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摘 要 食源性病原菌严重威胁食品安全及消费者的健康，因此，对食源性病原菌快速、准确的检测方法对

保障食品安全尤为重要。规则成簇的短回文重复序列（Clustered regularly interspaced short palindromic repeats，
CRISPR）/CRISPR 相关系统（CRISPR-associated systems， Cas）生物传感器是在引导核糖核酸（RNA）的作用

下，使 Cas 蛋白与 RNA 形成 RNA 复合体，并对靶标基因进行特异性识别，从而将靶标信号转化为可检测的

物理和化学信号。CRISPR/Cas生物传感器具有特异性好、可编程以及使用简便等优势，在病原菌检测领域

具有广阔的应用前景。本文根据 Cas蛋白的种类和作用机制不同，分别介绍了不同 CRISPR/Cas系统的作用

原理和特点，概述了基于不同 CRISPR/Cas的生物传感的信号识别、信号放大、信号输出策略及其在食源性

病原菌检测中的应用进展，讨论了基于 CRISPR/Cas的多重生物传感器的构建原理及其在多病原菌同时检测

中的应用，分析了基于 CRISPR/Cas的生物传感器在病原菌快速检测中面临的挑战及未来的发展趋势。
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食源性病原菌是可引起食物中毒或以食品为媒介传播的细菌、病毒和真菌。食源性病原菌通过污

染食品原材料（蔬菜、水果、牛奶和肉类等）和水源，或在食品生产、加工、储存和运输等环节对食品造

成污染。常见的食源性病原菌主要有沙门氏菌、金黄色葡萄球菌、单增李斯特菌、副溶血弧菌、弯曲

杆菌和大肠杆菌等[1]。人类直接食用或因接触被病原菌污染的食品而间接摄入病原菌，可出现腹泻、呕

吐、头痛、恶心等症状，严重时甚至可导致死亡[2]。因此，建立快速、准确和灵敏的食源性病原菌检测

方法对保障食品安全和人类健康具有重要意义。

传统的菌落平板计数法结合生化鉴定被认为是检测食源性病原菌的“金标准”。虽然这种方法准

确度很高，但检测通常需要 3~5 d， 并且难以实现高通量检测[3]。为了克服检测时间过长的问题，研究者

开发了许多方法，如荧光定量聚合酶链式反应（Polymerase chain reaction， PCR）和酶联免疫吸附分析

（ELISA）等方法[4]。荧光定量 PCR方法的灵敏度较高，在病原菌检测过程中被广泛采用。但是， PCR过

程中产生的非特异性扩增可能会导致假阳性结果，限制了 PCR 的应用[5]。基于抗原和抗体之间的免疫

反应的 ELISA具有操作简单和检测时间短等优势，但是准确性和灵敏度较低[6]。为满足即时检测食源性

病原菌的需求，需要开发特异性好、准确度和灵敏度更高的检测方法。

规则成簇的短回文重复序列（Clustered regularly interspaced short palindromic repeats， CRISPR）/
CRISPR相关系统（CRISPR-associated systems， Cas）是细菌及古细菌用于抵御病毒入侵的一种自我保护

机制，通过引导 RNA与靶核酸的碱基互补配对原则确保特异性，并借助 Cas蛋白实现基因剪切与修饰。

随着各种功能性 Cas蛋白的发现和改造，以及越来越多具有可设计和可编程特点的成簇规律间隔短回文

重复序列核糖核酸（CRISPR RNA， crRNA）被发现， CRISPR/Cas系统在分子诊断领域的潜能被逐渐开发，

并被广泛应用[7-11]。将 CRISPR/Cas 系统与不同种类的技术相结合，已构建了多种用于食源性病原菌检

测的生物传感器[12-16]。

2023-09-15 收稿; 2024-02-01 接受

国家自然科学基金项目(No. 32172307)和浙江省基础公益研究计划项目(No. LGN21C200007)资助。

* E-mail: wzfwpf@163.com; wangliually@126.com

https://doi.org/10.19756/j.issn.0253-3820.231359
https://doi.org/10.19756/j.issn.0253-3820.231359


CRISPR/Cas生物传感器是在引导 RNA 的作用下，使 Cas蛋白与 RNA形成核糖核酸复合体，对靶标

基因进行特异识别，并将分子间的化学反应经信号放大，最后转化为可检测的电信号、光学信号和色相

信号等。CRISPR/Cas 由于其设计和使用灵活，在生物传感的信号识别、放大和输出过程中都发挥了重

要作用（图 1）。本文介绍了 CRISPR/Cas 系统的分类、作用机制及其在生物传感中的作用，分别阐述了

其在食源性病原菌检测中的应用，总结了现有的基于 CRISPR/Cas的多重食源性病原菌检测方法以及其

近年来的研究进展，分析了其在实际应用中面临的挑战，并对基于 CRISPR/Cas的生物传感器在病原菌检

测研究和应用中未来的发展趋势进行了展望。

1 CRISPR/Cas系统的分类及作用机制

根据效应蛋白数量的不同， CRISPR/Cas 系统可分为Ⅰ类和Ⅱ类。Ⅰ类是由多个亚基组成的效应

子模块，Ⅱ类是具有多种功能的单个效应蛋白[17]。Ⅱ类 Cas蛋白具有简单和高效等特点，被广泛用于分

子诊断领域。目前，基于 CRISPR/Cas 的生物传感器常用的 Cas 效应蛋白包括 Cas9、Cas12 和 Cas13a
等[18-21]，本文将分别介绍这 3类 CRISPR/Cas系统的工作原理。

1.1 CRISPR/Cas9 的作用机制

CRISPR/Cas9系统的工作原理是通过 crRNA与具有 crRNA互补序列的反式激活 RNA（Trans-activa-
tingcrRNA， tracrRNA）序列形成 RNA双链体， Cas9蛋白在 2个 RNA的引导下识别带有原间隔临近基序

图1 基于 CRISPR/Cas的食源性病原菌生物传感器
Fig.1 CRISPR/Cas-based biosensor
ThT，硫黄素 T（Thioflavine T）；CRISPR，规则成簇的短回文重复序列（Clustered regularly interspaced short palindromic
repeats）；Cas， CRISPR 相关系统（CRISPR-associated systems）；crRNA，成簇规律间隔短回文重复序列核糖核酸（CRISPR
RNA）
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（Protospacer adjacent motif， PAM）的（5′-NGG-3′）靶双链 DNA（Double strand DNA， dsDNA），在 PAM位点

上游 3个碱基处切割靶 dsDNA，形成双链切口[22]。此外， crRNA 和 tracrRNA可合并为单一导向的 RNA
（Single-guide RNA， sgRNA）[23]。基于碱基互补配对原则， Cas9会在 sgRNA引导下与靶 dsDNA结合。

Cas9 蛋白具有 2 个核酸酶结构域 HNH 和 RuvC，其中， HNH 区域引导切割与 sgRNA 互补的模板链，

RuvC 区域引导切割与模板链互补的链[24-26]。除此之外，当 Cas9 的 1个核酸酶活性区域失活后，会形成

Cas9nickase（Cas9n）[27]，可在 dsDNA上形成单链缺口[22]。当 HNH和 RuvC都失活后，形成的 Deactivated
Cas9（dCas9）不具有核酸内切酶活性，但仍可与靶 DNA结合[28-29]。
1.2 CRISPR/Cas12 的作用机制

CRISPR/Cas12系统在分子诊断领域中使用较广泛的蛋白包括 Cas12a和 Cas12b蛋白。与 SpCas9相

比， Cas12a 的分子量更小（约 1274 个氨基酸）。此外， Cas12a 仅需 crRNA 即可激活酶切活性，并且

crRNA结构比 sgRNA更简单[30]。Cas12a/crRNA复合物可识别 5′末端含有（5′-（T）TTN-3′、5′-TYCV-3′和
5′-TATV-3′等）PAM位点的靶 dsDNA（不同来源的 Cas12对 PAM位点的偏好不同），切割 dsDNA并产生粘

性末端[31-33]。此外， Cas12a 还可进行反式切割（或被称为“侧切”），能够在 Cas12a/crRNA 复合物与靶

dsDNA 结合后非特异性地切割游离的单链 DNA（Single stranded DNA， ssDNA）[34]。与 Cas12a 相比，

Cas12b（约 1129 个氨基酸）分子量更小，但 Cas12b 需要双 RNA（crRNA 和 tracrRNA）引导，进而识别以

5′-TTN-3′为代表的 PAM 序列。Cas12b 也具备反式切割活性[35]。通常， Cas12a 的最佳工作温度约为

37 ℃， 而 Cas12b的最佳切割温度为 48 ℃， 具备一定的嗜高温特性[36]。
1.3 CRISPR/Cas13a 的作用机制

与上述两种 CRISPR 系统相比， CRISPR/Cas13a 系统并不具备识别 DNA 的能力，只能识别带有由

A、U或 G碱基组成的原间隔侧翼序列（Protospacer flanking sequence， PFS）的 RNA靶标。Cas13a可在

crRNA引导下结合带有 PFS序列的 RNA，并特异性切割靶 RNA。Cas13a也具备反式切割非特异性单链

RNA（Single stranded RNA， ssRNA）的能力。crRNA与靶标之间的单碱基错配对 Cas13a的活性影响很低，

但 2个或 2个以上的碱基错配会严重降低蛋白活性[37-39]。

2 CRISPR/Cas 生物传感的原理及其在食源性病原菌检测中的应用

常规的生物传感过程可分为 3 个环节，即生物信号的识别、放大和输出。CRISPR/Cas 系统在生物

传感中可参与不同环节，可辅助生物信号识别、放大和输出。以下分别阐述 Cas9、Cas12 和 Cas13a 系

统在生物传感中的应用。

2.1 CRISPR/Cas9 生物传感的原理及其在食源性病原菌检测中的应用

2.1.1 Cas9 辅助信号识别

CRISPR/Cas9 系统参与生物传感的信号识别环节，进而触发下一步的信号放大环节。Zhou 等[40]开
发了一种基于 CRISPR/Cas9触发识别、切割内切酶介导的链置换扩增（Strand displacement amplification，
SDA）方法（CRISDA）。首先，通过 Cas9-sgRNA 识别靶标 DNA 并在非靶标链上形成一个切口，便于引物

与切口附近的模板链结合；然后，在聚合酶和切刻内切酶辅助下进行 SDA扩增，生成大量 dsDNA产物；

最后，使用荧光-淬灭基团标记的肽核酸（PNA）侵袭扩增产物，利用终点荧光分析对靶核酸进行定量分

析。该方法以人类基因组 9号染色体为靶标，检出限可低至 2.5 amol/L。
由于 CRISPR/Cas9系统对 PAM序列存在高度依赖性，如何对无 PAM序列的核酸进行检测是较大的挑

战。PAM 递呈寡核苷酸（PAM-mer）是一种含有 PAM 区域的短单链 DNA，可使 Cas9 定向结合或切割无

PAM的靶标。Wang等[41]通过引入 PAM-mer序列“NGG”使 Cas9切割靶 ssRNA/ssDNA，从而释放特异性

片段并触发指数扩增，生成大量富G扩增产物，利用G-四链体与血红素结合后具有类过氧化物酶活性的特

性实现可视化检测。该方法以单核细胞增生李斯特菌的 ssDNA片段为靶标，检出限低至 100 amol/L。
此外，单一的 Cas9 系统也可直接检测靶标 dsDNA。Zhang 等[42]构建了一种基于 dCas9 检测病原菌

的检测系统。如图 2A所示，在靶标 DNA上设计 1对 PAM位点，可被 2个不同的 sgRNA 分别识别，并导

致 2个 dCas9同时结合在同一个靶标上。由于这 2个 dCas9分别修饰了分裂的荧光素酶，二者同时结合
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靶标使得荧光素酶结构完整，因而可产生生物发光信号。该方法以结核分岐杆菌为检测对象，在没有核

酸扩增时灵敏度为 0.01 amol/L，在 35次 PCR循环下灵敏度可达到 30 amol/L。
尽管 CRISPR/Cas9系统在信号识别环节中具有高特异性，但单一的 CRISPR/Cas系统检测的灵敏度

偏低[43]。利用 Cas9激活核酸扩增提高灵敏度更适合低浓度的病原菌样本检测。

2.1.2 Cas9 辅助信号输出

在信号输出环节， CRISPR/Cas9系统通过对靶标进行准确识别将核酸靶标的信号转导为可读取的化

学信号，从而减少非特异性靶标的干扰[44]。Wang 等[45]开发了一种基于 CRISPR/Cas9 的侧流核酸测定

（CASLFA）方法。如图 2B所示，首先设计了聚腺嘌呤标记的金纳米颗粒（Au nanoparticles， AuNPs）-DNA
探针并预包埋在结合垫上，使用生物素化的引物进行 PCR 扩增或等温扩增，扩增产物与 Cas9/sgRNA 共

同短暂孵育后滴在样品垫上。AuNP-DNA探针的聚 A序列会杂交 sgRNA茎环，与 Cas9/sgRNA-生物素化

扩增子形成复合物，在 T 线被预包被的链霉亲和素捕获，多余的 AuNP-DNA 探针则被杂交捕获在 C 线

上。CASLFA方法可有效区分核酸扩增过程中产生的非特异信号的干扰，实现目标物信号准确输入。该

方法可用于单增李斯特菌、转基因 35S启动子和非洲猪瘟病毒的鉴定，其中单增李斯特菌的裸眼检出限

低至 150拷贝。

此外， dCas9 介导的体系颜色变化也可作为输出信号。Bengtson等[46]提出了一种 CRISPR/dCas9介

导的等温扩增 DNA 检测策略。从血液/尿液中提取 DNA 后，使用生物素化的引物进行重组酶聚合酶扩

增（Recombinase polymerase amplification， RPA）。dCas9/sgRNA与 RPA产物结合，被链霉亲和素标记的磁

珠固定。采用 ssDNA标记 dCas9蛋白， ssDNA与环状引物杂交，在连接酶和聚合酶作用下进行滚环扩增

（Rolling circle amplification， RCA）。RCA产物折叠形成 G-四链体， G-四链体与血红素基团结合催化显色

图2 基于 CRISPR/Cas9的生物传感分析：（A）基于双 deactivated Cas9 （dCas9）和分裂荧光素酶的生物
传感器[42]；（B）基于 CRISPR/Cas9的试纸条生物传感器[45]
Fig.2 Biosensing strategies based on CRISPR/Cas9: (A) Biosensors based on dual deactivated Cas9 (dCas9)
and firefly luciferase[42]; (B) Lateral flow assay biosensors based on CRISPR/Cas9[45]
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反应。该方法无需复杂的设备，室温下即可检测，在 15 min内可检测低至 10拷贝的 DNA。

2.1.3 基于CRISPR/Cas9 的生物传感器在食源性病原菌检测中的应用

基于 CRISPR/Cas9的生物传感器已初步应用于食源性病原菌检测。Wang等[47]将 Cas9 nickase与等

温扩增技术结合开发了基于一锅法的 RNA检测方法，将其用于鼠伤寒沙门氏菌的检测，最低可在 20 μL
的反应体系中检测到 0.99 pmol/L 鼠伤寒沙门氏菌基因组 DNA，并验证了该体系对靶标序列具有单核苷

酸特异性。Wang 等[48]将 CRISPR/Cas9和侧流层析试纸条相结合，利用 Cas9-gRNA识别靶标 DNA 使试

纸条发生的颜色变化，实现了对金黄色葡萄球菌的检测，检出限为 63 CFU/mL。
Cas9的特异性识别可有效减少非特异性靶标的干扰，从而提高方法的特异性，相比于利用 Cas12和

Cas13a的反式切割活性进行信号输出的方式，简化了切割的步骤[49-51]。但是， CRISPR/Cas9系统在信号

输出过程中形成的复合物较复杂，检测低浓度样品时易出现假阴性现象[52]；此外， sgRNA的合成步骤繁

琐，成本较高。

2.2 CRISPR/Cas12 生物传感原理及其在食源性病原菌检测中的应用

2.2.1 Cas12 辅助信号放大

Cas12a/crRNA 的反式切割活性是指 Cas12a 与靶标核酸特异性结合后具有非特异性切割 ssDNA 的

能力。由于 Cas12a 具有高周转活性，当其与靶标 DNA 结合后可依次对荧光-淬灭基团修饰的 ssDNA 进

行多次切割[53]。
在靶标基因上可以设计多个检测位点，利用多 crRNA共同识别同一基因的不同位点能进一步提高识别

靶标的概率，放大生物信号。Zeng等[43]开发了一种无需扩增的多 crRNA联用的 CRISPR/Cas12a检测方法。

与传统的单 crRNA检测系统相比，多位点同时识别方法的灵敏度提高了 64倍，检出限低至约 1 pmol/L[43]。
2.2.2 Cas12 辅助信号输出

通过对 ssDNA报告探针进行不同的信号标签修饰，结合 Cas12的反式切割活性，可将待测物信号转

导为电信号[54]、荧光信号[55]和比色信号[56]等，实现信号的灵活输出。例如，在 ssDNA 上分别修饰荧光

基团和报告基团，当 Cas12a 或 Cas12b 在靶基因的存在下被激活并发生反式切割时，可将靶基因信号转

化为荧光信号输出[57-59]。
通过切割荧光基团和淬灭基团双标记的 ssDNA 进行信号输出的成本较高。Wang 等[12]基于氧化石

墨烯可吸附被 FAM修饰的长 ssDNA（F-ssDNA）并淬灭其荧光的原理开发了一种单荧光基团标记信号探

针的方法（图 3A）。Cas12a反式切割 F-ssDNA使 DNA长度变短，导致氧化石墨烯对其的吸附能力降低，

荧光淬灭效果变差。相比于双标记 ssDNA，该方法可节约 65%的成本。以沙门氏菌为检测对象时，检出

限低至 50 拷贝。

除了荧光和比色信号输出的方式， CRISPR/Cas12系统还可将生物分子的信号转化并输出为电信号

和表面增强拉曼光谱（SERS）信号，在定性分析的基础上，进一步实现定量检测。Liu等[60]提出了一种由

CRISPR/Cas12a介导的基于 SERS的生物传感器的核酸现场检测策略。利用 LAMP扩增靶 DNA，在电极

上修饰 ssDNA，其中 ssDNA一端带有脂质体包裹的信号分子。Cas12a识别靶 DNA后利用反式切割活性

切割电极上的 ssDNA，使得 ssDNA 浓度降低。加入表面活性剂后，脂质体破裂释放出信号分子，可用于

SERS的检测信号。该方法已成功应用于鸭肉掺假分析，肉眼检出限低至 10 pmol/L。Suea-Ngam等[61]提
出了一种耦联银金属化的无扩增电化学 CRISPR/Cas生物传感器（E-Si-CRISPR）。此传感器的电极修饰

了 ssDNA 和 CRISPR/Cas12a，当存在靶基因时， Cas12a 的反式切割活性被激活， ssDNA 报告子被裂解，

ssDNA表层电极被降解。在 Cas12a切割后对电极进行银金属化，银沉积的程度与剩余的 ssDNA报告子

的量成正比。该方法以MRSA基因为检测对象，检出限为 3.5 fmol/L，定量限为 10 fmol/L。
2.2.3 基于CRISPR/Cas12 的生物传感器在食源性病原菌检测中的应用

将 CRISPR/Cas12体系与等温扩增联用，利用 Cas12的反式切割活性对 ssDNA进行切割，结合荧光信

号变化或免疫层析试纸条等信号读取方式实现对目标物的检测，在食源性病原菌检测领域中已有较多应

用[62-67]。Cas12a 除了对 ssDNA 具有反式切割活性外，还可以切割具有高级结构的 DNA，如 G-四链体

DNA[68]。Wang等[69]利用 G-四链体增强特异性配体的荧光发射，而 Cas12a反式切割使 G-四链体的高级
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结构被破坏，从而无法增强荧光配体的发射信号，基于此构建了免标记的荧光检测方法，对副溶血弧菌的

检出限低至 136 拷贝。除此以外， G-四链体 DNA与血红素结合的复合物具有类过氧化物酶活性，可催化

显色底物发生氧化反应并产生颜色变化。当 Cas12a 的反式切割造成 G 四链体结构破坏时，该催化活性

丧失，无法发生颜色变化（图 3B）[21]。该方法可以检测每反应 9.8 CFU的副溶血性弧菌。

由于 Cas12对 DNA的靶向识别，使其能与大多数核酸扩增方法结合，其反式切割活性可进一步提高

灵敏度，并实现信号的灵活转换与输出，因此已成为分子检测领域中应用最普遍的一种 Cas蛋白。

2.3 CRISPR/Cas13a 生物传感原理及在食源性病原菌检测中的应用

2.3.1 Cas13a 辅助信号放大

与 Cas12类似，利用 Cas13a的反式切割活性可以放大生物信号，提高灵敏度。多个 Cas13a/crRNA共

同识别可以增强信号放大能力，进一步提高灵敏度，检测到丰度更低的靶标[70]。Li等[71]在还原氧化石墨

烯-场效应晶体管（rGO-FET）芯片上通过 ssRNA修饰 AuNPs，利用多组串联的 Cas13a/crRNA同时识别靶

标 RNA并激发反式切割活性，使 rGO-FET芯片表面修饰的 AuNPs-RNA报告子被 Cas13a裂解，引起电流

信号变化，实现了靶标 RNA的检测。该方法检测新型冠状病毒（SARS-CoV-2）的检出限为 1.56 amol/L。
SARS-CoV-2主要通过气溶胶传播，但新冠病毒疫情爆发时在食品中也检出 SARS-CoV-2。Lopez-Valls等[72]
利用 Cas13a-crRNA 识别靶标 RNA，触发 Cas13a 反式切割，裂解与 AuNPs 偶联的 ssRNA，诱导胶体金聚

集，实现可视化检测（图 4A）；将其与等温扩增级联，可在 30 min内完成 SARS-CoV-2的检测。

2.3.2 Cas13a 辅助信号输出

Cas13a可以通过反式切割荧光-淬灭基团修饰的 ssRNA辅助信号输出，将生物信号转化成易检测的

荧光信号。Gootenberg 等[7]开发了 SHERLOCK平台，利用 Cas13a 识别 RPA 扩增产物，反式切割报告子

图3 基于 CRISPR/Cas12的生物传感分析：（A）基于 CRISPR/Cas12a和氧化石墨烯的沙门氏菌检测方
法[12]；（B）基于 CRISPR/Cas12a和 G-四链体的无标记的比色生物传感器[21]
Fig.3 Biosensing based on CRISPR/Cas12: (A) Detection method for Salmonella based on CRISPR/Cas12a
and graphene oxide[12]; (B) Label-free colorimetric biosensors based on CRISPR/Cas12a and G-quadruplexes[21]
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释放的荧光信号（图 4B），在 1 h内即可完成检测。该方法可用于寨卡病毒、登革热病毒和大肠杆菌等目

标菌的检测，以寨卡病毒为例，检出限低至 20 amol/L。此外， An等[73]将 RPA与 CRISPR/Cas13a联用，建

立了针对沙门氏菌的检测方法。将 Cas13a试剂与 RPA试剂混合， Cas13a识别扩增产物，反式切割荧光

报告子，释放荧光信号。单管 RPA-Cas13a 法的检测时间少于 20 min， 检出限为 102 拷贝，与 PCR 法相

当。为满足现场检测的需求，研究人员开发了一些自动化的检测装置。Chandrasekaran等[74]研发了一种

DISCoVER（一种无 RNA 提取、CRISPR/Cas13a 介导的微流体检测平台）检测平台。样品在裂解缓冲液

中热失活后，加入重力微流体盒中，在对靶标 LAMP扩增后进行 T7转录， Cas13a非特异性切割荧光报告

子， DISCoVER可在 60 min内自动运行测定和读取荧光，对 SARS-CoV-2的灵敏度为 40 copy/μL。

2.3.3 基于CRISPR/Cas13a 的生物传感器在食源性病原菌检测中的应用

将 CRISPR/Cas13a与核酸扩增联用，利用 T7 RNA聚合酶将核酸扩增生成的 DNA产物转录成 RNA，

结合 Cas13a对 RNA的靶向识别功能，也可用于食源性病原菌的检测。Liu等[75]开发了基于 PCR-Cas13a
的生物传感器，用于检测食源性病原菌，对金黄色葡萄球菌的检出限低至 1.5 copy/μL。该传感器被用于

水样和牛奶样品中金黄色葡萄球菌的检测，准确率分别为 99.44%和 99.00%，检测成本（0.497美元）低于

实时荧光定量 PCR 方法（0.670 美元）。与该传感器类似， Zhou等[76]设计的基于 CRISPR/Cas13a 的细菌

检测平台可在 4 h内检出低至 1 CFU/mL 的金黄色葡萄球菌。相比于实时荧光定量 PCR方法，该方法的

灵敏度更高；与菌落平板计数法相比，检测时间更短。

Cas13a系统能直接识别 RNA，在病毒检测方面具有很大优势。但是，将 Cas13a用于 DNA检测时需

通过 T7RNA聚合酶将 DNA转录成 RNA，步骤更繁琐，并且作为信号报告子的 RNA的合成和修饰成本远

图4 基于 CRISPR/Cas13a的生物传感分析：（A）基于 Cas13a和金纳米颗粒的生物传感器[72]；（B）基
于重组酶聚合酶扩增和 CRISPR/Cas13a的分子诊断平台[7]
Fig.4 Biosensing based on CRISPR/Cas13a: (A) Biosensors based on Cas13a and gold nanoparticles[72];
(B) Molecular diagnostic platform based on recombinase polymerase amplification and CRISPR/Cas13a[7]
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高于 DNA，因而 Cas13a的使用相较于 Cas12更少。

3 基于CRISPR/Cas的多重生物传感器及其在食源性病原菌检测中的应用

目前 CRISPR/Cas用于单个种类病原菌检测的应用较多，但食品中常存在多病原菌混合污染的情况，

而单重检测方法难以满足多病原菌同时分析的需求。通过多重检测的方案对食品中混合污染的病原菌进

行检测，可有效提高检测效率，节省人工和试剂成本。由于 Cas12和 Cas13a的反式切割活性不具有核酸

序列选择性，因此采用单一的 Cas蛋白在单一反应管中进行多目标同时检测面临较大的困难。为了解决

该难题，研究人员进行了诸多尝试，主要解决方案包括两类。（1）利用不同 Cas蛋白对序列切割的选择性

偏好同时检测不同靶标 Su等[77]开发了基于 RPA和 Cas12a、Cas13a双通道正交检测的方法（图 5A）。

利用 Cas12a 和 Cas13a分别识别和切割 DNA 和 RNA 靶标，通过对 RNA 和 DNA 报告探针进行不同的抗

体修饰使其被试纸条上相应的抗体捕获，从而实现双靶标同时检测。利用该方法检测 SARS-CoV-2基因

组的 ORF1ab和 N基因，检出限为 10拷贝。（2）单一的 Cas蛋白结合微流体、机器学习和空间编码等技

术实现不同信号区分 Bruch等[78]开发了 CRISPR/Cas13a介导的微流体多重电化学传感器。靶 RNA存

在时会激活 Cas13a/crRNA 的反式切割活性，裂解报告 RNA 链。通过在微流体上设计多个通道实现不

同靶标的区分，从而实现多重检测。该方法可用于检测 miR-19b 和 miR-20a，检出限均为 10 nmol/L。
Ackerman 等[79]开发了用于核酸多重评估的组合阵列反应（CARMEN）。CARMEN 将针对不同靶标的

CRISPR试剂分别包封在不同的纳升液滴内，然后分散在微孔阵列中。当多重核酸扩增产物加入到微阵

列中时，对应相同靶标的 CRISPR 试剂与扩增产物发生匹配，使 Cas13a 切割报告子 RNA，产生荧光信

号。CARMEN可同时区分 169种人类相关病毒，同时还能对甲型流感毒株全面分型。除此之外，利用空

间编码的水凝胶微粒（HMP）和机器学习技术也能构建多重检测系统（Cas-loaded annotated micro-particles，
CLAMP）[80]。如图 5B所示，首先将 Cas蛋白固定在空间编码的HMP中，将每个HMP变成可用于核酸检

测的离散容器。每种带有空间代码的 HMP 都对应唯一的靶标，在识别预期的核酸靶标后， Cas12a/
crRNA复合物切割 ssDNA-FQ探针，释放HMP内部的荧光信号，在单个反应罐中实现多重核酸检测。

图5 基于 CRISPR/Cas 的多重生物传感器：（A）基于 Cas12a 和 Cas13a 双效应蛋白协同作用的多重检
测方法[77]；（B）基于空间编码的多重检测方法[80]
Fig.5 Multiple-biosensor based on CRISPR/Cas: (A) Multiplexed detection method based on synergistic effect
of Cas12a and Cas13a double-effect proteins[77]; (B) Multiplexed detection methods based on spatial coding[80]
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将 CRISPR/Cas 用于多种食源性病原菌的同时检测已经有了初步的尝试。Qian 等[81]研发了一种基

于 Cas12a的滑阀辅助微流控芯片。将设计的 Cas12a检测试剂分装于两个检测室中，利用滑阀和注射器

将双重 LAMP扩增子与 CRISPR/Cas12a检测体系混合，在紫外灯照射下可肉眼观察结果。该方法最低可

检出 20 拷贝的沙门氏菌 DNA 和 30 拷贝的副溶血弧菌 DNA。Xing 等[82]开发了一种手指驱动的微流体

传感器，在不同检测室中置入针对不同病原菌的 CRISPR/Cas12a试剂，通过手指按压使得扩增产物进入

检测室，靶标存在时对应的检测室即可显出荧光。该方法可同时检测 7 种食源性病原菌，检出限低至

500 CFU/mL。
总体而言，由于 CRISPR/Cas 多重传感器的构建具有较大困难，在多种食源性病原菌同时检测中的应

用还不成熟，但是， CRISPR/Cas传感器在其它靶标中的应用可为食源性病原菌多重检测提供思路和参考。

4 总结与展望

基于 CRISPR/Cas的生物传感器具有良好的通用性和可编程性，可用于检测多种食源性病原菌。经

过巧妙的设计，许多 CRISPR/Cas 耦联核酸扩增的方法可检出低至 amol/L 的靶标核酸，具有极高的灵敏

度。将 CRISPR/Cas与 SERS、侧流免疫层析、显色和荧光等信号输出方式结合，可在不使用专门仪器的

条件下实现食源性病原菌的检测，便于现场测定[83]。
然而，基于 CRISPR/Cas的检测技术仍然存在一些挑战。（1）Cas效应子对 PAM或 PFS的识别要求使

某些序列检测受到限制[84]。尽管已开发了无需 PAM序列的检测方法，但这些方法的灵敏度和特异性较

差，需进一步研究 Cas蛋白的作用机制，获取一些人工改造的 Cas蛋白，增加 Cas蛋白的种类或其 PAM序

列的选择性，使其能用于非传统 PAM序列依赖的核酸序列检测。（2）虽然优化的 crRNA可减少 CRISPR/
Cas测定中的脱靶效应，但脱靶现象在实际测定中难以避免，并且可能导致结果误判。因此，加强计算机

算法对脱靶效应的评估以及 crRNA 序列设计，提高 CRISPR/Cas 的靶向识别作用，将是一个重要的研究

方向。（3）Cas 蛋白的非特异性反式切割能力使得多重检测中不同靶标的信号难以区分，多重检测仍面

临较大挑战。开发并普及微流控芯片，降低芯片和仪器成本，将极大地促进多重检测方法的推广应用。

（4）目前，核酸扩增与 CRISPR/Cas 结合只可定性分析病原菌，定量检测性能仍需提高。探究核酸扩增和

CRISPR/Cas 切割反应过程的动力学机理，研究二者的互作机制，减少 CRISPR/Cas 与核酸扩增的相互抑

制，是实现定量检测的重要途径。（5）上述部分检测方法还未拓展应用于检测食源性致病菌，但对开发食

源性致病菌传感器具有借鉴意义。

综上， CRISPR/Cas 检测技术目前还不能取代荧光定量qPCR在病原菌检测领域的地位。另外，关于

CRISPR/Cas 传感器的使用标准与技术规范仍需要大力完善。随着各种相关技术的发展与进步，基于

CRISPR/Cas的生物传感器在食源性病原菌现场检测中将发挥越来越重要的作用。
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Advances of CRISPR/Cas-based Biosensor in Detection of
Food-Borne Pathogens

ZHANG Xiao-Yuan1,2, YAO Zhi-Hao2, HE Kai-Yu2, WANG Hong-Mei2, XU Xia-Hong2,
WU Zu-Fang*1, WANG Liu*2

1(College of Food and Pharmacy, Ningbo University, Ningbo 315000, China)
2(Institute of Agro-product Safety and Nutrition, Zhejiang Academy of Agricultural Sciences,

Hangzhou 310021, China)
Abstract Rapid and accurate detection methods for food-borne pathogens are essential to ensure food safety and
human health. One promising innovation in this area is the clustered regularly interspaced short palindromic
repeats/CRISPR-associated systems (CRISPR/Cas) biosensor, which utilizes Cas protein and CRISPR RNA
(crRNA) ribonucleo protein to specifically recognize target genes, and converts target signals into detectable
physical and chemical signals. The CRISPR/Cas biosensor shows many advantages, such as high specificity,
programmability, and ease of use, making it promising to pathogen detection. This paper introduced the principles
and characteristics of CRISPR/Cas systems, along with the strategies for signal recognition, amplification, and
output based on different CRISPR/Cas biosensors, and their respective applications in food-borne pathogen
detection. Furthermore, the construction principles and challenges of multiple biosensors based on CRISPR/Cas
were explored, as well as their potential for simultaneous detection of multiple pathogens. Finally, the challenges
and future development trends of CRISPR/Cas-based biosensors in rapid pathogen detection were discussed,
aiming to provide valuable reference and inspiration for biosensor designers and food safety practitioners.
Keywords Food-borne pathogens; CRISPR/Cas; Biosensor; Review
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