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摘  要：【背景】奇异变形杆菌(Proteus mirabilis)是一种重要的致病菌，能够引起人类和动物感染。

目前针对该菌的快速检测技术研究较为匮乏，这为临床早期诊断和精准防治工作带来挑战。【目

的】基于不同原间隔序列临近基序(protospacer adjacent motif, PAM)序列策略，构建基于重组酶聚合

酶扩增(recombinase polymerase amplification, RPA)和 CRISPR/Cas12a 系统的 2 种检测平台，实现对

奇异变形杆菌的快速检测。【方法】针对奇异变形杆菌保守基因建立基于 RPA 和 CRISPR/Cas12a
系统的一步法和两步法检测平台。一步法平台在 39 ℃条件下同时进行 RPA 与 CRISPR/Cas12a 反应，

实时收集荧光信号；两步法平台则首先在 39 ℃条件下进行 RPA 扩增，扩增完成后通过瞬时离心

将 CRISPR/Cas12a 体系移至管底，继续在 39 ℃条件下进行反应以产生荧光信号。优化反应条件后，

评估 2 种方法对奇异变形杆菌临床分离株及其他常见细菌样本的检测灵敏度和特异性。【结果】成

功建立了基于 RPA 和 CRISPR/Cas12a 的 2 种检测平台，均可在 30 min 内检测到最低 2.8 copies/μL
的标准质粒。在使用热裂解法对样本进行预处理时，一步法灵敏度为 106 CFU/mL，而两步法灵敏度

为 103 CFU/mL；在对模拟样本进行基因组 DNA 提取后，一步法和两步法灵敏度分别为 102 CFU/mL
和 101 CFU/mL。两种方法在 30 例临床分离株样本中均表现出良好的检出能力，与其他常见致病
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菌无交叉反应，具有良好的特异性。【结论】本研究基于不同的 PAM 序列设计策略，构建了针对

奇异变形杆菌的 RPA-CRISPR/Cas12a 一步法和两步法检测平台，具有快速、灵敏、特异的优点，

有望在奇异变形杆菌现场检测中应用。 
关键词：奇异变形杆菌；重组酶聚合酶扩增；CRISPR/Cas12a；次优 PAM 序列 
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Abstract: [Background] Proteus mirabilis is a major pathogen capable of causing infections in 
both humans and animals. Currently, the research on rapid detection techniques for this 
bacterium is scarce, posing challenges to early clinical diagnosis and targeted prevention and 
control efforts. [Objective] We developed two detection platforms based on recombinase 
polymerase amplification (RPA) and CRISPR/Cas12a systems, utilizing distinct protospacer 
adjacent motif (PAM) sequence strategies, to achieve rapid detection of P. mirabilis. [Methods] 
One-step and two-step detection platforms based on RPA and CRISPR/Cas12a systems were 
developed for P. mirabilis by targeting its conserved genes. The one-step platform simultaneously 
performs RPA and CRISPR/Cas12a reactions at 39 ℃, collecting fluorescence signals in a 
real-time manner. The two-step platform first conducts RPA at 39 ℃, and then transfers the 
CRISPR/Cas12a system to the bottom of the tube through brief centrifugation and continues the 
reaction at 39 ℃ to generate fluorescence signals. After optimization of the reaction conditions, 
we used the clinical isolates of P. mirabilis and other common bacterial samples to evaluate the 
sensitivity and specificity of both methods. [Results] Two detection platforms based on RPA 
and CRISPR/Cas12a were successfully established, both capable of detecting a minimum of  
2.8 copies/μL of standard plasmid within 30 min. During sample pretreatment by thermal lysis, 
the one-step method achieved the sensitivity of 106 CFU/mL, while the two-step method 
demonstrated the sensitivity of 103 CFU/mL. After genomic DNA extraction from simulated 
samples, the sensitivity of the one-step and two-step methods reached 102 CFU/mL and     
101 CFU/mL, respectively. Both methods demonstrated excellent detection ability across     
30 clinical isolates and showed no cross-reactivity with other common pathogenic bacteria, 
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showcasing good specificity. [Conclusion] We developed one-step and two-step 
RPA-CRISPR/Cas12a detection methods for P. mirabilis based on two distinct PAM sequence 
design strategies. These methods demonstrate rapid, sensitive, and specific detection 
performance, showing promising potential for on-site detection of P. mirabilis. 
Keywords: Proteus mirabilis; recombinase polymerase amplification; CRISPR/Cas12a; 
suboptimal protospacer adjacent motifs 
 

奇异变形杆菌(Proteus mirabilis)广泛存在

于水、土壤等自然环境中，是人类及动物感染

的重要致病菌[1]。奇异变形杆菌主要引起尿路

感染，可导致膀胱炎等严重尿路疾病，在引起

尿路感染的肠杆菌科(Enterobacteriaceae)细菌

中，该菌感染率位居第 2 位，仅次于大肠杆菌

(Escherichia coli)[2-4]。此外，奇异变形杆菌还可

引起角膜炎、伤口感染和中耳炎等多种疾病，

由于其临床表现缺乏特异性，常造成临床早期

诊疗困难，易导致漏诊或误诊[5-9]。目前奇异变

形杆菌的分离培养是诊断的金标准，但该方法

耗时耗力，生化结果的判读依赖于人的主观判

断，导致结果重复性差，易误判。随着核酸诊

断技术的快速发展，一些以 PCR 为基础的诊断

技术被广泛应用于奇异变形杆菌的快速检测，

然而这些方法依赖于昂贵的仪器设备和熟练的

操作人员，对于一些落后的实验室无法进行，

限制了这些技术的运用，不利于快速检测和应

急检测[10-11]。基于上述诊疗需求，针对奇异变

形杆菌所致感染，研发省时、省力和灵敏的检测

方法对相关疾病的预防及治疗具有重要意义。 
目前，CRISPR/Cas 系统已成功应用于分子

诊断[12-14]。在靶标存在的情况下，可形成 Cas
蛋白-crRNA-靶基因的三元复合体，从而激活

Cas 蛋白对靶标的顺式切割活性和对周围单链

信号报告分子非特异反式切割活性，高效释放

信号实现快速检测，作为新一代分子诊断方法，

在遗传病诊断、病毒与细菌感染等传染病病原体

检测等方面具有较大应用潜力。但 CRISPR/Cas
系统本身灵敏度通常在 pmol/L 水平，为提高检

测灵敏度，该系统通常与等温扩增技术结合，

相继建立了 DETECTR[15]、SHERLOCKv2[16]、

SHERLOCK[17] 和 STOPCovid.V2[18] 等检测平

台，这对临床分子诊断的技术发展有重要意义。

目前，现有恒温扩增技术中，重组酶聚合酶扩

增(recombinase polymerase amplification, RPA)
可在恒温 37−42 ℃条件下，10−30 min 内实现待

测靶标的快速扩增。相较于其他恒温扩增方法，

它具有反应灵敏度高、特异性强、可进行多重

检测、对仪器依赖程度低且可整合多种检测模

式等优点，特别适用于基层和现场即时检测。 
RPA 与 CRISPR/Cas12a 的反应温度相兼

容，具有开发一步法检测平台的潜力。然而，

CRISPR/Cas12a 的顺式切割活性会降解靶标

DNA，降低 RPA 反应的灵敏度，这限制了

RPA-CRISPR/Cas12a 一步法检测体系的发展，

目前尚无奇异变形杆菌 RPA-CRISPR/Cas12a 一步

法的研究报道。最新研究发现，CRISPR/Cas12a
对靶位点的识别并不严格受限于传统的原间隔

序列临近基序(protospacer adjacent motif, PAM)
序列要求，因而拓宽了 PAM 兼容性范围[19-20]。

这一发现为建立 RPA-CRISPR/Cas12a 一步法检

测平台提供了新的可能性。因此，本研究旨在

建立奇异变形杆菌 RPA-CRISPR/Cas12a 一步法

检测平台，将 RPA 与 CRISPR/Cas12a 体系完全

混合于单管中，实现扩增与检测反应的同时进

行，无需开盖转移产物或离心混合操作，降低

扩增产物交叉污染风险。通过与两步法检测平

台比较，评价不同检测平台对不同应用场景的

技术适配性。 
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综上所述，本研究将 RPA与 CRISPR/Cas12a
系统结合，并基于不同 PAM 策略，分别建立奇

异变形杆菌 RPA-CRISPR/Cas12a 一步法和两步

法检测平台，实现对目标病原体的快速、灵敏

检测，有助于减少误诊和漏诊，为临床精准治

疗与环境病原监测提供了理论依据和技术支

持。通过与两步法检测平台比较，进一步评估

RPA-CRISPR/Cas12a 一步法检测平台在自动化

检测和多重检测领域的应用潜力，为未来开发

多重病原体 CRISPR 检测芯片奠定基础。 

1  材料与方法 
1.1  样品 

肺炎克雷伯氏菌(Klebsiella pneumoniae)、金

黄色葡萄球菌(Staphylococcus aureus)、溶血葡萄

球菌(S. haemolyticus)、肺炎链球菌(Streptococcus 
pneumoniae)、大肠杆菌(Escherichia coli)、鼠

伤寒沙门氏菌(Salmonella typhimurium)、费氏

志贺氏菌 (Shigella flexneri)、普通变形杆菌

(Proteus vulgaris)、摩氏摩根氏菌 (Morganella 
morganii)各 1 株和 30 株奇异变形杆菌临床分离

株，华西转化医学中心及公共卫生学院实验中

心，并均已通过基质辅助激光解吸飞行时间质谱

仪(matrix-assisted laser desorption/ionization time 
of flight mass spectrometry, MALDI-TOF MS)
鉴定。 

1.2  主要试剂和仪器 
DNA 恒温快速扩增试剂盒(基础型)，安普

未来 (常州 )生物科技有限公司；TwistAmp® 
Basic kit，TwistDx 公司；EnGen® Lba Cas12a 
(Cpf1)核酸酶，New England Biolabs 公司；细菌

基因组 DNA 提取试剂盒，天根生化科技(北京)
有限公司；人工尿液，福州飞净生物科技有限

公司；DEPC 处理水，ThermoFisher Scientific
公司；6×SuperStain Loading Buffer，北京康为世

纪生物科技有限公司；250 bp DNA Ladder，北

京擎科生物科技股份有限公司；Taq Pro Universal 
SYBR qPCR Master Mix，南京诺唯赞生物科技

股份有限公司；RPA 扩增引物寡核苷酸序列、

奇异变形杆菌 ureC 保守基因质粒和 crRNA，

由生工生物工程(上海)股份有限公司合成。 
干式恒温器，杭州奥盛仪器有限公司；生

物安全柜，青岛海尔生物医疗股份有限公司；

实时荧光定量 PCR 仪，ThermoFisher Scientific
公司；核酸电泳仪，上海天能科技有限公司；

核酸电泳槽和凝胶成像分析仪，伯乐生命医学

产品(上海)有限公司。 

1.3  质粒及样品制备 
以 奇 异 变 形 杆 菌 的 参 考 基 因 组 序 列

(GenBank 登录号为 NC_010554.1)的 ureC 基因

作为靶基因，从 NCBI 数据库下载奇异变形杆

菌分离株的全基因序列，使用 DNAMAN 软件

对各分离株的 ureC 基因序列进行比对，选择高

度保守的区域设计质粒，并由生工生物工程(上
海)股份有限公司合成，使用 DEPC 水梯度稀释，

制备浓度为 104−100 copies/μL 的质粒模板。所

有菌株均在 LB 肉汤培养基中 37 ℃、120 r/min
培养 12 h，30 株奇异变形杆菌临床分离株使用

人工尿液配制浓度为 105 CFU/mL 的模拟尿液

样本，其他菌株用生理盐水制备浓度梯度为

106−100 CFU/mL 的菌液样本。 

1.4  引物、crRNA 及探针的设计与合成 
根据 RPA 引物设计原则，利用 Primer 

Premier 6 设计 RPA 引物，并通过 NCBI-BLAST
验证引物的特异性。根据筛选后的最佳 RPA 引

物靶向的序列区域，按照 crRNA 设计原则，以

5′-TTTV-3′和 5′-VTTC-3′ (V 可为 A、G 和 C 三种

碱基之一)两种 PAM 策略设计 crRNA。ssDNA
探针两端分别修饰 FAM 荧光基团和 BHQ1 淬

灭基团作为信号报告分子。引物、crRNA 及探

针均由生工生物工程(上海)股份有限公司合成

(表 1)。 
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表 1  引物、crRNA 及探针序列 
Table 1  Sequences of primers, crRNA, and probes 
Name Sequence (5′→3′) 
F1/2 GTCTGTCATCATCTCGATCCCTCTATTCCTG 
R1 ACGATTATTATCATTATCTGCGCTATCACCC 
R2 AGTGCGTAAGATAACTTCTCCGACTCGTCCC 
F3 CATTAATACCGTGGACGAGCATCTTGATATGTTGA 
R3 GCCAAGTGCGTAAGATAACTTCTCCGACTC 
qPCR F1 AACCCAACGATGCCTTAT 
qPCR R1 GATTCAGCAAATGCCACA 
crRNA1 (TTTC) UAAUUUCUACUAAGUGUAGAUGGUGAUGUCGUCAGACUCAC 
crRNA2 (CTTG) UAAUUUCUACUAAGUGUAGAUUGAGUCUGACGACAUCACCG 
crRNA3 (ATTC) UAAUUUCUACUAAGUGUAGAUGUCGCGAAACCAUUGCUGCAGAAG 
ssDNA reporter FAM-TTATTATT-BHQ1 
 
1.5  RPA-CRISPR/Cas12a 检测体系的

建立 
将 RPA 扩增体系和 CRISPR/Cas12a 切割体

系集成至单个 PCR 反应管中(图 1)。 
一 步 法 RPA-CRISPR/Cas12a 反 应 体 系  

(35 μL)：半管 RPA 冻干粉，缓冲液 A 14.7 μL，

缓冲液 B 1.25 μL，正、反向引物(10 μmol/L)各
1 μL，模板 1.2 μL，Cas12a (1 μmol/L) 1.75 μL，

crRNA (1 μmol/L) 1.75 μL，ssDNA探针(10 μmol/L) 
1.75 μL，NEBufferTM r2.1 3.5 μL，DEPC 处理水

7.1 μL。反应体系在 39 ℃条件下于实时荧光定

量 PCR 仪中反应 25 min，每隔 30 s 采集 1 次荧

光信号，选取 20 min 时荧光强度进行分析。 
两步法 RPA-CRISPR/Cas12a 反应体系：

RPA 反应体系(25 μL)置于管底：半管 RPA 冻干

粉，正、反向引物(10 μmol/L)各 1.2 μL，缓冲液

14.75 μL，DEPC 处理水 5.4 μL，MgOAc 1.25 μL，

模板 1.2 μL。CRISPR/Cas12a 体系(10 μL)置于管

盖内侧：Cas12a (1 μmol/L) 0.875 μL，crRNA    
(1 μmol/L) 1.75 μL，ssDNA 探针 (10 μmol/L)  
0.875 μL，DEPC 水 3 μL，NEBufferTM r2.1 3.5 μL。
反应体系首先在 39 ℃条件下孵育 20 min，然

后通过瞬时离心将管盖上的 CRISPR/Cas12a 体

系离心至管底，与 RPA 扩增产物充分混匀，最

后在 39 ℃条件下于实时荧光定量 PCR 仪中反

应 10 min，每隔 30 s 采集 1 次荧光信号，选取

5 min 时荧光强度进行分析。 
1.6  RPA 引物筛选 

一步法 RPA 扩增体系：根据 DNA 恒温快

速扩增试剂盒(基础型)说明书，在反应管中加入半

管 RPA 冻干粉，正、反向引物(10 μmol/L)各 1 μL，
缓冲液 A 14.7 μL，DEPC 处理水 5.85 μL，缓冲

溶液 B 1.25 μL，制成 23.8 μL 的 RPA 混合液。

以 1.2 μL 质粒溶液为阳性模板，以 DEPC 水为

阴性对照。 
两步法 RPA 扩增体系：根据 TwistAmp® 

Basic kit 说明书，在 PCR 反应管中加入半管

RPA 冻干粉，正、反向引物(10 μmol/L)各 1.2 μL，

缓冲液 14.75 μL，DEPC 处理水 5.4 μL，MgOAc 
1.25 μL，制成 23.8 μL 的 RPA 混合液。以 1.2 μL
质粒溶液为阳性模板，以 DEPC 水为阴性对照。 

RPA 引物筛选：将 PCR 反应管在金属浴中

于 39 ℃孵育 12 min，进行 RPA 扩增。随后，在

反应管中加入等体积的苯酚 : 氯仿 : 异戊醇

(25:24:1，体积比)提取液，充分混匀，12 000 r/min
离心 5 min，吸取上清液，提取扩增产物。提取

物按 5:1 的比例加入 6×SuperStain Loading Buffer，
充分混合后使用 1.5%的琼脂糖凝胶在 90 V 恒

压条件下电泳 30 min，使用凝胶成像分析仪显

影观察结果。 
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1.7  反应体系优化 
一步法 RPA-CRISPR/Cas12a 反应体系优化：

以质粒(104 copies/μL)为模板，分别对一步法的

引物体积、Cas12a 浓度、Cas12a/crRNA 比例、

ssDNA 探针浓度和 crRNA [crRNA1 (5′-TTTV-3′)、
crRNA2 (5′-VTTV-3′)、crRNA3 (5′-ATTC-3′)]反
应体系进行优化。 

两步法 RPA-CRISPR/Cas12a 反应体系优

化：以质粒(104 copies/μL)为模板，对两步法的

RPA 引物体积、Cas12a 浓度、Cas12a/crRNA 比例、

ssDNA 探针浓度和 crRNA [crRNA1 (5′-TTTV-3′)、
crRNA2 (5′-VTTV-3′)、crRNA3 (5′-ATTC-3′)]反
应体系进行优化。 

1.8  灵敏度分析 
在最优反应体系下，对不同浓度的质粒模

板(104−100 copies/μL)进行检测，分析所建立方

法的灵敏度。 

1.9  特异性分析 
在最优反应体系下，对常见的致病菌(肺炎

链球菌、溶血葡萄球菌、肺炎克雷伯氏菌、金

黄色葡萄球菌、大肠杆菌、鼠伤寒沙门氏菌、

费氏志贺氏菌、摩氏摩根氏菌和普通变形杆菌)
进行检测，分析所建立方法的特异性。 

1.10  RT-qPCR 体系建立 
每次反应中加入 2×Taq Pro Universal SYBR 

qPCR Master Mix 10 μL、qPCR F1/F2 (10 μmol/L)
各 0.4 μL、基因组 DNA 和无菌水共 9.2 μL，总

计 20 μL。使用实时荧光定量 PCR 仪对 1.3 中制

备的样本进行 RT-qPCR 检测。引物序列见表 1，
反应条件：95 ℃ 30 s；95 ℃ 10 s，60 ℃ 30 s，
40 个循环，每 30 s 收集 1 次荧光。 

1.11  模拟样本检测 
使用人工尿液将 30 份奇异变形杆菌临床

株制备成 105 CFU/mL 的模拟尿液样本，使用细

菌基因组 DNA 提取试剂盒进行预处理，采用

2 种方法进行检测，并与 MALDI-TOF MS 结

果比较。 

1.12  检测性能评估 
分别使用热裂解法和细菌基因组 DNA 提

取试剂盒对菌液样本进行预处理，使用 2 种方

法进行检测，并与 RT-qPCR 结果进行比较。 

1.13  统计学方法 
所有实验均采用 3 次重复，使用 GraphPad 

Prism 10.1.2 软件进行单因素方差分析(ANOVA)。 

2  结果与分析 
2.1  RPA-CRISPR/Cas12a 检测流程 

一步法检测流程如图 1A 所示，使用热裂解

法或细菌基因组 DNA 提取试剂盒对样本进行

预处理；取 1.2 μL 上清液于反应体系中，充分

混匀后将反应管放置在实时荧光定量 PCR 仪

中 39 ℃条件下避光反应 25 min；采集实时荧

光信号。 
两步法检测流程如图 1B 所示，在两步法中

将 RPA 反应与 CRISPR/Cas12a 反应分成两部

分，将 RPA 反应体系与 CRISPR/Cas12a 反应体

系分别放置在反应管的管底和管盖内侧；使用

热裂解法或细菌基因组 DNA 提取试剂盒对样

本进行预处理；取 1.2 μL 上清液于 RPA 反应体

系中，充分混匀后将 CRISPR/Cas12a 反应体系

加在管盖内侧，将反应管放置在恒温装置中

39 ℃条件下避光反应 20 min；然后通过瞬时离

心将 CRISPR/Cas12a 反应体系与 RPA 反应体系

充分混合，在 39 ℃条件下反应 10 min，采集实

时荧光信号。 

2.2  引物筛选结果 
分别对 2 种方法进行 RPA 引物筛选，结果

如图 2 所示，一步法与两步法均以引物组 F1/R1
扩增效率最高，扩增产物条带清晰明亮，并且

对照组中未出现明显非特异性条带，特异性良

好，灵敏度均可达到 100 copy/μL；因此，以引

物组 F1/R1 进行后续实验。 
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图 1  一步法(A)与两步法(B)检测技术流程示意图    
Figure 1  Schematic diagram of one-step (A) and two-step (B) detection technology workflows.  
 
2.3  反应条件优化结果 

为使检测平台的检测性能达到最佳，我们

对 RPA 引物体积、crRNA 设计、Cas12a 浓度、

Cas12a/crRNA 比例、ssDNA 探针浓度等反应条

件进行优化，所有优化均使用 104 copies/μL 的

质粒作为模板。 
RPA 引物优化结果如图 3 所示：随着引物

体积增加，一步法与两步法的荧光强度变化小，

两种方法均使用 1.2 μL 引物体积作为最终引物

浓度。 
crRNA 筛选结果如图 4 所示：一步法

crRNA 优化结果图 4A 所示，在混合 RPA 反应

体系和 CRISPR/Cas12a 反应体系后，携带次优

PAM 序列(ATTC)的 crRNA3 展现出显著优势，

其反应体系荧光强度最高，达到平台期时间更

短，因此被选定用于后续实验；而两步法 crRNA
优化结果如图 4B 所示，在分开 RPA 反应体系

和 CRISPR/Cas12a 反应体系后，带有最优 PAM
序列的 crRNA1 (TTTC)切割探针效率更高，展

现出更优异的检测性能，所以最终选择 crRNA1
用于后续实验。 

CRISPR/Cas12a体系优化结果如图 5和图 6
所示，结果表明，一步法与两步法在不同参数

组合下呈现出差异化的荧光响应特性。一步法

的参数优化结果如图 5A−5F 所示，其中 Cas12a
酶浓度与 Cas12a/crRNA 比例对荧光强度影响显

著，当 Cas12a 酶浓度为 50 nmol/L、Cas12a/crRNA
比例为 1:1 时，荧光强度达到峰值；ssDNA 探

针浓度与荧光强度呈正相关，但考虑成本经济

效益，最终选择 250 nmol/L 为最终探针浓度。

两步法结果如图 6A−6F 所示，Cas12a 酶浓度对

荧光强度影响较小；当 Cas12a/crRNA 比例为

1:2，荧光强度达到峰值；而 ssDNA 探针浓度

与荧光强度呈正相关，基于成本经济效益考虑， 
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图 2  一步法与两步法重组酶聚合酶扩增引物筛选琼脂糖凝胶电泳图   A：一步法 RPA 3 对引物筛选

琼脂糖凝胶电泳图；B：两步法 RPA 3 对引物筛选琼脂糖凝胶电泳图。1：250 bp DNA Ladder；2：引

物 F1/R1 (246 bp)；3：引物 F1/R1 对照；4：引物 F2/R2 (171 bp)；5：引物 F2/R2 对照；6：引物 F3/R3 
(212 bp)；7：引物 F3/R3 对照。C：一步法 RPA 引物 F1/R1 扩增灵敏度琼脂糖凝胶电泳图；D：两步法

RPA 引物 F1/R1 扩增灵敏度琼脂糖凝胶电泳图。1：250 bp DNA Ladder；2：102 copies/μL 质粒；3：101 copies/μL
质粒；4：100 copy/μL 质粒；5：阴性对照。 
Figure 2  Agarose gel electrophoresis of one-step and two-step recombinase polymerase amplification (RPA) 
primer screening. A: Agarose gel electrophoresis of three primer pairs for one-step RPA; B: Agarose gel 
electrophoresis of three primer pairs for two-step RPA. 1: 250 bp DNA Ladder; 2: Primers F1/R1 (246 bp); 3: 
Primers F1/R1 control; 4: Primers F2/R2 (171 bp); 5: Primers F2/R2 control; 6: Primers F3/R3 (212 bp); 7: 
Primers F3/R3 control). C: Agarose gel electrophoresis of the amplification sensitivity of one-step RPA using 
primer pair F1/R1. D: Agarose gel electrophoresis of the amplification sensitivity of two-step RPA using 
primer pair F1/R1. 1: 250 bp DNA Ladder; 2: 102 copies/μL; 3: 101 copies/μL; 4: 100 copy/μL; 5: Negative 
control.  
 
选择酶浓度为 25 nmol/L、Cas12a/crRNA 比例

为 1:2、探针浓度为 250 nmol/L 进一步实验。 
2.4  灵敏度分析结果 

将带有奇异变形杆菌 ureC 基因的质粒溶

液等比稀释成不同浓度(100–104 copies/μL)，以

优化后的最佳反应条件检测质粒溶液，分析方

法的灵敏度，结果如图 7A、7B 所示，一步法与

两步法均可检测低至 2.8 copies/μL 的质粒。 
2.5  特异性分析结果 

使用本研究的 2 种方法对奇异变形杆菌、

肺炎链球菌、溶血葡萄球菌、肺炎克雷伯氏菌、

金黄色葡萄球菌、大肠杆菌、鼠伤寒沙门氏菌、

费氏志贺氏菌、摩氏摩根氏菌及普通变形杆菌

进行检测，结果如图 8A、8B 所示，奇异变形杆

菌产生的荧光信号明显高于对照组和其他细菌。

结果表明，一步法与两步法均对奇异变形杆菌具

有很高的特异性，与其他细菌无交叉反应。 

2.6  模拟样本检测结果 
本研究通过模拟从样本前处理到检测的完

整流程，并使用 2 种方法对奇异变形杆菌临床

分离株模拟尿液样本进行检测，以验证本方法

应用于真实样本的效能。结果如图 9 所示，所

有模拟样本均检出阳性，与 MALDI-TOF MS
结果完全一致。 

2.7  检测性能评估结果 
使用细菌基因组DNA提取试剂盒提取和热裂

解 2 种前处理方法对含梯度浓度(106−100 CFU/mL)
的菌液样本进行预处理，随后在最优条件下使 
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图 3  重组酶聚合酶扩增引物体积优化示意图   A：一步法 RPA 引物浓度优化；B：两步法 RPA 引物

浓度优化。*：P<0.05；**：P<0.01；***：P<0.001；****：P<0.000 1；NTC：非靶标对照；ns：不显

著。下同。 
Figure 3  Schematic diagram of recombinase polymerase amplification (RPA) primer volume optimization. 
A: Primer concentration optimization for the one-step RPA method; B: Primer concentration optimization for 
the two-step RPA method. *: P<0.05; **: P<0.01; ***: P<0.001; ****: P<0.000 1; NTC: Non-target control; 
ns: Not significant. The same below. 
 

 
 
图 4  crRNA 筛选结果示意图   A：一步法 crRNA 筛选；B：两步法 crRNA 筛选。 
Figure 4  Schematic diagram of crRNA screening results. A: crRNA screening for the one-step method; B: 
crRNA screening for the two-step method.  
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图 5  一步法 CRISPR/Cas12a 体系优化结果示意图   A：Cas12a 酶浓度优化结果折线图；B：Cas12a
酶浓度优化结果柱状图；C：Cas12a/crRNA 比例优化结果折线图；D：Cas12a/crRNA 比例优化结果柱

状图；E：ssDNA 探针浓度优化结果折线图；F：ssDNA 探针浓度优化结果柱状图。 
Figure 5  Schematic diagram of one-step CRISPR/Cas12a system optimization results. A: Cas12a enzyme 
concentration optimization (line chart); B: Cas12a enzyme concentration optimization (bar chart); C: 
Cas12a/crRNA ratio optimization (line chart); D: Cas12a/crRNA ratio optimization (bar chart); E: ssDNA 
reporter probe concentration optimization (line chart); F: ssDNA reporter probe concentration optimization 
(bar chart).  
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图 6  两步法 CRISPR/Cas12a 体系优化结果示意图   A：Cas12a 酶浓度优化结果折线图；B：Cas12a
酶浓度优化结果柱状图；C：Cas12a/crRNA 比例优化结果折线图；D：Cas12a/crRNA 比例优化结果柱

状图；E：ssDNA 探针浓度优化结果折线图；F：ssDNA 探针浓度优化结果柱状图。 
Figure 6  Schematic diagram of one-step CRISPR/Cas12a system optimization results. A: Cas12a enzyme 
concentration optimization (line chart); B: Cas12a enzyme concentration optimization (bar chart); C; Cas12a/crRNA 
ratio optimization (line chart); D: Cas12a/crRNA ratio optimization (bar chart); E: ssDNA reporter probe 
concentration optimization (line chart); F: ssDNA reporter probe concentration optimization (bar chart).  
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图 7  灵敏度分析结果示意图   A：一步法灵敏度分析；B：两步法灵敏度分析。 
Figure 7  Schematic diagram of sensitivity analysis results. A: Sensitivity analysis using the one-step 
method; B: Sensitivity analysis using the two-step method.  
 

 
 
图 8  特异性分析结果示意图   A：一步法特异性分析；B：两步法特异性分析。 
Figure 8  Schematic diagram of specificity analysis results. A: Specificity analysis using the one-step 
method; B: Specificity analysis using the two-step method.  
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图 9  模拟样本检测结果示意图 
Figure 9  Schematic diagram of simulated sample detection results. 
 
用 2 种方法进行检测，并与常规的 RT-qPCR 方

法进行比较，以评估该方法的可靠性。结果如

图 10A−10F 所示，使用热裂解法预处理时，一

步法可检出含 106 CFU/mL 奇异变形杆菌的菌

液样本，而两步法和 RT-qPCR 均可以检出含  
103 CFU/mL 奇异变形杆菌的菌液样本；而使用

细菌基因组 DNA 提取试剂盒预处理时，一步法

可以检出含 102 CFU/mL 奇异变形杆菌的菌液

样本，而两步法和 RT-qPCR 均可以检出含   
101 CFU/mL 奇异变形杆菌的菌液样本。 

3  讨论 
近年来，奇异变形杆菌的感染流行趋势不

断扩大，由奇异变形杆菌引起的疾病种类逐渐

增加，对人类和动物的生命健康构成了严重威

胁。但是目前仍然缺少针对奇异变形杆菌的快

检技术研究，传统的细菌分离培养鉴定耗时耗

力，而 RT-qPCR 检测则对仪器设备和实验室环

境有较高要求，难以满足现场即时检测需求。 
针对以上问题，本研究设计了 2种基于 RPA

和 CRISPR/Cas12a 的奇异变形杆菌检测方法，

2 种方法均可在 30 min 内检测到 2.8 copies/μL
的细菌核酸，具有快速检测的优势。在使用热

裂解预处理时一步法和两步法检测灵敏度分别

为 106 CFU/mL 和 103 CFU/mL，而在使用基因

组提取试剂盒预处理时一步法和两步法检测灵

敏度分别为 102 CFU/mL 和 101 CFU/mL，涵盖

了各类尿路感染的诊断阈值[21]，因此，本研究

建立的 2 种方法可用于参考判定尿路感染是否

有临床意义。相较于传统的细菌分离培养鉴定

方法，本方法显著缩短了检测时间，具有更高

的灵敏度和特异性；相较于 RT-qPCR 技术，本

方法对样本质量要求较低，无需依赖精密仪器

设备，其全封闭反应体系可有效避免气溶胶污

染，对实验环境要求更低，更适用于在基层医

疗机构推广应用。相较于其他检测方法，本方

法不仅检测时间更短、操作更简便，并且在使

用细菌基因组提取试剂盒对样本进行预处理

后，一步法和两步法的灵敏度均显著高于其他

方法(表 2)。本研究基于不同 PAM 序列设计策

略建立了 2 种检测平台，结果表明，次优 PAM
序列更适合一步法，这可能是因为带有次优

PAM 序列 ( 例如 5′-VTTV-3′ 、 5′-TCTV-3′ 和
5′-TTVV-3′等)的 crRNA 与带有最优 PAM 序列

(5′-TTTV-3′)的 crRNA 相比，在与 Cas12a 蛋白

结合后，形成的 Cas12a 蛋白-gRNA 复合物具有

较弱的顺式切割活性和相似的反式切割活性，

因此，不会明显阻碍 RPA 扩增，并且对探针切

割效力影响不大，这与 Lu 等[19]的研究结果一

致。相较于两步法，一步法灵敏度较低，但是

操作更加便捷、检测时间更短，仅需一个便携

的恒温装置和荧光信号检测装置即可完成检

测，适合用于现场筛查；两步法灵敏度更高，

适合用于后续的实验室验证，可减少假阴性，

两者结合能够形成完整的检测闭环，既能实现

现场筛查，又能提供实验室验证支持。 
近年来，对病原体进行自动化和多重检测

已成为发展趋势，本方法所建立的 2 种方法仅

需 1 次加样即可完成检测，而无需额外的转移、

变温等操作，具备与其他自动化高通量技术相

结合的潜力，展现出广泛的应用前景。未来，

我们计划将一步法反应体系与高通量微流控技 
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图 10  检测性能评估结果示意图   A：热裂解预处理时一步法菌液灵敏度分析；B：热裂解预处理时
两步法菌液灵敏度分析；C：热裂解预处理时 RT-qPCR 菌液灵敏度分析；D：细菌基因组 DNA 提取试
剂盒预处理时一步法菌液灵敏度分析；E：细菌基因组 DNA 提取试剂盒预处理时两步法菌液灵敏度分
析；F：细菌基因组 DNA 提取试剂盒预处理时 RT-qPCR 菌液灵敏度分析。 
Figure 10  Schematic diagram of assay performance evaluation results. A: Sensitivity analysis of bacterial 
suspension using the one-step method under thermal lysis pretreatment; B: Sensitivity analysis of bacterial 
suspension using the two-step method under thermal lysis pretreatment; C: Sensitivity analysis of bacterial 
suspension using RT-qPCR under thermal lysis pretreatment; D: Sensitivity analysis of bacterial suspension using 
the one-step method with bacterial genomic DNA extraction kit pretreatment; E: Sensitivity analysis of bacterial 
suspension using the two-step method with bacterial genomic DNA extraction kit pretreatment; F: Sensitivity 
analysis of bacterial suspension using RT-qPCR with bacterial genomic DNA extraction kit pretreatment.  
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表 2  本方法与其他奇异变形杆菌检测方法的比较 
Table 2  Comparison between this method and other Proteus mirabilis detection approaches 
方法 
Method 

时间 
Time 

样品类型 
Sample type 

灵敏度 
Sensitivity 

参考文献 
Reference 

PCR 3 h Urine of humans/water 103 CFU/mL [11] 
RT-qPCR <3 h Urine of humans/water 101 CFU/mL [11] 
Multiplex RT-qPCR <2 h Food samples 10³ CFU/g [22] 
Culture-based method 48 h – – [23] 
LAMP 1 h 30 min Urine of humans 103 CFU/mL [24] 
One-step method (Thermal lysis) 25 min Normal saline 106 CFU/mL This text 
One-step method (Bacteria DNA kit) 55 min Normal saline 102 CFU/mL This text 
Two-step method (Thermal lysis) 30 min Normal saline 103 CFU/mL This text 
Two-step method (Bacteria DNA kit) 1 h Normal saline 101 CFU/mL This text 
–：文中未提到。 
–: It is not mentioned in the original text. 
 
术结合，实现对样本中多种病原体同时进行检

测，推动 RPA-CRISPR/Cas12a 技术在病原体多

重检测方向的发展。 
然而，本研究所建立的 2 种方法也存在一

定的局限性，由于 RPA-CRISPR/Cas12a 反应过

程受到酶活性、离子浓度等因素的影响，导致

荧光信号是非线性的，因此 2 种方法均无法做

到定量检测，在检测尿液样本时本研究所构建的

热裂解法预处理的一步法灵敏度为 106 CFU/mL，

略高于有症状尿路感染诊断阈值，可能会存在

漏诊情况，可进一步使用热裂解法预处理的两

步法进行验证，以减少假阴性情况。两步法所

使用的 RPA 试剂盒与 CRISPR/Cas12a 反应体系

兼容性较差，无法开发成一步法，更换 RPA 试

剂盒后，发现一步法灵敏度低于两步法，我们

推测该 RPA 试剂盒对菌体蛋白等抑制剂耐受性

较弱，在使用细菌基因组 DNA 提取试剂盒对样

本进行预处理后，2 种方法灵敏度更加接近，

进 一 步 证 实 此 猜 想 。 并 且 在 一 步 法 中 ，

CRISPR/Cas12a 的顺式切割活性仍然会对 RPA
扩增的目标 DNA 产生干扰，从而降低一步法的

检测效能，也可能导致一步法灵敏度下降。此

外，本研究缺少足够的临床样本用于验证 2 种

检测方法的检测效能，后续将持续增加临床样

本数，进一步验证一步法与两步法检测平台的

实际检测效果。 

4  结论 
本研究成功建立了 2 种基于 RPA-CRISPR/ 

Cas12a 的奇异变形杆菌检测方法，均可在 30 min
内检测到 2.8 copies/μL 的质粒溶液，与其他常

见致病菌无交叉反应，完全满足实际检测的需

求。使用热裂解法预处理样本时，一步法可以

检出含 106 CFU/mL 浓度的奇异变形杆菌菌液，

两步法最低可以检测到 103 CFU/mL 浓度的菌

液；使用细菌基因组 DNA 提取试剂盒预处理样

本时，一步法检测限提升至 102 CFU/mL，两步

法检测限提升至 101 CFU/mL。相较于 RT-qPCR
等传统分子诊断方法，本方法检测速度更快，

可在 1 h 内完成从样本预处理到结果显示的全

部检测流程，并且对检测仪器和实验环境要求

更低，仅需简单的恒温装置和荧光检测装置，

以及洁净工作台，即可完成对奇异变形杆菌的

快速、灵敏的检测。此外，2 种检测方法相互

补充，能够形成现场筛查到实验室验证支持的

完整的检测闭环，为在设备相对落后的基层医

疗机构或偏远地区实现该病原菌的快速筛查和

诊断提供了新的技术方案。 
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