贺氏菌的方法对于防控关口迁移、避免人们发生志贺氏

菌食物中毒尤为重要。基于检测病原核酸的分子生物学检

测方法相对国标法具有操作简便、检测时间短、特异性高、

重复性好、准确度高的优点, 但是需要特定仪器, 成本较

高。相比于其他检测方法, 等温扩增技术因具有操作简单、

快速、灵敏度高、不需要昂贵的仪器设备(有恒温金属浴或

恒温水浴锅即可)等优点成为发展潜力巨大的检测方法 , 

其中环介导等温扩增技术(loop-mediated isothermal nucleic 
acid amplification, LAMP)[13] 和 重 组 酶 聚 合 酶 扩 增

(recombinase polymerase amplification, RPA)的扩增效率高, 
使其具有较高的检测灵敏度, 可以在短时间内检出个位数

的细菌拷贝[14]。LAMP 反应步骤简单便捷, 其中 Bst DNA
聚合酶能够在 60~65 ℃等温环境下 40~60 min 完成反应, 
大幅度缩短了检测用时[15], 且不需要昂贵的仪器、试剂也

相对便宜。但是 LAMP 容易出现交叉污染和非特异性扩增, 
如 LAMP 内侧引物上游内部引物 FIP 和下游内部引物 BIP
易形成引物二聚体[16], 从而造成 LAMP 检测常出现假阳性

结果[17], 从而限制了此技术在临床检测上的应用。成簇规

律间隔短回文重复序列及其相关蛋白(clustered regularly 
interspaced short palindromic repeats and associated protein, 
CRISPR/Cas)技术可特异性地识别并切割靶 DNA, 具有特

异性强的优点[18], 将 LAMP 或 RPA[19]和 CRISPR/Cas 技术

相结合则可以避免 LAMP 或 RPA 检测过程中出现的非特

异性扩增, 大大提升了检测的特异性强和可靠性。 
本研究选择保守性的 ipaH7 作为志贺氏菌的检测靶

基因, 将 LAMP 技术与 CRISPR/Cas12b 技术相结合, 建立

的 LAMP-CRISPR/Cas12b 技术既可兼具 LAMP 的扩增效

率高和 CRISPR 技术特异性强的优点, 同时可使检测可视

化, 为临床上志贺氏菌的检测提供方法依据。 

1  材料与方法 

1.1  试剂与材料 

Q5®高保真 DNA 聚合酶、Bst 3.0 DNA 聚合酶、

HiScribeTM T7 快速高效 RNA 合成试剂盒(美国 NEB 公司); 
RNA 纯化与浓缩-5 试剂盒(美国 Zymo 公司); 无核酸酶水

(美国 Invitrogen 公司); 蓝色通用型染料法定量聚合酶链反

应(quantitative polymerase chain reaction, qPCR)检测试剂

盒(南京诺唯赞生物公司); 2×Es Taq MasterMix (Dye)(江苏

康为世纪生物公司); 细菌基因组 DNA 提取试剂盒(北京天

根生物公司 ); 磷酸盐缓冲液 (phosphate buffered saline, 
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PBS)(上海圣尔生物科技有限公司); 胰蛋白酶大豆琼脂

(tryptic soybean agar, TSA)细菌培养基(美国 BD 公司); 菌
株来源如表 1。 

新鲜猪肉购买于上海某超市。 
 

表 1  实验用菌株 
Table 1  Strains used in the study 

序号 菌株名称 菌株编号 

1 宋内志贺氏菌(Shigella sonnei) CMCC(B)51592

2 福氏志贺氏菌(Shigella flexneri) CMCC(B)51572

3 痢疾志贺氏菌(Shigella dysenteriae) CMCC(B)51105

4 
肠出血性大肠杆菌 O157:H7 

(Enterohemorrhagic Escherichia coli 
O157: H7)  

ATCC 43889 

5 鼠伤寒沙门菌(Salmonella typhimurium)  ATCC 14028 

6 金黄色葡萄球菌(Staphyloccocus aureus) ATCC 29213 

7 单核增生李斯特菌(Listeria 
monocytogenes) 

F2365 

8 小肠结肠炎耶尔森菌(Yersinia enterocolitica) ATCC 23715 

9 副溶血性弧菌(Vibrio parahaemolyticus)  ATCC 17802 

10 空肠弯曲菌(Campylobacter jejuni)  CJFX01 

11 产气荚膜梭菌(Clostridium perfringens)  SH01 

注: CMCC(B)编号菌株来源于中国医学菌种保藏管理中心; ATCC
编号菌株来源于美国模式菌种收集中心; 其他编号菌株由本实验

室分离鉴定或保存。 
 

1.2  仪器与设备 

ABI 7500 型 实 时 荧 光 定 量 聚 合 酶 链 式 反 应

(polymerase chain reaction, PCR)仪(美国ABI公司); T100型

PCR 仪(美国 Biorad 公司); DK-8D 型电热恒温水槽(上海一

恒科技公司); DKT200-2A 型恒温金属浴(杭州米欧仪器公

司); Stomacher®80 Biomaster 均质器、带滤网的均质袋(英
国 Seward 公司) ; Gel DocTM EZ Imager 凝胶成像系统(美国

Biorad 公司)。 

1.3  细菌基因组 DNA 的提取 

本研究采用水煮法提取菌株基因组。将表 1 中 3 株志

贺氏菌和 8株非志贺氏菌分别接种到 TSA等固体培养平板

培养 24 h, 然后用灭菌的 PBS (0.01 mol/L, pH 7.4)冲洗。取

1 mL 菌液于 1.5 mL 离心管中, 10000 g 离心 5 min, 弃上清, 
沉淀的菌体用 100 μL 无菌水重悬, 100 ℃加热 10 min, 再
次 10000 g 离心 5 min, 取上清保存于–40 ℃备用。 

1.4  志贺氏菌 LAMP 检测方法的建立 

根据志贺氏菌 ipaH7基因(NC_004337.2)的DNA序列, 
采用在线软件 PrimerExplorerV5 (https://primerexplorer.jp/e/)
设计 LAMP 引物组, 由生工生物股份有限公司合成。以

宋内志贺氏菌 CMCC(B)51592 株基因组 DNA 作为模板, 
同时以双重蒸馏水(double distilled water, ddH2O)作为空白对

照模板, 将引物组加入体系进行LAMP引物组的筛选。LAMP
反应体系为: 0.5 μL F3 (10 μmol/L)、0.5 μL B3 (10 μmol/L)、
4.0 μL FIP (10 μmol/L)、4.0 μL BIP (10 μmol/L)、2.0 μL 
MgSO4 (100 mmol/L)、2.5 μL 10×等温扩增缓冲液Ⅱ、3.5 μL 
dNTPs (10 mmol/L)、1.0 μL Bst 3.0 DNA 聚合酶 (8000 U/mL)、
2.0 μL 模板 DNA, 无核酸酶水补至 25.0 μL。 

反应体系混匀后, 加入 20 μL 液体石蜡进行封闭, 以
防止反应液体蒸发和产物逸散形成气溶胶。反应管置恒温

金属浴 65 ℃反应 40 min, 然后 85 ℃孵育 5 min 使 Bst 3.0 
DNA 聚合酶失活。反应产物采用 2%的琼脂糖凝胶进行电

泳, 用紫外凝胶成像分析仪分析结果。 

1.5  LAMP 检测方法的特异性和灵敏度分析 

特异性分析: 采用菌液煮沸法分别提取表 1 中各菌株

的基因组 DNA 作为检测的模板, 用 ddH2O 为空白对照。 
灵 敏 度 分 析 : 将 新 鲜 培 养 的 宋 内 志 贺 氏 菌

CMCC(B)51592 株菌液经 10000 g 离心 3 min, 沉淀的菌体

用灭菌 0.01 mol/L pH 7.4 PBS 重悬, 然后用 PBS 进行 10
倍梯度稀释, 使菌液浓度为 1.1×108~1.1×100 CFU/mL, 取
以上浓度梯度菌液各 1 mL 采用煮沸法提取基因组 DNA, 
进行 LAMP 检测, 以 ddH2O 作为空白模板对照。 

1.6  sgRNA 制备 

根据筛选出的 LAMP 扩增片段 DNA 序列 , 采用

CRISPOR 软件(http://crispor.tefor.net/)设计 sgRNA 序列。

以携带 T7 启动子和 Cas12b DR 序列的质粒 pUC57-T7- 
DR[20]为模板, 用 PCR 扩增 T7-DR-sgRNA DNA 片段, PCR
产物用试剂盒纯化后作为转录的模板。采用 HiScribeTM T7 
快速高效 RNA 合成试剂盒在体外 37 ℃条件下反应 16 h 转

录得到 sgRNA。反应结束后, 再使用 RNA 纯化与浓缩-5
试剂盒对体外转录的产物进行 DNA 消化和过柱纯化。纯

化后的 sgRNA 测定浓度后进行分装, 置–80 ℃保存备用。 

1.7  LAMP-CRISPR/Cas12b 检测方法的建立与优化 

采用LAMP产物作为模板进行CRISPR切割反应以筛

选 sgRNA。CRISPR 反应体系包含 2.0 μL 10×AapCas12b 反
应缓冲液、0.5 μL AapCas12b 蛋白(2 µmol/L)、50 nmol/L 
AapCas12b sgRNA、2.0 µL LAMP 产物、0.5 µL ssDNA-FQ 
(标记荧光报告基团的单链 DNA, 10 μmol/L), 无核酸酶水

补至 20.0 μL。在 ABI 7500 荧光定量 PCR 仪中 60 ℃反应

40 min, 每 1 min 读取一次荧光数值。比较 sgRNA 到加入

体系后的荧光信号强度值 , 选择强度值最高的相应的

sgRNA 用于 LAMP-CRISPR/Cas12b 检测。 
筛选出 sgRNA 后, 尝试建立一步法(即在同一反应体

系中加入 LAMP 扩增和 CRISPR/Cas12b 系统的试剂), 或
二步法(即先 LAMP 扩增, 然后取 LAMP 产物进行 CRISPR
切割)LAMP-CRISPR/Cas12b 反应体系检测志贺氏菌。对于
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二步法, 进行 CRISPR 切割时间的优化, 以缩短总体检测

时间。最终建立的检测反应在荧光 PCR 仪中进行, 根据

荧光曲线来判定检测的结果。此外, 检测反应也可以在恒温

金属浴或恒温水浴锅中进行, 反应完成后, 将反应管置于手

持紫外灯下观察结果, 出现蓝绿色荧光的判为阳性。 

1.8  LAMP-CRISPR/Cas12b 的特异性分析 

以提取的各种食源性致病菌基因组 DNA 为模板, 无
核 酸 酶 水 作 空 白 模 板 对 照 , 采 用 本 研 究 建 立 的

LAMP-CRISPR/Cas12b 二步法反应体系进行特异性检测, 反
应在荧光 PCR 仪中进行, 根据荧光曲线来判定检测的结果。 

1.9  LAMP-CRISPR/Cas12b 的灵敏度分析 
用 灭 菌 PBS 重 悬 新 鲜 培 养 的 宋 内 志 贺 氏 菌

CMCC(B)51592 株, 再用 PBS 10 倍倍比稀释至 1.1×104、

1.1×103、1.1×102、1.1×101 和 1.1×100 CFU/mL, 取以上浓度

的菌液各 1 mL 用煮沸法提取基因组 DNA, 进行 LAMP- 
CRISPR/Cas12b 检测, 以无核酸酶水作空白对照。反应在荧

光 PCR 仪中进行, 根据荧光曲线来判定检测的结果。 
LAMP-CRISPR/Cas12b 与常规 PCR 和 qPCR 检测志贺

氏菌的灵敏度比较: 根据志贺氏菌 ipaH7 基因的 DNA 序列, 
采用 Premier3 (https://primer3.ut.ee/) 在线软件设计常规

PCR 引物(ipaH7-F: 5’-AGCGTACTGAGGCGG TAAGA-3’; 
ipaH7-R: 5’-TCCTAGGTAAAGGGGGCAGT-3’); 采用 Primer 
express 3.0 (Applied Biosystems, USA)软件设计 qPCR 引物
(ipaH7-q-F: 5’-TTCGCGCCATATCAGAGTCA-3’; ipaH7-q-R: 
5’-CCGACGATCTGCTTCAGGAA-3’)。引物均由上海生工

生物股份有限公司合成。将新鲜培养的宋内志贺氏菌

CMCC(B)51592 株用灭菌 PBS 重悬, 再用 PBS 10 倍比稀释

至 1.1×106、1.1×105、1.1×104、1.1×103、1.1×102、1.1×101

和 1.1×100 CFU/mL, 取以上浓度梯度菌液各 1 mL, 采用煮

沸法提取基因组 DNA 作为检测模板, 用 2×Taq MasterMix 
(Dye)进行常规 PCR 检测; 用 ChamQ Universal SYBR qPCR 
Master Mix 进行 qPCR 检测。 

此 外 , 新 鲜 猪 肉 采 用 涂 布 TSA 平 板 和

LAMP-CRISPR/cas12b 检测志贺氏菌为阴性。然后在每

10 g猪肉(置带滤网的均质袋, Seward)中加入 1 mL宋内志

贺氏菌 CMCC(B)51592 菌液至 1.1×103、1.1×102、1.1×101

和 1.1×100 CFU/g, 再各加入 89 mL TSB, 置 Seward 拍打

器中拍打匀浆; 同时设立无加标的猪肉作为对照。再各取

10 mL 匀浆滤过液先 200 g 低速离心 5 min 除去大的组织

块, 上清再 10000 g 离心 5 min, 沉淀用 10 μL 重悬, 采用

煮沸法提取基因组 DNA, 用 LAMP-CRISPR/cas12b 检测各

样品中的志贺氏菌。 

1.10  LAMP-CRISPR/cas12b 的重复性性试验  
将新鲜培养的宋内志贺氏菌 CMCC(B)51592 菌液

10000 g 离心 5 min, 沉淀用 0.01 mol/L pH 7.4 PBS 重悬

至本研究建立的 LAMP-CRISPR/cas12b 方法检出限

1.1×101 CFU/mL, 然后分装到 5 支 1.5 mL 试管中, 每管

1 mL 菌液, 采用煮沸法提取基因组 DNA。然后采用建

立的 LAMP-CRISPR/cas12b 方法进行检测提取的基因组

DNA。同时设立无核酸酶水作为空白对照。此重复性实

验在不同的日期进行 3 次。 

1.11  数据处理 

本研究采用 Graphad Prism version 9.0.0 进行荧光曲

线作图; 图像处理采用 Windows 10 中的画图软件; 文中的

表格制作采用 Office 2016 绘制。 

2  结果与分析 

2.1  建立 LAMP 检测志贺氏菌的方法 

选择宋内志贺氏菌 CMCC(B)51592 株基因组作为阳

性模板, 无核酸酶水作为空白模板对照, 进行 LAMP 引物

筛选, 扩增结果见图 1。结果可见, 以志贺氏菌基因组 DNA
为模板, 采用 ipaH7-1~ipaH7-6 引物组进行 LAMP 扩增时

均出现梯状条带 , 而以无核酸酶水为模板时 ipaH7-2~ 
ipaH7-6 引物组扩增时均无梯状条带。其中, ipaH7-3 引物

组扩增的梯状条带明显且引物二聚体较少。因此, 选择

ipaH7-3 (F3: GGTTACCGGAAGAACAGC, B3: TTTTCAG 
GTAAATCAGTAAGGAT, FIP: AGGTCCAGTTTATGCCCC 
TTTACTGAGGCGGTAAGAAGAC, BIP: CGCTTTCCTCG 
CTACCTGTAGGTTAATTTATTACAGCTCACATCA) 作 为

LAMP 检测引物。 
 

 
 

注: M: DNA marker DS2000; 泳道 1~6: 以无核酸酶水为模版, 分
别用引物组 ipaH7-1~ipaH7-6 进行 LAMP 检测的结果; 泳道 7~12: 
以宋内志贺氏菌 CMCC(B)51592 株基因组 DNA 作为模板, 分别

用引物组 ipaH7-1~ipaH7-6 进行 LAMP 检测的结果。 
图 1  LAMP 引物组的筛选 

Fig.1  Screening of LAMP primer sets 
 

2.2  sgRNA 筛选 

根据 LAMP 扩增的 DNA 片段序列设计 7 条 sgRNA, 
先用 PCR 扩增获得相应 DNA 片段后, 进行体外转录并对

产物进行纯化, 测定 RNA 的量后加入 CRISPR 切割体系中, 
测定 sgRNA 能否识别靶 DNA 序列并激发 Cas12b 的侧链

切割活性。结果表明, 加入 sgRNA-5 的反应管出现荧光, 
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而加入其余 sgRNA 的反应管未出现明显的荧光(图 2)。因

此, 本研究选择 sgRNA-5 (GUCUAGAGGACAGAAUUUU 
UCAACGGGUGUGCCAAUGGCCACUUUCCAGGUGGC
AAAGCCCGUUGAACUUCAAGCGAAGUGGCACUAAU
GCAAGCAGGGAGUACAGGU)进行下一步的实验。 

 

 
 

注: 1~7. sgRNA1~sgRNA7。 
图 2  基于 LAMP 扩增片段的 sgRNA 筛选 

Fig.2  Screening of sgRNA based on LAMP amplification fragments 
 

2.3  LAMP-CRISPR/Cas12b 检测志贺氏菌方法的

建立 

以宋内志贺氏菌 CMCC(B)51592 株基因组 DNA 为模

板, 在同一反应体系中加入 LAMP 扩增和 CRISPR/Cas12b
切割的试剂进行一步法反应。结果表明, 加入志贺氏菌基

因组 DNA 与无核酸酶水的反应管荧光强度值接近, 未出

现荧光强度值升高的曲线。而且 , 调整反应体系中的

AapCas12b、sgRNA 和 ssDNA-FQ 浓度后, 还是如此, 可见

本研究筛选出来的 sgRNA-5 不能用于目前的一步法反应

体系。此外, 多组 LAMP 引物与 sgRNA, 均未能成功建立

一步法检测反应体系, 这可能与本研究所采用的 LAMP 扩

增体系和 CRISPR/Cas12b 切割体系不兼容, 如 LAMP 反应

缓冲液等不能同时满足这两个反应体系等因素导致。最终, 

本研究选择两步检测法。  

分别以志贺氏菌基因组 DNA 和无核酸酶水为模板, 
先进行 LAMP 扩增后 , 再取 2 µL LAMP 产物进行

CRISPR/Cas12b 切割反应。结果表明, 以志贺氏菌基因组

DNA 为模板时, 最终反应管出现较高的荧光强度曲线, 反
应管置紫外灯下也出现明显的蓝绿色荧光; 而以无核酸酶

水为模板时, 未出现明显升高的荧光强度曲线, 将反应管

置紫外灯下也未出现明显的蓝绿色荧光。这表明 , 
LAMP-CRISPR/Cas12b 二步法可以检测志贺氏菌。此外, 
当以 LAMP-CRISPR/Cas12b 二步法检测 1×102 CFU/mL 志

贺氏菌提取的基因组 DNA 时, 第二步 CRISPR/Cas12b 反

应时间在 10 min 或 15 min 时, 在紫外灯下可观察到反应管

内的荧光明显亮于反应 5 min 时的反应产物(图 3)。这说明

CRISPR/Cas12b 反应只需要 10~15 min 即可完成, 从而使

整个检测流程的总时间控制在 1 h 以内。 

2.4  LAMP-CRISPR/Cas12b 检测的特异性分析 

分别以不同细菌的基因组 DNA和无核酸酶水为模板, 
分 别 在 荧 光 定 量 PCR 仪 和 恒 温 金 属 浴 中 进 行

LAMP-CRISPR/Cas12b 检测。结果表明, 检测在荧光定量

PCR 仪中进行(图 4A), 或先在恒温金属浴中完成反应, 再
在紫外灯下观察结果(图 4B), 得到的结果一致。以 3 种志贺

氏菌基因组 DNA 为模板时, LAMP-CRISPR/Cas12b 反应出

现荧光曲线, 而以其他 7 种细菌的基因组 DNA 和无核酸酶

水为模板时, LAMP-CRISPR/Cas12b 反应产物无荧光信号。 

2.5  LAMP-CRISPR/Cas12b 检测的灵敏度分析 

以 10 倍倍比稀释的宋内志贺氏菌 CMCC(B)51592 株

基因组 DNA 为模板, 进行 LAMP-CRISPR/Cas12b 检测。结

果表明, 以志贺氏菌菌液浓度为 1.1×104~1.1×101 CFU/mL 提

取的基因组 DNA 作为检测模板时, LAMP-CRISPR/Cas12b 反

应过程中出现了较高的荧光曲线, 而以1.1×100 CFU/mL志贺

氏菌的基因组 DNA 和无核酸酶水为模板检测时, 反应体

系中均未出现明显的荧光(图 5A 和 5B)。而且, 本研究建 
 

 
 

注: A 中红色曲线为志贺氏菌基因组 DNA 为模板, 黑色为无核酸酶水为模板。B 中 1~3 分别是反应时间为 5、10、15 min 时反应产物在

紫外灯下的荧光强度; 4 为空白模板对照。 
图 3  LAMP-CRISPR/Cas12b 二步法检测中 CRIPSR 切割时间的优化 

Fig.3  Optimization of the reaction time of CRISPR cleavage in two-step CRISPR/Cas12b detection 
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注:  1~11 依次为宋内志贺氏菌、福氏志贺氏菌、痢疾志贺氏菌、肠出血性大肠杆菌 O157:H7、鼠伤寒沙门菌、金黄色葡萄球菌、单核

增生李斯特菌、小肠结肠炎耶尔森菌、副溶血性弧菌、产气荚膜梭菌基因组 DNA 和无核酸酶水作为模板时的检测结果。 
图 4  LAMP-CRISPR/Cas12b 检测志贺氏菌的特异性分析 

Fig.4  Specificity of LAMP-CRISPR/Cas12b testing for detecting Shigella 
 

 
 

注: 1~5 表示菌液浓度分别为 1.1×104、1.1×103、1.1×102、1.1×101、1.1×100 CFU/mL 宋内志贺氏菌 CMCC(B)51592 株提取的基因组 DNA
为模板时检测结果; 6 是无核酸酶水做空白对照的检测结果。 

图 5  LAMP-CRISPR/Cas12b 检测志贺氏菌的灵敏度 
Fig.5  Sensitivity of LAMP-CRISPR/Cas12b testing for detecting Shigella 

 

立的 LAMP-CRISPR/Cas12b 检测志贺氏菌的方法, 在荧光

定量 PCR仪中检测(图 5A)和在恒温金属浴中反应后, 再在

紫外灯下观察 (图 5B), 两种方法的检测灵敏度均为

1.1×101 CFU/mL。 
以 10 倍连续倍比稀释的宋内志贺氏菌 CMCC(B) 

51592 株基因组 DNA 为模板, 进行常规 PCR 检测时, 反应

结束后, 用凝胶电泳对 PCR 产物进行分析。当菌液浓度在

1.1×103 CFU/mL 及以下时, 反应产物无可见扩增条带(图
6A)。由此可知 PCR 检出限为 1.1×104 CFU/mL。分别以

1.1×100~1.1×105 CFU/mL 的宋内志贺氏菌 CMCC(B)51592
株基因组 DNA 为模板, 进行 qPCR 检测。当菌液浓度在

1.1×101 CFU/mL 时, 有一管无荧光, 另一管检测的循环数 
 

 
 

注: A. M: DNA marker DS2000; 泳道 1~9 分别为菌液浓度分别为 1.1×108、1.1×107、1.1×106、1.1×105、1.1×104、1.1×103、1.1×102、1.1×101

和 1.1×100 CFU/mL 宋内志贺氏菌提取的基因组 DNA 为模板时的常规 PCR 检测结果; 10: 无核酸酶水作为模板时的常规 PCR 扩增结果; 
B.宋内志贺氏菌 CMCC(B)51592 株提取的基因组 DNA 为模板时的 qPCR 扩增结果。 

图 6  常规 PCR 和 qPCR 检测志贺氏菌的灵敏度 
Fig.6  Sensitivity of conventional PCR and qPCR for detecting Shigella 
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值大于 36(图 6B), 故荧光定量PCR检测志贺氏菌的灵敏度

1.1×102 CFU/mL 。 可 见 本 研 究 建 立 的 LAMP- 
CRISPR/Cas12b 检测方法的灵敏度比常规 PCR 方法高

1000 倍, 比荧光定量 PCR 方法高 10 倍。 
本研究进一步测定了 LAMP-CRISPR/Cas12b 二步法

对模拟样品, 即猪肉加标志贺氏菌的检测灵敏度, 结果表

明其检出限为 1.1×101 CFU/g (图 7)。 
 

 
 

图 7  LAMP-CRISPR/Cas12b 检测猪肉加标志贺氏菌的灵敏度 
Fig.7  Sensitivity of LAMP-CRISPR/Cas12b testing for detecting 

Shigella in spiked pork samples 
 

2.6  LAMP-CRISPR/Cas12b 方法的重复性试验结果 

在 3 个不同的时间点采用 LAMP-CRISPR/Cas12b 两

步法检测细菌浓度为检出限(1.1×101 CFU/mL)的志贺氏菌

菌液提取的基因组 DNA, 结果表明 3 个时间点检测的 5 管

重复菌液样品均检测为阳性(图 8), 表明本研究建立的检

测方法具有较好的重复性。 
 

 
 

注: A、B 和 C 表示不同时间点的检测结果。 
图 8  LAMP-CRISPR/Cas12b 两步法检测志贺氏菌的重复性试验结果 
Fig.8  Repeatability test results of two-step LAMP-CRISPR/Cas12b 

assay for detecting Shigella 

3  讨论与结论 

高灵敏度检测志贺氏菌一直是科研人员努力的方向。

许龙岩等[21]比较了常规 PCR、实时定量 PCR 和微滴式数

字 PCR 的检测灵敏度, 结果表明实时定量 PCR 和微滴式

数字 PCR 分别比常规 PCR 高 100 倍和 1000 倍。HE 等[22]

针对 4 种志贺氏菌建立的多重 qPCR, 检测模拟样品时, 
最低可以检出人为添加 10 CFU 志贺氏菌的样本。这些方

法依然需要 PCR 仪等昂贵仪器。HERNÁNDEZ 等[23]采

用电化学检测志贺氏菌 , 理论上的敏感性可以达到

1×10–1 CFU/mL, 但是操作复杂, 需要专门的化学实验室

和专业技术人员。LIU 等[24]研发了 H 和 P 扩增-新型压电

石英晶体(HPA-SPQC)传感器, 对志贺氏菌的检出限可到

达 1 CFU/mL, 但检测时间需要 2 h, 且成本较高, 从而限

制其临床应用。 
高灵敏度的等温扩增方法, 不需要昂贵的仪器, 且适

用于现场检测, 被视为是 PCR 等经典检测方法的替代技术。

CHU 等[25]建立的滚环扩增(rolling circle amplification, RCA), 
针对志贺氏菌的检测灵敏度达到了 101 CFU/mL。BIAN 等[26]

建立的 RPA-LFD 方法检出限为 1.46×103 CFU/mL, 而 XU
等 [27] 建 立 的 RPA-CRISPR-LFD 方 法 检 出 限 达 到 了

5.6×102 CFU/mL, 提示结合 CRISPR可能会提高检测的灵

敏度。LAMP 也因其高灵敏度及所需试剂成本较低等已被

广泛应用于志贺氏菌的检测[28–30]。基于 LAMP 的快速诊断

测试(rapid LAMP based diagnostic test, RLDT)通过在体系

中加入染料来使 LAMP 体系可视化, 其对志贺氏菌检测的

灵敏度为 6×103~104 CFU/g 粪便[31–32]。SHI 等[33]建立了一

种针对志贺氏菌的比色 LAMP测定法, 比常规 PCR检测灵

敏 100 倍。如果 LAMP 扩增和 CRIPSR 切割在一个反应体

系中, 一步法就可完成反应, 则可以简化操作步骤, 且减

少了其他因素(如环境中气溶胶)对检测结果的干扰。然而, 
本研究通过优化反应体系, 最终还是没有建立起一步法检

测 志 贺 氏 菌 的 体 系 。 本 研 究 建 立 的 二 步 法

LAMP-CRIPSR/Cas12b 可视化检测志贺氏菌的方法, 虽然

特异性好, 且灵敏度比常规 PCR 和 qPCR 分别高 1000 倍

和 10 倍, 检测可在恒温金属浴或恒温水浴锅中完成, 用手

持式紫外灯即可观察结果, 可用于现场检测, 但两步法检

测存在的劣势是中途开盖可能导致 LAMP 产物的气溶胶

扩散, 使后续检测出现假阳性结果。这个问题可以参考一

管式 LAMP-CRISPR/Cas12a 方法[34]进行改进, 即使用液体

石蜡使两步体系分离, 在 LAMP 反应结束后再通过离心或

倒置进行第二步 CRISPR 反应。 
本研究将 LAMP 和 CRISPR/Cas12b 相结合, 建立的

LAMP-CRISPR/Cas12b 二步检测方法, 特异性好, 其灵敏

度比常规 PCR 检测方法高 1000 倍, 比 qPCR 方法高 10 倍; 
而且反应不需要荧光定量 PCR 仪或 PCR 仪等昂贵的仪器, 
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整个检测反应可在 1 h 内完成, 大幅提升了检测的便捷性, 
具有特异性好, 灵敏度高、快速和检测结果可视化等优点, 
为食品中志贺氏菌污染的检测提供了一种新的技术选项。 
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