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摘要　 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ 系统是细菌体内的获得性免疫系统，用
来对抗侵略细菌的外源 ＤＮＡ、质粒、病毒和噬菌体等，以此

维持内环境的稳定。 现该系统被广泛应用于基因编辑领域，
主要用以完成真核、原核细胞型生物基因组的切割、修复和

编辑。 随着 Ｃａｓ 蛋白家族新成员衍生体被陆续发现，赋予

ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ 系统新的功能，例如其在分子诊断领域中的应

用。 本文就 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ 系统在分子诊断领域内的研究进

展进行综述，并详细分析其在新型冠状病毒（ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２）
感染检测中的应用价值，为进一步完善我国核酸检测体系，
提升新型冠状病毒肺炎疫情防控能力提供参考和依据。
关键词　 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ 系统；基因编辑；分子诊断；ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃
２；应用研究
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　 　 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ 病毒感染导致的新型冠状病毒肺

炎（Ｃｏｒｏｎａ ｖｉｒｕｓ ｄｉｓｅａｓｅ ２０１９，ＣＯＶＩＤ⁃１９），引起世界

范围内严重的卫生健康问题［１］。 截止 ２０２３ 年 ３ 月

２６ 日， 全球 ＣＯＶＩＤ⁃１９ 已造成超过 ７ 亿人感染，累
计 ６８０ 万以上患者死亡［２］。 在目前的 ＣＯＶＩＤ⁃１９ 疫

情防控中，主要通过 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ 病毒核酸检测确

诊感染人群，采取的技术手段主要包括实时荧光

ＰＣＲ（ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ， ＲＴ⁃ＰＣＲ）、下一代测序 （ ｎｅｘｔ
ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ， ＮＧＳ） 和血清学抗体检测。
ＲＴ⁃ＰＣＲ 技术是现阶段使用最广泛的 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２
检测技术，在 ２ ～ ４ ｈ 内即可提供检测结果，被视作

检测 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ 病毒的金标准。 但由于受采样不

当、病毒载量低、引物设计局限以及病程变化等因素

影响，导致临床样本检测中出现假阴性现象［３］。
ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测主要缺点为：① 需要 ＰＣＲ 扩增仪；②

需要专门的技术人员；③ 对实验室环境要求高；④
检测周期相对较长等。 ＮＧＳ 技术在检测的灵敏度、
特异度等方面相对于 ＰＣＲ 技术有一定的优势，但因

其操作程序复杂，检测周期更长，检测成本高等不利

因素，大大限制了其在疫情防控中的推广和应用。
血清特异性抗体检测，可在 １５ ｍｉｎ 内快速检出结

果，而在症状出现前的 ５ ～ １４ ｄ 潜伏期，由于血液样

本中 ＩｇＭ 或 ＩｇＧ 抗体滴度低，血清学检测的假阴性

结果可能较高［４ － ５］。 因此，新型核酸分子检测方法

亟待研究开发。 近年来，随着对规律间隔成簇短回

文重复序列（ｃｌｕｓｔｅｒｅｄ ｒｅｇｕｌａｒｌｙ ｉｎｔｅｒｓｐａｃｅｄ ｓｈｏｒｔ ｐａｌ⁃
ｉｎｄｒｏｍｉｃ ｒｅｐｅａｔｓ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｓｙｓｔｅｍｓ，ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ）系

统研究的深入，发现该系统在分子检测领域有巨大

潜力。 该文主要介绍 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ 系统及其在分子

诊断中的演进，并重点介绍 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ 诊断技术

在 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ 病毒核酸检测中的研究现状。

１　 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ 系统来源和基因编辑技术的应用

　 　 作为病毒最广泛的宿主，细菌在进化过程中具

备了针对病毒的先天性和适应性免疫系统，先天性

免疫系统主要通过限制性内切酶、修饰酶识别并切

割外源 ＤＮＡ 来清除入侵的病毒［６］，适应性免疫系统

主要包含 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ 系统，其主要功能是识别外

源性核酸（如入侵的病毒核酸等）并进一步对其剪

切、清除，以维持机体内环境的稳定［７］。
　 　 ＣＲＩＳＰＲ 序列与 Ｃａｓ 蛋白酶为适应性免疫系统

两大重要组成部分。 ＣＲＩＳＰＲ 存在于 ９０％ 古生菌以

及近 ４０％ 细菌基因组中，由末端重复元件（ ｒｅｐｅａｔ）
和间隔序列（ｓｐａｃｅｒ）组成［８］。 Ｓｐａｃｅｒ 储存着外源性

核酸信息，能够翻译成小引导 ＲＮＡ （ ｓｍａｌｌ ｇｕｉｄｅ
ＲＮＡ， ｓｇＲＮＡ）。 Ｃａｓ 蛋白酶决定了 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ 系

统的工作方式及功能特征，其种类繁多。 在自然界

中，根据介入模块构架，广义上将 Ｃａｓ 蛋白分为两大

类，第一类通常依赖多蛋白复合体发挥生物功能；而
第二类通常使用单个效应蛋白发挥生物功能［９］。
Ｃａｓ９ 为第二类家族Ⅱ型蛋白，拥有 ＲｕｖＣ 以及 ＨＮＨ
核酸酶结构域，能切割双链 ＤＮＡ。 当外源核酸入侵
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细菌，ｓｇＲＮＡ 能够识别外源核酸并完成碱基配对，引
导 Ｃａｓ９ 蛋白将识别的外源核酸切割、降解，以此来

清除入侵的核酸［１０］。
　 　 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 系统被广泛应用于真核、原核细

胞生物核酸切割、修复。 对 Ｃａｓ９ 蛋白进行结构改

造，可以赋予 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ 系统新的功能。 如将 Ｒｕ⁃
ｖＣ ／ ＨＮＨ 元件替换成转录激活因子或抑制因子，则
可构建 ＣＲＩＳＰＲ ／ ｄｅａｄ Ｃａｓ９（ｄＣａｓ９）系统，用以实现

对靶基因的内源激活或沉默［１１］。 大鼠胞嘧啶核苷

脱氨酶 ｒＡＰＯＢＥＣ１ 通过 ｌｉｎｋｅｒ 序列 ＸＴＥＮ 连接到

ｄＣａｓ９ 的 Ｎ 端，可以构建单碱基编辑（ ｂａｓｅ ｅｄｉｔｏｒ，
ＢＥ），可将胞嘧啶（Ｃ）转变为尿嘧啶（Ｕ），实现单碱

基水平碱基转换功能［１２］。 由此看出，Ｃａｓ 蛋白及其

衍生体可以赋予 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ 系统多样化功能。

２　 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ 应用于核酸检测技术的研究进展

２． １ 　 Ｃａｓ１３ａ 蛋白的发现及初应用 　 ２０１５ 年，
Ｓｈｍａｋｏｖ ｅｔ ａｌ［１３］ 用 Ｃａｓ１ 作为诱饵成功筛选出了

ＬｂａＣａｓ１３ａ 蛋白。 Ｃａｓ１３ａ 为 ２ 类家族Ⅵ型蛋白，拥
有原核、真核生物核苷酸结合结构域，具有 ＲＮａｓｅ
活性，在 ｓｇＲＮＡ 引导下在基因组靶向区域发挥生物

学功能。 Ｃａｓ１３ａ 蛋白除了具有核酸剪切功能外，还
具有多种独有的特征，包括：① ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ１３ａ 识

别的靶分子是单链 ＲＮＡ，而非 ＤＮＡ；② ＣＲＩＳＰＲ ／
Ｃａｓ１３ａ 识别、结合靶 ＲＮＡ 分子后，Ｃａｓ１３ａ 蛋白被激

活，不仅能特异性切割靶 ＲＮＡ 分子，还获得了附带

切割活性（ｃｏｌｌａｔｅｒａｌ ｃｌｅａｖａｇｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ， ＣＣＡ）⁃非特异

性剪切其他 ＲＮＡ 分子的功能［１３］。 ２０１６ 年，Ｄｏｕｄｎａ
教授［１４］首次利用 Ｃａｓ１３ａ 蛋白 ＣＣＡ 功能，创造性将

ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ１３ａ 技术引入 ＲＮＡ 核酸分子检测的应

用研究。 该研究在 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ１３ａ 反应体系中加

入报告 ＲＮＡ 分子系统（荧光素 － 报告 ＲＮＡ 分子 －
荧光淬灭基团），当“导向 ＲＮＡ 分子”与环境中的

“检测 ＲＮＡ 分子”完成碱基互补配对后，Ｃａｓ１３ａ 蛋

白就会被“导向 ＲＮＡ 分子”招募到“检测 ＲＮＡ 分

子”识别位点并活化，随即将“检测 ＲＮＡ 分子”特异

性降解以及通过 ＣＣＡ 活性将“报告 ＲＮＡ 分子”非特

异性降解，从而将荧光素从淬灭基团中释放出来。
荧光信号的检测间接指示环境中存在“检测 ＲＮＡ
核酸分子”。 通过 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ１３ａ 方法成功检测出

了溶液中含有的噬菌体 ＲＮＡ（灵敏度：０. ０１ ｎｍｏｌ ／
Ｌ） ［１４］。 该研究发现奠定了 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ 技术应用

于核酸分子诊断领域的基础。
　 　 同年， 张锋团队［１５］ 将重组酶聚合酶扩增

（ｒｅｃｏｍｂｉｎａｓｅ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ＲＰＡ，工作原

理见图 １）技术引入 ＣＲＩＳＰＲ⁃Ｃａｓ１３ａ（ＬｗａＣａｓ１３ａ）检
测系统，开发出了灵敏性更高的夏洛克 （ ｓｐｅｃｉｆｉｃ
ｈｉｇｈ⁃ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｅｎｚｙｍａｔｉｃ ｒｅｐｏｒｔｅｒ ｕｎｌｏｃｋｉｎｇ， ＳＨＥＲ⁃
ＬＯＣＫ）检测技术，其检测灵敏性达到了渺摩尔（ａｔｔｏ⁃
ｍｏｌａｒ，ａｍｏｌ ／ Ｌ 或 １０ ～ １８ ｍｏｌ）级别（图 ２Ａ），且反应

体系在常温下即可完成。 利用 ＳＨＥＲＬＯＣＫ 技术已

成功在病毒感染患者血清或尿液里检测到浓度低至

每微升含单一拷贝的寨卡病毒基因，在肺癌患者血

液中检测到丰度低至 ０. １％ ＥＧＦＲ 突变基因［１５］。
ＲＰＡ 技术主要包含三种酶，常温下能结合核酸的重

组酶、 单链 ＤＮＡ 结合蛋白 （ ｓｉｎｇｌｅ⁃ｓｔｒａｎｄｅｄ ＤＮＡ
ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ，ＳＳＢ）和链置换 ＤＮＡ 聚合酶。 在常

温下，聚合酶与引物复合体对基因组进行扫描，当引

物与基因组序列相同时，引物与其中一条 ＤＮＡ 链进

行匹配，另一条游离链随即被 ＳＳＢ 进行结合。 引物

与 ＤＮＡ 结合后，ＤＮＡ 聚合酶随即对模板进行扩增。
该步骤进行多个循环，即可实现常温下靶向 ＤＮＡ 核

酸片段扩增。 图 １ 引自文献［１６］，在此基础上进行修

改。

图 １　 ＲＰＡ 常温 ＤＮＡ 扩增技术原理图

２． ２ 　 Ｃａｓ１３ａ 蛋白亚族的发现及应用 　 后续研

究［１７］表明，Ｃａｓ１３ａ 可以被分为两个亚族，不同亚族

Ｃａｓ１３ａ 配套的导向 ＲＮＡ 具有不同的辅助序列（ｄｉ⁃
ｒｅｃｔ ｒｅｐｅａｔ，ＤＲ），且非特异性剪切“报告 ＲＮＡ”时对

序列具有不同的偏好性。 此外，Ｃａｓ１３ｂ 蛋白作为

Ｃａｓ１３ 蛋白家族另一个亚型，同样具有靶向 ＲＮＡ 的

效应功能和干扰功能，其“导向 ＲＮＡ”同样具有独特

的结构以及独特的位点识别特征。 这些发现为以后

设计多重诊断提供了选择工具［１７］。 ２０１８ 年，Ｄｏｕｄ⁃
ｎａ 与张锋［１８ － １９］ 实验室均发现，Ｃａｓ１２ａ 蛋白介导的

ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ 系统能够识别单链及双链 ＤＮＡ，一旦
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被激活，Ｃａｓ１２ａ 能够非特异性剪切、降解单链 ＤＮＡ。
Ｄｏｕｄｎａ 团队［１８］ 因此开发了 Ｃａｓ１２ａ⁃ＤＥＴＥＣＴＲ 检测

系统，该系统省去了重组酶聚合酶扩增技术（ｒｅｃｏｍ⁃
ｂｉｎａｓｅ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ， ＲＰＡ） 扩增后产物

（ＤＮＡ 形式）需要用 Ｔ７ 酶转录成 ＲＮＡ 的环节，使得

反应 体 系 进 一 步 简 化 （ 图 ２Ｂ ）。 张 锋［１９］ 则 在

ＣＲＩＳＰＲ⁃Ｃａｓ１２ａ 的基础上，对早期 ＳＨＥＲＬＯＣＫ 技术

进行迭代升级，从多重化、定量化和去荧光化角度对

ＳＨＥＲＬＯＣＫ 技术进行完善。 完善后的 ＳＨＥＲＬＯＣＫ
技术能够同时检测多种 ＲＮＡ 病毒，以及 ＲＮＡ 病毒

和 ＤＮＡ 病毒混合样本的多个位点（图 ２Ｃ），并通过

颜色对样本核酸进行判读，减少检测仪器的使用

（图 ３）；该团队还将加热灭活技术 （ ｈｅａｔｉｎｇ ｕｎｅｘ⁃
ｔｒａｃｔｅｄ ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃ ｓａｍｐｌｅｓ ｔｏ ｏｂｌｉｔｅｒａｔｅ ｎｕｃｌｅａｓｅｓ，
ＨＵＤＳＯＮ）引入 ＳＨＥＲＬＯＣＫ 检测体系，ＨＵＤＳＯＮ 技

术能够对样本 ＲＮＡ 核酸酶和病毒进行热灭活，从而

省略核酸提取环节，可以在患者血清、唾液等样本中

直接完成核酸检测［２０］。 Ｄｏｕｄｎａ［２１］ 后续研究表明，
Ｃａｓ１４ 蛋白能够靶向识别单链 ＤＮＡ，并基于此开发

了 Ｃａｓ１４⁃ＤＥＴＥＣＴＲ 检测体系，其识别靶序列不受前

间隔序列邻近基序限制，但需要靶向序列严格匹配，
因此，该体系可检测出单个碱基变异，并且扩大了

ｓｇＲＮＡ 的设计范围。 检测流程包括：ＤＮＡ 或 ｃＤＮＡ
（ＲＮＡ 反转录）样本在常温下采用 ＲＰＡ 进行扩增，
扩增产物（ＤＮＡ 形式）在 Ｔ７ 转录酶的作用下转录成

ｍＲＮＡ，转录产物作为 ＣＲＩＳＰＲ⁃Ｃａｓ１３ａ 的反应底物

进行核酸检测（图 ２Ａ），ＤＮＡ 分子或者 ｃＤＮＡ （ＲＮＡ
反转录） 在 ＲＰＡ 技术扩增后，直接作为 ＣＲＩＳＰＲ ／
Ｃａｓ１２ａ 底物，在常温下进行检测，如图 ２Ｂ，图引自文

献［１８］，在此基础上进行修改；升级版 ＳＨＥＲＬＯＣＫ 技

术对 ＲＮＡ 核酸样本（ｓｓＲＮＡ，ＺＩＫＡ 病毒核酸，ＤＥＮＶ
病毒核酸）、ＤＮＡ 核酸样本进行多重检测，信号分别

通过 ＦＡＭ、ＴＥＸ、Ｃｙ５ 以及 ＨＥＸ 显示出，如图 ２Ｃ 图，
引自文献［１９］在此基础上进行修改。

图 ２　 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ检测技术原理图

　 　 Ａ：ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ１３ａ 检测 ＤＮＡ 或者 ＲＮＡ 靶标的流程示意图；Ｂ：ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ１２ａ 结合 ＲＰＡ 检测 ＤＮＡ 靶标的流程示意图；Ｃ：不同 Ｃａｓ 蛋白可

以单个反应体系多重检测的示意图
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２． ３　 更多的 Ｃａｓ 蛋白家族被开发应用 　 Ｃａｓ１２，
Ｃａｓ１３ 以及 Ｃａｓ１４ 等蛋白首先特异性结合靶向核酸

分子，并完成剪切功能（如破坏病毒核酸），随后非

特异性切割报告基因，这样检测人员就可以通过颜

色变化进行结果判断。 Ｓａｂｅｔｉ ｅｔ ａｌ［２２］基于这些蛋白

的双重功能属性，开发了“雕刻者” （Ｃａｓ１３⁃ａｓｓｉｓｔｅｄ
ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ｖｉｒａｌ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｒｅａｄｏｕｔ，ＣＡＲＶＥＲ）
技术。 ＣＡＲＶＥＲ 技术不仅能诊断出细胞感染的淋

巴细胞性脉络丛脑膜炎病毒、甲型流感病毒和单纯

疱疹病毒，而且还能实现有效清除细胞内病毒并指

示残余病毒含量等三重功能。

３　 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ 技术在 ＳＡＲＳ⁃Ｃｏｖ⁃２ 病毒核酸检

测中的应用

　 　 随着等温扩增技术的引入，ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ 与等温

扩增相结合具有多种优势（表 １）。 等温扩增技术不

需要热循环系统就能够进行核酸扩增。 相比于常规

ＰＣＲ 需要经过严格的高温变性、退火、延伸的等步

骤才能模拟体外的 ＤＮＡ 分子扩增，等温扩增技术使

用的温度为恒温，且具有快速、高效、特异性高等优

点。 此外，它不需要专门的设备。 基于等温扩增原

理研发出来的新型核酸扩增技术分别为环介导等温

扩增 技 术 （ ｌｏｏｐ⁃ｍｅｄｉａｔｅｄ ｉｓｏｔｈｅｒｍａｌ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ，
ＬＡＭＰ） ［２３］、ＲＰＡ［１６］、链置换扩增技术 （ ｓｔｒａｎｄ ｄｉｓ⁃
ｐｌａｃｅｍｅｎｔ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ， ＳＤＡ） ［２４］ 和指数扩增反应

（ｅｘｐｏｎｅｎｔｉａｌ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ，ＥＸＰＡＲ） ［２５］。
　 　 在疫情爆发后不久，国内学者利用 Ｓｈｅｒｌｏｃｋ 技

术针对 ＣＯＶＩＤ⁃１９ 患者的样本进行测试，并与 ＲＴ⁃
ＰＣＲ 方法、抗原抗体检测法进行比较，发现 Ｓｈｅｒｌｏｃｋ
技术灵敏度高于其他两种方法［２６］。 夏洛克技术最

先是采用 ＲＰＡ 技术对核酸进行 ４２ ℃等温扩增（扩
增前在同一体系进行 ＲＮＡ 核酸逆转录），接着对扩

增产物行 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ１３ａ 技术检测（检测前在同一

体系对扩增产物进行转录），最后采用可视化的方

法对信号进行判读（图 ３Ａ、Ｂ）。 胶体金试纸条信号

指示分子设计：Ｂｉｏｔｉｎ⁃报告 ＲＮＡ 分子⁃ＦＡＭ。 报告

ＲＮＡ 未被切割，金纳米颗粒⁃ＦＡＭ 抗体⁃ＦＡＭ⁃报告

ＲＮＡ⁃Ｂｉｏｔｉｎ 耦合物被 Ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎ 滞留在一线，二线

不显色；如 ＲＮＡ 被剪切，金纳米颗粒⁃ＦＡＭ 抗体⁃
ＦＡＭ⁃被释放，能在二线被 Ｐｒｏｔｅｉｎ Ａ 滞留并显色（绿
色箭头所示）。 二线颜色的有、无间接指示环境中

待检测核酸分子有、无，图 ３Ａ、３Ｂ 引自文献［２７］，在
此基础上进行修改。 引导 ＲＮＡ 与靶向核酸的精确

互补配对，决定了 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ 系统的检测特异性。
在 ＲＰＡ 阶段，核酸分子得到充分扩增。 单个激活的

Ｃａｓ１３ａ 蛋白能够非特异性剪切多个报告 ＲＮＡ 分

子，释放更多的信号基团使得检测信号被二次放大。
相比基于 ＲＴ⁃ＰＣＲ 核酸检测法，ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ１３ａ 系

统在检测 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ 核酸中具有更高的灵敏度。
在对 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ 病毒核酸复制模拟物行 ＣＲＩＳＰＲ ／
Ｃａｓ１３ａ 技术检测时，其检测下限能达到 ２０ ～ ２００
ａｍｏｌ ／ Ｌ）浓度。 病毒核酸的提取时间不计在内，整个

检测流程可以在 １ ｈ 内完成。 同时，该系统具有仪

器设备要求低、检测成本低（约 ０. ６ 美元 ／反应）等

优点。 因此，ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ 系统在未来 ＣＯＶＩＤ⁃１９ 患

者检测中展现出了强大的潜在应用价值。
　 　 此 外， Ｂｒｏｕｇｈｔｏｎ ｅｔ ａｌ［２８］ 将 ＲＴ⁃ＬＡＭＰ 和

ＣＲＩＳＰＲ⁃Ｃａｓ 检测结合，在单一温度下 ６０ ｍｉｎ 内即可

得到核酸检测结果。 最近，Ｈｕ ｅｔ ａｌ［２９］ 为简化检测

流程，利用一条光敏感基团连接的短 ＲＮＡ（ ｉｎｈｉｂｉｔｏ⁃
ｒｙ ＲＮＡ）与 ｃｒＲＮＡ 形成二聚体，可抑制 ｃｒＲＮＡ 正常

折叠并干扰其活性，该二聚体在 ３６５ ｎｍ 波长紫外线

照射下可实现 ｃｒＲＮＡ 去抑制。 通过引入一个含有

ＰＣ 连接子的保护性寡核苷酸链，实现了 ＣＲＩＳＰＲ ／
Ｃａｓ１２ａ 活性的暂时沉默，使其能够在同一个反应体

系中进行等温扩增与 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ 识别、检测，避免

了 ＣＲＩＳＰＲ 系统的裂解活性造成的扩增抑制。 在对

６０ 份临床 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ ＲＮＡ 样本的 Ｏ⁃ｇｅｎｅ 和 Ｎ⁃
ｇｅｎｅ 的分析中取得较高的检测灵敏度和特异度。
　 　 对于ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２等ＲＮＡ病毒核酸的检测，与

表 １　 几种 ＣＲＩＳＰＲ 结合等温扩增检测方法的比较

检测方法 等温扩增技术 Ｃａｓ 蛋白 灵敏度 特异性 临床检测应用

ＳＨＥＲＬＯＣＫ ＲＰＡ ／ ＬＡＭＰ Ｃａｓ１３ａ １０ ａｍｏｌ ／ Ｌ 级 别 的
ＲＮＡ

可同时检测多个目标序列
和变异株

新冠病毒、登革热病毒、寨
卡病毒等［２０］

ＤＥＴＥＣＴＲ ＬＡＭＰ ／ ＲＰＡ Ｃａｓ１２ａ １０ 拷 贝 ／ μｌ 的 ＤＮＡ
或 ＲＮＡ

可同时区分不同类型和亚
型的冠状病毒

新冠病毒、人乳头瘤病毒、
淋球菌等［１８］

ＨＯＬＭＥＳ ＮＡＳＢＡ ／ ＬＡＭＰ Ｃａｓ１２ｂ ０. １ ａｍｏｌ ／ Ｌ 级 别 的
ＲＮＡ

可同时区分不同类型和亚
型的流感病毒

流感病毒、埃博拉病毒、非
洲马尔堡病毒等［３４］

ＯＰＥＲＡＴＯＲ ＤＮＡ 连接滚环扩增（ＲＣＡ） Ｃａｓ１２ａ ０． １ 拷贝 ／ μｌ 的 ＲＮＡ 不需要逆转录步骤，简化操
作流程

新冠病毒［３５］
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图 ３　 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ１３ 技术检测 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ 基因组模拟物结果

Ａ：Ｓ 基因模拟物检测结果图；Ｂ： Ｏｒｆ１ａｂ 序列模拟物检测结果图

表 ２　 Ｃａｓ蛋白家族介导的分子诊断平台各自属性

Ｃａｓ 蛋白 微生物来源　 靶向性　 ＤＲ 方向 修饰偏 序列长度（ｎｔ） 灵敏度

ＬｗａＣａｓ１３ａ 　 　 Ｌ． ｗａｄｅｉ 　 　 ｓｓＲＮＡ ５′ 　 　 ＰｏｌｙＵ ／ ＡＵ ２８ ５ｅ５ ｍｏｌ ／ Ｌ［１９］

ＬｂａＣａｓ１３ａ 　 　 Ｌ． ｂｕｃｔｅｒｉｕｍ 　 　 ｓｓＲＮＡ ５′ 　 　 ＰｏｌｙＡ ／ ＡＣ ２８ １ｅ９ ａｍｏｌ ／ Ｌ［１９］

ＣｃａＣａｓ１３ｂ 　 　 Ｃ． ｃａｎｉｍｏｒｓｕｓ 　 　 ｓｓＲＮＡ ３′ 　 　 ＰｏｌｙＵ ／ ＵＡ ／ ＵＣ ３０ ５ｅ６ ａｍｏｌ ／ Ｌ［１９］

ＰｓｍＣａｓ１３ｂ 　 　 Ｐ． ｓｐ． ＭＡ２０１６ 　 　 ｓｓＲＮＡ ３′ 　 　 ＰｏｌｙＡ ／ ＧＡ ３０ ５ｅ８ ａｍｏｌ ／ Ｌ［１９］

ＡｓＣａｓ１２ａ 　 　 Ａ． ｓｐ． ＢＶ３Ｌ６ 　 　 ｓｓＤＮＡ ／ ｄｓＤＮＡ ５′ 　 　 － ２０ ５ｅ１０ ａｍｏｌ ／ Ｌ［１９］

Ｃａｓ１４ ／ Ｃａｓ１２ｆ 　 　 ＤＰＡＮＮ 　 　 ｓｓＤＮＡ ５′ － － 　 　 － ［３６ － ３７］

诸多传统检测法类似，光控 ＣＲＩＳＰＲ 法仍需要引入

逆转录，实现 ＲＮＡ 到 ＤＮＡ 的转化，从而增加了整个

反应体系的复杂度及检测成本。 ２０２１ 年，一种无逆

转录指数扩增反应 ＲＴＦ⁃ＥＸＰＡＲ 完美规避了反应前

的逆转录过程，极大缩短了反应时间（１０ ｍｉｎ 内检

测出结果），实现了 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ 病毒检测。 该体系

利用 ＢｓｔＮＩ 核酸内切酶选择性剪切 ＤＮＡ：ＲＮＡ 杂交

双链中的 ＤＮＡ 链，实现从病毒 ＲＮＡ 中酶解产生触

发 ＤＮＡ（ｔｒｉｇｇｅｒ ＤＮＡ）的无逆转录过程，ｔｒｉｇｇｅｒ 可启

动 ＥＸＰＡＲ 反应并将病毒 ＲＮＡ 信号快速转化为大量

短的双链 ＤＮＡ 片段（ｓｈｏｒｔ ｄｏｕｂｌｅ⁃ｓｔｒａｎｄ ＤＮＡ，ｓｄｓＤ⁃
ＮＡ），实现病毒的快速检测［３０］。 近日，Ｗｕ ｅｔ ａｌ［３１］提
出了一种基于电化学 ＣＲＩＳＰＲ 传感技术的新型冠状

病毒变异株检测方法，该方法在金电极上均匀地修

饰电沉积的金纳米颗粒，采用与 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ Ｄｅｌｔａ
ｓｐｉｋｅ 基因序列相同的 ＤＮＡ 模板作为模型，可在 １ ｈ
内完成检测，具有较高的稳定性和特异性。 Ｌｉ ｅｔ
ａｌ［３２］ 将 石 墨 烯 和 电 化 学 及 纳 米 技 术 应 用 到

ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ 检测体系优化和改造生物传感器以提

高检测效率、降低成本。 为了方便结果读出，Ｍａ ｅｔ
ａｌ［３３］开发了一种具有智能手机读数的 ＣＲＩＳＰＲ⁃
Ｃａｓ１２ａ 视觉生物传感器，用于检测 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２。 简

单地 说， ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ 衍 生 的 核 酸 触 发 了 基 于

ＣＲＩＳＰＲ⁃Ｃａｓ１２ａ 的单链 ＤＮＡ 的任意降解，而单链

ＤＮＡ 原本连接两个金纳米颗粒，这导致了金纳米颗

粒的解聚，从而产生了可观察到的颜色变化。 这一

变化可以通过带有 Ｃｏｌｏｒ Ｐｉｃｋｅｒ Ａｐｐ 的智能手机轻

松识别。 当然，ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ 系统在核酸检测领域也

面临着挑战：① 临床测试数据采集周期较长；②
ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ 系统类别较多，且各系统拥有独特的属

性（表 ２），在诊断应用领域尚未形成统一标准；③
ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ 系统所需配套试剂尚未统一商品化；④
核酸片段被大量扩增，高浓度核酸易造成污染；⑤
多人混检，难以评估样本中患者病毒载量；⑥ ＲＮＡ
引物序列、ｃｒＲＮＡ 序列需要反复优化以降低核酸病

毒检测中的脱靶效应。 这些因素减缓了 ＣＲＩＳＰＲ ／
Ｃａｓ 系统的临床应用进程。

４　 展望

　 　 综上所述，ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ 系统在分子诊断领域应

用研究开发时间虽不足十年，但发展迅速，已经有多

款检测试剂盒被开发应用，可见其在 ＣＯＶＩＤ⁃１９ 患

者临床检测中具有很高的应用价值。 目前，美国食

品药品监督管理局已经为一些基于 ＣＲＩＳＰＲ 的诊断

技术授予了紧急使用授权，未来有望成为普适性的

分子诊断工具。 在对所有试剂和反应条件进行系统

的优化后，将会达到与 ＰＣＲ 相同甚至更优越的检测

性能。 相信未来通过大规模临床样本测试以及进一
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步条件优化， ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ 系统能够在 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２
和其他病原体临床检测中得到广泛应用。 该技术的

成功实施能进一步完善 ＣＯＶＩＤ⁃１９ 疾病的诊断、筛
查和防控体系并完善我国各领域分子诊断体系。
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ｌｎｃＲＮＡ 在帕金森病发病机制中的研究进展
刘　 成 综述　 李　 岩 审校

摘要　 帕金森病（ＰＤ）是一种神经退行性疾病，其病理特征

为黑质致密部的多巴胺（ＤＡ）能神经元丢失和路易氏包涵体

的形成。 ＰＤ 的发病机制十分复杂，就目前所知，细胞自噬、
细胞凋亡、氧化应激以及神经炎症等参与了 ＰＤ 的发生发

展。 长链非编码 ＲＮＡ（ｌｎｃＲＮＡ）是一类生物大分子，属于非

编码 ＲＮＡ 中的一种。 大量研究表明 ｌｎｃＲＮＡ 对神经元细胞

增殖、分化、凋亡和衰老具有重要调控作用，且与 ＰＤ 密切相

关。 该文就 ｌｎｃＲＮＡ 在 ＰＤ 发病机制中的作用研究进行综

述。
关键词　 ｌｎｃＲＮＡ；帕金森病；细胞凋亡；线粒体功能障碍；神
经炎症；发病机制
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　 　 帕金森病（Ｐａｒｋｉｎｓｏｎ′ｓ ｄｉｓｅａｓｅ， ＰＤ）是仅次于阿

尔兹海默症的第二大神经退行性疾病，其临床表现

主要有静止性震颤、肌强直、姿势不稳以及运动迟缓

等。 据报道［１］，全球每年都有新增的 ＰＤ 患者，且随
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着人口老龄化，病例呈逐年上升的趋势。 ＰＤ 分为偶

发性和遗传性两类［２］。 约 １０％ 的 ＰＤ 遗传病例由

α⁃突触核蛋白（α⁃ｓｙｎｕｃｌｅｉｎ， α⁃ｓｙｎ）、ｐａｒｋｉｎ ＲＢＲ Ｅ３
泛素连接酶（ｐａｒｋｉｎ ＲＢＲ Ｅ３ ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｉｇａｓｅ，
Ｐａｒｋｉｎ）、ＰＴＥＮ 诱导的推定激酶 １（ＰＴＥＮ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｋｉ⁃
ｎａｓｅ １， ＰＩＮＫ１）、蛋白质去糖蛋白酶 ＤＪ⁃１ 和富亮氨

酸的 重 复 激 酶 ２ （ ｌｅｕｃｉｎｅ⁃ｒｉｃｈ ｒｅｐｅａｔ ｋｉｎａｓｅ ２，
ＬＲＲＫ２）等基因突变引起；而某些环境因素破坏线

粒体功能可能会导致偶发性 ＰＤ，如杀虫剂和重金

属。 目前针对 ＰＤ 患者的治疗只能改善其症状，而
不能阻止疾病的进展。 因此，进一步了解 ＰＤ 的发

病机制，探寻潜在的早期诊断标志物和有效治疗靶

点十分重要。
　 　 长链非编码 ＲＮＡ （ ｌｏｎｇ ｎｏｎｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡ， ｌｎ⁃
ｃＲＮＡ）是长度超过 ２００ 个核苷酸的 ＲＮＡ 转录本，不
具备编码蛋白质的能力，但可通过与 ＤＮＡ、ＲＮＡｓ 和

蛋白质的相互作用调控转录、表观遗传修饰、蛋白

质 ／ ＲＮＡ 稳定性以及翻译和翻译后修饰。 如， ｌｎ⁃
ｃＲＮＡ 可通过调控微小 ＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）的表达来影响

其靶基因的表达量，还可直接参与到 ｍＲＮＡ 转录后

调控过程中。 研究［３］表明 ｌｎｃＲＮＡ 大量存在于神经

细胞中，参与了对神经退行性疾病，如 ＰＤ 的调控，
且从多个方面影响了 ＰＤ 的发生和发展。

１　 细胞自噬

　 　 自噬是一种细胞降解与再循环的过程，主要包
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