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　 　 【摘要】 　 目的　 建立一种快捷、灵敏的检测方法，即反转录⁃环介导等温扩增方（ＲＴ⁃ＬＡＭＰ）用于仙台病毒

（ＳｅＶ）的检测。 方法　 根据 ＧｅｎＢａｎｋ 公布的 ＳｅＶ 序列（ＤＱ２１９８０３􀆰 １），在其保守区域设计了六套 ＬＡＭＰ 引物，利用

ＬＡＭＰ Ｒｅａｌ⁃Ｔｉｍｅ Ｔｕｒｂｉｄｉｍｅｔｅｒ ＬＡ⁃３２０Ｃ 仪监测反应进程并筛选最佳引物、反应条件，建立对 ＳｅＶ 核酸进行特异性扩

增的 ＲＴ⁃ＬＡＭＰ 检测方法，并可通过加入目测荧光检测试剂肉眼判断结果。 对所建立的方法进行了敏感性、特异性

评估并对 ９２ 份样品进行了检测。 结果　 该方法在 ６３℃恒温下作用 ６０ ｍｉｎ，ＳｅＶ ＲＮＡ 获得了高效率的特异性扩增，
与其余常见小鼠病毒无交叉反应；最低检出量为 ２􀆰 １ＴＣＩＤ５０ ＳｅＶ，比 ＲＴ⁃ＰＣＲ 方法高 １０２ 倍；肉眼判断结果与 Ｒｅａｌ⁃
Ｔｉｍｅ Ｔｕｒｂｉｄｉｍｅｔｅｒ ＬＡ⁃３２０ 仪监测结果一致；通过对 ９２ 份样品的 ＲＴ⁃ＬＡＭＰ，ＲＴ⁃ＰＣＲ 和间接 ＥＬＩＳＡ 方法的检测比对，
三者符合率为 １００％ 。 结论　 建立的 ＳＶ ＲＴ⁃ＬＡＭＰ 检测方法具有快速、特异、灵敏，操作简单的特点，具有良好的应

用前景。
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　 　 仙台病毒（Ｓｅｎｄａｉ ｖｉｒｕｓ，ＳｅＶ） 又名 ｈｅｍａｇｇｌｕｔｉ⁃
ｎａｔｉｎｇ ｖｉｒｕｓ ｏｆ Ｊａｐａｎ（ＨＶＪ），是引起啮齿类动物呼吸

系统疾病的主要病原之一，一年四季均可发病，但以

春季多发，具有传染性强等特点，在多数情况下呈隐

性感染，难以从群体中清除。 鼠群感染后可导致孕

鼠繁殖率下降，新生仔死亡率增加。 ＳｅＶ 是清洁级

及以上等级实验用鼠的必检项目，同时它也可感染

灵长类动物［１，２］。 目前 ＳｅＶ 项目的检测普遍采用国

标推荐的间接 ＥＬＩＳＡ 方法检测血清抗体，ＥＬＩＳＡ 方

法具有快捷、方便、敏感、易于大批量检测和标准化

等优点，无疑是较为理想的检测方法，在今后相当长

一段时间内，间接 ＥＬＩＳＡ 方法还将是实验动物病毒

检测的主流。 但该方法不适用于裸小鼠和转基因小

鼠的检测。 裸小鼠即无胸腺的免疫缺陷小鼠，是医

学生物学研究领域中不可缺少的实验动物模型，特
别是在肿瘤学、免疫学、药品与生物制品的安全性评

价及有效药品的筛选等实验方面有着特殊的价

值［３］。 因裸小鼠有免疫缺陷，因此感染病毒后不易

产生抗体，用 ＥＬＩＳＡ 方法检测裸鼠的病毒抗体易产

生假阴性。 在我们日常检测工作中还发现转基因小

鼠存在非特异性抗体增高的现象，即特异性抗原孔

Ａ 值增高的同时，对照孔的 Ａ 值也同时增高，说明用

间接 ＥＬＩＳＡ 方法检测费转基因小鼠病毒抗体的本

底值较高，易产生假阳性。 因此亟需建立一种高效、
便捷、稳定的直接检测抗原的方法，以便应用于所有

类型小鼠的检测。
环介导恒温扩增法（即 ＬＡＭＰ 法）是日本学者

Ｎｏｔｏｍｉ 等［４］在 ２０００ 年发明一种新型的核酸扩增新

技术。 其特点是针对靶基因的 ６ 个区域设计 ４ ～ ６
条特异引物，利用一种链置换 ＤＮＡ 聚合酶在等温条

件（６３℃左右）下作用 ３０ ～ ６０ ｍｉｎ，即可完成核酸的

扩增反应。 其扩增效率可达到 １０９ ～ １０１０ 个拷贝数

量级。 与常规 ＰＣＲ 相比，不需要模板的热变性、温
度循环、电泳及紫外观察等过程。 ＬＡＭＰ 技术自开

发以来已广泛应用于细菌、病毒的定性定量检测，临
床疾病的诊断，动植物中致病微生物的检测，胚胎性

别鉴定等相关领域［５⁃８］，由于 ＬＡＭＰ 反应产生副产物

焦磷酸镁白色沉淀，其浊度与所含的 ＤＮＡ 量成正

比，根据这一特性，日本研制出专门用于 ＬＡＭＰ 检测

的实时监控浊度仪，可以实现对 ＬＡＭＰ 扩增过程的

全程实时监控［９］。 本研究利用 ＬＡＭＰ Ｒｅａｌ Ｔｉｍｅ
Ｔｕｒｂｉｄｉｍｅｔｅｒ ＬＡ⁃３２０ 仪实时监测 ＲＴ⁃ＬＡＭＰ 反应进

程，筛选到最佳反应体系，建立了针对 ＳｅＶ 的 ＲＴ⁃
ＬＡＭＰ 检测方法。 所建立反应体系具有良好的特异

性，敏感快捷，其结果分析与肉眼可视化判定的一致

性，具有推广应用的前景。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 病毒及待检材料

ＢＨＫ⁃２１ 细胞、ＳｅＶ 病毒天津株、小鼠细小病毒

（ＭＶＭ）、鼠痘病毒（Ｅｃｔ）、小鼠肺炎病毒（ＰＶＭ）、呼
肠孤病毒 ３ 型（Ｒｅｏ⁃３）和小鼠肝炎病毒（ＭＨＶ）种毒

均购自中国药品生物制品检定所，由上海实验动物

研究中心增殖保存；现地试验样品为上海实验动物

质量监督检验站检测的客户送检样品，采样在上海

实验动物质量监督检验站屏障动物实验设施进行

【ＳＹＸＫ（沪）２０１３ － ００５６】。
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂及仪器

胎牛血清（Ｇｉｂｃｏ）、ＱＩＡａｍｐ Ｖｉｒａｌ ＲＮＡ Ｍｉｎｉ Ｋｉｔ
（Ｑｉａｇｅｎ）；Ｌｏｏｐａｍｐ ＲＮＡ Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ Ｋｉｔ、Ｌｏｏｐａｍｐ􀳏
Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ Ｒｅａｇｅｎｔ、 Ｌｏｏｐａｍｐ􀳏 Ｒｅａｃｔｉｏｎ
Ｔｕｂｅ Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ Ｒｅａｇｅｎｔ、 ＬＡＭＰ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ｔｕｒｂｉｄｉｍｅｔｅｒ
（ＬＡ⁃３０２）仪（日本荣研株式会社）。
１􀆰 ２　 实验方法

１􀆰 ２􀆰 １　 病毒核酸的提取

用 ＱＩＡａｍｐ Ｖｉｒａｌ ＲＮＡ Ｋｉｔ 试剂盒提取总 ＲＮＡ，
ＱｌＡａｍｐ􀳏 ＤＮＡ Ｍｉｎｉ Ｋｉｔ 试剂盒提取总 ＤＮＡ，具体操

作方法参照说明书。
１􀆰 ２􀆰 ２　 引物设计与合成

参 照 ＧｅｎＢａｎｋ 中 ＳｅＶ 的 全 基 因 组 序 列

（ＤＱ２１９８０３􀆰 １），用 ＢｉｏＥｄｉｔ 软件进行分析后选择

１２０ｎｔ ⁃１６９４ｎｔ 的 ＮＰ 基因保守区，利用在线软件

Ｐｒｉｍｅｒ Ｅｘｐｌｏｒｅｒ Ｖ４ 设计六套引物（包括外引物 Ｆ３ ／
Ｂ３ 和内引物 ＦＩＰ 和 ＢＩＰ），利用 ＬＡＭＰ ｒｅａｌ ｔｉｍｅ ｔｕｒｂｉ⁃
ｄｉｍｅｔｅｒ ＬＡ⁃３０２ 对不同引物对的反应进程和结果进

行监测、筛选，并确定引物混合液的反应比例。
１􀆰 ２􀆰 ３　 ＳｅＶＲＴ⁃ＬＡＭＰ 检测反应体系的建立

４９２
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根据 Ｌｏｏｐａｍｐ ＲＮＡ Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ Ｋｉｔ 说明书，摸
索 ＳｅＶＲＴ⁃ＬＡＭＰ 的反应体系中各组分的浓度及比

例，将含有反应液的反应管至于 ＬＡＭＰ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ｔｕｒ⁃
ｂｉｄｉｍｅｔｅｒ ＬＡ⁃３０２ 仪器中进行等温扩增，根据该仪器

预设的参考标准，设定反应速度曲线峰值超过 ０􀆰 １
时判为阳性。
１􀆰 ２􀆰 ４　 ＳｅＶ ＲＴ⁃ＬＡＭＰ 反应产物的鉴定

（１）ＳｅＶ ＲＴ⁃ＬＡＭＰ 产物的 ＬＡＭＰ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ｔｕｒｂｉ⁃
ｄｉｍｅｔｅｒ ＬＡ⁃３０２ 仪鉴定：提取 ＳｅＶ 细胞培养物总

ＲＮＡ，用已建立的 ＳｅＶ ＲＴ⁃ＬＡＭＰ 检测，同时提取

ＢＨＫ⁃２１ 正常细胞作为阴性对照。 利用 ＬＡＭＰ ｒｅａｌ⁃
ｔｉｍｅ ｔｕｒｂｉｄｉｍｅｔｅｒ ＬＡ⁃３０２ 仪实时监测反应情况，以图

文的形式显示反应过程中各反应速率和时间。 设定

有效反应时间为 １ ｈ，即在 １ ｈ 内当 ＬＡＭＰ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ
ｔｕｒｂｉｄｉｍｅｔｅｒ ＬＡ⁃３０２ 仪分析线形图的线形峰值超过

预定标准 ０􀆰 １ 时，柱形图底部显示为红色，即反应判

为阳性，其中蓝色部分代表反应产物的量，数值越高

表示产物的量越大。
（２）ＳｅＶ ＲＴ⁃ＬＡＭＰ 产物的可视化鉴定：在反应

管中预先加入荧光目视检测试剂（ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｄｅ⁃
ｔｅｃｔｉｏｎ ｒｅａｇｅｎｔ），待反应结束后用肉眼观察反应液颜

色变化。 阳性样品的反应液颜色呈绿色荧光，阴性

无色透明。
１􀆰 ２􀆰 ５　 ＳｅＶ ＲＴ⁃ＬＡＭＰ 的特异性试验

取 ＳｅＶ、ＭＨＶ、Ｅｃｔ、ＰＶＭ、ＭＶＭ 和 Ｒｅｏ⁃３ 等几种

小鼠常见病毒的细胞培养物，用 １􀆰 ２􀆰 １ 的方法提取

各自核酸，采用所建立的 ＳｅＶ ＲＴ⁃ＬＡＭＰ 方法的引物

进行特异性实验。
１􀆰 ２􀆰 ６　 ＳｅＶ ＲＴ⁃ＬＡＭＰ 的敏感度试验

将提取的 ＳｅＶ ＲＮＡ 进行 １０ 倍比稀释为 １００ ～

１０ － ６的 ７ 个稀释度，用所建立的方法进行扩增，监测

实时扩增曲线。 同时针对仙台病毒保守基因 ＮＰ 蛋

白序列设计 ＰＣＲ 引物如下（产物长度为 ７６６ ｂｐ）：
Ｆ： ５’⁃ＧＧＡＧＴＡＡＡＣＧＣＣＧＡＴＧＴＣＡＡＡ⁃３’
Ｒ： ５’⁃ＧＣＴＧＣＡＴＴＧＣＣＴＴＧＴＴＣＴＧＴＡ⁃３’
将倍比稀释 ７ 个样本进行 ＲＴ⁃ＰＣＲ 扩增，对两

种方法的结果进行比较。
１􀆰 ２􀆰 ７　 ＳｅＶ ＲＴ⁃ＬＡＭＰ 的现地试验

对本站送检的 ９２ 份小鼠样品采集全血，提取核

酸用所建立的 ＲＴ⁃ＬＡＭＰ 方法、ＲＴ⁃ＰＣＲ 以及间接

ＥＬＩＳＡ 诊断试剂盒进行检测，比较三种方法的试验

结果。

２　 结果

２􀆰 １　 ＳｅＶ ＲＴ⁃ＬＡＭＰ 引物的筛选及反应体系建立

用在线软件 Ｐｒｉｍｅｒ Ｅｘｐｌｏｒｅｒ Ｖ４ 设计 ６ 套引物，
按照 Ｌｏｏｐａｍｐ ＲＮＡ

Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ Ｋｉｔ 设定 ２５ μＬ 反应体系：２ ×反应

缓冲液（ＲＭ） １２􀆰 ５ μＬ、ＦＩＰ（４０ ｐｍｏｌ ／ Ｌ） １ μＬ、ＢＩＰ
（４０ ｐｍｏｌ ／ Ｌ）１ μＬ、Ｆ３（５ ｐｍｏｌ ／ Ｌ）１ μＬ、Ｂ３（５ ｐｍｏｌ ／
Ｌ）１ μＬ、酶溶液（ＥＭ） １ μＬ、去离子水 ２􀆰 ５ μＬ、ＳｅＶ⁃
Ａ ＲＮＡ 模板 ５ μＬ。 ＬＡＭＰ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ Ｔｕｒｂｉｄｉｍｅｔｅｒ ＬＡ⁃
３０２ 仪 ６３℃扩增时间 １ ｈ。 浊度仪实时跟踪结果柱

状图（见图 １）显示 Ｂｌｏｃｋ Ａ 中的 １、２ 和 ３ 号孔扩增

反应明显，４、５ 和 ６ 号孔有不同程度的扩增，阴性对

照无扩增反应。 而浊度仪实时跟踪结果曲线图显示

仅 １、２ 和 ３ 号孔在 ６０ ｍｉｎ 内出现了阳性峰值，且以

１ 号孔扩增效率最高，因此选定 １ 号孔对应引物为

本方法的工作引物（表 １）。

　 　 表 １　 ＳｅＶ ＲＴ⁃ＬＡＭＰ 引物序列

　 　 Ｔａｂ． １　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ＲＴ⁃ＬＡＭＰ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＳｅＶ
引物

Ｐｒｉｍｅｒｓ
序列

Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ
Ｆ３ ５′⁃ＣＡＴＣＴＴＡＡＴＡＡＣＧＧＧＴＧＣＴＧ⁃３′
Ｂ３ ５′⁃ＣＣＡＡＴＡＧＧＴＣＡＴＧＴＣＡＡＣＴＧＴＡ⁃３′
ＦＩＰ ５′⁃ＴＧＴＧＡＴＴＴＣＣＡＡＡＴＣＣＡＡＡＧＴＧＧＡＴＡＴＡＡＴＧＧＡＡＴＣＴＣＣＡＣＡＧＧＡ⁃３′
ＢＩＰ ５′⁃ＡＣＡＡＡＴＴＧＡＴＣＴＡＴＧＡＴＣＣＣＧＡＴＣＣＧＡＣＡＴＣＴＣＴＧＡＣＣＴＴＧＣＴＡＡ⁃３′

２􀆰 ２　 ＳｅＶ ＲＴ⁃ＬＡＭＰ 的可视化鉴定比较

从仪器监控的反应进程（见图 ２）可见，ＳｅＶ 反应

体系在 ３２ ｍｉｎ 左右启动，峰值超过 ０􀆰 １，阴性对照无

反应，结果与预期相符。 反应结束后用肉眼观察，ＳｅＶ
的反应颜色呈绿色荧光，阴性对照无色透明（见图

３），与 ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ｔｕｒｂｉｄｉｍｅｔｅｒ ＬＡ⁃３０２ 仪监测结果一致，

表明添加 ＦＤ 后所呈现的颜色反应具有特异性。
２􀆰 ３　 ＳｅＶ ＲＴ⁃ＬＡＭＰ 的特异性试验

以 ＳｅＶ 为阳性对照，ＲＮＡ 洗脱液为阴性对照，
检测 ＰＶＭ、Ｒｅｏ⁃３、ＭＨＶ、ＭＶＭ 和 Ｅｃｔ 等病毒，结果

（见图 ４）显示只有 ＳｅＶ 检测结果为阳性，其余病毒

均为阴性，表明所选引物对 ＳｅＶ 具有强特异性。

５９２
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注：１ － ６． 引物；７． 阴性对照。

　 　 图 １　 ＳｅＶ ＲＴ⁃ＬＡＭＰ 引物的 Ｒｅａｌ Ｔｉｍｅ Ｔｕｒｂｉｄｉｍｅｔｅｒ ＬＡ⁃３０２ 仪筛选结果

Ｎｏｔｅ：１ － ６． Ｐｒｉｍｅｒｓ； ７． Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ．

　 　 Ｆｉｇ． １　 Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＳｅＶ ＲＴ⁃ＬＡＭＰ ｐｒｉｍｅｒｓ ｂｙ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ｔｕｒｂｉｄｉｍｅｔｅｒ ＬＡ⁃３０２

注：１． ＳｅＶ 细胞培养物；２． 阴性对照；３． ＢＨＫ⁃２１ 正常细胞对照。

　 　 图 ２　 ＳｅＶ ＲＴ⁃ＬＡＭＰ 产物的 ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅＬＡ⁃３２０ Ｔｕｒｂｉｄｉｍｅｔｅｒ 仪鉴定分析

Ｎｏｔｅ． １． ＳｅＶ ｓｔｒａｉｎｓ； ２． Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ； ２． ＢＨＫ⁃２１ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓ．

　 　 Ｆｉｇ． ２　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ＳｅＶ ＲＴ⁃ＬＡＭＰ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｂｙ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ｔｕｂｉｄｉｍｅｔｅｒ

注：１􀆰 １． ＳｅＶ 细胞培养物；２． ＢＨＫ⁃２１ 正常细胞对照；
３． 阴性对照。

　 　 图 ３　 ＲＴ⁃ＬＡＭＰ 反应体系加入目测荧光染料显色

Ｎｏｔｅ． １． ＳｅＶ ｓｔｒａｉｎｓ；２． ＢＨＫ⁃２１ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓ； ３． Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ．

　 　 Ｆｉｇ． ３　 Ｖｉｓｕａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＲＴ⁃ＬＡＭＰ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｂｙ
ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｒｅａｇｅｎｔ

２􀆰 ４　 ＳｅＶ ＲＴ⁃ＬＡＭＰ 的灵敏度试验

提取病毒滴度为 ０􀆰 ２１ × １０５ ＴＣＩＤ５０的 ＳｅＶ 细胞

培养物中总 ＲＮＡ，测定其浓度为 ８６ ｎｇ ／ μＬ，进行 １０
倍比稀释为 １００ ～ １０ － ６ 的 ７ 个稀释度，用所建立的

ＳｅＶ ＲＴ⁃ＬＡＭＰ 方法进行扩增，ＬＡＭＰ Ｒｅａｌ Ｔｉｍｅ Ｔｕｒ⁃

ｂｉｄｉｍｅｔｅｒ （ＬＡ⁃３０２）的监测曲线（见图 ５）显示，１ 号

孔到 ３ 号孔都有显著的扩增，４ 号孔有一定程度的

扩增。 在 １ ｈ 时间内，随着模板浓度的降低，扩增时

间逐渐延后，但扩增斜率基本保持不变，４ 号孔相对

较为滞后，在 ６８ ｍｉｎ 左右峰值超过 ０􀆰 １。 结果显示

４ 号孔即 ８􀆰 ６ × １０ － ３ｎｇ ／ μＬ 为其最低检出量。 上述 ７
份样品的 ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测结果（见图 ６），当 ＲＮＡ 浓度

稀释至 ０􀆰 ８６ ｎｇ ／ μＬ 时 ＲＴ⁃ＰＣＲ 方法能检出，经测序

证实检出片段正确。 由此可见 ＲＴ⁃ＬＡＭＰ 方法的敏

感性明显高于 ＲＴ⁃ＰＣＲ 方法。
２􀆰 ５　 ＳｅＶ ＲＴ⁃ＬＡＭＰ 的现地试验

上海实验动物质量监督检验站送检的 ９２ 份小

鼠样品采集全血，提取核酸用所建立的 ＲＴ⁃ＬＡＭＰ
方法、ＲＴ⁃ＰＣＲ 进行检测，血清用间接 ＥＬＩＳＡ 诊断试

剂盒进行检测，其中 ＲＴ⁃ＬＡＭＰ 和 ＲＴ⁃ＰＣＲ 方法各检

出阳性 ４ 份，二者符合率 １００％ ；间接 ＥＬＩＳＡ 方法根

据 ＥＢＩ 试剂盒说明书判定标准检出阳性 ４ 份，弱阳

性 １ 份（判为疑似），用中国生物药品鉴定所小鼠仙

台病毒试剂盒重复检测检出阳性样品为 ４ 份，与其

６９２
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注： １． ＳｅＶ； ２． ＭＨＶ； ３． Ｅｃｔ； ４． ＰＶＭ； ５． ＭＶＭ； ６． Ｒｅｏ⁃３； ７． 阴性对照。

　 　 图 ４　 特异性试验 ＳｅＶ ＬＡＭＰ 的 Ｒｅａｌ Ｔｉｍｅ ＴｕｒｂｉｄｉｍｅｔｅｒＬＡ⁃３０２ 分析

Ｎｏｔｅ． １： ＳｅＶ；２： ＭＨＶ；３： Ｅｃｔ；４： ＰＶＭ；５： ＭＶＭ；６： Ｒｅｏ⁃３；７： Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ．

　 　 Ｆｉｇ． ４　 Ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｔｅｓｔ ｏｆ ＳｅＶ ＬＡＭＰ ｗｉｔｈ ａ ＬＡ⁃３２０ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ｔｕｂｉｄｉｍｅｔｅｒ

注： １ ～ ７􀆰 １００ ～ １０ － ６稀释度的 ＳｅＶ； ８． 阴性对照。

　 　 图 ５　 不同稀释度的 ＳｅＶ ＲＴ⁃ＬＡＭＰ Ｒｅａｌ Ｔｉｍｅ Ｔｕｒｂｉｄｉｍｅｔｅｒ （ＬＡ⁃３０２）分析

Ｎｏｔｅ． １ － ７： １００ － １０ － ６ ｓｅｒｉａｌ ｄｉｌｕｔｉｏｎｓ ｏｆ ＳｅＶ； ８： Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ．

　 　 Ｆｉｇ． ５　 Ｖａｌｉｄａｔｉｏｎ ｏｆ ＳｅＶ ＲＴ⁃ＬＡＭＰ ａｓｓａｙ ｂｙ ｓｅｒｉａｌ ｄｉｌｕｔｉｏｎｓ ｏｆ ｖｉｒｕｓ ｗｉｔｈ ａ ｔｕｒｂｉｄｉｍｅｔｅｒ （ＬＡ⁃３２０）

注：Ｍ． ＤＬ２０００ ｍａｒｋｅｒ；１ ～ ７􀆰 １００ － １０ － ６

稀释度的 ＳｅＶ； ８． 阴性对照。

　 　 图 ６　 不同稀释度 ＳｅＶ 的 ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测

Ｎｏｔｅ． Ｍ． ＤＬ２０００ ｍａｒｋｅｒ；１ － ７􀆰 １００ － １０ － ６ ｓｅｒｉａｌ
ｄｉｌｕｔｉｏｎｓ ｏｆ ＳｅＶ；８． Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ．

　 　 Ｆｉｇ． ６　 ＲＴ⁃ＰＣＲ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｏｆ ＳｅＶ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｉｌｕｔｉｏｎｓ

余两种方法符合率 １００％ ，经过对样品编号核实，
ＥＢＩ 试剂盒检出弱阳性样品为转基因小鼠，其弱阳

性结果可能为非特异性本底增高。 从反应时间看，
所建 ＲＴ⁃ＬＡＭＰ 方法全程反应仅 １ ｈ，其效率远远超

过其余两种方法。

３　 讨论

核酸检测对于仙台病毒早期检测以及转基因小

鼠、免疫缺陷小鼠的检测等有着重要的意义，本研究

旨在通过建立一种新型的核酸检测方法，从而让仙

台病毒在实验动物质量监控领域的检测变得更为精

准便捷。 ＬＡＭＰ 方法相比较传统 ＰＣＲ 而言有着检

测更迅速、灵敏，适用于各种实验条件（尤其是县市

基层）的快速检测使用等优点，因而有很大潜力。
由于 ＬＡＭＰ 反应高效的特点，一般在较低的反

应速率下仍可产生大量的产物，而低反应速率和

ＬＡＭＰ 反应的原理矛盾，属于假阳性反应。 目前多

数建立的 ＬＡＭＰ 反应方法多采用琼脂糖凝胶电泳紫

外线分析显像来判定结果，只能分析 ＬＡＭＰ 反应的

最终结果，且存在气溶胶污染实验室的危险，由于缺

乏对反应的实时监控很难排除这些干扰因素，不能

对检测结果做出准确的判定［１０］。 而本研究在建立

方法的过程中采用 ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ Ｔｕｂｉｄｉｍｅｔｅｒ （ ＬＡ⁃３２０）
混浊仪进行实时监测。 其原理是通过加热使 ＬＡＭＰ

７９２
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反应进行，同时在反应管一侧装有 ６５０ ｎｍ 的发光二

极管（ＬＥＤ），控制入射光强度，在其相对一侧装有光

电二极管（ｐｈｏｔｏｄｉｏｄｅ，ＰＤ），控检测射光强度，由于

ＬＡＭＰ 反应中生成副产物白色硫酸镁沉淀，造成光

强度差异。 在计算机联机软件上，通过调整反应基

线和每 ６ ｓ 检测一次浊度，用自动设定临界值的方

式由 ＬＡＭＰ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ｔｕｒｂｉｄｉｍｅｔｅｒ （ ＬＡ⁃３０２）仪给出

的 Ｃｔ 值与 ＲＮＡ 的拷贝数之间存在较好的线性关

系． 当实时浊度判断曲线超过阈值时即判断为阳性，
否则为阴性，因此，这种方式不但可以实时监控，也
可以进行模板核酸的定量［９，１１，１２］。 使用该仪器可以

直观、实时的观察反应的进行情况，并通过设置分析

标准可以排除假阳性和非特异反应等干扰因素，同
时也可避免 ＬＡＭＰ 产物开盖电泳检测对实验室污染

的威胁。
与早期核酸检测方法相比，ＲＴ⁃ＬＡＭＰ 可通过一

步法完成且反应在等温条件下进行，没有核酸的变

复性过程，既节省了时间又减少了 ＲＮＡ 酶和扩增核

酸的污染机会［１３］。 更重要的是，扩增反应只有在六

条引物完全与识别的靶序列中八个结合区匹配的情

况下才能顺利进行，所有这些特性在很大程度上减

少了扩增反应背景，使检测特异性得到改善［１４］。
引物的设计及筛选是成功建立 ＲＴ⁃ＬＡＭＰ 方法

的关键，本实验针对仙台病毒 Ｎ 基因的保守序列设

计了 ６ 组引物，扩增结果显示其中 ４ 组引物均可用

于检测，根据实时监控曲线最终确定了启动时间最

早峰值最高的 １ 号引物组为最优引物。 敏感性与特

异性实验结果显示对于仙台病毒的检测，ＲＴ⁃ＬＡＭＰ
扩增敏感性比 ＲＴ⁃ＰＣＲ 扩增技术提高了 ２ 个数量

级，且特异性良好，与常见的几种小鼠病毒均不发生

交叉反应。 ＬＡＭＰ 扩增过程中产生大量的焦磷酸镁

沉淀使反应液呈现浑浊，在反应管中预先加入荧光

目视检测试剂，阳性样品呈现肉眼可见的绿色荧光，
可直接观察无需琼脂糖凝胶电泳从而进一步防止气

溶胶的污染。
本实验用所建立的方法与间接 ＥＬＩＳＡ 方法及

ＲＴ⁃ＰＣＲ 方法对上海市质量监督检验站送检的 ９２
份小鼠样品同时检测并对结果进行了比较。 三种方

法的阳性检出率 １００％符合，但由于样品数量（尤其

是阳性样品的数量）有限，并不能完全体现统计学

价值，在今后 ＳｅＶ 的检测工作中将继续进行 ＲＴ⁃
ＬＡＭＰ 与其余检测方法的比较研究。 任何一种方法

都具优缺点，间接 ＥＬＩＳＡ 方法检测血清中抗体，简
便快捷，可以满足常规动物检测需要；而 ＲＴ⁃ＬＡＭＰ

和 ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测抗原，因此对于发病早期尚未产生

抗体的动物、免疫缺陷不易产生抗体的动物以及在

检测时易发生 Ａ 本底值升高的转基因动物，采用抗

原检测方法更为准确。 ＬＡＭＰ 法最大的弊端在于实

验中对于污染控制要求极为严格，本研究所建立方

法采用浊度仪实时监控并用目测法判定结果，尽量

降低了开盖跑胶造成污染的可能性，该方法操作简

便、敏感性特异性好，便于推广，进一步优化、完善后

在仙台病毒的检测方面有一定应用潜力。
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