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摘  要: 沙门氏菌是重要的致病菌, 能引起人和动物肠道疾病, 因此检测沙门氏菌具有十分重要的卫生学意

义。重组酶聚合酶扩增技术(recombinase polymerase amplification, RPA)是一种新型的恒温核酸扩增技术, 具有

反应快速、灵敏度高、特异性强等优点。利用 RPA 技术检测沙门氏菌, 具有较大的应用前景和市场。本文对

近年来应用 RPA 技术检测沙门氏菌的研究进行综述, 以期为相关进一步研究及应用提供参考。 
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ABSTRACT: Salmonella is an important pathogen that can cause intestinal diseases in human and animal, so the 

detection of Salmonella has very important hygiene significance. Recombinase polymerase amplification (RPA) 

technology is a new type of constant temperature nucleic acid amplification technology, which has the advantages 

including fast reaction, high sensitivity and strong specificity. Using RPA technology to detect Salmonella has a great 

application prospect and market. This article summarized the recent studies on the application of RPA technology to 

detect Salmonella, in order to provide references for further research and applications. 
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1  引  言 

沙门氏菌属革兰氏阴性菌, 共有 2000 多个血清型, 
在全球范围广泛分布。沙门氏菌不但可以引起家畜、家禽

和鼠类等动物的疾病, 还可以通过污染食物传播给人类, 
是一种重要的食源性致病微生物。沙门氏菌其菌型繁多[1], 
其中鼠伤寒沙门氏菌、猪霍乱沙门氏菌、肠炎沙门氏菌、

鸡白痢沙门氏菌等是具有代表性的沙门氏菌。我国家庭细

菌性食物中毒有近 60%由沙门氏菌导致[2]。美国疾病预防

控制中心估计, 非伤寒沙门氏菌感染在美国每年引起 120
万起病例, 导致经济损失超过 34 亿美元[3]。 

重 组 酶 聚 合 酶 扩 增 (recombinase polymerase 
amplification, RPA)是 Piepenburg 等[4]2006 年报道的一种

全新的核酸等温扩增技术, 目前已在多个领域发挥重要

作 用 [59] 。 基 于 RPA 的 相 关 研 究 近 年 来 较 多 , 以

“recombinase polymerase amplification”为关键词在 PubMed
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检索文献, 结果显示 2011~2013 年仅 32 篇, 2014~2016 年

111 篇, 2017~2019 年达到 249 篇。 
本文介绍了 PRA 方法原理、特点, 并围绕 RPA 在沙

门氏菌检测的应用展开综述, 以期为进一步相关研究和应

用提供参考。 

2  沙门氏菌检测方法 

在食品和饲料中, 均要求不得检出沙门氏菌。为了保

护动物和人类健康, 需要开发能够简单有效、准确、低成

本和短时间消耗的沙门氏菌检测方法。随着科学技术发展, 
特别是免疫学、生化技术、分子生物学、传感技术的发展, 
沙门氏菌检测技术也在不断进步, 不断向自动化、快速化、

高通量、低成本方向发展。目前沙门氏菌检测方法主要有

标准培养法和聚合酶链式反应(polymerase chain reaction, 
PCR), 酶联免疫法 (enzyme linked immunosorbent assay, 
ELISA)等。等温环介导扩增法 (loop-mediated isothermal 
amplification, LAMP)[10]、依赖解旋酶 DNA 恒温扩增技术

(helicase-dependent isothermal DNA amplification, 
HDA)[11,12]等较新方法的应用量也逐步扩大。 

传统的细菌培养法需要对样品中细菌进行预增菌、选

择性增菌、分离、鉴定等, 根据菌落特征, 加上一系列生

化和血清学检测, 才能作出鉴定。操作繁琐, 耗时耗力, 越
来越不能满足沙门氏菌的监测需求。 

以抗原和抗体的特异性反应为基础, 发展了一系列

细 菌 免 疫 法 检 测 技 术 , 包 括 ELISA 、 免 疫 荧 光

(immunofluorescence, IF) 染 色 、 免 疫 组 织 化 学

(immunohistochmeistry, ZHC)、免疫扩散、乳胶凝集、放射

免疫(radio immunoassay, RIA)、免疫磁性分离技术、免疫

层析和免疫传感器等。免疫法具有较高灵敏度, 样品在增

菌后可在较短时间内完成检测[3]。 
PCR 方法具有特异性强、敏感性高、操作简便、快速

高效等特点, 但需要专业知识和昂贵的仪器。且 PCR 方法

不能有效区分活菌和死菌[13]。PCR 技术检测沙门氏菌的特

异性, 取决于扩增的靶序列是否为沙门氏菌高度保守的特

异性序列。 
其他的技术方法包括核酸探针技术、基因芯片技术、

噬菌体裂解技术、电阻抗技术、表面等离子共振(surface 
plasmon resonance, SPR)、纳米技术、适配体技术、重组酶

介导等温核酸扩增技术等[14-18]。各种方法均存在局限性, 
需要进一步研究完善。 

3  RPA 方法原理 

RPA 技术主要依赖重组酶 uvsX、单链结合蛋白 Gp32
和链置换 DNA 聚合酶 Bsu。此外, 该体系中还有一种辅助

蛋白 uvsY, 反应体系在等温条件下即可完成 DNA 扩增。

扩增过程非常高效, 可以在 37~42 ℃环境下, 在 40~60 min

完成数十亿的 DNA 拷贝[4,19,20]。扩增反应通常在 10~20 min
即可完成。扩增产物可以通过探针法荧光定量进行实时监

测, 也可以与侧向流试纸条、生物芯片、凝胶电泳等多种

方法相结合进行检测[21]。 
RPA 一个重要的特点是其在恒定且相对较低的温度

下工作。这与 PCR 和许多其他等温扩增生物化学(例如

LAMP或切口酶扩增反应)不同。RPA不需要严格调节温度, 
可以在较宽的温度范围内进行 (25~45 ℃, 最佳温度是

37~42 ℃)[22]。这使 RPA 方法不需要复杂仪器设备, 降低了

仪器成本。RPA 灵敏度和特异性高, 最低可以检测 1 个

DNA 拷贝。 
RPA 作为一种新型的快速检测技术, 已经应用到各

个领域。比如细菌检测、病毒检测、真菌检测、转基因检

测、寄生虫检测、癌症检测等[23-25]。 

4  RPA 在沙门氏菌检测中的应用 

4.1  引物设计 

沙门氏菌 invA 基因(侵袭蛋白 A 基因)具有特异性, 常
作为沙门氏菌研究的靶基因, 多数沙门氏菌 RPA 检测方法

都依据 invA 基因设计引物。Chen 等[26]针对肠炎沙门氏菌

的 iroB 基因设计引物检测肠炎沙门氏菌。表 1 是较常使用

的以及效果较好的检测沙门氏菌的 RPA 引物。 

4.2  扩增产物检测 

检测沙门氏菌 DNA 的 RPA 扩增产物的方法有多种。

较典型的方法有: 一是将产物纯化后, 进行琼脂糖凝胶电

泳。刘立兵等[23]以此建立的方法, 灵敏度为 1.1×10-3 ng/μL。

人工污染实验表明, 当羊肉、鸡肉和西兰花样品污染量为

4 CFU/25 g, 增菌 8 h, 即可通过该 RPA 方法检出沙门氏

菌。但其需要将产物纯化后进行电泳, 以免产物外的其他

成分导致拖带[27]。二是利用引物探针建立实时荧光定量

RPA。Kim 等[28]建立了鸡蛋和鸡肉中肠炎沙门氏菌荧光定

量 RPA 快速检测方法。该方法和荧光定量 PCR 相比, 两者

对肠炎沙门氏菌纯培养物的检测灵敏度一致, 但 PCR 需要

40 min 检测时间, 而 PRA 仅需 10 min。对于实际样本检测, 
RPA 检测肠炎沙门氏菌的灵敏度为: 鸡蛋: 10 CFU/g, 鸡
肉样品: 100 CFU/g, PCR 检测灵敏度分别提高了 100 倍和

10倍。Chen等[29]依据肠炎沙门氏菌的 iroB基因设计了RPA
引物和探针。该方法可以最低检测出 102 个模板 DNA。沙

门氏菌检测限为 2.0×103 CFU/mL。在 36 ℃富集 4~6 h 后, 
从有 2.2×101 CFU/mL 肠炎沙门氏菌的鸡肉或鸡蛋样品的

接种中可以获得阳性信号。三是结合侧向流检测试纸

(lateral flow detection, LFD)检测扩增产物。Liu 等[30]在引物

对中的其中一个标记地高辛, 另一个标记生物素。经过扩

增过程后, 产生大量的含地高辛和生物素的双链 DNA, 再
用含地高辛抗体和链霉亲和素的侧向流试纸进行双链
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DNA 检测。方法检测限为 20 fg 靶 DNA, 或 1.05×101 个细

菌纯培养物。经 2 h 富集, 牛奶和鸡胸肉中的沙门氏菌检

测限低至 1.05×100 CFU/ mL 和 1.05×100 CFU/g, 经 4 h 富

集, 鸡蛋中的沙门氏菌检测限为 1.05×100 CFU/g。Gao 等[31]

用侧向流试纸结合 RPA 检测贝类中的沙门氏菌。方法灵敏

度为 100 fg/20 μL 反应体系。Hu 等[32]用 RPA-LFD 建立了

牛奶中鼠伤寒沙门氏菌检测方法。方法对靶 DNA 检测限浓

度为 1 fg, 这比用凝胶电泳结合 RPA 检测限低 5 倍。

RPA-LFD 在人工接种的牛奶样品中可以检测到鼠伤寒沙门

氏菌的浓度低至 1.95 CFU/mL, 其灵敏度是 PCR 的 10 倍。 
为了提高检测灵敏度, Liu 等[33]改进了侧向流试纸。

他们开发了一种基于表面增强拉曼散射光谱的侧向流试

纸。该试纸应用了 AuMBA@Ag 核-壳纳米粒子。通过测量

SERS 标签的特征峰强度可以实现高度灵敏的定量检测。

肠炎沙门氏菌的检出限为 27 CFU/mL。 
除以上几种典型方法外, Chen 等[34]利用未修饰的金

纳米颗粒(AuNPs)来检测牛奶中的沙门氏菌。制备的胶体

金颗粒直径为(16.01±1.02) nm, 吸收峰在 522 nm 左右。在

RPA 反应体系中加入未修饰的胶体金。大分子酶、单链

DNA 和胶体金颗粒相互吸附, 这种吸附作用会受到溶液

中扩增反应的影响, 导致产生肉眼可见的溶液颜色变化。

在 37 ℃下富集 6 h, 牛奶样品的检出限为 50 CFU/mL, 对

DNA 模板的检测限是 1 pg。Felipe 等[35]用 ELISA 检测

RPA 扩增产物, 在酶标板上包被链霉亲和素, 与特定的

生物素化探针进行反应。RPA-ELISA 和 PCR-ELISA 检测

沙门氏菌, 灵敏度分别为 6.00 CFU/ mL 和 5.00 CFU/ mL, 
基本一致。 

4.3  DNA 提取、扩增、检测集成化 

Chan 等[36]利用 3D 打印技术结合 RPA, 能够有效对核

酸进行提取、扩增和检测。表明可以利用低成本, 入门级

的 3D 打印机用于自动高质量核酸提取, 提取后可以采用

简单的方法进行扩增, 而实时 RPA 的荧光信号可以通过便

携式荧光检测器或智能手机相机进行分析。其将肠炎沙门

氏菌接种至 2%低脂牛奶, 作为检测对象, 能够在 10 min
检测出 103 CFU/mL 沙门氏菌。 

在沙门氏菌 RPA 扩增产物检测方面, Felipe 等[37]开发

了一种通过光盘技术以微阵列形式检测的高通量传感平

台。Kim 等[38]则设计了更为复杂的光盘检测平台, 沙门氏

菌 DNA 提取、扩增和检测都在同一个平台完成。平台用

激光二极管控制细胞裂解和非接触加热。通过包被抗体的

磁珠吸附富集牛奶和磷酸缓冲盐溶液中的细菌。该平台对

于 PBS 中的沙门氏菌检测灵敏度为 10 CFU/ mL, 对于牛

奶中的沙门氏菌检测灵敏度为 100 CFU/mL。 

 
 

表 1  用于检测沙门氏菌的 RPA 引物序列 
Table 1  RPA primer sequences used to detect Salmonella cite  

引物序列(5’-3’) 参考文献 

F-RPA  GGCGATAGCCTGGCGGTGGGTTTTGTTGTCTT 
R-RPA  ACTTCATCGCACCGTCAAAGGAACCGTAAA [31] 

RPA  ACCAGCAAAGGCGAGCAGCCGCTCAGTATTGAGG 
R-RPA  CGCCATAATCAATAAAGAACTGACTACGTAGACGC [34] 

F-RPA  CTACAAGCATGAAATGGCAGAACAGCGTCG 
R-RPA  CAACCAGATAGGTAGGTAATGGAATGACGA [43] 

F-RPA  GCATCCGCACAGATAAAT 
R-RPA  TACACCACCAGATACCGAAGCCCCT [43] 

F-RPA  TTCCTGATTTACTTAAAGAAGTGCTCAGACATGCC 
R-RPA  CTTTGCGAATAACATCCTCAACTTCAGCAGATACC [32] 

F-RPA  CGCCACGTTCGGGCAATTCGTTATTGGCGATAGGC 
R-RPA  CACCGTCAAAGGAACCGTAAAGCTGGCTTTCCC [40] 

F-RPA   TAAATGTGTTTTATCTGATGCAAGAGGGGGAG 
R-RPA  GATTTACTAAACTTTTTGATATACTCCCTGAATC [28] 

F-RPA  GGAATGTCATACTTAGCGGCAATCAGTGGTCC 
R-RPA  GGTGGTATTTGACGCTGCGCCTGGTTTCGA [26] 

F-RPA  GTCATTCCATTACCTACCTATCTGGTTGATTTCC 
R-RPA  GCATCGGCTTCAATCAAGATAAGACGACTGGT [23] 
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4.4  菌体富集 

Hice 等[39]应用磁离子液(magnetic ionic liquid, MIL)
捕获和浓缩沙门氏菌菌体。将鼠伤寒沙门氏菌接种于牛

奶、杏仁奶、蛋清等基质, 然后使用 MIL 萃取菌体。萃

取所得菌体用于 PRA 扩增 , 扩增产物用凝胶电泳或胶

体金试纸检测。该方法可以检测的沙门氏菌浓度低至

103 CFU/mL。 
Dao 等[40]开发出一种高灵敏度纳米生物传感器, 该传

感器在 RPA 基础上, 结合了伴刀豆球蛋白 A 功能化的微通

道和不对称人字形凹槽阵列的富集微流控。对于尿液分析, 
该 传 感 器 在 无 标 记 情 况 下 的 检 测 灵 敏 度 可 以 达 到       
5 CFU/mL。使用富集微流控将灵敏度提高了 1.76 个数量

级。该方法的特点是快速准确、实时、无需标记。方法采

用的微流体芯片与基于培养物、过滤或基于磁性颗粒的富

集方法相比, 是一种独特的富集方法。方法原理为, 伴刀

豆球蛋白 A 是一种甘露糖/葡萄糖结合凝集素, 能识别细

菌脂多糖, 可以与包括大肠杆菌、金黄色葡萄球菌、沙门

氏菌和牛分枝杆菌在内的多种革兰氏阴性菌相互作用。因

此, 使用伴刀豆球蛋白 A 的微流控芯片可以提高低浓度靶

细菌的富集效率。但是, 由于沙门氏菌的鉴定缺乏特异性, 
因此采用纳米生物传感器进行特异性检测。 

Dao 等[41]利用蛙皮素-1(magainin-1)建立了一个与上

述类似的富集平台。magainin-1 是一种具有抗菌和抗寄生

虫活性的肽类抗生素, 提取自非洲爪蟾的皮肤, 可以半选

择性结合革兰氏阴性菌。固定的 magainin-1 可直接用于检

测和捕获沙门氏菌。该平台结合 RPA, 对尿液中沙门氏菌

的检测限为 5 CFU/mL。 

4.5  多重检测 

Santiago 等[42]较早应用 RPA 同时扩增沙门氏菌和克

罗诺杆菌基因序列。Liu 等[43]开发的 RPA 方法可以同时检

测单增李斯特菌和肠炎沙门氏菌血清型沙门氏菌。Kersting
等[44]设计了一种基于RPA的微芯片平台, 实现同时检测沙

门氏菌、淋病奈瑟菌和耐甲氧西林葡萄球菌。Choi 等[45]

的光盘检测平台可以同时检测沙门氏菌、大肠杆菌

O157:H7 和副溶血弧菌。该平台将 RPA 试剂固定在芯片上

部, 样品注入芯片底部, 并在每个反应仓内固定不同致病

菌的特异性引物和探针, 从而实现多种致病菌的快速、多

重检测。Chen 等[46]设计的光盘检测平台, 同时检测尿液样

本中的鼠伤寒沙门氏菌、大肠埃希氏菌、变形杆菌、铜绿

假单胞菌、金黄色葡萄球菌。  

5  问题与展望 

5.1  检测样本 

以上文献中涉及的检测样本有牛奶、鸡肉、鸡蛋、羊

肉、西兰花、贝类、尿液等。和沙门氏菌 PCR 检测方法

相比, 检测样本的种类没有 PCR 丰富。需要对更多的样

本展开 RPA 检测研究。样本基质成分的复杂程度是影响

检测方法灵敏度、特异性和稳定性的关键因素。开发适

宜高效的样本前处理方法与 RPA 相结合, 也是今后研究

的重点之一。 

5.2  检测目标物 

当前建立的沙门氏菌 RPA 检测方法中, 基本都依据

invA 设计特异性引物, 以检测出沙门氏菌属为目的。Chen
等[29]针对肠炎沙门氏菌的 iroB 基因设计了 RPA 引物和探

针。Kim 等[28]依据 sdfI 基因设计 RPA 引物, 能够特异性鉴

别检测肠炎沙门氏菌血清型。PCR 检测沙门氏菌, 在设计

引物时, 依据的基因有: fimY 基因、invA 基因、沙门氏菌属

特异性基因 ompC、肠炎沙门氏菌 sdfI 基因、伤寒沙门氏

菌 viaB 基因、鼠伤寒沙门氏菌 spy 基因、鼠伤寒沙门氏菌

肠毒素 stn 基因等[15]。此外, PCR 方法已被用于沙门氏菌分

型[4749]。由此可见, RPA 方法在沙门氏菌检测应用中还有

很多可以深度研究之处。多数 RPA 技术是针对单一靶标, 
仅有少数研究针对多种目标物。可以开发包含沙门氏菌的

多种致病菌检测 RPA 技术, 或者沙门氏菌血清型和耐药基

因同时检测技术。但多重 RPA 技术的开发难度较大, 需要

对碱基序列和浓度、引物单针浓度、反应时间和温度等多

因素优化。需克服上述困难, 开发出高通量, 可同时针对

多目标成分同时检测的快速 RPA 技术。 

5.3  RPA 技术创新 

虽然 RPA 是一种较新的还未被广泛接受的技术, 但
是在技术改进方面的创新性研究使人们看到这项技术的巨

大应用潜力。通过技术创新, 包括采用水包油技术控制反

应体积, 光盘点样技术实现 DNA 富集、扩增和检测在同

一平台进行, 自回避分子识别系统能够避免引物二聚体

发生[50]。这些研究在某些方面或某种程度上弥补了 RPA
技术本身的不足。因此, RPA 的创新研究具有非常重要的

意义, 为 RPA 的更广泛应用提供保障。 
样本前处理、DNA 扩增和检测一体化研究方面。将

DNA 扩增和检测放在一个芯片或设备进行, 已经有成熟

产品。但样本前处理步骤由于各种基质的复杂性, 限制了

三者一体化产品开发。Kim 等[38]开发的一体化平台是一个

有益的示范, 但还需要更多研究。 
综上所述, RPA 作为一种较新的技术, 用于检测沙门

氏菌可以得到更高的灵敏度、更快的速度和更易使用的方

法, 极具研究价值和应用价值。尽管 RPA 在检测沙门氏菌

检测应用上已经做了较多研究, 但也存在不足, 包括检测

样本种类不够丰富, 目标物多重检测方法不够多, 因此, 
需要开展更多研究工作。 
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