
DOI:10.13350/j.cjpb.230205 ·论著·

防气溶胶污染的UDG-LAMP-LFD
核酸检测体系的建立*
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【摘要】 目的 建立一种基于热敏UDG酶防污染的、环介导等温扩增(LAMP)技术及横向流动试纸条(LFD)联合使用

的核酸检测方法,实现对 HPV18的快速、可视化检测。 方法 使用LAMP在线引物设计软件设计 HPV18特异性引

物,同时引入热敏UDG酶,建立UDG-LAMP
 

检测体系,优化T/U碱基比例,设置对照试验验证热敏 UDG酶防污染能

力;根据LFD要求,设计特异性同化探针及淬灭探针,建立 UDG-LAMP-LFD核酸检测体系并对LAMP反应时间进行

优化;对该体系进行灵敏度、特异性及临床样品的验证,并与QPCR结果进行比较。 结果 优化的LAMP反应时间为

40
 

min,T/U比例为1∶1;热敏UDG酶孵育时间为10
 

min,防污染效果显著;LFD结果判读耗时5
 

min,整个检测时间

为55
 

min。该UDG-LAMP-LFD核酸检测体系在以 HPV18作为检测对象时,灵敏度103 拷贝/μl;29例临床样品的验

证结果与QPCR检测结果完全一致。 结论 建立的 UDG-LAMP-LFD检测体系可快速、特异、灵敏、可视化的检测

HPV18,同时可避免气溶胶污染导致的假阳性。该方法对实验设备及工作人员要求较低,适合在偏远地区及基层医院

使用。
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【Abstract】 Objective To
 

establish
 

a
 

rapid
 

and
 

visual
 

detection
 

for
 

nucleic
 

acid
 

of
 

HPV18
 

combining
 

loop-mediated
 

isothermal
 

amplification
 

(LAMP)
 

and
 

lateral
 

flow
 

strip
 

(LFD),which
 

is
 

a
 

contamination-free
 

method
 

based
 

on
 

heat-labile
 

uracil-DNA
 

glycosylase(UDG). Methods LAMP
 

online
 

primer
 

design
 

software
 

was
 

used
 

to
 

design
 

HPV18
 

primers,

and
 

UDG-LAMP
 

detection
 

system
 

was
 

set
 

up
 

by
 

using
 

heat-labile
 

uracil-DNA
 

glycosylase
 

and
 

optimizing
 

T/U
 

ratio.
 

A
 

control
 

experiment
 

was
 

established
 

to
 

verify
 

the
 

anti
 

pollution
 

ability
 

of
 

UDG.
 

The
 

UDG-LAMP-LFD
 

detection
 

system
 

was
 

established
 

with
 

specific
 

assimilation
 

probes
 

and
 

optimized
 

UDG-LAMP
 

reaction
 

system.
 

The
 

sensitivity,specificity
 

and
 

clinical
 

samples
 

of
 

the
 

system
 

were
 

tested,and
 

the
 

results
 

were
 

compared
 

with
 

clinical
 

QPCR. Results The
 

optimized
 

LAMP
 

reaction
 

time
 

was
 

40
 

min
 

and
 

the
 

ratio
 

of
 

T/U
 

was
 

1∶1;The
 

incubation
 

time
 

of
 

UDG
 

was
 

10
 

min,and
 

the
 

anti
 

pollution
 

effect
 

was
 

significant;The
 

interpretation
 

of
 

LFD
 

results
 

took
 

5
 

min
 

and
 

the
 

whole
 

detection
 

time
 

was
 

55
 

min.
 

Nucleic
 

acid
 

of
 

HPV18
 

could
 

be
 

specifically
 

detected
 

with
 

a
 

sensitivity
 

of
 

103
 

copies/μl.
 

The
 

detection
 

results
 

of
 

29
 

clinical
 

samples
 

tested
 

using
 

our
 

detection
 

system
 

were
 

consistent
 

with
 

that
 

tested
 

by
 

clinical
 

QPCR. Conclusion The
 

UDG-LAMP-LFD
 

detection
 

system
 

established
 

in
 

this
 

study
 

can
 

detect
 

HPV18
 

rapidly,specifically,sensitively
 

and
 

visually.
 

In
 

addition,it
 

can
 

prevent
 

reaction
 

from
 

being
 

contaminated
 

by
 

aerosol.This
 

method
 

has
 

low
 

requirements
 

for
 

equipments
 

and
 

operators,which
 

is
 

suitable
 

for
 

use
 

in
 

remote
 

areas
 

and
 

primary
 

hospitals.
【Key

 

words】 heat-labile
 

uracil-DNA
 

glycosylase;loop-mediatedisothermal
 

amplification;lateral
 

flow
 

dipstick;human
 

papillomavirus
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  环 介 导 等 温 扩 增 (loop-mediatedisothermal
 

amplification,LAMP)技术是2000年由Notomi等[1]

提出的,其包括基础的外引物(F3、B3)内引物(FIP、

BIP)各一对,加速扩增的环引物(LF、LB)[2]一对,具
有灵敏度高、特异性强等优点,同时整个反应恒温进

行,耗时短,只需要水浴箱或金属恒温孵育器等可控制

温度的简单仪器即可完成反应。近年来,LAMP技术

多使用和横向流动试纸条(lateral
 

flow
 

dipstick,LFD)
结合的方式广泛用作快速现场可视化核酸检测,既节

约了核酸扩增的昂贵设备成本,又降低了结果判读的

技术难度。

LAMP技术的高灵敏度同时意味着该技术抗污

染的能力弱,实验过程中由于开盖产生的气溶胶污染

极易导致假阳性[3-4],这也是LAMP技术想要在实际

中得以应用必须攻克的难题。
尿 嘧 啶-DNA 糖 基 化 酶 (uracil-DNA

 

glycocasylase,UDG酶)是在大肠埃希菌中发现的一

种参与尿嘧啶切除 修 复 的 高 度 保 守 的 DNA 修 复

酶[5],于1990年首次被使用来防治核酸扩增技术中的

污染[6]。其原理为:在核酸扩增反应中以U碱基替代

T碱基掺入DNA中,形成含U碱基的核酸扩增产物,

UDG酶选择性水解DNA中含U碱基的糖苷键,降解

核酸扩增产物,而对生物样品中的 DNA 无降解作

用[5]。UDG酶发挥作用分为两步:首先将 U碱基掺

入到扩增产物中,若含U碱基的扩增产物产生气溶胶

污染进入到下一次LAMP扩增中,UDG酶可先降解

掉含U 碱基的污染物,再进行 LAMP扩增。普通

UDG酶灭活温度在90
 

℃以上,广泛用于聚合酶链式

反应(polymerase
 

chain
 

reaction,PCR)中,而克隆自嗜

冷海洋细菌UDG基因的热敏UDG酶对高温敏感,50
 

℃以上就能使酶完全失活,非常适合用于LAMP反应

中解决污染问题。
早发现、早诊断、早治疗有利于阻断传染性疾病的

传 播 及 发 展[7]。 人 乳 头 瘤 病 毒 (human
 

papillomavirus,HPV)是常见的性传播感染病毒[8],

HPV18是全球范围内高危型人乳头瘤病毒(high
 

risk
 

human
 

papillomavirus,HR-HPV)之 一[9]。持 续 的

HR-HPV感染与女性宫颈癌的发生发展相关,宫颈癌

更是女性因癌症死亡的主要原因之一[10-11]。在发展中

国家,HPV疫苗的接种率相对较低,宫颈癌筛查的资

源有限,因此具有较高的 HPV感染率和死亡率[12-13]。
目前,PCR是临床上广泛用于 HPV基因检测及分型

的方法,但是由于PCR反应设备昂贵,对检验人员要

求较高,在资源匮乏的基层医院开展该项检查存在困

难,导致部分感染者未能在疾病初期被诊断,延误最佳

治疗时期。本研究针对 HPV18的保守序列设计引物

及探针,建立 UDG-LAMP-LFD检测体系,以期实现

对HPV18基因的快速、可视化检测。

材料与方法

1 材料

1.1 临床样品与质粒 共收集35份宫颈黏液DNA
样品,其中包括HPV

 

18型21份、HPV16、31、32、51、

52、58型各1份,HPV阴性样品8份,均由贵州医科

大学附属医院临床检验中心 QPCR法检测确认并提

供。
应用在线NCBI

 

BLAST软件比对分析,选取高保

守、高特异的 HPV18基因,克隆含有 HPV18基因部

分序列(304bp)的pUC57质粒DNA标准品,由上海

生工生物工程股份有限公司合成并验证。

1.2 主要仪器与试剂 ThermostatC型恒温孵育器

(德国Eppendorf公司),ABI7500HT型荧光定PCR
仪(美国AppliedBiosystems公司),DYY-II型电泳仪

(北京市六一仪器厂生产),GenoSens1880型凝胶成像

系统(上海勤翔公司),彩虹型核酸检测试纸条(北京宝

盈同汇生物技术有限公司),LAMP试剂(NEB北京有

限公司),热敏UDG酶(NEB北京有限公司),甜菜碱

(美国
 

Sigma-Aldrich公司)。

2 方法

2.1 质粒标准品浓度的计算 根据上海生工生物工

程有限公司提供的质粒浓度,使用换算公式得出标准

质粒的拷贝数。拷贝数(拷贝/μl)=(6.02×10
23)×

(浓度(ng/μl)×10
-9)/(DNA

 

Length×660)。

2.2 引物和探针的设计与合成 以质粒DNA序列

为 靶 序 列, 利 用 LAMP 引 物 设 计 软 件
 

PrimerExplorerV5设计特异性引物,包括外引物(F3
和B3)、内引物(FIB和BIP)以及环引物(LF和LB)。

本实验使用的探针类型为同化探针,并且引入淬

灭探针。在环引物LF上添加一段序列,使用荧光素

基团FAM 标记,设计互补淬灭探针使用淬灭基团

BHQ1标记,同时使用Biotin标记环引物LB。被双标

记的扩增产物即可在LFD上完成检测。引物和探针

序列见表1。HPV
 

18引物位置示意图见图1。

注:F2与F1c构成FIP,B2与B1c构成BIP。
图

 

1 HPV
 

18引物位置示意图

Notes:F2
 

and
 

F1c
 

form
 

FIP,B2
 

and
 

B1c
 

form
 

BIP.
Fig.1 Schematic

 

representation
 

of
 

the
 

HPV
 

18
 

primer
 

positions
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表
 

1 HPV
 

18引物及探针

Table
 

1 Primer
 

and
 

probe
 

sequences
 

of
 

HPV18
引物
Primer

长度(bp)
Length

序列(5'-3')
Sequence

F3 21 CCTAAGAAACGTAAACGTGTT
B3 22 CAGGAACCCTAAAATATGGATT

FIP 45 AGGAGGTGGAAGATATACGGTATTCCC
TATTTTTTTGCAGATGGC

BIP 47 GGCAAGAGTTGTAAATACCGATGACCA
ACAGTTAATAATCTAGAGCT

LF 18 TCACTAGGCCGCCACAAA
LB 25 CTCCCACAAGCATATTTTATCATGC

LF-P 58
FAM-
ACGCTGAGGACCCGGATGCGAATGCGGA
TGCGGATGCCGATCACTAGGCCGCCACAAA

LB-P 25 Biotin-CTCCCACAAGCATATTTTATCATGC

Quench
strand 40 TCGGCATCCGCATCCGCATTCGCAT

CCGGGTCCTCAGCGT-BHQ1

  注:LF-P下划线部分为淬灭链互补碱基序列,加粗部分为LF引物
碱基共同序列。

Notes:The
 

underlined
 

part
 

of
 

LF-P
 

is
 

the
 

complementary
 

sequence
 

of
 

quench
 

strand,and
 

the
 

bold
 

part
 

is
 

the
 

common
 

sequence
 

of
 

LF
 

primer.

2.3 UDG-LAMP检测方法的建立及优化 在前期

优化的LAMP体系[14]基础上完成,该反应体系总体

积为25
 

μl。包 含 有 甜 菜 碱,dATP,dCTP,dTTP,

dGTP,dUTP,等温扩增缓冲液,MgSO4,LAMP引

物,Bst
 

2.0Warmstart
 

DNA聚合酶,热敏UDG酶,质
粒DNA模板,以无核酸酶水补足25

 

μl。热敏 UDG
酶孵育温度设置为25

 

℃,LAMP反应温度设置为63
 

℃。
由于热敏UDG酶仅作用于掺入扩增产物中的U

碱基,因此需要对T碱基与 U碱基的比例进行筛选,
设置T/U比例依次为1∶0、0.75∶0.25、0.5∶0.5、

0.25∶0.75、0∶1;确认T碱基与U碱基比例后,使用

含相同T碱基、U碱基比例的扩增产物依次稀释102、

104、106、108、1010、1012 倍,分别加入含热敏 UDG酶

组及不含热敏 UDG酶组,使用模拟污染的方式验证

该体系的防污染能力。反应使用仪器为实时荧光定量

PCR仪,结果使用2%琼脂糖凝胶电泳检测验证。

2.4 UDG-LAMP-LFD检测方法的建立及优化 该

反应体系总体积为25
 

μl。在 UDG-LAMP的基础上

引入特异性同化探针,并对探针浓度进行优化,同时为

了节约反应时间,对LAMP反应时间进行筛选,反应

设置时间梯度为10、20、30、40、50、60
 

min。反应使用

仪器为金属恒温孵育板,反应后使用蒸馏水将体积扩

为100
 

μl,使用LFD观测结果,结果使用2%琼脂糖凝

胶电泳检测验证。

2.5 UDG-LAMP-LFD特异性检测 用优化的反应

体系 分 别 对 HPV16、18、31、32、51、52、58型 阳 性

DNA样品进行特异性验证,样品均由贵州医科大学附

属医院临床检验中心提供。以无核酸酶水设置阴性对

照,LAMP反应仪器为金属恒温孵育板,使用2%琼脂

糖凝胶电泳检测验证结果。

2.6 UDG-LAMP-LFD灵敏度检测 将 HPV18质

粒DNA进行10倍梯度稀释(106、105、104、103、102、

10拷贝/μl),按优化的条件进行试验,LAMP反应仪

器为金属恒温孵育板,使用2%琼脂糖凝胶电泳验证

检测结果。

2.7 临床样品的 UDG-LAMP-LFD检测 对29份

临床样品(21份HPV18阳性,8份HPV阴性)按照优

化的UDG-LAMP-LFD体系进行检测,检测结果与

QPCR法相比较。

结 果

1 UDG-LAMP检测方法的建立及优化

由T、U碱基比例筛选第一步结果(图2A、图2C)
可见,随着反应体系中 U碱基占比的增多,对LAMP
反应的抑制越明显;由第二步结果(图2B、图2D)可
见,当T、U碱基比例为1∶1时,热敏UDG酶具有明

显的降解污染物的能力,随着 U碱基占比增多,热敏

UDG酶能将污染物完全降解,避免假阳性扩增。综合

LAMP反应的效率及 U碱基含量对热敏 UDG酶的

影响,确定T、U碱基比例为1∶1。在防污染能力验

证中,扩增产物被稀释了1012 倍,无热敏 UDG酶组

(图3A)仍能产生明显的LAMP扩增产物。在含热敏

UDG酶组(图3B),当混入的扩增产物量仍然很高时

(扩增产物稀释104 倍),热敏 UDG酶已经开始发挥

作用;当扩增产物稀释106 倍时,热敏UDG酶能完全

降解掉污染物,未检测到LAMP扩增产物的存在,说
明在该体系内热敏UDG酶具有明显的防污染能力。

2 UDG-LAMP-LFD检测方法的建立及优化

图4A显示,在 UDG-LAMP-LFD检测体系阴性

对照无扩增;HPV18阳性基因能在对应的检测区域观

察到红色条带(阳性),与2%琼脂糖凝胶电泳检测结

果(图4B)一致,证明 UDG-LAMP-LFD检测体系构

建成功。在 LAMP反应时间筛选结果中(图5A),

LFD显示在30
 

min内可检测到LAMP扩增产物,且
结果趋于稳定,2%琼脂糖凝胶电泳结果(图5B)显示

在30
 

min内可检测到LAMP扩增产物,但在40
 

min
内趋于稳定。因此,LAMP反应时间确定为40

 

min。

3 UDG-LAMP-LFD的特异性

UDG-LAMP-LFD检测体系特异性验证结果如

图6A,临床检出率较高的 HPV16、31、32、51、52、58
型均无扩增,仅 HPV18发生特异性扩增,与2%琼脂

糖凝胶电泳结果(图6B)一致。

4 UDG-LAMP-LFD
 

的灵敏度

UDG-LAMP-LFD灵敏度检测结果如图7A,该
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体系检测HPV18基因的灵敏度为103 拷贝/μl,其结

果与2%琼脂糖凝胶电泳结果(图7B)一致。

  M DNA标志物 N 阴性对照 1 T
 

100% 2 T
 

75%+U
 

25% 3 T
 

50%+U
 

50% 4 T
 

25%+U
 

75% 5 U
 

100%A
 

UDG-LAMP第一步实时检测 B UDG-LAMP第二步实时检测 C
 UDG-LAMP第一步2%琼脂糖凝胶电泳检测 D UDG-LAMP第
二步2%琼脂糖凝胶电泳检测

图
 

2 
 

T、U比例筛选

M DNA
 

maker N Negative
 

control 1 T
 

100% 2 T
 

75%
+U

 

25% 3 T
 

50%+U
 

50% 4 T
 

25%+U
 

75% 5 U
 

100%A
 

UDG-LAMP
 

first
 

step
 

real-time
 

detection B UDG-LAMP
 

second
 

step
 

real-time
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Fig.2 The

 

ratio
 

of
 

T
 

to
 

U
 

screening

  M DNA标志物 N 阴性对照 102~1012 为加入污染物的稀
释倍数 A 不含热敏UDG酶 B 含热敏UDG酶

图
 

3 热敏UDG酶防污染能力验证

M DNA
 

maker N Negative
 

control 102-1012 The
 

dilution
 

multiple
 

of
 

the
 

contaminant
 

added A Without
 

UDG B With
 

UDG
Fig.3 Validation

 

of
 

anti-contamination
 

ability
 

of
 

heat-labile
uracil-DNA

 

glycosylase

5 临床样品的UDG-LAMP-LFD检测

共验证29份临床样品,包括21份 HPV18阳性

样品 和 9 份 HPV18 阴 性 样 品。用 建 立 的 UDG-
LAMP-LFD进行检测,结果如图8,与临床QPCR法

完全一致。

  M DNA标志物 N 阴性对照 A UDG-LAMP-LFD检测 
B UDG-LAMP2%琼脂糖凝胶电泳检测

图
 

4 UDG-LAMP-LFD检测体系的建立

M DNA
 

maker N Negative
 

control A UDG-LAMP-LFD
 

detection B UDG-LAMP
 

agarose
 

gel
 

electrophoresis
 

detection
Fig.4 The

 

establishment
 

of
 

UDG-LAMP-LFD
 

detection
 

system

  M DNA标志物 N 阴性对照 10~60 LAMP反应时间
(min) A UDG-LAMP-LFD检测 B UDG-LAMP琼脂糖凝胶电泳
检测

图
 

5 LAMP反应时间筛选

M DNA
 

maker N Negative
 

control 10-60 The
 

reaction
 

time
 

of
 

LAMP(min) A UDG-LAMP-LFD
 

detection B UDG-
LAMP

 

agarose
 

gel
 

electrophoresis
 

detection
Fig.5 LAMP

 

reaction
 

time
 

screening

  M DNA标志物 N 阴性对照 16~58 HPV型 A UDG-
LAMP-LFD检测 B UDG-LAMP琼脂糖凝胶电泳检测

图
 

6
 

 UDG-LAMP-LFD
 

特异性检测

M DNA
 

maker N Negative
 

control 16-58 HPV A 
UDG-LAMP-LFD

 

detection  B  UDG-LAMP
 

agarose
 

gel
 

electrophoresis
 

detection
Fig.6 Specificity

 

of
 

UDG-LAMP-LFD
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  M DNA标志物 N 阴性对照 101~106 HPV18质粒浓度

 A UDG-LAMP-LFD检测 B UDG-LAMP
 

2%琼脂糖凝胶电泳
检测

图
 

7 UDG-LAMP-LFD灵敏度检测
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detection B UDG-
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Fig.7 Sensitivity

 

of
 

UDG-LAMP-LFD

1~21 HPV18阳性样品 22~29 HPV阴性样品
图

 

8 UDG-LAMP-LFD临床样品检测

1-21 HPV18
 

positive
 

samples 22-29 HPV
 

negative
 

samples
Fig.8 UDG-LAMP-LFD

 

clinical
 

sample
 

detection

讨 论

LAMP技术是继PCR后发展起来的等温核酸扩

增技术之一,该方法相对于传统的PCR较为简便,不
需要精密的温度循环仪器。虽然LAMP技术具有仪

器设备要求低、耗时短、灵敏度高、特异性高等优势,但
其大量的扩增产物极易导致气溶胶污 染,这 也 是

LAMP技术面临的重要问题之一。大多数研究通常

采取钙黄绿素[15]、SYBR
 

GreenⅠ[16]等染料结合的方

法及浊度分析法[17]闭管检测LAMP扩增产物,但是

该类方法不具有特异性,不但难以区分出非特异性扩

增,且存在人为视觉误差。
为了使LAMP结果更具特异性,将LFD检测结

果特异可视化的优势与LAMP技术结合,一定程度上

增强了结果检测的特异性。但是在使用LFD进行结

果检测的过程中,对LAMP产物开盖极易导致气溶胶

污染,Xu等[18]设计了密闭LFD装置对扩增产物进行

检测,但是该方式对装置的密闭性要求极高,在该检测

体系中扩增管与LFD并不是一体的,也不能完全避免

气溶胶产生。本研究引入热敏UDG酶有效防止了检

测过程中气溶胶扩散导致的污染,同时联合LAMP技

术及LFD,建立了一种 UDG-LAMP-LFD检测体系,
实现了对HPV18的快速、特异、可视化检测。

不同于普通UDG酶,本研究引入的热敏UDG酶

可在室温(25~37
 

℃)下降解气溶胶污染,且在LAMP
反应过程中(63

 

℃)热敏UDG酶已经被完全灭活,无
需增加额外的高温循环使酶灭活,也不会降解产生的

扩增产物。该检测体系优化后耗时短,能在55
 

min内

完成对样品的检测及结果判读(包括热敏 UDG酶孵

育10
 

min,LAMP反应40
 

min,LFD判读5
 

min),且
临床样品验证结果同 QPCR检测结果一致。虽然受

热敏UDG酶和尿嘧啶碱基的影响,该体系的检测灵

敏度低于实时荧光LAMP[14],但根据不对称策略[19]

调整引物及探针的浓度,其灵敏度略优于PCR法[20]。
除此之外,与文献[21]不同的是,本研究不仅使用

同化探针的方式设计与LFD特异性结合的标记物,同
时还引入淬灭探针,以减少非特异性反应的发生[22-23]。
苏华等[24]通过在检测体系中加入染料后的颜色变化

进行判断,结果判读具有主观性,而本研究中使用

LFD将检测结果的判读变得更加直接及简单,同时还

避免了气溶胶污染导致的假阳性问题。

HPV感染是99%的宫颈癌病因,虽然目前有针

对HPV病毒的疫苗,并且接种后能有效减少宫颈疾

病的发生[25-26],但在发展中国家以及发达国家的偏远

地区,由于疫苗数量较少,价格昂贵,接种率仍然不高,
无法减少疾病传播[27],HPV感染和相关疾病仍然是

世界范围内的一个严重负担[28-29]。定期对妇女进行

HPV筛查可以显著降低其死于宫颈癌的风险[30]。本

研究建立的 UDG-LAMP-LFD检测体系能灵敏、特
异、快速、可视化的检测 HPV18基因。除此之外,可
针对不同的HPV型别特异序列设计对应的引物及探

针,即可检测出不同型别的 HPV病毒,且不易发生气

溶胶污染。该体系引入资源有限地区及基层医院,有
望成为HPV病毒筛查的重要技术手段。
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