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摘要 目的：构建基于CRISPR Cas12a的高敏等温核酸检测方法，并评估其在支气管肺泡灌洗液及脑脊液中对于新型隐球菌

的诊断能力。方法：利用NCBI Blast确定新型隐球菌保守序列，针对保守序列，设计等温重组酶聚合酶扩增引物及 crRNA序

列。利用新型隐球菌标准菌株及其他菌株（白念珠菌、热带念珠菌、光滑念珠菌、近平滑念珠菌、金黄色葡萄球菌、脑膜炎奈瑟

菌、肺炎链球菌），提取其核酸，以评估方法的特异性及最低检测限。进一步收集临床确诊的10例肺部及10例中枢神经系统新

型隐球菌感染患者的支气管肺泡灌洗液及脑脊液，以评估本研究构建的核酸诊断方法的临床检测性能。结果：共设计6组引

物及 crRNA组合，经筛选得到1组最佳组合。本研究构建的检测方法特异性高（与7种其他类型菌株无交叉反应），最低检测

限达到5 copies/μL，整个检测流程速度快（在1 h内完成）。针对10例支气管肺泡灌洗液及10例脑脊液临床标本的阳性检出率

均为100%。结论：本研究构建的新型核酸检测方法，具有高度的特异性和良好的检测限，在临床标本检测中同样具有优良检

测性能，具备了较强的临床新型隐球菌核酸检测的应用潜力。
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highly sensitive diagnosis of Cryptococcus neoformans
YE Xin1, LIU Yinuo2, ZHANG Lei3, LUO Mingming4, LI Junyu4, ZHANG Liming4, FANG Wenjie2, LIU Xinyao5,

RAN Yuping5, PAN Weihua2, XU Bin4, LIAO Wanqing2. (1. Department of Laboratory Medicine, the First Affiliat-

ed Hospital of Xi’an Jiaotong University, Xi’an 710061, China; 2. Dermatology Department, Changzheng Hospi-

tal Affiliated to Naval Medical University, Shanghai 200003, China; 3. Dermatology Department, Shaanxi Provin-

cial People’s Hospital, Xi’an 710068, China; 4. Jiangxi Cancer Hospital, Nanchang 330029, China; 5. West Chi-

na Hospital, Sichuan University, Chengdu 610044, China)

Abstract Objective: To construct a highly sensitive isothermal nucleic acid detection method based on CRIS-

PR Cas12a and evaluate its diagnostic ability for Cryptococcus neoformans in bronchoalveolar lavage fluid and

cerebrospinal fluid. Methods: Conserved sequences of Cryptococcus neoformans were determined using NCBI

Blast, and isothermal recombinase polymerase amplification primers and crRNA sequences were designed target-

ing these conserved sequences. Nucleic acids were extracted from standard strains of Cryptococcus neoformans

and other strains (Candida albicans, Candida tropicalis, Candida glabrata, Candida parapsilosis, Staphylococ-

cus aureus, Neisseria meningitidis, Streptococcus pneumoniae) to evaluate the specificity and the lowest detec-

tion limit of the method. Furthermore, bronchoalveolar lavage fluid and cerebrospinal fluid samples from 10 clini-

cally diagnosed cases of Cryptococcus neoformans infection in the lungs and central nervous system were collect-

ed to evaluate the clinical detection performance of the nucleic acid diagnostic method constructed in this study.

Results: A total of 6 primer and crRNA combinations were designed, and 1 optimal combination was selected af-

ter screening. The detection method constructed in this study exhibited high specificity (no cross-reaction with 7

other types of strains), a lowest detection limit of 5 copies/μL, and rapid detection process (completed within 1

hour). The positive detection rates for bronchoalveolar lavage fluid and cerebrospinal fluid clinical specimens

from 10 cases each were 100%. Conclusion: The novel nucleic acid detection method constructed in this study

has high specificity and a good detection limit, demonstrating excellent detection performance in clinical speci-

men testing, and showing strong potential for clinical application in the detection of Cryptococcus neoformans nu-

cleic acids.

Keywords Cryptococcus neoformans; isothermal recombinase polymerase amplification; CRISPR Cas12a; clin-

ical diagnosis

新型隐球菌是一种环境中普遍存在的有荚膜

酵母菌，作为一种重要的机会感染性真菌，其在免

疫功能低下的个体，特别是艾滋病（AIDS）患者中的

感染率维持在较高水平。近年来，较多研究揭示了

其在免疫功能正常群体中同样也会造成感染 [1- 2]。

这种病原体常见的感染部位包括肺部及中枢神经

系统，经常导致危及生命的脑膜炎，给患者和社会

带来沉重的经济负担。隐球菌性脑膜炎的表现差

异很大，可表现为亚急性或慢性症状，如头痛、发

烧、精神状态改变，或更严重的临床表现，如癫痫和

昏迷[3-4]。因此，在临床实践中亟须开发具有超高灵

敏度及高度特异性的新型隐球菌感染诊断新方法。

以 PCR技术为代表的核酸检测作为一种新兴

的诊断方法，在新型隐球菌感染的诊断中展现出了

巨大的潜力[5]。但是PCR技术需要热循环设备及独

立分区的实验室，且其灵敏度仍不令人满意，因此

限制了其临床应用[6]。RPA-CRISPR Cas12a检测技

术是一种基于核酸放大和基因编辑的新兴诊断方

法，其结合了等温重组酶聚合酶扩增（RPA）和

CRISPR Cas12a特异性剪切系统的优势。RPA是一

种在常温下进行的核酸扩增技术，具有快速、敏感

的特点 [7]，而 CRISPR Cas12a 系统则能够在相应

crRNA引导下高度特异地识别和切割特定的DNA

序列。这种技术的组合使得其在短时间内能够检

测到极低浓度的靶标DNA，并产生明显的信号[8-9]。

然而，该技术是否能应用于新型隐球菌的核酸诊
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断，国内、外研究仍未见报道。本研究旨在开发基

于RPA-CRISPR Cas12a的新型隐球菌感染检测技

术，该技术有望成为临床诊断的一种创新方法，为

临床医生提供更加快速、精准的诊断服务，促进患

者的治疗和完善预后管理。

1 材料与方法

1.1 试剂与仪器 RPA 扩增试剂盒购自 TwistDX

Inc.（England）；LbCas12a 及相关缓冲液购自 New

England Biolabs；包含新型隐球菌保守序列的质粒

样本购自生工生物工程（上海）有限公司；DNA纯化

试剂盒购自 Invitrogen。本研究中涉及的菌株及临

床样本核酸提取与纯化均根据该试剂盒说明书进

行。

所有反应均在37℃条件下进行，利用实时荧光

PCR仪（上海宏石医疗科技有限公司）监测反应过

程中的荧光信号。反应结束后，将反应管置于紫外

灯下，肉眼观察管内荧光。

1.2 RPA引物与 crRNA的设计与筛选 利用NC-

BI Blast确定新型隐球菌保守序列，针对保守序列

（荚膜相关蛋白 mRNA），设计 RPA 扩增引物及

crRNA序列，所有引物均由生工生物工程（上海）有

限公司合成并纯化。针对包含新型隐球菌保守序

列，筛选最佳的RPA引物及 crRNA，荧光探针序列

为FAM-CCCCCC-BHQ1。

1.3 RPA-CRISPR Cas12a检测体系的组成 RPA-

CRISPR Cas12a检测体系分别由A和B两个组分准

备而成。组分A包含100 nmol/L LbCas12a、100 nmol/L

crRNA、400 nmol/L 荧光探针、1 × 2.1 NEBuffer 和

15%甘油。组分B包含29.5 μL缓冲液、一个冷冻干

燥的反应颗粒、240 nmol/L正向和反向引物、目标序

列和超纯水。上述浓度均根据最终反应体系总量

21 μL计算。反应时，将 10 μL组分A加入管底，将

9.5 μL组分B加入管壁，并加入 1 μL SuperScript IV

反转录酶（100 U/μL）及 1 μL RNase H，最后加入

0.5 μL 280 mmol/L醋酸镁；经简短离心后进行实时

荧光监测。

1.4 RPA-CRISPR Cas12a检测性能评估 首先利

用 14株非新型隐球菌的其它酵母菌（包括白念珠

菌、热带念珠菌、光滑念珠菌、克柔念珠菌、近平滑

念珠菌）及细菌（金黄色葡萄球菌、脑膜炎奈瑟菌、

肺炎链球菌）评估新型检测方法的特异性。然后利

用梯度稀释的质粒样本评估检测方法的最低检测

限，在最低检测限浓度下重复测试 14次，评估本方

法在最低检测限处的稳定性。

1.5 临床标本检测 共收集经真菌培养鉴定后临

床确诊的10例肺部及10例中枢神经系统新型隐球

菌感染患者的支气管肺泡灌洗液及脑脊液，所有涉

及临床样本的实验均经西安交通大学第一附属医

院伦理委员会批准。所有参与研究的患者均知情

同意。使用本研究中开发的检测方法检测上述样

本以评估其临床检测性能。

2 结 果

2.1 RPA引物及 crRNA筛选结果 共设计 6组引

物及 crRNA组合，图 1A中的结果表明，组合 2的检

测效果最佳，后续研究中均使用组合2。图1B展示

了组合2的具体序列及其对应靶标的位置。

2.2 检测体系特异性测试

共选取 14 株其它类型的酵母菌，包括白念珠

菌、热带念珠菌、光滑念珠菌及近平滑念珠菌，进行

DNA提取后，用本研究中的检测体系进行测试。图

2A中的实时荧光定量曲线及图2B中紫外灯下的扩

增试管图均表明没有阳性荧光信号产生。

2.3 检测体系的最低检测限 将质粒样本梯度稀

释至 100 copies/μL、10 copies/μL、5 copies/μL，对上

述 3个浓度梯度样本进行复孔检测，初步评估本方

法的最低检测限。图 3中的结果表明，上述 3个浓

度均可被成功检测。进一步在 5 copies/μL浓度下

重复测试 14次，图 4中的结果表明，在该低浓度下

14次重复检测均有阳性信号。

2.4 临床样本检测效果 图5中的结果表明，利用

本研究中的新方法检测临床确诊的 10例肺部及 10

例中枢神经系统新型隐球菌感染患者的支气管肺

泡灌洗液（图 5A）及脑脊液（图 5B）样本，均可成功

扩增，临床符合率为100%。
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A：引物及 crRNA组合筛选；B：最佳引物及 crRNA组合

及靶标序列。

图1 引物及crRNA筛选结果

A：实时荧光定量曲线；B：紫外灯下扩增试管图。

图2 特异性测试结果

A：实时荧光定量曲线；B：紫外灯下扩增试管图。

图4 5 copies/μL浓度下14次重复测试结果

A：实时荧光定量曲线；B：紫外灯下扩增试管图。

图3 最低检测限测试结果
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3 讨 论

新型隐球菌感染在临床上是一种需要重点关

注的真菌，特别是对于免疫功能受损的患者，如

HIV/AIDS患者或接受免疫抑制治疗的患者[10]。新

型隐球菌感染最常见的临床表现是隐球菌性脑膜

炎，这是一种严重的中枢神经系统感染，常常导致

死亡。除了脑膜炎外，隐球菌感染还可引起其他器

官的病变，包括肺部、皮肤和软组织等，对患者的健

康构成严重威胁[11]。

目前临床诊断新生隐球菌感染的方法主要包

括印度墨汁染色、隐球菌荚膜抗原检测及真菌培养

鉴定[12]。墨汁染色是一种常见的、简便的诊断方法，

尤其适用于初级医疗机构和资源匮乏地区。但其

灵敏度较低，在感染丰度低时可能会造成漏诊 [13]。

隐球菌荚膜抗原检测具有更高的敏感性，但其本质

作为抗原抗体反应，在交叉反应发生的情况下可能

造成误诊[14]。真菌培养鉴定是确诊新型隐球菌感染

最可靠的方法，能够确定病原体的种类并评估其对

抗真菌药物的敏感性。然而，这种方法需要较长的

操作时间和专业的实验室设备和技术，并且可能存

在环境污染风险[15]。

在新型隐球菌感染诊断方面，本研究开发的

RPA-CRISPR Cas12a检测技术已成功应用于细菌[16]

和病毒[17]的检测，因此其在真菌诊断方面同样具有

巨大的应用前景。与传统方法相比，首先，它能够

在短时间内快速检测到新型隐球菌的核酸序列，无

需复杂的培养过程，从而缩短了诊断时间；其次，这

种技术具有高度的特异性，能够准确区分新型隐球

菌和其他真菌及细菌的感染，避免了误诊。本方法

操作简便、成本较低，反应条件温和（在37 ℃条件下

等温进行），不需要多区分割的多间实验室，同样适

用于资源匮乏地区新型隐球菌感染的诊断。此外，

本研究中开发的方法检测目标为mRNA，当检测到

RNA存在，则表明存在活菌感染。相比之下，死菌

不会进行转录活动，因此不会释放RNA。通过本技

术检测RNA的存在与否，可以帮助区分活菌和死菌

感染，为精准诊断和预后评估提供支持[18]。

本研究具有一定的局限性，例如，用于检测的

临床样本数量有限，未来仍须开展大样本量的前瞻

性研究，进一步系统评估本方法的临床实际应用潜

能。

综上，本研究开发的基于RPA-CRISPR Cas12a

的高敏核酸诊断方法有助于提高新型隐球菌感染

的早期诊断率和准确性，为患者提供更及时、有效

的治疗，减少疾病的严重后果，对于临床实践具有

重要意义。
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