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  在核酸检测方面,目前应用最广泛的是聚合酶链

反应(PCR),但由于PCR具有对温控设备过度依赖、
热循环过程耗时、操作专业化等特点,很难应用于现

场检测。而由英国TwistDx
 

lnc公司于2006年开发

的重组酶聚合酶扩增(RPA)技术,则被称为是可以替

代PCR的新型核酸检测技术[1]。虽然RPA技术从

开发至今只有短短十余年,但其原理却被广泛应用于

各个领域。且近年来RPA技术的发展速度达到了一

个新的高度。RPA 技术最大的亮点就是可在37~
42

 

℃条件下进行扩增反应,无需通过高温解链,不依

赖于复杂的热循环仪,在常温下即可完成扩增过程,
并且核酸扩增速度极快,约20

 

min就可以获得目的

扩增产物,可真正实现现场快速核酸检测。
1 RPA技术的基本原理

  RPA技术主要依赖于两种酶:重组酶T4
 

UvsX
和枯草芽孢杆菌DNA聚合酶Ⅰ(Bsu)。此外,RPA
反应体系还需要扩增模板、引物和各种原料等。RPA
的基本反应过程:首先,在腺嘌呤核苷三磷酸水解供

能下,重组酶与RPA引物结合形成重组酶引物复合

体,该复合体能在模板链中寻找与之同源的序列,一
旦引物复合体找到该同源序列,它就会插入模板链中

并形成D-环结构,启动链置换反应,被替换的那条模

板链与单链结合蛋白(SSB)结合以保持单链稳定。其

次,重组酶在进行链交换后,从复合体中分离,并可用

于下一对引物。DNA聚合酶从引物的3'-OH端进行

链延伸,形成新的互补链。以上步骤重复进行,就可

以实现对模板上的目标区域进行指数式扩增。整个

过程进行得非常快,一般约20
 

min获得可检出水平

的扩增产物[2]。
2 RPA与PCR及其他恒温扩增法的对比

  RPA最大的优点为可以在37~42
 

℃的条件下进

行反应,无需PCR的热循环过程,且具有较高的灵敏

度和特异度;在所有恒温扩增法中,RPA是最为简便

的方法,它既不需要像以转录为基础的扩增技术一

样,反应循环过程需重复加酶,操作复杂,也不需要

PCR中的高温解链及退火等过程。这一特点使RPA
操作更加简单,更适合现场实时检测。

3 RPA的具体应用

3.1 RPA在细菌检测中的应用

3.1.1 RPA在革兰阴性菌检测中的应用 对于革兰

阴性菌,由于传统的细菌培养法耗时较长,不适合于

临床应用,因此研究者急需寻找新的方法来快速准确

地检出各种革兰阴性致病菌。WANG等[3]建立了一

种基于 RPA和3段侧向流动条的双检测生物传感

器,该生物传感器构建了霍乱弧菌和创伤弧菌两个目

标的双链 RPA反应,该方法具有灵敏度高、特异度

高、反应时间短、设备简单等优势,非常适合于基层医

院和现场实时检测。与其他细菌不同的是,创伤弧菌

可以进入活的非可培养状态,使其不能被常规方法所

检测到。李伟等[4]用建立的添加扩增内标的RPA技

术来检测水产品中的创伤弧菌,并通过设计引物对,
将人工构建的扩增内标引入RPA体系来克服假阴性

问题,这对于防止创伤弧菌感染有极大的意义。LIU
等[5]通过RPA快速检测鲍曼不动杆菌及其耐碳青霉

烯类耐药基因,这对于指导临床用药、避免或延缓耐

药菌株的产生具有极其重要的意义。以上研究均表

明了 RPA在革兰阴性菌检测上的优势及最新研究

进展。
3.1.2 RPA在革兰阳性菌检测中的应用 革兰阳性

菌也是临床上常见的致病菌,建立快速检出方法对于

其临床早期诊断、治疗和预后是非常有意义的。吴华

华等[6]根据金黄色葡萄球菌的耐热核酸酶基因序列,
设计了特异性引物并建立了利用RPA技术快速检测

金黄色葡萄球菌的方法,结果显示,RPA技术能扩增

金黄色葡萄球菌的特异基因序列,且最低检测限为10
 

CFU/mL,表 明 该 研 究 建 立 的 金 黄 色 葡 萄 球 菌 的

RPA检测方法具有较高的特异度和灵敏度。利用

RPA技术与国际标准培养法同时检测被金黄色葡萄

球菌污染的牛奶,二者检测结果一致,但相比于标准

培养法,RPA技术具有快速、简单、方便等优点,适合

于临床病例的快速确诊。炭疽是一种烈性传染病,对
人类极具威胁,根据世界动物卫生组织规定,一经发

现炭疽必须通报,因此人们一直很重视炭疽杆菌的快

速准确检出。王素华等[7]根据炭疽杆菌BA5345保守
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序列建立了39
 

℃恒温水浴锅检测炭疽杆菌的RPA
方法,该方法能特异性检测炭疽杆菌,灵敏度也较高,
其检测炭疽杆菌的最低下限100

 

copy/μL,与实时荧

光定量PCR相当,是常规PCR的100倍。该研究还

将RPA技术用于被炭疽杆菌污染的毛皮标本检测,
其检出率为65.71%,比实时荧光定量PCR的检出率

(71.43%)低,但 远 远 高 于 常 规 PCR 的 检 出 率

(42.86%)。该研究结果表明,RPA技术能快速、准确

地检测炭疽杆菌,其对于炭疽杆菌感染的预防控制有

较大的临床意义。此外,RPA技术还被用于检测伯克

霍尔德氏菌、结核分枝杆菌等[8-9]。在这些细菌检测

实验中,RPA技术均表现出较高的特异度、灵敏度和

检出率,可见RPA技术在细菌快速检测方面有其独

特的优势。
3.2 RPA在真菌检测中的应用 目前在医学上对真

菌的检测主要是通过它的形态学和生理学等表型进

行鉴别,而这些方法往往所需周期长且检出率低。因

此迫切地需要寻找一种快速、准确的方法来检测这些

真菌。新型隐球菌是一种条件致病菌,多数患者都会

有中枢神经系统的感染症状,致死率很高,而目前临

床上常用的检测新型隐球菌的方法有墨汁染色法和

病原体培养法,虽然病原体培养法是检测的金标准,
但是至少需要等待72

 

h,不适合临床诊断;而墨汁染

色法又受限于检测标本类型,仅能检测脑脊液标本,
且检出率偏低,因此这些方法均无法满足临床大量标

本的高效即时检测。基于这种情况,刘晔华等[10]建立

了利用RPA技术对新型隐球菌的快速检测方法,该
研究通过对10株实验来源的新型隐球菌株和100份

临床标本(包括脑脊液50份、静脉血20份、痰15份、
胸腔积液、腹水15份)进行DNA扩增,观察结果发现

该检测方法能够快速、准确地检测出新型隐球菌。该

研究还对不同的DNA提取技术能否影响RPA实验

结果进行了探索,争取将荧光法RPA检测技术用于

大量标本的自动化检测。白色念珠菌也是一种常见

的致病菌,尽管大多数皮肤及黏膜白色念珠菌的感染

者一般不会有生命危险,但它严重降低了人们的生活

质量,增加了人们的经济负担,所以需要对它高度重

视。虽然目前针对白色念珠菌的检测方法很多,如直

接检测法、革兰染色法、培养法等,但由于检测时间较

长、检出率较低、检测过程复杂等各种各样的原因都

不能完全满足研究者的需要。蒙雨丹[11]构建了以

RPA快速检测白色念珠菌的方法并优化其应用,以期

待为临床检测提供技术支持;并且为了让该技术能用

于床旁、基层甚至家庭检测,还进一步设计了重组酶

聚合酶扩增侧流层析技术(RPA-LFD)的快速检测方

法,这种方法可以通过裸眼直接快速读取结果,适合

未经任何培训的人员操作,可在实时诊断和条件受限

的现场检测中得到推广应用。随着RPA技术地逐渐

普及,越来越多的真菌可以通过RPA技术检测。
3.3 RPA在病毒检测中的应用 在病毒检测方面,
RPA技术被用于快速高效检测流感病毒。孙宁等[12]

以甲型流感病毒基质蛋白基因、血凝素基因及乙型流

感病毒非结构蛋白基因为靶标基因设计引物,建立了

反转录酶-重组酶聚合酶扩增(RT-RPA)方法,用于检

测流感病毒。在临床上人偏肺病毒感染是较常见的

急性病及致死性疾病,且具有较高的流行性,但由于

其临床表现缺乏特异度,不易与其他呼吸道病毒感染

相鉴别。唐娟等[13]将临床收治的患儿纳入研究,将
RT-RPA检测结果与直接荧光免疫法的检测结果对

比,以评估RPA技术在人偏肺病毒检测中的可行性,
实验结果表明,RPA技术的灵敏度、特异度、准确度均

高于直接荧光免疫法,且前者检测速度快、操作简单,
更适用于临床病原诊断。近些年来,由于诺如病毒具

有遗传和抗原多样性,使其在临床检测中面临较大的

挑战。周树青等[14]设计了基于RPA技术的快速检测

诺如病毒的方法,该方法可以在5
 

min左右扩增出目

的片段,检测限低至106
 

copy/μL,且实验结果表明,
RPA检测诺如病毒具有较高的特异度,适合于临床病

原检测。我国曾是甲型肝炎病毒的高流行区,随着

2008年灭活疫苗的普遍使用,我国甲型肝炎病毒的感

染率和发病率正逐年下降,但目前甲型肝炎病毒感染

仍是世界卫生主要问题之一,这提示仍需加强对甲型

肝炎病毒的预防控制,早期快速检出病毒是疫情预防

控制的关键一步,孙栋良等[15]建立了快速检测甲型肝

炎病毒的RPA方法,该方法以甲型肝炎病毒保守核

心区域为靶标,实验结果表明,RPA反应4
 

min时即

可检测到目的片段,且检测极限低至15.6
 

copy/μL。
快速、准确地检测出甲型肝炎病毒对于甲型病毒性肝

炎的预防控制具有极大地意义。据有关研究报道,
RPA技术还被用于检测猴痘病毒、乙型肝炎病毒

等[16-17]。
3.4 RPA在寄生虫检测中的应用 自2006年RPA
技术问世以来,RPA技术被广泛应用于各个领域,在
寄生虫的检测方面,已经建立了针对原虫、线虫、吸虫

及其他寄生虫的RPA方法。
3.4.1 原虫 疟疾是由疟原虫感染引起的虫媒传染

病。早期快速诊断是疟疾防治的关键,KERSTING
等[18]通 过 RPA-LFD 靶 向 扩 增 恶 性 疟 原 虫 的

18SrRNA基因片段,反应在38
 

℃进行,最终实验结

果表明,RPA-LFD对于疟原虫的检测有较高的特异

度和灵敏度,且反应条件温和、操作简单,非常适合于

偏远地区现场检查,推动了全球疟疾预防控制的进

步。在原虫检测方面,RPA的灵敏度通常高于PCR,
吴耀东[19]将隐孢子虫卵囊置于浓度为0.1%月桂酰

肌氨酸钠中,使其释放出DNA并用RPA-LFD进行

检查,30
 

min内最少可以检测出0.5个隐孢子虫卵囊
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DNA,其灵敏度优于PCR。同样,通过含有弓形虫的

环境样品中得到的弓形虫卵囊DNA为模板,设计特

异性探针和引物,可以检测出低至0.1个弓形虫卵囊

DNA,灵敏度远远高于PCR。
3.4.2 线虫 目前对于线虫的检测多采用传统病原

学和免疫学方法。异尖线虫是一种重要的食源性人

兽共患的寄生虫,人和其他哺乳动物通过食用生的或

半生的含有活的异尖线虫Ⅲ期幼虫的鱼而引起异尖

线虫寄生虫病。近年来随着人们的饮食方式的改变,
对生鱼片和寿司的食用越来越多,异尖线虫寄生虫病

的发病率也越来越高,由于异尖线虫寄生虫病往往有

异位现象,在临床上,感染异尖线虫患者多会被误诊

为肠梗阻、溃疡性结肠炎、胆囊炎等。为了早期快速

诊断异尖线虫感染,张春玲等[20]设计了以RPA为原

理的异尖线虫快速检测方法,该方法可以特异性扩增

异尖科线虫约340
 

bp大小的目的基因片段,并通过与

其他寄生虫对比发现RPA技术能特异性检测出异尖

科线虫,其灵敏度高达1
 

pg/μL,这对于现场快速检测

线虫具有极大的意义。广州管圆线虫也是一种对人

类危害极大的寄生虫,它主要引起感染者的炎症和中

枢神经系统损伤,而其主要检测手段PCR又过于复

杂、昂贵,为了降低检测成本和优化检测方法,JARVI
等[21]设计了基于荧光重组酶聚合酶扩增技术(EXO-
RPA)和RPA-LFD来取代PCR,实验通过3种方法

来检测来自夏威夷的35只蛞蝓是否存在广州管圆线

虫DNA,3种检查结果一致,检出率均为65.7%,但
是在低感染水平中EXO-RPA和 RPA-LFD的检出

率分别是20.0%和14.3%。另外为了评估其灵敏

度,JARVI等[21]克隆了广州管圆线虫的部分ITS1基

因,并将 其 稀 释 为 一 系 列 的 浓 度,范 围 从1~100
 

copy/μL,PCR最低能检测13
 

copy/μL,EXO-RPA
最低能检测25

 

copy/μL,而RPA-LFD不能在低于50
 

copy/μL的情况下持续扩增。此外还有研究者利用

RPA的双重特性检测寄生虫,方圆等[22]建立了RPA
同时快速检测松材线虫和拟松材线虫的双重检测方

法,通过松材线虫和拟松材线虫的ITS区差异序列,
设计了不同的两种上游引物和一种共同的下游引物,
通过实验发现当三者的配比达到5∶3∶8时,RPA扩

增效果最好,双重RPA方法对检测松材线虫和拟松

材线虫的灵敏度分别是10
 

pg/μL和100
 

pg/μL,低
于普通PCR的灵敏度,但也满足对松材线虫的检测

需求,相对于普通RPA方法,双重RPA方法更为快

速高效,为病原体快速检测提供了新的方法。
3.4.3 吸虫 我国比较流行的吸虫主要是日本血吸

虫,这是一种人兽共患寄生虫,经过我国近几十年的

大力预防控制,日本血吸虫病的感染率正逐年下降,
但仍有6

 

000万人面临这种疾病的风险,由于传统的

病原学检测手段耗时较长,免疫学检测又存在交叉反

应、较高的假阳性结果及不能区分既往感染和现症感

染的缺点,因此不能满足快速准确诊断的要求。郭庆

红[23]以日本血吸虫 G01片段为检测靶序列,建立了

诊断小鼠和羊日本血吸虫病的RPA-LFD检测方法,
并用这种方法检测了36份阳性的小鼠血浆标本和48
份阳性的羊血浆标本,其灵敏度分别为97.22%和

93.75%,对 所 有 的 阴 性 标 本 检 测 特 异 度 均 为

100.00%,其不与其他吸虫产生交叉反应,实验结果

表明,RPA-LFD方法检测日本血吸虫有较高的特异

度和灵敏度,因此能够满足快速检测日本血吸虫的临

床需要。此外,在寄生虫的快速检测中,RPA还被用

于检测华支睾吸虫等[24]。作为一种新兴的恒温核酸

扩增技术,RPA在原虫、线虫、吸虫等方面的应用愈发

成熟。
3.5 RPA在食品安全检测中的应用

3.5.1 食源性病原菌 近年来由食源性病原菌导致

的食品安全问题层出不穷,如何快速高效地检测食源

性病原微生物是确保食品安全的首要前提。郝娟

等[25]运用RPA来检测不同种类婴幼儿食品中的克罗

诺杆菌,并与传统培养法和PCR相对比,结果表明三

者的定性结果一致,与后两种方法相比,RPA体现出

了效率上的优势,这表明RPA适合于食品安全初筛

和现场检测,并有助于应对食品突发事件。此外,兰
全学等[26]还建立了EXO-RPA快速检测空肠弯曲杆

菌的方法,并通过对模拟污染食品检测来分析EXO-
RPA的实际应用效果,结果表明,在40份标本中检测

阳性率与PCR一致,该研究建立的方法具有特异度

高、灵敏度高、抗干扰性强等优势,具有较好的应用

前景。
3.5.2 转基因食品 随着转基因技术的发展及更多

转基因食品流进市场,转基因食物的安全问题备受人

们的关注。许多国家和地区都对转基因作物建立了

相关的监管制度,这就需要有足够准确的转基因检测

方法。目前检测转基因的方法主要有基于蛋白质水

平和核酸水平两大类,前者受限于蛋白质变性、检测

试剂等各种原因而无法满足大规模转基因作物检测,
后者中的PCR技术具有较高的灵敏度和特异度,但
PCR需要复杂昂贵的热循环仪,且操作过程复杂,费
时费力,不适合于现场检测,为了解决这些问题,谢实

龙[27]针对 MON89788(较早被批准用于商业化种植

的转基因大豆品种)的特异性基因序列设计了相应的

引物和探针,以RPA技术快速检测转基因大豆,并用

该方法检测收集到的8个大豆品种,以反转录PCR
检测为对照组,结果显示,RPA检测大豆转基因特异

度强,最低检测限度可达40
 

copy/μL,且检测时间为

3.36~7.72
 

min,能够实现现场快速、大量检测转基

因大豆。此外,窦雯等[28]对RPA反应温度和时间进

一步优化,建立了转基因大豆检测体系,并利用这种
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方法对南京市市场上出售的豆芽菜和新鲜豆荚进行

检测。目前,RPA在食品安全快速检测方面的应用已

经愈发成熟,但是在转基因食品检测中的报道还是比

较少,这需要研究者加强对RPA的研究,进一步优化

RPA检测的条件。
3.6 RPA在新型冠状病毒检测中的应用 虽然目前

我国新型冠状病毒肺炎疫情已经基本控制,但仍有少

数病例不时出现,并且这种情况将持续相当长的时

间。另外,由于当前没有针对新型冠状病毒肺炎的有

效抗病毒药物,因此,疫情预防控制工作最重要的仍

是早期确诊、早期隔离。据调查,有超过一半的新型

冠状病毒人际传播来源于无症状携带者,因此对无症

状携带者的隔离是限制病毒传播的有效手段,这就要

求必须掌握一种高效准确的检测手段。目前,检测新

型冠状病毒最常用的方法就是核酸检测,主要有实时

反转录荧光PCR、数字PCR、各种恒温核酸扩增法,其
中实时反转录荧光PCR是应用最为广泛的检测方

法。然而实时反转录荧光PCR对于阳性患者的检出

率仅为30%~50%,部分疑似阳性的病例需要多次核

酸检测才能得出阳性结果[29],且PCR检测新型冠状

病毒操作复杂、耗时较长、所需仪器较贵,很难快速筛

选出阳性患者,不利于当前形势下的疫情预防控制。
而近些年新兴的RPA检测方法则能够快速准确地检

测出目标基因序列,而且操作方便、反应条件简单。
有学者报道了基于RPA技术快速检测新型冠状病毒

的试剂盒,该试剂盒无需昂贵的设备,采样后仅需

20~40
 

min就可完成现场检测,而且操作简单易普

及,这对于全球新型冠状病毒肺炎疫情预防控制具有

重要的意义[30]。WANG等[31]建立了一种连接和重

组酶聚合酶扩增(L/RPA)联合检测方法,该方法能够

快速检测出新型冠状病毒。此外,SUN等[32]开发了

一种基于反转录-重组酶聚合酶恒温扩增技术和DNA
核酸内切酶靶向技术的单管检测平台用于检测新型

冠状病毒。目前大多数恒温扩增法检测新型冠状病

毒都需要两个步骤,即反转录和恒温扩增、扩增产物

的检测,由于两个步骤会相互干扰,因此需要在第一

个步骤完成以后将扩增产物转移至另一个管,在转移

过程中需要打开扩增反应管,这就可能造成气溶胶污

染,进而产生假阳性结果,该平台通过优化反应组分,
将扩增反应的混合物放在管底,产物检测的混合物放

在管盖,使整个反应在一个管内完成,减少了气溶胶

污染可能性和操作的时间。实验通过使用一系列稀

释梯度和不同的冠状病毒来验证其灵敏度和特异度,
结果显示该方法能够在约50

 

min完成扩增,并且这

种方法还可以通过荧光读板器直接读取检测结果,以
实现高灵敏、高通量的新型冠状病毒检测。RPA恒温

扩增法对设备要求较低,适合于条件有限的急诊科及

诊所等地的检测。

4 展  望

  作为能够在常温下完成核酸扩增与检测的技术,
RPA在近些年得到了极大的发展。相对于PCR及其

他恒温扩增法,RPA具有灵敏度高、特异度高、操作简

单、反应快速及对设备要求低等优势,更适合于条件

简陋的现场检测。在灵敏度方面,RPA最低可检测到

标本中的痕量级核酸(尤其是DNA),将单个模板分

子扩增到可检出水平;在特异度方面,该技术可从含

有众多来自不同物种的基因组DNA的标本中识别并

扩增目的基因序列,具有较强的抗干扰能力。此外

RPA在恒定的低温(37~42
 

℃最适宜)下也可以运

行。RPA对反应条件的温和性及扩增的高效性使该

技术非常适合于临床早期快速诊断、食品检测、疫情

预防控制、工业应用及现场实时检测。另外,研究者

在原有的优势上进一步优化反应,比如将 RPA 与

CRISPR-Cas12a结合[33]或 与rkdna-石 墨 烯 氧 化 物

(GO)探针系统相结合[34],以提高RPA的灵敏度和特

异度。还有与其他技术相结合的多重RPA技术,一
次反应检测多种产物,极大提高了反应效率[35]。当

然,作为一种发展时间较短的新兴方法,RPA也有一

定的局限性,比如至今还没有开发出专门针对 RPA
引物和探针设计的软件,只能使用PCR的软件进行

设计和筛选,导致无法对过短的核酸序列进行扩增,
但这并不能阻止研究者对RPA的研究探索,RPA的

优势使它有望成为未来核酸扩增的主流方法。
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