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摘要:参考新城疫病毒融合基因(fusion gene , F gene) 序列，设计了 2 对能够特异性地识别 F 基因上的 6 个区域的引

物，并以此建立了一种简单、快速、有效的环介导逆转录等温扩增(RT-LAMP)方法检测 NDV. 试验结果表明:该方法

用时短(2 h 内完成)、特异性好而且灵敏度高，最小检测限可达 1∞ pg;对人工发病样品进行鸡胚分离和 R1可AMP 检

测，二者的阳性符合率高达 93.5% ;同时采用镜离子沉淀对检测结果进行可视化处理，方便利用肉眼直接观察.
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Abstract:A simple , rapid and effective reverse transcriptase loop-mediated isothermal amplification(RT­

LAMP) method was developed hy using two pairs of specific primers targeting the 6 district sequences of 

the fusion gene of the newcastle disease virus (NDV). This RT-LAMP method can rapidly amplified the 

NDV within 2 h and was highly sensitive and specific. The detection limits was 100 pg hy using a serial 

lO-fold dilution of RNA. Result of detection of clinical samples showed a good correlation hetween the 

chicken emhryo separation and the RT-LAMP (coincidence 93.5% ). The presence of the NDVs could 

he detected in a simple manner through visual assessment hy adding Mg2 
+ into the system to produce a 

white precipitate. 
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新城疫病毒 (newcastle disease vin风 NDV) 是危

害养禽业的一种重要的急性、高度接触性传染病病

原.新城疫自 1926 年报道爆发以来，已经在世界范

围内造成了广泛的传播和流行，使得养禽业遭受巨
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大的经济损失[1) 目前常用的检测方法除了传统的

鸡胚分离法之外，还有 HA 及四、免疫荧光试验、

ELISA 和免疫胶体金试纸条等常规检测方法.常规

诊断方法或是实验周期长、操作步骤繁琐或是容易
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出现交叉污染等，均存在一定的缺陷.分子生物学检

测方法在快速检测病原方面具有非常明显的优势，

现在已建立了多种针对 NDV 的 RT-PCR 方法[叫，可

以在很短的时间内检测出病毒的存在，大大加快了

检测速度.

环介导等温扩增技术 (loop-mediated isothermal 

amplification , LAMP) 是 Notomi 等[6] 在 2000 年建立

的一种新的核酸扩增方法，这种方法采用 4 条引物，

分别识别目的基因中的 6 个位点，其中内引物含有

目的基因的正向序列及反向互补序列，主要起启动

LAMP 反应及其扩增的作用;而外引物主要通过

DNA 链置换反应而生成单链 DNA. 反应终产物(许

多大小不一茎环状的重复序列)在电泳凝胶中呈阶

梯状的特殊条带.该方法特异性强;而且扩增效率十

分高，反应灵敏.若在 LAMP 反应体系中加入反转录

酶，则可以一步完成 RNA 的检测.该方法的检测是

连续等温的条件下进行的，仅需恒温水浴锅，且反应

不需要开盖，在一管内完成全部检测，避免后续操作

污染.同时还可利用不同的方法对结果进行可视化

处理，使得结果的观察和判定具有直观性[叫.

本文建立了针对 NDV F 基因的特异环介导逆转

录等温扩增( RT-LAMP) 方法，并以出现镜离子白色

沉淀作为结果的判定标准，可较快速、准确地检测出

NDV，对临床样品的检测也达到较高的准确性，可作

为一种新的 NDV 检测方法使用.

1 材料与方法

1. 1 种毒

NDV F48E9 株、4 株己鉴定的 NDV 分离株(GM-

03 、 GD-05 ， DH-04 、 GD-99 )、已鉴定的 AIV 分离株

(HINl 、 H3N2、自Nl 、四N2 亚型)、禽传染性支气管

炎病毒(IBV) 及禽传染性喉气管炎病毒( ILTV) 等毒

株均由华南农业大学传染病学教研室禽病组保存并

提供.

1. 2 主要试剂

RNA 抽提试剂盒、 Reverse Transcriptase XL 

(AMV) 、 DNA Marker DL2000 、 dNTPs 等为宝生物工

程(大连)有限公司产品 j Bst DNA 聚合酶大片段为

纽英伦生物技术(北京)有限公司产品 j Betaine 甜菜

碱为 Sigma.公司产品.

1. 3 引物设计

采用 Primer premier5. 0 软件，根据已有 NDV F 

基因的保守序列进行引物设计，送上海英竣生物有

限公司合成.各引物依次为 Outer (F) : 5'-GAGCT­

GTGTCCGTCTGACAAA-3' j Outer (R) : 5'-TATA­

AAGCGTCTCTGCCTCCT-3' j Inner (F): 5'-CCT-

GTCTGAGATGAGTATATGTTTTTATGGAAGGCCTCT­

TGCAGCTG-3' j Inner (R) : 5'-AAAGAGGCGTGTG­

CAAAAGCCTTTTTGCGGATAGAATCACCAAGGG-3'. 

1. 4 RT-LAMP 检测方法的建立

采用 RNAiso Reagent 抽提试剂盒对试验所用的

NDV 毒株以及 AIV.、 IBV 和 ILTV 毒株进行 RNA 抽

提，具体操作参照说明书进行. RT-LAMP 反应体系

为 40μL，各组分分别为 :ddHzO 8. 5μL ， dNTPs (2.5 

mmollL) 6μL ， MgS04 1. 5μL ， Betaine ( 100μmol/L) 

5μL ， 10 x Bst Buffer 2. 5μL ， Inner F&R 各 2μL(20

pmol/μL) , Outer F&R 各 0.25μL(20 pmol/μL) , Bst 

酶 lμL(8 U) , AMV 1μL( 5 U) ，抽提所得的 RNA

10μL，混匀.然后 65 "c水浴1. 5 h ，水浴结束后，

80 "c灭活 2 min ，再 7 500 r/min 离心 5 min ，或取反

应产物 5μL 在 10 glL 琼脂糖凝胶电泳，观察结果-

1. 5 RT-LAMP 产物的双酶切鉴定

取 RT-LAMP 反应产物采用限制性内切酶 Hinf 1 

和 Dpn 1 进行双酶切鉴定，所得酶切片段预计为 164

bp. 在 PCR 仪 37 "c作用 30 min 后，取反应产物 5

件L 在 10 glL 琼脂糖凝胶电泳并观察.

1. 6 可视化结果处理

在 RT-LAMP 反应体系中加人一定量的镜离子

与 DNA 扩增反应中生成的 PzO~- 离子进行反应，生

成的 MgZ PZ 07 为白色沉淀.具体反应如下:

(DNA)川 +dNTP→(DNA)n + PzO~­

PzO~- + Mgz+ • MgZPZ 0 7 • 
RT-LAMP 完成后，产物 7 500 r/min 离心 5 min , 

然后将离心管置于光亮处观察有元白色沉淀生成.

1. 7 临床样晶的 RT-LAMP 检测

将 NDV F48E9 病毒液以 0.2 mν只的剂量对 6

周龄的非免疫健康鸡进行点眼滴鼻，其攻毒量为

LD50 = 10 -5.7 mL -1 ，总计攻毒鸡只为 40 只，另有 10

只鸡作为空白对照.攻毒后第 2 d 开始采集泄殖腔

和咽拭子用于检测，每天随机采集 10 只，连续采集

9 d. 将采集到的棉拭子充分拧干后除去拭子，悬液

经3000 r/min离心 10 min ，取上清液分别作 RT­

LAMP 及鸡胚病毒分离检测.

2 结果

2.1 RT-LAMP 特异性检测

利用已合成的 NDV F 基因特异引物，对 4 株

NDV 分离株进行 RT-LAMP 扩增，见图1. 4 株 NDV

分离株的电泳泳道均有特异的阶梯状条带出现，符

合 LAMP 的电泳特征，证明该方法能够成功检测出

NDV. 

利用建立的方法对 NDV F48E9 标准株、禽流感
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M. DNAmarkerDL2000;1-4: 己鉴定的 NDV 分离株 ;5 :生理盐水阴

性对照

M:DNA marker DL2000;1 -4:NDV isolates;5:control 

图 1 RT-LAMP 的特异性检测电泳图

Fig.l The NDV result of the RT-LAMP 
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M : DNA marker DL 2000; 1: NDV F48四毒株 ;2 - 5 :AIV 分离株 ;6:

IBV 毒株; 7: ILTV 毒株

M: DNA marker DL2000; 1: NDV F48E9 ;2 - 5: AIV isolates;6: IBV iso­

late; 7: ILTV isolate 

图 2 RT-LAMP 的特异性检测结果

Fig.2 The result of the specific evaluation of RT-LAMP 

分离株( HINl 、 H3N2 、 H5Nl 、 H9N2 亚型)、 IBV M41 

毒株以及 ILTV 分离株进行扩增，结果见图 2. 电泳

图显示:仅在 NDV F48E9 的泳道中有特异性的电泳

条带出现，空白对照及其他的病毒毒株泳道均元条

带，说明该方法对 NDV 具有良好的特异性.

2.2 RT-LAMP 可视化结果

利用反应体系中 Mg2 + 与扩增副产物焦磷酸离

子形成的白色焦磷酸镜沉淀，对 RT-LAMP 扩增进行

可视化处理，肉眼判定结果，如图 3. 1 号管 (NDV

GM-D3) 与 3 号管(F48E9 )管底出现了白色沉淀(图

中箭头所指) ，而 2 号管(空白对照)与 4 号管

(AIVH5Nl)管底处则无.本试验其余 3 株 NDV 分

离株均能产生肉眼可见的沉淀，其余的流感毒株以

及 IBV 和 ILTV 毒株均无沉淀生成，说明沉淀的生成

具有特异性.

2.3 RT-LAMP 产物的双酶切鉴定

用 Hinf 1 和 Dpn 1 限制性内切酶对 RT-LAMP 产

物进行双酶切鉴定，结果(图 4) 表明，本试验中的

RT-LAMP 产物确实由 NDV F 基因扩增所得，设计的

引物具有良好的反应性和特异性.

2.4 RT-LAMP 的灵敏性检测

抽提 NDV F48E9 株的总 RNA ，进行 10 倍稀释

至 lo 5 ，再进行 RT-LAMP 检测.结果显示该方法的

最低检测限约为 100 陀，结果见图 5.

2 3 4 

I:NDV 分离株 GM-D3;2:生理盐水空白对照 ;3: F48E9 毒株 ;4:AIV­

H5N1 

1: NDV isolate (GM -D3 ) ; 2: control; 3 : F48 E9 isolate; 4: AIV strain 

H5N1 subtyp 

图 3 RT-LAMP 特异性检测的可视化结果

The visual result of the specific evaluation of RT-LAMP Fig.3 
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M : DNA marker DL2000; 1 : GD 一 01 一 01Go;2:GD -01 -02Go;3:GD-

94;4: GD -99;5: La Sota;6: F48E9;7:空白尿囊液对照 contral

图 4 RT-LAMP 产物的双酶切鉴定

Fig.4 The result of enzyrnatic cligestion by Hinf 1 and Dpn 1 
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M :DNA marker DL2000; 1 :100 ng;2 :10 ng;3: 1 ng; 4: 100 pg;5: 10 pg; 

6: 空白尿囊液对照 contral

图 5 RT-LAMP 的敏感性检测电泳图

Fig.5 The result of the sensitivity evaluation of RT-LAMP 

2.5 RT-LAMP 人工发病样晶检测

采用鸡胚分离法与 RT-LAMP 方法同时检测攻

毒后的第 2 -9 d 采集的鸡咽喉、泄殖腔拭子，并对这

2 种方法的检出率和符合率进行了比较.结果表明，

在攻毒后第 3 d 用 RT-LAMP 方法即可检出发病样品

中的 NDV ，且 2 种方法总检出符合率可达 93.5%.

3 讨论

环导恒温扩增技术是一种能在恒温的条件下快

速、准确、特异地扩增目的基因的技术.目前已具有
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多种将 LAMP 结果可视化的方法，如镜离子沉淀

法[7] 、阳离子沉淀[9] 、荧光探针法[10] 等.在试验中更

可通过测定沉淀生成量来推算参加反应的 DNA 量，

进行更精确的测定[11] 通过在内引物处设计相应的

酶切位点即可进行产物的回收，从而方便进一步的

研究.而且通过添加 Iρop 引物的方法更可将其反应

速度进一步提高，可缩短约一半的反应时间[口

RT-LAMP 方法与传统的鸡胚分离法相比，鸡胚

分离法准确性较好，但一次试验耗时 4 -7 d ，不利于

快速诊断和采取相应的措施;RT-LAMP 方法操作简

便，仪器要求较低，只需恒温水浴箱和离心机，而且

结果可进行肉眼观察无需进行凝胶电泳，比较安全

快捷.完成一次 RT-LAMP 可在 2 h 内结束，并通过

观察有元镜离子沉淀判定结果，元需进行电泳检测，

结果的准确性与 RT-PCR 方法相近[11 ， 13]

RT-LAMP 方法在实际应用中，可通过改变 Beta­

i肘， MgS04 和 dNTPs 等组分浓度来控制假阳性结果

的出现另外， RT-LAMP 所用的引物需要识别目的

基因上的 4 个特异位点，因此该方法对于引物的要

求较高，引物比例的调整对于整个体系的优化具有

重要意义[旧5] 同时，合成的引物相对普通引物较

容易失活，因此应注意低温保存.

本试验中 RT-LAMP 方法最小检测浓度可达 100

pg ，证明建立的 NDV RT-LAMP 方法具有较高的灵敏

性;同时，该方法与鸡胚分离法之间符合率达

93.5% ，其作为鉴定 NDV 的一种分子生物学方法具

有较好的准确性.而且， RT-LAMP 方法具有操作简

便、仪器设备要求低、元需开盖检测避免污染等优

点，能有效及时地为禽场提供准确快速的诊断.在实

际生产中尽早地对新城疫进行确诊，将能有效地提

高禽场的应变能力，使禽场尽早地采用相应的处理

措施控制疫情，在实际生产中有着巨大的应用前景.
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