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摘要　为了快速、简便、准确地检测重要植物病原线虫—最短尾短体线虫(Pratylenchusbrachyurus),依据

GenBank中短体线虫的线粒体 DNA细胞色素氧化酶I(mtDNACOI)序列,设计了扩增最短尾短体线虫的环介

导等温扩增(loopＧmediatedisothermalamplification,LAMP)引物,并对 LAMP反应条件进行优化,成功建立了

一种可特异、快速检测最短尾短体线虫的LAMP体系.该体系在６４℃下反应６０min,扩增效率最高.用琼脂

糖凝胶电泳、酶切分析和SYBRGreenI染色均能特异检测到最短尾短体线虫的扩增产物.所建立的 LAMP体

系能从供试的９种短体线虫和另外１０种植物线虫中特异检测出最短尾短体线虫,其灵敏度可检测到１/２００条

线虫DNA,是常规PCR的１０倍.表明本研究建立的最短尾短体线虫的LAMP检测体系,可用于最短尾短体线

虫的快速检测.
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　　短体线虫(Pratylenchusspp．)又称根腐线虫,
是一种重要的植物病原线虫,对农林作物造成的危

害仅次于根结线虫(Meloidogynespp．)和孢囊线虫

(Heteroderaspp．和Globoderaspp．)[１].短体线虫

侵染植物根部,通过穿刺、取食皮层薄壁细胞引起根

部损伤,严重时可使根腐烂或坏死,致使寄主植物根

系功能丧失,水分和营养的吸收与运输受阻,从而导

致植物地上部矮小、叶片淡绿、黄化等,易与缺水、缺
肥症状混淆[２Ｇ３].因此,由短体线虫引起的植物病害

诊断较为困难,其病害诊断主要依赖病原线虫的分

离和鉴定.传统的短体线虫鉴定一般根据雌虫的形

态特征,然而形态特征通常存在种内变异及种间重

叠,因此需要丰富的形态学专业知识与实践经验.
此外,当在样品中仅分离到短体线虫幼虫时,很难根

据形态学特征进行鉴定[１].随着分子生物学的发

展,以DNA为基础的PCR检测技术已成为短体线

虫辅助鉴定的重要手段之一,如利用双重PCR方法

鉴定玉米短体线虫(P．zeae)和拟玉米短体线虫(P．
parazeae)[４];实时荧光定量 PCR方法检测穿刺短

体线虫(P．penetrans)、桑尼短体线虫(P．thornei)
和落选短体线虫(P．neglectus)[５Ｇ７]等.然而,这些

方法需要有昂贵的 PCR仪或者荧光定量 PCR仪,
不利于基层及一些资源有限的实验室应用.

２０００年,一项快速检测病原物的技术—环介导

等温扩增技术(loopＧmediatedisothermalamplificaＧ
tion,LAMP)问世[８].LAMP技术使用４~６条引

物分别识别扩增的 DNA 靶标区域,利用具有链置

换活性的BstDNA聚合酶在恒温条件下扩增,扩增

反应通常在１h内完成.另外,可直接在扩增产物

中加入显色染料,如SYBRGreenI等,通过肉眼观

察扩增产物的颜色变化即可判断检测结果.因此,

LAMP技术具有特异性好、灵敏度高、检测快速及

设备需求简单的优点[８].在植物线虫的检测中,

LAMP技 术 最 早 于 ２００９ 年 用 于 松 材 线 虫 的 检

测[９].近年来,该技术在植物线虫检测领域快速发

展,目前已用于检测一些重要的植物病原线虫,如南

方根结线虫(M．incognita)、象耳豆根结线虫(M．
enterolobii)、北方根结线虫(M．hapla)、苹果根结

线虫(M．mali)、相似穿孔线虫(RadopholussimilＧ
is)、柑橘半穿刺线虫(Tylenchulussemipenetrans)、
椰子红环腐线虫(Bursaphelenchuscocophilus)和

维氏粒线虫(Anguinawevelli)[１０Ｇ１８]等.最近,检测
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玉米短体线虫的LAMP技术也被成功开发[１９].
目前,我国已报道的短体线虫有３０多种[２０],其

中包括最短尾短体线虫(P．brachyurus)在内的多

个种被认为可严重危害农林作物,造成重要经济损

失[１].最短尾短体线虫在我国局部地区有分布,同
时也是我国对外公布的检疫性线虫[４,２１Ｇ２３].近年来

我国口岸已多次从进境的农林作物上截获最短尾短

体线虫[２２Ｇ２３].该线虫一旦传入,可能会对我国农业

和生态安全带来重大威胁.因此,研究最短尾短体

线虫快速、准确的检测技术,不仅对我们进一步调查

了解该线虫在我国的分布具有重要意义,而且对我

国口岸部门的检疫和监控尤其重要.鉴于此,本研

究通过比较短体线虫的线粒体细胞色素氧化酶I基

因(mtDNACOI),设计检测最短尾短体线虫的特

异性引物,并通过优化反应条件,开发了一套快速检

测最短尾短体线虫的LAMP体系,旨在为我国农林

部门和检疫部门快速检测及检疫监测最短尾短体线

虫提供技术支持.

1　材料与方法

1.1　供试线虫

供试线虫的来源和寄主见表１.本研究中供试

的９种短体线虫、１个潜根线虫未定种(HirschmanＧ
niellasp．)、瑞特拟短体线虫(PratylenchoidesritＧ
teri)和相似穿孔线虫等短体科(Pratylenchidae)线
虫及２种根结线虫来源于笔者所在实验室采集、纯
化、繁殖和保存的样品.所有的短体科线虫在胡萝

卜愈伤组织上培养[２４],根结线虫在番茄上培养[２５].
其他供试线虫为本研究直接分离获得,并结合形态

学和分子生物学进行鉴定.
表１　供试线虫

Table１　Nematodestestedinthisstudy

线虫种类

Nematodespecies
编号 Code 寄主 Host

采集地

Geographicallocation
最短尾短体线虫 Pratylenchusbrachyurus GX６５５ 玉米Zeamays 广西北海 Beihai,Guangxi

最短尾短体线虫 P．brachyurus HN３４０ 菠萝 Ananascomosus 海南万宁 Wanning,Hainan

最短尾短体线虫 P．brachyurus HN３３６ 玉米Z．mays 海南万宁 Wanning,Hainan

玉米短体线虫 Pratylenchuszeae ZC１３ 玉米Z．mays 广东广州 Guangzhou,Guangdong
拟玉米短体线虫 Pratylenchusparazeae A９０ 甘蔗Saccharumsinense 广西百色 Baise,Guangxi

咖啡短体线虫 Pratylenchuscoffeae JS２６ 花生 Arachishypogaea 江苏扬州 Yangzhou,Jiangsu

卢斯短体线虫 Pratylenchusloosi FJGYT 茶树Camelliasinensis 福建宁德 Ningde,Fujian

落选短体线虫 Pratylenchusneglectus GSY２４S 胡麻Linumusitatissimum 甘肃兰州 Lanzhou,Gansu

斯克里布纳短体线虫 Pratylenchusscribneri SD１２７５ 玉米Z．mays 山东烟台 Yantai,Shandong
桑尼短体线虫 Pratylenchusthornei GSY２４L 胡麻L．usitatissimum 甘肃兰州 Lanzhou,Gansu

伤残短体线虫 Pratylenchusvulnus JXP 桃树 Prunuspersica 江西九江Jiujiang,Jiangxi

潜根线虫属线虫 Hirschmanniellasp． Miti 芋头Colocasiaesculenta 海南琼海 Qionghai,Hainan

瑞特拟短体线虫 Pratylenchoidesritteri NMG 樱桃 Prunuspseudocerasus 内蒙古赤峰 Chifeng,Neimenggu

相似穿孔线虫 Radopholussimilis RS 红掌 Anthuriumandraeanum 广东广州 Guangzhou,Guangdong
饰环矮化线虫 Tylenchorhynchusannulatus TA 甘蔗S．sinense 广东广州 Guangzhou,Guangdong
丝尾垫刃线虫属线虫Filenchussp． SW 甘蔗S．sinense 广东广州 Guangzhou,Guangdong
小环线虫属线虫Criconemoidessp． CB 甘蔗S．sinense 广东广州 Guangzhou,Guangdong
螺旋线虫属线虫 Helicotylenchussp． LX 甘蔗S．sinense 广东广州 Guangzhou,Guangdong
南方根结线虫 Meloidogyneincognita MI 番茄Solanumlycopersicum 云南玉溪 Yuxi,Yunnan

爪哇根结线虫 M．javanica MJ 菠菜Spinaciaoleracea 广东深圳 Shenzhen,Guangdong
针线虫属线虫 Paratylenchussp． BC 草(未知种)Grass 广东广州 Guangzhou,Guangdong

1.2　线虫 DNA 提取

采用微量DNA 提取法提取线虫 DNA,操作方

法详见文献[２５].
1.3　LAMP 引物设计

下载 GenBank中包括最短尾短体线虫在内的

短体 线 虫 mtDNA COI 区 序 列,并 用 MegAlign

７．１．０软件进行序列比对.比对结果表明最短尾短

体线虫 mtDNACOI序列在种内保守,但与其他种

存在较大差异,因此,选择在该区域设计 LAMP引

物.使用PrimerExploerV４ 软件进行引物设计,
包括 外 引 物 对 PBF３(５′ＧGTG TAC GTT TTA
ATCGCTCCＧ３′)/PBB３(５′ＧACTATAGTGGCC

８１
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ACCCTA AＧ３′)和内引物对 PBFIP(５′ＧGCGCCT
CTTATA CCTTTTAAGCTAggatccGTTTGA
GTA GTCAAA TTCTTTCAA GＧ３′)/PBBIP(５′Ｇ

AAGTGTTGGTTTTGTTGGTTGTTaaaaaa
ATA ACCACGGGAGTCTTGＧ３′)(图１).引物由

英潍捷基(上海)贸易有限公司合成.

方框和箭头表示引物的位置和方向.Boxesandarrowsindicatedirectionandlocationoftheprimers．

图１　COI基因在不同短体线虫中的多序列比对及检测最短尾短体线虫环介导等温扩增引物

Fig．１　MultiplesequencealignmentofCOIsequencesofdifferentPratylenchusspecies
andprimersforloopＧmediatedisothermalamplificationtodetectP．brachyurus

1.4　LAMP 反应体系及条件优化

根据环介导等温扩增手册(NewEnglandBioＧ
labsLtd．,London,UK)进行,扩增反应体系如下:

１０×IsothermalAmplificationBuffer２．５μL、１０
mmol/LdNTPs３．５μL、５mol/L 甜菜碱４．０μL、

１００mmol/LMgSO４１．５μL、１０×LAMP引物(包括

内引物PBFIP/PBBIP１．６μmol/L和外引物PBF３/

PBB３０．２μmol/L)２．５μL、BstＧ２．０DNA聚合酶１．０

μL、DNA模板１．０μL、灭菌水补足至２５μL.在配

置扩增反应体系前,先将 DNA 模板与引物混合并

在９５℃下处理２min,再置于冰上２min.
为了确定最佳的反应体系,对反应温度和反应

时间２个参数进行优化.反应温度优化如下:设置

６２、６４、６６和６８℃ ４个温度梯度进行 LAMP扩增

反应,９０min后,分别取１０μL扩增产物,用２％的

琼脂糖凝胶进行电泳分离,１１０V 电泳３０min.根

据电泳条带的亮暗程度选择合适的退火温度.

反应时间优化如下:挑取１００条、１０条和单条

线虫,按本文“１．２”的方法分别提取 DNA;将１００条

线虫的DNA分别稀释１．２５倍、２．５倍和５倍,即各

自对应８０条、４０条和２０条线虫的 DNA;将单条线

虫DNA稀释１０倍,即对应０．１条线虫的DNA.从

上述总体积为２０μL的各 DNA 中分别取１μL利

用实时荧光定量PCR仪进行 LAMP反应,即用于

扩增反应的DNA 模板分别为１００/２０＝５,８０/２０＝
４,４０/２０＝２,２０/２０＝１,１０/２０＝０．５,１/２０＝０．０５和

０．１/２０＝０．００５条线虫DNA.反应体系为:１０×IsoＧ
thermalAmplificationBuffer２．５μL、１０ mmol/L
dNTPs３．５ μL、５ mol/L 甜 菜 碱 ４．０ μL、１００
mmol/LMgSO４１．５μL、LAMP引物２．５μL、BstＧ
２．０DNA聚合酶１．０μL、DNA 模板１．０μL、EVA
green２．０μL、灭菌水补足至２５μL.反应温度选择

上述优化的最适温度,每２min采集１次荧光信号,
设置３５个循环.最终根据最低稀释倍数的 DNA

９１
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模板达到平台期所用的时间来确定最适反应时间.
1.5　LAMP 扩增产物的检测

采用２种方式检测LAMP扩增产物.(１)琼脂

糖凝胶电泳法:取１０μL环介导等温扩增产物,用

２％的琼脂糖电泳进行分离,１１０V 电泳３０ min.

GoldView 染 色 后 在 凝 胶 成 像 系 统 拍 照 观 察;
(２)SYBRGreenI染料显色法:在 LAMP反应结束

后,待产物降至室温后加入SYBRGreenI１０００倍

稀释液２μL,混匀后肉眼直接观察颜色变化.
1.6　LAMP 特异性检测

为确保LAMP的特异性,采用３种方式进行验

证.(１)在内引物 PBFIP上设计BamHⅠ酶切位

点,通过酶切实验进行验证.酶切体系为:１０×Fast
Digestgreenbuffer２．０μL、经 DNA 纯化回收试剂

盒(TIANGEN)纯化回收的 LAMP产物２．０μL、

BamHⅠ１．０μL、灭菌水补足至２０．０μL;混匀后置

于３７℃酶切３０min;反应结束后,用２％的琼脂糖

凝胶进行电泳.(２)使用最短尾短体线虫的外引物

对PBF３/PBB３进行 PCR 扩增,扩增体系为:２×
Taq Mix１２．５μL、外引物 PBF３/PBB３各０．５μL、

DNA模板１．０μL、灭菌水补足至２５μL.扩增程序

为:９５℃３min;９５℃３０s,４０℃３０s,７２℃４０s,３５
个循环;７２℃７min.反应结束后,使用１％的琼脂

糖凝胶电泳,再切胶、回收并测序.(３)按本文“１．２”
的方法提取表１中所有供试线虫的 DNA 模板并进

行LAMP扩增反应,反应结束后加入SYBRGreen
I染料检测体系的特异性.此外,用引物 D２A(５′Ｇ
ACA AGT ACCGTG AGG GAA AGT TGＧ３′)/

D３B(５′ＧTCG GAA GGA ACC AGC TAC TAＧ
３′)[２６]扩增各线虫的２８SrDNA D２D３区,以确保

DNA 模板的有效性.反应体系为:１０×ExTaq
PCR缓冲液２．５μL;２．５mmol/LdNTP各２μL;１０

μmol/L 的 上 下 游 引 物 各 ０．５ μL;Ex Taq 酶

(TaKaRa)０．１２５μL;DNA ２μL;灭 菌 水 补 足 至

２５μL.扩 增 程 序 为:９４ ℃ ３ min;９４ ℃ ３０s,

５５℃３０s,７２℃９０s,３９个循环;７２℃５min.
1.7　LAMP 灵敏度检测

为了解LAMP的灵敏度,按本文“１．２”的方法

分别提取 １００ 条、１０ 条和单条最短 尾 短 体 线 虫

DNA;将单条线虫DNA稀释１０倍获得０．１条线虫

DNA.从上述总体积为２０μL的４个梯度DNA中

分别取１μL进行LAMP反应,即用于LAMP反应

的DNA模板分别为０．１/２０＝０．００５,１/２０＝０．０５,

１０/２０＝０．５和１００/２０＝５条线虫DNA,反应结束后

用琼脂糖凝胶电泳法和SYBRGreenI染料显色法

分别进行检测.
为比较LAMP与常规 PCR 的灵敏度差异,选

择扩增 mtDNACOI 序列的１对通用引物 COIF
(５′ＧGAT TTT TTG GKC ATCCWG ARGＧ３′)/

COIR(５′ＧCWA CAT AAT AAG TAT CAT GＧ
３′)[２７],对上述相同的DNA模板进行PCR扩增.

2　结果与分析

2.1　LAMP 反应体系的优化

为获得最佳反应结果,本研究对反应温度和时

间进行优化.以最短尾短体线虫 DNA 为模板,设
置６２、６４、６６和６８℃４个反应温度进行 LAMP反

应,扩增产物的电泳图如图２所示,结果显示在４个

设置温度下均可获得扩增产物.当温度为６８℃时,
扩增产物电泳条带明显弱;当温度为６２~６６℃时,
扩增产物电泳条带均较亮,但６４℃下的条带略亮于

另２个温度,表明６４℃为最适反应温度.

　M:DNA分子质量标准;１~４:６２、６４、６６和６８℃条件下的扩增

结果;５:以 灭 菌 水 作 为 模 板 的 阴 性 对 照.M:DNA marker;

１Ｇ４:Thereactionswereperformedattemperature６２℃,６４℃,６６

℃and６８℃;５:Negativecontrol(distilledwater)．

图２　最短尾短体线虫环介导等温扩增反应温度的优化

Fig．２　TemperatureoptimizationforloopＧmediatedisothermal
amplificationtodetectPratylenchusbrachyurus

　　在６４℃的反应温度下,用实时荧光定量 PCR
仪进行LAMP反应以优化反应时间.由图３可见,
基于０．００５条最短尾短体线虫DNA模板(本研究中

最低稀释倍数的 DNA 模板)的 LAMP扩增,约从

４５min开始出现荧光信号,到６０min时反应进入

平台期.因此,选择６０min作为 LAMP的最佳反

应时间.
2.2　LAMP 反应特异性分析

首先用 BamHⅠ对 LAMP 纯化产物进行酶

切,结果表明 LAMP纯化产物可被BamHⅠ完全

酶切(图４A).其次将SYBRGreenI染料加入到

０２



　第６期 刘星彤 等:环介导等温扩增法(LAMP)检测最短尾短体线虫 　

LAMP扩增产物里,结果显示最短尾短体线虫３个

种群的扩增产物显示为阳性反应(绿色),其他线虫

的扩增产物及灭菌水均显示为阴性反应(橙色)(图

４B).最后将外引物PBF３/PBB３扩增的PCR产物

进行测序,结果表明所测序列与最短尾短体线虫的

COI序列相似性为１００％.因此,酶切、染色和测序

结果均说明本研究建立的最短尾短体线虫 LAMP
检测体系特异性良好.

　标着数字的横线分别代表相应条数的线虫 DNA;标着 CK 的横线是以灭菌水作为模板的阴性对照.LineslabeledthenumberrepreＧ

senttheDNAtemplatefromthecorrespondingquantityofnematode．CK:Negativecontrol(distilledwater)．

图３　最短尾短体线虫环介导等温扩增反应时间的优化

Fig．３　OptimizationofthedurationforloopＧmediatedisothermaltodetectPratylenchusbrachyurus

　A:扩增产物酶切检测;M:DNA分子质量标记;１:未经BamHⅠ酶切的 LAMP纯化产物;２ :经BamHⅠ酶切的 LAMP纯化产物;

３:以灭菌水作为模板的阴性对照;B:SYBRGreenI染色检测;１~３:最短尾短体线虫３个种群;４~１７分别为:玉米短体线虫、拟玉米短

体线虫、饰环矮化线虫、丝尾垫刃线虫、小环线虫、螺旋线虫、瑞特拟短体线虫、落选短体线虫、桑尼短体线虫、伤残短体线虫、斯克里布纳

短体线虫、南方根结线虫、爪哇根结线虫及潜根线虫;１８:以灭菌水作为模板的阴性对照.A:RestrictionenzymeanalysisoftheLAMP

products．M:DNAmarker;１:ThepurifiedLAMPproductswithoutBamHⅠ digestion;２:ThepurifiedLAMPproductswithBamHⅠ

digestion;３:Negativecontrol(distilledwater);B:LAMPproductsvisualizedwithSYBRgreenI;１Ｇ３:P．brachyurus;４Ｇ１７:P．zeae,

P．parazeae,Tylenchorhynchusannulatus,Filenchussp．,Criconemoidessp．,Helicotylenchussp．,Pratylenchoidesritteri,P．neglectus,

P．thornei,P．vulnus,P．scribneri,Meloidogyneincognita,M．javanica,Hirschmanniellasp．;１８:Negativecontrol(distilledwater)．

图４　最短尾短体线虫环介导等温扩增反应特异性检测

Fig．４　SpecificityoftheloopＧmediatedisothermalamplification(LAMP)assayforPratylenchusbrachyurus

2.3　LAMP 灵敏度分析

分别以５、０．５、０．０５和０．００５条线虫的 DNA 作

为模板进行 LAMP反应.反应结束后,将产物经

２％的琼脂糖凝胶电泳,结果表明所有 DNA 模板均

可扩增获得清晰条带(图５A);另外,在产物中加入

SYBRGreenI染料,结果显示所有扩增产物均呈现

阳性反应的绿色(图５B),表明 LAMP体系可检测

到０．００５条线虫DNA.

采用传统的常规 PCR 对上述各 DNA 模板进

行扩增,扩增产物经１％的琼脂糖凝胶电泳,结果发

现当DNA 模板为０．０５、０．５和５条线虫时,均有１
条清晰的扩增条带;当DNA模板为０．００５条短体线

虫时,没有扩增条带,表明常规PCR无法检测０．００５
条线虫DNA(图６).由此可知,LAMP体系的检测

灵敏度至少是常规PCR的１０倍.

１２
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　A:琼脂糖凝胶电泳检测LAMP产物;B:SYBRGreenI染色检测LAMP产物;M:DNA分子质量标准;１~４:分别对应５条、０．５条、

０．０５条、０．００５条线虫 DNA模板;５:以灭菌水为模板的阴性对照.A:LAMPproducts;B:LAMPproductsvisualizedwithSYBRGreen

I;M:DNAmarker;１Ｇ４:DNAtemplatesfrom５,０．５,０．０５,０．００５P．brachyurusrespectively;５:Negativecontrol(distilledwater)．

图５　最短尾短体线虫环介导等温扩增反应灵敏度检测

Fig．５　SensitivityoftheloopＧmediatedisothermalamplification(LAMP)assayforPratylenchusbrachyurus

　M:DNA分子质量标准;１~４:分别对应５条、０．５条、０．０５条、

０．００５条线虫 DNA 模板;CK:以灭菌水为模板的阴性对照.

M:DNAmarker;１Ｇ４:DNAtemplatesfrom５,０．５,０．０５,０．００５

P．brachyurusrespectively;CK:Negativecontrol(distilledwaＧ

ter)．

图６　最短尾短体线虫常规PCR扩增灵敏度检测

Fig．６　SensitivityoftheconventionalPCR
forPratylenchusbrachyurus

3　讨　论

本研究基于 mtDNACOI 基因序列建立了最

短尾短体线虫的 LAMP检测体系.合适的 DNA
靶标序列是分子鉴定和检测的基础,通常理想的靶

标序列是在种内保守,而在种间变异大[２８].在植物

线虫中,核糖体DNA内转录间隔区(rDNAＧITS)是
最常用的靶标区段[２９].短体线虫的分子鉴定和检

测通常也使用ITS[１].然而,随着越来越多短体线

虫的ITS区被测序,人们发现短体线虫ITS区种内

变异 较 大,如 玉 米 短 体 线 虫 ITS 区 变 异 高 达

９．５％[４];穿刺短体线虫ITS区变异８％,甚至同一

种群内都达到６％的变异;斯克里布纳短体线虫

(P．scribneri)ITS 区 变 异 ８％;刻 痕 短 体 线 虫

(P．crenatus)ITS分子变异７％;而最短尾短体线

虫的ITS 区变异也可达到 ８％[３０Ｇ３１].众所周知,

mtDNACOI基因是动物分子鉴定最重要的分子靶

标[３２].近年来研究发现COI 在短体线虫种内保

守,而在种间有变异,如玉米短体线虫的COI 种内

变异最高仅为２．４％[１９,３３],而玉米短体线虫、拟玉米

短体线虫、最短尾短体线虫等９种短体线虫的COI
种间变异超过２０％[１９],表明COI 可能是鉴定短体

线虫更合适的分子靶标.因此,本研究通过比对包

括最短尾短体线虫在内的短体线虫COI 序列,设计

检测最短尾短体线虫的LAMP特异引物,成功开发

了特异性检测最短尾短体线虫的LAMP体系.
本研究构建的 LAMP体系不会非特异扩增对

照线虫的 DNA,表明该体系特异性好.此外,该

LAMP体系可检测到１/２００条线虫的 DNA,灵敏

度至少是常规 PCR 的１０倍.而且该检测体系在

６４℃下反应１h即可,不需要任何专业的PCR仪等

设备,仅需一个恒温的水浴锅.检测结果的判定只

要通过添加荧光染料,再用肉眼观察颜色的变化即

可.因此,本研究开发的 LAMP检测体系简单、经
济、快速、特异、灵敏,可有效提高对最短尾短体线虫

的检测效率和准确性.
虽然环介导等温扩增具有诸多优点,但由于

LAMP反应具有极高的扩增效率(１０９拷贝数/h),
反应结束后,在开盖加染料的过程中,气溶胶易扩散

到空气中,可能会导致后续 LAMP反应出现假阳

性[３４Ｇ３５].之前有研究通过在反应液中加入少量石蜡

油密封等方法来避免假阳性的出现[１２].在本研究

中,我们在反应结束后将离心管冷却至室温,再开盖

加入染料可避免假阳性的发生.另外,反应时间过

长也会增大假阳性出现的可能,因此,本研究严格控

制恒温扩增的时间,借助实时荧光定量PCR仪,准
确确定反应到达平台期的时间,从而确定LAMP反

应的时间.此外,每次实验均设置阴性对照,通过实

２２
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验组和对照组的差异综合判定结果,通过这些操作,
避免了因假阳性而影响到检测结果的准确性.
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DetectionofPratylenchusbrachyurus
byloopＧmediatedisothermalamplification

LIUXingtong１,２　LINBorong１,３　LIAOJinling１,３　ZHUOKan１,３

１．CollegeofAgriculture,SouthChinaAgriculturalUniversity,Guangzhou５１０６４２,China;

２．LuoyangVocationalCollegeofScienceandTechnology,Luoyang４７１８２２,China;

３．KeyLaboratoryofMicrobialSignalsandDiseaseControl,GuangdongProvince,

Guangzhou５１０６４２,China

Abstract　AloopＧmediatedisothermalamplification(LAMP)assaywasdevelopedforrapidandacＧ
curatedetectionofPratylenchusbrachyurus,oneoftheimportantplantpathogenicnematodes．Based
onthemtDNACOIsequence,LAMPprimersforspecificdetectionofP．brachyurus weredesigned．
TheoptimalconditionsoftheLAMPassaywasthereactiontimewas６０minat６４℃．TheLAMPprodＧ
uctsofP．brachyuruswereconfirmedusingconventionalpolymerasechainreaction(PCR),enzymediＧ
gestionanalysis with BamHⅠ and visualinspection byadding SYBR GreenItothe products．
P．brachyurusfromninePratylenchusspeciesandothertenplantＧparasiticnematodespeciesweresucＧ
cessfullydetectedbytheLAMPassay．TheLAMPassaywasalsosensitive,whichcandetectDNAfrom
０．００５individualP．brachyurus,１０timesmoresensitivethanconventionalPCR．TheLAMPsystem
constructedinthisstudycanbeusedtodetectP．brachyurusrapidly．

Keywords　Pratylenchusbrachyurus;loopＧmediatedisothermalamplification (LAMP);mtDNA
COI;rapiddetection
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