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滚环等温扩增技术在食源性致病菌检测中的应用 

樊兰艳, 甘永琦, 朱  斌* 

(广西壮族自治区食品药品检验所, 南宁  530021) 

摘  要: 食源性致病菌是影响人类食品安全的重要因素。人类食源性致病菌致病率的逐年上升, 引起世界广

泛关注。滚环等温扩增(rolling circle amplification, RCA)技术因具有高特异性、高灵敏度、稳定、操作简单等

优点, 在食源性致病菌检测中具有广泛的应用前景。近年来以滚环等温扩增技术为基础, 针对食源性致病菌的

检测新技术不断得到发展。本文概述了滚环等温扩增技术的基本原理、技术特点、在食品微生物快速检测方

面的应用、存在的不足和解决措施, 指明研究发展新方向, 旨在为食源性致病菌在快速、高通量检测需求上增

加新方法, 对食品安全监管具有重要意义。 
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Application of rolling circle amplification technology in the detection of 
food-borne pathogenic microorganism 

FAN Lan-Yan, GAN Yong-Qi, ZHU Bin* 

(Guangxi Institute for Food and Drug Control, Nanning 530021, China) 

ABSTRACT: The pathogen of food-borne diseases is an important factor of human food safety. The increasing rate 

of human disease caused by food-borne pathogenic bacteria has attracted worldwide attention. The rolling circle 

amplification (RCA) has a wide application prospect in the detection of the pathogen of food-borne diseases due to its 

high specificity, high sensitivity, stability, simple operation. In recent years, the new detection technology based on 

RCA for the pathogen of food-borne diseases has been developed continuously. This review described the basic 

principle and characteristics of RCA, and its application, the existing shortcomings and solutions in rapid detecting 

food microorganism, pointed out the new direction of research and development, so as to add new methods for rapid 

detection and high throughput for food-borne pathogenic, which is of great significance for food safety supervision. 
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0  引  言 

由食源性致病菌引发的疾病是食品安全的主要问题, 

也是人们广泛关注的一个重要公共卫生问题[1‒2]。食源性疾

病对全球造成巨大负担, 也是造成人类患病的主要原因[3]。

据世界卫生组织提供的数据显示, 5 岁以下儿童承受 40%

的食源性疾病负担, 每年发生 12.5 万例死亡[4]。据国家卫

生和计划生育委员会统计数据显示, 2015 年微生物性食物

中毒人数最多, 占全年食物中毒总人数的 53.7%, 主要致

病因子为沙门氏菌、副溶血性弧菌、蜡样芽胞杆菌、金黄
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色葡萄球菌及其肠毒素、致泻性大肠埃希氏菌、肉毒毒素

等[5]。因此, 食源性疾病构成了一个巨大而且不断扩大的

世界性公共卫生问题, 如何快速、准确、灵敏地检测出食

源性病原微生物已成为控制食品安全问题的关键。 

目前, 我国对食源性致病菌的检测主要依据 GB 4789

的相关方法 , 这些传统方法虽然为金标准 , 但是操作复

杂、检测周期较长、每次只能确定或排除一种病原菌, 无

法满足快速检测需求, 而且对于一些未可培养微生物可能

会漏检[6]。因此, 寻找和建立新的食源性致病菌的快速检

测技术具有重要意义。 

近年来, 各种等温扩增技术应用而生, 成为分子检测实

用型技术。其中, 滚环等温扩增(rolling circle amplification, 

RCA)技术因其具有高灵敏度、高特异性、高通量、扩增产

物经磷酸化处理后可直接测序、简单易操作等特点备受人

们青睐, 为食源性致病菌检测提供了新的检测方法, 成为

研究的热点。本文就 RCA 的原理、特点、在食源性致病

菌检测中的应用及其展望等方面进行阐述, 旨在为快速、

高通量检测食源性致病菌相关研究提供参考依据, 对于保

证食品安全具有重要意义。 

1  RCA 技术概况 

1.1  RCA 技术原理 

LIZARDI 等[7]最早将 RCA 技术运用在核酸特异性扩

增和检测方面, 他们首次提出 RCA 的概念, 以 phi29 DNA

聚合酶替代早期使用的 Escherichia coli DNA 聚合酶和

T4DNA 聚合酶进行滚环扩增, 大大提高了反应效率。其原

理是首先设计一条 90 个 bp 的寡核苷酸序列, 部分碱基与

目标序列杂交, 它的两末端相邻, 形成一个缺口(图 1A), 

这个缺口可以用一段小的经磷酸化的寡核苷酸进行粘合, 

或者经过 DNA 连接酶连接后成环(图 1B), 这个环就称为

锁式探针(padlock-probe, PLP)。接着, 在 DNA 聚合酶作用

下, 引物沿着环状模板链延伸, 并扩增出与模板序列完全

相同的线性链产物(图 1B、C), 10 min 的时间获得的 DNA

产物高达 23 kb。与传统的检测手段不同的是, RCA 扩增的

是锁式探针而不是目标靶序列。 

1.2  RCA 的类型 

根据引物的数量分为单引物 RCA、双引物 RCA、多

引物 RCA。单引物 RCA 又称为线性 RCA, 只需要一条引

物即可完成扩增[8]。引物首先与单链环状 DNA 结合后, 在

具有链置换功能的 DNA 聚合酶的作用下开始延伸, 当合

成至自身 5’端时, 5’端 DNA 开始被置换下来, 并继续以环

状 DNA 为模板进行无限的复制和延伸, 最终得到一条与

环状锁式探针序列互补的多个拷贝的单链 DNA 产物。 

双引物 RCA 也称为超分支滚环扩增、分支扩增或级

联滚环扩增, 在单引物 RCA 的基础上, 再增加一条与单链

环状 DNA 序列相同的单链作为引物, 可与单引物 RCA 的

产物退火延伸[7]。新合成的拷贝又作为模板进行反应, 且

反应链置换不断进行, 如此就形成了指数扩增, 最终得到

一系列大小不同的双链 DNA 复制产物[9]。 

多引物RCA原理[10‒11]与双引物 RCA相似, 但在 RCA

扩增中有多条引物参与。这些随机引物可以在环状 DNA

的不同位点同时延伸产生多个复制叉, 然后在 DNA 聚合

酶的作用下进行链置换合成, 在置换非模板链的同时, 其

他随机引物也开始与非模板链退火延伸, 以此类推, 进而

形成长度不一的模板串联重复双链 DNA, 在短时间内获

得大量的 DNA[12]。 

3 种类型的 RCA 原理示意图如图 2 所示[13]。 
 

 
 

注: A: 目标序列与锁式探针杂交, 形成缺口; B: 连接挂锁, 结合互补引物进行滚环扩增;  

C: 链置换 DNA 聚合酶催化的挂锁探针进行滚环扩增; 脱氧核糖核苷三磷酸(deoxy-ribonucleoside triphosphate, dNTP)。 

图 1  锁式探针的连接及滚环扩增 

Fig.1  Ligation of PLP and rolling amplification 
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注: A: 单引物 RCA; B: 双引物 RCA; C: 多引物 RCA。 

图 2  RCA 的类型 

Fig.2  Types of RCA 
 

1.3  RCA 技术特点 

PCA 这种核酸复制的技术在体外进行, 是一种对单链

寡核苷酸进行恒温扩增的技术, 不需要依赖大型精密仪器, 

有效避免热循环对温控的要求。近年来在多领域检测中有了

较为广泛的应用, 如转基因产品检测[14]、病毒检测[15]、癌

症检测[16‒17]、食品抗生素检测[18]、蛋白活性检测[19]、环

境真菌筛查[20]、单核苷酸多态性检测[21]、食源性致病菌

检测[22‒27]等。 

该技术具有以下突出的特点: (1)高特异性。锁式探针

检测臂的两端只有与检测靶序列完全互补时, 才能连接成

环, 但只要有一个碱基错配, 则锁式探针与检测靶序列不

能完全互补, 环化反应不能完成, 从而也就不能进行 RCA

反应, 保证了检测的特异性; (2)高灵敏度。RCA 技术具有

很强的扩增能力, 可在短时间内对靶序列进行扩增, 其线

性滚环扩增效率为 105倍[28], 而指数型扩增效率可高达 109

倍[7], 这一高灵敏度的特性使其检测达到了单分子水平[29]; 

(3)对温控设备要求不高, 操作简单。因为是等温扩增, 只

需要水浴锅就可以满足实验, 因此, 该技术特别适合在基

层的检验机构推广; (4)具有较高的稳定性。形成的杂交环

具有稳定的拓补结构, 能够使滚环扩增反应顺利进行, 能

在短时间内扩增得到大量产物。 

2  RCA 在食源性致病菌检测中的应用 

引起食源性疾病爆发的微生物主要有沙门氏菌属

(Salmonella)、弧菌属(Vibrio)、单核细胞增生李斯特氏菌

(Listeria monocytogenes) 、 阪 崎 肠 杆 菌 (Enterobacter 

sakazakii)、蜡样芽孢杆菌 (Bacillus cereus)、志贺氏菌

(Shigella)、小肠结肠炎耶尔森氏菌(Yersinia enterocolitica)、

金黄色葡萄球菌(Staphylococcus aureus)、大肠埃希氏菌

(Escherichia coli)等。目前 RCA 技术用于这些常见的食源

性致病菌的检测, 通常根据病原微生物毒素的编码基因来

设计一条引物, 如副溶血性弧菌的特异性基因(toxR)、志贺

氏菌的侵袭性质粒抗原 H 基因(ipaT)、单核细胞增生李斯

特氏菌溶血素基因(hlyA)[30]等。还有些根据病原微生物的

特异性序列 , 如鼠伤寒沙门氏菌管家基因 (Salmonella 

PurE)[31]。另外菌株的其他组成如抗原、脂多糖等使食用者

患病的成分的合成及运输基因也可作为检测目标[32]。为了

保障食品安全, 多种快速检测技术已得到发展, 基于 RCA

的各种生物传感器应用而生, 如基于 RCA 的电化学生物传

感器、纳米金颗粒 DNA 生物传感器、表面等离子体共振

(surface plasmon resonance, SPR)传感器、太赫兹(terahertz)

光谱传感器等, 此外, 还有跨越式RCA等, 这些技术对病原

菌的检测均有较高的灵敏度和特异性, 详见表 1。 

2.1  基于 RCA 的物理声波光波传感器对食源性致

病菌的检测 

KORDAS等[31]使用声波装置结合 RCA等温扩增法对

肠炎沙门氏菌(Salmonella enterica)进行快速检测。通过声

波传感器结合 RCA, 对不同的 DNA 扩增和检测方案进行

了测试, 包括两种不同温度(30 ℃和室温)下的芯片外扩增, 

然后进行声学检测以及芯片上扩增, 最后进行室温检测, 

目前的检测极限低至每个样本 100 个细菌细胞当量

(bacteria cell equivalent, BCE)。该方法表明, 声学比, 即

DNA 结合过程中观察到的振幅与相位的变化, 是检测产

物的最敏感手段, 但无法区分阳性和阴性样品。该方法分

析时间快, 且具有可移植性、可进行多分析、样品体积小、

功耗低等固有优势。 



第 2 期 樊兰艳, 等: 滚环等温扩增技术在食源性致病菌检测中的应用 429 
 
 
 
 
 

 

表 1  近年来基于 RCA 技术在食源性致病菌中的检测 
Table 1  Detection of food-borne pathogenic bacteria bases on RCA technology in recent years 

技术方法 目标菌群 检出限 参考文献

连接酶链式反应和 RCA 技术 克罗诺杆菌 Cronobacter spp. 

纯培养物: 8.6×101 CFU/mL(荧光法), 7.5×102 

CFU/mL(比色法); 加标样品: 9.2×102 CFU/mL(荧

光法), 8.4×103 CFU/mL(比色法) 

[23] 

基于 RCA 的 DNA 水凝胶 大肠杆菌 Escherichia coli O157:H7 4×103 CFU/mL [33] 

基于 RCA 的比色法 金黄色葡萄球菌 Staphylococcus aureus 1.2 pmol/L(合成目标序列); 7.4 pg/μL(基因组 DNA) [25] 

基于金纳米颗粒和RCA的THz

超材料传感器 
金黄色葡萄球菌 Staphylococcus aureus

2.77 fmol/L(合成目标序列); 0.08 pg/μL(基因组
DNA) 

[34] 

基于 RCA 的酶联比色法 
单增李斯特氏菌 Listeria 

monocytogenes 

4.6×102 CFU/mL(纯培养物); 6.1×103 CFU/g 

(加标的生菜样品) 
[35] 

实时荧光跨越式 RCA 技术 志贺氏菌 Shigella 8.6×100 CFU/mL(人工污染牛奶样品) [36] 

FTA 膜结合跨越式 RCA 技术 沙门氏菌 Salmonella 3.22×100 CFU/mL(人工污染牛奶样品) [37] 

实时荧光跨越式 RCA 技术 副溶血性弧菌 Vibrio parahemolyticus 2.08×101 CFU/g [38] 

跨越式 RCA 沙门氏菌 Salmonella 3.8×101 CFU/mL (SYBR GreenⅠ染料法) [39] 

跨越式 RCA 克罗诺杆菌 Cronobacter spp. 
3.4×102 CFU/mL(焦磷酸沉淀法); 3.4×101 CFU/mL 

(SYBR GreenⅠ染料) 
[40] 

生物芯片-RCA 金黄色葡萄球菌 Staphylococcus aureus 50 fg/μL [41] 

注: FTA 膜(flinders technology associates, FTA)。 

 
YAO 等[42]以副溶血性弧菌为检测对象, 建立了基于

RCA 结合表面增强拉曼散射 (surface-enhanced Raman 

scatting, SERS)方法。通过 RCA 产物捕获 Au@Ag 探针, 提

高反应体系中纳米粒子的富集量来增强拉曼信号, 成功实

现了对副溶血性弧菌的检测 , 检出限(limit of detection, 

LOD)低至 1 CFU/mL。 

2.2  基于 RCA 化学传感器对食源性致病菌的检测 

AISSA 等[43]将滚环等温扩增的方法与电化学传感器

组合用于大肠杆菌的检测, 具有较高的灵敏度。这种方法

是先将目标菌的 DNA 使用特异性靶向磁探针(magnetic 

probes, MPs)进行预浓缩, 然后在 MPs 上通过 RCA 扩增, 

并运用两种不同的电化学读出方法结果。用该法对大肠杆

菌进行检测, 其 LOD 为 104.3 CFU/mL。 

HAO 等[44]设计了一种化学发光共振能量转移传感器来

检测金黄色葡萄球菌, 其中金黄色葡萄球菌和 CO2+增强的

N-(氨基丁基)-N-(乙基异鲁米诺)功能性花状金纳米粒子

[Co2+enhanced N-(aminobutyl)-N-(ethylisoluminol) functional 
flowerlike gold nanoparticles, Co2+/ABEI-AuNFs]作为供体 , 

WS2 纳米片作为受体。当金黄色葡萄球菌存在时发生 RCA 反

应, 产生 RCA 产物捕获游离的 cDNA-ABEI-AuNFs 复合物吸

附于WS2纳米片上, 保留原有化学发光, 最终实现信号放大。

在最优条件下对金黄色葡萄球菌的最低检出限可达       

15 CFU/mL, 而 在 没 有 目 标 菌 的 情 况 下 , 游 离 的

cDNA-ABEI-AuNFs 复合物完全吸附在 WS2 纳米薄片上, 化

学发光猝灭。 

TENG 等[45]2017 年将一种基于抗体-适配体的异三明

治安培生物传感器用于食源性副溶血性弧菌的定量, 金电

极表面的抗体首先捕获目标病原体, 然后将免疫复合物与

由单链 DNA 探针组成的适配体孵育, 从而形成了一种异

质夹层结构, 该结构通过 RCA 放大来增强信号。随后加入

甲基蓝作为电子化学 DNA 探针, 设定最佳安培信号为

0.28 V, 涵盖每毫升 2.2~2.2×108 CFU 浓度范围, 该方法最

低检出限为 2 CFU/mL, 灵敏度高, 并且还能进行定量。 

2.3  基于 RCA 的其他生物传感器检测方法的发展 

ZHAN 等[35]建立了一种敏感、特异性强的酶联 RCA 

(enzyme linked RCA, ELRCA)方法, 用于单增李斯特氏菌

的检测 , 用含生物素的探针与链霉亲和素形成复合体

(streptavidin labeled with horse radish peroxidase, SA-HRP), 
在酶底物存在的情况下, HRP 产生化学发色团, 可以进行

比色检测, 该方法对单增李斯特氏菌的纯培养物检出限

为 4.6×102 CFU/mL, 对加标的新鲜生菜的检出限为

6.1×103 CFU/g, 该方法快速、成本低、灵敏且特异性强。

因此, 通过改变适配体的特异性, 为其他病原菌的检测提

供了一个潜在的平台。 

李同祥等[41]建立了一种生物芯片技术和 RCA 技术结

合, 用于食源性致病菌的检测, 以金黄色葡萄球菌为目标

菌, 其最低检出限达 50 fg/µL。该方法将生物芯片和 RCA

的优势相结合, 具有高灵敏性、高特异性, 能为食源性致

病菌的检测指明新方向。 

JIANG 等 [46]为实现微流控元件对细胞灵敏度检测, 
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提出了一种新的双重 RCA 检测方法。这种方法包括捕获

RCA (cRCA)反应, 该反应旨在用长串联重复适配体修饰

微流控通道表面, 以有效捕获大肠杆菌 O157:H7 细胞。

用该法检测橙汁和牛奶中大肠杆菌 O157:H7, 检出限达

80 cell/mL。这种微流控装置结合双重 RCA 来增强目标捕

获和检测信号, 是一种简单而有前景的方法, 可以对食品

安全检测进行所有敏感细胞检测。 

SONG 等[47]利用 Cell-SELEX 功能化氧化石墨烯和

RCA 对副溶血性弧菌特异性适配体进行筛选, 从而快速鉴

定食源性病原菌副溶血性弧菌。其特点是功能化的氧化石

墨烯(graphene oxide, GO)和等温滚动循环扩增, 将聚乙二

醇(polyethyleneglycol, PEG)和壳聚糖(chitosan, CTS)接在

片状氧化石墨烯 GO 分子上合成 PC-GO 材料。PC-GO 可

以与靶细胞亲和力较低的单链 DNA 结合, 大大提高了选

择 效 率 。 细 胞 结 合 候 选 适 配 体 (cell-binding aptamer 

candidates, CACs)利用互补环介导 (complementary ring 

mediated, CRM)-RCA 扩增 107 倍, 这是一种独创的单链产

物扩增方法, 可直接用于下一轮筛选。该方法操作简单、

效率高, 且不需要昂贵的热循环器。  

2.4  RCA 在食源性致病菌快速检测中的发展 

RCA 技术结合物理、化学的生物传感器, 都是基于适

体的生物传感器, 对靶标具有较高的结合亲和力和特异性, 

形成的适配体具有合成和修饰简单、热化学稳定性好、重现

性好、灵敏度高等独特优势, 但实验设计比较复杂, 对操作

人员要求较高, 需要特殊的仪器进行分析, 难以满足基层检

验的要求, 并且很多国家和地区可能不具备上述 RCA 检测

要求的实验条件和仪器水平, 所以许多学者致力于研究降

低 RCA的实验条件和仪器水平, 以使 RCA对食源性致病菌

的检测更有实用性、推广性。特别是一些基层实验室或检验

部门, 对病原菌的检测如有一些快速检测方法, 这样就能初

步对食源性致病菌进行判断, 可能在一定程度上降低不必

要的损失。因此, 为帮助一些检验部门实现快速检测需求, 

RCA 可视化检测方法研究逐渐受到重视。 

LIU 等 [22]研究采用连接酶链反应和滚动循环扩增

(ligase chain reaction and rolling circle amplification 
LCR-RCA)双扩增策略, 建立了一种灵敏、特异的检测婴幼

儿配方奶粉中克罗诺杆菌的方法。采用 AuNP 探针构建线性

RCA 体系, 对克罗诺杆菌进行比色检测, 该方法对纯培养

物及加标培养物的检出限分别为 7.5×102、8.4×103 CFU/mL。

该方法具有快速、高效检测婴幼儿配方奶粉中克罗诺杆菌

的潜力。 

LI 等[25]建立了一种测定金黄色葡萄球菌 DNA 的比色

微板法, 设计了线性挂锁探针来识别目标序列, 用生物素

标记的捕获探针作为引物启动 RCA。生物素标记的 RCA

产物与地高辛标记的信号探针杂交, 固定在 96 孔板的链

霉亲和素功能化孔上。为了提高灵敏度, 将 Aump 抗地高

辛-POx-HRP 偶联物加入到孔中, 然后与地高辛标记的信

号探针结合, 在辣根过氧化物酶催化下由无色变为蓝色。

该方法金黄色葡萄球菌靶序列的检出限为 1.2 pmol/L; 对

基因组 DNA 检出限为 7.4 pg/µL, 并通过对加标食品样品

的分析, 验证了该方法的应用前景。 

ZHANG 等[33]研究建立了基于醛基化磁珠、RCA 和

DNA 水凝胶的适体生物传感器, 用于可视化、简单、快速

检测大肠杆菌 O157:H7。首先, 制备了 Mbs@double-stranded 

DNA (dsDNA)配合物。在靶蛋白存在下, 适配体与大肠杆菌

O157:H7 结合, 释放大肠杆菌适体启动子(EA-I)。磁性分离

收集上清液与引物结合, 促发 RCA 反应, 形成肉眼可见的

水凝胶 , 该法在 1 h 内对大肠杆菌 O157:H7 检出限为        

4×103 CFU/mL, 在食品安全检测中有潜在的应用前景。 

此外, 黄梦琪[30]将 RCA 和试纸条显色相结合用于检

测单核增生李斯特氏菌, 通过 RCA 扩增对单增李斯特菌

的 hlym RNA 进行高效特异性扩增, 将扩增产物经过 Hhal

酶进行特异位点酶切, 形成与锁式探针长度相同的片段。

酶切后的单链产物不需经过预变性杂交, 可直接进行试纸

条检测。该方法最优检出限可达到 100 pg/μL。整个过程实

验反应均可在恒温条件下进行, 几个小时内完成, 这种方

法适用于快速的现场检测, 为野外及市场等户外的检测提

供了及时、灵敏的结果, 避免错失控制食源性疾病爆发的

最佳时间, 也节约了时间和检测成本。 

这些快速检测技术的发展, 不仅是对食源性致病菌

传统的检测技术的改进和提高, 也给食品安全质量增加了

一层新保障, 对食源性致病菌进行简单准确、灵敏、省时、

省力和省成本的快速检验方法已经成为保证食品安全的迫

切需求。 

3  RCA 的不足及改进措施 

尽管 RCA 技术可以缩短食源性致病菌的检测时间, 

降低对复杂仪器的依赖, 为食源性致病菌的现场实时检测

及基层实验室提供了一定的基础, 但随着人们对食品安全

的高度重视, 政府部门监管力度逐渐增强, 食源性致病菌

的检测需求日益增长, 出现了不少新变化。对此, RCA 技

术需要在一些共性问题上加以改进, 以适应这些新的需求

和变化。 

3.1  背景信号问题 

理论上, 只有目标序列存在的情况下, 锁式探针两

端才能与目标序列互补 , 在连接酶作用下成环 , 但在实

际运用中, 当离开连接处较远的部位出现不互补的碱基

对时, 探针也会成环, RCA 扩增也会进行, 造成假阳性[48], 

尤其是忠实度低的 T4 连接酶, 在没有模板的情况下也能

成环[49]。李志锋[50]在实验中曾证明线性锁式探针能在引

物存在的情况下产生拖带或者类似细小条带的背景信号; 
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而早在 2001 年, HAFNER 等[51]的研究结果表明, 残留的

线性锁式探针能进行 RCA 扩增, 产生背景信号, 这种现

象称为线性靶标多聚体扩增 (linear target isothermal 

multimerization and amplification, LIMA), 发生的机制尚

未阐明。因此, 背景信号造成的假阳性问题是 RCA 共性

问题。 

3.2  锁式探针连接效率问题 

通常在 RCA 反应体系中, 待测的靶标少, 只有部分锁

式探针环化, 而非靶标 DNA 分子和靶标 DNA 分子的序列

十分相似, 它比靶标 DNA 分子可能呈现出更高的浓度[52]。

因此, 提高锁式探针的连接效率, 有利于锁式探针对靶目

标序列的识别, 这对于 RCA 技术运用于食源性致病菌的

诊断和检测是至关重要的。 

3.3  检测通量问题 

为了更好地适用于现场检测和在线检测, 许多研究

都致力于在单个扩增反应中实现对多种核酸靶标物的检测, 

期望达到高通量的目的。但是, 单纯通过增加引物对同时

实现扩增多个目标片段是有一定局限性的, 此外, 增加引

物必然会导致反应体系变得复杂, 不同引物之间存在交叉

组合的可能, 增加非特异可能[53]。 

3.4  解决措施 

针对 RCA 背景信号问题, 首先, 消除线性锁式探针

可以使用特异性核酸外切酶, 如核酸外切酶Ⅰ, 能特异性地

降解线性 ssDNA, 而对环状DNA无影响; 核酸外切酶Ⅲ能

降解体系中可能存在的 dsDNA。SZEMES 等[54]在反应体系

中加入核酸外切酶Ⅰ和核酸外切酶Ⅲ, 取得较理想的结果。

其次, 锁式探针的不对称设计是提高连接特异性的一个重

要方面, 比如缩短 3’端检测臂增加了探针单碱基错配识别

能力从而保证了探针的高度特异性, 同时延长 5’端检测臂

使连接稳定并减少反应体系多靶标引起的潜在错配, 可以

增加连接特异性。这种不对称设计的优越性在FARUQI等[55]

的方案中得到证实。因此, 增强锁式探针的鉴别能力从而

达到减少或者控制背景信号的目的。此外, 在 RCA 实际运

用过程中, 采用固相 RCA 能够在一定程度上减少背景信

号的产生, 扩大检测范围[56]。 

对于锁式探针连接效率问题, 在实验中证实了与常

规的恒温法相比, 热循环连接法能明显增加体系内环化的

锁式探针, 提高检测的灵敏度。此法通常使用耐热的 Taq

连接酶替代常规的 E. coli 或 T4 连接酶进行变性退火循环

反应, 推测能增加体系内环化锁式探针的原因是由于靶目

标片段与锁式探针热变性退火后, 与锁式探针结合的靶目

标片段脱落下来, 成为模板, 如此循环反应, 从而形成大

量的锁式探针, 提高检测的特异性和灵敏度。 

在检测通量问题上, 随着等温扩增芯片化的研究越来

越多, 等温扩增体系不断缩小, 这为食源性致病菌的检测通

量提供了新视角。如液相悬浮芯片技术, 该技术能在同一反

应孔中加入多种不同的探针微球, 检测多达 100种特异性靶

标序列, 可以根据不同的检测需求灵活选择微球体混合液, 

建立灵活多变的反应体系, 真正实现高通量。目前, 滚环等

温扩增技术结合芯片技术, 已在植物病原菌[57]和医学微生

物检测方面有成功报道[58‒59]。 

4  结束语 

RCA 作为恒温扩增技术的一种, 可以降低对复杂仪

器的依赖, 在食源性致病菌的检测种类、最低检出限、检

测时间、仪器要求等方面都进步迅速。食物中的致病菌

种类通常很多, 快速而准确鉴定病原菌种类的检测方法

将是以后食源性致病菌研究的新趋势。首先, 直接易读的

检测结果便于实验人员快速作出判断, 也是 RCA 未来快

速检测的发展方向之一。RCA 产物结合可视化方法有助

于快速对食源性致病菌作出初步判断, 这对现场检验是

至关重要的; 其次 , 大部分的食源性致病菌检测仍然还

局限于检测一种病原菌, 而 RCA 信号扩增具有的特异

性、敏感性、与其他核酸序列检测方法的相容性使 RCA

联合生物芯片技术对多种食源性致病菌进行检测变成可

能, 这就需要科研人员不断借鉴及追踪更多其他生物检

测领域如植物病原菌[60]、医学致病菌[61]、藻类[62‒63]等新

的 RCA 联合检测技术及 RCA 相关生物传感器检测目标

DNA[14]等技术的发展, 从而更有效地提高 RCA 检测食源

性致病菌的准确性、便捷性, 并降低其成本。RCA 及其

联合技术在未来将有更多的机会使食源性致病菌的检测

从实验室走到户外 , 具有巨大的市场潜力 , 也为食品的

安全与人类的健康提供更便捷、更廉价的保障。 
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