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小鼠仙台病毒LAMP快速检测方法的建立 

王会娟 ，王 蕾 ，严 磊 ，皮广禄 ，王 胜 ，谭 毅 ，赖国旗 

(1．重庆医科大学实验动物中心，重庆 400016；2．重庆市渝中区动物卫生监督中心，重庆 400013) 

【摘 要】目的：建立一种实验小鼠仙台病毒(Sendal virus，SeV)的环介导等温扩增(1oop—mediated isothermal amplificarl0n，LAMP) 

检测方法。方法：采用 LA MP技术，以小鼠sev(gi：9627219)F蛋 白的基因序列为靶基因，采用 PrimerExploer V4软件设计 LAMP 

的6条特异性引物，应用病毒 RNA提取试剂盒提取SeV RNA，通过优化LAMP反应体系条件建立小鼠SeV特异性的LAMP检 

测方法(SeV／LAMP)。同时，对该方法的特异性、稳定性、重复性 、灵敏度进行验证 ，并初步用于临床检测。结果：所建立的 SeV／ 

LAMP方法可特异性的检测出SeV RNA，其他常见病原体均为阴性。SeV／LAMP能检测出不同批次同一时间或同一批次不同时 

间的SeV RNA；SeV／LAMP检测SeV RNA的最低检测含量为0．33 Pg，与ELISA检测方法相比较，其灵敏度高(分别为5／30和2／ 

30)。临床检测，SeV的阳性率为27．5％(11／40)；全部反应可在 1 h内完成。通过添加荧光染料SYBR Green I可直观目测实验结 

果。结论：建立的LAMP方法，具有特异、准确、灵敏、快速、简便的特点，可用于实验小鼠SeV的快速检测。 
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Establishment of the LAM P rapid detection method for mouse Sendai virus 

WangHuljuan ，WangLei ，Yah LeiI,Pi Guanglu ，WangShe ，Tan YiI,Lai Guoqi 

( ．Experimental Animal Center，Chongqing Medical University； 

2．Animal Health Surveillance Institute of Yuzhong District in Chongqing、 

【Abstract]Objective：To establish a method for the detection of the loop mediated isothermal amplification(LAMP)of mice Sendai virus 

(SeV)．Methods：Using LA MP technology，six specific prime~for LAMP were designed with V4 PrimerExploer software，according to 

the target gene sequence of mice of SeV(gi：96272l9)F protein．SeV RNA was extracted with virus RNA kit．SeV specific LA MP(SeW 

LA MP)method was established through optimizing the LA MP reaction system．At the same time，validation of specificity，stability，re— 

peatability and sensitivity of the method，and initially clinical testing were perform ed．Results：The established method of SeV／LAMP 

can detect RNA SeV specifically，having no reaction with other common pathogens．SeV／LAMP can detect different batches at the 

same time．or the same batch at different times of RNA SeV．The lower limit of SeV／LA MP detection of SeV RNA was 0．33 Pg；the 

sensitivity of SeV／LAMP detection of SeV RNA was high(respectively 5／30，2／30)compared with that of ELISA detection method．For 

clinical detection，the positive rate of SeV was 27．5％(11／40)．All reactions can be completed within 1 h．Visual experimental results 

earl be achieved by adding calcein intuitive．Conclusion：LAMP method has the advantages of specificity，accuracy，sensitivity， 

rapid and simple，and therefore can be used for the rapid detection of SeV in mice． 

【Key words]mouse；sendai virus；loop mediated isothermal amplification 

仙台病毒(Sendai virus，SeV)属于副黏病毒科， 

副黏病毒属，是具有细胞融合活性的包膜病毒。核 

酸型为单股负链 RNA．基因组全长 15 384 bp[”，编 

码 6个结构蛋白(L、P、NP、HN、F、M)和一个非结构 

蛋白c，其基因排序次序为：3’一Leader—NP—P+C—M— 

F—HN—L—Leader一5一。SeV是实验用大鼠和小鼠严 

格控制的病毒，其传染性强，容易扩散，在多数情况 

下呈隐性感染，可使幼鼠的生长发育和成年鼠的繁 

殖力受到极大影响．同时改变体内细胞免疫反应．干 

扰实验结果『】1，是啮齿类实验动物最难控制的病毒 

之一，但又必须严格控制。 

目前 ，已经报道的检测小鼠SeV的方法有常规 

的 RT—PCR、ELISA、间接免疫荧光技术、免疫印迹 

技术等[31，但这些方法中存在假阳性率高、特异性 

差、操作复杂、成本高等缺点。环介导等温扩增(1oop— 

mediated isothermal amplification，LAMP)是一种新 

型核酸扩增技术[41，具有特异性高、操作简捷、成本 

低廉、结果直观等优点．目前在一些病原微生物的 

检测中开始被广泛应用。本研究根据 LAMP的基本 

原理，针对小鼠SeV的 F蛋白的基因序列【5】的 8个 

特异性区域 ，设计 了6条特异性引物，建立了一种 

快速、高效、实用的RNA检测方法 

1 材料与方法 

1．1 毒株、细胞及实验动物 

猪瘟病毒、羊痘病毒、口蹄疫病毒、蓝耳病毒、沙门杆菌、 

幽门螺杆菌均由重庆出入境检验检疫局动物检验实验室分 

离保存；小鼠仙台病毒由苏州西山生物技术有限公司惠赠； 

vero细胞由重庆出入境检验检疫局动物检验实验室分离保 

存；清洁级小鼠70只，体质量22～25 g，来自重庆医科大学动 

物实验中心[scxK(渝)2012—0001】，其中30只小鼠(C57BL／6 

l2只、BALB／c 9只、KM 9只)用于 LAMP和 ELISA的灵敏度 

对比检测，剩余 40只(C57BL／6 24只、BALB／e 9只、KM 7只) 

用于临床样本的检测。小鼠的组织取材在重庆医科大学实验 

动物中心动物屏障设施内进行 『SYXK(渝)2012—0001]。 

1．2 主要试剂及仪 器 

DMEM(4567890)和胎牛血清(1414426)购 自 Gibco公 

司；dNTPs(B3901A)、Taq DNA聚合酶(M36927)、病毒 RNA 

提取试剂盒(M1719)购自天根生化科技(北京)有限公司；荧 

光染料 SYBR Green I(P6566)购自英俊公司：BioMate 3紫外 

蛋白核酸分析仪购自Thermo Scientifc公司：LAMP RNA扩 

增试剂盒(4X01M)、LA MP Real Time Turbidimeter LA一320仪 

均购白日本荣研化学株式会社；小鼠仙台病毒的EL1SA检测 

试剂盒(K6165)购自苏州西山生物技术有限公司。 

1．3 SeV病毒的扩大培养和RNA模板的制备 

仙台病毒用 vero细胞培养．细胞病变达到80％以上时 

收获病毒。细胞反复冻融3次后．4 500 r／min离心．弃去细胞 

碎片等沉淀，收获病毒液。取上述病毒液 1 ml按试剂盒的操 

作说明提取 RNA，最后用40 l去RNA酶的无菌水溶解，冻 

存于一80℃备用 

1．4 LAMP引物设计与合成 

参照GenBank中SeV(gi：L9627219)的F基因序列采用 

PrimerExploer V4软件设计 LAMP的6条特异性引物序列 

(表 1)，由上海生工生物工程技术服务有限公司合成 用 

ddH20溶解后分装，于一20℃冰箱保存备用。 
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表1扩增SeV的LAMP引物序列 2 结 果 
Tab．1 LA MP primers for SeV amplification 

引物名称 引物序列(5’一3’) 

F3 TGTGCTCATACACAAGGCAT 

B3 GGGGATAAGGCTlG I℃CACA 

TCGGTTATGTCTGCACCCCCTAAGACGGGGAGGAATGG 
F】P 

TAT 

BIP CCAGGGATCCCGCACAACTGTG 兀’GTGTCCCCCAGGAT 

Loop F AAAGAAGCACGACTGAGTATATGG 

Loop B CCTGACAGCCAGC A A A AGTG 

1．5 LAMP检测方法反应条件的优化 

利用 LAMP Real Time Turbidimeter LA一320仪在反应过 

程中进行实时浊度监控，对不同引物组开始扩增的时间、最大 

扩增效率、达到最大扩增效率的时间及进入平台期所需时间 

等参数进行分析，筛选出对 SeV核酸高效、特异扩增的LAMP 

引物。并且通过设置温度梯度试验和内引物、环引物浓度梯 

度试验，优化反应体系，选择最适反应温度和最佳内引物、环 

引物反应浓度比例，确定最优反应体系。当实时浊度仪的扩 

增效率数值大于等于O．1时，判定为阳性结果，否则为阴性 

结果。 

1．6 LAMP特异性实验 

分别以仙台病毒、猪瘟病毒、羊痘病毒、口蹄疫病毒、蓝 

耳病毒、沙门杆菌、幽门螺杆菌的DNA或RNA作为模板，按 

照已建立的 LAMP检测体系进行扩增，然后分别加入 1／xl 

SYBR Green I荧光染料 目测观察并进行琼脂糖凝胶电泳分 

析结果。 

1．7 LAMP稳定性 实验 

用7个不同批次不同时间培养的SeV提取的RNA作为 

模板．按照建立的LAMP反应检测体系进行扩增。 

1．8 LA MP重复性实验 

取6个同批次培养的SeV的RNA产物为模板，按照建立 

的LAMP反应检测体系进行扩增。 

1．9 LA MP灵敏度实验 

以已知浓度的SeV的RNA为模板，进行 1O倍梯度稀释。 

然后再进行LAMP反应。反应后进行琼脂糖凝胶电泳并分析 

实验结果。 

1．1O LAMP与 ELISA的灵敏度对比检测 

随机挑选 30只实验小鼠，采用摘眼球采血方法得到血 

液并分离血清，分别取每只小鼠的少量血清灭活处理，然后 

用仙台病毒的ELISA检测试剂盒进行检测，其余血清提取 

RNA．用 LAMP检测体系进行扩增。对比2种检测方法的检 

测结果。 

1．11 临床样本的检测 

在重庆医科大学实验动物中心随机抽取4O只实验小 

鼠。采血并分离血清后提取 RNA进行 LAMP检测 ，再分别加 

入 1 l SYBR Green I荧光染料目测观察。 

2．1 反应体系建立 

通过设置反应温度梯度：59℃、60℃、61℃、62℃、63 cc、 

64℃、65 、66℃；内引物浓度梯度：2O、30、40、50、60、70、 

8O、90 b~mol／L；环引物浓度梯度：10、l5、20、25、3O、35}xmol／L，综 

合LAMP反应扩增的起始时间相对较早、最大扩增效率相对 

较大、达到相对最大扩增效率的时间最短和进入平台期所需 

时间最短 ，最终选定的最优反应温度为 ：63℃，并建立了 

LA MP的最终反应体系(表 2)。 

表 2 LAMP优化后的反应体系 

Tab．2 Reaction system of LAMP after optimization 

试剂 体积( 1) 

2XRM缓冲液 

50 ~moFL FIP 

50i~mol／L BIP 

5~mol／LF3 

5~mol／L B3 

20 txmol／LLF 

20~mol／LLB 

Bst酶 

模板 RNA(3．3 t~g／m]) 

ddH，O 

12．5 

1 

1 

1 

l 

1 

1 

1 

1 

upt025 

2．2 LAMP的特异性 

LAMP实时浊度仪显示：只有小鼠仙台病毒的RNA为阳 

性结果，其他6个菌株或毒株的DNA或RNA均为阴性结果。 

扩增结束后，分别加入 1 txl SYBR Green I目测实验结果，并 

将扩增产物于 1．5％的琼脂糖凝胶电泳检测(图 1)。结果显 

示：只有以SeV为模板才能扩增出清晰的梯形条带和看到翠 

绿色，说明LAMP检测方法具有良好的特异性。 
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A．鉴定图(1为 SeV的RNA产物；2～7为非 SeV 
的RNA产物；8为空白对照) 
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B．扩增效率图 
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体固定试验、ELISA、免疫荧光抗体法等血清学方法 

和RT—PCR等核酸检测方法171。我国实验动物国家 

标准规定的啮齿类实验动物的SeV检测方法包括 

ELISAtSJ和免疫荧光试验等 。但是这些检测方法都 

存在一定的局限性，如试剂盒较为昂贵．检测耗时 

较长，特异性差，灵敏度不高，容易漏检等，均不能 

满足实验动物快速检疫和疫情防控需求㈣。因此．建 

立一种操作简便、仪器设备要求低、灵敏度高、稳定 

性好、特异性强的快速高效检测 SeV的技术，对于 

实验动物的检疫、疫病防控、质量控制等具有极其 

重要的意义。 

LAMP技术是最近几年发展的一种核酸扩增技 

术【n】，具有操作简便、成本低廉、快速高效、特异性 

强、灵敏度高等优点『121。LAMP技术的核心和难点是 

在普通 PCR的引物的基础上相应的多设计出一对 

内引物和环引物，通过 6个位点识别 目的片段 。更 

加精确地提高了扩增的特异性和灵敏度。在做本文 

的研究之前，查询了所有相关文献报道并仔细阅读． 

关于此方法在小鼠仙台病毒的检测方面并没有全 

面和详细的报道，已经发表的《逆转录环介导等温 

扩增技术检测Se~的方法建立与应用》的毕业论文， 

只是设计出了一对内外引物．并没有设计出一对环 

引物，开始扩增的时间在25 min左右．最低检出限 

为 0．95 Pg，而本文通过重新设计 F3和 B3引物 ，成 

功的匹对出一对内外引物和一对环引物 ，缩短了 

开始扩增的时间，为 16 min左右。提高了扩增的灵 

敏度，最低检出限为0．33 Pg。 

该方法采用 6条特异性引物识别靶基因的8 

个特定位点，在恒温条件下，即可依靠具有链置换 

活性的大片段 DNA聚合酶的作用高效扩增片段， 

而多条引物可以保证扩增的高特异性。本文在小鼠 

SeV的F基因保守序列设计6条引物．通过优化各种 

反应条件后，建立了小鼠SeV的LAMP快速高效检 

测方法。该 LAMP检测方法只需将加样管放在 63℃ 

的水浴中反应 60 min即可完成。通过添加荧光染料 

SYBR Green I，用肉眼即可判断有无扩增产物，操作 

方便快捷。在临床样品检测中，与PCR及测序结果 

完全一致，符合率为 100％。如果将此方法运用到以 

后实验啮齿类动物的SeV的质检、微生物控制和疾 

病的控制中，将大大节省时间，降低成本，提高检测 

的灵敏度和准确性。本文的研究侧重于 LAMP技术 

方法的完善和应用，为以后实验小鼠SeV的临床检 

测提供了更加精确快速的方法，并且可以很快推广 

应用。 
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