
重庆医科大学学报 2022 年第 47 卷第 8 期（Journal of Chongqing Medical University 2022.Vol.47 No.8）

基于CRISPR-Cas12a系统反式切割活性的
凝血酶检测技术研究

涂 伟 1，刘芸悠 2，赵贤贤 1，邓文平 1，黄 廷 1，张 洪 3，罗 阳 4

（1.重庆大学附属涪陵医院医学检验科，重庆 408000；2.陆军军医大学附属西南医院医学检验科，重庆 400000；
3.山东大学第二医院检验医学中心，济南 250000；4.重庆大学医学院智慧检验与分子医学中心，重庆 400000）

【摘 要】目的：通过构建快速、灵敏的凝血酶检测技术，为多种血管栓塞性疾病，如脑静脉窦血栓形成（cerebral venous sinus
thrombosis，CVST）的早期诊断和治疗提供新的策略。方法：利用所筛选的高特异性凝血酶适配体设计发夹结构变构探针，用

于高特异性识别凝血酶并将凝血酶信号转化为核酸信号。在变构探针识别凝血酶后，适配体结合凝血酶引发变构探针变构，

暴露Cas12a活性部分。CRISPR-Cas12a系统识别活性部分后，其反式切割特性被触发，开始无序切割周围存在的单链DNA荧

光探针，导致标记在荧光探针两端的荧光基团（Cy3）和淬灭基团（BHQ）分离，使处于被淬灭状态的Cy3荧光重新出现。所产生

的荧光信号的强度与体系中存在的凝血酶浓度呈正相关。结果：通过荧光实验证实所设计的变构探针对凝血酶表现出极高的

识别特异性和稳定性；在所优化的实验条件下，该方法表现出良好的检测性能，检测限为 0.23 pmol/L。结论：该方法结合了高

灵敏度、低成本和良好的便携性等优点，为凝血酶相关疾病的检测与精准诊断提供了强有力的技术支持。
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【Abstract】Objective：To provide new strategies for the early diagnosis and treatment of a variety of vascular embolic diseases，like ce⁃
rebral venous sinus thrombosis（CVST），by constructing a rapid and sensitive thrombin detection technology. Methods：The screened
aptamer，which could recognize thrombin with high specificity，was used to construct the allosteric probe and to convert the thrombin
signal into a nucleic acid signal. After the allosteric probe recognized thrombin，aptamer section in allosteric probe bound to thrombin，
exposing the Cas12a active moiety. CRISPR-Cas12a system subsequently recognized the active moiety，and then activated its trans-

cleavage property to cleave the surrounding single-stranded DNA
fluorescent probes disorderly，resulting in separation of a fluores⁃
cent group（Cy3）and a quenching group（BHQ）which were origi⁃
nally labeled at both ends of the fluorescent probe. As a result，fluo⁃
rescence signal of Cy3 reappeared. The intensity of the generated
fluorescent signal was positively correlated with the concentration of
thrombin present in the system.Results：The fluorescence experi⁃
ment confirmed that the designed allosteric probe showed high re⁃
cognitive specificity and stability for thrombin. This method exhib⁃
ited good detection performance in detection，with a limit of 0.23
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pmol/L. Conclusion：This method combines the advantages of high sensitivity，low cost and good portability，and can provide strong
support for the detection and accurate diagnosis of thrombin-related diseases.
【Key words】CRISPR-Cas12a；thrombin；cerebral venous sinus thrombosis

脑静脉窦血栓形成（cerebral venous sinus throm⁃
bosis，CVST）是一种特殊的脑血管疾病，其临床表现

多样、诊断难度大[1-4]。该疾病作为一种进展迅速的

脑血管病变，具有死亡率高、预后差等特点，对人类

健康构成巨大威胁[5-8]。凝血酶作为一种在凝血级

联反应中具有活性的胰蛋白酶样变构丝氨酸蛋白

酶，在血栓形成中扮演重要角色[9-10]。最近的研究表

明，多种血栓形成因素最终通过影响循环系统中凝

血酶水平变化而参与血栓形成。因此凝血酶是CVST
诊断和治疗中极具潜力的候选者。然而现有的凝

血酶检测方法存在操作复杂、检测时间长、灵敏度

不足等问题，无法满足临床疾病诊断预警的需求。

本研究基于凝血酶特异性适配体设计发夹结

构变构探针用于识别凝血酶，将凝血酶信号转化为

核酸信号，并触发后续基于CRISPR-Cas12a的信号

放大技术，开发了一种易于操作且灵敏的凝血酶检

测方法。当所设计的变构探针处在发夹结构状态

下，凝血酶适配体序列与CRISPR-Cas12a结合点序

列互补作为发夹结构的茎。当凝血酶存在时，其与

适配体结合导致变构探针变构，暴露的结合位点可

以作为Cas12a-sgRNA复合物的激活剂，激活Cas12a
非特异性单链 DNA（single-strand DNA，ssDNA）切

割活性，产生放大的荧光信号。因此，通过荧光测

量记录Cas12a酶的反式切割活性，可以确定凝血酶

的浓度。

1 材料与方法

1.1 材料和试剂

本文中使用的所有DNA序列均根据以前的参考文献设

计并由 SangonBiotech（中国上海）合成（表1）。所得到的DNA
序列经 HPLC水纯化，并在 4℃冰箱中保存。EnGen®Lba
Cas12a酶以及相关检测缓冲液购自 New England Biolabs（中

国上海），其他试剂均为分析水平。在整个研究过程中使用

了由 Sangon Biotech提供的 DEPC水。荧光分光光度计为日

立F-4700（日本东京）。

1.2 研究方法

变构探针组装：将购买的 DNA 在 3 000 r/min离心

10 min，而后加入上海生工公司提供的人DEPC水将其稀释

至 100 μmol/L。对于捕获探针的组装，合成的发夹结构探针

首先在95°C加热10 min，并逐渐冷却至室温后使用。

变构探针特异性研究：取 10 μL组装好的荧光变构探针

（10 μmol/L）与 2 μL凝血酶混合在 20 mmol/L Tris-HAc缓冲

液（20 mmol/L Tris-HAc、50 mmol/L NaAc、25 mmol/L KAc、
10 mmol/L MgAc2，pH=7.4）并孵育 30 min，检测该体系中当

凝血酶存在或者不存在时荧光信号的变化。

方法可行性分析：对于凝血酶检测，将 10 μL不同浓度

的凝血酶与 10 μL变构探针（50 nmol/L）孵育约 30 min，而后

在该体系中加入 10 μL模板 DNA序列（50 nmol/L）并继续孵

育 1 h。然后，将混合物与 CRISPR-Cas12a 系统一起孵育，

包括 Cas12a 酶（1 U/L）、crRNA（100 nmol/L）和报告探针

（1 μmol/L），并在室温下孵育 20 min。荧光强度由荧光分光

光度计检测。

1.3 统计学处理

采用Graph-Pad进行数据分析和图标制作。计量资料

以均数±标准差（x±s）表示。2组间差异性比较比较采用 t

检验；多组数据间的比较采用单因素方差分析；双变量间相

关性分析。检验水准α=0.05。

2 结 果

2.1 传感机制

该方法的工作细节如图 1所示。为了建立简单、快速、

表1 研究中所使用的核酸序列

名称

发夹探针

模板链

引导RNA（sgRNA）

序列（5'-3'）
GGTGTGGTTGGTCAGCAATAATTCGCGGCATGCGCGGTTGGTGTGGTTGGCTTGCTCCTCAGCAAGCCAACCACACCA
TGCCGCGCAATTATTGCTGA
UUCUACUGUUGUAGAGCCGCGAAUUAUUGCUGA
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高效的凝血酶检测方法，本研究首先设计了一个由 4个DNA
功能性片段组成的 ssDNA序列。具体来说，a部分可以与 d
部分杂交，b部分可以激活CRISPR-Cas12a系统的反式切割

特性，d是凝血酶特异性适配体。在加热退火后，a部分与 d
部分杂交，形成变构探针的“茎”，并协助该 ssDNA序列形成

发夹结构。在所形成的发夹结构中，b段最初被保护不被

CRISPR-Cas12a识别。当凝血酶存在时，发夹探针中的 d段
（适配体序列）可以与凝血酶特异性结合并引发变构探针变

构，导致其余部分从该探针分离释放出来。此时，形成的发

夹探针-凝血酶复合物可以与模板序列杂交，形成可以被

CRISPR-Cas12a系统特异性、高效识别的 dsDNA序列复合

物。通过在体系中加入由Cas12酶、引导RNA（sgRNA）和两

端分别标记有 Cy3和 BHQ-2的报告探针组成的 CRISPR-
Cas12a系统，Cas12a酶的反式切割特性能够被所形成的

dsDNA激活。一旦启动 Cas12a酶的反式切割活性，它就可

以稳健而快速地切割附带的报告探针，分离 Cy3（荧光团）

和BHQ-2（猝灭剂），从而在Cy3的发射通道处产生增强的信

号用于凝血酶定量。

2.2 方法的可行性

为了验证变构探针的设计和组装，首先进行荧光实验。

如图 2A所示，探针的两端分别用 Cy3和 BHQ-2标记，由于

Cy3和BHQ-2之间的距离较远，可以在原始状态下检测到荧

光信号。在将变构探针加热至 90℃、10 min后冷却至室温

后，ssDNA探针可自组装成发夹结构，在此状态下 Cy3的荧

光因荧光共振转移而被BHQ-2猝灭。因此，检测到的荧光

信号减少可能暗示发夹结构探针的组装。同时，荧光发夹探

针也用于凝血酶识别的研究。从图2B的结果可以看出，发夹

探针在其原始 ssDNA状态下获得的荧光信号为 1 032 au，该
强度比组装后的探针高约 7.2倍，说明发夹结构变构探针组

装成功。此外，当凝血酶加入系统时荧光信号从 132 au恢复

到 934 au。为了证明所设计的变构探针的特异性，本研究在

混合物中添加了癌胚抗原（CEA），结果显示当 CEA存在时

体系中的荧光强度并没有明显增加。之后评估了该体系的

检测性能，结果如图 2C所示。当传感系统中存在凝血酶时，

观察到荧光信号明显增强，其强度比凝血酶不存在时的对照

组高约 7.6倍。同时，在没有 Cas12a酶的情况下，获得的荧

光信号与对照组相比没有明显变化，说明 Cas12a酶在信号

产生和放大中的重要作用。

2.3 优化实验条件

随后优化实验条件以获得更好的检测性能。考虑发夹

结构探针对凝血酶特异性识别，首先优化 a段和 d段的互补

长度。从图 3A的结果中观察到，互补长度为 6 bp到 14 bp之
间，荧光信号逐渐增加；互补长度超过14 bp时没有观察到更

多的荧光增强。因此，a段和 d段的互补长度确定为 14 bp。
之后优化了发夹结构探针的孵育时间。最终，获得的荧光信

号随孵育时间从 0 min到 30 min逐渐增加，并且在孵育超过

30 min后不再明显增加（图 3B）。随后通过将发夹探针-凝
血酶复合物与不同的缓冲溶液孵育来优化 CRISPR-Cas系
统的条件，包括超纯水、PBS缓冲液和一系列在分子生物学

中广泛使用的商业缓冲液（NEBuffer1.1、2.1和 3.1)。最后发

现在NEBuffer2.1中获得了最高的荧光增强，这可能来自合

适的pH和离子强度（图3C）。

2.4 生物传感器的分析性能

优化实验条件后研究了该方法的检测性能，包括灵敏

性、特异性和重复性。图 4A显示随着凝血酶浓度的增加，该

体系中所检测到的荧光强度（EM=570 nm）逐渐增加，揭示凝

血酶量与获得的荧光强度之间可能存在一定相关性。因此，

随后通过绘制凝血酶浓度与荧光强度的关系来研究两者之

间的线性关系。最终，所获得的荧光强度和凝血酶浓度的相

关方程被确定为Y=349.0×log2C-534.6，其中C是指凝血酶的

图1 凝血酶检测方法的工作机制
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浓度，Y是指获得的荧光强度（图4B）。根据S/N¼3和S/N¼10
的规则，该传感器针对凝血酶的检测限和定量限分别确定为

0.23 pmol/L和 0.45 pmol/L。许多其他相关的生物标志物可

能会干扰生物传感器的选择性。因此，通过将其应用于不同

蛋白质分子的检测，测试了该方法的特异性。对于干扰物的

检测（图 4C），该方法所获得的荧光强度几乎可以忽略，而对

于凝血酶检测则观察到明显增强的荧光强度，表明该方法具

有较高选择性。该方法的高特异性可能源于适配体之间的

特异性识别以及 CRIPR-Cas12a对靶序列的特异性识别。

随后应用所构建的方法检测 10组重复凝血酶样本的荧光

值，通过分析 10组荧光值之间的变异系数（coefficient of
variation，CV）评估所构建方法检测凝血酶的重复性。结果

如图 4D所示，对于 10组凝血酶浓度分别为 50 pmol/L和

200 pmol/L的重复样本，利用本研究构建的方法所产生的荧

光值之间的 CV值分别为 6.73%和 5.64%，提示该方法对重

复样本检测结果的离散区间小。与之前的方法相比，本研究

构建的方法CV值相对较低，能够满足临床检测需求。

图2 所建立的凝血酶检测方法的可行性

图3 实验条件的优化
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3 讨 论

构建新型高效的凝血酶检测技术为多种疾病，

尤其是血管疾病的诊断提供了强有力的技术支持。

目前，免疫学为基础的方法是临床测定凝血酶最常

用的方法，包括酶联免疫吸附实验和蛋白质印迹[11]。

尽管这些方法已成功应用于实验室和临床应用，但

它们还存在劳动强度大、费时费力、设计复杂、特异

性不足等特点。近年来，人们提出了多种采用荧光

法、比色法、电化学法、拉曼法等简化和改进的凝血

酶检测方法，大大提高了凝血酶[12-17]检测的性能。

在目前新建立的方法中，荧光法由于其灵敏度高、

环境友好和便携等特点，引起了广泛的关注。在目

前所构建的基于荧光学凝血酶检测技术中，适配体

被用来介导凝血酶信号转化为核酸信号，通过整合

后续核酸信号扩增技术，以获得更高的检测灵敏

度。例如，Gulay Bayramoglu 等设计了一种基于适

配体的磁性吸附剂和生物传感器系统，并成功地将

其应用于凝血酶的高选择性和灵敏分离检测。尽

管该方法表现出良好的检测性能，检测限低至

1.00 nmol/L。然而，该方法在镀金的 QCM晶体表面

制备的 L-半胱氨酸和凝血酶结合 DNA适配体，需

要高精度实验条件控制，且操作相对复杂，限制了

其在多种复杂场景中的应用。因此，急需开发新

型、简单、快速、灵敏度高的荧光凝血酶测定技术。

CRISPR/Cas系统已广泛用于基因编辑和生物

标志物检测[18-22]。Cas酶与 sgRNA（引导RNA）的组

图4 已建立的生物传感器的分析性能
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装使其具有特异性识别和切割目标核酸序列的能

力。此外，CRISPR-Cas12a具有独特的反式切割特

性使其在识别靶序列之后能够对周围 ssDNA 的非

特异性切割[23]。基于此特性，CRISPR-Cas12a被广

泛应用于核酸检测信号放大。

本研究将基于适配体的识别与CRISPR报告系

统相结合，完成凝血酶的检测。发夹结构可以保护

b段不被 CRISPR-Cas系统识别。当识别目标凝血

酶并暴露 b部分时，发夹结构探针的构象发生了变

化。然后，与 ssDNA模板杂交的剩余 b部分可以激

活 Cas12a效应子的侧支切割，切割 DNA报告基因

以产生明显的荧光增强。最终，所提出的传感系统

对凝血酶检测表现出良好的灵敏度和选择性，检测

限为 0.45 pmol/L。综上所述，本研究开发了一种基

于 CRISPR/Cas12a的凝血酶定量信号放大传感系

统，丰富了CRISPR/Cas生物传感和凝血酶检测的应

用范围。
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