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摘  要：红火蚁（Solenopsis invicta）是一种原产于南美洲的严重入侵害虫，目前已在我国广泛分布，对农业、自然生

态系统及公共卫生造成严重威胁。出入境检疫作为防止红火蚁入侵和扩散的关键环节，需要在短时间内对检疫对象进

行准确鉴定。现有红火蚁鉴定方法包括形态学鉴定、DNA 条形码、免疫检测及环介导等温扩增等技术，这些技术均存

在一定局限性，在简便性、检测时间和灵敏度等方面难以满足快速检测的要求。重组聚合酶扩增技术（recombinase 

polymerase amplification, RPA）是一种具有反应条件简单、灵敏度高及扩增效率高的等温扩增技术。为实现红火蚁快速、

准确的现场检测，本研究基于 RPA 技术，建立了一种红火蚁可视化快速检测方法。通过分析 NCBI 数据库中红火蚁及

其近缘种、形近种的线粒体基因组序列，比对后选取线粒体 NADH2 脱氢酶基因作为扩增目标，并设计了 RPA 特异性

引物。结果表明：设计引物对红火蚁具有高度特异性；琼脂糖凝胶电泳检测的 RPA 反应灵敏度达到 1.0×10‒4 ng/μL，

为 PCR 反应灵敏度的 1.0×103 倍。同时通过检测添加核酸染料后的荧光反应开发了可视化检测技术，可视化荧光检测

的灵敏度约为 1.0×10‒1 ng/μL。最后本研究探索了 DNA 样品的快速提取方法，采用无菌超纯水研磨蚂蚁样品，并在 100 ℃

水浴加热 1 min 条件下成功粗提 DNA，取代传统 DNA 提取过程。本方法可在 37 ℃下完成对红火蚁基因的扩增，并通

过荧光反应判断检测结果，30 min 内完成对红火蚁的快速检测，为红火蚁的检疫和防控提供了方便、快速、准确、可

靠的技术支持。 
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Abstract: Red fire ant, Solenopsis invicta, a serious invasive pest native to South America, has been widely distributed 

in China, posing significant threats to agriculture, natural ecosystems, and public health. Effective entry-exit quarantine 
measures are essential to prevent the invasion and spread of S. invicta, which requires rapid and accurate identification 

of the pest. Existing detection methods, including morphological identification, DNA barcoding, immunoassay, and 
loop-mediated isothermal amplification (LAMP) have limitations in simplicity, detection speed and sensitivity. Recom-

binase polymerase amplification (RPA) is an isothermal amplification technique characterized by its simplicity, high 
sensitivity, and efficient amplification. To enable rapid and accurate on-site detection of S. invicta, this study developed 

a visual detection method based on RPA technology. Mitochondrial genome sequences of S. invicta and closely related 
or morphologically similar species were analyzed using data from the NCBI database. The mitochondrial NADH2 dehy-

drogenase gene was selected as the target for amplification, and specific RPA primers were designed. Experimental re-
sults confirmed that the primers demonstrated high specificity for S. invicta. Sensitivity testing using agarose gel elec-
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trophoresis revealed that the RPA reaction could detect as low as 1.0×10‒4 ng/μL, which is 103 times more sensitive than 

conventional PCR. A visual detection method was further developed by incorporating nucleic acid dyes into the reaction, 
achieving a sensitivity of approximately 1.0×10‒1 ng/μL. Additionally, a rapid DNA extraction method was explored. 

This method involved grinding ant samples in sterile water followed by heating at 100 ℃ in a water bath for one minute, 

which successfully yielding crude DNA. The developed method enables gene amplification of S. invicta at 37 ℃, with 

detection results assessed via fluorescence reactions, completing the entire process within 30 minutes. This approach 
provides a convenient, rapid, accurate, and reliable technical method for detecting S. invicta, offering valuable technical 

support for its quarantine, prevention and control. 

Keywords: Solenopsis invicta; recombinant polymerase amplification; visualization; rapid detection; sensitivity 

DOI: 10.3969/j.issn.1000-2561.2025.06.023 

红火蚁（Solenopsis invicta）原生于南美洲巴

拉那河流域[1]，被认为是世界上最危险的 100 种

恶性入侵物种之一[2]。在全球化贸易背景下，红

火蚁随着人类活动，借助各类交通工具在全球范

围内快速传播扩散[3]。我国最早在 2003 年于台湾

省桃园、嘉义发现红火蚁入侵，随后 2004 年在广

东省吴川市出现，此后分布范围不断扩大。截至

2021 年，华南、华中、华东和西南地区的 12 个

省份均有红火蚁发生的报道[4]。红火蚁具有极强

的破坏力和环境适应能力，能够在农田、绿化带、

草地等多种生境中迅速定殖并成为优势种，给农

业生产、生态、城市及公共卫生等方面带来严重

危害[5-8]。 

红火蚁的入侵主要通过人类活动传播，例如

随苗木和土壤运输等途径扩散[9]。检疫措施是防

止红火蚁进一步扩散的重要手段[10]，而快速、准

确的检测技术是检疫工作的关键。目前红火蚁的

鉴定依赖形态学和 DNA 条码技术鉴定，但红火

蚁的体型小，形态特征不易观察，特别是在脱离

蚁巢后，直观识别难度大，需借助体视显微镜并

依赖专业人员的经验。而 DNA 条码技术虽然准

确性高，但检测流程繁琐，耗时较长，难以满足

现场快速检测的需求。VALLES 等[11]开发了基于

红火蚁特异性毒液蛋白的单克隆抗体检测法，但

该方法需要至少 5 只工蚁的毒液蛋白，灵敏度较

低，当捕获的蚁群较少时难以满足检测需求。

LAMP 技术被开发用于红火蚁检测[12]，但 LAMP

技术容易受气溶胶污染产生假阳性，此外反应需

要 60 ℃和 90 ℃ 2 个反应温度，需要仪器设备且

操作流程相对繁琐，检测时间较长[13-17]。因此，

开发一种准确、高效、简便的红火蚁检测方法具

有重要意义。重组聚合酶扩增（recombinase po-

lymerase amplification, RPA）是一种不通过高温

解旋，利用酶打开模板链，不需要高温使 DNA

变性，也不需要高温进行扩增反应 [18]，不依赖

PCR 仪完成核酸指数扩增的恒温扩增技术，反应

条件简单，在 25~43 ℃恒温条件下即可实现核酸

的指数扩增[19-20]。相对 PCR 和其他恒温扩增技

术，如环介等温扩增（ loop-mediated isothermal 

amplification, LAMP），反应时间更短，条件更简

单，灵敏度更高。自 2006 年报道以来[21]，RPA

已被广泛应用于多种有害生物的现场快速检测。

本研究开发了一种基于 RPA 技术的红火蚁可视化

检测方法，快速高效、简便易行，灵敏准确，对于

防控红火蚁的进一步扩散具有重要的应用价值。 

1  材料与方法 

1.1  材料  

1.1.1  供试虫源  红火蚁（Solenopsis invicta）、

法老小家蚁（Monomorium pharaonis）采自海南

省儋州市海南大学儋州校区，热带火蚁（ S. 

geminata）采自海南省海口市那央村，广大头蚁

（Pheidole megacephala）采自海南省乐东黎族自

治县尖峰岭，细纹毛切叶蚁（Trichomyrmex de-

structor）、迈氏毛切叶蚁（T. mayri）采自海南省

琼中黎族自治县黎母山。蚂蚁样本均为成虫，保

存在无水乙醇中，存放于‒20 ℃冰箱内。 

1.1.2  主要试剂  血液/细胞/组织基因组 DNA 提

取试剂盒、DNA 纯化回收试剂盒、大肠杆菌感受

态（DH5α）购自天根生化科技（北京）有限公司，

Premix Taq 酶、载体 pMD™18-T 购自宝日医生物

技术（北京）有限公司，RPA 基础扩增试剂盒购

自英国 TwistDx 公司；PCR 产物纯化试剂盒购自

德国默克公司。 

1.2   方法 

1.2.1  DNA 提取  用血液 /细胞 /组织基因组

DNA 提取试剂盒，按照试剂盒说明书，分别提取

几种蚂蚁样本 DNA，用超微量紫外分光光度计
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（欧洲米欧仪器有限公司）对提取 DNA 的浓度

及质量进行测定，保存在‒20 ℃冰箱内备用。 

1.2.2  PCR 扩增及物种鉴定  COI 基因通用引物

LCO1490 和 HCO2198[22]由擎科生物科技股份有

限公司（海口）合成，对各蚂蚁样本的 DNA 进

行 PCR 反应扩增，PCR 反应使用 25 μL 体系，包

括 12.5 μL Premix Taq、9.5 μL 无菌超纯水、1.0 μL 

DNA 模板和正、反向引物（10.0 μmol/L）各 1 uL。

LCO1490 的 PCR 反应条件：94 ℃预变性 1 min；

94 ℃变性 40 s，45 ℃退火 30 s，72 ℃延伸 1 min，

预扩增 5 个循环；HCO2198 的 PCR 反应条件：

94 ℃变性 40 s，51 ℃退火 40 s，72 ℃延伸 1 min，

35 个循环；72 ℃延伸 5 min。将 PCR 产物在 1%

琼脂糖凝胶上进行电泳，使用 DNA 纯化回收试

剂盒对目的条带进行纯化回收，将纯化产物和载

体 pMD™18-T 连接，取连接产物转化到感受态

（DH5α）中，筛选阳性克隆，将菌液送往擎科生

物科技股份有限公司（海口）测序。 

1.2.3  引物设计  引物按照 TwistAmp®检测设计

手册指南（https://www.twist dx.co.uk）设计，根

据 NCBI（https://www.ncbi.nlm.nih.gov/）提供的

红火蚁线粒体全基因组与试验中 5 种近缘种和形

体近似蚂蚁的线粒体全基因组用 MEGA 11 进行

比对，找到红火蚁的特异性碱基位点，最终选取

长度为 961 bp 的红火蚁的线粒体 NADH 脱氢酶 2

（ND2）基因序列，使用 Primer Premier 5 软件设

计 引 物 ， 将 设 计 引 物 序 列 在 NCBI 使 用

Primer-BLAST 功能对引物进行分析筛选，得到

ND2F 和 ND2R，初步检验引物的特异性，筛选出

特异性良好的引物，并由擎科生物科技股份有限

公司（海口）合成（表 1）。 
 

表 1  本试验所用引物 
Tab. 1  Primers used in this study 

引物名称 
Primer name 

引物序列（5‒3） 
Primer sequence (5‒3) 

LCO1490 GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG 

HCO2198 TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA 

ND2F CATAATAATAAAATTAGGTATCCCCCCATT 

ND2R GGGGAGGATAGAGCATAGAAAGATAATAGA

 
1.2.4  PCR 验证引物特异性  对 RPA 引物进行

PCR 反应验证特异性，在 25 μL 体系中进行，体

系包括 12.5 μL Premix Taq 酶，10 μL 无菌超纯水，

正反向引物各 1 μL，0.5 μL DNA 模板。PCR 扩增

反应程序：94 ℃预变性 5 min；94 ℃变性 30 s；

58 ℃退火 30 s；72 ℃延伸 30 s，30 个循环；72 ℃

延伸 10 min。取 20 μL 反应产物，在 3%琼脂糖凝

胶 100 V 恒压电泳 30 min，电泳结束后在凝胶成

像系统紫外透射下观察并且保存结果。 

1.2.5  RPA 验证引物特异性  对引物进行 RPA

反应检验，按照试剂盒进行操作，RPA 反应体系

为 50 μL 体系，包括 29.5 μL Rehydration buffer，

11.2 μL 无菌超纯水，正反向引物各 2.4 μL，1 μL 

DNA 模 板 ， 2.5 μL 280 mmol/L 醋 酸 镁

[Mg(CH3COO)2]溶液，简写为 MgOAc ，先将

Rehydration buffer、无菌超纯水、正反向引物混

匀后加入反应管溶解管中的酶，后加入 DNA 模

板和 MgOAc，充分震荡混匀后离心，在 PCR 仪

上 37 ℃孵育 20 min 终止反应。将反应产物按照

PCR 产物纯化试剂盒说明书进行纯化后，取 20 μL

与 2 μL 10×loading buffer 混匀点样，在 3%琼脂糖

凝胶上 100 V 恒压电泳 30 min，电泳结束后在凝

胶成像系统紫外透射下观察并且保存结果。 

1.2.6  反应终点的可视化  将蚂蚁 DNA 进行

RPA 反应后产物中加入 1 μL 的 SYBR GREEN Ⅰ 

核酸染料震荡离心后，放在激发光源下进行观察。 

1.2.7  RPA 反应的灵敏度检验   将初始浓度为

100 ng/µL 红火蚁 DNA 模版按照梯度依次稀释至

1.0×101、1.0、1.0×10‒1、1.0×10‒2、1.0×10‒3、1.0× 

10‒4、1.0×10‒5 ng/µL，PCR 和 RPA 的体系不变，

分别进行 RCR 和 RPA 反应，PCR 结果通过琼脂

糖凝胶电泳验证，RPA 结果通过琼脂糖凝胶电泳

和荧光反应验证。 

1.2.8  DNA 快速提取方法的探索  参照 PRITI

等[23]在棕榈蓟马 RPA 检测中的 DNA 快速提取方

法。在 1.5 mL 离心管中加入 50 μL 无菌超纯水，

用研磨棒对蚂蚁进行充分研磨，研磨后将离心管

在 100 ℃水浴锅中水浴加热 1 min 得到蚂蚁 DNA

粗提液。用 12.2 μL 的粗提液等体积代替原体系

中 11.2 μL 无菌超纯水和 DNA 进行 RPA 反应，将

反应产物按照 PCR产物纯化试剂盒说明书进行纯

化后，取 20 μL 与 2 μL 10×loading buffer 混匀点

样，在 3%琼脂糖凝胶上 100 V 恒压电泳 50 min，

电泳结束后在凝胶成像系统紫外透射下观察并且

保存结果。 

将待检测蚂蚁放入装有 50 μL 无菌超纯水的

离心管中用研磨棒研磨，将离心管放入便携式金

属浴中 100 ℃加热 1~2 min，取 11.2 μL 粗提液加
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入提前混入引物与 buffer 的反应管中，加入 2.5 μL 

MgOAc 颠倒混匀，将反应管握在手中或放入

37 ℃便携式金属浴水浴加热 20 min 后，加入 1 μL 

SYBR GREEN Ⅰ核酸染料，摇匀后在激发光源

下观察。 

2  结果与分析 

2.1  红火蚁及近似种鉴定 

COI 通用引物扩增产物的凝胶电泳结果如图

1 所示，1~6 号泳道均出现条带，表明目标片段扩

增成功。通过 NCBI 的 BLAST 工具将测序结果与

数据库中的物种基因序列进行比对，序列同源性

均大于 98%，可确认蚂蚁样本物种。 
 

  
 

M：DL2000 DNA marker；1：红火蚁；2：热带火蚁；3：法老

小家蚁；4：广大头蚁；5：细纹毛切叶蚁；6：迈氏毛切叶蚁。 
M: DL2000 DNA marker; 1: Solenopsis invicta; 2: S. geminata; 3: 
Monomorium pharaonis; 4: Pheidole megacephala; 5: Trichomyr-

mex destructor; 6: T. mayri. 

图 1  COI 通用引物 PCR 产物电泳结果 
Fig. 1  Results of electrophoresis of PCR products from 

COI universal primers 
 

2.2  RPA 引物特异性分析 

首先利用普通 PCR 对 RPA 引物的特异性进

行分析，琼脂糖凝胶电泳结果如图 2 所示，1 号

泳道有明显条带，2~6 泳道无条带出现，引物特

异性良好。 

RPA 反应琼脂糖凝胶电泳结果如图 3 所示，

泳道 1 有明显条带，泳道 2~6 无条带出现，引物

在 RPA 反应中特异性良好。 

2.3  可视化荧光检测分析 

对 5 种蚂蚁 DNA 样品进行 RPA 反应，反应

后向体系内加入 1 μL SYBR GREEN 核酸染料，

震荡混匀。结果显示，1 号管的样品在激发光源

下呈显著荧光，2~6 号管无荧光现象（图 4）。 

2.4  PCR 与 RPA 反应灵敏度检测 

利用普通 PCR 方法分析 RPA 引物对不同浓

度模版检测灵敏度，琼脂糖凝胶电泳结果显示， 

 
 

M：DL 500 DNA marker；1：红火蚁；2：热带火蚁；3：法老小

家蚁；4：广大头蚁；5：细纹毛切叶蚁；6：迈氏毛切叶蚁。 
M: DL 500 DNA marker; 1: Solenopsis invicta; 2: S. geminata;  

3: Monomorium pharaonis; 4: Pheidole megacephala;  
5: Trichomyrmex destructor; 6: T. mayri. 

图 2  引物特异性 PCR 验证 
Fig. 2  Primer-specific PCR validation 

 

 
 

M：DL 500 DNA marker；1：红火蚁；2：热带火蚁；3：法

老小家蚁；4：广大头蚁；5：细纹毛切叶蚁；6：迈氏毛切叶蚁。 
M: DL 500 DNA marker; 1: Solenopsis invicta; 2: S. geminata;  
3: Monomorium pharaonis; 4: Pheidole megacephala;  

5: Trichomyrmex destructor; 6: T. mayri. 

图 3  引物特异性 RPA 验证 
Fig. 3  Primer specificity RPA validation 

 

 
 

1：红火蚁；2：热带火蚁；3：法老小家蚁；4：广大头蚁；5：

细纹毛切叶蚁；6：迈氏毛切叶蚁。 
1: Solenopsis invicta; 2: S. geminata; 3: Monomorium pharaonis; 4: 

Pheidole megacephala; 5: Trichomyrmex destructor; 6: T. mayri. 

图 4  反应终点可视化检测结果 
Fig. 4  Reaction endpoint visualization results 

 
1~3 号泳道有明显条带，4 号泳道隐约可见条带，

5 号泳道无条带出现，PCR 反应的灵敏度检测最

低限度为 1.0×10‒1 ng/μL（图 5）。 

RPA 反应的琼脂糖凝胶电泳结果显示 1~4 号

泳道有明显条带，5~7 号泳道隐约可见条带，8

号泳道无条带出现，RPA 反应的灵敏度检测最低

限度为 1.0×10‒4 ng/μL（图 6）。 
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M：DL500 DNA marker；1~5 表示核酸浓度，1：1.0×102 ng/µL；

2：1.0×101 ng/µL；3：1.0 ng/µL；4：1.0×10‒1 ng/µL； 

5：1.0×10‒2 ng/µL。 
M: DL500 DNA marker; 1‒5 indicate nucleic acid concentrations,  

1: 1.0×102 ng/µL; 2: 1.0×101 ng/µL; 3: 1.0 ng/µL;  
4: 1.0×10‒1 ng/µL; 5：1.0×10‒2 ng/µL. 

图 5  PCR 反应灵敏度检测 
Fig. 5  PCR reaction sensitivity 

 

  
 

M：DL500 DNA marker；1~8 表示核酸浓度，1：1.0×102 ng/µL；

2：1.0×101 ng/µL；3：1 ng/µL；4：1.0×10‒1 ng/µL；5：1.0×10‒2 

ng/µL；6：1.0×10‒3 ng/µL；7：1.0×10‒4 ng/µL；8：1.0×10‒5 ng/µL。 
M: DL500 DNA marker; 1‒8 indicate nucleic acid concentrations,  

1: 1.0×102 ng/µL; 2: 1.0×101 ng/µL; 3: 1 ng/µL; 4: 1.0×10‒1 ng/µL;  
5: 1.0×10‒2 ng/µL; 6: 1.0×10‒3 ng/µL; 7: 1.0×10‒4 ng/µL;  

8: 1.0×10‒5 ng/µL. 

图 6  RPA 反应灵敏度 
Fig. 6  RPA response sensitivity 

 

可视化荧光检测结果显示，1~3 号管可检测

到显著荧光信号，4~6 号管未检测到荧光信号，

RPA 反应的可视化荧光检测灵敏度检测最低限度

为 1.0×10‒1 ng/μL（图 7）。 

2.5  DNA 快速提取方法的探索 

将粗提的 DNA 进行 RPA 反应，再将反应产

物纯化后进行琼脂糖凝胶电泳，据琼脂糖凝胶电

泳结果，泳道 1 有明显的条带，证明引物对红火

蚁粗提的 DNA 成功扩增（图 8）。该结果同时证

明，可用粗提 DNA 的方式代替 DNA 提取，来达

到减少检测时间，提高检测效率的目的。 

以粗提 DNA代替试剂盒提取 DNA过程，RPA

反应后向体系加入 1 μL SYBR GREEN 核酸染料，

在激发光源下，管 1 有显著荧光现象（图 9）。据

该结果，可用向体系中加入核酸染料在激发光源

下观察是否有荧光现象代替琼脂糖凝胶电泳，进

而减少检测时间，提高检测效率。 

  
 

1~6 表示核酸浓度，1：1.0×102 ng/µL；2：1.0×101 ng/µL； 

3：1.0 ng/µL；4：1.0×10‒1 ng/µL；5：1.0×10‒2 ng/µL； 

6：1.0×10‒3 ng/µL。 
1‒6 indicate nucleic acid concentrations, 1: 1.0×102 ng/µL;  

2: 1.0×101 ng/µL; 3: 1.0 ng/µL; 4: 1.0×10‒1 ng/µL;  
5: 1.0×10‒2 ng/µL; 6: 1.0×10‒3 ng/µL. 

图 7  荧光反应灵敏度 
Fig. 7  Fluorescence reaction sensitivity 

 

 
 

M：DL500 DNA marker；1：红火蚁；2：热带火蚁；3：法老小

家蚁；4：广大头蚁；5：细纹毛切叶蚁；6：迈氏毛切叶蚁。 
M: DL500 DNA marker; 1: Solenopsis invicta; 2: S. geminata;  

3: Monomorium pharaonis; 4: Pheidole megacephala;  
5: Trichomyrmex destructor; 6: T. mayri. 

图 8  DNA 快速提取结果 
Fig. 8  Results of rapid DNA extraction 

 

  
 

1：红火蚁；2：热带火蚁；3：法老小家蚁；4：广大头蚁； 

5：细纹毛切叶蚁；6：迈氏毛切叶蚁。 
1: Solenopsis invicta; 2: S. geminata; 3: Monomorium pharaonis; 4: 

Pheidole megacephala; 5: Trichomyrmex destructor; 6: T. mayri. 

图 9  现场检测效果 
Fig. 9  On-site testing effect 

3  讨论 

红火蚁作为一种适应能力极强、危害严重的

入侵害虫，已引起全球范围的高度关注[24]。红火

蚁通过人类活动、苗木及土壤等途径传播扩散，

全球诸多地区均存在红火蚁入侵的潜在风险，随

着经济贸易全球化，世界各国之间贸易往来频繁，

增加了红火蚁通过人类活动随交通工具进行传播
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的风险。红火蚁一旦定殖，红火蚁对农业、环境、

城市基础设施及人类健康都会造成严重危害。目

前检疫仍是预防红火蚁入侵最有效的手段，国内

外对红火蚁检疫工作越来越重视，快速、准确的

分子检测技术对红火蚁的早期防控至关重要。本

研究开发了一种基于 RPA技术的红火蚁可视化检

测方法，快速高效、简便易行，灵敏准确，对于

防控红火蚁的进一步扩散具有重要的应用价值。 

RPA 检测为红火蚁分子鉴定提供了新的方

式，相较于 DNA 条形码、免疫检测法、LAMP

等方法，RPA 检测时间更短，灵敏度更高，操作

更简便，无需仪器即可完成，适用于各个场景，

为其他膜翅目害虫的分子鉴定提供了可借鉴的技

术支持。现阶段 RPA 等温扩增技术已被广泛应用

于病原菌和病毒的快速检测，但在昆虫的鉴定和

检疫中，应用案例较少。PRITI 等[23]建立了基于

RPA 反应的棕榈蓟马快速检测方法，是 RPA 等温

扩增在昆虫的检测与检疫的首次应用，该方法无

需 PCR 仪等设备即可在 30 min 内完成检测，仅

通过观察反应前后指示剂颜色变化就能判断反应

结果；LEWALD 等[25]基于 RPA 技术结合 Cas12a，

建立了番茄潜叶蛾（Phthorimaea absoluta）的快

速检测方法，该方法仅需 0.1 ng 的 DNA 作为模

板即可完成扩增，且仅需简单的紫外激发光源就

能判断反应结果，方法简便对操作人无知识储备

要求；SHASHANK 等[26]结合了 RPA 和 CRISPR，

相比实时荧光定量 PCR，RPA 反应时间更短，灵

敏度更高，对番茄茎麦蛾、番茄潜叶蛾和斜纹夜

蛾（Spodoptera litura）准确性达到了 100%。ZENG

等[27]建立的谷斑皮蠹（Trogoderma granarium）

RPA 和 CRISPR/Cas12a 快速可视化检测，能够在

40 min 完成对目标的检测，灵敏度达到了 1.0× 

10‒1 ng/µL，王雅娜等[28]建立的基于 RPA-CRISPR/ 

Cas12a 的美国白蛾可视化快速检测通过 RPA 扩

增目标序列，结合 CRISPR 检测技术并对反应条

件进行优化，最终该体系灵敏度可检测的最低限

度为 1.0×10‒1 ng/µL，检测体系在 30 min 内即可

实现对害虫的现场快速、可视化、精准鉴定。 

为有效防控红火蚁，在检疫中快速、准确地

鉴定红火蚁，本研究对红火蚁和近缘种和近似种

的蚂蚁通过 RPA 反应对目标序列扩增，实现对红

火蚁的快速鉴定。为满足在野外以及海关口岸等

场景下快速检测的目的，应精简反应所需设备与

流程。RPA 反应所需温度和人体温接近，将反应

的试管握在手中 20 min 代替 PCR 仪或在 37 ℃便

携式金属浴中加热，皆可完成 RPA 反应。在现场

检测场景中，若无凝胶成像系统，则无法观察琼

脂糖凝胶电泳的结果，同时琼脂糖凝胶电泳耗时

较长，不符合现场检测简便性这一重要原则，故

采取使用荧光染料作为反应终点的指示剂代替

琼脂糖凝胶电泳过程。成功扩增的核酸被核酸染

料染色，在激发光源下，有显著荧光现象。反应

后在蓝光或紫外灯等激发光源下有显著荧光现

象，灵敏度约为 1.0×10‒1 ng/µL，时间比 RPA 结

合琼脂糖凝胶电泳减少了 30 min，比 LAMP 反应

减少了 60 min。该检测方法经多次重复检验，重

复性良好，且鉴定结果实现可视化，适用场景包

括海关口岸、田间以及缺少实验设备的地方，该

方法在发现残缺虫体，难以区分时，仍可以准确

鉴定，同时该方法使用简便，非专业人员仍可按

方法准确鉴别。新方法为红火蚁的检疫防控提供

了技术支持，同时为其他检疫害虫的快速检测提

供了经验。 

本研究相比形态学鉴定、DNA 条形码、LAMP

等方法，有检测时间更短，灵敏度更高等优点。

但是同时目前该方法仍存在不足之处，该检测体

系有待进一步改进。包括指示剂的改良，羟基萘

酚蓝作为指示剂相比荧光染料更加简便，无需激

发光源即可观察检测结果，但在该方法中测试反

应前后颜色变化不明显，有待进一步研究。 
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