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实时荧光多酶恒温扩增技术检测小鼠细小病毒
核酸的方法建立
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　 　 ［摘要］ 　 目的 　 旨在建立基于实时荧光多酶恒温扩增（ ｅｘｏ⁃ＭＩＲＡ）技术的小鼠细小病毒（ＭＶＭ）核酸检测新方法。
方法　 收集２０２１ 年 １ 月至 ２０２２ 年 １ 月南京大学医学院附属金陵医院实验动物室共 ７５ 份小鼠肠道内容物标本。 针对 ＭＶＭ
ＶＰ２ 基因的保守区域设计 ４ 对引物，琼脂糖凝胶电泳分析扩增产物以筛选最优引物对，并设计特异性荧光探针，构建 ｅｘｏ⁃
ＭＩＲＡ 检测法。 通过检测梯度稀释模拟样本，进行检出限评价。 检测其他小鼠病毒，包括仙台病毒（ＳＶ）、小鼠肝炎病毒

（ＭＨＶ）、小鼠鼠痘病毒（Ｅｃｔ）、小鼠肺炎病毒（ＰＶＭ）、呼肠孤病毒（Ｒｅｏ），分析 ｅｘｏ⁃ＭＩＲＡ 法的交叉反应性。 采用 ｑＰＣＲ 法和

ｅｘｏ⁃ＭＩＲＡ 法同时检测收集的 ７５ 份标本，统计分析两种方法的一致性。 以 ｑＰＣＲ 法为参比方法，评估该法的敏感度和特异度，
进行诊断效能评价。 　 结果　 采用 ｅｘｏ⁃ＭＩＲＡ 技术建立 ＭＶＭ 核酸检测方法，该方法检测 ＭＶＭ 的检出限为 １０ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ，且与

其他五种小鼠病毒无交叉反应，可特异性检出 ＭＶＭ。 ７５ 份标本检出结果显示，ｅｘｏ⁃ＭＩＲＡ 法和 ｑＰＣＲ 法高度一致，Ｋａｐｐａ 值为

０􀆰 ９２１（Ｐ＜０􀆰 ０５），ｅｘｏ⁃ＭＩＲＡ 法的敏感度为 １００􀆰 ０％，特异度为 ９６􀆰 ７％。 　 结论　 建立了一种基于实时荧光 ＭＩＲＡ 恒温扩增技

术的 ＭＶＭ 核酸检测方法，具有简单快速、实验要求低、敏感特异等优点。 该方法可应用于现场复杂环境的即时检测，在实验

动物质量检测应用上有一定前景。
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０　 引　 　 言

小鼠细小病毒（ｍｉｎｕｔｅ ｖｉｒｕｓ ｏｆ ｍｉｃｅ，ＭＶＭ）是一

种单链 ＤＮＡ 病毒，属于细小病毒科原细小病毒属，
是小鼠较常见的传染性病原体，隐匿传染，传染性

强［１］。 已有实验证据证实，ＭＶＭ 可在体内体外影

响免疫调节、肿瘤生长和移植反应，严重干扰动物

实验结果可靠性［２］。 目前 ＭＶＭ 常用检测方法主要

是 ＥＬＩＳＡ 方法、间接免疫荧光法（ ＩＦＡ）等血清特异

性检查，但这类方法窗口期长、灵敏度低，在感染早

期容易漏检［３］。 基于聚合酶链式反应（ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ
ｃｈａｉｎ ａｃｔｉｏｎ， ＰＣＲ）的核酸扩增技术可在血清转化

前的早期感染或无法产生血清反应的免疫功能低

下小鼠中检测到细小病毒，缩短了检测窗口期，提
高了 ＭＶＭ 检测的准确性［４］。 同时，还可应用于生

物材料和环境污染的检测。
恒温扩增技术是不依赖 ＰＣＲ 酶的核酸扩增体

系［５］，运用重组酶、环介导酶、解旋酶或切口酶等扩

增酶在恒定温度下实现核酸快速特异性扩增［６⁃７］。
与荧光定量 ＰＣＲ 相比，恒温扩增技术扩增速度快，
设备要求低，性能与荧光定量 ＰＣＲ 相当［８］。 多酶恒

温快速扩增（ｍｕｌｔｉｅｎｚｙｍｅ ｉｓｏｔｈｅｒｍａｌ ｒａｐｉｄ ａｍｐｌｉｆｉｃａ⁃
ｔｉｏｎ，ＭＩＲＡ）是一种包含有多种酶的核酸恒温快速扩

增体系，运用解旋酶和单链结合蛋白解开 ＤＮＡ 双

链，运用重组酶和 ＤＮＡ 聚合酶快速扩增目标片段。
其引物设计简单、扩增效率高、检测时间短，已经用

于检测 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２［９］、乙型肝炎病毒［１０］ 和结核分

枝杆菌［１１］。 ＭＩＲＡ 目前已开发出基础型（凝胶电泳

法）、胶体金试纸条型（ＭＩＲＡ⁃ＬＦＤ 型）和荧光探针

型试剂盒（ｅｘｏ⁃ＭＩＲＡ 型）。 含有 ｅｘｏ 外切酶的实时

荧光多酶恒温扩增（ ｅｘｏｍｕｌｔｉｅｎｚｙｍｅ ｉｓｏｔｈｅｒｍａｌ ｒａｐｉｄ
ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ｅｘｏ⁃ＭＩＲＡ）技术可实现实时荧光定量

检测。 本研究建立了一种多酶恒温扩增技术的

ＭＶＭ 核酸检测方法，旨在为 ＭＶＭ 快速检测提供依

据，从而实现感染的有效控制。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 临床标本 　 本实验室自 ２０２１ 年 １ 月至 ２０２２
年 １ 月收集 ７５ 份小鼠肠道内容物，采集操作均参照

《实验动物小鼠细小病毒 ＭＶＭ 株 ＰＣＲ 检测方法 Ｔ ／
ＣＡＬＡＳ２８⁃２０１７》 团 体 标 准［１２］。 本 研 究 使 用 的

ＢＡＬＢ ／ Ｃ 昆明种小鼠和 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠从各地实验

动物中心购买。 实验小鼠均饲养在屏障环境中，室
内的温湿度均由中央空调控制，温度为 ２０ ～ ２６ ℃，
相对湿度为 ５０％ ～ ７０％，光照明暗交替 １２ ｈ ／ ｄ。 饮

水为消毒的酸化水，使用的垫料、笼盒等一切用具

均进行１３１ ℃、５ ｍｉｎ 高压预真空灭菌。 饲料为北京

斯贝福 ６０Ｃｏ 辐射饲料，合格证号为 ＳＣＸＫ （京）
２０１９⁃００１０。 实验动物使用许可证号为 ＳＹＸＫ（军）
２０１７⁃００３７。 本研究经东部战区总医院伦理委员会

批准（２０２０ＪＬＨＪＤＺＸＤＷＬＳ⁃０００１９９）。
１􀆰 ２　 实验毒株和标准品　 ＭＶＭ 毒株由本实验室分

离鉴定。 小鼠呼肠孤病毒 ３ 型（Ｒｅｏ⁃３，Ｍ２０１６１􀆰 １）、
鼠痘病毒（ｅｃｔｒｏｍｅｌｉａ ｖｉｒｕｓ，ＥＶ）、小鼠肝炎病毒（ｍｕ⁃
ｒｉｎｅ ｈｅｐａｔｉｔｉｓ ｖｉｒｕｓ，ＭＨＶ）、仙台病毒（ ｓｅｎｄａｉ ｖｉｒｕｓ，
ＳＶ）、小鼠肺炎病毒（ｐｎｅｕｍｏｎｉａ Ｖｉｒｕｓ ｏｆ Ｍｉｃｅ，ＰＶＭ）
阳性对照质粒由生工合成。 本研究合成 ＶＰ２ 基因

（ＧｅｎＢａｎｋ 号 Ｍ１２０３２􀆰 １）第 ３０８５ 位到第 ３６６９ 位的

核酸序列，克隆到 ｐＵＣ５７ 质粒中，基因拷贝数经过

数字 ＰＣＲ 进行绝对定量，作为标准品。
１􀆰 ３　 试剂与仪器　 ＤＮＡ 恒温快速扩增试剂盒（基础

型 ／荧光型）购自潍坊安普未来生物科技有限公司，
ＤＮＡ 抽提试剂（２５ ∶２４ ∶１）购自北京索莱宝科技有限

公司，ＤＮＡ 提取试剂盒购自天根生化科技有限公司，
ＰＣＲ 扩增试剂购自 Ｔａｋａｒａ 公司。 实时荧光定量 ＰＣＲ
仪为安捷伦 Ａｇｉｌｅｎｔ 的ＭＸ３０００Ｐ，热恒温水浴箱（上海

精宏 ＤＫ⁃８Ｄ），高速冷冻离心机（Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｍｉｃｒｏ
２１Ｒ），凝胶成像系统（上海天能 ３５００Ｒ）。
１􀆰 ４　 核酸提取　 收集的肠道内容物的核酸提取使

用商品化的试剂盒血液 ／细胞 ／组织基因组提取
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试剂盒（ＤＰ３０４），根据试剂盒步骤提取核酸备用。
１􀆰 ５　 ｅｘｏ⁃ＭＩＲＡ 引物探针设计　 根据 ｅｘｏ⁃ＭＩＲＡ 技

术引物设计原则：①扩增产物长度 １５０ ～ ３００ ｂｐ，不
超过 ５００ ｂｐ；②引物长度 ３０ ～ ３５ ｂｐ，不少于 ２５ ｂｐ；
③引物碱基排布随机性高；④引物 ＧＣ 含量 ３０ ～
７０％，针对 ＶＰ２ 基因保守区域设计 ４ 对引物，使用

ＢＬＡＳＴ 工具验证引物的特异性。 ＭＩＲＡ 探针设计要

求需满足：①距离 ５′端的 ３０ ～ ３５ ｎｔ 中间位置，至少

含两个 Ｔ 碱基，间距 ２ ～ ４ ｎｔ，两个 Ｔ 碱基之间标记

ｄＳｐａｃｅｒ；②ｄＳｐａｃｅｒ 位点上游的 Ｔ 碱基标记荧光基

团（常用 ＦＡＭ），下游 Ｔ 碱基标记淬灭基团（常用

ＢＨＱ１）；③距离 ３′端约 １５ ｎｔ 且 ３′端标记 Ｃ３⁃ｓｐａｃｅｒ。
本研究设计的探针荧光标记选择 ＦＡＭ 作为报告发

光基团，ＢＨＱ１ 为淬灭基团。 引物探针扩增的目的

序列均覆盖了中国实验动物学会发布的 ＭＶＭ 株

ＰＣＲ 检测方法实施指南的检测靶序列。 引物和探

针均由南京金斯瑞生物科技有限公司合成，引物和

探针序列见表 １。

表 １　 引物探针序列

方法 靶基因 引物 ／探针 序列（５′→３′） 大小（ｂｐ）
ｑＰＣＲ ＶＰ２ ｑＰＣＲ⁃Ｆ ＧＣＣＡＴＡＣＡＣＡＣＣＴＧＣＡＧＣＡＡＡ ２１

ｑＰＣＲ⁃Ｒ ＴＧＧＹＧＡＴＧＣＴＡＴＧＧＴＴＧＧＴ １９

ｑＰＣＲ⁃Ｐ ＦＡＭ⁃ＴＣＡＡＴＧＧＡＡＡＣＡＣＴＴＧＧＴＴＴＣ⁃
ＴＡＣＣＣＴＴＧＧＡ⁃ＢＨＱ１ ３１

ｅｘｏ⁃ＭＶＭ ＶＰ２ ＭＶＭ⁃Ｆ ＡＣＴＧＴＴＡＣＡＧＡＧＣＡＡＧＡＣＴＣＡＧＧＡＧ⁃
ＧＴＣＡＡＧ ３１

ＭＶＭ⁃Ｒ ＧＡＧＡＡＴＴＣＡＴＴＣＣＴＴＴＴＧＧＴＧＴＴＣ⁃
ＣＣＡＴＴＡＣ ３１

ＭＶＭ⁃Ｐ
ＣＡＣＡＣＣＴＧＣＡＧＣＡＡＡＣＴＣＡＡＴＧ⁃
ＧＡＡＡＣＡＣＴ ／ ｉ６ＦＡＭｄＴ ／ ＧＧ ／ ｉｄＳｐ ／ ／ ｉＢ⁃
ＨＱ１ｄＴ ／ ＴＣＴＡＣＣＣＴＴＧＧＡＡＡＣ

５０

１􀆰 ６　 ｅｘｏ⁃ＭＩＲＡ 法体系建立　 根据试剂盒说明书，
实验前 ０􀆰 ５～１ ｈ，取出试剂，室温完全融化，震荡混

匀。 在各干粉反应管依次加入 ２９􀆰 ４ μＬ Ａ ｂｕｆｆｅｒ、２
μＬ 前向引物（１０ μＭ）、２ μＬ 后向引物（１０ μＭ）、０􀆰 ６
μＬ 探针（１０ μＭ）、２ μＬ 模板，１１􀆰 ５ μＬ 蒸馏水，最后

再加 ２􀆰 ５ μＬ Ｂ ｂｕｆｆｅｒ，总反应体积 ５０ μＬ。 盖上盖

子，上下颠倒混匀 １０ 次，使各组分充分混匀，瞬时离

心，加热反应。 基础型设定温度 ４２ ℃，时间 ３０ ｍｉｎ；
荧光型设定温度 ４２ ℃，时间 ２０ ｍｉｎ，每 ２０ 秒检测一

次荧光。 当荧光扩增曲线为 Ｓ 型时判为阳性，否则

判为阴性。
１􀆰 ７　 引物筛选　 将设计的多对引物依次加入上述

ＭＩＲＡ 体系，扩增产物等比加入 ５０ μＬＤＮＡ 提取

试剂，轻轻混匀后，１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ，取上清

５ μＬ 经 ２％琼脂糖凝胶电泳。
１􀆰 ８　 ｑＰＣＲ 法检测 ＭＶＭ　 ＭＶＭ 荧光定量 ＰＣＲ 引

物参照 ２０１７ 年中国实验动物学会推荐的实时荧光

ＰＣＲ 引物序列［１２］，引物探针序列见表 １。 实时荧光

ＰＣＲ 使 用 安 捷 伦 Ａｇｉｌｅｎｔ 荧 光 定 量 ＰＣＲ 仪

ＭＸ３０００Ｐ，程序设置如下：９５ ℃３０ ｓ，１ 个循环；９５ ℃
５ ｓ，６０ ℃ ３４ ｓ，４０ 个循环。 ＣＴ≤３５，判断为小鼠细

小病毒 ＭＶＭ 株核酸阳性；ＣＴ≥４０，则判断为小鼠细

小病毒 ＭＶＭ 株核酸阴性；３５＜ＣＴ＜４０，则判断为灰

区，重新检测。 重复检测结果若 ＣＴ≥４０，则阴性；若
３５＜ＣＴ＜４０，则阳性。
１􀆰 ９　 ｅｘｏ⁃ＭＩＲＡ 法性能评价

１􀆰 ９􀆰 １　 检出限　 将数字 ＰＣＲ 绝对定量浓度为 １０６

ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ 的标准品，使用 ＤＥＰＣ 水 １０ 倍梯度稀释，
从而获得 １０５、１０４、１０３、１０２、１０１、１００ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ 的标

准品，分别以 ２ μＬ 各浓度标准品为模板，进行 ｅｘｏ⁃
ＭＩＲＡ 反应，ＤＥＰＣ 水为阴性对照，分析本法的检

出限。
１􀆰 ９􀆰 ２　 交叉反应性　 使用建立的 ｅｘｏ⁃ＭＩＲＡ 法检测

ＭＶＭ、ＳＶ、ＥＶ、Ｒｅｏ⁃３、ＰＶＭ 和 ＭＨＶ 小鼠病毒质粒，
评价本法的交叉反应性。
１􀆰 ９􀆰 ３　 临床诊断效能评价 　 应用收集的 ７５ 份标

本，提取肠道内容物的 ＤＮＡ 核酸，同时进行 ｅｘｏ⁃
ＭＩＲＡ 法和 ｑＰＣＲ 法检测。
１􀆰 １０　 统计学分析 　 采用 ＳＰＳＳ ２２􀆰 ０ 进行统计分

析。 两种方法检测临床样本的结果用绝对数进行

表示，方法学一致性检验采用 Ｋａｐｐａ 检验。 κ≥０􀆰 ８，
表示高度一致；０􀆰 ６≤κ＜０􀆰 ８，表示一致性良好；０􀆰 ４＜
κ＜０􀆰 ６，表示一致性一般；κ≤０􀆰 ４，表示一致性较差。
再以 ｑＰＣＲ 法为参比方法，分析 ｅｘｏ⁃ＭＩＲＡ 法的敏感

度和特异度。

２　 结　 　 果

２􀆰 １　 引物筛选结果　 设计的各组引物对经 ＭＩＲＡ 扩

增后电泳，结果见图 １ａ。 ＃６ 号引物对扩增 ＭＶＭ 产物

条带清晰，扩增效率最高，且扩增产物与设计片段大

小相近，无引物二聚体。 因此，选定＃６ 号为候选引物

并设计荧光探针，建立 ｅｘｏ⁃ＭＩＲＡ 法，序列见表 １。 图

１ｂ 可见扩增产物条带亮度与模板浓度相关，该对引

物可成功扩增低至 １０２ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ 的标准品，且无非特

异性扩增，十分灵敏。
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Ｍ：蛋白 ｍａｒｋｅｒ；１⁃８：不同引物对

ａ：各组引物对经 ＭＩＲＡ 扩增后电泳结果；ｂ：扩增产物条带亮

度与模板浓度相关

图 １　 ＭＶＭ ＶＰ２ 基因的 ｅｘｏ⁃ＭＩＲＡ 法引物筛选

２􀆰 ２　 ｅｘｏ⁃ＭＩＲＡ 法性能评价

２􀆰 ２􀆰 １　 检出限　 通过检测 ０ ～ １０５ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ 的标准

品，用于分析 ｅｘｏ⁃ＭＩＲＡ 法的检出限，结果见图 ２。
ｅｘｏ⁃ＭＩＲＡ 法可成功扩增检测低至 １０１ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ 的

标准品，且 １００ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ、阴性对照组均未出现

扩增。

ＮＣ：阴性对照

图 ２　 ｅｘｏ⁃ＭＩＲＡ 法检测 ＭＶＭ 的检出限

２􀆰 ２􀆰 ２　 交叉反应性　 为了确定 ｅｘｏ⁃ＭＩＲＡ 法的交叉

反应性，用实时荧光 ＭＩＲＡ 检测了 ６ 种小鼠病毒株，
结果显示扩增体系只能对 ＭＶＭ 产生 Ｓ 型扩增曲

线，表明该体系未与其他小鼠病毒出现交叉反应，
见图 ３。

１：小鼠细小病毒；２：仙台病毒；３：鼠痘病毒；４：呼肠孤病毒Ⅲ

型；５：小鼠肺炎病毒；６：小鼠肝炎病毒

图 ３　 ｅｘｏ⁃ＭＩＲＡ 法检测 ＭＶＭ 的交叉反应性

２􀆰 ２􀆰 ３　 ｅｘｏ⁃ＭＩＲＡ 法检测临床标本 　 利用建立的

ｅｘｏ⁃ＭＩＲＡ 法和中国实验动物学会推荐的 ｑＰＣＲ 法

对 ７５ 份小鼠肠内容物标本进行 ＭＶＭ 检测，结果见

表 ２。 经一致性检验分析，Ｋａｐｐａ 值为 ０􀆰 ９２１ （Ｐ ＜
０􀆰 ０５），故本研究建立的 ｅｘｏ⁃ＭＩＲＡ 法和 ｑＰＣＲ 法高

度一致。 以 ｑＰＣＲ 法为参比方法，ｅｘｏ⁃ＭＩＲＡ 法的敏

感度是 １００􀆰 ０％，特异度是 ９６􀆰 ７％。

表 ２　 ｅｘｏ⁃ＭＩＲＡ 法和 ｑＰＣＲ 法检测 ７５ 份临床标本结果

ｅｘｏ⁃ＭＩＲＡ 法
ｑＰＣＲ 法

阳性 阴性
合计 Ｋａｐｐａ

阳性 １５ ２ １７ ０􀆰 ９２１
阴性 ０ ５８ ５８ （Ｐ＜０􀆰 ０５）
总计 １５ ６０ ７５

３　 讨　 　 论

近年来，恒温扩增技术发展迅速，成为有可能

替代实时荧光定量 ＰＣＲ 技术的新一代核酸检测方

法［１３⁃１４］。 其中，重组酶技术如重组酶聚合酶等温扩

增技术（ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｓｅ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ＲＰＡ）
是等温扩增技术的代表性技术。 本研究使用的

ＭＩＲＡ 技术是一种基于重组酶的新型国产技术，不
同于 ＲＰＡ，ＭＩＲＡ 选用提自天蓝色链霉菌的重组酶

ｒｅｃＡ 和多酶体系，可形成高效扩增循环从而完成超

速扩增。 根据文献，该技术尚未应用于 ＭＶＭ 的核

酸检测。
本研究首先选用基础型 ＭＩＲＡ 技术对引物进行

筛选，初步验证引物的可行性，研究发现筛选所得

引物可特异性扩增 １０２ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ 的模板，十分灵敏。
当模板浓度低至 １０２ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ 时，基础型 ＭＩＲＡ 技

术也可检出，但会出现引物二聚体。 同时基础型

ＭＩＲＡ 产物需额外进行提取，且此步骤存在开盖污

染可能。 荧光型 ＭＩＲＡ 相较于基础型 ＭＩＲＡ，均采用

重组酶外，还使用了依赖核酸 ｅｘｏ 外切酶，该酶可以

进一步加快反应速度并缩短扩增时间，提高敏感

性。 为建立 ＭＶＭ 核酸快速检测方法，本研究最终

选择了 ｅｘｏ⁃ＭＩＲＡ 技术，即荧光探针法，扩增时间由

基础型 ３０ ｍｉｎ 减少至 ２０ ｍｉｎ，同时保证方法敏感

度，完成后续方法学的建立。
本研究建立了一种用于 ＭＶＭ 核酸检测的实时

荧光恒温扩增的方法。 该方法整个核酸扩增过程

仅需要４２ ℃２０ ｍｉｎ，远低于实时荧光 ＰＣＲ 的扩增温

度和时间，实验要求低。 同时，本法检出限低至 １０
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ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ。 Ｗａｎｇ 等［４］建立的 ＰＣＲ 法检测 ＭＶＭ，检
出限为 ５０ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ。 Ｂａｕｅｒ 等［１５］ 建立的方法检出

限为 １００ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ。 故本研究建立的方法较 ＰＣＲ
方法更为灵敏。 目前，ＭＶＭ 核酸检测大部分是基于

小鼠组织（如肠系膜淋巴结或脾脏）中病毒 ＤＮＡ 的

扩增［１６］，本研究收集了 ７５ 份小鼠肠内容物用于

ｅｘｏ⁃ＭＩＲＡ 法的临床标本验证。 结果显示，本方法具

有 １００􀆰 ０％的敏感度和 ９６􀆰 ７％的特异度，与 ｑＰＣＲ 法

高度一致。 其中，有 ２ 份标本，ｑＰＣＲ 法为阴性，ｅｘｏ⁃
ＭＩＲＡ 法为阳性（Ｃｔ 值均值分别为 ３６􀆰 ７、３７􀆰 ８）。 根

据 Ｃｔ 值，初步判断该份标本病毒载量较低。 且本研

究使用的由中国实验动物学会团体标准建立的参

比方法 ｑＰＣＲ 法， 该标准里验证检出限为 １００
ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ。 本研究建立的 ｅｘｏ⁃ＭＩＲＡ 法可为标准方

法提供补充。
实时荧光 ＭＩＲＡ 操作简单，由多种酶共同反应

实现了核酸的恒温扩增（４２ ℃），避免了聚合酶链式

反应中的升降温过程，有望成为即时检验和现场检

验的方法［１７］。 恒温扩增的结果可以有多种可视化

方法，如琼脂糖凝胶电泳、侧流层析试纸条［１８］、羟基

萘酚蓝指示剂［８］、ＣＲＩＳＰ 识别［１９］ 等，甚至使用一台

智能手机即可完成结果可视化［２０］。 未来，我们将进

一步研究建立多种小鼠病毒的可视化便携检测方

法，可用于对样品的现场筛查，控制实验动物质量。
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