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可视化检测技术
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摘要： 旨在建立一种快速、 灵敏且特异性强的即时诊断 （ｐｏｉｎｔ－ｏｆ－ｃａｒｅ ｔｅｓｔｉｎｇ， ＰＯＣＴ） 非洲猪瘟病毒 （ＡＳＦＶ） 的检测方法， 以满足现场快速诊

断和监控的需求。 本研究以 ＡＳＦＶ 的 ＣＤ２ｖ 基因为靶点， 采用酶促重组酶扩增技术 （ＥＲＡ） 实现核酸的恒温快速扩增， 并结合 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ１２ａ 系

统对扩增产物进行特异性识别， 同时结合荧光报告分子， 构建了一种可视化快速检测体系。 通过优化反应条件， 验证了该体系的灵敏度、 特异性

和稳定性。 结果： 该检测体系在 ３７ ℃恒温条件下， ３０ ｍｉｎ 内即可完成检测， 灵敏度可达 １０ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ 病毒 ＤＮＡ。 特异性检测结果显示， 该体系

未与伪狂犬病毒 （ＰＲＶ） 等常见猪病病毒发生交叉反应， 且阳性样品可通过肉眼直观识别。 此外， 该方法无需精密仪器和复杂操作， 检测周期显

著短于传统方法。 综上， 本研究建立的 ＡＳＦＶ 可视化快速检测体系具有快速、 灵敏、 特异性强和操作简便等特点， 在实验室条件下表现出良好性

能， 为其在现场条件下的早期诊断和监测应用提供了技术储备和研究基础。
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传染病， 具有传播迅速、 致病力强和致死率高的特

点。 世界动物卫生组织 （ＷＯＡＨ） 将其列为必须通

报的动物疫病之一。 ２０１８ 年， 我国首次暴发非洲猪

瘟疫情， 给养猪产业造成了严重经济损失， 并对动物

防疫体系提出了严峻挑战［１］。 ＡＳＦＶ 的复杂基因组结

构及其多样的基因型变异导致传统疫苗研制进展缓

慢， 目前全球尚无可靠的商品化疫苗或有效治疗药

物［２］。 因此， 快速准确地对 ＡＳＦＶ 进行检测， 特别是
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实现现场条件下的快速诊断与监控， 成为 ＡＳＦ 防控

措施中的重要一环［３］。 虽然实时荧光定量 ＰＣＲ
（ｑＰＣＲ） 和酶联免疫吸附试验 （ＥＬＩＳＡ） 等传统检测

方法已广泛应用于 ＡＳＦＶ 的实验室诊断， 但这些方法

往往需要复杂昂贵的仪器和熟练的专业操作人员， 无

法满足疫情暴发时基层现场对快速、 简便检测技术的

迫切需求。 近年来， 等温扩增技术如环介导等温扩增

技术 （ＬＡＭＰ）、 重组酶聚合酶扩增 （ＲＰＡ） 和酶促

重组等温扩增技术 （ＥＲＡ） 等， 由于其无需热循环

仪、 恒温扩增高效快速的特点， 在 ＡＳＦ 现场诊断领

域得到了广泛关注［４－５］。
近年来， ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ１２ａ 系统因其特异性高、 灵

敏度强和易于与可视化检测手段结合等特点， 在即时

诊断 （ ＰＯＣＴ） 领域展现出巨大潜力［６－７］。 与传统

ＰＣＲ 检测需要昂贵设备和复杂操作不同， 基于

ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ１２ａ 的检测体系仅需简单恒温条件即可实

现核酸靶序列的高效扩增与特异识别， 通过非特异性

核酸酶活性产生荧光信号， 从而在极短时间内以肉眼

或简单设备读取检测结果［８］。 目前， ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ１２ａ
技术已广泛应用于人类医学和动物疾病的现场快速诊

断中［９－１１］， 在猪圆环病毒病等动物疫病诊断中，
Ｃａｓ１２ａ 检测同样表现出优于传统检测方法的现场适

应性和准 确 性［７］。 此 外， 通 过 与 侧 向 流 动 试 纸

（ＬＦＡ） 技术相结合， ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ１２ａ 系统进一步简

化了检测操作过程， 扩大了应用范围， 使非专业人员

也能在缺乏实验室条件的环境下顺利完成检测［１２－１４］。
这种 “扩增－识别－信号输出” 一体化检测模式极大

推动了现场诊断技术的发展， 提升了疫情的早期预警

能力和应急响应速度。
ＣＤ２ｖ 基因 （ ＥＰ４０２Ｒ） 编码 ＡＳＦＶ 的 ＣＤ２ｖ 蛋

白， 该蛋白是 ＡＳＦＶ 囊膜糖蛋白， 与 ＡＳＦＶ 的毒力、
免疫调节和红细胞吸附相关［１５］。 选择 ＣＤ２ｖ 作为靶

标的主要原因是其在 ＡＳＦＶ 诊断和疫苗开发中的特殊

作用， 尤其是在区分野生型病毒株和基因缺失型疫苗

株 （缺失 ＣＤ２ｖ 的减毒株）。 ＣＤ２ｖ 是 ＡＳＦＶ 的重要毒

力基因， 许多减毒疫苗候选株通过删除该基因来降低

病毒毒力 （ ＥＰ４０２Ｒ 缺失株） ［１６］。 在检测 中， 将

ＣＤ２ｖ 与保守基因结合使用， 可以准确区分野生型

ＡＳＦＶ （含有 ＣＤ２ｖ） 和缺失型疫苗株 （无 ＣＤ２ｖ），
这对疫苗免疫后监测感染至关重要， 避免假阳性。 该

优势在多重 ＰＣＲ 方法中特别突出， 能实现单次检测

中的株型鉴别。 本研究拟利用 ＣＤ２ｖ 基因作为目标靶

基因， 结合 ＥＲＡ 与 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ１２ａ 系统， 建立一种

ＡＳＦＶ 核酸的快速可视化现场检测新方法。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 引物和 ｃｒＲＮＡ 设计与筛选

５ 株 ＡＳＦＶ 参考毒株（ＭＫ１２８９９５􀆰 １、ＭＮ３９３４７６􀆰 １、
ＭＷ６５６２８２􀆰 １、 ＭＺ９４５５３６􀆰 １、 ＭＺ９４５５３７􀆰 １ ） 下载于

美国国家生物技术信息中心 （ＮＣＢＩ）。 伪狂犬病毒

Ｂａｒｔｈａ 株 （ＰＲＶ－Ｂａｒｔｈａ） 购自中国兽医药品检查所，
猪瘟病毒 （ＣＳＦＶ）、 猪细小病毒 （ＰＰＶ）、 猪流行性

腹泻病毒 （ＰＥＤＶ）、 猪圆环病毒 ２ 型 （ＰＣＶ－２） 及

猪繁殖与呼吸综合征病毒 （ＰＲＲＳＶ） 由本实验室分

离保存。 基于 ＡＳＦＶ ＣＤ２ｖ 基因的保守区域设计

ｃｒＲＮＡ。 从 ＮＣＢＩ 数据库中获取在中国分离的 ＡＳＦＶ
Ⅰ型与Ⅱ型毒株的完整基因组序列， 提取其 ＣＤ２ｖ 基

因序列。 由于 ＬｂＣａｓ１２ａ 蛋白识别的 ＰＡＭ 序列为

ＴＴＮ， 因此在 ＣＤ２ｖ 基因序列中搜索含有 ＴＴＮ 的位

点， 并在其下游选取 ２０ 个核苷酸作为 ｃｒＲＮＡ 靶向序

列。 使用 Ｃａｓ－ｄｅｓｉｇｎｅｒ 软件设计多条候选 ｃｒＲＮＡ 序

列。 根据已确定的 ｃｒＲＮＡ 靶向序列， 使用 Ｓｎａｐｇｅｎｅ
软件在 ＣＤ２ｖ 基因的 ｃｒＲＮＡ 结合位点上下游区域设计

ＥＲＡ 扩增引物 （表 １）。 所有引物和 ｃｒＲＮＡ 由北京擎

科生物科技有限公司合成。

表 １　 用于检测 ＣＤ２ｖ 基因的引物对及 ｃｒＲＮＡ

引物 序列 （５′→３′） 长度 ／ ｂｐ

ＣＤ２ｖ－Ｆ ＡＣＡＣＴＡＧＣＴＡＣＡＴＧＴＧＧＡＡＡＡＧＣＡＧＧＴＡＡ ２９

ＣＤ２ｖ－Ｒ ＧＧＡＧＴＡＧＣＡＧＧＴＧＴＴＡＡＴＡＡＴＴＴＴＡＴＴＧＴＡＴＡＡ ３３

ＣＤ２ｖ－ｃｒＲＮＡ ＵＡＡＵＵＵＣＵＡＣＵＡＡＧＵＧＵＡＧＡＵＡＵＡＣＡＡＣＡＵＡＵＣＡＡＧＵＡＧＵＡ ４１

１􀆰 ２　 ｓｓＤＮＡ 荧光报告分子设计

基于 ＬｂＣａｓ１２ａ 的切割特性设计了 ２ 种 ｓｓＤＮＡ 报

告分子： 荧光报告分子为 ５′－ＦＡＭ－ＴＴＴＴＴＴＴＴ－ＢＨＱ１－
３′， 由金斯瑞生物科技公司合成， 该分子两端分别携

带 ＦＡＭ 荧光基团和 ＢＨＱ１ 淬灭基团， 当 ｓｓＤＮＡ 被

Ｃａｓ１２ａ 切割后， 荧光基团与淬灭基团分离， 可在特

定波长光源下产生荧光信号； 侧向流检测报告分子为

５′－ＦＡＭ－ＴＴＡＴＴ－ｂｉｏｔｉｎ－３′， 由广州艾迪基因科技有

限责任公司合成， 该分子一端为 ＦＡＭ 荧光基团， 另

一端为生物素标记， 用于侧向流试纸条检测。
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１􀆰 ３　 阳性质粒构建与提取

将含有 ＣＤ２ｖ 靶基因的 ｐＵＣ５７ 载体转化至 ＤＨ５α
感受态细胞中。 具体步骤如下： 从－８０ ℃取出 ＤＨ５α
感受态细胞于冰上解冻， 加入 １ μＬ ｐＵＣ５７－ＣＤ２ｖ 质

粒， 冰上静置 ３０ ｍｉｎ； ４２ ℃热激 ９０ ｓ 后立即置于冰

上 ３ ｍｉｎ； 加入 ２００ μＬ 无抗性 ＬＢ 培养基， ３７ ℃、
２２０ ｒ ／ ｍｉｎ 振荡孵育 １５ ｍｉｎ； 取 １００ μＬ 菌液涂布于含

抗性的 ＬＢ 琼脂平板上， ３７ ℃过夜培养。 次日挑取单

个菌落接种至 １０ ｍＬ 含抗性的 ＬＢ 液体培养基中，
３７ ℃、 ２２０ ｒ ／ ｍｉｎ 振荡培养 １２ ｈ。 培养结束后， 按照

质粒提取试剂盒 （天根生化科技） 说明书提取质粒，
使用 ＮａｎｏＤｒｏｐ 分光光度计测定质粒浓度后于 ４ ℃
保存。
１􀆰 ４　 ＥＲＡ 反应与引物和 ｃｒＲＮＡ 筛选

ＥＲＡ 反应系统 （总体积 ４８ μＬ）： ２０ μＬ 溶解剂、
２􀆰 ５ μＬ 正向引物 （ １０ μｍｏｌ ／ Ｌ）、 ２􀆰 ５ μＬ 反向引物

（１０ μｍｏｌ ／ Ｌ）、 １０ μＬ 阳性质粒模板 （或待测样品）
和１３ μＬ ｄｄＨ２Ｏ。 具体操作步骤如下： 将 ＥＲＡ 扩增试

剂室温平衡 １０ ｍｉｎ， 按照上述配比制备反应体系， 混

匀并短暂离心； 然后每个反应管加入 ２ μＬ 激活剂，
盖紧管盖， 混匀后快速离心， ３７ ℃ 孵育 ２０ ｍｉｎ 后取

出反应管， 准备下游试验。
将 ＥＲＡ 扩增产物加入 Ｃａｓ１２ａ 反应体系 （总体积

３０ μＬ）， 包含： ３ μＬ Ｃｌｅａｖａｇｅ ｂｕｆｆｅｒ、 １ μＬ ＬｂＣａｓ１２ａ
蛋白 （３０ ｎｍｏｌ ／ Ｌ）、 ２ μＬ ｃｒＲＮＡ （１ μＬ ／ Ｌ）、 ６ μＬ 荧

光素报告分子、 １０ μＬ ＥＲＡ 扩增产物和 ８ μＬ ｄｄＨ２Ｏ。
设置试验组和阴性对照组， 阴性对照组用 ＤＥＰＣ 水替

代阳性质粒。 将反应体系置于 ＰＣＲ 仪中， ３７ ℃反应

３０ ｍｉｎ。 反应结束后在蓝光凝胶成像仪下观察荧光强

度， 从候选 ｃｒＲＮＡ 中筛选出荧光信号最强的 ｃｒＲＮＡ
用于后续试验。
１􀆰 ５　 荧光法灵敏度测定

根据提取质粒的浓度， 将阳性质粒进行 １０ 倍梯

度稀释， 制备 １００ ～ １０６ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ 的梯度样品， 分别

取 １０ μＬ 进行 ＥＲＡ 扩增和 Ｃａｓ１２ａ 切割反应。 同时设

置阴性对照组。 在 ｑＰＣＲ 仪中进行检测， ３７ ℃反应

３０ ｍｉｎ， 每 ３０ 秒记录一次荧光值。 反应结束后于蓝

光凝胶成像仪下观察荧光强度， 确定检测方法的最低

检测限。
１􀆰 ６　 荧光法特异性测定

取 ＰＲＶ －Ｂａｒｔｈａ、 ＰＰＶ、 ＰＥＤＶ、 ＣＳＦＶ、 ＰＣＶ － ２

及 ＰＲＲＳＶ 作为特异性测试样品。 对于 ＲＮＡ 病毒， 先

进行逆转录反应。 将各病毒 ＤＮＡ 或 ｃＤＮＡ 样品按照

上述方法进行 ＥＲＡ 扩增和 Ｃａｓ１２ａ 切割反应， 并设置

阴性对照组。 通过 ｑＰＣＲ 仪在 ３７ ℃监测荧光信号变

化， 判断该检测方法是否与其他常见猪病病毒存在交

叉反应。
１􀆰 ７　 可视化检测方法

将 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ１２ａ 切割反应采用侧向流试纸条

法进行可视化检测。 对于侧向流检测， 使用生物素标

记的 ｓｓＤＮＡ （５′－ＦＡＭ－ＴＴＡＴＴ－ｂｉｏｔｉｎ－３′） 报告分子作

为 Ｃａｓ１２ａ 的非特异切割底物。 试纸条检测线 （Ｔ 线）
包被 ＦＡＭ 抗体， 控制线 （Ｃ 线） 包被生物素结合蛋

白； 胶体金颗粒包被抗 ＦＡＭ 抗体， 用于捕获 Ｃａｓ１２ａ
反应中产生的带 ＦＡＭ 标记的片段。 Ｃａｓ１２ａ 反应结束

后， 将试纸条垂直插入反应体系中， 于室温下孵育

１０ ｍｉｎ 后观察结果。 依据试纸条显色情况判定检测结

果： 仅 Ｃ 线显色为阴性， Ｔ 线和 Ｃ 线同时显色为阳

性。 侧向流检测灵敏度和特异性测定方法与荧光法相

同， 分别使用 １００ ～ １０６ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ 的梯度样品和各种

猪病毒样品进行测试， 检测的最低检测限 （ ＬＯＤ）
定义为在 ３ 次重复试验中至少 ２ 次能得到阳性结果的

最低浓度。

２　 结果

２􀆰 １　 ｃｒＲＮＡ 设计与筛选

以 ５ 株 ＡＳＦＶ 分离株为参考毒株（ＭＫ１２８９９５􀆰 １、
ＭＮ３９３４７６􀆰 １、ＭＷ６５６２８２􀆰 １、ＭＺ９４５５３６􀆰 １、ＭＺ９４５５３７􀆰 １ ）。
由图 １ 可知， ２ 种 ｃｒＲＮＡ 均能使阳性样品产生肉眼可

见的荧光信号， 而阴性对照无荧光产生。 对比 ２ 种

ｃｒＲＮＡ 的切割效率， ｃｒＲＮＡ２ 的荧光强度明显高于

ｃｒＲＮＡ１， 因此选择 ｃｒＲＮＡ２ 用于后续试验。
２􀆰 ２　 荧光法敏感性及特异性检测

由图 ２ 可知， 荧光强度随核酸浓度递减， 反应体

系中 能 检 测 到 ＣＤ２ｖ 基 因 的 检 测 下 限 为 １００
ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ； 在蓝光条件下， 只有 ＣＤ２ｖ 阳性组出现了

明显的荧光信号， 其余样品均无荧光产生， 且荧光定

量 ＰＣＲ 仪未检测到荧光信号， 表明该检测方法与其

他常见猪病病毒无交叉反应， 在所测试的 ６ 种猪病病

毒中未发现交叉反应， 显示特异性良好。
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Ａ． ｃｒＲＮＡ 与靶 ＤＮＡ 序列的互补结合示意， 红色为靶序列， 蓝色为 ｃｒＲＮＡ 配对区域； Ｂ． 反应后体系荧光可视化， 显示不同 ｃｒＲＮＡ 的特异性

识别效果； Ｃ． 荧光强度检测。 ∗∗∗表示 Ｐ＜０􀆰 ００１。

图 １　 ＥＲＡ－ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ１２ａ 法筛选 ＡＳＦＶ ＣＤ２ｖ 基因引物和 ｃｒＲＮＡ

图 ２　 ＥＲＡ－ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ１２ａ 荧光法检测 ＡＳＦＶ ＣＤ２ｖ 基因的敏感性 （Ａ） 和特异性 （Ｂ）

２􀆰 ３　 侧向流法敏感性及特异性检测

由图 ３ 可知， 所有试纸条均出现控制线， 且测试

线颜色随核酸拷贝数递减而变浅。 ＣＤ２ｖ 基因侧向流

检测的最低检测限为 １００ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ； 仅有 ＣＤ２ｖ 阳性

检测组同时出现了测试线和控制线， 其他样品 ＰＲＶ－
Ｂａｒｔｈａ、 ＰＥＤＶ、 ＣＳＦＶ、 ＰＣＶ－２、 ＰＲＲＳＶ 和 ＤＥＰＣ 水

（阴性对照） 只显示控制线， 表明该检测方法与其他

猪病病毒无交叉反应， 展现出良好的特异性。

图 ３　 ＥＲＡ－ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ１２ａ 侧向流法检测 ＡＳＦＶ ＣＤ２ｖ
基因的敏感性 （Ａ） 及特异性 （Ｂ）
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３　 讨论

本研究构建了基于 ＥＲＡ－ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ１２ａ 系统的

非洲猪瘟病毒 ＣＤ２ｖ 基因检测方法， 与现有的传统

ＰＣＲ 和 ｑＰＣＲ 方法相比， 本研究所提出的 ＥＲＡ －
ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ１２ａ 检测体系不仅具有相当的灵敏度， 还

避免了高成本的设备需求， 使其在资源受限的环境中

尤为适用。 研究的 ＥＲＡ－ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ１２ａ 系统在试剂

设计和反应条件的优化方面表现出较高的灵敏度和信

噪比。 从 技 术 原 理 的 角 度 分 析， ｃｒＲＮＡ 在 触 发

Ｃａｓ１２ａ 活性时， 靶序列的二级结构和 ＰＡＭ 序列的匹

配是决定切割效率的关键因素［１７－１８］。 研究观察到，
某些 ｃｒＲＮＡ 靶向位点的 ＰＡＭ 序列 （ＴＴＴＶ） 更适合

Ｃａｓ１２ａ 的识别， 且能高效激活 Ｃａｓ１２ａ 的切割活性，
这与文献 ［１９］ 中的研究结果一致。 通过进一步优

化 ｃｒＲＮＡ 设计和反应条件， 可以提高检测的灵敏度

和特异性。 本研究采用稀释的 ＣＤ２ｖ 阳性质粒作为阳

性样品进行了检测方法的灵敏性评价， 这能够有效反

映检测体系对靶标核酸的检出能力。 由于 ＡＳＦＶ 属于

高危的动物传染病病原， 其相关试验需要在 Ｐ３ 级实

验室内进行操作， 且本研究室目前尚不具备农业农村

部颁发的 ＡＳＦＶ 病毒操作资质。 因此， 未能在实际病

毒样本中进行体系验证是本研究的局限之一。 未来如

具备合规条件， 将结合 ＡＳＦＶ 临床样本和灭活病毒核

酸， 系统评估该方法在真实样品中的检出效率和抗干

扰能力， 以进一步提升结论的可靠性和说服力， 以完

善体系的科学性与应用转化价值。
目前已有多项研究报道了基于 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ１２ａ

的 ＡＳＦＶ 检 测 方 法， 所 选 靶 标 多 集 中 于 ｐ７２
（Ｂ６４６Ｌ）、 ｐ１７ （ Ｄ１１７Ｌ）、 Ｓ２７３Ｒ、 Ｅ１８３Ｌ、 Ｋ２０５Ｒ、
Ｃ９６２Ｒ 等结构或功能基因， 并常结合 ＲＰＡ 或 ＲＡＡ 等

扩增方式实现高灵敏度检测［２０－２２］。 这些方法在灵敏

度和特异性方面表现突出， 但靶标基因多为经典的结

构蛋白或复制相关基因。 相比之下， 本研究首次将

ＡＳＦＶ 的 ＣＤ２ｖ 基因作为基于 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ１２ａ 的可视

化检测靶标， 该基因在病毒复制和宿主免疫逃逸中发

挥重要作用， 且在流行株中相对保守。 同时， 本研究

通过对 ｃｒＲＮＡ 的系统筛选与优化， 提高了检测体系

的信噪比和灵敏度， 性能可与已有方法相当甚至

更优。
在敏感性方面， 本研究建立的方法检测限为 １０

ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ， 与 Ｋｉｎｇ 等［２３］建立的 ＴａｑＭａｎ ＰＣＲ 方法和

Ｆｅｒｎáｎｄｅｚ－Ｐｉｎｅｒｏ 等［２４］ 开发的通用探针库实时 ＰＣＲ
方法相当， 但优于 Ｇａｌｌａｒｄｏ 等［２５］ 报道的常规 ＰＣＲ 方

法 （１０３ ｃｏｐｉｅｓ） 和 Ｊａｍｅｓ 等［２６］ 的环介导等温扩增方

法。 特异性测试显示， 本方法对 ＡＳＦＶ 以外的多种猪

病病毒 （如 ＣＳＦＶ、 ＰＲＶ、 ＰＲＲＳＶ、 ＰＥＤＶ 等） 均未

产生交叉反应， 证明该检测方法具备较高的特异性，
能够区分 ＡＳＦＶ 与其他常见猪病病原， 表明本方法能

够准确识别含有 ＡＳＦＶ ＣＤ２ｖ 基因的样本， 而其他病

毒核酸则未引发 Ｃａｓ１２ａ 介导的荧光信号或试纸条反

应。 由此可见， 本检测系统在实际应用中具有较强的

特异性， 能够有效避免假阳性结果的产生。
ＥＲＡ 技术与 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ１２ａ 结合能够显著提高

检测的灵敏度和特异性。 ＥＲＡ 技术通过在 ３７ ℃下进

行等温扩增， 能够在短时间内扩增目标基因片段， 为

Ｃａｓ１２ａ 的后续识别提供足够的靶标。 与传统的 ＰＣＲ
方法相比， ＥＲＡ－ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ１２ａ 系统具有更简单的

操作流程和更短的反应时间， 更适合现场检测。 针对

ＡＳＦＶ ＣＤ２ｖ 基因筛选的 ｃｒＲＮＡ 显示出明显的检测信

号差异， 这与目标基因的序列结构、 ＰＡＭ 序列的选

择以及 ｃｒＲＮＡ 的设计密切相关。 本研究选择的 ＣＤ２ｖ
基因在 ＡＳＦＶ 感染过程中发挥重要作用， 使其成为可

靠的分子靶标。
综上， 基于 ＥＲＡ－ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ１２ａ 的 ＡＳＦＶ ＣＤ２ｖ

基因检测方法， 在灵敏度、 特异性和便携性方面具备

显著优势， 具有广阔的应用前景。 该方法不仅为

ＡＳＦＶ 的快速检测提供了一种新的技术手段， 还为实

际应用中的现场检测和疫情防控提供了有力的支持。
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