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MIRA-CRISPR/Cas13a技术快速检测B族链球菌方法的建立
及评价
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摘  要：目的  基于一管法多酶恒温快速扩增（MIRA）和成簇规律间隔短回文重复及其序列相关蛋白13a（CRISPR/Cas13a）
技术开发一种兼具快速、准确和简单的B族链球菌（GBS）的检测方法。方法 将MIRA的高效扩增与CRISPR/Cas13a的

高特异性识别能力相结合，并将两个过程结合在同一反应管内进行，建立MIRA等温扩增和CRISPR/Cas13a切割的一管

法GBS检测体系，并评价其灵敏度、特异度与实时荧光定量PCR(RT-qPCR)结果的一致性。结果 成功建立一管法MI-
RA-CRISPR/Cas13a检测体系。该方法可在40min内完成检测，灵敏度达到102 copies/μl，与其他常见病原菌以及单、双碱

基突变的非靶标序列无明显交叉反应，具有高度特异性。该方法与RT-qPCR方法的一致性为97.62%，Kappa值为0.949。结
论 建立的一管法MIRA-CRISPR/Cas13a检测体系具有快速、灵敏、特异、操作简便等优点，为GBS的快速筛查和诊断提

供新的技术手段。
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Abstract: Objective  A rapid, accurate and simple detection method for group B Streptococcus (GBS) was developed based on 
the one-tube multi-enzyme isothermal rapid amplification (MIRA) and clustered regularly interspaced short palindromic repeats 
(CRISPR) and their associated protein 13a (MIRA-CRISPR/Cas13a) technology. Methods  Integrating the efficient amplifica-
tion of MIRA with the highly specific recognition ability of CRISPR/Cas13a into a single reaction tube to establish a one-tube 
MIRA-CRISPR/Cas13a cleavage-based GBS detection system. Its sensitivity, specificity and consistency with RT-qPCR results 
were evaluated. Results  A one-tube MIRA-CRISPR/Cas13a detection system was successfully established. The method could 
complete the detection within 40 minutes with a sensitivity of 102 copies/μl. It exhibited high specificity with no significant 
cross-reactivity to other common pathogens and non-targets sequences with single and double base mutations. The consistency 
rate between this method and RT-qPCR method was 97.62%, with a Kappa value of 0.949. Conclusions  The one-tube MI-
RA-CRISPR/Cas13a detection system established in this study offers advantages of rapidity, sensitivity, specificity and ease of 
operation, which provides a novel technical means for rapid screening and diagnosis of GBS.

Keywords：group B Streptococcus; multi-enzyme isothermal rapid amplification technique; clustered regularly in-
terspaced short palindromic repeats

B 族链球菌（group B Streptococcus, GBS）是一种

主要定植于人类生殖道的革兰阳性球菌 [1-2]。GBS
感染是新生儿早期感染的主要危险因素，典型症状
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表现为败血症和肺炎等，严重威胁生命 [3-5]。现有的

检测策略如聚合酶链反应（PCR），已广泛应用于临床

诊断，并显示出优异的灵敏度 [6-7]，然而高度依赖昂



2 现代检验医学杂志　第 41 卷　第 2 期　2026 年 3 月　J Mod Lab Med, Vol. 41, No. 2, Mar. 2026

贵设备和专业人员，限制了该方法在基层卫生诊所

等场景中的检测应用 [8-9]。成簇规律间隔短回文重复

（clustered regularly interspaced short palindromic repeats，
CRISPR）序列及其相关蛋白（Cas）是具有许多独特的

优点和应用潜力的基因编辑工具，其中Cas13a蛋白

能够特异性识别和切割靶RNA，并激活非特异性切

割活性 [10-12]。多酶恒温快速扩增（multienzyme isother-
mal rapid amplification, MIRA）是一种新型的等温扩增

技术，具有高效、快速和简便等优点 [13]。本研究将

CRISPR/Cas13a 系统与 MIRA 技术相结合，建立一种

基于一管法 MIRA 等温扩增和 CIRSPR 切割的 GBS
快速、精准地检测方法，旨在为 GBS 的快速筛查和

诊断提供新的技术手段 [14]。

1 材料和方法

1.1 研究对象 GBS及其他菌株（铜绿假单胞菌、大

肠埃希菌、表皮葡萄球菌、金黄色葡萄球菌、鲍曼不

动杆菌、枯草芽孢杆菌）的核酸标准品均来自北纳生

物有限公司；收集2024年10～12月北京市海淀区妇

幼保健院孕晚期孕妇的42例阴道拭子样本，由培养

显色法确定GBS阳性样本16份和阴性样本26份。纳

入标准：实验室检测指标和临床信息完整。对42例样

本做核酸提取前处理，以核酸溶液的形式进行保存并

作为检测模板。研究通过北京市海淀区妇幼保健院伦

理委员会审核批准（批准文号2024-10）。

1.2 仪器与试剂 实时荧光核酸扩增仪（QuantStudio 
实时荧光定量PCR系统，赛默飞世尔科技有限公司），

RT-MIRA原料试剂盒（安普未来生物科技有限公司），

LbuCas13a（C2c2）（新英格兰生物技术有限公司），单链

荧光报告基因（荧光探针）（苏州金唯智生物科技有限公

司），TaqMan qPCR预混液（广州达安基因股份有限公

司），NTP Mix和T7 RNA合成试剂盒（NEB生物科技有

限公司），缓冲液、甘油和MgCl2（Sigma-Aldrich生物科

技有限公司），含GBS靶标序列及携带单、双碱基突变

序列的质粒（通用生物股份有限公司），探针一步法RT-
PCR试剂盒（4×预混液）（NEB生物科技有限公司），RT-
qPCR相关引物和探针（生工生物股份有限公司）。

1.3 方法

1.3.1 引物设计与合成：从美国国家生物技术信息中心

（NCBI）官网（https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/）上下载120
个不同的GBS分离株全基因组序列，通过MEGA7软

件进行基因保守性分析，在GBS cAMP区筛选出保守

序列。依照MIRA以及CRISPR/Cas13a引物设计原则，

采用Oligo 7设计软件针对保守序列设计RT-MIRA引

物及对应的CRISPR RNA(crRNA)，见表1。

表 1 RT-MIRA 引物及 crRNA 序列

引物信息 序列

RT-MIRA    上游引物 5’-AAGCTAATACGACTCACTATAGGG-TTAAAGACTTCATTGCGTGCCAACCCTGAG-3’

            下游引物 5’-GCTCAAGTTAACGATGTAAAGGCATTAGAA-3’

crRNA 5’-GAUUUAGACUACCCCAAAAACGAAGGGGACUAAAACGACUAACCUUAUUUGUUAAAUGUUGAGU-3’

1.3.2 RT-MIRA 体系建立：根据 RT-MIRA 原料试剂

盒说明书建立 50μl 反应体系，组分：冻干珠 1 粒，A 
Buffer 29.4μl，上、下游引物各 2μl（0.1μmol/L），模

板核酸 5μl，B Buffer 2.5μl，以无核酸酶水补足至

50μl。具体步骤：涡旋混匀后瞬时离心 10s，置于实

时荧光核酸扩增仪中，39℃孵育 30min，期间设置 30
个循环，每个循环 1min 并收集 FAM 通道荧光信号。

1.3.3 MIRA-CRISPR/Cas13a 体系建立：采用分层封

装策略构建 50μl 反应体系，底层相（15% 甘油相，体

积 20μl）：含 LbuCas13a（终浓度 0.1μmol/L）、crRNA
（终浓度 10μmol/L）、T7 转录酶（终浓度 1g/L）、荧光

探针（终浓度 10μmol/L）、核苷三磷酸（NTP）（终浓度

0.1μmol/L）、MgCl2 溶 液（终 浓 度 5 000μmol/L）、缓

冲液（终浓度 10 000μmol/L）；上层相（置于管壁，体

积 25μl）：含 1.3.2 中的 MIRA 组分（冻干珠、引物、缓

冲液等）；反应启动：加入模板核酸 5μl，涡旋混匀后

瞬时离心 10s，置于实时荧光核酸扩增仪中，39℃孵

育 30min，期间设置 30 个循环，每个循环 1min 并收

集 FAM 通道荧光信号。

1.3.4 灵敏度检测：对 GBS 阳性标准品进行梯度稀

释，设置 7 个浓度组（分别为 1×106、1×105、1×104、

1×103、1×102、1×101、1×100copies/μl）阳性标准

品为模板，纯水为阴性对照，分别进行 RT-MIRA 和

MIRA-CRISPR/Cas13a 反 应 体 系 检 测，以 评 估 MI-
RA-CRISPR/Cas13a 体系的灵敏度。检出限（LoD）判

定：扩增 30min 时的荧光值超过阴性对照最大荧光

值的 2 倍即可视为检出。

1.3.5 特异度检测：选取6 种病原菌阳性核酸（铜绿假

单胞菌、大肠埃希菌、表皮葡萄球菌、金黄色葡萄球

菌、鲍曼不动杆菌、枯草芽孢杆菌）分别作为检测模

板（浓度均校准至 1×106copies/μl），采用同样的反

应体系和条件进行特异度检测，以评估 MIRA-CRIS-
PR/Cas13a 反应体系对其他常见病原菌的特异度。

采 用 含 野 生 型 GBS cAMP 靶 序 列（100% 匹 配）、含

单碱基突变的 GBS cAMP 靶序列（G → A）及含双碱

基 突 变 的 GBS cAMP 靶 序 列（G → A，T → G）质 粒

（1×106 copies/μl）分别作为靶标进行检测以评估

MIRA-CRISPR/Cas13a 反应体系对含碱基突变靶序
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列的特异度。

1.3.6 临床样本检测：采用本研究建立的MIRA-CRIS-
PR/Cas13a检测方法和RT-qPCR检测方法对经核酸提

取的42例临床样本（16例GBS阳性及26例GBS阴性）

进行检测，比较两种方法对阳性、阴性临床样本的检

出率。RT-qPCR条件：95℃预变性5min；95℃ 10s，
60℃ 30s，共40循环。

1.4 统计学分析 采用 SPSS16.0 统计学分析软件

处理数据，两种方法的一致性通过Cohen’s Kappa 系

数评估，Kappa 值 >0.75 为一致性好。两组间差异采

用配对 χ2 检验（McNemar 检验），P<0.05 为差异具有

统计学意义。

2 结果

2.1 灵敏度分析 MIRA-CRISPR/Cas13a检测体系可

检出1×102～1×106copies/μl的GBS阳性标准品，灵

敏度为1×102copies/μl，见图1。同时，荧光RT-MIRA
检测方法的灵敏度为1×103copies/μl，见图2。

图 1 MIRA-CRISPR/Cas13a 体系的灵敏度分析

图 2 RT-MIRA 方法的灵敏度分析

2.2 特异度分析 MIRA-CRISPR/Cas13a 体系检测

不同病原菌核酸特异度结果见图 3。仅 GBS 阳性标

准品荧光曲线存在明显上升趋势，并且具有较强的

荧光信号，判定为阳性；其余病原菌组均未出现荧光

曲线明显抬升，其荧光强度与阴性对照组相同，判定

为阴性。

图 3 MIRA-CRISPR/Cas13a 体系对不同病原菌核酸特异
度分析

MIRA-CRISPR/Cas13a 体系检测含碱基突变靶

序列特异度结果见图 4。仅野生型靶序列作为模板

时，出现明显的荧光曲线上升趋势和较强的荧光信

号，含单碱基突变及双碱基突变的靶序列作为模板

检测均未观察到明显的荧光曲线，荧光强度与阴性

对照组相同。

注：1. 野 生 型 GBS-cAMP 靶 序 列；2. 含 单 碱 基 突 变 的 GBS-
cAMP 靶序列 GBS-cAMP（1）；3. 含双碱基突变的 GBS-cAMP 靶序列

GBS-cAMP（2）；NC. 阴性对照。

图 4 MIRA-CRISPR/Cas13a 体系对含碱基突变靶序列特
异度分析。

2.3 临床样本分析 见表 2。RT-qPCR 法检出全部

16 例阳性样本，其中 15 例 Ct 值≤35，进行复检后确

认为阳性；本研究 MIRA-CRISPR/Cas13a 方法检出

15 例阳性样品，漏检 1 例弱阳性样本。对于 26 例阴性

核 酸 样 品，MIRA-CRISPR/Cas13a 和 荧 光 RT-qPCR
方法检测结果完全一致，均未出现假阳性现象。与标

准 RT-qPCR 检测方法相比，本研究方法准确度可达

93.75%（15/16），一致性达 97.62%（41/42），特异度达

100%（26/26），Kappa 值为 0.949。



4 现代检验医学杂志　第 41 卷　第 2 期　2026 年 3 月　J Mod Lab Med, Vol. 41, No. 2, Mar. 2026

表 2 MIRA-CRISPR/Cas13a 体系与 RT-qPCR 对临床

样本检测一致性比较（n）

检测方法
RT-qPCR

阳性 阴性 合计

MIRA-CRISPR/Cas13a 阳性 15 0 15

阴性 1 26 27

合计 16 26 42

3 讨论

GBS的围产期筛查是预防新生儿感染的关键环节，

早期精准检测可为抗生素干预提供科学依据 [15-16]。尽管

传统qPCR与培养法灵敏度和特异度良好，但其依赖精

密仪器，操作复杂且耗时较长，难以在基层医疗机构推

广 [17-18]。本研究基于MIRA等温扩增与CRISPR/Cas13a技

术，构建了一管闭式检测体系，在40min内完成GBS检

测，为资源受限场景提供了高效解决方案 [19-21]。

方法学创新性方面，本研究通过空间分离反应

组分（MIRA 试剂置于水相，CRISPR/Cas13a 系统封

装于底层甘油），实现了扩增与检测的时序控制：反

应初期 MIRA 快速积累靶标，随反应进行两相互溶

释放 CRISPR 组分，crRNA 识别靶序列触发荧光信

号。这一设计避免了传统两步法开盖转移产物的

污染风险 [22-24]，同时保留 MIRA 的高效扩增能力与

CRISPR 的特异性切割优势。

检测性能方面，本体系灵敏度较普通RT-MIRA
提升一个数量级，与qPCR相当 [3]，且无需热循环仪支

持。本研究体系不与金黄色葡萄球菌、大肠埃希菌等

其他病原菌产生非特异性反应，对crRNA完全互补的

靶序列具有高度选择性，不会对非靶序列片段产生任

何交叉反应，证明其具有高度特异度。在42例临床样

本验证中，与RT-qPCR的总体符合率达97.62%（Kap-
pa=0.949），唯一不一致样本经重复检测确认为qPCR
弱阳性（Ct=38.54），而本体系未检出，推测因极低浓度

靶标（接近检测限）在CRISPR切割阶段被过早消耗。此

现象提示，通过优化MIRA与Cas13a的活性平衡可进

一步提升对低载量样本的检出能力。

临床应用层面，本体系突破了两大技术瓶颈：

第一，检测耗时从培养法的 24h、qPCR 的 2h 缩短至

40min；第二，本体系配合便携式荧光仪即可实现快

速、精准、易操作的床旁检测（POCT）。然而，本研究

仍存在局限性：样本量较小（n=42），且未纳入早产、

胎膜早破等高风险病例。未来研究将扩大样本量并

开展多中心验证，明确该方法在不同孕周、高危人群

中的适用性。

综上，本研究的一管法 MIRA-CRISPR/Cas13a
检测体系解决了恒温扩增与 CRISPR 检测的兼容性

难题，降低了传统分子生物学检测方法对实验设备、

操作人员和检测环境的要求，开发兼具准确、灵敏、

简单和快速的 GBS 检测方法，丰富 GBS 的 POCT 检

测手段，也为 GBS 临床检测及其他病原菌现场快速

检测技术的建立提供参考。
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