
 

深圳先进院首创CRISPR等温扩增基因检测技术

作者：writer 来源：中国科学院

本文原地址：https://www.iikx.com/news/progress/3145.html

本文仅供学习交流之用，版权归原作者所有，请勿用于商业用途！

深圳先进院首创CRISPR等温扩增基因检测技术。近日，中国科学院深圳先进技术研究院博士周
文华等在CRISPR等温扩增基因检测技术领域取得新进展。相关工作“A CRISPR-Cas9-triggered
strand displacement amplification method for ultrasensitive DNA detection”(《一种应用于核酸超敏检
测的CRISPR-Cas9链取代扩增技术》)发表于国际刊物《自然-通讯》(Nat. Commun.2018, 9,
5012)。论文共同第一作者是周文华和研究助理胡丽，通讯作者是研究员喻学锋。

核酸分子检测已被广泛应用于精准医疗、食品安全检疫、公共安全监控等多个领域。尽管基于P
CR(聚合酶链式反应)的核酸检测技术被广泛用于专业检测机构，但由于该技术操作复杂、仪器
昂贵、以及涉及多重变温过程，并不适用于基层检测和家庭检测。为了克服PCR技术的缺点，一
类不依赖变温的检测技术，即等温扩增检测技术得到广泛关注。然而，当前等温扩增技术在灵敏
度、特异性和抗干扰度方面仍各自有着其内在缺陷，且成熟的等温扩增技术核心专利大多掌握在
国外公司手中。因此，迫切需要开发出一种性能更优异，且具有完全自主知识产权的新的核酸等
温扩增检测技术，以满足我国在核酸检测领域日益增长的需求。CRISPR/Cas9作为一种源自原核
生物获得性免疫系统的基因定点编辑技术，自发现以来已吸引了大量科研关注和投资兴趣。然而
，由于人体的复杂性和伦理方面的争议，基于CRISPR技术的临床基因治疗仍面临着诸多困难和
挑战。另一方面，由于该技术操作简便、灵敏度高、抗干扰性强等优势，目前已开始在体外核酸
分子的检测领域得到应用。但目前以CRISPR技术为基础的核酸检测手段仍依赖传统的PCR技术
或等温扩增技术对靶分子进行扩增，其创新性和适用范围仍有待提高。

针对这些现状，喻学锋课题组创新性地提出利用CRISPR系统效应蛋白Cas9在与靶核酸分子结合
过程中独特的构象变化，作为链取代等温扩增反应的开关，高效启动针对靶核酸分子的指数倍扩
增(简称CRISDA技术)。相比于传统PCR和其他等温扩增技术，CRISDA技术有着诸多独特优势。
第一，该技术灵敏度高。基于CRISPR技术良好的抗干扰性，该技术可在复杂背景条件下，对aM(
10-18M)浓度的靶核酸分子进行高效扩增检测。第二，CRISDA技术特异性强。通过在机理上的特
殊优化，该技术很好地规避了在传统CRISPR基因编辑技术中普遍存在的脱靶效应，可实现对极
低浓度的靶核酸分子进行单核苷酸多态性(SNP)检测。第三，CRISDA技术普适性极强。在针对不
同靶位点的检测反应中，所需的扩增引物设计简单、无需优化，可迅速实现对新位点的检测反应
体系开发。除此之外，该技术检测过程完全等温，并且在从室温到42oC的范围内均保持良好的
扩增检测效果，可充分满足在实际检测中对新靶点的检测需求。目前，课题组已利用该技术成功
检测出人基因组中乳腺癌相关的单核苷酸位点突变，并在野生型大豆中成功检测出万分之三的转
基因大豆。

同时，由于CRISDA技术所具有的独特优势和超越传统PCR技术的应用前景，以该技术为背景的
“基于CRISPR-Cas系统的核酸高敏快速等温检测技术”项目在中科院首届“率先杯”未来技术
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创新大赛中，从数百个项目中脱颖而出，获得最终优胜奖，并已吸引了多家投资机构前来洽谈产
业化事宜。目前，课题组正将该技术应用于突发或新型传染病的检测，如新型流感、非洲猪瘟等
，并正积极开发相关检测试剂盒。

该研究工作得到国家自然科学基金、深圳市科技计划国际合作研究、中科院前沿科学研究重点计
划、深圳科技研究计划、英国利华休姆信托基金和香港研究资助局面上项目等的资助。
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图2:利用CRISDA技术对aM量级的靶分子进行特异性扩增检测。(a)扩增体系设计;和(b)利用CRISD
A技术对合成的DNA片段进行特异性扩增检测。(c)利用CRISDA技术对来自人基因组的DNA片段
进行特异性扩增检测。(d)利用CRISDA技术对人基因组的特定区域进行特异性扩增检测。
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图3:利用CRISDA技术对aM量级的靶分子进行SNP扩增检测。(a)不同细胞株基因组中rs3803662位
点的测序验证;(b)利用CRISDA技术对该SNP位点进行高灵敏度扩增检测。

更多 科学进展 请访问 https://www.iikx.com/news/progress/
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