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  摘 要:由细菌及病毒等病原体引发的感染性疾病是重大全球公共卫生挑战。精准且高效的检测手段对

于感染性疾病的诊疗及防控至关重要。基于成簇规律间隔短回文重复序列(CRISPR)/相关蛋白(Cas)系统的

核酸检测技术凭借高灵敏度、高特异度以及操作简便快捷等优势在病原微生物检测领域中广泛应用。近年来

基于CRISPR/Cas系统衍生出诸多便捷高效的病原微生物核酸检测技术及平台,进一步拓宽了病原体核酸检

测领域。该文梳理了基于CRISPR/Cas系统的病原体核酸检测技术的研究动态,探讨了这些技术在病原体体

外诊断中的价值,并为CRISPR/Cas核酸检测技术的后续发展提供参考。
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Abstract:Infectious

 

diseases
 

caused
 

by
 

bacteria,viruses,and
 

other
 

pathogens
 

are
 

a
 

significant
 

global
 

public
 

health
 

challenge.Accurate
 

and
 

efficient
 

detection
 

methods
 

are
 

crucial
 

for
 

the
 

diagnosis
 

and
 

prevention
 

of
 

infec-
tious

 

diseases.Nucleic
 

acid
 

detection
 

technologies
 

based
 

on
 

the
 

clustered
 

regularly
 

interspaced
 

short
 

palin-
dromic

 

repeats
 

(CRISPR)
 

and
 

CRISPR-associated
 

protein
 

(Cas)
 

systems
 

have
 

begun
 

to
 

be
 

applied
 

in
 

the
 

de-
tection

 

of
 

pathogenic
 

microorganisms
 

due
 

to
 

their
 

high
 

sensitivity,high
 

specificity,and
 

rapid
 

simplicity.In
 

re-
cent

 

years,various
 

convenient
 

and
 

efficient
 

nucleic
 

acid
 

detection
 

technologies
 

and
 

platforms
 

for
 

pathogenic
 

microorganisms
 

have
 

been
 

derived
 

from
 

the
 

CRISPR/Cas
 

system,further
 

expanding
 

the
 

field
 

of
 

pathogen
 

nu-
cleic

 

acid
 

detection.This
 

article
 

summarizes
 

the
 

research
 

progress
 

of
 

pathogen
 

nucleic
 

acid
 

detection
 

technolo-
gies

 

based
 

on
 

the
 

CRISPR/Cas
 

system,discusses
 

the
 

value
 

of
 

these
 

detection
 

technologies
 

in
 

the
 

in
 

vitro
 

diag-
nosis

 

of
 

pathogens,and
 

provides
 

references
 

for
 

the
 

further
 

development
 

of
 

CRISPR/Cas
 

nucleic
 

acid
 

detection
 

technologies.
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  成簇规律间隔短回文重复序列(CRISPR)/相关

蛋白(Cas)系统是细菌和古菌在进化过程中形成的一

种适应性免疫系统,通过特异性识别并切割外源

DNA或RNA序列,保护宿主免受病毒等病原体的入

侵[1]。传统病原体检测依赖定量聚合酶链式反应

(qPCR),但其操作复杂、依赖精密仪器且易受干扰。

相比之下,基于CRISPR/Cas系统的检测技术无需核

酸扩增,可在室温下完成,兼具高灵敏度、高特异度和

操作便捷的优势,尤其适用于即时检测(POCT),为病

原微生物的快速诊断提供了新方向[2-3]。目前,该技

术已在病原体核酸检测领域展现出显著潜力,成为突

破传统方法局限的重要工具,相关研究正推动其在体
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外诊断中的广泛应用与优化升级。CRISPR被分为两

个部 分:CRISPR 序 列 和 编 码 Cas蛋 白 的 基 因。

CRISPR引导的适应性免疫过程包含3个环节:适应、
表达与干扰。在适应环节,系统会将入侵病毒和质粒

中的外源DNA片段,即“原型间隔区”,作为新的间隔

区整合进CRISPR基因座,间隔区储存了序列信息,
以便后续对相应病毒或质粒的再次入侵进行靶向防

御。在表达环节,CRISPR
 

RNA(crRNA)逐渐成熟,
间隔 序 列 转 录 成crRNA,同 时 反 式 激 活 CRISPR

 

RNA(tracrRNA)与之通过碱基配对结合,形成向导

RNA(sgRNA),进而募集Cas蛋白。到了干扰环节,

crRNA在Cas蛋白的协助下,与sgRNA结合形成效

应复合体,借助原间隔相邻基序(PAM)精准识别并切

割目标序列,实现对入侵核苷酸序列的特异性清

除[4-5]。CRISPR/Cas系统的分类主要基于Cas蛋白

组成差异和效应模块之间的序列差异,根据其编码的

不同蛋白将CRISPR系统分为两类,第一类包括Ⅰ、

Ⅲ和Ⅳ型Cas蛋白,需要多种Cas组成效应复合体;
第二类有Ⅱ、Ⅴ和Ⅵ型,由单一、多结构域的crRNA
结合蛋白即可发挥与Ⅰ类系统中复合体类似的功

能[6]。因此,相比于Ⅰ类系统,Ⅱ类系统应用更为

广泛。

1 基于CRISPR/Cas系统的病原体核酸检测技术

不同的Cas蛋白具有不同的核酸内切酶活性,

Cas9结合sgRNA后特异性识别和切割靶标,通过对

切割产物的分析实现靶标的检测[7]。Cas12、Cas13和

Cas14在与crRNA及靶标结合后,会形成一种效应复

合体,能够对大量带有标记的单链DNA或单链RNA
报告探针进行非特异性切割,从而产生检测信号[8]。

1.1 基于CRISPR/Cas9系统的病原体核酸检测技

术 Cas9是最早发现的Cas酶之一,是CRISPR/Cas
系统中用于DNA编辑的主要核酸酶,它通过sgRNA
引导识别特定的DNA序列,并在PAM 序列附近切

割双链DNA(dsDNA)[7]。

1.1.1 基于CRISPR/Cas9系统的病毒核酸检测技

术 基于CRISPR/Cas9系统开发了能够检测人乳头

状瘤病毒(HPV)、新型冠状病毒(SARS-CoV2)以及

寨卡病毒等常见病毒的技术和平台(表1)。PARDEE
等[9]通过结合Cas9的切割活性、依赖核酸序列的扩

增技术(NASBA)扩增和toehold传感器开发了NAS-
BACC技术,实现了快速且低成本检测寨卡病毒。技

术原理是利用NASBA技术对目标RNA进行等温扩

增,通过Cas9酶识别并切割特定的DNA序列,通过

Cas9对特定PAM序列的识别,实现对病毒株系的单

碱基水平区分,并在NASBA扩增的RNA中加入特

定的toehold开关序列,Cas9切割后影响toehold开

关的激活状态,根据toehold开关的激活与否判断样

本中是 否 存 在 特 定 的 病 毒 株 系。WANG 等[10]将

CRISPR/Cas9系统的DNA识别能力整合到侧流层

析试纸条中,创建了一种可高效检测非洲猪瘟病毒的

新型的比色生物传感系统,称为CRISPR/Cas9介导

的侧向层析核酸测定(CASLFA)。有学者开发了用

于HPV快速基因分型的基于 Cas9核酸酶的新型

DNA检测方法(ctPCR)技术,成功检测到了3种宫颈

癌细 胞(HeLa、SiHa和 C-33a)中 两 种 高 危 HPV
(HPV16和HPV18)的L1和E6/E7基因以及临床样

本中HPV的L1和E6-E7基因[11]。ctPCR不仅灵敏

度高,且整个检测过程可以在短短的3~4
 

h内完成。
经优化推出来的ctPCR3.0版本,通过qPCR 扩增

Cas9/sgRNA切割的DNA样本,使检测过程更加快

速简便[12]。有研究团队开发了用于直接横向流动读

数的SARS-CoV-2核酸检测试剂盒,原理是将FE-
LUDA检测法与纸带化学结合[13]。结果表明FELU-
DA准确性不亚于目前公认的金标准实时荧光定量

PCR(qRT-PCR),并且可以在资源有限环境中替代

qRT-PCR用于大规模社区筛查。JIAO 等[14]发现

tracrRNA能与细胞RNA结合形成“非典型”crRNA
且能够引导Cas9对DNA的靶向,并且利用这个特性

开发了利用工程化tracrRNA和目标DNA进行平行

RNA检测平台(LEOPARD),它通过使用工程化的

tracrRNAs,可以将 Cas9的 DNA 靶向能力与特定

RNA的存在联系起来,实现了以单碱基分辨率区分

SARS-CoV-2及其D614G(Asp614→Gly)变体。基于

Cas9切口酶的扩增反应(Cas9nAR),可用于SARS-
CoV-2和人类免疫缺陷病毒(HIV)检测[15-16]。

1.1.2 基于CRISPR/Cas9系统的非病毒病原核酸

检测技术 CRISPR/Cas9系统进一步拓展了细菌以

及真菌等病 原 微 生 物 的 核 酸 检 测 方 法。HUANG
等[17]开发了一种CRISPR/Cas9介导的等温指数扩增

反应(CAS-EXPAR),它不需要外源引物且检测效率

高,结合了Cas9/sgRNA 的位点特异性切割和 EX-
PAR的快速扩增动力学的优势,可以检测单核细胞增

生李斯特菌 DNA 和 DNA 甲基化。在上文提到的

CASLFA技术,除了检测非洲猪瘟病毒之外,还可用

于检测单核细胞增生李斯特菌[10]。QUAN及其研究

团队开发了一种结合了CRISPR/Cas9技术和下一代

测序的诊断方法(FLASH-NGS),其广泛应用于耐药

病原微生物检测中,主要检测耐甲氧西林金黄色葡萄

球菌和耐万古霉素肠球菌感染以及恶性疟原虫耐药

基因,并且在其他依赖多重PCR的领域同样具有应

用价值[18]。ZHANG等[19]建立的名为配对dCas9报

告系统(PC
 

reporter)的体外报告系统,用于特异性检

·9042·国际检验医学杂志2025年10月第46卷第19期 Int
 

J
 

Lab
 

Med,October
 

2025,Vol.46,No.19



测结核分枝杆菌,其原理为dCas与荧光素酶的N端

和C端相连,并引入互补于靶DNA序列上下游片段

的一对sgRNA,当检测到包含两个邻近片段的底物

DNA并被一对dCas9结合时,荧光素酶会催化荧光

素发光。WANG等[16]在Cas9nAR的基础上开发了

第二代Cas9nAR(Cas9nAR-v2),这个方法不仅保留

了Cas9nAR在原理和性能方面的优势而且提高了扩

增效率,可用于检测鼠伤寒沙门菌16SrRNA、大肠杆

菌 O157:H716SrRNA 以及耻垢分枝杆菌。此外,

Cas9nAR-v2还被应用于侧向层析试纸条上,该试纸

条广泛应用于POCT。

1.2 基于CRISPR/Cas12系统的病原体核酸检测技

术 CRISPR/Cas12系统包括Cas12a和Cas12b,区
别在于Cas12a只需要crRNA,不需要tracrRNA,而

Cas12b需要crRNA和tracrRNA,因此基于其不同的

特性产生了不同的核酸检测平台见表1。

表1  基于CRISPR/Cas系统的核酸检测平台及其特点

检测平台 效应蛋白 扩增 PAM gRNA 目标类型 检测时长 检测限 病原体

NASBACC SpCas9 LAMP NGG
crRNA、

tracrRNA
RNA 3

 

h 2.8
 

fM 寨卡病毒

CASLFA SpCas9 RPA/PCR NGG
crRNA、

tracrRNA
DNA <1

 

h 100
 

copy/μL
单核细胞增多李斯

特菌、非洲猪瘟病毒

ctPCR SpCas9 PCR NGG
crRNA、

tracrRNA
DNA 4

 

h 400
 

copy/μL HPV16/18

ctPCR3.0 SpCas9 qPCR NGG
crRNA、

tracrRNA
DNA 2

 

h 180
 

copy/μL HPV16/18

FELUDA FnCas9 RT-RPA NGG
crRNA、

tracrRNA
DNA <1

 

h 10
 

copy/μL SARS-CoV-2

LEOPARD Cas9 RT-qPCR NGG
crRNA、

tracrRNA
DNA N/A N/A SARS-CoV-2

Cas9nAR-v2 Cas9 qPCR NGG
crRNA、

tracrRNA
RNA 1

 

h N/A

SARS-CoV-2、HIV、

鼠伤寒沙门菌、大肠

杆菌

CAS-EXPAR SpCas9 EXPAR NGG
crRNA、

tracrRNA

DNA/

RNA
<1

 

h 0.82
 

aM 李斯特菌

FLASH-NGS SpCas9 PCR NGG
crRNA、

tracrRNA
DNA 2

 

h 0.19
 

aM 抗菌药物耐药性

PC
 

reporter SpdCas9 PCR NGG
crRNA、

tracrRNA
DNA 4

 

h 0.5
 

aM 结核分枝杆菌

DETECTR LbCas12a RPA TTTV crRNA DNA 2
 

h 116
 

copy/μL
HPV16/18、SARS-

CoV-2

OR-DETECTR Cas12a RT-RPA TTTV crRNA RNA 1
 

h 2.5
 

copy/μL H1N1、SARS-CoV-2

HOLMES LbCas12a PCR、RT-PCR TTTV crRNA
DNA/

RNA
1

 

h 10
 

aM
伪狂犬病病毒、日本

脑炎病毒

PLACID Cas12a LAMP TTTV crRNA DNA N/A 50
 

copy/μL SARS-CoV-2

CRISPR-SPR-FT Cas12a SPR TTTV crRNA DNA 1.5
 

h 59.5
 

copy/μL 猴痘病毒

CRISPR凝胶生物传

感平台
Cas12a RT-RPA TTTV crRNA RNA 0.5

 

h 30
 

copy/μL HIV

COVID-19CRISPR-

FDS
Cas12a RT-PCR/RPA TTTV crRNA DNA N/A 2

 

copy/μL SARS-CoV-2

dWS-CRISPR Cas12a RT-DAMP TTTV crRNA RNA N/A 50
 

copy/μL SARS-CoV-2

CreDiT Cas12a RPA N/A crRNA DNA <35
 

min 40
 

copy/mL HPV

Cas12aVDet
EnGenLba

 

Cas12a
RPA TTTV crRNA DNA 0.5

 

h 10
 

aM 支原体

CRISPR-MTB Cas12a RPA TTTV crRNA DNA 1.5
 

h 1
 

copy/mL 结核分枝杆菌
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续表1  基于CRISPR/Cas系统的核酸检测平台及其特点

检测平台 效应蛋白 扩增 PAM gRNA 目标类型 检测时长 检测限 病原体

LAMP-CRISPR/

Cas12a
Cas12a LAMP TTTV crRNA DNA 1

 

h 1.22
 

CFU/mL 大肠杆菌

CEXTRAR LbCas12a LAMP TTTV crRNA DNA N/A N/A 幽门螺杆菌

HOLMESv2 AacCas12b
RT-LAMP/

PCR
TTV

crRNA、

tracrRNA

DNA/

RNA
1

 

h 0.1
 

aM SNP/DNA甲基化

STOP AapCas12b LAMP TTV
crRNA、

tracrRNA
RNA <1

 

h 33
 

copy/mL SARS-CoV-2

CDetection AacCas12b RPA TTV
crRNA、

tracrRNA
DNA 3

 

h 0.1
 

aM HPV

SHERLOCK LwCas13a RPA PFS:H crRNA
DNA/

RNA
2.5~5

 

h 2.1
 

aM 寨卡和登革热病毒

SHERLOCKv2

LwaCas13a、

CcaCas13、

PsmCas13、

AsCas12a

RPA PFS:H
crRNA、

tracrRNA

DNA/

RNA
1~3

 

h 2
 

aM 铜绿假单胞菌

FIND-IT
LbuCas13-

TtCsm6
qRT-PCR PFS:H crRNA RNA <1

 

h 30
 

copy/μL SARS-CoV-2

CARMEN LwCas13a PCR/RPA PFS:H crRNA
DNA/

RNA
0.5~3

 

h 0.9
 

aM
169种人类感染相关

病毒

CCB-Detection Cas13a PCR PFS:H crRNA DNA 4
 

h 1
 

CFU/mL 金黄色葡萄球菌

Cas14-DETECTR Cas14a PCR N/A
crRNA、

tracrRNA
DNA <2

 

h aM级别 SNP

ACasB Cas14a1 无需扩增 N/A N/A N/A N/A 400
 

CFU/mL 金黄色葡萄球菌

CONAN Cas3 RT-LAMP AAG crRNA ssDNA
30 ~ 40

 

min
1.7

 

aM SARS-CoV-2、IAV

  注:CFU为菌落形成单位;N/A为未获取。

1.2.1 基于CRISPR/Cas12a系统的病原体核酸检

测技术 病毒核酸检测技术:CHEN等[20]通过结合

LbCas12和重组酶聚合酶扩增(RPA),开发了一种用

于检 测 HPV16 和 HPV18 的 DNA 内 切 酶 靶 向

CRISPR转录报告系统(DETECTR)。BROUGHT-
ON等[21]利用 DETECTR技术从呼吸道拭子 RNA
提取 物 中 检 测 SARS-CoV-2。通 过 进 一 步 将 DE-
TECTR和逆转录-重组酶聚合酶扩增(RT-RPA)相
结合,开发了 OR-DETECTR平台,可用于 H1N1流

感病毒以及SARS-CoV-2的检测[22]。LI等[23]开发

了一种基于CRISPR/Cas12a系统的快速核酸检测方

法,称为1
 

h低成本多用途高效系统(HOLMES),可
用于检测伪狂犬病病毒和日本脑炎病毒。SEN等[24]

开发了基于纸张的结合环介导等温扩增(LAMP)和
CRISPR技术集成诊断平台(PLACID),该平台利用

了LAMP的简单性和CRISPR/Cas12a的特异性,集
成到基于纸张的检测中,成功检测到了唾液中加标

SARS-CoV-2
 

RNA 片段。CHEN 等[25]开发了一种

将CRISPR/Cas12a和表面等离子体共振相结合的光

纤探针生物传感器技术(CRISPR-SPR-FT),能特异

性诊断猴痘病毒以及精确鉴定F8L基因中致命突变

位点 (L108F)的 样 本。UNO 等[26]设 计 了 一 个

CRISPR凝胶生物传感平台,将RT-RPA反应与琼脂

糖凝胶中的CRISPR/Cas12a检测相结合来检测 HIV
病毒RNA,整个检测过程只需30

 

min。基于CRISPR
的荧光检测系统(CRISPR-FDS)使用一步法RT-PCR
或RT-RPA方法从鼻拭子中提取的病毒RNA中扩

增目标区域,并将得到的扩增子全部转 移 到 基 于

gRNA/Cas12a的 CRISPR 系 统 中 进 行 荧 光 检 测

SARS-CoV-2[27]。DING 等[28]开 发 的 数 字 温 启 动

CRISPR检测(dWS-CRISPR)是一种结合了逆转录-
多重引物DNA扩增(RT-DAMP)和CRISPR/Cas12a
系统的分子诊断技术,用于灵敏定量检测临床样本中

的SARS-CoV-2。王 珊 珊 等[29]开 发 了 一 种 基 于

CRISPR/Cas12a技术和逆转录LAMP(RT-LAMP)
的检测平台,用于检测SARS-CoV-2及其突变株,包
括 Alpha、Beta、Gamma、Delta 和 Omicron。LEE
等[30]开发的基于CRISPR的管内DNA检测(CreD-
iT)会同时扩增和检测目标核酸的Cas反应且受数字

无线电通信启发的高效信号处理,在临床宫颈癌筛查
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及诊断中有良好的应用前景。

WANG等[31]开发的基于CRISPR/Cas12a的快

速和可视化核酸检测平台(Cas12aVDet)将 RPA与

Cas12a切割整合在单一反应体系中,避免了开盖操

作,减少了气溶胶污染的风险,此方法应用于支原体

检测。与DETECTER原理相似,有学者开发的结核

分枝 杆 菌 检 测 技 术 (CRISPR-MTB)检 测 利 用 了

CRISPR/Cas12a和RPA,检测过程快速简便且灵敏

度显著高于结核分枝杆菌培养,在临床诊断肺结核有

极好的价值[32]。SHENG等[33]构建了一个基于腙化

学介导的CRISPR/Cas12a系统的检测平台,该平台

在适体或基于探针的识别级联反应地帮助下直接检

测核酸靶标且已应用于金黄色葡萄球菌和铜绿假单

胞菌的检测。LEE等[34]结合了LAMP和CRISPR/

Cas12a系统,开发了全新的LAMP-CRISPR/Cas12a
技术,克服了LAMP检测中常见的假阳性,用于检测

大肠杆菌 O157:H7。利用增强的 CRISPR/Cas12a
反 式 切 割 活 性 与 扩 展 的 报 告 基 因 和 还 原 剂 检 测

(CEXTRAR)是一种用于检测幽门螺杆菌的方法,特
别是针对其毒力因子CagA和VacA基因的检测,通
过增强LbCas12a的反式切割活性,结合扩展的单链

DNA(ssDNA)报告基因及新型缓冲体系和LAMP技

术,显著提高了检测灵敏度[35]。有研究团队开发了基

于电化学银金属化的CRISPR/Cas12a生物传感器(
 

E-Si-CRISPR),检测耐甲氧西林金黄色葡萄球菌的

mecA基因且无需扩增[36]。谢晓倩等[37]研究团队建

立了一种基于 RPA-CRISPR/Cas12a系统的检测方

法,以李斯特菌的hlyA基因与副溶血性弧菌的tlh基

因为靶标检测,不与其他常见致病菌发生交叉反应,
在临床上有良好的应用前景。

1.2.2 基于CRISPR/Cas12b系统的病原体核酸检

测技术 与 CRISPR/Cas12a相比,基于 CRISPR/

Cas12b的病原体核酸检测平台仍需进一步研究。LI
等[38]利用Cas12b反式切割活性创建了 HOLMES的

改 进 版 本 (HOLMES
 

version2,HOLMESv2)。

HOLMESv2因在恒温下采用一步法结合LAMP扩

增而避免了交叉污染,已广泛应用于分子诊断领域。

JOUNG等[39]改进了特异度高灵敏度酶报告系统

(SHERLOCK)流 程,将 来 自 嗜 酸 耐 热 菌 的 Aap-
Cas12b与LAMP联合,开发了SHERLOCK的一管

化系统STOP)。TENG等[40]开发的CDetection结

合了Cas12b蛋白、向导RNA、ssDNA荧光报告分子

和RPA等温扩增,已被用于检测人血浆中的 HPV
 

DNA。基于CRISPR/Cas12b系统的检测平台还有

结核分枝杆菌检测平台(TB-QUICK),该平台结合了

LAMP和CRISPR/Cas12b检测,在检测结核分枝杆

菌复合体中具有较大的优势和潜力[41]。

1.3 基 于 CRISPR/Cas13系 统 的 病 原 体 核 酸 检

测 基于CRISPR/Cas13的核酸检测近年来有了巨

大 发 展,GOOTENBERG 等[42] 建 立 了 一 个 基 于

CRISPR/Cas13a系统的分子检测平台SHERLOCK,该
系统结合了RPA技术与CRISPR技术,能够检测RNA
病毒暴发,例如拉沙热、埃博拉病毒、寨卡病毒和登革

热。为 了 提 高 SHERLOCK 的 检 测 特 异 度,根 据

CRISPR/LwaCas13a、CRISPR/CcaCas13b、CRISPR/

PsmCas13b和 CRISPR/AsCas12a的原理和应用产

生了 一 个 升 级 版 本,称 为 第 二 代 SHERLOCK
(SHERLOCKv2)[43]。SHERLOCKv2能够通过向导

RNA引导检测Cas12/Cas13不同亚型的靶序列,识
别核酸序列和激活靶ssRNA序列切割,最终导致荧

光素标记的ssRNA 的 侧 支 切 割。LIU 等[44]使 用

CRISPR/Cas13a和嗜热栖热菌Csm6的增强型荧光

信号的快速串联集成核酸酶检测(FIND-IT)是一种

快速的RNA检测技术,适用于SARS-CoV-2即时感

染诊断。用于核酸多重评估的组合阵列反应(CAR-
MEN)是 一 个 高 通 量 核 酸 检 测 平 台,CARMEN/

Cas13a以阿摩尔敏感性检测寨卡序列,能够同时区分

169种与人类健康相关的病毒,并对数十种耐药的

HIV突变进行多重区分,还可鉴定甲型流感毒株的亚

型分型和多种HIV耐药突变[45]。在后续的研究中团

队使用Fluidigm微流体技术和仪器,结合CRISPR/

Cas12和 Cas13开 发 了 呼 吸 道 病 毒 面 板(mCAR-
MEN)可以检测多达21种病毒包括SARS-CoV-2、其
他冠状病毒和两种流感菌株,并且识别出包括Delta
和Omicron在内的6个SARS-CoV-2变体谱系[46]。

SHERLOCK的研发者还开发了一种无需核酸提取

和纯化的预处理措施的核酸检测方法(HUDSON)。
通过进一步设计引物和crRNA来区分不同血清型和

品种的病毒,整个检测过程快速简便[47]。有研究团队

将CRISPR/Cas13a与自主无酶杂交链式反应相结

合,实现了高灵敏度和低检测成本检测SARS-CoV-
2[48]。WANG等[49]将PCR和CRISPR/Cas13a系统

结合开发了检测乙型肝炎病毒DNA和YMDD(酪氨

酸-蛋氨酸-天冬氨酸-天冬氨酸)耐药突变的 PCR-
CRISPR检测技术,有良好的应用价值。

除病毒检测之外,CRISPR/Cas13a系统在细菌检

测方面也得到 了 广 泛 研 究 与 应 用。GAO 等[50]将

CRISPR/Cas13a系统与PCR技术相结合,成功实现

了对沙门菌的检测,检测过程只需2
 

h。ZHOU等[51]

开发了CRISPR/Cas13a的细菌检测(CCB-Detection)
平台,不仅能够检测金黄色葡萄球菌,而且通过改变

核酸序列可以实现对不同微生物的检测,极大拓宽了

CRISPR/Cas13a在分子检测领域的应用。

1.4 基于CRISPR/Cas14系统的病原体核酸检测 
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CRISPR/Cas14 也 是 近 几 年 研 究 的 热 点,基 于

CRISPR/Cas14的核酸检测 Cas14-DETECTR可用

于检测医学和生态领域中重要的ssDNA病原体,在
无PAM 序 列 限 制 的 情 况 下 高 保 真 检 测 SNP 位

点[52]。WEI等[53]开 发 了 基 于 寡 核 苷 酸 适 配 体 的

Cas14a1生物传感器(ACasB),用于高度特异性检测

活体金黄色葡萄球菌,无需核酸提取或扩增,在临床

上有良好的应用前景。
1.5 基 于 CRISPR/Cas3 系 统 的 病 原 体 核 酸 检

测 基于CRISPR/Cas3的核酸检测平台(CONAN)
已被用于医院对疑似SARS-CoV-2或甲型流感病毒

感染的患者的即时检测[54]。
2 小结与展望

基于CRISPR/Cas系统的病原体体外核酸检测

技术近年来取得了显著的进展。CRISPR/Cas系统

通过与等温扩增技术、其他核酸检测技术以及各种生

物传感器相结合,可检测出各种基质中的病原体核

酸,具有极高灵敏度和特异度且简便高效,为病原体

核酸检测提供了新的途径。
CRISPR/Cas系统作为新型核酸检测工具,其临

床应用仍面临分子机制与生物系统的双重挑战。技

术局限性根植于Cas蛋白对PAM 序列的依赖性(如
SpCas9需 NGG序列),导致靶点选择受限,而 Rec3
结构域对DNA错配的容忍性(尤其是sgRNA

 

5'端种

子区的非精准匹配)是脱靶效应的核心诱因,叠加染

色质可及性、表观修饰等细胞异质性因素,进一步放

大了脱靶风险。针对这些问题,当前通过工程化改造

Cas蛋白(如高保真变体eSpCas9、HypaCas9)、AI优

化sgRNA 设 计(整 合 基 因 组 与 表 观 遗 传 数 据 的

DeepCRISPR模型)及递送策略创新(瞬时RNP递送

缩短活性窗口),已显著提升了编辑精度与安全性,但
靶向范围狭窄、体内递送效率不足及免疫原性等问题

仍制约其广泛应用。未来突破需聚焦三大方向:(1)
开发普适性Cas蛋白,通过定向进化或结构设计拓展

PAM识别谱并降低免疫排斥;(2)构建智能化编辑系

统,结合单分子成像与纳米孔测序实现编辑过程实时

监测,并整合单细胞多组学数据建立脱靶预测模型;
(3)推动精准临床转化,利用无断裂编辑技术避免染

色体异常风险,同时开发诊疗一体化设备,实现感染

性疾病快速检测与干预。尽管存在上述局限和挑战,
但CRISPR/Cas系统在病原体体外核酸检测诊断领

域展现出巨大的潜力和发展前景,期待在未来能够克

服这些局限,为临床病原微生物核酸检测带来新的

突破。
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EB病毒相关淋巴瘤检测技术的研究进展*
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  摘 要:EB
 

病毒(EBV)在全球范围内感染率极高,早期为无症状潜伏感染,与多种淋巴瘤及淋巴组织增殖

性疾病的发生发展密切相关。此类疾病兼具了病毒感染和血液淋巴系统受累的特点,临床表现复杂,预后不

良,为疾病的诊断与治疗方案的选择带来了困难。早检出、早干预对EBV相关疾病的预防与治疗至关重要。
传统的检测方法面临病毒漏检以及EBV相关淋巴瘤复杂的遗传学诊断的难题,急需新的检测技术对疾病进行

辅助诊断。该文主要围绕常见的EBV相关淋巴瘤的临床特征和相应检测技术的研究进展进行综述。
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Abstract:Epstein-Barr

 

virus(EBV)
 

has
 

a
 

high
 

prevalence
 

of
 

infection
 

worldwide,with
 

early
 

onset
 

of
 

a-
symptomatic

 

latent
 

infection,and
 

has
 

been
 

shown
 

to
 

be
 

closely
 

associated
 

with
 

the
 

development
 

of
 

many
 

lym-
phomas

 

and
 

lymphoproliferative
 

disorders.These
 

diseases
 

are
 

characterized
 

by
 

both
 

viral
 

infection
 

and
 

involve-
ment

 

of
 

the
 

blood
 

and
 

lymphatic
 

system,with
 

complex
 

clinical
 

manifestations
 

and
 

poor
 

prognosis,which
 

pose
 

problems
 

in
 

the
 

diagnosis
 

and
 

selection
 

of
 

treatment
 

options.Early
 

detection
 

and
 

intervention
 

are
 

essential
 

for
 

the
 

prevention
 

and
 

treatment
 

of
 

EBV-related
 

diseases.However,traditional
 

detection
 

methods
 

face
 

the
 

diffi-
culties

 

of
 

viral
 

leakage
 

and
 

the
 

complex
 

genetic
 

features
 

of
 

EBV-associated
 

lymphomas,and
 

there
 

is
 

an
 

urgent
 

need
 

for
 

new
 

detection
 

techniques
 

to
 

assist
 

in
 

the
 

diagnosis
 

of
 

the
 

disease.This
 

article
 

mainly
 

focuses
 

on
 

the
 

clinical
 

features
 

of
 

common
 

EBV-associated
 

lymphomas
 

and
 

the
 

research
 

progress
 

of
 

the
 

corresponding
 

detec-
tion

 

technologies.
Key

 

words:Epstein-Barr
 

virus; lymphoma; detection
 

techniques; companion
 

diagnosis

  EB病毒(EBV)属于疱疹病毒科嗜淋巴细胞病毒

属γ亚科,是一种具有包膜结构的双链线状DNA病

毒,于1964年首次从Burkitt淋巴瘤中分离出,其直

径为150~200
 

nm,约有18万个碱基对,编码80~
100种蛋白,是最早被发现与人类肿瘤相关的病毒[1]。

EBV主要传播途径为唾液传播,通过病毒糖蛋白与细

胞受体间的相互作用感染口腔上皮细胞,侵犯记忆B
淋巴细胞后在人体内建立起终身潜伏感染。潜伏期

的EBV阳性B淋巴细胞可重新激活进入生命周期,
称为病毒再激活[2]。多数病毒携带者不会表现出临

床症状。这种看似无症状的感染掩盖了EBV真实的

致病潜能,一旦病毒-宿主间的平衡受到干扰,可导致

多种疾病的发生。EBV已被证实与多种淋巴瘤的发

生密切相关[3-5]。

1 概  述

1.1 EBV相关淋巴瘤的特征 淋巴瘤是一种以淋巴

细胞或淋巴前体细胞恶性增生为特征的淋巴系统疾

病。EBV感染可导致霍奇金淋巴瘤(HL)、弥漫大B
细胞淋巴瘤(DLBCL)、NK/T细胞淋巴瘤(NKTCL)、
伯基特淋巴瘤(BL)、浆母细胞瘤(PBL)等淋巴瘤的发

生[6]。根据潜伏基因的表达定义了不同的EBV潜伏

感染模式(0、Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ型)。EBV相关淋巴瘤各自的细胞

起源、与EBV的相关性以及相应的遗传特征,见表1。

1.2 EBV相关淋巴瘤发病机制 目前,EBV相关淋

巴瘤的发病机制还未完全明确。有研究指出,EBV可

能是通过“hit
 

and
 

run”的机制诱导淋巴瘤的发生[7]。
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