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［摘　 要］ 　 为建立一种快速简便、灵敏度高、准确性好的非洲猪瘟病毒恒温快速检测方法，根据

ＡＳＦＶ Ｐ７２ 基因保守区域设计特异性引物，优化引物浓度、反应温度、反应时间，建立了一种基于

ＳＹＴＯ９荧光染料的非洲猪瘟病毒实时荧光 ＬＡＭＰ 快速检测方法。 结果表明，该方法在 ６３ ℃条件下

扩增４０ ｍｉｎ，该方法灵敏度高，最低可检测限为 １０ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ；特异性良好，与猪伪狂犬病毒、猪瘟病

毒、美洲型猪繁殖与呼吸综合征病毒、欧洲型猪繁殖与呼吸综合征病毒、猪流行性腹泻病毒无交叉

反应；重复性好，变异系数低于 ５％ 。 对 ７０ 份临床样本检测，４ 份血液样品和 ９ 份脾脏样品检测阳

性，与荧光定量 ＰＣＲ 检测结果符合率为 １００％ 。 该方法灵敏度高、特异性强、重复性好、符合率高，
适用于非洲猪瘟现场快速诊断。
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ｃｌｉｎｉｃａｌ ｓａｍｐｌｅｓ ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ ｂｌｏｏｄ， ｔｉｓｓｕｅ ａｎｄ ｆｅｅｄ ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ ｗｅｒｅ ｅｘａｍｉｎｅｄ ｂｙ ｔｈｉｓ ｍｅｔｈｏｄ． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ
４ ｂｌｏｏｄ ｓａｍｐｌｅｓ ａｎｄ ９ ｓｐｌｅｅｎ ｓａｍｐｌｅｓ ｗｅｒｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅ， ａｎｄ ｔｈｅ ａｇｒｅｅｍｅｎｔ ｏｆ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｒａｔｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ｒｅａｌ － ｔｉｍｅ
ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ＬＡＭＰ ａｎｄ ｑＰＣＲ ｗａｓ １００％ ． Ｏｖｅｒａｌｌ， ｔｈｅ ｒｅａｌ － ｔｉｍｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ＬＡＭＰ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｉｓ ｒａｐｉｄ， ｓｉｍｐｌｅ
ａｎｄ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ ａｎｄ ｔｈｉｓ ｍｅｔｈｏｄ ｔｈｅｒｅｆｏｒｅ ｓｕｉｔａｂｌｅ ｆｏｒ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｓａｍｐｌｅｓ ｉｎ ｆｉｅｌｄ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： Ａｆｒｉｃａｎ Ｓｗｉｎｅ Ｆｅｖｅｒ Ｖｉｒｕｓ； ｒｅａｌ － ｔｉｍｅ； ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ＬＡＭＰ

　 　 非洲猪瘟（Ａｆｒｉｃａｎ Ｓｗｉｎｅ Ｆｅｖｅｒ，ＡＳＦ）是由非洲

猪瘟病毒（Ａｆｒｉｃａｎ Ｓｗｉｎｅ Ｆｅｖｅｒ Ｖｉｒｕｓ，ＡＳＦＶ）感染家

猪和野猪引起的一种高度接触性的烈性传染病，致
死率几乎 １００％ ，世界动物卫生组织（ＯＩＥ）将其列

为法定报告传染病。 自 １９２１ 年肯尼亚首次发生非

洲猪瘟疫情以来，该病给全球养猪业造成严重威胁

和巨大经济损失。 上世纪中叶非洲猪瘟通过航空

运输传入欧洲，相继在意大利、葡萄牙、法国、比利

时、荷兰等国家暴发疫情，经过二三十年的努力，除
意大利撒丁岛外，欧洲其他国家成功将该病根除；
但 ２００７ 年，格鲁吉亚暴发非洲猪瘟疫情后，该病持

续向全球蔓延，在俄罗斯、白俄罗斯、波兰等东欧国

家和地区广泛流行［１］。 我国自 ２０１８ 年 １０ 月发生

首例非洲猪瘟疫情以来［２］，迅速蔓延全国 ３１ 个省

份，截至 ２０１９ 年 １０ 月全国共报告 １５８ 起非洲猪瘟

疫情，共扑杀生猪百万余头，导致我国生猪养殖遭

受毁灭性打击，甚至给我国经济、政治、社会带来严

重的影响。 鉴于当前无有效商品化疫苗可用［３］，因
此非洲猪瘟的早期快速准确诊断对该病的防控具

有非常重要的意义。
国内外研究人员针对非洲猪瘟病毒建立了多

种核酸检测方法［４］，主要有 ＰＣＲ、荧光定量 ＰＣＲ、数
字 ＰＣＲ［５］、恒温 ＲＰＡ － ＬＦＤ［６］ 以及纳米孔测序［７］

等，但这些方法存在检测时间长、操作繁琐、设备要

求高、成本高、易污染等问题。 虽然恒温 ＲＰＡ －
ＬＦＤ 检测方法反应时间仅为 ２０ ｍｉｎ，但其利用免疫

层析试纸条进行结果判读仍需 １０ ～ １５ｍｉｎ，操作繁

琐同样不利于非洲猪瘟的现场快速诊断，而环介导

等温快速检测方法（Ｌｏｏｐｍｅｄｉａｔｅｄ Ｉｓｏｔｈｅｒｍａｌ Ａｍｐｌｉ⁃
ｆｉｃａｔｉｏｎ， ＬＡＭＰ）具有特异性好、灵敏度高、操作方

便等优点［８ － ９］，且多位研究人员也针对口蹄疫［１０］、
禽流感［１１］、圆环 ３ 型［１２］、中东呼吸综合征病毒［１３］

以及西尼罗河病毒［１４］ 等多种疾病建立了 ＬＡＭＰ 恒

温快速检测方法。
因此，本研究基于 ＬＡＭＰ 扩增技术针对 ＡＳＦＶ

ｐ７２ 基因保守区域设计特异性引物组建立 ＡＳＦＶ 恒

温快速检测方法，并通过向 ＬＡＭＰ 反应体系中添加

ＳＹＴＯ９ 荧光染料实现对扩增反应的实时监控和结

果判定，同时对该方法的灵敏度、特异性、重复性、
符合率和适用仪器等进行评价。
１　 材料与方法

１． １　 材料

１． １． １　 仪器和试剂　 便携式 ＭＡ － １６１０ 型等温荧

光 ＰＣＲ 仪（购自北京兰伯瑞生物技术有限责任公

司）、ＡＢＩ ＱｕａｎｔＳｔｕｄｉｏ ７ 荧光定量 ＰＣＲ 仪、Ｌｏｏｐａｍｐ

ＤＮＡ 扩增试剂盒（购自荣研生物科技（中国）有限

公司）、ＳＹＴＯ９（购自赛默飞世尔科技（中国）有限公

司）、ＤＮＡ 核酸提取试剂盒（购自杭州博日科技有

限公司）
１． １． ２　 毒株与样品　 非洲猪瘟病毒 ｐ７２ 基因保守

区域 ＤＮＡ 质粒由生工生物工程（上海）股份有限公

司合成；
非洲 猪 瘟 阳 性 样 本 核 酸、 猪 伪 狂 犬 病 毒

（ＰＲＶ）、猪瘟病毒（ＣＳＦＶ）、美洲型猪繁殖与呼吸综

合征病毒（ＰＲＲＳＶ － ＪＸＡ１ 株）、欧洲型猪繁殖与呼

吸综合征病毒（ＰＲＲＳＶ － ＬＶ 株）、猪流行性腹泻病

毒（ＰＥＤＶ）等均由本实验室保存。
１． ２　 方法

１． ２． １ 　 引物设计　 根据 Ｇｅｎｂａｎｋ 已发表的 ＡＳＦＶ
Ｇｅｏｒｇｉａ 株（ＧｅｎＢａｎｋ： ＭＨ９１０４９５． １），运用“环介导

等温扩增法引物设计辅助软件（ ｈｔｔｐ：∥ｐｒｉｍｅｒｅｘ⁃
ｐｌｏｒｅｒ． ｊｐ ／ ）在线设计非洲猪瘟病毒 ｐ７２ 基因的内引

物、外引物和环引物，引物序列见表 １，由生工生物

工程（上海）股份有限公司合成。
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１． ２． ２　 引物筛选　 将人工合成的 ＡＳＦＶ ｐ７２ 基因保

守区域 ＤＮＡ 质粒稀释成浓度为 １ ×１０４ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ 和

无 ＲＮａｓｅ 水作为阳性模板和阴性模板，６３℃ 扩增

１２０ ｍｉｎ，根据阳性反应时间、“Ｓ 型”扩增曲线和非

特异性曲线等结果综合分析，筛选 ＡＳＦＶ 实时荧光

ＬＡＭＰ 快速检测方法的最佳引物组。

表 １　 基于 ＡＳＦＶ ｐ７２ 基因设计的 ＬＡＭＰ 扩增引物

Ｔａｂ １　 ＬＡＭＰ Ｐｒｉｍｅｒｓ ｄｅｓｉｇｎｅｄ ｆｏｒ ｔｈｅ Ｐ７２ ｇｅｎｅ ｏｆ ＡＳＦＶ
组别 引物名称 序列（５’ － ３’）

Ａ

内引物 ＦＩＰ ＡＧＣＴＧＣＡＧＡＡＣＴＴＴＧＡＴＧＧＡＡＡＴＴＴＡＡＡＣＡＴＴＴＣＣＧＴＡＡＣＴＧＣＴＣＡ

内引物 ＢＩＰ ＡＣＧＧＡＧＧＣＡＡＴＧＣＧＡＴＴＡＡＡＡＴＡＴＴＣＣＴＣＣＣＧＴＧＧＣＴＴＣ

外引物 Ｆ３ ＣＧＴＡＴＣＣＧＡＴＣＡＣＡＴＴＡＣＣＴ

外引物 Ｂ３ ＡＴＡＴＧＡＣＣＡＣＴＧＧＧＴＴＧＧ

环引物 ＬＢ ＣＣＧＡＴＧＡＴＣＣＧＧＧＴＧＣＧＡＴ

Ｂ

内引物 ＦＩＰ ＣＡＴＧＡＧＣＡＧＴＴＡＣＧＧＡＡＡＴＧＴＴＴＴＴＴＧＴＴＣＡＴＣＴＡＴＡＴＣＴＧＡＴＡＴＴＡＧＣＣ

内引物 ＢＩＰ ＡＡＴＴＴＣＣＡＴＣＡＡＡＧＴＴＣＴＧＣＡＧＣＴＴＴＴＡＡＴＣＧＣＡＴＴＧＣＣＴＣＣ

外引物 Ｆ３ ＴＡＣＡＧＣＴＣＴＴＣＣＡＧＡＣＧＣ

外引物 Ｂ３ ＴＡＡＴＣＡＴＣＡＴＣＧＣＡＣＣＣＧ

环引物 ＬＢ ＧＴＡＡＴＧＴＧＡＴＣＧＧＡＴＡＣＧＴＡＡＣＧＧ

１． ２． ３　 方法的建立与优化　 按照 Ｌｏｏｐａｍｐ ＤＮＡ 扩

增试剂盒说明书进行配制 ＡＳＦＶ 荧光 ＬＡＭＰ 基础

反应体系 １８． ５ μＬ，包含 ２ × ＬＡＭＰ 反应液 １２． ５ μＬ，
外引物（Ｆ３ ／ Ｂ３，浓度为 ５ μＭ）各 １μＬ、内引物（ＦＩＰ ／
ＢＩＰ，浓度为 ４０ μＭ） 各 １μＬ、环引物 ＬＢ （浓度为

２０ μＭ）１ μＬ、Ｂｓｔ ＤＮＡ 聚合酶 １ μＬ，ＳＹＴＯ９ 荧光染

料（１ ｍＭ）１ μＬ，ＤＮＡ 模板 ２ μＬ，无 ＤＮＡ 酶水补足

至 ２５ μＬ。 反应条件为 ６３℃，１ ｍｉｎ，５０ｃｙｃｌｅｓ。
以浓度为 １ × １０５ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ 的 ＤＮＡ 质粒为模

板，分别在 ６１℃、６３℃、６５℃、６７℃ 等 ４ 个温度条件

下进行扩增，根据阳性反应时间确定最佳反应

温度。
分别以浓度为 １ × １０６ ～ １ × １０１ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ 的

ｐ７２ 基因质粒为模板，在最佳反应温度时进行扩

增，根据最低检测限来确定最佳反应时间。
１． ２． ４　 灵敏度验证 　 将浓度为 １ × １０６ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ
的 ｐ７２ 基因质粒进行 １０ 倍系列稀释，稀释至 １ ×
１００ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ 同时进行实时荧光 ＬＡＭＰ 检测，每个

浓度做 ３ 个重复，验证该方法灵敏性。
１． ２． ５　 特异性验证　 将本实验室保存的 ＡＳＦＶ 核

酸（经实验室检测不含 ＰＲＶ、ＣＳＦＶ、ＰＲＲＳＶ、ＰＥＤＶ、
ＦＭＤＶ、ＰＣＶ２ 和 ＰＣＶ３ 等病毒核酸）和 ＰＲＶ、ＣＳＦＶ、

ＰＲＲＳＶ － ＪＸＡ１ 株、ＰＲＲＳＶ － ＬＶ 株、ＰＥＤＶ 提取核酸

后进行实时荧光 ＬＡＭＰ 检测，验证该方法的特异性。
１． ２． ６　 重复性验证　 分别以浓度为 １ × １０５ ～ １ ×
１０１ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ 的 ｐ７２ 基因质粒为模板，进行实时荧

光 ＬＡＭＰ 扩增，每个稀释度重复 ４ 次，根据其 Ｃｔ 值
计算变异系数，评价该方法的重复性。
１． ２． ７　 仪器适用性验证 　 使用浓度为 １ × １０６ ～
１ × １０１ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ 的 ｐ７２ 基因质粒为模板，分别在

ＡＢＩ ＱｕａｎｔＳｔｕｄｉｏ ７ 荧光定量 ＰＣＲ 仪和便携式 ＭＡ －
１６１０ 型等温荧光 ＰＣＲ 仪进行实时荧光 ＬＡＭＰ 扩

增，对本方法适用仪器进行验证。
１． ２． ８　 临床样本检测 　 分别采用本研究建立的

ＡＳＦＶ 实时荧光 ＬＡＭＰ 快速检测方法和《非洲猪瘟

病毒检测操作规程（试行）》“非洲猪瘟核酸检测技

术（方法一）”规定的实时荧光 ＰＣＲ 检测方法，对本

实验室采集的 ２０ 份饲料、３０ 份血液、２０ 份脾脏等

７０ 份样品进行检测，分析该方法的符合率。
２　 结果与分析

２． １　 引物筛选 　 分别使用设计的 ＡＳＦＶ － ＬＡＭＰ
扩增引物组 Ａ 和 Ｂ 对 １ × １０５ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ ＤＮＡ 合成

质粒和阴性对照 ６３℃扩增 ２ｈ。 结果（图 １）显示，Ａ
组引物在 ２９ ｍｉｎ 出现明显的“Ｓ”型扩增曲线且阴

·３·
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性对照无非特异性扩增，而 Ｂ 组引物在 ７５ ｍｉｎ 才

检出阳性 ＤＮＡ 模板，Ａ 组引物阳性检出时间优于 Ｂ
组，因此选择 Ａ 组引物为 ＡＳＦＶ 实时荧光 ＬＡＭＰ 检

测引物。

图 １　 ＡＳＦＶ 实时荧光 ＬＡＭＰ 引物筛选

Ｆｉｇ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｏｆ ｒｅａｌ － ｔｉｍｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ＬＡＭＰ ｆｏｒ ＡＳＦＶ

２． ２　 方法的建立与优化　 经优化后的 ＡＳＦＶ 实时

荧光 ＬＡＭＰ 快速检测方法反应体系为 ２５ μＬ，分别

为 ２ × ＬＡＭＰ 反应液 １２． ５ μＬ，外引物（Ｆ３ ／ Ｂ３，浓度

为 ５ μＭ）各 １ μＬ、内引物（ＦＩＰ ／ ＢＩＰ，浓度为 ４０ μＭ）
各 １ μＬ、环引物 ＬＢ（浓度为 ２０ μＭ）１ μＬ、Ｂｓｔ ＤＮＡ
聚合酶 １ μＬ，ＳＹＴＯ９ 荧光染料（１ｍＭ）１ μＬ，ＤＮＡ 模

板 ２ μＬ，无 ＤＮＡ 酶水 ３． ５ μＬ。
最佳反应温度优化结果（图 ２）显示，６１℃时 Ｃｔ

值为 ２１． ８９，６３℃时 Ｃｔ 值为 １９． ５７，６５℃时 Ｃｔ 值为

２１． ０６，６７℃时 Ｃｔ 值为 ２５． ７５，表明同一模板浓度条

件下， ６３℃ 扩增时间最短， 因此最佳反应温度

为 ６３℃。

图 ２　 反应温度优化

Ｆｉｇ ２　 Ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

·４·
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２． ３　 灵敏度及最佳反应时间　 以 １ × １０６ ～ １ × １００

ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ 的 ｐ７２ 基因质粒为模板进行实时荧光

ＬＡＭＰ 扩增。 结果 （图 ３） 显示， ＡＳＦＶ 实时荧光

ＬＡＭＰ 检测方法最低检测限为 １０ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ。 ＡＳ⁃
ＦＶ 实时荧光 ＬＡＭＰ 标准曲线（图 ４）表明该检测方

法结果 Ｃｔ 值与模板浓度呈线性相关，Ｒ２为 ０． ９９２，
表明线性关系良好。

由图 ３ 可知，本方法最低检测限为 １０ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ，
重复 ３ 次的平均 Ｃｔ 值为 ３０． ２１，因此本方法最佳反

应循环数为 ４０ ｃｙｃｌｅｓ，即最佳反应时间为 ４０ ｍｉｎ。

１ ～ ７： １ × １０６ ～ １ × １００ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ

图 ３　 ＡＳＦＶ 实时荧光 ＬＡＭＰ 灵敏度验证

Ｆｉｇ ３　 Ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ＡＳＦＶ ｒｅａｌ － ｔｉｍｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ＬＡＭＰ

图 ４　 ＡＳＦＶ 实时荧光 ＬＡＭＰ 标准曲线

Ｆｉｇ ４　 Ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ＡＳＦＶ ｒｅａｌ － ｔｉｍｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ＬＡＭＰ

２． ４　 特异性验证　 采用 ＡＳＦＶ、ＰＲＶ、ＣＳＦＶ、ＰＲＲＳＶ
－ ＪＸＡ１ 株、ＰＲＲＳＶ － ＬＶ 株、ＰＥＤＶ 进行实时荧光

ＬＡＭＰ 扩增，验证其特异性。 结果（图 ５）显示，除
ＡＳＦＶ 出现特异性扩增外，其余病毒检测均为阴性，
表明该方法特异性良好。
２． ５　 重复性验证　 采用 １ × １０５ ～ １ × １０１ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ
的 ｐ７２ 基因质粒为模板进行实时荧光 ＬＡＭＰ 扩增，
每个稀释度重复 ４ 次，结果如表 ２ 所示，变异系数

均小于 ５％ ，说明该方法重复性良好。
２． ６　 适用仪器验证 　 利用 ＡＳＦＶ 实时荧光 ＬＡＭＰ
方法分别在 ＡＢＩ ＱｕａｎｔＳｔｕｄｉｏ ７ 荧光定量 ＰＣＲ 仪和便

携式 ＭＡ －１６１０ 型等温荧光 ＰＣＲ 仪上对 １ ×１０６ ～１ ×
１０１ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ 浓度的质粒模板进行扩增，结果（图 ６）
显示，全部浓度的质粒均能检出，表明本方法仪器

适用性好，既可适用于兽医诊断实验室常用的荧光

定量 ＰＣＲ 仪，也能适用于便携式恒温荧光 ＰＣＲ 仪。

·５·
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图 ５　 ＡＳＦＶ 实时荧光 ＬＡＭＰ 特异性验证

Ｆｉｇ ５　 Ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ｏｆ ＡＳＦＶ ｒｅａｌ － ｔｉｍｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ＬＡＭＰ

表 ２　 ＡＳＦＶ 实时荧光 ＬＡＭＰ 重复性验证

Ｔａｂ ２　 Ｒｅｐｅａｔａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ＡＳＦＶ ｒｅａｌ － ｔｉｍｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ＬＡＭＰ

ＤＮＡ 含量
（ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ） Ｃｔ 值 平均值 标准差 变异系数

１ × １０５

１９． ０７

１９

１９． １１

１９． ５７

１９． １９ ０． ２２ １． １７％

１ × １０４

２１． ９１

２１． ９３

２１． ８６

２１． ９９

２１． ９２ ０． ０５ ０． ２１％

１ × １０３

２４． ２６

２４． １

２４． ９２

２５． ２３

２４． ６３ ０． ４６ １． ８８％

１ × １０２

２７． ９７

２５． ９７

２６． ９８

２９． １２

２７． ５１ １． １７ ４． ２５％

１ × １０１

３２． ６４

３２． ４４

３０． ９７

２８． ７５

３１． ２ １． ５５ ４． ９８％

Ａ：便携式 ＭＡ －１６１０ 型等温荧光 ＰＣＲ 仪；Ｂ：ＡＢＩ ＱｕａｎｔＳｔｕｄｉｏ

７ 荧光定量 ＰＣＲ 仪；

１ ～ ６：１ × １０６ ～ １ × １０１ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ；７：阴性对照

Ａ： Ｐｏｒｔａｂｌｅ ｉｓｏｔｈｅｒｍａｌ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ＰＣＲ（ＭＡ －１６１０）；

Ｂ： ＡＢＩ ＱｕａｎｔＳｔｕｄｉｏ ７；

１ ～ ６：１ × １０６ ～ １ × １０１ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ；７： Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ

图 ６　 ＡＳＦＶ 实时荧光 ＬＡＭＰ 方法不同仪器适用性验证

Ｆｉｇ ６　 Ｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｔｈｅ ａｐｐｌｉｃａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ＡＳＦＶ ｒｅａｌ －

ｔｉｍｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ＬＡＭＰ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ＰＣＲ ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ

·６·



中国兽药杂志 ２０２０ 年 ８ 月第 ５４ 卷第 ８ 期　 　 Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｄｒｕｇ

２． ７　 临床样品检测　 采用本研究建立的 ＡＳＦＶ 实

时荧光 ＬＡＭＰ 方法和标准方法 ｑＰＣＲ 同时对 ７０ 份

临床样品进行 ＡＳＦＶ 检测。 结果（表 ３）显示，ＬＡＭＰ
方法检测出 ４ 份血液样品、９ 份脾脏样品检测阳性，
其余样品均为阴性，与标准方法 ｑＰＣＲ 检测结果一

致，符合率为 １００％ 。

表 ３　 实时荧光 ＬＡＭＰ 和 ｑＰＣＲ 临床样品检测结果

Ｔａｂ ３　 Ｐａｒａｌｌｅｌ ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｒｅａｌ － ｔｉｍｅ

ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ＬＡＭＰ ａｎｄ ｑＰＣＲ ｆｏｒ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｓａｍｐｌｅｓ

样品类型 数量
结果

Ｒｅａｌ － ｔｉｍｅ ＬＡＭＰ ｑＰＣＲ

饲料 ２０ ０ ／ ２０ ０ ／ ２０

血液 ３０ ４ ／ ３０ ４ ／ ３０

脾脏 ２０ ９ ／ ２０ ９ ／ ２０

３　 讨论与结论

自 ２０１８ 年 １０ 月我国暴发首例非洲猪瘟疫情

以来，迅速蔓延至全国，给我国生猪养殖造成非常

严重的损失。 因此非洲猪瘟的现场快速诊断对于

该病的发现、传播和控制具有重要的意义。 ＬＡＭＰ
恒温快速检测技术能够针对保守区域设计 ４ － ６ 对

引物，在 ６０ ～ ６５ ℃恒温条件下 ４０ ～ ６０ ｍｉｎ 即可完

成检测，具有方便、快捷、准确等优点，广泛用于细

菌、寄生虫、病毒的现场快速检测。 目前 ＬＡＭＰ 检

测结果的判定主要有浊度法、钙黄绿素目视法、琼
脂糖凝胶电泳法以及免疫层析法等，但浊度法对仪

器设备要求高、钙黄绿素目视法对弱阳样品存在人

为误判且成本高、琼脂糖凝胶电泳和免疫层析反应

管开盖极易造成环境污染，造成 ＬＡＭＰ 检测技术难

以在临床应用推广。 Ｔｈａｎ Ｌｉｎｈ Ｑｕｙｅｎ 等研究发现

ＳＹＴＯ９ 作为一种激发波长和发射波长与 ＦＡＭ 相近

的 ＤＮＡ 荧光染料（激发波长为 ４８５ ｎｍ、发射波长为

４９８ ｎｍ），其具有信噪比高、灵敏度高、对扩增反应

无抑制作用等优点，可用于 ＬＡＭＰ 扩增反应过程中

的实时监控，有助于提高 ＬＡＭＰ 检测的准确性以及

减少气溶胶污染［１５］。
因此，本研究针对非洲猪瘟病毒 Ｐ７２ 基因保守

区域设计特异性 ＬＡＭＰ 检测引物，包括 ２ 条内引

物、２ 条外引物和 １ 条环引物，并对反应温度、时间

等反应条件进行优化，同时通过在反应体系中添加

适量的 ＳＹＴＯ９ 荧光染料，建立了非洲猪瘟病毒 ＳＹ⁃
ＴＯ９ 实时荧光 ＬＡＭＰ 快速检测方法。 本方法反应

时间短，在 ６３ ℃恒温条件下反应 ４０ ｍｉｎ 即可完成

扩增反应，最快 １５ ～ ２０ｍｉｎ 就能检测到 ＡＳＦＶ；灵敏

度高，最低检测限为 １０ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ；特异性良好，
ＰＲＶ、ＣＳＦＶ、ＰＲＲＳＶ、ＰＥＤＶ 等病毒不发生非特异性

扩增；重复性好，变异系数均小于 ５％ ，；符合率高，
与农业农村部推荐的荧光定量 ＰＣＲ 方法符合率为

１００％ ；适用仪器较广，不仅适用于等温荧光 ＰＣＲ
仪，同时也适用于各种常规荧光定量 ＰＣＲ 仪器。

综上所述，本研究建立的基于 ＳＹＴＯ９ 荧光染

料的非洲猪瘟病毒实时荧光 ＬＡＭＰ 快速检测方法

具有反应快速（４０ ｍｉｎ）、灵敏度高、特异性强、重复

性好、符合率高、操作简便、不易污染、适用仪器广

等优势，可用于非洲猪瘟现场快速鉴别诊断，为非

洲猪瘟现场应急检测和防控提供了一种新方法，更
适合基层推广应用。
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