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反式切割CRISPR/Cas技术在食源致病微生物
检测方面的原理及应用
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摘  要：食源性致病微生物是食品安全的一大严重威胁，传统的生化检测手段面临着一系列挑战。近年来，随着成

簇规律间隔短回文重复序列（clustered regularly interspaced short palindromic repeats，CRISPR）技术的逐步发展，具

有反式切割活性的CRISPR/Cas体系受到了越来越多的关注。本文综述了具有反式切割活性的CRISPR/Cas体系的起

源与分类，并详细介绍了具有反式切割活性的CRISPR/Cas体系的作用原理。同时，本文对反式切割CRISPR/Cas技

术在食源性致病微生物领域的多方面应用进行了综述，并讨论了该技术的优劣和未来发展方向。
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Abstract: Foodborne pathogenic microorganisms are a serious threat to food safety. Currently, traditional biochemical assays 

are facing a series of challenges in the detection of foodborne pathogens. In recent years, with the gradual development 

of CRISPR (clustered regularly interspaced short palindromic repeats) technology, the CRISPR/CRISPR-associated 

proteins (Cas) system with trans-cleavage activity has received much attention from researchers. In this article, the origin, 

classification and principles of CRISPR/Cas systems with trans-cleavage activity are summarized. This paper also reviews 

the versatile application of trans-cleavage CRISPR/Cas systems in the field of foodborne pathogens, and concludes with a 

discussion of the advantages, disadvantages and future directions of this technology.
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据世界卫生组织统计，全世界每年有超过6亿  人

因为食用受污染的食品而患病，直接或间接导致超

过42万  人死亡 [1 ]。食源性致病微生物尤其是沙门氏

菌（Salmonella）、单核细胞增生李斯特菌（Listeria 
monocytogenes）（以下简称单增李斯特菌）、霍乱弧

菌（Vibrio cholerae）和大肠杆菌（Escherichia coli），

是目前最常见的食源性致病因素，易导致严重的感染

症状。微生物选择性培养和生化鉴定法是国内和国际主

流的致病型微生物检测方法，但目前存在检测周期长、

灵敏度不高、操作繁琐、耗费成本较高等缺点，并不适

合时间紧迫条件下对爆发性食源性疾病的检测分析。近

年来，比较主流的快速检测方法是分子检测技术。分子

检测技术根据致病菌的特定核酸设计相关引物进行核酸

链式扩增，其中包括称为聚合酶链式反应（polymerase 

chain reaction，PCR）的典型扩增技术。将核酸扩增与琼

脂糖凝胶电泳、实时荧光定量PCR（quantitative realtime 

PCR，qPCR）等信号转导手段结合，能够根据不同的检

测要求，实现定性或相对定量检测[2]。

随着对成簇规律间隔短回文重复序列（clustered 

regularly interspaced short palindromic repeats，CRISPR）

的研究逐步深入，CRISPR/Cas（CRISPR associate 

system）技术已在新一代基因编辑技术中崭露头角。基

于CRISPR/Cas反式切割活性的核酸检测技术因其方法简

单、结果直观、灵敏度极高等一系列优点，在多种检测

环节展现出了独特的优势。本文将从CRISPR/Cas系统的

起源与基本分类、常见CRISPR系统反式切割机理、针对

致病食源性微生物应用原理等多个方面，对基于反式切

割的CRISPR/Cas核酸检测技术在食源性致病菌检测方面

的应用进行综述，并展望反式切割CRISPR/Cas检测技术

在食源性致病微生物检测领域的发展方向。

1 CRISPR反式切割的起源

1.1 CRISPR/Cas起源

C R I S P R系统由C R I S P R序列和C a s序列组成，

CRISPR序列是一种具有高度相似性的规律成簇的间隔短

回文重复序列，是引导RNA（gRNA）的转录区；Cas序

列则是用于编码CRISPR的作用蛋白，即Cas效应蛋白。

1987年，日本大阪大学Ishino等[3]研究了大肠埃希菌中碱

性磷酸酶的同工酶基因iap，发现在该基因3’端具有特殊

结构，即29 bp的高度相似序列分别被32 bp序列间隔，

形成了5 个拷贝的串联重复序列。2000年，Mojica等[4]

在20多种微生物中都发现了类似的短序列重复结构，并

将这种短序列重复结构命名为规则的短间隔重复（short 

regularly spaced repeats，SRSRs）。2007年，Barrangou

等[5]发现了CRISPR序列可以整合外源核酸片段，证实了

CRISPR系统在细菌获得性免疫过程中发挥重要作用。

2012年，Jennifer Doudna和Emmanulle Charpentier团队

合作发表了论文，证明crRNAs（CRISPR RNAs）与反

式激活crRNA（trans-activating crRNA，tracrRNA）配对

结合后形成杂交双链RNA结构，可以介导Cas9蛋白定向

切割DNA序列[6]。2013年，张锋团队将化脓性链球菌的

CRISPR/Cas9系统进行优化，并首次将CRISPR/Cas9基因

编辑技术应用于哺乳动物细胞[7]。目前基于CRISPR-Cas

的基因编辑技术已经在病原微生物[8]、功能性微生物[9]、

昆虫[10]、植物[11]、动物[12]和人类疾病治疗[13]等多个方面

得到了广泛且成功的应用[14]。

1.2 CRISPR/Cas系统分类

2011年，基于系统发育、基因组和结构分析的证

据，Makarova等[15]将目前已发现的大多数CRISPR/Cas

系统分为I、II、III型，暂时无法分类的命名为U型。 

2015年，Makarova等[16]经矩阵分型研究，增加了IV型和

V型系统，并向下分类出5 个型、16 个亚型，形成了现在

应用的分类方法。2019年Makarova等[17]将亚型的分类数

增加到了33 个，并增加了以RNA为切割目标的IV型[18]。 

目前已知的CRISPR/Cas系统分为2 个大类6 个类型，每

个类型又分为多个亚型，每个亚型包含多个共同组成

CRISPR系统的Cas蛋白[19]。具体分类表如表1所示。

表 1 CRISPR系统分类[17]

Table 1 Classification of CRISPR systems[17]

大类 类型 亚型 包含的Cas蛋白

第一
大类

I A、B、C、D、E、F1、
F2、F3

Cas1、Cas2、Cas3、
Cas4、Cas5、Cas6、

Cas7、Cas8

III A、B、C、D、E、F
Cas1、Cas2、Cas5、
Cas6、Cas7、Cas10、

Cas11

IV A、B、C Cas5、Cas6、Cas7、
Cas8、Cas11

第二
大类

II A、B、C1、C2 Cas1、Cas2、Cas4、Cas9

V
A、B1、B2、C、D、E、

F1、F1(U3)、F2、F3、G、
U1、U2、U4、K(U5)

Cas1、Cas2、Cas4、
Cas12、Cas14

VI A、B1、B2、C、D Cas1、Cas2、Cas13

CRISPR/Cas系统中的第一大类系统中，包含的蛋

白是由多个Cas蛋白组成的效应模块，其中的部分组成

crRNA结合复合物，共同发挥作用。第一大类包含I、III

和IV型，包括了有整合酶作用的I型Cas1蛋白[20]，生成

crRNA的III型Cas7和Cas11蛋白[21]等。第二大类的功能蛋

白是单个、多结构域的crRNA结合蛋白，这些蛋白包含

了实行核酸切割需要的全部组件。第二大类包含II型、V

型和VI型，包括了II型Cas9蛋白、V型Cas12a（Cpf1）蛋

白和Cas14a蛋白、VI型Cas13a（c2c2）蛋白等。此类功

能蛋白虽然只在CRISPR系统中占据非常小的比例，但由
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于其完整的核酸切割功能特性，一直是研究和应用的热

点方向。

1.3 反式切割CRISPR系统

反式切割指Cas蛋白在受引导RNA（gRNA）激活

时，表现出针对所有单链核酸分子的无差别降解活性。

在基因编辑领域，反式切割易破坏细胞体系中的转录与

翻译部分，造成强烈的细胞毒性，因此，Cas蛋白的反

式切割活性不利于基因编辑。相反的是，在核酸检测领

域反式切割能够使体系产生可检测的核酸酶活性，促进

指数级信号转导。与基于顺式切割的CRISPR系统相比

（Cas9），反式切割体系对仪器的需求更为简单，更适

合多种复杂环境。在已知的CRISPR/Cas系统中，Cas12、

13和14系统是被广泛证实拥有反式切割能力的生物效应

器。基于反式切割活性的CRISPR检测，目前已经在病原

体、转基因、食物掺假、生物毒素和重金属等一系列检

测方向产生多种应用[22]。

2 常见CRISPR/Cas反式切割系统作用原理介绍

2.1 CRISPR/Cas12a（Cpf1）系统

2015年，Zetsche等[23]表征了FnCas12a（FnCpf1）蛋

白，并预言了其未来在基因编辑检测上的应用。Cas12a

蛋白属于第二大类V型V-A亚型，大小约为1 300 个氨基

酸，由REC叶和Nuc叶形成双叶结构，可以与crRNA形

成带有核酸酶活性的复合物[24]。Cas12a系统只需要一个

RNA长链分子，即crRNA。Cas12a蛋白不仅包括了RuvC

区域作为核酸酶位点，还具有一个RNA加工位点。

Cas12a系统中的crRNA分为固定序列和间隔序列两

个部分。固定序列包括用于结合Cas12a蛋白的特殊空间

结构，来源于不同生物的Cas12a系统中，固定序列具有

相对应的碱基顺序，其中来自毛螺菌科细菌的LbCas12a

具体结构如图1所示。固定序列后为长度20～25 个核苷

酸的间隔序列，为靶标DNA结合位点。Cas12a对单链

DNA（ssDNA）和双链DNA（dsDNA）靶标均能产生识

别切割活性，但靶标双链DNA需含有前间隔序列邻近基

序（prespacer sequence adjacent motif，PAM）以引导解

链。Cas12a的PAM识别位点为富含T的PAM序列后的间隔

序列（LbCas12a和AsCas12a的PAM序列为5’-TTTN-3’， 

FnCas12a的PAM序列为5’-TTN-3’，N代表A/G/C）。

crRNA序列的总长一般为42～44 个核苷酸[23]。
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A. crRNA结构；B. LbCas12a切割效应。

图 1 LbCas12a效应图[25]

Fig. 1 Function of LbCas12a[25]

Cas12a在crRNA引导下与互补的单链DNA结合时，

双叶结构的构象改变。原本封闭在蛋白中的DNA酶催

化基团，向外源单链DNA暴露。与Cas9系统相同的是，

Cas12a-crRNA复合物可以对crRNA靶向的DNA双链进

行顺式切割，切割位点分别是crRNA靶向链PAM序列

后的第23位和非靶向链PAM序列后的第18位，此类切

割过程又称交错切割。交错切割产生的同时，Cas12a-

crRNA对任意单链DNA产生非定向的反式切割。此时，

反应体系中产生单链DNA酶活性，单链DNA降解为单/ 

双核苷酸[26]。

2.2 CRISPR/Cas13a（c2c2）系统

2015年，Eugene Koonin团队和张锋团队合作，使

用计算生物学方法在微生物宏基因组数据库中发现了

Cas13a（c2c2）系统[27]。2017年，Knott[28]与Liu Liang[29-30]

等通过分别解析Cas13a单蛋白、Cas13a-crRNA二元复合

物、Cas13a-crRNA及靶RNA三元复合物的晶体结构，指

出Cas13a是一种RNA介导的具有RNA酶活性的Cas效应蛋

白。Cas13a属于第二大类VI型VI-A亚型，具有2 个保守

的HEPN结构域，但不具有RuvC结构域[31]。

在CRISPR-Cas13a反应体系中，Cas13a蛋白首先识

别并结合pre-crRNA，对pre-crRNA加工使其成熟，形成

Cas13a-crRNA二元复合物。接下来反应体系中游离的目

标单链RNA与crRNA互补结合，引起构象协同变化，使

2 个HEPN结构域的空间位置相互靠近[29-30,32]，形成HEPN

核酸酶位点并暴露在蛋白质外侧。此时复合物产生非特

异性的单链RNA反式切割活性，体系中单链RNA受到降

解，转变为单/双核苷酸[31]。

目前被广泛应用的LwaCas13a蛋白（源于韦德纤毛

菌）由张锋团队在2017年首次发现 [33]。由于其crRNA

结构简单，仅更倾向于3’间隔区侧翼位点（3’-A或U或

C），且活性较高，已被成功用于建立多种致病微生物检

测体系。LwaCas13a的crRNA序列结构也分为固定序列和

间隔序列两个部分，具体结构如图2所示。固定序列长度

为36 个碱基，起引导作用。间隔序列长度为28 个碱基左

右，负责与目标单链RNA互补配对[18,34]。
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A

ssRNA

crRNA

LwaCas13a

28 bp

ssRNA

RNA

PFS 3’-A U C

B

A. crRNA结构；B. LwaCas13a反式切割效应。

图 2 LwaCas13a效应图[35]

Fig. 2 Function of LwaCas13a[35]

Cas13a的检测体系针对RNA，因此针对DNA目标物

Cas13a反应体系需添加T7 RNA聚合酶和T7启动子，用于

转录扩增DNA为单链RNA。

2.3 CRISPR/Cas14a系统

2018年，Harrington等[36]通过宏基因组分析，从古

细菌中发现了Cas14a蛋白，并解析了其由RNA引导的反

式切割活性。Cas14a蛋白属于第二大类V型V-F1亚型，

分子质量极小，仅有约400～700 个氨基酸。目前针对

Cas14a的结构解析还不是很清楚，但Harrington等[36]认为

Cas14a结构中也含有RuvC核酸酶结构域。在Cas14a复合

物中，gRNA计算质量约占总质量的48%，远大于Cas12

和Cas13，因此Cas14a的gRNA更长更复杂。

Cas14a能够识别单链DNA，同时不受PAM序列限

制。Cas14a的gRNA可分为crRNA和tracrRNA两个部分，

仅有Cas14a-crRNA-tracrRNA 3 个组分组成复合物才能激

发其反式切割活性，并对目标基因碱基错配极为敏感。

在crRNA设计中，有学者尝试通过设计茎环结构将crRNA

和tracrRNA相连接，以达到简化gRNA设计的难度，结构

如图3所示[37]。

基于Cas14a的检测体系，需添加T7外切酶将双链

DNA转化为单链DNA，同时要对靶DNA进行硫代磷酸

酯修饰以防降解，且gRNA结构复杂，不当设计易造成

脱靶效应，实施难度较大。虽然目前针对Cas14a检测

体系的研究较少，但相关研究显示，在针对单链DNA 

目标的检测体系中，Cas14a反式切割活性较Cas12a体系

有明显提高[38]。

tracrRNA

crRNA

A

Cas14a

ssDNA

/

ssDNAB

A. gRNA结构；B. Cas14a反式切割效应。

图 3 Cas14a效应图[37]

Fig. 3 Function of Cas14a[37]

2.4 DETECTOR和SHERLOCK

2017年，张锋团队利用CRISPR-Cas13a（c2c2）的非

特异性切割活性建立了被称为SHERLOCK（specific high-

sensitivity enzymatic reporter unlocking）的检测方法，对

寨卡病毒、登革热病毒和人类DNA基因突变进行了成功

检测（图4A）[34]。SHERLOCK的检测流程可大致区分为

扩增、识别和反应3 个部分。扩增部分即使用各种核酸扩

增手段，增加体系内目标核酸浓度。识别部分即将扩增

完成的核酸链添加至检测体系，对Cas蛋白进行激活。反

应部分为被激活的Cas蛋白产生反式切割活性，此时检测

体系中的信号分子受切割产生信号转导。在SHERLOCK

检测中，识别和反应部分可通过荧光报告分子进行结

合。研究者使用LwCas13a作为检测效应Cas酶，识别与

检测体系包括LwCas13a、crRNA、单链RNA荧光报告分

子、外源RNA酶抑制剂、人源背景RNA、目标RNA和核

酸酶缓冲液。单链荧光RNA报告分子是由简单单链RNA

连接的6-羧基荧光素（6-carboxyfluorescein，6-FAM）

和黑洞猝灭剂1（black hole quencher 1，BHQ1），在无

RNA酶体系中，6-FAM的荧光效应受RNA连接的BHQ1猝

灭，体系无荧光效应；当目标体系产生RNA酶活性时，

RNA链断裂导致6-FAM和BHQ1分离，猝灭效应消失，

6-FAM产生可被读取的荧光。对于DNA样品的检测，
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SHERLOCK检测体系需额外添加T7 RNA聚合酶和核糖

核苷酸底物用于RNA转录。SHERLOCK核酸检测平台

实现了和qPCR与微滴式数字PCR（droplet digital PCR，

ddPCR）相同的灵敏度，同时成功鉴别出了寨卡病毒单

个碱基错配。

2018年Jennifer Doudna团队将重组酶聚合酶扩增与

CRISPR-Cas12a相结合，开发了被称为DETECTR（DNA 

Endonuclease Targeted CRISPR Trans Reporter）的DNA检

测系统（图4B）[39]。DETECTR和SHERLOCK一样，也

可分为扩增和识别反应步骤。由于Cas12a可直接被DNA

双链激活，因此在DETECTR识别体系中，RNA转录阶

段相关的酶和底物可以直接省略。研究者选用LbCas12a

作为效应Cas酶，检测反应体系成分包括LbCas12a、

crRNA、扩增产物、缓冲液和单链荧光DNA报告分子。

在粗提取的DNA样品中，Jennifer Doudna团队实现了对

HPV16和HPV18病毒的成功检验。

RPA
RT-RPA

A

T7
DNA

RNA
RNA

Cas13a

FAM-BHQ
RNA

Cas13a-crRNA

B RPA
RT-RPA

DNA
RNA

RNA

FAM-BHQ
DNA

Cas12a-crRNA

Cas12a

A. SHERLOCK流程图；B. DETECTR流程图。RPA.重组酶聚合酶扩增技

术（recombinase polymerase amplification）；RT-RPA.逆转录-重组酶聚合

酶扩增技术（reverse transcription-recombinase polymerase amplification）。

图 4 SHERLOCK和DETECTR检测示意图[34,39]

Fig. 4 Schematic diagram of SHERLOCK and DETECTR detection[34,39]

SHERLOCK和DETECTR两种方法极为相似，

但由于采用不同的C a s酶而具有不同的检测特性。

SHERLOCK检测手段不受PAM序列限制，需要添加转录

步骤且涉及RNA，总流程较复杂。DETECTR方法直接作

用于双链DNA，但Cas酶的识别受到PAM序列的限制，对

crRNA选择设计的限制较多。扩增阶段两种方法均采用

了重组酶聚合酶扩增技术，不受变温仪器限制，但气溶

胶污染和假阳性问题不可避免，且扩增试剂成本较高，

不利于大规模推广。

针对SHERLOCK和DETECTR存在的问题，研究

者开发出了一系列针对性的改进方法。2018年，Sabeti

团队将SHERLOCK方法应用于寨卡病毒和登革热病毒

的现场检测，并发明了一种被称为HUDISON（heating 

unextracted diagnostic samples to obliterate nucleases）的

样本提取方法[40]。HUDISON方法针对液体样品（如全

血、血清、唾液、尿液等），需在样品中添加一定浓度

的三(2-羧乙基)膦和乙二胺四乙酸，95 ℃加热10 min，

热裂解病毒的同时灭活环境RNA酶。同年，张锋团队

将SHERLOCK升级为SHERLOCKv2，SHERLOCKv2体

系包括多种Cas酶复合体系和多种荧光靶标检测体系，

能够实现多重靶标检测 [41]。中科院植物生理生态研究

所王金团队在2018年基于PCR和LbCas12a开发了一种被

称为HOLMES（an one-hour low-cost multipurpose highly 

efficient system）的检测方法[42]。HOLMES的最大特点便

是快速简单且有效，整个HOLMES流程包括了45 min的

PCR循环和15 min的荧光检测，简便的PCR扩增方法有

助于成本降低和检测人员快速上手应用。2019年，王金

团队筛选纯化了来源于酸土脂环酸芽孢杆菌的AacCas12b

蛋白，并将广泛应用的环介导等温扩增（loop-mediated 

isothermal amplification，LAMP）方法与之结合，通过55 ℃

定温启动反应，建立了称为HOLMESv2的检测方法[43]。 

和LbCas12a相比，Aacas12b蛋白对PAM序列的需求更低

（5’-TTN-3’），同时能够在更高的温度下产生顺式和反

式切割活性（45～55 ℃）。HOLMESv2实现了扩增与检测

一步法结合，减少了容易导致外源性核酸污染的环节，同

时简化了变温仪器的选择，但反应的灵敏度较于常规两步

法有所降低。针对多种RNA靶标和DNA靶标，HOLMESv2

实现了单管体系一步法定性和定量检测。

3 反式切割CRISPR/Cas在食源性致病微生物中的应用

3.1 基于核酸扩增和报告分子的检测应用

目前方法论相对成熟且应用较广泛的反式切割

CRISPR/Cas检测方法，和SHERLOCK、DELECTR方法

类似，基于核酸扩增和Cas蛋白识别产生反式切割活性，

使用报告分子进行荧光或试纸检测。由于原理清晰、上

手简便，这类方法在食源性致病菌检测方向已获得了广

泛应用（表2）。
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表 2 基于核酸扩增和报告分子检测的应用统计

Table 2 Application of trans-cleavage CRISPR/Cas in the detection based on 

nucleic acid amplification and single-stranded reporter molecules

预扩增
方式

检测目标
效应
蛋白

检测
时间

信号转导
方法

检测灵敏度
定量
情况

参考
文献

RPA 大肠杆菌、单增李斯特菌、金
黄色葡萄球菌、副溶血弧菌

Cas12a 45 min 荧光 10 copies/reaction N [44] 

RPA 沙门氏菌 Cas13a 45 min 荧光 1 copies/reaction N [45]

RPA 大肠杆菌、金黄色葡萄球菌 Cas12a 50 min 荧光 1 CFU/mL N [46]

RPA 沙门氏菌 Cas12a 35 min 荧光 10 CFU/mL N [47]

RAA 沙门氏菌 Cas12a 55 min 荧光 103 CFU/mL N [48]

RPA 单增李斯特菌 Cas12a 50 min 荧光 10 CFU/mL N [49]

RPA 单增李斯特菌 Cas12a 25 min 荧光 4.4 CFU/g N [50]

RAA 金黄色葡萄球菌 Cas12a 70 min 试纸 5.4×102 CFU/mL N [51]

RAA 副溶血弧菌 Cas12a 60 min 荧光 6.7×101 CFU/mL N [52]

LAMP 沙门氏菌 Cas12a 90 min 试纸 1.22 CFU/mL N [53]

LAMP 大肠杆菌 Cas12a 90 min 荧光 1.22 CFU/mL N [54]

LAMP 副溶血弧菌 Cas12a 30 min 荧光 2.5 CFU/mL Y [25]

LAMP 福氏志贺菌 Cas12a 40 min 荧光 4 copies/μL N [55]

NEAA 沙门氏菌 Cas12a 20 min 荧光 80 CFU/mL N [56]

NASBA 沙门氏菌 Cas13a 2.5 h 荧光 1 CFU/mL Y [57]

PCR、RAA 单增李斯特菌 Cas12a 2 h 荧光 3.37×101 CFU/mL Y [58]

PCR 金黄色葡萄球菌 Cas13a 4 h 荧光 1 CFU/mL N [59]

注：RAA.重组酶介导等温核酸扩增（recombinase aided amplification）；
NEAA.切口酶辅助扩增（nicking enzyme-assisted amplification）；
NASBA.核酸依赖性扩增（nucleic acid sequence-based amplification）。
N.未实现定量；Y.实现定量。

2006年由Piepenburg等 [60]发明的RPA是一种恒温

（37～42 ℃）核酸扩增技术，其反应过程极快，无需精

密的控温设备，已被广泛应用于现场核酸检测。Liu Hua

等[44]将Cas12a与RPA结合，针对大肠杆菌、单增李斯特

菌、金黄色葡萄球菌和副溶血性弧菌进行检测。同时

发现，相比于传统的RPA结合侧流试纸，RPA-Cas12a两

步法能够增加10 倍以上的灵敏度，能够检测到10 拷贝 

级别的DNA。An Bailin等[45]针对沙门氏菌特异性invA基
因开发了RPA-Cas13a方法，建立并验证了两步法和一

步法检测体系。An Bailin等[45]同时指出，RPA-Cas13a一

步法在方便快捷的同时，检测限约为100 拷贝，和传统

PCR一致；两步法流程较复杂，但检测限最低能够达到

1 拷贝。Wang Yunqing等[46]对大肠杆菌O157:H7和金黄色

葡萄球菌建立了RPA-Cas12a一步法检测，同时将一种基

于水浴的快速DNA提取方法应用到食品基质中，总检测

时间能控制在50 min，检测限达到了1 CFU/mL。Liu Li

等[47]针对沙门氏菌fimY基因建立了RPA-Cas12a两步检测

法，并成功应用于鸡蛋沙门氏菌检测中。Zhu Lishan等[48] 

将和RPA相似的RAA技术和Cas12a进行结合，针对大肠

杆菌O157:H7建立了荧光法和试纸条法，灵敏度高于传

统qPCR和酶联免疫吸附法。Tian Yachen等[49]建立了一

种针对单增李斯特菌的超灵敏的RPA-Cas12a反应平台，

通过开发一种固定式添加容器实现了与外界隔离，不仅

极大地简化了操作流程，且该平台检测灵敏度超过了一

管法。Xiao Yiran等[50]通过在同一容器中将RPA和Cas12a

结合，以单增李斯特菌为目标进行检测，25 min内在加

标猪肉中检测限为4.4 CFU/g。Zhou Baoqing等[51]将RAA

与Cas12a结合，针对金黄色葡萄球菌建立了试纸条检测

法，检测限低至5.4×102 CFU/mL。Lv Xinrui 等[52]将RAA

与Cas12a结合用于副溶血弧菌检测，并证明了添加牛血

清白蛋白和脯氨酸可以增强反应。

2000年，Notomi等[61]发明了LAMP技术，LAMP通过

Bst DNA聚合酶的链置换效应以及识别延伸效应，能够在

65 ℃恒温条件下大量快速扩增目的片段。传统的LAMP

技术一般是通过荧光染料结合双链DNA，容易造成非特

异性结合从而导致假阳性[62]。将LAMP作为目的片段的

扩增方法，不仅可以提高CRISPR技术检测的灵敏度，

也可以有效缓解LAMP的假阳性问题。Lee等[53]将LAMP

和Cas12a结合，添加了两端修饰FAM和生物素的报告

DNA，针对沙门氏菌进行了检测（图5）。在Lee等 [53] 

的检测体系中，如果未包含目的基因，则Cas12a非特异

性切割特性将不会被激活，试纸中针对FAM生物素复合

物检测T线和控制线C线均会显色；当目的基因片段存在

时，报告分子受到切割，T线即无法显色，仅有C线能

够显色。另外，Lee等[54]还建立了针对大肠杆菌O157:H7

的LAMP-Cas12a荧光检测方法，整个流程包括20 min的

DNA释放、40 min的LAMP扩增和5 min的Cas12a荧光显

色。Hu Antuo等[25]将LAMP和Cas12a结合，使用自筛特异

性基因靶点建立了针对副溶血弧菌的LAMP-Cas12a检测

方法。通过在LAMP引物中添加TTTT序列，成功解决了

自筛引物中没有PAM结合位点的问题。Shi Yaoqiang等[55]

将Cas12a与LAMP结合，建立了一种可以使用蓝色LED灯

目测观察的快速荧光检测福氏志贺氏菌的两步法，具有

较高的灵敏度和特异性。

DNA

Cas12a

FAM-Biotin
DNA

Cas12a-crRNAFAM-Biotin

C T

C
T

C Control

C Control

T Test

图 5 CRISPR-Cas12a结合侧流试纸[53]

Fig. 5 Schematic diagram of CRISPR-Cas12a binding lateral  

flow test strips[53]

除了RPA和LAMP，结合其他扩增手段的CRISPR/

Cas检测技术在食源性致病菌方面也有不少研究。Bai 

Linlin等[56]将NEAA与Cas12a进行结合，针对蛋液中的沙

门氏菌进行检测，避免了传统NEAA会扩增大量非目的
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基因的问题。Xue Ting等[57]将NASBA和Cas13a结合，以

沙门氏菌16S rRNA为靶标建立荧光检测方法，实现了对

样品中活菌的定量检测。Li Fan等[58]运用PCR和RAA扩增

与Cas12a进行结合，针对草鱼中的单增李斯特菌检测，

对活菌的检测限低至3.37×101 CFU/mL。Zhou Jin等[59]将

PCR和Cas13a进行结合，针对金黄色葡萄球菌进行荧光

检测，检测限低至1 CFU/mL。

3.2 基于其他信号转导方法的检测应用

CRISPR-Cas荧光和试纸检测法中，两端修饰报告分

子的单链DNA价格较为昂贵。因此研究者开发了多种信

号转导方法，用于转导受激活的Cas蛋白核酸酶活性。

金纳米粒子（Au nanoparticle，AuNP）具有特殊的光学

属性和化学结合活性，其与单链DNA结合产生的聚集效

应能够产生可目测的变色效应。当具有DNA反式切割

活性的Cas蛋白被添加至AuNP交联体系中，聚集效应无

法产生，体系中变色受到抑制（图6A）。Zhou Baoqing

等[63]针对AuNP交联单链DNA反应建立了金黄色葡萄球

菌的PCR-Cas12a-AuNP探针检测体系，检测限最低可

达6.4×102 CFU/mL。Ma Long等 [64]建立了沙门氏菌的 

PCR-Cas12a-AuNP检测体系，使用红外相机记录交联反

应中的热效应，检测限低至1 CFU/mL。

G四链体作为一种具有过氧化物酶活性的核酸序

列分子，与氯化血红素结合时，可使3,3’,5,5’-四甲基

联苯胺（3,3’,5,5’-tetramethylbenzidine，TMB）产生显

色反应。当反式切割Cas蛋白识别靶标产生核酸酶活性

时，G四链体被降解，TMB试剂即无法产生显色反应 

（图6B）。Yin Lijuan等[65]将具有催化活性的单链G四链

体与Cas12a结合，针对沙门氏菌invA基因建立了超灵敏

RPA-Cas12a-G四链体显色检测方法。Chen Xueyun等[66]基

于G四链体单链DNA特性和过氧化酶活性，建立了针对

副溶血弧菌的LAMP-Cas12a-G四链体检测体系，检测限

能达到6.1×102 CFU/mL。

基于Cas酶特性构建不同纳米磁珠用于信号转导也

是研究热点之一。2021年，Liu Ran等[67]提出使用血糖

转化酶修饰的纳米磁珠与Cas12a核酸酶活性相结合，将

反应体系中核酸酶活性转导为血糖转化酶转化葡萄糖

活性。葡萄糖转化酶活性可通过个人血糖仪（personal 

glucose meters，PGM）进行核酸信号转导，最终实现对

COVID19的检测。Zhou Chi等[68]将Cas12a-PGM应用在沙

门氏菌invA基因检测上，实现了定量检测，牛奶样品中

检测限可达1 CFU/reaction（图6C）。Huang Luqi 等[69] 

构建了以巯基-单链DNA-免疫磁珠为主要结构的报告分

子电极，被激活的Cas12a加入电极时，巯基受切割导

致电流信号降低，实现阳性信号转导。Huang Luqi等[69] 

将沙门氏菌和金黄色葡萄球菌作为报告电极的检测靶

标，构建了包括跨越式滚环等温扩增-Cas12a-分子电极的

级联检测方法，检测限可达到3 CFU/mL（图6C）。
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A.结合AuNP交联；B.结合G四链体过氧

化酶活性；C.结合纳米磁珠和电化学。

图 6 CRISPR-Cas12a结合其他信号转导[63,65,68-69]

Fig. 6 CRISPR-Cas12a assay combined with other signaling methods[63,65,68-69]
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现有的CRISPR检测体系中，加样环节不仅操作复

杂，且不同样本之间易产生核酸污染，将微流体方法与

CRISPR整合，正逐渐成为快速核酸检测中的一个热点

研究方向。Wu Hui等[70]开发了一种旋转阀辅助的LAMP-

Cas12a检测方法，针对副溶血弧菌tlh基因进行检测，全部

检测流程可控制在80 min内，灵敏度达到3.1×101 拷贝。 

随后，Wu Hui等[71]又开发一种新微流体架构，通过将液

滴数字LAMP与引入液滴注射器的CRISPR/Cas12a相结

合，靶向沙门氏菌invA基因，在未经核酸提取的生乳样

品中成功实现检测。

3.3 基于非核酸扩增的检测应用

Cas蛋白反式切割步骤前的核酸预扩增，能有效增加

体系中目的基因在总反应体系中的比例，但也增加了检

测的复杂性。基于免核酸扩增的Cas技术优化方向可分为

3 类，包括减少反应体积，通过电化学生物传感器提高检

测灵敏度和通过级联放大反应输出信号[72]。Yue Huahua等[73] 

开发了一种微Cas12a反应方法，通过在微滴反应器中添

加2 条crRNA，实现单分子层面的定量检测，可直接检测

原液中浓度仅为100 fmol/L的DNA。Sha Yong等[38]设计了

一种可以作为Cas14a检测靶标的变构DNA，并使用变构

DNA将Cas13a反式切割与Cas14a识别相结合，建立了称

为casCRISPR的极高精度检测方法（图7A）。casCRISPR

对DNA的检测限最低能达到1.33 fmol/L，比传统Cas13a

体系敏感1 000 倍。

CRISPR-Cas系统也可针对非核酸靶标进行检测，通

过功能性原件核酸适配体变构产生信号转导，非核酸信

号即被转化为核酸信号，实现检测目的[22]。Shen Jinjin

等[74]将变构核酸探针与Cas13a系统进行结合，对肠炎沙

门氏菌进行检测，达到了与qPCR相同甚至更高的灵敏度

（图7B）。Shen Jinjin等[74]设计的探针分为3 个部分，包

括识别细菌抗原的适配体部分，引物结合位点和T7启动

子结合位点。环境中不含目标菌时，变构探针保持发夹

结构与非活性构型，无法结合引物启动转录；环境含目

标菌时，变构探针结合目标菌导致发夹结构打开，DNA

聚合酶与T7 RNA聚合酶结合相关位点启动转录，Cas13a

酶识别RNA转录子并切割报告分子产生荧光效应。

A
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Cas13a-crRNA
Cas13a

DNA
Cas14a复合物

ST-HP

Cas14a

Cas14a-gRNA

ST-HP

Cas14a
ST-HP

ST-HP
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DNAFAM-BHQ
RNA

Cas13a-crRNA

Cas13a-crRNA

RNA

T7 DNA

T7

T7
DNA

A. Cas13a-Cas14a级联放大；B. Cas13a结合变构核酸适配体。

图 7 基于非核酸扩增的CRISPR检测[38,74]

Fig. 7 CRISPR assays based on non-nucleic acid amplification[38,74]

4 结 语

作为一种新兴的检测技术，反式切割C R I S P R -

Cas检测体系已被证实能够达到极高的特异性和灵敏

度，在病毒检测方面获得了广泛的应用。2020年5月，

SHERLOCK™ CRISPR SARS-CoV-2试剂盒获得了美国食

品药品监督管理局的授权，用于检测COVID-19病毒。目

前反式切割CRISPR检测和大部分基于核酸扩增的快速检

测手段一样，存在不少亟待解决的问题，阻碍了其在食源

性致病菌方面大规模广泛应用：1）设备与原料成本昂贵；

2）酶易受到样本或外源污染；3）检测体系复杂，对加样

仪器与人员要求高；4）gRNA设计复杂，对序列有要求，

可能产生脱靶效应；5）多重检测实现较困难；6）不能区

分活细胞和死细胞的核酸；7）核酸提取手段限制精度。

研究者们正通过一系列手段解决这一系列问题，

包括优化扩增子提取方法、添加叠氮溴化丙啶进行前处

理、筛选新的Cas效应子、引入外源PAM序列、引入新的

信号转导分子或核酸适配体、建立多Cas酶检测体系、结

合微滴PCR或微流控技术、结合电化学技术等。相比于

传统生化培养和PCR扩增方法，反式切割CRISPR-Cas检

测方法能够实现更短的总检测时间和更高的检测精度。

同时基于该技术单碱基精度、高特异性鉴别的特性，在

检测不同分型的细菌病毒方面反式切割CRISPR也将会实

现更广的应用。
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