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【摘要】 病原微生物检测是临床感染疾病诊断的常用

方法，其高效精准的检测在明确病因和诊断治疗方面尤为重

要。随着生物技术和传感器技术的不断发展，智能化和便携

化的生物传感器在微生物检测等方面为人类健康作出巨大

贡献。目前，学者们发现了一种来源于激烈火球菌

（Pyrococcus furiosus）的Argonaute（Ago）蛋白PfAgo，在病原微

生物检测方面应用广泛。相较于传统微生物检测技术，

PfAgo酶优势突出，适用于各种复杂环境下的病原微生物快

速精准检测。本文简要介绍了 PfAgo酶的发展、原理及优

势，阐述了基于PfAgo酶的生物传感器在病原微生物检测等

方面的应用案例。综合分析，基于PfAgo酶的生物传感器检

测技术具有操作简便、试剂消耗少、检测速度快、假阳性率

低和自动化程度高等优势，针对病原微生物检测等方面有着

十分广阔的发展空间和应用前景。
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【Abstract】 The detection of pathogenic microorganisms
is a common method for clinical diagnosis of infectious

diseases，and its efficient and accurate detection is particularly
important in the identification of etiology， diagnosis and
treatment. With the continuous development of biotechnology
and sensor technology，intelligent and portable biosensors have
made great contributions to human health in microbial
detection. At present，scholars have discovered an Argonaute
protein from Pyrococcus furiosus，which is widely used in the
detection of pathogenic microorganisms. Compared with the
traditional microbial detection technology，Pyrococcus furiosus

Argonaute（PfAgo）enzyme has outstanding advantages and is
suitable for rapid and accurate detection of pathogenic
microorganisms in various complex environments. This article
briefly introduces the development，principle and advantages of
PfAgo enzyme，and expounds the application cases of biosensors
based on PfAgo enzyme in the detection of pathogenic
microorganisms. Comprehensive analysis shows that the
biosensor detection technology based on PfAgo enzyme has the
advantages of simple operation，low reagent consumption，fast
detection speed，low false positive rate and high automation，
and has a very broad development space and application
prospect for pathogenic microorganism detection.
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病原微生物或称病原体，是指可以通过空气、水、血液、

消化道和媒介生物等介质传播从而侵犯人体，引起感染甚至

传染性疾病的微生物，主要包括细菌、病毒和支原体等［1⁃3］。

病原体传播轻者可以导致皮肤感染，严重可能危及生命，对

人类生命健康及公共卫生安全构成重大威胁［4］。因此，建立

快速、灵敏和特异的病原微生物检测技术对于重大疾病的预

防和控制至关重要，对临床疾病的早发现、早诊断、早治疗具

有重大意义［5］。

传统的病原微生物检测方法包括染色法［6］、平板培养法［7］、
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生化鉴定法［8］、蛋白质免疫测定法［9］和核酸扩增法［10］等，这些

方法存在稳定性和敏感性较低、耗时长、成本高和操作复杂

等缺点，有些还需要专业的实验室、精密的检测设备及专业

技术人员，易发生交叉反应，难以满足新兴、快速演变的病原

微生物检测需求。进入 21世纪，生物传感器技术［11］发展迅

速，研究者们开始关注如何提高传感器的灵敏度和特异性。

这些新型生物传感器不仅在食品安全、环境监测等领域得到

了广泛应用，也在医疗诊断中显示出了巨大的潜力。

2019年，He等［12］首次提出了一种基于来源于激烈火球

菌（Pyrococcus furiosus）的Argonaute（Ago），蛋白PfAgo酶的核

酸检测方法，称为PfAgo酶介导的核酸检测（PfAgo⁃mediated
nucleic acid detection，PAND）。这一方法首次利用PfAgo酶
的特性，应用于病原微生物检测。利用这种靶向切割DNA
的特性构建了一系列人工限制性内切酶，因其可以识别

DNA的任意区域，对于核酸分子检测具有重要意义。PfAgo
酶检测技术的出现为病原微生物的快速、高精度、高效率检

测提供了新的研究思路和方法［13］。本文基于PfAgo酶的生

物传感器检测技术在不同病原微生物检测中的研究进展作

一综述，为病原微生物检测的研究提供参考，进而推动在病

原微生物检测中的应用。

一、PfAgo酶简介

PfAgo 酶是第一个完整三维结构确定的 Argonaute 蛋

白。2004年首次发现PfAgo酶［14］，它能够在 70 ~ 100 ℃高温

环境中生存。PfAgo酶的蛋白质结构和功能与其生活环境紧

密相关，具备极高的热稳定性［15］，使得PfAgo酶能够在高温

下保持活性，减少发生非特异性反应［13］，使其在各种生物技

术应用中成为一种理想的检测工具。

PfAgo酶作为一种核酸导向的内切酶，通过小的 5′端磷

酸化的引导DNA（guide DNA，gDNA）来识别、引导和切割目

标基因，其切割机制涉及结构域的相互作用和金属离子的催

化作用。PfAgo酶技术原理为根据目标基因序列设计两段

gDNA，并依据 5′磷酸化的 gDNA 与 PfAgo 酶相结合，激活

PfAgo酶活性的特点，对目标基因序列特定的位点进行切割，

特定的断裂点位于 gDNA对应目标序列 5′端的第 10个和第

11个核苷酸之间。按照碱基互补配对原则，根据切割下来

的小段单链DNA（single⁃stranded DNA，ssDNA）设计荧光探

针（Reporter），同时切割下来的小段 ssDNA又可以作为二级

gDNA与PfAgo酶再次结合切割荧光探针（Reporter），当荧光

探针中的淬灭基团（BHQ）远离荧光基团（FAM）时，探针发出

特定荧光（图 1）。有研究表明，PfAgo酶不仅能够有效地切

割单链DNA，并且在特定条件下也能切割双链DNA［16］。当

目标序列为双链DNA时，需要同时加入1对gDNA，分别在双

链DNA的2条链上形成断裂点来进行双链DNA的剪切。

二、生物传感器的简介

生物传感器是一种对生物物质敏感并将其浓度转换为

电信号进行检测的仪器，通常由识别元件、理化换能器和信

号放大装置组成。是通过生物敏感材料作识别元件（包括

酶、抗体、抗原、微生物、细胞、组织和核酸等生物活性物质）、

适当的理化换能器（如氧电极、光敏管、场效应管和压电晶体

等）及信号放大装置构成的分析工具或系统，以实现对化学

物质的检测。生物传感器具有接受器和转换器的能力，可以

将信息转换为其他信号进行分析检测，根据识别元件和信号

转换器可分为酶传感器［17］、免疫传感器［18］、DNA传感器［19］、

光学传感器［20］、电化学传感器［21］、热传感器［22］、压电传感器［23］

和基于纳米技术的传感器［24］等。

生物传感器的基本工作原理是利用不同生物元件对特

定分析物进行选择性识别，再通过转导系统将生物反应产生

的信号转化为可量化的指标。这种设备广泛应用于医学诊

断、环境监测和食品安全等领域，体现了其在科学研究和实

际应用中的重要价值。

三、基于PfAgo酶生物传感器检测技术在病原微生物检

测中的应用

有研究表明，基于PfAgo酶生物传感器检测技术可以在

复杂样本的检测中高敏感且特异性地检测目标病原菌［25］，及

图1 PfAgo原理反应示意图
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时发现潜在的感染风险（图2）。PfAgo酶可以应用于人体或

动物中细菌、病毒等感染微生物的检测，还可以应用于水源

性致病菌检测［26］、突变基因检测、碱性磷酸酶和黄曲霉毒素

检测等方面，从而保障人们生命健康及饮食安全［26］。

1. 在细菌检测方面的应用

（1）在人体细菌检测方面的应用：基于PfAgo酶的生物

传感器检测技术在人体细菌检测中的应用正受到越来越多

的关注。Li等［27］报道了基于Ago酶的新型一步切割方法的

生物传感器检测工具（NOTE⁃Ago），其最低极限检测值（limit
of detection，LOD）为1 CFU/mL。该方法利用外切酶Ⅰ（ExoⅠ），

采用Tag⁃specific引物扩增伤寒沙门菌的 invA基因和金黄色

葡萄球菌的 nuc基因，实现了对伤寒沙门菌和金黄色葡萄球

菌的检测。在耐甲氧西林金黄色葡萄球菌（MRSA）中mecA和

nuc基因检测中，Li等［28］开发了新型的基于Argonaute⁃DNAzyme
串联的生物传感器平台（STAND），利用 LAMP扩增技术及

PfAgo酶的可编程性和特异性切割能力，结合 DNA酶的信

号放大功能，实现了在1 CFU/mL的单次反应中对双基因同时

检测。同时，Chen等［29］还研发了基于RPA和PfAgo酶的快速

检测平台（RPA⁃PfAgo）。该平台可在55 min内实现对MRSA
的视觉检测，LOD为102 copies/μL。

（2）在食源性细菌检测方面的应用：基于PfAgo酶的生

物传感器检测技术在嗜酸性芽孢杆菌检测中也有优越的效

果，Shi等［30］研发了基于酶辅助内源性 gDNA生成介导PfAgo
酶的生物检测平台（EGG⁃PAD），通过选择嗜酸性芽孢杆菌

包含EcoRⅠ识别位点的基因进行扩增、切割，从而进行核酸

检测，LOD为 5.7×101 CFU/mL，检测时间仅需 2 ~ 3 h；同时，

Shi等［31］开发了基于PfAgo酶的新型检测平台（PAD），LOD为

101 CFU/mL。与传统PCR方法进行比较，证实了两种平台的

优越性，并证实在检测低浓度样本时两种平台都具有明显

优势。

此外，基于PfAgo酶的生物传感器检测还被成功应用于

食品样本的检测，Lin等［32］研发了基于RPA和PfAgo酶快速

检测食品中沙门氏菌的方法，可在 40 min内检测出浓度为

1.05×101 CFU/mL沙门氏菌，采用 RPA技术扩增沙门氏菌

invA基因中的特异性片段，筛选高效的 RPA 引物组合和

PfAgo酶的 gDNA，验证了该方法的可行性。在实际食品样

品测试中，结果表明其具有较高的灵敏度和良好的适用性，

为食品安全检测提供了一种快速、灵敏的新工具。同时，在

一项研究中显示聚合酶链反应（PCR）⁃PfAgo酶平台［33］被用

来检测食品样本中的病原体，其检测结果与传统方法一致。

这表明PfAgo酶能够有效识别可能存在的致病菌，在食品安

全监测中具有巨大的发展潜力。

2. 在病毒检测方面的应用

（1）在人体病毒检测方面的应用：由新冠病毒 SARS⁃
CoV⁃2引发的COVID⁃19全球疫情期间，为了有效控制疫情

的传播，需要快速灵敏地检测识别病毒。基于PfAgo酶的生

物传感器检测技术在病毒检测方面具有独特的生物性能，使

得PfAgo酶成为一种有效的检测工具。Xun等［34］研发了一种

快速、准确、可扩展且便携的 COVID ⁃ 19 诊断测试系统

（SPOT）。该系统通过LAMP反应与Cas12a基于核酸检测的

结合提高了特异性和准确性，减少了假阳性率，与定量反转

录聚合酶链反应（RT⁃PCR）检测系统灵敏度一致。此外，基

于该系统研发了一种可电池供电的手持便携式生物传感器

测试装备，降低成本，易于大规模生产。此外，检测结果支持

数据集中化管理。该检测系统只需较少的样本处理即可完

成高效率检测，操作简易，减少对专业检测人员复杂操作的

依赖，加快检测速度，对于当前和未来流行病致病微生物的

快速检测和诊断具有重要意义。Zhao等［35］通过重组酶聚合

酶扩增（RPA）和PfAgo酶联合检测建立 SARS⁃CoV⁃2关键突

变L452R基因的快速、灵敏检测方法。该方法实现了准确鉴

定突变型和野生型SARS⁃CoV⁃2的目的。通过定量PCR标准

曲线验证了该方法的灵敏度和准确性，为新冠病毒突变检测

图2 基于PfAgo的生物传感器检测平台流程图 该检测流程为：首先，对目标样本进行核酸提取；然后，通过核酸扩增技术对目标基因进行

扩增，扩增后的基因激活 PfAgo酶切割荧光探针，产生荧光信号；最后，使用生物传感器或视觉图像检测技术对荧光信号进行快速检测。

MRSA为耐甲氧西林金黄色葡萄球菌。
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提供了一种新的技术手段。

Wang等［36］利用PfAgo酶介导的核酸检测方法，建立了一

个高度敏感和准确的分子诊断平台PAND，用于大规模筛查

COVID⁃19感染，整个流程大约在1 h内完成。对于临床样本的

诊断结果显示，新冠病毒 PAND的检测方法与定量RT⁃PCR
测试结果100%一致。Han等［37］在此基础上又开发了快速且

灵敏的单管新冠病毒（SARS⁃CoV⁃2）检测平台URPAND，该

平台结合了RT⁃PCR和PfAgo酶检测技术，实现了对 SARS⁃
CoV⁃2的N基因的高效检测。与传统定量RT⁃PCR检测试

剂盒比较，该平台在 30 min 内即完成核酸检测，LOD 为

100 copies/mL，且能够区分 SARS⁃CoV⁃2的 D614G突变株，

在大规模样本常规检测中该平台简化了操作流程，降低了气

溶胶污染风险，为新冠病毒的早期诊断和变异监测提供了新

的方法。Wang等［38］提出结合PfAgo酶和改进的连接酶链反

应（ligase chain reaction，LCR）的新型检测方法，用于检测

SARS⁃CoV⁃2病毒和人乳头瘤病毒（HPV）。通过LCR精确区

分单碱基错配，在70 min内实现多重检测。

基于PfAgo酶检测技术不仅可以应用于新冠肺炎病毒

检测，随着技术的发展应用也日趋广泛，诸如人类寨卡病毒、

人细小病毒、呼吸道合胞病毒和猴痘病毒等检测方面展现了

其优异的效果。Chen等［39］研发了基于PfAgo酶的寨卡病毒

核酸检测系统（ZIKV⁃PAND）。该系统利用RT⁃PCR将病毒

RNA转换为目标DNA，通过对荧光分子信标可视化处理，实

现了对ZIKV的NS5区域的特异性检测，最小可检测浓度为

10 nmol/L。Chen等［40］首次将PfAgo应用于B19V的检测，研

发一种新型的基于B19V的NS1靶区的 PAND平台，该平台

利用 3种导向RNA来检测B19V的NS1基因、独立的原间隔

邻近基序（protospacer adjacent motif，PAM）序列设计合成的

gDNA识别目标。PAND的 LOD约为 4 nmol/L。Liao等［41］利

用RT⁃RPA和PfAgo酶技术，研发针对双基因同时检测的检

测平台（RT⁃RPA⁃PfAgo）。可在60 min内分型人呼吸道合胞

病毒（HRSV），LOD为1 copy/μL。诊断准确率大于95%。He
等［42］构建了一种快速、灵敏、特异的猴痘病毒检测新方法。

该方法通过PCR扩增和PfAgo酶的切割活性，实现了对猴痘

病毒（MPXV）的特异性检测。检测时间低于 60 min，LOD为

1.1 copies/μL。
（2）在动植物病毒检测方面的应用：人类流行病的病毒

大多来源于生物界的动植物，动植物病毒对人类健康的影响

越来越引起重视。只有通过综合的防控措施，才能有效降低动

植物病毒对人类健康的影响，保障公共卫生安全。Zhao等［43］

开发了3种基于PfAgo酶的新型检测平台，即RAA⁃PfAgo、单
罐RT⁃RAA⁃PfAgo和单罐RT⁃RAA⁃PfAgo⁃LFD。用于识别导

致仔猪腹泻和死亡的猪冠状病毒（PDCoV），这些平台LOD低

至 60 copies/μL，且不会与其他病毒如猪流行性腹泻病毒

（PEDV）、TGEV、RVA、PRV、PCV2或 PCV3发生交叉反应。

Zhao等［44］研发了基于PfAgo酶的非洲猪瘟病毒（ASFV）检测

新平台，即一锅式REPD。显著提高了ASFV检测的特异性

和准确性，能够检测到单个ASFV核酸拷贝。Zhao等［45］设计

了基于RT⁃RAA技术和PfAgo酶检测技术对PEDV检测的方

法。该方法可检测出 100 copies的PEDV。为动物病毒检测

提供了技术支持，并为检测其他病原体提供了新思路。

Liu等［46］开发了一种重组酶聚合酶扩增-嗜热古生火球

菌系统（RPA⁃PfAgo），用于快速检测鹅细小病毒（GPV）。该

系统能在1 h内提供检测结果，LOD为102 copies/μL。Yu等［47］

还研发了一种结合了PfAgo酶和LAMP的新型检测平台，用于

快速、超灵敏、可视化地检测鸡传染性腺病毒4型（FAdV⁃4）。
该检测方法只需要50 min，LOD可达5 copies/μL。Wang等［48］

创新了基于RPA和PfAgo酶的新型检测方法，用于检测影响

虾类养殖业的白斑综合症病毒（white spot syndrome virus，
WSSV）。结果表明，RPA⁃PfAgo酶检测方法具有快速、高灵

敏性和特异性的检测WSSV的潜力。

基于PfAgo酶的生物学技术不仅在动物病毒检测方面

展现出强大的能力，在植物病毒方面也发挥着重要作用。

Liu等［49］研发了新的检测平台RT⁃RPA⁃PfAgo，通过整合逆转

录（RT）技术、RPA技术以及PfAgo酶来检测水稻病毒。该平

台能够同时检测水稻矮缩病毒（RRSV）、水稻草矮病毒

（RGSV）和水稻黑条矮化病毒（RBSDV），LOD在 3.13 ~ 5.13
copies/μL，能够有效区分 3种不同的病毒，强调了其在植物

病毒诊断中的潜在应用。

3. 在其他检测方面的应用

Liu等［16］研发了基于Argonaute蛋白的单管 PCR检测平

台（A⁃Star），能够在单管反应中同时完成突变DNA的富集和

检测，该方法不需要特定的PAM序列。PfAgo酶集成的平台

能够有效地检测稀有突变，对于早期癌症的诊断和治疗反应

监测具有重要意义。Xiang等［50］提出了基于PfAgo酶的生物

传感器用于碱性磷酸酶（ALP）活性分析。该检测平台无需

使用有毒化学物质即实现了高效率、高灵敏度的ALP活性分

析，在疾病演化基础研究和临床诊断应用方面具有很大潜

力。同时，Huang等［51］将PfAgo酶与免疫标记的ALP结合，开

发了一种基于PfAgo的荧光生物传感器，用于检测非核酸靶

标，ALP 和黄曲霉毒素 B1。实现了对于浓度小于 2.7 U/L
ALP检测，以及浓度小于 29.89 pg/mL黄曲霉毒素 B1的检

测。该平台为多种靶标提供了一个简单、灵敏和通用的检测

平台。

Pang等［52］开发了可重复使用、与智能手机实时交互手持

式恒温荧光检测器（WeD⁃1），用于增强型一锅法 LAMP⁃
PfAgo检测方法对水生病原体进行双重可视化检测。该检测

器无需核酸纯化，对水生病原体进行快速、灵敏且特异的检

测，适用于家庭核酸检测和现场快速筛查，为现场快速诊断

水生病原体提供了一种有效检测工具。还有研究团队在海

产品供应链传染病诊断中开发了一种基于PfAgo酶和RPA
技术的新型现场检测方法，实现了对虾肝肠胞虫（EHP）感染

虾中 swp基因的定量检测，LOD为1 copy/μL。为PfAgo酶在水

产养殖中多重检测重要病原体奠定了基础［53］。Zhao等［54］建立

了结合RPA和PfAgo酶的鸡滑液囊支原体（MS）的一种通过

“双步”序列特异性切割工作的核酸检测器。该方法实现了

127



中华口腔医学研究杂志（电子版）2025年 4月第 19卷第 2期 Chin J Stomatol Res（Electronic Edition），April 2025，Vol.19，No.2

40 min内完成扩增和检测过程，检测灵敏度为2 copies/μL。检

测结果可通过紫外线和蓝光下直观解读，简化检测仪器和设

备，为现场快速检测MS提供了一种可靠且操作简便的方法。

四、总结与展望

PfAgo酶的一个显著优势是其在选择 gDNA时不需要

PAM位点［55］，这种特性使得PfAgo酶在设计和使用 gDNA时

具有更大的灵活性，能够更广泛地应用于不同的识别目标。

科研人员可以针对更广泛的基因组区域进行研究，从而提高

了生物标志物的检测范围和准确性［12］。PfAgo酶与 LCR结

合，能够有效地区分单核苷酸多态性。这种能力使得PfAgo
在检测病原体时，能够提供更高的准确率和信号强度，从而

提高了诊断的可靠性［38］。PfAgo酶与PCR结合，实现多重核

酸检测，可以同时对多个生物标志物检测，极大地提高了检

测效率和信息量，能够在一次测试中提供更多的检测诊断信

息，减少了患者等待结果的时间［56］。

PfAgo酶生物传感器技术的发展促进研发操作简单、灵

敏度高且快速检测的通用的检测平台［41］，能够针对多种目标

进行生物标志物的检测。这种方法不仅适用于特定类型的

标志物，还能够扩展到多种不同分子检测应用，极大提高了

在临床诊断和生物医学研究中的应用潜力［51］。PfAgo酶以其

优异的性能、简便的操作与快速、精确的检测效果广泛应用

于癌症标志物的检测、感染病原体的识别、遗传性疾病的筛

查等多个领域使其成为现代生物技术中一种重要的工具，基

于 PfAgo 检测技术与其他检测平台检测性能对比如表 1
所示。

然而，基于PfAgo酶的生物传感器检测方法可能对样本

类型有一定的限制，尤其是在处理复杂的生物样本时。例

如，某些生物体液中的抑制因子可能会干扰 PfAgo酶的功

能，导致检测结果不准确。这要求研究人员在开发使用

PfAgo酶检测方法时，必须考虑到样本预处理和纯化的必要

性，以确保检测的准确性［41］。尽管PfAgo酶检测方法不需要

复杂的检测设备，但相关试剂和材料的成本仍然可能成为限

制其广泛应用的另一个因素。在一些资源有限的地区，成本

问题可能是限制了其在公共卫生检测中广泛应用的主要因

素之一［45］。同时，基于酶的生物传感器检测技术在口腔医学

领域的应用仍处空白，在面对起病急、进展快、风险大的危及

生命健康的口腔颌面部感染疾病中具有极高的应用需求与

前景。

随着科技的不断进步，PfAgo酶生物传感器检测方法应

用前景广阔，PfAgo酶检测技术将持续优化与改进。未来的

研究应集中在提升PfAgo酶的多重检测能力，使其能够同时

检测多种病原体，提高检测效率。开发便携式、自动化的检

测设备，使PfAgo酶能够实现实时检测，这将大大地提高公

共卫生应对能力。结合人工智能和机器学习技术，开发智能

化的检测系统，能够自动识别和分析检测结果，提高检测的

准确性和效率。未来的PfAgo酶检测技术也应向实时监测

发展，尤其是在公共卫生、环境监测和农业领域，激发实时病

原体监测潜力，做到快速响应潜在的病原体威胁。为了推动

PfAgo酶检测技术的广泛应用，国际合作与标准化工作显得

尤为重要。通过制定统一的检测标准和协议，促进技术的推

广与应用。PfAgo酶生物传感器检测方法有望在未来的科学

研究和公共卫生领域中发挥更为重要的作用。这一系统的

灵敏性、特异性、快速性和便捷性，使其成为现代生物医学检

测的重要工具，为疾病预防治疗提供了强有力的支持，期待

其在未来的科学研究与实际应用中发挥更大的作用。
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