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摘   要：【目的】针对目前耐药基因检测通常需要依赖专业检测设施和设备，仍缺乏耐药基因快

速检测方法这一问题，旨在建立一种基于成簇规律间隔的短回文重复序列(clustered regularly 
interspaced short palindromic repeats, CRISPR)的金黄色葡萄球菌(Staphylococcus aureus) mecA 耐药

基因快速检测方法。【方法】首先在 mecA 基因序列的保守区中设计筛选出灵敏度较高的重组酶介

导链替换核酸扩增(recombinase aided amplification, RAA)引物和 CRISPR RNA (CRISPR RNA, 
crRNA)，通过结合消线法核酸检测试纸技术(easy-readout and sensitive enhanced, ERASE)建立针对

mecA 基因的检测方法，最后利用模拟样本及临床分离样本对建立的新方法与传统方法进行比较。

【结果】成功筛选出了 1 组针对 mecA 耐药基因的高效扩增引物和 crRNA，并建立了基于

CRISPR-ERASE 的 mecA 耐药基因高灵敏核酸检测方法，最低检出限为 10 copies/μL，在 32 株临

床分离的金黄色葡萄球菌中，该方法共检出 24 株 mecA 耐药基因阳性菌株，与药敏试验及荧光定

量 PCR (quantitative real-time PCR, qPCR)检测结果符合率为 100%。【结论】建立了一种基于

CRISPR-ERASE 核酸检测试纸技术的简单、高灵敏的 mecA 耐药基因检测方法。 

关键词：CRISPR；等温扩增；mecA；核酸检测；ERASE 试纸  
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Abstract: [Objective] To address the problem that the detection of drug resistance gene 
usually relies on specialized devices and the lack of rapid detection methods, we aimed to 
establish a rapid detection method for the drug resistance gene mecA of Staphylococcus aureus 
based on clustered regularly interspaced short palindromic repeats (CRISPR). [Methods] 
Firstly, we designed and screened the recombinase-aided amplification (RAA) primers and 
CRISPR RNA (crRNA) with high sensitivity according to the conserved region of mecA. Then, 
we established the detection method for mecA with the easy-readout and sensitive enhanced 
(ERASE) strip. Finally, we used simulated samples and clinical isolated samples to compare 
the established method with the traditional method. [Results] A set of efficient RAA primers 
and crRNAs targeting mecA were successfully screened out, and a highly sensitive 
CRISPR-ERASE-based nucleic acid detection method was established for mecA. This method 
can detect mecA at a minimum concentration of 10 copies/μL. Among 32 clinical isolates of S. 
aureus, 24 strains were tested positive for mecA by the established method, which was in 100% 
agreement with the results of antimicrobial susceptibility test and quantitative real-time PCR 
(qPCR). [Conclusion] A CRISPR-ERASE-based simple and sensitive method for detecting the 
drug resistance gene mecA was established. 
Keywords: CRISPR; isothermal amplification; mecA; nucleic acid detection; ERASE strips 
 
 

自 1961 年人类首次发现了耐甲氧西林金黄

色葡萄球菌(methicillin-resistant Staphylococcus 
aureus, MRSA)的 60 年以来，MRSA 感染的患者

在临床上已经十分常见[1-2]。MRSA 耐药性来自

位 于 葡 萄 球 菌 盒 式 染 色 体 (staphylococcal 
cassette chromosome) mec 中的 mecA 基因，该基

因编码的青霉素结合蛋白 (penicillin-binding 
protein, PBP2a)可水解破坏 β-内酰胺抗生素，进

而产生对 β-内酰胺类抗生素[3-4](青霉素、甲氧西

林和苯唑西林等 ) 耐药。目前，药敏试验

(antimicrobial susceptibility test, AST)作为检测

微生物耐药性(anti-microbial resistance, AMR)的
经典方法[5]，能够准确判断病原菌的耐药表型，

但是这种基于细菌培养的方法需要几天甚至几

周的时间，一定程度上延误了患者的治疗。随着

核酸检测技术的发展，研究人员已建立了基于荧

光定量 PCR (quantitative real-time PCR, qPCR)的
MRSA 核酸检测方法[6]。荧光定量 PCR 检测技

术虽能实现对耐药基因的快速检测，但仍需依靠

专业的实验室和精密的检测设备，不利于基层及

偏远地区的医疗卫生机构开展耐药检测。因此，

为了进一步推动耐药检测技术的前移下移，便于
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早期及时发现细菌耐药性的产生，亟需一种更加

灵敏、简单的核酸检测方法。 
近年来，CRISPR/Cas 系统在病原体核酸检测

方面得到了迅速发展[7-8]。2017 年，美国的张锋团

队[9]首次将CRISPR/Cas13a系统与等温扩增技术相

结合，建立了 SHERLOCK (specific high sensitivity 
enzymatic reporter unLOCKing)分子诊断平台。科研

人员在此基础上，通过结合不同的扩增及可视化

检测技术，建立了一系列针对各种病毒、细菌和

寄生虫的高灵敏、高特异核酸检测方法[10-12]。通

过结合侧向流免疫层析试纸，该技术可以更加方

便、快捷地开展核酸检测[13-14]。 
在前期研究中，本团队建立了一种基于

CRISPR 的“消线法”核酸检测试纸技术[15]，该技

术在报告 RNA 分子两端分别标记 FAM 基团和

Biotin 基团，试纸底部包被 FAM 抗体的胶体金

颗粒与 FAM 基团结合。当存在靶目标时，激活

Cas13a 蛋白切割报告 RNA 分子，Biotin 基团会

与 T 线上包被的链霉亲和素结合，而胶体金颗

粒与 FAM 基团和 C 线上包被的抗 FAM 抗体结

合，从而只在 C 线处出现条带；当不存在靶目

标时，报告 RNA 分子不被切割，FAM 抗体的胶

体金颗粒既能通过 Biotin 基团与链霉亲和素结

合，也能被抗 FAM 抗体结合，因此在 T 线和 C
线处都出现条带(图 1)。该技术实现了对 SARS- 
CoV-2 快速、高灵敏和高度特异性的检测[15]。重

组酶介导的链替换核酸扩增技术是一种恒温核

酸快速扩增技术，利用重组酶、单链结合蛋白和

DNA 聚合酶在室温条件下对目标 DNA 进行扩

增。该技术不需要精密的温控设备，操作方便、

快捷。本研究利用重组酶介导链替换核酸扩增

(recombinase aided amplification, RAA)技术将

提取的核酸在 39 ℃恒温条件下孵育 30 min。而

后凭借引物上带有的 T7 序列将扩增产物由

DNA 序列转录为可被 Cas13a 蛋白识别的 RNA
序列。当 crRNA 和 Cas13a 蛋白形成的复合体特

异性识别到体系中的 RNA 靶标时，Cas13a 蛋白

的非特异性切割活性则会被激活，降解体系中的

报告 RNA 分子。结合荧光定量 PCR 仪和消线法

核酸检测试纸技术 (easy-readout and sensitive 
enhanced, ERASE)核酸检测试纸均可读取检测

结果(图 2)。本研究通过 CRISPR-ERASE 技术平

台和 RAA 技术，旨在建立一种针对 mecA 耐药

基因的简单、快速、灵敏、特异的核酸检测方法，

为耐药检测的前移下移以及耐药菌的早期发现

检测提供一种新方法。 
 

 
图 1  ERASE 核酸检测试纸原理示意图 
Figure 1  Schematic diagram of ERASE nucleic acid test strips. 
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图 2  mecA 基因 CRISPR 检测方法流程图 
Figure 2  Flow chart of CRISPR assay for mecA gene. 

 

1  材料与方法 
1.1  核酸序列 

mecA 基因序列下载自 NCBI 网站，含有

mecA 耐药基因的 pUC57 质粒、报告 RNA、引

物及 crRNA 由北京天一辉远生物科技有限公司

合成。基因序列见表 1。 

1.2  细菌样本 
MRSA、甲氧西林敏感金黄色葡萄球菌

(methicillin sensitive Staphylococcus aureus, 
MSSA)、大肠杆菌(Escherichia coli)、沙门氏菌

(Salmonella, SE)和志贺氏菌(Shigella, Sh)均由中

国人民解放军疾病预防控制中心提供。临床样本

分离菌株信息见表 2。 
 

表 1  核酸序列 
Table 1  Nucleic acid sequence 
Name Sequence (5′→3′) 
mecA-RAA-F1 AATTCTAATACGACTCACTATAGGGAATTGGGTGGTTTATATCATATGATAAAGATA 
mecA-RAA-F2 AATTCTAATACGACTCACTATAGGGACAAATTGGGTGGTTTATATCATATGATAAAG 
mecA-RAA-F3 AATTCTAATACGACTCACTATAGGGCAGACAAATTGGGTGGTTTATATCATATGATA 
mecA-RAA-F4 AATTCTAATACGACTCACTATAGGGTGGCAGACAAATTGGGTGGTTTATATCATATG 
mecA-RAA-R1 ATACACTTTACCTGAGATTTTGGCATTGTAGC 
mecA-RAA-R2 ATCATACACTTTACCTGAGATTTTGGCATTGT 
mecA-RAA-R3 CTCATCATACACTTTACCTGAGATTTTGGCAT 
mecA-RAA-R4 ATAGCTCATCATACACTTTACCTGAGATTTTG 
mecA-crRNA1 GGGATTTAGACTACCCCAAAAACGAAGGGGACTAAAACAACATTAATAGCCATCATCATGTTTGGA 
mecA-crRNA2 GGGATTTAGACTACCCCAAAAACGAAGGGGACTAAAACCTTGTACATCTTTAACATTAATAGCCAT 
mecA-crRNA3 GGGATTTAGACTACCCCAAAAACGAAGGGGACTAAAACAGCCATTCCTTTATCTTGTACATCTTTA 
mecA-qPCR-F ATTATGGCTCAGGTACTGCT 
mecA-qPCR-R TTTGCCAACCTTTACCATCG 
FAM-20U-BHQ1 FAM-UUUUUUUUUUUUUUUUUUUU-BHQ1 
FAM-20U-Biotin FAM-UUUUUUUUUUUUUUUUUUUU-Biotin  
mecA GenBank: NG_047936.1  
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表 2  菌株信息 
Table 2  Strain information 
No. Sampling source Sampling area Strain type Sampling time (year) 
1 Pus Shenyang MRSA 2011 
2 Phlegm Shenyang MRSA 2012 
3 Phlegm Shenyang MRSA 2011 
4 Phlegm Shenyang MRSA 2012 
5 Phlegm Shenyang MRSA 2012 
6 Phlegm Shenyang MRSA 2011 
7 Phlegm Shenyang MRSA 2011 
8 Phlegm Shenyang MRSA 2011 
9 Phlegm Shenyang MRSA 2011 
10 Phlegm Shenyang MRSA 2012 
11 Phlegm Shenyang MRSA 2011 
12 Phlegm Shenyang MRSA 2011 
13 Phlegm Shenyang MRSA 2011 
14 Phlegm Shenyang MRSA 2011 
15 Phlegm Shenyang MRSA 2012 
16 Phlegm Shenyang MRSA 2012 
17 Phlegm Shenyang MRSA 2011 
18 Phlegm Shenyang MRSA 2011 
19 Phlegm Shenyang MRSA 2011 
20 Phlegm Shenyang MRSA 2011 
21 Phlegm Shenyang MRSA 2011 
22 Phlegm Shenyang MRSA 2011 
23 Blood Shenyang MRSA 2012 
24 Urine Shenyang MRSA 2012 
25 Peanuts Beijing MSSA 2007 
26 Pork Beijing MSSA 2007 
27 Beef Beijing MSSA 2007 
28 Onion Beijing MSSA 2007 
29 Onion Beijing MSSA 2007 
30 Salad Beijing MSSA 2007 
31 Duck Beijing MSSA 2007 
32 Beef Beijing MSSA 2007 
33 Fecal Beijing E. coli 2014 
34 Fecal Beijing SE 2015 
35 Manure Beijing Sh 2009 

 
1.3  试剂 

RAA基础法等温扩增试剂盒(杭州众测生物

科技有限公司)，ERASE 核酸检测试纸(自研)，
T7 RNA 聚合酶(NEB)，HEPES (ThermoFisher)，

MgCl2 (ThermoFisher)，RNase inhibitor (NEB)，
LwaCas13a (GenScript)，NTP Mix (NEB)，荧光

定量 PCR 试剂盒(TaKaRa)，细菌基因组 DNA 提

取试剂盒(TIANGEN)。 
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1.4  仪器 
荧光定量 PCR 仪(ROCHE)，分光光度计

(IMPLEN)，PCR 仪(ThermoFisher)，高速离心机

(SIGMA)，金属浴(COYOTE)。 
1.5  引物和 crRNA 设计与制备 

从 NCBI 官网耐药微生物数据库中下载

mecA 序列信息，利用 MEGA 7.0 软件对序列进

行比对分析，筛选出保守序列。然后根据保守序

列设计选择等温扩增的引物，并参照文献[16]在
上游引物 5′端加入 T7 转录启动子序列。同时，

在上、下游引物之间，设计候选 crRNA。DNA
序列由北京天一辉远生物科技有限公司直接合

成，crRNA 参照文献[17]的方法进行制备。 

1.6  RAA 等温扩增 
在 RAA 基础法等温扩增试剂盒附带的操作

说明的基础上，减少无酶水的用量以增加反应中

体系中的模板占比，在不改变反应总体积的同时

增加反应体系中的模板量，使整个反应获得更好

的等温扩增效果。扩增体系包括：25 μL 缓冲液

A、2.5 μL 缓冲液 B、2 μL 等温扩增上游引物(终
浓度为 0.8 μmol/L)、2 μL 等温扩增下游引物(终
浓度为 0.8 μmol/L)、8.5 μL 无酶水、10 μL 目标

DNA，共 50 μL 体系。将反应体系置于金属浴上

恒温 39 ℃孵育 30 min 完成对目标 DNA 的扩增。 

1.7  CRISPR 荧光检测 
将 2.1 中等温扩增的 DNA 产物与 CRISPR/ 

Cas13a 荧光检测体系混合。CRISPR 荧光检测体

系为：2 μL NTP Mix (终浓度为 2.5 mmol/L)、1 μL 
RNase Inhibitor (终浓度为 4 IU/μL)、0.5 μL T7 
RNA 聚合酶(终浓度为 1 IU/μL)、0.5 μL HEPES 
(终浓度为 20 mmol/L)、0.25 μL MgCl2 (终浓度为

10 mmol/L) 、 10.75 μL 无 酶 水 、 2.5 μL 
FAM-20U-BHQ1 (终浓度为 200 nmol/L)、1.5 μL 
crRNA (终浓度为 280 nmol/L)、1 μL Cas13a (终
浓度为 45 nmol/L)、5 μL 目标 DNA。在荧光定

量 PCR 仪上恒温 37 ℃孵育 40 min，每 2 min 采

集一次荧光信号，实时监测荧光强度变化。 

1.8  CRISPR-ERASE 试纸制备及检测 
免疫层析试纸制备所需的核心组分为：胶体

金浓度为 0.4 mg/mL，兔源抗 FITC 抗体浓度为

16 μg/mL，链霉亲和素包被浓度为 0.8 mg/mL[15]。

取 2.1 中等温扩增的 DNA 产物与 CRISPR/ 
Cas13a 试纸检测体系混合，CRISPR 试纸检测体

系为：4 μL NTP Mix (终浓度为 2.5 mmol/L)、2 μL 
RNase Inhibitor (终浓度为 4 IU/μL)、1 μL T7 
RNA 聚合酶(终浓度为 1 IU/μL)、1 μL HEPES (终
浓度为 20 mmol/L)、0.5 μL MgCl2 (终浓度为   
10 mmol/L)、26.5 μL 无酶水、5 μL FAM-20U- 
Biotin (终浓度为 2 nmol/L)、3 μL crRNA (终浓度

为 280 nmol/L)、2 μL Cas13a (终浓度为 45 nmol/L)、
5 μL DNA 产物。在金属浴上 37 ℃恒温孵育   
30 min。在孵育结束后，用移液枪将整个反应体

系转移到侧向流免疫层析试纸上，等待 3–5 min
即可肉眼读取检测结果。 

1.9  荧光定量 PCR 检测 
使用购自 TaKaRa 的荧光定量 PCR 试剂盒

检测 10 倍梯度稀释后的 mecA 模板质粒。染料

法荧光定量 PCR 体系为：12.5 μL TB Green 
Premix ExⅡ (2×)、1 μL PCR 上游引物(终浓度为

0.4 μmol/L)、1 μL PCR 下游引物 (终浓度为    
0.4 μmol/L)、8.5 μL 无酶水、2 μL 目标 DNA，

共 20 μL 的体系。将其置于荧光定量 PCR 仪上，

95 ℃ 30 s 进行预变性，然后 95 ℃ 5 s，60 ℃    
1 min，循环反应 40 次，每个循环结束时采集一

次应荧光信号。 

1.10  数据分析与结果判读 
所有实验均设置 3 个重复组，并采用独立样

本 t 检验进行统计分析。当模板浓度处于

CRISPR/Cas13a 的检出限附近时，参照文献[18]
的方法取 3 个阴性对照重复组的平均荧光值+3



 

 

 

3634 HU Qiang et al. | Acta Microbiologica Sinica, 2023, 63(9) 

 actamicro@im.ac.cn,  010-64807516 

倍标准差计算出检测阈值，荧光值高于阈值判定

为 阳 性 ； 荧 光 值 低 于 阈 值 判 定 为 阴 性 。

CRISPR-ERASE 试纸检测结果判定规则为，试

纸上只出现“C”线未出现“T”线，判定为阳性；同

时出现“T”线和“C”线，判定为阴性。所有实验结

果使用 GraphPad Prism 8 进行统计分析和绘图。 

2  结果与分析 
2.1  引物和 crRNA 的筛选 

首先，利用国家抗生素耐药性生物数据库

(National Database of Antibiotic Resistant 
Organisms, NDARO, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/ 
pathogens/antimicrobial-resistance/)中的 mecA 信

息进行序列比对，并在保守序列上设计 3 条

crRNA 和 4 对 RAA 等温扩增引物(图 3A)。随后，

利用同一批 mecA 基因扩增产物分别测试了含有

3 条不同 crRNA 的 CRISPR/Cas13a 系统的检测 
效率。结果如图 3B 所示，含有 3 条候选 crRNA
的 CRISPR/Cas13a 系统荧光检测曲线在反应开

始后上升，并在第 14 分钟到达平台期。在检测

进行到第 40 分钟时(图 3C)，相比以无酶水作为

模板的阴性对照组，mecA-crRNA1 组的荧光值

上升了 (7.74±0.71)倍 (P<0.001)，mecA-crRNA2
组的平均荧光值上升了(13.60±0.57)倍(P<0.000 1)，
mecA-crRNA3 组的平均荧光值上升了 (18.99± 
0.35)倍(P<0.000 1)。由于含有 mecA-crRNA3 的

CRISPR 系统检测到的荧光值较其他 2 组 crRNA
更高。因此，选择 mecA-crRNA3 用于后续 mecA
基因的检测。 

为了筛选出高效的等温扩增引物，本研究将

靶向 mecA 基因保守序列的 4 条上游 RAA 等温

扩增引物和 4 条下游 RAA 等温扩增引物两两 
 

 
 

图 3  引物及 crRNA 设计与筛选 
Figure 3  Primer and crRNA design and screening. A: Design schematic of primers and crRNAs. B: The 
fluorescence detection results of RAA-CRISPR/Cas13a with different crRNAs targeting mecA. C: The 
fluorescence intensity at 40 min after reaction started. ***: P<0.001, ****: P<0.000 1. D: The fluorescence 
detection results of RAA-CRISPR/Cas13a with different primer combinations targeting mecA. F: Forward 
primer; R: Reverse primer. 
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组合后分别对 mecA 质粒模板(101 copies/μL) 进行

扩增，随后使用含有 mecA-crRNA3 的 CRISPR/ 
Cas13a 系统对上述扩增产物进行荧光检测。检

测结果如图 3D 所示，在反应开始后的第 40 分

钟，引物组合 F1R4 组的荧光值为 0.70 a.u.，在

所有的 16 种引物组合中最高。因此，选择 F1R4
引物组合用于后续的 mecA 基因 CRISPR 检测。 
2.2  CRISPR 检测灵敏度评价 

利用本课题组前期建立的 CRISPR-ERASE
核酸检测试纸技术[15]，结合上述筛选出的 RAA
等温扩增引物和 crRNA，建立了针对 mecA 基因

的 CRISPR-ERASE 核酸检测方法。为了评价该

方法的灵敏度，利用 10 倍梯度稀释的 mecA 基

因(104–100 copies/μL)作为实验组模板，无酶水作

为阴性对照组模板进行 CRISPR 检测。实验结果

如图 4A 所示。当模板浓度为 10 copies/μL 时，   
3 次重复实验的 ERASE 试纸上均出现 C 线且未

出现 T 线，根据 ERASE 试纸判定标准，检测结

果均为阳性。当模板浓度为 1 copy/μL 时，2 条

试纸上出现 C 线而未出现 T 线；1 条试纸上同时

出现 C 线和 T 线，根据 ERASE 试纸判定标准，

2 次检测结果为阳性，1 次检测结果为阴性。此

外，分别对临界浓度(10 copies/μL)的 mecA 基因

以及无酶水进行了 10 次重复检测，结果如图 4B
所示，在 10 次重复中，10 copies/μL 的 mecA 基

因的试纸条上均只出现 C 线而未出现 T 线，均

判定为阳性。以无酶水为模板的阴性对照组试 
纸条上均同时出现了 C 线和 T 线，均判定为阴

性。以上结果表明 CRISPR-ERASE 试纸法对于

10 copies/μL 的 mecA 基因可以稳定检出。 
本研究对比了 CRISPR-ERASE 核酸试纸检

测方法与 CRISPR 荧光检测方法(SHERLOCK)[9]

的灵敏度，CRISPR 荧光检测的结果如图 4C、4D
所示，在反应开始后第 40 分钟，104–101 copies/μL
组中的荧光值均明显升高，相比阴性对照组，  
104 copies/μL 组荧光值升高了 (6.19±0.31)倍

(P<0.000 1)，103 copies/μL 组荧光值升高了

(6.01±0.31)倍(P<0.000 1)，102 copies/μL 组荧光

值升高了(6.16±0.31)倍(P<0.000 1)，10 copies/μL
组荧光值升高了(5.38±0.48)倍(P<0.001)。通过设

置的阈值(阴性对照组的平均荧光值加 3 倍标准

差得出检测阈值为 0.41 a.u.)判断，1 copy/μL 组中

3 次重复的荧光值分别为 0.25、0.63 和 0.54 a.u.，
其中 2 次检测结果的荧光值高于阈值，1 次检测结

果的荧光值低于阈值，结果表明当 mecA 基因含量

为 1 copy/μL 时，该方法则不能实现稳定检出。 
此外，对比了 CRISPR-ERASE 核酸试纸检

测方法与荧光定量 PCR 法的灵敏度，荧光定量

PCR 法检测结果如图 4E 所示，当 mecA 基因的

浓度大于 10 copies/μL 时，各实验组的 CT 值均

小于 32.73，当 mecA 基因的浓度为 10 copies/μL
时，3 次重复中有 2 次检出(CT 值分别为 35.80 和

35.70)，1 次未检出(无 CT 值)。当样本中 mecA 基

因的浓度为 1 copy/μL 时，3 次重复均未检出。荧

光定量 PCR 法对 mecA 基因的稳定检出限为   
102 copies/μL。结果表明，CRISPR-ERASE 核酸试

纸检测方法在检测灵敏度上略优于荧光定量 PCR。 
2.3  特异性验证 

为了评价该方法的特异性，分别利用

MRSA、MSSA、E. coli、SE、Sh 共 5 种病原菌

基因组 DNA 作为样本，含有 mecA 耐药基因的

pUC57 质粒作为阳性对照组的模板，不含有

mecA耐药基因的 pUC57质粒作为阴性对照组的

模板进行检测。结果如图 5 所示，荧光检测结果

中仅有阳性对照组和 MRSA 实验组的荧光强度

显著增加。在 5 种病原菌的基因组 DNA 中，只

有 MRSA 实验组的 ERASE 试纸上 T 线消失仅

呈现出一条 C 线，检测结果为阳性，与阳性对

照组的结果一致；其余 4 种病原菌的 ERASE 试

纸上同时出现了C线和T线，检测结果均为阴性。

结果表明 CRISPR-ERASE 可特异性检出 MRSA，

与其他 4 种病原体基因组 DNA 无交叉反应。 
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图 4  RAA-CRISPR/Cas13a 检测方法的灵敏度评价 
Figure 4  Sensitivity evaluation of RAA-CRISPR/Cas13a assay. A: Detection results of different dilution mecA 
using CRISPR-ERASE assay. B: Results of CRISPR-ERASE assay for 10 copies/μL mecA. C: Control line, T: 
Test line, box is not detected. C: Detection results of different dilution mecA using fluorescence-based CRISPR 
assay. D: The fluorescence intensity at 40 min after reaction started. TH: Threshold line; ***: P<0.001; ****: 
P<0.000 1; ns: Not significant. E: Real time PCR detection results of different dilution mecA. NC: Negative 
control. 

 

 
 

图 5  RAA-CRISPR/Cas13a 检测方法的特异性评价 
Figure 5  Evaluation of the specificity of RAA-CRISPR/Cas13a assay. A: The specificity assay of 
fluorescence-based CRISPR detection for mecA. B: The specificity assay of REASE CRISPR detection for 
mecA. C: Control line; T: Test line; PC: Positive control; NC: Negative control. 
 
2.4  细菌样本验证 

为了进一步评估 CRISPR/Cas13a 检测临床

样本中 MRSA 的能力，利用 32 株从临床样本中

分离出的金黄色葡萄球菌，同时进行了药敏试验

鉴定、荧光定量 PCR 检测和 RAA-CRISPR/ 
Cas13a 检测。实验结果如图 6 所示，1–24 号菌

株药敏试验鉴定结果为 MRSA，25–32 号菌株药

敏试验鉴定结果为 MSSA。对于药敏试验鉴定为

耐药(resistance, R)的 1–24 号菌株样本，荧光定

量 PCR 的检测结果显示，24 株 MRSA 的 CT 值

均在 13.44–35.01 之间，荧光定量 PCR 的检测结

果为阳性。对于药敏试验鉴定为敏感(susceptible, 
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图 6  细菌样本评价 
Figure 6  Evaluation of bacterial sample detection. A: Detection results of the bacteria sample with 
CRISPR-ERASE, qPCR and antimicrobial susceptibility test. B: Detection results of the bacterial sample using 
fluorescence-based CRISPR assay. AST: Antimicrobial susceptibility test; No.: Number; CT: Cycle threshold; 
PC: Positive control; NC: Negative control; R: Resistance; S: Susceptible; C: Control line; T: Test line; /: 
Undetected. 
 
S)的 25–32 号菌株样本，8 株 MSSA 均未检测

到 CT 值，荧光定量 PCR 的检测结果为阴性。

编号 1–24 的菌株，CRISPR-ERASE 检测试纸

条上只出现一条 C 线，未出现 T 线，试纸检测

结 果 均 为 阳 性 。 25–32 号 临 床 分 离 株 的

CRISPR-ERASE 检测试纸条上同时出现 C 线

和 T 线 试 纸 ， 检 测 结 果 均 为 阴 性 。

CRISPR-ERASE 试纸检测与 CRISPR 荧光检测

(图 6B)结果一致。以上结果表明，对于上述 32
株细菌样本，本研究建立的 CRISPR-ERASE
检测方法与药敏试验、荧光定量 PCR 的检测结

果阳性符合率及阴性符合率均为 100% (表 3)。 
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表 3  CRISPR-ERASE 和 CRISPR 荧光、qPCR 以及药敏试验检测细菌样本的结果对比 
Table 3  Comparison of the results of CRISPR-ERASE and fluorescence-based CRISPR assay, qPCR and 
antimicrobial susceptibility test for bacterial samples 
Fluorescence-based CRISPR assay,  
qPCR, antimicrobial susceptibility test 

CRISPR-ERASE 

Positive Negative Total 

Positive 24 0 24 

Negative 0 8 8 

Total 24 8 32 

 
3  讨论与结论 

MRSA 可以导致严重的血液感染、皮肤和

软组织感染、假体关节感染、脓毒症和肺炎    
等[19-21]，仅 2019 年这种耐药菌就导致超过 10 万

人死亡[22]。目前，MRSA 的检测方法主要是药

敏试验和荧光定量 PCR。临床实验室标准化协

会 (Clinical and Laboratory Standards Institute, 
CLSI)[23]对细菌药敏试验有明确的操作要求和

判断标准，然而这种基于常规培养的方法耗时过

长，并且容易受样本中其他细菌的影响，导致结果

出现假阴性。研究人员利用荧光定量 PCR 技术检

测患者痰液样本中的 MRSA[24]，研究结果显示，荧

光定量 PCR 法要比药敏试验快 12–48 h。但是荧光

定量 PCR 技术需要依赖专业的荧光检测设备。为

了解决以上 2 种方法存在的问题，本研究基于

CRISPR/Cas13a 建立了一种针对 mecA 耐药基因的

核酸检测方法。该方法可检测出 10 copies/μL 的

mecA 基因，比荧光定量 PCR 更加灵敏，且具有

良好的特异性。此外，相较其他方法，CRISPR- 
ERASE 方法能够更加方便、快捷地对细菌耐药

基因进行检测。  
对于 CRISPR 核酸检测系统，使用免疫层析

试纸代替荧光检测仪器来判读 CRISPR 系统检

测结果是实现方便、快捷检测的关键。然而，现

有的 CRISPR 核酸检测试纸在检测阴性样本时， 

存在由主观判读导致假阳性的风险，而 ERASE
核酸检测试纸采用类似“竞争法”的消线法判读

方式，即以Ｔ线完全消失作为阳性判断标准，一

定程度上降低了主观判读带来假阳性的风险，提

高了检测的特异性，且灵敏度相比传统的

CRISPR 核酸检测试纸提高了 10 倍[15]，该试纸

同样用在了我国首个获批上市的 CRISPR 诊断

试剂中(国械注准 20203400919)。 
综上所述，本研究基于 CRISPR 技术，同时

结合了 ERASE 核酸检测试纸，可以降低对专业

检测仪器设备的依赖，更加方便、快捷地进行细

菌耐药基因检测。在预防耐药细菌的传播、实时

监测细菌耐药进展等方面有很大的发展前景。但

是，该方法还存在不足之处。与目前大部分的细

菌核酸检测方法相同，在检测之前需要提取细菌

样本中的核酸，而目前细菌核酸的快速提取通常

需要依赖离心机或磁力架等设备，增加了检测过

程的复杂程度。因此，未来该方法在下一步转化

应用过程中应着重突破样本快速前处理技术，进

而实现直接对潜在污染样本的快速检测。目前，

研究人员正在不断探究快速提取细菌 DNA 的新

方法，后期随着快速提取试剂的改进与优化，以

及便携式加热设备的研发。这些关键技术的突破

将为临床早期发现耐药基因，及时制定及调整治

疗方案提供一种新方法，也将为防控细菌耐药提

供新的策略。 
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