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基于CRISPR/Cas系统的核酸即时检测技术现状及研究进展

冯 柳，唱 凯，陈 鸣

（陆军军医大学第一附属医院检验科，重庆 400038）

【摘 要】在全球疫情背景下，现场条件下的核酸检测在疫情防控中发挥越来越重要的作用，这促使核酸即时检测（point-of-
care testing，POCT）工具的开发面临空前的需求。基于规律间隔成簇短回文重复序列及其相关蛋白系统（clustered regularly in⁃
terspaced short palindromic repeats-associated nuclease，CRISPR/Cas）应用于核酸POCT在近年来得到飞速发展并取得良好成果。

在疫情封控区、海关以及灾区等特殊现场，可以将恒温放大技术与CRISPR有机结合并集成到小型手持设备中，这些技术使用

起来更简单，非专业人员能够更快捷准确地进行感染源的核酸检测。这篇综述首先简要介绍了CRISPR/Cas系统和不同的效

应蛋白，回顾了基于CRISPR/Cas系统特异识别和切割特性在核酸 POCT中的不同应用策略，最后讨论CRISPR/Cas用于核酸

POCT面临的挑战及未来的研究前景。
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Current status and progress of nucleic acid point-of-care testing technology
based on CRISPR/Cas system

Feng Liu，Chang Kai，Chen Ming
（Department of Clinical Laboratory，The Southwest Hospital of Army Medical University）

【Abstract】In the context of the global epidemic，nucleic acid detection under on-site conditions plays a more and more important role
in epidemic prevention and control，which makes the development of nucleic acid point-of-care testing（POCT）tools facing unprec⁃
edented demand. The application of clustered regularly interspaced palindromic repeats-associated nuclease（CRISPR/Cas）to nucleic
acid POCT has been developed rapidly and achieved good results in recent years. In the epidemic control areas，customs and disaster
areas and other special sites，combining isothermal amplification techniques with CRISPR and being integrated into small handheld
devices，these technologies are easier to use and non-professionals can quickly and accurately detect the nucleic acid source of infec⁃
tion. This review first briefly introduces the CRISPR/Cas system and different effector proteins，reviews the different application strate⁃
gies in nucleic acid POCT based on the specific recognition and cleavage characteristics of CRISPR/Cas system，and finally discusses
the challenges and future research prospects of CRISPR/Cas in nucleic acid POCT.
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2022年 6月，中国疾病预防控制中心和国家卫生健康委

办公厅先后印发了猴痘防控技术指南（2022版）和猴痘诊

疗指南（2022年版）。自 2022年 5月以来，世界多个非流行

国家报告了社区传播猴痘病例。与此同时，不断变异的

COVID-19持续暴发，加之全球范围抗生素耐药性问题日益

严重，凸显了传染病早期检测对患者及时治疗和控制传播风

险的重要性。核酸检测作为传染病诊断的关键方式，开发能

够在采样现场即刻进行核酸分析的即时检测（point-of-care
testing，POCT）设备变得更为迫切[1-4]。

基于规律间隔成簇短回文重复序列及其相关蛋白系统

（clustered regularly interspaced short palindromic repeats-
associated nuclease，CRISPR/Cas）是一种以病原体的基因组

为目标的原核适应性免疫系统，CRISPR/Cas系统能够识别
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特定核苷酸序列能力并具有附属核酸切割活性，2016年前

后张锋团队先后报道了以RNA为向导的 Cas12a、Cas13a之
后[5-6]，2017年该团队将CRISPR/Cas应用于生物传感开发出

SHERLOCK检测平台，依赖Cas13靶结合后反式切割含猝灭

荧光的核酸释放荧光信号，将原始目标序列的浓度放大至

10 000倍[7]。近年来，Cas9、Cas12、Cas13和 Cas14等多种效

应蛋白已被证明可检测低至 Zeptomolar浓度和单核苷酸分

辨率的核酸传感，促使CRISPR/Cas系统在核酸POCT中展现

出极大的应用前景[3,7-23]（图1）。本研究将介绍分子诊断中常

用的CRISPR/Cas系统，回顾其在核酸POCT中的不同应用策

略，讨论CRISPR/Cas在核酸POCT发展中的挑战并描述未来

的研究前景。

1 用于分子诊断的CRISPR/Cas系统

古细菌和细菌CRISPR/Cas自然防御系统在结构和作用

机制上表现出广泛的多样性，并且仍在报道新的变体。2020
年Makarova KS等[24]根据系统发育关系提出并改进了目前公

认的CRISPR/Cas系统分类。CRISPR/Cas的 1类系统包含多

种Cas蛋白组成的效应复合物，包括Ⅰ、Ⅲ和Ⅳ型，其中每种

蛋白在 CRISPR过程中发挥单一功能。相比之下，2类系统

是以蛋白质组成的复合体发挥多种功能，更加简单高效[25]。
本次综述的重点将放在最常用于生物工程和分子诊断的 2
类CRISPR/Cas系统上（图2，表1）。

第 2类CRISPR/Cas系统的特征是一个单一的多结构域

蛋白，与RNA序列结合形成一个核糖核蛋白（ribonucleopro⁃
tein，RNP）复合物，这个 RNA序列被称为向导 RNA（guide
RNA，gRNA）。gRNA由称为 crRNA的可定制组件以及一个

包含二维结构的非编码RNA部分组成，crRNA定义了对目

标DNA的特异性和选择性，非编码部分通过特有结构促进

gRNA和效应蛋白之间的关联。gRNA扫描核酸并靶向与其

crRNA互补序列进行酶促降解。2类系统在CRISPR传感中

注：粉色虚线基于Cas9的系统；蓝色虚线基于Cas12的系统；绿色虚线基于Cas13的系统；紫色虚线基于Cas14的系统

图1 CRISPR/Cas系统应用于POCT的发展时间线（基于电子出版发布日期）

图2 CRISPR-Cas9、-Cas12a、-Cas12f和-Cas13a系统的基本组成部分
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常用的3种类型：Ⅱ型、Ⅴ型和Ⅵ型。

2 类Ⅱ型 系 统 能 够 靶 向 双 链 DNA（double-stranded
DNA，dsDNA），典型效应蛋白是 Cas9。CRISPR序列和反式

激活的 CRISPR/CasRNA（trans-activating crRNA，tracrRNA）
被转录后产生 pre-crRNA和 tracrRNA，这 2种RNA通过互补

序列形成双链向导 RNA（small guide RNA，sgRNA）。Cas9-
sgRNA复合物搜索靶序列下游的 protospacer相邻基序（pro⁃
tospacer adjacent motif，PAM）与间隔序列匹配的DNA序列发

生结合，随后切割 PAM位点上游 3 nt位置的DNA。PAM序

列取决于Cas效应蛋白的类型及其来源的物种，如果PAM区

域和Cas9的类型不匹配，可能会发生非特异性DNA切割，目

前 CRISPR/Cas9实验中运用最广泛的核酸酶是来自化脓性

链球菌的 spCas9 [26-28]。
2类Ⅴ型效应蛋白发挥 2种酶促切割反应，一种是与

Cas9相似的靶序列切割，另一种是在原型间隔区靶标识

别时激活非靶向侧链切割单链 DNA（single-stranded DNA，
ssDNA）[16,24]。Ⅴ型效应蛋白包括 Cas12和 Cas14，Cas12对
dsDNA具有更高的特异性，而Cas14对 ssDNA具有更高的特

异性。Cas12a和 Cas12b是 CRISPR核酸检测技术中常用的

Cas12亚型，二者都能识别和切割 dsDNA中PAM位点附近的

靶序列，Cas12a可以介导其自身 crRNA的成熟从而不需要

tracrRNA和额外的核酸酶来处理crRNA[29-30]。2018年 Jennifer
团队发现隶属于V-F型CRISPR系统的Cas14核酸酶能够不

依赖PAM序列进行单链DNA的靶向切割[16]。Cas14a显示出

对只有 1个核苷酸差异的 ssDNA序列的识别，这使Cas14a具
有检测无PAM序列要求的 ssDNA SNP的可能性[16]。2020年
Makarova KS等[24]在对 Cas系统的总结中将 Cas14核酸酶和

其他V-F效应因子归类并系统命名为Cas12f核酸酶。

2类Ⅵ型CRISPR/Cas目前主要是Cas13家族，该效应器

包含 2个负责切割单链 RNA（single-strand RNA，ssRNA）靶

序列的催化结构域HNPN，核酸检测技术中常用的Cas13家
族亚型是 Cas13a和 Cas13b，其中 Cas13b被认为在细胞工程

中更加稳健和稳定[31]。当复合物结合靶向 ssRNA并且在

crRNA结合位点识别前间隔侧翼序列（protospacer flanking
sequence，PFS）时，Cas13的核溶解活性被触发[32]。该 PFS区
域相当于 Cas9中用于 RNA靶标识别的 PAM序列，并且在

CRISPR/Cas13的多个亚型之间变化，从而实现不同的核酸

靶向[27]。Cas13与Ⅴ型效应蛋白类似，在目标识别时可以进

行 2种酶促切割反应：除了针对可编程目标序列的酶切，还

会对附近RNA序列非特异性切割[32-33]。

2 核酸POCT中的CRISPR/Cas检测策略

2.1 先靶核酸扩增再利用CRISPR/Cas反式切割的检测策略

在核酸扩增后，集成具有反式切割活性的 CRISPR/Cas
系统，其识别特定核酸序列继而激活反式切割活性，如同颗

粒碎纸机般反复随机切割核酸，产生放大的读出信号。在提

高灵敏度的同时，产生的不同报告信号可以扩大适用范围。

Cas13是 RNA引导的 RNA核酸内切酶，特异性切割

ssRNA后，继续保持活性并切割其他非靶标RNA。张峰团

队开发的特异的高灵敏度酶报告因子解锁版本 SHERLOCK
检测平台，将靶核酸经通过RPA等温扩增，并引入T7启动子

序列，通过 T7 聚合酶转录成 ssRNA，扩增的 ssRNA 与

Cas13a-crRNA结合，激活Cas13a核酸酶活性，切割 ssRNA荧

光探针，释放荧光基团被测[7]（图 3A）。在此基础上通过对

CRISPR酶学和应用开发升级到 SHERLOCKv2，该系统可以

同时检测多达 4种病毒[12]。Cas13切割产物可激活另一种

Cas蛋白辅助性酶 Csm6。被活化的 Csm6裂解的第 2个

ssRNA构建体，相对于背景增强了信号并且改善了 SHER⁃
LOCKv2反应的动力学，使信号灵敏度提高 3.5倍（图 3B）。

该团队发现Cas13变体的一个子集（LwaCas13a、PsmCas13b、
CcaCas13b、AsCas12a）存在靶向相互排斥的序列，并为每种

蛋白质设计特定的报道基因，开发了 4通道单反应复合平台

（图 3C）。最后该团队将所有这些进展与简便的POCT结合，

将一滴样品应用于侧流分析试纸可视化检测，给出比色读数

（图 3D）。SHERLOCKv2定量测量输入降至 2 aM，展示了其

作为核酸 POCT 的多通路、便携、快速和定量的优势。

Myhrvold C等[15]将加热未提取的诊断样本以消除核酸酶即

HUDSON法与 SHERLOCK结合，可以检测临床样品中没有

提取和纯化病毒核酸，检测浓度低至 1拷贝/μL，能够直接检

测患者尿液和唾液样本中的寨卡病毒和登革热病毒。2021
年 Liu TY等[23]设计了串联快速集成核酸酶检测平台 FIND-
IT。该系统利用 Csm6来放大 Cas13的效果，并通过添加一

种稳定免受降解的化学修饰激活剂，改良了Csm6因迅速分

解激活剂分子而限制荧光信号产生数量的问题，由此灵敏度

比使用原始活化剂提高 100倍。该团队整合了优化的导向

RNA组合，使 Cas13与 Csm6及其改良激活剂结合使用时，

20 min内检测到低至31拷贝/μL的SARS-CoV-2 RNA。

表1 4种Cas蛋白主要结构特征

结构特征

间隔区长度

核酸酶域

向导RNA
PAM/PFS区域

靶标形式

靶向切割

反式切割

Cas9
~30 nt
HNH、RuvC
sgRNA
PAM 3’富含GC
dsDNA
平头末端

无

Cas12a
18~25 nt
RuvC
crRNA
PAM 5'富含T
dsDNA；ssDNA
黏性末端5'悬垂

非特异 ssDNA

Cas13a
22~30 nt
HEPN
crRNA
3'PFS
ssRNA
尿嘧啶位点

非特异 ssRNA

Cas14
20~40 nt
RuvC
sgRNA
5'T或PAM富含C
dsDNA；ssDNA
黏性末端5'悬垂

非特异 ssDNA
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Cas12在 crRNA引导下即可识别靶标 dsDNA，并靶向富

含 T的 PAM位点，对靶序列进行特异性切割，同时附带非特

异性切割 ssDNA的活性。RPA结合 Cas12a的检测平台，称

为DNA核酸内切酶靶向CRISPR Trans Reporter（DETECTR），

该策略与 SHERLOCK类似用Cas12a代替Cas13a，由于Cas12
以DNA为目标，因此可以直接检测DNA扩增物，无需额外的

转录便可识别从患者样本中提取的病毒 DNA[13]。RPA和

CRISPR/Cas12的温度兼容性使得这 2个过程都可以进行放

置在同一个反应管中，适用于POCT（图 3E）。一种称为一小

时低成本多用途高效系统（HOLMES）的技术将DETECTR中

Cas13a更换为 Cas12a，由于 Cas12的 ssDNA激活不依赖于

PAM，因此使用不对称 PCR来生成 ssDNA扩增产物以避免

需要PAM。ssDNA和 dsDNA扩增产物启动Cas12a的反式切

割活性进行检测。在 PCR 期间的变性温度（95℃）下

CRISPR/Cas12a是无活性，因此HOLMES扩增和检测步骤必

须分开进行不适用于 POCT。进一步升级的HOLMESv2由
于 LAMP的扩增产物是 dsDNA，因此 PAM序列是预先设计

的引物引入的。LAMP和 RT-LAMP的典型反应温度（60~
65℃）可以被 Cas12b（>40℃）耐受。因此将 LAMP或 RT-
LAMP与CRISPR/Cas12b结合，可以在一个程序步骤中进行

等温扩增和信号生成（图3F）。

Cas14作为一种RNA引导的靶向 ssDNA核酸酶，该酶分

子量更小，Cas14a（Cas12f）需要 sgRNA的种子区域的完全互

补性才能识别 ssDNA底物。基于该酶特点，Harrington LB
等[16]将DETECTR技术使用的Cas12a更换为Cas14a，开发出

了 Cas14-DETECTR诊断技术。其反应原理是先将用于扩

增富集靶核酸的其中一条引物进行硫代磷酸化（phosphoro⁃
thioate，PT）修饰，由此扩增产生的 dsDNA经 T7核酸外切酶

作用，降解其中一条未被 PT保护的DNA链形成 ssDNA，从
而激活 Cas14a内切酶活性，非特异性切割 ssDNA荧光探针

生成信号。该技术能够区分与眼睛颜色相关的基因HERC2
中的单核苷酸多态性（single nucleotide polymorphism，SNP）。

SHERLOCK和DETECTR技术都只需要加热块或水浴、

侧向流动装置、微量离心机和移液器，这些都是便携式的并

且适合 POCT。以 POCT为导向改进的检测平台也不断研

发，COVID-19的 SHERLOCK筛查测试的改进一锅法测试称

为 STOPCovid，集成了样品处理、核酸扩增和检测[20]。这种

“一锅法”试验成功的关键是使用了新的 Cas直系同源物

AapCas12b，因为这种酶（来自嗜酸脂环酸杆菌）在RT-LAMP
反应温度（60℃）下仍保持活性与RT-LAMP的温度条件良好

兼容。Pang B等[34]为了克服RT-LAMP和温度条件不兼容的

问题，将RT-LAMP和 CRISPR/Cas12a试剂巧妙地放置在同

一个 PCR反应管中（图 4）。当使用加热块将管底部 RT-
LAMP 试剂加热到 62℃时达到最佳反应温度，盖子上

CRISPR/Cas12a的温度约为 31℃。RT-LAMP扩增 30 min
后，将试管从加热块中取出。在室温下将试管倒置并轻弹以

将扩增产物与CRISPR/Cas12a检测试剂混合，即刻产生荧光

并在 10 min内进行检测。对 100份呼吸道拭子样本（SARS-
CoV-2阳性和阴性数量相等）的RNA提取物的分析显示，临

床特异度为 100%，临床敏感度为 94%。该测定法在单管中

的集成简化了操作，并将检测过程中的交叉污染风险降至

最低。

A. SHERLOCK
检测技术流程

B. SHERLOCKv2中
利用 cms6提高灵敏度

C. SHERLOCKv2四
通道检测技术流程

D. SHERLOCKv2结
合LFA开展POCT

E. DETECTR检测

技术流程

F. HOLMESv2检测技

术流程

图3先靶核酸扩增再利用CRISPR/Cas反式切割的检测策略的典型技术流程示意图
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2.2 先靶核酸扩增再利用CRISPR/Cas切割的检测策略

CRISPR/Cas对特定序列的识别作为对预期序列被扩增

和检测的基础。早在2016年Pardee K等[8]就开发了NASBA-
CRISPR Cleavage（NASBACC）技术，将恒温扩增技术NASBA、
toehold开关RNA传感器和CRISPR/Cas9系统进行结合实现

了寨卡病毒的分型检测。检测原理如下：首先靶标RNA通过

NASBA技术在引物的设计上，引入 T7转录启动子和带有

toehold开关触发的序列，扩增过程中美国 ZIKV的 dsDNA产

物含有PAM区域和 gRNA识别位点时，被Cas9切割成两段，

含有 T7转录启动子的序列经 T7 RNA聚合酶转录出截短的

RNA，该短RNA由于缺乏传感器H触发序列，无法激活传感

器H的 toehold开关；而不含PAM序列的非洲ZIKV的dsDNA，
则可被 T7 RNA聚合酶转录出含有传感器H触发序列的全

长RNA产物，从而激活传感器H；传感器H在被激活前，通

过隔离核糖体结合位点（RBS）和起始密码子顺式阻断 LacZ
基因的翻译；当 toehold开关与互补的触发RNA结合后，RBS
和起始密码子被释放，激活 LacZ基因翻译表达β-半乳糖苷

酶，该酶可将黄色底物（氯酚红-β-D-吡喃半乳糖苷）转化为

紫色产物（氯酚红），从而实现肉眼可见的颜色变化，在PAM
区域有一个核苷酸差异的 2个菌株被区分开来（图 5）。但是

NASBACC中的NASBA技术反应时长在 90~120 min，需要变

性步骤且在 120~250 bp范围内的RNA扩增效率较低[35]，因
此在已有与CRISPR/Cas相结合的POCT中应用较少。

2.3 先靶核酸扩增再利用CRISPR/Cas识别的检测策略

具有序列特异性结合且无切割活性的CRISPR/dCas9被
用作识别探针，以从复杂样品中提取和分离感兴趣的核酸。

Zhang YH等[9]开发了 Paired dCas9（PC技术），该技术使用一

对 dCas9蛋白，分别融合荧光素酶的 2个分离结构域（NFluc
和CFluc），并通过 2个靶向相邻序列的 gRNA实现检测。当

存在靶标DNA时，2个分别带有荧光素酶结构域的 dCas9在
gRNA的引导下结合到相邻的靶标序列上，荧光素酶的 2个
分离结构域相互靠近，形成有活性的荧光素酶，在ATP和氧

气存在条件下，催化荧光素氧化生成氧化荧光素，并产生可

检测的荧光信号。Uygun ZO等[36]利用CRISPR/dCas9系统和

电化学阻抗谱（electrochemical impedance spectroscopy，EIS）
检测循环肿瘤 DNA（circulating tumor DNA，ctDNA）。通过

CRISPR/dCas9作为结合元件形成 dCas9效应子、sgRNA和靶

序列的复合物，该复合物可以固定在氧化石墨烯丝网印刷电

极特异性识别并与 ctDNA结合，这种生物识别事件会产生表

面电子转移电阻的变化，可以通过EIS测量，由此分析检测

肿瘤相关突变（PIK3CA外显子 9突变），即使是单核苷酸错

配，因其他 ctDNA序列没有阻抗信号，该生物传感器亦显示

出高特异性。该装置检测速度很快，耗时 40 s；但是它的灵

敏度相对较差只有0.65 nmol/L。
2.4 先利用CRISPR/Cas靶向切割再核酸扩增的检测策略

在CRISPR/Cas切割后进行核酸扩增的主要目的是去除

丰富的干扰核酸，同时靶向富集稀有和低丰度的核酸靶标。

Huang MQ等[11]开发了一种CRISPR/Cas9触发等温指数放大

反应（CRISPR/Cas9 triggered isothermal exponential amplifica⁃
tion reaction，CAS-EXPAR），是基于 CRISPR/Cas9的切割反

应和切口内切酶（nicking endonuclease，NEase）介导的核酸

扩增反应，能够在 1 h内检测到具有阿摩尔（attomole，aM）灵

敏度和单碱基特异性的 DNA靶标。该系统已针对扩增效

率、灵敏度和特异性进行了优化，并成功验证了其检测DNA
甲基化和单核细胞增生李斯特菌 hly mRNA的能力。CAS-
EXPAR技术首先使Cas9与 sgRNA结合形成复合物，并在定

制的 PAM序列协助下识别靶标序列，在特异位点Cas9切割

生成目标片段X；片段X可作为引物，与扩增模板结合（该扩

增模板含有被NEase识别序列间隔开的2个与目标片段X互

补的区域X'），并在DNA聚合酶作用下，合成含有NEase识
别位点的完整双链 DNA；NEase通过识别酶切位点在双链

DNA上引入切口，DNA聚合酶在切口处再次延伸形成双链

DNA，并置换出目标片段；置换出的目标片段可作为引物，与

另一个扩增模板结合启动DNA合成，从而形成循环扩增过

程，生成大量双链DNA产物，可用荧光染料进行检测。

CRISPR/Cas9触发的缺口内切酶介导的链位移扩增方

法（即 CRISDA技术）利用 CRISPR效应子的高灵敏度/特异

性和独特的构象重排来识别目标DNA，从而替代指数链置

换扩增（E-SDA）等技术中的加热步骤[17]。一对被编程 nCas9
蛋白展开并切开感兴趣的 dsDNA 区域的末端，聚合酶在

ssDNA结合蛋白（Single-stranded DNA-binding protein，SSB）
的帮助下延伸引物以稳定未缠绕的DNA，新形成的链在被

核酸内切酶切割后释放，促进了指数扩增。结合多肽核酸

图4 STOPCovid反应流程图[34]

图5 NASBACC法对寨卡病毒进行分型[8]
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（peptide nucleic acid，PNA）入侵介导的端点测量，该方法在

复杂样本背景下检测各种DNA靶点时表现出了 aM敏感性

和单核苷酸特异性。CRISDA反应温度只需 37℃是一种具

有潜力的核酸POCT检测设备。

CRISPR/Cas9被用于靶向和切割感兴趣的序列，从而产

生更短的寡核苷酸，以便随后通过扩增进行富集。这种通过

杂交寻找低丰度序列的技术已被用于富集下一代测序的目

标片段[18]。

3 CRISPR/Cas用于核酸POCT总结与展望

CRISPR/Cas应用于核酸POCT的时间虽不到十年，但为

发展多样化的分析技术和分析提供了新的机遇。如何快捷

有效地实现目标放大以降低 LOD，是 CRISPR/Cas应用于核

酸POCT策略时的重要可改进环节，等温扩增的工作温度应

与RNP复合物的工作温度在同一范围内。不同的效应蛋白

具有不同的最适温度。例如，Cas12a的活性最佳温度约为

28℃，Cas12b为 48℃。在HOLMESv2中利用 Cas12b的高温

耐受性，其中 LAMP和CRISPR传感都被纳入 55℃的一锅反

应中[19]。现有最常与 CRISPR传感组合的等温扩增方法是

RPA和LAMP，他们扩增时间短（LAMP为 15~60 min，RPA为

5~60 min，具体取决于初始核苷酸浓度），这对于 POCT应用

非常友好。RPA与LAMP相比，RPA的一个主要优势是它在

扩增过程中需要更低的温度，甚至可在室温下使用（RPA为

37~42℃；LAMP为-65℃）。然而，较低的操作温度也有缺

点，例如非特异性扩增产物和引物二聚体的形成[35]。通过引

入对其目标序列具有高度特异性的CRISPR复合物，这些不

需要的产物不会干扰传感过程，从而不会影响最终结果。

Yin K等[37]开发了一种用于分离目标扩增和CRISPR反应的

替代方法。开发了一种利用蔗糖浓度的密度差异建立的动

态 水 性 多 相 反 应（dynamic aqueous multiphase reaction，
DAMR）系统，通过相分离，建立了两相体系，在高密度底层

RPA反应开始，扩增的核苷酸可以扩散到低密度的顶相，

Cas12a-RNP可以补充并启动淬火荧光探针序列的侧链切割

活性。这种多相混溶系统不相容但相关的反应结合在一起，

实现一锅定量分子检测。除此之外，部分研究者将尝试无核

酸扩增直接将CRISPR/Cas系统与石墨烯、cms6有机结合，提

高了核酸POCT的效率，但是上述方法因未对靶核酸进行扩

增，因此灵敏度有待进一步提升[20,36,38]。
CRISPR/Cas应用于核酸 POCT仍面临着很多挑战。序

列的限制使CRISPR/Cas效应蛋白可以检测到的序列是有限

的，这是CRISPR感知中的一个普遍问题。需要仔细选择目

标序列上的效应蛋白和感应区域，以避免非特异性背景信

号。结果标准化问题是所有POCT设备所面临的共同问题，

不仅结果的判读标准要标准化，为了确保每个用户都能在相

同测试条件下获得准确结果，操作程序和个体判读都必须标

准化，温湿度、酸碱度等影响条件的保证都需要与设备的便

携性找到平衡点。再次是定量分析问题。对于核酸检测，定

量尤为重要。如果没有现场校准，结果的量化很难建立，已

有的CRISPR/Cas应用于核酸POCT技术大多只能做到定性。

为了解决这些问题，CRISPR技术不断被整合到各种传统或

新型检测方法中，如电化学检测、横向流动分析、纳米材料传

感器、微流体、水凝胶等。

基于 CRISPR/Cas的检测技术实现前景广阔，但仍处于

早期阶段。随着基因组学的发展，更多的CRISPR系统被挖

掘发现，探索其未知的功能将继续为核酸POCT分析应用带

来巨大变革。随着材料学及交叉科学的迅速发展，CRISPR/
Cas应用于核酸POCT所存在的诸多问题会被不同策略的优

化组合所解决，从而在现场快速核酸检测方面做出卓越

贡献。
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