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摘   要：快速灵敏检测技术对疾病防控必不可少。特别是新冠疫情暴发以来，人们深刻认识到快

速灵敏检测技术的重要性。近年来，以 CRISPR/Cas 为代表的基因编辑技术带来了生物技术革命性

的进步。CRISPR 的核酸检测技术因其快速、准确、灵敏、经济等特点，正在引发分子诊断革新，

并已被成功应用于传染病、遗传病、肿瘤基因突变诊断，以及食品安全等领域。本文归纳了基于

CRISPR 的多种核酸检测体系及应用，并对未来 CRISPR 核酸检测发展趋势及结合人工智能的智能

化检测进行了展望。 
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Abstract: Rapid and accurate detection technologies are crucial for disease prevention and 
control. In particular, the COVID-19 pandemic has posed a great threat to our society, 
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highlighting the importance of rapid and highly sensitive detection techniques. In recent years, 
CRISPR/Cas-based gene editing technique has brought revolutionary advances in biotechnology. 
Due to its fast, accurate, sensitive, and cost-effective characteristics, the CRISPR-based nucleic 
acid detection technology is revolutionizing molecular diagnosis. CRISPR-based diagnostics has 
been applied in many fields, such as detection of infectious diseases, genetic diseases, cancer 
mutation, and food safety. This review summarized the advances in CRISPR-based nucleic acid 
detection systems and its applications. Perspectives on intelligent diagnostics with CRISPR-based 
nucleic acid detection and artificial intelligence were also provided. 
Keywords: molecular detection; nucleic acid detection; point-of-care testing (POCT); gene editing; 
CRISPR; CRISPR-based detection 

 

基于 CRISPR 蛋白特异性识别目标核酸

或识别后激活旁路切割活性的特性，科学家

成功开发了包括 SHERLOCK、DETECTR 和

HOLMES 等一系列 CRISPR 核酸检测体系。

CRISPR 检测具有快速、准确、灵敏、简便、经

济等特点，已被成功应用于病原微生物、遗传

病、肿瘤基因突变、小分子等检测，是理想的下

一代快速灵敏核酸临场检测平台技术。快速便捷

和智能化是临场核酸检测的痛点。开发基于

CRISPR 和 AI 的快速灵敏便捷核酸检测体系，创

制具有自主知识产权的基于 CRISPR 的智能核酸

检测产品，是领域未来发展的方向。快速灵敏诊

断有着巨大社会需求，特别是新冠疫情对人类社

会造成巨大威胁，使人们更加深刻认识到建立快

速灵敏检测技术的重要性及必要性。而由于基因

组学、转录组学、测序技术等的高速发展，核酸

诊断成为了快速灵敏诊断发展的主角。 

近年来，以 CRISPR/Cas 为代表的基因编

辑带来了生物技术革命性的进步，被认为是等

同于聚合酶链式反应(polymerase chain reaction, 

PCR)的革命性平台技术，同 PCR 技术一样影

响着生命医药的诸多方面，并分别在 2015 和

2017 年两次被 Science 评为年度突破性科学进

展之首，获评 Nature 近 10 年最具影响力的五

大科学事件之首和 2020 年诺贝尔化学奖。同

时，研究者开发出基于 CRISPR 的核酸检测技

术，其具备快速、准确、灵敏、经济等特点，

是理想的下一代快速灵敏核酸临场检测技术。

该技术 2018 年被 Science 评为年度十大突破性

科技进展之一，被 Nature 列为 2022 年值得关

注的 7 项技术之一。 

1  基于 CRISPR 的核酸检测

体系  

目前，基于 CRISPR 的核酸检测从原理上

分为 2 种：(1) 利用 Cas9 等 Cas 蛋白高特异性

识别并结合双链 DNA (double-strand DNA, 

dsDNA)的特性； (2) 利用 Cas13、Cas12 等

Cas 蛋白特异性识别核酸后，旁路切割活性

激活，非特异性切割单链 DNA (single-strand 

DNA, ssDNA)或单链 RNA (single-strand RNA, 

ssRNA)的特性(图 1)。在 Cas12 或 Cas13 核酸

检测体系中，crRNA 和 Cas 蛋白复合体与靶

标结合后(Cas12a 结合 dsDNA，Cas13a 结合

RNA)，Cas 蛋白旁路切割活性被激活，进而

非特异性切割报告探针(Cas12a 切割 ssDNA，

Cas13a 切割 ssRNA)。通过 FAM、生物素等

报告探针标记荧光基团和 BHQ1 等淬灭基

团，检测结果被转化为可视化的荧光信号或

试纸条条带。目前，基于不同检测原理而开发

的 CRISPR 核酸检测技术主要分为以下 2 类。 
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1.1  利用 Cas 蛋白家族高特异性识别

dsDNA 的检测技术 
CRISPR 系统中的Ⅱ型 Cas9 蛋白可以在

gRNA 的引导下特异性结合靶标 DNA，研究者

据此原理开发了一系列核酸检测方案。其中，

NASBA-CRISPR 利用核酸序列等温扩增技术

(nucleic acid sequence-based amplification, 
NASBA)和 Cas9 特异性切割，从而产生可被小

型传感器监测或在试纸上显示出颜色变化的判

读信号(图 1A)[1]。该系统可以在单碱基水平区分

美洲型和非洲型的寨卡病毒(zika virus, ZIKV)。

CRISDA 检测利用 CRISPR-Cas9 特异性靶点

切割介导的链位移扩增方法，结合多肽核酸

(peptide nucleic acid, PNA)入侵介导的结果测

量方法，能够在复杂样本背景下检测 amol/L 级

别灵敏度和单核苷酸特异性的 DNA 样品[2]。 

另外，研究人员利用失活型变体蛋白

dCas9 能特异性识别但不切割靶核酸的特性

也开发出一系列检测方案。其中，CRISPR- 

Chip 是一种利用 dCas9 和石墨烯的核酸检测

芯片(图 1B)[3]。将 dCas9-gRNA 复合物结合到

具有超高导电特性的石墨烯芯片上，利用

CRISPR 特异性结合靶标核酸的能力，产生电

信号差异。该体系可以实现 15 min 内检测到

低至 1.7 fmol/L 的靶标 DNA，并成功用于杜

氏肌营养不良症(duchenne muscular dystrophy, 

DMD)患者 DNA 突变的检测。 

1.2  利用 Cas 蛋白家族特异识别核酸后激

活旁路切割活性的检测技术 
CRISPR 系统中的Ⅴ型 Cas12 蛋白，在

crRNA 指导下能特异性识别切割 dsDNA，

并激活非特异性 ssDNA 反式切割活性。基

于 Cas12a 的上述特性，研究人员开发了多

种快速准确的检测方法，包括 DETECTR[4]、

HOLMES[5]和 CDetection[6]等，适用于核酸样

品检测，并成功应用于临床标本中与癌症相

关的 16 型和 18 型 HPV 的鉴定、新冠病毒、

流感病毒及非洲猪瘟病毒等的检测(图 1C)。

其中，Cas12f (又称 Cas14)蛋白具有类似的

靶向切割 ssDNA 后激发反式切割的特性，

有研究者基于该原理开发出无前间隔序列

邻近基序(protospacer adjacent motif, PAM)限

制的可识别单核苷酸多态性(single nucleotide 

polymorphisms, SNPs)的高特异性核酸检测方

法，称为 Cas14-DETECTR[7]。 

CRISPR 系统中的Ⅵ型 Cas13 蛋白在与

crRNA 结合后，能特异性识别切割 RNA 序列，

激活非靶向 RNA 切割活性。基于 CRISPR- 

Cas13 上述特性，研究者开发了一种快速准确的

核酸检测方法 SHERLOCK[8]，成为一种灵敏且

特异的诊断平台(图 1D)。该平台可直接从尿

液、唾液、血清、血浆和全血等体液中检测

ZIKV 以及登革热病毒(dengue virus, DENV)，还

可以区分 4 种密切相关的 DENV 血清型及 ZIKV

分离株中的 SNPs。研究人员基于 Cas13 该特性还

开发了针对新冠病毒、流感病毒等检测方案。 

2  基于 CRISPR 的核酸检测技

术的优势与改进 
理想的分子检测应当具备以下特点：灵敏、

特异、快速、使用便捷、经济、无需大型设备和

专业技术人员等。目前 PCR 是最常用的诊断方

法，具有高灵敏度和特异性，但需要专业实验

室、昂贵仪器和专业人员，这限制了其部分应

用。测序技术在核酸检测中变得越来越重要，然

而，高复杂度、长时间和高成本等阻碍了其在快

速临场感染诊断中的应用。基于等温扩增的核酸

检测具备快速和便携式检测能力，但其灵敏度和

特异性仍存在不足[9]。而基于 CRISPR 的核酸检

测在灵敏度、特异性、检测时间、无需专业仪器

设备和人员方面展示出部分优势(表 1)。 
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图 1  基于不同 CRISPR 蛋白开发的核酸检测技术 
Figure 1  Four nucleic acid detection techniques based on different CRISPR proteins. A: In reverse 
transcription, a trigger (purplish red) attaches to sequence-specific primers. If the template contains a specific 
PAM sequence (blue), targeted cleavage induced by Cas9 will result in T7-transcribed truncated RNA which 
is unable to activate the toehold sensor. If the template does not have a specific PAM sequence, the 
full-length template with a trigger is transcribed to activate the toehold sensor and produces a visible color 
change[1]. B: The dCas9-sgRNA complex is combined with a graphene chip with ultra-high electrical 
conductivity. A target sequence can be recognized and stably combined with the dCas9-sgRNA complex, 
resulting in a significant difference in electrical signals[3]. C: Targeted DNA or RNA is amplified by RT-RPA 
or RPA, then binds to the Cas12-crRNA complex followed by cleavage, thereby activating the robust 
non-specific ssDNA cleavage activity of Cas12. Non-specific ssDNA is labeled with a fluorophore and 
quench agent at both ends, which produces fluorescence signal when cleaved[4]. D: Targeted sequence is 
amplified by RT-RPA or RPA, then is transcribed to ssRNA. Targeted ssRNA specifically binds to the 
Cas13-crRNA complex followed by cleavage, activating the non-specific ssRNA cleavage activity of Cas13. 
The cleaved non-specific ssRNA produces fluorescence signals[8]. 
 

表 1  基于 CRISPR 的分子检测技术与现行分子检测方法比较 
Table 1  Comparison between CRISPR-based molecular detection and other methods 
Characteristics  CRISPR/Cas PCR/qPCR Isothermal amplification Sequencing 

Specificity High High Medium Medium-high 

Sensitivity High Medium Low-medium High 

Detection time  15–50 min 1–3 h 15–50 min 1–15 d 

Cost Low Low-medium Low High 

Professional equipment No PCR/qPCR amplifier  No Sequencer 

Convenience High Low-medium High Low 

Usability Easy Medium Easy Complex 
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CRISPR 系统的 RNA 引导 Cas 蛋白识别切

割特定核酸序列的机制保证了其检测的特异

性。Cas12 蛋白需要至少 17 bp 的匹配才能实现

稳定地结合与切割，相较于 Cas9 蛋白具有更

高的特异性，可实现单核苷酸检测精度[10]。在

灵敏检测方面，Cas12、Cas13 在特异识别目

标核酸后激活旁路切割的特性，实现了对检

测信号的放大。这种旁路切割使大量的单链

核酸被切割，迅速转化为可视化的荧光信号

或试纸条条带。为进一步增加 CRISPR 核酸检

测技术的灵敏度，有研究者将 Cas13 检测体系

与 CRISPR Ⅲ型 RNA 核酸酶 Csm6 结合，Cas13

的旁路切割激活 Csm6，进一步切割报告探针释

放荧光，从而级联增加信号[11]。对靶核酸的预

扩增进一步增加了灵敏度，目前常使用的核酸

等温扩增方式为重组酶聚合酶扩增(recombinant 

polymerase amplification, RPA)和环介导等温扩

增 (loop-mediated isothermal amplification, 

LAMP)等。反应缓冲液以及 crRNA 对 CRISPR

蛋白的靶向切割和旁路切割能力有着很大的

影响。研究者通过对反应缓冲液的 Mg2+离子

浓度 [4]、Mn2+离子浓度 [12]、pH 值 [13-14]、添加

剂(PEG、glycerin 和 Triton X-100；BSA 和 L-

脯氨酸)[15]等条件进行了优化，进一步提升了

检测灵敏度。另有研究者通过工程化改造

crRNA，如在 5′端或 3′端延伸 UA 丰富的

RNA[16-17]、在 3′端增加 TA 丰富的 DNA[17]

或对 crRNA 进行多项化学修饰 [16]，使检测

灵敏度增加。将生物传感器与 CRISPR 检测

相结合 [18-20]，也为大幅提升灵敏度提供了可

能。近期有研究者开发出一种基于 Cas13a

的电化学传感器，可实现无需核酸扩增的快

速超敏 SARS-CoV-2 RNA 检测 [21]。他们将

ssRNA 的氧化还原探针固定在纳米复合材

料 (nanocomposite, NC) 和 金 纳 米 颗 粒 (gold 

nanoflower, AuNF)修饰的电极表面，在 Cas13a

的旁路切割激活后，ssRNA 被切割释放氧化还

原分子，从而产生电流变化。该检测方法能够

在无预扩增情况下实现 SARS-CoV-2 开放阅读

框(open reading frame, ORF)和 S 基因 fg/mL 水

平的定量检测。 

临场检测(point of care testing, POCT)需要

快速简便的样品预处理方式和可视化的读取方

法。有研究者通过加热和化学还原使核酸酶和

病毒失活，实现对血液、唾液和尿液等临床样

品的预处理 [22]。可视化的读取方法主要有荧

光信号、颜色变化、免疫层析试纸条以及电化

学信号等。荧光信号一般来自于 CRISPR 蛋白

旁路切割释放荧光团，可在蓝光照射下通过肉

眼或便携式荧光阅读器来读取。有研究者将金

纳米颗粒比色法与 CRISPR 检测法相结合，当

存在靶标时旁路切割使金纳米颗粒脱离，溶液

变为鲜艳的红色[23-24]。免疫层析试纸条的原理

主要为链霉亲和素与生物素的高亲和力。标

记有荧光团 FAM 与生物素的报告探针与偶联

金纳米颗粒的抗荧光素异硫氰酸 (fluorescein 

isothiocyanate, FITC)特异性抗体结合。当报

告探针未被切割时，生物素与链霉亲和素结

合，形成第一条色带；当存在靶标 DNA 或

RNA 时，旁路切割的激活使报告探针被切割，

FAM 和偶联金纳米颗粒的 FITC 特异性抗体

在条带上走得更远，与物种特异性的二级抗

体结合，形成第二条色带 [11]。有研究者将电

化学传感器与 CRISPR 检测法结合，通过测定

带有电化学标签的报告分子被切割后引起的

电流变化达到检测核酸的目的 [18-21]。  

在简便性方面，研究者开发了多种一管闭

管式 CRISPR 检测方案。STOPCovid 是一种基
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于 SHERLOCK 的检测方法(SHERLOCK testing 

in one pot, STOP)，将病毒 RNA 的提取、等温

扩增和 CRISPR 介导的检测整合到同一个体系

中，首次实现了对 SARS-COV-2 的快速、闭

管式灵敏检测 [25]。但是该方法无法避免因检

测反应中切割底物造成扩增不足，导致灵敏

度降低的问题。不少研究者针对该问题，通

过优化反应条件 [26]、筛选高效引物和荧光探

针[27-29]、选择次优 PAMs[30]等方法使反应前期

更倾向于扩增而非切割。这种一管闭管式

CRISPR 检测方案简化操作步骤，且全程仅需

恒温操作，具有极高的简便性，有利于其在临

场检测的应用。另一种改进策略是将扩增体系

与检测体系时空分离，如在管底进行扩增，反

应后通过离心将管壁或管盖的检测体系与扩

增产物混合 [31-33]；还有通过动态多相水反应

(dynamic aqueous multiphase reaction, DAMR)
体系使底层的扩增产物向上逐级扩散从而激活

检测反应[34]。 

发展至目前，基于 CRISPR 的核酸检测技

术具有以下优点：(1) 高特异性，可实现单核

苷酸点突变检测；(2) 高灵敏性，可实现单拷

贝 核 酸 检 测 ； (3) 快 速 性 ， 整 个 检 测 在

0.5–1.0 h 内完成；(4) 简便性，不需专业设备

及人员，可现场完成；(5) 经济性，单个检测

成本低；(6) 易开发性，可快速开发出新核酸

检测试剂盒等 [35](表 2)。我们相信，随着进一

步的改进和优化，其更具通用性，CRISPR 核

酸检测技术将成为 POCT 的最优选。 

3  CRISPR 核酸检测的应用 

CRISPR 核酸检测展现出来的巨大前景，

引得业界高度关注。两家基于 CRISPR 的

核酸检测公司——Mammoth Biosciences 和

SHERLOCK Biosciences 分别由业界的两位领

袖科学家 DOUDNA Jennifer 和 ZHANG Feng

领衔成立。美国政府高度重视，国防部威胁 
 
 
 
 
 

 

表 2  已报道的多种基于 CRISPR 的分子检测技术比较 
Table 2  Comparison of the reported CRISPR-based molecular detection technology 

Platform Effector Amplification Readout LOD Time Reference 

NASBA-CRISPR Cas9 NASBA Colometry fmol/L ~3 h [1] 

CRISDA Cas9 SDA Fluorescence amol/L ~2 h [2] 

CRISPR-Chip dCas9  Electrochemical  fmol/L 15 min [3]  

DETECTR Cas12a RPA Fluorescence amol/L 2 h [4] 

Cas14-DETECTR Cas14 PCR Fluorescence amol/L 2 h [7] 

HOLMES Cas12a PCR Fluorescence amol/L ~1 h [5] 

HOLMES v2 Cas12b LAMP Fluorescence amol/L ~1 h [13] 

CDetection Cas12b RPA Fluorescence amol/L ~3 h [6] 

E-CRISPR Cas12a  Electrochemical pmol/L ~3 h [18] 

MeCas12a Cas12a RAA Fluorescence zmol/L 45 min [12] 

SCAN Cas12a PCR Electrochemical amol/L ~1 h [20] 

SHERLOCK Cas13a RPA Fluorescence amol/L ~2 h [8] 

SHERLOCK v2 Cas13b RPA Fluorescence zmol/L 1–3 h  [11] 

HUDSON+SHERLOCK Cas13a RPA Fluorescence amol/L ˂2 h [22] 

STOPCovid v2 Cas12b LAMP Fluorescence amol/L ~1 h [25] 

CARMEN Cas13 RPA Fluorescence amol/L ~2 h [36] 
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降低局(U.S. Defense Threat Reduction Agency, 

DTRA)聚焦 CRISPR 核酸检测技术创新开发，

于 2019 年 9 月与 SHERLOCK Biosciences 签约

开发超快超敏诊断；美国国防高级研究计划

局(Defense Advanced Research Projects Agency, 

DARPA)聚焦技术能力储备，于 2019 年 12 月

与 Mammoth Biosciences 签约启动基因编辑

检测计划，拟投入 3 670 万美元开发已知的

50 000 种病毒、细菌和寄生虫的快速监测平台。

CRISPR 核酸检测的技术特点使得其被快速

开发和推广。  

3.1  病原微生物检测 
应用 CRISPR 核酸检测技术进行病原微生

物的检测对于传染病的临检具有重要意义。基

于 Cas9、Cas12a 和 Cas13a 的病原微生物检测

发展非常快。 

近年来，登革热病毒(dengue virus, DENV)

和寨卡病毒(zika virus, ZIKV)等传染性病毒在

部分国家流行传播并导致人员死亡，引起社会

恐慌和经济损失。为开发能在非洲等部分欠

发达地区快速进行的传染性病毒检测方案，

科学家们利用基于 CRISPR 的核酸检测进行了

一系列尝试。利用 Cas9 核酸酶，研究者通过

NASBA 扩增 ZIKV 的 RNA 后应用 CRISPR/ 

Cas9 对扩增的病毒核酸进行切割，通过触点

开关传感器进行检测，最终结果以显色的方

式在试纸上读取，该系统能够在单碱基水平

分辨 ZIKV 的美洲及非洲毒株[1]。有研究团队

开发了基于 Cas13a 的 SHERLOCK 核酸检测技

术，能够实现在没有专业仪器设备的条件下直

接从病人样本中对 DENV 与 ZIKV 进行快速检

测。基于 SHERLOCK 的 HUDSON 方案可以在

2 h 内直接从患者血清、尿液和唾液等样本中

检测出 DENV 和 ZIKV，且可在胶体金试纸条

上实现结果判定 [22]。SHERLOCKv2[11]可以实

现对 DENV 或 ZIKV 以及患者液体活检样本的

突变检测。发热伴血小板减少综合征布尼亚病

毒(severe fever with thrombocytopenia syndrome 

bunyavirus, SFTSV)作为一种症状严重的新型布

尼亚病毒，也可以被基于 RPA 扩增与 Cas12a

反式切割的检测系统灵敏诊断[37]。 

针对人乳头瘤病毒(human papillomavirus, 

HPV)的快速检测及亚型区分这一问题，有研

究团队利用 Cas9 对靶标 DNA 的特异切割作用

和 PCR技术，开发 CARP和 ctPCR检测策略。

这些方法能够方便、特异、高效地检测人乳

头瘤病毒不同亚型(HPV16 和 HPV18)[38-40]。

另有研究者基于 Cas12a 开发了 DETECTR、

HOLMES 和 CDetection 核酸检测技术，分别用

于检测人乳头瘤病毒并进行基因分型[4-6]。 

针对病毒的高通量检测问题，研究人员

开发了基于SHERLOCK的CRISPR分子诊断微

流控芯片检测方案[36]。该技术方案可以一次针

对一种病毒检测 1 000 多个样本，或一次针对

一个样本中多达 169 种病毒进行检测，提供高

通量检测或多重感染分析。首先从样品中提取

核酸并进行扩增，再将独特的荧光染料添加至

样品中，并将混合物分成仅有纳升的微小液

滴。同时，将含有 CRISPR-Cas13、crRNA 和

报告 RNA 的混合物，用荧光标定、编码，并

分成微小液滴，与标定好的样本在芯片上的小

孔中混合。CRISPR-Cas13 在 crRNA 的引导下

识别并与其靶标(如特定的核酸序列)结合，其

旁路切割活性被激活，切割报告 RNA，进而

释放特异荧光信号。这一体系能够提供高通量

检测或多重感染分析。 

新型冠状肺炎疫情给世界公共健康带

来了巨大威胁，研究者利用 CRISPR 核酸检

测的优势，开发了一系列针对新型冠状病

毒 SARS-COV-2 的 快 速 检 测 方 案 。 基 于
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DETECTR 和免疫层析试纸的快速检测方法，

可从鼻咽拭子 RNA 提取液中快速(<40 min)、

准确地检测 SARS-CoV-2[41]。本研究团队利用

Cas12a 灵 敏 核 酸 检 测 平 台 ， 快 速 开 发 了

SARS-CoV-2 的荧光可视检测方案 CRISPR/ 

Cas12a-NER，能实现简易、灵敏且特异性强

的检测[42]。在 CRISPR/Cas12a-NER 基础上，

本实验室进一步开发出灵敏度提升至单拷贝

水平的锰离子增强型检测方案-MeCas12a[12]及

针对 SARS-CoV-2 突变毒株的精准检测方案

symRNA-Cas12a[43]。基于 SARS-CoV-2 毒株变

异迅速的情况，近期不少研究团队运用基于

Cas12a 或 Cas13a 的荧光检测方法对 SARS- 

CoV-2 阳性临床样本进行检测，可实现灵敏且

特异的野生型 SARS-CoV-2 和多种主要变异型

(alpha、 beta、 delta 和 omicron)区分 [44-46] 。

STOPCovid 实现了对 SARS-COV-2 的快速、闭

管式灵敏检测[25]。通过使用 crRNAs 靶向次优

PAMs 底物，在等温扩增与切割同时进行的前

期更倾向于扩增累积底物的方法，进一步提

升了一管法的灵敏度，并在 15 min 内检测出

SARS-CoV-2[30]。有研究团队开发出一种基

于 CRISPR-Cas13a 的无需核酸预扩增的新冠

病毒检测方法 [47]。该方法快速、灵敏，能够

在 30 min 内检测到约 100 拷贝/微升的病毒载

量，将结果输出到手机终端。由于结合了个人

移动设备，该检测方法有望实现 SARS-CoV-2

的快速、低成本、医疗点筛查。 

3.2  遗传病检测 
应用核酸检测进行特定基因位点及突变的

识别，对于遗传疾病的准确诊断和治疗至关重

要。现有的核酸检测方案如基因测序、抗原抗

体反应等耗时长、成本高，基于 CRISPR 的核

酸检测技术能够快速灵敏且高效特异地进行核

酸检测。CRISPR-Chip 能够成功地检测 DMD

患者 DNA 样本中的基因突变[3]。有研究者利用

Cas12a的旁路切割活性结合 PCR扩增，开发了

HOLMES核酸检测方案，成功地对人基因组中

的 SNP 以及痛风相关位点进行了检测[5]。 

3.3  肿瘤基因突变检测 

肿瘤突变的早期检测能够确保及时诊断

和治疗，降低死亡率。现有的癌症检测技术

如抗原抗体反应、基因测序、成像等在检测

的特异性、灵敏度、检测成本和检测速度等

方面存在缺陷。CRISPR 核酸检测技术因其高

效、快速、灵敏、特异等优点在肿瘤突变检测

中得到应用 [48]。SHERLOCK 可以在低等位基

因情况下检测到 EGFR 基因的 L858R 和 BRAF
基 因 的 V600E 两 种 癌 症 突 变 游 离 DNA 

(cell-free DNA, cfDNA)，并达到单碱基水平

的灵敏性 [8]。增强版的 SHERLOCK v2[11]可以

检测到非小细胞肺癌患者的 EGFR 基因的

L858R 突变或 19 号外显子缺失。本实验室开

发了 EasyCatch 技术平台，该方案是一种基于

Cas12a 的超敏突变检测体系[49]，该方案通过整

合特异性酶切、等温扩增和 CRISPR 检测技

术，可实现高达 0.001%灵敏度的单碱基突变检

测，且准确、快速、简单，在突变检测及癌症

精准诊断方面有巨大应用前景。 

3.4  小分子检测 
基于 CRISPR 的生物传感器不仅可以用

于核酸检测，而且可以对非核酸靶标进行检

测。研究者利用细菌变构转录因子对小分子和

dsDNA 的竞争性结合活性，与 Cas12a 的

ssDNA 反式切割活性，成功开发首个 Cas12a

检测小分子方法，实现对尿酸和对羟基苯甲酸

的纳摩尔浓度的灵敏快速检测[50]。另有研究人

员基于竞争性结合机制设计了 ATP 和 ssDNA

竞争性结合的 ATP 适配体，当存在 ATP 竞争

结合适配体时，ssDNA 脱落触发 Cas12a 反式
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切割活性，该方法可实现在室温环境下 15 min

内对 ATP 和 Na+离子进行检测[51]。相似策略也

被用于三聚氰胺的检测中[52]。有研究团队开发

了一种 CRISPR-Cas13a 的非核酸靶标检测方

法 [53]。利用核糖开关或蛋白质通过特定的效应

分子来调节转录，转录的特定 RNA 激活

CRISPR-Cas13a 的非特异性切割活性，通过检

测荧光强度量化效应分子浓度，实现包括辅助

因子、核苷酸、氨基酸代谢物、四环素和样品

中的单原子离子等多种化合物的检测量化。近

期有研究者开发出一种结合 DNAzyme 和

CRISPR 系统的高灵敏度铅检测方法，通过读取

终荧光信号可检测低至 0.48 nmol/L 的铅离子。

铅离子 DNAzyme 由酶链(e 链)和底物链(s 链)

组成，当识别铅离子时，s 底物链可被 e 酶链

切割，释放 ssDNA 序列。产生的 ssDNA 被

Cas 蛋白/gRNA 复合物特异性识别，进一步触

发 Cas 蛋白的旁路切割效应，切割 ssDNA 报

告基因产生荧光，进行结果判定 [54]。  

3.5  食品病原微生物检测 

病原微生物威胁全球食品安全，对食源

性病毒快速、灵敏、准确检测是食品安全的

关键。近年来，基于 CRISPR 的核酸检测也应

用到了食品病原微生物检测。针对食品中大

肠杆菌检测，有研究人员利用 Cas9 蛋白识别

切割目标毒力基因，随后启动链替代扩增与

滚环扩增进行信号放大，并结合金属-有机框

架平台进行信号读取 [55]，能实现矿泉水、牛

奶、橙汁等食品中的大肠杆菌的有效检测。

另有研究团队使用基于 LAMP 的 CRISPR/ 

Cas12a 检测体系从新鲜莴苣中检测出低至

1.22 CFU/mL 的大肠杆菌 O157:H7[56]。有研究

团队整合 RPA 与 CRISPR-Cas12a 检测方法，

开发了用于食物病原细菌、基因修饰作物、

掺假肉等的 RPA-Cas12a-FS 检测系统，可在

45 min 内检测到最低 10 个拷贝的靶片段[57]。

RPA-Cas12a-μPAD 是一种在基于微流控纸张的

分析装置 (microfluidic paper-based analytical 

devices, μPAD)上实现 RPA 辅助的表面增强拉

曼 散 射 (surface-enhanced Raman scattering, 

SERS)信号 CRISPR/Cas12a 检测，可在牛奶

和肉类样品中实现低至 3−4 CFU/mL 的鼠伤

寒沙门氏菌检测 [58]。该方法依赖于 Cas12a

在识别靶向 DNA 后激活旁路切割能力，非

特异性切割连接子 ssDNA，使连接子 ssDNA

无法与制备的分别包被 DNA1 和 DNA2 的

AuNS@4-MBA@Au@DNA 探针对杂交，从

而在 μPAD 上产生差异化结果。ICB-LAMP- 

CRISPR/Cas12a 是一种高效检测空肠弯曲杆菌

的方法，先用免疫捕获磁珠(ICB)捕获空肠弯曲

杆菌，加热释放细菌基因组 DNA用于 LAMP反

应后进行基于 Cas12a 的检测反应，该方法可以

在 70 min 内检测低至 8 CFU/mL 的空肠弯曲杆

菌[59]。研究者基于 CRISPR-Cas13a 也开发了多

种类似检测方案。有研究团队结合 PCR 扩增与

CRISPR-Cas13a 开发了 CCB-Detection 方法，可

在 4 h 内完成食品中低至 100 amol/L 的金黄色

葡萄球菌污染的检测 [60]。APC-Cas 是另一种

基于 CRISPR-Cas13a 的检测系统，能够在不

提取细菌基因组的条件下对牛奶等样品中低

至 1 CFU/mL 的肠炎沙门氏菌进行核酸检测[61]。

还有研究者通过向 CRISPR-Cas13a 系统中引入

发光 RNA 适配体，开发了一种无需扩增、无

需转录、无需标记的细菌检测方案，能够快速

检测并定量食物中枯草芽孢杆菌活菌[62]。 

综上所述，基于 CRISPR 的核酸检测技术

可以开发为适用于各种场景(如无电源和特殊

仪器等)和实时动态(如检测靶标实时监测和疗

效追踪评估等)检测的新型技术，是现有 PCR

核酸检测技术的重要补充，将极大地拓展核酸
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检测的适用性、应用领域及场景。 

4  展望 
CRISPR的核酸检测能够在等温条件下完成

高效特异检测，可以克服 POCT 设备在分子检

测中复杂温度控制的一些关键限制，其性能可

与基于 PCR 的技术相媲美。随着新型 CRISPR- 

Cas 蛋白的发现和原有系统的不断改进，将会

为生物分子检测提供更多的可能性。我们相

信，基于 CRISPR 的分子检测与最新的传感器

技术相结合，将会革命性地改变 POCT 分子诊

断市场，开发出更灵敏、更特异、更易用、更

高通量、更快速、更智能、更高效的分子检测

技术。不过目前基于 CRISPR 的核酸检测尚处

于早期研发阶段，目前亟需聚焦解决的重大技

术问题包括：(1) 单分子水平核酸灵敏准确检

测； (2) 单分子水平核酸修饰准确检测； (3) 

核酸检测的常温存储运输及使用；(4) 微量样

品多指标的高通量检测；(5) 超短时间内精准

检测； (6) 检测结果数字化及与物联网互通

等。相信随着各方面技术的不断发展，基于

CRISPR 的分子检测技术可实现在任何时间与

任何地点的高通量快速灵敏检测。 

人工智能(artificial intelligence, AI)的快速

发展及其在生物医药研发中的广泛应用，使得

我们有望把 AI 和 CRISPR 技术融合，建立基于

AI 和 CRISPR 的核酸便捷检测产品平台，包

括：(1) 建立基于 AI 的 CRISPR 检测的智慧

产品设计体系。高度的检测靶标或病原异质性

使得诊断的合理设计及其输出分析变得极其

困难。通过 AI 赋能 CRISPR 产品设计，实现

对检测疾病或病原的全信息分析，筛选预测

最佳的检测靶点、高效特异 crRNA、高效扩

增引物等，将提高 CRISPR 产品设计精度，

并缩短设计时间等，实现对包括血液、尿

液、汗液、唾液和呼吸道等样本中的有效

检测。ADAPT (activity-informed design with 

all-inclusive patrolling of targets)是目前已开

发的一项基于 AI 和 CRISPR 的病毒检测技

术，可通过机器深度学习在 2 h 内实现高通量

的 CRISPR-Cas13a 检测组分最优化设计 [63]。

(2) 建立基于 AI 的 CRISPR 检测分析判读系

统，进一步提高检测性能并消除与操作员对结

果的解释相关的任何主观性。研发出一种

CRISPR 智能诊断设备，整合自动图像采集和

算法处理，并通过 AI 处理整理后的数据，以进

一步减少分析运行时间和 CRISPR 检测的主观

性，并形成数字化结果。(3) CRISPR 检测的智

能预警。可实现实时准确的诊断数据更新，通

过大数据的 AI 驱动的机器学习将更准确地警告

风险并提供疫病对策建议，从而便于个人的健

康管理与大数据化的疾病科学研究。目前基于

AI与CRISPR的检测平台发展还处于起步阶段，

可以预见，通过 AI 与 CRISPR 检测结合使用，

将开发出快速、准确和智慧的检测系统。 
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