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基于滚环扩增的信号放大和输出策略
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【摘 要】滚环扩增（rolling circle amplification，RCA）作为一种高效的等温核酸扩增技术，已成为生物传感与分子诊断领域的核

心工具之一。通过对RCA信号放大和信号输出的灵活设计，可明显提升扩增效率，提高检测灵敏度，还可以通过不同的信号

转换策略满足不同的应用需求。本综述从核酸扩增和信号输出两个维度，系统梳理了改良RCA扩增、RCA协同其他等温扩增

以及 RCA 协同成簇规律间隔短回文重复序列及其相关蛋白（clustered regularly interspaced short palindromic repeats/CRISPR-
associated proteins，CRISPR/Cas）系统的设计策略，并剖析了各种输出模式的信号转换设计思路，以期为基于RCA的生物分子

检测体系的设计与优化提供思路与指导。
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Signal amplification and output strategies based on rolling circle amplification
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【Abstract】Rolling circle amplification（RCA），as a highly efficient isothermal nucleic acid amplification technique，has become one of 
the core tools in the field of biosensing and molecular diagnostics. Through flexible engineering of RCA signal amplification and signal 
transduction，this approach not only significantly enhances amplification efficiency and detection sensitivity，but also caters to diverse 
application requirements via distinct signal conversion strategies. Starting from the two dimensions of nucleic acid amplification and 
signal output，this article systematically reviews the design strategies for modified RCA amplification，RCA combined with other iso⁃
thermal amplification methods，and RCA combined with clustered regularly interspaced short palindromic repeats/CRISPR-associated 
proteins（CRISPR/Cas） systems，and it also summarizes and analyzes the ideas of signal conversion design for various output modes，in 
order to provide insights and guidance for the design and optimization of RCA-based biomolecular detection systems.
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滚环扩增（rolling circle amplification，RCA）是生物传感

与分子诊断的核心工具，其反应体系仅需 1条引物和 1个环

形模板，原理简单：在恒温条件下，引物在 DNA 聚合酶作用

下沿环形模板循环复制延伸，最终生成与模板序列互补、包

含成千上万个重复单元的不间断长链产物。该技术的核心

优势之一源于其高可编程性——引物和模板的灵活设计赋

予了 RCA 操作简便、高效扩增、易与其他技术对接、信号输

出多样等诸多优势。然而，传统 RCA 的线性扩增仍无法满

足痕量靶标检测的高要求。因此，大量研究在构建基于

RCA的生物分子检测体系时常基于以上技术优势去提升其

扩增效率，包括通过对 RCA 引物和模板的设计将线性 RCA
扩增改良为指数 RCA扩增；将 RCA与其他等温扩增结合实

现双重或多重扩增；与信号放大策略结合提高信号转化效率

等。此外，RCA 的信号输出方式可根据不同应用场景灵活

设计。目前荧光、颜色、电化学、化学发光、拉曼、太赫兹

（terahertz，THz）乃至光声、光热等信号都可有效接入，为其

在不同领域的应用提供了广泛适配性。

本综述从核酸扩增和信号输出两个维度切入，聚焦扩增

效能的提升策略、多技术协同的范式设计以及多种信号输出

的实践应用，对信号扩增和输出过程中的设计思路进行了系

统的梳理与分析。

1　信号扩增过程的设计

RCA 扩增分为改良 RCA 扩增和协同 RCA 扩增两大类。

前者是对 RCA 的引物或环形模板进行设计，将传统线性

RCA扩增改良为指数 RCA扩增；后者是将 RCA与其他等温

扩增或信号放大策略结合，提高信号放大效率。
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1.1　改良RCA扩增

改良RCA分为针对引物和针对模板两类设计。针对引

物的设计中，超分支滚环扩增（hyperbranched rolling circle 
amplification，HRCA）应用最为广泛。其通过增加一条反向

引物，使RCA产物链上形成超分支扩增，可显著提升扩增效

率[1]。在此基础上，Dean FB等[2]设计了多条引物同步启动的

HRCA（图 1A），进一步提高了扩增效率。基于相同原理，将

反向引物设计为发夹探针，发夹通过与 RCA 产物结合而打

开，并作为引物与环形模板结合继续触发RCA，由此可形成

多重RCA扩增（图1B）[3]。
针对模板的设计中，引入限制性内切酶或切刻酶位点十

分常用。在模板链中引入一个或多个酶切位点，可使 RCA
产生的串联重复单链在指定位点断开，形成大量短单链序

列。如图 1C，RCA产物在限制性内切酶作用下断开，并被连

接成大量单体环，继而以单体环为模板进行下一轮RCA，由

此形成大量平行扩增，产物浓度比聚合酶链式反应高约 100
倍[4]。更常用的策略是在环形模板中引入切刻酶位点。环

形模板中的切刻酶位点，通常是与之互补的 RCA 产物链断

裂，而环形模板保持完整。断裂的 RCA 产物可作为引物与

环形模板结合进一步引发 RCA，实现信号指数放大[5-6]。若

在环形模板中设计多个切刻酶位点，RCA 产物可被切割成

多条具有不同功能的DNA单链。这些单链除了作为引物触

发 RCA 外，还可作为信号分子进行信号输出或触发下游实

验设计的启动。如图 1D，切割RCA产物产生的大量单链通

过链置换移除了金纳米粒子（gold nanoparticle，AuNP）表面

脱氧核酶（deoxyribozyme，DNAzyme）步行器的阻滞链L，从而

激活其酶切活性，实现了同一 DNAzyme 组件对多靶标的高

灵敏、高特异分析[7]。
引入酶切位点的设计需在RCA体系中加入限制性内切

酶或切刻酶。若将 DNAzyme设计到 RCA产物中，RCA产物

在无蛋白酶参与下就具有酶切活性，这类设计也被广泛应用

到模板的设计中[8-9]。如图 1E，DNAzyme 反馈扩增（DNA⁃
zyme feedback amplification，DFA）系统由引物（DNA primer，
DP）、环形模板（circular DNA template，CDT）和作为 DNA⁃
zyme 底物的含 RNA 的 DNA 序列（RNA-containing DNA se⁃
quence，RDS）组成，其中 CDT 中设计了 DNAzyme 的反义序

列。DFA中包含 2种特殊编程的DNA复合物，一种是DP和

CDT 组成的复合物Ⅰ，另一种是 RDS 和 CDT 组成的复合物

Ⅱ。RCA 在复合物Ⅰ中启动，其产物含重复串联 DNAzyme
元件，这些元件切割复合物Ⅱ的RDS，触发复合物Ⅱ的RCA
启动。该反应回路循环进行，实现了RCA的指数扩增，灵敏

度比传统方法提高3~6个数量级。

1.2　RCA协同其他等温扩增技术

RCA具有良好的兼容性，能与各种等温扩增技术协同，

其中结合最多的是链置换扩增（strand displacement amplifi⁃
cation，SDA）。RCA 与 SDA 的协同扩增分为 SDA 触发 RCA
和 RCA 触发 SDA 两种策略。前者由 SDA 产生的 DNA 单链

作为引物触发 RCA[10-11]或调节 RCA 引物的可用性[12]。如图

2A，磁珠表面的 SDA反应启动后产生大量单链 ST，在电极上

打开发夹H2以触发RCA，实现了对靶标的灵敏检测。后者

由 RCA 产物作为 SDA 的扩增模板，设计原理与切刻位点辅

助 RCA 类似，需要在环形模板上设计切刻酶位点。当 RCA
产生带有切刻位点的长重复串联序列后，其可作为模板链启

动SDA[13]。
环介导恒温扩增（loop-mediated isothermal amplifica⁃

tion，LAMP）在靶向特定 RNA位点时具有挑战性，而 RCA的

高特异性正好弥补其不足。如图 2B，锁式探针可有效识别

无 N6-甲基腺苷（N6-methyladenosine，m6A）修饰的 RNA 靶

标，并有效环化启动 RCA，随后以 RCA 产物为模板触发

LAMP。RCA 和 LAMP 两种扩增技术结合，实现了等温条

件下低至 100 aM 的目标 RNA 上 m6A 修饰的超灵敏定量

测定 [14]。
RCA 与重组酶聚合酶扩增（recombinase polymerase am⁃

plification，RPA）的协同常伴随成簇规律间隔短回文重复序

列及其相关蛋白（clustered regularly interspaced short palin⁃
dromic repeats/CRISPR-associated proteins，CRISPR/Cas）系统

的参与[15-16]。如图 2C，靶标存在时 RPA 产生大量双链 DNA
序列激活CRISPR/Cas12a，活化的Cas12a不仅顺式切割激活

物（RPA产物），而且反式切割 RCA引物，阻止 RCA的发生。

有研究报道的 RPA 与 RCA 协同检测单碱基突变的策略中，

将 RPA 扩增产物与 CRISPR/Cas9 系统结合，激活的 Cas9 切

割双链 RPA产物，释放单链 DNA 作为锁式探针的引物触发

RCA[17]。
与催化发夹自组装（catalytic hairpin assembly，CHA）的

协 同 可 以 是 CHA 触 发 RCA[17-18]，也 可 以 是 RCA 触 发

CHA[19-21]，也是 RCA 触发 CHA，CHA 再触发 RCA 的循环过

程[22]。CHA触发 RCA的设计如图 2D：靶标触发 CHA产生 Y
形纳米结构（Y-shaped DNA nanostructure，YSDN），该 YSDN
的 3 个末端作为锁式探针的引物触发 RCA，产生大量以

YSDN 为核心，RCA 产物为长足的步行器（Y-shaped walker 
with abundant recognition domains，YSWARD）。因 RCA 模板

中设计了 DNAzyme 互补序列，步行器的长足可自主移动并

切割底物产生电信号。RCA触发CHA的设计，常为RCA的

产物链打开H1发夹，继而打开H2实现信号输出或循环触发

RCA。如Li YM等设计的RCA与CHA自发交叉激活自催化

DNA 电路，RCA 触发 CHA 产生大量 H1-H2 双链，其一端产

生荧光信号，另一端形成与环形模板互补的T形序列持续触

发RCA，RCA和CHA的交叉启动获得了指数信号增益。

与杂交链式反应（hybridization chain reaction，HCR）的协

同扩增中，以RCA触发HCR的设计为主。此类设计中，可将

RCA产物切割成打开 H1发夹的短链[23]，也可直接使用 RCA
产物打开发夹，使 HCR 产物在 RCA 产物链上生长[24]。较创

新的设计（图 2E），以脂质胶束表面的 DNA 链为引物触发

RCA，并以此RCA长链产物为反应轨道，由靶标触发固定在

轨道上的H1和H2发夹发生HCR。该设计显著增加了HCR
探针的局部浓度，为其反应提供了有效的空间限制[25]。HCR
触发 RCA 时常在 HCR 产物中设计 RCA 的引物。如 Li WN
等[26]设计的 HCR 触发 RCA 的双重扩增，H1 和 H2 发夹级联

打开，其中 H1 发夹打开后，其一端游离到 H1-H2 双链骨架

之外成为引物触发RCA。
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1.3　RCA协同CRISPR/Cas系统

CRISPR/Cas系统的切割功能可通过调节引物的可用性

触发 RCA。 Liu J 等[27] 利用 CRISPR/Cas9 切割循环肿瘤

DNA，暴露单链 DNA 末端作为引物启动 RCA（图 3A）。Ma 
LR 等[28]将与 RCA 引物互补的单链 DNA 指定为 CRISPR-
Cas12a 的反式切割底物。当靶标存在时，其激活 CRISPR-
Cas12a 导致底物单链 DNA 被切割，引物得以启动 RCA（图

3B）。更多时候，CRISPR/Cas 系统作为信号报告策略参与

RCA。RCA产物可直接作为CRISPR/Cas的底物激活其切割

活性，实现信号探针的切割和信号输出。为了获得更佳的灵

敏度，Zhou SY 等[29]将切刻酶辅助的 RCA 与 CRISPR/Cas12a
结合，如图 3C，RCA 的短链 DNA 产物不但可触发 RCA 的指

数扩增，还可同时激活 CRISPR/Cas12a 切割荧光探针。Liu 
RF等[30]利用切刻酶辅助RCA的短链产物 S打开电极表面标

记有信号淬灭剂的发夹 H1，形成 SH1 双链 DNA。SH1 与

CRISPR/Cas12a结合并激活其顺式和反式切割活性，电极表

面 SH1和H1被同时切割，信号淬灭剂从电极表面分离，光电

信号显著升高，实现对靶标的检测（图3D）。

图 1　改良 RCA 扩增策略

—— 3



重庆医科大学学报 Journal of Chongqing Medical University

2　信号输出过程的设计

2.1　荧光信号输出

荧光信号是最常用的输出信号之一。将核酸荧光探针

与RCA产物链杂交是一种简单而有效的荧光输出策略[31-32]。
该策略使 RCA 产物呈现强荧光信号，可直接通过荧光仪检

测，也可与微球或磁珠结合，用流式细胞分析仪进行高通量

分析。如图 4A，特异性抗体偶联的磁珠捕获外泌体，随后被

捕获的外泌体与包含其适配体的 DNA 引物结合并触发

RCA，其产物与荧光探针杂交后使用流式细胞仪进行分析，

实现了外泌体表面蛋白标志物的检测。将荧光分子直接标

记在合成RCA的 dNTP上，是与荧光探针类似的点亮RCA产

物的方式，由此合成的RCA产物将自带强荧光信号[33-34]。
将 RCA 产物设计成串联的 DNAzyme，通过裂解荧光探

针实现荧光信号的恢复也是输出荧光信号的有效方式[35-36]。
如图 4B，当靶标存在时，m6A-RNA 被特异性去甲基化并作

为引物触发RCA，产生大量Mg2+依赖性DNAzyme，将同时标

图 2　RCA 协同其他等温扩增技术
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有猝灭基团和荧光基团的信号探针进行裂解，释放的荧光

分子通过单分子成像精确计数，实现了阿摩尔级的高灵敏

检测。

将RCA产物设计成G四链体（G-quadruplex，G4）也可实

现荧光信号的输出。硫黄素T（thioflavin T，ThT）是一种苯并

噻唑染料，可与具有β片结构的生物分子特异结合并产生强

荧光信号[37-38]。为实现信号增强，Peng YB 等[39]在 RCA 产物

中设计了 G4二聚体。如图 4C，DNAzyme 在 Pb2⁺存在时切割

底物链释放其酶链（E-DNA）以启动RCA，产生大量G4二聚

体作为信号换能器。与G4单体相比，G4二聚体在与 ThT结

合时表现出显著增强的荧光信号。G4可以产生荧光，也可

以猝灭荧光。如 Ge J等[40]将 G4与血红素结合，催化邻苯二

胺氧化成有色产物 2,3-二氨基吩嗪，通过MoS2量子点（quan⁃
tum dot，QD）的荧光猝灭进行信号输出。

图 3　RCA 协同 CRISPR/Cas 系统
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荧光共振能量转移（fluorescence resonance energy trans⁃
fer，FRET）是一种基于分子间距离和方向依赖性的能量传递

现象，由此构建的荧光信号输出策略已被广泛使用[11,41-42]。
大多FRET的荧光信号输出都基于 1个供体和 1个受体间的

能量转移，聚芴衍生物可与作为FRET受体的多个染料分子

偶联，同时实现多个 FRET过程（图 4D），RCA产物同时与氨

基标记的辅助探针和荧光探针结合。辅助探针上的氨基用

于与羧基化的聚芴衍生物结合，使荧光标记的 RCA 产物固

定于聚芴衍生物上。当两种靶标触发的RCA产物标记着不

同的荧光探针（受体）与聚芴衍生物（供体）结合时，聚芴衍生

物的激发光可以同时激发两种荧光探针，实现对两种靶标荧

光信号的同时分析。

2.2　颜色信号输出

颜色信号可直接用肉眼进行观察，该输出模式可用于快

速即时检验（point-of-care testing，POCT）的设计。RCA产物

形成的G4与血红素结合可形成具有类过氧化物酶活性的复

合物，以此催化底物显色是最常见的显色方式之一[26，43-44]。
如图 5A，靶标触发 RCA 产生串联 G4，其形成的类过氧化物

酶可催化 3,3′,5,5′-四甲基联苯胺（3,3′,5,5′-tetramethylbenzi⁃
dine，TMB）显色，通过颜色变化可实现靶标的可视化和半定

量检测。此外，还可用具有催化功能的蛋白酶标记 RCA 产

物，使其具有催化显色功能。如图 5B，RCA产物先与生物素

标记的核酸探针杂交，随后链霉亲和素标记的蛋白酶与之结

合，实现了对底物的催化显色[45]。
除了催化显色，利用 AuNPs 聚集过程中颗粒间等离子

体耦合导致的颜色变化也很受欢迎。Xia S等[46]利用阳离子

表面活性剂十六烷基三甲基溴化铵（cetyltrimethylammonium 
bromide，CTAB）会导致带负电荷的AuNPs聚集的特性，设计

了腺苷检测体系。该设计中，腺苷与适配体结合后释放锁式

探针末端，触发磁珠表面的RCA。CTAB通过静电相互作用

与 RCA 产物链结合并被移除，抑制了其对 AuNPs 的聚集作

用，使 AuNPs 保持分散而呈红色（图 5C）。除了调控 AuNPs
的聚集，直接用商业胶体金试纸条检测的方式也被开发出

来。如图 5D，以 HCG-探针为信号探针，在靶标触发 RCA-
HCR双重扩增后，CRISPR/Cas系统识别扩增产物，对信号探

针进行切割，释放HCG用于标准商业HCG试纸条检测。

2.3　电化学和电化学发光信号输出

基于 RCA 的电化学信号设计，最简单的方式是在 RCA
产物中直接掺入电化学信号分子。如将二茂铁-酪胺探针

与RCA产物结合[47]、将亚甲蓝（methylene blue，MB）嵌入双螺

旋 RCA 产物中[48]。基于 MB 信号，Kong LQ 等[49]设计了一种

比率电化学传感器。如图 6A，靶标触发的 SDA产生大量 S1
和过量 Zn2+。当 S1通过Au-S键合修饰到电极上时，功能化

的 DNA 纳米球（DSP）可通过 RCA 原位生成，以捕获丰富的

MB 信标，产生显著的电化学信号（强信号，I1）。随后，在过

量Zn2+的存在下，由DNAzyme和底物序列组装的功能性DSP
被降解，以释放 MB 并获得低电化学响应（弱信号，I2）。因

此，通过测量 I1/I2的比率，可以灵敏和准确地检测靶标。

电极表面氧化还原反应也是产生电化学信号的有效途

径。如图6B，被检测的2条靶基因分别用于锁式探针的环化

图 4　荧光信号输出
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反应和电极上探针的结合。2条靶基因共存时触发 RCA 产

生串联的G4，G4与血红素结合后可催化TMB与过氧化氢产

生显著增强的电化学电流响应[50]。快速检测血糖仪是基于

葡萄糖氧化酶（glucose oxidase，GOx）的商品化电化学 POCT
设备。GOx催化葡萄糖生成葡萄糖酸和过氧化氢，后者在电

极表面发生氧化反应，产生的电流大小与葡萄糖的浓度成正

比。将靶标与葡萄糖浓度关联，即可利用血糖仪对靶标定量

检测。转化酶是一种能催化蔗糖水解为葡萄糖和果糖的酶。

将其与DNA探针连接，可建立靶标与葡萄糖的关联，用于各

种靶标的检测。如图 6C，靶标与包被有抗原的磁珠（mag⁃
netic microparticle probes，MMPs）竞争结合 AuNP 复合物

（gold nanoparticle probes，GNPrs），随后用外部磁场将 GNPr-
MMP复合物分离，并触发其表面的RCA反应。RCA产物与

偶联转化酶的 DNA 探针杂交，使转化酶富集。此时加入蔗

糖，其可被水解为葡萄糖用血糖仪定量分析[51]。
电化学发光（electrochemiluminescence，ECL）是通过电

化学反应产生激发态物质，这些物质在返回基态时释放荧光

光子。贵金属纳米团簇因低生物毒性、良好生物相容性和优

异光电化学性能，被广泛用于 ECL 生物传感领域中。Hong 
LR等[52]将 RCA产物设计为富胞嘧啶序列，吸附银离子形成

银纳米簇（silver nanoclusters，Ag NCs），并采用铜基金属有机

框架作为Ag NCs的共反应促进剂，显著改善了Ag NCs的电

化学发光信号。Zhang YT 等[53]将金-银合金纳米簇（gold-
silver alloy nanoclusters，AuAg NCs）作为发光体预先封装于

固定在电极上的DNA水凝胶中。靶标触发的RCA产物可激

活CRISPR/Cas12a的反式切割活性，实现对水凝胶中DNA链

的切割，释放封装其中的 AuAg NCs，使 ECL 信号降低（图

6D）。此外，将具有高稳定性的碳氮化物（carbon nitride，
C3N4）与 QD偶联也是开发高性能 ECL材料的有效策略。如 
Zhang LN 等[19]提出了一种将高结晶 C3N4纳米花与 C3N4量子

点结合的方法，通过高度结晶的 C3N4纳米材料的掺入显著

增强了光电信号。

2.4　其他信号输出

表面增强拉曼散射（surface-enhanced raman scattering，
SERS）是超灵敏的非侵入性检测指纹光谱。 Li JX等[54]使用

具有优异光学性能和稳定性的罗丹明 X 探针标记 RCA 产

物，用于SERS信号的增强和检测。Li GH等[55]将具有过氧化

物酶样活性的铁基纳米酶与 AuNPs 形成纳米杂化物，使其

表现出显著的 SERS 活性和过氧化物酶催化活性，实现了

SERS和比色双信号检测。

THz波是频率在 0.1~10 THz的电磁波，其对生物分子相

互作用具有高敏感性和高信噪比。Zhan XY 等[56]用生物素

修饰的 dUTP作为RCA扩增原料，使其产物与链霉亲和素功

能化的THz超材料结合，通过THz波的频移实现了对外泌体

miRNA的超灵敏检测。

此外，基于 RCA 的信号输出还包括上转换发光、光声、

光热等。Zhan Y等[57]将上转换纳米颗粒与核酸探针结合用

于标记 RCA 产物，实现了肿瘤抗原的特异性细胞成像。 

图 5　颜色信号输出
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Xiao JY等[58]利用HRCA产生的单链扩增子聚集核酸探针修

饰的AuNPs，由于表面等离子体共振偏移和激光诱导纳米气

泡的大小依赖性效应，其在 640 nm 处诱导出强光声信号。

TMB 的单电子氧化产物（oxidized 3,3′,5,5′-tetramethylbenzi⁃
dine，oxTMB）在近红外（near-infrared，NIR）激光照射下表现

出很强的光热效应。Long XQ等[59]将RCA产物中的G4与血

红素结合，催化 TMB为 oxTMB，根据NIR激光照射后溶液的

不同温度，实现了赭曲霉毒素A的定量检测。

3　总结与思考

传统线性 RCA 扩增效率有限，常不能很好满足痕量分

析物对检测灵敏度的高需求，因此，基于RCA的改良和协同

扩增策略被广泛开发出来。改良RCA扩增可通过增加引物

触发HRCA或多引物RCA；也可以通过在环形模板中设计酶

切位点，将连续线性的RCA产物切割成短链模板或引物，触

发多重RCA。协同RCA扩增常将RCA与其他一种或多种等

温扩增技术结合，或（和）协同 CRISPR/Cas 进行信号放大。

通过巧妙的设计，多种扩增策略间可相互触发，构建超灵敏

的检测系统。但值得注意的是，当检测体系中并存多个扩增

系统的元件时，序列间的结构串扰常难以避免，显著增加探

针设计的复杂性。通过深度学习和建模辅助多重扩增体系

的探针设计，可有效借助 AI 赋能提高设计的效率和成功

率[60]，加速精准诊疗技术的发展。

基于RCA的信号输出方式灵活、多样，选择何种信号取

决于检测体系的应用场景。如，偶联微球的固相 RCA 通过

标记荧光标签可以使用流式细胞仪实现高通量快速检测；将

RCA 产物中的 G4 与血红素结合催化 TMB 显色可实现肉眼

判读结果的现场检测；将转化酶与RCA产物结合，可用血糖

仪实现POCT的精准定量。锚定实践应用中的痛点问题，将

精准高效的体系设计与灵活多样的信号设计相结合，可有效

推动分子诊断技术在癌症早筛、感染性疾病联合诊断、食品

安全监测等领域的应用转化。
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