
Reviews and Monographs 综述与专论

生物化学与生物物理进展
Progress in Biochemistry and Biophysics
2024，51（5）：1147~1160

www.pibb.ac.cn

基于CRISPR/Cas系统的纸基分析在
快速检测食源性致病菌中的应用*

李鹏儒 1） 沈 兴 1） 孟静南 2） 罗 林 1） 王 涓 1） 徐振林 1）**

（1）华南农业大学食品学院，广东省食品质量安全重点实验室，广州 510642；2）安徽科技学院食品工程学院，滁州 233100）

摘要 由食源性致病菌引起的食品安全事件严重影响人类健康，开发针对食源性致病菌的快速检测技术十分必要。成簇间

隔短回文重复序列 （clustered regularly interspaced short palindromic repeats，CRISPR） 及相关蛋白 （CRISPR-associated 

protein，Cas）是原核生物的适应性免疫系统，具有特异性识别并切割核酸序列的功能。纸基分析方法作为一种简便性好、

成本低廉的分析检测工具，在快速检测领域展现出良好的前景。因此，将CRISPR/Cas系统的高效识别能力和纸基分析方法

的简便性相结合可实现对食源性致病菌的快速灵敏检测。本文简要介绍了CRISPR/Cas系统用于核酸检测的概况，对第二类

单Cas效应蛋白系统的特点及原理进行概述，重点综述基于CRISPR/Cas系统的试纸分析、侧向流动分析和纸基微流控装置

在检测食源性致病菌方面的应用，并讨论了CRISPR/Cas系统结合纸基分析建立检测方法的优势、当前的挑战及未来的发展

前景。
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食源性致病菌是指人类通过食物摄入并引发食

源性疾病的微生物，常见的食源性致病菌有沙门氏

菌、单增李斯特菌、大肠杆菌、金黄色葡萄球菌和

蜡样芽孢杆菌等［1］，食用被其污染的食物通常引

起腹泻、呕吐、恶心等症状，严重时会引发肾脏损

害和大脑神经损伤，甚至导致死亡［2］。食源性致

病菌的污染非常普遍，根据世界卫生组织在 2015

年公布的数据，全球每年6亿例食源性疾病患者中

有 5.5亿例是由腹泻型传染性病原体引起的，造成

23万人死亡，其中仅非伤寒沙门氏菌一种就造成

了5.9万人死亡［3］。在美国，食源性致病菌是引起

食源性疾病的重要原因（占 33%）［4］。据报道，中

国在2011~2020年期间共报告食源性疾病暴发事件

35 806起，在各致病因素中，因食源性致病菌导致

的患者数量最多，占 35.69%［5］。因此，必须准确

快速灵敏地检测食源性致病菌以保障食品安全和人

类健康。

作为食源性致病菌的传统检测方法，细菌培养

和生理生化指标鉴定便宜简单，但耗时长达3 d甚

至1周以上［6］，因此无法满足行业与监管机构需在

数小时内完成筛查的需求。随着检测技术的发展，

例如基于抗原抗体结合的免疫分析［7-8］、基于聚合

酶链反应 （polymerase chain reaction，PCR） 的分

子检测［9-10］等方法被应用于食源性致病菌的快速

检 测 ， 但 酶 联 免 疫 吸 附 试 验 （enzyme linked 

immunosorbent assay，ELISA）耗时偏长且灵敏度

略低，免疫层析法检测速度快，但灵敏度较差，

PCR对实验人员和环境要求高，这些不足使上述方

法在现场检测中受限。

近 年 来 ， 由 成 簇 间 隔 短 回 文 重 复 序 列

（clustered regularly interspaced short palindromic 

repeats， CRISPR） 及 相 关 蛋 白 （CRISPR-

associated protein，Cas） 组成的 CRISPR/Cas 系统

作为新型的生物工具在基因编辑［11］、基因转录调
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控［12］ 等领域中得到了极大发展。除此之外，

CRISPR/Cas 系 统 具 有 脱 氧 核 糖 核 酸 酶

（deoxyribonuclease， DNase） 和 核 糖 核 酸 酶

（ribonuclease，RNase）活性［13-14］，通过指导 RNA

（guide RNA，gRNA）靶向核酸目的片段和激活相

关Cas蛋白的核酸酶活性，为生物传感器的开发提

供了理论基础。目前，以基于CRISPR/Cas13a的特

异性高灵敏度酶报告系统（specific high-sensitivity 

enzymatic reporter unlocking， SHERLOCK）［15］ 和

基于CRISPR/Cas12a的DNA内切酶靶向CRISPR反

式报告系统 （DNA endonuclease-targeted CRISPR 

trans reporter，DETECTR）［14］为代表的多种核酸检

测技术已成功开发，在医学诊断、生命科学和食品

安全等多个领域中应用，并且在提升食源性致病菌

检测水平上具有巨大潜力。

纸作为一种易获得的材料，具有可降解、重量

轻、易改性等优点［16］，据此建立的纸基分析方法

作为各类生物化学分析平台具有操作简便、成本低

廉等优势［17］，非常适用于现场的即时快速检测。

纸基分析方法可使用比色［18］、荧光［19］、电化

学［20］、化学发光［21］等作为信号输出方式，并且根

据不同的应用形式，还可分为试纸分析［22］、侧流

层析试纸条［23］、纸基微流控［24］等类型，以满足不

同场景的检测需要。将纸基分析与CRISPR/Cas系

统联合起来开发的新型传感体系，在现场检测领域

具有极强的应用前景。

本文对基于CRISPR/Cas系统的核酸检测技术

进行介绍，并着重综述基于CRISPR/Cas系统的纸

基分析方法检测食源性致病菌的最新研究进展，讨

论当前的挑战与未来的发展前景，这将有助于开发

更有效的食源性致病菌检测方法。

1　CRISPR/Cas系统的概述及分类

CRISPR/Cas 系统存在于细菌和古细菌中，是

一种可识别并特异性切割入侵核酸序列的适应性免

疫系统［25-26］。含有CRISPR/Cas系统的原核生物受

到感染时，获得的入侵核酸序列会插入并储存至

CRISPR 基因座中［25］。当原核生物再次受到感染

后，根据CRISPR基因座转录的前体CRISPR RNA

（crRNA） 被加工为成熟的 crRNA，并被不同 Cas

效应蛋白识别并引导Cas效应蛋白靶向入侵核酸序

列，当两者互补结合后，Cas效应蛋白的核酸内切

酶活性被激活并切割对应的入侵核酸序列［27］。

CRISPR/Cas 系统主要分为第一类和第二类，

进一步则可细分为6种亚型（I~VI型）［28］。第一类

包括 I、III和 IV型，主要利用多Cas效应蛋白复合

物来发挥作用；第二类则包括 II、V和VI型，主要

由含有多个结构域的单一Cas效应蛋白发挥作用。

在6种亚型中，I、II、V型系统可对DNA靶标序列

进行识别切割，VI型系统可识别切割RNA靶标序

列，III 型系统可处理 DNA 和 RNA 靶标序列，而

IV型系统的功能机制细节仍有待进一步探究，但

已有研究表明，IV-A型系统具有识别并解开目标

双链 DNA （double-stranded DNA，dsDNA） 的能

力［29-30］。目前，第二类CRISPR/Cas系统因其基于

单一效应蛋白具有特异性强、灵敏度高和操作方便

等优点，在生物传感等方面被广泛研究和使用［31］，

因此本文主要讨论第二类中的 II、 V 和 VI 型

CRISPR/Cas系统的特点及原理。

1.1　Ⅱ型效应蛋白

CRISPR/Cas系统的Cas9蛋白是最具有代表性

的 II型效应蛋白，也是最早应用在核酸检测领域的

Cas 蛋白［32］。Cas9 蛋白识别富含 G 的前间隔序列

邻近基序 （protospacer adjacent motif，PAM），切

割PAM序列附近的 dsDNA。根据 crRNA和反式激

活 crRNA （trans-activating crRNA， tracrRNA） 的

特 征 设 计 单 一 指 导 RNA （single guide RNA，

sgRNA），该 sgRNA 可引导 Cas9 蛋白识别 PAM 为

5'-NGG-3'的 dsDNA 并结合在其上游序列，通过

HNH 结构域切割与 sgRNA 配对的互补链，通过

RuvC 结构域切割另一条非互补链［33］，从而使

dsDNA 断裂并产生平末端。此外，研究人员还通

过 对 H840 位 点 （HNH 结 构 域） 和 D10 位 点

（RuvC 结构域）进行突变，获得丧失切割活性的

dCas9 （dead Cas9），但该 dCas9 蛋白仍然可在

sgRNA的引导下特异性识别目标DNA［34］，由于具

备高度特异性的结合能力，dCas9蛋白在免扩增核

酸检测中得到了一定应用［35-36］。

1.2　Ⅴ型效应蛋白

常 用 的 Cas12 蛋 白 亚 型 有 Cas12a 蛋 白 和

Cas12b蛋白。由于Cas12b的温度要求较高，其最

佳DNA切割活性的温度为48℃［37］，影响了在生物

传感和检测领域的应用，而Cas12a仅需 37℃，目

前应用较多的仍然是 Cas12a 蛋白。Cas12a 蛋白具

有单个RuvC结构域，仅需单一 crRNA引导并识别

目标 dsDNA 上游的 5'-（T）TTN-3'的 PAM 序列即可

切割目标 dsDNA，同时激活反式切割活性，非特

异 性 切 割 单 链 DNA （single-stranded DNA，
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ssDNA）［14］。Cas12b 蛋白的 RNA 介导模式与 Cas9

蛋白类似，由 crRNA和 tracrRNA两者引导，含有

单个RuvC结构域［38］。

Cas12f 蛋白（旧称 Cas14）由 400~700 个氨基

酸组成，其大小是其他第二类 Cas 效应蛋白的一

半，具有RuvC结构域，可在无PAM序列的情况下

由 crRNA和 tracrRNA两者或 sgRNA引导并识别切

割目标 ssDNA［39］。除靶向 ssDNA外，还具有PAM

（5'-TTTR-3'）依赖性的 dsDNA切割活性［40］，发生

顺式切割后即可激活反式切割活性。由于目标

DNA 中的碱基错配会严重影响其活性，因此

Cas12f拥有更高的特异性［39］。

1.3　Ⅵ型效应蛋白

以 Cas13 为特征蛋白的 VI 型效应蛋白专门以

RNA为靶标，有两个与Cas13的RNase活性相关的

HEPN （higher eukaryotes and prokaryotes 

nucleotide， HEPN） 结构域［13，41］，由于其缺乏

RuvC结构域，因此无DNase活性［42］。Cas13a蛋白

是其中最具代表性的效应蛋白，当 crRNA 引导

Cas13a 蛋白靶向目标 ssRNA 后，不仅切割识别的

靶标 ssRNA，还会非特异性地切割体系中的任意

ssRNA［43］。Cas13 蛋白无需 PAM 序列，但需要原

型 间 隔 子 侧 翼 位 点 （protospacer-flanking site，

PFS） 且 PFS 的 3'端需为腺嘌呤、胞嘧啶或尿嘧

啶［44］，因为鸟嘌呤碱基会影响 crRNA 与靶标

ssRNA 之间的碱基互补配对［13］。不同类型的 Cas

效应蛋白的检测特性如表1和图1所示。

sgRNA

Cas9<,

HNH

RuvC PAM(NGG)dsDNA

5' 3'

crRNA

Cas12a<,

RuvC

PAM

(TTTN)

3'5'

dsDNA

crRNA

Cas13a<,

PFS

(A/U/C)

5' 3'

ssRNAHEPN

ssDNA

ssRNA

sgRNA

Cas12f�Cas14a�<,

RuvC

ssDNA

5' 3'

ssDNA

Fig. 1　Principles of detection of different CRISPR-associated protein
图1　不同Cas效应蛋白的检测原理

Table 1　Detection properties of different CRISPR-associated protein
表1　不同Cas效应蛋白的检测特性

所属类型

PAM/PFS序列

靶标

指导RNA

活性结构域

反式切割活性

Cas9

II

5'-NGG-3'

dsDNA

sgRNA

HNH、RuvC

无

Cas12a

V

5'-TTTN-3'

dsDNA

crRNA

RuvC

有（ssDNA）

Cas13a

VI

3'A/U/C

ssRNA

crRNA

2×HEPN

有（ssRNA）

Cas12f（旧称Cas14）

V

无（ssDNA）或5'-TTTR-3'（dsDNA）

ssDNA或dsDNA

sgRNA

RuvC

有（ssDNA）
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2　基于CRISPR/Cas系统的纸基分析方法在

食源性致病菌检测的研究进展

CRISPR/Cas 系统兼具特异性识别、高灵敏度

等特点，在开发生物传感器和检测方法方面具有巨

大的优势。Collins 课题组［32］首先在 2016 年应用

CRISPR/Cas9 系统实现对寨卡病毒 RNA 基因组的

检测。紧接着张锋课题组［15］于2017年结合重组酶

聚 合 酶 扩 增 技 术 （recombinase polymerase 

amplification，RPA） 开发出基于 CRISPR/Cas13a

的核酸检测系统 SHERLOCK，其作为体外核酸检

测系统可实现对寨卡病毒、登革热病毒核酸的富集

和检测，检测灵敏度达到了 amol/L级别。Doudna

课题组［14］于 2018 年开发出与 SHERLOCK 相似的

核酸检测系统DETECTR，利用Cas12a效应蛋白和

RPA成功检测出 amol/L级别的目标DNA，这些系

统的成功开发引起了CRISPR系统用于核酸检测的

研究热潮。近年来，研究者们将CRISPR/Cas系统

与多种传感技术相结合，以期建立具有高特异性的

简便新型生物传感器，但由于依赖实验室设备，许

多新型传感器在现场检测方面的应用受到限制。而

纸基分析方法尤其是试纸分析、侧向流动分析

（lateral flow assays， LFAs） 和纸基微流控装置

（μPADs）具有操作简便、成本低等优点，使其在

食品安全现场检测领域发挥着重要作用［45-46］。因

此，试纸分析、LFAs和 μPADs作为常用的纸基分

析方法与基于CRISPR/Cas系统的生物传感器结合，

在食源性致病菌的现场快速检测中可展现出巨大的

潜力，相关研究如表2所示。

2.1　基于CRISPR/Cas系统的试纸分析

试纸分析通常是将可发生颜色变化的物质固定

在纸上，当目标检测物存在时，与纸上的物质发生

化学反应，通过颜色变化即可完成对样品的检测。

例如，Collins课题组［32］基于在试纸上发生的比色

变化，利用核酸依赖性扩增技术 （nuclear acid 

sequence-based amplification， NASBA） 和

CRISPR/Cas系统建立了检测并区分寨卡病毒与其

他病毒的试纸传感器。作者使用NASBA扩增合成

“立足点开关”的触发序列并整合到靶标上，针对

靶标设计的 sgRNA 引导 CRISPR/Cas9 系统识别并

切割靶标上的NGG序列。当靶标不存在时，未被

Cas9切割的dsDNA可转录出全长RNA，激活试纸

上的“立足点开关”传感器，此时激活的传感器成

功表达LacZ酶，试纸颜色由黄色变为紫色；当靶

标存在时，dsDNA被Cas9蛋白切割，由于无法转

录出完整的RNA序列，导致无法激活传感器，此

时试纸颜色仍为黄色。作者利用发生在PAM位点

的单碱基差异实现了在试纸上对不同病毒的检测和

区分，提示可利用各个CRSPR/Cas系统的PAM位

点存在的碱基差异来对同源性高的食源性致病菌进

行便捷式的区分。

此外，还有研究利用 CRSPR/Cas 系统的附属

切割活性开发的生物传感器与滤纸片结合，通过采

集滤纸上的荧光信号完成对目标物的检测和定量。

Katzmeier等［47］在滤纸上冻干CRISPR/Cas13a系统

的反应试剂，使其可以长期保存以适应现场检测的

需要，并开发了一种成本不到 15美元的小型荧光

检测器。当含有靶标RNA的样品溶液与滤纸接触

后，即可使Cas13a蛋白切割含有荧光基团的单链

RNA报告探针并释放荧光基团，使用开发的小型

荧光检测器对滤纸上的荧光信号进行读取，该方法

可在20 min内检测到浓度为3 nmol/L的靶标RNA，

与其他检测体系相比，滤纸的检测灵敏度偏低且该

类方法的报道较少。在未来的研究中，可对试剂载

体材料进行优化以提高检测性能，或将反应试剂更

换为检测 dsDNA 的 CRISPR/Cas12a 系统，结合沸

水法等简便方式提取食源性致病菌的基因组DNA，

以促进在食品安全中现场快速检测并区分食源性致

病菌的研究。

2.2　基于CRISPR/Cas系统的侧向流动分析

侧向流动分析作为一种十分有前景的检测方

法，通过简单的信号读取方式即可实现对食源性致

病菌的检测，其应用形式即为LFAs试纸条。通常

情况下，将可能含有目标物的样品滴加至试纸条的

样品垫上，并通过毛细管力迁移至结合垫，目标物

即可与结合垫上的标记材料结合，随着结合物的迁

移与硝酸纤维素膜上反应元件结合并最终到达吸水

垫，通过测试线与控制线的颜色变化即可判断样品

中是否含有目标物［48］。

Qian 等［49］ 开发了一种将试纸条和 CRISPR/

Cas12a 系统相结合的金黄色葡萄球菌检测方法。

首先使用 RPA 对金黄色葡萄球菌的靶标片段进行

扩增，然后通过CRISPR/Cas12a系统进行检测，将

稀释后的检测液添加至试纸条中孵育，读出信号。

该试纸条的控制线（C线）位于测试线（T线）的

前端，样液先流经C线，再流经T线。其检测原理

如图2a所示：FAM-ssDNA-生物素信号报告探针可

以与结合垫上金标抗FAM抗体结合而形成复合物，
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当不存在目标物时，C线上的链霉亲和素可通过生

物素完整地捕获复合物，由于胶体金颗粒的聚集而

导致C线呈现红色，而T线无颜色变化，当目标存

在时，由于 FAM-ssDNA-生物素信号报告探针被

Cas12a 蛋 白 切 割 ， 被 切 割 为 FAM-ssDNA 与

ssDNA-生物素两部分，此时C线上的链霉亲和素

与 ssDNA-生物素结合，而 FAM-ssDNA 则与抗

FAM抗体结合后被T线上的抗 IgG抗体捕获，从而

导致T线变成红色。T线的颜色越深，说明信号探

针被切割得越彻底，目标物含量则越多，C线颜色

则与之相反。该方法在 60 min内检测到 1 CFU/ml

的金黄色葡萄球菌，对人工污染牛奶样品的检测限

为 20 CFU/ml，对其他常见食品样品的检测限为  

1×102 CFU/ml。此外，Liu等［50］也基于以上原理，

建立了灵敏度高、便携性好的检测金黄色葡萄球菌

的 CRISPR-LFAs 试纸条，在 40 min 内可检测到最

低5个拷贝（20 μl体系）的金黄色葡萄球菌。这种

基于生物素-链霉亲和素识别而设计的试纸条还被

Lee 等［51］ 联合环介导等温扩增 （loop-mediated 

isothermal amplification，LAMP）应用在沙门氏菌

的检测中。

除了利用生物素-链霉亲和素识别系统进行检

测外，也可通过设计 ssDNA捕获探针并将其固定

在试纸条上，与CRISPR/Cas系统的信号报告探针

碱基互补配对来完成识别，并通过更换标记材料的

方式改变信号输出方式，提升试纸条的灵敏度。在

各种荧光标记材料中，时间分辨荧光微球具有表面

积大、荧光寿命长和斯托克斯位移宽的优点，有助

于提高标记效率和荧光强度并降低非特异性荧光信

号的干扰［52］。Bao等［53］通过设计双 crRNA系统将

检测灵敏度提升 27倍，并基于此开发了一种用于

检测沙门氏菌的免扩增AFC-TRFIA（amplification-

free CRISPR-Cas12a time-resolved fluorescence 

immunochromatographic assay） 平台 （图 2b）。该

方法首先设计可碱基互补配对的 ssDNA-1 与

ssDNA-2，将Eu （III） -时间分辨荧光微球（time-

resolved fluorescent microspheres，TRFM） 与抗生

物素抗体偶联，并与修饰了生物素的ssDNA-1结

合，使三者（TRFM-生物素-ssDNA-1）形成一种替代

传统 ssDNA-FQ的信号报告探针。当靶标存在时，

Cas12a附属切割该信号报告探针的 ssDNA-1，此时

T 线上包被的针对 TRFM-生物素 -ssDNA 设计的

ssDNA-2探针无法与之结合，T线无荧光，而C线

由于抗体被二抗捕获而聚集产生明显的荧光；     

当靶标不存在时，TRFM-生物素-ssDNA-1报告探

针无法被 Cas12a 切割而被 T 线上的 ssDNA-2 探针

捕获，抗体也被C线上的二抗捕获，此时T线与C

线同时在紫外的照射下产生荧光，该平台可在    

30 min内完成对耐药性沙门氏菌的检测，检测线性

范围为 4.9×102~1.6×106 CFU/ml，计算检测限达   

84 CFU/ml。

采用类似的原理，Zhou等［54］基于链霉亲和素

修饰的量子点（quantum dots）和重组酶介导核酸

扩 增 技 术 （recombinase aided amplification，

RAA），建立了针对金黄色葡萄球菌检测的     

CRA-LFB （CRISPR/Cas-recombinase-assisted 

amplification based LFB）侧流分析传感器。该LFB

传感器在 70 min 内对金黄色葡萄球菌的基因组

DNA的检测限达 75 amol/L，对细菌菌液的检测限

可达5.4×102 CFU/ml。与胶体金颗粒和荧光染料相

比，量子点标记具有高荧光特性与良好的稳定

性［55］，在LFBs试纸条上具有更高的灵敏度和更低

的背景干扰的优点［56］。

上述基于CRISPR/Cas系统的侧流层析分析主

要可分为两类，即基于生物素-链霉亲和素相互识

别原理和基于两种 ssDNA探针互补配对原理设计

的试纸条。这些试纸条的检测结果不仅取决于信号

报告探针的裂解程度，还取决于其他因素，如未被

切割的信号报告探针、标记材料（如胶体金复合

物）与控制线上的受体之间的相互作用，已切割的

信号报告探针与标记材料之间的相互作用，以及标

记材料随时可能发生在测试线上的相互作用［57］，

这些因素均有可能造成假阳性的检测结果。因此，

Ivanov等［57］开发了一种通用型的DNA-IgG信号报

告探针和基于 CRISPR/Cas 系统的新型试纸条   

（图 2c），使测试线中的颜色变化直接与目标分析

物的含量相关，作者首先设计了一种由“生物素

-dsDNA-ssDNA-FAM”组成的 DNA 复合物，将其

与抗FAM抗体组成了通用型的DNA-IgG探针，并

通过链霉亲和素将该探针包被在 96孔板中。当靶

标存在时，Cas12a 的附属切割活性被激活，反应

液添加到 96孔板中即可裂解复合探针中的 ssDNA

部分，然后将抗FAM抗体释放在溶液中，试纸条

的T线和胶体金颗粒表面的山羊抗鼠抗体分别竞争

结合抗FAM抗体的不同位点，此时T线显色，C线

上的单克隆鼠抗体可通过结合胶体金颗粒表面的山

羊抗鼠抗体而显色。此平台有长时间（90 min）和

短时间（30 min）两种测试方式，其中长时间方案
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对靶标dsDNA的检测限为0.5 nmol/L，短时间方案的

检测限为1 nmol/L，该方法通过更换crRNA即可完

成对不同目标物的检测。

以上研究都建立在 Cas12a 的附属切割效应之

上，而CRISPR/Cas9系统同样拥有出色的DNA识

别能力，其5'-NGG-3'的PAM序列在基因组的检测

频率大于CRISPR/Cas12a系统的5'-TTTN-3'的PAM

序列［58］，这对于 CRISPR/Cas9 系统在食源性致病

菌检测方面的限制会更小。

Wang 等［58］ 依据 CRISPR/Cas9 系统识别目标

dsDNA后会将非靶向DNA链作为 ssDNA释放的原

理［59］，设计了两种 AuNP-DNA 探针并建立了

CRISPR/Cas9 介 导 侧 向 流 动 核 酸 检 测 平 台

（CRISPR/Cas9-mediated lateral flow nucleic acid 

assay，CASLFA）。其设计的AuNP-DNA探针由标

记区、控制线互补配对区和信号探针互补配对区组

成（图 3）。该平台首先使用生物素化引物可成功

对检测靶标进行扩增，通过与CRISPR/Cas9系统孵

育后滴入试纸条中，随后 AuNP-DNA 探针即可通

过信号探针互补配对区与结合了Cas9蛋白的生物

素化扩增靶标结合，其复合物接着被T线上的链霉

亲和素结合，从而使T线显色，此时过量的AuNP-

DNA探针继续流动并通过控制线互补配对区与预
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Fig. 2　CRISPR/Cas12a based lateral flow analysis
图2　基于CRISPR/Cas12a系统的侧向流动分析

（a）基于生物素-链霉亲和素的CRISPR/Cas12a试纸条；（b）基于DNA捕获探针的CRISRP/Cas12a试纸条［53］；（c）通用型DNA-IgG信号报告

探针的CRISRP/Cas12a试纸条。
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先包被在 C 线的 DNA 探针结合，导致 C 线显色。

作者还通过修改 sgRNA 的框架区，并据此修改

AuNP-DNA 探针的信号探针互补配对区，获得了

一种AuNP-DNA通用型探针，开发出一种通用型

CASLFA，每50 μl的反应可检测到150个拷贝的单

增李斯特菌。此外，为了同时检测多种食源性致病

菌，Wang等［60］结合CRSIPR/Cas9n和试纸条开发

了一种双重检测食源性致病菌方法，其中Cas9n是

由Cas9蛋白通过定点突变而获得，仅保留了HNH

活性结构域［61］。作者首先利用 Cas9n 蛋白建立了

针对大肠杆菌和鼠伤寒沙门氏菌的恒温双重DNA

扩增技术，接着将地高辛和生物素标记在大肠杆菌

扩增子两侧，将FITC和生物素标记在鼠伤寒沙门

氏菌扩增子两侧，在试纸条的T1线包被抗地高辛

抗体，T2线包被抗FITC抗体，C线则包被生物素

化二抗以用于结合过量的链霉亲和素标记的彩色乳

胶微球，该方法可同时检测两种食源性致病菌，其

对基因组DNA的检测限仅为 100拷贝/μl，细菌菌

液的检测限为 100 CFU/ml。另外，Wang 等［62］也

通过Cas9蛋白设计了检测沙门氏菌的试纸条，最

低可检测到 102 CFU/ml 的沙门氏菌，并且可准确

地检测到被污染的牛奶样品。

2.3　基于CRISPR/Cas系统的纸基微流控装置

微流控装置是将样品制备、反应、分离和检测

分析等实验操作集成到一个微米级的芯片中，芯片

通常可由玻璃、石英、高分子材料、水凝胶和纸等

多种材料构成，具有自动化、小型化、高通量和低

成本的特点［63］。与其他微流控装置相比，纸基微

流控装置 （μPADs） 具有许多优势：a. 纸张成本

低，属于可再生资源；b. 无需外力，依靠毛细管作

用力即可驱动样品进行分析；c. 具有良好的柔韧

性；d. 预储存反应试剂等［64］，可成为检测食源性

致病菌的有力工具［65-67］。尽管 μPADs 具有以上优

点，但仍然存在检测灵敏度低和定量能力有限等缺

点［64］，这可能是由于储存在μPADs上的试剂活性

易发生变化、试剂混合不均匀以及浓度不合适等原

因导致的［68-69］。近年来研究者们通过探索各种技

术来推动 μPADs的设计与改造，例如Yin等［70］结

合CRISPR/Cas系统和RPA设计了一种多重检测装

置，在 1 h内检测到 100个拷贝的严重急性呼吸系

统综合征冠状病毒 2 （SARS-CoV-2） RNA。因此

CRISPR/Cas系统与 μPADs联用可进一步提高其检

测性能和拓展在食源性致病菌检测方面的应用。

为了充分挖掘 μPADs联用CRISPR/Cas系统检

测食源性致病菌的潜力，Zhuang等［71］基于RPA和

CRISPR/Cas12a系统开发了一种联用表面增强拉曼

光 谱 （surface-enhanced Raman spectroscopy，

SERS）技术的μPADs装置以用于沙门氏菌的检测

（图 4a）。作者首先制备了一种通过 ssDNA相互连

接的具有 SERS 信号的纳米材料，靶标存在时
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Fig. 3　CRISPR/Cas9-mediated lateral flow nucleic acid assay［58］

图3　CRISPR/Cas9介导侧向流动核酸检测平台［58］
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Cas12a 蛋白会切割 ssDNA，此时纳米材料经过短

暂离心后仍保持胶体溶液状体，而纳米材料的分散

和聚集状态将带来不同的SERS信号。此外，作者

在 μPADs 装置上干燥固定该纳米材料，在反应垫

上滴加CRISPR/Cas12a反应液后，μPADs的毛细管

力可对不同聚散状态的纳米材料进行分离，最终将

DNA信息转换为SERS信号来判定是否存在沙门氏

菌，该方法对人工污染牛奶和肉类样品的检测限分

别为3.72 CFU/ml和4.04 CFU/ml。此μPADs可作为

通用型的CRISPR/Cas信号输出装置用于检测不同

的食源性致病菌，满足更多的检测场景需求。

为了在 μPADs 装置上对目标进行定量检测，

Huang 等［72］开发了一种集成了 CRISPR/Cas12a 系

统和水凝胶以用于定量检测真菌含量的 μPADs 装

置（图 4b）。水凝胶由Y型支架DNA和连接DNA

自组装构成并保留了可供 Cas12a 蛋白切割的

ssDNA连接位点。作者首先对真菌的 18s rRNA进

行逆转录以获得带有 PAM位点的 dsDNA，Cas12a

蛋白即可被 dsDNA 激活DNase 活性，水凝胶解体

并释放出葡萄糖淀粉酶，此时溶液中的直链淀粉被

水解进而产生了大量的葡萄糖，μPADs装置的加样

孔中预装的葡萄糖氧化酶可将溶液中的葡萄糖氧化

成H2O2，在毛细管作用力的驱动下H2O2被预装在

反应通道的辣根过氧化物酶用于将二氨基联苯胺

（diaminobenzidine，DAB）转化为棕色的DAB。在

μPADs装置中葡萄糖的浓度与棕色条带的长度呈正

相关，因此根据棕色条带的长度即可判断真菌的含

量，该装置对几种细菌的肉眼检测限可低至        

10 CFU/ml，实现了对目标物的定量检测。尽管以

上联用了CRISPR/Cas系统的μPADs装置具有许多

优点，但是基于纸基的微流控装置仍存在如疏水性

差、拉伸强度低等缺点，这意味着在开发 μPADs

装置过程中需要注意纸基材料的选择，这些因素将

使μPADs的应用受到一定的限制［73］。

除纸基微流控外，基于CRISPR/Cas系统的其

他类型微流控芯片检测食源性致病菌的技术也得到

了研究，如结合 RAA 扩增和一锅法 CRISPR/

Cas12a 的手指驱动微流控芯片可同时检测多种食

源性致病菌［74］，将 CRISPR/Cas13a 系统与微流控

芯片结合检测李斯特菌［75］ 以及基于 CRISPR/

Cas12a 系统检测金黄色葡萄球菌的数字微流控技

术等［76］。总体而言，基于CRISPR/Cas系统开发针

对食源性致病菌的微流控检测方法在现场检测方面

具有巨大的优势和前景。

Table 2　Summary of detection techniques based on CRISPR/Cas system and different paper-based analysis methods
表2　基于CRISPR/Cas系统和不同纸基分析方法的检测技术总结

纸基方法

试纸分析

侧向流动分析

纸基微流控

其他微流控

Cas效应

蛋白

Cas9

Cas13a

Cas12a

Cas12a

Cas12a

Cas12a

Cas12a

Cas12a

Cas9

Cas9n

Cas9

Cas12a

Cas12a

Cas12a

Cas12a

Cas13a

Cas12a

目标物

寨卡病毒

RNA适配体

金黄色葡萄球菌

金黄色葡萄球菌

沙门氏菌

沙门氏菌

金黄色葡萄球菌

马铃薯黑胫病菌

单增李斯特菌

大肠杆菌

鼠伤寒沙门氏菌

沙门氏菌

严重急性呼吸系统综合征冠状病毒2（SARS-CoV-2）

沙门氏菌

念珠菌

7种食源性致病菌

4种李斯特菌

金黄色葡萄球菌

检测限

/

3 nmol/L

1 CFU/ml

5 copy/reaction（20 μl）

1.22 CFU/ml

84 CFU/ml

5.4×102 CFU/ml

0.5 nmol/L或1 nmol/L

150拷贝/反应（50 μl）

100 CFU/ml

102 CFU/ml

100拷贝/反应（30 μl）

34 CFU/ml

10 CFU/ml

500 CFU/ml

30~100 CFU/ml

32 CFU/ml

检测时间

（不含前处理）

2~3 h

20~60 min

60 min

40 min

70 min

30 min

70 min

60 min或30 min

40 min

90 min

70 min

60 min

45 min

2 h

45 min

60 min

55 min
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3　总结与展望

尽管在过去的一段时间里研究者们基于

CRISPR/Cas系统开发了大量具有高灵敏度、高特

异性、快速简便和一定通用性的生物传感器和纸基

分析方法，以用于检测食源性致病菌、病毒、毒素

和其他污染物等，但CRISPR/Cas系统仍处于发展

阶段，另外纸基分析方法中纸基材料固有的纤维素

结构也会影响其检测性能，这些因素都会使所建立

的检测方法在实际应用时面临许多挑战。a. 在现场

检测中，复杂的样品基质可能会影响检测效果，需

要对检测样品进行如提取和纯化等操作的预处理，

因此开发简便有效的样品提取装置也是提高检测效

率的重要手段。另外在构建基于CRISPR/Cas系统

的纸基分析方法的过程中，大多会涉及到核酸提

取、扩增和检测3个主要步骤，如果可以将这3个

步骤集成在同一个 LFAs 试纸条或 μPADs 装置中，

则简便性和检测效率会得到很大提高。b. 尽管目前

已经开发了基于各种Cas效应蛋白的生物传感器，

但仍需对各种Cas效应蛋白及其传感器的性质和工

作机制进行进一步的研究。如 Cas12f 的特点之一

是无需PAM和PFS序列即可靶向 ssDNA并激活附
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Fig. 4　CRISPR/Cas based paper-based microfluidic analytical devices
图4　基于CRISPR/Cas系统的纸基微流控装置

（a）基于CRISPR/Cas和SERS的纸基微流控装置；（b）基于CRISPR/Cas和水凝胶的纸基微流控装置［72］。GA：葡萄糖淀粉酶；GOx：葡萄

糖氧化酶；HPR：辣根过氧化物酶。
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属切割活性，这使其在单核酸多态性位点等应用场

景上拥有比其他第二类Cas效应蛋白更小的限制，

基于Cas12f开发检测方法将存在更多可能性。c. 目

前基于CRISPR/Cas系统设计的检测方法主要是针

对单一检测目标，难以对多个目标进行同时检测，

可针对 gRNA 和 Cas 蛋白进行改造来提高特异性，

进而满足在同一反应液中对不同目标物的识别。 

d. 纸基分析方法中纸基材料固有的纤维素结构会导

致反应试剂等溶液难以均匀地分布在测试区域中，

从而会影响检测的准确度和灵敏度，当溶液在纸基

材料中的流动受到影响时则可能会导致假阴性结果

的产生，将纸基材料与新兴生物材料结合以改进其

结构也是提高分析性能的方法之一。

总体来说，CRISPR/Cas 系统与纸基分析结合

具有非常可观的发展前景，但目前两者结合建立的

分析方法分为CRISPR/Cas检测和纸基分析两个步

骤组成，如果将Cas蛋白以保留活性的方式直接整

合在纸基材料并建立简便的一步纸基分析方法，这

将具有巨大的应用潜力和商业化前景，值得进一步

探索。
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Graphical abstract

Abstract　Foods can be contaminated with foodborne pathogens through a variety of pathways, including water, 

air and soil. Food safety events caused by foodborne pathogens show a serious impact on human health. However, 

due to the diversity of foodborne pathogens and the complexity of food matrices, the rapid detection of foodborne 

pathogens was difficult. The conventional microbial culture and physiological and biochemical identification can 

hardly meet the need of rapid detection of foodborne pathogens in the field. It is necessary to develop rapid 

detection technologies for foodborne pathogens. Clustered regularly interspaced short palindromic repeats 

(CRISPR) and associated protein (Cas) are an adaptive immune systems of prokaryotes with specific recognition 
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and cleavage of nucleic acid sequences, which shows good potential for development of nucleic acid detection 

and biosensing in the field. According to different forms of application, paper-based analytical devices can be 

categorized into test paper, lateral flow assay and microfluidic paper-based chips, etc. As a good simplicity and 

low-cost analytical testing tools, they show good prospects in the field of rapid testing. Therefore, the rapid and 

sensitive detection of foodborne pathogens can be realized by combining the efficient recognition ability of 

CRISPR/Cas system and the simplicity of paper-based analytical devices. In this paper, we briefly introduce an 

overview of the CRISPR/Cas system for nucleic acid detection, and this section focuses on an overview of the 

features and principles of the class 2 system, including types II, V and VI, which uses a single effector. The 

application of CRISPR/Cas system based test paper analysis, lateral flow assay and microfluidic paper-based 

chips for the detection of foodborne pathogens are highlighted in the paper, and finally the advantages, current 

challenges and future prospects of CRISPR/Cas system in combination with paper-based analytical devices to 

establish detection methods are discussed.

Key words　CRISPR/Cas, foodborne pathogen, paper-based analysis, rapid detection
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