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摘要 肿瘤的早期诊断对提高生存率和减轻患者痛苦具有重要意义。对体液中的肿瘤标志物（如 ctDNA、miRNA、蛋白

质、外泌体等）进行敏感检测是早期肿瘤诊断的重要途径。然而，传统的肿瘤检测方法由于其成本高、时间长以及灵敏度

低，已成为肿瘤诊疗领域亟需突破的技术瓶颈。源于细菌的适应性免疫系统的规则成簇间隔短回文重复序列（clustered 

regularly interspaced short palindromic repeats，CRISPR）及其相关蛋白质（CRISPR-associated protein，Cas）系统，已开发

成为一种高效的分子诊断工具。近年来，通过结合便捷、高灵敏、响应速度快的电化学技术，CRISPR/Cas生物传感器在快

速检测领域显示出巨大潜力。本文简要介绍了第 II类CRISPR/Cas系统单效应蛋白的原理及特点，重点综述了基于CRISPR/

Cas电化学生物传感器的各种检测技术（包括阻抗法、伏安法、光电化学法和电化学发光法）在肿瘤诊断领域的应用，并讨

论了CRISPR/Cas集成电化学生物传感器的优势与局限性、当前的挑战及未来的发展前景。
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肿瘤是威胁人类生命的主要疾病之一，恶性肿

瘤的扩散更是造成大多数癌症病人死亡的有关原

因［1］。近年来，肿瘤发病率不断升高，数百万人

死于癌症，其中很多病人诊断时已是肿瘤晚期，从

而错过了最佳的治疗期。因此，早期的准确诊断和

及时的治疗对有效延长生存期至关重要。目前，传

统的肿瘤检测方法主要有组织活检和影像学检查两

种［2］，组织活检是肿瘤诊断的“金标准”，但其作

为一种侵入性有创手术，成本高且耗时，同时，恶

性肿瘤可向多部位转移，而从不同部位进行多次组

织活检是不现实的［3］。影像学检查虽然是一种非

侵入性诊断工具，但其灵敏度低、准确性差，难以

明确病变性质［4］。目前的研究工作集中在发现新

的、无创的方法来诊断肿瘤和评估术后治疗效果。

液体活检技术因其无创、简单、可重复操作等优点

已成为肿瘤学和肿瘤精准医学发展中的重要技术，

主要是基于对循环肿瘤细胞 （circulating tumor 

cell， CTC）、循环肿瘤 DNA （circulating tumor 

DNA，ctDNA）和微RNA（microRNA，miRNA）、

蛋白质和外泌体等肿瘤标志物的检测［5］。目前已

开发了多种检测肿瘤标志物的方法，包括聚合酶链

反应 （polymerase chain reaction，PCR）、RNA 印

迹法（Northern blotting）、下一代测序技术、流式

细胞仪以及酶联免疫吸附试验等［6］，然而，这些

方法通常存在耗时长、成本高、灵敏度低以及需要

专业人员操作等不足。因此，亟需一种新的便捷、

快速且高效的肿瘤检测方法。
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源于细菌适应性免疫系统的规则成簇间隔短回

文重复序列 （clustered regularly interspaced short 

palindromic repeats， CRISPR） /相 关 蛋 白 质

（CRISPR-associated protein，Cas）系统，起初作为

基因编辑工具被广泛使用［7］。目前，CRISPR/Cas9

已经成为生物学研究中最常用的基因编辑手段，这

一简单、高效、成本低的技术，可以精确地删除、

添加、替换或修改动植物甚至人类身上的基因，相

关技术已广泛应用于农业领域和生物医药领

域［8-11］。CRISPR技术不仅在基因组编辑领域得到

了应用，在核酸检测方面也展现出巨大的潜力，尤

其是CRISPR/Cas集成电化学传感器（CRISPR/Cas 

integrated electrochemical sensors， E-CRISPR） 具

有高灵敏度、高特异性、响应速度快等优点［12-13］，

可以快速、准确地对多种生物样本进行定量测定，

已在医疗健康、环境监测、食品安全等多个领域中

应用，并且在提升肿瘤标志物检测水平上具有巨大

潜力。本文综述了E-CRISPR平台的构建及其在肿

瘤检测中的应用，并讨论CRISPR技术在分子检测

领域的优势和局限性，为相关领域人员提供参考和

帮助。

1　CRISPR/Cas系统

CRISPR/Cas 系统是细菌和古细菌为对抗病毒

和质粒不断进攻而演化来的获得免疫防御机制［14］。

CRISPR/Cas 系统主要由两部分组成，即 CRISPR

阵列与相关Cas蛋白基因。完整的CRISPR阵列包

括上游的前导序列和下游由独特序列分隔的重复序

列［15］。前导序列富含A-T碱基对，可作为启动子

来启动下游的间隔序列与重复序列的转录，其转录

产物为CRISPR RNA（crRNA）［16］。CRISPR/Cas系

统作用机制分为适应、表达和干扰三个阶段的免疫

反应［17］。当细菌或古细菌细胞首次接触病毒或外

源基因时，即进入适应阶段。CRISPR位点将Cas

基因表达为Cas蛋白，这些Cas蛋白识别病毒以及

外源核酸，并切割病毒核酸的一部分形成间隔子，

将其储存在CRISPR阵列的前导链中［18］。第二阶段

称为表达阶段，细菌或古细菌细胞的CRISPR阵列

将其存储的间隔转录成小的非编码RNA，称为前

体 crRNA （pre-CRISPR RNA，pre-crRNA），并通

过碱基配对与转录激活 crRNA （trans-activating 

crRNA，tracrRNA）连接，形成成熟的 crRNA。第

三阶段即干扰阶段，crRNA与效应Cas酶形成复合

物，该复合物通过独特的原型间隔区相邻基序

（protospacer adjacent motif，PAM）定位病毒核酸，

并破坏病毒基因，从而实现完全免疫［19-21］。

根据 Cas 的结构和功能，CRISPR/Cas 系统可

分为 I类和 II类两大类，其中 II类是目前研究最多、

应用最广泛的系统［22］。I 类 CRISPR/Cas 系统由多

个Cas蛋白复合物组成，包括 I型、III型和 IV型；

II 类 CRISPR/Cas 系统是由 RNA 介导的单一多域

Cas 蛋白系统，分别是 Cas9 （II 型）、Cas13 （Ⅵ

型）、Cas12（Ⅴ型）和Cas14（Ⅴ型）［23］。尽管它们

的种类和结构组成本质上不同，但它们都形成了作

为生物识别元件的二元复合物（Cas-crRNA），且

在分析领域的应用中发挥着关键作用。

Cas9主要由Cas9蛋白、可编程的单指导RNA

（single-guide RNA， sgRNA） 和目标序列三元组

成。其中 Cas9 蛋白酶切割活性是由 pre-crRNA 与

tracrRNA 形成的复合体 sgRNA 调控的，该复合体

在 PAM 附 近 的 特 定 位 点 切 割 目 标 双 链 DNA

（double-stranded DNA， dsDNA） （ 图 1a）［24］ 。

Cas12在 crRNA的引导下靶向PAM附近的DNA序

列进行识别，并在特定位置切割目标链。同时，其

反式切割能力被激活，主要切割周围的单链DNA

（single-stranded DNA，ssDNA）荧光报告分子，这

种对周围 ssDNA 进行反式切割的 DNase 活性称为

反式切割，从而产生荧光信号（图1b）［25］。相比之

下，Cas13是一种由 crRNA引导的RNA靶向系统，

在切割目标 RNA 链的同时切割周围的单链 RNA

（single-stranded RNA，ssRNA）荧光报告基团。具

体来说，crRNA 引导 Cas13a 检测目标 RNA，与

Cas9和Cas12家族不同，大多数报道的Cas13家族

的 变 体 依 赖 原 间 隔 子 侧 翼 序 列 （protospacer 

flanking sequence，PFS）的识别（图1c）［26-27］。

Cas14在结构上被划分为和Cas12一样的V类

效应器，作为一个全新的Cas成员。Cas14蛋白需

在 sgRNA 的帮助下识别 ssDNA，并同时触发反式

切割 ssDNA荧光报告基团的能力。值得注意的是，

Cas14对靶标分子的识别并不依赖于PAM序列，其

切割效率比 Cas9、Cas12、Cas13 蛋白更具特异性

（图1d）［28］。上述几种CRISPR/Cas系统的主要特征

见表1。
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2　结合CRISPR/Cas的生物传感器检测技术

生物传感器是一种能将生物指标转化为可测量

信号的设备，广泛应用于疾病的监测与诊断、新药

开发、食品安全检测等领域［35-37］。例如，临床环

境中糖尿病患者的血糖监测仪［36］和严重急性呼吸

综 合 征 冠 状 病 毒 2 （severe acute respiratory 

syndrome coronavirus 2，SARS-CoV-2） 抗原检测

中使用的胶体金试纸条［37］。生物传感器由两个核

心部分构成：生物识别元件和信号转导元件。生物

识别元件（如酶、抗体、核酸、细胞等）能够与样

本中的目标分析物特异性结合，引起化学或物理性

质的变化，产生可解析的参数。然后，信号转导元

件将这些参数转换为可测量的信号，常见的转导系

统包括电化学、光学、热量或质量感应等方

法［38-39］。在众多的信号转导方法中，电化学生物

传感器是一种经典的生物传感器，能高效地把生物

学信息转化为可测量的电信号。根据电信号的输入

输出方式，电化学生物传感器可分为伏安法、阻抗

法、光电化学和电化学发光法等［40］。电化学生物

传感器不仅响应读数快、便携、成本低，还可以通

过使用特定的增强元件来提高特异性及灵敏度，为

生物传感技术的发展和应用打开了新的视角。

CRISPR 检测技术作为一种新的分子诊断工
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Fig. 1　Principles of detection of class II CRISPR/Cas systems
图1　II类CRISPR/Cas系统的检测原理

BHQ：黑洞猝灭剂（black hole quencher）；FAM：羧基荧光素（carboxyfluorescein）。

Table 1　Main features of class II CRISPR/Cas systems
表1　II类CRISPR/Cas系统的主要特征

靶标类型

向导RNA

PAM

顺式切割

反式切割

检测方法

Cas9

dsDNA

sgRNA

5'-NGG-3'

有

—

CAS-EXPAR［29］

Cas12

dsDNA/ssDNA

crRNA/sgRNA

5'-TTTN-3'

有

ssDNA

DETECTR［30］

HOLMES［31］

Cas13

ssRNA

crRNA

PFS序列A/U/C-3'

有

ssRNA

SHERLOCK［32］

SHERLOCKv2［33］

Cas14

ssDNA

sgRNA

—

有

ssDNA

Cas14-DETECTR［34］
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具，能特异性识别和切割靶基因，用于单核苷酸多

态性分型、体外核酸检测和胞内特定基因成像［41］。

CRISPR/Cas 系统在核酸检测，尤其是在 SARS-

CoV-2的检测中发挥了重要的作用。在新型冠状病

毒感染（COVID-19）疫情期间，为实现便捷、快

速、高灵敏的 SARS-CoV-2 核酸分子检测，基于

CRISPR 方法检测了临床 COVID-19 患者样本，检

测 技 术 “opvCRISPR”（one-pot visual rt-lamp-

CRISPR） 、“DETECTR” （DNA endonuclease 

targeted CRISPR trans reporter）的检测时间、检测

限 分 别 约 为 45 min、 5 copies/μl［26］ 和 30 min、    

10 copies/µl［42］，这些技术极大缩短了核酸检测的

时间。

目前，功能性核酸适配体、结构转录因子和其

他生物特征元件的添加使得非核酸分子信号能够转

化为核酸信号，扩大了CRISPR/Cas系统的应用范

围，使得基于CRISPR/Cas的生物传感技术可广泛

用于检测多种靶标，包括核酸、生物标志物、小分

子和金属离子等［43］，CRISPR/Cas检测技术输出模

式主要有荧光、比色、电化学、拉曼等［44-45］。

CRISPR/Cas检测技术研究的当前重点之一是克服

现有报告系统的某些局限性，如在荧光检测器中，

信号分子的稳定性较差、灵敏度低，在基于光学转

导的生物传感系统中，成本较高以及便携性较差。

在当今数字化时代，简单、快速、准确、灵敏、高

选择性和低成本是新时代生物传感器的代名词，为

促进 CRISPR/Cas 多重生物传感，需要考虑将

CRISPR/Cas与一些信号转导技术相结合。与现有

的检测策略相比，电化学传感器具有结构简单、易

于小型化、成本低、响应速度快、灵敏度高等优

点，因此广泛应用于生物传感应用［46］。

3　各类肿瘤标志物及其现有检测方法

肿瘤标志物是一种在肿瘤发展过程中产生的特

殊物质，它可以由肿瘤细胞自身分泌，也可以通过

机体对肿瘤细胞的反应而产生［47］。肿瘤标志物可

以存在于血液、尿液、组织等样本中。目前，肿瘤

标志物主要分为五大类：循环肿瘤细胞、外泌体、

蛋白质、ctDNA和miRNA。通过检测肿瘤标志物，

可以进行肿瘤的早期筛查、诊断、疾病进展监测和

疗效评估等，具有重要的临床意义。以下简要介绍

ctDNA、miRNA 和蛋白质三类典型的肿瘤标志物

以及现有的检测方法。

ctDNA是血液及其他体液中的游离DNA片段，

主要源自恶性肿瘤细胞［48］。ctDNA含有与其来源

肿瘤DNA同样的基因缺陷，包括突变、缺少、插

入、重排、拷贝数异常以及甲基化等［47］。ctDNA

作为一种高敏感性和特异性的生物标志物，可以在

许多晚期实体肿瘤患者的外周血液中检测到，其水

平变化与肿瘤的发展密切相关。例如，结直肠癌术

后患者若血液中 ctDNA 含量较高，则表明复发风

险增加［49］。肺癌患者中的表皮生长因子受体

（epidermal growth factor receptor，EGFR） 基因突

变检测对于指导用药和监测疗效具有重要作用［50］。

因此，ctDNA检测对于肿瘤的早期发现以及预后评

估具有重要意义。目前临床 ctDNA 定量检测主要

基于 PCR［6］，尽管 PCR 技术在精准度和特异性方

面表现优异，但由于其对复杂设备的依赖、对操作

人员的高技能要求，以及较长的处理周期，其应用

范围往往限于设备齐全的实验室。

miRNA 是一类长度为 18~24 个核苷酸的小型

非编码RNA分子，主要通过与信使RNA靶标的互

补配对，调控基因表达［51］。在细胞内，miRNA参

与多种生物学过程，如细胞增殖、分化、凋亡和细

胞周期调控等［52］。miRNA的表达水平与多种癌症

密切相关，发挥类似癌基因或抑癌基因的作用。

miRNA-6807-5p和miRNA-6856-5p被发现是诊断胃

癌和评估胃癌切除术治疗效果的生物标志物［53］。

有研究指出，miRNA-155 在多种恶性肿瘤中过表

达，如淋巴瘤和肺癌［54］。miRNA-155上调抑制了

转化生长因子β受体 2的表达，从而促进了胃癌细

胞的增殖和迁移。使用 miRNA-155 抑制剂可以抑

制肿瘤细胞的生长［55］。因此，miRNA表达和定量

可作为早期癌症诊断和评估治疗效果的有价值的生

物标志物。然而，由于miRNA长度短、同源性高、

含量较低等特点，精确检测miRNA仍然是一个挑

战。目前，miRNA 的分析主要采用逆转录 PCR、

RNA印迹法（Northern blotting）、高通量测序等技

术［56］，但这些技术往往存在耗时长、设备昂贵或

灵敏度低的问题。因此，迫切需要开发一种简单、

高效且灵敏的miRNA生物传感器。

蛋白质是生物体中重要的生物大分子，独特蛋

白质的表达通常与疾病相关。肿瘤蛋白标志物是一

类在肿瘤细胞中过度表达或突变的特定蛋白质，主

要由肿瘤细胞分泌释放到体液中，包括抗原、酶和

激素等物质［57］。肿瘤蛋白标志物与癌症的进展之

间的关系非常明确，蛋白质肿瘤标志物的表达水平

越高，表明疾病的晚期程度越高。因此，检测其含
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量对于肿瘤的早期诊断和病情监测等具有重要意

义。例如，癌抗原 72-4 是目前诊断胃癌的最佳肿

瘤标志物之一，具有较高的特异性，常被作为胃癌

的首选肿瘤标志物，并且可作为胃癌分期和疗效检

测的良好指标，并与癌胚抗原联合检测可以监测超

过 70％的胃癌［58］。甲胎蛋白是最常用的临床肿瘤

标志物之一，在正常人的血清中含量较少，但在原

发性肝癌患者体内显著上升［59］。因此，临床上主

要使用甲胎蛋白作为原发性肝癌的血清标志物，用

于原发性肝癌的诊断和疗效监测。肿瘤蛋白标志物

的检测技术可能是最成熟的。然而，目前常用的临

床检测方法，如酶联免疫吸附试验、流式细胞术、

和蛋白质印迹法［60］，存在受人工操作影响大、重

复性差、灵敏度有限以及需要大量样本等缺点，阻

碍了其在早期疾病诊断中的应用。

4　CRISPR/Cas结合电化学生物传感器在肿

瘤检测方面的应用

CRISPR/Cas技术与电化学传感器的结合，可将

生化信号转化为电信号，因其高度选择性、稳定性、

灵敏性，有望用于检测各种肿瘤标志物，如核酸、

蛋白质等，相比于荧光生物传感器法，E-CRISPR

更具有分析优势［61］。同时，E-CRISPR集成床旁检

测（point-of-care testing，POCT）具有多功能检测

的优点，并且易于转换为智能设备，使临床医生能

够在短时间内分析数据，并为患者提供更好的

POCT，为临床诊断带来便利。Zhou等［62］构建了

一种基于CRISPR/Cas13a技术的便携式电化学发光

芯片 （CRISPR/Cas13a powered portable ECL chip，

PECL-CRISPR），用于高灵敏度和特异性 miRNA

检测。该芯片在 70 min 内实现了对 miRNA-17 的  

1 pmol/L检测限，并且具有单核苷酸分辨能力，可

以显著区分高度同源的miRNA家族成员。凭借其

高灵敏度、高特异性和便携性，PECL-CRISPR在

临床诊断领域展现出广泛应用前景，对于POCT系

统尤为适用。图 2显示了一个简单的E-CRISPR集

成POCT设备的示意图。处理后的样品被添加到样

品区，通过通道移动到 CRISPR/Cas 系统反应区，

CRISPR/Cas系统在存在目标的情况下被激活，并

切割目标产生关闭信号。另一方面，在没有靶标的

情况下，CRISPR/Cas系统失活导致信号开启，最

终通过电化学或电化学发光读出器监测产生的信

号［43］。与其他方法相比，E-CRISPR表现出了出色

的传感性能，具有较高的灵敏度、特异性和重复

性，可以从高设备需求实验室转移到低设备现场部

署，从而推动疾病的早期筛查及个性化精准治疗，

对 提 高 疾 病 防 控 领 域 科 技 进 步 具 有 重 大 的

意义［63］。
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Fig. 2　Schematic representation of working mechanism for E-CRISPR based POCT platforms［43］

图2　基于E-CRISPR的POCT平台工作机制示意图［43］
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目前，在所有Cas酶类型中，应用最多的三种

是 Cas9、 Cas12、 Cas13 及 其 各 自 的 亚 型 。 因

crRNA的可编程性，E-CRISPR检测系统经过简单

调整即可用于任意肿瘤相关生物标志物（核酸、细

胞外囊泡、蛋白质等）的检测。E-CRISPR技术具

有结构简单、易于小型化、成本低、响应速度快、

灵敏度高等优点，使定量和定性信号的读出更灵

敏、快速。可为应对未来的恶性肿瘤流行提供快速

诊断手段，充分展示了CRISPR/Cas联合电化学生

物传感器在肿瘤检测领域的多功能性和巨大潜

力［64］。部分基于E-CRISPR建立的肿瘤标志物检测

平台及其特点见表2。

4.1　CRISPR/Cas9
近年来，E-CRISPR技术由于其高灵敏度、特

异性和可编程性，逐渐成为核酸检测的有力工具。

CRISPR/Cas9作为最先被发现的系统，最初广泛应

用于基因编辑，随着研究的深入，也逐渐应用于核

酸检测。Uygun等［65］首次开发了一种基于催化失

活 Cas9 （deactivated Cas9，dCas9）的阻抗法生物

传感器，用于无标记检测ctDNA。研究中使用了氧

化石墨烯丝网印刷电极 （graphene oxide screen 

printed electrodes，GPHOXE） 作为固定化材料，

通过提高电极的表面积和导电性来提高传感器的灵

敏性，其原理如图 3a所示。该平台首先将氧化还

原 探 针 和 dCas9-sgRNA 复 合 物 固 定 修 饰 在

GPHOXE 电极上，随后进行 ctDNA 检测，当

sgRNA 和 ctDNA 成功识别结合时，检测到电子转

移阻抗值明显增加，而其他野生型 ctDNA 序列以

及单核甘酸突变序列没有明显的阻抗变化信号。该

生物传感器采用阻抗测量技术，实现了无标记的

ctDNA检测，避免了传统CRISPR检测方法中的标

记物引入和处理步骤，方便快捷，40 s即可输出结

果，检测限为 0.65 nmol/L，可作为一种新型液体

活检方法，有望在早期癌症诊断中应用。尽管该传

感器具有以上优点，但此研究样本数量较小，需要

进一步扩大样本规模以验证结果的可靠性和稳

定性。

基于类似的原理，Uygun等［67］还构建了用于

检测胶质母细胞瘤中最常见异柠檬酸脱氢酶

（isocitrate dehydrogenase， IDH） 突变的 CRISPR-

dCas9阻抗法传感器。该传感器通过电化学阻抗谱

和电容同时测量DNA的浓度和长度，降低了基于

浓度的假阳性信号，且操作简单，能够在数分钟内

得出结果，检测限为 33.96 fmol/L。相比以往 IDH

突变检测的DNA测序方法，E-CRISPR方法不需要

昂贵的仪器和专业的人员，具有更高的实用性。同

时，传统的DNA生物传感器只能检测DNA的突变

状态或浓度，而这种新型的生物传感器系统能够同

时测量DNA的突变状态和长度，从而提高了检测

的准确性和可靠性，这对于深入理解DNA突变与

疾病进程的关系具有重要意义。然而，该研究仅针

对胶质母细胞瘤亚型的一种突变状态进行了检测，

Table 2　Summary of tumor markers detection methods based on E-CRISPR
表2　基于E-CRISPR的肿瘤标志物检测方法总结

CRISPR/Cas

系统

Cas9

Cas12a

Cas13a

扩增方法

聚合酶链式反应

熵驱动的链置换反应

-
重组酶聚合酶扩增

-
滚环扩增技术

滚环扩增技术

催化发夹DNA电路

-
-

催化发卡自组装

检测技术

电化学阻抗谱

方波伏安法

电化学阻抗谱

差分脉冲伏安法

方波伏安法

光电化学

方波伏安法

方波伏安法

方波伏安法

安培法

差分脉冲伏安法

检测因子

ctDNA

ctDNA

异柠檬酸脱氢酶基因

HPV-16 DNA

HPV-18 DNA

miRNA-21

miRNA-21

非小细胞肺癌RNA

环状RNA

miRNA-19b

miRNA-20a

miRNA-21

时间/

min

0.67

55

83

60

60

120

90

36

10

210

90

样本

血清

血清

胶质母细胞瘤

阴道拭子样本

加标样品

加标样品

加标样品

血清

尿液

血清

加标样品

检测限

0.65 nmol/L

0.13 pmol/L

33.96 fmol/L

1 pmol/L

1.95 pmol/L

0.3 fmol/L

0.83 amol/L

50 amol/L

0.089 fmol/L

2 pmol/L

2.6 fmol/L

参考

文献

［65］

［66］

［67］

［61］

［68］

［69］

［70］

［71］

［72］

［73］

［74］
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对其他突变状态的检测还有待进一步研究。

由于 ctDNA 在血液中的含量极低，在其检测

中通常需要借助酶扩增技术，如 PCR、滚环扩增

技术（rolling circle amplification，RCA）［75］，但这

些技术往往伴随着非特异性和假阳性信号等不足。

为 了 解 决 这 一 问 题 ， 熵 驱 动 的 链 置 换 反 应

（entropy-driven strand displacement reaction，

ESDR）作为一种创新的无酶扩增技术，提供了一

个有效的替代方案。Chen等［66］首次开发了一种新

型的 3D GR/AuPtPd纳米花伏安法生物传感器，用

于检测表皮生长因子受体 ctDNA，该传感器结合

了CRISPR/Cas9的精准靶向能力和ESDR的信号放

大效应，极大地提高了检测的准确性和灵敏度，其

工作原理如图3b所示。首先将3D GR/AuPtPd与捕

获探针组合，固定于玻碳电极表面，建立电化学传

感平台。然后，通过Cas9/sgRNA复合体特异性识

别并切割靶标 DNA，触发 ESDR。在 ESDR 过程

中，形成的三元 DNA 底物探针（由 T1、R1 和 S1

链组成）在T1释放后，与电极表面的捕获探针杂

交，导致方波伏安法 （square wave voltammetry，

SWV）的电流显著降低；当靶标不存在时，电流

峰值保持不变。 Cas9-ESDR 系统利用 3D GR/

AuPtPd纳米花作为传感器平台，不仅提高了检测

的灵敏度和稳定性，还能够特异区分单碱基错配序

列。在         0.01 pmol/L~3 nmol/L线性范围内，其

检测限低至0.13 pmol/L。这种创新策略为CRISPR/

Cas9系统在生物传感器领域的应用提供了新的思

路和方法，可以作为一种通用的 DNA 检测方法，

有助于早期肿瘤的诊断和治疗监测。

4.2　CRISPR/Cas12
目前，Cas12a是开发基于CRISPR的电化学生

物传感器最广泛使用的Cas酶之一，因为其反式切

割活性的底物是相对稳定的 DNA。基于 CRISPR/
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Fig. 3　CRISPR/Cas9-based electrochemical sensors for detection of tumor markers
图3　基于CRISPR/Cas9检测肿瘤标志物的电化学传感器

（a）基于ctDNA检测的CRISPR/dCas9阻抗生物传感器［65］。（b）基于3D GR/AuPtPd纳米花的ctDNA检测电化学传感平台［66］。（b1）熵驱动的

链置换反应；（b2）基于3D GR/AuPtPd纳米花的电化学传感过程。HDPC：氯化十六烷基吡啶一水合物；CP：捕获探针；GCE：玻碳电极。
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Cas12a 的电化学生物传感器可检测 fmol/L 水平的

核酸甚至蛋白质。为了提高电化学传感器核酸检测

的敏感性和特异性，将CRISPR-Cas12a依赖的超分

支 滚 环 扩 增 （hyper-branched rolling circle 

amplification，HRCA） 引入电化学传感器平台，

能够增强其对极低浓度核酸的敏感性和对单点突变

的特异性，弥补了现有RCA和HRCA的缺点，确

保了 10 amol/L 的高灵敏度，并克服了假阳性问

题［76］。将 CRISPR/Cas12a 扩展到电化学生物传感

系统，可以准确检测肿瘤细胞中不同性质的DNA、

RNA和蛋白质，为促进体外分子诊断的深入研究

提供了有力的技术支持。

近年来，基于CRISPR/Cas12a系统的电化学生

物传感器在核酸检测领域引起了广泛关注。然而，

大多数这类生物传感器需要复杂和耗时的过程将电

化学探针固定在电极表面。为了解决这个问题，Li

等［61］在2021年开发出了一种简单、多功能的电场

增 强 型 （electric field-enhanced， EFE） 电 化 学

CRISPR生物传感器，用于检测均相溶液中的人乳

头瘤病毒 16 型 （human papillomavirus，HPV-16）

DNA（图4a）。为了提高灵敏度，该检测系统利用

脉冲电场在工作电极表面富集靶标核酸以及亚甲基

蓝 （methylene blue，MB） -ssDNA 探针，消除了

复杂的电化学探针固定过程。当靶标存在时，已被

激活的CRISPR/Cas12a切割MB-ssDNA探针，释放

带较少负电荷的MB探针，导致在检测过程中电化

学电流增加。该传感器可以直接检测未扩增的

HPV-16 DNA，灵敏度达到 1 pmol/L，比常规电化

学CRISPR检测高 100倍。同时，结合重组酶聚合

酶 扩 增 （recombinase polymerase amplification，

RPA） 技术，成功检测了临床样本中的 HPV-16 

DNA，实现了简单、灵敏的POCT。为了进一步简

化E-CRISPR技术的操作，作者提出将在未来开发

“一步法 RPA/CRISPR 电化学检测系统”。总之，

EFE电化学CRISPR生物传感器为基于核酸的分子

诊断提供了一种简单、灵敏的检测方法。

E-CRISPR检测平台因其便捷、简单和高灵敏

性而备受关注，尽管如此，E-CRISPR的广泛应用

受到了其组成材料——贵金属电极（如金、铂）的

电化学性能局限［77］，如蛋白质诱导的生物污染和

信号转导效率较低［78］。为解决这些问题，研究者

们通过在工作电极中引入复合纳米材料来改善

CRISPR/Cas系统的灵敏度和信号探针的固定表面

积比，同时限制脱靶效应以确保检测的选择性和准

确性。例如，Duan等［68］开发了一种基于金纳米颗

粒和MXene Ti3C2复合材料的E-CRISPR平台，用于

定量检测HPV-18 DNA，检测限为1.95 pmol/L。该传

感器利用基于金纳米粒子/MXene Ti3C2的碳电极，

通过硫醇-金键共价修饰MB-ssDNA探针，产生明

显的初始峰值电流。当存在靶标 DNA 序列时，

Cas12a-crRNA 引导的反式切割被激活，导致 MB-

ssDNA探针从金纳米粒子/Ti3C2电极表面被切割掉，

SWV电流显著降低。当靶标不存在时，探针分子

保持完整，SWV电流保持不变。此外，研究团队

还评估了传感器在长期储存期间的选择性、降解抗

性和检测能力，发现该传感器在2个月后仍保留超

过 70% 的初始电流，并提供可靠的分析结果。由

于其优异的抗污染性、分析性能和耐久性，此     

E-CRISPR方法为现场快速肿瘤筛查提供了一种普

适且成本效益高的解决方案。然而，尽管具有多项

优点，该传感器在检测尿液中HPV-18 DNA时的信

号强度却低于磷酸缓冲盐溶液样本，这可能是由于

尿液中增加的镁离子影响了 CRISPR/Cas12a 酶活

性，因此需要进一步研究以优化传感器性能。此

外，利用复合纳米材料提高电化学传感器的敏感性

和稳定性的特点，Liu等［79］利用CRISPR/Cas12a系

统和MB/Fe3O4@COF/PdAu纳米复合材料构建了一

种E-CRISPR检测平台，用于检测非小细胞肺癌中

ctDNA的突变。该方法具有高灵敏度和高选择性，

能够在未经扩增的样本中进行单分子水平的DNA

定量，避免了扩增过程中的误差和污染。其检测限

低达 3.3 amol/L，为非小细胞肺癌的早期发现、诊

断和治疗提供了有力的辅助工具，从而有望显著提

升患者的生存率和生活质量。

光电化学（photoelectrochemistry，PEC）生物

传感器因其装置简单、稳定性好、灵敏度高、背景

信号低等优点在分析领域引起了广泛的关注［80］。

Shen等［69］开发了一种基于CRISPR/Cas12a多扩增

策 略 的 可 编 程 miRNA （CRISPR/Cas12a-assisted 

multi-amplification strategy-mediated programmable 

miRNA，Cas-Master）生物传感器。Cas-Master 融

合了 PEC 和比色法（colorimetry，CM）技术，通

过RCA-Cas12a多重放大电路实现了高效检测（图

4b）。这一传感器首先将 miRNA 通过 RCA 转化为

含有重复序列的长单链DNA，该链特异性地激活

Cas12a 的切割功能。随后，被激活的 Cas12a 会切
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割 杂 交 链 式 反 应 （hybridization chain reaction，

HCR） 中的触发链，从而启动放大反应。接着，

葡萄糖氧化酶分别与β-CD@AuNP和NH2-MIL-88B

（Fe）结合，形成了同时响应PEC和CM信号的双

重检测系统，提高了检测结果的可靠性和准确性。

在1 fmol/L~100 nmol/L范围内，PEC和CM信号与

miRNA浓度的对数呈线性关系，检测下限分别为

0.3 fmol/L （PEC）和 0.5 fmol/L （CM），这种高灵

敏度检测为早期肿瘤诊断提供了可能。此外，研究

团队还设计了一款便携式Cas-Master装置，通过将

信号调节和传输系统集成进微型电路板中，实现了

miRNA检测设备的微型化。这一创新不仅让检测

结果能够即时发送到智能手机或电脑，而且由于其

便携性，即便在资源匮乏的地区也能够顺利运行，

显著扩展了肿瘤检测的可及性。此技术的开创也为

基于Cas12的检测平台应用于POCT和肿瘤早期筛

查提供了新的策略。另外，Wang 等［81］ 也通过

Cas12蛋白设计了检测miRNA-122的PEC生物传感

器，最低可检测到 2.04 fmol/L 的 miRNA-122，并

且该传感器具有出色的长期稳定性，在 4~25℃的

环境下，其PCE响应值至少可以稳定保持 1个月，

确保了在实际应用过程中的可靠性。

电化学发光（electrochemiluminescence，ECL）

技术融合了化学发光和电化学的特性，其在显著降

低背景的情况下实现高信噪比，超越了传统荧光检

测的灵敏度［82］。同时，ECL检测无需繁琐的光学

装置，利用电化学激发和检测过程，具备操作简

便、可控性强和灵敏度高等特点，在生物医学检测

领域中显示出巨大潜力。为了进一步提高ECL技

术的灵敏度，研究人员通常使用纳米材料、金属有

机框架和介孔纳米微球等作为共反应加速剂［83-84］，

以提高ECL效率。Shen等［85］成功构建了一种基于

CRISPR/Cas12a 和 TCPP-Fe@HMUiO@Au-ABEI 纳

米发射器的ECL生物传感器，用于超灵敏检测外

泌体miRNA-155，其原理如图 4c所示。首先，利

用CRISPR/Cas12a结合三维行走纳米马达策略放大

靶标信号，从而提高传感器的灵敏度和特异性。然

后 ， 利 用 具 有 优 异 催 化 性 能 的 TCPP-

Fe@HMUiO@Au-ABEI 纳米发射器来放大 ECL 信

号，通过增强的传质和催化活性位点，进一步提高

了检测的灵敏度。同时，作者采用四面体DNA纳

米结构作为支架制备“自下而上”地锚定生物探

针，显著提高了Cas12a的反式切割效率。由于这

些创新，该生物传感器实现了极低的检测限，达到

273.20 amol/L。此外，该传感器还能通过分析外泌

体miRNA-155有效区分乳腺癌患者，显示出其在

早期临床诊断中的巨大潜力。

除了 ctDNA和miRNA外，常见的肿瘤标志物

还包括在恶性肿瘤发生和增殖过程中产生的蛋白

质、酶和激素等大分子，这些标志物对于肿瘤的辅

助诊断和预后评估同样具有临床意义。利用具有优

越特异性和亲和力的适配体，结合多种分析方法，

如质谱［86］、CRISPR/Cas 系统［87］和表面等离子共

振［88］等技术，可以提高蛋白质和酶分析的灵敏

度。Qing等［89］开发了一种还原氧化石墨烯修饰的

E-CRISPR适配体传感器。该研究首先采用了一种

称为“结合诱导的DNA链位移”的策略，将凝血

酶和适配体相互作用转化为核酸输出，进而触发

RCA反应来调控CRISPR/Cas12a对MB标记探针的

切割活性，从而导致电化学信号的明显变化。这一

方法实现了对肿瘤相关生物标志物（包括凝血酶、

miRNA）的高特异性和敏感性检测，检测限达到

了1.26 fmol/L［89］和0.83 amol/L［70］。这不仅为蛋白

质检测提供了新的高效、灵敏的途径，也为未来的

肿瘤诊断技术发展提供了新的思路和策略。此外，

Wang 等［90］也基于以上原理，建立了一种基于超

薄二维共价有机框架纳米片的电化学生物传感器，

实现了程序性死亡配体1蛋白阳性外泌体的高灵敏

检测，检测限为 38 粒子/μl。该传感器在临床样本

分析中表现出了令人满意的电化学稳定性和抗干扰

能力，并且成功地识别了非小细胞肺癌患者。

DNA腺嘌呤甲基化甲基转移酶（DNA adenine 

methylation methyltransferase， Dam MTase） 是一

种与肿瘤发生直接相关的异常蛋白［91］。Lin 等［92］

首次开发了一种基于Cas12a双信号增强的ECL生

物传感器，用于 Dam MTase 检测，其检测原理如

图 4d所示。在Dam MTase存在的情况下，限制性

内切酶特异性切割发夹DNA以释放茎端，从而激

活CRISPR/Cas12a的切割活性。在反式切割的辅助

下，信号猝灭因子二茂铁（Fc）与 ECL 信号单元

之间的距离增加，信号单元与氧化铟锡电极之间的

排斥力减小，从而增强了ECL传感器信号。该传

感器的信号强度与 Dam MTase 浓度的对数值在    

5~70 U/ml的范围内呈良好的线性关系，检测限为

23.4 U/L。这种新型方法为Dam MTase的检测提供

了一种新的方法，丰富了相关领域的研究手段。
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4.3　CRISPR/Cas13
Cas13a 具有 crRNA 指导的 RNase 活性，从而

保护细菌免受遗传因素的侵害，它能够特异性地识

别靶RNA序列，同时激活其特异性的顺式切割活

性，以及非特异性的反式切割活性，而且具有遗传

修饰功能，可作为干扰RNA的强有力工具，有助

于特异性和超灵敏的现场检测［27］。

CRISPR/Cas13a 是近年来发现并应用于 RNA

检测领域的新体系，基于CRISPR/Cas13a的电化学

方法已被广泛用于肿瘤标志物检测。例如，Cui

等［74］通过结合CRISPR/Cas13a系统和催化发夹组

装扩增技术，开发了测定 miRNA-21 的伏安法      

E-CRISPR 技术平台，该平台表现出超高灵敏度，

检测限可以低至2.6 fmol/L。为了实现快速、便捷、
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Fig. 4　CRISPR/Cas12-based electrochemical sensors for detection of tumor markers
图4　基于CRISPR/Cas12检测肿瘤标志物的电化学传感器

（a）用于DNA检测的电场增强E-CRISPR平台［61］。（a1）CRISPR/Cas12a蛋白在靶标DNA存在时的反式裂解和顺式裂解活性；（a2）电场增

强E-CRISPR检测平台的反应程序。（b） Cas-Master检测miRNA的机制示意图［69］，（b1） PEC-CM双模式生物传感器的构建过程；（b2）

CRISPR/Cas12a特异性识别miRNA触发的RCA产物，TS：触发链；（b3）TS触发的HCR反应，SPDP：琥珀酰亚胺3-（2-吡啶基二硫基）丙

酸酯；（b4）基于葡萄糖氧化酶诱导的双联级系统PEC和CM信号生成，TMB：3,3',5,5'-四甲基联苯胺，BCP：生物催化沉淀，PEC：光电化

学，CM：比色法。（c）用于miRNA检测的CRISPR/Cas12a ECL生物传感器［85］。（c1）纳米发射器的合成过程，ABEI：N-（4-氨基丁基） - 

N-乙基异鲁米诺；（c2） 3D行走纳米马达介导的CRISPR/Cas12a策略，T7 exo：T7核酸外切酶；（c3） ECL生物传感器的构建过程，GCE：

玻碳电极，TDN：四面体DNA纳米结构，P3-DA：多巴胺修饰的P3链。（d）用于Dam MTase检测的CRISPR/Cas12a ECL生物传感器［92］。

（d1） DNA甲基化诱导的Cas12a反式切割过程，Dam MTase：DNA腺嘌呤甲基化甲基转移酶；（d2） ECL传感的示意图，HP：发卡DNA，

Ru-MOF/ssDNA-Fc：联吡啶钌-沸石咪唑酯骨架/ssDNA-二茂铁。
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高特异性和高灵敏性的miRNA检测，Sheng等［71］

构建了 Cas-催化发卡 DNA 电路 （catalytic hairpin 

DNA circuit，CHDC） 供电的电化学 RNA 传感技

术 （Cas-CHDC-powered electrochemical RNA-

sensing technology，COMET），其工作原理如图5a

所示。目标RNA的存在激活Cas13a的反式切割活

性，导致触发链被切割，从而生成催化 CHDC 扩

增电路的中介物。CHDC 产物与芯片表面的硫代

DNA结合形成复合体，显著增强了电极与氧化还

原标签（亚甲基蓝和 Fc）之间的电化学电流，最

终通过 SWV 读取检测结果。使用 10 μl 的测量体

积，在36 min内即可实现50 amol/L的超低检测限。

该技术具有灵敏度高、成本低、测试时间短等优

点，对肿瘤患者的早期诊断和治疗监测至关重要，

有望显著改善患者的临床预后。然而，COMET技

术仍有改进空间，目前它需要分别在芯片外和芯片

内进行操作，并且需要根据不同的靶序列重新设计

和合成 crRNA 引导序列。未来，可以通过将

COMET技术与微流控平台结合，实现多个RNA的

同时检测，从而创建高效的“一对多”生物传

感器。

E-CRISPR方法的高灵敏和特异性，以及微流

控技术的高通量特性，催生了一种新型分子诊断技

术。该技术以其低样本消耗、快速检测、最小污

染、高灵敏度和多重检测集成等显著优势，尤其适

用 POCT。Bruch 等［73］ 开发了一种基于 CRISPR/

Cas13a 的电化学微流控生物传感器，实现了无需

扩增的miRNA定量分析。该平台具有在单个微流

控通道中对多种核酸进行空间分离检测的能力，它

可以根据需要灵活地从单一临床样本中检测各种

RNA，最多可以分析 8 种分析物。相比于当前

miRNA分析的黄金标准——逆转录定量聚合酶链

反应，具有更快、成本更低、更易于处理的优势，

并能直接获得患者样本中miRNA的精确计量。通

过微流控技术可以同时检测多个基因或突变，为肿

瘤特征提供更全面信息，在分析肿瘤复杂遗传背景

时具有重要意义，有望显著改善诊断和治疗策略。

以上基于Cas13a的E-CRISPR技术都依赖于繁

琐的扩增过程，这需要复杂的设计和反应过程。同

时电极表面固定探针的性能，对CRISPR系统的切

割效率起着关键作用。目前常用的探针形式，包括

线性单链［12］和发夹结构［93］，均存在纠缠和倒伏问

题，导致空间位阻，影响 CRISPR 系统的切割能

力。然而，四面体DNA框架是一种自组装的DNA

纳米结构，为基于界面检测的空间位阻提供了一种

方便的解决方案。与传统探针相比，此结构更易于

稳定地固定于电极，避免了探针间的纠缠和非特异

性的自组装。为简化实验流程，提升电化学传感器

性能，Xu等［94］开发了一种基于三维四面体DNA

探针的 E-CRISPR 平台，用于无扩增的 miRNA 检

测，实现了Cas13a的激活、切割和信号读取的全

程芯片化，其原理如图 5b所示。研究中首先将四

面体DNA与生物素标记的RNA报告分子偶联，然

后通过辣根过氧化物酶 （horseradish peroxidase，

HRP）标记的亲和素与生物素结合，构建成稳定的

探针并固定在电极上，以产生初始电流信号。在

Cas/crRNA复合物的作用下，仅在靶标miRNA-19b

存在时，触发 Cas13a 切割探针并释放 HRP，由

HRP 催化的四甲基联苯胺 （tetramethylbenzidine，

TMB）与H2O2反应产生的电流信号即为检测信号。

该传感器在 10~104 pmol/L范围内呈现良好的线性

关系，检测限为 10 pmol/L。此外，该传感器在模

拟血清中显示出良好的特异性，可区分miRNA-19b

和 miRNA-197。尽管已对模拟样本进行了验证，

但其在实际临床样本中的应用需要进一步验证。同

时，该方法的反应时间较长（约3 h），需要进一步

优化芯片设计和实验条件。总的来说，该传感器提

供了一种简单、无扩增且灵敏的miRNA检测方法，

有助于解决传统方法中设备昂贵、操作复杂的问

题。该全芯片策略适用于POCT，有望在临床肿瘤

早期筛查中发挥重要作用。

环状 RNA （circular RNA，circRNA） 是一类

具有闭环结构的RNA分子，已证明在尿液中可作

为膀胱癌标志物［95］。Cheng等［72］开发了一种基于

Cas13a系统和DNA四面体结构的电化学生物传感

器，用于检测膀胱癌相关的 circRNA。该传感的界

面由具有高MB载荷能力的稳定DNA四面体构成，

Cas13a对 circRNA的特异性识别触发其剪切活性，

导致 DNA 四面体结构解体并释放 MB，从而引起

峰值电流的急剧减小（图5c）。该装置具有较高的

特异性，能够很好地识别单碱基突变。与传统的检

测方法相比，该技术无需复杂的 circRNA 提取步

骤，可以在 10 min 内直接检测 25 μl 尿液样品中的

circRNA，最低检测限为0.089 fmol/L。这种方便、快

速的POCT方法使膀胱癌的大规模筛查和分析成为

可能。此方法可作为通用型的CRISPR/Cas信号输

出装置用于检测不同的靶标分子，以满足更多的检

测场景需求。



·1782· 2024；51（8）生物化学与生物物理进展  Prog. Biochem. Biophys.

5　展 望

肿瘤的预防、诊断和治疗仍然是当今生物医学

领域的研究热点，CRISPR 作为一种可编程的技

术，只要经过简单的调整，就有望应用于检测来自

各种病原体的DNA或是RNA分子，且对目标基因

点突变位点具有高度特异性。CRISPR/Cas系统偶

联的电化学传感器具有灵敏度高、特异性强和可重

复性等性能，克服了传统肿瘤检测技术的缺点，在

肿瘤检测领域显示出巨大的应用潜力，成为当今检

测技术的研究热点之一。E-CRISPR 技术因快速、

便捷和高灵敏性等优点，已被广泛应用于肿瘤标志

物如核酸和蛋白质等大分子检测。目前，开发以

E-CRISPR为核心的生物传感器已成为焦点，它能

在多样化的资源环境下提供实时、准确的诊断，实

现低浓度下不同分子的快速检测，从而有助于早期

发现和诊断肿瘤，提高治疗效果和患者的生存率。

为适应临床多环境及时检测的需求，未来的工作将

集中在便携式微流控芯片的研发，并将互联网和人

工智能分析纳入传感平台，以改善检测数据的管理

模式，从而支持 E-CRISPR 技术在 POCT 的开发。

随着多学科知识的融合，POCT设备将在未来几年

达到新的高度，这将极大推动健康监测和疾病管理

的进步。

然而，E-CRISPR平台的应用仍然面临着诸多

挑战，包括：a. 临床现场检测时，低浓度的靶标和

复杂基质可能影响检测准确性，需开发简易有效的

样本提取技术；b. Cas蛋白切割的脱靶效应会导致

非靶标序列切割，从而产生错误的信号；c. 依赖
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Fig. 5　CRISPR/Cas13-based electrochemical sensors for detection of tumor markers
图5　基于CRISPR/Cas13检测肿瘤标志物的电化学传感器

（a） Cas-CHDC电化学RNA传感技术 （COMET） 芯片的工作原理［71］。（a1） COMET芯片的检测步骤，CHDC：催化发夹DNA电路，

PDMS：聚二甲基硅氧烷，SPE：丝网印刷电极，MB：亚甲基蓝，Fc：二茂铁；（a2）基于Cas13a的Cas-CHDC系统示意图。（a3）金电极

表面信号生成示意图，UDG：尿嘧啶DNA糖苷酶，dU：脱氧尿苷。（b） E-CRISPR技术结合三维四面体DNA框架检测miRNA［94］。      

（b1）E-CRISPR平台的组装过程，mSPCE：多阵列丝网印刷碳电极，mSPGE：多阵列丝网印刷金电极，avidin-HRP：辣根过氧化物酶标记

亲和素，TCPs：四面体复合探针；（b2） E-CRISPR平台检测miRNA的原理。TMB：3,3',5,5'-四甲基联苯胺。（c） 基于circRNA检测的        

E-CRISPR平台［72］，GE：金电极，Td：四面体，MCH：6-巯基己-1-醇，MB：亚甲基蓝。
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PAM序列的识别限制了可检测的病原体范围。虽

然通过使用特定设计的引物可以引入PAM来消除

这种限制，但该策略无法直接用于无扩增检测；  

d. 虽然复合纳米材料提高了E-CRISPR技术的灵敏

度和总体信号强度，但高表面积也增加了非特异性

吸附，从而降低了信噪比，因此，如何在生物传感

器中功能化纳米材料，同时提高信号和信噪比，也

是实际样本检测中的一个关键问题；e. 肿瘤诊断常

需联合检测多种生物标志物，但目前的E-CRISPR

检测平台多为单通道，难以实现高通量多生物分子

检测。总体而言，尽管E-CRISPR技术在肿瘤检测

方面取得了重要进展，但仍需要克服一些挑战才能

实现其在临床中的广泛应用。通过不断优化         

E-CRISPR检测平台，有望在临床中实现更为准确

的肿瘤分型诊断，对患者的早期诊断和预后评估将

具有重大意义。
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Abstract　Tumors represent one of the primary threats to human life, with the dissemination of malignant tumors 

being a leading cause of mortality among cancer patients. Early diagnosis of tumors can reliably predict their 

progression, significantly reducing mortality rates. Tumor markers, including circulating tumor cells, exosomes, 

proteins, circulating tumor DNA, miRNAs and so on, generated during the tumor development process, have 

emerged as effective approach for early tumor diagnosis. Several methods are currently employed to detect tumor 
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markers, such as polymerase chain reaction, Northern blotting, next-generation sequencing, flow cytometry, and 

enzyme-linked immunosorbent assay. However, these methods often suffer from time-consuming process, high 

costs, low sensitivity, and the requirement for specialized personnel. Therefore, a new rapid, sensitive, and 

specific tumor detection method is urgently needed.The clustered regularly interspaced short palindromic repeats 

(CRISPR)/CRISPR-associated protein (Cas) system, originating from the adaptive immune system of bacteria, 

has found extensive applications in gene editing and nucleic acid detection. Based on the structure and function of 

Cas proteins, the CRISPR/Cas system can be classified into two classes and six types. Class I systems consist of 

multiple Cas protein complexes, including types I, III, and IV, while Class II systems comprise single, multi-

domain Cas proteins mediated by RNA, including types II (Cas9), V (Cas12), and VI (Cas13). Class II systems 

have been widely employed in the fields of biotechnology and nucleic acid diagnostics due to their efficient target 

binding and programmable RNA specificity. Currently, fluorescence method is the most common signal output 

technique in CRISPR/Cas-based biosensors. However, this method often requires the integration of signal 

amplification technologies to enhance sensitivity and involves expensive and complex fluorescence detectors. To 

enhance the detection performance of CRISPR/Cas-based biosensors, the integration of CRISPR/Cas with some 

alternative techniques can be considered. The CRISPR/Cas integrated electrochemical sensor (E-CRISPR) 

possesses advantages such as miniaturization, high sensitivity, high specificity, and fast response speed.               

E-CRISPR can convert the reactions between biomolecules and detecting components into electrical signals, 

rendering the detection signals more easily readable and reducing the impact of background values. Therefore,    

E-CRISPR enhances the accuracy of detection results. E-CRISPR has been applied in various fields, including 

medical and health, environmental monitoring, and food safety. Furthermore, E-CRISPR holds tremendous 

potential for advancing the detection levels of tumor markers.Among all types of Cas enzymes, the three most 

widely applied are Cas9, Cas12, and Cas13, along with their respective subtypes. In this work, we provided a 

brief overview of the principles and characteristics of Class II CRISPR/Cas single-effector proteins. This paper 

focused on the various detection technologies based on E-CRISPR technique, including electrochemical 

impedance spectroscopy, voltammetry, photoelectrochemistry, and electrochemiluminescence. We also 

emphasized the applications of E-CRISPR in the field of tumor diagnosis, which mainly encompasses the 

detection of three typical tumor markers (ctDNA, miRNA, and proteins). Finally, we discussed the advantages 

and limitations of E-CRISPR, current challenges, and future development prospects. In summary, although          

E-CRISPR platform has made significant strides in tumor detection, certain challenges still need to be overcome 

for their widespread clinical application. Continuous optimization of the E-CRISPR platform holds the promise of 

achieving more accurate tumor subtyping diagnoses in clinical settings, which would be of significant importance 

for early patient diagnosis and prognosis assessment.
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