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环介导等温扩增核酸技术及其应用#

匡燕云 李思光## 罗玉萍

（南昌大学生命科学学院 南昌 !!""!#）

摘要：环介导等温扩增（$%%&’()*+,-)* +.%-/)0(,$ ,(&$+1+2,-+%3，简称 4567）是利用 8 个特殊设计的引物和具有链置换活

性的 9:5 聚合酶，在恒温条件下特异、高效、快速地扩增 9:5 的新技术。该技术在 #/ 内能扩增出 #"; 靶序列拷贝，

扩增产物是一系列反向重复的靶序列构成的茎环结构和多环花椰菜样结构的 9:5 片段的混合物，电泳后在凝胶

上显现出由不同大小的区带组成的阶梯式图谱。4567 技术以其特异性强、灵敏度高、快速、准确和操作简便等优

点在核酸的科学研究、疾病的诊断和转基因食品检测等领域得到了日益广泛的应用。

关键词：等温扩增，核酸，链置换反应，内引物，外引物

中图分类号：<=> 文献标识码：5 文章编号："?@!’?A@8（?""=）"!’"@@=’"8

!""#’$%&’()%& *+"),%-$(. /$#.’0’1()’"2 3%),"& 0"- 4%)%1)’"2 "0 561.%’1 /1’&+ (2& ’)+ /##.’1()’"2#

BC5:D E,3’EF3 4G H+’DF,3I## 4CJ EF’7+3I

（!"##$%$ "& ’(&$ )*($+*$，,-+*.-+% /+(0$12(34，,-+*.-+% !!""!#）

/7+)-(1)：5 3%K)$ 3F2$)+2 ,2+* ,(&$+1+2,-+%3 ()-/%*，-)0()* $%%&’()*+,-)* +.%-/)0(,$ ,(&$+1+2,-+%3（4567），L/+2/ ,(&$+1+). 9:5 L+-/ /+I/

.&)2+1+2+-M，)11+2+)32M，,3* 0,&+*+-M F3*)0 +.%-/)0(,$ 2%3*+-+%3.，(,M N) , K,$F,N$) -%%$ 1%0 -/) 0,&+* *)-)2-+%3 %1 +31)2-+%F. *+.),.).O P/+. ()-/%*

)(&$%M. , 9:5 &%$M()0,.) -/,- /,K) ,2-+K+-M %1 .-0,3* *+.&$,2)()3- 9:5 .M3-/).+. ,3* , .)- %1 1%F0 .&)2+,$$M *).+I3)* &0+()0. -/,- 0)2%I3+Q) , -%-,$ %1

.+R *+.-+32- .)SF)32). %3 -/) -,0I)- 9:5O 4567 2,3 ,(&$+1M , 1)L 2%&+). %1 9:5 -% #"; +3 $).. -/,3 ,3 /%F0O P/) 1+3,$ &0%*F2-. ,0) .-)(’$%%& 9:5 L+-/

.)K)0,$ +3K)0-)* 0)&),-. %1 -/) -,0I)- ,3* 2,F$+1$%L)0’$+T) .-0F2-F0). L+-/ (F$-+&$) $%%&.O 5 &%.+-+K) 0),2-+%3 L%F$* N) ./%L3 ,. , $,**)0’$+T) &,--)03 +3 ,

I)$ )$)2-0%&/%0).+. ,3,$M.+.O U)2,F.) %1 -/) ,*K,3-,I)，-/) 4567 ()-/%* L+$$ N) L+*)$M ,&&$+)* -% 0).),02/ %1 3F2$)+2 ,2+*，2$+3+2,$ *+,I3%.+. %1

+31)2-+%F. *+.),.). ,3* *)-)2-+%3 %1 I)3)-+2,$$M (%*+1+)* %0I,3+.(. $3* O

8%9 :"-&+：4567，:F2$)+2 ,2+*，H-0,3* *+.&$,2)()3- 0),2-+%3，G33)0 &0+()0，JF-)0 &0+()0

#国家自然科学基金项目（:%O!"AA""8?）。

江西省自然科学基金（:%O"A!"#!A）资助项目。

##通讯作者 P)$："=;#’>!"8";;，V’(,+$：.+IF,3I$+W#A!X 2%(
收稿日期：?""A’"=’"!，修回日期：?""A’";’!"

随着现代分子生物学的迅速发展，新的核酸扩增技术

不断出现。=" 年代初，核酸内切酶的发现使人们能够通过

分子克隆的方法分离并克隆基因。传统的分子克隆技术包

括酶切、连接、转化、培养以及同位素标记探针的筛选等过

程，大约要用 # Y ? 周时间才能完成。>" 年代中期，人们建

立了聚合酶链式反应技术（&%$M()0,.) 2/,+3 0),2-+%3，7Z[），

将 9:5 扩增过程缩短到了 ?/ Y !/，使得分子克隆技术得到

了突破性的改进。?""" 年 :%-%(+ 等［#］建立了一种新的体外

扩增特异 9:5 片段的分子生物学技术，即环介导的等温扩

增技术（$%%&’()*+,-)* +.%-/)0(,$ ,(&$+1+2,-+%3，4567）。该技术

依赖于自动循环的链置换反应，在等温条件下，不到 #/ 就能

扩增出 #"; 靶序列拷贝。4567 技术以其特异性强、灵敏度

高、快速准确和操作简单等优点在核酸的科学研究、疾病的

诊断和预防、动物胚胎的性别鉴定和转基因食品检测等领

域得到了日益广泛的应用。

; 4567 技术的原理

等温扩增反应（4567）是对靶基因的 A 个特异部位设定
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! 种引物，利用具有链置换活性的 "#$ %&’ 聚合酶在恒温条

件下催化新链合成，从而使靶基因高效扩增。图 ( 所示靶序

列上的 ) 个特异区域和引物的结构，*+, 和 "+ 为扩增片段

两端长度为 (-.$ / +!.$ 的特异序列，*(, 和 "( 为分别位于

*+, 和 "+ 内侧，且与其相距 !0.$ 的长度为 (-.$ / +!.$ 的特异

序列，*1, 和 "1 为分别位于 *+, 和 "+ 外侧长度为 (2.$ / +(.$
的特异序列。! 条引物中 + 条为内引物，+ 条为外引物。内

引物 *34（567897: ;..<7 =7;><7）包含 *(, 序列和 *+（*+, 区域的

互补序列），即 ?@A*(,A*+；内引物 "34（B9,C897: ;..<7 =7;><7）包

含 "(,（"( 区域的互补序列）和 "+ 序列，即 ?@A"(,A"+。外引

物为 *1 和 "1 序列。

图 ( 靶序列上 ) 个特异区域及引物设计

D’E4 反应过程包括哑铃状模板合成阶段、循环扩增阶

段、伸长和再循环阶段（图 +）［(］。在 D’E4 哑铃状模板合成

阶段，内引物 *34 的 *+ 序列结合到模板 %&’ 的 *+, 上，引导

合成互补的 %&’ 链（图 + 结构 (）。同时，外引物 *1 结合到

模板 %&’ 的 *1, 上（图 + 结构 +），引导合成模板 %&’ 的互补

链，并通过置换反应，释放出由 *34 引导合成的互补链（图 +
结构 1）。被释放出的互补链末端的 *(, 和 *( 能够形成了一

个环状结构，引物 "34 结合到其另一端，引导合成该链的互

补链，并且外引物 "1 也引导合成该链的互补链，同时置换

出 "34 引导合成的互补链（图 + 结构 !、?）。被置换下由 "34
引导合成的互补链两端自动成环，形成了一条两端环状的

单链（哑铃结构）（图 + 结构 )）。

在 D’E4 循环扩增阶段，这种哑铃结构的 %&’ 为循环

反应提供了原料，哑铃结构的 %&’ 通过自我引导延伸，生成

双链茎环结构，循环反应中引物 *34 结合到茎环 %&’ 的环

状结构上（图 + 结构 2），引导合成新的 %&’ 双链，同时置换

出与之相同序列的链，形成一个过渡性茎环结构 %&’，在其

茎上含有一个靶序列反向拷贝，而另一端通过 "34 形成一个

环状结构（图 + 结构 -），在随后自我引导的链置换 %&’ 合成

反应中生成一条填补好缺口、长度为靶 %&’ + 倍的茎环

%&’（图 + 结构 F）和一个与结构 ) 互补的 %&’ 链（图 + 结构

(+）。这样就在结构 ) 和结构 (+ 之间建立了循环反应。结

构 - 和结构 (! 可为伸长和再循环阶段中由内引物引导的链

置换反应提供模板。在伸长和再循环阶段，内引物引导链

置换延伸反应，茎环个数逐渐增加（图 + 结构 FA((），最后的

扩增产物是一系列反向重复的靶序列构成的茎环结构和多

环花椰菜样结构的 %&’ 片段混合物（图 + 结构 ()、(2），电泳

后在凝胶上显现不同大小区带组成的阶梯式图谱。

逆转录 D’E4（GHAD’E4）是基于 D’E4 建立的 G&’ 分子

检测技术［+］，其灵敏度是 GHA4IG 的 (00 倍。GHAD’E4 扩增

原理与 D’E4 相同，但在反应体系中增加了逆转录试剂，使

G&’ 的逆转录和 ,%&’ 的 D’E4 扩增在同一试管中完成而

不需要分步进行。

! D’E4 技术的基本操作过程

D’E4等温 扩 增 反 应 体 系 包 含 了 引 物、模 板 %&’、"#$
%&’ 聚合酶、:&H4 和缓冲液。其基本操作过程是将 D’E4
反应体系（除 "#$ %&’ 聚合酶）在 F?J加热 ?>;. 后，冷却，再

加入 -K "#$ %&’ 聚合酶，在 )1J 保温 )0>;.，然后在高于

-0J的温度下加温 +>;. 终止反应。

" D’E4 技术的优点

"#$ 灵敏度高

D’E4 一般能检测到比 4IG 低 (0 倍的拷贝数，对于低

浓度的病毒数量或无症状的病毒携带者的检测比 4IG 好。

另外在动物胚胎性别的判断中，基于 D’E4 的动物胚胎性别

检测方法具有很高的敏感性和准确性，用 1 / ? 个细胞样本

可很准确地判断性别，用 ( / + 个细胞的准确性也可达到

2?L0M / F!L!M［1］。

"#! 特异性强

由于 D’E4 通过 ! 对引物与靶序列上的 ) 个特异部位

准确结合来产生扩增效应，因此能获得比 4IG 更高的特异

性，这对特异性要求高的样品检测来说非常重要。

"#" 速度快

D’E4 是恒温扩增反应，没有 4IG 反应中温度变化的耗

时，在 10>;. / )0>;. 内即可完成反应过程，比 4IG 反应速度

更快，能 满 足 临 床 标 本 需 要 快 速 检 测 的 要 求。另 外，在

D’E4 反应体系中增加 + 条环引物可使其反应所需时间比

原来缩短近一半，整个反应在不到 10>;. 内完成，大大提高

了检测的效率［!］。

"#% 设备简单

D’E4 反应只需一个简单的恒温器，不需要昂贵的 4IG
仪，易于在基层医疗单位和食品检测部门推广应用。

"#& 产物检测便捷

D’E4 在合成 %&’ 的同时还产生大量的焦磷酸根离子，

它们能与镁离子结合生成白色的焦磷酸镁沉淀，可根据反

应体系中是否形成白色沉淀来定性判断 D’E4 反应。

% D’E4 技术的应用

D’E4 和 GHAD’E4 以其灵敏度高、特异性强、速度快和

操作简单等特点而倍受人们青睐，已日益广泛地应用于各
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图 ! "#$% 反应原理

种样品中 &’# 和 (’# 的检测。

!"# 病毒病原体的检测

!"#"# 禽流感病毒的检测：禽流感病毒［)］是一种单链 (’#
病毒，它不仅给养禽业造成巨大的经济损失，而且可以感染

人。禽流感病毒的传统检测方法是血清学诊断技术，这种

方法检测周期长且操作复杂；实时荧光 %*( 等诊断技术虽

敏感性高、可将检测时间缩短为 +,，但需要复杂的仪器和昂

贵的试剂。%--. 等［/］利用 "#$% 技术建立了禽流感病毒检

测方法。该方法简便快速，成本低，不需要特殊试剂而且敏

感性比 %*( 高。%--. 用 "#$% 和 %*( 方法分别对稀释成不

同浓度的禽流感病毒样本进行检测，%*( 最低检测到 012 !

%34，而 "#$% 能在不到 0, 内检测到 012 5 %34 且可以通过肉

眼观察反应所生成的白色沉淀物来快速检测禽流感病毒，

因此 "#$% 在应对农场大规模禽流感病毒检测时有相当广

泛的应用前景。

!"#"$ 严重急性呼吸综合症冠状病毒（6#(67*-8）的检测：

6#(67*-8［9］是包含 !:9!9 个核苷酸的单链 (’# 病毒，它严

重影响了人类健康及全球经济，所以建立快速、准确的 6#(6
检测技术是应对 6#(6 的重要措施之一。目前有关 6#(6 检

测方法的建立主要集中在酶联免疫吸附（;"<6#）和 %*( 技

术方面，但这两种方法都不适合在一般发展中国家进行常

规检测。%--. 等［=］将 6#(67*-8 的 !"# 基因逆转录为 >&’#，

利用 "#$% 技术建立 6#(67*-8 检测方法。?-.@ 等［:］对其进

行改进，直接将病毒 (’# 和 (’# 逆转录试剂同时加入同一

体系，采用 (A7"#$% 方法更快的检测了 6#(67*-8，其在不

到 0, 的时间里能最低检测到 1B0%34 的 6#(67*-8，(A7"#$%
的灵敏度是 (A7%*( 的 011 倍，并且 (A7%*( 的检出率只有

(A7"#$% 的 =9C。

!"#"% 人类疱疹病毒的检测：疱疹病毒（?DEFDGHIEJGDG，?68）

是一类中等大小的双股 &’# 病毒，侵犯人类的疱疹病毒有 9
种。;.-K-L- 等［01］采用 "#$% 建立了单纯疱疹病 ?6870 和

?687! 的快速检测方法，分别扩增了 ?6870 和 ?687! 的特异

M@ 基因，对 ?6870 和 ?687! 做出了准确判断。NOPK-L-［00］、

6JQJOI等［0!］通过 "#$% 方法分别检测了水痘带状疱疹病毒

（8R8）和细胞巨化病毒（*$8）的特异基因，该方法可检测到

)11 拷贝S管，其特异性、阳性检测率都达到实时定量 %*( 的

:=B:C以上。人类疱疹病毒 / 型（??87/）和人类疱疹病毒 9
型（??879）患病初期不易诊断，<,IEP［05］、T-G,IOPUP 等［0+］分别

建立了 ??87/ "#$% 和 ??879 "#$% 方法，该方法的高灵敏

度非常适合 ??87/ 和 ??879 潜伏期病人的诊断。
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!"#$还可应用于对虾白斑综合症病毒、西尼罗河病

毒、乙型肝炎病毒、腮腺炎病毒、新城疫病毒、狂犬病毒、番

茄黄化曲叶病毒等许多病毒的检测。

!"# 细菌病原体的检测

!"#"$ 分枝杆菌的检测：临床上一直在寻找快速准确的鉴

别诊断生长缓慢的分枝杆菌的方法。%&’()*) 等［+,］根据分

枝杆菌属 +-. 核糖体 /0" 保守序列设计共用引物，采用

!"#$ 方法可以检测出分枝杆菌属病菌，他们还根据分枝杆

菌不同种的 1234 基因序列的特异性分别针对结核分枝杆菌

复合群、鸟分枝杆菌和胞内分枝杆菌设计引物从痰标本中

鉴定结核分枝杆菌、鸟分枝杆菌和胞内分枝杆菌。

!"#"# 牙周细菌的检测：5)678*’ 等［+9］针对牙龈卟啉菌（ ! :
"#$"#%&’#(）、福 氏 类 杆 菌（ ) : *+,(-./#&）、齿 垢 螺 旋 体（ ) :
01$.#2+’&）; 种病原体分别设计引物，用 !"#$ 方法最低能检

测到的 ! : "#$"#%&’#( 和 ) : *+,(-./#& 为 +<=1>管、) : 01$.#2+’& 为

+<<=1>管。#’?*’ 等［+-］用 !"#$ 方法对 牙 周 炎 主 要 致 病 菌

! : "#$"#%&’#( 进行检测，通过 +-. 核糖体 @0" 基因对其设计

引物，!"#$ 扩增 ;<(8A 后，能在 B< 个细胞>管的样品中检测

到扩增产物。

!"#$ 还可用于艰难梭状芽孢杆菌、志贺菌、假结核耶

尔森氏菌、迟钝爱德华氏菌、沙门氏菌、肺炎链球菌等许多

细菌的检测。

!"% 真菌病原体的检测

巴西类球孢子菌（ !&,&2+22#0#+#01( 3,&(#’#1$(#(，$4）是一种

热依赖的二相真菌，引起南美牙生菌病，用传统 $C@ 从真菌

细胞中检测出 $4 的特异基因 "4,; 和 "4BD 需要 97 E -7，而

用巢 式 $C@ 从 血 液 或 组 织 标 本 中 检 测 则 需 要 +B7，FA*)
等［+D］用 !"#$ 检测 "4,; 只需要 ;7。

!"! 寄生虫病的检测

寄生虫对人体的危害主要包括其作为病原引起寄生虫

病及作为疾病的传播媒介两方面。$))A 等［+G］用 !"#$ 方法

检测疟疾虫的小亚基核糖体 3@0" 基因，可准确判断人是否

患有疟疾，其灵敏度和特异性可以分别达到实时 $C@ 的

H9I和 HHI。巴贝西虫病是一种由蜱传播的致命性疾病，

会导致犬类的死亡。%J’*’8 等［+H］根据 +G. 3/0" 序列设计引

物，采用 !"#$ 和 $C@ 的方法进行扩增反应，两者的检测虫

体密度（K’3’68L?(8’）的极限均为 <M<<<9I，但 !"#$ 操作简

单，结果可通过肉眼观察，并且时间比 $C@ 少 ;7。

!"& 其它方面的应用

!"&"$ 转基因食品（N#O6）的检测：!"#$ 已逐步应用于食

品分析中。世界卫生组织在 B< 世纪 H< 年代提出了对转基

因食品进行安全性评价的要求，规定转基因食品必须标示。

由于大多数转基因食品都含有 C’#PQ;9. 启动子，因此，检

测 C’#PQ;9. 启动子的存在与否可判断转基因食品。.783)

等［B<］利用 !"#$ 方法通过检测 C’#PQ;9. 启动子来确定大

豆是否进行了转基因改良。

!"&"# 动物胚胎性别鉴定：R83’2’(’ 等［;］将 !"#$ 方法应用

于牛胚胎的鉴定。用于检测雄性胚胎的特异序列 ., 是 5 染

色体上的一段重复序列，用于雌雄共有的 !"#$ 反应的特异

序列是 +MD+9 卫星 /0" 序列。当 B 个 !"#$ 反应都为阳性

时胚胎为雄性，如果只有雌雄共有的 !"#$ 反应为阳性则胚

胎为雌性。

综上所述，!"#$ 技术凭借其操作简单、所需模板量少、

特异性强以及可以快速获得大量特异性扩增产物等优点将

成为核酸研究的重要工具，在卫生防疫检验和食品检测中

大显身手，成为应对大规模突发公共卫生事件最强有力的

武器之一。
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