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摘要：亚麻褐斑病菌（Mycosphaerella linicola Naumov）是一种重要的检疫性病原菌，可危害亚麻整个生育期。我

国每年从国外进口超 10万吨亚麻籽，该病害传播扩散的风险激增，原有传统分离鉴定方法由于周期长、操作繁琐难

以满足口岸快速通关需求。本研究基于 RPA-CRISPR/Cas12a技术针对亚麻褐斑病菌 M. linicola的 β-微管蛋白基

因Beta-Tubulin Gene (TUB2)序列设计RPA特异性引物和 3条 crRNA，筛选切割效率最佳的 1条 crRNA进行后续检

测体系优化实验，优化实验结果表明：RPA反应适宜时间为 20 min；适宜荧光报告分子浓度为 50 nmol/L；适宜试纸

条报告分子浓度为 200 nmol/L。采用建立的检测方法对模拟带菌种子进行检测和验证，实验结果表明该体系可在

种子带菌率为 5%的样本中检测到 100个M. linicola分生孢子。该方法可在 80 min内完成检测，灵敏度达 34 ag/μL，
整个检测过程操作简便，灵敏度高，耗时短，为亚麻褐斑病菌的实时快速检测提供了技术支持。
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Abstract: Mycosphaerella linicola Naumov is an important quarantine pathogen that can damage the whole 

growth period of flax. China imports more than 100 000 tons of flax seeds from abroad every year.The risk of trans⁃
mission and diffusion of this disease is increasing.The original traditional separation and identification methods are 
difficult to meet the needs of rapid customs clearance due to their long cycle and complicated operation.Based on 
RPA-CRISPR/Cas12a technology, this study designed specific primers and three crRNAs for the β-tubulin gene 
(TUB2) sequence of brown spot disease of flax, and selected the one with the best cutting efficiency for subsequent 
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detection system optimization experiments. The optimized experimental results showed that the suitable reaction 
time of RPA is 20 minutes.The appropriate concentration of fluorescence reporter molecules was 50 nmol/L, and the 
appropriate concentration of test strip report moleculars was 200 nmol/L.The established detection method was used 
to detect and verify the simulated fungal seed.The results showed that the system could detect 100 conidia in sam⁃
ples with 5% fungal seed band rate.This method can complete the detection in 80 minutes, and the sensitivity can 
reach 34 ag/μL. The whole detection process is simple to operate, highly sensitive and short in time, which provides 
technical support for the real-time rapid detection of Mycosphaerella linicola.
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亚麻（Linum usitatissimum L.）是亚麻科（Linace⁃
ae）亚麻属（Linum L.）的一年生或多年生草本植

物[1]，广泛分布于世界上五大洲（亚、非、欧、美、大洋

洲）的 40多个国家，其中以亚洲和欧洲栽培面积最

大[2]。亚麻籽因其富含 Ω-3 脂肪酸，被定位为高端

健康油，2022年国内亚麻籽年产量仅约 40万吨，而

消费需求超 80 万吨，自给率不足 50%，造成严重供

需缺口，国产原料无法满足[3]。每年我国都要从国

外进口大量亚麻籽，据海关数据统计，2024 年中国

共进口 69. 3 万吨亚麻籽。随着我国进口量的不断

增长，外来检疫性病害传入我国风险极大。亚麻褐

斑病是亚麻上的一种重要检疫性病害，可在亚麻全

期及全株发生危害，发病植株易倒伏，叶片枯黄、早

落，茎部出现褐色条斑，表皮破裂，蒴果发育不良，

不仅降低种子及原茎的产量和质量，也影响其副产

品纺织加工，给亚麻生产带来重大损失[4]。
亚麻褐斑病菌学名（Mycosphaerella linicola Nau⁃

mov），异名亚麻派斯莫病菌（Septoria linicola Speg）
有性态为 Mycosphaerella linorum （Wr.）Gbncia -Ra⁃
ba （亚麻球腔菌），属子囊菌亚门真菌。其无性态为 
Septoria linicola Gar（亚麻生壳针孢），属半知菌亚门

真菌[1]。亚麻褐斑病呈全球性分布，现有文献表明，

该病害最早于 1911年在阿根廷被记录，随后通过国

际贸易传播至其他大陆。苏联于 1930 年因引进非

洲油用亚麻种子而首次发现该病，并于 1934年将其

列为重点检疫性病害[5]。
目前国内外对于亚麻褐斑病菌的研究主要集

中在病原菌形态鉴定[6,7]、抗病种质资源筛选[8]、防治

药剂的筛选[9]和基于基因组的研究[10-12]等方面，而针

对检测方法的研究十分有限，尚未建立成熟的分子

检测技术。为适应口岸快速通关的实际需求，亟需

建立一种快速、灵敏的检测方法。

重组酶聚合酶扩增技术 (Recombinase Poly⁃
merase Amplification, RPA) 是一种基于酶促反应的

恒温核酸扩增技术，其核心原理是通过三种关键蛋

白的协同作用，在常温（37–42°C）下实现目标DNA
序列的高效扩增[13,14]。

CRISPR-Cas（Clustered Regularly Interspaced 
Short Palindromic Repeats-CRISPR associated en⁃
zyme systems）被称为成簇规律间隔短回文重复序列

及 CRISPR 相关蛋白系统（Cas 蛋白）[15]。当Cas12a-
crRNA复合物识别并结合靶DNA后，其非特异性反

式切割活性（trans-cleavage activity）被激活。CRIS⁃
PR 体系中加入预先设计的一端标记为 FAM、另一

端标记为 Biotin 的单链 DNA 探针，探针被 Cas 蛋白

切割，释放标记物。标记物在层析作用下沿试纸条

迁移，先后与检测线（T线）和质控线（C线）处包被的

特异性抗体结合，形成肉眼可见的彩色条带。通过

判读T线显色情况（出现/不出现），即可实现目标核

酸的定性检测[16]。Cas12a 的温度与 RPA 反应时间

相近，将两种技术相结合，可进一步提升核酸扩增

效率，对病原物进行快速检测。

目前，RPA/CRISPR-Cas12a 技术已成为病原体

检测领域的重要技术，并在多种动植物病原检测中

得到广泛应用。卫艳珂等[17] 基于 F.  pseudogra⁃
minearum的NPS15基因，建立了重组酶聚合酶等温

扩增技术（RPA）结合CRISPR/Cas12a的快速检测体

系；董铮等[18]根据 ToMV 编码的外壳蛋白的基因保

守序列，通过优化反应体系建立了番茄花叶病毒

（tomato mosaic virus, ToMV）的快速可视化检测方

法；王皓璐[19]利用RPA/CRISPR-Cas12a技术,建立了

适用于海产品中异尖线虫等温、灵敏、快速的可视

化核酸检测方法。RPA-CRISPR/Cas12a 技术兼具

快速、灵敏、特异、便携等优势，特别适用于现场检

测、基层医疗和应急诊断，使之成为公认的新一代

核酸快速检测技术。

本研究基于RPA-CRISPR/Cas12a 系统，综合荧

光PCR仪与可视化核酸试纸条，设计特异性RPA引

物及 crRNA，通过筛选 crRNA、优化RPA反应时间及

报告分子浓度，建立了亚麻褐斑病的快速可视化检
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测方法，为口岸检验监管和病害田间早期监测预警

提供技术支撑。

1 材料与方法

1. 1 材料

1. 1. 1 实验菌株 本实验所用菌株共 10 株，具体

见表 1。其中向日葵茎溃疡病菌ATCC62680购自于

美国菌种保藏中心（American Type Culture Collec⁃
tion，ATCC），向日葵黑茎病菌CF-6和油菜茎基溃疡

病菌 781-1分别来自天津海关和上海海关，其他对

照菌株均为本实验室自主采样分离菌株，且已完成

形态学及分子生物学鉴定。

1. 1. 2 实验试剂与仪器 本实验所用主要试剂与

仪器，具体见表2。
1. 2 方法

1. 2. 1 基因组 DNA 提取 将目标菌株接种于马铃

薯葡萄糖琼脂（PDA）培养基，25℃恒温培养 15 天。

采用 DNA 提取试剂盒提取 DNA 后，使用分光光度

计测定 DNA 浓度及纯度，确保后续实验的可靠性。

测定DNA浓度为3. 4 ng/μL。
1. 2. 2 特异性 RPA 引物及 crRNA 设计 从 NCBI
（National Center for Biotechnology Information）数据

库中下载 M.  linicola 及其近似种的基因序列，用

MEGA. 11 进行多序列比对，选择特异性大的 β-微
管蛋白基因 Beta-Tubulin Gene (TUB2) 基因序列

（GenBank: MZ073925. 1）设计 RPA 引物（YM-RPA-
F/YM-RPA-R），再结合CRISPR -Cas识别位点PAM
（TTTV,V=G,C or A），设计了三条YM-crRNA。具体

序列见表3。
1. 2. 3 RPA-CRISPR/Cas12a 检测体系的建立 参

考 DNA 恒温快速扩增试剂盒说明，反应体系共    
50 μL。将 29. 4 μL A buffer、2 μL YM-RPA-F（10 
μmol/L）、2 μL YM-RPA-R（10 μmol/L）、5 μL DNA
模板及 9. 1 μL RNase-free ddH2O 加入含冻干酶粉

的反应管中，再加入 2. 5 μL B buffer。充分混匀后

于水浴锅 38℃ 水浴 20 min。反应结束后，加入      
50 μL Tris饱和酚/氯仿/异戊醇（25∶24∶1）DNA抽提

液，漩涡混合器涡旋混匀 30 S，离心机 12000 r/min
离心5 min后，取30 μL上清液作为RPA扩增产物。

CRISPR-Cas12a 荧光检测体系：将 RNase-free 
ddH2O 12. 5 μL，NE Buffer 2 μL，LbaCas12a 1 μL   
（5 μmol/L），0. 5 μL RNAse Inhibitor（40 U/μL），荧光

报告分子 ssDNA-FQ 1 μL（1μmol/L），crRNA 1 μL
（1 μmol/L），2 μL RPA 扩增产物配置混合至总体积

20 μL，放入荧光PCR仪，38℃，30 S收集一次荧光信

号，共120个循环，测量荧光强度。

表1　供试菌株的病原名称、寄主和来源地

Table 1　The name of the tested strains of the pathogen, host and source

菌株编号

Strain code
PM1

YMKW

M5

M9

M13

M1

X6

CF-6

ATCC62680

718-1

病原菌

Pathogen
亚麻褐斑病菌

Mycosphaerella linicola

亚麻枯萎病菌

Fusarium linicola

亚麻灰霉病菌

Botrytis cinerea

亚麻炭疽病菌

Colletotrichum lini

亚麻立枯病菌

Rhizoctonia solani

链格孢

Alternaria conjuncta

向日葵菌核病菌

Sclerotinia sclerotiorum

向日葵黑茎病菌

Plenodomus lindquistii

向日葵茎溃疡病菌

Diaporthe helianthi

油菜茎基溃疡病菌

Leptosphaeria maculans

寄主

Host
亚麻

Linen
亚麻

Linen
亚麻

Linen
亚麻

Linen
亚麻

Linen
亚麻

Linen
向日葵

Sunflower
向日葵

Sunflower
向日葵

Sunflower
油菜

Rapeseed

来源

Source
黑龙江省农科院经济作物所

Economic Crops Institute， Heilongjiang Academy of Agricultural Science
新疆特克斯

Tekes， Xinjiang
新疆特克斯

Tekes， Xinjiang
新疆特克斯

Tekes， Xinjiang
新疆特克斯

Tekes， Xinjiang
新疆特克斯

Tekes， Xinjiang
新疆昭苏

Zhaosu，Xinjiang
天津海关

Tianjin Customs
ATCC

American Type Culture Collection
上海海关

Shanghai Customs
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CRISPR-Cas12a 试纸条检测体系：将 RNase-
free ddH2O 12. 5 μL，NE Buffer 2 μL，LbaCas12a 1 μL
（5 μmol/L），0. 5 μL RNAse Inhibitor（40 U/μL），荧光

报告分子 ssDNA-FB 1 μL（1 μmol/L），crRNA 1 μL
（1 μmol/L），2 μL RPA 扩增产物配置混合至总体积

20 μL，于水浴锅中 38℃恒温反应 20 min。反应结束

后，取 5 μL 反应液用去离子水稀释 10 倍后插入试

纸条，观察试纸条检测线（T 线）是否出现红色条带

对结果进行判读。

1. 2. 4 RPA-CRISPR/Cas12a 检测体系的优化 为

优化 RPA 扩增时间，设置 10 min、20 min、30 min 及

40 min四个时间梯度，同时设立无菌水为空白对照。

将不同时间的 RPA 扩增产物通过 CRISPR/Cas12a 

实时荧光检测与侧向流试纸条双重检测，评估不同

反应时间下的检测效能，确定最优反应时间，试验

设置3个重复。

在 CRISPR-Cas12a 反 应 中 ，将 设 计 的 3 条

crRNA 进行 CRISPR-Cas12a 荧光法检测，观察 3 条

crRNA 在反应中的切割效率，选择最优的一条

crRNA进行后续实验。

在 CRISPR-Cas12a 荧光反应体系与试纸条反

应体系中，为确定最佳报告分子浓度，采用 2倍梯度

稀释，设置 5 个梯度水平（50 nmol/L、100 nmol/L、
200 nmol/L、400 nmol/L、800 nmol/L），以无菌水为空

白对照，将稀释后的不同浓度报告分子进行 CRIS⁃
PR-Cas12a 荧光法和试纸条法反应，分别检测其荧

表2　实验试剂与仪器

Table 2　Experimental reagents and instruments

试剂/仪器Reagents/Instruments
DNAsecure新型植物基因组DNA提取试剂盒

DNAsecure New Plant Genome DNA Extraction Kit
RNA酶抑制剂

RNAase Inhibitor
DNA恒温快速扩增试剂盒

DNA Isothermal Rapid Amplification Kit
Tiosbio®Cas12/13专用核酸检测试纸条

Tiosbio®Cas12/13 Special Nucleic Acid Test Strip
Tiosbio ®Cas12a 核酸酶

Tiosbio ®Cas12a Nuclease
去离子水

RNase-free ddH2O
QuantStudio TM 7 实时荧光PCR仪

QuantStudio TM 7 Felx Real-Time PCR
NanoDrop ND-1000分光光度计

NanoDrop ND-1000 Spectrophotometer
Fresco21高速冷冻离心机

Fresco21 High Speed Freezing Centrifuge
XH-C漩涡混合器

XH-C Vortex Mixer
ThermoMixer水浴恒温振荡器

Water Bath Thermostatic Shaker

来源Source
天根生化科技（北京）有限公司

Tiangen Biochemical Technology（Beijing） Co.，Ltd.
天根生化科技（北京）有限公司

Tiangen Biochemical Technology（Beijing） Co.，Ltd.
安普未来（常州）生物科技有限公司

Ampu Future Biochemical （Shanghai） Co.，Ltd.
北京宝盈同汇生物科技有限公司

Beijing Baoying Tonghui Biochemical Technology Co.，Ltd.
北京宝盈同汇生物科技有限公司

Beijing Baoying Tonghui Biochemical Technology Co.，Ltd.
生工生物工程（上海）股份有限公司

Sangon Biotech（Shanghai） Co.，Ltd.
赛默飞世尔科技（中国）有限公司

Thermo Fisher Scientific（China） Co.，Ltd.
赛默飞世尔科技（中国）有限公司

Thermo Fisher Scientific（China） Co.，Ltd.
赛默飞世尔科技（苏州）仪器有限公司

Thermo Fisher ScientificInstrument（Suzhou） Co.，Ltd.
江苏金怡仪器科技有限公司

Jiangsu Jinyi Instrument Technology Co.， Ltd.
艾本德生物科技国际贸易有限公司

Eppendorf Biochemical Technology International Trade Co.， Ltd

表3　RPA引物、crRNA及单链报告分子序列

Table 3　RPA primers, crRNA and probe sequences in this study

名称Primer
YM-RPA-F
YM-RPA-R
YM-crRNA1
YM-crRNA2
YM-crRNA3
ssDNA-FQ
ssDNA-FB

序列Sequences（5’-3’）
ATCACAGAAACGAGGTCGAGAGCGCGGAAA
GTACCGCCCGAAAGCGCAACAGGCAGGTGC

UAAUUUCUACUAAGUGUAGAUGUUGCCCUUGGUUAUGUCAAUUU
UAAUUUCUACUAAGUGUAGAUAGGACACUACUGACCUGGAGCAG
UAAUUUCUACUAAGUGUAGAUCGCGCUCUCGACCUCGUUUCUGU

FAM-/CCACCC/-BHQ1
FAM-/TTTTTTTTTT/-Biotin
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光强度与检测线的强度变化。

1. 2. 5 灵敏度检测 将原浓度3. 4 ng/μL的亚麻褐

斑病菌DNA进行 10倍梯度稀释为 340 pg/μL、34 pg/
μL、3. 4 pg/μL、340 fg/μL、34 fg/μL、3. 4 fg/μL、340 
ag/μL、34 ag/μL、3. 4 ag/μL，每个样品设置 3个重复，

采用优化后的荧光法及试纸条检测体系进行RPA-
CRISPR/Cas12a 联合扩增与检测，以确定该方法的

检测限度。

1. 2. 6 特异性验证 以表 1 供试菌株核酸为 DNA
模板，以无菌水为空白对照，采用优化后的 RPA-
CRISPR/Cas12a荧光法与试纸条法进行检测。每个

样品设置3个重复，检测其是否具有特异性。

1. 2. 7 模 拟 样 品 检 测 为 评 估 RPA-CRISPR/
Cas12a 检测体系对染病种子的检测效能，制备 M.  
linicola分生孢子悬浮液，用血球计数板计算孢子悬

浮液浓度，计算 10 μL 体积下的孢子悬浮液中分生

孢子的个数，将其稀释成相应浓度后滴在无菌亚麻

籽上，确保每粒亚麻籽上附着 10 000、1000、100、10、
和 1个 M.  linicola分生孢子。将分生孢子接种的种

子在室温条件下干燥 48 h后，取 1粒带菌种子与 19
粒无菌种子混合研磨，提取混合样本总DNA作为检

测模板。基于前期优化的反应条件，对样品进行检

测，每个样品设置 3个重复，同时设置无菌种子阴性

对照，确保检测结果的可靠性。

2 结果与分析

2. 1 RPA-CRISPR/Cas12a 检测体系的优化

2. 1. 1 RPA 反应时间的优化　比较不同 RPA 反

应时间条件下，CRISPR-Cas12a 荧光检测与试纸条

检测结果。图 1结果表明，在RPA-CRISPR/Cas12a
荧光检测体系中，荧光信号均明显高于对照，且四

个反应时间荧光值相差不大；在 RPA-CRISPR/
Cas12a试纸条检测体系中，10 min时可见模糊红色

条带，其他时间均可见清晰红色条带，为阳性结果。

出于实验时间成本，故选择 20 min为最佳RPA反应

时间。

2. 1. 2 crRNA 的筛选 比较三条 crRNA 在荧光检

测体系中的切割效率，选取荧光信号强且切割效率

高的一条 crRNA 进行后续实验。图 2 结果表明，三

条 crRNA均在体系中进行反应，荧光信号高于对照

组，其中 crRNA2荧光强度最高。故选择 crRNA2进

行后续实验。

2. 1. 3 荧 光 报 告 分 子 浓 度 的 优 化 CRISPR-
Cas12a荧光检测体系中，设置不同荧光报告分子浓

度进行优化。图 3结果表明，随着荧光报告分子浓

度增长，其荧光强度也随之加强。五个报告分子浓

度荧光信号值明显高于空白对照。出于经济成本

考量，选择50 nmol/L作为最终工作浓度。

2. 1. 4 试纸条报告分子浓度的优化 CRISPR-
Cas12 a试纸条检测体系中，对试纸条报告分子浓度

进行优化。图4A结果表明，当试纸条报告分子浓度

为 50 nmol/L 时，检测线为模糊红色条带，其他 4 个

报告分子浓度都可见检测线为清晰红色条带。B图

中，当报告分子浓度为50 nmol/L和100 nmol/L，对照

检测线可见模糊红色条带，呈阳性结果，其他 3个报

告分子浓度对照呈现阴性结果，表明试纸条报告分

子浓度过低会出现假阳性，故选择 200 nmol/L 为最

佳试纸条报告分子浓度。

注：A：荧光法RPA反应时间优化检测结果；B：试纸条法RPA反应时间优化检测结果；P：阳性结果；N：阴性结果；T：检测线；C：质控线；下同

Note:  A: Optimization results of RPA reaction time by fluorescence method; B: The test results of RPA reaction time optimization by test strip method; 
P: Positive result; N: Negative result; T: Detection line; C: Quality control line. the below is same

图1　RPA反应时间的优化

Fig. 1　Optimization of RPA response time
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2. 2 RPA-CRISPR/Cas检测体系的灵敏度检测

将M.  linicola DNA进行 10倍梯度稀释，基于优

化后的反应体系进行 RPA-CRISPR/Cas 扩增和检

测。图 5结果表明，原浓度 3. 4 ng/μL到 34 ag/μL试

纸条检测结果为阳性，当DNA浓度为 3. 4 ag/μL时，

试纸条检测线未有红色条带，呈阴性结果，表明该

图3　荧光报告分子浓度的优化

Fig. 3　Optimisation of reporter molecule concentration in fluorescence assay

图2　不同 crRNA在CRISPR体系中反应效果比较

Fig. 2　Comparison of the reaction effects of different crRNAs in CRISPR system

注：A：不同试纸条报告分子浓度对CRISPR/Cas12a试纸条检测的影响；B：不同试纸条报告分子浓度的空白对照

Note:  A: Effect of different test strip reporter molecular concentrations on CRISPR/Cas12a strip detection; B: Negative control for different test strips re⁃
porting molecular concentrations

图4　试纸条报告分子浓度的优化

Fig. 4　The test strips report the optimization of molecular concentrations
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体系灵敏度为34 ag/μL，具备较高的灵敏度。

2. 3 RPA-CRISPR/Cas检测体系的特异性验证

使用优化后的RPA-CRISPR/Cas12a检测体系，

对供试菌株基因组DNA进行特异性检测分析。图6

注：A：荧光法灵敏度结果；B：试纸条法灵敏度结果；处理 1~10分别为原浓度 3.4 ng/μL、340 pg/μL、34 pg/μL、3.4 pg/μL、340 fg/μL、34 fg/μL、3.4 
fg/μL、340 ag/μL、34 ag/μL、3.4 ag/μL；CK：阴性对照

Note: A: Fluorescence method sensitivity results; B: Sensitivity results of test strip method; Treatments 1-10 were 3.4 ng/μL, 340 pg/μL, 34 pg/μL, 3.4 
pg/μL, 340 fg/μL, 34 fg/μL, 3.4 fg/μL, 340 ag/μL, 34 ag/μL, and 3.4 ag/μL, respectively. CK: Negative control

图5　灵敏度检测

Fig. 5　Sensitivity detection

注：A：荧光检测体系特异性结果；B：试纸条检测体系特异性结果；处理 1~10 分别为 PM1、YMKW、M5、M9、M13、M1、X6、CF-6、ATCC62680、
781-1，11为空白对照

Note: A: System-specific results for fluorescence detection；B：Test strip detection system-specific results；Treatments 1-10 were PM1, YMKW, M5, 
M9, M13, M1, X6, CF-6, ATCC62680, and 781-1, respectively, and 11 is negative control

图6　RPA/CRISPR-Cas12a检测特异性验证

Fig. 6　Validation of RPA/CRISPR-Cas12a assay specificity
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结果表明，在荧光检测中，编号PM1的M.  linicola菌

株荧光信号明显高于阴性对照，而其他供试菌株荧

光信号与阴性对照差异不大；在试纸条检测中，编

号 PM1 的 M.  linicola 菌株检测结果为阳性，其他供

试菌株均为阴性，表明该体系对 M.  linicola 具有特

异性。

2. 4 模拟样品检测

将每粒附着 10 000、1000、100、10和 1个M.  lin⁃
icola分生孢子的亚麻籽室温干燥 2 d之后，取 1粒含

有分生孢子的亚麻籽与 19 粒无菌亚麻籽混合提取

DNA 进行 RPA/CRISPR-Cas12a 体系检测。图 7 结

果表明：RPA/CRISPR-Cas12a荧光检测法和试纸条

检测法结果一致，种子带菌率为 5% 的样本中检测

到100个M.  linicola分生孢子。

3 结论与讨论

本研究将RPA扩增技术及CRISPR-Cas检测技

术相结合，建立了亚麻褐斑病菌的检测体系。该体

系可在 80 min内得到结果，灵敏度可达 34 ag/μL，操
作简单，用时短，灵敏性高，实现了亚麻褐斑病菌的

快速、灵敏的分子检测，为口岸检疫以及田间早期

诊断提供新技术。

本研究采用的供试菌株，为了保证 crRNA的特

异性和可靠性，对NCBI上发布的 TUB2序列进行对

比，同种相似度达到 100%，同属不同种相似度达

27%。首先从理论上确保其可靠的特异性，通过对

现有的一株目标菌株和参考菌株进行特异性验证，

实验结果与理论上是一致的。亚麻褐斑病菌为检

疫性病菌，国内鲜有发生，经查询国内菌种保藏中

心无该病菌，目前亚麻褐斑病尚无充足菌株进行方

法验证，后期获得不同来源菌株可对方法进一步

验证。

传统分离鉴定耗时长、操作步骤多且需要全套

微生物实验室设备；常用分子检测技术如普通

PCR、荧光定量 PCR、LAMP 等技术操作复杂，对专

业人员及仪器设备要求高；新一代常温扩增技术

RPA操作简单且仅需要简单的恒温装置，但存在极

高的非特异性扩增风险。本研究所建立的方法包

含了 RPA 技术的优点，同时依赖 CRISPR 系统的双

重识别，特异性极高，结果判定所需设备要求极低，

可直接配合便携式荧光仪或裸眼观察。但该体系

在实际应用方面具有巨大潜力和持续改进的空间。

例如，本研究在方法建立过程中发现，重复实验所

获得的荧光信号值较首次实验有所减弱，推测主要

原因可能是 crRNA 发生了部分降解。针对这一问

题，开发可在常温下稳定保存的冻干试剂盒，有望

有效改善试剂的储存与运输条件，从而提升检测稳

定性。此外，对于低浓度样本的检测，可通过引入

内标[20]来提高扩增效率，进而增强检测体系的灵敏

度。在实际植株病害诊断中，病原菌常为多种混合

侵染，未来若能开发多重检测方法[21,22]，将有望实现

同时检测多种病原，从而进一步提升亚麻褐斑病的

综合诊断能力。
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