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规律成簇的间隔短回文重复：结构，功能与应用 
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摘要：规律成簇的间隔短回文重复（Clustered regularly interspaced short palindromic repeats, 

CRISPRs）是一类广泛分布于细菌和古菌基因组中的重复结构。最近研究表明，CRISPR与一系列相

关蛋白、前导序列一起，为原核生物提供对噬菌体等外源基因的获得性免疫能力，其作用机制可能

与真核生物的 RNA干扰过程类似。作为基因组中高度可变的区域，CRISPR非常适合成为研究细菌

种内分型和微进化的分子靶标。本文综述了 CRISPR系统的结构、功能及其应用概况，并对 CRISPR

研究的前景进行了展望。 
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漫长的进化历史中，细菌与噬菌体病毒从来没有

停止过斗争。在生存压力下，细菌进化出了多种噬菌

体抵抗机制，如吸附抑制或者无效感染（ abortive 
infection）等 [1]。规律成簇的间隔短回文重复

（Clustered regularly interspaced short palindromic 
repeats, CRISPRs）是最近发现的针对噬菌体等外源
基因的获得性免疫系统 [2~4]。该结构广泛分布于细菌

和古菌，根据最近更新的 CRISPR 数据库[5, 6]，在已

完成全基因组测序的几乎所有古菌（44/50）和超过
三分之一的细菌中（250/616）鉴定出 CRISPR位点。 

CRISPR的结构特点是包括一段由不连续的同向
重复（direct repeat, DR），间隔着大小与之相近的非
重复间区序列（spacer）组成的区域。CRISPR位点、
前导序列（ leader sequence，LS）以及一系列 CAS
（CRISPR-associated）蛋白 [2,7]一起被称作 CRISPR
系统（CRISPR associated system, CASS）[8]（图 1）。 

CRISPR 重复结构最早在 1987 年大肠杆菌
（Escherichia coli）K12 的 iap 基因侧翼序列中被发
现[9]。随后，在其他物种也发现了 CRISPR，并在当
时给予了各种不同的命名：DVR (direct variable re-

peat), TREP (tandem repeat), LTRR (Long tandemly 
repeated repetitive), LCTR (long clusters of tandem 
repeats), SPIDR (spacers interspersed direct re-
peats)[10~14]。Mojica等在 2000年提出把 CRISPR作为
重复序列家族的一类成员，并将其命名为 Short 
Regularly Spaced Repeats (SRSRs)[7]。2002年，Mojica
和 Jansen 等最终确定了将该类重复序列命名为
CRISPR，以反映该类重复的结构特点[2]。 

对于同一个物种，CRISPR 位点的 DR 区域绝大

多数非常保守[2,15]；而间区序列则具有很高的多态性，

即使在同一物种的不同菌株间，间区序列也往往不

同，这种性质使得 CRISPR位点可以作为细菌分型鉴

定的一个高分辨率分子靶标[16,17]。基于 CRISPR位点

多态性建立的间区寡核苷酸分型（Spoligotyping）技

术已经广泛应用于结核分支杆菌（Mycobacterium 

tuberculosis） [18]。最近有研究者结合白喉棒状杆菌

（Corynebacterium diphteriae）基因组中两个 CRISPR

位点的多态性，成功对其进行了鉴定和基因分型[19]。 

曾经有一些研究通过生物信息学手段预测过

CRISPR系统的功能。1995年，Mojica等根据在沃氏 
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盐杆菌（Haloferax volcanii）中 DR重复数变化会引
起复制子分隔的改变，认为其可能与复制子分隔有 
关[13]。由于许多 CAS蛋白具有 DNA解链、核酸外切
等相关结构域，Makarova 等认为 CAS 蛋白可能与
DNA修复有关[20]。从 2005年起，几个研究小组分别
发现一些间区序列来自噬菌体、大质粒和细菌基因组

的其他部分，据此提出 CRISPR可能会介导对外来基
因序列的免疫反应[16,17,21~23]；对 CAS 蛋白结构域的
研究提示，这种免疫反应可能是通过类似于真核生物

RNA干扰的机制进行的[8]。2007年，Barrangou等在
嗜热链球菌（Streptococcus thermophilus）中进行的实
验证实，CRISPR 系统可以从噬菌体基因组上取得新 

间区序列，从而获取相应的免疫能力[3, 24, 25]。 

1  CRISPR 系统的结构组成及各成分特点 

CRISPR重复区由连续的“DR-spacer”基序组成，
在个别菌如结核分支杆菌中，该结构被插入序列打断[18]。

LS 紧接 CRISPR 位点的一端，富含 AT，长度一般为几
百个碱基[2]。通常在 CRISPR 位点的一侧或两端侧翼序
列中包含串联排列的 CAS 基因，某些位点附近 CAS 基
因缺失（图 1）。在 CRISPR位点存在两类截短的 DR序
列：一类与 CRISPR 位点的第一个间区序列相连，位于
与 LS 相反的一端；另一类位于少数原核生物的 CAS 基
因之间，序列方向与重复区的 DR相反[17, 21]。 

 

 
 

图1  CASS的结构组成示意图 
Fig. 1  Structure of CASS. A: Nucleotide sequence of a CRISPR locus containing two spacers. Shaded nucleotides indicate direct repeats (DR), 
italic and underlined nucleotides indicate spacers. B: “S” indicate spacers, which originated from foreign chromosome (mostly from phages). The 
presence of particular spacer sequences can provide resistance to specific phages. The dash line indicates the various number of DR-spacer motifs 

in different CRISPR loci. “T” indicates truncated DR. CRISPR loci often contain a truncated DR at the opposite side of leader sequence. CAS 
genes can locate on upstream, downstream or both side of CRISPR locus; the type, number and position of CAS genes are variable in different 

species. Black triangle indicates the DR-spacer motif inserted position. Parts of DR clusters tend to form stable secondary RNA structures. 
 

1.1  同向重复 
DR 长度为 24~47 个碱基，在 3’末端存在

GAAA(C/G)的保守序列[6,15]。根据 195种不同细菌之

间 DR 序列的相似度，可以将其聚类成 33 个群[15]。

聚类结果显示，部分亲缘关系很远的原核生物具有相

同或相似的 DR序列，这种现象说明 CRISPR能够在

原核生物间进行水平转移。RNA稳定性预测证明 DR

倾向于形成短的回文结构（5~7 bp）。预测的 RNA二

级结构颈干区存在互补的碱基突变，更进一步证明了

二级结构的高度保守性[15]。该结构可能在功能实现过

程中作为 CAS蛋白的识别标记。 

1.2  间区序列 
在同一个 CRISPR位点内，间区序列与 DR大小

相近。不同 CRISPR位点的间区序列数目变化很大，
例如某些鼠疫耶尔森氏菌（Yersinia pestis）的 YPc
位点只有 1 个间区序列[26]，而在 Verminephrobacter 
eiseniae 的一个位点中则有 290 个[6]。目前发现的所

有间区序列的平均 GC含量为 46%，略低于已测序细
菌基因组平均 GC含量（49%），与病毒基因组含量相
近（45%）[15]。部分间区序列与噬菌体、大质粒等外
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源基因组，以及同一细菌基因组的其他部分具有高度

同源性 [16,17,21]，这些同源部分被称作前间区序列

（proto-spacer）。嗜热链球菌的 proto-spacer下游间隔
1~2 个碱基的位置，存在长度为 4 个碱基的保守序  
列[24, 25]。这类保守序列可能在间区序列的获取过程中

起识别作用。 

1.3  前导序列 
过去的研究中 LS 曾被认为是一种长重复序列

（long repeats，LRs）[27]。LS在物种内相对保守，但
在物种间存在差异。古菌中 LS 长度在 132~564 碱基
之间，其长度和古菌最佳培养温度存在正相关[22]。大

多数情况下，LS 位于 CRISPR 位点的 5’端，直接与
DR相连。新“DR-spacer”基序的增加总是发生在 LS
和其相邻的基序之间[3, 17, 22, 24, 25, 28]，这意味着 LS可
能在新间区序列增加过程中作为识别位点。有研究认

为 LS 处于 CRISPR 位点转录的起始端，并且有可能
作为 CRISPR位点的启动子[29]。 

1.4  CAS 蛋白（基因） 
大多数 CRISPR 位点侧翼序列存在一系列与

CRISPR位点密切相关的基因，称为 CAS基因，相应

的蛋白为 CAS蛋白[2]。这些 CAS基因/蛋白对于 CASS

的功能实现可能起到重要作用。两个研究组分别对

CAS蛋白进行了鉴定和分类：Haft等[30]将 CAS蛋白

分为核心蛋白（core cas）、亚型蛋白（subtype cas）

和重复相关可疑蛋白（Repeat-Associated Mysterious 

Protein，RAMP），每个亚型包含 2~6 个不同的 CAS

蛋白，总共鉴定出 45 类 CAS 蛋白家族；Makarova

等[8]在此基础上将蛋白家族进行了整合，并增添了一

些新发现的 CAS蛋白，将 CAS蛋白分成 23类。 

随着 CASS鉴定方法的改进和功能研究的发展，

将来会有更多的 CAS 蛋白/基因被发现。但是，目前

几乎所有的 CAS蛋白功能都是未知的，另外 CAS蛋

白的序列保守性相对较低，因此对新发现的 CAS 蛋

白进行分类是比较困难的问题。使用 TIGRFAMs 数

据库的隐马氏模型（Hidden Markov Models，HMM）

对蛋白序列进行鉴定是目前判断 CAS 蛋白种类的一

个比较合理的方法（网址见表 1）。 

1.5  CASS 可以在细菌间进行水平转移 
Mokarova等在 2002年发现，在亲缘关系很远的

原核生物之间（如古菌与细菌）存在序列保守的 CAS
蛋白[20]，认为这是 CAS 蛋白在细菌中进行水平基因
转移造成的。使用 4 个 CAS 基因序列分别构建的系

统发育树都支持这个结论。Godde 等把来自 52 个菌
种的 CAS1-4 蛋白的氨基酸序列分别合并为平均长度
1413氨基酸的总序列，使用合并后的序列构建系统发育
树[31]。结果观察到部分亲缘关系很远的物种在同一个分

支上存在。同一研究中，他们在大于 40 kb 的质粒上发
现了 CASS，为 CASS 系统的水平转移提供了又一项证
据。对浸矿菌 II群进行的群体基因组分析结果显示，在
CRISPR位点附近长约 8 kb的一段侧翼序列存在于两群
来自不同位置且亲缘关系较远的菌群，证明 CRISPR 位
点的水平转移可能伴随着其侧翼序列的转移[28]。 

2  CRISPR 系统的功能 

2.1  为细胞提供对噬菌体侵染的抵抗能力 
由于部分间区序列与染色体外基因序列具有同

源性，几个研究组分别提出了 CRISPR可能属于原核
生物抵抗噬菌体免疫系统的假设[8, 16,17, 21, 22]。2005年
Bolotin等在嗜热链球菌中观察到，CRISPR位点间区
序列的数目与菌株对噬菌体的敏感性成负相关 [21]。

Barrangou 等 [3]选择分离自乳酪样品的嗜热链球菌噬

菌体敏感株和两株噬菌体为研究对象，使用两种噬菌

体分别感染敏感株后，获得了 9株抗噬菌体突变株。
对 CRISPR 位点的测序证明，每个突变株都在 LS 一
端获得了 1~4个新的间区序列，这些间区序列均来自
感染敏感株的噬菌体基因组。将能够介导对噬菌体抵

抗能力的间区序列通过人工插入敏感株的相应位置，

敏感株获得对噬菌体的抗性；消除新插入的间区序

列，菌株又恢复对噬菌体的敏感性。上述结果最终证

实了 CASS作为原核生物的一种获得性免疫系统的功
能。在完成测序的硫磺矿硫化叶菌（Sulfolobus sol-
fataricus P2）基因组中发现在原噬菌体中也存在
CRISPR位点[10]。该 CRISPR系统可能通过调节宿主
细菌的基因表达，使噬菌体更容易在与细菌的斗争中

存活下来。此外，噬菌体能够以快速突变或重组等基

因组进化机制，逃避宿主通过在 CRISPR位点增加间
区序列所获取的免疫能力[32]。这些现象体现了细菌与

噬菌体之间相互形成强大的选择性压力，导致为适应

生存环境而进行的基因组快速进化。 

2.2  CASS 可能以类 RNA 干扰的机制实现其功能 
部分实验证据以及对CAS蛋白功能的预测表明，

CASS 可能以一种类似于真核生物中 RNA 干扰的形
式实现其功能。 Tang 等发现在闪烁古生球菌
（ Archaeoglobus fulgidus）和硫磺矿硫化叶菌中
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CRISPR 位点可以转录为 RNA 前体，随后被剪切为
一个 DR-spacer 长度的小 RNA 单位[29]。剪切位点可

能位于 DR 的中间部分，DR 的回文部分通过氢键形
成互补结构（颈），中间的间区序列则形成一个环。

这些小 RNA单位与 CAS蛋白可能结合在一起共同作
用到目标 mRNA上，形成 RNA诱导沉默复合体，导
致 mRNA 的降解，从而沉默相应的基因。另一种可
能的沉默方式考虑到 CASS 中存在聚合酶活性的蛋
白，因此剪切后的小 RNA 单位可以结合到目标

mRNA上作为引物，在聚合酶作用下进行延伸，形成
双链产物；随后再被剪切、沉默。 

2.3  CRISPR 是原核生物与噬菌体斗争的记录器 
综合 CASS 抵抗噬菌体的功能和原核生物基因

组的高效（低冗余）特性，推测 CRISPR位点有如下
性质：1）外源基因组序列能够被迅速识别并作为新
的间区序列插入到 CRISPR位点中，以形成对相应物
种（基因）的抵抗能力；2）一个或者多个已有的间
区序列可以发生随机丢失，而对物种生存有用的间区

序列在自然选择的压力下保存下来。CRISPR 位点的
基因序列记录了在原核生物进化中遇到的各类外源

基因（主要是噬菌体基因）片段。因而，CRISPR 可
以看作是原核生物与噬菌体斗争的记录器。新间区的

插入是有极性的（总发生在 LS一侧）， 因此间区序列的
排列可以反映一个物种的进化方向；根据 CRISPR 位点
间区序列排列的差异，能够判断不同菌株间的进化关系。 

3  CRISPR 研究的生物信息学资源 

目前已经有多种生物信息学工具可用于 CRISPR
位点搜索及分析，其中较为快速、高效的包括以下 3
种： PILER-CR[33], CRISPRFinder[34] 和  CRT[35]。

PILER-CR 使用 C++编写，作者提供了源程序下载，
用户需要自行编译后才能使用。CRT使用 JAVA编写，
运行前需要用户安装 Java 运行环境（Java Runtime 
Environment，JRE），便于在分析单个基因组或者一
段 FASTA格式的序列时使用。以上两个软件可以在本地
机上运行。CRISPRFinder是使用 perl语言开发的基于网
络的软件，与已完成测序的原核生物的 CRISPR 信息一
起存放于 CRISPR DB网站中[5, 6, 34, 36]。其优点是在鉴定

间区序列数目少于 3个的 CRISPR位点时比前两者准
确；同时，利用该网站提供的 CRISPRionary、BLAST 
CRISPRs 等工具，可以方便的分析不同菌株之间
CRISPR 位点的间区序列排列及其差异，从而利于进
一步的分型、进化分析。其他 CRISPR研究可能用到
的工具（网站）作用和网址见表 1。 

 

表 1  CRISPR 研究相关的生物信息学资源 

Table 1  Bioinformatics resources for CRISPR research 

Resources Description URL 

PILER-CR http://www.drive5.com/pilercr 
CRISPRFinder http://crispr.u-psud.fr/Server/CRISPRfinder.php 
CRT 

Tools for detecting CRISPR locus from ge-
nomic sequences. http://www.room220.com/crt 

   

CRISPR DB Database of CRISPR loci in sequenced pro-
karyotic genomes, containing series of analy- 
sis tools for CRISPR locus detection, compa- 
rison and alignment. 

http://crispr.u-psud.fr/crispr/ CRISPRHomePage.php 

   

TIGR CMR Website for browsing flanking sequences, 
repeat region and CAS genes of CRISPR loci 
in sequenced prokaryotic genomes. 

http://cmr.tigr.org/tigr-scripts/CMR/shared/MakeFrontPages.cgi?pag
e= genome_property 

   

TIGR HMM search Website for identifing and classifying CAS 
proteins by HMM. 

http://tigrblast.tigr.org/web-hmm/ 

 

4  CRISPR 的应用 

4.1  间区寡核苷酸分型 
以 CRISPR 位点多态性为基础的间区寡核苷酸

分型已经成为结核分支杆菌的标准分型鉴定方法。该

菌的 CRISPR位点失去获得新间区序列的能力，其多
样性表现为已有 43 个间区序列的随机删除。使用生
物素标记位于 DR区域、方向相反的一对引物，对菌 

株核酸进行扩增，然后将扩增产物与结合在尼龙膜上

的间区序列探针进行杂交，X光照射显影，观察杂交

图谱并使用软件进行分析。与传统的 IS6110 限制性

片段长度多态性指纹图相比，该方法快速、简便，结

果稳定性好，但分辨率略低[18]。国际上已经建立了包

含近 40000 株菌、2000 种型别模式的结核分支杆菌

数据库，可以通过接入互联网使用[37]。
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4.2  利用 CRISPR 位点多态性进行细菌分型 
由于其多态性极高，CRISPR位点可作为细菌分

型的理想靶标。使用 CRISPR位点序列分析的方法对

184株空肠弯曲杆菌（Campylobacter jejuni）进行分

型[38]，证明 CRISPR位点的分辨率与 AFLP和 MLST

相当。澳大利亚的一个研究小组使用高分辨率 DNA

熔解曲线（high-resolution DNA melt curve，HRM）

的方法对大肠弯曲杆菌（Campylobacter coli）的

CRISPR位点进行了分析[39]，结果证明该方法的分型

能力不低于 PFGE。鼠疫菌基因组中包含 3个 CRISPR

位点（YPa，YPb和 YPc），我们在中国、前苏联和外

蒙的 26 个鼠疫自然疫源地中，挑选了 125 株代表性

鼠疫菌，对其 3 个 CRISPR 位点进行了分析。综合 3

个位点的间区序列排列，可以将鼠疫菌分成 12 个

CRISPR群，各 CRISPR群的分布与疫源地联系紧密。

该结果进一步证明 CRISPR位点在分型中的作用，并

对鼠疫菌的微生物法医学溯源提供了新思路[26]。 

4.3  细菌进化分析 
基于间区序列极性化插入及随机化丢失的特点，

Pourcel 等根据 YPa 位点的间区序列排列情况，推测

出鼠疫菌祖先菌株 CRISPR位点序列和该菌的进化场

景[17]。在我们的研究中，挑选了分布和代表性更为广

泛的菌株，并对所有 3个 CRISPR位点进行了分析，

根据 CRISPR位点进化规律，构建出鼠疫菌进化模型。

该模型判断鼠疫菌的传播主路线环绕着塔克拉玛干

和准葛尔地区，其余相对年轻的鼠疫菌分支从该主路

线上衍生出来，并由人类活动或其他偶然事件传播到

世界各地[26]。 

5  前景展望 

对 CASS的研究还处于起始阶段，尤其是实验方
面的报道还很少。有几方面关键问题尚待解决：间区

序列的获取和丢失机制；CAS 蛋白、LS 与 CRISPR
重复区域之间的相互作用；以及不同 CAS 蛋白的功
能。由于 CRISPR 可能是按照类 RNA 干扰的模式行
使功能，对 CASS的研究将有利于进一步理解真核生
物 RNA 干扰现象。鉴于在已测序原核生物中的广泛
分布，CASS 可能是最古老的针对噬菌体的原核生物
免疫系统。在漫长的进化过程中，噬菌体可能也发展

出逃避或抑制 CASS作用的机制。该方面的研究将有
利于揭示噬菌体与细菌之间互相斗争的关系。 

目前还没有 CASS 对内源基因进行沉默的相关

报道。如果 CASS 确实是以类 RNA 干扰的模式去降
解 mRNA，原核生物中存在的与其基因组序列同源的
间区序列转录后将可以作为小 RNA，造成转录自相
应内源基因的 mRNA 降解。这个假设的证实将引发
微生物学研究的革命性进展：在研究某种或某几种基

因功能时，不必再费很大力量去敲除这些基因，只要

选取其特异性序列作为新的间区序列，与 DR一起转
移到 CRISPR位点中，就能沉默相应基因。同样，也
可以通过在携带 CRISPR位点的大质粒上插入目的基
因间区序列，然后将质粒转导入待研究的细菌中，从

而关闭相应基因表达。 
来自噬菌体的间区序列能够在一定程度上反映

细菌在进化过程中经历过的生态环境，而新间区序列

的极性化插入特性赋予了 CRISPR位点揭示进化方向
的功能。对 CRISPR位点的研究为我们提供了一个方
便的研究进化的工具。CRISPR 位点的高度变异性使
其在不同细菌之间（甚至亲缘关系非常近的物种间），

间区序列几乎都不相同。但是在同一种细菌的不同菌

株间，这种高度变异性则为我们提供了一个合适的鉴

定、分型靶标。结核分支杆菌的间区寡核苷酸分型就

是一个成功应用的例子。 
CASS提供对噬菌体的特异性抵抗能力使其在生

物工业上尤为有用。许多工业化生产如乳业和制酒业

等都要依赖细菌，噬菌体的破坏对于这些产业造成了

巨大损失。将针对特定噬菌体的间区序列转移入这些

细菌，能够有效的解决这个问题。已经有研究者申请

了此方面的专利。 
总之，对 CASS功能、机制的深入探讨将在多个

方面引发微生物学研究领域的革命性进展。 
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Clustered regularly interspaced short palindromic repeats: 
 structure, function and application —— A review  
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Abstract: CRISPRs (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats), the basis of spoligotyping technology, 
can provide prokaryotes with heritable adaptive immunity against phages’ invasion. Studies on CRISPR loci and their 
associated elements, including various CAS (CRISPR-associated) proteins and leader sequences, are still in its infant pe-
riod. We introduce the brief history1, structure, function, bioinformatics research and application of this amazing immunity 
system in prokaryotic organism for inspiring more scientists to find their interest in this developing topic.  
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