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一种检测非洲猪瘟病毒的试剂盒

(57)摘要

本发明提供了一种检测非洲猪瘟病毒的试

剂盒，并提供了相应的sgRNA如SEQ  ID  NO.1‑SEQ 

ID  NO .5所示。所述试剂盒基于LAMP‑CRISPR/

Cas12b的技术，可恒温一管检测非洲猪瘟病毒，

只需设定一个反应温度且中途不开盖，灵敏性和

特异性均较高，对其他猪病无特异性，具有高效

便捷、不依赖大型实验设备等优势。本发明较传

统的荧光定量PCR法，灵敏度大幅提高，可以检测

至1拷贝/ μ L。本发明是通过和胶体金试纸检测

结合，可实现可视化检测。
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1.一种检测非洲猪瘟病毒的试剂盒，其特征在于，包括：靶向非洲猪瘟病毒P1192R基因

的sgRNA、针对非洲猪瘟病毒P1192R设计的LAMP扩增引物、AapCas12b、ssDNA探针、Bst2.0聚

合酶和反应缓冲液；所述试剂盒还包括免疫胶体金试纸条；

所述sgRNA的核酸序列如：SEQ  ID  NO.2所示；

所述LAMP扩增引物序列如：SEQ  ID  NO.8‑11所示；

所述反应缓冲液中含有MgSO4、甜菜碱，所述MgSO4的使用终浓度为6‑12mM，所述甜菜碱

的使用终浓度为0.1‑0.8M；

所述免疫胶体金试纸条为侧向流动试纸条，其中结合垫中含有能与FAM特异性结合的

金标抗体、检测线包被有可结合Bio的抗体、蛋白或者亲和素；质控线包被有可与FAM结合的

抗体、蛋白或者亲和素。

2.如权利要求1所述的试剂盒，其特征在于，所述ssDNA探针序列如SEQ  ID  NO .7所示，

为5'‑6‑FAM‑TTTTTTTTTTTT‑Bio‑3'。

3.如权利要求1中所述试剂盒在以非诊断为目的检测非洲猪瘟病毒中的应用，其特征

在于，将试剂盒中的sgRNA、试剂盒中的LAMP扩增引物、AapCas12b、ssDNA探针、Bst2.0聚合

酶和反应缓冲液与待测模板混合，于55‑60℃的温度范围内恒温下反应30min，然后将反应

液加入免疫胶体金试纸条显色。
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一种检测非洲猪瘟病毒的试剂盒

技术领域

[0001] 本发明属于核酸检测技术领域，尤其涉及一种检测非洲猪瘟病毒的试剂盒。

背景技术

[0002] 目前临床检测非洲猪瘟病毒主要通过荧光定量PCR，耗时且依赖大型仪器，等温扩

增技术中LAMP虽然已经获批上市，灵敏度高但极易出现假阳性；虽然现有技术中存将LAMP

等温扩增技术和CRISPR融合的检测方法以提高检测结果的准确性，但是目前，现有技术中

LAMP等温扩增和CRISPR融合的检测仍然需要分步进行，如：在专利公开号为CN112359137A

中公开的可视化病毒核酸RNA检测所用的RT‑LAMP扩增体系中，仍然需要将扩增反应和切割

反应分步进行，还是不够便捷。而常规的免疫胶体金试纸条可以可视化检测非洲猪瘟病毒，

方便快捷，但存在灵敏度不够。因此，为了更好的应用于临床检测，仍然需要探究一种快速

检测非洲猪瘟病毒的方法。

发明内容

[0003] 本发明的目的在于提供一种检测非洲猪瘟病毒的试剂盒。

[0004] 为了实现上述发明目的，本发明基于LAMP‑CRISPR/Cas12b的技术，提供以下技术

方案：

[0005] 本发明提供了一种基于LAMP‑CRISPR/Cas12b的检测非洲猪瘟病毒的试剂盒，包

括：靶向非洲猪瘟病毒P1192R基因的sgRNA、针对非洲猪瘟病毒P1192R设计的LAMP扩增引

物、AapCas12b、ssDNA探针、Bst2.0聚合酶和反应缓冲液；

[0006] 所述sgRNA的核酸序列如：SEQ  ID  NO.1‑SEQ  ID  NO.5中任意一项所示。

[0007] 所述反应缓冲液中含有MgSO4、甜菜碱。

[0008] 优选的，所述MgSO4的使用终浓度为6‑12mM。

[0009] 优选的，所述甜菜碱的使用终浓度为0.1‑0.8M。

[0010] 可选的，所述 s s DN A探针序列如 SE Q  I D  NO .7所示，探针为 5 '‑ 6 ‑ F AM ‑

TTTTTTTTTTTT‑BHQ1‑3'。

[0011] 上述试剂盒在以非诊断为目的检测非洲猪瘟病毒中的应用，将试剂盒中的sgRNA、

LAMP扩增引物、AapCas12b、ssDNA探针、Bst2.0聚合酶和反应缓冲液与待测模板混合，于55‑

60℃的温度范围内恒温下反应30min，通过荧光读取设备读取反应结果。

[0012] 进一步的，上述试剂盒还包括免疫胶体金试纸条；所述ssDNA探针序列如SEQ  ID 

NO.7所示，探针为5'‑6‑FAM‑TTTTTTTTTTTT‑Bio‑3'。

[0013] 所述免疫胶体金试纸条为侧向流动试纸条，其中结合垫中含有能与FAM特异性结

合的金标抗体、检测线包被有可结合Bio的抗体、蛋白或者亲和素；质控线包被有可与FAM结

合的抗体、蛋白或者亲和素。

[0014] 上述试剂盒在以非诊断为目的检测非洲猪瘟病毒中的应用，将试剂盒中的sgRNA、

试剂盒中的LAMP扩增引物、AapCas12b、ssDNA探针、Bst2.0聚合酶和反应缓冲液与待测模板
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混合，于55‑60℃的温度范围内恒温下反应30min，然后将反应液加入免疫胶体金试纸条显

色。

[0015] 本发明的有益效果：

[0016] （1）本发明提供一种靶向非洲猪瘟病毒P1192R基因的sgRNA，对靶序列有着极强附

带切割活性。

[0017] （2）本发明首次采用LAMP结合CRISPR/Cas12b技术恒温一管检测非洲猪瘟病毒，只

需设定一个反应温度且中途不开盖，灵敏性和特异性均较高，对其他猪病无特异性，具有高

效便捷、不依赖大型实验设备等优势。

[0018] （3）本发明较传统的荧光定量PCR法，灵敏度大幅提高，可以检测至1拷贝/μL。
[0019] （4）本发明还提供了一种可视化的胶体金试纸检测试剂盒，方便用于基层实验室

和养殖企业对非洲猪瘟的基层疫情监测和鉴定诊断。

附图说明

[0020] 图1：不同ASFV  P1192R  sgRNA附带切割活性。

[0021] 图2：不同MgSO4浓度下附带切割活性。

[0022] 图3：不同MgSO4浓度下添加甜菜碱的模板DNA酶切。

[0023] 图4：一步法核酸检测sgRNA切割活性。

[0024] 图5：不同拷贝数质粒模板一步法核酸检测结果。

[0025] 图6：一步法核酸检测法特异性评估结果。

[0026] 图7：临床血清样本qPCR检测。

[0027] 图8：临床阳性（P）和阴性（N）血清样本一步法核酸检测结果。

[0028] 图9：一步法核酸检测与免疫胶体金试纸条融合后检测原理流程图。

具体实施方式

[0029] 针对非洲猪瘟病毒的P1192R基因片段，寻找包含Cas12b识别序列(PAM)5'‑TTN的

靶向序列，设计20bp长度的sgRNA，分别命名为ASFV  P1192R  sgRNA  P1、ASFV  P1192R  sgRNA 

PA、ASFV  P1192R  sgRNA  PB、ASFV  P1192R  sgRNA  PC、ASFV  P1192R  sgRNA  PD（下文简写为

P1、PA、PB、PC、PD），分别对应的核酸序列为SEQ  ID  NO.1‑SEQ  ID  NO.5。

[0030] 本发明基于LAMP‑CRISPR/Cas12b的技术，提供一种检测非洲猪瘟病毒的试剂盒，

包括：靶向非洲猪瘟病毒P1192R基因的sgRNA、针对非洲猪瘟病毒P1192R设计的LAMP扩增引

物、AapCas12b、ssDNA探针、Bst2.0聚合酶和反应缓冲液；

[0031] 所述sgRNA的核酸序列如：SEQ  ID  NO.1‑SEQ  ID  NO.5中任意一项所示。

[0032] 针对流行毒株ASFV  I型和II型P1192R基因，通过序列比对，确定SNP位点，再通过

http://primerexplorer.jp/e/在线网页设计筛选合适的引物。

[0033] 优选的，LAMP引物组SET1的序列如SEQ  ID  NO.8‑SEQ  ID  NO.11所示，见表1。

[0034] 表1  LAMP引物序列
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[0035]

[0036] 上述反应缓冲液中含有MgSO4、甜菜碱。

[0037] 优选的，MgSO4的使用终浓度为6‑12mM，更优的，MgSO4的使用终浓度为8mM。

[0038] 优选的，甜菜碱的使用终浓度为0.1‑0.8M，更优的，甜菜碱的使用终浓度为0.5M。

[0039] 上述试剂盒中可选的ssDNA探针序列如SEQ  ID  NO.7所示，ssDNA探针为5'‑6‑FAM‑

TTTTTTTTTTTT‑BHQ1‑3'。

[0040] 上述试剂盒的使用方法为将试剂盒中的sgRNA、LAMP扩增引物、AapCas12b、ssDNA

探针、Bst2.0聚合酶和反应缓冲液与待测模板混合，于55‑60℃的温度范围内恒温下反应

30min，通过荧光读取设备读取反应结果。

[0041] 可选的，上述试剂盒中还包括免疫胶体金试纸条；ssDNA探针序列如SEQ  ID  NO.7

所示，ssDNA探针为5'‑6‑FAM‑TTTTTTTTTTTT‑Bio‑3'。

[0042] 上述免疫胶体金试纸条为侧向流动试纸条，其中结合垫中含有能与FAM特异性结

合的金标抗体、检测线包被有可结合Bio的抗体、蛋白或者亲和素；质控线包被有可与FAM结

合的抗体、蛋白或者亲和素。

[0043] 试剂盒的使用方法为将试剂盒中的sgRNA、试剂盒中的LAMP扩增引物、AapCas12b、

ssDNA探针、Bst2.0聚合酶和反应缓冲液与待测模板混合，于55‑60℃的温度范围内恒温下

反应30min，然后将反应液加入免疫胶体金试纸条显色。

[0044] 本发明构建的一步法核酸检测与免疫胶体金试纸条融合后检测原理如图9所示，

LAMP与Cas12b切割一步同时反应，通过等温扩增与探针切割两次放大检测信号，实现对低

丰度非洲猪瘟核酸的检测，既可以采用荧光法收集信号强度判定，又可以直接可视化观察

试纸条的条带变化，快速精准诊断非洲猪瘟。

[0045] 在本发明中，若无特殊说明，所有的原料组分均为本领域技术人员熟知的市售商

品。

[0046] 下面将结合本发明中的实施例，对本发明中的技术方案进行清楚、完整地描述。显

然，所描述的实施例仅仅是本发明一部分实施例，而不是全部的实施例。基于本发明中的实

施例，本领域普通技术人员在没有做出创造性劳动前提下所获得的所有其他实施例，都属

于本发明保护的范围。

[0047] 实施例1

[0048] sgRNA切割效率验证：

[0049] 根据序列SEQ  ID  NO .1‑SEQ  ID  NO .5合成后进行磷酸化退火，构建sgRNA质粒，

EcoRI单酶切线性化后，采用苯酚：氯仿提取纯化质粒模板DNA，通过T7启动子进行体外转

录，获得sgRNA。直接合成P1152序列中651bp序列如SEQ  ID  NO.6所示，再直接与pUC57载体

连接形成以pUC57‑ASFV‑P1192R质粒，设计针对ASFV  P1192R靶标DNA片段的引物并扩增，

200ng回收纯化的靶标DNA片段与250nM  Aapcas12b蛋白、250nM  ssDNA探针及制备的200nM 
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sgRNA混合，置于ABI  7500荧光定量PCR仪恒温60℃反应2h，每2min检测一次荧光，验证切割

效率。

[0050] P1192R序列如SEQ  ID  NO.6所示。

[0051] 结果如图1所示，NTC代表阴性样本，PM代表阳性样本，15、30、45和60分别代表4个

不同时间段（15‑60  min），P1、PA、PB、PC和PD代表不同sgRNA，可见sgRNA  PA表现出了极强附

带切割活性，切割效率随时间提高。

[0052] 实施例2

[0053] 不同MgSO4浓度下切割效率的研究：

[0054] 根据实施例1中的操作方式，探究不同sgRNA在6‑12mM的MgSO4情况下sgRNA的切割

活性。以扩增的靶标DNA片段的回收产物作为模板，在含2mM  MgSO4的LAMP缓冲液体系中额

外加入不同浓度的MgSO4，将反应体系MgSO4终浓度维持在6‑12mM范围，通过ABI  7500荧光定

量PCR仪检测荧光值，验证5条P1192R  sgRNA与Aapcas12b对靶片段切割后激活的附带切割

作用。

[0055] 结果如图2所示：P1、PA、PB、PC和PD代表不同sgRNA，不同MgSO4浓度下，不同sgRNA

最佳切割活性不同，PA最佳MgSO4浓度在8mM，P1切割活性仅次于PA。

[0056] 实施例3

[0057] 在实施例2的基础上，以靶标DNA片段的回收产物作为模板，在含2mM  MgSO4的LAMP

缓冲液体系中额外加入不同浓度的MgSO4，将MgSO4终浓度维持在8‑14mM范围，同时不含

ssDNA探针，而额外加0.1‑0.8M的甜菜碱，通过琼脂糖凝胶电泳，探究不同甜菜碱和MgSO4浓

度的sgRNA  PA与Aapcas12b对靶片段的切割作用。

[0058] 结果如图3所示，a为不同MgSO4浓度（8‑14mM）切割情况；b为MgSO4浓度8mM，添加不

同浓度甜菜碱(0 .1M‑0 .8M)切割情况；c为MgSO4浓度10mM，添加不同浓度甜菜碱(0 .1M‑

0.8M)切割情况；d为MgSO4浓度12mM，添加不同浓度甜菜碱(0.1M‑0.8M)切割情况；e为MgSO4
浓度14mM，添加不同浓度甜菜碱(0.1M‑0.8M)切割情况。

[0059] 可以看出，在不同浓度MgSO4体系中额外添加甜菜碱，结果发现甜菜碱具有一定的

辅助切割作用，在8‑10mM的MgSO4存在的情况下，体系中额外加0.5M的甜菜碱可以将200ng

浓度的模板完全切开。

[0060] 实施例4

[0061] 一步法核酸检测sgRNA切割活性：

[0062] 使用优化的LAMP反应体系：1×Isothermal  Amplification  Buffer、MgSO4  8mM、

dNTP  Mix  0 .5mM、FIP/BIP  Primers  0 .64μM、F3/B3  Primers  0 .16μM、Bst  2 .0  DNA 

Polymerase  320U/mL、甜菜碱  0.5M、sgRNA  200nM、Aapcas12b  250nM、ssDNA探针  250nM和

200ng浓度的模板。

[0063] ssDNA探针为：5'‑6‑FAM‑TTTTTTTTTTTT‑BHQ1‑3'。

[0064] LAMP引物组使用SET1；

[0065] 以pUC57‑ASFV‑P1192R质粒作为阳性对照；

[0066] 以ddH2O作为阴性对照。

[0067] 等温扩增反应总体积20μL，混合均匀后，置于ABI  7500荧光定量PCR仪恒温60℃反

应2h，每2min检测一次荧光。
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[0068] 结果如图4所示，上图表示不同sgRNA阳性结果图；下图表示不同sgRNA阴性结果

图。由此可见，P1、PA、PB、PD切割反应良好，显示出了不同程度的切割效率，其中PA切割活性

最高；而PC对阴性对照扩增切割反应也出现了荧光值，在单纯对片段的荧光切割中并没有

出现，与靶向LAMP引物有关，后续排除PC。

[0069] 实施例5

[0070] 在实施例4的LAMP反应体系的基础上，使用sgRNA‑PA，探究不同拷贝数的模板情况

下的检测情况，以pUC57‑ASFV‑P1192R质粒作为模板，计算质粒拷贝数，进行10倍梯度稀释，

获得每微升含有1010‑100拷贝数(copy/μL)质粒。将1μL梯度稀释质粒模板添加到反应体系，

只选择切割效率最高的PA作为crRNA，20μL总体系置于ABI  7500荧光定量PCR仪恒温60℃反

应2h，每2min检测一次荧光。

[0071] 结果如图5所示，对于不同拷贝数的模板其附带切割活性荧光值呈现预期的梯度

扩增，而用水作为模板的阴性对照结果显示整个反应过程无扩增也无切割反应，最低检测

限可达1个拷贝/μL。
[0072] 实施例6

[0073] 特异性检测测试：

[0074] 在实施例4的LAMP反应体系的基础上，使用sgRNA‑PA探究不同病毒模板情况下的

检测情况，使用常见的猪病毒性病原（PEDV、PADV3、SPV、PRV、PCV3和CSFV）核酸作为模板，以

pUC57‑ASFV‑P1192R质粒作为阳性对照，加入优化的20μL一步法反应体系，置于ABI  7500荧

光定量PCR仪恒温60℃反应2h，每2min检测一次荧光。

[0075] 结果如图6所示，PEDV为猪流行性腹泻，PRV为伪狂犬病毒，SPV为猪痘病毒，PADV3

为猪3型腺病毒，PCV3为猪圆环病毒3型，CSFV为猪瘟病毒，可已看出使用其他猪病原体作为

模板进行验证，发现其结果如水作为模板的阴性结果，无扩增曲线出现，说明本申请检测方

法特异性强。

[0076] 实施例7

[0077] 临床样本检测：

[0078] 临床样本检测由华南农业大学非洲猪瘟防控技术研究中心完成，包括ASFV感染生

猪养殖场采集的70份血清样品。包括50份阳性样本和20份阴性样本。使用PBS煮沸法处理

ASFV临床血清样本，具体操作如下：50μL血清用200μL  PBS预混后煮沸10min，12000rpm，离

心5min，保留上清液分装保存至‑20℃。qPCR参照GB/T  18648‑2020，主要是针对ASFV  p72

（B646L）基因的荧光PCR方法。每个样品做3个重复，加入模板后，密封qPCR  96孔板，瞬时离

心。将反应板放置ABI  7500荧光定量PCR中，分析收集的荧光信号。同时，采用实施例4的

LAMP反应体系与筛选出的具有较高切割活性的sgRNA  PA，通过融合一管恒温60℃反应40个

循环，每2min一循环，置于ABI  7500荧光定量PCR仪评估荧光值。

[0079] 如图7所示为70份样品的qPCR检测Ct值；而使用优化的一步法核酸检测结果如图8

所示，阳性血清样本荧光切割值在103‑106，阴性结果背景荧光值在101。50份阳性样本和20

份阴性样本的荧光检测结果与荧光定量PCR检测结果完全一致（表2），说明该方法能够适用

于临床诊断。

[0080] 表2  临床样本qPCR与一步法核酸检测符合度
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[0081]

[0082] 实施例8

[0083] 一步法核酸检测与免疫胶体金试纸条结合肉眼可视化检测：

[0084] 使用实施例4中的扩增体系：1×Isothermal  Amplification  Buffer、MgSO4  8mM、

dNTP  Mix  0 .5mM、FIP/BIP  Primers  0 .64μM、F3/B3  Primers  0 .16μM、Bst  2 .0  DNA 

Polymerase  320U/mL、甜菜碱  0.5M、sgRNA  200nM、Aapcas12b  250nM、ssDNA探针  250nM。

[0085] ssDNA探针为：5'‑6‑FAM‑TTTTTTTTTTTT‑Bio‑3'。

[0086] 阳性样品为：实施例7中50份阳性样本其中部分；

[0087] 阴性样品为：实施例7中20份阴性样本其中部分；

[0088] 等温扩增程序与实施例相同，置于恒温金属浴中60℃反应40min。

[0089] 免疫胶体金试纸条为Milenia  Biotec公司的HybriDetect（货号：MGHD1）。

[0090] 扩增结束后不使用荧光切割检测，通过HybriDetect  assay  buffer与反应液按照

4：1比例进行稀释后，吸取20μL混合液滴入样本垫一侧，待10min后直接通过肉眼可视化判

定阳性与阴性结果（本申请试纸设置与常规不同，靠近加样端的设置为C线，远离加样端的

设置为T线），结果显示：试纸条经过约10min反应后，可以观察到阳性样品呈现两条明显条

带，分别代表参照线（C线）和检测线（T线），而阴性样品只有C线出现条带。

[0091] 以上所述仅是本发明的优选实施方式，应当指出，对于本技术领域的普通技术人

员来说，在不脱离本发明原理的前提下，还可以做出若干改进和润饰，这些改进和润饰也应

视为本发明的保护范围。
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图 1

图 2
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图 3
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图 4

图 5
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图 6

图 7
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图 8
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图 9
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