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环介导等温扩增技术的临床应用进展
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　　环介导等温扩增技术（ＬＡＭＰ）是由日本荣研株式会社的

纳富继宣博士带领团队建立的，其基本原理是在具有置换活性

的ＤＮＡ聚合酶作用下，利用特别设计的４段引物识别靶基因

的６个区域，以达到对目的基因的高效、特异复制的目的
［１］。

传统ＰＣＲ反应需要经过反复热变性从而获得单链模板，而

ＬＡＭＰ大大节省了反复升降温的时间，实现对核酸的恒温扩

增。其结果可以根据反应的副产物白色沉淀焦磷酸镁来判断

是否发生扩增，也可以在反应管中加入荧光染料，反应后观察

是否变色来进行鉴别［２］。该检测技术较常规ＰＣＲ和ＲＴＰＣＲ

来说不需要昂贵的设施、特殊的实验室环境和经过专业培训的

技术人员［３］。该方法操作简便，耗时少，且特异性好、灵敏度

高。因而ＬＡＭＰ技术在临床得到越来越广泛地应用。

１　感染性疾病的诊断

感染性疾病多由病原微生物引起，快速、准确的检测病原

体，对于疾病的治疗与预后十分关键。传统病原微生物的分

离、培养、鉴定往往操作程序繁琐，等待结果时间较长，个别致

病菌受培养条件的限制不易检出。环介导等温扩增技术的出

现解决了以上问题，并广泛应用于检测各种病原体［４８］。沈会

平等［９］利用环介导等温扩增技术建立了一种快速准确检测结

核分枝杆菌的方法。通过对１００例疑似结核病患者的痰样本

的检测方法比对，发现该方法特异性强，仅扩增结核分枝杆菌

复合群核酸，并且灵敏度大大高于普通的镜检法（约１１％）。解

决了镜检法灵敏度低、培养法耗时长等问题。聂凯等［１０］利用

ＲＴＬＡＭＰ应用于人甲型Ｈ１Ｎ１流感病毒基因检测。结果显示

ＲＴＬＡＭＰ方法特异性高，临床标本的检出率与常规ＲＴＰＣＲ

法一致。因此基于颜色判定的环介导逆转录等温扩增方法可用

于人甲型Ｈ１Ｎ１流感病毒感染的快速筛查，具有在基层疾病预

防控制中心流感监测实验室和哨点医院广泛应用的潜力。

２　人类白细胞抗原基因分型

很多致命性的药物过敏，特别是抗癫痫类药引起的药物过

敏是需要引起重视的。最近有证据表明药物副作用的发生率

和人类白细胞抗原（ＨＬＡ）等位基因型有密切关系
［１１］。为了提

高用药安全性，美国食药监管局和英国药管局共同推荐 ＨＬＡ

Ｂ１５０２作为治疗癫痫类药物（卡马西平）使用前的筛查项目。

Ｃｈｅｎｇ等
［１２］利用环介导等温扩增技术鉴定 ＨＬＡＢ１５０２，取

得了良好的效果。分别用ＬＡＭＰ、基底序列（ＳＢＴ）和ＰＣＲ的

方法检测４５０例样本（其中ＤＮＡ样本５０例，血液样本４００例）

的Ｂ１５０２状态。最终 ＬＡＭＰ与 ＳＢＴ 和 ＰＣＲ 符合率为

１００％。研究证实，ＬＡＭＰ可以用于检测 ＨＬＡ基因分型，且成

本低、时间短，能够有效解决临床实际困难。

３　肿瘤鉴定

现行肿瘤切除术中的冰冻切片及常规病理检测方法报告

时间长，这对尚在手术台上的患者是极其不利的。因此，建立

淋巴结转移灶的快速准确的鉴定方法是亟待解决的问题。

Ｏｓａｋｏ等
［１３］利用ＲＴＬＡＭＰ的原理设计了针对乳腺癌患者淋

巴瘤中细胞角蛋白１９片段（ＣＫ１９ｍＲＮＲ）的一步核酸扩增法

（ＯＳＮＡ），来检测乳腺癌前哨淋巴结（ＳＬＮ）的转移灶。比较

ＯＳＮＡ法诊断和病理冰冻切片诊断转移灶的阳性率，发现诊断

大转移灶的两种方法无差异，但对于绝经或停经患者的转移灶

和有原发瘤少量侵润的转移灶，ＯＳＮＡ 法则更具有优势。

Ｃｓｅｒｎｉ
［１４］经过研究认为，检测术中淋巴结转移灶 ＯＳＮＡ法的

假阳性率和假阴性率均较低，与常规方法的不符合可能是因为

微小转移灶取材部位不同而造成的，认为该方法用时短更能满

足外科手术的需要。

４　多重检测

ＬＡＭＰ技术往往一次仅能检测一种细菌，近来 Ｈｕｙ等
［１５］

学者针对脑膜炎的４种致病菌金黄色葡萄球菌、肺炎链球菌、

猪链球菌、无乳链球菌的保守１６ＳＲＮＡ设计引物，观察扩增结

果。如果为阴性，可一下排除四种致病菌。若为阳性，再利用

限制性内切酶ＤｄｅⅠ和 ＨａｅⅢ降解ＬＡＭＰ产物后进行电泳，

通过片段大小不同来确定是四种细菌中的哪一种或哪几种。

该反应保持了ＬＡＭＰ的优良特性，敏感性高，特异性强。且经

实验证实与脑膜炎其他常见菌如脑膜炎奈瑟菌、大肠杆菌、流

感嗜血杆菌等无交叉反应。该实验可以有效排除及鉴定脑膜

炎感染细菌，大大提高了检测效率，同时也为利用ＬＡＭＰ技术

检测多种病原体拓宽了思路。

５　联合其他技术

为了更好地满足临床的需要，研究人员将ＬＡＭＰ与其他

技术相结合。Ｆａｎｇ等
［１６］在２０１０年将ＬＡＭＰ技术和微孔道芯

片整合，判定结果既可通过肉眼观察浊度也可通过光纤传感器

检测吸光度。该实验利用集成芯片内的光导纤维，可直接对

ＬＡＭＰ扩增产物进行吸光度测定，达到对靶基因实时定量的

目的。实验组人员利用该技术成功检测了假性狂犬病病毒，并

认为该技术可成为随时随地进行 ＤＮＡ 定量的检测手段。

２０１１年 Ｗａｎｇ等
［１７］将磁珠芯片与ＬＡＭＰ整合，在１ｈ内成功

检测耐甲氧西林金黄色葡萄球菌（ＭＲＳＡ）。该技术将ＤＮＡ的

抽提与靶基因的扩增建立在一块基于小磁珠的微孔芯片上。

扩增其原理是经９５℃高温使 ＭＲＳＡ释放ＤＮＡ，特殊标记的

磁珠探针便与 ＭＲＳＡ的ＤＮＡ杂交。利用小磁珠净化和收集

ＭＲＳＡ的ＤＮＡ之后进行恒等温扩增，再用分光光度计测定

ＬＡＭＰ产物的ＯＤ值。该方法灵敏度高，从样本预处理到结果

判读均为自动化。这种微小设备的检测试验可能成为病原体

床旁检测的最有力工具。２０１２年Ｐｒａｋｒａｎｋａｍａｎａｎｔ等
［１８］在石

英晶体微平衡仪（ＱＣＭ）中进行恒等温扩增，ＱＣＭ能够实时检
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测结合在其金电极表面的ＬＡＭＰ产物。该试验较常规ＬＡＭＰ

灵敏度更高，耗时更少，并利用该技术成功测定 ＨＰＶ５８。

６　展　　望

环介导等温扩增技术，具有成本低、对样品处理要求低、对

仪器和人员要求不高，灵敏、特异、快速、结果直观的优点［１９］。

尽管ＬＡＭＰ的优势已被研究领域广泛接受，但仍认为该技术

还有待完善的地方。

ＬＡＭＰ引物设计过程是比较繁琐的
［２０］。且ＬＡＭＰ实验

中的关键步骤便是引物设计［２１］。即便有引物设计在线软件，

对引物的筛选仍然是繁琐的工作。查磊等［２２］设计了一个用于

环介 导 等 温 扩 增 的 引 物 设 计 软 件———ＢｉｏＳｕｎＬＡＭＰ，为

ＬＡＭＰ技术的普及提供了更好的生物信息学支持。相信随着

技术的进步，引物设计软件会进一步升级。

无论何种实验必须有可靠的质量控制。做好ＬＡＭＰ质量

控制工作，可有效提高ＬＡＭＰ的准确度、可信度。应建立起

ＬＡＭＰ分析前、分析中、分析后的质量控制工作。操作试验

时，未使用的试剂用密封带仔细包裹，妥善置于－２０℃冰箱。

实验后用过的枪头、手套等要妥善处理，不可以随处丢弃［２３］。

每次实验设定阴阳性对照，阴性对照一般添加去离子水，而阳

性对照最好为非实验靶基因和引物组合，以免操作时对测定管

污染。一旦出现污染，应立即停止实验，每天给实验室通风，超

净台紫外灭菌并通风，一段时间后更换试剂再次实验［２４］。随

着实验技术的完善，ＬＡＭＰ室间质评和室内质评将建立起来，

以便及时发现问题，找到问题的原因，解决问题，这样才能提供

可靠的实验结果。

现已有ＬＡＭＰ试剂盒投放市场，部分试剂盒国产化，大大

降低了实验成本。随着环介导等温扩增技术的继续推广，更多

测定项目的试剂盒将被研发使用，仪器设备更加简洁。例如，

Ｈａｔａｎｏ等
［２５］研究者发明了不依赖于电的袖珍加热装置，只要

将试验管保存于泡沫聚苯乙烯容器中，不论在４℃还是３７℃

的环境中均能有效扩增，其最低检测限与传统ＬＡＭＰ没有区

别，且便于携带。相信环介导等温扩增技术不但会更适合于临

床和基层，而且也逐渐会成为核酸研究的一种重要手段［２６］。
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