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环介导等温扩增技术用于疱疹病毒和黄病毒等检测的研究现状
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　　疱疹病毒和黄病毒是多种病毒性疾病的病原体。２０００

年，日本科学家Ｎｏｔｏｍｉ等
［１］首先提出了环介导等温扩增技术

（ＬＡＭＰ），利用一种具有链置换反应的ＤＮＡ聚合酶和２对特

殊引物，对靶序列上的６个特异序列进行特异扩增，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，具有敏感性高、特异性强、简

便、快速和结果易于鉴定等优点。随后，国内外学者迅速开展

了ＬＡＭＰ技术检测疱疹病毒和黄病毒等的研究，本文拟就这

方面的进展进行综述。

１　ＬＡＭＰ技术原理

１．１　引物设计　Ｎｏｔｏｍｉ等
［１］选择１段２００ｂｐ左右的靶基因

保守区域，针对该区的６个特异序列（３′端的Ｆ３Ｃ、Ｆ２Ｃ和Ｆ１Ｃ

以及５′端的Ｂ１、Ｂ２和Ｂ３区）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）。引物设计时要保持引物的退火温度为５５～６５℃，Ｆ２

与Ｂ２之间相距１２０～１８０ｂｐ，Ｆ２与Ｆ３以及Ｂ２与Ｂ３之间相距

０～２０ｂｐ，Ｆ２与Ｆ１以及Ｂ２与Ｂ１之间相距４０～６０ｂｐ，从而避

免引物之间形成二级结构。其中 ＦＩＰ包含 Ｆ１ＣＦ２，它利用

Ｆ１Ｃ与Ｆ１互补自动成环进行正向扩增，ＢＩＰ包含Ｂ１ＣＢ２，它

利用Ｂ１Ｃ与Ｂ１互补自动成环进行反向扩增。Ｆ３和Ｂ３在Ｂｓｔ

ＤＮＡ聚合酶的作用下可分别置换Ｆ１ＣＦ２引导合成的正向链

以及Ｂ１ＣＢ２引导合成的反向链。ＢｓｔＤＮＡ聚合酶在６０～６５

℃时具有解旋功能和瀑布式扩增功能，在等温条件下即可实现

核酸扩增。为了提高扩增效率，Ｎａｇａｍｉｎｅ等
［２］在Ｆ１Ｃ和Ｆ２

之间增加了上游环状引物（ＦＬＰ），在Ｂ１Ｃ和Ｂ２之间增加了下

游环状引物（ＢＬＰ）。ＦＬＰ和ＢＬＰ既可与内引物杂交，也可与

茎环杂交，从而加快反应速度，缩短反应时间，在３０～４５ｍｉｎ

即可实现目的基因的扩增。

１．２　模板　Ｎａｇａｍｉｎｅ等
［３］发现变性或非变性的ＤＮＡ模板均

可介导良好的ＬＡＭＰ反应，提示ＬＡＭＰ反应可不需要变性的

ＤＮＡ作为模板；进一步研究表明变性ＤＮＡ的扩增效率比非

变性ＤＮＡ高出１０～１００倍，表明用变性ＤＮＡ进行ＬＡＭＰ反

应的敏感性要高于非变性ＤＮＡ。ＲＮＡ通过逆转录合成ｃＤ

ＮＡ，该ｃＤＮＡ 也可作为 ＬＡＭＰ的模板，因而可将逆转录与

ＬＡＭＰ结合起来进行ＲＴＬＡＭＰ反应。

１．３　反应过程　ＬＡＭＰ反应过程包括哑铃状模板合成阶段、

循环扩增阶段以及伸长和再循环３个阶段。首先由外部引物

扩增出内部引物扩增所需的模板，然后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

间通过杂交形成茎环结构，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，在扩增的ＤＮＡ片段的另一端产

生了新的茎环结构，形成哑铃结构。其次在ＬＡＭＰ循环扩增

阶段，这种哑铃状结构的ＤＮＡ为循环反应提供原料，哑铃结

构的ＤＮＡ通过自我引导延伸，生成双链茎环结构，该结构为

循环反应的起始结构。最后在延伸和再循环阶段，由于内引物

杂交在茎环的环上，引物链置换合成的ＤＮＡ产生一个有缺口

的茎环ＤＮＡ中间媒介，在茎上附有目标序列，在茎的末端通

过外引物形成环状结构。由于内引物引导链置换延伸反应，茎

环个数逐渐增加，最后扩增产物是一系列反向重复的靶序列构

成的茎环结构和多环花椰菜结构的ＤＮＡ片段混合物。

１．４　产物检测

１．４．１　琼脂糖凝胶电泳　ＬＡＭＰ产物是不同ＤＮＡ片段的混

合物，琼脂糖凝胶电泳后呈现特异的梯状条带，经限制性内切

酶酶切后可出现单一的靶序列条带。

１．４．２　浊度检测　Ｍｏｒｉ等
［４５］发现ＬＡＭＰ反应在合成ＤＮＡ

时，从ｄＮＴＰ析出的焦磷酸根离子（Ｐ２Ｏ７
－４）可与反应液中的

Ｍｇ
２＋结合，产生大量白色的焦磷酸镁沉淀，该沉淀具有高度的

特异性，扩增完成后肉眼观察反应管底的白色沉淀即可判断是

否扩增。当模板ＤＮＡ为２×１０３ｃｏｐｙ（０．０１ｐｇ／ｔｕｂｅ）至２×１０
９

ｃｏｐｙ（０．０１ｎｇ／ｔｕｂｅ）时，浊度与合成的ＤＮＡ呈线性关系，可达

到对合成的ＤＮＡ进行实时定量检测的目的。

１．４．３　荧光检测　可加用ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ、钙黄绿素和羟基萘

酚蓝（ＨＮＢ）等试剂进行检测。ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ是一种荧光染

料，它与ＤＮＡ结合后，颜色由橘黄色变为绿色，肉眼即可观

察。钙黄绿素是一种螯合剂，可与试剂中的 Ｍｎ２＋结合处于淬

灭状态。当ＬＡＭＰ反应的副产物Ｐ２Ｏ７
－４与 Ｍｎ２＋结合后可使

钙黄绿素释放，使其淬灭状态解除，从而发出黄绿色荧光，肉眼

即可观察。羟基萘酚蓝（ＨＮＢ）是一种 Ｍｇ
２＋ 指示剂，由于

ＬＡＭＰ反应的副产物Ｐ２Ｏ７
－４与 Ｍｇ

２＋ 形成大量焦磷酸镁沉

淀，大量消耗 Ｍｇ
２＋，因而反应结束后颜色发生变化，颜色显为

蓝色的为阳性反应，而颜色显为紫色的为阴性反应。由于

ＨＮＢ是反应前加入，反应结束后无需开盖，可大大减少反应后

的交叉污染。

２　疱疹病毒ＬＡＭＰ检测

２．１　单纯疱疹病毒２型（ＨＳＶ２）　ＨＳＶ２是生殖器疱疹和

新生儿疱疹的主要病原体。Ｋａｎｅｋｏ等
［６］针对该病毒的 ＵＳ４

序列设计３对引物进行ＬＡＭＰ，发现５０例ＨＳＶ２反应管为阳
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性；其检测该病毒的敏感性为１０ｃｏｐｙ／ｔｕｂｅ，而 ＰＣＲ为１００

ｃｏｐｙ／ｔｕｂｅ；将其用于３０例生殖器疱疹患者的样本检测，发现

其阳性率为４３．３％（１３／３０），与ＰＣＲ相当。Ｅｎｏｍｏｔｏ等
［７］针对

该病毒的糖蛋白 Ｇ（ｇＧ）编码基因设计了 ３对引物进行

ＬＡＭＰ，发现 ＨＳＶ２反应管为阳性，而 ＨＣＭＶ、ＨＨＶ６Ｂ、

ＨＨＶ７和ＶＺＶ对照为阴性；其检测该病毒的敏感性为１００

ｃｏｐｙ／ｔｕｂｅ；将其用于５例生殖器疱疹患者样本的检测，发现其

阳性率为１００％（５／５）。Ｓｕｇｉｙａｍａ等
［８］用ｇＧＬＡＭＰ检测５０

例生殖器疱疹患者的样本，发现其阳性率为２８％（１４／５０），而

病毒分离和实时ＰＣＲ分别为２４％（１２／５０）和３６％（１８／５０）。

周支香等［９］利用ｇＧＬＡＭＰ检测发现 ＨＳＶ２反应管为阳性，

而无菌水对照为阴性；其检测该病毒的敏感性为０．０１ｎｇ／μＬ。

２．２　带状疱疹病毒（ＶＺＶ）　ＶＺＶ是水痘和带状疱疹的病原

体。Ｏｋａｍｏｔｏ等
［１０］针对该病毒的 ＯＲＦ６２基因设计３对引物

进行ＬＡＭＰ，发现 ＶＺＶ 反应管为阳性，而 ＨＳＶ１、ＨＳＶ２、

ＨＨＶ６、ＨＨ７和 ＨＣＭＶ对照为阴性；其检测该病毒的敏感

性为５００～１０００ｃｏｐｙ／ｔｕｂｅ；将其用于３２份患者的标本检测，

发现其阳性率为５９．４％（１９／３２），而实时ＰＣＲ为７１．９％（２３／

３２）。

２．３　ＥＢ病毒　ＥＢ病毒是传染性单核细胞增多症和多克隆Ｂ

淋巴细胞淋巴瘤的病原体。Ｉｗａｔａ等
［１１］针对该病毒的 Ｗ 基因

设计了３对引物进行ＬＡＭＰ，发现ＥＢ病毒反应管为阳性，而

ＨＳＶ１、ＨＳＶ２、ＶＺＶ、ＣＭＶ和 ＨＨＶ８对照为阴性；其检测的

敏感性为５ｃｏｐｙ／ｔｕｂｅ；将其用于１０８例ＥＢ感染患者血清标本

和５１例喉拭子的标本检测，发现其阳性率分别为３５．２％（３８／

１０８）和２９．４％（１５／５１），与实时ＰＣＲ相当。

２．４　巨细胞病毒（ＣＭＶ）　ＣＭＶ感染非常广泛，常呈隐性感

染，好发于免疫功能受损或免疫功能缺陷等人群。Ｓｕｚｕｋｉ

等［１２］针对该病毒的糖蛋白 Ｂ编码基因设计２对引物进行

ＬＡＭＰ，发现ＣＭＶ反应管为阳性，而 ＨＳＶ１／２、ＨＨＶ６／７和

ＶＺＶ对照为阴性；其检测该病毒的敏感性为５００ｃｏｐｙ／ｔｕｂｅ；将

其用于１８０例患者标本的检测，发现其阳性率为８０．０％（１４４／

１８０）。Ｒｅｄｄｙ等
［１３］用ｇＢＬＡＭＰ检测发现ＣＭＶ反应管为阳

性，而ＶＺＶ和腺病毒对照为阴性；将其用于４０个病毒性视网

膜炎患者的玻璃体样本检测，发现其阳性率为２５％（１０／４０），

与实时ＰＣＲ相当。

２．５　人疱疹病毒６和７型　人疱疹病毒６和７型（ＨＨＶ６／７）

是幼儿急疹的病原体，进一步研究表明 ＨＨＶ６Ａ与多发性硬

化有关，而 ＨＨＶ６Ｂ与幼儿急疹相关。Ｙｏｓｈｉｋａｗａ等
［１４］针对

该病毒的Ｕ３８基因设计３对引物进行ＬＡＭＰ，发现ＨＨＶ７反

应管为阳性，而 ＨＨＶ６Ａ、ＨＨＶ６Ｂ和 ＨＣＭＶ对照为阴性。

其检测该病毒的敏感性为２５０ｃｏｐｙ／ｔｕｂｅ；将其用于２例幼儿

急疹患者的标本检测，发现急性期血清（１ｄ）为阳性，而恢复期

血清（１３～１６ｄ）为阴性。Ｉｈｉｒａ等
［１５１６］针对该病毒的 Ｕ３１基因

设计３对引物进行 ＬＡＭＰ，发现 ＨＨＶ６反应管为阳性，而

ＨＨＶ７和 ＨＣＭＶ对照为阴性；其检测该病毒的敏感性为２５

ｃｏｐｙ／ｔｕｂｅ；将其用于１３例 ＨＨＶ６患者的血清检测，发现急性

期（１～３ｄ）血浆的阳性率为６１．５％（８／１３），而恢复期血浆（５～

１０ｄ）为０．０％。随后他针对ＨＨＶ６Ｂ的Ｕ３１基因设计３对引

物进行ＬＡＭＰ，发现 ＨＨＶ６Ｂ反应管为阳性，而 ＨＨＶ６Ａ对

照为阴性；其检测２０例幼儿急疹患者血清的阳性率为１００％。

２．６　人疱疹病毒８型（ＨＨＶ８）　ＨＨＶ８与卡波氏肉瘤密切

相关。Ｋｕｈａｒａ等
［１７］针对该病毒的ＯＲＦ２６序列设计３对引物

进行ＬＡＭＰ，发现 ＨＨＶ８反应管为阳性，而 ＨＳＶ１、ＨＳＶ２、

ＶＺＶ和ＥＢＶ对照为阴性；其检测该病毒的敏感性为１００ｃｏｐ

ｙ／ｔｕｂｅ；将其用于１９例卡波氏肉瘤组织的检测，发现其阳性率

为８４．２％（１６／１９），与实时ＰＣＲ相当。

３　黄病毒ＬＡＭＰ检测

３．１　日本脑炎病毒（ＪＥＶ）　ＪＥＶ是流行性乙型脑炎的病原

体。Ｔｏｒｉｎｉｗａ等
［１８］针对该病毒的ｅｎｖ基因序列设计３对引物

进行ＲＴＬＡＭＰ，发现ＪＥＶ反应管为阳性，而西尼罗河病毒和

登革病毒对照为阴性；其检测该病毒的敏感性为１ＰＦＵ／ｔｕｂｅ，

与ＰＣＲ相当。Ｐａｒｉｄａ等
［１９］同样针对该病毒的ｅｎｖ基因序列设

计３对引物进行ＲＴＬＡＭＰ，发现ＪＥＶ反应管为阳性，而西尼

罗河病毒、登革病毒和圣路易斯脑炎病毒对照为阴性；其检测

该病毒的敏感性为０．１ＰＦＵ／ｔｕｂｅ，而 ＲＴＰＣＲ为１０ＰＦＵ／

ｔｕｂｅ；将其用于６０例患者脑脊液标本的检测，发现其阳性率为

２２％（１３／６０），而 ＲＴＰＣＲ和病毒分离分别为７％（４／６０）和

１２％（７／６０）。杜鹃等
［２０］针对该病毒的结构基因设计３对引物

进行ＲＴＬＡＭＰ，发现ＪＥＶ反应管为阳性，而猪细小病毒、猪

圆环病毒、伪狂犬病毒和猪瘟病毒对照为阴性；其检测该病毒

的敏感性为１０３ＴＣＩＤ５０，而ＲＴＰＣＲ为１０
４ＴＣＩＤ５０；将其用于８

份人工感染ＪＥＶ的鼠脑组织的检测，发现其阳性率为１００％

（８／８）。

３．２　登革病毒　登革病毒是登革热的病原体。Ｐａｒｉｄａ等
［２１］

针对该病毒的３′端非编码区设计３对引物进行ＲＴＰＣＲ，发现

登革病毒反应管为阳性，而日本脑炎病毒、西尼罗病毒和圣路

易斯脑炎病毒对照为阴性；其检测该病毒的敏感性为０．１～１

ＰＦＵ／ｔｕｂｅ，比ＲＴＰＣＲ敏感１０～１００倍；将其用于３８例疑似

患者的血清检测，发现其阳性率为１５．８％（６／３８），而ＲＴＰＣＲ

为５．３％（２／３８）。

３．３　西尼罗病毒　西尼罗病毒是一种蚊传病毒，可引起人类

和鸟类感染。Ｐａｒｉｄａ等
［２２］针对该病毒的包膜蛋白编码基因设

计３对引物进行ＲＴＬＡＭＰ，发现西尼罗病毒 ＮＹ９９株和Ｅｇ

１０１株反应管为阳性，而日本脑炎病毒、登革病毒和圣路易斯

脑炎病毒对照为阴性；其检测该病毒的敏感性为０．１ＰＦＵ／

ｔｕｂｅ，比ＲＴＰＣＲ敏感１０倍。

４　其他病毒ＬＡＭＰ检测

４．１　人乳头状瘤病毒（ＨＰＶ）　ＨＰＶ与宫颈癌和生殖器感染

密切相关，其中低危型 ＨＰＶ６与生殖器感染相关，而高危型

ＨＰＶ１６和 ＨＰＶ１８与宫颈癌相关。Ｈａｇｉｗａｒａ等
［２３］分别针对

ＨＰＶ６、ＨＰＶ１１和ＨＰＶ１８的Ｅ６区以及ＨＰＶ１６的Ｅ７区设

计２对引物进行 ＬＡＭＰ，发现 ＨＰＶ６、ＨＰＶ１１、ＨＰＶ１６和

ＨＰＶ１８反应管均为阳性；其检测这些病毒的敏感性均为１００

ｃｏｐｙ／ｔｕｂｅ；将其用于２７例患者的标本检测，发现其阳性率为

８１．５％（２２／２７），而ＰＣＲ为７７．８％（２１／２７）。芦春斌等
［２４］同样

针对 ＨＰＶ６的Ｅ６基因以及 ＨＰＶ１６的Ｅ７基因设计２对引

物进行ＲＴＬＡＭＰ，发现 ＨＰＶ６和 ＨＰＶ１６反应管为阳性，而

ＨＰＶ１１、ＨＰＶ１８和 ＨＰＶ３１对照为阴性；其检测这些病毒的

敏感性为１０００ｃｏｐｙ／ｔｕｂｅ，而实时ＲＴＰＣＲ为１００ｃｏｐｙ／ｔｕｂｅ；

将其用于６２份宫颈刮片组织的检测，发现 ＨＰＶ６和 ＨＰＶ１６

的阳性率分别为２１．０％（１３／６２）和２９．０％（１８／６２），与凯普

ＨＰＶ分型法相一致。

４．２　人类免疫缺陷病毒１　人类免疫缺陷病毒１（ＨＩＶ１）是

·１４０３·国际检验医学杂志２０１３年１１月第３４卷第２２期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｎｏｖｅｍｂｅｒ２０１３，Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．２２



获得性免疫缺陷综合征的病原体。Ｃｕｒｔｉｓ等
［２５］针对该病毒的

蛋白酶编码基因和Ｐ２４蛋白编码基因分别设计３对引物进行

ＲＴＬＡＭＰ，发现 ＨＩＶ１反应管为阳性，而 ＨＩＶ２对照为阴

性；蛋白酶ＲＴＬＡＭＰ和Ｐ２４ＲＴＬＡＭＰ检测该病毒的敏感

性分别为１００ｃｏｐｙ／ｔｕｂｅ和１０ｃｏｐｙ／ｔｕｂｅ；将其用于５个ＨＩＶ１

患者的血清检测，发现其阳性率为８０％（４／５）。

４．３　埃博拉病毒　埃博拉病毒是致病性出血热的病原体。

Ｋｕｒｏｓａｋｉ等
［２６］针对该病毒的５′非编码区设计２对引物进行

ＲＴＬＡＭＰ，发现２株扎伊尔埃博拉病毒反应管为阳性，而３种

其他埃博拉病毒对照为阴性；其检测该病毒的敏感性为２０

ｃｏｐｙ／ｔｕｂｅ。

５　结　　语

将ＬＡＭＰ技术用于疱疹病毒和黄病毒等的检测具有特异

性强、灵敏度高、结果易于鉴定、操作便利、适宜在基层推广等

优点。筛选物引物工作量大，易出现假阳性，不能进行克隆、测

序和表达，不能进行长链ＤＮＡ扩增等。但随着ＬＡＭＰ技术的

不断完善，将其用于疱疹病毒和黄病毒等的临床检测具有广阔

的应用前景。
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