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环介导等温扩增法在登革病毒临床检测中的运用

周旋　钟丽梅　胡亮杉　林茂锐　曹东林

　　 【摘要】　目的　探讨利用环介导等温扩增（ＬＡＭＰ）快速诊断登革病毒的可行性。方法　收集
２２６例登革热患者和３０名健康体检者的外周血标本，分离血清，分别使用血清特异性抗体、ＬＡＭＰ及
实时定量ＰＣＲ检测登革病毒ＲＮＡ载量，统计分析各种检测方法应用情况。结果　２２６例登革热患者
血清样本中，登革病毒血清抗体阳性率为８４５％，ＰＣＲ检测登革病毒 ＲＮＡ阳性率为９５６％，ＬＡＭＰ
检测登革病毒阳性率９６９％，ＰＣＲ及ＬＡＭＰ所检测的登革病毒血清分型均以１型为主。３种方法对３０
名健康体检者的登革病毒检测结果均为阴性。在登革病毒１０４～１０８ｃｏｐｉｅｓ的范围内，随着病毒载量的
增加，ＬＡＭＰ的反应时间随之缩短。结论　ＬＡＭＰ可用于登革病毒的快速检测。
　　 【关键词】　登革病毒；环介导等温扩增；快速检测
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　　登革热是由登革病毒感染所致的急性传染病。
登革病毒属黄病毒科，含单股线状 ＲＮＡ，主要通
过埃及伊蚊和白纹伊蚊传播［１］。目前实验室检测

登革病毒的方法主要包括病毒分离、血清学检测及

核酸检测［２３］。运用细胞培养分离病毒的方法因耗

费的时间长、操作要求高、敏感度低，已较少用于

临床样本的检测中［４６］。血清学方法有的比较耗

时，有的不够敏感，而且与其他黄病毒也有交叉反

应的可能。目前核酸检测技术发展极为迅速，早期

即有多种方法应用于登革病毒检测，然而对设备和

技术的要求较高限制了其使用范围。环介导等温扩

增（ＬＡＭＰ）仅需到达某一恒定温度就能扩增反应，
具有鉴定简便、成本低廉、设备要求低、特异度

高、扩增高效的优点，在鉴定各种细菌与病毒中得

到迅猛发展，应用该方法检测登革病毒在国外早有

报道，而国内报道相关较少［７］。为此，本研究探

讨ＬＡＭＰ检测登革病毒应用于我国临床的可行性。

材料与方法

一、血清样本的收集

２０１４年７月至２０１５年１２月我院收治的门诊发
热患者中，经登革抗体检测与登革病毒 ＲＮＡ定量
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检测，并根据２００９年 ＷＨＯ颁布指南初诊为登革
热２２６例。其中男１３８例、女８８例，年龄５个月
～９３岁、中位年龄３２岁。采集患者全血置于干燥
管中，离心，弃去有溶血现象的血液，再以３６００
转／分离心１０ｍｉｎ，每例患者血清分装为２管，每
管至少３００μｌ样本，储存于 －８０℃冰箱备用。同
时，使用随机数字表法选取２０１５年１２月在我院体
检中心进行健康体检的３０名健康体检者，取其血
清，作为阴性对照使用，其中男２０名、女１０名，
年龄１８～６５岁、中位年龄３２岁。２组受检者的性
别构成及年龄比较差异均无统计学意义 （Ｐ均 ＞
００５）。本研究经医院医学伦理委员会批准，受试
者均已签署知情同意书。

二、标准登革病毒株制备与核酸提取

本研究采用的病毒株由南方医科大学病原生物

学系Ｐ３实验室赵卫教授馈赠，病毒株的型别分别
为：１型夏威夷株，２型新几内亚株，３型Ｈ８７株，
４型 Ｈ２４１株。采用ＱＩＡＧＥＮ病毒ＲＮＡ提取试剂盒
提取ＲＮＡ，并采用实验室已存的标准质粒和探针对
提取的ＲＮＡ进行绝对定量，以标准株为阳性对照。

三、登革病毒的血清特异性抗体检测

采用胶体金快速免疫层析法（试剂盒由广州万

孚生物技术有限公司提供）对登革病毒非结构蛋白

１（ＮＳ１）ＩｇＧ／ＩｇＭ抗体进行定性检测，当样品中含
有登革病毒ＩｇＧ／ＩｇＭ抗体，且浓度高于最低检出限
时，将在检测区 Ｔ１或 Ｔ２形成肉眼可见的红色反
应线，此时结果为登革病毒ＩｇＧ或登革病毒ＩｇＭ抗
体阳性，相反，当样品中不含有登革病毒 ＩｇＧ／ＩｇＭ
抗体或浓度低于最低检出限时，则检测区 （Ｔ１、
Ｔ２）无红色反应线出现，此时结果为登革病毒

ＩｇＧ／ＩｇＭ抗体阴性。无论样本中是否含有登革病毒
ＩｇＧ／ＩｇＭ抗体，在质控区（Ｃ）都会形成一条红色的
反应线。

四、登革病毒ＲＮＡ的ＰＣＲ定量检测
使用Ｔａｑｍａｎ探针法，采用 ＯＭＩＧＡ病毒 ＲＮＡ

提取试剂盒提取病毒 ＲＮＡ，将所得 ＲＮＡ分装后存
于 －７０℃备用。同时提取正常人血清用作阴性对
照，标准毒株用于阳性对照。采用与检测标准株相

同的方法对患者与正常人血清 ＲＮＡ样本进行检测
定量。试剂盒的登革病毒最低检出限为１０ｃｏｐｉｅｓ。

五、登革病毒ＲＮＡ的ＬＡＭＰ分析
采用迪澳生物公司所提供的登革病毒型特异性

ＬＡＭＰ试剂盒及配套仪器检测前述提取的 ＲＮＡ样
本，将已知病毒载量各型标准毒株倍比稀释行

ＬＡＭＰ检测，制作出对应的标准曲线图。试剂盒的
登革病毒最低检出限为１０ｃｏｐｉｅｓ。

六、统计学处理

所采集的数据采用 Ｅｘｃｅｌ进行数据处理，使用
ＳＰＳＳ２００分析。组间年龄比较行秩和检验，性别
构成行χ２检验，登革病毒阳性率以百分比表示。

结　　果

一、不同检测方法对登革病毒诊断结果分析

２２６例登革热患者血清样本中，登革病毒血清
抗体阳性率为８４５％（１９１／２２６），ＰＣＲ检测登革病
毒ＲＮＡ阳性率为９５６％（２１６／２２６），ＬＡＭＰ检测登
革病毒阳性率９６９％（２１９／２２６），ＰＣＲ及 ＬＡＭＰ所
检测的登革病毒血清分型均以１型为主，见表１。
３０名健康体检者的登革病毒检测结果均为阴性。

　　表１ 不同检测方法的登革病毒诊断结果分析 例 （％）

受检对象 血清型 例数

阳性样本

抗体

ＩｇＭ ＩｇＧ ＩｇＭ＋ＩｇＧ

ＲＮＡ

ＰＣＲ ＬＡＭＰ

登革热患者

登革病毒１型

２２６ １２３ ３０ ３８

１９０（８４１） １９６（８６７）

登革病毒２型 ８（３５） ８（３５）

登革病毒３型 ０ ０

登革病毒４型 １４（６２） １５（６６）

健康体检者 ３０ ０ ０ ０ ＮＡ ＮＡ

　　注：ＮＡ为未检出

　　二、登革病毒载量的ＬＡＭＰ检测标准曲线分析
在１０４～１０８ｃｏｐｉｅｓ时，随着登革病毒载量的增

加，ＬＡＭＰ的反应时间随之缩短，见图１。当登革
病毒载量小于或大于上述范围时，则无法得出良好
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的标准曲线。

图１　登革病毒载量的ＬＡＭＰ检测标准曲线

讨　　论

近年来，登革热在世界范围内的大规模爆发，

成为流行最广的蚊媒疾病，约有３９亿热带与亚热
带地区的人群受到登革病毒感染的威胁，其中有约

５０００００例病情严重的患者需要住院治疗［２］。广东

省由于其亚热带气候特点及伊蚊的分布成为登革病

毒流行的重灾区。广州市自１９７８年以来发生１０次
登革热流行，４种血清型均曾出现。２０１４年７月以
来，登革热在广东省暴发，据不完全统计共有

４５１８９例登革热确诊患者及 ６例死亡病例［３］。至

２０１５年登革热仍有小规模流行。登革热的暴发和
流行给社会带来很大负担，目前仍无有效的疫苗和

特异有效的药物用于预防和治疗登革病毒的感染，

早期发现和治疗干预可降低其致死性，因此临床需

要寻找早期快速诊断登革病毒感染的方法。

虽然血清特异性抗体可对登革病毒初次或再次

感染作出初步判断，并具有诊断时间快、操作简便

等优点，但该方法在病例散发情况下或对无症状人

群检测时，出现的假阳性率比较高，而且部分患者

在感染后７～１０ｄ内的抗体水平也较低，只有当患
者症状持续出现时，再次采样测试，才会有较好的

效果［４５］。本研究中，血清登革病毒抗体检测的阳

性率为８４７％，低于 ＲＮＡ的检测率，ＩｇＭ阳性及
ＩｇＭ／ＩｇＧ双阳性者的血清登革病毒 ＲＮＡ检测均为
阳性，少数单纯 ＩｇＧ阳性的血清并未检测出核酸，
这可能与抗体形成时间及病毒扩增复制的时间差有

关。

过去十年来，各种各样的核酸扩增技术包括

ＲＴＰＣＲ、巢式 ＰＣＲ、Ｔａｑｍａｎ探针实时定量 ＰＣＲ、
ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＩ实时定量 ＰＣＲ以及依赖核酸序列的
扩增技术（ＮＡＳＢＡ）等被广泛地用于登革病毒核酸
的检测［８１２］。然而，上述核酸检测方法大多对扩增

仪器要求较高，或者对扩增产物的检测要求高，使

得这些检测方法难以普及，特别是在社区卫生服务

中心、私人诊所等。ＬＡＭＰ因其只需一恒定温度就
能扩增反应，扩增产物鉴定简便，成本低廉，设备

要求低，受到了 ＷＨＯ、各国学者和相关政府部门
的关注。本研究采用的ＬＡＭＰ与Ｔａｑｍａｎ探针实时
定量ＰＣＲ相比，其最低检出限均为１０ｃｏｐｉｅｓ，且２
种方法的特异度均较好，在绝对定量的能力上，

ＬＡＭＰ在登革病毒１０４～１０８ｃｏｐｉｅｓ时随着病毒载量
的上升，出峰时间缩短。因此，ＬＡＭＰ法在偏远地
区或条件较差的卫生服务中心以及现场快速检测方

面能够得以广泛应用，而Ｔａｑｍａｎ探针 ＲＴＰＣＲ虽
然能够很好地定量检测登革病毒 ＲＮＡ，但成本昂
贵、检测耗时较长以及对实验环境要求高，限制了

其推广使用。

ＲＴＬＡＭＰ恒定温度扩增反应具有鉴定简便、
高特异度、高效扩增的优点，在我国登革病毒检测

的领域正逐步进入市场，然而，该技术对引物设计

的要求极高，而病毒又存在高变异的特点，使其在

应用范围上存在局限性，而高的扩增效率导致实验

区域极其容易污染，也有可能提高其假阳性率。这

些不足将是此项实验技术改进和完善的主要方向。

综上所述，对于登革病毒的早期诊断，基层卫

生服务中心以及有条件的私人诊所应该普及使用快

速免疫层析的方法初步判断病情，对于阳性患者结

合病情应尽快送往上级医疗机构完善检查并给予对

应的支持治疗；对于快速免疫层析检测阴性而临床

症状极度怀疑，结合当时的流行病学状况，应该尽

早进行ＲＮＡ检测，推荐使用 ＲＴＬＡＭＰ检测方法，
如此才可使患者的病情能够尽早确诊，尽早得到相

应治疗，流行病学的监测与控制也才能够更加全面

地实施。
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