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牛流行热病毒可视化 ＲＴＬＡＭＰ检测
技术的建立及应用

贾　坤，韩太光，远立国，孙凌霜，宁章勇，王　衡，李守军
（华南农业大学 兽医学院／广东省兽医临床重大疾病综合防控重点实验室／

广东省宠物工程技术研究中心，广东 广州 ５１０６４２）

摘要：【目的】建立一种能够快速、简便、可视化地检测牛流行热病毒的分子生物学方法。【方法】根据牛流行热病

毒Ｇ蛋白基因的６个保守区域设计２对引物，建立牛流行热病毒可视化逆转录环介导等温扩增（Ｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｐ
ｔｉｏｎｌｏｏｐｍｅｄｉａｔｅｄｉｓｏｔｈｅｒｍａｌａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ＲＴＬＡＭＰ）检测技术，优化ＲＴＬＡＭＰ的反应条件，将其与ＰＣＲ方法进行比
较。【结果】当Ｍｇ２＋浓度为３ｍｍｏｌ·Ｌ－１、甜菜碱浓度为０４ｍｏｌ·Ｌ－１、ｄＮＴＰｓｍｉｘ浓度为１２μｍｏｌ·Ｌ－１、内外引物
浓度比例为８∶１、反应温度为６３℃时，反应梯形条带最明显，在反应４０ｍｉｎ后可以观察到明显的梯形条带。建立的
ＲＴＬＡＭＰ检测方法特异性好，只对牛流行热病毒进行扩增；灵敏度比普通ＰＣＲ高１０倍。【结论】该方法操作简便，
特异性强，结果判读方便，可用于牛流行热的快速检测。
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　　牛流行热是由牛流行热病毒（Ｂｏｖｉｎｅｅｐｈｅｍｅｒａｌ
ｆｅｖｅｒｖｉｒｕｓ，ＢＥＦＶ）引起的一种非接触传染性疾病，
黄牛、奶牛和水牛易感，其他反刍动物也可感染本

病［１］。该病主要由蚊虫叮咬而传播，临床上以突然

发热、精神沉郁、大量流涎、僵硬、跛行，甚至卧地不

起等为特征。本病传播迅速，发病率高，病死率近年

来有所上升，甚至出现急性呼吸衰竭病例。本病通

常呈周期性流行，每隔３～５年发生１次较大规模的
流行，发病季节多为５—１０月份。世界多地均有此
病流行［２］。我国最早在１９５５年就出现过本病的报
道，１９７６年首次分离到牛流行热病毒株 ＪＢ７６Ｈ［３４］。
广东地区近几年均有发生，该病的发生周期有变短

的趋势，严重危害养牛业［４］。

牛流行热的常规诊断方法为血清学检测方

法［５７］，目前，国内主要采用微量血清中和试验方法，

由于需使用活病毒，且在试验前需要测定病毒的

ＴＣＩＤ５０，不仅费时费力，检测周期长，影响了牛流行热
的快速诊断，还存在病毒污染扩散的风险。ＥＬＩＳＡ
检测技术的建立，某种程度也为牛流行热抗体的筛

查提供了便利条件［８］，核酸检测技术中的普通 ＰＣＲ
和荧光定量 ＰＣＲ等技术，具有敏感、快速、特异和高
通量等优点［９１０］，已广泛用于多种重要疫病病原体的

检测，刘志玲等［１１］建立了牛流行热病毒 ＬＵＸＴＭ荧
光ＲＴＰＣＲ检测方法，具有较好的检测准确度和灵敏
度，但是荧光定量检测需要昂贵的仪器，且检测试剂

成本较高。建立快速高效、低成本的分子生物学诊

断方法，对牛流行热的防控具有重要的意义。

逆转录环介导等温扩增（Ｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ
ｌｏｏｐｍｅｄｉａｔｅｄｉｓｔｈｅｒｍａｌａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ＬＡＭＰ）技术的
出现，在多种病原的检测方面发挥了巨大的作用，尤

其是该方法简便、易于操作，对仪器设备要求不高，

适合临床生产一线使用［１２１４］。通过对 ＬＡＭＰ技术的
改进，在反应体系中加入显色成分钙黄绿素，还能实

现反应产物的可视化［１５］。这样直接通过肉眼观察颜

色变化即可判定结果，具有较好的临床应用前景。

１　材料与方法
１．１　病毒ＲＮＡ

２０１３—２０１５年广东地区牛流行热流行期病牛抗
凝血由本实验室采集保存，赤羽病病毒（Ａｋａｂａｎｅ
ｖｉｒｕｓ，ＡＫＶ）核酸、牛传染性鼻气管炎病毒（Ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ
ｂｏｖｉｎｅｒｈｉｎｏｔｒａｃｈｅｉｔｉｓｖｉｒｕｓ，ＩＢＲＶ）核酸、牛病毒性腹
泻病毒（Ｂｏｖｉｎｅｖｉｒａｌｄｉａｒｒｈｅａｖｉｒｕｓ，ＢＶＤＶ）核酸由广
东检验检疫技术中心动检实验室惠赠。

１．２　试剂
ＲＮＡ抽提试剂盒购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ；ＡＭＶＲｅｖｅｒｓｅ

Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ购自 Ｐｒｏｍｅｇａ公司；ＢｓｔＤＮＡ聚合酶购
自ＴＯＹＯＢＯ公司；甜菜碱购自Ｓｉｇｍａ公司。
１．３　仪器

ＢｉｏＲａｄ梯度 ＰＣＲ仪、ＢｉｏＲａｄ型电泳仪：美国
ＢｉｏＲａｄ公司生产；凝胶成像系统：美国 Ａｌｐｈａ公司
生产；５８１０Ｒ冷冻离心机：德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司生产；
恒温水浴箱：德国ＧＦＬ公司生产。
１．４　引物的设计与合成

参照Ｇｅｎｂａｎｋ中ＢＥＦＶ糖蛋白Ｇ的基因序列，应
用ＤＮＡＳｔａｒ７０软件 ＭｅｇＡｌｉｇｎ５０程序进行分析，利
用在线软件（ｈｔｔｐ：／／ｐｒｉｍｅｒｅｘｐｌｏｒｅｒ．ｊｐ／ｅｌａｍｐ４．０．０／ｉｎ
ｄｅｘ．ｈｔｍｌ）在序列保守区域设计ＬＡＭＰ引物（表１），其
中，Ｆ３、Ｂ３为外引物，ＦＩＰ、ＢＩＰ为内引物。

表１　ＬＡＭＰ引物
Ｔａｂ．１　ＬＡＭＰＰｒｉｍｅｒｓ

引物名称 序列（５′３′）
Ｆ３ ＣＡＧＡＴＡＣＧＡＧＧＧＡＡＴＡＧＡＧＧ
Ｂ３ ＡＡＣＣＡＡＣＣＴＡＣＡＡＣＡＧＣＡ
ＦＩＰ ＡＣＴＧＧＣＴＴＡＡＡＴＴＴＣＴＣＡＴＣＴＴＣＣＴＧＡＴＡ

ＡＡＡＴＴＴＧＡＧＧＴＡＡＴＧＧＡＧＴＡＣ
ＢＩＰ ＡＡＧＣＣＣＡＣＡＴＧＡＧＡＡＡＡＧＴＣＡＡＧＡＴＡ

ＡＡＡＣＣＴＴＣＴＴＴＣＣＴＣＣＴＣ

１．５　模板的制备
按照 ＲＮＡ抽提试剂盒的说明书进行病毒 ＲＮＡ

的抽提，提取的ＲＮＡ在－８０℃条件下保存备用。
１．６　ＲＴＬＡＭＰ方法的优化及建立

参照国内其它病毒的 ＬＡＭＰ检测反应体系，以
牛流行热病毒 ＲＮＡ为模板，先建立一个 ２５μＬ
ＬＡＭＰ反应体系：５ｍｍｏｌ·Ｌ－１的 甜菜碱５０μＬ、１００
ｍｍｏｌ·Ｌ－１的 ＭｇＳＯ４１０μＬ、８Ｕ·μＬ

－１的 ＢｓｔＤＮＡ
聚合酶１０μＬ、１０×ＢｓｔＤＮＡ聚合酶缓冲液２５μＬ、
１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１的 ｄＮＴＰｓ３０μＬ、ＢＩＰ（２０μｍｏｌ·Ｌ－１）
２０μＬ＋ＦＩＰ（２０μｍｏｌ· Ｌ－１）２０μＬ、Ｆ３（２０
μｍｏｌ·Ｌ－１）２０μＬ＋Ｂ３（２０μｍｏｌ·Ｌ－１）２０μＬ、模
板ＲＮＡ１μＬ、５Ｕ·μＬ－１的ＡＭＶ反转录酶１０μＬ、
ＲＮａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒ０５μＬ、加 ＤＥＰＣ水至２５μＬ。阴性
对照模板为 ＤＥＰＣ水，反应后用１５ｇ·Ｌ－１琼脂糖凝
胶电泳检测扩增结果。

之后根据反应优化策略，对 Ｍｇ２＋浓度、甜菜碱
浓度、ＢｓｔＤＮＡ聚合酶浓度、ｄＮＴＰ浓度、引物浓度等
条件分别进行优化。设置反应温度为６０、６１、６２、６３、
６４和６５℃，确定最佳退火温度。反应时间以１０ｍｉｎ
起始，每隔 １０ｍｉｎ取样检测至 １ｈ，确定最佳反应
时间。

１．７　ＲＴＬＡＭＰ方法的灵敏性检测
将抽提获得的 ＲＮＡ进行 １０倍梯度逐级稀释，
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以１００、１０－１、１０－２、１０－３、１０－４、１０－５和１０－６不同稀释
液作为模板，利用所建立的 ＲＴＬＡＭＰ反应体系和
ＲＴＰＣＲ检测方法进行灵敏性比对。
１．８　ＲＴＬＡＭＰ方法的特异性检测

分别抽提牛流行热病毒（ＢＥＦＶ）、牛赤羽病病毒
（ＡＫＶ）、牛传染性支气管炎病毒（ＩＢＲＶ）、牛病毒性
腹泻病毒（ＢＶＤＶ）ＲＮＡ，同时设立阴性对照，采用上
面已经优化的反应体系和条件，检测 ＲＴＬＡＭＰ方法
的特异性。

１．９　ＲＴＬＡＭＰ反应产物的分析
ＬＡＭＰ反应体系存在扩增产物，在反应前 ＲＴ

ＬＡＭＰ体系中按体积比加入１∶１０的钙黄绿素和氯化
锰，反应结束后，样品根据反应结果不同而呈现不同

颜色。使用琼脂糖凝胶电泳技术对产物进行分析，

阳性反应呈现弥散型条带。

１．１０　临床样品检测
对采集自广东地区的 ５６份疑似病牛全血，经

ＲＮＡ抽提后分别进行ＬＡＭＰ检测和普通ＰＣＲ检测。

２　结果与分析

２．１　ＬＡＭＰ反应条件的优化
通过对反应体系的优化，可见当 Ｍｇ２＋浓度为３

ｍｍｏｌ·Ｌ－１（图１）、甜菜碱浓度为０４ｍｏｌ·Ｌ－１（图
２）、ｄＮＴＰｓｍｉｘ浓度为１２μｍｏｌ·Ｌ－１（图３）、反应温
度为６３℃（图４）、内外引物浓度比例为８∶１（图５）
时反应梯形条带最明显，在反应４０ｍｉｎ后可以观察
到明显的梯形条带（图６），随着时间的延长，条带变
得更加清晰。

　Ｍ：ＤＬ２０００Ｍａｒｋｅｒ；１：１ｍｍｏｌ·Ｌ－１；２：２ｍｍｏｌ·Ｌ－１；３：３
ｍｍｏｌ·Ｌ－１；４：４ｍｍｏｌ·Ｌ－１；５：５ｍｍｏｌ·Ｌ－１；６：６ｍｍｏｌ·Ｌ－１；Ｎ：

阴性对照。

图１　ＬＡＭＰ反应体系Ｍｇ２＋浓度的优化

Ｆｉｇ．１　ＯｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎｏｆＭｇ２＋ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｉｎｔｈｅＬＡＭＰ

ｒｅａｃｔｉｏｎｓｙｓｔｅｍ

　Ｍ：ＤＬ２０００Ｍａｒｋｅｒ；１：０４ｍｏｌ·Ｌ－１；２：０６ｍｏｌ·Ｌ－１；３：０８
ｍｏｌ·Ｌ－１；４：１０ｍｏｌ·Ｌ－１；５：１２ｍｏｌ·Ｌ－１；６：１４ｍｏｌ·Ｌ－１；Ｎ：

阴性对照。

图２　ＬＡＭＰ反应体系甜菜碱浓度的优化
Ｆｉｇ．２　ＯｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎｏｆｂｅｔａｉｎｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｉｎｔｈｅＬＡＭＰ

ｒｅａｃｔｉｏｎｓｙｓｔｅｍ

　Ｍ：ＤＬ２０００Ｍａｒｋｅｒ；１：０８μｍｏｌ·Ｌ－１；２：１２μｍｏｌ·Ｌ－１；３：１６
μｍｏｌ·Ｌ－１；４：２０ μｍｏｌ· Ｌ－１；５：２４ μｍｏｌ· Ｌ－１；６：２８

μｍｏｌ·Ｌ－１；７：３２μｍｏｌ·Ｌ－１；Ｎ：阴性对照。

图３　ＬＡＭＰ反应体系ｄＮＴＰｓｍｉｘ浓度的优化
Ｆｉｇ．３　ＯｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎｏｆｄＮＴＰｓｍｉｘｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｉｎｔｈｅ

ＬＡＭＰｒｅａｃｔｉｏｎｓｙｓｔｅｍ

　Ｍ：ＤＬ２０００Ｍａｒｋｅｒ；１：６０℃；２：６１℃；３：６２℃；４：６３℃；５：６４℃；６：
６５℃。

图４　ＬＡＭＰ反应温度的优化
Ｆｉｇ．４　ＯｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎｏｆＬＡＭＰｒｅａｃｔｉｏｎｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ
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　Ｍ：ＤＬ２０００Ｍａｒｋｅｒ；１：０２μｍｏｌ·Ｌ－１（ＦＩＰ＋ＢＩＰ），０２μｍｏｌ·Ｌ－１
（Ｆ３＋Ｂ３）；２：０２μｍｏｌ·Ｌ－１（ＦＩＰ＋ＢＩＰ），０４μｍｏｌ·Ｌ－１（Ｆ３＋

Ｂ３）；３：０２μｍｏｌ·Ｌ－１（ＦＩＰ＋ＢＩＰ），０８μｍｏｌ·Ｌ－１（Ｆ３＋Ｂ３）；４：

０２μｍｏｌ·Ｌ－１（ＦＩＰ＋ＢＩＰ），１０μｍｏｌ·Ｌ－１（Ｆ３＋Ｂ３）；５：０２

μｍｏｌ·Ｌ－１（ＦＩＰ＋ＢＩＰ），１２μｍｏｌ· Ｌ－１（Ｆ３＋Ｂ３）；６：０２

μｍｏｌ·Ｌ－１（ＦＩＰ＋ＢＩＰ），１６μｍｏｌ· Ｌ－１（Ｆ３＋Ｂ３）；７：０２

μｍｏｌ·Ｌ－１（ＦＩＰ＋ＢＩＰ），１８μｍｏｌ· Ｌ－１（Ｆ３＋Ｂ３）；８：０２

μｍｏｌ·Ｌ－１（ＦＩＰ＋ＢＩＰ），２０μｍｏｌ·Ｌ－１（Ｆ３＋Ｂ３）；Ｎ：阴性对照。

图５　ＬＡＭＰ反应体系内外引物比例优化

Ｆｉｇ．５　Ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｒａｔｉｏｏｆｉｎｎｅｒｔｏｏｕｔｅｒｐｒｉｍｅｒｓｉｎ

ｔｈｅＬＡＭＰｒｅａｃｔｉｏｎｓｙｓｔｅｍ

　Ｍ：ＤＬ２０００Ｍａｒｋｅｒ；１：１０ｍｉｎ；２：２０ｍｉｎ；３：３０ｍｉｎ；４：４０ｍｉｎ；
５：５０ｍｉｎ；６：６０ｍｉｎ。

图６　ＬＡＭＰ反应时间的优化

Ｆｉｇ．６　ＯｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎｏｆＬＡＭＰｒｅａｃｔｉｏｎｔｉｍｅ

２．２　灵敏度试验

由图７可见，在将ＲＮＡ原液稀释１００、１０－１、１０－２

和１０－３倍后作为模板时，ＬＡＭＰ扩增的产物都出现
明显的梯形条带，而普通 ＰＣＲ的扩增产物只有当
ＲＮＡ原液稀释１００、１０－１和１０－２倍出现明显的条带，
两者的检测灵敏度相比，ＬＡＭＰ的检测灵敏度提高了
１０倍。

　　　　　　　　　　　　　Ａ：ＬＡＭＰ扩增　　　　　　　　　　　　　　　　　Ｂ：ＰＣＲ扩增
Ｍ：ＤＬ２０００Ｍａｒｋｅｒ；１～６：ＲＮＡ稀释倍数依次为１００、１０－１、１０－２、１０－３、１０－４、１０－６。

图７　ＬＡＭＰ扩增与ＰＣＲ灵敏性对比

Ｆｉｇ．７　ＳｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆＬＡＭＰａｎｄＰＣＲ

２．３　特异性试验
分别以 ＢＥＦＶ、ＡＫＶ、ＩＢＲＶ、ＢＶＤＶ作为样品，检

测建立的 ＬＡＭＰ方法的特异性。从图 ８中可以看
出，只有以 ＢＥＦＶ阳性样品为模板的泳道内出现了
明显的梯形条带，其他样品为阴性。结果表明ＬＡＭＰ

引物对ＢＥＦＶ具有专一性，依此可区分与牛流行热
症状相似的一些牛病。

２．４　可视化ＬＡＭＰ检测
ＬＡＭＰ反应体系存在扩增产物，在反应前 ＲＴ

ＬＡＭＰ体系中按体积比加入１：１０的钙黄绿素和氯化
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锰，反应结束后，阳性样品呈浅绿色，阴性样品呈橘

红色（图９）。

　Ｍ：ＤＬ２０００Ｍａｒｋｅｒ；１：ＢＥＦＶ（牛流行热病毒）；２：ＡＫＶ（赤羽病病
毒）；３：ＩＢＲＶ（牛传染性鼻气管炎病毒）；４：ＢＶＤＶ（牛病毒性腹泻病

毒）；Ｎ：阴性对照。

图８　ＢＥＦＶＬＡＭＰ反应特异性

Ｆｉｇ．８　ＳｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙｏｆｔｈｅＬＡＭＰａｓｓａｙｄｅｔｅｃｔｉｎｇＢＥＦＶ

１：阴性样品；２～４：阳性样品。

图９　ＢＥＦＶＬＡＭＰ可视化检测结果

Ｆｉｇ．９　ＶｉｓｕａｌｉｚａｔｉｏｎｔｅｓｔｏｆｔｈｅＬＡＭＰａｓｓａｙｄｅｔｅｃｔｉｎｇＢＥＦＶ

２．５　临床样本检测
对临床采集的５６份疑似牛流行热样品进行检

测。ＰＣＲ方法检测出５份阳性样品，阳性检出率为
８９３％，而ＬＡＭＰ方法则检测出６份阳性样品，阳性
检出率为１０７０％。

３　讨论与结论

ＬＡＭＰ是一种在恒温条件下，高效、特异、快速的
扩增靶标序列的核酸检测技术［１１］。本研究在牛流行

热病毒Ｇ蛋白基因的６个位点设计４条引物，通过
对反应体系和反应条件的优化，建立了可视化

ＲＴＬＡＭＰ检测方法。利用该方法对牛流行热病毒
（ＢＥＦＶ）及ＩＢＲＶ、ＡＫＡＶ、ＢＶＤＶ的 ＲＮＡ进行特异性

检测，结果表明该可视化ＬＡＭＰ检测方法对ＢＥＦＶ具
有良好的特异性，对 ＢＥＦＶ病料中核酸的最低检测
限是常规 ＰＣＲ灵敏度的１０倍。采用该方法对临床
样品进行检测，其中阳性检出率为１０７０％，高于普
通ＰＣＲ的检出率（８９３％）。为了便于结果的观测，
国内外学者对ＬＡＭＰ检测技术进行显色反应［１５］。目

前的研究中多数采用 ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＩ，该方法需在反
应结束后打开反应管，加入 ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＩ方能发挥
显色指示作用，根据颜色的不同，从而判定检测结

果，该方法简便易行，试剂也相对便宜，但是显色反

应需要开盖添加 ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＩ，这时容易产生气溶
胶，由于ＬＡＭＰ反应本身的高特异性和灵敏性，极易
导致实验室污染，产生假阳性结果。也有研究者使

用浊度仪实时监测 ＬＡＭＰ反应结果，但该方法在实
际操作中要使用价格昂贵的浊度仪，不利于基层实

验室开展检测工作。本研究利用钙黄绿素与 Ｍｎ２＋

结合而不发荧光，随着反应的进行，产生了大量更易

与Ｍｎ２＋结合的焦磷酸根离子，从而释放钙黄绿素，
游离的钙黄绿素可自发荧光，且 Ｍｇ２＋存在的环境中
荧光效果得到加强的原理，使用钙黄绿素 ＋Ｍｎ２＋混
合液替代ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＩ进行结果显色指示［１５］，无需

开盖，直接通过肉眼观察颜色变化即可判定检测

结果［１５］。
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