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食品中空肠弯曲菌荧光重组酶聚合酶扩增 
检测方法的建立 

 
兰全学 1，陈佳平 2，杨慧 1，杜文旗 1，金玉娟 1，甘莉萍 1，刘渠 1，刘小青 2 

（1.深圳市龙岗区疾病预防控制中心，广东深圳 518172）(2.深圳市计量质量检测研究院，广东深圳 518109） 

摘要：本研究为了实现空肠弯曲菌的快速和便捷检测，建立了一种基于荧光重组酶聚合酶扩增技术（exo-RPA）快速检测空肠弯

曲菌的方法。通过对空肠弯曲菌和对照菌株的 exo-RPA 检测来判断该方法的特异性。用梯度稀释的空肠弯曲菌作为模板进行检测来

分析 exo-RPA 方法的灵敏度。通过对模拟污染样品检测来分析 exo-RPA 的应用效果。分别以 exo-RPA 和荧光 PCR 检测实际食品样品

来分析二者的检测效果。空肠弯曲菌 exo-RPA 方法可特异检出空肠弯曲菌，检测灵敏度达到 6.0×102 CFU/mL。在模拟污染试验中，

含 2.5×101 CFU/mL 空肠弯曲菌的增菌液在培养 24 h 后可以被 exo-RPA 检测出阳性信号。exo-RPA 和荧光 PCR 对于 40 份样品的检测

结果相同。本研究建立的空肠弯曲菌 exo-RPA 具有特异、灵敏和抗干扰性强的特点，方法操作简便快速，具有较好的应用前景。 
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Abstract: In order to achieve rapid and convenient detection of Campylobacter jejuni, a rapid detection method of Campylobacter jejuni 

based on fluorescence probe-based recombinase polymerase amplification (exo-RPA) was developed. The specificity of the method was 

determined by exo-PA detection of Campylobacter jejuni and control strains. The gradient-diluted Campylobacter jejuni was used as a template 

to analyze the sensitivity of the exo-RPA method. The application effect of the exo-RPA method was analyzed through detecting the simulated 

contaminated samples.The exo-RPA and fluorescence PCR were used to test real food samples respectively, in order to analyze their detection 

effects. The Campylobacter jejuni exo-RPA method can specifically detect Campylobacter jejuni with a detection sensitivity of 6.0×102 

CFU/mL. In the simulated contamination tests, the enrichment broth medium containing 2.5×101 CFU/mL Campylobacter jejuni was tested 

positive after 24 hours of culture by the exo-RPA assay. The exo-RPA and fluorescence PCR methods led to the same detection results for the 40 

samples. The Campylobacter jejuni exo-RPA assay developed in this study has high specificity, sensitivity and anti-interference ability. The 

method is simple, convenient and rapid, with a good application prospect. 
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空肠弯曲菌是一种革兰氏阴性的微需氧菌，属于

弯曲杆菌属，在家禽产品中较为常见，可以引起人畜

共患疾病。感染空肠弯曲菌的家禽或其它鸟类会出现 
腹泻的症状

[1]
。食用空肠弯曲菌污染的禽肉等动物性

食品，则有可能使人发生严重的肠胃炎及其它并发症
[2,3]

。随着我国人民生活水平的提高，禽肉等动物性食

品的消费量也在逐步提高
[4]
，为控制被空肠弯曲菌感

染的风险，加强对家禽产品生产、销售、消费各环节

中空肠弯曲菌的监测有着重要的公共卫生意义。 
目前对空肠弯曲菌的检测以分离培养法为主，该

方法有着结果准确、可靠的优点，是空肠弯曲菌检测

的“金标准”[5]
，然而其检测周期通常需要 5~7 d，无法

满足快速检测的需求。基于 PCR 的检测技术已发展为

快速检测空肠弯曲菌的重要手段
[6-8]

，还可通过对特异

基因序列的检测来区分空肠弯曲菌和其它同源性较高

的菌种
[9]
。普通 PCR 操作繁琐且易污染，荧光 PCR

仪器价格较为昂贵，限制了 PCR 技术在食品生产企

业、基层检测机构的推广应用。因此研发更为快速、

便捷的新型检测技术十分重要。 
重组酶聚合酶扩增技术(RPA)是一种核酸恒温扩

增技术，具有特异、灵敏、快速的特点
[10]

。RPA 反应

过程中 DNA 分子的解旋和扩增通过重组酶和扩增酶

来实现，反应过程在 37~41 ℃恒温条件下持续 15~20 
min 即可完成，并且通过结合荧光探针，重组酶聚合

酶扩增过程可以实现实时监测，即荧光重组酶聚合酶

扩增技术（exo-RPA）。exo-RPA 的反应检测设备相对

荧光 PCR 设备更简单、更经济。目前已有文献报道该

技术在医学检测、食品检测等领域中应用，包括应用

于某些病毒、寄生虫和细菌的检测
[11-14]

。 
本研究基于荧光重组酶聚合酶扩增技术建立了一

种可用于空肠弯曲菌快速检测的方法，该方法具备了

重组酶聚合酶扩增技术的优点，有望在食品生产到消

费各环节中实现对空肠弯曲菌的快速、便捷检测。 

1  材料与方法 

1.1 材料与试剂 

本研究使用菌株如表 1 所示，空肠弯曲菌

（CICC22936）为标准菌株，空肠弯曲菌 CJ2017001、
CJ2017002 和 CJ2017003 为实验室从鸡肉分离空肠弯

曲菌，其余非空肠弯曲菌为标准菌株。菌株由深圳市

计量质量检测研究院和深圳市龙岗区疾病预防控制中

心提供；荧光重组酶聚合酶扩增试剂盒（TwistAmp® 

exo kit）购自英国 TwistDx 公司；空肠弯曲菌检测核

酸检测试剂盒（荧光 PCR 法）购自深圳生科原生物股

份有限公司；Bolton 肉汤等培养基购自北京陆桥生物

技术有限责任公司；实验所用检测食品样品购自当地

超市和农贸市场。 
表1 本研究中所用的菌株 

Table 1 The bacterial strains used in this research 

菌种 菌种编号 

空肠弯曲菌 CICC22936 

空肠弯曲菌 CJ2017001 

空肠弯曲菌 CJ2017002 

空肠弯曲菌 CJ2017003 

大肠埃希氏菌 O157 NCTC12900 

鼠伤寒沙门氏菌 ATCC14028 

肠炎沙门氏菌 CMCC(B)50335 

副溶血性弧菌 CICC21617 

阪崎肠杆菌 ATCC29544 

福氏志贺氏菌 CICC21534 

粪链球菌 ATCC19433 

单核细胞增生李斯特菌 CMCC(B)54001 

变形杆菌 CICC49005 

金黄色葡萄球菌 ATCC6538 

柠檬酸杆菌 ATCC8090 

阴沟肠杆菌 ATCC13047 

小肠结肠炎耶尔森菌 CMCC(B)52204 

1.2  引物与设备 

基于空肠弯曲菌马尿酸盐水解酶基因（hipO），设

计多对荧光重组酶聚合酶扩增所用的引物和荧光探

针，引物和荧光探针由上海生工生物工程有限公司合

成；exo-RPA 检测设备 T16-ISO 恒温扩增仪购自英国

TwistDx 公司；T16-ISO 恒温扩增仪可以为 exo-RPA
反应提供 37~42 ℃的反应条件，设备自带的荧光检测

装置可以用于收集反应中产生的荧光信号。干浴器购

自美国 labnet 公司；Fresco 21 冷冻离心机购自美国

Thermofisher 公司；PL2002 电子天平购自瑞士梅特勒

-托利多公司。 

1.3  实验方法 

1.3.1  DNA 模板提取 
取 1 mL 新鲜培养菌液，12000 r/min 离心 2 min，

收集菌体，加入 500 μL 灭菌纯水重悬，12000 r/min
离心 2 min 去除上清，重复上述步骤一次，加入 100 μL
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灭菌纯水重悬，于干浴器 100 ℃加热 10 min，冷却至

室温后，12000 r/min 离心 2 min，取上清冻存于-20 ℃
备用。 
1.3.2  检测方法的建立 

参照 TwistAmp® exo kit 试剂盒说明书，使用说明

书推荐的反应体系（包括各组分的加入量），空肠弯曲

菌 exo-RPA 检测体系为 50 μL，加入 29.5 μL 水化剂，

11.2 μL 去离子水，正反向引物(10 μM)各 2.1 μL，荧

光探针(10 μM) 0.6 μL，2 μL DNA 模板和 2.5 μL 醋酸

镁离子（280 mM）混合于 200 μL 的反应管中（表 2），
反应管放置于恒温扩增仪中 39 ℃下反应 15 min。 

本研究共设计了 5 对荧光探针和引物组合，通过

exo-RPA 反应的验证，确定其中反应效率最高的 1 对

荧光探针和引物组合建立方法使用，序列如表 3 所示。 
表2 exo-RPA反应体系 

Table 2 The reaction system of exo-RPA 
组分名称 体积/μL 

水化液 29.5 

ddH2O 11.2 

上游引物/（10 μM） 2.1 
下游引物/（10 μM） 2.1 

探针/（10 μM） 0.6 

DNA 模板 2 

醋酸镁离子/（280 mM） 2.5 

表3 exo-RPA探针和引物序列 

Table 3 The sequences of the probe and primers of exo-RPA 

名称 类型 序列(5’-3’) 

RPA P 荧光探针 CAACCTCACTAGCAAAATCCACAGCTTCA(FAM-dT)(dSpacer)G(BHQ1-dT)TATTCATAGTCACTG -C3spacer
RPA F 正向引物 GCCATTAAAGGACGATGATTAAATTCACAAT 

RPA R 反向引物 TGAGTGTTAGAGCATTAGATAATGAAACTAGAAAG 

1.3.3  特异性试验 
特异性试验所用菌种如表 1 所示，应用合适的培

养基培养菌株，按 1.3.1 方法制备 DNA 模板，用上述

建立的 exo-RPA 方法进行检测，每个反应重复三次。 
1.3.4  灵敏性试验 

将空肠弯曲菌（CICC22936）菌液 10 倍浓度梯度

稀释为 6.0×105 CFU/mL、6.0×104 CFU/mL、6.0×103 
CFU/mL、6.0×102 CFU/mL 和 6.0×101 CFU/mL，菌液

浓度由平板计数法计算得到，按 1.3.1 方法制备各浓度

的 DNA 模板，用上述建立的 exo-RPA 方法进行检测，

每个反应重复三次。 
1.3.5    模拟污染试验 

以市售新鲜鸡肉作为模拟污染试验中的样品，样

品先按照 GB 4789.9-2014 方法未检出空肠弯曲菌。再

将样品（10 g）与 Bolton 培养基（90 mL）的比例混

合制成增菌液，共制备 3 份。上述增菌液分别加入空

肠弯曲菌（CICC22936）菌液 1 mL，使空肠弯曲菌的

菌浓度分别为 2.5×103 CFU/mL、2.5×102 CFU/mL 和

2.5×101 CFU/mL。增菌液在微需氧条件下 42 ℃培养，

分别取培养时间 0 h、12 h、24 h 的增菌液，按 1.3.1
方法制备 DNA 模板，用上述建立的 exo-RPA 方法进

行检测，每个反应重复三次。 
1.3.6  实际应用试验 

从市场购买共 40 份新鲜鸡肉，利用 Bolton 肉汤

进行增菌培养，再分别应用荧光 PCR 方法和荧光重组

酶聚合酶扩增技术进行检测，通过检测结果来分析荧

光重组酶聚合酶扩增技术的效果。 

2  结果与讨论 

2.1  荧光重组酶聚合酶扩增反应原理 

 

图1 exo-RPA反应示意图 

Fig.1 Schematic diagram of exo-RPA assay 

当 exo-RPA 反应开启后，重组酶会与引物形成复

合物（图 1A），该复合物会去寻找引物的靶序列区， 
重组酶使靶序列区的双链 DNA 解旋，引物与互补单

链结合，另一条单链则被单链结合蛋白所结合（图

1B）。在聚合酶的作用下，新合成的 DNA 链沿引物 3’
端方向延伸，同时重组酶继续解开双链，单链结合蛋

白则与单链结合（图 1C）。最终在重组酶、聚合酶和

单链结合蛋白的共同作用下，形成两条新的 DNA 双

链（图 1D）。exo-RPA 反应体系中含有一个长约 50 个

碱基荧光探针，在它的第 30 个碱基附近的两个 T 碱

基上分别标记一个荧光报告基团和淬灭基团，在两个

基团之间插入了一个四氢呋喃残基（tetrahydrofuran 
residue，THF）。当荧光探针与 DNA 分子靶序列结合
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并形成双链后，THF 位点可被具有 3’-5’外切酶活性的

核酸外切酶 III（exo 酶）识别并切开，于是荧光报告

基团和淬灭基团分开，荧光信号产生并与扩增产物的

累积相同步（图 1E），在 10~20 min 内便可检测到荧

光信号。 

2.2  检测方法的建立 

exo-RPA 对空肠弯曲菌检测效果如图 2 所示。

exo-RPA 检测结果以荧光增加值在 50 以上认定为阳

性结果，反之则为阴性结果。 

 

图2 exo-RPA对空肠弯曲菌的检测  

Fig.2 The detection of Campylobacter jejuni by exo-RPA assay  

2.3  特异性 

表4 exo-RPA特异性检测结果 

Table 4 The results of the exo-RPA assay for specificity 

菌种 exo-RPA 检测结果

空肠弯曲菌 CICC22936 阳性 

空肠弯曲菌 CJ2017001 阳性 
空肠弯曲菌 CJ2017002 阳性 
空肠弯曲菌 CJ2017003 阳性 

大肠埃希氏菌 O157 NCTC12900 阴性 

鼠伤寒沙门氏菌 ATCC14028 阴性 
肠炎沙门氏菌 CMCC(B)50335 阴性 
副溶血性弧菌 CICC21617 阴性 
阪崎肠杆菌 ATCC29544 阴性 
福氏志贺氏菌 CICC21534 阴性 
粪链球菌 ATCC19433 阴性 

单核细胞增生李斯特菌 CMCC(B)54001 阴性 
变形杆菌 CICC49005 阴性 

金黄色葡萄球菌 ATCC6538 阴性 
柠檬酸杆菌 ATCC8090 阴性 
阴沟肠杆菌 ATCC13047 阴性 

小肠结肠炎耶尔森菌 CMCC(B)52204 阴性 

特异性试验结果如表 4 所示，空肠弯曲菌

（CICC22936、CJ2017001、CJ2017002 和 CJ2017003）
均出现明显的扩增曲线，各曲线荧光值均在 6 min 内

开始快速增加，说明反应体系中出现核酸扩增，检测

结果为阳性。这表明 exo-RPA 方法具有良好的种内保

守性，可以有效避免出现漏检的情况。所有非空肠弯

曲菌的检测结果均为阴性，说明反应体系中未出现非

特性核酸扩增。结果表明建立的检测方法特异性强，

有望在实际检测应用中准确地区分空肠弯曲菌和非空

肠弯曲菌。 

2.4  灵敏性 

在 exo-RPA 反应中，不同的引物对与同一个荧光

探针分别组合，扩增效率会略有不同
[15]

，引物对之间

的二级结构，以及引物与靶序列的非特异性结合都会

影响到扩增效率。本研究中试验了多组引物对与荧光

探针组合效果（数据未显示），根据试验结果选取扩增

效率最佳的引物、探针组合建立方法。 
三次重复试验表明，菌浓度 6.0×105~6.0×102 

CFU/mL 的 DNA 模板检测结果为阳性，菌浓度越高

出现扩增曲线的时间越早，并且荧光增加值全部大于

50。检测结果如图 3 所示。菌浓度 6.0×101 CFU/mL
的 DNA 模板未出现扩增曲线，荧光增加值与阴性对

照的相似，未超过 50，因而认定其为阴性结果。建立

的 exo-RPA 可以检出 6.0×102 CFU/mL 的目标菌，虽

然略低于已报道的荧光 PCR 方法灵敏性达到 8.7×101 
CFU/mL 的水平

[16]
，但其检测设备更简单，反应时间

更短，较荧光 PCR 更加便捷。 

 

图3 空肠弯曲菌exo-RPA灵敏性测试结果 

Fig.3 The analysis of the sensitivity of Campylobacter jejuni 

exo-RPA  

2.5  模拟污染试验 

三次重复试验表明，增菌液培养 0 h 后（即未培

养），只有菌浓度为 2.5×103 CFU/mL 的增菌液检出阳

性结果。增菌液培养 12 h 后检测结果与培养 0 h 检测

结果一致。培养 24 h 后的所有增菌液检测结果阳性。

模拟污染试验结果如图 4 所示。模拟污染试验结果提

示，空肠弯曲菌在培养初期生长速度可能教缓慢，足

够的增菌培养时间对于提高检出率是必要的。对于受
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空肠弯曲菌污染较严重的样品，exo-RPA 检测方法具

有在无增菌条件下对样品中的目标菌直接检出的潜

力。 

 

 

 

图4 模拟污染试验结果 

Fig.4 The results of simulated sample detection 

注：a 培养 0 h；b 培养 12 h；c 培养 24 h。 

2.6  实际应用试验 

表5 两种检测方法结果比较 

Table 5 The results of detection of real food samples by using 

two methods 

  荧光 PCR 
合计

  阳性 阴性 

exo-RPA 方法 
阳性 12 0 12 

阴性 0 28 28 

合计 12 28 40 

对40份新鲜鸡肉的Bolton增菌培养液，荧光PCR
方法检出 12 份样品阳性，荧光重组酶聚合酶扩增技术

也检出 12 份样品阳性，且阳性样品相同，结果数据统

计如表 5 所示，以荧光 PCR 作为金标准，exo-RPA 方

法的灵敏度和特异度均 100%，其结果的准确性可以

荧光 PCR 相当。 
模拟污染试验结果和实际应用试验结果表明，建

立的方法在具有实际利用价值，与常用的初筛方法荧

光 PCR 检测结果一致，但其检测时间更短，不需要依

赖昂贵的荧光 PCR 设备。 

3  结论 

3.1  随着我国禽肉等动物性食品的消费量也在逐步

提高，为控制被空肠弯曲菌感染的风险，加强对家禽

产品生产、销售、消费各环节中空肠弯曲菌的监测有

着重要的公共卫生意义。以往的生化培养检测法、PCR
检测法存在着检测周期过长或设备昂贵等问题，这都

一定程度上限制了方法的使用。本研究基于荧光重组

酶聚合酶扩增技术建立了一种新型的食品中空肠弯曲

菌快速检测方法。因该方法可以恒温、快速对目标菌

DNA 扩增并检测，因而它可以与低成本的简易设备配

合使用，这大大方便了检测工作，因而它在食品生产

企业、基层检测机构中具有良好的应用前景。 
3.2  本研究发现空肠弯曲菌 exo-RPA 具有良好的检

测特异性，灵敏性可以达到 6.0×102 CFU/mL。含

2.5×101 CFU/mL 空肠弯曲菌的样品增菌液经 24 h 增

菌后可被检测出阳性信号。与荧光 PCR 方法相比，两

种方法对食品样品检测效果一致。空肠弯曲菌

exo-RPA 检测方法有望作为一种新型的检测方法应用

于食品生产、销售、消费各环节空肠弯曲菌的监测。 
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