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【摘要】 目的 建立一种能快速、准确检测环境中屋尘螨过敏原Der
 

p
 

1基因的逆转录环介导等温扩增可视化(RT-

LAMP)技术。 方法 用Primer
 

Explore
 

4.0对Der
 

p
 

1基因进行RT-LAMP引物设计与筛选,提取屋尘螨、粉尘螨、热
带无爪螨、腐食酪螨总RNA,利用优化的RT-LAMP反应体系分别扩增4个螨种的Der

 

p
 

1基因,评价方法的特异度和

灵敏度。采集74份哮喘患儿的床尘样品,提取总RNA进行Der
 

p
 

1基因RT-PCR和RT-LAMP检测。 结果 利用

优化的RT-LAMP方法检测4种螨的Der
 

p
 

1基因,只有屋尘螨阳性,琼脂糖凝胶电泳检测扩增产物呈现特征性梯形条

带,肉眼和紫外灯下均观察到绿色荧光。建立的RT-LAMP对Der
 

p
 

1基因的最小检测量为1.0×10-6
 

μg,敏感性比常

规RT-PCR高10倍;检测74份床尘样品,阳性率85.1%,与RT-PCR阳性率70.3%比较差异具有统计学意义(χ2=
4.72,P<0.05)。 结论 建立的屋尘螨过敏原Der

 

p
 

1基因
 

RT-LAMP较常规RT-PCR灵敏度和特异性更高,可用于

屋尘螨过敏原污染的快速检测。
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【Abstract】 Objective To
 

develop
 

a
 

method
 

to
 

detect
 

the
 

concentration
 

of
 

Der
 

p
 

1
 

in
 

the
 

environmentdust
 

samples
 

based
 

on
 

reverse
 

transcription
 

loop-mediated
 

isothermal
 

amplification
 

(RT-LAMP)
 

visualization
 

technology. Methods 
RT-LAMP

 

Primers
 

were
 

designed
 

and
 

screened
 

with
 

the
 

Primer
 

Explore
 

4.0
 

.
 

The
 

total
 

RNA
 

were
 

extracted
 

from
 

Dermatophagoides
 

pteronyssinus,Dermatophagoides
 

farinae,Blomia
 

tropicalis
 

and
 

Tyrophagus
 

putrescentiae
 

separately,which
 

were
 

used
 

for
 

detection
 

of
 

Der
 

p
 

1
 

with
 

optimized
 

RT-LAMP
 

reaction
 

system
 

to
 

evaluate
 

specificity
 

and
 

sensitivity
 

of
 

the
 

method.
 

Bed
 

dust
 

samples
 

from
 

74
 

children
 

with
 

asthma
 

were
 

collected,and
 

the
 

total
 

RNA
 

was
 

extracted
 

from
 

these
 

74
 

dust
 

sample
 

separately
 

for
 

the
 

detection
 

of
 

Der
 

p
 

1
 

with
 

RT-PCR
 

and
 

RT-LAMP,respectively. 
Results The

 

optimized
 

RT-LAMP
 

method
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

Der
 

p
 

1
 

from
 

the
 

total
 

RNA
 

isolated
 

from
 

the
 

four
 

species
 

of
 

mites,and
 

only
 

Dermatophagoides
 

pteronyssinus
 

were
 

positive.
 

Agarose
 

gel
 

electrophoresis
 

(2%)
 

showed
 

characteristic
 

trapezoidal
 

strips,and
 

green
 

fluorescence
 

was
 

observed
 

under
 

both
 

naked
 

eye
 

and
 

ultraviolet
 

lamp.
 

The
 

minimum
 

detection
 

amount
 

for
 

Der
 

p
 

1
 

was
 

1.0×10-6
 

μg
 

with
 

RT-LAMP
 

assay
 

and
 

the
 

sensitivity
 

was
 

10
 

times
 

higher
 

than
 

that
 

of
 

conventional
 

RT-PCR.
 

Among
 

the
 

74
 

bed
 

dust
 

samples,the
 

positive
 

rate
 

of
 

RT-LAMP
 

was
 

85.1%,which
 

was
 

higher
 

than
 

that
 

of
 

RT-PCR
 

(70.3%),and
 

the
 

difference
 

between
 

the
 

two
 

mechods
 

was
 

statistical
 

significance
 

(P<
0.05). Conclusion A

 

visual
 

method
 

for
 

detection
 

of
 

Der
 

p
 

1
 

was
 

successfully
 

established
 

with
 

RT-LAMP.
 

Compared
 

with
 

conventional
 

RT-PCR,RT-LAMP
 

was
 

more
 

sensitive,rapid
 

and
 

specific
 

in
 

detecting
 

dust
 

mite
 

allergens.
【Key

 

words】 Reverse
 

transcription
 

loop-mediated
 

isothermal
 

amplification
 

(RT-LAMP);Der
 

p
 

1;House
 

dust
 

mite;

Allergen
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  尘螨是重要的过敏原来源生物之一,全球超过

50%的过敏性疾病患者对尘螨过敏[1]。患者多因接触

和吸入尘螨而引起皮肤和气道炎症表现为特应性皮

炎、过敏性鼻炎和哮喘等疾病[2]。因此,建立高效、灵
敏、快速的尘螨检测方法将有助于评估过敏性疾病患

者生活环境中尘螨孳生状况,采取积极有效的尘螨控

制措施将有助于改善患者病情。
逆转 录 环 介 导 等 温 扩 增 可 视 化 检 测(Reverse

 

transcription
 

loop-mediated
 

isothermal
 

amplification,

RT-LAMP)是一种新型体外等温扩增特异核酸片段

的技术[3]。2020年RT-LAMP首次被应用于生物材

料的诊断[4],该技术不需要复杂的仪器,操作简单;使
用专门设计的引物,具有快速扩增和对目标生物高特

异性的优点,能够准确地检测感染的各种病原体包括

病毒、细菌和寄生虫[5-6]。李辉等[7]运用LAMP能够

快速地检测GI型诺如病毒。Simon等[8]报道可采用

LAMP浊度法检测化脓性链球菌分离株speB基因。
本研究拟建立RT-LAMP方法用于检测环境中尘螨

过敏原Der
 

p
 

1,结果报告如下。

材料与方法

1 材料

1.1  尘 螨  屋 尘 螨 (Dermatophagoides
 

pteronyssinus)、粉尘螨(D.
 

farinae)、热带无爪螨

(Blomia
 

tropicalis)、腐 食 酪 螨 (Tyrophagus
 

putrescentiae)为本室培养,培养设备为人工气候箱

(宁波江南仪器厂/RXZ-280D)。培养条件:25℃±
1℃,相对湿度(80±5)%。屋尘螨、热带无爪螨培养基

用鱼粉、酵母粉按一定比例配制,粉尘螨和腐食酪螨培

养基用面粉和酵母粉按一定比例配制。

1.2 试剂 Bst
 

DNA聚合酶(大片段)购自美国New
 

England
 

Biolabs公 司;MgSO4 和 Betain购 自 美 国

Sigma公司;AMV反转录酶,One-step
 

RNA
 

PCR
 

kit
和dNTP购自日本 TaKaRa公司;TRIzol和SYBR

 

GreenI荧光染料购自北京Solarbio公司;RNA提取

试剂购自美国Life
 

Technology公司。

2 方法

2.1 引物的设计与合成 参照国际基因库中Der
 

p
 

1
基因全长序列(GenBank

 

No.
 

U11695)进行比对分析,
选择 保 守 区 域,利 用 在 线 引 物 设 计 软 件 Primer

 

Explore
 

4.0(http://primerexplorer.jp/elamp4.0.0/

index.html)进行RT-LAMP引物设计与筛选,每一个

LAMP反应包括1对外引物(F3、B3)和1对内引物

(FIP、BIP)(表1),引物由宝生物公司合成。

2.2 总RNA的提取 采用爬盘法收集人工培养的

活螨1
 

000只以上,用无菌生理盐水洗涤后置于研钵

中研碎,再用组织匀浆器制成匀浆,然后按 Trizol说

明书提取总RNA,于-80
 

℃保存备用。

表
 

1 针对尘螨过敏原Der
 

p
 

1基因的RT-LAMP引物

Table
 

1 The
 

primers
 

of
 

RT-LAMP
 

for
 

amplification
of

 

the
 

allergen
 

Der
 

p
 

1
引物
Primer

长度(nt)
Length

序列
 

(5'→3')
Sequence

F3 20 TCGATACGTTGCACGAGAAC
B3 21 AGCGTGATAGTTTGGTTGGTA

FIP 44 TGGGTTTGAGCCAAAGCTTCACGGCA
CAACGTTTCGGTATCTCA

BIP 43 GCGCTATTGCCGTCATTATTGGCCGC
GTTGAATGATTGTTCGG

2.3 RT-LAMP反应体系的建立及其优化 内引物

FIP和BIP各1.6
 

μmol/L,外引物F3和B3各0.2
 

μmol/L,1.4
 

mmol/L
 

dNTP,0.8
 

mol/L 甜 菜 碱

(Betaine),6.0
 

mmol/L
 

MgSO4,2.5
 

μL
 

10×

ThermoPol
 

II
 

(Mg2+-free)
 

Reaction
 

Buffer
 

[20
 

mmol/L
 

Tris-HCl,10
 

mmol/L
 

KCl,10
 

mmol/L
 

(NH4)2SO4,0.1%
 

Triton
 

X-100],8U
 

Bst
 

DNA聚合

酶大片段,5U
 

AMV
 

reverse
 

transcriptase
 

XL,0.5
 

μL
 

RNA模板,加灭菌双蒸水补足25
 

μL。将反应体系置

65
 

℃水浴锅中反应60
 

min,80
 

℃水浴10min终止反

应。在此基 础 上 再 对 Mg2+ 浓 度(2、4、6、8、10、12
 

mmol/L)及反应温度(56、58、60、62、64、66
 

℃)和时间

(10、20、30、40、50、60、70
 

min)进行优化。取2
 

μL扩

增产物进行1.5%琼脂糖凝胶电泳分析。

2.4 RT-LAMP可 视 化 检 测 在扩增产物中加入

1.0
 

μL
 

SYBR
 

Green
 

I
 

(100×)染料,并将溶液置于

365
 

nm紫外光下观察有无荧光产生。如果产生绿色

为阳性反应,浅棕色则为阴性反应。

2.5 RT-LAMP的特异性及灵敏度分析 利用优化

的RT-LAMP反应体系,以屋尘螨、粉尘螨、热带无爪

螨、腐食酪螨总RNA为待测样品进行检测,观察可视

化结果,并取2
 

μL
 

RT-LAMP反应产物进行2%琼脂

糖凝胶电泳检测分析。
将制备的屋尘螨总 RNA 按10倍递增稀释为

1.0、1.0×10-1、1.0×10-2、1.0×10-3、1.0×10-4、1.0×
10-5、1.0×10-6、1.0×10-7 和1.0×10-8

 

μg后用RT-
LAMP方法进行检测,并与常规RT-PCR进行比较,
分析方法的灵敏度。

2.6 RT-PCR 对各浓度RNA利用One-step
 

RNA
 

PCR
 

kit
 

(TaKaRa)进行一步RT-PCR扩增。反应体

系:2.5
 

μL
 

10×One
 

Step
 

RNA
 

PCR
 

Buffer,5
 

mmol/

L
 

MgCl2,1.0
 

mmol/L
 

dNTP
 

mixture,20
 

U
 

RNase
 

Inhibitor,5
 

U
 

AMV
 

reverse
 

transcriptase
 

XL,2.5
 

U
 

AMV
 

Optimized
 

Taq,0.2
 

mol/L
 

LAMP外引物(F3
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和B3),0.5
 

μL
 

total
 

RNA,加灭菌双蒸水补足25
 

μL。
反应程序:50

 

℃反转录30
 

min,94
 

℃
 

2
 

min;94
 

℃30
 

s,53
 

℃30
 

s,72
 

℃30
 

s,共30个循环。取扩增产物进

行1.5%琼脂糖凝胶电泳分析。

2.7 床尘样品检测 采集74份哮喘患儿床尘样品,
提取总RNA,分别采用RT-PCR和RT-LAMP检测

Der
 

p
 

1基因,对检测结果进行比较分析。

结 果

1 RT-LAMP检测 Derp1基因的最佳反应体系和反

应条件

通过对 Mg2+浓度,反应温度(56~66
 

℃)和反应

时间(10~70
 

min)进行优化,根据琼脂糖凝胶电泳结

果分析获得Der
 

p
 

1基因RT-LAMP的最佳反应体系

和反应条件:内引物(PRSV-FIP和PRSV-BIP)各1.6
 

μmol/L,外 引 物 (PRSV-F3 和 PRSV-B3)各 0.2
 

μmol/L,0.8
 

mol/L甜菜碱,8
 

mmol/L
 

MgSO4,2.5
 

μL
 

10×ThermoPol
 

II
 

(Mg2+-free),反应缓冲液(20
 

mmol/L
 

Tris-HCl,10
 

mmol/L
 

KCl,10
 

mmol/L
 

(NH4)2SO4,0.1%
 

Triton
 

X-100),8
 

U
 

Bst
 

DNA聚

合酶大片段,5
 

U
 

AMV逆转录酶XL,0.5
 

μLRNA模

板,加灭菌双蒸水补足25
 

μL。将反应体系于62
 

℃水

浴锅中反应60
 

min,然后80
 

℃水浴10
 

min终止反应。

2 RT-LAMP的特异性

用建立的RT-LAMP方法检测屋尘螨、粉尘螨、
热带无爪螨和腐食酪螨总RNA,屋尘螨为阳性,2%琼

脂糖凝胶电泳呈现特征性梯形条带(图1A),肉眼和紫

外灯下观察到绿色荧光(图1B,C)。粉尘螨、热带无爪

螨、腐食酪螨均为阴性,2%琼脂糖凝胶电泳均无特征

性梯形条带出现(图1A),且肉眼观察可见棕色,在紫

外灯下无荧光(图1B,C)。

3 RT-LAMP的灵敏度

建立的RT-LAMP对Der
 

p
 

1基因的最小检测量

为1.0×10-6
 

μg(图2A-C),即肉眼和紫外灯下均观察

到绿色荧光,2%琼脂糖凝胶电泳呈现特征性梯形条

带,常规 RT-PCR的最小检测量为1.0×10-5
 

μg(图

2D),RT-LAMP方法的敏感性比常规RT-PCR高10
倍。

4 床尘尘螨检测

74份床尘样品抽提总RNA
 

后用RT-LAMP检

测Der
 

p
 

1基因,结果有63份阳性,常规RT-PCR检

测52份阳性(表2)。RT-LAMP和RT-PCR检测的

阳性率分别为85.1%和70.3%,差异具有统计学意义

(χ2=4.72,P<0.05)。

  A Der
 

p
 

1基因RT-LAMP产物2%琼脂糖凝胶电泳分析 B、C
 分别为肉眼和紫外灯下观察到的绿色荧光 M D2000

 

DNA标志物

 1 粉尘螨对照 2 热带无爪螨对照 3 腐食酪螨对照 4 屋尘
螨RT-LAMP产物

图
 

1 可视化RT-LAMP检测Der
 

p
 

1基因结果

A 2%
 

Agarose
 

gel
 

electrophoresis
 

analyses
 

of
 

the
 

product
 

of
 

Der
 

p 1 coding
 

gene
 

by
 

RT-LAMP B green
 

fluorescence
 

was
 

observed
 

under
 

naked
 

eye C green
 

fluorescence
 

was
 

observed
 

under
 

ultraviolet
 

lamp M D2000
 

DNA
 

marker 1 D.
 

farinae
 

control 2 Blomia
 

tropicalis
 

control 3 Tyrophagus
 

putrescentiae
 

control 4 The
 

RT-
LAMP

 

product
 

of
 

D.
 

pteronyssinus
Fig.1 Visualization

 

result
 

of
 

amplification
 

of
 

Der
 

p
 

1
 

by
 

RT-LAMP

  M DL2000
 

DNA标志物 1~9 分别为屋尘螨总RNA上样量

1.0、1.0×10-1、1.0×10-2、1.0×10-3、1.0×10-4、1.0×10-5、1.0×10-6、
1.0×10-7、1.0×10-8μg

图
 

2 RT-LAMP(A-C)和RT-PCR(D)检测尘螨过敏原

Der
 

p
 

1基因灵敏性比较

M DL2000
 

DNA
 

marker 1-9 1.0,1.0×10-1,1.0×10-2,1.0×
10-3,1.0×10-4,1.0×10-5,1.0×10-6,1.0×10-7,1.0×10-8μg

 

of
 

total
 

RNA
 

of
 

D.
 

pteronyssinus
Fig.2 The

 

comparison
 

of
 

Der
 

p
 

1
 

detection
 

by
 

RT-LAMP(A-C)
and

 

RT-PCR(D)
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表
 

2 RT-LAMP和RT-PCR检测床尘尘螨结果比较
Table

 

2 The
 

comparison
 

of
 

Der
 

p
 

1
 

detection
 

by
 

RT-LAMP
and

 

RT-PCR

方法
 

Methods

RT-PCR

阳性例数
Positive

 

cases

阴性例数
Negative

 

cases

合计
Total

RT-LAMP阳性例数 52 11 63
RT-LAMP阴性例数 0 11 11

合计
 

Total 52 22 74

讨 论

尘螨是室内过敏原的主要来源,引起过敏性鼻炎

和哮喘等过敏性疾病[9]。尘螨主要包括屋尘螨、粉尘

螨、热带无爪螨、腐食酪螨等[10],广泛地孳生在沙发、
地毯、被褥、床单以及其它生活环境中。过敏原是引起

机体特异性IgE升高的蛋白质,其命名是以来源物质,
属名的头3个字母(如Dermatophagoides,头3个字母

为Der),空格,种名第一个字母(如pteronyssinus的

首字母),空格,最后用阿拉伯数字表示该过敏原发现

的顺序或其临床意义,本研究中的Der
 

p
 

1即为屋尘

螨过敏原第1组分。在已发现的39种屋尘螨变应原

组分中Der
 

p
 

1和Der
 

p
 

2是80%屋尘螨过敏患者的

主要致敏组分,Der
 

p
 

1主要存于屋尘螨排泄物中,每
个颗粒约含0.1

 

ng,Der
 

p
 

2主要存在于屋尘螨体内。
在1987年首届室内尘螨变态反应的国际研讨会上,参
会专家制定了致病风险因素标准,即在床垫和地毯中

沉积的每克灰尘中含有2
 

μg的Der
 

p
 

1就被视为过敏

体质者发生急性哮喘的一个主要风险因[11]。在第二

届室内尘螨变态反应学会上这个临界值浓度被视为与

哮喘发作有关,即将每克灰尘含有2
 

μg和10
 

μg的

Der
 

p
 

1作为风险暴露因素[11]。因此,本研究中以Der
 

p
 

1作为检测对象。

LAMP是在单一温度下,只需要一种酶就可以进

行自循环链置换DNA。该方法不需要昂贵的仪器,价
格便宜,对操作人员要求不高。每一个LAMP反应设

计1对内引物和1对外引物,提高了反应的特异性。
合成的副产物(焦磷酸镁)随着反应的进行而积累增

加,通过浊度法或添加各种染料进行目测,方便、快
捷[12]。吴丹丹等[13]采用 RT-LAMP和LAMP两种

方法检测结核分枝杆菌并进行比较分析,发现 RT-
LAMP不仅可以避免出现结核菌残留DNA引起的假

阳性,而 且 灵 敏 度 是 LAMP 的 10 倍。由 于 RT-
LAMP具有上述优点,广泛地被应用在进出口食品、
畜禽饲料、添加剂、卫生检疫等领域病毒、类病毒和微

生物的检查,并且存在多个国家标准和行业标准[14-15]。
在新冠病毒全球大流行的情况下,采用这种方法检测

冠状病毒能够更加快速、准确、廉价的获得实验结果。

Kitajima等[16]采用RT-PCR和RT-LAMP方法对比

评估了在COVID-19诊断中的差异,RT-LAMP表现

出高度的特异性和敏感性。Fowler等[17]采用 RT-
LAMP快速检测SARS-CoV-2,其结果与RT-PCR具

有高度一致性。
为验证RT-LAMP方法对屋尘螨Der

 

p
 

1检测的

灵敏性和特异性,本研究采集了74份床尘样品进行检

测,结果显示 RT-LAMP阳性检出率显著高于 RT-
PCR。因此,RT-LAMP是过敏原检测方法的一个重

要补充,其灵敏度高、特异性强及操作简单的优点适于

基层医院推广应用,也有助于尘螨过敏患者便捷、准确

地评估居住环境尘螨孳生情况,预防过敏性疾病的发

生。
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