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重组酶聚合酶扩增结合 CRISPR-Cas12a 快速检测十足目

虹彩病毒 1 方法的建立 
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摘  要：【背景】十足目虹彩病毒 1 (Decapod Iridescent Virus 1，DIV1)可感染南美白对虾、中国对虾

和日本对虾等，是危害对虾养殖业的主要病毒之一。当前高效、快速、简便地检测对虾是否感染 DIV1

是减少其发生和危害的重要途径。【目的】将成簇的规律间隔短回文重复序列(Clustered Regularly 

Interspaced Short Palindromic Repeats，CRISPR)及其相关蛋白 12a (CRISPR Associated Protein 12a，

Cas12a)，即 CRISPR-Cas12a 系统，与重组酶聚合酶扩增(Recombinase Polymerase Amplification，RPA)

技术相结合，建立快速检测 DIV1 的方法(RPA-Cas12a)，并探讨该方法在实际样本检验中的应用价

值。【方法】通过提取 DIV1 DNA，设计其 RPA 引物、crRNA 及报告探针，优化并建立 RPA 结合

CRISPR-Cas12a 的快速检测方法，进一步分析该方法检测 DIV1 的灵敏度与特异性，并比较建立的

方法与 qPCR 法的一致性。【结果】建立的 RPA-Cas12a 快速检测方法可在 40 min 内实现对虾样本

DNA 中 DIV1 的检测，检测限为 10 copies/reaction。用该方法分别对对虾白斑综合征病毒(White Spot 

Syndrome Virus，WSSV)、传染性皮下及造血组织坏死病毒(Infectious Hypodermal and Hematopoietic 

Necrosis Virus，IHHNV)、虾肝肠胞虫(Enterocytozoon Hepatopenaei，EHP)及 DIV1 进行检测，结果

仅 DIV1 发生特异性反应，而 WSSV、IHHNV 和 EHP 的检测结果均为阴性。采用 RPA-Cas12a 检测

61 份实际样本，结果均与 qPCR 检测法的阳性检出率一致。【结论】建立的 RPA-Cas12a 方法检测十

足目虹彩病毒 1 具有快速、简便、灵敏度高且特异性强的特点，为十足目虹彩病毒 1 的快速检测提

供了新的工具。 

关键词：CRISPR-Cas12a，重组酶聚合酶扩增，十足目虹彩病毒 1，快速检测 
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Abstract: [Background] Decapod iridescent virus 1 (DIV1), which can infect Penaeus vannamei, 
Penaeus chinensis, Penaeus japonicus, etc., is one of the main viruses harmful to the prawn aquaculture. 
Currently, the efficient, rapid, and simple detection of whether the prawn is infected with DIV1 is an 
effective way to reduce the occurrence and damage of the virus. [Objective] Clustered regularly 
interspaced short palindromic repeats (CRISPR) and CRISPR-associated protein (Cas12a), termed 
CRISPR-Cas12a system, was combined with recombinase polymerase amplification (RPA) to establish a 
method RPA-Cas12a for the rapid detection of DIV1, and then the application value of this method in 
detecting actual samples was assessed. [Methods] We extracted the DNA of DIV1, and designed the 
RPA primers of DIV1, crRNA, and reporting probes to establish the rapid detection method. 
Subsequently, we analyzed the sensitivity and specificity of this method in detecting DIV1 and 
compared the consistency of the established method with qPCR. [Results] RPA-Cas12a can detect the 
DIV1 DNA samples within 40 min and had the sensitivity of 10 copies/reaction. This method only 
detected DIV1 while showed negative results for white spot syndrome virus, infectious hypodermal and 
hematopoietic necrosis virus, and Enterocytozoon hepatopenaei. Moreover, the RPA-Cas12a method 
revealed consistent positive rate with qPCR in detecting 61 actual samples. [Conclusion] The 
RPA-Cas12a method established in this study is rapid, simple, sensitive, and specific, and can serve as a 
new tool for the rapid detection of DIV1. 

Keywords: CRISPR-Cas12a, recombinase polymerase amplification, Decapod iridescent virus 1, rapid 
detection 
 

南美白对虾(Penaeus vannamei)自 1988 年引入

我国后在全国范围内迅速推广，市场对其需求也

不断增加 [1-2]。据 2020 年中国渔业统计年鉴统

计，2019 年我国海水养殖和淡水养殖中南美白对

虾养殖产量达 1.14×106 t，占对虾养殖总产量的

91.27%，居我国对虾养殖产量的首位[3]。但近年来

南美白对虾养殖过程中病害频发，致使其产量下

降，对对虾养殖及相关产业造成了严重损失[4]。目

前，危害对虾养殖业的病原主要有十足目虹彩病

毒 1 (Decapod Iridescent Virus 1，DIV1)、对虾白斑

综合征病毒(White Spot Syndrome Virus，WSSV)、

传染性皮下及造血组织坏死病毒(Infectious Hypodermal 

and Hematopoietic Necrosis Virus，IHHNV)、急性肝

胰腺坏死综合征 (Acute Hepatopancreatic Necrosis 

Syndrome，AHPNS)及虾肝肠胞虫(Enterocytozoon 

Hepatopenaei，EHP)等，病毒病是对虾养殖业中

的主要病害，对相关产业造成了巨大的经济损

失，已成为影响对虾养殖业发展的主要限制因素

之一[5-9]。 

DIV1 属于虹彩病毒科，是一种二十面体对称

的胞浆型、双链 DNA 病毒，研究发现该病毒的宿

主包括南美白对虾、中国对虾(Penaeus chinensis)、

日本对虾 (Penaeus japonicus) 、 红 螯 螯 虾 (Cherax 

quadricarinatus)、克氏原螯虾(Procambarus clarkii)、
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罗氏沼虾(Macrobrachium rosenbergii)和日本沼虾

(Macrobrachium nipponense)等[10-11]。对虾感染该病

毒会导致造血组织、鳃丝、肝胰腺、附肢和肌肉的

血细胞中出现嗜碱性包涵体和核固缩现象，引起

对虾出现游水、趴边、身体微红、肝胰腺萎缩及

空肠空胃的症状，引发对虾的大量死亡[12]。对于

该病毒的防治，国内外学者普遍认为综合预防是

相对有效的方法，即尽早发现疾病并采取诸多措

施阻止病毒传播；因此，建立灵敏、准确、快

捷、方便的 DIV1 检测方法是控制该病毒发生和扩

散的重要途径[12]。 

目前，对于对虾是否感染虹彩病毒的检验通

常采用病理学显微镜观察、生化测定、免疫学试

验、细胞培养和 PCR 检测等，这些方法耗时、

耗 力 、 操 作 复 杂 ， 很 难 适 应 现 场 快 速 、 准 确 

检测的需要[13]。成簇的规律间隔短回文重复序列

(Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic 

Repeats，CRISPR)及其相关蛋白(CRISPR Associated 

Protein，Cas)系统，即 CRISPR-Cas 系统，是原核

生物用来抵御外来遗传物质入侵的免疫防御系

统，该系统已被改造成为一种高效的基因编辑工

具[14]。最近，科学家们发现部分 II 类 Cas 蛋白(如

Cas12a)具有附属切割活性，并将 CRISPR-Cas 系

统应用于核酸检测领域[15]。Cas12a 蛋白最初被称

为 Cpf1，最早由 Zetsche 等于 2015 年发现[16]。该

蛋白不同于 Cas9 酶，当其在 gRNA 的引导下与目

标序列结合并切割目标双链 DNA 的同时，出现了

对所有的单链 DNA 产生任意切割的活性；这个现

象使 Chen 等开发出一种被称为 DNA Endonuclease 

Targeted CRISPR Trans Reporter (DETECTR)的

诊断系统，该系统可用于对临床样本中的少量

DNA 进行快速、简便的即时检测；具体而言，

DETECTR 系 统 是 将 重 组 酶 聚 合 酶 扩 增

(Recombinase Polymerase Amplification，RPA)技

术、CRISPR-Cas12a 及向导 RNA、荧光报告分子

相结合的一种等温扩增系统 [15]。RPA 技术包含 

3 种酶，即能结合寡核苷酸引物的重组酶、单链

DNA 结合蛋白和链置换 DNA 聚合酶，而且在

37−42 °C 下均有活性，可以在短时间内常规温度

环境下实现对模板 DNA 的指数级扩增，因此可以

摆脱对 PCR 仪的依赖；但是与 PCR 类似，也会出

现非特异扩增的问题[17-18]。Cas12a 蛋白在 crRNA

的引导下与目标序列结合后，便会切换为激活状

态，不仅可以特异性地切割靶 ssDNA 或 dsDNA，

还能够高效地切割体系内其他单链 DNA，即具有

附属活性；当体系内加入的单链 DNA 含有报告基

团时，一旦 Cas12a 识别到靶 DNA 序列的存在，

就会切割单链探针底物从而释放荧光报告基团，

通过捕获荧光信号即可检测靶标 DNA；该方法具

有灵敏度高、特异性强等特点，为食源性疾病的早

期快速诊断提供了新的手段[19]。 

因此本研究参照 DETECTR 系统的原理，将

RPA 技术与 CRISPR-Cas12a 系统相结合，拟建立

DIV1 快速检测方法(RPA-Cas12a)，为 DIV1 的快

速诊断及防控提供新工具。 

1  材料与方法 

1.1  样品 

十足目虹彩病毒 1 (DIV1)、对虾白斑综合征

病毒(WSSV)、传染性皮下及造血组织坏死病毒

(IHHNV)、虾肝肠胞虫(EHP)感染的南美白对虾虾

苗均由浙江省水产技术推广总站提供。阳性质控

品 pET28a-MCP (Major Capsid Protein)质粒(含有

靶序列片段的 T 载体)为本实验室保存。 

1.2  主要试剂和仪器 

水生动物病原体核酸提取试剂盒(离心柱法) 

V2.0，广州华峰生物科技有限公司；RPA 扩增试

剂盒，Twist DX 公司；Cas12a 蛋白，广州博徕斯

生物科技股份有限公司；转录试剂盒，南京诺唯

赞医疗科技有限公司；RNA 纯化试剂盒，天根生

化科技(北京)有限公司。 

生物样品前处理仪器、超微量核酸分析仪，
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杭州奥盛仪器有限公司；ABI Step One 型荧光定

量 PCR 仪，Thermo Fisher 公司。 

1.3  RPA 引物设计  

登录 GenBank，根据已发表的 DIV1 的 MCP

基 因 (KY681039.1)保 守 序 列 ， 参 照 RPA 引 物  

设 计 要 求 设 计 上 下 游 引 物 [17]。RPA 上 游 引 物

(DIV1-F)：5′-CAGATCAGAGCGCATTCGATCCC 

ATAGGCACCGC-3′；RPA 下游引物(DIV1-R)： 

5′-CGTAAGAGAACATGTGGTATCCGGTGAGTT 

CGGG-3′，引物由生工生物工程(上海)股份有限

公司合成。 

1.4  crRNA 的制备 

根据 Cas12a 蛋白 crRNA 识别靶序列的特性，

即 crRNA 识别 5′端富含 T 的 PAM 位点，在 DIV1

的 MCP 基因序列上设计 4 对特异性的 DIV1-crRNA

引物(DIV1-crRNA-1−4)，引物序列如表 1 所示。 

以上述 DIV1-crRNA 的上、下游引物为互补

序列，进行双链 DNA 的合成，体系为上、下游

引物(10 μmol/L)各 5 μL，无 RNA 酶水 40 μL。通

过 已 报 道 的 方 法 进 行 退 火 (退 火 程 序 为 99 °C      

10 min，85 °C 5 min，80 °C 5 min，75 °C 5 min，

70 °C 5 min)即可形成双链 DNA[20]。反应结束

后，采用转录试剂盒将双链 DNA 片段进行转录，

然后利用 RNA 纯化试剂盒对转录产物进行纯化，

即可获得 crRNA。 

1.5  RPA-Cas12a 检测反应  

报告探针(DIV1-Probe)序列参考 Chen 等的方

法设计[15]，其序列为 FAM-TTATT-BHQ1，由生工

生物工程(上海)股份有限公司合成。RPA-Cas12a

检测反应体系(25 μL)：引物 DIV1-F 和 DIV1-R  

(10 μmol/L)各 1 μL，20×Core Reaction 1.25 μL，

10×E-Mix 2.5 μL，MgOAc (280 mmol/L) 1.25 μL，

10×FnCas12a Buffer 2.5 μL，FnCas12a (500 pmol) 

1 μL，crRNA (10 μmol/L) 2 μL，DIV1-Probe 

(10 μmol/L) 1 μL，待检虾苗 DNA 1−100 ng，用

无 RNA 酶水补足 25 μL；将配制好的反应管混匀

后 500 r/min 离心 10 s，置于荧光定量 PCR 仪上，

37 °C 反应 40 min。 

1.6  crRNA 的筛选  

以 pET28a-MCP 质粒为模板，采用 1.5 中

RPA-Cas12a 检测方法，分别对 4 组 DIV1-crRNA 

(DIV1-crRNA-1−4)进行筛选，通过扩增曲线的荧

光值及起峰时间，选择最优的 DIV1-crRNA 引

物组。 

 
表 1  DIV1-crRNA 引物序列 
Table 1  DIV1-crRNA primer sequences 

类别  

Category  

引物名称 

Primers name 

引物序列 

Primers sequence (5′→3′) 
DIV1-crRNA-1 DIV1-crRNA-F1 TAATACGACTCACTATAGGGTAATTTCTACTAAGTGTAGATAATCTCGAGATCG

TTTACGTTGA 
DIV1-crRNA-R1 TCAACGTAAACGATCTCGAGATTATCTACACTTAGTAGAAATTACCCTATAGTG

AGTCGTATTA 
DIV1-crRNA-2 DIV1-crRNA-F2 TAATACGACTCACTATAGGGTAATTTCTACTAAGTGTAGATATTCAACGTAAAC

GATCTCGAGA 
DIV1-crRNA-R2 TCTCGAGATCGTTTACGTTGAATATCTACACTTAGTAGAAATTACCCTATAGTG

AGTCGTATTA 
DIV1-crRNA-3 DIV1-crRNA-F3 TAATACGACTCACTATAGGGTAATTTCTACTAAGTGTAGATGATCGTGAATGGT

CTGTAGAACC 
DIV1-crRNA-R3 GGTTCTACAGACCATTCACGATCATCTACACTTAGTAGAAATTACCCTATAGTG

AGTCGTATTA 
DIV1-crRNA-4 DIV1-crRNA-F4 TAATACGACTCACTATAGGGTAATTTCTACTAAGTGTAGATCGGTGCCTATGGG

ATCGAAT 
DIV1-crRNA-R4 ATTCGATCCCATAGGCACCGATCTACACTTAGTAGAAATTACCCTATAGTGAGT

CGTATTA 
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1.7  RPA-Cas12a 分析灵敏度试验  

提取 pET28a-MCP 阳性质粒，通过 NanoDrop 

One 对 阳 性 质 粒 进 行 定 量 ， 然 后 将 其 稀 释为

107−100 copies/reaction 8 个浓度。采用 1.5 中

RPA-Cas12a 检测方法，以稀释后的各浓度阳性

质粒及无 RNA 酶水为模板，通过扩增曲线确定

该方法的检测灵敏度。每个质粒浓度进行 5 次

重复。 

1.8  RPA-Cas12a 分析特异性试验  

采用生物样品前处理仪器将病虾及健康虾

苗进行均质研磨，然后使用水生动物病原体核

酸提取试剂盒提取 DIV1、对虾白斑综合征病毒

(WSSV)、传染性皮下及造血组织坏死病毒(IHHNV)

及虾肝肠胞虫(EHP)的DNA，实验步骤参照说明书

进行。采用 RPA-Cas12a 方法进行检测，同时以无

RNA 酶水为模板作为空白对照，分析本研究方法

的检测特异性。 

1.9  RPA-Cas12a 方法对实际样本的检测 

2 批南美白对虾虾苗(2019 年 10 月及 2021 年

2 月)样本，均由浙江省水产技术推广总站提供。

采用 1.8 中的方法提取样本基因组 DNA，然后采

用 1.5 中的 RPA-Cas12a 体系及 Qiu 等建立的 qPCR

检测方法 [21]，同时进行实际样本的检测，比较  

2 种方法的检测一致性。参照终点荧光值法进行

RPA-Cas12a 结果的判定[22]，即待测样本的终点荧

光值≥3 倍阴性对照的终点荧光值，则待测样本含

有 DIV1，否则不含 DIV1。 

2  结果与分析 

2.1  crRNA 的筛选  

RPA-Cas12a 检测十足目虹彩病毒 1 (DIV1)的

流程如图 1 所示。首先采用 RPA-Cas12a 方法比较和

筛选已制备的4 组DIV1-crRNA (DIV1-crRNA-1−4)，

实验结果(图 2)表明，DIV1-crRNA-4 与其他 3 组

(DIV1-crRNA-1、DIV1-c rRNA-2 和 DIV1- 

crRNA-3)相比，其荧光值及起峰时间最优。因

此，后续实验均选用 DIV1-crRNA-4 进行，其转

录的序列为 5′-UAAUUUCUACUAAGUGUAGAU 

CGGUGCCUAUGGGAUCGAAU-3′。 

2.2  RPA-Cas12a 分析灵敏度试验结果  

以 8 个梯度稀释(107−100 copies/reaction)的阳

性质控品及无 RNA 酶水为模板进行 RPA-Cas12a

检测。结果如图 3 所示，107−101 copies/reaction 7 个

质粒浓度为模板的检测反应荧光值之间均无差

异，而且荧光强度均显著高于 100 copy/reaction 为模 

 

 
 
图 1  RPA-Cas12a 检测十足目虹彩病毒 1 (DIV1)的原理 
Figure 1  Schematic diagram of the detection of DIV1 by RPA-Cas12a method 
注：RPA-Cas12a 检测方法的原理：首先从对虾中提取十足目虹彩病毒 1 (DIV1) DNA，然后进行重组酶聚合酶扩增(RPA)，反应

结束后，在体系中添加 Cas12a 蛋白及探针，Cas12a 切割探针后的荧光值反映 DIV1 的含量 

Note: RPA-Cas12a method starts with the extraction of Decapod iridescent virus 1 (DIV1) DNA from Litopenaeus vannamei. After the 
extracted targets are converted to RPA reaction, Cas12a and reporting probes are added to the system. Cas12a cleaves targets and probes, 
releasing fluorescence, allowing direct detection of DIV1 DNA 
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图 2  DIV1-crRNA 的筛选结果 
Figure 2  Screening results of DIV1-crRNA 

 

 
 
图 3  RPA-Cas12a 灵敏度试验结果 
Figure 3  Sensitivity detection results of RPA-Cas12a 
Note: N: No template; ***: P<0.01 

 
板的反应(P<0.01)；100 copy/reaction 为模板的反

应荧光信号值与空白对照之间无统计学意义。因

此，本研究建立的 RPA-Cas12a 方法的检测限为

101 copies/reaction。 

2.3  RPA-Cas12a 分析特异性试验结果  

RPA-Cas12a 的分析特异性试验检测结果如 

图 4 所示，仅 DIV1 样品出现扩增曲线，空白对照

(无 RNA 酶水)、WSSV、IHHNV 及 EHP 样品均未

出现扩增，表明本 RPA-Cas12a 检测体系能特异性

扩增检测出 DIV1 中的靶序列，而不与其他病原体

的核酸发生交叉反应，说明本检测方法特异性好，

未出现假阳性。 

 
 
图 4  RPA-Cas12a 特异性试验结果 
Figure 4  Specificity detection results of RPA-Cas12a 

 
2.4  实际样本检测效果评价  

对 2 批南美白对虾虾苗(2019 年 10 月及 2021 年

2 月)样本提取 DNA 后，同时采用本研究建立的

RPA-Cas12a 方法和已报道的 qPCR 法对样本中的

DIV1 进行检测。结果显示，2 种方法对 2 批南美

白对虾虾苗中 DIV1 的检测结果均为 2019 年 10 月

样本检出阳性 8 份，阴性 2 份；2021 年 2 月样本

检出阳性 27 份，阴性 24 份；因此 2 种方法的检测

效果一致(表 2)。 

3  讨论 

近年来，对虾养殖行业迅速发展，已成为我

国海水养殖业的支柱性产业之一。然而，对虾病

毒病原的感染和病毒性流行病的暴发，每年都给

对虾养殖业带来巨大的经济损失，因此对对虾病

毒病原的研究，一直是各国学者研究的热点之

一。目前对于该病主要采取预防为主，因此采用 

 
表 2  RPA-Cas12a和 qPCR方法对对虾样本中的 DIV1

检测结果 
Table 2  Detection results of RPA-Cas12a and qPCR for 
Litopenaeus vannamei samples of DIV1 
检测时间

Detection 
time 

样本数量

Sample 
number

阳性样本数量 

The number of 
positive samples  

阴性样本数量 

The number of 
negative samples 

RPA-Cas12a qPCR RPA-Cas12a qPCR

201910 10 8 8 2 2 

202102 51 27 27 24 24 
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高效灵敏的检测手段，对对虾苗及其生长期进行

实时检测，能够大大减少损失。目前诊断 DIV1

感 染 的 方 法 主 要 有 电 子 显 微 镜 、 巢 式 PCR 、

qPCR、环介导等温扩增(Loop-Mediated Isothermal 

Amplification，LAMP)技术和 RPA 等方法。然而

前 3 种方法需要昂贵的设备、复杂的程序和训练

有素的人员，因此只能在专业实验室进行，不能

满足养殖单位现场快速检测的需要。LAMP 和

RPA 可以在恒温条件下进行反应弥补上述方法的

不足，实现不依赖于专业仪器和人员的核酸检

测。但 LAMP 技术存在容易因非特异性扩增导致

假阳性高的问题，在实际检测中存在一定的缺

陷；RPA 技术引物设计简单，扩增效率高，但是

其使用的探针设计复杂，费用昂贵。已有研究证

实 Cas12a 附属剪切活性可用于核酸检测，而且具

有高度特异性，通过侧流检测可以实现不依赖于

仪器的诊断方法[15]。因而 RPA 与 Cas12a 相结合，

可以扬长避短，由 RPA 进行样品扩增可提高检测

系统的灵敏度，Cas12a 对扩增产物进行检测可增

加检测的特异性。 

本研究采用了最新的 RPA 技术结合 CRISPR

检 测 系 统 ， 该 技 术 由 Chen 等 发 明 ， 这 种

CRISPR-Cas 结合重组酶介导的快速检测系统具有

快速、灵敏、特异、便携等许多优点[15]。截至目

前，水产病原检测方法的研究报道，LAMP 检测

DIV1 的灵敏度为354 copies/reaction[13]，检测WSSV

的灵敏度为 225−0.225 copies/μL[23]；TaqMan qPCR

检测 DIV1 的灵敏度可低至 1.2 copies/reaction 或   

4 copies/reaction[20,24]；RPA 检测 DIV1 的灵敏度为

11 copies/reaction[25]，检测 IHHNV 的灵敏度为   

4 copies/reaction[26]。但以上检测方法或依赖专业

人员和设备(qPCR)，或假阳性较高(LAMP)，或特

异性不强(RPA)。本研究建立的方法 CRISPR-Cas12a

检测和 RPA 反应均在同一恒温下进行，整个检测

过程只需要一台便携的恒温荧光检测仪即可完

成，检测 DIV1 的灵敏度为 101 copies/reaction；另

外 ， 本 检 测方 法 能 特 异性 地 检测 DIV1， 而 对

WSSV、IHHNV、EHP 无交叉反应(图 4)。如若将

RPA-Cas12a 结合免核酸提取技术，该方法有望应

用于基层单位和现场使用的快速检测。 

4  结论 

本研究将 RPA 技术与 CRISPR-Cas12a 系统相

结合，建立一种新的对虾十足目虹彩病毒 1 检测技

术(RPA-Cas12a)，可在 40 min 左右检测该病毒

DNA，具有简单快速、灵敏度高、特异性强、操

作方便等优点，为该病毒的早期快速诊断提供了新

方法，也为其他病原体快速分子检测方法的建立提

供了新思路。 
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