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摘要：【目的】检测副溶血性弧菌(Vibrio parahaemolyticus，简称 VP)中规律成簇间隔的短回文序列

(Clustered regularly interspaced short palindromic repeats，CRISPR)，并对不同来源的 VP 中 CRISPR 位点

的结构多样性进行分析。【方法】根据 CRISPR DB 数据库中公布的 VP 中确定的 CRISPR 结构序列

CRISPR-1 及文献中新发现的疑似 CRISPR 结构序列 CRISPR-2 设计引物，对不同来源的 79 株 VP 进行

PCR 扩增。利用 CRISPR Finder 分析 CRISPR 结构，采用生物信息学方法对不同来源 VP 的 CRISPR 位

点结构多样性进行比较分析。【结果】79 株 VP 中 CRISPR-1 的检出率为 92.41%，CRISPR-2 的检出率

为 96.20%，同时具有这 2 个位点的菌株占总数的 89.87%，只有 1 株菌被检出不含有任何位点。分别比

较不同来源的菌株 CRISPR-1、CRISPR-2 位点的重复序列发现不存在序列差异，而临床菌株的这 2 个

CRISPR 位点在间隔序列上比环境分离菌株存在更多的变异。2 个 CRISPR 位点根据间隔序列的不同在

VP 中一共组成 8 种 CRISPR 谱型(编号 A-H)，除 F 谱型外，A-E、G 谱型均只在临床分离菌株中发现，

而在环境分离菌中还发现不含任何位点的 H 型。【结论】CRISPR 在 VP 中普遍存在。环境分离菌株与

临床分离菌株中 CRISPR 的结构存在差异。 

关键词：不同来源，副溶血性弧菌，CRISPR，结构 

 

规律成簇间隔的短回文重复序列 (clustered 

regularly interspaced short palindromic repeats，

CRISPR)是近年来发现的广泛分布于细菌和古细

菌中的一类特殊的 DNA 重复序列[1]，主要是由同

向重复序列(repeats，R)和间隔序列(spacers，S)间

隔排列组成。研究发现[2]，CRISPR 中的同向重复

序列和间隔序列在细菌进化中均存在变异现象，

使得 CRISPR 结构具有多态性，并且在同一物种



刘伟奇等 | 微生物学报, 2017, 57(11) 1613 

 

http://journals.im.ac.cn/actamicrocn 

的不同菌株间存在差异，这种差异为细菌分型溯

源、进化研究提供了更加可靠、准确的依据，目

前已在食源性致病菌特别是沙门氏菌的分型[3]中

得到了广泛的应用；另外 CRISPR 结构的多态性

还被发现与细菌的耐药性存在一定的关系 [4]。

CRISPR 结构的侧翼区常存在 CRISPR 相关蛋白基

因(CRISPR-associated，cas)，这些基因与 CRISPR

共同构成 CRISPR/cas 系统，为原核生物提供对噬

菌体、质粒等外源基因的获得性免疫能力，从而

抵御外源基因的入侵，限制基因的水平转移[5–6]。

研究发现 CRISPR/cas 系统除了免疫防御功能外，

还可能具有调控细菌生理活动等其他功能[7]。目

前，有关 CRISPR 在食源性致病菌中的功能及应

用研究已成为热点[8–12]。 

近年研究发现常见的食源性致病菌副溶血性

弧菌(Vibrio parahaemolyticus，简称 VP)中存在

CRISPR 结构，并且已有研究表明 VP 中 CRISPR

结构与细菌进化之间并无严格关系，并不适合用

于细菌分型[11]，而 VP 的 CRISPR 却与其毒力基因

tdh 之间存在显著的相关性[12]，这可能表明含有

CRISPR 结构的 VP 存在潜在的致病性。VP 中

CRISPR/cas 系统如何对外源基因进行免疫防御，

是否具有其他生理功能还未可知。本文通过对 44

株 临 床 分 离 菌 株 及 35 株 环 境 分 离 菌 株 进 行

CRISPR 结构的检测与分析，以期对 VP 中 CRISPR

结构的功能机制研究提供基础信息。  

1  材料和方法 

1.1  菌株 

42 株临床分离菌株由上海市第一人民医院馈

赠，C5 由中国科学院微生物研究所馈赠，C39 由

美国疾病与控制中心馈赠，35 株环境分离菌株由

本实验室从河虾中分离，具体信息见表 1。 

1.2  CRISPR 检测 

根 据 CRISPR DB 数 据 库 (http://crispr.i2bc. 

paris-saclay.fr/crispr/) 中 公 布 的 VP 中 确 定 的

CRISPR 结构序列 CRISPR-1，以及位于 kdgR、kduD

基因之间的疑似 CRISPR 结构序列[11]CRISPR-2 设

计引物(引物序列见表 2)，其中 CRISPR-1 与 cas

基因组成 CRISPR/cas 系统，CRISPR-2 为孤立位

点。以试剂盒提取的 VP 基因组 DNA 为模板，对

VP 菌的 CRISPR 进行扩增和序列测定。扩增体系

为 50 μL，其中 2×Taq PCR Mix 25 μL，ddH2O    

20 μL，10 mmol/L 上下游引物各 2 μL，DNA 模板

1 μL。PCR 反应条件为：94 °C 5 min；94 °C 30 s，

53 °C 60 s，72 °C 60 s，35 个循环；72 °C 10 min。

取 5 μL PCR 产物于 2%的琼脂糖凝胶电泳进行初

步分析，所得阳性结果送至生工生物工程(上海)

股份有限公司进行测序，利用 CRISPR Finder[13]，

确认 CRISPR 的存在和结构，利用序列比对软件

ClustalX 2.1 及 DNAMAN 对检出重复序列和间隔

序列进行比对。利用在线软件 WebLogo (http:// 

weblogo.berkeley.edu/logo.cgi)对重复序列进行保

守性分析，所有间隔序列都通过 BLAST (http:// 

www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) 在 线 比 对 分 析 比

对，以寻找与其同源的 DNA 序列。 

2  结果和分析 

2.1  79 株 VP 的 CRISPR 位点分析 

2.1.1  CRISPR 的检测结果：以 79 株 VP 基因组

DNA 为模板，PCR 扩增 CRISPR-1、CRISPR-2 (图

1)，采用 CRISPR Finder 分析查找 CRISPR，结果

见表 3，在 79 株 VP 中大部分菌株含有 2 个 CRISPR

位点，只有 1.27%的菌株未检出任何 CRISPR 位 
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表 1.  实验中所用菌株 

Table 1.  The strains used in this study 

Isolate Genotype Source of isolation Isolate Genotype Source of isolation 

C1 tdh+/trh–/tlh+ Clinical C97 tdh+/trh–/tlh+ Clinical 

C2 tdh+/trh+/tlh+ Clinical C100 tdh+/trh–/tlh+ Clinical 

C15 tdh+/trh–/tlh+ Clinical C5 tdh+/trh–/tlh+ Clinical 

C16 tdh+/trh–/tlh+ Clinical C39 tdh+/trh+/tlh+ Clinical 

C17 tdh+/trh–/tlh+ Clinical S1 tdh+/trh–/tlh+ Shrimp 

C18 tdh–/trh+/tlh+ Clinical S2 tdh+/trh–/tlh+ Shrimp 

C19 tdh+/trh–/tlh+ Clinical S4 tdh+/trh–/tlh+ Shrimp 

C20 tdh+/trh–/tlh+ Clinical S6 tdh+/trh–/tlh+ Shrimp 

C21 tdh+/trh–/tlh+ Clinical S8 tdh–/trh–/tlh+ Shrimp 

C22 tdh+/trh–/tlh+ Clinical S9 tdh+/trh–/tlh+ Shrimp 

C25 tdh+/trh–/tlh+ Clinical S10 tdh–/trh+/tlh+ Shrimp 

C26 tdh+/trh–/tlh+ Clinical S11 tdh+/trh–/tlh+ Shrimp 

C27 tdh+/trh–/tlh+ Clinical S12 tdh+/trh–/tlh+ Shrimp 

C28 tdh+/trh–/tlh+ Clinical S13 tdh–/trh–/tlh+ Shrimp 

C29 tdh+/trh–/tlh+ Clinical S14 tdh–/trh–/tlh+ Shrimp 

C32 tdh+/trh–/tlh+ Clinical S15 tdh–/trh–/tlh+ Shrimp 

C33 tdh+/trh–/tlh+ Clinical S16 tdh–/trh–/tlh+ Shrimp 

C34 tdh+/trh–/tlh+ Clinical S17 tdh–/trh–/tlh+ Shrimp 

C35 tdh+/trh+/tlh+ Clinical S18 tdh–/trh–/tlh+ Shrimp 

C36 tdh–/trh+/tlh+ Clinical S19 tdh–/trh–/tlh+ Shrimp 

C37 tdh+/trh+/tlh+ Clinical S20 tdh–/trh–/tlh+ Shrimp 

C38 tdh+/trh+/tlh+ Clinical S21 tdh–/trh–/tlh+ Shrimp 

C40 tdh+/trh+/tlh+ Clinical S22 tdh+/trh–/tlh+ Shrimp 

C41 tdh+/trh–/tlh+ Clinical S23 tdh+/trh–/tlh+ Shrimp 

C42 tdh+/trh+/tlh+ Clinical S24 tdh+/trh–/tlh+ Shrimp 

C43 tdh+/trh–/tlh+ Clinical S25 tdh–/trh–/tlh+ Shrimp 

C44 tdh–/trh–/tlh+ Clinical S26 tdh+/trh–/tlh+ Shrimp 

C45 tdh+/trh–/tlh+ Clinical S27 tdh+/trh–/tlh+ Shrimp 

C46 tdh+/trh–/tlh+ Clinical S28 tdh+/trh–/tlh+ Shrimp 

C47 tdh+/trh–/tlh+ Clinical S29 tdh+/trh–/tlh+ Shrimp 

C48 tdh+/trh–/tlh+ Clinical S30 tdh+/trh–/tlh+ Shrimp 

C49 tdh+/trh–/tlh+ Clinical S31 tdh+/trh–/tlh+ Shrimp 

C50 tdh+/trh–/tlh+ Clinical S32 tdh+/trh–/tlh+ Shrimp 

C51 tdh+/trh+/tlh+ Clinical S33 tdh–/trh–/tlh+ Shrimp 

C54 tdh+/trh+/tlh+ Clinical S34 tdh–/trh–/tlh+ Shrimp 

C55 tdh+/trh–/tlh+ Clinical S35 tdh–/trh–/tlh+ Shrimp 

C85 tdh–/trh+/tlh+ Clinical S36 tdh–/trh–/tlh+ Shrimp 

C89 tdh+/trh–/tlh+ Clinical S37 tdh–/trh–/tlh+ Shrimp 

C90 tdh+/trh–/tlh+ Clinical S38 tdh–/trh–/tlh+ Shrimp 

C94 tdh–/trh+/tlh+ Clinical    
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表 2.  CRISPR 的引物序列 

Table 2.  Primers of CRISPR for PCR amplification 

Genes Primers Sequences (5′→3′) PCR products/bp  

CRISPR-1 F AAGAAGATAGCAGCAGTGGCAATAA 556 

 R TTGGCTGAGCCTGGAGATGTAA 

CRISPR-2 F AACGCCGATGGCTTTCTGTT 486 

 R TGTTGGTTCGCTGATATTTACGC 

 

 

图 1.  2 个 CRISPR 位点 PCR 扩增产物的电泳图 

Figure 1.  Gel electrophoresis of the two CRISPR 
locus. M: DL2000 DNA marker; B: blank; C1–S37: 
different types of strains.  

 
表 3.  79 株 VP CRISPR 的分布 

Table 3.  Distribution of CRISPR in 79 VP strains 

Genes Strain number Percentage/% 

CRISPR-1+CRISPR-2 71 89.87 

CRISPR-1 2 2.53 

CRISPR-2 5 6.33 

点，单独含有 CRISPR-1、CRISPR-2 位点的菌株

分别占总数的 2.53%、6.33%。在 79 株 VP 中确定

的 CRISPR 结构 CRISPR-1 的总检出率较高(表 4)，

其中含 2 个间隔序列的 CRISPR 位点检出率为

81.01%，11.39%的菌株含有 3 个间隔序列，通过比

较分析临床分离菌株与环境分离菌株 CRISPR-1 的

检出率发现，临床分离菌株 CRISPR-1 的检出率高

于环境分离菌株，并且只在临床分离菌株中发现含

有 3 个间隔序列。疑似 CRISPR 结构 CRISPR-2 在

79 株 VP 中普遍存在，并且都只含有 1 个间隔序

列，而在这个疑似位点的周围没有 cas 基因的存

在[11]，推测可能是一个退化的 CRISPR 位点。 

2.1.2  CRISPR 的重复序列：CRISPR Finder 识别

到的重复序列共 2 种，并未发现有新的重复序列

存在。CRISPR-1 的重复序列与 CRISPR DB 数据

库中公布的一致，长度均为 28 bp，通过 WebLogo

在线软件分析所有检出 CRISPR-1 的重复序列的

保守性(图 2-A)发现，在重复序列的末端位点存在

较多的变异。疑似位点 CRISPR-2 的重复序列长度

均为 25 bp，通过序列保守性分析(图 2-B)发现，该

位点的重复序列较保守，仅有 1 个位点发生变异。  

 
表 4.  79 株 VP CRISPR 的检出率和间隔序列数目 

Table 4.  The positive rate and spacer number of CRISPR in 79 VP strains 

Genes Spacer number Clinical strain number Environmental strain number Percentage/% 

CRISPR-1 2 33 31 92.41 

 3 9 0  

CRISPR-2 1 43 33 96.20 
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图 2.  VP 所有 CRISPR 位点的重复序列 

Figure 2.  Sequence logo for all repeats in the CRISPR loci of VP. The height of the letters showed the relative 
frequency of the corresponding nucleotide at that position. 
 

2.1.3  CRISPR 的间隔序列：CRISPR Finder 识别

到的间隔序列共 231 条，其中确定位点 CRISPR-1

中检测到 3 种不同类型的间隔序列，共 155 条，

有 2 种类型的间隔序列与 CRISPR DB 数据库中公

布的一致，另一种间隔序列为新发现的间隔序列 

spacer1，共 10 条。疑似位点 CRISPR-2 都只含有

1 种间隔序列。在同一 CRISPR 位点中间隔序列存

在差异(图 3)，CRISPR-1 中 3 种类型的间隔序列

之间同源性较低，spacer1、spacer2、spacer3 这 3

种类型的间隔序列在一些位点存在碱基的突变其

中 spacer2、spacer3 这两种类型间隔序列的多个碱

基位点发生不同的突变。CRISPR-2 的间隔序列， 
 

 
图 3.  CRISPR 的间隔序列比对 

Figure 3.  Sequence alignment of CRISPR spacers. Messages in bracket represented the number of strains with 
corresponding spacer. Blue and pink respectively represented 100%, 75% homology. 
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spacer4 多样性较高，主要集中在 3 个位点发生碱

基的突变，共 6 种亚型。将所有检出的间隔序列

在 NCBI 数据库中进行 BLAST 分析，并未发现与

之高度同源的质粒或噬菌体序列，但新获得的间

隔序列 spacer1.2 与数据库中 VP 自身基因组上的

假定蛋白的基因序列高度同源，这表明 spacer1.2

靶向了自身基因序列。 

2.2  不同来源的 VP 间 CRISPR 位点的比较分析 

2.2.1  环境菌株与临床菌株 CRISPR 位点的比较

分析：79 株 VP 中，除 S37 外，每株至少含有 1 个

CRISPR 位点，根据 CRISPR-1 位点间隔序列的多

样性，共组成了 8 种不同的 CRISPR 谱型，结合

CRISPR-2 位点间隔序列的多样性，8 种谱型又包

括不同的亚型，这些位点在 79 株 VP 中的分布情

况见图 4。通过 CRISPR 位点分布图发现，大部分

VP 菌株主要分布在 F-5 亚型，比较临床分离菌株

与环境分离菌株发现，环境分离菌株主要分布在 F

谱型，只有菌株 S37 为 H 谱型，而在剩余其他谱

型中未发现有环境分离菌株，CRISPR-2 位点的多

样性赋予了环境分离菌株 CRISPR 位点的多样性， 

 
图 4.  79 株 VP CRISPR 的结构分布 

Figure 4.  The CRISPR structures in the 79 VP strains A→H represented the 8 CRISPR spectral patterns. 
Messages in bracket represented the strains with corresponding CRISPR spectral pattern. 
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环境分离菌株的变化影响比较单一。而临床分离

菌株分布较分散，除 H 谱型外，其他谱型中均存

在临床分离菌株，在临床分离菌株中 CRISPR-1、

CRISPR-2 位点的间隔序列均发生不同程度的碱

基突变，多个位点的碱基突变赋予了临床分离菌

株较环境分离菌株更多的多样性。在临床分离菌

株 C44、C47、C54 及环境分离菌株 S19、S37 中

均有 CRISPR 位点缺失的发生，而在临床菌株 C36

中发现该菌的 CRISPR-1 位点缺失较古老的间隔

序列，新获得的间隔序列 spacer1 及间隔序列

spacer2 也较 A、B 型存在碱基的变化。这些都表

明临床分离菌株与环境分离菌株 CRISPR 位点存

在差异，也证明了在不同的生存环境下 VP 的

CRISPR 发生了微进化。 

2.2.2  79 株 VP 与数据库中全基因组测序的 VP

的 CRISPR 位点的比较分析：通过 CRISPR Finder 

查找 NCBI 数据库中 12 株全基因组测序的 VP 

(RIMD 2210633、BB22OP、FDA_R31、CDC_K4557、

UCM-V493、FORC_008、FORC_006、FORC_004、

ATCC17802、 FORC_014、 CHN25、 FORC_023)

中的 CRISPR 位点，由于 CRISPR 为非编码序列，

由 CRISPR Finder 检测到的位于编码区的重复间隔

序列不在本研究范围内。在 12 株菌中，FDA_R31

未检到任何 CRISPR 序列，RIMD 2210633 为上述

F-5 亚型，BB22OP 为 D-1 亚型，其余 9 株 VP 均属

于 G 型，在这 9 株菌中新发现了 3 种不同类型的疑

似位点 CRISPR-2。通过检测全基因组测序的 VP 发

现，CRISPR 位点只出现在 VP 的第 2 条染色体中，

并未发现菌株的质粒及染色体 1 上具有 CRISPR 位

点，已有研究推测 VP 的 CRISPR 结构可能是以水

平基因转移的方式整合到细菌染色体上[11]，而为何

CRISPR 位点只整合到染色体 2 中，这其中的获得

机制还有待进一步研究。由于 12 株菌中检测到的确

定位点 CRISPR-1 很少，而 CRISPR-1 的多样性主要

出现在临床分离菌株中，通过比对 NCBI 数据库中

全基因测序的临床分离菌株[11]并未发现新的重复序

列及间隔序列，VP 的 CRISPR-1 结构在不同年代分

离的菌株中相近，这表明 VP 的 CRISPR 进化较缓

慢，侧面说明了 VP 的 CRISPR/cas 系统活力较低。 

3  讨论 

CRISPR/cas 是大多数细菌和古细菌内一种防

御异源片段入侵的免疫系统，而 CRISPR 结构中

的间隔序列在免疫过程中发挥着重要作用，间隔

序列可以靶向外源基因，CRISPR/cas 系统通过获

得外源基因的一段标志基因为新的间隔序列，从

而抵御这一外源基因的再次入侵[5–6]。而本研究中

只有 CRISPR-1 位点周围存在 cas 基因，具有免疫

防御功能，在检出的 CRISPR-1 位点中 1 株菌最多

只含有 3 个间隔序列，大部分菌株只有 2 个间隔

序列，并且这些间隔序列的序列相近，而这些间

隔序列也并未发现与任何质粒或噬菌体基因同

源，而通过本实验室之前对菌株耐药性分析发现，

临床分离菌株都具有多重耐药基因[14]，这些现象似

乎与 CRISPR/cas 系统的功能不符，一个高活性的

CRISPR/cas 系统不仅具有多样性较多的间隔序列，

并且应有效地抵御外源基因的入侵。近期已有研究

表明，在 VP 中发现由移动元件表达的蛋白 AcrF9

是一类 anti-CRISPR 蛋白，并且具有很高的活性，

可以有效地抑制 I-F 型 CRISPR 系统的活性，不仅

是抑制 VP 自身 CRISPR 系统(I-F 型[12])活性，而且

能够抑制其他 I-F 型细菌的 CRISPR 系统活性，尽

管这些菌株的 I-F 型 CRISPR 系统的 Cas 蛋白的同

源性较低，但抑制活性仍然很高[15]。这或许是 VP

中水平基因转移频繁，CRISPR 系统活性低的原因。 
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在比对 VP 间隔序列同源性时，我们发现

spacer1.2 靶向 VP 基因组蛋白，其中的功能还未

可知，这种现象同样在其他菌株中也有所发现，

而在一些菌中 CRISPR 的间隔序列靶向一些重要

的蛋白家族，这些蛋白家族在菌株的生理调节活

动中发挥一定的作用[16]，这或许可以推测 VP 的

CRISPR 也很可能参与细菌生存方式、毒力等多项

生理活动调节。在本文研究中临床分离菌株与环境

分离菌株的 CRISPR 存在一定的差异，临床分离菌

株相对于环境分离菌株在间隔序列上存在较多的

变异，甚至有一些菌株的 CRISPR 位点缺失，已有

研究[17]表明毒力或抗生素抗性等的选择压力很可

能影响 CRISPR/cas 系统的存在，在不同生存环境

的选择压力下，为何临床分离菌株 CRISPR 表现出

较多变异性，这其中的机制还有待进一步的研究。 
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Detection and analysis of CRISPR in Vibrio parahaemolyticus 
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Abstract: [Objective] To detect the clustered regularly interspaced short palindromic repeats (CRISPR) in Vibrio 
parahaemolyticus, and analyze its structural diversities in different sources of V. parahaemolyticus strains. 
[Methods] The primers of convincing CRISPR structure CRISPR-1 were designed by using the sequence according 
to CRISPR database, while the primers of questionable CRISPR structure CRISPR-2 were designed according to 
the literature. PCR approach was used to detect the CRISPR locus in all 79 strains, and all CRISPR sequences were 
analyzed using CRISPR Finder. Furthermore, the structural diversities of CRISPR in different sources of V. 
parahaemolyticus were analyzed using bioinformatics methods. [Results] The positive rate of CRISPR-1 was 
92.41% and of CRISPR-2 96.20%. The strains possessed with these two locus accounted for 89.87% of the total 
strains, and only one strain did not contain any locus. There was no difference between the repeats of CRISPR-1 
and CRISPR-2 from different sources of V. parahaemolyticus, whereas the spacers of those two locus in clinical 
strains had more variations than those in environmental strains. Therefore, two CRISPR locus formed 8 spectral 
patterns (numbers A-H) according to the variations of spacers. Except type F, the patterns A-E, G only were found 
in the clinical strains. And the type H containing none of locus was only found in environmental strains. 
[Conclusion] CRISPR commonly existed in V. parahaemolyticus. There were differences in the structure of 
CRISPR between environmental and clinical strains. 
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