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重要虫媒病毒性传染病环介导等温扩增检测技术

研究进展

吴艳琴１，周红宁２

（１．昆明医科大学公共卫生学院，云南昆明６５０５００；２．云南省虫媒传染病防控研究重点实验室，

云南省虫媒传染病防控关键技术创新团队（培育），云南省寄生虫病防治所）

【摘要】　登革热、基孔肯雅热、寨卡病毒热等重要虫媒病毒性传染病可引起人群发热、皮疹、关节痛和出血等主要临床

症状，具有传播速度快特点，及时检测发现上述病例，采取疫情处置，对于遏制疫情蔓延具有重要意义。目前上述传染病

常见的检测方法主要包括聚合酶链反应、二代测序、环介导等温扩增等分子鉴定技术，其中环介导等温扩增技术具有快

速、简单、廉价、准确、灵敏度、特异性高特点，已广泛用于虫媒病毒传染病核酸分子检测。本文对上述重要虫媒病毒性传

染病环介导等温扩增检测技术研究进展进行综述。

【关键词】　 环介导等温扩增技术；虫媒病毒性传染病；分子检测技术；综述
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登革热、基孔肯雅热、寨卡热、黄热病、流行性乙型脑炎、西

尼罗热等重要虫媒病毒性传染病可引起患者发热、皮疹、关节

痛和出血等严重临床症状，对人体危害较大［１２］。由于上述重

要传染病隐性感染比例较高，临床医生较难及时诊断发现，疫

情得不到及时处置，常引起疾病快速传播或蔓延，为此，及时检

测发现病例，对于遏制虫媒传染病暴发或扩散具有重要的意

义［３５］。

目前常用于上述传染病的检测技术主要包括血清学检测

技术和分子检测技术，其中血清学检测技术主要包括酶联免疫

吸附试验（ｅｎｚｙｍｅｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙ，ＥＬＩＳＡ）、胶体

金 快 速 免 疫 层 析 （ｃｏｌｌｏｉｄａｌ ｇｏｌｄ ｅｎｈａｎｃｅｄ

ｉｍｍｕｎｏｃｈｒｏｎｍｔｏｇｒａｐｈｙａｓｓａｙ，ＣＧＥＩＡ）等抗原抗体检测技术，

虽然血清学检测技术操作简便，所需仪器设备简单，并可同时

检测大量样本，常用于疾病流行程度检测，但上述虫媒传染病

ＩｇＭ／ＩｇＧ抗体产生一般需要５ｄ以上，且存在较高的抗体交叉

反应、假阳性高［６８］。分子检测技术主要包括聚合酶链式反应

技术（ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＰＣＲ）、二代测序技术（Ｎｅｘｔ

ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ，ＮＧＳ）和环介导等温扩增技术（Ｌｏｏｐ

ｍｅｄｉａｔｅｄｉｓｏｔｈｅｒｍａｌａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ＬＡＭＰ）等，其中ＰＣＲ、ＮＧＳ

检测所需时间长，如普通ＰＣＲ耗时２３ｈ，ＮＧＳ则耗时更长，但

ＬＡＭＰ检测技术具有快速、精确、成本低的特点，且该技术目前

已发展成为逆转录等温扩增技术（ｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｌｏｏｐ

ｍｅｄｉａｔｅｄｉｓｏｔｈｅｒｍａｌａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ＲＴＬＡＭＰ）、实 时 定 量
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ＬＡＭＰ （ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅａｌｔｉｍｅ ｌｏｏｐｍｅｄｉａｔｅｄ ｉｓｏｔｈｅｒｍａｌ

ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ）、侧 向 流 ＬＡＭＰ（Ｌａｔｅｒａｌｆｌｏｗ ａｓｓａｙ Ｌｏｏｐ

ｍｅｄｉａｔｅｄｉｓｏｔｈｅｒｍａｌａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ＬＦＡＬＡＭＰ）、基于微流控的

ＬＡＭＰ、多 重 ＬＡＭＰ （ｍｕｌｔｉｐｌｅｘ ｌｏｏｐｍｅｄｉａｔｅｄ ｉｓｏｔｈｅｒｍａｌ

ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ＭＬＡＭＰ）等多种ＬＡＭＰ系列技术，且已广泛应

用在病毒、病原体、基因突变检测方面［９１７］。本文就ＬＡＭＰ检

测技术在上述重要虫媒病毒性传染病检测研究进展综述如下。

１　犚犜犔犃犕犘

该技术通过加入ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＩ等标记反应物，肉眼可直接

观察颜色改变或浊度仪监测浊度变化判断检测结果［１８］。

Ｋｗａｌｌａｈ等
［１９］采用ＲＴＬＡＭＰ和ＲＴＰＣＲ比较检测黄热病毒

（Ｙｅｌｌｏｗｆｅｖｅｒｖｉｒｕｓ，ＹＦＶ），结果发现 ＲＴＬＡＭＰ灵敏度为

０．２９ＰＦＵ／ｍｌ，特异性为１００％，耗时仅１ｈ，而ＲＴＰＣＲ灵敏度

为２．９ＰＦＵ／ｍｌ，特异性１００％，耗时２ｈ；Ｈｕ等
［２０］采用 ＲＴ

ＬＡＭＰ和 ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ 比较检测登革病毒（ｄｅｎｇｕｅｖｉｒｕｓ，

ＤＥＮＶ）发现，ＲＴＬＡＭＰ 灵敏度为 １０ｃｏｐｙ／ｍｌ，特 异 性 为

１００％，耗时２０ｍｉｎ，而ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ灵敏度为１００ｃｏｐｙ／ｍｌ，

特异性为１００％，耗时５０ｍｉｎ；Ｋｕｍａｒ等
［２１］采用ＲＴＬＡＭＰ和

ＲＴＰＣＲ比较检测西尼罗病毒（ｗｅｓｔＮｉｌｅｖｉｒｕｓ，ＷＮＶ）发现，

ＲＴＬＡＭＰ灵敏度为０．１ＰＦＵ／ｍｌ，特异性为１００％，耗时３０

ｍｉｎ，而ＲＴＰＣＲ灵敏度为１ＰＦＵ／ｍｌ，特异性为９５％，耗时相对

较长；Ｂｅｎｊａｍｉｎ等
［２２］采用 ＲＴＬＡＭＰ和 ＲＴＰＣＲ比较检测基

孔肯亚病毒（Ｃｈｉｋｕｎｇｕｎｙａｖｉｒｕｓ，ＣＨＩＫＶ）发现，ＲＴＬＡＭＰ灵

敏度为１６３ｃｏｐｙ／ｍｌ，特异性为１００％，耗时３６．２ｍｉｎ，而 ＲＴ

ＰＣＲ灵敏度为１００％，特异度为８０％，耗时较长；Ｐａｒｉｄａ等
［２３］采

用 ＲＴＬＡＭＰ 和 ＲＴＰＣＲ 比较检测流行性乙型脑炎病毒

（ＪａｐａｎｅｓｅｅｎｃｅｐｈａｌｉｔｉｓＶｉｒｕｓ，ＪＥＶ）也发现，ＲＴＬＡＭＰ的灵敏

度为０．１ＰＦＵ／ｍｌ，特异性与 ＲＴＰＣＲ比较为８６％，耗时３０

ｍｉｎ，而ＲＴＰＣＲ灵敏度为１ＰＦＵ／ｍｌ，特异性为１００％，耗时较

长；Ｌａｍｂ等
［２４］建立了一种ＲＴＬＡＭＰ方法检测寨卡病毒（Ｚｉｋａ

ｖｉｒｕｓ，ＺＩＫＶ），其灵敏度为１ｃｏｐｙ／ｍｌ，特异性为１００％，耗时３０

ｍｉｎ。上述结果提示，ＲＴＬＡＭＰ不仅灵敏度、特异性高，耗时

短，且不需要昂贵的精密仪器，操作简单，尤其适用于疾病爆发

时的现场检测，特别是大规模样本检测，但该技术引物设计复

杂、且结果通过眼睛对浊度或颜色的改变进行判断，具有一定

的主观性，且电泳时容易产生污染，会影响实验结果的准确

性［２５２７］。

２　实时定量犔犃犕犘

该技术通过使用一系列不同浓度的待测样品标准溶液进

行反应，并以不同标准溶液的浓度和其对应的出现阳性反应时

间制作标准曲线以定量待检测样品浓度［２８］。Ｋｕｒｏｓａｋｉ等
［２９］采

用实时定量ＬＡＭＰ检测ＺＩＫＶ发现，其灵敏度为１０ｃｏｐｙ／ｍｌ，

特异性为１００％，耗时１５ｍｉｎ；Ｔｏｒｉｎｉｗａ等
［３０］采用实时定量

ＬＡＭＰ和实时荧光定量ＰＣＲ比较检测ＪＥＶ 发现，实时定量

ＬＡＭＰ灵敏度为１ＰＦＵ／ｍｌ，特异性为１００％，耗时１ｈ，而实时

荧光定量ＰＣＲ灵敏度为１０ＰＦＵ／ｍｌ，特异性为１００％，耗时较长

（３ｈ）；Ｐａｒｉｄａ等
［３１］采用实时定量ＬＡＭＰ和ＲＴＰＣＲ比较检测

ＣＨＩＫＶ发现，实时定量ＬＡＭＰ灵敏度为２０ｃｏｐｙ／ｍｌ，特异性为

１００％，耗时６０ｍｉｎ，而ＲＴＰＣＲ灵敏度为２００ｃｏｐｙ／ｍｌ，特异性

为１００％，耗时１１０ｍｉｎ；Ｐａｒｉｄａ等
［３２］采用实时定量ＬＡＭＰ和实

时荧光定量ＰＣＲ比较检测ＤＥＮＶ发现，ＬＡＭＰ对ＤＥＮＶ１灵

敏度为１ＰＦＵ／ｍｌ，ＤＥＮＶ２，３，４均为０．１ＰＦＵ／ｍｌ，特异性均

为１００％，耗时３０ｍｉｎ，其灵敏度是实时荧光定量的１０１００倍，

且ＲＴＰＣＲ耗时５５ｍｉｎ；Ｋｕｍａｒ等
［２１］采用实时定量ＬＡＭＰ和

实时荧光定量ＰＣＲ比较检测 ＷＮＶ时也发现，该ＬＡＭＰ灵敏

度为０．１ＰＦＵ／ｍｌ，特异度为１００％，耗时６０ｍｉｎ，而ＰＣＲ灵敏

度为１ＰＦＵ／ｍｌ、特异性为１００％，耗时３ｈ。上述结果提示，实

时定量ＬＡＭＰ检测虫媒病毒灵敏度和特异性均较ＰＣＲ高，在

病毒感染早期，可用该技术进行定量分析，但连用实时浊度仪

的ＬＡＭＰ技术在反应过程中需要频繁开盖操作，污染风险较

高［３３］。

３　侧向流犔犃犕犘

该方法基于抗原抗体结合原理，阳性样品为３个反应步

骤，首先是经过生物素化的靶向ＬＡＭＰ扩增产物与测试条上异

硫氰酸（ＦＩＴＣ）荧光素标记的ＤＮＡ探针发生特异性杂交，随后

该杂交物与胶体金标记的抗异硫氰酸荧光素抗体形成复合物，

最终该复合物在检测线上与链霉亲和素反应，产生阳性信号；

阴性样品中生物素化的非靶向产物不会与测试条上ＦＩＴＣ标记

的ＤＮＡ探针杂交，最终不会在检测线上与链霉亲和素反应，而

是直接通过检测线，停留于控制线上，产生阴性信号［３４３６］。Ｌｅｅ

等［３７］采用侧向流ＬＡＭＰ方法检测ＺＩＫＶ发现，其灵敏度为１

ｃｏｐｙ／ｍｌ，特异性为１００％，耗时３５ｍｉｎ。Ｄｅｎｇ等
［３８］采用侧向

流ＬＡＭＰ和ＲＴＰＣＲ比较检测ＪＥＶ，发现该ＬＡＭＰ法灵敏度

为５ｐｇＲＮＡ／ｍｌ，特异性为１００％，耗时７０ｍｉｎ，而ＲＴＰＣＲ灵

敏度为５ｐｇＲＮＡ／ｍｌ，特异性为１００％，耗时２ｈ；Ｃａｏ等
［３９］采用

侧向流ＬＡＭＰ法检测 ＷＮＶ也发现，其灵敏度为１．０ｅ２ｃｏｐｙ／

ｍｌ，特异性为１００％，耗时４２ｍｉｎ；Ｄａｕｎｅｒ等
［４０］采用侧向流

ＬＡＭＰ和实时定量ＰＣＲ比较检测ＤＥＮＶ显示，该ＬＡＭＰ灵敏

度为１ｃｏｐｙ／ｍｌ，特异性为１００％耗时３０ｍｉｎ，而定量ＲＴＰＣＲ

灵敏度为１０ｃｏｐｙ／ｍｌ，特异性为１００％，耗时较长。上述结果提

示，ＬＦＡＬＡＭＰ在ＬＡＭＰ扩增之后不需要额外的样品和试剂

处理即可判读结果，减少了污染和错误的可能性，同时结果判

读直观，在无紫外线光源、资源有限的环境中较为适用。但该

技术的测向流动分析依赖于抗原抗体结合机制以及链霉亲和

素生物素的结合机制，有可能引起与其他分子或非靶标的非特

异性交叉结合，出现假阳性结果。

４　基于微流控的犔犃犕犘

该ＬＡＭＰ技术结合微流控技术检测核酸分子的方法，将反

应物通过微通道无限分离稀释后分散至单个微反应器内进行

反应，反应结束后直接开盖肉眼观察计数阳性微反应器个数，

以进行定性，定量［４１４２］。Ｋａａｒｊ等
［４３］采用微流控ＬＡＭＰ技术检

测ＺＩＫＶ，其灵敏度为１ｃｏｐｙ／ｍｌ，特异性为１００％，耗时１５ｍｉｎ；

Ｇａｎｇｕｌｉ等
［４４］采用微流控 ＬＡＭＰ法检测 ＺＩＫＶ，ＣＨＩＫＶ 和

ＤＥＮＶ，发现其检测ＺＩＫＶ的灵敏度为１．５６ｅ５ＰＦＵ／ｍｌ，特异性

为１００％，ＣＨＩＫＶ和ＤＥＮＶ灵敏度为均１．５６ｅ４ＰＦＵ／ｍｌ，特异

性为１００％，耗时５０ｍｉｎ。上述结果提示，微流控ＬＡＭＰ技术

反应不需要开管操作，可在１５ｍｉｎ内观察到实验结果，样品定

量简单直观，污染风险小，但该技术较为复杂，尚需要进一步完

善。

５　多重犔犃犕犘

多重ＬＡＭＰ是指在同一反应体系中加入两套或两套以上
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引物，同时对多个靶基因片段进行扩增。Ｙａｒｅｎ等
［４５］采用多重

ＬＡＭＰ对ＺＩＫＶ、ＣＨＩＫＶ、ＤＮＥＶ１检测发现，其灵敏度ＺＩＫＶ

为０．７１ＰＦＵ／ｍｌ、ＤＥＮＶ１为１．２２ＰＦＵ／ｍｌ、ＣＨＩＫＶ 为３７．８

ｃｏｐｙ／ｍｌ，特异性为１００％，耗时３０ｍｉｎ。Ｌｉ等
［４６］采用多重ＲＴ

ＬＡＭＰ和多重 ＲＴＰＣＲ比较检测ＤＥＮＶ１４，ＪＥＶ和 ＷＮＶ发

现，ＲＴＬＡＭＰ的准确度为１００％，其对 ＷＮＶ扩增的灵敏度为

一步法ＲＴＰＣＲ的１０倍，对ＤＥＮＶ１４和ＪＥＶ扩增的灵敏度为

一步法ＲＴＰＣＲ的１００倍，且其特异性较高（１００％），耗时２０

ｍｉｎ，而一步法ＲＴＰＣＲ准确度仅为８６．４％。Ｂａｌｌ等
［４７］采用多

重ＲＴＬＡＭＰ对 ＷＮＶ 和 ＣＨＩＫＶ 进行检测发现，其灵敏度

ＷＮＶ为１ＰＦＵ／ｍｌ，ＣＨＩＫＶ为１００ＰＦＵ／ｍｌ，特异性为１００％，

耗时５０７０ｍｉｎ。Ｇａｎｇｕｌｉ等
［４４］采用微流控 ＬＡＭＰ对ＺＩＫＶ，

ＣＨＩＫＶ，和 ＤＥＮＶ 进行检测发现，其灵敏度 ＺＩＫＶ 为１．５６

ｅ５ＰＦＵ／ｍｌ，ＣＨＩＫＶ，和 ＤＥＮＶ 为１．５６ｅ４ＰＦＵ／ｍｌ，特异性为

１００％，耗时 ５０ ｍｉｎ。Ｋｕｔｓｕｎａ等
［４８］采用多重 ＬＡＭＰ 检测

ＤＥＮＶ、ＣＨＩＫＶ 和ＺＩＫＶ 发现，其灵敏度 ＤＥＮＶ１为８ｃｏｐｙ／

ｍｌ、ＤＥＮＶ２为１ｃｏｐｙ／ｍｌ、ＤＥＮＶ３为８ｃｏｐｙ／ｍｌ、ＤＥＮＶ４为２

ｃｏｐｙ／ｍｌ、ＣＨＩＫＶＳ２７Ａｆｒｉｃａｎ为２０ｃｏｐｙ／ｍｌ、ＣＨＩＫＶＳＨ２８３０

为８ｃｏｐｙ／ｍｌ、ＺＩＫＶ 为８ｃｏｐｙ／ｍｌ，特异性为１００％，耗时４５

ｍｉｎ。Ｙｓ等
［４９］采用多重ＬＡＭＰ对ＺＩＫＶ、ＤＥＮＶ、ＣＨＩＫＶ检测

发现，其灵敏度ＺＩＫＶ为５．４ｅ３ｃｏｐｙ／ｍｌ、ＤＥＮＶ为５．７ｅ３ｃｏｐｙ／

ｍｌ和ＣＨＩＫＶ为４．５ｅ３ｃｏｐｙ／ｍｌ，特异性均为１００％，耗时６０

ｍｉｎ。Ｔｅｏｈ等
［５０］采用多重 ＲＴＬＡＭＰ和多重ｑＲＴＰＣＲ比较

检测四种ＤＥＮＶ血清型发现，多重 ＲＴＬＡＭＰ对四种 ＤＥＮＶ

血清型灵敏度为１０ｃｏｐｙ／ｍｌ，特异性为１００％，耗时４５ｍｉｎ，而

多重ｑＲＴＰＣＲ灵敏度仅为８５．２％，特异性为１００％。结果提

示，多重ＬＡＭＰ在检测虫媒传染性病毒时表现出高灵敏度和特

异性，且其方法简单，反应迅速，只需２０７０ｍｉｎ即可得到结果，

但由于多重ＬＡＭＰ引物数目过多，会加剧产物量大、分子量高

或呈现梯形分布的非特异扩增产物等问题，且该实验设计复

杂，对实验人员专业素质要求较高等［５１５３］。

６　展望

综上ＬＡＭＰ技术均具有操作简单、灵敏度高、特异性强、设

备廉价便携、耗时短等优点，但其反应所需引物设计复杂，容易

产生气溶胶污染，且其产物对后续的基因测序难度较大，仍需

要进一步改进完善。
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