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摘 要: 根据 H7 亚型禽流感病毒的血凝素基因中的保守区域设计特异的 LAMP 引物。10 倍倍比稀释试验

表明了此方法的高灵敏性，最低可检测到 100 fg 的 ＲNA。对 H1、H3、H4、H5、H6、H9 亚型 A 型流感病毒和

NDV 进行 H7－ＲT－LAMP 检测，并无交叉反应，说明了此方法的高特异性。利用 80 份临床样品对所建立的

H7－ＲT－LAMP 方法进行评价，鉴定结果和病毒分离方法一致，说明此方法的可行性。建立的 H7－ＲT－LAMP
方法简单、快速、灵敏、特异，是 H7 亚型禽流感病毒的一种高效检测方法，适合在基层进行 H7 亚型禽流感病

毒的早期筛检。
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Abstract: The ＲT－LAMP primers were designed to target the HA gene of H7 subtype of avian influenza
viruses． Ｒesults of 10-fold dilution series assays showed that analysis of ＲT－LAMP products by the real-
time fluorescence method was highly sensitive，and that the analytic sensitivities of this method was 100
fg． Using a pool of ＲNAs extracted from influenza viruses corresponding to H1，H3，H4，H5，H6 and
H9 HA subtypes and NDV，the ＲT－LAMP system was confirmed to amplify only H7 AIV ＲNA． The per-
formance characteristics of the ＲT－LAMP assay were evaluated with 80 clinical specimens collected from
suspected poultry and wild birds，the results of which were consistent with virus isolation and demonstra-
ted the feasibility of the method． Overall，the ＲT－LAMP assay established in this study is simple，rap-
id，sensitive and specific，which can be used as a reliable method for early diagnosis of the influenza A
( H7N9) virus infection，especially in underequipped laboratories．
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禽流感( Avain influenza，AI) 是由 A 型流感病

毒( Avain influenza virus ，AIV) 引起的一种禽类传

染病［1-4］。根据表面糖蛋白血凝素 ( HA) 和神经

氨酸酶( NA) 抗原性的不同，AIV 可被分为 18 个

HA 亚型和 11 个 NA 亚型［5-6］。由于 AIV 的致病

性强弱不同，禽流感病毒可被分为高致病性禽流

感病毒、低致病性禽流感病毒和无致病性禽流感

病毒，而高致病性禽流感以高发病率和高死亡率

为特征［7-8］。其中，由 H7 亚型禽流感病毒引发的

禽流感大流行频繁发生。1999—2000 年在意大

利爆发的 H7N1 亚型禽流感导致了超过 1 300 万

只鸡死亡，对意大利政府造成了巨大的经济损

失［9-10］。2003 年荷兰爆发的 H7N7 亚型禽流感不

仅影响 了 本 国 禽 业 的 发 展，也 导 致 了 89 人 感

染［11-12］。而 2013 年 3 月中国出现了全球首例人

感染 H7N9 亚型禽流感病毒的案例［13］，疫情随之

在大部分省份蔓延，截止到 2014 年 3 月 11 日，已

经报道有 375 人感染、超过 100 人死亡，这些充分

说明了 H7 亚型禽流感病毒对全球公共健康和家

禽业发展造成了极大的威胁。王承民等［14］研究

则发现，此次流行的 H7N9 亚型禽流感病毒和家

禽活禽市场关系比较密切。因此快速地检测家禽

中 H7 亚型禽流感病毒的存在是至关重要的，可

最大化的降低对家禽养殖业和国家经济带来的损

失。
截至目前，禽流感病毒的诊断方法主要有病

毒学、血清学和分子生物学。病毒分离和血凝抑

制试验是检测 AIV 和鉴定其亚型的标准方法，但

费时费力，且检测成本较高［15］。分子生物学方法

有逆转录－聚合酶链式反应( ＲT－PCＲ) 、实时定量

PCＲ［16］，但是这些方法耗时长、操作繁琐，很难应

用到众 多 基 层 实 验 室。环 介 导 等 温 扩 增 技 术

( Loop-mediated isothermal amplification ，LAMP )

是 2000 年由 Notomi 等［17］发明的一种核酸扩增技

术，它利用了一种具有链置换活性和瀑布式核酸

扩增功能的 Bst DNA 聚合酶，在等温条件下利用

2 对引物( 外引物 F3、B3 和内引物 FIP、BIP ) 进行

核酸的变性和自动循环的链置换核酸扩增反应，

整个反应不需要特殊的仪器设备，仅在水浴中几

十分钟就可完成。反应结束后可通过肉眼在可见

光或紫外线下直接观察反应液的颜色变化来判断

实验结果［18］。而在 LAMP 反应体系中加入反转

录酶，通 过 逆 转 录 环 介 导 等 温 扩 增 反 应 ( ＲT －
LAMP) 就可以完成对 ＲNA 的检测。该技术具有

简便、快速、灵敏、特异且结果便于观察等优势，十

分适合应用在基层和现场，因此已被广泛应用于

各种病原微生物的检测［19-23］。
本研究在基础的逆转录环介导等温扩增方法

上进行了优化改良，根据钙黄绿素的实时荧光强

度进行反应体系和反应条件的优化，同时用肉眼

直接观察反应液颜色变化和琼脂糖凝胶电泳进一

步确认试验结果，最终建立了一种简便、快速、灵
敏、特异的 H7 亚型禽流感病毒的 ＲT－LAMP 检测

方法，特别适合在基层进行 H7 亚型禽流感的早

期监测。

1 材料与方法

1. 1 材料

1. 1. 1 毒株 H1、H3、H4、H5、H6、H7、H9 亚型

A 型流感病毒和新城疫病毒 ( NDV) 由野生动物

疫病研究组实验室分离鉴定并保存。
1. 1. 2 主要试剂及仪器 Bst DNA 聚合酶 ( 大

片段) 、AMV 逆转录酶为 New England Biolabs 公

司产品，MnCl2、钙黄绿素( Calcein) 、甜菜碱( Beta-
ine) 、MgSO4 购自 Sigma 公司，dNTP 为 Takara 公

司产品，SPF 鸡胚购自北京梅里亚维通公司，高纯

总 ＲNA 快速提取试剂盒为 BioTeke 公司产品，

Access ＲT－PCＲ System 试剂盒购自 Promega 公

司。NanoDrop 2000 超 微 量 分 光 光 度 计 为 美 国

Thermo 公司产品，7500 Fast Ｒeal-Time PCＲ Syes-
tem 仪器购自 Applied Biosystems 公司。
1. 2 方法

1. 2. 1 ＲNA 的提取 样品 ＲNA 抽提参照试剂

盒说明书操作，然后测定其浓度，－80 ℃分装保存

备用。
1. 2. 2 引物的设计与合成 参照 GISAID 数据库

中的 H7 亚型禽流感病毒血凝素( HA) 基因序列，进

行 Blast 比对分析，并运用 MEGA 生物学软件分析其

保守区域，利用 PrimerExplorer V4 在 线 软 件 ( ht-
tps: / /primerexplorer． jp) 设计 3 组特异性 LAMP 引

物，1 组引物中包含 3 对引物，即外引物 F3、B3，内引

物 FIP、BIP 和环引物 LF、LB。引物由北京华大基因

合成。通过 3 次重复试验，确定特异性和敏感性最

好的 1 组引物，引物序列见表 1。
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表 1 H7 亚型禽流感病毒 ＲT－LAMP 引物序列

Table 1． Sequences of H7－ＲT－LAMP primers

引物名称
Primer name

引物序列( 5'-3')
Sequences 5'-3'

F3 CTATCATAGTGGAGGGACAAT

B3 CCTTCCCATCCATTTTCAATG

FIP TCCTTTGCTTAACATATCTCGGACAAATAAGTAACTTGCCATTTCAGA

BIP GTCTGCTGCTAGCAACAGGGAAACCCGCTATAGCACCA

LF CCAACTGCCCTGCTATCTATGT

LB AGAATGTTCCTGAGATTCCAAAGGG

1. 2. 3 ＲT － LAMP 反 应 体 系 和 反 应 条 件 的

优化 反应扩增温度按 60，63，65 ℃依次递增，扩
增时间设置梯度为 30，45，60 min，反应体系在一
定 范 围 内 进 行 优 化: MgSO4 ( 6. 0，
8. 0，10. 0 mmol /L) 、甜 菜 碱 ( 0. 5，0. 8，1. 0 mol /
L) 、dNTPs ( 1. 0，1. 4，1. 6 mmol /L) 。多次重复试
验后根据扩增效果 ( 依据实时荧光强度高低和
1. 5%琼脂糖凝胶电泳条带的亮度和厚度来判断
扩增效果) 确定最佳反应条件和反应体系。
1. 2. 4 ＲT －LAMP 的实时荧光 PCＲ 方法 用
Applied Biosystems 公司专用的 8 连排反应管试
验，反应条件: 采集荧光通道为 cy3 通道，时间反
应 30 s，时间信号采集 30 s，如此进行 60 个循环，

然后 80 ℃保持 5 min 终止反应。
1. 2. 5 试验结果判定 反应结束后在实时荧光
PCＲ 仪器上观察荧光强度变化曲线以判定试验结
果，也可在可见光或紫外光下肉眼直接观察反应
液的颜色变化进行结果判定，或取 5 μL 产物经
1. 5%琼脂糖凝胶电泳观察结果。
1. 2. 6 ＲT－PCＲ 反应 引物序列为 H7-F: 5'-
CCCAATGTGAYCAATTCCT-3'， H7-Ｒ: 5'-GCTC
CATTＲGTTCTTATTCC-3'。按照试剂盒操作步骤，

以提取的 ＲNA 作为模板，反应程序: 45 ℃反转录
45 min ; 94 ℃预变性 2 min ; 94 ℃变性 30 s，53 ℃
退火 1 min，68 ℃ 延伸 2 min，40 个循环; 68 ℃ 延
伸 7 min。反应结束后取扩增产物 5 μL，进行 1%
琼脂糖凝胶电泳分析。
1. 2. 7 ＲT－LAMP 方法的特异性试验 利用优
化后的 ＲT－LAMP 反应体系和反应条件，对不同
HA 亚型 AIV 以及 NDV 核酸样品进行检测，检验
ＲT－LAMP 方法的特异性。
1. 2. 8 ＲT－LAMP 方法的灵敏度试验 对制备
的阳 性 ＲNA 样 品 进 行 浓 度 测 定 并 制 备 浓 度
为 1 ng /μL 的 ＲNA，然后进行 10 倍倍比稀释依次
获得 100，10，1 pg，100，10，1 fg 含量的 ＲNA，用相
同的模板 ＲNA 进行 ＲT－LAMP 和 ＲT－PCＲ 方法

扩增，ＲT－LAMP 反应产物直接可视化观察，ＲT－
PCＲ 扩增产物 1%琼脂糖凝胶电泳观察结果。
1. 2. 9 临床样品检测 应用建立的 H7 －ＲT－
LAMP 方法对采集到的 80 份家禽或野鸟的咽拭子

或肛拭子进行检测，所有样品同时用经典的鸡胚

病毒分离方法和 ＲT－PCＲ 方法进行检测，以检验
H7－ＲT－LAMP 方法的可靠性和实用性。

2 结果与分析

2. 1 ＲT－LAMP 反应体系和反应条件的优化及

结果观察

通过观察优化试验中的染料荧光强度和电泳

条带亮度以及宽度，优化后的反应体系: MgSO4

6 mmol /L，Betaine 0. 6 mol /L，Calcein 25 μmol /L，

MnCl2 0. 5 mmol /L，dNTPs 1. 4 mmol /L，10 倍
ThermoPol 缓冲液 2. 5 μL，Bst 聚合酶 8 U，AMV
反 转 酶 5 U，FIP /BIP 1. 6 μmol /L，F3 /B3
0. 2 μmol /L，LF /LB 0. 8 μmol /L，ＲNA 2 μL，总体

积 25 μL。最适反应温度为 65 ℃，最佳反应时间
为 60 min。反应结束后，不需打开反应盖，即可直

接看见阳性反应颜色由反应前的橙色变为浅绿色
( 图 1－A ) ，同时反应产物经 1. 5% 琼脂糖凝胶电

泳后，阳性产物可出现 LAMP 反应所特有的特征

性条带( 图 1－B) 。

图 1 ＲT－LAMP 反应阳性产物结果

Fig． 1． Positive products of ＲT－LAMP assay
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2. 2 特异性试验

由图 2( 图中 1． H7N9 禽流感病毒; 2 ～ 6． H1、
H3、H4、H5、H9 亚型流感病毒; 7． 新城疫病毒; 8． 空
白对照; A． 荧光染料钙黄绿素颜色变化; B． 实时荧
光强度观察 ＲT－LAMP 反应结果) 可见，建立的 H7－
ＲT－LAMP 方法能特异性的检测 H7 亚型 AIV，而
对其他亚型 AIV 以及 NDV 样品呈阴性反应。

图 2 ＲT－LAMP 特异性检测结果

Fig． 2． Specificity test results of ＲT － LAMP for
H7N9 virus detection

2. 3 灵敏度试验

由图 3 可见，所建立的 H7－ＲT－LAMP 方法对
H7N9 亚 型 禽 流 感 病 毒 ＲNA 的 最 小 检 测 限
为 100 fg，而 ＲT －PCＲ 方 法 最 低 只 能 检 测 到 10
pg，可见 ＲT－LAMP 的灵敏度是 ＲT－PCＲ 的 100
倍。

A． ＲT－LAMP 荧光染料钙黄绿素颜色变化 Products of ＲT－LAMP assay confirmed by fluorescent metal indicator; B． ＲT－LAMP 1. 5% 琼

脂糖凝胶电泳 Products of ＲT－LAMP assay confirmed by 1. 5% agarose gel electrophoresis; 3． ＲT－LAMP 实时荧光强度图 Products of ＲT
－LAMP assay confirmed by real-time fluorescent intensity change ; D． ＲT－PCＲ 1% 琼脂糖凝胶电泳 Products of ＲT－PCＲ assay confirmed
by 1. 0% agarose gel electrophoresis

图 3 ＲT－LAMP 反应灵敏度试验结果

Fig． 3． Sensitivity test results of ＲT－LAMP
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2. 4 临床样品检测

80 份临床样品用 ＲT－LAMP 方法检测到 5 份
H7 亚型禽流感病毒，结果与鸡胚病毒分离检测结
果相符，而常规 ＲT－PCＲ 方法则漏检了 1 份阳性
样品。

3 讨 论

近年来，禽流感已给人类公共卫生健康和家
禽生产造成严峻的挑战［10，24］，而 2013 年中国发
生的人感染 H7N9 禽流感病毒疫情则是近几年来
的典型代表，已经对中国的公共卫生安全和国家
经济造成了重大的损失。由于基因的可变性，新
型禽源 H7N9 病毒是否能引起大流行仍然存在很
多不确定性因素，需要发展一种新的方法来检测
该病毒。LAMP 技术是一种新型的核酸扩增技
术，与传统的 PCＲ 和荧光定量 PCＲ 相比，具有简
便、快速、灵敏、特异等优点，而且不需要昂贵的特
殊试验设备，反应结果可不需任何仪器即可直接
肉眼观察，非常适合在设备不完善的基层实验室
及现场监测点使用。值得注意的是，LAMP 的特
异性基于靶基因保守区域设计的 6 个特异区域的
4 条引物，还可以加入 1 对环引物来提高反应的
特异性和扩增效率［25］。Alexander Postel 等［26］研
究了 2 种商业逆转录环介导等温扩增 H5 和 H7
亚型禽流感病毒试剂盒的效果，结果发现反应时
间过长虽能增加试验结果的敏感性，同时却也能
减少试验的特异性，因此反应时间不宜过长，最多
不能超过 1 h。目前，判断 LAMP 反应结果的方法
有很多种，有肉眼观察浑浊度、染料颜色变化，还
有利用浊度仪实时监控［27］等。本研究建立的 H7
亚型禽流感病毒的 ＲT－LAMP 检测方法，则利用
了一种新的 LAMP 反应结果判断方法，即利用实
时荧光定量 PCＲ 仪进行钙黄绿素荧光强度变化
的实时监控，此方法可以最大化的降低判断阳性
结果的错误率，并结合目视观察反应溶液颜色变
化和琼脂糖凝胶电泳的结果判定方法，从而确保
了试验结果的真实可靠性。

在本研究中，笔者分析了从国内家禽和野鸟
体内分离出来的包括 2013 年爆发的 H7N9 亚型
禽流感病毒在内的 120 个 H7 亚型禽流感病毒的
HA 基因序列，根据这些基因的高度保守序列设
计了特异性的 H7－ＲT－LAMP 引物，用此引物对
H1、H3、H4、H5、H6、H7、H9 亚型禽流感病毒和
NDV 病毒进行 ＲT－LAMP 检测，只有 H7 亚型禽
流感病毒的试验结果显示了阳性，说明了本试验

建立的 H7－ＲT－LAMP 具有高度特异性。很多报
道都说明了 ＲT－LAMP 方法和检测病原最敏感的
分子生物学方法在灵敏度上的一致性［28-30］，几种
因素可能导致这个事实。如 ＲT－LAMP 技术受反
应体系中盐溶液的影响小，对抑制剂敏感性低，而
且能够忍受大模板量的抑制影响［31］。在本研究
中，H7－ＲT－LAMP 试验的检测限为 0. 1pg，和病
毒分离的参考标准比较，其灵敏度、特异性、阳性
准确率和阴性率均达到了 100%。

在监控禽流感疫情的措施中，检测家禽和野
鸟体内是否携带禽流感病毒是非常重要的［32-33］，

并且王承民等［11］报道也证实了 H7N9 亚型禽流
感病毒在家禽和野鸟体内是确实存在的，因此在
疫情爆发地点采集了 80 份家禽和野鸟的咽拭子
或泄殖腔拭子，利用它们对所建立的 H7 －ＲT －
LAMP 技 术 进 行 评 价，同 时 用 病 毒 分 离 方 法
和 ＲT－PCＲ 进行 H7 亚型禽流感病毒的检测，试
验结果说明了 H7－ＲT－LAMP 的敏感性和病毒分
离方法相当，都高于 ＲT－PCＲ 方法，但是其操作
流程却比病毒分离方法要简单很多。因此，本试
验建立的 H7－ＲT－LAMP 技术能够成功地检测临
床样品中的 H7 亚型禽流感病毒，且由于其简便
性、灵敏性和特异性，使得它可以作为一种监测
H7 亚型禽流感疫情的有效工具。

本研究建立的实时荧光检测 H7 亚型 AIV 的
ＲT－LAMP 检测技术，不仅可以直接肉眼观察试
验结果，还可以进行琼脂糖凝胶电泳判定，更可以
通过观察钙黄绿素染料荧光强度变化进行结果判
定，这样可以最大化地减少假阳性结果的干扰。
通过灵敏度试验和特异性试验，证明了本方法有
很高的灵敏性和特异性，为 H7 亚型禽流感的检
测提供了更加快速高效的技术，可在设备有限的
基层兽医站和养殖场以及禽流感疫情监测点对
H7 亚型禽流感病毒进行快速地早期筛检。
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