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[摘要]　新冠疫情的暴发使核酸检测家喻户晓，荧光定量聚合酶链反应(PCR)技术是此次防疫使用最多的核酸检

测方法，但因对操作人员、仪器及场地的要求较高限制了其在某些资源匮乏或者实验室外场景的应用。恒温扩增技术

特别是重组酶聚合酶扩增(RPA)技术具有反应条件温和、灵敏度高、特异性好、反应时间短等优点，在多种病原微生

物的快速检测中具有较好的应用前景。该文对RPA技术的发展及应用进行回顾与总结，以期为该技术的深入研究及推

广提供参考。
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[Abstract]　The outbreak of coronavirus disease 2019 has made nucleic acid detection widely known. Fluorescent 

quantitative polymerase chain reaction (PCR) technique is the most commonly used nucleic acid detection method in this 

epidemic control. However, its requirements on operators, instruments and sites limited its application in some scenarios with 

lower resources or outside laboratories. Isothermal amplification technology, especially recombinase polymerase amplification 

(RPA) technology, has the advantages of mild reaction conditions, high sensitivity, excellent specificity and short reaction time, 

which let it has a good application prospect in the rapid detection of a variety of pathogenic microorganisms. In this paper, the 

development and application of RPA technology are reviewed and summarized to provide a reference for the further research and 

promotion of this technology.
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被认为可替代PCR技术。本文就RPA的相关研究进

展进行综述。

1　核酸恒温扩增技术简述

目前已研发出的核酸恒温扩增技术有环介导

恒温扩增(loop-mediated isothermal amplification，
L A M P ) 、链替代扩增 ( s t r a n d  d i s p l a c e m e n t 
a m p l i f i c a t i o n，S D A )、滚环扩增(r o l l i n g  c i r c l e 
amplification，RCA)、依赖解旋酶的恒温基因扩增

(helicase-dependent isothermal DNA amplification，
HDA)、转录依赖的扩增系统(transcription-based 
ampli f icat ion system，TA S)、依赖核酸序列的扩

增(nuclear  acid sequence-based ampli f icat ion，
NASBA)、转录介导的扩增(transcription mediated 
amplification，TMA)、RPA等。不同核酸扩增技术

的特点及优缺点如表1－2所示。

自聚合酶链反应(polymerase chain reaction，
PCR)技术发明以来，分子检测技术被广泛应用于

疾病诊断、个体化诊疗、遗传分析等领域[1-3]。目

前一代PCR、荧光定量PCR及新兴的数字PCR技术

均需要专用仪器的支持以完成检测，在一些没有专

用仪器的场景不能很好地发挥核酸检测的作用。20
世纪90年代初，有学者尝试研发不依赖于复杂升降

温仪器的核酸恒温扩增技术，其简化的扩增条件在

很大程度上降低了对复杂仪器的依赖，为资源匮乏

地区及实验室外的现场检测提供了新的技术手段。

作为核酸恒温扩增的重要一员，重组酶聚合酶扩增

(recombinase polymerase amplification，RPA)技术曾
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表1　不同核酸恒温扩增技术的特点

Tab.1　Characteristics of different techniques for nucleic acid isothermal amplification
反应条件 LAMP SDA RCA HDA TAS NASBA TMA RPA

模板 DNA DNA DNA/RNA DNA RNA DNA/RNA RNA DNA/RNA

引物数量 4~6 4 1 2 2 2 2 2

酶数量 1 2 2 2 3 3 2 2

最适反应温度(℃) 60~65 37~40 37 60~65 37 41 41.5 37~42

反应时间(min) 60 60~120 60~240 75~90 30 60~180 30~60 20~40

是否需要热变形 否 是 否 否 是 否 否 否

　　LAMP. 环介导恒温扩增；SDA. 链替代扩增；RCA. 滚环扩增；HDA. 依赖解旋酶的恒温基因扩增；TAS. 转录依赖的扩增系统；

NASBA. 依赖核酸序列的扩增；TMA. 转录介导的扩增；RPA. 重组酶聚合酶扩增

表2　不同核酸恒温扩增技术的优缺点

Tab.2　Merits and demerits of different techniques for nucleic acid isothermal amplification
扩增技术 优点 缺点

LAMP 引物对目标序列有高度选择性，特异性高；扩增结果可通
过肉眼判断 引物设计复杂；易产生非特异性扩增，且不易鉴别

SDA 反应温度温和，可快速获得单链DNA 扩增前需加热变性打开双链；产物不均一；不适用于基
因工程

RCA 只需一条引物即可对模板进行指数扩增 仅限于具有环状结构的病毒、质粒及染色体的扩增

HDA 反应体系易获得；反应条件恒温；操作步骤简单 反应效率受解旋酶活性的影响；靶序列超过400 bp可显
著影响扩增效率

TAS 扩增效率高，以10的指数方式扩增；特异性高，只需6次
循环，错掺率低 循环过程需重复加酶，操作复杂

NASBA 检测RNA病毒时不受模板中DNA的干扰 检测成本高；不适合大样本检测；目前处于研究阶段

TMA 反应在一个试管内完成，可减少污染 主要用于RNA检测，适用范围有限

RPA 反应条件温和；反应时间短；灵敏度高；特异性高；扩增
产物检测方法多样 新兴技术，研究不成熟，有待临床进一步检验

　　LAMP. 环介导恒温扩增；SDA. 链替代扩增；RCA. 滚环扩增；HDA. 依赖解旋酶的恒温基因扩增；TAS. 转录依赖的扩增系统；

NASBA. 依赖核酸序列的扩增；TMA. 转录介导的扩增；RPA. 重组酶聚合酶扩增

RPA由英国Tw istDx Inc公司于2006年成功开

发 [ 4 ]。虽然R PA恒温扩增法创立较晚，但其发展

速度较快。与其他恒温扩增技术相比，R PA可

在2 3 ~ 4 5  ℃条件下进行扩增反应，最适温度为

37~42 ℃，不需要热变性，在常温下即可完成扩增

过程，核酸扩增速度较快，可在20 min内获得目的

扩增产物，并且不需要温控设备，可真正实现便携

式快速核酸检测。RPA因其使用相对简单，与其他

恒温扩增方法相比具有更高的敏感性、特异性以及

不需要起始加热、可以使用多重引物等特点被广泛

应用。

2　RPA技术的原理

RPA技术主要依赖于能结合单链核酸(寡核苷酸

引物)的T4噬菌体来源的重组酶T4 UvsX、单链结合蛋

白(single-stranded binding protein，SSB)和链置换DNA
聚合酶等，以上三种物质的混合物在常温下均有活

性，最佳反应温度为37 ℃左右。如图1所示，重组酶

在ATP的参与和定位因子(T4 UvsY)的帮助下与扩增

引物结合形成重组酶引物复合体，并在双链DNA中

寻找同源序列，一旦定位到同源序列，重组酶引物

复合体会插入双链DNA形成D-环结构，启动链置换

反应，SSB蛋白与解开的DNA链结合防止进一步被置

换。同时，重组酶从重组酶引物复合体中被水解，

3'端引物暴露并与DNA聚合酶结合，DNA开始复制

延伸，最终两条母链分离，形成两条新的互补双链

DNA，实现对模板上的目标区域进行指数式扩增。

在整个过程中，重组酶引物复合体的形成是影

响D-环结构形成速率的关键[5]，在重组酶完全包覆

引物但尚未与双链DNA结合时D-环结构形成速率最

高[6]。SSB蛋白和T4 UvsY(连同ATP)是T4 UvsX蛋白

和链置换反应发生的必备条件[6-8]，然而，当这两

种蛋白同时存在时，T4 UvsX蛋白的浓度需要比仅

存在其中一种时更高[5,9-10]。当T4 UvsX蛋白降解时，

SSB蛋白可刺激链置换反应的发生[9]，而T4 UvsY蛋

白可防止SSB蛋白与T4 UvsX蛋白对引物结合位点的

相互竞争，避免SSB蛋白在起始就与引物结合。当

引物浓度降低时，SSB蛋白抑制T4 UvsX蛋白的链置

换活性；T4 UvsY蛋白增多时，可能侵入SSB蛋白包

覆的引物中，促进T4 UvsX蛋白与引物结合，从而

取代引物上的SSB蛋白[11]。

3　RPA体系

3.1　引物与探针　引物设计是核酸扩增反应的重
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要一环。然而，目前尚无专门的软件用于R PA引

物设计。通常情况下，RPA使用的引物较PCR引物

长，设计引物时长度最少30个碱基，32~35个碱基

的引物最为常用。有研究报道，普通PCR引物可用

于RPA扩增并获得有效的扩增产物，但大于45个碱

基的较长引物由于易形成引物二聚体或发夹结构

影响扩增效率而不推荐使用[12]。与PCR引物设计的

原则相同，设计RPA引物时亦要避免大量的回文结

构及过高或过低的G、C含量(<30%或>70%)，引物 
5'端避免出现多个G，3'端应尽量含有G、C。RPA
反应扩增靶序列长度一般在80~400 bp，最长可扩

增1.5 kb的长序列，以100~200 bp靶序列的扩增效果 
最佳[13]。

在进行RPA实时检测(RT-RPA)时，可使用exo
探针或fpg探针。前者是含有46~52个碱基的长寡核

苷酸，在荧光基团和淬灭剂之间有碱基被四氢呋喃

(tetrahydrofuran，THF)替代且呈结合状态，当探针

与靶序列结合时，该位点被裂解，荧光基团与淬灭

剂分离使得荧光信号释放，5~10 min即可检测到阳

性荧光信号。此外，被裂解的exo探针产生的游离

3'端可作为一个正向引物被聚合酶延长[14]。与exo
探针相比，fpg探针更短，长度为32~35个碱基，其

淬灭剂在5'端，荧光基团位于淬灭剂5~6个碱基之

后，是通过C-O-C键连接的脱氧核糖(deoxyribose，
dR)荧光基团。fpg是一种8-羟基DNA糖苷酶，可识

别并裂解dR荧光基团，但其生成的游离3'端不可作

为引物被聚合酶延长。在进行RPA侧流层析(RPA-
LF)检测时，通常使用nfo探针，该探针与exo探针

识别位点(THF)相同，产生的信号低且切割不完

全，避免了扩增产物的降解，且其裂解后产生的游

离3'端可作为引物被延长；该探针也可用于凝胶电

泳检测。研究发现，与nfo探针相比，exo探针具有

更高的灵敏度，但会导致核酸外切酶降解DNA，故

不能用于琼脂糖凝胶电泳[15]。

3.2　温度与混合对反应的影响　适宜的反应温度

是实验成功的关键因素之一。R PA反应的推荐温

度为37~42 ℃[12]，有研究显示其最大反应温度范围

可在15~50 ℃，而得到阳性扩增结果的反应温度一

图1　重组酶聚合酶扩增技术原理

Fig.1　Principles of recombinase polymerase amplification
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般均大于30 ℃ [16]，少数学者在25 ℃时利用RPA扩

增技术与侧流层析试纸条(recombinase polymerase 
amplification-lateral flow dipstick，RPA-LFD)结合的

方法得到了阳性结果[17]。由于没有复杂温控模块的

存在，环境温度的变化可影响RPA的扩增效果，当

周围环境温度不稳定时，可适当延长反应时间以提

高检出率[18]。

除温度的影响外，RPA较小的反应体系中含有

多种酶和引物，从而导致整个反应体系较为黏稠，

特别是试剂混合后黏滞性增加可影响低拷贝靶序列

的扩增效率，有学者建议在RPA反应开始时即对反

应体系进行搅拌混匀以加快RPA反应速率和提高反

应灵敏度。如果反应混合条件有限，也可将反应液

的总体积减少至5 μl，以省去混合步骤，较小的体

积可增强扩增时试剂与寡核苷酸的相互作用，从而

提高反应效率[19]。

3.3　错配、抑制剂及背景DNA对反应的影响　成

功的RPA反应除需要考虑引物与探针设计的内在影

响，还需要考虑外部温度、体系混匀的控制及对错

配、抑制剂和背景DNA的耐受性。有研究发现，

错配发生在引物5 '端或中心时对R PA反应影响轻

微，但当错配发生在引物3'端时对RPA反应影响明

显[20]。这与RPA反应的机制有关，如上所述，RPA
反应从引物3'端开始复制扩增，因此可利用3'端的

错配敏感性鉴别单核苷酸多态性(single nucleotide 
polymorphism，SNP)。一般认为，除引物3'端外，

R PA错配耐受性是有利的，对于高度多态性的靶

标，可使引物设计具有一定的灵活性；相反，这种

错配耐受性也会造成相似物种间的非特异性扩增，

从而影响检测结果的准确性。

在样品制备和处理过程中会出现或引入一些类

似抑制剂作用的物质而干扰核酸的正常扩增。有研

究证实，RPA反应可在部分抑制剂存在的情况下进

行：20 g/L血红蛋白、0.5 U肝素以及1.25%尿液不会

影响RPA反应；50 g/L血红蛋白、4%(V/V)乙醇、

5%尿液对RPA反应仅有轻微影响；0.05%(V/V)十二

烷基磺酸钠(sodium dodecyl sulfate，SDS)、10%尿

液可完全抑制RPA反应[21-23]。DNA模板浓度与抑制

剂的抑制作用呈负相关，当DNA模板用量为10 pg
时，抑制剂的抑制作用会减轻，而当DNA模板浓度

降低至接近检测限时，抑制剂对RPA反应的抑制作

用更明显[21-23]。培养介质的使用也会在制备样本时

引入影响因素，当使用亚硒酸胱氨酸肉汤作为增菌

液时，大量的引物二聚体可导致RPA-LFD检测结果

呈假阳性[24]。在常规抑制剂的存在下，RPA反应通

常具有较好的稳定性，这有利于粗提样品的扩增，

是使用普通PCR方法较难实现的。

除可耐受抑制剂，R PA还能够在背景DNA存

在的情况下扩增目标核酸，与对抑制剂的耐受性

类似，RPA对背景DNA的耐受性也呈浓度依赖性。

Clanc y等 [25]发现，当背景DNA含量为400 ng时，

RPA反应受到明显抑制；当背景DNA含量降低至

200 ng时，RPA反应受到的抑制作用随之减轻。另

外，Rohrman等[26]指出，RPA反应体系中所使用的

引物、探针以及靶序列的选择均可影响其自身对背

景DNA的耐受。

3.4　RPA技术的检测方法　PCR的检测方法也可用

于RPA，如实时荧光检测、侧向层析和凝胶电泳。

RPA反应的结果可根据使用探针的不同，采用不同

的方法读取。传统的TaqMan探针不能用于实时RPA
检测，PCR Taq聚合酶也不可与扩增系统共存。

Taq聚合酶的5'→3'核酸外切酶活性在链置换过程中

可逐渐消化置换链，从而抑制DNA的扩增，因此 
RT-RPA常选用exo探针和fpg探针。侧向层析法大多

以nfo探针和金纳米作为示踪剂直接使用扩增后产

物进行夹心检测，但建议在进行条带检测前用缓冲

液稀释扩增产物以避免产生虚带。使用凝胶电泳

检测RPA结果时，由于试剂及蛋白易形成复合物，

影响电泳条带的迁移，可选用加热(65 ℃下10 min)
变性、去垢剂(SDS)处理、酶(蛋白酶K)消化、高速

离心沉淀蛋白等方法消除影响[27-28]。与实时荧光检

测相比，层析检测的成本较低，更适用于资源匮乏 
地区。

除以上常用方法外，桥联絮凝分析、比色反

应、电化学转导、电化学生物传感器、硅微环谐振

器(SMR)光子检测和表面增强拉曼散射(SERS)检测

等方法也可与RPA结合以实现快速检测。桥联絮凝

分析法是一种无需设备、只需裸眼观察即可得出结

果的方法，更适用于低资源配置地区。该方法依赖

于羧基官能化磁珠的可逆絮凝，絮凝程度主要取决

于盐浓度、pH值以及DNA的长度(最小为100 bp)。
在扩增产物中加入纳米磁珠后呈现絮凝状态，经过

乙醇洗脱后，在低pH的缓冲液中，磁珠溶液可再

次呈现悬浮状态，如果磁珠溶液仍处于絮凝状态，

则可判断结果为阳性[29]。RPA反应可通过比色反应

进行终点判读，生物素修饰的引物或脱氧核苷酸

(dNTPs)均可用于产生被标记的扩增产物，随后加

入辣根过氧化物酶(HRP)、四甲基联苯胺(TMB)、
过氧化氢酶即可产生颜色变化，其强度与扩增子浓

度呈比例关系。利用电化学转导检测RPA扩增产物

的方法是通过捕获由酶标探针和表面固定互补探针

所产生的扩增子的单链DNA来进行检测 [30]，也可

用经磁珠和金纳米颗粒分别标记的正向引物和反向

引物进行扩增，应用磁铁将该双标记产物捕获到工
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作电极，利用析氢反应可检测金纳米颗粒，进一步

检测扩增产物[31]。另外，RPA联合电化学生物传感

器可检测植物病原体，用修饰引物产生一端含生物

素、另一端含寡核苷酸的扩增产物，然后与探针

互补的且标记AuNPs-DNA的序列杂交，用磁珠纯

化扩增子，除去多余试剂，加热变性扩增产物，

使AuNPs释放于溶液中，用差分脉冲伏安法测定

AuNPs的含量[32]，其含量与扩增产物呈正比。RPA
反应还可利用SMR光子检测，核酸在逐渐衰减的谐

振器波导中以不对称方式进行扩增，核酸与引物结

合诱导了波导表面近端折射率的变化，随着核酸不

断扩增，波长偏移可在SMR上实时监测到 [33]。由

于每个波长的偏移都是在单独的硅微环上检测的，

与多重实时荧光检测相比，该方法减轻了荧光基团

光谱重叠造成的信号干扰。该方法无需标记荧光，

敏感性较高，可作为实时荧光检测的替代方法。

SERS已被用于RPA扩增产物的检测，其原理是纳米

级金属表面被激光激发时，由于共振驱动表面电荷

运动，产生一个高度局部化光场，当分子靠近该增

强场时，拉曼信号明显增强。SER S灵敏度较高，

Lau等[34]使用该方法检测三种植物病原菌并证实其

敏感性分别是RPA琼脂凝胶电泳和PCR琼脂凝胶电

泳的100倍和1000倍。

4　RPA技术的应用

RPA技术可用于不同种类的目标生物检测，如

细菌、真菌、病毒、原生动物等的双链DNA、单链

DNA、甲基化DNA以及通过RNA或miRNA反转录

产生的cDNA等核酸样本。

4.1　细菌、真菌及耐药基因检测　由于传统的细

菌培养费时费力且易被杂菌污染，RPA技术在细菌

检测方面显示出极大优势。大肠埃希菌是人体肠

道中的正常菌群，但当人类误食被病原菌污染的食

物时，会引发严重的肠炎及腹泻，刘婧文等[35]利用

exo探针使用RT-RPA在37 ℃下于20 min内完成了对

大肠埃希菌的定性，但前期需进行9 h的增菌，与

传统的增菌培养法相比，检测时间大幅缩短，且最

低检测限可达0.01 ng/μl，为临床快速诊断提供了

技术支持。单核细胞增生李斯特菌是一种人畜共患

病原菌，主要感染免疫力低下的人与动物群体，周

红蕾等[36]使用优化后的RPA反应体系，在42 ℃下于

15 min内应用琼脂糖凝胶电泳检出该病原菌，其基

因组DNA和菌液的最低检测限分别为3×102拷贝/μl 
和103 cfu/ml，且对人工污染该菌的样本使用RPA
与qPCR检测，结果一致。此外，其他常见细菌如

幽门螺杆菌[37]、链球菌[38]等的RPA检测皆有报道。

霍乱在我国被列为甲类传染病，致病菌为霍乱弧

菌，由于饮食习惯，我国南方每年都须进行霍乱防

控，并需对水生生物进行卫生防疫。蒋丽婷等 [39]

利用RT-RPA技术建立了一种快速检测霍乱弧菌的

方法，其灵敏度达到0.1 ng/μl，与RT-PCR相当，该

结果与传统增菌法检测结果完全一致。柱状黄杆菌

是一种可引起众多淡水鱼发生严重疾病的病原菌，

虽然已经建立了多种检测方法，但仍需开发一种

适用于现场检测的技术。Mabrok等[40]运用RPA-LFD
方法在37 ℃下扩增30 min检测到柱状黄杆菌，比传

统PCR技术速度快4倍。小麦全蚀病菌感染是小麦

低产的重要因素，严重时可导致小麦大面积死亡。

鞠玉亮等[41]使用RPA-LFD技术建立了一种可快速检

测小麦全蚀病菌的方法，其基因组DNA的检出限为

10 pg/μl，这对小麦全蚀病的早期预防有重要意义。

RPA技术在真菌检测方面也有突破，如Meng等 [42] 

比较了PCR、RT-PCR、RT-RPA三种方法检测念珠

菌的效率，结果显示，RT-RPA检测时间最短，为

35 min，但其阳性检出率略低于PCR；Ma等 [43]使

用RPA-LFD方法对隐球菌感染患者的标本进行检

测，结果显示其特异度和灵敏度分别达到95.2%和

95.8%，可用于临床早期诊断。

R PA还可用于细菌耐药基因的检测。某些革

兰阴性杆菌因为含有新德里金属酰胺酶(New Delhi 
metallo-β-lactamase，NDM)而对多种抗生素耐药，

Wang等[44]使用RT-RPA方法检测了该耐药基因，同

时与PCR检测结果进行比较，发现两种方法的检出

率完全一致。马骉等[45]运用RPA-LFD技术对动物源

性的三种大肠埃希菌磺胺类耐药基因进行同步快

检，检测限可达103拷贝/μl，且无交叉反应。

4 . 2 　病毒检测　 2 0 1 9年 1 2月，新型冠状病毒

(SAR S -CoV-2)开始出现后，疫情在世界范围内蔓

延，目前SAR S-CoV-2感染的诊断主要依靠反转录

定量PCR(RT-qPCR)检测病毒RNA。Behrmann等[46] 

运用RT- R PA技术建立了快速筛查的检测体系，

最快7  m i n即可获得高浓度的R N A，检测时间为

15~20 min，与RT-qPCR相比，新开发的RT-RPA具

有100%的实验诊断灵敏度与特异度，是目前报告

检测SAR S-CoV-2最快的方法之一。人乳头瘤病毒

(human papillomavirus，HPV)与女性宫颈癌和癌前

病变相关，其早期发现是预防宫颈癌的重要手段。

Ma等 [47]使用RPA方法快速检测HPV16和HPV18两
种高危型人乳头瘤病毒，并与TaqMan qPCR方法比

较，结果显示，两种方法检测HPV16和HPV18的一

致率分别为97.6%、98.5%，相关性良好。RT-RPA亦

被广泛应用于中东呼吸综合征冠状病毒[48]、埃博拉

病毒[49]及H7N9禽流感病毒[50]等病毒的检测。

RPA技术也可用于动植物类病毒的检测。犬瘟
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病毒可引起食肉动物致命性的全身系统性疾病，

早期发现可控制病情的发展，获得良好的预后结

果。Wang等[51]使用RT-RPA方法检测并通过回归分

析发现，在40 ℃下3~12 min时即可获得满意结果，

应用于临床样本的检测时与RT-PCR结果一致，且

RT-RPA的时间阈值(threshold time，TT)与RT-PCR
循环阈值(c ycle threshold，Ct)呈线性相关，其决

定系数R2达到0.947。番茄黄化曲叶病毒感染番茄

后，番茄生长缓慢甚至停滞，结出的果实数量少且

小。Wang等[52]使用RPA技术与纳米金探针结合，在

20 min内可视化检测番茄的感染状况，对番茄黄化

曲叶病毒感染具有诊断和预测价值。

4.3　寄生虫检测　寄生虫病一直是危害人类健康

的重要疾病。旋毛虫是最常见的寄生线虫之一，主

要生活在各种脊椎动物和人类的肌肉中，人类因进

食含有旋毛虫幼虫的生的或未经煮熟的肉类而感

染。Li等[53]使用RPA-LFD方法在37 ℃下、25 min内
检测到实验室感染小鼠模型组织中的旋毛虫DNA，

敏感性为传统PCR的10倍，可有效诊断感染。弓形

虫通常寄生于人和动物的有核细胞内，在人体多为

隐性感染。Wu等[54]使用RPA-LFD方法对弓形虫特

定基因进行检测，能在15 min内实现可视化检测。

作为五大寄生虫病之一的疟疾是由疟原虫感染引起

的严重传染疾病，其诊断方法主要是显微镜镜检和

免疫学快速检测，但一些无症状感染者却无法检

出。为了补充现有的诊断方法，Lalremruata等[55]开

发了RT-RPA检测疟原虫的技术，对无症状感染者

的检出准确率达100%，对未处理的血样标本直接

进行RT-RPA检测的效率进行评估，结果显示，诊

断准确度为89%，该方法简化了测试步骤，可作为

临床疟原虫感染的筛查工具。

除以上应用外，R PA技术还可用于癌症的诊

断。在鼻咽癌的快速检测中，Liu[56]通过邻位链接

(proximity ligation assay，PL A)探针融合了RPA与

TMA技术，构建了PL A-RPA-TMA方法，可快速检

测肿瘤细胞释放到血液中的特异性标志物。

5　总结与展望

PCR是核酸检测技术的革命性分水岭，而核酸

恒温扩增被称为PCR的替代品，RPA由于其温和的

反应条件、较短的反应时间、较高的检测灵敏度和

特异性受到广泛关注。但临床试验认证发现，脱离

实验室环境后，RPA在非密闭环境下反应扩增后易

产生气溶胶污染，且反应灵敏度降低为标准方法的

50%，临床特异性则多与标准方法一致，表明在某

些情况下，RPA反应可能误检阳性样本，报告假阴

性，但其高特异性不易出现假阳性。RPA技术至今

尚未有现场实际应用的报道，可能与现场无法提取

较高质量的核酸模板、加样量不准确、反应体系储

存条件受限及易因气溶胶造成假阳性等有关。笔者

认为，可通过使用合理的快速核酸释放溶液，结

合微流控技术来克服现场核酸提取及加样量控制的

问题；试剂可采取微囊、纳米囊等方法储存，使反

应体系中的酶在常温下长时间保存且仍有较佳的反

应活性；在实验研究中常用RT-RPA、凝胶电泳及

RPA-LFD的方法检测扩增产物，应用于现场检测时

前两者受到限制，而RPA-LFD技术与透明封闭容器

结合使用可避免气溶胶的危害。将核酸快速释放试

剂、RPA反应体系及LFD试纸条整合置于特殊设计

的反应容器中，通过简单几步按键操作使核酸扩增

依序进行，最终可通过肉眼透过封闭容器的透明部

位直接读取LFD试纸条结果，实现真正的现场快速

检测。

到目前为止，RPA检测试剂尚未被FDA批准用

于临床样本检测。对于临床检验，要求对每一份

标本的检测都应该准确且及时，对于检测技术，

稳定更为重要。另外，RPA反应物复杂，虽然该检

测技术使用的试剂已商业化，但仅有一家公司出

售，其反应所需的酶不能单独获得，限制了其进一

步的研发。Chen等 [57]为解决这一限制，基于一种

Proof Man新型探针研发了重组酶结合辅助环介导扩

增(recombinase assisted loop-mediated amplification，
RALA)方法，实现了简单、恒温DNA扩增，甚至可

检测SNP，但整个技术方法有待验证。RPA技术可

能不会在未来几年取代PCR的地位，但可与PCR的

功能形成互补。目前，RPA仍处于临床及现场测试

评估的初期阶段，尚未成熟到作为临床及现场环境

中的常规测试。随着RPA技术的持续快速发展，该

技术可能成为功能强大的高效移动核酸检测方法。
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