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摘  要: 成簇规律间隔短回文重复序列/成簇规律间隔短回文重复序列相关蛋白 (Clustered regularly interspaced 

short palindromic repeats/CRISPR-associated protein，CRISPR/Cas) 因高效的靶向结合和可编程性，已被开发为   

一种精准、高效、低价和高灵敏度的核酸检测工具。目前基于 CRISPR-Cas 体系的生物传感器在病原体核酸检测

方面显示出了优良的性能，受到了人们的广泛关注，这种新型的病原体核酸检测有望替代传统的病原体检测方法。

文中就基于 CRISPR/Cas 体系的生物传感器在病原体核酸检测中的最新研究进展进行综述。 
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Application of CRISPR/Cas-based biosensors for detecting 
nucleic acid of pathogens 

Tao Liu, Yachen Tian, Cheng Liu, Shuiqin Fang, Youxue Wu, Meijiao Wu, Bin Li, Hao Yang, 
and Qing Liu 

School of Health Science and Engineering, University of Shanghai for Science and Technology, Shanghai 200093, China 

Abstract:  Clustered regularly interspaced short palindromic repeats/clustered regularly interspaced short palindromic 

repeats -associated protein (CRISPR/Cas) has been developed as a precise, efficient, affordable and sensitive nucleic acid 

detection tool due to its efficient targeted binding ability and programmability. At present, biosensors based on CRISPR-Cas 

system have shown excellent performance in the detection of nucleic acid of pathogens, which has attracted widespread 

attention, and is expected to replace the conventional detection methods. This review summarizes the latest research progress 

of biosensors based on CRISPR/Cas system for detecting nucleic acid of pathogens. 
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病原体引起的传染性疾病是威胁人类健康的

主要因素，据世界卫生组织统计，每年由传染病

引起的死亡占全球死亡人数的 1/4。近期暴发的新

型冠状病毒 SARS-CoV-2，截至 2021 年 11 月 5 日，

全球已累计确诊 2.49 亿新型冠状病毒阳性病例，

在面对突发病原体疫情时，快速准确地检测识别

病原体对有效地管理和治疗传染性疾病至关重   

要[1-3]。目前对病原体的检测方法主要分为两类：

第一类是传统病原体检测方法，包括分离培养[4]

和 免 疫 学 检 测 方 法 [5] 。 酶 联 免 疫 吸 附 试 验 

(Enzyme linked immunosorbent assay，ELISA) 作

为应用最广泛的方法之一，是利用抗原和抗体的

特异性识别，通过颜色变化鉴定病原微生物，但

制备相应有效的抗体周期较长，并且灵敏度较 

低[6-7]；第二种是基于分子生物学的检测[8]，包括

核酸扩增[9]、基因芯片[10]和基因测序[11]等方法，

主要是基于病原体基因组信息。聚合酶链式反应 

(Polymerase chain reaction，PCR) 作为核酸检测

的“金标准”，利用特异性引物和 DNA 聚合酶对靶

标序列进行扩增，整个过程经过变性-退火-延伸 

3 个反应步骤组成，扩增产物通过凝胶电泳判断

产物大小[12]。在此基础上发展起来的实时荧光定

量 PCR (Quantitative real-time PCR，qRT-PCR) 因

其能够精准可靠地检测病原体核酸，已被广泛地

应用于各种临床样本的检测。然而，这些方法大

多需要复杂的实验仪器和熟练的操作人员，且检

测周转时间较长，使其无法在第一时间获得检测

结果，这大大限制了其应用范围[13]。因此迫切地

需要一种精确、灵敏、稳定且操作简便的新型检

测分析方法，能够应用于现场诊断 (Point-of-care 

testing，POCT)。 

成簇规律间隔短回文重复序列  (Clustered 

regularly interspaced short palindromic repeats，

CRISPR)/成簇规律间隔短回文重复序列相关蛋白 

(CRISPR-associated protein，Cas) 作为继锌指核

酸内切酶 (Zinc finger endonuclease，ZFN)[14]和类

转录激活因子效应物 (Transcription activator-like 

effector nucleases，TALEN)[15]之后的一种新型基因

编辑技术，能够更加简单、经济和高效地应用在基

因编辑相关领域 [16-18]。除此之外，CRISPR/Cas

还 可 以 应 用 在 核 酸 检 测 方 面 [19-21] 。 得 益 于

CRISPR/Cas 体系对靶标核酸序列的精准识别，基

于该体系的新型生物传感器在病原体核酸检测方

面显示出了优良的性能，受到了人们的广泛关注。

本文就基于CRISPR/Cas体系的生物传感器在病原

体核酸检测中的最新研究进展进行综述，以期能够

为病原体核酸检测方法的开发提供参考和帮助。  

1  CRISPR 系统的简介 

CRISPR/Cas 作为古菌和绝大多数细菌的获

得性免疫系统，在生物体内发挥抵御外源 DNA、

质粒和噬菌体入侵的功能[22-25]。CRISPR/Cas 抵御

外源核酸主要分为 3 个阶段[26]：首先，当外源基

因入侵细菌后，细菌体内会启动自身免疫机制，

将外源核酸整合到细菌自身的 CRISPR 回文重复

序列中；然后在 RNA 聚合酶的作用下 CRISPR 序

列开始转录，被剪切为成熟的 CRISPR RNA 

(crRNA)，形成向导 RNA (Single-guide RNA，

sgRNA)，crRNA 发挥向导功能；最后 Cas 蛋白通

过 识 别 外 源 核 酸 中 的 前 间 隔 序 列 邻 近 基 序 

(Protospacer adjacent motif，PAM)，sgRNA 引导

Cas 效应蛋白与靶标序列相互作用，引发对外源

核酸序列的定向切割，从而消除外源基因。 

基于 CRISPR/Cas 核酸检测体系的应用起源

于 Cas13a 效应蛋白的“附带切割”能力的发现[27]。

研究人员在进行 Cas13a 体外切割活性实验时发

现，当靶标 RNA 添加到 CRISPR/Cas13a 体系中

后，crRNA/Cas13a 复合物不仅可以切割靶 RNA，

还可以非特异性地切割其他非靶标 RNA[28]。利用

这种切割活性成功检测到了 amol/L 浓度的靶标

DNA/RNA，证明了 CRISPR/Cas 技术在核酸检测

应用的可行性。随着研究的不断深入，越来越多
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的 Cas 蛋白被发现能够用作核酸识别和切割的工

具，通过与核酸扩增相结合，基于 CRISPR/Cas

的核酸检测体系可实现单碱基分辨率并区分病原

体的不同亚型[20]。 

2  基于 CRISPR/Cas 体系的新型生物传感器 

生物传感器是一种能够将感应生物反应并

将生物反应经过信号转导和信号放大元件转化

为可处理和可定量的理化信号的生物传感装

置，其主要构造包括生物敏感的识别元件  (酶、

抗体、抗原、微生物、细胞、组织、核酸等)，

适当的理化转化器及信号放大装置[29-30]。目前基

于 CRISPR/Cas 体系的新型生物传感器是以核酸

或者探针对病原体核酸序列的特异性识别为基

础，将生物信号放大并转化为容易检测的理化信

号，通过处理这些理化信号可实现定性或定量检

测病原体的目的。按照传感器器件检测的原理可分

为比色传感器、荧光传感器和电化学传感器等  

(表 1)。本文着重介绍基于 CRISPR/Cas 系统的几

种常见检测传感器。 

2.1  基于 CRISPR/Cas 体系的荧光生物传感器 

一些物质被紫外光照射后处于激发态，原子

间会发生原子能级的跃迁，从而放射出多种可见

光，使物质呈现荧光[31-32]。基于荧光产生的原理，

荧光生物传感器 (Fluorescent biosensors) 能够实

现对病原体精准快速的检测[33]。加入特异性靶标

后，整个体系会对这种刺激产生响应，并将产生

的信号以荧光的形式输出，通过识别荧光信号实

现对靶标的检测。作为最早应用于 CRISPR/Cas

体系的生物传感手段，也是目前应用最广泛的  

一种方法。目前基于 CRISPR/Cas 体系的荧光生

物传感器主要是通过荧光切割探针和荧光染料这

两种方式实现荧光检测。 

2.1.1  基于荧光切割探针的荧光生物传感器  

基于荧光切割探针的这一类生物传感器主要

利用Ⅴ型的 Cas12 和 Cas14 及Ⅵ型的 Cas13 的“附

带切割”活性[28,34]。在这一类生物传感器中使用荧

光 猝 灭 报 道 子  (Fluorophore quencher-labeled 

reporter，FQ Reporter)，利用单链 DNA (Single- 

stranded DNA， ssDNA) 或单链 RNA (Single- 

stranded RNA，ssRNA) 连接荧光基团和淬灭基团

形成 ssDNA-FQ 或 ssRNA-FQ[35-37]。在正常情况

下体系无荧光，一旦体系中出现具有 DNase 或者

RNase 的活性物质时，报道子就会被切割，随即

荧光基团和淬灭基团分离，释放荧光信号 (图 1)。 

这种荧光报道子的作用原理类似于 qRT-PCR

中使用的 TaqMan 荧光探针，不同的地方在于

qRT-PCR 中每扩增一条链，产生一个荧光分子，

而基于 Cas 效应蛋白的“附带切割”活性，一旦被

激活后切割大量荧光报道子，因而能够产生更多

的荧光分子。基于此，Wang 等[2]开发了 CRISPR/ 

Cas12a-NER (CRISPR/Cas12a-based assay with a 
naked eye readout) 实现了对新型冠状病毒的检

测，并对比了传统的 qRT-PCR 检测方法 (图 1A)。

与 qRT-PCR 相比[1-3,38]，CRISPR/Cas12a-NER 使

用 RT-RAA (Reverse transcript recombinase-acid 

amplification) 对靶标进行扩增，简化了实验操作

的复杂程度，缩短了检测所需时间，虽然检测灵

敏度与 qRT-PCR 存在一定的差距，但已经能够达

到检测要求 (表 2)。作为一种新型的检测方法，

CRISPR/Cas12a-NER能够在不需要精密仪器的前

提下实现对新型冠状病毒的检测，有望弥补传统

qRT-PCR 无法在基层地区普及的现状。 

除了可实现新型冠状病毒的检测，还能够将

其运用在其他病毒的检测。Gootenbery 等[35]开发

了一种基于 LwCas13a 的检测平台 SHERLOCK 

(Specific high-sensitivity enzymatic reporter 
unlocking)。在 SHERLOCK 体系中，利用重组酶

聚合酶扩增 (Recombinase polymerase amplification，

RPA) 或者逆转录重组酶聚合酶扩增  (Reverse 

transcriptase-RPA，RT-RPA) 对靶标进行恒温扩

增，将扩增后的产物添加到 CRISPR/Cas13a 体系

后，crRNA 会特异性识别靶标核酸序列并激发 
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图 1  基于荧光切割探针的荧光生物传感器 
Fig. 1  Fluorescent biosensors based on fluorescent cutting probe. Schematic diagram of CRISPR/Cas12a-NER (A), 
SHERLOCK (B), HOLMES (C) and DETECTR (D). 
 
表 2  CDC qRT-PCR 与 CRISPR/Cas12a-NER 针对 SARS-CoV-2 检测方法的对比 
Table  2  Comparison of the CDC qRT-PCR assay with the CRISPR/Cas12a-NER assay for detection of SARS-CoV-2 

Detection method CDC SARS-CoV-2 qRT-PCR[1] CRISPR/Cas12a-NER[2] 
Target E gene E gene 
Sample control RNase P RNase P 
Limit of detection 3.2 copies/μL 10 copies/μL 
Assay reaction time 120 min 45 min 
Assay components UDG digestion (25 °C, 2 min), reverse transcription 

(50 °C, 15 min), denature (95 °C, 2 min) 
amplification, (95 °C, 3 s; 55 °C 30 s; 45 cycles) 

RT-RAA (39 °C, 30 min), 
CRISPR/Cas12a reaction and 
fluorescence readout (37 °C, 15 min) 

Bulky instrumentation required Yes No 
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Cas13a 的“附带切割”活性，随即切割体系中的

ssRNA-FQ 产生可被检测的荧光信号 (图 1B)，将

病原体核酸序列转化为可测量的荧光值。相较于

未采用扩增的 CRISPR/Cas13a 检测，使用 RPA 扩

增极大地提高了检测的灵敏度，检测灵敏度可达

amol/L 并实现单碱基分辨率。利用 SHERLOCK

技术已成功实现了 Zika 病毒、Dengue 病毒和致病

菌的检测。此外经过验证，检测试剂经冻干可长

期保存和携带，扩大了 SHERLOCK 的使用范围。 

同样具有“附带切割”活性的Ⅴ型 Cas12a 也能

够应用在基于 CRISPR/Cas 体系的荧光生物传感

器中[39]。当 Cas12a/crRNA 结合靶标 dsDNA 后，

CRISPR 体系会显示出对任意 ssDNA 非特异性的

切割活性[40]。Li 等[36]首次报道了 Cas12a 的“反式

切割”活性并将其运用在病原体核酸检测领域，利

用 LbCas12a 开 发 了 HOLMES (An one-hour 

low-cost multipurpose highly efficient system)，该

系统将 CRISPR/Cas12a 体系与 PCR 扩增技术结

合，扩增后的产物添加到 CRISPR/Cas12a 体系中，

crRNA 会特异性识别 dsDNA 扩增子，随后激发

Cas12a 的非特异性切割功能，随即切割体系中的

ssDNA-FQ，产生可被检测的荧光信号 (图 1C)。

整个检测体系可在 1 h内完成对靶标 DNA的检测，

经过验证 HOLMES 可以检测 amol/L 的 DNA 病毒

和 RNA 病毒并准确区分病毒的基因型和人的单

核苷酸多态性 (Single nucleotide polymorphism，

SNP)。与此同时，Doudna 团队[39]将 CRISPR/Cas12a

体系与 RPA 恒温扩增技术进行结合，开发出了  

一种能够实现 amol/L 灵敏度的核酸检测技术

DETECTR (DNA endonuclease targeted CRISPR 
trans reporter) 。 利 用 这 个 检 测 体 系 可 以 在      

70 min 内对临床样本中的人乳头瘤病毒 (Human 

papillomavirus，HPV) 进行检测，并准确判断感

染的 HPV 的类型 (HPV16 和 HPV18) (图 1D)。相

较于 HOLMES，DETECTR 使用了 RPA 恒温扩增

替代了传统的 PCR 扩增，这不仅减少了对精密仪

器的需求，降低了检测成本，且简化了扩增的操

作步骤，提升了扩增效率。 

2.1.2  基于荧光染料的荧光生物传感器 

基于荧光染料的生物传感器主要是利用

CRISPR/Cas 体系对靶标进行识别，使用荧光染料

对扩增子进行标记，借助实时荧光 PCR 等工具实

现对靶标的检测 (图 2)。 

Huang等[41]利用指数式扩增反应(Exponential 

amplification reaction，EXPAR)，将 CRISPR/Cas9

的切割效应与 EXPAR 高效扩增效应结合起来，

开发了一种高效的核酸检测体系 Cas-EXPAR。

当 体 系 中 存 在 含 有 PAM 序 列 的 寡 核 苷 酸 

(PAM-presenting oligonucleotide，PAMmer) 时，

靶标 ssDNA 或 RNA 在 Cas9/sgRNA 的作用下在

特定的位点被切割，切割后得到短片段充当恒温

扩增 EXPAR 反应的引物，反应一段时间后生成

大量 DNA 扩增子，采用实时荧光监测方法检测，

将扩增产生的扩增子通过荧光信号的形式输出。

在 EXPAR 强有力的扩增能力下，可将 Cas-EXPAR

的检测灵敏度提升至 0.82 amol/L，并且能够区分

切割位点的单碱基不匹配。此外，Cas-EXPAR 可

实现 DNA 甲基化和单核细胞增生李斯特氏菌

mRNA 的检测 (图 2A)。相较于传统的核酸扩增

反应，该体系并不需要添加外源引物，避免了传

统扩增反应中的非特异性扩增，保证了扩增的效

率，但由于检测步骤过多，所需试剂过于复杂，

阻碍了 Cas-EXPAR 的进一步应用。 

同样借助 SYBR GREENⅠ荧光染料，Guk  

等 [42]开发了基于 dCas9/sgRNA-SG DNAⅠ -FISH

的检测方法。利用这一体系实现了对耐甲氧西林金

黄色葡萄球菌 (Methicillin-resistant Staphylococcus 

aureus，MRSA) 的检测。在这个体系中，设计识

别 mecA 耐药基因的 sgRNA 序列，在添加靶标后，

dCas9/sgRNA 复合物能够特异性识别 mecA 基因并

形成三元复合物，随后 SYBR GREENⅠ与体系中

的靶标 DNA 结合实现可视化检测。整个检测体系
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能够直接使用细胞裂解液进行检测，消除了传统核

酸检测方法中 DNA 提取、分离和纯化的步骤，大

大简化了实验步骤和检测时间，使得整个检测可在

30 min 内完成，并且检测最低浓度可达 10 CFU/mL 

(图 2B)。该体系中最大的优势在于不需要添加额

外的辅助扩增手段，通过 dCas9/sgRNA 实现对靶

标核酸的富集，从而达到检测目的。Cas-EXPAR

与 dCas9/sgRNA-SG basedⅠ  DNA-FISH 的最大区

别在于两者使用的 Cas 效应蛋白的差异，前者利用

了 Cas9/sgRNA 对靶标核酸的结合和切割功能，而

dCas9/sgRNA 复合物的作用类似于抗体，能够高特

异性靶向结合靶标 DNA，但不会对靶标进行切割。 

 

 
 
图 2  基于荧光染料的荧光生物传感器 

Fig. 2  Fluorescent biosensors based on fluorescent dye. Schematic diagram of Cas-EXPAR[41] (A) and dCas9/sgRNA-SG Ⅰ 
based DNA-FISH[42] (B). 
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2.2  基于 CRISPR/Cas 体系的比色生物传感器 

基于CRISRP/Cas体系的比色传感 (Colorimetric 

biosensors) 是利用基于溶液对光的选择吸收产生

的可视化颜色或者依靠光谱学仪器进行检测的  

一类生物传感器[43]。基于 CRISPR/Cas 体系的生

物传感器利用光学特异性可实现快速高效的病原

体检测 (图 3)。相对于荧光生物传感器需要借助

额外的工具来读取荧光值，基于比色分析方法的

生物传感器能够凭借肉眼实现可视化检测。 

Keith 等[44]首次将 Cas9 应用于检测病原体

的比色传感器上，将核酸依赖扩增技术 (Nuclear 

acid sequence-based amplification ， NASBA) 与

CRISPR/Cas9 的靶标特异性识别整合在一起，建

立了一种检测 Zika 病毒的纸基质的比色传感器

NASBACC (NASBA-CRISPR cleavage) 。 利 用

NASBA 对靶标 RNA 进行高效扩增，将扩增的中

间产物 dsDNA 作为 CRISRP/Cas9 切割的底物，

当 dsDNA中含有切割所需的 PAM序列时，dsDNA

被剪切，扩增就无法继续进行；当 dsDNA 中不含

切割所需的 PAM 序列时，在 T7 启动子的作用下，

dsDNA 被转录为 ssRNA，随后将含有激发序列的

toehold 传感器添加到扩增产物中，含有靶标序列

的扩增子可以打开其特殊发夹结构，通过生化反

应将基因组信息转化为肉眼可见的颜色变化。经过

验证该比色传感器可以检测到超低浓度的 Zika 病

毒且能够区分不同亚型的病原体 (图 3A)。作为  

首个使用基于 Cas9 的比色生物传感器，NASBASS

能够在 3 h 内通过颜色变化读取实验结果，检出限

可达 fmol/L 水平，并且利用了 Cas9 对靶标的特异

性识别成功区分了美国 Zika 病毒与非洲 Zika 病毒。 

虽然 NASBASS 展现了较高的灵敏度和特异

性，但 Cas9 只能对靶标序列进行切割，一旦扩增

后的靶标浓度过低就有可能导致颜色过浅，从而

无法读取实验结果。为了解决这个问题，Wang  

等[45]将 Cas9 介导的检测技术整合至侧流层析试纸

条 (Lateral flow detection，LFD) 上，建立了一种

新型的比色生物传感 CASLFA (CRISPR/Cas9- 

mediated lateral flow nucleic acid assay)。在这个体

系中，利用生物素标记的引物对靶标 DNA 进行

扩增，将扩增产物添加到 Cas9 反应体系中后，

Cas9/sgRNA 会特异性识别靶标 DNA 并形成三元

复合物。随后将反应底物滴加至侧流层析试纸条

上，在毛细管力的作用下，液体不断地向前流动。

当复合物流经结合垫时， AuNP-DNA 结合探针

会与 sgRNA 的环状区域结合，形成四元复合物，

随后被固定在检测线的链霉亲和素捕获，过剩的

AuNP-DNA 会继续向前流动并被质控线上的捕获

探针所捕获，由于 AuNP 的积累，会在检测线与

质控线上产生颜色带，DNA 靶标的存在或者不存

在可以通过显色指示来判断 (图 3B)。利用单核细

胞增生李斯特氏菌、转基因 35S 启动子和非洲猪

瘟病毒  (African swine fever virus，ASFV) 对

CASLFA 检测方法的检测能力进行评估，结果表

明检测灵敏度可达到 150–200 copies/reaction，并

能够从其他多种食源性致病菌中区分单核细胞增

生李斯特氏菌，显示出较低的交叉反应。 

相比于复杂的基于 CRISPR/Cas9 的比色传感

器，基于 CRISPR/Cas12a 的比色传感在提升检测

灵敏度的同时不仅减少了反应所需的复杂试剂，

也降低了检测所需时间。Wang 等 [46]为了检测

ASFV 开发了一种基于 CRISPR/Cas12a 和 LFD 的

一种快速、灵敏并且不需要检测仪器的新型比色

生物传感 CRISPR/Cas12a-LFD。使用地高辛和生

物素标记的 ssDNA 报道子，当体系中含有 ASFV

靶标序列时，Cas12a 的“附带切割”活性被激活并

非特异性酶切 ssDNA 报道子，随后将切割产物滴

加至试纸条上，从而在检测线产生颜色信号。整

个检测可在 1 h 内完成，通过结合重组酶核酸扩

增技术 (Recombinase-acid amplification，RAA) 

可将检测极限提高到 2 copies/reaction 的病毒基

因。对 149 个临床样本进行检测，检测结果与

RT-PCR 结果一致，表明 CRISPR/Cas12a-LFD 具有

高度准确性 (图 3C)。同样利用 CRISPR/Cas12a 
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图 3  基于 CRISPR/Cas 体系的比色生物传感器 
Fig. 3  Colorimetric biosensors based on CRISPR/Cas system. Schematic diagram of NASBA[44] (A), CASLFA[45] (B), 
CRISPR/Cas12a-LFD[46] (C) and SARS-CoV-2 DETECTR[1] (D). 
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和 LFD，James 等[1]开发了 SARS-CoV-2 DETECTR 

(DNA endonuclease targeted CRISPR trans 
reporter)，通过结合环介导等温扩增 (Loop-mediated 

isothermal amplification，LAMP) 同时进行逆转录

和等温扩增，可在 45 min 内从呼吸道擦拭子 RNA

提取物中检测出 10 copies/reaction 的病毒基因 

(图 3D)。对比 NASBACC 和 CASLFA，CRISPR/ 

Cas12a-LFD 和 SARS-CoV-2 DETECTR 减少了所

需的复杂试剂，同时也简化了实验操作，提升了

检测效率。 

2.3  基于 CRISPR/Cas 体系的电化学生物传感器 

电化学生物传感器 (Electrochemical biosensors) 

是利用生物体成分或者生物体本身作为感受元

件，电极作为转换元件，通过电势或者电流作为

信号输出的一类生物传感器[30,47]。近年来，基于

CRISPR/Cas 体系的电化学生物传感器由于其高

灵敏度、检测耗时短、仪器的便携性受到广泛关

注 (图 4)。这类传感器主要是将病原体的基因组

信息转化为电信号，通过建立电信号与靶标浓度

的关系，可实现靶标的定量检测。 

Reza 等[48]将 CRISPR/dCas9 特异性靶标识别

和石墨烯场效应晶体管 (Graphene-based field-effect 

transistor，gFET) 的高灵敏度检测结合起来，建

立了一种可在短时间内检测出特定基因突变的新

型手持电化学生物传感器 CRISPR-Chip。在这项

研究中，将 dCas9 连接到由石墨烯制成的晶体管

上，当 dCas9/sgRNA 复合物在其靶向的 DNA 上

找到位点时，它会与其结合并触发石墨烯的电导

率发生变化，从而改变了晶体管的电特性。作为

一种便携式的电化学生物传感器，在不需要扩增

的前提下能够在 15 min 内完成检测并且灵敏度可

达 1.7 fmol/L，且通过设计不同的 sgRNA 可实现

对不同靶标的检测 (图 4A)。与传统的病原体核

酸检测不同的地方在于，它不需要对靶标片段进

行复制扩增，可直接使用 DNA 提取物在野外工

作环境下进行基因检测，这大大扩展了其检测的

适用范围。 

除了利用 dCas9 的靶向结合功能建立的电化

学生物传感器，还可以利用 Cas 效应蛋白的“附带

切割”活性建立超灵敏的电化学传感器。Dai 等[49]

建立了一种基于 Cas12a的“附带切割”生物传感器

E-CRISPR，利用这种新型的电化学生物传感器可

实现超低浓度病原体的检测。在这个体系中，利

用特异性修饰的 ssDNA 作为电化学报道子，这种

报道子的 3′端固定亚甲基蓝 (Methylene blue，MB) 

作为还原剂标记，5′端固定了硫醇键以便将报道

子固定在金电极上。当体系内存在靶标时，Cas12a

的非特异性 ssDNA 切割活性就会被激活，切割

MB-ssDNA 报道子使得 MB 从金电极表面分离，

导致 MB 信号转换降低；在没有靶标存在的情况

下，Cas12a 的反式切割活性被抑制，保留了金电

极表面的 MB-ssDNA。可通过电信号判断靶标

DNA 的存在。经验证，E-CRISPR 在不对靶标进

行扩增的情况下，可检测到 50 pmol/L 浓度的

HPV16。E-CRISPR 除了适配Ⅴ型的 CRISPR 体

系，和可用于Ⅲ和Ⅵ型的 CRISPR 体系 (图 4B)。 

不久后，Zhang 等[50]基于 E-CRISPR 的检测

原理，使用一种发夹状的 DNA 报道子代替了原

有体系中的线性 ssDNA 报道子 (图 4C)。这种发

夹状的 DNA 电化学报道子不仅可以使得 MB 更

接近电极，降低电子转化效率，还因其具有一个

较低的表面覆盖率和疏松的形态结构，提高了

Cas12a 的切割效率，大大提升了检测的灵敏度。

通过优化体系条件后，该体系可以在 60 min 内检

测到 30 pmol/L 的靶标 DNA。 

此类基于电化学的生物传感器不需要额外的

辅助扩增方法，通过添加靶标后分析体系中电信

号的改变，就可以对靶标进行定量检测，减少了

反应所需要的复杂试剂，降低了成本。 

2.4  基于 CRISPR/Cas 体系的其他类型的生物

传感器 
除了基于荧光、比色和电化学的生物传感器，

还能将 CRISPR/Cas 体系应用在基于微流控芯片

的生物传感器 (图 5)。 
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图 4  基于 CRISPR/Cas 体系电化学生物传感器检测原理图 
Fig. 4  Electrochemical biosensors based on CRISPR/Cas system. Schematic diagram of CRISPR-Chip[48] (A), E-CRISPR 
with linear ssDNA reporters[49] (B) and E-CRISPR with hairpin ssDNA reporters[50] (C). 

 
 

 
 
图 5  基于 CRISPR/Cas 体系微流控芯片的生物传感器 MAV-chip[51]  
Fig. 5  MAV-chip biosensor based on CRISPR/Cas microfluidic Chip[51]. 
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Ning 等[51]基于之前开发的气动芯片(Volumetric 

bar-chart chip，V-chip) 检测平台，开发了一种磁介

导的 V-chip (Magnet-assisted V-chip, MAV-chip)，结

合金属铂报道子和 CRISPR-Cas12a 实现病原体核

酸的可视化定量检测。在这个 MAV-chip 检测体

系中，磁珠-单链 DNA-金属铂纳米粒子 (Magnetic 

bead-single-stranded DNA-PtNP，BDNP) 共轭化

合物作为一种报道子添加到 CRISPR-Cas12a 体系

中。一旦 Cas12a/crRNA 识别靶标 DNA 后，激发

Cas12a 非特异性切割 ssDNA 的活性，BDNPs 中

的 ssDNA 连接子就会被降解，从而金属铂从磁珠

上被释放，释放的铂就会催化 H2O2 产生氧气，气

体推动红墨水向前移动，从而直观可视化定量地

检测靶标 (图 5)。相较于荧光、比色和电化学生

物传感器需要借助特定的仪器实现定量检测，这

种新型的基于铂纳米报道子的 MAV-chip 不需要

额外的仪器，仅凭肉眼就可实现定量检测，大大

降低实验成本，提高了检测效率。 

3  总结与展望 

随着 COVID-19 疫情暴发，已经开发和采用

了许多检测方法，包括 qRT-PCR、基因测序和等

温扩增等。而基于 CRISPR/Cas 的新型生物传感

器作为一种新型的检测方法，能够对新型冠状病

毒进行精准高效的检测，引起了人们的广泛关 

注 [19]。对比传统的检测方法，基于 CRISPR/Cas

的此类新型生物传感器并不需要昂贵的精密仪

器，大大降低了检测成本；通过与恒温扩增技术

相结合，提高了灵敏度；可与多种技术相结合，

实现可视化检测；简化了实验步骤，缩短检测所

需时间，提高了检测效率。 

虽然基于 CRISPR/Cas 技术所建立的生物传

感器在病原体检测上取得了巨大的突破，但在病

原体核酸检测方面的应用仍然存在许多障碍和局

限性：(1) 就很多已建立的基于 CRISPR/Cas 体系

的生物传感器而言，都需要一个初始扩增方法去

扩增病原体靶标序列，而 CRISPR 效应蛋白只是

用来实现终点检测，换言之，这些生物传感器的

灵敏度过度依赖初始扩增，CRISPR/Cas 系统原有

的这种超灵敏和严格的 PAM 识别却没有被完全

利用。未来的工作应该放在如何充分利用 Cas 效

应蛋白的“附带切割”活性，在保证检测灵敏度的

同时，减少检测中的预扩增步骤。(2) sgRNA 对

靶标的识别依赖于 PAM 序列，这种序列限制致使

可检测的序列范围缩小。虽然增加了检测体系的

特异性，但同时也降低了 sgRNA 靶标选择和设计

的灵活性。通过设计特异性的引物，可在扩增靶

标时引入 PAM 序列，在一定程度上扩大可检范

围。(3) RNA 易被环境中的 RNase 降解，容易导

致假阳性。通过设计集成的一步法检测体系，可

大大避免外部环境中的 RNase 对实验结果产生的

影响。(4) 试剂稳定性较差，不易保存。目前检

测试剂可以通过冷冻干燥的形式进行保存，但由

于检测组分比目前 PCR 体系更为复杂，如何将所

有试剂集成还是一个需要创新解决的问题。 

笔者课题组致力于 HOLMES 技术的开发和

应用，旨在利用 CRISPR/Cas12a 实现对食源性致

病菌的检测，目前在单核细胞增生李斯特菌和鼠

伤寒沙门氏菌检测体系优化等方面进行了深入

研究，以期能够为食源性致病菌的快速检测提供

一份新的解决方案。 

未来的工作需要将 CRISPR 检测体系集成在

便携式的 POCT 生物传感器上，以溶液或者冻干

的形式，将所需的所有试剂预装到检测装置中。

同时，需要基于实验室的定量分析设备，例如基

于微流控芯片的定量测试设备，在一个芯片上可

同时进行同靶标不同样本或不同靶标同一样本的

检测。利用 CRISPR/Cas 对靶标核酸的精准识别

和高效的靶向切割活性，基于 CRISPR/Cas 体系

的生物传感器在病原体核酸检测方面显示出了优

良的性能，较传统的病原体检测方法而言，其拥

有较高的检测灵敏度和准确性。但该技术正处于
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起步阶段，全面超越传统的检测方法仍存在一定距

离。随着研究的不断深入有望开发出更多类型的

CRISPR/Cas 体系，并将它们应用在 POCT 中。 
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