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【摘要】  抗菌药物的滥用使得抗微生物药物耐药性成为危害全球公共健康的重大威胁之一，如何高效地实现耐药菌

和耐药基因的便捷快速检测是控制感染扩散、维护人类健康的关键举措。然而传统的检测方法（如分离培养、PCR等）在

检测速度、成本效益、便捷性等方面存在明显局限，越来越难以满足当下的临床检测需求。在此背景下，CRISPR/Cas系统

作为一种新兴的分子诊断技术，为该领域提供了创新解决方案。本文详细介绍CRISPR/Cas系统发展现状及其在临床耐药

菌快速检测中应用研究进展，系统阐述了多种基于CRISPR/Cas系统研发的检测平台（如SHERLOCK、DETECTR、

HOLMES等）的工作原理和效能，并重点突出CRISPR/Cas系统在检测领域的灵敏、特异、高效、实时、便携和低成本等优

势。此外，本文还探讨了CRISPR/Cas系统面临的挑战，包括对临床样本直接检测、多重检测、检测成本、临床验证和标准

化等问题。最后，本文展望了未来的发展方向，强调聚焦技术创新与临床转化使得CRISPR/Cas系统成为耐药菌防控的高

效工具。
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[Abstract]  The misuse of antimicrobial agents has made antimicrobial resistance one of the major threats to global
public  health.  Efficient  and  rapid  detection  of  drug-resistant  bacteria  and  resistance  genes  is  crucial  for  controlling
infection  spread  and  safeguarding  human  health.  However,  traditional  detection  methods  (such  as  culture  isolation,
polymerase  chain  reaction,  etc.)  exhibit  significant  limitations  in  detection  speed,  cost-effectiveness,  and  convenience,
increasingly  failing  to  meet  current  clinical  testing  demands.  In  this  context,  the  CRISPR/Cas  system,  as  an  emerging
molecular diagnostic technology, offers innovative solutions for this field. This review details the developmental status of
CRISPR/Cas  systems  and  their  research  progress  in  rapid  clinical  detection  of  drug-resistant  bacteria.  It  systematically
explains  the  working  principles  and  efficacy  of  various  CRISPR/Cas-based  detection  platforms  (e.g.,  SHERLOCK,
DETECTR,  HOLMES),  highlighting  the  system's  advantages  in  sensitivity,  specificity,  efficiency,  real-time  capability,
portability,  and  low  cost.  Additionally,  the  article  discusses  challenges  faced  by  CRISPR/Cas  systems,  including  direct
clinical  sample  detection,  multiplex  testing,  cost  reduction,  clinical  validation,  and  standardization.  Finally,  it  outlines
future  development  directions,  emphasizing  technological  innovation  and  clinical  translation  to  establish  CRISPR/Cas
systems as efficient tools for drug-resistant bacteria prevention and control.
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抗微生物药物耐药性（antimicrobial resistance，

AMR）是全球人类健康、现代医学和社会可持续发展所

面临的最大威胁之一[1-2]，由耐药菌引起的感染会导致严

重的全球疾病负担。有研究显示，2019年全球估计有

495万人的死亡与AMR相关，其中因AMR直接死亡的高

达127万人[3]。WHO发布的《2024年细菌类重点病原体目

录》里就包含了耐碳青霉烯酶的肺炎克雷伯菌、耐第三

代头孢菌素大肠埃希菌、耐碳青霉烯酶的鲍曼不动杆

菌、耐利福平的结核分枝杆菌等多种临床常见耐药菌[4]。

如何应对AMR带来的挑战是当今医疗卫生部门需要面对

的一大难题。
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目前应对AMR的主要举措有健全感染防控体系、及

时诊断治疗、监测流行趋势和研发新的抗菌药物、诊断

方法和预防工具[4]。准确快速检测出耐药菌是感染防控

的第一步，也是控制AMR扩散的关键步骤，因为这意味着

医生可以更快地锁定合适的抗菌药物，从而改善患者的

治疗结果，降低药物不良事件的风险，减少病原体传播的

可能性[5]。现如今在临床微生物实验室普遍用于耐药菌

检测的实验方法有：传统的手工药敏检测（K-B纸片扩散

法、肉汤稀释法等）、全自动药敏检测系统、质谱检测、

基于聚合酶链式反应（polymerase chain reaction, PCR）的

分子检测技术等。传统的手工法和全自动药敏检测系统

往往依赖于病原菌的培养，耗时至少36 h甚至更长，而且

药物种类不够全面；质谱检测耗时短，但只能检测特定的

酶(如β -内酰胺酶或碳青霉烯酶等），检测范围较狭窄[6]；

基于PCR的分子检测技术虽然检测速度快，耗时1～4 h不

等，但设备的购买和维护依然昂贵[5]。

规律成簇间隔短回文序列  （clustered regular ly

interspaced short-palindromic repeat, CRISPR）/CRISPR相

关核酸内切酶 （CRISPR-associated endonuclease, Cas） 系

统作为一种基因编辑技术，还具有DNase/RNase特性，在

病原体分子诊断方面展现出卓越的灵敏度、特异性、快

速性和便携性[7]，这类方法有望克服传统耐药菌检测方法

的局限，助力耐药菌的快速检测。

本文主要介绍了CRISPR/Cas系统的功能和检测效

用，特别是其在耐药菌和耐药基因检测中的重要应用，包

括目前已开发的主要检测平台、检测优势、挑战和未来

方向，为控制和减少细菌耐药性的扩大提供了参考。

 1     CRISPR/Cas系统简述

CRISPR序列是一组存在于细菌和古细菌中的适应

性免疫机制，其免疫过程经历适应、表达和干扰三个阶

段。在适应阶段通过摄取来自入侵噬菌体的一段前间隔

序列（protospacer）整合到自身的CRISPR 序列中形成间

隔序列（spacer），获取“免疫记忆”；当再次遇到携带同源

间隔序列的噬菌体时进入表达阶段，转录CRISPR阵列并

加工为成熟的CRISPR RNA（crRNA），产生特异性靶向噬

菌体外源DNA的向导RNA（guide RNA, gRNA）；在干扰阶

段，gRNA引导Cas蛋白识别并切割互补的外源噬菌体

DNA，发挥免疫应答作用[8]。Jinek等[9]由此获得灵感，于

2012年首次实现了 CRISPR/Cas9 系统的体外结合并切割

靶标DNA的特定位点；张峰团队[10]在2013年首次将CRISPR/

Cas9系统应用于小鼠和人类细胞，完成体内基因组位点

的精确切割，从而为CRISPR /Cas用于核酸检测奠定了机

制基础。利用人工设计的crRNA序列取代细菌捕获的外

源DNA片段，使其与目标病原体序列（靶标）完全互补，

Cas蛋白在crRNA引导下识别并切割靶标成为将CRISPR/

Cas系统研发为分子诊断工具的突破口。

CRISPR/Cas系统的结构由CRISPR基因座（DNA序

列）和Cas蛋白共同组成，前者包含位于CRISPR阵列上

游的前导序列、在CRISPR阵列中规律间隔排列的重复

序列和间隔序列，后者包含核心相应蛋白及辅助蛋白。

CRISPR/Cas 系统根据其Cas蛋白的组成差异和效应器中

蛋白组合序列可分为两类，第一类为Ⅰ、Ⅲ、Ⅳ型，第二

类为Ⅱ、Ⅴ、Ⅵ型，两者的区别在于前者的效应器是由

多个Cas蛋白组成的复合体，后者效应器是单个有多结

合域的Cas 蛋白，目前在耐药菌检测方面广泛应用的

Cas9（Ⅱ型）、Cas12（Ⅴ型）、Cas13（Ⅵ型）、Cas14（V型）都

属于第二类[11-12]。

 2     CRISPR/Cas系统在耐药菌检测中的基本
原理

CRISPR/Cas系统在分子诊断中的应用主要基于其核

酸靶向识别和切割能力。不同类型的Cas效应蛋白具有

不同的核酸切割活性。表1列出了不同CRISPR/Cas系统
 

表 1    不同CRISPR/Cas系统的结构和特点

Table 1    Structures and features of different CRISPR-Cas system 

Cas effector Cas9 Cas12a Cas12b Cas13 Cas14

Type Type Ⅱ Type Ⅴ Type Ⅴ Type Ⅵ Type Ⅴ
Spacer length 18-24 nt 18-25 nt 18-20 nt 22-30 nt 20-40 nt
Functional domain HNH & RuvC RuvC RuvC HEPN RuvC
Guide RNA tracrRNA-crRNA crRNA tracrRNA-crRNA crRNA tracrRNA-crRNA
PAM/PFS sequence NGG TTTN TTN Non-G Not required
Cleavage type Cis-cleavage Cis-cleavage &

　Trans-cleavage
Cis-cleavage &
　Trans-cleavage

Cis-cleavage &
　Trans-cleavage

Cis-cleavage &
　Trans-cleavage

Cleavage pattern Blunt end cut Single staggered cut Single staggered cut Multiple cleavage sites Single staggered cut
Target substrate dsDNA ssDNA, dsDNA dsDNA ssRNA ssDNA
Collateral cleavage No Yes, ssDNA Yes, ssDNA Yes, ssRNA Yes, ssDNA
Reference [9] [13] [14] [15] [12]

　PAM: protospacer adjacent motif; PFS: protospacer flanking site.
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在分子诊断应用中的重要结构和特点。

 2.1    基于与靶标DNA结合的检测

CRISPR/Cas9系统：Cas9蛋白包含两个主要的核酸酶

结构域：切割非互补DNA链的RuvC结构域和切割互补

DNA链的HNH结构域。Cas9/sgRNA复合体通过识别

dsDNA上的特定基序（protospacer-adjacent motif, PAM）

与靶向dsDNA结合，从而启动Cas9蛋白的酶切[16]。但它

由于不具备信号放大功能，因此往往需要与核酸扩增技

术相结合，比如滚环扩增（rolling circle amplification,

RCA）、PCR等实现靶标DNA的检测 [17-18 ]。有研究人员

已经开发了基于CRISPR/Cas9系统的快速检测空气中

耐甲氧西林金黄色葡萄球菌（methici l l in-  res is tant

Staphylococcus aureus ,  MRSA）和耐万古霉素肠球菌

（vancomycin-resistant enterococcus，VRE）的方法[19]，还有

研究人员将CRISPR/Cas9与下一代测序（next-generation

sequencing, NGS）技术相结合，开发一种低丰度耐药菌检

测技术（finding low abundance sequences by hybridization-

next generation sequencing, FLASH-NGS），可检测出临床

样本中的MRSA、VRE和多种耐药基因如vanA、dfrC、

ermA和ermC等[20]。

dCas9是Cas9的一种衍生物，其不具备酶切能力，但

仍能特异性识别并结合靶标dsDNA，以dCas9/sgRNA复

合体为靶向DNA探针，结合免疫学方法或荧光原位杂交

技术（fluorescence in situ hybridization, FISH）可检测

MRSA[21-22]。

 2.2    基于“旁侧剪切”活性的检测

CRISPR/Cas12系统：由一个单独的RuvC结构域组

成，但具有顺式和反式切割的活性。CRISPR/Cas12a在

crRNA的介导下[23]，CRISPR/Cas12b在crRNA和tracr RNA

（或单独融合sgRNA）共同介导下[24-25]，能特异性识别靶标

上的PAM远端位点并切割ds DNA和ssDNA序列（对

dsDNA特异性更高[16]），同时非特异性切割周围的非靶标

ssDNA报告分子。通过引入荧光标记的ssDNA报告分

子，当其被激活的Cas12切割时，荧光信号会被释放，从而

实现对靶病原体核酸的检测。Shin等[26]在2024年报道了

基于PCR偶联CRISPR/Cas12a的荧光测定法检测携带

blaNDM-1的大肠埃希菌，其检测限达2.7 CFU/mL，较常规凝

胶电泳PCR灵敏度高出100倍。

CRISPR/Cas14系统：是CRISPR/Cas系统最小的蛋白，

只有400～700个氨基酸 ,  是同类核酸酶体积的一半。

CRISPR-Cas14有CRISPR-Cas12类似的切割活性，但与

dsDNA相比，对靶向识别切割ssDNA的特异性更高，并且

不依赖于PAM序列的激活。此外，Cas14的靶标识别会触

发ssDNA分子的非特异性切割，这种活性可以实现高保

真的单核苷酸多态性基因分型[12, 16]。Lai等[27]人开发了一

种基于Cas14的可视化即时检测系统（Cas14VIDet），可检

测幽门螺杆菌对左氧氟沙星的耐药基因GyrA，其检测灵

敏度接近单个细菌菌落水平（100 CFU/mL） 。

CRISPR/Cas13系统：与Cas9、Cas12、Cas14检测

DNA型核酸不同的是，Cas13仅能特异性识别并切割

RNA。Cas13同样具有顺式和反式切割的活性，Cas13/

sgRNA在识别特异性的靶向RNA序列后一方面靶标序列

远端酶切，另一方面引发邻近标记的RNA序列的非特异

性切割释放信号，从而达到病原体核酸检测的目的 [28 ]。

张峰团队[29]基于CRISPR-Cas13开发的SHERLOCK检测平

台能够区分具有两种不同耐药基因的肺炎克雷伯菌的临

床分离株，即耐碳青霉烯酶的肺炎克雷伯菌（Klebsiella

pneumoniae carbapenemase, KPC） 和产新德里金属β -内

酰胺酶1的肺炎克雷伯菌（New Delhi Metallo-β-lactamase-

1-producing Klebsiella pneumonia, NDM-1）。

 3     基于CRISPR/Cas系统的耐药菌检测平台

CRISPR技术在病原体诊断领域发展迅速，已涌现出

多种创新的诊断平台，在检测耐药菌或耐药基因方面表

现出较大潜力。表2 详细列出了不同类型的CRISPR /Cas

的核酸检测平台及其特征。图1展示S H E R L O C K、

DETECTR和HOLMES在耐药菌检测中的基本原理。

 3.1    SHERLOCK (Specific High-sensitivity Enzymatic

Reporter Unlocking)

SHERLOCK被称为特异性高灵敏度酶切报告系统，

是由张峰[29]团队在2017年开发的基于CRISPR/Cas13与等

温扩增技术相结合的分子检测平台，其检测流程为将样

品中纯化的DNA进行重组酶聚合酶扩增（recombinase

polymerase amplification, RPA）扩增，T7 RNA聚合酶将扩

增的DNA转录为RNA，通过Cas13介导的旁侧RNA切割释

放报告信号来检测靶RNA。检测的靶标主要有病毒

RNA、细菌mRNA。一年后又在原有的平台上进行技术

升级，将Cas13与Csm6（一种CRISPR系统辅助因子）结合，

构建了SHERLOCK v2定量检测平台，该平台支持多路和

横向流式条上的视觉/比色检测，更灵敏更快速更便捷，

可同时用Cas13、Cas12检测靶标RNA和DNA。通过

SHERLOCK v2平台，研究人员检测到了低至aM浓度范围

的铜绿假单胞菌酰基转移酶基因和金黄色葡萄球菌耐热

核酸酶基因[15]。SHERLOCK检测平台适合于高灵敏度即

时检测和多重检测，但依赖预扩增，会增加检测步骤和样

品污染的风险，另外对样本纯度要求较高，遇到临床复杂

 1214 四川大学学报（医学版） 第 57卷



样本可能需额外处理。

 3.2    DETECTR (DNA Endonuclease Targeted CRISPR

Trans Reporter)

2018年，Chen等[13]提出了另一种CRISPR/ Cas检测平

台，命名为DNA内切酶靶向的CRISPR反式报告基因。该

检测平台将CRISPR/Cas12与RPA等温扩增技术相结合，

通过Cas12依赖crRNA识别病原核酸并降解相邻DNA探

针释放荧光团，借助荧光计检测稳定而强烈的荧光信

号。RPA不仅避免对复杂和昂贵设备的需求，还可富集

目标序列提高检测灵敏度。Chen等[13]利用DETECTR检

测并区分HPV16和HPV18，并推测原则上可以扩展到快

速检测任何感兴趣的DNA序列。基于DETECTR检测平

台，Li等[40]实现20 min内可视化检测MRSA，多个研究团队

实现了肠杆菌目细菌耐药基因（KPC、NDM和OXA）的快

 

表 2    不同类型的CRISPR /Cas的核酸检测工具及其特点

Table 2    Different Types of CRISPR/Cas-based nucleic acid detection tools and their characteristics 

Cas Effectors Method Amplification Readout Multiplexing Targeted
　 types

Targeted
　 Pathogens Time Sensitivity Samples Reference

CRISPR/Cas9 Au-IDE
　 coupled with
　CRISPR/Cas9

RCA Electrochemical No dsDNA S. aureus 1.5 h 7 CFU/mL Food [17]

CRISPR/Cas9 CN-TAR RCA Fluorescence Yes dsDNA MRSA,
　VRE

0.5 h 1.40 copies/μL
　(MRSA)
　1.13 copies/μL
　(VRE)

Airborne [19]

CRISPR/Cas9 FLASH PCR NGS Yes dsDNA antimicrobia-
　resistance
　genes

1.9 aM Cultured
　bacterial
　 isolates/
　clinical
　 samples

[20]

CRISPR/Cas9 CUT-LAMP LAMP Fluorescence Yes dsDNA Salmonella − 100 copies Bacterial
　 cultures

[30]

CRISPR/dCas9 FISH − Fluorescence No dsDNA S. aureus 0.5 h 10 CFU/mL Clinical
　isolates

[22]

CRISPR/dCas9 dCLISA HCR Colorimetric No dsDNA MRSA 1 h 8.5 CFU/mL Clinical
　 isolates

[21]

CRISPR/Cas12a CRISPR-MTB RPA Flourescence No dsDNA M.tuberculosis < 2 h 50 CFU/mL Clinical
　samples

[31]

CRISPR/Cas12a PCR-coupled
　CRISPR/Cas12a

PCR Fluorescence No dsDNA blaNDM 1 h 2.7 × 100 CFU/mL Bacterial
　 cultures/
　food

[26]

CRISPR/Cas12a SRCA-CRISPR/
　Cas12a

SRCA Electrochemical No dsDNA S. aureus < 2 h 3 CFU/mL Pure
　cultures

[32]

CRISPR/Cas12a DropCRISPR LAMP Fluorescence No dsDNA Salmonella
　typhimurium

< 1.5 h 102 CFU/mL Pure
　 cultures

[33]

CRISPR/Cas12a RCCS RPA Flouresccence,
　lateral flow assay

No dsDNA blaKPC,
　blaNDM

50 min 10 fg/μL, 1 ng/μL Clinical
　isolates

[34]

CRISPR/Cas12a dual RPA
　combined with
　CRISPR/Cas12

RPA Fluorescence,
　blue light irradiation,
　ultraviolet irradiation,
　lateral flow assay

No dsDNA rcs A,
　KPC

< 1 h 1-10 pg/μL(rcsA),
　1×102 pg/μL(KPC)

Clinical
　isolates

[35]

CRISPR/Cas12a CRISPR-
　LbCas12a

RPA Fluorescence Yes dsDNA KPC, NDM, OXA 0.5 h aM Blood
　samples

[36]

CRISPR/Cas12a Cas12a/Guide
　RNA

LAMP Flourescence,
　lateral flow assay

No dsDNA nuc,
　mecA

< 1.5 h 4×103fg/μL Clinical
　isolates

[37]

CRISPR/Cas12a E-Si-CRISPR − electrochemical No dsDNA MRSA < 1.5 h 3.5 fM Human
　serum

[38]

CRISPR/Cas13a SHERLOCK RPA,
　RT-RPA

Flouresccence,
　lateral flow assay

No DNA,
　RNA

KPC, NDM-1 < 1 h 2 aM Clinical
　isolates

[29]

CRISPR/Cas12,
　Cas13, Csm6

SHERLOCK v2 RPA,
　RT-RPA

Flouresccence,
　lateral flow assay

Yes DNA,
　RNA

P. aeruginosa
　acyltransferase
　 gene, S. aureus
　thermonuclease
　gene

− aM Clinical
　isolates

[15]

CRISPR/Cas13a SHIELD RAA Lateral flow assay Yes RNA H.pylori,
　clarithromycin
　resistance
　mutations

< 1.5 h 50 copies/μL Saliva
　samples

[39]

CRISPR/Cas14 Cas14VIDet PCR Fluorescence No ssDNA H. pylori
　resistance
　genes

10 min 100 CFU/mL Gastric
　tissues

[27]

　CRISPR: clustered regularly interspaced short-palindromic repeat; Cas:CRISPR-associated endonuclease; RCA:rolling circle amplification; CN-TAR:copy number-targeted
assembly and recombination; FLASH: inding low abundance sequences by hybridization; LAMP: loop-mediated isothermal amplification; CUT-LAMP: contamination-free
LAMP; PCR: polymerase chain reaction; NGS: next-generation sequencing; FISH: fluorescence in situ hybridization; dCLISA: digital chemi luminescence lmmuno sorbent assay;
HCR: hybridization chain reaction; RPA: recombinase polymerase amplification; SRCA-CRISPR/Cas12a: saltatory rolling circle amplificationcombined with CRISPR/Cas12a
system;DropCRISPR: droplet-digital LAMP-CRISPR/Cas12a assay platform; RCCS: RPA-coupled CRISPR/Cas12a system; SHERLOCK: specific high-sensitivity enzymatic
reporter unlocking; SHERLOCK v2: SHERLOCK version 2; RT-RPA: reverse transcription recombinase polymerase amplification; RAA: recombinase aid amplification; SHIELD:
sensitive H. pylori identified easy-read dual detection; Cas14VIDet: Cas14-based visual instant detection.
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速检测[34-36]。DETECTR具有与SHERLOCK相当的高灵敏

度，适用于粗提样本（如粪便、唾液），抗干扰能力较强可

用于DNA病原体检测、环境或食品微生物污染监测。

 3.3    HOLMES (one-Hour Low-cost Multipurpose highly

Efficient System)

2018年王金教授团队研发了HOLMES检测系统，这

是一种将PCR与CRISPR/Cas12a系统结合的快速现场检

测平台[42]，这个检测方法弥补了当时SHERLOCK系统在

检测DNA序列时必须进行DNA到RNA体外转录的不便

捷，可用于检测靶标RNA和DNA。然而，PCR扩增的需要

昂贵的设备，并且增加一个额外的、耗时的步骤。2019年

团队将HOLMES检测系统升级为HOLMES v2，将恒温扩

增技术（loop-mediated isothermal amplification, LAMP）与

CRISPR/Cas12b系统结合，利用Cas12b蛋白对目标双链或

单链DNA模板进行识别，然后利用Cas12b的伴随剪切活

性对单链DNA荧光探针进行降解，定量检测目标核酸，如

日本脑炎病毒，灵敏度可达10−17M[24]。Cao等[37]研究人员

在HOLMES检测系统的基础上，设计特异性靶向耐热核

酸酶（nuc）和mecA基因的单链向导RNA （sgRNA），构建

了LAMP-CRISPR /Cas12a检测体系，快速鉴定金黄色葡

萄球菌和MRSA，总检测时间为80～85 min，特异性和灵

敏度可达100%。HOLMES类似DETECTR，且升级后的

HOLMES v2仅需普通恒温设备，检测速度快灵敏度高，虽

然多重检测能力有限，但适合基层医疗机构或应急响应。

 3.4    其他耐药菌检测技术

Suea-Ngam等[38]在2021年提出了一种利用银金属化

的免扩增电化学联合CRISPR/Cas12a生物传感器技术

（silver-enhanced E-CRISPR biosensor, E-Si-CRISPR）来检

测MRSA，检测限和定量限分别为3.5f M和10 f M，线性度

超过5个数量级（ 10 fM～0.1 nM），通过对gRNA前间隔序
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图 1  SHERLOCK、DETECTR和HOLMES在耐药菌检测中的基本原理（采用生物医学通用绘图平台制图[41]）

Fig 1  The basic principles of SHERLOCK, DETECTR, and HOLMES in drug-resistant bacteria detection (Created with BioGDP.com[41])

A, SHERLOCK Detection Assay. The SHERLOCK assay begins with preamplification of the target DNA or RNA input. The amplified sequences are subsequently

transcribed into RNA using T7 polymerase. Detection occurs via Cas13a-crRNA, which upon activation cleaves fluorescent reporter RNA probes, generating a measurable

signal. B, DETECTR Detection Assay. The DETECTR assay begins with preamplification of the target DNA input (or reverse-transcribed RNA). The amplified DNA is

then detected by Cas12a-crRNA, upon target binding which activates collateral cleavage of fluorescent single-stranded DNA (ssDNA) reporters, generating a measurable

signal. C, HOLMES Detection Assay. The HOLMES assay initiates with PCR (or RT-PCR) of target DNA or reverse-transcribed RNA. The amplified DNA is then

recognized by Cas12a protein guided by target-specific crRNA. Upon target binding, activated Cas12a exhibits collateral cleavage activity, indiscriminately degrading

fluorescent single-stranded DNA (ssDNA) reporters to produce a detectable signal.
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列的简单改造就可以实现对不同靶标的调整。

Yan等 [ 3 9 ]在2024年研发一种将重组酶介导扩增

（recombinase aid amplification, RAA）和CRISPR/Cas13a结

合的技术，通过侧向流试纸条检测幽门螺杆菌和克拉霉

素耐药突变，该技术命名为幽门螺杆菌易读双重检测法

（sensitive H. pylori easy-read dual detection, SHIELD）。检

测限可达50 copies/μL，与qPCR比，阳性预测值可达

100%（菌种鉴定）和84.6%（耐药检测）。

Mao等[43]人在2025年开发出一种将CRISPR/Cas9与

NGS联合用于检测废水样品中低丰度的抗生素耐药基因

（antibiotic resistance genes, ARGs）。CRISPR/Cas9富集文

库制备过程中的靶向A R G s，与常规N G S方法相比，

CRISPR - NGS方法将ARGs的检测限从10 －4降至10 －5（以

qPCR相对丰度计），并成功在废水样品中检测到临床上

重要的KPC耐药基因。

CRISPR/Cas技术凭借其高特异性、灵敏度和可编辑

性，已成为耐药菌及耐药基因检测的重要研发方向。目

前已有多种创新平台被开发，主要结合等温扩增技术（如

RPA、LAMP）或PCR，通过Cas蛋白（如Cas12、Cas13、

Cas9）的靶向切割与信号放大实现快速、精准检测，这将

彻底变革耐药菌检测领域，未来有望成为抗击抗生素耐

药性的核心工具之一。

 4     CRISPR/Cas系统在耐药菌检测中的优势

 4.1    高特异性与灵敏度

CRISPR系统通过gRNA精确识别靶核酸序列，显著降

低了非特异性结合，许多Cas蛋白（Cas9、Cas12、Cas13、

Cas14等）结合信号放大和荧光[39]、电位[38]、比色[44]、侧向流[45]

等技术，极大提高了检测的准确性和灵敏度。尤其是成熟

的检测平台，比如DETECTR、HOLMES v2、SHERLOCK

v2等[13, 15, 24]，可以检测到浓度低至aM水平的病原核酸，其

特异性与PCR相当，但对设备、操作人员技术、环境等要

求非常低[13 ,  15 ,  24 ]。一些新技术在这方面也不逊色，例如

Peng等[46]在2023年开发一种纳米筛装置，允许从血浆样品

中快速纯化和高浓度分离MRSA，将纳米筛和RPA和

CRISPR/Cas检测方法相结合，提高临床样本的检测限至

100 CFU/mL；Yang等[34]在2024年将RPA偶联的CRISPR/

Cas12a，构建重组酶聚合酶扩增联合CRISPR/Cas12a的检

测平台（RPA-coupled CRISPR/Cas12a system, RCCS），成

功检测到aM水平的KPC和pM水平的NDM耐药基因，并

100%准确检测出临床分离的肺炎克雷伯菌和大肠埃希菌。

 4.2    检测速度与实时监测

在抗菌药物滥用的时代背景下，AMR已演变为对全

球公共健康重大威胁。因此，建立高效快速的耐药菌检

测对于控制疾病进展或感染的传播非常重要[47]。研究人

员将CRISPR/Cas系统与多种信号读取方式如荧光、测

序、侧向流等技术结合，研发出基于CRISPR的快速检测

结核病的方法（CRISPR-based assay for Mycobacterium

tuberculosis complex, CRISPR-MTB）在2 h内实现结核分

枝杆菌复合体的快速检测[31]；FLASH-NGS适用于对耐药

菌进行大规模、快速的实时分子流行病学监测 [20 ]；基于

CRISPR/Cas13a系统联合侧向流技术实现40 min内肉眼

读取多黏菌素耐药基因mcr-1的检测结果[48]；这些新技术

将耐药菌的检测时间从传统方法的数天缩短至数十分钟

到几小时，实现了近乎实时的监测，为临床精准用药和公

共卫生监测提供了强大的技术支撑。

 4.3    多重检测与未知突变筛查

CRISPR/Cas系统可以通过设计不同的gRNA同时检

测多种病原体或同一病原体的不同位点。与PCR等传统

核酸检测技术相比，CRISPR/Cas系统在应对临床未知病

原体感染和复杂耐药情况时，其多重检测和未知突变筛

查功能在速度和简便性方面展现出显著优势。例如

SHERLOCK v2采用四种正交Cas酶，实现一次实验中对四

个目标（包括突变位点）同步检测，具备单碱基分辨率，

适用于快速突变筛查 [ 1 5 ]；有研究人员研发一种基于

CRISPR/Cas9联合NGS的结核菌检测技术（finding low

abundance sequences by hybridization-tuberculosis,

FLASH-TB）实现直接从痰标本中检测结核分枝杆菌合并

关键耐药基因，提升临床检测效率 [49 ]；还有研究人员将

CRISPR/Cas13与液滴微阵列结合，设计出细菌核酸多重

微阵列（bacteria-combinatorial arrayed reactions for

multiplexed evaluation of nucleic acids, bCARMEN）检测

系统，可实现52种常见临床菌和几种耐药基因的同时检

测，为快速的现场多重细菌病原体鉴定和抗生素敏感性

测试开辟了可能性 [50 ]。从而使患者得到及时有效的治

疗，也能为医院和社区面对可能存在的病原体扩散危险

时，实施防控措施争取时间。

 4.4    便携化与低成本设备

许多CRISPR/Cas诊断平台设计的核心理念之一就是

排除复杂昂贵的仪器设备，达到在资源有限的环境中实

施快速检测目的，例如便携式纸基或微流控等设备，这对

于疫情暴发、现场监测和床旁检测（point-of-care, POC）

等场景的即时诊断至关重要。COVID-19 的暴发引发全

球公共卫生危机时，多个研究团队将CRISPR/Cas12a

与逆转录-重组酶聚合酶扩增（reverse transcription

recombinase polymerase amplification, RT-RPA）或纳米颗
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粒或逆转录 -指数扩增技术（ reverse  t ranscr ip t ion-

exponential amplification reaction, RTF-EXPAR）结合[51-53]，

研发出多种便携式的SARS-CoV-2 RNA检测方法；Mao等[54]

设计研发一种结合CRISPR/Cas12a 和LAMP的便携式生

物传感器，可通过侧流试纸和荧光信号对废水中的耐药

基因ermB进行可视化检测，实现现场低成本检测，灵敏度

可达2.75×103copies/μL，这为有众多污水处理厂的大城市

或农村地区实现现场实时监测废水中的耐药基因提供了

一种新思路。

 5     CRISPR/Cas系统在耐药菌检测中的挑战
和未来展望

CRISPR/Cas系统因为具有特异性的靶标识别和顺

式/反式切割活性，使它在准确性、便携性、效率和成本

方面优于临床目前的传统检测手段，这意味着它在未来

的耐药菌检测领域将展现出巨大潜力，然而，该技术在实

际应用中仍面临多重挑战，未来发展需聚焦技术创新与

临床转化。

 5.1    临床样本直接检测能力还需优化

临床样本（如血液、尿液、痰液等）通常包含多种抑

制剂和背景核酸，背景的干扰物质一方面可能抑制Cas酶

活性，导致假阴性结果，另一方面仍可能出现Cas酶脱靶

切割风险，产生假阳性信号[55]。面对这种情况，能利用人

工智能优化CRISPR/Cas系统，提升其对复杂临床样本的

直接检测能力。

例如使用AI工具（DeepHF、CRISPRon和DeepCRISPR

等）结合深度学习模型（如BiLSTM）分析gRNA二级结构

（如折叠自由能、发卡结构），提高gRNA特异性与活性；使

用TIGER（卷积神经网络模型）分析gRNA与靶标及非靶

标的错配模式，piCRISPR整合序列特征和表观遗传特征，

CRISTA基于随机森林，利用GUIDE-seq数据训练，预测脱

靶位点，量化脱靶概率；通过AI语言模型ProGen2训练筛

选出OpenCRISPR-1，与天然SpCas9序列相似度仅45%，但

编辑活性却提升20%；基于AlphaFold2预测的HEPN结构

域，通过Foldseek聚类分析鉴定出新型祖先型Cas13变体

（Cas13an），其体积仅为传统Cas13的1/3，更适合腺相关病

毒（adeno-associated virus, AAV）载体递送[56-57]。

总之，人工智能通过优化gRNA设计、预测脱靶风

险、改造Cas蛋白及简化样本处理，显著提升CRISPR/Cas

平台对临床样本的直接检测能力，未来将进一步推动该

技术向高效、自动化、临床实用化方向发展。

 5.2    多重病原体和耐药基因的多通道检测有待提高

现有CRISPR/Cas平台为了达到好的检测效果，通常

针对某一类耐药菌或单一耐药基因设计，但实际感染往

往涉及多种病原体和多种耐药机制，而CRISPR/Cas多重

检测平台的开发的确具有挑战性，因为在同步检测多种

靶标时，gRNA设计易发生交叉反应，且信号输出通道可

能相互干扰。因此将微流控、微液滴、微阵列等技术与

光学传感器等超灵敏检测技术与CRISPR/Cas相结合[58-60]，

是构建CRISPR/Cas多重检测平台的发展方向之一。

 5.3    检测成本的进一步降低

要实现CRISPR/Cas检测的广泛应用，尤其是在资源

有限地区，实质性降低单次检测成本是关键。CRISPR/

Cas技术在这方面还有巨大的发展潜力。例如革新样本

前处理，通过开发简单的热裂解或电化学裂解等新技

术[37-38]，简化核酸提取流程；开发冻干Cas蛋白与缓冲液的

一体化试剂片，可以在室温下长期保存，显著减少对冷链

运输和－80°C超低温储存设备的需求[61]；开发纸基微流

控检测（如侧流层析试纸条）、智能手机图像分析等低成

本结果读出方式取代传统的荧光读数的专业设备[62]；构

建多靶标、复用gRNA阵列和单管多重检测体系[15, 36]，实

现低消耗高效率的检测能力；优化Cas蛋白和gRNA的制

备工艺，以及配套仪器的开发实现规模化生产。这些策

略的综合应用将使CRISPR/Cas诊断技术更加经济高效，

使其在临床床旁、偏远地区和突发疫情等即时诊断场景

中更具可及性。

 5.4    临床验证和标准化提升

不同实验室使用的C R I S P R / C a s检测体系 （如

SHERLOCK、DETECTR）在引物设计、报告系统方面存

在差异，缺乏统一验证标准[ 13, 29,63]。因此，加强CRISPR/

Cas诊断平台在真实临床样本中的大规模验证，积累可靠

的临床数据，并制定统一的检测标准和指南，确保检测结

果的准确性和可比性，有利于CRISPR/Cas检测体系临床

推广应用[47]。
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