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摘要： 旨在建立一种检测犬 Ｃ 群轮状病毒 （ＣＲＶ Ｃ） 的探针法实时荧光反转录环介导等温扩增方法 （ＲＴ－ＬＡＭＰ）。 以病毒基因组的保守序列

ＶＰ６ 为靶标， 设计合成 １ 组 ＬＡＭＰ 引物探针， 对反应的各项参数进行优化后确定方法的特异性、 敏感性等各项指标， 进行临床样品检测以评估方

法的实际效果。 结果： 该方法检测下限为 ７􀆰 ７１×１００ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ， 敏感性与荧光定量 ＲＴ－ＰＣＲ 相当。 重复试验结果的变异系数小于 ４􀆰 ３５％。 与犬 Ａ
群轮状病毒 （ＣＲＶ Ａ）、 犬瘟热病毒 （ＣＤＶ）、 犬细小病毒 （ＣＰＶ）、 犬肠道冠状病毒 （ＣＣｏＶ） 和犬星状病毒 （ＣａＡｓｔＶ） 均无交叉反应。 临床样

品检测符合率试验表明， 本方法与荧光定量 ＲＴ－ＰＣＲ 方法的总体符合率达到了 ９８􀆰 ４６％ （６４ ／ ６５）。 综上， 本研究建立的探针法实时荧光 ＲＴ－

ＬＡＭＰ 方法具有反应快速、 灵敏度高、 特异性强、 仪器成本低等优点， 可用于 ＣＲＶ Ｃ 快速检测、 临床诊断与疫病监测。
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　 　 犬轮状病毒 （ＣＲＶ） 属于呼肠孤病毒科轮状病

毒属， 病毒基因组为分节段双链 ＲＮＡ， 分别编码 ６
种结构蛋白 （ＶＰ１～４、 ＶＰ６、 ＶＰ７） 和 ５～６ 种非结构

蛋白 （ＮＳＰ１ ～ ＮＳＰ５ ／ ６） ［１］。 ＶＰ６ 在 ＣＲＶ 中结构最为

保守， 根据其抗原性可将 ＣＲＶ 分为 ９ 个血清型 （Ａ～
Ｉ 型）。 临床上幼犬最易感染 ＣＲＶ， 表现为隐性感染

或者不同程度的腹泻、 呕吐以及脱水， 严重脱水时还

会引起心血管衰竭以及其他疾病的继发感染［２－３］。 轮

状病毒 （ＲＶ） 的跨种属传播情况十分普遍。 曾有研

究发现， 人轮状病毒 （ＨＲＶ） 与犬 ／猫 Ａ 群轮状病毒

（ＣＲＶ Ａ ／ ＦＲＶ Ａ） 的基因重配［４］， 因此针对 ＣＲＶ Ａ
的检测受到了广泛的重视［５－６］。 相对而言， 犬 Ｃ 群轮

状病毒 （ＣＲＶ Ｃ） 相关的研究材料较少。 ＣＲＶ Ｃ 于

２０ 世纪 ９０ 年代首次被发现［７］， 临床上各年龄段的犬

都易感， 且通常与其他肠道病毒混合感染［８－１０］。 现有

的研究表明， ＣＲＶ Ｃ 也可能通过基因重配而发生跨

物种传播［１１－１２］。 因此， ＣＲＶ Ｃ 不仅威胁犬的健康，
还威胁着人类以及其他物种的安全， 针对 ＣＲＶ Ｃ 的

监测十分具有公共卫生意义。
随着分子诊断技术的发展， 包括聚合酶链式反应

（ＰＣＲ） ［１３］、 环介导等温扩增 （ＬＡＭＰ） ［１４］和重组酶聚

合酶扩增 （ＲＰＡ） ［１５］等在内的分子诊断技术已经愈发

成熟。 近年来， 由于 ＬＡＭＰ 方法有着反应时间短、
成本低、 特异性高等优势， 在即时检测领域得到了从

业者的广泛认可［１６］， 也衍生出了多种基于 ＬＡＭＰ 的

检测方法［１７］。 探针法实时荧光 ＬＡＭＰ 就是由此发展

出的方法之一， 该方法比普通 ＬＡＭＰ 更敏感， 比染

料法实时荧光 ＬＡＭＰ 更特异， 已经应用于多个重要

疫病的检测［１８－１９］。
鉴于目前缺乏针对 ＣＲＶ Ｃ 快速、 准确的检测方

法， 导致该病毒临床监测不足以及流行病学资料缺

失， 无法进一步评估其潜在的公共卫生隐患。 为提高

该病的检测效率， 本研究建立了一种基于荧光共振能

量转移 （ＦＲＥＴ） 原理的探针法实时荧光 ＲＴ－ＬＡＭＰ，
为 ＣＲＶ Ｃ 提供一种高效、 特异的检测手段。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 主要试剂

Ｂｓｔ Ⅱ Ｐｒｏ ＤＮＡ Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ Ｌａｒｇｅ Ｆｒａｇｍｅｎｔ、 １０×
Ｉｓｏｔｈｅｒｍａｌ Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ Ｂｕｆｆｅｒ、 ＨｉＳｃｒｉｐｔ Ⅱ Ｒｅｖｅｒｓｅ
Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ、 ｄＮＴＰｓ Ｍｉｘ、 ＭｇＳＯ４购自南京诺唯赞生

物技术有限公司； 病毒核酸提取试剂盒购自 Ｍａｇｅｎ
Ｂｉｏｔｅｃｈ； Ｒｉｂｏ ＭＡＸＴＭ Ｌａｒｇｅ Ｓｃａｌｅ ＲＮＡ Ｐｒｏｄｕｃｔ
Ｓｙｓｔｅｍｓ 体外转录试剂盒购自美国 Ｐｒｏｍｅｇａ 公司；
ＣＲＶ Ｃ ＶＰ６ 质粒 （ｐＥＴ３２ａ－ＶＰ６） 购自生工生物工程

（上海） 股份有限公司； Ｏｎｅ Ｓｔｅｐ ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴ－
ＰＣＲ Ｋｉｔ （Ｐｅｒｆｅｃｔ Ｒｅａｌ Ｔｉｍｅ） 购自 ＴａＫａＲａ 公司。
１􀆰 ２　 临床样本来源

２０２３ 年 １ 月至 ２０２３ 年 １０ 月， 于上海市内各家宠

物医院和犬类留验所收集到临床上表现为腹泻症状病

犬的肛门棉拭子粪便样品共 ６５ 份， 其中 ４７ 份样品来

自宠物医院， １８ 份样品来自犬类留验所。 采集的样

本放入含 ＰＢＳ 的离心管中震荡混匀后， －８０ ℃保存

备用。 本研究中所使用的犬肠道病毒核酸均来自于临

床上的阳性样品， 由本实验室收集并保存。
１􀆰 ３　 核酸提取与模板制备

核酸提取： 使用 ＭＡＧＥＮ 病毒核酸提取试剂盒提

取样品核酸。
阳性模版制备： 针对 ＣＲＶ Ｃ ＶＰ６ 基因设计 ＰＣＲ

引物， 在引物的 ５′端额外插入 Ｔ７ 启动子序列。 以阳

性质粒为模版进行 ＰＣＲ 扩增得到目的片段后， 使用

Ｒｉｂｏ ＭＡＸＴＭ Ｌａｒｇｅ Ｓｃａｌｅ ＲＮＡ Ｐｒｏｄｕｃｔ Ｓｙｓｔｅｍｓ 体外转

录试剂盒将胶回收产物转录为 ｓｓＲＮＡ。 测量产物浓度

并根据公式： 拷贝数＝ ６􀆰 ０２×１０２３×ｓｓＲＮＡ 浓度× １０－９ ／
（３４０×ｓｓＲＮＡ 碱基数）， 换算成 ｓｓＲＮＡ 拷贝数， 产物

于－８０ ℃保存备用。
１􀆰 ４　 ＬＡＭＰ 引物的设计

根据筛选到的 ＣＲＶ Ｃ 保守基因 ＶＰ６ （ＧｅｎＢａｎｋ
登录号： ＫＰ９８８０１７） 设计引物。 常规 ＬＡＭＰ 引物集

使用 Ｐｒｉｍｅｒ Ｅｘｐｌｏｒｅｒ Ｖ５􀆰 ０ 在线软件进行设计。 荧光

探 针 的 Ｆ 链 和 Ｑ 链 使 用 Ｍｆｏｌｄ 分 析 软 件 和

ＯｌｉｇｏＡｎａｌｙｚｅｒ ３􀆰 １ 软件设计成产生最小二次结构的序

列， 并保证其退火温度在 ７５ ℃以上。 引物序列见表

１， 位置信息见图 １。 上述引物探针由上海赛恒生物

科技有限公司合成。
１􀆰 ５　 探针法实时荧光 ＲＴ－ＬＡＭＰ 反应条件的优化

以阳性质粒作为模板， 选择 ＬＡＭＰ 反应过程中

最重要的 ６ 个参数进行优化， 分别是： 反应温度

（６３、 ６４、 ６５ 和 ６６ ℃）， ＭｇＳＯ４ 浓度 （ ４、 ６、 ８ 和

１０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）， Ｂｓｔ Ⅱ酶浓度 （ ０􀆰 １６、 ０􀆰 ３２、 ０􀆰 ４８ 和

０􀆰 ６４ Ｕ ／ μＬ ）， ｄＮＴＰ 浓 度 （ １、 １􀆰 ４、 １􀆰 ８ 和 ２􀆰 ２
ｍｍｏｌ ／ Ｌ）， 探针 Ｑ 链 （μｍｏｌ ／ Ｌ） 与 Ｆ 链 （μｍｏｌ ／ Ｌ）
的比例 （０􀆰 ０８ ∶ ０􀆰 ０４、 ０􀆰 ０８ ∶ ０􀆰 ０８、 ０􀆰 １２ ∶ ０􀆰 ０８ 和

０􀆰 １６ ∶ ０􀆰 ０８） 以及反转录酶的浓度 （０􀆰 ２、 ０􀆰 ３、 ０􀆰 ４
和 ０􀆰 ５ Ｕ ／ μＬ）。 反转录酶的最佳浓度以阳性质粒转录

的 ｓｓＲＮＡ 为模版测定。 反应时间为 ６０ ｍｉｎ， 每 ６０ ｓ
收集一次荧光信号， 最终加热至 ９０ ℃终止反应。 试

验根据产生荧光信号的反应时间 （Ｔｐ） 来确定最佳

的反应条件。
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表 １　 引物与探针

种类 名称 序列 （５′→３′）

ＲＴ－ＬＡＭＰ
引物

Ｆ３ ＧＴＣＡＧＣＴＧＧＴＴＧＡＴＡＴＧＡＴＣＡＧＡＡ

Ｂ３ ＴＧＴＧＡＡＴＣＧＣＡＴＡＡＴＡＣＡＧＡＣＴＣＴＧ

ＦＩＰ－ＦＩＣ ＴＧＡＧＴＣＡＴＧＧＣＡＧＣＴＧＧＴＣＴＡＡＴＣＡ

Ｆ１Ｃ－Ｆ２ ＧＧＧＧＴＧＧＣＡＡＣＡＧＴＧＡＧＡ

ＢＩＰ－ＦＩＣ ＣＧＴＡＣＡＧＣＡＡＣＴＧＴＴＴＣＣＴＣＡＧＧＧ

ＢＩＰ＋ Ｂ２ ＴＧＴＧＧＣＡＴＣＴＡＡＴＡＣＡＣＴＧＡＧＴＧ

ＬＢ ＧＴＣＣＡＴＡＣＴＣＴＣＡＴＣＡＧＧＣＴＧＣＴＴ

ＲＴ－ＬＡＭＰ
荧光探针

Ｆ 链
ＦＡＭ－ＡＡＴＡＣＡＧＣＡＣＴＣＴＣＡＣＧＣＣＧＡＡＴ

ＧＴＣＣＡＴＡＣＴＣＴＣＡＴＣＡＧＧＣＴＧＣＴＴ

Ｑ 链 ＡＴＴＣＧＧＣＧＴＧＡＧＡＧＴＧＣＴＧＴＡＴＴ－ＢＨＱ１

荧光定量

ＲＴ－ＰＣＲ

上游引物 ＧＴＴＧＣＡＴＣＣＧＴＧＡＡＧＡＧＡＡＴＧ

下游引物 ＡＧＣＣＡＣＡＴＡＧＴＴＣＡＣＡＴＴＴＣＡＴＣＣ

ＴａｑＭａｎ 探针 ＦＡＭ－ＡＣＣＡＴＧＴＡＧＣＡＴＧＡＴＴＣＡＣＧＡＡＴＧＧＧＴ－ＢＨＱ１

　 　 　 　 　 　 　 　 注： 下划线部分是 Ｆ 链中与 Ｑ 链互补的序列。

图 １　 ＣＲＶ Ｃ 的 ＶＰ６ 序列引物探针位置

１􀆰 ６　 敏感性试验

将由质粒转录的 ｓｓＲＮＡ 梯度稀释为 ７􀆰 ７１×１０４ ～
７􀆰 ７１×１０－１ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ 作为模板进行敏感性试验， 确定

该方法的检测下限。
１􀆰 ７　 特异性试验

以 ＣＲＶ Ｃ、 ＣＲＶ Ａ、 犬瘟热病毒 （ＣＤＶ）、 犬细

小病毒 （ＣＰＶ）、 犬冠状病毒 （ＣＣｏＶ） 和犬星状病

毒 （ＣａＡｓｔＶ） 核酸为模板， 以 ｄｄＨ２ Ｏ 为阴性对照，
评估探针法实时荧光 ＲＴ－ＬＡＭＰ 检测方法的特异性。
ＣＰＶ ＬＡＭＰ 反应体系中不需要加入反转录酶， 其他条

件不变。
１􀆰 ８　 重复性试验

以不同浓度的 ｓｓＲＮＡ 为模板， 每个浓度用探针

法实时荧光 ＲＴ－ＬＡＭＰ 重复检测 ３ 次。 根据其 Ｔｐ 值

计算变异系数， 评价该方法的重复性。

１􀆰 ９　 探针法实时荧光 ＲＴ－ＬＡＭＰ 反应效率评估

以不同浓度的 ｓｓＲＮＡ 为模板， 分别应用探针法

实时荧光 ＲＴ－ＬＡＭＰ 与染料法实时荧光 ＲＴ－ＬＡＭＰ、
荧光定量 ＲＴ－ＰＣＲ 进行核酸扩增。 通过比较与另外

两种方法在检测下限和扩增效率的差异来评估探针法

实时荧光 ＲＴ－ＬＡＭＰ 的反应效率。
染料法实时荧光 ＲＴ－ＬＡＭＰ 的反应体系是将 Ｑ 链

和 Ｆ 链去除， 然后加入 ０􀆰 ５ μＬ 的 ５０×ＳＹＢＲ ＧＲＥＥＮ
染料， 其余反应条件不变。
１􀆰 １０　 ＣＲＶ Ｃ 荧光定量 ＲＴ－ＰＣＲ 方法

用本实验室先前建立的荧光定量 ＲＴ－ＰＣＲ 方法

进行临床样品的 ＣＲＶ Ｃ 检测。 荧光定量 ＲＴ－ＰＣＲ 方

法的引物探针见表 １。 反应体系为 ２５ μＬ， 其中 ２×
Ｏｎｅ－ｓｔｅｐ ＲＴ－ＰＣＲ Ｂｕｆｅｒ １２􀆰 ５ μＬ， Ｅｘ Ｔａｑ ＨＳ １ μＬ，
ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ ＲＴ Ｅｎｚｙｍｅ Ｍｉｘ １ μＬ， 上下游引物 ０􀆰 ２
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μｍｏｌ ／ Ｌ， ＴａｑＭａｎ 探针 ０􀆰 １ μｍｏｌ ／ Ｌ， 核酸 ５ μＬ 以及

适量的 ｄｄＨ２Ｏ。 反应程序： ４２ ℃ 反转录 ２０ ｍｉｎ；
９５ ℃预变性 １０ ｍｉｎ； ９５ ℃变性 １５ ｓ， ６０ ℃退火 ３５ ｓ，
４０ 个循环。
１􀆰 １１　 临床样品检测与符合率比较

将 ６５ 份临床犬肛拭子样品分别使用荧光定量

ＲＴ－ＰＣＲ 和探针法实时荧光 ＲＴ－ＬＡＭＰ 进行 ＣＲＶ Ｃ
检测， 计算二者的阳性符合率、 阴性符合率和整体符

合率。

２　 结果

２􀆰 １　 ＬＡＭＰ 引物探针有效性验证

通过比较 ＮＣＢＩ ＧｅｎＢａｎｋ 中 ＣＲＶ Ｃ ＶＰ６ 基因的保

守区域， 使用 Ｐｒｉｍｅｒ Ｅｘｐｌｏｒｅｒ ５ 在线软件进行引物设

计， 使用 Ｍｆｏｌｄ 和 ＯｌｉｇｏＡｎａｌｙｚｅｒ ３􀆰 １ 软件设计 １ 对荧

光探针， 最后对引物探针进行了有效性验证。 结果如

图 ２ 所示， 使用的引物探针以阳性质粒为模版进行

ＬＡＭＰ 反应能够产生荧光信号， 电泳结果表明扩增产

物产生了 ＬＡＭＰ 反应典型的梯状条带， 说明该引物

探针是可靠有效的。

Ⅰ． 阳性质粒； Ⅱ． 阴性对照； Ｍ． ＤＬ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ； １􀆰 阳性质粒； ２􀆰 阴性对照。

图 ２　 引物探针有效性 （Ａ） 和 ２％ ＳＤＳ－ＰＡＧＥ （Ｂ） 验证结果

２􀆰 ２　 探针法实时荧光 ＲＴ－ＬＡＭＰ 反应条件的优化

为了实现探针法实时荧光 ＲＴ－ＬＡＭＰ 扩增效率最

大化， 对反应的 ６ 个重要参数进行了优化。 结果如图

３ 所示， 当 ｄＮＴＰ 浓度为 １􀆰 ８ ｍｍｏｌ ／ Ｌ， ＭｇＳＯ４浓度为

８ ｍｍｏｌ ／ Ｌ， Ｂｓｔ Ⅱ酶浓度为 ０􀆰 ４８ Ｕ ／ μＬ， 同化探针 Ｑ
链浓度为 ０􀆰 １６ μｍｏｌ ／ Ｌ， Ｆ 链浓度为 ０􀆰 ０８ μｍｏｌ ／ Ｌ， 逆

转录酶浓度为 ０􀆰 ３ Ｕ ／ μＬ， 反应温度为 ６５ ℃ 时， Ｔｐ
值最低。 因此， 探针法实时荧光 ＲＴ－ＬＡＭＰ 的最佳反

应体系： １０ × Ｉｓｏｔｈｅｒｍａｌ Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ Ｂｕｆｆｅｒ ２􀆰 ５ μＬ，
Ｂｓｔ Ⅱ Ｐｒｏ ＤＮＡ 聚 合 酶 ０􀆰 ４８ Ｕ ／ μＬ， ＨｉＳｃｒｉｐｔ Ⅱ
Ｒｅｖｅｒｓｅ Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ ０􀆰 ３ Ｕ ／ μＬ， ＦＩＰ ／ ＢＩＰ １􀆰 ６ μｍｏｌ ／ Ｌ，
Ｆ３ ／ Ｂ３ ０􀆰 ２ μｍｏｌ ／ Ｌ， ＬＦ ０􀆰 ８ μｍｏｌ ／ Ｌ， Ｑ 链 ０􀆰 １６
μｍｏｌ ／ Ｌ， Ｆ 链 ０􀆰 ０８ μｍｏｌ ／ Ｌ， ｄＮＴＰ １􀆰 ８ ｍｍｏｌ ／ Ｌ，
ＭｇＳＯ４ ８ ｍｍｏｌ ／ Ｌ， 核酸 ５ μＬ， 最后加入 ｄｄＨ２Ｏ 补足

至２５ μＬ。 反应在 ６５ ℃下进行 ６０ ｍｉｎ， 每 ６０ ｓ 收集

一次荧光信号， 最终加热至 ９０ ℃终止反应。
２􀆰 ３　 特异性试验

以 ＣＲＶ Ｃ、 ＣＲＶ Ａ、 ＣＤＶ、 ＣＰＶ、 ＣＣｏＶ 和

ＣａＡｓｔＶ 核酸为模版进行检测。 结果如图 ４ 所示， 只

有 ＣＲＶ Ｃ 的阳性核酸能够产生 Ｓ 型曲线的荧光信号，
而阴性对照及其他病毒的检测结果为阴性， 说明建立

的探针法实时荧光 ＲＴ－ＬＡＭＰ 与其他犬肠道病毒无交

叉反应。
２􀆰 ４　 敏感性试验

以梯度稀释的 ｓｓＲＮＡ 为模板进行敏感性试验。
结果如图 ５ 所示， 该方法的最低检测限可达 ７􀆰 ７１×
１００ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ。
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Ａ． 不同反应温度的扩增： Ⅰ～Ⅳ分别为 ６３、 ６４、 ６５ 和 ６６ ℃； Ｂ． 不同 ＭｇＳＯ４浓度的扩增： Ⅰ～Ⅳ分别为 ４、 ６、 ８ 和 １０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ； Ｃ． 不同 ＢｓｔⅡ
酶浓度的扩增： Ⅰ～Ⅳ分别为 ０􀆰 １６、 ０􀆰 ３２、 ０􀆰 ４８ 和 ０􀆰 ６４ Ｕ ／ μＬ； Ｄ． 不同 ｄＮＴＰ 浓度的扩增： Ⅰ～Ⅳ分别为 １、 １􀆰 ４、 １􀆰 ８ 和 ２􀆰 ２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ； Ｅ． 不同 Ｑ
链 （μｍｏｌ ／ Ｌ） 与 Ｆ 链 （μｍｏｌ ／ Ｌ） 比例的扩增： Ⅰ～Ⅳ分别为 ０􀆰 ０８ ∶ ０􀆰 ０４、 ０􀆰 ０８ ∶ ０􀆰 ０８、 ０􀆰 １２ ∶ ０􀆰 ０８ 和 ０􀆰 １６ ∶ ０􀆰 ０８； Ｆ． 不同反转录酶浓度的扩

增： Ⅰ～Ⅳ分别为 ０􀆰 ２、 ０􀆰 ３􀆰 ０􀆰 ４ 和 ０􀆰 ５ Ｕ ／ μＬ。

图 ３　 探针法实时荧光 ＲＴ－ＬＡＭＰ 反应条件优化

Ⅰ． ＣＲＶ Ｃ； Ⅱ． ＣＤＶ； Ⅲ． ＣＰＶ； Ⅳ． ＣＣｏＶ； Ⅴ． ＣａＡｓｔＶ； Ⅵ． ＣＲＶ
Ａ； Ⅶ． ｄｄＨ２Ｏ。

图 ４　 探针法实时荧光 ＲＴ－ＬＡＭＰ 特异性试验

Ⅰ～Ⅵ． ７􀆰 ７１×１０４ ～７􀆰 ７１×１０－１ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ， 依次 １０ 倍梯度稀释。

图 ５　 探针法实时荧光 ＲＴ－ＬＡＭＰ 敏感性试验
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２􀆰 ５　 重复性试验

以梯度稀释的 ｓｓＲＮＡ 为模板进行方法的重复性

试验， 每个稀释度重复检测 ３ 次。 结果如表 ２ 所示，
组内变异系数均小于 ４􀆰 ３５％。

表 ２　 探针法实时荧光 ＲＴ－ＬＡＭＰ 重复性试验

质粒浓度 ／

（ｃｏｐｉｅｓ·μＬ－ｌ）

Ｔｐ ／ ｍｉｎ

第 １ 次 第 ２ 次 第 ３ 次
变异系数 ／ ％

７􀆰 ７１×１０４ １０􀆰 １１ １０􀆰 ０８ １０􀆰 ０４ ０􀆰 ３４

７􀆰 ７１×１０３ １１􀆰 ２０ １１􀆰 １２ １１􀆰 ０７ ０􀆰 ５９

７􀆰 ７１×１０２ １４􀆰 ４０ １４􀆰 ２８ １４􀆰 ５１ ０􀆰 ８０

７􀆰 ７１×１０１ １５􀆰 ０６ １５􀆰 ６１ １５􀆰 ７４ ２􀆰 ３３

７􀆰 ７１×１００ １９􀆰 ３１ ２０􀆰 ５１ ２１􀆰 ０３ ４􀆰 ３５

２􀆰 ６　 探针法实时荧光 ＲＴ－ＬＡＭＰ 方法反应效率评估

分别比较探针法实时荧光 ＲＴ－ＬＡＭＰ 与染料法实

时荧光 ＲＴ－ＬＡＭＰ 和荧光定量 ＲＴ－ＰＣＲ 的扩增效率和

检测下限。 探针法实时荧光 ＲＴ－ＬＡＭＰ （图 ５） 和荧

光定量 ＲＴ－ＰＣＲ （图 ６Ａ） 的检测下限均可以达到

７􀆰 ７１×１００ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ， 而染料法实时荧光 ＲＴ－ＬＡＭＰ
（图 ６Ｂ） 的检测下限为 ７􀆰 ７１×１０１ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ。 反应时

间上， 探针法实时荧光 ＲＴ－ＬＡＭＰ 检测 ７􀆰 ７１×１０４ ｃｏｐ⁃
ｉｅｓ ／ μＬ 和 ７􀆰 ７１×１００ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ 的阳性模版需要的时间

分别为 １１􀆰 ２３ ｍｉｎ 和 ２０􀆰 ０２ ｍｉｎ， 而荧光定量ＲＴ－ＰＣＲ
则需要 ４０􀆰 ９２ ｍｉｎ （Ｃｔ 值为 ２５􀆰 １０） 和 ５１􀆰 ５２ ｍｉｎ （Ｃｔ
值为 ３７􀆰 ８２）。

Ⅰ～Ⅵ． ７􀆰 ７１×１０４ ～７􀆰 ７１×１０－１ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ。

图 ６　 荧光定量 ＲＴ－ＰＣＲ （Ａ） 与染料法实时荧光 ＲＴ－ＬＡＭＰ （Ｂ） 扩增效率试验

２􀆰 ７　 临床样品检测与符合率评估

分别使用荧光定量 ＲＴ－ＰＣＲ 和探针法实时荧光

ＲＴ－ＬＡＭＰ 对 ６５ 份临床犬肛拭子样品进行 ＣＲＶ Ｃ 检

测。 结果如表 ３ 所示， 使用荧光定量 ＲＴ－ＰＣＲ 方法

共检出 ６ 份阳性样品， 阳性率为 ９􀆰 ２３％； 使用探针法

实时荧光 ＲＴ－ＬＡＭＰ 共检出 ５ 份阳性样品， 阳性率为

７􀆰 ６９％。 反应效率上， 使用荧光定量 ＲＴ－ＰＣＲ 检测阳

性样品的平均 Ｃｔ 值为 ３１􀆰 ５２±４􀆰 ６８， 对应平均检测时

间为 （４６􀆰 ２３ ± ３􀆰 ９０） ｍｉｎ； 而使用探针法实时荧光

ＲＴ－ＬＡＭＰ 检测阳性样本的平均检测时间为 （２０􀆰 １３±
２􀆰 ３１） ｍｉｎ。 对方法的符合率进行评估， 结果如表 ４
所示， 两种方法的阳性符合率为 ８３􀆰 ３３％ （５ ／ ６）， 阴

性符合率为 １００％ （５９ ／ ５９）， 整体符合率为 ９８􀆰 ４６％
（６４ ／ ６５）， 仅 １ 份样品结果不符合。

表 ３　 探针法实时荧光 ＲＴ－ＬＡＭＰ 临床样品检测 （ｎ＝６５）

方法 阳性率 ／ ％ 阴性率 ／ ％

荧光定量 ＲＴ－ＰＣＲ ９􀆰 ２３ ９０􀆰 ７７

探针法实时荧光 ＲＴ－ＬＡＭＰ ７􀆰 ６９ ９２􀆰 ３１

表 ４　 检测符合率评价

探针法实时荧光

ＲＴ－ＬＡＭＰ

荧光定量 ＲＴ－ＰＣＲ

阳性数 ／ 份 阴性数 ／ 份 总计 ／ 份

阳性数 ／ 份 ５ ０ ５

阴性数 ／ 份 １ ５９ ６０

总计 ／ 份 ６ ５９ ６５

３　 讨论

Ｂｓｔ 酶是一种具有链置换活性的 ＤＮＡ 聚合酶， 是

实现环介导等温扩增的核心， 但由于 Ｂｓｔ 酶缺少 ５′→

·２０１· Ａｎｉｍａｌ Ｈｕｓｂａｎｄｒｙ ＆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ　 ２０２５　 Ｖｏｌ􀆰 ５７　 Ｎｏ􀆰 ２



３′核酸外切酶活性［２０］， ＴａｑＭａｎ 探针无法应用其中，
因此 ＬＡＭＰ 的实时荧光检测通常是通过添加荧光染

料实现的。 由于荧光染料属于非特异性荧光标记， 加

之 ＬＡＭＰ 扩增中存在多个引物， 因此在反应过程中

由于错配而导致假阳性时有发生［２１－２３］。 为了解决这

一问题， Ｋｕｂｏｔａ 等［２４］ 发明了一种基于 ＦＲＥＴ 原理的

探针 （同化探针） 用于 ＬＡＭＰ 方法。 该方法的原理

是， 反应开始前， 同化探针的 Ｆ 链和 Ｑ 链互补结合

导致 ５′端的荧光信号被 ３′端的猝灭基团吸收； 随着

ＬＡＭＰ 反应的开始， 含猝灭基团的 Ｑ 链会随着 ＤＮＡ
链的延伸被置换出来， Ｆ 链的荧光基团发出荧光信

号。 该方法在保留 ＬＡＭＰ 高效扩增优点的同时， 进

一步提高了 ＬＡＭＰ 方法的敏感性与特异性［２５－２６］。
本研究参考了 Ｋｕｂｏｔａ 等［２４］ 所发表的方法原理，

设计并完成了 ＣＲＶ Ｃ 探针法实时荧光 ＲＴ－ＬＡＭＰ 的

优化和临床验证。 为获得最佳的扩增效果， 本研究针

对反应参数进行了一系列的优化， 最终确定了最佳反

应体系。 值得注意的是， 在不同 ＲＴ－ＬＡＭＰ 方法的研

究中， 逆转录酶的使用浓度差异较大［２７－２８］。 本研究

发现， 在 ＲＴ－ＬＡＭＰ 反应中， 逆转录酶浓度过高或过

低都会对 ＬＡＭＰ 扩增效率产生一定的影响。
本研究使用质粒转录的 ｓｓＲＮＡ 作为阳性模板进

行方法的特异性、 敏感性和重复性试验。 特异性试验

表明本方法与其他常见的肠道病毒无交叉反应， 特异

性较高。 敏感性试验结果显示， 方法检测下限为

７􀆰 ７１×１００ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ， 与荧光定量 ＲＴ－ＰＣＲ 相当。 重

复试验结果的变异系数小于 ４􀆰 ３５％， 说明方法重复

性较好。 在反应效率方面， 探针法比染料法实时荧光

ＲＴ－ＬＡＭＰ 更敏感， 比荧光定量 ＲＴ－ＰＣＲ 检测用时

更短。
本研究采用探针法实时荧光 ＲＴ－ＬＡＭＰ 和荧光定

量 ＲＴ－ＰＣＲ 同时检测 ６５ 份临床样品并计算方法的符

合率。 荧光定量 ＲＴ－ＰＣＲ 方法由本实验室先前构建，
检测下限为 ７􀆰 ７１ × １００ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ， 具有临床诊断意

义。 试验结果表明， 两种方法的阳性符合率为

８３􀆰 ３３％ （５ ／ ６）， 阴性符合率为 １００％ （５９ ／ ５９）， 整

体符合率为 ９８􀆰 ４６％ （６４ ／ ６５）， 仅有 １ 份荧光定量

ＲＴ－ＰＣＲ 阳性样品结果不符合 （该样品来自犬类留

验所， 应用本研究建立的 ＬＡＭＰ 方法无法检出）。 导

致结果不一致的原因尚不清楚， 可能是由于两种方法

本身的差异性导致， 也可能是样品中存在未知抑制剂

所引起。 检测用时方面， 探针法实时荧光 ＲＴ－ＬＡＭＰ
的平均阳性检出时间为 ２０􀆰 １３ ｍｉｎ， 大大低于荧光定

量 ＲＴ－ＰＣＲ 的 ４６􀆰 ２３ ｍｉｎ。 因此， 该方法将更适用于

临床上 ＣＲＶ Ｃ 的快速鉴别诊断。
综上所述， 本研究建立的 ＣＲＶ Ｃ 探针法实时荧

光 ＲＴ－ＬＡＭＰ 检测方法敏感性高， 特异性好， 反应时

间短， 可用于该病毒快速检测、 临床诊断与疫病

监测。
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