
!"#"$%&’"&(!! 小型综述
微生物学报 !"#$ %&"’()&(*(+&"$ ,&-&"$
"#!$%"#$%0" &$%#%$ ( )*+,-./0%$#
1223%%%$ &40%5$ 63$$ &$55"78
9++:#77;,</=>?@ABCA>*A*=7>*+>CB*/,*=

基金项目#国家*十二五+科技重大传染病专项!0%$#eg$%%%(4%’%0%$0eg$%%%(0$""
!通信作者& 邱少富%G.?# JD4K$%K445(D(#(%H>I# JD4K$%K445(D(’"%FKC>B?#PB<@9[%4$#N9,+C>B?A*,C$宋宏彬%G.?# JD4K$%K445(D(’"%FK

C>B?#9,=L-B=@,=LN04#A=.+

作者简介!李浩!$5D5 &" %男%陕西西安人%硕士研究生%研究方向为感染免疫机制与免疫治疗& FKC>B?#?B9>,DD44#0#5N$04A*,C

收稿日期!0%$#K%(K00"修回日期!0%$#K%’K%D
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摘要#细菌和古细菌在与噬菌体的生存斗争中%进化出了获得性免疫系统,,,成簇的规律间隔的短回文重复
序列!6?<@+./.O /.L<?>/?RB=+./@:>*.O @9,/+:>?B=O/,CB*/.:.>+@%6̂ 12Û "%该结构能够通过其转录出的 Ĉ 3Q又
称 */̂3Q!6̂ 12Û 3̂Q"及 6̂ 12Û 相关蛋白!6̂ 12Û K>@@,*B>+.O%6>@"对外来某一特定单链或双链 Y3Q实
施高特异性地沉默或降解& 近年来%这个存在于原核生物中的免疫系统成为了研究热点%并有着极为广泛的
应用前景& 特别是最近%研究人员又根据 */̂3Q的特性和功能%利用人为改造后的 @L̂3Q!@C>??L<BO.
3̂Q"及 6>@5 蛋白%实现了对细菌乃至真核生物某一特定基因的精确敲除或沉默%这无疑会使基因组编辑技
术进入一个更加方便而精确的新时代&
关键词!6̂ 12Û % 6̂ 12Û K6>@系统% 6>@5 蛋白% 基因编辑
中图分类号!85#K#!!文献标识码!Q!!文章编号!%%%$K40%5 !0%$#"$%K$%0"K%4

!!在细菌和噬菌体的生存斗争中%细菌为应对噬
菌体的威胁%进化了多种免疫机制 ($) %在这些免疫
机制中%有被动适应%也有主动防御策略%借此阻止
噬菌体 Y3Q进入细胞%同时裂解入侵的 Y3Q%或以
宿主细胞死亡的方式来阻止噬菌体扩散& 目前已阐
明的细菌免疫机制主要包括#限制修饰系统’流产感
染系统和毒素抗毒素系统 (0) & 近年来%研究人员发
现了细菌基因组具有一类成簇的规律间隔的短回文
重 复 序 列 ! 6?<@+./.O /.L<?>/?R B=+./@:>*.O @9,/+
:>?B=O/,CB*/.:.>+@% 6̂ 12Û @" (#) %该结构与一些功
能 相 关 的 蛋 白 ! 6̂ 12Û K>@@,*B>+.O% 6>@" 合 称
6̂ 12Û K6Q2 系统& 经证实%该系统能在细菌中具
有获得性免疫的功能 (() & 最近%在对 6̂ 12Û 的相

关研究中%研究人员创立了一种新的基因组编辑技
术#Z>?B等 ($) 利用来自酿脓链球菌 ! ,#’16#("(""4/
68(+1-1/"和嗜热链球菌 ! ,#’16#("(""4/#01’A(60&*4/"
中的 6̂ 12Û 相关蛋白 6>@5%在一段人为重组的
@L̂3Q!@C>??KL<BO. 3̂Q"的引导下%针对小鼠和人
类基因组的特定基因片段实现了精确的剪切& 这种
通过可编程 3̂Q进行 Y3Q改造的技术为基因组编
辑开创了一条新的途径&

"#细菌的 6̂ 12Û K6Q2 系统

"’"#C?DEF?!C+E系统概述
6̂ 12Û K6Q2 系统自 0%%0 年首次被 T+/.*9+大
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学的 b>=@.= 等定义以来 (") %受到了各国科学家们的
共同关注& 6̂ 12Û K6Q2 系统的组成主要包括#由
不连续的重复序列 !̂/.:.>+"与长度相似的间区序
列 2!@:>*./@"间隔排列而成的 6̂ 12Û 簇%前导序
列 V!?.>O./"以及一系列 6̂ 12Û 相关蛋白基因 "$/
!6̂ 12Û KQ22)61QGFY%"$/" (4) & 6̂ 12Û 系统广泛
分布于原核生物中%其中%已测序的约 "%_细菌和
D"_古菌基因组中至少存在 $ 个 6̂ 12Û 位点 (#%) %
而 古 菌 詹 氏 甲 烷 球 菌 ! %1#0$-("$*<("(""4/
O$--$/"0&&"中存在高达 $D 个 6̂ 12Û 位点 (() & 目前
的研究普遍显示%水平基因转移是导致 6̂ 12Û 系
统在细菌和古菌中广泛分布的重要进化机制之
一 (’) & 6̂ 12Û 位点通常定位于原核细胞染色体
上%个别出现在质粒中& 其中 "$/基因多达 (" 个家
族 (’) %根据其序列同源性’组成情况和功能可将
6̂ 12Û 系统分为 D 个亚型#."(*&’L61/#’EA1-&’
F=4*+’@-1$6’BA$’&’!61’- 和 %#4)1等 (() & 此外%
6̂ 12Û 的间区序列 ! 2"也具有极其丰富的多样
性 (5) &
"’$#C?DEF?!C+E系统作用机理

此前%研究人员对 6̂ 12Û 发挥其生物学功能
的机制提出了许多假设%如参与复制子分离’Y3Q
修复和校正’染色体重排等 (#) %但近几年的研究发
现 6̂ 12Û 的间区序列与噬菌体或质粒序列存在同
源性%甚至有一些间区序列与噬菌体基因序列同源
性为 $%%_ ($$) %研究人员认为 6̂ 12Û K6Q2 系统可
能通过类似于 3̂Q干扰的机制!又称 6̂ 12Û B"参
与细菌的获得性免疫防御 (# &4) & 其主要作用机制如
下#在噬菌体入侵宿主细胞后%6̂ 12Û 系统会从外
来的噬菌体序列中选取一段序列加工成新的 K̂2 序
列后重组到 6̂ 12Û 簇内%使得宿主获得抵抗相应
噬菌体再次入侵的能力 ($0) & 当该噬菌体再次入侵
细菌时%6̂ 12Û 簇首先转录为长的 */̂3Q! 6̂ 12Û
3̂Q" 前 体% 然 后 逐 步 被 加 工 成 小 的 成 熟 的
*/̂3Q($#) & */̂3Q结合相关的 6>@蛋白后%形成
*/̂3QK6>@蛋白复合体%通过碱基互补配对精确地
与目标 Y3Q!+>/L.+Y3Q"相结合%随后 6>@蛋白对
目标 Y3Q进行断裂和降解 ($() &

Z>‘>/,X>等 ($")根据作用机制中 "$/基因的差
异性将 6̂ 12Û 系统分为 # 种类型#"型 6̂ 12Û 系
统%主要作用单元为"$/# 基因 ($4) %在表达阶段%由多
个 "$/基因编码所产生 6>@*>O.! 6̂ 12Û K>@@,*B>+.O

*,C:?.I[,/>=+BXB/>?O.K[.=@." 复合体加工并结合
*/̂3Q%并与 6>@# 蛋白共同作用于靶标 Y3Q并将
其降解$$型 6̂ 12Û 系统%其干扰过程是在 6>@5
蛋白存在的情况下催化进行的 ($’) %6>@5 蛋白在
*/̂3Q的成熟和靶标 Y3Q的剪切中发挥重要作用%
并且反式编码小 3̂Q!+/>=@K.=*,O.O@C>?? 3̂Q%
+/>*/̂3Q"在其中扮演了导向的角色%*/̂3Q可以通
过碱基对来连接 +/>*/̂3Q来形成二元 3̂Q结构&
这种二元 3̂Q结构分子可以指导 6>@5 蛋白质来在
特定位点引入双链 Y3Q的断裂$,型 6̂ 12Û 系
统%主要以 6>@4 为核心加工 */̂3Q%加工过后的
*/̂3Q被传递到特殊的 6>@剪切复合体! 6@C复合
体或 6C/复合体"中发挥向导作用 ($D) &

$#6̂ 12Û @基因编辑技术

在发现细菌这一基因水平的免疫机制后%研究
人员看到了利用 6̂ 12Û K6Q2 系统精确降解或沉默
目标 Y3Q这一技术的应用前景%并对其展开了深入
的研 究& 0%$0 年 劳 伦 斯 伯 克 利 国 家 实 验 室
!E./‘.?.RV>-"的研究人员%在 11型 6̂ 12Û 系统中
发现了一种双链 3̂Q%并将这种双链 3̂Q改造为
一种能指导 6>@5 蛋白对几乎所有 Y3Q序列进行剪
切的工具%即一种全新的基因组编辑技术,,,
6̂ 12Û @技术& 而该技术主要利用 @L̂3QK6>@5 复
合体作为基因编辑工具 ($5) &
$’"#7A?@+!C.7G 的结构

@L̂3QK6>@5 结构主要由两部分组成#!$"具有
核酸内切酶作用的 6>@5 蛋白%!0"@L̂3Q嵌合体&
其中 @L̂3Q嵌合体又由三部分组成#即一段回文序
列形成的发卡结构 !为 6>@5 蛋白的结合位点%由
*/̂3QK+/>*̂3Q改造而成"%一段长度约为 $0 &0%-:
的可以与目标 Y3Q互补的 3̂Q单链序列 ! ->@.K
:>B/B=L/.LB,="以及一段终止序列!+./CB=>+,/" ($5) &
$’$#7A?@+!C.7G 进行基因编辑的过程概述

Z>++9.M等 ($5)的研究表明%@L̂3QK6>@5 进行基
因编辑大致的作用过程主要为#野生的化脓性链球
菌中的 6>@5 蛋白与 @L̂3Q相结合%组成蛋白质
3̂Q复合体%该复合体特异性地与目标基因!+>/L.+
Y3Q"配对!目标基因前尚需存在一个序列为 3\\
的原 间 区 毗 邻 序 列 UQZ ! :/,+,@:>*./>O;>*.=+
C,+B[""%随后 6>@5 蛋白则通过其具有的两个作用

40%$
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域! T̂f6和 S3S"分别将该段 Y3Q的双链切断降 解!见图 $"&

图 "%7A?@+!C.7G 特异性剪切目标 H@+
HBL</.$A+9.+>/L.+Y3Q*?.>X>L.O -R@L̂3QK6>@5A

$’(#7A?@+!C.7G 进行基因编辑的影响因素
Z>++9.M等 ($5) 通过 一系 列 实 验 证 实% 运 用

@L̂3QK6>@5 进行基因编辑需要注意多种因素的影
响& 例如%在设计 @L̂3Q时%当 @L̂3Q与目标序列
的非编码链互补时%其抑制作用远高于将其编码链
作为其互补序列$另外%当目标序列位于启动子附近
区域时%其实现基因敲除或表达抑制的效率也远高
于将目标序列定位于其他区域$除此之外%诸如目标
序列的长度’错配的碱基个数及由目标序列前 ’ 个
碱基的组成的 *@..O /.LB,=+都会对其作用效率产生
影响&
$’)#C?DEF?7基因编辑的优势
$’)’"#更高效的基因编辑效率!与其它基因组工程
技术如锌指核酸酶!eH3@"或类转录激活因子样效
应物核酸酶 !GQVF32"相比%6̂ 12Û @技术具有更
高效的基因编辑效率& 研究人员在实验过程中%设
置了许多不同的与目标配对的 @L̂3Q%结果发现%没
有一个出现错配和遗漏现象 (0%) %此外%研究人员利
用两种方法!GQVF3@>=O 6̂ 12Û @"对同一细胞的同
一个基因位点进行对比分析发现%6̂ 12Û @方法进行
基因敲入的效率为 "$_ &’5_%相比之下%GQVF3@
的效率仅为 %_ &#(_%并且 6̂ 12Û @基因编辑方法
也比 GQVF3@方法敲入克隆效率高出近 $% 倍(0$) &
$’)’$ 更广的可编辑基因范围!6̂ 12Û @基因编辑技

术在识别目标基因时需要 UQZ的参与%但由于 UQZ
为仅由 # 个碱基对!3\\或 663"组成的序列(00) %其
产生率更高%因此%相比之前的基因编辑技术%利用
6̂ 12Û @方法进行基因编辑的适用范围更广&
$’)’(#更好的可诱导性和可逆性!不同于其它基因
敲除技术%6̂ 12Û @技术具有可逆性& 人工诱导出
的灭活型 6>@5 蛋白!O6>@5"可以抑制基因的表达而
不改变目标序列的原有结构%Z>++9.M等 ($5)在基因
表达抑制试验中发现%插入大肠杆菌中的荧光基因
在抑制试验开始后的 (0% CB= 后%又恢复到了原来
的水平%这说明 O6>@5K@L̂3Q在基因沉默过程中同
样具有可逆性&
$’)’)#更多位点的同源基因研究!V.6,=L等研究
证实 (0#) %相比较 eH3@和 GQVF32 两个基因编辑技
术% 3̂QK6>@5 还可以同时针对同一细胞中的多个位
点进行编辑%该功能在研究基因表达过程中的复杂
调控机制中将发挥重要的作用& 此外%这项技术也
为我们对多基因疾病的研究提供了一种更加简单便
利的方法&
$’)’*#能够实现对真核细胞的基因编辑!比起在原
核生物中进行的基因编辑%真核细胞中的基因编辑
显得更有前景%近来%研究人员发现 6̂ 12Û 基因编
辑技术在真核生物中同样能实现其功能 (D) & c,,=L

等 (0()证实了 6̂ 12Û 在斑马鱼的基因编辑修饰中

’0%$
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能够发挥作用& U/>@9>=+等 (0%)也成功利用 6̂ 12Û @
技术在人类细胞中针对内生性的腺病毒相关病毒基
因位点!QQf2$ ?,*<@"实施靶向插入和删除%其中在
05#G细胞的成功率为 $%_ &0"_%在 W"40 细胞的
为 D_ &$#_& 最近%YB=L等 (0$)又利用 6̂ 12Û @技
术进行人多能干细胞的基因组编辑&

此外%相比传统的基因编辑技术%该技术还有诸
多优点%例如#@L̂3Q具有低成本高效率的优势%据
了解%利用 eH32 技术进行基因编辑的成本达到每
次 4%%% 美元$而 GQVF3的效率只有 6̂ 12Û @技术
的十分之一 (0$) & 同时%由于 6>@5 有两个不同的域
! T̂f6和 S3S"%可以分别剪切一条特定的 Y3Q
链%因此该技术能实现对目标基因两条链的同时编
辑 (0#) &

(#新型基因编辑技术的前景与展望

6̂ 12Û @技术为未来的基因组编辑创造了条
件& 通过结合其他的基因工程技术%这种新型基因
编辑技术在生物’农业’环境研究及医学领域有极其
广泛的应用前景 ($5) & 例如在临床治疗方面%相比蛋
白质水平的治疗方式%基因治疗显得更加简便’直接
和高效& 目前%新型的基因编辑技术在多个方面展
现出了其特有的优势%将会加速相关领域的发展&
(’"#医疗技术的革新
(’"’"# 干 细 胞 的 基 因 编 辑! 最 近 研 究 表 明%
6̂ 12Û @基因编辑技术可以应用在干细胞诱导和体
外器官人工合成等前沿领域%如 YB=L等最近运用
6̂ 12Û 技术对 9U26细胞系基因组进行了编辑%并
取得了巨大成功 (0$) & 此外%研究人员还可以利用这
一基因编辑技术%非常系统地引入单个突变%使干细
胞分化为神经元或心肌细胞%从而观察这些突变对
细胞生物学的影响&
(’"’$#*肿瘤+’*艾滋病+等的治疗!研究人员还可
以运用该技术将存在缺陷或者变异的基因替换为正
常的基因拷贝& 在一家名为 2>=L>C,EB,@*B.=*.@的
临床生物制药公司的研究中%感染艾滋病毒的患者
在接受了特定基因的替换之后!研究人员从 S1f患
者处获取淋巴细胞%突变其 66̂ " 受体%然后再将细
胞回输到患者体内%这样的细胞将能够抵御感染"%
显示出了抗艾滋病的效果 (0") & 同时%基因治疗相对
于目前医学治疗方法尚未能解决的诸如癌症以及由
单个遗传变异引起的疾病%如亨廷顿氏舞蹈病等%目

前尚无有效治愈方法的疾病%也有望会起到可观的
效果& 在药品生产方面%新的基因编辑技术也将使
得针对多种疾病的基因药物的研发变得更加方便和
高效 (04) &
(’"’(#重大传染病的基因治疗!传染病一直以来都
是威胁人民群众生命和财产安全的头号公敌%在针
对传染病的治疗中%由于病原微生物基因的高突变
率和进而产生的高耐药性%使得现行的诸多治疗方
法都很难起到有效的作用& 而新的基因编辑技术或
许能通过基因编辑的手段实现分子靶向治疗& 通过
特异性降解病原微生物基因组中的毒力或是必需基
因%抑制其毒力表达或是导致病原菌的死亡%从而实
现基因水平的抗菌治疗%这样既能克服病原微生物
产生耐药性带来的治疗不便%又为高特异性的基因
抗菌药物的快速研制提供了可能&
(’$#生物工程中的巨大潜力

新型的基因编辑技术结合生物工程技术%在农
业’养殖业’考古学以及环境学上都将发挥重要作
用& 利用该项基因编辑技术%研究人员将能在很大
程度和范围上进行基因改造%甚至实现合成生物的
创造%这也就意味着很多已经灭绝的生物如华南虎’
猛犸象以及斑驴等 (0’)都可能会通过基因编辑技术
出现在我们的现实生活中& 另外%在环境严重受到
威胁和能源极度短缺的当今社会%这种新的基因编
辑技术或许能帮助我们合成出能分解垃圾而产生能
源的*超级细菌+ (0D) &

在过去%限制性酶和耐热聚合酶等 (05)细菌系统
的发现及应用%彻底改变了分子生物学技术& 而现
在%6̂ 12Û @基因组编辑技术的出现与发展%为我们
提供了编辑基因组的一个更加方便的工具%可能在
生物科技领域具有里程碑的意义& 从模糊的细菌免
疫系统到一项极具潜力的技术%这种 6̂ 12Û 基因
编辑技术将改变研究和操纵各种真核生物的方式%
也再次从哲学和进化的层面上向我们证实了地球上
各种生物的同源性&

截至目前%本课题组已对沙门’志贺等病原菌种
的 (%% 余株菌进行了 6̂ 12Û 结构的筛检与确认%
并在沙门氏菌和志贺氏菌的基因组中均发现了相关
的 "$/基因!后经对 "$/基因类型的分析%证实存在
于沙门’志贺中的 6̂ 12Û 均属"型 6̂ 12Û 结
构"& 我们设想是否能在沙门和志贺菌中发现一种
同样能在真核生物中发挥作用’功能类似 6>@5 蛋白
的一种新的 6>@蛋白%或是一种能参与提高基因编
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辑效率和准确性的 6>@蛋白复合体%从而改进这一
意义重大的基因编辑技术& 本课题组同时也试图在
沙门氏菌和志贺氏菌中运用这种新型的 6̂ 12Û @
基因编辑技术%进而验证某些未知基因的功能和相
关的调控机制&

尽管该项技术取得了许多突破%但仍有诸多的
有待解决的问题%比如%这种新的剪切工具是否能在
编辑效率和准确度上超越现有的 eH3和 GQVF3方
法2 该技术在运用过程中存在的诸多限制因素是通
过何种机制影响其编辑效率的2 然而%任何此类发
现都有很长的路要走& 该项新型基因编辑技术的发
展也需要研究人员们的长期不懈的努力和探索%最
终才能真正造福人类&
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( $ ) 2+</B=,bZ% W?>.=9>CC./Ĝ AF=LB=../.O ->*+./B,:9>L.K

O.[.=*. @R@+.C@ B= -B,:/,*.@@B=LA E$#4’1 :1=&1J/
%&"’()&(*(+8% 0%%4% (!""# #5"K(%(A

( 0 ) VBGA Q=>?R@B@ ,[ ->*+./B>?BCC<=. @R@+.CA !"#$
%&"’()&(*(+&"$ ,&-&"$% 0%$$% "$ ! $% "# $05DK$#%#A!B=
69B=.@."
李铁民A解析细菌免疫系统A微生物学报% 0%$$% "$
!$%"# $05DK$#%#A

( # ) ,̂+.C2,/.‘% fB*+,/W<=B=% U9B?B: S<L.=9,?+aA6̂ 12Û K
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