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摘   要: 食源性致病菌快速检测方法对食源性疾病的高效预防和控制具有重要意义。CRISPR (clustered 

regularly interspaced short palindromic repeats)及相关蛋白(CRISPR-associated protein, Cas)构成的 CRISPR-Cas

系统是一种强大的基因编辑工具, 基于其对靶标核酸的特异性识别及切割活性, 应用于食源性致病菌检测中, 

已成为快速检测方法研究的热点。CRISPR-Cas12a 检测技术具有特异性强、灵敏性高的优点, 在食源性致病

菌的检测中有着巨大的应用前景。本文主要介绍了 CRISPR-Cas12a 的作用机制, 重点综述了 CRISPR-Cas12a

结合多种核酸扩增技术在食源性致病菌检测中的研究进展, 进一步讨论了 CRISPR-Cas12a 在致病菌检测中存

在的问题和不足, 对未来的研究前景进行了展望, 以期为更好地开发准确、快速灵敏的食源性致病菌检测技术

提供参考和依据。 

关键词: CRISPR-Cas12a; 核酸检测; 食源性致病菌; Cas 蛋白 

Application of CRISPR-Cas12a in the detection of foodborne pathogens 
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ABSTRACT: Rapid detection methods for foodborne pathogens are important for efficient prevention and control of 

foodborne diseases. Clustered regularly interspaced short palindromic repeats (CRISPR) and its associated proteins 

constitute the CRISPR-Cas system, a powerful gene editing tool, which has become a hot spot for research on rapid 

detection methods based on its specific recognition and cleavage activity of target nucleic acids when applied to the 

detection of foodborne pathogens. CRISPR-Cas12a detection technology has the advantages of high specificity and 

sensitivity, and has great application in the detection of foodborne pathogens. This paper introduced the mechanism of 

action of CRISPR-Cas12a, focused on the research progress of CRISPR-Cas12a combined with various nucleic acid 

amplification techniques in the detection of foodborne pathogens, further discussed the problems and shortcomings of 

CRISPR-Cas12a in pathogens detection, and provided an outlook on the future research prospects. In order to provide a 

reference and basis for better development of accurate, rapid and sensitive detection techniques for foodborne pathogens. 
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0  引  言 

目前, 食品安全问题依然是全球面临的重要挑战之

一。其中, 以沙门氏菌、致病性大肠埃希氏菌、弯曲菌等

为代表的食源性致病菌严重威胁着消费者的健康, 由其引

起的食源性疾病近年来呈上升趋势[1]。快速、灵敏且准确

的检测方法对于实现相关食源性疾病的源头控制至关重

要。传统的微生物检测方法需要经过增菌、选择性培养、

纯化、生化反应鉴定等步骤, 存在过程烦琐、耗时费力等

不足[2‒3], 无法满足食源性致病菌快速防控的需要。在过去

几十年中, 针对食源性致病菌的快速检测技术发展迅速且

应用广泛, 如基于核酸扩增、杂交的分子检测技术, 基于

抗原抗体特异性结合的免疫学检测技术, 基于光谱学特征

的光谱检测技术[4‒6]。近些年来核酸扩增结合 CRISPR-Cas

系统的检测方法因其高特异性、高灵敏度、易操作和多功

能性等优点受到广泛关注。 

CRISPR-Cas 系统由规律成簇间隔短回文重复序列

(clustered regularly interspaced short palindromic repeats, 
CRISPR)及相关蛋白(CRISPR-associated protein, Cas)构成, 

是细菌和古细菌中发现的一种获得性免疫系统[7]。近些年

发现的 Cas12、Cas13和Cas14蛋白在CRISPR RNA (crRNA)

或向导 RNA (single-guide RNA, sgRNA)引导下, 具有序列

特异性识别、核酸内切酶活性和靶标激活的反式切割活性。

即这些 Cas蛋白与 crRNA所形成的复合物在特异性识别靶

标后, 可以激活对 ssDNA 或 ssRNA 的反式切割活性。基

于此原理, 设计合适的报告探针(如荧光-猝灭基团修饰)即

可用于核酸检测。但由于样本中的靶细菌数量通常较低, 

CRISPR-Cas 方法常需结合核酸扩增技术实现检测的目的。

结合两者的优点, 首先通过核酸预扩增丰富分子靶标, 然

后由 RNA 引导的 Cas 蛋白识别并切割扩增子的特定序列

而产生扩增的检测信号。在众多的 CRISPR-Cas 系统中, 

CRISPR-Cas12a 系统具有精确的核酸靶向和切割功能, 可

以较容易地与各种基于核酸扩增的信号放大技术结合, 大

大提高了该系统的检测灵敏度和特异性, 因而在食源性致

病菌检测中也是使用最广泛的[8]。相比之下, Cas9 不具有

反式切割活性, 无法产生便捷的检测信号; Cas13 的靶标核

酸是 RNA, 多出了 DNA 到 RNA 的转录操作步骤。因此, 

本文主要围绕CRISPR-Cas12a结合核酸扩增技术在食源性

致病菌检测中的研究展开综述, 并讨论了其在检测中存在

的问题和挑战以及对未来的展望, 以期为食源性致病菌快

速检测技术的研究和应用提供参考。 

1  CRISPR-Cas12a 检测原理 

在 CRISPR-Cas 系统中 , CRISPR 序列被转录为前

CRISPR RNA (pre-crRNA), 并进一步加工为成熟的 crRNA, 

形成 sgRNA。随后在 sgRNA 的引导下, Cas 蛋白识别靶标

核酸中的前间隔序列邻近基序(protospacer adjacent motif, 

PAM), 并切割靶标核酸[9]。而 CRISPR-Cas12a 系统由成

熟的 crRNA 直接激活 , 不需要反式激活 crRNA 参与

sgRNA 的合成。含有 RuvC 的核酸酶结构域的 crRNA- 

Cas12a 二元复合物通过识别富含 T 的 PAM 序列激活并切

割靶标核酸[10‒11], 虽然复合物对 dsDNA 的识别需要 PAM

位点, 但识别 ssDNA 时不受 PAM 位点的限制[12]。只有当

crRNA-Cas12a 复合物与使用各种核酸扩增技术产生的靶

标核酸结合时, 它才产生强大的非特异性 ssDNA反式切割

活性[13](图 1)。 

 

 
 

图 1  Cas12a 识别靶标 DNA 的过程示意图[13] 

Fig.1  Schematic representation of the process of target DNA 
recognition by Cas12a[13] 

 

2  PCR 与 CRISPR-Cas12a 结合 

PCR 是一种最为常用的体外核酸扩增技术, 以特定的

核酸序列为靶标, 在与靶 DNA 互补的一对引物的作用下, 经

过变性、退火、延伸 3 个步骤的重复循环进行扩增[14]。使用

靶 DNA 作为激活剂, 可以实现基于 CRISPR-Cas12a 的核

酸检测, 如果不结合任何核酸扩增技术, 最低可检测浓度

为 0.1 nmol/L。然而, 当与 PCR 结合使用时, 检测的浓度

可低至 10 amol/L[15]。近年来, CRISRP-Cas12a 结合 PCR 技

术对常见食源性致病菌的检测已广泛开展(表 1)。 

针对食源性致病菌的特异基因片段进行 PCR 扩增, 

如金黄色葡萄球菌的 femA 基因、痢疾志贺氏菌的 ipaH 基

因 , 用扩增的特异 DNA 片段激活 CRISPR-Cas12a 对

ssDNA 的切割活性[16‒17]。这些 ssDNA 可以连接特殊的标

记, 以实现可以观察或检测的信号。最常用的标记方法就

是使用荧光-猝灭基团进行标记。通过荧光检测设备可以观

察信号并判断靶细菌的存在与否。 

PCR 扩增后, 在将 DNA 扩增子转移到 CRISPR- 

Cas12a 系统进行 Cas 蛋白切割的过程中容易发生气溶胶污

染, 使用液体石蜡进行物理隔绝是解决这一问题的常用方

法。LI 等[18]用 10 μL 液体石蜡覆盖 PCR 反应溶液。PCR 
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表 1  CRISPR-Cas12a 结合 PCR 在食源性致病菌中的研究 
Table 1  Study of CRISPR-Cas12a combined with PCR in the detection of foodborne pathogens 

目标菌 检出限 信号 检测时间/min 参考文献 

金黄色葡萄球菌 103 CFU/mL 荧光 120 [16] 

痢疾志贺氏菌 10 amol/L 荧光 120 [17] 

单增李斯特菌血清型 4c 3.37×101 CFU/mL 荧光 120 [18] 

副溶血性弧菌 1.02×102 拷贝/μL 荧光 90 [19] 

沙门氏菌、阪崎克罗诺杆菌 3.1×101 拷贝/μL 荧光 75 [20] 

大肠杆菌、金黄色葡萄球菌 3 nmol/L 电化学 90 [21] 

沙门氏菌 1 CFU/mL 比色 60 [22] 

 

 
扩增后, 将 Cas12a 介导的裂解混合物加入到管壁上, 然

后离心到反应溶液中。除了用液体石蜡隔绝 PCR 反应溶

液之外 , 还可以在试管盖上预装 CRISPR-Cas12a 试剂, 

在盖子未关闭的情况下进行 PCR 扩增, 扩增后离心混合

试剂 [19]。然而, 这依然需要开管操作。张文娟[20]利用海

藻糖提高蛋白质热稳定性、矿物油隔热和 PCR 仪管盖控

温等三重操作, 实现了 PCR 扩增反应和 CRISPR-Cas12a

检测的闭管联用。 

CRISPR-Cas12a 的加入不仅提高了对 PCR 扩增子的

检测灵敏度和特异性, 而且丰富了信号输出模式。在金电

极表面上修饰的 ssDNA 报告探针阻碍了电极和溶液之间

的电子交换, PCR 扩增子激活的 Cas12a 可以切割所修饰

的 ssDNA 报告探针, 从而导致电荷的转移电阻降低[21], 

使用电化学阻抗法测量 CRISRP-Cas12a 切割前后的阻抗

值变化。MA 等[22]报道了一种双信号输出模式的检测方

法, 使用 ssDNA 连接两个金纳米颗粒(gold nanoparticle, 

AuNP)探针对(用 DNA1 和 DNA2 修饰 ), 在 CRISPR- 

Cas12a 对其切割前后会产生聚集到分散的变化(图 2)。温

和离心后 , 上清液可以产生更明显的颜色变化 , 用肉眼

即可以辨别, 可使用便携式色度计记录结果。同时用红外

热像仪记录 AuNP 在 808 nm 处的光热效应, 以达到交叉

验证的目的。 

3   等温扩增技术与 CRISPR-Cas12a 结合 

虽然 PCR 技术的应用更为成熟, 但是对快速热循环

和高变性温度的要求限制了 PCR 的非实验室应用。为了摆

脱对高端控温设备的依赖, 实现检测方法的现场应用, 研

究者开发了诸多等温核酸扩增方法, 包括环介导等温扩增

(loop mediated isothermal amplification, LAMP)、滚环等温

扩增(rolling circle amplification, RCA)、重组酶聚合酶扩增

(recombinase polymerase amplification, RPA)和重组酶介导

等温扩增(recombinase-aided amplification, RAA)等。基于

CRISPR-Cas12a 对靶标的特异性识别, 结合不同的等温扩

增技术所开发的食源性致病菌检测方法, 展现出更好的灵

敏性和特异性。CRISPR-Cas12a 结合不同的等温扩增技术

检测沙门氏菌、志贺氏菌等常见的食源性致病菌研究广泛

(表 2)。 

 

 

 
图 2  CRISPR-Cas12a 生物传感器用于比色法和光热效应检测的

原理[22] 

Fig.2  Principles of the CRISPR-Cas12a biosensor for colorimetric 
and photothermal[22] 
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表 2  CRISPR-Cas12a 结合等温扩增技术在食源性致病菌中的研究 
Table 2  Study of CRISPR-Cas12a combined with isothermal amplification in the detection of foodborne pathogens 

扩增法 目标菌株 检出限 信号 检测时间/min 参考文献 

LAMP 

沙门氏菌 2 拷贝/μL 荧光 60 [20] 

志贺氏菌 4 拷贝/μL 荧光 40 [23] 

大肠杆菌 O157:H7 1.22 CFU/g 荧光 70 [24] 

空肠弯曲菌 8 CFU/mL 荧光 70 [25] 

鼠伤寒沙门氏菌 8×102 CFU/mL 荧光 60 [26] 

铜绿假单胞菌 1 CFU/mL 比色 50 [27] 

副溶血性弧菌 30 拷贝/反应 荧光 50 [28] 

副溶血性弧菌 6.1×102 CFU/mL 比色 100 [29] 

RPA 

单增李斯特菌 10 拷贝/μL 荧光 45 [30] 

大肠杆菌、金黄色葡萄球菌 1 CFU/mL 荧光 50 [31] 

单增李斯特菌 10 CFU/mL 荧光 50 [32] 

沙门氏菌 1 CFU/mL 比色 180 [33] 

鼠伤寒沙门氏菌 1 CFU/mL 荧光 60 [34] 

大肠杆菌 O157:H7 6.5×104 CFU/mL 荧光 70 [35] 

金黄色葡萄球菌 3 amol/L 荧光 20 [36] 

耐甲氧西林金黄色葡萄球菌 10 拷贝/反应 荧光 20 [37] 

鼠伤寒沙门氏菌 4 CFU/mL 拉曼 45 [38] 

RAA 

单增李斯特菌血清型 4c 1.35×102 CFU /mL 荧光 60 [18] 

创伤弧菌 2 拷贝/反应 荧光 40 [39] 

金黄色葡萄球菌 1 CFU/mL 比色 62 [40] 

金黄色葡萄球菌 5.4×102 CFU/mL 荧光 70 [41] 

单增李斯特菌 2.6×101 CFU/mL 电化学 120 [42] 

副溶血弧菌 103 CFU/mL 荧光 60 [43] 

RCA 

大肠杆菌 O157:H7 10 CFU/mL 电化学  [44] 

耐甲氧西林金黄色葡萄球菌 102 CFU/mL 荧光 80 [45] 

副溶血性弧菌 3.6 CFU/mL 荧光 65 [46] 

 

3.1  环介导等温扩增 

LAMP 核酸扩增技术需要链置换 Bst DNA 聚合酶和 4

个 DNA 引物, 其允许在恒定温度(60~65°C)下进行自动循

环扩增[47]。这种等温扩增技术已经广泛与 CRISPR-Cas12a

方 法 进 行 结 合 , 在 开 发 的 大 多 数 检 测 方 法 中 , 

CRISPR-Cas12a 主要是用于检测 LAMP 扩增子, 从而为该

检测体系提供了更高的灵敏度。SHI 等[23]通过 LAMP 和

Cas12a 的偶联, 对志贺氏菌的检测可以在 40 min 内达到 4

拷贝/μL 的检出限, 其结果在蓝光 LED 下通过肉眼即可观

察。但是在对实际样品的应用过程中, 食品基质对整个反

应体系的干扰以及少量的食源性致病菌核酸的难以分离, 

导致分子检测的优势无法发挥[48]。针对此问题, 可以使用

浓缩过滤[24]、免疫磁珠捕获[25]等方法解决或改善。 

LAMP 的最适反应温度在 60~65℃, 而 Cas12a 的最适

反应温度在 37℃, 两者相差较大, 不相容的温度很难在同

一体系进行检测。有研究发现海藻糖能够提高 Cas12a 的反

应温度, 同时海藻糖具有的高黏度能够将 CRISPR-Cas12a

试剂固定在管盖内部, 实现了物理隔离两种反应体系的目

的, 通过优化反应温度, 最终选取 54℃作为 LAMP 的反应

温度, 且在此温度下不影响管盖处 Cas 蛋白的活性, 对检

测体系的灵敏度和特异性也没有影响[20]。 

为了提高 LAMP 结合 CRISPR-Cas12a 检测方法的现场

可使用性, WU 等[26]开发了一种可以在家中使用的聚丙烯核
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酸检测袋。该袋包含裂解室、洗涤室和扩增/检测室 3 个腔

室, 可以将核酸检测的整个过程集成在一个封闭的空间内, 

检测结果可以在便携式紫外线灯的帮助下用肉眼读取。

MUKAMA 等[27]设计了一种便携式层析试纸条, 将 LAMP

扩增和 CRISPR-Cas12a 切割后的混合反应液添加到试纸条

进行检测。对于阳性样品是观察不到 T 线的, 因为生物素化

的 ssDNA报告探针已经被靶标激活的CRISPR-Cas12a切割, 

无法再与 T 线上的捕获探针互补配对。 

3.2  重组酶聚合酶扩增 

RPA 是一种具有高灵敏度、高特异性等特点的代表性

等温扩增技术[49], 用重组酶活性打开 DNA 分子的双链, 

并利用链置换活性对目标 DNA 进行扩增。在 37~42℃的温

度范围内, 可以在 20~30 min 内完成扩增。 

RPA和CRISPR-Cas12a的反应温度相近, 可以较容易

整合到一个检测系统中。结合 RPA 已经开发了一系列基于

CRISPR-Cas12a 的食源性致病菌检测方法。使用 RPA 对靶

DNA 进行扩增, 然后将 RPA 扩增产物用作激活剂以启动

CRISPR-Cas12a 对所设计的 ssDNA 报告探针进行切割, 对

金黄色葡萄球菌、大肠杆菌和单增斯特菌的检测灵敏度为

10 拷贝[30]。上述检测方法中 RPA 扩增和 CRISPR-Cas12a

检测是分开操作的, 为了避免额外开盖过程造成气溶胶

污染的风险。通过将 RPA 试剂、crRNA 和 ssDNA-FQ 报

告探针整合到单个反应体系中, RPA 扩增之后将将管壁

上的 Cas12a离心到反应体系中来启动对报告探针的切割, 

该方法的检出限 1 CFU/mL, 优于常用的检测方法[31]。

TIAN 等[32]也报道了类似的单管检测方法, 将 RPA 扩增和

CRISPR-Cas12a 系统整合到由胰岛素注射器和 Eppendorf

管组成的微推进反应器中, 由密封膜密封。通过推动注射

器可以将预装在顶部的 CRISPR-Cas12a系统与底部的 RPA

试剂进行混合。 

为了满足现场检测的需要, 一种可以通过智能手机

读取检测结果的方法被设计出来[33]。靶标不存在时, 设计

的富含鸟嘌呤序列的 ssDNA 是完整的。加入钾离子可以使

其形成稳定的 G-四链体 DNAzyme。在氯化血红素存在时, 

这种 DNAzyme 可以催化 TMB-H2O2 的反应, 产生颜色变

化和 454 nm 处吸光度增加, 这种变化可以很容易地被肉

眼和智能手机识别出来。对沙门氏菌展现出良好的灵敏性, 

唯一的缺点是耗时偏长(表 2)。 

3.3  重组酶介导等温扩增 

重组酶辅助等温扩增主要依赖 3 种酶: 单链 DNA 结合

蛋白(single-stranded DNA-binding protein, SSB)、具有独立置

换能力的 DNA 聚合酶和重组酶。重组酶与引物形成重组酶

-引物复合物, 可以识别 dsDNA 中与该引物同源的序列片

段。一旦识别, 就会发生链置换反应启动 DNA 的合成。SSB

与被置换的单链结合, 防止其重新杂交成 dsDNA[50]。 

另外, Cas12a 对 ssDNA 的反式切割活性, 使得致病菌

检测中不同应用的信号输出模式成为了可能。选择荧光-

猝灭基团标记的 ssDNA 作为报告探针是最为常用的一种

方法。LI 等[18]结合 RAA 和 CRISPR-Cas12a 开发了一种荧

光检测方法。在管底的 RAA 扩增之后 , 将管盖内的

CRISPR-Cas12a 试剂离心到管底以激活 Cas12a 对 ssDNA

报告探针的切割, 从而释放出荧光信号。XIAO 等[39]开发

的荧光检测方法, 其结果借助紫外手电筒即可肉眼观察, 

检测灵敏度与 qPCR 相当。 

为 了 实 现 检 测 方 法 的 现 场 应 用 , 研 究 人 员 对

CRISPR-Cas12a 结合 RAA 的方法进行了诸多尝试。基于

纸张的横向流动检测为食源性致病菌的快速自我检查提供

了一种易于操作的便携式工具。QIAN 等[40]结合 RAA 报道

了一种基于 CRISPR-Cas12a 的横向流动检测方法, 使用

RAA 扩增子激活 Cas12a 的对 ssDNA 探针的切割。设计的

FAM-ssDNA-Biotin 探针在靶 DNA 不存在时是完整的, 可

以与结合垫上修饰有胶体金的抗 FAM 抗体结合, 随后在 C

线被捕获, 因胶体金聚集而呈现红色。而当靶 DNA 存在时, 

ssDNA 报告探针被 CRISPR-Cas12a 切割, 分别产生 FAM

和 Biotin修饰的两个部分。FAM-ssDNA在结合垫与抗 FAM

抗体结合后流入 T 线, 并被抗 lgG 抗体捕获, 使 T 线变红。

同样是基于纸张的横向流动检测金黄色葡萄球菌, 与之不

同的是金纳米颗粒被具有更高荧光和更稳定性的功能化量

子点(quantum dot, QD)所取代[41]。在靶标不存在的情况下, 

QDs-SA-Biotin-ssDNA 报告探针在 T 线上被 ssDNA 捕获探

针捕获。然后通过 Biotin-BSA 在 C 线上捕获过量的

QDs-SA, 并且通过肉眼和荧光读数仪可以检测到 T 线和 C

线上的信号。靶标存在的情况下, QDs-SA-Biotin-ssDNA 报

告探针被切割无法在 T 线上产生任何信号的积累, 而 C 线

产生明显的荧光信号。由于快速、准确、灵敏和高特异性, 电

化学信号输出很适合应用于 CRISPR-Cas12a 的检测中。将

亚甲蓝(methylene blue, MB)标记的 ssDNA 报告探针拴在金

电极表面上[42]。靶标存在时会激活 Cas12a 的反式切割活性, 

MB-ssDNA 报告探针被切割后会释放出 MB, 从而产生低电

化学电流。靶标不存在时, MB-ssDNA 报告探针是完整的, 

保持着高电化学电流。在这个过程中, 通过方波伏安法可获

得目标核酸进入该检测体系前后的电化学信号。 

3.4  滚环等温扩增 

滚环等温扩增技术是一种简单、高效的分子扩增技

术。在 RCA 过程中, 引物与环状 ssDNA 模板进行互补配

对, 在 DNA 聚合酶的作用下, 引物的 3’端沿着模板 DNA

延伸, 沿模板 DNA 旋转一周后到达引物的 5’端, 在链置换

聚合酶的作用下使 5’端翘起, 继续沿着模板 DNA 延伸, 短

时间内可以产生具有数十至数百个串联重复序列的长

ssDNA[51‒53]。Cas12a 的反式切割活性可以被 dsDNA 和
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ssDNA 激活, 通过使用 CRSPIR-Cas12a 检测 RCA 的单链

产物, 可以构建高灵敏度和特异性的致病菌检测方法。 

与前面所述扩增致病菌的特定核酸以产生激活

Cas12a-crRNA 复合物的 dsDNA 不同。CRISPR-Cas12a 结

合 RCA 是根据自己的设计 , 扩增出包含靶菌适配子的

ssDNA, 或者设计的适配子能在与靶菌结合后启动RCA扩

增, 同时引入免疫磁珠以形成三明治复合物。例如, 使用

RCA 生成具有大肠杆菌 O157:H7 特异性适配子和靶向重

复序列的长 ssDNA, 允许识别和结合大肠杆菌 O157:H7 以

及 crRNA-Cas12a 复合物。被激活的 Cas12a 会切割金电极

表面 MB 标记的 ssDNA 发夹探针, 改变峰值电流[44]。而

XU 等[45]则设计了两种功能性适配子(Apt-A 和 Apt-B), 用

链霉素亲和素磁珠修饰的 Apt-A, 用于捕获和富集耐甲氧

西林金黄色葡萄球菌 (methicillin-resistant Staphylococcus 

aureus, MRSA)。用短链 DNA(阻滞剂)与 Apt-B 杂交, 它可

以在 Apt-B 与 MRSA 结合后释放。释放的短链 DNA 可以

启动 RCA扩增, 产生激活 Cas12a 反式切割活性的 ssDNA。 

4  结束语 

除了强大的基因编辑能力外, CRISPR-Cas12a 在食源

性致病菌的检测中也展现出了广阔的应用前景。结合各种

核酸扩增技术不仅提高了检测方法的灵敏度、特异性, 而

且扩展了其应用范围, 使其从实验室到现场成为了可能。

虽然基于 CRISPR-Cas12a的致病菌检测方法已经广泛应用, 

但依然存在一些不足之处。(1)虽然结合核酸扩增技术能够

提高检测的灵敏度, 但是将核酸扩增子加入到 Cas12a介导

的切割体系中, 开盖操作很容易造成气溶胶的污染。因此, 

开发闭管的一体化检测方法可以有效避免这种状况的发

生。(2)在实际样品中病原菌的检测灵敏度往往要低于在纯

培养中的检测。不排除是食品基质的干扰, 复杂多样的食

品组分, 很有可能会对 Cas12a识别靶标以及附带的切割活

性产生影响, 从而导致假阴或假阳性结果的出现。所以, 

选择合理有效的前处理操作是非常有必要的, 可以降低假

阴或假阳性。(3)由于 CRISPR-Cas12a 系统的高灵敏度, 很

难量化相对较高浓度的靶标, 检测信号容易达到饱和。所

开发的现场检测方法仅仅只是定性检测, 通过肉眼观察就

能判定结果。那么, 如何实现致病菌的现场快速定量检测, 

也是未来值得深入研究的方向。(4)尽管食源性致病菌的检

测取得了实质性进展, 但大多数基于 CRISPR-Cas12a 的技

术都需要扩增核酸序列以改善信号读取。无论是 PCR 还是

各种等温扩增技术都需要额外的操作步骤, 并且引物的设

计和所需的试剂都需要一定的成本。因此, 未来应该考虑

如何充分利用Cas12a的反式切割活性, 为了克服检测方法

的局限性, 以减少或简化核酸扩增步骤, 并进一步提升检

测信号识别的灵敏度。总体而言, CRISPR-Cas12a 检测技术

在食源性致病菌检测方面体现的优越性使其值的更深入的

研究和探索, 并最终广泛应用于食源性致病菌日常监测工

作当中, 为食品安全的保障提供支持。 
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