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摘   要   微生物种类及其含量监测是空间站内微生物控制的重要环节。但是空间环境的微重力条件及对资源的

条件限制导致地面常规检测实验难以开展，因此在轨微生物检测主要依靠培养法。基于侧流层析试纸条的生物分

子识别检测方法具有不受微重力环境影响的优点，耦合荧光检测方法可以达到较高的检测灵敏度，是在轨微生物

检测的潜在方法之一。针对空间环境中对航天员生活环境及仪器仪表设备具有潜在危害的微生物，研究了一种基

于环介导等温扩增（LAMP）耦合荧光侧流层析试纸条的微生物核酸鉴别技术。研究结果表明，该技术可实现对

大肠杆菌、金黄色葡萄球菌等空间站常见有害微生物的高灵敏、高特异性、快速检测，检测时间小于 60 min，

灵敏度达到 100 copy·µL–1。
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Abstract    Relevant studies on the International Space Station have shown that during the long-term
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operation of the space station, the existence of microorganisms may pose a threat to the long-term opera-

tion of the space station and stay of astronauts. Microbial species and content monitoring are important

parts of  microbial  control  in  the  station.  Due  to  resource  constraints  such  as  volume  and  power   con-

sumption in space applications, detection methods based on lateral flow chromatography test strips and

supporting handheld  devices  will  be  more  suitable  for  daily  monitoring  of  space  microorganisms,   com-

bined with loop-mediated isothermal amplification and up-conversion luminescence characteristic spectra.

Nucleic acid identification technology can meet the needs of rapid, sensitive and specific identification of

microorganisms.  In  this  research,  aiming  at  the  potential  harmful  microorganisms in  the  space  for  the

living environment of astronauts and instrumentation equipment, the nucleic acid identification technolo-

gy based on fluorescent LAMP (Loop-mediated isothermal Amplification) of the lateral flow chromatog-

raphy test strip was developed. Research results showed that this technology can achieve high sensitivi-

ty, high specificity and rapid detection of common harmful microorganisms on the space station such as

Escherichia coli and Staphylococcus aureus. The detection time is less than 60 minutes and the sensitivi-

ty can reach 100 copy·µL–1.

Key  words    Space microorganism, Lateral flow chromatography test strip, Loop-mediated

isothermal amplification

 0　引言

在利用各类载人航天器探索空间的过程中，微生

物也伴随在航天器内生存繁衍。根据已有的研究报

道，在和平号空间站（Mir）[1]、天空实验室（Skylab）[2]、

国际空间站（ISS）[3] 等载人航天器内共检测出超过两

百种微生物，包括细菌、真菌，并且部分具有致病性及

生物腐蚀性[4]。这些航天器内存在的微生物具有巨大

的潜在风险，其滋生不但会污染空气、食物和水，对航

天员健康造成威胁，而且对于航天器常用的金属或聚

合物材料有一定的腐蚀性，可导致技术故障，影响航

天器的正常工作[5, 6]。随着中国空间站投入运营，长

期空间探索计划不断推进，航天员在空间驻留时间逐

渐延长，空间环境下微生物防控的重要性也不断提

升，发展便捷、快速的空间微生物检测技术并进行及

时防控是保障载人航天生物安全的重要环节，具有极

高的现实意义。

传统的微生物培养方法是首次载人航天飞行以

来一直采用的微生物监测手段，截至目前仍有效，其

主要通过观察微生物生长的基本形态与特殊结构进

行分析鉴定[7]。该方法操作简单、稳定可靠，但是存

在检测时间长、可检测种类有限、存在二次污染风险

等问题。目前随着地面核酸检测技术的成熟，基于核

酸的微生物检测方法成为空间微生物检测技术的新

主流，例如基因扩增技术与基因测序技术[8]。其中，基

因扩增技术包括传统的 PCR以及日渐成熟的环介导

等温扩增（LAMP） [9]、实时荧光定量核酸扩增（RT-

qPCR）[10] 等检测技术。2015年国际空间站搭载的空

间环境下基因定量分析的实验系统 WetLab-2即利

用了 RT-qPCR原理，该系统在轨测试时预加载三种

不同浓度的大肠杆菌基因组模板，得到与地面控制组

无显著性差异的结果，为国际空间站上的快速医学诊

断和生物环境监测提供了新的可能[11]。基因测序技

术的空间应用代表主要是以第三代测序技术为基础

的分子纳米孔测序仪MinION，该设备已在国际空间

站开展相关验证实验，实现对分离培养的三种细菌菌

落的鉴定[12]。

与传统微生物培养方法相比，基因扩增或基因测

序技术在灵敏度、检测时间等方面有了显著提高，但

实验过程的操作专业性要求较高，实验流程也相对复

杂，目前仅限于空间科学试验的探索应用。针对空间

微生物的定期监测需求，基于荧光 LAMP的侧流层

析试纸条的检测技术不但能够实现微生物的高灵敏

度检测，而且具有低成本、易存储、易操作等适于空

间应用的优势。

荧光微球（Fluorescent Microspheres，FM）是一
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类由荧光材料染色的聚苯乙烯材料，粒径范围为

0.1～10 µm，由于其具有较宽的激发光谱，良好的光

稳定性以及较窄且对称的发射光谱，可实现极高的信

噪比检测，被广泛应用于生物标志物的荧光标记和

成像。

等温扩增作为一种聚合酶链式反应（Polymerase

Chain Reaction，PCR）替代技术，已成为核酸检测的

一种有效方法 [13]。与有热循环参与的常规 PCR相

比，核酸的等温扩增在恒定温度下进行，在实现高分

析灵敏度的同时降低了分析成本。目前常选取的等

温扩增方式有等温指数扩增反应（Exponential Am-

plification Reaction，EXPAR）[14]、滚环扩增（Rolling

Circle Amplification，RCA）[15]、环介导等温扩增（Loop-

mediated  Isothermal  Amplification，LAMP） [16]、杂

交链式反应（Hybridization Chain Reaction，HCR）[17]、

链置换扩增（ Strand  Displacement  Amplification，

SDA）[18] 等。其中，LAMP具有时间短、快速简单的

特点。与 PCR相比，LAMP具有更强的鲁棒性以及

与比色等检测方法的高兼容性，被用于检测各种靶

标，包括结核分枝杆菌 Mycobacterium tuberculosis[19]，

SARS-COV-2等[20,21]。

侧向层析法（Lateral Flow Assay，LFA）属于典

型的 POCT检测技术，是待检测液体样本流经预置

敏感干物质材料的条带后呈现一定光学反馈的检测

方法[22,23]，可用于检测包括蛋白质、核酸及其他生物

化合物在内的大部分生物标志物，具有精确灵敏、所

需样品量少、成本低廉、可长期保存等优点[24]，常被

用于资源贫乏或非实验室环境的定性或半定量检

测。LFA的生物识别元件通常基于 ELISA经典的夹

心法、竞争法，或者抗体抗原结合捕获目标物等原

理。其信号换能元件可依赖比色标签、发光标签、表

面增强拉满散射标签、磁性标签、电化学标签、酶或

纳米酶介导标签以及热学检测标签等。因此，利用

LAMP结合 LFA的检测方法，可实现针对核酸样品

的高灵敏度检测[25–27]。

长期在轨微生物定期检测是保障载人航天器内

人员健康及设备安全的重要环节。体积小巧、操作简

便的检测方法能够有效减少载人航天器的资源消耗，

降低航天员在空间环境下的任务负担。针对这一需

求，研发了基于荧光 LAMP的侧流层析试纸条检测

方法，对其进行优化表征，研制了配套的小型化光学

检测模块，以大肠杆菌和金黄色葡萄球菌两类常见微

生物为目标进行检测，评估了该方法用于在轨微生物

定期检测的有效性。

 1　材料与方法

 1.1　试剂与仪器

Bst 3.0 DNA  聚合酶、 10 x Thermopol   reac-

tion buffer，dNTP混合液、MgSO4 均购自 NEB公

司，EvaGreen Dye （20 x）购自 Biotium公司，吐温

20（Tween-20）及曲拉通 X-100（Triton X-100）购自美

国 Amresco 公司，链霉亲和素（SA）购自索莱宝公司，

羧基功能型荧光微球（Fluorescent Microspheres，F1-

XC 010）购自美国 Merck Millipore 公司，2-（N-吗啉）

乙磺酸一水合物（MES）、N-羟基硫代琥珀酰亚胺

（suLfo-NHS）、1-（3-二甲氨基丙基）-3-乙基碳二亚胺

盐酸（EDC）购自生工生物工程（上海）股份有限公司，

其余试剂及原料均为分析纯级，采用无核酸酶水配制。

划膜喷金仪购自上海捷宁公司，荧光定量

qPCR仪购自西安天隆科技有限公司，凝胶成像系统

购自美国 Biorad公司，等温扩增 PCR仪购自德国

Biometra公司。

 1.2　特异性基因的选择与引物设计

选取大肠杆菌麦芽糖操纵子保守区 malB基因及

金黄色葡萄球菌耐热核酸酶 nuc基因作为特异性基

因，利用基因组 DNA提取试剂盒（天根）提取大肠杆

菌和金黄色葡萄球菌基因组，针对 malB基因及 nuc

基因设计引物并扩增，得到特异性目的基因 malB及

nuc基因模板。引物设计使用 LAMP在线设计软件

Primer-Explore V5并由上海生工合成，根据 LAMP

引物设计筛选原则及目的片段保守区域筛选出如下

特异性引物，并在内引物 FIP/BIP两端分别修饰

Dig和 Biotin应用于下游试纸条检测。

nuc基因引物序列如下。

F3　CGATTGATGGTGATACGGTTA

B3　CAGTTCTTTGACCTTTGTCA

Dig-FIP　GCTTTGTTTCAGGTGTATCAAC

CAAATTAATGTACAAAGGTCAACCAATG

Biotin-BIP　AAGGTGTAGAGAAATATGGT

CCTGATCGACTTCAATTTTCTTTGCA

malB基因引物序列如下。
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F3　GCCATCTCCTGATGACGC

B3　ATTTACCGCAGCCAGACG

Dig-FIP　 CGCCATGCCCTTCTCCCTTTCA

GCCCATCATGAATGTTGC

Biotin-BIP　GTAACGAAAGCCTGGGGCGA

ACACCACGAATTCACCTTCA

 1.3　LAMP体系及反应条件的优化

LAMP反应体系采用 Bst 3.0 DNA聚合酶 8 U，

10 x Thermopol reaction buffer 2.5 µL，dNTP混合

液 1.4 mmol，MgSO4  6 mmol， EvaGreen  Dye  1.25

µL，FIP/BIP  1.6 µmol,  F3/B3  0.2 µmol,，DNA模

板 1 µL，灭菌无核酸酶水定容至 25 µL。采用荧光定

量 qPCR进行荧光曲线测定，设置恒温 65℃ 持续

60 min，检测间隔 1 min，针对反应时间进行优化。以

大肠杆菌 malB序列为模板，选取不同梯度浓度的

dNTPs和Mg2+，改变反应时间和温度进行 LAMP反

应。实验结果通过电泳及荧光定量 PCR分析，以确

定最佳反应条件。

 1.4　FMs-SA偶联物的制备及表征

FMs-SA偶联过程采用基于 EDC和 NHS的

两 步 共 价 偶 联 步 骤 进 行 ， 取 50  µL  FMs溶 液

（2 mg·mL–1）以及 450 µL MES缓冲液振荡混匀，以

12000 r·min–1 转速离心 15 min，弃上清再加入 500

µL MES缓冲液，重悬，重复两次完成洗涤步骤。取

19.2 mg EDC及 21.7 mg Sulfo-NHS加入 2 mL超纯

水，混匀，并取 12 µL混合液加入 FMs溶液，旋转孵

育 20 min完成 FMs表面修饰羧基的活化。

取 16 µL浓度为 1 mg·mL–1 的链霉亲和素（SA）

加入 FMs溶液，旋转孵育 3 h，以 12000 r·min–1 转速

离心 15 min后加入 500 µL Tris-HCI封闭液过夜避

光孵育，封闭 FMs颗粒表面多余反应位点，并利用添

加蔗糖（5%，w/v）的 Tris-HCI溶液重悬，完成 FMs-

SA偶联物的制备。选用荧光光谱及吸收光谱对

FMs-SA偶联物进行测定并表征。

 1.5　侧流层析试纸条的制备

利用喷金划膜仪将 FMs-SA偶联物预置于试纸

条结合垫上，分别将地高辛抗体（Anti-Dig）及牛血清

白蛋白（BSA）固定的生物素（Biotin）作为试纸条的检

测线和质控线，置于室温晾干备用。

结合垫上的 FMs-SA与目标基因扩增产物在溶

液中特异性结合形成复合物，并在侧向流层析的作用

下移动，被固定在检测线处的 Anti-Dig特异性结合并

捕获。没有与目标扩增产物结合的 FMs-SA被固定

在质控线上的 Biotin捕获。通过激发荧光可检测质

控线和检测线处的荧光强度，实现对目标基因的半定

量检测。

 1.6　试纸条反应条件的优化及检测限

上样缓冲液种类及体积、FMs-SA偶联物比例及

上样体积等是影响侧向层析试纸条检测的重要因

素。针对样品垫预处理液中荧光微球‒抗体偶联物上

样体积（ 5， 10， 15， 20 µL） ，Tris-HCl（ 0.5%  Tween-
20），PBST（0.5% Tween-20），1 × SSC（0.5% Tween-20），5 ×

SSC（0.5% Tween-20），10 × SSC（0.5% Tween-20）

5种不同的上样缓冲液种类，试纸条反应检测时间

（1～45 min），以及不同的 FMs-SA偶联物比例（2，4，

8，16，32 mg·g–1）和体积进行优化实验。

以稀释后的大肠杆菌 malB基因和金黄色葡萄球

菌 nuc基因（浓度为 1 × 100，1 × 101，1 × 102，1 ×

103，1 × 104，1 × 105，1 × 106 copy·µL–1）为模板，取

1 µL进行 LAMP扩增，研究该两种微生物的检测

限。设定检测激发波长为 470 nm，发射波长为

532 nm。每组实验重复三次以消除偏差。

 2　结果

 2.1　LAMP反应条件

扩增体系方面，选择 0.8～1.6 mmol的 dNTPs

进行扩增，dNTPs浓度为 1.4 mM时扩增效果最佳；

选择 4～ 10 mmol的 Mg2+进行扩增，Mg2+浓度为

6 mMol时扩增效果最佳。反应温度方面，当反应温

度为 65℃ 时扩增效果最佳，且由荧光定量 PCR仪扩

增 nuc和 malB的荧光曲线确定最佳扩增时间为

20 min。

最终确定 LAMP等温扩增的最佳反应条件为：

Bst 3.0 DNA 聚合酶 1 µL，10 x Thermopol reaction
buffer  2.5  µL， dNTPs  1.4 mmol， MgSO4  6 mmol，
FIP/BIP  1.6  µmol,  F3/B3  0.2  µmol， DNA模 板

1 µL，无核酸酶水定容至 25 µL，65℃ 扩增 20 min后

进行试纸条上样检测。优化过程扩增曲线如图 1所示。

 2.2　试纸条反应条件及检测限

优化 FMs-SA二者偶联时的比例是偶联效率的

重要因素，在以不同比例 FMs-SA偶联成功后，针对
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同一批次试纸条以相同扩增反应物进行检测，并且在

32 mg·g–1 的偶联比例时达到最大响应，原因是被偶联

在荧光材料表面的包被链霉亲和素会使偶联物捕获

扩增产物的概率增加，使得 T线上富集捕获的复合物

增加，由于 FMs表面羧基位点有限，过多的 SA无法

进一步偶联在表面，偶联效率逐渐恒定，因此确定最

佳偶联比例为 32 mg·g–1。

通过对试纸条上样缓冲液种类及体积、上样反应

时间及 FMs-SA偶联物体积的优化，确定最佳反应条

件，选用 5×SSC（0.5% Tween-20）85 µL作为上样缓

冲液，FMs-SA偶联物上样体积 15 µL，结合 10 µL

LAMP扩增后产物进行侧向层析反应 15 min，扩增

曲线如图 2（a）所示。

将已知拷贝数的 malB基因进行 10倍系列稀

释，使用所建立的 LAMP方法进行荧光定量 PCR

及琼脂糖凝胶电泳表征，并取 10 µL扩增后反应物进

行试纸条上样，结果如图 2（b）所示，在 20 min时

100 copy·µL–1 的样本扩增产物可检测，10 copy·µL–1

的样本有可检出概率，并且试纸条上样 15 min后荧

光检测结果与电泳结果一致，如图 2（c）所示，因此确

定 LAMP-LFA检测大肠杆菌的检测限约为 10～

100 copy·µL–1。

 2.3　荧光检测模块设计及评价

为提高系统灵敏度，光学检测系统采用共聚焦式

光路结构。荧光的发射光强度与光源光强直接相关，

但是过强的光源强度会使荧光物质发生光漂白，导致

荧光猝灭，因此激发光源采用 470 nm的光电二极

管。共焦结构中的二色镜采用截止频率为 505 nm的

二向色镜。光源从激光器出射，经反射镜调整角度，

从二向色镜穿过，通过汇聚透镜聚焦在检测条带上，

激发出 532 nm荧光。532 nm荧光从汇聚透镜聚焦

后在长通二色镜处反射，通过 532 nm滤色镜滤除杂

散光后，再次由汇聚透镜聚焦至光电传感器进行数据

读取。其光学原理如图 3所示。

光学系统采用镜笼套筒结构搭建，二向色镜及反

射镜采用 1/2英寸镜笼装配，滤色镜、汇聚透镜装配

在 1/2英寸套筒结构中，利用卡环固定，光电传感器

通过转接件固定在套筒结构上。光学结构整体外包

络尺寸小于 7 cm×7 cm×3 cm。荧光检测光学结构

实物如图 4所示。

采用 FMs溶液作为标准溶液，对荧光检测光学

系统进行线性度测试，配置浓度梯度为 0.1 × 103，

0.2 × 103，0.4 × 103，0.8 × 103，1.0 × 103 µg·mL–1 溶

液，放置在检测区域，通过测试传感器测得电压值，如

图 5所示。

采用 106 copy·µL–1 大肠杆菌样本进行 LAMP扩

增，将扩增后的样本在构建好的试纸条上样。上样结

束后放置在荧光检测系统检测窗口处，匀速移动试纸
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Fig. 1    LAMP amplification fluorescence curves of malB and nuc genes
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条使窗口扫过整个试纸条，对采集信号进行曲线绘

制，如图 6所示。

 3　讨论与结论

研究设计并构建了一种基于荧光 LAMP的侧流

层析试纸条空间微生物检测方法，以大肠杆菌及金黄

色葡萄球菌作为检测目标，初步构建并优化了

LAMP扩增体系及扩增参数，对 FMs-SA偶联物进行

制备及表征，对侧流层析试纸条的制备工艺进行探

索，优化了试纸条反应条件并研究了该方法的检测

限；以小型化为目标，设计了可配套检测试纸条的小

型化光学检测模块，对其线性度进行评估并对试纸条

进行初步的扫描读取测试。目前从获取样本后进行

LAMP扩增至试纸条上样检测整个过程时间小于

60 min，对大肠杆菌检测限可达 100 copy·µL–1，配套

研制的小型化光学检测模块外包络尺寸小于

7 cm×7 cm×3 cm，线性拟合优度 R2>0.99。

相比传统培养检测方式，LAMP耦合荧光侧向流

层析试纸条方法具有操作简单、检测速度快、灵敏度

高、成本低等优势。并且与聚合酶链式反应（PCR）、

基因测序等方式相比，其所需条件简单（60℃ 左右恒

温即可），配套设备在功耗、体积、复杂度等方面具有

显著优势，例如不用提供高功耗的快速升降温变温平

台，也不用进行复杂的流体控制，因而更符合载人航
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Fig. 2    LAMP amplification curves of samples with different concentrations after coupling (a); Gel electrophoresis

imaging of LAMP amplification products of samples with different concentrations after coupling (b);

Test strip loading of LAMP amplification products of samples with different concentrations

after coupling, fluorescence imaging results after excitation at 470 nm (c)
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天器对功耗、体积的严格约束要求。对于所需荧光光

学检测模块，也提供了对应的小型化设计方式，并完

成搭建及验证。

更进一步，在检测过程中，LAMP耦合荧光侧向

流层析试纸条方法所需恒温、上样等过程可通过与微

流控芯片设计相结合，制成简单易用的一体化耗材，

与小型化外设配套，形成“样本进、结果出”的一体化

系统。小型化外设在荧光光学检测模块占用体积较

小的情况下，具备手持式应用的设计潜力。综上可

知，基于荧光 LAMP的侧流层析试纸条空间微生物

检测方法具有良好的空间站应用前景，有望制造简单

易用、快捷准确的小型化设备，成为载人航天器微生

物检测的有力工具。
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