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基于 RAA-CRISPR/Cas12a-LFD 的杜英疫病菌

可视化检测技术的建立

黄    灿1      吴浩雨1      熊典广1      黄华毅2      田呈明1

（1. 北京林业大学林学院，北京 100083；2. 广东省林业科学研究院，广东 广州 510520）

摘要:【目的】由杜英生假隐丛赤壳菌引起的杜英疫病是杜英属植物上新发现的一种危害严重的枝干病害。目前，该病的

研究仍处于起步阶段，尚缺乏有效的防控措施。本文旨在建立一种快速、可视化的杜英疫病菌检测方法，为该病害的早

期监测和预警提供重要技术支持。【方法】以杜英疫病菌 PsGti1基因为靶标，采用重组酶辅助扩增（RAA）反应特异性扩

增靶标基因，并利用 CRISPR/Cas12a体系切割靶标和荧光探针，最后利用侧向流试纸条（LFD）实现杜英疫病菌的可视化

检测。【结果】（1）筛选获得针对杜英疫病菌 PsGti1基因 RAA扩增反应的最优引物对。（2）当 Cas12a与 CrRNA浓度配

比分别为 1 μmol/L和 0.125 μmol/L时 CRISPR/Cas12a切割反应体系的效果最好。（3）建立了基于 RAA-CRISPR/Cas12a-

LFD的可视化检测体系，在 37℃ 恒温反应条件下可快速检测杜英疫病菌，检测灵敏度为 50 fg/μL（以 gDNA为模板）和

20 pg/μL（以 PsGti1_T-vector为模板）。【结论】本研究建立的杜英疫病菌 RAA-CRISPR/Cas12a-LFD检测体系具有反应温

度易达到、高特异性、高灵敏度和易操作等优点，适合在野外或缺乏实验室检测设备的场景下进行杜英疫病菌的检测。
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Establishment of RAA-CRISPR/Cas12a-LFD-based visual detection technology of
Pseudocryphonectria elaeocarpicola

Huang Can1　Wu Haoyu1　Xiong Dianguang1　Huang Huayi2　Tian Chengming1
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2. Guangdong Academy of Forestry, Guangzhou 510520, Guangdong, China)

Abstract: [Objective] Elaeocarpus spp. stem blight is a newly discovered branch disease on Elaeocarpus
spp.  caused  by  Pseudocryphonectria  elaeocarpicola,  for  which  research  is  still  in  its  infancy  and  lacks
effective prevention and control measures. This paper aims to establish a rapid and visualized method for the
detection of P. elaeocarpicola, which provides an important technical support for the early monitoring and
early  warning  of  the  disease. [Method]  In  this  study,  we  utilized PsGti1  gene  of P.  elaeocarpicola  as  a
target, specifically amplified the target gene by recombinase aided amplification (RAA) reaction, and cut the
target  and  fluorescent  probe  by  CRISPR/Cas12a  system,  and  finally  visualized  the  detection  of  P.
elaeocarpicola by lateral  flow dipstick (LFD). [Result]  (1)  In this  study,  the optimal  primer pairs  for  the
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RAA  amplification  reaction  of  PsGti1  gene  of  P.  elaeocarpicola  were  screened  and  obtained.  (2)  The
CRISPR/Cas12a  reaction  system  worked  best  when  Cas12a  and  CrRNA  concentration  ratios  were
1  and  0.125  μmol/L,  respectively.  (3)  A  RAA-CRISPR/Cas12a-LFD  visualization  detection  system  was
established,  which  can  realize  the  rapid  detection  of  P.  elaeocarpicola  under  the  reaction  condition  of
constant  temperature  at  37 ℃,  and  the  sensitivity  of  detection  was  50  fg/μL  (gDNA  as  template)  and
20  pg/μL  (PsGti1_T-vector  as  template),  respectively.  [Conclusion]  The  RAA-CRISPR/Cas12a-LFD
detection system for P. elaeocarpicola established in this study has the advantages of easy-to-reach reaction
temperature, high specificity, high sensitivity and ease of operation, which makes it suitable for carrying out
the detection of P. elaeocarpicola in the field or in scenarios lacking laboratory testing equipment.
Key  words: Pseudocryphonectria  elaeocarpicola;  recombinase-aided  amplification  (RAA);
CRISPR/Cas12a; lateral flow dipstick (LFD); visual detection

杜英疫病是杜英属（Elaeocarpus）植物上新发现

的一种危害严重的枝干病害，能引起枝干腐烂和

溃疡，严重时可造成整株枯死，极大地威胁了杜英

属植物健康。Huang等 [1]通过柯赫氏法则分析发

现，杜英疫病的病原菌为杜英生假隐丛赤壳菌

（Pseudocryphonectria elaeocarpicola）（简称：杜英疫

病菌），其属于隐丛赤壳科（Cryphonectriaceae）的新

属新种真菌。隐丛赤壳科包含多种引起木本植物枯

萎或溃疡的病原真菌[2−3]，例如栗疫病菌曾造成了北

美大规模栗树（Castanea spp.）减产及死亡 [4]。近年

来，杜英疫病在广东地区的尖叶杜英（Elaeocarpus
apiculatus）和水石榕（Elaeocarpus hainanensis）等植

物上严重发生，广州市部分地区的感染率达到

80% 以上，枯死率达到 15.38% ~ 62.50%，造成了严

重的生态、景观和经济损失[1]。由于对杜英疫病及其

病原菌的研究仍处于起步阶段，尚缺乏有效的防治

技术[5]。目前的防控措施主要依赖常规的真菌病害

管理办法，如刮除病组织、剪除病枝及喷施化学药剂

等。然而，当寄主植物表现出了明显的受害症状时，

防控效果通常较差。杜英疫病菌的鉴定主要依赖显

微形态学观察和基于 PCR扩增的 ITS、LSU、tef1和
rpb2基因片段联用的分子系统学分析，但这些方法

依赖于实验室的仪器设备及条件，步骤繁琐且耗时

长。因此，建立一种快速、准确、高灵敏度的杜英疫

病菌检测技术，对于杜英疫病的监测、预警及病害防

控具有重要意义。

目前，常用的病原菌检测方法多基于实验室内

的 PCR扩增技术 [6]，为改良传统 PCR技术，核酸

序列依赖性扩增检测（nuclear  acid  sequence-based
amplification， NASBA）及 重 组 酶 辅 助 扩 增

（recombinase aided amplification，RAA）等技术已被逐

渐研究和完善[7]。新兴的 RAA技术和基于 CRISPR/
Cas12a体系的核酸检测技术，为病原菌的快速检测

提供了新的思路，甚至在林间条件下也能完成对病

原菌的现场检测。RAA技术利用重组酶、单链结合

蛋白和 DNA聚合酶在等温条件下（37 ~ 42 ℃）进行

核酸扩增的技术，可以在没有实验室仪器设备的情

况下进行检测。CRISPR/Cas系统是细菌和古细菌中

普遍存在的免疫防御系统，用于抵御外源 DNA的入

侵，主要包括 CRISPR序列与 CAS（CRISPR associate
system）两部分 [8]。其中，比较熟知的有 CRISPR/
Cas9、CRISPR/Cas12、CRISPR/Cas13等系统。Cas12a
蛋白，又名 Cpf1，是近年来发现的一类核酸内切酶，

在 CrRNA的引导下，能切割带有特定序列 （5 ′ -
TTTV-3 ′ ，V为 A/C/G）的双链 DNA（dsDNA）[9−10]。
当 Cas12a蛋白的切割功能被激活后，会切割周围的

非特异性单链 DNA（ssDNA）。基于 CRISPR/Cas12a
这一特性，研究人员开发出能够用于病原物检测的

HOLMES和将 ERA/RAA与 CRISPR/Cas12a相结

合的 DETECTR技术平台，并广泛应用[11]。由于 RAA
反应温度和 Cas12a核酸内切酶的工作温度相近

（37 ℃），因此研究人员将 RAA和 CRISPR/Cas12a
技术结合使用时，大大提高了检测的灵敏度和特异

性[12]。即 RAA反应用于恒温扩增获得大量的靶标

序列，CRISPR/Cas12a体系中的 CrRNA用于识别靶

标序列并引导 Cas12a特异性的切割 dsDNA，从而

激活 Cas12a的反式切割活性，导致带荧光标记的探

针 ssDNA被切割从而暴露荧光报告基团[13]。为了使

检测结果更为简单的显示，近年来基于免疫层析原

理的侧向流试纸条（lateral flow dipstick，LFD）的应

用帮助实现检测结果的快速可视化，并且结合 LFD
的方法可以摆脱对检测设备的依赖从而实现病菌的

样地检测[14]。目前，RAA-CRISPR/Cas12a与 LFD结

合已广泛应用于病毒[15−16]、细菌[17]和线虫[18]等病原

物或其他生物的检测[19]，但对于病原真菌的检测尚

处于研究阶段。

本研究以杜英疫病菌 Gti1/Pac2家族转录因子

PsGti1为靶标，设计特异性的 RAA扩增引物，并
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结合 CRISPR/Cas12a体系，构建了杜英疫病菌的

RAA-CRISPR/Cas12a检测体系。为使检测结果更

为直观，进一步将该体系与 LFD结合，构建了杜

英疫病菌的快速可视化检测体系（RAA-CRISPR/
Cas12a-LFD）。该检测方法具有快速、灵敏、特异、

操作简便等优势，适用于现场鉴定，对杜英疫病菌的

快速早期检测具有重要意义。 

1   材料与方法
 

1.1    材料试剂

供试菌株：杜英疫病菌 CFCC 57515，由广东省

林业科学研究院黄华毅副研究员提供。其他用于测

试检测系统特异性的板栗疫病菌（Cryphonectria
parasitica）、 胶 孢 炭 疽 菌 （Colletotrichum
gloeosporioides， 采 自 杨 树 ）、 大 丽 轮 枝 菌

（Verticillium  dahliae）和杨树腐烂病菌 （Cytospora
chrysosperma）均由北京林业大学森林保护学科林木

病理实验室保存。山田胶锈菌（Gymnosporangium
yamadai）是活体营养型病原真菌，无法进行离体培

养和纯化，因此由野外采集受害植株样品并提取病

菌的 gDNA。
主要仪器及试剂：普通 PCR仪（Bio-Rad）、LC96

荧光定量 PCR仪 （Bio-Rad）、紫外凝胶成像仪 、

nanodrop2000、琼脂糖凝胶 DNA回收试剂盒（天根

生物科技股份有限公司）、质粒小提试剂盒（天根生

物科技股份有限公司）、RAA 核酸扩增试剂盒（江苏

奇天基因生物科技有限公司 ）、Cas12a  （NEB）、
Cas12/13 专用核酸检测试纸条（北京宝盈同汇生物

技术有限公司）等。

本试验所需引物和探针均由北京擎科生物科技

股份有限公司进行合成。PsGti1基因扩增引物、

PsGti1的 RAA扩增引物、CrRNA引物及探针序列

见表 1。 

1.2    研究方法 

1.2.1    总 DNA 的提取

杜英疫病菌的基因组 gDNA采用普通的 CTAB
法进行提取[20]，并保存于−20 ℃ 冰箱中备用。 

1.2.2    PsGti1 全长片段扩增及 T 载体连接

以杜英疫病菌 gDNA为模板 ，使用 PsGti1-
5F和 PsGti1-3F作为引物，通过普通 PCR仪进行

PCR扩增，得到杜英疫病菌的 PsGti1基因的全长片

段。利用琼脂糖凝胶 DNA回收试剂盒回收纯化

PsGti1全长片段后，连接 T-vector，并筛选阳性克

隆，利用质粒小提试剂盒提取 PsGti1-T-vector质
粒。利用 nanodrop2000测定杜英疫病菌 gDNA以

及 PsGti1-T-vector质粒浓度，并保存于−20 ℃ 冰箱。 

1.2.3    PsGti1 基因 RAA 引物的筛选

首先 ，以 PsGti1-T-vector为模板 ，分别使用

PsGti1-RAA1（PsRAA5F + PsRAA3F）、PsGti1-RAA2
（PsRAA5F-2 + PsRAA3F）和PsGti1-RAA3（PsRAA5F-3 +
PsRAA3F-2）这 3对引物进行普通 PCR扩增，并进

行电泳检测，以评价 PsGti1基因 3对 RAA引物的

扩增效果。随后，以杜英疫病菌 gDNA为模板，利

用 RAA核酸扩增试剂盒，分别评估 PsGti1-RAA1、
PsGti1-RAA2和 PsGti1-RAA3的扩增效果。RAA扩

增反应体系及操作步骤依照 RAA核酸扩增试剂盒

说明书进行。

按表 2进行配置反应体系并充分混匀后，分别

 

表 1    本研究使用的引物或探针序列信息

Tab. 1    Sequence information of primers or probes used in this study

名称 序列 用途

PsGti1-5F CACCAGCACCACTACCAT 扩增PsGti1全长
1 575 bpPsGti1-5F CCGTTCGTGGATCTTCCT

PsRAA5F ACACCCTCCTCCTATGCGATGGCTCCTCTG PsRAA1引物对
415 bpPsRAA3F CCGTTCGTGGATCTTCCTGGTCCCGACAAGTA

PsRAA5F-2 CCTCGCTGACTTCCGCACCGTCTATGAATG
PsRAA2引物对，下游与PsRAA3F配对
163 bp

PsRAA5F-3 ACGACACCCTCCTCCTATGCGATGGCTCCT PsRAA3引物对
295 bpPsRAA3F-2 GATCGTGCTGGCATTCATAGACGGTGCGGAAGT

Ps-CrRNA1 UAAUUUCUACUAAGUGUAGAUGUCGAGCUCGCGGGCAGCUCG CrRNA1序列

Ps-CrRNA2 UAAUUUCUACUAAGUGUAGAUGCGCAACAGGCUGGGGCGGC CrRNA2序列

ssDNA1 5′-FAM-TTATT-BHQ I-3′ 荧光探针

ssDNA2 5′-FAM--TTTTTTTATTTTTTT-Biotin-3′ 侧向流试纸条法探针

注：下划线部分为本研究中筛选得到的最优RAA扩增引物对及CrRNA。
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加入到基础反应单元（试剂盒内含）内并充分混匀，

随后加入 5 μL的乙酸镁（试剂盒内含）充分混匀，再

加入 1.5 μL杜英疫病菌 gDNA并充分混匀，放入普

通 PCR仪中 37 ℃ 反应 40 min，获得 PsGti1的 RAA
扩增产物。将 RAA扩增产物与等体积的酚氯仿

（1∶1）混合，并进行剧烈振荡，充分离心使其分层，取

上清液进行电泳检测。 

1.2.4    Cas12a 蛋白切割活性验证及 PsGti1 基因 RAA
片段的 CrRNA 序列的筛选

以 1.2.3步骤中筛选得到的最优 PsGti1基因

RAA2（PsRAA5F-2 + PsRAA3F）为引物，以 PsGti1_
T-vector为模板，利用 RAA试剂盒扩增得到 PsGti1
的 RAA片段（反应体系及步骤参考 1.2.3）。随后，以

扩增得到 PsGti1的 RAA片段为靶标序列，按照

表 3的反应体系添加相关试剂，以加水的模板作为

阴性对照，放入荧光定量 PCR仪中，37 ℃ 反应 1 h，
选择 FAM（荧光）通道，每隔 5 min收集一次荧光

值。反应结束后，PCR管置于紫外凝胶成像仪下观

察荧光强度，通过荧光定量 PCR仪测定的荧光值及

紫外凝胶成像仪中的荧光强度评估其反应情况。 

1.2.5    CRISPR/Cas12a 体系中 Cas12a 和 CrRNA 浓
度配比的优化

在确定 CRISPR/Cas12a体系中最佳 CrRNA2序
列后，为了探索最优的反应体系，对表 3中反应体系

的  Cas12a（2、 1、 0.5、 0.25  μmol/L）和 CrRNA浓度

（2、1、0.5、0.25 、0.125 μmol/L）进行正交试验，并将

相应的反应体系（表 4）加入 PCR八连排管中，并放

入荧光定量 PCR仪， 37 ℃ 反应 1  h，选择 FAM
通道，并每隔 5 min收集一次荧光值。反应结束后，

将 PCR八连排管置于紫外凝胶成像仪下观察荧光

强度，通过荧光定量 PCR仪测定的荧光值及紫外凝

胶成像仪中的荧光强度评估其反应情况，从而确定

CRISPR/Cas12a反应体系中 Cas12a和 CrRNA的最

佳浓度配比。 

1.2.6    基于 PsGti1 基因的杜英疫病菌 RAA-CRISPR/
Cas12a-LFD 检测体系的特异性评价

以 PsGti1 RAA2为引物对，分别以杜英疫病菌、

板栗疫病菌、胶孢炭疽病菌、山田胶锈菌、大丽轮枝

菌和杨树腐烂病菌的 gDNA为模板，使用 RAA核

酸扩增试剂盒进行扩增，反应体系和操作步骤参考

1.2.3。反应结束后，分别取 2 μL的 RAA反应产物

作为模板，进行 CRISPR/Cas12a体系检测，具体操

作步骤：选用荧光探针 ssDNA1，在 PCR八连排管中

加入表 5所示的反应体系，并放入荧光定量 PCR
仪，37 ℃ 反应 1 h，选择 FAM通道，并每隔 5 min收
集一次荧光值。通过荧光定量 PCR仪测定的荧光值

评估 RAA-CRISPR/Cas12a检测体系的特异性。

为了能够使检测结果可视化，将 RAA-CRISPR/
Cas12a体系与测向流试纸条 （LFD）相结合 ，即

 

表 2    PsGti1基因的 RAA扩增反应体系

Tab. 2    RAA amplification reaction system
for PsGti1 gene

组分 体积/μL

缓冲液V 25.00

引物F (PsRAA5F/PsRAA5F-2/PsRAA5F-3) 2.00

引物R (PsRAA3F/ PsRAA3F-2) 2.00

纯化水 14.50

总体积 43.50

 

表 3    CRISPR/Cas12a的反应体系

Tab. 3    CRISPR/Cas12a reaction system

组分 体积/μL

NEBuffer 2.1 5.00

Cas12a protein (100 μmol/L) 0.50

CrRNA1/CrRNA2 (50 μmol/L) 1.00

ssDNA 1 (100 μmol/L) 0.25

PsGti1 RAA fragment 2.00

dd H2O 41.25

 

表 4    Cas12a和 CrRNA 最优浓度探索的
CRISPR/Cas12a反应体系

Tab. 4    CRISPR/Cas12a reaction system for optimal
concentration exploration on Cas12a and CrRNA

组分 体积/μL

NEBuffer 2.1 5

Cas12a protein (100 μmol/L) X

CrRNA (50 μmol/L) Y

ssDNA 1 (100 μmol/L) 0.25

PsGti1 RAA fragment 2

dd H2O 补足至50

注：X、Y分别为CRISPR/Cas12a体系中Cas12a和 CrRNA的浓度配比对
应的体积。下同。

 

表 5    RAA-CRISPR/Cas12a检测体系特异性
分析的反应体系

Tab. 5    Reaction system of RAA-CRISPR/Cas12a
detection system used for specific analysis

组分 体积/μL

NEBuffer 2.1 5

Cas12a protein (100 μmol/L) X

CrRNA (50 μmol/L) Y

ssDNA 1 (100 μmol/L) 0.25

RAA fragment of each strain 2

dd H2O 补足至50
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RAA-CRISPR/Cas12a-LFD体系。具体方法步骤：取

2 μL的 RAA反应产物作为模板，加入到表 6所示

的反应体系，该体系使用的探针为 ssDNA2，设置

37 ℃ 反应 40 min，对反应产物稀释 10倍（5 μL反应

产物 + 45 μL水），随后利用 Cas12/13专用核酸检测

试纸条插入 PCR反应用管中，孵育 2 min，观察试纸

条的条带情况，从而明确 CRISPR/Cas12a-LFD检测

体系的有效性和特异性。 

1.2.7    基于 PsGti1 基因的杜英疫病菌 RAA-CRISPR/
Cas12a-LFD 检测体系的灵敏性评价

利用 nanodrop2000分别测定 PsGti1_T-vector
的质粒浓度和杜英疫病菌的 gDNA浓度，并计算

拷贝数。分别对 PsGti1_T-vector和杜英疫病菌的

gDNA以 10倍梯度连续稀释 8组。其中 PsGti1_T-
vector的质粒和杜英疫病菌的 gDNA的母液标记为

1，其他稀释倍数依次记为 10−1 至 10−8。
分别以 PsGti1_T-vector质粒和杜英疫病菌的

gDNA以及其稀释的样品为模板，利用 RAA试剂盒

进行扩增反应，反应体系如表 2所示，操作步骤参

考 1.2.3中的 RAA反应步骤进行操作。反应结束

后，分别取 2 μL的 RAA反应产物作为模板，进行

CRISPR/Cas12a-LFD体系检测，具体操作步骤：取

2 μL各个稀释倍数样品的 RAA反应产物作为模

板，加入到表 6所示的反应体系，该体系使用的探针

为 ssDNA2，设置 37 ℃ 反应 40 min，对反应产物稀

释 10倍 （5  μL反应产物  +  45  μL水 ），随后利用

Cas12/13专用核酸检测试纸条插入 PCR反应用管

中，孵育 2 min，观察试纸条的条带情况，从而明确

CRISPR/Cas12a-LFD检测体系的有效性和特异性。 

1.2.8    实际样本检测

分别提取接种杜英疫病菌的枝条和未接种杜英

疫病菌的健康枝条的 gDNA，分别以接种杜英疫病

菌的枝条 gDNA和未接种杜英疫病菌的枝条 gDNA
为模板，利用 RAA试剂盒进行扩增反应，反应体系

如表 2所示，操作步骤参考 1.2.3中的 RAA反应步

骤进行操作。反应结束后，分别取 2 μL的 RAA反

应产物作为模板，利用 CRISPR/Cas12a-LFD体系进

行检测，检测的具体步骤参考 1.2.6，从而验证其在

杜英样品上的实际检测效果。 

2   结果与分析
 

2.1    PsGti1 基因的 RAA 引物的筛选

Gti1/Pac2家族的 Gti1蛋白是真菌中保守且特

有的转录因子，其 N端的 Gti1/Pac2结构域在不同真

菌中序列都高度保守，而 C端区域在不同真菌中序

列变异度较高。因此，本研究以杜英疫病菌 PsGti1
基因为靶标，按照 RAA引物的设计原则（引物长度

30 ~ 35 bp，扩增产物长度 100 ~ 500 bp），在 PsGti1
基因的 C端区域设计了 3对引物用于 RAA扩增

试 验 ， 即 PsGti1-RAA1（PsRAA5F  +  PsRAA3F）、
PsGti1-RAA2（PsRAA5F-2  +  PsRAA3F）和 PsGti1-
RAA3（PsRAA5F-3  +  PsRAA3F-2）。以杜英疫病菌

gDNA为模板，进行普通 PCR扩增，结果显示，

PsGti1基因的 3对 RAA引物均能特异性的扩增出

目标条带（图 1a）。随后，以杜英疫病菌 gDNA为模

板，分别以 PsGti1基因的 3对 RAA引物，按照 RAA
试剂盒进行扩增，电泳结果显示，PsGti1-RAA2

 

表 6    CRISPR/Cas12a-LFD检测体系有效性和
特异性分析的反应体系

Tab. 6    Reaction system of CRISPR/Cas12a-LFD system
used for available and specific analysis

组分 体积/μL

NEBuffer 2.1 5

Cas12a protein (100 μmol/L) X

CrRNA (50 μmol/L) Y

ssDNA 2 (10 μmol/L) 0.5

RAA fragment of each strain 2

dd H2O 补足至50

 

RAA1 1-CK RAA2 2-CK RAA3 RAA1 RAA2 RAA33-CK

500 bp

250 bp

100 bp

500 bp

250 bp

100 bp

a b

a利用 Taq酶对 RAA1-3引物对的 PCR扩增电泳结果，1-CK、2-CK和 3-CK分别表示 RAA1-3的无模板阴性对照；b利用 RAA核酸扩增试

剂盒对 RAA1~3引物扩增电泳结果。

图 1    PsGti1基因 RAA扩增引物的筛选

Fig. 1    Screening of primers for RAA amplification of PsGti1 gene
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（PsRAA5F-2 + PsRAA3F）引物对能够特异性的扩增

出目标条带，而 PsGti1-RAA1（PsRAA5F + PsRAA3F）
和 PsGti1-RAA3（PsRAA5F-3 + PsRAA3F-2）引物对

的 RAA扩增反应效果较差（图 1b）。因此，本研究选

择 PsGti1-RAA2（PsRAA5F-2 + PsRAA3F）引物对用

于 PsGti1基因的 RAA扩增反应。 

2.2    CRISPR/Cas12a 切割体系验证及 CrRNA 的

筛选

针对 PsGti1基因的 RAA扩增区域，本研究设

计了两条 CrRNA序列，用以引导 Cas12a蛋白对于

靶标 PsGti1双链 DNA进行切割。按照 1.2.4的方法

对 CRISPR/Cas12a切割体系进行验证，并筛选合适

CrRNA。CrRNA2能够高效的引导 Cas12a蛋白对

PsGti1基因的 RAA扩增产物进行切割，从而激活了

其反式切割活性，导致探针 ssDNA1被切割，使得

FAM荧光基团暴露而表现出强烈的荧光信号，并且

荧光信号强度与反应时间呈较好的线性关系（图 2b）。
然而，CrRNA1并未激活 Cas12a蛋白的切割活性，

反应过程中未检测到荧光信号，与未加模板的阴性

对照结果一致（图 2a）。结果表明，CRISPR/Cas12a
切割体系正常工作，且 CrRNA2可以高效的引导

Cas12a蛋白对 PsGti1靶标序列进行切割。因此，本

研究选择 CrRNA2序列用于后续的试验体系。 

2.3    CRISPR/Cas12a 反应体系中 Cas12a 蛋白和

CrRNA2 的最佳配比筛选

CRISPR/Cas12a反应体系中 ， Cas12a蛋白与

CrRNA的浓度配比对于荧光检测效果具有一定影

响。本试验探究了 Cas12a蛋白和 CrRNA2不同浓

度配比条件下，反应体系中荧光信号的检测效果（具

体浓度配比见表 4）。结果表明，当反应体系中

Cas12a的浓度为 1  μmol/L，CrRNA2浓度为 0.125
μmol/L时检测得到的荧光值最高（图 3）。因此，优化

后的 CRISPR/Cas12a反应体系中 Cas12a与 CrRNA2

的最佳浓度配比分别为 1 μmol/L和 0.125 μmol/L，
并用于后续的反应体系中。 

2.4    基于杜英疫病菌 PsGti1 基因的 RAA-CRISPR/
Cas12a 检测体系的建立

基于筛选得到的 PsGti1基因 RAA扩增反应的

最优引物对 PsGti1-RAA2（PsRAA5F-2 + PsRAA3F）、
CRISPR/Cas12a反应体系中有效的 CrRNA2，以及

Cas12a蛋白与 CrRNA2最优浓度配比，本研究建立

了基于 PsGti1基因的杜英疫病菌 RAA-CRISPR/
Cas12a检测体系。为了探究该体系对杜英疫病菌的

特异性检测效果，分别以杜英疫病菌、胶孢炭疽菌、

板栗疫病菌、山田胶锈菌、大丽轮枝菌和杨树腐烂

病菌的 gDNA为模板，采用 PsGti1-RAA2引物和

RAA核酸扩增试剂盒进行扩增反应。取 2 μL各个

菌株的 RAA扩增反应产物加入到 CRISPR/Cas12a
反应体系中，并利用荧光定量 PCR仪实时定量检测

反应过程中的荧光值。结果显示，RAA-CRISPR/
Cas12a检测方法只能检测到杜英疫病菌反应体系中

的荧光信号，而不能检测到其他病原菌的荧光信号

（图 4a）。这一结果表明，本研究建立的基于杜英疫

病菌 PsGti1基因的 RAA-CRISPR/Cas12a检测体系

特异性较好，可以有效用于杜英疫病菌的检测。

为了实现检测结果的可视化，本研究在 RAA-
CRISPR/Cas12a检测体系的基础上，结合 Cas12/13
专用侧向流试纸条进行可视化检测。在该体系中，

CRISPR/Cas12a使用的探针为 ssDNA2（5 ′ -FAM-
TTTTTTTATTTTTTT-Biotin-3′），其 5′端标记了 FAM
修饰，3′端标记了 Biotin修饰。Cas12/13专用侧向流

试纸条可视化检测的原理：当 CRISPR/Cas12a反应

体系中存在靶标序列时，Cas12a在特异切割靶标序

列的同时，也会非特异性切割 ssDNA2，并释放出带

FAM标记和 Biotin标记的探针片段。将 Cas12/13
专用侧向流试纸条插入 CRISPR/Cas12a反应体系

 

20 000

17 500

10 000

15 000

7 500

12 500

5 000

2 500

0

荧
光
强
度

10 20 30 40 50 60

ba PsGti1-RAA 无模板

CrRNA1 CrRNA2CrRNA1 CrRNA2

时间/min

PsGtil-RAA-CrRNA1
PsGtil-RAA-CrRNA2
无模板-CrRNA1
无模板-CrRNA2

a紫外照射下荧光信号的可视化检测；b荧光强度的实时定量检测（除 PsGtil-RAA-CrRNA2的 3个组别均无荧光且不随时间变化）

图 2    CRISPR/Cas12a切割体系验证及 CrRNA的筛选

Fig. 2    Validation of CRISPR/Cas12a cleavage system and screening of CrRNA
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后，释放出来带 Biotin标记的探针会被侧向流试纸

条中 T线处的 Biotin抗体捕获，从而在 T线处显

色，而未被切割的样品则会在 C线处显色。基于

RAA-CRISPR/Cas12a检测体系的特异性试验结果，

利用 Cas12/13专用的侧向流试纸条对反应体系进行

了进一步检测，结果表明，只有杜英疫病菌的 RAA-

CRISPR/Cas12a反应体系能够在 Cas12/13专用侧向

流试纸条上显示 T线，而其他病原菌和无模板的阴

性对照只能在 C线出显色（图 4b）。这些结果表明，

本研究开发的基于 PsGti1为靶标的杜英疫病菌
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a. Cas12a与 CrRNA2各浓度配比条件下，紫外照射荧光强度的可视化检测；b. Cas12a与 CrRNA2各浓度配比条件下，荧光强度的热图

图 3    CRISPR/Cas12a反应体系中 Cas12a与 CrRNA2的浓度配比筛选

Fig. 3    Screening of concentration ratio of Cas12a to CrRNA2 in CRISPR/Cas12a reaction system
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a. RAA-CRISPR/Cas12a检测体系的特异性分析，除杜英疫病菌外均无荧光信号被检测到；b. RAA-CRISPR/Cas12a-LFD检测体系的特异性分

析。Ps. 杜英疫病菌；Cg. 胶孢炭疽菌；Cp. 板栗疫病菌；Gy. 山田胶锈菌；Vd. 大丽轮枝菌；Cc. 杨树腐烂病菌；NTC.无模板阴性对照。T.试纸条

测试线；C.试纸条控制线。下同。

图 4    RAA-CRISPR/Cas12a-LFD检测体系的特异性分析

Fig. 4    Specificity analysis of RAA-CRISPR/Cas12a-LFD detection system
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RAA-CRISPR/Cas12a-LFD检测体系效果优异，能够

特异性地实现杜英疫病菌的可视化检测。 

2.5    基于杜英疫病菌 PsGti1 基因的 RAA-CRISPR/
Cas12a-LFD 检测体系的灵敏性分析

灵敏性是评价病原菌检测有效性的一个重要指

标。本研究测定了杜英疫病菌 gDNA（500 ng/μL）和
PsGti1-T-vector（200 ng/μL）及其分别 10倍梯度稀释

的样品为模板的 RAA-CRISPR/Cas12a-LFD检测体

系的灵敏性。首先，将杜英疫病菌 gDNA（母液质量

浓度为 500  ng/μL）进行 10倍梯度稀释，获得 1  ~
10−8 稀释倍数的检测样品。各取 1.5 μL作为模板进

行 RAA等温扩增，等温扩增反应完成后，取 2 μL
RAA扩增产物分别加入 RAA-CRISPR/Cas12a-LFD
反应体系中。结果显示：gDNA稀释到 10−7 的样品

在 Cas12/13专用核酸试纸上依然能够显示淡淡的

T线，表明杜英疫病菌 RAA-CRISPR/Cas12a-LFD方

法检测的 gDNA限制质量浓度是 50 fg/μL，检测的

拷贝数限制是 1 copies/μL（图 5a），检测的灵敏度效

果较好。

其次，将杜英疫病菌 PsGti1-T-vector（母液质量

浓度为 200  ng/μL）进行 10倍梯度稀释，获得 1  ~
10−8 倍数的稀释样品。各取 1.5 μL作为模板进行

RAA等温扩增，等温扩增反应完成后。取 2 μL RAA
扩增产物分别加入 RAA-CRISPR/Cas12a-LFD反应

体系中。结果显示：当 PsGti1-T-vector稀释到 10−6

的样品时，依然能够在 Cas12/13专用核酸试纸上显

示淡淡的 T线，表明杜英疫病菌 RAA-CRISPR/
Cas12a-LFD体系对 PsGti1-T-vector限制质量浓度

是 20 pg/μL，检测的拷贝数限制是 4.9 × 104 copies/μL
（图 5b），检测的灵敏度效果较好。 

2.6    基于杜英疫病菌 PsGti1 基因的 RAA-CRISPR/
Cas12a-LFD 检测体系的应用

为了验证杜英疫病菌 RAA-CRISPR/Cas12a快

速检测方法的实际应用效果，本研究使用健康杜英

枝条的 gDNA和接种了杜英疫病菌的杜英枝条

gDNA作为模板，利用 RAA-CRISPR/Cas12a-LFD体

系进行检测。结果显示，只有接种了杜英疫病菌的

杜英枝条样品在 Cas12/Cas13核酸专用试纸条上能

显示 T线，而健康杜英枝条与未加模板的阴性对照

样品仅显示 C线，未出现 T线（图 6）。这些结果表

明，杜英疫病菌 RAA-CRISPR/Cas12a-LFD检测体

系能够在接种植物样品中有效检测杜英疫病菌，表

明该检测方法可应用于杜英疫病菌的快速检测。该

方法检测时间更短，操作更为简便，且只需要 37 ℃
的温度进行反应，更适用于现场检测。随后，对野外

采集的健康样品和受害样品进行了检测。结果表

明，健康的杜英植物样品与未加模板的阴性对照样

品仅显示 C线，不显示 T线；而受害的杜英样品在

Cas12/Cas13核酸专用试纸条上能显示浅浅的 T线

（图 7）。这表明，杜英疫病菌 RAA-CRISPR/Cas12a-
LFD检测体系具备应用于杜英疫病菌林间快速检测

的潜力，但实际应用于林间检测仍需进一步的探索

和优化。 

3   讨　　论

林木病害的发生通常具有较强的隐蔽性，并且

病程历时较长。一旦受害林木表现出明显症状，病

害已经较为严重，此时进行防治效果往往不理想。

杜英疫病菌作为近年新发现的病原菌，已经对广东

地区的尖叶杜英等植物造成了严重危害，而对于该

病的研究依旧较少，其发生过程仍不清晰，对于该病

害的防治手段也少有研究。如果能够在杜英疫病菌

侵染的早期实现快速精准检测，并采取相应的防治

措施，将对杜英疫病的防控具有重要的意义。

目前，快速检测技术应用日益成熟，许多植物病

原物已成功建立了 RPA/RAA-CRISPR/Cas12a快速
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1 10−1 10−2 10−3 10−4 10−5 10−6 10−7 10−8 NTC

T
C

b PsGti1-T-vector 为模版
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图 5    基于杜英疫病菌 PsGti1 基因的 RAA-CRISPR/Cas12a-LFD检测体系的灵敏性分析

Fig. 5    Sensitivity analysis of RAA-CRISPR/Cas12a-LFD detection system based on PsGti1 gene of P. elaeocarpicola
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检测体系，如麦瘟病菌、向日葵黄萎病菌等[21−22]。此

外，RAA-CRISPR/Cas12a方法在动物病原物快速检

测中也发挥着重要的作用，如牛病毒性腹泻病毒的

快速检测 [23]。类似地，研究人员利用 Rc-RPA-LFD
的方法也实现了小麦纹枯病菌在土壤样本里的鉴

定，为病害的早期防控提供了重要参考 [24]。值得

注意的是，RAA-CRISPR/Cas12a-LFD检测体系和

LAMP技术的检测时间均可以控制在 1 h左右，但

RPA/RAA技术扩增效率更高，其所需的反应条件更

为简便，仅需 37 ~ 42 ℃ 的恒温条件即可完成反应，

与其他等温扩增技术相比具有明显优势[25−27]，并且

RAA重组酶来源相对广泛，更易获取 [28]。与 RAA
联用的 CRISPR/Cas12a体系中的特异性探针则“二

次”保证了检测目标的特异性。因此，RAA-CRISPR/
Cas12a检测体系通常具有更好的特异性。针对检测

体系的灵敏性，已有的研究显示 RAA-CRISPR/
Cas12a体系能够达到 fg/μL或者 pg/μL的水平，其

他的 LAMP技术或 RT-LAMP技术也能与达到类似

的水平。例如，利用 LAMP技术检测余甘子果实斑

点病菌的灵敏度可达到 10 pg/μL[29]或是利用 RT-
LAMP技术检测黄瓜绿斑驳花叶病毒的灵敏度为

4.21 × 103 fg/μL[30]。在此基础上 LFD具有低成本以

及操作简单的优点与前两者结合大大提高了杜英疫

病菌野外鉴定的可行性。但本研究还存在一定不足

之处，比如 RAA-CRISPR/Cas12a-LFD步骤较多，流

程较繁琐，已有研究将等温扩增与 CRISPR/Cas在一

管内进行反应[31]，未来将对反应条件与流程进一步

优化，有望将 RAA扩展与 Cas12a检测单管化，使检

测更便捷。此外，如何在林间高效、简便的实现病原

物 gDNA的获取依然是限制有害生物快速检测的重

要瓶颈。

综上所述，本研究开发了基于 RAA-CRISPR/
Cas12a-LFD的杜英疫病菌可视化检测方法，它结合

RAA的恒温扩增、CRISPR/Cas12a的恒温特异性的

切割反应及 Cas12/Cas13核酸专用试纸条的可视化

显色，在常温条件下、较短时间内就可以完成对杜英

疫病菌特异性的可视化检测。该方法操作简单，检

测的灵敏度高，有望在林地内完成杜英疫病菌的现

场快速检测，对于杜英疫病菌的早期快速检测及杜

英疫病的精准防治提供了重要的理论支撑。
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