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CRISPR/Cas系统在食品质量安全检测中的 

应用研究进展 
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摘   要 : 规律间隔成簇短回文重复序列及其相关蛋白 (clustered regularly interspaced short palindromic 

repeats-associated, CRISPR/Cas)是基于细菌和古细菌等原核生物的一种适应性免疫系统, 因其可编程性和易

操作的优点已被开发为基因编辑技术, 并且凭借其快速和高效的特点被广泛用于生物、医学等领域。目前, 凭

借其灵敏、快速、准确和特异性强的技术优势, CRISPR/Cas 系统已开始在基于核酸检测和单核苷酸多态性检

测等食品安全检测技术中应用, 发展迅速, 具有广阔的应用前景。本文对 CRISPR/Cas 系统中 Cas9、Cas12a

和 Cas13a 的原理进行综述, 总结其在掺假检测、溯源检测、食源性微生物和动物疫病等食品质量安全检测中

的应用进展, 探讨该技术目前存在的问题和局限性, 并对其未来的发展进行展望, 以期为 CRISPR/Cas 系统应

用于食品质量安全的现场快速检测提供理论和技术参考。 
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Research progress on the application of CRISPR/Cas system in food quality 
and safety detection 
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ABSTRACT: The clustered regularly interspaced short palindromic repeats-associated (CRISPR/Cas) system is an 

adaptive immune system based on prokaryotes such as bacteria and archaea, due to its advantages of 

programmable and easy operation, CRISPR/Cas system has been developed as a gene editing technology, and it 

has been widely used in biology, medicine and other fields owing to its fast and efficient characteristics. To date, 

with its technical advantages of sensitivity, speed, accuracy and strong specificity, CRISPR/Cas system has been 

gradually widely used in nucleic acid detection, single nucleotide polymorphism detection and other food safety 

detection technologies. It has rapid development and broad application prospects. This paper reviewed the 
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principles of Cas9, Cas12a, and Cas13a in the CRISPR/Cas system, summarized their application progress in food 

quality and safety detection, such as adulteration detection, traceability detection, food-borne microorganisms and 

animal diseases, discussed the current problems and limitations, and prospected the future development was with 

the aim of providing theoretical and technical reference for the application of CRISPR/Cas system in the field of 

rapid detection of food quality and safety. 

KEY WORDS: clustered regularly interspaced short palindromic repeats-associated; Cas9; Cas12a; Cas13a; food 

safety detection 
 
 

0  引  言 

规律间隔成簇短回文重复序列 (clustered regularly 

interspaced short palindromic repeats, CRISPR)是在原核生

物(细菌与古细菌)中发现的特殊基因组区域, 经非重复间

隔区隔开 , 由大小相似的重复间隔序列组成 [1], 两侧与

CRISPR 关联基因 (CRISPR associated, Cas)相连 [2‒3] 。

CRISPR/Cas 系统是基于原核生物的一种适应性免疫系统, 

通过储存过往的感染记忆来提供针对外源遗传物质的特异

性保护, 从而保护细菌免受病毒入侵[3]。CRISPR/Cas 系统

的免疫过程包括适应、crRNA (CRISPR-derived RNA)产生

和干扰 3 个阶段(图 1)[4‒5]。在适应阶段, 外源遗传物质被

选择、处理并整合至 CRISPR 序列中, 以形成感染记忆; 当

CRISPR 序列被转录生成前体 crRNA 时, 前体 crRNA 在重

复序列中被 CRISPR 特异性核酸内切酶处理, 产生成熟的

crRNA; 在随后的干扰阶段, 由 crRNA 引导来切割外源核

酸中原间隔区的互补序列[4‒5]。当同一遗传物质再次侵入时, 

免疫过程将直接绕过适用阶段, 从储存的原间隔序列合成

crRNA。CRISPR/Cas 系统的免疫过程主要由 CRISPR 序列

两侧 Cas 基因编码的 Cas 蛋白质完成[5], 根据效应器设计

的原则不同分为两个类别: 第一类(Class1)指切割过程中

有多个效应器复合体参与, 包括Ⅰ型、Ⅲ型和Ⅵ型; 第二类

(Class2)效应器仅由单一多结构域蛋白质引导外源核酸的

切割, 包括Ⅱ型、Ⅴ型和Ⅵ型[2,5‒7]。其中, Cas9、Cas12a 和

Cas13a 分别属于 Class2 的Ⅱ型、Ⅴ型和Ⅵ型[8]。 

聚合酶链式反应(polymerase chain reaction, PCR)是

核酸检测的最常见方法, 但在基层实验室、快检筛查或现

场检测中, PCR 法因对仪器和操作人员要求较高而存在局

限[9], 基于 CRISPR/Cas 系统的核酸检测技术具有快速、准

确和对环境、仪器、操作人员要求低的优点, 具有良好的

前景和发展潜力。CRISPR/Cas 系统通过改变引导 RNA 

(guide RNA, gRNA)序列, 达到易被重新编码以检测目标

核酸的目的, 并且对外源核酸高度特异, 不对内源 DNA和

转录产物造成损害, 在室温下即可反应[10‒11], 已被逐渐应

用到识别核酸检测的生物传感器中 [12]。近年来 , 关于

CRISPR/Cas 系统的研究逐渐深入, 在核酸快速检测的应

用研究也越来越多[13], 基于此, 本文对不同 Cas 蛋白质的

CRISPR/Cas 系统的原理和方法进行总结 , 并对 CRI 

SPR/Cas 系统在包括掺假、溯源、食源性微生物和动物疫

病等食品质量安全检测中的应用进行综述 , 以期为

CRISPR/Cas 系统在食品质量安全检测的应用提供理论和

技术参考。 

 

 
 

图 1  CRISPR/Cas 系统原理图 

Fig.1  Principle of CRISPR/Cas system 
 

1  CRISPR/Cas 系统 

作为细菌防御系统的 CRISPR/Cas 系统, 在进化过程

中一直与病毒进行斗争, 这导致了 Cas 基因的快速进化和

Cas 蛋白质的多样性, 使 Cas 蛋白质具有多样的结构和切

割活性。其中, Cas9、Cas12a 和 Cas13a 是被应用于食品质

量安全快速检测领域的常见 3 种 Cas 蛋白质, 它们的技术

原理比较分析如表 1 所示。 
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表 1  基于 CRISPR/Cas 基因编辑检测技术比较分析表 
Table 1  Comparative analysis based on CRISPR/Cas gene editing detection techniques 

核酸酶 

类型 
作用对象 作用方式 所用 RNA 大小 PAM/PFS 

Cas9[14] dsDNA HNH 和 RuvC 结构域共同切割 
crRNA 和
tracrRNA 

约 1368 个氨基酸残

基 
3′端富含 G(5′-NGG-3′) 

Cas12a[15] dsDNA RuvC 结构域直接切割 crRNA 
1200~1300 个氨基

酸残基 
5′端富含 T(5′-YTN-3′, 

5′-TTTN-3′) 

Cas13a[16] ssRNA 2 个 HEPN 结构域组成的切割活性区域 crRNA 1389 个氨基酸残基 3′PFS: 富含 U 

注: PAM: protospacer adjacent motif, 前间隔序列邻近基序; PFS: protospacer flanking site, 前间隔序列侧翼位点。 

 
1.1  Cas9 

Cas9 是第Ⅱ类基因型的标志蛋白质, 也是第一个用于

基因组编辑的效应器, 是基因编辑最常用的核酸内切酶[17]。

它可以通过与单导 RNA (small guide RNA, sgRNA)的互补

碱基配对来靶向几乎所有 DNA 序列[18], 可识别约 20 nt 的

目标序列[19]。Cas9 核酸酶结构域切割一条 DNA 链并形成

平末端, 目前已知的亚型中都含有一个 HNH 结构域, 用来

切割 gRNA 序列互补的目标 DNA 链(靶链), 以及一个切割

非互补链(非靶链)的 RuvC 结构域[20]。在免疫过程中的干

扰阶段, 成熟 crRNA 不能单独引导 Cas9 催化的质粒 DNA

切割, 而需要添加与 crRNA 重复序列配对并对 crRNA 在

该 系 统 中 的 成 熟 至 关 重 要 的 反 式 激 活 RNA 

(trans-activating crRNA, tracrRNA)[21] 。目标双链 DNA 

(double-stranded, dsDNA)的切割由 tracrRNA 进行, 与靶链

互补的 DNA 链在前间隔序列邻近基序 (protospacer 

adjacent motif, PAM)上游 3 个碱基对的位点被切割; 非互

补的 DNA 链则在 PAM 上游 3~8 个碱基对的一个或多个位

点被切割, 随后被 3′-5′核酸外切酶修饰[22‒23]。另外, Cas9

酶还含有一个高度保守的富含精氨酸的区域, 被认为用来

介导核酸的结合[24]。尽管 Cas9 已经在包括基因编辑、基

因敲除等多个研究领域取得众多进展与成果, 但因 sgRNA

中存在广泛的脱靶位点而具有脱靶效应。目前已有较多关

于 Cas9 脱靶检测技术的研究, 包括早期的 Sanger 测序、

NGS 测序[25], 以及近年来的 Digenome-seq、Circle-seq 等

技术[26], 但 Cas9 的脱靶效应仍是限制其应用的难题。 

1.2  Cas12a 

Cas12a 又称 Cpf1, 是一种包含约 1200~1300 个氨基

酸的核酸内切酶, gRNA结构简单, 仅由直接重复序列中的

单个茎环组成, 使用单个 RuvC 结构域来指导 gRNA 的

dsDNA 切割, 并且该结构域与 Cas9 的 RuvC 结构域有同源

关系[27]。但 Cas12a 缺少 HNH 结构域, 可以识别富含胸腺

嘧啶 T 的 PAM 序列(5′-TTTN-3′), 催化引导 crRNA 成熟, 

并产生具有交错 5′和 3′PAM 末端致使 dsDNA 断裂[13], 形

成突出的黏性末端[28]。在免疫过程中, Cas12a 采用顺式切

割和反式切割的模式: 在 crRNA 的引导下识别 dsDNA 的

PAM 序列来促使其解链, 解链后释放出 RuvC 结构域中的

活性位点来切割非靶标链, 使靶标 DNA解旋; 解旋后的靶

标链同样被 RuvC 切割, 即为顺式切割。随后 Cas12a 会释

放 出 PAM 远 端 的 dsDNA, 此 时 一 旦 有 单 链 DNA 

(single-stranded DNA, ssDNA)进入RuvC的活性位点, 便会

被切割, 即为反式切割[29]。研究表明, 在 CRISPR/Cas12a

系统中 , Cas12a 和 crRNA 足以介导 DNA 靶向 , 无需

tracrRNA 即可将 crRNA 加工为核酸酶结构域[3]。另外, 有

研究表明在反应中加入 Mg2+可以产生催化作用 , 此时

Cas12a 的活性最高[30]。CHEN 等[13]已经开发出基于 Cas12a

的人乳头瘤病毒快速检测法 DETECTOR, 该研究表明

Cas12a 与荧光猝灭法结合后具有快速、特异性强等优势, 

在分子诊断和检测领域具有极大的应用价值。Cas12a 对

5′-YTN-3′, 5′-TTTN-3序列的有效识别, 使得它具有更大的

靶向范围。但最近有研究显示该技术存在假阴性的可能性

较高[31]。 

1.3  Cas13a 

Cas13a 又称 C2c2, 是一种属于Ⅵ基因型的引导 RNA

的核糖核酸内切酶, 具有“双瓣叶”球状蛋白质结构, 可以

使用 crRNA 重新编码, 为特异性 RNA 检测提供途径[32]。

据已有数据库显示, 其与任何已知蛋白质之间均不存在显

著的序列相似性, 但存在高等真核生物和原核生物核苷酸

结合(higher eukaryotes and prokaryotes nucleotide-binding, 

HEPN)结构域特有的 2 个保守 R(N)xxxH 序列, 以实现

crRNA 引导的 ssRNA 切割活性[8,33]。由于Ⅵ型 CRISPR 基

因座缺乏 tracrRNA, 故 Cas13a 本身可能具有前体 crRNA

的处理活性[34]。在免疫过程中, Cas13a 与前体 crRNA 结合

后 , Cas13a 在前体 crRNA 序列中裂解 , 形成成熟的

Cas13a-crRNA 复合物; 与 crRNA 互补的 RNA 靶标结合后, 

Cas13a通过激活酶的 HEPN区域非特异性地切割 RNA, 形

成单一的符合 RNA 酶活性位点[35]。这种由 HEPN 激活的

Cas13a 构象是一种通用的核酸内切酶, 既可以裂解被它激

活的 RNA 分子(顺式裂解), 也可以裂解它遇到的任何其他

RNA 分子(反式裂解), 这种侧枝切割活性同 Cas12a 相似。
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除 Cas13a 外, 目前发现的所有 Cas13 蛋白质都表现出这样

的特性[36]。在实际应用中, GOOTENBERG 等[32]已建立基

于 Cas13a的快速核酸检测方法, 即特异性高灵敏度酶促解

锁 (specific high-sensitivity enzymatic reporter unlocking, 

SHERLOCK), 该方法可以进一步用于包括多重核酸检测

在内的生物分子检测中。EAST-SELETSKY 等 [37]证明

Cas13a 在核酸精准检测上具有广阔的前景。 

2  CRISPR/Cas 系统在食品质量安全检测中的

应用进展 

可编程的 Cas 蛋白质具有进化多样性, 为快速、准确、

灵敏、简便和低成本检测提供了可能[12]。与基因操控不同, 

CRISPR/Cas 系统往往结合多种扩增方法, 对遗传物质进

行体外检测与鉴定 , 从而评价食品质量安全。目前 , 

CRISPR/Cas 系统作为新兴基因编辑技术在核酸检测和单

核苷酸多态性(single nucleotide polymorphism, SNP)检测等

方面具有良好的应用前景, 已应用于掺假检测、溯源检测、

食源性微生物和动物疫病等食品质量安全方面的检测。 

2.1  掺假检测 

CRISPR/Cas 系统已成功应用到掺假检测中, 比如上

等可可粉(Arriba)风味和颜色独特且强烈, 而可可粉克隆

体 CCN-51 香气较弱, 苦味和涩味更强, 口味和品质较差、

价格低廉, 在优质可可粉加工过程中可能出现为了增加利

润而将 CCN-51 掺入 Arriba 的乱象, 确定优质可可粉是否

掺入 CCN-51 是常见的掺假检测项目。SNP 是由于单核苷

酸变异引起的序列多态性, Cas9 作为可编程限制性核酸内

切酶可以成为单核苷酸多态性的有效检测工具, SCHARF

等[38]基于 CRISPR/Cas9 系统, 利用毛细管凝胶电泳分离

DNA 片段来对可可粉和可可粉混合物进行定量分析, 方

法灵敏度为可鉴定含量为 10%的 CCN-51, 可以实现对掺

假的劣质可可粉混合物的有效检测。在肉类掺假检测中, 

向昂贵的牛肉中掺入相对便宜的鸭肉或猪肉等是比较常见

的掺假方式。LIU 等[39]利用 Cas12a 的非特异性 ssDNA 切

割特性, 结合重组酶聚合酶扩增(recombinase polymerase 

amplification, RPA), 建立牛肉、猪肉和鸭肉的 RPA- 

Cas12a-FS 检测方法, 结合特异性的 crRNA 和荧光探针可

以实现核酸水平的高特异性和高灵敏度物种鉴别, 该方法

对牛肉和鸭肉的检测灵敏度达到 10 个拷贝数, 满足现有

肉类掺假问题的需求, 且检测时间在 45 min 内, 与常规

PCR 方法相比具有简便、快捷的优点, 适用于进行肉类掺

假鉴定的高通量检测。以上研究表明, CRISPR/Cas 系统中

Cas 蛋白质的多样性可满足针对不同掺假成分的特异性检

测, 再结合 RPA、环介导等温扩增反应(loop-mediated isoth 

ermal amplification, LAMP)等快速扩增方法即可达到快速、

高效的检测目的。 

2.2  溯源检测 

食品安全溯源指在食物链的各个阶段或环节中鉴别、

验证产品身份的过程。以微生物溯源为例, 对于广泛存在

于整个食品供应链中的微生物, 根据其来源、生物学作用、

对产品质量和安全性及消费者健康的影响, 对其进行明

确、准确和高分辨率的鉴定和分型十分重要。细菌间

CRISPR 位点的高度变异性为分型提供了理想位点[40], 新

兴的基于 CRISPR 的分型方法为微生物高分辨率分型开辟

了新途径与新方法。目前食源性疾病爆发调查主要使用脉

冲场凝胶电泳(pulsed field gel electrophoresis, PFGE)进行

菌株鉴定和溯源, CRISPR 可作为传统分型方法的补充[41]。

如在沙门氏菌的检测中, 传统分型方法需要专业操作人员

及耗时的血清学实验[42], 错误的血清学结果可能会低估某

些食源性疾病爆发时沙门氏菌血清变异的发生率, 从而耽

误治疗。而沙门氏菌的每种血清型都具有独特的 CRISPR

序列, MONTE等[43]根据CRISPR序列比对可以确定该序列

中主要的 Cas 操纵子, 达到精准鉴定血清型的目的。对微

生物的精确鉴定分型可以在生产中快速高效地控制产品质

量、保持产品安全, 也可以在食源性疾病爆发时快速采取

合适的治疗方法, 达到高效治疗的目的。 

2.3  食源性微生物检测 

食源微生物对全球食品安全和公共健康构成了威胁, 

准确而及时地检测食品中病原微生物对于防止疾病爆发具

有重要意义。目前广泛使用的检测方法往往基于 PCR 仪, 

并不适用于现场检测, 而已开发的适合现场检测的等温扩

增方法也存在结果假阳性、引物设计复杂等局限性[44]。结

合 CRISPR/Cas 系统和链置换扩增术(strand displacement 

amplification, SDA)的优点, WANG 等[45]建立了一种基于

Cas9 的等温扩增反应 (Cas9 nickase-based amplification 

reaction, Cas9nAR), 该方法表现出对任意核酸长度的扩增

能力、单分子敏感性、SNP 特异性的优点。快速、便携且

低成本的生物传感器—横向流动条带与 Cas9nAR 相结合

的双重食源性病原体检测法能够对核酸靶标进行快速方便

的检测, 且可以检测多重目标, 适用于分析不止一种病原

体的污染食品检测中。此方法检测限可达 100 CFU/mL, 且

无需仪器来扩增 DNA, 可达到快速、简便的目的。 

荧光检测常与 Cas12a 结合用于食品安全检测中。

Cas12a 的侧枝切割特性可以非特异性地切割非靶链, 允许

Cas12a 使用包含 ssDNA 连接的荧光团猝灭剂(fluorophore 

quencher, FQ)来检测核酸。在 CRISPR/Cas12a 结合荧光检

测法中, 使用紫外投射器或荧光板阅读器来检测阳性样本

中未猝灭的荧光信号, 即可判断是否有目标致病菌或病毒

残留[13,46]。另外, Cas12a 具有很强的 DNA 靶向特异性, 利

用其反式切割活性并结合荧光检测制作生物传感器, 可高
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灵敏度和高特异性地快速响应外部致病菌。PENG 等[47]将

Cas12a 系统结合荧光标记应用到金黄色葡萄球菌的检测

中, Cas12a 能够在非靶 ssDNA 上进行反式切割, 在试管中

额 外 添 加 ssDNA 可 以 增 强 反 式 切 割 刺 激 , 形 成

Cas12a-crRNA-dsDNA 复合物, 提高荧光输出的强度, 方

法检测限可达 103 CFU/mL, 动态范围达 103~107 CFU/mL, 

并在检测大肠杆菌和鼠伤寒沙门氏菌时得到验证。 

WOO 等[48]已证明 Cas13a 允许通过 RNA 序列对目标

RNA 作用和激活, 通过直接分析 RNA 序列进行病原菌核

酸的检测。ZHANG 等[49]将 RNA 适配体 Broccoli 作为检测

Cas13a 激活状态的荧光探针, RNA 适配体/DFHMI-1T 复合

物的荧光可以指示细菌 RNA 的存在。Cas13a 和发光 RNA

适配体的结合有助于无逆转、无核酸扩增、无标记的 RNA

分析 , 从而允许快速检测活病原菌 , 方法能够检测低至 

10 CFU 的蜡样芽胞杆菌, 并精确定量 105 CFU 内 0~100%

范围内的活菌。Cas 蛋白质的多样性使得其可以满足 DNA、

RNA 等多种核酸的检测, 灵敏度高且特异性好, 与荧光检

测相结合使结果更加直观, 在对食源性微生物的食品安全

检测中具有良好的应用前景。 

2.4  动物疫病检测 

动物疫病是食品安全的重要检测目标之一, 疫病病

毒的检测是保障动物性食品养殖生产和食用安全的前提。

比如, 白斑综合症病毒(white spot baculovirus, WSSV)会造

成虾类感染发生病变 , 严重病例中会导致虾类死亡。

CHAIJARASPHONG 等[46]将 CRISPR/Cas12a 系统结合荧

光检测可以检测 WSSV 扩增子, 检测限达到 200 个拷贝

数。尽管常规 PCR 检测限可达 10 个拷贝数, 但在疫病爆

发的早期检测中, 由于设备复杂、耗时等原因, 常规 PCR

并不适用。此时, CRISPR/Cas12a 系统将提供一种简便、快

速的筛查方法, 便于快速响应采取措施。 

非洲猪瘟病毒(African swine fever virus, ASFV)对养

猪业造成了毁灭性的打击, 导致猪肉价格飙升和消费者恐

慌[50], 目前 ASFV 的诊断方法主要为实时聚合酶链反应

(quantitative polymerase chain reaction, qPCR), 但仪器昂贵

及操作人员的专业性限制了检测效率。HE 等 [51]利用

CRISPR/Cas系统为 ASFV的快速检测提供了新方法, 切割

单链 DNA 探针后, 使用小型荧光传感装置和一次性试剂

盒检测荧光信号, 可以在 24 h 快速检测和定量, 操作简便

且灵敏度高, 检测限可达 10‒13 mol/L。另外, 在 ASFV 的

检测中, Cas12a 可与核酸扩增技术相结合, 提高检测的敏

感性。TAO 等[52]利用 Cas12a 结合 LAMP 法缩短检测时间

至 1 h, 满足方便、即时、可靠的目的, 且优于常规 PCR 的

检测限, 灵敏度与 qPCR 法具有一致性, 可达 2 拷贝数

/μL(含 p72 基因)。在动物疫病的检测中, CRISPR/Cas 系统

的快速、简便往往可达到避免疫病迅速传播的目的从而使

损失降至最低, 目前已得到越来越广泛的应用与研究。 

3  结论与展望 

综上所述, CRISPR/Cas 系统的可编程性, 为核酸的快

速检测提供了全新的思路和方法, 将其用于掺假检测、溯

源检测、食源性微生物和动物疫病等的检测, 为食品质量

安全检测提供了新的解决方案。目前已开发出的基于

Cas12a 的 DETECTOR 法[13]、基于 Cas13a 的 SHERLOCK

法[32]等核酸检测方法成功建立并逐步市场化, 证明其在检

测领域具有巨大的潜力。由于 CRISPR/Cas 系统具有仪器

简单、快速、灵敏度高、特异性强等优点, 更适用于如机

场、海关的现场检测、快速检测、早期检测等场景, 在便

携试剂盒的研发方面具有广阔的应用前景。尽管如此, 关

于 CRISPR/Cas 技术的操作人员的培训度与专业度仍然不

足, 这可能限制其进一步的推广。另外, 不同 Cas 蛋白质

结构不同, 特点各异, 在建立检测方法时, 应当根据使用

环境、目的等选择合适的 Cas 蛋白质及扩增方法, 如何找

到最佳的组合需要结合 Cas 蛋白质结构与特征进行大量的

探索与创新。 
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