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·论著·

基于规律成簇的间隔短回文重复序列

及其相关蛋白技术检测乙型肝炎病毒

共价闭合环状DNA方法的建立
王俊文 1  田原 2  范子豪 2  徐玲 2  高耀 2  曹亚玲 2  潘桢桢 2  张向颖 2  宋岩 1  任锋 2

【摘要】目的   建立一种基于规律成簇的间隔短回文重复序列及其相关蛋白（CRISPR/Cas13a）的乙

型肝炎病毒（HBV）共价闭合环状DNA（HBV cccDNA）检测方法。方法  提取2017年6月至2020年10月于

首都医科大学附属北京佑安医院就诊的4例乙型肝炎患者肝脏总DNA后，使用Hind Ⅲ内切酶和质粒安全

性ATP依赖DNA酶（PSAD）分别进行酶切；根据松弛环状DNA（rcDNA）和cccDNA的结构差异，设计特

异性扩增HBV cccDNA的引物，对酶切后的产物进行滚环扩增（RCA）和PCR扩增；并筛选crRNA，建立

基于CRISPR/Cas13a技术的HBV cccDNA检测新方法。结果  利用α-1-抗胰蛋白酶（A1AT）和HBV表面抗原

（HBsAg）引物对双重酶切后的产物进行扩增，验证产物中HBV基因组的存在；利用HBV cccDNA和HBV 
rcDNA引物对PSDA酶切后的产物扩增，验证了产物中只存在HBV cccDNA；利用RCA后的阳性样本作为模

板梯度稀释，然后进行PCR扩增转录后使用CRISPR/Cas13a检测，计算出检测下限为10拷贝/μl。结论  本研

究建立了RCA-PCR-CRISPR-Cas13a的新型检测方法，可对HBV cccDNA进行高灵敏度和高特异性检测，为

乙型肝炎患者抗病毒治疗评估、治疗终点的确定以及调整治疗方案提供了有效的监测手段。

【关键词】 肝炎病毒，乙型；共价闭合环状DNA；规律成簇的间隔短回文重复序列及其相关蛋

白；微滴数字聚合酶链反应；荧光定量聚合酶链反应
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【Abstract】Objective  To establish a clustered regularly interspaced short palindromic repeats (CRISPR)/
CRISPR-associated proteins (CRISPR/Cas13a)-based detection method for hepatitis B virus covalently closed 
circular DNA (HBV cccDNA). Methods   After extracting the total DNA from the livers of 4 patients with hepatitis 
B collected in Beijing You’an Hospital, Capital Medical University from June 2017 to October 2020, total DNA was 
digested with Hind Ⅲ endonuclease and plasmid-safe ATP-dependent DNase (PSAD), respectively; According to 
the structural differences between relaxed circular DNA (rcDNA) and cccDNA, primers for specific amplification of 
HBV cccDNA were designed, and the products after digestion were subjected to rolling circle amplification (RCA) 
and PCR amplification; And crRNA was screened to establish a new method for HBV cccDNA detection based on 
CRISPR/Cas13a technology. Results  Alpha-1 antitrypsin (A1AT) and hepatitis B virus surface antigen (HBsAg) 
primers were used to amplify the double digested product to verify the existence of hepatitis B virus genome in the 
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product; Using HBV cccDNA and HBV rcDNA primers to amplify the product after PSDA digestion, it was verified 
that only HBV cccDNA exists in the product. The positive sample after RCA was used as a template for gradient 
dilution, and then PCR amplification was performed and CRISPR/Cas13a detection was used after transcription. 
The lower limit of detection was calculated to be 10 copies/μl. Conclusions   A novel detection method of RCA-
PCR-CRISPR-Cas13a was established, which can detect HBV cccDNA with high sensitivity and high specificity, 
and provide an effective monitoring method for the evaluation of antiviral therapy of hepatitis B patients, the 
determination of treatment endpoints, and the adjustment of treatment plans.

【Key words】Hepatitis B virus; Covalently closed circular, deoxyribonucleic acid; Clustered regularly 
interspaced short palindromic repeats (CRISPR)/CRISPR-associated proteins; Droplet digital polymerase 
chain reaction; Real-time quantitative PCR

乙型肝炎病毒（hepatitis B virus，HBV）是全

球性的公共卫生问题，对人类的健康造成了极大的

危害。目前约有2.5亿感染者，每年有几十万人死

于HBV感染引起的肝功能衰竭、肝硬化和原发性

肝癌[1-2]。HBV长期存在的原因是由于共价闭合环

状（cccDNA）的存在，HBV cccDNA是病毒RNA
复制转录的模板，可以稳定存在于肝细胞核中，

其清除是治愈HBV感染的关键[3-6]。因此，只有对

HBV cccDNA进行有效地检测，才能对临床治疗和

药物疗效做出正确地评价。

随着规律成簇的间隔短回文重复序列及

其相关蛋白[clusteredregularly interspaced short 
palindromic repeats（CRISPR）/CRISPR-associated 
proteins，CRISPR/Cas]系统的快速发展，不仅广泛

应用于基因编辑领域，而且在分子诊断方面也取得

极大发展。科研人员开发出SHERLOCK（specific 
high sensitivity enzymatic reporter unLOCKing）和

DETECTR（DNA endonuclease targeted CRISPR 
trans reporter）等检测方法，在登革热病毒、寨卡

病毒和人乳头瘤病毒等多种病原体检测中展示出了

较好的特异性和灵敏度[7-10]。本研究利用聚合酶链

反应（polymerase chain reaction，PCR）、滚环扩

增（rolling circle amplification，RCA）和CRISPR/
Cas13a相结合，建立了高特异性和高灵敏度检测

HBV cccDNA的方法，现报道如下。

资料与方法

一、研究对象

收集2017年6月至2020年10月在首都医科大学

附属北京佑安医院就诊的4例临床诊断为乙型肝炎

患者的肝组织样本，经过PCR检测患者的血清HBV 
DNA载量为104～108拷贝/ml。

二、试剂与仪器

DNA提取试剂盒QIAamp DNA Mini Kit（QIA-
GEN，德国）；质粒保护性ATP依赖的DNA酶

Plasmid-safe ATP-dependent DNase（Lucigen，美

国）；phi29 DNA 聚合酶（New England Biolabs，
美国）；Hind Ⅲ内切酶（New England Biolabs，
美国）；琼脂糖（北京索莱宝科技有限公司）；

50× TAE 缓冲液（北京索莱宝科技有限公司）；

Golden ViewTM核酸染料（北京博迈德基因技术有

限公司）；BM 2 000/5 000bp DNA Marker（北京博

迈德基因技术有限公司）；6× RNA/DNA Loading 
Buffer（北京博迈德基因技术有限公司）；普通

PCR扩增仪（Bio-Rad，美国）；电泳槽（Bio-
Rad，美国）；电泳仪（Bio-Rad，美国）；凝胶成

像仪（Bio-Rad，美国）；ViiATM7 Real-Time PCR 
System荧光定量PCR（Applied Biosystems，美

国）；BIO-RAD QX200数字PCR仪（Bio-Rad，美

国）。

三、引物和探针设计

α-1-抗胰蛋白酶（alpha-1 antitrypsin，A1AT）
是一种糖蛋白，广泛存在于肝脏组织中，HBsAg
基因为HBV表面抗原基因，在NCBI网站下载其引

物序列。利用HBV cccDNA与HBV松弛环状DNA
（relaxed circular DNA，rcDNA）基因结构上的差

异，在跨越HBV DNA负链缺口处相对保守位置设

计引物和探针，保证HBV cccDNA扩增的特异性。

同样在NCBI网站上找出β-actin基因序列的引物和

探针。RCA引物R1～R8均引用相关文献[11]（均在

HBV基因保守区）。所有引物和探针序列均由生

工生物工程（上海）股份有限公司合成（表1）。

四、肝组织HBV cccDNA的提取

先从患者肝组织中提取总DNA，然后用Hind 
Ⅲ内切酶对总DNA进行酶切。Hind Ⅲ酶切体系：
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Hind Ⅲ内切酶1 μl、10× NEB Buffer 5 μl、总DNA 
10 μl、DEPC水34 μl，总体积为50 μl。反应条

件：37 ℃水浴60 min。接着用PSAD酶进行消化。

PSAD酶切体系：25 mmol/L ATP 0.8 μl、PSAD
（10 U/L）0.4 μl、10× Buffer 2 μl、肝组织DNA产

物 8.5 μl，总体积为11.7 μl。反应条件：37 ℃水浴

12 h过夜，然后70 ℃水浴30 min灭活PSAD酶。最

终得到HBV cccDNA。

五、RCA扩增

对Hind Ⅲ内切酶和PSAD酶切后的cccDNA

进行RCA，第一步扩增体系：10× Phi29 DNA聚

合酶 Buffer 1 μl、引物（R1～R8）4 μl（每个引

物0.5 μl）、HBV cccDNA＜ 5 μl（适量）、DEPC
水补充至10 μl，总体积10 μl。放入普通PCR扩增仪

中，反应条件：95 ℃，3 min；50 ℃，15 s；30 ℃，

15 s；20 ℃，10 min。第二步扩增体系：上一步

扩增产物10 μl、Phi29 DNA聚合酶1 μl、10× Phi29 
DNA聚合酶 Buffer 1 μl、引物（R1～R8）4 μl（每

个引物0.5 μl）、Phi29 BSA 1 μl、4× dNTP mix 3 μl、
总体积20 μl。反应条件：30 ℃水浴16 h过夜，然

后65 ℃水浴10 min灭活Phi 29 DNA聚合酶。

六、普通PCR扩增

对RCA后的产物进行普通PCR扩增，分别使用

A1AT、HBsAg、HBV cccDNA和rcDNA引物。扩增

体系：RCA扩增后模板2 μl、上游引物（10μmol/L）
1 μl、下游引物（10 μmol/L）1 μl、2× Taq Mix 12.5 μl、
DEPC水8.5 μl，总体积25 μl。反应条件：94 ℃，3 min；
94 ℃、30 s，58 ℃、45 s，72 ℃、30 s，35个循环；

72 ℃，10 min；4 ℃，+∞。

七、数字PCR检测

根据BIO-RAD QX200数字PCR仪器操作说

明，配置反应体系：2× PCR Mix 10 μl、上游引

物（10 μmol/L）0.5 μl、下游引物（10 μmol/L）            
0.5 μl、探针（10 μmol/L）0.5 μl、ddH2O 6.5 μl、
模板2 μl。PCR扩增条件：95 ℃、10 min；94 ℃、

30 s，60 ℃、1 min，40个循环；98 ℃、10 min；        
4 ℃ +∞。

八、crRNA序列的设计和筛选

按照 c r R N A序列的设计原则 [ 1 2 ]，在H B V 
cccDNA上下游引物的序列之间，选择3个位点作为

检测HBV cccDNA的crRNA靶位点，并设计相应的

crRNA序列（表2）。

表 1  引物及探针序列

名称 序列（5'→3'）

HBV cccDNA-F GGGGCGCACCTCTCTTTA

HBV cccDNA-R AGGCACAGCTTGGAGGC

HBV cccDNA-probe TCACCTCTGCCTAATCATCTC

β-actin-F ACTGTGCCCATCTACGAGG

β-actin-R CAGGCAGCTCGTAGCTCTT

β-actin-probe CGGGAAATCGTGCGTGAC

HBV rcDNA-F GTTGCCCGTTTGTCCTCTAATTC

HBV rcDNA-R GGAGGGATACATAGAGGTTCCTTGA

A1AT-F TTCCCTGGTCTGAATGTGTG

A1AT-R ACTGTCCCAGGTCAGTGGTG

HBsAg-F TCACAATACCGCAGAGTC

HBsAg-R ACATCCAGCGATAACCAG

R1 ACCTATTCTCCTCCC

R2 ATGCAACTTTTTCAC

R3 GGCCCACATATTGT

R4 AATCCTCACAATACC

R5 CTAGCAGAGCTTGGT

R6 CCTTTGTCCAAGGGC

R7 TAGAAGAAGAACTCC

R8 CCTATGGGAGTGGGC

注：HBV cccDNA-probe 和 β-actin-probe 为探针序列，5'- 端标记

6-FAM，3'- 端标记 BHQ1

表 2  crRNA 相关引物序列

名称 序列（5'→3'）

T7-crRNA-F  TAATACGACTCACTATAGGGGATTTAGACTACCCCAA

HBV-1-crRNA GGGGATTTAGACTACCCCAAAAACGAAGGGGACTAAAAC TCACCTCTGCCTAATCATCTCTTGTTCA

HBV-1R TGAACAAGAGATGATTAGGC

HBV-2-crRNA GGGGATTTAGACTACCCCAAAAACGAAGGGGACTAAAAC

AACTTTTTCACCTCTGCCTAATCATCTC

HBV-2R GAGATGATTAGGCAGAGGTG

HBV-3-crRNA GGGGATTTAGACTACCCCAAAAACGAAGGGGACTAAAAC TTTTCACCTCTGCCTAATCATCTCTTGT

HBV-3R ACAAGAGATGATTAGGCAGA
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九、CRISPR/Cas13a检测体系的构建

根据文献[9]，配制 CRISPR/Cas13a检测体系：

NTP Mix（2.5 mmol/L）2 μl；RNA酶抑制剂1 μl；
LwCas13a蛋白（25 nmol/L）1 μl；T7 RNA聚合酶

0.5 μl；MgCl2溶液（10 mmol/L）0.25 μl；HEPES缓
冲液（20 mmol/L）0.5 μl；crRNA（2 μmol/L）
1.5 μl；荧光报告RNA（2 nmol/L）2.5 μl；无菌无

酶水10.75 μl；扩增产物5 μl，总体系25 μl。将配好

的体系放于荧光定量PCR仪器中，选择FAM通道检

测荧光信号变化。反应条件为：37 ℃、15 s；37 ℃、

1 min 45 s（收集荧光），30个循环。

十、伦理学审查

本研究由首都医科大学附属北京佑安医院伦

理委员会审批，批号：京佑科伦字（2020）132
号。患者均签署知情同意书。

十一、统计学处理

应用S P S S  2 5 . 0软件进行统计学分析。非

正态分布的数据采用中位数（四分位数） [ M
（P25，P75）］表示，并采用独立样本秩和检验

（Kruskal-Wallis）进行多组数据的比较，以P ＜ 
0.05为差异具有统计学意义。

结    果

一、CRISPR-Cas13a检测HBV cccDNA方法的

建立

在肝组织样本提取的总DNA中，含有线性

DNA、环状DNA、双链DNA、HBV rcDNA和HBV 
cccDNA。首先利用Hind Ⅲ内切酶处理后，环状

DNA被消化成线性DNA，双链DNA也被切割。然

后经过PSAD酶切消化后，线性DNA和松弛环状

DNA都被清除，留下环状闭合的HBV cccDNA和

一些DNA片段（图1）。然后对HBV cccDNA进

行RCA扩增和PCR转录扩增，使HBV cccDNA转

录为单链RNA（single-stranded ribonucleic acid，
ssRNA）。通过设计和筛选出的crRNA与单链RNA
上的靶序列结合，激活Cas13a蛋白的“附带切割”

功能，剪切带有荧光基团和淬灭集团的荧光报告

RNA，从而发出被仪器检测的荧光信号（图1）。

二、肝组织总DNA的提取和酶切

从4个肝组织样本中提取总DNA后，依次使用

Hind Ⅲ内切酶和PSAD酶切消化后，分别进行琼

脂糖凝胶电泳，见图2。Hind Ⅲ酶切后的条带亮

       图1  RCA-PCR-CRISPR-Cas13a检测示意图
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度基本保持不变，因Hind Ⅲ内切酶只切断了环状

DNA和双链DNA，并未进行消化；而经过PSAD
酶切后，在图中已不见条带，因PSAD去除了线性

DNA、rcDNA和被切断的环状DNA，留下了浓度

很低的HBV cccDNA和一些DNA片段。

三、HBV cccDNA特异性验证

应用Southern blot方法对双重酶切后的产物进

行检测，先对HBV cccDNA探针进行地高辛标记，

再检测4个肝组织样本双重酶切后的产物。如图3所
示，标记了地高辛的HBV cccDNA探针和地高辛标

记的对照组DNA均被检测到，且双重酶切后的产

物中亦检测到HBV cccDNA的存在。

利用A1AT和HBsAg引物对双重酶切后产物扩

增后，进行琼脂糖凝胶电泳，结果如图4所示。

A1AT引物扩增的图中未出现目标条带，因为A1AT
广泛存在于基因组中，双重酶切后会被完全消化

掉；而HBsAg引物扩增的图中有4个较明显的目标

条带，因为HBsAg为HBV特异性基因，提示酶切过

的产物中含有乙型肝炎病毒基因组。

利用HBV cccDNA引物对双重酶切后的产物进行

扩增，进行琼脂糖凝胶电泳（图5）。图中可见目标

条带，提示HBV cccDNA被特异性扩增。

4. 数字PCR检测RCA扩增前后的产物：利用

RCA引物对双重酶切后的产物进行扩增，然后应

用数字PCR方法检测扩增前后产物中HBV cccDNA
的浓度。选取其中1个样本进行检测，如图6所示，

RCA扩增前的HBV cccDNA浓度为3 400 拷贝/μl，而

RCA扩增后的HBV cccDNA浓度为5.12 × 104拷贝/μl。
五、crRNA的筛选

利用CRISPR-Cas13a检测方法筛选检测效率

最高的crRNA。如图7所示，在检测60 min时，

crRNA2荧光强度[（870 000.0 ± 70 000）RFU]显
著高于crRNA1[（250 000.0 ± 45 000）RFU]和
crRNA3[（140 000 ± 64 000）RFU]，故将crRNA2

注：A：4个肝组织样本的总DNA条带亮度均较明显；B：Hind Ⅲ酶切后的条带亮度基本保持不变；C：PSAD酶切后已不见条带。每

个样本进行3次重复实验 

图2  肝组织总DNA、Hind Ⅲ内切酶和PSAD酶切后的电泳图

注：A：地高辛标记HBV cccDNA探针检测结果；B：双重酶切后的产物检测结果，每个样本做2个重复实验 

图3  Southern blot检测双重酶切后的产物
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用于本研究CRISPR-Cas13a检测系统。

六、CRISPR-cas13a检测系统

由数字P C R结果得到其中1个样本的H B V 
cccDNA浓度5.12 × 104 拷贝/μl，然后以此为模

板进行梯度稀释，分别稀释为1 × 104拷贝/μl、
1 × 103拷贝/μl、1 × 102拷贝/μl、1 × 101拷贝/μl
和1 × 100拷贝/μl。再利用CRISPR-Cas13a系统

分别进行检测。如图8所示，在30 min时，1 ×                                                          
104拷贝/μl、1 × 103拷贝/μl、1 × 102拷贝/μl、1 ×                                                                                     
101拷贝/μl荧光强度与阴性对照差异具有统计学

意义（H = 19.42、P ＜ 0.001），1 × 100拷贝/μl              
[（230 000 ± 5 000）RFU]和阴性对照[（220 000 ± 
6 200）RFU]差异无统计学意义。故该方法的最低

检出限为10拷贝/μl。由此本研究建立了RCA-PCR-
CRISPR-Cas13a检测方法。

注：A：A1AT引物扩增双重酶切后的产物，未出现目标条带；B：HBsAg引物扩增双重酶切后的产物，出现4个较明显的目标条带。

每个样本进行3次重复实验

图4  A1AT和HBsAg引物扩增双重酶切后产物的电泳图

注：HBV cccDNA引物扩增双重酶切后的产物，出现了较明

显的目标条带。每个样本进行3次重复实验

图5  双重酶切后HBV cccDNA引物扩增的电泳图

注：A：数字PCR检测RCA扩增前产物的阳性微滴数量较少；B：数字PCR检测RCA扩增后产物的阳性微滴数量显著增加。进行3次重

复检测 

图6  数字PCR检测RCA扩增前后的微滴散点图
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讨    论

HBV能够长期存在于乙型肝炎患者的肝脏

中，当其进入肝细胞后，会在细胞质中脱掉核

衣壳，形成rcDNA，接着rcDNA进入细胞核中，

在DNA聚合酶和拓扑异构酶的作用下形成HBV 
cccDNA[13-15]。目前，临床上对于HBV感染者的抗

病毒治疗只能达到抑制作用，而不能彻底清除[16]。

HBV cccDNA是RNA病毒合成的模板，导致病毒抗

原如HBeAg和HBsAg以及子代病毒的产生。因此

有效监测HBV cccDNA是否被清除是乙型肝炎患者

治疗效果的重要手段。目前检测HBV cccDNA的方

法有Southern blot印迹杂交、实时荧光定量PCR、

巢式PCR和数字PCR等方法[17-19]，存在灵敏度和特

异性较低、操作步骤繁琐、需要精密设备和成本

较高等一些缺点，不利于临床的使用和推广[20-21]。

本研究通过在跨越负链缺口处设计引物，并利用

Hind Ⅲ内切酶和PSAD双重酶切，首先经过A1AT和
HBsAg引物扩增，验证了HBV基因组的存在；然后

对PSAD酶切前后cccNDA和rcDNA的扩增，验证了

rcDNA被完全清除，仅留下cccDNA。充分证明了本

研究对HBV cccDNA检测具有较高的特异性。

在2016年，CRISPR-Cas13a系统被发现具有核

酸检测功能。Abudayyeh等[22]发现Cas13a能够特异

性靶向切割单链RNA，并在切割后保持活性，继

续切割其他非靶标RNA，这种特性被称为“附带

切割”。之后经过研究人员不断开发，CRISPR-
Cas13a系统被用于埃博拉病毒、登革热病毒、寨卡

病毒和禽流感病毒等多种病原体，且能够达到单

碱基阿摩尔级的特异性和灵敏度[7, 23-25]。本研究利

用CRISPR-Cas13a结合RCA和PCR技术，通过设计

和筛选序列保守性crRNA，大大提高了检测的灵敏

度，使HBV cccDNA的检测下限达到了10 拷贝/μl。
此外，CRISPR-Cas13a系统检测时间短，成本较

低，易于操作，为推广HBV cccDNA的临床检测提

供可行方案。

综上，本研究建立了RCA-PCR-CRISPR-
Cas13a检测HBV cccDNA的方法，能够高特异性

注：A：CRISPR-Cas13a系统检测梯度稀释的HBV cccDNA样本；B：A图在30 min时扣除背景的荧光值。每个梯度的浓度进行3次重复

检测（*：P ＜ 0.05、**：P ＜ 0.01、***：P ＜ 0.001）

图8  CRISPR-cas13a系统的检测

注：在检测60 min时，crRNA3的荧光值最高。每个crRNA检测进行3次重复

图7  crRNA的筛选
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和高灵敏度的检测乙型肝炎患者肝组织内的HBV 
cccDNA，为指导乙型肝炎患者的用药提供及时有

效的信息，具有重要的临床意义。
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