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摘要 成簇规律间隔短回文重复及其相关蛋白（CRISPR-Cas）系统作为新型分子检测技术，为法医领域的RNA分析开辟了

创新路径。传统RNA检测方法因流程繁琐、抗干扰性弱等问题，难以适应法医学对快速、精准与现场检测的现实需求，基

于CRISPR-Cas原理的RNA检测技术通过向导RNA与Cas蛋白的协同识别机制，整合等温扩增与级联酶促反应机制，在提

升RNA检测灵敏度的同时大幅缩短分析时间，从而突破传统检测的时空限制，通过试纸条或便携式设备实现无大型设备支

持条件下的单分子级检测精度与即时结果判读，有效推动法医现场检验向高效化发展。但实际应用中仍存在环境干扰、酶

活性波动及标准化不足等技术瓶颈亟待解决。后续研究应重点突破多重检测技术瓶颈，增强检测体系的稳定性，同时开发

微流控集成设备，并制定统一的质量标准与伦理规范。本文系统梳理了CRISPR-RNA检测的技术原理与应用场景，旨在为

相关技术的法医学转化提供理论支撑，助力法医检验技术的创新发展。
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现场遗留生物检材中所蕴涵的遗传信息一直是

法医学领域研究的重点，为犯罪现场重建、案件侦

破以及追踪溯源提供重大的实际应用价值。由于

RNA分子稳定性较差，其作为生物信息载体在法

医学中长期未得到充分重视。近年来RNA在法医

领域的重要性逐渐提升，其独特的生物学特性成为

关键性证据来源，其组织特异性表达模式（如血液

中HBB mRNA、唾液中HTN3 mRNA）为生物体液

来源鉴定提供了高精度工具，尤其在性侵、凶杀等

案件中可有效区分混合样本成分，这对于重建涉及

混合样本的犯罪场景至关重要。此外，RNA的降

解动力学规律及死后特定基因的转录变化（如缺氧

诱导基因、炎症反应标志物）为死亡时间推断、生

前生理状态分析（如窒息、药物暴露）开辟了新途

径。但是当前 RNA 检测方法 （如逆转录 PCR、

RNA测序）具有高技术复杂性的特点，技术要求

和成本较高，仍存在复杂样本干扰及标准化数据库

缺失等问题，影响其法医实践与司法应用。随着检

测技术的革新，基于成簇规律间隔短回文重复

（clustered regularly interspaced short palindromic 

repeat，CRISPR）技术的新型 RNA 检测系统（如

SHERLOCK、DETECTR、FIND-IT） 凭借其高灵

敏度、特异性和快速检测优势，逐渐被应用于

RNA检测，尤其是在生物标志物识别、病原体筛

查和现场快速分析中。以下从技术原理、技术优

势、应用场景、技术挑战与未来展望等方面进行系

统分析基于 CRISPR 的 RNA 检测技术在法医领域

的应用前景。

1　CRISPR-RNA检测技术原理

CRISPR系统是存在于细菌和古细菌一种不断
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进化适应的免疫防御机制，通过利用一段 RNA 来

识别并进行有效的靶向DNA或RNA剪切，其功能

就是识别外源性入侵的核酸序列，并对其进行特异

性降解，以达到抗病毒的作用［1］。CRISPR系统通

常与 Cas 蛋白（如 Cas12a、Cas13）结合，通过向

导 RNA （crRNA） 靶向识别特定 DNA 或 RNA 序

列，触发 Cas 蛋白的附带切割活性，实现对目标

DNA或RNA的高特异性检测［2-3］。值得注意的是，

部分 Cas 蛋白 （如 Cas12a） 本身识别的是 dsDNA

靶标，但在实际应用中可通过逆转录酶将RNA分

子转化为互补DNA后，同样能够利用这类蛋白实

现RNA序列的检测［4］。这种基于逆转录的级联反

应策略，有效拓展了DNA特异性Cas蛋白在RNA

检测中的应用维度。

CRISPR-Cas系统抵御外来入侵核酸的过程可

以分为 3步：适应、表达、干扰［5］。首先是适应，

在细菌遭受病毒入侵时，一些辅助蛋白如Cas1和

Cas2 等将从病毒核酸中获得新的间隔序列并插入

CRISPR 基因座中［6］，在下一次同样的病毒入侵

时，CRISPR基因座在前导区的调控下转录表达包

含间隔区的多重复序列 pre-crRNA，这些 pre-

crRNA会在辅助酶的作用下被切割成拥有单独间隔

序 列 的 guide RNA （gRNA） 或 CRISPR RNA

（crRNA）。gRNA或 crRNA与Cas蛋白结合形成效

应复合物，其中 crRNA 作为向导，根据互补的特

性识别靶标DNA或RNA序列形成并激活Cas蛋白

作为核酸酶切割靶标，从而降解外源入侵核酸［7］。

所有的 CRISPR-Cas 系统都依赖于 gRNA 或 crRNA

进行特异性的靶向。当gRNA或crRNA的间隔序列

部 分 与 原 间 隔 邻 接 基 序 （protospacer adjacent 

motif，PAM） 或者原间隔侧翼序列 （protospacer 

flanking sequence，PFS） 相邻的靶序列杂交后，

Cas 核酸酶就会裂解靶核酸［8］。CRISPR-Cas 系统

最常用于基因编辑，但它同时也是一种精准灵敏的

检测工具。在先前的研究中， CRISPR-Cas9、

CRISPR-Cas12a和CRISPR-Cas13a均已被发现可以

识别和切割特定的DNA和RNA片段［9-10］。特别是

CRISPR-Cas12a和CRISPR-Cas13a在被激活后可以

反式切割靶序列周围的DNA和RNA，这一特性可

以用于检测病原微生物［11-12］。基于上述核酸识别与

切割的分子机制，有许多研究团队通过定向改造

Cas蛋白的靶标响应特性，逐步拓展CRISPR系统

的检测维度。其中，针对RNA靶标的检测技术发

展尤为迅速，通过整合 crRNA 引导的序列识别与

反式切割活性激活策略，成功构建了多种适配法医

学需求的CRISPR-RNA检测体系。

1.1　 SHERLOCK （specific high-sensitivity 
enzymatic reporter unLOCKing）

SHERLOCK 技术由哈佛大学 ZHANG Feng 团

队于 2017年首次提出［13］，通过等温扩增技术（例

如重组酶聚合酶扩增 （recombinase polymerase 

amplification，RPA））放大待测的DNA或RNA靶

标，并基于CRISPR-Cas13系统识别靶标核酸序列，

可在 2 h内实现阿摩尔（amol/L）级别的检测灵敏

度与高特异性［13］。该技术在次年得到进一步强化，

以 SHERLOCKv2 的形式出现，取得了多项突破，

将Cas13的反应与RPA的等温扩增方法联合使用，

在检测能力上取得了显著突破，包括达到 zmol/L

级别的灵敏度、线性可量化的结果、成本低、检测

时间缩短、单碱基错配特异性以及多路复用可以实

现四通道靶标检测等优点，更与侧向流动层析联用

实现了基于试纸条的检测，为核酸检测提供了一种

多功能的便携式核酸检测技术［14］（图 1），更通过

金纳米颗粒显色模式实现了设备依赖性的突破，这

一改进标志着CRISPR检测技术从实验室向现场应

用的重要转折。在法医学领域，这种高灵敏度、无

需复杂设备的特性为微量生物物证（如接触DNA、

混合斑RNA）的快速检测提供了新思路。其试纸

条检测模式与犯罪现场快速筛查需求高度契合，文

献显示已有研究团队尝试将该技术应用于血迹、唾

液等法医常见生物样本的RNA标记物检测［15］，但

目前在法医学实践中的具体应用案例仍需进一步探

索验证。

1.2　 OR-DETECTR （one tube RT-RPA/DNA 
endonuclease targeted CRISPR trans reporter）

OR-DETECTR 技术通过整合逆转录重组酶聚

合酶扩增 （RT-RPA） 与 CRISPR/Cas12a 系统，构

建了针对新型冠状病毒（SARS-CoV-2）的一体化

检测体系［4］。其核心原理分为两个阶段，首先利

用RT-RPA在等温条件下将病毒RNA逆转录扩增为

双链DNA（dsDNA），随后通过Cas12a蛋白特异性

识别扩增产物中的靶序列（图 1）。相较于常规检

测手段，该技术在性能与实用性方面具有显著优

势。RT-RPA阶段可在30 min内完成RNA向dsDNA

的高效转化，结合Cas12a系统对扩增产物的即时

识别，使总检测时间压缩至 50 min 以内，较传统

RT-PCR效率有很大的提升［4］。实验数据显示其灵

敏度达到 10拷贝/反应，与商业化试剂盒相当，同
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时依托CRISPR系统的序列双重验证机制，有效区

分相似序列的非特异性扩增产物。该技术所具备的

快速与高特异性特征，在法医物证检测中具有重要

应用潜力。在降解样本（如陈旧血痕、腐败组织）

的RNA分析中，其等温扩增机制显著降低了对核

酸完整性的依赖性，并为性侵案件中关键生物物证

的快速识别与溯源鉴定提供了可行的技术路径［16］。

1.3　FIND-IT （fast integrated nuclease detection 
in tandem）

2021 年，Liu 等结合嗜热菌 Csm6 （TtCsm6）

与 CRISPR-Cas13 核酸检测技术开发了一种快速

RNA检测技术FIND-IT）适用于即时现场诊断［17］。

FIND-IT 的检测原理主要为 crRNA 将 CRISPR-

LbuCas13a 引导至靶序列上并激活 LbuCas13 切割

活性，激活的 LbuCas13a 具有反式切割活性，将

TtCsm6激活剂在A-U处切割，使得TtCsm6激活剂

转变为活性状态。活性的TtCsm6激活剂与TtCsm6

的 CARF 结构域结合并激活 TtCsm6 的 HEPN 结构

域产生RNA酶活性，以切割荧光-猝灭信号报告分

子产生荧光信号（图1）。FIND-IT系统以无需扩增

为特点显著降低了检测难度，并且将检测线提高至

31 拷贝/µl，同时检测时间缩短至 20 min，大幅提

高了 CRISPR-Cas13 系统实现现场即时检测的能

力。相较于单独CRISPR-Cas13a检测技术，FIND-

IT 通过 TtCsm6 介导的信号放大机制，在不依赖

RPA核酸预扩增条件下实现单分子级灵敏度，这一

创新设计有效规避了单独CRISPR-Cas13a检测技术

对复杂仪器设备的依赖。双酶协同作用使检测动力

学效率提升3倍，对SARS-CoV-2 RNA的检测灵敏

度较单独 CRISPR-Cas13 系统提高 2 个数量级。实

验验证其特异性超过 99%，满足复杂样本检测需

求［17］。但需要指出的是，该技术现阶段仍存在若

干应用限制，TtCsm6的嗜热特性可能对常温检测

环境下的酶活性维持提出挑战，并且双酶反应体系

对温度波动的敏感性也可能影响检测结果的重现

性，后续的研究可以挖掘更多新的信号蛋白元件以

适配现场所处的不同环境温度，拓展该技术的应用

范围。在法医实践场景下，这种无需核酸扩增的检

测特性可有效规避扩增产物污染风险，符合犯罪现

场物证采集的防污染要求。虽然目前尚未见直接应

用于法医研究的公开报道，但其快速检测特性与法

医毒理分析中的急性中毒案件检测需求高度匹配。

特别是针对某些具有特征性 RNA 标记物的毒物

（如蓖麻毒素）［18］，理论上可在20 min内完成检测，

这对提高现场应急处置效率具有潜在应用价值。未

来研究可探索将TtCsm6系统与法医特异性生物标

记物相结合的技术适配方案。

1.4　其他检测技术

为解决CRISPR-Cas13a检测依赖实验室设备、

操作复杂等问题，研究者通过模块化方式集成核酸

提取、扩增、CRISPR反应与信号检测，构建了微

流控芯片与CRISPR-Cas13技术的集成平台，实现

了“样本到结果”的全流程自动化核酸检测［19］。

该系统的核心原理在于将样本预处理、靶标核

酸扩增与Cas13检测模块集成于微型芯片中：样本

Fig. 1　Schematic diagram of the principles of SHERLOCK ， DETECTR ， and FIND-IT nucleic acid testing technologies 
图1 SHERLOCK 、DETECTR 和 FIND-IT核酸检测技术的原理示意图
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经裂解与纯化处理后，通过等温扩增技术 （如

LAMP或RPA）快速富集靶标核酸，随后引导至多

通道反应腔室。每一通道预置Cas13-crRNA复合物

与荧光报告探针，当 Cas13 识别靶标 RNA 后，其

旁切活性被激活，从而切割荧光探针并释放信号。

通过多波长光学检测，可同时识别多种病原体，如

实现对流感病毒亚型的区分。微流控技术通过毛细

作用或微型气泵精确控制纳升级流体流动，结合冻

干试剂的预加载与物理隔离设计，有效避免交叉污

染。芯片内部集成加热元件、光学检测模块以及电

池供电系统，构建了无需实验室设备的便携式检测

平台，可在 60 min 内完成检测，灵敏达到 amol/L

水平［20］。

该技术的显著优势包括：高特异性（与 qPCR

检测结果一致性＞95%）、良好的多重检测能力

（多通道荧光读出）、优异的现场适用性（真正实现

便携式即用）、以及极低的检测成本。因此，为传

染病防控、突发公共卫生事件应急响应及环境病原

监测等应用场景提供了一种即时、高效的分子诊断

解决方案。此外，基于 Cas13 对 RNA 靶标的单碱

基分辨能力，该平台还可实现对高度相似序列（如

SNP位点）之间的精准区分，显著拓展了其在基因

突变检测与精准医学中的应用潜力［21］。另一研究

团队开发了基于Cas13a的电化学传感器，通过设

计特异性crRNA，成功在临床样本中检测到L452R

突变，灵敏度达到 10拷贝/μl，且与测序结果完全

一致，证明了其在检测SNP位点中的实用价值［22］。

同时，传统RNA检测技术（RT-PCR等）常依赖复

杂仪器或荧光标记，而CRISPR系统的模块化设计

可与多种信号输出方式结合。有研究提出了一种无

需固定探针的电化学策略，将Cas13a与荧光标记

的RNA分子信标FAM-RNA-MB（亚甲基蓝）结合

在一起，当Cas13a识别靶标RNA并激活反式切割

时，FAM标记的 ssRNA报告分子被切断，释放电

化学信号，从而实现对多种病原体RNA的同步检

测［23］。该方法省去了探针的固定步骤，简化了操

作流程，检测限低至1 amol/L，且可在60 min内完

成，提升了现场检测的可行性。

1.5　技术优势

CRISPR技术凭借其独特的优势在核酸检测领

域展现出重要价值。超高的灵敏度能够识别到单分

子级的RNA靶标，即便面对微量或降解样本时仍

保持稳定性能，为法医学中识别鉴定复杂物证提供

了技术保障［24-25］。同时，在技术开发过程中，许多

研究团队针对不同的应用场景需求形成了不同的解

决方案。SHERLOCK系统首次利用Cas13a的反式

切割活性将其引入核酸检测领域，并且在二代技术

SHERLOCKv2中联合RPA技术使得灵敏度得到极

大的提升［14］。OR-DETECTR 系统则通过 RT-RPA

与Cas12a的协同作用构建了一体化检测流程，其

RT-RPA 扩增和 Cas12 检测双阶段反应的设计在保

证SARS-CoV-2检测特异性的同时，将总时长压缩

至 50分钟内，这种时间效率的优势在突发事件中

可以展现出独特价值［4］。相比之下，FIND-IT技术

另辟蹊径地采用了嗜热菌TtCsm6蛋白构建起一种

级联酶促反应体系，其无需 RPA 进行预扩增的检

测模式不仅将灵敏度提高至单分子级别，更是通过

双酶协同作用将检测动力学效率提升3倍［26］。这3

类技术体系在信号放大路径选择上呈现出明显区

别：SHERLOCK技术是依靠预扩增来提升灵敏度，

OR-DETECTR技术则是通过双重验证以确保其检

测的特异性，而FIND-IT技术利用级联酶促反应来

实现信号的指数增长。这种无扩增的技术路线为不

同应用场景提供了不同的选择［26］。从设备依赖性

角度看，SHERLOCKv2的试纸条显色模式适配资

源匮乏地区，而FIND-IT的荧光定量方案更适用于

专业检测场景，反映出CRISPR诊断技术生态的逐

步完善。

检测流程的快速性可以显著提升检测的效率，

常规的 CRISPR 检测在 1~2 h 内即可完成，较传统

的检测方法（如RT-PCR、RNA测序等依赖精密仪

器且耗时较长的技术）缩短了检测时间，对于需要

快速诊断和决策的法医现场学场景具有关键意

义［24］。通过设计多重 crRNA探针，系统可同步检

测多个靶标，这种并行检测能力在混合斑迹鉴定中

有明显优势。结合试纸条等简易工具，该技术将大

幅降低对设备的依赖与操作的成本，可以使得基层

执法机构也能够实现精准检测［14， 24， 27］。CRISPR

系统的技术优势在设备集成中也得到了充分体现。

研究者开发的便携式检测系统将核酸提取、快速扩

增与CRISPR检测整合于微型平台，例如离心微流

控装置可在 45 min 内完成 10 个靶标同步分析［28］。

配合试纸条［14］ 或手持荧光仪［27， 29］，系统实现

“样本进-结果出”的现场检测模式，操作时间压缩

至 30~60 min［28］。这些研究展示了CRISPR技术在

便携化设备中的应用潜力，特别是在即时检验

（POCT）和现场快速检测中的优势［25］。CRISPR技

术的高特异性和灵敏度，结合便携化设备的简便性
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和快速性，为核酸检测提供了新的方法和工具，在

法医学现场检测中具有广阔的应用前景。

2　CRISPR-RNA 检测技术在法医学领域的

应用场景
RNA的表达与活性揭示了基因在特定组织类

型和特定时间点的活动情况。当组织受到病理因素

影响时，RNA在表达上会出现差异。从法医学角

度来看，RNA的表达与降解情况可以提供病理状

态的提示或根据表达的组织特异性可以推测出相关

组织类型，为侦破案件提供线索［30］。RNA表达分

析已经成为体液鉴定的有力工具，能够准确识别犯

罪现场的生物样本个体来源及其体液构成，这对于

明确犯罪性质具有关键作用［31］。RNA的稳定性和

对环境变化的抵抗性使其成为推测死亡时间的分子

标记物之一，特定的RNA生物标志物可以在死后

组织中被检测到，有助于估计死亡时间［32］。同时，

RNA分析也可以用于推断损伤和血痕的形成时间，

这对于重建犯罪事件的经过十分重要。通过分析特

定的RNA表达情况，可以推断死亡原因，尤其在

涉及到器官功能衰竭或特定疾病时［33］。

2.1　生物体液鉴定与来源分析

RNA在生物体液鉴定与来源分析中具有显著

优势，主要体现在高特异性、高灵敏度、动态信息

获取能力以及RNA类型的多样化。RNA分子具有

组织特异性，能够精确识别体液来源，同时其表达

水平可反映基因的实时状态，提供生物活性信息。

不同体液中的细胞会表达特定的 mRNA，通过检

测这些特定的 mRNA，可以鉴定体液的来源［34］。

例如，外周血中的 HBA、 HBB，月经血中的

MMP7、MMP10，阴道分泌物中的 CYP2B7P，唾

液中的 STATH、HTN3，精液中的 PRM2、SEMG1

等基因的 mRNA，可作为相应体液的鉴定标志

物［35-36］。相较于传统检测技术，基于 CRISPR 的

RNA检测技术在体液鉴定中展现出独特优势。当

前主流的体液鉴定方法如 RT-qPCR 和免疫层析法

仍存在局限性：RT-qPCR依赖精密的温控设备和复

杂的引物设计，并且对靶标核酸的质量和长度有较

高要求［37-38］。而免疫层析法对蛋白标志物的识别

易受样本降解影响，且灵敏度较低（检测限通常为

ng级）。CRISPR技术通过以下特性突破了上述瓶

颈：a. 其向导RNA可识别约 20个核苷酸长度的靶

序列，即使在样本降解或微量残留的情况下，仍可

实现 amol/L至 zmol/L级别的检测灵敏度［39］；b. 其

分子识别机制通过 crRNA 序列的可编程性，既可

实现体液特异性mRNA 标志物的并行检测，也可

精准分辨 SNP 位点，相较 RT-qPCR 具备更强的信

息整合能力［14］；c. 其反应不依赖精密的温控设备，

与试纸条联用时，无需专业仪器即可完成结果判

读，适合现场应用。

CRISPR-RNA 检测技术已初步应用于生物体

液鉴定中，验证了其在体液鉴定中的应用潜力。文

献中报道的SHERLOCK技术成功实现了对外周血

中 HBA mRNA 的检测，其检测限可达 0.001 ng，

与毛细管电泳相当［15］。在混合斑迹分析中，该方

法可识别低至 5%比例的血液成分，且对经DNase 

I处理的降解样本仍保持超过90%的检出率，整体

性能优于传统免疫层析法。近期一项研究通过将逆

转录环介导等温扩增 （RT-LAMP） 与 CRISPR-

Cas12a 系统结合，成功建立了基于 ALAS2 mRNA

的血液特异性检测方法，该方法具有较高灵敏度，

并能识别混合样本中的微量血液成分［40］。另一项

研究整合RT-RPA与Cas12a的反式切割活性，实现

了血液 HBB mRNA 与精液 PRM2 mRNA 的同步检

测，在无专业设备的条件下完成混合体液的快速分

型［41］。上述进展为 CRISPR 技术在法医混合斑检

测与现场即时分析中的实际应用奠定了坚实基础，

展示了其作为下一代分子法医工具的巨大潜力。

当前研究已初步构建起基于RNA特征的体液

识别体系，但仍有多个方向值得深入探索。针对

CRISPR-RNA 检测技术的优化应聚焦两点：a. 开

发多重 crRNA 阵列以实现混合体液同步检测，解

决现有技术对单一标志物的依赖性问题；b. 建立适

用于犯罪现场的常温快速检测技术，提高检测稳定

性与现场适用性。与主流检测技术相比，CRISPR

平台在检测速度、抗干扰能力及成本控制方面已展

现出显著优势，但其在法医实践中的标准化验证仍

需加强。

2.2　死亡时间（PMI）、损伤和血痕的形成时间以

及死亡原因推断

RNA因其动态变化特性与短半衰期，在法医

学领域为死亡时间（PMI）、损伤时间、血痕形成

时间及死亡原因的推断提供了新思路。传统方法依

赖于蛋白质降解或代谢物分析，而RNA检测通过

其降解规律与表达模式的变化，可实现更精准的时

间关联性判断［42-43］。例如，β -actin、GAPDH 和

miR-9 等 RNA 标志物的降解模型已被用于 PMI 推

断［44-46］；损伤相关miRNA（如miR-214a-3p、miR-

103a-3p）的表达变化可辅助判断损伤时间［42］；血
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痕中18S rRNA与β-actin mRNA的比值变化则与形

成时间相关［47］；RNA 的昼夜节律变化成为预测

PMI和血痕沉积时间的潜在生物标志物［48］。

近年来，CRISPR-RNA检测技术因其高灵敏度

和可编程性，为上述领域提供了潜在的技术突破。

其原理基于RNA的动态特性：通过CRISPR-Cas13

系统对特定RNA分子的靶向识别与信号放大，检

测信号强度的变化可反映RNA的表达时间窗口与

降解规律，从而推断生物事件的发生时间。例如，

组织中 β-actin 等标志物的降解轨迹可辅助 PMI 推

断，而血痕中 18S rRNA的动态变化可映射形成时

间。然而，该技术的核心在于实现RNA的定量分

析。目前研究已在此方向取得进展，如Kang等［49］

通过 CRISPR-Cas13 系统开发了高度多重化的

mRNA定量方法，而Lamb等［50］则利用Cas13实现

了流感病毒mini viral RNAs的精准检测。这些成果

表明 CRISPR-RNA 技术在定量检测中的可行性，

为其法医学应用奠定了理论基础。

尽管如此，CRISPR技术应用于时间推断仍面

临挑战。首先，需筛选并验证与特定法医学问题

（如PMI或死亡原因）高度关联的关键RNA分子标

志物。例如，创伤性脑损伤中某些miRNA的异常

表达可作为死亡原因的标志物［51］，而心源性猝死

中特定miRNA的差异需进一步验证［52］。其次，技

术瓶颈如检测灵敏度、环境干扰（如血痕中RNA

稳定性）及标准化模型的建立仍需突破。此外，现

有文献中CRISPR技术在法医学的应用多集中于体

液鉴定与病原体检测，其在时间推断领域的实践案

例仍有限，需结合传统方法（如蛋白质分析）进行

交叉验证以提升可靠性。

当前研究重点集中于两方向：一是开发

CRISPR-RNA的定量检测体系，二是构建法医学场

景下的RNA标志物数据库。尽管原理上可行，但

实际应用中需解决技术标准化、多标志物联合分析

及复杂环境下的稳健性问题。未来，该技术或可作

为补充工具与传统方法整合，通过多组学数据融合

提高时间推断精度。例如，结合RNA动态变化与

代谢物浓度变化，或联合miRNA与蛋白质降解模

型，可能形成更全面的推断框架。

2.3　毒物与药物滥用分析

在法医学领域，RNA 检测为毒物与药物成瘾

鉴定提供了新思路。相比传统代谢物检测，RNA

动态表达特征可以追溯药物暴露的时间与强度，尤

其适用于微量生物样本分析。例如甲基苯丙胺成瘾

者体内多巴胺转运体 mRNA 的表达水平与用药频

率直接相关［53］。类似的机制也存在于海洛因成瘾

者体内的 μ-阿片受体mRNA 的异常剪接中，且这

些分子标记在唾液、毛发等微量样本中仍可检出，

同时拓展了物证来源［54］。针对药物代谢相关的

mRNA，CRISPR 系统通过等温扩增与探针捕获，

使得检测的灵敏度可达单分子级别，能精准识别混

合斑迹中的生物标记物。此外，药物滥用引发的神

经适应性改变也会影响特定miRNA的表达，如脑

脊液中miR-212的持续性高表达可以作为可卡因成

瘾的量化指标，可卡因暴露也会导致 miR-30c-5p 

水平增加［55-56］。Demirel等［57］研究了甲基苯丙胺使

用者死后人脑组织中的腹侧被盖区和伏隔核样本，

通过定量逆转录 PCR 发现 miRNA let-7b-3p 过表

达，可用作甲基苯丙胺成瘾的诊断和治疗标志物。

这类小RNA在陈旧血迹等复杂样本中具有优异的

稳定性，但传统RT-PCR技术因操作繁琐难以实现

现场应用［58-59］。CRISPR 系统则可通过直接识别

miRNA 序列，将检测流程简化为单步反应，30 

min 内即可完成检测，弥补了传统检测 miRNA 方

法的缺陷。对于miRNA检测，CRISPR系统具备的

精确互补配对机制可以区分单碱基差异，这一优势

在合成阿片制剂溯源中优势明显。

在技术发展层面，之后的研究可以着重解决毒

物药物成瘾检测中的现场实操难题。比如针对唾

液、毛发等易受环境影响的微量样本，开发新型常

温稳定剂以抑制RNA降解，提升在高温高湿条件

下保存物证的效能。同时可以探索一些非破坏性的

检测技术，比如基于纳米孔测序的实时分析系统，

可以在不破坏样本的前提下完成药物代谢相关

RNA的快速筛查，为后续司法复核保留原始物证。

2.4　生物安全侦察与生物微生物检测

在涉及生物安全和医疗犯罪的场中，针对

RNA 病毒（如 HIV、狂犬病毒、新冠病毒）及细

菌毒素RNA的快速筛查与精准溯源可以为生物威

胁的早期预警与司法证据链的构建提供关键的技术

支持。相较于 DNA，相较于 DNA 较高的稳定性，

RNA分子在环境中具有较短的半衰期，这一特性

使其能够更精准地反映检测样本的近期活动状态，

从而为推断案件时间线提供重要依据，为推断犯罪

时间线提供重要依据［60］。例如，对新冠病毒的

RNA 进行检测可追溯其污染源头的时空分布［61］；

炭疽杆菌（Bacillus anthracis）毒素基因的RNA表

达水平则能区分活菌感染与灭活菌体，可以判定案
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件性质是否为恶意投放［62］。同时，由于RNA病毒

缺乏DNA中间体，其基因组可直接作为感染标志

物，使得检测更具病原特异性。基于CRISPR-Cas

系统开发的便携式检测技术，可在2 h内完成现场

样本中痕量RNA的靶向富集与可视化判读，可以

显著提升可疑生物样本（如白色粉末、体液或环境

拭子）的筛查效率［63］。此外，在一些医疗犯罪场

景中，通过CRISPR核酸检测技术分析患者体内病

毒特征性RNA，可以推断出病毒传播链的时间节

点与责任主体，这在非法血液制品或医疗器械污染

案件中具有重要的法医学价值。但当前技术发展仍

需重点突破复杂基质样本前处理的瓶颈。

未来着眼于开发基于磁珠捕获的RNA快速纯

化技术，或许可以提升土壤、污水等环境样本中痕

量微生物 RNA 的回收效率。同时，构建微生物

RNA稳定性数据库，系统研究温度、湿度等环境

因素对各类病原体RNA降解速率的影响规律，或

可增强检测结果的时间推断准确性。后续可探索多

类型微型化微流控芯片与 CRISPR 技术的整合应

用，实现犯罪现场同步检测 20种以上生物威胁因

子的能力，为生物安全司法鉴定构建多维度的技术

防御体系。

3　CRISPR-RNA检测技术挑战与未来发展

方向
3.1　技术挑战与局限性

在法医学实践中，CRISPR-RNA 检测技术的

推广受到多重现实因素的制约。犯罪现场生物样本

常受高温、潮湿或微生物污染等环境因素影响，这

些条件容易引发RNA分子链的断裂，直接提升了

检测的难度并且会影响到检测数据可信度［64］。

CRISPR技术对靶标RNA的识别长度通常在 20~30

个核苷酸，这样的短片段结构可以在降解环境中表

现出更强的稳定性，这为提升检测可靠性提供了重

要技术支撑［65］。而面对复杂检材中存在的干扰物

质，例如土壤样本中的金属离子或腐败组织内的核

酸酶，这些成分可能通过与CRISPR酶发生非特异

性结合而抑制其活性，为此需要建立系统的样本前

处理方案，通过改进核酸提取工艺有效去除干扰因

子，同时可以引入酶活性保护剂维持检测体系的稳

定性［66］。

技术标准化与伦理规范是将 CRISPR-RNA 技

术引入法医学领域内亟待完善的关键环节。当前法

医学界尚未建立针对 CRISPR 检测的统一质控标

准，包括判定阈值设定和假阳性控制等核心参数，

这种标准化的缺失将会直接影响检测结论的司法采

信度［67］。构建经法庭认可的验证体系，制定一系

列涵盖样本处理、检测流程到结果判读的全链条操

作规范，是成为推动技术落地的必要前提。与此同

时，RNA检测可能涉及个体健康敏感信息，例如

肿瘤标志物或遗传疾病相关序列的意外检出，这引

发了个人信息保护与司法取证需求之间的伦理冲

突。为此需要建立双重保障机制，既要完善检测数

据的加密存储和权限的管理制度，也要在法律层面

明确检测范围与信息使用边界，通过制度设计平衡

技术创新与伦理风险，确保该技术在司法实践中的

合规应用。

3.2　未来发展方向

在技术研发层面，构建多重检测体系与提升识

别元件 crRNA的稳定性是当前研究的核心突破点。

通过整合CRISPR技术与微流控芯片平台，或许能

够实现多线程检测体液样本中的生物来源标记、病

原体特征及毒物成分，这种集成化设计不仅缩短了

检测周期，更通过多指标交叉验证显著提升结果的

可信度，为临床诊断与法医分析鉴定提供高效解决

方案［68-69］。针对高度降解的RNA样本，采用核酸

类似物修饰的 crRNA 展现出独特优势，例如经

LNA或PNA改造的crRNA可增强与靶标RNA的结

合强度，有效克服环境降解导致的信号衰减问

题［70］。引入人工智能技术为系统优化开辟了新路

径，机器学习模型能够通过分析海量RNA序列数

据，精准预测 crRNA 的靶向效率并自动识别复杂

样本中的表达特征，这种智能化的分析模式既提高

了检测灵敏度，也为探索疾病相关的RNA调控网

络提供了新视角［71］。推动技术标准化与法律适配

性是实现成果转化的关键支撑。需将 CRISPR-

RNA 检测纳入司法鉴定技术认证体系，参照 ISO 

17025等国际标准建立严格的质量控制流程，包括

设备校准、操作规范与结果复核机制，确保检测数

据具备法律效力，以确保其在法律程序中的可靠性

和有效性，从而增强该技术在司法领域的可信度。

4　总结与展望

CRISPR-RNA 检测技术凭借其高精度检测能

力和高灵敏度特征，能够有效克服法医现场复杂环

境干扰，实现快速精准的物证分析，这构成了其在

现场检验中的关键技术优势。该技术不仅能快速检

测20 nt左右长度的RNA片段，其无需依赖大型仪

器的特点更适应现场检测需求。等温扩增与级联酶
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促技术的突破性进展，显著提升了检测效率与准确

性。结合便携式检测装置的应用，使得RNA检测

模式逐步从实验室分析转向现场快速筛查，这种转

变将有效缩短检测周期、降低操作风险，同时减少

对专业人员的依赖，为法医学实践带来实质性

改进。

在实践层面，该技术已覆盖法医学多维度需

求。生物体液溯源通过靶向组织特异性 mRNA 实

现混合样本的精准解析，为犯罪现场重建提供关键

物证支持。基于RNA降解规律的时间推断模型为

死亡时间判定提供了理论依据，但CRISPR技术在

此领域的实际应用仍需进一步验证。该技术在毒物

滥用分析中也展现出独特优势，其动态RNA表达

追踪能力可有效追溯药物暴露历史，甚至检测微量

样本中的成瘾标志物。面对生物安全威胁，其快速

筛查病原体RNA的特性，在生物安全或医疗犯罪

等特殊案件的溯源取证中具有重要战略价值。

但现阶段该技术体系仍存在若干关键问题需要

突破。样本前处理步骤的繁琐性、酶活性易受环境

干扰以及标准化流程缺失，直接影响检测结果的稳

定性与可重复性。通过优化反应条件、建立统一操

作规范以及开发集成化检测装置，有望克服现有技

术障碍。随着对CRISPR作用机制的深入研究，其

应用场景将持续扩展。通过跨学科技术整合与设备

微型化创新，未来可能构建出兼具高效性与便携性

的新型检测系统。总体而言，该技术为法医现场

RNA检测提供了创新解决方案，其快速精准的特

点将助力提升检验效率，为案件侦破工作提供更可

靠的技术支撑。
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Graphical abstract

Abstract　 The emergence of the clustered regularly interspaced short palindromic repeat (CRISPR) and 

CRISPR-associated proteins (Cas) system represents a revolutionary paradigm shift in molecular diagnostics, 

offering transformative potential for RNA analysis within the rigorous demands of forensic science. Conventional 

forensic RNA detection methodologies, such as reverse transcription-quantitative polymerase chain reaction (RT-

qPCR) or microarray analysis, are significantly hampered by inherent limitations including complex, multi-step 

protocols requiring sophisticated laboratory infrastructure, pronounced susceptibility to inhibitors prevalent in 

complex forensic matrices (e. g., humic acids, heme, indigo dyes), and often inadequate sensitivity for trace or 

degraded samples typical of crime scenes, thereby failing to meet the critical operational imperatives of forensic 

practice: rapidity, high specificity, sensitivity, portability, and robustness against interference. This review posits 
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that CRISPR-Cas-based RNA detection technology provides a groundbreaking solution by leveraging the 

programmable, sequence-specific recognition conferred by the synergistic interaction between a designed guide 

RNA (gRNA) and Cas effector proteins (e.g., Cas12a, Cas13a, Cas14). Upon target RNA binding, specific Cas 

enzymes undergo conformational activation, exhibiting collateral cleavage activity―a unique catalytic 

amplification mechanism where the enzyme non-specifically cleaves surrounding reporter molecules, enabling 

ultra-high sensitivity. To further enhance detection limits, CRISPR-Cas systems are strategically integrated with 

isothermal pre-amplification techniques like recombinase polymerase amplification (RPA) or loop-mediated 

isothermal amplification (LAMP), which efficiently amplify target RNA at constant temperatures, eliminating the 

need for thermal cyclers. This powerful cascade―isothermal pre-amplification followed by CRISPR-mediated 

sequence-specific recognition and collateral signal amplification―achieves exceptional sensitivity, often down to 

the single-molecule (attomolar) level, while drastically reducing analysis time to potentially 30 – 60 min. 

Crucially, the compatibility of CRISPR-Cas detection with simple, equipment-free readout systems, such as lateral 

flow strips (LFS) for visual colorimetric results or portable fluorescence/electrochemical sensors, facilitates true 

point-of-need (PON) forensic analysis directly at crime scenes, morgues, or field labs. This enables rapid 

applications like specific body fluid identification (e.g., distinguishing menstrual blood via miRNA, identifying 

saliva via mRNA), post-mortem interval (PMI) estimation through RNA degradation/expression patterns, donor 

age inference via age-related RNA markers, tissue identification, and microbial forensics, thereby accelerating 

investigative leads, minimizing sample degradation risks, and optimizing resource allocation. However, 

significant challenges impede widespread adoption, including persistent environmental interference inhibiting 

enzymes, fluctuations in Cas/amplification enzyme activity affecting reproducibility, a critical lack of 

standardized protocols and validated quality assurance/quality control (QA/QC) frameworks essential for forensic 

reliability and court admissibility, and current limitations in multiplex detection capability. Consequently, future 

research must prioritize overcoming multiplexing bottlenecks for comprehensive analysis, enhancing system 

robustness through Cas protein engineering and optimized reagents, developing fully integrated, sample-to-answer 

microfluidic or lateral flow devices for user-friendly field deployment, and collaboratively establishing universally 

accepted validation guidelines, performance standards, and stringent QA/QC procedures. Furthermore, the urgent 

development of clear ethical guidelines governing the use of this highly sensitive technology, particularly 

concerning RNA data privacy and potential misuse, is imperative. This review systematically outlines the 

principles, forensic applications, current limitations, and future trajectories of CRISPR-RNA detection, with the 

authors' conviction that focused efforts addressing these challenges will translate this technology into a 

cornerstone of next-generation forensic practice, driving unprecedented efficiency and innovation in field 

investigations and laboratory analysis to enhance justice delivery.

Key words　 clustered regularly interspaced short palindromic repeat (CRISPR), CRISPR-associated proteins 

(Cas),RNA detection, forensic criminalistics, forensic field investigations
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