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胰岛素注射和血糖监测是T2DM 患者治疗过程

中不可或缺的血糖控制手段和监测方法。对于多数

T2DM患者,早期胰岛素治疗能够得到更多的临床获
益[7-9]。有研究表明,胰岛素注射和血糖监测恐惧是
糖尿病患者不愿意接受胰岛素治疗和血糖监测的主
要原因[10]。因此,减轻糖尿病患者胰岛素注射和血糖
监测恐惧对提高胰岛素治疗意愿和血糖监测依从性
具有重要临床意义。

新疆地区属于少数民族聚集区,有特殊的民俗文
化和人口社会学特征,该地区T2DM人群的胰岛素注
射和血糖监测恐惧可能不同。另外,国外一项研究表
明,随着糖尿病病程延长,胰岛素注射及血糖监测的
恐惧程度逐渐降低[11],这也提示新诊断T2DM 患者
的胰岛素注射及血糖监测的恐惧程度可能更为严重。
但是目前关于新疆地区新诊断T2DM 患者对胰岛素
注射和血糖监测恐惧现状尚不清楚,相关影响因素也
尚未见报道。

本研究调查数据显示,新疆地区新诊断T2DM患
者胰岛素注射及血糖监测恐惧的发生率为45.4%,发
生恐惧组患者胰岛素治疗意愿低于未发生恐惧组
(P<0.05),表明新疆地区新诊断T2DM患者胰岛素
注射及血糖监测恐惧较为常见,且明显制约了患者启
动胰岛素治疗,进一步提示了探讨胰岛素注射及血糖
监测恐惧相关因素的重要性,为提高新诊断T2DM患
者胰岛素治疗和血糖监测意愿和规范化行为提供参
考依据。

进一步行多因素Logistic回归分析显示,性别、
年龄、民族、糖尿病家族史、并发症、胰岛素和血糖监
测认知均是新疆新诊断T2DM 患者胰岛素注射和血
糖监测恐惧的影响因素(P<0.05)。女性和年龄<60
岁的新诊断T2DM患者发生胰岛素注射及血糖监测
恐惧比例分别高于男性和年龄≥60岁患者。该结果
中女性糖尿病患者更容易发生恐惧与FU等[12]等研
究中发现胰岛素延迟治疗的糖尿病患者中女性对胰
岛素注射及血糖监测恐惧高于男性的结果类似。分
析原因为个体的疼痛感受与胰岛素注射及血糖监测
恐惧密切相关[13],较男性相比,女性对疼痛可能更为
敏感,更容易出现恐惧。随着年龄的增长,患者对疼
痛的耐受能力可能更强,而且患者可能合并周围神经
病变,疼痛敏感性下降[14],对胰岛素注射和血糖监测
带来的疼痛感觉弱于年轻患者,由此胰岛素注射和血
糖监测恐惧发生风险相对低于年轻患者。与汉族患
者相比,少数民族患者更容易发生胰岛素注射和血糖
监测恐惧,这可能与少数民族患者健康意识薄弱和疾
病认知水平差的因素有关[15]。本研究显示,糖尿病家
族史和存在并发症是新诊断T2DM 患者发生胰岛素
注射及血糖监测恐惧的保护因素(P<0.05)。当新诊
断T2DM患者有糖尿病家族史时,患者一方面因亲属
患有糖尿病对糖尿病的疾病认知更为全面[16],另一方
面家属可能正在接受胰岛素治疗和血糖监测,患者更
能明白胰岛素治疗和血糖监测对疾病治疗的意义,因

此有糖尿病家族史的新诊断T2DM 患者胰岛素注射
和血糖监测恐惧的程度相对较低。当患者并发糖尿
病肾病、糖尿病视网膜病变、糖尿病周围神经病变等
并发症时,新诊断T2DM患者则会认为自己的疾病更
为严重,更需要接受胰岛素注射治疗和血糖监测,因
此发生胰岛素注射和血糖监测恐惧的风险较无合并
症的患者低。与具有正确胰岛素和血糖监测认知者
相比,存在错误胰岛素和血糖监测认知 的 新 诊 断

T2DM患者更容易发生胰岛素注射及血糖监测恐惧。
分析原因为患者对胰岛素注射及血糖监测的认知常
常存在片面性,部分患者甚至认为使用胰岛素会成
瘾,部分曾经出现过低血糖不良反应患者则认为应用
胰岛素一定会出现低血糖,部分患者认为血糖监测对
疾病控制意义不大[17],由此产生恐惧心理。

综上所述,新疆地区新诊断T2DM患者具有较高
的胰岛素注射及血糖监测恐惧发生率。女性、年龄<
60岁、少数民族、错误胰岛素和血糖监测认知是发生
恐惧的危险因素,糖尿病家族史和存在并发症是发生
恐惧的保护因素。因此,应当全面收集患者资料,对
女性、年龄<60岁、少数民族及存在错误胰岛素和血
糖监测认知的新诊断T2DM患者给予更多关注,针对
患者具体情况,可以从加强健康教育和心理疏导等多个
方面干预,避免或减轻胰岛素注射及血糖监测恐惧。
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  摘 要:目的 探讨舌压抗阻训练联合神经肌肉电刺激(NMES)在卒中后吞咽障碍患者中的应用效果,并

分析对功能性经口摄食量表(FOIS)评分、诱发电位、神经营养因子及并发症的影响。方法 选取2022年1月

至2023年3月就诊于湖南省人民医院/湖南师范大学附属第一医院的99例卒中后吞咽障碍患者作为研究对

象,采用随机数字表法将分为联合组、对照A组、对照B组,每组33例。对照A组采取舌压抗阻训练,对照B
组采取NMES,联合组采取舌压抗阻训练联合NMES,干预时间均为4周。观察并比较3组临床疗效、干预前

后洼田饮水试验评分、FOIS评分、清蛋白(ALB)、前清蛋白(PA)、转铁蛋白(TRF)、脑源性神经营养因子(BD-
NF)、神经生长因 子 (NGF)、胰 岛 素 样 生 长 因 子-1(IGF-1)水 平 及 并 发 症 情 况。结果 联 合 组 总 有 效 率

(90.91%)高于对照A组(66.67%)、对照B组(69.70%),差异均有统计学意义(P<0.05)。重复测量方差分

析结果显示,3组洼田饮水试验、FOIS评分均存在时间、组间、交互效应(P<0.05)。单因素重复测量方差分析

结果显示,干预2周、4周后,3组洼田饮水试验评分均低于干预前,FOIS评分均高于干预前,差异均有统计学

意义(P<0.05)。多变量方差分析结果显示,干预前,3组洼田饮水试验、FOIS评分比较,差异均无统计学意义

(P>0.05);干预2周、4周后,联合组洼田饮水试验评分均低于对照A组、对照B组,FOIS评分高于对照A组、
对照B组,差异均有统计学意义(P<0.05)。重复测量方差分析结果显示,3组血清ALB、PA、TRF水平均存

在时间、组间、交互效应(P<0.05)。单因素重复测量方差分析结果显示,干预2周、4周后,3组血清ALB、PA、
TRF水平均高于干预前,差异均有统计学意义(P<0.05)。多变量方差分析结果显示,干预前,3组血清ALB、
PA、TRF水平比较,差异均无统计学意义(P>0.05)。干预2周、4周后,联合组血清ALB、PA、TRF水平高于

对照A组、对照B组,差异均有统计学意义(P<0.05)。重复测量方差分析结果显示,3组血清BDNF、NGF、
IGF-1水平均存在时间、组间、交互效应(P<0.05)。单因素重复测量方差分析结果显示,干预4周后,联合组、
对照B组血清BDNF、NGF、IGF-1水平均高于干预前,差异均有统计学意义(P<0.05)。多变量方差分析结果

显示,干预前,3组血清BDNF、NGF、IGF-1水平比较,差异均无统计学意义(P>0.05);干预2周、4周后,联合

组、对照B组血清BDNF、NGF、IGF-1水平高于对照A组,差异均有统计学意义(P<0.05)。联合组并发症总

发生率(6.06%)低于对照A组(30.30%)、对照B组(27.27%),差异均有统计学意义(P<0.05)。结论 舌压

抗阻训练联合NMES治疗卒中后吞咽障碍患者效果可靠,可有效调控神经营养因子,促进神经功能修复,从而

改善吞咽障碍,增强机体营养状态,且安全性高。
关键词:神经肌肉电刺激; 舌压; 抗阻; 反馈; 卒中; 吞咽障碍
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tions.Methods A
 

total
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with
 

post-stroke
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who
 

were
 

treated
 

in
 

Hunan
 

Provincial
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Hospital/the
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Affiliated
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Hunan
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2022
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the
 

research
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control
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33
 

cases
 

in
 

each
 

group.The
 

control
 

group
 

A
 

was
 

given
 

tongue
 

pressure
 

resistance
 

training,the
 

control
 

group
 

B
 

was
 

given
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the
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growth
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(NGF),insulin-like
 

growth
 

factor-1
 

(IGF-1)
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(90.91%)
 

was
 

higher
 

than
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significant
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time,inter-group,and
 

interaction
 

effects
 

in
 

the
 

WST
 

and
 

FOIS
 

scores
 

of
 

the
 

three
 

groups
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intervention,
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statistically
 

significant
 

(P<0.05).The
 

results
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multivariate
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variance
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statistically
 

significant
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analysis
 

of
 

variance
 

showed
 

that
 

after
 

4
 

weeks
 

of
 

interven-
tion,the

 

serum
 

levels
 

of
 

BDNF,NGF
 

and
 

IGF-1
 

in
 

combination
 

group
 

and
 

control
 

group
 

B
 

were
 

higher
 

than
 

those
 

before
 

intervention,and
 

the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).Multivariate
 

analysis
 

of
 

variance
 

showed
 

that
 

there
 

were
 

no
 

statistically
 

significant
 

differences
 

in
 

serum
 

BDNF,NGF
 

and
 

IGF-1
 

levels
 

among
 

the
 

three
 

groups
 

before
 

intervention
 

(P>0.05).After
 

2
 

and
 

4
 

weeks
 

of
 

intervention,the
 

serum
 

levels
 

of
 

BDNF,NGF
 

and
 

IGF-1
 

in
 

the
 

combined
 

group
 

and
 

the
 

control
 

group
 

B
 

were
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

the
 

control
 

group
 

A,and
 

the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).The
 

total
 

incidence
 

of
 

complications
 

in
 

the
 

combined
 

group
 

(6.06%)
 

was
 

lower
 

than
 

that
 

in
 

the
 

control
 

group
 

A
 

(30.30%)
 

and
 

the
 

control
 

group
 

B
 

(27.27%),and
 

the
 

difference
 

was
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).Conclusion Tongue
 

pressure
 

resistance
 

training
 

combined
 

with
 

NMES
 

is
 

reliable
 

in
 

the
 

treatment
 

of
 

patients
 

with
 

dysphagia
 

after
 

stroke,which
 

can
 

effectively
 

regulate
 

neurotrophic
 

factors,promote
 

the
 

repair
 

of
 

nerve
 

function,thereby
 

improving
 

dysphagia
 

and
 

enhancing
 

the
 

nutritional
 

status
 

of
 

the
 

body,with
 

high
 

safety.
Key

 

words:neuromuscular
 

electrical
 

stimulation; tongue
 

pressure; resistance; feedback; stroke; 
dysphagia

  吞咽障碍是脑卒中常见并发症,是由脑、舌、咽及
其相关神经组织出现损伤导致吞咽相关肌群运动失
调引起[1]。吞咽障碍发生后,患者出现明显进食障
碍,易出现营养不良,且继发流涎、误吸、肺部感染、心
理障碍等风险较高,极大降低患者生活质量,严重者
还会造成卒中后死亡[2]。因此,临床亟待探索有效治

疗吞咽障碍的方案。舌压抗阻训练是一种物理训练
方式,通过训练舌体、口唇等肌肉组织提升肌群协调
性与灵活度[3]。神经肌肉电刺激(NMES)是无创电
流刺激方式,可通过高效低频脉冲电流刺激咽喉部肌
肉,诱导重建吞咽反射弧,实现神经功能重塑和恢
复[4]。虽已有研究将舌压抗阻训练与NMES联合方
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案应用于吞咽障碍的治疗,但一方面相关研究并不广
泛,临床适用性暂未得以完全证实;另一方面现有研
究主要集中于在 NMES基础上予以舌压抗阻训练,
对于单纯舌压抗阻训练与其联合NMES技术间的疗
效差异研究较少。此外,神经再生是卒中后吞咽障碍
患者吞咽功能改善的重要途径,既往研究较少涉及舌
压抗阻训练协同 NMES对患者神经再生的影响机
制。鉴于此,本研究采用随机对照研究法对 NMES
技术、舌压抗阻训练单一与联合方案进行分析,旨在
为NMES联合舌压抗阻训练方案的推广提供参考
依据。
1 资料与方法

1.1 一般资料 选取2022年1月至2023年3月就
诊于湖南省人民医院/湖南师范大学附属第一医院的

99例卒中后吞咽障碍患者作为研究对象,采用随机数
字表法将其分为联合组、对照 A组、对照B组,每组

33例。纳入标准:经头颅CT检查确诊,符合脑出血/
脑梗死诊断标准[5-6];均为新发卒中患者;洼田饮水试
验≥3级,为中重度吞咽障碍;病程≤30

 

d;患者已度
过危险期,病情稳定,意识清楚;均在本院接受相关治
疗。排除标准:合并或既往存在颅脑损伤、气管切开、
重症肌无力等其他原因引起的吞咽障碍者;合并严重
器官功能障碍者;存在认知功能、感觉功能障碍者;依
从性差,无法配合完成训练计划者;中途退出研究者。
3组一般资料比较,差异均无统计学意义(P>0.05),
具有可比性。见表1。所有研究对象及其亲属均知情
同意本研究并签署知情同意书。本研究通过本院医
学伦理委员会审核批准[(2023)-208]。

表1  3组一般资料比较[n/n或n(%)或x±s]

组别 n 男/女
年龄

(岁)
病程

(d)
体质量指数

(kg/m2)

分型

脑梗死 脑出血

住院时间

(周)

联合组 33 19/14 36.45±1.67 15.01±2.03 22.94±0.96 29(87.88) 4(12.12) 4.65±0.29
对照A组 33 22/11 37.15±2.82 14.41±1.83 23.14±1.03 27(81.82) 6(18.18) 4.71±0.30
对照B组 33 20/13 36.79±1.93 14.30±2.15 23.46±1.31 30(90.91) 3(9.09) 4.68±0.28
F/χ2 0.598 0.839 1.196 1.842 1.240 0.353
P 0.742 0.435 0.307 0.164 0.538 0.704

1.2 方法 3组均接受营养支持等对症治疗,并依据
患者病情恢复情况开展面颊肌、舌肌、颈部、口唇运
动、冷刺激、呼吸指导等康复护理。3组抗阻训练均由
同一名高年资康复科医生协助开展,且 NMES也经
同一名医生实施。
1.2.1 对照 A 组 接受舌压抗阻训练。(1)舌主
动-辅助运动:用压舌板依次刺激患者舌头、左侧嘴
角,嘱患者舌头向左运动,5个为1组,每天1组,每周

6
 

d。(2)舌压抗阻训练:舌后缩抗阻训练:取纱布拉住
患者舌前部,给予适当向前拉力,指导患者尽力向后
缩舌,与治疗师施压压力形成对抗,达最大限度维持

4~10
 

s。(3)吸棉签训练:取棉签置于患者舌前部及
上腭间,嘱患者舌面向上压,尽力吸干棉签上液体。
(4)舌搅拌能力训练:取干净纱布稍微沾湿,置于患者
口中,嘱患者在口腔内搅拌纱布,直至成为一团。(5)
Mssako训练:指导患者牙齿咬住舌尖,尽力将舌体置
于靠前处,用力吞咽,感受咽后壁向前收缩、舌根收缩
的力量。
1.2.2 对照B组 接受NMES。仪器选择HB62DE
型吞咽神经和肌肉电刺激仪,指导患者取舒适仰卧
位,分别在患者舌骨上方、甲状腺切迹下方置入2组
电极(每组包括2块电极)对喉部肌肉进行电刺激治
疗,设置仪器参数,波形:三角波,刺激强度:2.5~1.0

 

mA,频率:30~80
 

Hz,波宽:700
 

ms,每天1次,每次
治疗20

 

min,连续治疗5
 

d,休息2
 

d,开始下次治疗,
共治疗4周。
1.2.3 联合组 接受舌压抗阻训练(具体方法同对
照A组)+NMES(具体方法同对照B组),每天完成

NMES治疗后,间隔30~60
 

min开始舌压抗阻训练,
连续干预4周。
1.3 观察指标

1.3.1 临床疗效 参照相关文献[5-6]并依据洼田饮
水试验情况对治疗效果进行评估,临床治愈:洼田饮
水试验好转至1级,患者能正常进食;显效:洼田饮水
试验好转至2级或较干预前改善2级及以上;有效:
洼田饮水试验好转至3级或较干预前改善1级;无
效:洼田饮水试验无改善,甚至分级增加;总有效率=
有效率+显效率+临床治愈率。
1.3.2 洼田饮水试验[7] 干预前、干预2周后、干预

4周后协助患者保持舒适坐位,平静状态下,指导其尝
试饮用30

 

mL温开水,若患者在5
 

s内顺利饮下,无
不适反应,为1级,记为1分;若患者分2次及以上并
在5~10

 

s内饮下,期间未出现呛咳,为2级,记为2
分;若患者5~10

 

s内一次饮下全部温开水,但有呛咳
发生,为3级,记为3分;若患者在10

 

s内分2次及以
上饮下,并出现呛咳,为4级,记为4分;若患者连续
出现呛咳,且10

 

s内未能饮下温水,为5级,记为5
分;等级越高提示吞咽功能越差。
1.3.3 经口进食评分 采用功能性经口摄食量表
(FOIS)[8]评估3组干预前、干预2周后、干预4周后
吞咽障碍情况,共分为7级:完全无法经口进食,为1
级;需采用鼻饲管营养供给,仅能接受少量食物或液
体,为2级;不能经口进食,可采用鼻饲管供给大部分
营养,为3级;可经口进食,但食物浓度固定且单一,
为4级;可经口进食,能接受多种浓度食物,但仍需特
殊处理,为5级;完全可经口进食,食物浓度按需准
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备,不需要特殊处理,但饮食食物种类单一,为6级;
患者完全可经口进食,无其他限制,为7级。1~7组
分别对应1~7分。
1.3.4 生化指标 干预前、干预2周后、干预4周后
指导患者空腹8

 

h,次日清晨取真空采血管采集静脉
血5

 

mL,以3
 

000
 

r/min转速离心10
 

min,抽取上层
血清置于超低温(-80

 

℃)冰柜保存,仪器选择伯乐

imark酶标仪,采用酶联免疫吸附试验测定3组胰岛
素样生长因子-1(IGF-1)、神经生长因子(NGF)、脑源
性神经营养因子(BDNF)水平。采用日本 HITACHI
的7600-020型 全 自 动 生 化 分 析 仪 测 定 前 清 蛋 白
(PA)、清蛋白(ALB)、转铁蛋白(TRF)。
1.3.5 并发症情况 统计3组干预4周期间肺部感
染、脱水、误吸、营养不良等出现情况。
1.4 统计学处理 采用SPSS22.0统计软件进行数
据处理与统计分析。符合正态分布的计量资料以

x±s表示,多组间比较采用单因素方差分析,多组间
两两比较采用LSD-t检验。重复测量资料进行重复
测量方差分析,若存在交互效应,则进一步做单独效
应分析,通过单因素重复测量方差分析组内效应,通
过多变量方差分析组间效应。计数资料以例数或百
分率表示,组间比较采用χ2 检验。以P<0.05为差
异有统计学意义。
2 结  果

2.1 3组临床疗效比较 联合组总有效率(90.91%)
高于对照A组(66.67%)、对照B组(69.70%),差异
均有统计学意义(χ2=6.270,P=0.044)。见表2。
2.2 3组洼田饮水试验、FOIS评分比较 重复测量
方差 分 析 结 果 显 示,3 组 洼 田 饮 水 试 验(F组间 =
14.765、P组间<0.001,F时间=36.459、P时间<0.001,
F交互=22.107、P交互 <0.001)、FOIS评分(F组间 =
12.693、P组间<0.001,F时间=22.624、P时间<0.001,

F交互=17.854、P交互<0.001)均存在时间、组间、交互
效应(P<0.05)。单因素重复测量方差分析结果显
示,干预2周、4周后,3组洼田饮水试验评分均低于
干预前,FOIS评分均高于干预前,差异均有统计学意
义(P<0.05)。多变量方差分析结果显示,干预前,3
组洼田饮水试验、FOIS评分比较,差异均无统计学意
义(P>0.05);干预2周、4周后,联合组洼田饮水试
验评分均低于对照 A组、对照B组,FOIS评分高于
对照A 组、对照 B组,差异均有统计学意义(P<
0.05)。见表3。

表2  3组临床疗效比较[n(%)]
组别 n 临床治愈 显效 有效 无效 总有效

联合组 3311(33.33) 15(45.45) 4(12.12) 3(9.09) 30(90.91)ab

对照A组33 6(18.18) 11(33.33) 5(15.15) 11(33.33) 22(66.67)
对照B组33 5(15.15) 11(33.33) 7(21.21) 10(30.30) 23(69.70)

  注:与对照 A 组总有效比较,aP<0.05;与对照 B组总有效比

较,bP<0.05。

2.3 3组血清PA、ALB、TRT水平变化比较 重复
测量 方 差 分 析 结 果 显 示,3 组 血 清 ALB(F组间 =
13.658、P组间<0.001,F时间=18.475、P时间<0.001,
F交互=15.118、P交互 <0.001)、PA(F组间 =14.021、
P组间<0.001,F时间 =19.627、P时间 <0.001,F交互=
16.347、P交互<0.001)、TRF(F组间=12.528、P组间<
0.001,F时间=16.594、P时间<0.001,F交互=13.529、
P交互<0.001)水平均存在时间、组间、交互效应(P<
0.05)。单因素重复测量方差分析结果显示,干预2
周、4周后,3组血清ALB、PA、TRF水平均高于干预
前,差异均有统计学意义(P<0.05)。多变量方差分
析结果显示,干预前,3组血清ALB、PA、TRF水平比
较,差异均无统计学意义(P>0.05)。干预2周、4周
后,联合组血清ALB、PA、TRF水平高于对照A和对
照B组,差异均有统计学意义(P<0.05)。见表4。

表3  3组洼田饮水试验、FOIS评分比较(x±s,分)

组别 n
洼田饮水试验

干预前 干预2周后 干预4周后

FOIS评分

干预前 干预2周后 干预4周后

联合组 33 4.13±0.34 2.83±0.41abc 1.64±0.32abc 2.62±0.68 4.30±0.72ab 5.25±0.58ab

对照A组 33 4.21±0.35 3.25±0.43a 2.00±0.41a 2.74±0.71 3.83±0.68a 4.77±0.54a

对照B组 33 4.18±0.33 3.40±0.40a 2.16±0.43a 2.76±0.73 3.57±0.64a 4.55±0.51a

F 0.466 16.847 15.42 0.379 9.748 14.284
P 0.629 <0.001 <0.001 0.686 <0.001 <0.001

  注:与同组干预前比较,aP<0.05;与干预后同一时间点对照A组比较,bP<0.05;与干预后同一时间点对照B组比较,cP<0.05。

2.4 3组血清BDNF、NGF、IGF-1水平比较 重复
测量方差分析结果显示,3组血清 BDNF(F组间 =
8.326、P组间 <0.001,F时间=11.628、P时间 <0.001,
F交互=9.857、P交互 <0.001)、NGF(F组间 =7.625、
P组间<0.001,F时间 =10.774、P时间 <0.001,F交互 =
8.102、P交互<0.001)、IGF-1(F组间=13.659、P组间<
0.001,F时间=19.689、P时间<0.001,F交互=15.332、
P交互<0.001)水平均存在时间、组间、交互效应(P<

0.05)。单因素重复测量方差分析结果显示,干预4
周后,联合组、对照B组血清BDNF、NGF、IGF-1水
平均高于干预前,差异均有统计学意义(P<0.05)。
多变量方差分析结果显示,干预前,3组血清BDNF、
NGF、IGF-1水平比较,差异均无统计学意义(P>
0.05);干预2周、4周后,联合组、对照B组血清BD-
NF、NGF、IGF-1水平高于对照 A组,差异均有统计
学意义(P<0.05)。见表5。
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表4  3组血清PA、ALB、TRT水平比较(x±s,g/L)

组别 n
ALB

干预前 干预2周后 干预4周后

PA

干预前 干预2周后 干预4周后

联合组 33 36.64±4.46 43.69±3.74abc 48.95±3.634abc 0.22±0.07 0.30±0.034abc 0.35±0.054abc

对照A组 33 37.15±3.67 40.00±4.32a 43.34±4.21a 0.21±0.08 0.26±0.05a 0.29±0.04a

对照B组 33 36.96±4.10 39.87±3.96a 44.10±3.75a 0.20±0.09 0.25±0.04a 0.28±0.06a

F 0.131 9.636 20.393 0.510 13.860 18.429
P 0.877 <0.001 <0.001 0.602 <0.001 <0.001

组别 n
TRF

干预前 干预2周后 干预4周后

联合组 33 2.22±0.50 3.12±0.524abc 3.89±0.614abc

对照A组 33 2.11±0.60 2.63±0.41a 2.64±0.50a

对照B组 33 2.16±0.48 2.70±0.46a 2.60±0.48a

F 0.357 10.695 62.481
P 0.700 <0.001 <0.001

  注:与同组干预前比较,aP<0.05;与干预后同一时间点对照A组比较,bP<0.05;与干预后同一时间点对照B组比较,cP<0.05。

2.5 3组并发症情况比较 联合组并发症发生率
(6.06%)低 于 对 照 A 组 (30.30%)、对 照 B 组

(27.27%),差异均有统计学意义(P<0.05)。见
表5。

表5  3组血清BDNF、NGF、IGF-1水平比较(x±s)

组别 n
BDNF(pg/mL)

干预前 干预2周后 干预4周后

NGF(pg/mL)

干预前 干预2周后 干预4周后

联合组 33 16.57±4.12 18.96±5.67a 26.35±4.58ab 21.63±4.02 26.04±4.69a 30.36±5.12ab

对照A组 33 15.96±4.60 16.00±3.96 16.10±5.10 22.10±3.96 22.96±3.74 22.63±4.57
对照B组 33 16.20±3.85 18.75±5.00a 24.96±4.67ab 21.74±4.76 25.78±4.96a 29.68±5.36ab

F 0.177 3.708 44.489 0.110 4.768 23.918
P 0.838 0.028 <0.001 0.896 0.011 <0.001

组别 n
IGF-1(μg/mL)

干预前 干预2周后 干预4周后

联合组 33 76.69±10.67 82.00±12.67a 104.28±12.36ab

对照A组 33 78.10±9.12 80.65±11.28 79.62±10.57
对照B组 33 75.98±7.85 81.59±10.57a 102.67±11.96ab

F 0.446 0.119 46.237
P 0.642 0.888 <0.001

  注:与同组干预前比较,aP<0.05;与干预后同一时间点对照A组比较,bP<0.05;与干预后同一时间点对照B组比较,cP<0.05。

表6  3组并发症情况比较[n(%)]
组别 n 肺部感染  误吸 营养不良  脱水 总发生

联合组 33 1(3.03) 0(0.00) 1(3.03) 0(0.00) 2(6.06)
对照A组 33 3(9.09) 4(12.12) 2(6.06) 1(3.03) 10(30.30)a

对照B组 33 2(6.06) 3(9.09) 3(9.09) 1(3.03) 9(27.27)a

  注:与联合组比较,aP<0.05。

3 讨  论

  老年卒中后合并吞咽障碍患者因进食障碍、饮水

呛咳阻碍营养物质获取与吸收,严重影响预后[9]。探

究有效治疗方式一直是临床研究重点。
3.1 舌压抗阻训练的应用效果分析 临床研究指

出,针对性、重复、规范的舌压抗阻训练能显著改善患

者舌体周围肌肉功能及协调性,还能反向刺激吞咽相

关神经调控路径,有助于脑神经修复[10-11]。本研究结

果显示,干预2周、4周后,联合组洼田饮水试验评分

均低于对照 A组、对照B组,FOIS评分高于对照 A
组、对照B组,差异均有统计学意义(P<0.05)。说

明联合舌压抗阻训练可有效改善患者吞咽功能。舌

压抗阻训练是通过舌肌活动调整与吞咽相关肌肉运

动协调性,通过舌主动-辅助运动、舌后缩抗阻训练、吸
棉签训练、舌搅拌能力训练、Mssako训练持续性给予

舌部感觉刺激,促使舌肌产生有效推力,从而训练咽

喉肌肉及局部肌力协调能力,并可反馈于咽喉部吞咽

调节神经[12]。因中枢神经系统具有较高的功能可塑

性,舌压抗阻训练中反复长效刺激可促使中枢神经重

建运动投射传导,促使功能损伤组织恢复结构与功

能[13]。专项舌压抗阻训练充分锻炼舌肌相关肌群协

调性,不断改变舌流体静压,提升舌肌力量,恢复舌头

正常活动功能,且物理方式安全无创,可循序渐进改

善舌部 功 能,增 强 舌 体 抗 阻 能 力,从 而 改 善 吞 咽

功能[14]。
3.2 NMES的应用效果分析 NMES是通过适当频

率的电流作用于咽喉部,刺激并启动引起吞咽障碍的

神经-肌肉组织活性,恢复调节吞咽过程的功能[15]。
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本研究联合NMES治疗,发现干预2周、4周后,联合

组血清ALB、PA、TRF水平高于对照 A组和对照B
组,差异均有统计学意义(P<0.05)。提示NMES联

合治疗可调控机体营养状态,这可能与该组患者吞咽

功能好转更明显有关。且CAMPOS等[16]在机械通

气患者早期活动中增加NMES,发现,患者住院时间

更短、肌肉力量更好。CARSON等[17]同样在瘫痪患

者中证实 NMES的促神经修复及代偿肢体障碍功

能。从机制角度分析,NMES以外源性电流刺激替代

内源性神经,驱动外周神经等组织,募集传出与传入

纤维,引起吞咽相关运动神经元兴奋,产生肌肉收缩,
可补偿吞咽障碍,完成吞咽活动[18]。邢彬等[19]在报

道中 指 出,不 同 频 率 NMES发 挥 作 用 不 同,高 频

(45~60
 

Hz)电流能有效刺激肌肉毛细血管生成,引
起肌纤维表型转换,提升肌肉活动能力,且NMES作

用于咽喉部促使肌肉产生非自主性收缩,避免周围组

织因去神经支配造成肌纤维损失,有助于保持肌肉结

构及功能完整性[20]。同时NMES发射电流信号引起

运动神经轴突去极化,直接将下行信号输送至运动终

板,引起肌肉或神经干活动,启动肌肉感觉纤维,实现

吞咽运动神相关经元去极化,有助于重建吞咽反射

弧,改善吞咽障碍,提升治疗效果[21]。
相关研究证实,训练后神经再生及重新支配相关

肌肉改善程度与神经肌肉接头相关介质的稳态可塑

性密切相关[22]。刺激后运动单位扩张依靠末端和节

点轴突萌芽与原始轴突结构在突触处完成新的神经

肌肉连接,而神经营养因子供给充足是轴突再生的重

要基础[23]。其中NGF可调控神经细胞增殖、发育和

损伤修复,IGF-1参与神经细胞增殖分化,两者均具有

神经保护功能[24]。另BDNF是介导轴突再生的重要

因子,可调控酪氨酸激酶受体B信号通路,加速轴突

萌芽,并传递下游信号,促使轴突萌芽与肌肉纤维建

立神经肌肉接头,还能特异性结合神经末梢p75受

体,避免轴突过度分化,实现功能连接,恢复吞咽调控

功能[25]。本研究结果中,干预2周、4周后,联合组、
对照B组血清BDNF、NGF、IGF-1水平高于对照 A
组,差异均有统计学意义(P<0.05)。干预4周后,联
合组、对照B组血清BDNF、NGF、IGF-1水平均高于

干预前,差 异 均 有 统 计 学 意 义(P<0.05)。说 明

NMES治疗可有效提高神经营养因子表达水平。低

频脉冲电流可通过改善大脑血液循环,促进受损神经

末端轴突再生,加快神经轴突与肌肉效应器之间的反

馈,从 而 激 活 神 经 细 胞,发 挥 神 经 营 养 的 作 用。
KIMURA等[26]表示,增加NMES治疗可显著提升血

清BDNF。张瑞等[27]研究也显示,在常规西药及康复

治疗基础上辅以NMES,可加强脑梗死患者脑部血流

灌注,促进脑组织损伤恢复。
3.3 舌 压 抗 阻 训 练 联 合 NMES 的 应 用 效 果 分

析 本研究结果还显示,联合组总有效率(90.91%)
高于对照A组(66.67%)、对照B组(69.70%),差异

均有统计学意义(P<0.05)。与付婷婷等[28]研究观

点相似,说明联合治疗效果优于单一治疗方案。另有

报道指出,吞咽障碍患者因水分、食物经口摄入困难,
患者易出现噎食、呛咳,还可能出现误吸等引起窒息,增
加肺炎发生率[29]。本研究结果显示,联合组并发症发

生率(6.06%)低于对照 A 组(30.30%)、对照 B组

(27.27%),差异均有统计学意义(P<0.05)。这是因

为联合方案一方面通过舌压抗阻训练增强舌体移动、抵
抗阻力、搅拌等能力以增强肌群力量,另一方面NMES
可作用于受损神经组织,促进神经功能好转,从而改善

吞咽障碍,降低营养供给障碍引起的多种并发症。
综上所述,NMES与舌压抗阻训练联合应用于卒

中后吞咽障碍患者中,可提升吞咽相关肌群功能,上
调神经营养因子,促进神经组织修复,从而改善吞咽

困难,效果安全可靠。但本研究样本量较小、干预时

间较短,下一步还需开展深入研究以验证本文结论。
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  摘 要:2019年,新型冠状病毒感染疫情的爆发对快速、特异、灵敏、简便且廉价的诊断技术提出了迫切需

求,分子诊断技术成为备受关注的热点。但目前常用的聚合酶链反应分子诊断技术存在诸多局限性。近年来,
新兴的规律间隔成簇短回文重复序列及其相关蛋白(CRISPR/Cas)系统作为新型基因编辑工具为解决上述需

求提供了可能。本研究综述了CRISPR/Cas系统的作用机制,并以不同Cas蛋白类型为线索,重点综述了多种

CRISPR分子诊断技术及平台的原理及应用,同时关注其在病毒检测领域中的研究进展,并对CRISPR分子诊

断技术的发展现状进行了总结。尽管CRISPR分子诊断技术目前处于起步阶段,存在污染、脱靶效应及序列依

赖等局限性,该技术在分子诊断领域仍表现出革命性的发展潜力。
关键词:CRISPR; 分子诊断; Ⅱ类Cas蛋白; 病毒检测; 小分子检测
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Abstract:In

 

2019,the
 

outbreak
 

of
 

COVID-19
 

put
 

forward
 

an
 

urgent
 

need
 

for
 

rapid,specific,sensitive,sim-
ple

 

and
 

inexpensive
 

diagnostic
 

techniques,and
 

molecular
 

diagnostic
 

techniques
 

have
 

attracted
 

much
 

attention.
However,the

 

commonly
 

used
 

polymerase
 

chain
 

reaction
 

molecular
 

diagnostic
 

technology
 

has
 

many
 

limita-
tions.In

 

recent
 

years,the
 

emerging
 

clustered
 

regularly
 

interspaced
 

short
 

palindromic
 

repeats
 

and
 

associated
 

proteins
 

(CRISPR/Cas)
 

system
 

as
 

a
 

new
 

gene
 

editing
 

tool
 

provides
 

the
 

possibility
 

to
 

solve
 

the
 

above
 

needs.
This

 

review
 

introduces
 

the
 

mechanism
 

of
 

CRISPR/Cas
 

system,and
 

focuses
 

on
 

the
 

principle
 

and
 

application
 

of
 

various
 

CRISPR
 

molecular
 

diagnostic
 

techniques
 

and
 

platforms
 

based
 

on
 

different
 

Cas
 

protein
 

types.Mean-
while,it

 

also
 

focuses
 

on
 

the
 

research
 

progress
 

in
 

the
 

field
 

of
 

virus
 

detection
 

and
 

summarizes
 

the
 

development
 

status
 

of
 

CRISPR
 

molecular
 

diagnostic
 

technology.Although
 

CRISPR
 

molecular
 

diagnostic
 

technology
 

is
 

cur-
rently

 

in
 

its
 

infancy
 

and
 

has
 

some
 

limitations
 

such
 

as
 

contamination
 

risk,off-target
 

effects
 

and
 

sequence
 

de-
pendence,this

 

technology
 

still
 

shows
 

revolutionary
 

development
 

potential
 

in
 

the
 

field
 

of
 

molecular
 

diagnosis.
Key

 

words:CRISPR; molecular
 

diagnostics; class
 

Ⅱ
 

Cas
 

protein; virus
 

detection; small
 

molecule
 

testing

  疾病的早发现、早治疗对于降低病死率,改善患

者预后和提高患者生活质量具有重要意义。2019年

爆发的新型冠状病毒感染疫情严重威胁人类健康,更
对疾病的快速诊断提出了挑战[1]。分子诊断技术通

过对核酸分子进行快速检测,从而实现早期迅速识别

病原体并提供有关疾病信息,为疾病预防及临床治疗

提供指导,是控制疾病的重要保证[2]。目前最成熟的

分子诊断技术是聚合酶链反应(PCR)技术。然而,传
统PCR检测病原体核酸具有诸多局限性,例如需要复

杂的仪器和试剂、专门的实验室和专业技术人员,且检

测耗时长等[3]。因此,亟需挖掘新一代快速、特异、灵

敏、简便且廉价的诊断技术,以应对大型突发公共卫生

问题。
成簇的规律间隔短回文重复序列(CRISPR)和

 

CRISPR相关蛋白(Cas)组成的CRISPR/Cas系统于

2012年首次被证明可作为基因编辑工具[4]。此后,该
系统在分子诊断领域表现出了巨大的潜力。2017年,
有研究首次提出了CRISPR分子诊断的概念[5],并建

立了首个基于 CRISPR/Cas技术的分子诊断平台:
SHERLOCK分子诊断平台,这标志着CRISPR分子

诊断技术的正式建立。自此,CRISPR分子诊断技术

开始蓬勃发展。与传统PCR技术相比,CRISPR技术

·0013· 检验医学与临床2024年10月第21卷第20期 Lab
 

Med
 

Clin,October
 

2024,Vol.21,No.20

* 基金项目:国家自然科学基金项目资助(82170597);陕西省创新能力支撑计划项目(2022KJXX-104);陕西省自然科学基础研究计划

(2021JZ-28)。
△ 通信作者,E-mail:jilele@fmmu.edu.cn。



有高特异度、高灵敏度、迅速、便利且成本低廉等多种

优势[6]。尽管其仍处于起始阶段,CRISPR技术已经

展现出良好的发展前景。
本综述以不同Cas蛋白类型为线索,重点介绍了

各种CRISPR分子诊断技术的原理及应用,以及其在

病毒检测中的研究进展,并对该技术在病毒检测中的

前景进行了展望。
1 CRISPR/Cas系统简介

CRISPR/Cas系统是存在于许多细菌与绝大多

数古细菌中的一种适应性免疫系统,其免疫防御的作

用机制包含3个阶段:适应、表达和干扰[7-8]。当噬菌

体、病毒等外源性遗传物质入侵时,CRISPR/Cas系

统发挥作用,在适应阶段,细菌通过Cas蛋白复合体
(如Cas1-Cas2)识别外源基因中的原间隔子相邻序列
(PAM),并切割下外源基因中的原间隔子整合到细菌

的CRISPR序列中,以形成感染记忆。在表达阶段,
CRISPR 序 列 转 录 形 成 前 体 CRISPR

 

RNA(pre-
crRNA),使 感 染 记 忆 恢 复,并 由 Cas蛋 白 或 细 胞

RNA酶进一步将pre-crRNA加工为成熟的crRNA,
crRNA可与Cas蛋白形成复合体,具有特异性核酸内

切酶活性。最后,在干扰阶段,成熟的crRNA将Cas
核酸酶引导至同源的外源遗传物质,当crRNA与靶

序列结合时,Cas蛋白裂解外源核酸,以保护原核生物

免受外源基因入侵。
 

基于其成分和作用机制的差异,CRISPR
 

系统分

为2类6型[9]。Ⅰ类CRISPR-Cas系统包括Ⅰ、Ⅲ和

Ⅳ型,依靠多亚基蛋白crRNA效应复合体介导外来

基因的结合及加工,该复合体包括多个执行单一功能

的Cas蛋白。Ⅱ类CRISPR-Cas系统包括Ⅱ、Ⅴ和Ⅵ
型,依靠单一、多结构域的crRNA结合蛋白即可发挥

与Ⅰ类系统中复合体类似的功能。因此,相比于Ⅰ类

系统,Ⅱ类系统使用更加简便高效,应用更为广泛[10]。
目前,Ⅱ类Cas效应蛋白在基于CRISPR的病毒

检测领域一直处于研究热点,以Cas9、Cas12、Cas13
等为代表,根据不同效应蛋白的作用模式,其在分子

诊断中的应用模式也有所不同[11]。
2 基于CRISPR/Cas的病毒核酸诊断技术

2.1 基于CRISPR/Cas9特异性识别双链DNA(ds-
DNA)的检测技术 Cas9是最早发现的Cas酶之一,
也是迄今为止研究最深入、应用最广泛的Cas酶。其

工作机制与上述免疫防御3阶段相似,不同点为成熟

的crRNA需与反式激活的crRNA(tracrRNA)结合

为单链向导RNA(sgRNA)后,再与Cas9结合形成活

性复合体,引导裂解外源基因[12]。在具有附带切割活

性的Cas蛋白(如Cas12a、Cas13a、Cas14)被应用之

前,研究人员已开发出利用Cas9的特异性来识别病

毒株的方法[13]。
PARDEE等[13]结合核酸依赖性扩增检测技术

(NASBA)
 

扩增、toehold传感器和Cas9的切割活性

开发了NASBACC技术,用于寨卡病毒的检测。该技

术首先利用NASBA对病毒RNA进行扩增,若扩增

过程中 产 生 的 dsDNA 含 有 特 异 性 PAM 序 列 及

sgRNA靶点,Cas9即将其裂解,而无特异性PAM 序

列的DNA可不被裂解并转录为长 RNA,激活toe-
hold传感器发生颜色变化而实现病毒检测,这是首个

基于CRISPR的诊断方法。WANG等[14]开发出一种

名为CASLFA的dsDNA检测技术,通过将Cas9的

切割作用直接整合到侧流层析试纸条 中,实 现 对

DNA的可视化检测,该技术可以在1
 

h内特异性地对

非洲猪瘟病毒进行检测。JIAO等[15]发现tracrRNA
可与细胞RNA结合形成非经典crRNA(ncrRNA)来
引导Cas9靶向。基于这一特性,JIAO等[15]设计了一

个名为LEOPARD的RNA检测平台,该平台利用重

编程trancRNA识别目标 RNA并结合为ncrRNA,
从而引导Cas9靶向裂解对应的DNA,特定的DNA
被裂解 即 表 明 样 品 中 存 在 目 标 RNA。由 于 每 个

DNA序列都是独一无二的,故该技术允许在单次试

验中检测来自不同病毒的多种RNA,且可区分新型

冠状病毒及其变体,在患者样品中有单碱基分辨率。
2.2 基于CRISPR/Cas13特异性识别RNA的检测

技术 CRISPR/Cas13由Cas13a、Cas13b、Cas13c和

Cas13d四种亚型组成。有团队利用Cas1作为“诱饵”
来寻找细菌基因组中与CRISPR相关联的蛋白,经过

分析验证,发现了53个候选基因,总共分成3大类:
C2c1、C2c2和 C2c3[16]。其 中 C2c2后 来 被 命 名 为

Cas13a。相较于Cas9,最显著的区别在于Cas13a的

目标分子为RNA,而Cas9为DNA,且Cas13a仅需要

crRNA作为引导RNA,而不需要tracrRNA的引导。
除此之外,Cas13a还表现出一种“附带切割活性”,即
当其识别并切割指定的RNA目标后,Cas13a进入激

活状态,可以对混合物中存在的其他RNA分子进行

非特异性切割,而在无目标RNA时Cas13a将处于沉

默状态,这一特点为构建高特异度、高灵敏度的分子

诊断平台创造了条件[17-18]。
GOOTENBERG等[5]开发出一种基于等温核酸

扩增和CRISPR/Cas13a系统的新型体外分子诊断技

术,并将其命名为SHERLOCK,开启了CRISPR分

子诊断技术的大门。SHERLOCK技术以Cas13a为

中心,并在检测平台中引入了一种 RNA报告分子。
该报告分子一端连接荧光基团,另一端连接淬灭基

团,当荧光基团与淬灭基团分离时可释放出荧光。
SHERLOCK技术首先使用高灵敏度的重组酶聚合

酶扩 增(RPA)或 反 转 录 重 组 酶 聚 合 酶 扩 增(RT-
RPA)对待测核酸分子进行扩增,提高检测灵敏度,再
通过T7转录将扩增出的DNA转化为可被Cas13a识

别的 RNA,随 后 加 入 到 Cas13a-crRNA 复 合 物 和

RNA报告分子混合的反应体系中。当crRNA识别

并引导 Cas13a-crRNA 复合物与目标序列结合后,
Cas13a的非特异性RNA酶活性被激活,可非特异性

切割RNA报告分子使其两端的荧光基团和淬灭基团

分离,从而释放出荧光信号,表明样本中存在目标序

列(见图1)。SHERLOCK的灵敏度高,能够检测阿
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托摩尔(10~18
 

M)浓度的靶分子,且特异性可达到单

碱基分辨度,已被证实可用于检测寨卡病毒和登革热

病毒的特定毒株。BARNES等[19]成功在塞拉利昂和

尼日利亚使用SHERLOCK技术对当地暴发的埃博

拉病毒和出血热病毒进行检测,证明了SHERLOCK
技术应对暴发疫情的能力。

图1  SHERLOCK技术原理图

  有关团队着手完善SHERLOCK 技术,推出了

SHERLOCKv2[20]。Csm6是Ⅲ型CRISPR系统中的

一种效应核酸酶,具有放大检测信号的功能,将Csm6
与Cas13串联使用,进一步提高了反应的灵敏度。同

时,通过在体系中加入靶向不同的多种Cas蛋白,成
功实现在单次检验中分析多种核酸。此外,该团队还

将纸基 传 感 器 引 入 系 统,实 现 了 无 仪 器 检 测,使
SHERLOCK的使用更加便捷。而基于将 Csm6与

Cas13进行串联这一想法,LIU等[21]开发了无扩增技术

FIND-IT,由于减少了扩增步骤,检测速度大大提升,该
技术可以在20

 

min内对新型冠状病毒进行高灵敏度

检测。
为了简化核酸提取工作,实现快速检测,MYHR-

VOLD等[22]开发了 HUDSON技术,这是一种利用

热力和化学还原裂解病毒颗粒并使体液中高水平核

糖核酸酶失活的方法,经 HUDSON处理的尿液或唾

液可不需要稀释或纯化直接加入 RPA反应混合物

中。该方法与SHERLOCK技术配合,可在2
 

h内直

接从患者体液中实现无仪器检测病毒。2020年,
ARIZTI-SANZ等[23]对 HUDSON 技术进行了进一

步优化,开发了SHINE技术,该技术可以在10
 

min
迅速灭活鼻咽拭子和唾液中的新型冠状病毒,且可以

从未提取的样本中检测出新型冠状病毒RNA,大大

提升了检测能力。同 时,该 团 队 创 新 了 RT-RPA-
Cas13a一管化体系,简化了分析前所需的准备工作并

缩短了运行时间。ARIZTI-SANZ等[24]通过对原有

SHINE技术进行简化,进一步推出SHINEv.2技术,

通过省去加热步骤和试剂冷藏的需要,使SHINE技

术更加具有实用性。
在实际公共卫生事件中,需对多种病原体进行大

规模检验。ACKERMAN等[25]以SHERLOCK技术

为基础,结合高通量病毒检测技术,开发出CARMEN
技术,该技术使用了微流体芯片,单一芯片一次可以

在1
 

000多个样本中检测一种病毒,或在少量样本中

检测多 达 169 种 病 毒,其 中 包 括 新 型 冠 状 病 毒。
WELCH等[26]在CARMEN的基础上开发了 mCAR-
MEN技术,缩减了样本处理时间,简化了前期人工准备

的步骤,且可以对样本中的病毒数量进行定量检测。
2.3 基于CRISPR/Cas12特异性识别dsDNA的检

测 技 术  CRISPR/Cas12 系 统 包 括 Cas12a 和

Cas12b。Cas12a也称Cpf1,与Cas13相似,Cas12a仅

需要crRNA作为引导而不需要tracrRNA,它识别目

标区域上游富含T的PAM,在PAM 远端位点通过

DNA双链交错断裂来切割DNA[27]。CHEN等[28]发

现Cas12a也具有类似于Cas13的附带切割活性,不
同点在于Cas12a的目标分子为dsDNA,且Cas12a与

目标dsDNA 片段结合 后 会 释 放 出 非 特 异 性 单 链

DNA(ssDNA)裂解活性,完全降解周围ssDNA 分

子。利用这种活性,CHEN 等[28]将 Cas12a与 RPA
结合,创建了 DETECTR分子诊断平台。该技术与

SHERLOCK相似,Cas12a-crRNA复合物在crRNA
的引导下结合目标DNA后,Cas12a的附带切割活性

被激活,非特异性降解周围的ssDNA,使预先加入的

ssDNA报告分子的荧光基团与淬灭基团分离,释放出
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荧光信号,实现对目的 DNA 的检测。该方法检测

DNA的灵敏度达到了阿托摩尔级别,已证实能够快

速、特异地检测患者样本中的人类乳头瘤病毒。后

续,BROUGHTON等[29]利用 DETECTR技术从呼

吸道拭子RNA提取物中检测新型冠状病毒,结果表

明DETECTR可以快速(<40
 

min)且准确地对新型冠

状病毒进行检测,证明了DETCETR技术的应用前景。
LI等[30]也开发出了与 DETECTR技术相似的

HOLMES技术,不同之处在于 HOLMES使用PCR
技术对目标核酸进行扩增,而DETECTR使用RPA
技术。HOLMES技术检测狂犬病毒和日本脑炎病毒

的灵敏度与SHERLOCK相当。2019年,LI等[31]进

一步推出 HOLMESv2,利用来自酸土环脂芽孢杆菌

的AacCas12b以及环介导等温扩增(LAMP)技术,开
发出LAMP-Cas12b的一管化CRISPR诊断体系,可
以避免扩增后开盖转移液体所带来的气溶胶污染。
JOUNG等[32]基于这一原理改进了SHERLOCK流

程,将来自嗜酸耐热菌的AapCas12b与LAMP联合,
开发出了SHERLOCK的一管化系统STOP。并且,
该团队通过加入磁珠来富集样本中的RNA,提高了

起始 RNA 水 平,进 一 步 提 高 了 技 术 的 灵 敏 度。
STOP有灵敏度高、特异度和检测速度快的特点,可
以在10~15

 

min内实现飞摩尔级(10~15
 

M)的检

测,在不到1
 

h内阿托摩尔级的检测[33]。
2.4 基于CRISPR/Cas14特异性识别ssDNA的检

测技术 HARRINGTON等[34]从古细菌基因库里发

现了之前未被识别的基因Cas14,其所编码的Cas14
蛋白酶体积较小(40~70×103),大约是先前已知的

Ⅱ类CRISPR
 

RNA引导酶大小的一半。Cas14具有

与Cas12a相似的附带切割活性,被激活后亦可非特

异性切割其他ssDNA,不同之处在于Cas14结合的目

标序列为ssDNA,而Cas12目标序列为dsDNA。基

于以上特点,建立了Cas14-DETECTR。该平台在扩

增DNA底物时使用含硫代磷酸酯的引物,以保护一

条链不被T7核酸外切酶降解,从而留下可被Cas14a
检测到的ssDNA,实现使用Cas14a检测ssDNA病原

体的目的。与Cas12a相比,Cas14的识别序列没有

PAM的限制,且Cas14对识别序列的特异性要求更

高,因此可以建立在不受PAM序列约束的情况下,使
用Cas14a高保真检测DNA单核苷酸多态性(SNPs)
的方法。
ssDNA病毒是已知最小的病毒之一,大量存在于

人类的消化道。由于Cas14可以特异性识别ssDNA,
故CRISPR-Cas14系统可用于研究细菌和古生菌的

噬菌体中的ssDNA
 

对人类病毒组的贡献,这对于解

释病毒与疾病的关联至关重要[35]。
3 结论与展望

本文详细综述了多种CRISPR/Cas分子诊断技

术在病毒核酸检测领域的最新进展与应用。相比于

PCR等操作复杂、耗时长的传统病毒检测方法,基于

CRISPR/Cas系统的检测技术检测速度快,且特异

度、灵敏度高,不依赖复杂的仪器设备,在病毒检测中

表现出了巨大的潜力和优势。近年来,具有附带切割

活性的Ⅱ类Cas蛋白,如Cas12、Cas13、Cas14等出现

在公众视野,为CRISPR分子诊断提供了可能,这些

蛋白分别可以特异性识别dsDNA、RNA和ssDNA,
与Cas9共同构成了全面且灵活多样的CRISPR分子

诊断工具。
目前,CRISPR/Cas分子诊断技术依然存在许多

挑战以及局限性:(1)大多技术均需要借助核酸扩增

技术扩增靶标以提升灵敏度,不仅增加了检测的复杂

度,还容易引起气溶胶污染,造成假阳性结果[36];(2)
存在脱靶效应,sgRNA可能会与非靶点核酸序列错

配而发生错误切割,导致检测结果假阴性或者假阳

性,影响对疾病的判断[37-38];(3)sgRNA对靶标的识

别过度依赖PAM 序列,限制了靶标区域的选择[39];
(4)需根据已知核酸序列来设计crRNA,难以应对新

型病毒等[40]。
因此,未来CRISPR/Cas技术需要针对这些局限

性不断进行优化和改进:(1)简化诊断程序,减少对核

酸扩增技术等步骤的依赖;(2)检测及减少脱靶效应,
确保检测结果的准确性;(3)降低对PAM 序列依赖

性,提高技术的适用性等。尽管目前CRISPR/Cas分

子诊断技术面临一定挑战,但其在病毒核酸检测领域

拥有突出优势,发展潜力巨大。期待后续的研究和创

新将推动其在临床应用中进一步突破,为疾病的早期

诊断和控制提供更有效的手段。
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