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禽新型黄病毒犚犜犔犃犕犘检测方法的建立
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摘　要：根据环介导等温扩增技术（ＬＡＭＰ），建立了一种适用于禽新型黄病毒的逆转录环介导等温扩增（ＲＴ

ＬＡＭＰ）快速检测方法。根据禽新型黄病毒Ｅ蛋白基因序列，在保守区设计了一套针对禽新型黄病毒基因８个区域的

６条特异性引物，并对反应条件进行优化。结果表明该方法对ＮＤＲＶ、ＧＰＶ、ＭＤＲＶ、ＮＤＶ、ＩＬＴＶ、ＦＰＶ均无扩增反应，

并可通过反应液是否有沉淀或向反应液中加入荧光染料来对结果进行可视化观察；扩增反应只需要在常规水浴锅中

进行，４５ｍｉｎ内可完成反应；该方法对禽新型黄病毒ＲＮＡ的最小检测限为１ｐｇ，灵敏度是一步法ＲＴＰＣＲ方法的

１００倍。本研究建立的ＲＴＬＡＭＰ方法简便、快速、灵敏、特异，适合在基层进行禽新型黄病毒的快速检测。
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犃犫狊狋狉犪犮狋：Ａｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｌｏｏｐｍｅｄｉａｔｅｄｉｓｏｔｈｅｒｍａｌａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ（ＲＴＬＡＭＰ）ａｓｓａｙｗａｓ

ｄｅｖｅｌｏｐｅｄｆｏｒｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆａｖｉａｎｎｏｖｅｌｆｌａｖｉｖｉｒｕｓｖｉｒｕｓ．Ａｃｃｏｒｄｉｎｇｔｏｔｈｅｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆａｖｉａｎｎｏｖｅｌ
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ｗｅｒｅｄｅｓｉｇｎｅｄ，ａｎｄｔｈｅｒｅａｃｔｉｏｎｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓｗｅｒｅｏｐｔｉｍｉｚｅｄ．Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅａｓｓａｙｈａｄ

ｎｏｃｒｏｓｓｒｅａｃｔｉｏｎｗｉｔｈＮＤＲＶ，ＧＰＶ，ＭＤＲＶ，ＮＤＶ，ＩＬＴＶａｎｄＦＰＶ．Ｔｈｅａｓｓａｙｗａｓｐｅｒｆｏｒｍｅｄ

ｉｎｗａｔｅｒｂａｔｈｗｉｔｈｉｎ４５ｍｉｎｕｔｅｓａｎｄｔｈｅａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｗａｓｖｉｓｕａｌｉｚｅｄｂｙａｄｄｉｎｇＳＹＢＲＧｒｅｅｎ

Ⅰｏｒｉｎｓｐｅｃｔｉｎｇｔｈｅｗｈｉｔｅｓｅｄｉｍｅｎｔ．ＴｈｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎｌｉｍｉｔｏｆＲＴＬＡＭＰａｓｓａｙｗａｓ１ｐｇ，ｗｈｉｃｈｗａｓ

１００ｆｏｌｄｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｏｆｏｎｅｓｔｅｐＲＴＰＣＲ．Ｔｈｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎｉｎｃｌｉｎｉｃａｌｓａｍｐｌｅｓｗａｓ１００％ｃｏｍ
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ｓｉｍｐｌｅａｎｄｓｐｅｃｉｆｉｃｍｅｔｈｏｄｆｏｒｒａｐｉｄｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆａｖｉａｎｎｏｖｅｌｆｌａｖｉｖｉｒｕｓｖｉｒｕｓｉｎｆｉｅｌｄｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ．

犓犲狔狑狅狉犱狊：ａｖｉａｎｎｏｖｅｌｆｌａｖｉｖｉｒｕｓ；ｌｏｏｐｍｅｄｉａｔｅｄｉｓｏｔｈｅｒｍａｌａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ；ｄｉａｇｎｏｓｉｓｍｅｔｈｏｄ

　　２００９年以来，福建省多个蛋鸡养殖场出现一种

蛋鸡发热、产蛋急降或停止、采食减少或食欲废绝的

疾病，给蛋鸡养殖业造成巨大的损失。该病具有传

染性，一年四季均可发生，以冬春季节多发，剖检主

要表现为卵泡出血，萎缩，部分卵黄破裂，选成卵黄

性腹膜炎。本研究室从临床发病鸡场采集病料进行

病原分离鉴定，证实导致此次蛋鸡产蛋下降的病原

属于黄病毒科黄病毒属的一个新成员［１２］。目前，对
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该病的诊断方法主要是ＲＴＰＣＲ，虽然该方法敏感

性好，但是操作繁琐、耗时，不适于基层兽医的临床

检测。因此本项目组在明确该病病原［１］及其全基因

序列的基础上，为有效防制该病，开展了更有效的诊

断技术研究。

环介导等温扩增技术（Ｌｏｏｐｍｅｄｉａｔｅｄｉｓｏｔｈｅｒ

ｍａｌａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ＬＡＭＰ）是 由 Ｎｏｔｏｍｉ等
［３］于

２０００年建立的一种新型核酸扩增技术，其原理是通

过识别靶序列上８个特异区域的引物和一种具有链

置换活性的ＢｓｔＤＮＡ聚合酶，在等温条件下进行自

动循环的链置换核酸扩增反应，反应中会产生大量

肉眼可见的白色沉淀。该技术具有特异性高、操作

简便、反应迅速、成本低廉等优点，目前在一些病原

微生物的检测中开始被广泛运用［４５］。本研究根据

ＲＴＬＡＭＰ原理，优化相关反应条件，建立了适合基

层应用的禽新型黄病毒逆转录环介导等温扩增

（ＲＴＬＡＭＰ）快速检测方法。

１　材料与方法

１．１　毒株

新型鸡黄病毒（ＪＤ０６）由本实验室分离鉴定及

序列测定，新型鸭呼肠孤病毒（ＮＤＲＶ）、鹅细小病毒

（ＧＰＶ）、番鸭呼肠孤病毒（ＭＤＲＶ）、鸡的新城疫病

毒（ＮＤＶ）、鸡的传染性喉气管炎病毒（ＩＬＴＶ）、鸡痘

病毒（ＦＰＶ）均由本实验室保存、提供。

１．２　试剂

ＢｓｔＤＮＡ 聚合酶（大片段）购自 ＮｅｗＥｎｇｌａｎｄ

Ｂｉｏｌａｂｓ公司。ＭｇＣｌ２、ｄＮＴＰｓ、Ｓ犿犪Ⅰ、ＭｉｎｉＢＥＳＴ

ＶｉｒａｌＲＡＮ／ＤＮＡ Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ＫｉｔＶｅｒ等均购自

ＴａＫａＲａ公司。甜菜碱（Ｂｅｔａｉｎｅ）购自Ｓｉｇｍａ公司，

ＭＭＬＶＲｅｖｅｒｓｅＴｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ 购自 Ｐｒｏｍｅｇａ公

司。ＳＹＢＲ ＧｒｅｅｎＩ荧光染料购自北京 Ｓｏｌａｒｂｉｏ

公司。

１．３　引物和探针的设计与合成

利用ＤＮＡＳｔａｒ６．０对ＪＤ０６Ｅ蛋白基因进行序

列分析，选取基因保守区的８００ｂｐ，利用在线生物

软件ＰｒｉｍｅｒＥｘｐｌｏｒｅｒＶ４进行引物设计。引物包括

Ｆ３、Ｂ３、ＦＩＰ（Ｆ１ｃ＋Ｆ２）、ＢＩＰ（Ｂ１ｃ＋Ｂ２）、ＦＬ、ＢＬ等

６条引物，分别识别Ｅ蛋白基因保守区８个基因位

点。引物（表１）由Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司生物技术有限公

司合成。

表１　犚犜犔犃犕犘引物序列

犜犪犫犾犲１　犛犲狇狌犲狀犮犲狊狅犳犚犜犔犃犕犘狆狉犻犿犲狉狊

引物名称

Ｐｒｉｍｅｒｎａｍｅ

引物序列 （５′３′）

Ｓｅｑｕｅｎｃｅ

基因组中的位置ａ

Ｐｏｓｉｔｉｏｎｉｎｇｅｎｏｍｅ

Ｆ３ ＣＧＡＣＡＣＧＴＡＴＧＧＧＴＴＧＡＣＴＧ １９５１１９２９

Ｂ３ ＧＣＡＧＧＧＴＴＴＧＡＡＧＣＴＧＡＡＡＧ １７５６１７３６

ＦＩＰ ＡＴＧＧＧＣＣＣＴＧＴＡＧＡＧＴＴＣＣＣＡＴＣＡＡＧＣＧＴＣＣＡＡＣＴＧＧＴＧＴ
１８５８１８８０

１９２５１９０７

ＢＩＰ ＣＡＣＧＡＣＡＧＴＧＣＣＡＴＧＣＣＣＡＧＡＣＣＴＡＣＣＣＧＡＴＧＴＧＴＡＧＣＡＡ
１８３３１８１３

１７６１１７８１

ＦＬ ＧＴＡＣＡＧＴＡＡＧＴＣＴＡＧＡＣＧＧＣＴＧ １９０６１８８４

ＢＬ ＴＧＴＣＧＧＴＡＧＧＡＴＴＣＴＴＣＡＣＴＡＧＧＧＡ １８１３１７８９

ａ．相应基因组位置（ＧｅｎＢａｎｋ登录号ＪＮ０９２５７５）

ａ．Ｇｅｎｏｍｅｐｏｓｉｔｉｏｎ（ＧｅｎＢａｎｋａｃｃｅｓｓｉｏｎＮｏ．ＪＮ０９２５７５）

１．４　病毒 犚犖犃的提取

按 照 ＴａＫａＲａ ＭｉｎｉＢＥＳＴ ＶｉｒａｌＲＡＮ／ＤＮＡ

ＥｘｔｒａｃｔｉｏｎＫｉｔＶｅｒ使用说明书和文献进行病毒

ＪＤ０６ＲＮＡ抽提，－７０℃保存备用。

１．５　犚犜犔犃犕犘方法的优化

设置不同的内外环引物浓度比、ｄＮＴＰｓ浓度、

Ｍｇ
２＋浓度、Ｂｅｔａｉｎｅ浓度及不同的反应时间和反应温

度，分析各因素对ＲＴＬＡＭＰ的影响。ＲＴＬＡＭＰ反

应体系中，含有内引物Ｆ３／Ｂ３、外引物ＦＩＰ／ＢＩＰ、环引

物ＦＬ／ＢＬ、ｄＮＴＰｓ、Ｍｇ
２＋、Ｂｅｔａｉｎｅ、ＢｓｔａＤＮＡ聚合酶、

ＭＭＬＶ反转录酶、１０×Ｔｈｅｒｍｏｐｏｌ缓冲液以及模板

ＲＮＡ。设置不同的内外环引物浓度比（１∶８∶４、１∶８

０６６
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∶５、１∶１０∶４、１∶１０∶５）；ｄＮＴＰｓ浓度（０．２～１．４

ｍｍｏｌ·Ｌ－１）；Ｍｇ
２＋浓度（４～１０ｍｍｏｌ·Ｌ

－１）；Ｂｅｔａｉｎｅ

浓度（０～１．３ｍｍｏｌ·Ｌ
－１）及不同的反应时间（１０～

７０ｍｉｎ）和反应温度（６５、６３、６１℃）。分析各因素对

ＲＴＬＡＭＰ的影响，优化检测体系，产物以１．５％琼脂

糖凝胶电泳检测。

１．６　特异性和灵敏度检验

利用优化好的 ＲＴＬＡＭＰ反应体系，以ＪＤ０６

ＲＮＡ 及 ＮＤＲＶ、ＧＰＶ、ＭＤＲＶ、ＮＤＶ、ＩＬＴＶ、ＦＰＶ

的核酸为待检样品进行检测，检验ＲＴＬＡＭＰ方法

的特异性。将制备的ＪＤ０６ＲＮＡ 按１０倍递增稀

释，并使用分光光度计测定稀释后各个梯度的ＲＮＡ

浓度，分别为１００ｎｇ、１０ｎｇ、１ｎｇ、１００ｐｇ、１０ｐｇ、１

ｐｇ、０．１ｐｇ、０．０１ｐｇ。对各浓度ＲＮＡ用ＲＴＬＡＭＰ

方法进行检测，并用ＲＴＰＣＲ方法同时进行扩增。

１．５％琼脂糖凝胶电泳观察结果确定该方法的灵

敏度。

１．７　扩增产物的可视化检测

扩增反应结束后，加入１μＬＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ染

料，观察反应体系的颜色变化，置于紫外灯下观察是

否有荧光产生。

１．８　犚犜犔犃犕犘产物酶切鉴定

ＲＴＬＡＭＰ反应结束后，采用限制性内切酶

Ｓ犿犪Ⅰ进行酶切鉴定，酶切体系如下：ＲＴＬＡＭＰ

产物８μＬ、１０×ｂｕｆｆｅｒ２μＬ、Ｓ犿犪Ⅰ１μＬ、去离子水

９μＬ，３７℃作用３ｈ。酶切产物用１．５％琼脂糖凝胶

进行电泳。

１．９　犚犜犔犃犕犘的初步应用

通过常规ＲＴＰＣＲ以及ＲＴＬＡＭＰ方法对送

检临床样品进行检测，对比其符合率。临床样品包

括２０份新型鸡黄病毒样品。

２　结　果

２．１　犚犜犔犃犕犘方法的条件优化与建立

根据优化条件建立的反应体系：０．６ｐｍｏｌ·Ｌ
－１

Ｆ３／Ｂ３、２．５ｐｍｏｌ·Ｌ
－１ＦＩＰ／ＢＩＰ、０．８ｐｍｏｌ·Ｌ

－１ＦＬ／

ＢＬ、０．８ｍｍｏｌ·Ｌ－１ｄＮＴＰｓ、２０ｍｍｏｌ·Ｌ－１ Ｔｒｉｓ

ＨＣｌ（ｐＨ８．８）、１０ｍｍｏｌ·Ｌ
－１ ＫＣｌ、１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１

（ＮＨ４）２ＳＯ４、６ｍｍｏｌ·Ｌ
－１Ｍｇ

２＋、０．１％ ＴＲＩｔｏｎＸ

１００、０．８ｍｍｏｌ·Ｌ－１Ｂｅｔａｉｎｅ、８ＵＢｓｔＤＮＡ聚合酶、１

ＵＭＭＬＶ反转录酶及模板ＲＮＡ３μＬ。反应程序：

６５℃水浴４５ｍｉｎ。

２．２　犚犜犔犃犕犘扩增产物的可视化检测

反应结束后，向体系中加入０．５μＬＳＹＢＲ

ＧｒｅｅｎⅠ染料，结果显示ＪＤ０６样品呈绿色（图１Ａ第

１、２管），而第３、４管（空白对照）仍为染料原色橙

色；置于紫外灯下观察，可见第１、２管呈现明显的荧

光，而第３、４管则无特异性荧光（图Ｂ），均与１．５％

琼脂糖凝胶电泳结果一致。

１、２．新型鸡黄病毒ＪＤ０６（阳性样品）；３、４．阴性对照

１，２．ＮｏｖｅｌｆｌａｖｉｖｉｒｕｓｖｉｒｕｓＪＤ０６ｓｔｒａｉｎ（ｐｏｓｉｔｉｖｅｓａｍｐｌｅ）；３，４．Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ
图１　自然光（犃）和紫外灯（犅）下犚犜犔犃犕犘的可视化结果

犉犻犵．１　犞犻狊狌犪犾犻狕犪狋犻狅狀狅犳狋犺犲狉犲狊狌犾狋狊狅犳狌狀犱犲狉狀犪狋狌狉犪犾犾犻犵犺狋（犃）犪狀犱犝犞（犅）

　　２０份样品的ＲＴＬＡＭＰ检测结果见图２。后

文（２．６）将与ＲＴＰＣＲ结果进行比较。

２．３　犚犜犔犃犕犘的特异性测定

应用 建 立 的 ＲＴＬＡＭＰ 方 法 检 测 ＪＤ０６ 及

ＮＤＲＶ、ＧＰＶ、ＭＤＲＶ、ＮＤＶ、ＩＬＴＶ、ＦＰＶ的核酸样品，

结果显示：仅ＪＤ０６核酸样品出现明显的梯状条带，而

ＮＤＲＶ、ＧＰＶ、ＭＤＲＶ、ＮＤＶ、ＩＬＴＶ、ＦＰＶ等样品均未

出现特异性条带，表明该方法特异性良好（图３）。

２．４　犚犜犔犃犕犘敏感性试验

分别采用ＲＴＬＡＭＰ和 ＲＴＰＣＲ方法检测不

１６６



畜　牧　兽　医　学　报 ４３卷　

同浓度的ＪＤ０６ＲＮＡ，结果显示ＲＴＬＡＭＰ最小检

出量为１ｐｇ（图４），而ＲＴＰＣＲ检测量为１００ｐｇ（图

５）。表明建立的 ＲＴＬＡＭＰ 检测方法灵敏度比

ＲＴＰＣＲ高１００倍。

１～１０．减蛋病料；１１～１５．分离株细胞适应毒；１６～

２０．分离株尿囊液毒；２１．阴性对照

１１０．Ｔｈｅｅｇｇｄｒｏｐｄｉｓｅａｓｅｄｓａｍｐｌｅｏｆｎｏｖｅｌｆｌａｖｉｖｉｒｕｓ

ｐｏｓｉｔｉｖｅ；１１１５．Ｃｅｌｌｂａｓｅｄｖｉｒｕｓ；１６２０．Ａｌｌａｎｔｏｉｃｆｌｕｉｄ

ｖｉｒｕｓ；２１．Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ
图２　２０份样品的犚犜犔犃犕犘检测结果

犉犻犵．２　犜犺犲犚犜犔犃犕犘狉犲狊狌犾狋狊狅犳犮犾犻狀犻犮犪犾狊犪犿狆犾犲狊

Ｍ．ＤＮＡ相对分子质量标准；１．ＪＤ０６；２．ＮＤＲＶ；３．

ＧＰＶ；４．ＭＤＲＶ；５．ＮＤＶ；６．ＩＬＴＶ；７．ＦＰＶ；８．阴性对

照

Ｍ．ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ；１．ＪＤ０６；２．ＮＤＲＶ；３．ＧＰＶ；４．

ＭＤＲＶ；５．ＮＤＶ；６．ＩＬＴＶ；７．ＦＰＶ；８．Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ
图３　犚犜犔犃犕犘特异性检测

犉犻犵．３　犛狆犲犮犻犳犻犮犻狋狔狋犲狊狋犳狅狉犚犜犔犃犕犘

Ｍ．ＤＮＡ相对分子质量标准；１～８．不同量的ＪＤ０６

ＲＮＡ（分别为每管１００ｎｇ、１０ｎｇ、１ｎｇ、１００ｐｇ、１０ｐｇ、１

ｐｇ、０．１ｐｇ、０．０１ｐｇ）；９．阴性对照

Ｍ．ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ；１８．ＤｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆＪＤ０６

ＲＮＡ（１００ｎｇ，１０ｎｇ，１ｎｇ，１００ｐｇ，１０ｐｇ，１ｐｇ，０．１

ｐｇ，０．０１ｐｇｐｅｒｔｕｂｅ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ）；９．Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ
图４　犚犜犔犃犕犘灵敏度试验结果

犉犻犵．４　犜犺犲狊犲狀狊犻狋犻狏犻狋狔狉犲狊狌犾狋狊狅犳犚犜犔犃犕犘

Ｍ．ＤＮＡ相对分子质量标准；１～６．不同量的ＪＤ０６

ＲＮＡ（分别为每管１００ｎｇ、１０ｎｇ、１ｎｇ、１００ｐｇ、１０ｐｇ、１

ｐｇ）

Ｍ．ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ；１６．ＤｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆＪＤ０６

ＲＮＡ（１００ｎｇ，１０ｎｇ，１ｎｇ，１００ｐｇ，１０ｐｇ，１ｐｇｐｅｒ

ｔｕｂｅ，ｒｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ）

图５　犚犜犘犆犚灵敏度试验结果

犉犻犵．５　犜犺犲狊犲狀狊犻狋犻狏犻狋狔狉犲狊狌犾狋狊狅犳犚犜犘犆犚

２．５　犚犜犔犃犕犘产物酶切鉴定

用限制性内切酶Ｓ犿犪Ⅰ对 ＲＴＬＡＭＰ产物进

行酶切鉴定，出现与预期大小２１２ｂｐ相符合的酶切

产物条带（图６）

Ｍ．ＤＮＡ相对分子质量标准；Ｓ犿犪Ⅰ酶切产物

Ｍ．ＤＮＡｍａｒｋｅｒ；１．Ｓ犿犪Ⅰｄｉｇｅｓｔｅｄ
图６　犚犜犔犃犕犘产物的酶切鉴定

犉犻犵．６　犚犜犔犃犕犘狆狉狅犱狌犮狋狊狅犳狉犲狊狋狉犻犮狋犻狅狀犲狀狕狔犿犲犱犻犵犲狊

狋犻狅狀

２．６　犚犜犔犃犕犘的初步应用

应用建立的 ＲＴＬＡＭＰ检测经 ＲＴＰＣＲ鉴定

为阳性的２０份样品，其中１０份为蛋鸡新型黄病毒

阳性减蛋病料，５份为鸡（鸭）黄病毒分离株细胞适

应毒，５份分离株尿囊液毒，结果２０份样品均为阳

性（图２），同ＲＴＰＣＲ的符合率为１００％（图７）。

１～１０．减蛋病料；１１～１５．分离株细胞适应毒；１６～

２０．分离株尿囊液毒；２１．阴性对照

１１０．Ｔｈｅｅｇｇｄｒｏｐｄｉｓｅａｓｅｄｓａｍｐｌｅｏｆｎｏｖｅｌｆｌａｖｉｖｉｒｕｓ

ｐｏｓｉｔｉｖｅ；１１１５．Ｃｅｌｌｂａｓｅｄｖｉｒｕｓ；１６２０．Ａｌｌａｎｔｏｉｃｆｌｕｉｄ

ｖｉｒｕｓ；２１．Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ
图７　犚犜犘犆犚临床检测结果

犉犻犵．７　犜犺犲狉犲狊狌犾狋狊狅犳犚犜犘犆犚犮犾犻狀犻犮犪犾狋犲狊狋
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３　讨　论

ＬＡＭＰ技术是一种简便、快速、灵敏、成本低廉

的新型核酸扩增技术［６］。该技术利用ＢｓｔＤＮＡ 聚

合酶在６０～６５℃具有核酸双链解链功能和瀑布式

核酸扩增功能，在等温条件下即可进行核酸的变性

和扩增，不需要特殊的仪器设备，仅在水浴锅中就可

完成扩增反应。ＬＡＭＰ技术在目的基因保守区设

计了针对８个特异区域的６条引物，使扩增反应具

有很高的特异性，在内引物之间增加２条环引物提

高了扩增效率，缩短了反应时间。ＬＡＭＰ反应结果

的观察方法非常简便，在反应过程中焦磷酸根离子

会与 Ｍｇ
２＋结合产生大量的副产物焦磷酸镁，反应

液变浑浊，离心后可见白色沉淀，另外极高的扩增效

率使得反应液中有大量的双链核酸，所以反应结束

后向反应液中加入荧光染料，反应液会变成翠绿色，

在紫外线下可见较强的绿色荧光，如没有扩增反应

则反应液加染料后为桔红色，在紫外线下也无绿色

荧光。由于ＬＡＭＰ反应的扩增效率很高，在少量

ｃＤＮＡ 存在的条件下就可进行核酸的大量扩增，所

以只需要在ＬＡＭＰ反应体系中加入反转录酶，就可

以完成 ＲＮＡ的检测（ＲＴＬＡＭＰ）。ＲＴＬＡＭＰ技

术具有特异性强、仪器设备简单、结果便于观察的特

点，应用前景广阔［７８］。

本研究建立的禽新型黄病毒ＲＴＬＡＭＰ可视

法检测方法能特异地检测禽新型黄病毒，并且表现

出较高的灵敏度，ＲＮＡ的最小检测限为１ｐｇ，灵敏

度是常规ＲＴＰＣＲ的１００倍。整个反应只需要在

水浴锅中水浴４５ｍｉｎ后加入染料即可判断结果。

由于ＲＴＬＡＭＰ反应具有较高的ＲＮＡ模板污染而

导致假阳性结果的出现，另外ＲＴＬＡＭＰ反应扩增

效率极高，打开反应管时，反应产物易形成气溶胶而

污染周围环境，所以不仅配制反应体系时要注意操

作时防止ＲＮＡ模板污染试剂，而且应将配制反应

体系的区域与观察反应结果的区域进行严格分区，

防止假阳性结果的出现。本研究对 ＲＴＬＡＭＰ

反应

体系进行了优化，扩增效率极高。近年来，禽新型黄

病毒的流行病学不清楚，流行的面积较广，传染性

强，给养禽业造成巨大经济损失。本研究建立的禽

新型黄病毒ＲＴＬＡＭＰ检测方法尤其适合在基层

兽医站和养殖场进行快速检测，对指导当前禽新型

黄病毒的防控具有重要意义。
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［Ｊ］．犑 犅犻狅犮犺犲犿 犅犻狅狆犺狔狊 犕犲狋犺狅犱狊，２００７，７０：

４９９５０１．

［８］　ＣＨＥＮＨＴ，ＺＨＡＮＧＪ，ＭＡＬＮ，ｅｔａｌ．Ｒａｐｉｄｐｒｅ

ｃｌｉｎｉｃａｌｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｃｌａｓｓｉｃａｌｓｗｉｎｅｆｅｖｅｒｂｙｒｅｖｅｒｓｅ

ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｌｏｏｐｍｅｄｉａｔｅｄｉｓｏｔｈｅｒｍａｌａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ

［Ｊ］．犕狅犾犆犲犾犾犘狉狅犫犲狊，２００９，２３（２）：７１７４．

（编辑　白永平）
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