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犆犚犐犛犘犚在临床疾病诊断中的应用
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【摘要】　由成簇的规律间隔短回文重复序列（Ｃｌｕｓｔｅｒｅｄｒｅｇｕｌａｒｌｙｉｎｔｅｒｓｐａｃｅｄｓｈｏｒｔｐａｌｉｎｄｒｏｍｉｃｒｅｐｅａｔｓ，ＣＲＩＳＰＲ）和

ＣＲＩＳＰＲ相关蛋白（ＣＲＩＳＰＲａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ，Ｃａｓ）组成的ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ系统是细菌、古生菌特有的自身免疫系统，当外

源基因入侵细菌时，ＣＲＩＳＰＲ可特异性的识别并利用Ｃａｓ蛋白对外源基因进行特异切割，从而达到自我防御的目的。

ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ系统因其高效、特异、高灵敏度、且成本低廉的优势，在基因编辑、农业、医学、食品、环境等领域具有广阔前

景。本文介绍了ＣＲＩＳＰＲ系统的原理、技术特点及类别等，对基于ＣＲＩＳＰＲ系统的多种核酸检测工具的优缺点进行了比

较，综述了ＣＲＩＳＰＲ在金属离子、蛋白质、小分子检测、临床诊断与治疗等方面的应用展望。
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【犓犲狔狑狅狉犱狊】　ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ；ｎｕｃｌｅｉｃａｃｉｄｄｅｔｅｃｔｉｏｎ；ｓｍａｌｌｍｏｌｅｃｕｌｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎ；ｒｅｖｉｅｗ

成簇的规律间隔短回文重复序列 （Ｃｌｕｓｔｅｒｅｄｒｅｇｕｌａｒｌｙ

ｉｎｔｅｒｓｐａｃｅｄｓｈｏｒｔｐａｌｉｎｄｒｏｍｉｃｒｅｐｅａｔｓ，ＣＲＩＳＰＲ）于１９８７年在大

肠埃 希 菌 中 首 次 被 发 现［１］，２０１２ 年 ＪｅｎｎｉｆｅｒＤｏｕｄｎａ 和

ＥｍｍａｎｕｅｌｌｅＣｈａｒｐｅｎｔｉｅｒ
［２］第一次将ＣＲＩＳＰＲ和ＣＲＩＳＰＲ相关

蛋白（ＣＲＩＳＰＲａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ，Ｃａｓ）组成的ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ系

统作为基因编辑工具，证明了在双链ＲＮＡ指导下Ｃａｓ蛋白可

以精确切割双链 ＤＮＡ。自此，ＣＲＩＳＰＲ技术迎来革命式的进

步。ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ介导的免疫防御包括适应、表达和干扰３个

阶段［３］。当外源基因入侵细菌时，免疫防御进入适应阶段，细

菌获取外源基因，并切割成一定长度的间隔区序列插入到自身

基因组中，当外源基因再次入侵，ＣＲＩＳＰＲ基因组转录出带有间

隔区序列的ＲＮＡ（ＣＲＩＳＰＲＲＮＡ，ｃｒＲＮＡ）与Ｃａｓ蛋白形成复

合体发挥切割作用，从而达到自我防御目的。通过设计ｃｒＲＮＡ

的序列，使ｃｒＲＮＡ／Ｃａｓ蛋白复合体特异识别外源片段，激活

Ｃａｓ蛋白的核酸剪切酶活性，对体系中的外源片段发挥切割作

用。ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ系统具有灵活、便捷、高效的特点，已被广泛

应用于肿瘤功能基因筛选、信号通路研究、药物靶点及耐药靶

点筛选等领域。作为一种高通量基因筛选技术，ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ

系统有望更高效、全面地筛选出靶标基因，为临床疾病的诊治

提供新思路、新方法。

１　犆犚犐犛犘犚／犆犪狊系统的分型

原核生物的ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ适应性免疫系统根据效应子模

块组织分为两个不同的类别。１类ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ系统利用多蛋

白效应复合物，２类ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ系统利用单一蛋白效应器。

基于不同的效应蛋白家族，１类系统分为３种类型和１２种亚

型［４］；２类系统可分为３种类型和９个亚型
［５］。ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ

系统有众多 Ｃａｓ蛋白分型，下文针对常见的 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９、

ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ１２、ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ１３进行了简要分析（表１）。

１．１　ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９　ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ系统中ｃｒＲＮＡ 与ｔｒａｃｒ

ＲＮＡ（反式激活的ｃｒＲＮＡ）形成嵌合 ＲＮＡ 分子，即ｓｇＲＮＡ

（ＳｉｎｇｌｅｇｕｉｄｅＲＮＡ）。ｓｇＲＮＡ通常有１００个核苷酸，通过碱基

配对，５端２０ｎｔ的ＤＮＡ与靶ＤＮＡ序列杂交，可以介导Ｃａｓ９

蛋白在特定序列处进行切割，导致靶ＤＮＡ双链断裂。Ｃａｓ９核

酸酶有两个内切酶功能域：ＲｕｖＣ和 ＨＮＨ
［６］。Ｃａｓ９在与靶基
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因结合时发生构象变化，最终导致靶ＤＮＡ内的双链断裂，这种

双链的断裂可以通过细胞的非同源末端连接和同源末端连接

进行修复，但在修复过程中，尤其是非同源末端连接可能会导

致无关序列的连接或碱基的缺失［７］。

表１　犆犚犐犛犘犚／犆犪狊系统的特点

犜犪犫犾犲１　犆犺犪狉犪犮狋犲狉犻狊狋犻犮狊狅犳狋犺犲犆犚犐犛犘犚／犆犪狊犛狔狊狋犲犿

Ｃａｓ蛋白类型

Ｃａｓｐｒｏｔｅｉｎｔｙｐｅ

顺式切割

Ｃｉｓｃｌｅａｖａｇｅ

反式切割

Ｔｒａｎｓｃｌｅａｖａｇｅ

ＰＡＭ位点

Ｐｒｏｔｏｓｐａｃｅｒ

ａｄｊａｃｅｎｔｍｏｔｉｆ

ｓｇＲＮＡ大小

（ｂｐ）

ｓｇＲＮＡｓｉｚｅ
（ｂｐ）

Ｃｌａｓｓ１

Ｉ（Ｃａｓ３） ＤＮＡ  ５ＡＡＧ３ 

ＩＩＩ（Ｃａｓ１０） ＲＮＡ ＲＮＡ，ｓｓＤＮＡ  

ＩＶ（Ｃｓｆ１）    

Ｃｌａｓｓ２

ＩＩ（Ｃａｓ９） ＤＮＡ 
５ＮＧＧ３、

５ＮＮＧ３等
２０２４

Ｖ（Ｃａｓ１２） ＤＮＡ ｓｓＤＮＡ
５ＴＴＴＮ３、

５ＴＴＮ３等
２４

Ⅵ （Ｃａｓ１３） ＲＮＡ ＲＮＡ ＰＦＳ ２８

　　注：Ｎ表示 Ａ、Ｔ、Ｃ、Ｇ碱基中任一种；Ｃａｓ３、Ｃａｓ１０、Ｃｓｆ１、Ｃａｓ９、Ｃａｓ１２、Ｃａｓ１３均为具有代表

性的６种亚型Ｃａｓ蛋白。

１．２　ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ１２　Ｃａｓ１２和Ｃａｓ９具有相似的结构形状，包

含一个单一的ＲｕｖＣ核酸酶结构域，该结构域可以特异性识别

并切割 ＰＡＭ（ｐｒｏｔｏｓｐａｃｅｒａｄｊａｃｅｎｔｍｏｔｉｆ）序列附近的双链

ＤＮＡ（ｄｏｕｂｌｅｓｔｒａｎｄｅｄＤＮＡ，ｄｓＤＮＡ），非特异性地切割任意单

链ＤＮＡ
［８］（ｓｉｎｇｌｅｓｔｒａｎｄｅｄＤＮＡ，ｓｓＤＮＡ）。与Ｃａｓ９形成切割

复合体需要ｔｒａｃｒＲＮＡ和ｃｒＲＮＡ两种ＲＮＡ不同的是，Ｃａｓ１２ａ

仅需ｃｒＲＮＡ即可发挥切割作用
［９］；Ｃａｓ１２ａ所识别的ＰＡＭ 序

列富含 Ｔ，通常是５ＴＴＴＮ３，位于间隔蛋白上游；另外，

Ｃａｓ１２ａ切割靶ＤＮＡ产生粘性末端，更加有利于目的基因的插

入［１０］，且脱靶效应更低［１１，１２］。

１．３　ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ１３　ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ１３ 由 Ｃａｓ１３ａ、Ｃａｓ１３ｂ、

Ｃａｓ１３ｃ和 Ｃａｓ１３ｄ四种亚型组成，与 Ｃａｓ１２、Ｃａｓ９不同的是，

ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ１３中的一个ＤＮＡ酶结构域被两个高等真核生物

和原核生物核苷酸结合域（ＨｉｇｈｅｒＥｕｋａｒｙｏｔｅｓａｎｄＰｒｏｋａｒｙｏｔｅｓ

Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｂｉｎｄｉｎｇｄｏｍａｉｎ，ＨＥＰＮ）所取代用于切割 ＲＮＡ。

Ｃａｓ１３ａ不仅可以特异识别并切割靶ＲＮＡ，还可以非特异切割

体系内任意的单链ＲＮＡ，这一特性被称为Ｃａｓ１３ａ的附带切割

活性（Ｃｏｌｌａｔｅｒａｌｃｌｅａｖａｇｅ）
［１３］。

１．４　其他ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ分型　随着研究的深入，越来越多的

Ｃａｓ蛋白被鉴定发现。几乎普遍存在的Ｃａｓ１和Ｃａｓ２作为适应

蛋白在各种ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ系统中发挥作用
［１４］。有研究结果表

明，Ｃａｓ３亦可作为基因编辑工具，精确度极高，在真核系统中有

巨大的基因编辑潜力和应用价值［１５］。ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ３可以有效

地清除人类基因组中目标位置的长片段ＤＮＡ，还可以有效地

筛选非编码遗传元件和长序列ＤＮＡ，是少有的高质量大规模

编辑工具［１６］。

２　基于犆犚犐犛犘犚／犆犪狊系统的核酸检测原理

目前，临床上应用最广泛的核酸检测方法包括实时荧光定

量ＰＣＲ（ｑＰＣＲ）、荧光原位杂交（ＦＩＳＨ）和新一代测序（ＮＧＳ），

但以上三种方法在操作，仪器，实验环境等方面存在局限性，无

法作为适用于所有场景的金标准检测方法。ＣＲＩＳＰＲ系统灵敏

度高、特异性强、灵活便携，在临床核酸检测领域具有巨大的潜

力。根据各种Ｃａｓ酶被开发使用的时间顺序，文章对多种经典

的ＣＲＩＳＰＲ核酸检测技术进行了汇总及讨论。

２．１　Ｃａｓ９介导的核酸检测技术　Ｃａｓ９是使用最广泛的效应

蛋白之一。除野生型Ｃａｓ９外，目前已开发出多种变体，如丧失

酶切活性的Ｃａｓ９（ｄｅａｄＣａｓ９，ｄＣａｓ９）、含切口酶型Ｃａｓ９（Ｃａｓ９

ｎｉｃｋａｓｅ，Ｃａｓ９ｎ）等应用于核酸检测，常见的方法有３类
［１７］：

（Ⅰ）单链向导ＲＮＡ引导的Ｃａｓ９切割ｄｓＤＮＡ，其中靶标ＤＮＡ

被特异性识别以启动Ｃａｓ９的切割活性，最终引起靶标ＤＮＡ双

链的断裂（图１ａ）；（Ⅱ）ｓｇＲＮＡ引导的ｄＣａｓ９靶向结合ＤＮＡ，

通过将酶或荧光或显色化合物转运到所需位置进行检测（图

１ｂ）；（Ⅲ）ｓｇＲＮＡ引导的Ｃａｓ９ｎ使靶标ＤＮＡ产生单链断裂，并

不会造成ＤＮＡ双链的断裂，随后加入与ＤＮＡ单链断裂处特

异性结合的引物对，即可实现ＤＮＡ单链的扩增，产生丰富的

ｄｓＤＮＡ扩增子，用于核酸检测（图１ｃ、１ｄ）。

图１　基于不同犆犚犐犛犘犚／犆犪狊系统切割核酸原理示意图

犉犻犵．１　犘狉犻狀犮犻狆犾犲狊犳狅狉犖狌犮犾犲犻犮犃犮犻犱犆狌狋狋犻狀犵犅犪狊犲犱狅狀犇犻犳犳犲狉犲狀狋

犆犚犐犛犘犚／犆犪狊犛狔狊狋犲犿狊

２．２　Ｃａｓ１２／Ｃａｓ１３介导的核酸检测技术　Ｃａｓ１２／Ｃａｓ１３核酸

检测主要依赖于ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ系统对靶序列的特异性识别能

力，而信号的产生则依赖于Ｃａｓ蛋白的附带切割活性。其中

Ｃａｓ１２ａ靶 向 ｓｓＤＮＡ，Ｃａｓ１３ａ 靶 向 ｓｓＲＮＡ。当 Ｃａｓ 蛋 白、

ｃｒＲＮＡ、靶序列特异性识别形成复合物后，即可激活 Ｃａｓ１２／

Ｃａｓ１３的附带切割活性。该活性可以切割检测体系中的短

ｓｓＲＮＡ或ｓｓＤＮＡ报告分子，产生检测信号（图１ｅ、１ｆ）。报告分

子有两端是荧光基团和淬灭剂，当荧光基团在附带切割活性作

用下与淬灭剂分离时发出荧光；及两端是荧光素和生物素，配

合侧向流动测试条即可显示结果。

３　基于犆犚犐犛犘犚／犆犪狊系统检测方法的临床应用

随着对ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ系统的深入研究，科研人员发现此系

统具有极高特异性与灵敏度，可作为新型传感器应用于核酸检

测，如感染性疾病诊断、药敏检测和癌症诊疗等方向；另有一些

研究表明，ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ系统也可用于金属离子、蛋白质和小分

子等非核酸的检测。下文对基于ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ系统检测方法

的临床应用进行了汇总与讨论（表２、表３）。

３．１　ＣＲＩＳＰＲ技术在感染性疾病诊断中的应用

３．１．１　Ｃａｓ９介导的病原体核酸检测方法　２０１６年，Ｐａｒｄｅｅ等

提出了一种基于Ｃａｓ９的具有单碱基分辨率的寨卡变异基因分

型方法，称为核酸序列扩增ＣＲＩＳＰＲ裂解检测方法
［１８］（ｎｕｃｌｅｉｃ

ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｂａｓｅｄ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ＣＲＩＳＰＲ ｃｌｅａｖａｇｅ，
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ＮＡＳＢＡＣＣ），可以用来检测血样中的寨卡病毒。该方法首先对

寨卡病毒ＲＮＡ序列通过 ＮＡＳＢＡ进行预扩增，期间得到足够

多的目标中间体ｄｓＤＮＡ。在ＰＡＭ 序列和相邻靶位点存在的

情况下，目标中间体ｄｓＤＮＡ可以被Ｃａｓ９／ｓｇＲＮＡ复合物切割，

导致ＮＡＳＢＡ反应被阻断，因而不能扩增出足够的ＲＮＡ用于

检测，但当扩增过程中得到的是非目标中间体时则不会被

Ｃａｓ９／ｓｇＲＮＡ复合物切割ｄｓＤＮＡ中间体保持完整，以便可以

继续后续的扩增和检测。ＮＡＳＢＡＣＣ可以在数小时内准确地

对非洲和美国寨卡变异体进行基因分型，这是Ｃａｓ９首次用于

核酸生物传感试验。

表２　基于犆犚犐犛犘犚的病原微生物核酸检测系统

犜犪犫犾犲２　犆犚犐犛犘犚犫犪狊犲犱狀狌犮犾犲犻犮犪犮犻犱犱犲狋犲犮狋犻狅狀狊狔狊狋犲犿犳狅狉狆犪狋犺狅犵犲狀犻犮犿犻犮狉狅狅狉犵犪狀犻狊犿狊

分类

Ｔｙｐｅ

核酸检测系统

Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｓｙｓｔｅｍ

靶标

Ｔａｒｇｅｔ

扩增方法

Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ

ｍｅｔｈｏｄ

检测方法

Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ

ｍｅｔｈｏｄ

检测时间

Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ

ｔｉｍｅ

敏感度

Ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ

特异性

Ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ

参考文献

Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓ

基于Ｃａｓ９的

检测系统

ＮＡＳＢＡＣＣ 寨卡病毒 ＮＡＳＢＡ 颜色变化 ２－６ｈ ｆＭ 高 ［１８］

ＣＡＳＥＸＰＡＲ 李斯特菌 ＥＸＰＡＲ 荧光信号 １ｈ ａＭ 高 ［１９］

ＣＡＳＬＦＡ 李斯特菌等 ＲＰＡ／ＰＣＲ 条带显色 ３－４ｈ １５０－２００ｃｏｐｉｅｓ 高 ［２０］

ＣＡＤＤ 人类乳头瘤病毒 无 荧光信号 ０．５ｈ ｆＭ 高 ［２１］

基于Ｃａｓ１２的

检测系统

ＤＥＴＥＣＴＲ 人类乳头瘤病毒 ＲＰＡ 荧光信号 １ｈ ａＭ 高 ［２２］

ＳＴＯＰ 新型冠状病毒 ＬＡＭＰ 荧光信号 １ｈ １００ｃｏｐｉｅｓ 高 ［２４］

ＨＯＬＭＥＳ 伪狂犬病毒等 ＰＣＲ 荧光信号 １ｈ ａＭ 高 ［２５］

ＨＯＬＭＥＳｖ２ 乙脑病毒 ＬＡＭＰ 荧光信号 １ｈ ａＭ 高 ［２６］

基于Ｃａｓ１３的

检测系统

ＳＨＥＲＬＯＣＫ 寨卡病毒等 ＲＰＡ 荧光信号 ２－５ｈ ２×１０
－８
Ｍ 高 ［２７］

ＳＨＥＲＬＯＣＫｖ２ 寨卡病毒、戈登热病毒等 ＲＰＡ
荧光信号

条带显色
０．５－４ｈ ８×１０

－２１
Ｍ 高 ［３０］

ＣＡＲＶＥＲ 甲型流感病毒等 ＲＰＡ 条带显色 ２ｈ － 高 ［３１］

手机检测法 新型冠状病毒 无 荧光信号 ０．５ｈ １０
－４
Ｍ 高 ［３２］

串联核酸酶法 新型冠状病毒 无 荧光信号 ０．５ｈ ３．１×１０
－５
Ｍ 高 ［３３］

表３　基于犆犚犐犛犘犚的非病原微生物检测系统

犜犪犫犾犲３　犆犚犐犛犘犚犫犪狊犲犱犱犲狋犲犮狋犻狅狀狊狔狊狋犲犿犳狅狉狀狅狀狆犪狋犺狅犵犲狀犻犮犿犻犮狉狅狅狉犵犪狀犻狊犿狊

核酸检测系统

Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｓｙｓｔｅｍ

Ｃａｓ酶

Ｃａｓｔｙｐｅ

辅助成分

Ａｕｘｉｌｉａｒｙｃｏｍｐｏｎｅｎｔ

检测物质

Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｃｏｍｐｏｎｅｎｔ

检测方法

Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄ

检测时间

Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｔｉｍｅ

敏感度

Ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ

特异性

Ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ

参考文献

Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓ

ＣａＴＳＭｅｌｏｒ Ｃａｓ１２ａ ａＴＦｓ 小分子 荧光信号 ５－２５ｍｉｎ ｆＭ 高 ［４２］

－ Ｃａｓ１２ａ ＤＮＡｚｙｍｅｓ 金属离子 荧光信号 － － 高 ［４４，４５］

ＣＡＲＰＩＤ ｄＣａｓＲｘ ｌｎｃＲＮＡｓ 蛋白质 荧光显色 － － 高 ［４６］

ＰＩＣＡＳＳＯ ｄＣａｓ９ 抗体 蛋白质 荧光显色 － － 高 ［４７］

　　在随后的研究中，ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９与等温扩增技术相结合，

开发 出 了 多 种 高 灵 敏 度 和 特 异 性 的 核 酸 检 测 器，如：

ＣＡＳＥＸＰＡＲ单链核酸生物传感器
［１９］，是将ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９与指

数扩增反应（ＥＸＰＡＲ）相结合。Ｃａｓ９在含ＰＡＭ 位点的独立寡

核苷酸的帮助下将ｓｓＤＮＡ切割成短片段，短片段可作为引物

启动ＥＸＰＡＲ过程，得到丰富的扩增产物。该方法已被应用于

快速高效地检测出李斯特菌ＤＮＡ。与上述生物传感器相比，

ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９介导的侧流核酸试验（ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９ｍｅｄｉａｔｅｄ

ｌａｔｅｒａｌｆｌｏｗｎｕｃｌｅｉｃａｃｉｄａｓｓａｙ，ＣＡＳＬＦＡ）
［２０］，无需依赖复杂的

设备，通过将Ｃａｓ９的切割作用整合到试纸条中实现了检测的

可视化。利用ＲＰＡ（ＲｅｃｏｍｂｉｎａｓｅＰｏｌｙｍｅｒａｓｅＡｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ）或

ＰＣＲ扩增方法，ＣＡＳＬＦＡ检测微生物基因组ＤＮＡ的灵敏度达

到１５０２００拷贝／反应，可以区分单核细胞增生李斯特菌，交叉

反应少。以上检测方法避免了试剂转移过程中的污染，但还是

需要加热、扩增等步骤，在此基础上，东南大学研究团队开发了

ＣＡＤＤ（ＣＲＩＳＰＲＣａｓ９ａｓｓｉｓｔｅｄＤＮＡｄｅｔｅｃｔｉｏｎ）
［２１］检测平台，

ＣＡＤＤ中提到了ＢｅａｄｓＨＣＲ（磁珠荧光杂交链式反应）方法。

检测时，ｄＣａｓ９ｓｇＲＮＡ（包含ｓｇＲＮＡａ和ｓｇＲＮＡｂ）首先与靶

ＤＮＡ结合形成ｄＣａｓ９ｓｇＲＮＡＤＮＡ复合物，ｓｇＲＮＡａ序列与偶

联在磁珠上的寡核苷酸结合，将ｄＣａｓ９ｓｇＲＮＡＤＮＡ复合物捕

获到磁珠表面；ｓｇＲＮＡｂ序列与由荧光素标记的信号报告分子

ＤＮＡ特异性结合，形成由荧光素标记的ｄＣａｓ９ｓｇＲＮＡＤＮＡ

信号报告分子复合物，故通过 ＨＣＲ可以在磁珠表面产生荧光

信号用于检测靶ＤＮＡ。

３．１．２　Ｃａｓ１２介导的病原体核酸检测方法　２０１９年，Ｊｅｎｎｉｆｅｒ

Ｄｏｕｄｎ等开发了 Ｃａｓ１２ａ内切酶靶向检测平台 ＤＥＴＥＣＴＲ

（ＣＲＩＳＰＲＴｒａｎｓＲｅｐｏｒｔｅｒ）
［２２］。该平台利用等温扩增和Ｃａｓ１２ａ

附带切割活性进行检测，能够专一地对两株人乳头瘤病毒株进

行高精度鉴别。张文宏团队开发的ＣＲＩＳＰＲＭＴＢ检测平台实

现了结 核 病 的 快 速 诊 断［２３］，通 过 对 １７９ 名 患 者 的 筛 查，

ＣＲＩＳＰＲＭＴＢ展现出了相比培养法和 Ｘｐｅｒｔ更高的灵敏度

（７９％ｖｓ３３％、６６％），并且对样本要求更低，周期更短，表现出

极大的优越性。但以上核酸检测过程中需要反复开盖提取，张

锋在２０２０年，推出“一根管”技术用于ＣＯＶＩＤ１９病毒的检测，

检测过程中的ＣＯＶＩＤ１９病毒以及所有反应被整合在一个试

管中完成，团队将此技术命名为ＳＴＯＰ（ＳＨＥＲＬＯＣＫＴｅｓｔｉｎｇｉｎ

ＯｎｅＰｏｔ）
［２４］。他们选择了环介导等温扩增技术（ｌｏｏｐｍｅｄｉａｔｅｄ

ｉｓｏｔｈｅｒｍａｌａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ＬＡＭＰ）联合 ＡａｐＣａｓ１２ｂ进行反应，

ＡａｐＣａｓ１２ｂ可以在ＬＡＭＰ反应所需的６０℃下保持活性；同时

简化了提取ＲＮＡ的步骤，只需要在含有ＣＯＶＩＤ１９病毒的咽

拭子或唾液样本中加入裂解病毒的试剂，就可以将释放出来的

病毒ＲＮＡ用于检测，避免了核酸检测过程中反复开盖造成的
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假阳性影响。王金团队推出的一小时低成本多用途高效系统

（ａｎｏｎｅｈｏｕｒＬｏｗｃｏｓｔＭｕｌｔｉｐｕｒｐｏｓｅｈｉｇｈｌｙＥｆｆｉｃｉｅｎｔＳｙｓｔｅｍ，

ＨＯＬＭＥＳ）
［２５］与ＤＥＴＥＣＴＲ的原理相似，具有快速、经济、多

重、高效的特点，与ＤＥＴＥＣＴＲ不同的是，它既可以检测ＤＮＡ

病毒，如伪狂犬病病毒；还可以检测ＲＮＡ病毒，如乙型脑炎病

毒。随后此团队又推出了 ＨＯＬＭＥＳｖ２系统
［２６］，针对部分序列

没有ＰＡＭ位点的情况，通过在ＬＡＭＰ引物中引入ＰＡＭ 位点

方法来扩增靶ＤＮＡ，将ＰＡＭ 位点引入引物后，其扩增后产生

的ｄｓＤＮＡ产物则都带有ＰＡＭ 位点，即可以被Ｃａｓ１２ｂ识别和

切割，进而激活Ｃａｓ１２ｂ的附带切割活性。

３．１．３　Ｃａｓ１３介导的病原体核酸检测方法　２０１７年张锋等开

发 了 一 种 名 为 ＳＨＥＲＬＯＣＫ （Ｓｐｅｃｉｆｉｃ Ｈｉｇｈｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ

ＥｎｚｙｍａｔｉｃＲｅｐｏｒｔｅｒｕｎｌｏｃｋｅｄ）的检测平台，该平台结合了等温

扩增技术和Ｃａｓ１３ａ的附带切割作用，用于检测单个 ＲＮＡ分

子［２７］；ＳＨＥＲＬＯＣＫ具有较高的特异性，可以较好的区分亲缘

关系相近的寨卡病毒和登革热病毒。基于 Ｃａｓ１３蛋白的

ＳＨＥＲＬＯＣＫ系统不仅被用于检测病毒，多个团队将其用于疟

疾的检测［２８２９］，实现了超敏锐地检测和区分恶性疟原虫、间日

疟原虫、卵形疟原虫和其他疟原虫。随后，张锋推出了将

ＳＨＥＲＬＯＣＫｖ２
［３０］检测平台和Ｃａｓ１３的抗病毒活性与其诊断能

力结合起来的 ＣＡＲＶＥＲ 系统（Ｃａｓ１３ａｓｓｉｓｔｅｄｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｏｆ

ｖｉｒａｌｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｒｅａｄｏｕｔ）
［３１］，用以检测和破坏人类细胞中

的ＲＮＡ病毒。ＣＡＲＶＥＲ系统可用于甲型流感病毒等的检测，

检测结果可以直观地展示在试纸条上，整个过程只需要不到２

ｈ。２０２１年Ｆｏｚｏｕｎｉ等
［３２］开发了一款连接智能手机的ＣＯＶＩＤ

１９病毒检测技术，从取样到手机报告结果，仅需１５～３０ｍｉｎ，进

一步缩短了检测时间。此前ＣＲＩＳＰＲ诊断要求病毒ＲＮＡ在被

检测之前逆转录为ＤＮＡ并进行扩增，而这项研究跳过了逆转

录和扩增步骤，使用ＣＲＩＳＰＲ直接定量检测病毒ＲＮＡ，降低了

实验污染概率。Ｃｓｍ６是一种Ｃａｓ酶，可以感知小环状ＲＮＡ的

存在，并切割细胞中的各种ＲＮＡ分子，被认为是反应中的“放

大镜”。利用这一特性，Ｌｉｕ等
［３３］进一步将Ｃａｓ１３、Ｃｓｍ６及其激

活剂结合使用，创造串联核酸酶方法用以检测 ＣＯＶＩＤ１９病

毒，避免了ＲＮＡ的原始扩增，以及扩增后带来的样本交叉污染

的可能性。

３．２　ＣＲＩＳＰＲ技术在耐药分析及治疗中的应用　由于环境的

多变以及抗生素的滥用使得临床疾病诊疗出现越来越多天然

性耐药和获得性耐药的情况，故病原体耐药性的分析诊断和如

何解决多重耐药一直都是临床诊断的难题。随着ＣＲＩＳＰＲ技

术的发展，更多成熟的检测系统被开发应用于耐药性的分析及

治疗中，不仅可以运用ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９技术构建携带靶基因突

变的稳定细胞系，为乳腺癌药物敏感性及耐药靶点的筛选提供

良好的平台［３４］，还可以利用Ｃａｓ蛋白的特异性切割作用筛选突

变病原体。拉米夫定是第一个被批准用于治疗慢性乙型肝炎

的药物，乙肝病毒的 ＹＭＤＤ变异是引起拉米夫啶耐药的主要

机制。通过设计与 ＹＭＤＤ突变体特异性结合的ｃｒＲＮＡ，可以

用来检 测 耐 药 性 乙 型 肝 炎 病 毒［３５］，同 时 联 合 ＰＣＲ 开 发

ＣＲＩＳＰＲＰＣＲ检测平台，能够实现相比传统检测方法灵敏度更

高、特异性更强的检测。利用同种原理，ＣＲＩＳＰＲ技术还被应用

于检测耐药性甲型流感病毒（ｐＨ１Ｎ１／Ｈ２７５Ｙ）
［３６］、与抗疟药物

抗性有关的Ａ５８１Ｇ突变型恶性疟原虫
［２８］、耐甲氧西林的金黄

色葡萄球菌［３７］等。为了恢复细菌对抗生素的敏感性，Ｋｉｍ

等［３８］研发出一种抗生素耐药再增敏（ＲｅＳＡＦＲ）技术，该技术通

过ｓｇＲＮＡ引导Ｃａｓ９特异性切割与靶基因存在于同一质粒上

的耐药性基因，从而使抗生素耐药细胞重新敏感，ＲｅＳＡＦＲ的

发展有望成为临床耐药治疗的重大突破。

３．３　ＣＲＩＳＰＲ技术在癌症诊疗中的应用　近年来，ＭｉｃｒｏＲＮＡ

（ｍｉＲＮＡ）已被报道与肿瘤的发生、诊断及预后相关，Ｑｉｕ等
［３９］

基于ｄＣａｓ９建立的ＲＣＨ（ＲＣＡＣＲＩＳＰＲｓｐｌｉｔＨＲＰ，ＲＣＨ）检测

系统首次实现了ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９技术对 ｍｉＲＮＡ的检测，此系统

具有ｆＭ水平的灵敏度、单碱基的特异性，并且已被证实可用于

非小细胞癌的诊断。利用ＤＥＴＣＴＲ、ＣＡＤＤ等系统用于宫颈癌

的诊断也在飞速发展中，其中以 ＨＰＶ１６、ＨＰＶ１８亚型的诊断最

为常见，ＤＥＴＥＣＴＲ检测 ＨＰＶ１６感染的准确率高达１００％，检

测 ＨＰＶ１８感染的准确率达９２％，其灵敏度可达到ａＭ 水平。

基于ＰＣＲ扩增和ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ１２ａ的ＤＮＡ检测原理，Ｌｉ等
［４０］

通过肿瘤源性细胞外囊泡（ＴＥＶｓ）上蛋白靶标特异性结合的适

配体与 Ｃａｓ１２ａ结合来检测血清中超低浓度的 ＣＤ１０９
＋ 和

ＥＧＦＲ＋ＴＥＶｓ，用于鼻咽癌的诊断和预后。同时此方法采用适

配体作为靶蛋白的鉴定分子，将蛋白信号转化为核酸信号，可

用于各种靶蛋白的检测。

３．４　ＣＲＩＳＰＲ技术在非核酸分子检测中的应用　ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ

系统可 与 功 能 性 核 酸 （ＦＮＡｓ）和 分 子 传 感 器 （ｍｏｌｅｃｕｌａｒ

ｔｒａｎｓｌａｔｏｒｓ）结合使用，将非核酸的检测转化为检测靶标核酸，

该技术已被用于金属离子、蛋白质和小分子［４１４３］等的检测。

变构转录因子（ａＴＦｓ）能够与小分子和特定的ｄｓＤＮＡ结

合，是一种极具开发价值的小分子检测生物识别元件。ａＴＦｓ与

小分子结合后会影响对ＤＮＡ结合的敏感性，梁敏东等将ａＴＦｓ

与ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ１２ａ的ＤＮＡ切割能力结合，开发了一种简单、

灵敏、快速和高通量的小分子检测平台，命名为 ＣａＴＳＭｅｌｏｒ

（ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ１２ａ ａｎｄ ａＴＦｍｅｄｉａｔｅｄ ｓｍａｌｌ ｍｏｌｅｃｕｌｅ

ｄｅｔｅｃｔｏｒ）
［４２］。ＣａＴＳＭｅｌｏｒ已成功检测各种小分子，包括尿酸

和对羟基苯甲酸及其结构相似的类似物。研究还证明，ＣａＴ

ＳＭｅｌｏｒ直接测量了临床人类血液样本中的尿酸浓度，表明

ＣａＴＳＭｅｌｏｒ在检测小分子方面有很大潜力。

金属依赖性ＤＮＡ酶仅在金属离子辅助因子存在的情况下

才能切割其底物。因而ＤＮＡ酶底物可被设计为与ｃｒＲＮＡ互

补的单链ＤＮＡ，从而激活ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ１２ａ的活性，进行金属离

子的检测。例如，Ｎａ
＋依赖性ＤＮＡ酶与ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ１２ａ配对

用于检测 Ｎａ
＋［４４］。多种金属依赖性 ＤＮＡ 酶（例如 Ｍｇ

２＋、

Ｍｎ
２＋、Ｐｂ

２＋、Ｚｎ
２＋、Ｃｕ

２＋ 等）提供了开发ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ１２ａ配对

的机会，用于选择性地检测多种金属离子［４５］。

香港大学结合ＣＲＩＳＰＲＣａｓＲｘ与邻近生物素标记技术开

发了 一 种 ＣＲＩＳＰＲ 辅 助 ＲＮＡ蛋 白 相 互 作 用 检 测 方 法

（ＣＡＲＰＩＤ）
［４６］。ＣＲＩＳＰＲＣａｓＲｘ是一种可以靶向ＲＮＡ的可编

程系统，利用其靶向功能接近与蛋白质结合的长链非编码

ＲＮＡｓ（ＩｎｃＲＮＡｓ），可将 ＣＡＲＰＩＤ 系统中的部分组件靠近

ＩｎｃＲＮＡｓ；邻近生物素标记技术可用来确定蛋白质定位，利用生

物素连接酶（ＢＡＳＵ）将生物素添加到与目标ＲＮＡ结合的蛋白

质上进行标记，加入一种生物素结合蛋白可识别被ＢＡＳＵ标记

的蛋白，从而可以检测任意长度或浓度的ＲＮＡ结合蛋白。肽
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检测平台ＰＩＣＡＳＳＯ可以作为一种工具来识别患者血液样本中

的抗体［４７］。通过将重组肽融合到ｄＣａｓ９蛋白中，构建一个以

ｓｇＲＮＡ序列为标识的肽序列库。基于此方法，目前研究人员正

使用ＰＩＣＡＳＳＯ平台检测各种病原体的结合抗原抗体，包括正

在康复的ＣＯＶＩＤ１９患者血液中的ＳＡＲＳＣｏＶ２相关抗体。

４　优势与挑战

对比传统的检测方法，基于ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ系统的病原体检

测方法具有以下优点：（１）成本低。不需要昂贵的精密仪器，极

大降低了检测成本。（２）灵敏度高。通过与恒温扩增技术相结

合，提高灵敏度。（３）可视化。结合侧向流层析，可将检测结果

直观的展示于试纸条上。（４）操作简便，耗时短。简化了实验

步骤，提高了检测效率，缩短了检测所需时间。（５）多重检

测［３０］。利用具有不同切割靶向的Ｃａｓ酶可实现对多种靶标分

子的同时检测，展现出ＣＲＩＳＰＲ系统在多重检测中的巨大潜

力。

虽然基于ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ技术所建立的各种检测方法在病

原体核酸检测、临床疾病诊断等方面取得了巨大的突破，但仍

然存在许多挑战和局限性。

（１）脱靶效应。即由于ｓｇＲＮＡ与非靶点序列结合而发生

意外的剪切［４８］。当ＣＲＩＳＰＲ技术用于核酸检测时，脱靶效应的

存在可造成检验结果的假阳性或假阴性，影响临床诊断的准确

性。ＰＡＭ 序列与ｓｇＲＮＡ序列
［４９，５０］的错配问题是目前引起脱

靶效应的关键，Ｆｕ等通过细胞实验证实脱靶效应可高达

６６％
［５１］。因此，如何检测和减少脱靶效应已成为ＣＲＩＳＰＲ技术

亟 待 解 决 的 问 题。 如 ＧＵＩＤＥｓｅｑ
［５２］、Ｄｉｇｅｎｏｍｅｓｅｑ

［５３］、

ＣＩＲＣＬＥｓｅｑ
［５４］、ＤＩＳＣＯＶＥＲＳｅｑ

［５５］等技术已被广泛应用于检

测脱靶效应。杜克大学科学家通过在ｓｇＲＮＡ上添加一段序

列［５６］，这段序列向后折叠，与其自身结合，形成一个“发夹”结

构。由于ｓｇＲＮＡ更倾向于与ＤＮＡ结合，因此靶ＤＮＡ序列可

以打开“发卡”结构，反之无法特异性识别及发挥作用。此技术

将ＣＲＩＳＰＲ系统的准确性平均提高５０倍，改善其自身的脱靶效

应。通过优化／改进ｓｇＲＮＡ、ｄＣａｓ９和采用Ｃａｓ９类似物，已成

功减少非特异性结合的发生，但脱靶率的降低有时也会导致靶

向切割效率的降低。

（２）各种扩增反应所导致的假阳性风险。目前多种基于

ＣＲＩＳＰＲ技术的病原体检测平台，都需要一个初始扩增过程，如

利用ＬＡＭＰ、ＲＰＡ等扩增病原体靶标序列，从而提高整个检测

系统的灵敏度。然而，扩增步骤的引入不仅增加了检测的复杂

性，而且ＣＲＩＳＰＲ原有的超灵敏和严格的ＰＡＭ 识别特性没有

被完全利用，降低了ＣＲＩＳＰＲ体系的优势，同时在扩增过程中，

极易引起气溶胶污染，造成病原体检测假阳性结果。免扩增

ＣＲＩＳＰＲ检测技术可以避免此类假阳性的出现。目前，该技术

分为以下三种策略［５７］：（Ⅰ）减少反应体积以增加靶标浓度。将

靶标核酸和ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ１２ａ反应试剂富集在微液滴反应器中，

以此增加靶标核酸的局部浓度，同时开发双ｃｒＲＮＡ靶向液滴

检测技术可实现单分子ＤＮＡ定量，与已报道的Ｃａｓ１２ａ检测方

法相比，灵敏度提高了５０倍以上
［５８］，实现免扩增检测。（Ⅱ）电

化学生物传感器。如ＥＣＲＩＳＰＲ系统
［５９］采用了灵敏更高的电

化学生物传感器，在无需对靶标进行预扩增的条件下可以在

ｐＭ水平上成功检测 ＨＰＶ１６和 ＨＰＶＢ１９；利用ｄＣａｓ９和石墨

烯场效应晶体管结合构建获得的ＣＲＩＳＰＲＣｈｉｐ平台
［６０］，可以

实现在１５ｍｉｎ内检测到１．７ｆＭ 水平的靶标，实现了在杜氏肌

营养不良症患者未扩增的ＤＮＡ样本中检测到肌营养不良蛋白

基因的缺失；将ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ１３ａ、电化学和微流控技术结合起

来的核酸检测体系［６１］，可以在９ｍｉｎ内实现潜在肿瘤标志物

ｍｉＲ１９ｂ和 ｍｉＲ２０ａ的定量。（Ⅲ）Ｃａｓ蛋白介导的级联放大。

级联放大的策略在常规核酸检测中较为常见，如上文提到的串

联Ｃａｓ１３、Ｃｓｍ６及其激活剂用于检测ＣＯＶＩＤ１９病毒；聂舟团

队发明的 ＣＯＮＡＮ 系统
［６２］则是通过巧妙设计一种特殊的

ＤＮＡ／ｃｒＲＮＡ杂合体，实现了Ｃａｓ１２ａ的自激活放大反应。在反

应体系中加入ｃｒＲＮＡ 激活 Ｃａｓ１２ａ的附带切割活性，ＤＮＡ／

ｃｒＲＮＡ杂合体被切割，形成游离的ｃｒＲＮＡ；游离的ｃｒＲＮＡ进一

步通过特异性的识别激活Ｃａｓ１２ａ的附带切割作用，继续解离更

多的ｃｒＲＮＡ，从而达到正反馈循环、快速放大信号的目的。

（３）过度依赖 ＰＡＭ 位点所导致检测序列的限制性。

ｃｒＲＮＡ对靶标的识别高度依赖ＰＡＭ 序列，虽然增加了检测体

系的特异性，但同时也降低了ｃｒＲＮＡ靶标序列选择和设计的

灵活性。王金团队开发的 ＨＯＬＭＥＳｖ２系统，通过在ＬＡＭＰ引

物中引入ＰＡＭ位点的方法，实现了扩增后的ｄｓＤＮＡ产物均含

ＰＡＭ位点，用于ｃｒＲＮＡ的识别，从而激活Ｃａｓ１２ｂ的附带切割

活性，有效解决了ＰＡＭ位点所导致的局限性。

综上，ＣＲＩＳＰＲ具有高效、便捷、适用范围广特点，随着新开

发的检测平台和更多新型Ｃａｓ直系同源物的出现，ＣＲＩＳＰＲ系

统在为临床疾病的诊治提供理论基础。
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［５６］　ＫｏｃａｋＤＤ，ＪｏｓｅｐｈｓＥＡ，ＢｈａｎｄａｒｋａｒＶ，ｅｔａｌ．Ｉｎｃｒｅａｓｉｎｇｔｈｅ

ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙｏｆＣＲＩＳＰＲｓｙｓｔｅｍｓｗｉｔｈｅｎｇｉｎｅｅｒｅｄＲＮＡｓｅｃｏｎｄａｒｙ

ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ［Ｊ］．ＮａｔＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌ，２０１９，３７（６）：６５７６６６

［５７］　ＺｈａｎｇＪ，ＬｖＨ，ＬｉＬ，ｅｔａｌ．ＲｅｃｅｎｔｉｍｐｒｏｖｅｍｅｎｔｓｉｎＣＲＩＳＰＲ

ｂａｓｅｄ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｆｒｅｅ ｐａｔｈｏｇｅｎ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ［Ｊ］． Ｆｒｏｎｔ

Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ，２０２１，１２：７５１４０８

［５８］　ＹｕｅＨ，ＳｈｕＢ，ＴｉａｎＴ，ｅｔａｌ．ＤｒｏｐｌｅｔＣａｓ１２ａａｓｓａｙｅｎａｂｌｅｓＤＮＡ

ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｆｒｏｍｕｎａｍｐｌｉｆｉｅｄｓａｍｐｌｅｓａｔｔｈｅｓｉｎｇｌｅｍｏｌｅｃｕｌｅ

ｌｅｖｅｌ［Ｊ］．Ｎａｎｏｌｅｔｔｅｒｓ，２０２１；２１（１１）：４６４３４６５３

［５９］　ＤａｉＹ，ＳｏｍｏｚａＲＡ，ＷａｎｇＬ，ｅｔａｌ．Ｅｘｐｌｏｒｉｎｇｔｈｅｔｒａｎｓｃｌｅａｖａｇｅ

ａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＣｒｉｓｐｒＣａｓ１２ａ （ｃｐｆ１）ｆｏｒｔｈｅｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆａ

ｕｎｉｖｅｒｓａｌｅｌｅｃｔｒｏｃｈｅｍｉｃａｌｂｉｏｓｅｎｓｏｒ［Ｊ］．ＡｎｇｅｗＣｈｅｍＩｎｔＥｄ

Ｅｎｇｌ，２０１９，５８（４８）：１７３９９１７４０５

［６０］　ＨａｊｉａｎＲ，ＢａｌｄｅｒｓｔｏｎＳ，ＴｒａｎＴ，ｅｔａｌ．Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｕｎａｍｐｌｉｆｉｅｄ

ｔａｒｇｅｔｇｅｎｅｓｖｉａＣＲＩＳＰＲＣａｓ９ｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄｏｎａｇｒａｐｈｅｎｅｆｉｅｌｄ

ｅｆｆｅｃｔｔｒａｎｓｉｓｔｏｒ［Ｊ］．ＮａｔＢｉｏｍｅｄＥｎｇ，２０１９，３（６）：４２７４３７

［６１］　ＢｒｕｃｈＲ，ＢａａｓｋｅＪ，ＣｈａｔｅｌｌｅＣ，ｅｔａｌ．ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ１３ａｐｏｗｅｒｅｄ

ｅｌｅｃｔｒｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｍｉｃｒｏｆｌｕｉｄｉｃ ｂｉｏｓｅｎｓｏｒ ｆｏｒ ｎｕｃｌｅｉｃ ａｃｉｄ

ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｆｒｅｅｍｉＲＮＡｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｓ［Ｊ］．ＡｄｖＭａｔｅｒ．２０１９；３１

（５１）：ｅ１９０５３１１．

［６２］　ＳｈａＹ，ＨｕａｎｇＲ，ＨｕａｎｇＭ，ｅｔａｌ．ＣａｓｃａｄｅＣＲＩＳＰＲ／ｃａｓｅｎａｂｌｅｓ

ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｆｒｅｅｍｉｃｒｏＲＮＡｓｅｎｓｉｎｇｗｉｔｈｆＭｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙａｎｄ

ｓｉｎｇｌｅｂａｓｅｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ［Ｊ］．Ｃｈｅｍ Ｃｏｍｍｕｎ （Ｃａｍｂ），２０２１，５７
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［９］　张淳嘉．４１例恶性血腥病患者合并侵袭性真菌感染的临床分析

［Ｄ］．暨南大学，２０１２．

［１０］　ＳｕｎＹ，Ｈｕａｎｇ Ｈ，ＣｈｅｎＪ，ｅｔａｌ．Ｉｎｖａｓｉｖｅｆｕｎｇａｌｉｎｆｅｃｔｉｏｎｉｎ

ｐａｔｉｅｎｔｓｒｅｃｅｉｖｉｎｇｃｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｙｆｏｒｈｅｍａｔｏｌｏｇｉｃａｌｍａｌｉｇｎａｎｃｙ：Ａ

ｍｕｌｔｉｃｅｎｔｅｒ，ｐｒｏｓｐｅｃｔｉｖｅ，ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎａｌｓｔｕｄｙｉｎ Ｃｈｉｎａ［Ｊ］．

ＴｕｍｏｒＢｉｏｌｏｇｙ，２０１５，３６（２）：７５７７６７．

［１１］　陈丽丽，张俊玲，杨娜．等．多发性骨髓瘤合并侵袭性真菌感染的

临床特征及危险因素研究［Ｊ］．航空航天医学杂志，２０２０，３１

（１２）：１４３２１４３３．

［１２］　ＳｕａｎＮ，Ｏ’Ｂｒｉｅｎ，ＮｉｃｏｌｅＭ，ｅｔａｌ．Ｉｎｆｅｃｔｉｏｎｓｉｎｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈ

ｈｅｍａｔｏｌｏｇｉｃａｌｃａｎｃｅｒ：ｒｅｃｅｎｔｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｓ［Ｊ］．Ｈｅｍａｔｏｌｏｇｙ，

２００３，２４（６）：４３８４７２．

［１３］　赵小强，汤平，杨海平．伏立康唑治疗多发性骨髓瘤并发侵袭性

真菌感染效果与ＣＹＰ２Ｃ１９基因多态性的关系［Ｊ］．中华医院感

染学杂志，２０２１，３１（１３）：１９６８１９７２．

［１４］　ＮｏｇｉｎｓｋｉｙＩ，ＳａｍｒａＡ，ＮｉｅｌｓｅｎＫ，ｅｔａｌ．Ａｃａｓｅｏｆｍｕｌｔｉｐｌｅ

ｍｙｅｌｏｍａｐｒｅｓｅｎｔｉｎｇａｓ犛狋狉犲狆狋狅犮狅犮犮狌狊狆狀犲狌犿狅狀犻犪犲 ｍｅｎｉｎｇｉｔｉｓ

ｗｉｔｈｃａｎｄｉｄａａｕｒｉｓｆｕｎｇｅｍｉａ［Ｊ］．ＣａｓｅＲｅｐＯｎｃｏｌ，２０１８，１１（３）：

７０５７１０．

［１５］　ＪｏｄｉＬ，Ｗｉｌｌｉａｍ ＷＨ．Ｉｔｒａｃｏｎａｚｏｌｅ：ａｎｕｐｄａｔｅｏｎｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ

ａｎｄｃｌｉｎｉｃａｌｕｓｅｆｏｒｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｆｉｎｖａｓｉｖｅａｎｄａｌｌｅｒｇｉｃｆｕｎｇａｌ
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