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CRISPR/Cas系统在分子诊断领域的应用研究进展
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摘要：CRISPR/Cas 系统因其高特异性、可编程性和便捷性，已成为分子诊断领域的重要工具。本文综述了

CRISPR/Cas 系统的技术原理、诊断平台优化及其在精准医学中的应用进展。概述了 CRISPR/Cas 系统的作用机制

与分类，重点讨论了 CRISPR 诊断技术的创新优化策略，包括基于核酸预扩增 ［如 SHERLOCK （specific high-

sensitivity enzymatic reporter unlocking）、DETECTR （DNA endonuclease targeted CRISPR trans reporter）］ 和免扩增

的检测方法。探讨了 CRISPR/Cas 技术在感染性疾病 （病原体筛查、耐药性检测）、肿瘤分子分型 （癌症早筛、遗

传变异分析） 及非核酸标志物检测中的临床应用。最后展望了该技术的未来发展方向，包括微型化设备开发、高

通量智能化诊断体系构等，并分析了其在临床转化中面临的关键挑战 （如灵敏度标准化、成本控制等）。通过总

结目前研究，为 CRISPR/Cas 技术在分子诊断领域的进一步优化和医学应用提供理论参考。
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Abstract: The CRISPR/Cas system has emerged as a pivotal tool in molecular diagnostics due to its high specificity, 

programmability, and ease of use. This review provides a comprehensive overview of the mechanistic principles, 

diagnostic platform optimization, and applications of CRISPR/Cas systems in precision medicine. We begin with an 

outline of the classification and molecular mechanisms of CRISPR/Cas systems, highlighting the functional differences 

among Type Ⅰ -Ⅵ systems. Our focus then shifts to innovative diagnostic strategies, including nucleic acid pre-

amplification methods (e. g., SHERLOCK, DETECTR) and amplification-free approaches. These strategies have 
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significantly enhanced the sensitivity and specificity of molecular diagnostics, making them more efficient and reliable 

than conventional techniques. The review then explores the broad clinical applications of CRISPR/Cas technology with 

infectious diseases, such as pathogen screening and drug-resistance detection, demonstrating remarkable utilization in 

rapidly identifying pathogens and their resistance profiles. In the field of cancer research, the technology has shown 

great potential in early screening and genetic variant analysis, which are crucial for developing personalized treatment 

strategies. Moreover, CRISPR/Cas systems are expanding their diagnostic capabilities to include non-nucleic acid 

biomarker detection, further solidifying their position as versatile tools in clinical diagnostics. The review also 

addresses future directions in the field, such as the development of miniaturized devices and high-throughput intelligent 

diagnostic systems. These advancements are expected to enhance portability, accessibility, and efficiency, enabling 

rapid point-of-care testing in diverse settings, including resource-limited environments. The integration of CRISPR 

technology with microfluidics and portable detection devices is particularly promising for enabling rapid and accurate 

diagnostics at the bedside or in the field. As research continues to evolve, the ongoing refinement of CRISPR/Cas 

systems is anticipated to significantly improve the accuracy, speed, and accessibility of molecular diagnostics. This 

progress is expected to lead to better clinical outcomes and more effective public health responses. However, several 

challenges in clinical translation must be addressed, such as standardization of sensitivity and cost reduction. This 

review aims to provide a theoretical basis for advancing CRISPR-based diagnostics in biomedical research and to guide 

the future development of CRISPR/Cas technologies in molecular diagnostics, particularly in overcoming the 

limitations of traditional diagnostic methods.

Keywords: CRISPR/Cas system; point-of-care testing; clinical translational applications; miniaturized devices; 

artificial intelligence assisted molecular diagnosis
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分子诊断技术作为现代医学和生命科学的重

要分支，通过检测生物样本中的核酸、蛋白质等

分子标志物，为疾病的早期筛查、诊断、治疗监

测和预后评估提供了关键信息。近年来，随着基

因组学、转录组学和蛋白质组学等领域的快速发

展，分子诊断技术在灵敏度、特异性和检测速度

上取得了显著进步。目前，聚合酶链反应（PCR）、

测序技术和免疫分析等传统的分子诊断技术仍存

在一定的局限性，例如对复杂样本的处理能力不

足、对低丰度靶标的检测灵敏度有限，以及对便

携化和现场检测的适应性不足。这些问题严重制

约了分子诊断技术在临床和公共卫生领域的广泛

应用，尤其是资源有限环境中的实际应用。因此，

开发新型分子诊断技术以满足日益增长的临床和

公共卫生需求已成为研究热点。

CRISPR/Cas系统作为一种革命性的基因编辑

工具，因其特异性和高效性在生物医学领域引起

了广泛关注。该系统最初被发现是细菌和古菌中

的一种适应性免疫机制，通过识别和切割外源核

酸序列来抵御病毒和质粒的入侵。近年来，研究

者们发现CRISPR/Cas系统不仅在基因组编辑中表

现出卓越的效能，还具有巨大的分子诊断潜力。

CRISPR/Cas系统通过其独特的核酸结合和切割活

性，能够实现对核酸靶标的高特异性识别，并通

过信号放大机制显著提高检测灵敏度。

在分子诊断领域，CRISPR/Cas技术通过结合

核酸扩增、信号转换和便携式检测平台，突破了

传统技术的诸多局限性。目前，以CRISPR/Cas系

统构建的核酸检测方法已通过临床验证，初步成

果符合预期，展现出广阔的应用前景。然而，在

实现临床大规模应用之前，CRISPR/Cas系统仍有

一系列挑战亟待解决，包括进一步提升检测特异

性、增强对复杂样本的处理能力，以及优化便携

式设备的稳定性等。

本文综述了 CRISPR/Cas 系统在分子诊断领

域的研究与应用进展，重点介绍了其作用机制、

技术优势以及在疾病检测中的具体应用。通过对

现有研究的总结和分析，本文旨在为 CRISPR/

Cas 技术在分子诊断领域的进一步发展提供参考

和依据。

1 CRISPR/Cas系统的相关介绍

1.1 CRISPR/Cas 系统作用机制与分类

CRISPR/Cas系统作为细菌和古细菌的适应性

免疫机制，通过特异性识别和切割外源核酸抵御

病毒入侵。经系统发育分析，Makarova团队［1］优

化了其分类体系，提出目前普遍采用的两大类

（Class Ⅰ和Class Ⅱ）。根据效应复合体结构差异，

现有 CRISPR 系统可分为 6 种主要类型（Type 

Ⅰ~Type Ⅵ），见表1。

在Class Ⅰ系统中，效应器由多亚基复合物构

成（如Ⅰ型、Ⅲ型和Ⅳ型），其核心 Cascade复合

物通过 Cas5/6/7/8/11 蛋白的协同作用实现前体

RNA序列处理、靶标识别及核酸切割。值得注意

的是，不同亚型（如Ⅰ-A与Ⅰ-E）的复合物组分

差异显著增强了系统适应能力［1］。然而，由于多

表表1　　CRISPR效应蛋白的相关特征

Table. 1　　Characteristics of CRISPR/Cas system effector proteins

Cas蛋白

Cas9[2-3]

Cas7-11[4-6]

（多亚基复合物）

Cas12a (Cpf1)[7]

Cas12b[8]

Cas12f (Cas14)[9-13]

Cas13[14]

Cas3蛋白

（多亚基复合物）[15]

大类

Class Ⅱ系统

Class Ⅰ系统

Class Ⅱ系统

Class Ⅱ系统

Class Ⅱ系统

Class Ⅱ系统

Class Ⅰ系统

型

Type Ⅱ
Type Ⅲ

Type Ⅴ
Type Ⅴ
Type Ⅴ
Type Ⅵ
Type Ⅰ

靶标

dsDNA

ssRNA

dsDNA/ssDNA

dsDNA/ssDNA

dsDNA/ssDNA

ssRNA

dsDNA

反式切割活性/底物

无

无

有/ssDNA

有/ssDNA

有/ssDNA

有/ssRNA

有/ssDNA

PAM/PFS序列

3′ GC-rich PAM

—

5′ AT-rich PAM

5′ AT-rich PAM

5′ T-rich PAM

3′ non-G-PFS

AAG

注：Cas9具有反式切割活性，但这种活性的发挥需要依赖 tracrRNA和 crRNA形成的复合物，而仅凭 sgRNA则无法实现［16］。
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亚基结构的复杂性、大分子量及多重调控机制等

特征，Class Ⅰ系统在分子诊断领域的应用研究相

对较少。其中，Cas7-11由 4个Cas7及 1个Cas11结

构域组成的多功能融合蛋白，具备独立完成

crRNA介导的RNA靶向切割的能力，这一特性有

效简化了操作系统，省去了复杂的环节与步骤，

使其更为便捷高效［6］［图 1（a）］。通过工程化修饰

Cas7-11 的 RNA 识别域，或整合微流控芯片等技

术，Cas7-11系统在多重核酸检测（如病原体筛查、

肿瘤标志物检测）领域可与Class Ⅱ系统形成技术

互补，为分子诊断提供多元化解决方案。

Class Ⅱ系统通过单个效应蛋白执行功能，该

系统作为基因组编辑的核心工具，涵盖Ⅱ型、Ⅴ
型 和 Ⅵ 型 三 个 分 支 。 其 核 心 酶 家 族 （Cas9、

Cas12、Cas13及Cas14）凭借差异化的底物特异性

（dsDNA/ssDNA/RNA），在基因编辑与分子诊断领

域实现多元化应用［图 1（b）］。Ⅱ型系统以Cas9为

标 志 性 蛋 白 ， 通 过 crRNA-tracrRNA 复 合 体

（sgRNA）定位靶DNA，依赖 PAM序列在RuvC与

HNH核酸酶结构域协同作用下引起双链断裂［17-18］。

Ⅴ型系统中，Cas12家族展现独特功能优势：Ⅴ-A

型 Cas 蛋白（如 Cas12a）在 crRNA 引导下，能够

特异性识别与 crRNA互补且含有 PAM序列的双链

DNA靶标，并通过其RuvC结构域依次切割非靶链

和靶链，这个顺式切割活性：过程使其激活，激

活后的Cas12a进而获得对非目标单链DNA的非特

异性切割能力，即反式切割活性。其中，反式切

割活性可通过荧光 ssDNA探针的降解实现信号输

出，已成为一种高效的信号放大方式。此外，当

Cas12a遇到与 crRNA互补的单链DNA时，即使该

单链DNA不依赖PAM序列，也能激活Cas12a的核

酸内切酶活性；Ⅴ-B 型（Cas12b）高温稳定特性

能够适配现场即时检测（POCT）需求［8］。Cas12f

（Ⅴ-F亚型，又称Cas14）作为CRISPR/Cas系统中

已知最小的效应蛋白之一，大小在 400～700个氨

基酸之间，通过 crRNA引导特异性识别单链DNA

靶标，并触发非特异性切割任意的 ssDNA，展现

出反式切割活性［9］。Ⅵ型系统专攻 RNA 调控：

Cas13a（Ⅵ-A 型）结合靶 RNA 后，HEPN 结构域

构象变化激活非特异RNase活性，可切割周围任意

单链 RNA。通过设计多个 crRNA（每个靶标对应

一个 crRNA）及不同荧光报告探针，单管反应中

可并行检测多靶标［14， 19-21］。Class Ⅱ类系统的模块

化特性与功能多样性，为开发高灵敏、多场景适

配的分子诊断技术奠定了基础。

1.2 CRISPR 诊断技术平台的创新与优化

CRISPR 技术应用于核酸诊断方面的显著优

势，源于其分子机制与功能特性的整合。例如，

它通过 crRNA 与靶核酸的互补配对实现单碱基分

辨率的精准识别，可高效鉴别病原体特征序列及

宿主基因突变。在 CRISPR/Cas 分子诊断技术中，

Cas12和Cas13的反式切割活性机制存在一定差异。

Cas12 在结合靶标 DNA 后，会激活其非特异性的

DNA切割活性，能够降解其他单链DNA分子，从

而实现信号放大。Cas13 结合靶标 RNA 后，触发

非靶标RNA的非特异性降解，进而产生可检测信

号。此外，这些蛋白的级联信号放大机制依赖于

靶标结合激活的非特异性反式切割，通过报告分

子裂解实现信号放大。同时，高度可编程的设计

框架支持 crRNA 序列工程化设计，使该技术能够

适用于DNA、RNA及非核酸靶标检测，并兼容荧

光、电化学和比色等多种信号输出模式，从而为

便携式高通量检测平台的工程化构建提供了有力

支持。

1.2.1 基于核酸预扩增的CRISPR诊断技术

CRISPR/Cas系统虽具备单碱基识别精度，但

其检测灵敏度（pmol/L~fmol/L级）难以满足临床

痕量靶标（如 amol/L 级病毒核酸）的检测需求。

为此，研究者们通过耦合核酸扩增与CRISPR反式

切割活性，构建了“预扩增-CRISPR”协同策略，

使 检 测 灵 敏 度 提 升 了 3～6 个 数 量 级 ：

① DETECTR 联 用 重 组 酶 聚 合 酶 等 温 扩 增

（recombinase polymerase amplification， RPA）

与 Cas12a 系统［7］，经 crRNA 引导识别靶 DNA 后

激活 ssDNA荧光探针反式切割［图 2（a）］，实现人

乳头瘤病毒 （HPV） 高危亚型检测 （检测限

10 copies/μL）；② HOLMES v2 （one-hour low-

cost multipurpose highly efficient system）整合环

介 导 等 温 扩 增 （loop-mediated isothermal 

amplification，LAMP）技术并优化为 Cas12b 系
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统［图 2（b）］，突破 DNA/RNA 双靶标检测极

限［22］；③ SHERLOCK 检测方法利用 Cas13a 的

RNA靶向特性，结合 RPA及 T7 RNA聚合酶构建

级联放大体系［图 2（c）］，检测灵敏度能够达到

amol/L级［14］；④利用核酸序列扩增（nuclear acid 

sequence-based amplification，NASBA）技术和

(a) Cas7-11介导的Csx29活性调控机制示意图［6］

(a) Proposed regulatory mechanisms of Csx29 activity by Cas7-11[6]

(b) 用于生物传感和生物成像的CRISPR/Cas Class Ⅱ类系统核心酶家族的工作机制

(b) Mechanisms of core enzyme families in CRISPR/Cas Class Ⅱ systems

图图1　用于生物传感和生物成像的CRISPR/Cas系统的原理图［6］

Fig. 1　Schematic diagram of CRISPR/Cas systems for biosensing and bioimaging［6］
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CRISPR/Cas 系统，通过 toehold 开关触发序列设

计［图 2（d）］，将 Cas9 特异性切割信号转化为比

色响应信号，实现寨卡病毒可视化检测［23］；⑤

Cas14采用磷硫酰化引物与T7外切酶组合处理［9］，

精 准 锁 定 ssDNA 靶 标 并 激 活 级 联 信 号 传 导

［图2（e）］。

(a) DETECTR快速现场诊断平台，用于多种临床样本的检测［7］

(a) Schematic of the CRISPR/Cas12a-based DETECTR methodology for detecting clinical samples in various diagnostic applications[7]

(b) HOLMESv2检测方法原理图［22］

(b) Schematic diagram of the HOLMESv2 detection method [22]

(c) 结合CRISPR/Cas13a的SHERLOCK系统原理图［14］

(c) Schematic of the SHERLOCK system combined with CRISPR/Cas13a[14]
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(d) 结合CRISPR/Cas9的NASBACC检测方法原理图［23］

(d) Schematic of the NASBACC detection method combining CRISPR/Cas9[23]

(e) CRISPR/Cas14a用于检测单链DNA原理图［9］

(e) Schematic of CRISPR/Cas14a for detecting ssDNA[9]

图图2　基于核酸预扩增的CRISPR/Cas分子诊断技术原理图［7，9，14，22-23］

Fig. 2　Schematic of CRISPR/Cas molecular diagnostic technology based on nucleic acid pre amplification［7，9，14，22-23］
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1.2.2 基于免核酸扩增的 CRISPR/Cas 分子诊断

技术

传统核酸扩增技术虽能提升检测灵敏度，但

依赖精密温控设备、多步骤操作及扩增产物污染

风险，限制其在 POCT和资源匮乏场景中的应用。

免核酸扩增的CRISPR诊断技术通过反式切割驱动

的信号放大机制，省去预扩增步骤，直接从原始

样本实现单分子级检测，兼具快速、便携（无需

复杂仪器）与低污染风险的优势［24-25］。CRISPR/

Cas技术用于核酸诊断的核心优势源于其分子机制

与功能特性：通过 crRNA 与靶核酸的精准互补配

对实现单碱基分辨率的特异性识别，可严格区分

病原体保守序列及宿主基因突变等目标。关键突

破在于Cas12/Cas13蛋白的反式切割活性，这种活

性在靶标结合后会触发非特异性核酸酶活性。通

过持续切割荧光或电化学标记的报告分子，该机

制可以将单个靶标信号放大至可检测水平，灵敏

度达到单拷贝级别且无需预扩增，从而大幅缩短

检测时间并降低交叉污染风险［26］。

将Cas蛋白的反式切割活性与酶级联反应相结

合，可显著增强信号放大，从而提升检测灵敏度，

例如将 Cas12a与核酸外切酶联用实现靶标触发的

循环切割，检测限可达亚 fmol/L 水平。优化

crRNA 设计（如引入化学修饰或锁定核酸 LNA）

及信号报告探针（如调整猝灭基团间距）能够提

升信噪比［27-31］。通过引入场效应晶体管（FET）等

新型信号转导模式，CRISPR识别事件可被实时转

化为电信号变化。例如，石墨烯 FET 传感器通过

利用 Cas13a 介导的 RNA 结合引发表面电荷重排

［图 3（a）］，实现RNA的无标记检测，灵敏度可达

0.1 pmol/L［32］。此外，将 CRISPR/Cas 系统与液滴

数字技术相结合，可构建用于直接分子检测的超

灵敏生物传感平台。周小明教授团队［36］构建了

Cas13a的微体积液滴直接检测体系，结合 pL级液

滴微流控技术，实现了对病原微生物 16S rRNA的

高灵敏度检测。在他们的后续研究工作中，通过

Cas12a反式切割活性实现单分子计数，灵敏度达

1 copy/μL，适用于循环肿瘤 DNA 绝对定量［图 3

（b）］，实现了对任意核酸的免扩增检测［33］。

Rikiya Watanabe研究团队［37］开发了一种无扩增数

字 RNA 检 测 系 统 SATORI （CRISPR-based 

amplification-free digital RNA detection），该方法融

合了CRISPR/Cas13介导的RNA识别机制与微腔阵

列技术，通过微孔芯片实现对 SARS-CoV-2 RNA

的单分子检测，灵敏度可达 0.1 copies/μL。此外，

James J. Collins团队［34］通过将CRISPR/Cas系统与

纳米酶联免疫吸附测定（NLISA）相结合，在室温

下通过催化金属纳米颗粒（CrisprZyme）实现对

Cas13 介导 RNA 的无扩增定量检测，并支持比色

法及侧向流动平台判读［图 3（c）］。该技术兼容多

种 Cas 酶，可检测 RNA，已成功应用于急性心肌

梗死鉴别和前列腺癌诊断检测。其作为通用型信

号催化剂，显著拓展了CRISPR诊断的靶标覆盖范

围。当前，CRISPR切割过程易破坏核酸等温扩增

模板，致使二者在单管、单步的检测中难以兼容。

而分步检测方案不仅操作烦琐，还存在引发气溶

(a) CAVRED电传感平台工作原理示意图［32］

(a) Schematic of the CAVRED electric sensing platform[32]
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(b) 微滴Cas12a用于单分子水平DNA定量原理图［33］

(b) Schematic of Cas12a droplets for the single-molecule level DNA quantification［33］

(c) 结合CRISPR/Cas系统与NLISA相的CrisprZyme检测方法示意［34］

(c) Schematic of the CrisprZyme detection method combining the CRISPR/Cas system with NLISA［34］

(d) CRISPR/Cas12a自催化驱动的人工反应网络CONAN检测方法原理图［35］

(d)  Schematic of the CONAN detection method driven by CRISPR/Cas12a self-catalytic artificial reaction network［35］

图3　无核酸预扩增的免扩增CRSIPR技术策略［32-35］

Fig. 3　Amplification-free CRISPR strategy without nucleic acid pre-amplification［32-35］
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胶假阳性风险。光控 gRNA能够在核酸检测中实现

不同反应系统的时间激活，从而有效解决上述

难题［29， 31， 38-39］。

在信号放大机制创新方面，研究者提出自催

化驱动的 CRISPR 检测系统以突破灵敏度极限。

例如，CALSA（CRISPR/Cas 自催化扩增）通过

LNA 修饰的分裂激活剂构建正反馈回路，利用

Cas12a 反式切割触发级联反应，检测限低至

10 amol/L，适用于单链 DNA 及基因组 DNA 的超

敏检测［40］。笔者团队通过 CRISPR/Cas 自催化驱

动的正反馈信号放大系统 CONAN（CRISPR/Cas-

only amplification network）［图 3（d）］，其核心机

制是当靶标 dsDNA 存在时，含有常规的 Cas12a

反应体系 T1模块被激活，同时释放 gRNA，游离

的 gRNA进一步与T2体系中的Cas12a结合，识别

体系中存在辅助探针，触发新一轮 Cas12a 激活，

荧光信号呈指数级增长［35］。然而，这种级联放大

机制在提升检测灵敏度的同时，也可能因本底信

号的非特异性激活引起假阳性扩增。 Rashid 

Bashir 团队［41］突破单 Cas12a 系统局限，开发了

一种内置正反馈回路的 CRISPR-Cascade核酸检测

方法。该方法无需核酸预扩增，通过优化反应温

度和封锁核酸修饰等参数，能够在 10 min内实现

amol/L级DNA的高灵敏检测。该方法能够精准识

别耐甲氧西林金黄色葡萄球菌、对甲氧西林敏感

的金黄色葡萄球菌、大肠杆菌及HBV等血流感染

病原体，并构建多重 OR 逻辑门实现综合诊断。

此外，研究者们利用表面等离子体共振或纳米孔

传感的新型信号输出模式，进一步拓展了检测的

应用场景，例如纳米孔传感器通过激活 Cas13a的

切割活性，引起电流变化，从而实现了目标RNA

实时定量检测。研究者们还通过优化CRISPR/Cas

反应的关键参数、采用数字化灵敏检测平台、偶

联其他更灵敏的信号传感器、设计级联反应以放

大输出信号等策略，有效提升了免扩增 CRISPR/

Cas 技术的性能。这些免扩增策略通过整合微流

控技术、材料科学与分子工程，为病原体即时诊

断、肿瘤突变追踪及耐药基因监测提供精准、高

效的技术支撑，推动分子诊断向更灵敏、更便携

的方向发展。

2 CRISPR/Cas 分子诊断技术的精准
诊断和应用场景

2.1 感染性疾病的精准诊断

感染性疾病仍是威胁人类健康与全球安全的

重大挑战。PCR 等病原体检测技术虽灵敏，但单

次检测靶标有限，难以应对复杂感染或未知疫

情；而高通量测序虽覆盖广，但成本高、耗时

长，难以快速普及。

2.1.1 病原体快速筛查

CRISPR/Cas的分子诊断技术在新冠疫情中的

重要应用使得该技术得到了迅速发展。2020 年

5 月，Sherlock Biosciences 的 SARS-CoV-2 检测试

剂盒获得美国 FDA 的紧急使用授权（EUA），这

是 FDA 首次批准使用 CRISPR 诊断技术进行传染

病 检 测［42-44］。 该 技 术 以 张 锋 团 队［19］ 开 发 的

SHERLOCKv2 系 统 为 基 础 ， 结 合 了 Cas13、

Cas12a 和 Csm6，以便同时检测多种核酸。然而，

SHERLOCK需分步操作和复杂样本处理，增加了

交叉污染风险。为此，研究人员［45］将等温扩增

与 CRISPR 整合为单一反应体系，开发了 STOP 

Covid.v1 技术，通过使用热稳定 Cas12b 酶以及对

缓冲液进行优化，使检测流程得以简化，并成功

将检测时间缩短至<1 h。后续的 STOP Covid.v2通

过磁珠富集技术将样本处理时间进一步压缩至

15 min［44］，并通过一体化反应设计显著提升灵敏

度和临床适用性［图 4（a）］，尤其适用于资源受

限环境。从 SHERLOCK 到 STOP Covid 的技术迭

代，体现了核酸检测技术在便携性、灵敏度及操

作简化方面可持续优化的特点。

为突破传统技术高通量瓶颈，Sabeti 团队［46］

将 Cas13 的高特异性与微流控芯片的微型化特性

结 合 ［ 图 4（b）］， 开 发 了 CARMEN

（combinatorial arrayed reactions for multiplexed 

evaluation of nucleic acids）技术，能够同时检测

一个样本中 169 种病毒，检测灵敏度达到 fmol/L

级，并能快速整合新发病毒检测模块。该技术的

实际成本降低到 1/300 以下，为大规模疾病监测

提供低成本、高灵活性方案。然而，CARMEN在

临床转化中面临硬件复杂、通量有限（单次 8 样
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本）及手动操作烦琐等挑战。为此，该团队提出

mCARMEN 技术，通过商用 Fluidigm 微流控芯片

将样本通量提升至单次 192 样本（24 指标）或 96

样本（96指标），检测成本降至<13美元/样本；优

化自动化流程后，手动操作时间缩短至 5 h内，灵

敏度在 10 copies/μL 时提升至 98.4%，反应速度加

快至 1 h内完成。此外，mCARMEN结合Cas13与

Cas12系统，实现 SARS-CoV-2和流感病毒拷贝数

的定量检测，在Omicron暴发期较测序提前 7天提

供监测数据。这些改进使 mCARMEN从科研工具

转化为高灵敏度、高通量、多功能的临床诊断平

台，填补了多重检测、变种追踪和实时响应的技

术空白。

2.1.2 耐药性与突变检测

精准诊断技术虽能快速识别病原体，但仅靠

定性或定量检测难以应对复杂治疗场景。耐药性

检测通过解析病原体基因型耐药突变（如 HIV 整

合酶抑制剂耐药突变）或表型药物敏感性（如结

核分枝杆菌药敏试验），将诊断维度从“病原识

别”拓展至“治疗预测”，为个体化抗病毒治疗

方案的动态调整提供依据，实现抗病毒个体化动

态调整。以 CRISPR/Cas 系统为基础的分子诊断

技术凭借其独特优势，为构建精准诊疗闭环提供

了新范式［47］。南方医科大学郑和平团队［48］开发

了一种结合 PCR 与 CRISPR/Cas13a 的梅毒螺旋体

检测方法，灵敏度较传统的 RT-PCR 方法提高一

个数量级，能够实现单分子检测水平。在临床检

测中，其敏感性和特异性分别为 93.3% 和 100%，

该技术被进一步拓展至梅毒螺旋体谱系鉴定及耐

药基因突变检测，有望在未来应用于治疗后疗效

评 估 。 类 似 地 ， Pardis Sabeti 团 队［49］ 开 发 了

CARMEN技术，凭借其快速、多路复用和高通量

特性，此技术在 HIV 耐药突变检测中展现出显著

的临床应用潜力。该技术利用 CRISPR/Cas13 系

(a) STOP Covid.v2检测方法的流程图，将裂解和磁珠纯化方法结合，缩短样品提取时间［44］

(a) Flowchart for the STOP Covid.v2 detection method: combining lysis and magnetic bead purification methods to 

shorten sample extraction time[44]

(b) CARMEN v.1（上）和mCARMEN（下）工作原理示意图［46］

(b) Schematic of the working principle of CARMEN v.1 (top) and mCARMEN (bottom)[46]

图图4　CRISPR/Cas系统用于感染性疾病精准诊断的检测方法原理图［44，46］

Fig. 4　Schematic diagram of detection methods using the CRISPR/Cas system for precise diagnosis of infectious diseases［44，46］
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统，通过设计特异性 crRNA 靶向 HIV 逆转录酶和

整合酶基因中的关键耐药突变位点（如 K103N、

M184V 等），可在单核苷酸分辨率下实现对耐药

突变的精准鉴别。实验结果表明，CARMEN系统

成功检测了包含 6个逆转录酶耐药突变和 21个整

合酶耐药突变的合成靶标，所有目标突变均被准

确识别，灵敏度与特异性达到临床筛查标准。在

对HIV感染者样本进行验证时，CARMEN技术与

Sanger 测序方法的一致性达 90%，与二代测序方

法的一致性达 86%。此外，即使面对病毒基因组

多样性，该技术仍可通过错配过滤机制维持高精

准 度 ， 展 现 出 较 强 的 兼 容 性 。 这 些 特 性 使

CARMEN技术成为兼具高灵敏度与低成本优势的

耐药突变筛查工具，为抗病毒治疗方案的快速决

策提供了分子诊断支持。

2.2 人类遗传变异与肿瘤的分子分型

循 环 肿 瘤 DNA （circulating tumor DNA，

ctDNA）作为癌症生物标志物，由肿瘤细胞释放

至外周血循环系统中，对诊断、治疗和预后评估

具有重要意义［50-52］。尽管传统组织活检被视为诊

断的金标准方法，但其存在侵袭性强、取样区域

有限以及可能引发潜在并发症等局限性。液体活

检作为一种无创诊断方法，具有广阔的应用前

景，然而，由于血清中目标 ctDNA 含量极低且易

受背景DNA干扰，其检测依然面临巨大挑战。重

庆大学霍丹群研究团队［53］开发了一种超灵敏、无

标记的荧光生物传感器用于 ctDNA 检测。通过

CRISPR/Cas12a 切 割 RNA-DNA 嵌 合 引 物 （RD 

primer）启动指数扩增反应（EXPAR），生成富 G

序列并形成二聚体 G-四链体（Dimer-G4），结合

硫磺素T（ThT）实现荧光信号显著增强，灵敏度

达 57 amol/L，适用于多种肿瘤标志物的广谱检测

［图 5（a）］。四川大学陈飘飘团队［54］则提出了一

种双信号荧光传感器方法，Cas12a能够特异性识

别目标 ctDNA，并对 G-四链体进行反式切割，通

过竞争性结合 NMM 荧光染料和催化多巴胺生成

聚多巴胺（PDA）的酶活性，以荧光信号降低反

映 ctDNA浓度，用于免标记免分离 ctDNA快速定

量分析，检测限低至 4 amol/L，在 40 min 内实现

对乳腺癌特异性突变的检测［图 5（b）］。这两种

方法均结合了 CRISPR/Cas12a 的高特异性和 G-四

链体的信号放大能力，避免了复杂标记步骤，且

在血清环境中表现出优异的抗干扰性。前者的策

略通过多重扩增实现超低检测限，而后者的方法

操作简便，适用于资源有限环境。两种技术共同

推动了 ctDNA 检测向高灵敏、便捷化及临床实用

化发展，为癌症早期诊断和动态监测提供了互补

性解决方案。

microRNA（miRNA）作为疾病诊断的关键

生物标志物，因其在基因调控和细胞间通信中的

核心作用备受关注，尤其是外泌体 miRNA 因其

高稳定性和疾病特异性，成为无创液体活检的重

要靶标［57-59］。然而，传统检测方法（如定量实时

聚合酶链反应，RT-qPCR）依赖复杂的RNA提取

和扩增步骤，不仅耗时且可能破坏样本完整性，

难以满足临床对高灵敏度和便捷性的需求［60-62］。

近年来，CRISPR/Cas 系统凭借其精准的分子识

别和信号放大能力，为 miRNA 检测开辟了新路

径。例如，本文作者团队［55］将 CRISPR/Cas12a

与催化发夹组装（CHA）电路耦合，通过 CHA

将 miRNA转化为可激活 Cas12a的 DNA双链，实

现双重信号放大，灵敏度达亚 fmol/L级，为多靶

标检测提供了通用平台［图 5（c）］。唱凯团队则

进一步优化 CRISPR/Cas13a 的协同作用［56］，设

计“Logic-Measurer”多酶级联电路［图 5（d）］，

整合引物交换反应（PER）和外切酶Ⅲ的级联放

大，通过 OR 逻辑门同步检测 miR-21 和 miR-

375，将检测灵敏度提升至 2.1 fmol/L，并在

315例乳腺癌样本中验证了 87.3% 的诊断准确率，

凸显临床转化潜力。张开翔团队采用脂质体介导

的膜融合策略将 CRISPR/Cas13a 转染到外泌体

中，称为 MFS-CRISPR，直接测量血浆中的外泌

体 miRNA［63］。通过测量临床样本评估了 MFS-

CRISPR 试验，乳腺癌患者和健康供体的 miR-21

表达差异显著。由于该方法灵敏度高且简便易

行，在癌症诊断和治疗监测方面具有良好的临床

应用前景。这些研究将 CRISPR/Cas 系统的特异

性识别与不同信号放大方式相结合的策略，突破

了传统灵敏度瓶颈，推动了 CRISPR/Cas 系统在

miRNA检测中的应用［64-65］。
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(a) T-Cas12a/EXPAR-DG4传感策略检测 ctDNA-KRAS的原理图［53］

(a) Schematic of the T-Cas12a/EXPAR-DG4 sensing strategy for detecting ctDNA-KRAS[53]

(b) CRISPR/Cas12a-G四链体双信号荧光传感器用于 ctDNA定量分析示意图［54］

(b) Schematic of the CRISPR/Cas12a-G quadruple stranded dual signal fluorescence sensor for ctDNA quantitative analysis[54]
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2.3 非核酸生物标志物的多功能传感

2.3.1 蛋白标志物检测

蛋白质标志物的精准检测在疾病早期诊断、

疗效评估及机制研究中具有不可替代的作用，但

传统方法如酶联免疫吸附测定法（ELISA）仍面临

灵敏度较低、检测耗时较长以及对抗体稳定性依

赖性强等瓶颈问题。近年来，CRISPR/Cas系统凭

借高特异性识别与信号放大能力，为蛋白质检测

开辟了新路径，尤其在适配体传感器设计与复杂

样本分析中展现出独特优势。

在神经退行性疾病领域，阿尔茨海默病（AD）

的早期诊断依赖于脑脊液（CSF）中Aβ40/Aβ42蛋

白的定量检测。刘长春团队开发了一种 CRISPR/

Cas12a驱动的适配体传感器［66］，通过利用适配体

与 Aβ蛋白特异性结合，释放 DNA 激活剂以触发

Cas12a的反式切割活性，从而实现对CSF中Aβ40

和Aβ42的超灵敏检测。结合Aβ42/Aβ40比值，其

模块化设计为其他标志物检测提供了通用框架

［图 6（a）］。在心血管急症诊断中，心肌肌钙蛋白

Ⅰ（cTnⅠ）的快速检测对急性心肌梗死（AMI）

至关重要。南京大学张晶晶课题组提出了一种双适

配体转录扩增策略（DATAS-Cas13d），通过双适配

体结合 cTnⅠ触发体外 RNA 转录，激活 Cas13 的

RNA 切割活性，在血清中实现 9.3 pmol/L 的灵敏

度，成本仅为 ELISA的一半［67］。该传感器在 10%

人血清中的检测限为 0.67 ng/mL，且对干扰蛋白

（如肌红蛋白）展现出良好的特异性差异，凸显其

在急诊应用场景中的实用性与优势［图 6（b）］。除

了适配体传感器外，CRISPR技术进一步拓展至蛋

白酶活性监测及复杂样本的检测。笔者团队针对癌

症进展中的关键蛋白酶，例如基质金属蛋白酶 2

（MMP-2），开发了一种蛋白酶触发转录激活与

CRISPR/Cas12a 系统联用的新型检测体系，称为

PR-Cas［68］。通过设计蛋白酶激活的 RNA 聚合酶，

将单个蛋白酶切割事件转化为多拷贝 gRNA 输出

［图 6（c）］，结合 Cas12a 的反式切割活性，实现

fmol/L级灵敏度。该系统成功应用于临床血清样本

(c) CRISPR-CHA方法扩增检测miRNA的原理图［55］

(c) Schematic of the CRISPR-CHA method for amplifying and detecting miRNA[55]

(d) 用于多重检测外泌体miRNA的Logic-Measurer原理图［56］

(d) Schematic of the Logic-Measurer for multiple detection of exosomal miRNAs[56]

图图5　CRISPR/Cas系统在癌症生物标志物检测中的应用［53-56］

Fig. 5　Application of the CRISPR/Cas System in Cancer Biomarker Detection［53-56］
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(a) CRISPR的适体传感器用于定量检测临床脑脊液样本中的Aβ生物标志物及对患者进行诊断分类［66］

(a) CRISPR aptamer sensor for quantitative detection of Aβ biomarkers in cerebrospinal fluid and patient 

classification［66］

(b) DATAS-Cas13d蛋白检测系统的构建和作用原理示意图［67］

(b) Construction and schematic diagram of the DATAS-Cas13d protein detection system［67］
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中 MMP-2 活性分析，为癌症转移监测提供了新

工具。

面对痕量蛋白在复杂生物基质（如全血、汗

液）中的检测挑战，Ewa Goldys 团队［69］提出了

CRISPR/Cas12a 辅助的光纤免疫传感器。通过抗

体 - 适配体夹心结构捕获目标蛋白 γ 干扰素

（IFN- γ）， 并 触 发 Cas12a 切 割 荧 光 报 告 分 子

［图 6（d）］，CAFI 在 100 μL 样本中实现 1 fg/mL

（58.8 amol/L）的检测限，较ELISA灵敏度提升千

倍。该系统在血清、全血、唾液等多种样本中均

表现优异，且通过替换抗体/适配体可适配多目标

检测。CRISPR技术通过适配体传感器、蛋白酶活

性监测及光纤传感等多元化策略，突破了传统蛋

白检测的灵敏度与样本适应性限制。未来，进一

步整合便携式设备、多种标志物联检及体内实时

监测能力，将推动CRISPR蛋白传感器向临床转化

迈出关键一步，为精准医疗提供底层技术支撑。

2.3.2 抗体/代谢物检测

SARS-CoV-2抗体的定量分析对评估感染后免

疫状态、疫苗效力及免疫抑制患者的保护性免疫

(c) PR-Cas生物传感器检测蛋白酶的原理图［68］

(c) Schematic of the PR Cas biosensor for detecting protease[68]

(d) CAFI检测平台原理图［69］

(d) Schematic of the CAFI detection platform[69]

图图6　CRISPR/Cas系统用于检测蛋白的方法[66-69]

Fig. 6　Methods for detecting proteins based on the CRISPR/Cas system[66-69]
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水平至关重要。传统的免疫检测方法（如 ELISA

和化学发光免疫测定）因灵敏度不足且检测操作

步骤烦琐，不适合用于 POCT［70-75］。更为重要的

是，这些常规检测方法缺乏足够的灵敏度，难以

在感染早期检测到抗体，也无法监测免疫功能受

损患者体内抗新冠病毒水平的变化，而这类患者

在感染新冠病毒或接种疫苗后，抗体血清转化率

会大幅降低［73， 76-80］，难以检测感染早期或免疫抑

制患者的低浓度抗体。四川大学李峰团队开发的

UCAD （ultrasensitive CRISPR-based antibody 

detection） 方 法［81］， 通 过 将 抗 体 检 测 转 化 为

CRISPR/Cas12a 可识别的 DNA 条形码信号，灵敏

度达到 amol/L级［图 7（a）］。其核心策略是利用抗

体结合诱导的邻近杂交形成双链 DNA 模板，经

RPA放大后激活Cas12a的非特异性 ssDNA切割活

性，最终通过荧光或侧流层析实现信号输出。在

临床验证中，UCAD 对 197 例血清样本（含 65 例

疫苗接种者）进行检测，展现出 100%的敏感性和

98.5% 的特异性。此外，该方法在 85 例接种疫苗

的肾移植受者中检测到 73例（85.9%）传统化学发

光免疫测定定义为“不可检测”的抗体，并且在

第三剂疫苗接种后，成功监测到 84.8%患者的抗体

水平有显著提升。这一突破为免疫抑制人群的免

疫监测提供了关键工具，也为早期感染诊断和流

行病学研究奠定了技术基础。

此外，代谢小分子如尿酸、葡萄糖的精准检

测是痛风、糖尿病等慢性疾病诊断的关键因素。

传统方法依赖复杂仪器 （如高效液相色谱 ，

HPLC）或侵入性采样，限制了 POCT的应用。张

立新团队［82］提出的CaT-SMelor平台，通过整合变

构转录因子（aTF）与 CRISPR/Cas12a，将小分子

检测转化为 DNA 信号放大过程［图 7（b）］。该平

台对尿酸的检测限低至 10 nmol/L，在 32例临床血

清样本中与 HPLC 和生化分析仪检测结果高度一

致。CaT-SMelor 展现出高效、低成本的优势，为

资源有限环境下的POCT提供了新思路。此外，研

究人员设计了一种非侵入性策略，整合葡萄糖氧

化酶 （GOx）、 pistol-like DNAzyme （PLDz） 与

CRISPR/Cas12a［83］。GOx 催化葡萄糖生成 H2O2，

触发 PLDz 自剪切并释放 Cas12a 可识别的 DNA 片

段，通过荧光信号放大实现泪液和唾液中 μmol/L

级葡萄糖的检测［图 7（c）］。该技术突破了血液采

样的局限性，在糖尿病早期筛查中展现出独特优

势，其检测限（0.1 μmol/L）显著优于传统电化学

传感器，为非侵入性血糖监测开辟了新路径。

CRISPR技术在生物标志物检测中都遵循着一

个通用化设计逻辑，即通过分子识别元件（如抗

体、aTF、DNAzyme）将非核酸靶标转化为可编程

的DNA信号，进而耦合CRISPR/Cas的级联放大功

能。其中，UCAD 利用抗体 -抗原相互作用触发

DNA探针杂交，CaT-SMelor依赖转录因子的变构

效应释放DNA模板，而葡萄糖检测则通过酶促反

应与DNAzyme剪切级联传递信号。这种模块化设

计使CRISPR体系能够灵活适配不同靶标，同时保

持高灵敏度和特异性。未来，随着新型识别元件

（例如适配体、合成受体）的开发，CRISPR 检测

有望拓展至肿瘤标志物、环境毒素等更广泛领域。

此外，侧流色谱试纸、微流控芯片等便携式技术

的集成，将进一步推动其在家庭医疗和资源有限

场景中的应用，为精准医疗和公共卫生监测提供

多维度的技术支撑。

除了以上提到的应用外，CRISPR/Cas分子诊

断技术在农业和环境监测等领域也有诸多应用实

例和潜在价值。例如在农业领域，可利用CRISPR/

Cas系统与RT-RPA技术结合检测多重植物病原体、

马铃薯 X 病毒、马铃薯 Y 病毒，利用 Cas12a结合

RPA技术检测小麦条锈病菌、稻瘟病菌等［84-89］。利

用CRISPR核酸检测系统所具备的高准确性、灵敏

度和特异性，能够靶向病原体的疾病相关基因，

用于食品和农作物中转基因成分的检测、单核苷

酸变异的鉴定，以及农作物中与重要经济性状相

关基因的分析［90］。在环境监测方面，该技术可应

用于检测水样、土壤样等环境样品中的病毒、细

菌、重金属离子、抗生素及农药残留等有害物质。

这些应用充分展现了CRISPR/Cas分子诊断技术的

广泛应用前景。

3 CRISPR诊断技术的未来发展方向

3.1 微型化与集成化技术创新

CRISPR 诊断技术的未来发展聚焦于微型化、
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(a) UCAD的设计原理图［81］

(a) Design schematic of UCAD[81]

(b) CaT-SMelor原理图［82］

(b) Schematic of CaT-SMelor[82]

(c) CRISPR/Cas12a系统用于检测葡萄糖的原理图［83］

(c) Schematic diagram of glucose detection based on the CRISPR/Cas12a system[83]

图图7　利用CRISPR/Cas系统检测抗体/代谢物的方法[81-83]

Fig. 7　Antibody/metabolite detection technologies utilizing the CRISPR/Cas system[81-83]
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高通量检测与跨学科融合，以突破现有技术局限

性并拓展应用场景。CRISPR/Cas诊断技术的微型

化与便携化是未来发展趋势中的重点［91］。微流控

芯片作为集成化载体，采用一体化设计理念，整

合样本预处理、核酸扩增与CRISPR/Cas检测全流

程，实现全流程自动化与微型化。例如，将这种

芯制成指甲盖大小，用于完成全血样本中 HIV 的

核酸提取与检测［92-93］。智能手机集成化读数系统与

可穿戴传感设备的协同创新，正推动CRISPR诊断

技术向无仪器依赖模式发展。通过将蓝牙或Wi-Fi

低功耗传输协议与计算技术的融合，智能手机可

实时解析试纸条的比色、荧光及电化学信号，并

借助深度学习算法实现多模态数据联合判读（如

卷积神经网络驱动的图像识别引擎），显著降低设

备依赖并提升偏远地区的诊断可及性［94］。

李冰凌团队开发了一种名为CLIPON（CRISPR

and large DNA assembly induced pregnancy strip for 

signal-on detection）的便携式传感平台［95］，该方法

利用商品化早孕试纸在免分离的均相溶液中实现

对单链和双链核酸序列的可视化检测［图 8（a）］。

通过设计专属的图像处理 APP 和微流控芯片，

CLIPON检测可进一步实现定量化和便携化。王升

启团队［96］ 开发了一种 CRISPR 单步检测平台

SCOPE（Streamlined CRISPR On Pod Evaluation），

该平台通过简化病毒裂解步骤，在 2 min内从皮疹

液、口腔拭子、唾液和尿液样本中快速释放病毒

(a) CLIPON传感器检测双链DNA的原理图［95］

(a) Schematic of the CLIPON sensor for detecting double stranded DNA[95]

(b) 使用SCOPE进行猴痘病毒的POCT［96］

(b) Point-of-care testing of monkeypox virus using SCOPE[96]
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核酸，实现高效样本处理［图 8（b）］。随后，通过

单步 RPA-CRISPR/Cas13a 反应，只需 10 min 便可

对猴痘病毒实现检测。该设备具备反应执行、信

号采集和结果解读等功能，整个过程能够在CPod

这一便携式设备上完成。

此外，可穿戴设备与实时监测技术的创新发

展，推动了病原体检测技术向日常应用场景的深

度整合。James J. Collins团队［97］利用CRISPR技术

构建了一种可穿戴式的冻干无细胞合成生物学传

感器系统。该传感器在检测灵敏度与特异性方面

能达到实验室金标准要求，在常温下通过 N95 口

罩无创捕获 SARS-CoV-2病毒气溶胶，90 min内完

成检测［图 8（c）］。此装置可嵌入硅橡胶、硅织物

等柔性基质材料，整体仅重 3 g，能够实时动态监

测目标病原体暴露情况。并且无需外接电源，通

过比色法实现可视化判读，有效规避了传统体液

样本处理流程。这种可穿戴传感技术的突破性进

展将“样本至结果”的检测时间缩短至 30 min以

内，通过微型传感器、低功耗电路与云端数据链

的协同创新整合，构建起覆盖个体-社区-医疗机构

的三级动态监测体系，为传染病实时防控、慢性

病动态管理以及个性化健康监测提供即时精准的

技术支持。

在COVID-19背景下，微流控技术通过与核酸

分析、免疫测定及电化学生物传感等检测方法的

协同创新，显著提升了 SARS-CoV-2 的 POCT 效

能［98-103］。该技术作为多模态检测的集成化平台，

兼容核酸扩增、抗原抗体反应及光电信号转换等

核心检测原理，其中，CRISPR微流控平台通过精

准整合分子识别与信号放大系统，不仅显著提升

了检测灵敏度，也有效拓展了应用场景［104-105］。相

较于传统检测体系，微流控技术具有试剂消耗低、

(c) 集成在口罩内的SARS-CoV-2可穿戴诊断设备［97］

(c) SARS-CoV-2 wearable diagnostic device integrated into masks[97]

图图8　CRISPR/Cas系统在分子诊断中结合微型化与集成化技术[95-97]

Fig. 8　The CRISPR/Cas system combines miniaturization and integration techniques in molecular diagnostics[95-97]
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操作流程自动化、交叉污染风险可控等优势。特

定微流控系统的创新设计有效突破了CRISPR检测

的技术瓶颈［106］。例如，纸基微流控系统通过显色

反应实现检测结果的可视化判读，简化操作流

程［107］；封闭式微流控装置可抑制气溶胶扩散，确

保生物安全性［108-111］；离心驱动或电化学集成的微

流控模块能够将核酸提取、纯化与检测步骤整合

为标准化流程［112-113］；数字微流控技术通过离散液

滴操控实现单分子级绝对定量，提高了检测灵敏

度 ［114-115］。当前研究焦点是针对不同检测方法学特

性，选择适配的微流控技术架构，以实现系统自

动化与性能优化。这需要从微流控芯片的流道拓

扑设计、驱动控制单元开发以及配套仪器工程化

等维度进行深度创新。未来，基于CRISPR/Cas的

微流控诊断技术有望通过多学科交叉融合，在病

原体即时诊断、耐药基因筛查及精准医学领域开

拓新的技术范式，其多场景应用潜力将推动体外

诊断技术向便携化、智能化和网络化方向发展。

3.2 高通量与智能化诊断

随着CRISPR诊断技术逐步向临床级检测发展，

实现高通量多靶标分析与智能化结果分析已成为未

来发展的核心方向。在多重检测扩展性方面，

CARMEN平台通过整合Cas12/Cas13混合体系与荧

光编码微流控芯片，实现单次反应对 169种病原体

的同步鉴别。液滴微流控分选技术（如 Drop-

CRISPR）将样本分割为百万级微滴，结合Cas蛋白

的反式切割活性，实现单分子计数与多靶标分型，

显著提升检测通量与灵敏度。随着人工智能

（artificial intelligence，AI）的不断发展，尤其是机

器学习技术取得的突破性进展，正在促使CRISPR/

Cas系统逐渐由基础研究工具向精准化、智能化分

子诊断平台转变，这一过程也为CRISPR/Cas系统

开辟了新的发展前景。清华大学徐友春团队［116］提

出了一种名为mutaSCAN的无需提取的变异检测策

略 ， 该 方 法 无 需 提 取 核 酸 ， 通 过 将 灵 敏 的

RT-LAMP 扩增技术与特异的 CRISPR/Cas12a 检测

技术相结合，在单一微流控芯片单元内实现了高效

检测。并且该技术借助创新的冻干策略，解决了两

步反应的温度兼容性问题，并成功整合进可变通量

微流控芯片。此外，整个流程融合人工智能算法与

便捷图像采集设备，从而实现了高通量和自动化的

结果读取。mutaSCAN 能在 30 min 内检测 96 个样

本，灵敏度达250 copies/mL，适用于直接检测患者

样本中的SARS-CoV-2及其变种。该方法展示了利

用微流控多孔板的超高通量分析系统，具备快速检

测SARS-CoV-2及其变体的能力，在临床样本检测

中具有高准确率，且阴性样本无假阳性现象。该研

究团队还通过裂解缓冲液的开发和微流控芯片设计

优化，提高了检测的多功能性与现场适用性，并借

助人工智能图像识别算法实现了现场结果的自动化

读取。临床样本测试表明，mutaSCAN具有高阳性

预测一致性与阴性预测一致性。此外，生物信息学

与CRISPR技术的协同创新为病原体溯源提供了一

种新思路。高通量与智能化的深度融合不仅显著提

升了 CRISPR诊断技术的通量、灵敏度与准确性，

还为其在临床医学、疾病监测及公共健康领域的广

泛应用奠定了基础［117-121］。

相比其他检测方法，CRISPR系统展现出显著

优势。首先，CRISPR系统凭借其高特异性和灵敏

度，通过 crRNA与靶核酸的精准互补配对，实现单

碱基分辨率的特异性识别，能够精准区分病原体保

守序列与宿主基因突变。其次，CRISPR系统具有

强大的可编程性和多功能性，可灵活针对不同病原

体和生物标志物进行定制化检测，满足多样性及个

性化诊断需求。CRISPR系统的一体化检测能力使

其有望实现“样本进-结果出”的全流程自动化检

测，从而减少烦琐的操作步骤并降低污染风险。此

外，CRISPR系统与人工智能技术相结合，具备智

能化的数据处理能力，可快速、准确地分析检测结

果。综上所述，CRISPR 系统在特异性、灵敏度、

可编程性、一体化检测能力及智能化兼容性等方面

的优势，使其在高通量与智能化融合领域展现出广

阔的应用前景。未来，随着跨学科技术的不断发

展，CRISPR诊断平台有望发展为集检测、分析及

决策于一体的智能化分子诊断系统。

3.3 临床转化中的核心挑战

尽管CRISPR诊断技术在实验室研究中极具潜

力，但其临床转化仍面临诸多挑战。其中，样本
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制备的标准化是首要瓶颈［24］。游离核酸（如循环

肿瘤DNA和病毒RNA）的提取效率和纯度对检测

灵敏度具有直接影响，然而现有提取方法（如磁

珠法和柱提法）在富集低丰度靶标方面能力不足，

导致回收率较低。此外，由于痰液、粪便、组织

切片等多样化样本的前处理存在差异，这就要求

开发通用型裂解试剂与自动化设备，然而目前大

多数CRISPR检测仍依赖手动操作，从而导致重复

性出现波动。

除了需要解决样本制备的难题，定量检测的

可靠性是另一个关键挑战。数字CRISPR技术（如

液滴微流控单分子计数）虽能实现绝对定量，灵

敏度可达 1 copy/μL，但因依赖高精度微流控泵与

光学检测模块，设备成本高达数万美元，限制了

其在基层医疗机构的普及。例如，Quake团队开发

的集成化数字PCR-CRISPR联用平台虽将成本降至

5000美元，但仍需解决标准曲线稳定性问题。不

同样本基质（如血液中的血红蛋白或痰液中的黏

蛋白）会对Cas蛋白活性产生抑制效应，导致定量

偏差，其相对标准偏差超过 25%。CRISPR检测的

核心组分包括Cas蛋白和 crRNA，需在低温环境下

保存以维持活性，从而保证检测结果的可靠性。

尽管冻干技术能够延长其保质期，但经过复溶后

Cas的蛋白活性会有所损失，影响检测结果的准确

性。由于Cas蛋白活性易受温度影响，为确保其在

分子诊断中的稳定应用，未来可以探究蛋白储存

条件及反应缓冲液优化，或添加蛋白保护剂以防

蛋白变性降解，这些措施将有助于提升诊断系统

的稳定性和可靠性［122］。此外，crRNA大规模合成

成本远超传统 PCR成本。监管审批与临床验证的

滞后进一步加剧了商业化难度。

面对技术瓶颈与商业化困境，跨学科协同创

新是突破瓶颈的关键。例如，基于CRISPR/Cas12a

的高通量微流控检测系统（mutaSCAN）通过整合

RT-LAMP与深度学习算法，可在 30 min内检测出

低至 250 copies/mL 的病毒样本，每轮可以检测

96个样本，适用于多种临床样本的检测与突变筛

查。Hayden C. Metsky团队［123］开发了一种结合生

成式机器学习的CRISPR/Cas13a序列设计方法，突

破了传统依赖天然序列的局限。他们通过改进

ADAPT算法，结合生成对抗网络与进化算法，构

建了用于探索序列空间、设计人工诊断导向序列

的软件包。该软件包能够设计出包含错配碱基的

人工 guide序列。实验结果表明，人工序列较天然

序列灵敏度提升 3倍，且能精准区分 SARS-CoV-2

等病原体单核苷酸变异，与二代测序结果一致性

达98%。

CRISPR/Cas系统驱动的分子诊断技术正在加

速从实验室研究向临床应用转化，其核心突破在

于推动“样本进-结果出”的实际应用，满足“无

需专业设备、快速出结果”的普适化需求［124-125］。

该技术通过整合核酸等温扩增模块与CRISPR/Cas

分子识别元件，能够在无复杂仪器支持的条件下，

实现复杂生物样本中多重病原体的同步筛查。合

成生物学与人工智能的协同创新进一步优化了检

测性能。深度学习驱动的 crRNA 设计算法显著提

高了Cas蛋白的靶标识别的特异性，而经过定向进

化工程改造的Cas突变可将检测灵敏度提高至单拷

贝级别。CRISPR生物传感器因其信号输出可视化

特性，在基层医疗与居家自检场景中展现出独特

优势。以侧向色谱试纸条为载体构建的检测平台，

借助胶体金纳米颗粒或荧光标记探针，实现比色

或荧光信号的双模态判读，因此使CRISPR生物传

感器成功突破了传统分子诊断对专业设备的依

赖［126-129］。临床验证数据表明，针对甲型/乙型流感

病毒及幽门螺杆菌的家用自检试纸已在多中心临

床试验中达到 90% 以上的检测符合率，受试者按

照标准化操作流程可在 15 min内完成感染状态判

别。这种兼具操作简易性和结果可靠性的技术特

征，正在推动精准诊断技术向“社区初筛-家庭自

检”的分布式应用模式发展。CRISPR试纸条凭借

其可视化、便携化优势适用于基层医疗场景，二

者互补融合有望构建覆盖“社区筛查-精准分型”

的全流程POCT体系。

CRISPR/Cas生物传感器与核酸设计、纳米材

料、生物芯片及人工智能等前沿技术的交叉融合，

为分子诊断提供了新的可能性，有助于构建更高

效、更智能、更具潜力的POCT设备。这种技术融

合不仅推动了下一代诊断工具的发展，还为POCT

在分子诊断快速检测领域的应用奠定了基础。然

而，若要使CRISPR诊断真正实现从实验室到临床

的转化，并为全球精准医疗提供普适化的工具，

024



第 7 卷 www.synbioj.com

就必须突破技术、成本与监管等多方面的瓶颈。

否则，这些限制将极大阻碍CRISPR诊断技术的广

泛应用。

4 总 结

CRISPR/Cas系统作为近年来分子生物学领域

的重要技术突破，已在分子诊断领域展现出巨大

的应用潜力［130-131］。尽管该技术在病原体检测、遗

传突变识别及个体化诊疗等方面取得了诸多重要

进展，但其在实际应用过程中的若干关键问题仍

亟待解决，尚未完全满足临床诊断对高通量、高

灵敏、便携化和低成本的综合需求。分析CRISPR/

Cas系统当前存在的主要挑战（图 9），并探讨未来

的可能发展方向，对于推动其在分子诊断领域的

深入应用具有重要的理论与实践意义［132-134］。

首先，检测的特异性与准确性仍是制约

CRISPR 诊断系统进一步向临床推广的关键问题。

虽然 Cas 蛋白系统具有高度可编程性，能够通过

crRNA 序列与靶标核酸的互补配对实现特异性识

别，但在复杂生物样本中仍存在一定概率的非特

异性识别或脱靶效应［135-136］。尤其在高序列相似性

的病原体分型或单碱基突变检测中，如何有效避

免误识别和信号噪声，取决于更加精细的引导

RNA 设计策略以及对 Cas 效应蛋白活性的工程优

化［137-138］。目前已有研究提出通过双重识别机制、

crRNA剪切位点精准调控或Cas蛋白突变体筛选来

提高系统特异性，然而，这些策略仍处于实验验

证阶段，距离实现临床转化仍有较大距离。

其次，检测流程的简化与样本前处理标准化

是实现 CRISPR/Cas 系统现场化应用的关键因素。

与理想的“一步法”分子诊断平台相比，当前多

数CRISPR系统仍需依赖核酸提取、扩增与信号读

取的多步骤反应流程，常与等温扩增技术（如

RPA、LAMP）协同使用以提升检测灵敏度，这在

一定程度上增加了操作复杂性与污染风险，不利

于现场快速部署［139-140］。未来的发展应侧重于高集

成度平台的构建，例如采用微流控技术的全封闭

检测芯片，或无需核酸提取的原位反应体系，以

推动真正意义上的“样本到结果”一体化解决方

案的实现。

此外，定量检测能力不足是当前 CRISPR/Cas

分子诊断亟待突破的技术难题。由于多数检测系

统采用终点读数策略，难以对反应动力学过程进

行精确监测，这限制了其在病毒载量监测、药物

反应追踪等临床场景中的应用价值。如何将

CRISPR检测系统与荧光实时监控、电化学分析或

数字微滴技术等平台融合，发展出具有高通量、

图图9　CRISPR/Cas系统在分子诊断中的挑战

Fig. 9　The Challenges of CRISPR/Cas system in molecular diagnosis
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定量化、自动化特征的新一代检测体系，是未来

重要的发展方向。此外，多重检测能力的提升与

高通量平台的构建也是该领域研究关注的重点。

由于Cas效应蛋白的非恒定信号输出以及不同靶标

之间的反应条件差异，CRISPR系统在实现多靶标

同时检测方面仍面临较大挑战。尽管已有诸如

SHERLOCKv2、CARMEN 等多重检测方案提出，

可借助微流控阵列、条形码编码及空间分隔策略

实现大规模样本处理，但受限于其设备依赖性与

操作复杂性，距离普及化尚需时日。因此，开发

反应条件统一、读数方式标准化的多重检测平台，

是提升CRISPR系统临床适应性的重要任务。

尽管面临上述诸多挑战，CRISPR/Cas系统在

分子诊断领域的前景依然广阔。从技术演进趋势

来看，该系统具有持续优化的潜力。例如，近年

来陆续发现的新型 Cas 效应蛋白在分子量、切割

机制、靶向能力等方面展现出更高的多样性与灵

活性，为构建更高效、更便携的诊断平台提供了

丰富的工具选择。同时，人工智能算法与大数据

技术的引入，有望在引导 RNA 设计、靶标识别、

结果判读等多个环节提高系统效率与智能化水平。

更为重要的是，CRISPR分子诊断技术在应对突发

公共卫生事件、推动个体化精准诊疗以及促进基

层医疗可及性等方面，展现出其独特的战略价值。

特别是在 COVID-19疫情防控中，CRISPR诊断平

台凭借其快速响应能力、高灵敏度和现场适应

性，已展现出相较传统 PCR方法的显著优势。展

望未来，随着跨学科融合的不断深化，CRISPR/

Cas 系统有望与传感材料、微纳器件、可穿戴设

备等新兴技术结合，逐步构建起面向疾病预警、

健康监测及疾病管理全生命周期的分子诊疗新应

用场景。

综上所述，CRISPR/Cas系统作为新一代分子

诊断技术，虽然在发展过程中仍面临诸多技术与

应用层面的挑战，但其在灵敏性、特异性、操作

便捷性等方面的独特优势，决定了其在未来生命

健康科技领域的重要地位。通过持续的技术革新

与跨领域协同合作，有望推动该技术加速从实验

室走向临床，实现其在公共健康、疾病精准诊疗

及全球卫生治理中的广泛应用。
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