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摘要：近年来，成簇规律间隔短回文重复序列/成簇规律短回文重复序列相关蛋白（CRISPR/Cas）系统凭

借其简单、高效的基因编辑能力，已被广泛应用于生物、医学等多个研究领域。随着CRISPR技术的快速发展，

CRISPR/Cas系统已被开发为一种快速、便携、低成本、高灵敏度的分子检测工具，在病原体检测、耐药性分析、

单核苷酸多态性（SNP）分型、肿瘤基因突变检测等方面取得重大突破。文章就不同Cas蛋白在分子检测中的最新

研究进展进行综述，并对其应用前景进行展望，以期为从事相关领域的科研工作者提供参考与帮助。
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Abstract：In recent years，clustered regularly interspaced short palindromic repeat（CRISPR）/CRISPR-

associated protein（Cas） system has been widely applied in biology，medicine and other research fields，because 

of its simple and efficient gene editing ability. With the rapid development of CRISPR technology，the CRISPR/

Cas system has been developed as a rapid，portable，low-cost and high-sensitive molecular detection tool，and 

it has made great breakthroughs and progress in pathogen detection，drug resistance analysis，single nucleotide 

polymorphism（SNP） typing and tumor gene mutation detection. In order to provide a reference and help for 

researchers engaged in related fields，this review described the latest research progress of different Cas and their 

further application in molecular detection.
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随着分子生物学技术的飞速发展，分子检

测的应用范畴不断扩大，目前已被广泛应用于感

染性疾病、遗传性疾病和肿瘤等多个领域，是疾

病预防、诊断、治疗、监测和预后评估的重要方

法。目前，临床常用的分子检测技术主要分为 
3类：聚合酶链反应（polymerase chain reaction，

PCR）、分子杂交技术和基因测序技术。这3类

技术存在操作复杂、设备昂贵、人员需专业培训

等局限，因此开发更为快速、价廉、操作简单、

灵敏度高、特异性强的新一代检测技术，是分子

检测领域不断追求的目标[1-3]。

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（clustered regularly interspaced short 
palindromic repeat-associated protein，Cas）系统

是细菌和古细菌在生物进化过程中形成的一种

适应性免疫防御系统[4]。目前，CRISPR技术作

为基因组编辑利器，已被广泛应用于生物、医

学、农业等多个领域[5-6]。此外，在科学家发现

部分Cas（如Cas13和Cas12）具有“附带切割”

活性，并将其用于快速分子检测后，此领域的发

展立即驶入快车道，并取得系列重要成果[2,7]。 
我们就CRISPR技术在分子检测中的相关应用展

开综述，以期为相关人员在此领域中进一步应

用该技术提供参考与帮助。
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1 CRISPR/Cas系统简介

CRISPR/Cas系统本质上是一系列由RNA引

导的核酸内切酶，存在于约40%的细菌和90%的

古细菌中，是细菌抵御外源物质（如噬菌体和质

粒）入侵的获得性免疫系统[8]。1987年，ISHINO
等[9]即在大肠埃希菌中发现了串联的间隔重复序

列，但其功能未知。2002年，JANSEN等[10]将此

重复序列正式命名为CRISPR序列。CRISPR序

列主要由前导区、重复序列和间隔序列组成，

其上游富含AT碱基对，长度为100～500 bp，即

CRISPR序列前导区，被认为是CRISPR序列转录

的启动子；重复序列长度为21～48 bp，含回文

序列，可形成发卡结构；间隔序列位于重复序列

之间，长度为25～72 bp，其序列来源于病毒或

噬菌体等外源DNA[11]。2007年，BARRANGOU 
等[8]首次发现并证实了嗜热链球菌可利用CRISPR
系统抵抗噬菌体侵染。CRISPR系统行使功能

主要包括3个阶段：（1）适应阶段。当外源核

酸入侵细菌时，细菌启动自身防御机制，将外

源核酸整合到CRISPR回文重复序列中；（2）

表达阶段。CRISPR序列在RNA聚合酶帮助下

进行转录，然后被剪切为成熟CRISPR RNA
（crRNA）。成熟crRNA与反式作用crRNA
相结合，形成向导RNA（single-guide RNA，

sgRNA），发挥导向功能；（3）干扰阶段。通

过识别外源核酸序列中的前间区序列邻近基序

（protospacer adjacent motif，PAM），sgRNA引导

Cas（如Cas9、Cas12、Cas13等）与靶标序列相互

作用，引发对外源核酸的定向切割[12-13]。

根 据 C a s 的 组 成 及 发 挥 功 能 的 方 式 ，

CRISPR/Cas可分为二大类群：第1类以多个Cas
组成的效应复合体行使功能为特征，包括Ⅰ、

Ⅲ和Ⅳ型；第2类则只需单个多结构域的Cas，

包括Ⅱ（Cas9）、Ⅴ（Cas12）和Ⅵ（Cas13）

型[14-15]。第2类系统简单、高效、操作方便，是

目前主要的基因编辑系统，其中最具代表性的

是Cas9。相比Cas9，Cas12a和Cas13a仅需crRNA
即可实现特异性靶位点切割，这表明其系统更

为简洁，具有成为精度更高、安全性更好的新

一代基因编辑工具的潜力[16-17]。

2 基于Cas9的分子检测系统

CRISPR/Cas9系统具有精准识别和切割特

定DNA序列的能力，这意味着其可用于新型分

子检测方法的开发。2016年，PARDEE等[18]首

次将CRISPR/Cas9技术引入分子检测中，他们将

等温toehold生物传感检测到的寨卡病毒和冻干

CRISPR/Cas9相混合，肉眼观察即可对寨卡病毒

美洲株和非洲株进行准确分型（图1）。ZHOU
等[19]和HUANG等[20]利用CRISPR/Cas9的特异识

别切割能力和等温扩增技术相结合策略分别开

发了CRISDA和CAS-EXPAR方法，可实现阿摩

尔级的高灵敏度（amol/L，10-18 mol/L）单碱基

分辨率，并成功用于单核苷酸多态性（single 
nucleotide polymorphism，SNP）分型和单增李

斯特菌检测。有学者将CRISPR/Cas9和PCR技

术相结合，建立了具有较高灵敏度和特异性的

不同版本的ctPCR技术，有效用于人乳头瘤病

毒（human papillomavirus，HPV）16型和18型

的检测和基因分型[21-23]。此外，LEE等[24]还利用

Cas9/sgRNA的特异性切割结直肠癌患者血液中

的野生型DNA，进而增加样本中循环肿瘤DNA
（circulating tumor DNA，ctDNA）的丰度，可

显著提高ctDNA检测的灵敏度和准确性，更好地

用于肿瘤的早期诊断和用药监测。然而，上述

研究报道的基于Cas9的检测方法主要还是作为

辅助工具切割特定靶标序列，并未被直接应用

于各种靶标序列检测，这使得其在实际临床工

作中的推广受到一定程度的限制。

图1　CRISPR/Cas9用于寨卡病毒毒株分型[18]
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3 基于Cas13的分子检测系统

与常用Cas9不同，Cas13a（旧称C2c2）

是一种RNA引导的RNA核酸内切酶，属于第

2类CRISPR/Cas系统中的Ⅵ型[25]。Cas13a能在

crRNA的引导下特异性切割单链靶标RNA，并

在切割完成后仍保持活性，继续切割其他非

靶标RNA，即具有“附带切割”能力 [26]。基

于此特性，EAST-SELETSKY等[27]开发出基于

CRISPR/Cas13a检测不同靶标RNA的新方法，

但其灵敏度较低，不具有实际临床应用价值。

2017年，张峰开发了特异性高灵敏度酶解报

告基因解锁（specific high-sensitivity enzymatic 
reporter unLOCKing，SHERLOCK）检测系 
统[28]。在该系统中，目标模板首先经重组酶聚合

酶扩增（recombinase polymerase amplification，

RPA）（用于检测DNA靶标）或逆转录-RPA
（用于检测RNA靶标）为含有T7启动子的DNA
模板，后经T7 RNA聚合酶逆转录，产物可作

为Cas13a切割的靶标，在Cas13a对上述靶标特

异性切割后激活附带切割功能，切割体系中单

链RNA荧光报告探针能产生可被检测的荧光信

号（图2） [28]。相比先前的研究，PRA方法的

引入显著提高了该方法的检测灵敏度，已被成

功用于寨卡病毒、登革热病毒、致病细菌株及

其耐药基因、SNP分型和ctDNA等多种靶标检

测。此外，该方法所用检测试剂可冻干制备成

滤纸片，用于即时检测（point-of-care testing，

POCT），成本极为低廉（0.61美元/次）[28]。在

此基础上，该团队很快开发出第2代SHERLOCK
（SHERLOCKv2）系统，在性能方面有了较

大提升：（1）单管中可同时进行4通道检测；

（2）定量检测限可低至2 amol/L；（3）结合

Csm6蛋白可进一步将灵敏度提高3.5倍；（4）

侧向层析试纸条检测，有效解决了上一代系统

检测通量低、不能定量、需特定荧光设备等问 
题[29]。此外，MYHRVOLD等[30]开发了改良版的

SHERLOCKv2系统，命名为（heating unextracted 
diagnostic samples to obliterate nucleases，

HUDSON）。此方法可不经核酸提取纯化，仅

需对临床样本进行核酸酶灭活和加热等快速处

理，即可用于后续SHERLOCK2反应，2 h不到便

可肉眼观测寨卡病毒和登革热病毒的检测及分型

结果，其快速、价廉、准确的特点非常适用于

POCT等应用场景[30]。

在上述重磅研究成果被报道后，多个课题

组进一步拓展了Cas13a在不同分子检测领域的

实际应用。WU等 [31]、LIU等 [32]和QIN等 [33]分

别报道了CRISPR/Cas13可用于EB病毒、H7N9
禽流感病毒和埃博拉病毒等感染性病原体的准

确、快速检测。此外，CRISPR/Cas13结合微流

控芯片技术可实现样本检测的全自动化，具有

重要的临床应用价值[33]。SHAN等[34]的研究结果

证实采用基于CRISPR/Cas13a的方法可在30 min

内准确定量样本中的miRNA。

4 基于Cas12的分子检测系统

Cas12a（旧称Cpf1）属于第2类CRISPR/Cas
系统中的Ⅴ型，由ZETSCHE等 [35]在2015年进

行特性鉴定，并成功用于人细胞基因组编辑。

与Cas9类似，Cas12a是RNA引导的特异性DNA
核酸内切酶。已有研究结果表明，Cas12a具有

类似Cas13a的附带切割特性，但其非特异性切

割的靶标是单链DNA，并利用此特性开发了基

图2　CRISPR/Cas13a分子检测示意图[28]

dsDNA

RNA

RPA
T7

转录

RT-RPA

荧光报告基团 Cas13a-crRNA 靶标序列

Cas13a
检测

附带切割荧光

报告基团，

释放荧光信号



·184· 检验医学 2020 年 2 月第 35 卷第 2 期 Laboratory Medicine，February 2020，Vol. 35，No. 2

于Cas12a的分子检测平台——DETECTR[36]。

与SHERLOCK工作原理相似，为提高方法的

检测灵敏度，DETECTR利用RPA等温扩增靶

标DNA，扩增产物与Cas12a/cRNA混合后启动

特定靶标切割，并激活Cas12a的附带切割活

性，反应体系中DNA荧光报告探针即可释放荧

光信号（图3） [36]。DETECTR可在短短1 h内

准确检测临床患者样本中的HPV16和HPV18准

确检测并分型。同一时期，LI等[37]也报道了与

DETECTR类似的基于Cas12a的分子检测方法，

称为HOLMES。HOLMES与DETECTR的主要不

同之处是前者使用RPA对目的片段进行扩增，而

未使用RPA方法。HOLMES可灵敏、特异、快

速地实现SNP分型、DNA病毒和RNA病毒的检

测[37]。

导的Cas14a仅能靶向切割单链DNA，故在检测

时需先将扩增后的双链DNA的1条链降解，以生

成靶标单链DNA，才能用于后续检测，这在一

定程度上增加了操作的复杂性。

此外，同样属于第2类CRISPR/Cas系统Ⅴ

型的Cas12b（C2c1）也被证明具有附带切割活

性，LI等[38]利用其特性开发了基于Cas12b的分

子检测平台HOLMESv2。与上一代HOLMES
不同，HOLMESv2将环介导等温扩增技术和

Cas12b检测相结合，二者相同的反应温度使检

测系统可有效整合，从而实现快速、准确的一

体化检测，并被成功用于1 h内快速检测乙型脑

炎病毒[38]。

5 基于Cas14的检测系统

与Cas12a相同，新近鉴定的Cas14同属

第2类CRISPR/Cas系统中的Ⅴ型，是RNA引

导 的 特 异 性 D N A 核 酸 内 切 酶 ， 同 时 具 有 针

对单链DNA的附带切割活性 [39]。不同的是，

Cas14a与靶标结合的特异性比Cas12a更高，因

而更适用于开发需达到单碱基分辨率的检测

方法。HARRINGTON等[39]建立了基于Cas14a
的DETECTR检测方法，并成功用于人类眼色

HERC2基因SNP分型（图4）。然而，sgRNA引

6 小结与展望

CRISPR技术在短短几年时间内飞速发展，

已逐渐演变为一种功能强大的多用途生物学工

具。目前，CRISPR/Cas系统在分子检测领域中

的应用才刚刚开始，但SHERLOCK和DETECTR
等方法已展现出良好的临床应用价值与前景。

作为新型“下一代分子诊断”技术，其具有快

速、便携、成本低廉、灵敏度高、特异性强等

优点，已被证明可用于病原体检测、耐药性分

析、SNP分型、肿瘤基因突变检测等多个方面

令，特别适用于野外环境或基层医院。但是，

基于Cas13a的检测需使用RNA荧光报告基团，

其易受环境中RNA酶降解，可能出现假阳性结

果。相对而言，使用DNA荧光报告基团的基于

Cas12的检测方法则不易受此问题影响。此外，

单独使用Cas检测的灵敏度偏低，现有CRISPR
检测方法均需扩增相应目标核酸以提高检测灵

敏度。为解决此问题，未来需挖掘更多新型Cas
并建立更为简单、有效的CRISPR/Cas检测方

法。目前报道的CRISPR检测方法尚处于实验

室开发阶段，在临床工作中的实际作用如何尚

需进一步评估，以确保其具有良好的临床适用

性。总之，随着新的Cas的不断发现及相关研究

的持续深入，CRISPR/Cas系统势必会对分子检

测技术的发展和应用产生深远影响。
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