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摘  要：【背景】猪细小病毒(porcine parvovirus, PPV)是危害猪群生殖健康的重要病原之一，给养

猪业带来重大经济损失，对猪源性产品的质量安全造成严重威胁。【目的】建立一种重组酶聚合酶

扩增(recombinase polymerase amplification, RPA)结合侧流层析试纸条(lateral flow dipstick, LFD)方
法，用于 PPV 核酸的快速、灵敏检测。【方法】针对 PPV 的 NS1 基因保守序列设计特异性 RPA 引

物，通过反应条件优化建立了 PPV 的 RPA-LFD 检测方法。【结果】该方法在 39 ℃条件下 20 min
内即可完成检测，最低检测限为 10 copies/μL；与猪圆环病毒 2 型、猪伪狂犬病毒、猪瘟病毒、猪

蓝耳病毒、口蹄疫病毒等无交叉反应；人工污染猪组织样品和模拟临床样品检测结果表明，该方

法与常规 PCR 方法的检测结果一致。【结论】本研究建立的 RPA-LFD 方法不依赖热循环仪，操作

简单、灵敏度高、特异性强，为 PPV 核酸的现场快速检测提供了技术手段。 
关键词：猪细小病毒；重组酶聚合酶扩增；侧流层析试纸条 
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Abstract: [Background] Porcine parvovirus (PPV) is one of the major pathogens threatening 
the reproductive health of swine herds, causing tremendous economic losses to the pig farming 
industry and posing a serious threat to the quality and safety of porcine products. [Objective] To 
establish a rapid and sensitive detection method for PPV nucleic acid based on recombinase 
polymerase amplification (RPA) combined with lateral flow dipstick (LFD) assay. [Methods] 
We designed specific primer pairs based on the conserved sequences of the NS1 gene in PPV. 
Then, we developed a RPA-LFD method for the detection of PPV by optimizing the reaction 
conditions. [Results] The RPA-LFD method can detect PPV nucleic acid within 20 min at 
39 ℃, with a limit of detection of 10 copies/μL. The experimental results showed that only PPV 
was positively detected by this method, whereas no cross reaction with porcine circovirus type 2, 
pseudorabies virus, swine fever virus, porcine reproductive and respiratory syndrome virus or 
foot-and-mouth disease virus was observed. In addition, the porcine tissue samples artificially 
polluted with PPV and the simulated clinical samples were detected by RPA-LFD and 
traditional PCR, and the results of the two methods were consistent. [Conclusion] The 
developed RPA-LFD method does not rely on a thermal cycler and it is simple to operate and 
highly sensitive and specific, providing an effective strategy for the on-site rapid detection of 
PPV nucleic acid. 
Keywords: porcine parvovirus; recombinase polymerase amplification; lateral flow dipstick 
 

猪细小病毒(porcine parvovirus, PPV)是引

起母猪死胎、木乃伊胎、胚胎死亡和不孕综合

征(stillbirth, mummification, embryonic death, and 
infertility, SMEDI)的主要病原体之一[1]。PPV 属

于细小病毒科，是一种无囊膜的单链 DNA 病毒，

其基因组大小约为 4.0−6.3 kb，包含 2 个主要的

开放阅读框(open reading frame, ORF)。其中，

ORF1 编码非结构蛋白 NS1、NS2 和 NS3，ORF2
编码结构蛋白 VP1 和 VP2[2]。PPV 于 1965 年在

德国首次分离自细胞培养污染物[3]，于 1983 年

在国内首次分离和鉴定[4]。PPV 传染性极强，既

可以通过胎盘垂直传播给仔猪，又可以通过水

平传播污染猪场器具、饲料和水源[5-6]。我国养

猪场 PPV 感染率高达 90%以上，而且常与猪瘟

病毒、猪圆环病毒 2 型、猪伪狂犬病毒和猪繁

殖与呼吸综合征病毒等混合感染[7-13]。PPV 的

流行不仅对养猪业造成了重大经济损失，对猪

源性产品的质量安全产生严重影响，同时对人

体健康造成潜在威胁。因此，建立一种快速、

准确、灵敏的 PPV 检测方法显得至关重要。 
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PPV 的检测方法主要有病毒分离鉴定、PCR
方法和荧光定量 PCR 方法等。病毒分离鉴定是

动物病毒检测的经典诊断方法，但该方法对实

验室环境要求严格、耗时较长、操作烦琐、成

功率低，多用于科研而非临床诊断[14-16]。随着分

子生物学的发展，PCR 和荧光定量 PCR 等分子

检测方法已广泛应用于 PPV 核酸的检测。李原野

等[17]建立了一种同时检测 PPV 与猪圆环病毒 3 型

(porcine circovirus 3, PCV3)的双重 PCR 方法，该

方法检测的最低拷贝数为 3.12×105 copies/μL。

杨奕等[18]开发了一种检测 PPV 的实时荧光定量

PCR 方法，较常规 PCR 方法更加灵敏，最低可

检测 8.76×101 copies/μL 的 PPV VP2 基因标准

品。虽然传统核酸检测技术重复性好、准确性

高，但需要专业的仪器设备和操作人员，而且

检测时间长，无法满足现场快速检测的需求。 
重组酶聚合酶扩增(recombinant enzyme 

polymerase amplification, RPA)是一种简单且快

速的恒温扩增技术。2006 年，Piepenburg 等[19]

基于参与细胞 DNA 合成的蛋白重组和修复原

理，开发了 RPA 技术。与传统 PCR 方法不同，

RPA 不依赖热循环仪，仅需在 35−43 ℃的恒定

温度下反应 15−25 min 即可实现目标基因片段

的扩增，具有快速简便、灵敏度高、特异性好

等优点[20-23]。RPA 的扩增产物可以通过多种方

法进行检测，例如琼脂糖凝胶电泳、基于探针

的实时荧光定量和侧流层析试纸条(lateral flow 
dipstick, LFD)[24]。其中，LFD 无须借助仪器，通

过肉眼观察试纸条上检测线(T线)和质控线(C线)
的颜色即可直观判读结果。将 RPA 与 LFD 相

结合的 RPA-LFD 的检测原理如图 1 所示，重组

酶 (recombinase)与特异性引物结合形成酶-引
物复合物，该复合物能够识别并结合双链 DNA
的靶序列区域，形成局部单链结构(D-loop)；
单链 DNA 结合(single-stranded DNA-binding, 
SSB)蛋白立即结合暴露的 DNA 单链，防止

DNA 链复性；随后链置换 DNA 聚合酶结合引

物的 3′端并启动 DNA 链的延伸，该过程在恒温 
 

 
 
图 1  重组酶聚合酶扩增结合测流层析试纸条检测原理示意图 
Figure 1  Schematic diagram of the recombinant enzyme polymerase amplification-lateral flow dipstick 
(RPA-LFD). 
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条件下循环进行，目标序列以指数级扩增。将

带有 FAM 和 biotin 双标记的扩增产物滴加至

LFD，先与样品垫上的胶体金标记抗 FAM 抗体

(AuNPs labeled anti-FAM antibody)结合形成复

合物；通过毛细作用力，该复合物层析到 T 线

时，被固定在 T 线的链霉亲和素捕获，形成肉

眼可见的紫色条带；未被捕获的复合物继续层析

至 C 线，被种属特异性抗体(anti-rabbit antibody)
捕获，形成紫色条带。RPA-LFD 无须依赖专业

仪器、操作简便、检测时间短，在目标核酸的

现场快速检测中展现出独特优势。 
本研究以 PPV 的 NS1 基因为靶标，设计特

异性引物进行 RPA 扩增，结合 LFD 对扩增产

物进行可视化检测，以期建立一种针对 PPV 核

酸的 RPA-LFD 方法，为 PPV 核酸的快速检测

提供技术手段。 

1  材料与方法 
1.1  样品 

PPV 疫 苗 、 猪 圆 环 病 毒 2 型 (porcine 
circovirus 2, PCV2) 疫 苗 、 猪 伪 狂 犬 病 毒

(pseudorabies virus, PRV)疫苗、猪蓝耳病毒
(porcine reproductive and respiratory syndrome virus, 
PRRSV)疫苗、猪瘟病毒(classical swine fever 
virus, CFSV)疫苗、猪口蹄疫病毒(foot-and-mouth 
disease virus, FMDV)疫苗均由中牧实业股份有

限公司提供。本研究的标准质粒 pUC57-NS1 是

根据 NCBI 中公布的 PPV (NC-001718.1)基因序

列，选取 NS1基因保守片段连接至 pUC57载体，

由金斯瑞生物科技有限公司合成。 
1.2  主要试剂和仪器 

TwistAmp® Basic Kit，TwistDx 公司；病毒

基因组 DNA/RNA 提取试剂盒，天根生化科技

(北京)有限公司；PrimeScriptTM RT reagent Kit，
宝生物工程(大连)有限公司；Milenia GenLine 
HybriDetect，Milenia Biotec 公司；DL2000 DNA 
marker (100−2 000 bp)，浙江泰坦科技股份有限

公司；琼脂糖，杭州牧舟生物科技有限公司；

TBE，康为世纪生物科技股份有限公司；DNA
上样缓冲液，生工生物工程(上海)股份有限公

司。PCR 仪、电泳仪，Bio-Rad 公司。 
1.3  引物的设计与筛选 

从 NCBI 数据库下载 PPV 的基因序列(登录

号：NC-001718.1)，利用 NCBI BLAST 工具进

行基因序列的比对分析，选取 NS1 基因的保守

区域，使用 Primer 5.0 软件设计 3 对用于 PPV
检测的特异性 RPA 引物(表 1)。为了在试纸条

上获得可视化结果，分别在上游引物的 5′端标

记 Biotin，下游引物的 5′端标记 FAM。引物由

生工生物工程 (上海 )股份有限公司合成与标

记。采用设计的引物，按照 TwistAmp® Basic 
Kit 说明书配制反应体系：反应缓冲液 29.5 μL，
上、下游引物(10 μmol/L)各 1.5 μL，阳性标准

质粒 1 μL，MgOAc 溶液(280 nmol/L) 2.5 μL，

无菌去离子水补足 50 μL。在 39 ℃恒温水浴锅

中反应 20 min，扩增产物使用 1.5%琼脂糖凝胶

电泳检测。 

 
表 1  重组酶聚合酶扩增引物 
Table 1  Recombinant enzyme polymerase amplification primers 
Primer name Primer sequence (5′→3′) 
SN1-F1 Biotin-AAGTTAGAATAGGATGCGAGGAAAGACCA 
SN1-F2 Biotin-AGGAGAGACCAGAGCATACACAACCAATA 
SN1-F3 Biotin-AAAGTTAGAATAGGATGCGAGGATAGACCA 
SN1-R1 FAM-TCAGGTACATTTCCCCAATGATGCATATA 
SN1-R2 FAM-TTCAGTTTCTTCTAAAAGTCCAAAATCACC 
SN1-R3 FAM-TTTTCGGACCAATCAGATACATTTCCCCAA 
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1.4  RPA-LFD 条件的优化 
为了提高目标基因的扩增效率，对 RPA 的

反应温度和反应时间进行优化。RPA 反应体系

分别在 35−43 ℃扩增 20 min，通过观察试纸条

检测线的颜色确定最佳反应温度。在最佳反应

温度的基础上，将反应时间分别设置为 5、10、
15、20、25 min，依据试纸条的检测结果确定

最佳反应时间。 

1.5  RPA-LFD 灵敏度和特异性试验 
将 PPV 标准质粒进行 10 倍梯度稀释

(104−100 copies/μL)，分别作为模板在已优化的

反应条件下进行 RPA-LFD 检测，同时以无菌水

作为阴性对照，确定 RPA-LFD 方法的检测限。

采用病毒基因组 DNA/RNA 提取试剂盒对病毒

疫苗进行核酸提取与纯化，提取的基因组 DNA
置于−20 ℃保存备用；另将提取的 PRRSV、

CSFV 和 FMDV 基因组 RNA 经 PrimeScriptTM 
RT reagent Kit 反转录试剂盒转化为 cDNA，保

存于−20 ℃备用。分别使用 PPV 标准质粒，

PPV、PCV2、PRV的DNA，以及PRRSV、FMDV、

CSFV 的 cDNA 为模板进行特异性试验，根据

胶体金试纸条检测结果评价 RPA-LFD 方法的

特异性。 

1.6  人工污染样品的检测 
从杭州某市场购买猪肉、猪肾、猪肝、

猪血样品，用常规 PCR 方法 [25]鉴定所有样

品中均不含待测病毒，使用不同浓度的标准

质粒对样品进行污染，使样品最终污染浓度

为 5×104−5×101 copies/mL。参考离心柱法病毒

基因组 DNA 提取试剂盒说明书和高温快速核

酸提取方法，在 4 mL 样品匀浆中加入等量裂解

液，孵育 15 min 后加入无水乙醇，将液体分次

转移到离心柱里于 8 000 r/min 离心 1 min 后弃

废液，洗涤 3 次后加 20 μL 无菌水溶解得到样

品基因组 DNA 浓缩液，从中取 1 μL 进行

RPA-LFD 检测。 

1.7  模拟临床样品的检测 
从杭州某市场购买 26 份临床猪源性样品

随机混入 PPV 疫苗 5 份作为模拟临床样品，采

用本研究所建立的 RPA-LFD 方法和常规 PCR 方

法分别对 26 份模拟临床样品进行检测，比较 2 种

方法的一致性。 

2  结果与分析 
2.1  RPA 引物的筛选 

分别使用 3 对引物进行 RPA 扩增，阳性对

照以 103 copies/μL 的 PPV 标准质粒作为模板，

阴性对照以无菌去离子水作为模板，通过琼脂糖

凝胶电泳对扩增产物进行分析。结果如图 2 所

示，3 对引物均能成功扩增出目标条带，但不同

引物对的扩增效果不同；其中 SN1-F2/R2 引物

对的扩增产物条带清晰明亮，并且对照组中未出

现非特异性条带，特异性良好，因此选择

SN1-F2/R2 引物对作为最佳 RPA 引物。 
2.2  RPA-LFD 反应条件的优化结果 
2.2.1  RPA-LFD 最佳反应温度 

以 SN1-F2/R2 为引物，以 103 copies/μL PPV
标准质粒为模板配制 RPA 反应体系，对 RPA-LFD
的反应温度(35−43 ℃)进行优化。实验结果如图 3 

 

 
 
图 2  重组酶聚合酶扩增引物的筛选   M：DL2000 
DNA marker；+：阳性对照；–：阴性对照。 
Figure 2  Screening the recombinant enzyme 
polymerase amplification (RPA) primers. M: 
DL2000 DNA marker; +: Positive control; –: 
Negative control. 
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图 3  重组酶聚合酶扩增结合测流层析试纸条反应

温度的优化 
Figure 3  Optimization of RPA-LFD reaction 
temperature. 
 
所示，RPA-LFD 在 35−43 ℃均能检测到阳性信

号，当温度在 39 ℃时试纸条上检测线颜色最

深，扩增效果最好，当温度超过 39 ℃时检测线

颜色变浅，扩增效果减弱。因此，确定 39 ℃为

RPA-LFD 的最佳反应温度。 
2.2.2  RPA-LFD 最佳反应时间 

在最佳反应温度下，对 RPA 的反应时间

(5−25 min)进行优化，结果如图 4 所示，反应时

间在 5−15 min 时信号强度随着时间的增加而逐

渐增强，从 15 min 开始信号强度达到峰值且往

后未明显增强。为了加快检测速度，在保障试

纸条信号强度的同时，应尽量减少 RPA 反应时

间，因此确定 RPA 扩增的最佳时间为 15 min。 
2.3  RPA-LFD 灵敏度和特异性试验结果 
2.3.1  RPA-LFD 灵敏度 

将 PPV 标 准 质 粒 10 倍 梯 度 稀 释 为  
104−100 copies/μL 作为模板进行 RPA-LFD 灵敏

度检测，实验结果如图 5 所示，RPA-LFD 的检

测限可达 101 copies/μL。 
2.3.2  RPA-LFD 特异性 

分别使用 PPV 标准质粒、PPV、PCV2、
PRV、PRRSV、CSFV 和 FMDV 核酸作为模板

对所建立的 RPA-LFD 方法进行特异性评估。实 

 
 
图 4  重组酶聚合酶扩增结合测流层析试纸条反应

时间的优化 
Figure 4  Optimization of recombinant enzyme 
polymerase amplification-lateral flow dipstick 
(RPA-LFD) reaction time. 
 

 
 
图 5  重组酶聚合酶扩增结合测流层析试纸条灵

敏度   NC：阴性对照。 
Figure 5  Sensitivity test of the recombinant 
enzyme polymerase amplification-lateral flow dipstick 
(RPA-LFD). NC: Negative control. 
 
验结果如图 6 所示，以 PPV 标准质粒和 PPV 核

酸为模板的实验组呈现阳性反应，而其他病原

检测结果均为阴性，表明所建立的 RPA-LFD 检

测方法具有良好的特异性。 
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图 6  重组酶聚合酶扩增结合测流层析试纸条方

法的特异性   NC：阴性对照。 
Figure 6  Specificity of the recombinant enzyme 
polymerase amplification-lateral flow dipstick 
(RPA-LFD). NC: Negative control. 
 
2.3.3  人工污染样品的检测结果 

为评估所建立 RPA-LFD 方法在实际样品

中 检 测 的 准 确 性 ， 分 别 对 不 同 污 染 浓 度

(5×104−5×101 copies/mL)的猪肉、猪肾、猪

肝、猪血样品进行 RPA-LFD 方法和常规 PCR
检测，结果如图 7 和图 8 所示，污染浓度为

5×104 copies/mL 和 5×103 copies/mL 的 4 种

样品均被检测为阳性，RPA-LFD 方法和常

规 PCR 的检测结果相一致。对于污染浓度为

5×102 copies/mL 和 5×101 copies/mL 的 4 种样

品，RPA-LFD 方法的检测结果为阳性，而常

规 PCR 检测结果为阴性，这可能是由于 PCR
检测灵敏度低而表现为假阴性。实验结果表

明，RPA-LFD 方法检测人工污染样品的检测

限为 5×101 copies/mL，比常规 PCR 的灵敏度

高 100 倍。  

2.3.4  模拟临床样品的检测结果 
利用建立的 RPA-LFD 方法对 26 份模拟临

床样品进行 PPV 核酸检测，同时与常规 PCR
方法进行对照分析，结果如表 2 所示，RPA-LFD
方法检出阴性样品 21 份，阳性样品 5 份，该结

果与常规 PCR 检测结果一致。 
 

 
 
图 7  重组酶聚合酶扩增结合测流层析试纸条方法检测人工污染样品   NC：阴性对照。 
Figure 7  Detection of artificially contaminated samples by recombinant enzyme polymerase 
amplification-lateral flow dipstick (RPA-LFD). NC: Negative control. 
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图 8  PCR 方法检测人工污染样品   M：DL2000 DNA marker；NC：阴性对照。 
Figure 8  Detection of artificially contaminated samples by PCR. M: DL2000 DNA marker; NC: Negative 
control. 
 
表 2  重组酶聚合酶扩增结合测流层析试纸条和

PCR 对模拟临床样品的检测结果 
Table 2  Comparison of the results of recombinant 
enzyme polymerase amplification-lateral flow dipstick 
(RPA-LFD) and PCR for simulated clinical samples 
Detection method PCR 

Positive Negative Total 

RPA-LFD Positive 5 0 5 
Negative 0 21 21 
Total 5 21 26 

 

3  讨论 
近年来，RPA 技术在病原微生物检测方面

的应用愈加广泛。Liu 等[26]利用 RPA 结合 PfAgo
蛋白建立了一种鹅细小病毒快速检测方法，

39 ℃孵育 25 min 即可完成检测，最低检测限为

3.89×102 copies/μL。Hou 等[27]以副溶血性弧菌

(Vibrio parahaemolyticus) toxR 基因的保守区作

为检测靶点，建立了一种检测副溶血性弧菌的

RPA-CRISPR/Cas13a-LFD 方法，最低检测限

为 1 copies/μL，灵敏度高于 TaqMan-qPCR 方法

(102 copies/μL)。Zhang 等[28]建立了一种快速检

测传染性肌坏死病毒的 RPA-LFD 方法，检测灵

敏度为 101 copies/μL，不与其他虾病原体发生

交叉反应。与常规 PCR 技术不同的是，RPA 技

术不依赖热循环仪，一般的加热条件均可满足

扩增过程，如恒温水浴锅、人体体温孵育、蓄

电池加热装置、简化化学发热装置等[29]。而且，

RPA 反应更快速，其扩增产物可在 5 min 达到检

测阈值，15−20 min 即可产生大量扩增产物，结

合 LFD 进行检测仅需 2 min 即可完成可视化判

读。同时，RPA-LFD 具有更高的检测灵敏度，其

检测限低至 1 copies/μL，灵敏度比常规 PCR 高

10 倍以上。RPA-LFD 的诸多优点决定了其应用

于田间、养殖场和基层医疗机构等场景现场检

测的巨大潜力，有望成为病原微生物检测的重

要工具之一。然而，目前 RPA 检测技术仍存在

一些局限性。首先，RPA 引物设计体系尚不完

善：由于缺乏专业的引物设计软件且 RPA 引物

较长(30−35 bp)，在 35−43 ℃恒温扩增过程中容

易产生非特异性扩增(如引物二聚体或脱靶产

物)，从而导致假阳性结果。因此，通常需要设

计多组 RPA引物并通过多轮实验以筛选最佳引

物，同时需尽量避免引物序列中的二级结构和

重复序列。其次，气溶胶污染防控要求严苛：

RPA 反应体系易因扩增产物扩散产生交叉污

染，实验环境应尽量保持良好的通风并定期进行
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气溶胶清除消杀。采用封闭式检测系统(如一体

化芯片)实现“样本进-结果出”的全封闭操作，可

有效降低污染风险。另外，商业化成本制约技

术普及：重组酶、单链结合蛋白等核心试剂和

商业化试剂盒的成本较高，限制了 RPA 的发展

和规模化应用，未来随着国产化试剂的研发和

推广，RPA 的成本有望逐渐降低。 

4  结论 
本研究针对 PPV 高度保守的 NS1 基因设计

引物，经筛选获得一对高特异性引物 NS1-F2R2，
利用重组酶聚合酶扩增结合侧向流免疫层析

技术，建立了一种快速、简便、灵敏、可视化

的 RPA-LFD 方法，可应用于猪源性产品中 PPV
核酸的现场快速检测。 
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