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等温核酸扩增技术在食源性致 

病菌检测中的研究进展 

秦  爱 1, 张明娟 1, 邓方进 2, 王  娟 1, 袁  磊 1, 李根容 1* 

(1. 重庆市计量质量检测研究院, 重庆  400020; 2. 广域铭岛数字科技有限公司, 重庆  401123) 

摘  要: 等温扩增技术是近年来发展迅速的一种新型核酸扩增技术, 其反应过程始终维持在恒定的温度下, 

降低了对精密仪器和检测场地的要求, 并大幅度缩短了检测时间, 更能满足准确、快速、灵敏、便携的日常检

测需求。目前, 食源性致病菌仍是影响食品安全的主要因素之一, 等温核酸扩增技术已成功应用于部分食源性

致病菌的检测中, 具有广阔的应用前景, 有望成为食源性致病菌快速检测的新方法。本文综述了环介导核酸等

温扩增、滚环扩增、跨越式滚环扩增、重组酶聚合酶扩增、等温多自配引发扩增、单引物等温扩增、依赖解

旋酶的等温扩增、链置换扩增、交叉引物扩增 9 种等温核酸扩增技术的扩增原理和优缺点, 及其在食源性致

病菌检测中的应用研究进展, 提出了样品前处理、引物设计、结果判读、检测灵敏度、检测通量方面存在的

共性问题, 并给出相应解决措施, 以期为等温核酸扩增技术在食源性致病菌快速检测中的实际应用和相关标

准的制定提供研究思路。 
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Research progress of isothermal nucleic acid amplification techniques  
in the detection of foodborne pathogens 
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ABSTRACT: Isothermal amplification technology is a new type of nucleic acid amplification technology that has 

developed rapidly in recent years. Its reaction process is always maintained at a constant temperature, which reduces the 

requirements for precision instruments and detection sites, and greatly shortens the detection time, which can better meet 

the daily detection requirements of accuracy, rapid, sensitivity and portability. At present, foodborne pathogens are still 

one of the main factors affecting food safety. Isothermal nucleic acid amplification technology has been successfully 

applied to the detection of some foodborne pathogens, which has broad application prospects and is expected to become 

a new method for rapid detection of foodborne pathogens. This paper reviewed the amplification principles, advantages 

and disadvantages of the 9 kinds of isothermal nucleic acid amplification techniques, including loop-mediated 

isothermal amplification, rolling circle amplification, saltatory rolling circle amplification, recombinase polymerase 
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amplification, isothermal multiple self-matching-initiated amplification, single primer isothermal amplification, helicase 

dependent amplification, strand displacement amplification, crossing priming amplification, and the research progress of 

the application in detection of foodborne pathogens. Besides, this paper proposed some drawbacks shared in sample 

pretreatment, primer design, result interpretation, detection sensitivity and detection flux, and given the corresponding 

solutions, in order to provide research ideas for the practical application of isothermal nucleic acid amplification 

technology in rapid detection of foodborne pathogens and the formulation of relevant standards. 

KEY WORDS: foodborne pathogens; isothermal nucleic acid amplification; rapid detection; technical difficulties; 

solutions 
 
 

0  引  言 

食源性致病微生物是影响食品安全的主要因素之一, 

目前国内外食源性疾病仍以食源性病原微生物致病为主。

我国开展食源性致病菌检测主要依靠 GB 4789 系列的传统

培养法, 该方法虽具有技术成熟、准确性较高等优点, 但

检验周期长(4~7 d)、操作烦琐、特异性与敏感度较低, 有

些属内种间生化差别不明显等。传统培养法已不能满足我

国公共卫生突发事件应急检测的需要。因此更快速、更高

通量和更简便的核酸扩增技术应运而生, 核酸扩增技术因

具有高效率、高灵敏度和高准确性等优势, 发展迅速。早

期的变温核酸扩增技术在食源性致病菌的检测中应用较为

广泛, 但其扩增反应需要不断的升温降温过程, 依赖于价

格高昂的精密仪器, 而等温核酸扩增技术, 其反应过程始

终维持在恒定温度下, 降低了对精密仪器和检测场地的要

求, 并大幅度缩短了检测时间, 更能满足准确、快速、灵

敏、便携的日常检测需求。 

目前常用的等温核酸扩增技术有环介导核酸等温扩

增(loop-mediated isothermal amplification, LAMP)、滚环扩

增 (rolling circle amplification, RCA)、跨越式滚环扩增

(saltatory rolling circle amplification, SRCA)、重组酶聚合酶

扩增(recombinase polymerase amplification, RPA)、等温多

自配引发扩增 (isothermal multiple self-matching-initiated 

amplification, IMSA) 、 单引物 等温扩 增 (single primer 

isothermal amplification, SPIA)、依赖解旋酶的等温扩增

(helicase dependent amplification, HDA)、链置换扩增(strand 

displacement amplification, SDA)、交叉引物扩增(crossing 

priming amplification, CPA)等。目前, 分析等温核酸扩增技

术扩增原理和优缺点的文献较多[1‒2], 本文将不再详尽描

述, 而主要以 GB 4789 系列中涉及的食源性致病菌为研究

目标, 综述等温核酸扩增技术及其扩展技术在食源性致病

菌快速检测中的研究进展, 并提出了其存在的共性问题和

未来解决措施, 为后续等温核酸扩增技术在食源性致病菌

快速检测中实际场景的应用和相关国家检测标准的制定提

供参考和依据。 

1  等温核酸扩增技术 

1.1  环介导核酸等温扩增 

LAMP、IMSA 和 CPA 扩增原理相似, 均采用混合式

引物, 在靶序列的多个区域设计多条引物完成扩增[3‒4]。

LAMP 是目前检测市场占比最大的等温核酸扩增技术, 广

泛应用于沙门氏菌[5‒7]、单核细胞增生李斯特氏菌[8‒9]、金

黄色葡萄球菌 [10‒11]、副溶血性弧菌 [12]、大肠埃希氏菌

O157:H7[13‒15]、阪崎肠杆菌[16‒17]等食源性致病菌的快速检

测。LEE 等[8]开发了一种基于比色法的 LAMP 检测方法, 

利用 HRPzyme 分子信标, 能够快速、特异地识别香菇中的

6 种李斯特氏菌, 克服了钙绿素、SYBR Green 染料法和焦

磷酸镁沉淀法中非特异性扩增而导致假阳性的问题。

LAMP 因引物较多, 较难实现多重核酸扩增, 但越来越多

研究者为提高检测通量, 开发出一系列微流控芯片和多重

LAMP 检测方法。姚延禄等[5]基于 LAMP 研发了一种离心

式微流控芯片, 通过离心力沿微流体通道泵送液体, 无需

复杂流体驱动设备, 实现了在单个芯片上同时检测沙门氏

菌、单核细胞增生李斯特氏菌和大肠埃希氏菌 O157:H7 的

效果, 可大幅度缩短检测时间, 提高检测效率, 但该项研

究暂未应用到其他食源性致病菌检测中, 仍需研发覆盖率

更广的芯片并推入市场, 提高市场占有率。 

1.2  等温多自配引发扩增 

IMSA 是 2013 年中国疾病预防控制中心病毒病预防

控制所发明的一项基于 LAMP 扩增原理和巢式聚合酶链

式反应(polymerase chain reaction, PCR)引物设计理念的新

型等温扩增技术[18]。LAMP 和 IMSA 主要差异表现在: 引

物识别位点数目、IMSA 外引物引入茎引物序列、产生比

LAMP 更多的能自我配对的结构(理论上 IMSA 比 LAMP

具有更高扩增效率)。CHEN 等[19]建立了一套封闭在离心管

的 IMSA 试剂盒用以检测牛奶中的金黄色葡萄球菌, 使用

者仅通过肉眼观察颜色变化进行结果判读, 提高了检测效

率, 也可有效避免气溶胶污染, 适用于基层企业。王琪等[20]

和乐振窍等[21]分别构建了大肠埃希氏菌 O157:H7 和沙门

氏菌的快速检测, 并测试出人工污染样本最短增菌 10 和

6 h 可被 IMSA 法检出, 明显短于 GB 4789 中大肠埃希氏菌
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O157:H7 的 24 h 和沙门氏菌的 42 h, 其改善效果较好, 但

仍可通过特异性基因的选择、引物和实验条件的不断优化

进一步压缩增菌时间的效果。 

1.3  交叉引物扩增 

CPA 是 2008 年杭州优思达公司开发的一种新型等温

扩增技术, 是中国首个具有自主知识产权的体外核酸扩增

技术。LAMP 与 CPA 的不同点在于引物的具体设计不同, 导

致形成的中间产物和终产物结构不同。近几年, CPA 技术的

研究性报道较少, 研究对象仅有沙门氏菌[22‒23]和副溶血性

弧菌[24]两种。丛秋实等[23]建立了鸡肠炎沙门氏菌的可视化

CPA 检测方法; 李雪彤[24]则针对副溶血性弧菌分别建立了实

时荧光定量 CPA 法和交叉引物扩增-磷酸根可视化检测方法。

目前等温核酸扩增技术的发展仍受限于结果的高效判读和可

视化显示, 纳米金显色、pH 响应显色、碱土金属指示剂显色、

沉淀可视法和荧光可视法等可视化检测方法可以摆脱对检测

设备的依赖, 实现结果可视化的便捷性将为等温核酸扩增技

术向偏远地区和基层企业的推广提供更强大的助力。 

1.4  重组酶聚合酶扩增 

RPA 通过重组酶使单链引物与双链 DNA 模板互补配

对, 启动 DNA 复制, 不需要 DNA 解链过程[25]。RPA 是

除了 LAMP 外的另一个应用市场较广的检测技术。近年

来, RPA 技术已成功应用于沙门氏菌[26‒28]、金黄色葡萄球

菌[27‒30]、副溶血性弧菌[27,28,31]、大肠埃希氏菌 O157:H7[32]、

单核细胞增生李斯特氏菌[27,33‒34]的快速检测。DU 等[33]将

RPA 与侧流层析试纸条(lateral flow assay, LFA)相结合用于

单核细胞增生李斯特氏菌快速可视化检测, 富集 6 h 后, 

检出限由 1.5×101 CFU 降低至 1.5×100 CFU。对检测样本进

行预增菌操作, 将大幅度改善检测效果, 提高食源性致病

菌的检出率。RPA 因体系较为简单, 能更好地实现多重核酸

扩增, MA 等[28]建立了海产品中沙门氏菌、金黄色葡萄球菌

和副溶血性弧菌的多重 RPA-LFA 检测方法, 能够在 15 min

内同时完成 3 种食源性致病菌的核酸扩增和结果可视化判

读, 具有较高检测效率。 

1.5  依赖解旋酶的等温扩增 

HDA 模拟体内 DNA 复制过程, 利用 UvrD 解旋酶在

恒温 65℃条件下打开 DNA 双链, 再用 DNA 单链结合蛋白

稳定解开的单链为引物提供模板, 最后在 DNA 聚合酶作

用下实现循环扩增[35]。目前 HDA 仅在沙门氏菌[36‒37]、副溶

血性弧菌[38]和阪崎肠杆菌[39]的快速检测中有相关文献报

道。DU 等[36]将 HDA 和 LFA 结合, 实现了 90 min 以内的沙

门氏菌可视化快速检测, 该方法对加标的鸡肉和婴儿营养

谷物样本在进行 2 h 增菌后, 检出限降低至 1.3~1.9 CFU/g。

研究者使用加标样本对方法进行验证, 但通常选取牛奶等

成分简单、杂质较少的样本进行, 而成品牛奶被食源性致

病菌污染的概率极低, 所以在方法构建时, 建议参照《食

品安全监督抽检实施细则》等文件, 选取易被污染的食品

种类进行方法测试, 不仅更贴合实际检测场景, 进一步验

证方法的应用前景, 也有利于将方法从实验室研究推向实

际的市场应用。 

1.6  链置换扩增 

SDA 是基于酶促反应的等温扩增技术, 利用限制性

内切酶、具有链置换活性的 DNA 聚合酶和 2 对引物进行

扩增, 具有较高的敏感性和特异性[40]。WU 等[41]将测流层

析传感器与 SDA 结合, 仅扩增细胞膜上捕获的对大肠埃

希氏菌 O157:H7 外膜特异的适配体, 检出限低至 10 CFU。

该方法实现了无需 DNA 提取的快速检测, 突破了传统

DNA 扩增方法的局限性, 是个全新的研究方向。ZHANG

等[42]建立了基于 G-四链体的 PCR-SDA 双重扩增检测沙门

氏菌的方法, 利用 PCR产物触发 SDA反应, 进行信号二次

放大, 产生肉眼可见的彩色化合物, 实现了沙门氏菌的可

视化快速检测。传统 PCR 技术和等温核酸扩增技术的结合

十分巧妙, PCR 扩增为等温核酸扩增积累大量引物, 确保

了实验的灵敏度, 对低丰度 DNA 样本具有较大应用前景。 

1.7  单引物等温扩增 

SPIA 的核心是一条由 5′端 RNA 部分和 3′端 DNA 部

分组成的嵌合引物及可以切割 DNA/RNA 杂合链中 RNA

部分的 RNA 酶。在等温反应过程中, 经过 RNA 降解、新

引物结合、链置换的循环过程实现快速扩增[43]。近年来, 

SPIA 已成功应用于金黄色葡萄球菌[44]、沙门氏菌[45]、副

溶血性弧菌[46]、单核细胞增生李斯特氏菌[47]的快速检测。

YANG 等[47]建立了鸡肉样本中单核细胞增生李斯特氏菌

的可视化 SPIA 检测, 其荧光可视法检出限为 1.4 CFU/g, 

沉淀可视法检出限为 14 CFU/g, 与常规 PCR 法相比, SPIA

法检出限比 PCR 低 10 倍~100 倍。该方法不仅可以直接肉

眼观察并判定结果, 还保证了检测的灵敏度, 为可视化技

术在食源性致病菌检测中的应用提供了指导意义。 

1.8  滚环扩增 

RCA 是基于连接酶连接、引物延伸与链置换扩增反应

的等温核酸扩增技术[48]。近年来, RCA 技术已成功应用于沙

门氏菌[49‒50]、金黄色葡萄球菌[51]、单核细胞增生李斯特氏

菌[52]、大肠埃希氏菌 O157:H7[53]、阪崎肠杆菌[54]的快速检

测。刘健慧等[49]将 PCR 与 RCA 联用, 利用 PCR 产物触发

RCA 反应, 进行信号二次放大, 最后通过荧光信号强度检

测实现牛奶样本中沙门氏菌的快速检测。该方法无需样本的

预增菌操作, 检出限低至 4.28 CFU/mL, 具有较高的检测灵

敏度和较强的特异性, 是一种全新的基于 RCA 的沙门氏菌

快速检测方法。WANG 等 [51] 提出了一种磁分离技术

(magnetic separation, MS)结合 RCA 检测金黄色葡萄球菌的

策略(MS-RCA), 该策略制备了基于万古霉素抗生素的磁珠

用于金黄色葡萄球菌的富集, 富集过程仅需 50 min, 明显短
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于 GB 4789.10—2016《食品安全国家标准 食品微生物学检验 

金黄色葡萄球菌检验》中预增菌所需的 18~24 h。优化样品前

处理方法和增菌时间, 将缩短整体检测时间, 提高检测效率。 

1.9  跨越式滚环扩增 

RCA 反应模板需要单链环状 DNA, 否则需要变性退

火或环化, 为解决该难题, 河北农业大学科研团队开发了

SCRA 技术, SCRA 能够以非闭环 DNA 为模板启动扩增[55], 

无需环化模板。SRCA 技术已成功应用于沙门氏菌[56‒57]、

金黄色葡萄球菌[58‒59]、副溶血性弧菌[60‒61]、单核细胞增生

李斯特氏菌[62‒63]、阪崎肠杆菌[64]的快速检测。庄梦晴等[56]

利用 FTA 膜能实现模板 DNA 快速提取的特性, 将 FTA 膜

与 SRCA 结合, 使扩增反应在能够集约化检测的凹孔板中

进行, 实现了牛奶样本中沙门氏菌的快速检测, 检出限低至

3.22 CFU/mL。将样本前处理、DNA 提取和核酸扩增集约在

同一环境中完成是实现高通量检测的有效方法, 有助于等

温核酸扩增技术在大批量快速现场检测场景中的应用。

GUO等[58]利用叠氮溴化丙锭(propidium monoazide, PMA)染

料可区分死菌与活菌的特性, 构建了 PMA-SRCA 的荧光可

视化方法, 对猪肉样本中活的金黄色葡萄球菌进行检测, 解

决了 DNA 等温核酸扩增无法区分死活菌的难题, 且该方法

的灵敏度较 PMA-PCR 方法提高了 1000 倍, 并降低了假阳

性结果的检出率。 

2  不同等温核酸扩增技术比较 

不同等温核酸扩增技术在反应体系组成、反应条件、

结果判读方式等方面均各有优劣。本文收集整理了 10 种等

温核酸扩增技术的扩增温度、扩增时间和优缺点等关键信

息(表 1), 其扩增流程图和技术发展路线图见图 1~2。 

分析各等温核酸扩增技术的体系组成可知: LAMP、

CPA、IMSA 和 SDA 均采用多条引物完成扩增, 导致其引

物设计工作较其他技术而言更为困难, 产物也更加复杂, 

与生物工程分析的适配性较差, 后续需建立一系列较为明

确的引物设计规则, 优化生物工程试剂盒以推进其技术的

进一步发展; 而 RPA、HDA、SPIA、RCA 等技术则更多的

依赖于反应高效的重组酶、解旋酶、连接酶和逆转录酶, 酶

的优劣直接影响其反应灵敏度和检测效率, 开发更优质的

酶及优化其反应体系是亟待解决的难题。 

3  等温核酸扩增技术在食源性致病菌检测中的

应用 

等温核酸扩增技术具有较高的检测效率、灵敏度和特

异性, 已广泛应用于食源性致病菌的检测。以 GB 4789 中

5 种常见的食源性致病菌为研究目标, 等温核酸扩增技术

及其扩展技术的应用研究见表 2~6。分析可知: (1)方法的选

择: 相比于基础技术的应用研究, 研究者更倾向于其扩展

技术的研究和多重核酸扩增体系的构建(mLAMP、mRPA、

mSRCA 等), 例如: 与 PCR 和 CRISPR 联用实现信号放大; 

与 PMA联用实现活的致病菌检测; 与功能性磁珠联用, 实

现致病菌或 DNA 的富集等; (2)基质的选择: 研究者在选取

实验基质时, 不再仅仅选取菌液和牛奶等成分简单的样本, 

而是结合致病菌的污染特性选取更合适的实验样本, 例如: 

沙门氏菌、金黄色葡萄球菌、单核细胞增生李斯特氏菌更

易污染肉类和糕点类食品, 副溶血性弧菌更易污染水产品

等; (3)检出限: 研究者构建了具有较低检出限的扩增体系, 

且对样本进行富集操作可以进一步降低检出限, 提高检测

灵敏度, 对低污染度样本具有较大应用前景; (4)判读方法

的选择: 研究者更倾向于选择直接便携的可视化判读方法

(LFA、颜色可视法、荧光可视法和沉淀可视法等)进行体系

构建。可视化判读可以摆脱对仪器和场所的依赖, 在食物

中毒等突发情况和基层企业的大批量样本筛查等场景具有

极大发展潜力。 

4  共性问题和解决措施 

现行食源性致病菌国家检验标准中仍以传统培养法

和 PCR 法为主, 等温核酸扩增技术中, 仅有 LAMP 和 CPA

应用于食源性致病菌检测, 并建立了一系列的进出口检验

检疫行业标准(SN/T 2754 系列标准和 SN/T 3567 系列标准)

和 少 量 地 方 标 准 。 重 组 酶 介 导 链 替 换 核 酸 扩 增 法

(recombinase-aid amplification, RAA)是与 RPA 扩增原理相

似的一种国产扩增技术, 二者的区别在于酶和蛋白来源不

同, 海关总署基于 RAA 建立了一系列出口食品的动物源

性成分检测标准(SN/T 5227 系列标准)。等温核酸扩增技术

具有众多优势, 但未能大量应用于相关检验标准的制定, 

主要原因仍是其技术上存在以下共性问题。 

4.1  样品前处理 

其一, 现场检测时难以实现现场核酸提取和纯化, 无

法实现全过程现场检测。为了解决该难题, LI 等[65]构建了

包括核酸提取、核酸扩增和视觉检测的一体化平台, 以此

为参考, 未来可以研发更多样化的一体化检测平台或试剂

盒, 减少外源气溶胶污染的可能, 且增加便携性, 有助于

等温核酸扩增技术在应急处理等快速筛查场景的推广应

用。其二, 对样本进行预增菌可提高食源性致病菌检出率, 

但预增菌一般花费时间较长。为了缩短前处理时间, 可使

用功能性磁珠[14,51]对食源性致病菌进行富集, 或采用 FTA

膜[56]或经壳聚糖修饰的二氧化硅膜[65]对细菌裂解后释放

的 DNA 和 RNA 进行高度富集。无论是富集食源性致病菌

还是富集核酸, 都能大幅度缩短整个检验过程所需时长, 

提高检验灵敏度, 更好地发挥等温核酸扩增技术扩增快速

的优势。其三, 传统的 DNA 等温核酸扩增无法区分死菌与

活菌, 导致结果可能出现假阳性。建议利用 PMA 染料能特

异区分死活菌的特性, 将其与等温核酸扩增技术结合, 实

现样本中活的食源性致病菌的检测, 降低检测假阳性。 
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图 1  等温核酸扩增技术扩增流程图 

Fig.1  Flow chart of isothermal nucleic acid amplification technology 

 

 
 

图 2  等温核酸扩增技术发展路线图 

Fig.2  Development roadmap of isothermal nucleic acid amplification technology 

 
表 2  等温核酸扩增技术在沙门氏菌检测中的应用 

Table 2  Application of isothermal nucleic acid amplification in Salmonella detection 

扩增方法 基质 
扩增 

温度/℃ 

扩增 

时间/min 
检出限 结果判读 参考文献 

LAMP 橙汁、羊肉、虾等 65 60 4~6 CFU/25 g (mL) LFA [7] 

PMA-CPA 年糕、馒头、米粉 65 60 103 CFU/mL 颜色可视法 [22] 

HDA 发酵乳 65 120 2.6×102 CFU/g AGE [37] 

mRPA 菌液 37 15 10 CFU/mL LFA [27] 

mSRCA 牛奶 62 45 10 CFU/mL RF [57] 

PCR-RCA 牛奶 59 60 4.28 CFU/mL 荧光检测法 [49] 

IMSA 面包 63 45 3.17 CFU/25 g (富集 6 h) RF [21] 

PCR-SDA 菌液 62 15 22 copies/mL 酶标仪法 [42] 

 

表 3  等温核酸扩增技术在单核细胞增生李斯特氏菌检测中的应用 
Table 3  Application of isothermal nucleic acid amplification in Listeria monocytogenes detection 

扩增方法 基质 
扩增 

温度/℃ 

扩增 

时间/min 
检出限 结果判读 参考文献 

LAMP 金针菇 59.7 50 10 CFU/g 颜色可视法 [8] 

mLAMP 菌液 65 60 103 copies/μL RGB 图像处理 [5] 

SCRA 牛奶 65 75 4.4×102 CFU/mL 荧光可视法 [62] 

PMA-SRCA 牛奶 62 40 15.6 CFU/mL RF [63] 

Cas12a-RPA 牛奶 37 50 10 CFU mL 荧光可视法 [34] 

mRPA 菌液 37 15 10 CFU/mL LFA [27] 

SPIA 生鸡 61 / 
1.4 CFU/g(荧光可视法) 

14 CFU/g(沉淀可视法) 

荧光可视法 

沉淀可视法 
[47] 

SEA 猪肉 61 40 1.0 CFU/g(富集 4 h) 颜色可视法 [65] 

注: /表示无此项。 
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表 4  等温核酸扩增技术在金黄色葡萄球菌检测中的应用 
Table 4  Application of isothermal nucleic acid amplification in Staphylococcus aureus detection 

扩增方法 基质 
扩增 

温度/℃ 

扩增 

时间/min 
检出限 结果判读 参考文献 

LAMP 基因组 DNA 60 60 20 copies/反应 荧光可视法 [11] 

RPA 猪肉、虾等 40~42 10 38 CFU/mL (g) 沉淀可视法 [29] 

mRPA 牛奶、果汁 39 25 10 CFU/反应 AGE [30] 

PMA-SRCA 猪肉及其制品 61 50 66 CFU/g 荧光可视法 [58] 

MS-RCA 果汁 37 60 3.3×102 CFU/mL RF [51] 

Cas12a-SRCA 菌液 62 60 3 CFU/mL ECI [59] 

IMSA 牛奶 63 45 102 CFU/mL 荧光可视法 [19] 

 
表 5  等温核酸扩增技术在大肠埃希氏菌 O157:H7 检测中的应用 

Table 5  Application of isothermal nucleic acid amplification in Escherichia coli O157:H7 detection 

扩增方法 基质 
扩增 

温度/℃

扩增 

时间/min 
检出限 结果判读 参考文献 

LAMP 牛肉 60 50 1.3 CFU/mL(富集过夜) LFA [13] 

IMS-PMA-LAMP 生菜 63 40 81 CFU/g LFA [14] 

Cas12a-LAMP 生菜 58.8 60 4.8 CFU/g 荧光可视法 [15] 

RPA 牛肉、西兰花 39 15 7 CUF/25 g(富集 6 h) LFA [32] 

mRPA 菌液 37 15 10 CFU/mL LFA [27] 

SDA 牛奶、水、苹果汁 50 30 10 CFU/g(mL) LFA [41] 

RCA 菌液 37 40 4×103 CFU/mL DNA 水凝胶可视法 [53] 

IMSA 牛肉、羊肉 63 45 9.1 CFU/25g(富集 10 h) RF [20] 

 
表 6  等温核酸扩增技术在副溶血性弧菌检测中的应用 

Table 6  Application of isothermal nucleic acid amplification in Vibrio parahaemolyticus detection 

扩增方法 基质 
扩增 

温度/℃ 

扩增 

时间/min 
检出限 结果判读 参考文献 

tRCA-LAMP 牡蛎 65 50 22 CFU/g RF [12] 

mRPA 鱿鱼、虾、鳕鱼 37 15 83 CFU/mL LFA [28] 

Cas12a-RPA 虾 37 20 102 CFU/g 荧光可视法 [31] 

PMA-SRCA 虾 62 95 2.08×101 CFU/g RF [60] 

Cas12a-SRCA 菌液 62 50 3.6 CFU/mL 荧光分光光度法 [61] 

SPIA 牡蛎 61 30~60 42 CFU/g 荧光可视法 [46] 

RAA-CRISPR 虾 37 30 73 CFU/g RF [66] 

 

4.2  引物设计 

部分等温核酸扩增技术引物复杂, 设计难度大, 目前

没有较为成熟统一的设计方法和软件。ZHANG 等 [12]将

tRCA 与 LAMP 结合, 仅借助 LAMP 其中的 2 条引物完成

扩增, 摆脱了复杂的引物设计过程。核酸等温扩增技术的

发展及市场应用, 需克服引物设计的难关, 等温核酸扩增

技术之间互相融合, 无疑为克服引物设计难题提供了新思

路。未来的研究中, 可考虑开发成熟的引物设计软件以助

力等温核酸技术发展。 

4.3  结果判读 

目前等温核酸扩增技术常用的结果判读法包括 AGE、

RF、LFA、荧光可视法、沉淀可视法、免疫磁珠技术、微流

控芯片、化学可视化反应等, 方法虽多但如何与扩增方法实

现完美契合仍需继续摸索。因不同等温核酸扩增技术特点不

同, 产物组成不同, 需根据其特点选择合适的结果判读方法, 

如 LAMP、IMSA 和 CPA 等多引物扩增技术, 其扩增产物长

度呈阶梯状, 电泳检测时易出现拖尾现象; 如LAMP的荧光

可视法需加入 SYBR Green 染料, 加入染料的过程容易造成

二次污染。在实际应用中, 各个判读方法各有利弊, 需根据

实际需求进行大量实验探索后进行优化选择。 

4.4  检测灵敏度 

绝大多数等温核酸扩增方法的灵敏度与经典荧光定量

PCR 相比, 仍有一定差距。为了提高检测灵敏度, 可以借助

不同方法实现信号的二次放大, 例如 CRISPR/Cas 系统能特

异性地识别靶标 DNA 并裂解单链报告荧光探针[15,31,34,59], 

Cas12、Cas13、Cas14 和 Cas9 都能将等温核酸扩增提升到
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更灵敏、更特异、更高效的水平, 二者的结合在检测领域

具有极大的发展潜力。另外, 将 PCR 与等温核酸扩增技术

相结合[43,49,54], PCR 扩增为等温核酸扩增积累的大量引物

进一步触发等温核酸扩增反应, 实现信号二次放大, 确保

实验的灵敏度, 对低丰度 DNA 样本具有较大应用前景。 

4.5  检测通量 

为提高等温核酸扩增的检测通量, 较多研究者在单

个等温核酸扩增反应中添加多组引物以实现多靶标检测, 

即多重等温核酸扩增[27,28,30,57]。JIN 等[27]将多重 RPA 与

LFA 结合, 通过在试纸条上标记 5 种不同抗体, 实现了多

重扩增产物在同一试纸条上进行结果检测的效果, 该方法

能够同时对 5 种食源性致病菌进行定量检测, 且检出限低

至 10 CFU/mL。多重等温核酸扩增虽提高了检测通量, 但与

RPA 等本身引物较少的等温核酸扩增技术较为契合, 而

LAMP、IMSA 和 CPA 等引物较多, 多重扩增将导致体系更

加复杂化, 致使灵敏度降低, 且增加了非特异性扩增的可

能。目前热门的微流控芯片也能有效调高检测通量, 伴随着

微流控芯片的发展, 等温核酸扩增的体系逐渐缩小, 将核酸

的提取、扩增、检测集约在小型芯片上, 单位面积内可容纳

多个独立的反应体系, 可以有效解决检测通量较低的问题。 

5  结论与展望 

目前, 等温核酸扩增技术虽存在较多技术难点, 但弥

补了常规 PCR 对场地和仪器的依赖, 大幅度缩短了检测周

期, 在食源性致病菌的快速检测中具有极大的发展潜力, 是

食源性致病菌核酸检测技术未来发展的方向。在未来的研究

中, 等温核酸扩增技术仍需以一体化、高通量化、多重化和

便捷化为研究目标, 从各个技术难点出发, 优化前处理方

法、引物设计方法、产物检测方法等以提高检测效率; 与微

流控芯片、试纸条和单管多重核酸扩增等学科交叉技术相结

合, 提高检测通量; 研发小型化仪器或无仪器的结果判读, 

增加便捷性; 研发完善国产核酸等温扩增技术, 打破技术壁

垒。只有更好地发挥等温核酸扩增快速、灵敏、便捷的特点, 

才能为食品安全检测的发展提供更强大的技术支持。 
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