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NASBA技术及其在检验检疫中的应用 
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(山东出入境检验检疫局, 青岛  266002) 

摘  要: 序列特异性核酸体外扩增技术(nucleic acid specific-based amplification, NASBA)是在 PCR基础上发展

起来的一种扩增 RNA的新技术, 作为一种新型研究手段, 具有便捷、准确性好、灵敏度高、周期短的特点, 尤

其适用于 RNA 的分析研究。核酸分析技术是出入境检验检疫工作的重要手段, 可用于食品病原微生物、动植

物产品中的有害生物、病原的分析及鉴定。本文简要介绍了 NASBA技术的基本原理, 在论证对比 NASBA技

术与普通 PCR方法、荧光 PCR方法及其他恒温扩增等核酸分析技术的差异及相似性后, 根据其使用特点进一

步对 NASBA在进出境检验检疫的食品安全检测及动植物检疫的应用予以综述及展望。 
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ABSTRACT: Nucleic acid specific-based amplification (NASBA) is a new technology to amplify RNA 

originated in PCR. As a new research means, NASBA has the characteristics of convenience, good accuracy, 

high sensitivity and short periods, especially applicable to RNA analysis. The nucleic acid analysis technology 

is an important means in entry-exit inspection and quarantine, which can be used to detect and identify 

pathogenic microorganism in food, pests and pathogen in animals and plants. The paper briefly introduced 

basic principle of NASBA, compared NASBA to RT-PCR, realtime RT-PCR and other isothermal amplification 

methods and revealed their differences and similarity. According to the usage characteristics of NASBA, the 

paper reviewed the application and prospect of NASBA in food safety detection and animal and plant 

quarantine in entry-exit inspection and quarantine. 
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序列特异性核酸体外扩增技术(nucleic acid specific- 

based amplification, NASBA)是在 PCR基础上发展起来的一

种扩增 RNA的新技术, 是由一对引物引导的、连续均一的、

体外特异核苷酸序列等温扩增的酶促反应过程 , 反应在

42 ℃进行, 可以在 2 h左右将模板RNA扩增约 109倍, 不需

要特殊的仪器[1]。NASBA技术适用于单链核糖核酸 RNA一

步扩增及检测, 已广泛应用于人类及动植物病原的检测与

诊断。本文就 NASBA技术的研究进展结合自身研究项目进

行简要综述, 以期进一步系统了解 NASBA 技术原理, 为今

后拓宽其在食品安全、动植物检疫领域的应用作以铺垫。 
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1  NASBA 技术的基本原理 

NASBA反应依赖于 AMV反转录酶、RNA酶 H、T7 

RNA聚合酶共同协作完成, 标准的 NASBA反应体系除以

上 3 种酶外, 还应有脱氧核糖核苷三磷酸(dNTP)、核糖核

苷三磷酸(NTP)、2个特殊的引物和适宜的缓冲液。其中引

物 3’端与靶序列互补, 5’端具有被 RNA聚合酶识别的启动

子序列, 引物Ⅱ的 5’端序列与靶 RNA序列相同[2]。 

NASBA反应可分为两相: 循环相与非循环相[3]。在非

循环相, 引物 I 与模板 RNA 退火, AMV 催化合成 1 条

cDNA链, 形成 RNA: DNA杂交体, RNA酶 H水解杂交体

上的 RNA, 剩下 1条单链 DNA, 引物 II随后与此 DNA链

退火, AMV催化合成第 2条 DNA链, T7 RNA聚合酶识别

双链 DNA 中的启动子后, 催化合成 RNA。由每个模板分

子可产生 100拷贝的 RNA。新合成的 RNA进入循环相, 成

为反转录的模板, 它们首先与引物 II结合, 由AMV催化合

成 1条 DNA链, 形成 RNA: DNA杂交体, RNA酶 H水解

RNA, 留下 1条单链 DNA与引物 I退火, AMV催化合成 1 

条新的含有 T7 RNA聚合酶启动子的 DNA片断, T7 RNA

聚合酶在以此 DNA为模板合成更多的 RNA。如此循环反

复, 使 RNA不断扩增。 

2  NASBA 技术的特点 

目前, RNA 的扩增方法主要有 RT-PCR、NASBA 及

RT-SDA(reverse transcriptase-strand displacement amplification), 
与 RT-PCR广泛的应用范围相比, NASBA或许由于其扩增

体系较为复杂, 对检测人员的技术水平要求较高, 发展较

为缓慢。但是 NASBA 技术在耗时、扩增效率、灵敏度、

仪器成本等方面展现出了明显的优势。作为以单链 RNA

为模板, 并以单链 RNA为最终产物的 RNA直接扩增技术, 

与其他恒温扩增技术相比, 无须前期的反转录处理步骤, 

NASBA在 RNA病毒扩增的领域具有自身的特点。与 PCR

及其他恒温扩增的产物 DNA分子不同, RNA分子不易对实

验仪器和环境造成污染, 避免了产物交叉污染实验仪器、操

作环境导致的假阳性结果 , 解决了环介导等温扩增技术

(LAMP)及其他恒温扩增技术经常面临的气溶胶污染问题。 

2.1  便捷性  

在扩增 RNA的时候, 无须前期的DNA消化酶的处理, 

同时该种技术在进行恒温扩增时, 不需要昂贵的核酸扩增

反应装置。整个过程始终在 42 ℃进行, 因此, 该技术也叫

同温聚合酶链式反应(同温 PCR), 无需热循环仪, 仅 1个普

通的恒温水浴锅就可完成。研究人员利用杂交设备、荧光

读数系统简化了扩增的时间和步骤 , 在标准条件下 , 

NASBA扩增能在 1.5~2.0 h左右结束, 缩短检测周期。 

2.2  保守性和特异性  

NASBA 的各种酶循环反应的循环数少 , 相对于

RT-PCR错配率较低。首先, 由于该方法使用的模板是RNA, 

反应的产物也是 RNA, 反应的结果不受环境中 DNA 的影

响。即使存在外来的双链 DNA 污染, 但由于其不具备 T7

启动子序列, 不可能被扩增; 其次, 该反应只在 42 ℃恒温

条件下进行, 不需高温变性步骤, 所以 NASBA 反应流程

不会受到外来双链 DNA 的污染, 也减少了错配的概率。

因此, 适于检测和定量特异 RNA。Simpkins 等[4]研究表明

NASBA能够在基因组 DNA存在的背景下, 特异性地扩增

出 mRNA以检测活体细胞。 

2.3  引物设计  

NASBA 反应的引物设计: 与 PCR 基本相同, 不同的

是, 引物 5’端附加一段 T7 RNA 聚合酶启动子序列, 以使

T7 RNA聚合酶识别特异性启动子而进行体外转录[5]。 

2.4  灵敏度 

较高的扩增效率决定了该方法的高灵敏度, NASBA

反应 2 h左右可将模板 RNA扩增约 109~1012倍。1个 RNA

模板能够产生大约 100个拷贝。比起 PCR技术, 该技术能

用较少的循环便扩增出大量的目的基因, 保证了 NASBA

的高敏感性。值得注意的是, Birch等[6]和 Jean等[7]在不同

时间先后发现并证实 , NASBA 技术是一种灵敏度高于

RT-PCR反应的检测技术。 

2.5  周期短 

更高的扩增效率在保证 NASBA的灵敏度的同时也使

其经过较少的循环数, 便可得到与 PCR相同曲扩增产物。

PCR大约需要 20轮循环才能扩增 106倍, 而 NASBA只需

循环 4~5轮即可达到 106倍[5]。 

2.6  兼容性 

若反应中加入变性步骤, NASBA 不仅能扩增 RNA, 

而且能扩增双链核酸, 具有粘性末端的核酸也可被扩增。

但是产物仍然是 RNA, 扩增效率没有改变。反应过程也分

为非循环相和循环相两个部分。 

3  NASBA 在检验检疫中的应用 

3.1  NASBA 在食品微生物检测中的应用 

国内外关于 NASBA检测食品安全的报道较多。国内

有研究者[8]利用自行建立和优化的 NASBA 检测体系, 对

溶藻弧菌进行检测。采用溶藻弧菌的 hsp60 基因为目的片

段设计特异性引物, 建成可快速检测溶藻弧菌的 NASBA

检测法, 并进行了特异性和灵敏度试验。结果表明, 通过通

用型核酸扩增物快速检测板检测, 所建立起的 NASBA 检

测方法, 灵敏度为 6.9×102 CFU/mL, 高于普通 PCR方法。

在沙门氏菌的 NASBA检测[9]中, 经 50 min反应后均可扩

增出预期 120 bp大小的产物, 第 1次 PCR产物经转录实验
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后与 NASBA 直接扩增的产物具有较好的同源性, 其灵敏

度达到 103 CFU, 证明了NASBA法对沙门菌检测具有良好

的特异性和灵敏度。 

3.2  NASBA 在动物检疫中的应用 

在动物病原检测方面, 该技术应用得更为广泛。在禽

病检测领域, 2002年, Collins等[10]针对禽流感病毒建立了

NASBA技术, 其敏感性比传统的病毒培养敏感度高 10倍。

2003年, Collins等[11]进一步改良该技术, 建立了可以区分

高致病性禽流感和低致病性禽流感病毒的 NASBA。在我

国检测禽流感病毒的国家标准中 2 个涉及到使用 NASBA

方法, 分别是H5亚型检测标准(CT19439—2004 H5亚型禽

流感病毒 NASBA 检测方法 )和通用型检测标准

(GB/T19440—2004 禽流感病毒 NASBA 检测方法。2007

年, 可检测新城疫病毒(NDV)所有血清型的 NASBA 技术

也被研究人员所建立[12]。在猪病检测领域, Collins等[13]和

Lau等[14]先后针对与口蹄疫病毒建立了NASBA技术。2009

年, 梁海霞等[15]针对猪繁殖与呼吸综合征病毒的非结构蛋

白的编码基因将 NASBA与 ELISA相结合, 成功检测了该

种高致病性病毒。 

3.3  NASBA 在植物检疫中的应用 

在植物病毒检测领域, 由于植物细胞壁中富含大量

的多糖、酚类物质, 植物病毒 RNA 的提取存在着稳定性

差、重复性低、效率低等问题, 加之在提取过程中 RNA本

身的自降解现象, 病毒 RNA的含量往往较低, 对检测方法

的灵敏度和稳定性提出了较高要求。同时由于多糖等物质

对于 Taq 聚合酶的抑制作用, 在葡萄、草莓、粮谷类等多

酚含量较高的植物病毒 RNA检测中, RT-PCR技术的应用

受到限制和挑战。由于 NASBA 技术的反转录过程被直接

合并到扩增反应中, 因此 NASBA具备了适合于病原 RNA

的扩增、检测的特点, 最适合各种 RNA样品的分析。研究

人员先后对利用 NASBA 结合分子信标对草莓镶脉病毒

(strawberry vein banding virus, SVBV)进行了检测[16], 灵敏

度可达到 1 ng左右。此外, NASBA技术还被用于检测柑橘

速衰病毒(citrus tristeza virus, CTV)、苹果茎痘病毒(apple 

stem pitting virus, ASPV)、草莓皱缩病毒(strawberry crinkle 

virus, SCV)、苹果锈果类病毒 (apple scar skin viroid, 

ASSVd)、南芥菜花叶病毒(arabis mosaic virus, ArMV)、悬

沟子环斑病毒(raspberry ringspot virus, RpRSV)、番茄黑环

病毒 (tomato black ring virus, TBRV)和番茄环斑病毒

(tomato ringspot virus, ToRSV) 、 柑 橘 裂 皮 类 病 毒

(citrusexocortis viroid, CEVd)、柑橘类病毒 IV (citrus viroid 

IV, CVd-IV)、马铃薯卷叶病毒 (potato leafroll virus, 

PLRV) 、甘蔗黄叶病毒( sugarcane yellow leaf virus, SYLV) 

等植物病原[17-22], 成功地建立起基于 NASBA 的病原一步

法恒温扩增检测技术。国内植物病毒的恒温扩增报道较少, 

仅报道过张志宏等[23]和王小明等 [24]研究并建立草莓斑驳

病毒 (strawberry mottle virus)、黄瓜花叶病毒 (cucumber 

mosaic virus)的 NASBA检测技术。 

在植物病原侵染过程中, 往往会出现两种及两种以上

的病毒共同作用、复合侵染导致植物发病。因此, 建立能够

平行检测几种病原多重检测技术更有重要性和实际应用价

值。利用NASBA 技术也可以同时检测多种病毒, 如Klerks 

等 [25]同时检测马铃薯卷叶病毒和马铃薯病毒 Y(potato 

virus Y, PVY), Szemes等[26]同时检测 PVY 的 3个株系。 

4  展  望 

NASBA是在 PCR基础上发展起来的一种新的扩增技

术。该技术首先在 1990 年由 Guatelli[27]提出。1991 年,  

Compton等[28]在Nature杂志上对此进行了系统详细的说明

和介绍 NASBA作为一种新型研究手段, 尤其适用于 RNA

的研究。由于其在便捷性、保守性、特异性、灵敏度、周

期、兼容性上的优势, 该种检测技术的普及率得到了明显

提高, 应用范围已覆盖到临床医学、食品安全、环境监测、

动植物检疫、单核苷酸多态性(SNP)筛查等多个领域[29-38]。

检验检疫工作涉及生物检测及鉴定的领域包括多个领域, 

食品微生物安全、媒介生物鉴定、动物检疫、植物检疫都

离不开以核酸扩增或杂交为中心的分子生物学检测技术。

目前, 这些领域的实际工作中, 大部分检测或检验项目的

检测标准都写入了核酸检测的内容, 常规 PCR扩增、实时

荧光 PCR 及其他 PCR 衍生技术应用较多。与这些方法相

比, 虽然对人员操作水平要求较高且试剂成本略贵, 但是

NASBA 技术在耗时、扩增效率、灵敏度、仪器成本等方

面展现出了明显的优势, 具有便捷性强、保真性高、灵敏

快速、开放性强等使用特点。作为 RNA直接扩增技术, 与

其他恒温扩增技术相比, NASBA在 RNA病毒扩增的领域

具有自身的特点。近来, 由于梅里埃 NucliSens读数仪等新

仪器的不断问世, NASBA实时监测成为一种现实, NASBA

技术正逐步走向成熟 [39,40]。在今后的实验室检测 , 新型

NASBA 技术可利用荧光定量 PCR 仪等仪器, 通过向检测

体系加入以分子信标、探针, 实现检测流程一体化和自动

化, 届时实现升级后的 NASBA 检测技术, 可有助于实现

口岸检验检疫工作中大规模进出境样品中食品微生物病

原、动植物病原的同步高通量检测。 
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