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  摘要：在家蚕微孢子虫孢子生产检测中引用 LAMP技术，比对相应蚕种批次的母蛾镜检和成品卵镜检结
果，试验显示 LAMP检测对家蚕蚕卵中微孢子 DNA的灵敏度完全适用于生产检测的要求，同时前者工作流
程耗时大大缩短，相对具有一定优势，但因成本限制，可在一定范围内适用。
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  家蚕微粒子病侵染潜伏期长、传播范围广，可经
食下传染和胚种垂直传染，是一种制约蚕业稳定健
康发展的传染性疫病，因此其主要病原———家蚕微
孢子虫孢子成为了蚕种生产上唯一法定的检疫对

象［1］ 。 自 150 多年前 Louis Pasteur 创立母蛾镜检法
以来，几经改进，我国的蚕种检疫演变成以母蛾集团
磨蛾镜检为主、成品卵镜检为辅的技术体系。 该技
术体系仅靠肉眼观察判断，判定的准确性主要依赖
检疫人员的技术与经验，人力物力耗费比较大。 另
外，该技术体系主要以母蛾检疫结果来推定蚕种质
量，属于间接验证，依赖于两个关系的确定性：一是
母蛾与蚕种的对应关系，二是蚕种带毒率与母蛾带
毒率的关系。 然而，在实践中，前一关系由于生产者
利益和检疫者职责的对立时有遭到破坏，后一关系
由于病原微孢子虫来源的多样性和遗传的复杂性变

得更加不可确定［2 ～3］ ，给现行的母蛾镜检判定带来
很多质疑。 目前，蚕种生产从业者趋向认同成品卵
检测更符合贸易交往中产品直接检验的要求，希望
蚕种检疫的最终判定能以成品卵检测为主。 而在蚕
的整个发育过程中，蛾最容易检出家蚕微孢子虫孢
子，卵最难检出［4］ 。 因此，家蚕微孢子虫孢子的生产
检疫需要引进新的检测技术，主要是针对蚕卵的检
测，既能达到典型病原鉴别的目的，又能进一步提高
检疫的准确性、代表性和及时性。
现代生命科学与分子生物技术的发展，为深入

开展家蚕微孢子检测防控技术研究提供了有利的条

件，已报道的新检测技术有 PCR 技术［5］ 、荧光定量
PCR技术［6］ 、LAMP技术［7］等。 其中，LAMP技术不
仅敏感性高、特异性好，而且可视觉直观检测、对仪
器要求相对较低。 目前，市面上已有成型的 LAMP
试剂盒［8］ ，能在 1h内实现靶基因的有效扩增，并配

以相对简便的家蚕微孢子 DNA提取方法，在实验室
就可肉眼直观效果。 笔者结合自身技术水平和工作
条件，将 LAMP检测技术，与现行的显微镜检测技术
进行对比，以期获得 LAMP技术在实践中应用的经
验，为蚕种检疫提升至分子生物技术水平奠定基础。

1 材料与方法

1.1 供试样品
蚕卵样品：编号 1 ～9，为一代杂交种的 9 个不

同批次。
1.2 主要试剂和仪器

主要试剂：家蚕典型微孢子核酸检测试剂盒、
SYBR Green I 购自广州迪澳生物技术科技有限公
司；溴化乙锭（ethidium bromide，EB）、乙二胺四乙酸
二钠（EDTA）、Triton X －100、异丙醇（分析纯）等均
购自北京鼎国生物技术有限公司。
主要仪器：恒温金属水浴锅，型号 CHB －202，

杭州博日科技有限公司；离心机，型号 5418R，Ep-
pendorf 公司。
1.3 CTAB法提取家蚕微孢子 DNA

取蚕卵样品的研磨液 200μL 于无菌的 1.5mL
离心管中，12 000rpm 离心 5min，弃上清。 沉淀用
2％CTAB 缓冲液 400μL重悬，加入 20μL 蛋白酶 K
（20mg／mL），然后在振荡器上振荡 20 ～30s，55℃水
浴 4h以上或过夜（隔半小时振荡一次）。 将酶消化
后的抽提液从水浴锅中取出，室温下冷却，加入
300μL氯仿，振荡混匀，12 000rpm 离心 10min。 将
上清液倒入新的 1.5mL离心管中，加入 300μL室温
保存的 100％异丙醇溶液混合，上下颠倒后置于4 ℃
保温 1h以上，然后 12 000rpm 离心 10min，弃上清。
DNA沉淀用 70％乙醇 300μL 洗涤 1 ～2 次，然后将
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离心管倒置，让其自然晾干，用 30 ～50μL ddH2O溶
解 DNA沉淀，4℃冰箱保存过夜后， －20℃保存备
用。
1.4 LAMP检测家蚕微孢子虫 DNA
1.4.1 LAMP反应体系的配制

反应混合液在冰盒上配制，体积（25μL）为：2 ×
Reaction Mix 12.5μL， N.bombycis 典型引物混合液
1μL， Bst聚合酶 1μL， DNA 模板 2μL，ddH2O 补足
至 25μL。 模板 DNA加入前需加入 15μL的矿物油
于反应液上层，作为密封液，避免反应液的蒸发及气
溶胶污染。 加样时确保移液枪枪头在密封液液面下
注入样品；最后在各反应管管盖内侧顶部加入 2μL
SYBR Green I，作为显色液，将管盖盖紧。
1.4.2 扩增反应及结果检测

将反应管置于恒温金属水浴锅中，63℃恒温放
置 60min 。 最后，将反应管管盖内侧顶部的显色液
弹入反应管，与反应产物混合。 在自然光下通过肉
眼观察颜色变化，反应产物颜色变化为绿色，说明待
测样品含有病原微孢子；反应产物变为橙红色，则不
含有病原微孢子。

2 结果与分析

蚕卵样品批次 1 ～9 经越年保护和中间感温处
理，冷藏后出库至检测时，胚胎阶段应为戊胚子阶
段。 每份蚕卵样品各取约 40 粒的蚕卵经液氮研磨，
采用 1.3的方法制备 DNA样品，再用 1.4 的方法进
行 LAMP 检测，结果如图 1。 各批次蚕种的母蛾检
毒结果、成品卵检毒结果与 LAMP 检测结果的对比
如表 1。

图 1 LAMP法检测蚕卵样品 1 ～9
注：1 ～9为蚕卵样品批次 1 ～9制备的 DNA样品； ＋为纯 N.
bombycis 孢子 DNA对照；ck为 ddH2O对照。

通过图 1 和表 1 可以看到，LAMP 法可以检测
出蚕卵中微孢子虫的 DNA，同时母蛾镜检、成品卵
镜检以及蚕卵 LAMP检测结果未完全对应，不过，这

个现象是合理存在的。

表 1 显微镜检结果与 LAMP检测结果的对比
批次

母蛾镜

检判定

成品卵镜

检判定
LAMP结果

1 ˇ超毒 带毒合格 绿色

2 ˇ超毒 带毒合格 绿色

3 ˇ超毒 超毒 橙色

4 ˇ超毒 带毒合格 绿色

5 ˇ超毒 合格 绿色

6 ˇ超毒 带毒合格 橙色

7 ˇ带毒合格 合格 橙色

8 ˇ超毒 合格 绿色

9 ˇ超毒 合格 绿色

阳性对照 绿色

空白对照 橙色

研究表明，家蚕微孢子只有在感染了滋养细胞
而未感染卵细胞的情况下才能成功发生经卵传染，
而其胚种传染率又受蚕品种、微孢子的感染程度和
感染时期等因素的影响，大小从 0 到 100％不等［4］ ；
同时，一代杂交种的母蛾和蚕卵检疫均为抽样调查，
尤其是蚕卵样本相对蚕卵整体来说，容量小，样本中
病卵出现的概率小，造成生产检测时母蛾微孢子虫
孢子的检出率高于成品卵［9］ ，从显微镜检结果印证
了这个规律。
另外，成品卵镜检的样品和 LAMP 检测的蚕卵

样品是分别从各批次蚕卵中取得，两个小样本之间
具有一定的独立性。 笔者曾从一个重约 500g 的超
毒蚕卵批次分两次取样本做成品检验，即使在如此
小范围，结果仍是第一次无毒，第二次接近超标，而
对第二次抽取的大样（约 10g）再次镜检，结果才与
第二次镜检相近。
可见在大批量蚕卵中分两次抽样存在一定的随

机性，这极有可能导致此次 LAMP检测结果与成品

·2· 蚕桑茶叶通讯               总第 193 期

万方数据



卵镜检结果的个别不一致。

3 讨论

目前，蚕种生产上多用双目大视野的显微镜进
行家蚕微孢子虫孢子检测，每个视野观察到的孢子
数与所检测样品溶液中孢子的浓度有一定的关系。
以我们所用的 Leica DM750相差显微镜（目镜16 ×，
物镜 40 ×）为例，通过血细胞计数板（0.01mm，1／
400mm2 ）得出其一个视野下（5 ×5 个最小格）的溶
液体积约为 10 －5mL，若每个视野中均观察到一个微
孢子虫孢子，则样品中孢子的浓度为 105 个／mL。
由此，根据观测结果推算出此次成品卵镜检样品研
磨液中微孢子虫孢子的浓度大都在 2 ×104 个／mL
至 105 个／mL的范围 。 对比结果显示 LAMP检测能
有效地进行鉴别家蚕微孢子虫 DNA。 而且，根据燕
薇的研究，家蚕微孢子虫 LAMP法检测的灵敏度甚
至可达到 10 个／mL［10］ ，在目前报道的各种家蚕微孢
子虫孢子检测新技术中，只有 LAMP 法的检测灵敏
度达到该水平。 所以，作为替代显微镜检法的新技
术，LAMP技术相对其它方法具有灵敏度高的优势。
在作业流程方面，成品卵镜检需要经过蚕卵高

温多湿催青、孵化培养、手工制样、人工看样等步骤，
出具检疫结果须耗时 15 天以上；LAMP检测需要经
过样品 DNA提取、反应体系制备、扩增反应、显色观
察等步骤，出具检疫结果耗时不到 2天。 相比之下，
后者可以大大缩短工作时间，在蚕种即浸用种时期，
更能及时提供检疫结果。 另外，目前一个家蚕微孢
子虫孢子检疫团队大致是 6名检疫员加 6 名临工组
成，每天可以完成 1 000 到 1 800 个样品的对检，成
本支出主要是人工费、仪器设备折旧费两项。 以
LAMP技术现有操作流程达到同等工作量估计其成
本，人工费和仪器设备折旧费最多维持现状，增加的
试剂费则是前二者和的 10 倍之多，高昂的成本给该
技术的推广带来限制。

所以，目前可以应用 LAMP 技术就有毒样品进
行种属鉴别，区分典型家蚕微孢子原虫孢子和其它
异种异属的孢子，减少蚕种生产者因非典型孢子淘
汰带来的损失。 而在生产检测中大范围推广，则需
要整合 LAMP技术的操作流程，立足实现制样、配制
反应体系的全自动化，大幅降低人工费的支出，同时
提高检测操作的标准化和稳定性；另外，还须大幅降
低试剂的生产成本。
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