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摘  要: 食品安全一直受到广泛关注, 在实现食品中污染物准确检出的前提下, 快速方便的检测方式对食品

安全的维持具有重要现实意义。滚环扩增技术(rolling circle amplification, RCA)发展于 20 世纪 90 年代中期, 是

一种简单高效的体外核酸扩增技术, 可在等温的条件下快速扩增出由模板互补序列串联而得的长单链 DNA。

由于其引物易于标记固定和其模板设计多样性, RCA 应用于生物传感器中以及在提高传感器的检测灵敏度方

面具备显著优势, 因此被广泛应用于医疗诊断、环境监测以及食品安全等生物技术领域的研究中。本文综述

了近几年 RCA 技术在食源性致病微生物、生物毒素、农药兽药残留、重金属等食品安全危害因子检测中的研

究与应用进展, 并展望了该技术在食品安全检测领域的发展方向。 
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food safety detection 

WANG Chong1, SONG Ya-Ning1, LIANG Yu1, ZHU Yun1, ZHOU Run1, XIAO Jing1, MA Li1,  
CHEN Xiang-Gui1,2, HUANG Yu-Kun1,2* 

(1. School of Food and Biological Engineering, Xihua University, Chengdu 610039, China; 2. Key Laboratory of 
Food Non Thermal Processing, Engineering Technology Research Center of Food Non Thermal Processing Yibin Xihua  

University Research Institute, Yibin 644404, China) 

ABSTRACT: Extensive attention has been paid to food safety issue. On the premise of accurate detection of 

contaminants in food, a fast and convenient detection method is of great practical significance to ensure food safety. 

Rolling circle amplification (RCA), developed in the mid-1990s, is a simple and efficient amplification technique of 

nucleic acid in vitro. RCA can rapidly amplify long single-stranded DNA with a large number of 

template-complementary sequences under isothermal conditions. Due to the labelability and fixability of its primer 

and the diversity of template design, RCA has significant advantages in the application of biosensors and in 

improving the detection sensitivity of biosensors. Therefore, RCA technique has been widely applied in the research 

and detection of medical diagnosis, environmental monitoring and food safety. This article reviewed the research and 

application progress of RCA technique in the detection of foodborne pathogenic microorganisms, biotoxins, pesticide 
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and veterinary drug residues, and prospected the development direction of this technology in the field of food safety 

inspection. 

KEY WORDS: rolling circle amplification; food safety detection; biosensor 
 

 
0  引  言 

食品在生产加工的各个环节中都可能受到污染物的

影响, 长期摄入有安全隐患的食物会对人体健康产生不利

影响[1]。将食品中有毒有害污染物准确、快速、便捷地检

出是科学有效地处理被污染食品的必要前提。核酸的体外

扩增经过 30 多年的发展, 已成为生命科学发展中一种不

可或缺的重要技术[2]。 聚合酶链式反应(polymerase chain 
reaction, PCR)是目前广泛应用的核酸体外扩增方法, 但有

依赖热循环步骤, 可能会对某些重要生物分子产生破坏并

且不利于实验室外实施[3]。发展于 20 世纪 90 年代初的等

温扩增技术可有效地实现核酸序列的快速积累[4], 这类扩

增技术根据第一步反应的特征, 可被分为两大类: 一类依

赖于特异性引物延伸, 包括环介导等温扩增(loop-mediated 
isothermal amplification, LAMP)、依赖核酸序列扩增技术

(nucleic acid sequence-based amplification, NASBA)、滚环

扩增技术(rolling circle amplification, RCA)和依赖解旋酶扩

增技术(helicase-dependent amplification, HAD)等; 另一类

是依赖于限制性内切酶 , 包括链置换扩增技术 (strand 
displacement amplification, SDA)、切口酶扩增反应(nicking 
enzyme amplification, NEAR)以及切刻内切酶介导扩增技

术(nicking enzyme mediated amplification, NEMA)等[5‒6]。其

中 RCA 具有多项实用性能。首先, RCA 产物由大量的具有

高度可操作性的重复序列组成, 扩增模板的多样设计可以

实现多种应用目的, 例如扩增核酸适配体、DNA 模拟酶等

功能核酸以及信号探针互补位点、限制性酶位点等[7]。另

外, 通过引物序列的修饰或者设计, 可将 RCA 扩增产物直

接固定于试条纸[8]、微孔板[9]、微流控芯片[10]以及纳米颗

粒[11]等载体上, 或者连接在核酸适配体、蛋白质等生物大

分子上, 这使 RCA 可灵活地与其他分离检测技术相结合。

RCA 技术在原位检测、微量物质测定、核酸诊断、单碱基

多态性和药物研发等研究和分子诊断中有大量的相关研究

报道[12]并已有商业化产品出现。例如, 上海易色医疗生产

的“一步法恒温支原体检测试剂盒”其灵敏度高于普通

PCR(30 cycles)80 倍; 华大基因通过使用美国 Complete 
Genomics公司基于 RCA开发的 DNA纳米球基因测序技术, 
发布了桌面化测序系统 BGISEQ-500, 其基因组检测精度

可达 99.99%。图 1 对 1995 年以来每年发表的 RCA 相关文

献数量进行了统计, 2014 年以来, RCA 相关文献总量以每

年 200 余篇的数量增加, 表明了 RCA 技术的应用研究潜力

和科学界对其的持续关注。目前, 已有文献对 RCA 在医疗

诊断[7]、生物检测[13]等领域进行了回顾, 但未见其在食品

安全方面应用的综述。因此, 本文从 RCA 技术的原理和特

点出发, 重点归纳总结了近年来 RCA 技术在食品安全检

测中的应用, 系统梳理了其研究应用阶段性成果, 以期拓

宽该技术在食品安全隐患的快速筛查的应用发展。 
 
 

 
 

注: 数据来自于 web of science, 截止于 2020 年 10 月 8 日。 
图 1  历年 RCA 相关文献数量 

Fig.1  Number of literatures related to RCA technology each year 
 

1  RCA 技术简介 

1.1  RCA 技术原理 

RCA 技术是对自然界中的某些转座子、质粒和病毒基

因组的滚环复制的模拟而提出的[14]。20 世纪 90 年代中期, 
美国卡内基研究所的 FIRE 团队[15]以及斯坦福大学的 Kool
团队先后描述了 RCA[16]。一般地, RCA 可分为模板的连接

成环和滚环扩增两部分[2]。以常用的锁式探针模板(padlock 
probe, PLP)为例, PLP 长度在 100 bp 以内, 主要由两部分组

成: (1)与引物反向互补的 5'-磷酸化检测臂(T1)和 3'-检测臂

(T2); (2)功能区域 Zip, 位于 T1 和 T2 之间, 为 RCA 产物中

的功能性序列提供模板。如图 2a 所示, 在连接成环时, 退火

后的 PLP 与初始引物杂交, T1 与 T2 相邻而形成的裂口在

DNA 连接酶的作用下闭合生成环状 DNA 模板[8]。扩增步骤

由具有连置换性的DNA聚合酶介导, 图 2b展示了经典的线

性 RCA(linear rolling circle amplification, LRCA)的扩增过程, 
在恒定温度下, DNA 聚合酶将 dNTPs 添加到扩增引物 5'端。

当产物链在模板上延伸一周后, 由于酶的链置换性, 已扩增

出的产物链的脱氧核糖核苷酸依次从模板上被置换, 以进

行下一个核苷酸的延伸。RCA 的扩增过程如同拉出一卷卷
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尺, 因此最终的 RCA 扩增产物是一个由含数百至数千个重

复序列单体串联而组成的长 ssDNA。 
 
 

 

 
图 2  锁式探针的成环步骤(a)与 LRCA 的扩增步骤(b) 

Fig.2  Looping step of PLP (a) and amplification step (b) of LRCA 
 

1.2  RCA 技术特点 

RCA 具有高度灵敏性和特异性[17]。在一个靶标分子

对应一个引物的 RCA 生物传感器中, 理论上可以实现 1 个

拷贝的灵敏度[18]。RCA 反应条件温和, 仪器简单, 在常见

的恒温仪器(如水浴、恒温培养箱)中即可进行扩增。RCA
扩增的最适温度接近生理温度, 温和的反应条件使 RCA
甚至可以在生物体中进行[19]。RCA 具有高效的扩增能力和

信号放大能力。研究发现, Phi29 DNA 聚合酶参与的 LRCA
能够产生长达 105 个碱基长度的扩增产物[20]; 使用 2 个扩

增引物的超支化滚环扩增 (hyperbranched rolling circle 
amplification, HRCA)可在 90 min 内产生 109 的信号放大效

果[21]。为进一步实现 RCA 的信号放大, 使用多个扩增引物

的多引物 RCA(multiple primers rolling circle amplification, 
MRCA)已在近年被应用[22]。而在已报道的应用中, 基于

RCA 信号放大的生物传感器通常可对 pmol/L 乃至

amol/L[23]级浓度的靶标物进行检测。另一方面 , 不同于

PCR 对低丰度被检核酸的扩增, RCA 扩增的是靶向设计的

核酸序列, 设计的模板多样性决定了扩增模式和扩增产物

的多样性, 因此, RCA 应用于传感器中可实现多种信号形

式的放大。 

2  RCA 技术在食品安全检测中的应用 

把靶标物数量的信号转换成核酸模式信号 , 再用

RCA 将核酸信号放大并转化为检测信号, 从而达到构建

RCA 生物传感器的目的。本文分别围绕食品中食源性致病

微生物、生物毒素、重金属和农兽药残留等危害因子的筛

选或定量分析工作, 重点概述近几年 RCA 技术在食品安

全检测的应用发展。 

2.1  食源性致病微生物 

食源性致病微生物, 主要是大肠埃希氏菌、鼠伤寒沙

门氏菌、单核细胞增生李斯特菌、副溶血性弧菌和金黄色

葡萄球菌等, 极易污染引起食源性疾病, 是世界范围内严

重的食品安全问题之一[24]。RCA 用于微生物的定量检测, 
可通过定量微生物的特定标志性核酸的方式进行。例如, 
WANG 等[25]和 ZHANG 等[26]先后建立了基于跨越式滚环

扩增(saltatory rolling circle amplification, SRCA)的蔬菜沙

拉中志贺氏菌、婴儿配方奶粉中克罗诺杆菌检测平台, 当
以荧光信号检测时, SRCA方法比PCR方法灵敏度提高 100
倍以上。 ZHAN 等 [27] 先利用不对称 PCR(asymmetric 
polymerase chain reaction, asPCR)扩增单核细胞增多性李

斯特菌的标志性核酸序列, 再将 asPCR扩增产物作为 RCA
扩增的引物, 实现了核酸信号的双步放大, 该方法在莴苣

匀浆中实现了检出限 (limit of detection, LOD)为 4.0×    
102 CFU/g 的灵敏检测。为避免核酸的提取纯化过程而更

利于现场检验的开展, 越来越多的研究团队使用核酸适配

体特异性识别食源性致病微生物[28‒29]。GUO 等[30]使用抗

体-细胞-核酸适配体夹心结构, 首次将 RCA 扩增 DNA 模

拟酶引入到食源性致病微生物的电化学检测中。此方法对

大肠 杆菌表现出 超高灵敏度 与特异性 , LOD 达到        
8 CFU/mL。XU 等[31]首次在核酸适配体传感器中采用双步

放大策略, 建立了一种检测金黄色葡萄球菌的 NEAR-RCA
机制, 可检测到低至 5 CFU/mL 的金黄色葡萄球菌。 

RCA 结合纳米材料技术, 可得到优异的检测效果。

GAO 等[23]利用副溶血性弧菌在载体上触发 RCA, RCA 产

物富集游离的 Au@Ag 探针以增强载体表面拉曼散射信

号, 建立了 LOD 低至 1 CFU/mL 的微生物检测方法。芯

片化、高通量化是快检技术发展的方向之一, RCA 在微流

控芯片上也发挥了显著作用。JIANG 等[32]开发出一种针

对大肠杆菌 O157:H7 的 RCA 放大微流控芯片, 与未进行

RCA的对照组相比, 其信号强度提高了 50 倍以上。ZHAN
等[33]建立的基于 RCA 信号放大的间接竞争性酶联适配体

法对莴苣样品中的单核细胞增多性李斯特菌也取得了良

好的检测结果。 
食源性致病微生物是 RCA 在食品安全应用的热点, 

利用微生物特征核酸构建检测具有较好的特异性, 但增加

了前处理过程, 而通过抗体、核酸适配体识别微生物更利

于现场检测的展开。RCA 方法构建灵活, 与新型纳米材料、

微流控等多学科技术的结合使用助力 RCA 技术体系的不

断完善, 其在食源性致病微生物检测中的应用前景也将会

更加广阔。 
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2.2  生物毒素 

目前, 基于 RCA 的生物毒素污染检测多集中于谷粮

中的霉菌毒素。以粮食在贮藏过程中由赭曲霉产生的强毒

性真菌毒素污染物赭曲霉毒素 A(ochratoxin A, OTA)[34]为

例, 来自福州大学的 Lin 课题组基于 RCA 技术, 在 2015
年开发出了竞争性荧光核酸适配体传感器[35]和电化学发

光适配体传感器[36]; 2018 年, 该课题组将 HRCA 发生在电

加热氧化铟锡电极上, 开发出用于检测OTA的原位温度控

制电化学发光传感器, 其 LOD 低至 8 fg/mL[37]。结合纳米

技术可降低样品基质的影响, ZHANG 等[38]基于纳米金和

磁性纳米粒子的生物条形码技术, 建立了对燕麦、小米、

面粉等食品中 T-2 毒素的 RCA 检测系统, 其 LOD 低至    
0.26 pg/mL。在动物性食品中毒素检测中, PANG 等[39]利用

RCA 扩增出大量 G-四联体/hemin DNA 模拟酶并对乳样中

的黄曲霉毒素 M1(alfatoxin M1, AFM1)进行了灵敏测定, 其
LOD 为 0.15 ng/mL。为了检测蛤蜊肉中的大田软海绵酸毒

素(okadaic acid, OA), GU 等[9]依靠 RCA 设计了一种灵敏的

直 接 性 竞 争 核 酸 适 配 体 荧 光 分 析 方 法 , 该 方 法 在        
1 pg/mL~100 ng/mL 的线性范围上, LOD 达到了 1 pg/mL。 

核酸适配体是食品安全快速检测常用的靶标识别元

件，相对于蛋白质抗体, 核酸适配体能直接介导 RCA 反应

的进行。然而相较于 AFM1、OTA 等真菌毒素, 动物毒素、

植物毒素的核酸适配体的文献少有报道[40]。因此, RCA 技

术在生物毒素检测中的应用主要集中于微生物毒素之中, 
其中又以真菌毒素为主。随着越来越多种类生物毒素核酸

适配体或抗体的筛选, RCA 技术在生物毒素检测中将有更

广泛的应用。 

2.3  农、兽药残留 

近几年食用农产品中农、兽药残留的快速检测方法

的发展市场需求量急剧上升, 然而却多受基质的影响导

致方法检测效果不稳定。因此, RCA 信号放大技术的应

用, 对于提高农兽药残留检测性能起到积极的作用[41]。

LIU 等 [42]将乙酰胆碱酯酶催化介导的 DNA 构象变化与

RCA 的信号放大结合起来, 提出了一种均相电化学分析

平台, 用于果蔬中有机磷农药和氨基甲酸酯类农药的灵

敏检测。该平台对乐果在 10~10000 μg/L 的线性范围中

的 LOD 低至 2.1 μg/L。HE 等[43]以牛奶和鱼肉中卡那霉

素为模型分析物, 开发了一种用于食品中抗生素检测的

纳米金改性搅拌子辅助吸附提取-RCA 信号放大微流控

芯片, 通过比例策略与搅拌棒提取相结合显着降低基质

干扰, 具有极好的灵敏度, 其检出限低至 0.3 pg/mL。本

课题组[44]首次在 RCA 扩增产物上杂交时间分辨荧光探

针 , 开发了一种食品中氧氟沙星灵敏的竞争性检测方

法。该方法使用磁性纳米粒子实现复杂食品基质中靶标

成分快速分离富集, 结合时间分辨荧光探针进一步消除

基质荧光对信号的影响, LOD 低至 32.1 pmol/L。食品的

复杂基质是影响食品快检检测性能的重要因素, 上述研

究通过多种途径降低了基质的干扰, 达到了对农兽药理

想的检测效果, 可为复杂样品中小分子有毒有害物质的

检测提供参考。 

2.4  重金属 

重金属是持续存在的环境污染物, 严重威胁公共卫

生和食品安全, 建立高灵敏的检测方法, 对以铅、汞为主

的重金属污染检测具有重要的现实意义[45]。目前基于 RCA
的重金属检测研究以水样为主, 水是食品的重要原料, 因
此对水中重金属含量的监控是减少食品中重金属污染的重

要途径[46]。表 1 例举了部分近年来 RCA 在铅、汞检测中

的应用报道, 与非 RCA 的快速检测法相比, 基于 RCA 的

检测技术更保证了方法的灵敏度。Hg2+生物传感器以胸腺

嘧啶 12 聚体[thymine 12-mer, (T)12]探针为识别元件, 这是

由于特殊的 T-Hg2+-T 配位化学系统对 Hg2+具有高选择性

和亲和力; 而在 Pb2+的检测中应用广泛的是依赖 Pb2+的

DNA模拟酶, 此类核酸模拟酶在 Pb2+存在的情况下对底物

链有特异性识别和切割活性, 并且切割效率与 Pb2+浓度密

切相关[46], 可将 Pb2+浓度转化为可测量的核酸信号。基于

以上原理, CAI 等[47]巧妙地设计了一种利用双 DNA 模拟酶

反馈扩增(dual-DNAzyme feedback amplification, DDFA)-双
重 RCA 信号放大的电化学 Pb2+检测系统。此系统对水中

Pb2+表现出高选择性和检测灵敏度, LOD 为 0.048 pmol/L
且样品用量减少到 10 µL。 

2.5  其他食品安全危害因子检测 

基于 RCA 生物传感器检测食品中非法添加剂[57]、转基

因农作物[58]以及食物掺伪[59]等食品安全危害物的分析方法

也有所报道。例如, WANG 等[60]开发的多重不对称 PCR 与

不对称 HRCA 联用的反向点杂交系统来检测转基因农作物, 
对转基因大豆 DNA 检出限低至 0.5 ng/L, 并表明 RCA 技术

应用于转基因农作物的多重靶基因测定可提高检测速度、降

低检测成本。XU 等[61]构建了新的乳制品中三聚氰胺掺假检

测方法: 利用三聚氰胺可以与2个胸腺嘧啶配合形成稳定的

T-三聚氰胺-T 结构的特性, 开发出的 T-三聚氰胺-T 碱基错

配介导的 RCA 信号增强荧光方法对牛奶中的三聚氰胺检出

限达 2.5 nmol/L, 证明了 RCA 在食品掺伪监控中的应用潜

力。HE 等[62]建立了以菌类中 α-amanitin 基因为检测靶标的

检测方法, 作为筛选食品中致死性 amanitas 菌类的工具。该

方法在烘干后的多种蘑菇混合物中可检测到低至 0.2%的致

死性 amanitas 菌类组分, 为 RCA 在有毒菌类与食用菌类鉴

别中的应用提供了参考。对于包装中化学物质在食品中的迁

入, LI 等[63]构建了基于 RCA-Exo III 的信号循环放大荧光分

析法, 该方法对瓶装水中迁入的有害物质双酚 A 显示出优

秀的灵敏度, LOD 为 5.4×10‒17 mol/L。 
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表 1  RCA 在 Hg2+、Pb2+检测中的应用 
Table 1  Applications of RCA in Hg2+ and Pb2+ detection 

靶标物 方法 LOD 线性范围 参考文献 

Pb2+ 

双重 RCA-DDFA-电化学法 0.048 pmol/L 0.2~100 nmol/L [47] 

RCA-多位链置换-荧光法 0.03 nmol/L 0.1~50 nmol/L [48] 

RCA-葡糖氧化酶介导酸度测定法 0.91 nmol/L 1.0~100 nmol/L [49] 

RCA-磁分离-荧光法 / 1 ~20 nmol/L [50] 

β-环糊精功能化金纳米粒子比色法 8.98 μmol/L 0.01～2000 μmol/L [51] 

Hg2+ 

RCA-竞争性比色法 1.6 nmol/L 2.5~100 nmol/L [52] 

RCA-3D 打印一次性比色芯片 3.6 μg/L 0~14 μg/L [53] 

RCA-比色纸芯片 22.4 nmol/L 0~1500 nmol/L [54] 

RCA-3D 打印多阵列芯片 4.1 µg/L 0~20 µg/L [55] 

DNA 模拟酶-比色法 4.3 nmol/L 80～800 nmol/L [56] 

 

3  总结与展望 

本文集中介绍了 RCA 技术在食品安全中的应用, 重
点概述了近几年其在食源性致病微生物、生物毒素、农

药兽药残留、重金属中的应用进展。在这些危害因子中，

食源性致病微生物的检测是 RCA 技术在食品安全中应用

的热点; 而 RCA 对食品中转基因组分、过敏源的研究报

道较少, 但 RCA 在对微核酸、蛋白质等疾病标志物的检

测应用可为其提供相应的参考; RCA 在生物毒素检测中

的应用以粮食中的真菌毒素为主, 农药兽药残留和重金

属多为小分子,多基于功能核酸的识别, 并且为减小复杂

基质的影响, RCA 技术应用于此类的检测结合分离富集

或者其他信号放大技术, 降低背景信号, 提高信噪比。虽

然众多的研究论文已经证明了利用 RCA 技术开发检测方

法的优势, 并且一些设备/分析已经商业化, 但它们的广

泛应用尚未得到充分实现。RCA 的应用和产品化仍需要

注意解决几个方面的实际问题。(1)假阳性问题: 非特异

性成环是 RCA 出现假阳性的重要原因, 解决方案包括进

行阴性对照、使用核酸外切酶对未结合探针降解以及设

计更具特异性的引物或模板。(2)食品复杂基质的影响 : 
样品复杂成分对酶促反应、以及核酸的稳定有较大影响, 
并且易造成纳米颗粒的聚集。这时可以引入稳定的分离、

放大技术或者进行严格的样品前处理步骤。然而同一检

测体系中多种技术的使用, 检测成本难免提高。(3)仪器的

制约: 缺少紧凑、重量轻、体积小的非实验室环境使用的

核酸等温扩增仪器来辅助 RCA 反应的进行或信号的检

测。国外如英国 Optigene 公司的 Genie®系列可用于 RCA
的荧光信号的检测, 但价格昂贵。因此, 基于 RCA 的便

携式、简单快速、灵敏稳定的生物分析系统的实现, 不仅

是一个分子生物学问题, 也是一个复杂的多学科的甚至

工程学的问题。然而, RCA 技术在提升生物传感器检测性

能上有着固有的优势, 我们相信通过其机理研究的深入

和与其他技术交叉互补, 该技术将得到进一步发展和完

善, 在食品安全检测方面将会有更大的应用潜力。 
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