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摘　要：CRISPR Cas12 和 Cas13 蛋白反式切割活性的发现无疑是开启了“下一代分子诊断技术”的新时代。

基于反式切割活性的 CRISPR 诊断方法不仅在靶标核酸的检测中具有灵敏度高、特异性强、操作简便等优势，

还可应用于非核酸靶标的高灵敏检测。本文总结了 CRISPR 技术在临床诊断中的研究进展，内容涵盖核酸

检测和非核酸检测两个应用方向。本文最后还讨论了 CRISPR 技术在临床诊断应用中所面临的挑战与机遇。
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Abstract: Characterization of the trans-cleavage activities of CRISPR Cas12 and Cas13 has certainly opened the 
era of the next-generation molecular diagnostic technology. For the detection of target nucleic acid (NA) sequences, 
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CRISPR has shown advantages of high sensitivity, specificity, and simplicity in operation. In addition, CRISPR-Dx 
can also be applied in sensitive detection of target non-nucleic acids (NNA). This review summarizes the research 
progress of the CRISPR technology in clinical diagnostic applications, including both NA and NNA detection. 
Furthermore, this review also discusses the challenges and prospects of CRISPR-Dx technology in clinical 
diagnostic applications.
Key words: CRISPR-Dx; trans-cleavage activities; nucleic acid detection; non-nucleic acid detection

规律间隔成簇短回文重复序列及其关联蛋白

(clustered regularly interspaced short palindromic 
repeats/CRISPR-associated proteins, CRISPR/Cas) 系统

是存在于大多数细菌和几乎所有古细菌中的重要获

得性免疫系统，能够保护宿主免受外源遗传元件的

入侵
[1, 2]。2012 年，Emmanuelle Charpentier 和 Jennifer 

Doudna 团队合作解析了 Cas9 切割靶标双链 DNA
的分子机制 [3]，自此 CRISPR 技术在基因编辑领域

获得了快速发展 [4-8]，并且两位科学家也于 2020 年

成功获得了诺贝尔化学奖。除基因编辑外，CRISPR
技术在体外诊断领域也展现出了巨大的应用潜力。

相较之下，CRISPR 在分子诊断上的应用虽然起步

较晚，但是发展却非常迅速。

与 CRISPR 基因编辑应用时主要借助于 Cas 蛋
白精准切割靶标核酸 (nucleic acid, NA)的特性不同，

CRISPR 诊断应用主要依赖于 Cas 蛋白的反式切割

活性
[9-13]。当 Cas12 在向导 RNA (guide RNA, gRNA)

的引导下，特异结合靶标核酸并形成三元复合物之

后，Cas 蛋白除了能切割靶标核酸外，还会被激发

出一种不依赖于序列的单链 DNA 切割活性，这种

活性即 Cas12 的反式切割活性。类似地，Cas13 在

gRNA 引导下，识别并结合靶标单链 RNA 后被激

发出的针对非靶标单链 RNA 的随机切割活性，也

被称为 Cas13 的反式切割活性 ( 或旁路切割活性 )。
在开发一个基于 Cas 反式切割活性的 CRISPR 诊断

(CRISPR diagnostics, CRISPR-Dx) 体系时，通常在体

系中加入针对靶标核酸的 gRNA、Cas 蛋白，以及

经过精心设计的单链核酸报告探针；当靶标核酸存

在时，Cas 蛋白在 gRNA 的引导下，识别并结合靶

标核酸，从而被激发出反式切割活性，切割报告探

针，释放出可被检测的信号，最终完成检测过程。

和传统的检测方法不同，CRISPR 诊断技术的信号

读取形式多样，包括荧光信号的变化、电化学信号

的变化、体系颜色的变化，或结合侧向流层析技术，

引起层析试纸条上的条带变化等。迄今为止，已有

成百上千种基于 Cas12 和 Cas13 反式切割活性开发

的 CRISPR-Dx 体系，其中，经典的体系包括基于

Cas13的 SHERLOCK[13] 以及基于Cas12的HOLMES[11]

和 DETECTR[10, 14]。

目前，常用的分子诊断技术包括实时荧光定量

PCR (quantitative real-time polymerase chain reaction, 
qPCR)、恒温扩增技术和下一代基因测序技术 (next-
generation sequencing, NGS) 等。其中，qPCR 技术

具有灵敏准确的优势，但该技术依赖专业的设备和

操作，对在资源匮乏地区的应用推广不太友好。恒

温扩增技术种类众多，包括环介导恒温扩增 (loop-
mediated isothermal amplification, LAMP)、核酸依赖

性扩增 (nuclear acid sequence-based amplification, NASBA)、
重组酶聚合酶扩增 (recombinase polymerase amplification, 
RPA)，以及与RPA类似的酶促重组恒温扩增 (enzymatic 
recombinase amplification, ERA) 等。恒温扩增方法

虽然对设备的要求低，并可在恒温条件下指数扩增

靶标核酸，但其受限于非特异性扩增和易产生假

阳性结果等缺点。NGS 擅长生成海量数据，但其成

本较高、操作不便，且检测时间较长，因而会阻碍

其在快速病原体诊断中的广泛应用。相比之下，

CRISPR-Dx 技术具有高特异性、快速、灵敏、易用

和广泛适用性等优点，也被誉为下一代分子诊断技

术，在传染病检测、癌症早期诊断和遗传病筛查等

领域具有较大的应用前景。

通过联合核酸扩增技术，CRISPR-Dx 技术可

进一步提高检测的灵敏度；然而，这也会在一定程

度上给检测操作带来挑战。例如，依赖扩增步骤的

CRISPR-Dx 方法早期主要为两步法反应，不仅增加

了操作复杂性，也造成了气溶胶污染的风险，容易

产生假阳性结果。为解决这些问题，研究人员将

CRISPR-Dx 核酸检测的研究重点集中于开发一步法

检测体系和免扩增直接检测体系等方向。

除核酸 (NA) 靶标检测外，疾病特异性的非核

酸 (non-nucleic acid, NNA) 生物标志物的检测在疾

病的鉴定、早期诊断、预防和治疗过程监控等方面

也有着非常重要的作用。针对 NNA 的检测，由于

Cas 蛋白不能直接识别靶标 NNA，因此往往需要结

合能够识别 NNA 的系统，并将识别信号转换为能
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够调控 Cas 反式切割活性的策略。因此，相较基于

CRISPR-Dx 技术的 NA 检测应用，NNA 检测技术

则仅利用了 Cas 的反式切割活性进行信号放大和输

出。Cas 蛋白的反式切割活性依赖 Cas 蛋白、gRNA
和靶标激活序列 (activator) 共同形成的三元复合物，

因此，可通过调控这三个元件来构建 CRISPR NNA
检测系统。近年来，研究人员拓展了 CRISPR-Dx
在诸多非核酸靶标检测中的应用，包括离子

[15]、无

机小分子 [16, 17]、有机化合物 [18, 19]、蛋白质 [20, 21] 和细

菌 [18] 等。

本文总结了基于反式切割活性的 CRISPR 技术

在医学诊断应用中的研究进展，聚焦基于反式切割

活性的 CRISPR-Dx 核酸检测和非核酸检测应用。

在 NA 检测策略方面，分别对 CRISPR 一锅法检

测和免扩增检测等重点研究方向进行分析；而在

NNA 检测方面，则将目前 CRISPR NNA 检测策略

进行归类分析，包括游离 activator 调控、gRNA 生

成调控及 Cas 蛋白活性重构等策略。本文最后还讨

论了基于反式切割活性的 CRISPR-Dx 技术在临床

诊断应用中存在的挑战及其应用展望。

1　基于反式切割活性的CRISPR核酸检测

1.1　经典CRISPR-Cas核酸检测系统

基于反式切割活性的 CRISPR-Dx 核酸检测系

统主要包括基于Cas12和Cas13的分子诊断体系 (图1)。
1.1.1　CRISPR-Cas12核酸检测系统

在发现 Cas12a 具有单链 DNA (single strand DNA, 
ssDNA) 反式切割活性的同时 [12]，我们团队和美国

Jennifer Doudna 团队在同一时期分别研发出了基于

Cas12 反式切割活性的 HOLMES[11] (An one-hour low- 
cost multipurpose highly efficient system) 检测平台和

DETECTR[10, 14](DNA endonuclease-targeted CRISPR 

trans reporter) 检测平台 ( 图 1)，两个平台的底层技

术原理完全一致。

HOLMES 检测平台包括对核酸靶标的预扩增

过程 (PCR 或恒温扩增 )，以及基于 Cas12a 的靶标

识别和信号放大过程。首先针对靶标核酸序列进行

PCR 或恒温预扩增，然后在 crRNA 的引导下，Cas12a
特异识别扩增产物中的靶标序列，形成 Cas12a/
crRNA 和靶标序列的三元复合物，激活 Cas12a 的

反式切割活性，切碎 ssDNA 报告探针。由于探针

的两端分别被标记了荧光基团和荧光信号淬灭基

团，当探针被切断后，淬灭基团便失去了淬灭效果，

使得荧光基团可以发出可被检测的荧光信号，帮助

完成检测。除了进行荧光检测外，ssDNA 报告探针

还可以进行不同的修饰，从而让 HOLMES 可以与

诸如侧向流免疫层析试纸、电化学和颜色反应等信

号输出方法结合，使得检测更加简单便捷。在靶

标核酸预扩增过程中，若使用 PCR 技术，由于反

应程序中存在高温步骤，因此扩增过程只能与

Cas12a 反应过程分成两步进行。相应地，如采用恒

温扩增，则可与 CRISPR 反应进行整合，实现一步

法 CRISPR 检测。HOLMES 方法可实现阿摩尔 (aM)
级别的检测灵敏度，并具有极高的检测特异性，可

区分靶标序列中的单碱基突变。

在 HOLMES 基础上，我们团队又进一步利用

耐高温的Cas12b蛋白，结合LAMP恒温扩增技术，开发

了首个Cas12b一步法CRISPR-Dx系统——HOLMESv2[22]。

在 HOLMESv2 体系中，通过 LAMP 对靶标核酸进

行扩增，产生的扩增产物可激活 Cas12b 的反式切

割活性，释放检测信号。HOLMESv2 兼具 LAMP
的灵敏性及 CRISPR 的特异性，构建了一步法核酸

定量检测体系。而且，HOLMESv2 无须在完成扩

增反应后进行开盖移液等操作，从而避免了开盖导

图1  经典CRISPR-Cas12核酸检测系统示意图
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致的气溶胶污染风险。在 HOLMESv2 中，我们除

了利用该技术对传染性病毒、miRNA 和环状 RNA
进行常规检测外，还拓展了 CRISPR 诊断技术在包

括核苷酸多态性鉴定和 DNA 甲基化定量测定等场

景中的应用。

DETECTR[10] 与HOLMES检测原理相同。DETECTR
将 RPA 恒温扩增技术与 Cas12a 进行结合：首先使

用核酸扩增技术对待测靶标进行初步放大，再通过

Cas12a 对待测靶标进行识别，并将信号转导为核

酸酶活性，最终借助荧光报告探针对检测结果进行

快速输出。DETECTR 能够快速、特异地检测患者

样本中的人类乳头瘤病毒 (HPV)，并对 HPV-16 和

HPV-18 亚型进行鉴定，从而为分子诊断提供了一

个新的平台。

在 Cas12 家 族 中，Cas12a 和 Cas12b 亚 型 在

CRISPR-Dx 中应用最为广泛。除了这两种蛋白外，

Cas12f ( 旧称 Cas14a) 分子量较小，高度紧凑，可

在 crRNA-tracrRNA 复合物或单链向导 RNA (single-
guide RNA, sgRNA) 的引导下对靶标 DNA 进行识别

和切割后，被激发出对 ssDNA 的反式切割活性
[14, 23, 24]。

除了上述效应蛋白外，近年来还发现了许多其他

Cas12 亚型 [25] ( 如 Cas12c、Cas12d、Cas12e、Cas12h、
Cas12i、Cas12j、Cas12k、Cas12n、Cas12a2 等 )，
其中，除 Cas12k[26] 外，其余 Cas12 效应蛋白均有

反式切割活性，理论上均可被用于构建基于反式切

割活性的 CRISPR-Dx 系统。

1.1.2　CRISPR-Cas13核酸检测系统

SHERLOCK[13] 是首个基于 Cas13 的反式切割

活性开发的靶标核酸快速检测方法。Cas13a 在

crRNA 的引导下，特异性识别 RNA 靶标，并激活

其对非靶标 RNA 的反式切割活性。SHERLOCK 检

测结合 RPA 恒温扩增和 T7 体外转录系统，使用的

报告探针为单链 RNA (single strand RNA, ssRNA) 探

针。与上面介绍的 ssDNA 报告探针类似，ssRNA
报告探针的一端标记为荧光基团，另一端则标记淬

灭基团。当存在靶标 RNA 时，Cas13a 的反式切割

活性被激活，切碎报告探针，发出荧光信号 ( 图 2)。
基于 SHERLOCK 方法，研究人员成功检测了寨卡

病毒 (ZIKV)、登革热病毒 (DENV)、细菌分离株、

抗性基因、人类 DNA 基因型和癌症突变等，实现

了高特异、高灵敏的靶标核酸检测。

除被广泛应用于 CRISPR-Dx 体系的 Cas13a 蛋

白外，Cas13b、Cas13bt3、Cas13c 和 Cas13d 等亚型

均具有 ssRNA 反式切割活性，理论上亦可被应用

于 CRISPR-Dx 系统的构建。

1.2　CRISPR一管法检测系统

为避免因扩增产物移液操作而带来的气溶胶

污染风险，目前多个研究团队已经成功开发出

CRISPR 一管法检测系统，可将扩增过程和 CRISPR
检测过程置于同一反应体系中，省去了扩增后的开

盖移液等操作。一管法 CRISPR 诊断体系又可进一

步分为不依赖 Cas 活性调节的物理隔离策略和直接

混合策略 ( 图 3)。
1.2.1　物理隔离策略

基于物理隔离的一管法策略可通过空间分隔或

微流控集成等方式实现。如将 CRISPR 试剂置于反

应管盖或管壁，待扩增完成后进行微离心以混合

CRISPR 试剂和扩增产物来进行检测，其代表体系

包括 opvCRISPR[27]、Cas12aVDet[28] 和 Cas14VIDet[29]

等。CRISPR 一管法也可以微流控的方式 [30-35] 或毛

细管的原理 (CRISPCR)[36, 37] 来实现扩增与检测的物

理分隔。此外，利用赋型冷冻干燥技术可以分别将

RPA 扩增体系与 CRISPR/Cas12a 检测体系制备为独

立的扩增微球与检测微球，并在检测微球表面包裹

低熔点石蜡，制备为热启动 CRISPR/Cas12a 微球，

以实现扩增和检测的物理分离
[38]。这些物理分离的

图2  经典CRISPR-Cas13核酸检测系统示意图
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方法存在诸多优势，包括体系开发相对容易，而且

灵敏度也较高；然而，物理分离的体系需要额外操

作，检测时间也往往会比较长。

1.2.2　直接混合策略

为开发更简便的诊断体系，研究人员后续便着

手研究将CRISPR和扩增试剂整合到同一反应体系，

从而实现一锅法 CRISPR 诊断。能够用于 CRISPR
一锅法体系的扩增技术主要集中于恒温扩增技术，

包括 RPA[39]、RCA[40]、NEAR[41] 和 LAMP[22] 等。其

中，LAMP或类似技术的扩增温度一般在60 ℃左右，

与常用的 Cas12a 和 Cas13 蛋白的耐受温度不兼容，

需适配能耐受较高温度的 Cas 蛋白，如 Cas12b 以及

耐热型 Cas12a 和 Cas13 等
[42-44]。通过对反应体系

进行条件优化可以缓解 CRISPR 对扩增过程的抑制

作用，进而提升检测的灵敏度和检测速度，其中优

化的内容包括缓冲液组成成分、Cas 酶的浓度和

gRNA 序列等 [45-47]。例如，可以向反应体系中添加

诸如 L- 脯氨酸和甘氨酸等成分来提高 Cas 蛋白的

催化活性 [48, 49]。

上述策略虽然可以极大程度上避免 CRISPR 切

割对扩增过程的干扰，但 Cas 蛋白仍可能在扩增过

程中切割扩增模板，影响检测灵敏度。为此，有研

究人员便设计了利用 Cas 蛋白仅检测和切割扩增产

物而不切割靶标模板的 CRISPR 诊断系统。例如，

在基于 RPA 扩增和 Cas12a 的一锅法检测体系中，

研究人员设计了只针对单链靶标的 crRNA 序列，

其中单链产物可以由 RPA 扩增过程中释放的瞬时

单链 DNA[39]，或者通过引入不对称扩增生成 [50]。通

过设计针对非经典前间隔序列邻近基序 (protospacer 
adjacent motif, PAM)位点 (如Cas12a的TTTV变体 )
的 crRNA 序列来降低切割效率，也可以减弱 Cas
蛋白的切割活性，减轻 Cas 切割对扩增的影响，保

障扩增产物积累，提升检测灵敏度
[51, 52]。此外，在

利用 Cas13a 只识别和切割靶标 RNA 的特性开发的

一锅法 CRISPR 检测体系 [53, 54] 中，也可以实现将

CRISPR 切割和靶标 DNA 扩增分离的目的 ；而利

图3  CRISPR一管法检测策略
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用该体系检测靶标 RNA 时，则也可能会发生 Cas13a
切割靶标并影响扩增和检测灵敏度的问题。近期研

究发现，肝素钠可干扰 Cas12a 与 crRNA 的结合，

因此可以通过调节其浓度来调控 Cas12a 的反式切

割活性
[55]。此外，通过在 crRNA 的 5' 端引入 RG4

结构来精确调控 Cas12a 活性的新策略，同样解决

了等温扩增与 CRISPR 反应不兼容的难题，显著提

升了核酸检测的灵敏度和临床适用性
[56]。

一锅法 CRISPR 检测还可通过相分离的方法来

提升检测灵敏度。例如，通过将 Cas12a 与高黏稠

度的甘油、蔗糖或琼脂糖等试剂预混合，实现

CRISPR 试剂和扩增试剂的有效隔离，延缓 CRISPR
切割对扩增过程的干扰。随着扩增反应的不断进行，

包裹 Cas 反应体系的高黏稠度溶液便通过动态扩散

实现均质化，进而启动 CRISPR 反式切割和信号输

出
[57-59]。虽然基于相分离的 CRISPR 一锅法体系相

对简单，但其检测性能和重复性则严重依赖于对相

分离体系的精细控制。

相比于相分离的策略，通过光控等物理信号输

入的方式来控制 Cas 蛋白的切割活性，则可实现对

CRISPR 活性的更加精准的控制。例如，通过光裂

解基团修饰 crRNA 序列 [ 如掺入 6- 硝胡椒基氧甲

基笼蔽胸腺嘧啶核苷 (NPOM-dT)] 或 crRNA 活性封

闭序列 ( 如在序列间加入 PC-Linker 基团 )[60, 61]，使

得 Cas 蛋白的活性预先处于待激活状态。待完成扩

增或需要激活 Cas 活性时，通过 365 nm 的紫外光

短时间照射反应体系便可使修饰基团脱离或断裂，

生成活性 crRNA，激活 Cas 的切割活性和后续的

CRISPR 诊断信号输出。该方法不仅实现了封闭的

一锅法 CRISPR 检测，而且其对 CRISPR 反应启动

的调控更加精准，检测灵敏度也可以获得大幅度的

提升。此外，crRNA 的封闭策略还包括可被光照激

活的酰化修饰，其原理和 NPOM 修饰类似，也通

过光照来生成完整的 crRNA，进而激活 Cas12a 的

反式切割活性
[62]。

1.3　CRISPR免扩增检测系统

CRISPR 技术因其可区分单碱基差异的高特异

性、aM 级别的检测灵敏度和快速便捷的优势，成为

了分子诊断领域的革命性技术突破。传统 CRISPR
检测依赖靶标核酸的预扩增 ( 如 PCR 或恒温扩增 )
来提升浓度，但扩增步骤不仅增加了检测时长和操

作步骤，而且还可能会有气溶胶污染。相比之下，

如能实现免扩增直接检测，则可有效解决气溶胶污

染的风险，而且能够极大提高检测的速度和操作的

简便性。因此，核酸免扩增直接检测也被广泛认为

是分子诊断领域的终极目标。

基于 CRISPR 的免扩增直接检测技术因为省略

了预扩增步骤，所以其核心难点在于如何提升低靶

标浓度条件下的检测灵敏度。为解决这一难题，科

学家们主要从以下几个方面来进行突破，包括优化

gRNA[63, 64] 与报告分子 [65-67] 序列、减小反应体积来

提升靶标核酸的相对浓度 [68-71]、采用更灵敏的信号

检测技术 ( 如电化学传感器 [72-76] 和表面增强拉曼光

谱技术 [77] 等 )、基于反式切割信号的级联放大 [78-80]

以及通过基因工程手段来改造并获得更灵敏的 Cas
蛋白 [81] 等方式 ( 图 4)。
1.3.1　基于提升反式切割活力的免扩增CRISPR检

测系统

在 CRISPR 检测系统中，Cas 蛋白的反式切割

活性、gRNA 和报告探针序列都是影响靶标识别与

信号放大的关键组分，因此，提高免扩增 CRISPR
检测灵敏度的初始策略是优化 gRNA 和报告探针序

列以及进化更高效的 Cas 蛋白。

靶向同一核酸不同区域的多条 gRNA 可协同激

活 Cas 酶，提升信号强度。例如，相较于传统单

crRNA 的 Cas12a 检测系统，使用 2~4 条 crRNA 靶

向同一段序列可以显著提高 CRISPR 检测系统的灵

敏度
[63]。类似地，在 Cas13a 检测系统中，选用两

个最高效 crRNA 可将免扩增直接检测的灵敏度提

升为 270 拷贝 / 毫升，并且检测系统具有极低的背

景荧光信号
[64]。

报告探针与 CRISPR 系统反式切割信号的输出

直接相关。研究表明，Cas 的催化效率受报告探针

长度影响，如长度为 22 碱基的报告探针的检测灵

敏度是 5 碱基的 10 倍
[65]。除此之外，报告探针的

二级结构也会影响 Cas 核酸酶的反式切割活性，其

中，发夹型的 DNA 报告探针比线性探针具有更高

的亲和力，其反式切割效率可提升 5 倍
[66]。除优化

报告探针的序列外，基于纳米材料或纳米颗粒辅助

的报告探针也可以提高信号强度。通过将荧光染料

标记的 ssDNA(15 nt) 均匀固定在纳米金 (AuNP) 核
心上，形成球形核酸报告探针，可获得高信噪比，

并实现低至飞摩尔 (fM) 级别的靶标检测灵敏度
[82]。

此外，对于球形核酸报告探针，通过电化学发光

(ECL)[83] 或金属增强荧光 (MEF)[67] 可进一步提高检

测灵敏度，同时降低检测体系的背景信号。

通过对 Cas 蛋白进行改造，获得反式切割活性

更高的 Cas 蛋白，也可以解决免扩增直接检测灵敏
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度不高的问题。例如，Yang 等 [81] 利用蛋白质工程

技术对 LwaCas13a 进行了结构导向的工程化改造，

在 LwaCas13a 的结构域中插入 RNA 结合结构域，

从而获得了两个高活性 LwaCas13a 突变体。相较于

野生型 LwaCas13a，突变体对靶标 RNA 免扩增直

接检测的灵敏度提高了 105 倍，可直接检测 aM 级

别浓度的靶标 RNA。

1.3.2　基于微反应体系的免扩增CRISPR检测

将高效的 CRISPR 与微反应体系相结合，可实

现靶标 DNA 的免扩增定量直接检测。例如，Yue
等 [69] 通过优化 Cas12a 反应条件参数，并将其与微

液滴技术相结合，实现了基于 CRISPR 技术的无核

酸扩增数字化 DNA 定量检测。利用该方法，作者

成功地检测了非洲猪瘟病毒 ( 血清样本 )、人乙型

肝炎病毒 ( 血清样本 ) 和 EB 病毒 DNA 等样本。

同样地，在基于 Cas13 的免扩增核酸检测研究

中，Tian 等
[70] 构建微液滴反应器来提高靶标和报

告分子的局部浓度。相较常规的 Cas13a 检测体系，

新方法的检测灵敏度提高了 10 000 倍，可实现单分

子 RNA 的免扩增定量直接检测，且检测范围覆盖

四个数量级。类似的方法还包括 Shinoda 等
[68] 开发

的 SATORI 检测平台。该平台也是将 Cas13 与微液

滴技术相结合，实现单分子水平 ssRNA 的准确检测。

SATORI 方法使用纳米孔聚碳酸酯膜将反应体系进

图4  CRISPR免扩增检测策略
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行微液滴分割，利用荧光显微镜拍摄荧光图像，并

进行分析，实现 HIV-1 RNA 的跨四个数量级的定

量检测。基于 Cas13 的微反应体系还可以通过软蚀

刻形成微孔，实现飞升级微孔反应来增强局部靶标

浓度和信号强度，从而实现 aM 级别的靶标 RNA
检测灵敏度

[71]。此外，还可将微流控芯片与智能手

机进行集成，通过手机摄像头实现便携式荧光或比

色信号读取 [71]。

1.3.3　基于信号转换技术的免扩增CRISPR检测

基于信号转换技术的免扩增 CRISPR 检测主要

包括电化学传感器及表面增强拉曼光谱 (surface-
enhanced Raman spectroscopy, SERS) 等技术，其中

电化学传感器的原理是利用 Cas 酶切割探针引起电

流变化，而 SERS 则通过结合纳米结构来提升检测

信号的强度。

CRISPR 系统与电化学法相结合，可实现靶标

核酸的免扩增定量检测。例如，在 Dai 等 [72] 研发

的 Cas12a 电化学生物传感器中，将 ssDNA 报告探

针与亚甲基蓝金纳米离子 (MB-AuNP) 相连，并通

过检测电化学信号的变化来检测靶标核酸。当反式

切割活性被激活时，报告探针被剪切并产生电信号

变化。后来，Zhang 等
[73] 对该方法进行了优化，通

过使用发夹 DNA 探针来提高 Cas12a 的剪切效率，

并利用差分脉冲伏安法检测信号。除上述差分脉冲

伏安法外，Suea-Ngam 等
[74] 还构建了一种基于 Cas12a

系统的免扩增方波伏安法 (square wave voltammetry, 
SWV) 电化学 CRISPR 生物传感器 (E-Si-CRISPR)，
并实现了耐甲氧西林葡萄球菌 (MRSA) fM 级别的

免扩增检测灵敏度。

Bruch 等 [75] 则通过集成 Cas13a 系统、电化学

生物传感器和微流体技术，建立了免扩增的 miRNA
现场检测方案。该研究利用葡萄糖氧化酶 (Gox) 催
化底物生成 H2O2，产生可检电流信号，实现了对潜

在肿瘤标志物 miRNA-19b 和 miRNA-20a 的 pM 级

定量检测。类似地，Xu等 [76] 构建了一个基于CRISPR、
三维四面体 DNA 框架探针和电化学生物传感器的

miRNA 检测方案 (CRISPR-E)。
电化学发光法 (ECL) 是由电化学方法触发的化

学放光，利用电子转移反应形成激发态，在电极表

面发光，可主动控制，不需要外部光源。ECL 与

Cas12a 相结合，可构建背景信号低的免扩增靶标核

酸检测体系。如 Liu 等
[84] 利用金纳米团簇 (Met-

AuNC) 构建了用于 HPV-16 检测的电化学发光生物

传感器。在该方法中，二茂铁标记的巯基化 ssDNA

报告探针 (SH-ssDNA-Fc) 被固定在 Met-AuNC 电极

表面，淬灭电化学发光信号。当靶标 DNA 存在时，

Cas12a 的反式切割活性被激活，切割 SH-ssDNA-
Fc 成短片段，产生可检 ECL 信号。

石墨烯的高载流子迁移率使石墨烯场效应晶体

管 (graphene field-effect transistor, gFET)[85, 86] 能够灵

敏地探测表面发生的生物识别事件。gFET 表现出

V 形传输特性，其中电荷中性点栅极电压的偏移用

于确定转移特性的偏移，从而量化生物识别事件。

据此，Weng 等
[87] 报道了一种基于 gFET 和 CRISPR-

Cas12a 的新型生物传感器 CRISPR Cas12a-gFET。
该方法主要利用 Cas12a 信号放大和 gFET 高性能传

感能力的协同作用，使锚定在石墨烯表面的探针裂

解，并能超灵敏地读取信号，以实现 aM 级灵敏度

检测。

基于 SERS 技术也可实现靶标核酸的免扩增

CRISPR 检测。如 Choi 等 [77] 开发了一种 SERS 辅

助的超灵敏 Cas12a 免扩增检测系统。该系统将被

病毒 DNA 激活的 Cas12a 与由单链 DNA 固定的拉

曼探针功能化金纳米粒子 (RAuNPs) 组成的拉曼敏

感系统集成在氧化石墨烯 (GO)/ 三角形金纳米花阵

列上，提高了对多种病毒 DNA ( 如 HBV、HPV-16、
HPV-18 等 ) 的检测灵敏度。

1.3.4　级联放大法免扩增CRISPR检测

CRISPR 免扩增直接检测还可以通过 Cas 反式

切割信号的级联放大来实现，其既可以通过不同的

Cas蛋白来实现，也可以使用同一种Cas蛋白。例如，

Sha 等 [78] 在构建的 CRISPR 体系中联合使用了 Cas13a
和 Cas12f ；其中，经 Cas13a 反式切割的产物可作

为Cas12f的激活序列，激活Cas12f的反式切割活性，

切割报告探针，释放出放大的荧光信号。

而在 Shi 等 [79] 构建的 CRISPR 自催化驱动的反

馈放大系统 (CONAN) 中，则使用了单一的 Cas12a
蛋白来实现反式切割信号的级联放大。研究人员除

了设计针对靶标序列的 crRNA 外，还设计了一种

特殊的被 DNA 封闭的第二 crRNA ( 可转化笼状向

导 RNA，scgRNA)。当靶标核酸存在时，靶向靶标

序列的 crRNA 引导 Cas12a 对其识别并激发出 Cas12a
的反式切割活性，切断 scgRNA 中的封闭 DNA，

释放出有功能的第二 crRNA，并在辅助 DNA 的帮

助下，持续激活 Cas12a 的反式切割活性，在切割

报告探针的同时，也持续释放更多的第二 crRNA，

达到一个正反馈的效果，快速放大信号，实现 aM
级别的靶标检测灵敏度。
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近日，Lim 等 [80] 提出一种类似的 CRISPR-
Cascade 检测方法。该法通过整合正反馈回路实现

无核酸扩增检测致病 DNA，无须核酸预扩增，就

能在 10 min 内从纳摩尔 (nM) 到 aM 的广泛靶标 DNA
浓度范围内实现高灵敏度和特异性检测，且检测靶

标可覆盖多种血液感染病原体，如 MRSA、大肠杆

菌和乙型肝炎病毒 (HBV) 等。

2　基于Cas反式切割活性的NNA检测体系

针对 NNA 的检测涉及临床诊断、生命科学、

食品科学、环境监测等多个领域。传统 NNA 靶标

的检测方法，如高效液相法 (high-performance liquid 
chromatography, HPLC)、气相法 (gas chromatography, 
GC)、质谱法 (mass spectrum, MS) 和酶联免疫吸附

法 (enzyme linked immunosorbent assay, ELISA) 等，

均需要依赖大型仪器及专业操作。目前，这些传统

检测方法无法满足临床诊断、生命科学、食品科学

和环境监测等领域中对 NNA 快速检测、现场检测、

方便检测、及时检测的需求，而 CRISPR 诊断技术

的问世也为这一难题带来了解决方案。基于 CRISPR
技术的 NNA 检测系统的关键是在 NNA 的特异识

别信息与 Cas 蛋白反式切割活性的调控之间建立对

应关系。由于 Cas 蛋白的反式切割活性依赖于 Cas
蛋白、gRNA 和靶标序列之间的三元复合物的形成，

因此，根据 CRISPR NNA 体系的构建原理，以反

式切割活性调控的三个必要元件为分类依据，可将

已报道的检测体系分为三大类，分别为 ：(1) 通过

游离 activator 调控的体系；(2) 通过生成 gRNA 调

控的体系 ；(3) 通过重构 Cas 蛋白活性来调控的体

系 ( 图 5)。
2.1　游离activator调控策略

将 NNA 靶标信号识别转换为 activator 信号识

别，是 CRISPR-Dx 非核酸靶标检测系统设计中应

用最广的转换策略。游离 activator 的调控方法主要

可细分为五大类：适配体介导的游离 activator 调控、

变构转录因子 (allosteric transcription factor, aTF) 介
导的游离 activator 调控、DNAzymes 介导的游离

activator 调控、activator 吸附和 activator 合成。

在适配体介导的游离 activator 调控中，适配体

可以：(1) 作为 activator 的“锁定链”
[88] 或连接 activator

与固定化载体的 Linker[21]，当适配体结合 NNA 靶

标后会释放 activator，激活 Cas 蛋白的反式切割活

性，释放检测信号；(2) 直接作为 activator，当适配

体与 NNA 靶标结合后，便不能激活 Cas12a 蛋白的

反式切割活性，导致信号的降低 [16]。

在 aTF 介导的游离 activator 调控系统中 ( 如经

典的 CaT-Smelor 检测系统 [89])，固定化的 aTF 在靶

标存在时可释放预捕获的 activator，启动 Cas 蛋白

的反式切割和信号释放。

DNAzymes 介导的游离 activator 调控策略常用

于离子靶标检测。该类检测系统通常包含特异的

DNAzyme 切割位点和阻断的 activator 序列。在靶

离子存在的情况下，DNAzymes 在切割位点切割，

释放游离 activator，激活 Cas 的反式切割活性，如

基于 Cas12a 的 Pb²⁺ 和 Na⁺ 检测系统等 [88, 90]。除了

离子靶标，DNAzyme 还可以被其他 NNA 激活。例

如，在葡萄糖检测系统中，Gox 首先氧化靶标葡萄

糖产生 H2O2，随后 H2O2 触发 DNAzyme 的自切割，

导致游离 activator 的释放，产生输出信号 [91]。

在 activator 吸附策略中，主要通过固定化的

NNA 响应捕获因子 ( 如抗体、适配体等 ) 调控游离

activator 的吸附。吸附的 activator 结合 CRISPR 的

信号放大功能，提高靶标的检测灵敏度、检测范

围等
[92]。

合成 activator 的策略则主要依赖于工具酶，主

要包括：(1) 连接酶介导的 activator 修复 ( 例如，

NAD+/ATP 的检测系统 )[93] ；(2) 末端转移酶 / 端粒

酶 /Klenow DNA 聚合酶等介导的 3'-OH 延伸 [94, 95] ；

(3) aTF 调控体外转录 (in vitro transcription, IVT) 生
成 Cas13 RNA activator[96] 等。

2.2　gRNA生成调控策略

除游离 activator 调控策略外，调控 gRNA 的合

成也可实现对 Cas 蛋白反式切割活性的控制。在已

报道的 gRNA 生成调控策略中，主要使用 Cas12a
效应蛋白，其 gRNA ( 即 crRNA) 的合成调控体系通

常可结合 RNA 聚合酶 [97, 98]、外切核酸酶 I (Exo I)[97]、

aTF[98] 和核酸酶 (NAzyme)[99] 等。例如，在链霉抗

生物素蛋白和外泌体的检测中 [97]，研究人员设计了

一种可被 Exo I 降解的 IVT 模板序列。当模板序列

与 NNA 结合时，可避免被 Exo I 切割，随后通过

IVT 生成 crRNA，并激活 Cas 蛋白的反式切割活性。

通过在 T7 启动子和 CRISPR 阵列间设计 aTF 结合

区，当 NNA 存在时，aTF 解离，启动 IVT 合成

crRNA[98]。靶标抗体与一对抗原偶联的DNA链结合，

通过共定位诱导形成双分子复合物，该复合物可以

与编码 crRNA 的不完整 DNA 模板链杂交，诱发无

细胞转录，进而生成 crRNA[100]。此外，NNA 调控

的 NAzyme 可切割无功能的环状 crRNA，生成有活
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性的线性化 crRNA ；该方法可成功应用于 ATP、大

肠杆菌、肺炎克雷伯氏菌等靶标的检测 [99]。

2.3　Cas蛋白的活性重构调控策略

通过基于 NNA 靶标的乙酰化 - 去乙酰化修饰

机制来调控 Cas 的蛋白反式切割活性也是一种可行

的 NNA 靶标检测策略。Anti-CRISPR (Acr) 系统是

病毒进化出的 CRISPR-Cas 活性抑制系统。在迄今

鉴定的十几种 Acr 系统中，乙酰转移酶 AcrVA5 通

过乙酰化灭活 Cas12a 的顺式和反式切割活性 [101]。

有趣的是，细菌去乙酰化酶 CobB 能有效地将乙酰

化修饰的 Cas12a 蛋白去乙酰，恢复其反式切割活

性
[102]。CobB 去乙酰化需要 NAD+ 辅因子，因此，

该系统便可用于靶标 NAD+ 的检测 [103]。除了检测

NAD+ 辅因子外，乙酰化的 Cas12a 也可以被用于直

图5  基于反式切割活性的CRISPR非核酸靶标检测
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接检测待测体系中去乙酰化酶的活性，如组蛋白去

乙酰化酶 (Sirtuin-1)[104]。

3　总结与展望

Cas12 和 Cas13 对 DNA 或 RNA 的非特异性反

式切割活性为 CRISPR-Dx 提供了基础。在核酸检

测方面，通过联合核酸扩增技术，CRISPR-Dx 技术

可进一步提高检测的灵敏度；然而，依赖扩增步骤

的 CRISPR-Dx 方法早期主要为两步法反应，不仅

增加了操作复杂性，也造成了气溶胶污染的风险，

容易产生假阳性检测结果。为解决这些问题，研究

人员将 CRISPR-Dx 核酸检测的研究逐渐转向一锅

法检测体系和免扩增直接检测体系的开发。

一锅法 CRISPR 检测策略的核心在于避免扩增

反应和 CRISPR 反应之间的互相干扰，其中最直接

的方式是将扩增和检测反应进行物理隔离，以保证

扩增反应成功完成，之后再将 CRISPR 反应引入扩

增后体系，进行信号放大与结果输出。此类策略虽

然可以保证避免扩增反应和 CRISPR 反应之间的干

扰，但在检测流程上往往需要额外操作，增加了检

测步骤和时间。而对于直接混合策略，除相分离外，

往往需要对 CRISPR 的活性进行精准调控，使得靶

标扩增和 CRISPR 反应达到适当的平衡。虽然直接

混合的 CRISPR 体系在方法上更加简便快速，但是

其在系统稳定性、反应精细优化、检测灵敏度等方

面仍存在诸多挑战。未来，通过开发抗基质和环境

干扰的 Cas 蛋白突变体，有望促进粗提样本的直接

检测应用。在信号输出方面，通过开发试纸条或比

色法读取方式，可进一步降低设备依赖性和成本，

提升CRISPR诊断应用的便捷性。未来，通过新材料、

智能策略及多技术融合，有望推动其向低成本、便

携化、高通量的方向发展，助力传染病监测、癌症

早筛及环境监测等领域的革新。

实现核酸的免扩增直接检测被广泛认为是分

子诊断领域的终极目标。CRISPR 诊断技术是目前

看来最有可能实现核酸免扩增直检的技术之一，其

核心在于提升低靶标浓度条件下的检测灵敏度。

CRISPR 系统的各个模块，如靶标核酸识别、报告

探针反式切割和信号输出等，均是影响检测灵敏度

的关键步骤。首先，可以通过优化 crRNA 和报告

探针序列的设计来提高检测的信噪比。此外，基于

微流控技术的生物传感器、超灵敏数字检测平台以

及信号级联放大系统等，也能够提升 CRISPR 检测

技术的灵敏度。但是，目前基于 CRISPR 技术的免

扩增直检技术仍存在一些不足之处，如靶标序列的

识别受 PAM 位点的限制、检测体系对样本杂质的

抗干扰性不强、反式切割反应受环境温度影响等。

未来，除标准化、经济效益等方面考量外，集成样

品预处理步骤与免扩增 CRISPR/Cas 检测是即时检

验 (point-of-care testing, POCT)应用中的关键。此外，

多重检测一直是 CRISPR 诊断体系亟待解决的难题

之一，引入基于物理分离的微流控技术或者构建具

有反式切割序列偏好性的 Cas 蛋白突变体都有可能

实现 CRISPR 一管多重的检测目的。

在非核酸检测方面，Cas12a 蛋白的应用最为

广泛。相较于其他 Cas 系统，Cas12a 系统仅需合成

短链 crRNA 和 ssDNA 报告探针，系统成分简单、

稳定且成本低。在信号转化策略上，现有 NNA 检

测系统往往受限于将 NNA 靶标转换为 Cas 蛋白可

识别的核酸信号，限制了 CRISPR 检测系统的开发

效率。基于乙酰化 - 去乙酰化机制的 Cas 蛋白活性

调控策略，为基于“靶标 - 效应器”直接偶联机制

的非核酸检测系统开发开拓了思路。未来通过优化

Cas蛋白组合、开发新型信号模型 (如逻辑门控设计 )
及融合数字检测技术，将开发出更高效、兼容多靶

标且易于定量的 CRISPR NNA 检测技术，助力精

准医疗与即时诊断。
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