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等温核酸扩增-CRISPR-Cas12a 技术快速检测牛肉

中的 2 种食源性致病菌 

金  晶 1, 陈大伟 2*, 李兵兵 2, 刘  靓 2, 李  栋 1 

(1. 淮安市清江浦区疾病预防控制中心, 淮安  223001; 2. 淮安市疾病预防控制中心, 淮安  223003) 

摘  要: 目的  建立双重重组酶介导的等温核酸扩增技术(recombinase aided amplification, RAA)和成簇规律

间隔短回文重复序列相关蛋白 (clustered regularly interspaced short palindromic repeats-associated protein, 

CRISPR-Cas)技术快速检测蜡样芽胞杆菌和单核细胞增生李斯特菌的方法。方法  分别以 gyrB 基因和溶菌素

毒力基因 hly 为检测靶标, 设计了 RAA 引物和 crRNA, 分析了其灵敏度和特异性, 同时通过实际样本评估了

本方法的阳性检出率。结果  双重 RAA/CRISPR-Cas12a 技术可在 37 ℃、40 min 内检出 0.0001 ng/μL 的蜡样

芽孢杆菌基因组 DNA 以及 0.001 ng/μL 的单核细胞增生李斯特菌基因组 DNA, 与其他食源性致病菌(沙门氏

菌、金黄色葡萄球菌、大肠杆菌、产气荚膜梭菌、副溶血性弧菌)无交叉反应。以荧光定量为对照, 对 30 份

牛肉样本进行检测, RAA/CRISPR-Cas12a 检出 5 份, 阳性检出率为 100%, 与荧光定量方法一致。结论  本研

究建立的双重 RAA/CRISPR-Cas12a 检测方法检测速度快, 具有较高的灵敏度和特异性, 可用于检测食品中蜡

样芽胞杆菌和单增李斯特菌。 

关键词: 蜡样芽胞杆菌; 单增李斯特菌; 双重重组酶介导的等温核酸扩增; 成簇规律间隔短回文重复序列相
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Rapid detection of 2 kinds of foodborne pathogenic bacteria in beef by 
recombinase aided amplification-CRISPR-Cas12a technology 
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2. Huai’an Center for Disease Control and Prevention, Huai’an 223003, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish a dual recombinase aided amplification (RAA) and clustered regularly 

interspaced short palindromic repeats-associated protein (CRISPR-Cas) technology for the rapid detection of Bacillus 

cereus and Listeria monocytogenes. Methods  Using the gyrB gene and the listeriolysin virulence gene hly as detection 
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targets, RAA primers and crRNAs were designed. Their sensitivity and specificity were analyzed and the positive 

detection rate of this method was evaluated using actual samples. Results  The dual RAA/CRISPR-Cas12a technology 

could detect 0.0001 ng/μL of Bacillus cereus genomic DNA and 0.001 ng/μL of Listeria monocytogenes genomic DNA 

within 40 minutes at 37 ℃, with no cross-reactivity against other foodborne pathogens (Salmonella spp., Staphylococcus 

aureus, Escherichia coli, Clostridium perfringens, Vibrio parahaemolyticus). Using real-time polymerase chain reaction 

as a reference, 30 beef samples were tested. The RAA/CRISPR-Cas12a method detected 5 positive samples, achieving a 

positive detection rate of 100%, consistent with the real-time polymerase chain reaction method. Conclusion  The dual 

RAA/CRISPR-Cas12a detection method established in this study offers rapid detection, high sensitivity, and high 

specificity, making it suitable for detecting Bacillus cereus and Listeria monocytogenes in food. 
KEY WORDS: Bacillus cereus; Listeria monocytogenes; dual recombinase aided amplification; clustered regularly 

interspaced short palindromic repeats-associated protein  
 

 

0  引  言 

食源性致病菌是一类能引起食物中毒或以食品为传

播媒介的致病微生物, 食源性致病菌是导致食品安全问题

的重要来源。例如蜡样芽孢杆菌和单核细胞增生李斯特菌。

蜡样芽胞杆菌(Bacillus cereus)是一种革兰氏阳性、兼性厌

氧、能够形成芽胞的细菌, 广泛分布于环境中[1]。其污染

食品后能够快速进行繁殖, 同时产生大量毒素, 从而导致

人食物中毒[2]。目前已在多种食物中分离出蜡样芽胞杆菌

如: 蔬菜、肉类、乳制品、米饭以及各类甜品中等[3–5]。

呕吐型蜡样芽胞杆菌引起的呕吐症状可导致急性脑病、肝

功能衰竭, 甚至死亡[6–7]。单核细胞增生李斯特菌[简称单增

李斯特菌(Listeria monocytogenes)]是一种胞内寄生菌, 能
够引起自然流产、新生儿败血症、脑膜脑炎等疾病, 能够

污染多种肉类制品[8–9]。与其他主要感染胃肠道的食源性病

原体相比, 单增生李斯特菌能够穿透血脑屏障和胎盘屏障, 
增加疾病的严重程度[10]。单增李斯特菌能够耐受低温、低

pH 以及高盐等极端条件, 同时具有较高的病死率, 因此美

国食品药品监督管理局 (Food and Drug Administration, 
FDA)禁止食品中检出[11]; 我国食品安全国家标准也规定

肉制品中不得检出单增李斯特菌。为确保公共卫生和食品

安全, 需要采用快速和简便的方法来检测食源性致病菌。  
目前食源性致病菌的常用检测方法主要有病原学检

测[12]、免疫学检测[13–14]和分子生物学检测[15–17]。病原学检

测主要是培养法, 较耗时费力; 免疫学检测主要是依赖于

抗原抗体的特异性反应, 但是单克隆抗体的制备成本较高; 
分子生物学检测主要是依赖于核酸扩增反应, 包括聚合酶

链式反应(polymerase chain reaction, PCR)以及等温扩增法, 
随着对检测时效性以及成本的要求逐渐提高, 传统的培养

法、免疫法以及 PCR 法由于检测速度以及检测场地等因素

限制了其应用, 因此需要开发更加便捷高效的方法。 
成簇规律间隔短回文重复序列相关蛋白 (clustered 

regularly interspaced short palindromic repeats-associated 
protein, CRISPR-Cas)检测是近年来发展较为迅速的检测方

法, 其原理为: 首先向导 RNA 与 CRISPR-Cas 蛋白形成复

合物, 该复合物沿着基因组 DNA 搜索与向导 RNA 互补的

靶标 DNA序列, 搜索并结合到特异性位点后, 该复合物产

生反式切割活性, 可随机切割周围环境中任意单链 DNA, 
体系中加入荧光标记的淬灭探针, 当被反式切割后, 荧光

基团与淬灭基团分离 , 产生可检测的荧光信号。由于

CRISPR-Cas 检测技术对于低浓度靶标识别能力有限, 因
此通常需要与其他核酸扩增技术相结合, 如常用的等温扩

增技术。目前已有较多研究将 CRISPR 检测技术应用于食

源性致病菌的检测, 如李凡[18]以 LMOSLCC2755_0090 基

因为靶标建立重组酶聚合酶扩增(recombinase polymerase 
amplification, RPA)/CRISPR-Cas12a 电化学检测方法检测

单增李斯特菌。LI 等[19]以蜡样芽孢杆菌 cesB 基因为靶标

建立了 RPA/CRISPR-Cas12a 荧光检测方法, 可在 40 min 内

检出低至 0.01 ng/μL 的基因组 DNA。虽然目前关于等温扩

增与 CRISPR-Cas12a 结合应用于食源性致病菌检测有一定

报道, 但是多集中于单重检测, 对于双重检测报道较少。 
前 期 研 究 中 陈 大 伟 等 [20] 建 立 了 单 增 李 斯 特 菌

RPA/CRISPR-Cas12a 检测体系, 本研究在此基础上以蜡样

芽孢杆菌 gyrB 基因和单增李斯特菌溶菌素毒力基因 hly 为

检 测 靶 标 建 立 了 双 重 RAA 检 测 体 系 , 同 时 结 合

CRISPR-Cas12a 检测体系建立了双重重组酶介导的等温核

酸 扩 增 技 术 (recombinase aided amplification, RAA)/ 
CRISPR-Cas12a 两步法荧光检测体系, 旨在建立一种检测

速度快、特异性强、灵敏度高的 RAA/CRISPR- Cas12a 快速

检测方法, 为食品中食源性致病菌的检测提供技术支持。 

1  材料与方法 

1.1  菌株与试剂 

本研究中所涉及的菌株如表 1 所示。蜡样芽胞杆菌

荧光定量检测试剂盒、单增李斯特菌荧光定量检测试剂盒

(50 rxn, 上海伯杰医疗科技有限公司); RAA 核酸扩增试剂盒

(48 rxn, 江苏奇天基因公司); CRISPR-Cas12a 蛋白(10 μmol/L,  
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表 1  本研究所用菌株 
Table 1  Strains used in this study 

菌株 菌株编号 来源 
蜡样芽胞杆菌 ATCC 11778 本实验室保存 
单增李斯特菌 ATCC 19115 本实验室保存 

肠炎沙门氏菌(Salmonella enteritidis) ATCC 14028 本实验室保存 
金黄色葡萄球菌(Staphyloccocus aureus) ATCC 29213 本实验室保存 

肠出血性大肠杆菌 O157:H7 (Enterohemorrhagic Escherichia coli O157: H7) NCTC 12900 本实验室保存 
产气荚膜梭菌(Clostridium perfringens) ATCC 13124 本实验室保存 
副溶血性弧菌(Vibrio parahaemolyticus) BNCC 333072 本实验室保存 

 
吐露港生物科技有限公司 ); NEB buffer kit [B7030S, 
10×buffer, 英国 Biolabs (Beijing) Ltd.公司]; 生理盐水(纯
度 0.9%, 北京索莱宝科技有限公司); 无水乙醇(分析纯, 
国药集团化学试剂有限公司); RNase-free ddH2O2(北京兰

杰柯科技有限公司)。 

1.2  引  物 
本研究所用引物如表 2 所示, RAA 恒温扩增引物用于

扩增蜡样芽胞杆菌特异性基因 gyrB[21]和单增李斯特菌溶

菌素毒力基因 hly[22], 荧光探针单链脱氧核糖核酸

(single-stranded DNA, ssDNA)用于指示反应, 引物均由上

海生工生物股份有限公司合成。 crRNA 设计在网站 : 
https://ezassay.com/primer 上完成。 

1.3  仪器与设备 

3K15 离心机(德国默克公司); ABIQ5 实时荧光定量

PCR 仪(美国应用生物系统公司); DH209L 电热恒温培养箱

(天津市泰斯特仪器有限公司); GelDoc XR Biorad 凝胶成

像系统[伯乐生命医学产品(上海)有限公司]; Qubit2.0 荧光

定量仪(美国应用生物系统公司); ME802E 天平(精度 0.01 g, 
瑞士梅特勒-托利多公司)。 

1.4  方  法 

1.4.1  菌株活化和菌液制备 
将冻存的菌种在常温下解冻, 并通过平板划线法, 在

LB 培养基上对其进行活化。然后, 选取单个典型菌落接种

于相应的培养基中, 如蜡样芽孢杆菌, 在 37 ℃下恒温振荡

(转速为 180 r/min)培养 24 h。吸取培养后的菌液 1 mL 于

1.5 mL无菌离心管中, 10000 r/min离心3 min, 除去上清, 用

0.9%生理盐水洗涤 2 次并重悬, 提取基因组 DNA 后备用。 
1.4.2  双重 RAA/CRISPR-Cas12a 检测体系的构建 

首先提取基因组 DNA, 根据 RAA 恒温扩增试剂盒说

明方法扩增靶标 DNA, 50 μL 扩增体系的配制: 25 μL 缓冲

液 V、2.5 μL 醋酸镁、引物 1 μL 5 μmol/L RAA-F1/R1 和 3 μL 
5 μmol/L RAA-F2/R2、模板 5 μL、13.5 μL RNase-free 
ddH2O2, 后置于 37 ℃恒温扩增 20 min, 扩增产物备用。 

CRISPR-Cas12a 与 crRNA 复合物的准备 : 20 μL 
CRISPR-Cas12a 蛋白(1 μmol/L)与 10 μL crRNA1 (1 μmol/L)
和 10 μL crRNA2 (1 μmol/L)混合均匀后置于 37 ℃恒温孵

育 10 min 后形成 RNP 复核物备用。20 μL 检测体系的配制[23]:  
3 μL RNP, 5 μL 重组酶介导的 RAA 扩增产物 , 2 μL 
10×Tolo buffer for Cas12a, 1 μL ssDNA (10 μmol/L), 9 μL 
RNase-free ddH2O2。 
1.4.3  人工污染样本处理及检测 

称取牛肉样品 25 g, 放入盛有 225 mL 生理盐水的无

菌均质袋中, 用拍击式均质器拍打 2 min。在 900 μL 匀浆

中加入终质量浓度为 0.01~0.50 ng/μL 的待检细菌 DNA 以

及终浓度为 108~105 CFU/mL 的菌体, 振荡混匀, 配制的加

标样品以 500 r/min低速离心 30 s, 以去除大颗粒食品颗粒, 
上清液通过煮沸法提取核酸 ; 用双重 RAA/CRISPR- 
Cas12a 检测体系以及荧光定量 PCR 试剂盒进行检测。 

1.5  数据处理 

使用 Origin 9.0软件作图, 使用 SPSS 24.0软件进行统

计学分析。双重 RAA/CRISPR-Cas12a 检测实验部分均重

复 3 次, 使用独立样本 t 检验, 当双尾 P<0.05 判定差异有

统计学意义。 
表 2  实验中引物信息 

Table 2  Information of primers in this study 

引物名称 引物序列 用途 

RAA-F1 TACATCGTGAAGGTA AAATCCATTACCAAA AATAC 
扩增 gyrB 基因片段 

RAA-R1 TTATATTGAAGAGAA ACCTCAACCTGAATACCA 
RAA-F2 AATGCACTGGTTTAGCTTGGGAATGGTGGAG 

靶向 hly 基因片段 
RAA-R2 ATTTCGGATAAAGCGTGGTGCCCCAGATGGA 
crRNA1 UAAUUUCUACUCUUGUAGAUUCGGAUCUGGUUUAAAUCGAGUUA gyrB 基因 crRNA 

crRNA2 UAAUUUCUACUCUUGUAGAUUUGUUCACCAUUCAAGGCCAG hly 基因 crRNA 

ssDNA 5'FAM-TCTACTCTC-3'BHQ1 荧光报告探针 
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2  结果与分析 

2.1  RAA/CRISPR-Cas12a 检测流程和可行性分析 

双重 RAA/CRISPR-Cas12a 检测流程如图 1 所示, 双
重 RAA 能够扩增出相应的核酸靶标, 然后吸取 5 μL RAA
扩增产物加入 CRISPR-Cas12a 检测体系中, 当检测体系中

存在蜡样芽孢杆菌或单核细胞增生李斯特菌检测靶标基因

时, CRISPR-Cas12a 检测体系能够产生荧光信号, 当检测

体系中既不存在蜡样芽孢杆菌也不存在单核细胞增生李斯

特菌检测靶标基因时, CRISPR-Cas12a 检测体系不能够产

生荧光信号。 
根据蜡样芽孢杆菌的 gyrB 基因序列和单核细胞增生

李斯特菌 hly 基因序列分别设计了 RAA-F1、RAA-R1 引

物和 RAA-F2、RAA-R2 引物以及针对扩增产物部分设计

的 crRNA1 和 crRNA2; 为了验证检测体系的可行性, 分

别以蜡样芽孢杆菌和单增李斯特菌提取的基因组 DNA
为模板进行 RAA 扩增, 结果如图 1A 所示, RAA-F1/R1
和 RAA-F2/R2 可以扩增出目标大小的序列分别为 379 bp
和 111 bp, RAA-F2/R2 有微弱的非目标条带; 说明设计的

恒温扩增引物较合理。其次验证了所设计 crRNA 的激活

效果, 分别取恒温扩增产物 5 μL 加入 CRISPR-Cas12a 检

测体系中, 结果如图 1B 所示, 只有加入了对应扩增产物

的体系能够产生荧光信号; 蜡样芽孢杆菌的检测信号响

应速度和荧光值更快 , 更强 , 单增李斯特菌的检测信号

相对较弱和慢, 将检测结果置于 490 nm 蓝光仪下结果如

图 1C 所示, 只有加入了靶标核酸的 PCR 管产生了肉眼

可见荧光信号, 说明所设计的 crRNA 较合理, 同时相互

之间没有交叉反应。以上结果表明利用所设计的引物建

立 RAA/CRISPR-Cas12a 检测体系是可行的。 

 

 
 

注: A. RAA/CRISPR-Cas12a 检测流程; B. RAA 引物扩增特异性验证(泳道 M: 100 bp DNA Ladder, 泳道 1: 蜡样芽孢杆菌 gyrB 基因扩增

产物, 泳道 2: 单增李斯特菌 hly 基因扩增产物); C. crRNA 的激活效果验证(RNP1: 蜡样芽孢杆菌 crRNA1 和 AsCas12a 蛋白形成的复合

物, RNP2: 单增李斯特菌 crRNA2 和 AsCas12a 蛋白形成的复合物); D. CRISPR-Cas12a 检测体系荧光结果(从 1~6 为 RNP1+蜡样芽孢杆

菌和 RNP2+单增李斯特菌、RNP2+单增李斯特菌、RNP1+蜡样芽孢杆菌、RNP1+单增李斯特菌、RNP2+蜡样芽孢杆菌、阴性对照)。 
图 1  RAA/CRISPR-Cas12a 检测流程和可行性分析 

Fig.1  Detection process and feasibility analysis of the RAA/CRISPR-Cas12a 
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2.2  双重 RAA/CRISPR-Cas12a 检测体系的建立 

为了建立双重 RAA 扩增体系, 本研究对 RAA 扩增

的引物浓度、反应时间进行优化, 结果如图 2A 和 2B 所

示 ; 图 2A 中 , 向 RAA 检测体系中加入不同浓度比的

RAA-F1/R1 和 RAA-F2/R2: (0+400)、(400+0)、(200+200)、
(100+300)、(300+100) nmol/L, 泳道 4 当加入 100 nmol/L 
RAA-F1/R1和 300 nmol/L RAA-F2/R2时, 两个目标条带扩

增效果最好, 所以选择 100 nmol/L RAA-F1/R1 和 300 nmol/L 
RAA-F2/R2 为双重 RAA 扩增条件; 图 2B 中, 随着双重

RAA 扩增时间的延长, 单增李斯特菌和蜡样芽孢杆菌检测

荧光信号都在逐渐增强, 考虑到检测速度选择 20 min 作为

RAA 扩增时间。同时对 CRISPR-Cas12a 检测体系的反应

缓冲液、Cas12a/crRNA 复合物浓度以及反应时间进行了优

化, 考虑到单增李斯特菌的信号值较低, 所以主要针对单

增李斯特菌进行优化, 结果如图 2C~2E 所示, 由图 2C 可

知, 在 NEB buffer 1.1、NEB buffer 2.1、NEB buffer 3.1、
NEB buffer 4、CutSmart buffer 以及 Tolo buffer for Cas12a
中, Tolo buffer for Cas12a的荧光值和响应速度表现都最好, 
所以选择Tolo buffer for Cas12a为反应 buffer; 图 2D中, 随
着 Cas12a/crRNA 复合物浓度的提高, 荧光信号值有所增

强, 但影响不大, 最终选择 100 nmol/L 条件; 图 2E 中, 随
着CRISPR-Cas12a检测时间的延长, 检测信号在逐渐增强, 

考虑到时效性, 选择 20 min 作为检测时间。因此, 最终双

重 RAA/CRISPR-Cas12a 检 测 条 件 为 : 100 nmol/L 
RAA-F1/R1 和 300 nmol/L RAA-F2/R2、RAA 恒温扩增 20 min、
Tolo buffer for Cas12a 为 反 应 buffer 、 100 nmol/L 
Cas12a/crRNA 复合物、CRISPR-Cas12a 反应 20 min。 

2.3  双重 RAA/CRISPR-Cas12a 检测体系灵敏度和

特异性评价 

进一步评测了上述建立的双重 RAA/CRISPR-Cas12a
检测体系的灵敏度和特异性, 首先评测了反应的灵敏度, 
往检测体系中分别投入 1×100、1×10–1、1×10–2、1×10–3、

1×10–4、1×10–5、1×10–6 ng 蜡样芽孢杆菌和单增李斯特菌

的基因组 DNA, 进行双重 RAA/CRISPR-Cas12a 反应, 结
果如图 3A~3D 所示。往体系中分别加入最低 0.0001 ng/μL
的蜡样芽孢杆菌和0.001 ng/μL单增李斯特菌的基因组DNA, 
仍然能观察到检测体系荧光值的变化, 加入0.001 ng的基因

组 DNA 能产生肉眼可见的荧光值变化, 说明检测具有较

高的灵敏度。其次评测了特异性, 分别以蜡样芽孢杆菌、

单增李斯特菌、金黄色葡萄球菌、沙门氏菌、大肠杆菌、

产气荚膜梭菌以及副溶血性弧菌基因组 DNA 为检测靶标, 
进行 RAA/CRISPR-Cas12a 反应, 结果如图 3E 所示, 只有

当检测模板为蜡样芽孢杆菌或单增李斯特菌时体系才能产

生荧光信号, 说明所建立的体系特异性良好。 

 

 

 
注: A. RAA 扩增引物浓度优化; B. RAA 扩增时间优化(双重 RAA 扩增 10、20、30 min 后用 CRISPR-Cas12a 检测);  

C. CRISPR-Cas12a 反应 buffer 筛选; D. Cas12a/crRNA 复合物浓度筛选; E. CRISPR-Cas12a 检测时间筛选。 
图 2  双重 RAA/CRISPR-Cas12a 检测体系的优化 

Fig.2  Optimization of the dual RAA/CRISPR-Cas12a detection system 
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注: A. 蜡样芽孢杆菌灵敏度检测; B. 蜡样芽孢杆菌灵敏度蓝光照射结果; C. 单增李斯特菌灵敏度检测; D. 单增李斯特菌灵敏度蓝光照

射结果; E. 特异性检测结果; ***表示差异强极显著(P<0.001); **表示差异极显著(P<0.01)。 
图 3  双重 RAA/CRISPR-Cas12a 检测体系灵敏度和特异性评价 

Fig.3  Evaluation of the sensitivity and specificity of the dual RAA/CRISPR-Cas12a detection system 
 

2.4  人工污染样本的检测 

蜡样芽孢杆菌和单增李斯特菌都能够污染肉类及肉

制品, 利用建立的检测体系检测了人工模拟污染的牛肉样

本 30 份 。 结 果 如 表 3 所 示 , 30 份 样 本 中 双 重

RAA/CRISPR-Cas12a 检出阳性 5 份, 阳性检出率 16.67%; 
同时用荧光定量 PCR 试剂盒进行复核, 荧光定量 PCR 一

共检出 5 份阳性, 阳性检出率与双重 RAA/CRISPR-Cas12a

方法一致; 重新用单重 RAA/CRISPR-Cas12a 进行单一复

核, 结果显示均为阳性, 其中, 8 号和 12号样本同时检出蜡

样芽孢杆菌和单增李斯特菌加标基因组 DNA, 说明双重

RAA/CRISPR-Cas12a 方法阳性样本符合率为 100%。同时

通过在牛肉样本中分别加入 108~105 CFU/mL 的蜡样芽孢

杆菌和单增李斯特菌也可以检出, 进一步说明本方法在实

际样本检测中的可行性。 
 

表 3  人工污染样本检出结果对比 
Table 3  Comparison of detection results for artificially contaminated samples 

样本 
DNA 质量 

浓度/(ng/μL) 
RAA/CRISPR- 

Cas12a 法 荧光定量 PCR法 样本 
DNA 质量 

浓度/(ng/μL) 
RAA/CRISPR- 

Cas12a 法 
荧光定量 
PCR 法 

S1 0.01  + + S16 / － － 

S2 / － － S17 / － － 
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表 3(续) 

样本 
DNA 质量 

浓度/(ng/μL) 
RAA/CRISPR- 

Cas12a 法 荧光定量 PCR法 样本 
DNA 质量 

浓度/(ng/μL) 
RAA/CRISPR- 

Cas12a 法 
荧光定量 
PCR 法 

S3 0.05 + + S18 / － － 

S4 / － － S19 / － － 

S5 / － － S20 0.01 + + 

S6 / － － S21 / － － 

S7 / － － S22 / － － 

S8 0.5  + + S23 / － － 

S9 / － － S24 / － － 

S10 / － － S25 / － － 

S11 / － － S26 / － － 

S12 0.1  + + S27 / － － 

S13 / － － S28 / － － 

S14 / － － S29 / － － 

S15 / － － S30 / － － 

注: +为样本检出单增李斯特菌或蜡样芽孢杆菌; －为样本未检出单增李斯特菌和蜡样芽孢杆菌; /为未添加细菌 DNA。 
 

3  讨论与结论 

本研究将 RAA恒温扩增与 CRISPR-Cas12a 检测结合, 
通过优化 RAA 恒温扩增时间以及引物浓度, 建立了蜡样

芽孢杆菌和单增李斯特菌双重 RAA 恒温扩增体系, 进一

步通过优化 CRISPR-Cas12a 检测时间、Cas12a/crRNA 复

合 物 浓 度 、 以 及 筛 选 反 应 buffer, 建 立 了 双 重

RAA/CRISPR-Cas12a 检测体系, 可在 40 min 内检出低至

0.0001 ng 蜡样芽孢杆菌和 0.001 ng 单增李斯特菌的加标基

因组 DNA, 同时具有良好的特异性。30 份人工模拟样本实

验表明, 本研究建立的方法与荧光定量 PCR 检出结果一

致。本研究建立的方法不需要特殊的检测仪器, 适合于现

场的快速检测。但是本研究也存在一定的局限性, 不能在

一管检测中区分开单增李斯特菌和蜡样芽孢杆菌, 目前已

有研究通过温度调节实现一管双重检测 [24], 也有通过将

Cas12 蛋白与 Cas13 蛋白融合在一管内检测实现一管多重

检测目的[25]。虽然在一管中实现了多重检测的目的, 但是

并不是利用单一 Cas 蛋白在一管中实现多重检测的目的, 
这依然是 CRISPR 检测在应用中需要解决的问题。 

重组酶介导的等温扩增用于食源性致病菌检测已有不

少相关报道, 如刘立兵等[26]建立了沙门氏菌的 RAA 单重检

测体系, 可检测低至 0.0011 ng/μL 的沙门氏菌基因组 DNA。

MU等[27]建立了大肠杆菌的RAA荧光检测法, 可在脱脂乳、

生菜和湖水中检出 5.4×101、7.9×101、 5.2×101 CFU/mL 的

大肠杆菌。但是目前研究多集中于单重检测, 突发公共卫

生食物中毒事件中, 往往需要尽快确定引起中毒的原因是

病毒还是细菌。CRISPR 检测系统可以融合多个靶标

crRNA 到一个检测体系, 从而同时检测多个靶标。如 LIM

等[28]将耐甲氧西林金黄色葡萄球菌、甲氧西林敏感金黄色

葡萄球菌、大肠杆菌以及乙肝病毒 crRNA 混合于一个检测

体系, 实现一个检测体系检测多个靶标。本研究中建立了

双重 RAA 扩增, 并将靶向蜡样芽孢杆菌和单增李斯特菌

的 crRNA 混合于一管, 实现一管双重检测。鉴于 RAA 等

温扩增一管实现超过三重检测具有一定的难度[29–30], 可以

分多管完成扩增, 于一管内完成检测。也可以将 CRISPR
检测与其他技术相结合实现多个靶标的检测目的, 如微流

控、侧向流等。 
综上, 本研究利用 RAA 恒温扩增与 CRISPR-Cas12a

检测结合, 在 CRISPR 检测系统中融合了单增李斯特菌和

蜡样芽孢杆菌的 crRNA, 实现了一管双重检测的目的, 具
有较高的灵敏度和特异性, 同时不需要昂贵的检测仪器, 
为现场开展食源性致病菌检测提供了有力的技术手段。 
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