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摘   要：规律成簇间隔短回文重复序列及其相关蛋白 (clustered regularly interspaced short 

palindromic repeats/CRISPR-associated protein，CRISPR/Cas)自发现以来，其应用范围在不断拓宽。

除在基因编辑方面出色的应用能力外，近年来 Cas12、Cas13 等蛋白反式切割活性的发现，使其

在病原微生物快速检测方面也显现出巨大的应用潜力。基于 CRISPR/Cas 系统建立的病原微生物

检测技术具有灵敏度高、特异性强、操作简单等特点，通过设计不同靶向的引导 RNA 能够对不

同的目标进行快速检测，是一种极具应用潜力的检测技术。本文对基于 CRISPR/Cas 开发的部分

代表性病原微生物检测技术类型进行总结。由于引导 RNA 在 CRISPR/Cas 系统中具有重要作用，

但目前鲜见相关总结文章，本文对部分 Cas 蛋白引导 RNA 特点以及特异性靶标的获取也进行了

重点阐述，以期为开发基于 CRISPR/Cas 系统新型病原微生物检测技术提供参考和依据。 

关键词：CRISPR/Cas；病原微生物；检测技术；引导 RNA；特异性靶标设计  
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Abstract: The clustered regularly interspaced short palindromic repeats/CRISPR-associated protein 
(CRISPR/Cas) has been applied in increasing fields since its discovery. Beyond gene editing, certain 
Cas proteins such as Cas12 and Cas13 have shown great application potential in rapid detection of 
pathogenic microorganisms since the discovery of their trans-cleavage activity. The CRISPR/Cas-based 
pathogenic microorganism detection technology is characterized by high sensitivity, high specificity, 
and simple operation. The presence/absence of targeted microorganisms can be quickly determined with 
help of the specific guide RNAs designed by bioinformatic analysis. This review introduces the 
representative CRISPR/Cas-based pathogenic microorganism detection technologies. Further, we 
expound the characteristics of guide RNAs required by different CRISPR/Cas complexes and provide 
guidance on how to design the guide RNAs used in the CRISPR/Cas-based pathogenic microorganism 
detection systems, given the importance of guide RNA in the CRISPR/Cas-based detection system and 
the lack of comprehensive summarization in this topic. This review aims to contribute to the 
development of CRISPR/Cas-based pathogenic microorganism detection system. 

Keywords: CRISPR/Cas; pathogenic microorganism; detection technology; guide RNA; specific target 
design 
 
 

规律成簇间隔短回文重复序列及其相关蛋白

(clustered regularly interspaced short palindromic 
repeats/CRISPR-associated protein, CRISPR/Cas)
系统是一种广泛存在于细菌和古生菌中的免疫

防御系统，近年来，得益其对核酸靶标的精准识

别与切割能力，CRISPR/Cas 系统在病原微生物

快速检测方面显现出巨大潜力。基于 CRISPR/Cas

系统开发的病原微生物检测技术较之传统分子

检测技术，往往更具特异性和灵敏度或者与其

相当。通过与重组酶聚合酶扩增(recombinase 

polymerase amplification，RPA)、环介导等温扩增

(loop-mediated isothermal amplification，LAMP)

等核酸扩增技术结合，这类病原微生物检测技 

术能够达到更高的灵敏度，甚至实现单碱基差异

的区分。依赖于可编程的引导 RNA，CRISPR/Cas
系统能够实现对不同的目标进行检测。因此基

于 CRISPR/Cas 系统开发病原微生物快速检测

技术是目前乃至未来检测技术开发的一个重

要方向。本文对近年来基于 CRISPR/Cas 系统

建立的代表性快速检测技术类型进行梳理总

结。此外基于引导 RNA 的设计在创建新型

CRISPR/Cas 检测技术中的重要性，本文对部分

Cas 蛋白引导 RNA 的特点、设计规则以及特异

性靶标序列的获取进行了重点讨论，以期能够

为开发基于 CRISPR/Cas 系统新型病原微生物

快速检测技术提供一定的参考和依据。 
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1  基于CRISPR/Cas的病原微生物检

测系统 
1.1  基于 CRISPR/Cas 的核酸检测技术的

工作原理 
CRISPR/Cas 系统是一种细菌与古细菌的

免疫防御系统，由 CRISPR 序列和 Cas 基因组

成。CRISPR 序列包含上游的前导序列、间隔序

列以及重复序列，其中间隔序列为 CRISPR/Cas
系统靶向目标的特异性序列，是 CRISPR/Cas
系统实现对靶标序列精准切割的关键 [1] 。

CRISPR 序列能够通过一系列加工与修饰成

为靶向特定序列的引导 RNA。Cas 蛋白由 cas
基因编码，成熟的 Cas 蛋白效应器为单个蛋白

或者为多个蛋白形成的复合物，具有靶向切割

功能 [2]。Cas 蛋白能够在其引导 RNA 的带领

下，首先对目标进行前间隔序列邻近基序

(protospacer adjacent motif，PAM)/前间隔序列

侧翼位点(protospacer flanking site，PFS)的识

别，识别完成后，Cas 蛋白会在与引导 RNA 中

间隔序列互补的序列处进行切割，这一行为被

称为顺式切割。基于此原理，将部分 Cas 蛋白

例如 Cas9 与其他生物传感方式相连接，就能够

通过识别某一病原微生物的特异性核酸序列来

能够实现对它的快速检测。目前已经鉴定的

CRISPR/Cas 系统按照其蛋白效应物的作用结

构可分为 2 大类，第一类 CRISPR/Cas 系统包

含多种执行单一功能的 Cas 效应蛋白，需要这

些 Cas 蛋白相互协作来完成靶标序列的识别和

切割过程；第二类 CRISPR/Cas 系统则是使用单

个多功能的 Cas 蛋白来识别和切割靶标序列[3]，

Cas9、Cas12、Cas13 等均属于第二类 Cas 蛋白。

随着研究不断深入，研究者发现除顺式切割活

性以外，Cas12、Cas13 以及 Cas14 蛋白还具有

反式切割活性，即当 Cas 蛋白与引导 RNA、靶

标序列形成三元复合物后，Cas 蛋白的反式切

割活性会被激活，从而能够对反应体系中游

离的核酸序列进行无差别切割 [4]。不同 Cas
蛋白顺式切割与反式切割偏好的底物存在差

异(表 1)。针对不同病原微生物，设计相应的引

导 RNA，在引导 RNA 的引导下，利用 Cas 蛋

白顺式切割活性对靶标序列进行切割，再将反

式切割活性与各种信号读取方式结合来放大检

测结果从而实现结果的快速读取，这是目前基

于 CRISPR/Cas 系统核酸检测技术的基本工作

原理与流程(图 1)。  

1.2  基于 CRISPR/Cas 的核酸检测技术的

信号读取方法 
利用 Cas 蛋白反式切割活性来切割反应体系

中游离的荧光探针，进而通过荧光的强弱来进行

结果的判定是最为常见的一种 CRISPR/Cas 检测

技术类型。Cas 蛋白反式切割活性还能与电化

学信号、侧向流动试纸等信号读取方式结合，来

实现目标核酸的快速检测。此外，CRISPR/Cas
检测技术与 LAMP、RPA 等核酸扩增技术结合，

能够有效富集检测目标，提高检测的灵敏度与 
 
表 1  部分代表性 Cas 蛋白的特点 
Table 1  Characteristics of several representative Cas proteins 
Cas protein Target sgRNA PAM/PFS Collateral cleavage activity 
Cas9 dsDNA sgRNA (crRNA-tracrNA) NGG No 
Cas12a dsDNA/ssDNA crRNA (T)TTN Yes 
Cas12b dsDNA sgRNA (crRNA-tracrNA) TTN Yes 
Cas13a RNA crRNA PFS: non-G Yes 
Cas14 ssDNA/dsDNA crRNA ‒ Yes 
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图 1  基于 CRISPR/Cas 系统的分子诊断流程 
Figure 1  Workflow of CRISPR/Cas based molecular diagnostic technology. 
 
特异性，进一步拓宽检测范围。在基于 CRISPR/ 

Cas 的核酸检测技术中，构建简单直观的信号

读取方式至关重要，因此本文对常见应用于

CRISPR/Cas 检测技术中的信号读取方式进行

了总结。 
1.2.1  光学信号读取 

通过将反式切割信号转换为更易于观察的

光学信号是构建基于 CRISPR/Cas 系统病原微

生物检测技术最常见的方法之一。如上部分所

述，Cas12、Cas13 以及 Cas14 蛋白具有反式切

割活性，能够将反应体系中的游离 DNA/RNA
进行切割，因此可以将 DNA/RNA 设置成双端

带有荧光基团和荧光猝灭基团的探针。在对靶

标进行切割后，Cas 蛋白反式切割活性被激活

并对荧光探针进行切割，导致荧光基团和荧光

猝灭基团分离，从而发出荧光，通过特定光源

的照射，可以裸眼观察到检测结果(图 2)。荧光

探针法是目前最为常见的 CRISPR/Cas 检测系

统的信号读取方式。例如 Gootenberg 等[5]报道

的 SHERLOCK 系统正是基于此原理，在反应

体系中设置荧光探针，通过前期的扩增步骤，

成功实现对寨卡病毒和登革热病毒的检测。将

靶标序列与荧光染料结合发出荧光来实现检测

是另一种信号转换方式。例如 Guk 等[6]报道了

一种 CRISPR 介导的 DNA-FISH 方法，该方法

使用 SYBR Green Ⅰ作为荧光染料去定向结合反

应体系中的靶标，实现了 30 min 内对耐甲氧西

林葡萄球菌的快速检测。比色传感是另一种常

见的应用于 CRISPR/Cas 检测技术中的光学信

号读取方式。AuNP 是该方法中常见的信号输

出媒介。AuNPs 的聚集与分散会影响吸收峰的

变化，与此同时溶液会显示出明显的颜色变化。

基于这一特性，Zhang 等[7]设计了 DNA-AuNPs
复合体，当 SARS-CoV-2 靶标被切割后，Cas12a
反式切割活性被激活，导致 AuNPs 上的 DNA
降解从而引起 AuNPs 的聚集。AuNPs 的聚集引

起的吸收峰变化以及溶液颜色变化可以通过紫

外可见吸收光谱或者肉眼快速直观地观察到。

此外 TMB[8]、ABTS2–[9]等比色染料也已应用于

CRISPR/Cas 检测技术的开发。 
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图 2  基于荧光探针法构建 CRISPR/Cas 检测技术 
Figure 2  Fluorescence probe-based CRISPR/Cas detection technologies. 
 
1.2.2  电化学信号读取 

电化学信号相较于其他信号读取方式，更

为快速灵敏。目前已有 E-CRISPR 概念的提出，

即通过将 CRISPR/Cas 系统与电信号读取模式

相结合，形成一体式的集成系统，来实现现场

病原微生物的快速检测[10‒11]。电化学信号的输 

出与读取通常是利用 Cas 蛋白反式切割活性对

电化学标签进行切割，从而引起一系列变化实现

信号的波动(图 3)。例如 Zhang 等[12]设计了一种

由 MB 组成的发卡状 DNA 报告分子。由于其特

殊的茎环结构，该报告分子会靠近金电极的表

面，产生较高的氧化还原反应。而当 Cas12 反 
 

 
 
图 3  基于电化学法构建 CRISPR/Cas 检测技术 
Figure 3  Electrochemistry-based CRISPR/Cas detection technologies. 
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式切割活性被激活后，该报告分子茎环结构会

因蛋白切割而被破坏，从而离开金电极表面。

金电极表面报告分子的释放会导致峰值电流的

降低，从而区分于原先的高峰值电流实现检测。

E-CRISPR 未来的构建需要更多地与计算工具

相结合以提高信号的灵敏度与准确度，而非目

前简单的数字信号转化 [13]，此外目前报道的

E-CRISPR 往往缺乏临床验证，这依赖未来更多

的临床验证以确保其在现场检测中的可行性。 
1.2.3  侧向流动读数  

侧向流动分析技术主要通过抗原-抗体相

互作用或者 DNA 杂交来实现信号输出和读取

(图 4)。CRISPR/Cas 系统与侧向流动技术进行结

合能够有效增加 CRISPR/Cas 检测技术现场检

测的实用性。目前有大量基于 CRISPR/Cas 系统

的病原微生物检测技术通过侧向流动试纸来实

现结果的快速读出[14]。例如 Gootenberg 等[15]报

道的 SHERLOCKv2 系统，在该系统中研究者巧

妙设计了一种不依赖任何设备的侧向读数系统。

在该系统中，报告序列两端标记了生物素和 FAM
荧光素。在侧向流动纸测试条上，报告基序的荧

光素与纸条上被金纳米颗粒标记的抗 FAM 抗体

结合形成复合物，但纸条的第一条线处(标记 C
的位置)含有链霉亲和素，可与报告序列的生物

素结合，在靶标序列不存在的情况下，检测序列

积累在侧向流动测试条的第一行。而当靶标序列

存在时，Cas 蛋白的反式切割活性被激活，报告

序列被切割，FAM 及其抗体复合物就会流向带

有二抗的第二条测试线(标记 T 的位置)，从而产

生清晰的检测信号。针对侧向流动试纸读数结果

可能存在显色模糊、难以判定的情况，相关的量

化应用程序也已经被开发，并被证明可以提供更

为清晰无误的诊断读数[16]。针对部分病原微生

物的 CRISPR/Cas 检测技术总结如表 2 所示。 
 

 
 
图 4  基于侧向流动试纸构建 CRISPR/Cas 检测技术 
Figure 4  Lateral flow assay-based CRISPR/Cas detection technologies. 



 

 

 

陈欢等 | 微生物学报, 2022, 62(9) 3277 

http://journals.im.ac.cn/actamicrocn 

表 2  基于 CRISPR/Cas 系统建立的病原微生物检测技术 
Table 2  CRISPR/Cas-based pathogenic microorganism detection technologies 

Pthogenic 
microorganism 

Cas 
protein 

Technical name 
Signal 
amplification 
method 

Sensitivity Time Signal output References 

SARS-CoV-2 Cas13a ‒  100 copies/μL In 30 min Fluorescent 
signal 

[17] 

 Cas13a SHERLOCK RT-RPA 42 copies/reaction In 1 h Fluorescent 
signal, 
lateral-flow strip 

[18] 

 Cas13a ‒ HCR 6 copies/μL In 1 h Fluorescent 
signal 

[19] 

 Cas12a opvCRISPR RT-LAMP 5 copies/μL In 45 min Fluorescent 
signal 

[20] 

 Cas12a ‒ LAMP 20 copies/reaction In 40 min Fluorescent 
signal 

[21] 

 Cas12b STOPCovid LAMP 33 copies/μL In 1 h Fluorescent 
signal 

[22] 

 Cas9  RT-RPA 100 copies/μL In 1 h Lateral-flow 
strip 

[23] 

Salmonella Cas13a APC-Cas Allosteric probe 1 CFU/mL About 2 h Fluorescent 
signal 

[24] 

 Cas12a G-CRISPR/Cas LAMP, 
G-quadruplex 
probe 

20 CFU/mL About 30 min Fluorescent 
signal 

[25] 

 Cas12a ‒ AuNP 1 CFU/mL About 90 min Naked eye 
observation 

[26] 

 Cas12a BCA-RPA-Cas12a RPA/AuNP 1 CFU/mL In 1 h Fluorescent 
signal 

[27] 

 Cas12a Cas12a-Ddp RPA 1 CFU/mL About 40 min Fluorescent 
signal 

[28] 

 Cas9 ‒ Biotin tag 100 CFU/mL In 3 h Naked eye 
observation 

[29] 

Staphylococcus 
aureus 

Cas13a CCB-Detection PCR 1 CFU/mL In 4 h Fluorescent 
signal 

[30] 

 Cas12a ‒ Allosteric 
probe/Aptamer 

102 CFU/mL About 45 min Fluorescent 
signal 

[31] 

 Cas12a ‒ RCA/Aptamer 102 CFU/mL About 20 min Fluorescent 
signal 

[32] 

 Cas12a ‒ LAMP 2 copies/μL In 1 h Fluorescent 
signal 

[33] 

 Cas12a E-Si-CRISPR Silver 
metallization 

3.5 fmol/L About  
45 min 

Electrochemical 
signal 

[34] 

 dCas9 ‒ SYBR Green Ⅰ  10 CFU/mL In 30 min Fluorescent 
signal 

[6] 

Escherichia coli Cas12a ‒ Charge change 3 nmol/L About 1.5 h EIS [35] 
 Cas12a OCTOPUS RPA 1 CFU/mL In 50 min Fluorescent 

signal 
[36] 

       (待续) 
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(续表 2)        
 Cas9 ‒ Rolling circle 

amplification 
4.0×101 CFU/mL About 2 h Fluorescent 

signal 
[37] 

Mycobacterium 
tuberculosis 

Cas12a CRISPR-MTB RPA 50 CFU/mL About 1.5 h Fluorescent 
signal 

[38] 

 Cas12a ‒ RPA 4.48 fmol/L About 4 h Fluorescent 
signal 

[39] 

 Cas12a ‒ PCR 500 CFU/mL In 3 h Fluorescent 
signal 

[40] 

 Cas12b TB-QUICK LAMP 1.3 copies/μL In 2 h Fluorescent 
signal 

[41] 

Yersinia pestis Cas12a Cas12a-UPTLFA UPT 1 CFU/μL In 1.3 h Fluorescent 
signal 

[42] 

 Cas13a ‒ RPA 4.2×102 copies/mL About 3 h Fluorescent 
signal 

[43] 

Campylobacter 
jejuni 

Cas12b ‒  10 CFU/g About  
45 min 

Fluorescent 
signal 

[44] 

Listeria 
monocytogenes 

Cas12a E-CRISPR RAA  26 CFU/mL In 2 h Electrochemical 
signal 

[11] 

 Cas12a Cas12aFDet RAA/PCR 1.35×102 CFU/mL In 1 h Fluorescent 
signal 

[45] 

Vibrio 
parahaemolyticus 

Cas12a ‒ PCR 1.02×102 copies/μL About 2 h Fluorescent 
signal 

[46] 

 Cas12a ‒ LAMP 30 copies/reaction In 50 min Fluorescent 
signal 

[47] 

 
2  引导 RNA 的结构特点与设计规则 

在常见用于病原微生物检测的几种 Cas
蛋白中，每种 Cas 蛋白使用的引导 RNA 的结

构特点均有所不同。Cas9 蛋白在天然状态下

需要在 trans activating CRISPR RNA (tracrRNA)- 
CRISPR RNA (crRNA)双 RNA 引导下进行切割[48]。

成熟的引导 RNA 通常包含 75 nt 的 tracrRNA 和

39‒42 nt 的 crRNA；其中 crRNA 包含了能够特

异性靶向细菌的间隔序列以及重复序列(图 5)。
tracrRNA 包含与重复序列配对的部分序列以及

3 个发卡结构，这一结构特点至关重要，研究

表明，Cas9 蛋白需要识别引导 RNA 上的发卡

结构以及重复-反重复双链结构才能与特定的

引导 RNA 进行结合[49]。将 crRNA 的 3′端与

tracrRNA 的 5′端通过一个短序列进行连接，形 

成环路，同时保留 tracrRNA-crRNA 的二级结构

可以形成单引导 RNA (sgRNA)[50]。合成的

sgRNA 与天然双 RNA 能够同样引导 Cas9 蛋白

进行特异性切割。sgRNA 由 2 个部分组成，分

别是能够与目标 DNA 特异性结合的靶标序列

(protospacer)以及固定的 scaffold 序列[51]。与天

然结构的引导 RNA 一样，间隔序列位于重复序

列前面[52]，所以引导Cas9的 sgRNA的protospacer
同样位于 scaffold 序列的前端，通过更换不同

的 protospacer，能够靶向不同的目标 DNA。

scaffold 序列具有与天然结构类似的二级结构

且不同来源的 sgRNA 的 scaffold 序列组成有所

不同，这对于 Cas9 蛋白识别特定的引导 RNA
具有重要作用。sgRNA 的整体结构包括间隔

区、下茎、凸起、上茎、连接和发夹 6 个模块。

6 个模块行使着不同功能来帮助 Cas 蛋白完成 
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图 5  部分 Cas 蛋白 sgRNA 结构 
Figure 5  SgRNA structure of some Cas proteins. 
 
靶标的切割，例如凸起与连接是裂解 DNA 过程

中不可缺少的，而连接与发夹则有助于系统之间

的正交性等[53]。引导 RNA 由可变的 protospacer
与恒定的 scaffold 序列组成，因此在进行设计时

这 2 个部分就是考虑的主要因素。Protospacer 的
长度对于整个切割活动影响巨大，包含过长或

过短 protospacer 序列的引导 RNA 无法发挥正

常功能。通常 20 nt 长度 protospacer 与 scaffold
序列相连接就可以引导 Cas9 对靶标进行切割

检测[54‒56]。但这长度也并非固定，例如在 Zhang
等 [57]报道的基于 dCas9 病原微生物检测平台

中，使用(21±2) nt 长度的 protospacer 都能达到

很好的检测效果。而对于 Cas9 以及其他 Cas 蛋

白恒定的 scaffold 序列而言，在序列正确的前

提下通过体外转录等方式就可以得到具有正

确空间结构的 scaffold 序列。此外对引导 RNA
进行修饰也能够进一步提高靶向效果，例如靠

近引导 RNA 的 5′位置添加额外 2 个鸟嘌呤核

苷酸[58]，或者是在特定位置添加化学修饰的核

苷酸[59]。 
Cas12a 不依赖 tracrRNA 和核糖核酸酶

RNase Ⅲ来产生成熟的 crRNA。其本身具有核

糖核酸酶功能，能够完成对 pre-crRNA 的切割，

从而形成中间体 crRNA 并最终形成成熟的

crRNA[60]。由于缺少 tracrRNA，Cas12a 的 crRNA
长度明显短于 Cas9 的 sgRNA。首次在新弗朗西

斯菌中发现的 CRISPR/Cas12a 系统显示，其成熟

的 crRNA 长度为 42‒44 nt，其中部分直接重复序

列长 19‒20 nt，间隔序列长度为 23‒25 nt[61]。在

直接重复序列的 3′端处，通过碱基配对作用，

形成了 1 个茎环结构(图 5)。这一结构与 Cas9
引导 RNA 的 3 个发卡结构有着显著的不同。茎

环结构对于 Cas12a 蛋白与 crRNA 结合起着关

键作用，Cas12a 蛋白需要通过识别茎环结构特
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征和序列特征来识别 crRNA[61]。crRNA 的茎环

结构高度保守，来自不同细菌的 Cas12a 系统的

crRNA 都有着相同或类似的茎环结构。这也使

得同源细菌的 crRNA 可以彼此更换直接重复序

列使用而不会影响 crRNA 的活性。与 Cas9 类似

的是，在 PAM 位点旁边同样存在对于蛋白与目

标特异性结合起着关键作用的种子序列，长度较

Cas9 较短，通常为 5‒6 nt[60,62]。对于 Cas12a 而言，

包含 20 nt 长度的 protospacer 序列的引导 RNA
能够高效地引导 Cas 蛋白来实现检测[11,63‒64]，

但是该长度并不是唯一的黄金准则，21 nt[65]、

24 nt[20]等长度的 protospacer 序列也在不同的检

测系统中展现出较高的效率。同样地对引导

RNA 的结构进行修饰能够有效提高检测的效

率，例如对于 LbCas12a 而言，在其引导 RNA
的 5′或 3′进行 7 nt DNA 长度的延伸修饰，能

够将 LbCas12a 反式切割活性提高 3.5 倍，并

且这种提高是通用的，不依赖特定的 protospacer
序列[2]。 

Cas12b 与 Cas12a 不同，为双 RNA 引导的

DNA 内切酶。来自不同菌种的 Cas12b 引导

RNA 长度有着一定的差异，例如在酸热脂环芽

孢杆菌中，Cas12b 引导 RNA 包含 crRNA 与

tracrRNA，其中 crRNA 长 34 nt，包含 5′端 14 nt
直接重复序列和 20 nt 的间隔序列，79 nt 的

tracrRNA 与经过处理的 14 nt 重复序列能够形

成一个稳定的二级结构[66]。而在短芽孢杆菌观

察到 Cas12b 的 crRNA 中直接重复序列长 27 nt，
间隔序列为 38 nt，tracrRNA 为 99 nt。与其他

CRISPR 系统类似，在 Cas12b 所偏好的 PAM 位

点附近观察到种子序列的存在，位于 PAM 位点

下游 3‒6 nt 处[67]。与 Cas9 类似，通过将 crRNA
与 tracrRNA 融合得到 sgRNA，能够实现在体外

引导 Cas12b 进行切割。在 Cas12b 的引导 RNA
中，protospacer 的长度通常为 20 nt[44,68‒69]。然

而当检测的病原微生物靶标序列极其接近，需

要进行单碱基差异的区分时，20 nt 便不再是最

佳的 protospacer长度。当检测目标为 ssDNA时，

16 nt 或 17 nt 的 protospacer 序列最佳；当目标为

dsDNA 时，18‒20 nt 的 protospacer 序列最佳[70]。 
对于 Cas13 而言，单一的 crRNA 就可以引

导切割。在李斯特菌中首次发现 Cas13 相关基

因座，将其在大肠杆菌中表达显示 crRNA 包含

5′端 29 nt 的直接重复序列以及 15‒18 nt 的间隔

序列，未发现 tracrRNA 的表达。这种直接重复

序列在前，间隔序列在后的排列方式在 Cas13
家族的 crRNA 中并不唯一，例如对于 Cas13b 而

言，其直接重复序列位于间隔序列的 3′端，与

Cas13a 的 crRNA 排列顺序相反[71]。Cas13 的

crRNA 采用较为简单的结构，直接重复序列形

成了单一的环状手柄结构，在其两端则是长度

可变的间隔序列[72‒73] (图 5)。对于大部分 Cas13a
诸如 LwCas13a 来说，引导 RNA 中 protospacer
合适长度通常为 28 nt[74‒76]，而 LbuCas13a 的

protospacer 长度为 20 nt 较为合 适[15]。引导

RNA 的设计复杂，目前并没有统一的标准，目前

的部分规则也只是基于已报道的 CRISPR/Cas 检

测技术上总结而来，实际构建过程中，设计多

个引导 RNA 并通过实验进行筛选仍然是最佳

的方法。表 3 总结了常见 Cas 蛋白引导 RNA 的

部分设计规则。 

3  病原微生物特异性靶标的获取 
CRISPR/Cas 介导的病原微生物快速检测

技术对检测目标的高特异性一方面得益于不同

Cas 蛋白偏好不同的 PAM/PFS 序列，另一方面引

导 RNA 所携带的 protospacer 也是识别的关键。

此外通过更换引导 RNA 来实现对不同目标的检

测主要是通过更换引导 RNA 中 protospacer 来实

现，因此在构建基于 CRISPR/Cas 的病原微生 
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表 3  CRISPR/Cas 诊断技术中引导 RNA 设计规则 
Table 3  Design principles for sgRNAs used in CRISPR/Cas-based diagnostics 

Cas protein 
Protospacer 
length/nt 

Scaffold+Protospacer (5′→3′) 

SpCas9[77] 20 Protospacer+GUUUUAGAGCUAGAAAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCG 
LbCas12a[78] 20 UAAUUUCUACUAAGUGUAGAU+Protospacer 
AsCas12a[15] 20 UAAUUUCUACUCUUGUAGAU+Protospacer 
AacCas12b[41] 20 GUCUAGAGGACAGAAUUUUUCAACGGGUGUGCCAAUGGCCACUUUCCAGGU

GGCAAAGCCCGUUGAGCUUCUCAAAUCUGAGAAGUGGCAC+Protospacer 
AapCas12b[22] 20 GUCUAGAGGACAGAAUUUUUCAACGGGUGUGCCAAUGGCCACUUUCCAGGU

GGCAAAGCCCGUUGAGCUUCUCAAAUCUGAGAAGUGGCAC+Protospacer 
LwaCas13a[15] 28 GAUUUAGACUACCCCAAAAACGAAGGGGACUAAAAC+Protospacer 

 
物检测系统时，获取特异性良好的 protospacer
至关重要。特异性良好的 protospacer 首先需要

在检测目标中高度保守，以保证能够对病原微

生物检出。此外这段序列要在除检测目标以外

的所有物种中都不存在，以排除检测过程中假

阳性结果。对于大部分病原微生物来说，都会

存在保守性好、特异性强的特异性检测基因，

诸如沙门菌 invA 基因 [26]、副溶血弧菌 tlh 基

因 [46]、单核增生李斯特菌 prfA 基因[79]等。这些

基因通常已经被鉴定和报道，并且在 PCR、荧

光定量 PCR 等其他分子检测方法中已被用来鉴

定目标病原菌。因此这些基因都可以用来寻找

合适的 protospacer。由于不同 Cas 蛋白需要识

别 PAM 位点才能后续进行引导 RNA 与靶标的

结合，因此可以通过扫描不同的 PAM 位点附近

合适长度的序列来作为候选的 protospacer，将

候选的 protospacer 进行在线以及本地 BLAST
来确定特异性较好的 protospacer。在扫描 PAM
位点时候，需注意不同 Cas 蛋白识别的 PAM 位

点与引导 RNA 中 protospacer 特异性结合的序列

位置不一致，例如 Cas9 所识别的 PAM 位点位于

与 protospacer 互补序列的后端，而 Cas12a 所识

别的 PAM 位点则位于与 protospacer 互补序列

的前端。部分检测技术使用此逻辑设计了高特

异性的引导 RNA，用于病原微生物的检测。例

如 You等[80]报道的基于 Cas12a所建立鼠疫耶尔

森菌的快速检测技术，在进行 crRNA 设计时，

选用鼠疫耶尔森菌的 4 个检测靶点基因，对检

测基因进行了 Cas12a 所偏好的“TTTN”的 PAM
位点的筛选。设计 3–5 个 crRNA 进行测试，选

择效率最高的进行后续实验。在确定好的靶向

基因后，还可以进一步使用序列比对工具例如

DNAMAN、DNASTAR 等进行比对，找出高度

保守区域，这样更有利于快速寻找 protospacer。
例如 Yu 等[81]在设计鉴定隐孢子虫 IId 子类型

(SF)引导 RNA 时，在获取不同的 SF 的序列后，

使用 ClustalX 2.1 进行比对，确定了 SF 高保守

区域。选择 PAM 位点后面的一段高特异性序列

作为 protospacer。 
在缺乏已经报道的靶标或者是在报道的靶

标位点上找不到合适的 protospacer 时，一些报

道详细的生物信息学分析流程能够为找寻合适

的靶标提供思路。研究者通常将目标基因组与

亲缘关系接近的物种进行比对，以期获得新的

特异性靶点。例如在 Williams 等[82]报道的鉴定

大西洋鲑鱼的 CRISPR/Cas 快检技术中，研究

者将大西洋鲑鱼与其亲缘关系最为接近的 2 种

鲑鱼科成员的线粒体基因组进行比对来设计

crRNA，并通过 BLAST 比对确保 crRNA 的高

特异性。在部分亲缘关系非常相近，难以进行
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很好区分的病原微生物靶标筛选过程中，则需

要根据情况进行更加灵活的筛选。例如 Chen
等[83]报道了一种鼠疫耶尔森菌特异靶点的筛选

流程(图 6A)，研究者在获取了鼠疫耶尔森和其

他耶尔森氏菌的基因组数据之后，以鼠疫耶尔

森 CO92 为标准菌株，通过自己编写的 python
脚本将基因组划分成若干 100 nt 的 DNA 片段。

将这些 DNA 片段通过局部 BLAST 比对，来筛

选出在所有鼠疫耶尔森菌中均有分布的片段。

在获得 DNA 片段之后，将 DNA 片段组合成非

重叠的长 DNA 片段。随后使用 MEGA-X 软件

将其他耶尔森菌中与这些长 DNA 片段的同源

序列进行比对，从而得到能将鼠疫耶尔森与其

他耶尔森菌区分开 SNP 位点。将包含多个 SNP
位点的 DNA 片段进行 BLAST 在线比对，证实

能够对鼠疫耶尔森菌进行很好的鉴定，这些包

含 SNP 位点的 DNA 片段即为新的检测靶点。

本实验室同样开发了一套找寻特异性靶标的生

物信息学分析流程，并成功应用于对空肠弯曲

菌的特异性靶标的找寻(图 6B)。在美国国家生

物技术信息中(National Center of Biotechnology 
Information，NCBI) 获取弯曲菌的基因组数据

后，以空肠弯曲菌标准株或者以结肠弯曲菌标准

株为参考，使用 FastANI 计算平均核苷酸相似度

(average nucleotide identity, ANI)来进行物种鉴定

和亲缘关系判定，并通过使用了 Seqkit amplicon
算法进行原位 PCR 分析来获得高质量的空肠弯

曲菌以及结肠弯曲菌的基因组。将空肠弯曲菌与

结肠弯曲菌的序列进行比对可以获得特异性靶

标。在比对中首先使用了 mlst 软件进行多位点分

型，挑取 ST 型中具有代表性的菌株序列使用

Neptune 软件进行比对，得到的特异性靶标序列 
 

 
 
图 6  病原微生物特异性靶标获取流程[44,81] 
Figure 6  Methods on pathogenic microorganism-specific targets identification[44,81]. A: identification of Y. pestis- 
specific tags; B: identification of Campylobacter jejuni-specific tags. 
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通过在线BLAST以及本地BLAST进行特异性的

验证[44]。综合不同分析流程来看，高质量的基因

组是分析的必要条件，因为可能存在错误注释

分类的基因组数据或者无明确物种注释信息等

情况影响后续的分析。基因组的比对要在检测

目标与其亲缘关系最为接近的物种之间进行，

因为这是后续最影响检测结果的物种。针对不

同比对软件或者算法，基因组可能要进行适当的

拆分。得出的特异性靶标序列需要再次在检测目

标与其他物种基因组中进行验证以保证其保守

性和特异性。此外无论是新型挖掘的病原微生

物特异序列还是已经频繁报道的特异序列，其

长度都可能较长。而引导 RNA 的 protospacer
则较短，因此从特异基因中选取的 protospacer
可能因为长度的减少，而导致其物种特异性的

降低。而将 CRISPR/Cas 检测技术通过与前期的

扩增步骤进行结合，则能够有效缓解这一问题，

特异序列的核酸扩增能够对后续 CRISPR/Cas
检测的目标范围进行有效划分，通过富集目标病

原微生物的特异性序列，从而进一步保证

CRISPR/Cas 检测的特异性。 

4  展望与总结 
CRISPR/Cas 系统通过与不同的信号读取

方式相结合，使其在病原微生物即时诊断方面

展现出巨大优势。但是与世界卫生组织提出的

理想即时诊断标准 [84]相比，基于 CRISPR/Cas
系统建立的检测技术仍然存在很大发展空间。

例如目前已开发的 CRISPR/Cas 检测技术主要

通过荧光强弱来读取结果，荧光探针自身的背

景值可能会影响低浓度样品结果的判定，如何

进一步排除荧光背景值影响，实现对低浓度阳

性样品更准确地判定是至关重要的问题。此外

荧光的读取依赖荧光激发及检测设备，这增加

了现场检测的设备携带负担，如何最大程度减

少设备依赖，设置更为简易直观的信号读取方

式也是未来 CRISPR/Cas 检测技术开发的一个

重要方向。本文所论述的引导 RNA 的设计同样

是开发基于 CRISPR/Cas 系统病原微生物快速

检测技术的重要问题之一。性能优良的引导

RNA 能够使得检测变得高效而灵敏，但是检测

目标特异性靶标的选择，protospacer 序列长度、

scaffold 序列二级结构对于切割活动的影响等

问题都使得引导 RNA 的设计成为一个值得思

考的问题。目前有研究给出 Cas13d 蛋白的引导

RNA 的设计规则[85]，然而进行此类研究需要大

量的数据支撑，对于其他蛋白的引导 RNA 的设

计虽然也有部分报道，但更多还在不断的探索

之中。因此，研发制定完善的引导 RNA 的设计

规则也是未来开发新型 CRISPR/Cas 检测技术

的一个重要方向。 
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