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(57)摘要

提供了用于检测SARS‑CoV‑2的序列并且包

括例如SEQ  ID  NO:4‑8。这些序列可用于使用逆

转录环介导的等温扩增(RT‑LAMP)来扩增样品中

的SARS‑CoV‑2nsp8基因，并且优选与Cas酶/

sgRNA对和报告核酸组合使用。所公开的序列可

以用于检测样品中的SARS‑CoV‑2核酸的方法。一

般来说，SARS‑CoV‑2RNA的特定基因序列(本文为

nsp8)使用RT‑LAMP进行扩增。RT‑LAMP产物由

Cas12a‑gRNA核糖核蛋白(RNP)复合物扫描。RNP

与gRNA的特异性互补物结合，激活Cas12a的转切

割活性。活性Cas12a系统切割短的ssDNA报告物，

该报告物优选经标记，在两末端具有荧光团和淬

灭剂。报告物的切割将淬灭剂与荧光团分开，并

生成肉眼可检测到的荧光。
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1.用于检测样品中SARS‑CoV‑2nsp8基因的存在的核酸组合物，所述核酸组合物包含以

下或由以下组成：核酸序列SEQ  ID  NO:4；SEQ  ID  NO:5、SEQ  ID  NO:6、SEQ  ID  NO:7和SEQ 

ID  NO:8，或

与前述任一项具有至少70％、75％、80％、85％、90％、95％、96％、97％、98％或99％的

序列同一性的核酸序列。

2.权利要求2的组合物，其进一步包含(a)Cas/sgRNA对，和(b)一种或多种荧光报告物、

一种或多种淬灭剂或其组合，(c)磷酸盐缓冲液或Tris缓冲液，(d)逆转录酶和具有链置换

活性的DNA聚合酶，和/或(e)一种或多种去污剂。

3.权利要求1的组合物，其包含一种或多种盐。

4.权利要求3的组合物，其中所述盐是钾盐、钠盐、镁盐或铵盐。

5.权利要求4的组合物，其中所述盐选自KCl、NaCl、MgCl2、MgSO4、(NH4)2SO4。

6.权利要求1的组合物，其包含选自dATP、dCTP、dGTP和dTTP的一种或多种核苷酸或核

苷酸类似物。

7.权利要求2的组合物，其中所述sgRNA包含SEQ  ID  NO:1或与前述序列具有至少70％、

75％、80％、85％、90％、95％、96％、97％、98％或99％的序列同一性的核酸序列。

8.权利要求7的组合物，其中所述报告物包含SEQ  ID  NO:3，或与前述序列具有至少

70％、75％、80％、85％、90％、95％、96％、97％、98％或99％的序列同一性的核酸序列。

9.检测样品中SARS‑CoV‑2核酸的存在的方法，所述方法包括以下步骤：

(a)在足以扩增SARS‑CoV‑2的nsp8基因的条件下使所述样品与包含权利要求1的组合

物的组合物接触，和

(b)检测SARS‑CoV‑2nsp8基因扩增产物，从而检测所述样品中SARS‑CoV‑2nsp8的存在，

所述方法包括在步骤(b)之前将来自步骤(a)的所述样品与包含Cas酶/sgRNA对和报告核酸

的组合物接触的任选步骤。

10.权利要求9的方法，其中所述引物包含SEQ  ID  NO:4‑8。

11.权利要求9‑10中任一项的方法，其中所述引物包含与SEQ  ID  NO:4‑8中任一项具有

至少90％的序列同一性的核酸序列。

12.权利要求11的方法，其中所述样品选自粘液、痰液(处理过的或未处理过的)、支气

管肺泡灌洗液(BAL)、支气管冲洗液(BW)、体液、脑脊液(CSF)、尿液、组织(例如活检材料)、

直肠拭子、鼻咽抽吸物、鼻咽拭子、咽拭子、粪便、血浆、血清或全血，其中所述方法包括从所

述样品中提取核酸并将所述样品与所述RT‑LAMP引物接触的步骤。

13.权利要求12的方法，其中所述样品获自鼻咽拭子、鼻咽抽吸物、痰/深喉唾液或咽拭

子。

14.权利要求13的方法，其中所述RT‑LAMP反应条件包括约60℃的反应温度和以下引物

终浓度：

(i)SEQ  ID  NO:4/SEQ  ID  NO:5，约0.1至约0.4μM；
(ii)SEQ  ID  NO:6，约0.8至约3.2μM；
(iii)SEQ  ID  NO:7，约0.8至约3.2μM；和
(iv)SEQ  ID  NO:8；约0.2至约1.6μM。
15.权利要求14的方法，其中，(i)SEQ  ID  NO:4/SEQ  ID  NO:5的浓度为约0 .2μM；(ii)
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SEQ  ID  NO:7的浓度为约1.6μM；和/或(iii)SEQ  ID  NO:8的浓度为约0.4μM。
16.权利要求14的方法，其中所述RT‑LAMP反应包含逆转录酶、DNA聚合酶、pH指示剂和

六个引物以扩增所述SARS‑CoV‑2E基因，导致pH下降和从粉红色到黄色的颜色变化，表明所

述样品中存在SARS‑CoV‑2。

17.用于检测样品中SARS‑CoV‑2nsp8基因的存在的试剂盒，其包含在一个或多个容器

中的权利要求1‑12中任一项的组合物。

18.权利要求17的试剂盒，其中所述组合物的一种或多种组分是冻干的。

19.权利要求18的试剂盒，其包含两个容器，其中一个容器包含冻干组分，并且第二容

器包含再水化溶液，所述再水化溶液包含用于RT‑LAMP的引物和ssDNA报告物。

20.权利要求18的试剂盒，其包含在容器底部的除引物外的RT‑LAMP反应试剂和在所述

容器的盖上的Cas酶反应试剂，其中(a)所述RT‑LAMP反应试剂选自下组：dNTP、等温扩增缓

冲液、MgSO4、RNase抑制剂、逆转录酶和DNA聚合酶以及合适的稳定剂，如D‑(+)‑海藻糖二水

合物、甘露醇、蔗糖；和(b)Cas酶反应试剂包含用于Cas12a介导的反应的RNP复合物、MgSO4

和Tris‑HCl。
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用于冠状病毒检测的组合物及其制备和使用方法

[0001] 相关申请的交叉引用

[0002] 本申请要求2022年9月23日提交的U.S.S.N.63/376,831的权益和优先权，其通过

整体引用具体并入本文。

[0003] 序列表的引用

[0004] 序列表以命名为“UHK_01210_ST26.xml”，创建于2023年8月30日，且大小为18,178

字节的文本文件提交，根据37C.F.R.§1.834(c)(1)特此通过引用并入。

技术领域

[0005] 本发明总体上属于SARS‑CoV‑2检测领域。

背景技术

[0006] 由严重急性呼吸系统综合征冠状病毒2(SARS‑CoV‑2)引起的2019年冠状病毒病

(COVID‑19)大流行仍然是公共卫生问题(1‑3)。伴随着全球确诊病例超过4.9亿，其已经是

有记录以来最大规模的流行病之一(4,5)。及时诊断COVID‑19是大流行控制的核心支柱，因

为这不仅可以指导社区和医疗机构的感染控制，还可以为高危个体的早期治疗决策提供信

息(6‑9)。在全球范围内，COVID‑19诊断主要依靠抗原检测(通常采用侧流形式)或核酸扩增

检测(NAAT)如逆转录聚合酶链反应(RT‑PCR)(10)。SARS‑CoV‑2(引起2019年冠状病毒病

(COVID‑19)的病毒)的诊断的准确检测对于及时治疗和感染控制决策非常重要。抗原检测

相对便宜，并且可以用作现场检测，但对早期COVID‑19诊断缺乏敏感性(11,12)。相比之下，

RT‑PCR灵敏度很高，但需要在配备经过培训的工作人员和专业设备如热循环仪的实验室进

行集中测试(13‑15)。因此，RT‑PCR无法在资源有限的环境中方便地大规模部署。

[0007] 仍然需要改进检测SARS‑CoV‑2的方法和试剂，从而避免复杂的仪器和训练有素的

工作人员的需求、保持高度的敏感性和特异性，并降低与检测相关的成本。此类方法将使测

试复杂程度降低且更便宜，从而大大提高测试的可能性。

[0008] 本发明的一个目的是提供用于检测和诊断SARS‑CoV‑2的组合物、方法和试剂盒。

[0009] 本发明的另一个目的是提供用于检测和诊断SARS‑CoV‑2的组合物、方法和试剂

盒，相对于现有的检测方法，其显示出改进的灵敏度和特异性以及降低的与测试相关的成

本。

发明内容

[0010] 提供了用于检测SARS‑CoV‑2的序列，并且可以例如包括以下或由以下组成：SEQ 

ID  NO:4‑8中任一项的序列，与其具有至少70％、75％、80％、85％、90％、95％、96％、97％、

98％或99％的序列同一性的序列，相对于其具有1、2、3、4、5、6、7、8、9或10个核酸取代、添

加、缺失或其组合的核酸序列，或前述任一项的反向互补物。这些序列可用于使用逆转录环

介导的等温扩增(RT‑LAMP)来扩增样品中的SARS‑CoV‑2nsp8基因，并且优选与Cas酶/sgRNA

对和报告核酸组合使用。报告核酸优选是在5’和3’末端用荧光团/淬灭剂对标记的ssDNA或
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dsDNA，荧光团存在于一端(5’/3’)并且淬灭剂存在于另一端(5’/3’)。

[0011] 所公开的序列可以用于检测样品中的SARS‑CoV‑2核酸的方法，所述样品如粘液、

痰(处理过的或未处理过的)、支气管肺泡灌洗液(BAL)、支气管冲洗液(BW)、体液、脑脊液

(CSF)、尿液、组织(例如，活检材料)、直肠拭子、鼻咽抽吸物、鼻咽拭子、咽喉拭子、粪便、血

浆、血清或全血，因此，也提供了检测此类样品中的SARS‑CoV‑2的方法。该样品可以是从可

能已经暴露于或怀疑患有SARS‑CoV‑2的受试者中分离出来的样品。在一些实施方案中，在

对样品进行检测方法之前，对样品进行处理以从样品中暴露或分离核酸。

[0012] 还公开了用于检测样品中SARS‑CoV‑2的存在的方法。该方法使用经设计以扩增样

品中保守的SARS‑CoV‑2nsp8基因的5个引物。所公开的方法包括鉴定感染有SARS‑CoV‑2的

受试者和/或诊断受试者为患有COVID  19。该方法是RT‑LAMP测定，靶向SARS‑CoV‑2nsp8基

因，并且优选利用Cas酶/sgRNA对和报告核酸。在优选的实施方案中，该方法是一步比色RT‑

LAMP。一般来说，SARS‑CoV‑2RNA的特定基因序列(本文为nsp8)使用RT‑LAMP进行扩增。RT‑

LAMP产物由Cas12a‑gRNA核糖核蛋白(RNP)复合物扫描。RNP与gRNA的特异性互补物结合，激

活Cas12a的转切割活性。活性Cas12a系统切割短的(例如8nt)ssDNA报告物，该报告物优选

经标记，在两末端具有荧光团和淬灭剂。报告物的切割将淬灭剂与荧光团分开，从而生成肉

眼可检测到的荧光。该方法包括以下步骤：

[0013] (a)在足以扩增SARS‑CoV‑2的nsp8基因的条件下使样品与包含要求保护的组合物

的组合物接触，所述要求保护的组合物包含以下或基本上由以下组成：SEQ  ID  NO:4；SEQ 

ID  NO:5、SEQ  ID  NO:6、SEQ  ID  NO:7和SEQ  ID  NO:8的核酸序列，或与前述任一项具有至少

70％、75％、80％、85％、90％、95％、96％、97％、98％或99％的序列同一性的核酸序列，和

[0014] (b)检测SARS‑CoV‑2nsp8基因扩增产物，从而检测样品中SARS‑CoV‑2nsp8的存在，

该方法包括在步骤(b)之前将来自步骤(a)的样品与包含Cas酶/sgRNA对和报告核酸的组合

物接触的任选步骤。

[0015] 本文公开了用于在单个管中进行RT‑LAMP和CRISPR  Cas12a介导的环境可视化的

测定试剂盒。试剂盒包括本文公开的组合物，包括但不限于CRISPR  Cas12a/sgRNA、报告核

酸，例如标记的ssDNA、RT‑LAMP引物。

[0016] 可以将测定试剂盒制备成包括至少一个或两个容器。容器可以包括液体试剂、冻

干试剂及其组合。在其中一个容器包括干燥试剂的实施方案中，第二容器包括含有用于RT‑

LAMP的引物和ssDNA报告物的再水化缓冲溶液。

附图说明

[0017] 图1是本研究中使用的RT‑LAMP‑CRISPR测定的工作流程。

[0018] 图2A和2B是由内部开发的nsp8和N基因RT‑LAMP‑CRISPR测定生成的荧光读数的点

图。通过RT‑LAMP‑CRISPR测定测试了319个样本，其中虚线阈值线用于nsp8和N测定(图2A)，

以及通过RT‑LAMP‑CRISPR测定测试呈阳性的146个样本(图2B)。****，P<0.0001。

[0019] 图3A和3B是由nsp8(图3A)和N(图3B)基因RT‑LAMP‑CRISPR测定生成的荧光读数与

LightMix  E‑基因RT‑PCR的Cp值的相关性的散点图。

[0020] 图4A和图4B是使用当前描述的引物和gRNA序列以及来自不同地理区域的SARS‑

CoV‑2变体(野生型、Alpha、Beta、Gamma、Delta、Omicron、Lambda和Mu)的nsp8基因序列的多
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序列比对的示意图。野生型序列(NC_045512.2)和其他变体的序列分别从GenBank和GISAID

获得。

具体实施方式

[0021] 等温NAAT方法，如环介导等温扩增(LAMP)，通过在恒温下扩增靶核酸避免了热循

环仪的需求(16)。LAMP产物检测可以使用CRISPR‑Cas(成簇规则间隔短回文重复‑CRISPR相

关蛋白)化学进行(17)。CRISPR‑Cas系统是细菌免疫的关键组成部分，选择性切割入侵者如

噬菌体的核酸(18)。CRISPR效应蛋白如Cas12a在由向导RNA(gRNA)激活时选择性切割DNA

(19)。该特征可用于LAMP最终产物的特异性检测。

[0022] 本文描述了用于诊断COVID‑19的测定形式，该测定形式基于环介导等温扩增

(LAMP)和成簇规则间隔短回文重复(CRISPR)‑Cas化学的原理。这种测定形式的主要优点是

不需要昂贵的设备来进行，并且可以目视地读取结果。已证明这种方法快速、易于进行且成

本低廉。该测试在检测临床样品中SARS‑CoV‑2RNA的能力方面与RT‑PCR测定相比较佳。没有

观察到假阳性检测结果。新的测定形式非常适合在资源有限的环境中诊断SARS‑CoV‑2。

[0023] 多项研究证明了使用侧流条通过RT‑LAMP和CRISPR‑Cas12a的SARS‑CoV‑2检测

(21‑23)，其涉及打开管以将RT‑LAMP产物与CRISPR试剂组合，然后进行条读出。这会增加扩

增子污染的机会。为了降低污染风险，所公开的测定采用单管形式。所公开方法的另一个优

点在于其降低了每次反应的成本而不牺牲测定的灵敏度，因此与其他研究中使用的试剂相

比，我们尝试减少RT‑LAMP试剂的量(22,24,25)。本文公开的测定是快速、灵敏、特异、可负

担且用户友好的。此外，其不需要热循环仪，使其即使在资源有限的环境中也能大规模部

署。

[0024] I.定义

[0025] 公开了可以用于、可以结合用于、可以用于制备的材料、组合物和组分，或者是公

开的方法和组合物的产物。这些材料和其他材料在本文中公开，并且应当理解，当公开这些

材料的组合、子集、相互作用、组等时，虽然可能没有明确公开这些化合物的每种不同的个

体和集体组合和排列的具体参考，但每种都在本文中具体考虑和描述。因此，如果公开了一

类分子A、B和C以及一类分子D、E和F和组合分子A‑D的实例，那么即使每个分子没有单独列

举，每个分子也都个体和集体考虑。因此，在该实例中，组合A‑E、A‑F、B‑D、B‑E、B‑F、C‑D、C‑E

和C‑F中的每个都被具体考虑并且应该被认为从A、B和C；D、E和F；和示例组合A‑D的公开中

公开。同样，这些的任何子集或组合也被具体考虑和公开。因此，例如，A‑E、B‑F和C‑E的亚组

被具体考虑并且应该被认为从A、B和C；D、E和F；和示例组合A‑D的公开中公开。此外，如上所

考虑和公开的材料、组合物、组分等中的每一个也可以具体且独立地包括或排除在此类材

料的任何组、亚组、列表、集合等中。这些概念适用于本申请的所有方面，包括但不限于制备

和使用所公开的组合物的方法中的步骤。因此，如果存在可以进行的多个附加步骤，则应当

理解，这些附加步骤中的每一个都可以通过所公开方法的任何特定实施方案或实施方案的

组合来进行，并且每个此类组合都被具体考虑并且应该视为已公开。

[0026] 如本文所用，术语“扩增”是指增加核酸分子，如基因或基因片段，例如SARS‑CoV‑

2RNA的至少一部分的拷贝数。扩增反应的产物称为扩增产物。体外扩增的实例是环介导的

等温扩增。
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[0027] 如本文所用，关于多核苷酸(即，诸如寡核苷酸或靶核酸的核苷酸序列)的术语“互

补物”、“互补的”或“互补性”是指Watson/Crick碱基配对规则。如本文所用，核酸序列的互

补物是指当与核酸序列比对使得一个序列的5’末端与另一序列的3’末端配对时处于“反平

行缔合”的寡核苷酸。例如，序列“5’‑A‑G‑T‑3’”与序列“3’‑T‑C‑A‑5’”互补。在天然存在的

核酸中不常见的某些碱基可以包括在本文所述的核酸中。这些包括例如肌苷、7‑脱氮鸟嘌

呤、锁核酸(LNA)和肽核酸(PNA)。互补性不必是完美的；稳定的双链体可以含有错配的碱基

对、变性的或不匹配的碱基。核酸技术领域的技术人员可以根据经验考虑多个变量确定双

链体稳定性，变量包括例如寡核苷酸的长度、寡核苷酸的碱基组成和序列、离子强度和错配

碱基对的发生率。互补物序列还可以是与DNA序列或其互补物序列互补的RNA序列，并且还

可以是cDNA。

[0028] 如本文所用，术语“足以进行的条件”与所公开的方法相关，是指允许期望活性的

任何环境，例如允许两个核酸分子之间的特异性结合或杂交或允许核酸的逆转录和/或扩

增的环境。此类环境可以包括但不限于特定的孵育条件(如时间和/或温度)或特定因子的

存在和/或浓度，例如在溶液中(如缓冲液、盐、金属离子、去污剂、核苷酸、酶等)。

[0029] 如本文所用，术语“接触”与所公开的方法相关是指直接物理关联的布局；例如，呈

固体和/或液体形式。例如，接触可以在体外与溶液中的一种或多种引物和/或探针与生物

样品(如包含核酸的样品)发生。

[0030] 如本文所用，术语“引物”是指寡核苷酸，当置于诱导合成与靶核酸链互补的引物

延伸产物的条件下时，即在适当的缓冲液(“缓冲液”包括pH、离子强度、辅因子等)中和在适

当的温度下，在不同的三磷酸核苷酸和聚合酶存在下，其能够充当核酸序列合成的起始点。

引物的一个或多个核苷酸可以例如通过添加甲基、生物素或地高辛部分、荧光标签或通过

使用放射性核苷酸来修饰。引物序列不需要反映模板的确切序列。例如，非互补核苷酸片段

可以附接至引物的5’末端，而引物序列的其余部分与该链基本上互补。如本文所用，术语引

物包括可以合成的所有形式的引物，包括肽核酸引物、锁核酸引物、硫代磷酸酯修饰的引

物、标记的引物等。如本文所用，术语“正向引物”是指与双链DNA(dsDNA)的反义链退火的引

物。“反向引物”与dsDNA的正义链退火。

[0031] 引物的长度通常为至少10、15、18或30个核苷酸，或者长度最多为约100、110、125

或200个核苷酸。在一些实施方案中，引物的长度优选在约15至约60个核苷酸之间，并且最

优选地在约25至约40个核苷酸之间。在一些实施方案中，引物的长度为15至35个核苷酸。最

佳杂交或聚合酶链式反应扩增没有标准长度。特定引物应用的最佳长度可以以H.Erlich,

PCR  Technology,PRINCIPLES  AND  APPLICATION  FOR  DNA  AMPLIFICATION,(1989)中描述

的方式容易地确定。

[0032] 如本文所用，术语“样品”是指从患者获得的体外样品以及临床样品。在优选的实

施方案中，样品获自生物来源(即，“生物样品”)，如从受试者收集的组织或体液。样品来源

包括但不限于粘液、痰(处理的或未处理的)、支气管肺泡灌洗液(BAL)、支气管冲洗液(BW)、

血液、体液、脑脊液(CSF)、尿液、血浆、血清、或组织(例如，活检材料)、鼻咽抽吸物、鼻咽拭

子、咽喉拭子以及本文讨论的和本领域已知的其他来源。

[0033] 如本文所用，“灵敏度”是检测测定直接或间接检测样品中靶序列(例如，SARS‑

CoV‑2病毒序列)的存在的能力的量度。
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[0034] 如本文所用，“特异性”是检测测定区分真实存在的靶序列(例如，SARS‑CoV‑2病毒

序列)与其他密切相关序列(例如，其他人类致病性冠状病毒和呼吸道病原体)的能力的量

度。特异性是避免假阳性检测的能力。

[0035] 如本文所用，术语“靶核酸”或“靶序列”或“靶片段”是指待分析样品中待检测和/

或定量的感兴趣核酸序列。靶核酸可以由基因组片段、具有或不具有基因间序列的完整基

因、具有或不具有基因间序列的基因片段或部分、或设计的探针或引物所杂交的核酸序列

构成。靶核酸可以包括野生型序列、突变、缺失、插入或重复、串联重复元件、感兴趣的基因、

感兴趣的基因的区域或其任何上游或下游区域。靶核酸可以代表特定基因的替代序列或等

位基因。靶核酸可以衍生自基因组DNA、cDNA或RNA。

[0036] II.组合物

[0037] 所公开的组合物包括设计用于识别模板链上的不同靶序列的引物。SARS‑CoV‑2基

因组包括5’‑非翻译区(5’‑UTR)、编码用于复制的非结构蛋白(nsp)、包括刺突(蓝框)、包膜

(橙色框)、膜(红色框)和核衣壳(青色框)蛋白的结构蛋白、辅助蛋白(紫色框)的开放阅读

框1a/b(例如2019‑nCoV(HKU‑SZ‑005b)基因组中的orf  3、6、7a、7b、8和9b)、和3’‑非翻译区

(3’‑UTR)。Chan,et  al.,Emerg  Microbes  and  Infections  9(1):221‑236|(2020)。

[0038] 设计的引物靶向SARS‑CoV‑2的nsp8基因。此类引物仅与这些序列结合，从而具有

高特异性。在所涉及的引物中，其中两个是“内部引物”(FIP和BIP)，经设计以合成新的DNA

链。外部引物(F3和B3)与模板链退火并同样生成新的DNA。

[0039] RT‑LAMP反应在包含合适缓冲液(如磷酸盐缓冲液或Tris缓冲液)的混合物中进

行。等温扩增缓冲液可从New  England  Biolabs  Inc.(目录#B0537S)等供应商处购买。缓冲

液还可以包含附加组分，如盐(如KCl或NaCl、镁盐(例如MgCl2或MgSO4)、铵盐(例如(NH4)

2SO4))、去污剂(例如TRITON‑X100)或其他添加剂(如甜菜碱或二甲基亚砜)。缓冲液或反应

混合物还包含核苷酸或核苷酸类似物。在一些形式中，包括dATP、dCTP、dGTP和dTTP(称为

dNTP)的等摩尔混合物，例如约5‑15  mM  dNTP(如约5‑8  mM  dNTP)。

[0040] 引物

[0041] 这些引物伴随着DNA聚合酶，可以帮助链置换并释放新形成的DNA链。用于SARS‑

CoV‑2  nsp8基因检测的优选引物如下表1所示(以5’‑3’方向)。

[0042] 表1：用于RT‑LAMP反应的nsp8引物

[0043]

[0044]

[0045] 因此，有用的引物包括SEQ  ID  NO:4；SEQ  ID  NO:5、SEQ  ID  NO:5、SEQ  ID  NO:7和
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SEQ  ID  NO:8，或与前述任一项具有至少70％、75％、80％、85％、90％、95％、96％、97％、

98％或99％的序列同一性的核酸序列。

[0046] DNA聚合酶

[0047] 反应混合物中还包含具有链置换活性的DNA聚合酶。示例性DNA聚合酶包括Bst 

DNA聚合酶、Bst  2.0DNA聚合酶、Bst  2.0WarmStartTMDNA聚合酶(New  England  Biolabs ,

Ipswich ,MA)、Phi29  DNA聚合酶、Bsu  DNA聚合酶、OmniAmpTMDNA聚合酶(Lucigen ,

Middleton ,MI)、Taq  DNA聚合酶、 和Deep DNA聚合酶(New  England 

Biolabs)、9°Nm
TMDNA聚合酶(New  England  Biolabs)、DNA聚合酶I的Klenow片段、PhiPRD1 

DNA聚合酶、噬菌体M2  DNA聚合酶、T4  DNA聚合酶和T5  DNA聚合酶。

[0048] 可用的市售DNA聚合酶混合物，如WarmStart  Colorimetric  LAMP  2X  Master  Mix

是Bst  2.0WarmStart  DNA聚合酶和WarmStart  RTx在含有可见pH指示剂的特殊的低缓冲反

应溶液中的优化制剂，用于快速且轻松地检测环‑介导等温扩增(LAMP)和RT‑LAMP反应。该

系统经设计以根据LAMP反应中大量DNA聚合酶活性产生的质子和随后pH下降，使溶液颜色

从粉红色变为黄色，提供快速、清晰的扩增视觉检测。可以使用P  2×Master  Mix(New 

England  Biolabs，Ipswich，USA)。

[0049] 因此，在一些形式中，所公开的用于检测SARS‑CoV‑2的核酸中的一种或多种处于

包含用于扩增反应的附加试剂，如缓冲液、酶(如逆转录酶和DNA聚合酶)、dNTP或其他试剂

的组合物中。在一些形式中，所公开的用于检测SARS‑CoV‑2的核酸中的一种或多种处于组

合物中，该组合物包括反应所需的所有组分，除了样品(和水/缓冲液，如果试剂以干燥或冻

干形式提供)。

[0050] Cas酶/sgRNA

[0051] CRISPR‑Cas最初被鉴定为细菌免疫系统的一部分
115‑117。该系统天然由一个或多

个CRISPR相关(Cas)蛋白和称为成簇规则间隔短回文重复(CRISPR)的基因组区域组成，该

区域记忆先前的病原体攻击。出于工程化目的，CRISPR‑Cas系统经改造使得只需要单个向

导RNA分子并且通常只需要一个Cas蛋白即可结合并在某些情况下切割核酸靶标。值得注意

的是，只有当靶标含有与向导RNA分子间隔区中定义的序列互补的序列时，该系统才会结合

并激活其催化功能。

[0052] 基于CRISPR‑Cas系统的RNA检测方法通常在溶液中工作，其作用机制可以概括为

四个步骤：a)样品处理(即RNA提取)和靶标扩增；b)包含CRISPR相关蛋白(Cas)和向导RNA的

核糖核蛋白(RNP)复合物形成，c)靶标识别，然后发生RNP复合物的构象变化，以及d)荧光淬

灭报告分子的附带切割。因此，CRISPR‑Cas系统依赖于两个主要组分：向导RNA(gRNA)和

CRISPR相关(Cas)核酸酶，它们共同形成核糖核蛋白(RNP)复合物。gRNA是特异性RNA序列，

其识别感兴趣的靶DNA区域并指导Cas核酸酶进行编辑。gRNA由两部分组成：crispr  RNA

(crRNA)(与靶DNA互补的17‑20个核苷酸序列)和tracr  RNA(反式激活crRNA)，其用作Cas核

酸酶的结合支架。crRNA和tracrRNA在自然界中作为两个独立的RNA分子存在。相比之下，

sgRNA(单个向导RNA)是单个RNA分子，含有定制设计的与支架tracrRNA序列融合的短crRNA

序列。sgRNA可以从DNA模板合成产生或在体外或体内制备。CRISPR相关蛋白是非特异性核

酸内切酶。其由sgRNA引导至特定的DNA基因座，并在该基因座处产生双链断裂。

[0053] sgRNA设计通过扫描前间隔区相邻基序(PAM)序列(如SpCas9的5’‑NGG‑3’)来实现
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在基因组中寻找靶位点。一旦选择了靶基因和Cas核酸酶，就可以使用已知的方法来设计特

异性向导RNA序列。用于CRISPR/Cas9sgRNA设计的工具是本领域已知的，并在Cui,et  al.,

Interdisciplinary  Sciences:Computational  Life  Sciences,10:455‑465(2018)中综

述。用于制备sgRNA的方法是已知的，并且包括合成生成sgRNA或通过从DNA模板开始在体内

或体外制备向导物。一种方法涉及在细胞中从转染的质粒表达向导RNA序列。在此方法中，

sgRNA序列被克隆到质粒载体中，然后将其引入细胞中。细胞使用其正常的RNA聚合酶转录

新引入的DNA中的遗传信息，以生成sgRNA。另一种制备sgRNA的方法称为体外转录(IVT)，涉

及从细胞外的相应DNA序列转录sgRNA。首先，设计DNA模板，其中含有向导序列和sgRNA序列

上游的额外RNA聚合酶启动子位点。然后使用含有试剂和重组RNA聚合酶的试剂盒转录

sgRNA。试剂盒是市售的，例如TranscriptAid  T7  High  Yield  Transcription试剂盒

(ThermoFisher  Scientific)。

[0054] 具体而言，Cas12a的crRNA被编程以识别精确的双链(ds)DNA靶序列，该序列伴随

着富含T的前间隔区相邻基序(PAM)。单个靶标识别会诱导Cas12a  RuvC活性位点发生构象

变化，水解远离PAM序列的5’‑磷酸二酯键。然后释放远端切割产物，激活Cas12a，对环境中

所有荧光(F)和淬灭剂(Q)标记的单链(ss)DNA进行无差别切割，生成荧光读出。不同长度的

Cas  12a的ssDNA报告物和双链(ds)DNA报告物是本领域已知的。Smith,et  al.,ACS  Synth 

Biol.2021  10(7):1785–1791。

[0055] 表4显示了特异性靶向nsp8的RT‑LAMP扩增子和ssDNA报告物的示例性gRNA。

[0056] 可以在所公开的方法中使用的其他Cas酶包括Cas3、Cas9、Cas10、Cas13、Cas14、

mCas13(微型Cas13)等，所有这些都是本领域已知的，并且生成sgRNA以靶向感兴趣的基因

的方法与特定Cas酶一起使用也是本领域已知的。合适的Cas酶的非限制性实例描述于Ali 

Z ,et  al .2020Virus  Res .Vol .288:文章号198129；Mahas  A ,et  al .2021 ,ACS  Synth 

Biol.Vol.10(10):2541‑2551页,Santiago‑Frangos  A,et  al.2021Cell  Rep  Med .Vol.2

(6):文章号100319，和Yoshimi  K,et  al.2022,iScience  Vol.25(2):文章号103830中。

[0057] III.使用方法

[0058] 所公开的组合物可以用于通过环介导的等温扩增(LAMP)、优选地允许检测RNA的

逆转录步骤(RT‑LAMP)来检测样品中SARS‑CoV‑2的存在。所公开的方法包括鉴定感染SARS‑

CoV‑2的受试者和/或诊断患有COVID  19的受试者。如果样品是从出现与COVID  19相关联的

一种或多种症状(包括但不限于发烧、干咳、疲劳、食欲不振、嗅觉丧失、味觉丧失、身体疼

痛、呼吸短促、肌肉无力、手脚刺痛或麻木、头晕、神志不清、谵妄、癫痫发作、中风、恶心、呕

吐、腹泻以及腹痛或相关不适)的受试者中获得的，并且样品与包含以下的组合物接触：核

酸序列SEQ  ID  NO:4；SEQ  ID  NO:5、SEQ  ID  NO:5、SEQ  ID  NO:7和SEQ  ID  NO:8，或与前述任

一项具有至少70％、75％、80％、85％、90％、95％、96％、97％、98％或99％的序列同一性的

核酸序列，则受试者被诊断为患有COVID  19。

[0059] 示例性样品包括例如粘液、痰(处理过的或未处理过的)、支气管肺泡灌洗液

(BAL)、支气管冲洗液(BW)、体液、脑脊液(CSF)、尿液、组织(例如活检材料)、直肠拭子、鼻咽

抽吸物、鼻咽拭子、咽拭子、粪便、血浆、血清或全血。优选的样品包括鼻咽拭子/抽吸物、痰/

深喉唾液、咽拭子。

[0060] 如本文所例示，使用来自COVID‑19患者和其他呼吸道病毒感染患者的临床样品进
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行的评估表明，这种COVID‑19‑LAMP测定具有高度敏感性和特异性。所公开的方法可以以至

少约90％的灵敏度，如90％、95％、98％等的灵敏度和至少90％、5％或甚至100％的特异性

来检测样品中SARS‑CoV‑2的存在。结果可以通过肉眼明确地看到并由任何人解释，根据病

毒载量，周转时间(包括样品提取)较短，为45‑105分钟(图1)。

[0061] A.样品制备

[0062] 样品包括运输介质或病毒灭活收集管中的呼吸道样本，如鼻咽拭子/抽吸物、痰/

深喉唾液、咽拭子。样本应保存在2℃‑4℃下或在测试后四小时内提取。

[0063] 用于检测生物样品中的病毒的样品制备方法是本领域已知的并且在下面举例说

明。例如，在一些实施方案中，试剂盒诸如QIAamp病毒RNA  Mini试剂盒(QIAGEN，#52906，250

个反应)用作RNA提取系统。例如，可以使用可商购试剂盒(如来自Qiagen(如QiaAmpO、

或 试剂盒)、Roche  Applied  Science(如MagNA  Pure试剂盒和仪

器)、Thermo  Scientific(KingFisher  mL)、bioMerieux( NASBA  Diagnostics)

或Epicenter(MasterpureTM试剂盒)的试剂盒和/或仪器)进行快速核酸制备。用于提取的样

本体积和洗脱体积取决于样本类型和样本的可用量。

[0064] 在某些形式中，RNA不从样品中提取，即，对样品进行方法步骤，而没有从样品中提

取RNA的初始步骤。在这些实施方案中，<5ml，例如约4ml、3ml、2ml或1ml的NPS样本/样品未

经热预处理并且<5ml，例如约4ml、3ml、2ml或1ml样本/样品经过热预处理(98℃，5分钟)是

所公开的RT‑LAMP‑CRISPR测定的优选条件。在某些形式中，不使用裂解缓冲液/蛋白酶K。

[0065] B.检测方法

[0066] 用于检测SARS‑Co‑V‑2的测定的一般设置和总体操作公开于图1中。一般来说，

SARS‑CoV‑2RNA的特定基因序列(本文为nsp8)使用RT‑LAMP进行扩增。RT‑LAMP产物由

Cas12a‑gRNA核糖核蛋白(RNP)复合物扫描。RNP与gRNA的特异性互补物结合，激活Cas12a的

转切割活性。活性Cas12a系统切割短的(8nt)ssDNA报告物，该报告物优选经标记的，在两末

端带有荧光团和淬灭剂。报告物的切割将淬灭剂与荧光团分开，从而生成荧光。

[0067] i.RT‑LAMP

[0068] 所公开的方法使用逆转录偶联环介导的等温扩增(RT‑LAMP)方法来检测感兴趣的

病原体、优选病毒感染的存在，例如样品中SARS‑Co‑V‑2RNA的存在。

[0069] 环介导的等温扩增(LAMP)是用于扩增DNA的单管技术，可以与逆转录步骤组合以

允许RNA检测(RT‑LAMP)。RT‑LAMP需要引物、逆转录酶和具有链置换活性的DNA聚合酶来扩

增RNA。与RT‑PCR类似，常规RT‑LAMP需要逆转录酶从RNA序列合成互补DNA(cDNA)。然后可以

使用DNA聚合酶扩增该cDNA。

[0070] RT‑LAMP是理想的，因为反应温度相对较低，并且不需要其他方法如PCR所必需的

热循环设备。在常规LAMP中，四个专门设计的引物可以识别模板链上的不同靶序列。此类引

物仅与这些序列结合，从而具有高特异性。在所涉及的四个引物中，其中两个是“内部引物”

(FIP和BIP)，经设计以合成新的DNA链。外部引物(F3和B3)与模板链退火并也生成新的DNA。

这些引物伴随着DNA聚合酶，其可以帮助链置换并释放新形成的DNA链。

[0071] BIP引物(在常规方法中，伴随着逆转录酶)可以通过与RNA模板3’末端的靶序列结

合并合成DNA拷贝链来启动该过程。B3引物还可以结合3’末端，并且与具有DNA聚合酶活性

的多肽(例如，本文所述的突变聚合酶)一起可以同时创建新的cDNA链，同时置换先前形成
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的拷贝链。不再需要含有模板链的双链DNA。

[0072] 此时，单链拷贝可以在3’末端成环，因为其与自身结合。FIP引物可以结合至该单

链的5’末端，并伴随有具有DNA聚合酶活性的多肽，可以合成互补链。带有DNA聚合酶的F3引

物可以结合到该末端，并可以生成新的双链DNA分子，同时置换先前形成的单链。

[0073] 这个新置换的单链可以作为LAMP循环扩增的起点。当末端折叠并自退火时，DNA可

以具有类似哑铃的结构。当FIP或BIP引物再次在靶序列位置之一启动DNA合成时，该结构可

以变成茎环。该循环可以使用适当的引物从链的前侧或后侧开始。一旦这个循环开始，链就

可以在扩增过程的延伸阶段进行自引发DNA合成。该扩增可以在约60℃‑65℃、优选约60℃

的等温条件下在约一小时内进行。

[0074] ii.扩增产物的检测

[0075] 在前述方法(例如一步RT‑PCR、RT‑LAMP)中，在扩增反应(即RT‑LAMP)之后，可以通

过任何合适的方法检测扩增产物。

[0076] 例如，公开了通过在足以扩增核酸的条件下将样品和对核酸特异的多个引物与所

公开的组合物组合来检测样品中核酸的存在并检测核酸扩增产物，从而检测样品中核酸的

存在的方法。

[0077] 检测方法可以是定量的、半定量的或定性的。在一些情况下，可以通过在凝胶电泳

上观察到的条带图案来确定特定的核酸(例如，病毒核酸)。

[0078] 扩增产物还可以使用比色测定来检测，如使用嵌入染料(例如，碘化丙啶、SYBR 

green、GelRedTM或GelGreenTM染料)。

[0079] 扩增产物也可以用金属离子敏感的荧光分子(例如钙黄绿素，其是由锰离子淬灭

并在与镁离子结合时荧光增强的荧光染料)来检测。

[0080] 在一些实施方案中，如果检测到一种或多种扩增产物(例如，通过任何合适的定

量、半定量或定性方法)，则样品被鉴定为含有病毒核酸(例如，样品对于病毒是“阳性”)。在

一些实施方案中，如果检测到与对照(如无模板对照样品或已知阴性样品)相比荧光增加，

则样品被鉴定为含有病毒核酸(例如，对于病毒是“阳性”)。

[0081] 在优选的实施方案中，使用如本文公开的和下面举例说明的Cas12a/sgRNA系统检

测RT‑LAMP扩增产物。在该实施方案中，荧光用于定量检测一种或多种扩增产物。一般来说，

这依赖于使用含有荧光团部分和淬灭剂部分的检测探针，其定位方式使得可以通过来自核

苷酸的荧光信号的增加将探针的杂交状态与探针的未杂交状态区分开。荧光团和淬灭剂分

子以足够接近的方式掺入探针中，使得当探针与其识别序列杂交时淬灭剂淬灭荧光团分子

的信号。可以用于标记用于所公开方法的ssDNA报告物的荧光团部分和淬灭剂部分是本领

域已知的，并且本文中使用双标记有5’末端的荧光团(6‑羧基荧光素、6‑FAM)和3’末端的淬

灭剂(Iowa 荧光淬灭剂、IABk  FQ(IDT  integrated  DNA  Technologies))的ssDNA

(8nt)报告物进行了例示。ssDNA报告物充当Cas12a的底物或反式切割活性。其他荧光团/淬

灭剂对是本领域已知的。例如，荧光团是FAM(荧光素)、TET(四氯荧光素)、HEX(六氯荧光

素)、JOE(5’‑二氯二甲氧基荧光素)、6‑JOE(6‑羧基‑4’,5’‑二氯‑2’,7’‑二甲氧基荧光素)；

MAX、Cy3或TAMRA，并且淬灭剂是IBFQ、BLACK  HOLE猝灭剂，例如附接至报告核酸(即ssDNA或

dsDNA)的5’末端或3’末端。四甲基罗丹明(TMR)是制备蛋白质缀合物的重要荧光团。TMR的

羧酸以TAMRA的名称作为用于寡核苷酸标记和自动化DNA测序应用的染料也取得了显著的
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地位。5‑(和‑6)‑羧基四甲基罗丹明琥珀酰亚胺酯是TAMRA的胺反应性混合异构体形式。也

可用5‑TAMRA  SE(Thermofisher目录号C‑2211)和6‑TAMRA  SE(Thermofisher目录号C‑

6123)的单一异构体形式。示例性淬灭剂包括BHQ(Black  Hole  Quencher)1、BHQ2或BHQ3。

[0082] 在某些实施方案中，荧光团是ROX、德克萨斯红、Cy5或Cy5.5并且淬灭剂是IBRQ或

BHQ2(WO  2013/033436)。在一些实施方案中，荧光团是FAM、TET或VIC并且淬灭剂是TAMRA。

VIC亚磷酰胺的化学结构如下所示。

[0083]

[0084] 在一些实施方案中，荧光团是FAM、NED、TET或VIC并且淬灭剂是MGB。在一些实施方

案中，荧光团是ABY、FAM、JUN或VIC并且淬灭剂是QSY7。在一些实施方案中，荧光团是Yakima 

Yellow或SUN并且淬灭剂是Iowa  Black  FQ。在一些实施方案中，荧光团是TEX615或TYE并且

淬灭剂是Black  RQ‑Sp或BHQ2。

[0085] 样品和RT‑LAMP引物组在足以扩增病毒核酸的条件下接触，产生扩增产物。将样品

以足以支持SARS‑CoV‑2的nsp8基因的扩增的浓度与RT‑LAMP引物组接触。RT‑LAMP反应在包

含合适缓冲液(如磷酸盐缓冲液或Tris缓冲液)的混合物中进行。缓冲液还可以包含附加组

分，如盐(如KCl或NaCl、镁盐(例如MgCl2或MgSO4)、铵盐(例如(NH4)2SO4))、去污剂(例如

TRITON‑X100)或其他添加剂(如甜菜碱或二甲基亚砜)。缓冲液或反应混合物还包含核苷酸

或核苷酸类似物。在一些形式中，包括dATP、dCTP、dGTP和dTTP(称为dNTP)的等摩尔混合物，

例如约0.5‑5mM  dNTP(如约1‑3mM  dNTP)。

[0086] 该方法使用5个引物，其靶向SARS‑CoV‑2的高度保守的nsp8基因。

[0087] 在一些实施方案中，使用nsp8基因作为靶标的最佳RT‑LAMP反应条件包括引物浓

度：

[0088] 外部引物F3、B3：终浓度在约0.1μM至约0.4μM之间。

[0089] 内部引物FIP、BIP：终浓度在约0.8μM至约3.2μM之间，和

[0090] 环B(LB)：终浓度在约0.2μM至约1.6μM之间。

[0091] 优选温度在约60℃至65℃之间，并且反应时间(30分钟、40分钟、60分钟，优选约40

分钟)。如本文所例示，每个10μL  RT‑LAMP反应物可以含有0.4μL无核酸酶水、1μL  10X等温

扩增缓冲液(NEB,USA)、0.6μL  100mM  MgSO4(NEB)、1.4μL  10mM  dNTP溶液混合物、1μL  10X 

LAMP  Primer  Mix、0.4μL  Bst  2 .0WarmStart  DNA聚合酶(8000单位/mL)(NEB)、0.2μL 
WarmStart  RTx逆转录酶(15,000单位/mL)(NEB)以及5μL  TNA作为模板。

[0092] IV.试剂盒

[0093] 本文公开了用于在单管中进行RT‑LAMP和CRISPR  Cas12a介导的环境可视化的测

定试剂盒。

[0094] 测定试剂盒可以制备为包括至少一个或两个容器，例如0.2mL  PCR管和小瓶。在一

个实施方案中，PCR管可以含有用于测定的干燥试剂，并且小瓶可以包含任选地含有引物和

报告物的再水化缓冲溶液。再水化缓冲液的小瓶优选含有用于RT‑LAMP的引物(例如，SEQ 
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ID  NO:4‑8)和用于Cas12a介导的检测的ssDNA报告物。

[0095] 在一个实施方案中，将除引物外的RT‑LAMP反应试剂的混合物添加到PCR管的底

部。该混合物可以包括dNTP、等温扩增缓冲液、MgSO4、RNase抑制剂、逆转录酶和DNA聚合酶

以及合适的稳定剂，如D‑(+)‑海藻糖二水合物、甘露醇、蔗糖等。用于在冻干过程中稳定生

物分子的剂是本领域已知的。

[0096] 将Cas12a介导反应的RNP复合物、MgSO4和Tris‑HCl添加到管盖内。将管置于真空

干燥器中2小时以干燥试剂。试剂干燥后，将管盖上并在4℃下保存直至使用。

[0097] 实施例

[0098] 方法

[0099] 用于评估的病毒、临床样本和能力验证样品

[0100] 为了进行分析灵敏度评估，使用从SARS‑CoV‑2Q  Control  01中提取的总核酸

(TNA)的两倍系列稀释液，其中靶标浓度为10,000dC/mL(Qnostics,UK)。在两次独立实验中

对每个稀释度进行三次重复。

[0101] 为了进行分析特异性评估，使用从人冠状病毒(SARS‑CoV‑1、MERS‑CoV、HCoV‑

OC43、HCoV‑229E和HCoV‑NL63)、甲型流感病毒(甲型[H1N1]pdm09和H3N2)、乙型流感病毒、

丙型流感病毒、人腺病毒、鼻病毒、呼吸道合胞病毒、人偏肺病毒、人副流感病毒1‑4型的培

养分离株中提取的TNA。对于HCoV‑HKU1，TNA是从患者样本中提取的
29,30,42‑44。

[0102] 为了进行诊断性能评估，本研究纳入了先前在2020年至2021年期间通过

SarbecoV  E‑基因试剂盒(TIB  MolBiol,Germany)的实时RT‑PCR测定测试的存

档呼吸道样本。共选择319名疑似COVID‑19住院患者(男：女＝149：170；中位年龄：35岁；范

围：9个月至103岁)的319份临床样本(149份鼻咽唾液和170份口咽后唾液)用于SARS‑CoV‑

2RNA检测。通过纳米孔测序对SARS‑CoV‑2阳性样本进行谱系鉴定
45。除临床样本外，还评估

了来自CAP和QCMD的11份能力验证样品，其中具有不同浓度的SARS‑CoV‑2RNA或对SARS‑

CoV‑2RNA呈阴性。

[0103] 这项研究得到了香港大学/医院管理局香港西联网机构审查委员会(HKU/HA  HKW 

IRB)的批准(UW  20‑224)。由于使用了存档样本，因此免去了书面知情同意书。

[0104] 逆转录环介导的等温扩增(RT‑LAMP)

[0105] TNA提取是使用MagNA  Pure  96提取系统(Roche,Switzerland)根据制造商的说明

进行的，如我们在先前的研究中所述
8。简而言之，将200μL的每个样品与MagNA  Pure  96外

部裂解缓冲液(Roche)混合。提取后，将TNA回收到50μL洗脱缓冲液中，然后在‑80℃保存直

至使用。

[0106] 在制备用于RT‑LAMP测定的主混合物之前，先制备10X  LAMP  Primer  Mix(表1和

2)。

[0107] 表2：用于nsp8的10X  LAMP  Primer  Mix

[0108]
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[0109]

[0110] 表3：用于N测定的10X  LAMP  Primer  Mix

[0111]

[0112] RT‑LAMP试剂混合物(10μL)含有0.4μL无核酸酶水、1μL  10X等温扩增缓冲液(NEB,

USA)、0.6μL  100mM  MgSO4(NEB)、1.4μL  10mM  dNTP溶液混合物、1μL  10X  LAMP  Primer 

Mix、0.4μL  Bst  2.0WarmStart  DNA聚合酶(8000单位/mL)(NEB)、0.2μL  WarmStart  RTx逆

转录酶(15,000单位/mL)(NEB)以及5μL  TNA作为模板。对于nsp8测定，RT‑LAMP反应在60℃

下进行40分钟；对于N测定，RT‑LAMP反应在62℃下进行30分钟。

[0113] 改进的反应条件与Pang等人公开的使用N基因和E基因作为靶标的RT‑PCT方法的

比较如下表4所示。

[0114] 表4：本方法和Pang等人之间的反应条件比较。

[0115]

[0116]

[0117] 基于CRISPR  Cas12a的荧光检测

[0118] Cas12a反式切割测定按照Pang等人
22
先前的描述进行，尽管对先前的RT‑LAMP测定

进行了更好的修改，这有利地减少了RT‑LAMP试剂的量，同时维持了测定的灵敏度。简而言

说　明　书 12/24 页

15

CN 117757985 A

15



之，试剂混合物(10μL)含有1.7μL无核酸酶水、2μL  10X  NEBuffer  r2.1、1μL  10μM向导RNA

(gRNA)、0.8μL  10μM  EnGen  Lba  Cas12a(Cpf1)(NEB)、0.5μL  100μM  ssDNA报告物和4μL 
100mM  MgSO4。设计并合成了特异性靶向nsp8和N基因的RT‑LAMP扩增子的gRNA以及ssDNA报

告物(表5)。

[0119] 表5：用于CRISPR的向导RNA和ssDNA报告物

[0120]

[0121] 用于SARS‑CoV‑2检测的单管RT‑LAMP‑CRISPR测定

[0122] 将10μL  RT‑LAMP试剂混合物添加到0.5mL  PCR管(Sarstedt,Germany)的底部，并

将10μL  Cas12a试剂混合物添加到管盖内(图1)。将TNA(5μL)添加到管底部，并通过上下移

液与RT‑LAMP试剂混合。将管轻轻盖上，放入热循环仪(Eppendorf ,Germany)中，不封闭盖

子，将管底部保持在RT‑LAMP反应的最佳温度30‑40分钟。RT‑LAMP反应完成后，用手腕轻弹

管，并将Cas12a试剂混合物与RT‑LAMP扩增子混合。然后将管在热循环仪中在37℃恒温下孵

育10分钟。在紫外灯激发下显示绿色荧光的样品被视为阳性，并拍照。荧光强度也通过

Qubit  4荧光计(Invitrogen,USA)测量。显示荧光强度高于截止值的样品被视为阳性。

[0123] 用于SARS‑CoV‑2检测的实时RT‑PCR测定

[0124] 根据制造商的说明使用带有LightCycler  Multiplex  RNA  Virus  Master(Roche)

的 SarbecoV  E‑基因试剂盒(TIB  Molbiol,Germany)。每20μL反应混合物由5.4

μL无核酸酶水、0.5μL试剂混合物、4μL  Roche  Master、0.1μL  RT酶和10μL  TNA作为模板组

成。使用LightCycler  480II实时PCR系统(Roche)进行RT‑PCR。热循环条件为55℃3分钟，95

℃30秒，然后是95℃3秒和60℃12秒的45个循环。

[0125] 统计分析

[0126] 使用Kappa统计来确定内部开发的测定与参考方法之间的一致性。使用McNemar检

验来比较内部开发的测定与参考方法的性能。使用Wilcoxon符号秩检验比较两种RT‑LAMP‑

CRISPR测定的荧光读数。使用Spearman相关性来评估RT‑LAMP‑CRISPR测定的荧光读数与

LightMix  E‑基因RT‑PCR的Cp值之间的关系。P<0.05被认为是统计学显著的。使用GraphPad

9或IBM  SPSS  Statistics  26进行统计分析。

[0127] 结果

[0128] 以单管形式靶向SARS‑CoV‑2的nsp8基因的COVID‑19RT‑LAMP‑CRISPR测定的设计

[0129] 使 用 N e w  E n g l a n d  B i o l a b s (N E B) L A M P引 物 设 计 工 具 (可 在网 站 ：

lamp.neb.com/#！/获取)设计靶向作为RT‑LAMP的靶标的nsp8基因区域的引物(表1(如上所

示)和表6)。Broughton等人
21
设计的靶向N基因的其他引物用于比较性RT‑LAMP‑CRISPR测定

(表1和6)。多序列比对表明，我们的nsp8引物和gRNA的靶位点在不同变体(祖先株、Alpha、

Beta、Gamma、Delta、Lambda、Mu和Omicron[BA.1、BA.2、BA.3、BA.4和BA.5])之间高度保守
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(图4A和4B)。

[0130] 在本研究中，单管形式的RT‑LAMP‑CRISPR测定是通过将样品核酸提取物与RT‑

LAMP试剂混合物在PCR管底部混合并在管盖内添加Cas12a试剂混合物来实现的(24)。RT‑

LAMP反应后，将Cas12a试剂混合物弹到管底部并与RT‑LAMP扩增子混合，无需打开CRISPR

管。荧光可以在紫外线激发下可视化或使用荧光计测量。

[0131] 以单管形式新型nsp8基因和比较性核衣壳(N)基因RT‑LAMP‑CRISPR测定用于

SARS‑CoV‑2检测的分析灵敏度和特异性

[0132] 为了比较nsp8和N基因RT‑LAMP‑CRISPR测定的分析灵敏度，使用从SARS‑CoV‑2Q 

control  01(靶标SARS‑CoV‑2浓度为10000拷贝/mL的阳性对照)中提取的总核酸(TNA)的两

倍系列稀释液评估检测限(LOD)。nsp8测定的LOD为750拷贝/mL，并且N测定为2000拷贝/mL

(分别相当于15和40拷贝/反应物)(表7)。商用LightMix  E‑基因实时RT‑PCR测定的LOD为

31.3拷贝/mL(相当于1.3拷贝/反应物)(表7)。nsp8和N基因RT‑LAMP‑CRISPR测定均未显示

与SARS‑CoV‑1和其他常见呼吸道病毒的交叉反应。

[0133] 表6：本研究中用于RT‑LAMP反应的N引物
21,22

[0134]

[0135] 表7：使用从Qnostics  SARS‑CoV‑2Q  Control  01中提取的TNA确定内部开发的

nsp8和N基因RT‑LAMP‑CRISPR测定以及商用LightMix  E基因RT‑PCR测定的检测限的测试结

果
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[0136]

[0137]

[0138] 使用样品提取物评估nsp8和N基因RT‑LAMP‑CRISPR测定对SARS‑CoV‑2检测的诊断

性能

[0139] 为了评估nsp8和N基因RT‑LAMP‑CRISPR测定在临床样本中的诊断性能，总共选择

了来自疑似COVID‑19患者的319份呼吸道样本，这些样本先前已通过商用LightMix  E‑基因

RT‑PCR测定测试。在这些样本中，测试的46.4％(148/319)通过LightMix  E‑基因RT‑PCR对

SARS‑CoV‑2呈阳性(中位Cp：23.1；范围：14.2‑36.6)，而测试的45.8％(146/319)通过nsp8

和N基因两者RT‑LAMP‑CRISPR测定对SARS‑CoV‑2呈阳性(表8)。内部nsp8/N基因RT‑LAMP‑

CRISPR测定与商用E‑基因RT‑PCR测定之间的检测率没有显著差异(p＝0.5)(表8)。为了监

测临床样本中细胞物质的存在，使用靶向人RNase  P基因的引物(表1)作为内部对照(21)。

通过RNase  P  RT‑LAMP‑CRISPR测定检测到所有可用样品提取物的荧光，证明了测试样本的

有效性(数据未显示)。以LightMix  E‑基因RT‑PCR测定作为参考方法，nsp8和N基因两者RT‑

LAMP‑CRISPR测定的诊断灵敏度和特异性分别为98.6％和100％。使用鼻咽样本的nsp8和N

基因RT‑LAMP‑CRISPR测定(中位Cp，21.8[范围，14.2至33.5])两者的灵敏度均为100％，而

使用唾液样本的两种检测(中位Cp，24.7[范围，14.6至36.6])为97.1％(表8)。测试的所有

122份中高病毒载量(Cp<30)样本均对SARS‑CoV‑2呈阳性，而测试的92.3％(24/26)的低病

毒载量(Cp≥30)样本对SARS‑CoV‑2呈阳性(表9)。

[0140] 表8：与LightMix  E‑基因RT‑PCR测定相比，内部开发的nsp8和N基因RT‑LAMP‑

CRISPR测定用于SARS‑CoV‑2检测的诊断性能
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[0141]

[0142]

[0143] 表9：内部nsp8和N基因RT‑LAMP‑CRISPR测定的测试性能

[0144]

[0145] 通过纳米孔测序鉴定了146份阳性样本中SARS‑CoV‑2的谱系。这些分离株属于关

注的变体(Alpha、Beta、Gamma、Delta和Omicron)和正在监测变体(Eta、Kappa、Mu和Theta)

(表10和11)。本研究的nsp8和N基因RT‑LAMP‑CRISPR测定能够检测到最近出现的Omicron变

体，如八个临床样本的绿色荧光所证明(中位Cp：24.3；范围15.8‑32.5)。Omicron变体通过

nsp8和N基因RT‑LAMP‑CRISPR测定检测，其中泳道1‑8含有经纳米孔测序证实的含有

omicron变体的临床样本，泳道9含有阴性对照，以及泳道10含有阳性对照(数据未显示)。对

于nsp8和N  RT‑LAMP‑CRISPR测定呈阴性但LightMix  E‑基因RT‑PCR呈阳性的两个样本，无

法鉴定SARS‑CoV‑2的谱系，这可能是由于这两个样本中的低病毒负载(由高Cp值(36 .2和

36.6)所揭示)。在美国病理学家学院(College  of  American  Pathologists,CAP)的3个能

力测试(PT)样品和分子诊断质量控制(QCMD)的8个PT样品中，nsp8和N基因RT‑LAMP‑CRISPR

测定两者均提供了100％准确的结果。

[0146] 表10：临床样本中鉴定的SARS‑CoV‑2的变体

[0147]
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[0148]

[0149] 表11：临床样本中鉴定的SARS‑CoV‑2的谱系

[0150] Pango 数量

A 1

A.21 1

AY.3 1

B 1

B.1 5

B.1.1 3

B.1.1.529 8

B.1.1.63 6

B.1.1.7 10

B.1.177 2

B.1.210 1

B.1.351 7

B.1.351.3 1

B.1.36 5

B.1.36.27 19

B.1.459 3

B.1.466.2 5

B.1.470 3

B.1.480 1

B.1.525 3

B.1.562 1

B.1.617.1 13

B.1.617.2 39

B.1.621 1

B.43 1

B.6 2

P.1 1

P.3 2

无法输入 2

[0151] 为了在本研究中定性检测SARS‑CoV‑2RNA，在紫外激发下可视化绿色荧光，并通过

荧光计测量每个反应物的荧光强度。通过计算LightMix  E‑基因RT‑PCR测试呈阴性的样本
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荧光读数的平均值+3标准差来确定荧光计测量的荧光截止值。nsp8和N基因RT‑LAMP‑

CRISPR测定的截止值分别为126.3(图2A)和123.2(图2B)。在319份临床样本中，LightMix 

E‑基因RT‑PCR测试呈阳性的146份样本的荧光读数高于截止值，并且E‑基因RT‑PCR测试呈

阴性的171份样本的荧光读数低于截止值。对于E‑基因RT‑PCR测试呈阳性但所公开的RT‑

LAMP‑CRISPR测定呈阴性的两个样本，其荧光读数在96 .9至107之间。在我们的RT‑LAMP‑

CRISPR测定测试呈阳性的146份临床样本中，由nsp8测定生成的中位荧光读数(378.3；范

围：215 .6–592 .6)显著高于来自N测定的中值荧光读数(342 .0；范围：143 .0–576 .6)(P<

0.0001)(图2A和2B)。在紫外线激发下，鼻咽和唾液样本的绿色荧光也可以用肉眼轻松观察

到(数据未显示)。

[0152] 为了确定RT‑LAMP‑CRISPR测定的荧光读数与LightMix  E‑基因RT‑PCR的Cp值之间

是否存在任何相关性，绘制了散点图(图3A和图3B)。nsp8测定的荧光读数与E基因RT‑PCR的

Cp值之间存在弱相关性(r＝‑0.2；P＝0.02)，而N基因RT‑LAMP‑CRISPR测定的荧光读数与

LightMix  E‑基因RT‑PCR的Cp值之间没有相关性(r＝0.04；P＝0.61)。

[0153] 无需核酸提取的RT‑LAMP‑CRISPR测定的诊断性能

[0154] 由于病毒核酸提取是额外的步骤，需要时间并且需要专业技能，因此直接使用鼻

咽拭子(NPS)和唾液样本而无需核酸提取来测试所公开的RT‑LAMP‑CRISPR测定。首先，确定

反应所需的最佳样品处理和样品体积。数据显示，当NPS样本体积为5mL时，RT‑LAMP‑CRISPR

测定呈阴性，而未经热预处理的1mL  NPS样本和经过热预处理(98℃持续5分钟)的1mL唾液

是所公开的RT‑LAMP‑CRISPR测定的最佳条件(数据未显示)。

[0155] 接下来，总共评估了28个样本，包括14个NPS样本和14个唾液样本。nsp8或N基因

RT‑LAMP‑CRISPR测定的灵敏度对于NPS为27.3％(3/11)，且对于唾液为54.5％(6/11)。通过

RT‑PCR测试呈阴性的所有样本也通过nsp8或N基因RT‑LAMP‑CRISPR测定测试呈阴性。通过

nsp8或N基因RT‑LAMP‑CRISPR测定测试呈阳性的样本，对于NPS的实时RT‑PCR  Cp值为#

22.3，且对于唾液样本的实时RT‑PCR  Cp值为#25.8。

[0156] 讨论

[0157] 本研究描述了用于诊断COVID‑19的低成本单管RT‑LAMP‑CRISPR测定。所公开的单

管形式通过将试剂沉积在小瓶的盖中而成为可能，因此在测定过程中不需要打开管，这显

著降低了由于扩增子残留造成的污染风险。几项研究已描述具有类似灵敏度和特异性的类

似方法，但我们的RTLAMP‑CRISPR测定的试剂成本，包括酶、引物、脱氧核苷三磷酸(dNTP)、

MgSO4、Cas12a蛋白、gRNA和单链DNA(ssDNA)报告物，为每次反应少于2美元，这低于其他人

报告的RT‑LAMP‑CRISPR测定的成本，因为我们的研究中使用了较少量的RT‑LAMP试剂。与其

他等温扩增形式如重组酶聚合酶扩增(RPA)测定(其没有商业试剂盒，并且需要添加其他来

源的逆转录酶，从而增加了成本)不同，RT‑LAMP试剂非常便宜。本文所述的测定优于先前描

述的测定，至少因为其通过减少每次反应使用的RT‑LAMP试剂体积来降低与测定相关的成

本，其中RT‑LAMP和CRISPR试剂每次反应的成本少于2美元
22,23,24。与其他等温扩增形式(如

重组酶聚合酶扩增(RPA)测定，其中没有商用RT‑RPA试剂盒，并且需要添加来自其他来源的

逆转录酶，从而增加了成本
25,26)不同，本文公开的测定的试剂成本相当便宜。

[0158] 靶向nsp8和N基因的引物用于两个独立RT‑LAMP‑CRISPR测定。由于带有分散在基

因组中的突变的新变体的不断出现，因此始终建议设计靶向不同基因的引物。SARS‑CoV‑2N

说　明　书 18/24 页

21

CN 117757985 A

21



基因是COVID‑19NAAT测定的常见靶标，但N基因靶标失败已有报道
27,28。图4A和图4B是使用

当前描述的引物和gRNA序列以及来自不同地理区域的SARS‑CoV‑2变体(野生型、Alpha、

Beta、Gamma、Delta、Omicron、Lambda和Mu)的nsp8基因序列的多序列比对的示意图。野生型

序列(NC_045512.2)和其他变体的序列分别从GenBank和GISAID获得。所公开的测定可以检

测所有评估的关注的变体(包括Omicron变体)和正在研究的变体。本研究中表明，来自nsp8

测定的中位荧光读数显著高于N基因测定，这表明nsp8测定允许更好的可视化效果，特别是

对于肉眼观察时病毒载量较低的样品。

[0159] 所公开的RT‑LAMP‑CRISPR测定使用样品提取物进行评估，但是核酸提取需要时间

并且需要专业技能来执行。因此，该测定是在直接临床标本上进行的，以测试我们的测定。

在测定优化期间，使用5mL的直接样本(与我们用于测试的病毒核酸的体积相同)的反应未

检测到荧光；这可能是由于使用较大样品体积时临床样本中抑制剂的存在。当使用较小体

积(1或2mL)的直接样本时，可以检测到更强的信号。由于与热预处理相比的额外成本和不

便，本评估中的测定没有使用裂解缓冲液/蛋白酶K，因此我们仅比较经过和未经热预处理

的样品。热预处理改善了唾液样本的SARS‑CoV‑2检测，但没有改善NPS样本的检测。这一发

现与另一项研究的发现一致，该研究表明，在使用经过长时间热预处理的唾液样品时，检测

灵敏度显著提高(33)。最后，1mL未经热预处理的NPS和1mL在98℃下热预处理5min的唾液是

RT‑LAMP‑CRISPR测定的最佳条件。研究进一步评估了14个NPS和14个唾液样本，其具有各种

浓度的SARS‑CoV‑2或通过所公开的RT‑LAMP‑CRISPR测定使用优化条件对SARS‑CoV‑2呈阴

性。尽管使用直接样本的测定比使用纯化样品提取物的测定的检测灵敏度较低，但有趣的

是，我们使用经过热预处理的直接唾液样本的测定显示出比使用直接NPS样本的测定更高

的检测灵敏度。尽管如此，与病毒核酸提取相比，使用直接标本有助于减少时间和成本，并

且其在提取试剂短缺时特别有用。

[0160] 尽管实时RT‑PCR因其高灵敏度和特异性而成为COVID‑19诊断最常用的方法，但

RT‑LAMP‑CRISPR测定相较于RT‑PCR测定具有相当大的优势。所公开的RT‑LAMP‑CRISPR测定

以与实时RT‑PCR测定相当的灵敏度和特异性进行。这些测定不需要体积庞大且昂贵的实时

PCR系统。事实上，它们可以在简单的加热块上进行
21,22。实时RT‑PCR的设备成本比RT‑LAMP

高>45倍。此外，RT‑LAMP‑CRISPR测定的运行时间少于一个小时，比RT‑PCR测定更短
29‑32。荧

光读出可以直观地解释结果，尽管这可以通过荧光计增强。使用荧光计相对于肉眼的优点

在于，荧光计的测量是荧光的客观读出，这消除了使用肉眼的主观性。

[0161] RT‑LAMP‑CRISPR测定(荧光法)相较比色RT‑LAMP测定具有多种优势。首先，比色测

定比荧光测定给出假阳性结果的机会更高。比色测定依赖于pH的变化，因此具有较低pH的

样本可能导致比色测定的假阳性结果。其次，病毒RNA提取的洗脱缓冲液可能显著影响比色

读数，如假阴性结果；这可能是由于这些缓冲液中化学物质的pH影响，而我们用于提取的洗

脱缓冲液对我们的RT‑LAMP  CRISPR测定没有不利影响。第三，比色解释对样品(包括阴性对

照)具有时间敏感性，当RT‑LAMP反应的孵育时间超过40分钟时，阴性对照可能转为阳性。第

四，比色测定不涉及gRNA的使用，因此检测出非特异性产物的机会更高。为了克服这个问

题，添加对病毒基因靶标具有特异性的Cas蛋白和gRNA可以增强荧光测定的特异性。第五，

已经报道相较比色测定具有更高检测灵敏度的荧光测定。

[0162] RT‑LAMP的假阳性结果可能是由于临床样本的伪扩增或pH效应
33‑36。为了克服这个
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问题，添加对病毒基因靶标具有特异性的Cas蛋白和gRNA可以增强特异性。Cas12b先前已在

多项研究中用于CRISPR反应，但其需要>100个核苷酸(nt)长的gRNA进行反应
37,38。由于较长

的gRNA存在gRNA与RT‑LAMP引物之一之间部分重叠的风险，这可能会因零星的附带活性而

导致假阳性结果
22,37。此外，较长的合成RNA的成本也较高。在本研究中，Cas12a用于CRISPR，

其需要大约40nt长的gRNA进行反应。因此，可以减少假阳性结果的机会。Cas12a相比用于诊

断应用的其他Cas相关蛋白(如Cas3、Cas9、Cas12b或Cas13a)(44‑48)具有明显的优势。

Cas12b在多项研究中用于CRISPR反应，但其需要>100个核苷酸(nt)长的gRNA进行反应。由

于较长的gRNA存在gRNA与RTLAMP引物之一之间部分重叠的风险，这可能会因零星的附带活

性而导致假阳性结果。此外，较长的合成RNA的成本较高。用于CRISPR的Cas12a需要40nt长

的gRNA进行反应。因此，可以减少假阳性结果的机会。此外，Cas12a蛋白是市售的。此外，与

Cas13a不同，Cas12a不需要额外将DNA转录为RNA。

[0163] 总之，当前描述的用于检测SARS‑CoV‑2nsp8和N基因的RT‑LAMP‑CRISPR测定灵敏、

特异、经济实惠、快速且易于进行。随着COVID‑19大流行的持续，相信此类检测在资源有限

的环境中对于提高COVID‑19诊断能力具有相当大的价值。

[0164] 通过参考以下段落可以进一步理解本发明。

[0165] 1.检测样品中SARS‑CoV‑2nsp8基因的存在的核酸组合物，所述核酸组合物包含以

下或由以下组成：核酸序列SEQ  ID  NO:4；SEQ  ID  NO:5、SEQ  ID  NO:6、SEQ  ID  NO:7和SEQ 

ID  NO:8，或

[0166] 与前述任一项具有至少70％、75％、80％、85％、90％、95％、96％、97％、98％或

99％的序列同一性的核酸序列。

[0167] 2.段落2的组合物，其进一步包含(a)Cas/sgRNA对，和(b)一种或多种荧光报告物、

一种或多种淬灭剂或其组合。

[0168] 3.段落1‑2中任一项的组合物，其包含合适的缓冲液(如磷酸盐缓冲液或Tris缓冲

液)。

[0169] 4.段落1‑3中任一项的组合物，其包含一种或多种盐。

[0170] 5.段落4的组合物，其中所述盐是钾盐、钠盐、镁盐或铵盐。

[0171] 6.段落5的组合物，其中所述盐选自KCl、NaCl、MgCl2、MgSO4、(NH4)2SO4。

[0172] 7.段落1‑6中任一项的组合物，其包含一种或多种去污剂。

[0173] 8.段落1‑7中任一项的组合物，其包含一种或多种核苷酸或核苷酸类似物。

[0174] 9.段落1‑8中任一项的组合物，其进一步包含dATP、dCTP、dGTP和dTTP中的一种或

多种。

[0175] 10.段落1‑9中任一项的组合物，其进一步包含逆转录酶和具有链置换活性的DNA

聚合酶。

[0176] 11.段落2‑9中任一项的组合物，其中所述sgRNA包含SEQ  ID  NO:1或与前述序列具

有至少70％、75％、80％、85％、90％、95％、96％、97％、98％或99％的序列同一性的核酸序

列。

[0177] 12.段落11的组合物，其中所述报告物包含SEQ  ID  NO:3，或与前述序列具有至少

70％、75％、80％、85％、90％、95％、96％、97％、98％或99％的序列同一性的核酸序列。

[0178] 13.检测样品中SARS‑CoV‑2核酸的存在的方法，所述方法包括以下步骤：
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[0179] (a)在足以扩增SARS‑CoV‑2的nsp8基因的条件下，将样品与一组对SARS‑CoV‑2的

nsp8基因特异的逆转录环介导的等温扩增(RT‑LAMP)引物接触，和(b)检测SARS‑CoV‑2nsp8

基因扩增产物，从而检测样品中SARS‑CoV‑2nsp8的存在，所述方法在步骤(b)之前包括将来

自步骤(a)的样品与包含Cas酶/sgRNA对和报告核酸的组合物接触的任选步骤。

[0180] 14.段落13的方法，其包括使所述样品与段落1‑10中任一项的组合物接触。

[0181] 15.段落13的方法，其中所述引物包含SEQ  ID  NO:4‑8。

[0182] 16.段落13‑15中任一项的方法，其中所述引物包含与SEQ  ID  NO:4‑8中任一项的

核酸序列具有至少90％的序列同一性的核酸序列。

[0183] 17.段落13‑14中任一项的方法，其中所述样品选自粘液、痰液(处理过的或未处理

过的)、支气管肺泡灌洗液(BAL)、支气管冲洗液(BW)、体液、脑脊液(CSF)、尿液、组织(例如

活检材料)、直肠拭子、鼻咽抽吸物、鼻咽拭子、咽拭子、粪便、血浆、血清或全血，其中所述方

法包括从所述样品中提取核酸并将所述样品与所述RT‑LAMP引物接触的步骤。

[0184] 18.段落17的方法，其中所述样品获自鼻咽拭子、鼻咽抽吸物、痰/深喉唾液或咽拭

子。

[0185] 19.段落13‑18中任一项的方法，其中所述RT‑LAMP反应条件包括约60℃的反应温

度和以下引物终浓度：SEQ  ID  NO:4；SEQ  ID  NO:5，约0.1至约0.4μM，优选约0.2μM)，(SEQ 
ID  NO:6：约0.8至约3.2μM；SEQ  ID  NO:7：约0.8至约3.2μM，优选约1.6μM)，和SEQ  ID  NO:8；

约0.2至约1.6μM，优选约0.4μM。
[0186] 20.段落13‑19中任一项的方法，其中所述RT‑LAMP反应包含逆转录酶、DNA聚合酶、

pH指示剂和六个引物以扩增所述SARS‑CoV‑2E基因，导致pH下降和从粉红色到黄色的颜色

变化，表明所述样品中存在SARS‑CoV‑2。

[0187] 21 .用于检测样品中SARS‑CoV‑2nsp8基因的存在的试剂盒，其包含在一个或多个

容器中的段落1‑12中任一项的组合物。

[0188] 22.段落21的试剂盒，其中所述组合物的一种或多种组分是冻干的。

[0189] 23.段落21或22的试剂盒，其包含两个容器，其中一个容器包含冻干组分，并且第

二个容器包含再水化溶液，所述再水化溶液包含用于RT‑LAMP的引物和ssDNA报告物。

[0190] 24.段落22或23的试剂盒，其包含容器底部除引物外的RT‑LAMP反应试剂和所述容

器的盖上的Cas酶反应试剂，其中(a)所述RT‑LAMP反应试剂选自下组：dNTP、等温扩增缓冲

液、MgSO4、RNase抑制剂、逆转录酶和DNA聚合酶以及合适的稳定剂，如D‑(+)‑海藻糖二水合

物、甘露醇、蔗糖；和(b)Cas酶反应试剂包含用于Cas12a介导的反应的RNP复合物、MgSO4和

Tris‑HCl。
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