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摘要：目的 建立一种逆转录重组酶聚合酶扩增（reversetranscriptionrecombinasepolymeraseamplification,RT-RPA）与成

簇的规则间隔短回文重复序列及其相关蛋白 12a系统 （clusteredregularlyinterspacedshortpalindromicrepeatsand

CRISPR-associatedprotein12asystem,CRISPR/Cas12a） 联合的单管检测方法 （one-tubeassaybasedonRT-RPAand

CRISPR/Cas12a，OTRRC）。方法 建立并优化甲型 H1N1流感病毒 OTRRC检测流程，根据结果读取方式不同，分别构

建基于实时荧光信号的 OTRRC-FD（OTRRCfluorescencedetection）方法和基于侧向层析试纸的 OTRRC-LFIA（OTRRC

lateralflowimmunoassay）检测方法。以甲型 H1N1流感病毒质粒和假病毒为模板，评估两种方法的灵敏度及特异性，并进

一步将方法应用于临床样本以验证临床检测效能。结果 OTRRC-FD法 20min内可检测 2.8×10-1copies/!l标准质粒

模板，30min内可检测 1.71×100copies/!l假病毒模板；OTRRC-LFIA法 25min内可检测 101copies/!l标准质粒模板，

35min内可检测 101copies/!l假病毒模板。且两种方法均未与 SARS-CoV-2、IBV-Victoria系、RSV产生交叉反应。真实

样本检测中，OTRRC-FD和 OTRRC-LFIA方法的灵敏度分别为 95%和 90%，特异性均为 100%，与实时荧光定量聚合

酶链式反应（real-timequantitativepolymerasechainreaction,RT-qPCR）结果一致性分别为 97.19%和 94.56%。结论 成功

建立了甲型 H1N1流感病毒 OTRRC法，并通过侧向层析试纸条实现检测结果可视化，该方法具有快速、高灵敏度和良

好特异性的优点，并在临床样本检测中表现出良好的适用性，检测结果与金标准 RT-qPCR一致较好，展现了作为高效

POCT工具的潜力。
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甲型 H1N1流感病毒是一种单股负链 RNA病

毒，其基因组易发生变异、宿主范围广、传染性强，是

全球范围内急性呼吸道感染的重要病原之一[1-2]。感

染早期常表现为发热、咳嗽、咽痛等非特异性症状，与

其它常见呼吸道病毒（其他流行性感冒病毒、呼吸道

合胞病毒和严重急性呼吸系统综合症冠状病毒 2型）

感染临床表现相似，难以通过症状进行鉴别诊断[3-5]。

并且，感染甲型 H1N1流感病毒后可能进展为重症肺

炎或引发并发症，因此，及时、准确的病原学检测对早

期临床诊疗和感染防控具有重要意义[6-7]。

目前，临床实验室针对甲型 H1N1流感病毒的主

要检测方法依赖实时荧光定量聚合酶链式反应

（real-time quantitative polymerase chain reaction,

RT-qPCR）及其衍生的核酸检测平台，该类方法具有

灵敏度和特异性高的优势，被广泛用于常规诊断和监

测[8]。然而，此类检测通常对仪器设备和实验室条件

要求较高，在基层医疗机构、现场筛查或资源受限环

境中的应用仍存在一定限制。近年来，等温核酸扩增

（isothermalnucleicacidamplification，INA）技术因无需

热循环、检测时间短且可在实验室、现场检测和家庭

自检等多种应用场景展现，已在许多病原体核酸检

测方案中突显优势[9-10]。针对甲型 H1N1流感病毒，

现 有 研 究 基 于 环 介 导 等 温 扩 增（loop-mediated

isothermalamplification，LAMP）或重组酶聚合酶扩增

（recombinasepolymeraseamplification，RPA）等技术，

结合荧光检测或侧向层析试纸条，实现快速核酸检

测，其中部分研究提出了“单管反应”或“一步法检测”

的实现策略[11-13]。

成簇的规则间隔短回文重复序列及其相关蛋白

系统（clusteredregularlyinterspacedshortpalindromic

repeatsandCRISPR-associatedproteinsystem,CRISPR/Cas）

因其高度特异的序列识别能力及可触发的反式切割

活性，被广泛应用于核酸检测领域[14-16]。同时，RPA扩增

条件与 Cas12a反应体系在温度及缓冲体系方面具有

良好的兼容性，使得二者能够联合构建一体化核酸检

测系统[17]。在该联合体系中，RPA首先实现目标序列

的快速扩增，随后扩增产物被 CRISPR/Cas12a复合物

特异性识别并激活其反式切割活性，从而实现双重特

异性识别及信号放大效应[18-19]。然而，现有许多 RPA-

CRISPR检测方法仍采用分管反应或扩增后开盖转

移的模式，操作流程相对复杂，且存在扩增产物气溶

胶 污 染 风 险 ， 限 制 了 其 在 现 场 即 时 检 测

（point-of-caretesting，POCT）中的进一步应用[20-21]。

本研究在已有等温扩增及 CRISPR检测研究的

基础上，通过联合逆转录 RPA（reversetranscription

RPA，RT-RPA）和 CRISPR/Cas12a，建立甲型 H1N1

流 感 病 毒 单 管 检 测 法 （one-tubeassaybasedon

RT-RPAandCRISPR/Cas12a，OTRRC）。在同一反应

管内顺序完成核酸扩增与信号检测过程，避免反应体

系在不同容器间转移或开盖操作，实现快速高效检测

甲型 H1N1流感病毒，并简化操作流程和降低交叉污

染风险。同时，为拓展检测场景，本研究进一步将

OTRRC体 系与侧向层 析 免 疫 试 纸 （lateralflow

immunoassay，LFIA）平台相结合。CRISPR/Cas12a切割

报告探针产生的产物可在 LFIA试纸条上产生可视

化显色信号，从而实现检测结果的裸眼判读[22]，使方

法更加便捷和适合现场应用。

1 材料与方法

1.1 样本及病毒标准物质来源 20例人甲型 H1N1

流感病毒、5例新型冠状病毒（SARS-CoV-2）、5例乙

型流感病毒 Victoria系（IBV-Victoria系）和 5例呼吸

道合胞病毒（RSV）临床 RNA样本来源于成都市疾病

预防控制中心，均经 RT-qPCR验证为阳性；灭活的

甲型 H1N1流感病毒、SARS-CoV-2及 IBV-Victoria

系全基因组假病毒标准物质，以及包含 !、"、# 基因

片段的 RSV假病毒标准物质，均购于河南万佳标准

物质研发中心。

1.2 试剂及耗材 标准质粒、引物、ssDNA荧光探针

及 crRNA由上海生工生物工程股份有限公司合成。

核 酸 提 取 试 剂 盒 （QuickExtractDNA Extraction

Solution）购于 LGCBiosearchTechnologies（美国）。

RPA试剂盒购于 TwistDXTMLtd.（英国），SuperScriptTM

IV反转录酶和 DEPC处理水购于 ThermoFisher

Scientific（美国），RNaseH酶、EnGenR LbaCas12a

（Cpf1）核酸酶和 NEBufferTMr2.1（10×）购于 New

EnglandBiolabs（美国）。CRISPR核酸检测试纸条购于

深圳易致生物科技有限公司。

1.3 检测原理及流程 OTRRC法的检测流程及原

理，见图 1。临床样本经核酸免提取释放剂 95℃孵育
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5min后释放病毒 RNA，取 5!!l裂解产物加入

RT-RPA反应体系，在 37℃条件下进行逆转录与等

温扩增，获得靶序列扩增产物。随后，通过瞬时离心

使预先置于管盖内侧的 CRISPR/Cas12a反应体系与

RPA扩增产物混合，37℃孵育 10min。Cas12a-crRNA

复合物特异性识别扩增产物并被激活，进而触发其反

式切割活性，非特异性切割体系中的 ssDNA报告探

针，产生可检测信号。

根据检测信号的读取方式不同，分别建立基于荧

光检测的 OTRRC-FD（OTRRCfluorescencedetection）

方法和基于侧向层析试纸的 OTRRC-LFIA（OTRRC

lateralflowimmunoassay）方法。OTRRC-LFIA检测时，

将试纸条插入反应体系，体系在毛细作用下迁移；未

被 Cas12a切割的探针可在质控线处被捕获形成条

带，而被切割的探针则在检测线处聚集显色，从而实

现检测结果的直观判读。

1.4 OTRRC方法建立

1.4.1 靶基因筛选、RPA引物设计和选择 从数据

库 NCBI（网址：https://www.ncbi.nlm.nih.gov/） 下载

IAV-H1N1! 基因核苷酸序列并进行比对，设计标准

质粒。使用 PrimerPremierV5.0软件设计甲型 H1N1

流感病毒的 3对 RPA正反向候选引物。见表 1。

图1 检测原理与流程图

!"#$%& ' Experimentalprincipleandprocess

表1 甲型 H1N1流感病毒保守基因标准质粒及引物

()*+, ' StandardplasmidsandprimersforconservedgenesofinfluenzaA(H1N1)virus

名称 序列（5’→3’）

甲型流

感病毒

H1N1

! 基因质粒

（PP633608.1）

catggaatggctaaagacaagaccaatcttgtcacctctgactaagggaattttaggatttgtgttcacgctcaccgtgcccagtgagcgaggactgcagcgtagacgctttgtccaaaatgccctaaatggg

aatggggacccgaacaacatggatagagcagttaaactatacaagaagctcaaaagagaaataacgttccatggggccaaggaggtgtcactaagctattcaactggtgcacttgccagttgcatgggcct

catatacaacaggatgggaacagtgaccacagaagctgcttttggtctagtgtgtgccacttgtgaacagattgctgattcacagcatcggtctcacagacagatggctactaccaccatccactaatcaggc

atgaaaacagaatggtgctggctagcactacggcaaaggctatggaacagatggctggatcgagtgaacaggcagcggaggccatggaggttgctaatcagactaggcagatggtacatgca

F1/3 cgtagacgctttgtccaaaatgccctaaat

F2 agcgtagacgctttgtccaaaatgccctaa

R1/2 cagcttctgtggtcactgttcccatcctgt

R3 aaagcagcttctgtggtcactgttcccatc
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1.4.2 RPA引物筛选 以浓度为 2.8×105copies/!l

的甲型 H1N1标准质粒为模板，对候选 RPA引物对

进行筛选。按照 RPABasickit说明书配制反应体系，

阳性对照加入 1.25!l标准质粒，阴性对照以等体积

DEPC处理水代替标准质粒。反应体系混匀后，于 39

℃条件下孵育 20min完成扩增。扩增产物经酚氯仿

法纯化后，通过琼脂糖凝胶电泳分析效果。

1.4.3 crRNA及 ssDNA探针设计合成 根据 RPA

引物筛选出的最佳引物组，确定扩增目的片段序列，

按 照 CRISPR/Cas12acrRNA 设 计 原 则 ， 利 用

CHOPCHOP网站 （http://chopchop.cbu.uib.no/） 设计

crRNA以及 5’和 3’端分别修饰有荧光基团和淬灭

基团的单链 DNA（ssDNA）探针。见表 2。

1.4.4 标准检测程序 OTRRC法标准检测程序为：

35!l检测体系由 A（管底）和 B（管盖内）两部分组

成。其中，A部分为 26 !4 <'= 扩增体系（正反向引物

各 ;500 !4、半粒 <'= 冻干粉、;516 !4 质粒 >9=、

;?5@6 !4 复水缓冲液、>ABC 处理水 65@6 !4、;516 !4

+DE=-），F 部分为 ;0 !4 C<GHB<ICJK;1J 切割体系

［756!4 ; !+ A&L$&

<

MNJ CJK;1J OCPQ;R、756 !4 ;0!

SAFTQQ$%

U+

%15;、0576 !4 ;0 !+ -%<S=、;506 !4 ;0

!+ KK>S=、>ABC 处理水 65; !4］。7@"条件下孵育

;0 V*&，完成 WB= 扩增，通过瞬时离心将管盖内侧的

CWGHBWXCJK;1J 切割体系离心至管底与 WB= 扩增产

物充分混合，置于 YBCW 仪上 7@"反应 70 V*&，每间

隔 70 K 采集一次荧光信号。WS= 检测体系中，以

WS= 代替标准质粒，反应体系中加入 051? !4

HTP$%H-%*P)U+ GZ 反转录酶，05?[ !4 WSJK$ \ 酶，056

!lDTT，其余条件均与上述一致。

1.4.5 条件优化 在标准检测程序下按照控制单一

变量原则对引物浓度、CRISPR/Cas12a体系、反应温

度及 RPA扩增时间进行优化。引物浓度优化设置 4

组不同浓度的引物组（每组分别设置阴性对照组），进

行 三 次 重 复 实 验 ， 测 量 各 组 荧 光 信 号 强 度 。

CRISPR/Cas12a体系优化设置不同 Cas12a/crRNA比

例（1∶1、1∶2、2∶1）、不同 Cas12a浓度（30、50、70、

100nM）、不同 ssDNA探针浓度（100、200、300nM）条

件（每组分别设置阴性对照组），进行三次重复实验，

测量各组荧光信号强度。RPA反应温度为 37℃～

42℃，因此反应温度优化设置 37℃、39℃、42℃三个

不同反应温度（每组分别设置阴性对照组），进行三次

重复实验，测量各组荧光信号强度。RPA扩增时间优

化设置 0、2、4、6、8、10和 12min，7组 RPA扩增时

间条件（每组分别设置阴性对照组），进行三次重复实

验，测量各组荧光信号强度。

1.4.6 OTRRC-LFIA反应体系制备与结果判断 按

照 1.4.4配制 35!lRT-RPA-CRISPR/Cas12a检测体

系，37℃孵育 15min，实现 RPA扩增。随后瞬时离心，

并充分混合 RPA扩增产物与 CRIPSR/Cas12a，干式

恒温器 37℃孵育 10min。反应完成后，体系中加入

25!lDEPC-处理水进行稀释，样品垫端朝下插入侧

向层析试纸条（液面不可超过 Max线），常温下放置 5

min后取出，试纸条平放于桌面判读结果。阴性：质控

线有条带，检测线无条带。阳性：检测线和质控线均

有条带。无效：质控线无条带。

1.4.7 灵敏度及特异性分析

1.4.7.1 以质粒为模板的灵敏度检测 以 2.8×104、

2.8×103、2.8×102、2.8×101、2.8×100、2.8×10-1

copies/!l的标准质粒为模板，按照建立的 OTRRC法

标 准流 程 制 备 反 应 体 系 ， 分 析 OTRRC-FD和

OTRRC-LFIA以甲型 H1N1流感病毒质粒为模板的

灵敏度。

1.4.7.2 以假病毒为模板的灵敏度检测 将免核酸

提取释放剂 QuickExtractDNAExtractionSolution与

假病毒各 200!l，等体积混匀，离心后放置于干式恒

温器 95℃条件下孵育 5min以释放病毒 RNA，得到

1.71×10-1、1.71×100、1.71×101copies/!l3个浓度的

甲型 H1N1流感假病毒 RNA。按照建立的 OTRRC法

标准 流 程 制 备 反 应 体 系 ， 分 析 OTRRC-FD和

OTRRC-LFIA以甲型 H1N1流感病毒假病毒为模板

的灵敏度。

1.4.7.3 特异性分析 分别对甲型 H1N1流感以及

引起相同或相似临床症状的呼吸道感染病毒的 4个

病原体（IAV-H1N1、SARS-CoV-2、IBV-Victoria系、

RSV）的假病毒模板（102copies/!l）进行测量，阴性组

以 DEPC处理水代替假病毒。按照建立的 OTRRC法

标准 流 程 制 备 反 应 体 系 ， 分 析 OTRRC-FD和

OTRRC-LFIA的特异性。

1.5 临床样本验证 以 20例甲型 H1N1流感病毒、

5例新型冠状病毒、5例乙型流感病毒 Victoria系和 5

例呼吸道合胞病毒临床样本，采用 OTRRC-FD法与

OTRRC-LFIA法进行测定，并评价与核酸检测金标

准 RT-qPCR检测结果的一致性。

1.6 数据处理和统计分析 实验中每组均进行 3次

独立重复实验，荧光强度稳定时（10min时）的荧光信

号平均值±3倍标准差，误差线代表三次重复实验的

表2 crRNA和 ssDNA探针

!"#$% & crRNAandssDNAprobes

名称 序列（5’→3’）

crRNA uaauuucuacuaaguguagaugccccauggaacguuauuuc

ssDNA FAM-ttattatt-BHQ1

!"#$
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标准差。使用 SPSS25.0进行数据处理及统计学分

析，进行 ! 检验和单因素方差分析分析各实验组与阴

性对照组间差异的统计学意义；配对 !

2检验或 Fisher

确切概率法分析检测方法与“金标准”RT-qPCR检出

率是否存在差异，检验水准 !=0.05，差异具有统计学

意义，并使用 Origin2021作图。

2 结 果

2.1 RPA引物筛选 RPA扩增引物筛选电泳结果

见图 2。甲型 H1N1流感病毒的三对候选 RPA引物

实验组（F1R1、F2R2、F3R3）均成功扩增出与预期靶

标片段大小相符的目的条带（图 2泳道 3、5、7），F2R2

候选引物阴性对照组无非特异性扩增条带。因此，选

择 F2R2引物对为 RPA引物。

2.2 条件优化 条件优化结果如图 3所示。RPA引

物浓度为 480nM时最佳，见图 3A；体系最优反应温

度为 42℃，见图 3B；Cas12a与 crRNA比例为 2:1时

最优，见图 3C；ssDNA荧光探针最优浓度为 300nM，

见图 3D；Cas12a浓度为 100nM时均为最佳，见图

3E；荧光值 10min左右增长到平台期，10min为 RPA

扩增效率最佳的时间，见图 3F。

注：泳道 1为 20bpDNALadder；泳道 2/3为 F1R1NTC组、扩增

组；泳道 4/5为 F2R2NTC组、扩增组；泳道 6/7为 F3R3NTC组、扩

增组。

图2 引物筛选结果（12%Native-PAGE电泳）

!"#$%& ' Primerscreeningresults(12%Native-PAGE

electrophoresis)

注：A为 RPA引物浓度优化结果；B为反应温度优化结果；C为 Cas12a与 crRNA比例优化结果；D为 ssDNA荧光探针浓度优化结果；E为

Cas12a浓度优化结果；F为 RPA扩增时间优化结果；***表示 "＜0.001，**表示 "＜0.001，*表示 "＜0.05，差异有统计学意义；ns表示 "＞0.05，差

异不具有统计学意义。

图3 条件优化结果

!"($%& ) Conditionaloptimizationresults

!"#$

! !



现代预防医学 2026年第 53卷第 11期 !"#$%& '%$($&)*($ +$,*-*&$. /012. 3"45 678 9:5 ;;

2.3 灵敏度检测及特异性分析

2.3.1 以质粒为模板的灵敏度检测

2.3.1.1 OTRRC-FD法 以质粒为模板进行灵敏度

分析。低至 2.8×10-1copies/!l甲型 H1N1流感病毒

可被优化后 OTRRC-FD法所检测，见图 4；低至

2.8×101copies/!l甲型 H1N1流感病毒可被优化后

OTRRC-LFIA法所检测，见图 5。

2.3.1.2 以假病毒为模板的灵敏度检测和特异性分

析 以假病毒为模板分析 OTRRC法灵敏度。低至

1.71×100copies/!l的甲型 H1N1流感病毒 RNA可

被荧光法所检测，结果见图 6。同时，本研究构建方法

仅检测到目标病原体（甲型 H1N1流感病毒反应终点

荧光信号强烈），其他三种病毒检测荧光信号值与阴

性组荧光信号值的差异无统计学意义，结果见图 7。

采用 OTRRC-LFIA法检测方法灵敏度，低至 101

copies/!l的甲型 H1N1流感假病毒可被检测。并且，

本研究建立的甲型 H1N1流感病毒 OTRRC-LFIA法

特异性良好，与其他非目标呼吸道症感染病毒无交叉

反应。结果见图 8。

注：***表示 !＜0.001；**表示 !＜0.001；*表示 !＜0.05；差异有

统计学意义；ns表示 !＞0.05；差异不具有统计学意义。

图4 以质粒为模板的 OTRRC-FD法灵敏度分析

!"#$%& ' SensitivityanalysisofOTRRC-FDwithaplasmidas

template

注：图中红色箭头所指为肉眼可观察的检测线最低浓度。

图5 以质粒为模板的 OTRRC-LFIA法灵敏度分析

!"($%& ) SensitivityanalysisoftheOTRRC-LFIAwithaplasmid

astemplate

图6 以假病毒粒为模板的 OTRRC-FD法灵敏度分析

!"($%* + SensitivityanalysisofOTRRC-FDusingpseudoviruses

astemplates

图7 以假病毒为模板的 OTRRC-FD法特异性分析

!"($%* , SpecificityanalysisofOTRRC-FDusingpseudoviruses

astemplates

!"#$
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2.4 临床样本验证 临床样本性能评价结果如图 9

所 示 ，OTRRC-FD法 与 OTRRC-LFIA法 对 甲 型

H1N1流感病毒检测真实样本的灵敏度分别为 95%

和 90%；两种方法特异性均为 100%；与 RT-qPCR一

致性分别为 97.19%和 94.56%。

3 讨 论

近年来，等温扩增技术因其无需热循环、反应快

速等优势，适用于无需复杂仪器条件下的快速初筛场

景，逐渐成为 POCT领域的重要发展方向[23]。本研究

为解决甲型 H1N1流感病毒核酸检测在简化流程与

降低操作风险方面的实际需求，建立了一种基于

RT-RPA与 CRISPR/Cas12a的 单 管 式 检 测 策 略

（OTRRC）。该方法将 RT-RPA与 CRISPR/Cas12a体

系进行组合，并采用单管式反应，在同一反应管内顺

序完成以核酸扩增与特异性识别。其中，运用 RPA技

术实现在恒温条件下即可快速扩增；CRISPR/Cas12a

体系通过 crRNA引导序列对靶基因的特异性识别，

进一步提高了检测特异性，在一定程度上弥补了等温

扩增技术可能存在的非特异扩增问题。双重识别机

制极大地提高了方法特异性，实验结果也显示该方法

与 SARS-CoV-2、IBV-Victoria系及 RSV等常见呼吸

道病毒无交叉反应。OTRRC-FD与 OTRRC-LFIA的

最 低 检 出 限 分 别 为 2.8×10-1 copies/!l和 101

copies/!l，灵敏度较高。两种方法灵敏度差异可能与

终点判读方式有关。然而，尽管 LFIA灵敏度相对较

低，但其无需仪器支持即可达到 101copies/!l检测水

平，仍具有较好的现场应用价值。

注：图中红色箭头所指为肉眼可观察的检测线最低浓度。

图8 以假病毒为模板的 OTRRC-LFIA法灵敏度

与特异性分析

!"#$%& ' SensitivityandspecificityanalysisoftheOTRRC-LFIA

usingpseudovirusastemplates

图9 OTRRC法与 RT-qPCR法检测临床样本结果比对图

!"($%& ) ComparisonoftheresultsofOTRRCandRT-qPCRassayforthedetectionofclinicalsamples

!"##

! !
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与已报道的相关检测方法相比，如 Zhou等人[24]

使用 RPA-CRISPR/Cas12a试纸法检测 H5亚型禽流

感病毒，1h内检测限低至 1.9×101copies/!l；Haach

等人[25]使用一步多重 RT-qPCR法检测甲型流感病

毒，检出限低至 5.09×101copies/!l；Kang等人[24]应用

RT-LAMP法检测甲型 H1N1流感病毒，检出限低至

50copies/!l。本研究无需热循环设备即可在 30min

内完成检测，检测限达 101copies/!l，具有较好的现场

应用潜力。该检测效率的实现，可能得益于 RPA在

42℃条件下的高效扩增能力以及单管顺序触发策略

有效规避了扩增和切割体系的相互干扰。

与此同时，本研究进一步将 OTRRC体系与 LFIA

平台相结合，建立 OTRRC-LFIA方法。与传统的以抗

原或抗体为靶标的血清学 LFIA检测方法不同，该方

法基于病毒核酸检测，在一定程度上规避血清学检测

的“窗口期”限制，适用于感染早期实现病原识别。此

外，LFIA摆脱了对荧光检测仪器的依赖，拓展了方法

在现场筛查和非实验室环境中的应用潜力。在临床

样本检测中，OTRRC-FD与 RT-qPCR的一致性达到

97.19%，提示该方法在真实样本环境中具有较好的

稳定性和可靠性。少数结果有差异的样本可能与病

毒载量接近检测限或核酸释放效率存在差异有关，说

明在低病毒载量条件下仍需进一步优化反应体系或

样本处理策略，以提升检测稳定性。

需要指出的是，流感病毒亚型众多、不同亚型间

基因序列存在差异。本研究以甲型 H1N1流感病毒为

验证对象，对 OTRRC体系进行了方法学构建与性能

评估，当前方法主要适用于 H1N1亚型的快速检测。

然而，OTRRC体系本质上为一种单管整合式检测平

台，通过更换 RPA引物及 crRNA，在理论上可拓展至

其他甲型流感病毒亚型或其他 RNA病毒的检测。同

时，本研究在一定程度上简化了检测流程，避免了开

盖。但在与 LFIA平台结合时，滴加试纸条仍需开盖，

在特定条件下仍存在扩增产物气溶胶污染的潜在风

险。未来可结合微流控芯片、小型化自动化装置及数

字化判读技术，以进一步提升体系的自动化水平、降

低污染风险，并拓展其在多病原体检测中的应用潜

力。此外，本研究临床样本量及病原体种类相对有限，

仍需扩大样本规模并开展多亚型、多病原体验证。
利益冲突声明 本研究不存在任何利益冲突
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