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摘  要：【背景】在肺部健康红灯预警的社会背景下，高毒力肺炎克雷伯氏菌(hypervirulent Klebsiella 
Pneumoniae, hvKP)的出现引起了广泛关注。作为经典肺炎克雷伯氏菌的变种，hvKP 具有易传播、

毒性强、致死率高的特点，易在健康人中引发社区获得性感染。【目的】开发出针对 hvKP 的灵敏、

便捷的检测方法，以预防其大面积的传播。【方法】将重组酶聚合酶扩增与 CRISPR 超灵敏检测系

统相结合，开发出一种针对 hvKP 的便捷且高灵敏的检测方法。【结果】该方法在无增菌的条件下

能够在 40 min 内检测低至 58.1 fg/µL 的 hvKP 的 DNA 样本，对包括经典肺炎克雷伯氏菌在内的

13 种非特异性菌种均无扩增，显示了良好的特异性。此外，在模拟血液样本的检测中，该方法的灵敏

度达到 5.5 CFU/mL，高于传统的 qRCR 方法(灵敏度为 5.5×102 CFU/mL)两个数量级。【结论】本新

型检测方法不仅具有高灵敏度和高特异性的优点，而且因其构建方法简便，检测过程便捷，可为

基层医疗机构大规模筛查 hvKP 提供有效工具，同时也为公共卫生服务领域提供新的检测方案。这

一新技术有望在控制和预防 hvKP 传播方面发挥重要作用。 
关键词：高毒力肺炎克雷伯氏菌；CRISPR；Cas12a；重组酶聚合酶扩增 
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Abstract: [Background] As the issue of lung health is aggravating, the emergence of 
hypervirulent Klebsiella pneumoniae (hvKP) has attracted widespread attention. As a variant of 
K. pneumoniae, hvKP is characterized by easy transmission, high virulence, and high fatality 
rate, which make it prone to causing community-acquired infection in healthy individuals. 
[Objective] To develop a sensitive and convenient detection method for hvKP, thus preventing 
its large-scale spread. [Methods] We developed a convenient and highly sensitive detection 
method for hvKP by combining recombinase polymerase isothermal amplification with the 
CRISPR ultra-sensitive detection system. [Results] This method was capable of detecting hvKP 
DNA samples as low as 58.1 fg/µL within 40 min without the need for enrichment. Moreover, it 
demonstrated excellent specificity, showing no amplification of 13 non-specific bacterial strains 
including classic K. pneumoniae. Furthermore, in the detection of simulated blood samples, this 
method showcased the sensitivity reaching 5.5 CFU/mL, which was two orders of magnitude 
higher than that (5.5×102 CFU/mL) of the conventional qRCR method. [Conclusion] This novel 
detection method has not only high sensitivity and specificity but also simple operation. This 
study aims to provide an effective tool for large-scale screening of hvKP in community-level 
medical institutions and offer a new detection scheme for public health services. This new 
technology is expected to play an important role in controlling and preventing the spread of 
hvKP. 
Keywords: hypervirulent Klebsiella pneumoniae; CRISPR; Cas12a; recombinase polymerase 
amplification 
 
 

高毒力肺炎克雷伯氏菌(hypervirulent Klebsiella 
pneumoniae, hvKP)自 1986 年首次在中国台湾省

被报道以来，除了引起肺炎外还可能造成肝脓

肿、化脓性脑膜炎、前列腺脓肿、脓毒性眼炎

等多种严重并发症[1]，从而已引起临床和公共

卫生部门的广泛关注。相较于经典肺炎克雷伯

氏菌(classic Klebsiella pneumoniae, cKP)，hvKP
属于侵袭性感染，易感人群的特征有明显区别。

cKP 主要感染的人群为免疫力低下人群，如糖

尿病患者、恶性肿瘤或移植患者、长期卧床的

患者等。而 hvKP 不仅能够感染上述免疫力低

下的人群(如糖尿病患者)，还常见于健康人群，

显示出其广泛的宿主范围[2]。此外，hvKP 具有

更强的耐药性和传播性，更容易在社区发生获得

性感染，因而 hvKP 的感染也与致死率相关[3-5]。

目前对 hvKP 的确切定义尚未统一，其诊断主

要依赖于基于表征的传统的微生物培养方法。

如以平板培养法进行拉丝试验，将具有黏性的

菌丝体长度作为检测指标，以菌丝体长度大于

5 mm 的界定为 hvKP[6-9]，尽管这种方法在基层
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实验室中可行，但其耗时长且准确率低，而且并

非所有的 hvKP 的菌丝体都具有高黏性[8]，这导

致了假阳性结果的发生，甚至无法有效区分 hvKP
与 cKP。此外，小鼠致死试验以及血清杀伤试验

也可作为 hvKP 检测方法，分别以致死量和菌落

计数作为检测指标来界定其菌种类型[9-11]。但其

在检测耗时过长的同时，也不适用于大量样本

的分析及快速检测。 
随着现代分子生物学的飞速发展，基于基

因水平的检测，因其灵敏度较高，特异性好且满

足大批量样品检测需求的特点，逐渐成为病原菌

检测技术开发的热点，其中主要包括 PCR、基

因测序及等温扩增等。特别是实时荧光定量 PCR
已在某些病原菌的检测中成为金标准，并在疫情

防控期间和疾病诊断中发挥了重要的作用，但其

弊端是不仅需要大型的仪器与严格的操作环境，

还需要专业的技术人员来进行操作，使得在基层

部署时存在阻碍与困难[12-13]。基因测序作为权威

的鉴定手段，准确率高但花费非常昂贵，并且其

产生的数据量巨大，需要具有高度科研能力的专

业人员来操作，在临床应用方面大材小用。相比

之下，等温扩增技术 (isothermal amplification 
technology, IAT)因操作简便、快速，成为了基层

实验室理想的选择。然而，其在灵敏度和特异度

方面仍然存在限制，可能导致假阳性结果[14-15]。

为了放大该技术的优势而弥补缺点，有学者尝

试将其与成簇规律间隔的短回文重复序列及其

相关蛋白 (clustered regularly interspaced short 
palindromic repeats, CRISPR associated protein, 
CRISPR-Cas)检测系统相结合，提升其检测灵敏

度，以实现病原菌的超灵敏检测[16-20]。 
CRISPR 是 1987 年在大肠杆菌基因组中被

首次发现，而直到 2005年才被证明 CRISPR-Cas
系统是古细菌与细菌在适应外界环境时进化出

的免疫系统的一部分[21-22]。在众多的 Cas 蛋白

酶中，Cas9 和 Cas12 特异性作用于 DNA 序列，

Cas13 特异性作用于 RNA 序列。其中 Cas12a
在 crRNA 引导下切割原始间隔区相邻基序

(protospacer adjacent motif, PAM) (TTTN)序列

下游 18−25 nt 的靶标 DNA，发挥其识别功能和

非特异性单链 DNA 切割活性。由于 crRNA 序

列长度仅为 40 nt，设计简单，因此广泛用于核

酸的特异性和灵敏度检测[23-25]。迄今为止，已

开发了 DNA 内切酶靶向 CRISPR 反式报告基因

(DNA endonuclease targeted CRISPR trans reporter, 
DETECTR)荧光检测[23]、基于 Cas12a 的视觉检

测(Cas12a-based visual detection, Cas12VDet)[24]、

侧向流试纸条检测[17,26]、金纳米检测法[18,27]等

技术平台，还有基于以上方法而开发出的新型

平台[28-31]用于细菌、病毒的检测。在已经报道的

hvKP 的检测方法当中，仅有的等温扩增方法与

CRISPR 系统相偶联的方法是以环介导等温扩

增(loop-mediated isothermal amplification, LAMP)
为基础建立的，但由于 LAMP 本身需要在

60−70 ℃条件下进行 60 min 的反应，并且引物

设计复杂，而 Cas 酶发挥内切酶活性的温度为

37 ℃，因此单纯将 LAMP 和 CRISPR-Cas 系统

联用需分步进行，增加了操作复杂性和气溶胶

污染风险 [32]。与之相比，重组酶聚合酶扩增

(recombinase polymerase amplification, RPA)技术

的反应条件更为温和(37−42 ℃)，只需 10−25 min
即可完成扩增，更便于与 CRISPR-Cas 系统集

成。通过 RPA-CRISPR-Cas 联用，一方面能弥

补 RPA 灵敏度不足的缺点，降低了假阳性结果，

提高了检测过程的准确性。 

RPA 与 CRISPR-Cas 系统的结合技术展现

出巨大的发展潜力，尤其是设备和操作要求低

的特性使其非常适合应用于资源有限的基层和

偏远地区。hvKP 毒力强、易传播，常见于社区

传染以及有基础疾病或者有合并症的年老患
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者，常引起多部位侵袭性感染，治疗难度大，

致死率高，更重要的是基于传统的细菌表征的

检测方法难以将其与 cKP 进行区分，极大地延

缓了患者被治愈的进程。但现如今在鉴别富含

cKP 和 hvKP 临床样本的过程中，研究者发现

peg-344 基因在检测 hvKP 方面表现出了较高的

准确性(0.97)、敏感性(0.99)和特异性(0.96)，在

预测因感染 hvKP 而引起的严重症状或死亡方

面，peg-344 基因的表现优于其他基因组检测，

这表明 peg-344 基因在预测高毒力表型方面具

有显著优势，为其作为 hvKP 鉴定标志物提供

了有力支持[13,33]，因此可以用于 hvKP 与 cKP
的快速区分检测。本研究以此为基础，以期开

发一种基于 RPA 和 CRISPR/Cas12a 系统的一体

化快速检测方法 one-pot RPA-CRISPR/Cas12a 
(OPRCC)，以实现更快速、灵敏和简便的 hvKP
检测，为满足公共卫生监测的需求提供新的解

决方案(图 1)。 
 

 
 
图 1  one-pot RPA-CRISPR/Cas12a 检测 hvKP 的技术流程示意图   将 Cas12a、crRNA、NEB buffer 
2.1、ssDNA-FQ reporter 等 CRISPR 反应组分加样在管盖上，Rehydration buffer、靶标 DNA、引物、ddH2O
等 RPA 反应组分加样在管底，在 RPA 反应 20 min 后，将管盖上的组分旋下后进行荧光检测反应，如

Cas12a 酶活性被激活，则荧光团 FAM (F)与猝灭团(Q)远离发出荧光，在 qPCR 仪上测量荧光值。部分

图片来自 BioRender.com。 
Figure 1  Schematic diagram of the technical flow of one-pot RPA-CRISPR/Cas12a for hvKP detection in 
this study. Cas12a, crRNA, NEB buffer 2.1, and ssDNA-FQ reporter (CRISPR reaction components) were 
added to the tube cover, while RPA buffer, target DNA, primer, and ddH2O (RPA reaction components) were 
added to the bottom of the tube. After RPA reaction for 20 minutes, If the Cas12a enzyme activity was 
activated, the fluorophore FAM (F) and the quenching group (Q) were far away from the fluorescence, and 
the fluorescence value was measured on the qPCR instrument. Some images are created in BioRender.com. 
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1  材料与方法 
1.1  样品 

本研究共使用了 1 株高毒力肺炎克雷伯氏

菌、1 株经典肺炎克雷伯氏菌、6 株弧菌和 6 株

其他细菌(表 1)。本研究的参考菌株(Ref.)购自中

国海洋微生物菌种保藏管理中心(Marine Culture 
Collection of China, MCCC)或中国普通微生物菌

种保藏管理中心(China General Microbiological 
Culture Collection Center, CGMCC)。其他菌株

(Clin.)从宁波市第二医院临床样本分离得到，并

通过自动化微生物鉴定系统进行鉴定确认[34-35]。

使用之前保存在 20%甘油中，温度为−80 ℃。

新鲜健康血浆来自宁波市第二医院样本库(经宁

波市第二医院人体研究伦理委员会审查批准，伦

理批号：PJ-NBEY-KY-2025-012-01)。 

1.2  主要试剂和仪器 
TwistAmp® Basic Kit，TwistDx 公司；

LbCas12a，New England Biolabs 公司；实验所用

引物、crRNA 以及 ssDNA-FQ 报告基因序列见

表 2，由生工生物工程(上海)股份有限公司合成；

细菌基因组提取试剂盒，北京博迈德基因技术有 
 
表 1  本研究中用于特异性检测的试验菌株列表 
Table 1  Test strains used in this study for testing the specificity 
Number Type of strain Origin OPRCC detection 
ATCC43816 (Ref.) 高毒力肺炎克雷伯氏菌 Hypervirulent Klebsiella pneumoniae CGMCC + 
ATCC700603 (Ref.) 经典肺炎克雷伯氏菌 Classic Klebsiella pneumoniae CGMCC – 
ATCC33812 (Ref.) 河流弧菌 Vibrio fluvialis MCCC – 
CGMCC1.1599 (Ref.) 哈维氏弧菌 Vibrio harveyi  CGMCC – 
ATCC27562 (Ref.) 创伤弧菌 Vibrio vulnificus  MCCC – 
ATCC33653 (Ref.) 拟态弧菌 Vibrio mimicus  CGMCC – 
ATCC17749 (Ref.) 解藻酸弧菌 Vibrio alginolyticus  CGMCC – 
ATCC14100 (Ref.) 霍乱弧菌 Vibrio cholerae  CGMCC – 
NBEY13625 (Clin.) 金黄色葡萄球菌 Staphylococcus aureus Clinical isolate – 
NBEY13629 (Clin.) 铜绿假单胞菌 Pseudomonas aeruginosa Clinical isolate – 
NBEY13635 (Clin.) 鲍氏不动杆菌 Acinetobacter baumannii Clinical isolate – 
NBEY13685 (Clin.) 屎肠球菌 Enterococcus faecium Clinical isolate – 
NBEY13627 (Clin.) 大肠杆菌 Escherichia coli Clinical isolate – 
NBEY13396 (Clin.) 阴沟肠杆菌 Enterobacter cloacae Clinical isolate – 
Ref：参考菌株；Clin：临床菌株；MCCC：中国海洋微生物菌种保藏管理中心；CGMCC：中国普通微生物菌种保藏管理中心。

+：可检出；–：未检出。 
Ref: Reference strain; Clin: Clinical strains; MCCC: Marine Culture Collection of China; CGMCC: China General 
Microbiological Culture Collection Center. +: Detectable; –: Not detected. 
 
表 2  引物及 crRNA 序列 
Table 2  Primers and crRNA sequences 
Name Sequence (5′→3′) 
RPA-F ATGTAAACCCAGGACTTGCCGCTATTATATTTGC 
RPA-R GATGAGGATGAACGAAAGTGAAGCTAATGCGATAA 
crRNA UAAUUUCUACUAAGUGUAGAUGAAUGAAAAAACAAACUCAAUAC 
PCR-F CCTCCAGTCTTTGCTACC 
PCR-R GCAAGTTGAAATAGACGC 
ssDNA-FQ reporter 6-FAM/TTATTTTATTTATT/BHQ1 
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限公司；qPCR 染料 TB Green® Premix ExTaq™ II 
(Tli RNaseH Plus)，宝日医生物技术(北京)有限

公司。 
ND-1000 分光光度计，Thermo Scientific 公

司；实时荧光定量梯度 PCR 仪，耶拿公司。 

1.3  细菌基因组DNA及临床血液样本的

制备 
所有菌株在LB肉汤培养基中37 ℃、180 r/min

培养 48 h 后，使用细菌基因组 DNA 提取试剂

盒提取基因组 DNA，DNA 在 80 µL 无核酸酶

的水中洗脱。 
为了比较 OPRCC方法与 qPCR在临床样本

中的诊断性能，对 hvKP 的临床样本进行模拟

验证，从宁波市第二医院样本库获取新鲜健康

血浆，经 hvKP 的 qPCR 特异性扩增后结果为

阴性，扩增正向引物：5′-CCTCCAGTCTTTG  
CTACC-3′；扩增反向引物：5′-GCAAGTTGAAA 
TAGACGC-3′。反应条件：95 ℃ 30 s；95 ℃   
5 s，60 ℃ 30 s，45 个循环。将血浆与浓度为

5.5×100−5.5×108 CFU/mL等 9 个浓度的菌液以体

积比 1:1 混合，95 ℃煮沸 10 min 后 12 000×g
离心 2 min，取上清液作为模板。 

1.4  引物及 crRNA 的设计及合成 
选择 hvKP 的 peg344 基因作为靶基因，RPA

引物设计原则根据 TwistAmp® Basic Kit 操作手

册，PCR 引物设计原则满足：(1) 避免重复碱基，

尤其是 G；(2) Tm=58−60 ℃；(3) G+C=30%−80%；

(4) 3′端最后 5 个碱基内不能有多于 2 个的 G 或

C；(5) PCR 扩增产物长度为 80−150 bp；(6) 引
物的退火温度 60 ℃以上，RPA 引物及 PCR 均

使用 primer 软件设计。 
crRNA 设计原则：在靶标序列中寻找 PAM

位点即“TTTN”结构，从而设计长度为 10−26 nt
的 crRNA，PAM 序列应位于被靶向的非互补

DNA 序列的 5′末端，位置示意图见图 2，具体

序列见表 2。crRNA 序列经 BLAST 特异性比对

的结果已提交到国家微生物科学数据中心，编号

为 NMDCX0001767。 

1.5  OPRCC 检测方法的建立 
将 RPA 预扩增和 Cas12a/crRNA 裂解检测

结合在同一反应中(图 1)。在八连管中将 RPA 预

扩增的组分放入管底部，其余组分放入管顶部，

最终 22 μL 反应体系。管盖上：1 μmol/L LbCas12a 
1 μL，2 μmol/L crRNA 1 μL，10 μmol/L ssDNA-FQ 
reporter 1 μL，NEB buffer 2.1 2 μL；管底：

Rehydration buffer 8.4 μL、RPA 正向引物 RPA-F
和反向引物 RPA-R (10 μmol/L)各 0.3 μL、靶标

DNA 1 μL、ddH2O 6 μL、magnesium acetate  
(280 mmol/L) 1 μL。在 qPCR 仪上 37 ℃孵育

20 min，后将八连管在掌上离心机上 5 000×g
离心 15 s 保证管盖上的液体旋下，然后继续孵

育 60 min，此时每 5 min 测量 1 次荧光。实验

组使用含有不同浓度基因组 DNA 的溶液，非靶

标对照组使用不含基因组 DNA 的无菌水。 
 

 
 
图 2  crRNA 设计示意图   以 peg344 基因为靶基因，双链 DNA 靶位点用黄色高亮标记。 
Figure 2  Schematic diagram of the crRNA design crRNA design diagram with peg344 gene as the target gene, 
double-stranded DNA target sites are highlighted in yellow. 
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1.6  qPCR 反应体系的建立 
每次反应中加入10 μL的2×Mix溶液、0.4 μL 

PCR 正向引物 PCR-F (10 μmol/L)和反向引物

PCR-R (10 μmol/L)、适量的基因组 DNA 和无菌

水，总计 20 μL。采用实时荧光定量梯度 PCR
仪对新鲜健康人的血浆中不同浓度的细菌进行

qPCR 分析，引物序列见表 2。反应条件：95 ℃ 
30 s；95 ℃ 5 s，60 ℃ 30 s，45 个循环。 

1.7  统计学及回归分析 
基因组 DNA 灵敏度回归分析由 GraphPad 

Prism10.1.1 软件进行线性回归分析及二项式回

归分析；全文所有实验均采用 3 个生物学重复，

使用 GraphPad Prism10.1.1 软件进行单因素方差

分析。 

2  结果与分析 
2.1  RPA-Cas12a/crRNA对靶标序列的

切割反应 
在测试 RPA-Cas12a/crRNA 的复合体结构

对靶标序列的切割活性时，将所有试剂混匀后

均放入同一管内进行反应，结果表明反应产生

的荧光信号值非常微弱(图 3A)，通过查阅了相

关 文 献 之 后 得 知 可 能 是 RPA 反 应 与

Cas12a/crRNA 复合体的切割反应同时进行时

会互相干扰而导致酶活性降低，使得其对

ssDNA-FQ reporter 的非特异性切割效果减弱，

荧光基团与猝灭基团不会远离而发出荧光[24]，

这大大影响检测的灵敏度，所以在建立体系之

前，以RPA扩增反应产物为模板与Cas12a/crRNA
复合物结合，将一体化反应拆分为两步法反应先

进行测试，最终的 20 μL 检测体系由 LbCas12a、
crRNA、ssDNA-FQ reporter、NEB buffer 2.1、
RPA 扩增产物和无核酸酶水组成。结果表明，

当 RPA 反应不与 Cas12a/crRNA 反应同时进行

时，Cas12a/crRNA 复合体对靶标序列进行了有

效切割，实时荧光信号值曲线呈上升趋势且信

号强劲(图 3A)。 

2.2  OPRCC 检测体系的建立 
建立一体化(one-pot)检测模式之前，对 3 种

不同的加样方法进行讨论，CRISPR on the lid：
将 CRISPR 体系中的试剂 (NEB buffer 2.1、
Cas12a、ssDNA-FQ reporter、crRNA)放在管盖

上，荧光检测之前旋下；CRISPR on the wall：
将 CRISPR 体系中的试剂放在管壁上，荧光检

测之前旋下；all in：将所有试剂均加入至管底

直接进行荧光检测(图 3B)。结果表明，只要 RPA
反应不与 CRISPR 反应同时进行，Cas12a 酶活

性可以被正常激活发出荧光，所以在建立

one-pot体系选择将两组组分在同一管内不同位

置分布，当将 RPA 组分放在管底部，CRISPR
组分终点荧光信号值最强，最终 22 μL 反应体

系包括 LbCas12a、crRNA、ssDNA-FQ reporter、
NEB buffer 2.1 (管盖上)；Rehydration buffer、
RPA-F、RPA-R、靶标 DNA、ddH2O、magnesium 
acetate (管底)。 

2.3  crRNA/Cas12a 的浓度优化 
设置 0.50:1、0.75:1、1.00:1、1.25:1、1.50:1、

1.75:1、2.00:1 以上 7 个不同浓度比值进行

RPA-CRISPR/Cas12a 反应(图 3C、3D)。实验结

果表明，当 crRNA/Cas12a 比值越大时，终点荧

光信号值越大，切割效果越好，但因成本限制

问题，最终选择了 2:1 作为最优条件。最后优化

的结果为 1 μmol/L LbCas12a、2 μmol/L crRNA、

10 μmol/L ssDNA-FQ reporter。 

2.4  RPA-CRISPR/Cas12a 灵敏度评价 
以 不 同 浓 度 的 基 因 组 DNA 进 行

RPA-CRISPR/Cas12a 的灵敏度测试，将初始

模板 (58.1 ng/μL)梯度稀释后作为靶标进行

RPA 扩增 20 min 后，取其产物作为检测靶标进

行 Cas12a/crRNA 切割反应，反应在 37 ℃进行  
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图 3  检测体系的优化示意图   A：切割活性验证对比示意图；B：one-pot 加样方法比对示意图；C–D：

crRNA/Cas12a 浓度比值优化示意图；E–F：两步法灵敏度测试示意图。NTC：非靶标对照。 
Figure 3  Schematic diagram of the optimization of the detection system. A: Comparison of cleavage 
activity verification; B: Comparison of one-pot sampling method; C–D: Optimization of crRNA/Cas12a 
concentration ratio; E–F: Sensitivity test of two-step method. NTC: Non target control. *: P<0.05; ***: 
P<0.001; ****: P<0.000 1. 
 
60 min，每 5 min 测量 1 次荧光值。结果表明，

在扩增产物与 Cas12a/crRNA 复合体结合后，

Cas12a 酶活性被激活，对 ssDNA-FQ reporter 进
行非特异性切割，从而发出荧光信号，试验组与

非靶标对照组荧光信号差异极显著(P<0.000 1)，

最终检测的基因组 DNA 浓度低至 58.1 fg/μL  
(图 3E、3F)。 
2.5  OPRCC 灵敏度和特异性评价及回

归分析 
以 hvKP标准菌的DNA初始浓度(5.81 ng/μL)
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为基础，测试了前述建立的 one-pot 检测体系的

灵敏度。结果表明，试验组与非靶标对照组荧

光信号差异极显著(P<0.000 1)，本研究建立的

OPRCC 检测体系可检测出低至 58.1 fg/μL 的

hvKP 的 DNA 样本(图 4A)，与 2.4 中非一体化

检测灵敏度一致，并没有因加样方式的不同而

导致灵敏度的偏差，并且在图 4A 中显示整个

检测过程的荧光信号强劲，在荧光检测的 15 min

左右就达到饱和状态，整个过程包含 RPA 预扩

增的时间小于 40 min。以包括经典肺炎克雷伯

氏菌在内的 13 种非特异性菌种基因组 DNA 和

hvKP 标准菌基因组 DNA 作为检测靶标对该体

系的特异性进行评估，结果表明，除靶标外，

其余结果与非靶标对照结果无差异(图 4B)。 
通过 hvKP 基因组对数 DNA 浓度与终点荧

光信号值的线性回归拟合结果显示其 R2 仅为 
 

 
 
图 4  OPRCC 的性能测试示意图   A：OPRCC 灵敏度示意图；B：OPRCC 的特异性测试示意图。NTC：

非靶标对照。  
Figure 4  Schematic of OPRCC performance testing. A: Schematic of OPRCC sensitivity; B: Schematic of 
OPRCC specificity testing. NTC: Non target control. ns: Not significant; **: P<0.01; ****: P<0.000 1.  
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0.811 (图 5)，相关系数较低，但有研究者在进

行 RPA 反应时发现运用二项式多元回归后相关

系数得到了进一步提高[35]，本文也对数据结果

进行了二项式回归分析，其 R2 确实得到了相应

的提升，但仍不理想，而对于定量分析，理想

的相关系数应该大于 0.98，其原因可能由于

RPA 叠加 CRISPR/Cas 系统进行检测时确实由

于 CRISPR/Cas 系统的加入提高了 RPA 的检测

灵敏度，但也由于过度的反应体系的加入进一

步导致了整个系统中起始模板同步扩增的不稳

定性从而加剧了定量检测的困难[36-37]。 

2.6  OPRCC 检测体系在血液样本中的

可靠性评估  
根据前期的实验结果，本研究所建立的

OPRCC检测体系表现出高度的特异性和灵敏度。

为进一步验证其在实际应用中的性能，以模拟

hvKP 感染的血液样本为对象，并与常规的 qPCR

方法进行比较，以评估该方法的可靠性。结果表

明，基于 OPRCC 检测方法可检出血液样本中菌

液浓度范围为 5.5×100−5.5×108 CFU/mL，相较于 

 
 
图 5  OPRCC 基因组 DNA 灵敏度线性及二项式

多元回归分析   终点荧光信号值与对数 DNA 浓

度(n=3)的相关系数 R2=0.811 (线性回归)；R2=0.877 
(二项式多元回归)。 
Figure 5  OPRCC genomic DNA sensitivity linear 
and second order polynomial (quadratic) of 
endpoint fluorescence signal value and log DNA 
concentration (n=3) correlation coefficient R2=0.811 
(linear regression); R2=0.877 (second order 
polynomial (quadratic)). 
 
qPCR (检测浓度为 5.5×102−5.5×108 CFU/mL)，该

方法能够检出更低浓度的目标菌，并且在 15 min
即可观察到结果(图 6A、6B)。 

 

 
 
图 6  OPRCC 检测体系在血液样本中的可靠性评估   A：qPCR 在模拟临床样本的检测示意图；B：OPRCC
在模拟临床样本的检测示意图。 
Figure 6  Reliability evaluation of OPRCC detection system in blood samples. A: Schematic of qPCR 
detection in simulated clinical samples; B: Schematic of OPRCC detection in simulated clinical samples. 
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3  讨论 
过去十几年间，暴发性传染疾病对人类生

命健康构成了严重威胁，尽管随着科技进步，

我们在治疗方面取得了显著成效，但自新冠疫

情暴发以来，预防措施的重要性更加突显，尤

其是社区性传染病的快速筛查方面，这项工作

已成为公共卫生的重中之重。当前，肺部健康

问题备受关注，具有高度传染性且与高致死率

相关的高毒力肺炎克雷伯菌 (hvKP)成为研究

重点[3-5]。 
基于 CRISPR/Cas 系统与 RPA 方法联用而

建立的一体化反应模式，不仅延续了 RPA 反应

扩增过程中低温、恒温、快速的优势，并且改

善了 RPA 反应灵敏度较低且易出现假阳性结果

的局限性，本文建立的检测体系，测试了 13 种

非特异性菌种，其中包括一些与 hvKP 相似且

常见的院感病原菌，尤其是经典的肺炎克雷伯

氏菌，检测结果均为阴性。表明本体系具有良

好的特异性。在灵敏度检测中，本文检测出的最

低基因组 DNA 浓度为 58.1 fg/μL，而在模拟血液

样本中可检出的最低浓度为 5.5×100 CFU/mL，这

已能满足日常生活中的检测需求。相较于 qPCR
方法(最低检测浓度 5.5×102 CFU/mL)，本文所建

立的方法在检测模拟血液样本中时，其灵敏度提

高了 100 倍，整体检测时间由 80−120 min 缩短

至 40 min；相较于传统的基于细菌表征的检测

方法，本文开发的方法不仅缩短了检测时间，

还能更直观地反映检测结果。在总结已有的高

毒力肺炎克雷伯菌(hvKP)检测方法时，发现大

多需要大型仪器及专业操作人员，而本文开发

的 OPRCC 方法仅需要 37 ℃的恒温条件与小型

便携式荧光阅读器，并且无须专业操作人员。

这种方法在检测指标和检测时间等方面都具有

明显优势(表 3)。 

基于 RPA-CRISPR/Cas12a 的两步法检测体

系已经具有足够的灵敏度和特异度，但在实际

操作中存在一些局限性。如，需要先进行 RPA
扩增，然后再将实验产物转移到 Cas12a 反应体

系中，这不仅增加了实验的烦琐程度，还可能存

在气溶胶污染的风险。为此，研究者们探索了

一种完全一体化的检测模式。在这种模式下，只

需在恒温 37 ℃条件下反应 40 min，即可获得结

果，仅需使用便携式荧光检测仪。这种方法可广

泛应用于基层场景，如社区内的现场检测。然而，

在本研究中我们发现将 RPA 和 CRISPR/Cas12a
的所有组分同时加入反应体系并不能取得理想

效果(图 3A)。这可能是因为 Cas12a 的顺式和反

式切割活性会对 RPA 引物或扩增的目标 DNA
产生干扰，从而降低 RPA 的扩增效率[23,39-40]，

所以在建立一体化的检测体系时，为了避免

RPA组分与Cas12a同时发挥作用，我们将CRISPR
的反应组放在管壁或管盖结果表明，虽然将

CRISPR 组分放在管壁上也能产生终点荧光信

号值(图 3B)，但由于液体加在管壁上滑落的几率

更大，且增加了加样难度，所以最终根据终点荧

光信号值与加样时便捷性选择了将 CRISPR 组分

放在管盖上作为最终的加样方式(图 1 和图 3B)，
而且我们在整个实验过程中也并未发现液体滑

落的现象。虽然一体化检测体系相较于传统的

两步法在操作步骤和检测条件上具有一定优

势。然而，由于该体系的基本原理限制，其在

实时定量分析方面存在不足，无法满足样本中

目标菌株的定量分析需求，这也是 CRISPR/Cas
体系应用中的一大局限性。随着数字液滴化技

术在核酸扩增中应用，为 CRISPR/Cas 检测体

系的定量分析带来曙光。数字液滴化技术通

过泊松分布进行反应终点计数，无须依赖定量

曲线，从而实现绝对定量分析。有研究者开发

了一种基于液滴反应器与 Cas12a 结合的方法， 
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表 3  OPRCC 与已有 hvKP 检测方法的比较 
Table 3  Comparison between OPRCC and existing hvKP assays 
Method Time Index Equipment Minimum detectable 

concentration in 
clinical samples 
(including simulated 
blood samples) 

References 

String test 38−58 h Length of 
mycelium 

Autoclaves, constant temperature 
incubator, Petri dish, automatic 
microbial identification system, etc 

– [6-8] 

Galleria mellonella 
infection combined 
string test 

92−106 h LD50 Autoclaves, constant temperature 
incubator, Petri dish, automatic 
microbial identification system, etc 

– [7] 

Murine lethality 
assay 

256−370 h LD50 Autoclaves, constant temperature 
incubator, Petri dish, automatic 
microbial identification system, etc 

– [9-10] 

Serum killing assay 41−46 h Count of 
bacteria 

Autoclaves, constant temperature 
incubator, Petri dish, automatic 
microbial identification system, etc 

– [7-10] 

PCR 270 min Gel 
electrophoresis 
bands 

Centrifuge, DNA electrophoresis 
apparatus, gel imaging system, 
PCR apparatus, water bath, etc 

– [8] 

Multiplex PCR 220 min Gel 
electrophoresis 
bands 

Centrifuge, DNA electrophoresis 
apparatus, gel imaging system, 
PCR apparatus, water bath, etc 

– [38] 

Real time-PCR 80−120 min Ct value PCR apparatus water bath, etc 550 CFU/mL This text 
OPRCC 40 min End-point 

endpoint 
fluorescence 
signal values 

Water bath, portable fluorescence 
reader 

5.5 CFU/mL This text 

–：原文中未提到。 
–: It is not mentioned in the original text. 
 
通过引入两条 crRNA，实现单分子层面的定量

检测[41]。因此，将数字液滴化技术与本研究建

立的 OPRCC 检测体系相结合，可能为解决定

量检测瓶颈提供新的思路，值得后续作进一步

探索和验证。此外，本文所建立的检测体系在

引物与 crRNA 的设计方面也存在局限性。在前

期研究中，我们发现目前尚无适用于 RPA 引物

和 crRNA 同时设计及筛选的专用网站或软件，

这使得我们在设计时需要特别关注 RPA 扩增区

域与 crRNA 靶标序列的匹配性，即设计的高质

量 crRNA 是否在高质量的 RPA 引物所扩增的

产物之内。随着 RPA 与 CRISPR/Cas 联用的检

测体系的优势逐渐显现，基因序列的有效的筛

选将成为一项重要且频繁的工作，未来可考虑

开发相关网站或软件，以提高工作效率，推动

该领域的进一步发展。 

4  结论 
本研究建立的检测体系对病原菌的检测快

速且灵敏，且在模拟血液样本检测中也未受到

血浆基质的影响，该方法最低可以检测到

5.5×100 CFU/mL 的菌浓度，优于传统的 qPCR
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方法(最低检测浓度 5.5×102 CFU/mL)。相较于

先前依赖复杂的实验室 PCR 扩增和凝胶电泳检

测，本研究建立的一步式快速实时检测方法，

大大简化了对 hvKP 的检测流程，这为在设备

相对落后的基层医疗机构实现该病原菌的快速

诊断提供了新的技术方案，未来该技术有望进

一步优化，并拓展至更多病原体的快速检测，

为基层医疗机构的疾病预防和控制工作发挥作

用，也为全球公共卫生事业提供新的技术支撑。 
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