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前言

疟疾（Malaria）是经按蚊叮咬感染疟原虫所引起的虫媒传

染病。世界范围内每年有 3-5亿疟疾临床病例，其中有 150-270

万死亡[1]，大部分严重病例是恶性疟原虫感染引起的恶性疟疾
[2]。由于现代交通工具的使用，相当数量的非流行区人口能够进

入疟疾流行区，若感染疟疾并带回非流行区，将造成严重后果
[3]。因此，需建立一种高灵敏、快速、简便的恶性疟原虫检测方法

应用于口岸检疫。

传统检测恶性疟疾的方法是厚、薄血膜涂片法[4-6]。薄血膜

中疟原虫密度低时，容易漏检；厚血膜在染色过程中红细胞溶

解，原虫形态有所改变，虫种鉴别较困难[7-9]。因此，传统血膜染

色法虽具有简便、成本低等优点，但费时、费力且容易漏诊、误

诊。

环介导等温核酸扩增技术（Loop-mediated isothermal am-

plification，LAMP）[10-12]依赖于能够识别靶序列上 6个特异区域

的引物和一种具有链置换特性的 DNA聚合酶，在等温条件下

可高效、快速、特异地扩增靶序列[13]。反应结果可以检测扩增副
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光显色进行判定。结果：本方法可检测到 70个拷贝 /管的恶性疟原虫核酸片段，并具有高特异性，可区分检测常见的血液病毒。该
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检测过程只需 30 min。结论：该法的建立为恶性疟原虫的现场快速筛检提供了一种简便、高灵敏、高特异的工具。
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A Closed-tube Isothermal Amplification Method for Highly Sensitive and
Visualized Detection of *

To develop a visualized closed-tube loop-mediated isothermal amplification (LAMP) assay with a high

sensitivity for the detection of . LAMP primers were desighed based on the conserved region of the

ribosomal DNA of . LAMP reaction conditions were optimized in light of the concentration of Mg2+ and betaine,

as well as the reaction temperature. The read-out was carried out by using naked eyes to observe the color changes of fluorescent

intercalator SYBR Green I, which was sealed by wax at the bottom of the detection tube before LAMP reaction. The sensitivity

of the proposed method is high and can test as low as 70 copies of genomic DNA of . The method is highly

specific, and can easily distinguish from common blood pathogens. This method has the following advantages: 1.
LAMP assay is an isothermal amplification,so no thermal cycler is needed; 2. The closed-tube LAMP reaction greatly decrease the risk of

cross-contamination from amplicons; 3. The assay is very fast, and only 30 minutes is needed for the whole amplification process.

The proposed method is a simple, highly sensitive and highly sepefic tool for rapid screening of .
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Primers Primer sequences（5'→3'） Nucleotide position Length（bp）

FIP 5'-AGCTGGAATTACCGCGGCTG 573-592 (F1c) 41

GGTTCCTAGAGAAACAATTGG-3' 533-553 (F2)

BIP 5'-TGTTGCAGTTAAAACGTTCGTAG 613-635 (B1c) 45

CCCAAACCAGTTTAAATGAAAC-3' 656-678 (B2)

F3 5'-TGTAATTGGAATGATAGGAATTTA-3' 506-529 24

B3 5'-GAAAACCTTATTTTGAACAAAGC-3' 703-725 23

LF 5'-GCACCAGACTTGCCCT-3' 554-569 16

LB 5'-TTGAATATTAAAGAA-3' 636-650 15

表 1恶性疟原虫的扩增引物序列

Table 1 Sequences of primers used for

产物焦磷酸镁沉淀形成的浊度。然而，浊度仪价格昂贵，增加了

检测成本，并且传统 LAMP法检测对象是扩增副产物焦磷酸
镁沉淀，易造成非特异性检测结果。而采用开管盖加荧光染料

的方法虽可进行肉眼判断[14]，但却易产生气溶胶污染，造成假

阳性结果[15]。Leo L.M. Poon等[16]虽然已用 LAMP法对恶性疟原

虫进行检测，然而其采用的是日本荣研化学公司的浊度仪和

LAMP恒温试剂盒，每管反应成本较高，不适合大批样本的筛

查。基于此，本课题组建立了一种基于微晶蜡的闭管 LAMP技

术[17]，用微晶蜡将 SYBR Green I染料密封于管底，在 LAMP扩
增时微晶蜡呈固态，染料与扩增体系分离互不干扰，待扩增结

束后将温度升高，微晶蜡融化，染料与扩增产物接触，即可对扩

增产物进行检测。该技术具备灵敏度高、特异性好、操作简便的

优点，并解决了传统 LAMP易污染的问题。本文成功将这种闭

管 LAMP技术用于恶性疟原虫的检测，在恒定温度下可对恶

性疟原虫进行无污染闭管 LAMP扩增，最低可检测到 70个恶

性疟原虫的 DNA分子。本方法不仅灵敏度高，而且特异性好，

能明显分辨常见的血液病毒，如 HBV、HCV和 HIV，为恶性疟

原虫的检验检疫提供了一种有力工具。

1 材料与方法

1.1 材料
EDC-810型基因扩增仪（东胜创新生物科技有限公司），

DNA Engine Opticon 2实时荧光 PCR仪（美国 Bio-Rad公司），
PolyScience 9105低温水浴箱（美国 PolyScience公司），Syngene

GeneGenius全自动凝胶成像系统（美国 Syngene公司）。
Tris-base（瑞士 Roche公司），蛋白酶 K（上海晨易生物科

技有限公司），牛血清白蛋白（英国 Biotech Grade公司），脱氧

核糖核苷三磷酸（10 mmol/L，南京百斯凯生物技术有限公司），
SYBR Green Ⅰ （美国 Promega 公司），EVA Green（美国 Bi-

otium公司），Bst DNA聚合酶大片段（美国 New England Bio-

labs公司），BioSpin PCR产物纯化试剂盒（北京全式金生物技

术有限公司），全血基因组 DNA 提取试剂盒（大连 TaKaRa 公

司）。

含恶性疟原虫、HBV、HCV和 HIV特异基因片段的质粒均

由英潍捷基（上海）公司合成；恶性疟疾感染血液样本由江苏省

出入境检验检疫局提供。

1.2 血液 DNA的提取

依照血液基因组 DNA提取试剂盒说明书对血液 DNA(包

括人基因组 DNA和疟原虫 DNA)进行提取。
1.3 LAMP扩增引物设计

GenBank进行同源性分析后利用 Primer Explorer V3软件
设计扩增 P. f CSP基因（GenBank登陆号：M19173.1）。引物由

英潍捷基（上海）贸易有限公司合成，引物序列见表 1。

1.4 恶性疟原虫 LAMP扩增体系
LAMP 25 滋L 反应体系包括 8 U Bst DNA 聚合酶、1

mmol/L dNTPs、20 mmol/L Tris-HCl（pH 8.8）、10 mmol/L KCl、8

mmol/L MgSO4、10 mmol/L（NH4）2SO4、0.1 %（V/V）Tween-20和
0.01 % BSA，FIP和 BIP引物各 1.6 滋mol/L以及 LF和 LB引物

各 0.8 滋mol/L、F3 和 B3 引物各 0.2 滋mol/L、DNA 样本加 2

滋L。反应混合物于 62 ℃恒温 30 min，后加热至 80 ℃终止反

应，每次实验均用不加模板的空白体系进行对照。

1.5 恶性疟原虫 LAMP反应条件优化
本实验对影响 LAMP扩增的三个主要因素 Mg2+浓度、甜

菜碱浓度和反应温度，采用 SPSS Statistics设计了三因素四水

平的 L16（43）正交优化试验（见表 2）。每个反应中 Mg2+浓度、甜

菜碱浓度和反应温度分别采用表 2所示条件，体系中其它成分

均不变。琼脂糖凝胶电泳法对扩增产物进行检测，以去离子水

代替模板作为空白对照。

1.6 LAMP产物的蜡封管检测法

本实验采用文献报道的蜡封反应管对恶性疟原虫进行可

视化闭管检测 [17]。首先在 PCR 管中加入 2 滋L 400 滋mol/L

SYBR Green I溶液，称取 5 mg微晶蜡固体（熔点 78 ℃左右）置

于管底，加热至 80℃使蜡熔化，取出于室温冷却至蜡凝固，此

时 SYBR Green I染料被固体微晶蜡封存于管底。在固体蜡上

层加入 LAMP反应液，进行恒温反应，待反应结束后于 80 ℃

加热 10 min使酶失活；由于微晶蜡熔点在 78 ℃左右，所以此

时微晶蜡也随即融化，振荡 PCR管，使下层的 SYBR Green I

染料与上层的反应液混合并显色；日光灯下阳性呈绿色，阴性

为橙色，紫外灯下阳性发出绿色荧光，阴性无荧光。

2 结果
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图 1恶性疟原虫 LAMP反应条件正交优化试验结果

Fig. 1 Orthogonal optimization of LAMP reaction conditions for detecting

No. of the test The concn. of Mg2+ (mmol/L) The concn. of betaine (mmol/L) The temp. (℃ )

1 10 8 62

2 6 8 60

3 10 800 60

4 4 80 62

5 8 80 60

6 10 0 65

7 4 0 60

8 6 0 67

9 8 80 67

10 8 0 62

11 6 800 62

12 8 800 67

13 4 8 67

14 6 80 65

15 4 800 65

16 8 8 65

表 2 LAMP反应条件 L16（43）正交优化实验

Table 2 Orthogonal test of L16 (43) of LAMP reaction conditions

2.1 恶性疟原虫 LAMP反应条件的优化
Mg2+浓度、甜菜碱浓度和反应温度是影响 LAMP反应的 3

个主要因素，本实验采用 SPSS Statistics设计了三因素四水平

的 L16（43）正交优化试验。采用琼脂糖凝胶电泳对 LAMP扩增
产物进行检测。结果如图 1所示，2、5、7、10、11、14和 16号泳

道有条带，且 10号泳道条带最亮，表明 10号的产物量最多。因

此，恶性疟原虫 LAMP 反应的最佳条件为 Mg2+ 浓度 8

mmol/L、甜菜碱浓度 0 mmol/L、温度 62 ℃。

2.2 LAMP闭管检测恶性疟原虫方法的灵敏度

为了测定本方法的灵敏度，采用闭管 LAMP检测法对不

同浓度的合成质粒分子进行检测。首先，将合成的质粒梯度稀

释成 7000、700、70 和 7 个拷贝 / 管，各取 1 滋L 加入含有
LAMP反应液的蜡封反应管中 62 ℃恒温反应 30 min，然后加

热到 80 ℃ 10 min终止反应，微晶蜡融化。震荡离心冷却后，在

日光或紫外灯下观察结果，如图 2所示。表明，70个拷贝及以

上的合成质粒 DNA分子的闭管 LAMP产物在日光灯下呈绿

色（图 2b中左侧 3管），在紫外灯下发绿色荧光（图 2c中左侧
3管）；7个拷贝及以下的合成质粒 DNA分子的闭管 LAMP产

物及阴性对照在日光灯下为橙色（图 2b中右侧 2管），在紫外

灯下无荧光（图 2c中右侧 2管）。以琼脂糖凝胶电泳法对图 2

中 b和 c的反应结果进行验证，结果如图 2a所示，表明 70个

拷贝及以上合成质粒 DNA 分子的闭管 LAMP产物经电泳后
呈阶梯状条带（图 2a中左侧 3个泳道），7个拷贝及以下的合成

质粒 DNA 分子的闭管 LAMP产物及阴性对照经电泳无条带

（图 2a中右侧 2个泳道）。因此，采用闭管 LAMP法能检测低至
70个拷贝的合成质粒 DNA分子，并能实现无需开管肉眼直接

观察检测结果。

2.3 LAMP闭管检测恶性疟原虫方法的特异性

在采用本文建立的方法检测恶性疟原虫检测时，必须避免

错检出血液中其它病原体[18-21]。因此，本文采用所建立的 LAMP

法对恶性疟疾血液样本，以及 HBV、HCV和 HIV合成的质粒
DNA进行检测。首先，将血液样本进行核酸提取，取 1 滋L核酸
模板加入含有 LAMP 反应液的蜡封反应管中 62 ℃恒温反应
30 min，然后加热到 80 ℃ 10 min终止反应，微晶蜡融化。震荡

离心冷却后，在日光或紫外灯下观察结果，如图 3所示。恶性疟

疾血液样本的闭管 LAMP产物在日光灯下呈绿色（图 3b中左

侧 1管），在紫外灯下发绿色荧光（图 3c中左侧 1管），为阳性

结果；HBV、HCV、HIV血液样本和阴性对照的闭管 LAMP产

物在日光灯下为橙色（图 3b中右侧 4管），在紫外灯下不发荧

光（图 3c中右侧 4管），为阴性结果。采用琼脂糖凝胶电泳法对

结果进行验证，如图 3（a）所示，恶性疟疾血液样本的闭管
LAMP产物经电泳后呈阶梯状条带，HBV、HCV、HIV血液样本

和阴性对照的闭管 LAMP产物均无条带。因此，本文建立的闭

管 LAMP检测法特异性高，能够区分检测常见的血液病原体。
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图 2不同拷贝数（7-7000）恶性疟原虫合成质粒的 LAMP检测结果

（a）闭管 LAMP产物琼脂糖凝胶电泳检测结果；（b）蜡封管中 LAMP产

物在日光灯下的结果；（c）蜡封管中 LAMP产物在紫外灯下的结果

Fig. 2 LAMP detection images of different copies (from 7 to 7000) of

plasmid DNA

(a) the electrophorogram of LAMP amplicons, (b) the LAMP amplicons

with SYBR I in wax-sealed tube irradiated by daylight, (c) the LAMP

amplicons with SYBR I in wax-sealed tube irradiated by UV light

图 3 LAMP闭管检测 P. falciparum、HBV、HCV和 HIV结果

（a）闭管 LAMP产物琼脂糖凝胶电泳检测结果；（b）蜡封管中 LAMP

产物在日光灯下的结果；（c）蜡封管中 LAMP产物在紫外灯下的结果

Fig. 3 The closed-tube LAMP detection results of , HBV,

HCV and HIV

(a) the electrophorogram of LAMP amplicons, (b) the LAMP amplicons

with SYBR I in wax-sealed tube irradiated by daylight, (c) the LAMP

amplicons with SYBR I in wax-sealed tube irradiated by UV light

图 4 13例血液样本 DNA提取物的 LAMP闭管可视化检测结果

Fig. 4 The closed-tube LAMP visualized detection results of 16 blood

specimens

2.4 实际样本的检测

采用本文建立的 LAMP 闭管检测恶性疟原虫的方法，对

经过厚、薄血膜染色镜检过的 13例血液样本进行 DNA提取物

和 LAMP闭管检测。结果如图 4所示，1、4和 6号样本 LAMP

闭管检测产物在日光灯下呈绿色，为阳性；2、3、5、7、8、9、10、
11、12、13和阴性对照的 LAMP闭管检测产物在日光灯下显橙
色，为阴性。该结果与镜检结果完全一致，表明本文建立的方法

准确性高，能够用于实际样本的检测。

3 讨论

本文建立了一种 LAMP闭管检测恶性疟原虫的方法。该

方法灵敏度高，可检测低至 70个拷贝的 DNA分子；特异性好，

可区分检测常见的血液病原体；检测时间短，可在 30 min内实

现对恶性疟原虫的检测。与传统的厚、薄血膜检测法检测法相

比，本方法检测恶性疟原虫无需对虫体进行分离，直接采用待

检病人血液进行 DNA提取便可检测，操作简便、快速。与基于
PCR的方法相比，优点表现在：（1）本方法检测过程恒温进行，

无需热循环装置；（2）采用温度敏感的微晶蜡将显色用荧光染

料 SYBR Green I密封于反应管底部，扩增反应结束后通过升

温的方式使扩增产物发生显色反应，无需开管进行检测，因此

避免了污染；（3）在日光灯或紫外灯下，通过肉眼观测颜色变化

就能分辨阳性和阴性，实现了可视化检测，无需昂贵的检测仪

器，极大降低了检测成本。因此，本文建立的 LAMP闭管检测

恶性疟原虫的方法，非常适合于恶性疟疾的现场快速筛检。
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