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摘要    体外核酸快速扩增技术是一种可使微量核酸在体外高效快速扩增的技术, 自问

世以来, 被广泛应用于分子生物学、医学和法理鉴定等领域, 并被不断改进, 以使其功能

和适应性更为广泛. 重组酶介导扩增法是在现有体外核酸扩增原理的基础上发展起来的

恒温体外快速扩增核酸技术. RAA 法利用重组酶、单链结合蛋白和 DNA 聚合酶代替了传

统 PCR 的热循环解链过程, 实现了在 37℃恒温下的核酸快速扩增, 无需特殊的辅助仪器, 

对操作人员的要求也不高, 具备简单、节能、便携、快速等特点, 有望在不远的将来取代

传统的热循环 PCR 反应. 
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自核酸体外扩增技术出现以后, 就以惊人的速

度被应用到与核酸研究相关的领域. 目前, 传统的聚

合酶链式反应, 简称 PCR 技术, 已成为诸多生物学、

医学实验室、检测机构和生物医药公司的常规实验方

法. 传统的 PCR 技术是一个热循环的过程, 包括高

温变性、退火和延伸 3 个环节. 通常在 35 个循环之

后, 微量的 DNA 模板即被特异性地扩增到可以被仪

器检测到的数量. 因常规 PCR 反应需要核酸扩增仪

作为辅助工具, 因此反应始终受到电力、成本以及空

间等因素的制约, 从而限制了该技术在实验室之外

的应用.  

早在 20 世纪 90 年代初, 就出现了关于恒温核酸

体外扩增技术的报道[1]. 恒温核酸体外扩增技术, 是

在恒定温度下, 通过一些特殊的蛋白(酶)使 DNA 双

链解旋, 并促使特异性 DNA 片段扩增, 以达到核酸

体外扩增的效果[2]. 恒温核酸体外扩增技术的出现, 

再次扩大了 PCR 技术的应用范围, 并使其操作更加

便捷. 相对于传统的热循环核酸体外扩增技术, 恒温

技术的应用是一次全面升级.  

在现有的几种恒温核酸体外扩增方法中, 环介导

基因恒温扩增技术(loop-mediated isothermal amplifica- 

tion, LAMP)[3]和重组酶聚合酶扩增技术(recombinase 

polymerase amplification, RPA)[4]是两种相对比较成

熟的新技术.  

LAMP 扩增方法的核心是使用链置换型 DNA 聚

合酶, 当 DNA 双链在 65℃处于动平衡状态时, 反应

中的引物可通过类似于滚环复制的链替换反应, 在

同一条链上产生互补序列, 周而复始形成大小不一
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的扩增产物. LAMP 扩增方法的特点是需使用 4~6 个

引物, 在一个蛋白的作用下, 并在 65℃的恒温条件

下进行 DNA 扩增反应. 其反应灵敏度高于巢式 PCR, 

并且特异性高. 若使用荧光燃料, 还可以直接用肉眼

观察到反应的扩增产物 [5]. 但是, 因其引物较复杂, 

必须用特殊的软件设计. 另外, 用 LAMP方法得到的

扩增产物是一些大小不等的片段, 无法直接克隆和

测序, 只能用于判断目的基因的存在. 这也是 LAMP

方法最大的局限性.  

目前最接近所谓常温核酸扩增技术的, 是重组

酶聚合酶扩增法(RPA), 该方法是以 T4 噬菌体 DNA

复制机理系统为蓝本, 系统中除了需要一种常温下

能工作的DNA聚合酶外, 还包含一个噬菌体 uvsX重

组酶和一个单链 DNA 结合酶(gp32), 以及另外一个

辅助 uvsX 重组酶的 uvsY 蛋白. 如果效仿 RT-PCR 利

用简易荧光仪, 还需另一个蛋白的帮助. 该系统的显

著优点在于, 它在常温下就能实现 DNA 解链并可在

15~30 min 内完成目的 DNA 的快速扩增. 所以 RPA

扩增技术就不需要使用贵重的核酸扩增仪, 因而也

不受样品槽孔多少和空间的限制.  

本文介绍的重组酶介导扩增(recombinase-aid am- 

plification, RAA)技术也是一种在恒温下可以使核酸

快速扩增的方法. 与 RPA 不同的是, RAA 扩增法使

用的是从细菌或真菌中获得的重组酶, 在 37℃恒温

下, 该重组酶可与引物 DNA 紧密结合, 形成酶和引

物的聚合体, 当引物在模板 DNA 上搜索到与之完全

互补的序列时, 在单链DNA结合蛋白(single-stranded 

DNA binding, SSB)的帮助下, 使模板 DNA 解链, 并

在 DNA 聚合酶的作用下, 形成新的 DNA 互补链(图

1). 反应产物也是以指数级增长, 通常在 1 h 内即能

得到可以用琼脂糖凝胶电泳检测到的扩增片段. 整

个反应简单快速, 因为不需要高温循环, 所以特别适

合在有大量样品的非实验室检测场所使用. 

1  材料与方法 

1.1  蛋白和 DNA 

天蓝色链霉菌重组酶蛋白(SC-recA)、枯草芽孢

杆菌重组酶蛋白(BS-recA)和啤酒酵母重组酶(Rad51)

分别来自天蓝色链霉菌、枯草芽孢杆菌和啤酒酵母. 

将天蓝色链霉菌、枯草芽孢杆菌和 Rad51 重组酶基因

分别克隆至 pET21a(购自Merck公司)表达载体中, 过

量表达后用 Ni-NTA 亲和层析(Ni-NTA agarose, 购自

GE Health Care 公司)纯化, 并用 Bradford 法定量.   

λ DNA 购自 Promega 公司. 重组 DNA 是 rnd 基因编

码区的一部分(310 bp), 将此片段连接到载体上, 转

化大肠杆菌获得含重组 DNA 的菌株(Top10).  

1.2  重组酶与 DNA 结合实验 

取纯化的 SC-recA 重组酶蛋白(5 μL)、BS-recA

重组酶蛋白(5 和 10 μL)和 Rad51 蛋白(5 和 10 μL), 加

入 400 ng lambda DNA, 反应体系为 20 μL, 在 37℃

温育 1 h, 取 10 μL反应产物进行 1%琼脂糖凝胶电泳. 

余下 10 µL 反应体系继续在 37℃温育 2 h, 取全部反

应产物进行 1%琼脂糖凝胶电泳. 对照用 100 μL 小牛

血清白蛋白, 加入 400 ng λ DNA, 反应体系为 20 μL, 

反应条件同上. 

1.3  RAA 扩增 

将含有目的片段的大肠杆菌 Top10 菌株过夜培

养, 从中取出 1 mL 菌液, 100℃加热 10 min. 冷却至

室温, 从中取出 1 μL 作为扩增模板. 引物 A, B 大小

分别为 34和 32 nt. 反应体系如下: 50 pmol引物A; 50 

pmol 引物 B; 1 mmol/L dNTP; 90 ng/µL SSB 蛋白; 120 

ng/μL recA 重组酶蛋白(SC-recA/BS-recA)或 30 ng/μL 

Rad51 蛋白; 30 ng/μL Bsu DNA 聚合酶; 反应缓冲液

(100 mmol/L Tricine, pH 8.0; 100 mmol/L 醋酸镁; 5 

mmol/L 二硫苏糖醇; 5%PEG 20K; 2.5 mmol/L ATP; 

100 ng/μL肌酸激酶). 摇匀后放置于 37℃培养箱温浴

1 h. 取 10 μL 反应产物经酚/氯仿提纯后, 在 1.5%琼

脂糖凝胶上电泳.  

2  结果与分析 

2.1  重组酶与 DNA 结合实验 

在本实验中, 重组酶的活性非常重要, 为了证明

重组酶和 DNA 的结合特性, 将 400 ng λ DNA 分别加

入纯化后的SC-recA重组酶(10 μL)和BS-recA重组酶

(5 和 10 μL), 温浴 1 h 后电泳结果显示, 两种重组酶

均可与 DNA 结合, 并使 DNA 的迁移率明显变慢(图

2, 泳道 1~3). 而加入 100 μL 小牛血清白蛋白(BSA)无

明显的结合, 其迁移率与对照λ DNA 迁移率一致(图

2, 泳道 4~8). 另外在电泳孔中加入两种重组酶进行

电泳, 未观察到 DNA 条带, 说明纯化的两种重组酶 
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均不含 DNA(图 2, 泳道 9 和 10).   

继续温育 2 h 后将余下 10 μL 反应样品进行琼脂

糖凝胶电泳, 发现 DNA 仍然滞留在电泳孔中不能迁

移出, 而加入 BSA 的 DNA 样品则能迁移出电泳孔, 

与不加蛋白的λ DNA 迁移率一致(结果未显示). 说明

SC-recA 重组酶和 BS-recA 重组酶与 DNA 的结合紧

密, 形成比λ DNA 分子量更大的紧密结构使之不能

迁移出电泳槽, 进一步说明 SC-recA 和 BS-recA 重组

酶是 DNA 结合蛋白. 

Rad51 与 DNA 结合实验也证明来源于酵母啤酒

的重组酶(Rad51)亦可以与 DNA 分子紧密结合(结果

未显示).   

2.2  RAA 扩增 

在细菌或真菌 DNA 复制过程中, 重组酶蛋白起

着重要的作用. 重组酶蛋白可与单链 DNA 结合而阻

止细胞核内核酸酶对单链DNA的降解, 在DNA重组

过程中, 重组酶还负责基本的碱基配对[6]. 当然, 在

体内, 还会有其他辅助性蛋白, 如 recB, recC 和单链

DNA 结合蛋白等, 共同参与到 DNA 的重组中. 因此, 

在进行核酸体外扩增时, 重组酶蛋白无疑是起着决

定性作用的反应催化剂. 为了验证重组酶的作用, 设

计了有针对性的 RAA 扩增体系, 除了 SC-recA, BS- 

recA 和 Rad51 重组酶外, 还加入了 DNA 聚合酶和 

 

 

图 1  重组酶介导扩增法的原理示意图 
RAA 法中主要使用了 3 种酶: 重组酶、单链 DNA 结合蛋白和 DNA 聚合酶. 首先, 重组酶与引物结合形成复合体, 在单链 DNA 结合蛋白的

辅助下, 模板 DNA 解链并使引物与模板配对, 然后在 DNA 聚合酶的作用下, 生成新的 DNA 链. 经过几十个循环后, DNA 新链的数量以指

数级增长. RAA 法用酶的作用使双链 DNA 解链. 因此反应条件较温和, 不需要高温使模板 DNA 变性. RAA 反应的时间也较短, 在 15~30  
min 就可以得到能检测到的扩增片段 
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辅助蛋白 Bsu 等, 扩增的目的片段长 310 bp, 是之前

克隆到载体里的 rnd 基因编码区的一部分. 实验结果

表明 , 在目前的反应体系中 , 含有 SC-recA 和

BS-recA重组酶的反应体系都可以正确扩增出目的片

段(图 3), 说明 SC-recA 和 BS-recA 重组酶均具有催

化功能, 而且反应的特异性很高.  

3  讨论 

3.1  重组酶蛋白在 RAA 反应中的作用 

在体外核酸扩增体系中, 重组酶蛋白的作用是 

 

 

图 2  SC-recA, BS-recA 重组酶与λ DNA 结合 1 h 后琼脂糖

凝胶电泳 
泳道 1~3: 采用 400 ng λ DNA为模板, 分别加入 5 μL SC-recA, 5 μL 

BS-recA 及 10 μL BS-recA; 泳道 4~7: 400 ng λ DNA 加入 100 μL 

BSA; 泳道 8: 对照 λ DNA(400 ng); 泳道 9 和 10: 未加 λ DNA 的

SC-recA 和 BS-recA. DNA marker 从上到下依次为: 10 K, 8 K, 7 K, 

6 K, 5 K, 4 K, 3 K, 2 K, 1 K 和 0.1 K 

 

图 3  RAA 扩增片段琼脂糖凝胶电泳结果 
泳道1: 100 bp DNA ladder; 泳道2和3: 分别加入SC-recA和BS-recA

重组酶的反应体系; 泳道 4: 1 kb DNA ladder 

帮助 DNA 模板的解链和促使模板与引物之间发生链

替换, 这一替换过程需要 ATP 来提供能量. 然后在

单链结合蛋白的辅助下, Bsu DNA聚合酶可以对链替

换后的目的 DNA 进行特异地延伸. 由于 ATP 在 CK

激酶催化下可以利用磷酸肌酸(phosphocreatine)实现

再生, 使这一反应过程中的化学平衡倾向于产物的

合成, 并且这一过程可以被不断地重复, 从而最终实

现核酸的高效扩增.  

在本实验中, 重组酶蛋白来自于链霉菌、芽孢杆

菌和啤酒酵母. DNA 结合实验表明, 来自于细菌和真

菌的重组酶都能够与 DNA 紧密结合, 这是使核酸体

外扩增反应顺利进行的关键一步. 正是在重组酶蛋

白的作用下, 模板 DNA 能够解链并且使引物能够结

合到与之同源的序列上, 随后在 DNA 聚合酶的催化

下, 扩增出新的 DNA 片段.  

3.2  重组酶介导扩增法反应的建立和优化 

在 RAA 反应中, 酶无疑是最重要的成分, 酶的

纯度直接决定了反应能否顺利进行, 因为反应仅在

37℃下进行, 任何不必要的杂质都会影响到反应的

结果, 特别是核酸酶的污染, 而核酸酶在传统的高温

PCR 中几乎可以被忽略. 因此, 在进行酶的纯化时, 

特别强调核酸酶的去除, 以及保持酶的活性. 通过

Ni-NTA 亲和层析(Ni-NTA agarose)可以去掉大部分

杂质, 获得高纯度的酶.  

每个反应中酶的定量也很重要 , 除了重组酶 , 

还有 3~4 个酶参与扩增反应, 它们之间需要合理的

比例, 才能够得到预期的扩增结果. 在实际应用中

发现, 对不同的模板和引物, 反应的体系需要有针

对性地优化, 并非一套体系适用于所有的反应. 而

一旦调整好反应体系, 就能够基本达到百分之百的

重复性. 这也是常温核酸扩增的一个特点, 即经过

优化的体系的灵敏度和稳定性较好, 不会因环境或

操作人员的改变而产生不同的结果. 此外, 本研究

组新近创立了某种优化的 RAA 体系, 该体系还可以

进行类似于滚换复制的大尺寸 DNA 的扩增(结果未

发表).  

RAA常温核酸扩增法对模板是不挑剔的, 可以是

质粒 DNA, 也可以是含有质粒的菌液, 动植物 DNA

均可以作为模板, 甚至可以使用 RNA 直接作为模板, 

而无需额外的逆转录过程. 但是为了提高扩增片段的

准确性, RAA 对引物的要求比较严格. 通常 1 对引物
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需要由 30~34 个核苷酸组成, 且引物的序列要与扩增

片段严格互补, 只有这样, 才能获得理想的扩增条带. 

本实验所用的一对引物分别长 34 和 32 nt, 可以看到, 

用这对引物扩增出来的产物特异性非常高(图 3). RAA

方法中引物与模板严格互补的特点, 使其可以用于

SNP 和甲基化的检测, 只要与引物配对的模板 DNA

上有一个碱基的差异, 就可以用 RAA 方法检测出来.  

在 RAA 反应体系的优化中, 缓冲液也是关键的

部分. 因重组酶催化的反应是一个耗能的反应, 需要

ATP 的参与, 所以在缓冲液中, ATP 和促使 ATP 再生

的肌酸激酶(creatine kinase)都是必不可少的成分. 同

时 , 加入了有稳定和提高酶活性作用的聚乙二醇

(PEG20000)和二硫苏糖醇(DTT)等. 整个反应在一个

弱碱的环境下进行, Tris 缓冲液的 pH 为 8.0.  

经过优化的反应体系在简单的反应条件下(37℃

反应 1 h)已经基本上能够稳定地扩增大小为 310 bp

的目的片段, 而且具有很高的特异性.  

3.3  RAA 常温扩增的应用前景 

传统的高温 PCR 自 1983 年发明至今, 已经在生

物学、医学和农学等领域发挥了重要的作用. 在 PCR

的基础上, 近年来还发展了很多技术, 如 RT-PCR, 

定时定量 PCR(real-time quantitative PCR)和免疫 - 

PCR 等[7~9]. 但应用这些技术的前提都是需要购买昂

贵的仪器和对操作人员进行专业培训. 因此, 极大地

限制了这些技术在实验室之外的应用. 恒温核酸扩

增的出现恰好弥补了高温 PCR 的这个缺点, 特别是

重组酶介导扩增法仅需要在 37℃反应 1 h, 即能得到

与高温 PCR 相同的结果, 用时少、操作简单, 而且只

需要一个恒温装置(如水浴、金属浴, 甚至是恒温培养

箱). 由于不受仪器的限制, RAA 法可以用做大量样

品的快速检测. 如果样品需要定时定量, 还可以在

RAA 反应中添加探针, 只需要另外补充一个蛋白就

可以在 5~30 min 检测到扩增片段; 如果环境温度低

于室温(25℃), 则仅需要增加一个恒温装置.  

RAA 法的特点使其在病毒检测方面颇具竞争力.

目前, 常用传统 PCR 法检测乙型肝炎病毒(HBV)、人

乳头状瘤病毒 (HPV)和艾滋病病毒 (HIV)等 [10~12]. 

RAA 法获得的引物特异性高, 而且操作简便、省时, 

将来完全可以替代传统 PCR 进行病毒的检测, 甚至

可以在一个反应中使用多对引物, 在同一时间进行

不同病毒的检测鉴定.  

相对于传统 PCR 和其他恒温核酸扩增方法(如

LAMP 法), RAA 扩增法的优势显而易见. 因 RAA 法

的反应简单, 还有可能制作出类似于血糖仪的便携

式检测设备, 定时定量地检测特定疾病, 这将在很大

程度上改变现有医学检测的程序, 不仅可使广大医

护人员从繁重的劳动中解脱出来, 还能够随时随地

获得检查结果.  

核酸扩增技术发展至今, 一直离不开昂贵的仪

器和专业的培训, 因此, RAA 法的出现具有革命性意

义. 目前, RAA 法还处于初期阶段, 但是对于一个刚

出现的新技术而言, 能够在体外较低的温度下(最适

温度 37℃)快速扩增出目的片段, 已经是很好的成绩, 

并有望研发出家用分子诊断试剂盒. 此外, RAA 技术

也是目前唯一可能研究出体内核酸扩增技术的后备

技术 . 相信随着反应体系和反应条件的不断优化 , 

RAA 法能够利用它的优势, 在医药、农业等领域, 特

别是在检测(医学检测、动植物检疫和野外微生物检

测)等方面广泛发挥作用.  
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Nucleic acid amplification is a biotechnology that trace nucleic acid can be rapidly amplified in vitro. The technology 
has been applied widely in molecular biology, medical and forensic test etc. Such methodology has been continuously 
improved in its functionality and wideness of ultilization. Recombinase-aid amplification (RAA) is the most recent 
isothermal amplification technology, in which the classical thermal stable enzyme has been replaced by recombinase, 
single-stranded DNA binding (SSB) and DNA polymerase. Therefore, the RAA reaction can be carried out at optimized 
37°C or under the room temperatures without any heating assistance. The entire RAA reaction is very rapid, specific, 
power-saving and portable. These merits could largely facilitate RAA more applicable than PCR in the near future.  
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