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解旋恒温基因扩增技术在螨虫鉴定中的应用前景 
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摘  要: 螨虫种类多, 分布广, 危害多样, 已成为人们关注的对象。随着进出口植物、植物产品和食品的增加, 

其携带螨虫的风险越来越高, 许多国家把螨虫作为检疫对象设置技术壁垒。由于螨虫体型微小, 形态鉴定比较

困难, 一直是口岸检疫的一大难点。随着现代分子技术的发展, 迫切需要建立快速、灵敏、准确的螨类检测方

法。解旋酶恒温基因扩增技术(HDA)是一种简便、快速、高效、灵敏度高的体外恒温基因扩增技术。该技术依

靠 DNA解旋酶解开双链 DNA、单链 DNA结合蛋白(SSB)维持单链状态、DNA聚合酶催化靶片段的扩增。HDA

不需要昂贵的仪器设备, 适用于基层实验室。HAD能扩增微生物基因组DNA、病原菌DNA、质粒DNA和 cDNA

等, 从其灵敏性、准确性和可操作性几方面来看, 该方法适用于螨虫鉴定。 
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Application prospect of helicase-dependent isothemal DNA amplification 
in identification of mites 
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ABSTRACT: The mite has become the focus of attention because of a large number of species, wide distribution 

and various hazards. The risk of carrying mites is getting higher and higher, with the increase of import and export 

of plants, plant products and food. Many countries have set up technical barriers by taking mites as quarantine 

pests. It is very difficult to identify the tiny mites by their morphological characteristics, so mite identification is 

one of the difficulties in quarantine. With the development of modern molecular technology, there is an urgent 

need to establish a rapid, sensitive, and accurate detection method of the mites in the quarantine work. The 

helicase-dependent amplification is a simple, rapid, efficient and sensitive isothermal gene amplification 

technology in vitro. It utilizes the action of helicases to separate double-stranded DNA, the single –stranded 

DNA-binding protein to maintain the single-stranded state and DNA polymerases to synthesize target fragments. 

The method does not require expensive equipments, and is very suitable for primary laboratory. It is reported that 

HDA can be used for the amplifications of microbial genomic DNA, microbial DNA, plasmid DNA and 

complementary DNA. From the sensitivity, accuracy and operability, HAD technology is suitable for the 

identification of the mites.  
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1  引  言 

螨虫是蛛形纲蜱螨目的一类体型微小的动物, 大小

一般都在 0.5 mm左右, 有些小到 0.1 mm, 有时肉眼难以直

接看到。螨虫种类多, 分布广, 遍及各种土壤、水体、生物

体及贮藏物中。据估计, 全世界螨类超过 50万种, 已有记

载的达 5 万余种, 分属于 284 个科[1]。由于螨虫中的害螨

危害多样, 已成为了人们关注的对象, 例如危害植物的各

种叶螨, 危害食品的各种粉螨等[2-4]。近年来, 进出口植物

及食品中螨虫的检疫也已成为出入境检疫的重要方面。 

目前螨虫在分类鉴定上主要以成螨的外部形态为依

据。螨虫由于体型微小、形态学特征有限和物种间高度相

似的特征等, 使其物种鉴定非常困难, 其分类问题一直是

许多分类研究者公认的难题[5]。在检验检疫系统, 对螨虫

的研究很少, 螨虫鉴定一直是进出境植物及食品检验检疫

中的一大难点。 

2  现代分子生物技术在螨类鉴定中的应用 

目前, 螨类鉴定仍以传统的形态学鉴定为主, 随着现

代分子生物技术的发展, 当形态学鉴定遇到困难时, 利用

特定 DNA 片段进行物种鉴定, 也成为螨虫分类的一个重

要手段。据文献报道, 分子标记技术 RAPD(随机扩增多态

性 DNA)[6]、AFLP(扩增片段长度多态性)[7]、SSR(微卫星

DNA)[7]等以及 DNA 条形码技术[8-10]等已广泛应用于螨虫

分类及系统发育分析。例如 Ros[8]、Ben-David[9]等利用线

粒体 COI 基因进行叶螨科分类的研究, 李国庆等[5]基于核

糖体 28S rRNA 对叶螨的鉴定及其系统发育进行了分析; 

Rodrigues等[6]利用 RAPD技术和 COI序列分析 2种方法分

析紫红短须螨 Brevipalpus phoenicis的多态性。Carew等[7

用 AFLP和微卫星标记 2种方法分析了 3种危害葡萄瘿螨

的分类地位及群体遗传结构。以上的序列分析及分子标记

技术均基于 PCR的基础上完成, 众所周知, PCR扩增技术

存在着扩增时间长, 费用昂贵, 难于在基层实验室推广应

用等缺陷。基于这种情况, 近年来, 一种解旋酶恒温扩增

(HAD)新技术, 由于操作简单、反应灵敏、无需特殊仪器、

便于普及应用等优点受到广泛的关注[10-12]。 

3  解旋恒温基因扩增技术 

解旋恒温基因扩增技术(helicase-dependent isothemal 

DNA amplification, HAD), 是由美国New England Biolabs的

研究人员模拟动物体内 DNA 的复制发明的一种新的体外恒

温基因扩增技术[10-13]。 

3.1  解旋恒温基因扩增技术的原理 

HDA技术模拟体内DNA在恒温下进行复制的自然过

程 , 在恒温条件下利用生物复制系统的关键组分实现

DNA 的体外扩增, 主要是利用解旋酶在恒温下解开 DNA

双 链 , 同 时 以 DNA 单 链 结 合 蛋 白 (single-stranded 

DNA-binding protein, SSB)稳定解开的单链为引物 提供结

合模板, 然后由 DNA聚合酶催化合成互补链。新合成的双

链在解旋酶的作用下又解成单链, 并作为下一轮合成的模

板进入循环扩增反应, 最终实现靶序列的指数式增长[14]。 

目前 HAD 反应体系中使用的解旋酶主要是大肠杆菌

UvrD 解旋酶[15,16], 它是一种对粘性末端或平末端 DNA 双

链都起作用的解旋酶; 所使用的单链结合蛋白主要是 T4

噬菌体基因 32 蛋白或 RB49 噬菌体基因 32 蛋白; 所使用

的 DNA 聚合酶主要是缺失 3’-5’外切酶活性的 DNA 聚合

酶 I Klenow片断或热稳定的 Bst DNA聚合酶, 该酶具有耐

高温性、高反应进行性、极好的条带均一性及高准确性等

特点[17]。 

3.2  解旋恒温基因扩增技术的反应体系和操作过程 

HAD 反应体系包括混合物 A 和混合物 B, 前者由模

板、引物、缓冲液和 ddH2O 组成, 后者由大肠杆菌 UurD

解旋酶、SSB(T4基因 32蛋白或 RB49基因 32蛋白)、MutL、

DNA聚合酶、dNTP和缓冲液按比例配制[18]。 

HAD 操作过程分为两步法和一步法两种方式。两步

法是指把反应分两步进行: 第一步是将混合物 A 置 95 ℃

水浴中 2 min; 然后于 64 ℃水浴中退火 3 min; 第二步是加

入同体积的混合物 B于 62~65 ℃反应 70~90 min, 最后加

入终止反应液结束反应。一步法的操作过程比较简单, 因

为混合物 A 在 95 ℃中水浴仅起加快反应速度的作用, 所

以可以省略此步, 直接将混合物 A、B混合后置于 65 ℃扩

增即可。但一步法 HAD 的扩增产物比两步法降低

40%~60%, 扩增敏感性是两步法的 1/10[14,19], 因此在进行

螨类鉴定时建议采用两步法进行 HAD等温扩增。 

3.3  与其他基因扩增技术的比较 

目前在物种鉴定及系统发育分析方面常用的基因增

增技术主要是 PCR及其他恒温扩增技术(如 SDA、LAMP、

NASBA 等), 但这些方法都存在一些缺陷。PCR 方法需要

通过变性-退火-延伸过程的多次循环实现, 扩增时间长、需

要 PCR仪等精密昂贵的仪器、常引起非特异性扩增等[20]。

SDA(strand displacement amplification,链替代扩增 )和

LAMP(loop-mediated isothermal amplification, 环介导恒温

扩增)是目前已经使用很成熟的恒温扩增技术, 但其扩增

均需热变性和 4条引物[21-23]; SDA靠一组限制酶消化和转

换合成达到扩增目的, 同时还需经修饰过的 dNTP 作底物
[24], 由于其靶序列准备的复杂性限制了其应用范围, 转录

介导的扩增需要三种酶来完成恒温扩增, 反应复杂性也限

制了其使用范围。LAMP 技术[22]对识别靶序列要求极高, 

因为这段基因长度限制在 200 bp左右, 从中设计的四条引

物 Tm 互有差别
[25]。NASBA(nucleic acid sequence based 
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amplification, 依赖核酸序列的扩增)虽然由一对引物介导, 

但其扩增结果特异性不高, 实验内外误差相对较大[26-29]。 

与以上方法相比, HAD是利用 DNA解旋酶解开双链

并完成扩增, 可以在同一温度下进行, 反应时间缩短, 不

需热变性, 仅需合成 2 条引物、一个水浴锅和极少的试剂

费用即可完成绝大多数 PCR检测的过程[11]。因此该技术具

有操作简单、结果快速准确、反应灵敏、无需特殊仪器等

优点。其缺点是, 该技术作为一种新的恒温基因扩增方法, 

目前尚处于初期阶段, 还没有广泛用于基因扩增和有害生

物检测。 

3.4  解旋恒温基因扩增技术目前的应用 

HDA 目前已成功用于微生物的检测, 如王建广等[30-32]

利用 HAD技术检测单核细胞增生李斯物氏菌、沙门氏菌、

志贺菌等, 石琰璟等[33]利用 HAD 技术检测副溶血弧菌; 

梁炜等[34]基于HAD建立了超级细菌耐药基因NDM-1检测

方法。在医学方面, 该技术也有成功的应用案例, 如马丽敏

等[35]利用该技术快速检测麻疹病毒核酸。研究表明, HDA 

法能够扩增微生物基因组 DNA、病原菌 DNA、质粒 DNA

和 cDNA、甚至完整的环状质粒[36], 现用的 Uvrd系统扩增

可达 100 多万倍, 能从血样中检出病原基因, 因此该技术

完全可以作为诊断工具 ,为临床诊断作出巨大的贡献 [11], 

目前已有HAD应用于腹泻性梭状芽胞杆菌方面的报道[37]。 

4  解旋恒温基因扩增技术在螨类鉴定中的应用

展望 

我国是进出口大国, 随着进出口植物、植物产品以及

食品的增加, 其携带螨虫的风险越来越高。食品中的螨虫

是人类很重要的过敏源, 能引起各种过敏反应, 植物中的

螨虫主要吸食植物汁液, 影响光合作用, 严重时使植物叶

片脱落, 植株死亡。因此世界许多国家把螨虫作为检疫性

生物设置技术壁垒[38-41]。鉴于这种现状及螨虫形态鉴定比

较困难的状况, 迫切需要建立快速、灵敏、准确的检测方

法。虽然 DNA 条码技术是目前进行物种鉴定的一种很好

的分子技术, 但研究表明, 它在螨类鉴定中的应用并不十

分理想。例如基于 28S 基因序列无法将二斑叶螨

Tetranychus urticae、截形叶螨 T.truncatus、土耳其斯坦叶

螨 T.turkestani进行区分。而且, 在利用线粒体基因进行螨

类鉴定时, 还需要考虑到胞内共生菌的问题[42-44]。螨虫个

体微小, 提取的核酸量少, 若利用 HDA 技术, 因其反应采

用去除了 5’–3’外切酶活性的 BstDNA聚合酶, 该酶兼具耐

高温性、高反应进行性、极好的条带均一性及高准确性等

特点, 克服了 PCR采用 TaqDNA聚合酶的不足, 使操作不

易引起非特异性扩增, 同时有高度的敏感性; 而且HAD引

物设计简单, 不需要热变性即可完成扩增反应[45]。以此推

断, HAD技术在螨类鉴定中将会有很好的效果。 
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