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　 　 摘要：　 为建立一种利用逆转录环介导等温核酸扩增（ＲＴ⁃ＬＡＭＰ）快速检测 Ａ 型塞内卡病毒（ＳＶＡ）的方法，从
ＳＶＡ 细胞培养液中提取总 ＲＮＡ，根据 ＳＶＡ ＶＰ１ 基因序列，设计一套对应目的片段 ６ 个区域的 ４ 条特异性引物进行核

酸扩增，建立 ＲＴ⁃ＬＡＭＰ 检测方法。 利用建立的 ＲＴ⁃ＬＡＭＰ 检测方法对口蹄疫病毒、猪繁殖与呼吸综合征病毒、猪瘟

病毒、猪伪狂犬病病毒与塞内卡病毒进行特异性试验。 将 ＳＶＡ ＶＰ１ 质粒 １０ 倍梯度稀释液作为模板（１×１００ ～ １×１０７

拷贝）进行 ＲＴ⁃ＬＡＭＰ 和 ＲＴ⁃ＰＣＲ 反应，测试 ＲＴ⁃ＬＡＭＰ 检测方法的灵敏性。 采集疑似发病猪的鼻腔拭子和水疱液共

１２６ 份样品，应用 ＲＴ⁃ＬＡＭＰ 和 ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测，加入 ＳＹＢＲ ＧｒｅｅｎⅠ进行可视化鉴定。 结果表明，与传统 ＲＴ⁃ＰＣＲ 相比，
ＲＴ⁃ＬＡＭＰ 检测方法灵敏度高１ ０００倍，且与其他病毒无交叉反应，具有高度敏感性和特异性。 临床样品检测结果显

示，鼻腔拭子样本 ＳＶＡ 阳性率为 ２９􀆰 ６％，水疱液样本 ＳＶＡ 阳性率为 １００􀆰 ０％，２ 种方法检测结果一致，符合率为

１００％。 综上所述，本研究建立的 ＲＴ⁃ＬＡＭＰ 检测方法准确、简便、经济有效，尤其适用于现场和基层实验室对 ＳＶＡ 的

快速诊断。
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ｔｉｍｅｓ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｏｆ ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ ＲＴ⁃ＰＣＲ． Ａｎｄ ｔｈｅｒｅ ｗａｓ ｎｏ ｃｒｏｓｓ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｏｔｈｅｒ ｖｉｒｕｓｅｓ， ｓｏ ｉｔ ｈａｄ ｈｉｇｈ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ
ａｎｄ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｓａｍｐｌｅｓ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｒａｔｅｓ ｏｆ ＳＶＡ ｉｎ ｎａｓａｌ ｓｗａｂ ｓａｍｐｌｅｓ ａｎｄ ｖｅ⁃
ｓｉｃｕｌａｒ ｆｌｕｉｄ ｓａｍｐｌｅｓ ｗｅｒｅ ２９􀆰 ６％ ａｎｄ １００􀆰 ０％， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｔｗｏ ｍｅｔｈｏｄｓ ｗｅｒｅ ｃｏｎｓｉｓｔｅｎｔ ａｎｄ ｔｈｅ ｃｏｉｎｃｉ⁃
ｄｅｎｃｅ ｒａｔｅ ｗａｓ １００％． Ｉｎ ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ， ｔｈｅ ＲＴ⁃ＬＡＭＰ ａｓｓａｙ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｉｓ ｒａｐｉｄ， ｓｉｍｐｌｅ ａｎｄ ｃｏｓｔ⁃ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ， ｅｓ⁃
ｐｅｃｉａｌｌｙ ｓｕｉｔａｂｌｅ ｆｏｒ ｒａｐｉｄ ｄｉａｇｎｏｓｉｓ ｏｆ ＳＶＡ ｉｎ ｔｈｅ ｆｉｅｌｄ ａｎｄ ｂａｓｉｃ ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ．

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ：　 Ｓｅｎｅｃａｖｉｒｕｓ Ａ； ｒｅｖｅｒｓｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ⁃ｌｏｏｐ ｍｅｄｉａｔｅｄ ｉｓｏｔｈｅｒｍａｌ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ （ＲＴ⁃ＬＡＭＰ）； ｒａｐｉｄ ｄｅ⁃
ｔｅｃｔｉｏｎ

　 　 塞内卡病毒 Ａ（Ｓｅｎｅｃａｖｉｒｕｓ Ａ，ＳＶＡ）是一种阳性

的单链 ＲＮＡ 病毒，也被称为塞内卡谷病毒（Ｓｅｎｅｃａ
ｖａｌｌｅｙ ｖｉｒｕｓ， ＳＶＶ ） ［１⁃３］。 ＳＶＡ 是猪原发性水疱病

（Ｐｏｒｃｉｎｅ ｉｄｉｏｐａｔｈｉｃ ｖｅｓｉｃｕｌａｒ ｄｉｓｅａｓｅ，ＰＩＶＤ） 的病原

体，感染此病的病猪会出现跛行，皮肤充血，鼻吻和

蹄冠部产生水疱继而发生破溃现象，但一般情况下

难以通过症状与口蹄疫、猪传染性水疱病、猪水疱性

皮疹、猪水疱性口炎等疾病区分［４］。 ＳＶＡ 基因组包

含一个开放阅读框（Ｏｐｅｎ ｒｅａｄｉｎｇ ｆｒａｍｅ，ＯＲＦ），它编

码 １ 个多聚蛋白，该蛋白经病毒 ２Ａ、３Ｃ 蛋白酶

（３Ｃｐｒｏ）和宿主蛋白酶水解，产生 ３ 种结构蛋白和 ８
种非结构蛋白，其中结构蛋白（ｖｐ０、ｖｐ３ 和 ｖｐ１）形成

病毒衣壳，而非结构蛋白在病毒复制以及与病毒宿

主的相互作用中均扮演着重要作用。 另有研究指

出，ＳＶＡ 表现出一种溶瘤特性，可靶向清除神经内

分泌癌细胞［５⁃８］，目前它已被确认为一种能有效抵

抗多种人类癌症的溶瘤病毒［６，８⁃９］。 然而由于 ＳＶＡ
是近年新发现的病毒，关于它的致病机制仍需开展

大量相关研究。
研究人员于 ２００２ 年首次在受污染的 ＰＥＲ．Ｃ６

细胞系中检测到 ＳＶＡ［１０］。 而目前，ＳＶＡ 已在加拿

大、巴 西、 美 国 和 中 国 等 多 个 国 家 陆 续 被 发

现［１，１１⁃１３］。 据报道，ＳＶＡ 引发的猪原发性水疱病已

传入中国境内，甚至在一些地区呈散发趋势［１３］。 因

此亟需建立一种快速、简便、高效、准确的方法来鉴

定其病原体，以便尽早开展相应防控措施，避免重大

经济损失。
逆转录⁃聚合酶链反应 （ Ｒｅｖｅｒｓｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ⁃

ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ，ＲＴ⁃ＰＣＲ）和实时荧光定量

ＰＣＲ （ Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ⁃ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ
ｒｅａｃｔｉｏｎ，ＲＴ⁃ｑＰＣＲ） 和巢式聚合酶链反应 （ ｎｅｓｔｅｄ⁃
ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ，ｎｅｓｔｅｄ⁃ＰＣＲ）技术已被广泛

应用于 ＳＶＡ 的检测［１４⁃１７］，但它们均依赖熟练的技术

人员和精密的仪器，不适合在基层实验室及养殖场

进行即时的 ＳＶＡ 检测。
逆 转 录 环 介 导 等 温 扩 增 技 术 （ Ｒｅｖｅｒｓｅ

ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｌｏｏｐ⁃ｍｅｄｉａｔｅｄ ｉｓｏｔｈｅｒｍａｌ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ，
ＲＴ⁃ＬＡＭＰ）是一种能快速检测多种病原体的扩增技

术［１８⁃１９］。 该方法不需要昂贵的仪器和试剂，操作简

便。 然而目前尚未有报道使用 ＲＴ⁃ＬＡＭＰ 来检测

ＳＶＡ，因此本研究提出针对 ＳＶＡ ＶＰ１ 基因，利用 ＲＴ⁃
ＬＡＭＰ 技术建立一种能快速、高效、准确检测临床样

本中 ＳＶＡ 病毒的检测方法。 这种检测方法无需分

离核酸，只需要一个简单的恒温装置即可完成，能帮

助我们快速区分 ＳＶＡ 和其他造成水疱类疾病的病

毒，从而更及时地进行疾病预防和治疗，为临床快速

诊断 ＳＶＡ 感染提供了一种新的选择。

１　 材料与方法

１．１　 病 毒

ＳＶＡ 毒株 ＳＣ 由动物生物技术中心分离鉴定并

保存。 口蹄疫病毒 （ ＦＭＤＶ）、 猪伪狂犬病病毒

（ ＰＲＶ ） 毒 株 Ｆａ、 猪 繁 殖 与 呼 吸 综 合 征 病 毒

（ＰＲＲＳＶ）毒株 ＳＣ⁃ＮＪ、猪瘟病毒（ＣＳＦＶ）毒株 Ｃ 均由

动物生物技术中心提供。 从四川省不同地区养殖场

采集水疱液和鼻腔拭子样品共 １２６ 份。
１．２　 ＲＴ⁃ＬＡＭＰ 和 ＲＴ⁃ＰＣＲ 引物的设计

根据 ＧｅｎＢａｎｋ 上已发表的 ＳＶＡ 核酸序列（登录

号：ＫＹ６１８８３６），选择编码 ＶＰ１ 蛋白的序列作为 ＲＴ⁃
ＬＡＭＰ 和 ＲＴ⁃ＰＣＲ 的靶序列，运用 Ｐｒｉｍｅｒ Ｅｘｐｌｏｒｅｒ
Ｖ４ 软件（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｐｒｉｍｅｒｅｘｐｌｏｒｅｒ． ｊｐ ／ ｅｌａｍｐ４．０．０ ／ ｉｎｄｅｘ．
ｈｔｍｌ）设计一组引物，包括外引物 Ｆ３、Ｂ３，内引物

ＦＩＰ、ＢＩＰ。 使用 Ｐｒｉｍｅｒ ５ 软件设计引物 （ Ｆ，Ｒ） 对

ＶＰ１ 基因进行 ＲＴ⁃ＰＣＲ 扩增。 本研究所使用的引物

均由生工生物工程（上海）股份有限公司合成。 引

物序列见表 １。
１．３　 病毒核酸提取

ＳＶＡ 细胞培养液、鼻腔拭子浸出液和水疱液样
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本３ ０００ ｇ 低速离心 １０ ｍｉｎ 后取上清液，使用 ＴＲＩｚｏｌ
试剂（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ， ＵＳＡ）从 ２００ μｌ 的上述上清液中提

取病毒 ＲＮＡ，将 ＲＮＡ 溶解于 ２０ μｌ ＤＥＰＣ 处理水中。
采用 ＴａＫａＲａ 试剂盒进行反转录制备 ｃＤＮＡ 作为模

板。 反应产物储存于－７０ ℃备用。

表 １　 引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒｓ

检测方法 引物 序列（５′→３′） 位置

ＲＴ⁃ＬＡＭＰ ＳＶＶ Ｆ３ ＣＣＧＡＴＣＴＣＧＡＣＴＡＣＴ⁃
ＧＡＡＴＧ

２ ８６６～２ ８８６

ＳＶＶ Ｂ３ ＧＡＧＡＡＣＧＣＣＡＣＴＧＴ⁃
ＣＡＧＡＣ

３ ０１７～３ ０３６

ＳＶＶ ＦＩＰ ＣＡＴＣＧＴＣＣＴＧＣＴＧＴＧ⁃
ＣＡＣＣＴ⁃ＡＧＡＡＧＧＡＣＧＣ⁃
ＣＧＴＣＴＴＣＣ

２ ８８１～２ ９４１

ＳＶＶ ＢＩＰ ＴＴＣＴＡＡＣＡＣＣＣＣＧＣ⁃
ＣＣＡＡＣＡ⁃ＴＴＧＡＣＧＴＡ⁃
ＣＡＧＧＣＣＧＡＡＡＣ

２ ９５３～３ ０１３

ＲＴ⁃ＰＣＲ ＳＶＶ Ｆ ＴＡＣＡＧＴＴＴＧＧＣＣＴ⁃
ＧＴＴＴＣＡＣＴ

３ ０６３～３ ０８３

ＳＶＶ Ｒ ＣＧＣＣＣＡＧＴＡＡＡＧＴＧＧ⁃
ＴＡＧＧＧ

３ ０１０～３ ０３０

ＶＰ１ ＳＶＶ ＶＰ１ Ｆ ＴＣＣＡＣＣＧＡＣＡＡＣＧＣ⁃
ＣＧＡＧＡＣ

２ ７３３～２ ７５３

ＳＶＶ ＶＰ１ Ｒ ＴＴＧＣＡＴＣＡＧＣＡＴＣＴＴＣＴ⁃
ＧＣＴ

３ ５０５～３ ５２５

１．４　 建立 ＲＴ⁃ＬＡＭＰ 反应体系

反应混合物中各组分如下：ｃＤＮＡ ５０ ｎｇ，Ｆ３ 和

Ｂ３ 各 ０􀆰 ２ μｍｏｌ ／ Ｌ，ＦＩＰ 和 ＢＩＰ 各 １􀆰 ６ μｍｏｌ ／ Ｌ，甜菜

碱 ３􀆰 ００ μｌ（８ Ｕ ／ μｌ），ｄＮＴＰｓ １􀆰 ４ ｍｍｏｌ ／ Ｌ，Ｂｓｔ ＤＮＡ
聚合酶 １􀆰 ００ μｌ （８ Ｕ ／ μｌ），Ｍ⁃ＭｕＬＶ 反转录酶 ０􀆰 ７５
μｌ （２００ Ｕ ／ μｌ），ＲＮＡ 酶抑制剂 ０􀆰 ５０ μｌ （４０ Ｕ ／ μｌ），
ＬＡＭＰ ｂｕｆｆｅｒ １２􀆰 ５０ μｌ。 其中 ＬＡＭＰ ｂｕｆｆｅｒ 各组分为

２０ ｍｍｏｌ Ｔｒｉｓ⁃ＨＣｌ（ ｐＨ ８􀆰 ８）， ８􀆰 ０ ｍｍｏｌ ＭｇＳＯ４， １０
ｍｍｏｌ ＫＣｌ， １０ ｍｍｏｌ （ ＮＨ４ ） ２ ＳＯ４， ０􀆰 １％ Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃
１００。 补 ＤＥＰＣ 处理水至 ２５ μｌ 反应体积。 通过对

反应条件的优化，确定反应温度为 ６５ ℃，水浴加热

反应 ４５ ｍｉｎ，最后 ８０ ℃反应 １０ ｍｉｎ，取扩增产物 ５
μｌ 于 １􀆰 ５％琼脂糖凝胶电泳鉴定结果，并取剩余 ２０
μｌ 加入 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｉ 在紫外光下观察。
１．５　 ＲＴ⁃ＰＣＲ 反应体系

采用 １０􀆰 ０ μｌ 反应体系：２×Ｔａｑ ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ
（ＴａＫａＲａ， Ｄａｌｉａｎ， ＰＲ Ｃｈｉｎａ） ５􀆰 ０ μｌ，正、反向引物

（１０ μｍｏｌ ／ Ｌ） 各 ０􀆰 ５ μｌ， ｃＤＮＡ １􀆰 ０ μｌ，最后补齐

ＤＥＰＣ 处理水。 反应程序为：９５ ℃ ５ ｍｉｎ；９５ ℃ ３０
ｓ，５６ ℃ ３０ ｓ，７２ ℃ ３０ ｓ，循环 ３５ 次，７２ ℃ １０ ｍｉｎ。

用 １􀆰 ５％琼脂糖凝胶电泳对产物进行分析，并用

Ｇｏｌｄｖｉｅｗ 染色。
１．６　 ＲＴ⁃ＬＡＭＰ 敏感性试验

利用 ｐＧＥＭ⁃Ｔ Ｅａｓｙ Ｖｅｃｔｏｒ （ Ｐｒｏｍｅｇａ） 对 ＳＶＡ
ＶＰ１ 基因进行回收、纯化，并将其克隆到大肠杆菌

ＤＨ５α 中，提取重组质粒 ＤＮＡ。 再用 Ｎｄｅ Ｉ 酶酶切线

性化，Ｔ７ＲＮＡ 聚合酶体外转录合成 ｃＲＮＡ，纯化后测

定浓度并于－ ７０ ℃ 保存。 使用 １０ 倍倍比稀释的

ＲＮＡ 模板（１×１００ 拷贝 ～ １×１０７ 拷贝）进行 ＲＴ⁃ＰＣＲ
和 ＲＴ⁃ＬＡＭＰ 扩增。 扩增产物经 １􀆰 ５％琼脂糖凝胶

电泳检测后加入 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｉ，在紫外光照射下观

察荧光变化。
１．７　 ＲＴ⁃ＬＡＭＰ 特异性试验

利用建立的 ＲＴ⁃ＬＡＭＰ 检测方法对猪口蹄疫病

毒（ ＦＭＤＶ） 及一些猪常见病 毒 （ ＰＲＶ、 ＰＲＲＳＶ、
ＣＳＦＶ）进行检测，ＤＥＰＣ 处理水作为阴性对照。 产

物经 １􀆰 ５％琼脂糖凝胶电泳，ＧｏｌｄＶｉｅｗ 染色后紫外

灯下观察。
１．８　 临床样品检测

２０１７ 年至 ２０１８ 年，在四川省不同地区养猪场

（成都、眉山、遂宁、绵阳、德阳和内江）共采集了 １２６
份鼻腔拭子和水疱液样本。 采用本研究建立的 ＲＴ⁃
ＬＡＭＰ 和常规 ＲＴ⁃ＰＣＲ 进行检测。

２　 结果与分析

２．１　 ＲＴ⁃ＬＡＭＰ 引物鉴定

通过优化试验，确定了最佳反应时间和反应温

度，ＲＴ⁃ＬＡＭＰ 反应在 ６５ ℃下进行 ４５ ｍｉｎ，然后 ８０
℃持续 １０ ｍｉｎ 以灭活 ＤＮＡ 聚合酶，产物用琼脂糖

凝胶电泳进行分析，并用溴化乙锭染色。 如图 １Ａ
所示，阳性对照显示出 １ 条梯状条带， 而阴性对照

没有条带出现。 同样地，如图 １Ｂ 所示，只有阳性对

照管发出荧光，阴性对照管无变化。
２．２　 特异性试验

由图 ２ 可知，只有 ＳＶＡ 重组质粒模板经 ＲＴ⁃ＬＡＭＰ
扩增可见梯形条带，相反，其他病毒未出现条带，结果

表明，该 ＲＴ⁃ＬＡＭＰ 检测方法具有较高的特异性。
２．３　 敏感性试验

图 ３ 表明，ＲＴ⁃ＬＡＭＰ 在稀释度为 １×１０１拷贝时

仍可以检测到，而 ＲＴ⁃ＰＣＲ 只能检测 １×１０４拷贝的

ＳＶＡ。 反应混合物中加入 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｉ，荧光强度

随病毒数量降低而降低，显色情况如图 ３Ａ。
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Ａ：ＲＴ⁃ＬＡＭＰ 产物琼脂糖电泳检测结果； Ｂ：加入嗅化乙锭荧光

检测结果。 图 Ａ 与图 Ｂ 中，１ 表示阳性对照，２ 表示阴性对照。
图 １　 验证 ＳＶＡ ＲＴ⁃ＬＡＭＰ 反应

Ｆｉｇ．１　 Ｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＳＶＡ ＲＴ⁃ＬＡＭＰ

Ｍ： ＤＮＡ 分子质量标准； １ ～ ６： 分别为 ＳＶＡ、 ＦＭＤＶ、 ＰＲＶ、
ＰＲＲＳＶ、ＣＳＦＶ、阴性对照。
图 ２　 不同病原 ＲＴ⁃ＬＡＭＰ 检测结果

Ｆｉｇ．２　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐａｔｈｏｇｅｎｓ ｂｙ ＲＴ⁃ＬＡＭＰ

Ａ：ＬＡＭＰ⁃ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ⅰ显色；Ｂ：ＬＡＭＰ 电泳结果；Ｃ：ＲＴ⁃ＰＣＲ 电泳结果。 Ｍ：ＤＮＡ 分子质量标准；１～８：１×１０７拷贝～１×１００拷贝；９：阴性对照。
图 ３　 ＲＴ⁃ＬＡＭＰ 敏感性试验结果

Ｆｉｇ．３　 Ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｔｅｓｔｓ ｕｓｉｎｇ ｔｈｅ ＲＴ⁃ＬＡＭＰ

２．４　 临床样品检测

利用 ＲＴ⁃ＬＡＭＰ 法和常规 ＲＴ⁃ＰＣＲ 法对 １２６ 份

临床样品进行了检测，结果见表 ２。 结果显示，１１５
份鼻腔拭子样品中有 ３４ 份呈 ＳＶＡ 阳性；１１ 份水疱

液样品有 １１ 份呈 ＳＶＡ 阳性，２ 种方法符合率为

１００％，结果完全一致。

３　 讨 论

ＳＶＡ 是一种阳性的单链 ＲＮＡ 病毒，美国第一次

发现这种病毒会引发猪水疱病，在过去十年中，全球

各地陆续在猪体内检测到［１１］。 ２０１５ 年底，中国爆

发猪原发性水疱病，给养猪业造成了巨大的经济损

失［２０］。 最终鉴定该病病原体为 ＳＶＡ，而 ＳＶＡ 的病

症容易与 ＦＭＤ 混淆造成误判，所以建立一种灵敏、
快速、准确的鉴定 ＳＶＡ 的方法具有重要的意义，就
此，本研究首次建立了 ＲＴ⁃ＬＡＭＰ 法检测 ＳＶＡ。

ＳＶＡ 存在于鼻腔分泌物形成的水疱液中，如若

出现水疱表明猪群已被感染。 水疱是病变特征，其
中病毒载量极高，所以使用水疱液样本检测病毒最

为准确。 来自眉山和遂宁养殖场的样本 ＳＶＡ 检出

率最高，分别为 ４６􀆰 ９％（１５ ／ ３２）和 ５１􀆰 ５％（１７ ／ ３３），
而内江养殖场的 ＳＶＡ 检出率最低，ＳＶＡ 阳性率仅为
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表 ２　 临床样本检测结果

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｓａｍｐｌｅ

样品来源 样品 样品数 ＲＴ⁃ＬＡＭＰ 检测结果（阳性率） ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测结果（阳性率）

眉山 鼻腔拭子 ２９ １２ ／ ２９（４１．４％） １２ ／ ２９（４１．４％）

水疱液 ３ ３ ／ ３（１００．０％） ３ ／ ３（１００．０％）

遂宁 鼻腔拭子 ２９ １３ ／ ２９（４４．８％） １３ ／ ２９（４４．８％）

水疱液 ４ ４ ／ ４（１００．０％） ４ ／ ４（１００．０％）

绵阳 鼻腔拭子 ２４ ４ ／ ２４（１６．７％） ４ ／ ２４（１６．７％）

水疱液 １ １ ／ １（１００．０％） １ ／ １（１００．０％）

德阳 鼻腔拭子 １４ ３ ／ １４（２１．４％） ３ ／ １４（２１．４％）

水疱液 ２ ２ ／ ２（１００．０％） ２ ／ ２（１００．０％）

内江 鼻腔拭子 １９ ２ ／ １９（１０．５％） ２ ／ １９（１０．５％）

水疱液 １ １ ／ １（１００．０％） １ ／ １（１００．０％）

总数 鼻腔拭子 １１５ ３４ ／ １１５（２９．６％） ３４ ／ １１５（２９．６％）

水疱液 １１ １１ ／ １１（１００．０％） １１ ／ １１（１００．０％）

１５􀆰 ０％（３ ／ ２０）。 而 ＳＶＡ 的高检出率说明 ＳＶＡ 已在

四川地区普遍存在。
ＬＡＭＰ 反应先由外部引物扩增出起始反应物模

板，接着由内部引物引导合成靶基因 ＤＮＡ 片段，由
于内部引物扩增的 ＤＮＡ 片段含有与该引物 ５′端
ＤＮＡ 片段的反向互补序列，因而这些反向互补序列

之间杂交形成茎环结构，另外一条内部引物与其互

补链退火杂交后引导链置换合成反应，在扩增 ＤＮＡ
片段的另外一端产生了新的茎环结构，共同形成哑

铃结构。 然后以形成的哑铃结构为起始反应物模

板，进行循环扩增，最后形成花椰菜状的片段。
ＬＡＭＰ 反应由于其特殊的扩增原理，在临床检测中

体现出许多优势。
病原体的检测通常采用 ＲＴ⁃ＰＣＲ、ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 和

巢式 ＰＣＲ 技术，需要 １􀆰 ５ ～ ２􀆰 ０ ｈ 才能完成，而

ＬＡＭＰ 是恒温扩增反应，避免了 ＰＣＲ 反应中的退

火、复性、延伸过程，一般在 ３０ ～ ６０ ｍｉｎ 内即可完成

反应过程，在本研究中，ＲＴ⁃ＬＡＭＰ 法仅需作用 ４５
ｍｉｎ，表明其具有较高效率。

对某些病原体检测，ＬＡＭＰ 检测方法达到甚至

超过实时荧光定量 ＰＣＲ 的检测水平［２１］，比传统的

ＰＣＲ 方法高 ２～５ 个数量级，有报道指出最低可检测

１０ 个拷贝或更低［２２］。 本研究比较了 ＲＴ⁃ＬＡＭＰ 法

和 ＲＴ⁃ＰＣＲ 法检测 ＳＶＡ 的敏感性，传统 ＲＴ⁃ＰＣＲ 可

以在 １×１０４拷贝的最低稀释度下检测 ＳＶＡ，而 ＲＴ⁃
ＬＡＭＰ 法在稀释度 １×１０１拷贝时也能检测到 ＳＶＡ，

比 ＲＴ⁃ＰＣＲ 灵敏度高１ ０００倍，证明比常规方法具有

更好的敏感性。 于四川省收集的 １２６ 份鼻拭子和水

疱液样本中，通过 ＲＴ⁃ＬＡＭＰ 法检出 ３５􀆰 ７％ （ ４５ ／
１２６）的 ＳＶＡ 阳性，而常规 ＲＴ⁃ＰＣＲ 也检测出 ４５ 份

ＳＶＡ 阳性样本。 ２ 种方法的灵敏度相差１ ０００倍，但
得到的检测率却是相同的，说明该方法可靠有效。
这是由于 ＬＡＭＰ 反应针对靶基因序列上 ６ 个区域设

计了 ４ 条顺序相连的特异性引物，任何一处不匹配

皆不能进行反应，极少出现非特异性扩增的情况，且
不受 ＰＣＲ 抑制剂的影响，所以 ＲＴ⁃ＬＡＭＰ 法具有高

特异性的特点。 此外，与常规 ＲＴ⁃ＰＣＲ 不同，ＲＴ⁃
ＬＡＭＰ 检测仅需一个简单的恒温仪器，不需要复杂

昂贵的热循环仪，且无需分离，可直接对病变组织进

行扩增，大大降低了成本，简化了操作步骤，便于应

用推广。
综上，ＲＴ⁃ＬＡＭＰ 法是一种灵敏、快速检测 ＳＶＡ

的方法。 该方法简单、高效，能满足现场采集样品进

行即时 ＳＶＡ 检测的需求。 同时，本研究建立的方法

能向基层实验室及养殖场工作人员推广，可简单有

效地实现 ＳＶＡ 的快速鉴定，将在 ＳＶＡ 的预防和治

疗中发挥着重要的指导作用。
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