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6'5-4')6=H系统在感染性疾病诊断中的应用进展"
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!!摘!要"感染性疾病对人类与动物的健康会造成重大威胁!尤其是新发和大流行发作的传染病&开发快
速%灵敏%特异的诊断方法能有效防控感染性疾病&规律间隔成簇短回文重复序列及其相关蛋白#6'5-4'*

6=H$系统作为原核生物抵御病毒的获得性免疫系统!近年来已开发成为一种高效的分子诊断工具!其与核酸扩
增%荧光标记%侧向横流等技术结合!创建了快速%灵敏%便携的检测系统!在病原体诊断中展现了极佳的发展前
景&文章综述了6'5-4'*6=H系统的结构%分类%工作原理!重点阐述了6'5-4'操作系统在感染性疾病诊断
中的应用进展&
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!!感染性疾病是各种病原微生物感染机体造成的
疾病(如人免疫缺陷病毒$?5D%-乙型肝炎病毒
$?7D%-新型冠状病毒$-('-36JD3"%等'根据世界
卫生组织$̀ ?+%"%!/年全球死亡原因统计数据(全
球范围内因感染病原体死亡人数达!%"%万(占全部
死亡病例的!1\)!*'截至"%""年.月(在全球快速
传播的新型冠状病毒感染病例已超过&$%.亿(死亡
0%%万例)!*'快速-灵敏-特异的病原体检测方法是预
防和控制感染性疾病暴发的重要保证)"*'根据 `?+
的标准(最理想的病原体检测方法应低成本-高灵敏
度-特异性-即时和便携)#*'目前(常用的病原体检测
方法包括!形态学检查-分离培养与鉴定-免疫学方
法-实时荧光定量46'$[46'%-基因组测序方法-质
谱法等'但这些方法存在检测周期长-操作复杂-依
赖昂贵仪器等缺陷(极大地限制了其在感染性疾病中
的应用'

规律间隔成簇短回文重复序列及其相关蛋白

$6'5-4'"6=H%系统是由细菌和古细菌在抵御病毒的
过程中演化而来的适应性免疫系统).30*'当病毒感染
细菌时会将病毒的 FE( 切下一部分并整合入

6'5-4'序列中(6'5-4'基因可加工成靶向特定病
毒FE(的小向导'E($HQ'E(%(HQ'E(随即指导
6=H核酸酶蛋白对病毒FE(进行精准切割(从而起
到清除外来物的作用),31*'理论上(通过改变HQ'E(
序列可定向识别切割任一核酸序列)/*'6'5-4'"6=H
系统最早被应用于基因编辑(随着人们对6'5-4'"
6=H系统的不断研究(发现了其在分子诊断领域的巨
大前景'因此(本文针对6'5-4'"6=H系统及其在感
染性疾病诊断领域的应用进展进行综述'
A!6'5-4')6=H系统简介
A$A!结构!6'5-4'"6=H系统主要包括6'5-4'基
因和6=H基因"个部分'6'5-4'基因包含位于上游
的前导序列$>L=PL:%-重复序列$:LML=N%和间隔序列
$HM=KL:H%'前导序列启动6'5-4'基因转录(产生一
个长度约为"%%SM的6'5-4''E($即K:'E(%(富
含(8碱基&有许多高度保守的重复序列(序列长度
".'.,SM(平均长度#"SM(其中包括回文序列&',
SM(可形成发卡结构&间隔序列分隔多个重复序列(是
一系列长度相等的非重复序列(由病毒等外源FE(
被细菌识别切割而整合入重复序列之间(长度为!,'
1.SM(平均长度为#0SM'6=H基因位于6'5-4'基
因的上游(被称为6'5-4'的相关基因'6=H编码的

6=H蛋白为一类核酸酶(在K:'E(引导下识别并切割
与K:'E(互补的核酸片段'6=H基因也可以编码解
旋酶-聚合酶-'E(结合酶等(这些酶参与了免疫过
程并发挥免疫功能)1(!%3!!*'F*@86?*D(等)!"*还发

现了位于6=H基因上游的反式编码的6'5-4''E(
$N:=K:'E(%'N:=K:'E(与K:'E(通过碱基互补作
用结合(从而靶向外源FE(并指导6=H蛋白发挥核

酸酶水解作用)!#*'

A$B!分类!"%!!年(B(2('+D(等)!.*提出了多

元分类法(整合系统发育-基因序列和结构分析将
6'5-4'"6=H系统分成三大类!&型-)型-%型$NTML
&'%%(即仅含有6=H#蛋白为&型(仅含6=H/蛋白
为)型(以及含有6=H!%蛋白为%型(&'%都含有
6=H!-6=H"'这是最早的6'5-4'"6=H系统公认的分
类方法'"%!&年(B(2('+D(等)!&*利用4--B 矩
阵库综合分析",&!个细菌与真菌的基因组数据(提
出了#型与7型两个新型别(继而得出更广泛的分类
方式(即将6'5-4'"6=H系统分成两大类!第!类具
有多重亚基K:'E(效应子复合物(包含多个执行单
一功能的6=H蛋白(而第"类效应子复合物的所有功
能均由单一 6=H蛋白执行(如 6=H/蛋白'随后(
B(2('+D(等)!0*又丰富了6'5-4'"6=H系统的分
类(发现了##个亚型和靶向 'E( 切割的8型)!,*'
最新的分类将已鉴定的6'5-4'"6=H系统分为两大
类(第!类包括&-%-#型(标志性蛋白分别为6=H#-

6=H!%-6HR!(第"类包括)-7-8型(标志性蛋白为
6=H/-6=H!"=-6=H!#)!1*'每一型根据6=H蛋白的作用
位点不同又可分为多种亚型'由于第"类6'5-4'"
6=H系统用单一-多功能6=H蛋白进行基因编辑(相较
于第!类系统更为高效简单(因此一直是研究应用的
热点'

B!工作原理

!!6'5-4'"6=H系统是细菌对病毒入侵的免疫防
御系统(其发挥功能的机制分为#个阶段!适应-表
达-干扰)!.3!&*'在适应阶段(病毒FE(片段被剪切整
合进6'5-4'基因的间隔序列中(细菌便保留了对病
毒的记忆性(以抵抗病毒的再次入侵'在表达阶段(

6'5-4'基因的前导序列启动一级转录(产生M:L3
K:'E((然后经过加工成熟处理(生成K:'E('在干
扰阶段(K:'E(能引导6=H蛋白识别目标FE(的前
间区序列邻近序列$4(B%从而引起FE(双链断裂'
B$A!6'5-4'"6=H/!6'5-4'"6=H/工作原理与免
疫机制类似(不同在于K:'E(还需与N:=K:'E(结合
成HQ'E((HQ'E(指导6=H/蛋白识别外源FE(的

4(B序列使靶标序列解链(同时6=H/蛋白的 ?E?
与'9;63><UL结构域分别剪切K:'E(互补链和非互
补链)!/*'FE(双链断裂$F-7%会启动修复机制包括
非同源末端结合$E?*Z%与同源重组修复$?F'%)"%*'
因而改变HQ'E( 序列即可对任何 FE( 进行基因
编辑'
B$B!6'5-4'"6=H!"!6'5-4'"6=H!"包括6=H!"=
和6=H!"S'以6=H!"=为例(对比6'5-4'"6=H/系统
作用机制有以下不 同!$!%不 需 N:=K:'E( 帮 助

K:'E(成熟和指导6=H蛋白识别切割靶标序列)"!*'
$"%6=H!"=包含'9;63><UL结构域与 E96结构域(不
包含 ?E?结构域(仅'A;6结构域切割FE(双链
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即顺式切割)""*'$#%6=H!"=具有反式切割活性(即非
特异性FE(剪切活性(能将非靶标序列的任意单链
FE(切割)"#*'利用6=H!"=的反式切割活性(通过在
反应系统中加入信号标记的单链FE(从而实现特异
基因的检测'
B$C!6'5-4'"6=H!#!6'5-4'"6=H!#包括6=H!#=-

6=H!#S-6=H!#K和6=H!#P'6=H!#特点在于它可以识
别剪切单链'E('6=H!#=由'*6结构域与EA6结
构域组成(为双瓣叶形的球状蛋白结构''*6结构域
包含E8F和 ?L><K=>3!结构域(其中 EA6结构域包
括两个 ?*4E结构域-?L><K=>3"结构域以及连接两
个 ?*4E 结构域的连接结构域$?L><K=>3#%)".3"&*'

?L><K=>3!负责切割K:'E(前体使之成熟'?*4E结
构域识别靶标 'E( 的4C-位点$M:JNJHM=KL:R>=I3
U<IQH<NLH%(进而激活6=H!#=蛋白'E(酶活性对靶
标'E(顺式切割(在顺式切割后6=H!#=还会对非靶
标单链'E(进行反式切割)!,("0*'
C!6'5-4')6=H系统在感染性疾病中的应用

C$A!6'5-4'"6=H/!将6'5-4'"6=H/系统应用于
感染性疾病检测的首次亮相是在"%!0年'"%!0年(
4('F**等)",*研发了一种能以单碱基分辨率检测寨

卡病毒的纸基传感器(该检测系统将等温'E(扩增
技术E(-7(-NJLOJ>P开关'E(传感器和6'5-4'"
6=H/系统相结合(根据 E(-7( 反应扩增的双链

FE(有无特异性4(B 序列和HQ'E(作用靶点(使
6=H/对扩增产物产生不同切割活性'未被切割的
FE(双链转录出长链'E(而激活传感器(从而使纸
基上发生颜色变化'"%!1年(?A(E)等)"1*建立了

一种基于6'5-4'"6=H/系统的等温指数核酸扩增方
法$6(-3*]4('%(扩增的引物由6=H/"HQ'E(复合
物对目标FE(序列定点剪切而产生(从而诱导扩增
反应产生大量 FE((并采用[46'进行检测'将其
用于李斯特菌检测(灵敏度可达%$1"=VJ>"@级$阿
摩尔每升级%(且有识别单碱基错配的特异性'"%"%
年(̀ (E)等)"/*结合6'5-4'"6=H/系统与侧向横流
技术(构 建 了 新 型 的 比 色 生 物 传 感 器 6(-@C(
$6'5-4'"6=H/3VLP<=NLP>=NL:=>R>JXI9K>L<K=K<P=H3
H=T%(该技术能够在!O内对非洲猪瘟病毒进行检测'

除了利用6=H/的定点切割功能检测外(对于失
去剪切能力但保留了结合能力的P6=H/$I9K>L=HL3PL3
=KN<;=NLP6=H/%也能很好地应用于病原体检测中'
"%!,年(e?(E)等)#%*利使用一对具有荧光素酶分

离结构域的P6=H/对两个靶向序列进行检测(当两个
荧光素酶的分离结构域靠近时(会发生荧光素氧化反
应产生可检测的荧光信号&)A2 等)#!*基于 -b7'
)'**E &荧光染料开发了 P6=H/"HQ'E(3-) &
FE(3C5-?系统!P6=H/"HQ'E(复合物能够特异性
识别靶标序列并形成三元复合物'由于P6=H/蛋白
带有 ?<H标签(所以利用=IN<3?<H磁珠可以将三元复

合物分离(最后加入-b7')'**E &与体系中的靶
标FE(结合实现检测'该方法成功用于耐甲氧西林
金黄色葡萄球菌的检测'"%!/年('*e(等)#"*联合

P6=H/和石墨烯晶体管建立了高灵敏度的便携电化学
生物传感器'将P6=H/连接到石墨烯晶体管上(当
P6=H/识别并结合靶向序列会引起石墨烯电导率发生
变化(从而可检测到电信号'这种方法无需扩增(灵
敏度达!$,RVJ>"@级$飞摩尔每升级%'此外(2A3
B('等)##*利用了一种能与特定-('-36JD3"突变
株中核酸序列特异结合的6=H/蛋白$CI6=H/%(开发
了用于诊断-('-36JD3"感染的C*@AF($CI6=H/
LP<NJ:3><IULP9I<RJ:V PLNLKN<JI=HH=T%平台'这种

6=H/蛋白对靶标序列变化高度敏感(可利用侧向横流
技术检测这种特定的 6=H/蛋白(从而检测-('-3
6JD3"'
C$B!6'5-4'"6=H!"!最先应用于感染性疾病核酸
检测中的是6=H!"=(最早于"%!&年被张锋团队发现(
又称为6MR!)#.*'由于6=H!"=既能顺式切割靶标双
链FE($PHFE(%(又能反式切割非靶标单链 FE(
$HHFE(%(因此在感染性疾病核酸检测方面较6=H/
应用更为广泛'"%!1年(6?*E等)#&*将重组酶聚合

酶扩增$'4(%与6'5-4'"6=H!"系统结合(建立了灵
敏准确的病原体检测系统F*8*68'$FE(LIPJI93
K>L=HLN=:QLNLP6'5-4'N:=IH:LMJ:NL:%(成功应用于
人乳头状病毒$?4D%的诊断(灵敏度达=VJ>"@级'
该检测系统在反应体系中引入分子探针$一端连接荧
光基团(一端连接猝灭基团%(6=H!"=识别靶标序列后
产生非特异性切割活性(荧光基团与猝灭基团分离从
而释放荧光信号''4(使荧光信号累积从而提高检测
灵敏度'"%"%年(F*8*68'被用于基于 6'5-4'"
6=H!"的-('-36JD3"检测(结合侧向横流技术能快
速$#%'.%V<I%检测临床样本中-('-36JD3")#0*'
"%!1年(@5等)#,*将检测系统 F*8*68'中的 '4(
扩增步骤替换成传统的46'研发了快速-有效的核
酸检测平台 ?+@B*-$JILOJ9:>JX3KJHNV9>N<M9:3
MJHLO<QO>TLRR<K<LINHTHNLV%(其可用于检测伪狂犬
病病毒$FE( 病毒%和日本乙型脑炎病毒$'E( 病
毒%'"%!/年(b(E等)#1*开发出基于6=H!"S和环介
导等温扩增技术$@(B4%的检测平台 ?+@B*-;"'
该检测系统利用了一种来自酸土环脂芽孢杆菌的

6=H!"S$(=K6=H!"S%(这种6=H!"S在.1c有最佳的
FE(切割活性(由于6=H!"S和@(B4的工作温度
相同(可将@(B4扩增和6=H!"S反式切割整合到一
个恒温的一步系统中(从而为检测提供了方便(同时
还能有效消除@(B4反应产生的非特异性信号(提
高灵 敏 度'"%"" 年(7?(88 等)#/*联 合 逆 转 录3
@(B4$'83@(B4%-6'5-4'"6=H!"系统以及侧向
横流技术(建立了一种无需'E(提取步骤并可直观
诊断-('-36JD3"感染的方法(称为 6@*D*'=H3
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H=T'该诊断技术在保证灵敏度-特异性及速度的情
况下(还大大简化了检验程序-降低检测成本(适合于
资源有限的地区进行大规模-('-36JD3"感染检测'

为避免移液和开盖过程造成的污染(-AE等).%*

提出一管化的6'5-4'"6=H!"系统检测系统+'3F*3
8*68''在此检测系统中(将 '4( 扩增体系与

6=H!"=混合物在一个管内进行反应("个体系采用物
理隔离方式分开('4( 扩增后通过瞬时离心混合(
'4(产物即可被6=H!"=识别切割产生荧光信号'利
用免疫层析试纸条可视化检测反应产物可以简化仪

器(使结果呈现更为直观).!3.#*'若采用耐热的 (=K3
6=H!"S和@(B4扩增方法(即可一管化混合反应且
无需物理隔离和离心混合'Z+AE)等)..*便是基于

这一原理提出了-8+46J;<P一步化检测的方法(应
用于-('-36JD3"感染的检测'该检测方法使用了
(=K6=H!"S和@(B4共同反应缓冲液(将'83@(B4
扩增和切割反应混合于一管进行(并采用磁珠提取
'E((去掉了乙醇提取和洗脱的过程(简化了检测步
骤'除了借助仪器监测荧光信号(还可直接肉眼观
察'"%"#年(6?*E等).&*设计了一种基于6'5-4'"
6=H的便携式猴痘病毒裸眼检测系统'该系统利用了
6'5-4'"6=H!"的高选择性和'4(的等温核酸扩增
能力(放大荧光信号(随即用@*F照射反应产物可肉
眼观察颜色变化(使用智能手机捕捉图像获得颜色随
时间的变化'

上述研究均以荧光作为信号输出(此外(电化学
传感作为一种高灵敏度的信号传导装置已被应用于

基于6'5-4'"6=H!"的核酸检测中(使得检测系统不
需要通过扩增来增加反应灵敏度'F(5等).0*建立了

一种名为*36'5-4'的电化学生物传感器'在该方
法中(亚甲基蓝修饰的HHFE(通过硫醇键固定在金
电极上(作为电化学报告探针'当6=H!"=识别靶标
序列激活反式切割活性(剪切电化学报告探针(从而
B7从金电极表面释放并产生峰值电流改变'因此可
通过电信号检测靶标序列的有无'该方法用于 ?4D
的无扩增直接检测(灵敏度为&%MVJ>"@级$皮摩尔
每升级%'随后(e?(E)等).,*对此进行了改善(用发
夹状FE(代替了线性HHFE((这种独特的结构使得
B7与电极之间距离更近(从而提高了峰值电流(同时
还提高了6=H!"=的切割效率(极大地提高了检测灵
敏度'
C$C!6'5-4'"6=H!#!6=H!#与靶标序列识别结合
后会激活对非靶标HH'E( 反式切割的活性'"%!,
年(张锋团队利用该特性开发了-?*'@+62技术(
该方法先将底物FE(或'E(经重组酶聚合酶扩增
$'4(%或逆转录3'4($'83'4(%(提高检测灵敏度(
再利用 8,转录酶将扩增后的 FE( 转录为可被

6=H!#靶向识别的 'E((并与@X=6=H!#-K:'E(反
应液混合).1*'当K:'E(引导@X=6=H!#识别切割靶

标后(激活@X=6=H!#对非靶标HH'E(剪切活性(非
靶标HH'E(两端的荧光基团和猝灭基团因此分离(
从而释放荧光信号'-?*'@+62 技术整合了等温
扩增技术'4(和6=H!#的检测能力(将反应灵敏度
提升至=VJ>"@级'该团队利用-?*'@+62成功检
测寨 卡 病 毒 和 登 革 热 病 毒'后 来(多 项 研 究 以
-?*'@+62技术为基础将6'5-4'"6=H!#=应用于
?5D-禽流感病毒--('-36JD3"-?7D-非洲猪瘟病
毒的核酸检测技术中)./3&#*'"%!1年(张锋团队通过对
-?*'@+62 技 术 进 行 改 进(推 出 了 -?*'3
@+62;").#*(将6HV0与6=H!#串联使用使反应灵敏
度增加了#$&倍'6HV0是%型6'5-4'"6=H系统中
的二聚体'E(内切核酸酶(基于其在信号放大中的
内源性功能(能提高'E(检测的灵敏度'此外(还根
据不同6=H!#剪切活性设计具有不同序列-带有不同
荧光基团的非靶标分子(从而实现多通道检测平台'
"%"!年(@5A 等)&.*也将6HV0和6=H!#=联用(研发
了快速串联集成核酸酶检测$C5EF358%的无扩增技
术'由于减少了核酸扩增步骤大大加快了检测速度(
能够快速诊断-('-36JD3"$约"%V<I%且不牺牲测
试的灵敏度(极大适用于感染性疾病的即时诊断'为
优化'E(提取步骤以适应现场快速检测(Bb?'3
D+@F等)&&*将 ?AF-+E$指一种通过加热或化学还
原反应来溶解病毒颗粒和灭活 'E( 酶的方法%与

-?*'@+62结合(建立了一种能直接从体液中检测
病毒的方法'经 ?AF-+E处理过的尿液或唾液可
以直接进行'4(反应(无需提取纯化'E('该方法
能在"O内检测出低于单拷贝$!KJMT"*@%的寨卡病
毒和登革热病毒'('5e853-(Ee等)&0*对 ?AF-+E
进行优化(缩短了 ?AF-+E的孵育时间(并利用智
能手机摄像头实时监测管内荧光读数变化(避免了反
复开盖造成的污染(开发了-?5E*$HN:L=V><ILPO<QO
><QON<IQJR<IRLKN<JIHNJI=;<Q=NLLM<PLV<KH%检测系
统'该检测方法可在!%V<I内快速灭活鼻咽拭子和
唾液中的-('-36JD3"(检测时间缩短到&%V<I(极
大地提高了诊断能力'

类似于基于6'5-4'"6=H!"S的-8+46J;<P检
测方法(B(?(-等)&,*发现了一种来自盲肠热梭状

芽孢杆菌的6=H!#=$8KK6=H!#=%(这种耐热6=H!#=与
@(B4的工作温度相同(能于一管混合反应(因此建
立了基于6'5-4'"6=H!#=检测-('-36JD3"的一管
化系统(称为 +485B(3PW'若采用侧向横流读取荧
光信号(必须打开反应管读数增加了交叉污染的概
率'而该方法用便携式荧光观察仪代替侧向横流读
数(智能手机实时读取和收集检测结果(整个检测过
程全封闭无需开盖(实现了一体化检测病毒的模式'

微流控技术具有小型化-集成化和自动化的优
点)&1*'微流控技术与6'5-4'系统的结合可以弥补
基于6'5-4'"6=H系统的核酸检测技术的缺陷(在病
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原体的诊断上具有巨大前景'd5E等)&/*将6'5-4'"

6=H!#=与微流控技术结合(建立了一种用于检测埃博
拉'E(的自动化4+6系统'该检测系统不需要核
酸扩增(能同时进行数十个样本中埃博拉病毒的检
测(&V<I内检测限可达"%4CA"V@$4CA为空斑形
成 单 位(4CA"V@ 为 感 染 性 滴 度 的 单 位 %'

(62*'B(E 等)0%*将微孔阵列芯片与 6'5-4'"
6=H!#=结合(开发了一种用于核酸多重检测的组合阵
列系统$6('B*E%'该平台能够实现!0/种人类病
毒的区分-甲型流感病毒的全面分型以及数十种 ?5D
耐药突变的多重鉴定'受此启发(̀ *@6?等)0!*设计

了一种用于高通量检测-('-36JD3"及其他呼吸道
病毒的检测系统(称为 V6('B*E'V6('B*E增
加了监控功能(能在!P内测试数百个样本(能够快速
检测包括-('-36JD3"在内的"!种呼吸道病毒'
D!小结与展望

!!现有的病原体检测方法大多操作复杂-耗时长且
依赖昂贵的仪器设备(而6'5-4'"6=H系统作为一种
强大的基因编辑手段(能结合核酸扩增技术 46'-
'4(-@(B4等(将核酸剪切或结合的过程转换为荧
光-比色-电子等信号(并通过荧光检测仪-@C(F-肉
眼-智能手机-电化学传感器-微流控芯片等读取从而
检测病原体核酸'基于6'5-4'"6=H系统设计开发
的新型核酸检测技术具有突出优势!$!%检测周期短-
一般"O内可出结果&$"%灵敏度高(可实现=VJ>"@
级的检测(而传统46'检测限为RVJ>"@级&$#%特异
性强-能识别单碱基变化&$.%简单便携-不依赖昂贵
的仪器和实验环境(更适用于床旁即时检测$4+68%&
$&%结果读取方便(通过荧光检测和肉眼读取结果'
这些优势必将使得6'5-4'"6=H检测技术在感染性
疾病检测领域中发挥重要作用'

然而(6'5-4'诊断工具仍然存在一些局限性!
$!%样本中靶标浓度低(大多需要借助核酸扩增技术(
使检测步骤烦琐(易造成污染(同时容易出现假阳性
或假阴性的检测结果&$"%6'5-4'"6=H技术的脱靶
效应会造成假阴性的检测结果'在HQ'E(的引导下

6=H蛋白识别靶标序列过程中(可能会与非靶点核酸
序列部分错配(造成错误切割&$#%目前大多数基于
6'5-4'"6=H系统建立的分子诊断平台还难以实现
对多种病原体的高通量检测&$.%需要根据已知病原
体的基因序列来设计K:'E((难以应对新出现或发生
突变的病原体的检测&$&%HQ'E(精准识别靶标序列
依赖于4(B 序列(且不同类型 6=H蛋白识别不同
4(B序列'这一特性虽然增加了6'5-4'"6=H系统
的特异性(但也限制了靶标区域的选择(同时降低了
6'5-4'"6=H系统的灵活性'

基于以上挑战(未来可在如下方面进行改进'
$!%简化6'5-4'"6=H诊断程序!采用一系列措施减
少工作步骤(如优化或免除核酸提取及扩增(可通过

使用更高灵敏度的检测设备如电化学传感器(结合免
疫磁富集-微流控富集技术(开发对靶标序列变化高
敏感的新型6=H蛋白(丰富6'5-4'工具箱等手段'
目前虽然已出现了基于6'5-4'"6=H系统无需扩增
的核酸检测技术(但仍存在灵敏度偏低的问题(因此
未来还需对体系进一步改善'此外(可引入智能设备
实时监测结果(数据自动上传(避免开盖降低污染(同
时使检测结果读取简便直接'$"%降低6'5-4'"6=H
系统脱靶效应和4(B 约束!6=H蛋白作为 6'5-4'"
6=H系统的核心元件之一(其结构和作用机制在很大
程度上决定了该系统的功能走向(因此可对6=H蛋白
进行工程化改造(设计高靶向特异性和更宽范围的
4(B识别序列以优化提升 6'5-4'"6=H系统'对
K:'E(优化设计可提高6=H蛋白特异性(进而减少脱
靶效应'除了改造6'5-4'"6=H系统自身之外(还可
以通过外源蛋白结构域的引入'$#%设计多通道或高
通量检测系统!新材料-新技术与6'5-4'系统的结
合是实现高通量检测的关键'6('B*E平台即是将
微孔阵列芯片与6'5-4'"6=H!#=结合成功用于核酸
多重检测'微流控技术以其低成本-小体积和自动化
的优势在高通量检测领域引起广泛关注'将微流控
技术与新兴材料(如纳米材料-水凝胶相结合(将会使
6'5-4'"6=H检测平台向高通量-便携化-自动化发
展的重要研究方向发展'尽管6'5-4'"6=H技术存
在一定局限(但其无可比拟的优势仍使其在核酸检测
领域拥有革命性的应用潜力(相信随着科学家的不断
研究和技术的不断发展(6'5-4'"6=H技术有望能成
为感染性疾病诊断领域的利器'
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-*48/甲基化检测在结直肠癌早期诊断中价值的研究进展

董优优 综述!陈昌国#审校

解放军总医院第六医学中心检验科!北京!%%%.1

!!摘!要"结直肠癌是我国常见恶性消化道肿瘤之一!其发病率逐年上升且预后不好!病死率较高&早发现%
早诊断可有效降低结直肠癌致死率&目前!临床用于结直肠癌诊断及监测的肿瘤标志物有癌胚抗原#6*($%糖
类抗原!/3/#6(!//$%糖类抗原"."#6("."$等!这些标志物在结直肠癌早期诊断中的临床价值不够理想&因
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