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快速检测中的研究进展
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摘  要：随着人民生活水平的提高，食品安全问题也越来越受到社会关注，其中生物（微生物）因子是影响食品

安全的最主要因素。食品安全研究领域针对生物（微生物）因子的检测技术众多，其中等温扩增技术因不需依

赖复杂的仪器设备，能够快速、准确地进行生物成分检测而被广泛应用，尤其是新发展起来的重组酶聚合酶扩增

（recombinase polymerase amplification，RPA）、重组酶介导等温扩增（recombinase-aided amplification，RAA）和

酶促重组等温扩增（enzymatic recombinase amplification，ERA）技术。这3 种等温扩增技术相对于其他等温扩增技

术具有反应条件更温和、引物设计更简单等优点，且检测原理相似，本文对这3 种技术进行对比研究，从原理、概

念以及近年来在食源性致病菌快速检测方面的研究应用情况进行综述，概括其在食品检测中的优势和面临的实际问

题，并对未来的发展前景进行展望。
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A Review of the Application of Recombinase Polymerase Amplification, Recombinase-Aided Amplification and 

Enzymatic Recombinase Amplification in Rapid Detection of Foodborne Pathogens
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Abstract: With the improvement of people’s living standards, food safety has attracted more and more social attention. 

Organisms, especially microorganisms, are the most important factor that affects food safety. There are many methods 

currently available to detect biological (microbial) factors in the field of food safety, including isothermal amplification 

technology especially the new techniques of recombinase polymerase amplification (RPA), recombinase-aided amplification 

(RAA) and enzymatic recombinase amplification (ERA), which is widely used for food safety detection because it can detect 

biological ingredients rapidly and accurately without relying on complicated instruments. The three isothermal amplification 

techniques require milder reaction conditions and simpler design of primers than others, despite having similar principles. In 

this article, we review the principles and concepts of these techniques and their recent application in the rapid detection of 

food pathogens, summarize their advantages and problems in food inspection, and present future prospects. 
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民以食为天，食以安为先。食品安全问题关系到人

民群众的生命安全，是关系到中华民族的未来，因此我

国党和政府高度重视食品安全问题。致病性微生物污染是

造成食品安全问题最主要的因素。据统计，美国每年因食

源性致病微生物造成的经济损失高达65亿～349亿 美元[1]。 

近年来，我国食物中毒事件频发，2008—2015年因致病

微生物造成的食品安全事件占食品中毒总量的74%[2]。因

此，食源性致病微生物的快速筛查和风险防控是保证食

品安全的刚性需求。随着食品流通速度的不断加快，操

作繁琐、耗时较长的传统检测方法越来越不能满足食品

安全检测的需要。因此，开发使用便捷、耗时较短的快

速检测方法是保证当今时期食品安全的重要措施之一。

聚合酶链式反应（polymerase chain reaction，PCR）

技术是替代传统培养法的有力手段，是公认最可靠的快

速筛查技术，具有准确、快速、灵敏、重复性好、容易

标准化等优点，目前已在食品检测领域占有重要地位[3]。 

然而，PCR需要变性、退火、延伸3 个不同温度的循环

反应，需要依赖能够迅速调节温度的变温设备完成检

测，如PCR仪。然而PCR仪的精密性导致该方法不适合

在环境复杂的检测现场使用。等温扩增技术（isothermal 

amplification technology，IAT）是指在某一恒定温度下

即可完成核酸扩增的技术。这类技术无需PCR仪等精密

仪器，适用于进行现场快速检测[4]。其中重组酶聚合酶

扩增（recombinase polymerase amplification，RPA）、

重组酶介导等温扩增（recombinase-aided amplification，

RAA）和酶促重组等温扩增（enzymatic recombinase 

amplification，ERA）技术均可在37～42 ℃下完成扩增，

具有反应温度更低、反应速率更快、灵敏度更高、引物

设计更简单等特点，成为了目前学者们研究快速检测方

法时关注的热点。

研究发现，这3 种IAT技术具有很多相似之处，目

前虽有文献综述了RPA技术在医学检验、微生物检测的

研究情况，然而尚缺乏3 种IAT技术的比较研究及在食

源性致病微生物快速检测方面的综述。因此本文通过比

较RPA、RAA及ERA技术的原理及区别，总结和分析 

这3 种IAT技术在食源性致病菌快速检测方面的研究进

展，并展望该领域未来的发展前景，以期为相关领域研

究提供参考。

1 RPA、RAA和ERA概述

1.1 RPA、RAA和ERA反应原理

Piepenburg等[5]于2006年首次提出RPA技术，其通

过重组酶、重组酶加载因子和单链结合蛋白与引物和靶

序列的相互作用，完成核酸靶序列的体外扩增。具体反

应流程为：T4 UvsX蛋白在T4 UvsY蛋白的帮助下与引

物结合形成复合体，这种复合体能够识别模板DNA上的

靶序列并将靶序列周围的DNA双链结构打开形成置换环

（displacement loop，D-loop）结构；此时T4 gp32蛋白

会与单链DNA结合，阻止DNA重新形成双链结构；接下

来，由反应体系中的ATP供能，T4 UvsX蛋白与引物脱

离，引物在DNA聚合酶的作用下从3’端开始延伸，形成

新的DNA链。RPA技术反应原理如图1A[6]所示。RAA技

术与RPA的反应原理相似[7]，区别在于变换了反应体系中

的关键酶和蛋白，RAA技术反应原理如图1B[8]所示。于

继彬等[9]在2019年开发出ERA技术，该技术与RPA和RAA

具有相似之处，不同点在于该反应所依赖的重组酶来源

于低温噬菌体，并且对特定位点氨基酸进行修饰，具有

良好的扩增速度和特异性，反应原理如图1C[9]所示。
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图 1 RPA（A）、RAA（B）和ERA（C）反应原理图[6,8-9]

Fig. 1 Schematic diagrams of the principles of RPA (A), RAA (B) and 

ERA (C)[6,8-9]

1.2 RPA、RAA和ERA的异同

RPA、RAA和ERA这3 种技术的反应原理、条件等

都十分相似，最大的区别在于使用的酶和蛋白来源不

同。目前研究中3 种技术的相同点在于：1）反应原理。

这3 种技术均是利用UsvX蛋白具有DNA依赖性的ATP酶

活性，能在gp32蛋白存在且与单链DNA结合的情况下，

通过水解ATP产能置换与单链DNA同源的双链DNA片段

形成D-loop结构。2）反应条件。这3 种技术所需要的反

应温度均在40 ℃左右，反应引物都只需要1 对。3）反应

体系。这3 种技术均需要聚乙二醇、二硫苏糖醇、醋酸

镁等成分，其中镁离子作为关键辅助因子，其用量对检

测结果具有重要影响，当镁离子浓度过高时，3 种技术

均会出现不同程度的非特异性扩增，浓度过低时则会导

致3 种技术检测时间延长。不同点在于3 种技术的重组酶

来源不同：RPA的重组酶来源于T4噬菌体[6]；RAA的重

组酶来源于细菌和真菌[7]；ERA所用的重组酶则是将低

温噬菌体的UsvX蛋白通过定点突变并进行人工筛选的重

组蛋白。由于3 种技术涉及的酶来源不同，相应的酶活

力也各不相同：RAA采用的来源于细菌和真菌的DNA聚

合酶和重组酶相较于RPA具有更高的活性[7]；ERA技术使

用的金黄色葡萄球菌、枯草芽孢杆菌和荧光假单胞菌来

源DNA聚合酶活力高于大肠杆菌来源Klewnow exo-聚合 

酶[8-9]。这3 种技术中涉及的差异成分如表1所示。

1.3 RPA、RAA和ERA的引物设计

由于RPA、RAA和ERA具有独特的37～42 ℃反应条

件，因此对引物的设计有着严格的要求，普通PCR引物

不适用，这3 种技术要求的引物比一般PCR的引物长，通

常以28～35 nt为宜。引物过短会降低重组率，影响扩增

速度和检测灵敏度。引物过长则在扩增过程中可能会产

生二聚体或者发卡结构等其他的二级结构，从而影响核

酸扩增的产量。并且在设计引物时，变性温度不再是影

响扩增引物的关键因素，所以在设计引物时无需考虑其

Tm。此外引物GC碱基含量应在40%～60%且连续GC碱基

不能超过4 个[10]，引物中应避免能形成二聚体的结构；

虽然已有报道的最长扩增片段为1 941 bp[11]，但根据3 种

技术开发者提供的引物设计建议，扩增片段范围最好在

80～300 bp之间，扩增片段过长或过短会导致DNA扩增

的效果降低，同时也会降低反应的灵敏性。

构建荧光型RPA、RAA和ERA技术还需要设计

特殊的探针。这类探针较Ta q M a n探针有更高的设

计要求。荧光型RPA、RAA和ERA探针要求在序列

中间位置设计，长度46～52  bp [8-10]；其中四氢呋喃

（tetrahydrofuran，THF）位点的5’端一般至少30 bp， 

3’端一般至少15 bp。荧光团与猝灭团只能标记在胸腺嘧

啶上，荧光团与猝灭团间距在1～5 bp，因为更大的间隔

会导致基底值偏高、信噪比偏低，从而降低猝灭效率。 

表 1 RPA、RAA和ERA差异成分

Table 1 Comparison of RPA, RAA and ERA

试剂种类
差异成分/来源

RPA RAA ERA

DNA重组酶 T4噬菌体
天蓝色链霉菌重组酶；枯草芽孢杆菌重组酶；

酿酒酵母重组酶；大肠杆菌解旋酶RecQ 与低温噬菌体UsvX蛋白具有相同功能的突变体

重组酶辅助因子 T4 UsvY蛋白 UsvY（来自T4、T6噬菌体的重组蛋白） 与低温噬菌体UsvY蛋白具有相同功能的突变体

单链结合蛋白 T4 gp32蛋白 大肠杆菌SSB蛋白 与低温噬菌体gp32蛋白具有相同功能的突变体

DNA聚合酶 Bsu DNA聚合酶大片段或Sau DNA聚合酶大片段 大肠杆菌重组Klewnow exo-聚合酶
金黄色葡萄球菌聚合酶I大片段或枯草芽孢杆菌聚合酶I

大片段或荧光假单胞杆菌聚合酶I大片断

肌酸激酶 来源不明 来源不明 G268N突变型兔肌激酶或鲤肌激酶
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两者中间1 个核苷酸用THF取代，且荧光团或猝灭团与

THF碱基间隔为0、1 bp或2 bp。探针的3’端需要加上阻断

基团进行修饰封闭，如C3-间隔、磷酸盐、胺、生物素或

四乙二醇等。

2 RPA、RAA和ERA技术研究进展

RPA和RAA技术在食源性致病微生物的检测方面已

有广泛研究，ERA技术作为新兴的一种IAT技术，现有报

道主要集中在病毒检测方面，鲜有应用于食源性致病微

生物检测的报道。为促进食源性致病微生物检测研究，

本文综述这3 种技术的国内外研究及应用进展。

2.1 RPA研究进展

2.1.1 发文量统计

R P A技术作为上述3  种技术中创立时间最早的

IAT技术，相关研究最为深入。分别在PubMed和中

国知网两个数据库中以“Recombinase  Polymerase 

Amplification”“重组酶聚合酶扩增技术”作为主题词进

行检索，发表时间范围限定为2006—2021年。相关文献

的数量如图2所示。距离Piepenburg等[5]首次提出RPA技术

4 年后，才出现关于RPA的研究报道，此后RPA技术相关

发文量呈现逐年上升的趋势，2020年的两个数据库合计发

文量达到了243 篇，这些文章主要集中在食源性致病微生

物和医学检测等方面，基本覆盖了常见的致病微生物。
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图 2 2006—2021年PubMed和中国知网中出版的RPA相关文献的数量

Fig. 2 Number of RPA related articles published in PubMed and 

China National Knowledge Infrastructure from 2006 to 2021

2.1.2 RPA技术在食源性致病菌检测方面的研究

目前应用RPA技术在食源性致病微生物检测方面的

研究报道较多，其中，在对单一病原菌检测方面，何洁

等[12]根据单核细胞增生李斯特菌的溶血素基因hlyA设计

了一对引物，经过实验证明该方法的特异性良好，检出

限可低至0.5 ng/μL。刘立兵等[13]针对产气荚膜梭菌plc基
因设计了RPA引物探针和实时荧光定量PCR引物探针，

实验结果显示两种方法的检出限均为102 CFU/g，但RPA

方法耗时（20 min）明显短于实时荧光法（55 min）。

Geng Yunyun等[14]则对空肠弯曲杆菌的hipO基因进行分

析，设计出的RPA引物能够在16 min内检测出牛奶中是否 

污染空肠弯曲杆菌。在针对多种病原菌同时检测方面，

王凤娇等 [15]建立了一种能够同时对食品中沙门氏菌、

单核细胞增生李斯特菌和蜡样芽孢杆菌进行检测的多

重荧光RPA体系，并对当地超市售卖的米饭、羊肉和

白菜汤等食品进行检测，其检测结果与国标法一致。 

温尔英等[16]建立了一种检测霍乱弧菌、拟态弧菌和创伤

弧菌的三重RPA检测体系，能够同时对水产品中易污染的

3 种弧菌进行检测，对冻虾仁等商品的检测结果显示，该

研究建立的三重RPA检测方法与传统鉴定方法结果完全一

致，人工模拟的复杂污染样品也显示当污染量为101 CFU/g 

时3 种目标菌均能够准确检出。

2.1.3 RPA与其他技术联用在食源性致病菌方面的研究

RPA可以与其他技术联合以提高对食源性致病菌

检测的性能。例如与侧流试纸条（lateral flow dipstick，

LFD）技术相结合，提高检测的灵敏度和现场适用性。

Hu Jinqiang等[17]将RPA与LFD技术结合用于鼠伤寒沙门氏

菌的快速检测，建立的RPA-LFD技术对人工污染检测的

最低检出限达到了1.95 CFU/mL。张珊珊等[18]将布鲁氏菌

RPA检测体系与LFD技术结合，建立的RPA-LFD技术最

低检测限为5.89 CFU/mL，用该方法对20 份山羊样品进

行了检测，结果显示该方法与酶联免疫吸附试验法的检

测结果一致，证明该方法可应用于临床样本布鲁氏菌的

检验。兰全学等[19]建立了针对大肠杆菌O157:H7的RPA-

LFD检测方法，该方法的灵敏度与酶联免疫吸附试验法

和侧向流动免疫法检测结果一致，同时能够降低反应成

本，适用于现场检测，相较于PCR法检测的灵敏度提高

了10 倍。此外，RPA技术与基因芯片结合可提高检测通

量。Yin Juxin等[20]将数字PCR原理应用到RPA反应建立了

数字RPA方法，并将荧光检测集成在芯片中，建立了一

种快速检测大肠杆菌O157:H7、单核细胞增生李斯特菌及

肠炎沙门氏菌的方法，该方法可在45 min内确定牛奶是

否被上述3 种致病菌污染，检出限可达10 个细胞/芯片，

实现了对食源性致病菌的快速、多通道检测。

此外，RPA技术还可以与成簇规律间隔短回文重

复及其相关基因（clustered regularly interspaced short 

palindromic repeats/CRISPR associated gene，CRISPR/

Cas）系统相结合，可以提高反应的特异性、灵敏度、

多重性、现场性等。2017年，Gootenberg等将RPA技

术与CRISPR技术结合，“双剑合璧”为核酸IAT检测

技术，开发了一种特异性强、灵敏度高的酶报告解锁

（specific high sensitivity enzymatic reporter UnLOCKing，

SHERLOCK）核酸检测系统，从而创建了一个新的

平台，检测灵敏度可达到阿摩尔（attomolar）级，能

够识别单个碱基差异 [21]，实现了对大肠杆菌和铜绿假

单胞菌的高灵敏、高特异快速检测 [22]。同时为了突破

SHERLOCK系统不能定量、依赖荧光设备读取检测 
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结果、一次只能检测一种核酸等局限性，随后他们又对

SHERLOCK系统进行完善，开发了通过一次反应可以同

时检测多个靶标的SHERLOCK v2核酸检测技术，可以

实现对铜绿假单胞菌、金黄色葡萄球菌等的多重荧光定

量，定量检测限可低至2 amol/L；进一步地，为了解决

读取结果依赖仪器设备的问题，他们又用FAM-生物素

标记开发了简便的检测试纸条，实现了SHERLOCK v2

系统在野外或现场对病原菌的快速检测[22]。此后研究者

们陆续开展了RPA与CRISPR技术结合的食源性致病微

生物的快速检测。如李焓笑[23]、Tian Yachen[24]等均采用

RPA技术与CRISPR结合建立了单核细胞增生李斯特菌的

检测方法，可将灵敏度可以提高到1.5×10－3 ng/μL[23]，

Tian Yachen等[24]还使用胰岛素注射器和Eppendorf管作为反

应器，在保证灵敏性和特异性的基础上有效降低了实验的

假阳性率。Wang Yunqing等[25]等开发了一种基于CRISPR/

Cas12a的准确超敏感鉴别平台（OCTOPUS）一锅工具

箱，可快速鉴别牛奶等复杂基质食品中大肠杆菌O157:H7

和金黄色葡萄球菌，从基因组DNA提取到一锅法反应，整

个检测流程不超过50 min，检测限达到了1 CFU/mL。

2.1.4 RPA在活细胞检测方面的研究

以上报道的RPA技术虽然能够克服传统培养法耗时

较长的局限性，但无法区分细胞的死活，死亡的食源性

致病菌会导致假阳性的产生。为了克服这一问题，研究

者们探索建立能够区分活菌的RPA扩增技术。翟立公等[26] 

研究发现使用叠氮溴化丙锭（propidium monoazide，

PMA）对检测样品进行处理后再进行RPA扩增，能够有

效地降低非活菌DNA导致的假阳性。该方法利用PMA在

光照条件下不能穿透活细胞细胞膜，只能穿透死细胞受

损的细胞膜并对DNA进行不可逆修饰的原理，使得PMA

处理后的死菌DNA不能被RPA反应扩增，采用这一方法

能够有效地检测样品中活的德尔卑沙门氏菌的数量。

2.2 RAA研究进展

2.2.1 RAA技术在食源性致病菌检测方面的研究

随着RAA技术的发展，使用该技术对食源性致病

微生物进行检测的研究也日益增多。其中，在乳品中的

致病菌检测方面，崔荣飞等[27]使用RAA技术建立了一种

快速检测牛奶中单核细胞增生李斯特菌的方法，其检出

限为8.62×102 CFU/mL；黄新新等[28]针对克罗诺杆菌的

ompA基因保守区设计了RAA引物探针，模拟污染实验证

明增菌2 h后可以检测污染量为10－2 CFU/mL的克罗诺杆

菌，灵敏度相较于传统划线培养法提高了10 倍；Mu Dan

等[29]建立了大肠杆菌O157:H7的RAA检测方法，在脱脂

乳、生菜和湖水中的检出限分别为5.4×101、7.9×101、

5.2×101 CFU/mL，在实际检测时具有非常好的可行性；

魏莹等[30]利用RAA技术建立了快速检测A族乙型溶血性链

球菌的方法，结果证实所建立的方法特异性好，灵敏度 

可达10 拷贝/μL。此外，张小平[31]、郭雨[32]等根据沙门氏

菌invA基因设计了引物探针，建立了能够快速检测沙门

氏菌的RAA方法；虽然两者的靶标基因均为invA基因，但

后者建立的实时荧光RAA方法的灵敏度更高，通过含有目

的片段的质粒进行分析，灵敏度可达10 拷贝/μL，是前者

的10 倍。

2.2.2 RAA与其他技术联用在食源性致病菌检测方面的

研究进展

和RPA技术相似，也有将RAA技术与CRISPR、LFD

等技术联用的报道。RPA技术与LFD技术联用方面，后

来旺等[33]根据金黄色葡萄球菌高度保守的耐热核酸酶编

码基因（nuc）设计了RAA扩增引物，并结合LFD技术对

结果进行判断，所建立的RAA-LFD法对金黄色葡萄球菌

纯菌液的检出限为1.83×102 CFU/mL，在对实际样品的

检测中发现，RAA-LFD法与PCR法相比有一例假阳性，

推测可能是因为RAA-LFD法的检测限较PCR法更低，另

外由于RAA法具有较高的食品基质耐受性，因此这也可

能是造成RAA-LFD法检出阳性而PCR法未检出的原因。

RPA技术与CRISPR/Cas系统联用方面，如针对副溶血性

弧菌，卢盼等[34]在tdh基因特异性区域设计了RAA检测引

物，与CRISPR/Cas12a系统联合，对DNA的最低检测浓

度可达77.5 pmol/L；葛以跃等[35]利用Cas13a的切割活性

对荧光探针切割产生荧光信号以避免RAA荧光探针复杂

的设计环节的特点，设计了CRISPR/Cas13a-RAA副溶血

性弧菌快速分子检测方法，同时由于Cas13a的信号扩大

效应，RAA的检测灵敏度也提高到10 拷贝/反应。Li Fan

等[36]将CRISPR/Cas12a与RAA技术结合用于检测单核细胞

增生李斯特菌，该研究证实，单独使用RAA法的最低检

出限为1.35×102 CFU/mL，CRISPR/Cas12a与RAA结合后

对模板DNA的检测限下降到0.64 amol/L。RPA技术能够

同时与LFD和CRISPR/Cas技术联合，钱佳婕[37]将RAA技

术与CRISPR/12a和LFD技术结合，建立了一种金黄色葡

萄球菌检测平台，对菌液的检出限可达1 CFU，对人工污

染酱油、豆汁、果奶和牛奶样品检测的灵敏度均可达到

2×101 CFU/mL。

GB 29921—2021《食品安全国家标准 预包装食品中

致病菌限量》[38]规定的检测项目中，已采用RPA和RAA

技术进行食源性致病菌检测的研究如表2所示。目前，针

对单核细胞增生李斯特菌、金黄色葡萄球菌、大肠杆菌

等常见食源性致病菌的RPA及RAA检测方法较多。而针

对感染率较低但对人体危害严重的食源性致病菌的检测

方法较少。例如唐菖蒲伯克霍尔德氏菌（椰毒假单胞菌

酵米面亚种），该类菌产生的米酵菌酸对人体的危害极

大，人误食后致死率接近100%，但目前报道的对该菌的

检测方法仍限于培养法与实时定量荧光PCR法。因此应加

大这类食源性致病菌RPA、RAA或ERA检测方法的开发。
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2.3 ERA研究进展

ERA技术是国内自主研发的一种新型核酸IAT技

术，相较于RPA和RAA来说诞生时间较晚，目前，运用

其进行研究的报道较少，鲜见对食源性致病微生物检测

的研究，仅检索到Meng Qingzhou等[47]采用ERA-CRISPR

技术进行了食品中腐败微生物的研究，建立了便捷、

即时的啤酒腐败菌的检测方法，最低可以检出10 拷贝

DNA。目前该技术的研究主要集中在人畜病原体和癌症

基因检测方面。Zhang Wuyin等[48]建立的猪圆环病毒3型

ERA-CRISPR/Cas12a方法可以检出最低7 个拷贝的DNA

片段，对实际样本的检出率与实时荧光法相同。曾宇晨

等[49]建立的非洲猪瘟病毒基因ERA检测方法的检测下限

可达到102 拷贝/μL。刘迪等[50]针对猫疱疹病毒设计了ERA

扩增引物，结合LFD技术建立了快速检测猫疱疹病毒的

现场检测方法，该方法的灵敏度可达7.86×101 拷贝/μL， 

较普通PCR法高10 倍；采用该方法对30 份实际样品进

行检测，结果显示，PCR法检出5 份阳性，ERA-LFD法 

检出6 份阳性，ERA扩增片段经测序分析证明与靶标基

因一致。Deng Zhongliang等[51]将ERA与CRISPR/Cas12a结

合建立了一种能够快速检测肺炎支原体的方法，可通过

检测ERA的荧光强度快速判断检测结果，该方法对纯培

养菌的灵敏度为1 拷贝/μL，且对92 例临床样本的检测结

果与实时荧光定量PCR法检测结果完全相同，证实了该

方法的准确性。Liu Peng等[52]依托ERA-CRISPR/Cas12a技

术建立了一种快速检测链霉素耐药性结核杆菌方法，相

较于通过培养法进行药敏试验，该方法能够在60 min内

检出临床样本中是否包含耐药性结核杆菌，且研究结果

显示两种方法的检测结果完全一致。除了病原体检测，

ERA方法还被应用于癌症细胞耐药基因检测等方面。

Liu Yin等[53]使用ERA-CRISPR技术建立了一种快速检测

癌症细胞耐药基因FLT3-F691L的方法，40 min即可获得

检测结果。目前，该技术的研究刚刚起步，作为一种国

产自主知识产权的高效IAT技术，未来在检验检疫、临床

医学等诸多行业中将发挥重要作用。

表 2 采用RPA和RAA技术对GB 29921—2021规定的食源性致病菌检测项目的研究

Table 2 Studies on the detection of foodborne pathogens specified in China’s national standard GB 29921–2021 by RPA and RAA

对象 检测技术 观察方式 基质 通量 检测时间 灵敏度 参考文献

沙门氏菌

RPA 荧光 羊肉、鸡肉、西兰花 单通 20 min 1.1×10－3 ng/μL [39]

RPA 电泳 牛肉、米饭 三重 20 min 104 CFU/mL [15]

RPA 侧向流动试纸 牛奶 单通 10 min 1 fg DNA [17]

数字RPA-芯片 荧光 牛奶 三重 45 min 10 个细胞 [20]

RAA 荧光 / 单通 20 min 102 拷贝/μL [31]

RAA 荧光 番茄 单通 20 min 10 拷贝/μL [32]

大肠杆菌
O157:H7

RPA LFD 牛奶、猪肉 单通 20 min 12 CFU/mL [19]

数字RPA-芯片 荧光 牛奶 三重 45 min 10 个细胞 [20]

RAA 荧光 脱脂乳、生菜 单通 20 min 54 CFU/mL [29]

副溶血性弧菌

RPA 荧光 鱼类、贝类 单通 15 min 0.35 pg/μL DNA [40]

RPA 荧光 耗油、鳕鱼 单通 5～12 min 1.02×102 拷贝/反应 [41]

RPA-芯片 荧光 / 三重 20 min 101 CFU [42]

金黄色
葡萄球菌

RPA 电泳 牛奶、猪肉 单通 35 min 1×101 CFU/mL [43]

RPA-CRISPR/Cas12a 荧光 牛奶 双重 50 min 1 CFU/mL [25]

RAA-CRISPR/Cas12a LFD 牛奶、酱油 单通 30 min 1 CFU [37]

RAA 荧光 牛奶 单通 20 min 10 CFU/mL [44]

RAA-LFD LFD 牛奶 单通 20 min 4 fg/μL DNA [33]

RAA-CRISPR/Cas13a 荧光 肉类及相关制品 单通 20 min 1×101 CFU/mL [45]

单核细胞增生
李斯特菌

RPA 电泳 牛肉、米饭 三重 20 min 1.3×105 CFU/mL [15]

RPA 电泳 猪肉 单通 30 min 0.5 ng/μL DNA [12]

数字RPA-芯片 荧光 牛奶 三通 45 min 10 个细胞 [20]

RPA-CRISPR/Cas13a 荧光 / 单通 5～40 min 1.5×10－3 ng/μL [23]

RPA-CRISPR/Cas12a 荧光 牛奶 双重 50 min 1 CFU/mL [25]

RPA-CRISPR/Cas12a 荧光 牛奶 单通 45 min 10 CFU/mL [24]

RAA 荧光 牛奶 单通 20 min 8.62×102 CFU/mL [27]

RAA-CRISPR/Cas12a 荧光 草鱼 单通 15 min 77.5 pmol/L DNA [36]

克罗诺杆菌 RPA-LFD LFD 奶粉、米粉、牛肉 单通 15 min 1.7×102 CFU/mL [46]

阪崎肠杆菌 RAA 荧光 婴儿奶粉及婴儿米粉 单通 20 min 1×102 CFU/mL [28]

铜绿假单胞菌
RPA-CRISPR/Cas13a 荧光 / 单重 30 min～3 h attomolar级 [21]

RPA-CRISPR/Cas13a 荧光 / 多重 30 min～3 h attomolar级 [22]

注：/.文献未报道。
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3 结 语

致病菌导致的食源性疾病是人类健康面临的最大挑

战之一。随着科学的不断发展，越来越多的新型检测技

术应用于食源性致病菌的检测。相较于传统的培养法和

PCR法，IAT技术更加适用于复杂的现场快速检测环境。

目前，已有的IAT技术多达十几种，除了本文介绍的3 种

技术外，还有环介导等温扩增（loop-mediated isothermal 

a m p l i f i c a t i o n，L A M P） [ 5 4 ]、链置换扩增（ s t r a n d 

displacement amplification，SDA）[55]、滚环扩增（rolling 

circle amplification，RCA）[56]等。这些技术与PCR技术相

比具有一些共同的优势：例如都能够在恒温条件下完成

对特定DNA或RNA片段的扩增，可以通过添加染料等方

式实现检测结果可视化，具有很高的灵敏度。然而，这

些技术的缺点也很明显：如LAMP技术需要4 条引物才能

进行，引物设计复杂且通量不高；SDA技术需要95 ℃预

热，反应耗时普遍在2 h以上；RCA技术需要通过复杂方

法获取环状模板，且需要较长的反应时间。相较而言，

本文所述的RPA、RAA和ERA这3 种IAT技术具有操作简

单、检测时间短、灵敏度高等优势，且可脱离对传统检

测设备的依赖。但仍然存在以下不足之处：1）由于灵敏

度较高，检测时容易产生假阳性；2）引物设计虽然相对

于其他IAT技术（如LAMP、RCA）来说较为简单，但

仍比普通PCR要求高，不能完全套用PCR引物的设计原

则，且目前暂无专门的引物设计软件；3）能够扩增的

DNA片段较小，难以扩增较大DNA片段等。

总的来说，RPA和RAA技术在食源性致病菌的检测

方面研究已较为深入，但采用ERA技术的报道较少，目

前主要集中在病毒的检测与癌症基因检测方面，在食源

性致病菌检测方面具有很大的发展潜力。通过总结以往

研究，对未来这3 种技术在致病微生物快速检测方面提出

以下建议：1）筛选更加适用于现场快速检测的样品前处

理和DNA提取方法，从而提高模板的数量和纯度，促进

这3 种技术在现场快速检测应用中的准确性和灵敏度，

如报道的煮沸法和一步核酸提取法[57]。2）这3 种技术均

可以在37～42 ℃反应，接近人体温度，未来可以在现场

利用人体温度或者自发热的材料包直接进行扩增反应，

建立现场无需依赖检测设备的快速检测方法。3）由于这

3 种技术独特的反应条件，因此对引物和探针设计有着

严格的要求，目前的引物和探针设计不像传统PCR那样

成熟，也没有设计软件可以使用。但这3 种技术引物探

针设计原则相似，未来可以开发同时可应用于3 种技术

的引物探针设计软件或网站，简化工作者在应用这3 种

技术时进行引物探针设计的工作量，并有助于筛选到最

佳的寡核苷酸引物探针组合，从而提高检测效率。4）目

前ERA技术缺少在食源性致病菌检测方面的研究，通过 

前期实验发现，该技术相较于RPA和RAA具有更高的灵

敏度和检测效率，未来可开发针对食源性致病菌的ERA

快速检测方法，同时考虑与CRISPR、LFD、芯片等技术

结合，以提高检测的灵敏度和特异性。5）由于这3 种技

术反应的灵敏度较高，容易受到气溶胶的污染而导致假

阳性。所以未来可考虑建立DNA提取与检测一体的一锅

式检测方法或试剂盒，减少反复开盖的过程，从而减少

气溶胶污染的可能性。6）传统的核酸检测技术不能区分

活菌与死菌，目前有报道指出通过核酸结合染料可对活菌

和死菌进行区分。建议将这3 种技术与如PMA等核酸结合

剂联合使用，从而能够区分待检样品中是否含有活的食源

性致病微生物，以更客观公正地评价食品的安全和风险。
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