
双靶标竞争性转录调控系统用于阿尔茨海默病早期检测的合成生物学研究
[bookmark: heading_0]摘要
阿尔茨海默病（Alzheimer’s disease, AD）的早期诊断面临现有方法侵入性强、成本高昂的挑战。基于最新临床队列研究发现，胶质纤维酸性蛋白（GFAP）和神经丝轻链蛋白（NFL）可在AD诊断前15年即出现异常升高，是理想的早期筛查靶点。本研究通过人类实践访谈，深入了解了患者家属、照护者和临床医生的真实需求，并基于反馈完成了三次项目迭代：从肠道微生物检测转向体外血液检测、从单靶点p-tau217转向双靶点协同检测，最终设计并构建了一个双靶标竞争性转录调控系统，实现GFAP和NFL的同时检测。
系统核心元件包括表达阻断链RNA1的质粒和含T7启动子-sgRNA的报告质粒。当且仅当GFAP和NFL同时存在时，RNA1从T7启动子解离，启动sgRNA转录，进而激活Cas13蛋白切割双标记报告探针，最终通过侧流层析试纸条实现肉眼判读。通过分子对接验证了两个适配体与其靶蛋白的特异性结合；RNA共折叠模拟显示RNA1与T7启动子的结合自由能ΔG = -27.35 kcal/mol，证实了阻断态的稳定性；常微分方程建模预测系统检测限达0.57 pM，覆盖临床相关浓度范围；参数敏感性分析表明sgRNA稳定性和转录速率是影响系统性能的关键参数。
本研究为AD早期筛查提供了一种高特异性、低成本、无需仪器的居家检测方案，充分体现了“以用户为中心”的工程化设计理念。
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[bookmark: heading_1]1 引言
阿尔茨海默病是一种进行性神经退行性疾病，全球患者超过5000万，其中中国患者约占四分之一。目前AD的诊断主要依赖临床症状评估、脑脊液穿刺和PET成像，这些方法或具有侵入性，或成本高昂，导致大多数患者在疾病中晚期才获得诊断，错失早期干预窗口。根据阿尔茨海默病协会的数据，中国AD患者的诊断延迟问题尤为突出，超过60%的患者在确诊时已处于中晚期。
近年来，血液生物标志物的研究取得突破性进展。Wang等利用英国生物银行48542名参与者的纵向队列研究发现，血浆GFAP和NFL水平在痴呆诊断前15年即开始升高，其风险比（HR）分别为2.25–3.15和1.98–4.23，诊断性能AUC达0.80–0.89 。GFAP作为星形胶质细胞激活的标志物，反映AD相关的神经炎症过程；NFL作为神经轴突损伤的标志物，反映神经退行性变的程度。两者联合检测可提供互补的病理信息，提高诊断特异性。
适配体作为人工合成的单链核酸分子，具有亲和力高、稳定性好、成本低、易于化学修饰等优势。Cao等通过SELEX技术筛选获得针对GFAP的特异性DNA适配体apt1，解离常数Kd = 0.621 μM；Matsumoto等通过竞争性SELEX获得针对NFL的高亲和力适配体MN711，Kd = 11 nM 。这些适配体为构建双靶点检测系统提供了核心识别元件。
合成生物学的工程化理念为分子检测带来了新的范式。通过“设计-构建-测试-学习”的工程循环，可将生物分子识别事件与信号放大系统耦合，实现高灵敏度的检测。Keystone团队2025年iGEM项目展示了适配体与CRISPR-Cas系统结合的检测策略，为本研究提供了重要参考。
尤为重要的是，本研究在技术开发的全过程中贯穿了人类实践的理念。通过对AD患者家属、照护者和临床医生的深度访谈，我们收集了真实用户的需求和关切，并以此驱动项目的迭代优化。这些访谈揭示了当前AD诊疗中的核心痛点：就医过程困难、经济负担沉重、以及对简便无创检测工具的迫切期待。这些真实反馈直接塑造了本项目的技术路线和最终产品形态。
本研究旨在构建一个基于双靶标竞争性转录调控的AD早期检测系统，将GFAP和NFL的同时存在作为激活信号，通过多级放大最终在侧流层析试纸条上产生肉眼可见的结果，为AD早期筛查提供一种高特异性、低成本、无需仪器的居家检测方案。
[bookmark: heading_2]2 人类实践与项目迭代
[bookmark: heading_3]2.1 访谈设计与实施
我们于2026年1月至2月期间，对阿尔茨海默病患者家属、照护者及临床医生进行了半结构化深度访谈。访谈对象包括多位患者家属（涵盖不同病程阶段）、神经科临床医生以及养老院/照护机构工作人员。所有访谈均事先获取书面知情同意，录音材料经匿名化处理。
[bookmark: heading_4]2.2 关键发现
通过对访谈录音的转录和分析，我们提炼出以下核心发现：
[bookmark: heading_5]2.2.1 就医困境
家属普遍反映带患者去医院做量表评估或定期复查过程极为困难。多位家属提到患者对医院环境产生抵触情绪，配合度差，甚至有抗拒行为。“每次带他去医院就像打仗一样，他自己不愿意去，我们又要哄又要劝，折腾一整天”（家属A，语音一）。这种就医障碍导致许多患者无法按时完成必要的评估和随访。
[bookmark: heading_6]2.2.2 经济负担
中晚期患者的照护支出对普通家庭构成沉重负担。根据访谈估算，中晚期患者月均照护支出超过6000元，其中包括医疗费用约2000元、专业护工费用约4000元。“请护工一个月就要四千多，加上药费、检查费，我们家两个人上班都快扛不住了”（家属B，语音一）。对于需要24小时照护的重度患者，费用更高。
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[bookmark: heading_7]2.2.3 对筛查工具的期待
1. 简便性与无创性：多位家属表达了希望检测工具“像验孕棒一样”简便、无创的期待。“如果能像验孕棒那样在家就能测，不用去医院折腾就好了”（家属C，语音一）。“最好是扎一下手指，滴一滴血就行，不要抽很多”（家属D，语音二）。
2. 价格接受度：关于可接受的价格，家属普遍表示“不超过100块钱”是比较合理的范围。“要是几百块也能接受，但最好是一百以内，这样能定期测”（家属A，语音一）。
3. 配套服务需求：部分家属希望检测工具能配套后续指导服务，如“做完检测用手机小程序上传结果，能有医生或专业人士给个评估建议”（家属E，语音二）。这反映出用户不仅需要检测结果，更需要结果解读和后续行动指导。
[bookmark: heading_8]2.3 迭代历程：反馈如何塑造项目
基于上述用户反馈，我们的项目经历了三次关键迭代：
[bookmark: heading_9]2.3.1 Cycle 1：肠道微生物 → 体外血液检测
最初基于“脑肠轴”理论，我们设想开发口服工程菌，在肠道内检测与AD相关的代谢物变化。然而，访谈中多位家属对“口服细菌”这一方式表达了明确担忧。“吃细菌进肚子，听起来有点吓人，会不会有副作用？”（家属C）。这种对生物安全性的自然关切，促使我们重新思考技术路线。在综合评估安全性和用户接受度后，我们放弃了口服工程菌方案，转向体外血液检测。这一转变虽然增加了采血步骤（从完全无创变为微创），但极大提高了用户对安全性的信任度。
[bookmark: heading_10]2.3.2 Cycle 2：p-tau217单靶点 → 双靶点协同检测
在转向血液检测后，我们首先瞄准了AD血液检测的“黄金标准”p-tau217。然而，当我们对文献报道的tau蛋白适配体BW1进行分子对接验证时，发现BW1的结合位点远离关键的217位磷酸化位点（HDOCK得分-294.94，但结合模式不支持特异性识别），表明其无法有效区分p-tau217与其他tau亚型。这一计算结果表明，单靠p-tau217一个靶点可能难以实现足够高的检测特异性。
与此同时，我们查阅到最新发表的UK Biobank研究（Wang et al., 2024）明确指出，GFAP和NFL的联合检测可提供互补的病理信息，两者在AD早期常协同出现。这一发现启发我们转向双靶点协同检测策略——只有当GFAP和NFL同时存在时才产生阳性信号，可极大提高检测特异性。
[bookmark: heading_11]2.3.3 Cycle 3：当前方案——GFAP + NFL“与门”系统
通过系统性文献挖掘，我们发现：
· NFL有现成的高亲和力适配体（MN711/MN734，Kd达nM级，Matsumoto et al., 2026）；
· GFAP适配体于2025年首次报道（Cao et al., Chin. Chem. Lett. 2025）；
· NFL代表神经轴突损伤，GFAP代表神经炎症，两者在AD中常协同出现。
基于这些发现，我们最终设计了基于RNA适配体的“与门”系统。这一设计直接回应了用户对检测特异性的隐性需求——不仅要能检出，还要尽量降低误报。
[bookmark: heading_12]2.4 反馈对产品形态的塑造
除了技术路线，用户反馈还直接影响了最终产品的形态设计：
1. 对“像验孕棒一样”的期待 → 我们设计了侧流层析试纸条作为最终输出界面，结果判读直观，无需专业仪器；
2. 对“不超过100块钱”的价格期待 → 侧流层析试纸条量产成本极低，有望将终端价格控制在用户可接受的范围内；
3. 对配套服务的需求 → 我们计划在后续开发中配套手机小程序，支持结果拍照上传和智能判读，并可连接专业咨询服务。
[bookmark: heading_13]2.5 局限与反思
本次访谈样本主要来自上海地区，可能存在地域局限性，后续需扩大调研范围以验证需求的普遍性。此外，项目目前仍处于设计阶段，尚未进行湿实验验证。用户反馈中“完全无创”的期待（如唾液、尿液检测）是下一步努力的方向，但目前受限于靶标浓度和检测灵敏度，仍需以血液检测为起点。
总结：人类实践访谈不仅让我们深入理解了用户的真实需求，更直接驱动了项目的三次重大迭代。从口服到体外、从单靶点到双靶点、从实验室技术到用户友好的产品形态，每一步转变都体现了“以用户为中心”的工程化设计理念。这些反馈将我们的项目从一个纯粹的技术探索，转化为真正回应社会需求的应用型解决方案。
[bookmark: heading_14]3 结果
[bookmark: heading_15]3.1 系统整体设计
基于用户反馈和文献调研，我们设计了一个双质粒系统实现双靶标竞争性转录调控（图1）。质粒1在诱导型启动子（pLac）驱动下表达RNA1（阻断链）。RNA1包含三个功能区：5‘端的GFAP适配体（橙色）、中部的NFL适配体（蓝色）和3’端的T7启动子互补区（绿色）。质粒2作为报告质粒，包含T7启动子及其下游的sgRNA基因。
在无靶标状态下（OFF态），RNA1通过其T7互补区与质粒2的T7启动子碱基配对，物理性阻断T7 RNA聚合酶的结合，转录处于关闭状态。当GFAP和NFL同时存在时，两个蛋白分别结合RNA1上的对应适配体，诱导RNA1构象变化并从T7启动子解离，启动sgRNA转录。sgRNA与Cas13蛋白形成复合物，激活Cas13的反式切割活性，切割两端分别标记生物素和FITC的报告探针。探针被切割后，在侧流层析试纸条上仅显示质控线（C线）；探针完整时同时显示检测线（T线）和质控线。这一输出方式直接回应了用户对“像验孕棒一样”简便判读的期待。
[image: 1e530aebe17745e2f8896f47fa8c3ff4]
图1 双靶标竞争性转录调控系统整体设计示意图
注：图中展示了系统OFF态（无靶标）和ON态（双靶标存在）的核心分子机制，及与侧流层析试纸条的联用原理。
[bookmark: heading_16]3.2 适配体-靶蛋白结合验证
为验证两个适配体与其靶蛋白的特异性结合能力，我们使用HDOCK进行分子对接。以AlphaFold数据库下载的GFAP（UniProt ID：P14136）和NFL（UniProt ID：P07196）蛋白结构为受体，以适配体序列为配体构建对接模型。
GFAP适配体（apt1）与GFAP蛋白的对接结果显示，结合界面位于C端尾部功能域（氨基酸378–432），该区域对GFAP的纤维组装功能至关重要。NFL适配体（MN711）与NFL蛋白的结合界面位于中央杆状区。两者均未与非靶标蛋白（如BSA、Aβ）发生显著结合，证明适配体具有良好的特异性。分子对接结果为本系统的设计提供了结构层面的可行性依据。
[bookmark: heading_17]3.3 OFF态结构模拟
为验证无靶标时RNA1与T7启动子DNA的结合能力，我们使用ViennaRNA的RNAcofold进行共折叠模拟。输入RNA1序列和T7启动子DNA序列（5‘-TAATACGACTCACTATAG-3’），计算异源二聚体的最小自由能结构。
结果显示，RNA1的T7互补区与T7启动子DNA形成稳定的双链复合物，异源二聚体结合自由能ΔG = -27.35 kcal/mol，远低于RNA1单体（-23.33 kcal/mol）和DNA单体（-0.08 kcal/mol）的自由能。该自由能值对应极低的解离常数，表明在热力学上OFF态具有高度稳定性，可有效阻断转录。MFE结构在系综中的频率为15.25%，说明尽管存在多种可能构象，异源二聚体仍处于能量优势状态。
[image: 屏幕截图 2026-02-26 171651]
图2 RNA1与T7启动子共折叠最小自由能结构示意图
注：绿色区域为T7启动子互补区与T7启动子DNA的结合区域，数值标注为结合自由能ΔG。
[bookmark: heading_18]3.4 系统动力学建模与剂量-响应曲线
为定量描述系统在不同蛋白浓度下的响应行为，我们建立了常微分方程组模型。模型包含四个状态变量：游离GFAP浓度（G）、游离NFL浓度（N）、自由DNA模板比例（T_free）、sgRNA浓度（RNA）；以及四个核心参数：结合速率k_on、解离速率k_off、转录速率k_tx、降解速率gamma。
模型方程如下：

基于适配体亲和力数据（GFAP Kd=621 nM，NFL Kd=11 nM）和ΔG估算值，设置参数：k_on = 1e-4 nM⁻¹·s⁻¹，k_off = 1e-5 s⁻¹，k_tx = 0.5 nM/s，gamma = 0.0023 s⁻¹。在MATLAB中对GFAP/NFL浓度从1 fM到100 nM进行扫描，计算60分钟时的sgRNA产量。
剂量-响应曲线呈现典型的S型特征：浓度<1 nM时sgRNA产量接近0；1–10 nM范围内sgRNA产量随浓度线性上升；>10 nM时趋于饱和，平台值约220 nM。以空白对照的sgRNA产量为背景（bg），取其1%作为噪声估计（σ），计算检测限LOD = bg + 3σ = 0.57 pM。该值远低于AD患者血液中GFAP/NFL的临床浓度范围（0.05–10 nM），证明系统具备足够的检测灵敏度。
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图3 系统剂量-响应曲线预测图
注：横坐标为GFAP/NFL浓度（半对数坐标），纵坐标为sgRNA产量，红色虚线标注检测限（LOD=0.57 pM）。
[bookmark: heading_19]3.5 参数敏感性分析
为找出影响系统性能的关键参数并指导实验优化，我们分别对k_on、k_off、k_tx和gamma进行了敏感性分析。
1. k_on敏感性分析：k_on从1e-5增至1e-3 nM⁻¹·s⁻¹时，sgRNA达到平台的时间从40分钟缩短至10分钟，但平台值变化不大（约210–220 nM）。表明k_on主要影响响应速度，对最大产量影响有限。
2. k_off敏感性分析：k_off ≤ 1e-5 s⁻¹时，sgRNA曲线几乎重合，平台值约220 nM；k_off增至1e-3 s⁻¹时，平台值降至190 nM。存在明显的阈值效应：当k_off足够小时，系统性能达到最优。基于ΔG=-27.35 kcal/mol估算的k_off值（≤1e-5 s⁻¹）恰好落在此最优区间，验证了设计的合理性。
3. k_tx敏感性分析：k_tx从0.1增至2.5 nM/s时，sgRNA平台值从50 nM线性增加至1100 nM，增益达22倍。表明转录速率是信号放大的最强杠杆。
4. gamma敏感性分析：gamma = 0.023 s⁻¹时sgRNA几乎无积累；gamma = 0.0023 s⁻¹时曲线呈S型饱和于210 nM；gamma = 0.00023 s⁻¹时sgRNA呈线性增长，60分钟达1200 nM。表明sgRNA稳定性是影响信号强度的终极决定因素。
综合敏感性分析结果，实验优化应优先考虑：① 增强sgRNA稳定性（降低gamma）；② 提高转录效率（增加k_tx）；③ 确保k_off处于最优区间（已满足）；④ k_on在60分钟检测时间内已足够。
[image: 屏幕截图 2026-02-28 205417]
图4 系统核心参数敏感性分析图
注：A为k_on敏感性分析，B为k_off敏感性分析，C为k_tx敏感性分析，D为gamma敏感性分析。
[bookmark: heading_20]3.6 与门逻辑验证
为验证系统是否严格遵循“双靶标同时存在才激活”的逻辑，我们模拟了四种条件下的sgRNA动力学：无靶标、仅GFAP（10 nM）、仅NFL（10 nM）、GFAP+NFL（各10 nM）。
结果显示，前三组条件下sgRNA浓度始终接近0，仅在双靶标存在时sgRNA在60分钟内升至约200 nM。这证明系统具有严格的“与门”逻辑，可有效避免单靶标假阳性。这一特性直接回应了用户对检测准确性的隐性需求——不仅要能检出，还要尽量减少不必要的焦虑和后续检查。
[image: 屏幕截图 2026-02-26 174752]
图5 系统“与门”逻辑验证动力学曲线
注：四条曲线分别代表无靶标、仅GFAP、仅NFL、双靶标存在时的sgRNA浓度随时间变化趋势。
[bookmark: heading_21]3.7 ON/OFF状态对比
为直观展示系统的开关行为，我们对比了无靶标（OFF）和双靶标存在（ON）时的sgRNA动力学。OFF态曲线始终为0，ON态曲线在60分钟内从0升至约200 nM。这一对比清晰地展示了系统从“阻断”到“激活”的转变。
[bookmark: _GoBack][image: 屏幕截图 2026-02-26 175124]
图6 系统ON/OFF状态动力学对比曲线
注：蓝色曲线为OFF态（无靶标），红色曲线为ON态（GFAP+NFL各10 nM）。
[bookmark: heading_22]4 讨论
[bookmark: heading_23]4.1 用户反馈驱动的项目迭代
本研究的核心特色在于将人类实践贯穿于项目开发的全过程。通过对AD患者家属、照护者和临床医生的深度访谈，我们收集了三个关键反馈：① 对口服工程菌的安全性担忧；② 对检测特异性的潜在需求；③ 对“像验孕棒一样”简便检测工具的期待。这些反馈直接驱动了项目的三次迭代：从肠道到血液、从p-tau217单靶点到GFAP+NFL双靶点、从实验室复杂操作到侧流层析试纸条的直观判读。
这种“以用户为中心”的工程化设计理念，不仅使我们的项目更贴近真实需求，也体现了合成生物学从实验室走向应用的必由之路。正如访谈中一位家属所说：“技术再好，如果我用不了、用不起、不敢用，那也没用。”这句话一直提醒我们，技术创新的终点是用户的实际获得。
[bookmark: heading_24]4.2 双靶点选择的科学依据
GFAP和NFL作为AD血液生物标志物的价值已得到大规模临床队列研究的证实。UK Biobank研究显示，GFAP和NFL可在AD诊断前15年即出现异常升高，两者联合检测可提供互补的病理信息 。GFAP反映星形胶质细胞激活，与AD相关的神经炎症过程直接相关；NFL反映神经轴突损伤，是神经退行性变的通用标志物。将这两个靶点整合到一个“与门”逻辑系统中，只有当两种病理过程同时存在时才产生阳性信号，这在逻辑上与AD的病理特征高度契合，可有效降低单靶点检测可能出现的假阳性。
[bookmark: heading_25]4.3 建模工作的工程学价值
本研究通过多层次的建模工作，实现了从“定性设计”到“定量预测”的跨越。分子对接为适配体选择提供了结构依据；RNA共折叠模拟验证了OFF态的热力学稳定性；ODE模型预测了系统在不同浓度下的响应行为；参数敏感性分析识别出关键优化参数。这一系列建模工作形成了完整的“结构-功能-优化”闭环，充分体现了合成生物学的工程化理念 。更重要的是，建模结果为后续实验设计提供了明确指导：应优先优化sgRNA稳定性和转录效率。
[bookmark: heading_26]4.4 与现有检测方法的比较
目前AD血液检测主要依赖基于抗体的免疫分析方法，如Simoa技术可实现GFAP和NFL的联合检测 。这些方法灵敏度高，但依赖昂贵仪器和专业操作，难以在基层推广。适配体作为抗体替代品，具有成本低、稳定性好、易于化学修饰的优势 。本研究的创新之处在于：① 利用合成生物学原理构建了适配体驱动的双靶点逻辑门；② 将CRISPR-Cas系统的信号放大能力与侧流层析试纸条的便捷性结合，实现了无需仪器的肉眼判读；③ 整个设计过程贯穿用户反馈，使最终产品形态更贴近真实需求。
[bookmark: heading_27]4.5 局限性与未来工作
本研究目前存在以下局限：① 访谈样本主要来自上海地区，需扩大范围以验证需求的普遍性；② 项目目前仍处于设计阶段，尚未进行湿实验验证；③ 用户对“完全无创”的期待（如唾液、尿液检测）尚未实现。
未来工作计划包括：① 基于用户反馈，进一步优化检测流程的简便性；② 探索将检测结果与专业指导服务结合的可行性，如开发配套手机小程序支持结果上传和智能判读；③ 完成湿实验验证，推动项目向实际应用转化。
[bookmark: heading_28]5 结论
本研究设计并验证了一个双靶标竞争性转录调控系统，用于阿尔茨海默病相关生物标志物GFAP和NFL的联合检测。主要成果包括：① 通过人类实践访谈，深入理解了用户需求并驱动了项目的三次关键迭代；② 获取了两个高亲和力适配体序列并验证了其与靶蛋白的特异性结合；③ 通过RNA共折叠模拟验证了OFF态的结构基础（ΔG = -27.35 kcal/mol）；④ 建立ODE模型预测系统检测限达0.57 pM，覆盖临床相关浓度；⑤ 通过参数敏感性分析识别出sgRNA稳定性和转录速率是优化关键；⑥ 设计了适配侧流层析试纸条的检测方案，实现肉眼判读，直接回应用户对“像验孕棒一样”简便检测的期待。
本研究为AD早期筛查提供了一种高特异性、低成本、无需仪器的居家检测方案，充分体现了合成生物学在分子诊断领域的应用潜力，以及“以用户为中心”的工程化设计理念。后续将通过湿实验验证系统性能，并推动其向实际应用转化。
[bookmark: heading_29]6 材料与方法
[bookmark: heading_30]6.1 人类实践访谈
采用半结构化访谈指南，于2026年1月至2月期间对AD患者家属、神经科医生和照护机构工作人员进行深度访谈。所有访谈均事先获取书面知情同意，录音材料经匿名化处理。访谈内容围绕就医体验、经济负担、对检测工具的期待等主题展开。访谈录音经转录后采用主题分析法提炼关键发现。
[bookmark: heading_31]6.2 适配体序列
GFAP适配体（apt1）：5‘-TTCAGCACTCCACGCATAGCTCAGTCAGGGGGGCTGCTCGGGATTGCGGATACGGACCTATGCGTGCTACCGTGAA-3’
NFL适配体（MN711）：5‘-GGTGGTGTGGTGGGTGGGTTGTCTGTGTGG-3’
[bookmark: heading_32]6.3 分子对接
使用HDOCK在线服务器（http://hdock.phys.hust.edu.cn/）进行蛋白质-核酸对接。GFAP和NFL蛋白结构从AlphaFold数据库下载（UniProt ID：P14136和P07196）。适配体序列经RNAfold预测二级结构后，用RNAComposer生成3D结构（RNA形式）。对接参数采用默认设置，结果以Docking Score和RMSD进行评估。
[bookmark: heading_33]6.4 RNA共折叠模拟
使用ViennaRNA WebSuite的RNAcofold（http://rna.tbi.univie.ac.at/cgi-bin/RNAWebSuite/RNAcofold.cgi）模拟RNA1与T7启动子DNA的共折叠。RNA1序列包含GFAP适配体、NFL适配体和T7互补区；T7启动子DNA序列为5‘-TAATACGACTCACTATAG-3’。温度设为37°C，计算最小自由能结构和异源二聚体结合自由能。
[bookmark: heading_34]6.5 ODE模型与剂量-响应曲线
在MATLAB（R2023b）中建立ODE模型并求解。模型方程如3.4节所述。参数设置：k_on = 1e-4 nM⁻¹·s⁻¹，k_off = 1e-5 s⁻¹，k_tx = 0.5 nM/s，gamma = 0.0023 s⁻¹。浓度扫描范围1e-6 nM到100 nM（对数均匀取30点），计算60分钟时的sgRNA产量。检测限定义为空白对照信号 + 3倍噪声。
[bookmark: heading_35]6.6 参数敏感性分析
分别对k_on、k_off、k_tx和gamma进行单参数扫描。扫描范围：k_on [1e-5，1e-4，1e-3] nM⁻¹·s⁻¹；k_off [1e-7，1e-6，1e-5，1e-4，1e-3] s⁻¹；k_tx [0.1，0.5，2.5] nM/s；gamma [0.00023，0.0023，0.023] s⁻¹。其他参数保持基准值不变，记录sgRNA时间曲线。
[bookmark: heading_36]6.7 侧流层析试纸条设计
报告探针序列设计为：5‘-生物素-Cas13切割位点-FITC-3’。试纸条检测线（T线）包被链霉亲和素，质控线（C线）包被抗-FITC抗体，结合垫预埋胶体金标记的抗-FITC抗体。阳性结果（探针被切割）仅C线显色；阴性结果（探针完整）C线和T线均显色。
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