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摘要:近来研究发现，细菌 CＲISPＲ-Cas 系统在宿主菌抵抗可移动基因元件(mobile genetic elements，MGEs)的
过程中发挥重要作用。CＲISPＲ-Cas 还参与宿主菌群体行为和毒力基因调控、DNA 修复和基因组进化过程。
本文着重综述细菌 CＲISPＲ-Cas 系统的结构、类型、作用机制及其适应性免疫之外的其他功能(如对内源性
基因表达的调控、促进基因组进化、DNA 修复等);概述噬菌体抵抗 CＲISPＲ-Cas 系统的机制，并对噬菌体-宿
主菌相互作用进行探讨和展望。
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细菌和古生菌在不断的进化中获得了编码抵抗
噬菌体和其他生物侵袭的多种防御系统［1 － 2］。尽管
许多诸如限制修饰系统和噬菌体感染限制系统的防
御体系能发挥先天性免疫的功能，但约有一半的细
菌以及大部分的古生菌都拥有 CＲISPＲ-Cas 系统赋
予的适应性免疫功能。在过去几十年中，原核生物
中 CＲSPＲ-Cas 适应性免疫系统的发现被认为是微
生物学领域最激动人心的进展之一。

CＲISPＲ 全名为成簇的规律间隔的短回文重复
序列(Clustered regularly interspaced short palindromic
repeats，CＲISPＲ)，CＲISPＲ 位点包含多个重复序列
( repeats)，长度一般为 20 － 50bp，中间被通常与外
源 DNA 片段匹配的各种间区 ( spacer)分隔开［3］。
Cas 全称为 CＲISPＲ 相关蛋白 ( CＲISPＲ-associated
proteins)，由 CＲISPＲ 序列邻近的 cas 基因编码，具
有核酸酶、解旋酶、聚合酶和 ＲNA 结合蛋白的特征
性结构域［4］。CＲISPＲ-Cas 系统通过将质粒和噬菌
体等外源基因序列整合至 CＲISPＲ 位点，使宿主获

得针对可移动遗传元件 ( mobile genetic elements，
MGEs)的抵抗能力［5］。与真核生物中的 ＲNA 干扰
机制类似，CＲISPＲ ＲNA 前体转录子(pre-crＲNA)被
加工成短的 CＲISPＲ ＲNA( crＲNA)，crＲNA 能识别
并降解 携 带 互 补 序 列 ( 通 常 称 为 前 间 区 ) 的
MGEs［4］。尽管到目前为止，所有已发现的 CＲISPＲ-
Cas 系统具有一些共同的基本特征，但不同的系统
具体作用机制存在很大的差异［4，6］。

自然环境中，一些古生菌和细菌获得间区的情
况时有发生，而在实验室条件下，利用不同宿主以及
大量的外源 DNA 元件，科研人员对 CＲISPＲ 适应性
免疫机制有了更多了解［6 － 8］。

1 CＲISPＲ-Cas 系统的分类

不同的 CＲISPＲ-Cas 系统其作用机制存在差异，

根据 Cas 蛋白类型和 CＲISPＲ 位点构成，Makarova

等提出了一种新的分类方法，以 Cas1 和 Cas2 基因
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为核心，将 CＲISPＲ-Cas 系统分为 3 个主要及 11 个
亚型类型［4］。Cas1 和 Cas2 基因在所有的 CＲISPＲ-
Cas 系统中均有存在并具有活性，且被认为在适应
阶段参与了间区的整合过程。

Ⅰ型 CＲISPＲ-Cas 系统:典型的Ⅰ型 CＲISPＲ 位点含
有 Cas3 基因，Cas3 基因除编码相关蛋白形成抗病毒
CＲISPＲ 相 关 复 合 体 Cascade ( CＲISPＲ-associated
complex for antiviral defence)外［9 － 10］，还能编码具有
独立的解旋酶和 DNA 酶活性的大分子蛋白［11］，在干
扰阶段发挥重要作用。大肠杆菌(Escherichia coli)和
铜绿假单胞菌(Pseudomonas aeruginosa)Ⅰ型 CＲISPＲ-
Cas 系统的作用机制已有报道［9 － 10］。

图 1． CＲISPＲ-Cas 系统作用机制示意图［39］

Figure 1． Schematic of the functional mechanism of CＲISPＲ-Cas system．

Ⅱ型 CＲISPＲ-Cas 系统:Ⅱ型 CＲISPＲ-Cas 系统
以 Cas9 为标志蛋白，Cas9 是一种大分子多功能蛋
白，有助于 crＲNA 的产生，且能靶向并降解噬菌体
和质粒 DNA［11］。Cas9 蛋白在 crＲNA 的成熟和靶标
DNA 的剪切中发挥重要作用，并且反式编码小 ＲNA
( trans-encoded small ＲNA，tracrＲNA) 在其中扮演
了导向的角色［12］。Ⅱ型 CＲISPＲ-Cas 系统包括ⅡA
和ⅡB 两个亚型。目前嗜热链球菌 II 型 CＲISPＲ-
Cas 系统的功能研究较为清楚，该系统能有效抵抗
噬菌体和质粒 DNA 侵袭［6，11］。

Ⅲ型 CＲISPＲ-Cas 系统:Ⅲ型 CＲISPＲ-Cas 系统同

样具有标志蛋白 Cas6，Cas6 参与 crＲNA 加工过程。
此外，Ⅲ型 CＲISPＲ-Cas 系统还包含聚合酶和 ＲAMP
(Ｒepeat-associated mysterious protein)蛋白，ＲAMP 具
有 ＲNA 酶活性，并参与 crＲNA 加工过程。Ⅲ型
CＲISPＲ-Cas 系统又被分为 2 个亚型:ⅢA 和ⅢB，ⅢA
亚型 CＲISPＲ 能靶向外源质粒，表皮葡萄球菌( S．
epidermidis)的体内实验已有证实［13］，且该亚型编码
的聚合酶样蛋白 HD 结构域可能参与了对外源 DNA

的剪切［4］，而极端嗜高温古生菌激烈火球菌( P．
furiosus)ⅢB 亚型 CＲISPＲ 则主要针对 ＲNA［14］。

2 CＲISPＲ-Cas 系统作用机制

CＲISPＲ-Cas 系统包含两个主要元件:作为催化
核心的 Cas 蛋白以及发挥“遗传记忆”功能的
CＲISPＲ 位点［15］。CＲISPＲ 序列中含有多个重复序
列，这些重复序列被来源于 MGEs 的间隔序列分隔
开来。Cas 基因通常毗邻 CＲISPＲ 位点，但也可能位
于基因组其他位置。不同的 CＲISPＲ-Cas 系统在序
列结构和 Cas 基因构成上各有差异［4］。尽管不同
CＲISPＲ-Cas 系统作用机制各不相同，但 3 种类型的
CＲISPＲ-Cas 系统通过 3 个不同阶段:适应、表达和
干扰，从而介导针对外源 MGEs 的免疫(图 1． )。该
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过程又可以分为 2 个不同的、半独立的子系统:即适
应阶段包括的高度保守的“信息处理”系统，以及表
达和干扰阶段的“执行”系统。尽管参与信息处理
过程的蛋白(Cas1 和 Cas2)高度保守，但执行系统中
涉及的蛋白在不同种细菌之间存在显著差异［16 － 18］。

在适应阶段，来源于病毒或质粒的短 DNA 片段
会被整合到 CＲISPＲ 位点中［6，11］。噬菌体感染通常
导致 CＲISPＲ 位点间区的插入，其长度约为 30bp，且
一般位于 CＲISPＲ 位点前导序列一侧;由于是内部
插入，细菌从同一噬菌体获得多个间区的可能性较
小。每一次插入活动都伴随着重复序列的复制，进
而形成 1 个新的重复-间区单元，这使得 CＲISPＲ 位
点中存在着此种质粒或噬菌体的序列信息，这是细
菌获得适应性免疫的结构基础［19］。侵入的 DNA 片
段中前间区 ( proto-spacers)的选择通常由前间区邻
近基序 ( proto-spacer-adjacent motifs，PAMs) 决定。
PAMs 通常只有几个碱基的长度，且不同 CＲISPＲ-
Cas 系统均有差异［20 － 21］。

CＲISPＲ 介导的免疫过程的第 2 阶段是表达阶
段，在此过程中，CＲISPＲ 位点产生较长的初级转录
产物，即 CＲISPＲ ＲNA ( crＲNA)前体( pre-crＲNA)，
pre-ＲNA 随后在 Cas 蛋白等核酸内切酶的作用下被
加工成短的 crＲNA［4］。第 3 个阶段是干扰阶段，在
此期间，外源 DNA 或 ＲNA 通过前间区序列被
crＲNA 靶向和剪切［20］。在大肠杆菌中，Cas3 蛋白的
HD 核酸内切酶结构域能有效催化剪切过程。

3 CＲISPＲ-Cas 系统除免疫之外的其
他功能

值得注意的是，在 CＲISPＲ-Cas 系统发挥适应性
免疫功能的同时，还具有其他功能。一些 CＲISPＲ-
Cas 系统如大肠杆菌Ⅰ-E 型系统，由于其 Cas 基因
被 H-NS( heat-stable nucleoid structuring protein，H-
NS)抑制蛋白沉默［22］，在实验室条件下 CＲISPＲ-Cas

并不被激活［7］。在此类菌株中，只有缺失 H-NS 基
因或者过表达 CＲISPＲ-Cas 系统，才具有抵抗外源
DNA 入侵的能力［7，9］。生物信息学分析的结果表
明，相对于其它快速进化的 CＲISPＲ-Cas 系统［23］，

Ⅰ-E 型 CＲISPＲ-Cas 系统的进化十分缓慢(CＲISPＲ
序列在 103 － 105 年间保持不变［24］)。重要的是，这
种缓慢的进化过程与病毒和质粒对宿主所施加的强

烈且不断变化的选择压力极为不符［25］。此外，本课
题组研究发现，大肠杆菌菌株 MG1655 和 MC1061
等在溶原感染 ФMin27 噬菌体后，其 CＲISPＲ 位点中
间区序列并未发生变化，暗示 CＲISPＲ-Cas 可能并不
发挥相应功能(未发表资料)。因此，存在于多种大
肠杆菌基因组中的Ⅰ-E 型 CＲISPＲ-Cas 系统可能具
有除免疫之外的其他功能。

CＲISPＲ-Cas 系统具有除免疫之外其他功能的
发现也反映了 ＲNA 干扰领域的发展。尽管 ＲNA 干
扰起初被认为只参与免疫过程，但随后的研究证实
其参与了多种细胞反应过程，如基因调控和异染色
质形成［26］。有研究表明，CＲISPＲ-Cas 系统参与了
P． aeruginosa 生物膜形成的调节以及基因组进化过
程［27］，同时，CＲISPＲ-Cas 系统也对单增李斯特菌
(Listeria monocytogenes)的毒力有影响［28］。
3. 1 内源性基因调控

除了具有适应性免疫功能，CＲISPＲ-Cas 系统还
参与基因表达调控。CＲISPＲ-Cas 系统可介导内源
性基因调控，从而影响细菌的群体行为和毒力。

通过部分匹配进行基因调控:除Ⅲ-B 型系统剪
切互补 ＲNA 外，大部分的 CＲISPＲ-Cas 系统剪切互
补 DNA。因此，如果 crＲNA 与基因组序列互补，由
于核酸内切酶对基因组的剪切，通常会导致细胞死
亡［29］。然而，CＲISPＲ-Cas 对基因组的剪切需要
crＲNA 与基因组近乎一致的互补，部分互补则无法
进行剪切，同时这也取决于错配的位置和碱基数
量［30］。CＲISPＲ-Cas 系统通过部分互补机制进行基
因调控，这一结论在 P． aeruginosa 调节运动性和生
物膜形成的研究中得到证实［27，31］。溶原了 DMS3
噬菌体的铜绿假单胞菌丧失了运动性和生物膜形成
能力，但在 Cas 基因突变株中得到恢复［31］。

人类病原空肠弯曲菌(Campylobacter jejuni)编
码Ⅱ型 CＲISPＲ-Cas 系统，在缺失 CＲISPＲ 位点的菌
株中表达 Cas9 蛋白，能增强细菌毒力［32］，这表明
Cas9 蛋白能独立于 CＲISPＲ 转录子发挥功能。此
外，C． jejuni 的 Cas9 突变株在感染人源细胞时其运
动能力增强，而细胞毒性减弱［32］。

通过 ＲNA 剪切进行基因调控:尽管大部分的
CＲISPＲ-Cas 系统靶向 DNA，但Ⅲ-B 型编码的 Cmr
复合体通过在体内和体外剪切互补 ＲNA 发挥作
用［33］。Ⅲ-B 型系统降解 ＲNA 的能力使其参与内源
性基因调控成为可能。
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3. 2 基因组进化
除了调节内源性基因表达，CＲISPＲ-Cas 系统还

能通过自我靶向( self-targeting)对基因组进化产生
积极影响。在 CＲISPＲ-Cas 介导的基因组剪切之后，
会导致大规模的基因组重排过程。同时，由于
CＲISPＲ 序列的重复性，有研究表明其可能在基因组
重排过程中发挥作用。例如，在大 肠杆 菌中，
CＲISPＲ 重复序列能引起含有 rpoS 基因(应激反应
σ 因子)的染色体区域发生复制，从而提高细菌对高
温的适应性［34］。基因组重排使得宿主适应能力增
强，这也从侧面反映出，CＲISPＲ-Cas 与细菌基因组
进化有关。
3. 3 DNA 修复

CＲISPＲ-Cas 不仅能造成微生物基因组损伤，而
且具有 DNA 修复的功能。例如，大肠杆菌Ⅰ-E 型
系统的 Cas1 蛋白能与 DNA 重组酶和修复酶相互作
用。缺失 Cas1 或相关的 CＲISPＲ 位点会提高宿主
基因组对 DNA 损伤因子的敏感性，以及造成染色体
分离缺陷［35］。有趣的是，尽管 CＲISPＲ 序列起初被
认为在复制分区中发挥功能，但有研究认为，Cas 蛋
白最初是作为新的 DNA 修复系统发挥功能的［36］。

4 噬菌体针对 CＲISPＲ-Cas 系统的逃
逸机制

细菌在与噬菌体长期的斗争过程中进化出了多
种抵御噬菌体感染的机制，包括抑制噬菌体结合细
胞表面受体、剪切入侵的噬菌体 DNA 以及诱导细胞
死亡以阻止噬菌体感染。尽管如此，绝大部分细菌
仍然受到噬菌体侵袭。由于具有较强的基因组适应
力和快速增殖能力，噬菌体也进化出了多种拮抗机
制，从而感染受到“良好保护”的细菌细胞［15］。噬菌
体通过多种途径逃逸细菌 CＲISPＲ-Cas 系统便是其
中一个重要方面。
4. 1 通过点突变逃逸

噬菌体可以通过前间区或 PAM 区域的单核苷
酸替换来逃避 CＲISPＲ 干扰机制。值得注意的是，

前间区中核苷酸突变的位置十分重要［20］。当缺失
噬菌体基因组中前间区和 /或 PAM 序列时，噬菌体
能逃避 CＲISPＲ 免疫［20］。然而，即便 CＲISPＲ 干扰
失败，一些受感染的细菌也能通过直接从噬菌体基
因组获得间区序列。在大肠杆菌Ⅰ-E 型 CＲISPＲ-

Cas 系统中，当最初的干扰过程失败时，该系统能获
得多个间区，从而扩大了该细菌的抗噬菌体谱［37］。
4. 2 通过 anti-CＲISPＲ 基因逃逸

近期有研究报道，P． aeruginosa 的温和噬菌体中
含有 5 种不同的 anti-CＲISPＲ 基因(抗Ⅰ-F 型 CＲISPＲ-
Cas 系统)［38］。通过这些噬菌体的基因组进行比对，
发现 anti-CＲISPＲ 基因位于噬菌体衣壳相关编码基因
附近。突变分析表明，anti-CＲISPＲ 活性来源于噬菌
体的一个小蛋白。由于 anti-CＲISPＲ 蛋白并不影响
cas基因表达以及 crＲNAs 的合成，推测该蛋白可能干
扰核糖核酸蛋白 CＲISPＲ-Cas 监测复合体的形成并影
响其活性［39］。假设噬菌体 anti-CＲISPＲ 活性源于一
个蛋白，该蛋白则可能会被包装进衣壳，并与噬菌体
基因组一起进入细菌细胞，也有可能在其噬菌体进入
细胞后立即产生该蛋白，从而快速中和宿主的免疫系
统［40］。生物信息学研究发现，在 P． aeruginosa 毒力
岛和可移动基因元件中有相似的 CＲISPＲ-Cas 抑制基
因存在［38］，而毒力岛和可移动基因元件的形成大多
与噬菌体有关，表明了 anti-CＲISPＲ 基因倾向于在噬
菌体之间水平转移。
4. 3 噬菌体编码的 CＲISPＲ-Cas 系统

Seed 等发现霍乱弧菌( Vibrio cholera)血清群
O1 噬菌体能编码自身的功能性 CＲISPＲ-Cas 系
统［41］。该 CＲISPＲ 位点中的部分间区序列与宿主
基因组中“噬菌体诱导的染色体岛样元件( phage-
inducible chromosomal island-like element，PLE)序列
一致。该 PLE 与金黄色葡萄球菌 ( Staphylococcus
aureus)的毒力岛［41］(SaPI)相类似，编码一套抗噬菌
体系统，其具体功能尚不明确［42］。有趣的是，与
SaPI 一样，V． cholera 的 PLE 在噬菌体感染过程中
发生剪切，从而激活抗噬菌体系统［43］。在噬菌体感
染循环，噬菌体 crＲNA 和 Cas 蛋白生成后形成
CＲISPＲ-Cas 干扰复合体，靶向并抑制 PLE 编码的宿
主抗病毒防御系统，使得噬菌体能够完成裂解循环。
因此噬菌体便可以劫持细菌 CＲISPＲ-Cas 系统，从而
促进自身增殖［42］。

5 展望

综上所述，CＲISPＲ-Cas 系统除发挥适应性免
疫功能以外，还具有多种其他的功能，而其中最广泛
的功能是 CＲISPＲ-Cas 系统对内源性基因表达的调
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控。然而对 CＲISPＲ-Cas 介导的基因调控的预测，需
要对其所涉及的机制有更详尽的了解，尤其是其对
碱基配对的要求［15］。

尽管一些 CＲISPＲ-Cas 系统具有除适应性免疫
以外的其他功能，但有些 CＲISPＲ-Cas 系统专一地发
挥防御功能。此外，还有些 CＲISPＲ-Cas 系统完全丧
失了免疫相关功能。例如，在实验室条件下，大肠杆
菌非工程菌株的Ⅰ-E 型 CＲISPＲ-Cas 系统并不具有
抵抗外源 DNA 入侵的能力［8］，且大肠杆菌自然分离
株的 CＲISPＲ 序列进化缓慢，这与 CＲISPＲ-Cas 的防
御功能并不相符［24］。在某些环境条件下，大肠杆菌
接受 MGEs 反而更有利，以至于 CＲISPＲ-Cas 系统可
能丧失其适应性免疫功能［15］。事实上，本实验室的
研究发现，溶原感染 ФMin27 噬菌体的大肠杆菌，其
CＲISPＲ 位点中并未获得来源于噬菌体的前间区序
列，且与 P． aeruginosa DMS3 噬菌体溶原株 CＲISPＲ
抑 制 其 运 动 能 力 的 情 况 不 同，大 肠 杆 菌
MG1655ФMin27 溶原株的运动能力反而增强。这表
明不同类型 CＲISPＲ-Cas 系统作用机制可能有差异，
还可能发挥不同功能，具体机制还有待进一步研究。

噬菌体与细菌的相互作用在自然界的生态系统
中广泛存在，尽管细菌进化形成多种机制抵御噬菌
体感染，但噬菌体仍能侵染大部分细菌，造成裂解或
溶原感染。目前大量的研究主要聚焦于 CＲISPＲ-
Cas 系统抵御裂解性噬菌体的转录、识别和调控机
制，同时对于 ＲNA 介导的 Cas9 系统在人和鼠细胞
系、细菌以及斑马鱼基因敲除中的应用研究较
多［44］，但对 CＲISPＲ 系统与溶原性噬菌体的互作关
系报道甚少，大肠杆菌 CＲISPＲ 免疫系统对编码志
贺毒素噬菌体(Stx 噬菌体)溶原感染及超感染的影
响以及相互作用的机制尚不清楚，因而阻碍了高致
病性 STEC(产志贺毒素大肠杆菌)的有效防控。Stx
噬菌体突破宿主菌 CＲISPＲ-Cas 免疫系统导致多重
溶原的分子机制是本课题组研究的方向之一。此
外，探明噬菌体-宿主复杂的动态相互作用关系对食
品和生物技术行业有着积极影响，对噬菌体-细菌共
进化关系的研究也有助于新兴的“噬菌体疗法”的
应用。可以推测，噬菌体-宿主相互作用关系将会是
未来研究的热点。
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Abstract:The roles of CＲISPＲ-Cas systems in bacterial host protection against mobile genetic elements (MGEs) are now

well known，but there is mounting evidence that these systems modulate other processes，such as the genetic regulation of

group behavior and virulence，DNA repair and genome evolution． Here，we reviewed the structure，types and mechanism

of interference of CＲISPＲ-Cas system as well as the additional functions of CＲISPＲ-Cas beyond adaptive immunity．

Furthermore，we discussed the mechanisms for phages to overcome bacterial CＲISPＲ-Cas system，and the prospective

evolution of interactions between phage and host．
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