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肠道病毒７１型ＲＴＬＡＭＰ快速检测方法的建立及初步应用
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　　摘　要：目的　建立手足口病肠道病毒７１型（ＥＶ７１型）逆转录环介导等温扩增（ＲＴＬＡＭＰ）快速检测方法，并对其进行应用

评价。方法　利用软件针对ＥＶ７１型病毒特异性基因６个区域设计４条ＬＡＭＰ引物，在普通恒温水箱内６５℃保温约１２００ｍｉｎ

完成ＲＴＬＡＭＰ扩增，扩增结果通过电泳和肉眼来判断。利用ＲＴＬＡＭＰ和逆转录聚合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）方法同时检测７０份

ＥＶ７１型肠道阳性标本；将ＥＶ７１型的ＲＮＡ做一系列１０倍稀释后用ＲＴＬＡＭＰ和ＲＴＰＣＲ方法进行检测来比较两者敏感度。

结果　ＥＶ７１型出现ＬＡＭＰ特征性梯状条带，肉眼可以判断结果；ＲＴＬＡＭＰ与ＲＴＰＣＲ方法检测１００份ＥＶ７１型标本的检出率

比较差异无统计学意义（犘＞０．０５）；ＲＴＬＡＭＰ方法的敏感度（１０．０ｐｇ／μＬ）与ＲＴＰＣＲ方法相同。结论　建立了一个可以在普

通恒温水箱内进行核酸扩增的ＥＶ７１型ＲＴＬＡＭＰ检测方法，初步应用证实该方法有一定的应用前景。
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　　引起手足口病（ＨＦＭＤ）的肠道病毒有２０多种，其中以肠

道病毒７１型（ＥＶ７１）和柯萨奇病毒 Ａ组１６型（ＣｏｘＡ１６）最常

见。ＨＦＭＤ患者大多症状轻微，以发热和手、足、口腔等部位

的皮疹或疱疹为主要症状，但感染ＥＶ７１型病毒的患儿，神经

系统易受累，可致死亡或留有后遗症。自１９７４ 年 Ｓｃｈｍｉｄｔ

等［１］首次报道从表现为中枢神经系统症状的患者标本中分离

到ＥＶ７１后，ＥＶ７１病毒的流行在不同的国家或地区相继被报

道［２］，中国台湾地区１９９８年暴发ＥＶ７１的大流行，约有１２万

以上的人被感染，死亡７８人
［３］。近年来，ＨＦＭＤ疫情防控形

势日趋严峻：２００８年湖南报告 ＨＦＭＤ２７１１４例，死亡１１例；

２０１５年湖南报告 ＨＦＭＤ１３５６２８例，死亡１４例
［４］；监测数据显

示：２０１５年，ＥＶ７１型病毒引起的 ＨＦＭＤ 占到所有病例的

１１．３７％，占重症病例的２９．４８％，占死亡病例的８８．８９％，是引

起湖南省 ＨＦＭＤ重症和死亡病例的主要血清型
［４］。２０１６年

上市的手足口病疫苗仅针对ＥＶ７１型病毒引起的 ＨＦＭＤ，可

以预见 ＨＦＭＤ的防控形势仍将严峻。

ＨＦＭＤ易于与其他出疹性疾病（如水痘）混淆，特别是在

无相关检测技术的基层医疗机构出现 ＨＦＭＤ病例时，更易误

诊。因此，早期、快速、准确的检测对 ＨＦＭＤ的正确治疗和控

制显得尤为重要。ＨＦＭＤ肠道病毒细胞培养分离是金标准，

但其阳性率低且耗时１周左右；血清学方法（中和试验）难以区

分近期感染和既往感染，适合流行病学调查而不利于临床诊断。

ＰＣＲ技术、荧光定量ＰＣＲ技术快速、准确，但由于需要昂贵的

ＰＣＲ仪和试剂不利于一般实验室的普遍开展。为此本研究拟利

用一种不需要ＰＣＲ仪且肉眼可以判定结果的环介导等温扩增

（ＬＡＭＰ）技术
［５１１］建立ＨＦＭＤ的ＥＶ７１型核酸检测方法。

１　材料与方法

１．１　标本来源　５０份经荧光ＰＣＲ验证的ＥＶ７１型阳性粪便

标本、２０份ＥＶ７１型阳性咽拭子标本和３０份ＥＶ７１型阴性咽

拭子标本。根据已公布的ＥＶ７１型的基因序列，通过 Ｐｒｉｍｅｒ

ＥｘｐｌｏｒｅｒＶ３设计４条ＬＡＭＰ引物序列见表１。引物序列由上

海ＬｉｆｅＴｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ公司合成。

１．２　仪器与试剂　ＧｅｎｅＡｍｐＰＣＲＳｙｓｔｅｍ９７００分析仪（美国

ＡＢＩ公司）；Ｐｏｗｅｒｐａｃ
ＴＭ Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ电泳仪（美国ＢＩＯＲＡＤ公

司）；Ｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅ５４１５Ｒ离心机（德国Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司），通用型

核酸提取试剂（广州华瑞安生物）；ＳｕｐｅｒＳｃｒｉｐｔⅢ ＯｎｅＳｔｅｐ
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ＲＴＰＣＲＳｙｓｔｅｍｗｉｔｈＰｌａｔｉｎｕｍＴａｑ试剂盒（美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公

司）；ＧｅｌＤｏｃ２０００凝胶成像仪（美国ＢＩＯＲＡＤ公司）；ＤＫ８Ｄ

电热恒温水槽 （上海精宏）；ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ染料（美国Ｉｎｖｉｔｒｏ

ｇｅｎ公司）；ＡＭＶ反转录酶（美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）；ＤＮＡＬａｄ

ｄｅｒ为北京天根公司产品。

表１　　ＥＶ７１型ＲＴＬＡＭＰ引物序列

引物 序列（５′～３′）

ＥＶ７１Ｆ３ ＣＴＴＴＴＧＴＴＧＣＧＴＧＣＡＣＡＣＣ

ＥＶ７１Ｂ３ ＧＣＧＡＣＡＴＧＡＡＴＧＧＣＡＣＴＧＡＡ

ＥＶ７１ＦＩＰ
ＴＧＧＣＴＴ ＡＧＧ ＧＧＣ ＴＣＣ ＡＧＧ ＴＧＣ ＧＧＧ ＧＡＡ

ＧＴＴＧＴＣＣＣＡＣＡ

ＥＶ７１ＢＩＰ
ＴＣＴＡＧＧＧＡＡＴＣＣＣＴＴＧＣＡＴＧＧＣＡＧＧＧＴＣＴＧ

ＡＣＡＧＣＴＴＧＡＣＡ

１．３　方法

１．３．１　ＲＮＡ提取　取粪便少许，用适量生理盐水稀释后离

心，取６０μＬ上清液（咽拭子标本直接取６０μＬ）利用核酸通用

提取试剂盒（广州华瑞安生物技术公司）抽提ＲＮＡ，操作步骤：

（１）取２００μＬ抽提Ａ液于０．５ｍＬ离心管中，每管分别加入５０

μＬ做好标记，颠倒混匀数次，室温静置３ｍｉｎ；（２）加入２００μＬ

抽提Ｂ液，颠倒充分混匀数次，１３０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，去上

清液；（３）加入２００μＬ抽提Ｃ液，颠倒混匀数次，１３０００ｒ／ｍｉｎ

离心５ｍｉｎ，吸弃上清液，室温或５５℃放置２～５ｍｉｎ晾干；（４）

加入２５μＬ样本稀释液混悬沉淀物，短暂离心，上清中即含有

抽提的核酸，如当天不使用，应放入－８０℃保存。

１．３．２　ＲＴＬＡＭＰ扩增 ＥＶ７１型方法　反应体系（２５μＬ）：

ＦＩＰ、ＢＩＰ（４０μｍｏｌ／Ｌ）各１．０μＬ，Ｆ３、Ｂ３（１０μｍｏｌ／Ｌ）各０．５μＬ，

１０×ＢｓｔＤＮＡＰｏｌｙｍｅｒａｓｅＢｕｆｆｅｒ２．５μＬ，ｄＮＴＰＭｉｘｔｕｒｅ（１０

ｍｍｏｌ／Ｌ）３．５μＬ，Ｂｅｔａｉｎｅ（５ｍｏｌ／Ｌ）５．０μＬ，ＭｇＳＯ４（５０ｍｍｏｌ／

Ｌ）１．５μＬ，ＢｓｔＤＮＡＰｏｌｙｍｅｒａｓｅ（８Ｕ／μＬ）１．０μＬ，ＡＭＶ反转

录酶（２００Ｕ／μＬ）０．５μＬ、ＲＮＡ模板５μＬ、加ｄｄＨ２Ｏ至２５μＬ。

轻弹混匀，反应条件为６５℃孵育１２０ｍｉｎ，８０℃２ｍｉｎ灭活酶

结束ＲＴＬＡＭＰ反应。

１．３．３　ＬＡＭＰ扩增产物的检测　肉眼检测：每２５μＬ体系的

反应管加１０００×ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ１～２μＬ，１～５ｍｉｎ观察结

果，反应液变绿为阳性，保持无色或棕色为阴性。电泳检测：

１．５μＬ扩增产物与０．３μＬ上样缓冲液混匀后点样于含０．８

μｇ／ｍＬ溴化乙啶的２％～３％琼脂糖凝胶中，８０Ｖ电泳约５０

ｍｉｎ后置于凝胶成像系统中成像，电泳图片显示ＬＡＭＰ特征

性梯状条带，则结果为阳性；如无任何条带则结果为阴性。

１．３．４　ＲＴＰＣＲ检测ＥＶ７１型方法　利用中国疾控中心提供

的ＥＶ７１型引物［ＥＶ７１核酸检测引物序列：ＥＶ７１Ｓ（上游）为

５′ＧＣＡＧＣＣＣＡＡＡＡＧＡＡＣＴＴＣＡＣ３′；ＥＶ７１Ａ（下游）为

５′ＡＴＴＴＣＡＧＣＡＧＣＴＴＧＧＡＧＴＧＣ３′］。建立 ＲＴＰＣＲ

检测方法，对５０份粪便和２０份咽拭子标本进行核酸检测；反

应体系为２５μＬ：Ｆ、Ｒ（２０μｍｏｌ／Ｌ）各０．５μＬ，Ｒｎａｓｅｆｒｅｅｗａｔｅｒ

５．５μＬ；２×ＰＣＲＭａｓｔｅｒＭＩＸ１２．５μＬ；ＰｌａｔｉｎｕｍＴａｑＭｉｘ１．０

μＬ，模板ＲＮＡ５．０μＬ；将上述反应体系混匀低速离心后分装

到ＰＣＲ反应管，置冰上备用。放入ＡＢＩ９７００ＰＣＲ仪中按照如

下程序进行扩增：６０℃３０ｍｉｎ，９４℃２ｍｉｎ，再按９４℃１５ｓ，

６０℃３０ｓ，６８℃３０ｓ循环４０次，６８℃５ｍｉｎ；４℃保存。ＲＴ

ＰＣＲ扩增反应后取３μＬ扩增产物与０．５μＬ上样缓冲液混匀

后点样于含０．８μｇ／ｍＬ溴化乙啶的２％琼脂糖凝胶中，９０Ｖ

电泳３０ｍｉｎ后放于凝胶成像系统中成像，观察ＲＴＰＣＲ扩增

产物有无预期大小的目的ＤＮＡ片段２２６ｂｐ。

１．４　ＲＴＬＡＭＰ和ＲＴＰＣＲ扩增肠道病毒ＥＶ７１ＲＮＡ的敏

感度分析　ＥＶ７１型阳性标本所提 ＲＮＡ一系列稀释为：４０、

２０、１０、５ｐｇ／μＬ。分别用ＲＴＬＡＭＰ和ＲＴＰＣＲ方法来检测。

１．５　ＲＴＬＡＭＰ和ＲＴＰＣＲ方法比较分析　以经荧光ＰＣＲ

验证的５０份ＥＶ７１型阳性粪便标本、２０份ＥＶ７１型阳性咽拭

子标本和３０份ＥＶ７１型阴性咽拭子标本作为检测对象，提取

ＲＮＡ后同时进行ＲＴＬＡＭＰ和ＲＴＰＣＲ检测。

２　结　　果

２．１　ＲＴＬＡＭＰ扩增 ＥＶ７１型的肉眼检测分析　ＥＶ７１型

ＲＴＬＡＭＰ检测管反应液加荧光染料后检测管反应液变绿，而

对照管反应液保持棕色未变色，见图１（见《国际检验医学杂

志》网站主页“论文附件”）。

２．２　ＲＴＬＡＭＰ和ＲＴＰＣＲ扩增ＥＶ７１型ＲＮＡ的敏感度检

测　结果表明 ＲＴＬＡＭＰ和 ＲＴＰＣＲ 反应敏感度均为１０

ｐｇ／μＬ，见图２、３。

　　注：Ｍ 表示１００ｂｐＤＮＡ 标志物；１～４分别表示４０、２０、１０、５

ｐｇ／μＬＥＶ７１ＲＮＡ。

图２　　ＲＴＬＡＭＰ扩增ＥＶ７１ＲＮＡ的敏感度分析图

　　注：Ｍ 表示１００ｂｐＤＮＡ 标志物；１～４分别表示４０、２０、１０、５

ｐｇ／μＬＥＶ７１ＲＮＡ。

图３　　ＲＴＰＣＲ扩增ＥＶ７１ＲＮＡ的敏感度分析图
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２．３　ＲＴＬＡＭＰ和 ＲＴＰＣＲ方法比较分析　ＲＴＬＡＭＰ和

ＲＴＰＣＲ方法同时检测１００份肠道病毒标本结果见表２，两种

方法检出率比较差异无统计学意义（犘＞０．０５）。

表２　　ＥＶ７１型两种方法检测结果（狀）

ＲＴＬＡＭＰ法
ＲＴＰＣＲ

＋ －

合计

＋ ６０ ３ ６３

－ ２ ３５ ３７

合计 ６２ ３８ １００

３　讨　　论

引物是ＬＡＭＰ方法的关键
［１２］，本研究设计了４套ＬＡＭＰ

引物，经筛选，选择其中２套用于 ＨＦＭＤＥＶ７１型肠道病毒

ＬＡＭＰ检测。由于目前的国产 ＨＦＭＤ荧光ＰＣＲ检测试剂盒

质量参差不齐，本研究选择中国疾控中心下发的《手足口病标

本采集及检测技术指南》中的普通 ＲＴＰＣＲ作为本研究的参

照方法。比较发现，本研究建立的ＥＶ７１型ＲＴＬＡＭＰ方法与

ＲＴＰＣＲ方法检出率和敏感度相同，但本研究建立的ＥＶ７１型

ＲＴＬＡＭＰ方法无需ＰＣＲ仪，在普通恒温水箱内恒温１２０ｍｉｎ

即可完成核酸扩增，具有方便快捷的优点。

ＲＴＬＡＭＰ方法相比ＬＡＭＰ方法需要逆转录步骤，逆转

录酶的效率也是研究中的一个重点，本研究中对常用的３种酶

进行了比较，发现 ＡＭＶ逆转录酶（Ｐｒｏｍｅｇａ公司）相比Ｐｌａｔｉ

ｎｕｍＴａｑＭｉｘ逆转录酶（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）更适合本研究中的

ＲＴＬＡＭＰ方法。

关于肉眼检测，本研究尝试了使用阿拉丁和１０００×

ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ进行肉眼观察的比较研究，发现１０００×ＳＹＢＲ

ＧｒｅｅｎⅠ显色更稳定，但阿拉丁可以在配置反应体系时加入，

无需后续开盖加入染料染色的过程（避免了污染的可能），但其

显色表现尚不稳定，需要进一步使用其他品牌染料进行试验

（如进口阿拉丁染料）。

综上所述，本研究建立了 ＨＦＭＤ ＥＶ７１ 型肠道病毒

ＬＡＭＰ检测方法，该方法无需昂贵的仪器设备，仅需要１台普

通恒温水箱即可进行ＬＡＭＰ核酸扩增，方便快捷，将本方法优

化后有望用于 ＨＦＭＤ的早期快速检测。
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