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摘要:
 

CRISPR / Cas12a 基因编辑系统能够高效识别和切割外源核酸,推动基于核酸的新型食源性致病菌检

测技术的创新与发展。 基于 CRISPR / Cas12a 系统的检测机制,综述了其与环介导等温扩增(LAMP)、重组酶

聚合酶等温扩增(RPA)、重组酶介导等温扩增(RAA)、滚环扩增(RCA)、杂交链式反应(HCR)、链置换扩增

(SDA)及指数扩增反应(EXPAR) 多种核酸等温扩增技术相结合用于食源性致病菌检测的研究进展。
CRISPR / Cas12a 与多种核酸等温扩增技术结合可实现对食源性致病菌的高特异性和高灵敏度的可视化检

测,具有操作简便、速度快、无需复杂仪器设备等优点,但同时也存在试剂成本高、温度控制范围窄、操作相

对复杂、引物设计要求高、标准化程度较低等缺陷。 CRISPR / Cas12a 与核酸等温扩增技术联用的未来发展方

向主要集中在提升检测通量与准确性、自动化、一体化及基于智能手机和人工智能的检测平台建设,实现

“样本进、结果出”的一锅法现场检测,为食源性致病菌更加高效、灵敏、简便、快捷的检测提供技术支持。
关键词:食源性致病菌;CRISPR / Cas12a;核酸等温扩增技术;基因检测
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0　 引言

食源性致病菌是导致食源性疾病的主要因素。
据世界卫生组织( World

 

Health
 

Organization,WHO)
统计,全球每年约有 6 亿人感染食源性致病菌,其中

约 3300 万人患病,42 万人死亡,造成巨大的生命财

产损失[1] 。 食源性致病菌常在食品生产、加工、包
装及贮运过程中污染食品,可能引发胃肠炎甚至败

血症等多种公共健康问题,同时导致食品召回等经

济损失,以及消费者信心和政府公信力下降[2-4] 。
食源性致病菌引发的食品安全问题已受到政府部

门、食品企业、餐饮单位、研究人员及消费者的高度

关注。 因此,建立快速、灵敏及高效的检测方法,实
现对复杂食品基质中食源性致病菌的精准筛查,对
保障食品安全及维护公众健康具有重要意义[5-6] 。

为有效应对全球食品安全问题频发的现状,食
源性致病菌检测技术不断更新迭代。 当前主要检

测方法包括传统微生物培养法[7] 、以核酸扩增为核
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心的分子生物学技术(如聚合酶链式反应和等温扩

增技术) [8-9] 、基于抗原-抗体反应的免疫学方法(如

酶联免疫吸附测定和免疫层析) [10-11] 、仪器分析法

(如质谱和生物传感器) [12-13] 等。 上述检测方法虽

在不同检测场景下各具优势,但普遍存在依赖仪器

设备、操作复杂、灵敏度和特异性不足、耗时、需专

业技 术 人 员 等 局 限, 难 以 满 足 WHO 提 出 的

ASSURED ( Affordable,
 

Sensitive,
 

Specific,
 

User-
friendly,

 

Rapid
 

and
 

Robust,
 

Equipment-free,
 

Deliverable
 

to
 

end-users)技术标准[14-16] 。
近年 来, 规 律 成 簇 间 隔 短 回 文 重 复 序 列

( Clustered
 

Regularly
 

Interspaced
 

Short
 

Palindromic
 

Repeats,CRISPR)及其相关蛋白(CRISPR-Associated
 

Proteins,Cas)构成的 CRISPR / Cas 系统,凭借其精准

的核酸定位与切割能力,在食源性病原体检测、转
基因食品鉴定、食品掺假鉴别、食品有害物质监测、
食品新鲜度评估、食品供应链监管等食品安全领域

展现出巨大潜力[17-19] 。 同时,核酸等温扩增技术,
如 环 介 导 等 温 扩 增 ( Loop-Mediated

 

Isothermal
 

Amplification, LAMP )、 重 组 酶 聚 合 酶 等 温 扩 增

(Recombinase
 

Polymerase
 

Amplification,RPA)、重组

酶介导等温扩增( Recombinase-Aided
 

Amplification,
RAA )、 滚 环 扩 增 ( Rolling

 

Circle
 

Amplification,
RCA)、杂交链式反应(Hybridization

 

Chain
 

Reaction,
HCR )、 链 置 换 扩 增 ( Strand

 

Displacement
 

Amplification, SDA )、 指 数 扩 增 反 应 ( Exponential
 

Amplification
 

Reaction,EXPAR)等,具有无需依赖精

密控温设备、扩增效率高、对抑制成分耐受性强等

优势,可在恒定温度下实现对目标 DNA 的快速复制

扩增,从而显著提升 DNA 检测的灵敏度与准确性,
并已成功应用于食源性病原体检测、转基因作物筛

查、食品掺假鉴别等场景[20-22] 。 因此,将 CRISPR /
Cas 与多种核酸等温扩增技术相结合,可进一步提

升核酸检测的灵敏性、特异性与便捷性,为食源性

致病菌的高效检测提供新的技术思路[23-24] 。 本文

拟对 CRISPR / Cas12a 的检测机制及其与核酸等温

扩增技术结合在食源性致病菌检测中的应用进行

综述,同时探讨现有检测方法的局限性,以期为食

源性致病菌检测提供技术参考,指出发展方向。

1　 CRISPR / Cas12a 检测机制

CRISPR / Cas 系统是原核生物进化过程中形成

的一种适应性免疫防御机制,用于抵御噬菌体等外

源遗传物质的入侵。 该系统由 CRISPR 和 Cas 蛋白

组成,其中 CRISPR 序列由高度保守的短重复序列

(Repeats)与间隔序列(Spacers)交替排列组成,其中

Spacers 来源于入侵的外源遗传物质,可作为分子记

忆介导特异性免疫应答;Cas 蛋白则是一类具有核

酸酶活性的功能蛋白,可特异性识别并切割外源核

酸。 依据 Cas 基因及其编码蛋白的结构特征,
CRISPR / Cas 系统主要分为两大类:第一类系统(包

括Ⅰ、Ⅲ和Ⅳ型)依赖多个 Cas 蛋白复合物协同完成

外源核酸的识别与切割;第二类系统(包括Ⅱ、Ⅴ和

Ⅵ型)仅通过单一 Cas 蛋白即可实现靶标序列的特

异性识别与切割,因操作简便和效率高,其在基因

编辑、分子诊断等领域展现出显著优势,已成为生

物医学研究的核心工具[25-26] 。

Cas12a(Cpf1)蛋白作为二类Ⅴ型核酸内切酶,
其基因编辑功能始于对前间隔序列邻近基序

(Protospacer
 

Adjacent
 

Motif, PAM) 的特异性识别。
该蛋白识别的 PAM 序列具有明显的 T 碱基偏好性,
其典型序列为 5′-TTTN-3′。 PAM 识别后, crRNA
(CRISPR

 

RNA)与目标 DNA 链通过碱基互补配对

形成“R 环”结构。 在此过程中,PAM 末端核苷酸与

靶链起始核苷酸之间的磷酸基团通过与 Cas12a 蛋

白特定氨基酸残基的相互作用,稳定 DNA 解旋所产

生的结构变化;同时,Cas12a 蛋白的赖氨酸残基可

促进靶 DNA 解旋。 crRNA 间隔区 5′端的 5 ~ 6 个核

苷酸在 RNA-DNA 异源双链形成中起关键作用,该
结构变化可激活 Cas12a 的非特异性单链 DNA
(ssDNA)反式切割活性[27-30](见图 1)。

2　 基于 CRISPR / Cas12a 的核酸等温

扩增检测技术及其应用

　 　 CRISPR / Cas12a 系统因其特异性识别靶标序列

和信号放大功能,在分子检测中展现出显著优势。
然而,食品样品中复杂的基质成分及痕量靶标会大

幅降低其检测灵敏度。 因此,在实际应用中,通常
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图 1　 Cas12a 识别靶标 DNA 的过程示意图
Fig. 1　 Schematic

 

of
 

target
 

DNA
 

recognition
 

by
 

Cas12a
 

需要结合核酸等温扩增技术对靶标进行预扩增,以
提高检测敏感性。 目前,常用核酸等温扩增方法主

要包括 LAMP、RPA、RAA、RCA、HCR、SDA、EXPAR
等,这些技术可与 CRISPR / Cas12a 系统整合,通过

荧光、比色、电化学等终端信号输出实现食源性致

病菌检测。

2. 1　 CRISPR / Cas12a-LAMP
LAMP 技术利用 Bst

 

DNA 聚合酶,通过 F3 / B3、
F2 / B2、F1c / B1c 和 FIP / BIP

 

4 对引物,在 60 ~ 65
 

℃
条件下约 60

 

min 内实现目的基因片段的扩增[31-32] 。
近年来,LAMP 技术与 CRISPR / Cas12a 系统联

用已成为食源性病原菌检测领域的研究热点。 为

实现直观的比色检测,X. Y. Chen 等[33] 开发了一种

基于酶活性调控的比色检测方法,该方法利用

CRISPR / Cas12a 特 异 性 切 割 G - 四 联 体 ( G-
quadruplex,G4)结构,破坏其类过氧化物酶活性,使阳

性样本中的 ABTS2- 底物无法被催化显色,从而建立

了副溶血性弧菌的“绿色-无色”判读体系,该方法对

虾类 样 品 中 副 溶 血 弧 菌 的 检 测 限 不 高 于

6. 1×102
 

CFU / mL。 为简化操作流程并降低污染风

险, Z. W. Wang 等[34] 开发了一种单管 CRISPR /
Cas12a-LAMP 检测系统用于大肠杆菌 O157:H7 的

检测。 该体系将 LAMP 扩增与 Cas12a 检测整合在

同一反应管中,利用中层无菌石蜡油作为热隔离介

质,通过离心或振荡使两体系混合,有效避免了开

盖操作造成的气溶胶污染。 当靶标 DNA 存在时,
Cas12a 可切割标记荧光-猝灭基团的 ssDNA 报告探

针,释放荧光信号,检测灵敏度可达 9. 2
 

CFU / mL。
为满足现场检测(Point-of-Care

 

Testing,
 

POCT)的需

求,S. Y. Lee 等[35]进一步优化了信号可视化呈现方

式,通过设计 FAM-ssDNA-Biotin 双标记探针并与侧

流层析试纸条(Lateral
 

Flow
 

Biosensor,LFB)联用,利
用 CRISPR / Cas12a 靶标依赖性切割特性调控胶体

金在 T / C 线的富集模式,可将沙门氏菌的检测限降

低至 1. 22
 

CFU / mL,在复杂食品基质检测中具有较

好的实用性。
综上可知,CRISPR / Cas12a-LAMP 技术在食源

性致病菌检测中具有敏感性高、所需仪器设备简

单、检测速度快、成本低等优势。 然而,该技术仍存

在反应产物结构复杂、易导致假阳性结果等技术缺

陷,LAMP 与 Cas12a 所需的最适温度不一致也会增

加实验操作难度。 此外,该方法难以实现对复杂样

本中多种目标物的同步检测。

2. 2　 CRISPR / Cas12a-RPA
RPA 扩增过程主要依赖于重组酶( T4UvsX)、

ssDNA 结合蛋白( SSB)和链置换 DNA 聚合酶 3 种

组分的协同作用。 重组酶与双链 DNA 模板结合,部
分解旋形成“ D-loop”结构,SSB 可进一步稳定该结

构,DNA 聚合酶则启动链合成并实现扩增[36] 。 RPA
仅需一对引物,即可在 37 ~ 42

 

℃ 条件下于 30
 

min
内完成核酸扩增[37-38] 。

由于 RPA 与 CRISPR / Cas12a 的反应温度相

近,故两者易于整合到同一检测系统中,据此已开

发出一系列食源性致病菌检测新方法。 例如, F.
Arshad 等[39]将磁性氧化铁-二氧化硅纳米珠杂化纳

米酶 ( Nanohybrid
 

Nanozyme, NZ ) 的类酶特性与

CRISPR / Cas 系统结合,构建荧光和比色响应检测

平台。 NZ 复合物通过共价偶联的 ssDNA 探针实现

荧光淬灭,当靶 DNA 激活 Cas12a 的反式切割活性

后,探针断裂释放荧光信号,同时暴露 NZ 的过氧化

物 酶 催 化 位 点 以 触 发 TMB ( 3, 3′, 5, 5′-
Tetramethylbenzidine)显色反应,从而通过双重信号

协同放大提高检测灵敏性。 与此同时,J. W. Zhuang
等[40]引入表面增强拉曼散射( Surface

 

Enhancement
 

of
 

Raman
 

Scattering, SERS ), 构 建 基 于 RPA-
CRISPR / Cas12a 的微流控纸基分析装置( μPAD)。
通过设计 DNA-AuNP 探针连接拉曼信号分子( 4-
MBA),靶标触发的 Cas12a 切割效应可释放信号分

子至纸基表面,并利用 SERS 特征峰强度实现对鼠

伤寒沙门氏菌的高灵敏检测(3 ~ 4
 

CFU / mL),其便
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携化纸基设计显著提升了现场检测的可行性。 此

外,M. Y. Qiu 等[41]拓展了 CRISPR 信号转导的化学

维度,通过将 Cas12a 的反式切割活性与铜( Ⅱ) 依

赖性点击化学反应( Cu( Ⅱ) AAC)偶联,利用 RPA
扩增后释放的活性铜离子催化荧光分子生成,实现

对肠道沙门氏菌的高灵敏检测(1
 

CFU / mL)。
CRISPR / Cas12a 与 RPA 结合在核酸检测领域

展现了快速、灵敏、便携等优势,但该方法存在引物

设计与优化难度高、具有非特异性扩增风险、产物

长度受限、引物合成成本高等问题。

2. 3　 CRISPR / Cas12a-RAA
RAA 与 RPA 原理相似,需依赖重组酶、SSB 单

链蛋 白 和 DNA 聚 合 酶 实 现 对 目 的 基 因 的 扩

增[42-43] 。 CRISPR / Cas12a 与 RAA 技术结合,已成

功应用于多种病原微生物的检测。 作为典型的

SHERLOCK ( Specific
 

High-Sensitivity
 

Enzymatic
 

Reporter
 

Unlocking ) 和 DETECTR ( DNA
 

Endonuc-
lease-Targeted

 

CRISPR
 

Trans
 

Reporter) 基因检测系

统,通过 CRISPR / Cas 与 RAA 的协同作用,实现了

对食品基质中病原菌的多模式检测,显著提升了检

测性能和效率。 例如,G. W. Xing 等[44] 将微流控技

术与 CRISPR / Cas12a-RAA 系统结合,通过指压驱动

单向阀实现扩增区域与检测区域的物理隔离,构建

了可同时检测 7 种食源性致病菌的便携式平台。 该

平台利用智能手机荧光分析模块采集信号,对蜡样

芽胞杆菌等的检测限低于 5×102
 

CFU / mL,其高通量

与微型化设计显著提升了现场检测的适用性和可

操作性。 Y. Zhao 等[45] 引入纳米材料工程策略,使
用 ZIF-8@ FLS 复合材料替代传统 FQ 荧光探针作为

荧光信号放大器,通过 RAA 扩增与 Cas12a 切割的

级联反应激活纳米材料的荧光释放,进一步提高了

检测灵敏度,使鼠伤寒沙门氏菌的检测灵敏度提升

至 1. 3×102
 

CFU / mL,且在牛奶样本中展现良好的检

测线性范围(1. 4×102 ~ 1. 4×107
 

CFU / mL)。 相比之

下,F. Li 等[46] 从电化学信号转导机制入手,通过

Au-S 键将亚甲基蓝 ( Methylene
 

Blue, MB) 标记的

ssDNA 探针固定于电极表面,当靶标存在时,Cas12a
切割效应促使探针解离,引起电流信号变化,实现

对单增李斯特菌的高灵敏检测(26
 

CFU / mL),为免

标记电化学传感提供了新的检测范式。
综上可知,CRISPR / Cas12a-RAA 技术在食源性

致病菌检测中具有灵敏度高、特异性强、可操作性

良好等优势。 然而,该方法仍存在 RAA 引物设计复

杂且特异性要求高、扩增效率明显下降(扩增产物>
1

 

kb)、反应条件波动超过±2
 

℃ 可能会导致酶失活

或非特异性扩增等问题。

2. 4　 CRISPR / Cas12a-RCA
RCA 以环状 DNA 为模板,在链置换 DNA 聚合

酶(如 Phi29
 

DNA 聚合酶)的催化下,利用单引物或

多引物,扩增产生大量串联重复的 ssDNA[47] 。 凭借

其高扩增效率与优异特异性,RCA 在生物传感领域

得到广泛应用。 例如,X. R. Xiang 等[48] 针对检测技

术的现场适用性,创新性地将磁性纳米颗粒介导的

三明治免疫捕获、 微流控芯片驱动的 CRISPR /
Cas12a-RCA 反应与 3D 打印-智能手机集成模块相

结合,开发了一种便携式生物传感平台。 该平台通

过磁分离富集靶标并自动执行检测步骤,使鼠伤寒

沙门氏菌的检测灵敏度达 1. 93 × 102
 

CFU / mL。 Z.
B. Chen 等[49] 通 过 精 准 调 控 RCA 与 CRISPR /
Cas12a 反式切割的时空顺序,构建了单管一步式电

化学生物传感器。 该传感器利用靶标触发的级联

电化学信号,实现了大肠杆菌 O157:H7 的广线性

(10 ~ 107
 

CFU / mL)与高灵敏性(10
 

CFU / mL)检测。

Q. Wu 等[50]进一步拓展了光控技术的应用维度,通
过光裂解 ssDNA ( PC-DNA) 可逆调控 crRNA 与

Cas12a 的活性,建立了动态响应型 CRISPR / Cas12a-
RCA 检测平台。 该平台将金黄色葡萄球菌的检测

限降低至 2
 

CFU / mL,且在临床样本双盲实验中也

验证了该方法的可靠性,为复杂食品基质中痕量病

原菌的精准检测提供了新的技术模式。
综上可知,CRISPR / Cas12a-RCA 技术在食源性

致病菌检测中具有操作简便、特异性强、经济适用

等优势。 然而,该技术存在 RCA 对环状模板依赖性

高和扩增速度较慢,RCA 产生的重复序列可能导致

Cas12a 蛋白脱靶,从而降低检测特异性等缺陷。

2. 5　 CRISPR / Cas12a-HCR
HCR 技术因其设计灵活性和强大的信号放大

能力,已成为生物传感领域的重要工具[51-52] ,其作用
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依赖于 2 个亚稳态 DNA 发夹的级联反应,即特异性

触发链首先与 H1 发夹结合,暴露与 H2 互补的区域;
随后 H2 与 H1 杂交并打开,引发 H1-H2 交替组装。
这种自持续的链式反应最终形成周期性缺口的超长

双链 DNA 结构,实现信号的指数放大。 HCR 与

CRISPR / Cas12 联用技术在生物传感、疾病诊断、环境

监测、食品安全检测等领域均有广泛应用。
X. Liu 等[53] 将 HCR 与电化学传感结合,HCR

生成的 dsDNA 激活 Cas12a,对电极表面 ssDNA 标

签进行非特异性切割,利用适配体修饰的磁珠实现

靶标特异性富集及电化学信号的动态调控,最终构

建了对鼠伤寒沙门氏菌检测限为 20
 

CFU / mL 的高

选择性传感器。 X. R. Ren 等[54] 设计了线性调节自

催化 DNA 电路( LC@ ADC),将适配体识别与双环

发夹介导的 HCR 相结合,生成具有类酶活性的

DNAzyme 以激活 CRISPR / Cas12a 系统,实现了鼠伤

寒沙门氏菌的靶标依赖性荧光信号放大。 该系统

检测 限 低 至 6. 53
 

CFU / mL, 线 性 范 围 为 10 ~
105

 

CFU / mL,已成功应用于橙汁、鸡肉、湖水等实际

样品的致病菌检测。 Z. H. Qiao 等[55] 进一步优化了

适配体介导的靶标捕获与信号放大策略,通过生物

素-链霉亲和素系统构建多价适配体功能化磁性纳

米束(HCR-multiApt),利用 HCR 产物的多 CRISPR
靶向单元增强 Cas12a 的旁切激活效率,显著提高了

沙门氏菌检测的灵敏度( 2
 

CFU / mL) 及动态范围

(102 ~ 107
 

CFU / mL)。
综上可知,CRISPR / Cas12a-HCR 技术具备非酶

依赖性,且信号放大能力、生物相容性良好,兼容性

广泛,操作简便。 然而,该技术仍存在一定局限性,
例如序列设计复杂、背景渗漏、反应速度较慢、定量

分析困难、对模板纯度要求较高等。

2. 6　 CRISPR / Cas12a 与其他核酸等温扩增技

术联用
　 　 SDA 利用链置换 DNA 聚合酶和限制性内切酶

在 30 ~ 55
 

℃ 恒温条件下实现核酸扩增[56] ,将其与

CRISPR / Cas12 结合可提升检测灵敏度、系统兼容

性及操作便捷性。 Y. Q. Liu 等[57] 创新性设计了可

编程 T 型结构辅助的 SDA-CRISPR / Cas12a 系统,利
用 Zr 基卟啉金属有机框架( PCN-224)作为共反应

促 进 剂 增 强 CdS 量 子 点 的 电 化 学 发 光

(Electrochemical
 

Luminescence
 

Bio
 

Sensor, ECL) 强

度,并通过 Nt. BbvCI 酶介导的循环扩增生成大量

ssDNA,激活 Cas12a 的反式切割活性,最终实现金

黄色葡萄球菌 16S
 

rDNA 的飞摩尔级检测(检测限

0. 437
 

fmol / L,线性范围 1 ~ 107
 

fmol / L)。 S. J. Wang

等[58] 构建了基于 3D
 

DNA 滚轮信号放大机制的

ECL 生 物 传 感 器, 通 过 SDA 扩 增 的 大 肠 杆 菌

16S
 

rDNA 触发 DNA 滚轮自组装,释放激活 Cas12a
的 ssDNA 触发器,从而切割 ECL 信号探针,实现信

号动态调控。 同时构建了
 

SnS2
 QDs / S2O8

2- / MnO2
 

NFs
 

三元
 

ECL
 

体系,以 MnO2
 NFs 作为共反应促进

剂显著增强 SnS2
 QDs 量子点的

 

ECL
 

发光性能,进
一步提升传感响应灵敏度。 该方法的检测限低至

27. 29
 

amol / L,响应范围为 100 ~ 1010
 

amol / L。 尽管

CRISPR / Cas12a-SDA 技术显著提升了检测灵敏度,
但其应用仍面临诸多挑战,如 SDA 易受酶浓度及温

度波动影响导致体系稳定性下降和非特异性扩增,
此外,SDA 生成的短链产物或链置换中间体可能被

Cas12a 非特异性识别,从而产生假阳性结果。
EXPAR 是一种基于核酸内切酶和链置换 DNA

聚合酶的等温核酸扩增技术。 EXPAR 依赖功能模

板与触发探针的特异性结合,通过核酸内切酶产生

切口并启动链置换扩增,实现靶标核酸的指数级富

集[59] 。 范贝贝[60] 将 EXPAR 与 CRISPR / Cas12a 结

合,通过设计信号转化探针,将扩增产物转化为

Cas12a 可识别的激活序列,并集成 3D 打印技术开

发了便携式检测装置,实现对肠炎沙门氏菌的检

测,检测限为 36. 3
 

CFU / mL,线性范围为 3. 63×101 ~

3. 63×106
 

CFU / mL,在食品安全现场检测中展现了

一定的应用潜力。 然而,CRISPR / Cas12a-EXPAR 技

术在复杂食品基质中的应用仍面临诸多挑战,如

EXPAR 对 cDNA 模板的依赖性限制了其对基因组

靶标的检测能力,多重酶反应步骤的协同优化难度

较高,并且容易产生非特异性扩增,导致灵敏度

下降。

3　 结论与展望

本文基于 CRISPR / Cas12a 系统检测机制,综述
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了 CRISPR / Cas12a 基因编辑技术与核酸等温扩增

技术相结合应用于食源性致病菌检测的研究进展。
CRISPR / Cas12a 与核酸等温扩增技术结合显著提升

了食源性致病菌检测的灵敏度、速度与便捷性,突
破了传统方法依赖仪器、操作复杂、耗时耗力等技

术瓶颈,为食源性致病菌的监测、溯源及流行病学

分析提供了重要手段。 虽然两者结合已在食源性

致病菌检测中具有明显优势,未来仍有以下方向可

进一步拓展和优化:1) 针对多靶标检测需求,可创

新性地采用物理隔离策略,将不同 CRISPR / Cas12a
检测单元集成于芯片装置中,利用微流控液滴生成

系统或纳米孔阵列结构,在空间维度实现单分子水

平的多靶标独立反应,从而显著提升检测通量与准

确性;2)针对现有操作流程中核酸提取、预扩增与

CRISPR 检测需分步进行的情形,可考虑构建全流

程一体化检测平台,实现从样本采集到结果显示的

自动化操作;3)鉴于当前 CRISPR 检测系统终端信

号采集依赖大型仪器的局限性与 POCT 需求,未来

可将智能手机作为核心硬件载体,通过摄像头捕获

荧光、比色、电化学信号等,并结合边缘计算和轻量

化 AI 模型实现离线实时分析,最终利用区块链技术

生成加密溯源报告,构建集便携信号采集、智能解

析与监管追踪于一体的智能化现场检测系统。
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Abstract:
 

The
 

CRISPR / Cas12a
 

gene
 

editing
 

system
 

can
 

efficiently
 

recognize
 

and
 

cleave
 

exogenous
 

nucleic
 

acids,
 

thus
 

driving
 

the
 

innovation
 

and
 

development
 

of
 

nucleic
 

acid-based
 

detection
 

technologies
 

for
 

foodborne
 

pathogens.
 

This
 

review
 

summarizes
 

the
 

research
 

progress
 

on
 

integrating
 

CRISPR / Cas
 

12a-based
 

detection
 

with
 

various
 

isothermal
 

amplification
 

techniques,
 

including
 

loop-mediated
 

isothermal
 

amplification
 

( LAMP ),
 

recombinase
 

polymerase
 

amplification
 

( RPA ),
 

recombinase-mediated
 

amplification
 

( RAA ),
 

rolling
 

circle
 

amplification
 

( RCA ),
 

hybridization
 

chain
 

reaction
 

( HCR),
 

strand
 

displacement
 

amplification
 

( SDA),
 

and
 

exponential
 

amplification
 

reaction
 

( EXPAR),
 

for
 

the
 

detection
 

of
 

foodborne
 

pathogens.
 

The
 

combination
 

of
 

CRISPR / Cas12a
 

with
 

various
 

isothermal
 

amplification
 

techniques
 

enables
 

highly
 

specific
 

and
 

sensitive
 

visual
 

detection
 

of
 

foodborne
 

pathogens,
 

offering
 

advantages
 

such
 

as
 

simple
 

operation,
 

rapidity,
 

and
 

no
 

requirement
 

for
 

complex
 

instrumentation,
 

while
 

still
 

facing
 

limitations
 

including
 

high
 

reagent
 

costs,
 

narrow
 

temperature
 

control
 

range,
 

relatively
 

complex
 

procedures,
 

stringent
 

primer
 

design
 

requirements,
 

and
 

low
 

standardization.
 

Future
 

directions
 

for
 

the
 

integration
 

of
 

CRISPR /
Cas12a

 

with
 

isothermal
 

amplification
 

techniques
 

focus
 

on
 

improving
 

detection
 

throughput
 

and
 

accuracy,
 

developing
 

automated
 

and
 

integrated
 

platforms,
 

and
 

leveraging
 

smartphone-based
 

and
 

artificial
 

intelligence-based
 

systems,
 

thereby
 

enabling
 

“sample-in,
 

result-out”
 

one-pot
 

on-site
 

detection
 

and
 

providing
 

technical
 

support
 

for
 

more
 

efficient,
 

sensitive,
 

simple,
 

and
 

rapid
 

detection
 

of
 

foodborne
 

pathogens.
Key

 

words:foodborne
 

pathogens;CRISPR / Cas12a;nucleic
 

acid
 

isothermal
 

amplification;genetic
 

detection　
[责任编辑:王晓波]

·9·


