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分子诊断中基于 CRISPR/Cas 生物传感平台的应用 

张 华 

南通大学  江苏南通 

【摘要】基因组编辑中 CRISPR/Cas 系统应用比较广泛，CRISPR/Cas 系统能准确切割、识别 DNA、RNA
序列，在对目标序列识别过程中，CRISPR/Cas 系统在 Cas12、13 蛋白经 RNA 引导，不仅能对目标序列进

行识别，让靶向切割活性得到启动，且在 DNA、RNA 分子及其他单链中也表现出非特异性切割活性，将荧

光基团报告核酸分子加入反应体系，通过荧光信号还能观察到目标核酸分子所在，且借助 Cas 蛋白的不同

切割偏好，还能同时检测多种靶标分子。 
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Application of CRISPR/Cas-based biosensing platforms in molecular diagnostics 
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【Abstract】The CRISPR/Cas system is widely used in genome editing. The CRISPR/Cas system can 
precisely cleave and recognize DNA and RNA sequences. In the process of recognizing a target sequence, the 
CRISPR/Cas system not only recognizes the target sequence and initiates target-cleaving activity, but also shows 
non-specific cleavage activity on single strands such as DNA and RNA molecules, and emits fluorescence. is 
appended. Group of reporter nucleic acid molecules to be added In the reaction system, the positions of target 
nucleic acid molecules can be observed by fluorescence signals, and multiple target molecules can be detected 
simultaneously due to the different cleavage priorities of Cas proteins. 
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早在 2012 年 CRISPR 技术就已经应用于生物

DNA 序列突变、敲除、添加、替换，借助 CRISPR
技术进行基因编辑不仅构建更加简单方便、快速、

准备，且能降低成本，对设备依赖性比较低，扩大

适应范围，因此，CRISPR 技术拥有“基因魔剪”的称

号，并在获 2020 荣获了诺贝尔化学奖，为生物技术

发展开拓了更良好的前景。目前，CRISPR/Cas 系统

在核酸分子诊断方面方法比较多，本研究基于

CRISPR 诊断中不同 Cas 蛋白核酸分子进行讨论分

析，综述如下： 
1 CRISPR/Cas 系统概论 
1.1 CRISPR/Cas 系统的结构分析 
古细菌、细菌中都存在 CRISPR/Cas 系统，属于

获得性免疫系统，对质粒、噬菌体等外源遗传物质

具有良好的抵抗作用。CRISPR/Cas 也就是成簇规律

间隔短回文重复序列（CRISPR）与 CRISPR 关联蛋

白，CRISPR/Cas 系统含有许多保守、短、重复序列

区和间隔区，CRISPR 序列启动子为上游前导区[1]。

上游多态性家族基因中编码蛋白和 CRISPR 序列之

间的共同作用就是 Cas 基因，Cas 基因和前导序列-
重复-间隔序列相反的方向就是反式激活 crRNA，当

介导非编码前体 crRNA 成熟后形成 crRNA，也就是

向导 RNA。 
1.2 CRISPR/Cas 系统机理分析 
细菌、古细菌不同，CRISPR/Cas 系统也存在一

定差异，以化脓链球菌中 CRISPR/Cas9 系统来看，

病毒入侵后，细菌会整合病毒入侵片段 DNA 序列，

并将其余自身 CRISPR 间隔区进行融合，如果病毒

出现再次入侵，经过前导区调控，会将 CRISPR 序

列转录成长 pre-crRNA，通过和 tracrRNA 进行配对，
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和 RNaseIII 酶加工，形成 gRNA 结构，gRNA 结构

再和 Cas9 蛋白融合形成 Cas9-gRNA，gRNA 受 Cas9
蛋白影响产生核酸内切酶活性，可以降解、识别靶

标序列[2]。基于原间隔序列周围基序 PAMCas9 蛋白

可以识别靶标序列[3]。 
1.3 CRISPR/Cas 系统分类 
CRISPR/Cas 系统按照效应蛋白数量可以分为

两类，一是需要借助多个效应蛋白才能发挥作用的

复合物系统，二是单个效应蛋白就会发挥作用。但

是参考新的分类标准，CRISPR/Cas 系统被划分成 6
种型、33 种亚型、2 类，1 类系统涵盖 I、III、IV 型，

亚型合计 16 种，2 类系统涵盖 II、V、VI 型，亚型

共计 17 种[4]。 
1.4 CRISPR/Cas 系统分子诊断原理 
相较于 Cas9，Cas12、Cas13 亚型经过向导 RNA

引导，不仅能目标序列启动靶向切割活性进行识别，

且还具有间接非特异性切割活性，可降解、剪切

ssRNA、ssDNA。将荧光基团报告核酸分子加入反

应体系，通过荧光信号还能观察到目标核酸分子所

在，为CRISPR/Cas系统分子诊断奠定了良好基础[5]。

目前使用的比较多的报告核酸分子为寡核苷酸，两

端分别负有暗淬灭剂、荧光素，受猝灭作用限制，

报告核酸分子无荧光，当目标序列、Cas 蛋白相结合

时，激活了非特异性切割活性，报告核酸分子经剪

切，不受猝灭作用限制，就会产生荧光[6]。 
2 CRISPR/Cas 系统分子诊断平台 
2.1 CRISPR/Cas9 分子诊断平台 
Cas9 蛋白酶无非特异性切割活性，主要是结合

PCR 、 Cas9 进行特异性诊断。早在 2016 年

CRISPR/Cas9 系统就已经在核酸分子诊断中开始应

用，并衍生出寨卡病毒谱系鉴别技术。2019 年使用

Cas9sgRNA 的 FLASH 技术应用于病原体抗菌素耐

药性序列，通过 FLASH 技术可以切割感兴趣序列形

成 Illumina 测序片段。磷酸酶会阻断 DNA、cDNA
输入基因，Cas9 酶切割消化 sgRNA，因此，切割产

物可以对通用测序衔接子进行连接[7]。靶向序列得

到扩增后再将其用在流式池测序中，这种诊断方式

已经远远胜过其他 CRISPR 诊断方法，可以在数千

个目标诊断中应用[8]。 
2.1 CRISPR/Cas13a 分子诊断平台 
早在 2016 年 CRISPR/Cas13a 机理、功能就已经

被验证，Cas13a 可以对靶 RNA 进行特异性剪切，

还能对 RNA 功能进行非特异性降解。2017 年

SHERLOCK 技术的问世，证实形成了含重组酶聚合

酶等温扩增技术的新检测系统，在核酸分子检验过

程中，针对 DNA 需先进行 RPA 扩增，而 RNA 则先

进行 RT-RPA 扩增，再将 DNA 产物转变成为 RNA
分子。由 Cas13a-crRNA、报告 RNA 完成靶 RNA 检

测[9]。SHERLOCK 技术单碱基特异性、aM 灵敏度

均比较高，但是在检验过程中一次只能完成一种核

酸序列检验，且荧光数据需要其他设备才能进行收

集[10]。2018 年经过对 SHERLOCK 技术进行更新形

成了 SHERLOCKv2，该检测结束灵敏度大幅度提

升，且可以根据切割偏好，选择特异性荧光报告基

团，一次性可以完成多种类型病毒核酸检测[11]。目

前，该技术已经应用于肺癌血液样本检测，在检测

过程中能准确观察到游离肿瘤 DNA，浓度＞

2amol/LZIKA、DENV 单链 RNA 仅需 90 分钟就可

以检测到，且操作更加方便、快捷[12]。 
2.3 CRISPR/Cas12a 分子诊断平台 
2015 年有团队发现当 Cas12a-crRNA 单链、双

链 DNA 识别能力被激活以后，单链 DNA 就会受到

Cas12a 借助非特异性地剪切、降解。该团队参考

SHERLOCK 技术，将 RPA 步骤引入，形成

RPA+Cas12a 核酸分子检验技术，也就是DETECTR，
这种检验技术直接省略了扩增后 DNA 产物向 RNA
转录的过程，能快速、准确的对宫颈癌 16、18 型

HPV 进行检测，且能准确对 HPV 病毒亚型进行区分
[13-15]。后期又基于 DETECTR 形成了环介导等温扩

增技术、以及各种信号输出形式的检测方法。 
3 结论 
在疾病治疗中有效的诊断工具对患者病情恢复

具有重要意义，临床检验经过不断 CRISPR/Cas 系统

相关诊断方法进行改造、优化，进一步提升了各种

病原体检测准确性及速度，为临床实验室疾病检验

提供了更多方便。但是 CRISPR/Cas 系统中各种检测

方法还有很大的进步空间，未来应不断进行改善，

从而促进 CRISPR/Cas 系统核酸分子诊断技术进一

步发展[16-18]。 
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