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东方蜜蜂微孢子虫环介导恒温扩增检测方法的建立
*

何美妍,史红霞,宋珍珍,党晓群

(重庆师范大学 昆虫病原生物学实验室,重庆401331)

摘要:以从重庆酉阳分离到的东方蜜蜂微孢子虫(Nosemaceranae)为研究对象,以该物种16SrDNA作为靶标,设计引物

并采用环介导等温扩增(Loop-mediatedisothermalamplification,LAMP)技术检测东方蜜蜂微孢子虫。实验结果显示,

LAMP检测的最佳条件为内引物浓度5μmol·L-1,聚合酶用量800U;以研究对象16SrDNA质粒为模板,LAMP检测

的最低质量浓度为1.735×10-2ng·μL-1,PCR检测的最低质量浓度为1.735×10-1ng·μL-1;以研究对象基因组DNA
为模板,LAMP检测的最低质量浓度为1.475×10-3ng·μL-1,PCR检测的最低质量浓度为1.475×10-1ng·μL-1;以研

究对象基因组DNA、正常中蜂(Apiscerana)中肠基因组DNA、正常意蜂(Apismelliferaligustica)中肠基因组DNA、正

常家蚕(Bombyxmori)中肠基因组DNA、蜜蜂球囊菌(Ascosphaeraapis)孢子基因组DNA和中蜂囊状幼虫病毒cDNA作为

模板进行检测,其中只有以研究对象基因组DNA为模板时,LAMP扩增才有条带。以上研究提示具有高灵敏度和高特异性

的LAMP检测方法是东方蜜蜂微孢子虫检测的一个有效工具,可为后期在养蜂场建立快速有效的检测工具奠定基础。
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蜜蜂是一类重要的经济昆虫,在发展与维持自然生态系统和生态农业过程中扮演重要角色[1]。世界上已知

由昆虫授粉的显花植物共有16万种,其中依靠蜜蜂授粉的物种约占85%[2]。然而,蜜蜂的生存受到多种多样的

生物与非生物因素的影响。其中,以病原微生物和农药为代表的环境变量因素直接威胁着蜜蜂的生存[3]。在蜜

蜂病原中,微孢子虫(Microsporidia)的危害尤为显著:当蜜蜂感染微孢子虫后,寿命会减少1/3,工蜂的工作能力

下降[4],产蜜量会减少40%,蜡分泌量会下降25%[5],进而造成巨大的经济损失。为了更好地防控微孢子虫引发

的微粒子病,就需要建立快速可靠的鉴别和检测微孢子虫的方法,从而在感染早期进行及时有效的治疗。优化

的RT-PCR[6-8]已被用于东方蜜蜂微孢子虫(Nosemaceranae)的诊断。然而,上述技术检测花费时间长,需要专

门的仪器设备,并且只能局限于实验室水平进行分析。2000年,Notomi等人研发了环介导等温扩增(Loop-me-
diatedisothermalamplification,LAMP)法[9]。该方法根据靶标上6个独立区域,设计两对特异性引物,在恒温

条件下利用BstDNA聚合酶(BstDNApolymerase)进行基因扩增。该技术可在45~60min内,将几个拷贝的

靶核苷酸扩增到109~1010个的数量级[10]。该方法可以直接用肉眼观察扩增结果,实际使用中也可以通过添加

荧光染料SYBRGreenI[11]的方法来提高反应结果的可辨识度。由于该方法具有灵敏度高、分析时间短等特点,
故已普遍用于细菌、病毒、真菌等不同病原体的快速检测。2011年,Ma等人[12]把LAMP方法应用于中蜂囊状

幼虫病毒的检测。2014年Ptaszyńska等人[13]使用LAMP方法,用16SrDNA基因作为靶DNA来鉴别和检测

西方蜜蜂微孢子虫(Nosemaapis)和东方蜜蜂微孢子虫。2014年,笔者所在研究团队对重庆地区的蜜蜂微孢子

虫进行了分子鉴定及多态性分析,明确了重庆地区的蜜蜂微孢子虫为东方蜜蜂微孢子虫,并且与Ptaszyńska等

人检测的东方蜜蜂微孢子虫一样具有遗传多样性[14]。因此,本研究拟利用LAMP技术这种快速而特异并且可

以直接应用到养蜂场检测重庆地区东方蜜蜂微孢子虫的方法,为当地广大养蜂场及时诊断东方蜜蜂微孢子虫并

采取有效防治措施提供依据,为养蜂业的健康平稳发展保驾护航。
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1材料和方法

1.1实验材料

试验用东方蜜蜂微孢子虫分离于重庆市酉阳县的蜜蜂养殖场患微粒子病的意大利蜜蜂(Apismellifera
ligustica)。经分离纯化后,提取微孢子虫总DNA,经16SrDNA测序鉴定确为东方蜜蜂微孢子虫。实验所用的

重组质粒pMD19-T-Nc16SrDNA为本实验室何超等人构建[14]。
1.2实验方法

1.2.1东方蜜蜂微孢子虫16SrDNA序列引物的设计 LAMP引物包括1对外引物和1对内引物,正向内引物

FIP由Flc和F2序列组成,即5′-F1c-F2;反向内引物BIP由Blc和B2序列组成,即5′-B1c-B2。正向、反向外引

物分别由F3,B3序列组成,这两对引物能特异的结合靶序列上的6个特异区域。另外还设计1对正、反向环引

物分别为LF,LB,以提高LAMP反应速度。基于东方蜜蜂微孢子虫的16SrDNA 序列 (GenBank登录号

DQ078785)用PrimerExplorerversion4(NetLaboratory,Tokyo,Japan)设计LAMP引物[15],引物序列具体信

息如表1所示。

表1 检测东方蜜蜂微孢子虫的LAMP引物组

Tab.1 PrimersusedforLAMPdetectionofN.ceranae

引物名称 长度/bp 基因位点 引物序列(5′~3′)

正向内引物FIP 53
F1c:610~634
F2:560~585

TACTGCTGGAACTACAATGGTAATTTTTTGTATGTATTTTTTGAACAAGGACG

反向内引物BIP 45
B1c:636~658
B2:700~718

ACTATGCCGACGATGTGATATGATTTTCATACTACCCCCAGAGCC

正向外引物F3 18 544~561 AGCGAAAGCTGTACACTT

反向外引物B3 22 718~739 CTTTAATTTTCAATCGTGCGAT

正向环引物LF 18 659~676 ATCTTCGCTCCTCCAGCT

反向环引物LB 18 588~605 AAATATTAATTTGTATTA

表2 LAMP扩增反应体系

Tab.2 ThereactionsystemofLAMPassay

反应物 体积/μL 反应物 体积/μL

10×buffer 2.5 LB(10μmol·L-1) 2 

甜菜碱(0.8mol·L-1) 5 F3(10μmol·L-1) 1 

dNTPs(2.5mmol·L-1) 2 B3(10μmol·L-1) 1 

MgSO4(25mmol·L-1) 1 BstDNA聚合酶(800U) 1 

FIP(5μmol·L-1) 1 模板 0.5

BIP(5μmol·L-1) 1 ddH2O 5 

LF(10μmol·L-1) 2 

1.2.2东方蜜蜂微孢子虫的分离与纯化 取蜜蜂腹部置于灭菌的研钵中,加入适量灭菌水研磨成匀浆,在4℃下

600r·min-1离心10min,取上层液体以3000r·min-1离心10min后,弃上清得到沉淀。多次重复上述步骤

得到东方蜜蜂微孢子虫的粗提液;粗提液用相对密度梯度依次为100%,75%,50%,25%的细胞分离液percoll
进行密度梯度离心,12000r·min-1离心30min后,最底层即为得到纯化的蜜蜂微孢子虫;将纯化得到的蜜蜂

微孢子虫加入适量的生理盐水充分洗涤,再以12000r·min-1离心30min,弃上清,重复3次后,得到底层乳白

色沉淀物即为纯化的蜜蜂微孢子虫,加入适量生理盐水后,置于4℃冰箱保存备用,取1μL在光学显微镜下观

察并采集图像。
1.2.3东方蜜蜂微孢子虫基因组DNA的提取 按照文献[14]中提供的相关DNA提取方法进行操作。
1.2.4阳性克隆质粒的提取 按照试剂盒OMEGAD6943-01PlasmidMiniKitI(100)的步骤提取质粒。
1.2.5用LAMP外引物F3和B3进行PCR反应 以重组质粒pMD19-T-Nc16SrDNA为模板进行PCR扩增反

应,反应程序为:95℃预变性4min;95℃变性30s,58℃退火30s,72℃延伸50s,共32个循环;72℃终延伸10
min,4℃保存。
1.2.6东方蜜蜂微孢子虫16SrDNA
的LAMP扩增 以重组质粒pMD19-
T-Nc16SrDNA 为模 板 进 行 LAMP
扩增反应(表2)。反应程序为:除Bst
DNA聚合酶外,全部反应物加入灭菌

PCR管中,95℃,冰浴5min;冰上放

置冷却5min;加入BstDNA聚合酶,
60℃,温浴60min;80℃,失活3min,
瞬时离心后,进行2%琼脂糖凝胶电泳

检测。
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2结果与分析

2.1东方蜜蜂微孢子虫的分离与纯化结果

经过percoll密度梯度离心纯化的东方蜜蜂微孢子虫如图1所示,微孢子虫纯净,对其进行计数,以备后面的

感染实验之用。
2.2东方蜜蜂微孢子虫基因组DNA的提取结果

在提取到东方蜜蜂微孢子虫基因组DNA后,接着对该DNA的质量浓度进行测定,为后续PCR扩增和标准

曲线绘制做准备。检测结果表明,采用文献[14]的方法所抽提到的东方蜜蜂微孢子虫基因组DNA比较完整(图
2),可以用于下一步实验。
2.3pMD19-T-Nc16SrDNA重组质粒的LAMP扩增结果

为了构建阳性对照体系,测定已验证正确的pMD19-T-Nc16SrDNA重组质粒的质量浓度,再对该rDNA进

行LAMP扩增,水作为阴性对照。琼脂糖凝胶电泳检测后,重组质粒pMD19-T-Nc16SrDNA为模板的泳道可

见各种连续的大小不一的条带,而水为模板的泳道没有条带,这与预测的结果相符合(图3)。

  注:M:DNA标准分子量(DL2000);1、2
分别为无菌水、pMD19-T-Nc16SrDNA 重

组质粒。

图3 LAMP扩增检测pMD19-T-Nc
16SrDNA质粒

Fig.3 LAMPassaytodetect
pMD19-T-16NcSrDNAplasmidDNA

     

 

图1 光学显微镜下的纯化的

东方蜜蜂微孢子虫

Fig.1 ThepurifiedN.ceranae
sporesundermicroscope

 

  注:M 为DNA标准分子量(DL5000);

1~3均为东方蜜蜂微孢子虫基因组DNA。

图2 东方蜜蜂微孢子虫基因组DNA
Fig.2 GenomicDNAofN.ceranae

2.4LAMP引物以及BstDNA聚合酶用量的优化

将内引物FIP,BIP按10倍稀释进行测定,确定最佳引物浓度,通过琼脂糖凝胶电泳检测以及对扩增产物的

电泳图进行灰度值曲线绘制,确定内引物FIP和BIP的最佳浓度为5μmol·L-1(图4a,5a)。然后,对反应需要

的BstDNA聚合酶用量按10倍稀释进行测定,最后通过琼脂糖凝胶电泳检测确定反应最佳BstDNA聚合酶的

用量为800U(图4b,5b)。
2.5东方蜜蜂微孢子虫16SrDNA阳性质粒的灵敏度验证

为了检测LAMP方法对东方蜜蜂微孢子虫16SrDNA重组质粒的检测灵敏度,在其他反应条件都一致的情

况下,以按10倍稀释的东方蜜蜂微孢子虫16SrDNA重组质粒作为模板,分别用LAMP和PCR进行灵敏度实

验,结果显示LAMP检测的最低质量浓度为1.735×10-2ng·μL-1,PCR检测的最低质量浓度为1.735×10-1

ng·μL-1(图6)。
2.6东方蜜蜂微孢子虫16SrDNA阳性质粒LAMP检测的特异性验证

为了完善LAMP检测体系,对LAMP检测东方蜜蜂微孢子虫16SrDNA重组质粒的特异性进行了初步试

验。在其他反应条件都一致的情况下,分别把16SrDNA重组质粒Nc、东方蜜蜂微孢子虫基因组DNA、正常中

蜂(Apiscerana)中肠基因组DNA、正常意蜂(Apismelliferaligustica)中肠基因组DNA、正常家蚕(Bombyx
mori)中肠基因组DNA、蜜蜂球囊菌(Ascosphaeraapis)孢子基因组DNA和中蜂囊状幼虫病毒cDNA作为模

板,进行LAMP特异性实验,反应结果如图7所示。结果显示,东方蜜蜂微孢子虫基因组DNA有扩增条带,其
他几个物种的基因组DNA或cDNA均未有扩增条带。
2.7东方蜜蜂微孢子虫基因组的灵敏度验证

为了比较LAMP技术与常规PCR的优劣,将东方蜜蜂微孢子虫基因组DNA按10倍稀释后作为模板,分
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别用LAMP和PCR进行灵敏度实验,反应结果如图8所示。其中,LAMP检测的最低质量浓度为1.475×10-3

ng·μL-1,PCR检测的最低质量浓度为1.475×10-1ng·μL-1,因此前者的检测灵敏度比后者高出100倍。

 
  a LAMP                  b PCR

注:M为DNA标准分子量(DL2000);1中模板为水;2~8中pMD19-T-Nc16SrDNA质粒质

量浓度分别为1.735×102,1.735×101,1.735,1.735×10-1,1.735×10-2,1.735×10-3,1.735×
10-4ng·μL-1。

图6 对pMD19-T-Nc16SrDNA的LAMP和PCR灵敏度检测

Fig.6 DetectionsensitivityofLAMPandPCRmethodfor
pMD19-T-Nc16SrDNAplasmid

 
       a LAMP扩增引物           b BstDNA聚合酶

注:M为DNA标准分子量(DL2000)。a图中1,3,5,7分别是模板为水的LAMP
扩增产物,其中所用FIP浓度分别为10,5,2,1μmol·L-1,BIP浓度设置与FIP的情

况相同;2,4,6,8分别是模板为质粒的LAMP扩增产物,其中FIP、BIP浓度设置与1,

3,5,7中的情况相同。b图中1是模板为水的LAMP扩增产物;2~5是模板为质粒的

LAMP扩增产物;2,3,4,5的BstDNA聚合酶用量分别为8000,800,80,8U。

图4 LAMP扩增引物以及BstDNA聚合酶用量的优化

Fig.4 OptimizedtheconcentrationofLAMPprimers
andthedosageofBstDNApolymerase

a LAMP扩增引物

b BstDNA聚合酶

图5 LAMP扩增引物以及BstDNA
聚合酶用量的灰度值曲线图

Fig.5 Thegrayvaluecurveoftheconcentrationof
LAMPprimersandthedosageofBstDNA

polymerase

3讨论

蜜蜂微孢子虫严重影响蜜蜂种

群的健康并对养蜂业造成严重的损

失。因此,对蜜蜂微粒子病的早期诊

断和预防对于养蜂场生产力的维持

和蜂群的健康至关重要。LAMP作

为一种新颖的病原检测技术[9],因具

有特异性强、灵敏度高、操作简便、设
备要求低等特点,故有其他技术无法

替代的优势,现已逐步应用于病毒、
细菌、真菌和寄生虫等病原体的检测

中[16-18]。2014年,Ptaszyńska等人[13]

使用LAMP方法,用 GspSSDDNA
聚合酶及多拷贝的16SrDNA基因

作为靶DNA来鉴别和检测西方蜜蜂

微孢子虫和东方蜜蜂微孢子虫。当

分别用两者的16SrRNA设计的引物去检测时未发现交叉反应[13]。本研究根据对东方蜜蜂微孢子虫的16SrD-
NA序列分析所设计的LAMP引物,使用BstDNA聚合酶,采用LAMP方法对重庆地区的东方蜜蜂微粒子病

进行检测。实验过程中,分别对内引物FIP和BIP的浓度以及BstDNA聚合酶的用量进行了优化,当引物浓度

为5μmol·L-1、BstDNA聚合酶的用量为800U时的条带相对另外3个浓度的条带更为清晰和明亮(图4),且
灰度值最大(图5)。据此,本研究确定内引物FIP和BIP的最佳浓度为5μmol·L-1,反应最佳BstDNA聚合酶的

用量为800U。
为了更好地完善重庆地区东方蜜蜂微孢子虫LAMP检测体系并且与常规PCR方法作比较,本研究分别用

上述两种方法对东方蜜蜂微孢子虫检测的灵敏度和特异性进行试验。结果显示,东方蜜蜂微孢子虫16SrDNA
重组质粒的LAMP检测极限为1.735×10-2ng·μL-1,PCR方法的检测极限为1.735×10-1ng·μL-1,故
LAMP方法的检测灵敏度比PCR方法高1个数量级。LAMP对东方蜜蜂微孢子虫基因组DNA的检测极限为
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  注:M为DNA标准分子量(DL2000),1~
8中模板分别为水、pMD19-T-Nc16SrDNA质

粒、东方蜜蜂微孢子虫基因组DNA、蜜蜂球囊

菌基因组DNA、中蜂囊状幼虫病毒cDNA、正
常中蜂中肠基因组 DNA、正常意蜂中肠基因

组DNA、正常家蚕中肠基因组DNA。

图7 LAMP方法的特异性检测

Fig.7 Detectionspecificityof
LAMPmethod

 
  a LAMP                    b PCR

注:M为DNA标准分子量(DL2000);1中模板为水;2中模板为pMD19-T-Nc16SrDNA质粒;3~11中

东方蜜蜂微孢子虫基因组DNA的质量浓度分别为1.475×103,1.475×102,1.475×101,1.475,1.475×
10-1,1.475×10-2,1.475×10-3,1.475×10-4,1.475×10-5ng·μL-1。

 图8 对东方蜜蜂微孢子虫基因组的LAMP和PCR灵敏度检测

 Fig.8 DetectionsensitivityofLAMPandPCRmethodfortheDNAfromN.ceranae

1.475×10-3ng·μL-1,而常规PCR的检测极限为1.475×10-1ng·μL-1,
可见LAMP方法的检测灵敏度比PCR方法高2个数量级。因此,LAMP
比常规PCR检测更灵敏,操作更简便,反应时间更短,对设备要求更低,在
养蜂场的应用则更具优势。LAMP方法的特异性试验结果表明,东方蜜

蜂微孢子虫检测呈阳性,但是未感染微孢子虫的正常的中蜂、意蜂和家蚕

以及蜜蜂球囊菌和中蜂囊状幼虫病毒都没有扩增出条带,这一结果显示本

研究建立的LAMP检测方法具有特异性。为了使检测体系更加完善并能

更好的应用于实际,今后还会对蜜蜂带毒组织进行检测灵敏度等实验。
蜜蜂在农业生产以及全球生态中扮演的重要角色使得对微粒子病的

检测防控不容忽视。早期诊断对于养蜂国家和养蜂场的重要性不言而喻。
虽然LAMP技术原理相对比较复杂,尤其引物设计更需要专业人士设计,
然而对应用人员来说,操作非常的简便,只需简单加样,不需要特别的仪

器,检测结果的判别也相对简单。LAMP反应扩增结果的判定主要有3
种:1)反应液里加入 MgSO4,副产物焦磷酸镁沉淀可肉眼观测,管内液体

浑浊则呈阳性反应,离心有白色沉淀集于管底,阴性反应则无此现象;
2)产物中加入荧光染料SYBYGreenI,橙红色为阴性反应,绿色的为阳

性反应;3)采用2%琼脂糖凝胶电泳,LAMP电泳结果显示特征性梯状条

带,如无任何条带则结果为阴性[19]。第一种方法虽然简便,但是主要是通

过肉眼直接观察,具有一定

的主观性,并且可能导致较

低的检测极限;第二种方法

通过加入荧光染料观察颜

色变化,但是试验过程中发

现由于阴性管中引物形成

的二聚体也会发微弱的绿

色荧光,因此该方法对准确

判定结果会产生一定的影

响;所以本研究选定的是第

三种方法即电泳检测,因为

这种方法可以直观并且客

观地观察到结果。
本研究初步建立了用

LAMP快速简便检测重庆

地区东方蜜蜂微孢子虫的

体系,为广大养蜂场及时检

测东方蜜蜂微孢子虫提供了可能性,也为大范围全面开展东方蜜蜂微孢子虫的检测和防控提供了有效方法。下

一步将简化病蜂基因组的提取步骤,优化反应体系及其稳定性,尽早实现LAMP检测技术在养蜂场的应用。
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AnimalSciences

RapidDetectionofNosemaceranaeby
Loop-mediatedIsothermalAmplificationAssay

HEMeiyan,SHIHongxia,SONGZhenzhen,DANGXiaoqun
(LaboratoryofInsectPathogenBiology,ChongqingNormalUniversity,Chongqing401331,China)

Abstract:NosemaceranaewhichisolatedfromYouyangChongqingusedassubjectfortheloop-mediatedisothermalamplification
(LAMP)withspecificprimerstargeting16SrDNA.TheoptimizedconditionofLAMPassayisthattheconcentrationofinnerprim-
ersare5ng·μL-1andthedosageofpolymerasewas800U.UsingtherecombinantplasmidpMD19-T-Nc16SrDNAassubject,the
sensitivityofLAMPwas1.735×10-2ng·μL-1whereasPCRwas1.735×10-1ng·μL-1.ThenDNAofN.ceranaewasapplied
toLAMPandPCRtesting,respectively.LAMPhasabilitytodetectaslowas1.475×10-3ng·μL-1DNAcomparingPCRwhich
candetect1.475×10-1ng·μL-1DNA.Further,theDNAofN.ceranae,themidgutofnormalApisceranae,themidgutofnor-
malApismellifera,themidgutofnormalBombyxmori,Ascosphaeraapis,thecDNAofChinesesacbroodvirusweretestedwith
LAMP,wefoundthatonlytheDNAofN.ceranaehadthecorrespondingamplifiedbands.Thepresentstudyshowedthatthe
LAMPwhichhasbothhighersensitivityandhigherspecificitycomparedwiththestandardPCRwasaneffectivetooltodetectN.
ceranae.Thisstudylaidafoundationforthefollowingstudyofestablishmentarapidandeffectivedetectiontoolinapiculture.
Keywords:Nosemaceranae;loop-mediatedisothermalamplification;16SrDNA;moleculardetection
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