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摘   要: 建立一种快速、敏感、特异的检测 H6 亚型禽流感病毒(AIV)逆转录环介导等温扩增

(RT-LAMP)检测方法。根据 H6 亚型 AIV 血凝素(HA)基因序列的保守区 8 个位点设计了 6 条特异

性 LAMP 引物, 以 H6 亚型 AIV 阳性样品 RNA 为模板进行一步法扩增, 对反应条件和反应体系进

行优化。结果表明该方法的特异性良好, 对其他呼吸道病原体均无扩增反应。该方法灵敏度高, 最

低可检测到 H6 亚型 AIV RNA 为 0.01 pg, 该方法无需特殊仪器, 只需在水浴锅中进行, 是一种适

于基层的简便、灵敏、快速的 H6 亚型 AIV 检测方法。 
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Abstract: To develop a rapid sensitive and specific method of a reverse transcription loop-mediated 
isothermal amplification (RT-LAMP) assay for detection of H6 subtype avian influenza virus (AIV), six 
primers specific to the eight site of HA gene were designed according to the sequences of H6 subtype 
AIV hemagglutinin gene available in GenBank. The viral RNA was amplified with one-step RT-LAMP 
method, and the reaction conditions were optimized. The results showed that the specificity of the assay 
was fine without cross amplification of other respiratory tract pathogens, and the detection limit of the 
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RT-LAMP assay was 0.01 pg. The assay is a sensitive, simple, rapid and practical method for detection 
of H6 subtype AIV in the field. 

Keywords: H6 subtype avian influenza virus, RT-LAMP, Specific, Sensitive 

禽流感(AI)是 A 型流感病毒引起的禽类全身性

或呼吸器官性传染病, 主要侵害鸡、火鸡、鸭和鹅

等[1]。禽流感病毒的毒株分类基于 HA 和 NA 亚型。

根据表面抗原的鉴定结果从禽类分离到的流感病毒

有 16 种不同的血凝素(HA)和 9 种不同的神经氨酸酶

(NA), 可组合产生众多亚型[2]。其中 H5N1 和 H7N2

亚型被称为高致病性禽流感病毒(Highly pathogenic 
avain influenza viruses, HPAIVs), 可以引起禽类全

身感染, 有比较高的发病率和死亡率。现在越来越

多研究表明, 禽类低致病性禽流感病毒(Low patho-
genic avain influenza viruses, LPAIVs)可以通过基因

重排为能感染人的禽流感病毒提供基因[3]。水禽可

以自然感染所有亚型的流感病毒, 并经粪便排毒污

染水系, 通过直接传播或候鸟的南北迁徙将 LPAIVs
进一步散播开来, 感染其它禽类和哺乳动物。研究

表明, 北美与欧洲部分地区的鸭群中 H3、H4 及 H6

亚型流感病毒的分离率最高[4]。H6 亚型禽流感病毒

(AIV)可以从水禽及野鸟中分离到 , 呈低致病性感

染, 自 2000 年开始我国相继有 H6 亚型 AIV 的分离

报道。最近有研究表明 H6 亚型 AIV 还可以感染鼠

和水貂[5]。有文献报道人群中检测到 H6 亚型 AIV
的 抗 体 , 表 明 它 可 能 感 染 了 人 [6], 因 此 H6 亚 型

LPAIVs 具有重要的公共卫生学意义。 

环介导等温核酸扩增技术 (Loop-mediated iso-
thermal amplification, LAMP)是日本学者 Notomi 等

在 2000 年发明的一种恒温核酸扩增新技术[7], 它是

用一种具有链置换活性的 Bst DNA 聚合酶在 65 °C

条件下进行扩增, 可通过肉眼观察反应产物是否产

生白色混浊沉淀判定结果 , 产生白色沉淀为阳性 , 

不产生白色沉淀为阴性。或是向产物中加入 SYBR 

Green I 染料, 在紫外线观察是否发出绿色荧光来判

定结果, 发出绿色荧光为阳性, 不发出绿色荧光为

阴性。反应可在 1 h 内完成, 不需要特殊的实验设

备。该技术具有快速、特异性好、灵敏度高、操作

简易的特点, 十分适合应用在基层和现场。现在这

项技术已在多种主要动物病原体检测上得到应用 , 

例如 H5、H9 亚型 AIV, I 群禽腺病毒和鸡新城疫病

毒等[8−11]。本研究根据 LAMP 技术原理, 建立了 H6

亚型 AIV 的 RT-LAMP 快速检测方法。 

1  材料与方法 

1.1  毒株 
H1、H3、H6、H9 亚型 AIV 由本实验室分离鉴

定, H5N2、H7N2 亚型 AIV RNA 为美国宾夕法尼亚

州 立 大 学 禽 病 诊 断 研 究 室 惠 赠 ; 新 城 疫 病 毒

(NDV)F48、传染性支气管炎病毒(IBV)M41、传染性

喉气管炎病毒 (ILTV)北京株及鸡毒霉形体 (MG)S6
由本实验室保存提供。 

1.2  试剂 
SPF 鸡胚购自北京梅里亚公司, RNA 提取试剂

TRIzol LS Reagent 购自 Invitrogen 公司, 天根血液/

细胞/组织基因组 DNA 提取试剂盒购自天跟生化科

技有限公司, AMV 反转录酶、EcoRⅠ、EcoRⅤ、dNTP

购自 TaKaRa 公司 , Bst DNA 聚合酶 (大片段 )、

MgSO4、Betaine 购自 New England Biolabs 公司, 

SYBR Green I 荧光染料购自北京 Solarbio 公司。 

1.3  引物设计与合成 
根据 GenBank 数据库中已有的 H6 亚型 AIV HA

基 因 的 保 守 核 苷 酸 序 列 , 应 用 DNAStar 软 件

MegAlign 程序分析, 采用 Primer explore V4 在线软

件针对 H6 亚型 AIV 8 个位点设计 3 对特异性 LAMP
引物, 所有引物都经 BLAST 序列分析。引物包括内、

外引物和环引物: FIP (F1c+F2)、BIP (B1c+B2)为内

引物, F3、B3 为外引物, Bloop 和 Floop 为用于提高

扩增效率的环引物, 其中 F1c、F2 和 B1c、B2 之间

分别为 EcoRⅠ和 EcoRⅤ的酶切位点, 引物(表 1)由

上海 Invitrogen 公司合成, 引物 FIP 和 BIP 进行

HPLC 纯化, 其余引物均为 PAGE 纯化。 
 



周辰瑜等: H6 亚型禽流感病毒 RT-LAMP 检测方法的建立  1857 

 

http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

表 1  H6 亚型 AIV RT-LAMP 引物序列 
Table 1  Sequence of LAMP primers designed for 

H6 subtype AIV 
引物名称 

Primer name 
引物序列 

Sequence (5'→3') 
F3 GGGAATCCCCAATGCGAC 

B3 TCTACTCCTGCCCATGTACT 

FIP GTAGCAGATCCCATTTTGAGC-GAATTC- 
CTTGGTGATCAAAGCTGGTCAT 

BIP CCAGGAATTTTGAATGAAGTAGAAG- 
GATATC-TTGGGAAACATTTCAAATCTCTCT

FLoop TAGGTCTTTCCACTATAT 

BLoop CACTTATTGGATCAGGAGA 

 
1.4  病毒 RNA 抽提 

参照 TRIzol LS Reagent 使用说明书和文献[12]
进行病毒 RNA 抽提, −70 °C 保存备用。 

1.5  病毒 DNA 的抽提 
使用天根血液/细胞/组织基因组 DNA 提取试剂

盒进行病毒 DNA 的抽提, −30 °C 保存备用。 

1.6  RT-LAMP 方法反应条件的优化 
对体系进行优化: 分别对引物浓度比(内引物和

外引物比例为 4:1、6:1、8:1、10:1)、Mg2+浓度(0.6− 
9 mmol/L)、甜菜碱的浓度(0.2−1.9 mmol/L)、Bst DNA 
PoLymerase (4−14 U)、dNTPs (0.6−1.6 mmol/L)、

退火温度(按 60 °C−64 °C 依次递增)、反应时间

(30−70 min)进行优化, 进行重复试验并确定最佳反

应条件。 

1.7  RT-LAMP 方法的特异性和敏感性试验  
利用优化好的 RT-LAMP 反应体系, 以 H1、H3、

H5、H6、H7、H9 亚型 AIV 及 NDV、IBV、ILTV、

MG 核酸为待检样品进行检测, 检验 RT-LAMP 方法

的特异性, 并用 2%琼脂糖凝胶电泳观察结果。将制

备好的 H6 AIV RNA 按 10 倍倍比稀释 , 并用

Beckman UV-800 紫外分光光度计测定稀释后各个

梯度的 RNA 浓度 , 分别为 1.00 ng、100.00 pg、

10.00 pg、1.00 pg、0.10 pg、0.01 pg、1.00 fg。对各

浓度 RNA 用 RT-LAMP 方法进行扩增, 并用一步

RT-PCR 方法同时进行扩增。2%琼脂糖凝胶电泳观

察结果确定该方法的敏感度。 

1.8  临床样品检测  
对本实验在活禽市场采集的 62 份棉拭子样品, 

用双抗(青-链霉素组合)磷酸盐缓冲液(PBS)处理后

接种鸡胚尿囊腔, 收取 24−96 h 死亡或未死亡鸡胚

尿囊液, 进行病毒分离。同时对 62 份棉拭子样品

进行 RNA 抽提, 利用建立的 H6 AIV RT-LAMP 和

RT-PCR 方法进行检测 , 验证 RT-LAMP 方法的可

靠性。  

1.9  RT-LAMP 产物酶切鉴定 
RT-LAMP 反 应 结 束 后 , 采 用 限 制 性 内 切 酶

EcoRⅠ和 EcoRⅤ进行酶切鉴定 , 酶切体系如下 : 

RT-LAMP 产物 4 μL、10×buffer 2 μL、EcoR 2 μLⅠ 、

EcoRⅤ 2 μL、去离子水 10 μL, 37 °C 作用过夜。酶

切产物用 1.5%琼脂糖凝胶进行电泳。 

2  结果 

2.1  RT-LAMP 反应条件的优化 
通过对 LAMP 反应条件的反复试验, 最终确定

最佳反应体系为 25 μL, 最佳引物浓度比为内外引

物浓度比例为 6:1, F3、B3 引物终浓度各 0.2 μmol/L, 

FIP、BIP 引物各 1.2 μmol/L, FLoop 和 BLoop 引物

各 0.6 μmol/L, Betaine 1 mmol/L, Mg2+ 5 mmol/L, 

DNTP 为 0.8 mmol/L, Bst DNA poLymerase 8 U, 

AMV 5 U, 去离子水 5.0 μL。经过多次试验比较后, 

确定最佳温度为 63 °C, 最佳反应时间为 1 h, 最后

80 °C 5 min 终止反应。可视化观察加入 50×SYBR 

Green I 染料 2 μL。 

2.2  特异性检验  
结果表明 H6 亚型 AIV RT-LAMP 的特异性良

好。加入 SYBR Green I 染料后 H6 亚型 AIV 阳性样

品呈绿色, 显示为阳性。IBV、ILTV、MG、NDV、

H1 亚型 AIV、H3 亚型 AIV、H5 亚型 AIV、H7 亚

型 AIV、H9 亚型 AIV 为成橙红色, 显示为阴性。如

图 1A 所示; 将其放置紫外线下, 阳性产物管发出很

强的绿色荧光, 而阴性管不发出绿色荧光, 如图 1B

所示; 扩增产物经 2%琼脂糖凝胶电泳检测, 阳性产

物出现特异性的梯状条带 , 阴性产物无条带出现 , 

如图 1C 所示。 

2.3  敏感性检测  
结果表明 RT-LAMP 方法对 H6 亚型 AIV 病毒
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的 RNA 的最小检测限为 0.01 pg, 即≥0.01 pg。而常

规 RT-PCR 对 H6 亚型 AIV 病毒的 RNA 的最小检测

限为 1 pg, 即≥1 pg。由此计算, RT-LAMP 方法的灵

敏度是 RT-PCR 方法的 100 倍。如图 2A、2B、2C

和图 3 所示。 

2.4  临床样品检测  
在选取的 62 份临床样品中, 用 RT-LAMP 方法

检测到 6 份阳性, 用 RT-PCR 检测到 5 份阳性。病毒

分离到 6 株 H6 亚型 AIV 病毒阳性样品。RT-LAMP

方法的检测结果与病毒分离结果符合率为 100%。如

表 2 所示。 

2.5  RT-LAMP 产物酶切鉴定 
扩增产物通过 EcoRⅠ、EcoRⅤ酶切后, 出现

与预期大小相符的条带, 如图 4 所示。 

3  讨论 

H6 亚型 AIV 虽然不是高致病性禽流感病毒, 但

是它在禽类间可以传播, 造成禽类的隐形感染, 还

有可能发生抗原漂移或转变形成新的毒力更强的毒

株, 因此对其早期的筛查十分重要。常规的禽流感

病毒诊断方法有: 病毒分离、血凝(HA)及血凝抑制

(HI)试验、酶联免疫吸附试验(ELISA)、免疫组织化 
 
 

A                      

B                      

C                 

图 1  RT-LAMP 方法检测 H6 亚型 AIV 的特异性 
Fig. 1  Specificity of RT-LAMP assay for detection of H6 subtype AIV 

Note: A: Results of RT-LAMP under daylight after adding SYBR Green I; B: Results of RT-LAMP under UV light after adding SYBR Green 
I; 1−10: IBV, ILTV, MG, NDV, H1 subtype AIV, H3 subtype AIV, H5 subtype AIV, H7 subtype AIV, H9 subtype AIV, H6 subtype AIV, re-
spectively; C: Results of RT-LAMP assay for detection of H6 subtype AIV; 1: Blank control; 2−11: IBV, ILTV, MG, NDV, H1 subtype AIV, 
H3 subtype AIV, H5 subtype AIV, H7 subtype AIV, H9 subtype AIV, H6 subtype AIV, respectively; M: DL2000 DNA ladder. 
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A                      

B                      

C                        

图 2  RT-LAMP 方法敏感性试验结果观察 
Fig. 2  The results of sensitivity text 

Note: A: Results of RT-LAMP under daylight after adding SYBR GreenⅠ. B: Results of RT-LAMP under UV light after adding SYBR 
Green : 1Ⅰ −7: Different concentration of H6 subtype AIV RNA (1.00 ng, 100.00 pg, 10.00 pg, 1.00 pg, 0.10 pg, 0.01 pg, 1.00 fg/tube, re-
spectively). C: The results of RT-LAMP sensitivity text: 1: Blank control; 2−8: Different concentration of H6 subtype AIV RNA (1.00 ng, 
100.00 pg, 10.00 pg, 1.00 pg, 0.10 pg, 0.01 pg, 1.00 fg/tube, respectively); M: DL2000 DNA Ladder. 

 

 
图 3  RT-PCR 灵敏度试验结果 

Fig. 3  The results of RT-PCR sensitivity text 
Note: 1: Blank control; 2−8: Different concentration of H6 subtype AIV RNA (1.00 ng, 100.00 pg, 10.00 pg, 1.00 pg, 0.10 pg, 0.01 pg, 
1.00 fg/tube, respectively); M: DL2000 DNA ladder. 
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表 2  H6 亚型 AIV 临床样品检测结果 
Table 2  Detection of H6 subtype AIV in clinical samples

方法 
Methods 

阳性样品数 
Positive  
samples 

阴性样品数 
Negative  
samples 

样品总数 
Total number of 

samples 
病毒分离 
Virus isolation 

6 56 62 

RT-LAMP 方法 
RT-LAMP 

6 56 62 

RT-PCR 方法 
RT-PCR 

5 57 62 

 

 
图 4  RT-LAMP 产物的酶切鉴定 
Fig. 4  Products digested by EcoR I and EcoR V 
Note: Blank control; 2: Products digested by EcoR I and EcoR V; 
M: DL2000 DNA ladder. 
 
学以及免疫荧光技术(IF)等。这些方法都各有优点, 

但是也存在以下的不足之处: 检测周期长、灵敏度

不高、特异性不强、不适合基层活禽市场或者进出

口大量样本的检测等。因此, 建立简便、快速、准

确并能在基层和现场应用的检测方法具有非常重要

的公共卫生学意义。 

环 介 导 的 等 温 核 酸 扩 增 (Loop-mediated iso-

thermal amplification, LAMP)技术是一种较为新型

的核酸扩增技术, 其技术核心是通过识别靶序列上

8 个特异性区域的 3 对引物实现扩增。反应时使用

一种具有链置换活性的 Bst DNA 聚合酶, 不需要模

板热变性和长时间的温度循环, 在等温条件下即水

浴锅中就可完成扩增反应 [7], 不需要特殊的仪器设

备如 PCR 仪等。LAMP 技术反应特异性主要依靠应

用外引物(F3、B3)和内引物(FIP、BIP)的扩增来实现。

LAMP 方法的检验过程耗时较少, 因为在复合引物

F1C 和 F2 间及 B1C 和 B2 间设计环引物 Floop 和

Bloop, 使反应效率大大提高, 在 60 min 内即可完成

反应。反应完成后可直接通过观察扩增副产物白色

焦磷酸镁沉淀判定反应结果。或者向产物管中加入

SYBR Green I 染料观察, 阳性管可看到反应液变成

绿色, 在紫外线下可见明显的绿色荧光, 阴性管的

反应液为橙色, 紫外线下无绿色荧光。 

本研究建立的 RT-LAMP 方法对 H6 亚型禽流感

病毒的检测具有良好的特异性和较高的灵敏度。此

方法的 RNA 最小检测值为 0.01 pg, 为常规 RT-PCR
的 100 倍。值得注意的是, 正因 LAMP 方法的敏感

性很高, 因此打开反应液管盖时, 反应产物容易形

成气溶胶污染环境、试剂和实验器材而造成假阳性

的产生。因此, 为了防止假阳性结果的出现, 我们在

LAMP 技术的整个实验中要谨慎小心, 提高实验者

的操作水平, 将配制反应液的实验区域和加入模板

的实验区域以及观察结果的实验区域分开, 实行分

区操作。本研究还尝试将 SYBR Green I 染料加入到

反应体系中, 并取得十分理想的效果, 反应后阳性

产物显示为较浅绿色, 这样可以减少气溶胶的污染, 
减少假阳性的出现。 

本研究建立的 H6 亚型 AIV LAMP 方法具有简

便快速、成本低廉、特异性好、敏感性高等特点, 适

合边境口岸和基层现场的 H6 亚型禽流感病毒检测, 
对该病的防控具有重要意义。 
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