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利用环介导等温扩增技术检测西尼罗病毒
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　　［摘要］　目的　建立一种早期快速检测西尼罗病毒的方法。方法　以人工合成西尼罗病毒基因（１０２１～１２４０，ＮＹ９９）
作为模板，利用环介导等温扩增技术（ＬＡＭＰ）原理，设计合成３套６对引物，特异性识别人工合成西尼罗病毒基因的８个位点，

在恒温６３℃６０ｍｉｎ条件下扩增，８０℃２ｍｉｎ终止反应，通过ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ仪实时监测反应过程，最终产物经凝胶电泳观察。

同时将该方法的灵敏度及特异性与常规ＰＣＲ进行比较。结果　ＬＡＭＰ反应在２０ｍｉｎ内即可完成，最终产物经电泳观察可
见大小片段不等的呈梯度扩增条带，而同为黄病毒属的登革热病毒、流行性乙型脑炎病毒及阴性对照等均无扩增。灵敏性是

常规ＰＣＲ的１０倍，可以检测到９．２３ｃｏｐｉｅｓ／μｌ的病毒。结论　该方法具有灵敏、特异、快速、简便、成本低等优点，适合基层
和现场检测使用，对西尼罗病的早期诊断和流行病学筛查具有重要意义。
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　　西尼罗病毒（ＷｅｓｔＮｉｌｅｖｉｒｕｓ，ＷＮＶ）属黄病毒

科（Ｆｌａｖｉｖｉｒｉｄａｅ）、黄病毒属（Ｆｌａｖｉｖｉｒｕｓ），因１９３７年

从乌干达西尼罗地区的一位女性发热患者体内被首

次分离而得名，与登革热病毒、日本脑炎病毒及黄热

病病毒等属于同一病毒属，均为虫媒病毒。西尼罗

病毒感染是一种经蚊虫传播，以鸟类为主要动物宿

主的自然疫源性疾病。人被携带病毒的蚊虫叮咬后

感染，轻者出现发热、头痛等流感样症状（西尼罗

热），重者可引起中枢神经系统症状（西尼罗脑炎），

甚至死亡。该病毒以往仅在非洲、西亚、中东地区流

行，２０世纪６０年代初传入欧洲，自１９９９年起在西半

球登陆，特别是美国自１９９９年发现首例患者以来，
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西尼罗脑炎已在美国连续流行，发病人数逐年攀升，

截止２００３年，美国共有９８００人感染，２６２人死亡，

而２００５年１月１日至１２月１日期间，美国共报告西

尼罗病毒疾病２７４４例，与２００４年同期的２３５９例

相比有所增加，其中１１６５例是西尼罗病毒性神经疾

病（ＷＮＮＤ）［１］，１０年间已由美国的西半球迅速扩展到

东半球［２］。近年随着国际恐怖活动的加剧，ＷＮＶ亦

引起美国军方的高度重视。迄今为止，我国尚未发现

ＷＮＶ感染的临床病例，但是我国的气候、地理环境复

杂，蚊虫种类繁多，具备西尼罗病流行所需的生态学

条件，随着国际交流的日益频繁，ＷＮＶ传入我国境内

的可能性非常大，中国急需加强对西尼罗病的研

究［３］。由于目前针对西尼罗病尚无有效的治疗和预

防措施，开展 ＷＮＶ监测，建立 ＷＮＶ快速检测方法，

对于 ＷＮＶ控制流行意义重大。

　　环介导等温扩增（ｌｏｏｐｍｅｄｉａｔｅｄｉｓｏｔｈｅｒｍａｌａｍ

ｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ＬＡＭＰ）技术［４６］最早起源于日本，其特

点是针对靶基因的６个部位设定３对引物，利用链

置换反应在恒温下使靶基因高效扩增，最终产物形

成不同柄环结构的ＤＮＡ和不同相对分子质量的如

菜花样的多环产物。该法具有特异性强、灵敏度高、

快速且成本低等优点。本研究利用基因组合成技术

合成西尼罗病毒的部分基因，利用ＬＡＭＰ技术扩增

目的基因，以期为西尼罗病毒的快速检测提供新方

法，为突发传染病的预防提供技术储备。

１　材料和方法

１．１　西尼罗病毒基因组部分基因合成及病毒来

源　参考ＧｅｎＢａｎｋ中 ＷＮＶｓｔｒａｉｎＮＹ９９（ａｃｃｅｓｓｉｏｎ

ｎｕｍｂｅｒ：ＡＦ１９６８３５）序列，由上海生物工程研究所

合成基因组１０２１～１２４０区域的２２０ｂｐ序列，克隆

到载体ｐＵＣ５７上，插入位点为ＳｍａⅠ，受体菌为大

肠杆菌ＤＨ５α菌株。提取纯化质粒ＤＮＡ，紫外分光

光度法定量，制备阳性质粒ＤＮＡ模板。登革热病毒

株由广东省疾病预防控制中心馈赠，流行性乙型脑

炎（乙脑）病毒株由福建省疾病预防控制中心馈赠。

１．２　引物设计　ＬＡＭＰ反应３对引物设计的模拟

图如图１Ａ所示。３对引物分别为外引物Ｆ３和Ｂ３；

内引物ＦＩＰ、ＢＩＰ和环引物ＦＬＰ、ＢＬＰ，其中ＦＩＰ由

Ｆ１Ｃ＋ＴＴＴＴ＋Ｆ２组成，ＢＩＰ由Ｂ１Ｃ＋ＴＴＴＴ＋Ｂ２
组成。Ｆ１Ｃ、Ｂ１Ｃ分别为Ｆ１、Ｂ１的互补序列。２个环

引物ＦＬＰ、ＢＬＰ分别为Ｆ１和Ｆ１、Ｂ１和Ｂ２之间的互

补序列。鉴于以上原理按参考文献［７］方法合成

ＬＡＭＰ反应引物，各引物在扩增目的基因中的位置

及合成序列如图１Ｂ、１Ｃ所示。引物合成由上海生物

工程研究所完成。

图１　ＬＡＭＰ引物设计原理

Ｆｉｇ１　Ｐｒｉｍｅｒｄｅｓｉｇｎｆｏｒｌｏｏｐｍｅｄｉａｔｅｄ

ｉｓｏｔｈｅｒｍａｌａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ（ＬＡＭＰ）ｆｏｒｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆ

ｓｙｎｔｈｅｔｉｃＷｅｓｔＮｉｌｅｖｉｒｕｓｇｅｎｏｍｅ
Ａ：ＤｉａｇｒａｍｏｆＬＡＭＰｐｒｉｍｅｒｄｅｓｉｇｎ；Ｂ：Ｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆｐｏｓｉｔｉｏｎ１０２１

ｔｏ１２４０ｏｆＷｅｓｔＮｉｌｅｖｉｒｕｓｇｅｎｏｍｅ；Ｃ：Ｔｈｅｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ

１．３　ＰＣＲ反应　以插入目的基因序列的ｐＵＣ５７阳
性质粒为模板，以Ｆ３、Ｂ３为引物进行ＰＣＲ扩增２０１
ｂｐ目的片段。反应体系：阳性质粒模板２μｌ，上游引
物Ｆ３（１０μｍｏｌ／Ｌ）和下游引物Ｂ３（１０μｍｏｌ／Ｌ）各

２μｌ，１０ ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ （Ｐｒｏｍｅｇａ）１μｌ，１０ ×
Ｂｕｆｆｅｒ５μｌ，Ｔａｑ酶１μｌ，加ＤＥＰＣ处理水至总体积

５０μｌ。反应条件为：９５℃２ｍｉｎ预变性，然后９４℃
３０ｓ，５５℃ １ｍｉｎ，７２℃ １ｍｉｎ，共计３０个循环，

７２℃延伸１０ｍｉｎ。反应结束后取１０μｌ上样于含ＥＢ
染料的３％琼脂糖凝胶电泳观察。分别以不同稀释
度的阳性质粒为模板按上述构建ＰＣＲ反应，检测反
应的灵敏度。同时分别以登革热病毒、乙脑病毒的

ｃＤＮＡ为模板，按同样方法构建ＰＣＲ反应，观察引
物特异性。

１．４　ＬＡＭＰ反应　反应体系总计２５μｌ，以插入目
基因序列的ｐＵＣ５７阳性质粒为模板，反应体系组
成：１．０μｌ５０μｍｏｌ／ＬＦＩＰ和 １．０μｌ５０μｍｏｌ／Ｌ
ＢＩＰ，０．５μｌ１０μｍｏｌ／ＬＦ３和０．５μｌ１０μｍｏｌ／ＬＢ３，

１．０μｌ２５μｍｏｌ／ＬＦＬＰ和１．０μｌ２５μｍｏｌ／ＬＢＬＰ，
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３．５μｌ１０ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ（Ｐｒｏｍｅｇａ），４μｌ５ｍｏｌ／Ｌ
ｂｅｔａｉｎｅ，２．５μｌ１０×Ｂｕｆｆｅｒ［２０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ
（ｐＨ８．８），１０ｍｍｏｌ／ＬＫＣｌ，１０ｍｍｏｌ／Ｌ（ＮＨ４）２ＳＯ４，

２ｍｍｏｌ／Ｌ ＭｇＳＯ４，０．１％ Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ１００］，６μｌ２５
ｍｍｏｌ／ＬＭｇＳＯ４，２μｌ（８Ｕ／μｌ）ＢｓｔＤＮＡｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ
（ｌａｒｇｅｆｒａｇｍｅｎｔ，ＮｅｗＥｎｇｌａｎｄＢｉｏｌａｂｓ），２μｌ模板质
粒。恒温６３℃６０ｍｉｎ，８０℃２ｍｉｎ终止反应。取１０μｌ
ＬＡＭＰ反应结果上样于含ＥＢ染料的３％琼脂糖凝胶
电泳观察。分别以不同稀释度的阳性质粒为模板按
上述构建反应，检测ＬＡＭＰ反应的灵敏度。分别以登
革热病毒、乙脑病毒的ｃＤＮＡ为模板，按上述方法构
建ＬＡＭＰ反应，观察ＬＡＭＰ方法的特异性。

１．５　ＲｅａｌｔｉｍｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＰＣＲ　分别以不同稀释

度的阳性质粒、登革热病毒、乙脑病毒的ｃＤＮＡ为模

板，以Ｆ３、Ｂ３为引物，优化ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ反应条

件，构建总体积为２０μｌ的反应体系，包括ＳＹＢＲ
○Ｒ

ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭ（２×，ＴａＫａＲａ）１０μｌ，上游引物

Ｆ３（１０μｍｏｌ／Ｌ）和下游引物Ｂ３（１０μｍｏｌ／Ｌ）各０．４

μｌ，不同稀释浓度阳性质粒模板２μｌ，水７．２μｌ。置

于ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ仪（ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ４８０，Ｒｏｃｈｅ），９５℃

１０ｓ，然后９５℃５ｓ，６０℃２０ｓ，７２℃１０ｓ共计３５个

循环，观察荧光信号强度，扩增结束后进行６０～９５℃
的熔解曲线分析。

１．６　ＲｅａｌｔｉｍｅＬＡＭＰ　为了能实时监测ＬＡＭＰ反

应，同样以不同稀释度的阳性质粒及登革热病毒、乙

脑病毒的ｃＤＮＡ为模板，按上述方法构建ＬＡＭＰ反

应体系，同时向每个反应体系中分别加入１μｌ２０×

ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ荧光染料，６３℃６０ｍｉｎ置于ｒｅａｌ

ｔｉｍｅＰＣＲ仪中，每４０ｓ为１个循环，观察荧光信号

强度。扩增结束后进行６０～９５℃的熔解曲线分析。

１．７　ＬＡＭＰ反应的敏感性和特异性分析　为了观

察ＬＡＭＰ反应的敏感性与特异性，将上述构建的不

同稀释度阳性质粒模板 ＬＡＭＰ反应结果分别与

ＰＣＲ反应进行比较。

２　结　果

２．１　阳性质粒模板制备　通过测序证实所合成基因
的碱基序列完全与ＧｅｎＢａｎｋ公布的基因序列一致。
质粒提取纯化后，经紫外分光光度计定量，所制备阳
性质粒ＤＮＡ总量为９．２３×１０１０ｃｏｐｉｅｓ／μｌ。按１０倍
比进行稀释，获得１０－１～１０－１０稀释度的阳性质粒

ＤＮＡ模板，理论上推算各稀释度阳性质粒ＤＮＡ模板
浓度为（９．２３×１００～９．２３×１０９）ｃｏｐｉｅｓ／μｌ。

２．２　ＰＣＲ结果　以阳性质粒为模板，以Ｆ３、Ｂ３为
引物进行ＰＣＲ 扩增，结果经ＥＢ染色的３％琼脂糖
凝胶电泳观察可见２０１ｂｐ目的片段（图２）。敏感性
检测结果表明ＰＣＲ反应可检测至１０－９稀释度的质
粒ＤＮＡ模板，即９．２３×１０１ｃｏｐｉｅｓ／μｌ样品。登革
热病毒、乙脑病毒未见扩增（图３Ｂ）。

图２　西尼罗病毒基因片段凝胶电泳

Ｆｉｇ２　 ＡｇａｒｏｓｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆＷＮＶｇｅｎｅｆｒａｇｍｅｎｔｓ
Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；１：ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔＷＮＶｐｏｓｉｔｉｖｅｐｌａｓｍｉｄ（２０１ｂｐ）；２：

ＬＡＭＰｐｒｏｄｕｃｔｗｉｔｈＷＮＶｐｏｓｉｔｉｖｅｐｌａｓｍｉｄ（ｌａｄｄｅｒＤＮＡ）；３：ＬＡＭＰ

ｗｉｔｈｏｕｔｔａｒｇｅｔ

２．３　ＬＡＭＰ反应结果　图２可见，电泳带中可见片
段大小不等的ＤＮＡ条带，这些条带是ＬＡＭＰ反应
中所特有，由６条引物共同作用扩增生成的不同柄
环结构的ＤＮＡ组成。敏感性检测可检测至１０－１０稀
释度的质粒ＤＮＡ模板，即９．２３×１００ｃｏｐｉｅｓ／μｌ样
品，登革热病毒、乙脑病毒未见扩增（图３Ａ）。

图３　ＰＣＲ与ＬＡＭＰ敏感性比较

Ｆｉｇ３　ＳｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆＬＡＭＰａｎｄ

ＰＣＲｉｎｄｅｔｅｃｔｉｎｇＷＮＶｐｏｓｉｔｉｖｅｐｌａｓｍｉｄ
ＴｈｅａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｂｙＬＡＭＰ（Ａ）ｓｈｏｗｓａｌａｄｄｅｒｌｉｋｅｐａｔｔｅｒｎ，ｗｈｅｒｅａｓ

ｔｈａｔｂｙＲＴＰＣＲ （Ｂ）ｓｈｏｗｓａ２０１ｂｐａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｐｒｏｄｕｃｔ．Ｍ：

Ｍａｒｋｅｒ；１１０：１０－１，１０－２，１０－３，１０－４，１０－５，１０－６，１０－７，１０－８，

１０－９，１０－１０；１１：ＮｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｗｉｔｈｏｕｔｔａｒｇｅｔＤＮＡ；１２：ＪＥＶ

ｃｏｎｔｒｏｌ；１３：Ｄｅｎｇｕｅｃｏｎｔｒｏｌ．ＪＥＶ：Ｊａｐａｎｅｓｅｅｎｃｅｐｈａｌｉｔｉｓｖｉｒｕｓ
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２．４　Ｒｅａｌｔｉｍｅ检测　Ｆ３、Ｂ３为引物的ｒｅａｌｔｉｍｅ

ＰＣＲ检测结果表明，不同拷贝数样品在反应开始

５个循环后，均可见阳性扩增的Ｓ形扩增曲线。３５
个循环内基本完成扩增，各拐点的Ｃｔ值与模板的起

始浓度成正比，可检测至１０－６稀释度的阳性质粒。

阴性对照、乙脑病毒及登革热病毒未见阳性荧光曲

线（图４Ａ）。熔解曲线分析表明 ＷＮＶ 阳性模板的

特异熔解曲线峰位于８３～８７℃，没有非特异扩增，而

阴性对照、乙脑病毒及登革热病毒的熔解曲线是一

条低平无峰曲线（图４Ｂ）。

　　不同拷贝数样品的ｒｅａｌｔｉｍｅＬＡＭＰ检测结果

表明，在反应开始约５个循环后均见到阳性扩增曲

线，浓度最低的样品也在３０个循环后基本完成扩

增，可检测至１０－７稀释度的阳性质粒。阴性对照、乙

脑病毒及登革热病毒均未见到阳性扩增曲线（图

５Ａ），熔解曲线表明 ＷＮＶ阳性模板的特异熔解曲线

峰位于８０～８５℃，阴性对照、乙脑病毒及登革热病毒

的熔解曲线是一条低平无峰曲线见（图５Ｂ）。反应

结束后将反应体系各取１０μｌ进行电泳观察，可见与

图４相一致的电泳结果。

２．５　ＬＡＭＰ反应的敏感性和特异性分析　ＬＡＭＰ
反应敏感性检测表明，可检测至１０－１０稀释度即

９．２３×１００ｃｏｐｉｅｓ／μｌ样品，与ＰＣＲ相比，敏感性提

高１０倍。特异性结果表明，ＬＡＭＰ反应与ＰＣＲ相

比具有较好的特异性，阴性对照、乙脑病毒及登革

热病毒未见扩增条带。

图４　西尼罗病毒合成质粒模板ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ反应结果

Ｆｉｇ４　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲｒｅｓｕｌｔｓｏｆＷＮＶ
Ａ：ＡｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｐｌｏｔｂａｓｅｄｏｎｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲａｓｓａｙｉｎｔｅｓｔｉｎｇａｓｅｒｉｅｓｏｆｄｉｌｕｔｅｄＤＮＡｐｏｓｉｔｉｖｅｓｔａｎｄａｒｄｐｌａｓｍｉｄ（１０－１，１０－２，１０－３，１０－４，１０－５，

１０－６）；Ｂ：ＴｈｅｈｉｇｈｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎｍｅｌｔｉｎｇｃｕｒｖｅｏｂｔａｉｎｅｄｂａｓｅｄｏｎｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲａｓｓａｙ

图５　西尼罗病毒合成质粒模板ｒｅａｌｔｉｍｅＬＡＭＰ反应结果

Ｆｉｇ５　ＲｅａｌｔｉｍｅＬＡＭＰｒｅｓｕｌｔｓｏｆＷＮＶ
Ａ：ＡｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｐｌｏｔｂａｓｅｄｏｎｒｅａｌｔｉｍｅＬＡＭＰａｓｓａｙｉｎｔｅｓｔｉｎｇｏｆａｓｅｒｉｅｓｏｆｄｉｌｕｔｅｄＤＮＡｐｏｓｉｔｉｖｅｓｔａｎｄａｒｄｐｌａｓｍｉｄ（１０－１，１０－２，１０－３，１０－４，

１０－５，１０－６）；Ｂ：ＴｈｅｈｉｇｈｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎｍｅｌｔｉｎｇｃｕｒｖｅｂａｓｅｄｏｎｒｅａｌｔｉｍｅＬＡＭＰａｓｓａｙ

３　讨　论

　　目前，对西尼罗病毒的检测方法主要有 ＲＴ

ＰＣＲ、ＳＹＢＲ ＧｒｅｅｎＲＴＰＣＲ［８］、ＴａｑＭａｎｒｅａｌｔｉｍｅ

ＰＣＲ［９］、ＮＡＳＢＡ （ｎｕｃｌｅｉｃａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅｂａｓｅｄａｍ

ｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ）［１０］等核酸检测及病毒分离、血清学分析

等。这些方法虽然较成熟，但耗时较长，不能在短时

间内进行快速检测和大范围筛查；另外所需仪器设

备装备精良，更不适合在基层和现场使用，使 ＷＮＶ
的早期检测受到了影响［１１］。

　　本研究利用ＬＡＭＰ反应的原理，恒温条件下，

６３℃６０ｍｉｎ，对西尼罗病毒的合成目的基因进行扩
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增，结果可见呈梯度的大小不等的阳性电泳带，检测

敏感性可达９．２３×１００ｃｏｐｉｅｓ／μｌ，是常规ＰＣＲ方法

的１０倍。特异性检测结果表明，同属的登革热病

毒、乙脑病毒及阴性对照均未见扩增，证实了我们建

立的ＬＡＭＰ方法具有较好的特异性。

　　为了更好地监测ＬＡＭＰ整个反应过程中ＤＮＡ
扩增情况，我们采用ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ荧光ＰＣＲ技

术，对ＬＡＭＰ反应体系进行实时监测，同时与ｒｅａｌ

ｔｉｍｅ荧光ＰＣＲ反应进行比较，结果表明ＬＡＭＰ反

应具有以下特点：（１）ＬＡＭＰ反应ＤＮＡ扩增曲线

与荧光ＰＣＲ扩增曲线的扩增趋势没有不同，也分为

起始期、扩增期和平台期，曲线呈Ｓ形，Ｃｔ值与起始

模板量成正比。（２）ＬＡＭＰ反应所用时间短，３０个

循环内约２０ｍｉｎ即可完成扩增。（３）检测敏感性是

ｒｅａｌｔｉｍｅ荧光ＰＣＲ的１０倍。（４）２种方法中，乙脑

病毒、登革热病毒及阴性对照均未见扩增曲线；熔解

曲线分析均未见非特异扩增，说明反应体系具有良

好的特异性。（５）ＬＡＭＰ方法的熔解曲线峰较荧光

ＰＣＲ方法略低２～３℃，虽然都是扩增２０１ｂｐ的目

的基因，但由于反应的原理和使用的引物不同，生成

的产物也不同，ＬＡＭＰ反应生成不同柄环结构的

ＤＮＡ和不同相对分子质量的如菜花样的多环产物，

这可能是影响熔解曲线温度差异的原因。（６）与

ＰＣＲ相比，ＬＡＭＰ反应在恒温水浴箱内便可完成，

不需要装备精良的实验室，因此实验成本低、操作方

便。

　　本实验为西尼罗病的早期诊断提供了一种新方

法。该方法具有敏感、特异、快速简便、成本低等特

点，尤其是在实验室条件较差的基层及现场更具有

较高的应用价值，值得推广应用。该方法的建立对

于西尼罗病毒的早期快筛检、病源追踪及控制传播

流行等方面具有重要的意义。
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