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摘要: 为了建立一种灵敏度高、特异性强并且适合现场诊断的大口黑鲈弹状病毒(Micropterus salmoides rha-
bdovirus, MSRV)检测方法, 研究基于CRISPR-Cas13a系统并结合多酶恒温核酸快速扩增(MIRA)技术建立了

一种MSRV的检测方法。实验对MSRV序列进行多重序列比对分析后, 针对MSRV衣壳蛋白(CP)基因的特异

性区域设计两个靶点, 并通过体外转录成特异性的crRNA, 同时设计合成MIRA引物序列实现目标序列的等温

扩增, 最后结合Cas13a蛋白、crRNA、恒温扩增体系构建检测体系, 并从高效crRNA的选择、反应温度、

ssRNA报告探针浓度和Cas13a与crRNA的浓度比四个方面优化了反应体系, 并采用最优检测体系对大口黑鲈

样本进行检测验证。结果显示, 在20 μL检测体系中加入200 nmol/L Cas13a、100 nmol/L crRNA1、100 nmol/L
crRNA2及500 nmol/L ssRNA报告探针, 在37℃的情况下能够获得最佳的检测效果。并且该检测体系可以检

测到102 fM的MSRV病毒, 具有良好的特异性和灵敏性, 此外检测结果可直接通过紫外灯照射直接观察。研究

基于CRISPR/Cas13a系统结合等温扩增MIRA技术建立的MSRV检测方法, 可在室温下且不需要昂贵的仪器进

行MSRV病毒检测, 检测结果可以肉眼直接观察, 能在多种场合下使用, 研究结果为检测MSRV提供了有效方法。
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大口黑鲈(Micropterus salmoides)是我国重要

的淡水经济鱼类之一, 因其肉质鲜美、无肌间刺,
加之其适应性强、养殖周期短等优点, 深受消费者

和养殖者的喜欢, 近年来大口黑鲈的养殖出现了快

速增长
[1]
。目前, 我国大口黑鲈年养殖产量已达

70万吨, 养殖场主要集中分布在广东、江苏、浙

江、江西、四川和福建6省份, 占全国生产总量的

90%以上
[2]
。然而, 在大口黑鲈的养殖过程中, 其病

害日趋严重, 细菌病和病毒病成为危害其养殖的主

要疾病
[3], 其中大口黑鲈弹状病毒(Micropterus sal-

moides rhabdovirus, MSRV)危害巨大。该病毒能引

起幼鱼嗜睡、漫游、腹部肿胀和体形扭曲, 以及诱

导坏死性溃疡和多器官出血, 一旦感染死亡率超过

90%[4]
。MSRV是一种包膜状、短棒状或子弹状的

单股负链RNA病毒, 能够严重危害大口黑鲈养殖业

的发展, 该病毒具有传播速度快、死亡率高、防控

难度大的特点
[5]
。MSRV包含11300—11600个核苷

酸, 包括3′非翻译区和5种结构蛋白[核蛋白(N)、磷

蛋白(P)、基质蛋白(M)、糖蛋白(G)和RNA聚合

酶]。其中MSRV的3′前导区与其他鱼类弹状病毒

相比在遗传水平上具有低同源性
[6]
。弹状病毒共有

9个属, 除了一些未被分类的病毒之外, 感染鱼类的

弹状病毒主要为水泡性口炎病毒属、诺拉弹状病

毒属和佩弹状病毒属这3个属
[7]
。其中, MSRV属弹

状病毒科(Rhabdoviridae), 水泡性口炎病毒属(Vesi-
culovirus)[8, 9]

。每年因MSRV导致的大口黑鲈鱼苗

损失超过30%, 给大口黑鲈养殖产业发展带来巨大

损失。但是目前关于该病毒的治疗和检测方法还
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不成熟, 尤其是现有检测技术较难做到在无复杂检

测设备的情况下开展现场检测。

目前关于检测MSRV的方法主要分为组织病

理学检测、免疫学检测和分子生物学检测等。组

织病理学检测主要是采取鱼的患病组织器官制作

石蜡病理切片, 后在显微镜下观察组织病理变化
[10];

免疫学检测主要是采用ELISA检测大口黑鲈血清

中的G蛋白抗体水平, 用以分析MSRV诱导的抗原

特异性免疫反应
[11]; 分子生物学上经常使用的是聚

合酶链式反应(PCR)[12]
、荧光实时定量PCR[13]

等。

上述检测方法还存在一些不足之处, 如检测方法不

够高效方便、检测设备需要专业的温控功能、检

测所需时间较长、实验人员需要一定的实验技能

等。除此之外, 目前关于MSRV还没有有效的治疗

方法, 故很有必要在感染之前及时发现病毒并做好

有效的防范措施, 能够在一定程度上减少养殖过程

中的损失。因此, 开发一种灵敏度高、特异性强并

且适合现场诊断的MSRV检测方法迫在眉睫。

CRISPR系统最初是在细菌和古细菌中得到确

认
[14], CRISPR-Cas系统是结合和切割外来核酸的

原核适应性免疫系统
[15]

。CRISPR-Cas系统主要分

为两类: 使用多蛋白复合物破坏外来核酸的一类系

统, 包括Ⅰ型、Ⅲ型和Ⅳ型, 以及使用单一蛋白质

的二类系统, 包括Ⅱ、Ⅴ和Ⅵ型
[16]

。Ⅰ型和Ⅲ型系

统拥有如下特征: Cas核酸内切酶处理前crRNA, 每
个crRNA被组装成多Cas蛋白复合物, 从而可以识

别和切割与crRNA互补的核酸片段。而Ⅱ型系统

处理前crRNA的机制不同, 其中与前crRNA中重复

序列互补的反式激活crRNA(tracrRNA)在Cas9蛋白

存在的情况下会触发双链RNA特异性核糖核酸酶

RNaseⅢ的处理
[17]

。近年来, CRISPR-Cas13a引发

了很多的研究。CRISPR-Cas13a(以前称为C2c2)是
一种新表征的单效应子Ⅱ类, Ⅵ型, RNA引导的

RNA编辑系统
[18]

。Cas13a的序列分析显示存在两

个更高的真核和原核核苷酸结合内核糖核酸酶结

构域, 且不存在DNase催化位点
[19]
。CRISPR-Cas13a

具有RNA引导的RNA靶向内切酶和非特异性

RNA内切酶活性两种活性, 故逐渐被开发为核酸检

测的工具
[18]

。当Cas13a与crRNA结合后, 会形成具

有核酸酶活性的核糖核蛋白复合体, 当识别到具有

互补序列的单链靶标RNA时, 会激活Cas13a切割单

链靶标RNA[20]
。其切割活动可通过连接的荧光体-

淬灭体的ssRNA来检测, 被激活的Cas13a会切割ss-
RNA导致其裂解后发荧光

[18, 21]
。基于这一特性,

CRISPR/Cas13a的检测已成功应用于检测赤点石斑

鱼神经坏死病毒
[22]

、猪繁殖与呼吸综合征病毒
[23]

和甲型H7N9禽流感病毒
[24], Cas13a与对应的crRNA

结合形成复合物并且与靶向RNA结合时, Cas13a的
切割活性被激活以降解非靶向RNA。

MIRA (Multienzyme Isothermal Rapid Amplifi-
cation, MIRA)技术是一种基于重组酶恒温核酸快

速扩增技术, 通过MIRA反应可实现对目标核酸序

列的扩增, 无须复杂的热循环仪, 而是可以通过简

单的水浴或加热块在20—37℃的恒定温度下完

成。整个反应过程需要3种酶: 重组酶, 负责将特异

性引物与模板DNA配对; 单链DNA结合蛋白(SSB),
在不加热的情况下形成单链DNA; 链置换DNA聚

合酶, 负责扩增和延伸。反应一旦开始, DNA扩增

会迅速进行, 并在20min时间内达到可检测的水平
[25]
。

与RPA (T4 UvsX)或RAA (大肠杆菌UvsX)中使用

的重组酶不同
[26], MIRA使用螺旋酶(gp41)和重组

酶(SC-recA)的组合来形成单链DNA并启动反应。

多酶系统加速了反应速度, 促进了对潜在抑制剂的

耐受性。在MIRA中, 核酸模板的扩增过程可以在

37—42℃下10—30min内完成。这项技术已被用于

检测猪瘟病毒
[25]

。与其他等温扩增类似, 反转录-
MIRA (RT-MIRA)产物也可以通过侧流条检测或实

时定量PCR进行可视化检测。

本研究开发了一种结合MIRA技术和CRISPR/
Cas13a系统的MSRV核酸检测方法, 该方法特异性

强, 灵敏度高并且操作简便, 为MSRV的现场检测

提供帮助, 也为尽早发现MSRV采取防控措施提供

帮助。

 1    材料与方法

 1.1    样本来源

从鲈鱼养殖场采集患有大口黑鲈弹状病毒全

长约2 cm的鱼苗样品, 均存放于–80℃冰箱保存。

 1.2    实验仪器与试剂

主要试剂: 纯化的LwaCas13a (East Mad东抗生

物公司); Tris饱和酚(pH7.8); RNAiso plus和RT-
PCR试剂盒(TaKaRa公司); 反转录试剂(TOYOBO
东洋纺公司); T7高产RNA转录试剂盒、ChamQ
SYBR qPCR Master Mix(Without ROX)试剂盒

(Vazyme诺唯赞生物技术有限公司); CRISPR/Cas13a
检测系统的缓冲液使用Macklin麦克林试剂公司定

制(40 mmol/L Tris-HCl pH 7.3, 60 mmol/L NaCl,
6 mmol/L MgCl2); MIRA-RNA恒温快速扩增试剂

盒(基础型)(潍坊安普未来生物科技有限公司)。
主要仪器: Tannon2500 凝胶成像系统、实时

荧光定量 PCR仪(美国Bio-Rad 公司); 高速离心机

(美国Beckman 公司); 电泳仪(北京白晶生物技术有
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限公司); 紫外透射器(美国MaestroGen公司)。
 1.3    crRNA的制备以及MIRA引物设计

在GenBank中下载MSRV序列, 针对其衣壳蛋

白(CP)基因序列(NCBI: MK397811.2)设计长度为

20 nt的靶点 ,  并根据靶点所在位置设计出两个

crRNA(分别为crRNA1和crRNA2), 如表 1所示, 并
通过NCBI-BLAST来确认其特异性。设计使用两

对不同MIRA引物分别对含有靶序列的基因片段进

行扩增, 并命名分别为MIRA-F1/R1和MIRA-F2/R2,
如表 2所示。

 1.4    MIRA扩增以及体外转录

使用MIRA恒温快速扩增试剂盒, 在42℃恒温

条件下, 用MIRA引物将提取出来的样品RNA进行

扩增, 并将扩增产物进行切胶回收, 得到的DNA使

用体外转录试剂盒体外转录为RNA, 从而获得病毒

RNA序列。

 1.5    标准品的制备

基于实验室现有的cDNA库, 用MSRV引物对

cDNA进行qPCR验证是否为MSRV。经测序确定

后的模板cDNA经PCR扩增后进行体外转录, 测定

浓度并稀释得到RNA标准品。

 1.6    ssRNA报告探针合成

ssRNA报告探针序列为: 5′-UUUUUU-3′, 5′端
和3′端分别标记了荧光基团和淬灭基团。我们使用

RNA酶来测试ssRNA报告探针作为检测信号的可

行性, 同时, 利用Cas13a蛋白的特性, ssRNA报告探

针可被激活的Cas13a蛋白裂解, 从而发出荧光, 可
通过简单的紫外灯或荧光定量仪检测。

 1.7    Cas13a检测体系

CRISPR/Cas13a检测反应体系如表 3所示, 将

反应物充分混匀离心后置于荧光定量仪上, 选择观

察 FAM 荧光强度, 在37℃恒温条件下反应1h, 并且

每隔1min收集一次荧光值, 反应结束后用紫外灯照

射观察荧光值。

 1.8    检测体系优化

为了确定用CRISPR/Cas13a检测MSRV的最佳

反应体系, 我们对检测体系的四个部分进行了优

化: crRNA种类、反应温度、ssRNA报告探针含量

以及Cas13a与crRNA的反应浓度比, 同时我们在实

验中使用ddH2O作为空白对照。

首先保持所有的参数不变, 变量为crRNA的种

类(即crRNA1和crRNA2), 最后根据单位时间内反

应效率及最终收集的荧光值来选择最佳的crRNA;
探究最佳反应温度, 除了反应温度, 其他参数保持

不变, 分别在31℃、34℃、37℃和40℃进行实验;
接下来, 除了ssRNA报告探针含量, 其他参数保持

不变, 设置探针浓度分为100、200、300、400、500、
600和700 nmol/L; 最后, 保持其他参数不变, 改变

Cas13a与crRNA的反应浓度比。根据单位时间内

反应效率及最终收集的荧光值来选择最佳的反应

温度、ssRNA报告探针浓度及Cas13a与crRNA的反

应浓度比。

 1.9    灵敏度试验

使用优化后的CRISPR/Cas13a检测系统检测不

同浓度的RNA标准品, 以104 fM到10–1 fM的浓度对

RNA标准品进行10倍连续稀释, 以无目标RNA样品

为阴性对照, 从而探寻CRISPR/Cas13a检测系统最

低检测浓度。

 1.10    特异性试验

使用优化后的CRISPR/Cas13a检测系统检测不同

的水产RNA病毒, 包括RGNNV、BFNNV、TPNNV,
用无病毒感染鱼的RNA作为阴性对照, 用ddH2O作为

空白对照, 测试含有特异性crRNA的CRISPR/Cas13a
检测系统是否能检测出其他的水产RNA病毒。

 1.11    重复性试验以及样品检验

采集有明显患病迹象的病鱼样品, 并对样品进

行预处理和扩增RNA。采用本研究优化后的CRIS-

表 1   针对MSRV设计的crRNA序列

Tab. 1   crRNA sequences designed for MSRV

名称Name 序列Sequence (5′—3′)
crRNA1 GACCACCCCAAAAAUGAAGGG

GACUAAAACCGAACUCUCAGUAAGCUGAG
crRNA2 GACCACCCCAAAAAUGAAGGG

GACUAAAACGGACUGCCCUUCUUCCAUAG

表 2   MIRA扩增引物序列

Tab. 2   Primer sequences for MIRA amplification

名称Name 序列Sequence (5′—3′)
MIRA-F1 TAATACGACTCACTATAGGGTCTG

TGAGGTTGTCC
MIRA-R1 CCAACAACAGGATCACAAGGGCT

TTGTCTT
MIRA-F2 TAATACGACTCACTATAGGGCAGAT

ATCGTGGTCC
MIRA-R2 CCAACAACAGGATCACAAGGGCTT

TGTCTT

表 3   CRISPR /Cas13a检测体系

Tab. 3   CRISPR /Cas13a detection system

　　组分Component 体积Volume (μL)
Cas13a 1

crRNA 1

ssRNA报告探针 1
待测RNA样品/RNA标准品 1
反应缓冲液 16
合计Total 20
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PR/Cas13a检测系统, 与实验室常规使用的MSRV
检测方法(qPCR)做对比, 以MSRV基因作为阳性对

照组, 无MSRV病毒感染鱼的RNA样品作为阴性对

照组, ddH2O作为空白对照组。

 2    结果

 2.1    MIRA引物对筛选

使用两对不同MIRA引物对含有靶序列的基因

片段进行扩增, 扩增产物经琼脂糖凝胶电泳, 如图 1a
所示。电泳图位于100 bp的位置, 3个泳道均出现明

亮的条带, 表明有非特异性扩增产物。泳道2和3中
250 bp处为扩增的目的条带。用Image J软件分别

将电泳图泳道2中长度为224 bp和泳道3中长度为

255 bp的目的条带进行定量分析, 并用“灰度值”表
示定量分析的结果。从分析结果得出, 灰度值越低

表示引物利用率高, 即引物特异性结合扩增效率高,
如图 1b所示。结果表明: 采用MIRA-F2/R2引物对

时, 特异性结合扩增效率高。

 2.2    CRISPR/Cas13a检测体系

CRISPR/Cas13a检测体系反应结束后用紫外灯

进行照射, 观察荧光值(图 2)。
 2.3    CRISPR/Cas13a-MSRV最佳反应体系

我们分别用RNA标准品和扩增的样品RNA进

行实验, 如图 3a所示, 靶向目标RNA的定位速度,
crRNA2要优于crRNA1; crRNA1比crRNA2有更强

的最终荧光信号; crRNA1+crRNA2等比例混合使

用能综合两者的优点, 反应效率更好。

探究反应温度对检测系统的影响 ,  设置了

31℃、34℃、37℃和41℃不同反应温度, 如图 3b
所示, CRISPR/Cas13a-MSRV检测体系最佳反应温

度是37℃。

探究ssRNA报告探针浓度对检测系统的影响,
如图 3c所示, 在测试范围内, 荧光强度与ssRNA报

告探针浓度呈正相关, ssRNA报告探针浓度在 500—
700 nmol/L检测效果差异不大, 考虑到现实经济问

题, 最佳的ssRNA报告探针浓度为500 nmol/L。
为探究不同Cas13a与crRNA的反应浓度比对

检测系统的影响, 如图 3d所示, 当以每份100 nmol/L
比例的基础上,Cas13a﹕crRNA的比例为4﹕1和3﹕1时,
Cas13a达到饱和状态; 当Cas13a数量一定时, 荧光

信号的强度并没有与crRNA数量的增加呈正相

关。因此, Cas13a与crRNA比例为2﹕1时, CRISPR/
Cas13a-MSRV检测系统能够获得最大的检测活性。

 2.4    灵敏度评估

为探究CRISPR/Cas13a-MSRV检测系统对MS-
RV的最低检测浓度, 故将RNA标准品进行10倍梯

度连续稀释, 并用CRISPR/Cas13a-MSRV检测系统

进行检测。如图 4所示, CRISPR/Cas13a-MSRV检

测系统至少能检测到102 fM MSRV的ssRNA。当目

标RNA浓度低于102 fM时, 机器检测到的荧光信号

与空白对照无明显差异。因此, CRISPR/Cas13a-
MSRV检测系统至少能检测到102 fM MSRV的ss-
RNA。

 2.5    特异性评估

为评估CRISPR/Cas13a-MSRV检测系统的特

异性, 使用优化后的CRISPR/Cas13a检测系统检测
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图 1    MIRA引物对筛选电泳胶图以及灰度值分析

Fig. 1    MIRA primer pair screening electrophoretic gel plots as well as gray value analysis
a. 泳道M: 2000 bp DNA marker; 泳道1. 阴性DNA样品扩增; 泳道2. MIRA-F1/R1引物对扩增目的片段(方框所示224 bp); 泳道3.
MIRA-F2/R2引物对扩增目的片段(方框所示255 bp); b. 条带灰度值分析(方框所示)
a. Lane M: 2000 bp DNA marker; lane 1. amplification of negative DNA sample; lane 2. amplification of target fragment by MIRA-F1/R1
primer pair (224 bp shown in box); lane 3. amplification of target fragment by MIRA-F2/R2 primer pair (255 bp shown in box); b. analysis
of gray value of the bands (shown in box)
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不同的水产RNA病毒, 包括RGNNV、BFNNV和

TPNNV。如图 5所示, 只有MSRV的检测体系能检

测出荧光信号, 其他病毒的检测体系检测出的荧光

信号与阴性对照无差别, 为阴性结果。这表明CR-
ISPR/Cas13a-MSRV检测系统可特异性靶向MSRV,
该检测方法特异性很好。

 2.6    样品检测

对从鲈鱼养殖场采集有明显患病迹象的病鱼样

品, 验证病鱼所感染病原体是否为MSRV, 使用MS-
RV衣壳蛋白序列特异性引物进行PCR扩增, 并将图 6a
中电泳图中相对应条带送测, 比对确认为MSRV。

对感染了MSRV的病鱼样品进行预处理和预

扩增病毒RNA, 然后与阴性对照组进行检测。同时

提取样品的cDNA做常规检测qPCR进行比较。如

图 7所示, 用CRISPR/Cas13a-MSRV检测系统检测

出阳性样品(3、6、7、8、9、12、13、14和15号)
与常规检测qPCR的结果一样, 其中qPCR的CQ值处

于18—25; 而阴性样品(1、2、4、5、9、10和11号)

1 2 3 4 5 6 7

 
图 2   CRISPR/Cas13a检测体系-荧光亮度图

Fig. 2   CRISPR/Cas13a detection system-fluorescence brightness
map
1—3. 加入RNA标准品的全体系; 4. 不加入crRNA; 5. 不加入

Cas13a蛋白; 6. 不加入ssRNA报告探针; 7. 阴性对照

1—3. full system with RNA standards added; 4. no crRNA added;
5. no Cas13a protein added; 6. no ssRNA reporter probes added;
7. negative control
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图 3    优化CRISPR/Cas13a-MSRV检测反应条件检测效果各数据图

Fig. 3    Optimization of CRISPR/Cas13a-MSRV assay reaction conditions to detect the effect of each data graph
a. 用不同间隔序列的crRNA检测标准品RNA的检测结果比较; b. 检测系统在不同温度下检测标准品RNA的荧光信号数据比较; c. 用
不同浓度的RNA报告探针检测标准品的荧光信号数据比较; d. 用不同浓度比率的Cas13a/crRNA探针复合物检测标准品的检测结果

比较

a. Comparison of assay results for detection of RNA from standards with different spacer sequences of crRNA; b. Comparison of
fluorescence signal data for detection of RNA from standards at different temperatures by the assay system; c. Comparison of fluorescence
signal data for detection of standards with different concentrations of RNA reporter probes; d. Comparison of assay results for detection of
standards with different concentration ratios of Cas13a/crRNA probe complexes
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阈值循环数则都大于38, 表明样品无携带MSVR病
毒。综上所述, CRISPR/Cas13a-MSRV检测系统与

常规检测RT-qPCR的检测数据相符合, 表明CRIS-
PR/Cas13a-MSRV检测系统的可行性且在一定程度

上可以代替原先常规繁杂的检测方法。

 3    讨论

大口黑鲈是我国淡水鱼养殖的重要品种之一,
但是在养殖过程中, 病害频发, 其中MSRV是影响

其苗种成活的主要病原, 幼苗感染该病毒后死亡率

可达90%[10]
。故尽早发现MSRV并采取有效针对性

措施进行预防和控制是至关重要的。准确的病毒

核酸检测方法能为病毒的检测提供准确且高效的

技术支持。在现阶段的研究中, 关于MSRV的快速

检测方法的研究很少, 传统检测方法需要复杂设备

和较长的检测时间
[27]

。因此, 建立一种准确、高效

的病毒核酸检测方法对于后续疾病的控制作用很大。

本研究利用CRISPR/Cas13a系统结合等温扩增

MIRA技术检测MSRV, 根据MSRV的衣壳蛋白序

列设计了检测靶标位点和设计合成了MIRA引物,
并用它们进行等温扩增目标序列, 并对CRISPR/
Cas13a-MSRV系统进行了优化, 探索建立了最优的

检测体系为在20 μL的检测体系中含有200 nmol/L
Cas13a、100 nmol/L crRNA1、100 nmol/L crRNA2、
500 nmol/L ssRNA报告探针, 在反应温度为37℃的

情况下能够获得最佳的CRISPR/Cas13a-MIRA-MS-
RV检测效果。此外, 检测了该方法的灵敏性和特

异性, 发现CRISPR/Cas13a-MSRV检测系统能检测
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图 4   评估CRISPR/Cas13a-MSRV检测系统对MSRV的灵敏度

Fig. 4   Assessing the sensitivity of the CRISPR/Cas13a-MSRV
detection system for MSRV
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图 5   评估CRISPR/Cas13a-MSRV检测系统对MSRV的特异性

Fig. 5   Assessing the specificity of the CRISPR/Cas13a-MSRV
detection system for MSRV
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CCCCCTCAGCTTACTGAGAGTTCGCTATGGAAGAA
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图 6    MSRV序列信息确认

Fig. 6    Confirmation of MSRV serial information
a. MSRV引物的PCR扩增228 bp产物条带; b. 与NCBI比对的MSRV衣壳蛋白序列, 加粗序列为上下游引物结合位点, 阴影区域为

CRISPR/Cas13a-MSRV crRNA1结合的靶标位置

a. PCR amplified 228 bp product band of MSRV primers; b. Sequence of MSRV capsid protein compared to NCBI, Bold sequence is the
upstream and downstream primer binding site, shadow region is the target location for CRISPR/Cas13a-MSRV crRNA1 binding

288 水   生   生   物   学   报 48 卷



到102 fM的MSRV, 只有MSRV的检测体系能检测

出荧光信号, 其他病毒的检测体系检测出的荧光信

号与阴性对照无差别, 说明该检测系统灵敏度高、

特异性强。结合等温扩增MIRA技术的CRISPR/
Cas13a-MSRV核酸检测方法能在一管内进行反应,
当检测到MSRV时, ssRNA报告探针也相应被裂解,
能够通过肉眼直接观察。从理论方面来看, 检测体

系中除了crRNA的需要根据样品而改变, 其他组分

不改变, 这在一定程度上能与多种核酸扩增技术相

兼容。在本研究中我们还将检测结果与常规核酸

检测方法qPCR的数据进行了对比, 以检验CRISPR/
Cas13a技术应用于MSRV检测的可行性和优势。

检测结果只有阳性样本组才能触发CRISPR/Cas13a
系统荧光信号的显著产生, 而其他非目标序列病毒

或阴性对照组则没有荧光信号, 说明该检测系统具

有良好的特异性。同时, 该检测系统与qPCR在灵

敏度和重复性方面也表现出一致性和稳定性, 阳性

样本检出符合率高。

基于CRISPR/Cas13a系统的病毒核酸检测方

法, 能够在短时间内建立, 其灵敏度和特异性高, 且
反应迅速, 可在1h内提供检测结果。反应所需条件

简单, 不需要依赖复杂的热循环仪, 可在室温条件

下进行。反应可在1个试管里进行, 所耗费试剂的

量小, 反应所需的cas13a蛋白及crRNA购买之后可

以使用很多次, 故平均每次检测所需成本很低。在

本研究中已经建立了CRISPR/Cas13a-MSRV检测

方法, 检测过程不需要复杂的变温条件, 相比使用

普通的PCR扩增, 这大大减少了检测所需时间。另

外, 我们的检测方法可以在20min内检测到102 fM
的MSRV, 这与其他的检测方法相比, 该方法明显

要更迅速得出检测结果。普通的PCR方法至少需

要1h, qPCR通常需要30min到2h的时间。此外, 传
统的分子生物学检测方法, 如RT-PCR, qPCR的检

测依赖于复杂的热循环仪或其他昂贵的仪器或试

剂; 免疫学检测方法, 如免疫组化容易出现试剂污

染、灰尘污染、染色异常、实验耗时长等问题, 因
此难以应用于非实验室环境中的现场诊断。而用

CRISPR/Cas13a系统进行检测, 其反应过程不需要

依赖热循环仪, 且结果能够通过紫外灯照射而得

知。从上述实验的检测结果发现CRISPR/Cas13a系
统可以特异性的检测MSRV, 并且最低检测浓度达

到102 fM。综上所述, 将CRISPR/Cas13a系统用于

MSRV检测具有现场检测成本低、可行性高、特

异性强, 灵敏度高的特点。

在疾病的发展初期, 及时发现病原体和控制疾

病的走向是非常重要的, 特别是病毒性疾病。在此

基础上, 应用CRISPR/Cas系统进行病毒的检测, 表
现出该系统的应用范围广的特点。CRISPR/Cas系
统是原核生物的免疫系统, 用来抵抗外源遗传物质

的入侵, 比如噬菌体病毒和外源质粒。CRISPR/Cas
系统可以识别出外源DNA或RNA, 并将其切断, 这
表明CRISPR/Cas系统拥有精确的靶向功能, 因此应

用该系统进行病毒检测具有较高的特异性
[28]

。CR-
ISPR/Cas系统主要针对大多数DNA起作用, 而CR-
ISPR/Cas13a系统针对的是RNA[29]

。以往的RNA
病毒检测中会存在灵敏度不高的问题, 容易出现错

检、漏检的现象。在现在的研究中, Liu等[30]
将CR-

ISPR/Cas13a系统用于严重急性呼吸综合征冠状病

毒-2(SARS-CoV-2)的检测, 实现最低检测浓度达到

0.25拷贝/μL。Huang等[31]
也将CRISPR/Cas13a系统

用于猫杯状病毒(FCV)的检测, 实现最低检测浓度

达到13.13拷贝/μL, 达到了快速高效的检测效果。
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图 7   样品qPCR检测数据以及CRISPR检测数据纵向比较图

Fig. 7   Longitudinal comparison of sample qPCR assay data and
CRISPR assay data
a. qPCR检测MSRV临床样品阈值循环数图; 将检测到的样本循

环数分别与阴性参照循环数用T-tests 分析(**P<0.01); b. Cas13a
结合MIRA检测MSRV临床样品荧光图; 将检测到的样本荧光

值分别与阴性参照荧光值用T-tests分析(**P<0.01)
a. Plot of threshold cycle counts for MSRV clinical samples by
qPCR; the cycle counts of detected samples are analyzed sepa-
rately from the negative reference cycle counts by T-tests (**P<
0.01); b. Plot of fluorescence of MSRV clinical samples by Cas13a
combined with MIRA; the fluorescence values of detected samples
are analyzed separately from the negative reference fluorescence
values by T-tests (**P<0.01)
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基于该特点, CRISPR/Cas13a系统有望成为在临床

上快速、方便且准确诊断RNA病毒的工具。

同时, 该检测方法在运用CRISPR/Cas13a系统

的基础上结合了等温扩增MIRA技术, 等温扩增

MIRA技术与重组酶聚合酶扩增(RPA)类似, 是1种
新型的核酸快速等温扩增技术。能在5—30℃条件

下25—42min完成反应, 可有效避免其他扩增技术

的缺点, 更加灵敏、特异、经济、方便
[32]

。因此,
在反应条件和时间方面, 等温扩增MIRA技术比起

普通的PCR, 要更加适合于现场的快速检测。

综上所述, 本研究建立的CRISPR/Cas13a-MS-
RV检测方法不需要昂贵的实验仪器, 可使现场检

测变得快速、准确且方便。因此, 在实际养殖过程

中如果采用该种检测方法对MSRV进行及时的发

现, 并采取针对性的有效措施, 这在很大程度上能

够减少养殖过程中病害带来的损失, 并且该检测方

法快捷、灵敏度高、特异性高, 具有较大的应用和

推广前景。
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A METHOD FOR DETECTION OF MICROPTERUS SALMOIDES
RHABDOVIRUS BASED ON CRISPR/CAS13A SYSTEM

ZHANG Min-Lin1, HUANG Feng-Qi1, ZUO Xiao-Ling1, LIANG Jian-Tao1, LIANG Kai-Shan1, SHAN Jin-Hong1,
LI Zong-Yang1, YU Jie1, LUO Li-Yuan1, XUAN Zi-Jie1, ZHAO Hui-Hong1, 2 and WANG Qing1, 2

(1. College of Marine Sciences, South China Agricultural University, Guangzhou 510642, China; 2. Joint Laboratory of Guangdong
Province and Hong Kong Region on Marine Bioresource Conservation and Exploitation, College of Marine Sciences,

South China Agricultural University, Guangzhou 510642, China)

Abstract: The Micropterus salmoides rhabdovirus (MSRV) is a pathogenic RNA virus. Currently, detection methods
for MSRV are limited and inconvenient. In order to establish a MSRV detection method with high sensitivity and spe-
cificity and suitable for on-site diagnosis, we developed an MSRV detection method based on the CRISPR-Cas13a sys-
tem combined with the Multi Enzyme Thermostable Rapid Amplification of Nucleic Acids (MIRA) technique. After
multiple sequence alignment analysis of MSRV sequences, two targets were designed for the specific region of MSRV
capsid protein (CP) gene and transcribed into specific crRNA in vitro, and the MIRA primer sequence was designed
and synthesized to achieve isothermal amplification of the target sequence. The reaction system was optimized in terms
of the selection of efficient crRNA, reaction temperature, concentration of ssRNA reporter probe and the concentration
ratio of Cas13a to crRNA, and the optimal detection system was validated for largemouth bass samples. The results
showed that the addition of 200 nmol/L Cas13a, 100 nmol/L crRNA1, 100 nmol/L crRNA2 and 500 nmol/L ssRNA re-
porter probes in a 20 μL assay system at 37℃ gave the best detection results. The assay system demonstrated its capa-
bility to detect 102 fM MSRV virus with remarkable specificity and sensitivity. Moreover, the results could be directly
observed  by  UV  light  irradiation.  The  MSRV  assay  established  in  this  study  is  based  on  the  integration  of
CRISPR/Cas13a system and the isothermal amplification MIRA technique. One of its significant advantages is its abi-
lity to detect MSRV virus at room temperature without the need for expensive instruments. Furthermore, the results can
be directly observed by the naked eye and can be used in a variety of settings. Overall, the results of the study provide
an effective method for detecting MSRV.

Key words: Micropterus salmoides rhabdovirusis; CRISPR-Cas13a; MIRA; Micropterus salmoides
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