
第 32 卷第 l 期

2011 年 1 月

华南农业大学学报 Vol. 32 , No.l 
Jan. 2011 Journal of 50uth China Agricultural University 

鹅细小病毒 LAMP 快速检测方法的建立
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摘要:根据 GenBank 中登录的鹅细小病毒(GPV)V凹基因序列，利用 PrimerExplorer V3 软件在序列保守区域设计 l

套特异识别 V凹基因序列中 6 个不同区段的环介导恒等温扩增( LAMP) 引物，并以此套引物建立一种基于 LAMP

技术的 GPV 检测方法.结果表明，该方法灵敏度是普通 PCR 方法的 100 倍，只能特异性扩增 GPV DNA，其引物对于

其他常见禽 DNA 病毒均无特异性扩增.在反应体系中加入 5YBR GREEN I 染料后，可通过肉眼观察有元荧光直接

判定结果.该方法特异性强、灵敏度高，重复'性好，为快速检测鹅细小病毒提供了新方法和新思路.
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Development and Evaluation of A Loop-Mediated Isothermal Amplification 
Method for the Rapid Detection of Goose Parvovirus 
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Abstract : By using PrimerExplorer V3 software , a series of specific primers were designed based on the 

nucleotide sequences of goose parvovirus (GPV) VP3 gene available in GenBank. 咀lese primers targeted 

6 distinct conserved sequences of VP3 gene , and serve primers to perfonn a loop-mediated isothennal am­

plification (LAMP). These primers were used to establish rapid LAMP detection of GPV. The results 

showed the LAMP method specifically amplified GPV but not other common avian disease DNA viruses; 

The method was 100 times more sensitive than the conventional PCR method. 币le amplification could be 

finished within 1. 5 h with good specificity and high sensitivity. With the addition of SYBR GREEN dye in 

the reaction mixture , the results could be differentiated hy naked eyes. The results also proved 由at LAMP 

method is a reliahle and accurate assay for rapid detection of goose parvovirus. This assay offers a new 

technique and alternative for detecting goose parvovirus. 
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小鹅瘟又称德舍氏病[1] 是由鹅细小病毒

(Goose parvovin叽 GPV) 引起的雏鹅的一种急性或者

亚急性败血性传染病.本病以消化道，尤其是小肠部

位典型性纤维素性栓塞病变为特征，致病性强，死亡

率高.1956 年我国学者首次发现此病[2]. 1966 年以

来，欧、亚两洲十多个国家相继报道了雏鹅的类似疾

病，后经研究确定该病毒属于细小病毒科，同时证明
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了十多个国家所分离的病毒具有相似的血清型.目

前已建立的小鹅瘟实验室检测方法可分为血清学和

分子生物学诊断方法.血清学方法包括病毒中和试

验、酶联免疫吸附试验、反向间接血凝试验、免疫酶

琼脂扩散试验、免疫过氧化物酶染技术、免疫荧光技

术、精子凝集抑制试验等[3.10] 但上述方法均存在不

同的缺点，或者试验周期较长、或者操作繁琐、或者
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灵敏度不高、或者需要特殊仪器设备等.近年来，斑 TAGCA-3'; BIP: 5'-ATGAACAAAACACTACTACAGCTC-

点杂交法、核酸探针技术、聚合酶链式反应等各种分 CG1'1'CTGCCAAACCA 1'1'CC-3'. 其中，凹和 B3 为外引

子生物学检测方法的建立为 GPV 的快速检测提供了 物， FIP 和 BIP 为内引物.内引物稀释至 50 pmoVμL ， 

极大的便利[11.14J 由 Notomit 等[ 15] 于 2000 年建立的 其余均稀释至 10 pmoVμL 使用.

环介导等温扩增技术(Loop-mediated isothermal am- 1. 4 病毒 RNA 及 DNA 的提取

plification , LAMP) ，其特点是针对靶基因的 6 个区域 1. 4.1 RNA 的提取 参照 TRIzol LS Reagent 使用

设计4 条特异性引物，利用链置换 DNA 聚合酶( Bst 说明书进行病毒 RNA 的抽提.

DNA polymerase) ，在恒温条件(65 oC 左右)高效扩增

核酸，具有特异性强，灵敏度高，扩增高效、快速，操

作简便等优点.且该方法不需要任何贵重的仪器和

试剂，在水浴锅中即可完成反应，特别适合在野外现

场和基层部门应用.迄今己建立了针对多种病原性

细菌、真菌、病毒、寄生虫等的 LAMP 检测方法[1仙

本研究依据 LAMP 原理，针对鹅细小病毒 V凹基因

序列保守区域设计 LAMP 引物，建立了一种快速、实

用、灵敏的 GPV 检测方法.

1 材料与方法

1. 1 毒株

试验所用鹅细小病毒、番鸭细小病毒( Muscovy 

duck parvovims , MDPV) 、鸭肝炎病毒 (Duck hepatitis 

virus ， DHV) 、鸡 J 亚群白血病病毒 (Subgroup J avian 

leukosis virus , AL V -1)、 H5 亚型禽流感病毒( Avian 

influenza virus subtype 町， AIV H5) 、四亚型禽流感

1. 4. 2 DNA 的提取参照 UNIQ-lO柱式病毒 DNA

抽提试剂盒说明书进行病毒 DNA 的抽提.

1. 5 LAMP 方法反应条件的优化及 LAMP 方法的

建立

本试验采用 25μL 反应体系，其中包含以下组

分 :Mg2+ 、 dNTPs 、甜菜碱、Bst DNA 聚合酶、ThermoPol

反应缓冲液、内引物、外引物及 GPV-DNA.

1. 5.1 反应温度的优化试验中扩增温度按照 58 、

61 、63 、65 、67 吃依次递增，从 3 次重复试验中选定最

佳反应温度.

1. 5.2 Ml+ 浓度的优化 在选定的温度下，将

Mg2 + 的终浓度以 1 ，2 ，3 、4 mmoνL 依次递增，从 3 次

重复试验中选定最佳 Mg2 + 浓度.

1. 5. 3 dNTPs 浓度的优化 在选定的温度下，其余

条件不变，将 dNTP 的终浓度以 100 、 200 ， 300 、 400

μmoνL 依次递增，从 3 次重复试验中选定最佳 dNTP

用量.
病毒 (avian influenza vims subtype H9 , AIV H9) 均由

1. 5. 4 甜菜碱浓度的优化 在选定的温度下，其余
广东省农业科学院兽医研究所禽病研究室鉴定并

条件不变，将甜菜碱的终浓度以 0 、 0.4 、 0.8 、
保存.
1. 2 主要试剂与仪器 1. 2 moVL依J妇星增，从 3 次重复试验中选定最佳用量.

Bst DNA 聚合酶大片段为北京纽英伦生物技术 1. 5. 5 Bst DNA 聚合酶浓度的优化在选定的温度

有限公司产品(New England Biolabs) ;柱式病毒 DNA 下，其余条件不变，将 Bst DNA 聚合酶的终浓度以
抽提试剂盒为上海生工生物工程技术有限公司产 0.08 、0.16 ，0.24 、0.32 U 依次递增，从 3 次重复试验

品 ;Ex T.αg 酶、 Pst 1 限制性内切酶、 dNTPs 、 DNA 中确定其最佳用量.
Marker DL2000 均为大连宝生物工程有限公司产品1. 5. 6 引物比例及浓度的优化 在选定的温度下，
TRIzol LS Reagent 为 Invitrogen 公司产品;甜菜碱 其余条件不变，将内、外引物比例按 4:1 ， 8:1 、 12:1 、

( Betaine) 为天泽基因有限公司产品;荧光染料 SYBR 16: 1 依次递增，从 3 次重复试验中确定最佳比例.待
GREEN 1 为杰特伟公司产品 PCR 仪;水浴锅等. 确定最佳引物比例后将外引物终浓度按 0.2 、 0.4 、
1. 3 sl物设计与合成 0.6 、0.8μmoVL 依次递增，内引物按相应的比例加

利用 LAMP 引物在线设计软件 PrimerExplorer ， 人，从 3 次重复试验中确定最佳引物浓度.
根据 GenBank 中的 GPV VP3基因保守区域，设计 1 1. 5. 7 反应时间的优化 在选定的温度下，其余条

套内外引物.其中 PCR 扩增片段为 404 坤， LAMP 扩 件不变，扩增时间按照 15 、30 、45 、60 、75 、90 min 依次

增片段为 201 bp. 经 DNA Star 软件分析 LAMP 扩增 递增，从 3 次重复试验中确定最佳扩增时间.

片段内含有 Pst 1酶切位点1. 5. 8 优化反应条件后 LAMP 检测方法的建立

各引物序列如下:白: 5'-CAGCACTACAGCAG- 根据上述反应条件的优化结果，确定最佳反应条件，

GAAT-3'; 田: 5'-TCC口'GCAGATATATATCCα~3'; F1P: 5'- 建立 LAMP 检测方法，通过琼脂糖凝胶电泳观察试

CGITACAGfCCfACCATAT巳GITfCCGGAAGAACAAGAAι 验结果.
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1. 6 LAMP 产物酶切鉴定

选择 25μL 体系进行酶切鉴定.取 5μL LAMP 

反应产物、2.5μL 10 xH 缓冲液、lμL Pst 1 内切酶、

16.5μL 去离子水，37 "c反应 4 h ，取 5μL 产物进行

琼脂糖凝胶电泳，观察结果.

1. 7 LAMP 的特异性检验

分别以 MDPV 、 DHV 、 ALV-J 、 H5 型、 H9 型禽流

感病毒核酸作为待检样品，以 GPV DNA 为阳性对

照，以经 DEPC 处理的水为阴性对照，经 3 次重复试

验，检验 LAMP 方法的特异性.

1. 8 LAMP 灵敏度检验

将 GPV DNA 按 10 -)、 10 -2 、 10 -3 、 10 -4 、 10 -5 

10 -6 、 10- 7 、 10 -8 和 10- 9 进行稀释，进行 3 次 LAMP

检测，以确定 LAMP 方法的灵敏度.

1. 9 LAMP 的重复性试验

对 8 份不同浓度的 GPV DNA 样品和 1 份 DEPC

水，用已建立的 LAMP 方法进行 8 次独立试验，以检

验 LAMP 方法的重复性.

1.10 LAMP 方法的可视化处理

LAMP 反应结束后，在反应管中加人 1: 10 稀释

的 SYBR GREEN 1 (10 000 x ) 2μL，若结果为阳性，

则肉眼观察可见绿色荧光;反之，则没有荧光.

1. 11 LAMP 与 PCR 检测临床病料结果的比较

将 30 份临床上疑似鹅细小病毒病病死鹅及番

鸭的心、肝、脾等器官(待检病料由广东省农科院兽

医研究所禽病研究室提供)剪碎，用生理盐水制成

1: 10的匀浆，反复冻融 3 次后将匀浆于 5 000 r/min 

离心 10 min ，吸出上清液按1. 4. 2 提取病毒 DNA ，分

别用 PCR(参照胡奇林等[14J 的方法)和本试验所建

立的 LAMP 方法进行检测，对 2 种方法检测结果不

一致的样品用病毒分离和鉴定方法确定，比较 2 种

方法的敏感性.

2 结果

2.1 LAMP 检测方法的建立

根据反应条件的优化结果，确定了最佳反应条

件(表 1 ) .将反应体系中各组分配制好后，放人水浴

锅或 PCR 仪，63 "c反应 1 h 、80 "c反应 5 min 即可.

2.2 LAMP 产物的酶切鉴定

表 1 LAMP 反应体系中各成分及体积

Tab. 1 The compositions concentration and volume of 

LAMP reaction 

成分

白、B3( 10 pmoVμL) 

FIP 、 BIP(50 pmoνμL) 

dNTP( 2.5 mmoνL) 
MgS04 (25 mmoνL) 

10 x ThermoPol 反应缓冲液

Bst DNA 聚合酶(8 U/μL) 

模板 DNA

甜菜碱(5 moVL) 

DEPC 7]( 

总计

2000 bp 

1 000 bp 
750 bp 
500bp 

250bp 

100bp 

M 2 

V/μL 

各1. 5

各 2.4

3.0 

2.0 

2.5 

1. 0 

2.5 

2.0 

4.2 

25.0 

M: DNA Marker DL 2000; 1 : LAMP 扩增产物;2: LAMP 扩增产物的

Pstl 酶切.

图 1 LAMP 产物的 Pst 1 酶切鉴定

Fig. 1 Digest product with Pst 1 

2000 bp 

1000 bp 
750bp 
500 bp 

250bp 
100 bp 

M 234 5 6 7 

M:DNA Marker DL 2000; 1 - 6: 分别为 GPV 、 MDPV、 DHV 、 ALV-J、H5

型 AIV 、 H9 型 AIV;7: 阴性对照

图 2 LAMP 产物的特异性检测结果

Fig.2 The result of specificity of GPV -LAMP method 

Pst 1 特异性酶切结果证明扩增片段正确，得到 2.4 灵敏度检测结果

约 200 bp 大小的目的片段，结果见图1.

2.3 特异性检验结果

如图 2 所示，只有 GPV 样品能扩增出阳性条带，

其他样品均为阴性，表明引物对 GPV 具有专一性.

从图 3 可看出，随着 GPV DNA 稀释度的增加，

LAMP 扩增产物电泳亮度逐渐减弱;此法对 GPV

DNA 最低检测限为 10 -7 同一样品采用常规 PCR ，

其最低检测限为 10 -5 (图 4) ，表明 LAMP 方法比
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PCR 方法灵敏度高 100 倍.

2000 bp 

1 000 bp 
750 bp 
500bp 

250bp 
100 bp 

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

M: DNA Marker DL 2000; 1 - 9 :分别为质粒 DNA 10- 1 、 10 -2 、 10 -3 、

10 -4 、 10 -5 、 10 -6 、 10 -7 、 10 斗、 10 -9稀释倍数 ;10: 阴性对照.

图 3 LAMP 对 GPV 的灵敏性检测结果

Fig. 3 The result of sensitivity of GPV -LAMP method 

250 
100 

M 23456789 

M : DNA Marker DL 2000; 1 - 8 :分别为质粒 DNA 100 、 10 \10 -2 、

10 -3 、 10 -4 、 10 -5 、 10 -6 、 10 -7稀释倍数 ;9: 阴性对照.

图 4 PCR 对 GPV 的灵敏性检测结果

Fig.4 The result of sensitivity of GPV -PCR method 

2.5 LAMP 的重复性试验结果

以 GPV DNA 为模板的 8 次重复试验结果均相

同，表明本研究建立的 LAMP 检测方法具有较高的

稳定性. GPV DNA 重复性检测试验结果见图 5.

2000 bp 

1000 bp 
750 bp 
500bp 

250 bp 

100 bp 

M 2 3 4 5 6 7 8 9 

M:DNA Marker D12跚;1 -8:GPV DNA LAMP 检测结果;9:阴性对照

图 5 GPV DNA 重复性检测结果

Fig.5 The result of GPV DNA duplicate detection by PCR 

2.6 LAMP 方法的可视化处理结果

LAMP 反应结束后，在 RT-LAMP 反应管中添加

SYBR GREEN 1 荧光染料，通过肉眼观察，阳性样品

管能够发出特异绿色荧光，而对照管及阴性管则没

有荧光(图 6) ，表明添加 SYBR GREEN 1 后所呈现

的颜色反应具有特异性.

2 

I:LAMP 阴性扩增产物 ;2:LAMP 阳性扩增产物

图 6 LAMP 产物的可视化处理结果

Fig. 6 Amplified products visualized by adding SYBR GREEN 

1 at the end of the reaction 

2.7 LAMP 与 PCR 对临床样品检测结果的比较

用 LAMP 与 PCR 两种方法对 30 份临床疑似病

例心、肝、脾组织泪合样品进行了检测(表 2) ，由表 2

可见 LAMP 检测方法阳性率为 23.3% (7/30) , PCR 

检测方法阳性率为 20% (6/30). 经 PCR 检测为阳性

的待检病料经 LAMP 方法检测结果均为阳性.经

PCR 检测为阴性而 LAMP 方法检测为阳性的 2 份病

料，取其上清液各接种 4 枚 12 日龄元 GPV 和 MDPV

母源抗体番鸭胚尿囊腔，结果番鸭胚分别于接种后

72 、96 h 死亡曳观察可见死胚出现绒毛尿囊膜水肿，

胚体呈鲜红色，心肌和肝脏变性.收集胚体尿囊液进

行病毒鉴定，结果 1 份为阳性、 1 份为阴性，表明

LAMP 检测方法存在 1 个假阳性结果.

表 2 LAMP 与 PCR 对 GPV 临床检测结果比较

Tab. 2 The comparison of the detection results of GPV c1in­

ical samples by LAMP and PCR 

PCR 
LAMP 

阳性 阴性 合计

阳性 6 7 

阴性 O 23 23 

合计 6 24 30 

3 讨论与结论

LAMP 是近年来新出现的一种检测方法，具有操

作简单、快速高效、高特异性及高灵敏度等优点.建

立 LAMP 检测方法必须从其反应条件，如引物设计、
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目的基因序列长度、环状结构大小、反应体系等方面 结果表明本研究所建立的 LAMP 检测方法具有较高

进行摸索和优化[24) 的临床使用价值，适用于实验室条件较差的基层和

LAMP 反应成分较为复杂，在对 LAMP 反应条件 野外现场对 GPV 进行快速检测.

进行优化时，应重点考虑对影响整个反应的主要成

分如 Mg2 + 浓度、甜菜碱浓度及内、外引物浓度比例

的优化.其中 Mg2 + 含量是影响 LAMP 扩增的主要因

素， Mg2+ 浓度越低，反应特异性越强，但扩增效率明

显下降 ;Mg2+ 浓度升高，虽扩增效率有所提高，但特

异性却受到影响.本试验从 3 次重复试验中选定最

佳 Mg2 + 浓度，在特异性与扩增效率之间确定最佳平

衡点.甜菜碱的作用是保持酶的活性与稳定性，试验

结果表明在不加人甜菜碱的情况下也有 LAMP 扩

增，加人甜菜碱后可以明显增加扩增效率.一般来

说，外引物与内引物的浓度比为 1:4 -1: 10 ，本试验

结果表明在外引物与内引物浓度比达到 1: 16 时扩

增效率较 1: 4 - 1: 12 时有所下降.总之， LAMP 体系

中成分较多，各成分浓度、比例的改变会对反应的重

复性、稳定性造成较大影响.

对各养殖场送检的病料分别进行 LAMP 和 PCR

检测，其中 LAMP 方法检出率为 23.3% ， PCR 方法检

出率为 20.0% ，且经 PCR 检测为阳性的待检病料经

LAMP 方法检测结果均为阳性，表明 LAMP 方法较

PCR 方法敏感性高.但值得注意的是，对 PCR 检测

为阴性而 LAMP 方法检测为阳性的 2 份病料，经病

毒分离和鉴定后，结果 1 份为阳性、1 份为阴性，表明

LAMP 方法存在假阳性.

由于 LAMP 检测方法灵敏度高，本研究所建立

LAMP 方法的灵敏度是 PCR 方法的 100 倍，即对微

量核酸就有很好的扩增效果，若反应体系中受到待

检 DNA 的污染，则很容易出现假阳性结果.其次，在

实际操作中各种实验器具及试剂易受到待检样品污

染也是容易出现假阳性结果的原因之因此在试

验过程中要特别注意严谨操作，应采取各种措施保

持试验器具及试剂不受污染，如分开使用不同的超

净工作台加待检样品与反应体系中其他成分等.

本研究成功建立了 GPV-LAMP 快速检测方法.

结果表明该方法具有较高的特异性和敏感性，其敏

感性是普通 PCR 的 100 倍，且整个扩增反应可在

1. 5h 内完成.在反应体系中添加 SYBR GREEN 1 荧

光染料后，可通过肉眼观察有元荧光直接判定结果，

避免了电泳过程中其他杂质 DNA 的污染，并使得整

个检测过程更加快速、高效.在对临床样品的检测试

验中，通过 LAMP 检测方法与 PCR 检测方法的对比，
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