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摇 摇 摘要:摇 本研究根据 GenBank 中登录的鸭 I 型肝炎病毒(DHV I)VP1 基因的高度保守序列,设计了特异性的引

物,建立了一种灵敏、特异、高效的可视化体外环介导等温扩增方法(RT鄄LAMP)。 结果表明,该方法的灵敏性可达

到 10 fg,是常规一步法 RT鄄PCR 方法的 100 倍以上。 全部反应可以在1. 0 ~ 1郾 5 h 内完成,并可以直接通过肉眼观察

颜色进行结果判定,该方法对其他鸭常见的病原体检测结果全部为阴性,该方法的建立为下一步研制鸭 I 型肝炎病

毒的RT鄄LAMP快速检测试剂盒打下基础。
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摇 摇 Abstract:摇 Based on the sequences of duck hepatitis virus type I (DHV I) VP1 gene available in GenBank, a series
of specific primers were designed and reverse transcription loop鄄mediated isothermal amplification (RT鄄LAMP) was devel鄄

oped for visualized detection of DHV I . The results showed
that the detection limit of the DHV I by RT鄄LAMP was 10
fg, 100 time higher than that by normal one鄄step RT鄄PCR.
The amplification could be finished within 1. 0-1郾 5 h e鄄
valuated by naked eyes. The RT鄄LAMP developed in this
study was specific and had no cross鄄reactivity with other
pathogens of duck, laying a foundation for the development
of RT鄄LAMP鄄based rapid detection kit.

Key words: 摇 duck hepatitis virus type I; reverse
transcription loop鄄mediated isothermal amplification
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(RT鄄LAMP); visualized detection

摇 摇 鸭 I 型肝炎病毒(Duck hepatitis virus type I,
DHV I)是一种高致死性、高传播性的病毒性传染病

病原[1]。 该病毒传播迅速,主要侵害 4 周龄以内的

雏鸭。 病雏鸭的特征为意识紊乱,急性肝炎,肝脏肿

大,有出血斑点[2鄄3]。 在新疫区,本病的死亡率很高,
可达 90%以上,是危害养鸭业发展最为严重的传染

病之一[4]。
DHV I 的传统检测方法有血清中和试验、琼脂

扩散试验和酶联免疫吸附试验等,这些检测方法虽

然可以对病原做出诊断,但是存在灵敏性不高,试验

时间长,重复性低,不易标准化等缺点,在实际应用

中有一定的局限性[5鄄7]。 目前,已建立的 RT鄄PCR 和

荧光定量 RT鄄PCR 检测方法,虽然灵敏性相对较高,
但是需要使用昂贵的仪器和试剂,专业的人员,试验

周期较长,不能适应基层兽医站和养殖场简便易行

快速检测的需要[8鄄9]。
环介导等温扩增技术(Loop鄄mediated isothermal

amplification,LAMP),是 2000 年由日本荣研化学株

式会社开发的一种新型的恒温核酸扩增方法[10]。
该技术依赖于能够识别靶序列上特异区域的引物和

一种具有解旋功能的 Bst DNA 聚合酶,能够在等温

条件下,短时间内实现核酸的指数级扩增[11]。 以其

简单、快速、高效、灵敏、特异等诸多优点[12鄄14] 受到

越来越多兽医工作者的关注。 在一些病原微生物的

检测中已经开始得到推广应用[15鄄18]。 目前,国内尚

无针对鸭 I 型肝炎病毒的一步法快速 RT鄄LAMP 检

测方法。 因此本研究设计了一套特异性引物,拟建

立了 DHV I 的可视化检测方法,为研制 DHV I 的快

速检测试剂盒打下基础。

1摇 材料和方法

1. 1摇 病毒株

鸭 I 型肝炎病毒(DHV I AV2111)购自中国兽

医药品监察所;新城疫病毒(NDV)、番鸭细小病毒

(MDPV)、小鹅瘟病毒(GPV)和鸭瘟病毒(DPV)株
均由本实验室分离、鉴定并于-80 益保存。
1. 2摇 试剂及器材

MgSO4、Bst DNA 聚合酶(大片段)、Betaine 和

SYBR Green I 染料购自 New England Biolabs 公司;
RT鄄PCR 检测试剂盒购自天根生化科技(北京)有限

公司;病毒基因组提取试剂盒购自生工生物工程

(上海) 股份有限公司;限制性内切酶 SphI、DNA
marker 购自 TaKaRa 公司;dNTP、逆转录酶、RNA 酶

抑制剂、DEPC 水购自 Sigma 公司;其他试剂均为市

售分析纯。
1. 3摇 引物设计与合成

根据 GenBank 中登录的多条 DHV I 的基因序

列,选取一段高度保守的区域(VP1 蛋白基因序列:
EF442073. 1),使用在线引物设计软件 Primer Ex鄄
plorer V4 设计多套 LAMP 引物,其中包括 2 条外引

物 F3 和 B3;2 条内引物 FIP(F1c+F2)和 BIP(B1c+
B2);2 条环引物 LF 和 LB,分别识别保守区域 8 个

基因位点。 引物由英潍捷基(上海)贸易有限公司

合成(表 1)。

表 1摇 LAMP 引物序列

Table 1摇 Sequences of LAMP primers

引物名称 摇 摇 摇 摇 摇 引物序列(5忆寅3忆) 引物长度(bp)

FIP GCCTCCCAAACAGATGTTTAACAAGAGACAGCTAATGTCCCG 42

BIP AGGACTGTGCAACATGCTTCAAAGAACCGGATGAGAGAGG 40

F3 GCCAGTTTGCTTCCTGAA 18

B3 TTAACAATGGTAAGGATGATCTC 23

LF TACAAGGTGAGTCTCGCACTC 21

LB AGAGTTGGACCTCCAAGTTCCAGATA 26
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1. 4 病毒核酸的提取

参照生工柱式病毒抽提纯化试剂盒说明书及相

关文献记载[19],分别提取鸭 I 型肝炎病毒、新城疫

病毒、番鸭细小病毒、小鹅瘟病毒和鸭瘟病毒的基因

组,取 1 滋l 样品利用分光光度仪测定病毒总含量,
少量分装,于-80 益保存备用。
1. 5摇 RT鄄LAMP 反应体系的建立及优化

1. 5. 1 摇 镁离子浓度的优化 摇 镁离子终浓度为

3. 5 ~ 6郾 0 mmol / L,以 0郾 5 mmol / L梯度依次递增,重
复进行 3 次平行反应。
1. 5. 2摇 引物浓度的优化摇 由于外引物对试验结果

影响很小,所以试验中参照文献数据固定外引物,对
内引物终浓度为 0. 8 ~ 2郾 4 滋mol / L,以 0郾 4 滋mol / L
梯度依次递增,重复进行 3 次平行反应。
1. 5. 3摇 dNTPs 浓度的优化摇 dNTPs 终浓度为 0. 8 ~
1郾 8 mmol / L,以 0郾 2 mmol / L梯度依次递增,重复进

行 3 次平行反应。
1. 5. 4摇 甜菜碱浓度的优化摇 由于甜菜碱具有稳定

酶活性的作用,同时又可以增强反应的特异性,甜菜

碱终浓度为 0. 2 ~ 0郾 7 mol / L,以 0郾 1 mol / L梯度依次

递增,重复进行 3 次平行反应。
1. 5. 5摇 反应温度的优化摇 以 DHV AV2111 RNA 为

模板,反应温度为 61 ~ 66 益,以 1 益梯度依次递增,
重复进行 3 次平行反应。
1. 5. 6摇 最佳反应时间的确定摇 反应时间为 15 ~ 90
min,以 15 mim 梯度依次递增,重复进行 3 次平行反

应。
1. 5. 7摇 扩增产物的检测摇 反应结束后肉眼直接观

察反应管是否有混浊(短暂离心后可使焦磷酸镁沉

于管底,更利于观察);吸取 10 滋l 反应液于 1郾 5%琼

脂糖凝胶电泳观察;向剩余 15 滋l 反应液中加入 0郾 5
滋l SYBR Green I 染料辅助观察。
1. 5. 8摇 扩增产物的酶切鉴定摇 用 SeqBilder 软件分

析 RT鄄LAMP 目的片段中的酶切位点,并筛选出单一

的 SphI(位点 GCATG / C)限制性内切酶。 20 滋l 酶切

体系如下: SphI (10U) 1 滋l,10 伊缓冲液 H 2 滋l,
RT鄄LAMP产物 5 滋l,超纯水 12 滋l ,37 益反应 2 h。
取 10 滋l 的酶切产物于 1. 5%琼脂糖凝胶电泳观察。
1. 6摇 RT鄄PCR 方法的建立

参照一步法 RT鄄PCR 检测试剂盒说明书。 加入

引物 F3 和 B3 及模板 RNA 各 1 滋l。 反应体系为

25 滋l,于 PCR 仪上按如下程序进行扩增:45 益孵育

45 min;94 益预变性 5 min;94 益变性 30 s,58 益退

火 30 s,72 益 延伸 40 s,共 30 个循环;72 益 延伸

7 min。
1. 7摇 RT鄄LAMP 的灵敏性检验

将抽提的 DHV I 核酸模板进行 10 倍系列稀释

成 10 ng / 滋l、1 ng / 滋l、100 pg / 滋l、10 pg / 滋l、1 pg / 滋l、
100 fg / 滋l、10 fg / 滋l、1 fg / 滋l等 8 个浓度梯度。 对各

浓度 RNA 模 板 分 别 用 所 建 立 的 RT鄄LAMP 和

RT鄄PCR检测方法进行灵敏性对比试验。
1. 8摇 RT鄄LAMP 的特异性试验

分别用抽提的鸭 I 型肝炎病毒、新城疫病毒、番
鸭细小病毒、小鹅瘟病毒和鸭瘟病毒基因组,按照所

建立的鸭 I 型肝炎病毒 RT鄄LAMP 检测方法,进行特

异性试验。
1. 9摇 RT鄄LAMP 重复性和稳定性试验

取等量 5 份不同代次的 DHV I 尿囊液,分别提

取 RNA 进行 RT鄄LAMP 检测,观察结果。 取等量 5
份不同代次的 DHV I 尿囊液,对每一代次重复 3 次

进行 RT鄄LAMP 检测,观察结果,以确定该检测方法

的重复性和稳定性。

2摇 结果与分析

2. 1摇 RT鄄LAMP 反应条件

通过对各反应条件的调整优化, 最终确定

RT鄄LAMP反应体系为 25 滋l:包括 Bst DNA 聚合酶(8
U / 滋l) 1郾 0 滋l、 10伊 Bst Buffer 2郾 5 滋l、 dNTPs ( 10
mmol / L)3郾 5 滋l、Betaine(5 mol / L)2郾 0 滋l、MgSO4(25
mmol / L)4郾 0 滋l、AMV(5 U / 滋l)1郾 0 滋l、Inhibitor(40
U / 滋l)1郾 0 滋l、FIP / BIP(20 滋mol / L) 2郾 0 滋l、F3 / B3
(20 滋mol / L)0郾 5 滋l、LF / LB(20 滋mol / L)0郾 2 滋l、模
板 RNA 1郾 0 滋l,加 DEPC 水补足至 25 滋l。 充分混

匀。 反应程序:63 益反应 45 min,85 益灭活 5 min。
2. 2摇 最佳反应时间

在反应进行 45 min 后,电泳检测有明显的条

带,且随着时间延长,条带亮度并没有显著增强,因
此选择 45 min 为最佳反应时间(图 1)。
2. 3摇 特异性

2. 3. 1 摇 产物酶切鉴定 摇 用限制性内切酶 SphI 对

RT鄄LAMP 产物进行酶切鉴定,出现与预期大小 218
bp 相符合的酶切产物条带(图 2)。
2. 3. 2 特异性检验 摇 采用本试验建立的RT鄄LAMP
方法进行检测,只有以 DHV AV2111 的 RNA 为模
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M:250 bp鄄I DNA ladder;1 ~ 6 分别为反应时间为 15 min、30 min、
45 min、60 min、75 min、90 min。

图 1摇 最佳反应时间的确定

Fig. 1摇 Determination of the best reaction time

M:250 bp鄄I DNA ladder;1:RT鄄LAMP 产物;2:酶切产物。
图 2摇 DHV I RT鄄LAMP 扩增产物酶切鉴定

Fig. 2摇 Results of the specificity of DHV I RT鄄LAMP assay

板时,结果为阳性(肉眼观察反应管可见乳白色浑

浊,加入 SYBR Green I 染料后呈现翠绿色,1郾 5%
琼脂糖凝胶电泳呈现特异性梯形条带),而以新城

疫病毒、番鸭细小病毒、小鹅瘟病毒和鸭瘟病毒的

DNA / RNA 为模板进行检测时,结果均为阴性(肉

眼观察反应管清亮透明、无乳白色浑浊,加入

SYBR Green I 染料后呈现橘红色,1. 5% 琼脂糖凝

胶电泳无特异性梯形条带出现) (图 3),表明该方

法的特异性良好。
2. 4摇 灵敏性

所建立的 RT鄄LAMP 对 DHV RNA 的最低检测

限为 10 fg(图 4),而常规 RT鄄PCR 方法最低检测限

为 1 pg (图 5),建立的 RT鄄LAMP 敏感性比常规

RT鄄PCR高约 100 倍。

M:250 bp鄄I DNA ladder;1:鸭肝炎病毒;2:鸭瘟病毒;3:番鸭细小

病毒;4:新城疫病毒;5:小鹅瘟病毒。
图 3摇 RT鄄LAMP 方法检测 DHV I的特异性

Fig. 3摇 Specificity of RT鄄LAMP assay for DHV I

M:100 bp Plus DNA ladder;N:阴性对照;1:10 ng;2:1 ng;3:100
pg;4:10 pg;5:1 pg;6:100 fg;7:10 fg;8:1 fg。

图 4摇 RT鄄LAMP 方法检测 DHV I的灵敏性

Fig. 4摇 Sensitivity of RT鄄LAMP assay for DHV I

M:250 bp鄄I DNA ladder;N:阴性对照;1:10 ng;2:1 ng;3:100 pg;
4:10 pg;5:1 pg;6:100 fg;7:10 fg;8:1 fg。

图 5摇 RT鄄PCR 方法检测 DHV I的灵敏性

Fig. 5摇 Sensitivity of RT鄄PCR assay for DHV I

2. 5摇 重复性和稳定性

取等量 5 份不同代次的 DHV I 尿囊液,分别提
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取 RNA 进行 RT鄄LAMP 检测,结果显示,5 份检测结

果均没有明显差异;取等量 5 份不同代次的 DHV I
尿囊液,对每一代次重复三次进行 RT鄄LAMP 检测,
结果显示,3 次重复间没有明显差异。

3摇 讨 论

鸭病毒性肝炎是由鸭肝炎病毒(DHV)引起的

雏鸭的一种具有高度传播性、高度致死性传染病。
DHV 分为 I 型、II 型和 III 型,三个型之间无交叉保

护作用。 I 型 DHV 呈现世界性分布,并常和其他病

毒、细菌混合感染,对养鸭业危害严重,造成了巨大

的经济损失[20鄄21]。 本研究建立的 DHV I 检测方法

对基层和临床快速诊断和疾病处置具有一定的指导

意义。
LAMP 技术是一种新型核酸扩增技术。 与其他

检测方法相比,该方法具有特异性强,灵敏度高,扩
增高效、快速,步骤简单等诸多优点。 该技术主要利

用了 Bst DNA 聚合酶在特异性引物的存在下于61 ~
66 益具有解旋功能和瀑布式扩增功能,在等温的情

况下即可实现核酸的变性与扩增。 LAMP 的关键点

是引物设计和评估,需要设计出针对基因保守片段

的 6 条引物且识别 8 个特异性的位点。 常规的

LAMP 只需要 F3、B3 和 FIP( F1c +F2)、BIP(B1c +
B2)即可实现目的基因的扩增[22鄄24]。 但是为了提高

反应效率,加快检测速度,本研究在 F1c+F2 之间增

加了 LF 引物,在 B1c+B2 之间增加了 LB 引物,大大

提高了 LAMP 的反应速度,在 30 ~ 45 min 即可实现

目的基因的扩增检测。
本研究分别利用肉眼颜色观察和琼脂糖凝

胶电泳的检测方法对 DHV I RT鄄LAMP 反应引

物、体系进行检测和分析,得到了高效、特异性扩

增 DHV I 的 RT鄄LAMP 引物,最佳的反应体系配

比和最短有效反应时间,建立了可视化的检测

DHV I 的 RT鄄LAMP 方法,只有鸭 I 型肝炎阳性样

本能进行核酸的特异性扩增,其他常见家禽病原

均不发生非特异性反应;DHV I 核酸在该体系中

63 益孵育 45 min,即可判断结果,比目前的 PCR
方法更为便捷,且检出限量达到 10 fg,显示出极

高的灵敏性。
本试验将肉眼沉淀观察法、染料辅助观察法

相结合,并分别与琼脂糖凝胶电泳法对比:其中

肉眼沉淀观察法在反应产物较少时存在假阴性

的可能,而 SYBR Green I 染料辅助观察法与琼脂

糖凝胶电泳结果高度一致,说明 SYBR Green I 染

料辅助观察法可作为一种检测方法,这样不仅省

去了传统的琼脂糖凝胶电泳的过程,节省了时间

和费用,同时也保护了环境和操作人员,更加方

便基层和现场快速检测。
本试验建立的 DHV I RT鄄LAMP 检测方法简便、

快速、灵敏、特异,具有较高的实用性,适合在基层兽

医站和养殖场推广使用,为 DHV I 的综合防治和早

期诊断提供了便利。
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