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摘  要: 食品安全问题关系人类民生。为有效预防和控制食品安全风险, 减少食品安全经济损失, 迫切需要开

发出针对食源性病原体、食物掺假、转基因作物的高特异性、高敏感性、快速的核酸检测技术。即时检测

(point-of-care testing, POCT)作为一种新兴的快速检测手段, 由于其检测速度快、操作简单、现场检查等特点, 

在食品检测领域应用广泛。本文首先介绍了 POCT 技术的发展历史, 而后根据食品安全事件的特点, 从食源

性致病菌、食物掺假、转基因作物 3 个方向分析了食品检测的主要对象, 阐述了分子 POCT 技术在食品检测

领域的应用现状, 最后对应用于食品检测领域的分子 POCT 技术存在的问题和解决办法进行了分析总结, 对

食品检测分子 POCT 技术的发展方向进行了展望。本文有助于进一步了解分子 POCT 技术在食品检测中的应

用, 并为分子 POCT 技术在食品快速检测中的研究和应用提供参考。 
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ABSTRACT: Food safety is closely related to people’s livelihood. In order to effectively prevent and control food 

safety risks and reduce economic losses of food safety, it is urgent to develop rapid detection technology of nucleic acid 

with high specificity, high sensitivity for foodborne pathogens, adulterated food and genetically modified crops. 

Point-of-care testing (POCT), as a new rapid detection method, is widely used in the field of food detection due to its 

characteristics of fast detection speed, simple operation and on-site inspection. This paper firstly briefly described the 

development history of POCT technology, and then introduced the main objects of food detection from the 3 directions 

of foodborne pathogens, adulterated food and genetically modified crops according to the characteristics of food safety 

events, and described the current application status of molecular POCT technology in the field of food detection, finally 
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it analyzed and summarized the existing problems and solutions of molecular POCT technology in the field of food 

detection, and it prospected the direction of the development of POCT technology in the field of food detection. This 

review will contribute to further understanding of the application of molecular POCT technology in the food detection, 

and provide a reference for research and application of molecular POCT technology in the rapid detection of food. 
KEY WORDS: food detection; molecular point-of-care testing; food safety; isothermal amplification technology; 

detection technology of clustered regularly interspaced short palindromic repeats/CRISPR-associated systems 
 
 

0  引  言 

随着全球食品贸易的扩大, 食品安全已成为发达国家

和发展中国家共同关注的问题[1]。根据世界卫生组织调查

数据显示, 全球每年有十分之一的人因食用被微生物或

化学制剂污染的食品而患病, 导致 6 亿人患病, 42 万人死

亡[2]。食源性疾病严重威胁公众健康, 造成巨大经济损失。

为了保证食品安全, 对食品进行检测, 特别是对有害物质

进行快速准确检测意义重大。 
随着科学技术的发展与进步, 光谱、色谱、免疫学等

检测方法逐步应用到食品检测领域, 并得到了快速发展与

完善[3‒4]。免疫学检测方法适用于食品中微生物产生的黄曲

霉素等毒素的检测, 但此方法易出现假阳性结果并对抗体

质量要求很高[5]。随着分子生物学技术的迅速发展, 基于

聚合酶链式反应(polymerase chain reaction, PCR)的检测方

法扩增速度快、灵敏度高、特异性强[6], 适用于食品检测。

然而, 这些技术均为实验室技术, 依赖于专业的技术人员

和精密的仪器设备, 难以满足现场即时检测(point-of-care 
testing, POCT)的需求。因此, 面对愈来愈复杂的检测要求

和食品安全环境, 建立一种高效、快捷、灵敏的 POCT 技

术应用于食品安全检测, 对提升市场监管部门监管效率、

降低食品安全风险的发生具有重要意义。 
POCT 又称“床旁检测”“近患检验”, 是指在患者附近

或其所在地进行的, 其结果可能导致患者的处置发生改变

的检验。目前, 食品领域 POCT 技术主要是基于核酸和免

疫的检测技术。基于免疫的 POCT 技术主要为免疫胶体金

技术, 该技术成本低、操作简单、可目视观察结果, 但检

测灵敏度较低, 且难以实现多通路复用检测[7], 基于核酸

的POCT技术主要为等温扩增技术(isothermal amplification 
technology, IAT)和成簇规律间隔短回文重复序列及其相

关系统 (clustered regularly interspaced short palindromic 
repeats/CRISPR-associated systems, CRISPR/Cas systems)检
测技术, IAT 因为反应条件简单、对设备要求低、反应速度

快 [8], 常作为分子 POCT 技术的首选技术手段之一 ; 
CRISPR/Cas 技术作为新兴的核酸检测技术, 其操作简单、

不需要精密的仪器、检测周期短[9], 适用于分子 POCT 产品

的开发。此外, IAT 可以与 CRISPR/Cas 技术结合, 实现检测

信号双重放大, 因此二者被认为是分子POCT技术的两大主

要技术路线, 广泛应用在各种核酸快速检测场景中。 

本文从分子 POCT 技术发展历史出发, 对该技术在食

品检测领域的主要检测对象和应用现状进行阐述, 并指出

这些检测技术存在的不足与解决办法, 以期为进一步建立

现场快速、低成本、高灵敏度、高特异性的食品安全检测

方法提供参考。 

1  POCT 技术简介 

POCT 是指在接近患者治疗处, 由未接受临床实验室

科学训练的临床人员或者患者进行自我检测、监测的临床

实验室检验。与传统检测方法相比, POCT 技术可实现快

速、即时诊断, 同时, 该技术操作简单, 对实验人员和实验

环境没有苛刻的要求, 尤其在传染病快速防控和感染性疾

病的及时治疗方面具有显著优势[10]。 
POCT 技术最早应用在血糖、血气分析等少数项目。目

前, POCT 技术已用于心脏标志物快速诊断[11]、尿液分析[12]、

早孕测试[13]、食品病原体筛查[14]、传染病检测[15]等众多项

目, 应用场景也由医疗机构转变至家庭保健、事故灾难、

战地医疗等更灵活的场景中。近年来, 分子生物学技术和

POCT 技术逐步结和建立的分子 POCT 技术, 实现了“提取

-扩增-检测”过程一体化, 达到了“样品进-结果出”的效果, 
尤其新冠疫情期间, 分子 POCT 行业成为体外诊断(in vitro 
diagnosis, IVD)行业发展最快的细分行业之一。 

目前, 分子 POCT 技术在食品核酸检测领域的应用主

要体现在病原微生物检测、食品掺假鉴定、转基因食品鉴

别 3 个方面, 主要技术为前置扩增技术结合后续的生物传

感器显色, 前置扩增技术能大批量富集靶标基因片段, 实
现检测信号的放大, 而后续的生物传感器则将检测信号转

化为可视化结果。此外, 手机等智能化系统也逐步被设计

到分子 POCT 装置中, 以实现手机读取检测结果, 并通过

数据存储与转发实现自我不断监测和结果异地报告[16]。 

2  食品安全分子检测技术的主要检测对象 

食品安全关系人类健康, 维护食品安全、杜绝食品安

全隐患、减少食品安全事件的发生对于维护公众健康至关

重要。微生物有害物质是指食物基质上的病原微生物产生

的对人类有害的毒素, 由于病原微生物具有一定的传播性, 
因此易造成大规模食品安全事件, 如 2020 年广西哄抢榴

莲食物中毒事件中, 500 多人中毒原因即为食用了被污染

的榴莲而导致了副溶血性弧菌感染[17]。病原微生物可通过
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基于核酸扩增的方法被检测到, 此外, 食品掺假、转基因

两大食品健康危险因素 , 也可通过核酸检测的方法被发

现。因此, 分子检测技术在食品安全领域的应用也主要体

现在这 3 个方面。 

2.1  病原微生物 
食源性疾病是食品安全的主要威胁之一, 绝大多数

疾病由病原微生物引起, 其中, 食源性致病菌主要包括大

肠杆菌、单核细胞增生李斯特氏菌、金黄色葡萄球菌、沙

门氏菌、志贺氏菌等[18], 食源性病毒主要包括诺如病毒、

甲型肝炎病毒等[19]。由于不同类型的病原体或其毒素会引

起不同程度的食源性疾病, 因此, 开发出快速、灵敏、简

便、特异的食源性致病菌检测技术已成为控制食品安全问

题的关键[20]。目前, 大多数病原菌的鉴定方法仍然是细菌

培养、生化鉴定以及基于 PCR 的核酸检测技术, 这些方法

均对实验仪器和操作人员提出较高要求, 检测窗口期也较

长, 不利于病原体的早发现、早预防。因此, 将 POCT 技

术应用于食源性病原体检测, 有助于及时发现病原体, 以
便疾控及相关部门面对大规模食品安全事件时及时制定并

实施预防和控制措施, 保障公众的健康。 

2.2  食品掺假 
食品掺假也是食品安全的一个重要危险因素, 尽管

食品安全事件的监督和处罚力度在不断加大, 但食品掺假

事件仍然屡禁不止, 如在羊肉制品中掺入廉价的鸭肉, 在
阿胶制作过程中掺入廉价的牛皮、猪皮等, 不仅损害了消

费者权益, 而且可能对消费者的健康造成不良影响。目前

对于掺假食品的检测方法主要包括两大类, 一类是光谱及

色谱方法, 如液相色谱-质谱法[21]、红外分析方法[22]、高效

液相色谱法[23]等; 另一类则是核酸检测方法, 如 PCR 及实

时定量 PCR (quantitative real-time PCR, qPCR)技术[24]、测

序技术[25]、DNA 条形码方法[26]等。如前文所述, 这些方法

均依赖于专业技术人员和仪器设备, 且检测时间较长, 难

以及时遏制掺假食物在市场上的传播和对食品安全造成的

威胁, 因此, 将 POCT 技术应用于食品掺假鉴定, 有助于

为市场监管部门提供市场监管和食品质量安全监管的技术

手段, 提高监管效率并及时处理和解决消费者投诉问题。 

2.3  转基因食物 
随着转基因技术的发展, 转基因食物在日常生活中

越来越常见。在美国, 90%以上的玉米、大豆等农作物均由

转基因品种生产。转基因食物生产过程中引入的外源基因

可能会改变食物的毒性、致敏性[27], 而对人体造成伤害, 
此外, 抗性基因的使用也可能会对人体健康造成不利影

响。转基因食物的安全性一直受到全球的持续关注[28]。目

前, 转基因产品的主要检测方式为基于 PCR 的方法[29]。随

着全世界范围内转基因植物种类和数量的增加, 有效地筛

选和鉴别转基因产品需要以更多的目标序列作为鉴别靶点, 
传统的 PCR 已经不能满足高通量筛选与鉴别需求。分子

POCT 技术可通过设计微流控装置实现高通量检测, 因此

该技术也适用于更高要求的天然和转基因食品鉴定。 

3  等温扩增技术在食品检测中的应用 

IAT 是在恒定温度下进行核酸体外快速扩增的技术, 
该技术无需复杂的热循环仪提供循环升降温过程, 且反应

速度快, 操作简单, 因而十分适用于核酸快速检测和诊断, 
是分子 POCT 诊断领域的主流技术路线之一。目前, 应用

较为广泛的 IAT 主要有依赖核酸序列的扩增(nuclear acid 
sequence-based amplification, NASBA)、滚环扩增(rolling-circle 
amplification, RCA)、环介导等温扩增(loop-mediated isothermal 
amplification, LAMP)及重组酶聚合酶扩增(recombinase polymerase 
amplification, RPA)等技术。这些技术可以与各种生物传感器

联合使用, 以适用于各种核酸检测场景, 满足分子 POCT 技

术及食品快速检测的需求。表 1 比较了几种 IAT 技术在食品

检测中的应用实例。 
 

表 1  IAT 技术食品检测中的应用 
Table 1  Application of IAT technology in food detection 

检测方法 优点 缺点 检测对象 检出限 检测时间 参考文献

实时 NASBA 
特异性高、灵敏度好、适用于

RNA 靶标检测、可区分活细胞

和死细胞 

需要 3种酶使得反应成

本较高 
沙门氏菌 

0.7 CFU/mL 
(富集 10 h) 

24 h 
(含富集时间) [30] 

SRCA 
操作简单、避免了锁式探针的

设计和合成, 降低了反应成本 
检测时间较长 志贺氏菌 73 fg/μL 3 h [31] 

LAMP 引物数量多, 特异性好 
引物数量多, 易形成引

物二聚体或发夹结构 
大肠杆菌
O157:H7 

100 fg/管 60 min [32] 

LAMP-LFB 可实现自然光下可视化检测 
LAMP 可能受抑制剂

影响, 出现假阴性结果
产气荚膜梭菌 10 pg/μL 

24 h 
(含富集时间) [33] 

RPA 
反应温度低, 检测速度快, 特
异性高 

易出现非特异性扩增 沙门氏菌 
3 CFU/mL 
(富集 6 h) 1 h [34] 

实时 RPA 
检测速度快, 加样后无需开

盖, 避免了气溶胶污染 
荧光信号依赖于特定

设备读取 
猪肉、马肉 

59 pg/反应、

5.4 pg/反应 
15 min [35] 

注: SRCA: saltatory rolling circle amplification, 跨越式滚环等温扩增; LFB: lateral flow biosensor, 横向流动生物传感器。 
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3.1  NASBA 技术在食品检测中的应用 
NASBA 技术是由 1 对带有 T7 启动子序列的特异性

引物引导的, 3 种酶催化的, 以单链 RNA 为模板的连续核

酸扩增技术, 该技术适用于 RNA 的检测, 但通过改变反应

过程, 可使得该反应适用于 DNA 的检测[36]。朱晓娟等[37]

将此技术用于诺如病毒的检测, 灵敏度可达 20 pg/μL。

ZHAI 等[30]开发了一种实时 NASBA 技术用于检测食品中

的沙门氏菌, 在富集 10 h 后, 检出限为 0.7 CFU/mL。由于

RNA 在死亡细胞中快速降解, 而 DNA 在无核酸酶条件下

具有很强的降解抵抗力, 未改变反应进程的 NASBA 仅对

单链 RNA 具有扩增作用, 因此该技术可用于区分活细胞

和死细胞, 具有其他核酸检测技术难以取代的优点[38]。 

3.2  RCA 技术在食品检测中的应用 
RCA 是以一小段环状寡核苷酸序列为模板, 在具有

链置换活性的 DNA/RNA 聚合酶作用下扩增产生一条长重

复单链 DNA/RNA 的技术。线性 RCA 的扩增效率可达到

105倍, 指数 RCA 的扩增效率可达到 109倍, 可实现单分子

检测水平[39–40], 传统的 RCA 技术仅能检测单链环状 DNA, 
对于线性 DNA 模板, 基于锁式探针的滚环扩增技术通过

设计两端与靶标序列互补的锁式探针序列, 可在连接酶作

用下可将线性 DNA 环化, 以实现对线性 DNA 的扩增[41]。

如张健[42]建立了一种基于锁式探针的检测体系, 适用于 4
种食源性致病菌的检测和鉴定, 阳性检出率高于 PCR 方法

和国家标准方法。然而, 锁式探针需要较高的合成费用, 
且人为环化过程增大了操作的复杂程度[43], 限制了在分子

POCT 技术中的使用。SRCA 在强链置换能力的 Bst 聚合酶

作用下, 以添加碱基的方式, 可在没有模板的情况下合成

DNA, 以连接环状 DNA 上的间隙, 实现对线性 DNA 的扩

增与检测[44]。近年来已开发出多种 SRCA 检测技术用于掺

假物[45]、食源性致病菌的检测, 如 WANG 等[31]、YANG
等[44]、MILTON 等[46]分别开发出用于志贺氏菌、金黄色葡

萄球菌、产气荚膜梭菌的 SRCA 检测技术, 检测灵敏度高

于常规和定量 PCR。 

3.3  LAMP 技术在食品检测中的应用 
LAMP 技术利用一种具有高度链置换活性的 Bst 

DNA 聚合酶, 使用 4 到 6 种引物, 可识别 DNA 模板上多

达 8 个特定位置, 保证了该检测技术的高度特异性, 其应

用范围在 IAT 中最为广泛, 在食品检测领域, ZHAO 等[32]

开发出了一种基于 LAMP 的方法用于检测大肠杆菌 O157, 
检测灵敏度可达 100 fg/管。YAN 等[47]建立了一种基于

LAMP 和可切割分子信标 (cleavable molecular beacon, 
CMB)技术的检测方法用于鸡肉掺假的现场检测, 检测灵

敏度可达 1.5 pg/μL。SRIDAPAN 等[33]将 LAMP 与 LFB 结

合起来, 实现了对产气荚膜梭菌的目视检测, 且该方法仅

需煮沸法即可粗提得到样本 DNA, 但检测灵敏度仍能与

市售实时 PCR 试剂盒相当。然而, 由于 LAMP 技术所需引

物数量较多, 因此存在引物设计复杂、易形成二级结构等

问题。 

3.4  RPA 技术在食品检测中的应用 
RPA 技术主要依赖于能结合单链核苷酸的重组酶、单

链 DNA 结合蛋白和链置换 DNA 聚合酶这 3 种酶或蛋白, 
重组酶与引物结合形成蛋白-DNA 复合物, 复合物在双链

DNA 中寻找同源序列, 发生链交换反应并启动 DNA 合成, 
以实现对靶标序列的指数式扩增[48]。RPA可在 37℃下反应, 
相较于其他等温扩增技术, 有望摆脱对温控设备的依赖, 
近年来有研究尝试用人体热量提供反应所需温度, 实现真

正的无仪器扩增[49–50]。此外, 该技术可在 15 min 内获得检测

结果, 大大提高了检测速度。在食品检测领域, LI 等[34]开

发了一种光敏比色定量 RPA 法用于沙门氏菌的检测, 检
出限为 5×103 CFU/mL, 细菌预富集 6 h 后, 检出限可降

至 3 CFU/mL。KISSENKÖTTER 等[35]构建了两种实时 RPA
检测方法用于识别肉类掺假, 对猪和马的检出限分别可达

59 pg/反应和 5.4 pg/反应。 

4  CRISPR-Cas 检测方法在食品检测中的应用 

CRISPR/Cas 系统是原核生物的一种免疫系统, 用来

抵抗外源遗传物质的入侵, 如噬菌体病毒和外源质粒, 该
系统可以识别外源 DNA, 并将它们切断, 以阻止外源基因

的表达。CRISPR/Cas 系统起初用于基因编辑, 近年来随着

Cas12、Cas13 反式切割活性的发现[51–52], CRISPR 技术开

始逐步应用于快速检测领域, 并成为体外诊断领域的研

究热点。Cas12、Cas13 识别靶标后, 除了能特异性切割

靶标 DNA 和 RNA, 还能非特异性切割单链 DNA (single 
stranded DNA, ssDNA)或非目标 RNA, 这种特性称之为

“反式切割活性”。利用这种反式切割活性, 添加发光底物

(含荧光报告基团的 ssDNA 或 RNA)可快速放大并获得检

测信号, 显著提高检测效能[52–53]。此外，该技术可与前置

扩增技术结合, 实现检测信号的双重放大, 提高检测的特

异性与灵敏度, 使检测结果更加精准。目前, CRISPR/Cas
检测技术广泛应用于临床诊断[54]、病原微生物检测[55]及食

品安全检测[56]等多种核酸快速检测场景。表 2 总结了各种

CRISPR-Cas 检测系统的主要特点。 

4.1  CRISPR/Cas9 在食品检测中的应用 
CRISPR/Cas9 可在 gRNA 作用下识别 PAM 位点而切

割 dsDNA。基于此特点, 开发了 NASBACC 技术用于检测

不同亚型的寨卡病毒[57]。在食品检测领域, WANG 等[62]设

计了一种 CRISPR/Cas9 整合 LFB 的方法用于沙门氏菌的

鉴定, 检测灵敏度可达 102 CFU/mL, 此方法可有效消除引

物二聚体造成的假阳性结果。 
此外, dCas9 作为 Cas9 蛋白的突变体, 也可用于基因

检测。dCas9 因 RuvC1 和 HNH 两个核酸酶活性区域同时

发生突变而失去了剪切酶活性, 但仍保留了特异性识别能 
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表 2  各 CRISPR/Cas 检测体系的特点 
Table 2  Characteristics of CRISPR/Cas detection system 

Cas 蛋白 
发挥核酸酶活

性的结构域 
PAM/PFS gRNA 的组分 靶标 

顺式切

割活性

反式切

割活性

具有代表性的 
检测平台 

参考

文献

Cas9 RuvC、HNH 富含 G 碱基 crRNA-tracrRNA dsDNA √ - NASBACC [57] 

dCas9 失活的 RuvC、
HNH 

富含 G 碱基 crRNA-tracrRNA dsDNA - - CRISPR-Chip [58] 

Cas12a RuvC 富含 T 碱基 crRNA ds/ssDNA √ ssDNA DETECTR [52] 

Cas12b RuvC 富含 T 碱基 crRNA-tracrRNA ds/ssDNA √ ssDNA HOLMESv2 [59] 

Cas13a 两个 HEPN PFS crRNA RNA √ RNA SHERLOCK [51] 

Cas13b 两个 HEPN PFS crRNA RNA √ RNA SHERLOCKv2 [60] 

Cas14 RuvC - crRNA-tracrRNA ssDNA √ ssDNA DETECTR-Cas14 [61] 

注: PAM: protospacer adjacent motif, 原间隔序列相邻基序; PFS: protospacer flanking site, 原间隔区侧翼位点; gRNA: guide RNA, 向导 RNA; 
crRNA: CRISPR RNA, CRISPR 反应所需 RNA; tracrRNA: trans-activating crRNA, 反式激活 crRNA; dsDNA: double stranded DNA, 双链 DNA; 
NASBACC: NASBA-CRISPR cleavage, NASBA 结合 CRISPR 切割活性的检测技术; dCas9: nuclease-deactivated Cas9, 核酸酶失活的 Cas9; 
CRISPR-Chip: CRISPR 芯片反应; DETECTR: DNA endonuclease targeted CRISPR trans reporter, DNA 内切酶靶向 CRISPR 反式报告子; 
HOLMESv2: one-hour low-cost multipurpose highly efficient system version 2, 一小时低成本多用途高效系统第二版; SHERLOCK: specific 
high-sensitivity enzymatic reporter unlocking, 特异性高灵敏度酶促解锁报告子; SHERLOCKv2: SHERLOCK version 2, SHERLOCK 第二版; 
DETECTR-Cas14: DETECTR contained Cas14, Cas14 介导的 DETECTR 反应; √代表存在这种活性; -代表不存在这种活性。 

 
力。基于这种特异性识别能力, 开发了成对使用的 dCas9
技术(paired dCas9, PC)、RCA 结合 CRISPR 与辣根过氧化

酶的检测技术(RCA-CRISPR-split-HRP, RCH)分别用于结

核分枝杆菌 [63]和微小 RNA[64]检测。在食品检测领域 , 
JIANG 等[65]将 CRISPR/dCas9 与 LAMP 和 LFB 结合起来

用于沙门氏菌检测, 此方法利用 dCas9 的特异性识别能

力消除非特异性扩增引起的假阳性结果, 可在 40 min 内

对 41 CFU/mL 的沙门氏菌进行现场筛查。 

4.2  CRISPR/Cas12 在食品检测中的应用 

Cas12 蛋白包括 Cas12a 和 Cas12b 两种亚型, 二者均

具有反式切割活性, 目前此类蛋白在核酸检测领域应用

最为广泛。例如, CHEN 等[56]开发出了一种基于 CRISPR/ 
Cas12a 的检测方法用于肉类掺假鉴别, 在不需要前置扩增

的基础上, 可检测出低至 1.13 ng/μL 的猪肉 DNA。JIANG
等[66]开发出一种基于 Cas12a 的阳离子共轭聚噻吩衍生

物(cationic-conjugated polythiophene derivative, PMNT)
有关的可视化检测方法 (Cas12a visual PMNT-involved, 
Cas12aVIP)用于大肠杆菌 O157:H7 的检测, 该方法在 RPA
结合 CRISPR的基础上, 引入了 PMNT(一种可与 ssDNA结

合，导致其共轭主链立体构型发生变化, 最大吸收波长转

移, 溶液颜色改变的物质)。此方法可在 40 min 内, 在自然

光下检测到结果, 且不需要借助任何外部发光仪器。FANG
等[67]开发了一种 RPA 结合 CRISPR/Cas12a 的检测方法用

于诺如病毒的分型检测, 该体系将逆转录过程与 RPA 过程

整合在一个体系中完成, 并通过设计微流控芯片简化了操

作步骤, 对诺如病毒 I 型和Ⅱ型检测灵敏度分别可达 10 
copies/μL 和 1 copy/μL。 

Cas12b 来源于嗜酸耐热菌, 最佳反应温度高于其他

Cas 蛋白, 因此与 LAMP 更兼容[68]。与 Cas12a 蛋白相比, 
Cas12b 是双 RNA 导向 , 此蛋白对靶标的识别依赖于

crRNA 和 tracrRNA, 因此基于 Cas12b 的检测技术具有更

高的特异性[69]。在食品检测领域, WU 等[70]建立了一种

LAMP 结合 CRISPR/Cas12b 的检测体系用于副溶血性弧菌

的检测, 该方法引入了尿嘧啶 DNA 糖苷酶用以消化含尿

嘧啶的扩增子, 以消除阳性扩增反应中出现的污染。 

4.3  CRISPR/Cas13 在食品检测的应用 
Cas13 有 4 种亚型, 该类蛋白同样具有反式切割活性, 

与 Cas12 不同的是, 该类蛋白的识别靶标为 RNA, 并且反

式切割活性主要是对单链 RNA 进行非特异性切割。此外, 
Cas13 蛋白的特异性识别不依赖于 PAM 位点, 而依赖于

PFS[71]。在食品检测领域, XIANG 等[72]建立了一种将重组

酶 辅 助 扩 增 (recombinase aided amplification, RAA) 和
CRISPR/Cas13a 整合在微流控芯片上的检测体系, 可同时

检测 4 种李斯特菌, 检测灵敏度均低于 1 amol/L。 

4.4  CRISPR/Cas14 在食品检测的应用 
Cas14是Cas蛋白家族已报道的最小的核酸酶, 此蛋白

可在不需要 PAM 位点的情况下对靶标 ssDNA 进行识别, 从
而激活反式切割活性[55]。此外, Cas14a 对 ssDNA 的识别能

力也高于 Cas12a, 且此蛋白能够实现高保真单核苷酸多态

性基因分型[61]。目前, Cas14 在食品检测领域的研究较少, 
WANG 等[73]和 ZHOU 等[74]分别建立了 CRRISP/Cas14a 的检

测平台, 有望用于食品检测, 但具体应用还未得到进一步证

实。基于 Cas14 的高度特异性, 未来有望开发更多基于

CRRISP/Cas14 的检测技术用于食品检测。表 3 比较分析了

各型 Cas 蛋白在食品检测领域的应用实例。 
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表 3  CRISPR/Cas 检测技术食品检测中的应用 
Table 3  Application of CRISPR/Cas detection technology in food detection 

检测方法名称 靶标 Cas 蛋白 前置扩增技术 信号判读 检出限 检测时间 参考文献 

Cas9-LFS 沙门氏菌 Cas9 PCR LFB 102 CFU/mL - [62] 

CALL 沙门氏菌 dCas9 LAMP LFB 41 CFU/mL 40 min [65] 

Cas12aVIP 大肠杆菌
O157:H7 

Cas12a RPA 颜色变化 - 40 min [66] 

UDG-LAMP- 
CRISPR/Cas12b 副溶血性弧菌 Cas12b LAMP 荧光 1×102 CFU/mL 40 min [70] 

hMC-CRISPR 李斯特菌 Cas13a RAA 荧光 <1 amol/L 60 min [72] 

注: LFS: lateral flow strip, 横向流动测试条; CALL: dCas9-assisted LAMP-based LFB, 基于 LFB 显色的 dCas9 协助 LAMP 检测方法; UDG: 
uracil-DNA glycosylase, 尿嘧啶脱氧核糖核酸糖苷酶 ; hMC-CRISPR: one-step detection method based on RAA and CRISPR on a 
high-throughput microfluidic chip, 基于 RAA 和 CRISPR 的高通量微流控芯片一步检测方法; -表示原文未提及此问题。 

 

5  食品检测 POCT 技术存在问题及改进方法 

5.1  灵敏度低与特异性差 
IAT 和 CRISPR 系统的结合能够提高检测灵敏度, 但

此过程中存在的扩增产物转移步骤易产成气溶胶污染, 致
使检测特异性降低, 造成假阳性结果。一锅法检测体系能

够很好解决这个问题, 但又会带来灵敏度降低的新问题。

为解决这一问题, TIAN 等[75]构建了一种封闭的推进式反

应器, 在反应器中先进行 RPA 预反应, 而后推进 CRSIPR
组分, 在封闭的单个系统中实现两步反应。LIN 等[76]则建

立了一种甘油增强 RPA 结合 CRISPR 一锅法检测的技术, 
通过添加甘油实现 RPA 组分和 CRISPR 组分的相分离, 避
免了 CRISPR 组分对 RPA 扩增的影响。 

此外, 电化学和光学等生物传感器也可提高 CRISPR
检测技术灵敏度, 例如, MA 等[77]开发了一种变色和光热

效应双重测定法用于沙门氏菌的检测, 该研究中添加了金

纳米颗粒标记的单链 DNA, 可通过颜色变化和温度变化

分别实现比色检测和定量检测, 检出限可达 1 CFU/mL。LI
等[78]建立了一种基于 RAA 的电化学 CRISPR 生物传感器

用于单核细胞增生李斯特菌的检测, 该方法将切割活性转

化为可检测的电化学信号, 检测灵敏度可达 0.68 amol/L, 
提高了检测灵敏度。 

5.2  样品前处理 
分子 POCT 技术主要检测对象为样本的核酸, 在正式

扩增前, 需要进行核酸提取等前处理步骤。实验室条件下, 
该过程涉及待检测样本富集、生物体破裂、遗传物质释放、

核酸提取与纯化等复杂步骤, 不仅耗时耗力, 而且也达不到

POCT 技术的要求。近年来全自动核酸提取技术发展已趋于

成熟, 但一个完整的核酸提取周期仍需30 min以上, 且依赖

于实验室的大型仪器, 不利于现场检测。煮沸裂解法作为一

种传统的核酸粗提手段, 因其操作简单、成本低, 在核酸检

测中一直应用广泛, MYHRVOLD 等[79]开发的加热未提取的

诊断样品以消除核酸酶 (heating unextracted diagnostic 

samples to obliterate nucleases, HUDSON)方法, 采用加热和

化学法使病毒裂解并使核糖核酸酶失活, 大大缩短了检测

时间, 检测灵敏度仍可达单拷贝。此外, 浓缩富集、免疫磁

珠吸附等方法也可富集样本和核酸, 提高核酸浓度, 如 LI
等[80]建立了一种免疫捕获磁珠增强 LAMP-CRISPR/ Cas12a
的方法用于快速、目视检测空肠梭菌。该方法不仅通过加热

快速提取基因组 DNA, 而且还通过免疫磁珠捕获空肠梭菌, 
使菌体可以富集, 核酸产量得以提高, 整个过程可在 70 min
内完成, 检测深度可达 8 CFU/mL。 

5.3  多通路复用检测 
复杂的食品检测环境需要高通量检测技术, 在一个

样本中检测多个靶标是目前 POCT 技术需探索的一个新的

难题。GOOTENBERG 等[60]开发的 SHERLOCKv2 技术发

现不同家族的 Cas13 蛋白具有不同的切割偏好性, 在此基

础上开发了一种使用不同正交 Cas 蛋白 (PsmCas13b、
LwaCas13a、CcaCas13b 和 AsCas12a)的多通道检测平台, 
可同时切割 DNA 和 RNA, 实现一个样本 4 种分析。虽然

此方法可实现多重检测且互不干扰, 但随着检测通路的增

多, 新的 Cas 蛋白和探针难以选择和设计, 限制了多通路

复用检测的发展[81]。 
微流控芯片可在一个芯片上实现多重反应, 且彼此

之间互不干扰, 因此也成为了多通路 POCT 技术的重点突

破方向[82]。例如, SUN 等[83]开发了一种 8 室芯片实验室系

统, 用于快速定量检测食品中的沙门氏菌, 可在 30 min 内

同时检测 8个样本。SHANG等[14]建立了一个集 DNA提取、

RPA 扩增和信号读取为一体的微平台, 可同时检测 8 种食

源性致病菌, 并可通过手机程序读取检测信号。 

6  结束语 

食品检测对于确保食品安全十分重要 , 有助于减

少及杜绝人们食用污染或有害物质。本文系统比较分析

了分子 POCT 技术在食品检测中的应用实例 , IAT 和

CRISPR/Cas 检测系统由于其检测速度快、操作简单、灵敏
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度高等特点, 十分适用于食品快速检测。在 IAT 技术中, 由
于 RPA和 LAMP具有更快的检测速度, 因此更适用于食品

快速检测; 在 CRISPR/Cas 检测技术中, 由于 Cas12a 可以

对靶标 dsDNA 进行特异性识别并激发反式切割活性, 因
此更适用于真核生物基因检测, 在食品检测领域的研究也

更为广泛。此外, IAT 技术可以与 CRISPR/Cas 检测技术结

合起来, 对检测靶标实现双重信号放大, 大大提高检测特

异性和灵敏度。 
虽然分子 POCT 技术近些年来在食品检测领域应用

广泛, 但实际应用情况仍然存在一些问题, 值得研究人员

去优化和解决。例如, 目前此方法检测结果的主流判读方

法主要依赖于特定光源显色, 这不仅加大了仪器设计的复

杂程度, 还对使用人员的判别能力提出了更高要求, 因此

自然光下可视化检测成为该技术一个新的优化方向。此外, 
IAT 技术和 CRISPR/Cas 技术结合的一锅法检测体系在实

验室条件下得到了探究和验证, 但实际应用情况仍需要进

一步证实; 分子 POCT 过程仍需要依赖小型化温控仪器, 
这限制了在资源匮乏环境下的使用。显然, 现阶段的食品

检测分子 POCT 技术仍处于实验室阶段, 其实际应用和推

广仍存在一些问题值得探究和解决 , 但基于 IAT 和

CRISPR/Cas 技术的检测方法仍然是目前食品领域最有发

展前景的分子 POCT 技术。随着分子 POCT 技术的不断发

展, 未来有望开发小型化、智能化、高特异性和高灵敏度

的检测方法及仪器用于食品安全检测。 
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