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基于微流控的无需预扩增CRISPR-Cas
生物传感快速检测技术及其应用*
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北京工业大学材料循环低碳再生全国重点实验室，北京 100124）

摘要 CRISPR-Cas生物传感系统凭借高特异性和可编程性，已成为核酸快速检测的重要技术平台。传统CRISPR诊断高度

依赖PCR或等温扩增等预扩增步骤，虽可提高灵敏度，却增加了操作流程、温控要求和污染控制负担，限制其在现场快速

检测（POCT）中的现场化应用。无需预扩增CRISPR检测因此受到关注，而微流控器件凭借微型化、高通量和精确流体操

控能力，可实现反应限域、数字化分区、信号读出和流程集成，是推动该类方法实用化的重要载体。本文综述CRISPR-Cas

系统与微流控技术融合的最新进展，重点讨论CRISPR RNA（crRNA）工程化、液滴与微腔阵列数字化检测、物理信号转

导界面及片上级联信号放大等策略，比较不同技术路线在灵敏度提升、操作复杂度、成本和POCT适配性方面的特点。本

文强调，微流控并非单一信号增强手段，而是连接分子识别、反应控制和现场读出的工程平台。最后，总结其在食品成分

真实性鉴别和病原体快速筛查中的应用，并从低丰度靶标检测、样本基质干扰、器件集成化和自动化“样本入-结果出”系

统等方面展望未来发展。
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CRISPR-Cas系统是保护细菌和古细菌免受病

毒和质粒感染的重要防御系统［1-4］，作为一种原核

生物获得性免疫系统，成簇规律间隔短回文重复序

列 （clustered regularly interspaced short palindromic 

repeats，CRISPR）与CRISPR 相关蛋白（CRISPR-

associated protein，Cas） 构成的 CRISPR-Cas 系统

其特异性切割原理相对简单：当其首次被核酸入侵

时，RNA 引导的核酸酶将外源核酸片段整合到

CRISPR基因座；同种核酸再次入侵时，Cas蛋白

会与被转录的CRISPR RNA（crRNA）形成核糖核

蛋白复合体，实现对入侵核酸的精准识别与切

割［5］。不同于Cas9的靶向剪切，Cas12、Cas13及

Cas14 等效应蛋白在特异性识别靶标核酸后会被激

活产生非特异性的反式切割活性 （trans-cleavage 

activity），这种“旁路效应”能够高效降解体系中

的报告探针（单链核酸分子），从而实现将微观的

分子识别转化为可测量的宏观信号［5-6］。CRISPR-

Cas系统这种天然的可编程核酸识别机制使其成为

理想的生物传感器平台，目前已在医疗、生物学研

究、食品检测等多个领域得到广泛应用，并成为下

一代分子诊断的核心技术平台［6］。

然而，当前CRISPR诊断技术也面临着一系列

的挑战，特别是由于对核酸靶标预扩增的依赖问

题。在分子诊断应用中，CRISPR-Cas系统尽管具

有高特异性优势，但其检测灵敏度存在固有局限

性。例如，基于Cas12a的1 h低成本多功能高效系

统 （one-hour low-cost multipurpose highly efficient 

system，HOLMES）在未结合预扩增技术时，最低

检测浓度约为 0.1 nmol/L，远未达到临床检测中常
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需的 amol/L~fmol/L级别［7］。为此，当前主流策略

通常将CRISPR 检测与预扩增步骤协同整合，即利

用等温扩增或聚合酶链式反应 （polymerase chain 

reaction， PCR） 技术预先富集靶标核酸浓度。

SHERLOCK［8-9］、DETECTR［10］ 等技术平台的成

功，正是基于这一策略实现了对RNA和DNA的超

灵敏检测［10-12］。然而，预扩增策略的成功实施却带

来了一系列不可忽视的技术瓶颈。首先，预扩增反

应需要多种酶类、多条引物，以及精确的温度控制

（PCR 需要热循环，等温扩增如重组酶聚合酶扩增

（recombinase polymerase amplification，RPA）、环

介 导 等 温 扩 增 （loop-mediated isothermal 

amplification，LAMP）、滚环扩增 （rolling circle 

amplification，RCA） 也需要特定恒温）［9，13］。其

次，预扩增过程易产生非特异性扩增产物或引物二

聚体，可能干扰后续 CRISPR 检测的准确性。最

后，为防止气溶胶污染导致假阳性，预扩增反应体

系通常需与CRISPR检测体系在物理或操作流程上

严格分离，这不仅增加了手动操作步骤，也延长了

总检测时间，并提高了样本交叉污染的风险［14-15］。

更为关键的是，预扩增步骤的复杂性与现场快速检

测（point-of-care testing，POCT）的核心需求形成

了根本性矛盾［16-17］。需要指出的是，CRISPR-Cas

系统自身的反应同样需要特定温度条件 （如

Cas12a最适温度约37℃，Cas13a 37~42℃）。然而，

预扩增步骤的核心制约并非温度本身，而在于其引

入的多重复杂性。扩增需额外添加聚合酶、重组

酶、单链结合蛋白及多对引物，多酶体系兼容性的

优化增加了试剂配方与工程化难度［13］；此外，预

扩增产生的非特异性产物可能干扰后续CRISPR检

测的准确性［14］。近年来，无需预扩增的CRISPR检

测策略已形成系统性的技术框架，通过催化酶联

用、理性设计寡核苷酸、纳米材料信号增强、电化

学传感及数字化检测平台等多条路径协同克服信号

微弱缺陷，在保持高灵敏度的同时从根本上规避了

扩增相关弊端［18］。虽已有 SHERLOCKv2、AIOD-

CRISPR等单管不开盖方案［12，19］，但这些方案需通

过分隔腔室、石蜡封层或微流控芯片整合等手段实

现扩增与检测的物理隔离，设计复杂度随检测通量

上升而显著增加。从时间成本看，即便 RPA 扩增

仅需5~10 min，叠加CRISPR检测步骤后总时间通

常仍需 30~60 min，而无扩增策略可进一步缩短至

15~20 min［15］，在疫情筛查等对速度要求极高的

POCT场景中具有实际优势。因此，摒弃预扩增在

简化操作流程、消除体系内多酶干扰及杜绝气溶胶

污染方面的优势依然不可替代。

针对上述挑战，无扩增 （amplification-free）

CRISPR生物传感策略应运而生，并正引领着精准

分子诊断的新方向［20］。该策略旨在通过完全摒弃

核酸扩增步骤，从根本上杜绝气溶胶污染并简化操

作流程。本文将系统综述该领域的最新进展，重点

聚焦于如何通过 crRNA 的变构与理性设计提升反

应动力学，利用微流控数字液滴与微腔阵列实现单

分子级别的物理限域检测，构建信号转换传感界面

将CRISPR识别事件转换为电化学以及拉曼散射等

易于检出的物理信号，以及构建非酶信号级联网络

以实现信号的次级放大。这些技术的出现不仅从根

本上解决了传统CRISPR检测对预扩增的依赖，更

为构建真正意义上的便携式、快速、高灵敏分子诊

断平台奠定了技术基础。本综述将系统阐述上述无

扩增检测策略的技术原理、最新进展，并重点讨论

其与微流控技术的深度融合及在食品安全、病原体

检测、肿瘤液体活检等关键应用领域的实践，最后

对该技术面临的挑战与未来发展前景进行展望。

已经有综述聚焦于CRISPR-Cas生物传感系统

与微纳模态的结合［16］，从微流控平台和纳米探针

两个维度总结了其在POCT中的应用进展。本课题

组同期发表的文献［17］则从核酸检测技术发展历程

出发，综述了CRISPR-Cas系统与微流控芯片结合

的研究进展，涵盖有扩增与无扩增两类检测策略。

本文以无需预扩增为核心线索，将现有无扩增

CRISPR检测策略系统归纳为 crRNA工程化、数字

化微流控、物理换能器信号转导及级联信号放大四

大类，并从技术原理层面深入阐述了每一类策略的

工作机制与性能特征。在此基础上，本文进一步聚

焦于这些无扩增策略在食品安全真实性鉴别与病原

体快速筛查两大应用场景中的具体实践。

1　CRISPR-Cas系统无扩增检测的策略

为了避免预扩增的步骤对检测结果造成的影

响，通常会使用一些无扩增的检测策略，这些检测

策略将CRISPR-Cas系统与各种信号转换的传感技

术相结合，如电学、电化学、荧光和纳米颗粒技术

等，实现灵敏且高度序列特异性的检测。为系统阐

述无扩增CRISPR检测的技术体系，本文将现有策

略归纳为以下方向：crRNA优化、微液滴等数字化

检测平台、信号转换器开发以及级联信号放大系统

（图1）。下文将分别对其进行详细讨论。
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微流控器件具有微型化、自动化和高通量的本

征优势，能够将核酸提取、反应和检测等流程集成

到方寸芯片上。通过将反应体积压缩至纳升级，微

流控器件可以大幅降低试剂消耗和检测时间。在无

扩增CRISPR检测领域，微流控平台是实现单分子

限域、精密流体操控与现场化部署的核心硬件支

撑。根据驱动机制的不同，当前涉及的主要器件可

分为以下几类。a. 液滴微流控。目标分子稀释至单

拷贝水平后随机封装，经泊松统计即可获得无需标

准曲线的直接计数［21］。b. 微腔阵列。通过光刻或

蚀刻工艺在芯片基底上加工出飞升级固定式微孔，

通过静态物理隔离实现更高的信噪比与定量精度。

c. 连续流微流控。通过微通道网络在单张芯片上按

顺序完成样品预处理、反应及信号采集的全流程贯

通，特别适合手持式无扩增检测设备对操作简易性

和便携性的要求［22］。d. 离心微流控。以旋转离心

力作为流体驱动力，将多步流体操控集成于一张碟

片上，无需外部注射泵，在全自动化样本前处理中

具有显著工程优势［23］。e. 纸基微流控利用滤纸纤

维的毛细力被动驱动流体，成本极低，适合作为侧
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Fig. 1　Schematic illustration for amplification-free CRISPR detection
图1　无扩增CRISPR检测策略示意图

（a）数字化CRISPR检测平台。（i）液滴微流控芯片：将反应体系分割为皮升级独立微反应器，实现单分子封装与绝对定量；（ii）微腔阵

列：通过飞升级微孔的静态物理隔离实现高信噪比检测。（b）非数字化策略。（iii） crRNA优化与报告系统设计：通过理性设计crRNA序列

引入化学修饰或变构调控，提升系统特异性，稳定性与反应动力学；（iv）信号转换型传感界面：将CRISPR识别事件转化为电化学、表面

增强拉曼散射等物理信号输出；（v）级联信号放大系统：通过酶联反应、DNA纳米电路或自催化回路实现对初始信号的指数级放大。
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流层析等信号读出载体，满足即用即弃的生物安全

需求［24］。

上述器件从皮升级限域的数字化绝对定量到零

设备依赖的低成本现场筛查，为无扩增 CRISPR-

Cas检测系统提供了多样化的硬件平台。其中，液

滴微流控与微腔阵列凭借单分子分区与绝对定量的

独特优势，成为数字化检测方向的核心硬件基础。

1.1　crRNA的优化

作为CRISPR-Cas系统的导航模块，crRNA的

结构设计直接决定了靶标识别的动力学参数、切割

特异性以及系统在复杂生物样本中的稳定性。在无

扩增检测场景下，由于缺乏指数级信号放大机制，

crRNA性能的微小差异往往会成倍放大。因此，从

序列层面的理性优化到构象层面的动态调控，

crRNA工程化已成为提升无扩增CRISPR检测性能

的首要环节［14］。

1.1.1　长度调整与多重靶向

crRNA长度的调整是影响其结合动力学的基础

变量。早期研究发现，缩短 crRNA 的互补区（如

从 22 bp 减至 18 bp）能够显著增强 Cas12a 系统对

单碱基错配的辨别能力。这是因为较短的互补区对

碱基配对的容错性更低，单个错配对结合自由能的

影响更为显著。Chen等［25］针对这一问题，利用单

分子实时结合动力学实验证实，短 crRNA-18引导

的Cas12a复合物与完全匹配靶标（let-7a）的结合

速率远高于单碱基错配靶标（let-7f），而长crRNA-22

对两者几乎无法区分（图2a）。然而，长度缩短的

代价是整体结合强度的下降，这在低丰度靶标检测

中可能导致灵敏度损失。针对这一矛盾，多重

crRNA 策略提供了一种互补性的解决方案。Zeng

等［26］ 对同一靶基因的不同保守区域设计多条

crRNA，使单个靶标DNA分子能够同时激活多个

Cas12a-crRNA 复合物。由于每个被激活的 Cas12a

均可独立发挥反式切割活性，最终的信号输出是多

个切割事件的叠加效应（图2b）。在非洲猪瘟病毒

（African swine fever virus，ASFV） 检测中，该策

略在无需核酸扩增的条件下将检测灵敏度提升了约

64倍，增强了对病毒基因突变的鲁棒性。值得注

意的是，这种策略的成功高度依赖于 crRNA 靶向

区域的合理选择，它们之间既要避免空间位阻，又

要保证靶标序列的保守性。

1.1.2　理性引入错配与高通量筛选

在 crRNA种子区（seed region）人为引入碱基

错配，是一种看似“反常识”却极为有效的特异性

增强策略。这一设计的核心逻辑在于通过在crRNA

中预埋“弱点”，人为削弱其野生型序列的结合能

力，而与完全匹配的突变靶标的结合则不受影响。

与此互补，Li 等［27］从 crRNA 互补区长度调控入

手，通过缩短配对区域并引入3′端随机单链延伸序

列，利用“RESET效应”（随机延伸序列增强反式

切割活性）在无需预扩增的条件下实现了对任意位

置 单 核 苷 酸 多 态 性 （single-nucleotide 

polymorphism，SNP）的单碱基分辨率识别（图2c）。

除上述理性设计策略外，高通量筛选也为 crRNA

优化提供了另一条路径。Spangler等［28］通过自动

化平台对大规模随机设计的 crRNA 库进行活性测

试，能够快速鉴定出高活性、高稳定性的候选序

列，规避了复杂的序列-结构-功能预测规则的局

限。然而，这种筛选策略的成本和周期仍是其规模

化应用的主要障碍。

1.1.3　化学修饰提升crRNA稳定性及Cas蛋白活性

crRNA作为RNA分子，在复杂生物样本中极

易被核酸酶降解，这是制约无扩增检测稳定性的重

要 因 素 。 在 crRNA 的 3' 和 5' 端 进 行 磷 硫 酰

（phosphorothioate， PS） 修 饰 与 单 链 DNA

（ssDNA）延伸，不仅显著增强了其对核酸酶降解

的抗性，这种修饰还能将LbCas12a的反式切割活

性提升约5倍（图2d）［29］。目前对这一现象的机制

解释仍不完全清晰，可能与以下因素相关。首先，

化学修饰稳定了Cas蛋白的活性构象；其次，末端

延伸段优化了报告分子进入催化口袋的微环境；最

后，修饰改变了crRNA-Cas的电荷分布，增强了与

底物的静电相互作用。这一发现为在复杂生物基质

（如血清、食品提取物）中开发稳健的即时检测平

台奠定了结构基础。

1.1.4　变构crRNA设计

传统 crRNA 优化聚焦于序列本身，而变构

crRNA 则将 crRNA 从静态的向导分子升级为可受

外部信号调控的动态开关。这一策略源于对

Cas13a 蛋白变构通路的深入解析。研究揭示，

crRNA重复区的A(-3)碱基在变构信号传递中起关

键作用。在仅结合 crRNA 时，A(-3)被排斥在

HEPN1-2 蛋白界面外；而当靶标 RNA 结合后，    

A(-3)插入内部，与R377、N378和R973等关键残

基相互作用，触发构象重排并激活远端催化核心

（图 2e）［30］。基于这一机制，研究人员构建了变构

核酶驱动的 crRNA 开关用于无扩增生物传感［31］。

通过设计一个锁定态 crRNA，其3'端延伸段通过碱
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基配对使 crRNA 失活并引入一个靶标响应性变构

锤头状核酶（hammerhead ribozyme）。该核酶在识

别靶标（如miRNA或ATP）后被激活。激活的核

酶特异性切割锁定态 crRNA，释放出具有活性的

天然 crRNA，最终启动 Cas12a 的反式切割。这种

策略巧妙地将靶标识别、信号转换与CRISPR激活

串联起来，不仅实现了对核酸及非核酸靶标（如小

分子代谢物）的无扩增检测，还通过与侧流层析技

术结合展现了即时检测应用潜力。

1.2　基于微流控的数字化检测

在无扩增CRISPR检测体系中，微流控技术的

引入不仅是为了降低试剂消耗，更关键的是利用物

理分隔（physical partitioning）策略实现单分子水
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Fig. 2　Schematic illustration of crRNA optimization strategies and mechanisms
图2　crRNA优化策略与机制示意图

（a） crRNA长度对单碱基错配识别能力影响示意图［25］；（b）多重crRNA靶向信号放大机制示意图［26］；（c） crRNA互补区长度调控结合激

活链工程化用于SNP识别示意图［27］；（d）化学修饰crRNA增强Cas12a反式切割活性示意图［29］；（e） crRNA变构激活Cas13a关键位点机制

示意图［30］。SNP：单核苷酸多态性（single-nucleotide polymorphism）。
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平的绝对定量。主要原理是通过将连续的反应体系

离散化为数以万计的皮升（pl）甚至飞升（fl）级

微反应单元。这种数字化检测模式有效规避了传统

体相（Bulk）反应中背景噪音对微弱信号的掩盖，

并依据泊松分布统计原理实现无需标准曲线的直接

计数［21，32］。当样本随机分散至这些微型反应单元

时，大多数反应室不含靶标分子，而少数含有单个

或少数几个靶标分子的反应室会产生特异性信号。

通过计数阳性反应室的数目（而非测量信号强度），

可直接获得靶标分子的绝对数量，完全无需标准曲

线。在构建数字化微流控检测的技术路线方面，根

据微单元构建方式的不同，该技术主要分为液滴微

流 控 （droplet microfluidics） 与 微 腔 阵 列

（microchamber arrays）两大主流路径［33］。

1.2.1　液滴微流控数字化无扩增检测体系

液滴微流控利用不混溶的两相流体（通常为油

包水体系）生成高度均一的微反应器，其核心优势

在于极高的生成通量与局域浓度效应。以基于

Cas12a 的 PddCas 系统为例，通过优化缓冲体系

（pH 9.0，Mg²⁺/Na⁺浓度调整）与引入C-rich荧光报

告分子，首先将Cas12a的反式切割周转率提升了

逾50倍［34］。在此基础上，微流控芯片将反应体系

分割为直径约20 μm的皮升级液滴。这种物理限域

效应将单个靶标核酸与Cas蛋白的局部有效浓度提

升了数个数量级，即使是单分子结合事件也能在极

短时间内积累足够的荧光信号 （图 3a，b）［35-36］。

为进一步提升鲁棒性，人们利用双 crRNA 靶向策

略，通过协同增强识别效率确保单分子事件的可靠

检出。实验数据显示，优化后的PddCas平台在临

床血清样本中实现了低至 17.5×106 copies/L的检测

限，且在 108~1010 copies/L 区间保持优异的线性定

量 关 系 （R² >0.999）， 应 用 于 ASFV、 EB 病 毒

（Epstein-Barr virus，EBV） 等多种病毒 DNA 的直

接计数［36］。值得注意的是，液滴系统的流动性虽

然赋予了其极高的生成速度（秒级生成万级液滴），

但也对后续的信号读取与液滴稳定性提出了挑战，

通常需要配合流式检测或平面成像系统。

1.2.2　微流控微腔室阵列数字化无扩增检测体系

与液滴系统的动态流动不同，微腔阵列

（microchamber arrays）技术侧重于在静态的物理限

域微结构中进行分区检测，这一特性使其天然契合

自动化集成与高灵敏度成像。SATORI （single-

molecule assay for one-molecule-at-a-time RNA 

identification）技术是该路径的典型代表。SATORI

利用飞升级（~3 fl）微腔阵列将背景噪音压低至极

致，配合CRISPR-Cas13a的高效反式切割，实现了

对单链RNA靶标约10 fmol/L的快速检测［37-38］。

微腔阵列的静态属性使其极易与自动化硬件耦

合。例如，升级版的 opn-SATORI平台集成了定制

化移液机器人与自动化显微成像系统，成功构建了

“样本进到结果出”的全自动工作流（图 3c）［39］。

微腔阵列与磁珠富集技术的结合极大提高了检测的

灵敏度，通过磁珠功能化探针在宏观体积中捕获靶

标，再将其浓缩至微观的反应腔室中，从而利用从

宏观捕获到微观检测的策略有效克服了扩散限制。

此外，也有课题组开发出集成式数字 CRISPR

（dCRISPR） 系统，同样利用磁珠富集，结合

LtrCas13a 的高活性，将严重急性呼吸综合征        

冠 状 病 毒 2 （severe acute respiratory syndrome 

coronavirus 2，SARS-CoV-2） RNA 的检测限推进

至惊人的6.5 amol/L（约3.9×106 copies/L），逼近了

分子诊断的物理极限［40］（图3d）。此外，为了降低

微加工成本，基于商业化多孔膜的简化策略也应运

而生。基于自动化膜分区的自数字分割法 （self-

digitization through automated membrane-based 

partitioning，STAMP）技术巧妙利用径迹蚀刻聚碳

酸酯膜中天然存在的微孔作为反应单元，通过毛细

作用实现样品的自发加载与数字化分区（图 3e），

整个检测在30 min内完成，检测限达1 fmol/L。这

种方法虽在孔径均一性上略逊于光刻微腔，但其无

需复杂外部设备，为资源匮乏地区的定量检测提供

了极具吸引力的低成本方案［41］。

1.2.3　微流控数字化技术路径对比

无论是液滴、微腔还是多孔膜，这3种技术的

共同本质都是通过物理离散化克服背景信号干扰，

通过泊松分布原理实现绝对定量，其差异主要体现

为通量、精度、设备集成难度和成本4个维度的工

程取舍。液滴系统通量最高，每秒可生成数万乃至

数十万个反应单元，定量精度仅次于微腔阵列，但

依赖外部流体驱动和光学成像模块，集成难度较

高，成本居中，适合大规模筛查场景。微腔阵列凭

借飞升级限域体积实现了最高的定量精度和信噪

比，静态结构天然适配自动化平台的模块化集成，

在结合磁珠富集后的超低丰度（amol/L级）检测中

具有不可替代的优势，但其精密光刻加工导致成本

在3种路线中最高，通量受限于腔室数量。多孔膜
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方案借助商业化径迹蚀刻膜的毛细作用实现自驱动

分区，无需光刻工艺或外部流体设备，成本最低，

操作最为简便，为资源匮乏地区的现场快速检测提

供了切实可行的替代路径，但其定量精度受膜孔径

均一性的限制。未来，随着微加工工艺的标准化与

配套光学检测模块的小型化，这种融合了数字

PCR级定量能力与CRISPR级特异性的无扩增检测

平台，有望成为精准医疗与现场检疫领域的核心

工具［22，42-44］。
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Fig. 3　Schematic illustration of microfluidic-based digital CRISPR detection platforms
图3　基于微流控的数字化CRISPR检测平台示意图

（a）液滴微流控中Cas13a介导的单分子RNA检测示意图［35］；（b）液滴阵列中Cas12a介导的单分子DNA绝对定量示意图［36］；（c）自动化微

腔阵列平台（opn-SATORI）全流程检测示意图［39］；（d）磁珠富集结合飞升（fl）级微孔阵列的单分子RNA检测示意图［40］；（e）基于多孔

膜的STAMP数字化CRISPR检测平台示意图［41］。
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1.3　集成电极与纳米界面的CRISPR信号转导策略

数字微流控虽能实现单分子绝对定量检测，但

其对光学显微成像系统的依赖限制了其在资源匮乏

场景下的应用。为突破这一瓶颈，研究者将

CRISPR识别事件转换为电化学、拉曼光谱等易于

便携式检测的物理信号，开发出无需精密光学仪器

的新型传感平台。本节讨论的传感系统将Cas蛋白

的反式切割活性通过电极界面或等离子激元纳米结

构直接转换为电化学发光、电流或拉曼散射信号，

从而摆脱了对荧光显微镜或流式细胞仪的依赖［45］。

1.3.1　基于电化学发光（ECL）传感器的光电耦合

的信号放大策略

电化学发光（electrochemiluminescence，ECL）

传感技术通过施加电压触发共反应物（如三丙基

胺， TPrA） 与电极表面修饰的发光标签 （如       

Ru（bpy）3
2+）之间的电子转移反应，生成激发态中

间体，后者回到基态时释放光子，产生可被光电倍

增管检测的发光信号。这种将电刺激与光输出耦合

的机制，在信噪比方面较单纯荧光法有天然优势。

将 CRISPR 系统与 ECL 技术整合的关键在于构建

“信号关闭型”检测模式。典型设计中，DNA四面

体纳米结构（tetrahedral DNA nanostructure，TDN）

作为刚性支架，其顶点修饰的 ssDNA探针标记有

ECL信号分子Ru（bpy）3
2+。该结构通过硫金键固定

于金电极表面 （图 4a）。当靶标 DNA 存在时，

Cas12a-crRNA 复合物被激活，其反式切割活性会

非特异性切割TDN顶点的 ssDNA，导致Ru（bpy）3
2+

从电极表面脱落，ECL 信号显著减弱［45-46］。该策

略已在SARS-CoV-2的 S基因和Orf1ab基因检测中

表现出 pg/L级别的检测限，并配合便携式ECL分

析仪实现了全流程自动化，检测时间缩短至        

20 min［46］。然而，ECL 传感器目前仍面临一些挑

战，如需要外接光电倍增管（photomultiplier tube，

PMT）进行信号采集，难以实现真正意义上的芯

片化检测。

1.3.2　电化学传感器

相较于 ECL 需要光学检测模块，电流型电化

学传感器直接通过监测氧化还原电流的变化实现定

量检测，更契合便携式诊断设备的硬件要求。其核

心机制在于电极表面修饰的报告RNA一端通过硫

金键锚定，另一端标记有电化学活性探针（如二茂

铁Fc或亚甲蓝MB）。当Cas13a/crRNA复合物在靶

标RNA激活下发挥反式切割活性时，报告RNA被

切割，电化学探针也随之脱落，导致峰值电流下降

（图4b）［47］。

这种信号关闭型设计的关键挑战在于背景泄漏

信号的控制。即使在无靶标条件下，Cas13a 也可

能存在微弱的本底切割活性，这会导致假阳性。为

实现低背景信号，研究者通过电极界面工程提升传

感性能，例如在电极表面修饰纳米复合材料与金纳

米花以增强导电性和比表面积，并优化探针取向与

界面阻断［48］。此外，通过精密的界面工程，例如

使用 6-巯基-1-己醇回填以优化探针取向并阻断非

特异性蛋白吸附，进一步有效抑制了背景信号，将

SARS-CoV-2检测限推进至2.5~4.5 pg/L，与逆转录

实 时 荧 光 定 量 聚 合 酶 链 式 反 应 （reverse 

transcription quantitative real-time polymerase chain 

reaction，RT-qPCR）结果高度吻合［47］。为进一步

简化探针修饰流程，研究者采用了无标记的电化学

检测策略。如，引入错配银探针 （mismatch Ag 

probe，MAP），当 Cas12a 激活后，切割探针导致

嵌入的银离子（Ag+）释放，通过阳极溶出伏安法

直接检测银信号的减弱［49］。另一种反向设计的    

E-Si-CRISPR生物传感器则利用Cas12a切割清除电

极表面的 ssDNA，抑制后续的银金属化沉积反应，

通过背景信号的显著降低来实现检测，检测限达

3.5 fmol/L［50］。这类基于银离子的策略虽规避了复

杂的氧化还原标记过程，但银沉积的可控性与重现

性仍需工程化验证。

1.3.3　表面增强拉曼散射（SERS）传感器

表面增强拉曼散射 （surface-enhanced Raman 

scattering，SERS）技术通过金属纳米结构（如金

纳米颗粒）表面的局域电磁场增强效应，可将吸附

分子的拉曼信号放大 10⁴~10⁶倍，达到单分子检测

水平［51］。与荧光法相比，拉曼光谱的窄峰宽和抗

光漂白特性使其更适合多重检测。然而，SERS技

术在生物传感中的应用一直受限于等离子激元热点

（plasmonic hotspot） 构 建 的 复 杂 性 与 稳 定 性

问题［52］。

CRISPR 与 SERS 的联用提供了两种互补的信

号转导模式。第一种策略是利用催化失活的dCas9

（nuclease-dead Cas9） 作为靶向富集工具。dCas9/

gRNA复合物特异性结合靶标核酸后，将其招募至

预修饰 SERS 标签 （如罗丹明 B 标记的金纳米颗

粒）的磁珠表面，通过空间限域效应使靶标进入

SERS 热点区域，直接产生增强的拉曼指纹信号

（图 4c）［53］。这种信号开启型设计的优势在于无需

切割反应即可输出信号，但对 sdCa9-靶标复合物的
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稳定性要求较高。第二种策略是利用Cas12a的反

式切割活性来实现信号开关转换。譬如SERS标签

通过单链DNA连接链（single-stranded DNA linker）

连接至磁珠或金纳米结构表面，当Cas12a激活后

切割连接链，SERS标签释放至溶液中，经磁分离

后上清液产生显著的拉曼信号（图4d）［54］。该策略

在食源性病原体（如诺如病毒）检测中展现了强大

潜力，灵敏度达 105 copies/L，且能直接处理复杂

基质（如生菜、牡蛎提取物等）［55］。这种策略不仅

保留了 LFA 的直观性与便携性，同时将灵敏度提

升了数个数量级，代表了POCT领域的重要技术演

进方向。

综合来看，上述 3类信号转换策略各有侧重。

ECL 传感器凭借极高的信噪比适合实验室环境下

的高灵敏定量检测，电流型电化学传感器因硬件需

求最低而最适配手持式即时检测设备，表面增强拉

曼散射传感器则在多重检测中潜力最大但成本最

高。在工程实现上，ECL 对光电倍增管等的依赖

限制了其设备小型化，电化学传感器的电极长期稳

定性仍是制约其性能的瓶颈，而SERS的等离子激

元热点构建复杂性与批次间一致性有待进一步改

善。未来，将这些传感器与微流控平台深度集成，

如将SERS与电化学传感单元整合至同一芯片上实

现初筛与确证的联用，或开发基于场效应晶体管

（field-effect transistor，FET） 的无标记 CRISPR 检

测有望在便携性、灵敏度和多重检测能力之间取得

更优的平衡，真正实现 POCT 式的分子诊断实

验室。

1.4　信号级联放大策略用于无扩增检测

无扩增CRISPR检测的最大挑战在于单次靶标

识别仅能激活一个Cas蛋白复合物，即使该Cas蛋

白 具 有 反 式 切 割 活 性 ， 其 周 转 数 （turnover 

number）仍受限于酶动力学参数，难以在短时间

内产生足够的可检测信号。为突破这一瓶颈，当前

的众多研究已经开始致力于构建级联放大回路，即

将一次靶标识别事件转化为持续、自增强的信号输

出。根据放大机制的差异，这些策略可归纳为酶构

象循环利用、多酶功能串联、DNA动态电路耦合、

自催化正反馈回路以及跨域多重放大5大类别。

最简捷的级联放大思路是尽可能利用单个Cas
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Fig. 4　Schematic illustration of signal-transducing CRISPR biosensors
图4　信号转换型CRISPR生物传感器原理示意图

（a）基于CRISPR-Cas12a与DNA四面体纳米结构的“信号关闭”型电化学发光传感器示意图［45］；（b）基于CRISPR-Cas13a的电化学传感器

工作原理示意图［47］；（c） 基于dCas9的SERS传感器工作原理示意图［53］；（d） CRISPR-Cas12a介导的SARS-CoV-2检测SERS测定示意

图［54］。
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蛋白的催化潜力。传统Cas12a-crRNA复合物一旦

被靶标激活，crRNA在完成使命后往往随复合物一

起失活，造成催化潜力的浪费。竞争性 crRNA 置

换策略巧妙地利用了 Cas12a 激活后的构象变化。

当完整 crRNA引导的Cas12a识别靶标并完成第一

轮反式切割后，其构象转变使得分裂 crRNA（split 

crRNA）得以竞争性替换原有的完整 crRNA，重新

赋予Cas12a识别第二个靶标序列的能力，启动第

二轮反式切割［56］。这种一次识别两次激活的机制

虽设计精巧，但放大倍数仍受限于 crRNA 置换效

率与Cas12a的构象稳定性，难以实现指数级放大。

多酶串联策略将不同酶的功能模块化连接，形

成信号传递链。利用上游酶的输出产物作为下游酶

的激活信号或底物，实现跨酶种的信号传递与放

大。例如，Cas12a 的反式切割活性可释放碱性磷

酸酶（alkaline phosphatase，ALP），后者通过去磷

酸 化 激 活 激 烈 火 球 菌 Ago 蛋 白 （Pyrococcus 

furiosus Argonaute，PfAgo）核酸酶，PfAgo进一步

切割报告分子产生最终信号（图5a）。这种三酶级

联 技 术 在 鼠 伤 寒 沙 门 氏 菌 检 测 中 实 现 了              

23×103 CFU/L的检测限［57］。然而，多酶串联也存

在一定的局限性，例如会引入新的背景噪音和反应

时间，不同酶对反应条件（pH、离子强度、温度）

的要求可能存在冲突，需要对缓冲体系进行优化，

此外，多酶串联的鲁棒性较差。因此，该策略更适

合对灵敏度要求极高、但对检测速度容忍度较高的

应用场景。

将 CRISPR 模块嵌入 DNA 纳米电路 （DNA 

nanocircuits），是实现可编程信号放大的前沿策略。

DNA纳米电路基于立足点介导的链置换（toehold-

mediated strand displacement，TMSD） 反应原理，

通过精密设计的序列互补关系构建分子级逻辑门，

可在等温条件下实现无酶催化的信号放大。譬如以

3D DNA Walker-Cas12a 级 联 系 统 为 例 ， 靶 标

miRNA首先激活固定在四面体纳米支架上的DNA 

Walker［58］。类似的设计还包括级联 toehold链置换

反应 （CTSDR） -Cas12a 平台，其通过 miRNA 触

发的 CTSDR 循环产生含前间隔序列邻近基序

（protospacer adjacent motif，PAM） 序列的 dsDNA

人工激活子，后者批量激活 Cas12a，实现对 miR-

21低至 70.28 fmol/L的检测（图 5b）［59］。这类策略

的优势在于其模块化与可编程性，即通过改变

DNA序列设计，可灵活调整放大倍数、反应时间

与特异性阈值。但随着系统复杂度的激增，需要精

确设计十余条寡核苷酸序列，且在复杂生物样本中

的稳定性有待验证。

前述策略虽能实现多级放大，但本质上仍是单

向传递，也就是信号只能沿设计路径向下游流动。

而自催化循环则引入了正反馈机制。下游产物能够

回过头来促进上游反应，形成雪崩效应。这一策略

以双Cas12a核糖核蛋白（ribonucleoprotein，RNP）

复合物自催化系统为典型代表（图5c）。该系统由

RNP1 （靶标特异性）、RNP2 （发夹DNA特异性）

及发夹 DNA 信号放大器构成。当靶标激活 RNP1

后，RNP1切割发夹DNA，其线性化产物作为人工

靶标激活 RNP2［60］。CRISPR-Cascade 方法采用类

似原理，通过封闭核酸 （blocked nucleic acid，

BNA）的循环切割释放实现自催化，在 10 min 内

达到 amol/L 级检测限，并成功在临床血样中实现

对 耐 甲 氧 西 林 金 黄 色 葡 萄 球 菌 （methicillin-

resistant Staphylococcus aureus，MRSA）、乙型肝

炎病毒（hepatitis B virus，HBV）等多病原体的快

速检测［61］。

另外，跨域级联策略不再局限于生化反应网

络，而是将CRISPR识别事件转化为化学催化甚至

物理信号变化。例如，Cas13a识别靶标miRNA后

触发DNA切割，释放葡萄糖氧化酶（GOx）催化

葡萄糖生成 H2O2，后者激活纳米酶（普鲁士蓝纳

米颗粒）催化显色反应，沉淀物覆盖有机光电晶体

管（OPET）栅极，抑制光电流（图 5d）［62］。这种

跨域整合虽实现了超高灵敏度（fmol/L级），但系

统复杂度与成本也达到了当前技术的极限，其走向

实际应用仍需克服多酶体系在不同缓冲条件下的兼

容性、批间可重复性以及微纳加工的一致性等工程

化挑战，在复杂生物样本中的综合性能亦有待进一

步验证。为进一步比较不同技术路线的适用范围，

表 1 从灵敏度提升能力、操作复杂度、成本、

POCT适配性和代表性技术等维度总结了 4类无需

预扩增CRISPR检测策略的主要特点。

综合来看，4种策略在灵敏度、复杂度、成本

和POCT适配性之间各有取舍，形成了互补而非替

代的技术格局。crRNA优化操作简便、成本最低，

适合作为其他策略的基础增强模块；数字化微流控

在绝对定量精度上具有不可替代的优势；电化学等

信号转导策略因硬件需求最低而最适配手持式即时

检测设备；级联放大策略灵敏度虽极高，但系统复

杂度也最高，目前多处于概念验证阶段。上述策略

并非相互排斥，例如将优化后的 crRNA 嵌入数字
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化微流控平台可进一步提升单分子检测的信噪比，

将电化学传感界面与级联放大网络耦合则有望在便

携性与灵敏度之间取得更优的平衡。

Table 1　Comparison of four amplification-free CRISPR-based biosensing strategies
表1　四种无需预扩增CRISPR检测策略的性能对比

策略

crRNA工程化

数字化微流控

信号转导传感

级联信号放大

灵敏度提升

中等

高

中高

极高

操作复杂度

低

高

中等

极高

成本

低

高

中等

中高

POCT适配性

高

中等

最高

较低

代表性技术

多重crRNA［26］、化学修饰crRNA［29］

PddCas［34］、SATORI［39］、STAMP［41］

电化学传感器［47］、SERS-LFA［54］

CRISPR-Cascade［61］、CRISPR+纳米酶+OPET［62］

“灵敏度提升”以各策略在无需预扩增条件下可达到的检测限范围为参考：crRNA工程化通常提升5~64倍，数字化微流控和级联放大可达

amol/L~fmol/L级，信号转导传感因靶标及计量方式不同，检测限可分别达到fmol/L级摩尔浓度或pg/L级质量浓度。POCT：现场快速检测

（point-of-care testing）；SERS-LFA：表面增强拉曼散射侧流分析（surface-enhanced Raman scattering-based lateral flow assay）；OPET：有机

光电晶体管（organic photoelectrochemical transistor）。PddCas、SATORI和STAMP为数字化CRISPR检测相关平台名称。
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Fig. 5　Schematic illustration of CRISPR cascade signal amplification strategies
图5　CRISPR级联信号放大策略原理示意图

（a）基于CRISPR-Cas12a与PfAgo的双酶级联信号放大检测示意图［57］；（b）基于级联立足点（toehold）链置换反应与CRISPR-Cas12a的荧

光生物传感器原理示意图［59］；（c）基于发夹DNA信号放大器的自催化级联CRISPR检测系统示意图［60］；（d）基于CRISPR-Cas13a、纳米酶

与光电晶体管的三重信号放大示意图［62］。
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2　基于微流控器件的CRISPR-Cas系统无

扩增检测的应用

无扩增CRISPR检测技术与微流控器件的深度

融合，正在推动分子诊断从实验室走向现场。这种

样本进-结果出（sample-to-answer）的技术范式已

在食品安全监控、病原体快速鉴定及肿瘤液体活检

等关键场景中展现出独特价值。其核心优势在于：通

过规避预扩增步骤，不仅缩短了总检测时间（从数小

时降至数十分钟），更从根本上消除了气溶胶污染风

险，为资源受限环境下的POCT提供了可行路径。

2.1　食品安全检测：从成分溯源到过敏原筛查

传统的 qPCR 或基因测序虽能实现准确认证，

但其对专业人员与精密仪器的依赖限制了在监管现

场的应用［63］。无扩增CRISPR技术通过将检测复杂

度从实验室级降至手持设备级，正在重塑食品安全

监测的技术格局。肉制品掺假（如以低价猪肉冒充

牛肉，或在高档羊肉中混入鸭肉）不仅侵犯消费者

权益，更可能引发宗教民俗冲突或过敏反应［64］。

早期的CRISPR检测方案（如CIPAM系统）虽通过

集 成 重 组 酶 辅 助 扩 增 （recombinase-aided 

amplification，RAA）与离心微流控实现了0.1%的

掺假检出率，但本质上仍未摆脱核酸扩增的固有风

险［65］。真正的技术跃迁始于多重 crRNA策略的引

入。通过协同设计多条靶向细胞色素 b 基因的

crRNA，单个靶标 DNA 分子可同时激活多个

Cas12a 复合物。这种多 crRNA 增强型 CRISPR

（multiple crRNAs enhanced CRISPR， meCRISPR）

策略在普通试管中即可完成检测，灵敏度达      

1.13 mg/L，且无需荧光显微镜等昂贵设备，可用

自制便携装置进行孵化与肉眼判读［66］。然而，当

需要对多物种成分进行绝对定量时，数字微流控成

为不二之选。CC-drop平台通过机器学习辅助的双

通道液滴数字检测，实现了对猪肉与鸭肉成分的同

步绝对定量（图6a）。其定量精度较传统试管法提

升约107倍，总检测时间约80 min［67］。为进一步简

化流程，研究人员开发了免标记的DNA-AgNCs荧

光探针［68］。此外，通过将Cas12a的反式切割活性

与 杂 交 链 式 反 应 （hybridization chain reaction，

HCR）耦合，可大量生成具有过氧化物酶活性的

G-四链体DNA酶，该酶既能催化底物显色（肉眼

判读），又能调控金纳米颗粒聚集产生SERS信号，

形成从裸眼初筛到仪器确证的分级检测体系［69］。

在乳制品领域，山羊奶常被掺入廉价牛乳，可

能引发α-S1酪蛋白过敏［70-71］。针对牛源DNA的无

扩增检测，SERS传感策略展现了独特的优势（图

6b）。通过将 ssDNA与普鲁士蓝纳米标签结合，当

Cas12a激活后反式切割探针，导致纳米颗粒脱落，

残留的普鲁士蓝经碱处理释放铁氰根离子，产生独

特的SERS信号，检测限达224 amol/L［72］。类似的

HCR级联放大与双模输出策略同样适用于乳制品

检测［73］。利用电化学结合微流控芯片技术，将样

品处理、CRISPR反应与信号检测一体化集成，通

过靶标激活 Cas12a 后切割电极表面修饰的报告

DNA，导致电化学标签（如二茂铁）脱落，引起

电流信号降低［74］。

转基因生物 （genetically modified organism，

GMO）的鉴定是食品安全监管的刚需。针对转基

因大豆的检测，研究者开发了具有自验证功能的双

模电化学传感器。通过同步采集ECL与快速扫描

伏安法（fast-scan voltammetry，FSV）信号并交叉

验证 （图 6c），检测限达 0.3 fmol/L， 1 h 内完

成［75］。在过敏原检测方面，CRISPR系统与适配体

技术的结合拓宽了其应用边界。针对溶菌酶

（lysozyme）的检测，研究者设计了荧光适配体传

感器，利用适配体 LYS-80 特异性识别溶菌酶后，

通过竞争性结合释放cDNA，后者被Cas12a顺式切

割，恢复羧基荧光素 （carboxyfluorescein，FAM）

荧光信号，检测限低至6.10 pmol/L（图6d）［76］。结

合侧流层析（lateral flow assay，LFA）技术，该策

略可实现蛋类、乳制品及坚果过敏原的快速

筛查［77］。

2.2　病原体检测：从感染分型到复杂基质

病原体的快速、精准鉴定是控制传染病暴发的

关键。无扩增CRISPR检测在该领域的应用呈现出

明显的策略分化特征，需要根据样本复杂度、检测

目标（定性/定量）及应用场景（临床/现场）灵活

选择技术路径［78-79］。区分细菌性与病毒性感染是临

床对症治疗的前提。研究者开发的正交 CRISPR-

Cas系统整合了Cas13a与Cas14a蛋白，在单一反应

体系内实现高特异性双重RNA检测（图6e）。结合卡

片辅助离心洗脱法 （flinders technology associates 

card-assisted centrifugation-elution，FTACE）方法进

行血样快速处理，全流程在30 min内完成，为发热患

儿的快速分型提供了实用工具［80］。针对环境水样中

的大肠杆菌O157∶H7，Cas12a-HCR倏逝波荧光检

测 （Cas12a-HCR evanescent wave fluorescence，

CHANCE）平台通过CRISPR-Cas12a与HCR联用，
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结合便携式倏逝波荧光传感器，  50 min内检测限

达 17.4×103 CFU/L［81］。在水产养殖领域，针对对

虾塔拉综合征病毒的无扩增Cas13a检测体系，通

过多重 crRNA 组合放大信号，15 min 内完成检测

且与RT-qPCR结果高度一致［82］。类似策略也用于

ASFV 的养殖场筛查［26］。血浆等复杂基质中的基

质抑制效应是无扩增检测的主要障碍。有研究者利

用磁珠固定化技术将Cas12a-crRNA复合物共价固

定在核壳磁性纳米颗粒上，成功应用于 ASFV 检

测［83］。更精巧的设计来自磁性 CRISPR-Cas12a-

SERS传感器，激活的Cas12a切割连接 SERS探针

与磁性探针的 ssDNA 连接链，经磁分离后，上清

液中游离的SERS探针产生拉曼信号，成功用于生

菜、牡蛎等复杂基质中诺如病毒的检测，灵敏度达

105 copies/L［55］。在临床诊断中，PddCas技术对人

乳头瘤病毒 18 型 （human papillomavirus type 18，

HPV 18）与SARS-CoV-2的检测表现出 100%的灵

敏度与特异性，其双基因同步检测能力使其非常适

合公共卫生床旁检测［58］。该技术还成功应用于血

清中ASFV （图6f）、EBV及HBV的检测，结果与
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Fig. 6　Schematic illustration of microfluidic-based amplification-free CRISPR detection for food safety and pathogen 
diagnosis

图6　基于微流控器件的无扩增CRISPR检测在食品安全与病原体诊断中的典型应用实例

（a）CC-drop平台用于肉制品真实性检测的数字化定量示意图［67］；（b）基于CRISPR-Cas12a与SERS信号转换的乳制品掺假检测示意图［72］；

（c）基于CRISPR-Cas12a的双模式电化学传感器用于转基因大豆检测示意图［75］；（d）基于CRISPR-Cas12a顺式切割的荧光适配体传感器用

于溶菌酶检测示意图［76］；（e）正交CRISPR系统用于细菌与病毒感染快速分型检测示意图［80］；（f）多重crRNA策略用于非洲猪瘟病毒与鸭

源成分同步检测示意图［84］。
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qPCR完全一致，实现了绝对定量［84］。

3　挑战与未来展望

尽管基于微流控的无扩增CRISPR-Cas生物传

感技术在理论研究和实验室验证阶段均已展现出变

革性潜力，但在临床诊断和商业化应用的过程中，

仍面临一系列从实验室走向产品的系统性工程挑

战。首当其冲的是检测标准化与质控体系的缺失。

当前，不同实验室在Cas蛋白活性定义、crRNA设

计规则、报告探针序列选择乃至微流控操作参数等

方面缺乏统一规范，导致报道的高灵敏度数据往往

难以在不同平台上复现［85- 86］。这种碎片化技术生

态不仅制约了无扩增CRISPR诊断技术的可比性与

迭代效率，也是获得医疗器械监管审批的主要障碍

之一［87-88］。针对这一问题，学术与产业界亟须建立

从微流控芯片制造到检测性能评估的质控标准，并

推进与现有分子诊断多中心、大样本量临床比对验

证［89-90］。美国食品药品监督管理局及欧盟体外诊断

法规等监管框架对新型诊断技术的分析性能与临床

效能提出了严苛的数据要求，而大多数无扩增

CRISPR平台目前距离满足前瞻性临床试验的统计

学要求尚有较大差距［91-92］。

CRISPR检测试剂与微流控器件的长期稳定性

是制约其即时检测转化的另一关键瓶颈。Cas核糖

核蛋白复合物以及经化学修饰的 crRNA 在溶液状

态下对温度、pH和核酸酶极为敏感，而现场检测

场景通常要求试剂能够耐受常温储运甚至极端环境

波动。将无扩增CRISPR反应体系通过冷冻干燥或

玻璃化固相保存工艺预载于微流控芯片内部，是解

决这一瓶颈的有效路径［93］。此外，物理换能器

（如纳米材料修饰的电化学或表面增强拉曼散射传

感界面）在长期存储中的信号漂移与生物污染问

题，同样需要依赖界面钝化与自校准策略来保证可

靠性［88，94］。微流控芯片的批量化生产与成本控制

是另一关键门槛。以飞升级微腔阵列和液滴微流控

为代表的数字化检测方法能够在无扩增条件下绕过

标准曲线实现单分子绝对定量，但目前的芯片制备

往往依赖光刻、深反应离子刻蚀（deep reactive ion 

etching，DRIE）、精密注塑等工艺，生产周期长且

单片成本高［95］。近年来，基于3D打印、激光切割

与热压键合的技术以及纸基与薄膜基微流控平台的

发展，为在保证关键性能参数的前提下大幅压缩芯

片制造成本提供了现实可能［96-97］。

构建真正的“样本入-结果出”全集成式微流

控系统是领域公认的终极目标，但在无扩增策略框

架下实现这一点尤为困难。原因在于，经典的核酸

提取与纯化步骤涉及多步流体操控与试剂交换，若

硬性地将这些宏观操作微缩并集成至单一芯片中，

系统的流路设计复杂度将急剧上升，而这往往与即

时检测对操作简易性的核心要求相悖。因此，开发

可直接注入原始样本的新型缓冲化学体系，结合片

上无膜过滤、电泳或水凝胶限域等原位分离策略，

是规避烦琐预处理的方向［98-99］。

展望未来，无扩增CRISPR诊断技术将朝着高

集成度、智能化与多模态化的方向持续演进。基于

合成生物学原理定向进化出具有本征更高酶活性的

新型Cas变体，或在微流控芯片上构建非酶的级联

信号放大网络，从源头提升检测体系的响应水平，

提供分子工程层面的解决方案［100-101］。在物理读出

层面，将CRISPR识别界面与场效应晶体管、纳米

孔或表面增强拉曼散射等高灵敏传感器深度耦合，

有望为单分子级别的直接无扩增检测开辟新路

径［94，100］。在应用层面，借助适配体与 DNAzyme

等功能核酸模块的桥接，检测靶标正从核酸逐步扩

展到蛋白质、小分子代谢物乃至重金属离子，推动

即时检测平台向更广泛的健康监控场景渗透［90，99］。

随着微纳加工、材料科学、合成生物学与人工智能

的深度交叉融合，无扩增CRISPR诊断技术有望跨

越产业转化过程中的鸿沟，成为应对新发传染病与

支撑个性化精准医疗的基石性技术［102］。
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Abstract　 CRISPR-Cas-based biosensing systems have become important platforms for rapid nucleic acid 

detection because of their programmable sequence recognition and high specificity. In many diagnostic 

workflows, the CRISPR reaction is coupled with polymerase chain reaction or isothermal pre-amplification to 

enrich low-abundance targets before readout. This design improves sensitivity, but it also introduces additional 

primers and enzymes, requirements for temperature control and reaction compatibility, and a higher demand for 

contamination management. These factors make the whole assay less convenient for integrated and field-

deployable point-of-care testing. Developing pre-amplification-free CRISPR assays is therefore not simply a 

pursuit of shorter protocols, but a way to simplify molecular diagnosis at the system level, especially in settings 

where rapid decisions, closed workflows, and minimal manual operation are required. Microfluidic devices 

provide an important engineering route for this purpose. Their small reaction volumes, precise fluid manipulation, 

high-throughput partitioning, and compatibility with portable readout make it possible to integrate target 

confinement, reaction control, signal acquisition, and quantitative analysis on a chip. Droplet microfluidics and 

microwell arrays can divide a sample into large numbers of independent microreactors, enabling digital counting 
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of rare recognition events. Continuous-flow, centrifugal, and paper-based microfluidic formats further provide 

options for automated operation, low-cost fabrication, and on-site use. In this context, microfluidics is not only a 

signal-enhancement method, but also a platform that connects CRISPR molecular recognition with practical assay 

implementation. This review summarizes recent progress in microfluidic-based pre-amplification-free CRISPR-

Cas biosensing for rapid detection. We focus on four related technical directions. crRNA engineering, including 

spacer-length tuning, multi-crRNA design, chemical modification, and allosteric regulation, can improve 

recognition kinetics, nuclease stability, and mismatch discrimination. Digital microfluidic detection based on 

droplets or microwell arrays converts single-molecule recognition events into countable positive partitions, 

thereby improving quantitative capability without target pre-amplification. Physical signal transduction interfaces 

couple CRISPR activity to electrochemical, electrochemiluminescent, fluorescent, or surface-enhanced Raman 

scattering readouts, making weak molecular signals easier to detect with portable instruments. On-chip cascade 

signal amplification strategies further enhance output intensity through enzymatic reactions, DNA circuits, 

nanomaterials, or cross-domain amplification modules while avoiding direct amplification of the target nucleic 

acid. Together, these strategies show that the performance of a pre-amplification-free assay depends not only on 

biochemical recognition, but also on how the reaction is confined, amplified, transduced, and operated. In 

addition to describing these mechanisms, this review compares different strategies in terms of sensitivity 

improvement, operational complexity, cost, and suitability for point-of-care testing. Representative applications in 

food authenticity identification and rapid pathogen screening are also discussed to illustrate how these platforms 

perform in practical scenarios. Finally, we analyze the remaining challenges, including the detection of low-

abundance targets in complex matrices, on-chip sample preparation, device-to-device reproducibility, long-term 

reagent storage, and standardization. Future development will likely depend on tighter integration of sample 

processing, CRISPR reaction, signal readout, and data interpretation, ultimately moving pre-amplification-free 

CRISPR diagnostics toward automated and user-friendly sample-to-answer systems.

Key words　 CRISPR-Cas system, microfluidic device, pre-amplification-free detection, crRNA engineering, 

digital detection, signal transduction, cascade signal amplification, point-of-care testing
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