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环介导等温扩增技术检测食品中 
酸土环脂芽孢杆菌

周赞虎1,2，张海艳3，郑俊超2，江喆敏2，陈春香2，何艺贞2，林俊君2，苏雪勤2，王根芳2，郑天凌1,*
（1.厦门大学生命科学学院，滨海湿地生态系统教育部重点实验室，福建 厦门 361005；

2.漳州出入境检验检疫局，福建 漳州 363000；3.漳州卫生职业学院，福建 漳州 363000）

摘  要：目的：利用环介导等温扩增技术建立食品中酸土环脂芽孢杆菌快速检测方法。方法：针对酸土环脂芽孢杆

菌16S序列设计特异引物，再优选反应体系，用显色法检测实验结果。结果：该方法能够在63 ℃条件下1 h内检出食

品中酸土环脂芽孢杆菌，所设计的引物有良好的特异性；灵敏度达6.7 CFU/mL（弱阳性）。结论：该方法具有高

效、特异性强和敏感性高等特点，可满足酸土环脂芽孢杆菌快速检测筛选的要求。
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Abstract: Purpose: A loop-mediated isothermal amplification (LAMP) method was established for the detection of 

Alicyclobacillus acidoterrestris in foods. Methods: After optimization of the reaction conditions of LAMP including the 

concentrations of primers, reaction time and amplification temperature, the LAMP method was developed, and its sensitivity 

and specificity were evaluated. Results: The method was capable of rapidly and specifically detecting A. acidoterrestris in 

foods within 1 hour at a constant temperature of 63 ℃. The sensitivity of the method was 6.7 CFU/mL and the specificity 

was 100%. Conclusions: The LAMP method is efficient, highly sensitive and specific, and suitable for the rapid detection of  

A. acidoterrestris in various food samples.
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酸土环脂芽孢杆菌（Alicyclobacillus acidoterrestris）[1]

是一种嗜热、嗜酸、好氧的杆菌，是耐热菌（thermo-

acidophilic bacteria，TAB）中污染果汁的主要菌种，其

芽孢能经受酸性果汁加工中的巴氏杀菌而存活，在适宜

的温度条件下可大量繁殖，可以引起巴氏灭菌果汁的腐

败，产生难以接受的气味，在这种腐败初期，产品并不

出现明显的涨包或酸败，但该菌代谢产物在极低浓度就

会使果汁口感风味变劣，产生浊度升高乃至形成白色沉

淀等质量危害。耐热菌超标是浓缩果汁产品最为严重的

质量问题之一。近年来，我国浓缩苹果汁行业取得了突

飞猛进的进步，2010年我国已经成为世界苹果浓缩汁的

生产出口第一大国。2013年1—12月我国出口浓缩苹果汁

数量为59.79万 t，金额为8.98亿 美元，出口金额比2010

年同比增长50.90%[2]。目前国际贸易中对果汁中耐热菌有

严格要求，是苹果浓缩汁的必检项目，也是当前中国苹

果浓缩汁出口中所遭遇的主要技术壁垒之一和苹果浓缩

汁生产中急待解决的问题。

目前检测酸土环脂芽孢杆菌方法[3]主要有传统的微

生物培养生理生化检测法和分子生物学聚合酶链式反应

（polymerase chain reaction，PCR）法，传统的微生物培
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养检测法耗时耗力，整个检测周期需耗费7～10 d；PCR

法则需要昂贵的PCR仪和有分子生物学检测技术的检测

人员，基层微生物检测试验室较难满足条件。目前国内

尚未检索到用环介导等温扩增技术检测酸土环脂芽孢杆

菌的报道。

环介导等温扩增技术（loop-mediated isothermal 

amplification，LAMP）是Notomi等[4]建立的一种新的核

酸扩增方法，其原理是针对靶基因的6 个特异区域，设计

4 条特异性引物（分别为上游外引物（F3）、下游外引

物（B3）、上游内引物（FIP）和下游内引物（BIP）及

具有链置换活性的Bst DNA聚合酶，在恒温条件下特异、

高效、快速地扩增DNA，在l h内能达到109靶序列拷贝，

通过观察副产物焦磷酸镁沉淀的浊度或者荧光染料亮度

即可判断反应是否发生。因其不需要昂贵的仪器，在水

浴锅里保持恒温，60 min内即可高效扩增目的DNA上亿

倍，且可以通过目测判断结果，所以适合在基层应用和

推广，用于大量样品的快速检测和筛选。

本研究旨在建立一种快速、准确检测食品中酸土环

脂芽孢杆菌的方法并进行实际应用，以满足进出口水果

浓缩汁快速检测的需要，旨在为实现与国际检测技术接

轨提供更多的参考。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 菌株

酸土环脂芽孢杆菌（Alicyclobacillus acidoterrestris，
ATCC 49025）、大肠埃希氏菌（Escherichia coli，ATCC 

8739）、鼠伤寒沙门氏菌（Salmonella typhimurium，

C M C C ( B )  5 0 1 1 5）、痢疾志贺氏菌（ S h i g e l l a 
dysenteriae，CMCC 51528（5））、单核细胞增生李斯

特氏菌（Listeria monocytogenes，CMCC(B) 54002）、金

黄色葡萄球菌（Staphylococcus aureus，ATCC 6538）、

绿脓杆菌（Pseudomonas aeruginosa，CMCC(B) 10104）  

中国食品药品检定研究院；枯草芽孢杆菌（Bacil lus 
subtilis，CICC10012）、苏云金芽孢杆菌（Bacillus 
thuringiensis，CICC10322）、巨大芽孢杆菌（Bacillus 
megaterium，CICC10448）和蜡样芽孢杆菌（Bacillus 
Cereus，CICC20551） 中国工业微生物菌种保藏管理

中心。

1.1.2 试剂与仪器

甜菜碱 美国Sigma公司；dNTPs、SYBR Green Ⅰ 

染料 上海生工生物工程有限公司；Bst DNA聚合酶大

片段 美国NEB公司；其他试剂均为分析纯级。

TGRADIENT 96梯度PCR仪 德国Biometra公司；

FIREREADER凝胶成像仪 英国UVItec公司；600水 

浴锅 江苏省金坛市江南仪器厂；LAMP反应管 广州 

华峰生物科技有限公司。

1.1.3 引物

根据GenBank中酸土环脂芽孢杆菌16S序列，设计了4

条特异性引物，即F3、B3、FIP和BIP，其序列依次为：

F3：5’-CGGCGCATTAGCTAGTTGG-3’
B3：5’-ACTCTCCTTGTCGCTCTCC-3’
F I P： 5 ’ - T G T C T C A G T C C C A G T G T G G C C -

GAGGTAACGGCTCACCAAG-3’
BIP：5 ’ -TAGGGAATCTTCCGCAATGGGC-

AGAGCTTTACAACCCGAAGG-3’
以上引物均委托上海生工生物工程技术公司合成。

1.1.4 培养基与果汁样品

YSG液体培养基（酵母膏2 g、葡萄糖1 g、可溶

性淀粉2 g，溶于1 L蒸馏水中，用1 mol/L盐酸调节pH

（3.7±0.1），121 ℃灭菌15 min）；苹果汁、橙汁和菠

萝汁均为福建绿泉食品有限公司产品。

1.2 方法 

1.2.1 细菌DNA的提取

取酸土环脂芽孢杆菌菌液1 mL加到1.5 mL无菌离

心管中，10 000×g离心2 min，尽量吸弃上清液；加入

100 μL TE-Trinton，混匀后沸水浴10 min；12 000×g离心

2 min，上清液即为模板DNA，－20 ℃保存备用。 

1.2.2 LAMP反应体系初建

根据文献[5]，初步设定LAMP反应体系：内外引物

比为8∶1，FIP和BIP各1.6 µmol/L，F3和B3各0.2 µmol/L，

dNTP Mixture 1.6 mmol/L，ThermoPol缓冲液1×，甜

菜碱0.8 mol/L，MgSO4 8 mmol/L，DNA模板2 µL，

8 U Bst DNA聚合酶0.5 µL，加双蒸水至25 µL。反应混

合物先在95 ℃加热5 min使DNA解链，放在冰上冷却

5 min后加8 U Bst DNA 聚合酶大片段，然后在63 ℃孵育

60 min，最后在80 ℃、10 min终止反应。反应完成后，

加入1 000×SYBR Green Ⅰ 2 µL，轻轻混匀并在白色背

景下观察。实验3 个重复，同时做空白对照。 

1.2.3 LAMP反应体系优化

反应体系（25 µL）分别进行酶添加量、反应时间、

反应温度和引物浓度优化，每组反应进行3 个重复。酶

添加量分别为4、8、12、16、20 U；反应时间分别设为

30、45、60、75、90 min；反应温度分别设为60、61、

62、63、64、65 ℃；引物浓度设置：根据LAMP文献[5]

等多个LAMP研究，LAMP内外引物比在8∶1反应效果较

好，设定内外引物比为8∶1，然后分别设定外引物的终浓

度为0.4、0.8、1.2、1.6、2.0 μmol/L，同时根据8∶1的比

例添加相应的内引物进行实验。

1.2.4 特异性实验

用食品中常见致病菌大肠杆菌、沙门氏菌、痢疾志
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贺氏菌、单增李斯特氏菌、金黄色葡萄球菌、绿脓杆

菌进行验证；同时选取果汁中常见的枯草芽孢杆菌、

苏云金芽孢杆菌、巨大芽孢杆菌和蜡样芽孢杆菌进行

特异性验证。提取以上各种菌基因组DNA，用1.2.2节

方法进行检测，验证该方法检测酸土环脂芽孢杆菌的

种属特异性。

1.2.5 敏感性实验

将酸土环脂芽孢杆菌标准菌株经YSG液体培养基，

过夜培养后，增菌液以10 倍递增稀释至106 倍，每一稀

释倍数菌悬液分别取1 mL，进行菌落计数，每组设3 个

重复；然后再分别取上述每个稀释度菌悬液1 mL提取其

DNA，同时用双蒸水为空白对照，依据1.2.2节方法进行

检测，确定该方法的检出限。

1.2.6 食品样品检测

取经PCR检测酸土环脂芽孢杆菌阴性的苹果汁、橙

汁和菠萝汁各100 mL，分装入3 根无菌的试管，并分别

接入浊度0.6的酸土环脂芽孢杆菌液10 μL，混匀后45 ℃

培养48 h；同时另取相应酸土环脂芽孢杆菌阴性的果汁在

45 ℃培养48 h作为阴性对照；各取1 mL用1.2.1节方法提

取DNA，按酸土环脂芽孢杆菌LAMP检测优选方案进行

LAMP扩增检测。

2 结果与分析

2.1 酸土环脂芽孢杆菌LAMP反应初建体系实验

酸土环脂芽孢杆菌反应管3 个重复实验结果均为特

异性绿色，空白对照为橙色。阳性结果跟空白对照结果

如图1所示。

1 2

1. A.acidoterrestris；2.空白对照。

图 1 酸土环脂芽孢杆菌LAMP检测结果

Fig.1 LAMP results of A. acidoterrestris

2.2 反应体系优化实验结果

反应温度60、61、62、63、64、65 ℃均能扩增目的

产物显绿色，各管颜色没明显差异；3 组重复性实验没

有差异。25 µL反应体系酶添加量分别为4、8、12、16、

20 U，均能扩增目的产物显色，各管颜色没明显差异；

3 组重复性实验没有差异。

1 2 3 4 5 6

1～5.反应时间分别为90、75、60、45、30 min；6.空白对照。

图 2 反应时间对LAMP的影响

Fig.2 Effect of reaction time on the LAMP  

由图2可知，反应30 min时实验结果有转绿，但绿色

比较浅（弱阳性），反应45 min以后各管颜色均显示绿

色且没明显差异；3 组重复性实验没有明显的组间差异。

1 2 3 4 5 6

1～5.引物浓度分别为2.0、1.6、1.2、0.8、0.4 μmol/L；6. 空白对照。

图 3 引物浓度对LAMP的影响

Fig.3 Effect of primer concentrations on the LAMP

由图3可见，引物终浓度为0.4 μmol/L显示为阴性，

0.8 μmol/L为弱阳性，1.2 μmol/L及以上的浓度为阳性；

3 组重复性实验没有明显的组间差异。

通过对各个反应条件进行实验，在反应体系体积

为25 μL的条件下，反应体系的优选方案为：外引物1、

2各0.15 μmol/L；内引物1、2各1.2 μmol/L；Bst DNA聚

合酶，0.16 U/μL；DNA模板，2.0 μL。63 ℃扩增60 min

后，每个反应管中加入1 000×SYBR Green Ⅰ 2 µL，轻

轻混匀并在白色背景下观察。

2.3 特异性实验

1 2 3 4 5 6

7 8 9 10 11 12

1. Pseudomonas aeruginosa；2. Escherichia coli；3. Salmonella typhimuri-
um；4. Shigella dysenteriae；5. Listeria monocytogenes；6. Staphylococ-
cus aureus；7. Bacillus subtilis；8. Bacillus thuringiensis；9. Bacillus 
megaterium；10. Bacillus Cereus；11. 空白对照；12. A. acidoterrestris。

图 4 酸土环脂芽孢杆菌特异性实验结果

Fig.4 Specificity of the LAMP method for A. acidoterrestris

由图4可见，只有酸土环脂芽孢杆菌反应管为特异性

绿色，其余均为橙色。3 组重复性实验没有出现明显的组

间差异，说明该反应体系特异性好。

2.4 灵敏度实验

对酸土环脂芽孢杆菌各个稀释度的菌悬液进行检测

后，结果如图5所示，稀释度为100～105 倍时，反应管均
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显示绿色，106 稀释度为浅绿色，空白对照管为橙色。

实验重复了3组，3组实验结果没有大的差异，最后根据

菌落计数结果取3 组数据的平均值， 105 稀释度细菌浓

度对应的平皿菌落计数平均值为58 CFU/mL（具体数值

分别为60、64、50 CFU/mL），106 稀释度细菌浓度为

6.7 CFU/mL（具体数值分别为5、7、8 CFU/mL）；可以

判断，本研究建立的酸土环脂芽孢杆菌方法的最低检出

限可达到10 CFU/mL以内，但绿色较浅，肉眼判断有一

定的误判可能；在细菌浓度升高一个数量级后（平均值

为58 CFU/mL）以后则显示明显的强阳性。

1 2 3 4 5 6 7 8

1～7.细菌浓度分别为6.0×106、6.0×105、6.0×104、6.0×103、

6.0×102、6.0×101、6.0×100 CFU/mL；8.空白对照。

图 5 酸土环脂芽孢杆菌LAMP 检测灵敏度结果

Fig.5 Sensitivity of the LAMP method for A. acidoterrestris

2.5 食品样品检测结果

在添加酸土环脂芽孢杆菌的苹果汁、橙汁和菠萝汁

均检测出酸土环脂芽孢杆菌阳性，而未添加酸土环脂芽

孢杆菌的果汁则为酸土环脂芽孢杆菌阴性，证明本检测

方法能够从食品中检出酸土环脂芽孢杆菌，结果见图6。

实验重复3 次，结果一致。 

1 2 3 4

1. A. acidoterrestris苹果汁；2. A. acidoterrestris
橙汁；3. A. acidoterrestris菠萝汁；4.空白对照。

图 6 加标果汁样品LAMP检测结果

Fig.6 Results obtained for the detection of spiked juice samples by the 

LMAP method

2.6 LAMP 专用反应管

2

3

1

1.染料室；2. 隔板；3.反应室。

图 7 LAMP 专用反应管

Fig.7 Special reaction tube of LAMP

LAMP法由于产物浓度高，后续染色的时候容易产

生污染，导致后续实验产生假阳性，本研究采用特制的

LAMP反应管，如图6所示，在普通的离心管中加设一隔

板2，将离心管分隔成小腔1和大腔3，大腔作为反应室，

小腔中作为染料室，反应结束后，只需上下颠倒反应管

即可染色，不需开盖，降低了污染概率。

3 讨论与结论

酸土环脂芽孢杆菌作为污染果汁的主要菌种受到

人们的广泛关注。目前对于酸土环脂芽孢杆菌的检测手

段仍停留在传统的分离培养和后续的生理生化鉴定上。

传统的方法不但操作繁琐，而且检测周期很长。PCR技

术是目前一种微生物常用的快速检测方法，有荧光定量

PCR法[6-9]和普通PCR法[10-11]，但其检测过程需要PCR仪、

电泳仪和凝胶成像系统等贵重仪器，且对操作人员技

术水平要求较高，这些问题造成PCR技术难以在基层推

广。LAMP弥补了PCR技术的不足，不需要贵重仪器，

操作简便，反应时间短，适合推广；目前很多研究已经

采用LAMP检测，如病原菌检测[12-16]、病毒检测[17-21]、

寄生虫检测[22-24]、转基因检测[25]等。常见的LAMP产物

的检测方法有浊度法、显色法、荧光法和凝胶电泳法；

浊度法分辨率较低，荧光法和凝胶电泳法则需要相关设

备，本研究采用方便性和灵敏度俱佳的显色法检测，在

菌液浓度60 CFU/mL具有强阳性，与Connor等[26]的实时

荧光定量PCR法的灵敏度相当。研究中采用煮沸法提取

模板DNA，并用其进行LAMP扩增，结果均能检测出目

的菌，在保证方法特异性的前提下能达到方便、快速的

目的。用该方法对食品中常见的致病菌做特异性检验，

均未出现假阳性结果，显示了良好的特异性。LAMP法

由于产物浓度高，后续染色的时候容易产生污染，导致

后续的实验产生假阳性，本研究采用特制的LAMP反应

管，不需开盖即可染色，降低的终产物污染的概率。

综上所述，本研究建立的酸土环脂芽孢杆菌LAMP检

测方法，具有特异性强，灵敏度高，方便、快捷，成本低

等特点，适用于食品中酸土环脂芽孢杆菌的快速检测。
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