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摘要    我国的养殖香鱼正面临着严重的香鱼格留虫(Glugea plecoglossi)感染。本研究联合运用环介

导等温扩增技术(LAMP)和横向流动试纸条(LFD)的检测技术, 建立了快速便捷地检测 G. plecoglossi

的 LAMP-LFD方法。该方法以 G. plecoglossi的 β微管蛋白基因为检测靶标, 在其保守区域设计并筛

得 6 条特异性引物(其中上游内引物用生物素标记), 进行 LAMP 反应, 产物再与异硫氰酸荧光素

(FITC)标记的特异性探针杂交, 在 LFD 上进行结果判断。结果表明, LAMP-LFD 方法能够特异性地

检出 G. plecoglossi, 对梅氏新贝尼登虫、刺激隐核虫、肝肠胞虫阳性的虾组织、派氏异尖线虫、内

弯宫脂线虫、鳗弧菌香鱼分离株、杀香鱼假单胞菌, 以及香鱼组织等的检测均呈阴性。优化后, LAMP

的反应条件为 65°C反应 45min, 与探针杂交的条件为 65°C反应 5min, 加之 5min的显色时间, 整个

检测时程为 55min。利用该方法能够检测到 2.0fg/μL的含 β微管蛋白的质粒 DNA, 针对 G. plecoglossi

基因组 DNA的检测灵敏度为 14.0pg/μL; 能够从感染强度达到 100个虫体/克的香鱼肝组织中稳定地

检测到虫体。该方法可在简单的恒温加热设备(如水浴锅)中完成核酸扩增和探针杂交, 无需昂贵的仪

器装置。综上, 香鱼格留虫 LAMP-LFD 方法操作便捷、灵敏度高、特异性好、检测快速, 而且设备

依赖性低, 完全适合于基层检测的需求。 
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纸条(LFD); 检测 
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香鱼格留虫(Glugea plecoglossi)是专性寄生于香

鱼(Plecoglossus altivelis)体内的一种微孢子虫, 最早

由日本学者鉴定并命名。感染该虫后, 香鱼体腔内会

形成一种异质孢囊(xenomas), 内含大量的孢子 , 孢

子释放后, 可引起淋巴细胞、巨噬细胞等单核类细胞

的浸润, 造成亚致死感染(sub-lethal infection), 破坏

香鱼的体表及外观, 不仅加剧了饲料消耗, 导致鱼类

养殖成本大幅度增加, 而且感染后的鱼形体较差, 市

场价值缩减。在日本, 该虫是影响香鱼养殖产业的主

要原因(Lee et al, 2004)。 

香鱼是东亚特有的一种名贵经济鱼类 , 日本有

“淡水鱼之王”的美誉。在我国北起鸭绿江, 南至广西
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北仑河的沿海溪流中均有分布 , 人工养殖已遍及浙

江、福建以及山东等地。规模化、集约化的高密度人

工养殖导致香鱼病害急剧增加。近年来, 我们首次从

浙江宁海等地养殖的香鱼体内分离到了香鱼格留虫, 

进一步调查发现我国的香鱼养殖正面临着严重的香

鱼格留虫的感染, 感染率可达 30%—40%, 高感染阶

段尤其集中在幼鱼的长成期和成鱼的产卵期(Zhou et 

al, 2018)。鉴于香鱼为一年生洄游型鱼类, 我们推测

香鱼的养殖水环境污染或育种亲鱼感染是导致香鱼

格留虫高感染率存在的原因。 

香鱼格留虫的虫体大小仅有几微米 , 香鱼格留

虫感染以香鱼组织表面形成肉眼可见的白色异质孢

囊为诊断特征。未形成孢囊时, 只能通过组织内分离

或组织染色 , 进行显微镜镜检来实现针对虫体进行

的早期诊断。这需要检测人员具备相当的专业知识背

景和操作技能 , 不适合于该虫体的快速筛查和及时

鉴定。针对核酸的分子检测技术具有检测快速、操作

便捷等优点, 基于 PCR 原理的分子检测技术越来越

多地应用于单细胞原虫的分型、鉴定以及诊断, 尤其

体现在弓形虫、隐孢子虫、锥虫以及利士曼原虫等与

公共卫生、食品安全及人畜共患等密切相关的原虫病

原(Liu et al, 2015; Akhoundi et al, 2017; Schijman, 

2018; Wang et al, 2018; Thompson et al, 2019)。这些方

法在针对病原的实验室诊断方面正发挥着重要作用, 

但其存在的仪器价格昂贵、工作环境严格及技术操作

专业性要求高等问题 , 极大地限制了此类方法在现

场快检与基层检测中的应用。 

环介导等温扩增技术 (loop-mediated isothermal 

amplification, LAMP)作为一种有别于PCR原理的核

酸扩增方法 , 在链置换DNA聚合酶的催化下 , 恒温

条件(如65°C)中 , 15—60min即可实现核酸的倍数扩

增(109—1010倍)。除其高灵敏度、高特异性等优点之

外, 该方法对仪器设备的要求比较低, 一台简单的水

浴锅即可完成反应 , 被认为是实现微生物病原基层

检测的重要方法(Mori et al, 2013, 2020; Notomi et al, 

2015; Li et al, 2017; Wong et al, 2018; Deng et al, 
2019), 同样适用于原虫病原(Lucchi et al, 2018; Li et 

al, 2019; Nzelu et al, 2019)。LAMP产物的检测方法有

多种, 如浊度仪检测白色浑浊、荧光定量PCR仪检测

荧光曲线、核酸电泳分析产物带形, 以及添加荧光染

料肉眼观察产物颜色等。其中, 肉眼观察颜色变化, 

无需特殊仪器, 是方法能够应用于基层的关键步骤, 

但是比较容易出现假阳性。因此, 在无需仪器设备的

前提下简便快捷地判读结果是LAMP方法改进的重

要方向。在横向流动试纸条(lateral flow dipstick, LFD)

上锚定特定荧光素的抗体, 与LAMP产物上标记的荧

光素反应, 形成的颜色变化显示在LFD的检测线和质

控线上, 完成结果判读, 即为LAMP-LFD方法。该方

法只需用不同的荧光素标记的探针与荧光素标记

LAMP产物进行杂交, 完全摆脱了对仪器设备的依赖, 

同时特异性探针的存在还很大程度上降低了检测的

假阳性。该方法目前已成功用于对虾白斑综合征病毒

(Jaroenram et al, 2009)、传染性脾肾坏死病毒(Ding et 

al, 2010)、河流弧菌(杨梦香等, 2017), 以及简单异尖

线虫/派氏异尖线虫(乔艳等, 2019)等水产病原微生物

的检测。 

本研究在香鱼格留虫β微管蛋白基因的保守区 , 

设计3对特异性引物(其中 , 上游内引物由生物素标

记), 建立了LAMP方法并优化反应条件; 同时, 设计

1条异硫氰酸荧光素标记的探针, 建立了LAMP-LFD

技术 , 以期为香鱼格留虫的现场快检和基层检测提

供一种便捷可靠的方法。 

1  材料与方法 

1.1  实验样品 

香鱼格留虫取自鲜活香鱼体内的异质孢囊 ; 梅

氏新贝尼登虫(Neobenedenia melleni)、派氏异尖线虫

(Anisakis pegreffii)、内弯宫脂线虫(Hysterothylacium 

aduncum), 以及鳗弧菌香鱼分离株 (V. anguillarum 

ayu-H080701)均由本实验室鉴定并保存; 刺激隐核虫

(Cryptocaryon irritans)由宁波大学尹飞教授馈赠(Yin 

et al, 2018)、肝肠胞虫(Enterocytozoon hepatopenaei)

阳性的虾组织由宁波大学钱冬研究员惠赠(骆云慧等, 

2016); 杀香鱼假单胞菌(Pseudomonas plecoglossicida)

由集美大学鄢庆枇教授惠赠(Huang et al, 2018)。 

1.2  方法 

1.2.1  基因组 DNA 制备    解剖新鲜香鱼, 从肝脏

或者性腺等器官上摘取白色异质瘤 , 使其破裂后获

得香鱼格留虫孢子并纯化。将保存的鳗弧菌、杀香鱼

假单胞菌从–80°C 中取出划线, 挑取单克隆培养扩大

到所需浓度。按照基因组 DNA 提取试剂盒(离心柱

型)D3350-01 (Omega Bio-Tek, USA)的说明提取香鱼

格留虫、梅氏新贝尼登虫、派氏异尖线虫、内弯宫脂

线虫、刺激隐核虫、鳗弧菌、杀香鱼假单胞菌、肝肠

胞虫阳性的虾组织样品 , 以及香鱼肝组织的基因组

DNA。提取的香鱼格留虫基因组DNA经NanoDrop2000
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测定后, 稀释至 70ng/μL备用。 

1.2.2  引物设计及质粒标准品制备     参考

GenBank上已有的香鱼格留虫β-tubulin基因序列, 设

计特异性引物Gpl-PF1与Gpl-PR1(表1), 以香鱼格留

虫的基因组DNA为模板, 扩增β-tubulin基因。按照琼

脂糖凝胶回收试剂盒的说明(Omega Gel Extraction 

Kit, USA)回收PCR产物, 将其与pMD19-T Vector载体

连接, 构建重组质粒pMD-BT, 转化大肠杆菌DH5α感

受态细胞并涂板。挑取单克隆并测序, 鉴定准确后提

交NCBI (GenBank登录号: MN811004)。按照质粒提取

试剂盒(Omega Plasmid Mini Kit, USA)的说明提取质

粒pMD-BT, 经NanoDrop2000测定浓度后 , 稀释至

1.0ng/μL, 作为pMD-BT质粒标准品备用。 

以香鱼格留虫β-tubulin基因序列 (MN811004)的

保守区设计7套引物, 用于LAMP反应。利用LAMP反

应的荧光曲线和琼脂糖凝胶电泳等实验结果, 选择1

套最优的引物组合, 包括外引物Gpl-F3和Gpl-B3, 内

引物Gpl-FIP和Gpl-BIP, 环引物Gpl-LF和Gpl-LB (表1, 

图1)。在此基础上, 在引物Gpl-F1和Gpl-B1c之间设计

1条能够与LAMP产物特异性杂交的探针Gpl-HP (表1,  

表 1  根据香鱼格留虫 β-tubulin 基因序列设计引物和 DNA 探针序列 
Tab.1  The primers and DNA probes targeting β-tubulin of G. plecoglossi used in this study 

引物名称 引物类型 引物长度 引物序列(5′ —3′) 目的 
扩增片段

长度(bp) 

Gpl-PF1 上游引物 25-mer CACTATATCGGCAACAACCAAAATC PCR 

Gpl-PR1 下游引物 21-mer TAGGCTTGAGGGTGGGATATC PCR 
981 

Gpl-F3 上游外引物 20-mer GGAAGGTGCTGAACTCATAG LAMP — 

Gpl-B3c 下游外引物 19-mer TCAGCATTCAACTGACCAG LAMP — 

Gpl-FIP a 
(F1c+F2) 
上游内引物 

42-mer (Gpl-F1c:24-mer 
Gpl-F2:18-mer) 

ACGGTTCAACCACAGTATCAGATG 
GGTACTGGTGCTGGAATG 

LAMP — 

Gpl-BIP 
(B1c+B2) 
下游内引物 

46-mer (Gpl-B1c:25-mer 
Gpl-B2:21-mer) 

GAGGCACTCTACAATATCTGCTCAA 
CCGCTCATAACAAGTGATACT 

LAMP — 

Gpl-LF 环引物 22-mer ACGAACACATCATCCTATCAGG LAMP — 

Gpl-LB 环引物 20-mer TGCCTAATCCTGGTTATGCC LAMP — 

Gpl-HP b 杂交探针 19-mer CTTGTTGAAAATGCTGACG LFD显色 — 

Gpl-PF2 上游引物 20-mer GTGGTACTGGTGCTGGAATG PCR 

Glp-PR2 下游引物 23-mer GCACAACAGAAAACGAACACATC PCR 
90 

注: a表示上游内引物 Gpl-FIP的 5′端用生物素标记; b表示探针 Gpl-HP的 5′端用异硫氰酸标记 

 

图 1  香鱼格留虫 β-tubulin基因的 LAMP-LFD引物及 DNA探针设计 
Fig.1  The primers and DNA probe targeting β-tubulin gene of G. plecoglossi used in LAMP-LFD assay 

注: LAMP反应的引物和 LFD所用探针序列使用下划线或方框表示。其中, Gpl-B1c, Gpl-B2c, Gpl-B3c和 Gpl-LFc是引物 Gpl-B1, Gpl-B2, 

Gpl-B3和 Gpl-LF的互补序列 
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图 1); 其中, 内引物 Gpl-FIP 的 5′端由生物素标记, 

探针 Gpl-HP的 5′端进行异硫氰酸荧光素标记。另外, 

设计特异性引物 Gpl-PF2与 Gpl-PR2, 用于 PCR方法

鉴定香鱼格留虫(表 1)。以上引物与探针均由上海捷

瑞生物工程有限公司合成。 

1.2.3  LAMP 反应    LAMP 反应使用的 Bst DNA

聚合酶的最佳温度区间为 60—65°C, 其中 63°C 和

65°C是研究中最常见使用的。本研究使用 65°C作为

LAMP 的反应温度, 反应时间为 60min。参考 Ding

等(2010)公布的 LAMP反应的体系:  10mmol/L KCl, 

10mmol/L (NH4)2SO4, 6.5mmol/L MgSO4, 0.1% Triton 
X-100, 20mmol/L Tris-HCl (pH 8.8), 1.4mmol/L dNTPs, 
8U Bst DNA聚合酶大片段(New England Biolabs)和

2µL模板, 外引物 Gpl-F3和 Gpl-B3各 0.2µmol/L, 内

引物Gpl-FIP和Gpl-BIP各 1.6µmol/L, 环引物Gpl-LF

和 Gpl-LB各 0.4µmol/L。另外, 在 LAMP反应体系中

添加 EvaGreen 后 , 可通过实时的荧光曲线进行

LAMP结果判断。同时, LAMP产物也通过 1.5%的琼

脂糖凝胶电泳和 LFD方法来判断。 

1.2.4  LFD 检测    由荧光素标记的引物进行的

LAMP 反应后 , 产物中加入 20pmol 的异硫氰酸荧

光素 (fluorescein isothiocyanate, FITC)标记的探针

Gpl-HP, 在相同温度(65°C)下反应 , 5min 后 , 取反

应液 5µL 加入到 100µL 的 LFD buffer (Milenia 

Biotec GmbH, Germany)中并混匀 , 将 LFD 试纸条

的测试端竖直没于混合液中 , 静置 3—5min, 利用

肉眼判断结果。  

1.2.5  香鱼格留虫的LAMP-LFD特异性实验    为

验证LAMP-LFD方法的特异性 , 选择水产养殖中的

常见病原, 即鳗弧菌、杀香鱼假单胞菌、梅氏新贝尼

登虫、刺激隐核虫、派氏异尖线虫及内弯宫脂线虫, 

肝肠胞虫阳性的虾组织样品, 以及香鱼肝组织, 提取

其基因组DNA并作为模板, 在65°C条件下进行荧光

LAMP反应, 时间为60min。LAMP产物与Gpl-HP杂交

后, 进LFD试纸条检测。同时, 产物进1.5%的琼脂糖

凝胶电泳检测。 

1.2.6  香鱼格留虫 LAMP-LFD 的灵敏度实验    将

pMD-BT 质粒标准品进行 10 倍梯度稀释, 选择原浓

度的 1.0×10–2、1.0×10–3、1.0×10–4、1.0×10–5、1.0×10–6

及 1.0×10–7 倍为模板 , 各浓度制备三个平行样品 , 

65°C条件下, 进行荧光 LAMP反应 60min。产物通过

LFD试纸条和 1.5%的琼脂糖凝胶电泳检测。同时, 以

Gpl-PF2与 Gpl-PR2为引物, 检测 PCR方法, 作为方

法学的比较。PCR 反应的体系(25µL)包括: 2.5µL 的

10×PCR buffer, 0.15µL的 rTaq DNA 聚合酶(5U/µL) 

(TaKaRa, 大连), 2µL的 dNTPs (2.5mmol/µL), 1µL的

Gpl-PF2 (10pmol/µL), 1µL 的 Gpl-PR2 (10pmol/µL), 

2µL的倍比稀释的质粒标准品。反应程序: 94°C预变

性 3min; 30个循环包括 94°C变性 30s, 56°C退火 30s, 

72°C延伸 1min; 72°C延伸 10min。产物通过 1.5%的

琼脂糖凝胶电泳检测。 

将香鱼格留虫基因组 DNA进行倍比稀释, 选择

原浓度的 1.0×10–2、1.0×10–3、1.0×10–4、1.0×10–5、

1.0×10–6、1.0×10–7 及 1.0×10–8 倍为模板, 各浓度制

备三个平行样品 , 65°C 条件下荧光 LAMP 反应

60min。产物通过 LFD 试纸条和 1.5%的琼脂糖凝胶

电泳检测。 

1.2.7  香鱼格留虫 LAMP-LFD 的时间优化    选择

水浴锅作为反应装置 , 以灵敏度浓度的香鱼格留虫

的基因组 DNA为模板, 65°C条件下进行 LAMP反应, 

反应时间分别设定为 20、30、35、40、45、50和 60min, 

分析 LAMP 反应的最佳反应时间。产物分别经 LFD

试纸条和 1.5%的琼脂糖凝胶电泳检测。 

1.2.8  LAMP-LFD 重复性实验    分别利用荧光定

量 PCR 仪和水浴锅作为反应设备, 以灵敏度浓度的

香鱼格留虫的基因组 DNA为模板, 65°C条件下进行

LAMP 反应, 反应时间设定为 1.2.7 确定的时间。实

验平行进行三次。产物通过 LFD试纸条和 1.5%的琼

脂糖凝胶电泳检测。 

1.2.9  香鱼格留虫人工污染香鱼肝组织实验    取

若干份香鱼的肝脏组织 (鉴定无香鱼格留虫感

染 )100mg 加入少量无菌水 , 充分匀浆后 , 定容至

1mL。将香鱼格留虫计数后, 分别取 1.0×100、1.0×101、

1.0×102、1.0×103、1.0×104个虫体加入到上述肝脏组

织悬液中震荡混匀。每个浓度平行制备三个样品。取

香鱼格留虫污染的各肝脏组织, 按照基因组 DNA 提

取试剂盒(离心柱型) D3350-01 (Omega Bio-Tek, USA)

的说明提取各样品基因组 DNA, 溶解于 50μL 的

ddH2O 中, 用作 PCR 和 LAMP 测试的模板。以健康

香鱼的肝脏组织(鉴定无香鱼格留虫感染)匀浆液作为

阴性对照。 

2  结果 

2.1  LAMP引物的筛选 

以 1.0×10–1原浓度(7ng/μL)的香鱼格留虫基因组

DNA 为模板, 分别使用上述 7 套引物进行 LAMP 反
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应。结果表明, 在荧光 LAMP反应条件下, 每套引物

都可以获得典型的“S”型荧光曲线(图 2a), 但是曲线

特点有明显不同, 阴性对照无明显扩增。在荧光曲线

的起峰时间上, 引物组合 P4≈P5<P2<P3<P7<P1<P6; 

在荧光强度的峰值上, 引物组合 P5>P4≈P1≈P3>P7> 

P6>P2; 在“S”曲线的线型上, 以 P4、P5、P7和 P1最

为光滑(图 2a)。通过琼脂糖凝胶电泳检测发现, 每套

引物的扩增产物均出现典型的梯形条带 , 但是带型

呈现明显不同(图 2a)。因为荧光曲线的起峰时间与最

终的检测时长呈明显相关, 综合考虑下, 我们选择引

物组合 P4 作为下一步实验的引物组合, 用于后续反

应。引物组合 P4的各引物序列见表 1和图 1。 

 

图 2  LAMP引物的筛选 
Fig.2  Selection of optimal primers for use in the LAMP 

reaction 
注: 设计了 7套引物, 即 P1—P7用于 LAMP引物的筛选。a. LAMP

反应中的荧光强度; b. LAMP产物琼脂糖凝胶电泳; P1—P7. 分别

为 7套引物; M. GeneRuler 100bp plus DNA Ladder (Fermentas, USA); 

NC. 以不含香鱼格留虫 DNA的 ddH2O为模板作为阴性对照 

 
2.2  香鱼格留虫 LAMP-LFD的特异性分析 

选择6种常见水产病原, 即梅氏新贝尼登虫、刺

激隐核虫、派氏异尖线虫、内弯宫脂线虫、鳗弧菌、

杀香鱼假单胞菌 , 以及肝肠胞虫阳性的虾组织样品

和香鱼肝组织的基因组DNA, 经与香鱼格留虫的基

因组DNA相同的方式进行倍比稀释后, 选择1.0×10–2

倍原浓度为模板 , 进行LAMP反应。结果表明当以

0.7ng/µL (1.0×10–2倍原浓度) 的香鱼格留虫基因组

DNA为模板时, 将探针与LAMP产物杂交后, 在LFD

试纸条的检测线上有明显条带 , 结果呈阳性(图3c), 

琼脂糖凝胶电泳与荧光曲线也分别显示结果为阳性

(图3a, 3b)。当以上述其它8种水产病原或水产动物组

织的DNA为模板时, LFD试纸条的检测线上无明显条

带, 结果呈阴性(图3c), 经琼脂糖凝胶电泳与荧光曲

线也分别显示结果为阴性(图3a, 3b)。 

2.3  香鱼格留虫 LAMP-LFD的灵敏度验证 

使用稀释倍数为1.0×10–2—1.0×10–7的pMD-BT质

粒标准品作为模板 ,  分析LAMP-LFD的灵敏度。 

 

图 3  LAMP (a, b)和 LAMP-LFD (c)的特异性实验结果 
Fig.3  Specificity test of LAMP (a, b) and LAMP-LFD (c) for 

detection of G. plecoglossi 
注: a, b和 c: 以各受试样本的基因组 DNA为模板, 进行有生物素

标记的 LAMP反应。a. LAMP反应中的荧光强度; b. LAMP产物

琼脂糖凝胶电泳; c. LFD检测。M. 同上图; NC. 同上图。Gp, Nm, 

Ci, Eh, Ap, Ha, Va, Pp和 Pa分别代表以香鱼格留虫, 梅氏新贝尼

登虫, 刺激隐核虫, 肝肠胞虫阳性的虾组织、派氏异尖线虫, 内弯

宫脂线虫, 鳗弧菌, 杀香鱼假单胞菌和健康香鱼肝组织(不含香鱼

格留虫 DNA)的基因组 DNA为模板 
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结果显示, 当以稀释倍数为 1.0×10–6—1.0×10–2 的质

粒标准品作为模板时, 扩增曲线为典型的“S”型, 结

果为阳性(图 4a)。将 LAMP产物与 Gpl-HP探针孵育

后, 利用 LFD试纸条检测, LFD的检测线上出现明显

条带(图 4c), 与琼脂糖凝胶电泳检测结果一致(图 4b)。

当稀释倍数为 1.0×10–7 时, 扩增曲线在“0”的位置呈

线性, 无明显扩增(图 4a), LFD 的检测线上无明显条

带(图 4c), 利用琼脂糖凝胶电泳检测也呈阴性(图 4b)。

因此, LAMP-LFD的检测灵敏度为 pMD-BT质粒标准

品 原 浓 度 的 1.0×10–6 倍 , 即 2.0fg/μL 。 以

Gpl-PF2/Gpl-PR2为引物进行的 PCR反应, 发现当以

稀释倍数为 1.0×10–6—1.0×10–2 的质粒标准品为模板

时 , 产物经琼脂糖凝胶电泳均可检测到明显的条带

(图 4d), 而当稀释倍数为 1.0×10–7 时, 无明显条带, 

说明以Gpl-PF2/Gpl-PR2为引物的 PCR方法的检测灵

敏度同样为 2.0fg/μL的 pMD-BT质粒标准品。 

 

图 4  以质粒标准品为模板的 LAMP-LFD的灵敏度 
Fig.4  Sensitivity of LAMP-LFD to detect plasmid standards 

注: a. LAMP反应中的荧光强度; b. LAMP产物琼脂糖凝胶电泳; c. LFD检测; d. 常规 PCR产物琼脂糖电泳。M. 同上图; NC. 同上图; 

1.0×10–2—1.0×10–7. 稀释不同倍数的质粒标准品。LAMP和 LAMP-LFD检测到的最低模板稀释倍数为 1.0×10–6, 即 2.0fg/μL, 常规 PCR

检测到的最低模板稀释倍数为 1.0×10–6, 即 2.0fg/μL 

 

以 1.0×10–2—1.0×10–8的香鱼格留虫基因组 DNA

作为模板, 进行荧光 LAMP反应, 并对 LAMP产物进

行 LFD 检 测。结果表明 , 当以稀释倍数为

1.0×10–2—1.0×10–4的基因组 DNA 为模板时, 扩增曲

线为典型的 S型, 结果为阳性(图 5a)。将 LAMP产物

与 Gpl-HP探针孵育后进行 LFD检测, LFD的检测线

上出现明显条带(图 5c), 与琼脂糖凝胶电泳检测结果

一致(图 5b)。当稀释倍数为 1.0×10–5—1.0×10–8时, 扩

增曲线在“0”的位置呈线性, 无明显扩增(图 5a), LFD

的检测线上无明显条带(图 5c), 利用琼脂糖凝胶电泳

检测也呈阴性(图 5b)。因此, LAMP-LFD的检测灵敏

度为香鱼格留虫基因组 DNA 原浓度的 1.0×10–4 倍, 

即 14pg/μL。 

2.4  香鱼格留虫 LAMP-LFD的时间优化 

LAMP-LFD 的检测时程与 LAMP 反应的有效时

间呈正相关, 而一定浓度范围内, LAMP 反应的有效

起峰时间与模板浓度呈正相关(Zhou et al, 2014)。以

简易设备水浴锅进行加热 , 以灵敏度浓度的香鱼格 
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图 5  以香鱼格留虫基因组 DNA为模板的 LAMP-LFD的

灵敏度 
Fig.5  Sensitivity of LAMP-LFD to detect genomic DNA of G. 

plecoglossi 
注: a. LAMP反应中的荧光强度; b. LAMP产物琼脂糖凝胶电泳; c. 

LFD检测。M. 同上图; NC. 同上图; 1.0×10–2—1.0×10–8. 稀释不

同倍数的香鱼 gDNA; LAMP和 LAMP-LFD检测到的最低 gDNA

稀释倍数为 1.0×10–4, 即 14.0pg/μL 

 
留虫基因组 DNA 为模板, 进行 LAMP 反应, 分析不

同反应时间 LAMP的产物情况。结果表明: 当反应时

间设定为 20、30和 35min时, 利用 LFD试纸条和琼

脂糖凝胶电泳均未检测到明显条带(图 6a, 6b); 当反

应时间增加到 40min时, LFD试纸条的检测线位置出

现明显条带 , 琼脂糖凝胶电泳检测出现典型的梯形

条带; 增加反应时间至 45min时, LFD试纸条和琼脂

糖凝胶电泳上的条带亮度明显大于 40min 的反应时

间; 继续增加反应时间至 50和 60min时, LFD试纸条

和琼脂糖凝胶电泳上的条带亮度与反应时间 45min

时无明显变化。综上 , 为保证结果的可靠性 , 选择

LAMP的最优反应时间为 45min。 

 

图 6  LAMP反应最适反应时间的确定 
Fig.6  Time optimization of LAMP assay for detection of 

Glugea plecoglossi 
注: a. LAMP产物琼脂糖凝胶电泳; b. LFD检测。M. 同上图; NC. 

同上图; 1.0×10–4. 稀释倍数为 1.0×10–4的香鱼格留虫基因组 DNA, 

即 7.0pg/μL 

 
2.5  香鱼格留虫 LAMP-LFD重复性分析 

以原浓度稀释倍数为 1.0×10–4 的香鱼格留虫的

基因组 DNA 为模板, 65°C 条件下进行 LAMP 反应

45min, 分别使用荧光定量 PCR仪和水浴锅作为反应

装置, 判断 LAMP-LFD 方法的可重复性。结果表明, 

以该灵敏度浓度为模板进行的 LAMP 反应, 荧光曲

线稳定地呈典型的“S”型, 在起峰时间、荧光强度, 曲

线的线型等方面都具有很高的吻合度(图 7a); 经 LFD

试纸条和琼脂糖凝胶电泳的方法检测 , 均稳定性地

出现明显的条带(图 7b, 7c); 以蒸馏水为模板时, 检

测结果呈阴性(图 7a, 7b, 7c), 说明该 LAMP-LFD 方

法在不同的反应装置下均具有良好的可重复性。 

2.6  采用 LAMP-LFD 方法检测香鱼格留虫污染香

鱼肝组织的适用性分析 

分别用不同数量的香鱼格留虫与香鱼的肝组织悬液

充分混匀 , 提取混合匀浆液的基因组 DNA, 经

LAMP-LFD 和 PCR 分别检测。结果表明, 分别使用

1.0×104、1.0×103、1.0×102、1.0×101个虫体污染时, 利用

LAMP-LFD和PCR方法均能够从污染的肝脏组织中稳定

检测到病原; 当仅使用 1 个香鱼格留虫孢子污染 100mg

香鱼肝组织时, LAMP-LFD和 PCR方法均不能从污染样

品中检测到虫体的存在(表 2)。这表明, LAMP-LFD方法

的灵敏度为 100个虫体/g或 0.4个虫体/反应。 
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图 7  LAMP (a, b)和 LAMP-LFD (c)的重复性试验 
Fig.7  Reproducibility of LAMP (a, b) and LAMP-LFD (c) of 

detection for G. plecoglossi 
注: a. LAMP; b. 琼脂糖电泳; c. LAMP-LFD。M. 同上图; NC. 同

上图; 1.0×10–4. 稀释倍数为 1.0×10–4的香鱼格留虫基因组 DNA, 

即 14.0pg/μL 

 

3  讨论 

香鱼格留虫是香鱼体内普遍存在的一种寄生原

虫, 也可感染虹鳟等其他鱼类。香鱼格留虫感染致死

率较低, 多呈隐性状态, 容易被忽视, 导致香鱼群体

性品质下降, 引起较大的经济损失。据不完全统计, 

2016—2018年香鱼出口创汇逾 430万美元, 是我国养

殖的淡水鱼种中能够出口的几个鱼种之一 , 而目前

我国养殖香鱼群体中香鱼格留虫的感染已经比较严

重, 实现该病原的快速诊断和准确鉴定, 消除其在养

殖环境、亲本香鱼等的污染, 对于维持香鱼的安全高

效繁养和高品质具有重要意义。但是, 迄今为止, 还

未见应用于香鱼格留虫检测的分子检测技术。因此, 

本研究选择香鱼格留虫 β 微管蛋白基因作为检测靶

标, 建立了快速、便捷、低成本的 LAMP-LFD 技术, 

特异性地应用于香鱼格留虫的早期诊断。 

灵敏度是衡量分子检测技术优劣的决定性技术

指标之一。应用于其他原虫病原的分子检测技术给我

们提供了借鉴。用于弓形虫检测的 PCR 技术最早出

现于 1989年, 以弓形虫的 B1基因为靶标, 能够从细

胞裂解产物中检测到单个虫体的 DNA (Burg et al, 

1989)。运用巢式 PCR 技术, 选用 529bp 的重复元件

为靶标时, 可检测到 640fg 的虫体 DNA, 以 B1 基因

为靶标, 可检测到 5.12fg的虫体 DNA (Fallahi et al, 

2014a)。同样地, 巢式 PCR也被应用于隐孢子虫的实

验室诊断。Nikaeen等(2005)以微小隐孢子虫的 hsp70

基因为靶标 , 建立了可特异性检测香鱼格留虫的巢

式 PCR 方法, 能够从自来水样品中检测到单个卵囊

的污染。Mero等(2017)针对隐孢子虫、贾地鞭毛虫及

溶组织内阿米巴原虫等建立了多重 PCR 技术, 检测

灵敏度为 0.1ng/mL的隐孢子虫 DNA。Njiru等(2005)

以锥虫的核糖体内转录间隔区 1(ITS1)为靶标, 建立

了用于锥虫检测的 PCR 技术, 针对不同锥虫的检测

灵敏度在 10—100pg 虫体 DNA。Hong 等(2017)以动

基体大型环状 DNA 为靶标, 分别建立了特异性检测

肌锥虫和路易锥虫的 PCR方法, 可检测到 0.1ng的锥

虫 DNA。自 LAMP 方法公布以来, 很多研究集中于

原虫病害 LAMP 检测技术的开发, 并取得了系列成

果。以弓形虫为例, 针对不同类型样品中弓形虫的污

染或感染情况, 以及针对不同的检测靶标, 开发了多

个 LAMP 方法(Sotiriadou et al, 2008; Fallahi et al, 

表 2  LAMP-LFD 检测香鱼格留虫人工污染的香鱼肝组织样品 
Tab.2  Detection of Glugea plecoglossi from artificial-contaminated liver samples of P. altivelis by LAMP-LFD assays 

 污染香鱼肝组织所用的香鱼格留虫数量(个) 
未被污染的健康香鱼的肝组

织(CFU/mL) 

 1.0 × 104 1.0 × 103 1.0 × 102 1.0 × 101 1.0 × 100 0 

+ + + + - - 

+ + + + - - LAMP-LFD 

+ + + + - - 

+ + + + - - 

+ + + + - - PCR 

+ + + + - - 

注: “+”表示检测结果阳性; “-”表示检测结果阴性 



6期 康晋伟等: 香鱼格留虫(Glugea plecoglossi)环介导等温扩增联合横向流动试纸条检测方法的建立 1509 

 

2014b; Durand et al, 2020)。Zhang等(2009)以 529bp

的重复元件为靶标建立了 LAMP 方法, 最低可检测

到 1pg/μL 的弓形虫 DNA; Lin 等(2012)和 Kong 等

(2012)分别将最低检测线优化到最低可检测 1pg/μL

和 0.6fg的弓形虫 DNA; Qu等(2013)以弓形虫的 18S 

rRNA为靶标建立了 RT-LAMP方法, 能够从 1g的猪

肉中最低可检测到 1个速殖子; 而 Lalle等(2018)同样

以 529bp重复元件为靶标, 建立的 LAMP方法检测即

食沙拉中污染的弓形虫, 每 50g即食小莴苣中最低可

检测到 25个卵囊; Varlet-Marie等(2018)建立了 LAMP

方法用于贻贝中弓形虫的调查 , 每克组织或每毫升

血淋巴中最低可检测到 5 个卵囊。Karanis 等(2007)

以隐孢子虫 60kDa的糖蛋白基因为检测靶标, 建立了

LAMP方法, 最低可检测到 400fg/μL的虫体 DNA或

者 0.1 个隐孢子虫卵囊; Plutzer 等(2010)将 LAMP 方

法应用于饮用水中隐孢子虫的筛查, 能够从 10L的过

滤的饮用水中最低检测到 1 个卵囊的污染。Njiru 等

(2008b)以锥虫的重复插入移动元件(RIME)和血清抗

性相关基因(SRA)为检测靶标, 建立了 2 种 LAMP方

法, 最低检测限为 0.001 虫体/mL 和 1 个虫体/mL。

Thekisoe等(2007)以锥虫的核糖体 DNA的 5.8S-ITS2

区段、18S RNA以及 VSG RoTat 1.2序列为靶标, 建

立了可用于不同锥虫种的 LAMP 方法, 均能够检测

到 1fg 的锥虫 DNA 或 0.01 个锥虫虫体。Hayashida

等(2015)通过优化, 建立了干式 LMAP 方法, 用于血

液样品中锥虫的快速检测, 以 RIME、18S rRNA 和

SRA 为检测靶标条件的灵敏度分别为 0.01、0.1 和 1

个虫体 DNA。在水产养殖领域, Karthikeyan等(2017)

以虾肝肠胞虫(EHP)阳性组织样品的 DNA 为模板 , 

梯度稀释后 , 最低检测灵敏度为阳性组织样品的

3—10 倍; Sathish 等(2018)以虾肝肠胞虫的核糖体小

亚基(SSU)为检测靶标, 建立了 LAMP 方法, 灵敏度

为 10 个拷贝/反应。本研究建立的 LAMP-LFD 技术

能够检测到 2.0fg/μL的 β微管蛋白所含质粒的 DNA, 

最低能够检测出 14.0pg/μL的虫体基因组 DNA, 表现

出良好的方法灵敏性。 

检测时间是决定快检类技术实用性和推广的重

要参考。根据分子靶标与引物设计等条件, LAMP可

在 15—60min不等的时间内完成反应, 再通过有效的

检测手段进行结果判断。Zhang 等(2009)以 529bp 序

列为靶标建立的检测弓形虫的 LAMP 方法, 反应时

间为 60min, 通过琼脂糖凝胶电泳来判断结果, 整个 

检测时间超过 60min; 同样, Kong 等(2012)、Fallahi

等(2014b)和 Sotiriadou 等(2008)分别选择 B1 基因或

529bp序列建立了针对弓形虫的 LAMP方法, 优化后

的反应时间均为 60min, 加上琼脂糖凝胶电泳判断

LAMP 产物的时间, 检测时程均超过 60min。同时, 

Kong等(2012)和 Fallahi等(2014b)通过在 LAMP反应

产物中添加 SYBR Green I 染料, 通过颜色变化进行

结果判定, 减掉了因制胶和电泳所耗费的时间, 使整

个检测时程缩减为 60min; Lalle 等 (2018)优化了

Zhang 等(2009)的方法, 将 LFD 试纸条引入到弓形虫

LAMP 方法的检测, 有效地缩短了检测时程; 有经验

者 , 甚至可通过肉眼判断有无焦磷酸镁白色浑浊进

行结果判定 , 也可缩短检测时间 (Fallahi et al, 

2014b)。在其它原虫病原的检测中; Plutze等(2010)针

对隐孢子虫病原建立的 LAMP 方法, 优化后的反应

时间控制在 60min, 可凭借上述提及的焦磷酸镁白色

浑浊进判定 ; Ghodrati 等 (2017)针对利什曼原虫的

LAMP 方法, 优化后的反应时间同样定在 60min; 而

Njiru 等(2008a)建立的针对锥虫的 LAMP 方法, 通过

使用染料 SYTO-9 根据扩增曲线实时判断或添加

SYBR Green I 进行肉眼判定, 优化后的反应时间仅

为 35min。在水产原虫病原的检测方法中, Sathish等

(2018)针对虾肝肠胞虫建立的 LAMP方法, 优化后的

反应时间为 45min。本研究针对香鱼格留虫的

LAMP-LFD 方法, 优化后的反应时间为 45min, 加上

5min的探针孵育和 5min的 LFD试纸条显色, 整个检

测时程仅需 55min。 

4  结论 

本研究以香鱼格留虫的 β 微管蛋白基因为分子

靶标建立了 LAMP-LFD 方法, 能够特异检出香鱼格

留虫, 对梅氏新贝尼登虫、刺激隐核虫、派氏异尖线

虫、内弯宫脂线虫、鳗弧菌、杀香鱼假单胞菌及虾肝

肠胞虫等水产养殖中的常见致病微生物及香鱼组织

没有交叉反应。该方法的整个检测时程仅需 55min, 

包括核酸扩增 45min、与探针孵育 5min, 及 LFD 检

测 5min。该方法检测灵敏度高 , 最低能够检测到

2.0fg/μL的含 β微管蛋白的质粒 DNA或 14.0pg/μL的

香鱼格留虫基因组 DNA, 能够从感染强度达到 100

个虫体/克的香鱼肝组织中稳定地检测到虫体。该方

法的仪器依赖性很低, 操作便捷, 完全适用于香鱼格

留虫的基层检测和现场快检。 
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A LOOP-MEDIATED ISOTHERMAL AMPLIFICATION TECHNIQUE COMBINED 
WITH A LATERAL FLOW DIPSTICK FOR THE DETECTION OF GLUGEA 

PLECOGLOSSI 

KANG Jin-Wei1, 2,  JIN Jing-Lei1, 2,  DUAN Li-Jun1, 2, 3,  ZHOU Yan1, 2,  MIAO Liang2,  ZHOU Qian-Jin1, 2,  
CHEN Jiong1, 2 

(1. State Key Laboratory for Managing Biotic and Chemical Threats to the Quality and Safety of Agro-products, Ningbo University, 
Ningbo 315211, China; 2. School of Marine Science, Ningbo University, Ningbo 315832, China; 3. Ningbo Haishu District Animal 

Husbandry and Veterinary Medicine Technical Management Service Station, Ningbo 315153, China) 

Abstract    Recently, the farming of fish Plecoglossus altivelis in China is facing severe infection of Glugea plecoglossi. 

Therefore, we developed a novel LAMP-LFD method for rapid detection of G. plecoglossi infection based on 

loop-mediated isothermal amplification (LAMP) integrated with the visualization on a lateral flow dipstick assay (LFD). 

With this method, the β-tubulin gene of G. plecoglossi was targeted, and six primers designed in its conserved regions were 

used among them the forward inner primer was biotinylated. A biotinylated LAMP assay was carried out and the amplicon 

was hybridized exclusively with fluorescein isothiocyanate (FITC) labeled probe, and then the hybrid product was 

visualized on a lateral flow dipstick (LFD). Results demonstrate that this LAMP-LFD method could specifically detect G. 

plecoglossi, and no characteristic amplification was observed when using genomic DNA of Neobenedenia melleni, 

Cryptocaryon irritans, shrimp tissue with Enterocytozoon hepatopenaei, Anisakis pegreffii, Hysterothylacium aduncum, 

Vibrio anguillarum ayu-H080701, Pseudomonas plecoglossicida, and P. altivelis tissue. The optimal conditions of LAMP 

assays were 65°C for 45min, followed by 5min hybridization at 65°C and 5min visualization on LFD. Thus, the whole 

detection of G. plecoglossi could be completed within 55min. The detection limit of LAMP-LFD was 2.0fg/μL for plasmid 

DNA with β-tubulin gene and 14.0pg/μL for G. plecoglossi genome DNA; and it could detect the spores stably from P. 

altivelis liver tissue contaminated by G. plecoglossi with an infection intensity of no more than 100 spores/g. In addition, 

LAMP-LFD could be used in a simple heating equipment such as water bath to complete nucleic acid amplification and 

probe hybridization without expensive instruments. Therefore, the LAMP-LFD method is easy to operate, sensitive, 

specific, rapid, and instrument-free, which shows great potential in the routine detection and monitoring of G. plecoglossi. 

Key words    Glugea plecoglossi;  β-tubulin gene;  loop-mediated isothermal amplification;  lateral flow dipstick;  

detection 
 


