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摘要 簇状规则间隔短回文重复序列(CRISPR)及其相关蛋白(Cas)系统在分子检测领域正在快速发展, 在核酸

识别上已展现出高特异性、可编程性和多系统兼容性, 成为一种极具潜力的分子诊断工具. 单独CRISPR-Cas系
统检测RNA的灵敏度受到其反式切割动力学限制, 因此需要与等温核酸扩增技术联用. 将两个体系整合在单管

中反应有两种策略: (1) 将等温扩增与CRISPR-Cas体系分隔在管内不同位置进行分步反应; (2) 在均相混合液中

完成核酸扩增与检测. 单管检测的关键是对多个反应的兼容性进行研究, 从而最大限度地提升两种体系在同一条

件下的性能, 最后实现超高灵敏、快速、便捷地检测核酸. 本文聚焦于基于CRISPR的单管超灵敏SARS-CoV-2
RNA检测技术, 从方法开发的原理、性能和挑战等多个方面综述了近期的研究进展和发展方向, 并指出理解

CRISPR-Cas系统的反式切割动力学的重要性.

关键词 CRISPR, 分子诊断, SARS-CoV-2, 等温扩增, 酶反应动力学, 即时检测, 核酸

1 引言

簇状规则间隔短回文重复序列(clustered regularly
interspaced short palindromic repeats, CRISPR)及其相

关蛋白(Cas)系统来自于细菌和古菌中的一种获得性

免疫防御系统
[1]. 改造后的CRISPR核酸序列和Cas蛋

白能够快速、便捷地对基因组特定位点进行剪切, 已

经广泛应用于生物体的基因编辑. CRISPR-Cas系统由

两部分组成
[2~6]: CRISPR RNA (crRNA)引导该系统在

基因组上的精准定位; Cas蛋白对相应基因位点进行切

割. 与以往基因编辑技术相比, 如锌指核酸酶(ZFN)、
类转录激活因子效应物核酸酶 (TALEN)等 [ 7 ~ 9 ] ,
CRISPR技术不再需要耗时设计核酸结合蛋白

[10,11], 仅
通过编程crRNA序列便可以识别和切割不同的位点,
而Cas蛋白可保持不变, 从而极大地提升了基因编辑工

具的灵活性和普适性
[12].

随着对CRISPR-Cas系统研究的逐渐深入, 各种不

同功能的Cas蛋白相继被发现, CRISPR技术的应用范
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围也拓展至核酸检测领域. CRISPR-Cas系统能够特异

性地识别核酸序列并被激活, 表现出靶向切割(顺式切

割, cis-cleavage)和非特异性切割(反式切割, trans-clea-
vage), 因而成为核酸识别与信号扩增的理想工具. 基

于CRISPR-Cas系统的分子检测方法主要使用了四种

Cas蛋白: Cas9、Cas12、Cas13和Cas14 (Cas12f)[13~16].
Cas9及Cas9切口酶(nCas9)的特异性顺式切割可用于

核酸扩增方法的设计或与其他核酸扩增反应结合实现

核酸序列的特异性检测
[12]; Cas12a/Cas14拥有与Cas9

类似的双链DNA靶向识别和切割活性, 此外, Cas12与
靶标序列结合后将激活其反式切割性能, 非特异性切

割附近任何单链DNA[17~19]; 与前几种Cas蛋白不同,
Cas13识别单链RNA目标, 具有对RNA的顺式切割和

反式切割能力
[20,21]. 具有反式切割功能的Cas蛋白能够

用于核酸的特异性识别和信号放大, 这为分子检测领

域提供了更多的可能性, 有着广阔的应用前景
[22~29].

全球新冠肺炎疫情爆发后, 高灵敏度、高特异

性、现场检测SARS-CoV-2的需求变得更加迫切, 这

进一步促进了基于CRISPR技术的生物分析工具的快

速研发. 与基于荧光探针RT-PCR方法相比, 基于CRISPR
技术的SARS-CoV-2 RNA检测方法提高了检测特异

性, 能够区分出单碱基突变体, 摆脱了热循环仪等高

成本仪器限制. 与等温扩增方法联用后能够用于可视

化的现场检测, 具有快速、便捷、低成本的优势, 成

为RT-PCR检测方法的有力补充手段. SARS-CoV-2
RNA检测主要包含以下3个步骤: 样品中RNA提取、

RNA逆转录、核酸扩增和检测等. 大多数方法依赖于

等温扩增技术与CRIPSR技术的联用, 仅有少数方法单

独使用CRISPR技术
[30].联用方法中多步反应、反复开

管的操作会造成扩增产物的环境污染, 从而引起后续

测试的假阳性
[23,24]. 因此, 避免反应过程中开管是非

常有必要的, 但是逆转录、等温扩增、CRISPR-Cas等
多个体系集成到单管后的兼容性问题, 是开发单管均

相恒温检测方法要解决的首要难题.
本文首先介绍了CRISPR-Cas系统对核酸分子的

识别和酶切机制, 然后阐明了酶切动力学在开发基于

CRISPR-Cas技术的分子检测方法中的重要作用, 并讨

论了文献报道的CRISPR-Cas系统反式切割动力学参

数不一致的原因及修正过程. 本文综述了在经典的

CRISPR-Cas与等温扩增技术联用方法基础上, 发展超

灵敏单管检测SARS-CoV-2 RNA的最新研究进展, 其

中重点阐述了为解决多个体系在单管中的兼容性问题

所做的技术改进.

2 CRISPR-Cas系统对核酸分子的识别及酶
切活性

CRISPR-Cas系统通过crRNA特异性识别目标核

酸序列, 激活Cas蛋白的核酸酶活性, 将特异性识别转

换为酶切行为, 从而实现检测信号输出
[21]. 在古生菌

和细菌中存在多种CRISPR-Cas系统
[31], 根据进化关系

分为两个类别、五种类型和十多个亚型
[32]. 依据核糖

核蛋白效应复合物的性质可将CRISPR-Cas系统定义

为两大类: 第一类CRISPR-Cas系统依赖于多蛋白效应

复合物,包含type I、type III、type IV三种类型
[1];第二

类CRISPR-Cas系统由单个蛋白执行功能, 包含type II
(Cas9)、type V (Cas12/Cas14)、type VI (Cas13)三种类

型
[1]. 第二类系统具有更易于重构和更高基因编辑效

率的特点, 成为应用于分析和诊断工具研发的主要

CRISPR-Cas系统
[30]. 本节重点介绍了第二类系统中几

种Cas蛋白对不同核酸分子的识别和独特的核酸酶活

性及这些特性在分子检测方法构建中的重要作用

(图1).

2.1 Cas9对dsDNA的靶向识别及切割

Cas9蛋白与tracrRNA和CRISPR RNA (crRNA)形
成核糖核蛋白(ribonucleoprotein, RNP). tracrRNA和
crRNA可融合为单向导RNA (single guide RNA,
sgRNA), sgRNA识别目标序列后, RNP被激活并切割

双链DNA (dsDNA)[4,5,33~38], 其特异性识别取决于两个

关键要素: (1) sgRNA 5′端20 nt间隔区(Spacer)的碱基

与目标基因序列互补配对
[39]; (2)识别与目标基因相邻

的“原型间隔区相邻基序”(protospacer adjacent motif,
PAM). 例如, SpCas9首先识别靶点序列下游的5′-
NGG-3′位点

[40~42], 接着crRNA与目标链(TS)上原型间

隔区互补结合
[42], 置换原型间隔区的互补链(“非目标

链”, NTS), 形成“R-loop”结构, 激活Cas9的切割活

性
[40]. PAM序列对SpCas9活性影响显著, 基于此实现

了Cas9在体外核酸检测中的应用(NASBACC, 基于核

酸序列扩增的CRISPR切割), 实现对双链DNA中碱基

差异的区分
[43]. 序列特异性结合过程也是Cas9系统捕

获
[44,45]

和原位标记
[46,47]

目标基因的基础.
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激活后的Cas9表现出核酸内切酶活性, 特异性切

割目标序列. 该活性由Cas9蛋白核酸酶叶(NUC)上的

HNH和RuvC两个结构域完成, 其中HNH结构域切割

与crRNA互补的目标链, 而RuvC切割另一条链, 即非

目标链. 通过分别突变两个结构域位点, 在第10位天冬

氨酸(Asp10)或第840位组氨酸(His840)引入突变的

Cas9 (nCas9)则起到类切口酶作用, 即在双链DNA中
间形成单链切口, 产生可供进一步扩增的短链核酸, 该
功能已被用于设计单管中核酸等温扩增反应

[43,48~50].
与Cas12、Cas14和Cas13不同的是, Cas9不具有反式切

割活性, 不能在激活后非特异性切割核酸探针
[47].

2.2 Cas12/Cas14对DNA的靶向识别、顺式切割及
反式切割

Cas12和Cas14 (Cas12f)不仅能识别dsDNA, 还能

识别单链DNA (ssDNA). 对dsDNA的识别与Cas9类似,
也需要特异性识别PAM和Spacer. 不同的Cas12识别的

PAM序列有所不同, 例如, 5′-TTTV (LbCas12、AsCa-
s12a), 5′-ATTN (BhCas12b)[47,51~53]. Cas12b、Cas9都采

用crRNA和tracrRNA引导Cas蛋白前往切割靶点, 但

Cas12a仅采用crRNA作为引导核酸链. Cas12与Cas14
对ssDNA的识别都无需PAM序列, 其特异性仅依赖于

Spacer序列, 而Cas14比Cas12具有更高的ssDNA识别

特异性
[19 ] . Cas14蛋白主要有Cas14a、Cas14b和

Cas14c三个亚型, 除了识别DNA外, Cas14a也能够识

别RNA[54].
激活后的Cas12能够切割ssDNA和dsDNA目标链

(顺式切割), 该过程依赖于RuvC单个结构域. Cas12a切
割双链时产生 5 ~ 7个核苷酸长度的黏性末端切

口
[15,55,56],切割后远离PAM的DNA解离,而近PAM端会

持续与Cas12a结合. 激活后的Cas12还会对邻近的

ssDNA进行非特异性切割(反式切割)[57]. 这一功能常

用于切割ssDNA探针, 产生并放大检测信号. Cas14也
具有顺式切割和反式切割活性, 但机制和过程细节还

需进一步研究
[47,58~60].

2.3 Cas13对RNA的靶向识别、顺式切割及反式
切割

Cas13的靶向目标是单链RNA (ssRNA), 是首个被

发现特异性识别RNA的Cas蛋白
[61~63], 具有顺式和反

式切割ssRNA的功能. Cas13主要有Cas13a (也称为

C2c2)、Cas13b、Cas13c和Cas13d[20,56,64~66]四种亚型,
部分Cas13对目标链上 “前间隔序列侧翼位点”(proto-
spacer flanking site, PFS)有偏好

[20,21]. PFS不同于PAM,
PFS是Protospacer下游的单个碱基, 有阻止单链RNA与
crRNA上Spacer上游碱基配对的作用

[67].

图 1 典型CRISPR-Cas系统的基本原理和核酸检测应用
[12](网络版彩图)

Figure 1 Schematic diagram and examples of CRISPR-Cas systems widely used in the development of various techniques for the detection of
nucleic acids [12] (color online).
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当Cas13与目标ssRNA结合, crRNA的中心种子区

域与ssRNA结合, 形成RNA双链体, 诱导Cas13a蛋白的

构象变化, 激活HEPN催化位点, 产生核糖核酸酶

(RNase)活性. 对邻近的ssRNA进行非特异性切割(反
式切割)[63,68,69]. 尽管Cas13a会对目标RNA进行顺式切

割, 但在Spacer区域没有明确的切割位点, 反而多偏向

于切割Spacer以外的位点
[63].

3 反式切割活性及其对核酸检测灵敏度的
影响

3.1 Cas蛋白的反式切割动力学

在基于CRISPR技术的核酸检测方法中, 反式切割

介导了信号产生和放大过程. 以荧光检测系统为例, 目
标分子结合Cas蛋白后, 激活了Cas蛋白的反式切割活

性. 荧光和淬灭基团同时标记的单链核酸底物被Cas
蛋白切割, 脱离淬灭基团的荧光基团产生荧光信号而

信号增长速率由反式切割动力学决定. 酶切割动力学

参数通常采用米式方程(Michaelis-Menten)来计算(式
1). 首先测定一定浓度Cas酶(E)在一个较高的底物(S)
浓度梯度范围内的初始切割速率(Vint), 通过式(1)计
算在浓度[E]下对饱和浓度底物的最大切割速率(Vmax)
和米式常数(KM), 其中KM代表着酶与底物的亲和力.
酶催化常数(kcat)代表着一个酶分子在单位时间内所能

切割底物的个数, 由最大切割速率除以酶浓度算出

(式2).

V V S
K S= [ ]

+ [ ] (1)int
max

M

k V
E= [ ] (2)cat
max

早期对Cas12a的酶切动力学研究报道的动力学参

数有误
[15,70], Ramachandran和Santiago[71]指出了这一问

题, 同时原作者也重新计算并更正了这个参数
[72,73]. 表

1整合了更正前后的酶切动力学参数, 其中酶催化常数

(kcat)是较为常用的代表酶切速率的参数, 而酶切效率

(kcat/KM)则同时考虑了酶与底物结合过程和酶对底物

切割过程的速率. 早期报道的LbCas12a被双链DNA激
活时的kcat高达1250 s−1[15], 而更正后的结果为17 s−1[72].
PbuCas13b的kcat原来报道为987 s−1[70], 但更正后为

0.95 s−1[73]. Ramachandran和Santiago[71]测定LbCas12a
的kcat在0.07~0.09 s−1

之间, 造成测定结果差异的可能

原因与crRNA序列相关, 且受底物链序列、缓冲液组

成等影响, 对crRNA序列进行设计与优化有助于实现

高酶切和信号放大效率. 此外, 尽管在早期报道中

LbCas12a与双链DNA结合后的反式切割活性更高,
Ramachandran和Santiago[71]的结果显示由单链DNA和
双链DNA激活Cas12的反式切割活性差异并不大.

酶切动力学参数决定了基于CRISPR技术反式切

割活性的信号放大能力, 对于评估不同Cas酶对目标链

的检测极限非常重要. 在检测仪器灵敏度相当的条件

下, 不同Cas酶的检出限与单位时间内的酶催化常数

直接相关. 如果Cas13b的酶催化常数为0.95 s−1, 表示

一个目标分子激活Cas酶后, 信号能以每秒增长约1倍
的速率被放大, 30 min内放大约1800倍, 结合仪器检出

限数据, 可以估算出方法检出限. 假设仪器检出限为1
pM荧光分子, 经过1800倍放大后该方法对目标分析物

的检出限则降为0.06 pM. 然而实际信号放大倍数会受

到底物消耗和酶活性降低等因素限制, 因此检出限要

高于理论估算值. 与指数放大的核酸扩增方法相比,
Cas酶扩增方法获得的放大倍数要低几个数量级. 从

实验测定的数据来看, CRISPR直接检测核酸的检出限

通常在fM (10−15mol/L)到pM (10−12mol/L)之间
[14], 而

指数放大的核酸扩增技术可以检测aM (10−18mol/L)水
平的核酸(低至几个分子)[12]. 仅采用CRISPR-Cas体系

难以直接对低拷贝数的SARS-CoV-2进行检测, 往往

需要与其他扩增方法联用.

表 1 几种Cas蛋白的反式切割动力学参数

Table 1 Trans-cleavage rates of Cas12a and Cas13b

Cas核酸酶类型
(目标链)

更正前 更正后
文献

kcat (s
−1) KM (M) kcat/KM (M−1 s−1) kcat (s

−1) KM (M) kcat/KM (M−1 s−1)

LbCas12a (ssDNA) 250 4.9×10−7 5.1×108 3 6.2×10−7 5×106 [15,72]

LbCas12a (dsDNA) 1250 7.25×10−7 1.7×109 17 1.01×10−6 1.7×107 [15,72]

PbuCas13b (ssRNA) 987 – – 0.95 10.8×10−6 9.2×104 [70,73]
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3.2 仅依赖反式切割活性的超灵敏单管SARS-
CoV-2检测

CRISPR-Cas13a可直接识别ssRNA, 最适反应温

度为37℃, 但在室温下仍能切割探针生成信号, 是检

测SARS-CoV-2 RNA的理想工具, 然而受限于Cas13a
的酶切动力学参数, 难以实现对低拷贝数RNA的检测.
为了提高CRISPR-Cas13a的检测灵敏度, Fozouni等[74]

设计了多个CRISPR-Cas13a同时识别SARS-CoV-2
RNA的不同位点, 激活多组CRISPR-Cas13a的切割活

性, 显著地提高了信号放大效率, 同时采用了高灵敏

荧光检测装置, 对较低的荧光信号也能检出. Shinoda
等

[75]
提出了另一个基于CRISPR-Cas13a的RNA检测策

略——一种基于CRISPR的无扩增微液滴数字化RNA
检测方法(SATORI). CRISPR-Cas13a、目标RNA与荧

光标记底物链的混合液被分散到12万个体积为3 fL的
腔室中, 均匀分散的液滴中RNA的局部浓度提高, 有

利于激活CRISPR-Cas13a, 而酶切产生的荧光基团也

聚集在微液滴中, 荧光信号得到聚焦. 通过对信号产

生过程和检测设备的改进 , 最终提高了CRISPR-
Cas13a对SARS-CoV-2 RNA的检测能力.

4 CRISPR与核酸扩增联用的分步反应

将CRISPR技术与核酸扩增反应联用, 以克服单纯

依赖CIRSPR信号放大所导致的灵敏度不足问题, 是早

期基于CRISPR技术核酸检测方法发展的主要方

向
[76,77]. 目标核酸链通过指数级核酸扩增后, 产生足够

的扩增产物, 激活CRISPR-Cas体系, 剪切信号探针
[78].

在与核酸扩增的联用体系中, CRISPR-Cas的主要作用

是特异性识别目标核酸链, 所开发的方法具有操作简

便、设备要求低和特异性高等优势.
SHERLOCK (specific high sensitivity enzymatic

reporter unlocking)是一种将RT-RPA(reverse transcrip-
tion-recombinase polymerase amplification)和CRISPR-
Cas13a结合的检测方法(图2a)[14]. 样品中RNA被逆转

录成DNA模板链后, 在RPA体系中进行快速扩增, 再

经过T7酶转录成RNA链. CRISPR-Cas13a特异性识别

产物RNA, 激活其反式切割活性 , 非特异性切割

ssRNA报告探针, 产生荧光信号. SHERLOCK检测平

台后经不断拓展, 也出现了单管DNA检测
[79]

、多目标

检测等检测方法
[16], 并被应用于SARS-CoV-2检测.

DETECTR (DNA endonuclease targeted CRISPR
trans reporter)是一种将RPA与CRISPR-Cas12a结合的

检测平台(图2b). 与SHERLOCK中Cas13a识别ssRNA
不同, Cas12a可以直接识别RPA扩增的DNA产物.
Chen等[15]

利用DETECTR检测人类肛门拭子样本中的

人乳头瘤病毒(human papilloma virus, HPV), 能够准确

地识别出HPV16和HPV18. Teng等 [80]
开发了基于

Cas12b的CDetection(Cas12b-based DNA detection),
Cas12b对核酸序列的靶向特异性更强, 降低了背景信

号, 从而降低了检出限. Harrington等[19]
基于Cas14-

DETECTR策略来检测HERC2眼睛颜色的单核苷酸多

态性(single nucleotide polymorphism, SNP). 基于DE-
TECTR的方法也被开发用于检测SARS-CoV-2[22].

HOLMES (one-hour low-cost multipurpose highly
efficient system)平台依赖于RT-PCR与CRISPR-Cas12
联用

[81]. HOLMES通过PCR对靶标核酸进行扩增, 再

结合CRISPR-Cas12a实现特异性识别和信号放大 .
HOLMESv2将RT-LAMP (loop-mediated isothermal am-
plification)和CRISPR-Cas12b联用(图2c)[82], 在55℃恒

温下实现了单管内扩增和检测日本流行脑炎病毒

RNA, 避免了PCR所需的温度循环过程.

5 CRISPR与等温扩增联用的单管非均相反应

在HOLMES、SHERLOCK和DETECTR方法中,
等温扩增与CRISPR-Cas检测往往是分开进行, 经常会

面临开盖交叉感染风险. 为了解决上述问题, 最直接的

做法是通过物理分隔的方式 , 将等温扩增体系与

CRISPR-Cas体系集成于单管中. 将两种体系的试剂分

别放置于单管的不同位置, 如管盖、管底等,或对管盖

进行改造, 划分出多个隔离区
[59,60,83,84]. Pang等[25]

将

RT-LAMP反应溶液置于管底, 而CRISPR-Cas12a试剂

以液滴或者冻干粉形式置于管盖, 在62℃热浴下启动

扩增反应(图3). 管盖与管底之间的空气起到了隔热功

能, 管盖温度约为31℃, 避免了高温对Cas12a的活性影

响. 待RT-LAMP扩增完成后, 通过手摇将其与管盖上

的CRISPR-Cas12a体系混匀, 在室温下便可产生可视

化的荧光信号. 在底部加热方式下, 溶剂会在反应过

程中不断挥发, 从而造成溶液中各组分浓度的变化,
影响扩增反应性能. Wang等[85]

在管底反应液上加上一
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层矿物油层, 既能阻止反应溶剂挥发, 又能更好地对两

个体系进行隔热.

6 CRISPR与等温扩增联用的单管且均相
反应

尽管通过物理隔离的方式能够实现单管反应, 但

多步操作难以进行实时检测、耗时较长. 将等温扩增

反应与CRISPR-Cas体系整合到单管中进行均相反应

则要解决两种体系的兼容性问题
[83,86], 包括反应温

度、缓冲液组成、pH、金属辅因子等(表2).

6.1 RT-LAMP与CRISPR的整合

RT-LAMP (~62℃)和CRISPR-Cas12a (~37℃)都能

在恒温下反应, 但二者的最佳反应温度相差较大. Pang
等

[25]
在对缓冲液组成和引物链优化后, 发现CRISPR-

Cas12a酶切反应的最高温度可达47℃, 更高温度则完

全失去活性, 而RT-LAMP的最低扩增温度为52℃, 依

图 2 基于CRISPR-Cas的检测分析系统示意图. (a) SHERLOCK检测平台
[14]; (b) DETECTR检测平台

[15]; (c) HOLMESv2检测
平台

[82] (网络版彩图)
Figure 2 Schematics showing classic CRISPR-Cas systems designed to detect specific nucleic acid sequences. (a) SHERLOCK [14]; (b) DETECTR
[15]; (c) HOLMESv2 [82] (color online).
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然无法同时满足两个反应体系.
为了克服RT-LAMP和CRISPR-Cas12a的温度兼容

问题, Cas12b被用于取代CRISPR体系中的Cas12a. 来

自不同类型嗜热细菌的Cas12b能够耐受高温, 最高可

达65℃, 与RT-LAMP所需温度兼容. Li等[82]
采用一种

AacCas12b开发了HOLMESv2, 将RT-LAMP和
CRISPR-Cas12b整合在同一管中, 实现了55℃等温均

相反应对RNA进行扩增和实时检测. Joung等[92]
采用

另一种AapCas12b开发了STOPCovid (SHERLOCK
testing in one pot), 将最佳反应温度提升至60℃, 更有

利于LAMP扩增反应, 提高了对SARS-CoV-2 RNA的
检测灵敏度(图4a). 采用Cas12b来替代Cas12a, 解决了

LAMP与CRISPR的温度兼容性问题, 但Cas12b需要结

构更复杂的crRNA和tracrRNA, 较长的序列增加了后

续等温扩增反应的引物设计难度. 对更简单的sgRNA
或耐高温Cas的持续开发和优化将进一步提高基于

LAMP与CRISPR的单管检测体系性能 . 与RPA-
CRISPR单管检测体系相比, LAMP所需的成分清晰、

蛋白酶种类少、成本更低, 但由于引物数量较多, 容易

产生非特异性扩增, 设计要求高.

6.2 RT-RPA与CRISPR的整合

RT-RPA的最佳反应温度(~40℃)与CRISPR-Cas体
系(~37℃)相差较小, 但将两个体系集成在同一管中进

行等温均相反应仍面临着较大的挑战. 与LAMP相比,

RPA中蛋白酶和溶液组分更多, 且试剂盒中的各试剂

浓度通常未知. 因此RPA与RT、CRISPR-Cas体系的兼

容性更加复杂(图4b).
在单管均相反应中只能选取一种溶液组成, 无法

同时满足不同反应体系所需的最佳反应条件, 对溶液

中各成分的优化是最大程度地发挥各体系性能的基

础. Arizti-Sanz等[61]
在SHERLOCK的基础上, 将RT-

RPA与CRISPR-Cas13a整合, 开发了SHINE (stream-
lined highlighting of infections to navigate epidemics)
(图4b, 策略1、3), 然而最初的结果却发现均相反应对

RNA的检出限比分步反应高出近5个数量级. 造成这

一现象的主要原因是两种体系中酶的最佳反应条件不

同, 而在单管均相条件下两种体系的性能都受到限制.
通过逐步筛查关键影响因子, 如pH、钠/钾离子、镁离

子、引物浓度、逆转录酶、核糖核酸酶H (RNase
H)、底物链序列等, 每个关键因子的优化都能降低数

倍检出限, 最终将两个体系均相反应对RNA的检测性

能提升至与分步反应相同水平, 检测时间也缩短至

50 min.
将CRISPR-Cas12a与RT-RPA联用开发单管均相

恒温反应时, 对低拷贝数(<1000)目标RNA的检测灵敏

度较差. 可能的原因是CRISPR-Cas12a不仅识别RT-
RPA的扩增产物, 还能与目标模板链结合, 与目标链的

靶向结合和顺式切割抑制了RPA扩增反应, 在两个体

系间产生干扰. Ding等[87]
在开发AIOD-CRISPR (all-

图 3 将RT-LAMP和CRISPR检测试剂分别置于管盖和管底, 实现SARS-CoV-2 RNA检测的示意图
[25] (网络版彩图)

Figure 3 Schematic of a SARS-CoV-2 detection technique placing RT-LAMP and CRISPR-based detection reagents separately in a single tube [25]
(color online).
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in-one dual CRISPR-Cas12a)的过程中(图4b,策略2),为
了避免CRISPR-Cas12a对RPA体系的影响, 设计了由

不带PAM识别位点的crRNA构成的CRISPR-Cas12a,
仅识别RPA扩增过程中解开dsDNA时产生的ssDNA,
从而降低对RPA的影响. 在此基础上, 将两组CRISPR-
Cas12a分别与目标链两端结合来进行信号放大, 能够

进一步提高检测灵敏度.
另一种提高CRISPR-Cas12a与RT-RPA联用对低

拷贝数检测能力的方法是更快地启动RPA对目标链的

扩增反应. Feng等[29]
发展该方法检测DNA和RNA时,

发现其对DNA的检出限低于RNA约2个数量级, 且检

测耗时更短, 尤其在低拷贝数时差异更为明显. 可能

的原因有两点: (1) 非特异性扩增消耗了RPA反应试

剂; (2) 在均相体系中CRISPR-Cas12a反式切割活性随

着时间逐渐降低. RNA被逆转录成RNA-cDNA杂交链,
RNA的结合对后续扩增反应产生抑制, 使cDNA无法

作为启动RPA的模板链. 在低拷贝数情况下, 能够产生

的自由cDNA更少. 为了解决这一问题, Feng等通过使

用带RNase H功能的逆转录酶或直接添加RNase H, 加
快反应体系中RNA与cDNA的解离, 从而释放自由的

cDNA, 实现对低拷贝数SARS-CoV-2 RNA的检测(图
4b, 策略3).

减少CRISPR-Cas12a与目标链结合, 同时改进RT
更快启动RPA, 将能进一步提高CRISPR-Cas12a与RT-
RPA的单管均相检测性能 . Lu等 [88 ]

通过设计新的

crRNA和RT引物链来实现两个体系的兼容sPAMC
(suboptimal PAM). 该方法采用次优PAM位点识别的

crRNA, 降低CRISPR-Cas12a对目标dsDNA的结合能

表 2 CRISPR单管均相等温扩增检测SARS-CoV-2 RNAa)

Table 2 CRISPR-based homogeneous and isothermal amplification for the detection of SARS-CoV-2 RNAa)

技术 扩增 Cas酶 关键整合策略 分析时间 (min) 温度
(℃) 样品前处理 检出限* 参考文献

STOPCovid RT-LAMP Cas12b 耐高温的Cas12b 60 (含前处理) 60 在同一管内裂解和磁珠纯
化(拭子)

100拷贝/提取
前的样品

[92]

SHINE RT-RPA Cas13a 关键溶液组分
优化

50 (含前处理) 37 改进HUDSON(无分离过
程) (拭子、唾液) 10拷贝/μL样品 [61]

AIOD-CRISPR RT-RPA Cas12a 两组Cas12a靶向
无PAM的ssDNA 20~40 37 纯化柱式RNA提取试剂盒

(拭子)
~5拷贝/检测反

应
[87]

RT-RPA-Cas12a RT-RPA Cas12a RNase H加快启动
RPA 5~60 40 自动化磁珠提取试剂盒

(拭子) 50拷贝/μL样品 [29]

miSHERLOCK RT-RPA Cas12a – 60 (含前处理) 37 高温、化学处理和RNA吸
附膜(唾液)

唾液中灭活病
毒1200拷贝/

mL
[93]

CRISPR-FDS RT-RPA Cas12a – 15 (含前处理) 37 无需分离的快速裂解试剂
盒(唾液)

唾液中灭活病
毒“计算得0.38

拷贝/μL”
[94]

CODA RT-RPA Cas12a – 20 42 自动化核酸提取系统及相
应试剂盒(拭子、痰液)

“计算得3拷贝/
μL” [95]

sPAMC RT-RPA Cas12a
次优PAM降低
Cas12a对目标
dsDNA的靶向

≤20 (含前处
理) 37 无需分离的加热和裂解试

剂处理(拭子) 1拷贝/μL样品 [88]

deCOViD RT-RPA Cas12a
微液滴中提高局
部浓度, 聚焦荧光

信号
<30 42 磁珠提取试剂盒 (拭子) 15拷贝/样品 [89]

Cas13a (an ultralocalized
Cas13a assay) 无扩增 Cas13a 微液滴体积越小

局部浓度越大
60 37 磁珠提取试剂盒 (拭子) ~6拷贝/μL [91]

dWS-CRISPR RT-DAMP Cas12a 优化引物链设计,
降低反应温度

90 52 简单加热, 无需RNA提取
和纯化

50拷贝/μL样品 [90]

RADICA RT-RPA Cas12a – 40~60 42 – “计算得0.879
拷贝/μL反应” [96]

a) *:不同方法之间的检出限测定方法上存在差异. RNA靶标的选取及制备、稳定检出浓度的判定和检出限的计算、RNA靶标加入的样

品基质、RNA提取效率均有所不同
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力, 从而维持RPA的扩增性能(图4b, 策略4). 通过对比

两种不同PAM的均相反应体系发现, 次优PAM体系中

RPA扩增产物在2 min时能检出, 而最优PAM体系中则

需要8~10 min. 此外, 在RT-RPA体系中, 往往使用同一

对~30 nt引物链作为逆转录和扩增引物, 但过长的引

物链并不适合逆转录, 因此采用另一对18 nt引物链能

将逆转录效率提高6倍. sPAMC将SARS-CoV-2 RNA
的检测时间缩至20 min内, 检出限与RT-PCR相当.

6.3 微滴式数字CRISPR平台

在微滴式数字PCR平台上, 将CRISPR-Cas与RT-
RPA、RT-LAMP体系联用发展出了微滴式数字

CRISPR技术. 反应溶液被微滴化处理, 分成上万个纳

升级的液滴, 提高了目标链的局部浓度, 更有利于

RPA、LAMP的快速启动, 同时也减少了非特异性扩

增的试剂消耗对其他液滴的影响. Park等[89]
通过添加

0.1% Tween-20解决了RT-RPA溶液黏度大、不易分散

的问题, 进而开发了RT-RPA与CRISPR-Cas12a联用的

deCOViD (digitization-enhanced CRISPR/Cas-assisted
one pot virus detection) (图4c). 通过检测有荧光的阳

性微滴个数与比例, 对SARS-CoV-2 RNA进行绝对定

量. Ding等[90]
通过对LAMP引物序列进行重新设计, 在

52℃下实现了将CRISPR-Cas12a与等温扩增联用. 在

纳升级微滴中目标RNA的局部浓度升高, 同时荧光信

号也在液滴中聚焦, 能够将直接使用CRISPR-Cas13a
检测RNA的性能提升至与RT-PCR相同的水平

[91].

图 4 在单管均相反应中实现等温扩增与CRISPR检测联用的技术示意图. (a) 单管SHERLOCK (STOPCovid); (b) 在单管均相
反应中实现RT-RPA与CRISPR检测联用的技术示意图及不同提高反应灵敏度的策略; (c) 微滴式数字CRISPR检测病毒RNA
(deCOViD) (网络版彩图)
Figure 4 Schematics of detection techniques integrating isothermal amplification and CRISPR-based detection into the same reaction solution. (a)
SHERLOCK testing in one pot (STOPCovid); (b) schematics of RNA detection techniques integrating RT-RPA-Cas12a into the same reaction solution
and strategies to improve the sensitivity; (c) digitization-enhanced CRISPR/Cas-assisted one pot virus detection (deCOViD) (color online).
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7 与单管反应兼容的样品前处理过程

从样本中高效提取SARS-CoV-2 RNA是高灵敏

COVID-19检测的前提, 目前所报道的提取方法主要

针对最常见的鼻咽拭子, 也有一些针对唾液样本
[97].

复杂的样本基质, 可能会影响后续核酸扩增反应, 造

成假阴性. 同时, SARS-CoV-2 RNA在病毒粒子的核

衣壳内, 需对病毒蛋白进行变性, 从而释放出RNA. 此
外, 在提取过程中RNA极易被RNases降解, 保持RNA
的稳定性也十分关键

[98]. 因此, 开发高效的RNA提取

方法, 减少样品基质对后续反应的干扰, 维持病毒

RNA稳定性, 是SARS-CoV-2样本前处理技术发展的

目标.
目前, 市场上有大量RNA提取/纯化试剂盒, 比如

纯化柱式病毒RNA提取试剂盒、自动化磁珠提取试

剂盒、快速裂解试剂盒、自动化核酸提取系统等. 一

部分试剂盒已应用于SARS-CoV-2 RNA的提取和纯

化, 并与CRISPR单管检测平台有很好的兼容性, 主要

工作原理是采取磁珠
[88]

、离心柱
[87]

、RNA吸附膜
[93]

和加热裂解
[88,94]

等方式
[6,7]

提取和纯化RNA. 相较于

传统的硫氰酸胍-苯酚-氯仿和苯酚-胍-异硫氰酸酯

等有机溶剂萃取方法, 使用磁性粒子和纯化柱提取

和纯化RNA, 具有人工操作少、省时、无需苛刻的

GITC试剂、样品基质无残留等优点, 且易于实现自

动化
[99].
为了进一步缩短从样本输入到信号响应的周期,

一些研究工作尝试直接在单管检测方法中的反应管内

进行快速提取和富集, 精简前处理步骤,整合了磁珠提

取、无分离的裂解处理、裂解与膜吸附等RNA提取

纯化过程. 通过将裂解和磁珠纯化相结合, 免去了乙醇

洗涤和洗脱步骤 , 从而将RNA提取时间缩短至15
min[92]. 考虑到HUDSON (加热未提取的样本以消除

RNases)和SHERLOCK诊断技术的兼容性
[61], 通过添

加 RNase抑制剂将鼻咽拭子和唾液样本的HUDSON
孵育时间从30 min缩短至10 min. de Puig等[93]

开发了

一种新方法,能灭活唾液中的RNases,裂解病毒颗粒释

放RNA, 并在聚醚砜膜(PES)上富集. 将PES膜直接加

入到SHERLOCK反应体系中便可实现对病毒RNA的
检测.考虑到LAMP、RPA和PCR体系对样品基质和前

处理试剂的兼容性不同, 简化的样品前处理技术通常

需要针对特定反应体系进行选择和调整.

8 总结与展望

CRISPR-Cas系统具有可编程性、高特异性的核

酸识别能力和顺式切割、反式切割能力, 已发展成为

一种兼具普适性和灵活性的分子检测工具, 在SARS-
CoV-2 RNA诊断应用上得到快速发展. 尽管更多的

Ca s蛋白被不断发现 , 但受限于其酶切动力学 ,
CRISPR-Cas系统直接用于RNA检测的方法灵敏度尚

不能满足低拷贝数的分子检测. 开发与核酸扩增方法

联用的分子检测技术, 一方面通过指数扩增核酸提升

了灵敏度, 另一方面通过CRISPR-Cas识别靶标核酸增

加了特异性.
将多个反应体系集成到单管中能够避免污染问

题、减少假阳性, 然而需克服多个体系兼容性难题, 包
括反应温度、缓冲液组成、pH、金属辅因子、蛋白

酶相互干扰等. 最直接的解决方案是将不同体系置于

管内不同位置分开反应, 每个体系的最适溶液组成保

持不变, 还能对不同部位进行加热, 满足不同酶对温

度的需求. 而最理想的方案是通过均相反应在单管中

同时进行扩增和检测, 但在同一个溶液组成条件下,
各体系的性能都受到一定程度限制. 通过对溶液成分

的逐个优化以及一些新Cas酶的不断发现 , 基于

CRISPR-Cas的单管均相等温扩增技术已取得快速发

展, 检测性能也得到不断提升.
基于CRISPR系统开发的分子检测技术仍面临着

诸多挑战和机遇: (1) 开发CRISPR-Cas系统与更多其

他核酸扩增方法的联用, 提高对极低浓度的核酸检测

能力; (2) 单管均相等温检测技术促进了快速便捷检

测方式的发展, 使可视化检测病毒RNA成为可能, 包

括试纸条、便携式紫外灯、颜色变化等; (3) 开发等

温扩增和CRISPR联用的单管恒温非荧光检测方法, 如
电化学

[100]
或比色检测方法

[27], 提升非荧光检测体系的

基质耐受能力; (4) 发展新的储存和使用方式, 如纸基

冻干粉试剂
[43], 避免反应试剂在储存、运输和使用过

程中降低活性; (5) 开发更便捷、高效的样品前处理

方法, 减少操作流程和时间, 适用于不同类型的样本;
(6) 发展高通量检测方法, 开发多荧光通路的检测探针

或与高通量检测平台结合, 如微滴式数字CRISPR. 此

外, 随着对Cas酶切割功能的深入研究, 更多基于同一

种Cas酶的指数级核酸扩增体系也将会被应用于单管

均相等温检测方法开发.
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Abstract: Clustered regularly interspaced short palindromic repeats (CRISPR) and CRISPR-associated protein
(CRISPR-Cas) systems have advanced rapidly for the detection of nucleic acids and molecular diagnoses. The
sensitivity of techniques directly using CRISPR-Cas systems for target recognition and signal generation is limited by
the kinetics of trans-cleavage. Thus, CRISPR-Cas systems have been coupled with isothermal amplification techniques.
One strategy for integrating CRISPR-Cas and amplification reactions into a single-tube is to place reagents in separate
locations within the tube, maintaining optimum conditions for each reaction. A more challenging strategy is to mix all
reagents and allow nucleic acid amplification and CRISPR-based detection to proceed in a homogeneous solution. This
desirable approach requires substantial understanding of the compatibility of enzymatic reactions, systematic
optimization, and appropriate adjustments of the integrated reactions to ensure high sensitivity. Ultrasensitive techniques
have been developed for the detection of SARS-CoV-2 in single-tubes. In this review, we highlight the principle,
research needs, and challenges of ultrasensitive single-tube RNA detection using CRISPR technology. We stress the
importance of understanding the kinetics of trans-cleavage activity of CRISPR-Cas systems.

Keywords: CRISPR, molecular diagnostics, SARS-CoV-2, isothermal amplification, enzyme kinetics, point-of-care
test, nucleic acids
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