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摘要：严重急性呼吸综合征冠状病毒 ２（ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２）导致的新冠肺炎（ＣＯＶＩＤ⁃１９）迅速蔓延全球，给全球公共卫生

系统带来了挑战。 由于逆转录⁃定量聚合酶链反应（ＲＴ⁃ｑＰＣＲ）和抗原测试的普遍适用性和灵敏度较差，并且具有

不同突变的 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ 变体持续的出现，给疫情防控带来了更大的挑战，因此，高灵敏度、无需设备并且能够区分

ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ 变体的诊断方法亟须发展。 基于成簇的规则间隔短回文重复序列（ＣＲＩＳＰＲ）的诊断对设备要求低，具
有可编程性、灵敏性和易用性，已经发展出多种核酸检测工具用于传染病的诊断，其在临床上具有巨大的应用潜

力。 文章聚焦于近期发表的基于 ＣＲＩＳＰＲ 实现 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ 检测和变体区分的最新技术，总结其特点并对其发展

进行了展望。
关键词：严重急性呼吸综合征冠状病毒 ２ （ ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２）；等温核酸扩增；成簇的规则间隔短回文重复序列

（ＣＲＩＳＰＲ）；ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ 变体
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ＣＲＩＳＰＲ ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ ｄｅｖｅｌｏｐｅｄ ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｏｆ ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２
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Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｓｅｖｅｒｅ ａｃｕｔｅ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｃｏｒｏｎａｖｉｒｕｓ ２ （ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２）； ｉｓｏｔｈｅｒｍａｌ ｎｕｃｌｅ⁃
ｉｃ ａｃｉｄ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ； ｃｌｕｓｔｅｒｅｄ ｒｅｇｕｌａｒｌｙ ｉｎｔｅｒｓｐａｃｅｄ ｓｈｏｒｔ ｐａｌｉｎｄｒｏｍｉｃ ｒｅｐｅａｔｓ （ ＣＲＩＳＰＲ）；
ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ ｖａｒｉａｎｔｓ

　 　 ２０１９ 年 １２ 月底爆发的新冠肺炎（ｃｏｒｏｎａｖｉｒｕｓ
ｄｉｓｅａｓｅ ２０１９， ＣＯＶＩＤ⁃１９）迅速蔓延，截至 ２０２２ 年 ７
月 ２４ 日，全球累计确诊病例已经超过 ５ ７３ 亿，并且

仍然呈上升趋势。 国际病毒分类委员会将引发 ＣＯ⁃
ＶＩＤ⁃１９ 的病毒命名为严重急性呼吸综合征冠状病

毒 ２（ｓｅｖｅｒｅ ａｃｕｔｅ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｃｏｒｏｎａｖｉｒ⁃
ｕｓ ２， ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２），它是一种单股正链 ＲＮＡ 病毒。
病毒动力学模型表明，高频次检测对于有效识别和

隔离携带者以及遏制大流行至关重要［１］，因此，快
速、高通量、高灵敏、高准确、低成本的 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２
检测技术亟待发展。
　 　 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ 诊断的金标准是逆转录⁃定量聚合

酶链反应（ ｒｅｖｅｒｓｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｐｏｌｙ⁃
ｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ， ＲＴ⁃ｑＰＣＲ），它具有高特异

性和高灵敏度，但它需要特殊的设备和专业技术人

员，且试剂盒短缺和巨大的检测需求导致样品应答

时间长［２，３］。 抗原捕获测试和具有可视读数的等温

核酸诊断是在集中式实验室之外进行 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２
测试的替代方法。 抗原捕获测试快速且用户友好，
但其较低的灵敏度可能导致假阴性结果［４］，它仅适

用于高病毒滴度的受感染个体；等温核酸扩增方法，
如环介导等温扩增（ ｌｏｏｐ⁃ｍｅｄｉａｔｅｄ ｉｓｏｔｈｅｒｍａｌ ａｍ⁃
ｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ， ＬＡＭＰ）和重组酶聚合酶扩增（ｒｅｃｏｍｂｉ⁃
ｎａｓｅ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ， ＲＰＡ）比抗原捕获

测试更灵敏［５，６］，但这些设备对于单次使用来说过

于昂贵。 因此，开发高灵敏度和无需设备的诊断方

法是应对新冠肺炎疫情的关键。
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ＣｏＶ⁃２． Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，２０２２，４０（９）：７７３－７８１．

　 　 成簇的规则间隔短回文重复序列（ ｃｌｕｓｔｅｒｅｄ
ｒｅｇｕｌａｒｌｙ ｉｎｔｅｒｓｐａｃｅｄ ｓｈｏｒｔ ｐａｌｉｎｄｒｏｍｉｃ ｒｅｐｅａｔｓ，
ＣＲＩＳＰＲ ） ／ ＣＲＩＳＰＲ 相 关 （ ＣＲＩＳＰＲ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ，
Ｃａｓ）系统在适应性细菌免疫中被首次发现［７］。 基

于 ＣＲＩＳＰＲ 的诊断（ＣＲＩＳＰＲ⁃Ｄｘ）对设备要求低，具

有可编程性、灵敏性和易用性，是用于 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２
检测的有前景的技术。 ＣＲＩＳＰＲ⁃Ｄｘ 技术通常将等

温核 酸 扩 增 方 法 与 Ｃａｓ１２ 或 Ｃａｓ１３ 结 合。 当

ＣＲＩＳＰＲ ＲＮＡ（ｃｒＲＮＡ）与核酸特异性靶向结合后，
Ｃａｓ１２ 或 Ｃａｓ１３ 被激活，切割报告分子，释放荧光

团， 通 过 荧 光 信 号 检 测 病 毒［８，９］。 目 前， 两 项

ＣＲＩＳＰＲ⁃Ｄｘ 技术 （ Ｓｈｅｒｌｏｃｋ ＣＲＩＳＰＲ ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２
Ｋｉｔ 和 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ ＲＮＡ ＤＥＴＥＣＴＲ ＡＳＳＡＹ）已获

得食品药品监督管理局（ＦＤＡ）的紧急授权，可用于

ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ 的检测，但由于检测结果需要结合临

床诊断共同判断，仅限于经批准的实验室使用。
　 　 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ 的进化导致具有多组突变的病毒

变体的出现和持续传播，这些突变会增加传染性或

减少抗体的中和作用，使病毒更难以控制。 到目前

为止，只有少数 ＣＲＩＳＰＲ⁃Ｄｘ 被开发用于识别 ＳＡＲＳ⁃
ＣｏＶ⁃２ 变体中存在的核苷酸取代，但它们都不适用

于现场检测［１０，１１］。 因此，基于 ＣＲＩＳＰＲ 开发高灵敏

度、用户友好、无设备要求、快速、低廉的 ＳＡＲＳ⁃
ＣｏＶ⁃２ 检测技术，并实现 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ 变体区分检

测，对于应对 ＣＯＶＩＤ⁃１９ 挑战是非常关键的。 本文

介绍近期发表的基于 ＣＲＩＳＰＲ 实现 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ 检

测和变体区分的最新技术，对其进行评述。

１　 基于核酸多重评估的组合阵列反应平台
的 ＣＲＩＳＰＲ⁃Ｄｘ 检测技术

　 　 大多数 ＣＲＩＳＰＲ 诊断对于每个样品检测 １ ～ ３
个目标物，为了同时检测多种样品和多重病原体，
Ｓａｂｅｔｉ 等［１２，１３］将基于 ＣＲＩＳＰＲ 的核酸检测与微孔阵

列系统集成，开发了核酸多重评估的组合阵列反应

平 台 （ ｃｏｍｂｉｎａｔｏｒｉａｌ ａｒｒａｙｅｄ ｒｅａｃｔｉｏｎｓ ｆｏｒ
ｍｕｌｔｉｐｌｅｘｅｄ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ｎｕｃｌｅｉｃ ａｃｉｄｓ， ＣＡＲ⁃
ＭＥＮ）。 ＣＡＲＭＥＮ 利用核酸诊断的计算设计工具
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ＡＤＡＰＴ （ａｃｔｉｖｉｔｙ⁃ｉｎｆｏｒｍｅｄ ｄｅｓｉｇｎ ｗｉｔｈ ａｌｌ⁃ｉｎｃｌｕｓｉｖｅ
ｐａｔｒｏｌｌｉｎｇ ｏｆ ｔａｒｇｅｔｓ）设计 ｃｒＲＮＡ，其能够在靶物种

内提供高覆盖率，并且对其他物种具有高选择性［１４］；
输入的是 ＰＣＲ 或 ＲＰＡ 扩增的样品以及包含 Ｃａｓ１３、

图 １　 ＣＡＲＭＥＮ中芯片功能详细原理图［１３］

Ｆｉｇ． １　 Ｄｅｔａｉｌｅｄ ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｏｆ ｌｏａｄｅｒ ａｎｄ ｃｈｉｐ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｉｎ ＣＡＲＭＥＮ［１３］

序列特异性 ｃｒＲＮＡ 和报告分子的检测混合物。 每个

扩增的样品和检测混合物与独特的荧光色码结合，随
后乳化产生 １ ｎＬ 的液滴；来自所有样品和检测混合

物的液滴装载到由聚二甲基硅氧烷模制的微孔阵列

芯片中，芯片中的每个微孔随机容纳两个液滴，在电

场中每个微孔的液滴对合并，同时开始检测反应，通

过荧光显微镜监测反应（如图 １）。
　 　 构建的 ＣＡＲＭＥＮ 方法能够同时检测 １６９ 种病

毒，它实现了基于 ＣＲＩＳＰＲ 的大规模诊断，其固有的

多路复用和通量能力使其具有规模实用性，并且将每

次测试的试剂成本降低为原来的 １ ／ ３００ 以下。 ＣＡＲ⁃
ＭＥＮ 的灵活性可以允许添加新的扩增引物或 ｃｒＲＮＡ
以促进对 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ 等新发现病原体序列的检测。
　 　 对于疫情，理想的诊断方法是同时具有处理上百

份样本、检测多种病毒、区分病毒变体并量化病毒载

量的能力［１５，１６］。 第一代 ＣＡＲＭＥＮ（ＣＡＲＭＥＮ ｖ．１）虽
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然能够实现大规模诊断，但是它需要使用定制的成像

芯片，且检测时间长达 ８～１０ ｈ［１３］。 为了满足快速检

测多种病毒和变体的高通量临床检测需求，以 ＣＡＲ⁃
ＭＥＮ ｖ．１ 为基础，结合商业的 Ｆｌｕｉｄｉｇｍ 微流控技术，
Ｓａｂｅｔｉ 等［１７］继续构建出核酸多重评估的微流控组合

阵列反应平台（ｍｉｃｒｏｆｌｕｉｄｉｃ ｃｏｍｂｉｎａｔｏｒｉａｌ ａｒｒａｙｅｄ
ｒｅａｃｔｉｏｎｓ ｆｏｒ ｍｕｌｔｉｐｌｅｘｅｄ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ｎｕｃｌｅｉｃ
ａｃｉｄｓ， ｍＣＡＲＭＥＮ），它是迄今唯一的 １ 种将监测功

能结合到单一技术平台的诊断工具，能够在一天内测

试数百份样本中的多种呼吸道病毒和变体，同时还能

够量化病毒基因组拷贝数。

图 ２　 ＣＡＲＭＥＮ ｖ．１和ｍＣＡＲＭＥＮ工作流程示意图［１７］

Ｆｉｇ． ２　 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｏｆ ＣＡＲＭＥＮ ｖ．１ ａｎｄ ｍＣＡＲＭＥＮ ｗｏｒｋｆｌｏｗｓ［１７］

图 ３　 简化的ｍＣＡＲＭＥＮ工作流程示意图［１７］

Ｆｉｇ． ３　 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｏｆ ｔｈｅ ｓｔｒｅａｍｌｉｎｅｄ ｍＣＡＲＭＥＮ ｗｏｒｋｆｌｏｗ［１７］

　 　 ｍＣＡＲＭＥＮ 通过使用集成流路芯片（ ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ
ｆｌｕｉｄｉｃ ｃｉｒｃｕｉｔ， ＩＦＣ），消除了 ＣＡＲＭＥＮ ｖ．１ 的颜色编

码和滴状化需求；在 ＩＦＣ 中混合大量的样品，避免了

ＣＡＲＭＥＮ ｖ．１ 通过扩散进行液滴混合；通过利用 Ｆｌｕ⁃
ｉｄｉｇｍ 微流控技术，克服了 ＣＡＲＭＥＮ ｖ．１ 对定制显微

镜和芯片的需求（如图 ２）。 开发的 ｍＣＡＲＭＥＮ 呼吸

道病毒检测板能够测试多达 ２１ 种病毒。 为了实现临

床应用，对 ｍＣＡＲＭＥＮ 工作流程进行优化（如图 ３），
通过实施自动化 ＲＮＡ 提取，使用具有 １ 个引物库的

单步 ＲＮＡ⁃ＤＮＡ 扩增，并减少检测读数的持续时间，
将人工劳动和处理时间减少到低于 ５ ｈ。
　 　 ｍＣＡＲＭＥＮ 进一步开发呼吸道病毒面板（ ｒｅ⁃
ｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｖｉｒｕｓ ｐａｎｅｌ， ＲＶＰ）来检测 ９ 种最具临床相

关 性 的 病 毒 （ ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２、 ＨＣｏＶ⁃ＨＫＵ１、 ＨＣｏＶ⁃
ＯＣ４３、ＨＣｏＶ⁃ＮＬ６３、ＦＬＵＡＶ、ＦＬＵＢＶ、ＨＰＩＶ⁃３、ＨＲＳＶ
和 ＨＭＰＶ）。 为了比较 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 和 ｍＣＡＲＭＥＮ ＲＶＰ
的灵敏度，测试多次冻融循环不同浓度 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２
样品（１００、１ ０００ 、１０ ０００ 拷贝数 ／ ｍＬ）对检测重复性

的影响，发现任何浓度下 ｍＣＡＲＭＥＮ ＲＶＰ 的灵敏度

不受冻融循环的影响；而 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 在最低浓度样本

时受到冻融循环的负面影响，１００ 拷贝数 ／ ｍＬ 的 ８ 个

重复样本并不能被全部检出。 说明 ｍＣＡＲＭＥＮ ＲＶＰ
对于低病毒载量的样品检测效果更好，灵敏度更高，
不受冻融循环的影响。
　 　 将ｍＣＡＲＭＥＮ ＲＶＰ 用于来自马萨诸塞州总医院

的 １６６ 份临床样本以及 １５０ 份人工病毒样本的检测，
所有的 ＲＶＰ 病毒靶标均具有 １００％的阴性符合率；除
人类偏肺病毒（ｈｕｍａｎ ｍｅｔａｐｎｅｕｍｏｖｉｒｕｓ， ＨＭＰＶ）
外，所有的靶标均具有大于 ９５％ 的阳性符合率，超过
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了 ＦＤＡ 设定的最低临床性能标准。 在 １３７ 份临床阳

性结果中，ｍＣＡＲＭＥＮ 正确检测了 ９５％ （１３０ 份）的病

毒核酸；对于 １５０ 份人工病毒样本，ｍＣＡＲＭＥＮ 正确

识别了 ９９％ （１４８ 份）。
　 　 ＣＡＲＭＥＮ ｖ．１ 不能对样本中病毒基因组拷贝数

进行定量评估，而确定患者体内的病毒总量对于评估

感染阶段、传播风险和最有效的治疗方案非常重

要［１５，１６］。 为了使 ｍＣＡＲＭＥＮ 能够用于定量，利用具

有不同反应动力学和酶活性的多个 Ｃａｓ 相关蛋白

（Ｃａｓ１２ 和灵敏度更高的 Ｃａｓ１３ 分别捕获标准曲线上

高拷贝数样本和低拷贝数样本的动力学曲线），以及

Ｆｌｕｉｄｉｇｍ Ｂｉｏｍａｒｋ 检测的 ３ 个荧光通道，绘制荧光强

度达到 ５０％的时间和浓度关系的标准曲线。 因此，联
合使用 Ｃａｓ１２ 和 Ｃａｓ１３，可以对患者样本中跨越 １ ～
１０６ 拷贝数 ／ μＬ 的 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ 和甲型流感病毒进行

定量。
　 　 目前，变异谱系分类仅由下一代测序技术（ｎｅｘｔ⁃
ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ， ＮＧＳ）进行评估，临床诊断不

能很好地识别 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ 变体中携带的突变（单核

苷酸多态性，插入或缺失），因此用于全面检测 ２６ 种

ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ 刺突基因突变的诊断和监测平台具有重

要的现实意义。 ｍＣＡＲＭＥＮ 继续开发出了变体识别

面板（ｖａｒｉａｎｔ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐａｎｅｌ， ＶＩＰ），能够识别

和区分 ６ 种 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ 变体（Ａｌｐｈａ、Ｂｅｔａ、Ｇａｍ⁃
ｍａ、Ｄｅｌｔａ、Ｅｐｓｉｌｏｎ 和 Ｏｍｉｃｒｏｎ），它在刺突基因的保

守区域内有两个不重叠的引物对，用于扩增全长序

列，利用突变设计的 ２６ 个 ｃｒＲＮＡ 对允许追踪现有的

变体并识别新出现的变体。
　 　 将 ｍＣＡＲＭＥＮ ＶＩＰ 技术用于马萨诸塞州收集的

１ ５５７ 份样本，通过将 ＮＧＳ 确定的谱系结果与

ｍＣＡＲＭＥＮ ＶＩＰ 谱系结果对比，发现存在 ９９ ５％的一

致性（１ ５４９ 份），但 ＮＧＳ 技术的检测周期比 ｍＣＡＲ⁃
ＭＥＮ ＶＩＰ 长约 ４～７ 天；此外，ＮＧＳ 的每个样本成本

比 ｍＣＡＲＭＥＮ ＶＩＰ 高 ５～１０ 倍。

２　 基于特定高灵敏度酶解报告系统的
ＣＲＩＳＰＲ⁃Ｄｘ检测技术

　 　 ＬＡＭＰ 能够以最低的设备要求进行高通量测试，
但通常需要纯化的样品才能获得高灵敏度；改进的

ＲＰＡ 能够用于未提取样品的测试，并具有更高的灵

敏度，但仅与基于横向流的视觉读数兼容，这对于大

批量样品测试是不可取的［１８］。 Ａｂｂｏｔｔ 公司的检测仪

ＩＤ ＮＯＷ ＣＯＶＩＤ⁃１９ 测试使用未提取样品进行等温扩

增，可在 ５～１３ ｍｉｎ 内报告结果，但该技术需要昂贵的

设备，且通量较低［１９，２０］。 因此，等温扩增方法仍然需

要技术进步，以便在实验室外以低成本和高通量进行

测试。
　 　 基于 ＣＲＩＳＰＲ 的诊断方法 ＳＨＥＲＬＯＣＫ（ｓｐｅｃｉｆｉｃ
ｈｉｇｈ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｅｎｚｙｍａｔｉｃ ｒｅｐｏｒｔｅｒ ｕｎｌｏｃｋｉｎｇ，
ＳＨＥＲＬＯＣＫ） ［２１］从提取核酸开始，包括两个独立的步

骤：（１）等温 ＲＰＡ；（２）Ｔ７ 转录和 Ｃａｓ１３ 介导的单链

ＲＮＡ 报告分子的侧链切割。 目前基于 ＳＨＥＲＬＯＣＫ
的诊断与热处理未提取样品以灭活核酸酶（ｈｅａｔｉｎｇ
ｕｎｅｘｔｒａｃｔｅｄ ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃ ｓａｍｐｌｅｓ ｔｏ ｏｂｌｉｔｅｒａｔｅ ｎｕｃｌｅ⁃
ａｓｅｓ， ＨＵＤＳＯＮ）的技术［２２］ 兼容，使用热和化学还原

灭活核酸酶并溶解病毒粒子，消除了对核酸提取的需

要。 这些方法将病毒检测设备和实验室基础设施的

需求减少到只需一个加热元件。 然而，它们的扩增产

物需要在试管之间转移，这会增加污染和用户错误的

风险。
　 　 为了解决当前核酸诊断的局限性，Ｓａｂｅｔｉ 等［９］建

立了简化突出显示感染以应对流行病的方法（ｓｔｒｅ⁃
ａｍｌｉｎｅｄ ｈｉｇｈｌｉｇｈｔｉｎｇ ｏｆ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎｓ ｔｏ ｎａｖｉｇａｔｅ ｅｐｉ⁃
ｄｅｍｉｃｓ， ＳＨＩＮＥ），可以从未提取的样本中检测

ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ ＲＮＡ。 ＳＨＩＮＥ 是 一 种 基 于 ＳＨＥＲ⁃
ＬＯＣＫ［２１］的 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ 分析方法，具有以下优点：
（１）将基于 ＲＰＡ 的扩增和基于 Ｃａｓ１３ 的检测合并为

一个步骤，减少了用户操作和分析时间；（２）为了消除

对纯化核酸的需求并减少总运行时间，通过添加核糖

核酸酶抑制剂，将 ＨＵＤＳＯＮ 孵育时间从 ３０ ｍｉｎ 减少

到 １０ ｍｉｎ，以快速灭活样品中的病毒；（３）为了避免

横向流读数时打开含有扩增产物的试管带来样品污

染风险，结合了一个管内荧光读数器；（４）为了减少用

户在解读管内读数结果时的偏差，通过配套的智能手

机应用程序以自动化的方式解释荧光读数（如图 ４）。
　 　 使用样品应答时间 ５０ ｍｉｎ 的 ＳＨＩＮＥ 测试了 ５０
个未提取的鼻、咽拭子样本，与 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 相比，灵敏

度为 ９０％ （２７ ／ ３０， ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ 阳性样本），并且具有

１００％的特异性。 由于 ＳＨＩＮＥ 结合了用户友好、制备

方法简单、灵敏度高、速度快的特点，其特别适合于社

区监控。
　 　 第一代 ＳＨＩＮＥ（ＳＨＩＮＥ ｖ．１） ［９］ 是一种不需要提

取核酸或定制设备的诊断分析，然而 ＳＨＩＮＥ ｖ．１ 涉及

多个加热步骤，并且需要低温储存和训练有素的人员

手动制备试剂混合物。 在此基础上，Ｓａｂｅｔｉ 等［２３］ 继

续开发的第二代 ＳＨＩＮＥ（ＳＨＩＮＥ ｖ．２）结合了室温样

·７７７·
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图 ４　 ＳＨＩＮＥ示意图［９］

Ｆｉｇ． ４　 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｏｆ ＳＨＩＮＥ［９］

品处理和冻干测试试剂，从而消除对冷藏链的需求，
大大方便了试剂运输和储存，降低了检测的整体复杂

性。 除此之外，ＳＨＩＮＥ ｖ．１ 检测采用 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ 开

放阅读框 １ａ（ｏｐｅｎ ｒｅａｄｉｎｇ ｆｒａｍｅ １ａ， ＯＲＦ１ａ），与
ＯＲＦ１ａ 相比，刺突基因检测速度快 １～２ 倍，灵敏度高

１０ 倍。 考虑到其增加的灵敏度和有利的动力学，
ＳＨＩＮＥ ｖ．２ 选择刺突基因检测用于进一步开发。

图 ５　 ＳＨＩＮＥ ｖ．２工作流程示意图［２３］

Ｆｉｇ． ５　 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｏｆ ｔｈｅ ＳＨＩＮＥ ｖ．２ ｗｏｒｋｆｌｏｗ［２３］

　 　 病毒裂解缓冲液（ＦａｓｔＡｍｐ® Ｖｉｒａｌ ａｎｄ Ｃｅｌｌ Ｓｏ⁃
ｌｕｔｉｏｎ） ［１８］能够在环境温度下发挥作用，ＳＨＩＮＥ ｖ．２
通过将含 ５％ ＲＮＡ 酶抑制剂的 ＦａｓｔＡｍｐ 裂解试剂加

入 １０％ （鼻、咽拭子样本占通用运输介质的体积分

数）的样品中处理 ５ ｍｉｎ，在环境温度下快速、无设备

地有效灭活核酸酶和 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２；通过在原始

ＳＨＩＮＥ 缓冲液中添加稳定剂蔗糖和填充剂甘露醇，
去除不稳定成分聚乙二醇和氯化钾，增加冻干后

ＳＨＩＮＥ 缓冲液的活性，使其仍然能够保持冻干前

ＳＨＩＮＥ 缓冲液的检出限。 ＳＨＩＮＥ ｖ．２ 大大减少了用

户的实际操作时间和液体处理步骤，从 ＳＨＩＮＥ ｖ．１ 的

４５ ｍｉｎ 和 ２０ 个移液步骤减少到不足 １０ ｍｉｎ 和 ５ 个

用户操作（如图 ５）。
　 　 以 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 为基准，利用 ＳＨＩＮＥ ｖ．２ 对 ＳＡＲＳ⁃
ＣｏＶ⁃２ 阳性和阴性患者共 ７２ 份鼻、咽拭子样本（病毒

载量 代 表 了 一 般 人 群， 中 值 病 毒 载 量 约 １０７

拷贝数 ／ ｍＬ）进行测试，ＳＨＩＮＥ ｖ．２ 能够以 ９０ ５％ 的

灵敏度（３８ ／ ４２， 阳性样本）和 １００％ 的特异性检测未

提取的鼻、咽拭子中的 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ ＲＮＡ。 随后将

ＳＨＩＮＥ ｖ．２ 与两种广泛使用的 ＦＤＡ 紧急授权的抗原

捕获测试（Ａｂｂｏｔｔ 的 ＢｉｎａｘＮｏｗ 新冠肺炎抗原自

测［２４］， Ａｃｃｅｓｓ Ｂｉｏ 的 ＣａｒｅＳｔａｒｔ 新冠肺炎抗原检

测［２５］）进行比较。 在另外一组 ９６ 份鼻、咽拭子样本

中（病毒载量分布比一般人群低 ５０ ～ １００ 倍，中值病

毒载量约 １ ９×１０５ 拷贝数 ／ ｍＬ 以上）， ＳＨＩＮＥ ｖ．２ 比

两种抗原捕获测试的灵敏度都高 ５０ 倍。 ＳＨＩＮＥ ｖ．２
擅长检测中等病毒载量的样本，可以识别抗原捕获测

试可能遗漏的潜在感染个体，并且具有 １００％特异性，
在 ３３ 个 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 阴性样品中均无假阳性结果。
　 　 为了鉴别 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ 的不同变体，ＳＨＩＮＥ ｖ．２
针对不同变体的标志设计了具有不同活性的原始

·８７７·
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呼吸综合征冠状病毒 ２ 检测的最新进展

ＲＮＡ 靶标和含有给定突变的衍生 ＲＮＡ 靶标的

ｃｒＲＮＡ 组，并且通过 ＡＤＡＰＴ［１４］帮助设计 ＲＰＡ 引物，
以检测区分 ５ 种变体（Ａｌｐｈａ、Ｂｅｔａ、Ｇａｍｍａ、Ｄｅｌｔａ、
Ｏｍｉｃｒｏｎ）。 使用 Ｏｍｉｃｒｏｎ 特异性的 ＳＨＩＮＥ ｖ．２，对
１２ 个未提取的鼻、咽拭子的临床样本进行测试，正确

鉴定出所有 Ｏｍｉｃｒｏｎ 阳性样本中 １４２～１４５ 突变的存

在，对照的 Ｏｍｉｃｒｏｎ 阴性样本中没有检测到 １４２～１４５
突变。
　 　 基于 Ｃａｓ１３ａ 的 ＳＨＥＲＬＯＣＫ 平台［２１］， Ｐｅｃｏｒｉ
等［２６］开发出通过优化 ＳＨＥＲＬＯＣＫ 准确检测进化的

ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ 诊断测试方法（ａｃｃｕｒａｔｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ
ｅｖｏｌｖｉｎｇ ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ ｔｈｒｏｕｇｈ ＳＨＥＲＬＯＣＫ ｏｐｔｉｍｉ⁃

ｚａｔｉｏｎ， ＡＤＥＳＳＯ），直接从患者样本中对 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃
２ 及其变体进行高灵敏度检测。 该方法在大约 １ ｈ 内

完成（如图 ６），且不需要 ＲＮＡ 提取和任何特定设备，
具有 ２ ５ 拷贝数 ／ μＬ ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ 合成基因组的检测

极限（接近 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 的极限）。 使用的基于横向流

的视觉读数是一种无需仪器的检测方法，在阴性样品

中，ＲＮＡ 报告分子是完整的，并被链霉亲和素捕获，
产生一条对照带；在阳性样品中，报告分子被切割，释
放出含有荧光团的片段，并被金标记的抗体捕获，产
生测试带。 测试带和对照带之间的带强度比反映了

Ｃａｓ１３ 的激活水平，条带强度比高于 ０ ２ 的样品即为

阳性样品。

图 ６　 ＡＤＥＳＳＯ在临床样本中检测 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２的实验工作流程图［２６］

Ｆｉｇ． ６　 Ｇｒａｐｈｉｃ ｏｆ ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｗｏｒｋｆｌｏｗ ｏｆ ＡＤＥＳＳＯ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ ｉｎ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｓａｍｐｌｅｓ［２６］

　 　 使用 ＡＤＥＳＳＯ 测试共 １９５ 份 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ 阳性

和阴性临床样本，将其与 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 和抗原测试进行

比较。 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 和 ＡＤＥＳＳＯ 通过提取的 ＲＮＡ 进行

分析比较；基于抗原的诊断测试 （ＲＩＤＡ® ＱＵＩＣＫ
ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ Ａｎｔｉｇｅｎ）和 ＡＤＥＳＳＯ 直接在未提取的

样本上进行比较。 在提取的 ＲＮＡ 上，ＡＤＥＳＳＯ 和

ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 具有相当的灵敏度和特异性（ＡＤＥＳＳＯ 和

ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 灵敏度分别为 ９６％ 和 ９４％）；在未提取的拭

子样品上，ＡＤＥＳＳＯ 的灵敏度显著优于抗原测试

（ＡＤＥＳＳＯ 和抗原测试的灵敏度分别为 ７７％ 和

４６％）。 结合之前数学模型结果：成功识别和隔离

５０％的受感染个体足以使感染曲线趋缓［２７］。 因此，
ＡＤＥＳＳＯ 对于控制疫情有很大的帮助。
　 　 对标准 ＡＤＥＳＳＯ 进行调整，以检测 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２
不同变体（Ａｌｐｈａ、Ｂｅｔａ、Ｄｅｌｔａ 和 Ｏｍｉｃｒｏｎ）。 针对每

种变体的特异性突变，设计了 ｃｒＲＮＡ 来识别这些序

列。 在标准 ＡＤＥＳＳＯ 的基础上，由于 ｃｒＲＮＡ 和靶标

ＲＮＡ 之间少量的错配，Ｃａｓ１３ 反应时间由 １０ ｍｉｎ 调

整至 ２０ ｍｉｎ；此外，还观察到交叉变异反应的信号略

有增加，因此将条带强度比阈值从 ０ ２ 增加到 ０ ４，以

避免变体鉴定中的假阳性。 将每种变体特异性的

ＡＤＥＳＳＯ 用于临床样本，能够成功鉴定其中的所有

变体。
　 　 ＡＤＥＳＳＯ 的单次反应成本低于 ５ Ｃ＝，这与抗原检

测相当，但是灵敏度更高；与基于 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 的新冠肺

炎诊断检测相比更低廉，并且能够实现更广泛和更高

频次 的 检 测。 但 是 ＡＤＥＳＳＯ 是 一 种 两 步 法 的

ＣＲＩＳＰＲ⁃Ｄｘ 技术，它处理步骤多，并且容易引入样品

污染的风险。 因此，未来研究有必要在保持高灵敏度

的同时，探索“一锅法”ＡＤＥＳＳＯ。

３　 总结与展望

　 　 由于 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 和抗原测试的普遍适用性和灵敏

度较差，仍然需要一种在灵敏度和特异性方面与 ＲＴ⁃
ｑＰＣＲ 相当，但更快且不依赖于复杂仪器的替代检测

技术。 基于 ＣＲＩＳＰＲ 的大规模诊断具有高通量、快速

检测、用户友好、无需设备、低廉、高灵敏度和特异性

的性 质， 这 促 使 它 成 为 公 共 卫 生 系 统 应 对

ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２的关键，能够实现常规、全面的监测。
　 　 基于 ＣＡＲＭＥＮ 的 ＣＲＩＳＰＲ 诊断技术，对病毒样

·９７７·
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本进行 ＲＮＡ 的提取与扩增，能够同时实现多种样

品、多重病毒的高通量检测，ｍＣＡＲＭＥＮ 在 ＣＡＲ⁃
ＭＥＮ ｖ．１ 的基础上，使用 ＩＦＣ 消除颜色编码的需

求，使用 Ｆｌｕｉｄｉｇｍ 微流控技术克服定制芯片的需

求，并联合使用 Ｃａｓ１２ 和 Ｃａｓ１３ 实现病毒拷贝数的

量化， 实 现 了 ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２ 变 体 的 区 分。 基 于

ＳＨＥＲＬＯＣＫ 的 ＣＲＩＳＰＲ 诊断技术，直接分析灭活的

病毒样本，无需 ＲＮＡ 提取。 ＳＨＩＮＥ ｖ．１ 合并了基于

ＲＰＡ 的扩增和基于 Ｃａｓ１３ 的检测，通过配套的手机

应用程序自动化解释荧光读数；ＳＨＩＮＥ ｖ．２ 在此基

础上结合了室温样品灭活处理和冻干测试试剂，以
简化试剂运输和储存过程。 并且检测灵敏度更高的

刺突基因代替了 ＳＨＩＮＥ ｖ．１ 的 ＯＲＦ１ａ。
　 　 基于 ＣＲＩＳＰＲ 的诊断技术具有很好的适应性，
更换 ｃｒＲＮＡ 可以使 ＣＲＩＳＰＲ 针对不同的病毒和变

体，能够快速应对当前和未来即将爆发的其他疫情

的诊断需求。 未来基于 ＣＲＩＳＰＲ 的诊断工具需要在

不牺牲灵敏度或特异性的情况下，简化实验流程、提
高用户可操作性、降低分析复杂性，并且具有低成

本、快速检测的特点，能够实现传染病的高频次、高
覆盖检测，加强公共卫生系统对传染病的控制与

监测。
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