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环介导等温扩增技术在SARS-CoV-2核酸检测中的应用研究
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  摘 要:严重急性呼吸系统综合征冠状病毒2(SARS-CoV-2)的高度传染性导致全球SARS-CoV-2感染病

例迅速增加。寻找一种较传统实时反转录聚合酶链反应(RT-PCR)技术更加准确、快速的检测方法对疾病确诊

及疫情防控尤为重要。环介导等温扩增技术(LAMP)与反转录酶相结合(RT-LAMP)已成功应用于SARS与

中东呼吸综合征的检测,在SARS-CoV-2检测中亦表现出潜在优势。该文对SARS-CoV-2的结构特点、人类感

染机制、LAMP的检测原理及其在SARS-CoV-2检测中的应用研究进展进行详细综述,以期为临床提供一种较

RT-PCR更加快速、特异且具有明显成本-效益的SARS-CoV-2核酸检测方法。
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Abstract:The
 

high
 

infectivity
 

of
 

severe
 

acute
 

respiratory
 

syndrome
 

coronavirus
 

2
 

(SARS-CoV-2)
 

has
 

led
 

to
 

a
 

rapid
 

increase
 

in
 

the
 

cases
 

of
 

SARS-CoV-2
 

infection
 

worldwide.It
 

is
 

particularly
 

important
 

to
 

find
 

a
 

more
 

accurate
 

and
 

rapid
 

detection
 

method
 

than
 

the
 

traditional
 

real-time
 

reverse
 

transcriptase
 

polymerase
 

chain
 

reac-
tion

 

(RT-PCR)
 

technique
 

for
 

the
 

disease
 

diagnosis
 

and
 

epidemic
 

prevention
 

and
 

control.The
 

loop-mediated
 

i-
sothermal

 

amplification
 

(LAMP)
 

technique
 

in
 

combination
 

with
 

reverse
 

transcriptase
 

has
 

been
 

successfully
 

applied
 

for
 

the
 

detection
 

of
 

SARS
 

and
 

MERS,and
 

also
 

shows
 

the
 

potential
 

advantage
 

in
 

the
 

detection
 

of
 

SARS-CoV-2.This
 

paper
 

in
 

detail
 

reviews
 

the
 

structural
 

features
 

of
 

SARS-CoV-2,human
 

infection
 

mecha-
nism,detection

 

principle
 

of
 

LAMP
 

detection
 

and
 

the
 

application
 

study
 

advances
 

in
 

the
 

SARS-CoV-2
 

detection
 

in
 

order
 

to
 

provide
 

a
 

more
 

rapid,more
 

specific
 

and
 

obvious
 

cost-benefit
 

SARS-CoV-2
 

nucleic
 

acid
 

detection
 

method
 

for
 

clinic.
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isothermal
 

amplification; real
 

time
 

reverse
 

transcription
 

polymerase
 

chain
 

re-
action; severe

 

acute
 

respiratory
 

syndrome
 

coronavirus
 

2
 

  2019年出现的新型冠状病毒感染给全球公共卫

生系统带来了巨大挑战,2020年2月国际病毒分类委
员会将该新型冠状病毒命名为严重急性呼吸系统综

合征冠状病毒2(SARS-CoV-2),由SARS-CoV-2感

染而引起的疾病命名为COVID-19。虽然COVID-19
的病死率不及2003年的SARS以及2012年的中东
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呼吸综合征(MERS)[1-3],但是SARS-CoV-2传播速

度快、传播能力强等特点使其防控难度显著增加。感

染SARS-CoV-2的症状主要为干咳、发热、乏力以及

肌肉酸痛等[4-5],该症状与普通流行性感冒症状很难

区分,对临床医师通过症状筛查来说是一种巨大的挑

战。目前SARS-CoV-2在分子诊断中的金标准为实

时反转录聚合酶链反应(RT-PCR)技术[6-8]。虽然

RT-PCR技术在检测SARS-CoV-2方面具有高度特

异性与灵敏度,但它需要特殊的核酸检测实验室以及

经验丰富的专业检验人员对结果进行分析,而且检测

周期较长,这在发展落后的地区很难实现大规模应

用。因此有必要研究一种简单、方便、廉价、特异性强

且不需要专门仪器设备的检测方法。环介导等温扩

增技术(LAMP)以及基于LAMP的各种联合检测技

术在SARS-CoV-2检测中的迅速发展,使其有望取代

传统的PCR技术成为一种更加灵敏且特异的SARS-
CoV-2检测方法。本文详细综述了SARS-CoV-2的

结构 特 点、人 类 感 染 机 制、LAMP 检 测 原 理 以 及

LAMP技术在SARS-CoV-2检测中的研究进展。
1 SARS-CoV-2病原学特点

1.1 冠状病毒特点与分类 冠状病毒通常为典型的

球形或多形性,得名于刺突蛋白突出的低聚物,这些

低聚物在病毒粒子周围形成冠状边缘,形似日冕[9]。
在病毒基因结构方面,冠状病毒都有相似的结构特

点,即单股正链RNA病毒,全基因组长度26~32
 

kb,
是套病毒目中最大的一组病毒科。冠状病毒包含一

段约30
 

kb不分节段的正义RNA基因组,该基因组

包含一个5'帽结构与一个3'多聚A尾结构[10]。
 

5'帽
结构当中包含两个不同区域,即前导序列与非翻译区

(UTR),在5'的 UTR区域中包含多个RNA复制和

翻译所需的颈环结构;3'端的 UTR区域还包括病毒

RNA复制与合成所需的RNA结构。冠状病毒含有

4种主要的结构蛋白,分别为刺突(S)、膜(M)、包膜

(E)、核衣壳(N)蛋白[11]。
冠状病毒科进一步可细分为4个属即α、β、γ、

δ[10]。到目前为止能够引起人类感染的冠状病毒主要

包括7种,分别为α属的 HCoV-229E、HCoV-NL63,

β属的 HCoV-OC43、HCoV-HKU1以及2003年的

SARS-CoV、2012 年 的 MERS 冠 状 病 毒 (MERS-
CoV)与2019年的SARS-CoV-2[12-14]。
1.2 SARS-CoV-2特点

1.2.1 SARS-CoV-2结构特点 SARS-CoV-2是一

种单股正链RNA有包膜的冠状病毒。基因组大小为

29
 

891个核苷酸,编码9
 

860个氨基酸,G+C含量约

为38%。SARS-CoV-2基因包含2个非翻译区与1
个编码多聚蛋白的长开放阅读框,基因组排列顺序为

5'-复制酶(ORF1a/b)-结构蛋白[S蛋白-E蛋白-M 蛋

白-N蛋白]-3',整个结构缺乏血凝素酯酶基因。在

SARS-CoV-2中,ORF1a/b编码16种非结构蛋白,约

占整个基因组的67%,这些非结构蛋白包括两种病毒

性半胱氨酸蛋白酶[木瓜蛋白酶样蛋白酶(nsp3)和胰

凝乳 蛋 白 酶 (nsp5)],RNA 依 赖 的 RNA 聚 合 酶

(nsp12)、解旋酶(nsp13),以及其他可能参与病毒转

录复制的非结构蛋白[15]。
SARS-CoV-2与 SARS-CoV 的 主 要 区 别 在 于

ORF3b、S蛋白和 ORF8,其中在S蛋白S1和 ORF8
中尤为明显,这两个位点之前被认为是重组的热点。
ZHOU等[16]的分析发现,部分SARS-CoV-2基因与

SARS-CoV的核苷酸序列同源性低于80%。然而,
ORF1a/b区域中用于分类的7个保守复制酶域氨基

酸序列在SARS-CoV-2与SARS-CoV中同源性却高

达94.4%。他们还发现,一种蝙蝠冠状病毒(BatCoV
 

RaTG13)的RNA依赖的RNA聚合酶(RdRp)短区

与SARS-CoV-2具有极高的序列同源性,全基因组序

列一致性高达96.2%。在所有的序列当中,RaTG13
表现出与SARS-CoV-2最近的亲缘关系,这与其他与

SARS相关的冠状病毒(SARSr-CoVs)形成了截然不

同的谱系。其次,在SARS-CoV-2中,S基因所编码

的受体结合S蛋白与其他SARS-CoV的S蛋白存在

很大 差 异,而 与 RaTG13
 

S 蛋 白 的 一 致 性 高 达

93.1%,SARS-CoV-2与RaTG13的S蛋白长度远高

于其他与SARS相关的冠状病毒S蛋白。同样,在
LU等[17]的分析中证明SARS-CoV-2编码的S蛋白

较SARS-CoV和 MERS-CoV的S蛋白更长。
1.2.2 SARS-CoV-2的感染机制 冠状病毒的感染

机制主要与S蛋白相关。S蛋白是一个相对分子质量

约180×103 的跨膜同源三聚体糖蛋白,为Ⅰ类融合

蛋白。对于大多数冠状病毒来说,宿主蛋白将S蛋白

切割处理成两个亚基即S1和S2,它们在预融合构象

中以非共价结合形式存在[18-22]。SARS-CoV-2的S1
亚基主要功能区包括 N端结构域(NTD)、受体结合

域(RBD)以及受体结合基序(RBM),S2亚基包括两

个七肽重复序列(HR)即 HR1与 HR2,跨膜结构域

(TM)、胞质域(CP)以及融合肽(FP)[23]。S1亚基主

要负责与宿主细胞受体结合,而S2亚基在介导病毒

与宿主细胞融合并进入宿主细胞中起关键作用,HR1
与HR2可以相互作用形成六螺旋束(6-HB),从而使

病毒与细胞膜接近,以便相互融合。
与SARS-CoV、MERS-CoV 一样,SARS-CoV-2

 

S蛋白S1亚基中的RBD区域能够特异性识别宿主受

体血管紧张素转换酶2(ACE2),并使其作为自身功能

性受体而进入宿主细胞[16,24-25]。人类 ACE2由一个

N端肽酶结构域(PD)与一个C端收集素样结构域

(CLD)组成,CLD末端有一个跨膜螺旋和一个约40
个残基的包内段[26]。有研究表明,SARS-CoV-2

 

S蛋

白的胞外域主要与人类ACE2的PD区域结合,其亲

和力约15
 

nmol/L,较SARS-CoV
 

S蛋白的亲和力高

约10~20倍[27]。另外,SHANG等[28]的研究发现,
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与SARS-CoV
 

RBM区域相比,SARS-CoV-2
 

RBM区

域形成更大的结合界面,与人类ACE2的接触面积更

多,其原因可能为SARS-CoV-2和SARS-CoV
 

RBM
的一种结构(即人类 ACE2结合脊的环状构象)存在

显著差异。人类和果子狸SARS-CoV毒株以及蝙蝠

冠状病毒Rs3367在这个环状结构中都含有一个3个

残基基序(脯氨酸-脯氨酸-丙氨酸),而SARS-CoV-2
和蝙蝠冠状病毒RaTG13都含有甘氨酸-缬氨酸/谷

氨酰胺-谷氨酸/苏氨酸-甘氨酸4个残基基序,两个相

对庞大的残基和两个柔韧的甘氨酸使这种环状结构

差异显著。在SARS-CoV-2
 

RBM 区域中,因为这些

结构上的差异,Asn487和Ala475之间形成了一个额

外的主链氢键,导致脊状构象更紧凑,包含Ala475的

环更靠近人类ACE2。因此,SARS-CoV-2
 

RBM中的

脊与人类ACE2
 

N端螺旋的接触更多。SARS-CoV-2
 

S区域对人 ACE2的高亲和力可能是导致SARS-
CoV-2在人与人之间更易传播的原因[29]。
2 LAMP检测原理

  LAMP首次由日本学者NOTOMI等[30]提出,是
一种在等温条件下对核酸进行扩增的方法。该方法

主要包括一种具有链置换活性的DNA聚合酶与4种

专门设计的引物,4种引物能够识别目标DNA上的6
个不同序列。6个不同序列主要包括5'端的B1、B2、
B3区以及3'端的F1c、F2c、F3c。引物分为内引物与

外引物,内引物当中包括一条上游正向内部引物

(FIP)与一条下游反向内部引物(BIP),每条引物都包

含两个不同的序列分别对应目标DNA的有义与反义

序列(FIP主要包括F1c、一段TTTT间隔区以及一

条与目标基因3'端F2c互补的F2序列;BIP包括一

条与B1互补的B1c序列、一段TTTT间隔区以及B2
序列),一条内引物用于第一阶段的启动,另一条用于

第二阶段的自我启动。两条外引物包括下游外部引

物B3(与B3c
 

区域互补)与上游外部引物F3(与F3c
互补)。外引物引发链置换DNA的合成,释放出单链

DNA,它作为DNA合成的模板,由第二对内外引物

启动DNA的合成(即内外引物与目标DNA的另一

端进行杂交,产生茎环结构)。在随后的LAMP循环

中,一个内引物与产物上的环进行杂交并启动链置换

DNA的合成,产生原始茎环DNA与一个比原始茎长

两倍的新茎环DNA。最终产物是具有多个靶标反向

重复序列的茎环DNA结构与具有多个环状结构的花

椰菜样结构。
3 LAMP在SARS-CoV-2检测中的应用

  迄 今 为 止,已 有 大 量 关 于 LAMP 以 及 基 于

LAMP为基础的联合检测技术应用于SARS-CoV-2
检测的报道。在这些检测技术中,检测/扩增一管化、
结果可视化、引物组设计以及减少假阳性概率等是研

究人员所面临的主要问题。
3.1 检测/扩增一管化方案 SARS-CoV-2检测中,

简化核酸检测与扩增步骤是缩短检测时间的关键,
EL-THOLOTH等[31]以LAMP为基础,构建了用于

检测 COVID-19 的 两 阶 段 等 温 扩 增 (COVID-19
 

Penn-RAMP),实现了检测与扩增的一管化方案。他

们的研究结果显示,在检测纯化RNA目标时COV-
ID-19

 

Penn-RAMP的灵敏度比COVID-19
 

LAMP和

COVID-19
 

RT-PCR高10倍,在检测模拟患者标本

时,灵敏度比 COVID-19
 

LAMP和 COVID-19
 

RT-
PCR高100倍。但是,由于当时缺乏COVID-19感染

病例导致他们无法用真实患者的标本进行测试。随

后,LAMB等[32]的研究证明,在经过RNA提纯的模

拟SARS-CoV-2感染以及实际COVID-19患者的标

本中,RT-LAMP检测均能在30~45
 

min特异性地检

测出SARS-CoV-2的存在,然而,当对未经RNA提纯

的COVID-19患者标本进行检测时,RT-LAMP的特

异度与灵敏度却显著下降。
3.2 标本处理与优化 TAKI等[33]的研究中得出,
在经过RNA提纯步骤的唾液与鼻咽拭子标本当中,
利用RT-LAMP方法检测的灵敏度与特异度两者均

分别为97%与100%。而当检测未经RNA提纯的鼻

咽拭子与唾液标本时,两者的灵敏度降低到只有71%
与47%。如何在未进行RNA提纯步骤的前提下提

高检测灵敏度与特异度是困扰研究人员的难题之一。
LALLI等[34]通过实验证明,当对唾液标本进行

65
 

℃
 

15
 

min以及95
 

℃
 

5
 

min加热处理并冷却至

4
 

℃后,RT-LAMP对标本中SARS-CoV-2的检测限

能够达到59个粒子拷贝数,其灵敏度与特异度得到

了显著提高。HOWSON等[35]在进行RT-LAMP检

测之前,用 MucolyseTM1∶1稀释唾液标本,然后用

10%
 

(w/v)
 

Chelex
 

100
 

Resin再次稀释,98
 

°C加热2
 

min,经过这两步处理的唾液标本利用RT-LAMP在

短短5
 

min
 

43
 

s内就被检测到了SARS-CoV-2的存

在。他们的实验证明,对唾液标本的预处理在一定程

度上能够缩短检测周期。但是由于唾液预处理以及

下游分析过程仍然需要一些特殊的培训以及设备,使
其在大规模核酸检测中的应用仍然受到一定限制。
3.3 基于LAMP的联合检测技术 以LAMP为基

础的联合核酸检测技术正逐渐受到研究人员的关注。
例如,一些研究人员基于 RT-LAMP,建立了一种基

于CRISPR-Cas12蛋白快速检测SARS-CoV-2的方

法[36]。这种方法能够灵敏且特异性地检测出患者呼

吸道标本中SARS-CoV-2的存在,其阳性预测值达

95%,阴性预测值达100%。WANG等[37]开发了一

套基于CRISPR/Cas12的“多相复式非连续生产法”
用于检测SARS-CoV-2的系统,俗称“一锅法”

 

(opv
 

CRISPR)
 

,将RT-LAM与Cas12a裂解整合在一个反

应体系中。这与前面EL-THOLOTH等[31]的研究有

相似之处,即RT-LAMP试剂在试管底部孵育,而在

试管顶部加入CRISPR/Cas12a反应试剂。研究表明
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opv
 

CRISPR 的 灵 敏 度 与 RT-PCR 相 当,比 RT-
LAMP约高10倍,Cas12a的切割提高了RT-LAMP
的灵敏度,使其检测灵敏度提高到接近单分子水平,
opv

 

CRISPR的诊断结果与美国疾病控制与预防中心

(CDC)批准的定量 RT-PCR检测结果100%一致。
但是两项研究在面对未提纯的标本时其检测的灵敏

度与特异度均出现不同程度的下降。
3.4 引物组设计与结果可视化研究 LAMP反应需

要6种引物,到目前为止公开的LAMP引物设计工

具很少,现有的工具没有充分考虑到LAMP反应的

复杂性,其次可视化反应容易受外界环境因素影响而

使结果产生假阳性,因此特异性的引物组设计以及稳

定的颜色变化也是提高灵敏度与特异度不可或缺的

步 骤。HUANG 等[38]分 别 针 对 SARS-CoV-2 的

ORF1a/b、S基因以及 N基因区域设计了4组引物

(O117、S17、N1和 N15),结果发现,引物 N1与S17
的检测限最低均达到80

 

copy/mL。然而由于他们所

应用的可视化原理主要是通过pH的变化来实现,其
结果受临床环境因素影响较大,易产生假阳性。在后

续的研究中,他们在引物FIP的5'端连接了6-羧基荧

光素(FAM)使显色结果变得更加稳定,但仍然没有解

决标本纯化问题。
HUANG等[39]以病毒扩增所需的总时间(TT)

以及假阳性率(FP)将所设计出的引物进行评分(总分

4分,评分越低表明假阳性概率越低)并结合一种生物

信息学算法筛选出了22种新型特异性引物(N7~
N28)。其中,N7、N25和 N27的总体表现最好,TT
均小于20

 

min,FP评分均为1分。除此之外,他们还

设计了6对针对M基因以及7对针对S基因的引物。
在所有研究的引物中N7、N27、M以及M6表现最佳。
在进一步的研究当中,他们将表现最佳的4种引物两

两联合,利用多重RT-LAMP法对SARS-CoV-2感染

患者唾液标本不提纯直接检测,其检测限达到了1.5
 

copy/μL的病毒载量。临床结果表明该方法与标准

RT-PCR方法总体灵敏度与特异度相当。在这项研

究中他们成功解决了RNA提纯问题,一定程度上缩

短了检测周期(各种LAMP为基础的SARS-CoV-2
检测方法汇总见表1)。NAGURA-IKEDA 等[41]在

自行采集的唾液中,对SARS-CoV-2的6项分子诊断

试验和一项快速抗原试验的临床表现进行评估的实

验中证明RT-LAMP在临床中应用具有足够的灵敏

度与特异度(已上市产品试剂盒列举见表2)。

表1  以LAMP为基础的SARS-CoV-2核酸检测方法总结

文献 国家 检测方法 显色方法
特异性引物

所针对基因片段

是否需要

RNA提取

TT
(min)

最低检测限

(copy/μL)
灵敏度

(%)

[31]
 

美国 COVID-19
 

Penn-RAMP 结晶紫指示液 ORF1a/b 需要 55~60 7 100

[32]
 

美国 RT-LAMP 染料结合法(1∶10
 

SYBR
 

green
 

Ⅰ,橙
到黄)

 

ORF1a/b的 NSP3编

码区

需要 30~45 12 95

[36] 美国 CRISPR-based
 

DETEC-
TR

 

侧流层析(荧光素分子捕捉标记核酸) E、N 需要 40 10 95

[37] 中国 opvCRISPR
 

荧光显色(蓝光变化) S 需要 45 5 100

[38] 中国 RT-LAMP pH值变化(粉红到黄色) S、N、ORF1a/b 需要 30 2 -

[39] 中国 Multiplexed
 

RT-LAMP 比色读数 N7+M6,N27+M5 不需要 30~50 1.5 100
[40] 中国 mRT-LAMP 侧流层析(红色条带) ORF1a/b、N 需要 40 12 100

  注:-表示无数据。
 

表2  已获批的基于LAMP的SARS-CoV-2核酸检测试剂盒

产品名称/试剂盒 生产公司
批准

国家
批准时间

六项呼吸道病毒核酸检测试剂盒(恒温扩增芯片法) 成都博奥晶芯生物科技有限公司 中国 2020-02-22

新型冠状病毒2019-nCoV核酸检测试剂盒(RNA恒温扩增-金探针层

析法)
武汉中帜生物科技股份有限公司 中国 2020-03-31

新型冠状病毒2019-nCoV核酸检测试剂盒(恒温扩增-实时荧光法) 杭州优思达生物技术有限公司 中国 2020-11-20

新型冠状病毒2019-nCoV核酸检测试剂盒(恒温CRISPR法) 上海伯杰医疗科技有限公司 中国 2021-09-13

iAMP
 

COVID-19
 

Detection
 

Kit Atila
 

Biosystems,Inc. 美国 2020-04-10

Sherlock
 

CRISPR
 

SARS-CoV-2
 

kit Sherlock
 

Biosciences
 

Inc. 美国 2020-05-06

Color
 

Genenomics
 

SARS-CoV-2
 

RT-LAMP
 

Diagnostic
 

Assay Color
 

Genenomics,Inc. 美国 2020-05-18

AQ-TOP
 

COVID-19
 

rapid
 

detection
 

Kit
 

SEASUN
 

BIOMATERIALS,Inc. 美国 2020-05-21
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续表2  已获批的基于LAMP的SARS-CoV-2核酸检测试剂盒

产品名称/试剂盒 生产公司
批准

国家
批准时间

SARS-CoV-2
 

RNA
 

DETECTR
 

Assay UCSF
 

Health
 

Clinical
 

Laboratories,UCSF
  

Clinical
 

Lab
 

China
 

Basin

美国 2020-07-09

Pro-AmpRT
 

SARS-CoV-2
 

Test Pro-Lab
 

Diagnostics 美国 2020-08-13

SARS-CoV-2
 

DETECTR
 

Reagent
 

Kit Mammoth
 

Biosciences,Inc. 美国 2020-08-31

4 总结与展望

  SARS-CoV-2感染的爆发给全球社会经济带来

了巨大的灾难,也导致生命科学等领域的爆发式发

展,尤其在分子诊断领域。SARS-CoV-2变异毒株的

不断出现是全球分子诊断领域所共同面临的一项巨

大挑战,RT-LAMP作为一种新型检测技术在SARS-
CoV-2检测方面正表现出越来越突出的优势[42-44]。
LAMP的不断改进与完善使其逐渐克服了之前的瓶

颈,例如引物组设计、标本处理以及可视化等问题。
而在ZHU等[40]的研究当中,利用多重RT-LAMP与

纳米颗粒侧流生物传感器相结合的方法,成功解决了

检测结果显色等问题,显著降低了外部环境因素的

干扰。
  

与传统RT-PCR相比,LAMP虽然不能定量,但
却表现出了更高的灵敏度与特异度。更重要的是,
LAMP对SARS-CoV-2的检测只需几十甚至几分钟

就能够简单通过肉眼对结果进行识别。这在SARS-
CoV-2大流行期间对SARS-CoV-2感染疑似病例进

行大规模筛查至关重要。以LAMP为基础的联合检

测技术有望取代传统的 RT-PCR技术,成为一种对

SARS-CoV-2检测更加快速、简便且具有明显成本-效
益的方法。
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