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摘要：获得性免疫长期以来被视为真核生物所独有，而 CRISPR-Cas系统的发现则打破了这一定论。它

是广泛存在于细菌和古菌中的一种获得性免疫系统，通过捕获整合初次感染的外源核酸片段，在 Cas

蛋白与 crRNA (CRISPR RNAs)的共同作用下抵御相同核酸的再次入侵，以保护宿主免受侵扰。近些年，

CRISPR-Cas系统得到广泛的关注和研究。本文主要从细菌微生物角度，对系统分类、作用机制及原核

领域应用等取得重要突破的研究进行扼要阐述，为 CRISPR-Cas系统的深入探究和应用拓展提供有价值

的参考信息。 
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细菌和古菌广泛存在于自然界中，且长期以

来一直受到诸如噬菌体等外源因素的侵扰。由于

噬菌体的高突变率和重组能力，极大地威胁这些

微生物的生命活动。迫于生存压力它们进化出了

多个防御机制来抵抗外源核酸的侵扰以保护自

己[1]。早期研究发现，微生物主要通过多种先天

性免疫系统抵御外界侵扰、比如受体遮蔽、限制

修饰(R-M)系统、基因干扰、噬菌体排除、感染

顿挫等[1]。 

CRISPR-Cas 系统是最近发现存在于原核生

物中的一类获得性免疫系统。不同以往免疫机制，

它通过记录初次侵扰的外源核酸产生免疫记忆， 

当再次入侵时，“记忆片段”的转录产物联同系统

中 Cas 蛋白一起，将核酸降解以维持宿主的正常

生命活动[2]。该系统是近几年的研究热点，在真核

及原核生物中运用极为广泛。此外，CRISPR-Cas

新系统的发现及其防御机制的研究成果颇为丰

富，下文着重概述该系统的分类和特征、防御机

制及在微生物领域的前沿应用进展。 

1  CRISPR-Cas 系统简述 

CRISPR-Cas 系统始于 Ishino 等对大肠杆菌

K12的研究，无意发现一段无法确定功能的重复序

列。直至 2002 年，这段重复序列才被命名为成簇
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有规律的间隔短回文重复序列(CRISPR：Clustered 

Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats)。

Barrangou等通过噬菌体感染实验证实 CRISPR与

其附近 cas 基因能帮助宿主抵抗噬菌体入侵[3–5]。

CRISPR-Cas系统包含 CRISPR基因座和 cas基因

两部分。其中，CRISPR 基因座主要由前导序列

(leader)、重复序列(repeat)和间隔序列(spacer)构

成。前导序列富含 AT碱基，且位于 CRISPR基因

座上游；重复序列的长度约 20–50 bp碱基且包含

5–7 bp回文序列，转录出的茎环结构能够稳定 RNA

的整体二级结构[6]；间隔序列为从外源捕获的核酸

片段。Cas基因位于基因座附近或分散于基因组其

他地方，编码的蛋白在防御过程中至关重要，且

作为重要依据将该系统进行科学的归类[6]。 

2  CRISPR-Cas 系统的种类和特征 

在现有的数据库中，50%细菌及 90%古菌的

基因组或质粒上存在至少 1个 CRISPR基因座[7]。

换言之，CRISPR-Cas系统数量庞大，单一的标准

难以将其归类。早期，根据 Cas 蛋白之间的进化

关系和 Cas 基因组成操纵子方式，系统分为三种

类型：Ⅰ型、Ⅱ型和Ⅲ型，且分别含有 Cas3、Cas9

和 Cas10特征蛋白[8]。然而，随着对不同生物基因

组的深度测序，之前的划分标准已无法将新发现

的系统归至其中。依据 Cas 蛋白在防御过程中参

与的角色，Makarova 等进一步将系统分为两大

类。第一大类包括Ⅰ型、Ⅲ型和Ⅳ型，它们切割

外源核酸的效应因子为多个 Cas 蛋白形成的复合

物；而第二大类系统的作用因子是比较单一的 Cas

蛋白，比如Ⅱ型的 Cas9蛋白和Ⅴ型的 Cpf蛋白，

所以，Ⅱ型和Ⅴ型被划为第二大类 [9]。之后，

Shmakov 等人对此进行了补充，发现了Ⅴ型的另

外 2 个亚型及Ⅵ型新系统[10]。依据目前已发现的

CRISPR-Cas系统，将其分类汇总于图 1。 

2.1  Ⅰ型 CRISPR-Cas系统 

Ⅰ型系统最为复杂且 cas 基因最多，它由单

一或多个操纵子负责。除了泛表达蛋白 Cas1、Cas2

和上述提及的特征蛋白 Cas3外，Ⅰ型系统还含有

Cas5、Cas6e 和 Cas7 等 2 个重复系列相关蛋白

(RAMP)，它们的 RNA 酶活性在 pre-crRNA 的剪

辑中起重要作用[9]。此外，Ⅰ型系统被分为Ⅰ-A到

Ⅰ-U 七个亚型[9–10]。Cas8a、Cas8b 和 Cas8c 分别

为Ⅰ-A、Ⅰ-B和Ⅰ-C的标志蛋白，它们通过与其他

Cas蛋白形成 Cascade复合物参与防御[11]。Cas10d

是Ⅰ-D亚型的标志蛋白，Cse1和 Cse2为Ⅰ-E亚型

标志蛋白。Ⅰ-F则含有 Csy1、Csy2、Csy3和 Csy6

四个标志蛋白。Ⅰ-U亚型中的 U表示未知功能的

特征蛋白[9]，比如Ⅰ-F 的一种衍生型缺失 cas1、  

cas2 和 cas3 基因，取而代之是 csy1 与 csy2 的融

合基因、csy3 以及 cas6f 基因[9]。所以，当一个

CRISPR-Cas 系统含有亚型中标志蛋白而其他基

因存在差异，可将其归类为该亚型的衍生型或归

为Ⅰ-U型。 

2.2  Ⅱ型 CRISPR-Cas系统 

Ⅱ型系统与Ⅰ型相比，Cas蛋白种类较简单。

大蛋白 Cas9 是Ⅱ型系统的特征蛋白，它能加工

pre-crRNA 促进其成熟的同时切割外源核酸[12]。

Cas9与 sgRNA和靶标 DNA的共晶结构揭示，蛋

白呈两个瓣状结构，将靶标 DNA 和 sgRNA 固定

在瓣片结构的界面，瓣状间的环结构可辅助 PAM

序列的识别[12–13]。此外，Cas9除含有 RuvC和 HNH

的核酸酶结构域，还包含部分与迁移基因同源的

序列，能够编码富含精氨酸的蛋白并结合 RNA。

然而，这段序列与 CRISPR 系统无直接关联性， 
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图 1.  CRISPR-Cas 系统的分类、典型结构代表和功能组成元件标注示意图 

Figure 1.  Schematic diagram of classification, typical architecture, functional components in CRISPR-Cas system. 
 

 

即暗示着Cas9蛋白可能不是鉴定Ⅱ型系统的唯一

特征。而 cas9 基因位于 cas1 与 cas2 附近可作为

Ⅱ型的一个重要标识[14–15]。 

Ⅱ型 CRISPR-Cas 系统除泛表达蛋白 Cas1、

Cas2以及特征蛋白 Cas9外，还包含 1个或 2个基

因，其编码的 tracrRNA能辅助 RNAase Ⅲ和 Cas9

对 pre-crRNA进行剪切，同成熟的 crRNA部分碱

基互补配对形成二聚体，进一步与 Cas9蛋白结合

形成核糖核蛋白复合物[14]。 

Ⅱ型系统目前分为：Ⅱ-A, Ⅱ-B和Ⅱ-C[8–9]。其

中，Ⅱ-A系统含有 csn2基因，编码的蛋白通过形

成二聚体环能结合线性双链的 DNA[16]；Ⅱ-B型的

标志蛋白 Cas4具有 PD-EDxK家族的 5′单链 DNA

外切核酸酶活性[17]；Ⅱ-C系统仅有 cas1、cas2和

cas9三个基因[14–18]。 

由于Ⅱ型系统组分简单，目前被广泛应用于

基因定点编辑、基因组筛选、基因转录调控、基

因组成像、基因诊疗、生态应用等研究领域[19]。 

2.3  Ⅲ型 CRISPR-Cas系统及特征 

Ⅲ型系统中的特征蛋白 Cas10 具有类似 PolB

家族环化酶和聚合酶功能[20]。晶体结构揭示，其

含有 RRM 折叠的掌式结构域，包含锌结合基序
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的螺旋结构域，可能有活性的掌式结构域，类似

A家族的DNA聚合酶和 Cmr5的 α螺旋结构域[21]。

该蛋白通常与含有环状循环排列的保守基序的

HD 家族核酸酶融合发挥作用[22]。这些研究成果

为Ⅲ型系统的作用机制研究提供了重要的理论

基础。 

Ⅲ型 CRISPR-Cas系统分为 4个亚型：Ⅲ-A、

Ⅲ-B、Ⅲ-C和Ⅲ-D[9]。其中，Ⅲ-A亚型含有 Csm

系列蛋白、Cas1、Cas2和 Cas6蛋白，干扰目标为

DNA[23–24]。Ⅲ-B 亚型含有 Cmr 系列蛋白但缺乏

Cas1、Cas2和 Cas6蛋白，所以依赖于生物体内的

其他 CRISPR系统，干扰靶标为 RNA[25–26]。Ⅲ-C

亚型含有环化酶结构域失活的 Cas10 蛋白[27]。

Ⅲ-D 亚型包含与 1473 家族同源的一个未知功能

基因，同时 Cas10蛋白缺乏 HD结构域[27]。 

2.4  Ⅳ型 CRISPR-Cas系统及特征 

Ⅳ型 CRISPR-Cas 系统在基因组和质粒上均

有发现，且往往仅有独立的 cas 基因而无相关

CRISPR 基因座。Csf1 作为特征蛋白是系统效应

复合物的主要成分，该复合物还含有 RAMP蛋白：

Csf3和 Csf2[27]。 

依据 DinG 家族解旋酶 Csf4，Ⅳ型系统分为

Ⅳ-A和Ⅳ-B。其中Ⅳ-A型含有 csf4蛋白，而Ⅳ-B

含有一个可能组成效应复合物的α螺旋蛋白[27–28]。

Ⅳ型的作用机理与Ⅲ型相似，需要其他类型系统

的辅助来发挥防御作用。 

2.5  Ⅴ型和Ⅵ型 CRISPR-Cas系统及特征 

Ⅴ型与Ⅱ型同属于第二大类系统。Cpf1 作为

特征蛋白具有类似 RuvC 核酸酶结构域，而缺乏

HNH核酸酶结构域，偏向于识别富含胸腺嘧啶核

苷酸的 PAM 序列，并在 RNA 指导下切割磷酸二

酯键产生粘性末端[9,29–30]。近期与 crRNA 的共晶

结构解答 Cpf1 如何识别 crRNA 的问题，为Ⅴ型

的研究提供了重要依据[29]。 

根据生物基因组和宏基因组筛选，Ⅴ型系统

分为Ⅴ-A、Ⅴ-B和Ⅴ-C[9–10]。Cpf1、C2c1和 C2c3

分别是这 3种类型的特征蛋白。其中，C2c1是双

分子 RNA 导向的核酸酶并靶向 DNA，C2c1 和

C2c3具有类似 RuvC核酸酶结构域，同时与 Cpf1

结构有高度相似性[9]。 

Ⅵ型 CRISPR-Cas 系统发现较晚，C2c2(特征

蛋白)因含有 2个 HEPN结构域而具有核糖核酸酶

活性[9]。纤毛菌属中 C2c2同 crRNA的复合物和自

由状态下 C2c2 的晶体结构揭示，C2c2 的两个独

立活性结构域行使不同的酶切活性[31]，表现出了

蛋白的功能多样性。 

3  CRISPR-Cas 系统的防御机制 

作为由微生物长期进化而形成的获得性免疫

系统，CRISPR-Cas能够对各种方式的入侵产生特

异的防御，比如质粒的转化或结合、噬菌体的感

染等[32]。该防御过程包括 3个阶段(图 1)：第一是

新间隔序列的获取，称适应阶段；第二是 crRNA

的合成，即 CRISPR 基因座的表达；第三是对外

来核酸的抵御，称干扰阶段[33]。上述提及的不同

系统在这 3个阶段存在一定的差异。 

3.1  CRISPR-Cas系统适应阶段 

当外源核酸入侵含有 CRISPR-Cas 系统的生

物体，宿主最先对其进行识别和扫描，之后通过

相关蛋白将其捕获并整合至先导序列下游，形成

新的间隔序列。对于大多数的 CRISPR 系统，外

源核酸的识别与选择依赖于原间隔序列邻近的

2–5个核苷酸，称 PAM序列[34]，它除了在整合阶

段发挥作用，还能够指导系统对外源核酸进行特
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异切割，从而避免宿主发生自身免疫[34]。 

Ⅰ型系统在该阶段通过两种方式捕获外源核

酸。当噬菌体首次入侵生物体，宿主采用“naive”

方式整合外源 DNA[35]，利用 RecBCD、限制核酸

酶或系统相关核酸酶将外源 DNA处理成小片段，

Cas1-Cas2 复合物扫描 PAM 序列选择合适片段，

通过亲核进攻和非 Cas 蛋白修复系统将片段整合

至基因座中[35]。若系统已整合间隔序列，噬菌体

再次入侵则采用“primed”方式获取外源 DNA[35]，

该过程包含 Cas3 处理 DNA 和 Cas1-Cas2 复合物

对合适片段整合等过程[35]。Ⅱ型中 Cas9-tracrRNA

复合物同 Cas1-Cas2 复合物参与到对外源核酸整

合过程，有研究表明Ⅱ-A亚型的 Csn2和Ⅱ-B亚型

的 Cas4也参与其中[36–37]。Ⅲ型中 Cas1蛋白能与逆

转录酶融合，将 RNA片段直接整合至系统中[38]。 

3.2  CRISPR基因座表达阶段 

CRISPR基因座表达的起始产物为长达 30–65 nt

的 pre-crRNA，经过相关 Cas蛋白和 RNA核酸酶

的加工形成成熟 crRNA，此过程即为 CRISPR 基因

座的表达[39]。 

第一大类系统中，Cas6 蛋白不依赖于金属离

子识别前体 crRNA的重复区域并进行切割，对前

体 crRNA进行加工[39]。Ⅰ-C亚型因缺乏 Cas6，由

Cas5d蛋白代替参与到该过程中，Ⅲ型往往也缺乏

该类蛋白，通过利用孤立的类似 Cas6核酸酶来负

责加工过程，比如嗜热细菌 HB8[40–41]。第二大类

中，Ⅱ型系统的 tracrRNA首先与前体 crRNA部分

序列互补配对形成复合物，Cas9 蛋白稳定复合物

状态，随后内源性 RNA 核酸酶对前体 crRNA 的

重复序列区域剪切进行加工[11,39–42]；Cpf1及 C2c2

分别是Ⅴ型和Ⅵ型系统的重要蛋白，利用自身

RNA核酸酶活性对前体 crRNA进行加工[31–43]。 

3.3  CRISPR-Cas系统干扰阶段 

干扰阶段是防御入侵最重要的一步，主要通

过 RNA 介导准确识别外源核酸并对其进行精准

剪切。第一大类系统的多亚基效应复合物和第二

大类系统的单效应蛋白在此阶段发挥重要作用。 

第一大类系统中，Ⅰ型系统效应复合物由 Cas

蛋白和成熟 crRNA构成。在该过程起始，效应复

合物中 Cse1亚基识别靶标DNA的 PAM序列并与

之结合，造成 DNA从 PAM端逐渐解开[43–44]，进

一步 crRNA 与目标 DNA 结合形成稳定的复合物

从而使效应复合物构象发生变化，招募 Cas3蛋白

对目标 DNA 进行解旋并切割，最后切割产物

ssDNA 作为底物被其他核酸酶彻底降解以达到防

御目的[45–46]。 

同属第一类的Ⅲ型，Csm和 Cmr系列蛋白为

效应复合物的结构与Ⅰ型的有一定相似性，但作

用机理存在差异，区别在于Ⅲ型系统依赖于

crRNA或相关蛋白识别自身和外源核酸，非 PAM

序列[45–46]。此外，上述提到Ⅲ型系统能够干扰 RNA

是由 Cmr效应复合物负责，另一亚型系统 Csm效

应复合物则靶向 DNA[24–26]，有研究表明 Csm复合

物能靶向 DNA 和 RNA[47]以及两种亚型复合物是

依赖于转录的 DNA核酸酶[40]。 

第二大类中，Ⅱ型系统的 Cas9蛋白与 crRNA

和 tracrRNA 形成效应复合物对外源 DNA 进行干

扰，复合物中 Cas9 蛋白通过识别原间隔序列 3′

端 PAM序列靶向 DNA使其解旋，同时 crRNA与

之互补配对形成 R环结构，随后 Cas9蛋白的核酸

酶结构域构象发生变化并切割 DNA[12–48]。Ⅴ型系

统与Ⅱ型相似，Ⅴ-B亚型的 C2c1蛋白在 tracrRNA

的协助下切割外源核酸，Ⅴ-A亚型的 Cpf1蛋白作

为效应因子即可靶向外源 DNA[33]。此外，Ⅴ型系
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统通过识别位于 5′端且富含胸腺嘧啶的 PAM序列

确定目标 DNA[33]。在原间隔序列 3′端具有特定序

列条件下，Ⅵ型的效应蛋白 C2c2 在 crRNA 的介

导下靶向外源 ssRNA并进行切割[49]。 

4  CRISPR-Cas 系统在原核生物中

的应用 

CRISPR-Cas系统对宿主在抵御外来核酸入侵时

起到重要的作用，其中Ⅱ型系统是众多类型中最为

简单且研究最为透彻的一种。近几年 CRISPR-Cas9

系统发展成为最热门的基因编辑工具，在人类细

胞、酵母、斑马鱼、大鼠、小鼠和玉米等真核生

物得到广泛的应用。相比于真核生物，它在原核

生物中也展现出强大的编辑及基因调控等功能。 

4.1  基因编辑 

基因编辑技术作为研究基因功能的重要手

段，从早期的同源重组方式至锌指核酸酶和类转

录激活因 子效应核 酸酶再到最近热门的

CRISPR-Cas9 系统，一直在不断发展与创新。目

前 CRISPR-Cas9系统的编辑技术研究成熟，在细

菌领域得到广泛应用。多组研究表明该系统往往

通过两种方式实现对细菌基因组的编辑，一是引

入外源 CRISPR-Cas9系统，二是利用细菌内源性

CRISPR-Cas9 进行编辑。最近曾虎、江宇等利用

第一种方式分别对链霉菌及大肠杆菌等原核菌属

实现了基因的定点敲除和多重基因编辑[50]。本研

究组利用同种方式，应用外源 CRISPR-Cas9对阿

维链霉菌 M4680 的磷硫酰化修饰基因簇进行敲

除，旨在探究该种 DNA 骨架新型修饰(硫原子取

代非桥连氧原子)对主要次级代谢产物阿维菌素

的影响，目前探索正在进行中。Bassalo等改进这

种方法，将系统与噬菌体衍生型 λ Red 重组结合

以提升 CRISPR 诱发的同源直接修复效率，实现

对大肠杆菌基因组更高效的编辑[51]。至于后者，

Pyne 等通过直接引入前体 RNA 表达系统，利用

细菌自身内源性系统成功对梭状芽孢杆菌进行定

点编辑[52]。 

4.2  基因表达调控 

对于保守且敲除困难的基因，应用 CRISPR-Cas9

系统也能方便地调节基因的表达水平以研究功

能。当 dCas9 蛋白因核酸酶结构域失活而仅能结

合目标 DNA，即能实现对基因表达进行调控。为

达到此目的，dCas9 蛋白在 crRNA 介导下主要通

过阻碍 RNA聚合酶移动和阻止 RNA聚合酶在启

动子区结合的两种方式。Cleto等通过前者方式对

基因进行抑制调控，发现对靶向非模板链能够达

到更好的抑制效果[53]。然而更多研究成果证实第

二种抑制调控方式，不依赖于 DNA链使目的基因

表达下调更为显著[54]。基于此，本研究组对 DNA

磷硫酰化系统进行相似研究，通过该系统靶向基

因簇启动子区域使得修饰量下调以观察菌的形态

变化及菌中其他基因表达情况，从而探究 DNA磷

硫酰化系统的生理意义。此外，若 dCas9 蛋白融

合激活因子，能够上调基因表达水平，Bikard 等

把 dCas9蛋白与 RNA聚合酶的 ω亚基融合，在成

熟 crRNA的指导下靶向基因启动子区，实现约 23

倍表达量的提升[55]。这些成果体现了 CRISPR-Cas

系统对基因调控的双向性和高效性。 

4.3  其他应用 

微生物的分类研究是一个重要的分支，由于

CRISPR-Cas系统的普遍性和自身结构的特征性，

通过该系统能够简单、准确地辅助微生物菌种的

分类[56]。再者，通过比对 CRISPR 基因座中的间

隔序列，能够对环境中的病原体进行有效追踪来
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了解微生物进化史[57]。此外，由于发生在染色体

上的双链切割(DBS)损伤会导致生物体的死亡，

Gomaa 等首次提出基于 CRISPR-Cas 系统筛选抗

生素的理念，并在研究中得以证实[58]。如上所述，

CRISPR-Cas系统在原核生物领域的应用，并不局

限于简单的定点编辑和基因表达调控，在其他领

域也得到广泛的应用。 

5  CRISPR-Cas 系统的总结与展望 

CRISPR-Cas 系统作为微生物重要的保护装

置，自发现以来，通过科研工作者的不懈努力，

不管是系统的分类、作用机制还是功能等方面逐

渐被了解。对于 CRISPR-Cas系统的分类，Koonin、

Makarova和 Shmakov等作出了重大的贡献，合理

且比较全面地概括了目前已发现的 CRISPR种类。

然而，随着研究的深入，会发现更多且有可能不

符合归类要求的系统，这就需要分类依据的科学

性和创新性以满足新发现系统归属。CRISPR-Cas

防御机制研究比较全面，目前公认将其分为 3 个

阶段：适应、表达和干扰，但对于作用的详尽过

程还有待深入研究，尤其是最近刚发现的Ⅴ型和

Ⅵ型系统。至于 CRISPR-Cas系统的功能，作为最

热门工具被广泛应用到基因定点编辑、基因组筛

选、基因转录调控、基因组成像等领域。如本文

所述，在原核生物中同是重要的研究技术。最新

有研究发现应用Ⅴ-A亚型中的Cpf1蛋白能够在真

核细胞 HEK293T中对基因组进行多重编辑，且操

作优于 Cas9 系统[59]，这暗示着基于 Cpf1 蛋白的

编辑方法也有可能应用于原核系统中。此外，Ⅵ

型系统的 C2c2蛋白因具有 RNA核酸酶活性，可

以利用其靶向 mRNA以调控基因表达，不管是在

真核还是原核细胞中均有可能实现。总之，尽管

目前 CRISPR-Cas系统研究比较热门，但在机制及

应用方面仍存在许多问题有待深入解决与探索，

在全面了解作用机制的前提下才能更好地挖掘该

系统的应用潜力。 
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Research progress of CRISPR-Cas system in bacteria 
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Abstract: The discovery of CRISPR-Cas system breaks certain theory which adaptive immunity had been long time 

considered as unique characteristics of eukaryotic organism. CRISPR-Cas, a new adaptive immunity system 

widespread in bacteria and archaea, protects the host from invasion of exogenous nucleic acids by capturing and using 

the Cas protein and crRNA to resisting it when invading again. In recent years, CRISPR-Cas system has aroused 

extensive attention and exploration. From microbial perspective, this article introduces a brief overview on 

classification, mechanism and application which have achieved significant breakthrough to provide valuable 

reference for further research on CRISPR-Cas system and its application. 
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