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环介导等温扩增技术用于消化道和呼吸道病毒检测的研究进展
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　　消化道病毒包括肠道病毒、肝炎病毒和急性胃肠炎病毒

等，可分别引起肝炎、急性胃肠炎和手足口病等疾病，呼吸道病

毒是呼吸性疾病的一种病原体。据报道９０％以上急性呼吸道

感染是由呼吸道病毒引起的。在收集到的消化道和呼吸道标

本中检测到相应病毒是诊断这类疾病的金标准，但通常阳性率

较低，需要花费大量的物力和人力等资源；随后人们利用免疫

学方法检测这些病毒刺激机体产生的循环抗原或循环抗体，尽

管敏感性较高，但存在较多的假阳性；接着人们采用ＰＣＲ方法

检测这些病毒，敏感性和特异性有了较大的提高，但昂贵的

ＰＣＲ仪购置限制了它的广泛应用，研制新的病毒检测技术已

迫在眉睫。

Ｎｏｔｏｍｉ等
［１］针对一段２００ｂｐ左右的靶基因保守区域的６

个特异序列设计４条引物，即上游内部引物（ＦＩＰ）、下游内部引

物（ＢＩＰ）、上游外部引物（Ｆ３）和下游外部引物（Ｂ３），利用一种

具有链置换反应的ＤＮＡ聚合酶和２对设计引物，对靶序列上

的６个特异序列进行核酸扩增，在６５℃的等温条件下反应１ｈ

即可将靶序列ＤＮＡ扩增１０９～１０
１０倍，产生肉眼可见的白色焦

磷酸镁沉淀，该技术命名为环介导等温扩增技术（ｌｏｏｐｍｅｄｉａ

ｔｅｄｉｓｏｔｈｅｒｍａｌａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ＬＡＭＰ）。为了提高扩增效率，

Ｎａｇａｍｉｎｅ等
［２］设计了上游环状引物（ＦＬＰ）和下游环状引物

（ＢＬＰ）。这对环引物可加快反应速度，在３０～４５ｍｉｎ即可实

现目的基因的扩增。ＬＡＭＰ技术具有较高的敏感性、较强的

特异性，不需昂贵仪器，使用简捷、花费时间短，可目测判定结

果等许多优点，可用于临床微生物的快速诊断，在各级实验室

具有广阔的前景。随后ＬＡＭＰ检测消化道和呼吸道病毒的研

究在国内外迅速开展起来，并有了许多报道，本文就这些报道

展开综述。

１　消化道病毒ＬＡＭＰ检测

１．１　肠道病毒　人肠道病毒７１型（ｈｕｍａｎｅｎｔｅｒｏｖｉｒｕｓ７１，

ＨＥＶ７１）和口足疫病毒（ｆｏｏｔａｎｄｍｏｕｔｈｄｉｓｅａｓｅｖｉｒｕｓ，ＦＭＤＶ）

均是常见的肠道病毒，可分别引起人的手足口病和家畜的口蹄

疫。Ｎｉｅ等
［３］针对ＨＥＶ７１的ＶＰ１基因设计３对引物进行ＲＴ

ＬＡＭＰ，发现 ＨＥＶ７１反应管为阳性，而ＥＣＨＯ病毒对照为阴

性，其检测该病毒的敏感性为每管０．０４ＴＣＩＤ５０；将其用于２５

例 ＨＥＶ７１患者粪样的检测，发现其阳性率为１００％。李坤

等［４］针对 ＨＥＶ７１的ＶＰ２基因设计２对引物进行ＲＴＬＡＭＰ，

２６６２ 重庆医学２０１４年７月第４３卷第２０期

 基金项目：国家自然科学基金资助项目（３０８０１０５２，３０６７１８３５，３０５００４２３，３０２００２３９）。　作者简介：李文桂（１９６７－），研究员，博士，主要从

事病原微生物的分子生物学和分子免疫学研究。



发现 ＨＥＶ７１反应管为阳性，而柯萨奇病毒 Ａ１６型对照为阴

性，其检测 ＨＥＶ７１的敏感性为１００ｃｏｐｙ／ｍＬ；将其用于４１份

咽拭子标本的检测，发现其阳性率为６５．９％（２７／４１），与荧光

定量ＰＣＲ相当。

　　Ｄｕｋｅｓ等
［５］针对ＦＭＤＶ的３ＤＲＮＡ聚合酶基因序列设计

３对引物进行ＲＴＰＣＲ，发现ＦＭＤＶ反应管为阳性，而猪水庖

病毒、猪疱疹病毒、圣米格尔海狮病毒、牛杯状病毒、马鼻病毒

Ａ和牛鼻病毒等６种病毒对照均为阴性，其检测ＦＭＤＶ的敏

感性为每管１０ｃｏｐｙ，与实时荧光ＲＴＰＣＲ相当；将其用于９８

例患者标本的检测，发现其阳性率为８２．７％（８１／９８），而 ＲＴ

ＰＣＲ为７９．６％（７８／９８）。秦智锋等
［６］采用３ＤＲＴＬＡＭＰ检测

证实ＦＭＤＶ的０型和亚洲Ⅰ型反应管为阳性，而猪水庖病毒、

蓝耳病病毒和猪水泡性口炎病毒对照为阴性；将其用于检测８

份确诊的口蹄疫临床标本均可获得阳性结果。

１．２　肝炎病毒

１．２．１　乙型肝炎病毒（ｈｅｐａｔｉｔｉｓｖｉｒｕｓＢ，ＨＢＶ）　ＨＢＶ是乙型

肝炎的病原体。杨劲等［７］针对 ＨＢＶ的Ｓ区设计３对引物进

行ＬＡＭＰ，发现３０份 ＨＢＶ反应管为阳性，其检测 ＨＢＶ的敏

感性为４０ｃｏｐｙ／ｍＬ。李青雅等
［８］用ＳＬＡＭＰ检测发现２０份

ＨＢＶ反应管为阳性，而１０份鸭 ＨＢＶ对照为阴性。Ｃａｉ等
［９］

针对 ＨＢＶ的ｐｒｅｓ／Ｓ区设计３对引物进行ＬＡＭＰ检测发现

ＨＢＶ反应管为阳性，而 ＨＣＶ对照为阴性，其检测 ＨＢＶ的敏

感性为２１０ｃｏｐｙ／ｍＬ；将其用于４０２份ＨＢＶ患者血样的检测，

发现其阳性率为７３．４％（２９５／４０２）。

１．２．２　甲型肝炎病毒（ｈｅｐａｔｉｔｉｓｖｉｒｕｓＡ，ＨＡＶ）　ＨＡＶ是甲

型肝炎的病原体。Ｙｏｎｅｙａｍａ等
［１０］针对 ＨＡＶ的５′未翻译区

序列设计３对引物进行 ＲＴＬＡＭＰ，发现 ＨＡＶ反应管为阳

性，而脊髓灰质炎病毒、诺如病毒和 ＨＥＶ对照为阴性，其检测

ＨＡＶ的敏感性为０．６ＦＦＵ／μＬ，而ＲＴＰＣＲ为０．５ＦＦＵ／μＬ；

将其用于５例 ＨＡＶ患者粪样的检测，发现其阳性率为１００％

（５／５），与ＲＴＰＣＲ相当。

１．２．３　丙型肝炎病毒（ｈｅｐａｔｉｔｉｓｖｉｒｕｓＣ，ＨＣＶ）　ＨＣＶ是丙型

肝炎的病原体。李启明等［１１］针对 ＨＣＶ的５′未翻译区序列设

计３对引物进行 ＲＴＬＡＭＰ，发现 ＨＣＶ 反应管为阳性，而

ＨＩＶ、ＨＢＶ和流感病毒对照为阴性，其检测 ＨＣＶ的敏感性为

每管１００ｃｏｐｙ；将其用于６０份 ＨＣＶ患者血样的检测，发现其

阳性率为９８％（５９／６０），而ＲＴＰＣＲ为１００％（６０／６０）。

１．２．４　小鼠肝炎病毒（ｍｏｕｓｅｈｅｐａｔｉｔｉｓｖｉｒｕｓ，ＭＨＶ）　ＭＨＶ

是小鼠肝炎的病原体。袁文等［１２］针对 ＭＨＶ的核衣壳蛋白

（ｎｕｃｌｅｏｃａｐｓｉｄｐｒｏｔｅｉｎ，ＮＰ）编 码 基 因 设 计 ３ 对 引 物 进 行

ＬＡＭＰ，发现 ＭＨＶ反应管为阳性，而小鼠脑脊髓炎病毒、汉坦

病毒和犬冠状病毒对照为阴性，其检测 ＭＨＶ的敏感性为０．１

ｐｇ基因组ＤＮＡ／μＬ，比ＲＴＰＣＲ灵敏１０倍；将其用于５５份临

床样本的检测，发现其阳性率为２７．３％（１５／５５），而 ＲＴＰＣＲ

为１２．７％（７／５５）。

１．３　诺如病毒　诺如病毒是一种杯状病毒，是急性病毒性胃

肠炎的常见病原体。Ｆｕｋｕｄａ等
［１３］针对该病毒的ＲＮＡ依赖的

ＲＮＡ聚合酶和衣壳蛋白编码基因之间的保守区域设计３对引

物进行ＲＴＬＡＭＰ，发现诺如病毒反应管为阳性，而星形病毒、

腺病毒和轮状病毒对照为阴性，其检测该病毒的敏感性为每管

１０２～１０
３ｃｏｐｙ；将其用于７５例患者的粪样检测，发现其阳性率

为１００％（７５／７５），而ＲＴＰＣＲ为９４．７％（７１／７５）。

　　宋克云等
［１４］针对该病毒的ＲＮＡ聚合酶基因设计２对引

物进行ＲＴＬＡＭＰ，发现４８份诺如病毒ＧⅡ型反应管为阳性，

而１２份轮状病毒 Ａ对照为阴性，其检测该病毒的敏感性为

１５．６ｐｇ基因组ＤＮＡ／管，与ＲＴＰＣＲ相当；将其用于４８份患

者的粪样检测，发现其阳性率为９５．８％（４６／４８），与 ＲＴＰＣＲ

检测结果一致。

　　罗剑鸣等
［１５］针对该病毒的 ＲＮＡ依赖的 ＲＮＡ聚合酶和

衣壳蛋白编码基因区域设计３对引物进行ＲＴＬＡＭＰ，发现诺

如病毒ＧⅡ型反应管为阳性，而轮状病毒、星状病毒和诺如病

毒ＧⅠ型对照为阴性，其检测该病毒的敏感性为每管１０００

ｃｏｐｙ，与ＲＴＰＣＲ相当；将其用于９３份腹泻患者的粪样检测，

发现其阳性率为３６．６％（３４／９３），而 ＲＴＰＣＲ为３８．７％（３６／

９３）。

Ｙｏｄａ等
［１６］针对该病毒的衣壳蛋白编码基因的 Ｎ末端区

域设计３对引物进行ＲＴＬＡＭＰ，发现诺如病毒ＧⅠ型和ＧⅡ

型反应管均为阳性，而轮状病毒 Ａ和轮状病毒Ｃ对照均为阴

性，其检测该病毒的敏感性为每管８０～２００ｃｏｐｙ；将其用于８８

例腹泻患者的粪样检测，发现其阳性率为８１．８％（７２／８８），而

ＲＴＰＣＲ为４８．９％（４３／８８）。Ｆｕｋｕｄａ等
［１７］用基于核苷酸序列

扩增的ＲＴＬＡＭＰ检测１４个牡蛎样品，发现诺如病毒ＧⅠ型

和ＧⅡ型的阳性率分别为为６４．３％（９／１４）和７８．６％（１１／１４）。

Ｉｔｕｒｒｉｚａ等
［１８］用ＲＴＬＡＭＰ试剂盒检测５１０份腹泻患者的粪

样，发现其阳性率为６８．８％（３５０／５１０），而ＲＴＰＣＲ为７０．８％

（３６１／５１０）。

２　呼吸道病毒ＬＡＭＰ检测

２．１　流感病毒Ａ　流感病毒 Ａ是甲型流感的病原体。Ｐｏｏｎ

等［１９］针对该病毒的 Ｍ 基因设计２对引物进行ＲＴＬＡＭＰ，发

现２２株流感病毒 Ａ反应管为阳性，而１１株其他流感病毒对

照为阴性，其检测该病毒的敏感性为每管１０－３ＰＦＵ，而ＰＣＲ

为每管１０－２ＰＦＵ；将其用于４７例鼻咽分泌物标本的检测，发

现其阳性率为４６．８％（２２／４７）。

Ｉｔｏ等
［２０］针对该病毒的血凝素 Ａ（ｈｅｍａｇｇｌｕｔｉｎｉｎＡ，ＨＡ）

编码基因设计２对引物进行ＲＴＬＡＭＰ，发现ＡＨ１株和 ＡＨ３

株反应管为阳性，其检测该病毒的敏感性为１０ＦＦＵ／ｍＬ；将其

用于８３份鼻咽分泌物的检测，发现其阳性率为８５．９％（７１／

８３），而病毒分离为９４％（７８／８３）。

Ｋｕｂｏ等
［２１］同样针对该病毒的 ＨＡ编码基因设计３对引

物进行ＲＴＬＡＭＰ，发现３３３株 Ｈ１Ｎ１２００９流行株反应管为

阳性，而 Ｈ３Ｎ２株对照为阴性，其检测该病毒的敏感性为每管

１０ｃｏｐｙ；将其用于２６０个鼻咽拭子的检测，发现其阳性率为

５２．３％（１３６／２６０），而ＲＴＰＣＲ为５３．５％（１３９／２６０）。Ｍａ等
［２２］

用 ＨＡＲＴＬＡＭＰ检测发现２６例 Ｈ１Ｎ１株反应管为阳性，而

２４例其他流感病毒株对照为阴性，其检测该病毒的敏感性为

每管４０ｃｏｐｙ。聂凯等
［２３］用 ＨＡＲＴＬＡＭＰ检测证实美国甲

型 Ｈ１Ｎ１流感样品反应管为阳性，而其他流感病毒株对照为

阴性，其检测该病毒的敏感性为每管６０ｃｏｐｙ；将其用于３０份

人甲型 Ｈ１Ｎ１流感患者的样本检测，发现其阳性率为９０％

（２７／３０），而ＲＴＰＣＲ为８３．３％（２５／３０）。张永乐等
［２４］用 ＨＡ

ＲＴＬＡＭＰ检测发现３６例甲型 Ｈ１Ｎ１流感咽拭子样品为阳

性；其检测该病毒的敏感性为每管１０３ｃｏｐｙ，比ＲＴＰＣＲ敏感

１０倍。

２．２　禽流感病毒Ａ　禽流感病毒 Ａ 是禽流感的病原体。李

启明等［２５］针对该病毒的ＨＡ编码基因或神经氨酸酶Ａ（ｎｅｕｒａ

ｍｉｎｉｄａｓｅ，ＮＡ）编码基因分别设计３对引物进行ＲＴＬＡＭＰ，发

现禽流感病毒ＡＨ５Ｎ１株反应管为阳性，其检测该病毒的敏

感性为每管１０ｃｏｐｙ；将其用于５１份患者的样品检测，发现其
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阳性率为７０．６％（３６／５１），与实时ＰＣＲ相一致。

２．３　ＳＡＲＳ冠状病毒（ｓｅｖｅｒｅａｃｕｔｅｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙｓｙｎｄｒｏｍｅｃｏｒｏ

ｎａｖｉｒｕｓ，ＳＡＲＳＣｏｖ）　ＳＡＲＳＣｏｖ是 ＳＡＲＳ的病原体。Ｔｈａｉ

等［２６］针对该病毒的 ０ＲＦ１ｂ基因设计 ３对引物进行 ＲＴ

ＬＡＭＰ，发现ＳＡＲＳＣｏｖ反应管为阳性，其检测该病毒的敏感

性为每管０．０１ＰＦＵ，而ＲＴＰＣＲ为每管１ＰＦＵ；将其用于５９

个鼻咽拭子的检测，发现其阳性率为２２．０％（１３／５９），而 ＲＴ

ＰＣＲ为１０．０％（６／５９）。Ｐｏｏｎ等
［２７］同样针对该病毒的０ＲＦ１ｂ

基因设计３对引物进行ＲＴＬＡＭＰ，发现ＳＡＲＳＣｏｖ反应管为

阳性，而呼吸道合胞病毒、腺病毒、流感病毒 Ａ和Ｂ对照均为

阴性，其检测该病毒的敏感性为每管１０ｃｏｐｙ；将其用于３１例

鼻咽拭子的检测，发现其阳性率为６４．５％（２０／３１）。

２．４　人呼吸道合胞病毒（ｈｕｍａｎｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙｓｙｎｃｙｔｉａｌｖｉｒｕｓ，

ＨＲＳＶ）　ＨＲＳＶ 是儿童呼吸道感染的主要病原体。Ｕｓｈｉｏ

等［２８］针对该病毒的核壳蛋白编码基因设计３对引物进行ＲＴ

ＬＡＭＰ，发现 ＨＲＳＶ反应管为阳性，而流感病毒 Ａ和Ｂ、麻疹

病毒以及腮腺炎病毒对照为阴性，其检测该病毒的敏感性为

０．０６ＴＣＩＤ５０；将其用于５０份鼻咽拭子的检测，发现其阳性率

为９４％（４７／５０），而病毒分离和 ＲＴＰＣＲ为５８％（２９／５０）和

８４％（４２／５０）。Ｓｈｉｒａｔｏ等
［２９］同样针对该病毒的核壳蛋白基因

设计３对引物进行ＲＴＬＡＭＰ，发现 ＨＲＳＶ反应管为阳性，而

冠状病毒、流感病毒和腺病毒对照为阴性，其检测该病毒的敏

感性为每管０．０１～０．１０ＰＦＵ；将其用于５９例鼻咽拭子的检

测，发现其阳性率为６１％（３６／５９），而病毒分离和ＲＴＰＣＲ为

３４％（２０／５９）和６８％（３４／５９）。

２．５　麻疹病毒　麻疹病毒是麻疹的病原体。Ｆｕｊｉｎｏ等
［３０］针

对该病毒的核蛋白的编码基因设计３对引物进行ＬＡＭＰ，发

现麻疹病毒反应管为阳性，其检测该病毒的敏感性为０．０４

ＴＣＩＤ５０，而ＲＴＰＣＲ为０．４ＴＣＩＤ５０；将其用于５０例冻存４年

的标本和１１个新鲜标本的检测，发现其阳性率分别为９８％

（４９／５０）和８１．８％（９／１１），而ＲＴＰＣＲ分别为８８％（４４／５０）和

７２．７％（８／１１）。

２．６　腮腺炎病毒　腮腺炎病毒是流行性腮腺炎的病原体。

Ｏｋａｆｕｊｉ等
［３１］针对该病毒的血凝素神经氨酸酶（ｈｅｍａｇｇｌｕｔｉ

ｎｉｎｎｅｕｒａｍｉｎｉｄａｓｅ，ＨＮ）编码基因设计３对引物进行ＬＡＭＰ，

发现腮腺炎病毒反应管为阳性，其检测该病毒的敏感性为

０．０２４ＰＦＵ／μＬ，与ＲＴＰＣＲ相当；将其用于７５个唾液拭子的

检测，发现其阳性率为６４．０％（４８／７５），而ＲＴＰＣＲ为６２．７％

（４７／７５）。

２．７　风疹病毒　风疹病毒是风疹的病原体。Ｍｏｒｉ等
［３２］针对

该病毒的Ｅ１基因设计３对引物进行ＲＴＬＡＭＰ，发现风疹病

毒反应管为阳性，而麻疹病毒、腮腺炎病毒、呼吸道合胞病毒和

流感病毒对照为阴性，其检测该病毒的敏感性为３０ＰＦＵ／ｍＬ；

将其用于９例患者的标本检测，发现其阳性率为７７．８％（７／

９），而病毒分离和ＲＴＰＣＲ为３３．３％（３／９）和６６．７％（６／９）。

２．８　新城疫病毒（ｎｅｗｃａｓｔｌｅｄｉｓｅａｓｅｖｉｒｕｓ，ＮＤＶ）　ＮＤＶ是鸡

瘟病的病原体。Ｐｈａｍ等
［３３］针对该病毒的融合基因设计２对

引物进行ＲＴＬＡＭＰ，发现３８株 ＮＤＶ反应管为阳性，而鸡痘

病毒和禽呼肠孤病毒对照为阴性，其检测该病毒的敏感性为每

管０．５ｐｇ，与巢式ＰＣＲ相当；将其用于感染ＮＤＶ３ｄ的鸡肺气

管组织的检测，发现其阳性率为７５％（６／８），而感染６ｄ标本的

阳性率为１００％。

２．９　结膜炎腺病毒　结膜炎腺病毒是眼科感染的常见病原

体。Ｗａｋａｂａｙａｓｈｉ等
［３４］针对该病毒的 Ａｄ１亚型、ａｄ３亚型和

Ａｄ４亚型的第６区基因以及ａｄ８亚型、ａｄ１９亚型和ａｄ３７亚型

的纤维区基因分别设计２对引物进行ＬＡＭＰ，发现这些亚型

反应管均为阳性，其检测该病毒的敏感性为每管１０３～１０４

ｃｏｐｙ；将其用于１３份临床样本的检测，发现其阳性率为８４．６％

（１１／１３），而ＰＣＲ为１００％（１３／１３）。

３　展　　望

将ＬＡＭＰ技术用于消化道和呼吸道病毒的检测具有许多

好处。因为ＬＡＭＰ技术针对保守靶序列的６个特定片段设计

２～３对相关引物进行核酸扩增，所以核酸扩增具有较强的特

异性；在ＬＡＭＰ刚开始反应时，以６ｎ 倍量进行核酸扩增，在

１ｈ内就能扩增出１０９～１０
１０ｃｏｐｙ的靶序列基因，所以灵敏度较

高，其灵敏度可与实时定量ＰＣＲ相当，比传统的ＰＣＲ技术的

灵敏度提高２～３个数量级；因为ＬＡＭＰ反应可生成肉眼可见

的白色焦磷酸镁沉淀，所以用目测即可鉴定结果；因为ＬＡＭＰ

反应在等温条件下进行，不需要变温条件，所以不需要昂贵的

ＰＣＲ设备，操作步骤非常简单，应用方便，所以在基层应用具

有较广阔的前景。

当然ＬＡＭＰ技术也有一些不可避免的缺点。因为ＬＡＭＰ

引物设计需专门软件，需设计引物２～３对，设计程序繁琐，所

以引物筛选工作将花费大量的时间和精力；因为ＬＡＭＰ引物

之间可能存在互补结构而出现非特异条带的扩增，所以出现假

阳性的概率较多；ＬＡＭＰ反应扩增的靶序列基因长度通常不

超过３００ｂｐ，与非特异扩增的产物不宜鉴别；ＬＡＭＰ扩增的靶

基因序列通常较短，所以不能进行基因的克隆、测序和表达；当

进行常规ＬＡＭＰ反应完毕后，打开反应管时可造成气溶胶污

染；ＬＡＭＰ技术很难扩增长度大于５００ｂｐ的靶基因，所以不能

进行长链ＤＮＡ扩增。随着时间的推移，ＬＡＭＰ技术将不断得

到完善，在不远的将来极有可能用于消化道和呼吸道病毒的临

床检测。
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［３３］ＰｈａｍＨＭ，ＮａｋａｊｉｍａＣ，ＯｈａｓｈｉＫ，ｅｔａｌ．Ｌｏｏｐｍｅｄｉａｔｅｄｉ

ｓｏｔｈｅｒｍａｌａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｆｏｒｒａｐｉｄｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆＮｅｗｃａｓｔｌｅ
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