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摘 要：目的　 重 组 酶 介 导 的 等 温 扩 增 技 术（RAA）联 合 规 律 间 隔 性 成 簇 短 回 文 重 复 序 列 相 关 Cas13a 蛋 白

（CRISPR-Cas13a），建立对沙门菌、志贺菌、霍乱弧菌、肠出血性大肠杆菌 O157：H7 4 种腹泻病原菌的快速分子检测

方法，即 RAA-Cas13a。方法　设计 4 种腹泻病原菌的 RAA 特异性引物和 CRISPR RNA（crRNA），利用 RAA 技术

扩增样本核酸，并进行 CRISPR-Cas13a 恒温荧光检测，以实时荧光定量聚合酶链式反应（RT-qPCR）为对照方法，评

价 RAA-Cas13a 优化方法的灵敏度与特异性。结果　RAA-Cas13a 方法可在 35 min 内完成检测。检测志贺菌、霍

乱弧菌、肠出血性大肠杆菌 O157：H7 的最低检测限为 10 copies/μL，沙门菌最低检测限为 1 copy/μL；特异性实验表

明每一种病原菌与其余 10 种对照细菌均无交叉反应。应用建立的方法检测 200 份实际样本和 40 份人工污染样

本，结果表明同 RT-qPCR 检测结果一致性高（分别为 Kappa=0. 927 和 Kappa=1. 000）。结论　RAA-Cas13a 检测方

法具有灵敏度高，特异性强等优点，能用于 4 种腹泻病原菌的快速检测。
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Abstract： Objective　 To establish a rapid， sensitive and specific detection method for 4 diarrheal bacteria （Salmonella， 

Shigella， Vibrio cholera and Escherichia coli O157：H7） by the Clustered regularly interspaced short palindromic repeats 
associated protein 13a （CRISPR-Cas13a） combined with recombinant enzyme-mediated isothermal amplification （RAA）， 
called RAA-Cas13a. Methods　 In this study， the specific primer for RAA and CRISPR RNA （crRNA） of 4 different 
diarrheal bacteria were designed.  The sample nucleic acids were amplified by RAA， and the amplification products were 
then detected with CRISPR-Cas13a.  Compared with real-time quantitative polymerase chain reaction（RT-qPCR）， the 
sensitivity and specificity of the RAA-Cas13a method were evaluated. Results　 The established RAA-Cas13a detection 
method for Shigella， Vibrio cholera and Escherichia coli O157：H7 had the detection limit of 10 copies/μL， the detection 
limit for Salmonella was 1 copy/μL， and each bacteria did not have cross-reaction with the other ten bacteria.  Meantime， 
the detection of the RT-qPCR and RAA-Cas13a were highly consistent in 200 suspected samples and 40 artificial 
simulation samples （Kappa=0. 927 and 1. 000， respectively）. Conclusion　 The established RAA-Cas13a detection 
method has the advantages of high sensitivity and strong specificity.  It can quickly detect and screen diarrheal diseases 

实验技术与方法
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caused by 4 pathogenic bacteria.
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食源性疾病是威胁人类健康和造成死亡的主

要原因之一，给医疗卫生事业带来了沉重负担。据

统计，腹泻病原菌是引起食源性疾病的常见病因，

其中沙门菌（Salmonella）［1-2］、志贺菌（Shigella spp.）［3-5］、

大肠杆菌 O157：H7（Escherichia coli O157：H7）［6-8］、

霍乱弧菌（Vibrio cholera）［9-11］的感染率高、致病力强，

在全球多次引发严重的食品安全事件。目前，常规

食源性致病菌和腹泻病原菌检测方法均包含分离

培养、生化试验、血清学鉴定试验和聚合酶链式反

应（Polymerase chain reaction， PCR）确认试验等。相

较于传统的生化培养方法，分子检测法避免了耗时

长、步骤繁杂、检出率低等情况，常用于疾病暴发事

件快速筛查。常用的分子检测法有普通 PCR、多重

PCR（Multiplex PCR）、实时荧光定量 PCR（Real-time 
quantitative PCR，RT-qPCR）、数 字 PCR（Digital 
PCR，dPCR）等。其中，RT-qPCR 作为病原菌检测方

法的“金标准”，具有较高的灵敏度和特异性，广泛

应用于医院、疾病预防控制系统和第三方检测机

构；但 RT-qPCR 方法要求昂贵精密的仪器设备，且

操作复杂，依赖于专业人员，不适用于基层实验室。

近年的研究发现，规律间隔性成簇短回文重复

序列（Clustered regularly interspaced short palindromic 
repeats，CRISPR）相关蛋白（CRISPR-associated proteins，
CRISPR-Cas）如 Cas9、Cas12a（Cpf1）、Cas12b（C2c1）、

Cas13a（C2c2）均 有 附 带 切 割 活 性 ，即 在 CRISPR 
RNA（crRNA）引导下识别特定靶标后，激活其核酸

酶活性可对非特异核酸片段进行切割［12-13］。CRISPR-

Cas13a 蛋白有两个催化位点，在 crRNA 的引导下与

靶标 RNA 产生特异性结合，形成 CRISPR-Cas13a-

crRNA-RNA 三元复合体，从而转化为一种核糖核酸

酶［14］，进行非特异性切割靶标 RNA 处于反式的

ssRNA［15-16］；这种附带切割活性在反应体系中加入

类似荧光 PCR 的报告探针后可放大检测信号，实现

对特定靶标的实时检测［17-19］。但是，仅依靠 Cas 蛋

白的切割活性检测实际样本存在敏感度不足、耗时

长等问题［20-22］，目前主要的解决方法是与核酸扩增

技术联合，其中最具代表性的是将重组酶聚合酶等

温扩增（Recombinase polymerase amplification，RPA）
技术与 CRISPR-Cas13a 相结合建立了特异性高灵敏

度酶促解锁（Specific high-sensitivity enzymatic reporter 
unlocking，SHERLOCK）［23］检测技术，SHERLOCK 具

有灵敏度高、特异性强等特点，这为开发病原体核

酸检测技术提供了新的方向。

重 组 酶 介 导 的 等 温 扩 增（Recombinase aided 
amplification，RAA）技术是国内自主研发的一种等

温扩增技术，扩增效果和原理与 RPA 相似。本研究

基于 RAA 恒温扩增技术，结合 crRNA 和 CRISPR-

Cas13a 蛋白对靶标片段进行特异性切割，进而实现

荧光检测信号的指数放大，并以此首次建立了针对

4 种常见腹泻病原菌（沙门菌、志贺菌、霍乱弧菌 O1
群和 O139 群、肠出血性大肠杆菌 O157：H7）的快速

检测方法。

1　材料与方法

1. 1　材料

1. 1. 1　菌株和样本

本实验使用的标准菌株和实验室分离菌株共

18 株均保存于本实验室，具体信息如下：沙门菌

（Salmonella dublin）（标准菌株 CMCC50761）、肠炎

沙 门 菌（Salmonella enteritidis）（实 验 室 分 离 株 ，

JSCC10224，JSCC10223）、福氏志贺菌（Shigella flexneri）

（标 准 菌 株 ，CMCC51572）、福 氏 志 贺 菌（Shigella 

flexneri）（实验室分离株，JSCC50030，JSCC50029）、

霍乱弧菌（Vibrio cholerae）（标准菌株，CICC23795）、

霍 乱 弧 菌 O1 群 和 O139 群（Vibrio cholerae O1， 

Vibrio cholerae O139）（实验室分离株，JSCC00030，
JSCC00020）、肠出血性大肠杆菌埃希氏菌 O157：H7
（Escherichia coli O157：H7）（标准菌株，ATCC43888）、

肠出血性大肠杆菌埃希氏菌 O157：H7（Escherichia 

coli O157：H7）（实验室分离株，JSCC30010）、金黄色

葡萄球菌（Staphylococcus aureus）（实验室分离株，

JSCC65001）、单 核 细 胞 增 生 李 斯 特 氏 菌（Listeria 

monocytogenes）（实验室分离株，JSCC43002）、粪肠球

菌（Enterococcus faecalis）（实验室分离株，JSCC30103）、

副溶血性弧菌（Vibrio parahaemolyticus）（实验室分离

株 ，JSCC56001）、小 肠 结 肠 炎 耶 尔 森 菌（Yersinia 

enterocolitica）（实 验 室 分 离 株 ，JSCC23002）、空 肠

弯 曲 菌（Campylobacter jejuni）（实 验 室 分 离 株 ，

JSCC36005）、创伤弧菌（Vibrio vulnificus）（实验室分

离株，JSCC70101）。所有菌株均通过生化鉴定仪、

质谱仪进行菌种鉴定。

200 份样本（患者粪便 145 份，动物粪便 36 份，

食物 19 份）来自于江苏省肠道传染病监测、食品安

全风险监测网以及江苏省疾病预防控制中心菌种

保藏中心，用于方法学的实际样本验证。
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1. 1. 2　主要仪器与试剂

Cas13a 蛋白（本实验室制备［24-25］），RAA 检测试

剂盒（江苏奇天基因生物科技有限公司），T7 RNA 
Polymerase、Recombinant RNase Inhibitor、Recombinant 
DNase I、LA Taq PCR、100 mmol/L ATP、GTP、UTP、
CTP、Premix Ex TaqTM （Probe qPCR）（宝生物工程大

连有限公司），全自动核酸提取仪及配套试剂（西安

天隆科技有限公司），TIANamp Genomic DNA Kit（天

根生化科技有限公司），柱式 RNA 快速浓缩纯化试

剂盒、Hepes Solution 1M、MgCl2 25 mmol/L（生工生

物工程上海有限公司），LB 肉汤培养基（广东环凯微

生物科技有限公司），Qubit dsDNA BR Assay、Qubit 
ssRNA BR Assay（美国 Invitrogen），B6100 恒温振荡

混匀仪、F1620 荧光检测仪（江苏奇天基因生物科技

有限公司），LightCycler 2. 0 实时荧光定量 PCR 仪

（美国 Roche），Qubit 2. 0 仪（美国 Invitrogen）。

1. 2　方法

1. 2. 1　样本前处理方法和细菌 DNA 的提取

收集的患者和动物粪便实际样本分装于收集

管，具体步骤如下：称取 0. 2 g 粪便加入 1 mL 的 PBS
缓冲液（pH 7. 4，浓度 0. 01 mol/L），涡旋振荡 2 min，
500 r/min 转速离心 5 min（离心半径：8. 80 cm），取

上清液；重复步骤 2 次，将全部上清液 5 000 r/min
离心 10 min（离心半径：8. 80 cm），弃上清备用。

食物样本（肉与肉制品）制备：用 0. 9% 氯化钠

水溶液清洗样本 3 次，并用无菌剪刀剪碎，称取

0. 1 g，打碎处理为细胞悬液，10 000 r/min 离心 1 min

（离心半径：8. 80 cm），弃上清［26］，加入 200 μL 缓冲液

GA，振荡至彻底悬浮备用。

本实验的细菌菌株接种于 3 mL LB 培养基，

37 ℃ 220 r/min 摇床过夜培养。所得菌液和实际粪

便样本使用 DNA/RNA 提取试剂盒（磁珠法），首先

在提取深孔板中加入蛋白酶 K 溶液 20 μL，然后取

200 μL 待提取样本加入其中，完成后设置细菌核酸

提取程序，提取细菌基因组 DNA。食品样本（肉类）

核酸提取根据 TIANamp Genomic DNA 提取试剂盒

使用说明书进行，所得核酸储存于-80 ℃备用。

1. 2. 2　引物设计及 crRNA 制备

针对沙门菌 invA 基因、志贺菌 ipaH 基因、大肠

杆菌 O157：H7 rfbE 基因、霍乱弧菌 ctx 基因，从

GenBank 检索各腹泻病原菌特异基因的 DNA 序列，

并选择保守的序列区域用 Primer 5 软件设计 RAA
扩增引物，同时使用 Primer-BLAST 软件验证引物序

列的特异性。设计各细菌 crRNA 转录模板序列添

加 T7 启动子序列（5’-TAATACGACTCACTATAGGG
-3’）。CrRNA 转录模板（浓度 70 μmol/L）加入 T7 
RNA 聚合酶进行退火结合（42 ℃ 2 h），随后使用

Recombinant DNase I 进行残余核酸降解（37 ℃ 1 h，
80 ℃ 2 min），体外转录制备的 crRNA 产物利用柱式

RNA 快速浓缩纯化试剂盒进行纯化，并使用 Qubit 
2. 0 仪和 Qubit ssRNA BR Assay 试剂盒进行 RNA
含量测定。本研究的 RAA 引物及 RNA 报告探针

均由生工生物工程上海有限公司合成，具体信息

见表 1。

1. 2. 3　RAA 扩增体系

参照 RAA 检测试剂盒说明书配置 50 μL RAA
扩增体系：冻干粉的基础反应单元管中依次加入 2×
基础缓冲液 25 μL、RAA 正反向引物（表 1）各 0. 5 μL

（终浓度分别为 0. 24、0. 48、0. 72、0. 96 μmol/L），RNase 
free ddH2O 19. 5 μL，混匀后在管盖上加入细菌 DNA
样本 2 μL，在管壁上加入乙酸镁溶液 2. 5 μL，把反

应管放入 B6100 恒温振荡混匀仪中恒温混匀，于

表 1　RAA 引物、crRNA 和 RNA 报告探针序列

Table 1　Sequences of RAA primers, crRNA and RNA reporter probe
病原菌

沙门菌：invA

志贺菌：ipaH

大肠杆菌

O157：H7：rfbE

霍乱弧菌：ctx

—

引物/探针名称

invA-RAA-F
invA-RAA-R
invA-crRNA
ipaH-RAA-F
ipaH-RAA-R
ipaH-crRNA
rfbE-RAA-F
rfbE-RAA-R
rfbE-crRNA
ctx-RAA-F
ctx-RAA-R
ctx-crRNA
RNA-probe

序列（5'-3'）
TGTTGTCTTCTCTATTGTCACCGTGGTCCAG

TAATACGACTCACTATAGGGTACCGGGCATACCATCCAGAGAAAATCGGGCCGC
GACACGTTCTGAACCTTTGGTAATAACGGTTTTAGTCCCCTTCGTTTTTGGGGTAGTCTAAAT

CGATAATGATACCGGCGCTCTGCTCTCCCTG
TAATACGACTCACTATAGGGCTGAAGTTTCTCTGCGAGCATGGTCTGGAAG

TATCTCATCCACAAAATGGAGAGTTCTGGTTTTAGTCCCCTTCGTTTTTGGGGTAGTCTAAAT
TGTAATTGAAGATTGCGCTGAAGCCTTTGG

TAATACGACTCACTATAGGGTATGTACAGCTAATCCTTGGCCTTTAAAATG
TTCACCTGTAGTAATAGTTTTATTTCCAGTTTTAGTCCCCTTCGTTTTTGGGGTAGTCTAAAT

TAAAGCAGTCAGGTGGTCTTATGCCAAGAGG
TAATACGACTCACTATAGGGTGGGTGCAGTGGCTATAACATATATATAATAAG

TCAAACTAATTGAGGTGGAAACATATCCGTTTTAGTCCCCTTCGTTTTTGGGGTAGTCTAAAT
FAM-TrUrUrUrUrUrC-BHQ1a

片段长度/bp

127

177

217

251

—

注：a表示 RNA-probe 中 r代表对应碱基为核糖核苷；参考 GenBank 中菌株的基因序列，设计沙门菌 invA（登录号：CP082595）、志贺菌 ipaH（登录

号：CP054913）、大肠杆菌 O157：H7 rfbE（登录号：CP039834）、霍乱弧菌 ctx（登录号：CP046837）引物
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37 ℃、39 ℃和 40 ℃条件下反应 10~60 min。
1. 2. 4　CRISPR-Cas13a检测体系

CRISPR-Cas13a 检测体系：5×缓冲液 5 μL（终

浓度 20 mmol/L HEPES，60 mmol/L NaCl，6 mmol/L 
MgCl2，pH 6. 8），25 mmol/L NTP mix 1 μL，Recombinant 
RNase Inhibitor 0. 5 μL，1. 2 μmol/L crRNA 0. 6 μL，
10 μmol/L RNA-probe 0. 5 μL，1 μmol/L CRISPR-

Cas13a 1 μL，T7 RNA Polymerase 0. 3 μL，用 RNase 
free ddH2O 补足体积至 23 μL，加入 RAA 产物 2 μL，
混匀后置于 F1620 荧光检测仪中，在 39 ℃条件检测

40 min。
1. 2. 5　RAA-Cas13a的灵敏度和特异性试验

使用 RAA 引物对 4 种腹泻病原菌的核酸进行

扩增，完成后对扩增产物进行纯化。使用 Qubit 
dsDNA BR assay 定量试剂盒对纯化产物进行定量。

采用以下公式确定 dsDNA 的拷贝数［27］：｛［6. 02×
1014×dsDNA 浓度（ng/μL）×10-9］｝/［660×对应 DNA
长度］，用 RNase free ddH2O 制备 4 种病原菌定量后

的 dsDNA 标准品（107~10-1 copies/μL）备用。采用

单因素筛选试验优化引物浓度、反应温度、RAA 扩

增时间、CRISPR 检测时间 4 个影响因素，并评价优

化的 RAA-Cas13a 方法的灵敏度，实验重复 3 次。特

异性实验以建立的 RAA-Cas13a 方法分别对每种腹

泻病原菌和其余 10 种细菌对照菌株（沙门菌、志贺

菌、大肠杆菌 O157：H7、霍乱弧菌、金黄色葡萄球

菌、单核细胞增生李斯特氏菌、粪肠球菌、副溶血性

弧菌、小肠结肠炎耶尔森菌、空肠弯曲菌、创伤弧

菌）进行检测，实验重复 3 次。

1. 2. 6　与 RT-qPCR 检测结果的一致性比较

200 份实际样本分别使用 RT-qPCR 和 RAA-

Cas13a 方法进行检测，并比较两种方法对实际样

本的检测结果。4 种腹泻病原菌 RT-qPCR 引物和

荧光探针均由生工生物工程上海有限公司合成，具

体信息见表 2。 RT-qPCR （10 μL）：Premix Ex Taq 
5 μL，上下游引物和荧光探针各 0. 2 μL，DNA（模

板）2 μL，ddH2O 2. 4 μL。 RT-qPCR 反 应 程 序 ：

95 ℃ 2 min；95 ℃ 5 s，60 ℃ 20 s，45 个循环；25 ℃ 
2 min。

1. 2. 7　人工污染模拟实验

使用霍乱弧菌标准菌株接种于固体平板 37 ℃
培养 16 h，挑取单菌落，用 0. 9% 氯化钠水溶液配制

菌液（浓度 1×105 CFU/mL 和 1×103 CFU/mL）。使

用本实验室保存的健康人粪便和本实验的粪便样

品前处理方法制备粪便标本 20 份；将两种浓度水

平的菌液和粪便标本进行 1∶1 混匀，然后置于 37 ℃
震荡培养 6 h 得到 20 份粪便模拟标本，同时设置对

应未染菌粪便标本 20 份作为阴性对照［31-32］。粪便

标本核酸使用 DNA/RNA 提取试剂盒提取，并对

RAA-Cas13a 与 RT-qPCR 两种检测方法结果对比。

1. 3　统计学分析

使用 SPSS 24. 0 软件进行统计学分析。计量资

料使用 t 检验，计数资料使用配对 χ2 检验（McNemar
检验），当双尾 P<0. 05 判定差异有统计学意义。

2　结果

2. 1　RAA-Cas13a检测方法的建立

以 CRISPR-Cas13a 检测最短时间出现最强荧

光信号为准则，对 RAA 引物浓度、反应温度和时

间、检测时间进行筛选优化。以沙门菌为例，使用

dsDNA 标准品进行 RAA-Cas13a 方法学建立，在 RAA
引物浓度为 0. 48 μmol/L、反应温度为 39 ℃、反应

时间为 30 min 时，CRISPR-Cas13a 检测扩增产物在

5 min 时即可出现最强信号（图 1A），确定最优引物

浓度为 0. 48 μmol/L。不同 RAA 反应温度（37 ℃、

39 ℃和 40 ℃）结果显示，39 ℃条件下检测信号最高

（图 1B），确定最优 RAA 反应温度为 39 ℃。RAA 反

应时间及 CRISPR-Cas13a 检测时间结果显示 CRISPR-

Cas13a 在 5 min 即可对 RAA 反应 30 min 的产物进

行检测（图 1C）。所以确定 RAA-Cas13a 检测最优

表 2　RT-qPCR 引物和荧光探针序列

Table 2　Sequences of RT-qPCR primers and fluorescence probe
病原菌

沙门菌：invA[28]

志贺菌：ipaH[29]

大肠杆菌 O157：H7：stx1[29]

霍乱弧菌：toxR[30]

引物/探针名称

invA-F
invA-R
invA-P
ipaH-F
ipaH-R
ipaH-P
stx1-F
stx1-R
stx1-P
toxR-F
toxR-R
toxR-P

序列（5’-3’）
GTGAAATAATCGCCA CGTCGGGCAA

TCATCGCACCGTCAAAGGAACC
FAM-TTATTGGCGATAGCCTGGCGGTGGGTTTTGTTG-TAMRA

GAACTCAAATCTTGCACCATTCA
CGTCCGTCCGAGAACAATTAAG

Cy5-ATCCCCGACACCGTTTGTGAGTTTCACT-BHQ-3
CTTCCATCTGCCGGACACATA

ATTAATACTGAATTGTCATCATCATGCAT
ROX-AAGGAAACTCATCAGATGCCATTCTGGCA-BHQ-2

GTTTGGCGAGAGCAAGGTTT
TCTCTTCTTCAACCGTTTCCA

FAM-CGCAGAGTCGAAATGGCTTGG-MGB

片段长度/bp

285

107

87

165
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反应条件如下：RAA 引物浓度为 0. 48 μmol/L，RAA
反应温度为 39 ℃，RAA 反应时间为 30 min，CRISPR-

Cas13a 检测时间为 5 min。其余 3 种细菌最优反应

条件与沙门菌类似。

2. 2　RAA-Cas13a灵敏度试验

2. 1 中建立的 RAA-Cas13a 方法对 4 种腹泻病

原菌不同梯度稀释的 dsDNA 标准品进行检测，见

图 2。结果显示，沙门菌 dsDNA 标准品 1 copy/μL

与阴性对照组（ddH2O）检测荧光值具有显著性差异

（P<0. 01），确定沙门菌最低检测限为 1 copy/μL
（图 2A）；志贺菌 dsDNA 标准品 10 copies/μL 与阴

性对照组（ddH2O）检测荧光值具有显著性差异（P<
0. 01），确定志贺菌最低检测限为 10 copies/μL（图 2B）；
霍乱弧菌 dsDNA 标准品 10 copies/μL 与阴性对照

组（ddH2O）检测荧光值具有显著性差异（P<0. 05），

确定霍乱弧菌最低检测限为 10 copies/μL（图 2C）；

注：A 为沙门菌的 dsDNA 标准品（107~10-1 copies/μL）；B 为志贺菌的 dsDNA 标准品（106~100 copies/μL）；C 为霍乱弧菌的 dsDNA 标准品

（105~100 copies/μL）；D 为大肠杆菌 O157：H7 的 dsDNA 标准品（106~100 copies/μL）；NC：阴性对照组（ddH2O）；误差线表示平均数±标准差，

其中 n=3，n 为试验次数；与阴性对照组（NC）比较，*：P<0.05，**：P<0.01，***：P<0.001，ns：没有显著性差异

图 2　RAA-Cas13a检测 4 种腹泻病原菌灵敏度试验

Figure 2　Sensitivity tests of RAA-Cas13a detection for four diarrheal bacteria

注：A 为 RAA 引物浓度优化；B 为 RAA 反应温度优化；C 为 RAA-Cas13a检测时间优化；检测 5、10、20、30 min 表示 RAA-Cas13a方法检测时间；

NC：阴性对照组（ddH2O）；误差线表示平均数±标准差，其中 n=3，n 为试验次数

图 1　RAA-Cas13a检测单因素筛选结果

Figure 1　Single factor screening results of RAA-Cas13a detection
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大肠杆菌 O157：H7 dsDNA 标准品 10 copies/μL 与

阴性对照组（ddH2O）检测荧光值具有显著性差异

（P<0. 01），确定大肠杆菌 O157：H7 最低检测限为

10 copies/μL（图 2D）。

2. 3　RAA-Cas13a特异性试验

以建立的 RAA-Cas13a 方法分别对沙门菌、志

贺菌、霍乱弧菌、大肠杆菌 O157：H7、金黄色葡萄球

菌、单核细胞增生李斯特菌、粪肠球菌、副溶血性弧

菌、小肠结肠炎耶尔森菌、空肠弯曲菌及创伤弧菌

进行检测。结果显示，建立的不同腹泻病原菌检测

方法特异性强，与其余 10 种对照细菌均无交叉反

应（图 3）。

2. 4　RAA-Cas13a 与 RT-qPCR 检测结果的一致性

比较

提取 200 份实际样本 DNA 核酸，用 RAA-Cas13a
和 RT-qPCR 两种方法分别检测样本中的沙门菌、志

贺菌、霍乱弧菌和大肠杆菌 O157：H7。结果显示，

RAA-Cas13a 检出沙门菌阳性样本 17 份，阳性率

8. 5%；志贺菌阳性样本 18 份，阳性率 9. 0%；霍乱弧

菌阳性样本 0 份，阳性率 0%；大肠杆菌 O157：H7 阳

性样本 6 份，阳性率 3. 0%，与 RT-qPCR 相比，可以

检测到更低感染量的样本（5 个样本通过 Sanger 测

序技术鉴定为对应细菌的阳性样本，表 3）。统计数

据分析表明两种方法的检测差异无统计学意义（P=
0. 063），检测结果具有良好的一致性（Kappa=0. 927），

不同样本类型的具体信息见表 3，4 种腹泻病原菌

检测样本阳性率见表 4。
2. 5　人工污染模拟实验

40 份提取的人工模拟粪便样本核酸，利用本实

验建立的霍乱弧菌 RAA-Cas13a 方法进行检测，并

与 RT-qPCR 方法进行比较。结果显示，20 份粪便

模拟标本在两种方法中均显示阳性，20 份阴性对照

粪便标本在两种方法均显示阴性。统计分析结果

表 明 两 种 方 法 的 检 测 结 果 的 一 致 性 高（Kappa=
1. 000），霍乱弧菌粪便模拟实验具体信息见表 5。

3　讨论

近年来，新型核酸等温扩增技术在病原菌快速

检测领域中优势明显，其能在恒定温度下实现特定

DNA 或 RNA 的快速扩增。相较于 PCR 方法，其优

注：A 为沙门菌的特异性试验；B 为志贺菌的特异性试验；C 为霍乱弧菌的特异性试验；D 为大肠杆菌 O157：H7 的特异性试验；

NC：阴性对照组（ddH2O）；误差线表示平均数±标准差，其中 n=3，n 为试验次数

图 3　RAA-Cas13a检测 4 种腹泻病原菌特异性试验

Figure 3　Specify tests of RAA-Cas13a detection for 4 diarrheal bacteria
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点在于灵敏度高、特异性强、可使用便携式恒温仪

器进行检测，从而降低了扩增目标产物的仪器要

求。其中，RAA/RPA 技术具有引物设计简单、反应

温度低、操作简易、检测时间短等特点，在检验检

疫、食品安全、环境微生物检测以及体外诊断等领

域广泛应用。但是，RPA 试剂依赖进口、价格昂贵；

而 RAA 是国内自主研发的新型核酸等温扩增技

术，价格合理，扩增效果与 RPA 相当，通常与琼脂凝

胶电泳、荧光探针检测方法相结合［33-35］。然而，凝胶

电泳方法有分辨率低、易污染等情况；荧光探针检

测方法的报告探针序列较长，3'端及中间段需要进

行特殊修饰，存在设计困难，研发成本较高等问题。

近几年来，利用 CRISPR-Cas 酶的附带切割活

性 ，研 究 人 员 实 现 了 对 核 酸 靶 标 片 段 的 检 测 。

CRISPR-Cas13a 的 crRNAs 靶向性强，设计难度低，

仅需 24 个碱基，通过富含尿嘧啶的茎环结构使

Cas13a 蛋白酶构象发生改变，以此切割靶标 RNA；

另外，CRISPR-Cas13a 的 RNA 报告探针设计容易，

成本合理。但是仅使用 CRISPR 方法直接检测靶标

样本灵敏度较低，鉴定耗时长，易受到样本类型的

影 响［21-22］。 国 外 MYHRVOLD C 研 究 团 队［23］基 于

CRISPR-Cas13a 与 RPA 技 术 相 结 合 建 立 的

SHERLOCK 平台可以在现场快速的检测患者样本

中的寨卡病毒（ZIKV）和登革热病毒（DENV），并且

检 测 限 低 至 1 copy/μL。 本 实 验 室 前 期 利 用

CRISPR-Cas13a 与 RAA 技术建立了针对金黄色葡

萄球、副溶血性弧菌的检测方法，其灵敏度高，特异

性强，30 min 内完成检测［24-25］。

本研究中包含 T7 启动子序列的 RAA 引物，通

过 T7 RNA 聚合酶大量扩增靶标片段，提高了检测

灵敏性；利用 RAA 对目标片段的指数扩增和 CRISPR
技术对靶标基因的荧光切割信号指数放大，RAA-

Cas13a 对 4 种病原菌的检测灵敏度强于 RT-qPCR［28-30］，

沙门菌最低检测限可达 1 copy/μL，其余 3 种病原

菌的检测灵敏度均达到 10 copies/μL。本研究方法

特异性强，每种病原菌与其余 10 种对照细菌不存

在交叉反应。CRISPR-Cas13a 检测步骤简易，温度

条件与 RAA 一致 ，35 min（RAA 30 min、CRISPR-

Cas13a 5 min）内完成检测，相比环介导等温扩增技

术和 RT-qPCR 方法用时更短。

在 200 份实际样本的检测中，RAA-Cas13a 方法

与 RT-qPCR 一致性高（Kappa=0. 927），在 3 种腹泻

病原菌中能检测到更低感染量的样本 ，证明了

RAA-Cas13a 的可靠性；但两种方法均未检测出霍

乱弧菌，因此采用人工模拟实验进行回收验证。结

果表明，建立的霍乱弧菌 RAA-Cas13a 与 RT-qPCR

表 5　RAA-Cas13a和 RT-qPCR 检测霍乱弧菌粪便模拟样本一致性比较

Table 5　Consistency comparison of RAA-Cas13a and RT-qPCR in detecting Vibrio cholerae stool samples

1×105 CFU/mL
1×103 CFU/mL

＋

－

＋

－

总数

RT-qPCR
＋

10
0

10
0

20

－

0
10

0
10
20

总数

10
10
10
10
40

灵敏度/%(95%CI)

100
100

特异性/%(95% CI)

100
100

Kappa

1.000
1.000

注：+表示阳性；-表示阴性；CI表示置信区间

表 3　RAA-Cas13a和 RT-qPCR 检测样本一致性比较

Table 3　Consistency comparison of RAA-Cas13a and RT-qPCR methods test

RAA-Cas13a

患者粪便

＋

－

动物粪便

＋

－

食物

＋

－

总数

RT-qPCR
＋

28
0
8
0
1
0

37

－

3
114

1
27

1
17

163

总数

31
114

9
27

2
17

200

灵敏度/%(95%CI)

100

100

100

特异性/%(95%CI)

97.40

96.40

94.40

Kappa

0.936

0.923

0.642

表 4　不同病原菌中 RAA-Cas13a和 RT-qPCR 的阳性率

Table 4　Positive rates of RAA-Cas13a and RT-qPCR in 
different pathogenic bacteria

细菌类型

沙门菌

志贺菌

霍乱弧菌

大肠杆菌 O157：H7

RAA-Cas13a/%
8.5（17/200）
9.0（18/200）
0.0（0/200）
3.0（6/200）

RT-qPCR/%
7.5（15/200）
8.5（17/200）
0.0（0/200）
2.0（4/200）
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检出率一致（Kappa=1. 000），达到了检测要求。本

研究的 RAA-Cas13a 方法先进行 RAA 扩增，然后将

扩增产物加入 CRISPR-Cas13a 管内进行检测，实验

的加样操作容易出现气溶胶污染，为此我们在检测

管中覆盖了一层无干扰油性物质，减少了扩增产物

的干扰，后续我们将进一步探究整合核酸 RAA 扩

增与 CRISPR-Cas13a 检测为单个反应管的方法，以

节省操作步骤和避免污染。

综上所述，本研究将 CRISPR-Cas13a 与 RAA
扩增技术相结合，建立了 4 种腹泻病原菌的检测新

方法，丰富了 4 种细菌的分子检测方法，同时减少

了昂贵热循环仪的使用，为基层实验室和现场检测

提供了一个经济、高效、简便的平台。另外，RAA-

Cas13a 方法还可为其他病原菌检测方法的研发提

供参考。
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