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·论著·

基于重组酶介导等温扩增技术-规律间隔

成簇短回文重复序列/相关蛋白系统

检测肺炎克雷伯菌方法的建立及评价
曹亚玲 1  房忠军 2  徐玲 1  姜彬彬 3  张向颖 1  黄晶 4  任锋 1

【摘要】目的   建立基于重组酶介导等温扩增技术（RAA）-规律间隔成簇短回文重复序列/相
关蛋白（CRISPR-Cas13a）系统检测肺炎克雷伯菌（KP）的方法。方法   设计筛选检测KP特异的

CRISPR RNA（crRNA）和RAA引物对，建立基于RAA-CRISPR-Cas13a技术快速准确检测KP的方

法。RAA-CRISPR系统和荧光定量PCR（RT-qPCR）方法比较使用合成的KP质粒。从铜绿假单胞菌、

鲍曼不动杆菌、大肠埃希菌和肺炎链球菌临床菌株中提取基因组DNA，进行RAA-CRISPR检测，评

估该方法的特异性。收集2023年4月至2024年3月中国医学科学院北京协和医院50份临床样本（包含30
份细菌培养KP阳性样本和20份KP阴性样本），分别使用RAA-CRISPR和RT-qPCR方法进行KP检测，

比较两种方法的灵敏度、阳性符合率和阴性符合率。结果数据应用方差分析和配对t检验方法进行分

析。结果   使用KP阳性质粒筛选出检测KP效果最佳的crRNA和RAA引物，建立了CRISPR-Cas13a检
测KP的方法。CRISPR-Cas13a检测KP质粒的灵敏度可达1拷贝/µl，高于RT-qPCR（10拷贝/µl）；特

异性评价结果显示，未与非靶标菌株产生交叉反应，提示CRISPR-Cas13a系统特异性较好。样本检

测以细菌培养为金标准，RAA-CRISPR和RT-qPCR两种方法的灵敏度分别为100%（30/30）和83.3%
（25/30）；两种检测方法的阳性符合率分别为100%（30/30）和83.3%（25/30），阴性符合率均为

100%。结论   本研究将RAA扩增技术与CRISPR-Cas13a技术相结合，建立了准确检测KP的方法，该

方法可精准检测KP，有助于临床诊断KP感染以进行及时有效地治疗。

【关键词】 肺炎克雷伯菌；重组酶介导等温扩增技术；规律间隔成簇短回文重复序列/相关蛋

白；分子诊断
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【Abstract】Objective   To establish a method for detection of Klebsiella pneumoniae (KP) based on 
recombinase aided amplification (RAA)-clustered regularly interspaced short palindromic repeats (CRISPR)/
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CRISPR-associated protein (CRISPR-Cas13a) system. Methods   CrRNA and RAA primer pairs were 
designed and screened for the detection of KP gene, while a rapid and accurate method for the detection 
of KP gene was developed based on RAA-CRISPR-Cas13a technology. The RAA-CRISPR and real time 
fluorescence quantitative PCR (RT-qPCR) methods were compared by the synthesized KP plasmid. Genomic 
DNA was extracted from clinical strains of Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii, Escherichia 
coli and Streptococcus pneumoniae for RAA-CRISPR detection to evaluate the specificity of this method. 
Total of 50 clinical samples (including 30 KP culture-positive samples and 20 KP-negative samples) collected 
from Peking Union Medical College Hospital, Chinese Academy of Medical Sciences, from April 2023 to 
March 2024 were detected for KP through both RAA-CRISPR and RT-qPCR. The sensitivity, positive agreement 
rate and negative agreement rate of both methods were compared, respectively. Statistical analysis of data was 
performed by ANOVA and paired t-tests. Results   The optimal crRNA and RAA primers for KP detection 
were selected by KP-positive plasmids, and CRISPR-Cas13a-based KP detection method was established 
successfully. The detection sensitivity of CRISPR-Cas13a for KP plasmids reached 1 copy/μl, higher than that 
of RT-qPCR (10 copies/μl). The specific evaluation results showed that there was no cross-reactivity with non-
target strains, indicating that CRISPR-Cas13a system was specific. Among the sample detection, the sensitivity 
of RAA-CRISPR and RT-qPCR were 100% (30/30) and 83.3% (25/30), respectively, using bacterial culture 
and mass spectrometry technology as the gold standard. The positive concordance rate of both detection were 
100% (30/30) and 83.3% (25/30), and the negative concordance rate was 100%. Conclusions   A method was 
established to accurately detect KP gene by RAA amplification technology and CRISPR-Cas13a system. This 
method can accurately detect KP gene, which can help diagnose KP infection for timely and effective treatment. 

【Key words】Klebsiella pneumoniae; Recombinase aid amplification; Clustered regularly interspaced 
short palindromic repeats sequences/relevant nucleases; Molecular diagnostic

肺炎克雷伯菌（Klebsiella pneumoniae，KP）
是一种革兰阴性杆菌，常引起急性呼吸道感染，

尤其是院内获得性感染[1-2]。2009至2019年，我国

一项全国前瞻性监测显示，KP是急性呼吸道感染

者的3种主要病原体（即肺炎链球菌、肺炎支原

体和KP）之一[3]。近年来，随着多重耐药分离株

和高毒力变异株的出现，KP已成为全球公共卫生

的重大威胁[4-6]。在一些国家和地区，KP种群高度

多样化，耐药菌株在几年内已蔓延到全国各地[7-8]。                                               
然而，现有的KP常规检测方法，如生化鉴定和

基质辅助激光解析电离飞行时间质谱（matrix-
assisted laser desorption ionization-time of flight mass 
spectrometry，MALDI-TOF MS）需要分离培养

KP，耗时长、阳性检出率低，不能满足临床诊疗

的需求。因此，建立一种快速、准确的KP检测方

法用以早期诊断和治疗KP感染十分必要。

规律间隔成簇短回文重复序列（clus tered 
regularly interspaced short palindromic repeats，
CRISPR） /及相关蛋白（CRISPR-assoc ia ted 
protein，Cas）组成的CRISPR-Cas系统作为一种新

型核酸检测技术，因其具有高灵敏度和高特异性的

优势，在过去十年中受到广泛关注并取得了很大进

展。Cas13a效应蛋白是1种RNA引导的CRISPR效

应蛋白，其具有“附带切割”特性，一旦CRISPR 
RNA（crRNA）识别并结合目标序列，不仅可以

切割目标核酸序列，还能切割其他非目标核酸序

列[9]。利用这一特性，多项研究应用“夏洛克”分

子诊断技术平台（SHERLOCK）将CRISPR/Cas系
统与重组酶聚合酶扩增（recombinase polymerase 
amplification，RAA）结合建立了精准快速检测登

革热病毒和人乳头瘤病毒等多种病原体核酸的检

测技术[10-12]。RAA是一种恒温核酸快速扩增技术，

因其快速、便捷的优势，为核酸即时检测（point-
of-care testing，POCT）提供了新方法。该技术利

用重组酶、单链结合蛋白（single-stranded DNA-
binding protein，SSBP）和DNA聚合酶（DNA-
dependent DNA polymerase，DNA pol）可在恒温

条件下（37 ℃）进行核酸扩增。本研究将RAA和

CRISPR-Cas13a结合，建立了高灵敏、高特异检测

KP的方法，现报道如下。

资料与方法

一、样本收集

收集2023年4月至2024年3月中国医学科学院

北京协和医院50份临床样本，包含30份细菌培养
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KP阳性样本（10份痰液样本、18份血液样本和2
份脑脊液样本）和20份KP阴性样本用于本研究检

测方法的临床验证。痰液样本经过评估均为合格

样本（质量评估标准为：涂片镜检中每个低倍视

野下白细胞数量＞ 25个，且上皮细胞数量＜ 25
个为合格样本）。收集其他常见细菌菌株：铜绿

假单胞菌（Pseudomonas aeruginosa，PA）、鲍曼

不动杆菌（Acinetobacter baumannii，AB）、大肠

埃希菌（Escherichia coli，E. coli）和肺炎链球菌

（Streptococcus pneumoniae，SP）提取细菌基因组，

同时使用CRISPR-Cas13a方法检测KP，通过反应荧

光强度评价CRISPR-Cas13a方法检测KP的特异性。

本研究通过中国医学科学院北京协和医院伦

理委员会审批（审批号：K23C1032）。本研究属

于非干预性研究，即研究过程中不与患者产生直接

接触，不涉及患者个人隐私，因此豁免知情同意。

二、方法

1. 仪器与试剂：普通PCR扩增仪（美国Bio-
Rad公司）、RAA核酸扩增试剂盒（中国众测生物

科技公司）、ViiATM7 Real-Time PCR System荧光

定量PCR仪（美国Applied Biosystems公司）、BIO-
RAD QX200数字PCR仪（美国Bio-Rad公司）、磁

珠法通用型基因组DNA提取试剂盒（北京天根生

化科技有限公司）、细菌DNA提取试剂盒（北京

天根生化科技有限公司）、NTP Mix（英国BBI公
司）、T7 RNA聚合酶（美国NEB公司）荧光报告

RNAse Alert v2（美国InvitrogenTM公司）。

2. RAA引物crRNA和探针的设计和筛选：应用

KP溶血素（khe）基因作为靶基因鉴定KP，该基因

较为特异，在以往研究中也常用来鉴定KP[13-14]。

根据RAA引物设计原则，使用Primer 3（在线

引物设计网站）设计4对RAA扩增引物对（长度

约30 bp），3条特异的crRNA序列（在KP保守序

列上下游引物的序列之间，挑选3个位点，作为检

测KP DNA的crRNA靶位点，并设计相应的crRNA
序列）。所设计的RAA引物序列如下（5'→3'）：

KP-RAA-F1：aattctaatacgactcactatagggggaaaaccca
cgctgtcgccgggctccagc；KP-RAA-F2：aattctaatacg
actcactatagggctgtcgccgggctccagcttccagagatag；KP-
RAA-R1：tatccacacgcggagagcgatgaggaagag；KP-
RAA-R2：ggcggcgcacctcttatccacacgcggaga。所

设计的crRNA对应的靶点序列如下：crRNA1：
acttctggatagccctccagcacgtaga位于KP基因组第5 077 

732～5 077 760位（GenBank ID：CP130264.1）；

crRNA2：tccacacttctggatagccctccagcac，（GenBank 
ID：CP130264.1第5 077 727～5 077 755位）；

crRNA3 cacttctggatagccctccagcacgtag，（GenBank 
ID：CP130264.1第5 077 731～5 077 759位）。

RAA引物和crRNA筛选原理：观察CRISPR-Cas13a
系统检测结束时（60 min时）的荧光信号值，荧光

值越高提示扩增或检测效率越高。

所设计的荧光定量PCR引物和探针序列：RT-
qPCR-F：5'-CACCACCAGCAGACGAACTT-3'；RT-
qPCR-R：5'-TGCTACTTATCCCGACAGCC-3'；RT-
qPCR-探针：5'-GGATAAGAGGTGCGCCGCCC-3'。
RT-qPCR探针序列5' -端标记6-FAM，3' -端标记

BHQ1。本研究涉及所有序列均由上海生工生物技术

有限公司合成。

3. KP质粒的构建：质粒所使用序列：5'-agccg
ggattgagcgggtaataaatgcggttgtacttcttgttggcctcgcccacca
ccagcagacgaacttcctgctcggtgttattgagaaaggtgtggcagatgc
cggtaccagcgggaaaacccacgctgtcgccgggctccagcttccagag
atagccgtttatccacacttctggatagccctccagcacgtagatgaactctt
cctcatcgctctccgcgtgtggataagaggtgcgccgcccgggcggcag
ccgctcgtggtggatccccagccggttgagacgtaaacctcgccccagc
ggcgcgccgattgaaaaacgctccgggctgtcgggataagtagcatcgtc
gggccctt-3'，参考序列为GenBank ID：CP130264.1               
（第5 077 559～5 077 925位）使用载体pUC57合成

质粒，由上海生工生物技术有限公司合成。

4. RT-qPCR检测：反应总体积为20 μl，其中

10 mmol/L的上游引物（forward primer，F），                  
10 mmol/L的下游引物（reverse primer，R）和探

针（10 mmol/L）均为0.5 μl，2× Tap MIX为10 μl，
水为5.5 μl，DNA模板为1 μl。反应条件：95 ℃、              
5 min热变性；95 ℃、30 s，55 ℃、30 s，72 ℃、

45 s，共35个循环；72 ℃自动延伸10 min。
5. CRISPR-Cas13a系统检测KP DNA方法的建

立：菌株样本进行DNA提取后，使用RAA引物进

行RAA扩增，双链DNA被转录为单链RNA，之后

进行CRISPR-Cas13a系统检测。当体系存在目标序

列并被特异性crRNA识别后，Cas13a蛋白的附属切

割活性则被激活，从而通过剪切体系中加入的荧光

报告RNA，发出荧光信号。

6. 菌株总DNA的提取：对临床收集的痰液、

血液、脑脊液样本和临床菌株（评价CRISPR-
Cas13a系统检测特异性所使用的菌株）进行DNA
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提取。提取的DNA保存至－80 ℃冰箱备用。

7. RAA引物和crRNA的筛选：RAA引物对筛

选：以104拷贝/µl的KP阳性质粒作为模板，分别

使用4对RAA引物进行RAA扩增，观察CRISPR-
Cas13a系统检测结束时（60 min时）的荧光信号

值强弱，筛选出扩增效率最高的RAA引物对。检

测crRNA的筛选：以103拷贝/µl的阳性质粒作为

模板，分别使用crRNA1、crRNA2和crRNA3进行

RAA-CRISPR-Cas13a系统检测，观察反应30 min时
的荧光强度，筛选出检测效率最高的crRNA。本实

验在不同时间重复3次。 
8. RAA扩增和CRISPR-Cas13a系统检测：RAA核

酸扩增试剂盒的反应总体积为50 μl，体系包括RAA 
Buffer A液：25 μl，DNA模板5 μl，F（10 mmol/L）、

R（10 mmol/L）各2 μl，MgCl2：2.5 μl，水为13.5 μl。
反应条件：39 ℃， 30 min。CRISPR-Cas13a反应总

体积为25 μl，体系包括：扩增产物5 µl，荧光报告

RNA Se Alert v2 2.5 µl，NTP Mix（2.5 mmol/L）2 µl，
RNA酶抑制剂1 µl，LwCas13a蛋白（25 nmol/L）
1 µl，HEPES缓冲液（20 mmol/L）0.5 µl，T7 RNA
聚合酶0.5 µl，MgCl2溶液（10 mmol/L）0.25 µl，
crRNA（2 µmol/L）1.5 µl，无酶无菌水（ddH2O）

10.75 µl。体系中crRNA序列为：GGGAUUUAG
ACUACCCCAAAAACGAAGGGGACUAAAACA
CGUGCUGGAGGGCUAUCCAGAAGUGUG，反

应条件：37 ℃、1 h，阴性对照均为无酶无菌水

（NC）。

9. 灵敏度对比试验：合成的KP阳性质粒，计算

浓度后进行倍比稀释（分别稀释为1 × 104拷贝/µl，1 × 
103 拷贝/µl、1 × 102拷贝/µl、10拷贝/µl和1拷贝/µl）
作为检测模板，通过分析不同检测模板CRISPR-
Cas13a反应30 min时与阴性对照的荧光强度差异，对

已建立的CRISPR-Cas13a系统检测和RT-qPCR方法进

行灵敏度的评价。实验在不同时间重复3次，每次          
2个重复（复孔）。

10. 特异性评价：使用KP、PA、AB、E. coli
和SP细菌总DNA作为模板同时进行检测，评价

CRISPR-Cas13a系统检测KP的特异性。该试验在不

同时间点重复3次，每次2个复孔。

11. 临床菌株样本检测：对50份临床样本分别进

行RAA-CRISPR系统检测和RT-qPCR方法，比较两种

方法的检出率，实验重复3次。荧光信号阴性阈值为

阴性对照重复10次荧光值的平均值+ 3倍标准差。

三、统计学处理

采用GraphPad prism 8.0软件对数据进行统计学

分析。荧光强度值和CT值为正态分布计量资料，

以 x ± s表示，两组比较采用配对t检验，多组间比

较采用方差分析，统计检验选用双侧，以P ＜ 0.05
为差异具有统计学意义。

结    果

一、RAA引物筛选

在CRISPR-Cas13a系统检测结束时（60 min
时），4个RAA引物对荧光强度差异有统计学意义

（F = 310.6、P ＜ 0.001）。RAA-2引物对的荧光强度

（2 252 156 ± 54 668）显著高于RAA-1引物对（595 
370 ± 50 560）（t = 38.54、P ＜ 0.001）、RAA-3引
物对（435 920 ± 83 319）（t = 31.57、P ＜ 0.001）
和RAA-4引物对（1 530 521 ± 172 678）（t = 6.90、
P ＜ 0.001），差异均有统计学意义。RAA-1引物

对为KP-RAA-F1和KP-RAA-R1组合；RAA-2引物对

为KP-RAA-F1和KP-RAA-R2组合；RAA-3引物对

为KP-RAA-F2和KP-RAA-R1组合；RAA-4引物对

为KP-RAA-F2和KP-RAA-R2组合），因此，采用

RAA-2引物建立CRISPR-Cas13a检测系统。见图1。
二、CRISPR-Cas13a检测系统KP crRNA的筛选

CRISPR-Cas13a系统检测结束时（60 min时），不

同KP crRNA荧光强度差异有统计学意义（F = 224、           
P ＜ 0.001），crRNA1的荧光强度（1 470 592.67 ± 
151 314）显著高于crRNA2（158 142.47 ± 8 476）
（t = 15.00、P ＜ 0.001）和crRNA3（165 999 ±           
4 402）（t = 14.93、P ＜ 0.001），差异均有统

计学意义。故本研究使用crRNA1建立CRISPR-
Cas13a检测系统，见图2。

三、KP阳性质粒的灵敏度对比试验

应用CRISPR-Cas13a检测系统和RT-qPCR方

法分别检测梯度稀释的质粒，见表1。CRISPR-
Cas13a系统检测反应进行30 min时，1拷贝/µl的
检测荧光强度（1 603 755 ± 124 504）与阴性对照

（290 058 ± 7 611）差异有统计学意义（t = 18.24、
P ＜ 0.001）。因此，对于KP阳性质粒CRISPR-
Cas13a系统的灵敏度为1拷贝/µl。RT-qPCR检测

10拷贝/µl的循环阈值（39.20 ± 0.3）与阴性对照

（41.01 ± 0.56）差异有统计学意义（t = 4.72、P = 
0.009），由此可得RT-qPCR灵敏度为10拷贝/µl。
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四、CRISPR-Cas13a系统检测的特异性

CRISPR-Cas13a系统检测反应60 min时，含有

目标DNA的样本荧光值（1 779 691 ± 104 478）较阴

性对照显著升高（138 442 ± 13 751）（t = 26.98、
P ＜ 0.001），其他非KP的菌株DNA（PA、AB、
E. coli和SP）未出现交叉反应，荧光值分别为                             

（169 575 ± 13 346）、（157 742 ± 13 870）、                                                                          
（157 665 ± 10 315）和（151 707 ± 15 136），两两

比较差异均无统计学意义（P均＞ 0.05）。故本研

究设计的RAA引物和crRNA具有特异性，见图3。
五、临床菌株样本检测

临床收集的50份样本中有30份KP阳性样本

（10份痰液样本，18份血液样本，2份脑脊液样

本）和20份KP阴性样本，CRISPR-Cas13a系统

检测出30份KP阳性，见图4。RT-qPCR方法检测

出25份KP阳性。20株KP阴性样本两种方法均未

检出KP。以细菌培养法作为金标准，CRISPR-
Cas13a系统和RT-qPCR方法对于KP检测灵敏度

分别为100%（95%CI：0.859～1.000）和83.3%
（95%CI：0.645～0.937），特异度均为100%
（95%CI：0.800～1.000）。两种方法的阳性符合

率分别为100%（95%CI：0.859～1.000）和83.3%
（95%CI：0.645～0.937），见表2。注：在检测进行60 min时，RAA-2引物对的荧光值最高。每对

引物进行3次重复，**P ＜ 0.01、***P ＜ 0.001，NC为阴性对照（以

水为模版进行RAA-CRISPR系统检测）

图1    RAA引物筛选

注：在检测进行30 min时，crRNA1荧光值最高。每个crRNA

检测进行3次重复，***P ＜ 0.001，NC：阴性对照（以水为模板进

行RAA-CRISPR检测）

图2    crRNA的筛选

表 1    CRISPR-Cas13a 系统和 RT-qPCR 方法检测 KP 阳性质粒灵敏度（ x ± s）

KP质粒稀释浓度 CRISPR-KP DNA（RFU） t值 P值 RT-qPCR（CT） t值 P值

104拷贝/μl 2 255 541.13 ± 175 336.8 19.40 ＜ 0.001 24.62 ± 0.64 33.28 ＜ 0.001

103拷贝/μl  2 377 344.21  ± 206 924.54 17.46 ＜ 0.001 28.88 ± 0.35 31.73 ＜ 0.001

102拷贝/μl        2 280 285 ± 225 263.93 15.29 ＜ 0.001 32.89 ± 0.64 16.48 ＜ 0.001

10拷贝/μl   2 329 253.08 ± 100 727.42 34.97 ＜ 0.001 39.20 ± 0.36   4.72        0.0092

1拷贝/μl   1 603 755.96 ± 124 504.98 18.24 ＜ 0.001 40.06 ± 0.38   2.44        0.0713

阴性对照  290 058.33 ± 7 611.01 — — 41.01 ± 0.56 — —

注：t 值、P 值：与阴性对照相比较；“—”：无相关数据

注：KP：肺炎克雷伯菌；PA：铜绿假单胞菌；AB：鲍曼不

动杆菌；E. coli：大肠埃希菌；SP：肺炎链球菌；NC：阴性对照

（以水为模板进行RAA-CRISPR检测）。***P ＜ 0.001；ns：P ＞ 

0.05，差异无统计学意义

图3    RAA-CRISPR系统检测KP的特异性
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讨    论

KP可引起多种疾病，并容易对多种抗菌药物

产生耐药。因此，早期准确诊断KP感染对于指导

临床用药至关重要。然而现有的细菌培养检测方法

耗时相对较长，Vitek-2与质谱方法可对复杂的菌落

进行精准的菌种鉴定，但无法直接从样本中进行检

测[15-16]。分子诊断技术的发展大大提高了病原体检

测效率，RT-qPCR因其良好的灵敏度和特异性常被

用于检测病原体，但当被测样品浓度较低时则会出

现漏检[17]。数字PCR（digital droplet PCR，ddPCR）
具有超灵敏特性，但设备昂贵[18]。LAMP介导等温扩

增技术灵敏度高，但易产生气溶胶污染[19]。基于抗原

抗体反应的胶体金试纸条检测方法虽然操作便捷，

但存在假阳性[20]。

近年来CRISPR技术因其“高特异性和高灵敏

度”优势受到广泛关注，被《Nature》杂志评为

2022年七大“颠覆性”技术之一[21]。经过近几年

的发展，CRISPR-Cas13a系统已被用于检测登革

热病毒、埃博拉病毒、乙型肝炎病毒共价闭合环

状DNA（cccDNA）等多种病原体，且能够达到阿

摩尔级的灵敏度[22-24]。目前已有研究使用CRISPR-

Cas12a系统对KP进行检测，但尚未在大量临床样

本中验证[25]。Khe基因作为KP特异基因已在多个

研究中被用来鉴定KP[13-14]，因此，本研究以Khe
作为靶基因，将RAA与CRISPR检测相结合建立

了基于RAA-CRISPR的KP检测方法。与传统培养

鉴定方法（Vitek-2和质谱法）相比，基于CRISPR
的诊断可直接从样本中进行检测，操作更加简便。

与经典分子检测方法RT-qPCR相比，本研究建立的

检测方法对KP阳性质粒的检测灵敏度为1拷贝/µl，
高于RT-qPCR（10拷贝/µl）。临床样本检测以细

菌培养为金标准，RAA-CRISPR法对KP的检出率

为100%（30/30），高于RT-qPCR检出率[83.3%
（25/30）]。因此，本研究建立的RAA-CRISPR系
统检测具有良好的灵敏度和特异性。

本研究建立的RAA-CRISPR系统检测可实现对

KP的精准检测，但也存在一些局限性。首先，由于

CRISPR检测过程中Cas蛋白切割功能的随机特性[26]，

该方法目前无法用于定量分析，这也是未来需要优

化的方向。此外，该方法可直接检测临床样本，但

DNA提取仍是关键步骤。未来拟进一步简化DNA
提取流程，以提高提取效率并推动“一步法”的实

现，从而提升检测系统的便捷性和时效性，已有相

注：1～30为KP阳性样本（1～10为痰液样本，11～28为血液样本，29～30为脑脊液样本），31～50为KP阴性菌株

图4    RAA-CRISPR系统对临床样本中的KP检测

表 2    CRISPR-Cas13a 系统和 RT-qPCR 方法检测 50 份临床标本中 KP

检测方法
细菌培养（株）

灵敏度（95%CI） 特异性（95%CI） 阳性符合率（95%CI）
阳性 阴性

CRISPR-Cas13a  100%（0.859～1.000） 100%（0.800～1.000）  100%（0.859～1.000）

阳性 30 0

阴性 0 20

RT-qPCR 83.3%（0.645～0.937） 100%（0.800～1.000） 83.3%（0.645～0.937）

阳性 25 0

阴性 5 20
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关研究对此进行了探索[27-28]。

综上，本研究建立的RAA-CRISPR系统检测方

法能够实现对KP高灵敏度检测，在KP感染的快速

精准诊断方面有广阔的应用前景。
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