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猪瘟病毒实时荧光 LAMP 检测方法的建立 
 

龚晗悦，曹炜伟，石磊，陈洵，宋安华，叶蕾 
（暨南大学食品安全与营养研究院,广东广州 510632） 

摘要：为做好猪瘟的早期诊断和及时预防，建立一种快速检测猪瘟病毒(Classical swine fever virus，CSFV)的实时荧光环介导等

温扩增方法。试验利用 Primer Explorer version 4 针对 CSFV 的 5`UTR 非编码区设计 4 组引物，筛选出最佳引物后建立 CSFV 的实时

荧光环介导等温扩增检测方法，并对该方法的特异性、灵敏度以及适用性进行验证。结果显示，本试验建立的实时荧光环介导等温扩

增方法对 128 份临床样本和 22 份猪瘟活疫苗人工干扰样本的检测结果与实时荧光聚合酶链式反应检测方法一致。该方法仅对猪瘟病

毒有扩增反应，且最低检测浓度为 10 fg/μL，对猪伪狂犬病毒、高致病性高致病型猪繁殖与呼吸综合征病毒、猪圆环病毒 2 型等 8 种

病原无扩增反应。本试验建立的实时荧光环介导等温扩增方法特异性强、灵敏度高，检测效果好，操作简单，适用于 CSFV 临床样本

的快速检测。 
关键字：猪瘟病毒；实时荧光环介导等温扩增;特异性检测 

文章篇号：1673-9078(2019)010-261-267                                        DOI: 10.13982/j.mfst.1673-9078.2019.10.035 

Establishment of Real-time Fluorescence Loop-mediated Isothermal Assay 

for Detection of Classical Swine Fever Virus 
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(Institute of Food Safety and Nutrition Jinan University, Guangzhou 510632, China) 
Abstract: In order to make early diagnosis and prompt prevention of swine fever, a real-time fluorescent loop-mediated isothermal 

amplification method for rapid detection of classical swine fever virus (CSFV) was established. Using Primer Explorer version 4 to design 4 sets 

of primers for the 5'UTR non-coding region of CSFV, the best primers were selected to establish a real-time fluorescent loop-mediated 

isothermal amplification assay for CSFV, and the specificity, sensitivity and applicability were verified. The results showed that the real-time 

fluorescent loop-mediated isothermal amplification method established in this experiment was consistent with the real-time fluorescent 

polymerase chain reaction detection method for 128 clinical samples and 22 artificial interference sample by hog cholera live vaccine. This 

method only has amplified reaction for classical swine fever virus and the minimum detectable concentration was 10 fg/μL. There were no 

amplified reactions for eight pathogens such as virulence, highly pathogenic highly pathogenic porcine reproductive and respiratory syndrome 

virus and porcine circovirus type 2. The real-time fluorescent loop-mediated isothermal amplification method established in this experiment has 

strong specificity, high sensitivity, good detection effect and simple operation, so is suitable for rapid detection of clinical samples of CSFV. 
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猪瘟（Classical swine fever，CSF；又称 Hog 
cholera，HC）是一种由经典的猪瘟病毒（Classical swine 
fever virus，CSFV）引起的高度接触性、传染性疾病，

在亚洲、欧洲的多个国家均有报道[1,2]。该病的高发病

率和高死亡率给全球范围内的养猪业造成巨大经济损

失，严重危害畜牧业的发展[3]。目前国内猪瘟疫情的 
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主要特点为温和性、散发性、多种病原混合感染、隐

性感染和亚病毒感染等，非典型猪瘟病理变化的情况

时有发生，这对 CSF 的临床诊断带来了很大的困难[4]。 

目前诊断 CSFV 主要有病毒分离鉴定[5]、血清学

法[6]、免疫组化[7]和酶联免疫吸附试验等方法，但这些

方法因其都存在技术要求高、用时长、操作繁琐和灵

敏度低等缺点，不适用于日常对猪瘟的诊断分析。分

子生物学方法近年来广泛应用于 CSFV 的检测和诊

断，其中包括反转录聚合酶链式反应（ reverse 
transcriptase polymerase chain reaction，RT-PCR）和实

时荧光 PCR（real time polymerase chain reaction，
real-time PCR）[8]。这些 PCR 检测方法存在反应时间
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长、仪器复杂和成本高等问题[9]。因此，迫切需要研

究开发一种快速准确、经济适用而且易于操作的分子

生物学检测方法，以便应用于广大基层单位，提升基

层用户的诊断水平。 

实时荧光环介导等温扩增反应（ real-time 
loop-mediated isothermal amplification，RT-LAMP）是

利用实时荧光监测仪在反应体系内加入核酸荧光染

料，随着 DNA 量在反应中不断增加，荧光信号也随

之增强的原理，研发的一种新型核酸扩增技术。具有

反应快速、敏感度高、特异性强和成本低廉等特点[9]。

本研究基于实时荧光 LAMP 检测技术针对猪瘟病毒

5`UTR 的保守区域设计猪瘟病毒检测方法，以实现快

速准确、易于操作的检测目的，旨在为该病的快速诊

断提供技术参考依据，做到对猪瘟的早期诊断和预防，

从源头上控制疫情发展。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  病毒核酸及被检样品 

猪瘟活疫苗，购自广东永顺生物制药有限公司和

中牧实业股份有限公司；高致病性猪呼吸与繁殖综合

征活疫苗（GDr180），购自广东永顺生物制药有限公

司和哈尔滨兽医研究所；猪圆环病毒 2 型活疫苗，购

自哈尔滨兽医研究所和武汉科前生物股份有限公司；

伪狂犬活疫苗，购自广东永顺生物制药有限公司和哈

尔滨兽医研究所；高致病性猪呼吸与繁殖综合征活疫

苗（JXA1-R），购自广东大华农动物保健品股份有限

公司；猪瘟临床样本，由广东永顺生物制药有限公司

惠赠。 

1.1.2  主要试剂和耗材 

Bst DNA polymerase large fragment，购自美国

New England Biolabs 公司；SYTO-9 荧光染料，购自

美国 Life Technologies Corporation；引物（正向外引物

F3、反向外引物 B3、正向内引物 FIP、反向内引物

BIP、正向环引物 LoopF、反向环引物 LoopB），订自

生工生物工程（上海）有限公司；病毒 RNA/DNA 提

取试剂盒（R4410-03），购自广州美基生物公司；DNA
扩增试剂盒（恒温荧光法）（051011L），购自广州双

螺旋基因技术有限公司。 

1.1.3  主要仪器设备 
-80 ℃冻存柜，DAYA-024，美国 Thermo Fisher 

Scientific；高速台式离心机，PICO17，美国 Thermo 
Fisher Scientific；漩涡混合器，MS 2，德国 IKA 公司；

微量移液器，1000 μL、200 μL、100 μL、10 μL、2.5 μL
美国 Thermo Fisher Scientific；QuantStudio™ 6 Flex，
美国 Life Technologies。 

1.2  实验方法 

1.2.1  引物设计 

根据 LAMP 引物设计原则，应用在线引物设计软

件 Primer Explorer version 4（http：//primerexplorer.jp/e）
针对 CSFV 5`UTR 的保守区域进行 LAMP 引物设计，

包括 2 条内引物（FIP 和 BIP）、2 条外引物（F3 和 B3）
和 2 条环引物（LF 和 LB）具体引物信息见表 1。所

有引物由生工生物工程（上海）有限公司合成。

表1 引物序列列表 

Table 1 Primer sequences 

名称 引物探针名称 序列 

CFSV-1 

CFSV-F3-1 GTATACGAGGTTAGTYTCRTYCTC 

CFSV-B3-1 GCCATGWACAGCAGAGATT 

CFSV-FIP-1 TCGAACTACTGACGACTGTCCTTGCCCAYAGTAGGACTAGC 

CFSV-BIP-1 YGAGATGCTAYGTGGACGAGGCCTATCAGGTCGTRCYCC 

CFSV-LF-1 GTACTCAGGACTTAGACCACC 

CFSV-LB-1 CATGCCCAAGACACACCT 

CFSV-2 

CFSV-F3-2 TGCCCAYAGTAGGACTAGC 

CFSV-B3-1 GCCATGWACAGCAGAGATT 

CFSV-FIP-2 CCTCGTCCACATAGCATCTCGGGTGGTCTAAGTCCTGAGT 

CFSV-BIP-2 TGCCCAAGACACACCTTAACCCCTATCAGGTCGTRCYCC 

CFSV-LF-2 GAACTACTGACGACTGTCCTG 

CFSV-LB-2 GGGTCGCTAGGGTGAAATC 

转下页 
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CFSV-3 

CFSV-F3-2 TGCCCAYAGTAGGACTAGC 

CFSV-B3-1 GCCATGWACAGCAGAGATT 

CFSV-FIP-3 GGCYTCTGCTCACGTCGAAGGTGGTCTAAGTCCTGAGT 

CFSV-BIP-3 YGAGATGCTATGTGGACGAGGCCTATCAGGTCGTGCTCC 

CFSV-LF-3 CTACTGACGACTGTCCTGT 

CFSV-LB-1 CATGCCCAAGACACACCT 

CFSV-4 

CFSV-F3-2 TGCCCAYAGTAGGACTAGC 

CFSV-B3-1 GCCATGWACAGCAGAGATT 

CFSV-FIP-3 GGTGGGCTYCTGCTCACG GGTGGTCTAAGTCCTGAGT 

CFSV-BIP-3 YGAGATGCTATGTGGACGAGGCCTATCAGGTCGTGCTCC 

CFSV-LF-2 GAACTACTGACGACTGTCCTG 

CFSV-LB-1 CATGCCCAAGACACACCT 

1.2.2  病毒 DNA/RNA 的提取 
按照美基公司的 DNA/RNA 提取试剂盒（R4410- 

03）说明书进行操作。 

1.2.3  含 CSFV 靶基因的阳性质粒的构建 
以 CSFV cDNA 为模板，用特异性引物（上游引

物 FP：GTATACGAGGTTAGT；下游引物 BP：

GTGCCATGAACAGCAGAGATTT）进行 PCR 反应，

将目的片段与 pMD18-T 载体进行连接，质粒载体转

化 DH-5α感受态细胞，挑菌培养，PCR 及测序方法验

证克隆。 

1.2.4  引物的筛选及反应体系的建立 

参照 DNA 扩增试剂盒（恒温荧光法）（051011L）
说明书，25 μL 反应体系成分如下：反应液 RM 12.5 
μL，超纯水 DW 8 μL，10×SYTO-9 0.5 μL，引物 PM 1 
μL，Bst 酶 1 μL 以及模板 2 μL。将混合物置于反应孔

中，于 63 ℃恒温反应 60 min。其中引物 PM 的浓度

比为：内引物：环引物：外引物=8:4:1。 
1.2.5  特异性实验 

利用建立的CSFV实时荧光LAMP检测方法分别

对猪伪狂犬病毒、高致病型猪繁殖与呼吸综合征病毒、

猪圆环病毒 2 型、猪胸膜炎放线杆菌、大肠杆菌、副

猪嗜血杆菌、金黄色葡萄球菌和沙门氏菌的核酸（浓

度为 1 ng/μL）进行检测，采用 1.2.4 的反应体系进行

恒温扩增，验证该方法的特异性。 

1.2.6  灵敏度实验 
将 CSFV 质粒 DNA 进行连续 10 倍梯度稀释，稀

释梯度从 1 ng/μL 到 1×10-8 ng/μL，即 0.01 fg/μL，采

用 1.2.4 的反应体系进行恒温扩增，反应条件为：63 ℃
恒温反应 30 min。 

1.2.7  适用性评价实验 

参照国家标准《猪瘟病毒实时荧光 RT-PCR 检测

方法》（GB/T 27540-2011），用实时荧光 real-time PCR
和本研究建立的 CSFV 实时荧光 LAMP 同时检测 128
份临床样品，通过阴阳性检测结果的比对，评价其适

用性。 
1.2.8  临床样本实际应用 

参照国家标准《猪瘟病毒实时荧光 RT-PCR 检测

方法》（GB/T 27540-2011），用实时荧光 real-time PCR
对 22 份临床样品进行检测，确认检测结果为阴性后，

分别取18 μL临床样品核酸添加2 μL从猪瘟活疫苗提

取的猪瘟病毒 RNA（浓度为 1 ng/μL），振荡混匀，制

成人工污染带有猪瘟病毒 RNA 的临床样品。同时用

参照国家标准的实时荧光 RT-PCR 检测方法和本研究

建立的CSFV实时荧光LAMP检测方法检测人工干扰

后的临床样品，通过阴阳性检测结果的比对，评价

CSFV 实时荧光LAMP 检测方法的检测效果是否受不

同的临床样品背景干扰。 

2  结果与讨论 

2.1  结果 

2.1.1  引物筛选与反应体系的建立 
以超纯水和 100 pg/μL CSFV 质粒 DNA 为阴阳性

模板，分别对上述设计的 4 套引物进行两个重复的实

时荧光 LAMP 扩增反应。引物筛选结果如图 1 至图 4
所示：4 套引物均出现明显的 S 型扩增曲线，能扩增

出相应产物，但是产物出现的时间和荧光强度有差异。

对比引物筛选检测结果图可知，引物 CSFV-2 在扩增

反应的 10 个循环之前出峰，而引物 CSFV-1、CSFV-3、
CSFV-4 均在 15 个循环之后出峰，并且引物 CSFV-2
的荧光值最高。由于引物 CSFV-2 的出峰时间最早，

扩增效率最高，故选用该引物组进行后续分析。 
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图1 CSFV-1引物筛选检测结果 

Fig.1 CSFV-1 primer screening test results 

注：阳性对照：100 pg/μL CSFV 质粒 DNA；阴性对照：

超纯水。图 2~6 同。 

 
图2 CSFV-2引物筛选检测结果 

Fig.2 CSFV-2 primer screening test results 

 
图3 CSFV-3引物筛选检测结果 

Fig.3 CSFV-3 primer screening test results 

2.1.2  CSFV 实时荧光 LAMP 检测方法的特异

性分析 
为确认 CSFV 实时荧光 LAMP 检测方法的特异

性，分别以猪瘟活疫苗、猪伪狂犬活疫苗、高致病型

猪繁殖与呼吸综合征活疫苗、猪圆环病毒 2 型活疫苗、

猪胸膜炎放线杆菌、大肠杆菌、副猪嗜血杆菌、金黄

色葡萄球菌和沙门氏菌的核酸为模板进行实时荧光

LAMP 方法检测。结果如图 5 和图 6 所示：猪瘟活疫

苗均出现扩增反应，呈阳性，出峰时间略晚于阳性对

照；其余病原均呈阴性，无扩增反应，表明所建立的

检测方法仅对 CSFV 产生扩增，具有良好的特异性。 

 
图4 CSFV-4引物筛选检测结果 

Fig.4 CSFV-4 primer screening test results 

 
图5 特异性检测结果-1 

Fig.5 Specific test result-1 

 
图6 特异性检测结果-2 

Fig.6 Specific test result-2 

2.1.3  CSFV 实时荧光 LAMP 检测方法的灵敏

度分析 

分别以 1 ng/μL、100 pg/μL、10 pg/μL、1 pg/μL、
100 fg/μL、10 fg/μL、1 fg/μL、0.1 fg/μL、0.01 fg/μL
的 CSFV 质粒 DNA 为模板，分析 CSFV 实时荧光

LAMP 检测方法的灵敏度。结果如图 7 所示：1 
ng/μL~10 fg/μL 的质粒 DNA 出现了扩增反应，检测结

果为阳性，而 1 fg/μL 的质粒 DNA 检测结果为部分阳

性（三个重复中两个检测阳性，一个检测阴性），0.01 
fg/μL的质粒DNA未出现扩增反应，检测结果为阴性，

表明本方法的灵敏度为 10 fg/μL。 



现代食品科技 Modern Food Science and Technology 2019, Vol.35, No.10 

265 

 
图7 灵敏度检测结果 

Fig.7 Sensitivity test result 

注：阴性对照：超纯水。 

2.1.4  CSFV 实时荧光 LAMP 检测方法的临床

适用性 

用建立的CSFV实时荧光LAMP检测方法与参考

国家标准（GB/T 27540-2011）的实时荧光 real-time 
PCR 方法同时检测 128 份临床样品，其中实时荧光

LAMP 法和实时荧光 real-time PCR 法检测结果一致

（表 2），1 份呈阳性，127 份呈阴性，二者的符合率

为 100%。但由于阳性检测样本数较少，后续增加人

工干扰实验以验证不同检测样本背景对本方法检测效

果是否存在干扰。 
表2 临床样本检测结果对比表 

Table 2 Contrast table of clinical sample test results 

对比项 
实时荧光real-time PCR 
检测方法（国家标准） 合计

阳性 阴性 

本研究 

检测方法 

阳性 1 0 1 

阴性 0 127 127

合计 1 127 128

2.1.5  临床样本实际应用 
表3 人工干扰阴性样本检测结果对比表 

Table 3 Contrast table of artificial interference negative 

samples 

对比项 
实时荧光real-time PCR 
检测方法（国家标准） 合计

阳性 阴性 

本研究 

检测方法 

阳性 22 0 22 

阴性 0 0 0 

合计 22 0 22 

用建立的CSFV实时荧光LAMP检测方法与参考

国家标准（GB/T 27540-2011）的实时荧光 real-time 
PCR 同时检测 22 份掺有猪瘟疫苗核酸的临床样品。

其中实时荧光 LAMP 法和实时荧光 real-time PCR 法

检测结果一致（表 3），22 份呈阳性，0 份呈阴性，二

者符合率为 100%，表明本试验建立的 CSFV 实时荧

光 LAMP 检测方法不易受不同样本背景的干扰，仍能

保证其检测效果。 

2.2  讨论 

猪瘟是一种猪高度接触性致死性传染病，给世界

养猪业造成巨大威胁和经济损失，被世界动物卫生组

织(OIE）列为必须报告的法定传染病之一，在我国被

列为一类动物传染病，除西藏等地的 28 个省市均有猪

瘟疫情的报道，且疫情能从一个省份迅速传播到多个

省份，导致大面积的猪群死亡[10-13]。我国在广泛使用

猪瘟弱毒疫苗免疫后，猪瘟疫情得到了有效控制。虽

规模化猪场典型急性猪瘟大面积爆发现象已不常见，

但猪瘟的发生尤其是非典型猪瘟仍然普遍存在[12,14]。 

目前，CSFV 常规的检测方法有病毒分离、免疫

荧光、ELISA、实时荧光 PCR 等[15]。病毒分离法的检

测过程需 4~5 d，耗时长，且操作过程繁琐不适于大

规模临床诊断[16,17]；免疫荧光和 ELISA 法虽然操作方

便、灵敏度高，但对设备和操作人员要求高，且特异

性方面存在不足，易出现非特异性结果[3,18]；实时荧

光 PCR 法灵敏度高、特异性强，但是耗时长，实验所

需设备昂贵，不利于向广大基层用户普及使用[15,18]。

因此，建立一种快速、准确、操作简便的猪瘟检测方

法对基层猪瘟的诊断和疫情控制有着重大意义。 

环介导等温扩增技术（LAMP）是 Notomi 等于

2000 年建立的一种新型体外核酸扩增技术，其原理是

采用六条特殊引物（内引物 FIP/BIP、外引物 F3/B3
和环引物 LF/LB）特异性的识别靶序列的 8 个区域，

利用具有链置换活性的 Bst DNA 聚合酶，在 60~65 ℃
恒温条件下催化合成新链，1 h 内即可扩增 109靶序列

拷贝[19]。实时荧光环介导等温扩增检测技术操作省

时，本试验可在 30 min 即完成对 CSFV 的检测，比实

时荧光RT-PCR的60 min左右[20]和普通环介导扩增的

50 min[21]要快得多；在灵敏度方面，常规 LAMP 检测

猪瘟活疫苗 RNA 的最低灵敏度为 13.6 fg/μL[21]、实时

荧光 PCR 检测猪瘟病毒最低浓度为 10 拷贝/μL[22]，本

检测方法的 10 fg/μL 与其相当；与可视化的 RT-LAMP
方法相比，本研究方法利用实时荧光检测设备观察反

应过程中荧光强度的变化，可最大化减少假阳性结果

的干扰，以提高结果判断的准确率[21]。 

3  结论 

3.1  本研究针对 CSFV 基因组 5`UTR 非编码区设计

了特异性引物，建立了一种快速、简便的实时荧光

LAMP检测方法，可在30 min内完成对CSFV的检测。



现代食品科技 Modern Food Science and Technology 2019, Vol.35, No.10 

266 

用本研究建立的猪瘟实时荧光 LAMP 法检测猪伪狂

犬病毒、猪圆环病毒 2 型和高致病性猪繁殖与呼吸综

合征病毒等 8 种病原，结果均为阴性，说明本方法特

异性良好；本研究方法的最低检测浓度为 10 fg/μL，
说明本研究方法灵敏度高（如 2.2 所述）。同时，通过

对 128 份临床样品和 22 份人工污染样品检测结果可

知，本方法与实时荧光 real-time PCR 方法检测结果具

有高度的一致性检测，表明本方法的有效性。对于动

物疫病检测而言，检测速度关乎疫情防控的成败。与

已报道的文献[18,23-26]相比，本研究方法大缩短了检测

时间，灵敏度却和国家标准实时荧光 real-time PCR 方

法相当。因此，本研究建立的 CSFV 病毒实时荧光

LAMP 检测方法将具有更广阔的应用前景。 
3.2  综上所述，本研究建立的猪瘟实时荧光 LAMP
检测方法具有灵敏度高、特异性好、反应时间短、操

作简便等优点，将为猪瘟的早期诊断、快速筛查及无

猪瘟疫苗免疫猪场的 CSF 净化提供有效的诊断工具，

对于我国猪瘟防控具有重要意义。 
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