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基于 CRISPR-Cas12a 系统的病原体核酸床旁检测技术 
方法研究的最新进展

王思琦，吴 泽，余 楠（南方医科大学检验与生物技术学院，广州 510515）

摘 要：病原体核酸检测是精准诊断、治疗和预防感染性疾病的重要环节，即时、简便的床旁检测（POCT）的研制

对于实现病原体核酸高效检测意义重大。一种基因编辑工具被发现应用于核酸检测方法高效而实用，此即成簇的规则

间隔的短回文重复序列及其相关蛋白（CRISPR-Cas）系统，其中，结构简单的 CRISPR-Cas12a 因其强大的靶向结合、

反式切割基因片段功能而得以广泛应用。基于 CRISPR-Cas12a 系统的病原体核酸检测方法，利用等温或变温核酸扩增

技术以及光学信号作为检测介质的 POCT 技术，具有高灵敏度、高特异度和检测流程简化等特点。该文主要介绍基于

CRISPR-Cas12a 系统的病原核酸检测 POCT 技术方法的最新研究进展，为研制快速、准确的病原体核酸检测方法提供

新思路。
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Research Advances in Pathogen Nucleic Acid Point-of-Care Testing 
Techniques Based on CRISPR-Cas12a System

WANG Siqi，WU Ze，YU Nan(School of Laboratory Medicine and Biotechnology，Southern Medical University， 
Guangzhou 510515, China)

Abstract：Pathogen nucleic acid detection is critical to diagnosing, treating and preventing infectious diseases. To efficiently 
conduct pathogen nucleic acid detection, the development of point-of-care testing(POCT) with immediacy and simplicity is of 
great significance. A highly effective and practical gene editing tool discovered for nucleic acid detection is the clustered regularly 
interspaced short palindromic repeats-CRISPR associated proteins (CRISPR-Cas) systems. Among them, CRISPR-Cas12a is 
widely used due to its simple structure and powerful functions of target binding and collateral cleavage of gene fragments. Based 
on the CRISPR-Cas12a system, the pathogen nucleic acid detection method utilizes isothermal and temperature-variable nucleic 
acid amplification techniques and optical signals as the detection medium for POCT. It features high sensitivity, specificity and 
simplified detection procedures. This article mainly introduces the latest research progress of pathogen nucleic acid detection 
POCT techniques based on the CRISPR-Cas12a system, providing new ideas for developing rapid and accurate pathogen nucleic 
acid detection methods.
Keywords: CRISPR-Cas；pathogen nucleic acid detection；POCT

成簇的规则间隔的短回文重复序列（clustered 
regularly interspaced short palindromic repeats，CRISPR）

及其相关蛋白（CRISPR-associated proteins，Cas）组

成的 CRISPR-Cas 是一种存在于古细菌或细菌中的适

应性免疫系统 [1-2]。其中，结构简单的 CRISPR-
Cas12a 系统因其能够进行反式切割，近年被广泛用

于研制新型核酸检测方法，被视为“新一代诊断技

术”[3-4]。CRISPR-Cas12a 结合床旁检测（point-of-care 
testing, POCT）是病原体核酸检测的重要组成部分，

能够实现高效便捷的分析。本文主要介绍 CRISPR-
Cas12a 在快速病原体核酸检测中的应用，并探讨系

统结合主要的等温和变温核酸扩增技术、以光学信
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号为介质的 POCT 研究进展，为感染性疾病防治提

供更优的解决方案和思路 [5]。

1 CRISPR-Cas12a 系统 
1.1 CRISPR-Cas12a 系 统 组 成 及 作 用 CRISPR-
Cas12a 系统的 CRISPR 阵列是短小重复的间隔序列

组成的 DNA 片段，由生物先前感染过的病毒或外

源 DNA 构成 [6]。在 CRISPR 阵列表达和成熟过程

中，这串 DNA 被转录成长 RNA 分子，即 CRISPR 
RNA 前体 (pre-crRNA)；Cas12a 自身具有 RNA 蛋

白核酸酶，可将转录的 pre-crRNA 通过自身引导，

加工成成熟的 crRNA[7]。

CRISPR-Cas12a 系统通常作用于双链 DNA
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（double-stranded DNA，dsDNA）：crRNA 与

Cas12a 相互作用后，形成活性 RNA- 蛋白复合物，

后者再与目标 DNA 结合时，需满足靶向特异性：

① crRNA 与 目 标 DNA 互 补 匹 配； ② Cas12a 与

原间隔序列邻近基序 (protospacer adjacent motif，
PAM) 识别 [8]。复合物结合目标 DNA 后激活 DNA
蛋白核酸酶结构域 RuvC，发生切割，使靶向链（与

crRNA 互补的 DNA 链）和非靶向链（与靶向链互

补的另一条 DNA 链）交错断裂，形成黏性末端 [9-10]，

见图 1A。黏性末端的产生促进同源重组修复，有

利于外来基因的导入，从而扩展了编辑范围 [11]。与

同属 2 类的基因编辑工具 CRISPR-Cas9 系统相比，

CRISPR-Cas12a 系统更简洁，无需反式激活 crRNA 
(trans-activating crRNA，tracrRNA) 即可识别目标

DNA 中的 PAM 序列，基因编辑效率高效，还广泛

应用于目标核酸序列的检测 [12-13]。

A. CRISPR-Cas12a 系统组成及（顺式）切割功能示意图；B. 核酸扩增联合 CRISPR-Cas12a 系统反式切割功能检测目标核酸原理示意图（图

示存在目标核酸情况，报告分子以荧光淬灭信号为例）。

图 1  CRISPR-Cas12a 系统功能示意图

Cas12a 通过识别特定类型的 PAM 序列和切割

目标 DNA 片段表现其特异度，该应用也因此受限：

例如存在序列与 crRNA 或 Cas12a 非特异结合的脱

靶现象 [14]，导致未知的目标 dsDNA不能检出。因此，

应用于核酸检测的 CRISPR-Cas12a 系统的扩增、靶

向切割特异性研究很有意义。

此 外，Cas12a-crRNA- 目 标 DNA 三 元 复 合

物形成后，Cas12a 的蛋白核酸酶开始进行反式切

割，对非靶向链等单链 DNA（single-stranded DNA, 
ssDNA）进行切割，也称附带裂解 [15-16]。由于该功

能对单个碱基变异高度特异，且检出速度高（通常

1h 即可），检测灵敏度低至 1 拷贝 /μl[17]（见图 2），

CRISPR-Cas12a 被广泛应用于核酸检测。

图 2 CRISPR-Cas12a 在病原体核酸检测中的应用汇总
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1.2 CRISPR-Cas12a 系统用于核酸检测的特征和

原理 近年，CRISPR-Cas12a 系统的反式切割方式

在病原体核酸检测技术中得到广泛应用 [18-19]。其主

要原理是将带有荧光、生物素、胶体金等信号标记

的报告分子与待检核酸结合，在目标核酸与 crRNA
特异结合后，激活 Cas12a 蛋白核酸酶活性，对待

检核酸进行反式切割，导致报告分子信号改变，从

而确定样品中是否存在目标核酸，见图 1B。

核酸扩增与 CRISPR-Cas12a 系统联合是高效

检测病原体核酸的常见手段 [20]。通过核酸扩增，

为后续步骤提供足够量的核酸，然后放大 CRISPR-
Cas12a 系统所结合报告分子的信号强度，可以准确

检测目标核酸，并且避免了样品病原体核酸浓度过

低或标本背景干扰带来的影响 [21-22]。

2 基于 CRISPR-Cas12a 系统的病原体核酸扩增应用

目前，与 CRISPR-Cas12a 结合发展的新检测技

术分别采用了主流的基因扩增技术，即等温和变温

（热循环仪）两大类。其中，等温技术以环介导等

温扩增技术 (loop-mediated isothermal amplification，
LAMP）、重组酶聚合酶扩增（recombinase polyme-
rase amplification，RPA）和滚环循环扩增技术 (rolling 
circle amplification , RCA) 为主 [23]，变温技术以聚

合酶链式反应（PCR）技术为主，详述如下。

2.1 LAMP 结合 CRISPR-Cas12a 的病原体核酸检

测系统 LAMP 采用四种（或六种）不同的引物，

特异识别目标基因上的六个（或八个）不同区域，

通过 Bst DNA 聚合酶作用恒温扩增出环状产物 [24]。

LAMP 结合 CRISPR-Cas12a 系统首先通过 LAMP 技

术对目标 DNA 进行扩增，然后与 crRNA 特异结合，

激活 Cas12a 蛋白反式切割活性，再结合相关检测技

术和应用读取结果 [25-26]。例如，系统结合手持式可

视化仪 [27]，高效检测植物病毒，可在 60min 内检测

到 100 aM 水平的病毒 DNA 。系统还可检测动物病

毒猪圆环病毒二型（porcine circovirus 2，PCV2）[28]， 
对其开放阅读框 1（open reading frame，ORF）基

因的最低检测限为 1 拷贝 /μl；用于非洲猪瘟病毒

（african swine fever virus，ASFV）p72 基因检测，

最低检测限为 7 拷贝 /μl[29]。

除了 DNA 病毒，该系统也可用于 RNA 病毒的

检测。新冠疫情时期研发了许多新型冠状病毒肺炎

（SARS-CoV-2）联合检测新技术，如 CRISPR-Cas12a
结合数字化 -LAMP（digital-LAMP，d-LAMP），可进

行绝对定量 [30]；温控双启动式的逆转录 -LAMP（reverse 
transcription-LAMP，RT-LAMP），联合逆转录和恒温

扩增两步骤，采用数字芯片检测切割信号，对 SARS-
CoV-2 检测低至 5 拷贝 /μl[31]。另一方面，研究聚焦

于检测靶点更具体化和便捷化，如 RT-LAMP 结合

CRISPR-Cas12a 技术的无污染视觉核酸检测方法 [32]，

可检测RNA中低至10拷贝 /μl的核衣壳（nucleocapsid, 
N）和膜蛋白（envelope protein, E）基因，本法检测

出针对病毒的最佳靶点，也优化了实验操作。还有研

究设计出将 Cas12a 附在试剂盖上的无污染 POCT[33]，

在 RT-LAMP 中筛选出 ORF 基因有最低检测限：每

反应 20 拷贝 RNA。利用相似原理，有研究通过优化

crRNA[34]，使 S 基因产生信号最强，从而提高检测限，

达 5 个拷贝 /20μl RNA 模板。还有研究实现多重检

测 SARS-CoV-2 的 N，E 和 ORF1a 基因 [35]，平均检测

限为 3 拷贝 /μl。这些技术的发展为 SARS-CoV-2 的

快速、准确检测提供了多种选择。

对于 microRNA，有研究提出了创新性 CAL-
LAMP 方法 [36]，通过设计特殊的双茎环 DNA 结构（由

目标 microRNA 启动并经连接生成），结合 LAMP
扩增和 CRISPR-Cas12a 系统实现高灵敏、高特异的

microRNA 定量检测，此设计有效减少了引物二聚体和

非特异性扩增的影响，显著提升了检测体系的特异性

和可靠性。

2.2 RPA 结合 CRISPR-Cas12a 的病原体核酸检测系

统 RPA 是在恒温条件下利用多种酶在体外模拟 T4
噬菌体内的 DNA 复制系统进行扩增 [37]。CRISPR-
Cas12a 与 RPA 结合最早见于 2018 年，美国加利福

尼亚大学 DouDNA 团队 [15] 开发的 DETECTR(DNA 
endonuclease-TargEted CRISPR trans reporter)， 检 测

16，18 型人乳头瘤病毒（HPV），灵敏度达到 aM 级。

可用于分析临床患者的肛拭子 DNA。最新研究还实

现了体液样本进行 HPV 快速灵敏检测和分型 [38]。

除了病毒，该系统也可用于其他病原体的检

测。例如，机会性食源性病原体单核细胞增生李

斯特菌感染后死亡率为 20% ～ 30%[39]，研究建立

定性 + 定量检测体系 [40]，结合可视化荧光，最低

可检出细菌 DNA 中 hly 基因（该基因编码溶血素

hemolysin）10 CFU/ml。布鲁氏菌能够引起人类

和牲畜长期受损的疾病，目前开发了基于 RPA 和

CRISPR-Cas12a 的荧光生物和电化学传感平台 [41]，

其中电化学生物传感结合循环伏安图和电化学阻抗

谱，对阳性参考质粒的检测限可达每反应 2 拷贝，

为检测牛奶（食品）样本和血液（临床）样本中的

布鲁氏菌属提供有力支撑。由结核分枝杆菌（MTB）

引起的结核病检测率低、死亡率高，系统结合磁珠

纯化方法 [42]，实现了对 IS6110序列的高灵敏度检测，

检测限为 5 拷贝 /μl，较传统检测方法需要的样品

更少，周转时间更短。

最新研究将 RPA 与 CRISPR-Cas12a 系统结合

用于快速、特异检测系列寄生虫核酸，检测限达 0.36
个 /μl 寄生虫 [43]。针对阴道毛滴虫，系统采用封闭

一锅法 [44]，以肌动蛋白基因为靶标，检测限低至 1
拷贝 /μl。另一项研究开发了一种便携式手提检测



216 现代检验医学杂志　第 40 卷　第 1 期　2025 年 1 月　J Mod Lab Med, Vol. 40, No. 1, Jan. 2025

箱 [45]，检测刚地弓形虫的 B1 基因，检测限为 3.3
拷贝 /μl，手提箱包含了所有必要的检测装备。此

外，可视化的微小隐孢子虫检测方法 [46]，仅需一台

便携式的恒温荧光检测仪，在同一温度下进行 RPA
和 CRISPR-Cas12a 的反应，对重组质粒的最低检测

限 10-2 拷贝 /μl，微小隐孢子虫基因组为 10 个卵

囊 /ml。同时，经实验验证 [47-48]，超灵敏等温冻干

一 锅 SHERLOCK(specific high sensitivity enzymatic 
reporter unLOCKing) 检测试剂盒已开发完成，用于

检测疟原虫 DNA。

在 1.1 中提到，CRISPR-Cas12a 系统对 dsDNA
的检测存在 PAM 序列的限制。根据 Cas12a 对

ssDNA 无 PAM 序列限制的原理 [16]，有研究发明

了不对称 RPA 技术 [49]。该技术在反应初期指数式

扩增产生 dsDNA，随后以线性扩增方式产生大量

ssDNA，这些 ssDNA 成为 Cas12a 的切割靶标，无

需识别 PAM 序列。该特异扩增技术结合 CRISPR-
Cas12a 系统可以检测块状皮肤病病毒（lumpy skin 
disease virus, LSDV），检测限达 12.1 拷贝 /μl；
还可进行MTB耐药菌株和野生菌株基因分型检测。

2.3 RCA 结合 CRISPR-Cas12a 的病原体核酸检测

系统 RCA 以圆形探针为模板，使用一个短的特异

引物或者环形引物，在 DNA 聚合酶作用下持续进

行链式扩增，得到大量与目标 DNA 相同的长链 [50]。

资料表明 [51]，RCA 结合夹心免疫标记、磁性分离

技术，获得扩增的 DNA 环，随后激活 Cas12a 活性，

发生反式切割；在此基础上，设计了一种检测大肠

埃希菌 O157:H7 超灵敏特异的电化学生物传感器，

该方法被证明具有快速、特异和有效的检测方法，

检测限低至 10CFU/ml。
创新的多引物 RCA 方法也为检测 SARS-CoV-2

作出了一定贡献：该方法采用一个单链环状 DNA，

其中包含一个 PAM 位点和一个与目标 RNA 互补的

序列，二者结合并经过多引物的 RCA，可以将基因

组 RNA 转化并扩增为 DNA，再通过荧光信号对 E
基因进行检测，检测限可达 1.625 拷贝 /μl [52]。

2.4 PCR 结合 CRISPR-Cas12a 的病原体核酸检测

系统 PCR 是通过控制温度进行“变性 - 退火 - 延
伸”的体外核酸扩增技术，是最常用的扩增技术之

一。CRISPR-Cas12a 系统结合 PCR 应用于核酸检

测，有效提高检测灵敏度，如中科院王金团队 [53] 开

发 的 HOLMES(one-hour low-cost multipurpose highly 
efficient system) 核酸快速检测平台，可检测伪狂犬病

病毒 (Pseudorabies virus，PRV) 等 DNA 病毒；对于

RNA 病毒，如日本脑炎病毒（Japanese encephalitis 
virus，JEV），需进行逆转录（即 RT-PCR），最

终检测限为 1 ～ 10 aM；系统还能特异分型 PRV 的

Ra，cmz 和 Bartha-K61 菌株。

近年来，依赖于专业昂贵仪器的 PCR 也出现了

便携式装置 [54]，结合 CRISPR-Cas12a 可用于检测

唾液和尿液中不同菌种的巨细胞病毒（cytomegalo-
virus，CMV），检测限为 10 IU / ml。还有研究基

于该系统建立夹板连接酶 -PCR-Cas12a 的三级级联

信号扩增系统 [55] 用于检测沙门氏菌 Hila RNA，可

区分细胞活性，检测限低至 10 CFU。

3 基于 CRISPR-Cas12a 系统的病原体核酸 POCT
技术方法的构建

前述核酸扩增是检测前的准备，现有研究还聚

焦于将灵敏、特异体现在检测病原体核酸的中、后

过程，通常将检测的两个或三个过程集成于一个装

置，更能展现基于 CRISPR-Cas12a 的 POCT 技术方

法的高效性。如将扩增系统和紫外光系统集成，使

检测前、中过程一体化，有效控制监测过程，避免

污染；又如扩增系统、微流体检测系统、结果读取

系统组成的全过程自动装置，操作简洁，性能提升。

其中，应用较突出的是以光学信号为介质的 POCT
方法，检测过程和结果便利、直观。

3.1 以可见紫外光辐射建立的实验信号控制检测

系统 CRISPR-Cas12a 系统在进行病原体核酸检测

时，可能出现 Cas12a 蛋白在核酸扩增过程中就进

行切割的情况，导致目标核酸浓度不足或信号结果

不明显。故发明了“两锅法”将扩增体系和切割体

系分开 [56]，通常是在扩增之后再加入 Cas12a 蛋白

启动切割，然而这种方法容易因为开盖导致气溶胶

污染。有研究者利用反应系统对光的敏感特性 [57]，

将系统设计成了光控制的 CRISPR-Cas12a 检测装

置，实现在检测中监测 Cas12a 的切割活性，确保

切割前先扩增，无需分次加入体系，这种更简单快

速的“一锅法”越来越普及 [58]。

光控制 CRISPR-Cas12a 检测装置由光学系统、

加热系统和成像模块三个主要组成部分构成 [59]。该

装置的集成使快速检测变得更便捷，床旁检测也更

有现实意义。其原理是：在与 crRNA 互补的核苷

酸上，穿插设计有连接子，该连接子在 365nm 可见

紫外光辐射照射后会断裂；当 crRNA 与该核苷酸

结合时，暂时失去活性。RPA 完成后，产生足够的

扩增子（可通过荧光等信号指示），反应体系暴露

在紫外光下，连接子断裂，Cas12a 的功能恢复，从

而启动切割和检测过程 [60-61]。

CRISPR-Cas12a 系统结合 RT-RPA 的光激活切割

的特性，使临床上能够快速对 SARS-CoV-2 进行核

酸检测 [58]；还有 CRISPR-Cas12a 系统结合 RCA 的

光控制一锅法，可以高灵敏检测金黄色葡萄球菌 [62]。

这些光控制的新技术正在不断发展壮大，表明了

POCT 的日益成熟。

3.2 以荧光信号建立的信号读取系统 前文方法显
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示检测结果多为荧光信号表达，其读取方式多样，

包括通过智能手机拍摄荧光信号以读取相关结果等

方法 [63]。这些方法的出现将光学信号可视化、便捷

化，也推动了 POCT 的迅速发展。CRISPR-Cas12a
系统驱动的荧光检测方法，已经证明可以提高病原

体核酸的检测效率和灵敏度 [64-65]。

最新研究开发一种带有集成荧光传感单元的全

自动微流体系统 [66]，构建便携式的激光器和光谱仪，

实现对 ASFV 的定量检测。该系统通过微流体的形

式，使 Cas12a 与靶向 ASFV DNA 结合更灵敏。结

合后，系统对带有荧光标记的 ssDNA探针进行切割，

一体的激光器激发荧光及光谱仪的转换结果实现检

测。这种紧凑的检测系统具有自动化、集成、轻便

且价格低廉的特点，因此适用于现场 ASFV 检测或

其他基于 DNA 的病原体检测应用。

双室“一锅式”检测（dual-chamber“one-pot” 
test，DROPT）系统由专用的双室管和便携式等温

加热荧光检测装置组成 [67]。该便携式设备将加热系

统和荧光强度检测系统集成为一体，且安排了独立

隔间，为 RPA 扩增系统和 CRISPR-Cas12a 系统提

供稳定的孵育温度，并保证了气密密封，有效避免

气溶胶污染。结果的荧光变化可以通过肉眼观察就

能区分阳性和阴性结果，此外，装置中的荧光强度

检测系统可将结果定性转为定量，即荧光传感装置

将读取结果数字化，能够提高结果解释的精度。整

个检测过程只需简单的操作即可完成，对非专业操

作人员具有高度的用户友好性。

3.3 以金纳米颗粒建立的侧向层析检测系统 有研

究基于 CRISPR-Cas12a 系统的切割作用，核酸上的

胶体金颗粒（AuNP）会在不同情况下聚集、分散，

这种现象在肉眼下可以直接观察，经智能手机拍摄

转化为灰度图像后可以更敏感地识别，与 AuNP 独

特的光学效果和高效的色谱分离性质密切相关 [68]。

同时，结合 AuNP 定性的侧向层析检测系统，通过

轻便的材料和特异的方法在核酸的 POCT 中体现出

高效、便捷的优点，在大型检测仪器受限的场景发

挥重要作用 [69]。 
目前已经开发了一种基于侧向层析技术的通用

检测方法 [70]，结合 LAMP 和 CRISPR-Cas12a 系统，

检测 HPV16，18 型的 DNA。该系统工作原理是：

将待检 ssDNA 生物素化，以便结合侧向层析试纸

共轭垫上的胶体金颗粒 - 链霉亲和素（AuNP-SA），

使检测结果更明显，另外设计了一条与待检核酸互

补的 DNA 探针，固定于层析试纸的检测线上。当

检测体系中存在目标核酸，CRISPR-Cas12a 系统将

反式切割待检核酸，导致无法结合检测线上的互补

探针，呈现阴性结果；反之，若检测体系中不含目

标核酸，则 ssDNA 会在检测线上被捕获，导致阳

性结果。

另一种方法是通过 AuNP 的免疫标记原理检

测 ASFV，SARS-CoV-2 等病原体核酸，无需设计

DNA 探针 [71-72]。在此方法中，待检测的 ssDNA 两

端结合生物素和荧光素，共轭垫上含有 AuNP- 抗荧

光素抗体，而检测线上固定有与 AuNP 结合的抗兔

抗体。反应完毕后，如果含有目标核酸，则 ssDNA
被切割，导致检测线上的抗体与 AuNP 结合，呈现

阳性结果；反之，则检测线为阴性。

上述这两种方法原理和判定方法虽不同，都彰

显了侧向层析检测系统在快速核酸检测中的实用

性。这些基于光学视觉信号的 POCT 技术有效推动

了 CRISPR-Cas12a 系统在各类病原体核酸检测中发

展应用，在临床实践中取得了显著进展，为传染病

的高效监测和及时治疗提供了有效手段。

4 总结与展望

综上所述，本文介绍了 CRISPR-Cas12a 系统的

特点，在核酸检测中结合应用了多种 POCT 技术，

检测更加快速、便捷，整体检测效能大幅提升。随

着研究深入，技术日益精进，CRISPR-Cas12a 系统

与扩增技术和光学信号相结合日益普及，甚至出现

无需扩增的自催化系统 [73]，都能满足高灵敏度和

高特异度的病原体核酸检测需求。未来，随着对

CRISPR-Cas12a 系统作用机制深入探索，有望在病

原体核酸检测等领域研究出更多高效 POCT 技术，

为防治感染病提供科学方法，在生物医学领域更广

泛应用。
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