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摘  要：【背景】人腺病毒 B 亚属(human adenovirus species B, HAdV-B)可引起呼吸道感染和重症

肺炎，患者死亡率高，目前缺乏快速、准确的检测方法。【目的】开发一种高特异、高灵敏、操作

简便的 HAdV-B 检测方法。【方法】在人腺病毒 E4 基因区筛选出 HAdV-B 的保守序列并选取了特

异性重组酶辅助扩增(recombinase-aided amplification, RAA)引物和 CRISPR RNA(crRNA)，建立结

合 RAA 技术、CRISPR-Cas13a 系统和消线法核酸检测试纸技术(easy-readout and sensitive enhanced, 
ERASE)的针对 HAdV-B 的核酸快速检测方法。【结果】该方法在 35 min 的检测时间里，可检测到

低至 100 copy/μL 的 HAdV-B DNA，该方法的灵敏度与实时荧光定量 PCR 相当，与其他呼吸道病

原体无交叉反应。模拟样本检测结果显示能检测到 Ct 值为 36.19 的弱阳性样本。【结论】本研究建

立的针对 HAdV-B 试纸的检测方法能够简单、快速、准确地检测目标核酸，无需专业核酸检测设

备，为 HAdV-B 的检测提供了新的方法。 
关键词：CRISPR；人腺病毒；等温扩增；核酸检测；ERASE 试纸 
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Abstract: [Background] Human adenovirus species B (HAdV-B) can cause respiratory tract 
infections and severe pneumonia with high mortality rates. Currently, there is a lack of rapid 
and accurate detection methods for HAdV-B. [Objective] To develop a highly specific, 
sensitive, and user-friendly detection method for HAdV-B. [Methods] Conserved sequences of 
HAdV-B were screened in the human adenovirus E4 gene region, and specific 
recombinase-aided amplification (RAA) primers and CRISPR RNA (crRNA) were selected. We 
then established a rapid nucleic acid detection method targeting HAdV-B by combining RAA, 
CRISPR-Cas13a system, and easy-readout and sensitive enhanced (ERASE) nucleic acid test 
strip. [Results] The established method could detect HAdV-B DNA as low as 100 copy/μL 
within 35 min, with the sensitivity comparable to real-time PCR. No cross-reactivity with other 
respiratory pathogens was observed. The testing results with simulated samples showed that the 
method can detect the weak positive samples with a Ct value of 36.19. [Conclusion] The test 
strip assay established in this study for HAdV-B can detect the target nucleic acids in a simple, 
rapid, and accurate manner without the need for specialized nucleic acid detection equipment, 
which provides a new method for detecting HAdV-B. 
Keywords: CRISPR; human adenovirus; isothermal amplification; nucleic acid detection; 
ERASE strips 
 
 
 

人腺病毒(human adenovirus, HAdV)是无包

膜的双链 DNA 病毒，有多种型别，分为 7 个亚

属(A–G)，可引发多种疾病，主要包括呼吸道感

染、眼结膜炎和胃肠道疾病等。其中 B、C、E
亚属可引起呼吸道感染[1-2]。低龄儿童，免疫低

下人群等易感人群在呼吸道感染人腺病毒后可

能会引起重症肺炎，死亡率较高，严重危害生

命健康[3-4]。有研究显示，人腺病毒肺炎在免疫

缺陷患者中的致死率高达 50%[5]。人腺病毒 B 亚

属即 HAdV-B，主要引起人呼吸道感染，流行的

主要型别为 HAdV-3、HAdV-7、HAdV-11、

HAdV-14、HAdV-21、HAdV-55，在儿童和成人

中可导致更显著的发病率、更严重的呼吸系统疾

病甚至致命感染，有临床研究显示，超过 50%的

患有重症肺炎的儿童感染过 HAdV-3、HAdV-7，
而且引起的肺炎症状相较于 HAdV-C (HAdV-1、
HAdV-2)更严重 [6-10]。HAdV-11、HAdV-14、
HAdV-21 存在引起肺炎的相关报道[11-12]。不同人

腺病毒间不断发生基因整合产生新型别的人腺

病毒，如 HAdV-55 是 HAdV-11 的六邻体基因整

合到 HAdV-14 基因组后得到的新的重组体，在

国内广泛传播且与国内成人重症肺炎和急性呼

吸窘迫综合征的暴发有关[13]。目前常用的人腺病

毒诊断技术有病毒培养分离、酶联免疫吸附性试
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验(enzyme linked immunosorbent assay, ELISA)和
实时荧光定量 PCR；病毒培养分离检测周期通常

为 3−21 d，耗时较长、费时费力；ELISA 技术易

出现假阳性；qPCR 技术需专业荧光检测设备，

不能满足资源有限地区的检测需求[14]。对于人腺

病毒感染，目前尚无特效治疗药物[15]。因此，对

人腺病毒 B 亚属的快速、准确地检测能够从众多

型别的人腺病毒感染中突出需要重点临床观察

的对象，进而指导临床治疗和疾病防控。 
样本核酸的预扩增能显著提高核酸检测灵

敏 度 ， 重 组 酶 辅 助 扩 增 (recombinase-aided 
amplification, RAA)技术是一种快速核酸扩增

技术，相较于传统的 PCR 扩增技术，RAA 扩

增技术不需要复杂的热循环步骤，操作简单且

耗时短，缺点是易发生非特异性扩增，该技术

是在工作温度(37−42 ℃)下重组酶与 RAA 引物

结合形成复合体，与引物互补的 DNA 模板位点

结合，在单链结合蛋白辅助下打开 DNA 模板双

链，随后 DNA 聚合酶延伸合成新的互补链，实

现对靶标基因的扩增[16]。目前，该技术已应用

于多种病原体的核酸检测的扩增步骤中，是一种

具有应用前景的扩增技术[17]。 
簇状规则间隔短回文重复序列及其相关系

统(clustered regularly interspaced short palindromic 
repeats associated systems, CRISPR-Cas)的发

现，使得核酸诊断技术进一步发展。CRISPR-Cas
系统结合 PCR 和各种等温扩增，开发成多种灵

敏度高、特异性强的核酸诊断工具[18]。例如，

“DNA endonuclease targeted CRISPR trans 
reporter (DETECTR)” CRISPR-Cas12a 核酸检测

技术和“specific high-sensitivity enzymatic reporter 
unlocking (SHERLOCK)” CRISPR-Cas13a 核酸

检测技术[19-20]。为了满足快速且灵敏的检测要

求，可以将 CRISPR-Cas 系统和侧向流免疫层

析技术相结合，达到简单、快速且准确的核酸

检测目的。在我们既往研究中，研发出了

CRISPR-ERASE 核酸检测试纸(图 1)，该技术是

基于 CRISPR-Cas13a 系统，当 Cas13a 蛋白识别

到靶标时，激活其侧切功能，剪切两端修饰有

FAM 基团和生物素的报告 RNA。修饰 FAM 基

团的被剪切报告 RNA 与 FAM 抗体胶体金颗粒

结合，再与 C 线包被的抗 FAM 抗体结合沉积，

C 线显色；包被有链霉亲和素的 T 线捕获修饰

链霉亲和素的被剪切报告 RNA，而无胶体金的

沉积，不显色；当未识别到靶标时，T 线的链

霉亲和素捕获生物素，而一端的 FAM 基团因集

合携带 FAM 抗体的胶体金在 T 线显色。我们将

该试纸检测技术与 RAA 技术结合，应用于埃博

拉病毒、新型冠状病毒和人类免疫缺陷病毒等

病原体的核酸检测[21-23]。该核酸检测试纸条不

依赖专业的核酸检测仪器，可实现简单、高效、

快速的核酸检测。本研究通过将 RAA 技术和

CRISPR-ERASE 试纸检测技术相结合，建立一种针

对人腺病毒 B 亚属的简单、快速、灵敏且特异的

核酸检测方法，为较早发现可能引起严重呼吸道

症状的人腺病毒提供新的检测方法。 

1  材料与方法 
1.1  样品 

含 HAdV-B 保守序列的 PUC57 质粒、荧光

报告 RNA、试纸报告 RNA、RAA 引物及 crRNA
由北京天一辉远生物科技有限公司合成(表 1)。
甲型流感病毒核酸标准物质(NIM-RM4054)、新型

冠状病毒核酸标准物质(GBWE091089)购自国家

标准物质资源共享平台。HAdV-1 (BNCC364939)、
HAdV-2 (BNCC364932)、HAdV-4 (BNCC363721)、
HAdV-5 (BNCC364109)、HAdV-6 (BNCC363394)、
HAdV-31 (BNCC370016)核酸标准物质和 HAdV-7
型灭活病毒颗粒 (BNCC363510)购自北京北纳

创联生物技术研究院。 
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图 1  CRISPR-ERASE 试纸核酸检测示意图 
Figure 1  Schematic diagram of CRISPR-ERASE nucleic acid test. 
 
表 1  本实验所用引物序列 
Table 1  The primer sequence used in this experiment 
Name Sequence (5′→3′) 
HAdV-B conservative 
sequence 

CTCTTGCAGAACAGTAAAGCTGGCAGAACAAGGAAGACCACGAACACAACTTACAC
TATGCATAGTCATAGTATCACAATCTGGCAACAGCGGGTGGTCTTCAGTCATAGAAGC
TCGGGTTTCATTTTCCTCACA 

RAA-F TAATACGACTCACTATAGGGTTGCAGAACAGTAAAGCTGGCAGAACAAGG 
RAA-R GACTGAAGACCACCCGCTGTTGCCAGATTG 
crRNA 
 

GGGAUUUAGACUACCCCAAAAACGAAGGGGACUAAAACAUAUGACUAUGCAUAG
UGUAAGUUGUGU 

qPCR-F CAGAACAGTAAAGCTGGCAGAAC 
qPCR-R AATGAAACCCGAGCTTCTATG 
qPCR-P FAM-ACCACGAACACAACTTACACTATGCA-TAMRA 
Fluorescence report RNA FAM-UUUUUUUUUUUUUUUUUUUU-BHQ1 
Test strip report RNA FAM-UUUUUUUUUUUUUUUUUUUU-Biotin 
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1.2  主要试剂和仪器 
RAA 核酸扩增试剂盒基础型，杭州众测生

物科技有限公司；rNTP Mix、T7 RNA 聚合酶和

RNase Inhibitor，New England Biolabs 公司；无

核酸酶水、MgCl2 溶液、TaqManTM Fast Advanced 
Master Mix、HEPES 缓冲液和荧光报告 RNA，

赛默飞世尔科技公司；LwaCas13a 蛋白，南京

金斯瑞生物科技有限公司；MiniBEST Viral 
RNA/DNA Extraction Kit，宝日医生物技术(北
京)有限公司。PCR 仪，赛默飞世尔科技公司；

荧光定量 PCR 仪，伯乐生命医学产品有限公司；

金属浴，北京卡尤迪生物科技股份有限公司。 

1.3  RAA 扩增 
RAA 扩增步骤参考 RAA 核酸扩增试剂盒

基础型说明书。扩增体系：A Buffer 25 μL，B 
Buffer 2.5 μL，RAA-F、RAA-R (10 μmol/L)各  
2 μL，无核酸酶水 3.5 μL，待扩增的 DNA 5 μL。

将反应体系置于金属浴上 39 ℃恒温孵育 30 min
后完成扩增。 

1.4  CRISPR 荧光检测 
CRISPR/Cas13a 荧光检测体系：rNTP Mix 

(25 mmol/L) 2 μL，RNase Inhibitor (40 U/μL)   
1 μL，T7 RNA 聚合酶(50 U/μL) 0.5 μL，HEPES
缓冲液(1 mol/L) 0.5 μL，MgCl2 溶液(1 mol/L) 
0.25 μL，无核酸酶水 10.75 μL，荧光报告 RNA 
(2 μmol/L) 2.5 μL，crRNA (100 ng/μL) 1.5 μL，

LwaCas13a 蛋白(25 nmol/L) 1 μL，RAA 扩增产

物 5 μL。将检测体系置于荧光定量 PCR 仪上

(FAM 荧光通道，激发光波长 490 nm，发射

光波长 520 nm)恒温 37 ℃孵育，每 2 min 采

集 1 次荧光信号，共 60 min，实时监测荧光强

度变化。 

1.5  CRISPR-ERASE 试纸检测 
检测体系：rNTP Mix (25 mmol/L) 4 μL，

RNase Inhibitor (40 U/μL) 2 μL，T7 RNA 聚合酶

(50 IU/μL) 1 μL，HEPES 缓冲液(1 mol/L) 1 μL，

MgCl2 (1 mol/L) 0.5 μL，无核酸酶水 26.5 μL，试

纸报告 RNA (200 nmol/L) 5 μL，crRNA (100 ng/μL) 
3 μL，LwaCas13a 蛋白(25 nmol/L) 2 μL，RAA
扩增产物 5 μL。37 ℃恒温孵育 15 min 后取检

测体系加入试纸条加样孔，等待 3−5 min，裸眼

读取检测结果。 

1.6  探针法荧光定量 PCR 检测 
PCR 反应体系：TaqManTM Fast Advanced 

Master Mix 10 μL，qPCR-F、qPCR-R、qPCR-P 
(10 μmol/L)各 0.5 μL，无核酸酶水 5.5 μL，模

板 DNA 3 μL，共 20 μL。PCR 反应条件：95 ℃ 
10 min；95 ℃ 5 s，60 ℃ 30 s，40 次循环；每个

循环结束时采集 1 次荧光信号。 

1.7 检测时间的优化 
以连续稀释的 HAdV-B 保守序列 PUC57 质

粒(105–10−1 copies/μL)为检测模板，设置 RAA
扩增和试纸检测体系的孵育时间梯度，对检测

时间进行优化。 

1.8 模拟样本的检测 
向咽拭子保存液中分别加入不同浓度的灭

活病毒颗粒 HAdV-B (HAdV-7)和实验室培养病

毒 HAdV-B (HAdV-55)作为模拟样本，使用

MiniBEST Viral RNA/DNA Extraction Kit 提取

样本核酸。先进行荧光定量 PCR 检测，确定各

样本的 Ct 值，然后进行 CRISPR-ERASE 试纸检

测实验。 

1.9  数据分析与结果判读 
所有实验均进行 3 个独立重复，并采用独

立样本 t 检验进行统计分析。所有实验结果使

用 GraphPad Prism 8 进行分析。试纸检测结果判

定规则为，试纸上只出现 C 线未出现 T 线，判

定为阳性；同时出现 T 线和 C 线，判定为阴性。 
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2  结果与分析 
2.1  基于 RAA 扩增和 CRISPR 荧光检测

HAdV-B 的可行性验证 
选取了 HAdV-B 中可引起呼吸道感染、主

要流行且易引起严重临床症状的型别(HAdV-3、
HAdV-7、HAdV-11、HAdV-14、HAdV-21、

HAdV-55)，在 NCBI 数据库选择了 515 条全基

因序列，经过序列比对分析后，在 HAdV-B 亚

属 E4 区筛选出共 135 bp 的保守序列。在筛选

出的保守序列中，选取了上、下游 RAA 引物和

Cas13a-crRNA (图 2A)。为验证基于 RAA 扩增和

CRISPR 荧光检测 HAdV-B DNA 的可行性，以含

HAdV-B 保守序列的 PUC57 质粒(104 copies/μL)

为检测对象，通过 RAA 扩增以及 T7 RNA 聚合酶

转录获得靶 RNA，用 crRNA 识别靶 RNA (图 2B)，

然后激活 Cas13a 反式切割活性。我们利用荧光

报告 RNA 实时荧光监测 Cas13a-crRNA 的反式

切割活性。实验结果显示含有 Cas13a-crRNA 复

合物和靶 RNA 的样品的荧光强度在 20 min 的

检测时间里迅速增加并达到饱和，在无 Cas13a、

crRNA 或靶 RNA 的情况下，荧光信号无显著

变化(图 2C)，并且 Cas13a-crRNA+target 组的检

测终点荧光值显著高于其他组，差异存在统计

学意义(图 2D)。这些结果表明 RAA 扩增和 T7

酶转录获得的靶 RNA 可以被 Cas13a-crRNA 复

合物准确识别，并启动其反式剪切活性，剪切

荧光报告 RNA。该系统可准确检测 HAdV-B 

DNA。 

2.2  CRISPR-ERASE 试纸检测 HAdV-B 的

灵敏度和特异性评价 
为评价 CRISPR-ERASE 试纸检测 HAdV-B

的灵敏度，首先进行试纸法核酸检测。以 10 倍

连续稀释的含 HAdV-B 保守序列的 PUC57 质粒

(105−10−1 copies/μL)为检测模板，RAA 法 39 ℃
等温扩增 30 min，后将扩增产物加入试纸反应

体系中 37 ℃恒温孵育 30 min，后取检测体系加

入试纸条加样孔，等待检测结果。结果显示，当

质粒模板为 105−100 copies/μL 时，T 线条带消失，

结果判定为阳性；当质粒模板为 10−1 copies/μL
时，试纸 T 线和 C 线均出现条带，结果与阴性对

照一致，结果判定为阴性，灵敏度为 100 copy/µL 
(图 3A)。以相同的梯度稀释含 HAdV-B 保守序

列的 PUC57 质粒为模板进行探针法荧光定量

PCR 检测，结果显示，检测限为 100 copy/µL，

与试纸法具有相同的检测限(图 3B)。为验证

CRISPR-ERASE 试纸检测 HAdV-B 的特异性，

选 取 甲 型 流 感 病 毒 (IVA) 、 新 型冠状病毒

(SARS-CoV-2)、HAdV-1、HAdV-2、HAdV-4、
HAdV-5、HAdV-6 和 HAdV-31 核酸标准物质作

为样本，含 HAdV-B 保守序列的质粒作为阳性

对照组(PC)的模板。结果显示，仅阳性对照组

试纸 T 线条带消失，为阳性；其余组试纸 T 线

和 C 线均出现条带，为阴性(图 3C)，该方法可

特异性地检出 HAdV-B。 

2.3  检测时间优化结果 
实验结果如图 4 所示，进行 10 min RAA 扩

增后进行 10 min CRISPR 反应的试纸检测灵敏

度为 102 copies/μL；进行 15 min RAA 扩增后进

行 10 min CRISPR 反 应 的 检 测 灵 敏 度 为     
101 copies/μL；进行 15 min RAA 扩增后进行  
15 min CRISPR 反 应 的 检 测 灵 敏 度 为       
100 copy/μL，与 30 min RAA 扩增后进行 30 min 
CRISPR 反应的检测灵敏度相当。结果表明，  
15 min 的 RAA 扩增时间加上 15 min 的 CRISPR
反应时间，考虑到检测过程中存在移液操作，所

以单个检测的时间约为 35 min，且灵敏度达到

100 copy/μL。 
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图 2  检测 HAdV-B 的可行性验证   A：RAA 引物和 crRNA 靶点在保守序列上的位置和序列信息. B：

Cas13a-crRNA 与检测靶点结合的示意图，检测靶点以红色标注. C：基于 RAA 的 Cas13a 系统检测

HAdV-B DNA 的实时荧光曲线. D：各组在 CRISPR-Cas13a 荧光检测的终点荧光值(n=3 次独立重复，两组

独立样本 t 检验，****：P<0.000 1) 
Figure 2  The feasibility of detecting HAdV-B. A: The sequence and location of RAA primers and crRNA 
target in the conserved sequence. B: Schematic of ssRNA target detected via the Cas13a-crRNA, the target 
site is highlighted in red. C: The real-time fluorescence curve of the RAA-based Cas13a system for detecting 
HAdV-B DNA. D: The final fluorescence value of each group was detected by CRISPR-Cas13a fluorescence 
system (n=3 independent replicates, unpaired two-tailed Student’s t-test, ****: P<0.000 1). 
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2.4  模拟样本检测评估 
模拟样本检测结果如图 5 所示， 3 个

HAdV-7模拟样本的Ct值为 28.70、32.34和 35.70，
试纸法 3 次重复实验均检出；3 个 HAdV-55 模

拟样本的 Ct 值为 29.09、32.46 和 36.19，试纸

法 3 次重复实验均检出；说明该方法可稳定检出

Ct 值为 35.70 和 36.19 的弱阳性样本。 

3  讨论与结论 
人腺病毒可通过飞沫、空气在人群中迅速

传播，引起的呼吸道感染常聚集暴发。人腺病

毒 B 亚属相较于其他型别的人腺病毒有更大可

能引起呼吸道感染和重症肺炎，重症肺炎病程

相对较长，临床救治困难，患者死亡率较高，

并且治愈后易出现肺部后遗症[24]。目前尚无针

对 HAdV感染的特异性抗病毒药物和相应的疫

苗，仅美国军队使用过针对 HAdV-4 和 HAdV-7
的口服肠包衣疫苗，临床上的人腺病毒治疗以

对症支持、免疫调节治疗和针对并发症的治疗

为主[25]。因此，有必要对 HAdV 进行检测和分

型，以指导抗病毒治疗和降低疾病严重程度。

本研究建立了针对 H A d V- B 的新的检测 
 

 
 
图 3  CRISPR-ERASE 试纸检测方法的灵敏度与特异性评价   A：CRISPR-ERASE 试纸检测 HAdV-B 
DNA 的灵敏度. B：荧光定量 PCR 检测 HAdV-B DNA 的结果. C：CRISPR-ERASE 试纸法检测 HAdV-B
特异性实验(PC：1×105 copies/μL；IVA：1.71×103 copies/μL；SARS-CoV-2：1.1×103 copies/μL；HAdV-31：
5.7×105 copies/μL；HAdV-1：4.8×105 copies/μL；HAdV-2：3.8×105 copies/μL；HAdV-5：9.4×105 copies/μL；

HAdV-6：8.0×105 copies/μL；HAdV-4：2.5×105 copies/μL；NC 为阴性对照组，是以无酶水为 RAA 扩增模板) 
Figure 3  Sensitivity and specificity evaluation of CRISPR-ERASE. A: The specificity assay of CRISPR-ERASE 
detection for HAdV-B DNA. B: Real time PCR detection results of HAdV-B DNA. C: The sensitivity assay 
of CRISPR-ERASE detection for HAdV-B DNA (PC: 1×105 copies/μL; IVA: 1.71×103 copies/μL; SARS-CoV-2: 
1.1×103 copies/μL; HAdV-31: 5.7×105 copies/μL; HAdV-1: 4.8×105 copies/μL; HAdV-2: 3.8×105 copies/μL; 
HAdV-5: 9.4×105 copies/μL; HAdV-6: 8.0×105 copies/μL; HAdV-4: 2.5×105 copies/μL; NC: Negative control; 
nuclease-free water was used as RAA amplification template). 
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图 4  CRISPR-ERASE 试纸检测时间的优化   NC 为阴性对照组，以无酶水为 RAA 扩增模板 
Figure 4  Optimization of CRISPR-ERASE test strip detection time. NC: Negative control, nuclease-free 
water was used as RAA amplification template. 
 

 
 
图 5  CRISPR-ERASE试纸法检测HAdV-B模拟

样本   CRISPR-ERASE试纸法与荧光定量PCR检

测 HAdV-B 模拟样本的结果对比(Ct：荧光定量 PCR
循序阈值；NC：阴性对照，以无核酸酶水为 RAA
扩增模板；C：质控线；T：检测线；–：未检测到) 
Figure 5  CRISPR-ERASE detected HAdV-B 
simulated samples. Comparison of the results of 
CRISPR-ERASE and qPCR assay for HAdV-B 
simulated samples (Ct: Cycle threshold; NC: 
Negative control, nuclease-free water was used as 
RAA amplification template; C: Control line; T: 
Test line; –: Undetected). 

方法——CRISPR-ERASE 试纸法，该方法能检

出 100 copy/μL 的 HAdV-B 核酸，并且与其他型

别 HAdV、新型冠状病毒和甲型流感病毒无交

叉反应。该方法的优势在于：(1) 扩增阶段不需

要复杂的热循环步骤，检测阶段是基于免疫胶

体金层析核酸检测技术，可以快速、便携地检

测 HAdV-B 核酸；(2) 基于 CRISPR-Cas13a 系

统的 HAdV-B 核酸检测具有良好的灵敏度与特

异度。这些优势有助于在人腺病毒疫情暴发时，

简单、快速、准确地检测可能引起严重临床症

状的人腺病毒 B 亚属，为临床治疗及病毒传播

的防控提供指导。 
CRISPR 是大多数细菌和古菌中的一种获

得性免疫系统，可以保护它们免受病毒入侵。

它可以识别并结合外源病毒基因片段，然后转

录成特异性 crRNA。crRNA 引导具有核酸内切

酶活性的 Cas 蛋白识别并降解特定的靶序列。

近年来，研究人员发现一些 Cas 蛋白(如 Cas13a)
具有额外的裂解活性，使其能够利用CRISPR/Cas
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技术构建分子诊断方法。例如，Gootenberg 等

利用 CRISPR/Cas13a 结合重组酶聚合酶扩增技

术(recombinase polymerase amplification, RPA)
来检测核酸分子。此外，通过对报告 RNA 两端

修饰生物素和小分子抗原 FAM 基团，开发出了  
一 种 适 用 于 侧 向 流 免 疫 层 析 (lateral flow 
immunochromatography assay, LFIA)的 CRISPR/ 
Cas13a 快速核酸检测技术，该技术已应用于

SARS-CoV-2 的检测[20]。然而，这种 CRISPR
核酸检测试纸以 T 线显色为阳性判读标准，存

在由于主观判读 T 线而导致检测结果出现假阳

性的风险。本研究中的 CRISPR-ERASE 核酸检

测试纸以 T 线完全消除为阳性判断标准，在一

定程度上降低了假阳性的风险，并且灵敏度有

所提高。 
该方法在 HAdV-B 的检测中具有良好的灵

敏度与特异度，而且快速、简单、方便，但该

方法还存在些许不足之处：(1) 仅检测了人腺病

毒的 B 亚属，不能区分 B 亚属中具体型别的人

腺病毒；(2) 需要真实的临床样本来验证该方法

的检测效果；(3) 检测前需要核酸提取步骤，在

现场检测中的应用受到限制。上述局限性可以

在未来的工作中进一步研究和解决。可探索在

真实临床样品中加入裂解液而无需核酸提取直

接检测 HAdV，或者探索加热裂解样本中的病

毒后直接检测的可行性。 
综上所述，此项研究为目前人腺病毒的检

测提供了一种直观、快速的方案，这将有助于

解决人腺病毒感染的全球公共卫生问题。 
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