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猪瘟病毒 ＲＴＬＡＭＰＬＦＤ检测方法的建立与应用
朱俊灵，叶佐东，邓洁汝，勾红潮，陈金顶

（华南农业大学 兽医学院，广东 广州 ５１０６４２）

摘要：【目的】建立一种新型的、能在基层场地进行实时便捷诊断的猪瘟病毒检测方法。【方法】环介导等温扩增技

术（Ｌｏｏｐｍｅｄｉａｔｅｄｉｓｏｔｈｅｒｍａｌａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ＬＡＭＰ）－横向流动试纸条技术（Ｌａｔｅｒａｌｆｌｏｗｄｉｐｓｔｉｃｋ，ＬＦＤ）相结合，针对
猪瘟病毒（Ｃｌａｓｓｉｃａｌｓｗｉｎｅｆｅｖｅｒｖｉｒｕｓ，ＣＳＦＶ）ＮＳ５Ｂ基因设计一套特异性引物及生物素标记探针，结合异硫氰酸荧光
素标记的扩增产物，建立ＲＴＬＡＭＰＬＦＤ检测方法。【结果】所建立的方法能够特异地检测出 ＣＳＦＶ的存在，检测
ＰＲＲＳＶ、ＪＥＶ、ＰＣＶ２等其他病毒均为阴性；所建立的 ＣＳＦＶＲＴＬＡＭＰ方法对 ＲＮＡ的最低检测限为５０ｐｇ；反应快
速，整个扩增反应可在１ｈ内完成；操作简单，不需要ＰＣＲ仪等复杂的仪器，结果可经肉眼观察。【结论】应用ＲＴ
ＬＡＭＰＬＦＤ检测ＣＳＦＶ特异性强、灵敏度高，并且操作安全、简便、快捷，可以满足基层检疫的需要。

关键词：猪瘟病毒；ＮＳ５Ｂ基因；环介导等温扩增技术；横向流动试纸条技术；病毒检测
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　　猪瘟（Ｃｌａｓｓｉｃａｌｓｗｉｎｅｆｅｖｅｒ，ＣＳＦ）是由猪瘟病毒
（Ｃｌａｓｓｉｃａｌｓｗｉｎｅｆｅｖｅｒｖｉｒｕｓ，ＣＳＦＶ）引起的猪的一种
高度接触性、急性传染病。该病的高发病率和高死

亡率给养猪业造成巨大的经济损失，严重危害畜牧

业的发展［１２］。目前对ＣＳＦＶ的实验室诊断方法主要
包括细胞培养分离病毒、实时 ＲＴＰＣＲ等病原学方



法，以及酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）、间接免疫荧光
试验（ＩＦＡ）和中和试验（ＮＴ）等血清学方法［３６］。病

毒分离通常是确诊疫病的经典方法，但由于ＣＳＦＶ不
同毒株的毒力差异很大，ＣＳＦＶ感染猪的临床症状和
病理变化差别很大，一般很难根据临床表现和病理

变化来确诊；实时荧光ＲＴＰＣＲ的方法快速、灵敏，但
对于设施设备等试验条件的要求较高；而 ＥＬＩＳＡ、
ＩＦＡ、ＮＴ等血清学方法在操作简便性、检测敏感性和
特异性方面存在不足［７８］。因此，建立一种快速、简

便、灵敏度较高的检测猪瘟病毒的方法十分有意义。

环介导等温扩增（Ｌｏｏｐｍｅｄｉａｔｅｄｉｓｏｔｈｅｒｍａｌａｍ
ｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ＬＡＭＰ）是在基因的６个区域设计４种特
异引物，然后在恒温条件下特异扩增目的 ＤＮＡ的技
术。与其他检测方法相比，该技术特异性强、灵敏度

高、操作简便，无特殊设备要求，适用于基层及现场

诊断使用［９］。横向流动试纸条（Ｌａｔｅｒａｌｆｌｏｗｄｉｐｓｔｉｃｋ，
ＬＦＤ）法是利用含有生物素 （Ｂｉｏｔｉｎ）标记的 ＬＡＭＰ
扩增产物能与异硫氰酸荧光素（Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎｉｓｏｔｈｉｏｃｙ
ａｎａｔｅ，ＦＩＴＣ）标记的探针特异性杂交，从而与胶体金
标记的抗ＦＩＴＣ的抗体结合形成三元复合物，结合在
含生物素抗体的检测线上，而未杂交的 ＦＩＴＣ标记探
针形成不含生物素的两元复合物，结合在含抗 ＦＩＴＣ
的质控线上［１０］。近年来，ＬＡＭＰＬＦＤ检测方法已经
成功用于许多动物病毒性病原的检测。其优势在于

不仅快速、特异、操作简单，而且避免了琼脂糖凝胶

电泳或荧光染料染色肉眼观察所引起的假阳性。

本研究针对ＣＳＦＶＮＳ５Ｂ基因的保守区域序列设计
ＬＡＭＰ引物。建立了猪瘟病毒ＲＴＬＡＭＰ方法，然后结
合ＬＦＤ技术，建立了一种猪瘟病毒ＲＴＬＡＭＰＬＦＤ检测
方法，该方法简单、快速、灵敏度高，为基层养殖场和兽

医站提供了ＣＳＦＶ初步筛选检测的理想方法。

１　材料与方法
１．１　病毒

猪瘟病毒ＧＸＷ０７株、石门株，日本乙型脑炎病
毒（Ｊａｐａｎｅｓｅｅｎｃｅｐｈａｌｉｔｉｓｖｉｒｕｓ，ＪＥＶ）ＳＡ１４１４２株，猪
繁殖与呼吸综合征病毒（Ｐｏｒｃｉｎｅｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅａｎｄｒｅ
ｓｐｉｒａｔｏｒｙｓｙｎｄｒｏｍｅｖｉｒｕｓ，ＰＲＲＳＶ）ＧＤ０８２株，胸膜肺炎
放线杆菌（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｉｌｌｕｓｐｌｅｕｒｏｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ，ＡＰＰ）均由
华南农业大学兽医学院微生物学与免疫学教研室保

藏；猪圆环病毒２型（Ｐｏｒｃｉｎｅｃｉｒｃｏｖｉｒｕｓ２，ＰＣＶ２）ＬＧ
株油乳剂灭活疫苗购自上海海利生物科技有限公司；

伪狂犬病毒（Ｐｓｅｕｄｏｒａｂｉｅｓｖｉｒｕｓ，ＰＲＶ）ＢａｒｔｈａＫ６１株灭
活疫苗购自哈尔滨维科生物科技有限公司。

１．２　主要试剂
ｄＮＴＰ、ＡＭＶ反转录酶、ＤＮＡ提取试剂盒、ＲＮＡ

提取试剂盒、ＲＲＩ、ＥｘＴａｑＤＮＡ聚合酶和琼脂糖为
ＴａＫａＲａ公司产品；ＢｓｔＤＮＡ聚合酶为ＮｅｗＥｎｇｌａｎｄ公
司产品；硫酸镁、甜菜碱（Ｂｅｔａｉｎｅ）、氯化锰、钙黄绿素
（Ｃａｌｃｅｉｎ）为美国 Ｓｉｇｍａ公司产品；ＲＴＬＡＭＰ引物由
华南农业大学微生物教研室设计，由上海生工生物

工程有限公司合成；核酸试纸条密闭反应装置

（ＬＦＤ）为中国杭州优思达公司产品。
１．３　主要仪器

高压灭菌锅为日本 ＳａｎｙｏＭＬＳ３２０产品。纯水
仪为瑞士ＥＬＡＧ电子有限公司产品。台式冷冻高速
离心机为美国 Ｔｈｅｒｍｏ公司产品。小型高速离心机
为德国Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司产品。ＬＸ１００手掌型离心机
为江苏海门市其林贝尔仪器制造有限公司产品。凝

胶图像分析系统为 ＭＯＬＥＣＵＬＡＲＩＭＡＧＩＮＧ公司产
品。ＡＢＩ９７００ＰＣＲ扩增仪为美国 ＡＢＩ公司产品。
ＤＫ８Ｄ型电热恒温水槽为上海森信实验仪器有限公
司产品。ＢＩＯＲＡＤ电泳仪为 ＰｏｗｅｒｐａｃＢａｓｉｃ公司
产品。

１．４　病毒核酸提取
根据 ＭｉｎｉＢＥＳＴＶｉｒａｌＲＮＡ／ＤＮＡＥｘｔｒａｃｔｉｏｎＫｉｔ

Ｖｅｒ．５０说明书进行ＤＮＡ／ＲＮＡ抽提。
１．５　引物和荧光探针的设计合成

运用 ＰｒｉｍｅｒＰｒｉｍｉｅｒ５０软件，针对 ＣＳＦＶＮＳ５Ｂ
基因的保守序列设计１对ＰＣＲ引物Ｐ１和Ｐ２（表１）。
根据ＬＡＭＰ引物设计原则，应用在线引物设计软件
ＰｒｉｍｅｒＥｘｐｏｒｅｒ４０针对ＣＳＦＶＮＳ５Ｂ基因的保守区域
序列（ＧｅｎＢａｎｋＮｏ．ＥＵ９１５２１１１），进行 ＬＡＭＰ引物
设计。引物包括１对外引物（Ｆ３和Ｂ３）、１对内引物
（ＦＩＰ和 ＢＩＰ）、１条环引物（ＬＢ）以及 １条探针
（Ｐｒｏｂｅ）（表１），所有引物由上海生工生物工程技术
服务有限公司合成并标记（图１）。
１．６　环介导等温扩增技术扩增条件的优化
１．６．１　ＣＳＦＶＲＴＬＡＭＰＬＦＤ检测方法的建立　以
猪瘟病毒 ＧＸＷ０７株基因组 ＲＮＡ为模板，２５μＬ反
应体系包含：１０×ＴｈｅｒｍｏｐｏｌＢｕｆｆｅｒ２５μＬ、ｄＮＴＰ
（２５ｍｍｏｌ·Ｌ－１）４０μＬ、甜菜碱（１０ｍｏｌ·Ｌ－１）２５
μＬ、ＦＩＰ（１０μｍｏｌ·Ｌ－１）＋ＢＩＰ（１０μｍｏｌ·Ｌ－１）４０
μＬ、ＬＦ（１０μｍｏｌ·Ｌ－１）＋ＬＢ（１０μｍｏｌ·Ｌ－１）２０μＬ、
Ｆ３（１０μｍｏｌ·Ｌ－１）＋Ｂ３（１０μｍｏｌ·Ｌ－１）０５μＬ、Ｐｒｏｂｅ
（１０μｍｏｌ·Ｌ－１）２０μＬ、硫酸镁（１００ｍｍｏｌ·Ｌ－１）０５
μＬ、ＢｓｔＤＮＡｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ（８Ｕ·μＬ－１）１０μＬ、ＡＭＶ
反转录酶（５Ｕ·μＬ－１）０５μＬ、模板 ＲＮＡ５μＬ，加
ＤＥＰＣ水至２５μＬ。阴性对照不加模板。每个反应
至少重复３次，用２０ｇ·Ｌ－１的琼脂糖凝胶电泳检测
扩增结果。
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表１　ＣＳＦＶＲＴＬＡＭＰＬＦＤ引物序列
Ｔａｂ．１　ＰｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆＣＳＦＶＲＴＬＡＭＰＬＦＤ

引物名称 引物序列 （５′→３′）
Ｐ１ ＣＣＴＧＡＧＧＡＣＣＡＡＡＣＡＣＡＴＧＴＴＧ
Ｐ２ ＴＧＧＴＧＧＡＡＧＴＴＧＧＴＴＧＴＧＴＣＴＧ
Ｆ３ ＧＧＡＡＡＧＧＧＣＡＡＡＧＡＧＧＣＡ
Ｂ３ ＣＧＡＧＡＧＣＣＣＴＴＴＣＴＧＴＧＡＴＣ
Ｐｒｏｂｅ ＣＣＡＣＧＧＧＡＧＴＡＣＣＣＴＡＣＡＡＧＡＧＢｉｏｔｉｎ
ＬＢ ＦＩＴＣＧＡＣＡＧＧＧＴＧＧＣＡＡＡＡＡＴＴＣＡＴＧ
ＦＩＰ（Ｆ１ｃ＋Ｆ２） ＣＣＴＣＧＣＡＧＡＡＧＧＣＧＴＡＡＡＣＣＡＴＧＴＧＧＡＣＡＡＣＣＴＧＡＣＡＣＡＡＧＣ
ＢＩＰ（Ｂ１ｃ＋Ｂ２） ＡＣＧＧＧＡＧＴＡＣＣＣＴＡＣＡＡＧＡＧＣＴＡＡＣＣＡＴＣＡＴＣＣＣＣＧＣＡＣＡ

图１　ＣＳＦＶＲＴＬＡＭＰＬＦＤ引物设计示意图
Ｆｉｇ．１　ＤｉａｇｒａｍｓｏｆＣＳＦＶＲＴＬＡＭＰＬＦＤｐｒｉｍｅｒｓ

１．６．２　ＣＳＦＶＲＴＬＡＭＰ反应条件优化　分别在５９、
６０、６１、６２、６３、６４、６５、６６℃ ８个温度梯度进行 ＲＴ
ＬＡＭＰ反应，根据扩增效果确定最佳反应条件。分别
设计１０、２０、３０、４０、５０、６０、７０ｍｉｎ７个时间梯度，在
已优化得到的最佳反应温度下进行 ＲＴＬＡＭＰ反应，
根据扩增效果确定最佳反应条件。

１．６．３　ＣＳＦＶＲＴＬＡＭＰ反应体系优化　分别按２、
４、６、８、１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１５个 Ｍｇ２＋浓度梯度进行 ＲＴ
ＬＡＭＰ反应，其余成分不变，根据扩增效果得出 ＣＳ
ＦＶＲＴＬＡＭＰ反应的最佳Ｍｇ２＋浓度。分别按０、０５、
１０、１５、２０ｍｏｌ·Ｌ－１５个甜菜碱浓度梯度进行
ＲＴＬＡＭＰ反应，以优化的条件和成分，根据扩增效果
得出ＣＳＦＶＲＴＬＡＭＰ反应的最佳甜菜碱浓度。分别
按０１、０２、０３、０４、０５、０６ｍｍｏｌ·Ｌ－１６个 ｄＮＴＰ
浓度梯度进行 ＲＴＬＡＭＰ反应，以优化的条件和成
分，根据扩增效果得出 ＣＳＦＶＲＴＬＡＭＰ反应的最佳
ｄＮＴＰ浓度。分别按４、８、１２、１６、２０Ｕ５个 ＢｓｔＤＮＡ

聚合酶浓度梯度进行ＲＴＬＡＭＰ反应，以优化的条件
和成分，根据扩增效果得出 ＣＳＦＶＲＴＬＡＭＰ反应的
最佳 ＢｓｔＤＮＡ聚合酶浓度。分别按 １０、１５、２０、
２５、５０Ｕ５个 ＡＭＶ反转录酶浓度梯度进行 ＲＴ
ＬＡＭＰ反应，以优化的条件和成分，根据扩增效果得
出ＣＳＦＶＲＴＬＡＭＰ反应的最佳ＡＭＶ反转录酶浓度。
以外引物的用量为参照，设计外引物与环引物的比

例分别为１∶０、１∶１、１∶２、１∶４、１∶６、１∶８共６个梯度，以
优化的条件和成分，根据扩增效果得出 ＣＳＦＶＲＴ
ＬＡＭＰ反应的最佳环引物浓度。
１．７　ＣＳＦＶＲＴＬＡＭＰＬＦＤ方法的特异性分析

ＰＲＲＳＶＧＤ０８２株、ＪＥＶＳＡ１４１４２株基因组
ＲＮＡ，ＰＣＶ２、ＰＲＶ、ＡＰＰ的基因组 ＤＮＡ为模板作为
特异性对照，按优化的条件，检测该方法的特异性，

同时以ＣＳＦＶＧＸＷ０７株、ＣＳＦＶ石门株为阳性对照，
每个反应至少重复３次。其中５μＬ反应产物用于
２０ｇ·Ｌ－１琼脂糖凝胶电泳进行检测，剩余２０μＬ产
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物用于ＬＦＤ检测。
１．８　ＣＳＦＶＲＴＬＡＭＰＬＦＤ方法的灵敏度分析

抽提 ＣＳＦＶＧＸＷ０７株的 ＲＮＡ模板并制备出
ＣＳＦＶ标准品（１０ｎｇ·μＬ－１）作为初始模板，将初始
模板进行１０倍梯度稀释（１０－１～１０－７），按优化的条
件进行反应。反应产物分别用 ＬＦＤ、钙黄绿素 －可
视化 ＲＴＬＡＭＰ、２０ｇ·Ｌ－１琼脂糖凝胶电泳进行检
测。每个试验至少重复３次。
１．９　ＣＳＦＶＲＴＰＣＲ方法

参照试剂盒说明书进行 ＲＮＡ抽提，逆转录的反
应体系 ２０μＬ：５×ＡＭＶＢｕｆｆｅｒ４μＬ、ｄＮＴＰ（１０
ｍｍｏｌ·Ｌ－１）２μＬ、ＲＮａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒ（４０Ｕ）０５μＬ、
Ｒａｎｄｏｍｐｒｉｍｅｒ（５０ｐｍｏｌ）１μＬ、ＡＭＶ（５Ｕ）１μＬ、
ＲＮＡ１０μＬ，补ＤＥＰＣ水至２０μＬ。４２℃反应１ｈ。获
得的 ｃＤＮＡ作模板，Ｐ１、Ｐ２作为上、下游引物进行
ＰＣＲ。ＰＣＲ反应体系２５μＬ：１０×ＰＣＲＢｕｆｆｅｒ２５μＬ、
ｄＮＴＰｓ（２５ｍｍｏｌ）２μＬ、Ｐ１（１０μｍｏｌ）和 Ｐ２（１０
μｍｏｌ）各０５μＬ、ＥｘＴａｑ（５Ｕ）０２５μＬ、模板２μＬ，

加双蒸水至２５μＬ。ＰＣＲ反应条件：９５℃预变性３
ｍｉｎ；９５℃变性３０ｓ，５２℃退火３０ｓ，７２℃延伸３０ｓ，
３０个循环；７２℃终延伸１０ｍｉｎ。

２　结果
２．１　ＣＳＦＶＲＴＬＡＭＰＬＦＤ检测方法的建立

以猪瘟病毒 ＧＸＷ０７株 ＲＮＡ为模板进行 ＲＴ
ＬＡＭＰ反应，反应后的产物分别用２０ｇ·Ｌ－１凝胶电
泳、钙黄绿素法以及ＬＦＤ进行检测，验证检测方法的
可行性。琼脂糖凝胶电泳结果显示 ＣＳＦＶ阳性模板
有梯状条带而空白对照无条带（图２Ａ）；钙黄绿素法
的结果显示ＣＳＦＶ阳性模板结果出现荧光绿色而空
白对照为橘黄色（图２Ｂ）；ＲＴＬＡＭＰＬＦＤ结果显示，
ＣＳＦＶ阳性模板出现２条红色条带，分别位于检测区
（Ｔ）内和质量控制区（Ｃ）内，而空白对照组仅在质量
控制区（Ｃ）出现１条红色条带（图２Ｃ）。结果表明，
该ＣＳＦＶＲＴＬＡＭＰＬＦＤ检测方法可行。

Ｍ：２０００ｂｐＤＮＡｍａｒｋｅｒ；１、４、６：空白对照；２、３、５：ＣＳＦＶ阳性模板。
Ａ：ＲＴＬＡＭＰ凝胶电泳检测方法；Ｂ：钙黄绿素可视化ＲＴＬＡＭＰ检测方法；Ｃ：ＲＴＬＡＭＰＬＦＤ检测方法。

图２　ＣＳＦＶＲＴＬＡＭＰＬＦＤ检测方法的建立
Ｆｉｇ．２　ＴｈｅｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔｏｆＣＳＦＶＲＴＬＡＭＰＬＦＤｄｅｔｅｃｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄ

２．２　ＣＳＦＶＲＴＬＡＭＰ扩增条件的确立
在反应条件优化试验中，在５９～６６℃ ８个不同

温度间进行ＲＴＬＡＭＰ反应，结果（图３Ａ）显示泳道２
扩增条带最亮，因此选择６０℃为ＣＳＦＶＲＴＬＡＭＰ反
应的最佳反应温度；反应时间优化结果（图 ３Ｂ）显
示，从３０ｍｉｎ时开始即可以通过琼脂糖凝胶电泳检
测到ＲＴＬＡＭＰ扩增产物，反应５０ｍｉｎ后产物量趋于
饱和，因此选定５０ｍｉｎ为 ＣＳＦＶＲＴＬＡＭＰ反应的最
佳反应时间。反应体系优化结果如图 ４，ＣＳＦＶＲＴ
ＬＡＭＰ最佳反应体系为：３ｍｍｏｌ·Ｌ－１的镁离子（图
４Ａ），１５ｍｏｌ·Ｌ－１甜菜碱（图４Ｂ），０５ｍｍｏｌ·Ｌ－１

Ｍ：２０００ｂｐＤＮＡｍａｒｋｅｒ；Ａ：反应温度优化试验，１～８分别为：５９～６６

℃；Ｂ：反应时间优化试验，１～７分别为：１０～７０ｍｉｎ。

图３　ＣＳＦＶＲＴＬＡＭＰ反应条件优化

Ｆｉｇ．３　ＯｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎｏｆｒｅａｃｔｉｏｎｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓｏｆＣＳＦＶＲＴＬＡＭＰ
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的ｄＮＴＰ（图４Ｃ），８Ｕ的 ＢｓｔＤＮＡ聚合酶（图４Ｄ）和
２５Ｕ的ＡＭＶ的逆转录酶（图４Ｅ），外引物与环引物

用量比为１∶４（图４Ｆ）。

Ｍ：２０００ｂｐＤＮＡｍａｒｋｅｒ；Ａ：硫酸镁浓度优化试验，１～５分别为：０５、１０、２０、３０、４０ｍｍｏｌ·Ｌ－１硫酸镁；Ｂ：甜菜碱浓度优化试验，１～５分别

为：０、０５、１０、１５、２０ｍｏｌ·Ｌ－１甜菜碱；Ｃ：ｄＮＴＰ浓度优化试验，１～６分别为：０１、０２、０３、０４、０５、０６ｍｍｏｌ·Ｌ－１ｄＮＴＰ；Ｄ：ＢｓｔＤＮＡ聚合

酶浓度优化试验，１～５分别为：４、８、１２、１６、２０ＵＢｓｔＤＮＡ聚合酶；Ｅ：ＡＭＶ逆转录酶浓度优化试验，１～５分别为：１０、１５、２０、２５、５０ＵＡＭＶ

逆转录酶；Ｆ：外引物与环引物的用量比例优化试验，１～６示外引物与环引物用量比分别为：１∶０、１∶１、１∶２、１∶４、１∶６、１∶８。

图４　ＣＳＦＶＲＴＬＡＭＰ反应体系优化
Ｆｉｇ．４　ＯｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎｏｆｒｅａｃｔｉｏｎｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｏｆＣＳＦＶＲＴＬＡＭＰ

２．３　ＣＳＦＶＲＴＬＡＭＰＬＦＤ检测方法特异性分析
为了确认ＣＳＦＶＲＴＬＡＭＰＬＦＤ检测方法的特异

性，用优化的条件，分别以 ＰＲＲＳＶ、ＪＥＶ、ＰＣＶ２、
ＰＲＶ、ＡＰＰ、ＣＳＦＶＧＸＷ０７株和 ＣＳＦＶ石门株的核酸
模板进行ＲＴＬＡＭＰ方法检测，并用琼脂糖凝胶电泳

法作为方法对照。结果表明，ＣＳＦＶＧＸＷ０７株和石
门株为阳性，其余病原均为阴性（图５），该结果表明
所建立的ＣＳＦＶＲＴＬＡＭＰＬＦＤ检测方法具有良好的
特异性。

Ｍ：２０００ｂｐＤＮＡｍａｒｋｅｒ；１～７分别为：ＣＳＦＶＧＷＸ０７株、ＣＳＦＶ石门株、ＡＰＰ、ＰＣＶ２、ＰＲＶ、ＪＥＶ、ＰＲＲＳＶ；Ａ：ＲＴＬＡＭＰ琼脂糖凝胶电泳检测；

Ｂ：ＲＴＬＡＭＰＬＦＤ方法检测。

图５　ＣＳＦＶＲＴＬＡＭＰＬＦＤ检测方法特异性分析
Ｆｉｇ．５　ＴｈｅｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙｏｆＣＳＦＶＲＴＬＡＭＰＬＦＤｄｅｔｅｃｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄ

２．４　ＣＳＦＶＲＴＬＡＭＰＬＦＤ检测方法的灵敏度
分析

　　对 ＣＳＦＶＧＸＷ０７株基因组 ＲＮＡ进行１０倍梯
度稀释试验表明，钙黄绿素可视化 ＲＴＬＡＭＰ方法

（图６Ａ）、ＲＴＬＡＭＰ琼脂糖凝胶电泳检测方法（图
６Ｂ）以及ＲＴＬＡＭＰＬＦＤ检测方法（图６Ｃ）的敏感性
一致，最低检测模板浓度均为５０ｐｇ，但比ＲＴＰＣＲ检
测（５００ｐｇ）方法（图６Ｄ）的灵敏度高１０倍。
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１：５ｎｇ；２：５００ｐｇ；３：５０ｐｇ；４：５ｐｇ；５：５００ｆｇ；６：５０ｆｇ；７：５ｆｇ；Ｍ１：２０００ｂｐＤＮＡｍａｒｋｅｒ；Ｍ２：１０００ｂｐＤＮＡｍａｒｋｅｒ；Ａ：钙黄绿素可视化ＲＴＬＡＭＰ自

然光条件下灵敏度试验；Ｂ：ＲＴＬＡＭＰ琼脂糖凝胶电泳方法的灵敏度试验；Ｃ：ＲＴＬＡＭＰＬＦＤ检测方法的灵敏度试验；Ｄ：ＲＴＰＣＲ方法的灵敏度

试验。

图６　ＣＳＦＶＲＴＬＡＭＰＬＦＤ检测方法灵敏度分析
Ｆｉｇ．６　ＴｈｅｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙｏｆＣＳＦＶＲＴＬＡＭＰＬＦＤｄｅｔｅｃｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄ

２．５　ＣＳＦＶＲＴＬＡＭＰＬＦＤ检测方法的临床应用
研究

　　将临床采集的４３份疑似ＣＳＦＶ感染的病料进行
ＲＴＰＣＲ和ＲＴＬＡＭＰＬＦＤ方法检测。结果（表２）显
示，应用ＲＴＰＣＲ方法检测时，２９份呈阳性，阳性率
为６７４％；应用 ＲＴＬＡＭＰＬＦＤ方法检测时，３１份呈
阳性，阳性率为 ７２１％，二者的符合率为 ９３５％。
ＣＳＦＶＲＴＬＡＭＰＬＦＤ检测方法的临床检出率更高。

表２　ＣＳＦＶＲＴＬＡＭＰＬＦＤ检测方法的临床应用

Ｔａｂ．２　ＣｌｉｎｉｃａｌａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｏｆＣＳＦＶＲＴＬＡＭＰＬＦＤ

检测方法 阳性／份 阴性／份 阳性率／％
检测方法的

符合率／％
ＲＴＰＣＲ ２９ １４ ６７．４

９３．５ＲＴＬＡＭＰＬＦＤ ３１ １２ ７２．１

３　讨论
猪瘟是猪重大烈性传染病之一，在中国主要采

用猪瘟兔化弱毒疫苗（ＨＣＬＶ）接种的方法预防和控
制ＣＳＦ的流行，但是近年来，ＣＳＦ在我国重新抬头，
出现非典型、持续感染、免疫抑制的流行特征，传统

疫苗的作用越来越小［１１１２］。传统的诊断方法如

ＰＣＲ、ＩＦＡ等虽然精确，但却受制于设备的需求以及

检测耗时较长的原因而不能在基层广泛应用。因

此，建立一种新型、快速、简便的猪瘟检测方法对基

层猪瘟预防和诊断具有重大意义。

本研究采用 ＲＴＬＡＭＰ和横向流动试纸条
（ＬＦＤ）技术相结合的方法，建立一种 ＣＳＦＶＲＴ
ＬＡＭＰＬＦＤ检测方法，该法只需在水浴锅中恒温
６０℃反应５０ｍｉｎ，然后通过标记的探针在密闭的横
向流动试纸条杂交，５ｍｉｎ后用肉眼就可观察到检测
结果。整个过程可在１ｈ之内完成，且无需特殊设备
要求。目前ＣＳＦＶ国标的检测方法是间接免疫荧光
方法，该方法是基于检测 ＣＳＦＶ表面抗原蛋白进行
的。在实际应用中，间接免疫荧光方法存在耗时较

长，操作复杂等弊端，比较难以具体开展。而本研究

所建立的ＣＳＦＶＲＴＬＡＭＰＬＦＤ检测方法是基于病毒
核酸检测，因此我们选择与行业中常用的而又较易

开展的核酸检测方法 ＲＴＰＣＲ方法进行平行比较。
旨在通过比较其对病毒核酸方面的检测时间、可操

作性及临床应用效果，探索一种可在基层场地对临

床病料进行实时便捷分析的检测方法。与传统 ＣＳＦ
诊断方法相比，本试验建立的方法并不需要特殊设

备要求，与ＲＴＰＣＲ相比，检测时间大大缩短，灵敏度
高了１０倍，跟钙黄绿素 －可视化 ＲＴＬＡＭＰ方法相
比，消除了因为肉眼观察颜色导致人为误差，而且试
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纸条是在密闭容器里完成，因此也没有其他因外加

荧光染料导致的ＲＴＬＡＭＰ产物的污染产生的误差，
避免了假阳性产生。因此对于基础临床病料诊断具

有良好的应用前景。

由于该方法是针对 ＣＳＦＶＮＳ５Ｂ基因设计的引
物，而ＣＳＦ强弱毒株基因组 ＮＳ５Ｂ序列上没有太大
的区别，所以本研究所建立方法不能用于区分 ＣＳＦＶ
强弱毒株，对于该方法在强弱毒株的鉴别方面的不

足，我们需对强弱毒株的基因组进行进一步分析，并

探索可用于ＲＴＬＡＭＰＬＦＤ检查方法的新引物。
ＲＴＬＡＭＰ引物的设计是整个检测方法的关键，

好的引物能够保证检测结果的准确性。本试验首先

对设计的针对ＣＳＦＶＮＳ５Ｂ基因的 ＲＴＬＡＭＰ引物进
行筛选，结果表明，所设计的针对ＣＳＦＶＮＳ５Ｂ基因的
特异性引物具有良好的特异性，并不与其他病原产

生阳性反应。有研究表明，ＲＴＬＡＭＰ的反应条件和
体系也直接影响了检测的特异性和敏感度，如内外

引物的浓度、Ｍｇ２＋浓度以及酶浓度等［９，１３］。因此本

试验对建立的ＣＳＦＶＲＴＬＡＭＰ检测方法进行体系和
条件的优化。本试验设计的１对环引物大大加快了
扩增反应的进行。有趣的是，过量的ｄＮＴＰｓ和Ｂｓｔ酶
会导致反应产物浓度降低。由此可见，体系成分和

条件的优化对增加检测方法的灵敏度和特异性很有

必要。另外在临床病料检测试验过程中，发现 ＣＳＦＶ
ＲＴＬＡＭＰＬＦＤ检测方法比ＲＴＰＣＲ的临床检出率更
高。

我们将ＲＴＬＡＭＰ技术与 ＬＦＤ技术相结合应用
于对ＣＳＦＶ的检测，该方法可用于检测 ＣＳＦＶ感染的
组织或血清等临床样品。本试验所建立的 ＣＳＦＶ
ＲＴＬＡＭＰＬＦＤ检测方法旨在探索一种可在基层场
地对正常与疑似 ＣＳＦＶ感染猪进行实时便捷诊断的
检测方法，其应用价值主要在于ＣＳＦＶ猪瘟病毒感染
猪的初步诊断、进出口贸易中 ＣＳＦ的快速筛查以及
无ＣＳＦ疫苗免疫猪场的 ＣＳＦ净化。这对于开发 ＣＳ
ＦＶ感染的新型诊断工具，具有良好的应用前景。
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