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基于核酸等温扩增的侧流层析试纸条在病原微 
生物检测中的研究进展 

陆  璐 1,2, 邱万伟 1, 丁巧玲 1,2, 钱立生 1, 刘国东 1* 
(1. 安徽科技学院生命与健康科学学院, 滁州  233100; 2. 安徽科技学院食品工程学院, 滁州  233100) 

摘  要: 传统的聚合酶链反应(polymerase chain reaction, PCR)扩增方法具有较高的灵敏度、特异性和技术成熟

性, 但 PCR 仪成本高、操作复杂, 且易出现假阳性。因此更为简单、便捷、低成本的基于核酸等温扩增的试

纸条快速检测技术逐渐发展起来。目前, 核酸等温扩增技术被应用于细菌、病毒等病原微生物的检测, 其在食

品安全中食源性致病菌的监管等方面也有着广阔的应用前景, 因此受到广泛的关注。本文介绍了侧流层析技

术的检测原理, 总结了目前常用的核酸等温扩增技术及其在食源性致病菌检测方面的应用, 并对其发展前景

进行了展望, 以便于掌握该技术的发展趋势, 为相关学术研究提供研究思路。 
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Research progress of side flow chromatography strip based on isothermal 
amplification of nucleic acid in the detection of pathogenic microorganisms 

LU Lu1,2, QIU Wan-Wei1, DING Qiao-Ling1,2, QIAN Li-Sheng1, LIU Guo-Dong1* 
(1. College of Life and Health Sciences, Anhui Science and Technology University, Chuzhou 233100, China; 2. College of 

Food Science and Engineering, Anhui Science and Technology University, Chuzhou 233100, China) 

ABSTRACT: Traditional polymerase chain reaction (PCR) amplification method has high sensitivity, specificity and 
technical maturity, however, the PCR instrument is high in cost and complex in operation, it is prone to false positives. 
Therefore, a more simple, convenient and low-cost rapid detection technology based on nucleic acid isothermal 
amplification has gradually developed. At present, nucleic acid isothermal amplification technology has been applied to 
the detection of pathogenic microorganisms such as bacteria and viruses, and it also has broad application prospects in 
the supervision of foodborne pathogens in food safety, which has attracted extensive attention. This paper introduced the 
detection principle of side flow chromatography, summarized the nucleic acid isothermal amplification technology and 
its application in the detection of foodborne pathogens, and prospected its development prospect, so as to grasp the 
development trends of this technology and provide research ideas for related academic research. 
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0  前  言 

聚合酶链式反应(polymerase chain reaction, PCR)技术, 
作为一项可放大扩增特定 DNA 片段的技术已经广泛应用

于食品安全、分子生物学、医学等各个领域, 但其依赖精

密仪器进行温度控制, 同时存在着反应时间过长的缺陷, 
使得该技术在现场检测和基层推广受到制约。20 世纪 90
年代初, 部分学者们开始尝试核酸等温扩增技术, 并将其

与其他技术结合, 使得核酸等温扩增技术在多个领域得到

广泛应用。相较于 PCR, 核酸等温扩增技术不需要过长时

间的反应, 对反应仪器也不再有过于苛刻的要求,可实现

病原微生物的快速筛查与检测[1]。 
凭借在某一特定温度进行核酸扩增的特点, 等温扩增技

术广受关注, 主要包括链置换恒温扩增(strand displacement 
amplification, SDA) 、 环 介 导 恒 温 扩 增 (loop-mediated 
isothermal amplification, LAMP)、依赖解旋酶 DNA 恒温扩增

(helicase-dependent isothermal DNA amplification, HDA)、重组

酶聚合酶恒温扩增(recombinase polymeraseamplification, RPA)
以及滚环恒温扩增(rolling circle amplification, RCA)技术等。

相对于传统方法和 PCR 技术, 等温扩增技术可在实验室设施

相对不完善的条件下, 实现准确且迅速的检测。以等温扩增

技术为核心开发的致病菌及病毒等方面的检测方法也逐渐

增多, 结合试纸条的快速检测方法大大提高了对病原微生

物检测的效率。本文基于等温扩增的试纸条在食源性致病菌

及病毒检测中快速检测的使用, 论述了几种核酸等温扩增

的机制, 解释了其结合试纸条在食品安全检测中的应用, 并
对其发展前景进行了展望, 以便掌握已有的相关研究资料, 
为相关研究提供有力依据和坚实的基础。 

1  试纸条检测方法 

近年来 , 随着核酸检测技术的发展 , 侧流层析技术

(lateral flow chromatographic assay, LFCA)凭借其制备简

单、检测简便、成本低廉, 检测耗时短、灵敏度高等优势

已经被普遍用于核酸检测[2]。LFCA 以抗原抗体的特异性结

合或者核酸杂交反应为基础, 从而检测样品中的目标物。通

过在支撑底板上组装样品垫、结合垫、层析膜和吸水垫 4
个部分即可制成一个简版试纸条(如图 1)。以特别处理过的

纤维膜或玻璃棉作为样品垫, 而被标记的生物活性材料依

附在结合垫上, 用以结合待测样液中的检测靶标, 生成可肉

眼观察到的免疫复合物。层析膜多数是硝酸纤维素

(nitrocellulose, NC)膜, 喷有 2 条或多条抗原或抗体的“检测

(test, T)线”和“控制(control, C)线”, 可阻断带标记的免疫复

合物, 直观显示检测结果。吸水垫可吸收流过层析膜的待测

液, 利于更多待测液作侧向流动[3]。近年来, 学者们研发出

基于不同纳米材料标记的层析试纸条快速检测靶核酸, 其
原理为抗原抗体特异性结合或者核酸杂交, 该试纸条极易

被化学修饰并与多种类型的生物分子结合, 因而与大多数

生物监测兼容[4]。 
 
 

 
 

图 1  LFCA 试纸条结构示意图 
Fig.1  Structural diagram of LFCA test strip 

 
 

1.1  抗原抗体相互作用 

依据抗原与抗体结合的方式, 侧流层析试纸条原理主

要分为双抗体夹心免疫层析法与竞争免疫层析法两大类[5]。 
双抗体夹心法因目标物含有大量抗原位点, 可以检测

大分子物质。该法可使用 3 种抗体: 一种是单克隆抗体 1 
(monoclonal antibody 1, mAb1), 被标记材料标记在结合垫

上, 并会和样品中抗原特异性结合; 一种是捕获单克隆抗体

2 (monoclonal antibody 2, mAb2)或多克隆抗体(polyclonal 
antibody, pAb), 被喷印在检测线上; 还有一种是抗种属特异

性免疫球蛋白 G (immunoglobulin G, IgG)的“抗抗体”, 即二

抗, 被喷印在控制线上[6]。 
竞争法是信号递减型的竞争抑制性的免疫学结合反应, 

应用于检测仅有单个抗原位点或抗原位点较少的小分子化

合物, 且一般不用来检测蛋白质、核酸等生物大分子[5]。该

法使用了可与样品中的抗原特异性结合的抗体, 以及喷在

控制线上的二抗这 2种抗体。当待测样中不存在靶标抗原时, 
则检测线和控制线处均有条带出现; 而待测样中存在靶标

抗原时, 靶标抗原含量越高则检测线条带颜色越浅[6]。 

1.2  核酸杂交 

当目标产物是单链 DNA 或 RNA 时, 层析试纸条可以

通过核酸杂交原理来实现扩增产物的检测。由于核酸依赖

性扩增检测技术可以产生单链 RNA, 该扩增产物可以与探

针直接杂交。靶 RNA 与胶体金标记的探针结合, 以形成复

合物, 再与检测线中的单链探针结合, 以产生可观察到的

信号[7]。当核酸作为侧流层析的生物识别元件进行样品检

测时, 检测线和控制线均有条带出现为阳性; 只有控制线

有条带出现为阴性。 

2  核酸等温扩增方法 

等温扩增技术是对靶序列在单一温度下进行扩增 , 
可以摆脱价格昂贵、不易携带的热循环仪, 尤其是在微生

物检测领域中得以快速发展, 而基于核酸等温扩增的试纸

条即为快速检测的方法之一(如图 2)。 
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注: 重组酶聚合酶恒温扩增技术(recombinase polymerase amplification, RPA)、链置换恒温扩增技术(strand displacement amplification, 
SDA)、依赖解旋酶 DNA 恒温扩增技术(helicase-dependent isothermal DNA amplification, HDA)、切刻内切酶介导等温核酸扩增技术

(nicking enzyme mediated amplification, NEMA)、环介导恒温扩增技术(loop-mediated isothermal amplification, LAMP)、滚环恒温扩增技

术(rolling circle amplification, RCA)、依赖核酸序列扩增技术(nucleic acid sequencebased amplification, NASBA)。 
图 2  试纸条检测病原微生物示意图 

Fig.2  Schematic diagram of test strip for the detection of pathogenic microorganisms 

 
2.1  重组酶聚合酶扩增 

重 组 酶 聚 合 酶 扩 增 反 应 (recombinase polymerase 
amplification, RPA)可以在 37~42 ℃的单一恒定温度下快速

扩增 DNA, 相对 PCR 而言, 短时间即可完成[8-9]。2006 年, 
PIEPENBURG 等[10]初次提出这项由 2 条特异性的上下游引

物和重组酶(T4 uvsX)、聚合酶(Bsu)以及单链结合蛋白(gp32)
参与的扩增技术。RPA 反应的主要原理如图 3 所示[10], 通
常以荧光探针实时检测、琼脂糖凝胶电泳及侧流层析试纸

条检测等多种方法检测 RPA 的扩增产物[11]。 
将重组酶聚合酶等温扩增与侧流层析试纸条相结合, 

RPA 的扩增产物与相应探针结合, 可以在试纸条上显色, 
作为一种崭新的结合 RPA 与试纸条(lateral flow dipstick, 

LFD)的检测方法(LF-RPA)。陈纯阳等[12]研究发现 LF-RPA
检测阪崎克罗诺杆菌(Cronobacter sakazakii)更为快速灵敏, 
且与其他菌属无交叉反应, 比 PCR 更加适合于现场检测。

JIANG 等 [13]首次尝试优化 LF-RPA 结合免疫磁性分离

(immunomagnetic separation, IMS)检测生蚝中的副溶血性

弧菌(Vibrio parahaemolyticus), 此 IMS-RPA-LF 方法可在

人工污染的生蚝样品中检测到低至 2 CFU/g 的副溶血性弧

菌, 且特异性强。高建欣等[14]结合 RPA 和乳胶微球试纸条

(latex microsphere test strips, LMTS), 使金黄色葡萄球菌

(Staphylococcus aureus)的检测灵敏度大大提高, 且与其他菌

无交叉反应 , 检测限为 500 fg DNA。彭遥等 [15]建立的

LF-RPA 特异性良好, 与 7 种非土拉菌并未发生交叉反应, 
最低检测浓度为 20 fg/μL 的土拉菌(Francisella tularensis)基

因组核酸, 可与实时荧光定量 PCR 的灵敏度媲美。 
与其他方法相比, RPA 的优势在于反应全程为等温进

行, 无需热变性; 引物设计简单; 灵敏度较高, 仅含一个

拷贝的样品也能被检测出; 特异性强, 可进行多重 RPA。

但 RPA也存在不足, 较短靶序列不适宜用 RPA检测[16]; 并
且, RPA 对反应要求较高, 不可用于直接扩增粗样品[17]。 

 

 
 

注: SSB 为单链 DNA 结合蛋白。 

图 3  重组酶聚合酶扩增反应原理 
Fig.3  Recombinase polymerase amplification reaction mechanism 
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2.2  环介导等温扩增 

NOTOMI 等[18]在 2000 年研究出的环-媒恒温扩增法, 
又称为环介导等温扩增技术 (loop mediated isothermal 
amplification, LAMP)。LAMP 能够根据靶基因中的 6 个区

域, 设计出 4 种具有特异性的引物, 再借助于某种链置换

DNA 聚合酶(Bst DNA polymerase), 在 65 ℃左右的恒定条

件中, 数 10 min 可完成扩增。这项创新不仅省略了模板热

变性的条件、保持持久温度循环等步骤, 还具备了高特异

性、高效性、耗时短、廉价、操作简便等特征。 
LAMP 方法的引物设计较 PCR 更为烦琐。DNA 和

RNA 都可以成为 LAMP 检测方法扩增的对象。只要其满

足底物(dNTP)、Bst DNA 聚合酶、反应缓冲液和 FIP、F3、
BIP、B3 这 4 种引物的条件, 即可对 DNA 进行扩增; 而对

RNA 进行扩增时, 只需要在包含 DNA 扩增满足的要素以

外, 增加逆转录酶, 便可顺利完成。LAMP 反应主要原理

如图 4 所示[19]。 
 

 
 

注: FIP、F3、BIP、B3 为 4 种引物，F3c、F2c、F1c、B1、B2、
B3 为 6 个区域。 

图 4  环介导等温扩增反应原理 
Fig.4  Loop mediated isothermal amplification reaction mechanism 

 
陈欢等[20]建立 LAMP 与横向流动试纸条(lateral flow 

dipstick, LFD)相结合的等温扩增快速检测技术, 最佳反应温

度为 60 ℃, 针对金黄色葡萄球菌的检测方法特异性强, 灵敏

度高。MEI 等[21]通过 LAMP-LFD 检测沙门氏菌(Salmonella) 
hilA基因, 与PCR和RT-PCR方法相比, 此方法具有相同的特

异性和更高的灵敏度。LENA 等[22]以 LAMP-LFD 法, 通过识

别 HPV 16 特有的 FAM 谱带并结合试纸条检测结果排除假阳

性, 且在临床检测中灵敏度极高。李尚阳等[23]以志贺氏菌

(Shigella castellani) 的 ipaH 基 因 为 检 测 靶 标 建 立 了

LAMP-LFD 方法, 可特异性地检出志贺氏菌。李伟哲等[24]针

对存在于虾类中的桃拉综合征病毒(Taura syndrome virus, 
TSV)建立了可以快速检测 TSV 的 LAMP-LFD 方法, 虽然该

检测体系的灵敏度不及定量 PCR (quantitative PCR, qPCR), 
但检测时间减少近 1 h, 此外, 该 LAMP-LFD 特异性强、操作

更为简易便捷。彭钟琴[25]结合 LAMP 与钙黄绿素和核酸试纸

条, 在水产中检测类志贺邻单细胞菌(Plesiomons shigelloides)
与肺炎克雷伯菌(Klebsiella pneumoniae), 该检测技术特异性

较强, 其针对靶基因的检测灵敏度均为 20 拷贝/反应, 较传统

PCR 敏感 100 倍。 
逆转录环介导等温扩增 (reverse transcription loop 

-mediated isothermal amplification, RT-LAMP)的反应机制

类似于常规 LAMP, 不同点在于扩增模板使用的是 RNA, 
且需在反应开始前在体系内加入逆转录酶。RT-LAMP 具有

与 LAMP 相似的灵敏度和特异性。徐昌平 [26]结合了

RT-LAMP 与含防污染功能的侧流层析试纸条, 研究了可

以快速检测麻疹病毒核酸的新方式 , 该方法灵敏度与

RT-PCR 基本一致, 并且具有良好的特异性。此外, XU 等[27]

开发了一种可以进行埃博拉病毒(Ebola virus, EBOV)相 
关核酸的视觉检测方法。将逆转录环介导等温扩增和核 
酸试纸检测结合为逆转录-环介导等温扩增技术(reverse 
transcription loop-mediated isothermal amplification combined 
with nucleic acid strip detection, RT-LAMP- NAD)。该扩增

可在 58 ℃、35 min 条件下一步完成, 方法简单, 灵敏度和

特异性高, 特别适用于非洲地区的 EBOV 快速检测。CHEN
等[28]建立了一种可快速检测肠道病毒的 RT-LAMP-LFD 检

测方法, 对临床样本进行检测后, 结果与荧光定量 PCR 法

检测结果基本一致。 
作为一项快速、高效的核酸扩增技术, LAMP 虽然原

理复杂, 但与 PCR 相比, 它不需要复杂仪器, 实际操作更

简单, 因此, 由于其反应成本低、扩增时效高, 在实验室研

究和现场检测可以快速得到准确的结果, 该技术已经在食

源性致病菌、农产转基因作物及病毒的检测中成功运用。 

2.3  链置换等温扩增 

1992 年, WALKER 等[29]发现了一种崭新的 DNA 扩增

技术 , 即链置换反应 (strand displacement amplification, 
SDA)。SDA 技术以酶促反应为基础, 进行 DNA 体外等温

扩增, SDA 整个反应基本依靠限制性内切酶切割半硫代磷

酸化碱基对应互补链, 及聚合酶 exo-klenow 延伸切口、置

换下游 DNA 片段, 其反应原理如图 5 所示[29], SDA 反应是

“切口-扩增-置换”的循环过程, 以实现靶序列高效扩增。 
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赵锦等[30]基于纳米金将 SDA 和横向流动试纸条(lateral 
flow dipstick, SDA-LFD)的结合, 探讨针对于登革热病毒

(dengue fever virus, DENV)的快速检测, 其检测结果直观并且

敏感度高。ZHAO 等[31]开发了一种基于等温链置换扩增的侧

流失生物传感器, 可简单而灵敏地检测 4 种出血热病毒: 汉
坦病毒、基孔肯雅热病毒、登革病毒和 EBOV, 检出限可达

10 fmol/L。 
SDA 无须热变性、特异高效、操作简便, 拥有等温核

酸扩增的通用优势。但是由于其反应原理与体系的复杂性, 
也存在了一系列问题: 非标准核苷酸的使用, 与普通的单

核苷酸相比, 经硫基修饰的单核苷酸价格极高, 反应成本

大大增加[32]; 经硫基修饰的单核苷酸不是 DNA 聚合酶的

天然底物, 其与标准核苷酸之间的竞争作用使得聚合酶极

易从 DNA 模板上剥离 , 扩增效率相对降低很多 , 因此

SDA 难以合成超过 200 bp 产物; 此外, 由于 SDA 的产物

起始端与末端存在限制性核酸内切酶的识别序列或其残端, 
导致产物不宜直接进行克隆; SDA 的等温扩增是两步法, 
需先通过变温使双链打开、引物退火, 酶体系只能在变温

后加入, 这无疑提高了外源污染的几率。 
 

 
 

图 5  链置换等温扩增反应原理 
Fig.5  Strand displacement amplification reaction mechanism 

 

2.4  依赖解旋酶 DNA 等温扩增 

2004 年, 美国 NEB 公司发明了依赖解旋酶 DNA 等温

扩增技术(helicase-dependent amplification, HDA)[33], 其反

应原理如图 6 所示[33]。其仿效了体内 DNA 在等温条件下

的复制, DNA 双链在恒温下依赖解旋酶进行解旋, 特异性

引物以被 DNA 单链结合蛋白稳定的已解开的单链为模板, 
依靠 DNA 聚合酶合成互补双链, 再循环扩增。HDA 的反

应步骤相比于PCR, 极其相似, 但 HDA是采用酶维持单链

作用, 而 PCR 是升温解开双链。 
KLOM 等[34]开发了一种新的分子方法, 将 HDA 与条

带测试相结合, 用于检测反刍动物粪便污染源。与 qPCR 不

同, 所开发的 HDA-试纸条检测方法只需要加热块来扩增反

刍动物相关拟杆菌 16S rRNA 标记物。扩增后, 反应混合物可

直接应用于试纸条上。此检测方法在与 qPCR 对照的性能测

试中取得了类似的结果。DU 等[35]将嗜热解旋酶依赖性扩增

与侧流分析相结合, 可快速检测食品样品中的沙门氏菌, 该
方法对 DNA 和纯培养细菌的检测限分别为 73.4~80.7 fg 及

35~40 CFU, 尤其适用于设备有限的地区。 
 

 
 

图 6  依赖解旋酶 DNA 等温扩增反应原理 
Fig.6  Helicase-dependent amplification reaction mechanism 

 
作为新型等温核酸扩增技术, HDA 不需要调节温度, 

反应全程温度恒定; 同时, 反应原理简易, 只需要 2 条简

单引物; 此外, 1~1.5 h 即可达到扩增的目的。然而 HDA 也

存在其缺陷, 其反应体系需要多种最适条件不同的酶参与, 
而不同酶之间的相互作用会影响其扩增效率。 

2.5  滚环扩增技术  

1995年FIRE等[36]首次提出滚环扩增技术(rolling circle 
amplification, RCA), 它是模拟自然界中的环状分子滚环式

复制模式, 一条与靶序列互补的引物沿着环形 DNA 模板, 
依赖具备链置换活性的 DNA 聚合酶的链置换作用进行扩增, 
扩增出的单链 DNA 长度增长可达近千倍。RCA 被普遍用于

基因芯片、核酸测序等, 特异性地生成环状 DNA 是此技术

的关键部分。RCA 的反应原理如图 7 所示[36]。 
目前在食品检测中, RCA 已有不少应用。例如利用锁

式探针与从进出口食品中提取的转基因模板进行特异性杂

交, 连接成环后再进行滚轮扩增反应, 即可快速检测其中的

转基因成分, 特异性与灵敏度也能够达到相关要求[37‒38]。

RCA 技术不但能直接进行 DNA 扩增, 还能够放大靶基因的

信号[39‒41], 但其在试纸条上的应用研究还很少。基于 RCA, 
引入与延伸产物退火杂交的另一条或多条引物, 便能够产

生超分支 RCA, 此操作可达到超指数式扩增的目的[42‒44]。

徐翮飞[45]通过超分支滚环扩增试纸条进行虫媒病毒检测, 



第 5 期 陆  璐, 等: 基于核酸等温扩增的侧流层析试纸条在病原微生物检测中的研究进展 1467 
 
 
 
 
 

 

试验表明, 该方法具有胶体金试纸条快速、简便的优点, 且
其灵敏准确度相当, 可同时检测多种病原体。 

 

 
 

图 7  滚环扩增扩增反应原理 
Fig.7  Rolling circle amplification reaction mechanism 

 

3  其他等温扩增技术 

3.1  依赖核酸序列扩增技术 

1991 年, COMPTON 等首次提出依赖核酸序列扩增技

术(nucleic acid sequencebased amplification, NASBA), 反应

过程类似于逆转录病毒 RNA 的复制过程[46], 以转录机制

为基础, 灵敏度极高, 当有反转录酶辅助扩增时, 单链的

RNA产物即为最适宜的扩增模板, 因此, NASBA广泛应用

于细菌和病毒 RNA 的检测[47]。其反应分为 2 个过程: 65 ℃
条件下的核酸变性与引物结合以及 41 ℃条件下的目标序

列的扩增(原理如图 8)[46]。 

 

 
注：核糖核酸酶 H (RNase H), 是一种核糖核酸内切酶。P1、P2

为一对引物。 
图 8  依赖核酸序列扩增技术反应原理 

Fig.8  Nucleic acid sequencebased amplification reaction 
mechanism 

 
NASBA 已被广泛应用, 但在试纸条快速检测方面的

研究还相对较少。林锋[48]针对罗氏沼虾野田村病毒的弱毒

情况, 根据核酸依赖性扩增技术原理, 建立了 MrNV 的

NASBA 反应体系, 结果表明, MrNV-NASBA-LFD 方法虽

在时效上低于 LAMP 方法, 但其灵敏度达 1.0 fg, 而且不

易出现假阳性记过和二次污染 , 但是成本相对较高。

YRAD 等[49]开发了一种基于 NASBA 的侧流生物传感器以检

测登革热病毒 1 型, 优化的生物传感器检测限为 0.01 mol/L, 
且混合的人血清中可检测 1.2×104 pfu/mL。虽然 NASBA
存在很多优势, 但是它无法进行一步扩增, 并不属于完全

意义上的等温扩增技术, 并且酶的热稳定性很差, 其有效

扩增片段的长度也相对较短。 

3.2  切刻内切酶介导等温核酸扩增技术 

2006 年, 切刻内切酶介导等温核酸扩增技术(nicking 
enzyme mediated amplification, NEMA)诞生, 该技术基于

SDA 发展且不依赖于特殊化学修饰的等温扩增, 二者基本

扩增原理相似(图 9)[50]。NEMA 扩增有 2 个环节组成: “切
割单链形成切口”和“链置换剥离旧链”, 待扩增的 DNA 双

链模板存在一段切口酶特异识别的序列, 切口酶只以其中

一条链为目标进行切割, 而 DNA 聚合酶则以该切口为出

发点, 以未被切断的单链为引物, 延伸扩增成新链, 由此

旧链被替换, 新的循环以新链为模板继续指数扩增。 
 

 
 

注：P1、P2 为一对引物, B1 为切刻内切酶。 
图 9  切刻内切酶介导等温核酸扩增技术反应原理 

Fig.9  Nicking enzyme mediated amplification reaction mechanism 

 
王纪东[51]以未知污染菌为前提, 利用了 NEMA 原理, 

设计了某种通用引物, 可将多种污染菌的 16S rDNA 进行扩

增, 并对扩增条件进行了优化, 再进行试纸条检测, 结果表

明检测完全可行。NEMA 的可取之处在于抑制因子的干扰

被简单的酶和原材料体系有效减轻, 且扩增反应时间短, 成
本低 , 对操作仪器的要求不高也成为了亮点之一。但是

NEMA 仍不够成熟, 在微生物检测方面的应用相对较少。 
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4  不同核酸等温扩增技术比较 

基于核酸等温扩增的技术有很多, 也有着各自优缺点

(表 1), 因其可在单一温度下对靶序列进行扩增或信号放大, 
反应条件温和而在食源性致病菌检测中广泛应用。但是, 
PCR 仍是当前核酸体外扩增最成熟的技术, 也是绝大多数

细胞和分子实验室的首选方案。不过相比之下, 核酸等温扩

增更适合基层快速检测。目前, 商品化扩增试剂盒价格相对

较高, 在一定程度上限制了它的应用。因此, 仍需进一步研

究以降低成本, 日后很大程度上会成为首选方法之一。 

5  总结与展望 

本文介绍了侧流层析技术的检测原理, 总结了目前常

用的核酸等温扩增技术及其在食源性致病菌检测方面的应

用。近年来, 此类技术在病原微生物的检测中愈加成熟[52]。

YANG 等[53]开发了一种不依赖复杂设备的 RPA-LF 快速检

测副溶血性弧菌的技术, 检测过程仅需 25 分钟。WU 等[54]

基于 RPA-LFS 建立高灵敏度的沙门氏菌血清型鼠伤寒沙门

氏菌(Salmonella typhimurium)检测技术, 且有效防止了假阳

性结果。KUMAR[55]对用于检测肉和肉制品中病原体和动物

物种的各种等温核酸扩增方法进行了总结, 并讨论了与这

些等温技术相结合以进行快速现场检测的新兴工具。等温扩

增技术的特点使其具备快速诊断病原体的能力, 可在条件

匮乏的偏远地区进行实时现场检测。对于以核酸为靶物质的

便携快速即时检测设备的研发, 等温扩增技术在扩增速率、

稳定性等方面仍需要进一步优化, 并且将等温扩增与其他

检测操作结合也是一项需解决的难点[56‒57]。随着试纸条检

测技术与等温扩增技术的不断成熟, 未来快速、高通量、多

重筛查的即时检测方法必将迎来更加广阔的市场前景。 

 
表 1  不同核酸等温扩增技术比较 

Table 1  Comparison of different nucleic acid isothermal amplification methods 

扩增方式 酶组分 反应温度/℃ 反应时间/min 引物条数 优点 缺点 

RPA 
T4 uvsX 重组酶、Bsu 聚合酶、

单链结合蛋白 
37~42 10~30 2 

低温恒温、 
反应迅速 

引物设计规则不明、

体系复杂、成本高

LAMP Bst DNA、聚合酶 65 30~60 4~6 

体系简单、 
检测方式多 
样、产物可 
直接裸眼 

检测 

非特异性 
扩增难以 

区分 

SDA 
限制性核酸内切酶、链置换

活性 DNA 酶 
37~40 60~120 2 或 4 

无须热变性、特异高效、

操作简便 
产物不适合直接用

于克隆、外源污染

HDA 
单链结合蛋白、UvrD 解旋

酶、Exo-Klenow 聚合酶 
37 60~120 2 

低温恒温、 
高灵敏度 

反应时间较长 

RCA 连接酶、φ29 DNA 聚合酶 37 30~240 1 
可进行信号 
放大不容易 
发生污染 

操作步骤较 
多、反应时 

间较长 

NASBA 
AMV 逆转录酶、RNase H、

T7 RNA 聚合酶 
37~42 120~180 2 

操作简便、设备要求低、

扩增对象广 
反应时间较长 

NEMA 
链置换活性 DNA 酶、切刻内

切酶 
53~58 60 4 

酶体系和原材料体系简

单、成本低、反应快 
技术尚未成熟、易出

现假阳性结果 
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