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摘  要 

快速、灵敏和特异性地检测病原微生物，在临床诊断和传染病控制中具有重要意义。早期准确检测是快

速控制疫区疫情的有效措施，尤其是在缺乏有效治疗和疫苗的情况下。聚合酶链式反应(PCR)作为常用

的核酸检测技术和疾病诊断的“金标准”，有着高灵敏度的优势，但同时也存在以牺牲特异性为代价的

现象。酶联免疫吸附试验(ELISA)是一种快速、特异性强的蛋白质和小分子诊断工具。然而，灵敏度低和

样品预处理复杂的操作步骤极大地限制了该方法现场检测的应用。因此，快速、灵敏和特异性的检测技

术成为了急需解决的要点，随着技术的应用和发展，基于CRISPR-Cas的生物传感系统的优异性能在开发

病原微生物诊断技术方面引起了人们的关注。本文综述了CRISPR/Cas系统在病原微生物检测的作用机制

及原理，总结了新型检测技术的优缺点并对应用发展前景进行展望。 
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Abstract 
Rapid, sensitive, and specific detection of pathogenic microorganisms is crucial for clinical diagno-
sis and infectious disease control. Early and accurate detection is an effective measure to quickly 
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control epidemic outbreaks, especially in the absence of effective treatments and vaccines. Poly-
merase Chain Reaction (PCR) is a commonly used nucleic acid testing technology and the “gold 
standard” for disease diagnosis with high sensitivity. However, it often sacrifices specificity. En-
zyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) is a rapid and highly specific diagnostic tool for pro-
teins and small molecules. Nevertheless, its low sensitivity and complex sample preprocessing steps 
greatly limit its application in on-site testing. Therefore, the development of rapid, sensitive, and 
specific detection technologies has become an urgent need. With the application and advancement 
of technology, the excellent performance of CRISPR-Cas based biosensing systems has attracted at-
tention in the development of pathogenic microorganism diagnostic techniques. This article re-
views the mechanisms and principles of CRISPR/Cas systems in pathogenic microorganism detec-
tion, summarizes the advantages and disadvantages of novel detection technologies, and provides 
an outlook on their future applications. 

 
Keywords 
CRISPR-Cas System, Pathogenic Microorganism Nucleic Acid Detection, Microfluidic Paper-Based 
Analytical Device mPAD, CRISPR-Associated Proteins, Reverse Transcription Polymerase Chain 
Reaction 

 
 

Copyright © 2024 by author(s) and Hans Publishers Inc. 
This work is licensed under the Creative Commons Attribution International License (CC BY 4.0). 
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/ 

  
 

1. CRISPR-Cas 生物系统的技术背景 

CRISPR/Cas 系统：一种最初在细菌和古细菌中发现的独特基因组元件，作为一种适应性免疫系统来

防御噬菌体或其他外源核酸的入侵。该系统包括一个称为成簇规则间隔短回文重复序列(CRISPR)的短重

复 DNA 阵列和一种由 CRISPR 表达的 CRISPR 相关蛋白(Cas)。CRISPR/Cas 生物传感系统将靶核酸的序

列信息转化为可检测的信号，如荧光和比色值。该系统用于病原体检测和基因分型、癌症突变检测和单

核苷酸多态性(SNP)鉴定[1]。 

2. CRISPR-Cas 系统的原理 

大多数古菌及微生物为了防御外源病毒 DNA 或 RNA 的入侵，在降解吞噬外源性物质的过程中将外

源病毒 DNA 或 RNA 进行降解切割，并捕获外来遗传物质的片段，经过一系列免疫反应将其整合到

CRISPR 基因座中。CRISPR 基因座包含一系列 CRISPR 阵列、CRISPR 相关(Cas)蛋白基因和由不同间隔

物分离的直接重复序列[2]。这种免疫防御机制系统被称为成簇规律间隔短回文重复序列(clustered regu-
larly interspaced short palindromic repeats, CRISPR)关联蛋白(CRISPR/Cas)系统。外源物质入侵后，CRISPR-
Cas 基因座将触发“适应–表达–干扰”的三阶段免疫反应，以破坏噬菌体在宿主细胞中的入侵[3]。根

据干扰阶段使用的 Cas 效应器的数量，CRISPR-Cas 系统可分为两类。I 类涉及执行切割过程的多个 Cas
效应器复合体。II 类只需要一种 Cas 蛋白。根据它们的特征，CRISPR-Cas 系统类别可以分为不同的类

型，并且这些类型进一步分为与特定 Cas 蛋白相对应的亚型。最近的研究表明，I、III 和 IV 型属于 I 类，

而 II、V 和 VI 型属于 II 类[4]。如今，CRISPR-Cas 系统提供了一种全新的一种生物传感方法，由于其能

够区分靶核酸上的单碱基错配及其与其他生物技术的兼容性[5]，一系列 Cas 效应器同时具有(顺式–切

割)和非特异性核酸降解活性(trans-解理)。II 类 Cas 引导 RNA (gRNA)复合体，其中 II 型 Cas9、V 型

Cas12a、VI 型 Cas13a 和 V 型 Cas14 广泛用于靶向和切割特异性 DNA/RNA [6]。 
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2.1. Cas9 特性 

Cas9 是一种单翻转双 RNA 引导的 II 型 DNA 切割蛋白。Cas9 处理前体 trans-激活 RNA (tracrRNA)
在结合 dsDNA 之前，在 RNase III 的帮助下形成 CRISPR RNA (crRNA)复合物[7]。在 dsDNA 作为催化底

物的情况下，Cas9 首先搜索 PAM 的序列，然后识别种子区，在靶 dsDNA 和间隔区之间形成 Watson-Crick
碱基对[8]。RuvC 和 HNH 结构域将切割靶链(TS)和在 PAM 的上游 3-nt 处的非靶链(NTS)，以引入具有钝

端的双链断裂的(DSB) [9]，裂解产物仍与 Cas 蛋白结合。 

2.2. Cas12a 特性 

Cas12a是具有单个核酸酶结构域(RuvC)的单个RNA引导效应器。它可以处理前体 crRNA (pre-crRNA)，
产生成熟的 crRNA，引导 Cas 蛋白与靶 DNA 结合。Cas12a-crRNA 相互作用触发 Cas12a 的构象转换以

暴露 RuvC 的活性位点[10]。如果 dsDNA 在其 3'末端包含富 T PAM 序列，与 crRNA 的间隔区完全匹配，

它将与 crRNA 形成 R 环。NTS 将被放置在 RuvC 的活性位点上进行切割[11]。切割后，Cas12a 允许裂解

产物的释放和 RuvC 活性位点的再暴露。Cas12a 及其 trans-活性可以在不需要特定序列的情况下切割附近

的 ssDNA [12]。 

2.3. Cas13 特性 

Cas13 具备两者顺式–以及 trans-对单链 RNA (ssRNA)的切割活性。Cas13a 能够切割和修剪前 crRNA
以产生成熟的 crRNA [13]。一旦 Cas13a 与(前)crRNA 相互作用，以识别具有 3'原间隔区侧翼位点序列

(PFS, a/U/C)的 RNA，它将经历构象变化。当间隔物中心的种子区域与目标完美匹配时，它将进一步延伸

到整个间隔物以形成双工。Cas13a 不具有特定的切割位点，但显示出对侧翼位点 U 的切割偏好。 

2.4. Cas14 特性 

作为CRISPR效应器的一个全新成员，Cas14与 II类系统中的其他Cas蛋白(通常分子大小为100e200kDa)
相比，Cas14 更小仅 40~70 kDa。与 Cas9 一样，Cas14 由 tracrRNA:crRNA 双链或 sgRNA 引导。Cas14 能够

在不需要 PAM 序列的情况下识别外来 DNA [14]。此外，Cas14 将靶向 ssDNA 切割到间隔区–原间隔区

双链区之外，其侧支切割效率随着 ssDNA 的延伸而增加。Cas14 的种子区位于间隔物的内部区域，类似

于 Cas13a。Cas14 作为 CRISPR 效应器的一个全新成员，可以作为一种很有前途的诊断和生物传感工具

[15]。 

3. 不同 CRISPR/Cas 生物传感系统的优缺点 

3.1. CRISPR/Cas 生物传感系统的优点 

CRISPR/Cas 生物传感系统中的大多数生物传感器具有对单碱基变异的超高分辨率，并且不需要专用

仪器就能够以单碱基分辨率测定 aM 水平的 miRNA [16]。Cas9 可以用 PAM 序列精确地切割靶基因，使

其作为精确的分子剪刀来释放切割的 DNA 片段用于下游反应。dCas9 很可能作为识别靶标并与靶标杂交

的适体。dsDNA 和 PAM 序列是 Cas9 sgRNA 复合物的形成都是必需条件。Cas12-14 对 ssDNA 和 ssRNA
具有多重翻转侧支切割活性。因此，现有的检测方法通常通过结合各种核酸扩增策略(如 RPA 和 LAMP)，
在诊断方案的终点使用 Cas12-14 作为信号放大器。 

3.2. CRISPR/Cas 生物传感系统的缺点 

由 CRISPR RNA 引导的 CRISPR 效应物如 Cas9 和 Cas12 能够在任何期望的位置上识别和切割，但
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前提条件是与靶 dsDNA 相邻的 PAM 序列(例如，用于靶 dsDNA 的 NGG)才能达到识别并进行切割。另

外 CRISPR/Cas 生物传感系统在进行基于 SNP 的区分和其它短序列检测时，可能存在较少的选择，其中

可能难以满足每个 Cas 效应子的特异性 PAM 的要求[17]。基于 Cas9 的 NASBACC 方法需要 PAM 序列

中的突变来精确区分病原体基因型[18]。在基于 Cas12 的生物传感中，指导序列的长度以及指导序列内突

变位点的位置可以显著影响用于区分单碱基差异的信噪比[19]类似地，原型间隔区侧翼位点(PFS)也影响

Cas13a 介导的靶向靶向的功效。对于非核酸检测，主要的挑战在于如何将非核酸靶标转化为 Cas-gRNA
二元复合物的 DNA 或 RNA。整合的生物分子，如功能核酸、抗体和细菌异构转录因子等，由于受体的

可用性有限且特异性相对较低，基于 CRISPR-Cas 的生物传感器的性能需要进一步提高[20]。目前，没有

基于 CRISPR/Cas 的生物传感系统可以满足实时、体内或单细胞检测[1]。 

4. CRISPR-Cas 系统在各类病原微生物检测中的应用 

4.1. 用于检测埃博拉病毒(EBOV)  

EBOV 是一种 ssRNA 病毒，属于丝状病毒科[21]，可导致埃博拉病毒病(EVD)，致死率高[22]。早期

诊断和治疗对于控制 EBOV 至关重要。RT-PCR [23]和 ELISA [24]通常用于检测 EBOV，但现场测试一直

受到限制。[25]开发了可编程的 CRISPR 响应智能材料，并应用可调聚丙烯酰胺(PA)-DNA 水凝胶设计了

微流体纸基分析装置(mPAD)。此设备具有拓扑排列的亲水区域的多层结构。特异性 dsDNA 的存在激活

了 Cas12a 以切割第二层中的 ssDNA 交联体，从而抑制了具有 PA-DNA 凝胶前体的水凝胶的形成。缓冲

液流经整个装置，可以在染料存在的情况下进行视觉检测。同时，通过 5 分钟的比色长度测量的缓冲液

流速与目标浓度呈负相关。使用 RT-RPA 和 mPAD 检测到少至 11aM 的基因组 RNA。此外，无线射频识

别(RFID)模块被纳入 mPAD 中用于数据处理。基于 CRISPR-Cas 的 mPAD 有望用于床旁诊断，并在便携

性、灵敏度和低成本方面表现出优异的性能。 

4.2. 用于检测寨卡病毒(ZIKV) 

(ZIKV)是一种包膜 ssRNA 黄病毒。它可以通过伊蚊种类、性行为和围产期输血传播[24]。感染后会

导致新生儿小头畸形[25] [26]和其他神经系统疾病[27]。由于其早期非特异性症状，感染 ZIKV 的人可能

被误诊为登革热等其他发热性疾病[28]。因此，开发高选择性、高灵敏和低成本的生物测定方法和生物传

感器对 ZIKV 感染的临床诊断具有重要意义[29]。张等人利用 Cas13 的反式切割活性，开发了一种基于

Cas13 的生物传感平台，称为特异性高灵敏度酶报告子解锁(SHERLOCK) [30]。通过逆转录重组酶聚合酶

扩增(RT-RPA)或 RPA 扩增 RNA 或 dsDNA。接着是 T7 转录过程，RNA 产物最终会激活 Cas13 产生荧光

信号。SHERLOCK 能够检测患者血清或尿液样本中的~2aM ZIKA 病毒，并区分 ZIKV 和 DENV。此外，

SHERLOCK 可以通过在 crRNA 的间隔区引入单一的合成错配来实现高特异性，从而可以检测单基因突

变。 

4.3. 用于检测新型冠状病毒 

新型冠状病毒导致 2019 新冠肺炎在全球爆发[31]。根据世界卫生组织公布的统计数据，全球有 4000
多万例病例和 110 万例死亡[32]。核酸检测在新冠肺炎早期诊断中至关重要[33] [34]。逆转录聚合酶链式

反应(RT-PCR)是最常用的方法，但从样品运输到实验室检测需要几个小时的周转时间[21]。因此，迫切需

要在护理点环境中提供足够灵敏、快速和低成本诊断的其他方法。美国食品药品监督管理局(FDA)授权了

一种称为 STOP (SHERLOCK 一次性检测)新冠肺炎的检测方法[35]。STOPCovid 可以通过结合 LAMP 和

嗜热菌将两步 SHERLOCK 转化为一种反应耐热菌 Cas12b (Aac-Cas12b)酶。LAMP 扩增的严重急性呼吸
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系统综合征冠状病毒2型RNA可以激活AacCas12b切割FAM生物素标记的 ssDNA报告分子。STOPCovid
分别在 70 分钟和 40 分钟内实现横向流读数和荧光读数[34]。使用鼻咽拭子，STOPCovid 具有 97%的敏

感性和 100%的特异性。为了进一步简化 RNA 提取，使用基于磁珠的纯化在 15 分钟内提高 RNA 产量

[36]，可以检测到多达 33 个拷贝/mL。 

4.4. 用于检测人乳头瘤病毒(HPV) 

人乳头瘤病毒(HPV)是一种 dsDNA 病毒，与多种恶性疾病和癌症有关[37]。在已确定的 120 种 HPV
类型中有 13 种高危 HPV 类型，即 HPV16、18、31、33、35、39、45、51、52、56、58、59 和 68。HPV16
和 18 型占宫颈癌癌症病例的 70% [38]。目前的 DNA 检测试剂盒不能有效地识别所有致癌的 HPV 类型。

王等[39]开发了一种称为 ctPCR (Cas9-sgRNA-PCR)的方法，该方法利用 Cas9-sgRNA 复合体进行 PCR 检

测和对 HPV DNA 分型。首次用通用引物 PCR1 扩增出人乳头状瘤病毒双链 DNA。随后，靶向类型的

HPV dsDNA 将进行 Cas9 切割，产生的 dsDNA 可以用特异性引物通过 PCR2 进一步扩增，并通过琼脂糖

凝胶电泳进行检测。此方法可以检测到多达 40 个拷贝/mL 的 DNA。与需要扩增步骤的 ctPCR1.0 不同，

ctPCR2.0 使用了反向 PCR [40]。ctPCR3.0 还被开发用于在整个过程中不开管的情况下一步均匀检测 HPV 
DNA [41]。特定 HPV 亚型的 DNA 靶标首先被两个 Cas9 sgRNA 复合体切割，这两个复合体不能用作以

下 qPCR 扩增的模板。因此，qPCR 的结果显示阈值循环值(Ct)显著增加。通过检测不同亚型和宫颈中的

HPV16 和 HPV18，验证了 ctPCR 的可行性和特异性。 

4.5. 用于检测耐甲西林金黄色葡萄球菌 

耐甲氧西林金黄色葡萄球菌是最重要的多重耐药病原体之一，对多种抗生素具有耐药性。耐甲氧西

林金黄色葡萄球菌可引起严重感染，如菌血症、肺炎、心内膜炎和骨骼感染[42]。与易感甲氧西林相比金

黄色葡萄球菌(MSSA)感染，MRSA 感染致使发病率和死亡率的风险更高[43]。耐甲氧西林金黄色葡萄球

菌感染通常是由抗生素的过度使用和滥用以及缺乏新药引起的[44]。Guka 等人[45]开发了一种简单、灵

敏、快速的方法，称为(CRISPR)介导的 DNA 荧光原位杂交(FISH)，用于检测 MRSA。dCas9 sgRNA 复合

物用作识别元件，SYBR Green I (SG I)用作 dsDNA 染色的报告基因。sgRNA 的易编程性使 dCas9 sgRNA
能够选择性地与 MRSA 基因结合[18]。然后在添加 SG I 之前通过磁体分离杂交的复合物。该方法能够检

测低至 10 CFU/mL 的 MRSA 裂解物。 

4.6. 用于检测大肠杆菌 

大肠杆菌，是最重要的致病菌之一，通常与食源性疾病有关，从而对人类健康构成严重威胁[46]。大

肠杆菌可能导致出血性结肠炎、出血性腹泻和肾衰竭等感染[47]。大肠杆菌即使剂量很低，也可能感染水、

果汁、牛奶、水果和蔬菜[48]。Sun 等人开发了一种 Cas9 触发的两步等温扩增方法，用于大肠杆菌金属

有机骨架 UiO66 荧光猝灭剂检测 O157H7 [49]。在靶 dsDNA 存在的情况下，一对 Cas9-sgRNA 复合物被

激活，在 dsDNA 的 NTS 上引入两个断裂，触发新链的合成和延伸。一旦产生 SDA 产物，就进行 RCA
反应以产生长 ssDNA 与 DNA 探针杂交，从而记录荧光信号。这种方法能够检测大肠杆菌 O157:H7，浓

度为 40 CFU∙mL−1 具有较高的选择性。此外，在泉水、脱脂牛奶和橙汁等实际样品中验证了该方法的稳

定性和可行性。为了进一步提高灵敏度，Wang 等人[50]报道了一种基于 Cas9 内切酶的扩增反应(Cas9nAR)
来扩增基因组 DNA 片段◦具有 HNH 活性的 Cas9 酶(Cas9n)在 PAM 序列的下游引入缺口。第一个电路被

设计为从基因组 DNA 中获得 ssDNA 序列；利用第二个回路来扩增从回路一释放的有缺口的 ssDNA。经

过多次启动、延伸、缺口和置换循环，Cas9 可以检测到低至 0.1 拷贝/mL 的 DNA。 
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5. 结论和展望 

综上所述，生物传感应用中最常用的 CRISPR 家族包括 Cas9、Cas12a/b、Cas13、 Cas14。随着各种

CRISPR-Cas 系统工具箱的扩展，分子诊断领域出现了新的曙光。虽然大多数生物传感系统仍处于概念验

证阶段，但大部分的系统已经成功地证明了高灵敏度、超分辨率特异性的开发潜力。随着全球病例的增

加，病原微生物核酸检测在控制传染病传播方面继续发挥着关键作用，通过将冻干试剂和基于微流体的

试剂盒集成到基于 CRISPR 的诊断技术中，预计可以建立一些有前景的生物传感工具，用于低成本、高

选择性、少拷贝灵敏度和可见信号的现场检测。RISPR-Cas 系统的工具箱将不断扩大，可以预见，开发强

大的 CRISPR-Cas 系统，并有望成为病原微生物检测的替代方法。 
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