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CRISPR/Cas系统在细菌性病原体检测中的研究进展
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摘要：细菌性传染病长期以来对全球公共卫生构成严重挑战。传统的病原体检测方法虽已在临床应用中取

得了一定成果，但存在灵敏度低、检测周期长等缺陷。CRISPR/Cas系统作为一种新型的基因编辑工具，凭借

其高效、精确的特性被广泛应用于病原体检测领域。作者概述了 CRISPR/Cas系统的技术原理及其优缺点，

并综述了近年来利用 CRISPR/Cas技术检测不同细菌属的研究进展，以期为细菌性病原体的检测提供参考。
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Abstract: Bacterial infectious diseases have long posed a serious challenge to global public health. Although 

conventional pathogen detection methods have made some achievements in clinical application, they still face the 

limitations of low sensitivity, long time consumption and so on. As new gene editing tools, CRISPR/Cas systems 

are widely used in pathogen detection because of the high efficiency and accuracy. The author summarized the 

technical principle, advantages, and disadvantages of CRISPR/Cas systems, and briefly reviewed the research 

progress of using CRISPR/Cas technology to detect different bacterial genera in recent years, aiming to provide 

reference for the detection of bacterial pathogens in the future.
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细菌性传染病，如肺炎、结核和霍乱等，对全球

公共卫生构成了严重威胁。这类疾病传播速度快、

影响范围广，易引发严重的健康危机，同时带来沉

重的社会经济负担。如近年来肠出血性大肠杆菌

感染、细菌性痢疾等疾病的暴发，均对人类健康造

成了巨大威胁［1］。为防控由细菌引起的此类传染

病，开发快速准确的细菌性病原体检测技术显得尤

为重要。

目前，临床上常用的细菌性病原体检测方法

主要包括微生物培养法、免疫学检测、基于核酸的

分子生物学技术等。这些方法虽具有较高的特异

性和准确性，但仍存在一定的局限性。微生物培

养法虽被视为病原体识别与检测的金标准，但其

检测过程耗时数天至数周、依赖表型及生化表征，

且需要熟练的操作人员，极大地限制了其在快速

诊断中的应用［2］。免疫学检测可识别特定细菌的

循环抗体，但在急性感染阶段，患者可能尚未产生

相应抗体，还可能与无关抗体（如免疫球蛋白 M）

发生交叉反应，进而导致假阴性结果［3］。近二十

年来，基于特定细菌核苷酸序列设计的扩增与检

测诊断技术发展迅猛。多数核酸扩增技术以聚合

酶链式反应（polymerase chain reaction，PCR）为核
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心，凭借其出色的灵敏度与特异性，在病原体检测

中展现出较大优势。然而，这类技术对高端仪器

和昂贵试剂的依赖严重制约了其在资源匮乏环境

中的应用［4］，难以满足现场快速检测的需求［5］。

面对这些挑战，簇状规则间隔短回文重复序

列 （clustered regularly interspaced short 

palindromic repeats，CRISPR）及 其 关 联 蛋 白

（CRISPR-associated protein， Cas） 组 成 的

CRISPR/Cas 系统，作为一种新兴的基因编辑工

具，凭借其高特异性和高灵敏度被广泛应用于病

原体检测领域［6］。例如，基于 CRISPR/Cas 系统的

生物传感技术可实现对不同基因靶点的快速、精

准检测，灵敏度可达 1×10-3 fmol/L，且能在多种介

质中高效稳定运行［7］。此外，CRISPR/Cas 系统与

核酸恒温扩增技术（如 SHERLOCK 和 DETECTR

等新型核酸检测工具）结合，不仅提升了检测性

能，更激发了其在现场检测中的应用潜力［8］。因

此，CRISPR/Cas 系统有望成为下一代病原体检测

技术的核心力量，为防控传染病提供更有效的解

决方案。

因此，作者综述了近年来 CRISPR/Cas 系统

在细菌性病原体快速检测的研究进展，旨在为

CRISPR/Cas 快速诊断技术的进一步发展提供

参考。

1　CRISPR/Cas 系统及其分类

CRISPR/Cas 系统最初是细菌和古菌的适应

性免疫系统，可通过识别并切割外来 DNA 保护

宿主免受病毒侵袭［9］。该系统已被广泛应用于

基因组编辑、转录调控及分子诊断等领域，其核

心是通过 CRISPR RNA（crRNA）的引导实现对目

标 DNA 或 RNA 的特异性识别和切割［10］。该系统

中的 CRISPR 序列包含多个由间隔序列（spacers）

和重复序列（repeats）组成的区域，当感染细菌或

古菌后，可记录外源 DNA 片段并形成记忆库；而

Cas 则通过 RNA 引导、识别并切割特定的外源

DNA 或 RNA，从而发挥免疫防御作用［11］。

1.1　CRISPR/Cas 系统的分类

根据 Cas 效应蛋白质的结构与功能特点 ，

CRISPR/Cas 系统可以分为两大类：第一类是基于

多 Cas 效应蛋白质复合体构建的系统，其中各蛋

白质组分在 CRISPR 机制中独立执行一项特定功

能；第二类是以单一 Cas 效应蛋白质为核心的系

统，此类系统中的每个蛋白质在 CRISPR 流程中

均展现出多功能特性［12］。

第一类 CRISPR/Cas 系统是最早被识别的类

型，其通过多个蛋白质亚基组成的复合物参与免

疫反应，通常具有更为复杂的结构，并可根据 Cas

特性进一步细分为 Ⅰ型、Ⅲ型和Ⅳ型系统。 Ⅰ型系

统是最为常见的类型之一 ，包含多个子类型

（I-A、I-B、I-C、I-D、I-E 等），其核心是 Cas3，该蛋

白质具有 DNA 解旋酶活性，并参与外源 DNA 的

切割。此外 ，Ⅰ型系统的 Csm-Cmr 复合物能够

识别并切割外源 DNA 或 RNA，发挥抗病毒作用。

Ⅲ型系统与 Ⅰ型系统类似，同样具有多个蛋白质亚

基，其 Cas10 通过与其他蛋白质形成复合物，协同

识别并降解病毒 RNA。近年的研究显示，Ⅲ型系

统在特定细菌中对 RNA 病毒具有较强的免疫防

御作用；Ⅳ型系统是近年来才被发现的类型，其

具体机制仍在探索之中，但已有研究证实，它与

细菌的免疫反应密切相关。

第二类 CRISPR/Cas 系统包含单一效应蛋白

质，这些蛋白质可独立完成外源 DNA 或 RNA 的

识别与切割，简化了免疫反应过程，其中最具代

表性的是 II 型、V 型和 VI 型系统。 II 型系统以

Cas9 为核心，通过与引导 RNA（gRNA）结合，特

异性地切割 DNA。近年来，Cas9 的多样化使其

在基因组编辑中的应用更加广泛。V 型系统的

核心蛋白质为 Cas12，可识别并切割 RNA，该系统

主要用于 RNA 病毒的防御；V 型系统具有强大的

RNA 干扰能力，是治疗 RNA 病毒的潜在工具。

VI 型系统是目前的研究热点，尤其在 RNA 编辑

和病毒防御领域，其核心 Cas13 能够识别并切割

RNA 分子，不仅具备广泛的 RNA 干扰能力，还能

发挥非特异性切割作用（即旁观效应）。这一特

性使得 VI 型系统不仅能够有效防御 RNA 病毒，

还在 RNA 编辑和检测方面具有应用潜力。

1.2　用于病原菌检测的 CRISPR/Cas 系统分类

传统的 CRISPR 分类方法主要是从生物学及

系统本身的角度出发，研究者根据 Cas 效应蛋白

质的靶标分子、切割机制和适用范围，进一步将

应用于病原菌检测的 CRISPR/Cas 系统细分为

Cas9、Cas12、Cas13 和 Cas14，不同 CRISPR/Cas 系

统的工作原理见图 1。
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Cas9 属于Ⅱ型 CRISPR/Cas 系统，是一种多域

核酸酶 ，其作用机制是通过 crRNA 与 tracrRNA

形成复合体，引导 Cas9结合至目标 DNA 序列并进

行 特 异 性 切 割［13］。 其 原 间 隔 序 列 邻 近 基 序

（protospacer adjacent motif，PAM）为 3′ G-rich 序

列，可介导平末端切割［14］。Cas9 系统凭借其高效

的基因编辑能力，被广泛应用于基因组编辑研究

中［15］。CRISPR/Cas9 技术已应用于细菌分型和基

因组编辑领域，并在医学检验中展现出巨大应用

潜力［16］。此外，Cas9系统常与荧光传感器、电化学

传感器等生物传感器结合，用于开发新型的高通

量多通道检测技术，以提高检测的灵敏度和准确

性［17］，但其对 G-rich PAM 序列（如 NGG）的依赖性

限制了靶标的选择范围，且切割后产生的平末端

可能影响后续信号放大效率。

Cas12 属于 V 型 CRISPR/Cas 系统，可切割双

链 DNA（dsDNA）和 单 链 DNA（ssDNA），具 有

T-rich PAM 模式 ，且能介导黏性末端切割［14］。

Cas12a 是其中重要的亚型，单个 crRNA 即可发挥

作用，而 Cas12b 则需 tracrRNA 与 crRNA 协同作

用［18］。Cas12 系统因其独特的反式切割活性备受

关注，该活性使 Cas12 在识别目标 DNA 后激活其

附属的 ssDNA 切割活性，进而实现对 ssDNA 的广

泛降解［19］。这一特性使得 Cas12 系统在核酸检测

中具有极高的灵敏度和特异性，适用于多种病原

体 的 快 速 检 测［20］。 例 如 ，基 于 Cas12 系 统 的

HOLMES 系统，利用其旁路切割能力实现了低成

本、高效率的 DNA 检测［1］。此外，Cas12 系统还被

用于开发 SHERLOCK 和 DETECTR 等新型核酸

检测工具，这些检测工具在传染性疾病的快速诊

断中具有重要的应用价值［21］。

Cas13 属于 VI 型 CRISPR/Cas 系统，是一种核

糖核酸酶，专门作用于单链 RNA（ssRNA），具有非

鸟嘌呤 PAM 模式，可产生近尿嘧啶切割模式［14］。

Cas13 系统通过 crRNA 引导识别目标 RNA，结合

目标 RNA 后激活自身附属的 RNA 切割活性，从而

实现对 RNA 的高效降解［22］。这一特性使得 Cas13

系统在核酸检测中具有极高的灵敏度和特异性，

适用于病毒检测、基因分型等领域［23］。例如 ，

CARMEN 微阵列芯片系统和 ERASE 系统利用

Cas13a，可高效、快速地检测新型冠状病毒［1］；

CRISPR-Cas13a/SHERLOCK 平台能够检测寨卡

病毒和登革病毒，并可区分致病细菌［24］。此外，

Cas13系统也被用于开发低成本、快速的核酸检测

平台，但由于 RNA 易降解，需结合恒温扩增技术

以 确 保 检 测 的 稳 定 性 。 如 SHERLOCKv1 和

SHERLOCKv2 技术，通过结合 RPA 和 T7 RNA 聚

合酶实现了对目标 RNA 的高灵敏度检测［8］，其原

理见图 2。

Cas14 是一种新型的 CRISPR 相关蛋白质，属

于 V 型 CRISPR/Cas系统，与 Cas12类似，但可实现

无 PAM 特异性切割 ssDNA［18］。其独特的结构使

图 1　不同 CRISPR/Cas系统的工作原理

Fig. 1　Working principles of different CRISPR/Cas systems

15



Journal of Food Science and Biotechnology 总第  311 期  | 2026 年  2 月  | 食品与生物技术学报

其能够在不同应用场景下实现高效的核酸检测。

例如，Cas14系统被用于开发高通量多通道检测平

台，通过结合核酸扩增与信号放大技术，实现对病

原体的快速、灵敏检测［25］。

综上，Cas12 和 Cas13 系统凭借其反式切割特

性，在病原菌检测中表现最优，检测限可达单分子

级别；Cas9 和 Cas14 系统通过严格的 PAM 识别或

序列互补保障了检测的高特异性；而 Cas13系统的

非特异性切割可能增加假阳性风险，同时需通过

crRNA 设计降低脱靶风险。在适用场景方面，

Cas12 和 Cas13 系统适合现场快速检测，Cas14 系

统在多重靶标检测中展现出明显潜力，而 Cas9 系

统则更适用于实验室精准分型。

2　CRISPR/Cas 系统在细菌性病原体检测中

的应用

2.1　CRISPR/Cas系统在葡萄球菌属检测中的应用

葡萄球菌属（Staphylococcus spp.）是一类常见

的革兰氏阳性菌，通常以成对或成簇的形式存在。

大多数葡萄球菌属细菌对盐的耐受性较强，能够

在盐浓度较高的环境中生长，这一特性使其可以

在皮肤和黏膜等部位定植。金黄色葡萄球菌

（Staphylococcus aureus，S. aureus）能够产生一系

列毒力因子并形成生物膜，对大多数抗生素具有

耐药性，且环境适应能力不断增强，已成为全球公

共卫生领域的重大挑战［26］。葡萄球菌属可引发从

皮肤感染到败血症、肺炎等严重的全身性感染。

因此，快速准确地检测葡萄球菌属是预防和治疗

感染的关键。

相较于传统荧光定量 PCR（检测限约为 1×103 

CFU/mL），CRISPR/Cas13a系统与化学发光共振能

量转移（CRET）联用技术［27］实现了检测性能的跃

升。该技术分别以氧化铝和金纳米颗粒（AuNPs）

作为供体和受体，当 Cas13a识别金黄色葡萄球菌的

cRNA 并触发 RNA 切割时，化学发光信号增强，使

饮 用 水 和 牛 奶 样 本 的 检 测 限 分 别 降 至 20 

CFU/mL 和 30 CFU/mL。该技术通过与免疫层析

试纸条（ICTS）及智能手机成像技术相结合，实现

了 2 h 现场快速检测，且检测限低至 100 CFU/mL。

这种方式虽然能提高信号强度，但化学发光底物

的稳定性不足与背景信号干扰，可能限制了检测

限的进一步降低。同时，RNA 在细胞内环境中的

稳定性较差，易发生降解，而 DNA 的稳定性更高，

以目标 DNA 作为检测对象能够更好地保持核酸

完整性，从而提高检测的灵敏度和准确性。为突

破对核酸扩增技术的依赖，付旭冉［28］通过对比

AsCas12a 和 LbCas12a 的反式切割速率，结合重组

酶聚合酶扩增（RPA）技术建立了 S. aureus 的检测

体系，发现 AsCas12a 的检测效果更佳，检测限为

100 CFU/mL。后续该研究团队基于 AuNPs 的金

属增强荧光（MEF）效应，构建了一种无需扩增的

荧光增强型生物传感方法。经比例优化后的

图 2　RPA-CRISPR/Cas13a检测方法示意图

Fig. 2　Schematic diagram of RPA-CRISPR/Cas13a detection method
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AuNC-AuNP纳米探针猝灭效果好、背景信号低，在

350 µL 反应体系中可将检测时间缩短至 30~40 

min，实现 3.7 fmol/L 的超灵敏检测，同时避免了核

酸扩增导致的交叉污染问题，在牛奶样本中展现

出良好的回收率与定量能力。这一技术将 Cas12a

的反式切割活性与纳米材料光学特性深度耦合，

为检测性能的全面提升提供了有力支撑。

在 临 床 应 用 方 面 ，Xu 等［29］针 对 脑 脊 液 中

S. aureus 的快速检测需求 ，设计开发了一体化

CRISPR 快速检测试剂盒，通过整合核酸扩增与

Cas12a反应体系，可在 30 min内完成样本检测，灵

敏度达到单分子水平。该技术利用特定的寡核苷

酸实现反应流程微缩化，将检测周期从传统培养

法的数天压缩至 30 min，为脓毒症等急重症的快

速诊断提供了关键技术支撑。CRISPR 系统正通

过多学科交叉不断拓展检测范围，未来仍需着力

解决多靶标同步检测、复杂基质抗干扰等难题，推

动检测技术向更多场景深度渗透。

2.2　CRISPR/Cas系统在埃希氏菌属检测中的应用

埃希氏菌属（Escherichia spp.）是革兰氏阴性

菌，主要栖息于肠道中，常单独或成对存在，具有

运动性，通常具有鞭毛。该属中部分种类，尤其是

大肠埃希氏菌（Escherichia coli，E. coli），是临床上

常见的致病菌，可引起腹泻、肠道感染、败血症等

疾病。同时，E. coli还被视为食品安全中的重要致

病因子，尤其是某些毒力株如 E. coli O157：H7，可

通过分泌志贺毒素引发严重的胃肠道疾病。因

此，建立快速、灵敏且特异性强的 E. coli 检测方

法，对于公共卫生监控和疾病防控具有重要意义。

近年来，CRISPR/Cas 系统在埃希氏菌属检测中展

现出了极高的灵敏度和特异性，为该类病原菌的

快速检测提供了新路径。

针对 E. coli O157：H7的检测，CRISPR/Cas12a

与 等 温 扩 增 技 术 联 用 已 成 为 主 流 策 略 。 在

RAA-CRISPR 联用方面，Zhu等［30］结合重组酶辅助

扩增（RAA）技术和 CRISPR/Cas12a 技术，研发出

一种可通过手持紫外线灯或横向流条实现信息可

视化的检测方法。传统实时 PCR 技术和酶联免疫

吸附测定（ELISA）的检测限分别为 1×103 CFU/mL

和 1×104~1×107 CFU/mL，而该方法可在 55 min 内

检测到浓度低至约 1 CFU/mL（荧光法）和 100 

CFU/mL（侧流层析法）的 E. coli，检测限降低了约

1 000倍，且检测速度远优于传感器。

为优化检测灵敏度，通过优化 RPA-CRISPR/

Cas12a 双模式检测平台反应体系［31］，采用荧光法

可在 40 min 内检测到 2.4 CFU/mL 的 E. coli；另一模

式 的 侧 流 层 析 法 虽 然 灵 敏 度 可 降 至 240 

CFU/mL，但 45 min的全流程检测速度仍显著优于

常规培养法。针对食品基质干扰难题，Lee等［32］研

发 了 一 种 基 于 环 介 导 等 温 扩 增（LAMP）和

CRISPR/Cas12a 系统的 E. coli O157：H7 快速检测

方法。该方法可有效解决 LAMP 技术常见的假阳

性问题，对纯培养物的检测限达 1.22 CFU/mL，而

实时荧光定量 PCR 的检测限为 12.20 CFU/mL，

LAMP-CRISPR/Cas12a 系统的灵敏度较实时荧光定

量 PCR 提高了 10 倍。在生菜样本中，通过过滤富

集处理，E. coli O157：H7 的检测限从 60.00 CFU/g 降

至 4.80 CFU/g。LAMP技术的等温扩增特性，使其

能在较短时间内完成目标 DNA 的指数级扩增，进

而提高检测信号强度，增强检测的可靠性。

因此，单一的 CRISPR 技术已无法满足当前的

检测需求，将 CRISPR 技术与等温扩增技术相结

合，已成为提升检测性能的重要途径。该策略不

仅能有效处理复杂样本、弥补 CRISPR 技术自身的

灵敏度局限，还能借助 CRISPR 的特异性切割能力

消除非靶标干扰，在保障检测精度的同时，可在资

源有限的环境中快速、简便地检测目标菌，为埃希

氏菌属的高效检测提供了可靠方案。

2.3　CRISPR/Cas系统在沙门氏菌属检测中的应用

沙门氏菌属（Salmonella spp.）是革兰氏阴性

菌，广泛存在于动物体内，尤其常见于鸟类和哺乳

动物中。该菌具备鞭毛及运动性，可在肠道内高

效移动，是引发食源性疾病的主要致病菌，感染后

会导致腹泻、发热等症状。其感染通常与未煮熟

的肉类、蛋类等食品密切相关，因此，沙门氏菌的快

速检测对疾病防控至关重要。Zhang等［33］利用实时

荧光重组酶扩增检测系统，研发了一种典型的沙门

氏菌病原体检测方法，其检测限约为 5 fg/µL 质粒

DNA。Zheng等［34］开发的基于多孔金@铂纳米催化

剂的敏感光学生物传感器，结合被动三维微混合

器，虽能检测到 17 CFU/mL的鼠伤寒沙门菌，但该

方法并不适用于现场快速检测。

因此，近年来 CRISPR/Cas 系统凭借其快速、

灵敏、特异性强的特点，成为沙门氏菌检测领域的
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新兴技术。针对传统 PCR-侧流层析技术因引物

二 聚 体 导 致 假 阳 性 的 难 题 ，Wang 等［35］将

CRISPR/Cas9 与 侧 流 层 析 相 结 合 ，利 用

Cas9/sgRNA 复合物对目标扩增子进行特异性结

合，仅在目标扩增子存在时，试纸条的测试线上才

会出现颜色变化，从而有效避免了引物二聚体引

起的假阳性问题，提高了检测的准确性。该系统

可在 100 min 内完成从样本处理到结果判读的全

流程，通过荧光标记的 DNA 产物与 AuNPs形成可

见的颜色变化，能够检测到低至 100 CFU/mL 的沙

门氏菌，且检测结果与传统 PCR 方法高度一致。

为 进 一 步 提 高 检 测 速 度 和 灵 敏 度 ，基 于

RPA-CRISPR/Cas13a 的沙门氏菌单管和两步反应

系统［36］应运而生。其中，单管 RPA-Cas13a 方法可

以在 20 min 内实现 166.1 nmol/L 的检测限 ，与

qPCR 检测限相当；两步 RPA-Cas13a 方法的总检

测时间在 45 min内，虽速度相对较慢，但可检测到

单个沙门氏菌，灵敏度优于单管法和实时荧光定

量 PCR 法。因此，单管法操作简便快捷、检测时间

短，适合于现场快速筛查和资源有限的环境，在样

本中沙门氏菌浓度相对较高时，可快速获得准确

结果；两步法虽操作复杂、耗时较长，但能检测到

更低浓度的沙门氏菌，适用于对检测灵敏度要求

较高的场景（如科研试验、食品安全检测中的低丰

度样本检测等），可更准确地评估样本中的沙门氏

菌污染情况，降低漏检概率。

在特异性与灵敏度协同优化层面，Lee等［37］结

合 LAMP 技术与 CRISPR/Cas12a 系统，开发出一

种侧流层析生物传感器（LFB）。该研究选择不与

LAMP 引物重叠的 21 个碱基对的 PAM 位点，进一

步优化 crRNA，利用 Cas12a 切割带有生物素和荧

光素标记的 ssDNA 探针，结合侧流层析试纸条显

色，有效规避了 LAMP 扩增过程中常见的假阳性

问题。该检测平台在纯培养物和人工污染食品中

的 检 测 限 分 别 为 1.22 CFU/mL 和 1.00~100.00 

CFU/g，灵敏度比实时荧光定量 PCR 低 100 倍；通

过将反应体积微缩化与可视化判读相结合，兼顾

了实验室精准分析与现场快速检测的双重需求。

2.4　CRISPR/Cas系统在李斯特菌属检测中的应用

李斯特菌属（Listeria spp.）是革兰氏阴性菌，

广泛分布于自然环境中，能够在多种食物中生长

繁殖。在该菌属中 ，单核细胞增生李斯特菌

（Listeria monocytogenes）是主要的致病菌，尤其对

免疫功能低下者、孕妇及新生儿危害较大。该菌

为人畜共患病原体，人畜感染后主要出现呼吸困

难、呕吐等症状，临床死亡率极高。因此，李斯特

菌属的早期检测对食品安全及公共卫生具有重要

意义［38］。

在应对李斯特菌快速检测的需求中，基于

CRISPR 系统的技术逐步突破了传统方法的效率

瓶 颈 。 Meile 等［39］利 用 合 成 生 物 学 ，通 过

CRISPR/Cas 辅助的噬菌体工程技术，将纳米荧光

素酶（NLuc）基因插入 A511、A006 和 A500 噬菌体

基因组中。这些噬菌体携带 NLuc 基因后，可在感

染李斯特菌后的 24 h 内产生生物发光信号，实现

1 CFU/g 的超灵敏检测，且能区分不同血清型，较

EN ISO 11290-1—2017 标准中所需的 96 h 检测周

期，检测效率得到显著提升。为进一步缩短检测

时 间 ，Yang 等［40］开 发 了 一 种 基 于 RAA 和

CRISPR/Cas12a 的荧光检测平台，用于高灵敏度

检测李斯特菌的核酸。该技术通过 RAA 技术扩

增李斯特菌的特定基因片段（如 hly基因），再利用

Cas12a 的顺式切割激活荧光信号，实现可视化检

测，检测限低至 350 CFU/mL；同时，该方法可在

2 h 内完成牛肉样本中李斯特菌的检测，检测结果

与国家标准方法的检测结果一致，适用于现场快

速检测浓度较高的样本。

针对高通量检测场景的短板，Xiang 等［41］结合

RAA 技术和 CRISPR/Cas13a 系统，开发了一种高

通量微流控芯片平台（hMC-CRISPR）。该平台将

反应体积压缩至 5 μL，可在芯片上同步完成核酸扩

增、Cas13a 介导的荧光信号释放及自动化数据读

取。传统 qPCR 方法对李斯特菌属的检测限为 262 

amol/L，其中对单核细胞增生李斯特菌（Listeria 

monocytogenes）、英 诺 克 李 斯 特 菌（Listeria 

innocua）和伊氏李斯特菌（Listeria ivanovii）的检测

限分别为 163.0、12.1、72.1 amol/L；而 hMC-CRISPR

平台对上述 3 种菌株的检测限分别为 0.40、0.74、

0.56 amol/L，较传统 qPCR 提升了数百倍。该平台

独特的设计通过控制转录过程协调扩增与切割效

率，既避免了气溶胶污染，又可单次检测 8个样本，

在保持超低检测限的同时，兼顾了检测通量与试剂

经济性。
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2.5　CRISPR/Cas系统在分枝杆菌属检测中的应用

分枝杆菌属（Mycobacterium spp.）是革兰氏阳

性菌，通常呈杆状，具有抗酸染色阳性特征，包括结

核分枝杆菌（Mycobacterium tuberculosis）和非结核

分枝杆菌（Nontuberculous Mycobacteria）［42］。结核

分枝杆菌是引起肺结核的主要病原体，而非结核

分枝杆菌通常引发慢性感染，尤其在免疫功能受

损人群中较为常见［43］。因此，快速、准确地检测分

枝杆菌属，尤其是结核分枝杆菌，对于疾病的早期

诊断和治疗具有重要意义。

为提高结核病检测的精确性与效率，基于

CRISPR 系统的新型检测技术通过多维度创新实

现了突破性进展。针对现有检测方法中碱基错配

导致的假阴性和假阳性问题，Huang 等［44］开发的

多通道系列压电石英晶体（MSPQC）核酸传感器，

结合 CRISPR/Cas9 系统与银染色技术，将 dsDNA

转化为导电银线以放大压电信号，使检测限低至

30 CFU/mL，检测时间缩短至 2.3 h；同时，该传感

器可在 PAM 序列附近 10 个碱基内区分单碱基错

配，显著提升了检测特异性。在此基础上，全基因

组测定技术 WATSON［45］采用平铺式核酸检测策

略，结合 CRISPR/Cas13 系统与侧流层析技术，实

现了血浆中结核分枝杆菌无细胞 DNA（cfDNA）的

检测。该技术的检测限达 2.5~25.0 ag/μL，灵敏度

较传统单靶标检测提升了 10~100 倍；其多区域基

因组覆盖设计大幅提高了对活动性肺结核的早期

识别能力，适用于资源匮乏地区的即时检测。

Huang等［46］聚焦于提升结核病诊断的特异性与

灵敏度 ，开发了 CRISPR-TB 技术。该技术利用

Cas12a gRNA复合体激活非特异性核酸酶活性，可检

测 出 血 液 中 低 至 99.7 pmol/L 的 结 核 分 枝 杆 菌

cfDNA，灵 敏 度 显 著 优 于 常 规 PCR 方 法

（415.0 pmol/L）。该技术不仅提高了检测灵敏度和

特异性，还能在治疗过程中快速监测 cfDNA 浓度

变化，2 h 内即可完成从样本处理到结果判读的全

流程检测，为 HIV感染儿童等特殊人群提供了高效

的 诊 断 工 具 。 与 此 同 时 ，Wu 等［47］ 利 用

CRISPR/Cas14 系统研发了结核分枝杆菌检测试

剂盒，通过特异性 crRNA 和 sgRNA 的协同作用，

实现了对结核分枝杆菌复合群的超灵敏检测，检

测限低至 99.7 pmol/L，检测时间<2 h。该试剂盒

不仅在检测限上表现优异，还在药物筛选和疗效

评估方面展现出更广阔的应用前景。这些技术的

协同发展标志着结核病诊断已从单一靶标检测向

多维度、全流程检测转型，为结核病的精准诊疗提

供了技术支撑。

2.6　CRISPR/Cas系统在链球菌属检测中的应用

链球菌属（Streptococcus spp.）是革兰氏阳性

菌 ，通 常 呈 链 状 排 列 。 其 中 ，肺 炎 链 球 菌

（Streptococcus pneumoniae）是链球菌属中的重要

病原体，对青霉素的敏感性较高［48］。链球菌属的

检测对于明确感染源、预防感染传播至关重要。

传统检测方法主要包括血清学鉴定、病原菌培养

和 PCR 检测，这些方法虽然已广泛应用于临床诊

断中，但存在检测周期长的局限，其中血清学鉴定

需耗时数天，病原菌培养通常需要 24~48 h 甚至更

长时间。

近年来，基于 CRISPR-Cas系统的分子诊断技

术呈现多元化发展态势，研究者通过技术整合策

略 ，满足差异化的检测需求。免抽提一步法

CRISPR 辅 助 检 测 技 术（extraction-free one-step 

CRISPR-assistant detection）［49］通过整合 LAMP 与

CRISPR/Cas12b 技术，实现“样本进—结果出”的

闭环流程，可在 1.5 h 内完成痰液样本快速预处理

和实时荧光读取，进而实现肺炎链球菌的快速检

测。该平台在临床验证中展现出 92.9% 的灵敏度

和 100.0% 的特异性，检测限为 28.2 zmol/L，略高

于实验室标准，但具有操作简便、免核酸提取的优

势，且可在蓝光下肉眼判读结果，为肺炎链球菌的

居家筛查提供了可能。

针对实验室环境的高灵敏度需求，Li 等［50］研

制了一种集成微流控芯片和 RPA-T7-Cas13a 系统

的自动化核酸检测平台。该平台通过旋转阀辅助

完成样品预处理与核酸提取，采用 RPA-T7-Cas13a

单室反应系统检测 B组链球菌（GBS）DNA，将检测

限降至 0.89 amol/L，较传统 PCR 技术提升了 6 倍，

准确率达 100%；同时，可在 30 min 内自动完成从

核酸提取到微流控芯片荧光图像分析的全过程，

实现检测结果的可视化。但该平台的设备成本较

高、结构相对复杂，更适用于实验室开展高精度、

高通量检测，因此，研发更便携的设备以满足现场

快速检测需求仍需进一步探索。Cheng 等［51］研发

的 RPA-CRISPR/Cas12a侧流层析技术展现出独特

优势，该技术基于 AuNPs聚集产生颜色变化，结合

19



Journal of Food Science and Biotechnology 总第  311 期  | 2026 年  2 月  | 食品与生物技术学报

LFB 试纸条，实现了化脓性链球菌（Streptococcus 

pyogenes）的快速检测。其中，侧流法的检测限为

16.60 amol/L，荧光法的检测限达 1.66 amol/L，展

现出极高的灵敏度；整个检测过程仅需约 10 min

的样本处理、10 min 的 RPA 扩增、10 min 的 Cas12

反应和 3 min的 LFB 结果输出，无需额外放大即可

在 33 min 内肉眼观察到结果，适用于现场快速检

测和资源有限地区使用。

综上，家庭自测试剂侧重操作便捷性，微流控

系统强化了自动化与检测灵敏度，而侧流层析法

则在检测成本与时效性之间实现了平衡。未来需

突破设备微型化和多重检测能力两大核心难题，

推动链球菌属分子诊断技术向普惠化、智能化方

向发展。

3　展望

CRISPR/Cas 系统作为一种新型基因编辑和

检测技术，凭借其高效、精确的切割能力，不仅简

化了病原体检测流程，还显著提升了检测的灵敏

度和特异性。本文深入探讨了 CRISPR/Cas 系统

在细菌性病原体检测中的应用，该系统的高特异

性与高灵敏度使得其在低丰度病原体检测中表现

突出，对疾病的早期诊断和及时治疗至关重要，尤

其在传染病防控领域具有重要意义。然而 ，

CRISPR/Cas 系统存在非特异性结合的问题，可能

导致假阳性结果，对临床诊断而言是一大挑战。

因此，优化 CRISPR/Cas 系统的特异性、减少非特

异性结合，是未来该领域的研究重点，这不仅能提

高检测准确性，还能增强该技术在复杂样本中的

适用性。

在研究单一 CRISPR/Cas 技术的同时，多技术

融合的潜力也日益凸显。CRISPR/Cas 系统与其

他核酸扩增技术（如重组酶辅助扩增和 LAMP 等）

的结合，展现出强大的协同效应。这种技术融合

不仅提高了检测的灵敏度，还大幅缩短了检测时

间，对于需要快速响应的公共卫生事件而言至关

重要。此外，人工智能技术的兴起还可从多个维

度提升 CRISPR 检测系统的性能。在 crRNA 设计

优化方面，机器学习可预测靶标序列的二级结构、

PAM 兼容性及脱靶风险等，进而设计出高特异性

crRNA，减少非靶标结合引发的假阳性问题［52］；同

时，利用人工智能技术进行数据解析可显著提升

检测效率，通过训练卷积神经网络识别荧光信号、

侧流层析试纸条颜色变化或微流控芯片图像，能

够实现检测结果的自动化、标准化分析，降低人为

误判风险。

CRISPR/Cas 系统在实现现场快速检测方面

具有巨大潜力。随着便携式设备与微流控技术的

不断发展，CRISPR/Cas 系统可被集成到便携式检

测设备中，实现在资源匮乏环境中的快速检测。

例如，通过试剂冻干技术与常温稳定酶的开发，可

减少对冷链运输的依赖，延长试剂保存期。其次，

微型化设备与智能手机集成是实现现场检测的关

键。基于纸基微流控芯片的 CRISPR 检测装置，结

合手机摄像头与图像分析 APP，可实现“样本进—

结果出”的一体化检测。这种现场检测能力对于

控制传染病的传播、提高全球公共卫生水平至关

重要，尤其在偏远地区或紧急情况（如自然灾害或

疫情暴发）下，快速准确的现场检测能够显著提高

应急响应速度与处置效率。

综上所述，CRISPR/Cas 系统在细菌性病原体

检测中的优势与挑战并存，但随着多技术融合与

现场快速检测的持续发展，这些挑战有望被逐步

克 服 。 随 着 技 术 的 不 断 进 步 与 创 新 发 展 ，

CRISPR/Cas 系统将在未来的病原体检测中发挥

更加关键的作用，为全球公共卫生安全贡献重要

力量。
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