
现代食品科技                                           Modern Food Science and Technology	                                               2025, Vol.41, No.6

 276 

基于MIRA-CRISPR/Cas12a技术的苏黎世克罗诺
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摘要：该研究针对婴幼儿配方奶粉中重点监测的致病性苏黎世克罗诺杆菌，利用多酶恒温快速扩增技术

（Multienzyme Isothermal Rapid Amplification, MIRA）和 CRISPR/Cas12a 检测系统，开发了一种快速检测体系。基

于苏黎世克罗诺杆菌的 CTU_22970 基因序列，设计了特异性 MIRA 引物和 CrRNA，通过 MIRA 技术扩增得到靶

标 DNA，靶标 DNA 的存在可以激活 CrRNA-Cas12a 复合物的反式切割活性，最后通过胶体金侧向流层析试纸条技

术实现检测信号的读出。该研究所构建的检测体系具有良好的特异性与灵敏度，经验证，克罗诺杆菌属内不同菌种

与非克罗诺杆菌株的存在均不会激活 Cas12a 的反式切割功能。该体系可在 1.5 h 内完成检测，对纯培养物的检出限

为 1 CFU/mL，对实际样品的检测，初始含菌量为 105 CFU/g 的奶粉样品不增菌即可检出，初始含菌量为 104
、103

、

102
、101

、100 CFU/g 的奶粉样品分别需要预孵育 2、4、6、8、10 h 检出。检测过程操作简单，不依赖大型仪器设备，

无需专业培训，适用于现场化的检测应用，对食品中苏黎世克罗诺杆菌的控制具有重要的实际意义。
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Abstract: A rapid method for detecting pathogenic Cronobacter turicensis in infant formula milk powder was 

developed by combining multienzyme isothermal rapid amplification (MIRA) with the CRISPR/Cas12a system. Based on the 
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    克罗诺杆菌（Cronobacter）是一种常见的食

源性致病菌，可存在于婴幼儿配方奶粉（PIF）、
肉类、水果、蔬菜等多种食品中 [1] 。婴幼儿配方

奶粉被确定为克罗诺杆菌属的主要来源，婴幼儿

是感染克罗诺杆菌的主要群体 [2,3] 。婴幼儿在感染

克罗诺杆菌后会引起严重脑膜炎、败血症和坏死

性小肠结肠炎，死亡率高达 33% 至 80% [4] 。研究

指出，阪崎克罗诺杆菌（C. sakazakii）、丙二酸盐

克罗诺杆菌（C. malonaticus）、苏黎世克罗诺杆菌

（C. turicensis）是致病性最强的菌种 [5] 。目前已有针

对 C. sakazakii、C. malonaticus 的快速检测方法 [6-11] ，

但缺乏针对 C. turicensis 的快速检测方法。因此，

开发相应的检测方法以进行及时、快速、准确的风

险评估、应急处置，对保证食品安全、预防和控制

食源性疾病的爆发具有重要意义 [12] 。

克罗诺杆菌相关检测方法主要包括生化鉴

定、免疫学方法、分子生物学方法 [13] 。传统的生

化鉴定检测周期长，通量低 [14,15] ；免疫学检测技术

已将检测时间缩短至几小时 [16] ，但也存在抗体制

备过程复杂，成本高，运输和保存条件苛刻等问

题；目前，常用的分子生物学方法有聚合酶链式

反 应（Polymerase Chain Reaction, PCR）、 实 时 定

量 PCR（Quantitative Real-time PCR, qPCR）、多重

PCR（multiplex Poly-merase Chain Reaction, mPCR）
等 [17] ，但以上技术依赖昂贵仪器设备和专业技术人

员 [18] ，无法满足现场化快速检测的需求。随着新检

测技术的不断出现，针对食品安全微生物的检测方

法逐渐摆脱实验室检测条件的局限性 [19] ，环介导等

温扩增反应（Loop-mediated Isothermal Amplification, 

LAMP）、重组酶聚合酶扩增反应（Recombinase 
Polymerase Amplification, RPA）、多酶恒温快速扩增

反 应（Multienzyme Isothermal Rapid Amplification, 
MIRA）等技术可实现恒定温度下对目标序列的快

速扩增 [20-22] ，其中 LAMP 技术涉及到 4~6 条引物，

设计难度大、成本高、扩增温度相对较高（60 ℃），

难以实现现场快速检测 [23] 。RPA 和 MIRA 技术对扩

增温度要求低，引物设计相对容易，在现场即时检

测方面具有更大的优势。

CRISPR 系统（规律间隔成簇短回文重复序列）

是分子生物学诊断领域的新型技术 [24,25] ，不仅具有

基因编辑的功能，而且在核酸检测领域也显示出巨

大的潜力。CRISPR/Cas12a 已被证明，核酸靶标的

存在可激活 Cas12a-CrRNA 复合物的反式切割功能，

实现对单链 DNA 的非特异性切割 [26] 。通过在非特

异性单链 DNA 两端标记荧光基团和淬灭基团 / 生
物素，CRISPR/Cas12a 可以转化为便携式的生物分

析检测平台，不依赖昂贵的大型仪器设备，通过试

纸条或借助便携式的紫外 / 蓝光激发源实现信号读

出 [27] ，适用于即时诊断以及仪器设备资源匮乏环境

下的检测。Liu 等 [28] 将 RPA 与 CRISPR/Cas12a 技术

相结合，构建了一种现场检测食品中沙门氏菌的新

方法，该方法与 qPCR 的灵敏度相当，但操作更简单、

更快捷，检测结果借助便携式蓝光透射仪直接判读。

Yang 等 [29] 将 MIRA 与 CRISPR/Cas13a 技 术 相 结

合，开发了一种阴道毛滴虫检测方法，该方法与巢

式聚合酶链式反应的灵敏度一致，试纸条提供了一

种快速、准确且便携的判读方式。Wang 等 [30] 基于

MIRA-CRISPR/Cas12a 技术，开发了一种区分野生

CTU_22970 gene sequence of C. turicensis, specific MIRA primers and CRISPR RNA (CrRNA) sequences were designed. 

The target DNA of C. turicensis was amplified using the highly efficient and sensitive MIRA method. The presence of the 

target DNA activated the trans-cleaving activity of the CrRNA-Cas12a complex. The detection signal was then read using 

colloidal gold-based lateral flow immunochromatography. The detection system developed in this study had good specificity 

and sensitivity. The presence of other species of Cronobacter and non-Cronobacter strains were verified to not activate the 

trans-cleavage activity of Cas12a. Detection was completed within 1.5 h, and the detection limit for C. turicensis (for pure 

cultures) was 1 CFU/mL. For actual samples, milk powder with an initial bacterial count of 105 CFU/g can be detected 

without enrichment, while samples with initial bacterial counts of 104, 103, 102, 101, and 100 CFU/g need pre-incubation for 2, 

4, 6, 8, and 10 h, respectively, for successful detection of C. turicensis. The detection process is simple and requires no large 

devices or equipment and professional training. It is suitable for on-site detection and of significant practical importance for 

controlling and monitoring C. turicensis in food.

Key words: Cronobacter turicensis; CRISPR/Cas12a; colloidal gold-based lateral flow immunochromatography; 

rapid detection
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型与基因缺失型伪狂犬病毒的检测方法，结果在便

携式蓝光灯的照射下即可判读，其灵敏度与 qPCR
一致，检测用时仅为 qPCR 所需时间的一半。

本文将 MIRA 技术与 CRISPR/Cas12a 系统相

结合，以 FAM-ssDNA-Biotin 作为检测体系内的报

告探针，利用目标核酸在与之匹配的 CrRNA 条件

下，能激发 Cas12a 反式切割报告探针的功能，建

立一种针对苏黎世克罗诺杆菌的快速检测方法，检

测结果通过胶体金侧向流层析试纸条（Lateral Flow 
Dipstick, LFD）实现信号输出。所构建的检测方法

可以实现对苏黎世克罗诺杆菌的定性检测，检测过

程耗时短，灵敏度高，为现场化的检测应用提供了

技术方案。

1  材料与方法

1.1  材料与仪器

苏 黎 世 克 罗 诺 杆 菌（C. turicensis）
（CICC24178）购买于中国工业微生物菌种保藏管

理中心（CICC）；阪崎克罗诺杆菌（C. sakazakii）
（ATCC29544）、 丙 二 酸 盐 克 罗 诺 杆 菌（C. 
malonaticus）（CICC24177）、莫金斯克罗诺杆菌（C. 
muytjensii）（ATCC51329）、大肠杆菌（E. coli）、金

黄色葡萄球菌（S. aureus）、沙门氏菌（Salmonella），
天津科技大学食品营养与安全国家重点实验室留

存；本项目所用寡核苷酸（表 1）均由北京擎科生物

科技公司合成；Lba Cas12a, NEBuffer 2.1, Monarch 
RNA Cleanup Kit, Tran scriptAid T7 High Yield 
Transcription Kit 购买于美国 New England Biolabs
公司；MIRA 试剂盒购买于潍坊安普未来生物公司，

胶体金侧向流层析试纸条购买于苏州博奥龙公司。

TC-96/G/H（b）B 型基因扩增仪，杭州博日

科技公司；MQT-60R 震荡培养箱，上海旻泉仪器

有限公司；Fresco 17 台式高速冷冻离心机，美国

Thermo 公司；EMS-30 数显磁力搅拌水浴锅，上

海乔跃电子公司；LBI-250 生化培养箱，上海龙跃

仪器设备公司；Nano Drop 2000 分光光度计，美国

Thermo 公司。

1.2  实验方法

1.2.1  细菌培养及计数

克罗诺杆菌菌株接种在 TSA 培养基平板上，

37 ℃倒置培养 24 h。挑取平板上的单个菌落接种至

5 mL 缓冲蛋白胨水 BPW 中，220 g，37 ℃恒温震

荡培养 12 h。取 100 μL 菌液，采用无菌生理盐水对

其进行 10 倍梯度稀释，制得不同浓度梯度的菌悬液。

每个梯度的菌悬液取 50 μL 涂布在 TSA 培养基平板

上，重复三次，37 ℃倒置培养 24 h 后选取菌落数

在 20~200 CFU 之间的平板进行计数。

    大肠杆菌、金黄色葡萄球菌、沙门氏菌的培养

与计数参考国标法。

1.2.2  人工污染的奶粉样品制备

从当地超市购买婴幼儿配方奶粉，参考美国食

品药品监督管理局（FDA）中相关方法 [31] ，无菌条

件下，称取 10 g PIF 溶解于 89 mL 缓冲蛋白胨水

BPW 中，以不添加任何菌液作为对照组，其余组别

中分别加入 1 mL 不同浓度（108~102 CFU/mL）的

苏黎世克罗诺杆菌菌悬液，充分混匀后，将其置于

37 ℃下恒温孵育，每隔 2 h 取一次样，取样后，样

品立即冻存于 -20 ℃冰箱备用。

1.2.3  核酸提取

1.2.3.1  菌液样品

采用高温水煮法提取细菌的核酸，取 1 mL 菌

液，100 ℃高温煮沸 10 min，裂解细胞，裂解液作

为 MIRA 的扩增模板。

表 1  核苷酸序列表

Table 1 Oligonucleotide sequences

名称 序列信息（5′-3′） 序列长度 /bp

MIRA-F TCTGTAGTAAGCACCGACACCAATTCTGTA 30

MIRA-R AACGGACAGTAGAGGAGTTTACATTTACGC 30

CrRNA-F GAAATTAATACGACTCACTATAGTAATTTCTACTAAG
TGTAGATTCGCCAGGCGATAAGCTCACT 65

CrRNA-R AGTGAGCTTATCGCCTGGCGAATCTACACTTAGTAGA
AATTACTATAGTGAGTCGTATTAATTTC 65

FAM-ssDNA-Biotin 6-FAM-TTTTTTTATTTTTTT-Biotin 15
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1.2.3.2  人工污染的奶粉样品

取 1 mL 人工污染的奶粉样品，4 ℃，10 000 g
下冷冻离心 10 min，弃掉废夜，使用无菌棉签清除

离心管侧壁上的脂肪沉淀。将离心管底部所得沉淀

重新悬浮在 1 mL 的生理盐水中，以最大速度涡旋

至少 20 s，将离心管置于水浴锅中，100 ℃高温煮

沸 10 min，冷却至室温后，4 ℃ , 10 000 g 下再次离

心 10 min，上清液可作为 MIRA 的模板进行扩增。

1.2.4  MIRA引物和CrRNA的设计

采用 CTU_22970 作为苏黎世克罗诺杆菌的靶

基因 [32] ，设计 MIRA 特异性引物，并针对 MIRA 法

得到的特异性序列，优化 PAM（前间隔序列邻近

基序）位点，设计可特异性识别 MIRA 扩增序列的

CrRNA，具体序列信息见表 1。

1.2.5  CrRNA的合成与纯化

CrRNA 转录模板制备：由含有 T-7 启动子序

列的 DNA 寡核苷酸链 CrRNA-F（10 μmol/L）与

CrRNA-R（10 μmol/L）退火形成双链，PCR 仪设定

退火程序：95 ℃变性 5 min，每分钟降 1 ℃，降至

25 ℃，退火产物作为 CrRNA 转录模板。CrRNA
转录：30 μL 转录体系包括 2 μL T7 RNA 聚合酶，

5 μL 转录模板，10 μL NTP 缓冲液，13 μL 无菌无

酶水。组装好后，37 ℃恒温孵育 12 h。转录结束

后，加入 2 μL DNase Ⅰ，37 ℃孵育 15 min 以去除

转录模板得到初步的转录产物。CrRNA 纯化：采

用美国 New England Biolabs 公司 RNA 纯化试剂盒

（Monarch RNA Cleanup Kit）对转录产物进行纯

化，对纯化后的 CrRNA 测定浓度后分装，冻存

于 -80 ℃备用。

1.2.6  反应体系

1.2.6.1  MIRA 扩增体系

50 μL 扩增反应体系包括：2 μL 上游引物

MIRA-F（10 μmol/L）与 2 μL 下游引物 MIRA-R
（10 μmol/L），29.4 μL A Buffer，2.5 μL B Buffer，
12.1 μL 无菌无酶水，2 μL 不同菌株的 DNA。反应

条件为：37 ℃水浴 30 min。
1.2.6.2  CRISPR/Cas12a-LFD 反应体系

20 μL反应体系包括：4 μL LbCas12a(1 μmol/L)，
4 μL CrRNA(1 μmol/L)，0.8 μL FAM-ssDNA-Biotin
（100 nmol/L），3 μL MIRA 扩增产物，6.2 μL 无菌

无酶水和 2 μL 10×NEBuffer 2.1（50 mmol/L NaCl，
10 mmol/L Tris-HCl，10 mmol/L MgCl2，100 µg/mL 

Recombinant Albumin，pH 值 7.9）。组装完毕后，

37 ℃恒温反应 60 min。反应结束后，取 5 μL 反应

产物加入到 45 μL 试纸条上样缓冲液中，混匀后缓

慢滴加在试纸条上样区，5 min 后判读结果。判读

方式为：质控线与检测线都出现明显的紫红色条带，

结果判定为阴性；检测线不呈现色带，或相对于阴

性对照检测线色带颜色显著降低，结果判定为阳性；

质控线没有出现紫红色条带，结果无效。

1.2.7  特异性检测

按照 1.2.1 对实验室留存的阪崎克罗诺杆菌、

丙二酸盐克罗诺杆菌、大肠杆菌、金黄色葡萄球菌、

沙门氏菌进行活化培养，选取 107 CFU/mL 浓度的

菌液，高温煮沸法提取核酸后，验证本文所构建方

法的特异性。

1.2.8  灵敏度检测

按照 1.2.1 制备不同浓度（108~100 CFU/mL）
的苏黎世克罗诺杆菌菌液，高温煮沸法提取核酸后，

验证检测体系的灵敏度。

1.2.9  实际样品检测

按照 1.2.2 制备人工污染的奶粉样品。以未经

人为污染的奶粉样品作为对照组，参考 1.2.3.2 的方

法提取人工污染奶粉样品的核酸，基于本研究建立

的检测方法，评估其在实际样品检测中的灵敏度。

1.2.10  数据处理

每个样品用试纸条重复测定 3 次，重复测定后

结果一致，展示其中一次的实验结果。

2  结果与讨论

2.1  MIRA-CRISPR/Cas12a-LFD检测原理

基于 MIRA-CRISPR/Cas12a-LFD 对苏黎世克罗

诺杆菌的检测流程如图 1 所示，包括基因组 DNA
的快速提取、MIRA 恒温扩增、CRISPR/Cas12a 系

统检测、LFD 信号输出四步。首先，对待测样品进

行简单预处理，高温热裂解提取基因组 DNA ；然

后利用 MIRA 技术特异性扩增裂解液中的核酸，扩

增产物加入相应的 CRISPR/Cas12a 系统，Cas12a-
CrRNA 复合物识别并靶向目标位点，激活 Cas12a
的反式切割功能，切割体系内的报告探针；反应完

毕后将反应产物加入到试纸条上样区进行检测。其

中阴性体系中报告探针不被切割，随着层析作用，

报告探针与金标垫上的 FAM 抗体结合后，层析至
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检测线，被 Biotin 抗体捕获聚集形成紫色免疫印记，

与此同时金标垫上的另一鸡源抗体层析至质控线被

其二抗捕获显色，检测线与质控线均呈现紫红色；

阳性体系中报告探针被切割成 FAM 与 Biotin 两部

分，金标 FAM 抗体只能捕获 FAM，未能与报告探

针形成完整的 FAM 抗体 -FAM-ssDNA-Biotin 结合

物，无法在检测线上聚集显色，此时只有质控线才

能形成免疫印记，呈现紫红色；若只有检测线呈现

紫红色或者检测线与质控线均不显色，则结果判定

为无效。

图 1 检测原理图

Fig.1 Detection schematic

2.2  CrRNA合成和纯化结果

首先使用超微量分光光度计测定纯化后的

CrRNA 浓度，OD260/OD280 与 OD260/OD230 的比值均

在正常范围内。如图 2 所示，进一步对纯化后的

CrRNA 进行电泳验证，电泳结果显示 CrRNA 所在

泳道条带未发生弥散与拖尾，证实 CrRNA 无降解，

条带明亮，表明经纯化后，CrRNA 浓度较高，稀释

后可用于后续 CRISPR/Cas12a 检测实验。

图 2 CrRNA 纯化电泳结果

Fig.2 CrRNA purification electrophoresis results

注：泳道 1、2 为纯化后的 CrRNA。

2.3  MIRA-CRISPR/Cas12a-LFD检测苏黎世
克罗诺杆菌的特异性结果

2.3.1  MIRA扩增苏黎世克罗诺杆菌的特异性结果

为了对所构建方法的特异性进行评估，选取实

验室留存的阪崎克罗诺杆菌、丙二酸盐克罗诺杆菌、

大肠杆菌、金黄色葡萄球菌、沙门氏菌进行特异性

验证实验。首先将设计的苏黎世克罗诺杆菌特异性

MIRA-F、MIRA-R 引 物 用 Primer BLAST（NCBI
数据库）比对，数据库中的比对结果初步表明所设

计的引物序列特异性良好。公司合成引物后，对

MIRA 扩增过程进行特异性评估，以苏黎世克罗诺

杆菌的特异性引物 MIRA-F/R 扩增不同属种的菌株，

电泳结果如图 3 所示，预计扩增产物大小为 302 bp，
结果显示只有苏黎世克罗诺杆菌所在泳道有目的条

带且位置正确，这表明所设计的苏黎世克罗诺杆菌

的 MIRA 引物具有较高的特异性。

图 3 MIRA 特异性扩增产物电泳结果

Fig.3 MIRA specific amplification results

注：图中是以不同菌株的核酸为模板扩增后的电泳结

果。其中 1 为阪崎克罗诺杆菌，2 为丙二酸盐克罗诺杆菌，

3 为苏黎世盐克罗诺杆菌，4 为大肠杆菌，5 为金黄色葡萄

球菌，6 为沙门氏菌，NC 为无菌无酶水。
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2.3.2  CRISPR/Cas12a检测苏黎世克罗诺杆菌的特

异性结果

在确保扩增过程特异性的基础上，进一步验证

下游 CRISPR/Cas12a 检测体系的特异性，图 4 为

基于 MIRA-CRISPR/Cas12a 的试纸条特异性检测结

果，结果显示仅苏黎世克罗诺杆菌的检测结果呈现

阳性，阪崎克罗诺杆菌、丙二酸盐克罗诺杆菌、大

肠杆菌、金黄色葡萄球菌、沙门氏菌的检测结果均

为阴性。因此，表明所构建的苏黎世克罗诺杆菌检

测体系具有较好的特异性。

图 4 试纸条特异性检测结果

Fig.4 Specific detectin of lateral flow dipstick

注：图 4 是基于 MIRA-CRISPR/Cas12a 对不同菌株的试

纸条检测结果。其中 1 为苏黎世克罗诺杆菌，2 为阪崎克罗

诺杆菌，3 为丙二酸盐克罗诺杆菌，4 为大肠杆菌，5 为金

黄色葡萄球菌，6 为沙门氏菌，NC 为无菌无酶水。

2.4  检测限结果

制备不同浓度苏黎世克罗诺杆菌菌悬液，高

温热裂解后作为模板，对检测体系的灵敏度进行

评估。结果如图 5 所示，结果显示基于 MIRA-
CRISPR/Cas12a 对苏黎世克罗诺杆菌的检测灵敏度

为 100 CFU/mL，这表明所构建的检测方法具有较

高的灵敏度。对于纯菌液样本，本研究所建立检测

方法与传统的平板菌落计数法（图 6）相比，检测

限降低了两个数量级。Akineden 等 [33] 基于试纸条

免疫层析技术建立的针对阪崎克罗诺杆菌、丙二

酸盐克罗诺杆菌的检测方法，对纯菌液样品的检测

限为 104 CFU/mL。Qin 等 [34] 基于脱氧核糖核酸酶

（DNAzyme）和不对称重组酶聚合酶扩增（aRPA），

构建了用于检测 PIF 中的阪崎克罗诺杆菌的检测方

法，在纯菌液中的检测限为 2.2 CFU/mL。与现有检

测方法相比，本研究所建立的检测方法灵敏度更高。

张懿翔等 [35] 将 LAMP 与 CRISPR/Cas12b 相结合开

发了一种针对乳粉中克罗诺杆菌属的检测方法，该

方法对纯菌液的检测限为 1×102 CFU/mL，但该方

法需依赖 qPCR 仪测定结果，尽管该方法高度可靠、

稳定，但耗时的操作过程、对专业设备和训练有素

的专业人员的要求通常限制了其在现场检测中的应

用。本研究所形成的检测方法可达到更低的检测限，

并可摆脱对实验室仪器的依赖，更有望成为传统方

法的良好补充或替代方法。

图 5 检测限结果

Fig.5 Detection sensitivity

注：图 5 是基于 MIRA-CRISPR/Cas12a 对不同浓度苏

黎世克罗诺杆菌菌株的试纸条检测结果。其中 1~9 分别为

108、107、106、105、104、103、102、101、100 CFU/mL，NC

为无菌无酶水。

图 6 苏黎世克罗诺杆菌菌落计数结果

Fig.6 Colony counting of C. turicensis

注：a~e 分别为 105、104、103、102、101 CFU/mL。



现代食品科技                                           Modern Food Science and Technology	                                               2025, Vol.41, No.6

 282 

2.5  检测体系优化结果

2.5.1  报告探针浓度筛选

为保证 Cas12a 对报告探针的充分切割，确保

试纸条判读结果的准确性，采用文献中报道的检测

条件，验证本研究设计的苏黎世克罗诺杆菌 MIRA-
CRISPR/Cas12a-LFD 检测方案，具体为 CRISPR/
Cas12a 检测部分的反应时间为 90 min，报告探针

工作浓度为 40 nmol/L [27] 。为进一步优化检测效率，

确保准确性的前提下，最大限度的缩短检测时间，

通过调整报告探针的工作浓度，对 MIRA-CRISPR/
Cas12a-LFD 检测体系进行优化。MIRA-CRISPR/
Cas12a-LFD 检测体系只能实现对 CRISPR/Cas12a
反应中的某一时间点进行结果判读，而 Cas12a 对报

告探针的切割效率直接影响检测结果的判定，探针

浓度偏高时，需要 Cas12a 充分长时间切割才能使得

检测线不显色，因此，需要寻找可使检测线显色的

最低报告探针浓度，从而提高检测效率。

图 7 报告探针浓度筛选结果

Fig.7 Reporter probe concentration screening results

注：1~4 分别为 0.02、0.2、0.4、2 nmol/L。

图 8 报告探针工作浓度优化结果

Fig.8 Optimised results of reporter probe working concentrations

注：a 为 CRISPR/Cas12a 体系反应 90 min 时的试纸条

检测结果，b 为 CRISPR/Cas12a 体系反应 60 min 时的试纸

条检测结果。1 为 0.4 nmol/L,2 为 40 nmol/L，NC 为无菌无

酶水。

共选取 0.02、0.2、0.4、2 nmol/L 四个不同

工作浓度的报告探针，用试纸条进行验证。阴性

体系下的正确结果为质控线与检测线均呈现紫红

色，图 7 结果显示，探针浓度为 0.02 nmol/L 时，

检测线不显色；探针浓度为 0.2 nmol/L 时，检测

线开始出现免疫印记，但并不清晰；探针浓度高

于 0.2 nmol/L 时，检测线均正确显色。因此，为

确保判读结果的稳定性，选用 0.4 nmol/L 作为报告

探针的最低工作浓度。

基于此，进一步验证 MIRA-CRISPR/Cas12a-
LFD 系统在报告探针的最低工作浓度下的检测效

率，以 106 CFU/mL的菌液样品为检测靶标，设置 0.4、
40 nmol/L 两个不同探针浓度下的酶切反应，分别取

60、90 min 两个时间点的酶切产物用试纸条进行验

证。结果（图 8）表明，报告探针浓度在 40 nmol/L
时，需要反应 90 min 才能出具准确结果，而将报告

探针浓度降低至 0.4 nmol/L 时出具准确结果只需要

60 min，这表明降低 CRISPR/Cas12a 反应体系中的

报告探针浓度能有效节省检测时间，提高检测效率。

2.5.2  不同浓度苏黎世盐克罗诺杆菌检测时间

图 9 不同浓度苏黎世盐克罗诺杆菌检测时间的验证

Fig.9 Validation of detection time of C. turicensis at different 

concentrations (probe concentration 0.4 nmol/L)

注：探针浓度 0.4 nmol/L。a 为 108 CFU/mL，b 为

100 CFU/mL，NC 为无菌无酶水（60 min）。

基于以上优化结果，又进一步探究了高浓度菌

液与低浓度菌液在优化条件下的检测结果，选取

108 CFU/mL 与 100 CFU/mL 这两个梯度的菌液样

品进行验证，结果如图 9 所示，分别取 15、30、
60 min 这三个时间点的酶切产物用试纸条进行验

证，结果表明，探针工作浓度调整为 0.4 nmol/L 时，

对于 108 CFU/mL 的菌液样品可在酶切反应 15 min
时出具准确结果，而对于 100 CFU/mL 的菌液样品

至少需要 60 min 检测线才与对照组的检测线有显著

差异。这说明在降低 CRISPR 体系的探针浓度后能

有效缩短检测时间，提高试纸条可视化体系的检测
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效率。考虑实际检测中对样品的含菌量未知，因此，

选择 60 min 这一时间点的 CRISPR 反应产物用作试

纸条的信号输出，以确保检测结果的准确性，后续

检测体系中报告探针均采用优化后的工作浓度。

2.5.3  优化后的检测限结果

基于优化后的检测体系，进行检测限的重复性

实验，结果如图 10 所示，检测限为 100 CFU/mL。

图 10 优化体系下的检测限结果

Fig.10 Detection limit results under optimized system

注：1~10 分 别 为 108、107、106、105、104、103 、

102、101、100、10-1 CFU/mL，NC 为无菌无酶水。

2.6  实际样品检测结果

为了验证所构建的检测方法对实际样品的检测

情况，根据 1.2.2 的方法，制备人工污染的奶粉样

品，对于初始含菌量为（107~100 CFU/g）的奶粉样

品，37 ℃恒温孵育，每隔 2 h 取一次样。按照 1.2.3.2
对不同浓度下不同孵育时间点的奶粉样品提取核酸

后，基于 MIRA-CRISPR/Cas12a-LFD 检测体系对其

灵敏度进行表征。

结果如图 11 所示，对于初始含菌量不同的奶

粉样品，分别需要孵育不同的时间检出。初始含量

为 105 CFU/g 的奶粉样品不增菌即可检出，初始含

量为 104、103、102、101、100 CFU/g 的奶粉样品分

别需要预孵育 2、4、6、8、10 h 检出。

Qin 等 [34]  开发了一种基于脱氧核糖核酸酶

（DNAzyme）和不对称重组酶聚合酶扩增（aRPA）

的检测方法用于检测阪崎克罗诺杆菌，在人工污染

奶粉中的检测限为 5.4×101 CFU/g。Akineden 等 [33] 将

PCR 技术与试纸条免疫层析技术结合建立了针对阪

崎克罗诺杆菌、丙二酸盐克罗诺杆菌的检测方法，对

于婴儿配方奶粉中浓度为 100~101 CFU/g 的阪崎克罗

诺杆菌或丙二酸盐克罗诺杆菌，需要在 37 ℃下复溶

并孵育 24 h 后可检测到。目前，基于 CRISPR 系统

对克罗诺杆菌的检测报道相对缺乏。张懿翔等 [35] 基

于 CRISPR/Cas12b 建立的针对乳粉中克罗诺杆菌

属的检测方法，在 36 ℃条件下增菌 12 h 后，通过

qPCR 仪可检测到初始菌量 ＜ 10 CFU/g 的人工污染

样品，检测方法的检出限 ＜ 10 CFU/100 g。本研究

建立的检测方法可以在相对较短的孵育时间内以

高灵敏度检测奶粉中的苏黎世克罗诺杆菌，同时

不依赖 qPCR 仪等大型仪器设备，检测结果肉眼可

直接判读，在现场化的检测应用方面具有更大的

优势。

目前，采用核酸方法检测食品中克罗诺杆菌相

较于传统食品微生物的检测方法具有快速、灵敏性

高等特点，已被广泛应用于行业标准，但基于核酸

检测的方法无法判定是否为有活性的克罗诺杆菌，

目前常用的方法为在核酸检测结果为阳性的基础

上，进一步采用传统方法确认，已达到对克罗诺杆

菌食品安全风险的精准评估。

图 11 MIRA-CRISPR/Cas12a-LFD 检测奶粉样品中的

苏黎世克罗诺杆菌

Fig.11 MIRA-CRISPR/Cas12a-LFD detects C. turicensis in 

milk powder samples

注：a~e 的初始含菌量分别为 105、104、103、102、101、

100 CFU/g，NC 为阴性对照。

3  结论

本研究将 MIRA 恒温扩增技术与 CRISPR/
Cas12a 系统相结合，以 LFD 作为信号输出元件，

可实现对苏黎世克罗诺杆菌的定性检测，检测方
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法具有较高的特异性与灵敏度，对纯菌液的检测

限为 1 CFU/mL。经过优化，检测体系报告探针

浓度确定为 0.4 nmol/L，该浓度下，本方法对于

108 CFU/mL 的菌液样品可在 CRISPR/Cas12a 检测体

系反应 15 min 时出具准确结果，对于 100 CFU/mL
的菌液样品，CRISPR/Cas12a 系统的反应时间从

1.5 h 缩短至 1 h。对于实际样品的检测，初始含量

为 105 CFU/g 的奶粉样品不增菌即可检出，初始含

量为 104、103、102、101 、100 CFU/g 的奶粉样品

分别需要预孵育 2、4、6、8、10 h 检出。本方法有

以下多个优势：前处理采用高温热裂解法，简单、

快速、成本低；不依赖昂贵的仪器设备与技术人

员；对设备要求低，操作简单、便携，适用于现场

化的检测应用；能在较短的时间内鉴别出待测样品

中是否存在苏黎世克罗诺杆菌污染，可为相关部门

提供及时有效的传染病风险评估和疾病控制方案，

为特殊群体的生命健康提供技术保障。此外，本文

所构建的检测方法，只需要更换相应的靶核酸序列

以及 CrRNA 序列，可实现对多种微生物的检测，应

用范围广，具有重要的实际意义。
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