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食源性病毒核酸恒温检测技术研究进展 
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摘  要：食源性病毒已成为全球引发食品安全事件的重要病原，对新型检测技术的不断发展提出了

严峻的挑战。早期 PCR 技术在病原检测领域中的应用，推动了对食源性病毒的全面认识。近年来核

酸恒温检测技术发展迅速，包括环介导等温扩增技术、重组酶聚合酶扩增技术、核酸序列依赖性扩

增技术、链置换扩增技术、滚环扩增技术等，在抗复杂基质干扰、装备要求低以及可现场实时检测

等方面具有明显的技术优势，已成为食源性病毒检测领域的热点研究方向。因此，本文对近年来食

源性病毒核酸恒温检测技术的原理、应用、优缺点等方面进行综述，并对未来发展方向进行了展望。 

关键词：食源性病毒，核酸，检测，环介导等温扩增，重组酶聚合酶扩增，核酸序列依赖性扩增 
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Abstract: Foodborne viruses have become an important pathogen causing food safety incidents 
worldwide, which poses a severe challenge to the continuous development of new detection technologies. 
The application of PCR in the pathogen detection has promoted the comprehensive understanding of 
foodborne viruses. In recent years, nucleic acid thermostatic detection technologies have been developed 
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rapidly, including loop-mediated isothermal amplification, recombinase polymerase amplification (RPA), 
nucleic acid sequence-based amplification (NASBA), strand displacement amplification, rolling circle 
amplification, etc. They showed obvious technical advantages in resisting complex matrix interference, 
low equipment requirements and on-site real-time detection, which become a hot direction in the 
foodborne virus detection. Therefore, this paper reviews the principles, applications, advantages and 
disadvantages of nucleic acid thermostatic detection technologies for foodborne viruses in recent years, 
and prospects the development direction in future. 

Keywords: Foodborne virus, Nucleic acid, Detection, Loop-mediated isothermal amplification, 
Recombinase polymerase amplification, Nucleic acid sequence-based amplification 
 

食源性病毒已成为造成全球食品安全事件的

重要病原。常见的食源性病毒包括诺如病毒、轮

状病毒、星状病毒、冠状病毒、札幌病毒、腺病

毒、肠病毒、脊髓灰质炎病毒、甲 /戊型肝炎病

毒、口蹄疫病毒以及流感病毒等。据世界卫生组

织(World Health Organization，WHO)最新统计，发

达国家每年约 30%的人口患食源性疾病，发展中

国家情况更加严重；全球每年约有 6 亿食源性疾病

病例，死亡人数高达 42 万，其中 12.5 万为 5 岁以

下儿童[1]。食源性病毒是导致食源性疾病的重要病

原之一。我们团队对我国华南地区的食源性病毒

流行和污染的长期监测结果表明，诺如病毒、轮

状病毒、札幌病毒等已成为引发当地急性胃肠炎

的重要病原[2-4]，同时食源性、水源性病毒的污染

普遍存在。因此，食源性病毒防控工作的开展尤

为重要。 

检测技术是开展食源性病毒监测与防控工

作的基础，早期的食源性病毒检测方法主要有酶

联免疫、电镜观察、细胞培养[5]，但由于检出率

不高以及存在不可培养的病毒，使得这些检测方

法有较大的局限性。之后发展了以 PCR 为基础

的各类核酸检测技术，此类技术灵敏度高、特异

性强，可达到较好的检测限水平，但其存在变温

过程，对设备要求高且检测时间较长，尤其在现

场检测应用方面受到了限制。近年来，核酸恒

温检测技术发展迅速，其凭借灵敏、快速、设

备要求低等优势，已成为食源性病毒检测的一

大研究热点(表 1，图 1)。因此，本文对近年来针

对食源性病毒核酸恒温检测技术的原理、应用、

优缺点等方面进行综述，并展望该领域的未来发

展方向。 

1  环介导等温扩增技术 (Loop-Mediated 

Isothermal Amplification，LAMP) 

LAMP 相较于其他核酸等温扩增技术发展较为

成熟，通过识别靶序列上 6 个位点的 4−6 条特殊设

计的引物和一种具有链置换活性的 DNA 聚合酶

(Bst)，能够在恒温条件下快速、特异、高效地进

行核酸体外扩增。LAMP 在微生物检测中可以采

用浊度法、琼脂糖凝胶电泳法、显色法及横向流

动试纸条法(Lateral Flow Dipstick，LFD)、探针分

析等终点判读方法，这种技术早在 2003 年被应用

于检测日本山药花叶病毒[6]。 

在食品安全领域，Yoda 等 [7]建立了诺如病

毒 的 RT-LAMP 检 测 技 术 ， 其 灵 敏 度 可 达 到  

101−102 copies/tube，与 RT-PCR 方法的灵敏度相

近，并在实际样本的检测应用中表现出更高的灵敏

度。此外，RT-LAMP 被报道也成功应用于检测肠

道病毒 71，其灵敏度约为 10 copies，在实际样本

检测中，此方法也表现出与 RT-PCR 检测结果的一

致性[8]。Imai 等[9]开发了一种 RT-LAMP 方法，用

于检测 H5N1 流感病毒，其灵敏度为 0.01 PFU 

(Plaque Forming Unit)，约为 RT-PCR 的 100 倍。戊

型肝炎病毒作为食源性病毒之一，Gao 等[10]建立

了一种 RT-LAMP 方法用于检测贝类中的戊型肝炎

病毒，其灵敏度可达 10 copies，在实际贝类样本

检测中，此方法也表现出和 RT-PCR 同样的检出
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率。Hu 等[28]建立了一种基于智能手机成像的微滴

式数字 LAMP 检测芯片，其同时具有快速提取检

测核酸功能，核酸回收率可达 75%，全部检测时

间不超过 60 min，而检测结果与传统数字 PCR 无

明显差异。Chander 等[29]介绍了一种 LAMP 反应

中可替代 DNA 聚合酶(Bst)的 OmniAmp DNA 聚合

酶，这种聚合酶的优势在于不仅具有逆转录酶活

性，可实现 RT-LAMP 的单酶检测，并且具有较强

的热稳定性，可在环境温度下长期储存；除此之外，

与传统的 Bst 相比，OmniAmp DNA 聚合酶表现出

更高的效率，尤其是在模板浓度较低的情况下。近

年来，随着检测要求的不断提升与即时检验(Point 

of Care Testing，POCT)等现实需求，微流控技术

与 LAMP 的结合已成为一大研究热点，再通过与

OmniAmp DNA 聚合酶等结合，使得 RT-LAMP 在

食源性病毒检测的前景变得更加广阔。 

 
表 1  常见食源性病毒核酸等温检测技术 
Table 1  Nucleic acid isothermal detection technologies for foodborne viruses 

方法 

Methods 

反应温度 

Temperature 
(°C) 

灵敏度 

Sensitivity 

时间 

Time 
(min) 

引物数量

Primer 
number 

仪器 

Instrument 

其他优点 

Advantages 

其他不足 

Disadvantages

参考文献

References

环介导等温扩增 

技术 

Loop-mediated 

isothermal 

amplification 

(LAMP) 

60−65 101−102 copies 60 4−6 浊度仪 

Loopampreal-

time  

turbidimeter 

扩增效率高 

High  

amplification 

efficiency 

引物设计复杂，
假阳性高 

Difficult to  

design primer, 

high false  

positive 

[6-10] 

重组酶聚合酶 

扩增技术 

Recombinase 

polymerase 

amplification (RPA) 

37−41 102−103 copies 15−20 2 热循环仪 

Bio-Rad CFX

LightCycler®96

原理简单、 

性价比高 

Simple and 

cost-effective 

模板不宜太长
(200−500 bp) 

Appropriate 

length of DNA

[11-12] 

核酸序列依赖性 

扩增技术 

Nucleic acid 

sequence-based 

amplification 

(NASBA) 

41 10 copies 90−120 2 水浴锅 

Water bath 

适合 RNA 扩增 

Fit for RNA 

amplification 

原理复杂， 

成本较高 

Complex and 

cost  

[13-14] 

滚环扩增技术 

Rolling circle 

amplification (RCA) 

37 9 fmol/L 60 1−2 热循环仪 

Thermal 

cycler 

特异性高 

High specificity 

锁式探针合成
困难 

Difficult to  

design probe 

[15-16] 

单引物等温扩增 

技术 

Single primer 

isothermal 

amplification (SPIA) 

55−60 8.2 fg  30−60 1 ABI7500  

Real-time 

PCR system 

忠实性高 

High fidelity of 

replication 

混合引物的 

设计难度高 

Difficult to  

design primer 

[17-22] 

链置换扩增技术 

Strand displacement 

amplification (SDA) 

37 0.4 pmol/L 30−40 4 水浴锅 

Water bath 

快速、简便 

Fast and  

convenient 

产物在基因工
程上应用受限
Limited 

application 

[23-24] 

依赖解旋酶等温 

扩增技术 

Helicase-dependent 

amplification (HDA) 

65 20 copies 60−120 2 水浴锅 

Water bath 

原理简单、引物 

设计的难度较小 

Simple and easy  

to design primer 

扩增效率较低
Low  

amplification 

efficiency 

[25-27] 
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图 1  常见食源性病毒核酸恒温扩增技术原理图 
Figure 1  The principle of common nucleic acid isothermal amplification technologies for foodborne viruses 
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LAMP 技术在具体使用中也存在一些问题：反

应需要引物数目较多，引物的设计复杂，尤其在

易变异的食源性病毒中难以找到相应的扩增区

域；扩增产物通常只能用于判断目的基因是否存

在，而不能直接用于克隆和测序等后续研究；此

外，LAMP 还未能实现闭管检测，容易产生污染，

出现假阳性。 

2  重组酶聚合酶扩增技术 (Recombinase 

Polymerase Amplification，RPA) 

RPA 技术是一种可应用于低温(37 °C 左右)的

等温扩增技术，反应体系包括能结合单链核酸(寡

核苷酸引物)的重组酶、具有链置换活性的 DNA 聚

合 酶 、 DNA 单 链 结 合 蛋 白 (Single Strand 

DNA-Binding Protein，SSB)和 Mg2+等，利用引物-

重组酶复合物扫描 DNA 链，进而促进 DNA 链上对

应同源位点的识别、结合、互换[30]，通过 DNA 聚

合酶和 SSB 共同作用合成互补新链，随着反应的

进行，扩增产物以指数状态增长。RPA 可作为  

一种便携、快速、性价比高的检测工具，实现实

验室外的现场精确检测。 

目前已发展了一系列以 RPA 为基础的核酸检

测 技 术 ， 如 直 接 重 组 酶 聚 合 酶 扩 增 技 术

(Direct-RPA)、重组酶聚合酶扩增酶联免疫吸附

技术(RPA-ELISA)、重组酶聚合酶扩增侧流层析

技 术 (RPA-LFD)、 实 时 重 组 酶 聚 合 酶 扩 增 技 术

(Real-Time RPA)以及 RPA 微流控技术等 [31]。

Wang 等[32]建立实时荧光 RT-RPA 方法检测猪小肠

样品中的传染性胃肠炎病毒，其检测耗时明显低

于常规 RT-PCR，灵敏度与实时 qPCR 相当，在

100 copies/reaction 左右。Zhang 等[33]开发了用于

快速检测小反刍兽疫病毒的重组酶聚合酶扩增试

验。近几年，RPA 技术在食源性病毒检测中也有一

定的运用。Yin 等[11]开发并评估了 RT-RPA 检测肠道

病毒 71 的方法，其检测灵敏度略低于 RT-qPCR，可

达到 3.767 Log10 genomic copies (LGC)。Moore 

等[12]建立了检测诺如病毒 GII.4 型的 RT-RPA 方

法，其灵敏度为 3.4 LGC。近年来，RPA 技术与微

流控芯片结合紧密，已开发出系列检测技术，如基

于纸芯片的 RPA 技术用于检测脑膜炎奈瑟菌[34]、

基于毛细管微流控芯片与 RPA 结合检测禽病毒[35]、

基于流式化学发光的 DNA 芯片与非均相不对称

重 组 聚 合 酶 反 应 (Heterogeneous Asymmetric 

Recombinase Polymerase Amplification，haRPA)相

结合检测军团菌[36]等新型核酸恒温检测技术，但

在食源性病毒检测中的应用还较为缺乏。 

综上所述，基于 RPA 反应要求简单、结果可

视化、能较好地与微流控技术相结合等优势，RPA

将成为未来食源性病毒现场可视化快速检测的重

要技术手段，但该技术也存在一定的局限，即扩

增模板链不宜过长，当扩增超过 500 bp 的片段时

会较大程度地影响扩增效率。 

3  核酸序列依赖性扩增技术(Nucleic Acid 

Sequence-Based Amplification，NASBA) 

NASBA 是以 RNA 为模板并由一对引物介导

的体外核酸等温扩增的酶促反应过程，由具有

DNA 聚合酶活性的 AVM 逆转录酶、T7 RNA 聚合

酶、核糖核酸酶Ｈ和两种特异性引物共同协作而

完成扩增。首先以 RNA 为模板，由含有 T7 启动

子的特殊引物在 AVM 逆转录酶作用下合成与

RNA 模板互补的 DNA 序列，生成的 RNA 与 DNA

杂链中的 RNA 部分被 RNase H 消解，再由第 2 条

引物结合至所生成的 DNA，在 AVM 酶作用下生

成 DNA 双链，最后在 T7 RNA 聚合酶作用下大量

生成目的片段。 

NASBA 作为一项较为成熟的检测技术，在病

毒检测方面早有应用，如 HIV 病毒[37-39]、乙型肝

炎 病 毒 [40] 、 食 源 性 病 毒 。 Lamhoujeb 等 [41] 将

NASBA 与分子信标结合起来，用于 GII 型诺如病

毒的检测，其灵敏度达到了 0.01 Particle Detectable 

Units (PDU)， 略 低 于 实 时 RT-PCR， 但 比 普 通

RT-PCR 高 100 倍。Heim 等[13]利用 NASBA 技术

检测脑脊液样品中的肠道病毒，其灵敏度约为  
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10 copies。近两年，关于 NASBA 的研究相对较

少，偏向于建立 NASBA 与其他技术相结合的新

型检测方法。Lu 等[14]建立了 NASBA-DNAzyme

系统鉴别经典猪瘟病毒，其灵敏度比普通 RT-PCR

高 100 倍，小于 10 copies/mL。 

NASBA 技术的优势在于核酸扩增过程不需要

特殊仪器，相较于传统的 PCR 技术更加灵敏、准

确和稳定。然而，NASBA 技术自身也存在一些不

足之处，例如反应原理较为复杂、所需酶类较多

等，因而限制了其实际应用。 

4  滚 环 扩 增 技 术 (Rolling Circle 

Amplification，RCA) 

滚环扩增技术是源于自然界噬菌体环状 DNA

的滚环复制过程原理而发展起来的一种新型核酸

扩增方法。在具有链置换活性的 DNA 聚合酶作

用下，由一条与靶序列互补的引物与环状 DNA

模板链发生置换，进而扩增出与模板链互补的

超 长 链 ssDNA ， 再 经 酶 切 形 成 单 位 长 度

ssDNA，实现环状 DNA 模板的体外等温线性扩

增，若加入与环状模板 DNA 一致的引物，可实

现指数级扩增。 

近年来，研究者们也建立了适用于病毒检测

的一系列方法。Murakami 等[42-44]发明了三向连接

构造(Three-Way Junction，3WJ)组合介导的滚环扩

增(Primer Generation-Rolling Circle Amplification，

PG-RCA)技术，将 RNA 信号放大，可以检测到

amol (10−18 mol)级水平的 RNA。通过与新型信号

检测、信号放大技术相结合，是目前 RCA 的研究

重点之一。例如：Carinelli 等[45]将 RCA 与电化学

检测技术相结合并进行信号放大，对埃博拉病毒

进行检测，其检测限约为 33 copies；Na 等[46]介绍

了一种将 RCA 与微流体相结合检测各类感染性病

毒(埃博拉、中东呼吸综合征冠状病毒等)的检测

方法，各种病原体检测限已达到 0.1 pmol/L，而

且通过注入染色液后，可肉眼判定样品流体中目

标病原体是否存在；在食源性病原方面，Hao 等[47]

将 RCA 与化学传感器和纳米片相结合检测金黄色

葡萄球菌，此方法检测限为 15 CFU/mL；Hamidi

等 [15]运用超支化滚环扩增(Hyperbranched Rolling 

Circle Amplification，HRCA)和生物传感器实时检

测流感病毒 H5N1，在信噪比为 3 时，其检测灵敏

度为 9 fmol/L。 

锁式探针[16]与 RCA 的完美结合，使得 RCA 的

高特异性、高灵敏度成为此技术最大的亮点。但

RCA 也有其自身的局限性，对模板纯度要求高，

以及锁式探针由于其自身长度在 100 bp 左右，合

成难度大、成本高。目前，RCA 技术在食源性病

毒检测方面的研究较为匮乏，针对食源性病毒检

测，通过与电化学、微流控芯片、新型纳米复合

材料等技术相结合，开发基于 RCA 的可视化快速

检测技术存在广阔的发展前景。 

5  单引物等温扩增技术 (Single Primer 

Isothermal Amplification，SPIA) 

SPIA 的 核 心 是 一 条 混 合 引 物 及 可 以 切 割

DNA/RNA 杂合链中 RNA 部分的 RNA 酶，引物由

5′端 RNA 部分和 3′端 DNA 部分组成。在反应过程

中，RNase H 不断降解引物区 DNA/RNA 双链中的

RNA 部分，暴露出模板上与引物 RNA 部分结合的

位点，然后新引物结合上去进行链置换合成，经

过 RNA 降解、新引物结合、链置换的循环过程，

实现模板互补序列的快速扩增[48-49]。 

王建昌等[17-21]结合实时荧光检测，实现了对

单增李斯特菌、大肠杆菌 O157、阪崎克罗诺杆

菌、志贺氏菌等食源性致病菌的检测。在病毒方

面，Perlejewski 等[22]利用 SPIA 技术对脑脊液中的

RNA 进行扩增，再经过特异性 PCR 检测出人类疱

疹病毒 1 型。Myrmel 等[50]以冠状病毒为研究对

象，对比了 SPIA、SISPA 这 2 种方法分别与二代高

通量测序相结合的效率。邹晓辉等[51]研究比较了

SPIA 与多重置换等温扩增(Multiple Displacement 

Amplification，MDA)两种核酸扩增方法在二代高

通量测序上的应用，结果显示 SPIA 在病毒检测能



秦智伟等: 食源性病毒核酸恒温检测技术研究进展 273 

 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

力上优于 MDA。伴随着 SPIA 的发展，将逐渐扩大

其扩增效率和应用范围。 

该技术具有操作设备简单、效率高、忠实性

高等优点，但使用的引物为 DNA 和 RNA 的混合引

物 。 目 前 ， SPIA 主 要 应 用 于 单 核 苷 酸 多 态 性

(Single Nucleotide Polymorphisms，SNP)检测和数

量有限的珍贵临床样品的核酸扩增，未来可在食

源性病毒检测领域中开展相关工作。 

6  链置换扩增技术(Strand Displacement 

Amplification，SDA) 

链置换扩增技术由 Walker 等[52]于 1992 年提

出，是一种基于酶促反应的 DNA 体外等温扩增技

术，利用限制性内切酶、具有链置换活性的 DNA

聚合酶和 2 对引物在等温条件下进行扩增。首先由

第 1 对引物识别并与靶 DNA 结合，使靶 DNA 两端

带上限制性内切酶识别序列，限制性核酸内切酶

识别 DNA 靶序列上被标记的酶切位点并打开双链

DNA，然后在 DNA 聚合酶的作用下向 3′端方向延

伸并置换出 DNA 链，最后在第 2 对引物和 DNA 聚

合酶的作用下进行扩增。 

近两年，关于 SDA 应用研究的主要方向为将

SDA 与其他技术结合起来，以开发新型检测技

术。例如：Dai 等[53]开发了一种近红外激光触发的

靶 链 置 换 扩 增 方 法 ， 实 现 了 单 个 活 细 胞 中 的

MicroRNA 定量检测；Li 等[23]提出了基于氧化石墨

烯的链置换扩增平台，用于蓖麻毒素检测。除此

之外，SDA 还能与电化学传感器、分子信标等结

合，形成新的核酸检测技术。SDA 在病毒检测方

面也有一定应用：赵锦等[24]采用 SDA 结合纳米金

侧流层析试纸条检测登革热病毒；Li 等[54]提出了

Triplex DNA-Assisted SDA，用于高灵敏度特异性

定量检测猴病毒 40 (SV40)。 

SDA 技术的优点是扩增效率高、等温、快速

简便，但也存在不足之处：SDA 需使用修饰过的

dNTP，而且产物两端仍然存在限制性内切酶的识

别序列，不能用于克隆，这一点与 LAMP 产物一

样，在基因工程方面缺乏优越性。目前，SDA 技

术在疾病和基因诊断等医学领域应用较为广泛，

在食源性致病菌、病毒的检测应用上几乎未见报

道，但由于其简便、扩增效率高等优点，在食源

性病毒的检测应用上也将会有较大的发展空间。 

7  依赖解旋酶等温扩增技术 (Helicase- 

Dependent Amplification，HAD) 

依赖解旋酶等温扩增技术(HDA)是 2004 年由

Vincent 等[55]提出的一种新型等温扩增技术，扩增

原理与生物体内 DNA 扩增原理相似。在扩增过程

中，首先解旋酶将双链打开，然后单链结合蛋白

(SSB)与被打开后形成的 DNA 单链结合进行保护，

再通过引物和 DNA 聚合酶的作用合成新链，合成

的新链再进入下一轮扩增，以达到指数级扩增的

效果。 

Tang 等[56]建立了 RT-tHDA 的方法对 HIV 病毒

进行了检测，其灵敏度约为 50 copies。除此之外，

HAD 技术在花椰菜花叶病毒、番茄斑萎病毒、麻

疹病毒的检测中也有应用[25-27]。在食源性病毒检

测上，金静维等[57]利用 RT-HAD 技术建立了口蹄

疫病毒的快速检测方法，具有较好的特异性，其

灵敏度比普通 RT-PCR 高 10 倍。方斌等[58]建立了

一种 RT-HAD 的核酸扩增方法，用于 H7N9 禽流感

病毒的检测，并辅以胶体金免疫层析试纸检测扩

增产物，其检测限可达 20 copies/μL，与常规 PCR

相比较无明显差异。 

HDA 的优势在于其是一种恒温核酸扩增技

术，对设备要求低，而且引物长度相对较短，

引物设计的难度较小，成本相对较低。该方法

存在的问题是较为依赖解旋酶，解旋速率会直

接影响扩增效率。目前，关于 HAD 技术在食源

性病毒检测方面的研究还十分有限，但 HAD 作

为一个极具潜力的核酸扩增技术，相信在克服

解旋酶解旋速率后，HAD 将会有更广阔的发展

前景。 
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8  展望 

食源性病毒作为引发食品安全事件的主要病

原受到广泛关注。近些年，核酸等温扩增技术凭借

其简便、快速、低成本等优势发展迅速，新型核酸

检测方法应运而生。在众多的核酸等温扩增方法

中，除了 LAMP 发展相对成熟外，RPA、SPIA、

SDA、HAD 等方法均具有广阔的前景与发展空间，

尤其是针对食源性病毒的快速便携式检测。目前，

多数食源性病毒检测方法还是以传统的 PCR 方式

为主，存在耗时长、对操作人员要求高、仪器设备

不易携带等问题，达不到便携快速检测的目的，给

一些食源性疾病暴发区域或是一些偏远地区的病

毒防控检测带来巨大阻力。针对这一问题，开发食

源性病毒的便携式快速检测方法具有重大的实际

意义，具体可通过适当融入学科交叉，将恒温检测

方法结合新型纳米材料、试纸条、电化学传感器、

微流控芯片等方式，以实现更快捷、更通用、更便

携的食源性病毒核酸检测，在此领域将具有巨大的

发展潜力。除此之外，绝大多数核酸等温扩增方法

与经典荧光定量 PCR 相比，其检测灵敏度还有一

定差距，可通过不同方法实现信号放大，例如

CRISPR/Cas13a 等[59]，以提升其灵敏度，因此也

具有广阔的发展前景。由于病毒复杂的遗传进化机

制以及其不可培养性，食源性病毒核酸检测技术的

发展也存在一定的挑战，对其进行深入的遗传进化

机制研究，突破食源性病毒增殖系统技术难关也将

成为开发食源性病毒核酸检测方法的重点和难点。

总之，基于经济、便携、快速、灵敏、可视化等要

求，核酸等温扩增技术将会不断发展完善，从而为

食源性病毒的检测提供新的技术平台，为食源性病

毒的防控打下坚实的基础。 
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