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  摘 要:目的 探讨环介导等温扩增法(LAMP)与重组酶聚合酶扩增法(RPA)应用于孕妇B族链球菌

(GBS)定植的筛查价值。方法 选取2018年5月至2019年7月在徐州医科大学附属沭阳医院采集的68例孕

35~37周孕妇阴道及直肠拭子作为主要检测标本,培养GBS菌株后提取菌株基因组DNA,应用LAMP及

RPA反应引物进行基因扩增,确定LAMP及RPA的灵敏度、特异性差异及时效性指标。结果 LAMP的基

因扩增时间为45
 

min,产生结果需69
 

min,LAMP测定需要恒温仪温度为63
 

℃;RPA的基因扩增时间为15
 

min,经凝胶成像产生结果共需要130
 

min,经免疫金试纸条检测产生结果仅需20~30
 

min,仪器需要使用恒温

仪38
 

℃、电泳仪和凝胶成像仪或免疫金试纸条。对标本检测发现,LAMP共检出6例阳性、62例阴性,与16s
 

rRNA测序结果完全一致;而RPA电泳法共检出7例阳性(假阳性1例),61例阴性;RPA免疫金试纸条检测

与LAMP测定结果一致。结论 LAMP及RPA对设备依赖程度较低,RPA基因扩增速度快,LAMP总耗时

相对较短,且具有可视性,RPA扩增后采用免疫金试纸条诊断的灵敏度及特异性与LAMP一致,两组均具有简

单、高效的特点,适用于中小型医院孕妇GBS定植筛查。
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  B族链球菌(GBS)定植是发生早发型新生儿败血

症的主要原因[1]。GBS定植具有起病隐匿、症状不典

型的特点[2]。多方共识指出:孕35~37周进行直肠

及阴道GBS定植筛查有助于减少产妇分娩风险及新

生儿感染风险[3-5]。GBS定植的筛查临床上多以培养

法作为判断GBS定植的金标准,但培养法多需要48
 

h以上,其耗时长、灵敏度差[6]。聚合酶链反应(PCR)
或荧光PCR虽然能够减少鉴定时间,已经逐渐取代

培养法成为新型筛查方式,但其对仪器及设备的成本

需求相对较高,不适合中小型医院应用[7]。环介导等

温扩增法(LAMP)的反应时间仅需几十分钟,反应结

束可通过肉眼直接观察,简单、高效[8]。重组酶聚合

酶扩增法(RPA)能在15
 

min内进行DNA扩增,但缺

乏有效的直接观察方式[9]。两种方法均属于恒温环

境下来进行DNA扩增的有效方式,简单、方便。为进

一步明确LAMP及RPA用于孕妇GBS定植筛查的

价值故进行本研究,现报道如下。
1 资料与方法

1.1 一般资料 选择2018年5月至2019年7月在

徐州医科大学附属沭阳医院(以下简称该院)采集的

68例孕35~37周孕妇阴道及直肠拭子作为主要检测

标本。纳入的孕妇在4周内未进行抗菌药物治疗。
取孕妇肛周分泌物及阴道下三分之一处分泌物等分

为3份,标记后进行孕妇GBS定植筛查。
1.2 仪器与试剂 PCR仪(含染料,上海星汉生物科

技有限公司,型号:2×Taq
 

MasterMix)、高速离心机

(常州市亿能试验仪器厂,型号:TG16G)、电泳仪(南
京普阳科学仪器研究所,型号:LG4C0818)、凝胶成像

仪(赛默飞世尔科技公司,型号:E-Gel
 

Imager凝胶成

像仪-紧凑型凝胶成像系统)、恒温水浴锅(苏州珀西瓦

尔试验设备有限公司,型号:TZL-5002)、核酸染料(上
海抚 生 实 业 有 限 公 司,型 号:SYBR

 

GreenⅡ)。
LAMP试剂盒(苏州天隆生物科技有限公司,国械注

准20193400369)、RPA反应试剂盒(广州市宝创生物

技术有限公司,国械注准20213400530)、TwistAmp􀆿
 

LF免疫金试纸条(广州市微米生物科技有限公司,国
械注准20193400250)。

GBS标准菌株选择购自上海素尔生物科技有限

公司的无乳链球菌 ATCC13813菌株作为阳性菌株;
将该院培养的化脓性链球菌、肺炎链球菌、星座链球

菌、金黄色葡萄球菌、F组链球菌各1株作为阴性

菌株。
1.3 方法

1.3.1 标本的处理 将采集的孕妇阴道及直肠拭子

置于1
 

mL无菌蒸馏水中,10
 

000
 

r/min高速振荡

60
 

s,10
 

000×g离心300
 

s,弃去上清液;再加入0.1
 

mL无菌蒸馏水中沉淀后,再次离心,弃上清液;再加

入0.1
 

mL无菌蒸馏水重悬沉淀后依据沸水浴法提取

DNA,一份行LAMP检测,一份行RPA检测,另一份

行16s
 

rRNA测序,应用GenBank数据比对确定细菌

DNA。
1.3.2 DNA提取方法 应用移菌环自血平板上刮
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取培养完成的菌株,置入0.1
 

mL的无菌蒸馏水中,在
沸水中水浴10

 

min,10
 

000×g离心2
 

min(分离线粒

体),取上清液备用,作为模板DNA(ATCC13813菌

株为阳性模板,其他菌株为阴性模板)。
1.3.3 LAMP 将LAMP试剂盒中的反应液、显色

液FDR和2
 

μL的模板DNA置入0.5
 

μL的PCR管

中,混合均匀,再置入63
 

℃的恒温水浴锅中反应

0.5~1.0
 

h后取出,置入判定结果。
1.3.4 RPA 严格按照RPA试剂盒说明书进行操

作,RPA反应体系(47.5
 

μL):10
 

μmol/L的上下游引

物各2.4
 

μL,DNA模板2
 

μL、重组缓冲液29.5
 

μL,
超纯水11.2

 

μL制成混合液。将混合液移入预装好

冻干粉的反应管中,混合均匀后加入2.5
 

μL
 

MgAc,
使最终反应体积达到25

 

μL,置入PCR扩增仪,运行

20
 

min。运行4
 

min时,取出PCR管,轻弹并混匀,再
放回38

 

℃的恒温仪中继续孵育。运行结束后将扩增

产物取出12.5
 

μL置入新的EP管中,后续经DNA
纯化及琼脂糖凝胶电泳,并将余下的孵育产物进行

TwistAmp􀆿
 

LF免疫金试纸条检测。
1.3.5 判定方法 LAMP结果判定:以反应液变为

绿色作为阳性结果,反应液无变色为阴性结果。RPA
结果判定:以出现反应条带为阳性结果,无反应条带

为阴性结果。本研究以ATCC13813菌株检验结果为

阳性对照组,其他标本为阴性对照组,并以16s
 

rRNA

测序结果为金标准。
1.3.6 评估方法

1.3.6.1 灵敏度评估 取无菌双蒸馏水对待测模板

DNA做10倍梯度递减稀释,并以模板DNA检验情

况最低浓度判断。同时对比不同检测方法的阳性结

果准确率。
1.3.6.2 特异性评估 以阴性菌株为模板,应用

LAMP、RPA检测,并进行评估,以确定LAMP、RPA
对GBS的诊断特异性。
1.3.6.3 时效性评估 采集自开始检验至检验结果

产生的时间差进行比较,确定两种检验方法的时效性

差异。
1.3.7 观察指标 观察LAMP及PRA的最佳引

物、反应条件、反应时间及检测的灵敏度、特异性。
2 结  果

2.1 LAMP和RPA的最佳引物和反应条件对比 
本实验自5组LAMP引物中选择一组反应迅速、特
异性高的引物作为最佳引物,该引物最佳反应条件:
63

 

℃,反应45~60
 

min。反应45
 

min时,LAMP检

测管颜色自橙色逐渐转为绿色标本为阳性,延长时间

至60
 

min无颜色变化,阴性标本为橙色。RPA的引

物以F3、B3为主,其最佳反应温度为38
 

℃,恒温15
 

min。见表1。

表1  最佳引物序列

引物 序列(5'-3') 片段大小(bp)

F3 AGA
  

AGC
  

CTT
  

AAC
  

AGA
  

TGT
 

GA 20

B3 CAG
 

GAT
 

AAG
 

TTA
 

AAA
 

CCT
 

TTT
 

GTT
 

CA 23

FIP ATT
 

CGC
 

ATT
 

TTA
 

GAT
 

CCA
 

TTT
 

GCT
 

TGC
 

CTT
 

TAC
 

ATC
 

GTT
 

GA 38

BIP CAG
 

CTT
 

AGT
 

TAT
 

CCC
 

AAA
 

TCC
 

CAT
 

AGA
 

AGC
 

AAT
 

CAC
 

AAT
 

CAT 42

  注:F3为上游外引物;B3为下游外引物;FIP为上游内引物;BIP为下游内引物。

2.2 两种方法的灵敏度及特异性对比 经LAMP
及RPA检测,45

 

min时,ATCC13813菌株DNA模

板水平在0.01~10.00
 

ng/μL时,两种检测方法均能

够有效筛查阳性标本,检验极限均为0.01
 

ng/μL。经

LAMP及RPA检测确定,而对于阴性菌株可以明确

排除。两者的特异性一致。见表2。

表2  LAMP及RPA特异性比较

方法 ATCC13813 化脓性链球菌 肺炎链球菌 星座链球菌 金黄色葡萄球菌 F组链球菌

LAM + - - - - -

RPA电泳 + - - - - -

RPA免疫金试纸条 + - - - - -

  注:+表示阳性;-表示阴性。

2.3 两种方法的时效性及准确性对比 68例标本中

共6例 阳 性、62例 阴 性,GBS定 植 率 为 8.82%。
LAMP共耗时69

 

min,LAMP测定仅需要恒温仪即

可判读;RPA测定68例标本,共耗时130
 

min,需要

使用恒温仪、电泳仪和凝胶成像仪或免疫金试纸条才

能产生准确结果。两种检测方法临床准确性比较,
LAMP共检出6例阳性、62例阴性,与16s

 

rRNA测

序结果完全一致;而RPA电泳法共检出7例阳性(假
阳性1例),61例阴性;RPA 免疫金试纸条检测与

LAMP测定结果一致,仅需20~30
 

min即可完成。
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3 讨  论

  GBS定植筛查已经成为发达国家对孕35~37周

筛查的主要指标之一。研究显示,孕晚期妇女 GBS
定植率为15.58%,以30~40岁孕产妇多见[10]。这

一结果与本研究纳入标本的GBS定植率8.82%(6/
68)大致相当[11]。我国民众对GBS的了解少,故GBS
定植筛查的普及率相对较低;而且受到筛查时间、筛
查技术难度及费用昂贵的限制,多数孕期妇女对GBS
认识不足,难以建立有效的 GBS定植筛查机制[12]。
随着GBS

 

DNA诊断技术的发展,PCR技术逐渐成

熟,但 是 在 中 小 型 医 院 由 于 经 费 等 原 因 仍 难 以

普及[13]。
LAMP及RPA能够减少早期筛查成本,降低筛

查时间损耗,灵敏度高、特异性好,与PCR技术相比,
经济价值及诊断效能更佳。与传统PCR技术相比,
LAMP及 RPA 更加快 速、方 便,且 对 设 备 需 求 度

低[14]。LAMP采用6个不同区域靶基因制订4条特

殊引物,经过起始及循环扩增形成最终的花椰菜样茎-
环状结构DNA混合物[15]。在LAMP反应过程中,
焦磷酸镁沉淀作为主要副产物存在,使得肉眼能够有

效分辨荧光染料,具有可视性,但LAMP的引物设计

较为复杂,在一定程度上限制了其临床应用程度[16]。
RPA与LAMP相比,反应温度更接近人体体温,

在37~42
 

℃进行,单链核酸重组酶 UvsX与引物相

结合,利用Bsu
 

DNA聚合酶实现链置换,在这个置换

过程中,引入单链DNA结合蛋白Gp32核酸蛋白形

成复合体,在多种因子共同作用下,基因链的延伸与

配对过程才能实现[17]。但由于反应情况无法进行视

觉诊断,多应用凝胶电泳成像技术进行定性检测,但
低浓度模板可能出现非特定信号污染,其诊断时效性

及准确性较低[18]。但结合免疫金试纸条技术能够减

少低浓度模板的信号污染,避免假阳性标本产生,且
基因扩增完成后即可进行检测,显像仅需5

 

min,有效

地弥补了RPA在GBS定植筛查过程中的缺陷[19]。
本研究结果发现,LAMP的基因扩增对设备需求

更低,适合基层医院应用;而RPA扩增后应用免疫金

试纸条进行定性检测,耗时更短,且结果与LAMP一

致,虽然增加一定的检验成本,但节约检测时间,适合

中型以上医院选用[20]。LAMP和RPA(免疫金试纸

条判读)的灵敏度及特异性一致。
综上所述,LAMP及RPA对设备依赖程度较低,

RPA基因扩增速度快,LAMP总耗时相对较短,且具

有可视性,RPA扩增后采用免疫金试纸条方式诊断灵

敏度及特异性与LAMP一致,两种方法均具有简单、
高效的特点,适用于孕妇GBS定植筛查。
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EB病毒抗体联合EBV-DNA载量检测诊断儿童传染性
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  摘 要:目的 研究EB病毒(EBV)抗体联合EBV-DNA载量检测诊断儿童传染性单核细胞增多症(IM)
的临床价值。方法 回顾性分析2020年1月至2021年12月该院收治的75例IM患儿作为病例组,另选取同

期70例非IM 儿童作为对照组。检测并比较两组EBV抗体水平以及EBV-DNA载量,分析EBV抗体以及

EBV-DNA载量对IM的诊断效能。此外,对所有IM患儿实施常规治疗,将其根据治疗1周后的EBV-DNA载

量差异分为EBV-DNA转阴组及未转阴组。通过单因素及多因素Logistic回归分析IM患儿治疗1周后EBV-
DNA未转阴的影响因素。结果 病例组EBV-CA-IgG、EBV-CA-IgM 以及 EBV-DNA 载量阳性率分别为

62.67%、85.33%、77.33%,均高于对照组的15.71%、8.57%、7.14%,差异均有统计学意义(P<0.05)。EBV
抗体以及EBV-DNA载量联合检测诊断IM的灵敏度、准确度分别为96.00%、91.03%,均高于EBV-NA-IgG、
EBV-CA-IgG、EBV-CA-IgM以及EBV-DNA载量单项检测的灵敏度、准确度(P<0.05)。EBV-DNA未转阴

组使用干扰素人数比例以及年龄、初始Ct值均低于EBV-DNA转阴组(P<0.05),而两组性别、白细胞计数及

淋巴细胞计数比较差异均无统计学意义(P>0.05)。经多因素Logistic回归分析发现,未使用干扰素是IM 患

儿治疗1周后EBV-DNA未转阴的危险因素(P<0.05),而年龄、初始Ct值均是IM 患儿治疗1周后EBV-
DNA未转阴的保护因素(P<0.05)。结论 EBV抗体联合EBV-DNA载量检测诊断儿童IM 的临床价值较

高,可提升IM诊断的灵敏度及准确度。此外,使用干扰素与否、年龄以及初始Ct值均与患儿治疗1周后EBV-
DNA未转阴有关。
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  传染性单核细胞增多症(IM)是儿科临床上发生

率较高的一种急性传染病,根本病因是患儿机体内出

现EB病毒(EBV)感染,继而导致单核-巨噬系统急性

增生[1]。IM患儿临床表现特征以发热、肝脾大、皮疹

以及咽峡炎为主,对患儿的正常生长发育以及生命健

康安全具有不同程度的负面影响[2]。有研究表明,
EBV感染在机体免疫功能不同的患儿中可能引发不

同临床表现,从而使得其早期症状有所差异,进一步

增加了疾病的临床诊断难度,最终导致误诊和漏诊情

况的发生,致使患儿无法得到及时、有效的治疗,影响

预后[3]。由此可见,探寻一种能早期有效、准确诊断

IM的手段具有极其重要的意义,可为临床治疗提供

参考依据,继而改善预后。目前,临床上针对IM的诊

断主要是依靠 EBV 抗体实现,包括 EBV-NA-IgG、
EBV-CA-IgG、EBV-CA-IgM。然而,EBV 抗体检测

存在反应较弱的不足,往往会导致IM 的诊断难度增

加[4]。其 中 EBV-DNA 载 量 是 反 映IM 患 儿 体 内

EBV复制状况,其在儿童IM诊断中的应用价值已得

到广泛关注。本文通过研究 EBV 抗体联合 EBV-
DNA载量检测诊断儿童IM 的临床价值,旨在为IM

的临床诊疗提供参考,现报道如下。
1 资料与方法

1.1 一般资料 回顾性分析2020年1月至2021年

12月本院收治的75例IM 患儿作为病例组,其中男

53例、女22例,年龄1~10岁、平均(4.44±1.23)岁。
另选取同期70例非IM 儿童作为对照组,其中男50
例、女20例,年龄1~10岁、平均(4.35±1.20)岁。
两组性别、年龄差异均无统计学意义(P>0.05),具有

可比性。
1.1.1 IM诊断标准 (1)均存在发热、淋巴结肿大

以及肝脾大等症状表现;(2)外周血白细胞主要以淋

巴细胞为分类依据,异型淋巴细胞>10%[5]。
1.1.2 纳入标准 (1)所有病例组患儿均与上述IM
相关诊断标准相符;(2)年龄≤10岁;(3)入院前未接

受任何治疗;(4)临床病历资料完整。
1.1.3 排除标准 (1)伴有严重血液系统疾病;(2)
合并器质性损伤;(3)生长缓慢且发育异常;(4)合并

精神障碍等遗传性疾病;(5)研究期间因故退出或失

访;(6)正参与其他研究。
1.2 方法
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